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Abstract 
BACKGROUND: Toxocara canis C-type lectin (T. canis-CTL) is the main protein part of the secretory-excretory 

product secreted by Toxocara canis infective larvae. T. canis-CTL can stimulate immune response-mediated regulatory 

T lymphocytes, increase the FOXP3+ cells population, and reduce severe inflammatory responses. T. canis-CTL is a 

promising candidate for immune modulation in some autoimmune diseases, deserving further investigation. 

OBJECTIVES: The current research aimed to purify the recombinant T. canis-CTL under denaturation and native 

condition to increase exploration and maintain biological activity.  

METHODS: The expression vector, pET32a was constructed with the partial sequence 660bp of T. canis-CTL and 

expressed in E. coli BL21 (DE3). T. canis-CTL protein expression was induced by IPTG (1 mM) at 37C after 6 h. In 

this study, different buffers were used for cell explosion and recombinant protein solubilization, including lysis buffer 

with urea (8 M, pH=8) and lysozyme enzyme as well as lysis buffer with Imidazole (0.01 M) and lysozyme enzyme, 

and previous buffers in addition to sonication. The effect of these buffers was evaluated in bacterial cells explosion, 

using Gram-staining and microscopic examination. Recombinant T. canis-CTL protein was extracted and purified 

under denaturation and native condition using Ni-NTA affinity chromatography by agarose and sepharose resin. A 

New Zealand male rabbit was immunized with the recombinant protein to evaluate the bioactivity of the protein.   

RESULTS: Lysis buffer with urea (8 M, pH=8) and lysozyme enzyme, in addition to sonication, provided acceptable 

results, and an additional amount of recombinant T. canis-CTL protein was secreted in the buffer. Protein purification 

under denaturation conditions with Ni-NTA agarose affinity chromatography also provides further recombinant 

protein. Most of the induction of recombinant T. canis-CTL with 41 KDa molecular weight was collected 6 h after 

induction at 37C. Dot-blot results illustrate the brown dot, which showed a 1:500 titer of specific IgG polyclonal 

antibody has developed in the sera of rabbits immunized with T. canis-CTL recombinant protein.  

CONCLUSIONS: The denaturation condition did not affect the biological activity of the T. canis-CTL recombinant 

protein and can recover a further amount of recombinant proteins. 
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Figure Legends and Table Captions 

Figure 1. The SDS-PAGE results of T. canis-CTL expression with 41 KDa molecular weight in E. coli strain BL21(DE3) 

during first to sixth hours after induction with IPTG (1 mM). 

Figure 2. The results of microscopic examination after cell destruction of T. canis-CTL recombinant protein in E. coli strain 

BL21(DE3) (Gram staining, 100x). 

Figure 3. The SDS-PAGE results of T. canis-CTL recombinant protein extraction and purification, 41 kDa MW. 

Figure 4. Dot blot analysis of immunized and non-immunized rabbit sera against T. canis-CTL with DAB substrate.  
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                                                                                                                 چکیده

 

و باعث افزایش جمعیت باشد تنظیمی در میزبان می Tهای عامل اصلی تعدیل سیستم ایمنی و تحریک لنفوسیت توکسوکارا کنیسلکتین نوع سی  :مطالعه زمینه

+هایسلول
3FoxpForkhead box P3) ( های خودایمن معرفی شود.تواند به عنوان کاندیدای دارویی در درمان بیماریشود و میو کاهش التهاب می 

  .باشدبازیابی و حفظ فعالیت زیستی آن میبه منظور افزایش در دو شرایط واسرشته و طبیعی  توکسوکارا کنیسمقایسه تخلیص پروتئین نوترکیب لکتین نوع سی : هدف

درجه  33در دمای  BL21(DE3) اشریشیا کلی سنتز و در باکتری pET32-aدر پلاسمید  توکسوکارا کنیسباز از لکتین نوع سی جفت 664یک توالی به طول : کارروش

و بافر  (pH=8)مولار  1کننده اوره مولار القا و بیان شد. در مطالعه حاضر بافر لیزمیلی 8( IPTG) تیوگالاکتوپیرانوزید-8-دی-ایزوپروپیل بتا ساعت با 6گراد به مدت سانتی

سازی پروتئین مورد استفاده قرار گرفت. بافرهای فوق همراه با های باکتریایی و محلوللیتر برای شکستن سلولگرم/میلیمیلی 8مولار همراه با لیزوزیم  48/4حاوی ایمیدازول 

 آمیزی گرم بررسی شدند. پروتئین نوترکیب استخراج شده تحت شرایطهای میکروسکوپی تهیه و با رنگهای باکتری استفاده شد و لامردن، به منظور شکستن سلولسونیکه ک

روتئین نوترکیب با تخلیص شد. ارزیابی ایمونوژنیسیته پ اسید سفاروزاستیکنیتریلوتری-نیکل نیرزاسید آگاروز و استیکنیتریلوتری-نیکل نیرزواسرشته و طبیعی با استفاده از 

 بلات با سرم خرگوش چالش شده با پروتئین نوترکیب انجام شد.روش دات

مولار  1د. بافر اوره مولار حاصل شمیلی IPTG 8گراد با درجه سانتی 33کیلودالتون در ساعت ششم پس از القا در دمای  28بیشترین مقدار بیان پروتئین با وزن مولکولی  :نتایج

