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  ده يچک
دچـار  مـاران  ي ب دريکيوتي بي همراه با درمان آنتيمونوتراپيتواند در ا يم نوزايروژي سودوموناس آA نيه اگزوتوکسي بر علي باد ي آنت :نه و هدف  يزم

اتصال دهنـده، انتقـال   گاه يجا سه از  کهاستنوزا يروژي سودوموناس آيزايماري بي از فاکتورهايکي A نياگزوتوکس .استفاده گردد ديشد يسوختگ
 ـا A ني اگزوتوکسکيتيگاه کاتال ي جا بي نوترک ديتولن مطالعه   ي هدف از ا   .ل شده است  يک تشک يتيدهنده و کاتال    ـتولجهـت   سم،ي ـکرواورگانين مي د ي

  .باشد يمه آن ي بر عليباد يآنت
بـا   و جدا ، زنجانيت االله موسويمارستان آيب در يبستر نوع دو و سه  يماران دچار سوختگ  ينوزا از ب  يروژيسودوموناس آ  يها نمونه :يروش بررس 

از  يم بـاکتر و کرومـوز يرو Aن يوکسوجود ژن اگزوت و  استخراجي باکترDNA .ديگرد ييشناسا ييايميوشيبشات يانجام آزما  کشت و  يها روش
بـرش دهنـده    يهـا  ميآنـز د توسـط  ي و پلاسـم PCR محـصول  ور ي تکثPCRتوسط  A نياگزوتوکسک  يتي کاتال گاهيجا .ديگرد دييا ت PCRق  يطر

 ـ گردختيترار E. coli BL21(DE3)زبان يم يباکتربه  الحاق  پس ازدي و پلاسمPCRمحصول  .ندبرش داده شد الاثر،محدود  ـ.دي بـا   هـا  نو کل
   .دنديد گردييتا و يغربالگرو توالي يابي  يمي آنزضمه،  PCR واکنش

انگر عدم وجود   يبج  ينتا .ديگرد يابيارز ها تشابه آن زان  يم وسه  ي مقا يبانک ژن با اطلاعات    Aن  ياگزوتوکسک  يتيکاتال ي  منطقه يبازها  يتوال: ها افتهي
   .ور بود مورد مطالعه در کشيها ر در ژنوم آن در سوشييتغ
 ـ نراني ـشده از ا  جدايها و سوش ه بودAن ياگزوتوکس سم ي جدا شده دارايها ي درصد باکتر۹۰ نشان داد که ن مطالعهيج ا ي نتا :يريگ جهينت  بـا  زي

  . مشابه بودندن المللیي ب  گزارش شده در بانک ژنيها يتوال
  ک يتي کاتالگاهيجا ،آ نينگ، اگزوتوکسي، کلوننوزايروژيسودوموناس آ: يديواژگان کل

  
   قات، تهراني واحد علوم و تحقيدانشگاه آزاد اسلام ،يميوشيکارشناس ارشد ب -۱
   تهران ،...ا هي بقيكار دانشگاه علوم پزشياستاد، يوتکنولوژي بي تخصصيدکترا -۲
    تهران،...ا هي بقيكار دانشگاه علوم پزشي، دانشيميوشي بي تخصصي دکترا-۳
  ، زنجان يكار دانشگاه علوم پزشي، دانشيلوژ هماتوي تخصصيدکترا -۴
   ن، تهرايكار دانشگاه علوم پزشي، استاديميوشي بي تخصصيدکترا -۵
  هرانت، قاتيعلوم و تحقواحد  ي، دانشگاه آزاد اسلاميميوشي کارشناس ارشد ب-۶
    تهران،...ا هي بقيك، دانشگاه علوم پزشي و ملکولي کارشناس ارشد سلول-۷
   ، تهران...ا هي بقيك، دانشگاه علوم پزشيميوشيشد ب کارشناس ار-۸
   تهران...ا ي بقيهك کارشناس ارشد سلولي و ملکولي، دانشگاه علوم پزش-۹
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 مقدمه 
 ـ ثانو يهـا  ن عفونـت  ي از مهمتر  نوزايروژيآ سودوموناس      ه ي

 ـ يمـاران دچـار سـوختگ     ي در ب  يمارستانيب  از  يک ـي .باشـد  يم
 ـزا در ا   يماري ب يفاکتورها  ـ ي  اسـت  A نيگزوتوکـس ا ياکترن ب

  يوزن ملکـول   بـا نـه   يد آم ي اس ـ ۶۱۳ از Aن  ياگزوتوکس .)۱و۲(
ط يبـه مح ـ  يبـاکتر  توسط و ل شده است  يتشکلودالتون  يک ۶۶

