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Abstract 
Objective: The TcpA colonization factor of pili A and the cholera toxin are the most 
important pathogenesis factors of Vibrio cholera that have the ability to stimulate the 
immune system. The aim of this study is a bioinformatics analysis of the expression of 
CtxB-TcpA recombinant chimeric protein in E. coli, and production of antibody against it in 
mice.  
Methods: We designed a gene cassette that contained the CtxB and TcpA genes, and a 
spacer linker by using bioinformatics. Characteristics that include the structure of the 
chimer protein and epitopes were studied. In order to build a gene cassette, TcpA and CtxB 
genes were proliferated and cloned in pET28a(+). CtxB-TcpA gene expression was induced 
by IPTG. The produced CtxB-TcpA recombinant protein was confirmed by SDS-PAGE 
and Western blot analyses. Antibody produced from mice serum was isolated and 
confirmed by ELISA. 
Results: The codon adaptation index of the optimized gene was 0.9. The prevalence ratio 
codons increased to 74% through codon optimization. Enzyme analysis verified the 
chimeric gene CtxB-TcpA cloning in the pET28a (+) expression vector. A protein with a 
molecular weight of 35 kDa was seen on SDS-PAGE. Its reaction with anti-histidine 
antibodies was confirmed by Western blot. The purified protein was 33.100 mg/l. 
Immunization of mice induced a serum antibody response.  
Conclusion: The chimeric protein can be considered a good candidate for effective 
immunity against cholera. 
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 چكيدٌ
ٌ  ١ٔترش  ٗ ت٘مؼ٢ٔ مَشا ِّٜ tcpAم٢َٕ٘ضاػ٢٘ٓ پ٠َ٢  فاٌّ ٛذف: ٘  ١ر٠ صاٟ ْراس ٢ت ف٘اّر تحش١رل   ٗ ت٘إرا٠١  ٛؼرنٖذ  مَرشا  ١ٗثش١ر

دس  CTXB-TCPAٛرذف اص ا١رٔ تحق٢رر تشسػر٠ ت٢٘إا٘سّرات٢ن٠ن ت٢رآ پرشٗتم٢ٔ مرا١ْش ٕ٘تشم٢رة           .ػ٢ؼنِ ا٠ْٖ١ سا داسٕذ

 تادٟ ف٢َٚ آٓ دس ّ٘ؽ ت٘د. ٗ ت٢ٍ٘ذ إٓن٠ م٠َ تامنشٟ اؿش١ـ٢ا

ً و ي شي  ٓ َوو  موو ذ. ؿررت٢٘إا٘سّررات٢ن٠ عشا رر٠   سٗؽ ترراإررذاص  ٗ فاكررَٚ tcpAن ctxBٟ ٛررا : ماػررژ طٕرر٠ دستشداسٕررذٙ ط

ٟ ذ. ؿر ٛرا تشسػر٠    اص قث٢ٌ ػاخناس پشٗتم٢ٔ ما١ْش ٗ اپر٠ تر٘ج   ٠١ٛا ؿاخلٚ ٓ    ترشا  ctxB ٗ tcpA ٟٛرا  ػراخژ ماػرژ طٕر٠ن ط
ٓ  ػاصٟ ؿذٕذ. ْٛؼإٚ pET28a ٕاقٌتنث٢ش ٗ دس  ٟ   (+)pET28aدس  ctxB-tcpAٟ ٛرا  ت٢رآ ط . ذؿر إدراُ   IPTG تحرژ اٍقرا

 دس ؿرذٙ  ذ٢ر تٍٟ٘ تراد  ٠إٓنر  ت٢نرش ؿرذ.   ذ٢١ر ىزاسٟ ٗػنشٓ تأ ٗ ٍنٚ SDS-PAGE سٗؽتٚ  CTXB-TCPAپشٗتم٢ٔ ٕ٘تشم٢ة 

 ذ.ؿ تشسػ٠الا١ضا  تا سٗؽػشُ ّ٘ؽ 

ترالا ترٚ    ترشخ٢  ترا   ٟٛرا  ذٗٓمر ط٠ٕ دسكذ  ػاصٟ  ٢ٖٚ. تا تٜتغ٢٢ش مشد 9/0تٚ ؿذٙ  ػاصٟ ٢ٖٚت١ٜشٟ دس طٓ پز إغثاقؿاخق  :وت یج

ٌ  دس ctxB-tcpAطٕر٠  مرا١ْش  ػراصٟ   ٕٚإٓض٠ْ١ ْٛؼرا  تح٢ٌَدسكذ افضا١ؾ ١افژ.  74 سا تأ٢١رذ مرشد.    (+)pET28aت٢را٠ٕ   ٕاقر

ِ  ضرذ  ٟتراد  ٠تا إٓنر  پشٗتم٢ٔٗامٖؾ  .د١ذٙ ؿذ SDS-PAGEداٍن٘ٓ دس  ٢َ٘م 35پشٗتم٠ٖ٢ تا ٗصٓ ٍّ٘ن٠ٍ٘  دس ٗػرنشٓ   مَرشا  ػر

ػرش٠ّ سا اٍقرا    ٟتراد  ٠ٛرا پاػرآ إٓنر    ّر٘ؽ ٟ ػراص  ١ْٔا ت٘د. دس ٢ٍنش ىشُ ٠َ٢ّ 1/33ذ. ٢ّضآ پشٗتم٢ٔ خاٍق ؿذٙ ؿ ذ٢١تلات تأ

 مشد.

 .ؿ٘د ىشفنٚ ٕؾش دس ف٢َٚ ٗتا ا٠ْٖ١ٟ ٛا ٠تشسػتشاٟ  ت٘إذ ٠ّ پشٗتم٢ٔ ما١ْش:یريگ جٍيوت

 

 ة٢ٕ٘تشم ْش١ما ٢ٔپشٗتم لن٢٘إا٘سّات٢مَشان ت ١٘ثش١ٗ ٘ٓن٢ضاػ٢فاٌّ مَٕ٘ :گ ني شکليد

 

 

 مقدمٍ
 اػژ مٚ دس ك٘ست فرذُ  ٠ت٢ْاسٟ اػٜاٍ (Cholera) تٗا

ص١ادٟ سا دس پ٠ داسد. فاٌّ ا١ٔ  ش٢ّ ٗ  ّشهن ّ٘قـ  تٚ ق٢تـخ 

 . [2ن 1] اػرژ ( Vibrio cholera) مَشا ت٢ْاسٟ تامنشٟ ١ٗثش١٘

 
ٚ  اصا١ٔ ت٢ْاسٟ دس ّٖاعر آػ٢ا ٗ  كر٘ست   خَْٚ مـ٘س ا١شآ تر

ٟ  ْٛٚك٘ست  ت٠ٚ ت٠ّ٘ ٗخ٘د داسد ٗ ىاٛ  (Epidemia) ى٢رش

تٗا چٚ تٚؿ٘د ٠ؽاٛش ّ ٚ كر٘ست   . ت٢ْاسٟ  ى٢رشٟ خٜرا٠ٕ    ْٛر

9316پبییس،3،شمبرٌ02بَیآسیبشىبسیزیستی،ديرٌپژيَش  33-84،صفحبت:
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(Pandemic) ٚت٠ّ٘ ك٘ست  ٗ چٚ ت(Endemic)  ٓع٠ ٛضاسا

ٚ  ٟش١ٕاپرز  خثشآٟ ٛا ػاً ىزؿنٚ خؼاست ٗخر٘د آٗسدٙ   سا تر

ّإذ ٗ  ص١ادٟ دس آب صٕذٙ ٠ّمَشا ّذت  ١ٗثش١٘ .[4ن 3]اػژ. 