(pH=8)  نیزرلیتر همراه با سونیکه کردن، مقدار زیادی از پروتئین نوترکیب استخراج شد. تخلیص پروتئین تحت شرایط واسرشته با استفاده از گرم/میلیمیلی 8حاوی لیزوزیم 

( اختصاصی علیه Immunoglobulin G) IgGبادی بلات نیز حضور آنتیمقدار پروتئین بیشتری نسبت به رزین نیکل سفاروز بازیابی شد. نتایج آزمایش دات آگاروز -نیکل

 را مورد تأیید قرار داد. 8:544در سرم خرگوش ایمن شده تا رقت  توکسوکارا کنیسپروتئین نوترکیب لکتین نوع سی 

ین پروتئین تأثیر منفی نداشت و با این روش مقدار بیشتری پروتئین در سیستم باکتریایی بازیابی گردید. پروتئفعالیت زیستی استفاده از روش واسرشته بر  :نهایی گیرینتیجه

 تواند با اهداف مختلف مورد استفاده قرار گیرد.تخلیص شده با این روش می توکسوکارا کنیسنوترکیب لکتین نوع سی 

  ینوع س نیلکت ،واسرشته طیشرا ،یعیطب طیشرا ،سیتوکسوکارا کن، نیاستخراج پروتئ :کلیدی کلمات

 نویسندگان. ©، است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحقمجله  © تیرایکپ

 ناشر: مؤسسه انتشارات دانشگاه تهران.

 یراندانشگاه تهران، تهران، ا ی،دانشکده دامپزشک ی،شناسگروه انگل ،ینیحس یدحسینس: مسئول سندهینو
 

 مقدمه

کند. جمله انسان را نیز آلوده می باشد، که تعداد زیادی از پستانداران ازبا انتشار جهانی میسگ  گرد کرم توکسوکارا کنیس

باشد و به عنوان تهدیدی برای بهداشت عمومی جامعه معرفی انسان و دام میهای انگلی مشترک ترین بیماریتوکسوکاریازیس از مهم

 کنند،یآلوده منیز انسان و موش را ، خوک، شامل مرغ، گاو، بره یک(پاراتنحامل ) یهازبانیمزا حاوی نوزاد عفونت یهاتخم. (8)شده است 

 یباق در بدن هاتا سالحتی  یمدت طولان یبرا و کنندیبافت نرم مهاجرت م قیرو از ط شوندیبالغ نمهای حامل در میزبان نوزادهااما 

کند. ر میفرا زبانیم یمنیا ستمیاز س ی بدن زندگی وهابافتدر  یمدت طولان یبرا دونمات کیبه عنوان  توکسوکارا کنیس. (2) مانندیم
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وکسوکارا تشود. نوزادهای انگل که در مرحله نوزادی این انگل به مقدار زیاد ترشح می استیی هانیکوپروتئیاز گل یکی لکتین نوع سی
 .(3) کنندیخود دفع م کولیرا از کوت سینوع  نیلکت از جملهها نیکوپروتئیگل از خانوادهیی هانیپروتئ ،حامل یهازبانیدر بافت م کنیس

کتین های لهای مناسبی برای گیرندههدف اند، کهها تشکیل شدهعمدتاً از لکتین توکسوکاراهای گونه ترشحی -محصولات دفعی

دهند، یرا تشخیص م توکسوکاراهای ها که گونهلکتین نوع سی میزبانهای دهحال، طیف وسیعی از گیرن، با اینباشندمینوع سی انسان 

 .(2) هنوز ناشناخته است

 دراتیکربوه صیتشخ باشند که در قلمرومی میوابسته به کلس یهانیکوپروتئیاز گل یاخانوادهسی، نوع های نیکتل

(Carbohydrate-Recognition Domains به )را  د عوامل بیماریزانتوانها میند. این پروتئینشویمتصل م دهایگوساکاریو ال مونو

 زبانیه عنوان مب ی کهدر پستانداران سی،نوع  نیلکت قلمرو یدارا یهانیپروتئ خانواده. ندنشرکت ک هاسلول واکنش متقابلدر شناسایی و 

 یهانیکوپروتئیاز گل یک( یT.canis-CTL)توکسوکارا کنیس  سینوع  نیلکت .نقش دارند یمنیا یهاپاسخ در، اندحامل معرفی شده

 ی نوع سی درهالکتینکه  ی، در حالاست دراتیکربوه صیتشخ قلمرو کی یحاوو  آمینهاسید 289ا از نوزاد این نماتود بترشح شده 

 قلمروچند  ایو د یدارا سنورابدیتیس الگانس، همونکوس کونتورتوس، نکاتور امریکانوس، آنکیلوستوما سیلانیکوم دها مانندونمات یبرخ

 و همهریب واناتیحدر سایر  یآزادزهای کرمی و نماتودهای ها علاوه بر انگلاز پروتئین خانواده نی. اباشندمی دراتیکربوه صیتشخ

انگل در -انزبیم یی و واکنش متقابلزایمنیمهم در ا نیپروتئ کیعنوان  به توکسوکارا کنیسنوع سی  نیلکت اند.شده افتی دارانمهره