 ـ لي نـه يد آمياس ـ .)۳و۴( شـود  يترشـح م ـ  رامون آن   يپ در ن يزي
 ـپتيل پ ي توسط کربوکـس   A ني اگزوتوکس لي کربوکس يانتها داز ي

ن يماکروگلبول - 2α ي رندهيگ سم بهباعث اتصال  ،شدهشکسته  
 ـاز طر و )۵( شـود  يم ـوت يروکـا ي يهـا  سلول توز يآندوس ـق ي

. شـود  يوارد سـلول م ـ    Aن  يگزوتوکـس ا ي  رنـده يوابسته بـه گ   
ژه يــ ويازهـا ئپروتتوسـط  در داخـل سـلول    Aن يگزوتوکـس ا

ــدوزوم  ــستهان ــدهشک ــدا    ش ــپتور ج ــديو پو از رس  يهاون
ــاح آن يديســولف يد ــي ــااز انت .)۶(شــود  يا م  لي کربوکــسيه
و   جـدا  )يا نـه يآم دي اس ۲۸۰-۶۱۳( ک قطعه ي Aن  يگزوتوکسا

بــه  يو از شــبکه آندوپلاســم  واردي آندوپلاســمي بــه شــبکه
 توزوليدر س ـ  Aن  يگزوتوکسا .)۷و۸( شود يتوزول منتقل م  يس

 ـنه ه يدآمير اس ـ يله کردن برگشت ناپذ   يبوزيق ر ياز طر  ن يديستي
 ـباعـث غ   ،(eEF-2) ۲ يساز ليفاکتور طو   آن   فعـال شـدن    ري

صورت سلول و مرگ متوقف ن يئجه سنتز پروتي در نت.گردد يم
 (Domain) گـاه يجا سـه    واجد Aن  ياگزوتوکس) ۹( .رديگ يم

 و  Ib ٣٦٥-٤٠٤ aa(گـــاه ي جا از دوIگـــاه يجا .باشـــد يمـــ

aa۲۵۲-۱Ia(گاهيجا . استل شدهي تشکIa  ول اتصال بـه  ئمس
 تيموقعنه  يد آم ياسحذف و جهش در     .  است ي سلول ي  رندهيگ

و مهـار    Aن  ياگزوتوکـس رفعال شـدن    ي باعث غ  Ia ي  امنهد ٥٧
مـشخص    هنوز Ib گاهيجانقش  . گردد ياتصال سم به سلول م    

چ يه) ٣٦٥-٣٨٠ Ib)  aa ي امنه داز ي بخش حذف.نشده است
 II گاهيجا .)١٠(  ندارد A ني اگزوتوکس تي سم ي بر رو  يريتاث
)aa ۳۶۴ -۲۵۳ (   سـلول   ي عـرض غـشا  باعث عبـور سـم از

ق پـنج  ي ـطر از) aa ۶۱۳-۴۰۵( III گـاه يجا .)۱۱( شـود  يم ـ
فـاکتور   شـدن    لـه يبوزيل باعـث ر   ي کربوکس ي انتها ي  نهيدآمياس

 نياگزوتوکسژن   .)۱۲و۱۳( گردد ي م (eEF-2) ۲ يل ساز يطو
A   ـدلن  ي هم بهشته   قرار دا  يباکترکروموزوم   يروبر   ـل ي   شيب
 ـا نـوزا يروژيسـودوموناس آ   يها  درصد گونه  ۹۰از    را  سـم  ني
 و  Aن  ي اگزوتوکـس  يهمـسانه سـاز   . )۱۴و۱۵( کننـد  يم ديتول
  گرگوري توسط۱۹۸۴ در سال   Aن  ي ژن اگزوتوکس  يابي يتوال

)Gregory (ان يــم کننــده بي ژن تنظــ.و همکــاران انجــام شــد
ــس ــال Aن ياگزوتوکــ ــط۱۹۸۶ در ســ ــتروم  توســ  هداســ

)Hedstrom (۱۹۸۷ در ســال .ديــو همکــاران مــشخص گرد 
ان يــگــاه بي و همکــاران جا)Cameron(كــامرون توســط 
 ـاخ. دي ـن گرد يي تع Aن  ياگزوتوکس  ـراً مطالعـات ز   ي  ي رو يادي

 ـ و درمان تومورها از طر     ييزا يمنيا ن سـم انجـام شـده       ي ـق ا ي
 ـتي کاتال ي  امنـه د ديتول. است  صـورت بـه    Aن  يک اگزوتوکـس  ي
  رانيـــن بــار در ا ي اولـ ـي بـــران مطالعــه يـ ـ در ابيـ ـنوترک
  .ديگردانجام 

