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 چکیده

باشد. آنتی ژن حفااتتی زخم یک بیماری مشترک بین انسان و دام است. عامل این بیماری باکتری باسیلوس آنتراسیس میسیاه زمینه و هدف:

تغییر یافته باسیلوس آنتراسیس برای درمان و واکسن قابل استفاده می باشد. هدف این مطالعاه بیاان آنتای ژن حفااتتی تغییار یافتاه باسایلوس 

 باشد.می  E. coliآنتراسیس در باکتری

قطعه بدست آماده در کلونیناو وکتاور   SOEiong PCRتکثیر و  با عمل   pXOIژنی مورد نظر از پلاسمید  قطعات  مواد و روش ها: 

 بیانشد.  تراریخت BL21(DE3)سویه  E.coliسازی و به باکتری زیرهمسانه  (+)pET28aسازی گردید و بعد از جداسازی به وکتور همسانه

ژن انجام و بعد از تخلیص پروتئین با استفاده از کروماتوگرافی تمایلی، آنتای  IPTGالقایآنتی ژن حفاتتی تغییر یافته باسیلوس آنتراسیس تحت 

 گیری گردید. ها اندازهکلونال تولید شده در سرم موشبادی پلیهای سوری تزریق شد. آنتیحاصل در چهار نوبت به موش

،  آنالیز آنزیمی  و توالی PCRی به وسیله (+)pET28aانی آنتی ژن حفاتتی تغییر یافته باسیلوس آنتراسیس کلون شده در وکتور بی یافته ها:

گذاری وسترن تایید شد. سرم از خون موش جداسازی شد و تیتار و لکه SDS-PAGEیابی تأیید گردید. پروتئین نوترکیب تولید شده به وسیله 

 تغییر یافته از طریق الایزای غیر مستقیم ارزیابی گردید. PAآنتی بادی علیه 

می باشد. با توجه به شناسایی آنتای  EFو  LFپروتئین تولیدی دارای خاصیت مهار کنندگی بالایی برای فاکتورهای بیماریزای  نتیجه گیری:

در  PAصورت مجزا، یاا ترکیبای باا ساایر دومان هاای توان بهبوسیله آنتی بادی آنتی ژن حفاتتی تغییر یافته باسیلوس آنتراسیس، می PAژن 

 زخم استفاده نمود. سن و بعنوان دارو برای درمان و پیشگیری بیماری سیاهطراحی واک

 باسیلوس آنتراسیس، پروتئین نوترکیب. آنتی ژن حفاتتی تغییر یافته،  کلید واژه:

 

 مقدمه
بكین یك  بیاكاری مشكتر   (Anthrax) زخمسیاه

 یسآنتراسكباسیلوس باکتری یلهوس بهکه  استانسان و دام 

(Bacillus anthracis)بككاکتری(. 2،1)شككودیجككاد مككیا 

 عوامك  ینترمهم و ینتربزرگ از یکی آنتراسیسباسیلوس

های و پتانسی  استفاده در جنگ رودمی شاار به بیولوژی 

 اصیلمقاله 
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آنتراسیس علكاوه بكر (. باسیلوس1)هستبیولوژی  را دارا 

، دارای دو پلاساید مگاباز 5/4 اندازهبهحلقوی  DNAی  

)شكام   pXO2های توکسی ( و )شام  ژن pXO1بزرگ 

یك   واسكهه بكاتوکسكین  .هسكتهای مولد کپسكو(( ژن

 3کكه  شكودایجكاد مكی pXO1یكا  PBA1پلاساید به نام 

-، آنتكی(EF)(Edema Factor)پروتئین یا فاکتور مولد ادم 

و فاکتور  (protective antigen) (PA) کنندهژن محافظت

کنكد را کكد مكی (LF)(Lethal Factor) یسلولمولد مرگ 

 هاییرنكدهگطور اختصاصی بكه به PA(. پروتئین ژن 4،3)

