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Background: Tetanus is a kind of neurological disease character-

ized by rigidity and spasm of muscles. The causative agent of this 

fatal disease is known as Tetanus Toxin, Clostridium tetani. The Tet-

anospasmin consists of three chains: HN, HC and L. The HC chain is 

binds domain and immunogenic part of toxin, so it is proposed as a 

vaccine candidate. In this study, the recombinant HC protein obtained 

from synthetic HC gene was investigated for its immunogenicity. Ad-

ditionally, antiserum and polyclonal antibody was prepared against 

this agent. 

Materials and Methods: Recombinant His-tagged Hc protein was 

expressed in Escherichia coli Bl21 DE3 and purified with Ni-NTA 

column. Then, rHc protein was used for animal immunization. Along 

with survey of antibody titer, serum polyclonal antibody was purified 

by G column. 

Results: After gene optimization, expression and purification, rHC 

protein was confirmed by western blot technique. Immunization of 

mice showed high titer of antibody against recombinant protein. An-

tibody purification from immunized animal serum was carried out as 

well. 

Conclusion: The recombinant HC protein production and its immu-

nogenicity investigation showed high titer of antibody against Tet-

anospasmin. 

Keywords: tetanus, Hc chain, recombinant protein, polyclonal anti-

body  
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ه ای   ز   ت         تان    کز    بیماری   دست اه   ازکا    اسی    ه   با   اتتای    ص بی   و    رت ت       مقدمه     

باش     تتا کاسساسمین   شام ا        شکد    زاما   این   بیماری     ن ه،   تک سین    شستری یکح   تتا     م     م خص   م 

دهن ه   و   ایمک ک  ی    آن   اسی   و   به   زنکان      بخ    اتکا   CH  باش     ن جیره    م   CHو     L،      NHسه   ن جیره   

تتا کاسساسمین   و     CHباش     ه پ   ان   این   ممالده   استفاده   ان    ن   صناز    ن جیره        ا  ی    وا سن   ممر    م 

 شک ا    ز ش ی ه   آن         بادی   یش    نای    یروتنین    کتر یب    اصا   ان   آن   و    هایتان   تهیه   سرح   و   آ ت    بررس    ایمن 

 باش     م 

 اما    ن     کت ر  ی ب         a28pET،   دارای   و تکر   .3DE 21oli Blc E ان   میتبانم        م اي   د   رد 

نای         تتا کتک سین،   جهی   بیان   و   تخشیص   یروتنین    کتر یب   مکرد   ممالده   استفاده   ش     ایمن    CHن جیره   

 ش ک  ا    ز ش ی ه           بادی   یش    بادی،   آ ت    آن   در    یکان   آنمای  اه    صکرت    رتی    تمن   بررس    تیتر   آ ت  

 تتا کتک سین   ان   سرح   تخشیص    ردی  

ب تینگ   ت دی ی           سانی   بیان   و   تخشیص،   یروتنین    کتر یب   بیا      اصا   با   وسترن   یس   ان   بهینهم         ي :یه

بادی   زشیه   یروتنین    کتر یب   داشی    تخش ی ص         م     مکن     ان   ان   تیتر   با ی   آ ت    درنای        ردی     ایمن  

 ا جاح    ردی   G شک ا    ان   سرح    یکا ات   ایمن   به   رون   ستکن      بادی   یش    آ ت 

دهن ه   تیتر   با ی     ان       نای    آن،     ان   و   بررس    ایمن   CHتکلی    یروتنین    کتر یب   بخ    گی:ر        مییجه

 باش         شک ا    در   سرح    یکان   زشیه   تتا کتک سین   م    بادی   یش    آ ت 

 ،   وا سن    کتر یب   CH تان،   تتا کاسساسمین،   ن جیره   م      کلید   دا ه
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ان   خککصیات   آن   ایجاد   وا ن    اندیاد    ساسیی   در   برابر   تحریو ات،    
ا قباض   ز  ت   و   ت ن،   اسی    تک سین    تان   یا   تتا کتک س ی ن   ب ه       

