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 چکیده
 

های های مختلف پروتئین سـاپورین اسـت. سـاپورین جزو پروتئینغاسـول صـابونی دارای ایزوفرم زمینه و هدف 
شـــدة موجود در توالی حفاظت 4324ها، آدنین ســـاپورین SO9( اســـت. ایزوفرم RIPsکنندة ریبوزومی )غیرفعال
GAGA ن مطالعه، بیان ایزوفرم . در ایشودسازی میکند و باعث اختلال در پروتئینرا دپورینه میSO9   در باکتری
E. coli بادی آن در موش سوری انجام شدو بررسی تیتر آنتی. 

و  BamH1های محدودکنندة نوترکیب توسط آنزیم  SO9-pUC57سنتزشده از پلاسمید   SO9ژن  هامواد و روش
Sal1  جدا گردید و در وکتور بیانیpET28a(+) سازی شد. بیان پروتئین نوترکیب با زیرهمسانهIPTG  .القا گردید

سازی شد. برای تأیید پروتئین نوترکیب از تکنیک وسیلة کروماتوگرافی تمایلی نیکل خالصنوترکیب به SO9پروتئین 
صورت صفاقی انجام و تیتر شده بههای سوری با پروتئین تخلیصاستفاده شد. واکسیناسیون موش 1وسترن بلات

IgG وسیلة سرم بهELISA بررسی شد. 

و هضم آنزیمی تأیید شد.  PCRوسیلة واکنش به (+)pET28aدر وکتور بیانی  SO9سازی ژن زیرهمسانه هایافته
، بیان بالای پروتئین نوترکیب را نشان داد. پروتئین نوترکیب SDS-PAGEکیلودالتون در  29حضور باند پروتئینی 

SO9  های های تست نسبت به گروهکلونال شناسایی شد. بعد از تزریق پروتئین در گروهیبادی پلوسیلة آنتیبه
 .گیری شداندازه ELISAوسیلة تست بادی تولیدشده بهکنترل، میزان تیتر آنتی

بادی برای شود از این آنتیشده سبب مینوترکیب تخلیص SO9ژن خاصیت ادجوانتی و ایمنوژنی آنتی گیرینتیجه
عنوان کاندید واکسن، تهیة کیت تشخیصی و در مطالعات در گیاه غاسول صابونی، به SO9شناسایی میزان حضور 

 .های انسانی استفاده گرددضدسرطانی سلول
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 1، شمارة 27دورة ، 1399دانشگاه علوم پزشکی سبزوار، فروردین و اردیبهشت 

 مقدمه. 1

زا قرار دارند. گیاهان در طبیعت همواره در معرض عوامل بیماری
فرد خود برای مقابله با این عوامل، هر گیاه مکانیسم منحصربه

صورت به 1ها در گیاه غاسول صابونیرا دارد. یکی از این مکانیسم
سازی هایی است که با از کار انداختن پروتئینتولید پروتئین
زا، باعث مرگ سلول شده، از پخش شدن بیشتر عامل بیماری

ساپونین ها با نامکند. این پروتئینلوگیری میعامل بیماری ج
شوند. شناخته می 2کنندة ریبوزومیهای غیرفعالها یا پروتئین

[1 ]RIPای و زنجیرهها از لحاظ ساختاری به دو گروه اصلی تک
ها با اختلال در [ این پروتئین2شوند. ]ای تقسیم میدوزنجیره

. این پروتئینشوندها میها مانع سنتز پروتئینفعالیت ریبوزوم
فرد عمل میگلیکوزیدی، منحصربه-Nها با فعالیت آنزیمی 

 (A4324)گلیکوزید در آدنین -Nکنند و با هیدرولیز پیوند 
28SrRNA  60در زیرواحدs  ریبوزوم، باعث توقف فعالیت

ها باوجود داشتن ساختار مشابه و RIP[ 3شوند. ]ها میریبوزوم
 [5ـ4ارای خصوصیات متفاوتی هستند. ]حضور در بافت گیاه، د

[، در 6شده در مسمومیت برای سلول ]های گزارشتفاوت
[ 7فعالیت آدنوزین گلیکوزیدی در سوبسترای پلی نوکلئوتیدی ]

[ ساپونین8آپتامترها است. ] RNAو حساسیت در بازدارندگی 
های تری ترپنوئیدی ها و ساپونینایلپههای استروئیدی در تک

وسیلة توان بهها را می[ ساپونین9ها حضور دارند. ]ایلپهدر دو
کنند، های خاص را شناسایی میبادیهایی که آنتیکنندهحمل