توسط پروتئازهای شكبیه  PAچسبد. سپس سهح سلو( می

 PA63و  PA20 قهعككهشككود و دو شکسكته می فككورینبكه 

مانكده سهح سلو( بكاقی در PA63 قهعهگردد که ایجاد می

شككده و تشككکی  سككاختار مككادهآ EFو  LFو بككرای اتصككا( 

هپتامری، ایجاد منفذ و ترانسلوکاسكیون بكه داخك  سكلو( 

( کامك  و PAکننكده )ژن محافظكتآنتی (.5)یردگمیانجام 

-ژن محافظتآنتیبعد از ورود ) یدالتونیلوک 22فاقد قهعه 

بكه داخك  بكدن،  کیلودالتكون 33با طو(  ( کام PAکننده )

ای به شود و قهعهاز آن جدا می کیلودالتونی 22ی  قهعه 

آمینه ی  و یا دو اسید با ماند(باقی می کیلودالتون 33طو( 

دارای خاصكیت  425و  393یكا  424یافته در نواحی تغییر

 EFو  LFزاییاككاریبهككای کننككدگی بككرای فككاکتورمهككار

بیانی بسیار متنوعی وجود  هاییستمسامروزه (. 3،3)هست

و در اش  صكنعتی از بكاکتری، مراكر، گیكاه، سكلو(  دارد

 شود. با توجه بكه کكاربردی بكودن ایكنحیوانی استفاده می

در ایككن  بككودن آن، ینككههزکمهككا و سیسككتم در آزمایشككگاه

 ادامهدر  .است شدهاستفاده باکتری سیستم بیانیپژوهش از 

ژن نوترکیب، آنتی تولید کاندید واکسن و داروی منظور به

آمینكه کیلو دالتونی بكا یك  اسكید 33( PAکننده )محافظت

سازی، بیان هاسانه (mPA) یسآنتراسیافته باسیلوس تغییر

تكا  سوری انجام شدکلونا( در موش بادی پلیو تولید آنتی

سكایر طراحكی واکسكن یكا دارو بكا  در آینده نقكش آن در

 .یردقرار گ مهالعه موردPA و  LF ،EFهایدومن

 

 هاروشمواد و 
مربوط به حفاظتی  ژنیآنتبرای طراحی پرایار 

باکتری  PA توالی کام  ژن باکتری باسیلوس آنتراسیس:

شااره با  NBCIآنتراسیس از بان  ژن )باسیلوس

Accession No: M29081 هاپرایارطراحی ( استرراج و 

 سنتز شد. ژن یناسو توسط شرکت  نجاما

جایگاه شناسایی آنزیم توالی پرایار رفت با 

 :(فرمنتاز) BamHI محدودالاثر

For5' 

GAGGATCCACAAGTGCTGGACCTACGGT3' 

For5' 

AATGCACAAGACGATGGCAGTTCTACTCCA

ATTACAATGA3' SOEing PCR 

جایگاه شناسایی آنزیم توالی پرایار برگشت با 

 :(فرمنتاز) XhoIمحدودالاثر
Rev5'CTGGCATCGTCTTGTGCATTTAATGC3' 

