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 چکیده

 هستند های باکتریاییاسهال عوامل ایجادکنندهترین شایعاز دهنده خونریزی های شیگلا و اشرشیاکلیکتریبا

سن تاکنون و  ست.  لیدعلیه آنها تو کارآمدیواک شده ا  Bواحد زیرو دخالت  IpaDپروتئین باتوجه به نقش ن

، (E.coli O157:H7دهنده )خونریزی اشییرشیییاکلی شیییگلا و ییزابیماریدر  (StxBانتروتوکسییین شیییگلا )

سیییازی کلون، بیان هترولوگ و خالص ،کار. هدف از این شیییدطراحی  STX1B-IpaDحاویپروتئین کایمر 

 E.coliهای شییییگلا و گونهانواع علیه  چندگانهکاندید واکسییینی  عنوانبه STX1B-IpaDپروتئین کایمریک 

O157:H7  .ژن اسییتIpaD  شیید یجداسییاز یک ناقل نوترکیباز  (NdeI/BamHI) یانیب ناقلو در pET28a 

 منتقل E.coli Rosetta (DE3) سویه بیانیبه درون ی شد. سازه نوترکیب سازرهمسانهیز STX1Bژن  یحاو

و هضییم آنزیمی تایید شیید. پروتئین نوترکیب  PCR در باکتری با روشنوترکیب  حضییور پلاسییمید در و

قرار گرفت.  دییمورد تا های اسییتانداردبادیبلات با آنتیو وسییترن SDS-PAGE روش شییده به وسیییلهدیتول

 روشبا تخلیص و غلظت آن  ،یلیبا اسییتداده از سییتون کروماتوگرافی تما STX1B-IpaDپروتئین نوترکیب 

پروتئین  . الکتروفورزکرد دییرا تا نگیصییحت کلون یمیو هضییم آنز PCR جیشیید. نتا یریگبرادفورد اندازه

شان داد وزن مولکول STX1B-IpaD نوترکیب شدمی لودالتونیک 27حدود در آن  ین سترن  جینتا .با آزمون و

 تریلیلیبر م کروگرمیم 300بیش از  شییده دیتول نیکرد. غلظت پروتئ دییرا تا بینوترک نئیپروت دیتول ینگبلات

 هایانو بیان در میزب کدونهابهینه سییازی ، ی نوترکیبهاپروتئیندر تولید  موثریک روش  .بود محیط کشییت

واکسییین کاندید  عنوانبهاز آن  توانمی، زایی این پروتئین نوترکیببررسیییی ایمنیاز  پسهترولوگ اسیییت. 

 .کرداستداده  (EHEC)دهنده خونریزی اشرشیاکلیشیگلا و  هایعلیه باکتری یککایمر

 (STxB) سم شیگا Bزیر واحد ، IpaDپلاسمید تهاجمی D  ژنآنتی، E.coli O157:H7شیگلا،  واژگان: کلید
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 مقدمه-1

عنوان بزرگترین علت مرگبهعمومی  طوربه بیماری اسیییهال

 .ودشمیمیر کودکان زیر پنج سال در سراسر جهان شناخته و

 5کودك از هر  1باعث مرگ اسییهال تقریبا   طبق گزارشییات،

 شودمیمرگ مورد میلیون  6/1 منجر به و سالانهکودك است 

. این بیماری بیشیییتر از مجموع ایدز، سیییرخک و مالاریا [1]

شان شودمیباعث مرگ کودکان خردسال  . شواهد متعددی ن

نهگ دهدمی یاکلیهای شییییگلا و سیییویه هایو  اشیییرشییی

 عوامل مولد اسیییهالترین مهم از (EHECانتروهموراژیک )

 . [2]باشنددر سراسر جهان می باکتریایی

 1898شیگلا اولین بار توسط کیوشی شیگا در سال باکتری 

 جداسییازی شییدهای خونی اسییهالژاپن از افراد مبتلا به  در

یی و زابیماریز نظر ااین باکتری  چهار سیییروتیه مهم. [3]

سانتری ،هابروز اپیدمی سنری، شیگلا دی یگلا ش، شیگلا فلک
لا خونی با عامل شیگ اسهال هستند. شیگلا بویدیو  سونئی

