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  چكيده
كودكـان در كـشورهاي در      ترين عامل اسهال و مرگ و مير در          عنوان مهم   انتروتوكسيژنيك به  كولي  اشريشيا :هدف

بـه  . شـود   سال مي  5 هزار كودك زير     500 تا   300اين باكتري سالانه موجب مرگ      . حال توسعه شناخته شده است    
دليل درمان مشكل و شيوع زياد آن، طراحي يك واكسن مؤثر عليـه ايـن ارگانيـسم از اهـداف سـازمان بهداشـت                       

هاي پوششي   يمبريه، نقش مهمي در اتصال باكتري به سلول       عنوان زيرواحد اصلي ف     به CfaBپروتئين  . جهاني است 
توانـد از اتـصال بـاكتري بـه سـطح بافـت پوشـشي                هاي توليد شده عليه اين پـروتئين مـي         بادي روده دارد و آنتي   

احي واكسن عليه ايـن ارگانيـسم       زا در طر   ل حدت از اين رو اين مولكول به تنهايي يا با ساير عوام          . جلوگيري كند 
 با هـدف مطالعـه ايمونوژنيـسيته        Bدر اين مطالعه، بيان فاكتور كلونيزاسيون       . ه بسياري از محققين است    مورد توج 

  .عنوان جزئي از كانديداي واكسن انجام شد اين پروتئين به
بـا  . سـازي و بيـان آن بررسـي شـد      همسانه pET28a، تكثير و در ناقل      PCR با روش    cfaB ژن   :ها مواد و روش  

  هـاي متـداول در       بـا اسـتفاده از كـدون       cfaBهـاي نـادر، ژن       علـت وجـود كـدون       ايـن ژن بـه     توجه به عدم بيان   
  .سازي و بيان شد  همسانهpET28aسازي و مجدداً در ناقل  كولي بهينه اشريشيا
داد كه با روش ايمنو بـلات         را نشان مي   CfaB، بيان پروتئين    SDS-PAGE كيلودالتوني در ژل     20 حضور باند    :نتايج
  .، تأييد و با ستون كروماتوگرافي تمايلي نيكل تخليص شدCfaBبادي ضد   و آنتيanti-His tagبادي  يبا آنت
هاي نوتركيـب بـه     هاي هترولوگ يك روش مفيد در توليد پروتئين        سازي كدون و بيان در ميزبان       بهينه :گيري نتيجه

  .مقدار زياد است
  

  ، بيانIر كلونيزاسيون نوع كولي انتروتوكسيژنيك، فاكتو  اشريشيا:كليدواژگان
  

  مقدمه-1
هــاي التهــابي مخــصوصاً در كــشورهاي در حــال   بيمــاري

   سـال   4 درصد كودكان زير     60توسعه، علت مرگ و مير حدود       

  
اسهال التهابي حاد، دومين عامل رايج مرگ در كودكـان          ]. 1[است  

اشريشيا كولي انتروتوكسيژنيك . در كشورهاي در حال توسعه است
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   و همكارانزهرا احصايي  Iبيان توالي بهينه شده ژن زيرواحد اصلي فاكتور كلونيزاسيون 
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

2  

(Enterotoxigenic Escherichia coli: ETEC) تـرين    رايـج
  عامل اسهال التهـابي در ايـن كـشورهاست و منجـر بـه حـدود               

   درصد همه موارد اسـهالي كودكـان ايـن منـاطق و حـدود               20 
اين باكتري همچنـين در     ]. 2[شود    درصد اسهال مسافران مي    70

 و كنـد  مواقع بلاياي طبيعي همانند سيل و زلزله شيوع پيـدا مـي       
شواهدي دال بـر وجـود      ]. 3[اندازد   سلامت افراد را به خطر مي     

 بعـد از عفونـت طبيعـي        ETECپيدايش ايمني اكتـسابي عليـه       
وجود دارد؛ بنابراين امكان طراحي يك واكسن مؤثر عليـه ايـن            

 ETECتوسعه واكـسن مـؤثر عليـه        . پذير است  ارگانيسم امكان 
تحقيقـاتي سـازمان   هـاي    منظور كنترل بيماري يكي از اولويت      به

 (World Health Organization: WHO)بهداشـت جهـاني   
  ].4[است 

ــل  ــدتعوام ــ ح ــسين زاي اخت ــد انتروتوك ــا  صاصي مانن ه
(Enterotoxins) و فاكتورهاي كلونيزاسيون (Colonization 

Factors: CF) ،ETEC  هـاي اشريـشياكولي     را از سـاير سـويه
بعـد از اتـصال و       ETECبـاكتري   . كنـد  مولد اسهال متمايز مـي    

 روده كوچك، با  (Epithelium)كلونيزه شدن در بافت پوششي      
ترشح انتروتوكسين مقاوم يا حساس به حـرارت باعـث ترشـح            

]. 5[شـود    ها و اسـهال مـي      ها از اين سلول    مايعات و الكتروليت  
 :CF Antigen)ژن فـاكتور كلونيزاسـيون     و آنتيCFاصطلاح 

CFA)هــاي مختلــف   بــراي ســويهETEC كــاربرد دارد و بــه 
كند كه موجـب كلونيزاسـيون       اي اشاره مي   هاي چسبنده  مولكول

 در  CF نـوع    25بـيش از    ]. 6[شود   ارگانيسم در روده ميزبان مي    
در ميـان ايـن   .  انساني شناسـايي شـده اسـت   ETECهاي   سويه

 شناسـايي   CFتـرين     اولين و رايج   CFA/Iعوامل كلونيزاسيون،   
 در منـاطق انـدميك      CFA/Iننـده   هاي بيـان ك    سويه. شده است 

ژن ايـن فيمبريـه     ]. 7[آمريكاي جنوبي و آسيا، گسترده هـستند        
(Fimberia)   ــميد ــرارت روي پلاس ــه ح ــاوم ب ــسين مق  و توك

