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 1400فروردین ماه  14 :یخ پذیرشتار، 1399دی ماه  22تاریخ دریافت: 
 

                                                                                                                 چکیده

 

شود. در خیلی از کشورهای معتدل ایجاد می کتیتوکسوکارا و  توکسوکارا کنیسیک بیماری مهم زئونوز است که توسط نوزاد مرحله دوم  سیازیتوکسوکار :زمینۀ مطالعه

شود. لکتین نوع سی از محصولات تولیدی در مرحله نوزادی این انگل است. این پروتئین در ترین عفونت کرمی است و سبب بروز عوارض شدید میتوکسوکاریازیس رایج

 د.دخالت دار و القا هموستاز مهرگانیران و باددر مهره یذات یمنیال کردن افع داران،مهرههای ایمنی در سلول گنالیس ازجمله ارسال یمنیا یهاواکنش

 ژنی )پادگنی( آن صورت گرفته است.و بررسی خواص آنتی توکسوکارا کنیسسازی تولید پروتئین نوترکیب لکتین نوع سی انگل مطالعه حاضر با هدف بهینه: هدف

توسط  مورد نظر یتوال یحاو pET32a دیاز بانک ژن استخراج شد. سپس پلاسم سیتوکسوکارا کنانگل  (CTL)سی نوع نیمربوط به لکتمرجع  یدینوکلئوت یتوال: کارروش

 SDS-PAGEهای منتقل شد. بیان این پروتئین با استفاده از روش BL21(DE3) هیسو یکلا ایشیاشرپلاسمید نوترکیب به باکتری  .گردیدسنتز  GENERAYشرکت 

 با سرم انسانی مثبت، مورد تأیید قرار گرفت. بررسی و بلاتداتو 

درجه  37 دمای، BL21(DE3) هیسو یکلا ایشیاشر با انتخاب باکتری شرایط برای دستیابی به بیشترین میزان تولید پروتئین سازیبهینهنشان داد که  مطالعه حاضر :نتایج

وزن مولکولی  .استخراج شد لیترمیلی بر میکروگرم1160±6/0نوترکیب با غلظت پروتئین  سازیاز بهینهحاصل گردید. پس   IPTGمولارمیلی 1 و غلظت گراد پس از القاسانتی

گردید. نتایج ارزیابی  پروتئیندار بیان باعث افزایش معنی DH5α سویه کلای اشریشیا. پاساژ پلاسمید نوترکیب قبل از القا، در باکتری بودکیلودالتون  42پروتئین حاصل 

سازی در شرایط بهینه سیتوکسوکارا کنانگل  یس نوع نیلکت بینوترک نیپروتئ دیتول نشان داد که بیشترین میزان بلاتو دات SDS-PAGEهای ی شرایط، با روشسازبهینه

 حاصل شده است.

آن پروتئین، انجام شود و دقیقاً  مخصوصسازی منظور مصارف تجاری لازم است که بهینهویژه در مقادیر زیاد و بهجهت تولید هر پروتئین نوترکیب به: نهایی گیرینتیجه

لید پروتئین نوترکیب لکتین نوع سی، شده، تولید پروتئین نوترکیب قابل انجام است. نتایج مطالعه حاضر نشان داد که شرایط بهینه جهت توسازی تعیینبراساس شرایط بهینه

زایی نیز همراه است. یمنیا هاییژگیبا حفظ و ساعت پس از القا است که 4گراد و مدت زمان درجه سانتی 37، دمای BL21(DE3)اشریشیا کلای سویه انتخاب باکتری 

های نوترکیب مانند لکتین نوع سی انگل بیان و تولید پروتئین زانیدما و زمان القا بر م نیانتخاب شده و همچن یباکتر هیسوکه  کرد گیرینتیجهچنین  توانمی طورکلیبه

 تأثیر مستقیم دارد. کنیس توکسوکارا

 pET32a، پلاسمید BL21اشریشیا کلای سویه  یباکتر، BL21(DE3)اشریشیا کلای سویه سی، باکتری  نوعپروتئین نوترکیب لکتین توکسوکارا کنیس،  :کلیدی کلمات
 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ
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. شودیبدون علائم بوده و منجر به مرگ نم ی معمولاًآلودگ که

