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 Introduction: The box jellyfish Chironex fleckeri is a toxin-producing 

species whose cytotoxic and neurotoxic effects have been well demonstrated 

in living organisms. Due to the presence of various bioactive proteins within 

its toxin, acute exposure can lead to temporary paralysis or even death under 

severe conditions. This study aimed to solubilize and evaluate the 

immunogenicity of the engineered SUMO-tagged recombinant c-CfTXB 

protein as an antigen, by comparing its immune response to the untagged 

form in animal model. 

Methods: The StXB gene fragment was excised from the pET-28aSUMO-c-

CfTXB-StXB vector using enzymatic digestion. Subsequently, the 

recombinant proteins SUMO-c-CfTXB and c-CfTXB were expressed in 

competent prokaryotic hosts following IPTG induction, and purified through 

Ni-NTA affinity chromatography. Protein identity was confirmed by Western 

blot analysis. Following immunization of mouse groups, antibody titers were 

measured using indirect ELISA, and protective efficacy was evaluated 

through a toxin challenge. Data analysis was performed using One-way 

ANOVA combined with survival analysis. 

Results: Successful protein expression and separation were confirmed by 

SDS-PAGE and Western blot analysis, demonstrating that the SUMO tag 

enhanced the solubility of the target protein. In the toxin challenge test, only 

the vaccinated groups survived (100%) due to a significant increase in 

antibody titers (Pvalue c-CfTXB›0.0001 and Pvalue SUMO-c-

CfTXB›0.0003).   

Conclusion: Fusion of the SUMO tag to the engineered c-CfTXB protein 

improved its folding, expression yield, purification efficiency, and solubility. 

These findings suggest that the successful immunogenicity of the antigen in 

the mouse model may pave the way for the design of recombinant vaccines 

to neutralize box jellyfish venom. 
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 مقاله پژوهشی

متصل به تگ سامو در    Chironex fleckeri  ییایدرعروس c-CfTXBمحلول  ن یپروتئ  دیتول

 ی آن در موش سور ییزای منیا ی( و بررس DE3)Bl21  یاکلیشیاشر

 

  3، سید مجتبی آقایی  2 ، حسین سمیعی ابیانه   1، حسین هنری1مهدی بخشیان
 

 .رانی)ع(، تهران، ا  نيدانشگاه جامع امام حس ه،یدانشكده علوم پا ،يشناسستیگروه ز 1
 .رانیمشهد، مشهد، ا يدانشگاه علوم پزشك ، يدانشكده پزشك ،يپزشك یو نانوفناور یفناورستیگروه ز 2
 .رانی)ع(، تهران، ا  نيدانشگاه جامع امام حس ه،یدانشكده علوم پا ،يشناسستیگروه ز 3
 

 :نویسنده مسئول 

 یهنر نيحس

ز علوم    ،يشناسستیگروه  دانشكده 

)ع(،   نيدانشگاه جامع امام حس  ه،یپا

 .رانیتهران، ا

 

الکترونیک:  پست 

hhonari@ihu.ac.ir   
 09123848187تلفن: 

 .1698715861صندوق پستی: 

 

 1404/ 06/ 18تاریخ دریافت: 

 1405/ 02/ 07 تاریخ بازنگری:

 1405/ 02/ 19تاریخ پذیرش: 

 

   ارجاع:

هنریمهد  انيبخش ،  نيحس  ی، 

آقان يحس  انهياب  يعيسم  د يس  یي، 

تأثيمجتب محلول    نيپروتئ  ديتول  ري. 

c-CfTXB  یي ایدرعروس 

Chironex fleckeri    به متصل 

اشر در  سامو   ي اکليشیتگ 

Bl21(DE3بررس و   یي زاي منیا  ي( 

سور موش  در  علمي  یآن  مجله   .

پزشكي   علوم  دانشگاه  پژوهشي 

(:  4)  34؛  1405  زدیشهيد صدوقي  

76-10163. 

است    ينيپروتئ  یهان يتوکس  دکنندهيتول  یهااز گونه   Chironex fleckeri  یي ایدرعروس  مقدمه: 

اثرات سا اثبات رسآن   کيو نوروتوکس  کيتوتوکسیکه  است. به علت    دهيها بر موجودات زنده به 

پروتئ  انواع  ز  یهان يحضور  توکس  يستیفعال  موقت    نیا  نيدر  فلج  در    يحت  ایجاندار،  مرگ 

  نيپروتئ  یي زايمنیا  يو بررس  یسازمطالعه، محلول  ن یاست. هدف از ا  شدهحاد مشاهده    طیشرا

به   c-CfTXB  شدهيمهندس سامو  تگ  به  مقا  بينوترک  ژنيآنت  کیعنوان  متصل  پاسخ    سهیو 

 .بود يوانيآن با فرم بدون تگ در مدل ح يمنیا

-pETاز وکتور    StXB  يبرش قطعه ژن  یبرا  يمیهضم آنز  يمطالعه تجرب  نیدر ا  روش بررسی:

28aSUMO-c-CfTXB-StXB   بينوترک  ی هانيپروتئ  انيانجام شد. سپس بSUMO-c-CfTXB  

م  c-CfTXBو القاء    يوت یپروکار  زبانيدر  با  ستون   IPTGمستعد  کمک  به  آن  از  پس  و  انجام 

وسترندیگرد  یسازخالص  Ni-NTA  يکروماتوگراف تا  نگيبلات.  انجام    هانيپروتئ  دیيجهت 

ارفتیپذ از  پس  الا  یباديآنت  تريت  ، يموش  یهاگروه  یسازمنی.  روش  قابل  زایبا    يحفاظت  تيو 

توکس چالش  با  دادهدی گرد  ي ابیارز  نيواکسن  نرم.  از  آزمون   SPSS version 16افزار  ها  با  و  با 

ANOVA بقا پردازش شدند ليو تحل طرفهکی. 

