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ABSTRACT 

Introduction: Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) and 

Enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7 , the most common 

strains,  are causes diarrhea that can kill  hundreds of thousands of 
children annually. The development of an effective combination 

vaccine for enterohemorrhagic Escherichia coli and Enterotoxigenic 

Escherichia coli is very important.

Materials and Methods: In this study, the sicl gene was amplified and 
Subcloned as a DNA vaccine. The sequence of antigen encoding 

genes was evaluated from the genebank and their epitopes were 

evaluated to design of primer for the synthetic chimeric gene and 
was amplified by PCR. Subcloning of  a multipartal chimeric gene in 

eukaryotic expression vector was performed to make a DNA vaccine 

and finally the protein was purified by nickel chromatography and 
evaluated by Western blotting.

Results: The immunoblotting results of the expression of SICL 

chimeric protein indicated the presence of a 76 kDa band in the form 

of insoluble particles after 12 hours induction. Purification of the 
recombinant protein using His tag sequencee and confirmation of the 

purified protein with the recombinant protein specific antibody 

demonstrated the accuracy of the protein expression.
Discussion & Conclusion: Protein expression, purification and verify 

by western blotting showed that this recombinant chimeric protein 

(SICL) can be expressed in eukaryotic host.
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 چکیده
مرگ  ,اسهال باکتریاییعامل  شیاکلی انتروتوکسیژنیکیاشر : مقدمه

 انتروهموراژیک اشیرشیا کلی بوده وسالانه صدها هزار کودك 

O157:H7 ، تولید یک واکسن  از این رو .استعامل اسهال خونی

اشریشیاکلی و  روهموراژیکانتاشریشیاکلی برای  ترکیبی موثر

 . داردبسیار اهمیت  انتروتوکسیژنیک

ه ، بsiclسازی ژن تکثیر و همسانهدر این مطالعه ها:مواد و روش

های کد کننده ترادف ژن .صورت گرفت واکسن DNAعنوان یک 

منظور طراحی ه و اپی توپهای آنها ب ارزیابی از بانک ژنی ژن آنتی

و تکثیر آن از طریق  شدبررسی تیک پرایمر برای ژن کایمری سنت

PCR ، ژن کایمریک چند  زیر همسانه سازیصورت گرفت

 DNAقسمتی در وکتور بیانی یوکاریوتیک به منظور ساخت 

 نیکل کروماتوگرافی روش با پروتئین و در آخر واکسن انجام شد

 .شد ارزیابی بلات تخلیص و با وسترن

به شکل  SICLکایمریک بیان پروتئین  نتایج ایمونوبلات نتایج:

 76نمایانگر وجود یک باند ساعت پس از القا  12ذرات نامحلول 

پروتئین نوترکیب با استفاده از  خالص کردنکیلو دالتونی است. 

پروتئین تخلیص شده با آنتی تاییدو ترادف هیستیدینی داخل ژن

بیان پروتئین را نشان  درستینوترکیب،  بادی اختصاصی پروتئین

  . داد

، انتروتوکسیژنیکاشریشیاکلی ، واکسن DNA :هاکلیدواژه

 پروتئین کایمریکانتروهموراژیک، اشریشیاکلی 

 

    23/06/99تاریخ دریافت: 

 16/12/99تاریخ پذیرش: 
 jafar.amani@gmail.comنویسنده مسئول: *
 

 

 مقدمه
اشریشیاکلی  ،زااشریشیاکلی اسهال هایگونه در میان

 اشریشیاکلی انتروتوکسیژنیکو  (EHEC) انتروهموراژیک

(ETEC ) از عوامل عمده و مهم در ایجاد اسهال اندمیک و

اشریشیاکلی  [1] اپیدمیک از طریق تولید سم در سراسر دنیا هستند

در  مسمومیت غذاییبا تولید سم موجب  انتروتوکسیژنیک

 با ترشح توکسین شیگا اشریشیاکلی انتروهموراژیک و افرانمس

  [2]. شودمی اسهال خونیموجب 

وتوکسین حساس به به دلیل تولید انتر ETECسویه زایی بیماری

با  LTکه  است STو انتروتوکسین مقاوم به حرارت  LT حرارت

با تحریک گوانیلات سیکلاز سبب  STتحریک آدنیلات سیکلاز و 

و جذب کلریدکلسیم در تحریک ترشح آب و کلرید و یا مهار 

میاسهال آبکی همراه با تب، استفراغ و درد شکمی  باعثو  روده

 است5AB (، از دسته سموم LTسم حساس به حرارت ) .[3]د شو

سمی تامری غیرپن Bکاتالیتیکی و زیرواحد  Aه دارای زیر واحد ک

به عنوان یک  Bزیرواحد  هستندبه عنوان زیرواحد اتصالی 

های زیرواحد مورد توجه کاندیدای واکسن در طراحی واکسن

قرارگرفته و نتایج نشان داده که به کارگیری این عامل  پژوهشگران
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های خنثی کننده و حفاظتی سیستم تواند پاسخزای مهم میبیماری

