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یافته  های اخیر در زمینه توکسین های NetB و TpeL جهت 
تولید واکسن علیه بیماری انتریت نکروتیک طیور

شماره 130 بهار 1400

چکید ه 

کلستریدیوم شامل طیف گسترده ای از باکتری های میله ای شکل بی هوازی گرم مثبت و اسپورزا است که دارای 203 گونه بوده و بر اساس چهار 
توکسین اصلی یوتا )iA(، آلفا )cpa(، بتا )cpb( و اپسیلون، به پنج تایپ )A، B، C، D، E( طبقه بندی می شود. این باکتری ها یکی از مهم ترین عوامل 
 NetB بیماری زایی در حیوانات هستند. توکسین های متنوع این باکتری نقش مهمی در بیماری زایی دارند که از جمله جدیدترین آن ها می توان به
و TpeL اشاره نمود. این توکسین ها در ایجاد بیماری های متنوعی از جمله انتریت نکروتیک نقش دارند. در این مقاله مروری بر مطالعات انجام 
یافته بر روی کلیات توکسین های NetB و TpeL ارائه می گردد. همچنین پیشرفت های اخیر جهت تولید واکسن های نسل جدید را ارائه و تجزیه و 
تحلیل هایی که توسط دانشمندان با استفاده از نرم افزارهای بیوانفورماتیک روی توالی های tpeL و netB برای تولید پروتئین نوترکیب انجام یافته، 
مورد بررسی قرار می گیرد. در این راستا محققین در آزمایشات مختلف ژن فیوژن را توسط PCR سنتز نموده و پلاسمید نوترکیب را در باکتری 
E. coli ترانسفورم کرده اند. پروتئین فیوژن حاصله توسط نیکل)Ni-NTA( خالص شده و جهت تأیید از تکنیک های SDS-PAGE و وسترن بلات 
استفاده گردیده و جهت سنجش ایمنی، آزمایش خنثی سازی سرم در خرگوش استفاده شده است. همچنین در مطالعات دیگر موتانت هایی با 
فعالیت سایتوتوکسیک کمتر توسط کیت به صورت site-directed mutagenesis طراحی شده و با توالی سازی تأیید شدند. نتایج مطالعات آنان حاکی 

از آن است که واکسن های نسل جدید می توانند به عنوان کاندید واکسن علیه انتریت نکروتیک طیور مورد استفاده قرار گیرند. 

كلمات كلیدی: توکسین NetB ،TpeL، کلستریدیوم پرفرینجنز، واکسن های نسل جدید، بیوانفورماتیک
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Clostridium is a broad genus of rod-shaped, anaerobic, gram-positive and spore-forming bacteria. It has 203 species 
and is classified into five isotypes (A, B, C, D, and E) based on four major toxins, iota (iA), alpha (cpa), beta (cpb) and 
epsilon (etx). These bacteria are one of the most important causes of disease in animals. Various toxins of these bacteria 
play an important role in pathogenesis. Newly discovered toxin such as NetB and TpeL could be mentioned. These 
toxins are involved in a variety of diseases, including necrotic enteritis. This article presents an overview of studies on 
NetB and TpeL toxins. Furthermore recent advances had been provided in the production of new generation vaccines. 
In this article, we demonstrated that the sequences of tpeL and netB were investigated using bioinformatics software for 
recombinant protein production. Different regions of the gene were selected and evaluated for fusion protein synthesis. 
The fusion gene was synthesized by PCR and the recombinant plasmid was transformed into E. coli. Then the fusion 
protein was purified by NI-NTA and used for confirmation by SDS-PAGE and Western blotting. Serum neutralization 
test was done to evaluate of antibody in rabbits. Mutants with less cytotoxic activity were also designed by site-directed 
mutagenesis kits and confirmed by sequencing. The results of this study suggested that new-generation vaccines could 
be used as a candidate vaccine against avian necrotic enteritis.
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مقدمه
کلستریدیوم شامل طیف گسترده ای از باکتری های بی هوازی، گرم مثبت و 
اسپورزا است که در محیط های مختلف از جمله خاک، رسوبات دریایی، 
یافت  حیوانات  و  انسان  مدفوع  و  گوارش  دستگاه  همچنین  و  فاضلاب 
در  می توانند  بیماریزا  کلستریدیوم  گونه های  از  برخی   .)49( می شوند 
به  یا  معمولی  میکروبی  فلور  از  بخشی  عنوان  به  میزبان  پیکره  داخل 
داشته  وجود  ظاهری  جانبی  عوارض  بدون  و  نهفته  اسپورهای  عنوان 
باشند )44(. تغییراتی از قبیل اختلال در میکروبیوم روده با استفاده از 
آنتی بیوتیک ها، رادیوتراپی، شیمی درمانی یا بیماری هایی مانند سرطان 
ایجاد  کلستریدیوم  بیماری زایی  برای  را  شرایطی  می توانند  نوتروپنی  یا 

