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Title: Production and crystallization of Clostridium botulinum type A toxin 
Authors: Ataee RA, (PhD); Mehrabi Tavana A, (PhD); Riazi GH, (PhD). 
Introduction: Widespread medical usage of botulinum toxins has increased the need for the precise 
analysis of its biological activity. The aim of this study was production and crystallization of the 
botulinum type A toxins.  
Methods: In this study, Clostridium botulinum was grown and inoculated into the Tripticase Soya 
Broth culture media, under anaerobic condition and toxin production was monitored. The maximum yield 
of toxin was obtained after 96 hours, then toxin was harvested by acidifying the whole culture and 
centrifugation. The period of bacterial growth was extensively checked for toxin activity by mouse assay 
and crystallization was done at the same time.  
Results: The results of this study showed that Clostridium botulinum grew in the above condition and 
produced toxin after 96 hours. The toxin produced in the low pH range of 4– 5.8 was stored as cube- 
shaped crystals. The crystallized toxin preparation was stable over time and maintained its biological 
activity after 4 years of storage in a temperature of 4-6°C. 
Conclusion: Clostridium botulinum type A toxin rapidly becomes inactive in the laboratory 
environment. Therefore, it is important to find a way to keep its biological activity. According to the 
results of this study, biological activity of the crystallized toxin remained stable for a long period of time. 
Thus, this method is useful for both preventive and research applications of botulinum toxin.  
 

Keywords: Clostridium botulinum type A, toxin, crystallization, biological activity.  
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 چکیده
های تولید و  یابی به روش    ضرورت دست  ، کلستریدیوم بوتولینوم  Aهای پزشکی توکسین تیپ       افزون کاربرد    گسترش روز  :مقدمه

 کلستریدیوم  Aلذا هدف این تحقیق، تولید و ابقای فعالیت توکسین تیپ           .  کرده است  ناپذیر اجتنابحفظ فعالیت بیولوژیک آن را      
  . باشد بوتولینوم می

کیـز سـوی بـراث         را به محیط کشت غنی شده تریپتی       A ساعته کلستریدیوم بوتولینوم تیپ      24یق، کشت    در این تحق   :کار  روش
 ساعته آن را اسیدی 96با افزودن اسید سولفوریک به کشت . گذاری تولید توکسین بررسی وتعیین شد خانه تلقیح و در خلال گرم   

در . ن موجود در آن به صـورت کریـستالیزه در آورده شـد            سپس توکسی . آوری گردید  نموده و با سانتریفوژ رسوب حاصل جمع      
  . وجود توکسین با استفاده از تزریق به موش سوری تأیید گردید،جریان عمل

 سـاعت  96کـه   طوری  کلستریدیوم بوتولینوم در شرایط ذکر شده، در این آزمایش رشد نموده و توکسین تولید نمود، به              :ها یافته
هـای    به صـورت کریـستال     8/5 الی   pH 4توکسین تولید شده در محدوده      . ر توکسین تولید گردید   گذاری حداکثر مقدا   خانه گرم

 تعیین گردیـد و مـشخص شـد کـه      وپایداری توکسین کریستالیزه شده در طول زمان بررسی . مکعب مستطیلی شکل تبدیل شد    
ال فعالیت بیولوژیـک خـود را حفـظ کـرده            س 4 پس از    ،گراد   درجه سانتی  6 تا   4نگهداری توکسین کریستالیزه شده در یخچال       

  . است
بنـابراین، حفـظ فعالیـت      . گردد  فعال می  سرعت غیر ه   کلستریدیوم بوتولینوم در محیط آزمایشگاه ب      A  توکسین تیپ  :گیری نتیجه

یـک ایـن    چه نتایج این تحقیق نشان داد، فعالیت بیولوژ        چنان.  است رادمدت طولانی از اهمیت زیادی برخور     بیولوژیک آن برای    
، استفاده از این امر هم برای پیشگیری از بوتولیسم          بنابراین. ماند  توکسین در حالت کریستالیزه برای مدت طولانی پایدار باقی می         

  . گردد پذیر می های تحقیقاتی امکان و هم کاربرد
  

   . فعالیت بیولوژیک، ، توکسین، کریستالیزاسیونAکلستریدیوم بوتولینوم تیپ :واژگان گل

  مقدمه
بیش از یک قرن از شناسایی عامل بیمـاری مهلـک بوتولیـسم           

 و نـشان داده شـده اسـت کـه عامـل بیمـاری یـک                 )1(گذشته  
ینی است که به دلیل تأثیر بر محل اتصال عـصب           ئتوکسین پروت 