SOEing PCR 

Rev5'GGCTCGAGTTATCCTATCTCATAGCCT

TTT3' 
 باکتری :PCRبا واکنش  PAتکثیر قهعات ژن 

 یهته از برش هوازی موسسه رازی آنتراسیسباسیلوس

 کلروفرم-پلاسایدهای باکتری با استفاده از روش فن  .شد

. استفاده شدPCR الگو در واکنش  عنوانبهو  استرراج

ابتدا با آنزیم  PAژن قهعات برای تکثیر PCRواکنش 

Taqجلوگیری  منظوربه. دسازی ش( بهینهژن یناسمراز)پلی

 زهای ناخواسته تکثیر نهایی ژن با استفاده ااز موتاسیون

با عا   .صورت گرفت (فرمنتاز)مرازپلی Pfuآنزیم 

SOEing PCR  (.4،3،1شد ) ی تبددو قهعه به ی  قهعه 

حاص  از  قهعه (سازییرهاسانهزو  یسازهاسا

(PCR به وکتورها: )محصو PCRاسید کرمارکا   به-

 (مر )آگارزروی ژ(  (فرمنتاز)(SM0313#)نوکلئی  

ها به انتهای آنو  ژ( ترلیص رویاز  سسپبررسی و 

-تراریرت و یسازهاسانهبرای . شداضافه Aوتید ئنوکل

و  pEGM-T Easy Vector (Promega)از وکتور  کردن

 ( استفادهنوا ژن)DH5αسویه E. coliهای مستعد سلو(

 BamHIمحدودالاثر  هایقهعات توسط آنزیمد. سپس ش

 کلونینگ جداسازی و در وکتور بیانی TAناق   از XhoIو 
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(+)pET28a(ژنیاک) های و در سلو( سازییرهاسانهز

 ریرتترا  BL21(DE3)(stratagen)سویه E. coliمستعد 

 و تعیین توالی ، آنزیم برشیPCRیلهوس بهقهعه ژنی  و

 (.4،3)شدتایید

ء لقاا توسطنظر موردبیان ژن  بیان ژن موردنظر:

و مولار میلی 1با غلظت ( فرمنتاز)(IPTG) موترپروکننده 

-انجامگراد درجه سانتی 34ساعت در دمای  5به مدت 

 (.3،3)شد

بعد از  و های قب ناونه :SDS-PAGEالکتروفورز 

 PR0602-S#، هاراه با مارکر پروتئینیIPTGالقای 

(Vivantis)  .تحت شرایط دناتوره، الکتروفورز شدند

 (.9)بودآمپر میلی 25با جریان ثابت  درصد 15غلظت ژ( 

 شرایط تحت حاص  پروتئین ستون نیک :ترلیص با 

 جداسازی( ژن یاک) Ni-NTAستون از استفاده با و دناتوره

 وترلیص شد.

در چهار  PAپروتئین  :PAعلیه  بادییآنتتولید 

ادجوانت بار او( هاراه با  µg22نوبت، به میزان 

با ادجوانت  µg 15بعدی  یهانوبتو در ( رازی)کام 

از  یتنها درتزریق و  سوری ناقص فروند به موش

 بادییآنتو توسط آزمایش الایزا تیتر  یریگخون هاموش

 شد. یریگاندازهآن 

 :با روش وسترن بلات پروتئین نوترکیب ییدتأ

از تکنی   شدهیانپروتئین نوترکیب ب ییدبرای تأ

تولیدی )کام PA ضد  کلونا(پلی بادیایاونوبلات با آنتی

 (.12،9)شد استفادهع(() ینحسدانشگاه جامع امام 

 به نوترکیب پروتئین ضد بادییآنت تیتر ارزیابی

 پروتئینمیکروگرم از  22مقدار  :یرمستقیمغ الایزای روش

سوری تزریق  یهاموشدر چهار نوبت، به  PAنوترکیب 

و توسط آزمایش الایزا  یریگخون هاآناز  یتدرنهاو 

 (.12،3)شد یریگاندازه بادییآنتتیتر  یرمستقیمغ

 

 هایافته
به  PAژن تغییریافته  پس از تکثیر :PAژن تکثیر 

ژ( آگارز مورد ارزیابی قرار ، محصو( روی PCRروش 

اندازه با ژن  لحاظ از موردنظرقهعه  ( و1شک  ) گرفت

 جفت باز(. 1413داشت )خوانی هدف هم

 pEGM-T Easyژن هدف در وکتور  یسازهاسانهتأیید 

Vector: ها روی ژ( پس از ترلیص پلاساید و تأیید آن

الگو در  عنوانبه پلاسایدها ، برای تأیید بیشتر ازآگارز

  با دو آنزیمگردید، از طرفی  استفادهPCR واکنش 

BamHI  و XhoIاسید  مار کرشدند سپس به کا   هضم

)شک  از وکتورتأیید شد شدهخارجقهعه  ه، اندازنوکلئی 

2). 

