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چکیده

يمـار یو عامـل ب شـده شـناخته بـات یترکترینکشندهجزء )BoNTs(نومیسموم بوتولنه و هدف:یزم

مـوش يرویستیاستفاده از سنجش زادر غذا بBoNTصیدر حال حاضر، تشخ. باشندمیسم یبوتول

بـر  امـا زمـان  ،)20تـا  pg.mL-17صیتشخمحدوده(حساس اریروش بسکیکهاستیشگاهیآزما

سنجش معادل یتیحساستواند میویاختصاص،عیسریروش، زایلااساندویچ یصیتشخروش.باشدمی

 ـ. هـدف از ا داشته باشـد در آنالیز سمیت مواد غذایی یشگاهیموش آزمايرو اسـتفاده از  پـژوهش ن ی

ود.بBoNT/Bییشناساجهت ساندویچ الایزا روش 

دهنـده سـم   بخـش اتصـال  کربوکسـیل اي از انتهـاي مینهآاسید 370روتئین نوترکیب پها:مواد و روش

BoNT/B ستونروش کروماتوگرافی تمایلیاببیان وژن عنوان آنتیبهدالتون کیلو45با وزن مولکولی

Ni-NTAيبادیآنت. شدتخلیصIgGستون یلیتمایبا روش کروماتوگرافیو خرگوشیاز سرم موش

و اختصاصـیت  حساسـیت  . شـد یـد أیتزایالاآزمونو SDS-PAGEروشاو بيجداسازGن یپروتئ

Bیـپ  تو توکسوئید بوتولینـوم BoNT/B-HcC نوترکیبژنآنتیشناساییجهتشده روش طراحی

.ارزیابی شد
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لیتر سرم میلیاز هرگرم میلی5/4و 3ترتیب بهشده تخلیصموشی و خرگوشی باديغلظت آنتیج:ینتا

شده موشی و بادي تخلیصمستقیم با آنتیپروتئین قابل شناسایی به روش الایزا غیرحداقل غلظت.بود

30سازي روش ساندیچ الایـزا حـداقل  با بهینه. تعیین شدبر میلی لیترپیکوگرم118و 475خرگوشی 

با BoNT/Bاز بر میلی لیتر کوگرم یپ146و BoNT/B-HcCب یژن نوترکیاز آنتبر میلی لیترنانوگرم

.شدییشناسااختصاصیت بالا 

سـم شناسـایی دقیـق و حسـاس   يبـرا توانـد شـده مـی  ي طراحـی زای ـالاچ یروش ساندو: يریگجهینت

یی این روش براي تشـخیص سـم   ادر آینده کارلازم است.شوداستفاده Bپ یتبوتولینوموم یدیکلستر

د.شوارزیابی غذایی وهاي محیطی در نمونهبوتولینوم

.IgGباديساندویچ الایزا، آنتی، Bیپنوروتوکسین بوتولینوم ت، کلستردیوم بوتولینوم:واژگانکلید

