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Cloning of Tpel Gene of Clostridium perfringens in E. coli
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translator [5] Chemical synthesis and expression of the human calcitonin gene [6] Large 
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of Clostridium perfringens TpeL toxin gene carriage, production, cytotoxic contributions, 
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[9] Genetic analysis of toxin determinants of Clostridium Perfringens [10] Fusion of 
Clostridium perfringens type D and B epsilon and beta toxin genes and it’s cloning in E. 
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from a Specially Designed Parent Plasmid Containing a Dual lacZ Gene System

Clostridium perfrinjens is an anaerobics, Gram-positive, rod-shaped and heat resistant bacterium 
of genus clostridium. C. perfringens is a spore-forming bacterium and widely occurring pathogen. 
The organism is grouped into 5 types (A, B, C, D, and E) on the basis of the production of 4 
major toxins alpha, beta, epsilon, and iota toxins. Tpel Clostridium perfringens (C. perfringens) 
toxin have identified with A, B, and C types by cytotoxin activity in recent years. In this study 
C. perfringens type B had been used. Tpel caused to intestinal disease especially intestinal 
infections in human and necrotic enteritis in birds. In this study, perfect genomic DNA extracted 
by phenol-chloroform and Polymerase Chain Reaction (PCR) method used to isolation Tpel gene 
by a couple exclusive primer of perfect bacterium genomic DNA. PCR product after joining to 
pTZ57RL/T vector by TA cloning method in E. coli strain TOP10 susceptible became cloned and 
then colony PCR method used to screening transforming bacterium colonies with recombinant 
plasmid. Presence of fragment close to 2469bp on 1% agarose gel indicated that Tpel gene in E. 
coli strain TOP10 have be cloned.
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  چکيده

، Aهای  یپتبا فعالیت سیتوتوکسیتی در  کلستریدیوم پرفرینجنز Tpelتوکسین  B و C  کلستریدیوم پرفرینجنزی باكتر .ی اخیر شناسایی شده استها سالدر 
ند. دار نقش آن زایی ریبيما در كه كندمی توليد مختلف توكسين عنو ۱۵ قلاحد
وه گر پنج در يوتا و نپسيلوا ،بتا ،لفااصلی آ و مهم توكسين رچها توليد سساابر A ،B ،C ،D  وE  کلستریدیوم پرفرینجنزدر این تحقیق از  ست.ا هشد دادهقرار 

یژه و بهی ا رودههای  یماریبموجب ایجاد  Tpelاستفاده شد. توکسین  Bتیپ 
شود. در این  یمنکروتیک طیور  ای در انسان و بیماری آنتریت ی رودهها عفونت

کلروفرم استخراج و از روش واکنش  -ژنومی کامل به روش فنل DNAمطالعه 
یله یک جفت پرایمر وس به Tpelبرای جداسازی ژن  (PCR)ای پلیمراز  زنجیره

پس از  PCRژنومی کامل باکتری استفاده شد. محصول  DNAاختصاصی از 
کلونی برای  PCRمستعد کلون شد و سپس روش  TOP10سویه  (E. coli) اشریشیا کلیکلونینگ در باکتری - TAبه روش  pTZ57RL/Tاتصال به وکتور 

شده با پلاسمید نوترکیب به کار رفت.  های باکتری ترانسفورم یکلونغربالگری 
 اشریشیا کلی در Tpel٪ نشان داد که ژن ۱وجود قطعه مورد نظر روی ژل آگارز 

  کلون شده است. TOP10سویه 
  pTZ57RL/Tکلونینگ، وکتور -Tpel ،TA، توکسین کلستریدیوم پرفرینجنز ها: کلیدواژه

  
  ۲۴/۰۵/۱۳۹۶ تاريخ دريافت:
  ۱۷/۱۱/۱۳۹۶ تاريخ پذيرش:

  golestani_bahram@yahoo.comنويسنده مسئول: *
  

  مقدمه
 دهنده یلشکل، تشک ای یلهیک باکتری گرم مثبت، م پرفرینجنز گونه
 ها یباکتر. این [1]از جنس کلستریدیوم است حرکت یبو  اسپور
 داشته و وجود خونگرم حیوانات تمامروده  و خاک در فراوانطور  به