 یهاپاسخر د سی کهنوع  نیلکت یدارا یهانیپروتئ یی ازهایتوال با توکسوکارا کنیسنوع سی  نیلکت یهایتوال. نظر گرفته شده است

و که د دادندنشان  نیستئیس چهارردیف شدند و نتایج حاصل مناطق بسیار حفاظت شده را در جایگاه نقش دارند، همپستانداران ی منیا

چهار  سوکارا کنیستوکلکتین نوع سی  پروتئینباشند. ی را تشکیل دادند و برای تشکیل ساختار پروتئین، حیاتی میدیسولفید وندیپ

. این ترشحی بیشتر است -های دفعی. غلظت نوع یک در بین پروتئینباشندمیترشحی  -های دفعینوع یک و چهار پروتئین ،نوع است

کتین نوع پروتئین ل ژن کدکنندهشوند. میزبان می های التهابی درایمنی نقش دارند و سبب کاهش واکنش سیستمها در تعدیل پروتئین

 دتوانمی پروتئین این، (8)شود زا بیان میدارای توالی بسیار حفاظت شده است و به طور اختصاصی در نوزاد عفونت یستوکسوکارا کنسی 

ورد م یک پروتئین درمانیعنوان ه بناشی از افزایش فاکتورهای التهابی های خودایمن بیماری تنظیمی در Tهای به منظور افزایش سلول

 رد.توجه قرارگی

ئین سازی یک پروت، شرایط و مراحل خالصمطالعهرود و بسته به هدف نمی کاره ها یک روش یکسان ببرای تخلیص تمام پروتئین

به منظور دستیابی به . (5) سازی شود. بنابراین، ممکن است فرآیند تخلیص یک پروتئین با پروتئین دیگر متفاوت باشدبایستی بهینه

کروماتوگرافی  های مختلف وpH در محدوده یهای قابل دسترس مانند تبادل کاتیونی و آنیونتکنیک ، معمولاًسطح بالای خلوص پروتئین

ستیدینی های نوترکیب دارای دنباله هیهای فلزی برای تخلیص پروتئیناساس کروماتوگرافی تمایلی استفاده از یونروند. کار میه تمایلی ب

برای جداسازی پروتئین نوترکیب متصل شده به رزین در حالت طبیعی از شیب غلظت ایمیدازول به عنوان مولکول رقیب هیستیدین است. 

. در مطالعه حاضر افزایش بازیابی و حفاظت (6)شود جداسازی پروتئین مورد نظر استفاده میبرای  pHو در شرایط واسرشته از تغییر 

 .طبیعی مورد ارزیابی قرار گرفتدر دو شرایط واسرشته و  توکسوکارا کنیسزیستی پروتئین نوترکیب لکتین نوع سی فعالیت

 روش کار و مواد

حاوی پلاسمید  E.coli BL21(DE3)در مطالعه حاضر باکتری  :توکسوکارا کنیسنوترکیب لکتین نوع سی بیان پروتئین 

به منظور بیان و تخلیص پروتئین نوترکیب استفاده شد. این باکتری حاوی پلاسمید  توکسوکارا کنیسلکتین نوع سی دارای ژن 

کشت داده شد و پس  (شرکت داروسازی دانا، ایران)لیتر میکروگرم/میلی 844 سیلینآمپیمحیط مایع لوریا برتانی دارای در نوترکیب 

 ~344)اضافه و در انکوباتور شیکردار  سیلیندارای آمپیسی محیط مایع لوریا برتانی سی 24میکرولیتر از آن به  2444ساعت  81از 

رسید  3/4تا  6/4به آن ساعت جذب نوری  2تا  5/8گراد قرار داده شد و پس از گذشت درجه سانتی 33در دمای دور در دقیقه( 

(OD600nm= 0.6-0.7)میکرولیتر از محلول 244سپس  ؛IPTG 844 مولارمیلی (Sigma-Aldrich, Germany) کشت  به محیط

گراد در انکوباتور شیکردار درجه سانتی 33ساعت در دمای  6بود( و به مدت  مولارمیلی 8مورد استفاده  IPTGافزوده )غلظت نهایی 

https://jvr.ut.ac.ir/
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لیتری ریخته و میلی 85های فالکون را درون لوله ساعت همه محیط کشت 6مدت زمان از پس دور در دقیقه( قرار داده شد.  ~344)

میکرولیتر محیط کشت در  8444آوری گردید. حاصل جمع سانتریفوژ شدند و رسوب دور در دقیقه 2444دقیقه تحت  24به مدت 

گراد درجه سانتی -24آمید در فریزر اکریلپلی -سولفاتدودسیلآوری و تا زمان بررسی با ژل سدیمهای مختلف بیان جمعساعت

 نگهداری شد.

