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کلستریدیوم سازی بتا توکسین مقایسه دو روش خالص

 Bتیپ پرفرنژنس 
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 1411 اردیبهشت 3،  پذیرش نهایی: 1411 اردیبهشت 2،  بازنگری: 1411 فروردین 21دریافت مقاله: 

 

 لکیده

بتتتا  تواننتتدمی C و B تیتت  فقتت  آن هایستتویه بتتین از کتته استتت هتتوازیبی بتتاکتری یتت کلرتتتریدیوم پرفرنتتون  

تتتأدیر مهلکتتی بتتر  و دارد حیتتوان و انرتتان هتتایبیهاری از برتتیاری در مههتتی نقتتش بتتتا توکرتتین. کننتتد تولیتتد توکرتتین را

کلرتتتریدیوم  از بتتتا توکرتتین استتتترا  بتترای ستتازیخالب روش دو مقایرتته هتتد  بتتا حاضتتر یملال تته. گتتذاردروده می

 کرومتتاتوگرافی آمونیتتوم، ستتولفاگ رستتو  از استتتفاده بتتا بتتتا توکرتتین او ، روش عنوانبتته. شتتد اننتتام B تیتت  پرفرنتتون 

 از دوم در روش کتتته حتتتالی در شتتتد، ستتتازیخالب کرومتتتاتوگرافی ت تتتوی  یتتتونی و( G-25ستتتفادک  ) ستتتتونی

 گیریانتتدازه ستتازیخالب از مرحلتته هتتر در پتتروتئین مقتتدار و ههتتولیزی ف الیتتت. شتتد استتتفاده افینیتتتی کرومتتاتوگرافی

 نتتتای  بتته تو تته بتتا. شتتد بررستتی SDS-PAGE)از الکتروفتتورز ) استتتفاده بتتا مرحلتته هتتر در بتتتا توکرتتین خلتتوص. شتتد

 ف الیتتت مقتتادیر. بتتود دريتتد 1/41 دوم روش بتتازده و دريتتد 1/12او   روش بتتازده کتته داد نشتتان روش دو ایتتن مقایرتته

 کتته دهتتدمی نشتتان متتا نتتتای . شتتد م استتبه U/mg 5/114 و U/mg1/2311  ترتی بتته دوم و او  روش بتترای ویتتوه

 و بتتای خلتتوص بتتا B تیتت  کلرتتتریدیوم پرفرنتتون  از بتتتا توکرتتین ستتازیخالب بتترای توانتتدمی افینیتتتی کرومتتاتوگرافی

 .شود استفاده( HU/mg 4371)نربت ف الیت به پروتئین 

 افینیتی کروماتوگرافی ت وی  یونی، کروماتوگرافی توکرین، بتا ،B کلرتریدیوم پرفرنون  تی  ی کلیدی:هاواژه

 

 

 

                                                           
 najafi99@yahoo.com رت الکترونی  نویرنده مرئو  مکاتبه:پ *
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 مقدمه
 مثبتتتتت،گرم بتتتتاکتریکلرتتتتتریدیوم پرفرنتتتتون  

 تشتکیج بته قتادر کته استت و بیرمت ترک شکج ایمیله

استت  م یلتی زیرتت عوامتج برابتر در مقاوم اسپورهای

های پرفرنتتون  لهتتار ستت  عهتتده بتته . ستتویه (2، 1)

هتتای آلفتتا، بتتتا، اپرتتیلون و یوتتتا کتته دارای ف الیتتت نام

رد کتته بتته پتتن  گتتروه کشتتنده و نکتتروز هرتتتند را دا

 . نتو (3)شتوند ( تقرتی  میA, B, C, D, Eایزوتایت  )