 یالات متحدهسومین عامل ایجاد مسمومیت غذایی در بریتانیا و ا
  .[2]هستند
عوارضی  رفرینجنزـستریدیوم پـکلواسطه  به یجادشدها یها عفونت
می (حضور باکتری در خون)، التهاب یافت، باکترـنکروز ب مانند

 حدت. [3]دهد یو گانگرن گازی را نشان م، آماس ریوی صفراکیسه 
نوع توکسین  ۱۵حداقل  تولید خاطر به باکتری این زایی بیماری

 چهار تولید براساس توانایی رفرینجنزـپ کلستریدیوم است. باکتری
حداقل چهار گونه . [4]شوند می بندی طبقه Eو  A ،B ،C ،D تیپ ۵به  و یوتا اپسیلون بتا، آلفا، های نام به اصلی توکسین نوع
یی ایدیبزرگ کلستر یها نیخانواده توکس ا،یدیکلستر یزا یماریب (LCTs) از  یاریکنند و بس یم دیرا تولLCTs یفاکتورها 
 نیتوکس ،لیسیفید ومیدیکلستر B (TcdB) و A (TcdA) یها نیشوند. توکس یمحسوب م وانیانسان و ح رولانسیو

و  یسوردل ومیدیکلستر TcsLکشنده  نیو توکس TcsH کیهموراژ
خانواده  نیاز ا ،ینووآ ومیدیکلستر (TcnA) نیآلفاتوکس زین

 ومیدیکلستر Tpelمشخص شده است که  یتازگ هستند. به

در مورد آن صورت  یمطالعات کماما گروه است  نیاز ا نجنزیپرفر
است  دیده شده Cو  A ،Bی ها پیدر ت نیتوکس نیگرفته است. ا

 یلکولوبا وزن م Tpel. پروتئین [6 ,5]فاقد آن است D پیت یول
 نیهفده توکس انیدر م نیتوکس نیتر دالتون بزرگلویک۲۰۵حدود 
کمتر و  یتیآن با فعال تهیوار کی امااست،  نجنزیپرفر ومیدیکلستر

شده است.  افتی زیتر ن سبک لودالتونیک۱۵با وزن مولکولی حدود 
 زانیبه م ثابتفاز  یو ابتدا لگاریتمی زفا یدر انتها نیتوکس نیا

کشت رها  طیبه محز ثابت فا یکه در انتها ییایدیکلستر LCTs رینظر با سا نیکه از ا [7]شود یکشت رها م طیو در مح دیحداکثر تول
 نیاند که ا از مطالعات نشان داده یشوند متفاوت است. برخ یم

 زمیهر صورت مکان. در شود یم دیلتو زیهنگام اسپوروژنز ن نیتوکس
این توکسین با  .[8]تاکنون مشخص نشده است نیتوکس نیاثر ا

ای در انسان و حیوانات و نیز بیماری  های روده ایجاد بیماری
زا است که  های بیماری نکروتیک طیور از جمله توکسین آنتریت
اقدام به تولید  Tpelبایست از طریق کلونینگ و بیان ژن  می

 طرح از قسمتی حاضر واکسنی برای این توکسین نمود. مطالعه
 با استفاده از Bتیپ کلستریدیوم پرفرینجنز  Tpelکلونینگ ژن 

برای تهیه  که است اشریشیا کلیباکتری  کلونینگ در- TAروش 
ین نوترکیب آن صورت پروتئتولید  منظور بهخالص  صورت بهاین ژن 

  گرفته است.
  

