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Aims Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is the most important bacteria causing traveler’s 
diarrhea. The bacterium has several virulence factors, including colonization factors (CFs) 
or Escherichia coli adhesins, heat-labile (LT), and heat-stable (ST) toxins. The design and 
production of vaccine against this disease is one of the goals of the World Health Organization 
due to increased antibiotic resistance and a reduction of healthy water sources. An effective 
subunit vaccine against ETEC could include a toxoid from both toxins and colonization factors. 
The aim of the current study was to express, purify, and encapsulate the recombinant protein 
in chitosan nanoparticles.
Materials & Methods In the present experimental study, the E. coli BL21DE3 harbring pET-
28a-cscl vector was used. The chimeric cscl gene is composed of cfab along with st toxin, 
cfae, and ltb. After the expression and purification of recombinant protein, using Ni-NTA 
column, Western blotting was performed with anti-His antibody. Then, the CSCl protein was 
encapsulated in chitosan nanoparticles and the particle size was measured.
Findings The recombinant CSCL protein was purified by Ni-NTA column and urea denaturation 
method. Then, this purified protein (~57kDa) was confirmed by Western blotting and the size 
of the nanoparticles was estimated as 112.0 nm with 98.8% of encapsulation efficiency.
Conclusion With some advantages, including the presence of surface and important antigens 
of ETEC and encapsulating in chitosan nanoparticles, the CSCL recombinant protein can be 
considered as a candidate for producing oral nanovaccine and stimulating of mucosal and 
systemic immune response.
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  چکيده
ترین عامل باکتریایی مولد  ، مهم(ETEC)انتروتوکسیژنیک  کلی اشریشیا اهداف:

اسهال مسافرتی است. این باکتری دارای عوامل متعدد بیماریزا از جمله، عوامل 
و توکسین پایدار به  (LT)، توکسین حساس به حرارت (CFs)کلونیزاسیون 

دلیل افزایش  است. طراحی و تولید واکسن علیه این بیماری به (ST)حرارت 
بیوتیکی و کاهش منابع آب سالم، از اهداف سازمان بهداشت  مقاومت آنتی

تواند شامل  ، میETECجهانی است. یک واکسن زیرواحدی موثر علیه 
کننده شایع باشد. هدف مطالعه  سم و نیز عوامل کلونیزه توکسوئیدی از هر دو

  کردن پروتئین نوترکیب در نانوذرات کیتوسان بود. حاضر بیان، تخلیص و کپسوله
دارای  E. coli BL21DE3در مطالعه تجربی حاضر از باکتری  ها: مواد و روش

مل شا csclاستفاده شد. این ناقل دارای ژن نوترکیب کایمر  pET-28aناقل 
cfab همراه سم  بهst ،cfae  وltb  است. پس از القای بیان ژن و تخلیص

منظور تایید انجام شد.  بلاتینگ به ، وسترنNi-NTAپروتئین نوترکیب با ستون 
در نانوذرات کیتوسان کپسوله و اندازه آن توسط دستگاه  CSClسپس پروتئین 

  گیری شد. پارتیکل سایز آنالایزر اندازه
به روش دناتوره (اوره)  Ni-NTAتوسط ستون  CSCLپروتئین نوترکیب  ها: یافته

 کیلودالتون) توسط۵۷~شده ( یصتخلتخلیص شد. سپس این پروتئین 
نانومتر با بازده ۰/۱۱۲بلاتینگ تایید و اندازه نانوذرات حاوی این پروتئین  وسترن

  % تخمین زده شد.۸/۹۸بارگذاری 
های  ژن ر با مزایایی از جمله، داشتن آنتیکایم یبنوترک ینپروتئ گیری: نتیجه

عنوان  تواند به  یمشدن در نانوذرات کیتوسان،  و کپسوله ETECسطحی و مهم 
منظور ایجاد هر دو  کاندیدی مناسب برای ساخت یک نانوواکسن خوراکی به

  پاسخ ایمنی مخاطی و سیستمیک، مورد توجه قرار گیرد.
انتروتوکسیژنیک، توکسین حساس به حرارت، توکسین پایدار به  کلی اشریشیا ها: کلیدواژه
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  مقدمه
خانواده شکل از  ای منفی و میله باکتری گرم کلی اشریشیا

 یدر سطح جهان یادز یها با توجه به تلاش. [1]انتروباکتریاسه است
ناشی ومیر ناشی از اسهال، همچنان اسهال  کاهش عوامل مرگ یبرا
 Vibrio) ویبریو کلراو  (ETEC)انتروتوکسیژنیک  کلی اشریشیااز 

cholerae) ،در  ،سال ۵در کودکان زیر  یروم دومین عامل مرگ
. [4-2]به خود اختصاص داده است را در حال توسعه یکشورها