ژن هدف در وکتور بیانی  یسازهاسانهتأیید 

pET28a(+): ها روی پس از ترلیص پلاساید و تأیید آن

الگو در  عنوانبه پلاسایدها برای تأیید بیشتر ازژ( آگارز، 

 BamHI با دو آنزیمگردید، از طرفی  استفادهPCR واکنش 

اسید  مار کرسپس به کا   .ندگردید هضمXhoI و 

جفت  1413از وکتور ) شدهخارجقهعه  ه، اندازنوکلئی 

 .(3شک  )یدگردتأیید باز(

در این مرحله پس  :(+)pET28aبیان ژن در وکتور 

بیان ژن صورت پذیرفت  IPTGها و القا با کشت سلو( از

به کا   وSDS-PAGE و پس از تیاار خام بر روی ژ( 

قرار گرفت. با توجه به وزن  یموردبررسمارکر پروتئینی 

استفاده  درصد 15از ژ( ( kDa 33) پروتئین نوترکیب

 .(4شک  )شد

که از القاء بیان ژن اطاینان حاص  شد،  ینا از پس

 μg/ml42 مایع حاوی LBدر محیط  هاکلونبیان با کشت 

 3/2محیط کشت به  ODکانامایسین، پس از رسیدن 

با غلظت  IPTGنانومتر، با افزودن  322 موج طو(در

mM1 درجه  34محیط و انکوبه ناودن آن در دمای  به

به  rpm152در انکوباتور شیکر دار با سرعت  گرادیسانت

 آمد. به دستساعت  5مدت 

با تکنی   آمده دست بهتأیید محصو( پروتئینی 

Western Blotting: تأیید محصو( پروتئینی از  منظوربه

استفاده شد. در این روش از  Western Blottingتکنی  
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ستفاده شد. در ستون کام  ا PAضد  کلونا(پلی بادیآنتی

است ی  باند  IPTGبا  القاشده ناونهتست که مربوط به 

کنتر( شود که در ستون مشاهده می kDa 34در نزدیکی 

 (.5شک  )شودمشاهده نای( PBS) واکنش وسترن

ش در مو PA ژنیآنتعلیه  IgGیبادآنتیبررسی تولید 

 سوری:

علیه پروتئین  بادییآنتبرای تعیین تیتر الایزا  روش

ارزیككابی محصككو( در طككو( فراینككد  منظوربككهنوترکیككب 

در سككرم  سككازییخنثترلككیص و هاينككین تعیككین تیتككر 

قرار گرفت. ناكودار زیكر  مورداستفادهحیوانات ایان شده 

 .ستا استفاده موردبیانگر تیتر سرم در حیوانات 

الایزا  بررسی ناودار فوق، نتایج حاص  از آزمایش

کكه پكس از تزریكق  دهكدیمبا پروتئین نوترکیب را نشكان 

. ستا توجهقاب در مقایسه با کنتر(  بادییآنتافزایش تیتر 

از تسكت در مقایسكه بكا کنتكر(  آمدهدستبهOD بالاترین 

ی دارد. نتكایج نشكان داده کكه ایكن پكروتئین فراوانتفاوت 

بكه میكزان لكازم را داشكته و تولیكد  بادییآنتقدرت تولید 

 هابستگی مثبت دارد. زایییانیادر حیوان با  بادییآنت

 
 3 و 2، 1از قطعات ممزوج شده. چاهک  PCRمحصول  :1شکل 

 نشانگر مولکولی اسید نوکلئیک. 4و چاهک  PCRمحصول 

 