، مشخص شد که تگ سامو باعث  SDS-PAGEبا    هان يموفق پروتئ  یو جداساز  انيب  يط  نتایج:

  ی هاتنها گروه  ن،ياست. در آزمون چالش و مقابله با توکس  دهی هدف گرد  نيمحلول شدن پروتئ

ا  شدهنه يواکس م  دارياختلاف معن  جادیبه سبب  را %100بقاء    دشده،يتول  یباديآنت  زانيدر  خود 

   .حفظ کردند

تگ    گیری:نتیجه  پروتئ   SUMOاتصال  تاخوردگ  c-CfTXB  شده ي مهندس  ن ي به  بهبود   ي باعث 

نها   ن ي پروتئ  و  ب   تا ی هدف  گرد   ص ي تخل   زان ي م   ان، يبهبود  آن  سهولت  اد یو  در   تواند ي م  جی نتا   ن ی . 

عروس   ی برا   ب ي نوترک   ی ها واکسن   ي طراح  زهر  با  ا  یيا یدر   یها مقابله  به  توجه  موفق   یي زا ي من ی با 

 .باشد  مؤثر  ،ي در مدل موش   ژن ي آنت 

 

کلیدی:واژه پروتئ  های  سامو،  پروتئ  نيتگ  عروسCfTXB  نيمحلول،    رونكس یکا  ،یي ایدر، 

 یفلكر

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v3

4i
4.

22
07

1 
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 js
su

.s
su

.a
c.

ir
 o

n 
20

26
-0

7-
21

 ]
 

                             2 / 14

https://orcid.org/0009-0007-7226-0863
https://orcid.org/0000-0002-9416-3104
https://orcid.org/0000-0002-7743-9594
https://orcid.org/0000-0003-0201-9592
http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v34i4.22071 
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-6512-en.html


 1405 ري، ت4، شماره 34دوره  و همكاران  مهدی بخشيان 

 

CC BY-NC 4.0 10165 
 زد ی يصدوق   ديشه يمجله دانشگاه علوم پزشك 

 

 مقدمه 

انقراض دسته   يتنانکيسه  از پنج  جمعي جان سالم به در  که 

اکوسيستمبرده در  مهمي  نقش  دارند  اند،  دریایي  .  ( 1,2)های 

حال،  ضرر هستند. با اینتنان برای انسان بيهای کيسهاکثر گونه 

گونه از  عروسبرخي  در های  پيشرفته  توانایي  دليل  به  دریایي 

کشنده،   بالقوه  اثرات  و  قدرتمند  سموم  توليد  طعمه،  شكار 

 موجودهای  باشند. گرچه برخي از گونه مستثنا از این قاعده مي

آب  گونه در  به  نسبت  عمان  دریای  و  فارس  خليج  های  های 

مخربي   اثرات  ایجاد  به  قادر  اما  دارند،  کمتری  سميت  جهاني 

يش  بشوند.  روز( و حتي مرگ مي  60مدت )تا  مانند فلج طولاني

 در ساحل چابهار در نوروز  یایيعروس در  یدگيمورد گز  550  از

حوادث دانشگاه    یر و مد  يمارستانيب  يش اورژانس پ توسط    1402

های  نماتوسيت  .(3,4)  گزارش شده است  یرانشهرا  يعلوم پزشك

پروتئينعروس حاوی  از دریایي  متعددی  سمي  های 

کيلودالتونCfTX-2   (45 ،)کيلودالتونCfTX-1   (43،)جمله

CfTXA   (40و )کيلودالتون CfTXB (42 هستند )کيلودالتون

ميزبان  (5) در  بيان  قابليت  مانند  که  پروکاریوتي  های 

از  CfTXB و   CfTXA. در این ميان،(6) را دارند    کلياشریشيا

مهمفراوان  و  پروتئينترین  در ترین  موجود  سمي  های 

توانند  که مي  (7)شوند  محسوب مي   Chironex fleckeriگونه

گلبول کنند  ليز  تسهيل  را  قرمز  ژن(8)های   . CfTX   دارای

پروتئين  جفت   1493 یک  و  بوده  کد    51باز  را  کيلودالتون 

عروس  .(9,10)کند  مي زیستي  اهميت  وجود  دریایي،  هایبا 

گونه   روی  بر  محدودی  در   C. fleckeriمطالعات  موجود 

استآب  شده  انجام  ایران  جنوبي  زایي  ایمني  بررسي.  های 

صمدپور    c-CfTXBژني  نانوآنتي توسط  سوری  موش  ،  ( 6)در 

دریایي در موش  عروس  N-CfTX-2ژن  زایي آنتيبررسي ایمني

جليل  توسط  سموم  (11)پور  سوری  جداسازی   ،C. fleckeri 

لا بلک  از  (12)  (Black Lausen)   وسنئتوسط  بخشي   ،

باشد. در جنوب ایران، تحقيقات صورت گرفته در این حوزه مي

ویژه در فصول گرم  موارد گزش ناشي از این جانوران دریایي به

مي گزارش  ميسال  موارد،  برخي  در  که  مرگشود  آور  تواند 

توليدشده بههایعروس  باشد. سموم  بدن  دریایي،  سرعت جذب 

گذارد عروقي تأثير مي -شده و بر عملكرد سيستم عصبي و قلبي 

آنزیم (3,4)  کاتابولي .  موجب  سموم  این  در  موجود  سم های 

های ایجادکننده منفذ، که پروتئين های طعمه شده، درحالي بافت 

شوند. تحریک از طریق القای ليز اسمزی، باعث مرگ سلولي مي 

عروس  ترکيبات سمي  توسط  ایمني  منجر سيستم  اغلب  دریایي، 

پاسخ  توليد به  موارد،  از  بسياری  در  و  ناکارآمد شده  ایمني  های 

به  مي پادزهر  قرار  مدنظر  درمان  اصلي  استراتژی  گيرد عنوان 

محلول   .( 3،4،13)  حاضر،  مطالعه  پروتئين در    c-CfTXBسازی 

به واسطه اتصال به دنباله تگ سامو در ميزبان پروکاریوتي بررسي 

شبه  پروتئين  یک  سامو  به   ن کوئيتي یوبي   شد.  که  صورت است 

پروتئين  به  شده  کووالانسي  متصل  هدف  موجب   (14) های  و 

آن  پایداری  و  تاخوردگي  مي بهبود  از ( 15,16) شود  ها  یكي   .