 وسیله زایی ویژه به توسظ یک سازوکار بیماری ETECباکتری 
طور اختصاصی به اپیتلیوم روده  به (CFs)کلونیزاسیون  عوامل

و ناپایدار به حرارت   (ST)متصل و انتروتوکسین پایدار به حرارت (LT) در [7-5]شود اسهال میکند و منجر به  می ترشح و سنتز را .
های  ژن آنتی ETECمنظور تهیه واکسن علیه  های اخیر، به سال

اند. مطالعات نشان  مختلفی از این باکتری کاندیدای واکسن شده
، یک ایمونوژن قوی محسوب شده و LT-Bداده است که زیرواحد 

تواند کاندید مهمی در تولید  ها وجود دارد و می در بیشتر سویه
 STتوان به  های کاندید واکسن می . از دیگر مولکول[8]باشدواکسن 

مولکولی با وزن کم و غیرایمنوژن است و در صورت  اشاره کرد که
ها CF. [10 ,9]زایی موثری ایجاد کند تواند ایمنی می LT-Bاتصال به 

آیند که برای ایجاد  از دیگر کاندیدای ساخت واکسن به شمار می نیز
ها مورد  عفونت بیشتر در برابر مخاطی ایمنی پاسخ وحفاظت 

ترین عوامل کلونیزاسیون،  . یکی از مهم[12 ,11]گیرند استفاده قرار می CFA/I های مختلفی مانند  است که از بخشCFaA ،CFaB ، CFaC و CFaE ها، بخش این ترین مهم از است. شده تشکیل 
 که کرد اشاره CFaE نام به انتهایی پروتیئن یک و CFaB به توان می
  .[14 ,13]کنند می ایفا روده اپیتلیوم به باکتری اتصال در مهمی نقش

های عفونی همچنان یکی از  با توجه به این حقیقت که بیماری
تواند  شود، واکسیناسیون می ومیر محسوب می ترین علل مرگ بزرگ
ها مطرح شود.  عنوان یک راه حل برای جلوگیری از این بیماری به
شده با ایجاد اثری مشابه با عفونت  زنده ضعیف یها اکسنو

شوند اما مشکلاتی مانند ایجاد  بادی می معمولی، موجب تولید آنتی
رو،  . ازاین[15]نشده و التهاب را در پی دارند بیماری کنترل

از زنده های  به واکسننسبت  کهشده  فعالیرغ یها اکسنو
د استفاده قرار تری برخوردار هستند، مور یفضع یی ذاتیزا یمنیا

ها ضمن داشتن اثرات جانبی، نیازمند ترکیب با  گرفتند. این واکسن
بنابراین،  .[16]زایی هستند اثربخشی و ایمنی یشافزا یبراادجوانت 
های زیرواحدی متشکل از زیرواحدهای پروتئینی مورد  واکسن

توجه قرار گرفتند تا بتوانند سیستم ایمنی را در محل مورد نظر 
های  . استفاده از تکنیک ساخت واکسن[17]ی تحریک کنندخوب به

کردن اجزای آن در نانوذرات کیتوسان  همراه کپسوله زیرواحدی به
عنوان  شود زیرا کیتوسان به موجب تحریک بهتر سیستم ایمنی می

تواند ایمنی سلولی را از طریق تولید  خوبی می یک ادجوانت، به
. [18]دندریت القا کند های سازی سلول ها و فعال سایتوکین

در  Mهمچنین نانوذرات کیتوسان در دستگاه گوارش توسط سلول 
ها به  یر جذب شده و در مراحل بعدی توسط لنفوسیت پلاک پی

های ایمنی و  دنبال آن پاسخ شوند که به شکل وزیکولی حمل می
- D . کیتوسان، یک پلیمر طبیعی از[19]شود شروع می IgAتولید 

های گرم  گلوکز آمین است که در باکتری- Dاستیل- Nگلوکز آمین و 
. از [20]دهد منفی خاصیت ضدباکتری بیشتری از خود نشان می

عنوان یک حامل  هایی که موجب شده کیتوسان به جمله مزیت
ساکاریدها برتری  مناسب در تحویل واکسن، نسبت به دیگر پلی

دلیل  داشته باشد، خاصیت موکوادهسینی آن است. این خاصیت به
کننده  گروه یونیزهبار مثبت  ینب یکالکترواستاتهای  داشتن واکنش

