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 چکیده
(، کوکسی گرم Staphylococcus aureus)استافیلوکوکوس اورئوس :و هدف زمینه

 همخاطر های شوک غذایی، هایمسمومیت چون مختلفی های بیماری تواندمی مثبتی است که
 انتروتوکسین ،این باکتری توسط شده تولید سموم ترینمهم از .آورد وجود به را ... و آمیز
. اشدمی ب و یک سوپر آنتی ژن شده یافت هایتوکسین ترینمهم و یکی از معمولترین B نوع

 تیابیدس جهت نوترکیب شکل به پروتئین این بیان و سازی همسان تحقیق این انجام از هدف
 دکاندی عنوان به آینده های بررسی منظور به آن تولید برای پایدار منبع و ساختار یک به

 .بود واکسن
های نادر مورد بررسی قرار گرفت و بهینه به لحاظ وجود کدون sebژن  :روش بررسی

آنزیمی برای  هضم واکنش .سازی ژن با استفاده از نرم افزارهای بیوانفورماتیکی انجام شد
 تأیید از پس. شد انجام pET28a)+(بیانی وکتور درون seb  تایید حضور ژن نوترکیب

 مصنوعی القاءگر از استفاده با SEB پروتئین نوترکیب بیان نظر، مورد ژن سازی همسان
IPTG  و همچنین تخلیص تحت شرایط طبیعی)غیردناتوره( با کمک ستون کروماتوگرافی

انجام  SEB پروتئین تأیید برای نیز بلات وسترن آنالیز. پذیرفت صورت( Ni-NTA)نیکل
 .شد

این  که بود، درحالی 86/0به ژن طبیعی  ( مربوطCAIشاخص سازگاری کدون) ها:یافته
توالی های با شیوع بالا در درصد کدون رسید.62/0 به ژن بهینه سازی شده شاخص برای

 وکتوردر  sebآنزیمی صحت همسانه سازی ژن  هضمیافت.  افزایشدرصد  75به  بهینه شده
)+(pET28a  .نتایج نشان داد که همسانه سازی ژن را تائید کردseb  درون وکتور
)+(pET28a های برشی انجام های مورد انتظار اثر آنزیمدر یک جایگاه مناسب بین محل

بیان خوب و قابل توجهی داشت. میزان  IPTG بعد از القاء با sebشده بود. همچنین ژن 
 ،وسترن بلاتینگ گرم بود.میلی 22 حدود شده برای هر لیتر از محیط کشت بیانپروتئین 

 واکنش پروتئین نوترکیب با آنتی بادی ضد هیستیدین را نشان داد. 
تولید گردید که بیان نوترکیب قابل  seb نوترکیب پایدار محتوی ژن سازه :گیرینتیجه

را می توان در مطالعات آینده برای  SEB توجهی از پروتئین را نشان داد. بنابراین پروتئین
 مورد بررسی قرار داد. SEB بررسی میزان ایمن سازی علیه سم

 
، SEB سم (،Staphylococcus aureus)اورئوس استافیلوکوکوس :های کلیدیواژه

 .، کاندید واکسنینگبیان نوترکیب، وسترن بلات
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 مقدمه

 Staphylococcus) اورئوس استافیلوکوکوس باکتری

aureus) ر د غذایی های مسمومیت علل ترین شایع از یکی

 ایه توکسین دارای باکتری این .است کشورها از بسیاری

 سیاراهمیت ب از انتروتوکسین آنها بین در که است مختلفی

 این به آلوده غذایی مواد مصرف و بوده برخوردار زیادی

 و سندرم شوک سمی غذایی بروز مسمومیت موجب توکسین

 کد کننده ژن از بیست تا کنون بیش .(2, 1)گردد می

 که  شناسائی شده استافیلوکوکوس های انتروتوکسین

 و مهمترین آنها شایعترین عنوان به B و A های انتروتوکسین

قابلیت  علت به Bانتروتوکسین  .(2)شوند میمحسوب 

ای دار آن بیوتروریستی کاربردهای و بینی طریق از جذب

 استافیلوکوکی Bانتروتوکسین  .(3)زیادی است اهمیت

(SEBسوپر آنتی ژن ،)با وزن مولکولی  یKDa 26  .می باشد

( SAPCسوپرآنتی ژن ها، با سلول های عرضه کننده آنتی ژن)

را القاء  Tداده و تکثیر سلول های  میانکنش Tو سلول های 

تولید و ترشح بسیار زیاد سیتوکین ها را  همچنین و می کنند.