نمایند )41(. اگزوتوکسین های کلستریدیوم باعث آسیب خفیف تا کشنده 
می شوند که بر روی دستگاه گوارش )انتروتوکسین ها(، بافت های نرم و 
اندام ها )سموم تخریب کننده بافت( تأثیر نموده یا باعث اختلال عملکرد 

عصبی )نوروتوکسین ها( می شوند )3(. 
کلستریدیوم پرفرینجنز دارای 203 گونه بوده و بر اساس چهار توکسین 
 A ,B C, به پنج تیپ ،etx و اپسیلون )cpb( بتا ،)cpa( آلفا ،iota (iA( اصلی
D, E طبقه بندی می شود )23(. همچنین این باکتری توکسین های فرعی 
انتروتوکسین  و  )سیالیداز(  نوروآمینیداز  نو،  مو،  کاپا،لامبدا،  تتا،  سیگما، 
و  پروتئین  جنس  از  باکتری  این  توکسین های  کلیه  می نماید.  تولید  را 

اگزوتوکسین هستند )32(.
 C. perfringens Alpha ژن اکثر توکسین های کلستریدیوم پرفرینجنز بجز
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toxin (CPA) و )Perfringolysin O (PFO که روی کروموزوم قرار دارند، 
 در پلاسمیدهای بزرگ 4۵ کیلوبایت تا 140 کیلوبایت رمز می شوند. البته

C. perfringens enterotoxin (CPE) این باکتری را می توان در کروموزوم 
یا پلاسمیدها نیز یافت. بسیاری از این پلاسمیدها از طریق کانژوگاسیون 
منتقل شده و ناحیه ای به عنوان لوکوس tcp داشته که در گسترش ژن های 
توکسین و تعیین مقاومت بین سویه ها نقش دارند )7(. بیشتر بیماری های 
ایجاد  توکسین  چندین  یا  یک  توسط  پرفرینجنز  کلستریدیوم  از  ناشی 
داشته،  ارتباط  انسان  های  بیماری  به   C و   A تیپ های  فقط  می شوند. 
در حالی که دیگر توکسین ها عامل ایجاد بیماری در حیوانات می باشند 
باعث  پرفرینجنز  کلستریدیوم  توکسین ها،  تولید  محل  به  توجه  با   .)22(
بیماریهای بافتی، روده ای یا سیستمیک می شود. عفونت زخم ها می تواند 
منجر به میونكروز کلستریدیایی )گانگرن گازی( شود، در حالی كه تولید 
توکسین ها در روده منجر به انتریت یا انتروكولیت می گردد. عفونت های 
روده ای ممکن است در هنگام جذب توکسین به جریان خون به درون 
روده )انتروتوکسمی( پیشرفت کند و بر روی اندام های دوردست مانند 
به  توکسین های جدیدتر  تازگی  به   .)22( بگذارد  تأثیر  یا مغز  ریه  کلیه، 
نام NetB و TpeL کشف گردیده که اطلاعات کمی در مورد آن ها وجود 
 NetB دارد. در این مقاله مروری بر مطالعات انجام شده بر روی توکسین
و TpeL ارائه گردیده است. پیشرفت های اخیر در پایگاه های اطلاعاتی 
و فنآوری کلونینگ، زمینه بررسی های جدید در تولید واکسن های نسل 
بررسی های  به  این مطالعه تلاش شده  در  است.  فراهم نموده  را  جدید 

مختلف در این زمینه اشاره گردد. 

کلستریدیوم پرفرینجنز
در سال 19۸9 نقشه ژنی کلستریدیوم پرفرینجنز CPN50 از بیمار مبتلا به 

سپتی سمی ترسیم گردید. کروموزوم حلقوی باکتری 3/۵۸ میلیون جفت 
بازی بوده که حاوی 24 لوکوس ژن است. کلستریدیوم پرفرینجنز براساس 
سویه   .)32( می شود  تقسیم  مختلف  تیپ های  به  اصلی  توکسین های 
کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ A رایجترین تیپ کلستریدیوم پرفرینجنز است 

و عضو فلور نرمال روده حیوانات خون گرم می باشد )33(.

 A کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ
کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ A سویه 13 دارای bp 3031430 است و 2۶۶ 
 G+C دارای  سویه  این  شد.  داده  تشخیص  آن  روی  کننده  رمز  منطقه 
2۸/۶٪ است. این کروموزوم 10 ژن rRNA و 9۶ ژن tRNA دارد )40(. 
کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ A تولید توکسین های متنوعی از جمله آلفا 
 DNA روی )cpa( توکسین می نماید. ژن کدکننده این توکسین پروتئیــنی
حفاظت  از  یکی  و  دارد  قرار  همانندسازی  مبدا  نزدیک  و  کروموزومی 
تازگی  به   .)14( اســت  باکتری  کروموزوم  درون  نواحی  شــده ترین 
است.  تیپ A شناسایی شده  پرفرینجنز  کلستریدیوم  در   TpeL توکسین 
این توکسین با ایجاد بیماری های مختلف از جمله انتریت نکروتیک طیور 
از جمله توکسین های بیماری زا است )24( که آپوپتوز را القاء نموده و در 
افزایش این بیماری نقش بسزایی دارند. به علاوه netB که ارتباط آن با 
انتریت نکروتیک مشخص گردیده است از جمله توکسین های این باکتری 