NTP113     ژن   4بيـان   ]. 9،  8[ قرار گرفته است cfaABCE  در 
اين فيمبريـه   .  براي مونتاژ فيمبريه ضروري است     CFA/Iاپرون  

 (CfaB) (Pilin) زيرواحد اصلي پيلـين      از بيش از هزار كپي از     
 تـشكيل   (CfaE)و يك يا چند كپي از زيرواحد فرعي چسبنده          

طور واضح نـشان داده اسـت        مطالعات اخير به  ]. 10[شده است   

 نقـش   CFA/Iعنـوان زيرواحـد اصـلي         بـه  CfaBكه زيرواحد   
ايـن  . هاي پوشـشي روده دارد     مهمي در اتصال باكتري به سلول     

. شـود  ژني فيمبريه محسوب مـي     ان شاخص آنتي  عنو زيرواحد به 
طور اختصاصي بـه      پروتئين اتصالي است كه به     CfaBزيرواحد  

هاي كربوهيـدراتي موجـود در گليكوليپيـدها و        شماري از توالي  
ــوپروتئين ــي  گليك ــصل م ــسان مت ــاي روده كوچــك ان ــود ه . ش

 و گانگليوزيـد    (Sialoglycoproteins)هـا    سيالوگليكوپروتئين
GM2 (Ganglioside GM2)    پذيرنــده اتــصالي بــه ايــن 
 به  ETECكه اتصال    به دليل اين  ]. 11 [اند  شده ها معرفي  پروتئين
ــلول ــاي روده س ــ ه ــت؛  اي ب ــاري ضــروري اس ــاد بيم راي ايج

توانـد بيمـاري اسـهال ناشـي از          جلوگيري از اتصال باكتري مي    
ETEC   بادي عليـه     آنتي.  را كنترل نمايدCF  توانـد مـانع از       مـي
هـاي حـاوي     واكـسن . دن اوليه اين باكتري به ميزبان شود      چسبي
CF           در حيوانات آزمايشگاهي مؤثر بوده و در كارآزمايي بـاليني 

 از  CfaBهاي اختصاصي عليـه      بادي آنتي. در حال ارزيابي است   
 به پذيرنـده گانگليوزيـدي مـشابه موجـود روي        CFA/Iاتصال  

ن داده شـده    همچنـين نـشا   ]. 12[كند   ها ممانعت مي   اريتروسيت
 عليـه ايـن     (Monoclonal)بـادي مونوكلونـال      است كـه آنتـي    

هـاي    به سـلول   CFA/Iهاي بيان كننده     پروتئين از اتصال سلول   
  ].13[نمايد  روده انسان جلوگيري مي

 CfaBدهـد كـه مولكـول        دست آمده نـشان مـي      اطلاعات به 
.  اسـت  ETECكانديداي مناسـب بـراي طراحـي واكـسن عليـه            

عنوان واكسن،   اي به  اده از فاكتورهاي چسبنده فيمبريه    پتانسيل استف 
]. 12[ها جلب كرده اسـت    توجه بيشتري را به مطالعه اين پروتئين      

 در ناقـل بيـاني      cfaBسـازي و بيـان ژن        در اين تحقيـق همـسانه     
pET28aشود منظور توليد پروتئين نوتركيب بررسي مي ، به.  

  

 ها  مواد و روش-2

  (PCR)اي پليمراز  نش زنجيره تخليص ژنوم و واك-2-1
 از آزمايشگاه رفرانس، بيمارستان بوعلي تهيـه  ETECباكتري  

ــاكتري بـــا روش      ــن بـ ــوم ايـ ــپس ژنـ  CTAB-NaClو سـ
(Cetyltrimethyl ammonium bromide) 13[ تخليص شد.[  
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  1389 زمستان 4 شماره 13دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

3  

) M55661: شماره دسترسـي  ( از بانك ژن     cfaBتوالي ژن   
. شت طراحي شـد   استخراج و براساس آن، آغازگر پيشرو و برگ       
   و تـرادف    HindIIIآغازگر پيشرو داراي جايگـاه بـرش آنـزيم          

5'-TGTGCAGTGAGTGCTAAGCTTGTAGAG-3' و  
    و تـرادف XhoIآغازگر برگـشت واجـد جايگـاه بـرش آنـزيم        

5'-AATACTCGAGTCAGGATCCCAAAGTC-3' بود. 
  . سنتز شدBioneerآغازگرهاي طراحي شده توسط شركت 

  
  pTZ57R/T در ناقل cfaB سازي ژن  همسانه-2-2

 با آنزيم پليمراز با خاصيت PCRبراي اين منظور، ابتدا واكنش 
ــالا  غلــط ــري ب در ) Fermentasشــركت  ((High Fidelity)گي

 پيكومول از هر    4/0مولار كلريد منيزيم و       ميلي 4شرايط غلظت   
 نانوگرم از ژنوم استخراج     50 و   dNTPمولار    ميلي 2/0آغازگر،  

سـازي   گراد بهينـه    درجه سانتي  57 دماي اتصال     در ETECشده  
 شامل يك مرحله واسرشته شدن ابتـدايي در         PCRمراحل  . دش

 چرخـه شـامل     30 دقيقـه،    5مدت   گراد به   درجه سانتي  94دماي  
گـراد    درجـه سـانتي  94مرحله واسرشته شدن ابتدايي در دمـاي        

   ثانيـه، اتـصال آغازگرهـا بـه رشـته الگـو در دمـاي                50مـدت  به
 تكثير قطعه مورد نظر در      ،  ثانيه  50مدت   گراد به  رجه سانتي  د 57

 ثانيـه و در     30 دقيقـه و     1مـدت    گراد بـه    درجه سانتي  72دماي  
گـراد    درجـه سـانتي    72پايان يك مرحله تكثير نهايي در دمـاي         

، PCRتأييـد محـصول     بـراي   در نهايـت    .  دقيقه بـود   10مدت به
  .انجام شد EcoRIهضم آنزيمي 
 از ژل   DNAاسـتفاده از كيـت تخلـيص         با   PCRمحصول  