 
 2و چاهک  (+)pET28aوکتور  PCRمحصول  1چاهک ) A :2شکل 

نشانگر مولکولی اسید  1( چاهک Bاسید نوکلئیک نشانگر مولکولی

 pGEM-Teasyمحصول برش آنزیمی روی  2نوکلئیک و چاهک 

vector 

 
برش  2اسید نوکلئیک چاهک  نشانگر مولکولی1چاهک) A :3شکل 

وکتور  PCRمحصول  1( چاهک (+)B pET28aآنزیمی وکتور 

pET28a(+)  اسید نوکلئیک. نشانگر مولکولی 2چاهک 

 
، چاهک IPTGنمونه کنترل بدون  1چاهک  PA.پروتئینبیان  :4شکل 

با  kDa 76دارای وزن مولکولی حدود PAبیان پروتئین  3و  2

IPTG ، پروتئینی. مار کر 4چاهک 

 
 .پروتئینی مار کر3(، چاهک PBSنمونه کنترل واکنش وسترن ) 2، چاهک PAیانیبنمونه  1وسترن. چاهک  یگذارلکهآزمایش  :5شکل 
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 بحث
، وجككود دارد راه سككه زخمیاهسككبككرای مقابلككه بككا 

 هابیوتی یآنتدر مرحله او(،  یشگیریپ یبرا یناسیونواکس

 یریجلكوگ یبرا ضد سم یهادرمان عفونت و درمان یبرا

(. تنهكا 11)عفونتدر اواخر مرحله  یباکتر یاز اثرات سا

هككای سككای باسككیلوس آنتراسككیس دارای پككروتئیناجككزا 

 بكهPA  واحد یرزخاصیت آنتی ژنی  بسیار قوی بوده که 

و  هسكتکاندید اصلی واکسكن ایكن عامك  مهكر   عنوان

ایكن ایانكی  .کننكدیمعلیه بیاكاری ایجكاد  حاایتی،ایانی 

-سازی فعالیت توکسین آنتراکس اتفكاق مكیخنثی یجهدرنت

ی  جزء بسیار مهم از توکسین آنتراکس  PA (.12،3افتد )

است. این پروتئین در ایانی علیه آنتراکس نقش اصكلی را 

-مكیسازی و هم در جریان عفونت بكازی هم بعد از ایان

هككای کننككدگی بككرای فككاکتورمهككارخاصككیت و دارای  کنككد

 ش آن،با توجكه بكه نقك. (3،3)هست EFو  LFزاییااریب

PA واکسن  یدهایکانداز  یکی عنوان به یاگسترده طوربه

بكرای مهالعكه  (.14،13،12)اسكت قرارگرفتكه مهالعه مورد

واکسن ضرورت دارد که  عنوانبه ژنیآنتخصوصیات ی  

تولید شود. یکكی از  هایزبانماز  یکی درپروتئین نوترکیب 

نوترکیكب  هكایینپروتئبكرای تولیكد  ینكههزکم هاییزبانم

گاه مرکكككز کكككه در آزمایشككك هسكككت یلكككااکوبكككاکتری 

)ع( از این میزبكان دانشگاه جامع امام حسین شناسییستز

 دهكدیمنشكان  آمدهدست به. نتایج شودیماستفاده  وفوربه

بیان بسیار بالایی را از خكود  PET28که این ژن در وکتور 

دارو برای  عنوان به ییریافتهتغ PA ژنیآنت نشان داده است.

