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  چكيده 

هـا،  يكـي از ايـن واكسـن   . اندتوجه خاصي نشان دادههاي نوتركيب استفاده از واكسنبه محققين  تازگيبهظور پيشگيري از سندروم بوتوليسم، منبه

در اين تحقيق پـس از بيـان و   . است) E )rBoNT/E-HCCاسيد آمينه انتهاي كربوكسيلي نوروتوكسين بوتولينوم تيپ  93پروتئين نوتركيب حاوي 

به پرداخته شده و  )Circular Dichroism, CD(سنجي دورنگ نمايي دوراني بر اين پروتئين توسط طيف pH، به بررسي اثر rBoNT/E-HCCتخليص

مـورد  صـورت خـوراكي   واكسـن بـه   ،منظور يافتن شرايط بهينه تخليص و سنجش امكان استفاده از اين كانديدآن مطالعات ترموديناميكي به دنبال

ه مورد بررسي قرار گرفت CDتوسط ) 9و 4/7، 5، 2(مختلف  pHدر چهار  rBoNT/E-HCCبدين منظور واسرشتگي حرارتي . رفته استبررسي قرار گ

هـاي ايـن   در نتيجـه يافتـه  . تر استهاي اسيدي بالاpHهاي بازي نسبت به pHدر  rBoNT/E-HCCپروتئين  °G∆ و Tmكه  هنتايج نشان داد. است

  .باشدخنثي يا باز مي pHشرايط با ، rBoNT/E-HCCخليص براي پروتئين بهترين شرايط ت ،تحقيق

   .لعه ترموديناميكيمطاي، دوران ييدورنگ نمايب، واكسن نوترك، Eيپ بوتولينوم ت يننوروتوكس: هاكليدواژه
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Abstract 

Nowadays for prevention of botulism syndrome, researchers have tended to use recombinant vaccines. One of these 

vaccines is a recombinant protein containing 93 amino acids of C-terminal of botulinum neurotoxin type E (rBoNT/E-

HCC). In this study, after expression and purification of rBoNT/E-HCC, the effect of different pH on the protein was 

carried out by Circular dichroism (CD) spectrometry and followed by thermodynamics studies. The  main goal was, to 

find the optimum purification condition for this protein and also to evaluate the possibility of using this protein as an 

oral vaccine. For this purpose, thermal danaturation of rBoNT/E-HCC was studied at four different pH (2, 5, 7.4, and 

9) by CD. Our results indicated that Tm and �G° of rBoNT/E-HCC are higher in alkaline pH in comparison with acidic 

pH. Finally, our results suggest that; neutral or alkaline pH as the optimum pH for rBoNT/E-HCC purification. 

Keywords: Botulinum Neurotoxin Type E, Recombinant Vaccines, Circular Dichroism, Thermodynamic Study.
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  مقدمه. 1