این  [10های جانوری انتقال داد. ]های هدف در بافتبه سلول
ها دارای خاصیت ضدسرطانی، ضدانگلی، ضدقارچی، پروتئین

های زیادی ساپورین[ 11کشی هستند. ]ضدباکتریایی و حشره
ن دارای ساپوری[ 4دست آمده است. ]از غاسول صابونی به

 متفاوت پروتئینی ایزوفرم ده حداقل کهاست  چندژنی ةخانواد

 استخراج ریشهو  برگ دانه، مانند گیاه مختلف هایبخش از

 و 6 ،5 ایزوفرم، ساپورین هایایزوفرم ترینسمی[ 4. ]است شده
 95: 1 ایزوفرم صورتبه هاایزوفرم توالی تطبیق نتایج .است 9

: 4 ایزوفرم ،درصد 90: 3 ایزوفرم ،درصد 95: 2 ایزوفرم ،درصد
 ،درصد 100: 6 ایزوفرم ،درصد 98: 5 ایزوفرم ،درصد 98

 91: 9 ایزوفرم ودرصد  98: 8 ایزوفرم ،درصد 98: 7 ایزوفرم
 9 مایزوفر به مربوط 6 ایزوفرم با افتراق بیشترین و بوده درصد
های این گیاه وجود دارد؛ . این پروتئین در سرتاسر انداماست

[ ساختار 4ولی بیشترین تجمع آن مربوط به بذر گیاه است. ]
از طریق توالی 3های غاسول صابونیاولیة بسیاری از ساپورین

سازی [ و از طریق خالص14ـ12] cDNAهای یابی ژنی، کلون

                                                                                                                                                                                                 
 

1. Ribosome-Inactivating Protein 

ساپورین  بالغ پروتئین دست آمده است.[ به15] SO6ساپورین 
S9  ساپورین کامل توالی. است آمینه اسید 253دارایS6  در 

 را آمینه اسیدهای درصد 10 تقریباً و شد شناسایی 1990 سال

( پس 14. )است داده تشکیل لیزین آمینة اسید، S6ساپورین  در
 S9، ساختار اسیدهای آمینة ساپورین 2000از آن در سال 

آمینو اسید نسبت به  ساپورین  22در شناسایی شد که فقط 
S6 [ .3تفاوت داشتند] 

آمینو اسید و با وزن مولکولی   253دارای   SO9ساپورین
)غلظت  50lC[ این پروتئین با 3دالتون است. ] 28492.99

 037/0درصد بازدارندگی تولید پروتئین(  50مناسب برای 
 [16است. ]آمده از این گیاه دستترین سم بهنانومول، قوی

  S6ساپورین پروتئین با سلولی مرگ برای روش چندین
 که زمانی که است ایگونهبه سلولی مرگ سازوکار. دارد وجود

 هسته یا آندوپلاسمی ةشبک یا سیتوپلاسم به S6 ساپورین

 شکل دو هر به) آپوپتوز شدن فعال سبب تواندمی ،رسید

 استرس و نکروزیس اتوفاژی، ،(کاسپاز به غیروابسته و وابسته

[ 18ـ17. ]کند مهار را پروتئین سنتز و ودش اکسیداتیو
کند؛ با این دقیقاً مانند ایزوفرم شش عمل می   SO9ایزوفروم

 6تر از ایزوفرم شمارة ، شانزده برابر قوی50ICتفاوت که دارای 
 ضدویروسی فعالیت برعلاوه گیاه این هایپروتئین[ 15است. ]

 اختلال طریق از هاسلول کُشتن توانایی [،20ـ19] ضدقارچی و

 عنوانبه توانندمی رو همین از و دارندرا  هاپروتئین سنتز در

 این هدف. شوند استفاده ضدسرطان و بیولوژیک فعال عوامل

 بادیمیزان تیتر آنتی بررسی و E. coli در SO9 ژن بیان مطالعه

    شد. حاصل موفقیت با که بود موش سوری در

 هامواد و روش. 2

 غاسول گیاه SO9 ژن کامل توالی تجربی ةمطالع این در

 :Accession Noشمارة  )با NCBI ژن بانک زا صابونی

X69135.1) به نظر مورد صناعی ژن توالید. گردی استخراج
 میزبان برای هاکدون از صحیح ةاستفاد سازی،بهینه منظور

 ةثانوی ساختمان ایجاد ،GC محتوای مقدار تصحیح نظر، مورد
 تعدیل و پیرایشی نواحی تصحیح ،mRNA برای صحیح