  
   يروش بررس

ســودوموناس  :نــوزايژرويســودوموناس آص يتــشخ     
در  يبستر نوع دو و سه    يماران دچار سوختگ  ي از ب  نوزايژرويآ
ها بـا    نمونهن  يا. ند زنجان جدا شد   يت االله موسو  يمارستان آ يب

نـت آگـار در     ينوترط  يماران جدا و در مح    يبل از   يسوآپ استر 
 کـشت داده   سـاعت  ۱۸گراد به مدت     ي سانت ي   درجه ۳۷ يدما
 کاتـالاز،   ييايميوش ـي ب يهـا   توسط تـست   يباکترسپس  . ندشد

د يــتول  وVP، MR ترات، انــدول،ي، تــست ســTSIداز، ياکـس 
ع و ي ما LBط کشتيمحپس از کشت در  و ييگمان شناسايپ

ــزودن گل ــاف ــا (سرول ي ــت نه ــد۲۰ ييغلظ ــادر)  درص   ي دم
  .نددي گردرهي ذخگراد ي سانتي  درجه-۸۰

 بر  Aن  ي ژن اگزوتوکس  ص وجود يجهت تشخ  :مري پرا يطراح
ر ي ـجهـت تکث  و نيـز  ،مـر يک جفت پراي ياکترب  DNAيرو
 يهـا  گـاه يواجد جا گر  يمر د يک جفت پرا  يک  يتي کاتال گاهيجا

 اطلاعات موجود در بانـک اطلاعـات    با توجه به يميبرش آنز 
مـر  يپرا يها يتوال .)رانيناژن، ا يس (ديسنتز گرد و   ي طراح يژن
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عبارت  Aن ياگزوتوکس ص سم ين دست تشخ  ييبالا دست و پا   
  :بود از

  

PBF: 5´- TGC  TGC  ACT  ACT CCA  TGG  TC -3´ 

PBR: 5´- ATC  GGT ACC  AGC  CAG  TTC  AG -3´ 
 

ــايپرا ــايمرهـ ــالا و پـ ــت يي بـ ــاه يجان دسـ ــتيکاتالگـ    کيـ
بـرش دهنـده     يهـا  ميگـاه بـرش آنـز     يجابـا    Aن  ياگزوتوکس

   :عبـــــارت بـــــود از  HindIII و EcoRI محـــــدودالاثر

  
  
  
  
  
  

  

PCF:5´- GGC  GAATTC  GGC GAC GTC AGC TTC A -3´ 

PCR:5´- CGG  AAGCTT  CTT CAA GTC CTC GCG C -3  ́

سـودوموناس   يسـوش بـاکتر   :ير بـاکت  DNAيآماده سـاز 
 داده  رشد ساعت   ۱۲ به مدت    LB-broth طي درمح نوزايروژيآ

ص ژنوم يت تخلي با استفاده از ک   ي باکتر يژنوم کروموزوم . شد
High Pure PCR Template Preparation, Roche) (، 

 ـ تأAن  ي وجود ژن اگزوتوکـس    ۱جدول  مطابق  استخراج و    د يي
   .ديگرد

  

  
  
  
  
  
  
  

  
  

  

 پس از مـشخص شـدن ژن        Aن  يک اگزوتوکس يتيکاتالگاه  يجا
در حجــم ر يــط زي در شــراPCRق يــ از طرAن ياگزوتوکــس

 X۱۰ ،۲بافر  تريلوکري م۵ (.دير گردي تکثتريلوکري م۵۰واکنش 
 مـر يپرا از هـر  تريلوکريم MgSo4  )mM ۲۵( ،۲تريلوکريم

)mM ۱۰( ،۲ــر يلوکري م ــ DNAت ــر آنـ ـيلوکريم ميو ن م يزت
PWO ي   درجـه  ۹۴ ي در دما  هي اول ي ساز  واسرشت .)مرازي پل 

 يا  چرخه۳۵ يقه و سه مرحله تکراري دق۴گراد به مدت  يسانت
 ۱گراد بـه مـدت       ي سانت ي   درجه ۹۴ يشامل واسرشت در دما   

گراد به مـدت   يسانتي   درجه۶۰ يمر در دما يقه، اتصال پرا  يدق
گـراد بـه    يسـانت  ي درجه ۷۲ يدر دماون يزاسيمريقه و پلي دق ۱

 ي در دمـا   ييون نهـا  يزاسيمريپل. انجام گرفت قه  يدق ۵/۱مدت  
محـصول  . قه انجام شـد   ي دق ۵گراد به مدت     ي سانت ي   درجه ۷۲