در واقـع   .  نوروتوکسین نام گرفتـه اسـت      ،عضله و ایجاد فلج شل    
. )2( باشـد    می ترین سموم شناخته شده     این توکسین یکی از قوی    

ای   با آن که از بدو شناسایی بوتولیسم تاکنون تحقیقات گـسترده          
گیـری از    ، درمان و پیش   شناسی سمشناسی،    های باکتری   در زمینه 

هـای مختلـف       با وجود این، از جنبه     ؛این بیماری انجام شده است    
 هنوز هم برای بسط و گـسترش  )3( بهداشتی، درمانی و بیولوژی  

 بوتولینوم دلایل متعـددی ذکـر       A  تیپ وکسینتحقیق پیرامون ت  
 ایـن توکـسین در    اسـتفاده از    : که اهم آنها عبارتنـد از      شده است 

عنوان یک  های اسپاسمودیک که به درمان تعداد زیادی از بیماری  
 . )4 -6(داروی فراگیر با نتایج درخشان همراه بوده است 

 
 

نظور درمان  های پلی و منوکلونال به م       بادی همچنین، تهیه آنتی  
بوتولیسم و نیـز تحقیـق جهـت تهیـه و تولیـد واکـسن کـارآ از                  

ــت ــده اســت  اولوی شناســایی . )7-9 (هــای مهــم پزشــکی درآم
های مختلف بیولوژیک، کاربرد این سم را در پزشـکی و             مکانیسم

بـه عـلاوه،    . )11 و10(ناپذیر کرده اسـت      نیز در تحقیقات اجتناب   
ماری مهلک بوتولیسم بـسیار     کنترل مواد غذایی و جلوگیری از بی      

هـای    یابی به روش    همچنین، دست . )13 و12( ز اهمیت است  یحا
تشخیص سریع سم بوتولیسم با استفاده از فعالیت کاتالیتیـک آن           

. )14( های معتبر ذکر شده است      بر سوبسترای اختصاصی از روش    
هـای    در تمام این موارد، تولید سم، حذف مواد زایـد و ناخالـصی            

که خللی در فعالیت بیولوژیک آن وارد نـشود،           طوری   به همراه آن، 
عبارت دیگر جلوگیری از کاهش       به. از نکات بسیار ضروری است    

. ز اهمیـت اسـت    ئفعالیت، بیولوژیک توکسین بوتولینوم بسیار حـا      
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های حفظ فعالیت بیولوژیک این سم نگهـداری آن           یکی از روش  

تحقیـق تولیـد و     ازاین رو، هدف ایـن      . در حالت کریستالیزه است   
  .  بوتولینوم در شرایط آزمایشگاه استAکریستالیزاسیون سم 

  

  روش کار
 گرم  22 تا   18در این تحقیق موش سفید آزمایشگاهی به وزن         

 و پـادتن  Aایران، کلستریدیوم بوتولینـوم تیـپ    از انستیتو پاستور  
ــپ   ــسین تیـ ــصاصی توکـ ــوم از Aاختـ ــستریدیوم بوتولینـ  کلـ

Tarasoich Musco ١ط کـشت تریپتیکیـز سـوی بـراث    ، محـی 
، گلــوکز منوهیــدرات، ٢ن هیدروکلرایــد، عــصاره مخمــریئسیــست

هیدروکسید سدیم، کلرایـد کلـسیم، جـار و گـاز پـک از مـرک،                
 اسـتیک  کلرو تری آمونیوم سولفات، اسید کلریدریک، اتانل، اسید     

سولفات، تمـد و     آمید، آمونیوم پر    آکریل  آمید، بیس   آکریل اسید، پلی 
 و  20میکرومتـری، فیلتـر     45/0پور   از سیگما و فیلتر میلی    آگاروز  

  .  کیلودالتون از سارتوریوس تهیه گردید100
 لیتر محیط تولیـد توکـسین تهیـه و          2  کشت توکسین  منظور به

مـدت     پوند، بـه   15و فشار   گراد    درجه سانتی  121(استریل گردید   
 ٣ سـاعته 24 درصد بـا کـشت   3 تا  2سپس به نسبت    ).  دقیقه 15

