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 22 -21، صفحات 3041ستان پائیز و زم، 2، شماره 7دوره 

سازی آلفا بررسی دو روش کروماتوگرافی تلفیقی و کروماتوگرافی افینیتی برای خالص

 Aتیپ  کلستریدیوم پرفرژنس باکتریتوکسین 
 

 1، محمود ابراهیمی1، غلامحسین رونقی2*محسن فتحی نجفی، 1زهرا حشمتی

 .، ایرانمشهد ی،د، دانشگاه آزاد اسلامواحد مشه یمی،گروه ش -1

 .، ایرانسازی رازی، شعبه شمال شرق، مشهد . و مؤسسه تحقیقات واکسن وسرمرانیمشهد، ا ،یواحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلام ،یمیگروه ش -2

 

 1041 فروردین 11نهایی: پذیرش ،  1041 فروردین 14،  بازنگری: 1042 اسفند 7دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده

گردد و خواص کشنده درمونوکرتیک را  تولید می کلستردیوم پرفژنستوسط باکتری  C  (PLC )لفا توکسین یا فسفولیپاز آ

نقش بسزایی  کلستریدیباشند که در توسعه میونکروز  قادر به تولید این توکسین می کلستردیومهای  باشد. تمامی سویه دارا می

دهد. در  ای را نشان می گردد و تأثیرات کشنده بر سیستم روده ز علائم در انسان و دام میکنند. آلفا توکسین باعث برو را ایفا می

 Aتیپ  کلستردیوم پرفژنسسازی و استخراج آلفا توکسین  های متفاوت خالص این تحقیق سعی بر آن خواهیم داشت که روش

های ترکیبی کروماتوگرافی شامل  ه از تکنیکبا استفاد نیآلفا توکس سازی خالصروش اول شامل را با هم مقایسه نماییم. 

 یو کروماتوگراف  pH 1و  5 ریدر مقاد DEAE- Sephadexبا استفاده از  ونیتبادل  ی، کروماتوگرافومیسولفات آموندهی  رسوب

. درجه دیدگراجرا  افینیتی یاستفاده از کروماتوگرافمبتنی بر  بود، روش دوم Sephadex G-100با استفاده از  اسیونلتریژل ف

با بررسی نتایج حاصل از . گردید یابیارز SDS-PAGEبا استفاده از  سازی خالص ندیآلفا در هر مرحله از فرآ توکسین خلوص

درصد بود. مقادیر فعالیت ویژه برای 5/11رصد و بازده روش دوم د 77روش اول بازدهی  دو روش فوق نتایج زیر حاصل گردید.

کروماتوگرافی داد که از روش  . نتایج  نشانگردیدمحاسبه  U/mg 51/147 و U/mg 11154  ب ترتی بهدوم روش اول و 

 با خلوص بالا و نسبت فعالیت به A تیپ کلستریدیوم پرفرنژنس از تولیدشده توکسین آلفاسازی  توان برای خالص افینیتی می

 استفاده گردد. 147544 (HU/mg) پروتئین مقدار

 ، فعالیت آنزیمی،کروماتوگرافی افینیتی، کروماتوگرافی ستونی Aن، کلستریدیوم پرفرژنس تیپآلفا توکسی :کلیدیواژگان 

 

                                                           
 najafiii99@gmail.com ست الکترونیک نویسنده مسئول مکاتبه:پ *

 

 شناسی دامپزشکینشریه تازه ها در میکروب
 nfvm.uoz.ac.ir: وبگاه

 5004-2676: یکیشاپا الکترون  4491-2645: یشاپا چاپ  - فصلنامه دو

 

  10.22034/nfvm.2024.445263.1229 
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 مقدمه