رکیب القا حاوی پلاسمید نوت رسوب حاصل از کشت باکتری :توکسوکارا کنیساستخراج پروتئین نوترکیب لکتین نوع سی 

لیتر محیط کشت میلی 85از حاصل  دقیقه در دمای اتاق قرار داده و کاملاً از حالت انجماد خارج شد. سپس به رسوب 24شده، به مدت 

 8544دیگر نیز  مولار )اوره، تریس بیس، مونو سدیم دی هیدروژن فسفات( و همچنین به رسوب 1میکرولیتر بافر لیزکننده اوره  8544

سپس در مولار )ایمیدازول، سدیم کلراید، مونو سدیم دی هیدروژن فسفات( اضافه گردید و  48/4میکرولیتر بافر لیزکننده ایمیدازول 

 8دقیقه به طوری که از کف کردن آن جلوگیری شود، مورد تکان شدید قرار گرفتند. پس از آن لیزوزیم  24دمای اتاق به مدت 

و سپس در  شددقیقه به روی یخ منتقل  34مدت شد و به های حاصل اضافه ( به محلولDNA Biotech, Iranلیتر )گرم/میلیمیلی

ثانیه استراحت  84وات و  844ای با قدرت ثانیه 84سیکل 6 (Hielscher, Germany)تگاه اولتراسونیکمجاورت یخ با استفاده از دس

ها اطمینان حاصل شود. به منظور تأیید شکسته شدن دیواره بین هر سیکل سونیکه صورت گرفت تا از شکسته شدن دیواره باکتری

ها به . سپس میکروتیوپمیکروسکوپ مورد بررسی قرار گرفتها در زیر ونههای محلول تولید شده، نمباکتری و آزادسازی کامل پروتئین

گراد سانتریفوژ شدند و مایع رویی که حاوی پروتئین محلول بود را سانتی درجه 2دور در دقیقه در دمای  82444دقیقه در  82مدت 

های گراد قرار داده و رسوبدرجه سانتی -24ر فریزر آوری و ددرصد، جمع 82 آمیداکریلپلی -سولفاتدودسیلجهت بررسی با ژل سدیم

 ها دور ریخته شدند.حاصل از لاشه باکتری

های حاوی به رسوب: Ni-NTA Sepharose و Ni-NTA agarose رزینتخلیص پروتئین تحت شرایط واسرشته با استفاده از 

 Ni-NTA Sepharoseو  Ni-NTA agarose (Qiagen, Germany) رزین در مرحله استخراج،( pH=1) مولار 1اوره  بافر لیزکننده

(Noavaranzist, Iran )میکرولیتر از این محلول به ستون  644دقیقه به روی یخ به آرامی شیک شدند. سپس  34و به مدت  اضافه شد

دقیقه  2به مدت  (pH=3/6)شوها با استفاده از بافر شستدور در دقیقه سانتریفوژ شدند. ستون 234دقیقه تحت  5منتقل کرده و به مدت 

دقیقه بر روی  5ها اضافه شد و پس از گذشت به ستون (pH=5/2) شوندهدور در دقیقه سانتریفوژ شدند. در نهایت بافر حل 194تحت 

 ر رویب آوری وجمع، ستون پس از هر مرحلههای خارج شده از هر دقیقه سانتریفوژ شدند. محلول 2به مدت  دور در دقیقه 194یخ تحت 

 ند.شدبلو بررسی درصد الکتروفورز شده و با رنگ آمیزی کوماسی 82 آمیداکریلپلی -سولفاتدودسیلژل سدیم

های حاوی به رسوب: Ni-NTA Sepharose و Ni-NTA agarose رزینتخلیص پروتئین تحت شرایط طبیعی با استفاده از 

 Ni-NTA Sepharoseو  Ni-NTA agarose (Qiagen, Germany) رزین استخراجمولار در مرحله  48/4بافر لیزکننده ایمیدازول 

(Noavaranzist, Iran )میکرولیتر از این محلول به ستون  644دقیقه به روی یخ به آرامی شیک شدند. سپس  34و به مدت  اضافه شد

 ها با استفاده از بافر شستشوس از آن ستوندور در دقیقه سانتریفوژ شدند. پ 8444ثانیه تحت  84ها به مدت منتقل شده و ستون

به مولار  25/4ایمیدازول  شوندهدور در دقیقه سانتریفوژ شدند. در نهایت بافر حل 8444ثانیه تحت  84به مدت مولار  42/4ایمیدازول 

های خارج شده از . محلولدور در دقیقه سانتریفوژ شدند 8444ثانیه تحت  84دقیقه بر روی یخ  5و پس از گذشت  ها اضافه شدستون

بلو بررسی درصد و رنگ آمیزی کوماسی 82 آمیداکریلپلی -سولفاتدودسیلژل سدیم بر روی آوری وجمع ،ستون پس از هر مرحلههر 

 ند.شد

مقدار  .گردیدای تهیه دو خرگوش نر سفید نیوزلندی ده هفته نوترکیب تخلیص شده: ایمن کردن خرگوش با پروتئین

نانومتر با دستگاه میکرو اسپکتروفتومتر  595های تخلیص شده با روش واسرشته و طبیعی با روش میکروبرادفورد در طول موج پروتئین

(Bio-Rad, USAاندازه ) .544 ه میزانبتخلیص شده با روش واسرشته  کنیس توکسوکاراروتئین نوترکیب لکتین نوع سی از پگیری شد 

 با( 8:8) برابربا حجم  آماده و PBS) (pH=2/3)میکرولیتر بافر  544پروتئین نوترکیب تخلیص شده در  میکروگرم 254) میکرولیتر