باسیلوس آنتراسیس مهر  بوده که پكروتئین نوترکیكب آن 

 است. یدشدهتولبا موفقیت  یلااکودر میزبان 

 PA ,LF ,EFیسكلولدرونبادی به تولید پاسخ آنتی

هكای بكا اسكپورهایی از سكویه شكده یاكناهكای در موش

و  گرفكتقكرار  یبررسك مكورد هكااین پروتئین یدکنندهتول

 هاهبا  یسازیانا ینکهبعدازا، PAبه  بادییآنتیترت ینبالاتر

. (15)شكد، مشكاهده شدهنجاما PA   یدکنندهتول هاییهسو

 یهكامندوو  2-4 دو مكن زایكییانیادیگكر  یامهالعهدر 

. ژن یكدگرد یبررسكسویه متفاوت مكوش  4در  PA یگرد

خاصككیت ایاونوژنیسككیته و ادجككوانتی خككوبی را  شككدهیانب

یكك   عنوانبككهرا   PA،(. هاككه ایككن شككواهد4)دادنشككان 

توانكد در کنكد کكه مكیایاونودومیننت غالب شناسایی مكی

 (.3)شككوداسككتفاده  شككده یمهندسككطراحككی یكك  واکسككن 

در پكژوهش مكا نتكایج بالكا را  آمدهدسكتبههاينین نتایج 

تولیكدی در مكوش کكه در  بكادییآنتو تیتكر  کندیم ییدتأ

اسكت بیكانگر ایكن موضكوع  شكدهدادهقسات نتایج نشكان 

توکسكین  یرتكأث تواننكدیمPA علیكه  هایبادییآنت .هست

(. با تغییكر 12،3،3)کنندف متوقرا آنتراکس بر روی میزبان 

 یدالتون یلوک 22( کام  و فاقد PA) کنندهمحافظت ژنیآنت

 393 یكا424در نكواحی  ییریافتهتغ یدآمینهاسبا ی  و یا دو 

 یفاکتورهككابككرای  یمهارکننككدگدارای خاصككیت  425و 

 شدهی تشکبوده که ساختار هپتامری  EFو  LFزاییااریب

نرواهكد گرفكت.  ولی عا  انتقا( به داخ  سلو( صورت

 
 اجوانت فروندبر پایه  73PA ژنآنتی تولیدشده درموش سوری علیه IgG بادییآنت یترتبررسی  :1نمودار 
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است کكه  زایییانیا واین پروتئین دارای خاصیت درمانی 

 (.13،3،3)بوددارو و واکسن بسیار مهم خواهد  تهیه ازنظر

یكا  کننكدیمرا مهار  PAموتاسیون هایی که عالکرد انتقا( 

آرایكی  بكاز دراز طریق اختلكا( در انتقكا( توکسكین و یكا 

 اثرگككذار دو بككرای تشككکی  منفككذ، مككندوکانفورماسككیونی 

 دوطبقكهن ایكن موتاسكیونها در دومك و کلكاس ازد هستند.