یک باکتری گرم مثبت  کلستریدیوم پرفرنژنس

باشد. این  هوازی است که قادر به تشکیل اسپور می بی

ای مثل خاک، آب، فاضلاب  های گسترده باکتری در محیط

ها حضور دارد که در  و انسان ی حیوانات و معمولاً در روده

. این باکتری در (1)زا باشد  تواند بیماری شرایط خاصی می

هایی مثل  انسان منجر به بیماری قانقاریا و بیماری

 که شود در حالی مسمومیت غذایی و آنتریت نکروتیک می

ای و انتروتاکسمیک را  های روده در سایر جانوران بیماری

های  به سلول کلستریدیوم پرفرنژنسکند.  بیشتر ایجاد می

های متعددی  ها و آنزیم سالم هجوم نبرده بلکه توکسین

باشند.  ها و علائم بیماری می کند که مسئول زخم تولید می

م کلستریدیوی  های تولید شده بستگی به سویه توکسین

دارد و هر نوع توکسین سندروم خاصی را ایجاد  پرفرنژنس

 نوع سویه حیصح صیتشخ. بنابراین، (2)کند  می

در مطالعات اپیدمیولوژیک و  پرفرنژنس ومیدیکلستر

ی مؤثر مثل  همچنین در اجرای اقدامات پیشگیرنده

های این باکتری بر  واکسیناسیون بسیار حیاتی است. سویه

کسین اصلی )آلفا، بتا، اپسیلون و یوتا( به تو 0اساس تولید 

نوع مورد . (1)شوند  ( تقسیم میA,B,C,D,Eایزوتایپ ) 7

مطالعه در این تحقیق آلفا توکسین بوده است که توکسین 

شود، یک  تولید می Aتیپ  کلستریدیوم پرفرژنسآلفا از 

شود و  متالوفسفولیپاز است که سبب مسمومیت غذایی می

مشخصه آن اسهال، ناراحتی شکمی یا حتی مرگ است. با 

توجه به کاربرد آلفا توکسین در طراحی و تولید کیت 

سازی این  شخیص بیماری آنتیت نکروتیک خالصت

 باشد. محصول دارای اهمیت تشخیصی بالایی می

، ی، استخراج حلال آلزیالینمک، د دهی با رسوب

و  کیکلاس یها از روش یبرخ یالکتروفورز و کروماتوگراف

هستند.  نیپروتئ سازی ی خالصمتعارف مورد استفاده برا

آنها در اتصال  یربخشاث لیدل به یکروماتوگراف یها روش

طور  با خلوص بالا، به یها نیو حذف پروتئ یانتخاب

 یصنعت یو کاربردها یعلم قاتیدر تحق یا گسترده

کروماتوگرافی گازی، کروماتوگرافی .(0) شود یاستفاده م

کروماتوگرافی کاغذی، کروماتوگرافی  (،TLCلایه نازک )

ستونی، کروماتوگرافی تبادل یونی، کروماتوگرافی افینیتی 

( تنها برخی از HPLCو کروماتوگرافی مایع با فشار بالا )

در  .(7)دهند  های کروماتوگرافی را نشان می تکنیک

های کروماتوگرافی، از  صنعت، برای استفاده از روش

دلیل توانایی آنها در حفظ  هایی با سرعت بالا به ستون

اصول . (1)شود  ها استفاده می تعادل و شستشوی نمونه

اصلی کروماتوگرافی افینیتی )جذب سطحی( میل ترکیبی 

 .(7)فاز ساکن کروماتوگرافی است 

دهی با  در این مطالعه، کروماتوگرافی تلفیقی )رسوب

 pHنمک آمونیوم سولفات، کروماتوگرافی تعویض یونی )

( و کروماتوگرافی ستونی( را با کروماتوگرافی افینیتی 5-1,

 سازی آلفاتوکسین مقایسه شد. برای خالص

 ها روش و مواد
تیپ  کلستریدیوم پرفرژنسمیکروارگانیسم و رشد: 

A سازی رازی واحد  تحقیقات واکسن و سرم از مؤسسه

ساعت در  20مشهد تهیه گردید. این باکتری به مدت

 20محیط کشت غنی جگر رشد داده شد. سپس به مدت 

ساعت در محیط پپتون گوشت برای تولید توکسین درون 

هوازی قرار داده شد، و در مرحله بعد  انکوباسیون بی

یی برای مراحل محلول کشت سانترفیوژ شد، از محلول رو

سازی استفاده شد. فعالیت همولیزی و غلظت  خالص

گیری شد. سپس محلول  در تمامی مراحل اندازه پروتئین

رویی کشت به دو قسمت تقسیم گردید تا در دو روش 

 سازی استفاده گردد. خالص

 )لیتر خون در دور  یک میلی آزمون همولیز کمی:

rpm 1144 ) ده رسوب دقیقه سانتریفوژ ش 7به مدت

  PBSمحلول بافر )گلبول قرمز( با دو برابر حجم اولیه

 اضافه گردید.  PBSبرابر 14و به آن شد شستشو داده 

به مدت  RBCلیتر  میلی 1لیتر نمونه را با  میلی 2/4

گراد انکوباتور قرار  درجه سانتی 15دقیقه در دمای  24

 دقیقه سانتریفوژ 14 تبه مد( g *2444)و در دور دادیم 

نانومتر  754و جذب محلول رویی در طول موج  انجام شد

 گیری گردید. اندازه
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 1 را با PBSلیتر  میلی 2/4 :واکنش مثبتکنترل 