محتویات تهیه شده برای هر تزریق با استفاده از تهیه شد. سازی رازی، ایران( سسه تحقیقات واکسن و سرمؤادجوانت کامل فروند )م

ناحیه پشت کتف خرگوش تزریق انجام  (. سپس به صورت زیرجلدی در دوMembrane, USAند )میکرومتری استریل شد 25/4فیلترهای 
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پروتئین نوترکیب تخلیص شده با روش  میکروگرم 825با )هفته دوم و سوم هرکدام یک تزریق( روز، تزریق دوم و سوم  82فاصله  شد. در

سازی رازی، سسه تحقیقات واکسن و سرمؤفروند )م میکرولیتر ادجوانت ناقص 544 و PBS (pH=2/3)میکرولیتر بافر  544در واسرشته 

از  انجام شد. استریل PBS با قبلیخرگوش دقیقاً مانند  هاخرگوش دوم به عنوان کنترل در نظر گرفته شده بود و تزریق ایران( انجام شد.

درجه  -14 در دمای بلاتزمایش داتانجام آجدا و تا زمان ها سرمبه عمل آمد،  هر دو خرگوش یک هفته پس از آخرین تزریق خونگیری

 .ندگراد نگهداری شدسانتی

ا حرارت بکشته شده  سیتوبرکلوز ومیکوباکتریمااز  یونیسوسپانس یکه حاو باشدمی یروغن معدن کادجوانت کامل فروند ی

 ونیامولسها تزریق شد، این به خرگوشآب در روغن  ونیامولسبه شکل یک  T.canis-rCTL، ژنیاز آنت یاست که همراه با محلول

روفاژها ماک، فروندادجوانت کامل موجود در  یهایکوباکتری. ماگرددمی یقیتزر ژنآنتیو هومورال به  یسلولایمنی پاسخ  تیتقو باعث

باشد  بدون باکتریشود. این امولسیون روغنی اگر می یمنیاباعث تقویت واکنش د که نکنیجذب م قیها را به محل تزرسلول ریو سا

از  یککنون ی( و تاساخته شد 6222بار توسط ژول فروند در دهه  نیاول)دجوانت فروند شود. اادجوانت ناقص فروند نامیده می

 یمنیپاسخ ا کیتحر به منظورها ژنیآنت ی پیوستهآزادساز یبرا باشد کههای مورد استفاده در مطالعات میادجوانت نیترپرمصرف

اب در الته ا وگرانولوم جادیتواند باعث ایاست که م نیادجوانت فروند ا یاصل بیع شود.ها استفاده میژندر برابر آنتی داریو پا یقو

ی دوز یادآور به حداقل رساندن عوارض جانب یبرا و از ادجوانت کامل فروند هیاول قاتیتزر یبرا لیدل نیهم به ،شود حیمحل تلق

 .(3) شودیفروند استفاده ماز ادجوانت ناقص  ،)بوستر(

 892تخلیص شده تحت شرایط واسرشته با غلظت یس توکسوکاراکنمیکرولیتر از پروتئین نوترکیب لکتین نوع سی  8بلات: دات

 88لز بر روی کاغذهای نیتروسلو اسید سفاروزاستیکنیتریلوتری-نیکل نیرزبه دست آمده از روش واسرشته با لیتر /میلیمیکروگرم

 TBST (Trisدقیقه در دمای اتاق انکوبه شد. دو مرتبه شستشو با بافر  34گذاری و به مدت لکه( USA ،Bio-Rad)متر مربع سانتی

Buffer Salin+Tween20) 45/4  دقیقه بر روی شیکر به آهستگی صورت گرفت. نقاط غیراختصاصی موجود بر روی  84درصد به مدت

شدند. پس از مسدود و ساعت به آرامی شیک  8مدت  درصد به 3درصد حاوی شیرخشک بدون چربی  TBST 5/4کاغذ توسط بافر 

دقیقه شستشو صورت گرفت. سرم  84درصد و هر بار به مدت  TBST 45/4بار با بافر  2ساعت مایع بلاکر را دور ریخته و  8گذشت 

اضافه شده  544:8( با رقت چالش نشده است T.canis-CTLبا پروتئین شده و سرم خرگوش کنترل )سرم خرگوشی که  خرگوش ایمن

 Goat بادیساعت در دمای اتاق بر روی شیکر با سرعت آرام انکوبه گردید. شستشو مانند مراحل قبل انجام شد. سپس آنتی 8و به مدت 

anti-Rabbit IgG  کنژوگه شده با آنزیمHRP (RaziBiotech, Iran)  به کاغذها اضافه و در دمای اتاق به آرامی شیک  2444:8با رقت

انجام شد.  TBSدرصد و مرتبه آخر با بافر  TBST 45/4مرتبه اول بافر 2دقیقه( به شکلی که 84مرتبه شستشو )هر مرتبه  3بار ینشدند. ا

هیدروژن به عنوان سوبسترای آنزیم استفاده و نتیجه در حضور پراکسید DAB (Sigma-Aldrich, Germany)آمینوبنزیدین دی 3/3از 

دقیقه مشاهده شد و در پایان از آب مقطر به منظور متوقف کردن واکنش استفاده گردید.  5-85ی پس از حضور یا عدم حضور لکه رنگ

 سپس کاغذها را در دمای اتاق قرار داده تا کاملاً خشک شوند.

