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 نوع از که است Bordetella pertussis باکتري ویرولانس عامل مهمترین توکسین پرتوسیس -چکیده

. است سرفه سیاه لولیس غیر يها واکسن ساخت در محوري ژن آنتی و باشد می AB5 پروتئینی يها اگزوتوکسین
 این از هدف. است نشده منتشر کامل بطور توکسین پرتوسیس تخلیص هاي روش اقتصادي ملاحظات دلیل به

 آن سنجی زیست و باکتري کشت رویی مایع از توکسین پرتوسیس تخلیص روش اصلاح و اندازي راه تحقیق،
. رازي تهیه گردید مؤسسهاز  CHOو سلول  B. pertussis 509سویه واکسینال . بود CHO-cell آزمون توسط
 صورتساعت  44به مدت  B2 محیطدر  و گراد سانتی درجه 35دماي  در لیتري 300 فرمانتور در باکتري کشت

 و سپس باگردید تصفیه  میکرومتر 45/0 فیلتر با ترتیب به گردیده و جداسازي رویی مایع پسس. پذیرفت
 با ترکیبی میل کروماتوگرافی توسط توکسین تخلیص. شد تغلیظ (cut off 10 kDa)اولترافیلتراسیون  دستگاه
 شدن اي خوشه فرایند ،CHO سلولی منولایر بر شده تخلیص توکسین اعمال از پس. گردید انجام سفاروز فتوئین
 توکسین میزان. شد متوقف بعد به دوازدهم ساعت مشاهدات در و گردید پدیدار نخست ساعت از ها سلول

 سلولی، جرم جداسازي از پس ،سلولی يها واکسن تولید طی .گردید محاسبه IU/ml 43/0 ±53/2ده ش تخلیص
 توکسین توجه قابل مقادیر محتوي فاز این داد نشان حاضر بررسی نتایج آنکه حال شود، می ریخته دور مایع فاز
 غیر نوین يها واکسن ختسا و توسعه در اصلی رکن توکسین، پرتوسیس استحصال آنکه به توجه با. باشد می

 باکتري کشت مختلف شرایط بررسی و ها سویه سایر از استفاده خصوص در تکمیلی تحقیقات لذا است سلولی
  .شود می پیشنهاد

  
  .CHO-cell test ترکیبی، میل کروماتوگرافی توکسین، پرتوسیس ،Bordetella pertussis ،سرفه سیاه :واژگانکلید
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   مقدمه -1
خصوصاً دستگاه تنفسی  بیماري عفونی واگیر 1سیاه سرفه

 عامل این بیماري عفونی در انسان. استدر میان کودکان 
Bordetella pertussis  کوکوباسیل گرم منفی کوچک یک

، هوازي )میکرون 2/0تا  3/0و عرض  5/0تا  1طول (
ي ها و بصورت) پلئومورفیک(چند شکلی داراي مطلق، 

. ]1[ ي کوتاه استها رهدر زنجی یا منفرد، دوتایی و
یک  B. pertussisباکتري  مهمترین عامل ویرولانس

کیلو دالتون با نام  105توکسین پیچیده به وزن اگزو
 .B ي حادها باشد که توسط سویه می 2پرتوسیس توکسین

pertussis در . ]2[ گردد می به محیط خارج سلولی ترشح
 B. pertussis، تنها Bordetella جنس يها بین گونه

 toxیا  ptxبه آن موسوم به  ي مربوطها واسطه بیان ژن هب
اگرچه نظیر این  .است پرتوسیس توکسینقادر به تولید 

 .B و B. parapertussisي دیگر از جمله ها ژن در گونه

bronchiseptica حال در مرحله  با این ،وجود دارد
به  3ي چندگانهها علت وقوع موتاسیونه برداري ب نسخه

پرتوسیس توکسین خالص از . اند اموش باقی ماندهشکل خ
هریک از  .است تشکیل شده S1-S5 زیر واحد به ترتیب 5

یک توالی مشخص از  ها زیر واحدمربوط به  يها ژن
نماید که در هدایت زنجیره پلی  می اسیدهاي آمینه را کد

، 4پپتیدي همان زیر واحد به سمت فضاي پریپلاسمیک
وسیس توکسین که در حقیقت جزء پرت. ]3[ دخالت دارند

هاي غیر سلولی است عضو خانواده  ناصلی همه واکس
ریبوزیل  - ADPبا فعالیت  AB5ي دو جزئی ها توکسین

جزء  S1کیلو دالتونی  26زیر واحد . باشد می ترانسفري
که وظیفه زیر  در حالی ،دهد می فعال توکسین را تشکیل