مقدمه

1نـوم یوم بوتولیدیکلسـتر يباکتروسیلهبهدشدهیتولسموم 

شـناخته هسـتند کـه تـاکنون    ترکیبـاتی  تـرین کشندهجزء

سـموم . ]1[باشـند مـی 2سمیبوتوليماریو عامل باندشده

از، شوندمیگذاريمناGتا Aکه از )BoNTs(نوم یبوتول

بـا سـیته ژنیآنتـی نظـر ازیساختار به هم مـرتبط ول ـ نظر

انسـان در A,B,E,F. انـواع  ]2[متفاوت هسـتند یکدیگر 

وانات موجب یدر حDو Cو انواع کنندیمجاد یايماریب

یخاص ـيمـار یبGیـپ تو تـاکنون از  شـوند میيماریب

ت ین مــوارد مســمومیشــتریب. ]3[مشــاهده نشــده اســت

 ـابااست.Eپیران مربوط به تیسم در ایبوتول وجـود نی

در براي مقابله با این عوامل يمؤثرسن کواگونهچیههنوز 

اثـر خـود را   بوتولینـوم  سـموم عصـبی  سـت. یدسـترس ن 

یعصـب يهـا انـه یپان از یل کـول یمهار ترشح اسـت وسیلهبه

 ـدرنهاجاد فلج شـل و  یباعث انی. بنابراکنندیماعمال  تی

انسان در اثر مصـرف  . شوندمیوانات یو حانسانمرگ در 

سم مبـتلا  یبوتوليماریآلوده به سم، به بییآب و مواد غذا

ت یمسمومهايشکلبه یعیطبطوربهيمارین بی. ادشویم

رخواران یشدر يارودهسم یسم زخم و بوتولی، بوتولییغذا

نـوم  یبوتولسـموم عصـبی  .]4[کنـد  یم ـن تظـاهر  یو بـالغ 

1. Clostridium botulinum
2. botulism

 ـی ـصـورت بـه يتوزول بـاکتر یدر سنخست   ـپپتیک پل د ی

 ـرفعالیغره و یزنجتک دالتـون  لـو یک150حـدود  یبا وزن

. سـپس  شـوند مـی د ی) تولنهیدآمیاس1300تا 1200(طول 

د یپپتیوجود دارند، پليباکترتوزول یکه در سییپروتئازها

که آورندیدرمو فعال يارهیدوزنجصورتبهرا شکسته و 

. انـد شـده به هـم متصـل   يدیسولفيوند دیک پیوسیلهبه

ره یــو زنج)L(ســبک رهیــزنجدومــذکور ســمن، یبنــابرا

 ـترتبـه مولکولی آنـان وزنکه دارد)H(ن یسنگ و 50ب ی

3هیــن از دو ناحیســنگره یــ. زنجاســتدالتــون لــویک100

 ـاسـت: ناح شدهلیتشک ترمینـال  Cدر 4دهنـده اتصـال ه ی

)HC(    ـو ناحکه موجب اتصال سـم بـه گیرنـده سـلولی  ه ی

فرار اندوزومی که باعث)HN(ترمینال Nدر 5دهندهانتقال

بـه درون  (بخـش کاتالیتیـک سـم)   ره سبکیانتقال زنجو

ک ی، BoNTره سبک ی. زنجشودیمتوزول سلول هدف یس

يهـا سلولدر یخاصيهانیپروتئو به است6دازیاندوپپت

باعـث مهـار ترشـح    آنهاو با شکستن کندیمهدف حمله 

صـورت نیبدو شودیمهدف يهاسلولن در یل کولیاست

مولد يهايباکتر.]5[کندیمخود را اعمال یت سمیخاص

 ـن سموم یا . کننـد یم ـد ی ـهسـتند و اسـپور تول  يهـواز یب

3. domain
4. Binding domain
5. Translocation domain
6. Endopeptidase
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ــاکتر ــهومیدیلســترکيهــايب ،كگســترده در خــاطــورب