ٚ ػغ  آب ٟ ص دس ّٖاعق٠ م آٓ تالا اػژ ت٢ـنش ؿا١ـ  ٢ٖ٠شص١ّٛا

 ت٢ـنش اص عش١ر ّذف٘ؿ ٗ فاضلاب قاتٌ صاٟ ْاس٢اػژ ٗ فاٌّ ت

 .[6ن 5]إنقاً اػژ  

اٌّ٘مَشا داساٟ  ١ٗثش١٘ صا١ر٠ ّنقرذدٟ اصخَْرٚ     ت٢ْاسٟ ف

 ت٘مؼ٢ٔ ٛا مَشا تش١ٔ آٓ مٚ ِّٜ اػژٛا ٗ ػُْ٘ ّخنَف  إٓض١ِ

(Cholera toxin ) اػژ مٚ ١ل ٔ تر٘دٙ ٗ فاّرٌ    إنشٗت٘مؼر٢

تٗا  آب  فَْنشد ت٘مؼ٢ٔن ٞد٢ٕن .دس[8 ن7] اػژاك٠َ ت٢ْاسٟ 

ٗ تافر  مراٛؾ ؿرذ١ذ  درِ       اص تذٓ خاسج ٛا ژ٢ٗ اٍننشٍٗ

ٓ ٗ دس ٟ خ٘ ا پلاػْا ا٘ٛذ  ژ١ٜٕ ّشه دس فشم چٖذ ػافژ خ

ا٘سؽ  (Vibrion) ؿذ. ١ٗثش١٘ٓ تا خر٘سدٓ  تٗا اص ساٙ دػنياٙ ى

اٗسد تذٓ ّ ٗ پغ اص فثر٘س   ؿ٘د ٠غزا ٗ ١ا آؿا٢ّذٓ آب آٍ٘دٙ 

ػذ اػ٢ذٟ ؿ٢شٝ ّقذٙ دس ّح٢ظ ق٢َا٠١ سٗدٝ م٘چرل دس تر٢ٔ   

ا ٠ّخاع٠ چؼث٢ذٙ ٗ ؿشٗؿ تٚ تنث٢ش ّ ١ٚپشصٛاٟ لا  .[9] ذ١ْٕ

 ك٘ست تٚ TcpA (Toxin co regulated piliA) پشٗتم٢ٔ

ٚ  ٕاصكٟ ا سؿنٚ پ٠َ٢ ١ل  دسػرغ   سا ّـخلر٠  اػژ ٗ دػرن

 مٚ اػژ ف٢ثشٟ ؿنٌ تٚ پ٠َ٢ .مٖذ ٠ّ ا١داد مَشا ١ٗثش١٘ تامنشٟ

ٓ  تٚ ٗ ١افنٚ تـن٢ٌ TcpAاص ٠ ١نؼإٟ ْشٛا٢پَ اص ا٘  ١رل  فٖر

٘  غـا داخَر٠  ػ٢ن٘پلاػ٢ْل قؼْژ دس پ٢ـشٗ پشٗتم٢ٔ  ١ٗثش١ر

 TCPJ. شد٢ر ى ٠قشاس ّ پشداصؽ ّ٘سد پشٗتماصن ١ل ٗػ٢َٚ تٚ مَشا

(Toxin co-regulated pili J )سا پپن٢رذاص  ا١ٔ ٕقؾ  ٚ  فٜرذٙ  تر

 .[10] اػژ تاص خاژ 543 پشٗتم٢ٔ داساٟ ا١ٔ ػاصٕذٙ طٓ داسد.

ٚ  مرشد  ٠ّ پ٢ـٖٜادّغاٍقات ا٢ٍٗٚ   Choleraػرِ مَرشا )   مر

toxin) CT اٗ ذ پشٗتم اص م٢َ٘ داٍنر٠ٕ٘   84ّٖاشد  ١٢ٖ٠ل ص١ش 

 ترٚ مْرل اٍننشٗفر٘سص    تدض١ٚ ٗ تح٢ٌَؿذٙ اػژ. اّا   ػاخنٚ

SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis ) ٚداد م ٓ ا اٗ ذ ػِ مَشا ٕـ اص ١ل ص١ش 