 لیها سبب تعدبه کرم یکه آلودگ دهدینشان م ریمطالعات اخ

سبب کاهش التهاب  های کرمیی. آلودگشودیم یمنیا هایپاسخ

 یبرخ نیهمچن .شودیم هااختهیو تک هایبا باکتر یدر برابر آلودگ

زا های حساسیتواکنش هشرا بر کا هایآلودگ نیاثر ا ،مطالعات

ناشی از  یحفاظت یهایژگیاز و یکیاست. نیز نشان داده 

سمت  به زبانیم یمنای دار شدن پاسخجهت ،یکرمهای آلودگی

 .(9)است  T- regulatoryیهاو سلول  Th2هایسلولفعال شدن 

از  یاگسترده فیقادر به حمله به ط توکسوکارا یهاگونه

. (2،3) موش و انسان هستند ،پرندگان ،مهرگانیبازجمله  هازبانیم

در بدن  یبه مدت طولان استقادر این انگل  نوزادیمرحله در 

 قیبه حالت تعلحامل  زبانیم را در بدن یو چرخه زندگ دانسان بمان

. دسان بالغ شوسگ زبانیم کیبه  دنیو در صورت رس ددرآور

تا زمان  شوندآلوده  به این انگل ماده سانانسگ کهدرصورتی

 پسو س ماندیم یباق ماده سانانسگی هاانگل در بافت ی،باردار

 .(24) شودیها منتقل مبه توله ریش ایجفت  قیاز طر

 یماریها و عامل بسگ عیشا یاانگل روده سیتوکسوکارا کن

در انسان احشایی و توکسوکاریازیس چشمی  سیازیتوکسوکار

از  یاریدر بس یعفونت کرم نیترجیرا یسازیاست. توکسوکار

د شویم دیست و سبب بروز عوارض شدامعتدل  یکشورها

تکمیل سانان انگل در سگ نیا(. چرخه زندگی 13،18،20،25)

 ییتوانا دنشویدفع م انسانکه توسط سگ ییها، تخمگرددمی

د. در نانسان را دار از جمله یمتنوع یهازبانیآلوده ساختن م

در  ،خارج شداز تخم مرحله دوم که  نوزاد سانی غیرسگهازبانیم

 یکند و برایمهاجرت م زبانیم نرم مانند قلب و مغز یهابافت

 یباق رییتغ ایها بدون رشد بافت نیمدت چند ماه تا چند سال در ا

 . (13) ماندیم

ها در بدن نوزاد نیزنده ماندن ا ییبردن به توانایپ یبرا

 یمحصولات ژن دیبا زبان،یم یمنیا لیتعد یچگونگ و زبانیم

که با  سینوع  نیمانند لکت ،کرد یمرحله را بررس نیدر ا یدیتول

 .(25) پستانداران مشابه استسی  نوع نیلکت

-carbohydrateی هانیاز خانواده پروتئ سینوع  نیلکت

binding نیپروتئ .(17) دارد نقش یمنیا یهادر واکنش است که 

 یک و چهارنوع است. نوع چهار  سیتوکسوکارا کنوع سی ن نیلکت

 نیدر ب یکهستند. غلظت نوع  یترشح-یدفع یهانیپروتئ

 لیدر تعد هانیپروتئ نیاست. ا شتریب یترشح-یدفع یهانیپروتئ

در  یالتهاب یهاشنقش دارند و سبب کاهش واکن یمنیاهای سلول

جهت مطالعات  دنتوانیم هانیپروتئ نی. لذا ادنشویم زبانیم

 .مورد توجه قرار گیرند یدرمانکرم ویژهبهو  شناسییمنیا

های های انگلی با لکتینشده از کرم لکتین نوع سی ترشح

لذا  های ایمنی پستانداران مانند موش تشابه دارد.موجود در سلول

 بینی است.های موش قابل پیشعملکرد این پروتئین در سلول

، یک پروتئین توکسوکارا کنیس (CTL-1)یک  سی لکتین نوع

شود سطحی است و به سیستم ایمنی سلولی و هومورال عرضه می

های تعدیل شود این پروتئین بر روندبینی می. لذا پیش(6)

توان این پروتئین های ایمنی تأثیر داشته باشد. بنابراین میولسل

درمانی حائز اهمیت عنوان یک کاندیدا جهت مطالعات کرم را به

اشریشیا طور یکسان در های نوترکیب بهدانست. همه پروتئین
سازی شرایط برای دستیابی به شوند و نیاز به بهینهبیان نمی کلای

رد. بنابراین هدف اصلی مطالعه حاضر بیشترین بیان، وجود دا

ان پروتئین سازی شرایط برای دستیابی به بیشترین بیبهینه

سویه  اشریشیا کلایدر باکتری  نوترکیب لکتین نوع سی

BL21(DE3) .است 

 مواد و روش کار

 هاینام بهی کلا ایشیاشر یباکتر در مطالعه حاضر دو سویه
BL21(DE3) و BL21 د استفاده شد. پلاسمیpET32a به نیز 

 عنوان وکتور بیانی در این مطالعه مورد استفاده قرار گرفت.