[   و   س ی س ت          1 ردد        وسیشه   با تری    شستری یکح   تتا     ترش    م 

 مقدمه

بیماری    تان   ی    بیماری   زفک     بسیار     ن ه   برای   ا سان   و   بی  ت ر     
شکد   و      یستا  اران   اسی    این   بیماری   بکسیشه   تک سین    تان   ایجاد   م  
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1: Retrograde, 2: Glycine, 3: GABA  

یستی       ده      روه    ربک سیا   ا تهای    یش     زکب    را   مکرد   ه پ    رار   م 
ن جیره   سن ین   این   تک سین   بمکر   ریر    ابا   بر  ی   به   دو   مکلو ک     

های   زک ب     م ت ک ا           در   سشک   ا GT1bو      GD1bه   ا  شیکنی 
یاب     سسس   در   خ  پ        شکد   و   ب ین   واسمه   به   درون   سشک    راه   م    م 

های   زک ب     هب ه          جهی    ر ی   جریان   زکب ،   با   زبکر   ان   سینایس
در   آ سکنا،   به    خار   و   س س س   ب ه         1وسیشه   سیست    ا تقا    بر  ت 

های   م ه اری        رس     بد    ان   آن،   تک سین   در   یایا ه   سشک     سا ه   م ت   م 
و     ام ا        2 نن ه      یس ی ن      های   بینابین    ترش     ه   شاما    کرون
هدو   ماده،   زاما   تنقی    ا  ق ب ات ات   ز   تا            1اسی    آمینکبکتیری 

یاب     در   این   مر شه،   تک سین   باز     ت خ ری ب           شک  ،   ا ت ار   م    م 
ه ای     اوی        یروتنین   سینایتکبروین   ه ه   ب رای   ادر اح   ونی و ک      

ش کد    در        سینایس     نح   اسیا   م     های   زکب    با   ر ای   یی    واسمه
ه ای       متک ف   ش ه   و     کرون    GABA تیجه،   رهاسانی     یسین   و   

شک      ه    اصا   آن   هیسررتشوس ،   اسساس    و   ت ش ،         ر ت    مهار    م 
ها   به     ی   ش ی    اسی     ه       [     اه    این   اسساس 2باش        ز       م 

ه ا   و       ها   و   مهره   تکا     مکجب   ص مات   ج ی    قیر   شوست     د  ه   م 
   91[     ن   این   تک سین   در   ی    ی س م ی          1و      2 ت    خف     شکد     

شکد   و   به   صکرت   ی    یش    یستی    منفرد   با   ونن       یشک   بانی   رمتده    م 
 ردد    یش    یستی     اصا،   دارای   دو        یشکدالتکن   سنتت   م    110مشوکل    

و      NHو   ن جیره   سن ین   هشاما   دو    مده       (L)بخ    ن جیره   سب    

CH  ه   بخ     2-9باش         ا   م    ]CH      یش کدال ت کن،         10با   ونن     ود 
شک  ه   این   تک سین   به   سشک      کرو            سمی   ایمک ک  ی    و   متکا

استفاده   ان   وا سن   زشیه   تتا کد   آران   ش  ه     ه        1310اسی    ان   دهه    
[    آ ت    سرح   ت    تتا کاسساسمین،   ان   ب ن   در     9تا نکن    یت   ادامه   دارد     

ب خ          [    مک ک  ی ی     3 ن         هن اح   مکاجهه   با    تان   محاتقی   م 
سرح   زشیه   آن   و    جات      مک ومین   با   این   تک سین   و   ا ر   استفاده   ان   آ ت 

 ن     تا نکن   برای   تکلی    این       ان   مر ،   ترورت   تکلی    آ را   دو ن ان   م 
نای    ت رد       آ ت    سرح   هبا    اربرد   ایمن    ریر   تدا ا   و   هم نین   مکک یی  