 .[4]د ه باشایمنی را در پی داشت

به سلول میزبان  ETECعوامل کلونیزه کننده که باعث اتصال 

 ETECهای سویه 3/1تقریباً در  CFA/Iشوند متنوع هستند می

به همراه  CfaBد نسخه زیر واح 1000شود و از حدود یافت می

مطالعات نشان شده است  تشکیل CfaEیک یا چند زیر واحد 

داده که استفاده از عوامل کلونیزاسیون و توکسوئید، ایمنی قابل 

 ETECشود. برهمین اساس، واکسن قبولی را در افراد سبب می

-ها یافت میسویه بیشترباشد که در  CFهای ژنحاوی آنتی دبای

  .[5]د شو

در انسان موجب  O157H7سویه  روهموراژیکاشریشیاکلی انت

ریزی تا التهاب شدید اسهال بدون خون،ای های رودهبروز عفونت

سندروم خونریزی دهنده ادرار و کولیت هموراژیک  حتیروده و

شود. انتقال باکتری به انسان از طریق آب و غذای آلوده بوده و می

. این استترین مخزن این باکتری روده گاو و گوسفند اصلی

های تلیال روده میزبان، آسیبهای اپیاتصال به سلول باکتری با

بعد از اتصال با تولید انتروتوکسین وایجاد  A/E)) تخریبی شدید

Stx کند. سم میزایی بیشتری آسیبStx واحد  بازیرB به گیرنده 

مانع  ،گلیکوزیدازی-Nفعالیت  و A1زیر واحد  وبامتصل  سلول

د و سلول به سمت تخریب وشمیین در میزبان از ساخت پروتئ

های اندوتلیال کلیه موجب پیش خواهد رفت. تخریب سلول

ازکارافتادن کلیه و در موارد شدید، موجب مرگ فرد مبتلا خواهد 

تواند می Stxشده است که در چندین مطالعه مشخص [6]د ش

 یباکتر ینا یوعش یفراوان .[7]د پیش ببرکلونیزاسیون باکتری را به

از جمله  ی. عوامل متعدداستتفاوت در مناطق مختلف کشور م

محل اقامت و  یا یاییقه جغرافطسن، وزن، زمان تولد، فصل، من

د خاص کمک کن یاسبت پاتوژن رودهنتوانند به وقوع و یم یرهغ

 در بستری کودکان ادرار نمونه 12572 بین از یار مطالعهد .[8]

 فقط که شد جدا E.coli باکتری مورد 378 تهران، مفید بیمارستان

در شهر بابل  دیگر یامطالعه .[9]د بو مثبت EHEC نمونه برای 9

 معده ورم دلیل که به سال 5 زیر کودك 200 از مدفوع هاینمونه

 مورد 68شد،  آوریبیمارستان داشتند جمع به روده مراجعه و

  (٪9) مورد 18 که بودند مثبتاشریشیاکلی اسهال زا  برای( 34٪)

 