 rpm 2444دقیقه در دور  14به مدت  RBCتر یل میلی

لیتر آب مخلوط و  میلی 2/1و رسوب را با کردیمسانتریفوژ 

 گیری گردید. نانومتر اندازه 754جذب در 

 1 را با PBSلیتر  میلی 2/4 منفی واکنش:کنترل 

درجه  15در دمای  قهیدق 24به مدت  RBC تریل میلی

دقیقه  14به مدت  rpm 2444گراد انکوبه و در دور  سانتی

نانومتر  754جذب محلول رویی را در  کردیم.سانتریفوژ 

دست آمده بایستی  های به . طول موجنمودهگیری  اندازه

سپس فعالیت آنزیمی  نفی باشند.م مابین کنترل مثبت و

 کردیم.را برای نمونه محاسبه و نمودار آن را رسم 

 فعالیت آنزیمی به معنای آن مقدار آنزیمی که قادر

 ست در واحد زمان یک درصد خون را لیز کند.ا

همولیز    
جذب نمونه

جذب کنترل مثبت
 محاسبه درصد همولیز      

 

منظور  به ورد(:)روش برادف پروتئینسنجش مقدار 

 .استفاده شدپروتئین از روش برادفورد بررسی مقدار کمی 

 باشد، میاینکه روش دقیق و سریع  این روش علاوه بر

ن تداخل آبه میزان کمتری در  نیز ترکیبات غیر پروتئینی

 . این روش بر پایه اتصال رنگ کوماسی بلوکنند ایجاد می

G250 از بلانک حاوی  استفاده نماید. به پروتئین عمل می

را  نقطه صفربه علت اینکه بافر مورد استفاده در این روش 

دارای اهمیت  کند روی منحنی استاندارد مشخص می

 .(5)زیادی خواهد بود 

های پروتئینی با غلظت مشخص  کدام از نمونه برای هر

یک آزمون برادفورد  )تهیه شده از آلبومین سرم گاوی(

 :صورت زیر عمل شد انجام گردید که به

میکرولیتر  144لیتر محلول برادفورد + یلیم 7 :شاهد

 آب دیونیزه

میکرولیتر  144لیتر محلول برادفورد+  یلیم 7 نمونه:

عنوان کنترل منفی مورد  آب به و (BSA) ینینه پروتئنمو

 استفاده قرار گرفت.

نانومتر  717ابتدا اسپکتروفتومتر را در طول موج 

گردید  تنظیم کرده و سپس دستگاه با محلول بلانک صفر

نهایت با استفاده از  گیری گردید. در ها اندازه جذب نمونه

عنوان  مودار بهو از این ن گردید ل نمودار رسمسبرنامه اک

یک نمودار استاندارد برای تعیین غلظت پروتئین در 

 .شدتمامی مراحل استفاده 

روش اول خالص سازی آلفا توکسین روش اول: 

سازی آلفا توکسین در چهار مرحله، شامل  برای خالص

دهی آمونیوم سولفات، کروماتوگرافی تعویض یونی  رسوب

اتوگرافی ستونی و کروم  pH (5  ،1 pH=) ی در دو بازه

انجام شد )مراحل در زیر توضیح داده شده است(. بعد از 

و فعالیت آن با توجه به  پروتئینهر مرحله، مقدار 

های قبلی توضیح داده شد،  هایی که در قسمت روش

تعیین گردید. علاوه بر این، حضور آلفا توکسین در هر 

( بررسی SDS-PAGEمرحله با استفاده از الکتروفورز )

 د.ش

 تبه محتوای سوپرناتاندهی آمونیوم سولفات:  رسوب

کم اضافه  درصد کم 54کشت باکتری آمونیوم سولفات 

. ارلن حاوی سوپرناتانت محیط کشت را در محیط شد

کم آمونیوم سولفات به آن  قرار داده و کم همزنسرد روی 

 0روز در دمای سپس به مدت یک شبانه اضافه گردید.