باعث شده که منجر به بروز تب، راش، نشتی مویرگ ها و 

افت فشار خون می شود که از علائم اصلی شوک سمی می 

در بیماری زایی  SEBبا توجه به نقش پروتئین  .(4)باشد

، می توان آن را به عنوان کاندیدی مناسب S.aureusباکتری 

 .Tseng برای واکسیناسیون علیه عامل مذکور در نظر گرفت.

J  همورال به  یمنیا، 1997و همکاران در سالSEB  آئروسل

 یحاو یرهایکروسفیشده با م نهیواکس یها مونیدر م شده

 و Lowell GH.(5)کردندرا بررسی  SEB دیتوکسوئ

 هیبر عل یو اثربخش ییزا یمنیا، 1998همکاران در سال 

در  یلوکوکیاستاف B نیانتروتوکس یچالش کشنده آئروسل

 ین هاواکس یو تنفس یعضلان لیتحو لهیبوس مونیموش و م

 Proteosome-Toxoid)پروتئوزوم -دیتوکسوئ

Vaccines(6)کردند  ی( را بررس.  BRADLEY G. 

STILE’s  یواکسیناسیون مخاط، 2001و همکاران در سال 

 نوترکیب ضعیف (SEB) استافیلوکوکی Bبا انتروتوکسین 

 .(7)کردند را بررسی  و حفاظت در یک مدل موش شده

Ross D. LeClaire  ظت احف، 2002و همکاران در سال

 Bانتروتوکسین  اییباکتری سوپر آنتی ژن در برابر

کردند رسی غیر فعال را بر واکسیناسیون بوسیلهاستافیلوکوکی 

(8) .J. Daniel Coffman  یک 2002و همکاران در سال ،

 استافیلوکوکی Bنامزد واکسن نوترکیب انتروتوکسین 

(rSEB) شده در باکتری اشریشیاکولی تحت کنترل  بیان

 .(9)کردند را تولید و تخلیص  T7رونویسی با پروموتور

Tiffany Kay Inskeep  فرمولاسیون 2010در سال ،

واکسن های خوراکی محرک پاسخ های آنتی بادی مخاطی و 

. (11)کرد در مدل بچه خوک را بررسی  SEBسیستمی علیه 

Laura C. Hudson  یک مدل 2013و همکاران در سال ،

 B چالش با استفاده از دوز ناتوان کننده انتروتوکسین

در خوک ها را برای ارزیابی حفاظت تحت  استافیلوکوکی

ردند کایمن سازی با یک واکسن مشتق شده از سویا بررسی 

(11).Karin E. J. Ro¨dstro¨m همکاران در سال  و

استافیلوکوکی  B، ساختار اشعه ایکس انتروتوکسین 2012

(SEB ،در کمپلکس با گیرنده های آن )TCR و MHC 

class II  که تشکیل یک کمپلکس سه تایی می دهند را ،

مطالعات مختلفی در رابطه با ایمنی تا کنون . (12)دادند ارائه 

SEB  و در ارتباط با پایداری و میزان ایمونوژنیسیتی و

مسیرهای ارسال آن به بدن و ... صورت پذیرفته است. 