E. coli یکانتروتوکسیژنETEC)  )این شیوع .[10]د ش مثبت 

 E.coli  شیوع است. بیشترین متفاوت مختلف فصول در ارگانیسم

O157:H7 شیوع .افتدمی اتفاق(٪3/9) تابستان در E.coli 

O157:H7 و )فارس ایران استان دو در خام گوشت هاینمونه در 

 نمونه 295 از( ٪7/4) مورد ( بررسی که چهارده خوزستان

 عنوان به مورد یک ه فقطبودند ک مثبت  E.coli O157:H7برای

 .[11] شد تعیین E.coli O157:H7  سروتیپ

از  اینتیمینتواند با تولید می اشریشیاکلی انتروهموراژیکباکتری 

تلیال های اپیدر اثر اتصال به سلول A/Eیجاد ضایعات طریق ا

. اتصال [13, 12]شود روده میزبان، سبب بیماری در میزبان 

و  Tirنیز ثابت شده است و ارتباط  Tirمستقیم بین اینتیمین و 

های سلول میزبان برای ایجاد ضایعات اینتیمین سرآغاز پاسخ

در این براین اساس  .[14, 15] است A/Eهیستوپاتولوژیکی 

 ژن بیان و سازیهمسانه،تولید پروتئین نوترکیب  منظوره بمطالعه، 

 مدنظر قرار گرفت sicl (LT  ،CfaB ،Intimin  ،Stx) کایمریک

 DE4بخش Intimin  اسیدآمینه، 75 حدود   Bبخش Stx که 

 147یکی از مونومرها، حدود    cfaBاسیدآمینه ، 282حدود 

 دهند.اسیدآمینه را تشکیل می  82حدود B خشب LTBاسیدآمینه و 

ژن از بانک ژنی ارزیابی و اپی  های کد کننده آنتیترادف ژن

توپهای آنها به منظور طراحی پرایمر برای ژن کایمری سنتتیک 

صورت گرفت ،زیر همسانه PCRبررسی شد و تکثیر آن از طریق 

یک به سازی ژن کایمریک چند قسمتی در وکتور بیانی یوکاریوت

 روش با واکسن انجام شد و در آخر پروتئین DNAمنظور ساخت 

 .شد ارزیابی بلات تخلیص و با وسترن نیکل کروماتوگرافی

 

 هامواد و روش
) ،Enterotoxigenic E.coli   ، E.coli BL21(DE3)سویه 

 وکتور ،(امریکا-) اینویتروژن،E.coli DH5a(   امریکا-اینویتروژن

pcDNA3.1،وکتور ایران (-یتو پاستور) انست   pET-28aنواژن(-

کشت  برایمایع و آگار LB  (Luria Bertoni )و محیط ( ایران

 استفاده شد.
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 های باکتریاییو ذخیره سویه کشت

لیتر محیط میلی 5در شرایط استریل یک لوپ از باکتری در داخل  

گراد کشت شبانه داده درجه سانتی 37مایع در دمای  LBکشت 

درصد گلیسرول  20رشد یافته به همراه  باکتری. سپس، شد

 -70استریل، پس از یکنواخت سازی کامل، در فریزر در دمای 

 درجه سانتی گراد نگهداری شدند.

ای پلیمرازی هرو واکنش زنجی  siclسازی ژن کایمریك بهینه

(PCR:) 

 آغازگرهای [17, 16] شده سنتز  siclکایمریک ژن توالی اساس بر

 با توالی رفت آغازگر .شد طراحی رفت و برگشت

5’CATTCTAAGCTTATGGCGGACTGTGCGAAGGG 

و آغازگربرگشت با توالی  Hind IIIجایگاه برش آنزیم  دارای ’3
5’ATATATCTCGAGTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTG

ATTT3’ دارای جایگاه برش آنزیم Xho Iل محصولطو و بود  

PCR1998  واکنش  کایمر با ژن ثیرتک . استجفت بازPCR با 

 پیکو مول 10 تظکنندگی با غل تصحیح خاصیت دارای  Pfuآنزیم

میلی  10، پلاسمید رولیتیکم 0,5از هر آغازگر   بر میکرولیتر

  MgSO 4( همراه با کوفاکتور PCR X)10بافر  و  dNTPر ازمولا

 محصول .شد سازیگراد بهینهسانتی درجه 62اتصال  دمای در

 .شد الکتروفورز %1ژل آگارز  روی Kb1نشانگر  DNAبا  شواکن

 PCR(، محصول  GeNet Bio) خالص سازیبا استفاده از کیت 

 وجداسازی انجام شد.   خالص

 PCR هضم آنزیمی محصول

انجام واکنش الحاق و تهیه برای  ای پلیمرمحصول واکنش زنجیره

، مورد Hind IIIو  EcoRIهای ای نوترکیب به کمک آنزیمسازواره

 37ساعت در دمای  2، واکنش به مدت هضم آنزیمی قرار گرفت

 ای پلیمرازمحصول واکنش زنجیرهو گراد قرار گرفت درجه سانتی

شد و قطعه به  الکتروفورزروی ژل آگارز یک درصد  (sicl)ژن 

 دست آمده از ژل جداسازی و با استفاده از کیت تخلیص

(GeNetBio ،)ت. صورت گرف خالص سازی 

 siclو اتصال ژن  pcDNA3.1سازی وکتور بیانی آماده

با دو نیز به روش قبل  (ایران -)انستیتو پاستورpcDNA3.1 وکتور

روی ژل آگارز یک درصد و هضم  Hind III و Xho Iآنزیم 

. الحاق قطعه و در نهایت خالص سازی صورت گرفتآشکار 

شرکت T4 DNA Ligase(توسط) هدف با پلاسمید برش خورده

 2به مدت  و انجام با نسبت مولی یک به سه، (روسیه -فرمنتاز

انتقال . سپس درجه سانتیگراد قرار داده شد 22ساعت در دمای 

به  E.coli(DH5a) شده ناقل نوترکیب به درون باکتری مستعد

 درستیروش شوك حرارتی انجام گرفت. به منظور اطمینان از 

ای پلیمراز برای تک کلونیره، واکنش زنجیهای بدست آمدهکلون

های بدست آمده انجام شد و نتایج روی ژل آگارز یک درصد 

های منتقل بررسی شد. پس از تخلیص پلاسمید از تک کلونی

مورد هضم آنزیمی  مایع( LBلوریا برتانی) شده به محیط کشت

دوگانه قرار گرفت و محصول روی ژل اگارز یک درصد 

 .شدالکتروفورز 

)ترانسفکشن( و تهیه لیزات  HEKT293به سلول  انتقال ژن

 سلولی

 TurboFect Transfection ترانسفکشن) با استفاده از کیت

Reagent- انتقال بیوشیمیایی، عمل هایروش مبنای بر (آمریکا 

. شدانجام  (HEK 293T)توربوفکت به سلول یوکاریوت توسط

که  این بودار انتظ ،وکتور نوترکیب فاقد توالی سیگنال پپتید بوده

پروتئین موردنظر داخل سلول باشد، بنابراین لیزات سلولی از 

 .شدها در مرحله نمایی رشد تهیه سلول

 وسترن بلاتینگ بمنظور تایید محصول پروتئینی در لاین سلولی

اضافه و روی ژل  بافر  Sampleآنبه پس از تهیه لیزات سلولی 

SDS-PAGE 12 غشای روی و شده  درصد الکتروفورز

میلی مولار،  39نیتروسلولوزی با استفاده از بافر انتقال )گلایسین 

کاغذ  درصد ( منتقل شد. 20میلی مولار، اتانول  48تریس 

 نیتروسلولز در داخل بافر بلوکه کننده برای پوشش نواحی فاقد

 2( PBS (1X) میلی لیتر 100در  skim milkگرم 5) پروتئین

شناور شد. در هر مرحله کاغذ درجه سانتیگراد  37ساعت در 

 (20توئین 05/0واجد PBS )بافر PBSTنیتروسلولوز با بافر 

با  Anti-His tag شستشو داده شد. سپس آنتی بادی مونوکلونال

تهیه و روی غشا نیتروسلولز PBS (1X) رقت مناسب در داخل بافر

درجه سانتی 37اضافه شد و به مدت یک ساعت در انکوباتور 

ه ( بآمینو بنزیدین )دی DABگرفت.در ادامه محلول گراد قرار 

عنوان سوبسترا روی غشای نیتروسلولز ریخته شده و پس از 

. نتایج بیانگر تولید و ظهور باندها واکنش با آب مقطر مهار شد

 .حضور پروتئین مورد نظر در سلول یوکاریوتیک بود
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 پروتئین نوترکیب بیان 