روز بعد محتوای ارلن در  ار داده شد.گراد قر درجه سانتی

به مدت  rpm 7444گراد و در دور  درجه سانتی 0دمای 

دقیقه سانترفیوژ گردید. رسوب پروتئینی در مقداری  14

 گردید، با کمکحل ( pH،5 مولار ، میلی 24بافر تریس )

یزین کیفی با آزمون همولا، روش برادفورد غلظت پروتئین

 قرار گرفت.سنجش رد ، موکمی میزان فعالیت و

در این روش ستونی کروماتوگرافی تعویض یونی: 

پر شد و با کمک سیستم  DEAE-celluloseبا رزین 

شد. سپس نمونه را به ستون اضافه و  pHبافری تنظیم 
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اجازه داده شد تا رزین و نمونه به خوبی با هم واکنش 

دهند. پس از آن با دو بافر طی چند مرحله شستشو داده 

با بافر اولیه بیشترین چسبندگی پروتئین را ایجاد و با  شد.

اند،  های مختلف نمکی ساخته شده بافر دومی که در غلظت

های چسبیده به ستون جدا شدند، جذب  تمامی پروتئین

نانومتر بررسی شد.  274های خروجی در طول موج  نمونه

ها آزمون همولیز صورت گرفت. در این  روی تمامی نمونه

-DEAEازی انجام شده دو بار ستون با رزین س خالص

cellulose 5بار در پر شد یک pH=  و خروجی انتخابی از

رسانده و به ستونی که با رزین  =pH 1این مرحله را به 

DEAE-cellulose 1 با pH= است تزریق نموده،  شده پر

های میزان فعالیت و  ها آزمون بر روی تمامی خروجی

نجام شد و بهترین خروجی را تعیین مقدار پروتئین ا

دهی و تغلیظ  انتخاب و آن را با آمونیوم سولفات رسوب

گردید. در مرحله بعد محلول غلیظ شده را وارد ستون ژل 

 .فیلتراسیون کردیم

در این روش در ستونی به کروماتوگرافی ستونی: 

رزین  متر که با سانتی 7/1و قطر داخلی  cm 117ع ارتفا

عمل  انجام گردید.ادل رسید به تع G100سفادکس 

 =pH 1مولار در  یلیم 24سازی رزین با بافر تریس  متعادل

 274خروجی را در طول موج  های نمونهب ذج .شدانجام 

آزمون  ،های دارای جذب بر روی خروجیو  نانومتر بررسی

 .شدبرادفورد انجام 

سازی  در روش دوم خالص روش دوم خالص سازی:

ژ شده پس از سنجش تعیین میزان محلول رویی سانتریفیو

، با استفاده از روش کروماتوگرافی روتئینفعالیت و مقدار پ

سازی گردید و در پایان  افینیتی )جذب سطحی( خالص

تعیین شد. همچنین  روتئینکار نیز میزان فعایت و مقدار پ

درصد  7/12آلفا توکسین با استفاده از ژل الکتروفورز 

 ردیابی شد.

در این افینیتی)جذب سطحی(:  کروماتوگرافی

عنوان فاز ساکن استفاده شد و آن را  بررسی از لسیتین به

 27به تعادل رساندیم سپس  =pH 5با بافر تریس 

لیتر از محلول رویی را که قبلاً سانتریفیوژ کرده و  میلی

اضافه نموده،   Aتیپ کلستریدیوم پرفرژنس روتئینحاوی پ

 روتئینرد برای اتصال پدقیقه در حمام آب س 17به مدت 

 مورد نظر به لیگاند )لسیتین( قرار دادیم.

 rpm  12444 دقیقه با دور  14سپس به مدت زمان 

گراد سانتریفیوژ شد. برای  درجه سانتی 0و در دمای 

ها این عمل دو بار انجام شد.  سازی کامل ناخالصی خالص

هدف از فاز ساکن  روتئیندر مرحله آخر جهت جداسازی پ

درجه  21لیتر بافر در دمای  میلی 7سیتین( به آن )ل

 21دقیقه در دمای 17گراد اضافه گردید و به مدت  سانتی

دقیقه و  14گراد انکوبه شد. سپس به مدت  درجه سانتی

گراد  درجه سانتی 27و در دمای  rpm 12444با دور 

 سانتریفیوژ گردید این عمل نیز دو بار تکرار شد.