سین به سطح اتصال مولکول کامل توک S2-S5ي ها واحد
ي ضد اجزاء ها بادي آنتی. باشد می هاي هدف سلول

                                                             
1 Whooping cough 
2 Pertussis toxin (PT) 
3 Multiple mutations 
4 Periplasmic space 

از کلونیزاسیون باکتري بر روي  پرتوسیس توکسین
دار جلوگیري نموده و سبب ایجاد  هاي مژك سلول

  .]4[ گردد می محافظت چشمگیر در برابر عفونت
سازي و  از طریق خالص سرفه سیاه غیر سلولی يها واکسن

ي انتخابی از بین عوامل ها ژن غیر فعال کردن آنتی
ن تلاش امحقق. شوند می تهیه B. pertussisویرولانس 

مطلوب به کمترین حد ي ناها اند براي کاهش واکنش مودهن
و داده  را کاهش ها ي واکسنها ژن ممکن، تعداد آنتی

با . قدرت محافظتی آنها را در برابر بیماري افزایش دهند
ایجاد بیماري نقش  درپرتوسیس توکسین توجه به آنکه 

ي غیرسلولی حاوي ها همه واکسن لذا ،اساسی دارد
تخلیص  به همین علت. دباشن می (PT)پرتوسیس توکسین 
به میزان مطلوب و سنجش عملکرد آن پرتوسیس توکسین 

سرفه بسیار  سلولی سیاه ي غیرها در توسعه تولید واکسن
  .]5[ استاهمیت  حائز

یک آزمایش برون  5یمستر چینها سلول تخمدانآزمون 
براي  مورد توصیه سازمان بهداشت جهانی است که 6تن

 (PT)توکسین  پرتوسیس فعالیت و سنجش کمیارزیابی 
براي روشی  عنوانه ب همچنین. داراي کارایی است

ي ها عفونتاز سایر سرفه سیاه و افتراقی  سریعتشخیص 
کاربرد  7ات نازوفارنکسترشح مجاري تنفسی با کشت

 .]6[ دارد

رازي با  مؤسسهدر  سرفه سیاه تولید واکسن سلولی  
 صورت 134و  509ي واکسینال ها استفاده از سویه

ي ها توسعه واکسن با رویکرد در مطالعه حاضر. گیرد می
تخلیص  در کشور مبادرت به سرفه سیاه غیر سلولی 

 B. pertussis از کشت فرمانتوريپرتوسیس توکسین 
ي ها تولید واکسن برنامه مانیز همبا توجه به  .گردید

ي باکتریایی ها توسط بخش تولید واکسن سرفه سیاهسلولی 
با بازه  509مبنی بر کشت سویه رازي  مؤسسهانسانی 

                                                             
5 Chinese Hamster Ovary cell; CHO-cell 
6 In vitro 
7 Nasopharynx  
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مذکور در فرایند تخلیص سویه از  حاضر،زمانی تحقیق 
سازي مبناي خالص  .پرتوسیس توکسین استفاده گردید

 براي ورار داشت ق 1بر کروماتوگرافی میل ترکیبیتوکسین 
ایمونو دات  ارزیابی کمی و کیفی توکسین تخلیص شده از

 ،روش اخیر .استفاده گردید CHO-cellآزمون  بلات و
سنجش زیستی پرتوسیس توکسین  اختصاصی برايآزمون 

 کهاست  سرفه سیاه  در فرایند تولید واکسن غیر سلولی
 استشده توصیه از سوي سازمان بهداشت جهانی  اخیراً

]7[.   
  
   ها مواد و روش -2

و مواد و ملزومات  B. pertussis 509سویه واکسینال 
تصفیه و تغلیظ مایع کشت باکتري  ،کشت فرمانتوري

 مؤسسهي باکتریایی انسانی ها توسط بخش تولید واکسن
از بانک ژن و سلول  CHOسلول . مین گردیدأرازي ت
  و استاندارد پرتوسیس توکسین. رازي تهیه شد مؤسسه

Polyclonal Anti PT (IgG) تهیه شده از موش با کد
JNIH-12  ازNIBSC  و فتوئین سفاروز از سیگما

، پنی RPMI 1640 سلولی محیط کشت .خریداري گردید
و  Gibco از شرکت FBSپتومایسین، استر - سیلین 
Merck تهیه شد .  