می باشد )3۶(.
TpeL

یکی از اعضای خانواده توکسین های گلیکوزیله کننده کلستریدیایی است 
)31( که شامل توکسین های A و B کلستریدیوم دیفیسیل همینطور توکسین 
کلستریدیوم  توکسین  آلفا  و  سوردلی  کلستریدیوم  هموراژیک  و  کشنده 
 A B نووئی هستند. این توکسین توسط کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ های

.)26( LCTs شکل 1- حوضه های

یافته  های اخیر در زمینه توکسین های  ...
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 TpeL: toxin C. perfringens large از  ایجاد می شود. نام توکسین   C و 
از  این توکسین در سال 2007 شناسایی و  cytotoxin گرفته شده است. 
مایع فوقانی کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ C سویه MC1 جدا گردید )2(. 
در سال 2012 این توکسین از کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ A جداسازی و 
توسط تکنیک HPLC تخلیص گردید )۵(. واریته دیگری از این توکسین با 
فعالیتی کمتر و با وزن مولکولی حدود 1۵کیلودالتون نیز یافت شده است 
)4(. در سال های اخیر تعدادی از منابع اطلاعات مرتبط با این توکسین 

را انتشار داده اند.

tpeL ژن
پرفرینجنز  کلستریدیوم  TpeL بزرگ           ترین توکسین در میان توکسین های 
است. توالی این توکسین با توالی های بعضی از توکسین های کلستریدیایی 
توکسین ها  این  می شود.  نامیده   LCTs عنوان  تحت  که  بوده  همولوگ 
شامل بیش از چند حوضه )عمدتا ABCD( است )13(. حوضه A در ناحیه 
ترانسفراز است  گلیکوزیل  فعالیت  قرار گرفته که مسئول  ترمینال   – N
 .)۶(  )C )حوضه  گرفته  قرار  پروتئاز  سیستئین  ناحیه  آن  کنار  در   .)12(
 )10(  )B )حوضه  گرفته  قرار  ترمینال   -C در  گیرنده  به  اتصال  حوضه 
بوده  آمینه  اسید  چندین  شامل  ترمینال   -C پپتید(  پلی  تکراری  )حوضه 
)تکرار بلند( که توسط 31 اسید آمینه )تکرار کوتاه( جدا می شود )31(. 
بین حوضه C و توالی تکراری )حوضه D( محل قرار گیری توکسین بوده 
که احتمالا مسئول تحویل گلیکوزیل ترانسفراز به داخل سیتوزول سلول 
هدف است. این حوضه حاوی نواحی هیدروفوبیک است که برای ورود 
توکسین به داخل غشاهای اندوزوم مهم است. این نواحی در شکل های 

1 و 2 آورده شده است.
طول کامل C ترمینال از )tpeL 1 -1779( متغیر است. کل توالی کروموزم 

و پلاسمید در کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ A سویه 13 در دسترس است 
)40(. ولی توالی ژن tpeL در بعضی سویه ها وجود ندارد. این مسئله به 
این نکته اشاره می نماید که گاهی توالی توکسین   هایی نظیر اپسیلون و 
بتا در حین پاساژ سویه ها از بین می روند )9(. بنابراین این سویه ها با از 

دست دادن پلاسمید به تیپ A تغییر می نمایند. 
است.  گرفته  قرار  پلاسمید  بر روی  پرفرینجنز  tpeL در کلستریدیوم  ژن 
در کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ C این ناحیه قاب خواندن 49۵3 باز قرار 
داشته و 1۶۵1 اسید آمینه را رمز می نماید. در حالی که ژن رمز کننده 
این توکسین در کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ A به طول ۵340 نوکلئوتید 
تخمین  کیلودالتون   191 آن  آمینه  اسیدهای  توالی  مولکولی  وزن  است. 
زده می شود. سیگنال پپتید در ناحیه قاب خواندن وجود ندارد )2۶(. ژن 
tpeL در حین فاز اسپورزایی بیان شده و تولید آن تنظیم می گردد)30(. 
از  بسیاری  در  که  نمودند  گزارش  و همکاران  گرجار  و همکاران،  سعید 
کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ های C و تقریبا همه کلستریدیوم پرفرینجنز 
تیپ B ژن tpeL تقریبا 3 کیلو باز پایین دست ژن Cpb در پلاسمیدهایی با 
وزن مولکولی 90 یا ۶۵-۶0 کیلو دالتون قرار گرفته است )3۸( تنوع سایز 
پلاسمید کد رمز کننده این توکسین و netB در جدول 1 آورده شده است.

مکانیسم عملکرد توکسین
برای شروع فرایند اتصال به گیرنده و اندوسیتوز با واسطه کلاترین صورت 
می گیرد )29(. این توکسین از طریق حوضه B به گیرنده سلول های هدف 
تحت عنوان LDL receptor-related protein 1 (LRP1) می چسبد )39(. 

