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زيست شناسى ملكولى كلستريديوم پرفرينجنز با تاكيد بر ژن هاى توكسين
اپسيلون و توكسين بتا

ر. لنگرودي، چيان پيله

1391/12/08 پذيرش: 1391/10/09 دريافت:

خلاصه
زيست حيوانات و انسان گوارشى سيستم و رسوبات خاك، در كه است زا هاگ مثبت گرم هوازى بى هاى باسيل گروه از پرفرينجنز كلستريديوم
پنج تيپ به ها توكسين از يك هر توليد ميزان بيشترين اساس بر و بوده آن ويرولانس مسئول كه كند مى توليد توكسين زيادى تعداد و كند مى
كرده مشخص اخير مطالعات هستند. اگزوتوكسين و بوده پروتئين جنس از باكترى اين هاى توكسين گردد. مى بندى طبقه A، B، C، D، E
توكسين از برخى و يوتا اپسيلون، بتا، آلفا، آن اصلى توكسين چهار كه شود مى ترشح پرفرينجنز كلستريديوم توسط اگزوتوكسين نوع هفده كه اند
كروموزومى نقشه 1993 سال در شوند. مى شناخته انتروتوكسين و (سياليداز) نورآمينيداز نو، مو، لامبدا، كاپا، تتا، سيگما، هاى نام به آن فرعى هاى
اخير هاى سال طى گرديد. ترسيم مثبت گرم هاى باكترى در جزئيات حاوى كلستريديائى كروموزومى نقشه اولين عنوان به پرفرينجنز كلستريديوم
كلستريديوم بتا و اپسيلون هاى ژن بويژه كلستريديائى، هاى ژن بيان و كلونينگ چگونگى و ژنتيكى ساختار و ملكولى سطح در زيادى مطالعات

است. شده پرداخته مطالعات اين بيان به مقاله اين در كه است گرفته صورت جهان و ايران در پرفرينجنز
نوتركيبى توكسين، ژن، ملكولى، ساختار ، كلستريديوم كليدى: واژههاى

ايران كرج، هوازي، بى هاي واكسن توليد و تحقيق بخش رازي، سازي سرم و واكسن تحقيقات موسسه .1

r.pilehchian@rvsri.ac.ir مسؤول: *نويسنده
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مقدمه
هاى بى باكترى شوند، مى تقسيم گروه دو به هوازى بى هاى باكترى
و انسان هاى عفونت و ها بيمارى بعضى توليد در كه هاگ بدون هوازى
مهمترين جنس كه دار هاگ هوازى بى هاى باكترى و دارند اهميت دام
ايجاد در مهمى نقش و بوده (Clostridium)ها كلستريديوم آن
(species) گونه 118 از بيش تاكنون دارند. دام و انسان هاى بيمارى
دام و انسان براى آن گونه 15 حدود كه شده شناسائى كلستريديوم
آنها از برخى و متعدد انواع داراى ها كلستريديوم باشند. مى زا بيمارى
براى آن هاى تيپ و ازانواع بسيارى و بوده مختلفى هاى تيپ داراى
دستگاه و آب خاك، در ها باكترى اين هستند. زا بيمارى دام و انسان
رشد و زندگى شرايط چنانچه و كنند مى زندگى دام و انسان گوارش
و يافته تكثير بسرعت گردد فراهم حساس و زنده موجود بدن در آنها
نمايند. مى ايجاد اى كشنده و خطرناك هاى بيمارى توكسين ترشح با
ژنتيك مهندسى تحقيقات و ملكولى مطالعات كه است دهه دو از بيش
در باشد. مى انجام حال در كلستريديائى هاى ژن بيان و كلونينگ و
توكسين بر تاكيد با پرفرينجنز كلستريديوم ملكولى ژنتيك مقاله اين
كلستريديوم بتا توكسين و D تيپ پرفرينجنز كلستريديوم اپسيلون
است. گرفته قرار وتحليل تجزيه و بررسى مورد B تيپ پرفرينجنز

ها كلستريديوم ژنيك ساختارآنتي
هاى گونه در DNA نوكلئوتيدي بازهاي تركيب تفاوت براساس
جنس مي اين اعضا كه رسد مي نظر به كلستريديوم، جنس مختلف
ميزان حفاظت درصدG+Cو شوند. داده دوجنسقرار بايستحداقلدر
است شده پيشنهاد گروه چهار كلستريديوم، گونه 54 در 231SrRNA
گروه در و درصد 32 – 22 از كمتر ژنوم G+C محتوي گروه سه در كه
33 از سويه 47 شامل اول گروه است. درصد 45 – 41 از بيشتر چهارم
و شود مي شامل نيز را زا بيماري هاي كلستريديوم اغلب كه است گونه
.(1998 همكاران و Rood) باشد مي درصد 29 – 22 G+C داراي
درجنسكلستريديومسهگروهآنتيژنىوجوددارد.گروهاولآنتيژنهاي
پرفرينجنز كلستريديوم باكترى به فقط كه است كپسول ساكاريدي پلي
محدود (C. perfringens) Clostridium perfringens
است كه سلولي ديواره و فلاژل هاي ژن آنتي دوم گروه باشد. مى
تاژكي ژن آنتي پنج و و2 1 سوماتيك ژن آنتي دو ها سويه همه در
هايي ژن آنتي و ها توكسين سوم گروه دارد. وجود a, b, c, d, e
هايي پروتئين كلستريديوم جنس هستند. شناختى زيست فعاليت با
كند كه مى توليد زيستى متفاوت هاى فعاليت از وسيعى گسترة با
ميان در دارند. دخالت دام و انسان در بيماري ايجاد در آنها از بسياري
توليد مي توكسين ديگري جنس هر از بيشتر كلستريديوم ها، باكتري
بيماري در كه سلولي خارج هاي پروتئين بر علاوه جنس اين در كند.