تلقــیح و در شــرایط ) لیتــر  ســلول در میلــی3/6 × 10 8اوی حــ(
هـای مخـصوص کـشت        در شیـشه  ) زیر هود بیولوژیک  ( استریل

و در شـرایط    ) در هـر شیـشه     لیتـر   میلـی  70( خون توزیع گردیـد   
گذاری شـدند و در      خانه گرم) استفاده از جار و گاز پک     (هوازی    بی

 108،  96،  72،  48 ،   24،  18،  12،  8،10،  6،  4،  2های صفر،    زمان
 10هــوازی خــارج و   ســاعت، هــر یــک را از شــرایط بــی120و 

جـذب در   گیـری میـزان      لیتر آن را برداشته و جهـت انـدازه         میلی
و تعیـین    ٤ینئگیـری مقـدار پـروت       نانومتر، انـدازه   545موج   طول

  ).15 (رفت کار هنوروتوکسیسیتی ب
مــدت مشخــصی  هــای کــشت کــه بــه از هــر یــک از شیــشه

ترتیب  بدین. سنجی انجام شد   ذاری شده بودند، کدورت   گ خانه گرم
لیتر از سوسپانـسیون کـشت را در لولـه مخـصوص       میلی 5/0که  

لیتـر آب مقطـر بـه آن          میلی 5/4اسپکتروفتومتر ریخته و    ) کوت(
 نانومتر میزان جذب آن تعیـین       545اضافه گردید و در طول موج       

  .)15 (گردید
گـذاری   خانـه  عیین شده گرم  ها که در زمان ت     از هر یک از شیشه    

 دور  5000( لیتر برداشته و سانتریفوژ گردیـد       میلی 10شده بودند،   
 45/0و بـا فیلتـر   ) گـراد   درجه سانتی4  دقیقه و دمای 20مدت    به

                                                      
1 Trypticase soy broth 
2 Yeast extract 
3 Pre- culture 
4 Total protein 

 ٥سپس با اسـتفاده از روش بـراد فـورد         . میکرومتری استریل شد  
  .)16 (اندازه گیری شد) ین توتالئپروت( ینئغلظت کل پروت

 96هـا، پـس از       یین نوروتوکسیسیتی هر یک از کـشت      برای تع 
لیتر از عـصاره اسـتریل        میلی 5/0 تا   3/0گذاری،   خانه ساعت گرم 

 18- 22هـای    صـفاقی در مـوش      صـورت داخـل     شده کشت، به  
 ساعت حیوان تحت مراقبـت      48گرمی تزریق گردید و حداکثر تا       

 3علت محدود بودن تعداد مـوش از هـر نمونـه تنهـا بـه                  به. بود
 لیتـر   میلی 6/0(این آزمون همیشه با کنترل      . شد موش تزریق می  

لیتـر    میلـی  3/0عـصاره اسـتریل شـده و        لیتـر     میلـی  3/0حاوی  
 و17 (همـراه بـود    )  کلـستریدیوم بوتولینـوم    Aتوکسین تیپ    آنتی
18( .  

 دور بـه  10000 ساعته را با   96ن، کشت   یسازی توکس  برای جدا 
. گـراد سـانتریفوژ گردیـد    نتی درجه سـا   4 دقیقه و دمای     15مدت  

 داده و   ر کیلودالتون عبو  20 ابتدا از فیلتر     ،مایع رویی را جدا نموده    
ور داده  ب ـودالتون ع یل ک 100مانده از فیلتر     شده باقی   محلول تغلیظ 

   کیلودالتون، محلـول   100های روی فیلتر      هر یک از محلول   . شد
 20فیلتـر   روی    کیلودالتـون و محلـول     100عبور کـرده از فیلتـر       

کیلودالتون از نظر غلظـت نوروتوکسیـسیتی مـورد بررسـی قـرار             
  . گرفت

 اسـاس روش سـوجی   کریستالیزاسیون توکسین تولید شـده بـر      

 و19 ( با مختصر تغییراتی در آن طی مراحل زیر انجـام شـد            ٦یاما
20( .  
 را بـا اسـید      A روزه کلـستریدیوم بوتولینـوم تیـپ         4 کشت   -1

و با قرار دادن آن در دمـای         )pH=4/3(سولفوریک اسیدی کرده    
صـورت رسـوب      آزمایشگاه، پس از یک شب محتویات کشت بـه        