 به مـدت    ۸۰ درصد با ولتاژ     ۲ژل آگاروز    يرو PCRواکنش  
  .ديگردم ساعت الکتروفورز ين

  توسـط PCR واکنش  محصول:PCR  محصوليآماده ساز
تـر از   يلوکري م ۲ با ،EcoRIو HindIIIه  برش دهند  ميآنزدو  

   و PCRتـر محـصول     يلوکري م ۳۰ ،محـدود کننـده   م  يهر آنـز  
ــافر  تــريلوکري م۵   يتــريلوکري م۵۰واکــنش  در حجــم X۱۰ب

   (Fermentase)م  ي آنـز  ي  بر اساس پروتکل شرکت سـازنده     
ــدت   ــه م ــا ۲ب ــاعت در دم ــه۳۷ ي س ــانتي  درج ــراد ي س    گ

  تيــتوســط ک زده شــده بــرش تمحــصولا. داده شــد بــرش
(High Pure PCR Product Purification Kit ,Roche)  استخراج

 ـ   ۸۰ درصد با ولتاژ     ۲ ژل آگاروز    يو رو  م سـاعت   ي به مدت ن
  . ديگردالکتروفورز 

Reagent Concentration Reaction 

Template DNA ۲۰۰ ng/µl ۱ µl 

PCR buffer ۱۰ X ۵ µl 

MgCl2 ۵۰ mM ۱ µl 

dNTPs ۵/۲  mM ۴ µl 

Forward primer ۱۰ pmol/ µl ۲ µl 

Reverse primer ۱۰ pmol/ µl ۲ µl 

Taq.DNA pol. ۵ uite/ µl ۵/۰  µl 

D.D.W. - ۵/۳۴  µl 

Total volume - ۵۰ µl 

   PCRواکنش عوامل یها غلظت: ۱ جدول
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 در (pET28a)د ي حامل پلاسميباکتر :دي پلاسميآماده ساز
 .دي ـگرداعت کـشت  س ـ۱۲بـه مـدت   ع ي ما LBط کشتيمح

 ژل ي رو واسـتخراج    استانداردبر اساس پروتکل     آن   ديپلاسم
م ساعت الکتروفـورز  ي به مدت ن  ۱۰۰ درصد با ولتاژ     ۱آگاروز  

 توسـط   PCRمحصول  ز مانند   ينشده  استخراج  د  يپلاسم. شد
کسان يط  يشرا در EcoRI  و HindIII برش دهنده م  يدو آنز 

بـرش  گـراد    ي سـانت  ي   درجه ۳۷ يدر دما ک ساعت   يبه مدت   
بـر اسـاس دسـتورالعمل       تيتوسط ک محصول برش   . داده شد 

 )  (High Pure PCR Cleanup Micro Kit, Rocheشرکت سازنده
 بـه مـدت   ۱۰۰ درصد با ولتـاژ  ۱  ژل آگاروزيو رو استخراج  

  .م ساعت الکتروفورز شدين
د برش خورده ي و پلاسمPCRمحصول  ۳به ۱  مخلوط:الحاق

 انکوبـه   گـراد  يسانتي     درجه ۳۷ يقه در دما  يدق ۱۰ به مدت  را
 ـ بلافاصـله بـه      وشد     ميتـر آنـز   يلوکري م ۲ .دي ـگردخ منتقـل    ي

T4 Ligase ــر بـــافر يلوکري م۵ و ــافهX۱۰تـ ــه آن اضـ     بـ
ــگرد ــدت  .دي ــه م ــا۱۶ب ــا۱۰ ي ســاعت در دم  ي  درجــه۱۲ت
 ـدر نها  محـصول الحـاق    .داده شد  قرار گراد يسانت توسـط   تي

 ـک  ) (High Pure PCR Cleanup Micro Kit, Roche تي
  .ديدگراستخراج خت يجهت ترار

 بر اساس   Competent)(دار   تيصلاح يها سلول :ختيرترا
ــا گل ــپروتوکــل اســتاندارد ب ــا۱۰سرول ي + ۴ ي درصــد در دم

گـراد   ي سـانت ي   درجه -۸۰ يدمادر    و هي ته گراد ي سانت ي  درجه
تـر  يلوکري م۲۰  والحاقتر از محصول يلوکري م۵ .ديگردره  يذخ

قـه  يدق ۱با هم مخلوط و به مدت  ت داريصلاح يها از سلول
 بـا   Gen Pulserدسـتگاه توسـط   .داده شدخ قراريدر داخل 

منتقل  E. coli BL21(DE3)بهمحصول الحاق  ۲۵۰۰ ولتاژ
 ـبه مـدت     و  .شـد داده  کـشت   SOCط  يک سـاعت در مح ـ    ي