و به شده کنسرويهاوردهافرلوله گوارش،آب،،گردوغبار

.]6[اندپراکندهوانات یحیتناسليز در مجرایمقدار ناچ

آن LD50(سم عصبین یایکشندگيبه علت توان بالا

)، نرخ استلوگرم ینانوگرم در هر ک1تا 1/0ن یدر انسان ب

تینهادرموارد منجر به مرگ نسبت به موارد ابتلا و يبالا

مطـرح  یسـت یسلاح زعنوانبهآن را راحتنسبتبه ه یته

سازي یابی و بهینهبر این اساس دست.]8؛7[ساخته است

.استز اهمیت یهاي تشخیص سم بوتولینوم حاروش

ــر  ــال حاض ــتانداردر ح ــرايدروش اس ــخب صیتش

BoNT نمونـه روي  یستیسنجش زیی، غذاهاي نمونهدر

حسـاس بـا   اریروش بسکیکهاستیشگاهیآزماموش

باشـد پیکوگرم بر میلی لیتر می20تا 7صیتشخمحدوده

تقریبا(بوده بر موش زمانیستی، سنجش زحالبااین.]9[

وانیـــحيادیـــاســـتفاده از تعـــداد زمنــد ازینوروز)4

تحـت  حیوانات به مرگ منجراغلب کهآزمایشگاهی است

نیـاز  سـم  یپتتعیینيبرانیعلاوه بر ا.سنجش می شود

با .استبادي اختصاصی سازي سم با آنتیبه سنجش خنثی

اخلاقـی اسـتفاده از   هـاي هملاحظ ـو توجه به مـوارد بـالا   

منظـور  آزمایشگاهی طراحی روشی جایگزین بـه اتحیوان

نون، کتـا .رسدنظر میه شده ضروري برفع مشکلات ارائه

ارائـه یکیسـنجش سـرولوژ  اسـاس بریمختلفهايروش

اربرد را ک ـن یشـتر یبالایـزا روش بـین ایندراست؛ شده

ت یبهبود حساسيبرا. ددارییغذاسمیت مواد ز یآناليبرا

ه ک ـاسـت  شدهمطرحالایزاافته یرییتغهايروشسنجش، 

 ـاسـت. ا الایزاچ یروش ساندوآنهاترینپیشرفته ن روش ی

يش رویمعادل آزمایتیو حساسیار اختصاصیع، بسیسر

سازي روش امکان کمیدر ضمن دارد.یشگاهیموش آزما

هـاي  ساندویچ الایزا بـراي تعیـین غلظـت سـم در نمونـه     

فراهم است.نیز هاي زیستی مختلف از جمله نمونه

شناسـایی سـریع و دقیـق ســم    تیــبـا توجـه بـه اهم   

سـازي  طراحی و بهینـه ، حاضرپژوهش هدف ازبوتولینوم 

سـاندویچ  تشخیصی سریع بر اسـاس تکنیـک  روشیک 

.بودBجهت شناسایی توکسوئید بوتولینوم تیپ الایزا 

هامواد و روش

مـوش IgGدض ـباديآنتی،(NUNC) الایزات یرو پلیکم

IgG ضدباديآنتی،)Dako(دازیسکم پرایانژوگه به آنزک

بـراي  )sigma(دازیس ـکم پرایانژوگـه بـه آنـز   کخرگوش 

Ni-NTA agaroseتخلیص پروتئین نوترکیب از سـتون  

resin   (ــین ــاین ژن (چ ــرکت ش ــه از ش ــد ک ــتفاده ش اس

از BALB/cهــاي آزمایشــگاهی د. مــوششــخریــداري 

ند و از شـد سازي رازي ایران تهیـه  سسه واکسن و سرمؤم

و پاسـتور  یتسـت سسـه ان ؤاجوانت کامل و نـاقص فرونـد م  

ــرز)،OPD)O-Phenylenediamineاســتفاده شــد. ن ی

، کیتریدســیاس)، G)Shine Gene: G00209ن یپــروتئ

موارد از یکه تمامدیکلرمیسدو دروژن فسفاتیم هیسد

د.شيداریخریمعتبر داخليهاشرکت

BoNT/Bبیان و تخلیص پروتئین نوترکیب 

ژن نوترکیـب  کلونـال از آنتـی  بـادي پلـی  تولید آنتیجهت 

BoNT/B-HcCــده ــیدآمینه انتهــاي  370در بردارن اس

بـا Bیـپ  بوتولینوم تسمدهندهبخش اتصالاز کربوکسیل

بیـان  .اسـتفاده شـد  دالتـون  کیلو45وزن مولکولی معادل 

در E. coli BL21(DE3)ژن نوترکیـب در میزبـان   آنتـی 

مولار از میلی1گراد و غلظت نهایی درجه سانتی37دماي 

IPTG  پـروتئین  در ادامـه  د. ش ـسـاعت القـا   4به مـدت

.گردیدخالصNi-NTAرزین استفاده از با نوترکیب، 

موشـی و خرگوشـی  هايباديآنتیتخلیصو تهیه سرم

BoNT/B-HcCژن ضد آنتی

کلونـال علیـه  بـادي پلـی  بررسـی تولیـد آنتـی   منظور هب

ــوش 20از BoNT/Bپـــروتئین نوترکیـــب  عـــدد مـ

BALB/cعنوان نمونه کنترل عدد به5عنوان تست و به
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ازمیکروگــرم20مقـدار هــر مـوش بـه  اسـتفاده شـد.   

از بـا حجـم یکسـان    شـده تخلـیص نوترکیـب پروتئین

ادجوانت ناقص ادجوانت کامل فروند در تزریق اول و

صورت هاي بعدي در چهار نوبت بهفروند براي تزریق

بررسی و تأیید نتایج حاصل برايد. شجلدي تزریق زیر

کـاذب، بـه یـک    مثبـت  و همچنین جلوگیري از پاسخ 

گـرم  PBS)8 عنوان شاهد فقط بـافر تایی بهپنجگروه 

NaCl ،9/2 گرمNa2HPO4 ،2/0 گرمKCl ،2/0 گرم

KH2PO4 اسـتریل همـراه بـا    یک لیتر آب مقطـر) ، در

يهـا پتیاز پيریگمنظور خونبه.دشادجوانت تزریق 

هـا از گوشـه   آنوسیلهبهاستفاده شد و لیپاستور استر

خون هايهبه عمل آمد. قطريریگچشم هر موش خون

هـا وپی ـکروتیمنتقـل و م لیاستروپیکروتیبه داخل م

 ـبرچسب زده شد. سپس بـه مـدت    سـاعت درون  کی

زی ـشب نکیو گرادیدرجه سانت37يخانه با دماگرم

شد. پـس از آن،  ينگهدارگرادیدرجه سانت4يدر دما

1000با سـرعت  گرادیدرجه سانت4يها در دمانمونه

عیشده و ماوژیفیسانترقهیدق10به مدت دور در دقیقه

پس د.شجداسازي آمده (سرم)دسترنگ بهشفاف زرد

ن از یرزيسازمتعادلبراي Gن یساخت ستون پروتئاز 

 ـیم20بافر اتصال (تریلیلیم5 و Na2HPO4مـولار  یل

در ادامـه  .دش ـاسـتفاده  ) pH=7با NaClمولار 15/0

با نسبت برابر بافر اتصال به ستون اضافه شدهقیرقسرم 

هاي سـرم،  شستشوي ستون و حذف پروتئینبرايد. ش

لیتــر بــافر اتصــال از ســتون عبــور داده شــد. میلــی15

ــیيجداســازبــرايدرنهایــت محلــولهــا از بــاديآنت

به . استفاده شد3برابر pHمولار با 1/0د یک اسیتریس

محلـول اسـید سـیتریک بـا     pHسـازي  خنثـی سرعت 

.انجـام شـد  10برابـر  pHبـا  Trisبـافر  کـردن  اضافه

بابیترتبهيبادیآنتغلظتنییتعويبادیآنتخلوص

روشبراساسدیآملیآکریپل- SDSژلالکتروفورز

Laemmli]10[شدانجامبردفوردو]12؛11[ .