+R-NH3 همچنین [21]شود ی ایجاد میسطوح مخاط یو بار منف .
پذیری، سازگاری زیستی، سهولت  تخریب توان به خاصیت زیست می

در ساخت، توانایی در تحریک هر دو ایمنی سلولی و هومورال نیز 
عنوان یک حامل با خاصیت ادجوانتی ذاتی برای  اشاره کرد که به

مسیرهای غیرتهاجمی تجویز دارو مثل تجویز از راه چشم، بینی، 
  .[23 ,22]دهان و ریه مورد توجه قرار گرفته است

و  st ،cfaeهمراه سم  به cfabشامل  csclاز آنجایی که سازه ژنی 
ltb زایی  مهم دخیل در بیماری چهار مولکولزمان  طور هم است و به

تولید رود،  کند، انتظار می این باکتری به سیستم ایمنی عرضه می
، اثرات حفاظتی CSCLن های اختصاصی ضدپروتئی بادی آنتی

تری را در  مناسبی را در میزبان ایجاد کرده و بتواند ایمنی مناسب
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تولیدکننده عوامل  ETECهای باکتری  مقابل طیف وسیعی از سویه
کننده، تولیدکننده فقط یک سم یا هر دو سم به وجود  کلونیزه

رو هدف مطالعه حاضر، بیان و تخلیص پروتئین کایمر  بیاورد. ازاین
عنوان کاندیدای مهم و  تواند به ، بود. بنابراین، میCSCLنوترکیب 

موثر در تولید واکسن خوراکی مورد توجه قرار گرفته و با تحریک 
ها، ایمنی سلولی را القا کند. همچنین، با  ترشح سایتوکین

رود که  کردن این پروتئین در نانوذرات کیتوسان انتظار می کپسوله
عنوان حاملی با خاصیت ادجوانتی، ایمونوژن را به  کیتوسان به

محل مناسبی در دستگاه گوارش تحویل داده تا ضمن در امان 
تخریب، ایمنی بیشتری را در داشتن این پروتئین از هضم و  نگه

  سطح مخاط القا کند.
  

  ها مواد و روش
  مطالعه حاضر یک مطالعه تجربی است.

در بانک ژن است. این سازه ژنی دارای زیرواحد  (ID: MF774033)شده با کد ژنتیکی  سازه ژنی انتخابتوالی ژن انتخابی: 
cfab همراه سم  بهst ،cfae  وltb  است و محصول آن در این

نام برده شده  CSCLپژوهش، تحت عنوان پروتئین نوترکیب کایمر 
(بیوماتیک؛ کانادا)  pET28aدر ناقل  csclاست. ژن نوترکیب 

  سازی شده است. زیرهمسانه
 ژنی سازه واجد pET28a ناقل: csclتهیه ناقل حاوی ژن نوترکیب 

cscl  به سویهE .coli DH5α  منتقل شد. اندازه ژن
منظور  باز است. همچنین به جفت۱۴۴۹شده در ناقل  سازی همسانه

ناقل نوترکیب  واجد E. coli BL21DE3بیان پروتئین از سویه  pET28a-cscl .استفاده شد  
ای پلیمراز  واکنش زنجیره با استفاده ازپلاسمید نوترکیب  تایید

(PCR)  :توسط کیت پلاسمید استخراجو هضم آنزیمی GeNet Bio )Gobizای پلیمراز  جنوبی) انجام شد. واکنش زنجیره ؛ کره
ی های اختصاصآغازگراستفاده از  با csclبرای تکثیر قطعه مورد نظر 

ترتیب  باز، به۳۵باز و پیرو با ۳۴های پیشرو با . آغازگرانجام شد
هستند  HindIIIو  EcoRIهای محدودالاثر  دارای جایگاه آنزیم

صورت  در توالی آغازگرها به ها (جایگاه شناسایی این آنزیم
 های آنزیمبا  PCRمحصول  .شده است) دادهدار نشان  زیرخط

EcoRI  وHindIII منظور تایید حضور ژن نوترکیب  بهcscl  در ناقل pET-28a،  منتقل و الکتروفورز انجام ۱برای رویت به ژل آگارز %
  شد.