کدکننده لکتین نوع سی براساس  ORFسنتز ژن و 

توالی نوکلئوتیدی مربوط به لکتین ژن ثبت شده در بانک ژن: 

از بانک ژن استخراج شد. سپس  توکسوکارا کنیسنوع سی انگل 

توالی مورد نظر توسط شرکت حاوی  pET32aپلاسمید 

GENERAY های سنتز شد. جایگاه شناسایی آنزیمBamH1  و

EcoR1  سنتز  منظور بهاضافه شدند.  نظر موردبر روی توالی

دو جایگاه برش  به همراهپلاسمید نوترکیب توالی لکتین نوع سی 

 آنزیمی و کدون متوقف کننده به شرکت ارائه گردید. 

 هیسواشریشیا کلای  یکترباترانسفورماسیون در 

DH5α های حاوی ژن لکتین نوع سی: و غربالگری سلول

 به DH5αسویه  یکلا ایشیاشربه باکتری پلاسمید نوترکیب 

عنوان میزبان اولیه برای تکثیر پلاسمید نوترکیب با روش شوک 

های حرارتی منتقل شد. جهت تأیید ترانسفورماسیون از کلنی

 کیوتیبی آنت یحاو LBشده بر روی محیط  تشکیل

به شکل تصادفی و ( تریلی لیبر م گرمی لیم 100) نیلیسیآمپ
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انجام شد.  PCRکلنی  T7های یونیورسال با استفاده از پرایمر

استخراج پلاسمید با استفاده از کیت استخراج پلاسمید 

(MBST, Iran)  .و طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد

های سویهکلای  اشریشیاشده، به باکترهای  پلاسمید استخراج

BL21(DE3) و BL21  جهت بیان ژن به روش شوک حرارتی

 منتقل شد. 

کلای اشریشیاترانسفورماسیون در باکتری 
BL21(DE3)  وBL21 : جهت بیان پروتئین نوترکیب لکتین

های حامل پلاسمید نوترکیب در محیط ( کلنیCTLنوع سی )

LB میلی گرم بر میلی  100سیلین )حاوی آنتی بیوتیک آمپی

ساعت کشت  18گراد به مدت درجه سانتی 37لیتر( در حرارت 

 20میکرولیتر به  200از این محیط کشت به میزان . داده شد

بر  گرمی لیم 100)سیلین لیتر محیط کشت حاوی آمپیمیلی

و  32اضافه شد. سپس محیط کشت در دو دمای ( تریلی لیم

گراد مورد بررسی قرار گرفت. پس از این که درجه سانتی 37

 Optical Density=0.6تعداد باکتری به حد مناسب رسید )