 Nهای  مانده مشكلات رایج فناوری همجوشي پروتئين، ایجاد باقي 

هدف  پروتئين  طبيعي  ساختار  تغيير  با  همراه  نامطلوب  ترمينال 

به   پروتئين هدف مستقيما  که  زماني  اما  ترمينال سامو   Cاست 

پروتئين محلول و فعال  این مشكل برطرف شده و  متصل شود، 

مي  ویژگي   .(17,18) گردد  توليد  به  توجه  ایمني با  -c  زایيهای 

CfTXB مي پروتئين  این  به ،  غالب تواند  ایمونوژن  یک  عنوان 

بالقوه  کاندیدای  و  گردد  واکسن مطرح  توسعه  برای  های ای 

محلول نوترکيب   پژوهش،  این  هدف  پروتئين باشد.   سازی 

واسطه اتصال به تگ سامو و ارزیابي به    c-CfTXBشده مهندسي 

 .زایي آن در مدل حيواني است ایمني 

 روش بررسی

از ژنوم     CfTXBدر این مطالعه، توالي آمينواسيدی پروتئين

پایگاه  به  C. fleckeriزهر   از  توالي،  تحليل  و  بررسي  منظور 

دسترسي    NCBIداده شماره  و     JN695598.1با  قالب  در 

های سامو با توجه به نياز پروتئيناستخراج شد.    FASTAفرمت

در   برش  هدف    Cجهت  پروتئين  بخش  ( 19,20)ترمينال   ،C  

ممزوج  سامو    ي تگترمينال از توالي ژني انتخاب گردید تا با توال

طراحي   در  و  بياني شده  قرار   وکتور  استفاده  مورد  نوترکيب 

گرفت:    چنينهم  .گيرد قرار  استفاده  مورد  پلاسميد  نوع  دو 

ژن  (+)pET-28aپلاسميد   پلاسميد     c-CfTXBحاوی  و 

pET-28aSUMO    ژن این  c-CfTXB-StXBحاوی   .
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زیست مرکز  از  حسين  پلاسميدها  امام  جامع  دانشگاه  شناسي 

های بيان پروتئين نوترکيب عنوان حامل)ع( دریافت شدند و به

گرفتند قرار  استفاده  ژني    .مورد  قطعه  حضور  ،  StXBعلت 

آنتي خاصيت  در  عروسهای  پروتئين  يژنبررسي  دریایي 

 باشد. تحقيقات تكميلي بعدی مي

ژنی   قطعه  آنزیمی  ژن:  StXBهضم  حضور  تأیيد  از  -cپس 

CfTXB   وc-CfTXB-StXB     در وکتورهای بياني، فرآیند هضم

ژني قطعه  جداسازی  برای  وکتور   StXBآنزیمي  -pETاز 

28aSUMO-c-CfTXB-StXB   آنزیم کمک  های  به 

به   Sal1- Xho1  محدودالاثر آنزیمي  هضم  واکنش  شد.  انجام 

گراد ميسر گردید.  درجه سانتي  37ساعت در دمای    5/2مدت  

ارزیابي قرار   %1صحت خطي شدن وکتور روی ژل آگارز   مورد 

 .  (21) گرفت

ترانسفورماسیون و  مستعد  سلول  مطالعه،  :  تهیه  این  در 

عنوان ميزبان پروکاریوتي  به  BL21 (DE3) اشریشيا کليسویه  

شد   انتخاب  نوترکيب  پروتئين  بيان  تسهيل (22)برای  جهت   .

های  ورود پلاسميد به درون باکتری، فرآیند مستعدسازی سلول 

سرد   کلریدکلسيم  با  شدن  تيمار  مرحله  دو  طي  باکتریایي 

استریل، انجام گرفت. ترانسفورماسيون با استفاده از روش شوک 

گرفت   انجام  سلول(23,24)حرارتي  با  .  مستعد  های 

  ))تست   pET-28aSUMO-c-CfTXBنوترکيب    پلاسميدهای

در     pET-28a-c-CfTXBو و  شدند  انكوبه  مثبت(  )کنترل 

تسهيل  پلاسميد  جذب  تا  گرفتند  قرار  حرارتي  شوک  معرض 

کشت   غربالگری،  جهت  حاوی    باکتریشود.  محيط  روی  بر 

)با غلظت  آنتي بر ميلي  80بيوتيک کانامایسين  ليتر(  ميكروگرم 

 .های نوترکيب انجام شدبرای انتخاب کلني

کلونی  در  نوترکیب  ژن  منتخبتأیید  روش  های  :  PCR  به 

کلوني در  نوترکيب  ژن  حضور  تأیيد  منتخبجهت  طي    های 

آنتي از  بيوتيكيغربالگری   ،PCR  بهره با  از استاندارد  گيری 

جهت تجزیه و    PCRتكنيک گرادیانت استفاده شد. محصولات

بارگذاری شدند. پس از  %  1تحليل الگوی باند، بر روی ژل آگارز  

باندهای الكتروفورز،  نور   DNA اتمام  و     UVتحت  مشاهده 

 . (25)مستند شدند 

پروتئین شدهکلوني:  بیان  ترنسفورم  در  های  منتخب  ی 

مایع آنتي  يبرتان -ایلور  محيط کشت  کانامایسين  حاوی  بيوتيک 

این محيط کشت به دليل دارا بودن ترکيبات  کشت داده شدند.  