ص١ش  ل١م٢َ٘ داٍن٘ٓ ٗ  27تٚ ٗصٓ ٍّ٘ن٠ٍ٘  A (CTA)تضسه 

ّٕ٘شٛرا٠١ ترٚ   ٘ترا ّ  CTB (CholeratoxinB) اٗ ذ پٖناّش١ل

ٓ ٍّ٘ن٠ٍ٘  اٗ ذ  ؿذٙ ٌ ٢م٢َ٘ داٍن٘ٓ تـن6/10ٗص  Aاػژ. ص١ش 

دٟ  ٕ٘ذ٢پ امٚ تتـن٢ٌ ؿذٙ  CTA1  ٗCTA2اٗ ذ دٗ ص١ش  اص

ّؼمً٘ فقا٢ٍژ ت٘مؼ٢ل ػِ  CTA1إذ.  ػٍ٘ا٢ذٟ تٚ ِٛ ّنلٌ

CT ٗ ٙخاكررر٢ژٟ داسا تررر٘د ADP ٟس١ثررر٘لاص (ADP 

ribosylation) قغقٚ ّاسپ٢چ٠ اػژ .CTA2 ّٔؼمً٘ فشٗسفن 

 ن11] اػژ CTBپٖناّش  تٚ دسٗٓ ػاخناس CTA1 ٗ اتلاً تخؾ

اٗ ذ [12 ٛاٟ ّ٘خ٘د دس  ً٘ اتلاً ػِ تٚ ى٢شٕذّٙؼم B. ص١ش 

غـا ػ٢ن٘پلاػ٠ْ ػًَ٘ ٢ّضتآ تر٘دٙ ٗ فاقرذ خاكر٢ژ ػر٠ْ     

إ٘رژ سا  CTB . اّشٗصٙاػژ ا٘دخ  (Immunoadjuvant) ا١ْٕ٘

ٔ دإٖذ ٠اٗتؼنٚ تٚ ّخاط ّ صا٠١ قٟ٘ دس ا٠ْٖ١  ن ص١شا ا١ٔ پرشٗتم٢

ف٢َرٚ   ٟتراد  ٠دٖٛذٙ تؼر٢اس ّرر ش ترشاٟ تشؿر  إٓنر      ١ل إنقاً

 خاژ 309 پشٗتم٢ٔ داساٟ ا١ٔ ػاصٕذٙ طٓ .[13] اػژ ٛا طٓ إٓن٠

 .[14]اػژ  تاص

ٕ٘تشم٢رة  ( Immunogenes)ٛراٟ   صا ا١ْٖر٠ ٛرا ٗ   اٗمؼٔ

مرٚ ػ٢ؼرنِ    اػژ طٓ ٠إٓن١ا چٖذ ١ل  ٟٛا ت٘ج اپ٠دستشداسٕذٙ 

ت٢ٍ٘رذ  . مٖرذ  ٠ّر  صاٟ ّ٘سد ٕؾش تحش١رل  ت٢ْاسٟف٢َٚ  ساا٠ْٖ١ 

لا ٗ پا١رذاسن  د٢ٌٍ ا١دراد ػرغ٘ا ا١ْٖر٠ ترا     اٗمؼٔ ٕ٘تشم٢ة تٚ

ٚ    ّقشٗٓ تٚ ٕؾرش   كشفٚ ت٘دٓ ٗ ت٢ٍ٘ذ دس  دِ ترالا ضرشٗسٟ تر

ٔ  اص عشف٠ ١ن٠ اص ساٙ .[13] سػذ ٠ّ اٗمؼر ٛرا   ٛاٟ تق١٘ژ ا ش 

إ٘ژ ا٘ٓ ترا    مرٚ ّر٠   اػژٛا  اػناادٙ اص ادخ مرشدٓ   ّْرضٗج تر

إ٘رژ     ٟٛا طٓ ٠إٓن اٗمؼرٔ ترا ادخ ٚ   CtxB مإذ١رذاٟ   ترٚ ت٢ٜر

ماسٛرراٟ  ٗ ٢ٔ ػراص . دس ترر[15] ّٖاػررة پشداخرژ ٟ  صا ا١ْٖر٠ 

اٗمؼٔٛا  صا ا٠ْٖ١اٗمؼ٢ٖاػ٢٘ٓ تٚ  اٗ ذٟ ٕ٘تشم٢ة  ٟٛا ٗ  ص١ش 

ٔ [. 16] ت٘خٚ ص١رادٟ ؿرذٙ اػرژ    ٟ اٗ رذ  ش١ر صٟ ٛرا  اٗمؼر

اٗمٖؾ تش ٠اخنلاك مْنرشٟ سا دس   ٠شاخنلاكر ٢غٟ ٛا ت٘دٙ ٗ 

ا٘ف ا١ٍْٕ٘٘٘ط١ن٠  تا ٗخ٘د. إذاصٕذ ٠ّ ػ٢ؼنِ ا٠ْٖ١ تٚ ساٙ خ

ٚ تؼ٢اس ّ٘سد ٠ٍٗ ػ٢ْژ آٓ  اػژّحققآ ت٘خٚ  مَشات٘مؼ٢ٔ م

اٗمؼ٢ٖاػ٢٘ٓ إؼرا٠ٕ ؿرذٙ    ّ٘خة ّحذٗد ؿذٓ اػناادٙ تشاٟ 

اٗ رذ    اً تا ا١ٔاػژ.   ن اػرناادٙ اص Bفذُ خاك٢ژ ػ٠ْ ص١ش 

CtxB ٚت  ٚ ا٘ٓ   ع٘س ٗػ٢ق٠ تر دس  راً  ّخراع٠   ٟ صا ا١ْٖر٠ فٖر

ٔ  ٛا صا ا٠ْٖ١. اػناادٙ اص ٠ اػژتشسػ اٗمؼر  ٟٛرا  ٟ مرا١ْشٟ ٗ 

ٟ تل ٟ اٗ ذ ش١چٖذ ص د٢ٌٍ پاػآ ماٌّ  تٚ ٛاٟ اٗ ذ ش١صتٚ خا

 مرا١ْش ٟ ٛرا ٔ ٢پرشٗتم . شد٢ر ى ٠ت٘خرٚ قرشاس ّر    ّ٘سد تش ١ْٔٗ ا
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اٗ ذٛا دستشداسٕذٙ اٍ٘ ٗ فاكَٚ إذاصٛا پشٗتم٠ٖ٢نٟ ص١ش ٠١ ٛا ٠ت

إ٘ن٠ن ّر  خاكر٢ژ  ترا  إٖ٘رذ  ٠ادخرر  خاكرر٢ژ افرضا١ؾ  ػررثة ت

 .[18ن 17] ؿٕ٘ذ ٕ٘تشم٢ة ٟٛأ ٢پشٗتم٠ ا١ْٕ٘٘ط٢ٕؼ٢ن

 ٟٛرا ٔ ٢صا١ر٠ پرشٗتم   اسآ ا١ْٖر٠ ٗ ْٛن( Kunduمٕ٘ذٗ )

ف٢َٚ  تشم٢ث٠ك٘ست خذاىإٚ ٗ  سا تٚ TcpA  ٗCtxBٕ٘تشم٢ة 

ٚ  O1 مَشا ١ٗثش١٘  CtxB طٓ ٠اػرناادٙ اص إٓنر  . ٕرذ ا مرشدٙ  ّغاٍقر

ا٘ٓ  تٚ  طٓ ٠دسكرذ ٗ إٓنر   45/70ّلر٢ٕ٘ژ تخـر٠     صا ا١ْٖر٠ فٖ

TcpA  آ داد. ا١ٔ دس  ا٠ٍ  1/41ّل٢ٕ٘ژ تخـ٠ دسكذ سا ٕـ

 100ػرثة ّلر٢ٕ٘ژ    طٓ ٠ْٛضّآ ٛش دٗ إٓنر ت٘د مٚ اػناادٙ 

ا٘ٓ ؿذ   .[19]دسكذٟ دس ّذً  ٢

ما١ْش ٕ٘تشم٢ة ف٢َٚ ٟ  صا ا٠ْٖ١ٛذف اص ا١ٔ تحق٢ر عشا ٠ 

اٌّ٘ ْٛچ٢ٖٔ تشسػ٠  مَشا ٗ اتلاً ٗ ت٘مؼ٢ٔ تامنشٟ ١ٗثش١٘ ف

  .آٓ دس ّ٘ؽ ت٘د ٟتاد ٠إٓن نش٢ت

 