پس از اندوسیتوز توکسین از طریق حوضه D هیدروفوبیک به غشاهای 
اولیه  آرایش  تغییر  موجب  اندوزوم  اسیدی   pH می شود.  وارد  اندوزوم 
با  اینوزیتول فسفات سیتوزولی  ایجاد حفره می شود.  به  منجر  که  شده 

شکل 2- آرایش LCTS قبل از فعال شدن و شکستن آن )1(.
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حوضه C سیستئین پروتئاز که نزدیک به حوضه گلیکوزیل ترانسفراز قرار 
گرفته واکنش داده و تغییر آرایش ثانویه را القاء و عملکرد پروتئاز را فعال 
می نماید )2۶(. این فرایند منجر به شکستن توکسین و آزاد شدن حوضه 
سیتوزول  در   .)۸( می شود  سیتوزول  داخل  به  ترانسفراز  گلیکوزیل   A
 Ral و Rac1، Ras، Rap( های کوچک دچار تغییراتی می شوند  GTPases

برای TpeL گلیکوزیله شده و غیر فعال می شوند( )27( )شکل 3(. 
غیر فعال شدن پروتئین های فوق الذکر موجب تغییرات ریخت شناختی 
گسترده توسط توکسین از قبیل از دست دادن فیبرهای اکتین و تخریب 
 .)2۶( می گردد  نفوذپذیری  افزایش  نتیجه  در  و  سلولی  بین  اتصالات 
در   TpeL توکسین خالص  فعالیت کشندگی  میزان  داده  نشان  مطالعات 
MLD معادل μ1۶( و  Minimum Lethal Dose (MLD )یک  موش )۶2 

میزان LD۵0 91 )یک LD۵0 معادل μ1۶( است )2(.

NetB
نام  می شود.  ایجاد   A تیپ  پرفرینجنز  کلستریدیوم  توسط  توکسین  این 
NetB از (Necrotic Enteritis Beta-Like Toxin) گرفته شده است. این 
توکسین برای اولین بار در سال 19۶1 شناسایی شده و در استرالیا از سویه 
کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ A در جوجه مبتلا به انتریت نکروتیک کشف 

شد )1۵(. 
در سطح جهان، انتریت نکروتیک طیور باعث 2-۶ میلیارد دلار ضرر سالانه 
و  روده حیوانات  و سلامت  تغذیه  بدن،  ایمنی  )4۸(. وضعیت  می شود. 
عفونت های انگلی مانند کوکسیدیوز عوامل مهمی برای مستعد شدن و 
ابتلا به انتریت نکروتیک طیور است )2۵(. علائم این بیماری شامل اسهال، 
به  منجر  و  پیشرفت نموده  در طی چند ساعت  افسردگی  و  بی اشتهایی 
باعث  آنتی بیوتیک ها  از  استفاده  ممنوعیت   .)42( می شود  میر  و  مرگ 
افزایش موارد انتریت نکروتیک تحت بالینی می شود. البته میزان مرگ و 

میر موارد انتریت نکروتیک تحت بالینی بسیار پایین است )4۵(. 

می شود.  رمز   netB ژن  توسط  که  است   pore-forming توکسینی   NetB
ژن  و  شد  زده  تخمین  دالتون  کیلو   33 توکسین  این  مولکولی  وزن 
رمزکننده آن روی پلاسمید قرار گرفته است )1۵(. مطالعات نشان داد که 
ساختار NetB بیشتر شبیه فرم مونومر دلتا-توکسین )41٪ شباهت توالی( 
 )1۵( توالی(  )3۸٪ شباهت  پرفرینجنز  szیدیوم  کلستر  بتا-توکسین   )47(
و   S لکوسیدین  و  استافیلوکوک   F لکوسیدین  اشکال محلول  و همچنین 
لکوتوکسین LukE استاف اورئوس )47( و α-toxin استاف اورئوس )٪31 

شباهت توالی( است )1۵(. 

NetB ساختار ژن
 Å1.۸ ساختار این توکسین با استفاده از جایگزینی مولکولی و با وضوح
آن  که  دارد   β ورقه  از  غنی  کلی  خوردگی های  چین   netB شد.  تعیین 
شامل  مولکول  می نماید.  اورئوس  استافیلوکوک  همولیزین  آلفا  شبیه  را 
پیش  و  لبه  و   (latch) لولا  در حوضه های  α هلیکس  یک  و   β رشته   1۶
ساقه (Prestem) است که داخل β ساندویچ چیده شده است که مشخصه 
خانواده آلفا همولیزین است. به طور خلاصه، حوضه β ساندویچ شامل 
یک پنج رشته  ای و یک شش رشته ای از آنتی پارالل ورقه β هستند. ناحیه 
پیش ساقه )باقیمانده 140 تا 1۸۶( سه رشته آنتی پارالل ورقه β را تشکیل 
داده که در برابر بسته پنج رشته ای از آنتی پارالل ورقه β از β ساندویچ 
اتصال نقش دارد، شامل  لبه که در شناسایی غشاها و  ناحیه  قرار دارد. 
چهار رشته آنتی پارالل ورقه β و یک حلقه به خوبی مرتب شده با باقی 
مانده های 20۵ تا 242 تشکیل شده است. پایه حوضه لبه شامل تعدادی از 
 ،Y212 ،Y109 ،Y10۸ F104 گروه های آروماتیک در معرض حلال شامل
با  باقیمانده ها  این  که  می شود  پیش بینی  و  بوده   Y232  ،Y221  ،Y217
غشاء لیپیدی تماس مستقیمی برقرار می نمایند. ناحیه ای با چگالی مثبت 
این  می شود.  مشاهده  لبه  حوضه  پایه  در  کم  عمق،  فرورفتگی  یک  در 
 W292 و W2۸7 ، N234 ،Y10۸ ، K107 جیب توسط زنجیره های جانبی