 بررسی کلونینگ در تداخل از جلوگیریرای ب برش هایجایگاه

 و  BamHI آنزیمی برش هایجایگاه گرفتن درنظر با و شد
SalI وکتور در pUC57 فن ندای شرکت به سنتز جهت 

 .  شد داده سفارش
از آزمایشگاه  DH5α سویه E. coli مستعد هایسلول

 کلرید روش با )ع(حسین امام جامع دانشگاه شناسیباکتری

2. Saponaria officinalis L. 
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 روش با ژن واجد پلاسمید از نانوگرم 100 و تهیه کلسیم

سلول. گردید تراریخت مستعد هایسلول به حرارتی شوك
 حاوی آگار LB محیط روی بر نوترکیب پلاسمید واجد های

 با لیترمیلی بر میکروگرم 100 غلظت با سیلینآمپی

، 21. ]شد غربالگری گرادسانتی درجه 37 دمای در گرماگذاری
37] 

 هایآنزیم با آنزیمی هضم واکنش سازیزیرهمسانه برای 

 و  pUC57 پلاسمید روی بر SalΙ و BamHΙ ةمحدودکنند
 و SO9 ژنی ةقطع شد. انجام(+)pET-28a بیانی وکتور

pET28a(+) کیتة وسیلبه آگاروز ژل روی از خوردهبرش 

 توسط که  SO9 ژن [21. ]گردید تخلیص DNA استخراج

 به و خورده برشSalΙ  و BamHΙ ةمحدودکنند هایآنزیم

 و خورده برش هاآنزیم همین با که (+)pET28a بیانی وکتور
 و   SO9 ژن الحاق واکنش .گردید الحاق بود، شده استخراج

 22 دمای در ساعت یک مدت به (+)pET28a بیانی وکتور

 شرکت)  T4 DNA Ligase آنزیم توسط گرادسانتی درجه

 حرارتی شوك روش با الحاق محصول .گرفت صورت( فرمنتاز

شد.  تراریخت  E. coli BL21 (DE3) مستعد هایسلول به
 غربال کانامایسین بیوتیکآنتی با نوترکیب هایکلونی[ 21]

 آنزیمی هضم و PCR با SO9 ژن حاوی پلاسمید حضور و شد

 شبانه کشت از SO9 ژن بیان برای. گرفت قرار ییدأت مورد

میلی پنج به میکرولیتر 100 میزان شدهجداسازی هایکلون
 رسیدن از پس و تلقیح کانامایسین حاوی مایع  LBمحیط لیتر

OD1  ة القاکنند ةماد نانومتر، 600 موج طول در6/0ه ب
IPTG2 به و افزوده کشت محیط مولار بهمیلی یک غلظت با 

. شد انکوبه گرادسانتی درجه 37 دمای در ساعتچهار  مدت
[22] 

 به فوق ةمرحل در شدهآوریجمع باکتریایی هایسلول 

 100 با هاسلول روش، این در. شدند تیمار دناتوره روش

 از و نواختیک مولار 8 ةاور حاوی B ةلیزکنند بافر میکرولیتر

 دقیقه 20 مدت به هانمونه. شدند شکسته سونیکاسیون طریق

 محلول و شدند سانتریفیوژ دقیقه در دور 14000 سرعت با

 5 مدت به و مخلوط x5 غلظت دارای بافر سمپلر با رویی
 درنهایت. شد جوشانده گرادسانتی درجه 100 دمای در دقیقه

 12 (SDS-PAGE) الکتروفورز ژل توسط تیمارشده هاینمونه
 هاینمونه[ 22. ]شدند بررسی پروتئین بیان لحاظ ازدرصد 

( سیناژن) پروتئینی مارکر با همراه ،IPTG القای از بعد و قبل
درصد،  12 ژل غلظت) شدند الکتروفورز دناتوره، شرایط تحت

                                                                                                                                                                                                 
1. Optical Density 

2. Isopropyl β-D-1-Thiogalactopyranoside 

3. Bovine Serum Albumin 

 ةمشاهد برای(. ولت 300 ولتاژ آمپر،میلی 25 ثابت جریان
 (R-250) بلو کوماسی با آمیزیرنگ روش از پروتئین، باندهای
-His توالی کمک به نوترکیب هایپروتئین [22. ]شد استفاده

tag انتهای در N-terminal ستون ةوسیلبه خود 
 ژل توسط و تخلیص  Ni-NTAرزین با کروماتوگرافی