میرمستقیغيزایالاها با باديآنتیيغربالگر

 ـأیتبراي ژن یآنت ـعلیـه شـده خـالص يهـا بـادي آنتـی د ی

BoNT/B-HcC اســتفاده غیرمســتقیميالایــزاآزمــوناز

 ـالامیکرو پلیـت هايچاهک، ن منظوریاي. براشد بـه  زای

µg.ml-1بـا گرادیسانتدرجه 4يساعت در دما18مدت 

2/0و Na2CO3مـولار  2/0(پوششـی بـافر  در ژنینتآ5

هـاي مکـان وشانده شـدند.  ) پNaHCO3-pH 9.6 مولار

درجـه  37يسـاعت در دمـا  یـک  به مدت غیراختصاصی

ر بدون یشکچاههريتر به ازایکرولیم150با گرادیسانت

گـرم  NaCl ،9/2گـرم  PBST)8بافردرصد در5یچرب

Na2HPO4 ،2/0 ــرم ــرم KCl،2/0گ KH2PO4 ،500گ

 ـو تـا حجـم   Tween20تر یکرولیم تـر آب مقطـر)  یک لی

هـر  يتر به ازایکرولیم100با هاه. سپس صفحدشسدود م

بـه  PBSTبـافر  در باديآنتیيهارقتالیسرازچاهک 

انکوبه شـدند. در  گرادیسانتدرجه 37ساعت در 1مدت 

کانژوگـه بـه   يبـز بـادي آنتـی از 10000در 1ادامه رقت 

HRP ضــدIgGبــا بــافر یخرگوشــا یــیموشــPBST

تــر بــه هـر چاهــک اضــافه شــد.  یکرولیم100و مخلـوط 

درجـه  37سـاعت در  یـک ون یپس از انکوباس ـدرنهایت

 ـیم6محلـول سوبسـترا (  گرادیسانت 10ر دOPDگـرم  یل

 ـیم 10حــل و مـولار 1/0فســفاتترات یس ـتـر بــافر  یلیل

گذشت زمان و پس از د وشه ف) اضاژنهیاکسآبتر یرولیکم

495در واکنش الایزايزان جذب نوریمدهیتوقف رنگ

.شدخواندهنانومتر 

چ یبـه روش سـاندو  BoNT/B-HcCژن یآنتییشناسا

زایالا

ــاندوروش ــتفاده از ELISAچیس ــا اس ــیدوب ــاديآنت ب

 ـنوترکژنآنتـی ه ی ـعلیو خرگوش ـیکلونال موش ـیپل ب ی

BoNT/B-HcCو کننده ییشناساباديآنتیعنوانبهیکی

.دشطراحی رنده  یگباديآنتیعنوانبهيگرید
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ازبـر میلـی لیتـر   نـانوگرم 500بـا  یـزا ي الاهاکچاه