.)21( netB و tpeL جدول 1 - تنوع سایز پلاسمید رمز کننده توکسین

netBtpeLType

82NDA

-65/90B

-65/90C

--D

--E
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شکل 3- شماتیک اندوسیتوز وابسته به کلاترین و تغییرات داخل سلولی که در پی آن رخ می دهند )26( .

محدود شده است. شکل 4 ساختار توکسین را نشان می دهد )47(.

درفت توالی ژنوم برای جدایه های کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ A طیور 
و جدایه ای از پرنده سالم از طریق فن آوری توالی یابی با توان بالا مشخص 
گردید و شناسایی ژن های جدید مرتبط با انتریت نکروتیک توسط مقایسه 
 Open( خواندن  قاب   31 شد.  شناسایی  دسترس  در  مرجع  ژنوم های  با 
Reading Frame (ORFs منحصر به فرد در همه سویه ها موجود بود و 
پایه ای برای سه مکان بسیار محافظت شده مرتبط با انتریت نکروتیک را 
 )KB 11.2( 2-KB ، NELoc 42( 1-NELoc تشکیل می دهد که به صورت
لوکوس،  بزرگترین  است.  گردیده  طراحی  کیلوبایت(   ۵.۶ (  3-NELoc و 
NELoc-1 که شامل netB و 3۶ ژن اضافی است، منجمله ژن هایی که دو 
لکوسیدین ، پروتئین شبه اینترنالین و پروتئین حوضه ricin را رمزگذاری 
می کنند. PFGE و وسترن بلات نشان داده سویه درگیر انتریت نکروتیک 
2 تا ۵ پلاسمید بزرگ حمل می نمایند و NELoc-1 و NELoc-3 بر روی 
حمل  کیلوبایت   70 و   ۸۵ ترتیب  به  اندازه های  با  مجزا  پلاسمیدهای 
فاصله  بدون  اینترنالین  شبیه  پروتئینی   1-NELoc لوکوس  در  می گردد. 
است.  گرفته  قرار  لوسین(  از  غنی  )تکرار   netB توکسین  ژن  بالادست 
اسب  نعل  شبیه  ساختاری  تشکیل  مسئول  لوسین  از  غنی  تکرار  حوضه 
است که به طور معمول در تعامل پروتئین با پروتئین دخیل است. وجود 
بالادست VirR-box در ژن نشان می دهد که ممکن است با netB همزمان 
است.  نیز درگیر  نکروتیک  انتریت  بیماری زائی  در  بنابراین  تنظیم شود، 
بلافاصله پایین دست ژن netB ، پروتئین 391 اسید آمینه است که حاوی 

یک حوضه سه برگه-بتا است که شبیه زیر واحد B ریسین کربوهیدرات 
مشابه،  ثانویه  ساختار  یک  حاوی  پروتئین ها  این  است.  شونده  متصل 
اتصال  مسئول  که  هستند  ترمینال   -C در   ricin شبه  حوضه  از  متشکل 
کربوهیدرات ها و یک حوضه N- ترمینال فعال هستند. شکل 4 ساختار 

توکسین و شکل ۵ ساختار لوکوس ها را نشان می دهد )20(.
سازمان ژنتیکی (B2-NELoc ،A1-NELoc و C3-NELoc) نشان داده 
شده است. بزرگترین لوکوس، NELoc-1 شامل netB است. بر اساس نقش 

فرضی ژن ها در توالی، رنگ های مختلفی در نظر گرفته می شود )20(.
این سیستم های  است.   VirR / VirS توسط سیستم  توکسین  این  تنظیم 
multiple subunits بوده  (IVSP) شامل زیر واحد های متعددی  ترشحی 
که در باکتری های گرم منفی دو غشاء را طی کرده و بین آنها پل زده 
را طی می کنند. سیستم  باکتری  تنها غشاء  باکتری  های گرم مثبت  و در  
VirS / VirR از یک ژن تنظیم کننده پاسخ VirR و یک ژن برای حسگر 
هیستیدین کیناز VirS تشکیل شده است. VirS دارای N- ترمینال نسبتاً 
در  اتوفسفوریلاسیون  است. سایت  ترانس ممبران  ناحیه  با شش  آبگریز 
ترمینال 4 و ۵ قرار دارد. سه   N ترانس ممبران  بین  حلقه سیتوپلاسمی 
ترمینال   -C حوضه  در  کیناز  هیستیدین  حسگرهای  منظور  به  حوضه 
موجود است. N- ترمینال VirR دارای یک حوضه محافظت شده است 

که نیاز به دریافت گروه فسفات از حسگر هیستیدین کیناز دارد )2۸(.