  فوژ ي پـس از سـانتر     SOCط کـشت    ي مح ـ يها يباکتر رسوب
)g ۴۰۰۰( ــ ــشت يدر مح ــدLBط ک ــ کانامايدارا  جام    نيسي
  .شد  کشت دادهي صورت چمن به )ليتر  در ميلي گرم    كرو مي ۳۰(

د بـر اسـاس     يپلاسـم  ي محتـو  يهـا  يکلن :ها ي کلن يغربالگر

 ـ   .ندشدپروتکل استاندارد استخراج      ـنوترک وموجـود ژن از ب  ي
 PCR .ديگرد يابيارز يابي ي توال ويمي، برش آنزPCRق يطر

 . صـورت گرفـت  يانجام گرفته در همسانه ساز  ط  يشرامطابق  
و HindIII ، EcoRI يهـا  ميد بـا آنـز  يلاسـم  پيميبرش آنز

BamHI   ــازنده ــرکت س ــل ش ــاس پروتک ــر اس ــزي  ب م ي آن
(Fermentas)   ـ ي توال .گرفت انجام   ـن يابي مرکـز  ز توسـط    ي

  .انجام شد ...ا هي بقيک دانشگاه علوم پزشکيقات ژنتيتحق
 فـالکون  ي  لوله  دو درب  ي نوترک ي باکتر ،نييان پروت يب به منظور 

 ـکاناماع  ي مـا  LBط کشت   يمح يداراليتري    ميلي ۱۵     دار نيسي
 ـ=۶/۰ODدر . ديگردکشت ) ليتر  گرم در ميلي    كرومي ۱۰۰( ه  ب
افزوده مولار  يليمک ي يي غلظت نهابا  IPTGاه ه از لوليکي

گراد  ي سانتي   درجه ۳۷ ي ساعت در دما   ۵به مدت   ا  ه ه لول .دش
 و با دسـتگاه  يآور فالکون جمع ي لوله هر رسوبسپس و   القا

 نييپــروت انيــب . شــدشکــستهPBS  در محلــول کاتوريســون
بـا   درصـد    SDS-PAGE ۱۵الکتروفـورز   توسـط    بينوترک
 ـ و رنـگ آم قـه ي دق۴۵ به مـدت  ۲۰۰ولتاژ     بلـو ي کوماس ـيزي

ان ي ـصـحت ب  نگيوسترن بلاتتوسط ن  ينچهم .دي گرد جستجو
  .ديگردد ييتا
  
   ها افتهي

ــدر ا      ــوع  ي ــه در مجم ــه ۱۰ن مطالع ــودوموناس  نمون س
 يهـا  تـست  .ديگرد جدا  يماران دچار سوختگ  ياز ب نوزا  يروژيآ
 ـدر ا TSIترات و يداز، سي کاتالاز، اکس ييايميوشيب  ين بـاکتر ي

 ـ در ا  MR و   VP اندول، يها مثبت و تست    ي منف ـ ين بـاکتر  ي
ژن ص يتــشخجهـت   DNA ،PCRپـس از اســتخراج  . بـود 

 گرفتانجام   ،ي کروموزوم باکتر  با استفاده از   ،Aن  ياگزوتوکس
بانـد  ل  يتـشک  .ديالکتروفورز گرد  درصد   ۲ ژل آگاروز    يروو  

 ـمربـوط بـه ا     ي جفت باز  ۱۹۰  ژن ي دکننـده ييتا ،نين توکـس ي
گـاه  يجا سـنتز  PCRسـپس محـصول     .  بـود  Aن  ياگزوتوکس

ــتيکاتال ــسيـ ــاروز ي روAن يک اگزوتوکـ ــد ۲ ژل آگـ  درصـ
ن امـر کـاملا مطابقـت       ي ـش با ا  ي آزما ي  جهي نت .دالکتروفورز ش 
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خـت  يترار ي جـه ينت. شـود  ي مـشاهده م ـ ۱ر يو در تصوداشت  
 ـ      يهمسانه ساز   ي رو يکلـون  ۲۰۰ ش از ي انجام گرفتـه رشـد ب

ر يتـصو در  PCRق  ي از طر  ها ي کلن يج غربالگر ينتا. ت بود يپل
 محـدود  يهـا  ميبا آنـز د  ي پلاسم يغربالگر. شود يمشاهده م  ۲

 را ي جفت بـاز ۶۳۰ ک قطعهي، EcoRI   وHindIII ي کننده
 ـدر پا .شود ي مشاهده م ۳ز  يصو که در ت   د کرد ييتا  ي جـه ينتان ي