  ها روشمواد و 
-B (CN تیپ پرفرینجنز کلستریدیومدر مطالعه تجربی حاضر  رازی تهیه شد و  یساز سرم و واکسن تحقیقات موسسه از (1795

 کشت درون محیط لیوفیلیزه باکتری کردن حل از پس
هوازی  یبانتقال و به شیوه  جگر عصاره حاوی لوله براث، به نوترینت

دوباره کشت داده و پس  بعد روز شد.کشت داده  C۳۷°در انکوباتور 
صورت پذیرفت. در این  فنل کلروفرم روش کل ژنومی به DNA استخراج استفاده شد. DNAساعت از کشت تازه برای تخلیص ۵از 

 DNAاز  ۰۱/۰و  ۱/۰ی ها رقتمطالعه برای حصول نتیجه بهتر 
از رقت  (PCR)ای پلیمراز  جی تهیه شد تا در واکنش زنجیرهاستخرا

استفاده شود. اسپکتوفتومتری و الکتروفورز ژل آگاروز  تر ناسبم
استفاده شد. ژن  شده استخراج DNA% برای ارزیابی کمی و کیفی ۱

Tpel یله وس بهPCR  با استفاده از پرایمرهای اختصاصی
تکثیر یافت  Gene Runner 6.5.50افزار  نرمشده توسط   طراحی

  ذکر شده است. ۱در جدول  آنهامشخصات که 
  

  Tpel ژن پرایمرهای مشخصات )۱جدول 
پرایمر ژن 

Tpel دمای ذوب  توالی(°C) 
 قطعهطول 
 باز) (جفت

 AAT CAT ATG GAT TAT AAA GCG CAA 3' ۱۱/۵۵ '5 رفت
۲۴۸۴ 

 GGT CTC GAG ATC TCT ATA TCC TAT 3' ۷۴/۵۵ '5 برگشت
  

میکرولیتر از هر ۵/۰یکرولیتر شامل م۲۵در حجم  PCRواکنش 
میکرولیتر ۵/۱۲  نمونه، DNAمیکرولیتر ۵/۰کدام از پرایمرها، 

میکرولیتر آب مقطر استریل و برنامه دمایی به ۱۱مسترمیکس و 
  شرح زیر بود:

چرخه شامل  ۳۰دقیقه و ۵مدت  به C۹۵°دناتوراسیون اولیه در 
 C۷۲°دقیقه بوده و در پایان گسترش نهایی در ۲:۱۰مدت  به C۷۲° یقه ودق یکمدت  به C۵۶°دقیقه، ۱:۱۰مدت  به C۹۵°دناتوراسیون در 

در  %۱روی ژل آگارز  PCRدقیقه انجام شد. محصولات ۱۰مدت  به



 ۱۰۵ اشریشیاکلیدر باکتری  کلستریدیوم پرفرینجنز Tpelکلونینگ ژن ـــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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  دقیقه الکتروفورز شد.۳۰مدت  و به ۸۰ولتاژ 
با  pTZ57R/Tوکتور : pTZ57R/Tدر وکتور  Tpelکلونینگ ژن 

سیلین و  یآمپباز و دارای ژن مقاومت به  جفت۲۸۸۷اندازه 
های مختلف برشی به کار رفت.  یمآنزبرای  محدودکنندههای  یتسا

کلونینگ -TAدر اینجا ابتدا برای ایجاد وکتورهای نوترکیب از روش 
پلیمراز یک نوکلئوتید  تکDNAاستفاده شد. با توجه به اینکه آنزیم 

کند و از جهتی  یماضافه  PCRمحصولات  ۳'های آدنین را به دو انت
 ddTخود حاوی  ۳'این پلاسمید به شکل خطی و در دو انتهای 

کلونینگ -TA است، بنابراین این خصوصیات موجب شده تا برای
  مناسب باشد.

فرمنتاز؛ ایالات متحده)، ( یتکدر الحاق طبق پیشنهاد 
رولیتر بافر میک۶در حضور  T4لیگاز  DNAمیکرولیتر آنزیم  یک

میکرولیتر آب بدون PCR ،۱۶میکرولیتر محصول x۵ ،۴اتصال 
درون یک میکروتیوب  pTZ57R/Tمیکرولیتر وکتور ۳و  نوكلئاز

انکوبه شد. پس از  C۴°در دمای  روز شبانهمدت یک  مخلوط و به
ترانسفورماسیون  E. coli/TOP10ی مستعد ها سلولی ساز آماده

  ) صورت پذیرفت.Pub. No. MAN0012725 فرمنتازطبق کیت ترانسفورماسیون ( یحرارتتوسط شوک 
های  پلیت روی بلافاصله شده از محیط کشت باکتریای ترانسفورم