منظور تعیین خلوص   به: SDS-PAGEالکتروفورز

میزان توکسین و همچنین کنترل روند صحیح 

سازی از الکتروفورز استفاده گردید. بدین صورت که  خالص

دست آمده از هر مرحله توسط الکتروفورز  ی به نمونه

سدیم دی  -اکریل آمید بررسی گردید. ابتدا از ژل پلی

درصد و سپس  7/12( SDS-PAGEدوسیل سولفات )

 زی نیترات نقره استفاده شد.آمی رنگ

 جنتای
با توجه به نتایج حاصل از میکروارگانیسم و رشد: 

و سنجش سمیت سلولی، آلفا  SDS-PAGEالکتروفورز 

توکسین در مرحله اولیه رشد باکتری تشخیص داده شد. 

نتایج حاصل بیانگر این مطلب بود که آلفا توکسین 

دت نقش ماندگاری پایینی دارد و نگهداری طولانی م

 مهمی در غیر فعال کردن آلفا توکسین دارد.

نتایج حاصل از مقایسه  خالص سازی آلفا توکسین:

سازی آلفا  خواص فیزیکی و شیمیایی بکار برده شده خالص

توکسین با دور روش مختلف انجام شد و شرایط 

 ( مقایسه و خلاصه شد.1سازی در جدول ) خالص
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 کسینسازی آلفا تو شرایط خالص -1ل جدو

 (C0) دما (hزمان) pH مراحل

 DEAE، pH7 5 1 27-سفادکس

 DEAE، pH9 1 1 27-سفادکس

 G100 1 1 27-سفادکس

 0 1 5 کروماتوگرافی افینیتی)جذب سطحی(

 

سازی )کروماتوگرافی ترکیبی(:  روش اول خالص

سازی محیط کشت، باکتری در حجم انبوه  پس از بهینه

ی توکسین آلفا از ساز کشت داده شد. برای خالص

دهی آمونیوم سولفات، کروماتوگرافی  های: رسوب روش

( و کروماتوگرافی =pH= ، 1 pH 5تعویض یونی در دو )

طور پیوسته استفاده شد. نتایج حاصل  به G100ستونی 

نسبت ( گردآوری شد. 2سازی در جدول ) خالص

دهی با نمک آمونیوم  سازی در مرحله رسوب خالص

سازی با  ر گرفته شد، پس از خالصدر نظ 1سولفات 

استفاده از روش کروماتوگرافی تعویض یونی نسبت 

 .% رسید5/71و بازده آنزیمی  1/227سازی به  خالص

سرانجام پروتئین خالص شده از مرحله کروماتوگرافی 

 (با نسبت فعالیت به پروتئین  G100 ستونی 

(U/mg11154 77و بازدهی  170سازی  و سرعت خالص %

 2سازی در هر مرحله در جدول  دست آمد. نتایج خالص به

 گردآوری شده است.

 
 )روش اول( Aتیپ  پرفرژنتس کلستریدیومسازی  مراحل خالص -2جدول 

سازی ضریب خالص بازده%  
نسبت فعالیت به 

 (U/mg) پروتئین
 پروتئین کل U(HU/mg)فعالیت کل 

(mg/ml) 
 مرحله

144 1 51/147  کشت 714 71244 

17.15 41/1  1/145  آمونیوم سولفات 701 77711 

12.0 214 20111 70544 27/2  (pH5 ) کروماتوگرافی تعویض یونی 

51/71  227.1 70117 71141 2/2  (pH1)کروماتوگرافی تعویض یونی 

77 170 11154 71154 52/4  کروماتوگرافی ستونی 

 
 

 
 G100سازی آلفا توکسین با کروماتوگرافی ستونی سفادکس  خالص -1 شکل

0

0.02

0.04

0.06

0

200

400

600

800

1000

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

P
ro

te
in

 (
m

g
/m

l)
 

H
em

o
ly

si
s 

as
sa

y
(H

U
/M

L
) 

Volume(ml) 

Chromatogram of alpha toxin using sephadex G-100 with hemolysis 

assay 

Protein                      - - - 



 و همکاران حشمتیزهرا 

58 

شر
ن

 هی
 تازه

 در
ها

یم 
ب

کرو
 

اس
شن

 ی
شک

مپز
دا

 ی
 

لد 
ج

7
اره 

شم
 /

2
ن 

ستا
 زم

یز و
پائ

 /
30

41
 

دست آمده از کروماتوگرافی تعویض یونی  خروجی به

( G100به ستون کروماتوگرافی )سفادکس در مرحله بعد 

( نشان داده شد. 1تزریق شد و نتایج حاصل در شکل )