همچنین آزمایش های بالینی این واکسن پروتئینی بر روی 

موش، خرگوش، میمون، گوسفند، خوک و ... صورت گرفته 

ج خوبی را در ایجاد ایمنی علیه است که در برخی موارد نتای

SEB .ابتداء آنالیز  در این پژوهش نشان داده است

بیوانفورماتیکی لازم برای توالی ژن مورد نظر انجام شد و 

نوترکیب، بیان نوترکیب  DNAبا استفاده از تکنولوژی  سپس

و پس از تخلیص با ستون  صورت پذیرفت SEBپروتئین 

-Ni)ید نیتریلو استیک اس -کروماتوگرافی میل ترکیبی نیکل
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NTA) پروتئین  در نهایت برای تاییدSEB  نوترکیب از

  .تکنیک لکه گذاری وسترن استفاده شد

 

  روش بررسی

برای  E. Coli BL21DE3در این مطالعه از باکتری 

شتتد جهت ربیان پروتئین نوترکیب استتتفاده شتتد. همچنین  

 LB)کشتتتت لوریا برتونی مایع    از محیط E.coliباکتری  

Broth)  جد  و ید.      وا فاده گرد گار استتتت یک   از آنتیآ بیوت

های واجد جهت انتخابی نمودن رشتتد باکتری کانامایستتین 

های محدودالاثر استتتفاده شتتد. از آنزیم پلاستتمید نوترکیب 

EcoRI  وHindIII  به ترموستتاینتیفیکستتاخت شتترکت 

 استتتتفاده گردید.  ژن در وکتور بیانی   حضتتتورمنظور تایید   

شانگر    ترکیبات  و  DNAهای مولکولی شیمیایی، کیت و ن

شرکت پروتئین  سیناژن و  از  ساینتیفیک های مرک،  هیه ت ترمو

  -شتتتد. همچنین از ستتتتون کروماتوگرافی میل ترکیبی نیکل

برای  از شتترکت کیاژن  (Ni-NTA)نیتریلو استتتیک استتید 

یب   فاده شتتتتد.  تخلیص پروتئین نوترک یه وکتو  استتتت   رته

)+(pET28a  حاوی ژن نوترکیبseb: 