GAATTCATCATA  ′5 آغازگر پیشرو: ATTGATCTACTCCAGGCAGATG 3′  
AAGCTTATATACT  ′3 آغازگر پیرو: TTAGTGATGGTGATGATGGTGA 5′  

 دارای E. coli BL21DE3یه سو: CSCLو تخلیص پروتئین  انیب
دارای  ع،مای (LB)لوریا برتانی  محیطدر  pET28a-csclناقل 
 لیتر؛ فرمنتاز؛ کانادا) گرم بر میلی میلی۵۰کانامایسین ( بیوتیک آنتی

- ۷/۰نانومتر به ۶۰۰تا جذب نوری آن در طول موج کشت داده شد 
 IPTGگالاکتوپیرانوزید (-دی- ایزوپروپیل بتا برسد. سپس ۵/۰
. افزوده شد ماده القاکننده عنوان مولار؛ فرمنتاز؛ کانادا) به میلی یک

ساعت، ۲های زمانی مختلف ( بازه در حاوی باکتری محیط کشت
مورد بررسی قرار گرفت  C۳۷°و در دمای  ساعت، شبانه)۶ساعت، ۴

نمونه قبل از همچنین  زمان برای بیان به دست آید. تا بهترین مدت
. بعد از هر بار بیان، عنوان کنترل در نظر گرفته شد به IPTGالقای 
دقیقه ۵مدت  به rpm۳۵۰۰دور سانتریفیوژ در وسیله  ها به سلول

فاز محلول و منظور تعیین فاز  و بررسی حلالیت به ندآوری شد جمع
ها،  در تمام ارزیابی .مورد ارزیابی قرار گرفت بادی) (انکلوژن نامحلول
به روش  )آلمان یاژن؛ک(% ۱۰آمید  کریلآ پلی ژل روی ها نمونه

-SDS)سولفات  دودسیل سدیم- آمید آکریل الکتروفورز ژل پلی PAGE) دلیل  بههمچنین، در مرحله تخلیص  ند.شد الکتروفورز
ستون کروماتوگرافی میل ترکیبی از  ،csclژن در  His-tagحضور 
در این مرحله با توجه  .استفاده شد )آلمانیاژن؛ ک( Ni-NTA نیکل

محیط کشت حاوی رسوب شده،  بیان به فرم نامحلول پروتئین
 rpm۳۵۰۰دور سانتریفیوژ در وسیله  به IPTGباکتری، بعد از القای 

 مناسب بافرلیتر  میلی۴در سپس،  .آوری شد دقیقه جمع۵مدت  به
؛ HCL-مولار)، تریس میلی۱۰۰؛ NaH2PO4( شرایط دناتوره

مدت  به شد، سپسحل  ۸برابر با  pHمولار) با  ۸مولار)، اوره؛  میلی۱۰
مدت  و بهورتکس  (Glass bead)ای  های شیشه دانهبا دقیقه ۱۰
روز در شیکر انکوباتور قرار داده شد. در مرحله بعد و با  شبانه یک

 حاوی پروتئین در فاز محلول شفاف رویی گذشت زمان فوق،
دقیقه ۱۰مدت  به rpm۳۵۰۰دور سانتریفیوژ در وسیله  نامحلول به

 مناسب لیتر بافر میلی۵. سپس، بعد از عبوردادن آوری شد جمع
محلول از ستون،  )(بافر لیزکننده ۸برابر با  pHبا  شرایط دناتوره

ترتیب بافرهای  حاوی پروتئین از ستون عبور داده شد و بهشفاف 
و  شو)و شست(بافر  ۷/۵برابر با  pHبا  شرایط دناتورهمناسب با 

از ستون عبور داده شد و در انتها با عبور بافر  (بافر استخراج) ۵/۴
 آوری و روی ، خروجی ستون در هر مرحله جمع(MES)اس  ای ام
برای تعیین  در مرحله آخرالکتروفورز شد. % ۱۰آمید  کریلآ پلی ژل

  .[24]د به کار رفتن روش برادفوریغلظت پروتئ
-SDSشده روی ژل  نمونه پروتئین تخلیصابتدا بلاتینگ:  وسترن PAGE روی  روسلولزیتغشا نپس از قراردادن  % الکتروفورز شد.١٠
دهنده  حاوی بافر انتقالساندویچ حاصل در داخل تانک ، ژل

قرار ) مولار تریس میلی۲۵مولار گلایسین،  میلی۱۹۲%، ۱۰(متانول 
پس از  انجام شد. ۱۰۰با ولتاژ  ساعت٢مدت  داده شد و انتقال به

شیر  بافر بلاکینگ درونساعت،  یک مدت انتقال، کاغذ نیتروسلولز به
در شیکر انکوباتور  C۳۷°در  (Skim milk5%) خشک بدون چربی