هاى ژن است. شده نيزشناخته توكسين 20 از بيش دارند دخالت زايي
ليزوژن فاژهاي با كلستريديائى، هاى توكسين از برخى كروموزومى
توكسين ساير هاى ژن مورد در ولى است شده وارد كروموزوم به
توكسين آنترو جمله از ها ژن از برخي است. نشده شناخته فاژ ها،
كروموزومي خارج انسانى)، بيمارى از شده (جدا پرفرينجنز كلستريديوم
روي بر زا بيماري فاكتورهاي اين وجود و دارند قرار پلاسميد در و بوده
پايداري عدم به تواند مى كروموزومي خارج و متحرك ژنتيكي عناصر
مقابله با .(2005 همكاران و Topley) گردد منجر باكترى ژنتيكي
پذيرد. مى صورت واكسيناسيون طريق از كلستريديومى هاى بيمارى
كلستريديوم توكسيژنيك هاى سويه سازى جدا ايران در سال1967 در
همكاران و Ardehali) است شده گزارش خاك از پرفرينجنز
واكسن كه است دهه 6 از بيش همچنين ،(1994 ،1979 ،1967
و Rafyi) رسند مى مصرف و توليد به ايران در كلستريديائى هاى
Ardehali ;1992 همكاران و Moosawi ;1961 Ardehali
توجه با .(1974 Derakhshan و Ardehali ;1992 همكاران و
واكسن ها اين توليد اكنون هم اخير، تكنولوژيك هاى پيشرفت به
.(2012 همكاران و Pilehchian) پذيرد مى صورت فرمانتور در

كلستريديومپرفرينجنز
هاگ مثبت گرم هوازى بى هاى باسيل گروه از پرفرينجنز كلستريديوم
و Clostridiaceae خانواده و Clostridiales راسته از و زا
گوارشى سيستم و رسوبات خاك، در كه است Clostridium جنس
نام با 1892 سال در بار اولين و كند مى زيست حيوانات و انسان
،Welch) شد معرفى Bacillus aerogenes capsulatus
شامل مسمويت ها بيمارى از وسيعى طيف ايجاد مسئول و (1892
اى با معدى-روده هاى عفونت نكروزى، انتريت و گانگرن گاز غذائى،
هاى عفونت و نرمى قلوه انتروتوكسمى، و انسان در غيرخوراكى منشاء
مرگ به منجر سرعت به تواند مى كه بوده دام در گوارشى سيستم
توكسين زيادى تعداد باكترى اين .(1991 Cole و Rood) گردد
بيشترين اساس  بر و بوده آن ويرولانس مسئول كه كند مى توليد
A، B، C، D، E تيپ پنج به ها توكسين از يك هر توليد ميزان
گرم كپسول، داراي و متحرك غير است باسيلي گردد. مى بندى طبقه
هاگ ميكرون، 1/5 – عرض 0/5 و ميكرون 4 – 2 طول به مثبت
شرايط معمولي در و بوده انتها به نزديك يا و مركزي كه شكل بيضي
.(1957 همكاران و Brooks) گردد نمي مشاهده باكتري پيكرة در