 Rare codon ابتداء با استفاده از نرم افزارهای 

analyserو Gene script (13) ،ژنی توالی آنالیز 

sebپایگاه ژنی بانک از شده استخراجNCBI  شماره با 

 .صورت گرفت (AccessionNo.M11118)دسترسی

و تبدیل آن به  وحشی sebهای ژنسازی کدونبهینه برای

 و، آنالیزهای بیوانفورماتیکی لازم E.coliهای رایج کدون

های نادر، پایداری این ژن، وجود کدون GCبررسی محتوای 

mRNA  و نیز شاخص سازگاری کدون(CAI: Codon 

Adaptation Index)  انجام گرفت. با استفاده از نرم افزار

OPTIMIZER  پارامترهای ذکر شده به منظور رسیدن به

های مطابق با الگوی کدون E.coliبیان حداکثر در باکتری 

ژن  mRNAسازی شد. پایداری رایج این باکتری بهینه

انجام شد.  mfoldافزار سازی شده با استفاده از نرمبهینه

توالی مورد نظر، بعد از بررسی شباهت با توالی آمینواسیدی، 

مورد آنالیز قرار گرفت  NEBcutter (14)افزار توسط نرم

سازی هایی که فاقد جایگاه برش در توالی بهینهو از میان آنزیم

 انتخاب شدند. HindIIIو  EcoRIشده بودند، دو آنزیم 

 درون وکتوربرای سنتز و همسانه سازی آن سازه ژنی 

)+(pET28a به شرکتBiomatic .کانادا ارسال شد 

تراریخت نمودن سلول های میزبان بیانی توسط وکتور 

)+(pET28a  حاوی ژن نوترکیبseb:  سلول های مستعد

E.coli BL21(DE3)  به روش شیمیایی با استفاده از نمک

پلاسمید از  نانو گرم 70تهیه شدند. سپس  2lCCaهای 

صورت شوک حرارتی به سلول های مستعد به نوترکیب 

سلول های میزبان تراریخت شده بر روی محیط  .منتقل شد

( g/mlµ60آگار حاوی آنتی بیوتیک کانامایسین) LBکشت 

درجه سانتی گراد  35کشت داده و به صورت شبانه در دمای 

  .(15)شدند گرماگذاری

حاوی ژن  pET28a)+(تایید ترانسفورماسیون وکتور 

 :E.coli BL21(DE3)درون باکتری  sebنوترکیب 

کلنی از کلن های رشد یافته بر روی محیط انتخابی  2تعداد 

LB  آگار انتخاب و به محیطLB Broth  حاوی آنتی

پس از اینکه ( منتقل شدند. g/mlµ60بیوتیک کانامایسین)

رسید،  6/0به  nm800جذب نوری سلول ها در طول موج 

مل )بر اساس دستورالعکیت با استفاده ازاستخراج پلاسمید 

 صورت پذیرفت. برای تایید ()کره جنوبی( Bioneer شرکت

واکنش هضم آنزیمی  از تکنیک حضور ژن در پلاسمید

درصد  1ی ژل آگارز استفاده گردید و محصول واکنش بر رو

 .(16)الکتروفورز شد

در مقیاس  نوترکیب SEB پروتئین بررسی بیان

 :آزمایشگاهی

 sebحامل ژن  pET28a)+(پس از تایید حضور وکتور 

، از کلن های رشد E.coli BL21(DE3)درون باکتری 

به صورت شبانه، میزان  LB Brothکشت  کرده در محیط
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براث حاوی آنتی  LBمیلی لیتر محیط  7میکرولیتر به  70

نظر به اینکه ( منتقل گردید. g/mlµ20بیوتیک کانامایسین)

می  lacتحت کنترل اپرون  BL21(DE3) بیان ژن در سویه

باشد، پس از اینکه جذب نوری محیط کشت در طول موج 

nm 800  رسید، از ماده القاءگر مصنوعی  7/0به حدود

با غلظت ( IPTGگالاکتوپیرانوزید)-β-D-1-ایزوپروپیل

برای القای بیان ژن مورد نظر در دمای ، میلی مولار 1نهایی 

در  گرماگذاریساعت  7پس از مدت  درجه استفاده شد. 30

، rpm 170گراد و هوادهی با سرعت درجه سانتی 30ی دما

دقیقه با سرعت  17سانتریفیوژ در مدت زمان  باها سلول

 داده درجه سانتی گراد ترسیب 2و دمای دور در دقیقه  2000

و تحت شرایط  QIAGENشدند. بر اساس پروتکل شرکت 

 4Po2NaH70) ها با بافر لیزکنندهطبیعی)غیر دناتوره(، سلول

 35در دمای  (pH=2/5و میلی مولار  NaCl300 میلی مولار،

شدند. سپس  گرماگذاریدقیقه  27درجه سانتی گراد به مدت 

 50)قدرت  (Sonication)سونیکاسیونسلول ها از طریق 

ثانیه ای سونیکاسیون در حضور یخ(  20سیکل  8کیلوهرتز و 

دقیقه با  17شکسته شدند و سلول های لیز شده در مدت 

درجه سانتی گراد  2در دمای دور در دقیقه  13700سرعت 

 .ردیدگسانتریفیوژ و محلول رویی شفاف حاوی پروتئین جدا 

 SDS-PAGE 12برروی ژل پروتئین نوترکیب نتایج بیان 

  .(18, 17)درصد بررسی گردید

 میل کروماتوگرافی کمک به SEB یبنوترک پروتئین تخلیص

  :( Ni-NTA ستون) ترکیبی

با بررسی محلول و یا غیر محلول بودن پروتئین نوترکیب 

SEB  مشخص گردید که به دلیل بیان بالا، این پروتئین هم

بصورت محلول و هم بصورت کنجاله های نامحلول در سلول 

وجود دارد. با در نظر گرفتن این شرایط، روش غیر دناتوره 

پس از  برای تخلیص پروتئین نوترکیب استفاده گردید.