مغذی،   و  کمک    pHساده  به  غربالگری  قابليت  و  مناسب 

ميآنتي ميسر  را  باکتری  موثر  و  سریع  رشد  و  بيوتيک،  کند 

مي مهيا  نوترکيب  پروتئين  بيان  و  توليد  برای  را  نماید.  شرایط 

و حذف    نوترکيب  هایژن بيان  القاء  پس از تلقيح کشت شبانه،  

با    IPTGبا افزودن  گر موجود در اپران لکهای سرکوب پروتئين

گرفتمولار  ميلي  100غلظت   جمعانجام  جهت  رسوب .  آوری 

گرفت انجام  سانتریفيوژ  سلول.  پروتئيني،  تيمار  های  جهت 

ها  باکتریایي، روش دناتوره استفاده گردید. در این روش، سلول

بافر   با  ليزکننده  PBSابتدا  بافر  با  سپس  اوره   B و   8)حاوی 

( مخلوط شده و تحت سونيكاسيون قرار گرفتند.  pH=8و    مولار

محلول رویي حاصل از سانتریفيوژ جهت تحليل و ارزیابي بيان  

آن مقایسه  و  نوترکيب  یكدیگر،  هاپروتئين  بافر  با  سمپل    با 

آميد  آکریلپلي  و بر روی ژلگردید    محلول   ( 5xشده بهغليظ)

الكتروفورز  بارگذاری  %12 مدت    شد.  جریان    دقيقه  90به  با 

ولتاژ    آمپر  25ثابت   مشاهده  گرفتانجام  ولت    250و  برای   .

رنگ روش  از  نيز  پروتئيني  کوماسيباندهای  استفاده  آميزی  بلو 

 . (26) گردید

پروتئین  پروتئين :  تخلیص  تخليص  نوترکيب، جهت  های 

ميل  کروماتوگرافي  از  دناتوره،  شرایط  تحت  بيان  از  پس 

های نوترکيب پس  پروتئين استفاده گردید.   Ni-NTA ترکيبي

شست بافرهای  از  با   E وC   (3 /6 =pH )  ،D   (9 /5 =pH  )وشو 

 (5 /4 =pH )    حاوی اوره، تحت تغيير شرایطpH    قرار گرفتند و

از محلول  استفاده  با با  ایميدازول  از ستون   8معادل   pH های 

ارگ(   کروماتوگرافي  گستر  زیست  شرکت  از  شده  جدا    )تهيه 

نمونه   .شدند  فرآیند،  این  تحليل  بر روی ژل برای  های حاصل 

ميزان   چنين هم   . ( 27) گردید  الكتروفورز    %12آميد  آکریل پلي 

برادفورد  روش  به  نيز  محلول  هر  در  موجود  پروتئين 

 .( 28) سنجي شد  غلظت 

تکنیک   با  نوترکیب  پروتئین  بلاتتایید  جهت :  ینگوسترن 

تایيد هویت پروتئين و ارزیابي صحت بيان آن، تكنيک وسترن  
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پروتئينبلات به عنوان کنترل منفي    BSA کار گرفته شد.  به 

عصاره سلولي حاصل از بيان    .در این آزمایش به کار گرفته شد

به   گردی PVDF کاغذغشاء  پروتئين  انتقال    د.منتقل  فرآیند 

مدت   به  از    90)بلاتينگ(  شد.  انجام  بُزی  آنتيدقيقه  بادی 

به   هيستيدین    HRPکانژوگه  دنباله  -Antiبادی  آنتي)ضد 

Histag)    بافر در  آنتيبه  PBSمحلول  جهت  عنوان  اوليه  بادی 

گردید استفاده  نوترکيب  پروتئين  به  اتصال  و   کاغذ.  شناسایي 

PVDF آمينوبنزوئيک اسيدر محلول دی( دDAB  )  قرار گرفت

سازی واکنش، کاغذ با  تا باند پروتئيني ظاهر شود. برای متوقف

 . (29) دآب مقطر شستشو داده ش

به منظور ایجاد پاسخ  :  واکسیناسیون حیوانات آزمایشگاهی

که های مدنظر، از سه گروه موش سوری ایمني ناشي از پروتئين

رازی   انستيتو  گردید،   گرم  20با وزن متوسط  از  استفاده    تهيه 

بود سوری  موش  پنج  شامل  گروه  هر  که  راستای  لذا    ؛شد  در 

به    c-CfTXBبرای پروتئين  یک گروه  ژنيسيته،  بررسي اثر آنتي

و   ادجوانت  برای  همراه  دیگر  نوترکيب  گروهي  پروتئين 

SUMO-c-CfTXB  چنينهمشد.    انتخاب  به همراه ادجوانت  

یک گروه به عنوان کنترل منفي نيز در نظر گرفته شد. فرآیند  

واکسيناسيون شامل چهار نوبت تزریق زیرجلدی با فاصله زماني  

در طول دوره نيز وضعيت فعاليت بدني و  .  (30,31)روز بود    14

پاسختغذیه و شرایط  ای حيوانات،  تزریق  ناحيه  در  التهابي  های 

طي   در  مشكلي  خوشبختانه  که  شد  بررسي  اتاق(  )دما  دمایي 

 فرآیند مشاهده نگردید. 