به بوده و در صورت عدم درمان  جدی و حادموارد  قالبدر 

. فراوانی بالای [4] می تواند منجر به مرگ شیییود سیییرعت

کلی به فقدان  طوربهشیییگلا در کشییورهای در حال توسییعه 

یاز ن آب سالم، مراعات ضعیف اصول بهداشتی، سوء تغذیه و

سبت داده بیوتیکآنتیدرمان  به . مقاومت [5]شودمیی گران ن

بل  طوربهی در شییییگلا بیوتیکآنتی ظهقا حال ایملاح  در 

ست،  سعه  ی کهطوربهافزایش ا سلامت جهانی تو سازمان 

سن شیگلا موثری ایمن و هاواک را در اولویت قرار  در مقابل 

این باکتری شییامل دو  زاییبیماریمکانیسییم . [6]داده اسییت

اسیییون اتصییال و به دنبال آن کلونیز (1اسییت:  اصییلیمرحله 

تلیال روده کوچک که باعث ی اپیهاسییلولباکتری به سیی   

جاد  ها و هازخمتورم و ای ی سییی حی، تجمع پلی نوکلوار

همراه با مدفوع دفع  که شیییودمیبالاخره نکروز و خونریزی 

                                                           
1 Enterohemorrhagic Escherichia coli 

تلیال ی اپیهاسلولشیگا به سم تولید با باکتری  (2. شودمی

له  ما  و زخمکده روده بزرگ حم بب آ هایی روی و سییی

اسییهال خونی  نیز تشییدید که نتیجه آن شییودمیدیواره روده 

 .[7]است

یک  عنوانبه کلی است. این باکتریباکتری مهم دیگر اشریشیا

ی باکتریایی شناسایی شده است. هااسهالعامل بسیار مهم در 

EHEC  عامل عنوانبه زااشریشیاکلی اسهال هایهمیان گوندر 

مهم در ایجاد اسییهال اندمیک و اپیدمیک از طریق تولید سییم 

تعدد ی مزابیماریتولید عوامل  با، که باشدمیدر سراسر دنیا 

شیییگا موجب اسییهال خونی  سییم شییبیهترشیی   و از جمله

شیاکلی انتروهموراژیک .[8] شودمی شری  O157H7 سویه 1ا

اسیییهال بدون ، ایی رودههاعدونتدر انسیییان موجب بروز 

حتی سییندروم خونریزی  خونریزی تا التهاب شییدید روده و

 در نهایت التهاب خونریزی دهنده روده بزرگدهنده ادرار و 

سان. [10, 9]شودمی از طریق آب  معمولا انتقال باکتری به ان

صلی ترین مخزن این باکتری روده گاو و غذای آلوده بوده و ا

صال به  ست. این باکتری با ات سدند ا یتلیال ی اپهاسلولو گو

 Attaching and)َ های تخریبی شییدیدروده میزبان، آسیییب

Effacing, A/E )ین انتروتوکس از اتصال با تولیدپس  و ایجاد

STX  [11] کندمی ایجاد زایی بیشتریآسیب .  

اند که سییم شییبه شیییگا تحقیقات متعددی مشییخص کرده

(shiga like toxin: STX)  سویه های  ییزابیماریدرEHEC 

شیو گونه سی و مهمی را ایدا میهای  سا , 12]کندگلا نقش ا

13] .STX سموم از شامل  AB5 خانواده  ست که   ریز کیا

واحد  ریپنج زدالتون( و لویک STX-A  ،32) A یمیواحد آنز

B کسییانی (STX-B  ،7,7 اسییت. زیرلویک )واحد  دالتونA 

جدا کردن -RNA Nیک  با  که  یداز اسیییت   RNAگلیکوز

را مهار  ی آلودههاسلولدر  پروتئین ساخت 28Sریبوزومی 
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صال به گیرنده Bزیر واحد  و کندمی سئول ات سلولیهام  ی 