  
  و تغلیظ نمونه رو ارگانیسمفرمانتوري میک کشت -2-1

 پس از احیا )شده فریز( B. pertussis 509ل واکسینا یهسو
 48 مدته ب و شد اضافه Verwey محیط سی سی 200 به

گرفت،  قراردرجه  35با دماي  انکوباتور شیکر در ساعت
 پاساژ محیطاز همین  لیتر 5در  آمده تبدس کشت سپس

 .گردیدیط قبل انکوبه با شرا ساعت 24 بمدت و ه شدداد
 حاوي لیتري 300 فرمانتور به حاصل کشت بعد مرحله در

ي نامبرده توسط ها محیط کشت( شد اضافه B2 محیط
رازي تهیه  مؤسسهي باکتریایی ها بخش تولید واکسن

                                                             
1 Affinity chromatography 

 درجه 35 دماي در ساعت 44 فرمانتاسیون مدت. )گردید
 سیکل یک در، OD=1.1 پس از قرائت که بود گراد سانتی
تفکیک مبادرت به برداشت محصول از فرمانتور و  بسته

 2سلولی توسط سیستم جدا ساز فاز مایع از سوسپانسیون
 حاوي غلیظ سوسپانسیون لیتر 30 نهایتاً حدود. گردید
فاز . بدست آمد خروجی مایع بصورت مابقی و باکتري

استحصال پرتوسیس  تغلیظ و و تصفیه جهت مایع
لیتر  100در هر مرحله . گرفت توکسین مورد استفاده قرار

عبور داده و سپس میکرو متر  45/0ا از فیلتر از محلول ابتد
 10تا  (cut off 10 kDa) راسیونفیلتر اولترا با سیستم

  .گردید برابر تغلیظ
  
میل  کروماتوگرافی( توکسین پرتوسیس تخلیص -2-2

  )ترکیبی
 لیتر میلی 50 بادر هر مرحله یک لیتر از نمونه تغلیظ شده 

 روي ساعت 3 مدته ب و شده مخلوط سفاروز فتوئینژل 
با آن  متر سانتی 35 × 5/1 ستون و سپس گرفت قرار شیکر
غیر از  يجداسازي اجزا براي بعد مرحله در. گردیدپک 

PT محلول توسط TBS + urea 2M + Nacl1M PH 7.5 
سیس شستشوي پرتو .گردید مبادرت ستون شستشوي به

 diethanol amine توکسین باند شده به ژل توسط محلول

50mM + Nacl 0.5M PH 11.5  لیتر در  میلی 30با سرعت
ی و خروج شدانجام ) لیتر میلی 5 لوله هر در(ساعت 

 سپس ستون با دستگاه فرکشن کالکتور جمع آوري و
 .نانومتر قرائت گردید 280جذب آنها در طول موج 

بودند که  pH 11.4 در این مرحله داراي ها فراکسیون
 pH به Tris-Hcl 1M PH 7.5 محلول توسط بلافاصله

 دو در شده آوري جمع يها فراکسیون .شد رسانده خنثی
 TBS + Nacl 0.5 M PH 7.5يها محلول مقابل در مرحله

 Sorenson Buffer (K2HPO4 10mM + NaCl سپس و

0.5 M PH 7.5)  ارزیابی  براي نهایی فراورده .شدند دیالیز

                                                             
2 Separator 
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   .]8[ شد نگهداري درجه 4 در توکسین پرتوسیس
 
  دات بلاتزمایش آ -2-3
به منظور احراز وجود پرتوسیس توکسین در نمونه تغلیظ  

تخلیص شده  پرنوسیس توکسینشده و نیز بررسی اولیه 
در . دات بلات انجام شدآزمایش گرافی، در فرایند کروماتو

این مرحله نمونه پرتوسیس توکسین استاندارد، 
 را PTتخلیص شده و آنتی  PTسوپرناتانت تغلیظ شده، 

نیترو سلولوز  ءمیکرولیتر بر غشا 10هریک به میزان 
 .]9[ عنوان بلاکر استفاده گردیده ب BSAنشانده و از 

  
   CHOسازي و کشت سلول  آماده -2-4
درصد  1براي تهیه محیط کشت کامل به میزان  

به  FBS درصد سرم 10استرپتومایسین و - سیلین پنی
پس  CHOي ها سلول. شد می هاضاف RPMI 1640محیط 

 لیتر میلی 4انتقال یافته و  يلیتر میلی 25 یا به فالکوناز اح
محیط کشت بدون سرم به آن اضافه گردیده و در شرایط 

rpm 1500  پس از دور . دقیقه سانتریفوژ شد 10به مدت
 RPMIمحیط کشت  لیتر میلی 1ریختن سوپرناتانت مجدداً 

بدون سرم اضافه نموده و به فلاسک کشت سلول  1640
حاوي (یافت و با محیط کشت کامل  می فیلتردار انتقال