آنتی تولید  میزان  کمک  ارزیابی  به  الایزابادی  ی  تست 

های موجود در سرم  بادیجهت ارزیابي ميزان آنتي:  غیرمستقیم

گروه موشيخوني  الایزا  ، های  روش  استفاده    یاز  غيرمستقيم 

به همراه بافر کوتينگ   c-CfTXB شد. در این روش، پروتئين

چاهک ميزان در کف  طریق  این  از  تا  گردید  تثبيت  الایزا  های 

آنتيایمني از  نوترکيب مقایسه شود. چاهکزایي ناشي  با  ژن  ها 

منظور  درصد وزني/حجمي به  5بافر بلاکينگ حاوی شير خشک  

مكان تغييرات مسدودسازی  اختصاصي مسدود شدند.  غير  های 

موج   طول  در  نوری  جذب  اندازه   490در  برای  گيری نانومتر 

ها  ها در سرمبادیميزان واکنش شيميایي و تعيين غلظت آنتي

 . (32)بررسي شد 

حیوانی مدل  در  حفاظتی  کارایی  توکسین    آزمون  توسط 

عنوان    Rhopilema nomadicaتوکسين  :  دریاییعروس  به 

عامل چالش انتخاب شد؛ چرا که یكي از سموم موثر در سيستم  

با توکسين عصبي است که شباهت های ساختاری و عملكردی 

C. fleckeri    که  .  (33,  34)دارد منفي،  کنترل  گروه  ابتدا 

دریایي  توکسين عروس  50LD برابر  50معرض    طور طبيعي دربه

به بود،  گرفته  گرفت. قرار  قرار  بررسي  مورد  پایه  گروه  عنوان 

واکسينهتمامي گروه به مدت  های  با    21شده  روز تحت چالش 

عروس نومادیكا   دریایي توکسين  گرفتند    روپيلما  .  (35)قرار 

از    چنينهم تزریق توزیع و شدت علائم باليني در حين و پس 

 طور کامل مورد بررسي قرار گرفت. ، بهتوکسين

 تجزیه و تحلیل آماری 

آنتي توانایي  ارزیابي  فرآیند  بادیجهت  در  شده  توليد  های 

گروهایمن  آناليز  سازی  موشي،   Two-Way ANOVAهای 

با   چالش  نتایج  بررسي  جهت  این،  بر  علاوه  گرفت.  انجام 

زنده تست  گردید.    Survival Assay مانيتوکسين،  انجام 

بر اساس درصد بقا در طي مدت زمان چالش    ماني نمودار زنده

افزارهای آماری  ها با استفاده از نرمروزه تهيه شد. تمام داده  21

GraphPad Prism 10  مقادیر و  شدند  از  P تحليل  کمتر 

 داری در نظر گرفته شدند.  عنوان معيار معنيبه  05/0

 نتایج 

پس از تكثير قطعات  :  تایید صحت ترانسفورماسیون بررسی و  

نوترکيب  ژن  که  داد  نشان  نتایج  هدف،  ناحيه  -SUMO-cژني 

CfTXB     باز و ژن جفت   1000در حوالي c-CfTXB     نيز در حوالي

پيش جفت   750 اندازه  با  قرار دارند که مطابق  برای  باز  بيني شده 

 این قطعات ژني ترنسفورم شده است ) 

 

 1شكل  

پس  :  آمید بررسی پروتئین بیان شده توسط الکتروفورز آکریل 

، نتایج الكتروفورز نشان داد که پروتئين  IPTGاز القای بيان توسط  
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در دو حالت محلول و نامحلول در   SUMO-c-CfTXB نوترکيب 

های بافر ليزکننده نمونه   B  مشاهده گردید. در بافر PBS  حاصل از

شد.   دیده  کمتری  شدت  با  پروتئين  این  بيان  سونيكاسيون، 

پروتئين  هم  چنين  c-CfTXB ليزکننده    بافر  در  تنها   B   قابل

 مشاهده نشد )  PBS مشاهده بود و در محلول حاصل از تيمار با 

نوترکيب   . ( 2  شكل  پروتئين  باند  نتایج،  اساس  بر   SUMO-c-

CfTXB   کيلودالتون    40کيلودالتون برای بخش محلول و    23در

کند که  برای بخش نامحلول مشاهده گردید. این مشاهده تایيد مي 

با موفقيت بيان شده است   SUMO-c-CfTXB پروتئين نوترکيب 

است  قادر  ترجمه  از  پس  فرآیند  در  سامو  تگ  افزایش    و  با 

  40باند  .  را محلول کند    c-CfTXB  ، پروتئين هدف   تاخوردگي 

SUMO-c-CfTXBکيلودالتون   تگ  نشان    که  است  آن  دهنده 

از ای  توالي   توانسته است سامو   pET-28     بوده  که به خودش متصل

را جدا کند و پروتئيني با  و حاوی پروتئين هدف است   N  ترمينال

توليد مي  شود طبيعي و غير دناتوره  . اما آنچه که بارز است عدم    

صورت   به  آن  از  بخشي  که  است  هدف  پروتئين  کامل  انحلال 

درهم  )اینكلوژن اجسام  حوالي  تنيده  در  کيلودالتون    40بادی( 

 مشاهده شده است ) 