 لیتر از نمونه حاوییلیم 1ی رزین کروماتوگرافی، سازآماده

پروتئین از ستون گذرانده شد. در هر مرحله خروجی ستون 

آوری و نگهداری گردید. در مراحل بعدی به جداگانه جمع

و در نهایت  270، 100، 20، 20ترتیب بافرهای ایمیدازول 

میلی مولار از ستون عبور داده  20با غلظت  MESبافر 

ن نوترکیب برروی ژل نتایج تخلیص پروتئی .(19)شدند

SDS-PAGE 12 17)درصد بررسی گردید(. 

گذاری توسط لکه نوترکیب SEBتایید پروتئین 

 وسترن:

از روش نوترکیب  SEBبه منظور تایید پروتئین 

ه موشی آنتی بادی کانژوگایمنوبلات وسترن با استفاده از آنتی 

استفاده گردید.  SEBپروتئین متصل به علیه دنباله هیستیدینی 

 کلقبل و بعد از ستون نی ابتدا عصاره سلولی نمونه القاء شده

. نددرصد الکتروفورز شدSDS-PAGE 12بر روی ژل 

سپس فرآیند لکه گذاری وسترن بر روی کاغذ نیتروسلولز با 

و بافر مخصوص آن  BioRadاستفاده از سیستم لکه گذاری 

 SDS1مولار، میلی 27میلی مولار، تریس  192)گلایسین 

( صورت پذیرفت. =pH 3/6درصد با  20درصد و متانول 

 بلاک نمودن کاغذ نیتروسلولز به صورت شبانه با استفاده از

درصد شیر خشک انجام شد. نمونه  7محلول بلاکینگ حاوی 

ای توسط دقیقه 10بار شستشو در بازه های زمانی  3پس از 

 His Tagدر معرض آنتی  کاغذ نیتروسلولز ،PBSTبافر 

در دمای  دقیقه 57به مدت  2000/1با رقت  موشی کانجوگه

گراد قرار گرفت. فرآیند شستشو مانند قبل درجه سانتی 35

با  SEBواکنش رنگ پذیری باند مربوط به و تکرار شد 

تریس سی سی  HRP (17وگه ژافزودن سوبسترای آنزیم کان

 71و  DABگرم میلی pH ،9: 6/5 با مولارمیلی 70

( انجام شد. در نهایت برای توقف واکنش 2O2Hمیکرولیتر 

رنگ پذیری، محلول محتوی سوبسترا از محیط با شستشوی 

 .)17)حذف گردید  O2ddHکاغذ توسط 

 

 هایافته
 :sebبهینه سازی ژن کد کننده 

از لحاظ وجود کدون های نادر  sebتوالی کد کننده ژن 

مورد ارزیابی قرار  G و Cو همچنین میزان نوکلئوتیدهای 
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گرفت. برای افزایش میزان بیان پروتئین نوترکیب توالی ژن 

)در  22/26این ژن از  GCسازی شد.  میزان مورد نظر بهینه

سازی افزایش بعد از بهینه 67/23( به مقدار وحشیحالت 

در حالت  58/51از  ATجة آن، میزان یافته است و در نتی

سازی شده، کاهش حالت بهینه در 17/78به مقدار  وحشی

 86/0سازی از شاخص سازگاری کدون ژن قبل از بهینه یافت.

ساختار  .(2و1)نمودار سازی رسیده استبعد از بهینه 62/0به 

ها مورد ارزیابی قرار سازی کدونپس از بهینه mRNAثانویه 

 -30/151نیز mRNAگرفت. میزان حداقل انرژی ساختار 

. همچنین ساختارهای (1)شکل کیلوکالری بر مول بود

نامناسب که بر فرایند ترجمه پروتئین موثر هستند نیز دیده 

 نشد.