پرفرينجنز كلستريديوم هاى توكسين
توكسينهاىاينباكترىازجنسپروتئينبودهواگزوتوكسينمىباشند.
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شود مى ترشح پرفرينجنز كلستريديوم توسط اگزوتوكسين نوع هفده
از برخى و (جدول1) يوتا اپسيلون، بتا، آلفا، اصلى توكسين چهار كه
نو، مو، لامبدا، كاپا، تتا، سيگما، هاى نام به آن فرعى هاى توكسين
.(1979 ،Smith) باشند مى انتروتوكسين و (سياليداز) نورآمينيداز
30 تا تواند مى بالقوه طور به باكترى اين اينكه بر مبنى گزارشى اخيرا
.( 2010 همكاران و Lebrun) است شده منتشر كند توليد توكسين
تيپ ها زير تعيين و اصلي توكسين چهار حسب بر ها جدايه تيپ تعيين
هاى توكسين برخى گردد. مي انجام فرعي هاي توكسين شناسائي با
و B هاى تيپ پرفرينجنز كلستريديوم بتا توكسين مانند كلستريديائى
در نكروز اصلى عامل ها توكسين اين هستند. فعال ترشح هنگام به C
باشند. مي باكترى اين كشنده هاى توكسين از و بوده انسان و دام روده
بصورت و بوده غيرفعال D تيپ اپسيلون توكسين مانند ديگر برخى
پروتئوليتيك هاى آنزيم بوسيله و شوند مى ترشح پروتوتوكسين
خاصيت كشندگى و گردند مى فعال گوارش سيستم ترپپسين مانند
از پس Dاپسيلون تيپ توكسين مورد در كنند. مى پيدا نكروتيك و
هزار تا توكسين توكسيسيتى و شده LD50=70 ng/kg برش اين
Miyata ،;1991 Cole و Rood) دهد مى نشان افزايش برابر
حاصل سوسپانسيون در موجود اپسيلون توكسين .(2001 همكاران و
و فيلتراسيون اولترا روش به پرفرينجنز كلستريديوم ساعته 5 كشت از
تاثير و شده تخليص نسبى طور به و تغليظ آمونيوم سولفات با دياليز
هاى جنين زائى اندام مورد در باكتري فيلتراسيون از حاصل روئى مايع
كاهش معنى نتايج و گرديد بررسى آزمايشگاهى كوچك سفيد موش
.(1375 همكاران و لنگرودى چيان (پيله داد نشان را وزن و قد دار
رشد اوليه مراحل در را ها توكسين انواع پرفرينجنز كلستريديوم باكترى
دهنده نشان خود اين كه كند مى توليد لگاريتمى) فاز ميانة تا رشد (آغاز
سلول تخريب و تجزيه طى تا است ها توكسين اين به باكتري نياز
زائى بيمارى لذا آورد، بدست را خود رشد براى لازم غذائى مواد ميزبان،
بشدت پرفرينجنز كلستريديوم هاى عفونت در غذائى نيازهاى تامين و
باعث تواند مى احتمالا بفرد منحصر ويژگى اين و اند وابسته يكديگر به
و Shimizu ) گردد باكتري اين به عفونت از ممانعت و رشد مهار

.(2002 همكاران

پرفرينجنز كلستريديوم ژنتيك
كروموزومى نقشه ترسيم به منجر 1995 1989و هاى سال تحقيقات
اولين عنوان به CPN50 انسانى پاتوژن سويه پرفرينجنز كلستريديوم
گرم هاى باكترى در جزئيات حاوى كلستريديائى كروموزومى نقشه
ميليون 3/58 حلقوى كروموزوم يك حاوى باسيل اين گرديد. مثبت
اندونوكلئاز آنزيم برش جايگاه يكصد از بيش كه است بازى جفت

است گرديده مشخص آن روى ژنى مكان 24 و محدودكننده
.(1995 همكاران و Katayama ;1989 Cole و Canard)

ترانسفورم براى پرفرينجنز كلستريديوم ديواره بدون فرم از ها سال
آن L-form و اتوپلاست شكل دو و شد مى استفاده آن كردن
كردن پذير نفوذ كه دادند نشان بعدى مطالعات داشتند. زيادى كاربرد
و است استفاده قابل باكترى اين براى الكتريكى روش به سلولى غشاء
روى تيپ تجربيات اولين شود. مى استفاده روش اين از بيشتر امروزه
و pAMBI انتروكوكال پلاسميد از استفاده با و 3624 سويه A
ترانسفورم هاى سويه ولى گرفت صورت pHR106 پلاسميد شاتل
و شد استفاده L-B سويه از بعد هاى سال آمد. بدست كمى شدة
Scott) دارد ترانسفورماسيون در را كاربرد بيشترين 13 سويه امروزه

.(1989 Rood و
انتروتوكسين منفى سويه يك 13 سويه A تيپ پرفرينجنز كلستريديوم
ترانسفورماسيون سهولت بدليل كه است خاك از طبيعى جداية يك و
داراى3031430 جفت و داشته آزمايشگاهى مدل بعنوان زيادى كاربرد
است. شده داده تشخيص آن روى كننده رمز منطقه 266 و است باز
زياد تراكم و دارد حدود%28/6) (در كمى G+C ميزان سويه اين
شود. مى ديده rRNAهاى ژن رمزكننده نواحى در فقط G+C
منشاء و دارد tRNA ژن 96 و rRNA ژن 10 كروموزوم اين
و Shimizu ) دارد قرار dnaA ژن بالادست در آن همانندسازى

.(2002 همكاران
و مزوفيليك كلستريدياى از بسيارى هاى ژن اخير هاى سال در
شاخص نظير زيادى هاى پروتئين ها ژن اين اند. شده جدا ترموفيليك
توكسين سولونتوژنز، هاى آنزيم ردوكتاز، اكسيدو بيوتيكى، آنتى هاى
هاى ژن كنند. مى رمز را سلوليتيك هاى آنزيم و نيتروژنازها ها،
بتا توكسين  .(1996 همكاران و Goswami) اپسيلون توكسين
Cكلون ليپاز فسفو يا آلفا توكسين و (2007 همكاران و Nijland)
در .(1989 همكاران و Okabe) اند شده بيان نيز برخى و شده
A،B ،C ، هاي تيپ پرفرينجنز كلستريديوم سريع شناسايي ايران
همكاران و (سعادتى شده نجام Multiplex PCR روش به D
از شده جدا پرفرينجنز كلستريديوم توكسيژنيك هاى سويه و (1383
شده انجام آنها ملكولى تايپينگ و گرفته قرار مطالعه مورد گوسفند،