   (. 2  شكل 

طور  به علت وجود شش عدد هيستيدین، به :  تخلیص پروتئین 

پروتئين  از سایر  پروتئين هدف  ناخالصي مؤثر  و  در  ها  های موجود 

شدند سلول  جدا  باکتریایي  ژل .  های  روی  بر  شده  مشاهده    نتایج 

پروتئين نوترکيب موفق    جداسازی علاوه بر اینكه    % 12  آميد آکریل   

SUMO-c-CfTXB   پروتئين را سایر  است،  ها  از  کرده  بازگو 

) محلوليت بخش قابل توجهي از آن است نه همگي    دهنده نشان   

 (. 2  شكل 

توسط وسترن  نوترکیب  پروتئین  انجام  :  بلاتینگ تایید  از  پس 

پذیری کاغذ، با توجه به نشانگر مولكولي  بلات و رنگ تست وسترن 

در  پروتئين  پروتئيني  باندهای  که  کرد  تأیيد  آزمون  این  نتایج   ،

امر    40و    25،  23محدوده   این  که  دارند  قرار  کيلودالتون 

 (. شكل  های هدف است ) دهنده صحت بيان پروتئين نشان 

تیتر   و  ایمنی  پاسخ  واکسیناسیون،  IgGارزیابی  از     حاصل 

نرم ارزیابي طبق  :  سازی ایمن  گرف های  پارامترهای  افزار  با  که  پد 

Dunnettچندگانه   گرفت،     تيتر  انجام  که  داد  نشان  نتایج 

گروهآنتي در  دریافتبادی  آنتيهای  گروه  کننده  به  نسبت  ژن 

صعودی   روندی  دارای  تزریق،  نوبت  هر  از  پس  منفي،  کنترل 

نشان امر  این  ایمنياست.  توانایي  پروتئيندهنده  این  و  زایي  ها 

بود.   ایمني هومورال در مدل حيواني مورد مطالعه  پاسخ  القای 

در حيوانات  تزریق  فرآیند  در طول  آسيبي  یا  هيچگونه مشكل 

نشد .مشاهده  تحليل هم   طبق  توسط  چنين  شده  انجام  های 

‹  1/0دوطرفه، در صورتي که     ANOVAآزمون آماری P value  

گردد. طبق نتایج،  دار تلقي ميها معنيباشد، اختلاف بين گروه

ایمنگروه معنيهای  اختلاف  دارای  گروه  شده  به  نسبت  دار 

   و  3شكل ) کنترل منفي هستند

تحليل(.  4  شكل نرمطبق  گرفهای  گروه  افزار  پد، 

آنتيدریافت ژن  کننده  c-CfTXB معني   اختلاف  دار  بيشترین 

گروه   و  دارد  منفي  کنترل  گروه  به  نسبت  را   )****(

آنتيدریافت نوترکيب  کننده  ژن  SUMO-c-CfTXB دارای    

معني است.  اختلاف  منفي  کنترل  گروه  به  نسبت   )***( دار 

دریافتهم گروه  آنتيچنين  ژن  کننده  c-CfTXB به     نسبت 

دریافت آنتيگروه  ژن  کننده  SUMO-c-CfTXB  دارای  ،

   و 3شكل د ) باشدار )**( مياختلاف معني

 (. 4 شكل

زنده  ارزیابی  و  توکسین  با  از  :  مانی چالش  نيمي  ابتدا  در 

عدد موش(    5عدد موش از    3های کنترل منفي ) های گروه موش 

از   گروه   3بعد  و سپس  مُردند  با  روز  مشابه  بطور  ایمن شده  های 

واقع شدند  عروس   توکسين  مورد چالش  وضعيت حياتي  دریایي  و 

ها تأیيد  روز مورد بررسي قرار گرفت. این یافته   21مدت    ها به آن 

پروتئين مي  که  توانسته کند  مذکور  نوترکيب  ایمني  های  پاسخ  اند 

برابر   در  موثری  القا کنند.  عروس   توکسين محافظتي  طبق  دریایي 

گروه تحليل  بين  شده  انجام  واکسينه های  گروه های  و  های  شده 

دار مشاهده  ماني، اختلاف معني کنترل منفي بر اساس منحني زنده 

 (. شكل  شد ) 
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 های ترانسفورم شده در ميزبان پروکاریوتيکلوني PCR. الگوی الكتروفورز افقي حاصل از 1شكل 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

  100گراد در حضور غلظت درجه سانتي 37در دمای   c-CfTXBژن و آنتي SUMO-c-CfTXBژن کایمر  . الگوی الكتروفورز بيان و تخليص آنتي2شكل 

(  B  ،4در بافر   SUMO-c-CfTXB( بيان PBS ،3در   SUMO-c-CfTXB( بيان در  B  ،2در بافر  SUMO-c-CfTXB( شاهد 1 ؛IPTGمولار از ميلي

  c-CfTXB( بيان 7،  250با ایميدازول   Bدر بافر   c-CfTXB( تخليص 6( نشانگر پروتئيني،  5،  200با ایميدازول  Bدر بافر   SUMO-c-CfTXBتخليص 

 Bدر بافر  c-CfTXB( شاهد B ،8در بافر  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 بلات با استفاده از کانژوگه موشي؛  تایيد پروتئين نوترکيب بيان شده به وسيله وسترن: 3شكل 

 Bدر بافر   c-CfTXB( بيان پروتئين 3( نشانگر پروتئيني،   B    ،2در بافر  SUMO-c-CfTXB( بيان پروتئين 1
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 نانومتر  490در طول موج  شده نسبت به کنترل منفيهای واکسينهبادی در گروهنمودار آناليز آماری مربوط به توليد آنتي :3شكل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 نانومتر  490در طول موج   شده نسبت به یكدیگرهای واکسينهبادی در گروهنمودار آناليز آماری جهت قياس ميزان توليد آنتي :4شكل 

 

 

 

 
 

 

 

 

 های چالش شده با توکسين عروس دریایيماني )بقاء( گروهنمودار آناليز زنده: 6شكل 

 

 بحث 

بهعروس دریایي  گونههای  جعبهویژه  از های  یكي  ای، 

محيطي و بهداشت عمومي در مناطق ساحلي  های زیستچالش

های خاص افزایش جمعيت )بلوم(  شوند و در فصلمحسوب مي

دریایي شناسایي شده که  گونه عروس  2000. حدود  (36)دارند  

به   زهر گونه  100نزدیک  است.  خطرناک  انسان  برای  آن    ی 

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v3

4i
4.

22
07

1 
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 js
su

.s
su

.a
c.

ir
 o

n 
20

26
-0

7-
21

 ]
 

                             8 / 14

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v34i4.22071 
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-6512-en.html


 1405 ري، ت4، شماره 34دوره  و همكاران  مهدی بخشيان 

 

10171 CC BY-NC 4.0 

زد ی يصدوق   ديشه يمجله دانشگاه علوم پزشك   

 

ای به دليل پيچيدگي ساختاری و سرعت بالای  های جعبهگونه

سم  (37,38)اثرگذاری   و  پزشكي  در  بزرگ  شناسي  چالشي 

های قلبي و  سرعت اثرات مخربي بر سيستماست. این سموم به 

مي پژوهش( 39,40)گذارند  عصبي  به .  زمينه  این  در  دنبال  ها 

راهكارهایي هستند که بتوانند اثرات این سموم را مهار کرده یا  

ابزار دفاعي و شكار  )  دریایيهای عروسکاهش دهند. نماتوسيت

موجودات مي  (این  ترشح  شدید،  سمومي  درد  باعث  که  کنند 

سوزش دردناک، مشكلات تنفسي، کاهش فشار خون، مشكلات  

. با وجود موارد متعدد  (41)شود  قلبي عروقي و حتي مرگ مي

این    مطلوبيمطالعات علمي    ،گزش در سواحل خليج فارس در 

انجام   استنزمينه  عوامل   و  شده  از  یكي  عنوان  به  جاندار  این 

آسيب  ناتوانبالقوه  و  کشور  رسان  جنوبي  مناطق  در  کننده 

مي راهشناخته  از  یكي  پادزهر  تهيه  ميشود.  درماني  باشد  های 

تاثير   عدم  برای  زیادی  دلایل  است.  مشكلاتي  دارای  هنوز  اما 

آن ترین  مهم  از  یكي  که  دارد  وجود  پادزهر  تاثير  مناسب  ها، 

 وسو ئندرا  .(42)باشد  سریع زهر و کاردیوتوکسيک بودن آن مي

(Andreosso همكارا  ( سال  و  در  که    2014ن  دادند  نشان 

طور معمول توکسين  به C. fleckeri  از طریق عروق به بافت  ،

کردن و  دقيقه توانایي فلج  10الي    5رسد و در عرض  هدف مي

برای خنثي   چنينهمدر برخي موارد توانایي کشندگي را دارد.  