نانومتر(، القا بیان پروتئین با استفاده از  600طول موج  در

IPTG  شرکت(Sigma  در غلظت )صورت  میلی مولار 1آمریکا

گرفت. نمونه گیری در ساعت صفر، یک، دو، سه و چهار پس از 

آوری )در پنج نوبت( انجام شد. رسوب باکتری جمع IPTGالقا 

میکرولیتر بافر لیز کننده اضافه و به  70شد. به رسوب حاصل 

 rpm 8000ساعت با دور تند مخلوط شد. محصول در  1مدت 

-SDSصل با روش سانتریفیوژ شد و محلول رویی و رسوب حا

PAGE  قرار گرفت. ی ابیارزمورد 

سازی پروتئین نوترکیب لکتین نوع سی خالص

(CTL)( جهت تخلیص پروتئین از کیت :QIAGEN)Ni-NTA 

spin  و مطابق با دستورالعمل کیت استفاده شد. به منظور شناسایی

بلات با استفاده از بیان آن از روش دات دییتأپروتئین نوترکیب و 

 استفاده شد.  انسان مبتلا به توکسوکاراسرم 

بررسی بیان پروتئین نوترکیب لکتین نوع سی با 

شده های پروتئینی استخراجنمونهبلات: استفاده از روش دات

 کاغذ نیتروسلولزی بر رولیتر میکروگرم در میلی 116با غلظت 

(BIORAD) گذاری شدند. سپس نقاط غیراختصاصی لکه

 PBSTکننده توسط بافر بلوکه کاغذی بر روموجود 

(phosphate bffer saline +tween20)  درصد شیر  5حاوی

خشک بدون چربی بلوکه شدند. پس از انجام سه مرحله شستشو 

سرم مثبت توکسوکاریازیس انسانی، مثبت شده با PBST با بافر

اضافه  1:1000 رقت کیت تجاری و مورد تأیید پزشک بالینی، با

ساعت در دمای اتاق انکوبه گردید. سپس پنج  1مدت  شد و به

 Antiبادیمرحله شستشو مانند قبل انجام شد. پس از آن آنتی

Human-IgG  متصل به آنزیمHRP (Razi biotechدر )  رقت

ساعت انکوبه گردید. پنج مرحله  1اضافه و به مدت  5000:1

شستشو مانند قبل انجام شد. در پایان کاغذ با سوبسترای رنگی 

DAB (Sigma در حضور پراکسیدهیدروژن به عنوان )سوبسترا 

 دقیقه انکوبه شد. 5آنزیم در محیط تاریک به مدت 

 نتایج

اشریشیا کلای شده به باکتری پلاسمید نوترکیب استخراج
BL21(DE3)  وBL21  منتقل شد. برای تأیید انتقال درست

شد. انجام  T7با استفاده از پرایمرهای یونیورسال  PCRکلنی 

درصد الکتروفورز شد  5/1بر روی ژل آگارز  PCRمحصول 

، IPTGپس از القا بیان پروتئین با استفاده از  .(1تصویر)

و به کمک نشانگر  SDS-PAGEبه روش  سوسپانسیون حاصل

 دهندهر گرفت. نتایج بررسی نشانقرای ابیارزپروتئینی مورد 

کیلودالتون بود  41به وزن  CTLبیان پروتئین نوترکیب 

-SDSروش (. در بررسی محصول تخلیص پروتئین با 2تصویر)

PAGE  کیلودالتون مشاهده شد  41وزن نیز باندی به

به روش  CTLزایی پروتئین نوترکیب (. ارزیابی ایمنی3تصویر)

 نش این پروتئین با سرم جداقابلیت واک دهندهبلات نشاندات

 (.4تصویرشده از خون فرد مبتلا به توکسوکاریازیس بود )

در پلاسمید  CTLدر مطالعه حاضر بیان پروتئین نوترکیب 

pET32a  قرار گرفت.ی ابیارزو تحت شرایط متفاوت مورد 

های مختلف مقایسه بیان پروتئین نوترکیب در سویه

بیان پروتئین نوترکیب در  در مطالعه حاضر: کلایاشریشیا 

مورد  BL21و  BL21(DE3)های سویه کلای اشریشیاباکتری 

 کلای اشریشیابررسی قرار گرفت. پروتئین نوترکیب در باکتری 

بیان نشد و یا به مقدار بسیار کم بیان شد به  BL21سویه 

اما در  ؛مشاهده نبود قابل SDS-PAGEطوری که با روش 

 41 وزنباند به  BL21(DE3)سویه  کلای اشریشیاباکتری 

-SDSبه روش  CTLکیلودالتون مربوط به پروتئین نوترکیب 

PAGE (.2تصویر وضوح قابل مشاهده بود ) به 
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 هیسو یکلا ایشیاشر یهایباکتر یکلن PCR الکتروفورز محصول جهینت .1 ریتصو

 )3(DE21BLدر وکتور ینوع س نیلکت نیژن کدکننده پروتئ یحاو a32pET ،M 

 یقطعه توال یحاو دیلاسمپ PCR محصول 3 تا 1 ، ستونبازجفت 100 مارکر

 .ازبجفت 1120به طول CTL یدینوکلئوت

 

 
 2فیدر ساعت سوم بعد از القا، رد یباکتر زاتیل 1فیرد ن،یمارکر پروتئ M .2 ریتصو

 زاتیل 3فیبدون قطعه در ساعت سوم بعد از القا، رد دیپلاسم یحاو یباکتر زاتیل

 یباکتر زاتیل بیترته ب 6تا  4 فیقبل از القا، رد بینوترک دیپلاسم یحاو یباکتر

.دوم، سوم و چهارم هایساعتبعد از القا در  بینوترک دیپلاسم یحاو

 
 یکلاایشیاشری در باکتر انیاستخراج شده پس از ب نیالکتروفورز پروتئ .3ریتصو
شده با استفاده از  صیتخل نیپروتئ 7ستون  ن،یمارکر پروتئ DE21BL ،M)3( هیسو