  .درآمد
آوری و    رسـوب جمـع    ، مایع رویی شفاف شده را خارج کرده       -2

و با سانتریفوژ   شستشنحوه  (مقطر استریل شستشو داده شد       با آب 
  ). گراد  درجه سانتی4 دقیقه و دمای 15 دور به مدت 10000

 pH = 8/6دا نموده و در آب مقطـر بـا          ج  را ب حاصل  رسو –3
کلیـسم بـه آن اضـافه گردیـد تـا غلظـت              د سپس کلراید  شحل  
  .  مولار حاصل شود075/0
4- pH    رسـانده تـا رسـوب سـمی         7/3 را به    3 محلول مرحله 

  .رنگ تشکیل شود شیری
 15مـدت    دور بـه     10000( رسوب حاصل با سانتریفوژ جدا       -5

 مـولار  03/0و در بافر فسفات ) گراد ی سانت درجه4دقیقه و دمای    
  .  حل گردیدpH = 8/6با 

                                                      
5 Braod ford 
6 Sugiyama 
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 100 گرم در2/37  با اضافه کردن سولفات آمونیوم به نسبت      -6
 به مـدت    گراد  درجه سانتی  -5لیتر و نگهداری آن در دمای        میلی

این عمل با   . های کریستالی توکسین تشکیل شد      روز بلور  7 تا   5
  .ر گردیدق اولترافیلتراسیون نیز تکرامحلول استخراج شده از طری

ین کل و رشد    ئمیزان همبستگی بین تولید پروت    . در این تحقیق  
  . باکتری با استفاده از ضریب همبستگی پیرسون محاسبه گردید

  

  نتایج 
وفیلیزه در محــیط تریپتیکیــز ســوی بــراث حــاوی یــبــاکتری ل

 درجـه   37 گـذاری در   خانـه   سـاعت گـرم    48ها، پـس از       افزودنی
 انتقـال . هوازی باعث کدورت محیط شـد       و شرایط بی   گراد سانتی

 5 ساعته به محیط تریپتیکیـز سـوی حـاوی           48از کشت   ) پاساژ(
 سـاعت در شـرایط      48مـدت     گذاری آن به   خانه درصد آگار و گرم   

گرم از آنها    آمیزی رنگ. های یکنواخت رشد کرد    هوازی، پرگنه   بی
  ). 1شکل( های گرم مثبت مشاهده گردید باسیل

  

  
 ســاعته کلــستریدیوم 48آمیــزی گــرم از کــشت   رنــگ-1شــکل 

 ؛ درصد آگار5 در محیط تریپتیکیز سوی حاوی Aبوتولینوم تیپ 
  . ها با اسپور نیمه انتهایی نشان داده شده است باسیل

  :های زیر تأیید گردید رشد باکتری با روش
هـای مـشخص و      گذاری پرگنـه   خانه  ساعت گرم  48 پس از    -1
  .بل شمارش در سطح محیط کشت ایجاد گردیدقا

 نانومتر، رونـد    545گیری میزان جذب در طول موج         با اندازه  -2
  .گذاری تعیین شد خانه تغییرات رشد در طی گرم

ــدازه-3 ــروت  ان ــرات پ ــری تغیی طــی  ین محــیط کــشت درئگی
  ).1نمودار(ذاری، روند رشد باکتری را نشان داد گ خانه گرم

  : زیر تأیید شدهای با روشتولید توکسین نیز 
 در آزمــون ژل دیفیــوژن، خــط رســوبی ناشــی از واکــنش  -1

   .توکسین ایجاد گردید توکسین و آنتی
صفاقی  ها به صورت داخل      تزریق عصاره استریل شده کشت     -2

کنندگی نوروتوکـسین و مهـار ایـن اثـرات بـا             و مشاهده اثر فلج   
  . سرم اختصاصی، وجود توکسین را تأیید کرد آنتی
  ).2شکل ( کیلو دالتون 150 الکتروفورز و مشاهده باند -3

  
  

ین و نیز ئ منحنی رشد و تغییرات غلظت پروت-1 نمودار
 Aنوروتوکسیسیتی عصاره کشت کلستریدیوم بوتولینوم تیپ 

  خانه گذاری  گرم  ساعت120پس از 

  
  

آکریلامید ژل الکتروفورز استاندارد سرم   پلی-SDS -2شکل 
  ین و مراحل مختلف استخراج توکسین آلبوم