 ن کایمریک به میزبان بیانیپلاسمید نوترکیب به منظور بیان ژ

BL21(DE3) E.coli  انتقال داده شد و با استفاده از آغازگرهای

انجام PCR کلونی واکنش رفت و برگشت( )آغازگرهایاختصاصی

مایع  LBحاوی ژن کایمر به محیط های نوترکیب شد. کلونی

حاوی آنتی بیوتیک کانامایسین منتقل شد و یک شب در انکوباتور 

 بعد از اینکه درجه سانتیگراد کشت داده شد 37دمای  شیکردار در

 رسید القا 6/0نانومتر به  600وج کدورت رشد باکتری درطول م

ساعت در  2میلی مولار( انجام و به مدت  1) IPTGبا استفاده از 

 درجه سانتیگراد انکوباسون صورت گرفت. 37دمای 

 تعیین حلالیت پروتئین

های شیمیایی، مکانیکی و لی روشبه منظور تخریب دیواره سلو

میلی لیتر  2  آنزیمی اعمال شد.به رسوب سلولی حاصل از بیان

میلی مولار، سدیم دی هیدروژن  300کلرید سدیم (بافر لیز کننده

میکرولیتر(  50( و آنزیم لیزوزیم ) pH:8)میلی مولار(  50فسفات 

اضافه و یک ساعت در دمای اتاق نگهداری شد و سپس ورتکس 

دقیقه با  5ها، به مدت و شکسته شدن سلول Glass Beadبا 

عنوان فاز ه سرعت سانتریفیوژو محلول رویی ب بیشترین

آوری شد. به رسوب حاصل از مرحله قبل جمع ( Nativeمحلول)

میلی  HCl 10-مولار، تریس 8میلی لیتر بافر لیزکننده )بافر اوره  2

( pH:8مولار( )  میلی 100سدیم دی هیدروژن فسفات  مولار،

درجه سانتیگراد انکوبه  37و به مدت یک ساعت در دمای  اضافه

محلول رویی به سرعت سانتریفیوژ بیشتریندقیقه با  5 بعداز شد

آوری شد. دو نمونه فوق جمع(  Denatureعنوان فاز نامحلول )

 درصدالکتروفورز شد. 12روی ژل آکریل آمید 

 تخلیص پروتئین نوترکیب

و با ( Ni-NTA  نیکل) ون کروماتوگرافی میل ترکیبیبوسیله ست

انجام گرفت. تخلیص پروتئین ( Denatureدناتوراسیون)روش 

SICL  نیز با کمکHis-tag  انتهای آمینی )که به دنبال کلون کردن

شود( به ابتدای آمینی پروتئین اضافه می pET28aژن در ناقل 

مولار با  8اوی اوره از بافرهای حدر روش دناتوره  انجام پذیرفت.

 شود .استفاده می pHشیب 

 

 

 بهینه سازی تخلیص پروتئین نوترکیب 

کشت باکتری در مقیاس بالا انجام شد و مقادیر متفاوت اوره  ابتدا

) بافر شستشو (  Denatureمربوط به بافر  pHمولار و گرادیان  8

رسوب حاصل از بکار گرفته شد  Ni-NTAمورد استفاده در ستون 

( pH:8مولار)  8لیتر اوره میلی 2با  نتریفیوژ محلول باکتریسا

محلول رویی به  beads glassو بعد از ورتکس  سازی شدهمگن

میلی  5انتقال داده شد سپس ستون به ترتیب با  Ni-NTAستون 

میلی لیتر بافر استخراج  2( ،:7/5pHشستشو دهنده ) لیتر بافر

(7/4pH: ،)50 یا کننده روی ستون ریخته و میکرولیتر از بافر اح

درصد الکتروفورز  SDS-PAGE 12های ستون روی ژل خروجی

 شد.

 تعیین غلظت پروتئین

و با استفاده ازآلبومین سرم  از روش برادفورد بیان شدهپروتئین 

 تعیین غلظت شد. (BSAگاوی )

 وسترن بلاتینگ به منظور تأیید پروتئین بیان شده

توسط آنتی وسترن بلاتینگ با تکنیک بیان پروتئین تخلیص شده

طبق روش  پروتئین تایید شد. HRPمتصل با  Anti-His tagبادی 

 وسترن بلاتینگ روی غشای سلولوزی قرار گرفت که نتایج بیانگر

 .استتولید و حضور پروتئین بیان شده 

 

 نتایج

 siclهمسانه سازی ژن 

 ،شدد استخراج پلاسمی  pET28aکلون شده در siclسازه ژنی 

 های اختصاصی ژنتوسط پرایمرای پلیمراز واکنش زنجیره

siclل محصو انجام شد PCR روی ژل آگارز به طولbp 2000 

دقت  برای PFU با آنزیم PCR . گرادیان دمایی واکنشمشاهده شد

 به منظور. (1)شکل  و تکثیر ژن انجام شد  بالا در تصحیح

استفاده شد.   E.coli DH5aاز میزبان  pcDNA3.1تخلیص وکتور 

و  XhoIبا دو آنزیم  ،و تخلیص پلاسمیدsicl پس از تکثیر ژن

Hind III الحاق ژن(2)شکل د مورد هضم قرار گرفتن . siclبه 

انجام و  T4 DNA ligaseپلاسمید برش خورده، توسط آنزیم 

به وسیله روش شوك E.coli DH5a ن عمل تراریختی در میزبا

 حرارتی انجام شد. 
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 sicl، هضم آنزیمی ژن ای پلیمراز با آنزیمواکنش زنجیره( 1شکل 