 د.شدن بررسی الکتروفورز
تخلیص طبیعی پروتئین و نوترکیب پروتئین أییدت برای 
 بلاتینگ. شد استفاده بلات وسترن تکنیک از گیاه، از شده

 از میکروگرم 20. شد انجام نیتروسلولز کاغذ روی هانمونه

 از و شد لود درصد 12 آمیدآکریلپلی الکتروفورز در پروتئین

 همان به( سیناژن) (BSA)  3گاوی سرم آلبومین پروتئین

 سپس. شد استفاده منفی کنترل عنوانبه هدف پروتئین مقدار

 شامل بلاتینگ بافر در ،شده جدا الکتروفورز کاست از ژل

 20 اتانول و مولارمیلی 192 گلیسین مولار،میلی 25 تریس

 ساندویچ در ژل شو،وشست از پس . شد داده شووشست درصد

. شد داده قرار وسترن تانک در و بندیبسته بلات وسترن
 مدت به ولت 70 ولتاژ و 120 آمپر در بلاتینگ ایندفر

 خالی، هایجایگاه کردن پر منظوربه. شد انجام ساعت5/1

 شب یک مدت به بلاتینگ عمل اتمام از پس نیتروسلولز کاغذ

سانتی درجه 4 در PBST 4 در شیرخشک درصد 3 محلول در
 داده شووشست PBST با مرتبه سه سپس. شد دارینگه گراد

 1:5000 رقت با موش سوری کلونالپلی بادیآنتی با کاغذ. شد
. شد گرماگذاری ساعت 1 مدت به گرادسانتی درجه 37 در
موش  ةکونژوگ. گرفت انجام بار سه PBST با شووشست ایندفر

تشخیص ةثانوی بادیآنتی عنوانبه 1:2000 رقت باسوری 
. شد انجام گرماگذاری قبل ةمرحل همانند. رفت کارهب دهنده
پیشین صورت گرفت.  مراحل همانند نیز شووشست فرایند
 DAB5ی زارنگ سوبسترای محلول در نیتروسلولز کاغذ نهایتاً 

 مولار بامیلی  50 تریس بافر لیترمیلی 100 در گرممیلی 60)

pH توقف برای. شد داده قرار پروتئینی باند ظهور تا( 8/7 برابر 

 شدهبیان پروتئین غلظت[ 22. ]شد اضافه مقطر آب واکنش،

 استاندارد عنوانبه BSA از استفاده با و برادفورد روش کمک به
 .  شد تعیین
 اصول رعایت به توجه با ایمنی، پاسخ بررسی منظوربه

 با ماده جنسموش سوری ) سر 6 از حیوانات، با کار اخلاقی

 (االلهبقیه دانشگاه پزشکی علوم شگاهدان از گرم 23حدود   وزن
 برای. شد استفاده کنترل ةنمون عنوانبهسر  4 و تست عنوانبه

 PBS با شدهتخلیص پروتئین میکروگرم 20 ،سوریموش  هر

4. Phosphat-Buffered Salin- Tween 

5. Diaminobenzidine 
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 سازیآماده جهت. شد رسانده میکرولیتر 500 حجم به استریل

 1آب در روغن ادجوانت آن حجم هم تزریق، برای هانمونه
 محتویات سپس و( لیتریمیل 1 نهایی حجم) گردید اضافه

 200 تست موش سوری هر به پایان، در. گردید همگن

 ژنآنتی میکروگرم 20 حاوی که شدهتهیه ةنمون از میکرولیتر

 . شد تزریق صفاقی داخل صورتبه بود، نظر مورد
 :غیرمستقیم الایزای روش به بادیآنتی تیتر تعیین

 مقدار :میکروپلیت کف در ژنآنتی عنوانبه پروتئین تثبیت. 1

 بافر میکرولیتر 100 در محلول نوترکیب پروتئین میکروگرم 5

 چاهک دو و ریخته الایزا هایچاهک از هریک داخل 2کوتینگ

 یک مدت به میکروپلیت سپس. شد گرفته درنظر کنترل جهت

 شویوشست. 2. شد قرارداده درجه 4 دمای در روزشبانه

 آزمایش اصلی ةمرحل هر از پس عمل این:  PBSTبا هاچاهک

 با سپس و صورت گرفت مرحله هر مواد ةتخلی از پس و الایزا

 کردن مسدود. 3. دش خشک ایپارچه تنظیف روی زدن ضربه

درصد  5  محلول: هاچاهک کف در ژنآنتی از خالی هایمحل
 یک مدت به و اضافه هاچاهک به PBST در خشک شیر