دوبيني و تـاري ديـد در   . بوتوليسم نوعي فلج عضلاني خطرناك است

رونـده عضـلاني و    يشپ ـمراحل اوليه بيماري و در مراحل بعدي، فلج 

گسترش آن به عضلات تنفسي و در نهايت مرگ از علائم اين بيماري 

سه هايي هستند كه از عامل اصلي بوتوليسم نوروتوكسين. ]1[هستند 

ناحيـه كاتاليتيـك،   : كـه عبارتنـد از   اندعملكردي تشكيل شده ناحيه

از ايـن نوروتوكسـين پـس    . ناحيه انتقال دهنده و ناحيه اتصال دهنده

هـاي عصـبي قـرار گرفتـه و از طريـق      عبور از خون در مجاورت پايانه

سـپس ناحيـه   . شـود ناحيه اتصال دهنده به گيرنده خود متصـل مـي  

در . شـود انتقال دهنده باعث ورود نوروتوكسين به پايانـه عصـبي مـي   

، +Zn2آنجــا ناحيــه كاتاليتيــك ســم بــا فعاليــت آنزيمــي وابســته بــه 

بدين . شكندرا مي VAMP2يا  SNAP-251هاي غشايي مانند پروتئين

ها، باعث عدم ترشح استيل كولين، متعاقب ترتيب حذف اين پروتئين

].2و  3[شود آن عدم انتقال پيام عصبي و در نهايت فلج عضلاني مي

 بـه واكسـن   يابي دستبه منظور  يا تحقيقات بسيار گسترده امروزه   

پژوهشـگران و  . گيـرد هـا انجـام مـي   توكسـين اين نورو عليهمناسب بر

دليل مشـكلات  بهرا  هاي نوتركيبواكسن دانشمندان، تحقيق بر روي

در اولويت اول تحقيقات خود قـرار   هاي توكسوئيديمربوط به واكسن

هـاي نوتركيـب   هـا، پـروتئين  يكي از اين نوع واكسن]. 4 و 5[ اندداده

 يآنت ـگمان بر ايـن اسـت كـه    . باشدمشتق از ناحيه اتصال دهنده مي

سـازي اثـر   توانند باعث خنثيهاي ضد اين پروتئين نوتركيب مي يباد

  .]4و  6-9[ نوروتوكسين بوتولينوم شوند

هـاي واكسـن   هاي فراواني روي انواع مختلف كانديـد سالانه بررسي   

 شـود انجـام مـي  صورت خوراكي ها بهو امكان استفاده از آن بوتوليسم

  با توجه به اهميـت ناحيـه اتصـال دهنـده در اتصـال سـم بـه         .]10[

مورد توجـه   بررسي روي اين ناحيه به عنوان كانديد واكسن ،هانورون

ها، پـروتئين نـوتركيبي   واكسن كانديديكي از اين نوع  .محققين است

اسيد آمينه انتهاي كربوكسيلي زير واحد اتصال دهنده  93متشكل از 

ژن ايـن  . باشـد مي) E )rBoNT/E-HCCتيپ  نوروتوكسين بوتولينوم

 E.coli Bl21(DE3)در بـاكتري   pET32aپروتئين كه قبلاً در وكتـور  

  . ه استگرفتر ، در اختيار ما قرا]11[كلون شده بود

حالت طبيعي پروتئين حاصل تعادلي بين نيروهاي ضعيف متعددي    

است كه بـه راحتـي تحـت تـأثير دمـا و شـرايط محـيط اطـراف آن         

از هـم  . گيـرد قـرار مـي  ...) ، قـدرت يـوني و   pHپارامترهايي از قبيل (

گسيختن ساختار سوم پروتئين كه همراه بـا از دسـت دادن فعاليـت    

امـروزه بـا اهـداف متعـددي،      .مندنامي 3پروتئين است را واسرشتگي

گيرد، اما هدف اصـلي اكثـر   واسرشتگي پروتئين مورد مطالعه قرار مي

اين مطالعات، كسب اطلاعات بيشتر در مورد سـاختار، خصوصـيات و   

ترين انواع واسرشتگي، واسرشـتگي  يكي از مهم. فعاليت پروتئين است

                                                                                          
1 Synaptosomal Associated Protein- 25
2 Vesicle Associated Mmembrane Protein 
3 Denaturation