 َ  مً و ي شي 

 تریَ ی ب ک پلاسميد ي سً  مً و آزم یشگ َی،
 ٟ  Escherichiaاؿش١ـر٢ا مَر٠ )   دس ا١ٔ ّغاٍقٚ اص ترامنش

coli ) ٚ ٟ طٓ ْٛؼإٚ تشاٟ DH5αػ١٘  ٗ tcpA نctxBٟ ٛا ػاص
اص  ت٢ررآ پررشٗتم٢ٔ اػررناادٙ ؿررذ.   تررشاٟ BL21(DE3)ػرر١٘ٚ 

 :Luria-Bertani Broth)مـژ ٍ٘س١ا تشت٠ٕ٘ ّا١ـ ٟ ٛا ظ٢ّح

LB ) ؿشمژ ٗ آىاسScharlau  )اػپا٢ٕا( ٟ ٟ سؿرذ ترامنش   ترشا

٘دٓ سؿذ ترامنشٟ اص   تشاٟؿذ. اػناادٙ  اؿش١ـ٢ا م٠َ إنخات٠ ْٕ

 Fermentasؿرشمژ   (Kanamycin) مإاّا١ؼ٢ٔ ل٢٘ت٢ت ٠إٓن

ٓ دس  ْٛؼإٚ ذ٢١ّٖؾ٘س تأ تٚ اػناادٙ ؿذ.)اٗمشا١ٔ(  ٟ ط  ٕاقٌػاص

ػراخژ   HindIII ٗ XhoI ّحرذٗد الا رش   ٟٛرا ِ ١اص إٓض ت٢ا٠ٕن

 ٟترراد ٠إٓنرر .ؿررذاػررناادٙ  )اٗمررشا١ٔ( Fermentasؿررشمژ 

 Sigmaف٢َرٚ مَرشا ت٘مؼر٢ٔ اص ؿرشمژ      ؿذٙ  ٢ٚاخنلاك٠ تٜ

ٗ ٢ت٢ٜٚ ؿرذ. غـراٟ ٕ  )آّش١نا(   Rocheػرٍَ٘ض اص ؿرشمژ    نرش

آ(  Enzyme-linked immunosorbent)ٗ پ٢َژ الا١رضا   )آٍْ

assay: ELISA )اص ؿشمژ Nunck  )ؿرذ اػرناادٙ   )آّش١نرا. 

 PCR Product ٛرراٟ تخَرر٢ق ؿرراٌّ: م٢ررژ  ٟٛررا ژ٢ررم

Purification  ٗPlasmid Extraction ٗ PCR Clean-up 

Gel Extraction ؿشمژ  اصBioneer )ت٠٘  ت٢ٜٚ ؿرذ.  )مشٙ خٖ

تخَرر٢ق پررشٗتم٢ٔ  تررشاٟ Ni-NTA agarose resinػررن٘ٓ 

 ذ. ؿخش١ذاسٟ )آّش١نا(  Qiageneٕ٘تشم٢ة اص ؿشمژ 

 

 tcpA ي ctxB طر حی ک ست شوی
ا٠ٍ٘ طٓ ٙ دادٙ تشت٢ررة اص پا١يررا تررٚ tcpA ٗ ctxB ٟٛررا ترر

Gene Bank  تررررا ؿررررْاسٙ دػنشػرررر٠ (AB699248.1 ن)

(AB449339) ٗ ٓا٠ٍ٘ پشٗتم٢ٖرررر٠ ط ٛررررا اص پا١يرررراٙ   ترررر

إ٘ا٘سّررات٢ن٠   FASTAفشّررژ  ٗ دساػررنخشاج  Uni Protت٢

تشاٟ  اؼ إؼداُ ػاخناسٟ پشٗتم٢ٔ مرا١ْش   .[20] رخ٢شٙ ؿذ

اٗ ذٛا ذُ تذاخٌ ٗ ف ( ؿراٌّ  EAAAK) فاكَٚ إذاصاص ص١ش 

ٔ  ىَ٘تا٢ّلن ٟٛا ٢ٖٚذآ٢ّاػ  اص ىشد١رذ.  ٢ٍرض١ٔ اػرناادٙ   ٗ آلإر٢

ٚ ٢تررشاٟ تٜ Optimizerافرضاس   ٕرشُ  مرذ٠ٕٗ ٗ ا نْرراً  ٟ ػرراص ٖر

إٓنر٠ ط٢ٕؼر٢نٚ   تشسػر٠  . [21] ذؿر افضا١ؾ ت٢آ ما١ْش اػرناادٙ  

 ؿرذ إدراُ   VaxiJen ١ٔپشٗتم٢ٔ ما١ْش تا اػناادٙ اص ػشٗس إٓلا

اص قث٢رٌ   ؿرذٙ  ٠ػراصٙ عشا ر   ٠١ا١ٗ٢ْ٢ظى٠ ف٢ض١ن٠ ٗ ؿ .[22]

 پرشٗتم٢ٔن  دٖٛرذٙ  ٢ٌآ٢ّٖٚ تـن اػ٢ذٛاٟ تشم٢ة ٍّ٘ن٠ٍ٘ن ٗصٓ

 ٓ ٟ  تقرذاد  ٛران  تنرشاس آ ٚ  اػر٢ذٛا  ن٠ٗ ّٖار  ّثثرژ  تراسداس  آ٢ّٖر

 ؿرراخق فْررشن ٢ْٕررٚ پررشٗتم٢ٔن ت٢٘ؿرر٢ْ٢ا٠١ خل٘كرر٢ات

ٗ  ل١ر اٍننش ض١ٗر پرشٗتم٢ٔن ٕقغرٚ ا   ٟش١پرز  ٕاپا١ذاسٟن إقغراف 

ٗ  ProtParamػرراخناس دُٗ پررشٗتم٢ٔ تررا اػررناادٙ اص تشٕاّررٚ   

ProtScale ػراخناس  ا١ٕ٘رٚ    .[42 ن32]ذ ؿر  ٢ٖ٠ت ؾ٢پmRNA 

ٚ ؿرذ ٛا اسص١رات٠   مذٗٓ ٟػاص ٢ٖٚپغ اص تٜ ْٛر٢ٔ خٜرژ اص    . تر

 ٚ  TcpAطٓ مذمٖٖرذٙ   .[25]اػرناادٙ ؿرذ   ن RNA Fold تشٕاّر

ػرااسؽ  دا( )مإرا  Biomatik ػٖنض تٚ ؿرشمژ  ّ٘سد ٕؾش تشاٟ

  دادٙ ؿذ.