 کته باشتدمی توکرتینبتتا  ت قیتج ایتن در ملال ه مورد

. بتتتتا (4)شتتتود تولیتتتد می Cو Bفقتتت  توستتت  تیتتت  

عنوان یتت  عامتتج ايتتلی نکتتروز کننتتده توکرتتین بتته

آنتروکولیتتتت و آنتروتوکرتتتهی در انرتتتان و حیتتتوان 

شتتناخته شتتده استتت بنتتابراین بتترای بتتای بتتردن کیفیتتت 

ستتتازی مناستتت  بتتتتا کرتتتن آنتروتوکرتتتهی، خالبوا

 .(5)توکرین بریار اههیت دارد 

ستتتازی منمتتتور ختتتالبهتتتای متتلفتتتی بتتتهروش

تتتوان هتا متین روشاز  هلته ایت و تود دارد هتاینئپتروت

ستتتازی نمیتتتر ک ستتتی  ختتتالب هتتتای متتتدرن وروش

هتتای حتت   ،گیتتری بتتا نهتت  آمونیتتوم ستتولفاگرستتو 

و انتتتتتوا  ژ  فیلتراستتتتتیون  ،الکتروفتتتتتورز ،آلتتتتتی

. ابلتتت  فراینتتتدهای (1)کرومتتاتوگرافی و... را نتتتام بتترد 

شتتتوند، و از آنهتتتا  کرومتتتاتوگرافی تتتتر ی  داده متتتی

اختاايتی بترای اتاتا  و دفت  پتروتئین  نورتوان بهمی

نمتتور . بتته ههتتین م(7)بتتا خلتتوص بتتای استتتفاده کتترد 

انتتد کتته هتتای متتلتت  کرومتتاتوگرافی توستت ه یافتهروش

شتتامج کرومتتاتوگرافی ستتتونی، کرومتتاتوگرافی بتتا ییتته 

(، کرومتتاتوگرافی کابتتذی، کرومتتاتوگرافی TLCنتتازک )

گتتازی، کرومتتاتوگرافی تبتتاد  یتتونی، کرومتتاتوگرافی نفتتوذ 

ژ ، کرومتتتاتوگرافی بتتتا فشتتتار بتتتای و کرومتتتاتوگرافی 

هتتتای يتتتن تی بتتترای . اولویت(1)باشتتتد افینیتتتتی می

های بتتتا هتتتای کرومتتتاتوگرافی، ستتتتونروش استتتتفاده از

 ریان بتای استت کته در نتو  ت تاد  و شرتشتو نهونته 

. مبنتتای کرومتتاتوگرافی  تتذ  ستتل ی (4)حفتت  شتتود 

. (11)میتتج ترکیبتتی فتتاز ستتاکن کرومتتاتوگرافی استتت 

کرومتتاتوگرافی ت تتوی  یتتونی یتت  تکنیتت  تتتاریتی 

ستتتازی نتتتور گرتتتترده بتتترای خالباستتتت کتتته بتتته

. بتته ایتتن (11)شتتود هتتای درمتتانی استتتفاده میپروتئین

  در بتتار هتتا را بتتر استتا  اختتت يتتورگ کتته پروتئین

. در ستتا  (12)کنتتد هتتا از هتت   تتدا میستتل  مولکو 

2112 Adalgisa Milach و ههکتتارانش بتتتا توکرتتین 

تولیتتتد شتتتده در  Cتیتتت   کلرتتتتریدیوم پرفرنتتتون 

Escherichia coli  را بتتتتتتتتا استتتتتتتتتفاده از روش

. در (13)کرومتتاتوگرافی  تتذ  ستتل ی ختتالب کردنتتد 

اننتتام شتتد پتتروتئین بتتتا  2111ت قیقتتی کتته در ستتا  

نوترکیتت   Bتیتت   پرفرنتتون  کلرتتتریدیومنوترکیتت  از 

. (14)استتتترا  شتتد  Ni-NTAده از ستتتون بتتا استتتفا

 کهتتت  ، بتتتا2113ههکتتتارانش در ستتتا   و يتتتیادمنش

 موفتتج بتته( نیکتتج ستتتون)تهتتایلی  کرومتتاتوگرافی روش

 کلرتتتتریدیوم از بتولنیتتتوم نروتوکرتتتین ستتتازیخالب

 و زائتتتر زاده 2114 ستتتا  . در(15)شتتتدند  بوتلنیتتتوم

 بتتتا ستتتازیلی ب روش لهتتتار تلفیتتتج بتتتا ههکتتتارانش،

 ،(CM)کرومتتتاتوگرافی  کتتتاتیون ستتتولفاگ، آمونیتتتوم

 ژ  بتتتا نهایتتتت در و( DEAE)کرومتتتاتوگرافی  آنیتتتون

 کلرتتتریدیوم از را بتتتا توکرتتین( G-100)فیلتراستتیون 

 2111 در ستتا  .کردنتتد ستتازیخالب C تیتت  پرفتترژن 

 بتتا دهیرستتو  کهتت  بتتا ایننفتتی، در پتتروژه فت تتی

PEG آلفتا کرومتاتوگرا  ستتونی از استتفاده بتا ستپ  و 

ستتازی خالب کلرتتتریدیوم نتتووی بتتاکتری از توکرتتین را

 و اریتتتت   انرتتتتون 2111 . در ستتتتا (11)کتتتترد 

یتتونی  کرومتتاتوگرافی روش گیتتری ازبتتا بهره ههکتتارانش

 از BoNT/A3 نوروتوکرتتتین ستتتازیخالب موفتتتج بتتته

 ملال تته، ایتتن . در(17)شتتدند  بوتلنیتتوم کلرتتتریدیوم

بتتتا روش  روش کرومتتتاتوگرافی افینیتتتتی کرومتتتاتوگرافی

 کرومتتاتوگرافی دهی آمونیتتوم ستتولفاگ،رستتو  تلفیقتتی )