بعد  یباکتر زاتیل 8 ستون لودالتون،یک 41 به وزن NTA spin-(QIAGEN)Niتیک

 یحاو یباکتر زاتیل 2ستون در ساعت سوم بعد از القا، یباکتر زاتیل 1، ستوناز القا

 دیپلاسم یحاو یباکتر زاتیل 3ستونبدون قطعه در ساعت سوم بعد از القا،  دیپلاسم

 بینوترک دیپلاسم یحاو یباکتر زاتیل بیترته ب 6تا  4ستونا، ققبل از ال بینوترک

مطالعه حاضر نشان  PAGE-SDS جیدوم، سوم و چهارم. نتا هایبعد از القا در ساعت

 برخوردار است. یشتریساعت بعد از القا از غلظت ب 4ژن  انیکه باند حاصل از بد دا

 

 

با سرم  CTL بینوترک نیپروتئ -CTL ،1 بینوترک نیبلات پروتئدات .4ریتصو

ه ب HRP میمتصل به آنز ومنیهیآنت نیو همچن یانسان سیازیمثبت توکسوکار

فاقد  یکنترل منف -DAB ،2شده با  یزیآمرنگ و هیثانو یادبیعنوان آنت

و  یانسان سیازیسرم مثبت توکسوکار یژن( و دارای )فاقد آنت بینوترک نیپروتئ

 رنگ و هیثانو یبادیعنوان آنته ب HRP میمتصل به آنز ومنیهی آنت نیهمچن

.DABشده با  یزیآم

 در بینوترک نیپروتئ انیبتأثیر دما بر  سهیمقا

بیان  در مطالعه حاضر :اشریشیا کلای مختلف هایسویه

درجه سانتی گراد در باکتری  37و  32پروتئین در دو دمای 

. نتایج نشان داد که شد سهیمقا BL21(DE3)اشریشیا کلای 

در  گراد قابل قبول بود. ودرجه سانتی 37بیان باکتری در دمای 

 گراد انجام شد.درجه سانتی 37های بعد القا در ادامه آزمایش

 بینوترک نیپروتئ انیب بر IPTGتأثیر غلظت  سهیمقا

در مطالعه حاضر بیان  :اشریشیا کلایمختلف  یهاهیسو

 IPTGمولار میلی 5/0و  1در دو غلظت  CTLپروتئین نوترکیب 

مولار باند مربوط به میلی 1مورد بررسی قرار گرفت. که در غلظت 

 مشاهده بود.پروتئین مورد نظر قابل 
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 بحث

تولید پروتئین نوترکیب انتخاب میزبان مناسب  منظور به

ها برای بیان از میزبان یابسیار مهم است. طیف گسترده

در کشت  توانیرا م هاین. پروتئهستندها در دسترس پروتئین

ای، حشرات، شتهر یهاباکتریایی، مخمر، قارچ هایسلول

های علاوه بر کشت امروزه پستانداران یا گیاهان تولید کرد.

ها در گیاهان و حیوانات تراریخت نیز تولید پروتئین ،سلولی

 هاییستمهای بزرگ عموماً در سمرسوم است. پروتئین

پروکاریوتی  هاییستمهای کوچک در سیوکاریوتی و پروتئین

 هایپروتئینهای متداول تولید یکی از راه .شوندیبیان م

نوترکیب است. در این روش  صورت به هاتهیه آندارویی، 

یوکاریوت و پروکاریوت متعددی بهره برد،  هایمیزباناز  توانمی

دلیل سهولت کشت و  بهاشریشیا کلای  اما استفاده از باکتری

در (. 21،28) در مقام نخست قرار دارد کاری آساندست

های پروتئین، توسط افراد مختلف انجام شده مطالعاتی که

سازی شده است و در  نوترکیب متفاوتی در این باکتری بهینه

زمان پس از القا مدت هر مورد شرایط کشت، دمای پس از القا، 

 گرفته است قراری ابیارزمورد القاگر  یا غلظت

(1،12،21،23،28.) 