18بـه مـدت   پوششـی در بـافر  موشـی رندهیگباديآنتی

پوشـانده شـدند. پـس از    گـراد یسـانت درجه 4ساعت در 

درصـد در  5شیر بدون چربـی  ها با سازي چاهکمسدود

محلـولی بـا   ، PBSTبـار شستشـو در   هو سPBSTبافر

ژن نوترکیـب در  از آنتیبر میلی لیترگرممیکرو10غلظت 

رقـت سـریالی   14تهیه شد و از این محلول PBSTبافر 

و بـه  تهیـه  بر میلی لیتـر پیکوگرم90دوبرابري تا غلظت 

يساعت در دمادوبه مدت یزا پلیت الاوها اضافه چاهک

500پـس از شستشـو   شـد. انکوبـه  گرادیسانتدرجه 37

(خرگوشـی)  کننده ییشناساباديآنتیبر میلی لیترنانوگرم

ر ي غیزایادامه مراحل همانند الاوشدهر چاهک اضافه هب

.شدانجام نیزم یمستق

 ـو مشـده انجامبار تکرارسهباهاآزمودنتمام  ن یانگی

يهـا . چاهـک دش ـگـزارش  آمـده دسـت بـه جذب نوري

رائـه  ایکنتـرل منف ـ عنـوان بهمنیاریغIgGبا شدهانکوبه

یبرابـر کنتـرل منف ـ  شـتر از دو  یبيهادادهیمامتشدند و

-BoNT/Bژن نوترکیـب  آنتـی ییمثبت در شناساعنوانبه

HcC.در نظر گرفته شد

زا در یچ الایروش ساندوو اختصاصیتتیزان حساسیم

BoNT/Bدیتوکسوئییشناسا

یـزاي  لادر این مرحله براي تعیین حساسیت آنالیتیکی روش ا

) و حـد تشـخیص   LOB(ن حـد شـاهد   شده، به تعیـی تنظیم

)LOD(میکروپلیـت  در آن پرداخته شد. براي انجام این کار

-BoNT/B ضدموشیIgGبادي میکرولیتر آنتی100یزا با لاا

HcC مسدوددهی و لیتر پوششمیکروگرم بر میلی1با غلظت

محلـولی بـا   BoNT/Bسـم  با استفاده از در مرحله بعد . دش

ششلیتر تهیه شد و از این محلول گرم بر میلینانو500غلظت 

لیتـر  پیکوگرم بر میلـی 160رقت سریالی دوبرابري تا غلظت 

شـده بـه  تهیهسمهاي میکرولیتر از رقت100تهیه شد. سپس 

ها اضافه شد و میکروپلیت به مدت صورت دوتایی به چاهک

انکوبه شد. پس گرادیسانتدرجه 37یک ساعت در انکوباتور 

بـادي از آنتـی نـانوگرم 500مقـدار  شستشـو از چهار مرتبه 

IgGضدخرگوشی BoNT/B-HcCد شها اضافه به چاهک

به مـدت یـک   گرادیسانتدرجه37و پس از انکوباسیون در 

IgGبــادي بــزي ضــد میکرولیتــر آنتــی100ســاعت مقــدار 

بـه  5000با رقت یـک بـه  HRP با آنزیمکانژوگهخرگوشی

عنـوان  چاهک از پلیت نیـز بـه  20ها اضافه شد. تعداد چاهک

کننـده نمونـه   شاهد در نظر گرفته شد و در آنها تنها بافر رقیق

)PBST (ها دوباره به مدت یک سـاعت در  اضافه شد. پلیت

قرار داده شدند و پس از چهار گرادیسانتدرجه 37انکوباتور 

داخل هر OPD میکرولیتر از محلول100مرتبه شستشو، میزان 

دقیقه انکوباسیون در دماي اتاق و 5چاهک ریخته شد. پس از 

میکرولیتـر از محلـول   100کـردن  تاریکی، واکنش بـا اضـافه  

به هر چاهـک متوقـف شـد. جـذب     )H2SO4(کنندهمتوقف

. نـانومتر خوانـده شـد   450نوري هر چاهک در طـول مـوج   

چاهک مربـوط بـه   20میانگین و انحراف معیار جذب نوري 

با اسـتفاده  LOD و جذب نوريLOBتعیین و مقادیرشاهد

:]14؛ 13[زیر محاسبه شدمعادلاتاز 

LOB=Mean Blank+1.645(SD Blank)
Ab LOD=Mean Blank+3(SD Blank)

هاي حاصـل از رقـت   با استفاده از دادهدر مرحله بعد

رسم و به آن ژن، منحنی و معادله خط مربوطسریالی آنتی

.شده تعیین شدبراي روش طراحیLOD میزان

روش سـاندویچ  بـودن بررسـی میـزان اختصاصـی   براي

5مقــدار BoNT/Bشــده در شناســایی ســم الایــزاي تنظــیم

موشی) کف IgGبادي گیرنده (از آنتیلیتربر میلیگرممیکرو

و 2,5، 5سـه غلظـت   د و در مرحله بعد شدهیپوشها چاهک

و BoNT/B ،StxBيهاسـم ازلیتر میکروگرم بر میلی1,25

CtxB و پروتئینBSAو مراحـل  شـده ها اضـافه  به چاهک

نهایت با خوانـدن جـذب   ساندویچ الایزا تا انتها انجام شد. در

نانومتر و تکرار آزمایش به مدت سه مرتبـه در  450نوري در

د.شمیانگین نتایج گزارش پیاپی، دو روز 
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جینتا

BoNT/B-HcCژن نوترکیب بیان و تخلیص آنتی

ژن نوترکیـب نشـان داد کـه    نتایج حاصل از تخلیص آنتی

ژن نوترکیب در مرحله چهارم از شستشوي سـتون بـا   آنتی

د و خلـوص  ش ـتخلیص 5برابر pHو مولار 8بافر اوره

داشـته  لیتـر  میکروگرم بر میلی600درصدي و غلظت 90

).1(شکلاست 

نمونه سوپ حاوي پروتئین نوترکیب قبل از 1، ستون Ni-NTAنتیجه تخلیص پروتئین نوترکیب با رزین کروماتوگرافی تمایلی 1شکل 

مارکر 4، ستون 2/7برابر pHمولار 8نمونه شستشوي ستون با بافر اوره 3نمونه عبوري پس از ستون، ستون 2انتقال به ستون، ستون 

نمونه شستشوي 6، ستون 4/6بر براpHمولار 8نمونه شستشوي ستون با بافر اوره 5)، ستون Cat. No.PR901641پروتئینی سیناکلون(