خود به نام گیرنده سییی   سیییلولی  هب STxB .[14]اسیییت

، همچنین Gb3گلوبوتریوسیییل سییرامید ) گلیکواسییدنگولیدید

صل میشودمیشناخته  CD77 عنوانبه . این گیرنده دشو( مت

شیگاتوکسین . [15] شودمیی بدن بیان هاسلولروی اکثر  بر

مستقر در Gb3  س حی گیرندهبه  B ابتدا به واس ه زیر واحد

غشییاء سییلول اپیتلیال متصییل شییده و تشییکیل یک کمدلکس 

شیده از مولکول کلاترین  سیت فرایندو طی  دهدمیپو وز اندو

. یک وزیکول، به داخل سیییلول انتقال می یابد صیییورتبه

نابراین، ید ، ب یه  بادیآنتیتول  سیییازی آن و خنثی STxBعل

باکتری( عنوانبه)از اتصیییال توانمی  و اولین قدم در کنترل 

سلول هدف جلوگیری  به درون (STxA) ورود قسمت سمی

 .[16, 15]کند

ماریدر  که  IpaA/B/C/D/Hی هاپروتئین شییییگلا ییزابی

صول  سیک مح می گلایش در درون باکتری یمتهاج میدپلا

شند صلی را ایدا مینقش  ،با شدهکنند ا از  . کمدلکس ایجاد 

صال به حیاتی نقش  IpaB/C/Dین ئسه پروت ی هاسلولدر ات

از فییاگوزوم مییاکروفییاژهییا بییازی  گریزو ه تلیییالی روداپی

ندمی یان، [17]ک ید پلی. در این م یکی از مهمترین  IpaDپدت

شیگلا  یزابیماری عوامل شدمیموجود در انواع  گونه به .با

شیییگلا  تهاجمی یهافعالیت مهگذرگاه ه ای که سییرآغاز و

 .[18]است IpaDکلیدی  مرهون فعالیت

 IpaD  با یک سیییاختار دمبلی  ،کیلودالتونی 37یک پروتئین

 سیییسییتم (را در قسییمت انتهایی )قیقا که داسییت شییکل 

ش شیگلا  از گونه IIIی نوع حسوزنی تر  IpaD. رار داردقی 

 IpaD. به سییلول میزبان ضییروری اسییت برای تهاجم باکتری

ست که ترش  و عرضه  ی هانپروتئییک پروتئین چند کاره ا

IpaB  وIpaC های پروتئینی به و همچنین ندوذ صییحی  ناقل

 تداوت بسیییار. [19] کندمیکنترل  داخل سییلول میزبان را در

ندکی بین ی هاگونهبین درو پروتئین آن  IpaD ژنی ترادف ا

 اصییلیی سییه ناحیه ادار IpaDشیییگلا وجود دارد. پروتئین 

یه مرکزی ناح های آمین،  یل  و انت های کربوکسییی یه انت ناح

یل باشیییدمی های کربوکسییی یه انت ناح  .IpaD یه ناح  یک 

در دستر  محیط عملا در شرایط طبیعی هیدروفوب بوده و 

که  IpaD مربوط به انتهای آمینی از مولکول ناحیه. باشییدمین

به  باکتری   نعنوابه ی میزبان نقش دارد،هاسیییلولدر ورود 

 .[21, 20] باشدمیکاندیدای واکسن مورد توجه محققین 

شان ریاخ یهاسال در م العات جینتا ش دهدمی ن سم   گایکه 

(STXنقش ) یاکلیشییییاشیییر یباکتر ییزابیماریدر  مهمی 

 بانزیم یهاسلول به زابیماریانتقال عوامل  و کیانتروهموراژ

سد کهبه نظر می ،نیهمچن. دارند صل پروتئین ر  امتزاج از حا

ندمی ،StxB و IpaDیهاژن  StxB ژنآنتی زاییایمنی اثر توا

هد نابراین. را افزایش د کایمریک  ،ب  STX1B-IpaDپروتئین 

 برایو  شییدهبررسییی  ایمن و کارا یکاندید عنوانبهتواند می

ی هاهگون علیه انواع (واکسن نوترکیب)توسعه واکسن جدید 

هدف از این م العه،  بنابراین،. شوداستداده  EHECشیگلا و 

سازی پروتئین کایمریک و خالص هترولوگ ، بیانکردنکلون

STX1B-IpaD  واکسن موثر علیه  یک کاندیدساخت  برایبه

  .باشدمی EHECی شیگلا و هاگونهانواع 

 هاروش و مواد-2

، از ژنSTX1B-IpaDژنی  کاست ساخت برایم العه  این در

پژوهشییگاه  ) pET28aکلون شییده در  STX1Bو  IpaDهای 

سی ژنتیک  شدملی مهند ستداده  ست فناوری( ا برای  .و زی

ضم آنزیمی با آنزیم های  ست ژنی ابتدا واکنش ه ساخت کا

BamHI  وNdeI  قل نا  IpaDحاوی ژن  pET-28aبر روی 

 براینیز  pET-28a-Stx1Bانجام شییید و در ادامه ناقل بیانی 

شارههای یمکاست ژنی نهایی با آنزساخت  برش داده  مورد ا

-pETو ناقل  IpaDشیید. پس از هضییم آنزیمی، ق عه ژنی 

28a-Stx1B  گارز تخلیص  شیییدبرش خورده، از روی ژل آ

ستداده از آنزیم شد.   T4واکنش الحاق با ا  نیدر الیگاز انجام 
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حاق ب عه واکنش ال قل نیم ال و ژن   pET-28a-Stx1B نا

IpaD 18و مدت  گرادسیییانتیدرجه  20 یدما طیدر شیییرا 

 برای انجام شیید. 1در جدول روش ارااه شییده  سییاعت طبق

به مدت  ردنمتوقف ک در  قهیدق 15واکنش، مخلوط واکنش 

 شد.  نگهداری گرادسانتیدرجه  65 یدما

اخته سیی بینوترک دیپلاسییم تیدیاز ک نانیحصییول اطم برای

ستداده از پرا یژن ریشده، واکنش تکث ص یهامریبا ا صاخت  یا

T7 نده( ) پرایمر مه ده خات به پروموتر و  و های مربوط 

و  BamHI یبرشیی یهامیآنز توسییط یمیواکنش هضییم آنز

NdeI انجام شد . 

شت اول ی تکثیر ژنبرا سر  94در  قهیدق 5به مدت  هیزمان وا

چرخه  30از برای تکثیر ژن شیید و  میتنظ گرادسییانتیدرجه 

ما ر،یتکث مدت  ید به  جه  94در قهیدق 1واسیییرشیییت  در

درجه  66در  قهیدق 1اتصیییال به مدت  یو دما گرادسیییانتی

 1شیییدن در هر چرخه به مدت  لیطو یو دما گرادسیییانتی

 یدما. در نهایت شیید میتنظ گرادسییانتیدرجه  72در  قهیدق

 گرادسانتیدرجه  72در  قهیدق 5به مدت  یانیپا نشد لیطو

 در نظر گرفته شد. 

 کی ریمقاد ،یبرش یهامیبا آنز بینوترک دیبرش پلاسم یبرا

پنج واحد ) معادل نیم  و بینوترک دیاز پلاسیییمگرم وکریم

 تریکرولیم 35 ییدر حجم نها یبرشیی یهامیاز آنز میکرولیتر(

 یکمخلوط و به مدت  گریکدیبا  مناسیییب یبافر طیدر مح

انجام  یمیهضییم آنز گرادسییانتی درجه 37 یدر دما سییاعت

صول واکنش بر رو تیدر نها. شد صد  1ژل آگارز  یمح در

 شد. یجدا ساز

 (Ligationانجام واکنش الحاق ) برایمقادیرلازم  1جدول 

 از محلول تریکرولیم 10 نوترکیب، مقدار برای انتقال پلاسمید

صال  سط روش STX1B-IpaDحاوی ناقل نوترکیب  )ات ( تو

ستعد  یهاسلولبه درون  یشوك حرارت  E.coli Rosettaم

(DE3)  شد.ترانسدرم 

 STX1B-IpaDمصنوعی  ژن یانب 2-1

 100 میزان شییده، جداسییازی های کلون شییبانه کشییت از

 نیسییییکانامای حاو مایع LBمحیط  لیترمیلی 5میکرولیتر به 

میکروگرم بر  50) مدنیکلاکلرو لیتر( میکروگرم بر میلی 50)