.(2011 همكاران و Jabbari) است

Dتيپ پرفرينجنز كلستريديوم اپسيلون توكسين
اپسيلون توكسين ژن ساختمان

گوسفندان آنتروتوكسمى ايجاد عامل ،D تيپ پرفرينجنز كلستريديوم
Wilsdon توسط 1931 سال در بار اولين آن اصلى توكسين و بوده
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پروتوتوكسين شدن بريده از پس كه فعال توكسين مولكولى وزن
كه است  دالتون 31600 حدود در مىشود حاصل تريپسين بوسيله
و Bhown ) است. آمده بدست SDS-PAGE آناليز مبناى بر
بين ليزين ما ناحيه در تريپسين كه دادند نشان ،(1977) Habeeb
يك قطعه و شده بريده پروتوتوكسين 15 شماره آلانين و 14 شماره
را به آن و شود مي جدا آن آميني پايانه از آمينهاى اسيد 14 كوچك
براساس مىسازد. تبديل دالتون 31600 مولكولى وزن با فعال توكسين
پروتوتوكسين ملكول ،(1963 ) همكاران و Habeeb گزارش
Nagahama Sakuraiو ليكن دارد، تريپتوفان ملكول 2
پروتوتوكسين فقط ملكول هر در كه كردند ثابت ،( bو a،1985)
توكسين كشندگى فعاليت در كه دارد وجود تريپتوفان ملكول يك
مى يابد كاهش توكسين فعاليت آن رفتن بين از با و داشته اهميت
نظير مختلفى  تيمارهاى با تريپتوفان ملكول اين آنجائيكه از و
رسد كه مى بنظر بنابراين مىرود، بين از (NCS)2 و (NBS)1

برش با باشد. داشته قرار پروتئين ملكول سطح در تريپتوفان اين
توكسين ساختمان در تريپتوفان توكسين، به آن تبديل و پروتوتوكسين
a،1985) Nagahama و Sakurai مطالعات طبق مىگردد. ابقاء
حدود كه است كربوكسيل گروه 44 حاوى حداقل توكسين ،( bو
44 پروتوتوكسين ساختمان در مىگيرند. قرار سطح در آن گروه 7
Habeeb مطالعات طبق دارد. وجود آسپارژين 44 يا و اسيد آسپارتيك
و يك اسيد گلوتاميك 2 حداقل پروتوتوكسين ،(1973) همكاران و
مىدهد. دست از تريپسين با شدن فعال فرآيند طى را خود آسپاراژين
و اسيد (آسپارتيك اختصاصى كربوكسيل گروههاى تغيير با همچنين
داشته وجود ضرورتى اينكه بدون توكسين سطح روى اسيد) گلوتاميك
را توكسين مىتوان دهيم تشخيص را توكسين فضائى فرم كه باشد
و Sakurai مطالعات .(1973 همكاران Habeebو ) نمود غيرفعال
حاوي سه پروتوتوكسين كه دهد مى نشان ،(1987) Nagahama
،(1973) همكاران Habeebو مطالعات و است هيستيدين مولكول
هيستيدين ها ازاين هيچيك توكسين شدن فعال طى كه داد نشان
از كه گيرد مى قرار سطح در آنها از يكى فقط ولى نمىروند بين از
هاى ويژگى جدول3 است، ضرورى توكسين كشندگى فعاليت نظر

دهد. مى نشان را اپسيلون توكسين ساختمانى

نوتركيب اپسيلون توكسين ژن بيان
پرفرينجنز كلستريديوم اپسيلون توكسين رمزكننده ژن 1992 سال در
بيان E. coli در pUC18 پلاسميد از استفاده با و شد كلون D تيپ
.E تجمع coli پلاسمائى پيش فضاى در شده بيان پروتئين گرديد.
يك با همراه پروتئينبيانشده پيشنهادمىكندكه اينيافتهها يافتكه

،1947 Glenny و Batty) شد ناميده اپسيلون و گرديد توصيف
.(1960 همكاران و Orlans

(NTCC 8533, etxB) تيپ اپسيلون ژن 1992 سال در
از استفاده با شد. يابى توالى (NTCC 8346, etxD)D تيپ و
etxD در ORF رشته دو هر آمد، بدست etxB از كه پرايمرهائى
شد. داده نشان توالى دو اين بين زيادى هاي تشابه و شده يابى توالى
واكنش متقاطع يكديگر با D و B هاى تيپ در اپسيلون توكسين
توالى جدول2 اند، مشابه تقريباً و دارند مشابهى ملكولى وزن داشته،
رمزكننده توالىهاى در دهد. مى نشان را ژن دو پروموترى هاى
است كه +762 در اولى كه مىشود ديده ژن دو اين بين تفاوت دو
رمز etxD در و CAG رمز etxB در و بوده خاموش جهش يك
در منطقه تفاوت دومين مىكنند. رمز را سرين دو هر كه است CGG
را كه TCT و بوده جايگزينى جهش يك كه مىشود مشاهده +962
را تيروزين etxD در كه TAT به مىكند، رمز را سرين etxB در
و نيست شده حفاظت جهش اين ولى مىسازد. تبديل مىكند، رمز
پرفرينجنز كلستريديوم اپسيلون توكسين كه مىدهد نشان مطالعات
ملكولى مشابهى وزن داشته، متقاطع واكنش يكديگر با D و B تيپ