 

 َ  س زی شن َمس وٍ
( ترٚ سٗؽ  1)خذًٗ اخنلاك٠  آغاصىشٛاٟتا  ctxBطٓ 

PCR ِٛاٟ ّحذٗدىش  تنث٢ش ؿذ ٗ پغ اص تشؽ تا إٓض١EcoRI 

ٗ HindIII  ٕاقٌدس pET28a(+) ْٕٚٛؼا  ٟ  tcpAطٓ  ؿذ.ػاص

 EAAAK)فاكرَٚ إرذاص   اخنلاك٠ مٚ دس آٓ  آغاصىشٛاٟتا 
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تر٘د   ؿرذٙ  ٠عشا ر  (٢ٍض١ٔ ٗ آلا٢ٕٔ ا٢ّلنىَ٘ت ٟٛا ٢ٖٚآّ ذ٢اػ

 ٗ XhoIٛاٟ  تنث٢ش ؿذ ٗ پغ اص ٛضِ إٓض٠ْ١ دس خا١ياٙ إٓض١ِ

HindIII تٚ ػاصٙ ط٠ٕ pET28a(+)-ctxB  اٍحراق  . اٍحاق ؿرذ

   ِ ٗ دس ؿرشا١ظ   T4 DNA ligase قغقات ترا اػرناادٙ اص إٓرض١

ػرافژ إدراُ ؿرذ.     10ّذت  ٗ تٚ ىشاد ٠دسخٚ ػإن 14دّا٠١ 

 اؿش١ـر٢ا مَر٠   ّؼرنقذ  ٟٛرا  شم٢ة تٚ دسٗٓ ػًَ٘پلاػ٢ْذ ٕ٘ت

DH5α ًسٟٗ ّح٢ظ مـرژ   ٛا ٠ى٢شٟ مَٕ٘ تشإؼا٘سُ ٗ غشتا

LB agar  ل٢ر ٘ت٢ت ٠اص إٓنر  نرش ٢ٍ ٠َر ٢ّ٢نشٗىرشُ دس ّ  80اٗخذ 

ٗ  PCRط٠ٕ ترٚ سٗؽ   ػاصٙمإاّا١ؼ٢ٔ إداُ ىشفژ. ػاخژ 

ّثثرژ مـرژ دادٙ ؿرذ ٗ     ٟٛرا  ؿذ. مَ٘ٓ ذ٢١ٛضِ إٓض٠ْ١ تأ

 ّؼنقذ ٟٛا ػًَ٘شم٢ة تخ٢َق ؿذٙ تٚ دسٗٓ پلاػ٢ْذٛاٟ ٕ٘ت

 تشإؼا٘سُ ؿذ. BL21 DE3 اؿش١ـ٢ا م٠َ

 
 ctxB ٗtcpAٛاٟ  ػاصٟ طٓ تشاٟ ْٛؼإٚت٘ا٠ٍ آغاصىشٛا  1جديل 

 

 گرمحديوآوسیم  تً لی آغ زگر شن َدف
 PCRمحصًل 

 )جفت ب ز(

ctxB 
ctxB/F=TGCAGAATTCACACCTCAAAATATTACTG EcoRI 

329 
ctxB/R=TATCAAGCTTATTTGCCATACTAATTGC HindIII 

tcpA 
tcpA/F with linker=AGTTAAGCTTGCGAAGCTGCGGCAAAAATGACATTACTCG HindIII 

578 
tcpA/R=AATACTCGAGTTAGCTGTTACCAAATGC XhoI 

 

 CTXB-TCPAبي ن پريتئيه وًترکيب ک یمر 
ٟ ٛا مَ٘ٓ ؿثإٚ اصمـژ ctxB-tcpA تشاٟ ت٢آ ما١ْش ط٠ٕ

 LBّحر٢ظ   نرش ٢ٍ ٢َ٠ّ 5 تٚ نش٢ٍنش٢ّٗ 100 ٢ّضآ ؿذٙ خذاػاصٟ

چيا٠ٍ ٕر٘سٟ  سػ٢ذٓ  اص پغ ٗ  اٟٗ مإاّا١ؼ٢ٔ تَق٢  ّا١ـ

(Optical Density) اٍقامٖٖذٙ 5/0تٚ  ٕإّ٘نش 600ّ٘ج  عً٘ دس 

IPTG (thiogalactopyranoside-1-D-βIsopropyl  )

Fermentas )ٔا٠١ تا غَؾژ )اٗمشا١ ّ٘لاس تٚ ّح٢ظ  ٠َ٢ّ 1 ٜٕ

دسخررٚ  37ػررافژ دس دّرراٟ  4افررضٗدٙ ٗ تررٚ ّررذت  مـررژ

مٖٖرذٙ  ترافش ٢ٍض سػ٘ب ػر٠ٍَ٘ دس  ؿذ.  ٟىشّاىزاس ىشاد ٠ػإن

 Trisن ّر٘لاس(  ٢َّرر٠ 100) NaH2PO4ّر٘لاس )  8اٗخرذ اٗسٙ  

base (10 ٢َّرر٠ )تررا  ّرر٘لاس(  8اٗسٙ )ن ّرر٘لاسpH  8تشاتررش )

ا٘سٙ ػًَ٘ ا٘خژ ٗ د١  تخش١رة اص عش١رر ػ٢ٕ٘ناػر٢٘ٓ   ٛا  ١نٖ

دٗس  14000دق٢قرٚ ترا ػرشفژ     20ّذت  ٛا تٚ ٕ٘ٚؿذ. ػپغ ْٕ

ػإنش١ا٘ط ؿذ ٗ ّحًَ٘ س٠١ٗ تا ٕؼرثژ ١رل )ترافش    دس دق٢قٚ 

ٕ٘ٚ( تا تافش ٕ٘ٚ( تٚ پٖح )ْٕ ْٕ ٕٚ٘ ّخَ٘ط  x5داساٟ غَؾژ  ْٕ

ٕ٘ٚ 5ّذت  ٗ تٚ ٛاٟ ت٢ْاس ؿذٙ ت٘ػرظ   دق٢قٚ خ٘ؿإذٙ ؿذ. ْٕ

SDS-PAGE 12  ٛراٟ ٕ٘تشم٢رة    اص ٍحاػ ت٢آ پشٗتم٢ٔدسكذ 

 

   شسػ٠ ؿذ.ت

 