، ۲۰ین یتو( TBST سپس با بافر .قرار داده شد rpm۷۰با دور 
 شو داده شد.و شستبار  ) سهdH2O ، کلریدسدیم،HCL-تریس
 ۱:۲۰۰۰با رقت  HRP دنباله هیستیدینی متصل بهضدبادی  آنتی
مدت  روی کاغذ نیتروسلولز ریخته شد و به تهیه و TBSTبافر  داخل
سپس  .قرار گرفت rpm۷۰در شیکر انکوباتور با C۳۷°ساعت در  یک
در  وشو داده شد. دقیقه شست۵مدت  و هربار به TBST بار با بافر سه

-'DAB (3,3 سوبسترای مرحله شناسایی، پودر diaminobenzidine) در PBS 1x فسفات،  سدیم (دی
فسفات، کلریدسدیم، کلریدپتاسیم و آب) حل شد، به  مونوپتاسیم

روی کاغذ نیتروسلولز ریخته شد. پس از آن آب اکسیژنه اضافه و 
  شو داده شد. و شستتوسط آب مقطر  کاغذظهور باندها، 

نانوذرات : CSCL کایمر نوترکیب حاوی پروتئین نانوذراتتهیه 
ژن مورد  آنتی. [21]لینک یونی تهیه شد کراس روش شده به کپسوله

به محلول کیتوسان لیتر  گرم بر میلی میلی یکغلظت  بانظر 
 pH؛ سیگماآلدریچ؛ آلمان) اضافه شده و لیتر گرم بر میلی میلی۲(

تنظیم و  CSCLایزوالکتریک پروتئین  pH، برابر با ۵آن روی عدد 
اسپانیا)،  ؛Scharlau؛ TPPفسفاتاز ( پلی تری محلول سدیم

 فاقد محلولهمچنین  .لینکر یونی به آن اضافه شد عنوان کراس به
عنوان نمونه کنترل، آماده شد. در انتها  ژن با همین شرایط به آنتی

مدت  به rpm۱۳۰۰۰ دور سانتریفوژ دروسیله  بهها  محلولرسوب 



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکاران سادات حسینی زهره ۷۲

   ۱۳۹۸ بهار، ۲، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                                         زیستی شناسی آسیب های پژوهش

  .آوری شد جمعدقیقه ۱۰
  های سنتزشده نانوذراتبررسی و تایید خصوصیات 

از دستگاه پارتیکل سایز آنالایزر مالورن تعیین اندازه نانوذرات: 
نانوذرات  سپس .منظور تعیین اندازه نانوذرات استفاده شد به

  ند.شدتعیین اندازه  ،(PBS) سوسپانسه حاصل  محلول کپسوله، در
برای تعیین میزان : (EE)شدن پروتئین  کپسوله بازده تعیین
از روش برادفورد استفاده شد.  نانوذرات درژن  آنتی شدن کپسوله
که حاوی ، ی حاوی نانوذراتها مایع رویی نمونه ازمنظور  بدین

نشده و کیتوسان آزاد است، به محلول برادفورد  های کپسوله پروتئین
نانومتر قرائت شد. نتیجه حاصل ۵۹۵اضافه شد و در جذب نوری 

فرمول زیر ق طب (EE)شدن پروتئین  صورت درصد بازده کپسوله به
پروتئین  میزان- شده میزان کل پروتئین اضافه=(%) EE  :[25]محاسبه شد
  %)۱۰۰×شده (میزان کل پروتئین اضافهنشده/  کپسوله

  
  ها یافته

استخراج پلاسمید از باکتری  با هضم آنزیمی: csclتایید حضور ژن 
E. coli DH5α های آنزیمهضم آنزیمی با  و EcoRI  وHindIII 

 %۱ژل آگارز بازی روی  جفت۱۴۴۹انجام شد. طبق انتظار یک قطعه 
را تایید  pET28aدر ناقل  cscl ژن قطعهمشاهده شد که حضور 

  ).۱کرد (شکل 
-SDSژل یجه نت :CSCLپروتئین کایمر نوترکیب تخلیص و  بیان PAGE ۱۰%،روز  شبانه یکمدت  به القارا بعد از پروتئین  یانب

با  صورت باندی شدن پروتئین)، به برای بیانزمان  (بهترین مدت
بررسی حلالیت . )۲نشان داد (شکل کیلودالتون ۵۷وزن تقریبی 

بررسی ژل، بیان  و مورد ارزیابی قرار گرفت% SDS-PAGE ۱۰ ژلروی  بادی) (انکلوژن فاز نامحلولمحلول و برای تعیین فاز 
 محلولپروتئین در فاز نا صورت هب نوترکیب پروتئینمناسب 

، تخلیصدر مرحله  بنابراین، .)۳را نشان داد (شکل  بادی) انکلوژن(
 ،Ni-NTA به کمک ستون کروماتوگرافی میل ترکیبی نیکل