.(1992 همكاران و Havard) هستند مشابه تقريباً و دارند

پروتوتوكسين (ساختمان اپسيلون توكسين ژن محصول
توكسين) و

از مستقل محققين از زيادى تعداد توسط اپسيلون توكسين
غيرفعال صورت به توكسين اين است. شده تخليص يكديگر
آنزيمهائى نظير پروتئوليتيك فعاليت طى و شده سنتز (پروتوتوكسين)
تبديل فعال  توكسين به و شده شكسته كيموتريپسين، و تريپسين
تا 40/5 از23/2 مختلف محققين توسط آن ملكولى وزن مىگردد.
.(1986 همكاران و Mcdonel) است شده گزارش كيلودالتون
اسيدهاى تركيب مبناى بر را پروتوتوكسين مولكولى وزن ساكورائى
دالتون 37600 SDS PAGEمبناى بر و دالتون 35600 آن آمينه
پروتوتوكسينحاوىيكزنجيرهپلىپپتيدى311اسيد تخمينزدهاست.
هيستيدين، ملكول يك تريپتوفان، ملكول يك وجود و است آمينهاى
اسيد گلوتاميك يا آسپارتيك ملكول چهار يا سه تيروزين، ملكول يك
ضرورى شناخته آن كشندگى هاى فعاليت براى ليزين ملكول هشت و
و Sakurai ،1985 ،1987 Nagahama و Sakurai) است شده
اپسيلون توكسين مولكولى وزن 1963 سال در حبيب .(1985 همكاران
زد تخمين دالتون 40000 حدود در آمينه اسيدهاى تركيب مبناى بر را
توكسين ملكولى وزن 1988 سال در .(1963 همكاران و Habeeb)
.(1988 همكاران و Boarer) شد گزارش كيلودالتون اپسيلون 37/6

B

1. Bromosuccinimide
2. N-chlorosuccinimide
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شماره1
پيلهچيانلنگرودى-مجلهتحقيقاتآزمايشگاهىدامپزشكى،دوره5،

ساخته، پذير امكان سيتوپلاسمى غشاء از را آن عبور كه پپتيد سيگنال
است واقعيت اين كند مى تائيد را پيشنهاد اين كه آنچه است. شده توليد
ساختمانى شبيه نظر از كه كند مى رمز را تواليى D تيپ etx ژن كه
شرائط طبيعى در را اپسيلون توكسين نيز باكترى و است پپتيد سيگنال
سال در .(1992 همكاران و Hunter) كند مى ترشح كشت محيط به
فاژ پروموتر كنترل تحت E. coli در اپسيلون توكسين مجددا 1996
پايانه در His Tag بعنوان هيستيدين ملكول 6 كردن فيوز با و T5
سيتوزول در گنجيدگى بصورت شده بيان پروتئين و شد كلون آن آميني
خرگوش در پروتئين اين زائى ايمنى بررسى يافت. تجمع E. coli
توكسين تواند مى نوتركيب پروتئين اين عليه بادى آنتى دادكه نشان
همكاران و Goswami) دهد تشخيص نيز را غيرنوتركيب و اصلى
پرفرينجنز تيپ كلستريديوم اپسيلون توكسين ژن ايران در .(1996
HQ179546 دسترسى شمارة با و شده يابى توالى و كلونينگ D
.(2011 همكاران و Pilehchian ) گرديد ثبت ژن بانك در

اپسيلون توكسين پاتوژنز
تريپسين مانند گوارشي سيستم پروتئازهاي تاثير تحت پروتوتوكسين
ايزوالكتريك نقطه در دار معنى تغيير يك القاء موجب كموتريپسين و
گردد مى توكسين در 5/4 به  پروتوتوكسين در از8/3 توكسين
حيوانات در اپسيلون توكسين .(1997 همكاران و Minami)
ها، رگ پذيرى نفوذ افزايش خون، فشار افزايش باعث آزمايشگاهى
گردد. مى كليه و ريه جمله از مختلف هاى اندام در تراكم و ادم
مشاهده اند شده تلف انتروتوكسمى اثر در كه هائى بره در كليه نكروز
و Sakurai ،1983 Nagahama و Sakurai) است شده
در مغز مِغز خونى ازسد عبور با اپسيلون توكسين .(1983 همكاران
رهاسازى بيش باعث هيپوكامپ با مستقيم واكنش طى و يافته تجمع
،1991 Nagahama و Sakurai) شود, مى گلوتامات حد از
مى همچنين  .(2000 ،1998 همكاران و Miyamoto ،1998
آن كه گردد پريوازكولارى و ادم ها، رگ پذيرى نفوذ باعث تواند
بنابراين شود. مى عصبي هاى سيستم نارسائى و آسيب سبب نيز
لرزش بيقرارى، نظير عصبى علائم با انتروتوكسمى پايانى مرحله
.(1997 همكاران و Payne) گردد مى مشخص اپيستوتونوس و
كيلوگرم هر در نانوگرم ميزان100 به شده فعال اپسيلون توكسين
هاى سلول روى درآزمايش است. كشنده موش براى بدن وزن
كمپلكس ايجاد  با توكسين كه است شده داده نشان MDCK
گردد. نمى سيتوزول وارد و شده مستقر سلولى غشاء روى بزرگ هاى
و شده سيتوزول از خارج به K + يون نفوذ باعث ها كمپلكس اين
بطور غير را دالتون كيلو 1 تا هائى يون مرور و عبور ترتيب اين به