حاوی  pET28a)+(بررسی و تایید ترانسفورماسیون وکتور 

 :E.coli BL21(DE3)درون باکتری sebژن نوترکیب 

پس از تراریخت نمودن و انتقال کلن های تراریخت شده 

توسط حامل نوترکیب به محیط کشت مایع و استخراج 

 های هضم آنزیمی دوگانه توسطپلاسمید، با استفاده از واکنش

(، 2)شکل HindIIIو  EcoRIهای محدودالاثر آنزیم

که ژن با موفقیت درون وکتور همسان سازی مشخص گردید 

حاوی ژن  pET28a)+(شده بود و ترانسفورماسیون وکتور 

بخوبی  E.coli BL21(DE3)درون باکتری  sebنوترکیب 

 صورت گرفته است.

 نوترکیب: SEBبررسی بیان و تخلیص پروتئین 

در شرایط  lacبا القای بیان پروتئین تحت کنترل اپرون 

انکوباسیون استاندارد، سلول های القاء شده و القاء نشده جمع 

آوری و شکسته شدند و پس از افزودن بافر نمونه حاوی 

SDS10  درصد بر روی ژلSDS-PAGE 12  درصد

در  SEBالکتروفورز شدند. نتایج نشان داد که بیان پروتئین 

نمونه القاء شده در مقایسه با نمونه القاء نشده بسیار مناسب 

  (.3و چشمگیر می باشد )شکل

نتایج تخلیص آنتی ژن نوترکیب با استفاده از روش 

( آمده 2کروماتوگرافی تمایلی ستون نیکل نیز که در شکل)

و  20است، بیانگر تخلیص مناسب آن در بافرهای ایمیدازول 

  ت.میلی مولار اس 100

 :SEBآنالیز وسترن بلاتینگ پروتئین 

از  SEBدر پایان به منظور بررسی صحت پروتئین نوترکیب 

آنالیز وسترن بلات استفاده شد. برای این منظور باندهای رنگ 

گرفته مربوط به نمونه قبل و بعد از تخلیص با ستون نیکل بر 

روی کاغذ نیتروسلولز بررسی شد و مشخص گردید که باند 

در جایگاه متناسب با وزن  SEBمربوط به پروتئین  رنگی

کیلودالتونی نشانگر  26مولکولی مورد انتظار در مقابل باند 

 (.7مولکولی پروتئین قرار گرفته است )شکل
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به کدون هایی که بالاترین فراوانی را  ژن بهینه سازی شده )ب(. )الف( و seb وحشیتوزیع کدون ها مربوط به ژن درصد  :1نمودار 

 داده شده است. 111دارند ارزش 

 

 

 

 

 

 

 )ب(. seb )الف( و ژن بهینه سازی شده seb مربوط به ژن طبیعی( CAI) : شاخص سازگاری کدون2نمودار 

 

 

 الف

 

 ب

 

 الف

 

 ب



   456  سید امیر حسینی و همکاران

 

 3116 ،6ۀ ، شمار36ۀ شاپور، دورعلمی پزشکی جندی ۀمجل

 
 

 
 نشان داده شده mRNA 5'شروع ی ساختار ناحیه .seb کدون های ژن یسازنهیاز بهپس  mRNA ساختار ثانویه ینیبشیپ :1شکل 

 است.

 

 

برش  pET28a-SEB: وکتور 3 و 1درصد: ردیف 1بر روی ژل آگارز  pET28a-SEBبررسی هضم آنزیمی وکتور نوترکیب : 3شکل

 DNA: نشانگر مولکولی 5، ردیفHindIIIو  EcoRI: هضم دوگانه وکتور توسط آنزیم های 9و  2نخورده، ردیف
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: نمونه القاء شده 2: نشانگر مولکولی پروتئین. ردیف 1درصد. ردیف  SDS-PAGE 12بر روی ژل  SEB نتیجه بیان پروتئین: 3شکل

نشده)کنترل منفی(.: نمونه القاء 3. ردیف IPTGتوسط 

 