در   برابر   بیماری    تان   هایمن    تدا ا   ان   تک سک ی    آن   است ف اده   ش  ه        
ا     استف اده   ان       تان     بسیاری   ان   محققین   تکا سته اسی    در    الیوه   به 

های   منحکر   به   ت رد       نیروا  های    کتر یب   این   تک سین   را   با   وی   
[    ه پ   ما   در   این   ممالد ه     ی ت   ت کل ی  ،           10آن،   جای تین    ماین     

تتا کتک سین   با     ا ص رخ اص ی ی          CHج اسانی   و   تخشیص    سمی   
ایمنک  ی    به   زنکان    ا  ی    برتر   وا سن    کتر یب   ز ش ی ه     تان   و       

  ش ک  ا          بادی   یش    استفاده   ان   این   یروتنین    کتر یب   جهی   تکلی    آ ت 
 باش        زشیه   آن   م 

 م    م اي   د   رد 
 اما      a28pETبرای   بیان   یروتنین    کتر یب   مکرد   ممالده،   ان   و تکر   

21E.coli Bl-تتا کتک سین   در   می تب ان        C H ن   صناز    ن جیره

 3DE       استفاده   ش     یس   ان   بیان   اولیه   یروتنین    کتر یبCH   زکاره   ،
هش ر  ی         SDS-PAGEهای   بیا      ب ر   روی             خاح   سشک 

Bioneer       ا   مکرد   بررس     رار    رتی    سسس   بیان   یروتنین    کتر  ی ب
   IPTG،   اتتودن   μg /ml 20در   شرایب   بهینه   ه ا امایسین   با   رشقی 

 راد   و   نمان      درجه   سا ت    19،   دمای   = OD  0/1در      mM1با   رشقی   
لیترا   در   مقایسه   با       میش    200سازیا   و   مقیاد   با ی   آنمای  اه    ه     1

 مک ه    نتر    منف    صکرت    رتی    یروتنین    کتر یب   بیا      اصا   ب ا     
وسترن   ب تینگ   تدیی     ردی     مایع   روی    ج ا   ش ه    اوی   ی روت ن ی ن        
شوا   محشک ،   جهی   تخشیص   استفاده   ش     تخشیص   یروتنین    کتر یب       
به    م     روماتک رات    میا   تر یب    و   با   استفاده   ان   شیب   ر ش ق ی      

ساخی   شر ی     ی ا ن   و     ی ی          Ni-NTAایمی انو    در   ستکن   
آوری   ش  ه   ان       ش ه   ان   همین   شر ی   محقص   ش     محکک ت   جمع    ارا ه

درص    مکرد   بررس         SDS-PAGE  12ستکن    روماتک رات    با        
های    اصا    یت   به   رون   برادت کرد   و   ب ا         رار    رتی    رشقی   یروتنین 

 یری    ردی        ا   ا  انه CECILاستفاده   ان   اسسوتروتتکمتری   هشر ی    
11 ] 

نای    در   م     مکن،   با   استفاده   ان   یروتنین    کتر یب   تخ ش ی ص         ایمن 
و   به   همراه   ادجکان    اما   و   ی ا     ا  ص         PBSش ه    اصا،   در   باتر   

   1استفاده    ردی     تد اد       1هبا سبی    جم / جم ا   بر   اساد   ج و       
میورو   لیت ر   ان       200مکن   بدنکان    روه   تسی   ا تخا    و   به   هر   مکن   

 ن   مکرد قر،   بککرت      میورو رح   ان   آ ت    10مخشکط   تهیه   ش ه،    اوی   
نیر   جش ی   تتریص   ش     جهی   تدیی    یاسا   و   جشک یری   ان   بررس    ج کا      