 سیلین پاساژ یآمپبدون  و دار سیلین یآمپ آگار LB محیط کشت
 تایید و اطمینان حصول برای .شد انکوبه C۳۷° دمای در و داده
محیط  در شده مشاهده های کلنی در (Tpel)شونده  کلون ژن وجود
 محیط در موجود های کلنی تک سیلین، آمپی حاوی آگار LB کشت
 به که دار سیلین آمپی محیط حاوی های پلیت به مجدداً  را مذکور
در  شدن انکوبه از بعد و داده پاساژ بود شده تقسیم قسمت چهار °C۳۷ انجام برای موجود های یکلن از ساعت۵ مدت به PCR کلونی (Colony PCR) شد استفاده.  PCR  و پرایمرهای  ذکرشدهکلونی با همان برنامه دمایی

اولیه صورت پذیرفت ولی در اجزای واکنش از  PCRدر  شده استفاده
میکرولیتر مسترمیکس، ۵/۱۲یکرولیتر، م هر یک از پرایمرها یک

نی از تک کل DNAی نمونه جا به میکرولیتر آب مقطر استریل و۵/۱۰
کلونی الکتروفورز انجام  PCRاستفاده شد. برای بررسی محصول 

  شد.
  

  ها یافته
 کلروفرم - فنل روش به DNAاستخراج  :ژنومیک DNAاستخراج 

 DNA است که DNAاستخراج  معمول یها راه از یکی
) زیاد اسمیر نداشتن( کمیت و کیفیت روش این باشده   استخراج
سالم  DNAدارد که شکل ژل الکتروفورز نشانگر استخراج  مناسبی

 ۸/۱یباً تقر DNA). لازم به ذکر است که درجه خلوص ۱شکل ( بود
  بود.

 : پسpTZ57R/Tبه وکتور  Tpel شونده کلوننتیجه اتصال ژن 
 اندازه به Bتیپ  پرفرینجنز کلستریدیوم Tpel لایگیشن، ژن از

 دارای (که pTZ57R/Tوکتور  به PCRیرشده با تکثباز  جفت۲۴۶۹
شد که در  تشکیل نوترکیب وکتور متصل و )است جفت باز۲۸۸۶
مشاهده  %۱ آگارز ژل روی به این وکتور مربوط باند ۲شکل 
  شود. می

سیلین در صورت  ژن مقاومت به آمپی دلیل داشتن به pTZ57R/T وکتور :ی حاوی وکتور نوترکیبها یکلنترانسفورماسیون و غربالگری 
سیلین قادر به  آن را در محیط حاوی آمپی E. coli به درونورود 
برای بررسی نتیجه ترانسفورماسیون لازم بود بنابراین  دینما یمرشد 

سیلین کشت داده  دار و بدون آمپی سیلین آگار آمپی LBدر محیط 
حاوی  LBیط کردن، روی مح انکوبه ساعت۶الی  ۵پس از که  شود
قابل  ٤و  ٣موردنظر تشکیل شد که در شکل  یها یکلنسیلین  آمپی

  مشاهده است.
PCR :نتایج بررسی  کلونیPCR  های  با کلنی شده انجامکلونی

کرده روی محیط  رشد E. coli/TOP10/pTZ57R/Tنوترکیب  LB نشان  ۵وسیله ژل الکتروفورز در شکل  سیلین به حاوی آمپی
ی از ژن ا قطعهکلونی به  PCRدر روش  معمولاً که داده شده است 

چون از پرایمرهایی استفاده  میکن یمنه طول کل ژنوم دست پیدا 
وجود باند نزدیک با  .دهد یمرا به ما  Tpelشد که قسمتی از ژن 

 Tpelموفقیت عملیات کلونینگ ژن  Tpelاندازه نزدیک به باند ژن 
  نمود. داییت Top10سویه  E. coliرا در 

  

  
ژنومیک  DNA: ١؛ Bتیپ  پرفرینجنز کلستریدیوم ژنومیک DNA )١شکل 

  کلستریدیوم پرفرینجنز
  

  
  وکتور نوترکیب) ۲ شکل

  