(Bioneer) سازي و واكنش الحاق بـا آنـزيم           خالصT4   ليگـاز 
 سـاعت در    8مدت    به pTZ57R/T و ناقل    PCRبراي محصول   

ــاي  ــانتي 16دم ــه س ــد    درج ــام ش ــراد انج ــام  . گ ــد از انج بع
سازي، پلاسميد نوتركيب حاصل با روش شوك حرارتـي          همسانه

 انتقال داده شـد     DH5αكولي سويه    هاي مستعد اشريشيا   به سلول 
 (Luria Bertani: LB) لوريـا برتـوني  هـا روي پليـت    و باكتري

-Isopropyl β-D)آگار حاوي ايزوپروپيل تيوگالاكتوپيرانوزيد 

1-thiogalactopyranoside: IPTG) كلرو اينـدول  -و برومو 

ــد  ــيلين   و آمپـــي(X-Gal)گالاكتوپيرانوزيـ  (Ampicillin)سـ
 ].14[كشت داده شدند ) ليتر وگرم در هر ميلي ميكر80غلظت (

هـاي سـفيد     ، از كلـوني   cfaBسـازي ژن     براي تأييد همسانه  
ــصاصي،   ــا اســتفاده از آغازگرهــاي اخت ــگ، كــشت داده و ب رن

ــوني ــد PCR -كل ــام ش ــوني .  انج ــپس از كل ــت،   س ــاي مثب ه
پلاسميدهاي نوتركيـب تخلـيص و واكـنش هـضم آنزيمـي بـا              

تمامي . شد ساعت انجام    6مدت    به HindIII و   XhoIهاي   آنزيم
  ].14[هاي استاندارد انجام شد  اين مراحل با استفاده از روش

  
 در ناقل بياني    cfaBسازي ژن     زيرهمسانه -2-3

pET28a.  
سازي، ابتـدا واكـنش هـضم آنزيمـي روي           براي زيرهمسانه 
 و همچنـين پلاسـميد      (pTZ57R/T-cfaB)پلاسميد نوتركيب   

 HindIII و   XhoIهـاي محـدودالاثر      يم، با آنـز   pET28aبياني  
محـصول  .  درجـه انجـام گرفـت      37 ساعت در دماي     6مدت   به

PCR    و ناقل pET28a          برش خورده با كمـك كيـت تخلـيص 
واكـنش الحـاق در     .  تخلـيص شـد    PCR (Bioneer)محصول  

 ساعت انجـام و بـا روش        8مدت   گراد به   درجه سانتي  16دماي  
ــشيا    ــان اشريـ ــه ميزبـ ــي بـ ــوك حرارتـ ــول شـ ــويه كـ ي سـ

BL21DE3pLysS  دو نوع واكنش هضم آنزيمي     .  انتقال يافت
ــرش پلاســميدهاي نوتركيــب طراحــي   ــراي ب يكــي از . دشــب

هـا در    د كـه محـل بـرش آن       ش ـهـايي انجـام      ها با آنزيم   واكنش
واكنش هضم آنزيمـي ديگـري بـا        . آغازگرها قرار داده شده بود    

 صورت گرفت كه داراي يك جايگـاه بـرش بـر            EcoRIآنزيم  
 و يك جايگاه بـرش بـر روي قطعـه ژنـي             pET28aروي ناقل   

cfaB در نهايـت بـراي اطمينـان از صـحت تـرادف ژن،             .  است
 تخلـيص و بـراي تعيـين تـرادف بـه            pET28a-cfaBپلاسميد  
  . ارسال شدShine Gene (China)شركت 

  

  pET28a-cfaB بررسي بيان سازه ژني -2-4
 كميت،  3 براي   سازي بيان  براي بررسي بيان ژن هدف، بهينه     
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4  

ابتدا در  . ، زمان و دماي القاي بيان صورت گرفت       IPTGغلظت  
هـاي    سـاعت، غلظـت    3گـراد و زمـان        درجـه سـانتي    37دماي  

. شدبررسي  ) مولار  ميلي 1 و   IPTG) 25/0  ،5/0  ،75/0مختلف  
 درجـه  37 و در دمـاي  IPTGمـولار   سپس در غلظت يك ميلي  

. بررسي شـد  )  ساعت 18،  12،  7،  5،  3،  2(گراد، زمان القا     سانتي
 IPTGمولار   بررسي بيان پروتئين نوتركيب در غلظت يك ميلي       

. صـورت گرفـت   ) گـراد   درجه سـانتي   37،  30،  25(در دماهاي   
 در محـيط    CFهمچنين با توجه به گزارش بيـان ژن نوتركيـب           

   درصــد، عــصاره مخمــر 1 حــاوي كازوامينواســيد CFكــشت 
 MnCl2.4H2O ،) درصد MgSO4.7H2O) 05/0 درصد،   15/0

 Super Broth)و محيط كشت سـوپر بـراث   )  درصد005/0(

Medium))  درصــد، كلريــد ســديم 2حــاوي عــصاره مخمــر   
نيز براي بيـان پلاسـميد      ] 15) [ درصد 2/3 درصد، تريپتون    5/0

pET28a-cfaBاستفاده شد . 