 این. شد گرماگذاری گرادسانتی درجه 37 دمای در ساعت

 کانژوگه و سرم ةناخواست هایواکنش از جلوگیری جهت عمل

 سرم از رقت سریال ةتهی. 4. گرفت صورت میکروپلیت با

 سرم از رقت سریال ةتهی جهت: کنترل و تست حیوانات

 در و برداشته میکرولیتر 3 موش سرم هر از ابتدا حیوانات،

. گردید پیپت خوبیبه و ریخته  PBST بافر میکرولیتر 300
 دوم و( Aآن به درون چاهک اول ) از میکرولیتر 100 سپس

(A )بافر میکرولیتر 100 و شد منتقل PBST  درون به نیز 

 100 ادامه در. شد ریخته (F) ششم تا( B) دوم هایچاهک

 سوم چاهک به دوم چاهک درون از شدهرقیق سرم میکرولیتر

 مخلوط کاملاً  کردن پیپت با سمپلر کمک به و شد منتقل

 دوم چاهک ،ترتیب بدین(. شد پیپت بارهشت  حدود) گردید

 ششم چاهک تا عمل این و شد رقیق 2/1 اول چاهک به نسبت

 میزان به خود از قبل چاهک به نسبت چاهک هر و یافت ادامه

 100 ژن،آنتی حاوی کنترل چاهک به. گردید رقیق 2/1

 100 بادی،آنتی حاوی کنترل چاهک به و PBST میکرولیتر

 سپس. شد افزوده اول چاهک رقت با سرم از میکرولیتر

 درجه 37 انکوباتور شیکر در ساعت یک مدت به میکروپلیت

 از 1:1500 رقت: کانژوگه افزودن .5. شد انکوبه گرادسانتی

 100 میزان به آن از و تهیه PBST در موش سوری ةکانژوگ

                                                                                                                                                                                                 
1. oil in water 
2. Cotting Buffer 

 یاجزا کنترل منظوربه. شد ریخته چاهک هر درون میکرولیتر
سرم( آنتی فاقد و ژنآنتی فاقد) کنترل چاهک دو در واکنش،

 با کانژوگه نیز و ژنآنتی با واکنش تا شد اضافه کانژوگه نیز

 درجه 37 انکوباتور در پلیت سپس .گردد مشخص بادیآنتی

 افزودن. 6. گردید انکوبه ساعت یک مدت به گرادسانتی

 OPD3ل محلو حاوی سوبستراآزمایش:  توقف و سوبسترا
 و فسفات سیترات بافر لیترمیلی OPD ، 5گرممیلی 3 حاوی

 این از میکرولیتر 100 میزان به که بود 2O2H میکرولیتر 3

 تاریکی محل به میکروپلیت و اضافه چاهک هر به محلول

نمونه در رنگ محض ظهوربه. گیرد انجام واکنش تا شد منتقل
 و متوقف مولار 5/2 سولفوریک اسید با واکنش کنترل، های

. شد خوانده نانومتر 495 موج طول در هاچاهک نوری جذب
 [23ـ22]

 های پژوهش  . یافته3
 SO9 ژنی ةقطع ،pUC57 وکتور در موجود ژنی ةقطع بیان برای

 منظوربه. گردید منتقل (+)pET28a بیانی پلاسمید به

با استفاده  pUC57 وکتور در نظر مورد ةقطع سازی،زیرهمسانه
 آنزیمی هضم تحت SalI و BamHI های محدودکنندة از آنزیم

 باز جفت 759 توالی طول با نظر مورد ژن و گرفت قرار دوگانه

 pUC57 وکتور( و باند 4، چاهک 1)شکل  گردید خارج وکتور از
 وکتور در SO9 ژنی ةقطع دادن قرار برایقابل مشاهده است. 

pET28a(+)، ةمحدودکنند هایآنزیم با پلاسمید SalI و 
BamHI از استفاده با پلاسمیدآنزیمی،  برش از بعد. شد خطی 

 الکتروفورز جریان در باندشدهتک پلاسمید. شد تخلیص کیت

 ةقطع دادن قرار برای. ایستاد بازی جفت 5369 باند راستای در
 کمک با اتصال واکنش (+)pET28a پلاسمید در SO9 ژنی

 وکتور وکتور، و ژن الحاق از پس. شد انجام لیگاز T4 آنزیم

 E.coli BL21( DE3) هایسلول به (SO9) نظر مورد ژن واجد
 هضم برش و PCR ،سازیزیرهمسانه ییدأت برای. شد تراریخت