5برابر pHمولار 8ستون با بافر اوره 

کلونالیپلباديآنتیص یتخل

بـادي آنتـی د حضـور  یأیجهت تيبادیص آنتیپس از تخل

IgGـاکریالکتروفورز ژل پل  در SDSد همـراه بـا   ی ـل آمی

نشـان داد کـه در   ج یا انجام شد. نتـا یاحریا و غیط احیشرا

بـا  يدیسـولف يديهاوندیپییا با توجه به جدایط احیشرا

 ـزاتـانول دو  استفاده از مرکاپتو ن یسـبک و سـنگ  واحـد ری

لـو یک25و 50يهـا و باندجداشدهگر یاز همدباديآنتی

 ـشد یأیتیدالتون  ـاحری ـط غین در شـرا ید. همچن ا و عـدم  ی

یلـو دالتـون  یک150بانـد  بـادي آنتیيواحدهاریزییجدا

د حضــور یــأیتبــرايدر ادامــه ).2(شــکلدشــمشــاهده 

 ـعلبـادي آنتی  ـی  ـالاآزمـون BoNT/B-HcCژن یه آنت زا ی

 ـبـادي آنتـی ب بـا  یژن نوترکیآنتغیرمستقیم شـده  صیتخل

سه بـا کنتـرل نشـان داد کـه     یزا در مقایج الایانجام شد. نتا

-BoNT/Bژن نوترکیـب  آنتیه یشده علصیتخلباديآنتی

HcCو475يهاغلظتحداقل ییشناساییو توانااست

يهـا بـادي آنتیلهیوسبهب یترتبهژنآنتیاز کوگرم یپ118

). 2و1هايرا دارد (نموداریو خرگوشیموش
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)؛ Cat. No.PR901641مارکر پروتئینی سیناکلون (1، ستون شماره Gشده با رزین پروتئین بادي تخلیصنتیجه الکتروفورز آنتی2شکل 

احیاشده در شرایط غیربادي تخلیصنمونه آنتی3شده در شرایط احیا؛ ستون شماره بادي تخلیصنمونه آنتی2ستون شماره 

و نمونه BoNT/Aژن آنتی، نمونه کنترل شامل BoNT/B-HcCژن نوترکیب بادي موشی با آنتینمودار الایزا غیرمستقیم آنتی1نمودار 

را در مقایسه با کنترل BoNT/Bژن پیکوگرم از آنتی475بادي موشی تا غلظت ، نتایج نشان داد که آنتیBoNT/Bژن آزمون شامل آنتی

شناسایی کند.

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

در
ري

نو
ب

جذ
49

5
وم

تر
گس

آن

)ml-1(سریال غلظت آنتی بادي 

تست کنترل



1401، بهار 2، شماره 13دوره _______ ________________________________ مدرسزیست فناوري دانشگاه تربیت 

140

و نمونه آزمون شامل BoNT/Aژن ، نمونه کنترل شامل آنتیBoNT/Bژن بادي خرگوشی با آنتینمودار الایزا غیرمستقیم آنتی2نمودار 

را در مقایسه با کنترل شناسایی BoNT/Bژن پیکوگرم از آنتی475بادي خرگوشی تا غلظت ، نتایج نشان داد که آنتیBoNT/Bژن آنتی

.کند

 ـمحاسـبه م  زا در یــچ الایسـاندو ت سـازه  یزان حساســی

BoNT/B-HcCنوترکیب ژن یآنتییشناسا

ژن نوترکیب بـا  غیرمستقیم آنتیيبا توجه به نمودار الایزا

میکروگـرم و  1هاي موشی و خرگوشی، مقدار آنتی بادي

بادي موشی و خرگوشی بـراي سـازه   نانوگرم از آنتی500

هـاي لـت ش حایپس از آزماباشد. ساندویچ الایزا بهینه می

ژن یآنت ـییشناسـا بـراي زا ی ـچ الایمختلف سـازه سـاندو  

عنـوان بـه یخرگوش ـباديآنتیمشخص شد که استفاده از 

بـادي آنتـی عنـوان بـه یموشباديآنتیرنده و یگباديآنتی

ج نشـان  ید (نتاشویمشاهده ميج بهترینتا، کنندهییشناسا

ن حسـاس  یـی تعبـراي ل ی ـن دلینشده). با توجه به همداده

 ـزا می ـچ الایساندوسازه  بـادي آنتـی از نـانوگرم 500زان ی

ال غلظت ید و در ادامه سرشپوشیدهها کف چاهکیموش

و سـپس  اضافه هاچاهکدرون ژنآنتیاز کروگرمیم1از 

هـا اضـافه   به چاهـک یخرگوشباديآنتینانوگرم از 500

ــد ــه روش ســاندو  ی. نتــاش ي زایــچ الایج نشــان داد ک

توانـد مـی را ژنآنتیاز نانوگرم31تا غلظت شدهطراحی

).3(نمودارکندییشناسا
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با کف هر چاهک، BoNT/B-HcCب یژن نوترکیآنتییدر شناساشدهطراحیيزایچ الایت روش ساندویزان حساسیمیبررس3نمودار

مقـدار  کتر شد. سپس در هـر چاه ـ یاول تکاز چاهژنآنتیکروگرمیم1آن مقدار يپوشانده و رویموشيبادیآنتنانوگرم 500مقدار 

.استشدهاستفادهکنترل عنوانبهBSAنیپروتئ. در نمونه کنترل از خته شدیریخرگوشيبادیآنتنانوگرم 500

زا در یچ الایسازه ساندوو اختصاصیتتیحساسزان یم

BoNT/Bییشناسا

شده یزاي تنظیملاآزمایش تعیین حساسیت آنالیتیک روش ا

انجام شـد.  BoNT/Bسم هاي سریالی با استفاده از رقت

محاسـبه حـد   بـراي شـده نمودار و فرمـول خـط حاصـل   

بر این براي تعیـین  علاوهتشخیصی روش، استفاده شدند. 