یک پیک  ml14شود در حجم  طور که مشاهده می همان

قابل مشاهده است. همچنین  754و nm 274جذب در 

باند از این خروجی با وزن  شده تک توکسین آلفا خالص

 ست.( قابل مشاهده ا2در شکل ) KD01مولکولی 

 

 
 - Bدهی با آمونیوم سولفات، رسوب A(،لودالتونیک116-1444مارکر ) -  M،ها از چپ به راست باشد که ترتیب نمونه می %5/12ژل اکریل آمید  -2شکل 

 کروماتوگرافی ستونی

 

ی افینیتی(: سازی )کروماتوگراف روش دوم خالص

آلفا توکسین با استفاده ازکروماتوگرافی افینیتی )جذب 

گراد با اتصال آلفا  درجه سانتی 0سطحی( در دمای 

توکسین به لسیتین )سوبسترا( خالص گردید. در این روش 

درجه  15ها حذف و آلفا توکسین در دما  ناخالصی

گراد از بستر جدا شد. و در نهایت، آلفا توکسین  سانتی

سازی و فعالیت  برابر خالص 1427% ، 5/11گن با بازده هم

صورت  خالص شد. آلفا توکسین به U/mg 147544ویژه 

طور  (. همان1رؤیت شد، شکل) SDS-PAGEیک نوار در 

نشان داده شده است آلفا توکسین   SDS-PAGEکه در

افینیتی)   Aاستخراج شده از کلستریدیوم پرفرژنس تیپ

 ه به خلوص بالا رسیده است.جذب سطحی( در یک مرحل

 

 Aسازی کلستریدیوم پرفرژنس تیپ  خالص -3جدول 

 سازی ضریب خالص بازده%
 پروتئیننسبت فعالیت به

(U/mg) 

 فعالیت کل

U(HU/mg) 

 پروتئین کل

(mg/ml) 
 مرحله

144 1 51/147  کشت 714 71244 

5/11  1427 147544 70174 7/4  کروماتوگرافی افینیتی 
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ی  : نمونهC: نمونه خروجی کروماتوگرافی ستونی.B: سوپرناتانت آلفا توکسین.A .سازی؛ از سمت راست به چپ یه و تحلیل دو روش خالصتجز -3شکل 

 مارکر:M.خروجی کروماتوگرافی افینیتی

 

 گیری و نتیجه بحث
بیماری  باعث Aتیپ  کلستریدیوم پرفرژنس

. در ایجاد این (7) شود ها می گازی در انسان گانگرن

بیماری ابتدا توکسین آلفا ترشح و سپس با مشارکت 

های هیدرولیتیک باکتری باعث  توکسین بتا و آنزیم

 یه. این سو(9) شوند پیشرفت و وخیم شدن بیماری می

(Type A )شده است   های غذایی هم دیده در مسمومیت

های  ی سویه ( توسط همهCPA) نیتوکس. آلفا (2)

 Aتیپ   شود، البته سویه تولید می کلستریدیوم پرفرنژنس

های  مقادیر بیشتری از توکسین آلفا را نسبت به سایر تیپ

( یک PLases C) Cکنند. فسفولیپاز  تولید میکلستریدیوم 

سر گروه فسفر و سر  مولکول دوقطبی است و دارای یک 

باشد،  می glycerophyll glycosylpyridineدیگر آن 

بخش دوم آن مسئول کنترل فعالیت کاتالیکی آنزیم 

باشد و خواص بخصوصی دارد از جمله  )توکسین آلفا( می

( =0/7PI)توان به نقطه ایزوالکتریک  آن خصوصیات می

خاصیت باعث شده که باکتری، آنزیمی  اشاره کرد. این

)توکسین آلفا( را تولید کند که خاصیت کاتالیزی داشته 

هایی که ساختمان پروتئینی آنها،  باشد. از جمله باکتری

های گرم  توان به باکتری این خاصیت را داشته باشند می

باسیل، های   سویه لیستریا،های  مثبتی نظیر سویه

 زرد استافیلوکوکوس و  دریایی  ها، ردکوکوس کلستریدیوم

 .(14)اشاره کرد 

شود  از آنجایی که توکسین آلفا باعث نکروز و مرگ می

سازی آلفا  های خالص روش به بررسی در این تحقیق،

نظیر واکسن( برای ) هایی توکسین آن برای یافتن تکنیک

شده است. انتخاب روش   مقابله با آلفا توکسین پرداخته

سازی مناسب بسیار اهمیت بالایی دارد، هرچند  خالص

سازی به خلوص بالا نرسیده  ها برای خالص برخی از تلاش

 است.