 ،PCR روش به SO9 ژن تکثیر از پس. گرفت انجامآنزیمی 
 و گرفت قرار ارزیابی مورد آگاروز درصد 1 ژل روی محصول

 لحاظ از 2، چاهک 1جفت باز( در شکل  759) نظر مورد ةقطع

 (+)pET28aی پلاسمیدها همچنین. داشت همخوانی اندازه
 و BamHΙ ةمحدودکنند آنزیم دو با  SO9 ژنی ةقطعحاوی 
SalΙ جفت باز و  759) آمدهدستبه اتقطع که شدند هضم
 همخوانی اندازه لحاظ از (5چاهک  ،1شکل جفت باز،  5369

 . داشت

3. O-Phenilenediamine 
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  (+)pET28aسازی ژن هدف در . تأیید زیرهمسانه1شکل 
. کنترل 3؛ چاهک بازی جفت 759در جایگاه   SO9ژن  PCRباند حاصل از الکتروفورز محصول : 2؛ چاهک جفت بازDNA 100نشانگر   :1 چاهک 

 759 و جفت باز 5369حدود های باند  :5 جفت باز؛ چاهک 759، 3000)جفت باز pUC57یمی وکتور آنزهضم  واکنش الکتروفورز: 4منفی؛ چاهک 
 .دوگانه است س از واکنش هضم آنزیمیپ (+)pET28aمربوط به خطی شدن پلاسمید  بازی جفت

 ییدأت مورد هایسلول بیان سازی،زیرهمسانه ییدأت از پس

درصد  12 الکتروفورز ژل روی بر بیان بررسی و گرفت انجام
 مولکولی وزن با پروتئینی باند آمیزی،رنگ از پس. شد اعمال

(. برای رهاسازی 2 کلش) گردید مشاهده کیلودالتون 5/29
 چند بار سونیکاسیون ضروری است.  SO9پروتئین نوترکیب 

 
 درصد حاصل از بیان پروتئین نوترکیب SDS-PAGE 12. تصویر الکتروفورز 2شکل 

: رسوب حاصل از سونیکاسیون اول، دوم، سوم و چهارم نمونه با 6ـ3، ستون PBSدر محلول  IPTG: نمونه با القای  2: شاهد، ستون 1ستون  
 IPTGالقای 

 ،الکتروفورز ژلوسیلة به SO9ژن  بیان ییدأت از سپ
 Ni-NTA ستون از استفاده با نظر مورد نوترکیب پروتئین

 الکتروفورزدرصد  12 ژل روی بر حاصل هاینمونه و تخلیص

 کیلودالتون 5/29 راستای در حاصل اندتکب پروتئین که شد

 شکل) بود ییدأت مورد نوترکیب پروتئین تخلیص و داشت قرار
3.) 
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  SDS-PAGEدرصد  12. تصویر الکتروفورز حاصل از تخلیص پروتئین از ستون نیکل با استفاده از ژل 3شکل 
 MES: بافر 4، ستون Elu250: بافر 3، ستون Elu100: بافر 2، ستون 310003: مارکر شمارة 1ستون  

 وسترن بلات تکنیک از پروتئینی محصول تأیید منظوربه

 در کار رفت.به کلونالپلی بادیآنتی ،روش این در. شد استفاده

 باند یک ،است IPTG با نمونة القاشده به مربوط که تست ستون

 که شاهد ستون در. شد مشاهده کیلودالتون 5/29 نزدیکی در

 (.4 شکل) نشد مشاهده باندی نبود،  IPTG القای تحت

 
 کلونالبادی پلیشده با استفاده ازروش وسترن بلات با استفاده از آنتی. تایید پروتئین نوترکیب بیان4شکل 

 IPTG: کنترل بدون القای 3، ستون IPTG: نمونة القاشده با 2، ستون  310003: مارکر با شمارة 1ستون  

 نیز گیاه کالوس از شدهتخلیص طبیعی پروتئین برای

 پروتئینی باند ،کیلودالتون 5/29 راستای در و شد انجام وسترن

 [47. ]دش مشاهده

 حیوانات از گیریخون از پس بادی،آنتی تیتر بررسی برای

 د. ش انجام بادیآنتی تیتر بررسی برای الایزا شاهد، و شدهایمن

 د. تزریقگردی رسم گیریخون بار هر از پس سازیایمن نمودار

 تیتر افزایش و گردید هومورال ایمنی تحریک باعث ژنآنتی
 .(5 کل)ش شد مشاهده تزریق بار هر ازایبه بادیآنتی