جزيه و تحليل حرارتي است كه پارامترهاي مختلف ترموديناميكي از ت

هـر كـدام از ايـن پارامترهـاي     . شـود اين نوع واسرشتگي حاصل مـي 

ــاختار،      ــورد س ــمندي در م ــات ارزش ــاوي اطلاع ــاميكي ح ترمودين

هـا  يكـي از ايـن پـارامتر   . باشـد خصوصيات و يا فعاليت پـروتئين مـي  

تحت شرايط استاندارد، ]. 12[است ) G∆(تغييرات انرژي آزاد گيبس 

وجـود دارنـد،    M 1محصولات با غلظـت ابتـدايي    ها ووقتي واكنشگر

صورت تغييرات انـرژي  سيستم به سمت تعادل، به برنده يشپنيروي 

با تجزيه و تحليل . ]13[شود ، تعريف مي)°G∆(گيبس استاندارد  آزاد

تـوان ايـن   نمايي دورانـي مـي  سنجي دورنگ هاي حاصل از طيفداده

  .]14[دست آورد پارامتر را به

شـيميايي هـر    يـو ب -كه دانستن خصوصـيات بيـوفيزيكي   آنجايياز    

منظور حصول شرايط مناسـب نگهـداري، تخلـيص،    كانديد واكسن به

صـورت خـوراكي، از اهميـت حيـاتي     تزريق و امكان استفاده از آن به

پـس از بيـان و تخلـيص پــروتئين     مطالعـه ر ايـن  د ،برخـوردار اسـت  

rBoNT/E-HCC  بررسـي اثـر   بهpH  عنـوان يـك پـارامتر بسـيار     بـه

 ييدورنـگ نمـا   يسنجيفط تأثيرگذار روي ساختار پروتئين، با روش

مطالعـه  هدف ايـن  به عبارت ديگر . ه استپرداخته شد )CD(ني دورا

براي نگهداري، تخلـيص و تزريـق    يpHچه بررسي شود كه  هاين بود

 ،اين كانديداي واكسن مناسب است و بـراي رسـيدن بـه ايـن هـدف     

 ينبـد  .شده استلعات ترموديناميكي به عنوان قدم اوليه انتخاب مطا

  مختلـف   pHدر چهـار   rBoNT/E-HCCي حرارت ـ يمنظور واسرشـتگ 

دنبـال آن پارامترهـاي   و بـه  هي شـد بررس  CDسطتو) 9و 4/7، 5، 2(

  .ه استدست آمدها بهترموديناميكي با تجزيه و تحليل داده

  هامواد و روش. 2

  و زيستي  شيمياييمواد . 1- 2

يدكلريدريك، كلريـد  اس ـ، اوره، SDSآكريـل آميـد،   كريل آميد، بيسآ

، هيدروكسيد سديم، R -250،كوماسي برليان بلو لوپروپانايزوسديم، 

ــانول،   ــانول، ات ــل Tris-baseاســيد اســتيك گلاســيال، مت   ، ايزوپروپي

ــو ــد -D-تي 4(گالاكتوپيرانوزي
IPTG(  ــوم ــد و آموني ــل آمي ــي اكري ، پل

 E. coli Bl21بـاكتري  . پرسولفات از شركت مرك آلمان تهيـه شـدند  

از  rBoNT/E-HCCداراي ژن مربـوط بـه    (+) pET-32aحاوي وكتور 

  . گرفته شد] 11[لطيف موسوي د دكتر سي

  rBoNT/E-HCCبيان ژن و تخليص پروتئين نوتركيب . 2-2

داراي ژن مربوط به  (+) pET-32aحاوي وكتور  E. coli Bl21باكتري 

rBoNT/E-HCC كشت   در محيطLB  حـاوي آنتـي بيوتيـك     5مـايع

  درجـه   37در دمـاي  و تلقـيح   µg/ml40سيلين با غلظت نهايي  يآمپ

انكوبـاتور  دور در دقيقـه در شـيكر   150-170گراد بـا سـرعت   سانتي

در  5/0ها به  پس از رسيدن مقدار جذب نوري لوله. كشت داده شدند

با غلظت  IPTGهاي تست،  نانومتر، به هر كدام از لوله 600طول موج 

                                                                                          
4 Isopropyl-1-Thio-b-D Galactopyranoside, IPTG
5 LB Broth
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با غلظت  IPTGهاي تست،  از لوله نانومتر، به هر كدام 600طول موج 