و   شود  تزریق  باید  زیادی  پادزهر  زهر،  طول   60کردن  دقيقه 

مي دریایي حاوی  زهر عروس  .(43) کشد تا اثر آن را خنثي کند  

مي که  است  پروتئيني  گردش ترکيبات  وارد  سرعت  به  تواند 

قلبي سيستم  روی  بر  جدی  تاثيرات  و  شده  و  -خون  عروقي 

عروس زهر  در  موجود  ترکيبات  بگذارد.  دریایي، سيستم  عصبي 

. علائم گزش (11)ایمني سلولي و هومورال را تحریک مي کند  

C. fleckeri اثرات زهر   حيوان بر روی موش مشابه علائم نيش  

است   انسان  پروتئين( 10)در  ميان،  این  در  های.   CfTXA و 

CfTXB  در زهر  C. fleckeri از عوامل اصلي نارسایي قلبي و   

ها، جداسازی  مرگ هستند. به دليل همساني بالای این پروتئين

است  آن  دشوار  توالي (44)ها  همولوژی  ميزان  تحليل   .

و    CfTXA  آمينواسيدی  CfTXB   دو این  که  داد  نشان 

همولوژی در برخي نواحي هستند   %96پروتئين دارای بيش از  

انتخاب قطعه ژني  (38) ناحيه    بازیجفت   570. بنابراین، با  C  

کيلودالتون(، تلاش شد تا با همجوشي   25) CfTXB ترمينال از

سپس با انتخاب این    آن به تگ سامو، محلوليت آن ميسر گردد.

بهينه  همسانهناحيه،  آنتيسازی،  بيان  و  ميزبان سازی  در  ژن 

بادی در موش سوری در دو حالت ميزان توليد آنتي  پروکاریوتي، 

گرفت. قرار  بررسي  مورد  تگ،  بدون  و  سامو  تگ  به  با    متصل 

نمي ارائه  مطلوبي  فوری  پاسخ  پادزهرها  اینكه  به  دهند،  توجه 

های نوترکيب اهميت زیادی دارد. بيان نوترکيب طراحي واکسن

های طبيعي موجود در زهر و توسعه  تواند به توليد پروتئينمي

کند  روش مؤثر کمک  درماني  نههای  رویكرد  این  برای که  تنها 

سم روش مطالعه  توسعه  برای  بلكه  و  شناسي  مؤثر  درماني  های 

است. ارزشمند  بسيار  نيز  فناوری    ایمن  از  منظور  بدین 

و  حلاليت  بهبود  دليل  به  سامو  تگ  با  پروتئين  همجوشي 

در  استفاده شد.    (17)های نوترکيب  افزایش بازده توليد پروتئين

مطالعه،   بهپروتئيناین  سامو  پيش های  بيان  عنوان  سازهایي 

شوند که نياز به برشمي  C   ترمينال دارند. حذف پروتئوليتيک

قرار  به  منجر  ساموایزوپپتيدازها  توسط  اسيدآمينه  چندین 

موتيف   در  گلایسينِ-گلایسينگرفتن   C مي شود  ترمينال 

شده،  های بيان. سامو علاوه بر افزایش حلاليت پروتئين(20,19)

ميبه عمل  تاخوردگي  آغازگر  و  چاپرونين  و    (17)کند  عنوان 

در   را  محلول  پروتئين  سطوح  توليد   کلياشریشيابالاترین 

بيان پروتئين نوترکيب  لذا  . (45)کند  مي SUMO-c-CfTXB   

و قابليت     E. Coli BL21 (DE3)در سيستم بيان پروکاریوتي

آنتي اختصاصي در موش سوری بررسي  بادیتوليد  .  گردیدهای 

آنتي این  داد  نشان  واکنشژننتایج  در  ها  مناسبي  ایمني  های 

کشنده   دوزهای  مي  توکسينبرابر  تهيه ایجاد  از  پس  کنند. 

pET-28a(+)-c-CfTXBوکتورهای   و   pET-

28a(+)SUMO-c-CfTXB-StXB ،    ژن SUMO-c-CfTXB  

،  IPTG  ترنسفورم و با القا   کلياشریشياآميز در  طور موفقيت به

کروماتوگرافي از  استفاده  با  پروتئين  تخليص  گردید.  -Niبيان 

NTA     پروتئين شد.  تسهيل  سامو،  تگ  حضور  واسطه  به 

پروتئين   با  قياس  در  از  c-CfTXBنوترکيب  استفاده  با   ،

هایروش  SDS-PAGE  طور کامل شناسایي و  بلات بهو وسترن
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پيشين است که در آن   مطالعاتمشابه    هاتأیيد شد. این فرآیند

سازی تگ، بيان  این پژوهش )مانند ممزوج  های مشابهاز تكنيک 

پروتئين( تخليص  پروتئين برای    و  شناسایي  و  های توليد 

جانوری  سموم  جانوری   نوترکيب  غير  است  و  شده   استفاده 

پپتيدهای  .  ( 46-49)  توليد  برای  رویكردی  مثال  عنوان  به 

abaecinضدميكروبي   در  عسل   یزنبورها    با    کلي اشریشيا ، 

 ( کيم  سول  دا  توسط  سامو  تگ  از  (  Da Sol Kimاستفاده 

های ممزوج شده در بخش  پيشنهاد شد که نهایتاً اکثر پروتئين 

نگردید   محاسبه  دقيق  ميزان  و  شدند  بيان  . ( 15) محلول 

زوو هم  ژان  )   چنين  Xun Zuo  تسهيل و  بيان  سطح   ،)