و شـاهد هاي محدوده تشخیصی، میانگین سیگنال چاهک

هـاي  میزان انحراف معیار مربوطه نیز محاسـبه شـد. یافتـه   

قابـل  4و نمودار 1آمده از این آزمایش در جدول دستبه

همچنـین نتـایج بررسـی واکـنش متقـاطع      .مشاهده است

اختصاصیت ،شدهساندویچ الایزا نشان داد که روش تنظیم

).5(نمودارداردBoNT/Bبالایی در شناسایی 

BoNT/Bدر شناسایی سم شدهتنظیميساندویچ الایزانتایج مربوط به محاسبه حساسیت آنالیتیکی روش 1جدول 

معادله خطحد تشخیص
حدجذبمیزان

تشخیص
شاهدحد

انحراف معیار 

هاشاهد

میانگین جذب 

هاشاهد
الایزاساندویچ

1/1460908/0 +x0041/0=y69/057/009/042/0سمBoNT/B

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1 µg 500 ng 250 ng 125ng 62/5ng 31/25 ng

در
ي

ور
بن

جذ
49

5
وم

تر
گس

آن

BoNT/B-HcCنوترکیب )ml-1(سریال غلظت آنتی ژن

کنترل  تست
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1با مقدار کچاهف هرک،Bپیتبوتولینومسمییدر شناساشدهطراحیيزایالاچیساندوروشتیحساسزانیمیبررس4مودار ن

روگرم یکم1مقدار کتر شد. سپس در هر چاهیاول تکاز چاهسمنانوگرم 500آن مقدار يپوشانده و رویموشيبادیروگرم آنتیکم

.استییشناساقابلنانوگرم 1در حد سمخته شد. یریشوخرگيبادیآنت

در یزاالایچواکنش متقاطع ساندويآماریسهمقانتایج،BoNT/Bییدر شناسایزاالایچسازه ساندویتاختصاصیزانمیبررس5نمودار

و با سم است نزدیک بوده شاهدهايدر سموم متفرقه با نمونهODیجسموم نشان داد که نتایگربا دیسهدر مقاBoNT/Bسم ییشناسا

BoNT/Bدارنداداريتفاوت معنياز لحاظ آمار.

بحث

حاصـل از  يمـار یدر حـوزه ب بسیاريهايهمطالعینکهابا

در حـوزه  هـا همطالع ـتعـداد اما،داردوجودبوتولینومسم 

آلـوده کمتـر   يهـا نمونهسم در نیاصیو تشخییشناسا

به نـادر توانیمموضوع نیايهاعلتازجمله. استبوده

بوتولینـوم عصبیتنوع سموم نیو همچنيماریبنیانبود
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5 µg/ml  2/5 µg/ml 1.25 µg/ml
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بـوده نییپـا سمیکشندگدزکه اینبهتوجهبا. کرداشاره