. اضـافه نشـد   IPTG ،هـاي شـاهد   مولار اضافه و به لولـه  ميلي 1نهايي 

هاي شاهد و تست به مدت شش ساعت در شـيكرانكوباتور   سپس لوله

گرمـا  دور در دقيقـه   150گـراد و سـرعت    درجه سـانتي  37با دماي 

دور در  5000دقيقـه،   10(ها با سانتريفوژ سپس سلول. ي شدندگذار

فر آوري شده با با هاي جمع سلول. ]15-18[ آوري شدندجمع) دقيقه

مـولار،  ميلـي  Tris-HCl 10ميلي مولار،  NaH2PO4 100(ليز كننده 

     مخلــوط و از طريــق سونيكاســيون بــا قــدرت )pH 8مــولار و  8اوره 

       هـر كـدام شــامل  (پـالس در چهـار چرخــه زمـاني     5/0درصـد و   70

. شكسته شدند) ثانيه استراحت درون يخ 45ن و ثانيه سونيكاسيو 15

دور در دقيقـه   14000دقيقه بـا سـرعت    20به مدت  ها نمونهسپس 

 نمونـه  سانتريفيوژ شده و محلول رويي با نسبت يك به پـنج بـا بـافر   

درجـه   100مخلوط و به مدت پنج دقيقه در دمـاي   x5داراي غلظت 

هـاي تيمـار شـده بـه      در نهايت نمونه .]15[گراد جوشانده شد سانتي

درصـد، از   SDS-PAGE1 12هاي فـوق، توسـط ژل الكتروفـورز     روش

  بـراي مشـاهده    .هـاي نوتركيـب بررسـي شـدند     لحاظ بيان پـروتئين 

بـه   .آميزي با كوماسي بلو استفاده شدهاي پروتئين، از روش رنگنداب

منظور تخليص پروتئين نوتركيب طبق پروتكل تخليص توسط ستون 

بـه  . ]19[ فاده گرديـد ، از سـتون نيكـل اسـت   Ni-NTAرافي كروماتوگ

دسـت آمـده   بـه هـاي  منظور تعيين غلظت پروتئين موجود در محلول

  . شد استفاده] 20[ حاصل از مرحله قبل از روش برادفورد

  مطالعات واسرشتگي حرارتي. 3- 2

ــي محلــول ــا اســتفاده از  rBoNT/E-HCCهــاي واسرشــتگي حرارت ب

بـا اسـتفاده از كـووت    -J  810مـدل   Jascoيمتر دستگاه اسپكتروپلار

كنترل دما توسط كنترل كننده دما . انجام گرفت mm2كوارتز با قطر 

با غلظت  rBoNT/E-HCCهاي محلول CDمقادير . دانجام ش دستگاه

در  nm 190و  -nm260هــاي در طــول مــوج  mg/ml 2/0حــدود 

ه ثبـت  در دقيق ـ C5/0°با سرعت روبشـي   C80-25°محدوده دمايي 

در  mg/ml2/0هـا غلظـت پـروتئين حـدود     در تمام نمونـه . ]21[شد 

در چهـار  ) mM100 (4PO2NaH، )mM10(Tris-base(( حضور بـافر 

pH )2 ،5 ،4/7  از كـووت حـاوي بـافر بـدون     . بودمورد مطالعه  ) 9و

دست آمـده  هاي بهنمودار. عنوان كنترل منفي استفاده شدپروتئين به

  . رسم شدند 2افت اكسلماكروستوسط برنامه 

نتايج و بحث. 3

  rBoNT/E-HCCيص پروتئينتخلبيان ژن و. 1- 3

با نشان هگزا هيستيدين در  (+)pET32aبراي بيان اين ژن در كاست 

طور كـه  همان. استفاده شد E.coliBL21انتهاي آميني ژن، از ميزبان 

 ديده) 1شكل (  (SDS-PAGE) در الگوي الكتروفورز پلي آكريل آميد

  ، IPTGهـايي كـه ترانسـفورم شـده بودنـد، در حضـور       شود، كلنيمي

اند و در ، بيان داشتهT7هاي تحت كنترل كننده پروموتر ءعنوان القابه

                                                                                          
1 Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
2 Microsoft Excel

براي تخليص اين پـروتئين   .عدم حضور آن بياني از خود نشان ندادند

. استفاده شد كه نتايج قابل قبـولي داشـت   Ni-NTAاز ستون تمايلي 

  نسـبت بـالا، پـس از افـزودن بـافر     ركيـب بـا خلـوص بـه    پروتئين نوت

ميلي مـولار،   Tris–HCl 10ميلي مولار،  NaH2PO4 100شو، وشست

  ).1شكل (از ستون خارج شد  pH 5/4مولار،  8اوره 

  
درصـد از بيـان و تخلـيص پـروتئين      SDS-PAGE12 تصوير ژل  .1شكل 

rBoNT/E-HCC .پـروتئين تخلـيص شـده     1 رديفrBoNT/E-HCC   بـا

هاي القاء شده و القاء ترتيب كلني، به3و 2ستون كروماتوگرافي نيكل، رديف 

ــان واســـتاندارد اوزان م MWو رديـــف  IPTGنشـــده بـــا    لكـــولي را نشـ

را ) ~rBoNT/E-HCC )kDa 30فلش باند پروتئيني مربـوط بـه   . دهندمي

  . دهدنشان مي

در شرايط  rBoNT/E-HCCمطالعات واسرشتگي حرارتي .2- 3

pH  مطالعات دو رنگ نمايي دوراني(مختلف(  

بـا اسـتفاده از    rBoNT/E-HCCبه منظور مطالعه واسرشتگي حرارتي 

-rBoNT/Eهـاي  محلـول  CDروش دو رنگ نمـايي دورانـي، مقـادير    

HCC  ي هــا طــول مــوجدرnm 260- nm 190 در محــدوده دمــايي    

°C 80-25  با سرعت روبشي°C 5/0 طالعه براي م. ثبت شد در دقيقه

توان واسرشتگي پروتئين را در طول مـوج  مي CDپايداري پروتئين با 

nm 222  )  و طـول مـوج  ) هـاي آلفـا  معياري از واسرشـتگي مـارپيچ     

nm 217 ) ــا ــورد ] 14و  22) [معيــاري از واسرشــتگي صــفحات بت م

  . مطالعه قرار داد

 واسرشـتگي  :آلفا مارپيچ روي دوراني نمايي رنگ دو مطالعات   

 گيـري انـدازه مـورد نظـر بـا     ينپروتئ يآلفا مارپيچ به مربوط حرارتي

 يجنتـا ]. 14[انجام گرفت nm 222طول موج  در3واريبيضيت ييراتغ

 و 4/7، 5، 2 هايpHدرrBoNT/E-HCC  ينپروتئ يحرارت يواسرشتگ

نشـان   )3( شـكل  همچنـين . نشـان داده شـده اسـت    )2( شكل در 9

 بـه  مربـوط  دمـا  عليـه  بر (θ/∆T∆)مشتق درجه اول  ييراتتغ دهنده

                                                                                          
3 Elipticity 



  2139 بهار ،1 شماره م،چهار سال ؛»غيرعامل پدافند هايفناوري و

  واسرشته طبيعي 

  را از روابط زير ) °G∆(توان تغييرات انرژي آزاد گيبس استاندارد 

12:[  

 

 