بافرهای حاوی اوره،  pHبا استفاده از شیب  CSCLپروتئین 
پروتئین مناسب لیص % تخSDS-PAGE ۱۰ ژلسازی شد و  خالص CSCL  را نشان داد  کیلودالتون۵۷و مشاهده باندی با وزن تقریبی
  ).۴(شکل 

با استفاده از  CSCLشده  های نوترکیب تخلیص تایید پروتئین
با کمک روش  CSCLمحصول پروتئین نوترکیب  بلاتینگ: وسترن
بادی علیه دنباله هیستیدینی متصل به  آنتی بلاتینگ با وسترن HRP  شناسایی شد. نتیجه حاصل، ظهور باندی در حدود
 ييدون را روی کاغذ نیتروسلولز نشان داد که به منزله تاکیلودالت۵۷

  ).۵قلمداد شد (شکل  CSCLنوترکیب كايمر  تئينوپر صحت
غلظت مجموع  تعیین غلظت پروتئین با استفاده از روش برادفورد:

لیتر  میلی۱۰۰به روش برادفورد (در  CSCLهای پروتئینی  نمونه
  محاسبه شد.میکروگرم ١/١٣٦٦محیط کشت) برابر با 

نتیجه بررسی نمودار حاصل از دستگاه  تعیین اندازه نانوذرات:
نانومتر ۰/۱۱۲پارتیکل سایز آنالایزر مالورن، میانگین سایز نانوذرات را 

  ).۱با پراکندگی یکسان نشان داد (نمودار و  بازهدر یک 
جذب نوری  در :CSCLشدن پروتئین نوترکیب  کپسوله بازده تعیین
نشده و کیتوسان آزاد  های کپسوله نانومتر میزان پروتئین۵۹۵
شدن پروتئین در  قرائت شد. بنابراین، درصد کپسوله ≥۰۲۵/۰

  % محاسبه شد.۸/۹۸ها حدود  نانوذرات کیتوسان در رسوب نمونه
  

  
وسیله هضم با  به pET-28aدر ناقل  csclتایید حضور ژن نوترکیب  )۱شکل 
، نخورده : پلاسمید برش۱چاهک  ؛%۱روی ژل آگارز  HindIIIو  EcoRI های آنزیم

چاهک ، HindIIIو  EcoRIهای  شده با آنزیم : پلاسمید نوترکیب هضم۲چاهک  M نشانگر وزن مولکولی :DNA )Mix fermentas(  
  

 
با  pET-28aکیلودالتون) در ناقل ۵۷~( csclنتایج بیان قطعه ژنی  )۲شکل 

: عصاره ۱چاهک  ؛SDS-PAGE ۱۰%روی مولار یلیمیک  IPTGاستفاده از 
تا  ۲چاهک ، پیش از القا pET28aپروتئینی باکتری حاوی پلاسمید نوترکیب 

: M، روز پس از القا های مختلف یک شبانه : عصاره پروتئینی باکتری کلونی۷
  نشانگر وزن پروتئین

  

 
: باکتری حاوی ۱چاهک ؛ CSCLبررسی حلالیت پروتئین نوترکیب  )۳شکل 

: فاز محلول عصاره پروتئینی ۲چاهک ، پیش از القا pET28aپلاسمید نوترکیب 
: نشانگر وزن Mچاهک ، : فاز نامحلول عصاره پروتئینی باکتری۳چاهک ، باکتری

  مولکولی پروتئین
  

  
در فاز نامحلول با استفاده از  CSCLی پروتئین نوترکیب ساز خالص )۴شکل 

، ستون روی بارگذاری از قبل شده شکسته : سلول۱چاهک ؛ Ni-NTAستون 
 شده خارج: نمونه ۳چاهک ، از ستون پس از بارگذاری شده خارج: نمونه ۲چاهک 

از  شده خارج: نمونه ۵و  ۴چاهک ، ۹/۵برابر  pHوشو با  از ستون با بافر شست
  : نشانگر وزن مولکولی پروتئینMچاهک ، ۵/۴برابر با  pHبا بافر  ستون

  



 ۷۳ ...انتروتوکسیژنیک و کلیاشریشیا از باکتری  LtB و CfaB، ST، CfaEبیان پروتئین نوترکیب حاوی ـــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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با استفاده از  CSCLشده  های نوترکیب تخلیص آنالیز و تایید پروتئین )۵شکل 
با  CSCLشده  های نوترکیب تخلیص : نمونه پروتئین۱چاهک ؛ بلاتینگ وسترن
  نشانگر وزن مولکولی پروتئین: M چاهک، His.tagبادی ضد  آنتی