 
 مولکولی نشانگر: 2ردیف تخلیص، از قبلSEB  پروتئین نمونه: 1ردیف. نیکل ستون بانوترکیب  SEB پروتئین تخلیص نتیجه :6شکل

 بافر: 5ردیف مولار، میلی21 ایمیدازول بافر: 6ردیف ،(flow throughنمونه پروتئین اولیه عبور داده شده از ستون): 3 ردیف پروتئین،

 MES بافر: 6ردیف مولار، میلی251 ایمیدازول بافر: 6ردیف مولار، میلی 111ایمیدازول بافر: 4ردیف مولار، میلی 61ایمیدازول
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: نمونه القاء شده 2: نشانگر مولکولی پروتئین. ردیف 1بر روی کاغذ نیتروسلولز. ردیف  SEBنتیجه وسترن بلاتینگ پروتئین   :5شکل

 بعد از تخلیص با ستون نیکل. IPTG توسط: نمونه القاء شده 3قبل از تخلیص با ستون نیکل. ردیف  IPTGتوسط 

 
 بحث و نتیجه گیری

 و هستند خطرناکی عوامل ای روده پاتوژن های باکتری

 فتهگر نظر در آنها با مقابله برای مناسب تمهیداتی چنانچه

 فرد در را ناپذیری جبران و جدی عواقب توانند می نشود

 DNA تکنولوژی از استفاده با. (22-21) کنند ایجاد آلوده

 بروز در که را عوامل این از هایی بخش توان می نوترکیب

 یانب و کلون را دارند اساسی نقش آنها واسطه به بیماریزایی

 هعلی آنها سازی ایمن میزان واکسن کاندید عنوان به تا نمود

 Staphylococcus .(23) گیرند قرار بررسی مورد پاتوژن آن

aureus های مختلفی از جمله  توکسین تولید با نیزSEB  که

به مسمومیت های غذایی  منجرخاصیت سوپرآنتی ژنی دارد، 

های روش .(24) می شود (TSS)سمی و سندرم شوک 

بر پایه کشت انبوه باکتری و استخراج  SEBقدیمی تخلیص 

که امکان جداسازی  از آنجاها، سم از آن بود. در این روش

SEB ده آمبه صورت خالص وجود نداشت، پروتئین بدست

 موجب محدودیتهای ناخواسته بود که حاوی سایر پروتئین

شد. در روش تولید پروتئین نوترکیب، علاوه استفاده از آن می

بر کاهش خطرات ناشی از کار با عامل بیماری، پروتئین 

بدست آمده، خالص بوده و در ضمن تولید آن مقرون به صرفه 

و با  کوتاه تر توان در مدت زمانباشد به طوری که میمی

 .(24)بیشتری تولید نمود  هزینه کمتر، میزان پروتئین خالص

 در دخیل فاکتورهای بررسی هدف با مطالعه این در لذا

 بمناس کاندیدی تا شد تلاش مذکور، پاتوژن بیماری زایی

 آینده مطالعات در تا شود تولید نوترکیب شکل به و انتخاب

 سیدنر برای. گیرد قرار ارزیابی مورد واکسن کاندید عنوان به

 گردید اقتباس ژنی بانک از SEB ژن دقیق توالی هدف این به

پس از آنالیز و بهینه سازی آن با نرم افزارهای ویژه، توسط  و

 pET28a)+(کانادا سنتز و درون وکتور  Biomaticشرکت 

 ترینوسیع و اولین از یکی E. Coli باکتری همسانه سازی شد.
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 گهترولو های پروتئین تولید برای که است هایی میزبان