 نتایج

نشان داد که  بلوبرلیانتآمیزی کوماسیدرصد با رنگ 82 میدآآکریلپلی-سولفاتدودسیلسدیمنتایج مطالعه حاضر بر روی ژل 

 (.8 تصویر) گردددر ساعت ششم پس از القا حاصل می توکسوکارا کنیسبیشترین میزان بیان پروتئین نوترکیب لکتین نوع سی 

از باکتریایی  هایبرای تخلیص در یک گروه از سلول، توکسوکارا کنیسلکتین نوع سی و استخراج پروتئین نوترکیب  پس از القا

 8 سپس لیزوزیمو  استفاده شد کنندهبافر لیز به عنوانمولار  48/4ایمیدازول از بافر و در گروه دیگر ( pH=1) مولار 1اوره  بافر

. حلول شدم پروتئین نوترکیب بیان شده وارد های باکتری شکسته واضافه گردید و همراه با سونیکه کردن سلوللیتر گرم/میلیمیلی

 مولار 1بافر لیز حاوی اوره در آمیزی گرم نشان داد که رنگ با و نتیجه لام تهیه شدشکستن دیواره سلولی باکتری از مراحل مختلف 

(1=pH) بافر لیز حاوی ایمیدازول  و( 2-2 تصویرشدند )شکسته  هاتمام باکتری ه،همراه با سونیکلیتر گرم/میلیمیلی 8 و لیزوزیم

(. 2-2 رتصویشد ) هاتعداد زیادی از باکتریسبب شکسته شدن  ،همراه با سونیکه کردنلیتر گرم/میلیمیلی 8 و لیزوزیم مولار 48/4

https://jvr.ut.ac.ir/
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و بافر لیز ( 2-8 تصویرلیتر )گرم/میلیمیلی 8 لیزوزیم و (pH=1) مولار 1ها در بافر لیز حاوی اوره های تهیه شده از باکتریلام اما در

ها بدون تغییر تعداد زیادی از سلول( 2-3 تصویر) بدون سونیکه کردنلیتر گرم/میلیمیلی 8 لیزوزیم مولار و 48/4 حاوی ایمیدازول

 باقی ماندند.

 زکنندهیبافر لو  مولار 1اوره  زکنندهیبافر ل با توکسوکارا کنیسی س نوع نیلکتدر نتایج مطالعه حاضر استخراج پروتئین نوترکیب 

درصد نشان داد که میزان پروتئین استخراج  82آمید اکریل، بر روی ژل پلیو سونیکه کردن میزوزیتوسط ل مولار 48/4ایمیدازول 

 (3تصویر )بود مقدار پروتئین حاصل بیشتر  نیزواسرشته تخلیص تحت شرایط روش در . بیشتر بود مولار 1اوره  زکنندهیبافر لشده در 

 335 شتهتحت شرایط واسر شده با رزین آگاروز تخلیصپروتئین  این نتایج تأیید شد کهبرادفورد نیز گیری با روش میکرواندازهدر  و

 892 تحت شرایط واسرشته با استفاده از رزین سفاروز لیتر و/میلیمیکروگرم 853و تحت شرایط طبیعی لیتر /میلیمیکروگرم

. مقایسه نتایج استخراج پروتئین نوترکیب در به دست آمد لیتر/میلیمیکروگرم 842و تحت شرایط طبیعی  لیتر/میلیمیکروگرم

 (.2و  3ستون  -3 یرتصوباشد )پذیر میهای تخلیص مورد استفاده در مطالعه حاضر تکرارهای مستقل نشان داد که روشتکرار

ا روش تخلیص شده تحت شرایط واسرشته ب توکسوکارا کنیسسازی خرگوش با پروتئین نوترکیب لکتین نوع سی نتایج ایمن

 892غلظت  توکسوکارا کنیسبا پروتئین نوترکیب لکتین نوع سی  8:544بلات ارزیابی گردید و سرم خرگوش تا رقت دات

 (.2تصویر واکنش داد ) لیتر/میلیمیکروگرم

 

 

 BL21(DE3)کلی اشریشیای باکتردر  دالتونکیلو 28با وزن مولکولی  توکسوکارا کنیسی س نوع نیلکت نوترکیب پروتئینبیان  SDS-PAGEنتایج  .2تصویر 

 مولار(.میلی 8) IPTGپس از القا با  (1h-6h)اول تا ششم  هایساعت در

 

 

 
( به ترتیب محلول رویی 2و  100X()8آمیزی گرم، )رنگ BL21(DE3)کلی اشریشیای باکترهای تهیه شده از تخریب نتایج بررسی میکروسکوپی لام .1تصویر 

ایمیدازول لیزکننده به ترتیب محلول رویی حاوی بافر  (2و  3، )تحت شرایط واسرشته لیزوزیم و همان همراه با سونیکه کردن و مولار 1اوره لیزکننده بافر  حاوی

 تحت شرایط طبیعی. و همان همراه با سونیکه کردن لیزوزیم و مولار 48/4
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( مارکر M ستون چپ به راست: ازدالتون، کیلو 28، باند توکسوکارا کنیس ینوع س نیلکت بینوترک نیپروتئ صیاستخراج و تخل SDS-PAGEنتایج . 3تصویر 