در این مطالعه، تلفیق دو روش کروماتوگرافی یونی و 

سازی آلفا توکسین  کروماتوگرافی ستونی برای خالص

استفاده گردید و نتایج حاصل با روش کروماتوگرافی 

افینیتی نسبت به فاکتورهایی نظیر هزینه کمتر، سرعت 

به مطالعات دیگر مقایسه  بالاتر و سادگی روش نسبت

ترین  گردید. در کنار تمامی این فاکتورهای بیان شده مهم

باشد که مورد توجه قرار  فاکتور فعالیت توکسین می

و همکاران با استفاده  Zayerzadeh، 2410در سال  گرفت.

از ترکیب چهار تکنیک کروماتوگرافی تبادل کاتیونی، 

کروماتوگرافی رسوب دهی با نمک، ژل فیلتراسیون و 

کلستریدیوم سازی توکسین  تبادل آنیون به خالص

، فتحی نجفی و  2412. در سال (11)پرداختند  پرفرژنس
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سازی اپسیلون توکسین  همکارنش برای خالص

ای از  از تلفیق مجموعه Aتیپ  کلستریدیوم پرفرژنس

 دهی با نمک آمونیوم ها از جمله دیالیز، رسوب تکنیک

سولفات و با استفاده از کروماتوگرافی آنیونی استفاده 

جانسون اریک و همکاران با  ،2411.در سال (12)کردند 

سازی  استفاده از کروماتوگرافی تبادل یونی موفق به خالص

شدند کلستریدیوم بوتولینوم از  BoNT/A3نوروتوکسین 

برای و همکارانش  Sayadmanesh 2411. در سال (11)

کلستریدیوم سازی نوروتوکسین بوتولین از  خالص

از روش کروماتوگرافی افینیتی )با استفاده از  یوتولینوم

، فتحی 2411. در سال (10)ستون نیکل( استفاده کردند 

اتیلن  دهی با پلی نجفی و همکاران با استفاده از رسوب

( و سپس با استفاده کروماتوگرافی ستونی PEGگلیکول )

را خالص کردند  کلستریدیوم نوویآلفا توکسین باکتری 

ادندال با استفاده از اولترافیلتراسیون  1175. در سال (17)

باکتری سازی آلفا توکسین از  و کروماتوگرافی ژل به خالص

. در سال (11)پرداخت  Aتیپ  ستردیوم پرفرژنسکل

مولبی و همکارانش از ترکیب چند تکنیک شامل  1151

DEAE-Sephadex کروماتوگرافی ، Sephadex G-75  و

سازی آلفا توکسین  متمرکزسازی ایزوالکتریک برای خالص

 .(15)استفاده کردند  Aتیپ  کلستریدیوم پرفرژنساز 

سازی آلفا  حقیقات کمی راجع به خالصمتأسفانه ت

صورت  Aتیپ  کلستریدیوم پرفرنژنستوکسین از باکتری 

گرفته است. برای مثال: برای فعالیت آنزیمی در سال 

% نمونه 71،  1150% و اسمایس در سال 70وان  1101

دست آوردند. در سال  شده آلفا توکسین را به خالص

با آمونیوم سولفات ، مک فارلن با انجام روش تغلیظ 1177

)رسوب دهی با نمک( و سپس تزریق به ستون 

در  .(17)کروماتوگرافی فعالیت آنزیمی را بهبود بخشید

مولبی و همکارانش از ترکیب چند تکنیک  1151سال 

-Sephadex G ، کروماتوگرافی DEAE-Sephadexشامل 

سازی آلفا  و متمرکزسازی ایزوالکتریک برای خالص75

استفاده کردند  Aتیپ  کلستریدیوم پرفرژنستوکسین از 

% آلفا توکسین 0/14و خلوص  244به ضریب بازدهی  که

تفاده از ادندال با اس 1175. در سال (15)رسیدند 

سازی آلفا  اولترافیلتراسیون و کروماتوگرافی ژل به خالص

پرداخت  Aتیپ  باکتری کلستردیوم پرفرژنستوکسین از 

سازی الفا توکسین در ابتدای سال  تولید و خالص .(11)