  
شده با وکتور  های ترانسفورم کلنی دار حاوی تک سیلین آمپی LBپلیت  )۳ شکل

  نوترکیب
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   ۱۳۹۷ زمستان، ۱، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                                                   مدرس تربیت دانشگاه فناوری زیست

 
 .Eهای  سیلین برای غربالگری کلنی آمپی LBپلیت  )۴شکل 

coli/TOP10/pTZ57R/T 
 

  
  E. coli/TOP10 یباکتردر  Tpelشده  ژن کلون )۵ شکل

  

  بحث
است که  یگرم منف یها یترکاز با یجنس بزرگ ومیدیکلستر
ه انسان و دام ب یبرا یخطرناک یها از انواع آن پاتوژن یتعداد
 نیبهتر ونیناسی. امروزه مشخص شده است که واکسندیآ یشمار م

 یها . واکسناستزا  یماریعوامل ب نیراه مبارزه و کنترل ا
و مصرف  دیتول کشوردر  جیطور را هب ییایدیشده کلستر کشته
 لدیدر ف بینوترک یها واکسن که نی. با توجه به اشوند یم

 قاتیتحق نی، بنابراهستندبرخوردار  یادیز تیاز اهم یساز واکسن
 یادیز تیاهم ییایدیکلستر یها نیتوکس یها ژن انیو ب نگیکلون
 ومیدیکلستر Tpelژن  نگیکلون قیتحق نی. هدف از انجام ادارد
مهندسی ژنتیک یا تکنولوژی  بود. E. coli یدر باکتر نجنزیپرفر DNA منظور بهشود که  هایی گفته می نوترکیب به مجموعه روش 

و بیان یک ژن خاص در یک  واردکردنی، ساز خالصجداسازی، 
منجر به بروز یک صفت خاص یا  تاً ینهاروند و  میزبان به کار می

 کلونینگ اولینشوند.  تولید محصول مورد نظر در جاندار میزبان می
 و فیرویدر توسط پرفرینجنز کلستریدیوم کروموزوم از ژن یک موفق

 ۳۰ از بیش بعد به زمان آن از. شد گزارش ۱۹۸۷ سال در همکاران
  .[9]است یی شدهشناسا و کلونینگ زمینه این در ژن

های  یرندهگبا توجه به خصوصیات ساختاری و مولکولی و نیز 
ی برای ا چارهتوان نسبت به تولید واکسن و راه  یم Tpelتوکسین 

درمان آن از طریق کلونینگ و بیان این ژن اقدام کرد که در این 
  .گرفت قراری بررس مورد Tpelمطالعه کلونینگ ژن 

در این مطالعه برای انجام عمل تخلیص از باکتری تازه کشت 
ی که روی ا مطالعهو همکاران در  چیان پیلهاستفاده شد.  شده داده
کلروفرم برای تخلیص  -از روش فنل اند دادهها انجام  یدیومکلستر DNA  ی دیگر ها روشکه در مقایسه با  [10]اند کردهباکتری استفاده

 نیع درو  تر ساده اند برده کار بهکه سایر محققین  DNAتخلیص 
  کارآمد است. حال

از روش  موردنظربرای جداسازی ژن  PCRدر تحقیق حاضر علاوه بر  PCR  کلونی استفاده نمودیم که در این تکنیک از خود کلنی رشد
از استفاده شد.  DNAکرده در محیط کشت بدون نیاز به استخراج 

به جلوگیری از ریسک آلودگی در  توان یمکلونی  PCR شرو مزایای
در زمان، استفاده از لوازم و مواد  ییجو صرفه ،DNA حین استخراج

و نیاز  DNAمختلف برای استخراج  یها ساده بدون نیاز به پروسه
کلونی یک روش سریع  PCR شبه حداقل مواد کشت اشاره کرد. رو
ی سلولی ها کشت PCRتوسعه و یک برنامه کاربردی منظم برای 

. در [11]استی مخمر ها کشتهای سلولی و  باکتریای، لاین
استفاده شد.  T7کلونی از پرایمر  PCR شروها هم برای  یوکاریوت