SARS-CoV  ی ها ن ي پروتئسازی  خالص  با    کلي اشریشيا را در    

از   که استفاده  داد  افزایش  سامو،  تگ  با  همجوشي  تكنيک 

آنتي  توليد  پلي بادی باعث  اختصاصي  های  بسيار  در  کلونال 

آنچه قابل استنتاج است این است .  ( 49) مقياس بزرگ گردید  

را  مدنظر  پروتئين  از  بخشي  که  است  توانسته  سامو  تگ  که 

که اختلالي در روند و تفسير نتایج نداشته است؛   محلول کند 

پيشينه  به  توجه  با  هدف  پروتئين  کامل  انحلال  با  بلكه 

بهره  ميزان  شده،  ذکر  یافت تحقيقات  خواهد  افزایش  .  برداری 

 سازی شرایط استفاده از تگ سامو،بهينه   با   قابل ذکر است که 

IPTGتغيير در ميزان دمای کشت باکتری، افزایش ميزان   و    

مناسب، هم  رزین  و  نيكل  ستون  از  استفاده  ميزان    چنين 

پذیری و تخليص افزایش خواهد یافت. آناليزهای آماری  انحلال 

ایمن  موش دوره  پروتئينسازی  توليد  داد  نشان  های  ها 

سيستم  با  یوکاریوتي  مؤثر نوترکيب  روشي  پروکاریوتي  های 

درمان  توسعه  ایمني برای  گزش های  از  پيشگيری  و  زا 

و  3شكل  ؛ زیرا با توجه به  دریایي است عروس   

مقایسه   4  شكل  آماری  آزمون  براساس  چندگانه و  های 

Dunnett  ، دریافت آنتي گروه  به   c-CfTXBژن  کننده  نسبت 

کنترل  دریافت و    P value‹  0/ 0001دارای    گروه  کننده گروه 

 نسبت به گروه کنترل  SUMO-c-CfTXBژن نوترکيب  آنتي 

هم   P value  =   0/ 0003 دارای   نمودار  است.  طبق  چنين 

) زنده  آزمون  شكل  ماني  و   )Log-rank (Mantel-Cox) 

های دار بين گروه پد، اختلاف معني افزار گرف انجام شده در نرم 

مي واکسينه  دیده  کنترل  و  زنده شده  بالای  درصد  و  ماني  شود 

گروه  واکسينه در  ) های  کنترل  گروه  به  نسبت  در   % 100شده 

دهنده توانایي پروتئين  ( نشان P value < 0.0052؛    % 0مقابل  

توکسين  برابر  در  محافظتي  ایمني  پاسخ  ایجاد  در  نوترکيب 

را  ایمني قابل قبولي    های موشي، گروه   اکسيناسيون است. لذا و 

ایمن  دوران  طي  کرد سازی  در  است ایجاد  گروه   ه  تنها  های  و 

توکسين واکسينه  برابر  در  توانستند  دریایي  عروس  شده 

Rhopilema nomadica   ( شكل  زنده بمانند .)   های این  یافته

با   و  مطالعه  دارد؛ کيفيت مطالعات  پيشين مشابهت  تحقيقات 

پروتئين  توليد  در بالای  جانوری  سموم  نوترکيب  های 

ایمني ( 15,  50,  51)   کلي اشریشيا  موش،  در زایي  سوری  های 

آنتي  دریافت  با  ،  C. fleckeri   (4,6,11 )های  ژن مواجهه 

  ،( 50,52,53) سهولت و افزایش سرعت تخليص پروتئين هدف  

محلول  به  دستيابي  هدف  عدم  پروتئين  کامل  ،  ( 15) سازی 

زمينه بهره  در  سامو  تگ  از  و بری  بهداشتي  آرایشي،  های 

سامو ( 54) درماني   تگ  با  ضدميكروبي  پپتيدهای  همجوشي   ،

درماني   در صنعت  توليد  بازده  افزایش  بيان   ( 55) در جهت  و 

همجوشي    SARS-CoVهای  پروتئين فناوری  از  استفاده  با 

و  ( 49) سامو   هستند  گرفته  انجام  تحقيقات  این  روند  ،  نتایج 

متقابلا با افزایش و بهبودی   شد. با ها مي مطالعه نيز مشابه با آن 

ميزان   افزایش  و  حلاليت  افزایش  سامو،  تگ  کاربردی  شرایط 

 زایي در دسترس است.ایمني 

 گیرینتیجه 

 پروتئين نوترکيب قابليت محلول شدن  نتایج نشان داد که  

SUMO-c-CfTXB    پذیر بوده است؛  توسط تگ سامو امكان

پيشرفته  امكانات  از  استفاده  صورت  در  بهينه لذا  و  سازی تر 

ایمني موش مي شرایط،   عروس تواند  زهر  برابر  در  را  دریایي  ها 

پروتئين   به  از    c-CfTXBنسبت  بيش  سامو(،  تگ  )بدون 

های  فراهم کند و در مقابل دوزهای کشنده سم، واکنش پيش  

دهنده پتانسيل بالا برای که نشان   ایجاد نماید   تر ایمني مناسب 

واکسن  طراحي  در  است. استفاده  زهر  های بادی آنتي   های ضد 

سازی اثرات سمي  ایجاد شده با القای ایمني محافظتي و خنثي 

ميزبان آنتي  بر  توکسين  تاثير  از  مانع  آن،  با  مواجهه  در  ژن 
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است؛  ویژه   شده  اهميت  امر  دارد. این  اینكه   ای  به  توجه  با 

پيچيده واکنش  ایمني  ممكن های  مختلف  سموم  برابر  در  ای 

دهد،  رخ  است    است  بهينهبهتر  بر  آینده  سازی  تحقيقات 

پروتئين  توليد  نوترکيب و بررسي واکنش فرآیندهای  های های 

مدل  در  داشته ایمني  تمرکز  حيواني  و  آزمایشگاهي  های 

 باشند. 
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