 7/0به میزان باکتری  ODاز رسیییدن  پس تلقی  و (،لیترمیلی

 گرادسیییانتیدرجه  37نانومتر و در دمای  600در طول موج 

 کننده القا مادهآوردن میزان رشیید باکتری(،  دسییتبه)برای 

یل تا تیو ایزوپروپ ید  دی -ب کت  (IPTG)گالاکتوز از شیییر

شت افزوده محیط به مولارمیلی 1 غلظت بافرمنتا   شد.  ک

اعته از دو س های زمانیبازهدر  ،بیان شرایط سازی برای بهینه

شت محیط شد بردارینمونهک  سانتریدیوژ با هاسلول .انجام 

نمونه .شد آوریجمع (دقیقه 5 مدت به دقیقه دور در 6000)

بل ها عد و ق قا از ب با ال مارکر پروتئینی  با ، همراهIPTGء 

و بر روی ژل پلی  دناتوره شییرایط تحت (شییرکت فرمنتا )

صد 12اکریل آمید  شدنددر  آمیزیاز رنگ پس. ، الکتروفورز 

نگ با  ماسیییی بلور حاظ از هاژل ،کو یان ل  یهاپروتئین ب

 .شدند ارزیابی نوترکیب

  STX1B-IpaD نوترکیب پروتئین بلاتینگ وسترن 2-2

سترن بلات  روش از شده بیان نوترکیب پروتئین تایید برای و

 این انجام برای اسییتداده شیید. 6XHis- tagضیید  بادیآنتی با

، PBS /T، بیافر PBSبیافر ، بلاتینیگ الکترو بیافر از روش

بافرDABمحلول  یت ،  نده و تثب یهآنتی کن له بادی عل با  دن

HRP (Anti His tag HRP-conjugate )به  متصل هیستیدینی

شرکت1:2000رقت ) با ش سیگما (  ستداده   بیان از پس د.ا

 بدونکلنی باکتری ) شاهد نمونه و STX1B-IpaD پروتیین 

19.5µl  ناقل هضم شدهpET28a-STX1B 

10 µl Insert-Ipad 

3.5 µl (10 X) بافر برای انزیمT4 

2 µl  انزیمT4-DNA-Ligase(1u/µl) 

35 µl حجم نهایی 
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صد SDS-PAGE 12ژل  برروی (القاء و  شد الکتروفورز در

( به 75ولتاژ  دقیقه و 45)سییدس با اسییتداده از تانک بلاتینگ 

 شده بود( بریده ها ژل ابعاد به)که  ینیتروسلولز غشاها روی

 به هاپروتئین حاوی نیتروسلولزی غشاء، دسد. سشدن منتقل

بافر  با سدسو  شناور بلاکینگ بافر در داخل ساعت، 2 مدت

TBS /T  بافر(TBS شو  0,05تواین  با همراه ست ش صد(  در

 داده شدند.

شا به انتقالی پروتئین به با توجه  سلولزی، غ  هابادیآنتی نیترو

سب رقت با کاغذهای  روی و تهیه TBS /Tبافر  داخل در منا

سلولز  37 دمای در ساعت یک مدت به و شدند ریخته نیترو

پس از  .گرفتند قرار لرزاننده دسییتگاه روی گرادسییانتی درجه

شو )  ست  ،(دقیقه 10 مدت به هربار و TBS /Tبار با بافر  3ش

 روی تهیه و TBS /Tبافر  داخل در مناسب رقت با بادیآنتی

 37 دمای در سییاعت یک مدت به و شیید ریخته کاغذهای

. دوباره گرفتند قرار لرزاننده دسییتگاه روی گرادسییانتی درجه

شو شد  دقیقه 10مدت  به هربار و TBS/Tبافر  با شست انجام 

 ، برایPBSTبا بافر شو و شست بار سه از پس نهایت در و

 6 حاوی، مولارمیلی 50تریس  )بافر سوبسترا ازرسازی آشکا

ستداده( H2O2میکرولیتر  DAB ،10 گرممیلی  از پس .شد ا

 سلولزی، کاغذ نیترو روی پروتئینی باند ظهور واکنش انجام

  .شدمتوقف  O2Hاز  استداده با واکنش

 STX1B-IpaD نوترکیب پروتئین تخلیص 2-3

سیییتون  توسیییط STX1B-IpaD تخلیص پروتئین نوترکیب

 دناتوره شرایط تحت و Ni-NTA کروماتوگرافی میل ترکیبی 

جام    E.coli Rosetta (DE3)باکتری لیتر میلی 50. شییییدان

سمید  دارای با  القاء پس از ساعت 5، ترکیبون pET28aپلا

IPTG در ، rpm3500 شدند.  سانتریدیوژ دقیقه 10 مدت به

 در) کننده تخریب  محلوللیتر میلی 1 در باکتری رسیییوب

دسییتگاه روی  بر دقیقه 30 مدت به و دناتوره( حل شییرایط

 هایمحلول سییانتریدیوژ، از پس .شییدند داده قرار لرزاننده

شدند. ستون اضافه Ni-NTAهای ستون برروی رویی شداف

 و سدس با( pH:5.7بافر شستشو )لیتر میلی 2 بابه ترتیب  ها

 هاخروجیو شیسیتشیو( pH:4.5اسیتخراج ) بافرلیتر میلی 2

ژل  روی بر هاسییتون خروجی هاینمونه .شییدند آوریجمع

SDS-PAGE 12 شدند درصد الکتروفورز. 

 STX1B-IpaD نوترکیب پروتئین غلظت تعیین 2-4

د آمده از روش برادفور دسیییتبه نیغلظت پروتئ نییتع یبرا

 یهااسییتاندارد، از غلظت یرسییم منحن برایاسییتداده شیید. 