 به ميزبـان  pET28a-cfaBمنظور بيان، پلاسميد     همچنين به 
ايـن سـويه    .  انتقال يافت  (Rosetta)تا  كولي سويه روز   اشريشيا

پـس از   . استهاي نادر     كدون tRNAداراي پلاسميد كد كننده     
رشد اين باكتري روي محيط انتخابي، شرايط بيان پروتئين براي          

پـس از   .  شـد  فـراهم ،  IPTGاين ميزبان با استفاده از القا كننده        
 درصـد و پـالس      70قـدرت   (ها، سونيكاسيون    آوري سلول  جمع

  .انجام شد) 75/0
  

  cfaBهاي ژن  سازي كدون  بهينه-2-5
 در شـرايط مختلـف بيـاني،        cfaBبا مشاهده عدم بيـان ژن       

 و  ATهاي نادر و درصد       از لحاظ وجود كدون    cfaBتوالي ژن   
GC  بـا  . دشافزارهاي بيوانفورماتيكي تجزيه و تحليل        توسط نرم

 GC محتواي   (OptimumGeneTM)كمك الگوريتم اپتيمم ژن     
منظـور بيـان بهينـه پـروتئين         به. شد بررسي   mRNA پايداري   و

CfaB        هاي استفاده   ، ساختار اين ژن با استفاده از بيشترين كدون
اين ساختار پس از    . سازي شد  شده در ميزبان اشريشياكولي بهينه    

 تـوالي ژن  و سنتز Shine Gene (China)تأييد توسط شركت 
cfaBدشسازي شده در بانك ژن ثبت   بهينه.  

  سازي  بررسي بيان ژن بهينه-2-6
ــب  ــل نوتركيـ ــاني  pET28a-cfaBناقـ ــان بيـ ــه ميزبـ  بـ

BL21DE3pLysS   بـراي القـاي بيـان پـروتئين        .  انتقال يافـت
 بـا   IPTG مـايع،    LBنوتركيب، پس از رشد باكتري در محـيط         

  .دش ساعت اضافه 3مدت  مولار به  ميلي1غلظت نهايي 
  

 ـ      -2-7 اني يـا    بررسي محلول بودن پـروتئين بي
ــه شــكل اجــسام تجمعــي   ــروتئين ب تجمــع پ

(Inclusion Bodies). 
بـراي  سازي شده، آزمايـشي      با توجه به بيان بالاي ژن بهينه      

 محلول بودن پروتئين نوتركيب بيـاني درسـلول بـاكتري           بررسي
حاوي  (Aابتدا رسوب سلولي حاصل از بيان در بافر         . انجام شد 

  ر، كلريــد ســديم  مــولا  ميلــي10 (Imidazole)ايميــدازول 
) مـولار    ميلـي  50هيـدروژن فـسفات      مولار، سديم دي    ميلي 300

) 75/0 درصد و پالس     70قدرت  (همگن و پس از سونيكاسيون      
ها سـانتريفوژ و محلـول رويـي          نمونه ،ها و شكسته شدن سلول   

 مـولار،   8بـافر حـاوي اوره       (Bبافر  ). 1نمونه  (آوري شد    جمع
ــريس ــولار، ســديم   ميلــيHCl 10-ت ــسفات  ديم ــدروژن ف   هي

 اضـافه و پـس    به رسوب حاصل از مرحله قبل  )مولار   ميلي 100
). 2نمونـه   (د  ش ـ دقيقه نگهداري در دماي اتاق سانتريفوژ        45از  

 B دقيقه با بـافر      45مدت   در ادامه رسوب حاصل از مرحله قبل به       
). 3نمونه  (د  شمجاور و محلول رويي مانند مراحل بالا جداسازي         

  ].16[د ش درصد الكتروفورز 12وي ژل  نمونه ر3هر 
  

 نيتريلـوتري   - تخليص پروتئين از ستون نيكل     -2-8
  استيك اسيد

صـورت  ) ليتـر   ميلـي  100(ابتدا بيان ژن در مقيـاس بـالاتر         
ليتـر    ميلـي  100به ازاي رسوب سـلولي حاصـل از هـر           . گرفت

بـه  . دش ـ اضـافه و يكنواخـت       Bليتر بـافر      ميلي 5محيط كشت،   
ليتـر محـيط كـشت ديگـر از بيـان             ميلي 100رسوب حاصل از    
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5  

ــروتئين نوتركيــب  ــافر   ميلــي5پ ــر ب ــدازول  (Aليت   حــاوي ايمي
ــي10 ــديم     ميل ــد س ــولار، كلري ــي300م ــديم    ميل ــولار، س م
ها به فواصل    اضافه و نمونه  ) مولار   ميلي 50هيدروژن فسفات    دي
تخلـيص پـروتئين    . مدت يك ساعت سونيكيت شد      دقيقه و به   20

 و روش غير واسرشـت      Ni-NTAماتوگرافي تمايلي   با ستون كرو  
 و همچنـين    IPTGهاي قبل و بعـد از القـاي          نمونه. انجام گرفت 

هاي تخليص شده پس از تعيين غلظـت پـروتئين بـه روش              نمونه
  ].16[درصد الكتروفورز شد 12، روي ژل (Bradford)برادفورد 

  

   تأييد پروتئين نوتركيب-2-9
 ايمونوبلات روشب بيان شده از    براي تأييد پروتئين نوتركي   

(Immunoblot)  كلونال   بادي پلي   با آنتي(Polyclonal) Anti-

His Tagبادي   و آنتيAnti-CfaBپس از تفكيك .  استفاده شد
 SDS-PAGE (Sodiumبانــدهاي پروتئينــي بــا الكتروفــورز 

Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) ،
 (Western Blotting) سيستم وسترن بلاتينگ اين باندها با كمك
(Biorad, USA) مولار، تريس   ميلي39گلايسين ( و بافر انتقال

روي )  درصـد 20 درصـد و متـانول   SDS 37/0مولار،    ميلي 48
  كاغذ نيتروسلولز با استفاده از بافر . كاغذ نيتروسلولز منتقل شد

PBST (Phosphate Buffer Saline Tween-20)) بافر PBS 
 درصد شير خشك در دماي اتاق       5حاوي  ) 20- درصد توئين  5با  
غشا در بين هـر مرحلـه، بـا بـافر           . دش پوشانده ساعت   2مدت   به

PBSTبادي  ابتدا غشا با آنتي.  سه بار شستشو شدAnti-His Tag 
 در بافر   1:1000 با رقت    Anti-CfaBبادي    يا آنتي  1:8000با رقت   
PBST     بادي كانژوگه بـا     پس از آن، آنتي   .  در دماي اتاق مجاور شد