FBS به حجم) بیوتیک و آنتی ml 10 شد می رسانده .
% 95دار با شرایط  CO2فلاسک کشت سلول به انکوباتور 

انتقال یافته و پس از مدت حد اکثر % CO2 5رطوبت و 
توسط میکروسکوپ اینورت ساعت منولایر سلولی  48

ي باند شده به ها براي جداسازي سلول. گردید می مشاهده
پس از  .گردیداستفاده  EDTAاز تریپسین  کف فلاسک

خانه مسطح  96، به هر چاهک از پلیت ها شمارش سلول
محیط کشت  میکرولیتر 200 سلول در حجم 30000میزان 
سلولی  جهت تشکیل منولایر ها پلیت .اضافه گردید کامل

دار با شرایط ذکر شده فوق انتقال  CO2به انکوباتور 
 ها ي مختلف از توکسینها یافتند تا پس از آن اعمال رقت

ترین مقدار از نمونه  رقیق .]10[ روي آنها صورت پذیرد
دهد با انجام  می مورد آزمایش که خوشه اي شدن را نشان

اي دز آغازین بر .محاسبات بیانگر تیتر آن نمونه است
 WHO پرتوسیس توکسین استاندارد بر مبناي دستورالعمل

 RPMIمیکرولیتر محیط  25هر دز در ( IU/ml 72/6مقدار 

از محلول نمونه تخلیص شده نیز  .تهیه گردید ) 1640
 يها رقت .استفاده شد 1براي دز شروعلیتر میکرو 25میزان 

از  پرتوسیس توکسین استاندارد و نمونه تخلیص شده
براي  1024/1 ... 8/1، 4/1،  2/1مبناي  است برچپ به ر

از  همچنین. اعمال به منولایر سلولی تهیه گردید
عنوان کنترل مثبت و از سرم ه باکتري ب Iسوسپانسیون فاز 

هر یک در دو چاهک اعمال ي براي کنترل منفی ژفیزیولو
پانزده بار انجام شد که هر بار  CHO-cellآزمایش  .گردید

مشاهده  .ري پی در پی صورت گرفتدر سه روز کا
پس از  2و ثبت نتایج تحت میکروسکوپ اینورت ها پلیت

براي  .صورت گرفت 24و 12،  6، 3، 1ي ها ساعت
رقیق ترین دز منجر به  PTمحاسبه میزان واحد بین الملی 

، مقدار رقت (endpoint)اي شدن  عکس العمل خوشه
اهک پرتوسیس توکسین را در فاکتور رقت چ آغازین

endpoint  ضرب کرده و مقدارIU/ml  برايPT  استاندارد
موجود در نمونه تخلیص شده از  PTمقدار . بدست آمد

 endpointطریق حاصل ضرب معکوس فاکتور رقت 
استاندارد   endpointمحاسبه شده  IUنمونه در مقدار 

  .]11[محاسبه گردید 
  
 نتایج و بحث -3

حاکی از وه بر اینکه علا دات بلاتایمونو آزمایش نتایج 
 ،باشد می Anti-PTو استاندارد PTصحت عملکرد 

که پرتوسیس توکسین در نمونه  نمودمشخص 
سوپرناتانت تغلیظ شده و خروجی فرایند تخلیص قابل 

                                                             
1 Starting dose 
2 Invert microscope  
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نتایج بدست آمده بر  .)1شکل ( مشاهده و ردیابی است
علامت با  CHOي ها مبناي مشاهده خوشه اي شدن سلول

) 2 شکل(رد بی تغییر ماندن منولایر سلولی براي موا ) -( 
 در )3 شکل( سلولهابراي خوشه اي شدن ) +  ( علامتو 

 نتایج جدول یک مربوط به مد( ثبت شده است 1جدول 
تحت  3و 2هاي  شکل(. )باشد انجام شده می هاي آزمایش

 .)تهیه شد 10×10 نمایی میکروسکوپ اینورت با بزرگ
اعمال توکسین استاندارد و  پس از ها اي شدن سلول خوشه

تخلیص شده بر منولایر سلولی  نمونه پرتوسیس توکسین
CHO-cell نخست پدیدار گردید و در  از ساعت

متوقف  ه وبه بعد بی تغییر ماند دوازدهممشاهدات ساعت 
براي نمونه  SD 43/0 ± IU/ml538/2 بطور متوسط .شد

بار آزمایش  15طی  پرتوسیس توکسین تخلیص شده
   .ست آمدبد

با توجه به اهمیت اقتصادي تولید واکسن آسلولار 

هاي مورد نیاز  ژن هاي تهیه و تخلیص آنتی سرفه روش سیاه
 .بطور کامل منتشر نگردیده است