 ـ ي توسط توال  يساز همسانه  ـتا يابي  ـگردد  يي  م و توسـط نـر     دي
 درصـد  ۵/۹۹که  ز قرار گرفتيمورد آنال  NCBI Blastافزار

 ـيئپـروت  . نشان داديتشابه را با اطلاعات بانک ژن   صـورت   هن ب

 ـبتوپلاسم  ينامحلول در س    ـب .افـت ي تجمـع ان و   ي ن ييان پـروت  ي
 بلـو   ي کوماس ـ يزيو رنگ آم   SDS-PEG کتروفورزتوسط ال 

 ـ تا ي دالتـون  ۲۸۷۱۰ل باند   يتشک .ديگردمشخص   ي     د کننـده  يي
در . شـود  ي مـشاهده م ـ   ۴ر  يدر تصو بود که   ن مورد نظر    يئپروت
ن يديستي ـ هي نهيد آمين شش اسيئنال پروتيترمC  و N يانتها

ــه در شــت وجــود دا ــتاک ــايي ــ بييد نه ــروتي ــط ن يئان پ   توس
مـورد اسـتفاده قـرار       His-Tag ي باد يبا آنت نگ  يوسترن بلات 

  . گرفت

 

   
گر وزن ملکـولي    نشان-)۱.  درصد۲روژينوزا در ژل آگاروز ي کاتاليتيک اگزوتوکسين آ سودوموناس آي  دامنه PCR الکتروفورز محصول:۱شکل

)bp۱۰۰(DNA .۴،۳،۲(-باند bp۶۴۲ محصول PCR۳و۲،۱هاي شماره روژينوزا به ترتيب سوشي کاتاليتيک اگزوتوکسين آ سودوموناس آي  دامنه   
  

  
  bp دو باند- )۳و۲،۱.  درصد۲روژينوزا روي ژل آگاروز ي سودوموناس آآ کاتاليتيک اگزوتوکسين ي  دامنه PCR الکتروفورز برش محصول:۲شکل 

  bp۱۰۰ (DNA(گر وزن ملکولي   نشان-)BamHI ۴ ي  با آنزيم محدود کنندهPCR برش محصول ۲۷۲ و۳۷۰

bp 
١٠٠٠ 
٩٠٠ 
٨٠٠ 
٧٠٠ 
۶٠٠ 
۵٠٠ 
۴٠٠ 
٣٠٠ 
٢٠٠ 
١٠٠ 
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bp۶۴٢ 
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 bp  ۶۳۰ باند- )۱.  درصد۲روژينوزا روي ژل آگاروز ي سودوموناس آآ کاتاليتيک اگزوتوکسين ي  الکتروفورز برش پلاسميد نوترکيب دامنه:۳شکل

 )bp۱۰۰(گـر وزن ملکـولي     نشان-)E.coRI, HindIII ۲ ي د کنندههاي محدو  با آنزيمآ کاتاليتيک اگزوتوکسين ي برش پلاسميد نوترکيب دامنه
DNA  

 

  
 کنترول منفي - )۱.  درصد۱۵روژينوزا روي ژل پلي آکريل آميد ي کاتاليتيک اگزوتوکسين آ سودوموناس آي ين دامنهي بيان پروتSDS-PAGE الکتروفورز :۴شکل 

ين ئ سوپ رويي سـانتريفوژ پـروت  -)IPTG  ۳ و تحريک شده با  PBSبا سونيکاتور در محلول پليت باکتري ليز شده -)IPTG ۲ين بدون تحريک ئبيان پروت
  ينئ نشانگر وزن ملکولي پروت-)IPTG  ۵، تحريک شده با ) دالتون۲۸۷۱۰( مولار ۸ين حل شده در اوره ئ پروت-)IPTG  ۴تحريک شده با 

  
   بحث
ن ي پاتوژن فرصت طلـب و سـوم       نوزايروژيسودوموناس آ      

 باعـث   ين بـاکتر  ي ا . است يمارستاني ب يها ع عفونت يمل شا عا
ن يتـر  ي سـم  .شـود  يم ـد  ي شـد  يماران دچار سـوختگ   يمرگ ب 

 ـا. اسـت  Aن  ي اگزوتوکس نوزايروژيسودوموناس آ ن  ييپروت ن ي
 نـوزا يروژيسـودوموناس آ ن بار توسط دکتر لـو از  ين اول يئپروت

ــدا  ــگردج ــا .)۱۶( دي ــسيانته ــاه يجال ي کربوک ــتيکاتالگ ک ي
نـد  يآول فرئمـس نـوزا  يروژي در سـودوموناس آ   Aن  يوکساگزوت