   PBSتقب      1مکن   به   زنکان    روه   شاه    ممابص   ج و       1 اذ    به   
 استریا   تتریص   ش  
نای    ان    یکا ات   ایمن   و   ریر   ایمن   ه روه   آنمکن   و       برای   بررس    ایمن 

 یری   و   ج اسانی   سرح   ا جاح    ردی     در   م ر ش ه   ب د             شاه ا   خکن 
های   تکلی ش ه   مکجکد   در   سرح   به   رون   الیتا   هبا   استف اده   ان        بادی   آ ت 

 ردز تزريق
مقدار   تمی         

 تزريق 
µg/mouse 

 ايج ام م ع   

  اما 10 0 او 

  ا ص 10 20 دوح

  ا ص 10 12 سکح

 ب ون   ادجکا ی 10 29  هارح

ر ریت پ ر   وی        زمان،   وه و   ا   مپاوتئ   نئارکیب   و رئ  ی    :  1جدول   

 ها.   مئاحل   ات ب    ازش   م  
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  شک ا    تتا کتک سین    بادی   یش  آ ت 

ا   مکرد   ارنیاب     رار     رت ی       DYNEXدست اه   ا یتا   ری ر   شر ی   
با   رون   نیر   ا  ج اح        Gبادی   با   استفاده   ان   ستکن      سسس   تخشیص   آ ت 
و      Tris 100 mMه ای       لیتر   ان   محشک    میش    1ش     ابت ا   ستکن   با    

Tris 10 mM    9با pH =       ل ی ت را         میش    1در   سه    کبی   ههر    کبی
  ج          0/1شسته   و   اجانه   داده   ش    تا   باتر   ان   ستکن   زبکر    ن     سسس   

به   سرح   ات توده   و   ی س   ان        = pH  9با      Tris 1Mسرح،   محشک    
آوری   ش          ورتوس   به   ستکن   منتقا    ردی    و   خروج    ستکن   جم ع 

 mM  10و         mM  100  Trisهای      لیتر   ان   محشک    میش    1ستکن   با   
Tris      9با  pH =       لیترا   ش س ت ه   و          میش    1در   سه    کبی   ههر    کبی

لیت ر       میش    1آوری    ردی     در   مر شه   بد    ستکن   با       خروج    ستکن   جمع
   1در   سه    کبی   ههر    کب ی     = pH  1با      mM 100محشک      یسین   

ل ی ت ری         میش      1/1های      لیترا   شسته   و   خروج    ستکن   در   تیک    میش 
ش ه   یس   ان   ت د ی ی ن          آوری   های   جمع   آوری   ش     در هایی    مک ه    جمع

بادی   و      آ الیت   ش       یس   ان   تخشیص   آ ت     SDS-PAGEرشقی،   با   
س ری ا    ر  ی         mg/ml  2بادی   با   رشقی      تدیین   رشقی   آن،   ان   آ ت 

تهیه   و   ان   آن   برای   الیتا   استفاده   ش     برای   ارنیاب    تکا ای    شناس ای        
های   تخشیص   ش ه،   ان   تک سک ی      تان       بادی   تک سین    تان   تکسب   آ ت 

سانی   رانیا   استفاده    ردی         ش ه   ان   مکسسه   سرح   هوا سن   دو ا ه   تهیه 
 ن   در   رون   الیتا   مکرد   استف اده     رار        زنکان   آ ت     مک ه   تک سک ی    به

  رتی 

 م    ي :یه
بادی   مکجکد   در   س رح        تای،   وا ن    الیتا   جهی   سنج    میتان   آ ت 

میورو رح   ان   نیروا      کتر یب   تخشیص   ش ه      1ها   هبا   استفاده   ان      مکن
  ان   داده   ش ه   اسی    ممابص   این   شو ا،        1در   هر    اه ا   در   شوا    