در مؤسسه رازی کلید خورده است. این تحقیقات با  1111

بررسی بر روی خصوصیات فیزیکی و شیمیایی آلفا 

سازی به روش ترکیبی  منظور خالص توکسین به

دهی با نمک آمونیوم سولفات و همچنین استفاده از  رسوب

تونی صورت گرفته است. کروماتوگرافی تعویض یونی و س

درصد محصول نهایی  77دهنده خلوص  نتایج حاصل نشان

سازی با نمک  بوده است. روش اول بر مبنای خالص

گذاری شده بود ولی روش دوم بر  آمونیوم سولفات پایه

صورت  ی کروماتوگرافی تعویض یونی و ستونی به پایه

 تلفیقی انجام گرفته است. اصول کلی این روش بر پایه

باشد که شامل دو مرحله کروماتوگرافی  تعویض یونی می

باشد و در  می 1 و 5ترتیب  ی مختلف بهها pHآنیونی در 

ی خروجی از کروماتوگرافی  مرحله بعدی با تزریق نمونه

آلفا توکسین  درصد 77سازی  آنیونی منجر به خالص

 U/mg پروتئین است. نسبت فعالیت به مقدار  گردیده

-SDSآمده از  دست و بر طبق شواهد به باشد می 11154

PAGE  قرار گرفته  کیلو دالتون 01باند مورد نظر در

سازی  است. در حالی که در روش دوم خالص

سازی  )کروماتوگرافی افینیتی(، تنها با یک مرحله خالص

رسیده است.  U/mg 147544 ن پروتئینسبت فعالیت به 

درصد افنیتی  در مقایسه بین روش کروماتوگرافی افنیتی،

باشد. روش کروماتوگرافی  % می 5/11در این تحقیق 

افینیتی نسب به روش اول دو مزیت عمده دارد: یکی 

هزینه کمتر و دیگری مراحل کمتر روش مورد استفاده و 

قابلیت تولید بیشتر توکسین در مقیاس صنعتی است. 

( روش کروماتوگرافی افینیتی از نظر 1مطابق جدول )

صرفه است  مواد و هزینه انجام شده مقرون به دسترسی به

سازی در روش کروماتوگرافی افینیتی  و مدت زمان خالص

)جذب سطحی( یک دوم روش کروماتوگرافی تعویض یونی 

همچنین نسبت باشد.  و یک سوم کروماتوگرافی ستونی می
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پروتئین در روش کروماتوگرافی میزان فعالیت به مقدار 

 برابر افزایش داشته است. 7/1اول افینیتی نسبت به روش 

کروماتوگرافی افینیتی )جذب سطحی( یک روش 

سازی آلفا توکسین  صرفه برای خالص کارآمد و مقرون به

از نظر  Aتیپ  کلستریدیوم پرفرژنستولید شده از باکتری 

سازی و در  خلوص بالا، زمان کمتر مورد نیاز برای خالص

 ها است. ایر روشنهایت تولید حجم بالاتر نسبت به س

 سپاسگزاری

سازی رازی مشهد  از مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم

های  بابت تأمین منابع بیولوژیکی برای این مطالعه و کمک

 آزمایشگاهی و فنی آنها کمال تشکر را داریم.
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Summary 

 

Alpha toxin, sometimes referred to as phospholipase C (PLC), is a significant toxin generated by C. 

perfringens that possesses both deadly and dermonecrotic properties. All strains (A, B, C, D, E) of C. 

perfringens generate varying quantities of this toxin, which is recognized as a key various  factor in the devel-

opment of clostridial myonecrosis.Alpha-toxin is known to significantly influence several human and animal 

disorders, exhibiting deleterious impacts, specifically on the intestinal system. The primary objective of this 

research was to conduct a comparative analysis of two distinct purification techniques in order to extract alpha-

toxin from C. perfringens type A. The first approach involved the alpha-toxin purification through a series of 

techniques, including ammonium sulfate precipitation, ion-exchange chromatography using DEAE Sephadex at 

pH values of 7 and 9, and gel filtration chromatography using Sephadex G-100, while the second approach was 

implemented using the affinity chromatography. The degree of purity of alpha-toxin was assessed at each stage 

of the purification process by the utilization of SDS-PAGE.The protein content and hemolysis activity were also 

quantified at each purification step. Based on the obtained findings, examining these two approaches revealed 

that the first method yielded a percentage of 88, while the second method yielded percentage of 91.7. The spe-

cific activity values obtained from the calculations for the first and second methods were 69170 U/mg and 

105.71 U/mg, respectively. Our research shows that affinity chromatography can produce a highly pure alpha 

toxin with a specific activity of 108700 (HU/mg), produced by Clostridium perfringens type A. 
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