که تنها منابع اصلی در  یزمان ،1900از اوایل سال 

 عوامل عنوان ها بهپروتئین دسترس گیاهان و حیوانات بودند،

با استخراج انسولین از پانکراس مورد توجه بودند. درمانی مهم 

 ینا ها آغاز گردید. با، استفاده از پروتئین1920خوک در سال 

نوترکیب مشاهده  DNA با ظهور تکنولوژی 1970در سال  حال

 ییلهوس به توانندیهای دارویی نوترکیب مپروتئین گردید که

صرفه به با یک روش قدرتمند و مقرون اشریشیا کلای اکتریب

شده  انسولین نوترکیب تولید 1980تولید شوند. در اوایل 

 برای درمان دیابت توسط اشریشیا کلای باکتری یلهوسبه

بر را درهای جدیدی  یید شد وتأسازمان غذا و داروی آمریکا 

 151روی تولید سایر داروهای نوترکیب گشود. امروزه بیش از 

برای  سازمان غذا و داروی آمریکا داروی نوترکیب مجزا توسط

 این از سومیک  اند کهگرفته ییدیهتأ پزشکی مختلفکاربردهای 

 (.16،2وند )شولید میت کلایاشریشیا باکتری در هاپروتئین

Savari بهنشان دادند که  2015در سال  و همکاران 

دستیابی به بیشترین میزان تولید هورمون رشد انسانی  منظور

 ، TBبهترین محیط کشتاشریشیا کلای  نوترکیب در باکتری

 و بهترین زمان پس درجه سانتی گراد 25بهترین دمای کشت 

 .(23) ساعت است 1از القا 

Azaman تولید اینترفرون آلفا  2010در سال  و همکاران

 سازی و غلظتبهینه اشریشیا کلایرا در پریپلاسم باکتری 

IPTG 5/0 عنوانبه را  درجه سانتی گراد 25مولار و دمای میلی 

در سال و همکاران  Gholami .(1) کردندشرایط بهینه معرفی 

نوترکیب را در باکتری  B-NGF سازی تولیدبهینه 2017

س آزمایشگاهی انجام دادند و بهترین در مقیا اشریشیاکلای

 دمای پس از القا و زمان پس از القا را به ،IPTG غلظت القاگر

دست ساعت به 2 و درجه سانتی گراد 25مولار، میلی 1ترتیب 

 (.12د )آوردن

ها در مقیاس شایان ذکر است که اغلب این بررسی

 هایبررسیکشت انجام شده است. ظروف  درآزمایشگاهی و 

کشت حاکی از این مطلب است که در  ظروف در شده انجام

شرایط کشت و القا مثل غلظت  ،مورد هر پروتئین نوترکیب

القاگر، دمای پس از القا و زمان پس از القا متفاوت است و در 

-دستیابی به بیشترین بازده تولید، بهینه منظوربه باید  مورد هر

 (.27د )پذیر سازی این عوامل صورت

انگل  CTLین مطالعه بیان پروتئین نوترکیب در ا

در  PET32aبا استفاده از پلاسمید بیانی  توکسوکارا کنیس

افزایش  با هدف با موفقیت انجام گرفت. کلایاشریشیاباکتری 

 دودهنـده رونویسی و  کارایی این پلاسمید، یک توالی خاتمه

افزوده تار آن به ساخ EcoRIو  BamHIهای برش آنزیمجایگاه 

 .شد

ها وجود دارد که های بیانی متعددی در پروکاریوتحامل

 pET21aو pET32a ،pET28aتوان به ها میترین آناز مهم

 Trxبه دلیل داشتن ژن  pET32aاشاره کرد، که از این میان 

و ژن مقاومت  S.Tagو یک جایگاه  Histidin Tagدو جایگاه 

 Trxکاربرد است. ژن سیلین بسیار پر بیوتیک آمپیبه آنتی

اتصال به انکلوژن بادی باعث  آمینه است و بااسید 109دارای 

در این  Histidin Tagشود، وجود محلول شدن پروتئین می

وکتور، قدرت شناسایی پروتئین مورد نظر را نسبت به سایر 

 Farjadiای که توسط (. مطالعه14کند )ها دوچندان میحامل

انجام شد نشان داد که پروتئین  2013در سال  و همکاران

و در  pET32aدر حامل  هلیکوباکتر پیلوری CagAنوترکیب 

 مطالعهخوبی قابل بیان است. نتایج این به اشریشیا کلایمیزبان 
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همچنین نشان داد که پروتئین نوترکیب مذکور خاصیت آنتی 

های تشخیصی خود را حفظ کرده و جهت استفاده در روش ژنی

 .(7) ابل استفاده استشناسی قسرم

که  pET32aبنابراین در مطالعه حاضر نیز از پلاسمید 

طور اختصاصی و به مقدار زیاد بیان مورد نظر را به تواند ژنمی

عنوان میزبان برای بیان بهاشریشیا کلای کند، استفاده شد. 