 بتتتترای یتتتتونی( ت تتتتوی  کرومتتتتاتوگرافی و ستتتتتونی

 .شد مقایره بتا توکرین یسازخالب

 هامواد و روش
کلرتتتتتریدیوم رشففففد:  و میکروارگانیسففففم
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 و واکرتتتن ت قیقتتتاگ م سرتتته از B تیتتت پرفرنتتتون  

 بتتاکتری ایتتن. شتتد تهیتته ایتتران مشتتهد، رازی ستتازیسرم

 رشتد ستاعت 11 متدگ بته کبتد عاتاره کشت م ی  در

 تولیتد بترای پپتتون پروتئتوز م تی  در ستپ . شد داده

 5-1 متتدگ بتته انکوباستتیون از پتت . گرفتتت قتترار ستت 

 و شتتد ستتانتریفوژ کشتتت هتتوازی،بی شتترای  در ستتاعت

. ستتازی استتتفاده شتتدبتترای مراحتتج خالب رویتتی متتای 

 مراحتتج تهتتام در پتتروتئین بلمتتت و ههتتولیزی ف الیتتت

 دو بتته کشتتت رویتتی متتای  ستتپ . گیری شتتدانتتدازه

 ستتتازیخالب روش دو در تتتتا شتتتد تقرتتتی  قرتتتهت

 .شود استفاده

 دور بتتا ختتون لیتتترمیلی یتت تسففت همففولایزین: 