 صیتخل بینوترک نیپروتئ( 2 ،آگاروز -نیکل نیبا استفاده از رزتحت شرایط واسرشته شده  صیتخل بینوترک نیپروتئ( 9KDa (Sinaclon, Iran)، 8پروتئین 

و سونیکه  میزوزیتوسط ل مولار 48/4ایمیدازول  زکنندهیاستخراج شده با بافر ل بینوترک نیپروتئ( 3 ،آگاروز -نیکل نیبا استفاده از رزتحت شرایط طبیعی شده 

 .سونیکه کردن و میزوزیتوسط ل مولار 1اوره  زکنندهیاستخراج شده با بافر ل بینوترک نیپروتئ( 2 ،کردن
 

 
( 8از چپ به راست: . DABآمیزی تخلیص شده با رنگتوکسوکارا کنیس بلات سرم خرگوش ایمن شده با پروتئین نوترکیب لکتین نوع سی دات نتایج. 0تصویر 

( کنترل منفی فاقد پروتئین Goat anti- Rabbit IgG ،2بادی( و آنتی8:544با سرم مثبت خرگوش ) توکسوکارا کنیسپروتئین نوترکیب لکتین نوع سی 

یج کنترل مثبت و کنترل منفی . مقایسه نتاGoat anti- Rabbit IgGبادی ( و آنتی8:544با سرم خرگوش مثبت ) توکسوکارا کنیسنوترکیب لکتین نوع سی 

 ارپذیر است.تکر کنیس با سرم خرگوش چالش شده با این پروتئین،توکسوکارا پروتئین نوترکیب لکتین نوع سی  در سه تکرار مستقل نشان داد که واکنش

 

 بحث

بیان  (به شکل نامحلول) صورت اجسام انکلوژنه که پروتئین را ب باشدمیسیگنال  های بدوندپلاسمی از سری pET32aمید سپلا

توالی بیانی لکتین نوع  Nو  C ترتیب در انتهایه آمینه هیستیدین و تیوردوکسین، بشامل شش اسید دنبالهکند، علاوه بر این، دو می

بر  منفی رثیأزمان و هزینه تخلیص پروتئین نوترکیب است و ت جویی درمنظور صرفهه ها باین تگ .دهدقرار می توکسوکارا کنیسسی 

که  باشدمیمیدهایی سبه این دلیل انتخاب شد که یکی از پلا pET-32a میدسدر مطالعه حاضر پلا. های زیستی پروتئین نداردفعالیت

 هطراحی شده و چندین دهه است که ب اشریشیا کلی های نوترکیب درسازی پروتئینسازی، بیان و خالصکلون به طور اختصاصی برای

( Lactose Inhibitor) حاوی ژن pET-32aمید سپلااین  .نوترکیب مورد استفاده قرار گرفته است هایپروتئینبرای بیان  طور وسیع

lacI که مانع بیان ژن باشدمی RNA مرازپلی T7 تحت کنترل پروموتر lacUV5 پروموتر  وT7lac باکتری . شودمیBL21(DE3)  یک

 .(1) شودالقا می IPTG کنترل و با lacUV5است که توسط پروموتور  T7 مرازپلی RNA حامل ژن و باشدمیمیزبان بیانی 

Yari تخلیص هورمون نوترکیب پاراتیروئید انسانی از پلاسمید  منظور بیان وه ب 2483در سال  همکاران وpET-32a سویه  و دو

که پروتئین  اعلام کردند خود نتایج و در استفاده کردند Ni-NTAهای ستونو  Rosetta-gamiو  BL21 شامل کلی اشریشیاباکتری 

 Rosetta-gami کلی اشریشیاه کل پروتئین در باکتری بطور قابل قبول در هر دو سویه بیان شده اما درصد پروتئین هدف ه نوترکیب ب

 .(9) بود BL21کلی  اشریشیابیشتر از 
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نشان داد که در ساعت دوم پس از  E.coliدر باکتری  TES-120به منظور بیان  2443و همکاران در سال  Fongنتایج مطالعه 

سرم انسانی توکسوکاریازیس واکنش مثبت  25بیان شده با  TES-120 نوترکیب القا بیشترین میزان بیان حاصل شد. همچنین پروتئین

 .(84)داد 

وکسوکارا تپروتئین نوترکیب لکتین نوع سی قدار بیان بالاترین م ،برای تعیین شرایط بهینه پس از چندین تلاش در مطالعه حاضر
گراد به مدت شش ساعت درجه سانتی 33 در دمای IPTG مولارمیلی 8به روش القایی با  BL21(DE3)کلی  اشریشیادر باکتری  کنیس

ر د توکسوکارا کنیسنوترکیب لکتین نوع سی  پروتئینبه روی  2428در سال  همکاران و Shahbakhsh عهمطال(. 8تصویر) حاصل شد

 BL21(DE3)کلی  اشریشیادر باکتری میزان بیان پروتئین که نشان داد  BL21 کلی اشریشیا و BL21(DE3)کلی  اشریشیاباکتری 

تخلیص پروتئین نوترکیب لکتین نوع سی در دو شرایط واسرشته نتایج الکتروفورز . مقایسه (88)در ساعت چهارم پس از القا بیشتر بود 