ــت   ــسيداز از رق ــتفاده 1:4000پراك ــ اس ــراي  . دش ــت، ب در نهاي
مـولار   ميلي 50تريس  (ليتر بافر آشكارساز      ميلي 10آشكارسازي از   

ــاوي  ــي6ح ــرم دي  ميل ــدين و  گ ــو بنزئي ــر آب 10آمين  ميكروليت
  ].16[د شواكنش با آب مقطر متوقف . استفاده شد) اكسيژنه
  

  يج نتا-3
 بـدون  CF (CfaB)ژن  ژن كد كننده زيرواحد اصـلي آنتـي      

 با اسـتفاده از  (Peptide Signal)ترادف كد كننده علامت پپتيد 
 روي  PCRمحـصول   . دش ـآغازگرهاي پيشرو و برگشت تكثير      

پس از هـضم آنزيمـي      .  نوكلئوتيد مشاهده شد   444ژل با اندازه    
ــزيم   ــا آن ــات EcoRIمحــصول ب ــد  نوكلئو228 و 216، قطع تي

ها به يكديگر روي ژل      حاصل شد كه به دليل نزديكي اندازه آن       
  ).1شكل (ود ش صورت تك باند ديده مي به

  

  
  

 DNA نردبـان  )3سـتون  ، )بـاز   جفـت 444 (PCR محصول )2  و1ستون ؛ (EcoRI) با استفاده از هضم آنزيمي ETEC باكتري cfaB ژن PCR تأييد محصول  1شكل  
  )باز  جفت230(قطعه حاصل از هضم آنزيمي محصول  )4ستون بازي،   جفت100
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6  

سازي شد و به      همسانه PTZ57R/Tژن مورد نظر در ناقل      
ــشيا ــان اشري ــولي  ميزب ــتDH5αك ــال ياف ــد .  انتق ــراي تأيي ب

، با استفاده از آغازگرهـاي اختـصاصي،        cfaBسازي ژن    همسانه
برش آنزيمي پلاسـميدهاي نوتركيـب      .  انجام شد  PCR -كلوني

pTZ57R/T          حاصل از الحاق، روي ژل الكتروفورز برده شد و 
شكل ارايه نشده است و     (د   ش  نوكلئوتيد تأييد  444وجود قطعه   

  ). است2ند شكل همان
 بـرش و    XhoI و   HindIIIهاي    با آنزيم  cfaBپس از آن ژن     

ســازي شــد و بــه ميزبــان   زيرهمــسانهpET28aدر ناقــل بيــاني 

دو نـوع  . ال داده شـد   انتق BL21DE3plysSاشريشيا كولي سويه    
. واكنش هضم آنزيمي براي برش پلاسميد حاصـل طراحـي شـد           

 انجـام و ژن     HindIII و   XhoIهـاي    ها بـا آنـزيم     يكي از واكنش  
واكنش هضم آنزيمـي    .  نوكلئوتيد مشاهده شد   444هدف با اندازه    

 كه داراي يك جايگـاه بـرش روي ناقـل           EcoRIديگري با آنزيم    
pET28a     وي قطعه ژني     و يك جايگاه برش رcfaB   است، انجام 

 نوكلئوتيـد روي ژل مـشاهده شـد         230اي با طول حدود      و قطعه 
همچنين صحت ورود محـصول نوتركيـب در ناقـل و           ). 2شكل  (

  . تأييد شدDNAعدم تغييرات نوكلئوتيد در آن با تعيين توالي 
  

  
  

 بـا  PET28aو ناقـل هـضم شـده    ) بـاز   جفـت 444( ژن هـدف  )2  و1 ستون هضم آنزيمي؛  حاوي قطعه مورد نظر با استفاده ازPET28aتجزيه و تحليل ناقل  2شكل  
  EcoRIبازي و ناقل هضم شده حاصل از برش با آنزيم   جفت228 قطعه )5  و4 ستونبازي،   جفتDNA 100 نردبان )3ستون ، XhoI و HindIIIهاي  آنزيم

  

  
  

  نشانگر اندازه پروتئين)3ستون ، )كنترل( نمونه قبل از القا )2ستون هاي بعد از القا،  ونه نم)1ستون  بررسي بيان پروتئين طبيعي نوتركيب؛ 3شكل 
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منظور بيان پروتئين نوتركيب، القاي بيان پروتئين در دمـا و            به
 IPTGهاي متفاوت    هاي مختلف و تحت تأثير غلظت      مدت زمان 
همچنين بيان ژن مورد نظر در محيط كشت پيـشنهاد          . بررسي شد 

 صـورت   CF براي بيان اين ژن نظير سـوپر بـراث و محـيط              شده
هـاي   منظـور افـزايش توليـد پـروتئين        گرفت و از باكتري روزتا به     

 بيـانگر  SDS-PAGEنتـايح الكتروفـورز     . نوتركيب استفاده شـد   
 ).3شكل (ركيب بود عدم بيان پروتئين نوت

 ATهاي نادر و درصد       از لحاظ وجود كدون    cfaBتوالي ژن   
بـا  . دشافزارهاي بيوانفورماتيكي تجزيه و تحليل     نرم  توسط GCو  

هـاي نـادر     بررسي توالي اين ژن، اين نتيجه حاصل شد كه كـدون          
پشت سر هم در توالي اين ژن وجود دارد كه با تعـويض بعـضي               

توان به توليد اين پـروتئين    ها و حفظ توالي اسيد آمينه مي    از كدون 

پروتئين نوتركيب براسـاس  براي بهبود بيان . نوتركيب دست يافت  
 GCكولي ترادف ايـن ژن و درصـد          هاي رايج در اشريشيا    كدون

 و  GC، نتيجه حاصل از تغيير درصد       2 و   1نمودار  . تغيير داده شد  
طور  همان. دهد سازي نشان مي   ها را قبل و بعد از بهينه       تغيير كدون 

ــاي   ــه در نموداره ــي 2 و 1ك ــشاهده م ــود  م ــزان ،ش    از GC مي
هاي   درصد افزايش داشت و درصد كدون      54/77صد به    در 40/54