شخص مختلف و شد.  BSA نیپروتئاز  م ستداده  ستاندارد ا ا

مورد نظر، جذب آنها در  یهااز محلول کیهر  هیپس از ته

 رفتومتنانومتر به کمک دسیییتگاه اسیییدکترو 595طول موج 

استاندارد  یمنحن Microsoft Excelو با نرم افزار  خوانده شد

 ی. با اسییتداده از منحنشیید و شیییب خط مشییخص آن رسییم

 .شدشده محاسبه  انیب نیاستاندارد غلظت پروتئ

 نتایج -3

ید برای عه  تای قلSTX1B-IpaD حضیییور ق  نا یانی  در  ب

pET28a محدودالأثر  هایآنزیم توسیییط هضیییم آنزیمی از

BamHI  وNdeI ق عه مورد نظر بر ،. سییدسشیید  اسییتداده 

حاوی ژن  پلاسمید وجود و بررسی درصد 1 آگارز ژل روی

STX1B-IpaD تااید شد باکتری در. 

ضور دییتا 3-1 سط  STX1B-IpaDشده  سنتز ژن ح تو
Colony PCR 

ستداده با ضور PCRروش  از ا سمید نظر در مورد ژن ح  پلا

 جدت باز( 650) حدود  STX1B-IpaDژنی ه ق ع .شد تأیید

 (.1شد)شکل بررسی درصد 1آگارز  ژل روی

 STX1B-IpaDنوترکیب  ژن بیان شرایط سازی بهینه 3-2

 در موجود STX1B-IpaD ژنی ق عه بیانی شرایط سازی بهینه

از  پس Rosetta (DE3) کلی اشریشیا باکتری پلاسمیدهای

و  کانامایسین حاوی LBکشت  محیط در شبانه کشت

 در ساعات )پلاسمید روی مقاومت یهاژن(مدنیکل اکلر
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برحسب محاسبات انجام شده، مشخص  .شد انجام مختلف

کیلو  27حدود  STX1B-IpaDشد که وزن مولکولی پروتئین 

 کشت از پس بیانی شرایط (. بهترین2)شکلباشدمیدالتون 

 آمد. دستبه STX1B-IpaDبرای  شبانه

 کمک به STX1B-IpaD بینوترک نیپروتئ صیتخل 3-3

 Ni-NTA یبیترک لیم یکروماتوگراف

شان نوترکیب پروتئین تخلیص سیلة 6x Hisبا  شده دار ن  بو

سه  برای .شد انجام Ni-NTAترکیبی  میل کروماتوگرافی مقای

های حاوی ناقل نوترکیب، قبل و در باکتری هاپروتئینبیان 

 سازیخالصو همچنین بررسی مراحل  IPTGپس از القاء با 

ید شییییده، از روش الکتروفورز هاپروتئین یب تول ی نوترک

ستداده  SDS-PAGEبر وی ژل  هاپروتئین همان ور که . شدا

آمیزی ژل مذکور به شود پس از رنگمی مشاهده 3در شکل 

  زیر حاصل شد.روش کوماسی بلو نتایج 

 

 

 

 PCR: باند حاصل از6و5،4،3، 2ستون  ؛DNA: مارکر 1درصد. ستون1روی ژل آگاروز  STX1B-IpaD بیتصویر حاصل از ژن نوترک 1شکل 

  ( یخال دی)پلاسم ی: کنترل مند7 ستون ؛T7با پرایمر  STX1B-IpaD بیژن نوترک
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: 1ستون متداوت انجام شده است.  ییدما طیمختلف و در شرا یهایکلون یکه بر رو  STX1B-IpaD بینوترک نیپروتئ انیب یبررس 2 شکل

: کلونی 6و 5هایبعد از القا. ستون ساعت16و  2بعد از  2کلونی شماره  4و 3 های: نشانگر وزن ملکولی پروتئین ستون2نمونه قبل از القا ستون 

 ساعت بعد از القا 16و  2بعد از  4کلونی شماره  :8و  7های ستونساعت بعد ازالقا.  16و  2بعد از  3شماره 

 

 
 STX1B-IpaD  (27پروتئین نوترکیب  سازیخالصبررسی  3 شکل

 سلول لیز نشده؛: 1ستون درصد؛ 12کیلودالتون( بر روی ژل اکریل آمید 

ستون (؛ flowی ستون ): خروج3. ستون ؛نیپروتئ اندازه نشانگر: 2 ستون

و  5ستون  ؛(Washing Bufferشستشو) بافر با ستون : شستشوی4شماره 

: 8ستون ؛(Elution Bufferاستخراج ) بافر با ستون : شستشوی7و 6

 (MESاحیاکننده ) بافر با ستون شستشوی

 

 His-tagضد  بادیآنتی با بلاتینگ وسترن آنالیز 3-4

از با استداده STX1B-Ipa نوترکیبتأیید محصول پروتئینی 

 بادی. در این روش از آنتیانجام شدروش وسترن بلاتینگ 

( که در انتهای پروتئین Anti-His Tagعلیه دنباله هیستیدینی )

-SDSاز آنجا که روش  نوترکیب وجود دارد استداده شد.