 

 
 . بررسی تیترآنتی بادی با استفاده از تکنیک الایزا 5شکل 

 شاهد است. 4تیمار و سری  3تا  1سری 
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 گیری. بحث و نتیجه4
 در که است ایران در کمیاب گیاهان از یکی صابونی غاسول

 هارودخانه و هاجاده کنار در خزری، مرطوب و معتدل مناطق

 تولیدشده زیستی فعال ترکیبات از یکی ساپونین. رویدمی

 پزشکی ةحوز در متعددی کاربردهای و است گیاه این توسط

 مواد تولید) بهداشت و( سم تولید) کشاورزی ،(درمانیشیمی)

 ریشه، از توانمی را ساپورین[ 23. ]دارد( کنندهپاك و شوینده

 [4. ]کرد استخراج صابونی غاسول گیاه بذر و کالوس برگ،
 از یکی آن 9 ایزومر و است ایزومر 10 حداقل دارای ساپورین

 جدا دانه از 9و  6، 4، 3 هایایزوفرم. هاستایزوفرم ترینسمی

 هایآنزیم این از ایخانواده SO9 ساپورین پروتئین. است شده

 در اخلال با هایوکاریوت در که است پروتئینی ماهیت با سمی

پروتئین تولید در سیتوپلاسمی هایاندام دیگر و هاریبوزوم کار
. شودمی سلول مرگ موجب درنهایت و کندمی ایجاد وقفه ها

ی غلظت ت. اس متفاوت مختلف هایایزوفرم در  1مهارکنندگ
 صورتی به ست؛هاایزوفرم ترینقوی وجز 9 و 6 ،5 هایایزوفرم

نانو 05/0 ترتیببه هبردنام ایزوفرم سه برای غلظت این که
 ةمقایس[  15ت. ]اس مولارنانو 037/0 و مولارنانو 06/0 مولار،

می نشان( 6 و 5 ایزوفرم) ساپورین ةدان از ایزوفرم دو عملکرد
 آنزیمی خاصیت کمتر، 50IC دلیل داشتنبه ،6 ایزوفرم که دهد

[ بر همین 30. ]دارد 5 ایزوفرم از بیشتری سمی فعالیت و
 50IC (037/0با داشتن کمترین میزان  S9اساس، ساپورین 

 سمیت اثر( دارای بیشترین میزان سمیت است. نانومول
 اماشود؛ می شروع پروتئین سنتز مهار توسط S9 ساپورین

 وDNA  کردن دپورینه با ریبوزوم کنندگیغیرفعال ةمشاهد
 آغاز ،اندشده واسرشت یکدیگر از که اسیدهایی نوکلئیک دیگر

 توانایی ،گفت توانمی ساپورین از که توصیفی اولین. گرددمی

 شد. کشف 1996 سال در که است پوپتوزآ با هاسلول شتنکُ

 کروماتین، شدن قطعهقطعه مانند پوپتوزآ هایویژگی از برخی

 و هالنفوسیت در هیپودیپلوئید هایسلول پوپتوتیک،آ اجسام
 [32ـ31]. نداشده پیدا خون سرطان سلولی هایرده از بسیاری

 شکلبه و غیرفعال صورتبه مایعات ورود مانند  S9ساپورین

-α2 [ 34ی ]هاگیرنده طریق از یا و [34ـ33] پینوسیتوز

macroglobulin  کمتری از نسبتاً سمیت درنتیجه و شده وارد 

 وارد را هاآن اگر حال، این با د. دارن هاکنندهغیرفعال دو نوع

می که قرمزی هایگلبول بطن در یا و[ 35] کنیم هالیپوزوم
 کنیم، وارد[ 39ـ36] یابند اتصال دیگر هایسلول به توانند

می دو نوع از ترقوی ،یک نوع هایکنندهغیرفعال سمی خاصیت
-N ها فعالیتRIP .دارد قرارRIP ة دست در گیاه این  .شوند

                                                                                                                                                                                                 
1. inhibitory concentration 

 /سارسین حلقة از را خاص آدنین دارند؛ یعنی یک گلیکودازی
[ 40، 25ـ24کند. ]می حذف rRNA بزرگ زیرواحد رایسین

RIPفعالیت با ها N-در گوانین و آدنین بین پیوند ،گلیکودازی 
/ سارسینآلفا ـ  ةحلق در واقع  GAGA ةشدحفاظت توالی

 جدا را 28SrRNA زیرواحد (Sarin-Ricin Loop(R/S)) ریسین
 از،  S/Rةحلق از 2آدنین کردن جدا این. کنندمی )دپورینه(