.(2001 همكاران و Petit) سازند مى پذير امكان غشاء از انتخابى
محلول غير هاى ميكرودومين درون هپتامريك منفذ يك توكسين
و به ايجاد رات هاى سيناپتوزوم و MDCK سلولى غشاءهاى در
چگونگى تشكيل كند، مى پذير نفوذ را سلولى هاى غشاء ترتيب اين
2002). بر همكاران و Miyata) شود مى ديده 1 تصوير در هپتامر
افزايش باعث اپسيلون توكسين ،(1978b) Buxton مطالعات اساس
پلاسماى در (cAMP) حلقوى مونوفسفات آدنوزين5-3 غلظت
انترتوكسين ، E. coli حرارت به مقاوم انتروتوكسين مىگردد. موش
cAMP توليد نيز S. aureus توكسين دلتا و V. cholerae
خوكچه موكوزال اپيتيال- هاى سلول در آزمايشگاهى شرائط در را
S. aureus توكسين دلتا كه تفاوت اين با مىدهند. افزايش هندى
اتصال با كه است انتروتوكسينى اپسيلون مىباشد. نيز سيتوتوكسيك
مانند معينى هاى سلول در سلولى سطح اختصاصى رسپتورهاى به
لوله و هنله لوپ پوششى هاى سلول غشاءآپيكال خونى، هاى رگ
موش، كبد سينوزوئيدى هاى سلول و كليه در دور پيچيده درهم هاى
آدنوزين منو سيكلاز- آدنيل سيستم توسط كه مكانيسمى طريق از
كند. مى ايجاد وسيعى صدمات مىشود، ميانجيگرى حلقوى فسفات
هستههاى مغز، هاى رگ از بسيارى با اتصال در توكسين همچنين،
مخچه، و مغز هاى پرده و دماغى پل مخچه، هاى پايه مخچه، سفيد
لوبول ها مركزى هاى سياهرگ از بسيارى كبد، خونى هاى رگ از برخى
c, b, a،1978 Buxton) مىشود مشاهده كبدى سينوزوئيدهاى و
وزن روى بر پرفرينجنز كلستريديوم ساعته 5 كشت فيلترات تاثير .(
كاهش نتايج و گرديد بررسى آزمايشگاهى كوچك سفيد موش بدن
.(1996 همكاران و Pilehchian) داد نشان را وزن دار معنى

Bتيپ پرفرينجنز كلستريديوم بتا توكسين
مى كند توليد انتريك توكسين تعدادى پرفرينجنز كلستريديوم باكترى
توكسين شوند. مى ترشح دام و انسان اى روده معدى- دستگاه در كه
ويژگى دو داراى و بتا2، بتا اپسيلون، انتروتوكسين، شامل انتريك هاى
وزن ملكولى داراى منفرد هاى پپتيد پلى .1 هستند: مشترك اصلى
تشكيل منفذ طريق از عموما .2 هستند. دالتون كيلو 25-35 متوسط
مى كنند فعاليت ميزبان سلول پلاسمائى غشاء در اوليگومريك هاى
شده شناخته تازگى به كه توكسين بتا2 فعاليت مكانيزم .(2 (تصوير
.(2004 همكاران و Smedley) است نشده مشخص هنوز است
پرفرينجنز كلستريديوم هاى جدايه ايران در اى مطالعه در اخيرا
همكاران و Jabbari ) است شده گزارش و مشخص ژن بتا2 واجد
زيادى اهميت 212 آرژنين كه است داده نشان مطالعات .(2012
آن با كردن جايگزين و دارد بتا توكسين شناختى زيست فعاليت در
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برابر ميزان 11/5 به وحشى تيپ به نسبت را آن فعاليت اسيد گلوتاميك
را آن فعاليت گلوتامين با آن كردن جايگزين حاليكه در دهد، مى كاهش
آلانين فنيل با 203 تيروزين كردن جايگزين دهد. مى كاهش برابر 5/5

در  اسيدآمينه اين نقش بيانگر كه كرد ايجاد LD50 در را افزايش بار 2/5
از  يك هر كردن جايگزين است. توكسين پروتئين فعاليت و ساختمان
زيست فعاليت در تغييرى هيچگونه لوسين با هيستيدين آمينه اسيدهاي
اگرچه غير كه است شده مشخص كند. نمى ايجاد بتا توكسين شناختى
است، سيستئن تغيير بدليل شده اكسيده توكسين پروتئين شدن فعال
توكسين شناختى زيست فعاليت در نقشى سيستئين يك حضور ليكن
سيگنال پروموتر از استفاده با توكسين اين ژن مطالعه اين در ندارد. بتا
در محيط كارآمد ميزان به و بيان B. subtilis در آن اصلى پپتيد
.(1998 همكاران و Steinthorsdottir) گرديد ترشح كشت