در تـوالي جديـد افـزايش       )  درصـد  60با فراواني بيش از     (متداول  
كـولي   ها در ميزبان اشريـشيا     همچنين ميزان سازگاري كدون   . يافت

  سـازي، شـاخص سـازگاري كـدون از          بررسي شد و پس از بهينـه      
روتئين حاصل، بـا    الي پ تو). 3نمودار  ( افزايش نشان داد     9/0 به   6/0

در نهايـت ايـن ژن سـنتتيك بـا          . پروتئين طبيعي همخواني داشـت    
  .در بانك ژن به ثبت رسيد GU355642شماره دسترسي 

  

                      
  77/50 برابر با سازي  بعد از بهينهGC، متوسط درصد 54/40سازي برابر با   قبل از بهينهGCمتوسط درصد  در طول توالي؛ GCمتوسط درصد  1 مودارن

  

                       
هـا را    درصد كدون70سازي  بعد از بهينه. شود  در نظر گرفته مي100هايي كه بالاترين فراواني را دارند ارزش  براي كدون در طول توالي؛    ها   درصد توزيع كدون   2نمودار  
  .دهد  تشكيل مي100هاي با فراواني  كدون

  

                       
مقدار ايـن شـاخص   . هاي ميزبان هاي ژن خارجي با كدون ؛ نشان دهنده ميزان سازگاري كدون(Codon Adaptation Index: CAI)ن  شاخص سازگاري كدو3مودار ن

 9/0سازي   بعد از بهينهCAI، 6/0سازي   قبل از بهينهcfaB مربوط به ژن CAI در توالي نشان دهنده سطح بالاي بيان ژن، 9/0بيش از 
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، تحت  pET28aسازي آن در ناقل      پس از سنتز ژن و همسانه     
 درجـه، بيـان     37 سـاعت و دمـاي       3 در مدت زمان     IPTGالقاي  

  هـا بعـداز القـا در ناحيـه          نمونـه . پروتئين نوتركيب بررسـي شـد     
در حالي كه نمونه قبل از      . ي قوي بودند   كيلودالتون داراي باند   20

بـا اسـتفاده از     ). 1تون  ، س ـ 4شـكل    (نيـستند القا داراي ايـن بانـد       
بافرهاي ليـز كننـده فاقـد اوره و واسرشـت كننـده حـاوي اوره،                
جايگاه پروتئين نوتركيب و محلول بودن يا تجمـع آن در اجـسام             

حـاوي   (Aپروتئين در نمونه حاصل از بـافر        . شدتجمعي بررسي   
)  مـولار  8حـاوي اوره     (Bو هـم بـافر      ) مـولار   ميلي 10ايميدازول  

 نـشان از محلـول بـودن        Aود پـروتئين در بـافر       وج ـ. مشاهده شد 
 نـشان دهنـده بيـان بـالاي     Bپروتئين اسـت و وجـود آن در بـافر          

ــت     ــي اس ــسام تجمع ــشكيل اج ــروتئين و ت ــام  . پ ــس از انج پ
هـاي خروجـي سـتون       ، نمونـه  Ni-NTAكروماتوگرافي با سـتون     

بالاتر از  (پروتئين نوتركيب با درجه خلوص بالايي       . آوري شد  جمع
محـصول  ). 3، سـتون    4شكل  (د  ش مشاهده   Eدر بافر   )  درصد 90

  بــادي   ايمونــوبلات بــا آنتــيروشپــروتئين نوتركيــب بــا كمــك 
Anti-His Tag و Anti CfaB  شناسايي شد كه نتيجه حاصـل از 

  . نمايش در آمده است به5 در شكل Anti CfaBايمونوبلات با 
  

  
  

 و تخلـيص    IPTGاي   نمونه بيان شده بعد از الق ـ      PAGE الكتروفورز   4شكل  
 )1رديف   تحت شرايط طبيعي؛     (Ni-NTA)پروتئين با استفاده از ستون نيكل       

 20سـازي شـده، پـروتئين بـا وزن مولكـولي            بهينـه  cfaBنمونه بيان شده ژن     
 پــروتئين )3رديــف ، SM0671 نــشانگر پروتئينــي )2رديــف كيلودالتــون، 
   كيلودالتون20 با وزن مولكولي CfaBتخليص شده 

  
  

؛ anti CfaB از طريق ايمونـوبلات بـا   CfaB تأييد پروتئين نوتركيب 5ل شك
 نمونـه پـروتئين نوتركيـب       )2رديف  ،  SM0671 نشانگر پروتئيني    )1رديف  

  )كنترل منفي( نمونه القا نشده )3رديف بيان شده، 
  

   بحث-4
 يكي از مشكلات سلامت در كشورهاي در        ETECباكتري  

تـرين مرحلـه     اولين و مهـم   ]. 13[شود   حال توسعه محسوب مي   
هـا در روده   ، كلـونيزه شـدن آن   ETECدر ايجاد عفونت توسط     
 ETECهـاي    اكثريت سـويه  .  است CFكوچك ميزبان به كمك     

هاي مولـد توكـسين حـساس و         طور خاص سويه   زا و به   بيماري
بــراي كنتــرل و .  هــستندCFمقــاوم بــه حــرارت، واجــد ايــن 

، ممانعت از اتصال    ETECجلوگيري از بيماري اسهال ناشي از       
 بنـابراين . رسـد  نظر مي  هاي پوششي ضروري به    باكتري به سلول  

ورد  م ـ CFهاي   ژن  بايستي آنتي  ETECدر طراحي واكسن عليه     
 زيرا علاوه بر ممانعـت از اتـصال بـاكتري بـه             ؛ قرار گيرد  توجه

هـاي   كه اين تركيبات روي اكثر سويه      سلول هدف، به لحاظ اين    
الطيــف عليــه  توانــد حفاظــت وســيع د مــيزا قــرار دار بيمــاري
 CfaBمولكـول   ]. 2[هاي مختلـف بـاكتري ايجـاد كنـد           سوش