 کلستریدیوم بوتولینوم بـا     Aدر این تحقیق وجود توکسین تیپ       
، ترزیق به موش آزمایشگاهی و مشاهده اثـرات           استفاده از آزمون  

توکـسین    نوروتوکسیسیتی و خنثـی کـردن ایـن اثـرات بـا آنتـی             
  . اختصاصی انجام شد

ختلـف عـصاره    هـای م   لیتر رقت   میلی 5/0تزریق داخل صفاقی    
افـزایش فعالیـت    :  ساعته، باعث ایجاد علایمی از قبیل      96کشت  

تــنفس، انقبــاض عــضلات شــکم،  عــضلات شــکمی دخیــل در
زدگی، شل شدن اندام انتهایی، فلج کامـل و مـرگ حیـوان              بهت
 ساعت پس   6 تا   1بسته به رقت عصاره سمی، شروع علایم        . شد

 سـاعت   30 تا   12همچنین، مرگ حیوان نیز     . از تزریق ایجاد شد   
توکـسین   حجم آنتـی    عصاره کشت با هم    10-2رقت  . بعد روی داد  
  .طور کامل از ایجاد علایم در موش جلوگیری کرد اختصاصی به

ــپ      ــسین تی ــتخراج توک ــف اس ــل مختل ــورز مراح  Aالکتروف
چه  چنان.  نشان داده شده است    2کلستریدیوم بوتولینوم در شکل     

عـصاره   ،2 خـط  ؛لبومینآم   استاندارد سر  ،1 خط شود مشاهده می 
شده با   عصاره تغلیظ ،3  خط؛KDa 10شده با فیلتر   کشت تغلیظ

 سـاعته   96شـده کـشت       عصاره تغلـیظ   ،4  خط ؛KDa 20فیلتر  
 6 و   5  خطوط ؛KDa 100 با فیلتر    Aکلستریدیوم بوتولینوم تیپ    

 و توکـسین اسـتخراج شـده از محـیط           KDa100آب فیلتـر     پس
شـود،   چنانچـه مـشاهده مـی   . دهـد  می ساعته را نشان     96کشت  
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، دوره نهم، شماره سوم85پاییز   

29  دکتر رمضانعلی عطائی و همکاران
افـزون بـر   . شوند   کیلودالتون دیده می   50 و   100 ،   150باندهای  

  .شود دالتون نیز دیده می  کیلو20این، باندهای کمتر از 
 نــشان داده شــده اســت، محلــول ســمی 3چنانچــه در شــکل 

 قابلیت کریستاله شدن داشت و به       ،استخراج شده در این تحقیق    
  .عب مستطیلی شکل با ابعاد مختلف در آمدهای مک کریستال

  

  
  

های محلـول سـمی اسـتخراج شـده از کـشت              کریستال -3شکل  
   Aکلستریدیوم بوتولینوم تیپ 

  گیری و نتیجهبحث 
 کلـستریدیوم بوتولینـوم،     Aهای توکسین تیـپ      یکی از ویژگی  

لـذا، از ایـن خاصـیت بـرای         . مقاومت آن به شرایط اسیدی است     
 زیرا توکسین بدون آسیب     ؛ستفاده شده است  جداسازی توکسین ا  

 1946  سـال از ایـن رو، در . کنـد   رسوب مـی pH =5/3دیدن در   
 ١ کریـستالیزاسیون   کـارل لامانـا و همکـاران اقـدام بـه          میلادی  

  .)21 (توکسین بوتولینوم نمودند
عوامــل متعــددی باعــث شــد، پژوهــشگران درصــدد تولیــد و  

زیـرا توکـسین    . رآینـد صورت کریـستالیزه ب    نگهداری توکسین به  
صورت مولکولی کمپلکس    بلکه به . کریستالیزه شده خالص نیست   

ین بـا خاصـیت     ئسمی، پروت  های غیر  ینئاست که متشکل از پروت    
نوروتوکـسین در   . هماگلوتینین و نیز بخش نوروتوکـسینی اسـت       

ها فعالیـت بیولوژیـک       این شرایط بسیار پایدار است و برای مدت       
  . )22 (کند خود را حفظ می

ین و نیـز تولیـد توکـسین        ئدر این تحقیق، روند رشد تولید پروت      
 ،ین کــلئ بــین رشــد لگــاریتمی و تولیــد پــروت.ه شــدنــشان داد