(rpm2111  )و شتتتد ستتتانتریفوژ دقیقتتته 5 متتتدگ بتتته 

 توستت  اولیتته حنتت  برابتتر دو بتتا( قرمتتز گلبتتو ) رستتو 

 بتته آزمتتایش ادامتته بتترای و شتتد داده شرتشتتو PBSبتتافر

 .گردید اضافه PBSبافر برابر 11 آن

 بتته RBC لیتتترمیلی 1 بتتا را نهونتته لیتتترمیلی 2/1

 گرادستتتانتی در تتته 37 دمتتتای در دقیقتتته 21 متتتدگ

 بتته rpm2111 دور بتتا ستتپ  و دادیتت  قتترار انکوبتتاتور

 م لتو   تذ  و شتد اننتام ستانتریفوژ دقیقته 11 مدگ

 .شد گیریاندازه نانومتر 571 مو  نو  در رویی

 PBS بتتافر لیتترمیلی 2/1 واکفنش: مثبفت کنتفرل

 دور بتتا دقیقتته 11 متتدگ بتته RBC لیتتترمیلی 1 بتتا را

rpm2111 2/1بتتتا حايتتتج رستتتو  و شتتتد ستتتانتریفوژ 

 نتتتتانومتر 571 در  تتتتذ  و متلتتتتو  آ  لیتتتتترمیلی

 .گردید گیریاندازه

 را بتا PBS لیتترمیلی 2/1 :واکفنش منففی کنتفرل

 37 دمتتای در دقیقتته 21 متتدگ بتته RBC لیتتترمیلی 1

 متتدگ بتته rpm2111 دور بتتا و انکوبتته گرادستتانتی در تته

 در را رویتتی م لتتو   تتذ . شتتد ستتانتریفوژ دقیقتته 5

 ستتپ . کتتردی  گیریانتتدازه نتتانومتر 571 متتو  نتتو 

 م استبه زیتر هتایفرمو  از استتفاده بتا آنزیهتی ف الیت

 .شد

ههولیز% =
  ذ  نهونه

  ذ  کنتر  مثبت
× 100 

∶  م اسبه دريد ههولیز

 1 استت قتادر کته آنزیهتی مقتدار :ههتولیزین ف الیت

 اینتاد حنت  و زمتان واحتد در RBC ستلولی لیتز دريد

 :نهاید

ههولیزین =
دريد ههولیز  ×  ضری  رقت

 زمان 
 

 بتتا پتتروتئین بلمتتت: پففروتئین مقففدار سففنجش

 آلبتتومین از آن در کتته شتتد گیریانتتدازه برادفتتورد روش

 ایتتن در. شتتد استتتفاده استتتاندارد عنوانبتته گتتاوی ستترم

 در G-250 بلتتو برلیانتتت کوماستتی گتترممیلی 111 روش

 111 ستتپ . شتتد حتتج دريتتد 45 اتتتانو  لیتتترمیلی 51

( حنهتتی/وزنتتی) دريتتد 15 فرتتفری  استتید لیتتترمیلی

 کامتج نوربته رنت  کته هنگتامی. شتد اضتافه متلو  به

 از پت . شتد تنمتی  لیتتر 1 بته متلتو  حنت  شد، حج

 ( متتلتت  هتتایبلمت برابتتر در استتتاندارد نهتتودار آن،

BSA11، 21، 41، 11، 111، 211، 251 گتتتتتتتترممیلی 

 از میکرولیتتتر 25 نهایتتت در. شتتد ترستتی ( لیتتترمیلی بتتر

 اضتتافه برادفتتورد م لتتو  از میکرولیتتتر 125 بتته نهونتته

 نتتانومتر 545 متتو  نتتو  در آن نتتوری  تتذ  و شتتد

 از استتتفاده بتتا نهونتته هتتر پتتروتئین میتتزان. شتتد خوانتتده

 .شد م اسبه استاندارد نهودار خ  شی 

 روشاول:  خففالص سففازی بتففا توکسففین روش

 مرحلتته، ستته در توکرتتینبتتتا  ستتازیخالب بتترای او 

 کرومتتاتوگرافی آمونیتتوم ستتولفاگ، دهیرستتو  ی نتتی

 شتتتد ت تتتوی  یتتونی اننتتتام کرومتتتاتوگرافی و ستتتونی

 هتتر از پتت (. استتت شتتده داده توضتتی  زیتتر مراحتتج در)

 بتته تو تته بتتا آن ف الیتتت و پتتروتئین مقتتدار مرحلتته،

 شتتد، داده توضتتی  قبتتج هتتایبتش در کتته هتتاییروش

 هتر در بتتا توکرتین حضتور ایتن، بتر عت وه. شتد ت یین

 SDS-PAGE)) از الکتروفتتتتورز استتتتتفاده بتتتتا مرحلتتتته

 بررسی شد.
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 آمونیتتوم ستتولفاگآمونیففوم سففولفات:  رسففوب

 در کشتتت رویتتی متتای  بتته( اشتتبا  دريتتد 71 تتتا)  امتتد

 از استتتفاده بتتا ستتپ  و شتتد اضتتافه ستترد آ  حهتتام

 گرادستتتانتی در تتته 4 دمتتتای در مینانیرتتتی ههتتتزن

 ستاعت 24 متدگ بته متلتو . زده شتدهت  مداوم نوربه

 بهتتتتر رستتتو  بتتترای گرادستتتانتی در تتته 4 دمتتتای در

 ستانتریفوژ ستپ  بتا .شتد نگهتداری نمتر متورد پروتئین

 21 گراد،ستتتتانتی در تتتته 4 دقیقتتتته، در دور 1111)

 متلتتو  کتتردن حتتج بتتا شتتده. رستتو  پتتروتئین (دقیقتته

( pH 7.1 متتتویر،میلی 21) تتتتری  بتتتافر در حايتتتج

 .شد آوری ه 

دستتت به بتتتا توکرتتینسففتونی:  کرومففاتوگرافی

 Sephadex G-25 ستتتون روی بتتر قبتتج مرحلتته از آمتتده

بتتا بتتافر  شتتدهمت اد  قبتتج از ،(مترستتانتی 135×2/1)

 31  ریتتان ستترعت بتتاPH) = 7متتویر )میلی 21 تتتری 

 حنت  بتا هایینهونته. شتد بارگتذاری ستاعت بر لیترمیلی

 دارای کتتته آنهتتتایی و شتتتدند آوری هتتت  لیتتتترمیلی 3

 بتترای و شتتدند ادبتتام بودنتتد، بتتای ههتتولیزی ف الیتتت

 شدند. استفاده یونی تباد  کروماتوگرافی

 DEAEکرومففففاتوگرافی تعففففوی  یففففونی 

ستتتون کرومتتاتوگرافی ت تتوی  یتتونی بتتا سفففادکس: 

( در دمتای اتتا  بارگتذاری شتد. ابتتدا cm11 × 2اب تاد )

ستتفادک  اضتتافه شتتد و ب تتد بتترای بتته  DEAEرزیتتن 

و مویریتتته ستتتون بتتا بتتافر تتتری   PHت تتاد  رستتاندن 

mM111 ،7=PH  شرتتته شتتد تتتا زمتتانی کتته میتتزانPH 

ورودی و خرو تتی ستتتون یکرتتان شتتد. ستتپ  ستتتون از 

بتتافر کتتام س ختتالی شتتد و  ریتتان خرو تتی ستتتون برتتته 

دستتت آمتتده از مرحلتته قبتتج نهونتته ف تتا  به ml1شتتد و 

شتتد و ب تتد از گذشتتت یتت  ستتاعت خرو تتی  وارد ستتتون

آوری شتتد. در ستتتون بتتاز شتتد و م لتتو  خرو تتی  هتت 

بتتافر  ml21ستتفادک  بتتا  DEAEمرحلتته ب تتد ستتتون 

( شرتتتته شتتتد و ستتتپ  بتتتا mM111 ،7=PHتتتتری  )

 هتتتتتای متتلتتتتت  م لتتتتتو  استتتتتتفاده از بلمت

NacL(mM1111 ،111 ،111 ،511 ،411)  شرتتتتتتتتته

یتتتزان آوری و مهای شرتتتته شتتتده  هتتت شتتتد. نهونتتته

ف الیتتت و مقتتدار پتتروتئین آنهتتا ستتننیده شتتده و در 

نهایتتت حضتتور بتتتا توکرتتین و میتتزان خلتتوص آن بتتا 

 تأیید شد. %5/12استفاده از ژ  الکتروفورز 

در روش دوم روش دوم خفففففالص سفففففازی: 