آن بٍ شي   دیيتخليض پريتئيه وًترکيب ي تأ

 بلات يسترن
  ٌ ٢ٕنش١َر٘  -تشاٟ تخ٢َق پشٗتم٢ٔ ٕ٘تشم٢ة اص ػرن٘ٓ ٢ٕنر

اػناادٙ ٗ تا ت٘خٚ ترٚ ا١ٖنرٚ پرشٗتم٢ٔ     (Ni-NTA)اػن٢ل اػ٢ذ

ً ت٘دٕاك٘ست  آّذٙ تٚ دػژ ٕ٘تشم٢ة تٚ اٗخذ اص تافشٛاٟ  نّحَ٘

ا٘د تـن٢ٌ اٗسٙ ٛاٟ  pHتا  Bدٖٛذٙ تافش  تا تشم٢ة ١نؼا٠ٕ اص ّ

تشاترش   pHتا  C)تافش تشاٟ ؿؼنـٟ٘ ػن٘ٓ اػناادٙ ؿذ ّخنَف

ن ترافش  5/4تشاترش  pHترا   Eن ترافش  9/5تشاترش   pHترا   Dن تافش3/6

اٗخرذ اٗسٙ(.   ٢َّر٠  250 (Imidazole) ا٢ْ١ذاصًٗ ترشاٟ   ّر٘لاس 

ٓ  سٗؽاص  پشٗتم٢ٔ ٕ٘تشم٢رة  ذ٢١تأ  Western) ترلات  ٗػرنش

Blotting ).ػ٠ٍَ٘ پغ اص ت٢آ تا اػناادٙ اص  اػناادٙ ؿذ ٙ فلاس

ٗ ترافش إنقراً )ىلا١ؼر٢ٔ     Bio-radىزاسٟ ٗػنشٓ  ػ٢ؼنِ ٍنٚ

ٗ  دسكرذ  SDS 1/0ّر٘لاسن  ٢َّر٠  25ّر٘لاسن ترش١غ    ٠َ٢ّ 192

 ػٍَ٘ض ّٖنقٌ ٗ نش٢ٗ( سٟٗ ماغز ٕ=3/8pHٗ  دسكذ 20ّنإً٘ 

ٓ خا١ياٙ تٚ ٟ خا٠ٍ ) ّٖؾ٘س پش مشد ّذت  (ن ماغز تBlockingٚٛا
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 PBST خـررل دس ش٢دسكررذ ؿرر  5ة دس ّحَررً٘ ١ررل ؿرر 

(Phosphate Buffered Saline withTween ) ٟ  4 دس دّرا

 PBST ؿذ. ػرپغ ػرٚ ّشتثرٚ ترا     ٟىشاد ٕيٜذاس دسخٚ ػإن٠

ضرذ مَرشا   ً مَٕ٘را  ترادٟ پَر٠   ؿؼنـ٘ دادٙ ؿذ. ماغز تا إٓنر٠ 

ػافژ  1ّذت  تٚ 2000تٚ  1 تا سقژ (ن آّش١ناSigma)ت٘مؼ٢ٔ 

ؿذ. فشآ١ٖذ ؿؼنـ٘  ٟىشاد ىشّاىزاس ن٠دسخٚ ػإ 37دس دّاٟ 

ٚ   PBST تا ن Dakoخشى٘ؿر٠)  ػٚ تاس إداُ ىشفرژ. مٕ٘ظٗىر

اسك ا٘ٓ إٓن٠ تٚ 5000تٚ  1 تا سقژ (دإْ اػرناادٙ    ا١ٕ٘ٚتادٟ  فٖ

١ٖذ ؿؼنـ٘ آإداُ ؿذ. فش ٟ. ْٛإٖذ ّش َٚ قثٌ ىشّاىزاسؿذ

ٌ قث٠َ إداُ ؿذ. ا١ژن ماغز ٕ دس ٢ٕض ْٛإٖذ ّشا  ػٍَ٘ض  نش٢ٜٕٗ

ت٘ؼررررنشاٟ   DAB (Diaminobenzidine) 6دس ّحَررررً٘ ػ

تشاترش   pHّ٘لاس تا  ٠َ٢ّ 50تافش تش١غ  نش٢ٍ ٢َ٠ّ 10 دس ىشُ ٢َ٠ّ

اٗمرٖؾن    8 ( تا ؽٜ٘س تإذ پشٗتم٠ٖ٢ قشاس ىشفژ. ترشاٟ ت٘قرف 

 .ماغز دس آب ّقغش قشاس دادٙ ؿذ

 

 ک یمر وًترکيب شن یآوتب    مً  ز یی ی یمى
٘   دس ا١ٔ آصّا١ؾ اص ّ٘ؽ سٟ مرٚ ٛر٢د داسٗ ١را    ٛراٟ ػر

داساٟ  ٛرا  ّر٘ؽ اٗمؼ٠ٖ دس١افژ ٕنشدٙ ت٘دٕذن اػرناادٙ ؿرذ.   

 اصىشُ ت٘د ٗ دس ّذت آصّا١ؾ تحژ ؿرشا١ظ ١نؼرآ    25ٗصٓ

٢ّضآ غزا ٗ آب ّلشف٠ن ؿشا١ظ ٕيٜذاسٟن دّاٟ ّح٢ظ  خَْٚ

ّٖؾ٘س تشسػ٠ پاػآ ا١ْٖر٠ن ترا ت٘خرٚ ترٚ      تٚ ٗ ... قشاس داؿژ.

إ٘  ػ٘سٟ فذد ّ٘ؽ 6ات اص سفا١ژ اكً٘ اخلاق٠ ماس تا  ٢

ا٘ٓ  تٚ ّادٙ ٕ٘ٚ مٖنشً اػناادٙ ؿذ.  فذد تٚ 6ٗ  آصّ٘ٓفٖ ا٘ٓ ْٕ فٖ

 PBS ٢ّنشٗىشُ پشٗتم٢ٔ تخ٢َق ؿرذٙ ترا   20تشاٟ ٛش ّ٘ؽن 
(Phosphate Buffered Saline)   ِ200اػررنش١ٌ تررٚ  درر 

ٕ٘ٚ آّادٙ تشا٢ّٟنش٢ٍٗنش سػإذٙ ؿذ.  ٛا تشاٟ تضس١ررن   ػاصٟ ْٕ

إ٘ژ ما  Complete freund's) ّرٌ فشٕٗرذ  ِٛ  دِ آٓ ادخ

adjuvant) ٗ ًٗإ٘رررژ ٕررراقق فشٕٗرررذ  دس تضس١رررر ا  ادخ

(Incomplete freund's adjuvant)  ٛراٟ تقرذٟ    دس تضس١رر

ٛا تضس١رر   ٗ دس چٜاس دٗسٙ تٚ ّ٘ؽ اضافٚ ٗ ّحن١٘ات ْٛئ

 ػرُ٘ ٗ چٜراسُ اص    ١رل ٛانرٚ تقرذ اص تد١٘ضٛراٟ دُٗن    . ؿرذ 

 