R  حسب ژول بـر مـول   ر ب~31/8(ثابت جهاني گازها

واري مقدار بيضـي  Yobs، )حسب كلوينر ب(دماي مطلق 

و  YNطي افزايش دمـا،   CDمشاهده شده و ثبت شده توسط دستگاه 

واري مشـاهده شـده در حالـت طبيعـي و     ترتيب مقـدار بيضـي  

  .دهدثابت اتصال را نشان مي Kواسرشته پروتئين، و 

اي شكل در مقابل دما عموماً به شكل يك نمودار زنگوله

تـا   -C 10°ها قله آن در بـين دمـاي   است كه در بسياري از پروتئين

پـروتئين در شـرايط    G∆ف، طبـق تعري ـ ]. 12[گيرد 

هـا  مولار واكنش دهندهفشار يك اتمسفر، غلظت يك ميلي

ــرژي آزاد گيــبس اســتاندارد  )  ) °G∆(را تغييــرات ان

دسـت  را در دماهاي مختلـف بـه   °G∆توان ولي مي. نامند

∆G° دف يـك  در صورتي كه ه. بر عليه دما را رسم كرد

) يا يك پروتئين در شرايط مختلـف (چندين پروتئين 

 °G∆عنــوان را بــه C 25°پــروتئين در دمــاي  °G∆تــوان 

  بـر عليـه دمـا     °G∆ي نمـودار  ببـا بـرون يـا   (اي در نظر گرفت 

 °G∆دست آورد كه همان به C25°پروتئين را در دماي 

حالت طبيعي پـروتئين   °G∆هر چه ]. 22[) ئين است

ماي بيشتري براي واسرشـتگي پـروتئين مـورد نيـاز     

  بـا اقتبـاس از   . ]13[باشـد و در نتيجـه پـروتئين پايـدارتر اسـت      

نمودارهاي تغييرات انرژي  ،)3(و معادله ) 2(هاي حاصل از شكل 

با ). 4شكل (ابل دما رسم گرديدند در مق) °G∆(آزاد گيبس استاندارد 

∆G°    ،بر عليـه دمـا∆G°  پـروتئين در°C 25 )∆G° 

مقايسه تغييرات انرژي آزاد گيبس استاندارد . دست آمد

عنـوان معيـاري از پايـداري    گراد بـه درجه سانتي 25

rBoNT/E  درpHسـتون  )1(ول هاي مختلف در جد ،

دهد كه پـروتئين  هاي اين جدول نشان ميداده. آورده شده است

+) kJ/mol2/16(ي تـر  بـزرگ تغييرات انرژي آزاد مثبـت  

pH ي پايداري بيشتر پروتئين ها دارد كه نشان دهنده

بــه همــين ترتيــب تغييــرات انــرژي آزاد گيــبس . اســت

بيشتر است كه نشـان   =0/2pHنيز از  5و  4/7هاي  

  . پايدارتر است =0/2pHهم نسبت به  pHدهد پروتئين در اين دو 

بر عليـه دمـا نيـز     °G∆توان از نمودارهاي را مي پروتئين

برابر صفر اسـت،   °G∆در اين نمودارها دمايي كه در آن

بنابراين با توجه بـه ايـن امـر از طريـق     . ]12[ تپروتئين اس

�

و علوم« پژوهشي ـ علمي مجله                                                                                                       

 ايـن  در بيشـينه  نقـاط . باشـد يم ـ )2(شـكل  

 پـروتئين Tm. باشـد مي) Tm( واسرشتگي دماي

 و 5/66، 65، 65 ترتيببه 9و  4/7، 5، 2 هاي

 ينمربــوط بــه پــروتئ Tmكــه  دهــدمــي نشــان

9 pH= بـه   نسبتpH ـ يـك  ،4/7 هـاي   يمو ن

. باشدمي بالاتر گراديسه درجه سانت ،5 و 2 هاي

در  rBoNT/E-HCC ينكه پـروتئ  است آن يانگر

pHبيشـتري  حرارتـي  پايـداري  اسـيدي  هاي 

  
 ـ ي  يطدر شـرا  rBoNT/E-HCC ينپـروتئ  يحرارت

 ينپـروتئ . nm 222آلفـا در   يچمارپ يحرارت يمختلف با كاوش واسرشتگ

 ،mM100(4PO2NaH((بافر  در µg/ml200با غلظت حدود 

pH بـا  واسرشـتگي . قـراردارد  9 و 4/7، 5،  2 هـاي 

ــوج  ي ــول م ــا nm222در ط ــا ب ــرعت گرم  يشس

  . يرفت

  
 (θ/∆T∆)  يوار يضـي ب يـرات مشتق درجه اول تغ

 يواسرشـتگ  هـاي  يمربـوط بـه منحن ـ  . دمـا  ييرات

rBoNT/E  درpH در  بيشـينه نقـاط  . مختلف يها

Tm است .  

 CDهـاي  هـاي ترمودينـاميكي پـروتئين بـا آنـاليز داده     

با فرض اينكه پروتئين مورد نظر از مـدل انتقـال   

Two–State Transition( زير پيروي كند:  

توان تغييرات انرژي آزاد گيبس استاندارد مي

12[دست آورد به

Rها در اين معادله

دماي مطلق  T، )بر كلوين

مشاهده شده و ثبت شده توسط دستگاه 

YD ترتيب مقـدار بيضـي  هب

واسرشته پروتئين، و 

در مقابل دما عموما G∆نمودار    

است كه در بسياري از پروتئين

°C35 +گيرد قرار مي

فشار يك اتمسفر، غلظت يك ميلي(استاندارد 

) C 25°و دمــاي 

نامندپروتئين مي

°Gآورد و نمودار 

چندين پروتئين  تحقيق، مقايسه

تــوان باشــد، مــي

اي در نظر گرفت مقايسه

پروتئين را در دماي  °G∆توان مي

ئين استاي پروتمقايسه

تر باشد، دماي بيشتري براي واسرشـتگي پـروتئين مـورد نيـاز     مثبت

باشـد و در نتيجـه پـروتئين پايـدارتر اسـت      مي

هاي حاصل از شكل داده

آزاد گيبس استاندارد 

°Gيابي نمودار برون

دست آمدبه) ايمقايسه

)∆G° ( در دماي

rBoNT/E-HCCپروتئين 

آورده شده است دوم

تغييرات انرژي آزاد مثبـت   =pH 0/9در

pHنسبت به ساير 

اســت pHدر ايــن 

 pHر استاندارد د

دهد پروتئين در اين دو مي

پروتئين Tmمقدار    

در اين نمودارها دمايي كه در آن. دست آوردهب

پروتئين اس Tmبرابر 

(1) 

)2(

)3(
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شـكل   هـاي ازمنحني هركدام

دماي نشان دهنده پروفايل

rBoNT/E-HCC درpHهاي

نشــان نتــايج ايــن. بــود 68

rBoNT/E-HCC 0/9 در

هايpHدرجه و نسبت به 

يانگرب Tmدر  يشافزا ينا

pHنسبت به  يباز هايpH

  .دارد

يمودار واسرشتگن .2 شكل

pH مختلف با كاوش واسرشتگ

rBoNT/E-HCC  با غلظت حدود

)mM10(Tris-base  ( بـاpH

ــدازه ــريان ــيب گي يوار يض

°C/min5/0 يرفتپذ صورت

مشتق درجه اول تغ ييراتنمودار تغ .3 شكل

ييراتنسبت به تغ nm 222 در

rBoNT/E-HCC ينپروتئ يحرارت

Tmنشان دهنده  يلپروفا ينا

هـاي ترمودينـاميكي پـروتئين بـا آنـاليز داده     يين پارامترتع

با فرض اينكه پروتئين مورد نظر از مـدل انتقـال   : حرارتي مارپيچ آلفا

State Transition( حالتدو 
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rBoNT/E 0/9درpH=  4/7نســبت بــه pH  دو و نــيم درجــه و