مکانیسم عملکرد توکسین
گیرنده اختصاصی NetB هنوز مشخص نشده است )49(. مطالعات اخیر 
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تشکیل  تقویت  عامل  کلسترول  با  واکنش  با   NetB که  است  داده  نشان 
منافذ است. براین اساس NetB منافذ آبدوست در غشای سلولی با قطر 
به کاتیون ها اجازه ورود به سلول  ایجاد می کند که   1.۸-1.۶ nm تقریباً 
مانند   LMH سلول های  در  ریخت شناسی  تغییرات  باعث  و  می دهد  را 

گردشدن و لیزشدن سلول ها می شود )21(. 
 2.۵ افزایش  به  منجر  آلانین  فنیل  به   netB  Y191 باقیمانده  در  جهش 
برابری LD۵0 می شود. درحالی که جهش در باقیمانده netB D1۵۶ منجر 
تحقیقات  نتایج  می شود،  عملکردی  پروتئین  بیان  کامل  رفتن  بین  از  به 
نشان داده که این ناحیه در واکنش پروموتور-پروموتور شرکت می کند 
برای  است.  مهم  غشاء  در  مولتی مر  تشکیل  بازآرایی  برای  همچنین  و 
 Xenorhabdus توکسین های منفذ ساز شامل  از دیگر  منافذ  تخمین سایز 
 ، E.coli همولیزین   ،  nematophila fimbrial shaft protein (MrxA)
 metschnikovii ویبریو  سایتولیزین  و  سپتیکوم  کلستریدیوم  توکسین  آلفا 

استفاده گردیده است )1۵(. 

واکسیناسیون
مطالعات متعددی در زمینه تولید واکسن بر علیه انتریت نکروتیک انجام 
فرمالدئید  باکترین  حاوی  تجاری  واکسن های  که  سال هاست  است.  شده 
تیمار شده )متشکل از سلول های باکتریایی سونیکه شده و سوسپانسیون 
کشت( و یا توکسوئید خام به صورت انبوه علیه توکسین های کلستریدیایی 
تهیه و برای ایمن نمودن تجویز می شوند. شکل ۶ به صورت شماتیک این 

مراحل را نشان می دهد )49(.

پس از شناسایی توکسین NetB به عنوان فاکتور ویرولانس عامل انتریت 
تیمار  باکترین  یا  و  خام  توکسوئید  به صورت  توکسین  این  از  نکروتیک 
شده جهت واکسیناسیون طیور استفاده گردید )49(. در سال های اخیر، 
تحقیقات بر روی واکسن های نوترکیب متمرکز شده که روشی جایگزین 
به  آن ها  ارائه  به  ادامه  در  می دهند.  ارائه  غیرفعال  توکسین های  برای 

صورت خلاصه اشاره می شود.

TpeL طراحی واکسن نوترکیب
پیش بینی اپی توپ ها به روش های بیوانفورماتیک برای طراحی واکسن های 
نسل جدید ضروری است. لذا در سال 2014 آنالیز ایمونوانفورماتیک بر 
روی توکسین TpeL کلستریدیوم پرفرینجنز انجام گردید. کل توالی های ژن 
tpeL مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفته شده و ساختار سوم طراحی گردید. 
ایمونوانفورماتیک  ابزارهای  از  استفاده  با   B اپی توپ های  آرایش  سپس 
SEPPA ، CBTOPE ، BCEP ، 2.0 ElliPro ،  DiscoTope و B-pred مورد 
تجزیه و تحلیل قرار گرفت و اسیدهای آمینه منحصر به فرد ۸0--2۶۵ و 
1130-1۵00 برای توکسین TpeL کلستریدیوم پرفرینجنز شناسایی گردید 

.)43(
در بررسی که در سال 2019 در ایران بر روی کلونینگ ژن tpeL کلستریدیوم 
پرفرینجنز تیپ B در E. coli صورت گرفت، پس از کشت باکتری استخراج 
انجام  اختصاصی  پرایمرهای  توسط  توکسین  این  تکثیر  و  ژنومی   DNA
پذیرفت. سپس الحاق محصول PCR در وکتور PTZ57R/T و آماده سازی 
سلول های مستعد E. coli TOP10 به روش شوک حرارتی انجام گرفت و 

شکل 4- ساخنار توکسین NetB در حوضه   های لولا و لبه و پیش ساقه.

حوضه آمین لولا به رنگ بنفش-قرمز و حوضه β- ساندویچ به رنگ آبی نشان داده شده است. حوضه لبه به رنگ قرمز و منطقه پیش ساقه 

به رنگ طلایی نشان داده شده است. 
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در نهایت در سویه TOP10 مستعد، کلون شد )24(. 