). p= 0 /002  وr =935/0(در جهت مثبت وجود دارد  همبستگی  
که تولید توکسین در انتهای فـاز لگـاریتمی شـروع و تـا                در حالی 

 ینئبا آن که پـروت    . )1نمودار  (  یابد  های فاز سکون ادامه می      نیمه

گـذاری فاقـد اثـرات       خانـه   ساعت گرم  18های تولید شده قبل از      
با ایـن   . ماهیت آنها برای ما ناشناخته است     . نوروتوکسینی هستند 

در . حال، نقش متابولیسمی آنها در روند رشد، قابل انکـار نیـست           
ه تولید توکـسین بعـد از       کاین تحقیق، یافته قابل توجه آن است        

گذاری و در انتهای رشد لگـاریتمی و ابتـدای           خانه  ساعت گرم  18
                                                      
1 Crystallization 

بـا ادامـه مرحلـه سـکون، تولیـد توکـسین           . مرحله سکون اسـت   
 در واقع قبل از این که باکتری وارد مرحله اسپور         . یابد افزایش می 

گـذاری بـا     تولید توکسین وجود دارد و شروع اسـپور       . گذاری شود 
در واقـع تولیـد و ترشـح        .  توکـسین همـراه اسـت      کاهش غلظت 

توکسین در انتهای رشد لگاریتمی و ابتـدای مرحلـه سـکون رخ             
غـذایی    رسد در این موارد باکتری دچـار فقـر          نظر می  به. دهد  می

از ایـن رو،  . شده و راهی جز تبدیل شدن به اسپور را نداشته باشد         
یکی . کند میهای لازم برای اسپورسازی      ینئشروع به سنتز پروت   

 یـک پپتیـداز     باشد، احتمالاً   ها که نوروتوکسین می    ینئاز این پروت  
پذیر اسپور نا های نفوذ های سازنده لایه ضروری برای ساخت واحد 

هایی از توکسین در دیـواره اسـپور نـشان داده       زیرا مولکول . باشد
  . )23 (شده است

یوم  کلسترید A توکسین تیپ     در مورد  یکی از نکات بسیار مهم    
از آنجا که دوز کشنده آن بسیار کـم         .  پایداری آن است   ،بوتولینوم
 میکروگرم برای نابودی یک انسان کافی اسـت         1/0 - 1است و   

ز ئوکسین حفظ گـردد، بـسیار حـا       تلذا شرایطی که در آن فعالیت       
 امـا بـا     ؛رود، شیوع بوتولیسم زیـاد باشـد       انتظار می . اهمیت است 

رسـد سـالانه     نظر نمی  به. وجود دارد  نوع بوتولیسم    4که   وجود آن 
  ).24( مورد از این بیماری وجود داشته باشد 3000بیش از 

هـای    پیشرفت ،بدون شک یکی از علل کاهش شیوع بوتولیسم       
هـای عامـل     بـا وجـود وفـور بـاکتری       . بهداشتی در جهان اسـت    

بوتولیسم در محیط، آمار سالیانه این بیماری چندان قابـل توجـه            
پذیری توکـسین در محـیط از اهمیـت زیـادی            سیبلذا، آ . نیست

ــت  ــده اس ــوردار ش ــزارش. برخ ــصوص   گ ــددی در خ ــای متع ه
 ـبا آن کـه     . پذیری توکسین وجود دارد    آسیب عمـر   اکنون، نیمـه  ت

توکسین بوتولینوم گزارش نشده امـا عقیـده بـر ایـن اسـت کـه                
کننـده سـم از عوامـل      عنوان محافظت  های همراه سم به    ینئپروت

های هیدرولیزکننده و مـواد      اکسیداسیون، آنزیم : لهمحیطی از جم  
در هـر حـال، توکـسین بـه         . )25 (توان نام بـرد    کننده را می   احیاء

سـمی و نیـز      نوروتوکسین همراه مولکول غیـر    ( صورت کمپلکس 
 افزون بر   .پایدارتر از توکسین خالص است    ) مولکول هماگلوتینین 

خـالص   سمیت دهانی توکسین کمـپلکس بـیش از توکـسین            آن
. رود معده از بین مـی     زیرا توکسین خالص تحت تأثیر شیره     . است
زایی آن باقی اسـت، فاقـد اثـرات سـمی            که خاصیت ایمنی   با آن 
   علاوه توکـسین کمـپلکس در شـرایط اسـیدی          به. )26 (باشد می