های نوترکیب در صنعت و مطالعات تحقیقاتی مورد پروتئین

های بیانی فاقد پروتئازهای . میزبان(4)گیرد استفاده قرار می

( هستند و به DegP, OmpT, HtpRمله سیتوپلاسمی )از ج

دلیل داشتن عناصر تنظیمی و موتاسیون در پروتئازهایشان 

کنند های نوترکیب را فراهم میامکان بیان بیشتر پروتئین

. در مطالعه حاضر پروتئین تولید شده دارای وزن مولکولی (15)

 160که این وزن حاصل اضافه شدن  بوددالتون کیلو 41

. بوداسیدآمینه از ناقل پلاسمیدی به پروتئین نوترکیب 

، به DH5αویه همچنین انتقال اولیه پلاسمید نوترکیب به س

در مطالعه داری باعث افزایش بیان پروتئین شد. طور معنی

طور نوع باکتری و شرایط بیان مورد دمای بیان و همین حاضر

مقایسه قرار گرفت و نتایج نشان داد که با استفاده از باکتری 

درجه  37در دمای  BL21(DE3)سویه  اشریشیا کلای

 شود. اصل میگراد بیشترین بیان پروتئین حسانتی

کننده سازی بیان پروتئین نوترکیب فعالمنظور بهینه به

 اشریشیا کلای سویه پلاسمینوژن بافتی در باکتری

BL21(DE3) Fazeli اقدام به 2019در سال  و همکاران ،

نتایج نشان داد که این  بهینه سازی بافر لیز کننده نمودند و

ها و اولیه انکلوژن بادی تجمعسازی باعث جلوگیری از بهینه

 2018در سال ن و همکارا Santos(. 8بهبود بیان شده است )

توکسوکارا  TES-120و  TES-30ی هانیپروتئ انیب یبرا
 BL21starاشریشیا کلای سویه  یو باکتر Paeاز وکتور  سیکن

های نوترکیب حساسیت و ویژگی این پروتئین ند.استفاده کرد

های سرم ( تشخیصی در روشیها)پادگنهای ژنعنوان آنتیبه

ی ژگیو و تیحساسشناسی ارزیابی شدند و نتایج نشان داد که از 

در سال  و همکاران Brown(. 22)قابل قبول برخوردار هستند 

را با استفاده  کومیلانیس لوستومایانکانگل  ینوع س نیلکت 2007

درسیستم یوکاریوتی  pMT/BiP/V5-Hisوکتور از 

Drosophila S2 cell  های یوکاریوتی سیستم (.3)بیان کردند

کنند لذا اگر بیان در هزینه بالاتری را به تحقیقات تحمیل می

قبول  های پروکاریوتی، از حساسیت و ویژگی قابلسیستم

دهند از این روش استفاده د محققان ترجیح مینبرخوردار باش

 نیوتئپر انیب یبرا 2003 در سال و همکاران Fongنمایند. 

TES-120 ی انیاز وکتور ب سیتوکسوکارا کنpTrcHis2C 

موفقیت آمیز بود. که در سیستم پروکاریوتی  استفاده نمودند

 ژنعنوان یک آنتیرا به  ها این پروتئین نوترکیبنتایج آن

شناسی معرفی کرد اختصاصی مناسب جهت تشخیص سرم

(10.) 

 IPTGساعت با  4در مطالعه حاضر القا بیان ژن بعد از 

لازم (. 2،3تصویر یک میلی مولار بهترین نتیجه را نشان داد )

اشریشیا  در باکتری بینوترک نیپروتئ انیبه ذکر است که ب
 است.همراه علیرغم مزایای بسیاری که دارد با مشکلاتی  کلای

 ،با مشکل مواجه استی کلاشریشیا ا سولفیدی در بیان باند دی

شوند به تولید میشریشیا کلای ا در که هاییپروتئینهمچنین 

 هایبادییصورت غیرگلایکوزیله هستند و به همین دلیل آنت

های در شناسایی پروتئیناشریشیا کلای  شده توسط تولید

با  هاپروتئیناین . شوندمیروبرو شکست با پستانداران 

د و کشت در تراکم بالا نیز منجربه نشوها تولید میاندوتوکسین

 طورشود که روی سلول اثر سمی دارد. بهتولید استات می

 انکلوژن شوند،یهایی که در سیتوپلاسم بیان مپروتئین ،معمول

قادر نیست  یکلا ایشیاشر دهند، علاوه بر آنیم لیتشک بادی

سازد و  متصلای مناسب پروتئینی را به شیوهواحدهای  زیر

ترین مشکلات بیان پروتئین در . از مهمکند یدپروتئین فعال تول

عدم بیان پروتئین و یا بیان به میزان توان به یماین سیستم 

اشاره  غیرفعال بودن پروتئین، بادی انکلوژن یریگشکل، کم

شده است ارائه  این مشکلاتجهت رفع  ییکارهاراه، البته کرد

 بینوترک نیمطالعه حاضر نشان داد که پروتئ جینتا(. 21،19،5)