ٛراٟ خذاػراصٟ    شُػ ى٢شٟ ٗ ٗ ؿاٛذ خ٘ٓ آصّ٘ٓٛاٟ  ّ٘ؽ

مرا١ْش پشٗتم٢ٖر٠   . تادٟ اػناادٙ ؿرذ  ؿذٙ تشاٟ تشسػ٠ ت٢نش إٓن٠

 2دس ٛش چاٛل تٚ ّرذت   نشٗىش٢ُّ 5تخ٢َق ؿذٙ تا غَؾژ 

 ٛرا  چاٛلىشاد تثث٢ژ ؿذ.  دسخٚ ػإن٠ 37ػافژ ٗ دس دّاٟ 

( ػرٚ ّشتثرٚ   Bدسكرذ تر٘ن٢ٔ    5 اٟٗ  PBSتا تافش ؿؼنـ٘ )

تٚ ٢ّرضآ   ٛا چاٛلْاُ ؿؼنـ٘ دادٙ ؿذ. دس ا١ٔ ّش َٚ داخٌ ت

دسكرذ ؿر٢ش خـرل ترذٗٓ      5) پ٘ؿرإٖذٙ ّامش٢ٍٗنش تافش  100

دسخٚ  37ػافژ دس  1ّذت  ٗ تٚدس تافش ؿؼنـ٘ س١خنٚ چشت٠( 

ؿ٠ ت٢ٜٚ ؿذٙ تا ٕيٜذاس ىشاد ٠ػإن ّ٘ ُ ٟ ؿذ. پغ اص ؿؼنـ٘ن ػش

ٟ  سقژ ٚ چاٛل 1:25600تا  1:200ٛا ٢ژ  ت ٗ ٢ّنشٗپَ ٚ ؿذ  اٛ اضاف

ِ ػافژ دس  تٚ ٟ ّذت ٢ٕ ٚ ػإن٠ 37دّا ىشاد قشاس ىشفژ. دس  دسخ

ٚ تقذن سقژ  ٟ ىإظٗىٚ ّ٘ؿ٠ دس  اص إٓن٠ 1:2000ّش َ  PBSTتاد

 ٗ  ٚ ٚ ٛش چاٛل اضافٚ ٗ ٢ّنشٗپ٢َژ تٚ 100ت٢ٜ ّذت  ٢ّنش٢ٍٗنش ت

 ٟ ِ ػافژ دس دّا ٚ ػإن٠ ٢ٕ37 ن  دسخ ٟ ؿذ. دس اداّٚ اىزاس ىشاد ىشّ

 ٟ ت٘ؼنشا OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride  )ػ

 ٗH2O2  ٚاٗمٖؾ تا  15افضٗدٙ ٗ تقذ اص  ٛا چاٛلت دق٢قٚ ّٜاس 

اٗمٖؾن  اػ٢ذ ػٍ٘ا٘س١ل ك٘ست ىشفژ. پغ اص ت٘قف ماٌّ 

 ELISA (ELISA قشانرژ ىرش  ٛا ت٘ػظ  خزب ٕ٘سٟ چاٛل

reader ) إ٘ذٙ ؿذ. 495دس عً٘ ّ٘ج  ٕإّ٘نش خ

 

 آم شی تحليل
ٗ    تشاٟ تق٢٢ٔ ٕشّاً ت٘دٓ دادٙ ر٘ىش -فٛرا اص آصّر٘ٓ مٍْ٘

قّا١ؼٚ  (Kolmogorov smirnov test) اػ٢ْشٕ٘ف  ٟ تقذاد ٗ تشا

 ٓ ٘لاػ٢٘ ١٘ض فشّ ذاصٙدفقات تد ٌ ّخنَف إ ٌ ٟ ش٢ى دس ّشا  ٢َ اص تح

ٙ ؿذ. دس ك٘ست ّـاٛذٙ تااٗت ّقٖ ن داس ٠اٗس١إغ ّنشس اػنااد

٠ٕٗ t آصّ٘ٓ ٓ فش خ٠ ت٘  Paired t-test with Bon Ferroni) صٗ

Corrections)  ٕؾش قشاس ىشفژ.  تااٗت ّ٘سدتشاٟ تق٢٢ٔ ّٖـأ

ٓ دإنٔ ٟ ّقا١ؼ (Duncan test) آصّ٘ ٔ ىشٗٙٚ تشا ّخنَف ٟ ٛا ت٢

ترشاٟ تْرا٠ّ ّحاػرثات     ٟداس ٠تد١٘ض اػناادٙ ؿذ. ػغ  ّقٖ

05/0P<   دس ٕؾش ىشفنٚ ؿذ. م٢َٚ ف٢َْات آّاسٟ تا اػرناادٙ اص

 .إداُ ؿذ 16ٕؼخٚ  SPSS افضاس ٕشُ
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 وت یج