ن ياگزوتوکــسدر گــاه ين جايــا . اســتيل ترانــسفرازيــبوزير
 eEF-2 ي رو  سـم  هـر دو  . قرار دارد  يني آم ي در انتها  يفتريد

 ـ ي بازها ي توال ي ول .گذارند ير م يتاث آنهـا بـا    نه  يدآمياس ـ و   ي آل
در  .)۱۱( نه مـشابه دارنـد    يد آم ي اس ۲۰تنها   وتفاوت  مگر  يکدي

bp 
١٠٠٠ 
٩٠٠ 
٨٠٠ 
٧٠٠ 
۶٠٠ 
۵٠٠ 
۴٠٠ 
٣٠٠ 
٢٠٠ 
١٠٠ 

bp۶٣٠ 

Plasmid Cut 
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 يي جدا و شناسا   يماران دچار سوختگ  ي از ب  ين مطالعه باکتر  يا
ژن  . بودندAن ي سم اگزوتوکسيها دارا ي درصد باکتر۹۰. شد

 ـAن ي اگزوتوکس ي  کدکننده  ـتيکاتالگـاه  يجان ي و همچن ک آن ي
 بـه  ،اسـت ) درصد G + C) ۵/۶۸ ي بازين تواليشتري بيدارا

مرها جهت کاهش يمر طول پراي پرايل در هنگام طراحين دل يا
دند و به علت عدم يتر انتخاب گرد مرها کوتاهي اتصال پرا  يدما

 ـتي کاتالي  ژنوم دامنـه يروگاه برش  يوجود جا  دو  يک بـاکتر ي
جهت بـرش وکتـور و محـصول    EcoRI   وHindIIIم يآنز

PCR  يد ژنوم باکتريسم پلاي پس از طراح  .دندي انتخاب گرد 
فوژ، ي سـانتر  ي بالا ينکه در دورها  يبه علت ا   .دياستخراج گرد 

ن اسـتفاده  ييفوژ بـا دور پـا  يشکست از سـانتر    ي م يژنوم باکتر 
 ـ بـا تغ   PCRواکـنش   . ديگرد غلظـت   ير دو فـاکتور اساس ـ    يي

. دي ـگردم ي الگو تنظي مرها به رشتهي اتصال پراي و دما وميزيمن
ده است  يچي پ نوزايروژيسودوموناس آ  از   Aن  يد اگزوتوکس يتول
توسط محرک سم د ي تول. استير باکت يکيتحت کنترول ژنت   و
ژن و يزان اکـس ي ـحـرارت، م  مثـل غلظـت آهـن،      يطي مح يها

ط کشت ين آهن در محيغلظت مع. شود يط القا م يبات مح يترک
م يتنظنوزا را   يروژيسودوموناس آ  توسط   Aن  يد اگزوتوکس يتول

 و مهـار  Tox Cط باعث جهش ژن يش آهن محي افزا.کند يم
 کم يها در غلظت. شود ي مي توسط باکترAن يان اگزوتوکسيب

 ـ. )۱۷و۱۸( شـود  ينم ـ دي ـز سم تول  يآهن ن   از  يبرخ ـ نيهمچن
 ـتيولئ پروت نـوزا يروژيسـودوموناس آ   يهـا  هيسو   و هـستند ک  ي
 ـباعـث تجز  و  ط کـشت ترشـح      ياز به مح  ئ پروت يها ميآنز  ي  هي

. )۱۹( شود يم استخراج سم    يبازده و کاهش    Aن  ياگزوتوکس
 از Aن يتوکــس گــر از مــشکلات اســتخراج اگزو  ي ديکــي

 بـه  ي بـاکتر يهـا  نيئر پروت ي ترشح سا  نوزايروژيسودوموناس آ 
 ـا ،ط کـشت اسـت    يمح اسـتخراج سـم از مخلـوط    ن حالـت   ي

همـسانه  بـا   ق  ي ـن تحق يا در .)۱۱( سازد يم مشکلرا   ينيئپروت
ــاز ــگيکلون (يس ــاهيجا )ن ــتيکاتال گ ــسک ي و  Aن ياگزوتوک

 ي بـاز  يتـوال . ق آمد ين مشکلات فا  يتوان بر ا   يماستخراج آن   
ــتيگــاه کاتاليجا ــوالAن يک اگزوتوکــسي ــ ي پــس از ت ــا يابي  ب

 مـورد  ي سه شد کـه قطعـه  ي مقاياطلاعات موجود در بانک ژن    
ــر دارا ــالاترينظ ــاز ي ب ــشابه ب ــا جاين ت ــاه کاتالي ب ــتيگ ک ي
بـا  ن  يئان پـروت  يب.  بود ي در اطلاعات بانک ژن    Aن  ياگزوتوکس