)5 - 5/3= pH (ها پایدار است مدت) 27( .  
 کمـپلکس   هایی که بتواند سـاختار      یابی به روش    رو، دست   از این 

ز یتوکسین را حفظ کرده و باعث پایـداری آن گـردد، بـسیار حـا              
. لــذا، روش کریــستالیزاسیون ابــداع شــده اســت. اهمیــت اســت

  هـا در شـرایط معمـولی        توکسین کریستالیزه شده نیز برای سـال      
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 مجله پژوهشی حکیم

 …تولید و کریستالیزاسیون توکسین 30

کـار   پایدار مانده و بـرای تخلـیص بـه        ) گراد  درجه سانتی  4– 10(
فعـال   بـه سـرعت غیـر     در حالی کـه سـم خـالص         . )20 (رود می
فعـال شـدن سـم در غلظـت نـانوگرم معلـوم              علت غیر . گردد می

  .نیست
خود باعث ایجاد تغییـرات      به رسد، اکسیداسیون خود   نظر می   به

فعال شدن سم و تبدیل آن بـه         اش غیر   ساختمانی گردد که نتیجه   
بنابراین انتخاب شرایط فیزیکوشیمیایی مناسـب      . ید است ئتوکسو

فعـال   ای که بتواند در غلظت بسیار کم مانع غیر        هکنند و محافظت 
شدن سم گـردد، افـزایش مـدت نگهـداری توکـسین را موجـب             

  .)28 (شود می
  بوتولینوم،Aفعال شدن سریع نوروتوکسین تیپ  در هرحال، غیر

کاربردهای پزشـکی آن را بـا مـشکل مواجـه کـرده اسـت و در                 
کاربرد . دشوصورتی که مکانیسمی برای پایداری توکسین ایجاد        

آن را در پزشکی تـسهیل کـرده و مـشکلات موجـود را کـاهش              
  .)29 (دهد می

یابی به شرایط مطلوب برای رشد،       در این تحقیق، پس از دست     
های متعددی بـرای      که روش  با آن . تولید توکسین از آن تأیید شد     

در ایـن   ؛  تشخیص توکـسین کلـستریدیوم بوتولینـوم وجـود دارد         
 کلـستریدیوم بوتولینـوم بـا اسـتفاده از          Aتحقیق توکسین تیـپ     

  :های زیر تشخیص داده شد روش

و ) تزریــق داخـل صــفاقی بــه مــوش ( روش بیولوژیــک -الـف 
مشاهده علایم فلجی و مرگ حیوان و جلوگیری از این علایم با            

  .توکسین اختصاصی آنتی
ــا آنتــی -ب توکــسین   اســتفاده از واکــنش رســوب توکــسین ب

  )ژل دیفیوژن(اختصاصی 
  .دالتونی  کیلو150 الکتروفورز و مشاهده باند -ج
 کلستریدیوم بوتولینوم از محـیط      Aاین ترتیب توکسین تیپ       به

 خالص تهیه گردید    سازی شده و به صورت تقریباً      کشت مایع جدا  
تولید کریستال در شرایط آزمایشگاه      .و پس از آن کریستالیزه شد     

  .  روز حاصل گردید7و دمای اتاق، بعد از 
هر حال، نتیجه این تحقیق نشان داد، توکسین کلـستریدیوم     در  

صـورت    تواند در شرایط اسیدی به      بوتولینوم پس از استحصال می    
هــا پایــدار و دارای فعالیــت  کریــستالیزه در آمــده و بــرای مــدت
ــی  ــا آنت ــه ب ــد ک ــسینی باش ــپ   نوروتوک ــصاصی تی ــرم اخت  Aس

  .فعال گردید کلستریدیوم بوتولینوم غیر
ــوه و نگهــداری   عــث مــیایــن امــر با ــد انب شــود امکــان تولی

مدت مقدار زیادی توکسین با شـرایط یکـسان و فعالیـت             طولانی
هایی   بیولوژیک مشخص فراهم گردد و بنابراین به درمان بیماری        

د شـو  میایجاد   کلستریدیوم بوتولینوم    Aکه توسط توکسین تیپ     
 . رونق بهتری ببخشد
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