 اتصال یعنی) ریبوزوم در شدن طویل 2ة شمار فاکتور ایجاد

sGTP به EF-2) جلوگیری پروتئینی ةرشت شدن طویل ةادام و 

 گزارش [38ـ37، 26. ]شودمی پروتئین سنتز توقف باعث ،کرده
 هویژبه مختلف، هایزیرگونه از نیز را آدنین هاRIP که است شده

 [ این42، 27، 7]کنند. می حذف ،DNA مختلف اشکال از
 سموم ساخت در درمانی بسیاری اهمیت است ممکن هاآنزیم

 درمان برای که  ها داشته باشندایمونوتوکسین مانند شیمیایی
وی آیاچ عفونت و خودایمنی هایبیماری سرطان، مختلف انواع

 [ 41، 29ـ28مفید هستند. ]
 هایپالس توسط توانمی را هاسلول به هاRIP ورود

[ 46] فتوشیمیایی ورود یا و[ 45] امواج [،44] الکتریکی
 دارای گلیکودازی-N  فعالیت برعلاوه هاRIP. کرد تسهیل

 کیتینازی، فعالیت مانند دیگر آنزیمی فعالیت چندین

 از [15هستند. ] لیپازی و Dnase دیسموتازی، سوپراکسید

 آنزیمی فعالیت و بوده پایدار بسیار ترکیبات این که آنجایی

 از هاسلول بردن ازبین توانایی ،دهندمی نشان خود از قوی

 این بادیآنتی از و دارند را هاپروتئین سنتز در اختلال طریق

 سم بیوتروریستی عامل تشخیصی کیت عنوانبه ترکیبات

به همچنین و بیولوژیک هایجنگ در صابونی غاسول گیاهی
 [25. ]کرد استفاده توانمی قوی ضدسرطان ترکیب یک عنوان

ای در میزبان باکتری دارای مشکلات عدیده هاRIPتولید  
برای خود میزبان، باکتری  هاRIPدلیل سمی بودن است. به

مجبور به غیر مجلول کردن پروتئین نوترکیب بوده که محلول 
نمودن آن برای جداسازی به چندین سونیکاسیون نیاز دارد. 

نوترکیب یو کاریوتی ضرورت های سازی پروتئینبرای خالص
سونیکاسیون بر روی لاشة باکتری انجام بار عمل  12دارد تا 

ها دارای خاصیت اجوانتی بوده که با یک یا دو گیرد. ساپونین
دست بادی مورد نظر بهبار تزریق به حیوان آزمایشگاهی آنتی

   [23،47خواهد آمد. ]

 هابوزومری ردنک غیرفعال توانایی ساپورین اینکه به توجه با
 سوری موش در بادیآنتی تولید به توجه با همچنین و دارد را

 درمان در همچنین و واکسن کاندید عنوانبه آن از توانمی
 .کرد استفاده سرطانی تومورهای

2. deadenilation 
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Abstract 

Introduction: Saponaria officinalis have various saponin isoforms. 

Saponin is a ribosome-inactivating protein (RIP). The SO9 isoform of 

saponins depurinates the adenine 4324 in the preserved GAGA sequence 

resulting in impairment of protein production. In this study, the S09 

isoform was expressed in E. coli and its antibody titers were evaluated 

in Mouse. 

Materials and Methods: The S09 gene was synthesized and isolated 

from the pUC57-S09 recombinant plasmid using the restriction enzymes 

BamH1 and Sal1, and then cloned in the expression vector pET28a(+). 

Expression of the new recombinant protein was induced by IPTG. The 

recombinant S09 protein was purified by Ni affinity chromatography. 

The recombinant protein was confirmed through western blotting. The 

Mouse were vaccinated through intraperitoneal injection of the purified 

protein and serum IgG titer was measured through ELISA. 

Results: Subcloning of S09 gene in the pET28a (+) expression vector 

was confirmed by PCR and enzymatic digestion. The presence of 29 kDa 

protein band in SDS-PAGE showed the high expression of recombinant 

protein. The recombinant S09 protein was detected by polyclonal 

antibody. After injection of the protein to the test groups, the antibody 

titer was measured by ELISA. 

Conclusion: The adjuvant property and immunogenicity of the purified 

recombinant S09 antigen showed that this antibody can be used to detect 

the presence of S09 in Saponaria officinal is, as a candidate for vaccine, 

for production of diagnostic kits, and in human cells anticancer studies. 
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