PAGE  تنها تولید پروتئینی، با وزن مولکولی معین را نشان

ز ، ادشدهیتولی هاپروتئیندهد، برای اطمینان از صحت می

نگ . نتیجه وسترن بلاتیشدروش وسترن بلاتینگ استداده 

ی نوترکیب خالص شده، بر روی کاغذ نیتروسلولز هاپروتئین

 شان داده شده است.ن 4در شکل 

 STX1B-IpaDنوترکیب  یهاپروتئین غلظت تعیین 3-5

 روش با پروتئینی محصیییول غلظت آوردن دسیییتبه برای

تهیه و  BSAاز  اسییتداده با اسییتاندارد منحنی ابتدا برادفورد،

ظت پروتئین یب غل ندارد منحنی با نوترک تا یابی اسییی  ارز

بیش  STX1B-IpaDنوترکیب  پروتئین (. غلظت5 شکل)شد

  .شد تعیین کشتمحیط لیترمیلیبر  کروگرمیم 300از 

 
 

شده با استداده  انیب STX1B-IpaD بینوترک نیپروتئ دییتأ 4 شکل

ضد برچسب  بادیآنتیازروش وسترن بلات با استداده از 

 .نیدیستیه

 

 

محور عمودی نمودار،  نینمودار استاندارد برادفورد. در ا 5 شکل

مقدار (  x محور اقی )نانومتر و 525در طول موج  یجذب نور

 نیاست. ا کروگرمیبرحسب م یریگدر اندازهاستداده شده  نیپروتئ
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قرار گرفته  ینیپروتئ یهامحاسبه غلظت محلول ینمودار مبنا

 ینمودار خ  لیتشک یها برایریگدقت اندازه 2R اریاست. مع

 کترینزد کیعدد که هرچه مقدار آن به  دهدمیدرجه اول را نشان 

 بالاتر است. یریگدقت اندازه ،باشد

 