توكسين بتا ملكولى هاى ويژگى
سويه پرفرينجنز كلستريديوم بتا توكسين 1993 سال در
توالى و گرفت قرار بررسى مورد ژنتيكى لحاظ به NCTC 853
DNA هيبريداسيون آزمايش با و تعيين cpb ژن نوكلئوتيدى
دارد. وجود C و B هاى تيپ در فقط ژن اين كه گرديد مشخص
و گاما توكسين آلفا، توكسين با بتا توكسين اى آمينه اسيد توالى
توكسين همچنين دهد. مى نشان همسانى S. aureus لوكوسيدين
دهد. مى نشان را مريك مولتى و منومريك حالت شده تخليص بتا
مولتى بصورت عمدتا E. coli در شده بيان نوتركيب بتا توكسين
شده مطرح ،(1978) همكاران و Duncan گزارش در است. مريك
اين پلاسميد بوسيله پرفرينجنز كلستريديوم بتا توكسين كه است
،(1993) همكاران و Hunter گزارش ولى شود، مى رمز باسيل
پلاسميدى ژن يك توكسين اين ژن كه كند روشن است نتوانسته
،(2010) همكاران و Sayeed مطالعات كروموزومى. يا است
cpbB كه دهد مى نشان ترتيب به ،(2010) همكاران و Gurjar
. دارند قرار باز كيلو 110 تا 65 وزن به هائى پلاسميد روى cpbC و

نوتركيب بتا توكسين بيان
،(1999) همكاران و Segers توسط بتا توكسين واريانت يك
اين به و دارد وجود اى نقطه جهش 3 آن در كه است شده گزارش
ولى نبوده سمى توكسوئيد اين است. شده توليد بتا توكسوئيد ترتيب
مطالعه اين  اساس بر بود. كرده حفظ را خود زايي ايمني خاصيت

ترشح و توليد 2007 سال در بتا توكسوئيد واريانت، اين از استفاده با و
گرم هاى ميزبان در پرفرينجنز كلستريديوم بتا توكسوئيد هترولوگ
,psFقوى پروموتر منظور بدين گرديد. انجام آن به نزديك و مثبت
ميزبانى دامنه با اى نسخه چند پلاسميد يك در B. subtilis
حد تا بالائى سلولى درون توليد B. subtilis در شد. كلون وسيع،
خارج به آن ترشح ميزان ولى آمد، بدست كشت 200dug ml-1

هاى ميزبان در بيانى پلاسميد همان از استفاده اما بود. كم سلول از
ترشح S .pneumoniae و L .lactis مثل ديگر هترولوگ
همكاران و Nijland) داد افزايش برابر 10 تا را بتا توكسوئيد
هاى تيپ پرفرينجنز كلستريديوم بتا توكسين ژن ايران در .(2007
دسترسى شمارة با ترتيب به و شده يابى توالى و كلونينگ C و B
گرديد ثبت ژن بانك در HQ424445 و HQ179547

.(2011 همكاران و Pilehchian )

اپسيلون- بتا كايمريك نوتركيب توكسين فيوژن
insilicoشرائط آنفورماتيكدر بيو مطالعة يك در سالهاىاخير طى
تيپهاى پرفرينجنز كلستريديوم فيوژنژنهاىتوكسيناپسيلونو بتا
پروتئين فيوژن يك توليد قابليت و گرفت قرار بررسى مورد B و D
هترولوگ به ميزبان يك در ژن دو هر هاى ويژگى تمامى با كايمريك
شرائط در .(2012 همكاران و Pilehchian ) شد داده نشان خوبى
پرفرينجنز تيپ كلستريديوم بتا و اپسيلون توكسين هاى ژن in vitro
در كلونينگ ليگاسيون از پس ژن فيوژن و فيوز يكديگر با Bو D هاى
نوتركيب پلاسميد شد، كلون E. coli در pJET1.2blunt وكتور
E.coli/top10/pJETεβنوتركيب باكترى درون pاز pJETεβ
JF833085در دسترسى شمارة با و يابى توالى ژن فيوژن و تخليص
.(2012 همكاران و Pilehchian ) گرديد ثبت ژن بانك
انجام جهان در بار اولين براى و تازگى به كه اى مطالعه جديدترين در
اپسلون- بتا كايمريك ژن فيوژن بيان وهمكاران چيان پيله است شده
نوتركيب باكترى در را بتا اپسيلون- كايمريك پروتئين فيوژن توليد و
آسيب اثرات و نموده گزارش E. coli/Rosetta/pET22εβ
بر را  آن ايمنولوژيك اثرات همچنين و موش روى بر آنرا شناختى
پروتئين فيوژن مطالعه، اين اساس بر اند. داده نشان خرگوش روى
ايمنى مناسبى اروپا فارماكوپه استاندارد مطابق بتا اپسيلون- كايمريك
هاى تيپ پرفرينجنز كلستريديوم بتا و اپسيلون هاى توكسين عليه را
نوتركيب واكسن توليد براى مناسبى كانديداى و كرده ايجاد Bو D
.(2013 همكاران و Pilehchian) باشد مى پروتئينى فيوژن
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منومر ETX  با غشاء سلولى از طريق پيوند با فسفو ليپيد هاى غشاء، كه در آنجا طى واكنش با ساير منومرها، به هپتامر تبديل تصوير 1: مكانيسم عمل پروتئين

(Smedley  و همكاران 2004).  C با تريپسين يا كموتريپسين براى فعال شدن توكسين و توليد هپتامر ضرورى است مى شود. برش پايانه