NetB واکسن
واکسن موتانت 

موتانت هایی   ، NetB توکسین  پروتئین  عملکرد  و  ساختار  آنالیز  از  پس 
netB توسط  فعالیت سایتوتوکسیک کمتر طراحی شد. جهش های ژن  با 
 K77A ، شده اند:  طراحی   site-directed mutagenesis صورت  به  کیت 
 Y7۸A ، Y79A ، Y1۸7A ، H1۸۸A ، Y191A ، R200A ، Y202A ،
W2۵7A ، E2۵۸A و W2۶2A و با توالی سازی تأیید شدند. موتاسیون در 
نتیجه جایگزینی آلانین بجای تریپتوفان در موقعیت 2۶2 منجر به کاهش 
گلبول های  همولیتیک  فعالیت  و   LMH سلول های  در  سایتوتوکسیسیته 
قرمز گردید و بنابراین به عنوان یک کاندید واکسن پیشنهاد گردید )37(.

NetB واکسن نوترکیب
pENTR/SD/D- تكثیر شده و در وکتور PCR با استفاده از آزمون netB ژن

TOPO کلون گردید. سپس در وکتور بیانی pDest41BA ترانسفورم شد. 
پروتئین فیوژن نوترکیب توسط ستون Ni-NTA متعاقب ژل فیلتراسیون 

تخلیص و بخش های His tags با استفاده از برش TEV برداشته شد. تولید 
سرم  آنتی  پذیرفت.  انجام  خرگوش  در  نوترکیب  پروتئین  از  آنتی بادی 
توکسین NetB نوترکیب جهت آنالیز  وسترن بلات و مطالعه نوترالیزاسیون 

مورد استفاده قرار گرفت )1۵(. 
در بررسی دیگری توسط سوا DNA ژنومی باکتری کلستریدیوم پرفرینجنز 
ژن  تکثیر  برای  الگو  عنوان  به  و  جداسازی  تخلیص  کیت  از  استفاده  با 
netB قرار گرفت که متعاقباً در وکتور بیانی pBAD برای تولید نوترکیب 
یک   NetB ترتیب،  این  به  گرفت.  قرار  استفاده  مورد   pBAD-NetB
پروتئین 331 آمینواسید بدون سیگنال پپتید دارای His tag در N- ترمینال 
برای تسهیل تخلیص و اپی توپ XpressTM برای تشخیص بیان می نماید 

.)37(
 CPA ، CPB ، حاوی  نوترکیب  آزمایشی  واکسن   2010 سال  در  لوباتو 
ETX و NetB و همچنین واکسن های چند گانه حاوی مخلوط دو یا تعداد 

بیشتری از این سموم را تهیه و مورد مطالعه قرار داد )49(. 
باکترین  و  شده  تخلیص   NetB نوترکیب  واکسن  از   )2013( بم  کی 
و  شده  سونیکه  باکتریایی  سلول های  از  )متشکل  شده  تیمار  فرمالدئید 
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سوسپانسیون کشت( و توکسوئید خام همراه با یا بدون NetB نوترکیب 
برای واکسیناسیون استفاده نمود. نتایج بررسی نشان داد NetB پتانسیل 
البته  ایجاد می نماید.  انتریت نکروتیک  بر علیه  را  ایمنی  از  قابل توجهی 

NetB به تنهایی قادر به ایجاد حفاظت کامل نیست )1۶(.
باکتریایی  مختلف  ایمونوژن     های  موثر  ترکیب  توسط  بیشتر   ایمنی 
تعیین می گردد )19(. چندین پروتئین تخلیص شده کلستریدیوم پرفرینجنز 
به عنوان کاندید مناسب واکسن ارزیابی شده است که شامل پروتئین های
،G فاکتور  الونگیشن   ،feridoxin oxidoreductase پیروات،   ،HP 

و   glyceraldehyde-3-fosphate dehydrogenase ،O perfringolysin
فروکتوز -1-۶-بیس فسفات آلدولاز (FBA) هستند)17(.

بیان پروتئین های کلستریدیوم پرفرینجنز در وکتورهای زنده تخفیف 
حدت یافته

باکتری های تخفیف حدت یافته یا غیرویرولانت می توانند به عنوان کاندید 
تخفیف  سالمونلای  سویه های   .)34( گردند  استفاده  مناسب  موثر  حامل 
حدت یافته که اغلب در صنعت طیور استفاده می گردند حاملین بی ضرر 
و موثر خوراکی واکسن هستند )11( بدلیل این که تخفیف حدت سازی 
باکتری  متابولیسم  برای  که  شده  القاء  ژن  حذف  وسیله  به  معمولا 
پرندگان  ایمنی  سیستم  در  نمی توانند  واکسن  حاملین  لذا  ضروریست 
سالمونلا  نوترکیب  زنده  وکتور  کارایی  میزان  زاکاریز  نمایند.  رشد  سالم 
تیفی موریوم تخفیف حدت یافته که حوضه کربن-ترمینال آلفا توکسین 
را بیان می نماید را در پرندگان بررسی نمود. نتایج مطالعه ایشان کاهش 