 ها ، آنالیز اولیه کلونpcDNA3.1و وکتور 

، هضم انزیمی پلاسمید استخراج  PCRتوسط آزمایش کلونی 

 شده

پلیمراز  Taq DNA ای پلیمراز با آنزیم( واکنش زنجیرهالف

ویر : نمایاگر تص2، چاهکDNAاندازه گیری  نشانگر: 1،چاهک 

  siclژن 

: نمونه 2. چاهک pcDNA3.1و وکتور  sicl( هضم آنزیمی ژن ب

که  pcDNA3.1: نمایاگر تصویر وکتور 3، و چاهک  siclژن 

برای ایجاد  Hind IIIو XhoI کنندههای محدودهردو توسط آنزیم

( . جانتهای چسبنده،هضم شده و بصورت خطی درآمده است

 نشانگر: 1چاهک ، PCRیش کلونی ها توسط آزماآنالیز اولیه کلون

: عمل الحاق 5: کنترل منفی، چاهک 3، چاهک DNAاندازه گیری 

 7 -6- 4به وکتور به درستی انجام شده است و چاهک  siclژن 

( هضم انزیمی پلاسمید استخراج . دکلون ها صحیح نبوده است

:محصول  3به همراه وکتور چاهک  sicl: ژن .1شده ، چاهک 

 هضم آنزیمی

 

 تخلیص و تایید پروتیین کایمر ،بیان

هستند واکنش  sicl هایی که حاوی ژنهمسانهبه منظور تایید 

هضم  .(1)شکل  با پرایمر اختصاصی انجام شد PCRکلونی

منظور تایید همسانه سازی با ه آنزیمی پلاسمیدهای همسانه ب

  .(1)شکل  هایی که برای همسانه سازی استفاده شدآنزیم

ها در سلول ازن در سلول یوکاریوتیک ابتدا لیزات سلولی بیابرای 

ها بافر نمونه اضافه شد و روی به آن و تهیه مرحله نمایی رشد 

و طبق روش وسترن بلاتینگ  درصد بررسی SDS-PAGE 12ژل 

تولید و حضور  که نتایج بیانگرروی غشای سلولوزی قرار گرفت 

 (.2)شکل د.پروتئین مورد نظر در سلول یوکاریوتیک بو

 

 
(تایید محصول پروتئینی با تکنیک وسترن بلاتینگ در لاین 2شکل

 سلولی)ترنسفکشن(.

: 3، چاهک: کنترل مثبت2وزن پروتئین، چاهک : نشانگر1چاهک 

کیلودالتون مشاهده  76نمونه بعد از بیان که یک باند در محدوده 

 میشود.

 

ها و لول، پس از کشت سsiclبررسی بیان ژن نوترکیب منظوره ب

حضور یک درصد  SDS-PAGE  12بیان روی ژل IPTGالقاء با 

به منظور بررسی  کیلو دالتون را نشان داد. 76باند در محدوده 

حلالیت پروتئین، القاء بیان در یکی از کلونها، انجام شد. پس از 

شکستن باکتریها و جداسازی فاز محلول و نامحلول هر یک از 

 وبررسی  SDS-PAGEنه روی ژل این فازها به صورت جداگا

شود پروتئین مورد نظر در فاز نامحلول که مشاهده می گونههمان 

 انکلوژنی اجسام بیانگر آن است که پروتئین تشکیلوشود بیان می

 .(3)شکل دهدمی

 

 
با استفاده از  pET28aدر ناقل  siclنتایج بیان قطعه ژنی ( 3شکل

IPTG  یک میلی مولار رویSDS-PAGE12 تعیین  ،درصد

تعیین وضعیت حلالیت در فاز  وضعیت حلالیت در فاز محلول،

 نامحلول
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با استفاده از  pET28-aدر ناقل  siclالف( نتایج بیان قطعه ژنی 

IPTG ژل یک میلی مولار رویSDS-PAGE 12  درصد . چاهک

: عصاره پروتئینی 5و  4، 3، 2چاهک  ،: نشانگر وزن پروتئین1

: عصاره 6پس از القا. چاهک  O/N  2اره باکتری کلونی شم

ب(  پیش از القا. pET28-a siclپروتئینی باکتری حاوی پلاسمید 

: نشانگر وزن پروتئین. چاهک 1چاهک  تعیین وضعیت حلالیت.