ستتازی م لتتو  رویتتی ستتانتریفوژ شتتده پتت  از خالب

پروتئین ستننی و ت یتین میتزان ف الیتت بتا استتفاده از 

ستتتازی شتتتد و در ومتتتاتوگرافی افینیتتتتی خالبروش کر

انتهتتا نیتتز میتتزان ف الیتتت و مقتتدار پتتروتئین ت یتتین 

گردیتتد و ههچنتتین بتتتا توکرتتین بتتا استتتفاده از ژ  

 دريد ردیابی شد. 5/12الکتروفورز 

پتت  از ت یتتین فتتاز کرومففاتوگرافی افینیتففی: 

عنوان فتتاز ستتاکن استتتفاده ستتاکن )متتا از لرتتیتین بتته

بتتته ت تتتاد   =PH 7بتتتافر تتتتری  کتتتردی ( آن را بتتتا 

لیتتتتر م لتتتو  رویتتتی میلی 25رستتتاندی  و ستتتپ  

ستتتانتریفوژ شتتتده کتتته حتتتاوی پتتتروتئین کلرتتتتردیوم 

اضتتافه کتتردی  بتترای اننتتام عهتتج   Bپرفتترژن  نتتو  

اتاا  پروتئین متورد نمتر بتر روی لیگانتد )لرتیتین( بته 

دقیقتته آن را در حهتتام آ  ستترد قتترار دادیتت .  15متتدگ 

یقتتته ستتتانتریفوژ بتتتا دور دق 11ستتتپ  بتتته متتتدگ 

rpm12111  گراد اننتتام شتتد. در تته ستتانتی 4و دمتتای

ها عهتتج شرتشتتو بتترای ختتار  ستتاختن کامتتج ناخالاتتی

در  =PH 7متتویر میلی 21لیتتتر بتتافر تتتری  میلی 25بتتا 

و  rpm  12111دورحهتتام آ  ستترد و ستتانتریفوژ بتتا 

گراد دو بتار اننتام شتد .در مرحلته در ه ستانتی 4دمای 

آختتر بتترای  داستتازی پتتروتئین هتتد  از فتتاز ستتاکن 

در ته  23لیتتر بتافر بتا دمتای میلی 5)لیریتین( بته آن 

دقیقتته در دمتتای  15گراد اضتتافه شتتد و بتته متتدگ ستتانتی

 rpmدورگراد انکوبتته شتتد. ستتپ  بتتا در تته ستتانتی 23

در تتتته  25دقیقتتتته در دمتتتتای  11و زمتتتتان  12111

گراد ستتانتریفوژ گردیتتد ایتتن عهتتج نیتتز دو بتتار ستتانتی

 تکرار شد.
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بتترای ارزیتتابی کیفتتی (: SDS PAGEالکتروفففورز)

های هتتر مرحلتته ستتازی، نهونتتهو بررستتی مراحتتج خالب

توست  الکتروفتورز بررستی شتد. ابتتدا از ژ  پلتی اکریتتج 

آمیزی و ستتپ  رنتت  SDS-PAGEدريتتد  5/12آمیتتد 

 نیتراگ نقره استفاده شد.

 

 نتایج
نتتتای   بتته تو تته بتتارشففد:  و میکروارگانیسففم

SDS-PAGE بتتتا توکرتتین ستتلولی، ستتهیت ستتننش و 

. شتتد داده تشتتتیب بتتاکتری رشتتد اولیتته مراحتتج در

 بتتتا توکرتتین کتته داد نشتتان ستتلولی ستتهیت ستتننش

 نقتتش متتدگ نتوینی نگهتتداری و دارد پتتایینی مانتدگاری

 .دارد بتا توکرین کردن بیر ف ا  در مههی

 ختتواص مقایرتتهسففازی بتففا توکسففین: خالص

روش بته کتار بترده  دو بتین متتل  فیزیکتی و شتیهیایی

 متتلتت  روش دو بتتا بتتتا توکرتتین ستتازیخالب شتتده

 خ يتته 1  تتدو  در ستتازیخالب شتترای  و شتتد اننتتام

 .شد مقایره و

 

 سازی بتا توکسینشرایط خالص -1جدول

 (0Cدما) (hزمان) PH (mlحجم) مراحل

 G  1 1 5/3 25-525سفادکس

 DEAE 3 1 2 25-سفادکس

 4 1 7 21 کروماتوگرافی جذب سطحی

 

 کرومفففففاتوگرافی) سفففففازیخالص اول روش

 و آمونیتتوم ستتولفاگ توستت  بتتتا توکرتتین: (ترکیبففی

بتترای ( G-25ستتفادک  ) ستتتونی کرومتتاتوگرافی ستتپ 

 کتت  مولکتتولی وزن بتتا هتتایپروتئین حتتذ  زدایی ونهتت 

 (.1 شکج) خالب شد

 