 ـتحر  IPTGيالقا  ـتيکاتال گـاه يجا .افـت يش يافـزا ک و ي ک ي
 دالتـون بـود کـه    ۲۸۷۱۰ يلکولو وزن مي دارا Aن  ياگزوتوکس

 يلکـول وم وزن . آن اسـت  ي واقع ـ ي  تـر از انـدازه     ني سنگ يکم
 ۵۶۱۰ دالتون است که ۲۳۱۰۰ک خالص يتيکاتالگاه يجا يواقع

 ـ .)۶( دالتون آن مربـوط بـه وکتـور اسـت         ـ ببـار ن ياول ان ژن ي
دوموناس سـو  ي خارج سلول  يها نيئر پروت ي و سا  Cپاز  يفسفول

 ـگرد يبررس ـ ي و تـا يتوسط لور E. coli در نوزايروژيآ  .دي
 يرون سلول و غشا ي به ب  Aن  ياگزوتوکس ،مشاهده کردند ها   آن

 ي باکتر ي پلاسم ي پر ي فضا در بلکه   ،شود ي ترشح نم  يخارج
 ـتيکاتالگـاه   يجا ، شد مشاهدهق  يتحقن  يدر ا  .ابدي يتجمع م  ک ي

انکلـوژن  ت توپلاسـم سـلول بـه صـور    يدر س  Aن  ياگزوتوکس
 ـ  تجمـع يباد  نـسبت بـه   E. coli تفـاوت در واقـع  . ابـد ي يم

  عدم ترشح سم به خارج سلول اسـت  نوزايروژيسودوموناس آ 
جهت  Aن  يک اگزوتوکس يتي کاتال گاهيجا بينوترکد  يتول .)۲۰(

نگ يران تاکنون کلونيدر ا.  دارديت فراوانياهم يبعدقات  يتحق
 ـ در ا  .بـود نـشده    انجـام    Aن  يک اگزوتوکس يتي کاتال گاهيجا ن ي

 کلون  Aن  يک اگزوتوکس يتيگاه کاتال ين بار جا  ي اول يمطالعه برا 
مـاران  يوع عفونـت در ب    يش ش ـ ي با توجه به افزا    .ديان گرد يو ب 

دسـترس بـودن    در   از آن    ير ناش يو مرگ و م    يدچار سوختگ 
  . استي ضروريماريه بي عليباد يد آنتين جهت توليئپروت

  
   يريگ جهينت

سـودوموناس   يهـا  هيشتر سـو يب نشان دادطالعه ن ميج ا ينتا    
 ـ تول Aن  ياگزوتوکـس  نوزايروژيآ  ي بازهـا  يتـوال  .کننـد  يم ـد  ي

 ـ       Aن  يک اگزوتوکـس  يتيکاتالگاه  يجا  ي بـا اطلاعـات بانـک ژن
 ين تـشابه بـاز  يشتري بيد و مشخص شد که دارا    يسه گرد يمقا

 يهـا  وع عفونـت  يش ش ـ يبا توجه به افزا   .  است ) درصد ۵/۹۹(
 بيــد نوترکيــتولهــا  مارســتاني در بنــوزايوژريســودوموناس آ
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 ـ Aن  يک اگزوتوکـس  يتيگاه کاتال يجا   ک استيوتيب ي و کنترل عفونت همراه با درمان آنتيباد يآنتد ي ـن قـدم جهـت تول     ي اول
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Background and Objective: Antibody against Pseudomonas aeruginosa exotoxin A can be used in 

immunotherapy together with antibiotics to treat acute burn patients. Exotoxin A is one of the virulence 

factors in Pseudomonas aeruginosa that comprises of three domains, binding domain, translocation and 

catalytic domain. The purpose of this study was to construct the recombinant domain of the catalytic part of 

this microorganism in order to produce antibody against it. 

Methods and Materials: Pseudomonas aeruginosa samples were isolated from burn patients hospitalized in 

Mousavi Hospital, Zanjan, Iran and its species was identified by Biochemical tests. Bacteria genomic DNA 

and also the catalytic domain of exotoxin A was amplified by PCR. PCR products and plasmid extracts was 

digested by restriction enzymes. Subsequently PCR products and plasmids transformed into E. coli BL21 

(DE3). Clones containing gene of interest was determined by restriction enzyme digestion and sequencing.  

Results: The sequence homology of the catalytic domain of exotoxin A was compared with that of the 

published gene data banks. The results showed a complete homology between our gene species and the 

published genome in data banks. 

Conclusion: The results of this study showed that about 90% of the isolated bacteria contained exotoxin A 

and there was a sequence homology between our species and published gene data banks.  
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