که تبكدی  پكیش منفكذ بكه منفكذ را  ییهاآن: اندشدهبندی 

 دهندیمکه اجازه تشکی  منفذ را  ییهاآنکنند و بلوکه می

(. 3)برنكدیمولی توانایی منفذ در ترانسلوکاسیون را از بین 

دارو بكرای بكه دام انكدازی  عنوانبه توانیماز این ویژگی 

بكا توجكه بكه نتكایج  اسكتفاده کكرد. زخمیاهسكسم باکتری 

 توانكدیمآینكده  یهكاپژوهشپژوهش مكااین عالکكرد در 

 ینآلكان ی که فن PA 424 یدآمینهاسقرار گیرد.  یموردبررس

 یهكم بكرا یكرادارد، ز PAدر انتقكا(  یكادینقكش ز اسكت

 یاز طرفكك .اسككت هككمم ینمنفككذ و انتقككا( پككروتئ ی تشككک

در  424 یدآمینهاس یها موتاسیوناز  یاست برخ شدهثابت

 (.14)باشندیم یدرمان هاییتفعال یداخ  بدن دارا

بكه  424 یكتموقع ینآلكان ی در موش موتاسیون فن

 یك از موتاسكیون فن ترییقو یاثرات مهار یداس ی آسپارت

از  تكوانیم ین،بنكابرا؛ دهكدیمنشكان  ینبه آسكپارژ ینآلان

آنتكراکس  ندرمكا یبرا یافتهموتاسیون   PAیدرمان ی پتانس

در  یكابكه بكدن و  یزود و قب  از ورود باکتر کهیدرصورت

کكم اسكت و ترشكح  یعفونت که تعداد باکتر یهمراح  اول

 تكوانیمحالكت  ینشود. در ا یقتزر استکم  یزانسم به م

درمكان اسكتفاده  یبكرا دارو عنوانبه یافتهموتاسیون  PAاز 

ارتبككاط مثبتككی بككین موتاسككیون  کككهییآنجا از (.13)کككرد

بر روی سایت سكلولی وجكود  424فنی  آلانین  یدآمینهاس

ایجكاد اختلكا( در تشكکی  منفكذ و  یجكهدرنتدارد. این اثر 

(. موتاسككیون 22،19) دهككدیمككفراینككد عبككور از غشككا ر  

در  یگرواسككههدر  F427Yو F427W،  F427Lهاییافتككه

در  مكثثرسایت سلولی بسیار فعا( هستند و موجب انتقا( 

. شكودیممكد(  یهاسلو(سرتاسر غشا به داخ  سیتوزو( 

باعكك   F427Dو  F427G  ،F427Rهاییافتككهموتاسككیون 

که این اثكر بكا توجكه بكه  شوندیماختلا( در تشکی  منفذ 

انواع  یرتأثهای زیر (. در مثا(13)استمتفاوت  شانییتوانا

در سكایت  424آمینه فنی  آلكانین های اسیدموتاسیون یافته

. در مورد شده استمشرصسلولی و درصد تشکی  منفذ 

تشككکی   F427Hو  F427S ،F427T هاییافتككهموتاسككیون 

باشد و سایت سلولی مشاهده نشكده، درصد می 122منفذ 

و سایت  استدر صد  25تشکی  منفذ  F427Dدر حالت 

و اما در مكورد موتاسكیون یافتكه  شودیناایجاد سلولی نیز 

F427G  استو استفاده در این پژوهش نیز  توجه موردکه 

و سككایت سككلولی نیككز ایجككاد  شككودینامنفككذی تشككکی  

 (.19)شودینا

بكه گلایسكین  PAژن  424 یدآمینهاسك ییریافتگیتغ

 EFکه عا  انتقا( صورت نگیكرد و حكبس  شودیمباع  

در داخ  هپتامر یا اکتامر انجام گیرد. از این ویژگكی  LFیا 

اسكتفاده  زخمیاهسكبرای سكاخت یك  دارو علیكه  توانیم

 ژنیآنتكبر اساس نتایج این پكژوهش نقكش  (.22،19)کرد

علیكه آن بكه  بكادییآنتدر ایجاد  PA63 ییریافتهتغحفاظتی 

از این تحقیق و  آمدهدستبهاثبات رسید. با توجه به نتایج 

 عنوانبه توانیماین پروتئین را  شدهانجامبررسی مهالعات 

یكك  ایاونككوژن بككرای طراحككی یكك  واکسككن و داروی 

 ناود. پیشنهادنوترکیب  شدهیمهندس
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Abstract 
Background: Anthrax is a common illness between human and 
animal which the agent of that is Bacillus anthracis. The modified 
protective antigen cab be used in treatment and vaccination. The 
aim of this study is the recombinant expression of modified 
protective antigen in E. coli. 
Material and Methods: Gene fragments were amplified with 
PCR from pXOI and fusion gene from SOEing PCR was cloned 
in a cloning vector and finally sub cloned in pET28a(+) vector and 
transferred to E. coli BL21(DE3) competent cells. Recombinant 
expression of modified PA was induced by IPTG and after protein 
purification with affinity chromatography, resulted antigen was 
injected to mice in 4 repeats. Polyclonal antibodies produced in 
mice serum was accessed. 
Results: The modified protective antigen cloned in expression 
vector pET28a(+) was confirmed by PCR, enzymatic digestion 
and sequencing. Recombinant protein was confirmed by SDS-
PAGE and western blot. Serum was separated from mice blood 
and titre of antibody against modified PA was assessed by 
indirect ELYSA. 
Conclusion: resulted protein has high inhibitory property for LF 
and EF virulence factors. By consideration in PA detection by 
polyclonal antibody against modified PA from Bacillus anthracis, 
it can be used in for treatment and prophylaxis against anthrax in 
individual or combination forms with other PA domains. 
Keywords: protective antigen, Bacillus anthracis, recombinant 
protein 
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