  

 
گیری نانوذرات توسط دستگاه پارتیکل سایز آنالایزر مالورن  نتایج اندازه )١نمودار 
  نانومتر است.٠/١١٢ سایز نانوذرات میانگین که
  

  بحث
ومیر  کاهش عوامل مرگ یدر سطح جهان برا یادز یها تلاش اگرچه

در  ETECناشی از اسهال  با این حال ،انجام شده ناشی از اسهال
در حال  یمستقر در کشورها یپرسنل نظام و کودکانمسافران، 
طبق  .[27 ,26]گیرد نفر را می ۵۰۰۰۰۰، سالانه جان بیش از توسعه

بعد از  کلی اشریشیاهای تهران، باکتری  گزارشی از بیمارستان
شیگلا، بیشترین درصد پاتوژن جداشده از اسهال بیماران را به خود 

ای در حال . تحقیقی جالب در کشوره[28]اختصاص داده است
های جداشده از  توسعه نشان داده است، بیشترین نسبت پاتوژن

رو  . ازاین[29]است ETECمدفوع کودکان زیر دو سال مربوط به 
بیوتیک و داروهای ضدمیکروبی مثل  مقاومت نسبت به آنتی

استرپتومایسین،  یلین،س یآمپیدیکسیک، نالاریترومایسین، اسید
یکلین، آزیترومایسین، سا داکسی تتراسایکلین، کوتریموکسازول،

در کشورهای در  سفتریازون نورفلوکساسین و سایپروفلوکساسین،
. این مقاومت چنددارویی، [31 ,30]حال توسعه در حال افزایش است

ها است که با قرارگیری در پلاسمیدها و  دلیل وجود اینتگرون به
 ین،راناب. ب[32]کنند های مقاوت را منتقل می ها، ژن کروموزوم

تواند  می یکروبی،ضدم یتفعال خواص و بای نانوذراتاستفاده از 
از  یاریاز بس یناش یوتیکیب یمقاومت آنت راهکاری برای مقابله با

. با توجه به این که تاکنون هیچ [33]باشد زا یماریب یها یباکتر
وجود نداشته است، با  ETECواکسن دارای مجوزی علیه باکتری 

دنبال  وجودآمدن ایمنی به دهنده امکان به شاناین حال، شواهد ن
 ETECشدن با  هآلودبار  شدن دوباره بعد از یک افزایش سن یا آلوده

است. این نتایج، محققان را بر  در افراد یتجرب یا یعیطب صورت به

دنبال طراحی و تهیه واکسنی موثر علیه  آن داشته است تا به ETEC [34]باشند.  
دارای عوامل  ETECشده علیه  های معمول ساخته واکسن
هستند تا  LT-Bهمراه  به CFA/1کننده شایع مانند  کلونیزه

. [35]ها حفظ شود خاصیت ضدسمی و ادجوانتی ذاتی این مولکول
 سازی کرده همسانه pET28a ناقل دررا  ltbژن  و همکاران خالصی

 تزریق وبیان این ژن به  سپس، منتقل کردند E .coli به میزبان و
به موش پرداختند که واکسن  نوترکیب LTBشده  تخلیصپروتئین 

و همکاران با  نظریان. [8]شد LTتوکسین  شدن  خنثیحاصل باعث 
 و چندین عوامل LTB ،CFaBتجویز پروتئین کایمر شامل 

باعث ایجاد پاسخ ایمنی  PLGA نانوذراتکننده دیگر با  نیزهوکل
 یدتولرا  STها فقط  یهسو که بیشتر ییز آنجاا . همچنین،[36]شدند
 یفضع ییزا یمنیارغم  ، علیSTواکسنی بر پایه توکسوئید کنند  یم
. تحقیقات [35]باشد یزآم یتموفقتواند  ک، میکوچ یها مولکول ینا
و همکاران، با استفاده از فاکتورهای مهم  زینالزادهو همکاران،  ژو

ها موجب ایجاد پاسخ CFو  LTBمتصل به  STدیگری مانند 
 cscl یبژن نوترکرو، در این پژوهش، از  . ازاین[38 ,37]ایمنی شدند
 یرواحدو ز cfab ،cfaeکننده  یزهعوامل کلون یرواحدهایمتشکل از ز

ltb سم  یدهمراه توکسوئ بهst  کلی اشریشیااز باکتری 
استفاده شد. در دهه اخیر استفاده از  (ETEC) انتروتوکسیژنیک