ج( تعیین وضعیت . : عصاره پروتئینی باکتری در فاز محلول2

:  عصاره 2: نشانگر وزن پروتئین چاهک 1حلالیت ، چاهک 

 تئینی باکتری در فاز نامحلول.پرو

خالص سازی پروتئین نوترکیب به روش دناتوره)مقادیر متفاوت 

ستون  از استفاده مولار( انجام و با 2 اوره لیزکننده حاوی از بافر

های تخلیص و نمونهpH در گرادیان  Ni-NTAکروماتوگرافی 

 درستی. شدبررسی  SDS-PAGEخروجی از ستون روی ژل 

بادی بلات و استفاده از آنتی وسترن با نوترکیب تولیدشده پروتئین

هیستیدین بررسی و با عدم مشاهده باند غیر اختصاصی تایید  ضد

با منحنی  به روش براردفورد شد. غلظت پروتئین نوترکیب

 (.4)شکلشد استاندارد ارزیابی و محاسبه 

 

 
-Niالکتروفورز پروتئین نوترکیب خالص شده با ستون  (4شکل 

NTA  روی ژل اکریل آمید، تایید محصول پروتئینی 

 با تکنیک وسترن بلاتینگ

-Niالکتروفورز پروتئین نوترکیب خالص شده با ستون الف( 

NTA نشانگر وزن پروتئین نمونه، 1چاهک . روی ژل اکریل آمید :

: خروجی ستون، 3: پروتئین قبل از تخلیص، چاهک2چاهک

: شستشو  7تا5، چاهک:5/5pH: شستشو با بافر شستشو 4چاهک 

ب( : شستشوی ستون با بافر احیا کننده.8با بافراستخراج، چاهک

 . گتایید محصول پروتئینی با تکنیک وسترن بلاتین

 

 

 بحث
از عوامل  EHECو  ETEC مانندای زای رودههای بیماریباکتری

 "آب رسانی"های موجود شامل درمان .عمده ایجاد اسهال هستند

بیوتیکی به دلیل مشکلات بهداشتی و نیز ایجاد یو درمان آنت

بیوتیکی پاسخگوی نرخ بالای بیماری نیست مقاومت آنتی

همچنین این موضوع که سم این باکتری ها عامل اصلی بیماریزایی 

ک برنامه واکسیناسیون از این روی .ها است، اثبات شده استآن

 بیماری باشدومیر ناشی از این کاهش مرگ باعث تواندمناسب می

ETEC [19]هستند درصد موارد اسهال مسافران  25-45امل ع. 

ای نیز با استفاده از عوامل کلونیزه کننده و سموم رودهETEC سویه

تواند در میزبان تکثیرشده و باعث ایجاد اسهال می

باید توانایی ایجاد  ETECلیه .کاندیدای واکسن مناسب ع[20]شود

استفاده از عامل در روده را داشته باشد.  پاسخ ایمنی مخاطی

کلونیزاسیون و توکسوئید، ایمنی قابل قبولی در افراد سبب می

باشد که در  CFهای ژنحاوی آنتی دبای ETECشود. واکسن 

 EHECباکتری سویه شیوع .[120] شودها یافت میسویه بیشتر

O157:H7  تقریباً به دو برابر  2000تا  1994در انگلستان از سال

رسیده است. آلودگی به این باکتری محدود به کشورهای غربی 

 نشده و پراکندگی آن در سراسر جهان ازجمله ایران نیز گزارش

ها مربوط به گوشت و شیر آلوده شده است عمده این آلودگی

دار در صورت غیر علامت گاهی این میکروارگانیسم به [21]است 

صورت دائم  تواند بهمی وکنند. دستگاه گوارش گاوها زندگی می

. استفاده از فضولات شودگوارش این حیوانات دفع از دستگاه 

دامی برای مصارف کشاورزی )کودهای طبیعی( نقش مؤثری در 

زایی مشابهی ها روند بیماری.این باکتری[18] داردانتشار باکتری 

له به ایجاد ضایعات و ایجاد بیماری دارند و در دو مرح

های استفاده از فیمبریا، به سلولبا پردازند. در مرحله اول می

عملکرد سلول را مختل و علائم بیماری را ایجاد  و میزبان متصل

های . در مرحله بعد با تولید سموم میکروبی روی سلولمیکند

دورتر های مجاور و همچنین با منتقل شدن این سموم به بافت

با ایجاد  .[22]د دهن)نظیر کلیه(، سایر علائم را از خود بروز می

و ها به میزبان شده مرحله اول مانع از اتصال باکتری اختلال در

 توان انتظار داشت که مراحل بعدی بیماری نیز رخ ندهد.می
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دارای فعالیت ادجوانتی هستند که  Stxو  LTدو سم  Bزیر واحد 