ژل روی ر دالتون بکیلو 28باند شود و واسرشته و طبیعی تخلیص انجام میروش تحت شرایط  دو نشان داد که با هرو طبیعی 

مقدار پروتئین ( اما 3باشد )تصویرمیبلو قابل مشاهده برلیانتآمیزی شده با کوماسیدرصد رنگ 82مید آآکریلپلی-سولفاتدودسیلسدیم

 .این نتایج بود یدمؤبرادفورد نیز گیری با روش میکرواندازه و استاز طبیعی بیشتر  واسرشتهحاصل در تخلیص تحت شرایط 

در . وندشسازی میهای ترکیبی محلول و خالصیابند و با استفاده از روشهای نوترکیب در اجسام انکلوژن تجمع میاغلب پروتئین

آمیزی شد و در لام میکروسکوپی تهیه و رنگ توکسوکارا کنیسلکتین نوع سی و استخراج پروتئین نوترکیب  پس از القامطالعه حاضر 

با استفاده از لیزوزیم میزان کمی از  توکسوکارا کنیسی س نوع نیلکت نوترکیب دیسملاپ یحاو BL21(DE3)کلی  اشریشیای باکتر

ا روش لیزوزیم همراه ها شکل ظاهری خود را حفظ کردند اما بپروتئین مورد نظر وارد بخش محلول شد و همچنان تعداد زیادی از باکتری

ای خود را از دست داده، دیواره سلولی شکسته شده و مقدار زیادی از پروتئین مورد نظر وارد بخش ها شکل میلهبا سونیکه کردن، باکتری

 (.2 تصویر)محلول شد 

استخراج و تخلیص پروتئین نوترکیب  هدف انتخاب بهترین روش که با 2489در سال  همکاران و Abbaszadehمطالعه  در

های با استفاده از کروماتوگرافی تمایلی نیکل بود نیز از روش نیتروژن مایع برای له کردن سلولکلی  ااشریشیپاراتید در میزبان تری

ه با این ردن استفاده کردند کمین نکرد لذا از تیمار با بافر شیمیایی همراه با سونیکه کأرا ت مطالعهباکتریایی استفاده کردند اما هدف 

 .(82) حاصل گردید، مشابه با مطالعه حاضر قابل قبول و نتیجه مطلوب و درصد پروتئین وارد فاز محلول شد 93روش بیش از 

پروتئین نوترکیب  تواندکلونال اختصاصی تولید شده در خرگوش چالش شده، میپلی IgG بلات نشان داد کهنتایج سنجش دات

این که  دادیافته نشان  این (2 تصویر) را تشخیص دهد BL21(DE3)کلی  اشریشیابیان شده در  توکسوکارا کنیسلکتین نوع سی 

 ثیر نامطلوبی برأبنابراین تخلیص در شرایط واسرشته ت ودرستی حفظ کرده ه زیستی خود را ب شده، فعالیت تخلیصپروتئین نوترکیب 

 . زایی پروتئین نداشته استایمنی

وکسوکارا تلکتین نوع سی پروتئین نوترکیب تخلیص و  سازیمحلول شده برای مطالعه حاضر یک روش اصلاح :نهاییگیرینتیجه
. بیان شد pET-32a ترکیب به شکل اجسام انکلوژن با پلاسمیدپروتئین نو. معرفی کرد BL21(DE3)کلی  اشریشیا را در باکتری کنیس

حاوی لیزوزیم همراه با سونیکه کردن و برای تخلیص از کروماتوگرافی تمایلی های لیزکننده اوره و ایمیدازول سازی از بافرمنظور محلوله ب

ین بازیابی شده میزان پروتئو  استفاده شداسید سفاروز استیکنیتریلوتری-نیکل نیرز و اسید آگاروزاستیکنیتریلوتری-نیکل نیبا رز

 یک زایی خود را حفظ کرده و به عنوان، خاصیت ایمنیتوکسوکارا کنیسلکتین نوع سی پروتئین نوترکیب . بازدهی قابل قبول داشت

تواند در تخلیص سایر استفاده در مطالعه حاضر می سازی موردروش بهینه است.مولکول زیستی برای اهداف مختلف قابل استفاده 

 .گیرد شوند نیز مورد استفاده قراربه شکل اجسام انکلوژن بیان می کلی اشریشیاهای نوترکیب که در پروتئین

 سپاسگزاری

ا کد ب پزشکی تهراناسکلروزیس، پژوهشکده علوم اعصاب، دانشگاه علوم های مالی مرکز تحقیقات مالتیپلمطالعه حاضر با حمایت

و معاونت پژوهش و فناوری دانشکده  8244-8-233-52938 پژوهشیاریطرح ، کد IR.TUMS.NI.REC.1400.033اخلاق 

ان شناسی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهرانجام شد و مراحل آزمایشگاهی آن در آزمایشگاه مولکولی گروه انگل دامپزشکی دانشگاه تهران
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 دارند.نویسندگان بدین ترتیب مراتب قدردانی خود را از حامیان، ابراز میبه انجام رسید، 

 تعارض منافع

 .تعارض در منافع گزارش نشده است سندگانینو نیب
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