های   س رح     اص ا   ان   اول ی ن           بادی   در    مک ه    تای،   سنج    آ ت 
 یری   هی    هفته   یس   ان   تتریص   دوحا،   و   سرح    اصا   ان   دوم ی ن          خکن
 یری   هی    هفته   یس   ان   تتریص   سکحا   و   سرح    اصا   ان   سکمی ن         خکن
 یری   هی    هفته   یس   ان   تتریص    هارحا   و   هم نین   سرح     روه         خکن

به   شر    ذی ا   اس ی         1/12000تا      1/1000شاه ،   با   سریا    ر ی   ان   

 ن      ان       بادی   زشیه   این   آ  ت        تای،،   تیتر   با ی    را   ان   تکلی    آ ت 
 ده     م 

م خص   ش ه،   یس   ان   هر   بار   تتریص   می تان       1طکر    ه   در   شوا      همان
ای    ه   در       ک ه   ها   اتتای    یاتته   اسی   به   بادی   در   ب ن   مکن   تکلی    آ ت 

   1/1000تر   ان      های   یایین    یری   در   ر ی   الیتای    اصا   ان   سکمین   خکن
بکده      1/1ش ه   تکسب   دست اه   با تر   ان   ز د       را ی   (OD)میتان   ج     

ه ای       تخشیص   ش ه   ان   سرح   مکن   IgGبادی      اسی     تای،   بررس    آ ت  
ا     ان    2هشوا       SDS-PAGE،   بر   روی         Gایمن   ش ه   با   ستکن   

بادی   یش     شک ا    دارد    بر   اساد      ان   تدیی    رو     استخرال   و   تخشیص   آ ت 
محاس ب ه        μg/μl   1بادی   تخشیص   ش ه،      رون   برادتکرد   رشقی   آ ت 

  ردی  
ا،   آنمای       mg/ml  1بادی   و   تدیین   رشقی   آن   ه    یس   ان   تخشیص   آ ت 

بادی   زشیه   تک سک ی      تان   ا  ج اح   ش             الیتا   با   استفاده   ان   این   آ ت 
بادی    اصا   تکا ست ه       شکد   آ ت    م اه ه   م    1 ک ه    ه   در   شوا      همان

 خکب    شناسای     ن        اسی   تک سک ی     تان   را   به

های   ایمن   با   یروتنی ن       بادی   تکلی ش ه   در   مکن   بررس    تیتر   آ ت    1شکل    

 .  کتر یب

 SDS-PAGEبادی   تخشیص   ش ه   روی           بررس    آ ت   2شکل   

ا   1س ت کن        .ا   مار ر   یروتنین    2ستکن    بادی   تخشیص   ش ه   ا   آ ت 1ستکن   
 2MEبادی   تخشیص   ش ه   تحی   تد یر      آ ت 
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 او د   و   همواران

 گی:ر یحث   د   مییجه

های   این   ممالده   ا تخا    بخ     یا   نیر   وا  ی   ان   ترین   وی      ان   مه 
این   تک سین   با   آ ت      یسیته   با    بکد    استفاده   ان    تای،   ممالدات    بش     

ده     ه   نیر   وا     اتکال    س    تتا      ق    مهم    در   زمشورد        ان   م 
تکا        ا   ی            ده    و   به   همین   دلیا   م    تک سین   ان   خکد     ان   م 

،   ب ه     [ 12و      11زنکان   وا سن   باش         خکب    برای   استفاده   ان   آن   به
همین   دلیا   در   این   ممالده   ا تخا    یروتنین   این   نیر   وا      ج ه ی      

بادی   مکش    زشیه   تک سین    تان   م کرد       تتریص   به    یکان   و   تکلی    آ ت 
های   بیکا فکرماتیو       ان       تکجه   و   استفاده    رار    رتی     تای،   بررس  

سکح   ب خ          های    در    ا یه   ی    تک    داد    ه   این   یروتنین   دارای   ای 
های   این   بخ    ان   س    در   اتکا    آن   ب ه       تک    ا تهای    خکد   اسی    ای  