 نـيم و پـنج و نـيم درجـه     و ترتيـب سـه   بـه  2و 5هـاي  

بيـانگر ايـن اسـت كـه      Tmايـن افـزايش در   . گراد بـالاتر اسـت  

rBoNT/E  درpH هاي بازي نسبت بهpH هاي اسيدي

نتايج حاصل با نتايج مطالعات دو رنگ . ي داردپايداري حرارتي بيشتر

  .نمايي روي مارپيچ آلفا تطابق دارد

  
 يطدر شـرا  rBoNT/E-HCC ينپروتئ يحرارت ينمودار واسرشتگ

 ينپـروتئ . nm 217صفحه بتـا در   يحرارت يمختلف با كاوش واسرشتگ

rBoNT/E     بـــــا غلظـــــت حـــــدودµg/ml 200   در بـــــافر

2NaH، )mM10(Tris-base( ــا ــايpHب  9 و 4/7، 5، 2 ه

بـا   nm 217در طـول مـوج    واريبيضـي  گيرياندازه با واسرشتگي

°C/min5/0 يرفتصورت پذ .  

  
 در (θ/∆T∆) يواربيضي تغييرات اول درجه مشتق تغييرات

 يحرارت ـ يواسرشـتگ  هاييمربوط به منحن. دما ييراتنسبت به تغ

rBoNT/E در pHــن بيشــينه درنقطــه . مختلــف هــاي  اي

  . استTm  دهنده

هاي عيين پارامترهاي ترموديناميكي پروتئين با آناليز داده

و ) 5(هاي حاصـل از شـكل   با توجه به داده :حرارتي صفحه بتا

بر ) °G∆(آزاد گيبس استاندارد  نمودارهاي تغييرات انرژي

              مصيب رستميان و همكاران ؛...با روش Eنوروتوكسين بوتولينوم تيپ  كربوكسيل

شود كه با افزايش در اينجا هم مشاهده مي). 

  .يابدپروتئين افزايش مي

  
-rBoNT/Eن باز شدن پروتئي) °G∆(نمودار تغييرات انرژي آزاد 

هاي حاصل از در مقابل دما طبق داده)  9و  4/7

-rBoNT/Eينپـروتئ  Tmو(°G∆)د اسـتاندار  يـبس 

 (°G∆)د اسـتاندار  يـبس آزاد گ يانـرژ  يسـه مقا. مختلـف 

 در rBoNT/E-HCCينپروتئ يآلفا و صفحات بتا

آورده شـده   سـوم و  دومدر سـتون   از راست ترتيب

 rBoNT/E-ينمودارها از∆G°  دمـا در   يـه بـر عل

 ترتيـب به  آلفا و صفحات بتا يچمارپ يحاصل از مطالعه رو

  . آورده شده است پنجم

Tm β

(°C)  
Tm α

(°C)  
°C) 25∆G°β (  

kJ/mol

∆G°  

4/54  6/59  8/9  

6/56  8/59  0/10  

6/56  2/61  2/10  

2/57  4/61  0/11  

واسرشـتگي   :مطالعات دو رنگ نمايي دوراني روي صفحات بتا

  گيري تغييرات حرارتي مربوط به صفحه بتا پروتئين مورد نظر با اندازه

نتـايج  ]. 12و  22[انجـام گرفـت    nm 217واري در طول مـوج  

 4/7، 5، 2هـاي  pHدر  rBoNT/E-HCCواسرشتگي حرارتي پروتئين 

ــت   ــده اس ــان داده ش ــكل  . نش ــين ش   ) 6(همچن

بر عليه دما مربـوط   (θ/∆T∆)مشتق درجه اول 

نقاط بيشـينه در ايـن پروفايـل نشـان     . ها است

ــد ــتگي  . باشـ ــاي واسرشـ ــروتئين) Tm(دمـ        پـ

و  69، 68، 66ترتيـب  بـه  9و  4/7، 2،5ياه 

        مربــوط بــه پــروتئين   Tmدهــد كــه  ايــن نتــايج نشــان مــي   

rBoNT/E-HCC

هـاي  pHنسبت به 

گراد بـالاتر اسـت  سانتي

rBoNT/E-HCC پروتئين

پايداري حرارتي بيشتر

نمايي روي مارپيچ آلفا تطابق دارد

نمودار واسرشتگ .5 شكل

pH مختلف با كاوش واسرشتگ

rBoNT/E-HCC

))mM100(4PO2

واسرشتگي .قراردارد

C/min°يشسرعت گرما

تغييرات نمودار. 6 شكل

nm 217 نسبت به تغ

ــروتئ rBoNT/E-HCC ينپ

دهنده نشان پروفايل

  