چشمگیر زخم های نکروتیک در پرندگان را نشان داد )۵0(.
تخفیف  تیفی موریوم  سالمونلا  وکتور  با  خوراکی  ایمن سازی  همچنین 

آلدولاز حوضه  فسفات  بیس   ۶ و   1 فروکتوز  آنزیم  بیان  با  یافته  حدت 
کربن-ترمینال توکسین آلفا یا پروتئین القاء کننده پاسخ های حفاظتی بر 
بررسی  نتایج   .  )1۸( نکروتیک در جوجه ها صورت گرفت  انتریت  علیه 
وایلد در سال 2019 نشان داد واکسیناسیون خوراکی با سویه سالمونلای 
مخلوط  یا  تنهایی  به   NetB توکسوئید  و   FBA مولد  تخفیف حدت یافته 
آنتی ژن ها، ایمنوژنیک است و باعث واکنش های ایمنی برعلیه سالمونلا و 
آنتی ژن های کلستریدیوم پرفرینجنز می شود )4۶(. باکتری های اسیدلاکتیک 
می توانند به عنوان حاملین واکسن برای آنتی ژن های کلستریدیوم استفاده 
گردند )3۵(. باسیلوس سوبتیلیس و باکتری های اسیدلاکتیک این مزیت را 
دارند که به طور کلی بی خطر شناخته می شوند. استفاده از وکتورهای 
زنده برای بیان پروتئین های کلستریدیوم پرفرینجنز در روده جوجه های 
قرار  توجه  مورد  بیشتر  باید  و  است  امیدوارکننده  رویکرد  گوشتی، یک 
گیرد، اما به دلیل نیاز به ارائه آنتی ژن ها به سیستم ایمنی بسیار پیچیده 
مهم  موضوع  نیز  شود  بیان  باید  که  پروتئین هایی  انتخاب  بود.  خواهد 

دیگریست. 

TpeL و NetB واکسن آزمایشی نوترکیب
نرم  از  استفاده  با   tpeL و  توکسین  آلفا   netB توالی های  بررسی  در 
افزارهای بیوانفورماتیک جهت تهیه پروتئین با ایمونوژنیسیته بالا مورد 
از  نواحی  کایمریک حاوی  گانه  پروتئین سه  گرفتند. چندین  قرار  آنالیز 
سه توکسین طراحی و ارزیابی گردید. در نهایت از نتایج آن برای بیان 
مناسب در میزبان E. coli BL21(DE3) استفاده گردید و پس از تخلیص 
توسط NI-NTA جهت تائید از وسترن بلات استفاده گردید. سپس جهت 
ارزیابی ایمنی زایی تست خنثی سازی سرم بر روی آن انجام گردید. نتایج 

شکل 6- مراحل فرآیند تولید واکسن معمول کلستریدیایی )49(.
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این بررسی نشان داد این ساختار می تواند به عنوان یک واکسن مناسب 
بر علیه کلستریدیوم پرفرینجنز مورد استفاده قرار گیرد )3۶(.

نتیجه گیری کلی
این توکسین ها از عوامل مهم ویرولانس کلستریدیوم پرفرینجنز هستند که 
در ایجاد بیماری های متنوع از جمله انتریت نکروتیک نقش دارد. عفونت 
را  بیماری  مثبت سیر   netB و   tpeL پرفرینجنز  کلستریدیوم  با سویه های 
سریع تر و میزان مرگ و میر را در جوجه های گوشتی بیشتر می نماید. قبل 
سوپرناتانت های  ایمنوژنیک،  پروتئین های  و   NetB توکسین  شناسایی  از 
خام غیر فعال شده با فرمالین مورد استفاده قرار می گرفتند. مطالعات چند 
ساله اخیر بیشتر با استفاده از ایمن سازی از طریق تزریق پروتئین های تک 
یا ترکیبی از پروتئین های نوترکیب انجام گردیده است. همچنین مشخص 
شده که ترکیب پروتئین های ایمنوژنیک در مقایسه با ایمن سازی با تک 
پروتئین از محافظت بهتری برخوردار است. از سویی دیگر پروتئین های 
ایمنوژن با استفاده از یک دوز، وکتورهای باکتریایی )یا ویروسی یا انگلی( 
زنده ضعیف شده که برای مدت زمان طولانی تری آن را به سیستم ایمنی 
 netB و tpeL ارائه می نمایند نیز مد نظر قرار می گیرند. در این مقاله توالی
آزمایشی  نوترکیب  واکسن  قرار گرفت. همچنین  بررسی  و  آنالیز  مورد 
این  نتایج  شد.  طراحی  کمتر  سایتوتوکسیک  فعالیت  با  موتانت هایی  و 
مطالعه حاکی از آن است که واکسن های نسل جدید می توانند به عنوان 

واکسن مناسب علیه انتریت نکروتیک طیور مورد استفاده قرار گیرند.
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