 یع،سر بیان جمله از فراوانی مزایای دارای و شود می استفاده

 هب نظر. باشد می کم تولید هزینه و محصول بالای راندمان

 نظر مد SEB پروتئین نوترکیب بیان برای که میزبانی اینکه

 وکتور از لذا بود E. Coli BL21 (DE3) باکتری بود گرفته قرار

+() pET28a ستفادها است سازگار میزبان بیانی سیستم با که 

 ستهد این در پروتئین بیان که است ذکر به لازم. (25) گردید

 بکار با که باشد می lac قوی اپرون کنترل تحت وکتورها از

 بیان به موفق( IPTG) آلولاکتوز مصنوعی آنالوگ گیری

 االق نمونه با قیاس در مناسب بسیار مقدار در SEB پروتئین

و همچنین  2013در سال C.Hudson L et al. شدیم نشده

Tiffany Kay Inskeep سامانه همین از نیز 2010سال  در 

 یخوب نتایج و کردند استفاده SEB بیان و سازی همسان برای

در  C.Hudson L et al .(11, 11) آوردند دست به را

و بیان  بر روی همسانه سازی اینیز مطالعه  2012سال

 حاصلدر بذور سویا داشتند که نتایخ خوبی SEB پروتئین

ر غی و فرم جهش یافته بیان و سازی همسانهمچنین  کردند.

در سیستم وکتور بیانی پروکاریوتی  SEB پروتئین سمی

pET24b ( درE. coli BL21(DE3 توسط Coffman J.D et 

al  هب منجر و شده انجام آمیز موفقیت شکل به 2002در سال 

 دهش آن پایدار بیان برای مناسبی ساختارهای گیری شکل

هر  برای پروتئین بیان شده مقداردر مطالعه حاضر  .(9) است

 در .میلی گرم بود 22 حدودمناسب و لیتر از محیط کشت 

 واکنش زا شده بیان پروتئین صحت از اطمینان منظور به پایان

 موشی His tag آنتی از استفاده با وسترن گذاری لکه کیفی

 استفاده SEB پروتئین به متصل His tag دنباله علیه وگهژکان

 هب توانست مذکور بادی آنتی که گردید مشخص و .گردید

 .کند شناسایی را SEB کراس واکنش گونههیچ بدون و خوبی

 

 قدردانی

نامه دوره دکتری تخصصی این پژوهش بخشی از پایان

رشته نانوبیوتکنولوژی سید امیرحسینی می باشد که هزینه 

های آن توسط دانشگاه جامع امام حسین)ع( تامین گردیده 

 دانشگاه تشکر و قدردانیو آموزش حوزه پژوهش است. از 
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Abstract 

Background and Objective: Staphylococcus aureus is a gram-

positive cocci that causes many diseases, such as food poisoning, 

risky shocks. Entrotoxins are the most important toxins of the 

bacteria. Among them, enterotoxin type B is the most common and 

important ones which is a super antigen. The aim of this study was 

the cloning and recombinant expression of seb gene in order to 

achieve a stable construct for the protein production and further use 

as a vaccine candidate in future investigations. 

Subjects and Methods: seb gene was analyzed for rare codons and 

gene optimaztion was performed using bioinformatic softwares. 

Enzymatic digestion was performed to confirm the presence of the 

seb gene into pET28a(+) expression vector. Recombinant expression 

of SEB was induced by IPTG following cloning confirmation. Then, 

protein purification was done under non-denaturing conditions using 

a nickel chromatography column. Protein confirmation was 

performed by Western blotting analysis. 

Results: Codon adaptation index (CAI) of the native gene was 0.68, 

while the optimized sequence had a CAI of 0.82.Percentage of codon 

having high frequency distribution was improved to 57%. 

Restriction analysis confirmed the cloning of the seb gene into 

pET28a vector. The results showed that the cloning of seb gene in 

pET28a(+) vector was performed in an appropriate position between 

expected restriction sites. In addition, SEB had a good and 

significant expression after induction by IPTG. The total yield of 

purified protein was 22mg/L. Western blotting showed specific 

reactivity of recombinant protein with anti-his tag antibody.  

Conclusion: Stable recombinant construct containing seb gene was 

constructed and appropriate recombinant expression of the protein 

was observed. So, this protein could be used in future studies as a 

vaccine candidate against SEB toxin of Staphylococcus aureus.  

 

Keywords: Staphylococcus aureus, SEB toxin, Recombinant 
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