[     12های   ه پ،    ق     ش ی  ی   دار              های   سمح    سشک     یر  ه
بخ    نیر   وا     اتکال    س    بکتکلیس     یت   ان   ای ن     ی     ت  اب ه        

[    بر   این   اساد   ممالدات     12و      12آمینکاسی ی   با ی    با   تتا     دار       
ش ه   بر   روی   نیر   وا     اتکال    س    بکتکلیس    تکا س ی     م           ا جاح

ان   طرت          های   مختشف   س    تتا      مای      نیادی   در   ته    زمشورد   بخ 
های    ان   نی ر     دی ر    تای،   ممالدات    بش    در   خککا   استفاده   ان   بخ 

ت ر       وا     اتکال    س    بکتکلیس      ان   داد    ه    مدات   یروتنین     ک  
ا  انه    ات    تکا ای    خنص     مکدن      ا تخا    ش ه   ان   نیر   وا     اتکال ،   به

[    ل ا   در   ممالده    اتر   به   جای   استف اده   ان      11زمشورد   س    را     ار      
بخ     کتاه    ان   نیر   وا     اتکال    س    تتا  ،   به   ج ه ی   ات تای         

نای ،    ا   نیر   وا     اتکال    به   صکرت    کتر یب   تکلی    و      میتان   ایمن 
مکرد   استفاده    رار    رتی    برای   تکلی    یروتنین    کتر یب   ان   سی س ت         

 ه   اموان   دسترس    به   بیان   و   تکلی    مق ار   ب ا ی       pETبیا     و تکر   
[،   اس ت ف اده       11ساند        یروتنین   را   در   میتبان   اشری یا کل    تراه    م 

  ا  ه         ردی     ان   وی      مه    این   سیست ،   ات تودن   ت کال     ش       

باش     ه   اموان   تخشیص   یروتنین   ب ا       هیستی      به   یروتنین   ه پ   م 
س اند    در        رون   میا   تر یب   را   در   م ت   نمان    کتاه    تراه     م    

 بک    تکلی    ش           هایی   یروتنین    کتر یب   با   مق ار   با    و   خشکا    ابا
نا     یروتنین    کتر یب   به   رون   الیتا   مکرد   ارنیاب     رار     رت ی         ایمن 

بادی   ت کل ی           هما مکر    ه   در    تای،   م خص    ردی ه   اسی،   تیتر   آ ت 
ده    یروتنین    کتر  ی ب        ش ه   در        با ی    بکده    ه   این   امر     ان   م 

باش      تای،   الیتای   مربکط   ب ه       مکرد   استفاده   ی    ایمک ک ن   مناسب   م 
های   ت کل ی           تک سک ی    تتا      ا     ان   این   ممشب   اسی    ه   آ ت    بادی

تکا ن    تک سین    اما   با تری   را    ی ت       ش ه   بر   زشیه   نیر   وا     اتکال    م 
شناسای     رده   و   به   آن   متکا   شک      با   در قر    رتتن    تای،   م  اب ه      

[11مربکط   به   استفاده   ان   نیر   وا     اتکال    س     شستری یکح   بکتکلینکح     
تکان   امی وار   بکد    ه   یروتنین    کتر یب   مکرد   مم ال د ه   ب ت کا               ،   م 

زمشورد   تک سین   تتا     را   خنص     مای     بر   اساد    تای،    اتر   به    ق ر     
رس    نیر   وا     اتکال    س    تتا  ،    ا  ی    مناسب    ب رای   ب ررس           م 

تکا ای    استفاده   ان   آن   به   زنکان   وا سن    کتر یب   بر   زشیه   س    تت ا        
های   ای م ن           باش     ارنیاب     نین   ترت     یانمن    بررس     اما   یاسا 

باش     ه   در   م م ال د ات           اش    ان   وا سیناسیکن   با   یروتنین    کتر یب   
 بد ی   د با    خکاه    ش     
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