 

 

 (. G-25سازی بتا توکرین با کروماتوگرافی ستون ژ )سفادک  خالب -1شکج

 

 ف الیتت ت یتین و دیگتر هتایپروتئین برختی حذ  برای( ستتتفادک  DEAE) یتتتونی تبتتتاد  کرومتتتاتوگرافی
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 بتا ههگتن بتتا توکرتین نهایتت، در. شتد استتفاده خاص

ستتتازی ، و ضتتتری  خالب2370U/mg ویتتتوه ف الیتتتت

 دريتتتتد 1/12 بتتتتازده و ستتتتازیخالب برابتتتتر 3/14

 2  تتتدو  در ستتتازیخالب نتتتتای . شتتتد ستتتازیخالب

 هتتر در شتتده ختتالب هتتایپروتئین. استتت شتتده خ يتته

 شتتکج) شتدند آنتالیز SDS-PAGE از استتتفاده بتا مرحلته

2.) 

 

 ) روش اول( Bم پرفرژنس تیپ وسازی کلستریدیمراحل خالص -2جدول 

 (Uفعالیت کل ) (mgپروتئین کل) مرحله
نسبت فعالیت به 

 (U/mgپروتئین)
 بازده% ضریب خالص سازی

 111 1 5/114 92100 511 کشت

سولفاگ آمونیوم  411 41471 4/117 1/1 3/44  

ستونی کروماتوگرافی  114 89340 7/114 4/4 7/47  

 ت وی  کروماتوگرافی

 یونی
32 75780 1/2311 3/14 1/12  

 

 
-G: نمونه خروجی از کروماتوگرافی ستون C: نمونه رسوب آمونیوم سولفات. Aسازی بتا توکسین. تجزیه و تحلیل ژل الکتروفورز مراحل خالص -2شکل 

25 .B:  .نمونه خروجی از کروماتوگرافی تعوی  یونیM: مارکر 

 

 کرومفففففاتوگرافی) سفففففازیخالص دوم روش

 از استتتتفاده بتتتا بتتتتا توکرتتتین: (جفففذب سفففطحی

 در تتته 4 دمتتتای ستتتل ی در  تتتذ  کرومتتتاتوگرافی

 عنوانبته لرتیتین بته بتتا توکرتین اتاتا  با گرادسانتی

 هاناخالاتتی روش ایتتن در. شتتد ختتالب سوبرتتترا یتت 

 گرادستتانتی در تته 37 دمتتای در بتتتا توکرتتین و حتتذ 

 بتتا ههگتتن توکرتتین بتتتا نهایتتت، در. شتتد  تتدا برتتتر از

 ستتازیخالب برابتتر 5/21 ، و4372U/mg ویتتوه ف الیتتت

 بتتتا توکرتتین. شتتد ستتازیخالب دريتتد 1/41 بتتازده و

 شتتکج) شتتد ظتتاهر SDS PAGE در نتتوار یتت  يتتورگبه
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 شتتتده داده نشتتتان SDS-PAGE در کتتته نورههتتتان(. 3

 کلرتتتریدیوم از شتتده استتتترا  بتتتا توکرتتین استتت،

  تتذ  ستل ی یتت  کرومتاتوگرافی در B نتتو  پرفترژن 

 خلوص بای رسیده است. به ایمرحله

 

 Bتیپ  کلستریدیوم پرفرزنسسازی خالص -2جدول 

 مرحله
 پروتئین کل

(mg) 

فعالیت کل 

(U) 

 نسبت فعالیت به پروتئین

U/mg)) 
 بازده% سازیضریب خالص

 111 1 5/114 92100 511 ک ت 

کروماتوگرافی 

 جذب سطحی
14 83050 5/4371 5/21 1/41 

 

 
نمونه خروجی کروماتوگرافی  :Bتعوی  یونی.: نمونه خروجی کروماتوگرافی C: سوپر ناتانت بتا توکسین.Aسازی.تجزیه و تحلیل دو روش خالص -3شکل

 : مارکرMجذب سطحی.

 