 بحث -4

توانیید در ایجییاد ی مختلف میای رودهزابیمییاریعوامییل 

شد. ای و بیماریهای رودهعدونت شته با سهالی نقش دا های ا

در کودکان  ومیرمرگاین موضیییوع یکی از مهمترین عوامل 

اند که نشییان داده. م العات مختلف [23]سییال اسییت 5زیر 

سیییویه  کروهموراژیتان اشیییرشییییاکلی و شییییگلاباکتری 

O157:H7 (EHEC) باکتریال ترین عوامل مولد اسیییهالمهم 

سر جهان می  عموم طوربهها انتقال این عدونت باشند.در سرا

. این انتقال ممکن دهدمیروی دهانی -صیییورت مدفوعیبه

م مستقی صورتبهاست از طریق مصرف آب یا غذای آلوده یا 

اریبیم باکتری در ایجاد ه به اهمیت این دوجبا تو. [24]باشد

بامی ،های اسیییهالی ماریلوگیری از ج توان  این دو  ییزابی

ویژه در جوامع هتری و بها با منشاء باکبخش از اسهال باکتری

ها، . با توجه به اهمیت این باکتریکردرا کنترل  در حال رشد

نایی مقابله با این  چنانچه بتوان واکسییینی تولید کرد که توا

شد صورتبهها را باکتری شته با شمند  ،هم زمان دا گامی ارز

های در اسیییهال به ویژه در کشیییور مقابله با بیماری برایدر 

 .برداشته شده است حال توسعه

نت  IpaDنقش پروتئین  جاد عدو ماریزایی و ای هاجم، بی در ت

مختلف بررسیی و  توسیط محققین شییگلای هاگونه طتوسی

 عنوانبه IpaDترمینال -N ناحیهعلاوه، به .اسییتشییده  تایید

شییییییگلوز مورد توجیییییه  کاندیدای سن علیه بیماری  واک

 یکی دیگر از دیگر، سیییوییاز . [25]باشیییدمیدانشیییمندان 

همچنین باکتری  شیییگلا وزای اصییلی در فاکتورهای بیماری

E.coli O157:H7 ،انتروتوکسین شیگلا (STx ).بررسی است

از سییم شیییگا  B شهای مختلف نشییان داده اسییت که بخ

صلی را در توانمی سم به د نقش ا صال  ی بدن و هاسلولات

. به نظر کند بازی هاسییلول( به داخل Aبخش سییمی ) ورود

با بخش می له  قاب که م ند اثرات توکسیییین می Bرسییید  توا

صال( کنترل  سمیی این زابیماری  .ندکرا در مراحل اولیه )ات

ی، حاملی و ژنآنتی انجام شیییده نقش م العات ،علاوه بر آن

یدرا  STxBادجوانتی  ندکرده تای به . [26]ا عه،  در این م ال

-STX1Bپروتئین کایمریک  سیییازیخالصکلونینگ، بیان و 

IpaD شی از یک کاندید  برای سن یا بخ ساخت کاندید واک

 E.coli O157:H7ی شیگلا و هاگونهواکسن موثر علیه انواع 

نشیییان داد، وزن  پژوهشاین  . نتایجپرداخته شیییده اسیییت

 27حدود  STX1B-IpaDمولکولی پروتئین طراحی شیییده 

ظار روی ژل کیلودالتون و در حدودة وزنی مورد انت پلی  م

شییبانه )  کشییت از پس بیانی شییرایط بود. بهتریناکریلامید 

ید  سیییاعت( 16حدود  -STX1Bنوترکیب  ژنآنتیبرای تول

IpaD پروتئین نوترکیب  سازیخالصآمد. به علاوه،  دستبه

شده در  ستیدینی تعبیه  ستداده از ترادف هی  ترادف انتهایبا ا

شد با موفقیت و کار آیی بالا یژن شنانجام  سایی پروت.  ئین ا

شده با آنتی ستی تخلیص  ستیدینی در ضد ترادف هی  وبادی 

یان پروتئین  مل  صیییورتبهب یان موثر و را نشیییان داد. کا ب

شد که م سازیخالص سیار بالایی از این موفق منجر  قادیر ب

دیر وجود مقا شییود. سییازیخالصتئین نوترکیب تولید و پرو

ید  کی از ی عنوانبهی نوترکیب همواره هاپروتئینبالا در تول

 م رح بوده است. هاپروتئینهای تولید این چالش

 بر انجام شییدو همکاران  Picking که توسییط ایم العهطی 

سلول میزبان، حمله  در IpaD حیاتینقش  شیگلا به  باکتری 

مل  ایجاد مندذ ورودی برای به سیییلول  زابیماریانتقال عوا

 . آنهااسییت تاکید شییده توسییط باکتری ییزابیماریمیزبان و 

نقش  IpaD ترمینال پروتئین N– ناحیه که مشیییاهده کردند

ها نقش و این یافته .[27] کندمیایدا ها فراینددر این  مهمی
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 واکسییینیک بخش از کاندید  عنوانبه این پروتئین اهمیت

پایین و  نسییبتا زایی. اما ایمنیرا نشییان دادشیییگلا  علیه موثر

مشییکل این  ترینمیزبان از عمده تحریک کم سیییسییتم ایمنی

 طراحی و سییییاخییت یییکنییاحیییه از این پروتئین برای 

در این  .باشدمیشیگلوز  واکسن مناسب برای مبارزه باکاندید

ستا، طبق م العه شخص شد انجام STxBبر روی  ای کهرا ، م

ا رکه این پروتئین قادر اسییت سیییسییتم ایمنی  شییده اسییت

تقویت نسیییبی منجر به و کرده  تحریکعمومی  صیییورتبه

ستم ایمنی  صل به عبارت دیگر. [28] شودسی ، این بخش مت

را  "جوانت زیسییتیاد"تواند نقش می IpaDژن شییده به آنتی

ز ا. کند بازی یمنیا ستمیس به ژنیآنت رِتمناسببرای عرضه 

صل ژنی که در حالتمقدار آنتی دیگر، سویی ک شده با ی مت

ادجوانت برای مصرف ضروری است کمتر از مقداری است 

مان تجویز هم صیییورتبهکه  نه ز گا جدا  زاییبرای ایمنیو 

ستداده سئله  شود. اینمی ا شانم  فیوژن کردن مزیت دهندهن

نتژنآنتی با ادجوا نتبهو  های مختلفها  های ویژه ادجوا

از  این مدل توجه به های اخیر نیزدر سییال .اسییت زیسییتی

 . [31-29] شده است بسیار زیاد هاواکسن

یی در زابیماریهایی که در مکانیسیییم با توجه به شیییباهت

 (EHEC)دهنده باکتری شیییگلا و اشییریشیییاکلی خونریزی

علیه توام  واکسن زیادی برای ساخت هایتلاشوجود دارد، 

 کاندیداهای انجام و E.coli O157:H7و شیییگلاهای بیماری

ست متعددی نیز در این زمینه شده ا . [33, 32, 21] گزارش 

ست که هیچ یک از ساین  نکته قابل توجه این ا نکاندید واک

های جهانی به دلایل مختلف تا امروز مورد تااید سییازمان ها

( یا سییازمان غذا و WHOسییازمان بهداشییت جهانی )نظیر 

برای  هاقرار نگرفته اسیییت. اما تلاش( FDAداروی آمریکا )

جدی ادامه  طوربه این دو باکتری مهمسییاخت واکسیین علیه 

مناسییب برای  ایجاد واکسیین برایهای اخیر در سییال. دارد

ی هاپروتئین و نیز IpaD-STxBایمریک کشییییگلا پروتئین 

IpaD و STxB  واکسییین خوراکی و  عنوانبهتولید شیییده و

 .تزریق مورد اسیییتداده و م العه قرار گرفته اسیییت همچنین

 IpaD-STxBو همکاران توالی پروتئین مثال، هنری  عنوانبه

ید  را در باکتری کلون و pET28aپلاسیییم ید  DE3 در  تول

با نتایج حاصل از  پژوهشدر این  SDS-PAGEنتایج  .کردند

 24,3م ابقت داشته و پروتئین با حدود وزن  حاضر پژوهش

وسترن بلاتینگ وجود  با روشکرده و  کیلودالتون را مشاهده

 که توسیییط دیگر ایهدر م الع. [26]پروتئین را اثبات کردند

 که تولید یک گزارش شییدسییاداتی و همکاران انجام شیید، 

و مشتقات  IpaDواکسن موثر علیه شیگلا براسا  استداده از 

. همچنین، [34]بوده اسییییت یییت آمیزن موفقآعملکردی 

شیگلا  بر علیه IpaCو  LPS، IpaB پروتئینی نوترکیب حاوی

ان ) و نه خوکچه هندی به عنوها موشکه توانست  شدتولید 

صلی(  سن در برابر  کاندید را با اینحیوان مدلِ ا ری باکتواک

صون کند سال . [35].شیگلا م و  Martiz-Becerra 2013در 

شیگلا  علیه IpaBو  IpaDهمکاران پروتئین نوترکیبی حاوی 

ستند موش سنری تولید کردند و توان سن فلک ها را با این واک

، در علاوه بر این. [36]کنندتزریقی در برابر شیییگلا مصییون 

علیه شیییگلا  IpaDو  IpaBواکسیین خوراکی از یک م العه 

ی بررسیییزایی و اثر حداظتی این دو پروتئین و ایمنی طراحی

 IpaDخوراکی  مصرفکه  مشخص شد . در این بررسیشد
سبت به حالتایمنی IpaBو  شتری ن ق تجویز از طری زایی بی