، يكي از ساختارهاي سطحي     I نوع   CFعنوان زيرواحد اصلي     به
است كه در تعامل فيمبريه باكتري با پذيرنده روي سلول هـدف    

هـا   طور اختصاصي به ايـن پذيرنـده       نقش بسيار مهمي دارد و به     
از اين رو كانديداي مناسبي براي توليد واكـسن         : شود متصل مي 

 CfaB و   I نـوع    CFدهـد    نگر نشان مـي    مطالعات گذشته . است

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
07

 ]
 

                             8 / 12

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-9102-en.html


  1389 زمستان 4 شماره 13دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

9  

عنوان زيرواحد اصلي آن مورد توجـه تحقيقـات مختلـف در             به
در اين مطالعـه    . ]11[ بوده است    ETECزمينه تهيه واكسن عليه     

هاي  قـرار دادن اسـتراتژي توليـد يكـي از كانديـدا            مورد توجـه  با  
: واكسن، روند انجام كار با دو رويكرد اساسي صـورت پـذيرفت           

 CFژن   سازي و بررسـي بيـان ژن زيرواحـد اصـلي آنتـي             همسانه
(CfaB)       و رويكرد دوم تهيه ژن CfaB    منظور تغيير    از راه سنتز به
  .كولي هاي متداول در ميزبان اشريشيا هاي اين ژن با كدون كدون

، cfaBسازي ژن طبيعـي      سانهمنظور هم  در اولين رويكرد به   
گيري بالا   براي تكثير قطعه ژني از آنزيم پليمراز با خاصيت غلط         

 پليمراز و يـك آنـزيم بـا خاصـيت           Taqمخلوطي از دو آنزيم     (
لازم به ذكـر اسـت كـه        .  استفاده شد  (Fermentas)) گيري غلط

و )  بـه تنهـايي  Taq برابر آنـزيم    4(اين آنزيم داراي صحت بالا      
 A و همچنين قطعه تكثير شـده داراي دنبالـه           استاد  كارايي زي 

ــسانه    ــه هم ــود ك ــد ب ــل    خواه ــستقيم آن را در ناق ــازي م س
pTZ57R/T پـس از طـي       حاضر در تحقيق . كند پذير مي   امكان

 ، ايـن نتيجـه   (pET28a)سازي در ناقل بياني      مراحل زيرهمسانه 
 بـا وارد كـردن   CfaB كه بيـان پـروتئين نوتركيـب       آمددست   به

پـذير    امكـان  (pET28a) طبيعي اين ژن در سيستم بيـاني         توالي
سـازي    دما و تركيب محيط كشت عوامل مهمي در بهينه         .نيست

منظـور   رو در اين مطالعه به     از اين . بيان پروتئين نوتركيب هستند   
ــه ــروتئين نوتركيــب   بهين ــان پ ــاني CfaBســازي بي  در ناقــل بي

pET28a               كـشت  ، بيان تـوالي طبيعـي ايـن ژن در سـه محـيط
و دماهـــاي مختلـــف و ) CF و محـــيط LBســـوپر بـــراث، (

در . دشبررسي  )  روزتا Bl21DE3pLysS(هاي مختلف    ميزبان
منظور بيان پروتئين   به2008 و همكاران در سال  (Li)مطالعه لي   
نظـر    از محيط سوپر بـراث اسـتفاده شـد و بـه            CfaBنوتركيب  

يط كه اين محيط كـشت نـسبت بـه مح ـ          با توجه به اين   رسد   مي
LBبــراي توليــد ي دارد، تريپتــون و عــصاره مخمــري بيــشتر ،

 (Favre)فيور  ]. 17[هاي نوتركيب كاربرد دارد      مطلوب پروتئين 
 را در محـيط     CFپـروتئين نوتركيـب     ) 2006سال   (و همكاران 

اين احتمال وجـود دارد كـه ايـن         ]. 15[ توليد كردند    CFكشت  
 كـه   باشـد شت  امر به دليل وجود املاح در تركيب اين محيط ك         

هايي براي رونويـسي از ژن مزبـور عمـل         صورت تنظيم كننده   به
صورت مطلـوب شـده      كند و باعث بيان پروتئين نوتركيب به       مي

كـارگيري ايـن      بـا وجـود بـه       حاضـر   هر چند در مطالعـه     .است
  .نيامددست  ي بههاي كشت باز هم بيان مطلوب محيط

ز سلول ميزبان    ا CfaBمنظور بيان پروتئين نوتركيب      ابتدا به 
ايــن . ، اســتفاده شــدBL21DE3pLysSاشريــشياكولي ســويه 

ميزبان به دليل عدم وجود پروتئازهاي سلولي و كاهش فعاليـت           
هـاي نوتركيـب     پروتئازي روي محصول بـراي توليـد پـروتئين        

بـه  .  اما در اين ميزبان نتيجه مطلوب حاصل نـشد         است،مناسب  
 tRNAيد كـد كننـده      واجـد پلاسـم   (كه ميزبان روزتـا      دليل اين 

هاي  هاي داراي كدون   بيان پروتئين ) هاي كمياب  مربوط به كدون  
و از طرفـي تـوالي طبيعـي ژن         ] 18[دهـد    كمياب را افزايش مي   

cfaB  اسـت صورت پشت سر هـم       هاي كمياب به    داراي كدون ،
اين احتمال وجود داشت كه با انتقـال ناقـل نوتركيـب بـه ايـن                

ولـي بـا وجـود تغييـرات        . ن شـود  سويه، پروتئين مورد نظر بيـا     
صورت گرفته در شرايط بيان در اين مطالعه، بيان ايـن پـروتئين        