 بحث
نتتور گرتتترده بتتهکلرتتتریدیوم پرفرنتتون  بتتاکتری 

عنتتوان  زئتتی از بتته و در ختتاک و م تتی  و تتود دارد،

حیوانتتاگ در فلتتور نبی تتی دستتتگاه گتتوارش انرتتان و 

کلرتتتریدیوم پرفرنتتون  . شتتودمشتتاهده میختتونگرم نیتتز 

عنتتوان یتت  پتتاتوژن توانتتد بتتهت تتت شتترای  خايتتی متتی

کلرتتتریدیوم پرفرنتتون  بتاتوکرتتین  .(11) عهتتج نهایتتد

هتتتای عهتتتده بیهتتتاری روده در یکتتتی از علت Bتیتتت  

رستتد . بتته نمتتر می(14)کشتتورهای توستت ه یافتتته استتت 

واکریناستتتتتیون متتتتت درترین روش بتتتتترای کنتتتتتتر  

منمور ستتتننش . بتتته(21)کلرتتتتریدیوز روده استتتت 

زایتتی واکرتتن و نیتتز ستتایر ملال تتاگ ماننتتد اییتتزا ایهنی

د، در اختیتتار داشتتتن باشتتنکتته دارای دقتتت بتتاییی می

 دییتتج ههتتین بتته. توکرتتین ختتالب برتتیار اههیتتت دارد

 اههیتتتت برتتتیار مناستتت  ستتتازیخالب روش انتتتتتا 

دارد. اگر له بتتا توکرتین لنتد بتار بتا موفقیتت ختالب 

هتتتا بتتترای ، امتتتا برختتتی از ت ش(21)شتتتده استتتت 

. در (22)ستتازی بتته خلتتوص بتتای نرستتیده استتت خالب

ایتتتن ملال تتته بتتترای اولتتتین بتتتار، ترکیتتت  دو روش 

افی ستتتونی و کرومتتاتوگرافی ت تتوی  یتتون کرومتتاتوگر

بتترای تتلتتیب بتتتا توکرتتین استتتفاده گردیتتد و نتتتای  

حايتتج بتتا روش کرومتتاتوگرافی افینیتتتی نرتتبت بتته 
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فاکتورهتتتایی ماننتتتد ستتترعت بتتتایتر، هزینتتته کهتتتتر و 

سادگی نرتبت بته ستایر ملال تاگ مقایرته گردیتد. و در 

تتترین فتتاکتور کتته ف الیتتت کنتتار ایتتن فاکتورهتتا مه 

 باشد مورد تو ه قرار گرفت.رین میتوک

نتتتتای  حايتتتج از روش او  ایتتتن پتتتووهش ) ابتتتتدا 

و ستتتتپ   G-25ستتتتتون کرومتتتتاتوگرافی ستتتتفادک 

و  PH=7کرومتتتاتوگرافی ت تتتوی  یتتتونی( در شتتترای  

گراد( بتتترای بتتتتا در تتته ستتتانتی25دمتتتای م تتتی  )

 نرتتتبت Bتیتتت   کلرتتتتریدیوم پرفتتترژن توکرتتتین 

نشتتان داد.  U/mg 1/2311 پتتروتئین مقتتدار بتته ف الیتتت

ستتتازی ایتتتن در حتتتالی استتتت کتتته در روش دوم خالب

ستتازی )کرومتتاتوگرافی افینیتتتی( بتتا یتت  مرحلتته خالب

 به دست آمد. U/mg5/4371این کهیت برابر با 

 C نتتتو  کلرتتتتریدیوم پرفرنتتتون  بتتتتا توکرتتتین 

و ههکتتارانش بتتا اننتتام متنتتاو  لهتتار  Sakuraiتوستت  

م ستتولفاگ، ستتازی )اضتتافه کتتردن آمونیتتوروش خالب

، G - 100ستتتتتتفادک ژ  فیلتراستتتتتتیون بتتتتتتا 

isoelectrofocusing  1تتتتتتتا  3در م تتتتتتدوده PH=  و

ختتالب شتتد،   immunoaffinityستتپ  کرومتتاتوگرافی

بیتتانگر ایتتن بتتود کتته  Sakuraiنتتتای  حايتتج از پتتووهش 

 11پتتروتئین متتورد بررستتی آنهتتا نهایتتت بتته خلتتوص 

. در ملال تته حاضتتر بتتا استتتفاده از (23)دريتتد رستتید 

بتتتا توکرتتین بتته  G-25کرومتتاتوگرافی ستتتون ستتفادک  

دريتتد رستتید و ب تتد از آن بتتا اننتتام  31خلتتوص حتتدود 

متنتتتاو  کرومتتتاتوگرافی ت تتتوی  یتتتونی خلتتتوص بتتتتا 

دريتد رستید. امتا بتا استتفاده از  71توکرین بته حتدود 

کرومتتتاتوگرافی افینیتتتتی در یتتت  مرحلتتته خلتتتوص 

دريتتد رستتید کتته نشتتان  41توکرتتین بتته بتتیش از 

باشتتد. ی کتتارایی و ستترعت بتتایی ایتتن روش میدهنتتده

در آزمایشتتتتگاه  2114ه در ستتتتا  ای کتتتتدر مقایرتتتته

اننتتتتام شتتتتد روش Keizo-Asam ایهونوپتتتتاتولوژی 

 immunoaffinityکرومتتتتتتتاتوگرافی ایهنتتتتتتتی )