ژن بیماری هاری، بعد از و همکاران در بررسی  توماردر مطالعه  PCR  ژن مورد نظر توسط پرایمرهای خاص ژن، درون پلاسمیدpTZ57RL/T  درج و غربالگری توسط روشPCR  کلونی با
  . [12]شدایید تو پرایمر رفت ژن خاص،  T7استفاده از پرایمر 
کلونی با  PCR ، از روشسازی ینهبه منظور بهدر این تحقیق 

شد. استفاده  در مرحله تکثیر ژن PCRشده برای  ی طراحیپرایمرها
ناقل به کار رفت. با  عنوان به pTZ57R/Tوکتور در مطالعه حاضر 

توان از روش  یمها  یبنوترکاستفاده از این وکتور برای غربالگری  PCR  بهوکتور  نیا ی استفاده کرد.آب دیسفی تکنیک جا بهکلونی 
بعد از  سیلین است که ژن مقاومت به آمپی خطی و دارای صورت 

وسیله وکتور  یی که بهها یباکترانجام ترانسفورماسیون فقط 
پلاسمید نوترکیب ترانسفورم شده باشند در محیط حاوی 

در اینجا ابتدا برای ایجاد وکتورهای . کنند یمسیلین رشد  آمپی
صورت که  ینبدکلونینگ استفاده کردیم  -TAنوترکیب از روش 

 PCRطی مراحل  DNAپلیمراز که در تکثیر  تک DNAآنزیم 
محصولات خود  ۳'آدنین را به انتهای  استفاده شد یک نوکلئوتید

یدشده توسط این آنزیم تولکند. پس همه محصولات  یماضافه 
خواهند بود،  ۳'دارای یک نوکلئوتید اضافی آدنین در انتهای 

بردن از این ویژگی آنزیم، چنین پلاسمیدهایی  بنابراین برای بهره
دارای  خود ۳'اند که به شکل خطی بوده و در انتهای  ی شدهطراح

تواند با باز آدنین پیوند هیدروژنی  یمیک باز تیمین هستند که 
  شود. یمبرقرار کرده و لیگاسیون با راندمان بیشتری انجام 

مشاهده کرد که  ۱۹۸۸در سال  جیمز ام.کلارکبرای اولین بار 
انتهای  ۳'توانایی کاتالیز افزودن نوکلوتیدهای غیرالگو به پایانه 

پلیمراز است از DNAای یک ویژگی عمومی  دورشته DNA صاف
های مختلف این پدیده را نشان  یمآنزاین لحاظ که تعدادی از 

پلیمرازهایی از چندین DNAها شامل  یمآنزاین  [13]دهند یم
های وابسته به  یوکاریوت، پروکاریوت، یوباکترها و رتروویروس

 dATPاستفاده از  برای اولویتی را یک ها یمآنز این همه مرغان بود.
 گونه دو هر در ویژگی این دادند. انجام صاف انتهای افزودن برای

 نوکلوتید افزودن ییتوانا است. مشترک پروکاریوت و یوکاریوت
  داد. نشان پلیمراز DNA از را یرمنتظرهغ و جالب ویژگی یک غیرالگو

در دسترس است.  E. coliبرای کلونینگ در  TAچندین پلاسمید 
هم توسط محدودیت انتهای صاف هضم یک  TAپلاسمید 
ی تیمیدین با استفاده از ها دنبالهدنبال افزودن  پلاسمید به DNA که  محدودکنندههای  یمآنزهم با استفاده از  و [14]تکپلیمراز

قرار گیرد.  مورداستفادهتوان  یمکنند،  یمتکی ایجاد  ۳'ی ها دنباله
بار یک روش عمومی برای کلونینگ مستقیم  برای اولین ۱۹۹۱در 

یدشده، توسط توسعه آنزیمی براساس قابلیت تول DNAقطعات 
محدودگر برای  اندونوكلئازهضم وکتور کلونینگ با آنزیم 

تیمیدین  یدئوكسثمررساندن یک واحد مولکول خطی با دنباله  به
توصیف شد. این قبیل وکتورها قادر به در هر دو انتها  ۳'نشده  جفت