ها این زمان آنسیستم ایمنی و استفاده همباعث تحریک مضاعف 

های بادیرسد آنتیبه نظر می [7]دتر خواهد نمواثر را بیش

ای کاهش کلونیزاسیون در مخاطی فاکتورهای لازم و نه کافی بر

ها به روده گاو باشند و بنابراین بخشی از کمبود کارایی واکسن

است ای مربوط ژن در سطوح مخاطی رودهبادی ویژه آنتیفقر آنتی

با توجه به اهمیت نقش کلیدی توکسین های نامبرده . [21]

(StxB, Intimin, CfaB, LtB  در پاتوژنیسیته عوامل باکتریائی )

های حفاظتی ای و مطالعاتی که نشان دهنده پاسخهای رودهبیماری

، طراحی و هستها زایی مناسب توسط آنمناسب ناشی از ایمنی

ه کارگیری یک کاندید واکسن با ساختار ژنی چند گانه در ب

ها بر مبنای مطالعات بیوانفورماتیکی برگیرنده ناحیه اتصالی این ژن

های مبتنی بر اسیدهای در زمینه واکسن مورد توجه قرار گرفت.

 .استدر مورد اجزای فوق این مطالعه جدید و کاربردی یک ئنوکل

واکسن یک  2018همکاران در سال و  فیروزابراهیمیدر مطالعه 

 شیگلادیسانتریهایی از باکتری هاینوترکیب حاوی پروتیین

ETEC،EHEC درباکتری E.coli  بیان و ایمنی هومورال آن در

کاندیدای خوبی  شدکه مشخص  موش مورد بررسی قرار گرفت

و شهرام نظریان  2018ای در سال در مطالعه .[23] تواند باشدمی

را تولید  EspA-Stx2b-Intiminهمکاران پروتیین کایمر نوترکیب 

ارزیابی نمودند که  E.coli O157H7و ایمنی زایی آن را علیه 

ای در پاسخ ایمنی هومورال در موش را تقویت نمود. درمطالعه

روتیین کایمر متشکل پآیتک نوین روز و همکاران یک 2017سال 

زایی آن را تولید و ایمنیرا  E.coli O157H7 OmpA-LTBاز 

تانکور و لتیسیا بن 2009در سال  ایمطالعهدر  .[24]د بررسی نمودن

 Enterohemorragicواکسن بر علیه  یک DNA همکاران

Escherichia coli  زایی آن را در موش تولید نمودند و ایمنی

 .[25]کردند بررسی 

 

 گیرینتیجه

مشاهده شد که های گذشته های مطالعات سالبا توجه به بررسی

کاربردی و جدید واکسن  DNAا استفاده از انجام شده ب پژوهش

جداسازی قطعات ژنی از لینکر  برای مطالعه در این . است 

های بیوانفورماتیکی نشان داد که قادر به استفاده و بررسی

. ساختار پروتئین هستندجداسازی هر چهار قسمت از یکدیگر 

نتایج  و شدبررسی  I-TASSER کایمر حاصل به کمک نرم افزار

و  mRNAل نشان داد که از نظر پایداری و همچنین ساختار حاص

 سپس داردنیز ساختار دوم و سوم پروتئین در وضعیت مناسبی 

،  sicl (LT  ،CfaB  ،Intimin کایمریک ژن بیان و سازیهمسانه

Stx )  صورت گرفت و پروتیین کایمر نوترکیبSICL  و تولید

توسط هر دو  وبیان ژن کایمر هم داخل رده سلولی بررسی 

توان در اهداف بعدی می .ندوسترن بلاتینگ مورد تایید قرار گرفت

 ها بهره برد.واکسن از این یافته DNAسازی تولید و بهینه برای

 

 یقدردان و تشکر
 تحقیقات مرکز )عج( الله بقیه پزشکی علوم دانشگاه از بدینوسیله

 یاری هشپژو این انجام در را ما که کاربردی میکروبیولوژی

 نمایم می تشکر صمیمانه نمودند 
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