و بـوده داراراسمیوتروریدر حوزه باستفادهقابلیت،]13[

بـراي سـرم یآنتاز استفادهاز ریغدرمانیروشیاز طرف

روشیـک سـازي بهینـه وطراحی،]14[نداردوجودآن 

سـم برايبالااختصاصیتوحساسیتبادقیقتشخیصی

.باشدمیاهمیتحائز

ــرا ــایتشــخيب ــترکيترکص ب ــومیوم بوتولیدیلس از ن

تـوان  یمDNA-probe وPCR ریظنیحساسيهاآزمون

 ـ. ا]9[کرداستفاده   ـار زیت بس ـیساس ـحهـا روشن ی يادی

یمـت قگـران زاتیتجهبهازیکه ناینکهوجودبااما،دارند

گـر یاز د.ندارندییاکاريترکباسمص یتشخيبرا،دارند

مـوش  يش رویآزمـا بوتولینـوم سـم صیتشخهايروش

سـموم ییشناسـا يبـرا تندرونطیدر شرایشگاهیآزما

امـا  ،روش استنیبهترونیترنوم است که حساسیبوتول

بـه ازینوبودنبرزمانازجملهییهاتیمحدودروشنیا

 ـابـه توجـه بـا . داردیشگاهیآزماوانیحيادیزتعداد نی

و غـذا و دارو  سـازمان هـاي بهداشـتی از   سازمان،لیدلا

روشاسـتفاده از  بـر هـا يمـار یبيریشگیمرکز کنترل و پ

توجـه بوتولینـوم سـم وباکتريییشناسايبرانیگزیجا

.دارند

یآلـودگ زانیمصیتشخيبرایکیسرولوژهايروش

الایزاهاروشنیانیترمهمازجملهدارند،ییبالايکارآمد

درزايمـار یعوامـل ب ییدر شناسـا زیاديکه کاربرد است

و الیـزا بهبـود روش  يبـرا نیهمچن. ]15[داردغذاوآب

 ـالاچیسـاندو ییریافتهتغآن از روش تیحساسشیافزا زای

از دو گونـه  بـادي آنتیبا استفاده از دو سمییشناسايبرا

 ــ ــتفاده ش ــف اس ــتدهمختل ــا. اس ــروشنی ،تیحساس

.داردنییپانهیهزنیهمچنومطلوبتیاختصاص

ــا ــال  ی ــه دنب ــژوهش ب ــن پ ــری ــا یک روش س ع و ب

ــ ــالا یاختصاص ــرايت ب ــاب ــییشناس ــژن نوترکیآنت ب ی

BoNT/B-HcCـبيبـرا آغازدر .ه استبود  ژنیآنت ـانی

T7 lacکـه پروموتـور   pETاز سیستم وکتوري بینوترک

استفاده شود،یپروموتـور قــوي محــسوب مکیو دارد 

 ـاگـر یدیژگی. ازجمله وه استدش وجـــود  سـتم، یسنی

اسـت کــه  MCSدر دو طــرف 6xHis Tagنـــشانگر 

. کنـد یم ـآسـان شـده را  تخلیص پـروتئین نوترکیب بیـان 

زایـی پــروتئین در طـول    دادن قابلیت ایمنـی بـراي نـشان

تیتـر  کـه گیري شده اسـت از روش الایزا بهرهییزایمنیا

چهارم بـه روش الایزا قیپس از تزرکنندهیخنثيبادیآنت

استدهزشیژن تجوبیانگر پاسخ تام بـدن نـسبت بـه آنتی

tنمونـه تسـت و شـاهد بـا آزمـون      يآمـار يزهایکه آنال

ش یبا استفاده از آزمـا در ادامه بود.هیفرضنیادهندهنشان

دیتوکسوئز اکوگرمیپ146م مقداریتوانستالایزاچ یساندو

 ـ. اشناسایی شدBپ یتنوم یبوتول کـه  اسـت یحـال ن در ی

 ـتییدر شناسـا شـده انجـام گـر یديهـا پژوهش يهـا پی

را شـده طراحیبینوترکژنیاز آنتيکمترزانیم،مختلف

و همکاران یینایمیپژوهشدرمثالبراي،اندکردهگزارش 

 ـتبوتولینومومیکلستردسمییشناسايبرا از روش Eپی

نـانوگرم از  1استفاده کردند که توانسته ییزایالاچیساندو

زانیکه ماستیحالدرموضوعنیا. کندییشناساراسم

جینتاازکمترزایالاچیساندووسیلهبهشدهییشناساژنیآنت

استانکر و گریدیمثالدر. ]16[حاضر بوده استپژوهش

بـادي آنتـی عنوانبهمونوکلونال باديآنتیکیهمکاران از 

نیهم ـکـه کردنـد استفادهزایالاچیساندوسازهدررندهیگ

چیسـاندو روشتیحساس ـزانی ـمشیافزاباعثموضوع

سماز گرمکویپ20توانسته بود تا غلظت وشده بود زایالا

.]17[کندییرا شناساBپیتبوتولینومومیکلسترد

يبـرا تواندمیشدهطراحییزايالایچروش ساندو

بوتولینـوم کلسـتریدیوم سـم حساسودقیقشناسایی

یـن ااییکـار ینـده استفاده شود. لازم است در آBیپت

يهــادر نمونــهبوتولینــومســم یصتشــخيروش بــرا

يبراتواندیروش میناشودارزیابیییغذاویطیمح

بالاییخاص در نمونه مجهول کاربرد ژنیآنتشناسایی

.باشدداشته
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Abstract
Background and Aim: botulinum neurotoxins (BoNTs) are among the
deadliest compounds known to cause botulism. Currently, the detection of
BoNTs in food using bioassays on laboratory mice is a very sensitive
method with a detection range of 7 to 20 pg.mL-1. However, bioassay for
mice is time-consuming. The sandwich ELISA diagnostic method is known
for being fast, highly specific, and equally sensitive as bioassays using mice
for detecting food toxicity. The aim of this study was to use a modified
Sandwich ELISA method to detect BoNT/B toxin.
Materials and Methods: Recombinant protein of 370 amino acid from the
carboxyl terminus of the binding domain of BoNT/B toxin with a molecular
weight of 45-kDa as antigen was expressed and purified by Ni-NTA affinity
chromatography. IgG antibodies were isolated from mouse and rabbit sera by
affinity chromatography using protein G. The sensitivity and specificity of
the method designed to detect recombinant BoNT/B-HcC antigen and
botulinum toxin type B were evaluated.
Results: The purified rat and rabbit antibody concentrations were 3 and 4.5
mg.mL-1 serum, respectively. The minimum concentrations of detectable
protein were determined by indirect ELISA with purified mouse and rabbit
antibodies at 475 and 118 pg.mL-1. By optimizing the sandwich ELISA
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method, we were able to detect at least at least 30 ng.mL-1 of recombinant
BoNT/B-HcC antigen and 146 pg.mL-1 of BoNT/B toxoid.
Conclusion: sandwich ELISA method can be used for accurate and sensitive
identification of Clostridium botulinum toxin type B. Further studies are
needed to evaluate the effectiveness of this method in detecting botulinum
toxin in environmental and food samples.

Keyword: Clostridium botulinum, toxin botulinum type B, Sandwich
ELISA, IgG antibody