 تی، خاصDE21BL)3( سویه اشریشیاکلای شده در حاصل

 سیازیتوکسوکار صیخود را حفظ کرده و جهت تشخ زایینیمیا

 (.4ریتصو) استفاده است قابل یانسان

 یسپاسگزار

 پلیمالت قاتیمرکز تحقهای مالی با حمایت مطالعه حاضر

 یپژوهشکده علوم اعصاب، دانشگاه علوم پزشک س،یاسکلروز

معاونت  و 37018 -188 -04 -96ی اریتهران، کد پژوهش

دانشگاه تهران انجام شد  ،پژوهش و فناوری دانشکده دامپزشکی

و مراحل آزمایشگاهی آن در آزمایشگاه مولکولی گروه 

انجام رسید.  نشکده دامپزشکی دانشگاه تهران بهدا ،شناسیانگل
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Abstract 
BACKGROUND: Toxocaiasis is an important zoonotic disease caused by the second stage larvae of Toxocara canis and 

Toxocara cati. Toxocariasis is the most common worm infection in several temperate countries and causes severe 

complications. C-type lectin is one of the larval stage products of this parasite. It is involved in immune responses, 

including cellular signals in vertebrate immunity, activation of innate immunity in vertebrates and non-vertebrates, and 

induction of homeostasis.   

OBJECTIVES: The current research aimed to optimize the production of recombinant C-type lectin of Toxocara canis 

and investigate its antigenic properties.  

METHODS: Reference nucleotide sequence of lectin type C (CTL) of Toxocara canis (T. canis) was extracted from 

Genbank. Recombinant Plasmid, pET32a, including the desired sequence was then constructed by GENERAY. The 

recombinant plasmid was transformed to Escherichia coli strain BL21 (DE3). The expression of the recombinant 

protein was investigated using SDS-PAGE and dot blot methods and approved with human T. canis positive serum. 

RESULTS: The findings of the present study showed that optimization and high level production of recombinant protein 

expression was achieved by selecting Escherichia coli (BL21 (DE3), 37 °C temperature for 4 hours after induction and 

1 mM IPTG concentration. After optimization, the recombinant protein was obtained at a concentration of 1160±0.6 

µg/mL. The molecular weight of the resulting recombinant protein was 42 kDa. Recombinant plasmid passage in 

Escherichia coli DH5α strain caused a significant increase in recombinant protein expression. The results of condition 

optimization evaluation, with SDS-PAGE and Dot blot methods, showed that the highest production of recombinant C 

type lectin protein of T. canis was obtained under optimized conditions. 

CONCLUSIONS: Based on these results, to produce reasonable amounts of specific C-type lectin recombinant protein, 

further studies are needed to evaluate its immunogenicity and protection against Toxocara canis infection. 

Keywords: Toxocara canis, C type Lectin recombinant protein, Escherichia coli BL21 (DE3), Escherichia coli BL21, 

pET32a Plasmid 
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Figure Legends and Table Captions 

Figure 1. Results of electrophoresis of colony PCR of Escherichia coli (BL21DE3), including sequence of C type lectin in pET32a, 

M ladder 100 bp, 1-3 PCR product 1120 bp. 

Figure 2. M protein marker, 1 bacterial lysate 3 hours after induction, 2 bacterial lysate, including pET32a plasmid 3 hours after 

induction, 3 bacterial lysate, including recombinant plasmid before induction, 4-6 bacterial lysate, including recombinant plasmid 

2,3, and 4 hours after induction. 

Figure 3. SDS-PAGE analysis of purified recombinant protein. M protein marker, 7 purified recombinant protein 41 KDa, 8 

bacterial lysate after induction, 1 bacterial lysate 3 hours after induction, 2 bacterial lysate, including pET32a plasmid 3 hours after 

induction, 3 bacterial lysate, including recombinant plasmid before induction, 4-6 bacterial lysate, including recombinant plasmid 

2,3, and 4 hours after induction. 

Figure 4. Dot-blot analysis of recombinant protein, 1 recombinant C type lectin with Toxocara-positive human serum, 2 negative 

controls without recombinant protein. 
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