 

 
  :نتایج آزمایش دات بلات  1شکل 

A: standard PT, B: concentrated supernatant, C: purified 
PT, D: anti-PT 

 
  

 
   CHO يها ولایر سلولمن  2شکل 

 

 
  پرتوسیس توکسین تأثیرتحت  CHOاي شده  ي خوشهها سلول  3شکل 
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  ي مختلف توکسین استاندارد و نمونه مورد آزمایشها خانه و مد نتایج حاصل از کاربرد رقت 96جدول شماتیک پلیت   1جدول 
A and B: Reference PT from NIBSC (Duplicate), B and C: Purified PT from Bordetella pertussis strain 509 (Duplicate), E1-

2: control negative (saline), F1-2: control positive (Phase I of B. pertussis culture) 
1/1024 

11 
1/512 

10 
1/256 

9  
1/128 

8  
1/64 

7  
1/32 

6  
1/16 

5  
1/8 
4  

1/4 
3  

1/2 
2  

Dilution 
Factor 1  

  

-  -  -  -  -  +  +  +  +  +  +  A  
-  -  -  -  -  +  +  +  +  +  +  B  
-  -  -  -  -  -  -  +  +  +  +  C  
-  -  -  -  -  -  +  +  +  +  +  D  

                  -  -  E  
                  +  +  F  

  
گرافی میل بطور عمده دو روش کروماتودر این خصوص 

همکاران و  و Pele Chongتوسط  10536از سویه  ترکیبی
از سویه  12کروماتوگرافی تعویض یونی نیز روش

Tohama  توسطErkan Özcengiz مبناي همکاران  و
در روش . ]12[ است تخلیص پرتوسیس توکسین بوده

اخیر در دو مرحله مبادرت به تخلیص پرتوسیس توکسین 
 Francoise Megret ،شده است 13اي و هماگلوتینین رشته

از سویه انستیتو پاستور فرانسه  در JosephE Aloufو 
و ی میل ترکیبی روش کروماتوگراف با 509واکسینال 
سیس توهپارین سفاروز مبادرت به تخلیص پر استفاده از
در روش کروماتوگرافی میل . ]13[نمودند توکسین 

لذا  ،شود می ترکیبی اختصاصاً پرتوسیس توکسین تخلیص
مورد چالش و انطباق با  این روش در مطالعه حاضر

 CHO-cellدر فرایند آزمایش . شرایط موجود قرار گرفت
که دستورالعمل سازمان آزادي عمل  اي از جه به درجهبا تو

 مبادرت به اعمال ،باشد می داشت جهانی قائل به آنبه
استاندارد و نمونه  ي مختلف پرتوسیس توکسینها رقت

 معدوديدر . گردیدCHO به منولایر سلولی  تخلیص شده
مایشی اعم از ي آزها و نمونهاستاندارد توکسین  ،از منابع

ي گرفته ها ونهو یا نم ها ، واکسنخراج شدهتوکسین است
به  CHOي ها سلولزمان با  طور هم شده از بیماران به

ساعت  24شود و بعد از  می پلیت اضافه يها چاهک
 که در اینگردد می ثبت مشاهدات مبادرت به انکوباسیون

                                                             
12 Ion exchange chromatography 
13 Filamentous haemaglutinin (FHA) 

ي بالا و زمانی که دانسیته ها در رقت روش خصوصاً
 مجدد رشدجبران و صت فر ها سلولی زیاد باشد، سلول

 یافته و فضاي ایجاد شده در اثر خوشه اي شدن را پر
با چالش  endpointکنند و بدین ترتیب تشخیص دقیق  می

 وضعیت تفاوت در این خصوص باید .شود می مواجه
 را شرایط تطابق کلی روبط و مصرفی مواد و ها آزمایشگاه

در  انجام تحقیقات بیشتر نهایتاً .شتنیز در نظر دا
و ، B. pertussis يها خصوص استفاده از سایر سویه

کشت فرمانتوري در  مطالعه براي دستیابی به شرایط بهینه
 میزان توکسین ترشح شده توسط باکتريجهت افزایش 

  .شود می پیشنهاد
  
   تشکر و قدردانی -4

و  بخش پروتئومیکس و بیوشیمیاین تحقیق با پشتیبانی 
تحقیقات  مؤسسهباکتریایی ي ها بخش تولید واکسننیز 

بدینوسیله . واکسن و سرم سازي رازي صورت پذیرفت
  .گردد می ثر در انجام این مطالعه قدردانیؤعزیزان م همه
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