تصوير 2: مكانيسم عمل پروتئين هاى منومريك CPB با غشاء سلولى از طريق پيوند با فسفو ليپيد هاى غشاء، كه در آنجا طى واكنش با ساير منومرها، به هپتامر 

(Smedley  و همكاران 2004).  شود تبديل مى
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توکس�تيپ

يوتا(كشنده)اپسيلون(كشنده)بتا(كشنده)آلفا (كشنده)

نكروتيكنكروتيكنكروتيكنكروتيك، لسيتيناز
A

B

C

D

E

+

+

+

+

+

_

+

+

_

_

_

+

_

+

_

_

_

_

_

+

جدول1: ويژگى هاى توكسين هاي اصلي تيپ هاى مختلف در كلستريديوم پرفرينجنز

etxD ORF در
C.p. type D (۸۳۴۶ NTCC)

etxB ORF در
C.p. type B (۸۵۳۳ NTCC)

۸۷ تا ـ ۸۲ ۱۰- است و در منطقه TATATT توالی
دارد. قرار ـ

۶۲ـ تا ۱۰- است ولی در منطقه TATATT توالی
۶۷ـ قرار دارد.

TATATT
دارد. قرار ۶۷ـ تا ۶۲ـ ۱۰- است ولی در منطقه  توالی

TTGTAT
-۱۰ ۱۷ توالی بالادست و ۳۵- است توالی احت:لی

دارد قرار

تقریباً شبیه همین توالی etxD ۳۵- در توالی
(TTGACA) در سایر باكتریهای گرم مثبت است

دلگارنو شاين توالی
۱۰- قرار GCGTGG است كه در منطقه ۵- تا

گرفته است

دلگارنو شاين توالی
۱۰- قرار تا GCGTGG است كه در منطقه    ۵-

گرفته است

مربوطه تواليهای با زيادی تشابه دلگارنو شاين توالی
در باكتريهای گرم مثبت نشان Wیدهد

توالى آغازگر ATG است كه متيونين را رمز ميكند 

و از منطقه

1+ شروع ميشود

توالى آغازگر ATG است كه متيونين را رمز ميكند 

و از منطقه

1+ شروع ميشود

(Yoo  و همكاران 1997)

etxB و etxD جدول2: تواليهاى پروموتر

(Havard و همكاران 1992)
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kD 37/6 سنتز مى شود به صورت غير فعال يعنى پروتوتوكسين به وزن مولكولى

پروتوكسين حاوى يك زنجيره پلى پپتيدى 311 اسيد آمينه اى است

44 آسپاراژين وجود دارد 44 آسپارتيك اسيد و يا در ساختمان پروتوتوكسين

14 اسيد آمينه اى از ناحيه پايانه آمين ان جدا و آن  15 پروتوتوكسين را بريده و يك قطعه 14 و آنالين شماره تيريپسين و كيمو تريپسين در ناحيه مابين ليزين شماره

31kD تبديل مى سازد را به توكسين فعال با وزن مولكولى در حدود

44 گروه كربوكسيل دارد كه حداقل 7 گروه كربوكسيل آن در سطح توكسين قرار مى گيرد حداقل

پروتوتوكسين حداقل 2 گلوتاميك اسيد و يك آسپرازين خود را طى فعال شدن با تريپسين از دست مى دهد 

بين  از ها هيستيدين ازاين يك هيچ تريپسين وسيله به توكسين به پروتوتوكسين شدن فعال طى و دارد وجود پروتوتوكسين مول هر ازاى به سه مول هيستيدين

نمى رود و فقط يكى از سه مولكول هيستيدين در سطح توكسين قرار مى گيرد كه جهت فعاليت هاى كشندگى توكسين ضرورى است

استيك مولكول تريپتوفان در سطح مولكول پروتئين شده براى فعاليت هاى كشندگى توكسين ضرورى شناخته

يك مولكول هيستيدين در سطح مولكول پروتئين

يك مولكول تيروزين 

3 يا 4 مولكول اسپارتيك يا گلوتاميك

8 مولكول ليزين

فضايى  فرم كه باشد داشته وجود ضرورتى اينكه بدون توكسين سطح روى اسيد) گلوتاميك و اسيد (آسپارتيك اختصاصى كربوكسيل هاى گروه بامديفيكاسيون

توكسين تشخيص داده شود مى توان توكسين غير فعال نمود

جدول3.  ويژگى هاى توكسين اپپسيلون

.(1987 Nagahama و Sakurai ،1973 و همكاران Habeeb ،1977 Bhown و Habeeb)
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Abstract
Clostridium perfringens is an anaerobic gram positive spore forming bacterium that lives in soil, sediments

and human and animal digestive tracks. This bacterium produces many toxins that are responsible for its

virulence and are used for its classification. Based on the toxin production amount, C. perfringens is di-

vided into five types A, B, C, D and E. 17 protein exotoxin is produced by this bacterium which 4 of them

are major (alpha, beta, epsilon and Utah), and others are minor toxins (sigma, theta, kappa, lambda, mu,

nu, neuraminidase and enterotoxin). In 1993 C. perfringens chromosome was mapped for the first time.

This map revealed details of the chromosome. In the recent years lot of studies in the field of Clostridium

molecular biology and its DNA recombination has been done around the world and in Iran. This paper is

a review of these studies.

Key words: Clostridium, molecular structure, gene, toxin, recombination
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