های مختلف  نانوذرات کیتوسان توجه دانشمندان زیادی را در زمینه
. کیتوسان در [39]غذایی، دارویی و مهندسی بافت جلب کرده است

شود تا دارو  کردن دارو استفاده می منظور کپسوله زمینه دارویی به
و  پارکتحقیق  تر در دسترس سلول هدف قرار بگیرند. در راحت

همکاران، نشان داده شد که استفاده از نانوذرات کیتوسان و 
عنوان حاملی برای رساندن دارو به سلول هدف، برای  مشتقات آن به

. تحقیق [40]هایی با وزن مولکولی کم مناسب هستند مولکول
های خارج  کردن وزیکول و همکاران نشان داد، با کپسوله نوروزی

از  ها موشدر کیتوسان،  کلی اشریشیاری باکت (OMV)غشایی 
 یددر روده کوچک و تول ETEC یزاسیونکلون مهارطریق 

. در این تحقیق، [41]شدند ینهواکس LT ینضدتوکس یها یباد یآنت
منظور القا و ایجاد پاسخ ایمنی در مخاط، از نانوذرات کیتوزان  به

استفاده شد تا ایمنی بیشتری در  CSCLحاوی پروتئین نوترکیب 
نسبت به های مخاطی  سطح مخاط القا شود. از مزایای واکسن

توان به مواردی از جمله، عدم نیاز به پرسنل  یقی، میتزر یرمس
دیده، تجویز آسان و بدون درد اشاره کرد که  بهداشتی آموزش

 ها، این مزیت رغم یعل .[42]را دارندخطر انتقال عفونت  ینمترک
مواجه در معده و روده  یبتخرخوراکی که با مشکل  یها واکسن

ژن در محل مناسب  هستند، نیازمند راهکاری برای تحویل آنتی
عنوان  در این تحقیق، از کیتوسان به .[43]دستگاه گوارش هستند

استفاده شد،  CSCLشدن پروتئین  راهکاری برای حل مشکل هضم
در محل مناسبی در  CSCLشده پروتئین  که باعث رهایش کنترل
و  نوروزیشود. این امر مطابق با تحقیقات  دستگاه گوارش می

تواند موجب تحریک  و همکاران بوده و می حسینیهمکاران و 
سیستم ایمنی و القای پاسخ ایمنی مطلوب در سطح مخاطی 

شدن پروتئین در  . همچنین، هر چه درصد بازده کپسوله[44 ,41]شود
باشد، میزان پروتئین بیشتری در نانوذرات وجود نانوذرات بیشتر 

های هدف  دارد، بنابراین میزان واکسن بیشتری در دسترس سلول
زایی محسوب  تواند از عوامل موثری در ایمنی گیرد که می قرار می
نانومتر و درصد ۰/۱۱۲. در این پژوهش، اندازه نانوذرات [25]شود

اری این پژوهش نسبت % ارزیابی شد. درصد بارگذ۸/۹۸بارگذاری 
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   ۱۳۹۸ بهار، ۲، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                                         زیستی شناسی آسیب های پژوهش

و  ژائو% و ۹۰و همکاران با درصد بارگذاری  نوروزیبه تحقیقات 
دهنده درصد  % بیشتر بوده و نشان۱/۹۸همکاران با درصد بارگذاری 

  .[45 ,41]مناسب بارگذاری پروتئین در نانوذرات کیتوسان است
 یبالا در بارگذار آییعدم کار های مطالعه حاضر از محدودیت

 مطالعه نیدر ا یکرد. ول انیتوان ب یمرا  توزانیدر ذرات ک نیپروتئ
در جذب  ییراندمان بالا میتوانست یساز نهیو به راتییبا تغ
  .میتوسط نانوذره داشته باش نیپروتئ

استفاده از پروتئین  ،آمده در این پژوهش دست با توجه به نتایج به CSCL عنوان  تواند به شده در نانوذرات کیتوسان، می کپسوله
کاندیدی برای یک واکسن مخاطی مورد توجه و آزمایش بیشتر قرار 
بگیرد. همچنین لازم است تحقیقات بیشتر ابتدا در مدل موش و در 

  های دیگر ادامه پیدا کند. مراحل بعدی در مدل
  

  گیری نتیجه
 های ژن یاز جمله، داشتن آنت یاییبا مزا یمرکا یبنوترک ینپروتئ
 یتوسان،شدن در نانوذرات ک و کپسوله ETECو مهم  یسطح
نانوواکسن  یکساخت  یمناسب برا یدیعنوان کاند به تواند  یم

 یستمیک،و س یمخاط یمنیهر دو پاسخ ا یجادمنظور ا به یخوراک
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