گزارش شده است که  ،همچنین. [37]دارد( Intranasal) بینی

ید  باکتری  STxB و  STxB-IpaDهای ژنآنتیبا تول  .Eدر 

coli Rosetta (DE3) از طریق تندسی زایی آن نیمبررسی ای و

کاندیدای واکسییین علیه  عنوانبهدر موش و خوکچه هندی 

بررسی م العات و. [39, 38] باشداری شیگلوز م رح میمبی

ای در مورد اثر بخشیییی و کاربرد و گسیییترده های گوناگون

ا ب ژن اینبا توجه به این نتایج،  اسییت. انجام STXBپروتئین 

ستم درهای مختلف هدف گرفته  E. coli، از های متعددیسی
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 اسیییت و بیان شده کاهو همسانه سازینظیر  تا انواع گیاهان

 STxBزایی مخییاطی علیییه افزایش ایمنی برای. [41, 40]

ست. در یکی از این م العات  شده ا تحقیقات متعددی انجام 

به کمک میکروسیییدرهای  را STxBپروتئین تخلیص شیییده 

آن  تلقی  کردند که نتایج مصییینوعی و از طریق بینیلیدیدی 

سخ ایمنی سبی پا ش   تقویت ن را  IgAمخاطی و بالا بردنِ تر

ژن  م العه اولیهیک  در ،در این راسیییتا. [42] اددنشیییان می

stxB  در باکتریE. coli  شدکلون شییییده و بیان آن بررسی. 

یه د بر علتوانمیاز آن نشان داد که این ایمنی  ناشیزایی ایمن

شیگا در باکتری عملکرد  شیاکسم  شری ده خونریزی دهن لیا

شد. دید نکایک  ساختها با توجه به این یافته .[43] موثر با

سن شاقی واک ستن سازی پروتئین  ا و  STxBاز طریق خالص 
شدتندسی نیز  صورتبهتلقی  آن  علاوه بر . [45, 44] انجام 

اتصیییال  دلیلبه در سییییسیییتم ایمنی،  STxB نقش مولکول

روی اکثر که بر Gb3با گیرنده  این مولکول یاختصیییاصییی

قال  هم وجود دارد، ی سیییرطانیهاسیییلول امروزه برای انت

سرطان به این  ضد  سوء  هاسلولداروهای  و کاهش اثرات 

سیاری نیمحققی درمانی توجه مشی را به خود جلب کرده  ب

 .[46] است

 گیرینتیجه -5

شان داد که ا کلونینگ ژن بطراحی،  مراحل نتایج این م العه ن

و  PCRنتایج کلونی  ،ه اسیییت. همچنینموفقیت انجام شییید

ستداده از آنزیم ضم آنزیمی با ا شان داد  محدود کنندههای ه ن

 به درسیییتی باکتریایی بیانی ناقلکه توالی مورد نظر به درون 

وشر توسییطه بعد بیان پروتئین اسییت. در مرحل شییدهکلون 

‐SDSهای  PAGE  یص تخل فرایند. شدو وسترن بلات تایید

ستون حاوی رزین نیکل از کیدیت قابل قبولی برخوردار  با نیز

به بابود.  تایج توجه  با در نظر گرفتن میزان و  و پژوهش ن

در تولید شیییده و  STX1B-IpaDپروتئین نوترکیب  خلوص

سی ایمنی ادامه با  تدر م العا زایی این پروتئین نوترکیببرر

به نظر می نات مدل،  رسییید پروتئین نوترکیب بر روی حیوا

STX1B-IpaD واکسن تولید برای مناسبی کاندیدای تواندمی 

 .Eو  شیگلا انواع نوترکیب یا بخشی از واکسنِ موثر بر علیه

Coli O157:H7 .باشد 
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Abstract  

Shigella and Enterohemorrhagic Escherichia coli are among the most common 

causes of bacterial diarrhea, and no effective vaccine candidate for these bacteria 

have approved yet. Due to the role of IpaD protein and Shigella enterotoxin B 

subunit (StxB) in Shigella and E. coli O157: H7 pathogenicity, STX1B-IpaD 

chimeric protein can be used as a suitable molecule to produce a recombinant 

vaccine candidate. This study aimed to clone, express, and purify STX1B-IpaD 

chimeric protein to develop an effective vaccine candidate against Shigella and E. 

coli O157: H7 species. IpaD gene with NdeI and BamHI restriction enzyme sites 

was isolated from a recombinant vector and subcloned into the pET28a -STX1B 

expression vector. Vector was transferred to E.coli strain Rosetta (DE3) and 

confirmed by PCR and restriction enzyme digestion. SDS-PAGE and western 

blotting were used to confirm the recombinant protein. The recombinant STX1B-

IpaD protein was purified by affinity chromatography, and its concentration was 

measured by the Bradford method. The PCR and restriction enzyme digestion 

showed the accuracy of the gene cloning. The protein electrophoresis showed the 

proper expression and correct molecular weight (27 kDa) of STX1B-IpaD. The 

western blot analysis confirmed the recombinant protein. The recombinant protein 

concentration was estimated at more than 0.3 gr/L. An effective method for the 

production of recombinant proteins is codon optimization and effective expression 

in heterologous hosts. After the immunogenicity in the animal model, this 

recombinant protein can be used as a chimeric vaccine candidate against EHEC 

and Shigella bacteria. 

 

Keywords: Shigella; E. coli O157:H7; invasion plasmid antigen D (IpaD), 

Shigella enterotoxin B subunit (StxB) 
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