  .روي ژل مشاهده نشد
مطلب ديگري كه مد نظر قرار گرفت نوع ناقل و پيـشبرنده            

(Promoter)          در . بـود حاضـر    آن براي بيان اين ژن در مطالعـه
ناقـل  در  ) 170-24اسيدهاي آمينه    (CfaB، مولكول   2004سال  

pMAL-p2     تحت كنترل پيشبرنده ،tac اين . سازي شد  همسانه
 MBP (Maltose Bindingصـورت الحـاق بـا     پـروتئين بـه  

Protein)    در ميزبان BL21  كـه يكـي     با توجه به اين   .  توليد شد
هـا بـا     هـاي آن   ها، الحـاق ژن    كارهاي افزايش بيان پروتئين    از راه 
نظـر   ، بـه  اسـت اي الحـاقي    ه هاي با بيان بالا و توليد پروتئين       ژن
 باعث بيـان ايـن پـروتئين        MBP با   CfaBرسد الحاق شدن     مي

، همـراه   2008 در سال    cfaBهمچنين ژن   ]. 20،  19[شده است   
صورت الحاق بـا ژن    به(Asp-Asn-Lys-Glu)با اتصال دهنده   

cfaE   در pET24a سازي شد و پس از توليـد پـروتئين           همسانه
لازم به ذكـر    ]. 17[د  شستالوگرافي  منظور بررسي ساختار، كري    به

ايـن  .  گزارش شـده اسـت     pET24aاست بيان اين ژن در ناقل       
 اسـت بـا     pET28aناقل از نظر پيشبرنده و ساختار بسيار شبيه         
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سازي ژن تـا پيـشبرنده       اين تفاوت كه فاصله ميان ناحيه همسانه      
 بسيار كم است كه بـه علـت عـدم وجـود تـوالي               pET24aدر  

 ـ    و (Ribosome Binding Site)ه ريبـوزوم  جايگـاه اتـصال ب
هـا ايـن ناقـل را بـراي      اين تفاوت]. 18[ است His Tagتوالي 

 بدين مفهوم كه براي بيان ژن در اين         ،سازد رونويسي مناسب مي  
با بنابراين  . دشو ضافه ا  در توالي آن   ناقل، بايستي عناصر تنظيمي   

 در   عدم موفقيـت در مطالعـه حاضـر در بيـان ايـن ژن               به توجه
pET28a رسد با توجه بـه خـصوصيات ژن و ناقـل            نظر مي  ، به
pET24a   ــه ــايد بهين ــر و ش ــي ديگ ــر تنظيم ــازي  ، از عناص س

هـا    بـه آن   بررسـي هاي نادر استفاده شده باشد كه در اين          كدون
 .اشاره نشده است

 cfaBهاي كد كننده اسـيدهاي آمينـه ژن          جا كه كدون   از آن 
نظـر    بـه  اسـت، هاي نادر    كدونغني از بازهاي آدنين و تيمين و        

ــي ــن ژن در    م ــان اي ــي بي ــتراتژي اول يعن ــد اس  pET28aرس
ها براي حـل ايـن مـشكل،         يكي از اين روش   . پذير نيست  امكان

كـولي   هاي متداول در اشريشيا    هاي كمياب با كدون    تغيير كدون 
سـازي   ، بهينه تحقيق حاضر رو دومين رويكرد     از اين ]. 21[ است
منظور افـزايش توليـد       به cfaBلي بهينه شده    ها و سنتز توا    كدون

در اين تحقيق، توالي ايـن ژن بـا كمـك           . پروتئين نوتركيب بود  
 هـاي متـداول در اشريـشيا       الگوريتم اپتيمم ژن براسـاس كـدون      

 ،طور كه در بخش نتـايج ذكـر شـد          همان. دشسازي   كولي، بهينه 
عمـر    ايـن ژن و نيمـه      GCاين تغييرات باعث افزايش محتـواي       

mRNA تاكنون در مطالعات انجام گرفتـه روي ژن         .  شدcfaB ،
  منظور بيان بهينه پروتئين  هاي توالي كد كننده به تغيير در كدون

سـازي   پس از سـنتز تـوالي بهينـه      . نوتركيب گزارش نشده است   
، توليــد (pET28a)ســازي آن در ناقــل بيــاني  شــده و همــسانه

حاصـل شـد كـه     آزمايش و اين نتيجه  CfaBپروتئين نوتركيب   
. شـود   ميبالاييتغييرات ايجاد شده باعث بيان اين ژن در سطح         

منظـور بيـان ژن مـورد نظـر از سيـستم بيـاني               در اين تحقيق به   
pET28a  تاكنون هيچ گزارشي مبني بـر بيـان ايـن           . استفاده شد 

 بـا داشـتن     pETناقل بياني   .  وجود ندارد  pET28aژن در ناقل    
 استهاي ژني بعد از خود       ان توالي  قادر به بي   T7پيشبرنده قوي   

بـه انتهـاي آمـين آن     و اين ناقل بعد از بيان پـروتئين نوتركيـب           
  و يـــك پـــروتئين تقريبـــاً    6HisTagپـــروتئين نـــشانگر  

 تخلـيص   بـراي  6HisTagنشانگر  . كند  كيلودالتوني اضافه مي   4
پروتئين نوتركيب بيان شده با انجام روش كرومـاتوگرافي ميـل           

محصول نوتركيب با ايـن نـشانگر تمـايلي،    .  دارد تركيبي كاربرد 
زايـي   شود و اين نـشانگر تـأثيري در ايمنـي           خوبي خالص مي   به

  .پروتئين مورد نظر ندارد
هاي هترولوگ يـك روش      سازي كدون و بيان در ميزبان      بهينه

پـروتئين  . هاي نوتركيب به مقدار زياد است      مفيد در توليد پروتئين   
CfaB عنـوان يكـي از      تواند به  ل ايمونوژن مي  عنوان يك مولكو    به

  . مطرح باشدETECاجزاي مهم در توليد واكسن عليه عفونت 
  

   تشكر و قدرداني-5
وســيله از راهنمــايي و زحمــات جنــاب آقــاي دكتــر  بــدين

  .شود سلمانيان تقدير وتشكر مي
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