ی هستند که توسط توسعه آنزیمی با محصولاتبا  ثروملیگاسیون 
پلیمراز  تک DNA ۳'شونده بخش  آدنوزین غیرجفت یدئوكسدنباله 
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و همکاران از آنزیم  دیوید کووالیکآیند که  یمدر هر دو انتها فراهم 
ی تکی بهره بردند و ها دنبالهبرای ایجاد  XcmI محدودکننده

که با آنزیم  pGEM5fZتوانستند ژن مورد نظر را درون پلاسمید 
  .[15]دهندیده شده بود، قرار بر NcoIهضمی 

 TAی پلاسمید ساز آمادهبرای  محدودکنندههای  یمآنزاستفاده از 
. [16]دادرا نشان  محدودکنندههای  یمآنزیک محتوی شامل  معمولاً 
های محدودگر  یمآنزند که استفاده از و همکاران کشف کرد جون

کند و  یمرا از نظر یکپارچگی محدود  PCRیری محصول پذ انعطاف
  .[17]به تغییر و اصلاح پلاسمید نیاز است

برای بررسی اختصاصی وکتورهای نوترکیب و اینکه احتمال 
سیلین است  یآمپماندن وکتور خطی که حاوی ژن مقاومت به  باقی

کلونی برای تشخیص وکتور  PCRدر محیط کشت است ما از روش 
  نوترکیب استفاده کردیم.

بازی روی ژل آگارز نشان  جفت۲۴۶۹در انتها وجود قطعه نزدیک به 
با موفقیت کلون  TOP 10سویه  اشریشیاکولیدر  Tpelداد که ژن 

میزبان مناسبی برای  TOP 10سویه  E. coliشده و باکتری 
  بود. Tpelغربالگری ژن توکسین 

  شود. گونه محدودیتی را شامل نمی این تحقیق هیچ
ی برخوردار است و ا گستردهجنس کلستریدیوم از انتشار 

زایی این  کند. بیماری یمهای گسترده و خطرناکی ایجاد  یماریب
بنابراین ؛ کند یمهایی است که تولید  باکتری در رابطه با توکسین

تحقیقات بیشتر روی توکسین های دیگر این باکتری ضروری بوده 
گونه باکتریایی پیشنهاد  یناهای دیگر  و کلونینگ و بیان توکسین

ی کلستریدیایی، توکسین باکتری باید ها واکسنبرای تهیه  شود. یم
تبدیل به توکسوئید شود تا ضمن اینکه سیستم ایمنی موجود زنده 

ند اثرات مضر یا کشنده روی موجود زنده نداشته ک یمرا تحریک 
باشد. مراحل تبدیل توکسین به توکسوئید نیازمند صرف هزینه و 

توان علاوه بر  یمزمان است. برای تولید واکسن به روش نوترکیب 
یا  ضرر کماین که توکسین را به روش کلون و بیان در یک میزبان 

فمند در ژن کدکننده ی هدها جهشضرر تولید کرد، با ایجاد  یب
یافته در میزبان بیانی، میزبان  جهشتوکسین و کلونینگ و بیان ژن 

دستی  یینپاهای  ینههزی توکسین، توکسوئید تولید کرده و جا به
  تولید واکسن کاهش یابد.

  
  گیری نتیجه

روی ژل آگارز نشان داد که بازی  جفت٢٤٦٩وجود قطعه نزدیک به 
با موفقیت کلون شده  TOP 10 سویه کولی اشریشیادر  Tpelژن 

میزبان مناسبی برای غربالگری  TOP 10سویه  E. coliو باکتری 
  .بود Tpel ژن توکسین
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ها و  دلیل یاری به چیان پیلهویژه از جناب آقای دکتر  به

ها را برایم  داشت ایشان که بسیاری از سختی چشم های بی راهنمایی
 تر نمودند نهایت تشکر را دارم. آسان
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	Clostridium perfrinjens is an anaerobics, Gram-positive, rod-shaped and heat resistant bacterium of genus clostridium. C. perfringens is a spore-forming bacterium and widely occurring pathogen. The organism is grouped into 5 types (A, B, C, D, and E) ...
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