تعيين پارامترهاي ترموديناميكي پروتئين با آناليز داده   

CD حرارتي صفحه بتا

نمودارهاي تغييرات انرژي) 3(معادله 

كربوكسيلمطالعه ترموديناميكي پايانه

). چهارم، ستون 1جدول (

pH  9تا  2از ،Tmپروتئين افزايش مي

نمودار تغييرات انرژي آزاد . 4 شكل

HCC ) درpH4، 5، 2هاي

  . )2(شكل

  

يـبس آزاد گ يانرژ .1 جدول

HCC در pHمختلـف  هاي

آلفا و صفحات بتا هايمارپيچ) C25°يدما(

pHترتيببه 9 و 4/7، 5، 2هاي

 HCC-ينپروتئ Tm. است

حاصل از مطالعه رو =°G∆نقطه صفر

پنجمو  چهارم هايونست در

  

°C) 25∆G°α (

kJ/mol
pH

8/14  0/2

1/15  0/5

0/16  4/7  

2/16  0/9  

  

مطالعات دو رنگ نمايي دوراني روي صفحات بتا   

حرارتي مربوط به صفحه بتا پروتئين مورد نظر با اندازه

واري در طول مـوج  بيضي

واسرشتگي حرارتي پروتئين 

ــكل  9و  ــت  ) 5(در ش ــده اس ــان داده ش نش

مشتق درجه اول  نشان دهنده تغييرات

ها استبه هر كدام از منحني

ــده ــي Tm دهنـ ــدمـ باشـ

rBoNT/E-HCC  درpH 

  .بود 5/71

ايــن نتــايج نشــان مــي      
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  حاصل از  °G∆مقايسه . هاي مختلف در نظرگرفته شد

ــارپيچ  ــاي روي م ــا   ه ــفحات بت ــا و ص ــاي آلف ــروتئين ه   پ

rBoNT/E    0/9نشــان داد كــه ايــن پــروتئين درpH=  داراي

∆G°  مثبت)kJ/mol 2/16 + با بررسي روي مارپيچ آلفا

ــا  ــفحات بت ــي روي ص ــا بررس داراي  =0/2pHو در ) ب

∆G°  مثبت)kJ/mol 8/14 +هاي با بررسي روي مارپيچ

محاسـبه   °G∆. است) با بررسي روي صفحات بتا+ 9/

ــاي  ــت  4/7و  5ه ــرار گرف ــدار ق ــن دو مق ــابين اي در . م

    برابـر صــفر   °G∆بــر عليـه دمــا، دمـايي كــه در آن    ∆

Tبا در نظر گـرفتن ايـن حقيقـت،    . پروتئين استTm 

دسـت آمـد و   عليه دمـا بـه  °G∆هاي نمودارهاي پروتئين با آناليز داده

هـاي  pHهـاي بـازي بيشـتر از    pHپروتئين در Tmنتايج نشان داد كه 

در كـل  ). پنجمو  چهارمهاي ون، ست1جدول (اسيدي و خنثي است 

ن عليه دما نشـان داد كـه پـروتئي    °G∆هاي حاصل از نمودارهاي 

rBoNT/E  درpHشودهاي مطالعه شده بالاتر، پايدارتر مي.  

در  rBoNT/E-HCCدهد كه پروتئين همچنين اين نتايج نشان مي

ندارنـد   اي خنثي و بازي از لحاظ پايداري چندان تفاوتي با هـم 

 °G∆و  Tmدر حـالي كـه كـاهش     )نزديك به هـم دارنـد  

pH=  نسبت به سايرpHبنابراين نتايج . ها مشاهده شد

 pHهاي بسيار پايين كه معياري از pHكلي نشان دهنده اثر ناپايداري 

  rBoNT/E-HCCهسـت، بـر روي پـروتئين    ) معـده (

تغييرات ممكن اسـت در ايمنـي زايـي پـروتئين بسـيار      

شود كه مطالعات ايمونولوژيكي نيـز  بنابراين توصيه مي

منظور بررسي احتمال استفاده از اين پروتئين بر روي اين پروتئين به

در نهايت طبق ايـن  و  ،صورت خوراكي، انجام گيردعنوان واكسن به

منظور تخليص، تزريـق و   لت بهكه بهترين حارسد بررسي به نظر مي

  .خنثي يا بازي باشد pHنگهداري اين پروتئين شرايط 
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ي تغييرات انرژي آزاد گيـبس  مقايسه). 7شكل 

عنـوان معيـاري از   بـه ) گراددرجه سانتي 25

rBoNT/E  درpH 1(هاي مختلف در جدول( ،

دهـد كـه   يهاي اين جدول نشان مداده. آورده شده است

تــري تغييــرات انــرژي آزاد مثبــت بــزرگ   

ها دارد كـه نشـان دهنـده پايـداري     pHنسبت به ساير 

همين ترتيب تغييرات انرژي آزاد گيبس به. است

بيشتر است كـه نشـان    =0/2pHنيز از  5و  7

  . پايدارتر است =0/2pHهم نسبت به  pHين دو 

، 1جدول (بر عليه دما نيز محاسبه شد  °G∆از نمودارهاي 

تـا   2از  pHش شود كه با افزايدر اينجا هم مشاهده مي

  . يابدپروتئين افزايش مي

  
ــرات ــرژ ييـ ــدن) °G∆(آزاد  يانـ ــروتئي بازشـ   ن پـ

 هـاي داده طبـق  دما درمقابل)  9 و 4/7، 5، 2يها

  