chromatography دريتتتتد 24( بتتتتا دريتتتتد بتتتتازده 

ستتازی بتتتا توکرتتین عنوان روش برتتتر بتترای خالببتته

. در حتتالی کتته روش کرومتتاتوگرافی (24)م رفتتی شتتد 

 1/41افینیتی اننتام شتده در ایتن ملال ته دريتد بتازده 

و ههکتتاران در ستتا   Bhartiدهتتد. دريتتد را نشتتان می

 دهی آمونیتتومبتتتا توکرتتین را ابتتتدا بتتا رستتو  2114

ستتولفاگ و ستتپ  بتتا استتتفاده از ستتتون فرتتفاگ ستتلولز 

. البتتتتته روش کرومتتتتاتوگرافی (21)ختتتتالب کردنتتتتد 

ه حاضتتر در مقایرتته بتتا افینیتتتی اننتتام شتتده در ملال تت

دو مزیتتت عهتتده دارد کتته شتتامج هزینتته  Bhartiروش 

کهتتتر و مراحتتج کهتتتر روش متتورد استتتفاده و قابلیتتت 

باشتتد. از تولیتتد بیشتتتر توکرتتین در مقیتتا  يتتن تی می

ستتازی حنتت  نهونتته برتتیار آن  تتایی کتته در خالب

( در روش 1اههیتتتتتت دارد ملتتتتتابج بتتتتتا  تتتتتدو  )

ه متتورد استتتفاه در کرومتتاتوگرافی ستتتونی حنتت  نهونتت

باشتتتتتد و در میml1ستتتتتازی یتتتتت  مرحلتتتتته خالب

کرومتتاتوگرافی ت تتوی  یتتونی حنتت  نهونتته ستته برابتتر 

باشتتتتد، امتتتتا در روش کرومتتتتاتوگرافی ستتتتتونی می

کرومتتاتوگرافی افینیتتتی حنتت  نهونتته در یتت  مرحلتته 

ml21 دهنده کتتارایی ایتتن باشتتد کتته ختتود نشتتانمی

د. باشتتتروش در حنتتت  زیتتتاد و مقتتتادیر يتتتن تی می

ههچنتتتتین روش کرومتتتتاتوگرافی افینیتتتتتی از نمتتتتر 

دسترستتی بتته متتواد و هزینتته اننتتام شتتده مقتترون بتته 

باشتتتتد. از دیگتتتتر پارامترهتتتتای مهتتتت  در يتتتترفه می

ستازی ستازی متدگ زمتانی استت کته بترای خالبخالب

( 1یتت  نهونتته متتورد نیتتاز استتت کتته ملتتابج بتتا  تتدو  )

ستتتازی در روش کرومتتتاتوگرافی متتتدگ زمتتتان خالب

ی حتدود یت  ستوم کرومتاتوگرافی ستتونی  ذ  ستل 

 باشد.و ی  دوم کروماتوگرافی ت وی  یونی می

 گیرینتیجه
 يترفه بته مقترون روش یت  افینیتتی کروماتوگرافی

 شتتده تولیتتد توکرتتین بتتتا ستتازیخالب بتترای کارآمتتد و

 خلتتوص نمتتر از B تیتت کلرتتتریدیوم پرفرنتتون   توستت 

 حنت  و ستازیخالب بترای نیتاز متورد کهتتر زمتان بای،

 .است دیگر هایروش با مقایره در زیاد تولید

 سپاسگزاری



 ... Bسازی بتا توکسین کلستریدیوم پرفرنژنس تیپ مقایسه دو روش خالص
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 رازی ستتتازیسرم و واکرتتتن ت قیقتتتاگ م سرتتته از

 ملال ته ایتن بترای بیولتوژیکی منتاب  تتأمین بابت مشهد

 را تشتتکر کهتتا  آنهتتا آزمایشتتگاهی و فنتتی هتتایکه  و

 .داری 
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Summary 

 

Clostridium perfringens is an anaerobic bacterium that among its strains, only types B and C can produce beta-

toxin. Beta-toxin plays an important role in many human and animal diseases and has detrimental effects on the 

intestine. The present study aimed to compare two purification methods for the extraction of beta-toxin from C. 

perfringens type B. In the first method, beta-toxin was purified using ammonium sulfate precipitation, column 

chromatography (Sephadex G-25), and ion-exchange chromatography (DEAE Sephadex), while the second 

method employed affinity chromatography. Hemolysis activity and protein content were measured in each step of 

purifications. The purity of beta-toxin was monitored in each step using SDS-PAGE. According to the results, a 

comparison of these two methods indicated that the yield of the first method was 82.8%, and the yield of the 

second method was 90.1%. The specific activity values for the first and second methods were calculated to be 

2368.1 U/mg and 164.5 U/mg, respectively. Our results show that affinity chromatography could be used to purify 

beta-toxin from clostridium perfringens type B with high purity and specific activity (4370 HU/mg). 

 

Key words: Clostridium Perfringens type B, Beta-toxin, Ion exchange chromatography, Affinity chro-

matography 

 