در مقابـل   Cمطالعات گذشته نشان داده كه سم كامل بوتوليسم تيپ 

بر اساس اين پژوهش، ايـن  . ]23[ شرايط دستگاه گوارش مقاوم است

هاي نوتركيب پروتئينآيد كه آيا ممكن است ساختار 

  وليســم نيــز در مقابــل شــرايط دســتگاه گــوارش  

منظـور بررسـي ايـن مسـئله در مـورد پـروتئين       

مناسب براي تخليص،  pHو همچنين يافتن شرايط 

 pHاري اين كانديـد واكسـن، در ايـن تحقيـق چنـدين      

نتايج حاصـل از دو  . مورد مطالعه قرار گرفت) 

هـاي آلفـا و صـفحات بتـا نشـان داد كـه       رنگ نمايي دوراني مـارپيچ 

rBoNT/E  درpHهاي بازي پايدارتر است.  

گـراد  درجه سانتي 25محاسبه شده در دماي 

∆G°   عنـوان  بـه ) برعليـه دمـا∆G°  اي مقايسـه

هاي مختلف در نظرگرفته شدpHپروتئين در 

ــي ــارپيچ بررس ــاي روي م ه

rBoNT/E-HCC

°Gبيشترين مقدار

ــا + kJ/mol 11و  ــفحات بت ــي روي ص ــا بررس ب

°Gين مقدار تر كم

/kJ/mol 8آلفا و 

ــاي pHشــده در  ه

°G∆نمودارهـاي  

Tmباشد، برابر مي

پروتئين با آناليز داده

نتايج نشان داد كه 

اسيدي و خنثي است 

هاي حاصل از نمودارهاي داده

rBoNT/E-HCC

همچنين اين نتايج نشان مي   

pH هاي خنثي و بازي از لحاظ پايداري چندان تفاوتي با هـم

)Tm  و∆G°   نزديك به هـم دارنـد

=0/2pHپروتئين در

كلي نشان دهنده اثر ناپايداري 

(دستگاه گوارش 

تغييرات ممكن اسـت در ايمنـي زايـي پـروتئين بسـيار      اين  .باشدمي

بنابراين توصيه مي. اثرگذار باشند

بر روي اين پروتئين به

عنوان واكسن بهبه

بررسي به نظر مي

نگهداري اين پروتئين شرايط 

  مراجع. 5

Novak, J.; Peck, M.; Juneja, V.; Johnson, E. “Clostridium 
Botulinum and Clostridium Perfringens in: Foodborne 

; Microbiol. Mol. Biol. R. 2005, 40, 383–407.

Function Relationship of Clostridial 

; J. Toxicol. Toxin. Rev. 1999, 18, 95-112. 

Identification of Major Steps in Botulinum Toxin 

-193. 

Development of Recombinant Vaccines for Botulium 

Botulinum Neurotoxin 

Vaccines Past History and Recent Developments”; Hum. 

pelski, A.; Pier, C.; Bradshaw, M.; 

Subunit Vaccine Ageinst the Seven 

; Infect. Immun. 2008, 76, 1314-1318.

Dolimbek, B.; Steward, L.; Aoki, K.; Atassi, M. “Immune 

Antibody-Binding 

; Mol. Immunol. 2007, 

Baldwin, M.; Tepp, W.; Pier, C.; Bradshaw, M.; Hao, M.; 

“Characterization 

inding Domain of 

36                                                                                             

شكل (عليه دما رسم شدند 

25دماي ) (°G∆(استاندارد 

rBoNT/E-HCCپايداري پروتئين 

آورده شده است سومستون 

تغييــرات انــرژي آزاد مثبــت بــزرگ    =0/9pHپــروتئين در 

)kJ/mol11 (+ نسبت به ساير

است pHپروتئين در اين 

4/7هاي pHاستاندارد در 

ين دو دهد پروتئين در امي

از نمودارهاي  Tmمقادير 

در اينجا هم مشاهده مي). پنجمستون 

پروتئين افزايش مي Tmمقدار  9

ــكل ــودار تغ .7 شـ ــراتنمـ ييـ

rBoNT/E-HCC )درpHها

  .)5(شكل حاصل از

  گيرينتيجه. 4

مطالعات گذشته نشان داده كه سم كامل بوتوليسم تيپ 

شرايط دستگاه گوارش مقاوم است

آيد كه آيا ممكن است ساختار پرسش پيش مي

مشــتق از ســم بوتوليســم نيــز در مقابــل شــرايط دســتگاه گــوارش  

منظـور بررسـي ايـن مسـئله در مـورد پـروتئين       تغيير نشود؟ به دچار

rBoNT/E-HCC  و همچنين يافتن شرايط

تزريق و نگهداري اين كانديـد واكسـن، در ايـن تحقيـق چنـدين      

) 9و  4/7، 5، 2(مختلف 

رنگ نمايي دوراني مـارپيچ 

rBoNT/E-HCCپروتئين 

محاسبه شده در دماي  °G∆در اين تحقيق،    

°Gيـابي نمـودار   با برون(
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