حووی کوو یمر  مط لعوو ت بيً وفًشموو تيكی طر  

 ctxB-tcpAوًترکيب 

 دستشداسٕذٙ ت٘د مٚ ٠تشسػ  قاتٌ دس چٜاس تخؾ ٟػاص ٢ٖٚتٜ

ٓ   ٢ِػاخناس پرشٗتم٢ٔن تٖؾر   ٟش١پز إقغاف  ٛران  تشخ٢حر٠ مرذٗ

ا٢ٕ٘ٔ     لا٢ٍژ ٗ ا٠ٕٗ تاصٛاٟ ػر٢ن٘ص١ٔ ٗىر افضا١ؾ دسكذ فشا

 CAI (Codonمرذ٠ٕٗ   ٟش١پرز  افضا١ؾ ؿاخق إغثاق .اػژ

adaptation index ٟٚش١پرز  دٖٛذٙ ٢ّضآ إقغاف ـإٓ 9/0( ت 

اػناادٙ ترشاٟ ت٢رآ طٓ دس ترامنشٟ     ٛاٟ ّ٘سد مذٗٓ ؾ١ٗ افضا

ػاصٙ ط٠ٕ اٍيٟ٘  ٟػاص ٢ٖٚ. ّض١ژ ٕؼث٠ دس تٜت٘د اؿش١ـ٢ا م٠َ

٠١ اٍيرٟ٘ إنخررات٠ دس  آمرذ٠ٕٗ ّٖاػرة ترشاٟ افررضا١ؾ مراس    

ٛرا٠١ مرٚ اص    تقذاد مذٗٓ .اػژ اؿش١ـ٢ا م٠َ ّنات٢ٍ٘ؼِ تامنشٟ

 44اص  تر٘د تشاٟ افضا١ؾ ت٢آ پشٗتم٢ٔ تشخ٘سداس م٢ا٢ژ ّٖاػث٠ 

 تغ٢٢رش  ٗ (. إنخاب1 ؿنٌ) دسكذ تغ٢٢ش پ٢ذا مشد 74دسكذ تٚ 

اٟ٘ مٚ ت٘د تٚ ٕحٟ٘ ّٖاػة مذٗٓ ا٢ٕ٘ٔ ػ٢ن٘ص١ٔ ٗ ّحن اص  ى

ؿررراخق  ٗ افررژ ١ ؾ١افرررضا دسكررذ  6/44ترررٚ دسكررذ  41

ٌ ) تغ٢٢رش مرشد   90/0تٚ  66/0مذ٠ٕٗ اص  ٟش١پز إغثاق (. 2 ؿرن

ا٠ٍ٘تح٢ٌَ  اص  اكٌ ٕنا١ح  ذ٢١ر تأ Blast-xافرضاس   ٕشُ تا ما١ْش ت

٘د ا٠ٍٟ٘ ػاص ٢ٖٚتٜ ٗ طٓ سٟٗ تغ٢٢شات افْاً مٚ ْٕ تذٗٓ  آٓ ت

ٟ  ىٕ٘ٚ د٢ٛ ٟ  سد١رف  سٟٗ تغ٢٢رش ٚ  اػر٢ذٛا پرشٗتم٢ٔ   دس آ٢ّٖر

إ٘ا٘سّرات٢ن٠    ترا اػرناادٙ اص ٕرشُ    .اػرژ  تر٘دٙ  ٛرذف  افرضاس ت٢

Vaxijen  تق٢رر٢ٔ ؿررذ 485/0ترر٘دٓ پررشٗتم٢ٔ مرا١ْش   طٓ ٠إٓنر. 

 ؿرذٙ  ٠ٖر ٢ت ؾ٢. ػراخناس پر  إداُ ؿذ mRNAت٠ٖ٢ ػاخناس  پ٢ؾ

ٚ ٢پغ اص تٜ mRNA´5 ٕا ٢ٚ ؿشٗؿ ٓ  ٟػراص  ٖر ٛراٟ طٓ   مرذٗ

ٗ ٢ّرضآ  رذاقٌ إرشطٟ     اػژّـاٛذٙ   قاتٌ 3ما١ْش دس ؿنٌ 

ٗ تقذ اص  َٟ٘ماٍش٢م -30/269ٟ ػاص ٢ٖٚتشاٟ ػاخناس قثٌ اص تٜ

 سػ٢ذ. -80/367تٚ  ٟػاص ٢ٖٚتٜ

 

 
 

ط تٚ ما١ْش مذٗٓ ١ـ فشاٗا٠ٕدسكذ ت٘ص 1شكل   دادٙ ؿذٙ اػژ. 100ٛا٠١ مٚ تالاتش١ٔ فشاٗا٠ٕ سا داسٕذ اسصؽ  ن تٚ مذtcpA-CtxBٓٗ ٛا ّشت٘
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ط تٚ ما١ْش  (CAIمذٗٓ ) پز١شٟ إغثاقؿاخق ٗ  GCّن٘ػظ دسكذ تاصٛاٟ  2 ؿنٌ ٢ٖٚ tcpA-ctxBّشت٘  ػاصٟ قثٌ ٗ تقذ اص تٜ

 

  
 

٢ٖٚقاٍف( ؛ )RNAػاخناس دُٗ  3ؿنٌ  ا ٠ اتنرذا٠١   ( فَؾ-30/269 ) ذاقٌ إشطٟ آصاد ػاصٟ ت٢٘إا٘سّات٢ن٠ ثٌ اص تٜ ٕ٘mRNA´5  ب(  .اػرژ(  ٚ ٢ٖر ػراصٟ   تقرذ اص تٜ
ا ٠ اتنذا٠١  فَؾ (-80/367 ) ذاقٌ إشطٟ آصاد ت٢٘إا٘سّات٢ن٠ ٕ٘mRNA´5 اػژ. 

 

ٍ  وشسوتی برشسی  لحو   ي   سو زی وش   َمسو و

 BL21(DE3) اؿش١ـ٢ا م٠َ ب کتری
ٌ دس  ctxBطٕر٠ اتنرذا قغقرٚ     ػراصٙ س ػاخژ ّٖؾ٘ تٚ  ٕاقر

ً   ْٛؼإٚ ٓ   PCR ػاصٟ ؿذ ٗ دس اداّرٚ ّحلر٘  ّشتر٘ط ترٚ ط

tcpA  ا٠ٍ٘ اٗخذ ت  ت٘دن دس فشٗدػژ  EAAAKفاكَٚ إذاص مٚ 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ٚ  ذ٢١تأ تشاٟؿذ.  ٕاقٌاٗسد  ctxBطٓ  ٓ  ْٛؼرإ ٛرا ٗ   ػراصٟ ط

ٟ ط٠ٕ اص خارژ  ػاصٙ ػاخژ  اخنلاكر٠ ٛرش طٓ    آغاصىشٛرا

ٌ اػرناادٙ   اٗمرٖؾ  ) 4 ؿررذ. دس ؿرن ّشترر٘ط تررٚ  PCRاٍررف( 

ٟ پلاػ٢ْذ ٕ٘تشم٢ة تا اػناادٙ اص   ctxBاخنلاكر٠   آغاصىشٛرا

پلاػر٢ْذ ٕ٘تشم٢رة ترا     خاژ تاصٟن 329ّٖدش تٚ تنث٢ش قغقٚ 
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خاژ تاصٟ ٗ ما١ْش  563تا قغقٚ  tcpAاخنلاك٠  آغاصىشٛاٟ

تا إذاصٙ  ctxB ٗ tcpAّـنشك دٗ طٓ  آغاصىشٛاٟ ٕ٘تشم٢ة تا

ترا  ٛضرِ إٓض١ْر٠    سٗؽ . دسؿر٘د  ٠ژ تاصٟ د١ذٙ ّر خا 907

 907قغقٚ  HindIII ٗ XhoI ّحذٗد الا ش ٟٛاِ ١اػناادٙ اص إٓض

ٟ اص تذٕٚ ٕاقٌ خذا ؿذ مٚ  ض٘س ما١ْش ط٠ٕ  -ctxBخاژ تاص

tcpA  ٌدس ٕاقpET28a(+)  ب(. 4)ؿنٌمشد  ذ٢١تأسا 

 

 
 

: اٍننشٗفرشٗص  2ن سد١رف DNA ladder mix:ٕـرإيش إرذاصٙ   1سد١ف( اٍف؛ ))ب( ٛضِ إٓض٠ْ١)اٍف( ٗ سٗؽ  داخ٠َ PCR ٢١ذ ػاخژ ماػژ ط٠ٕ تا سٗؽأت 4 ؿنٌ
ت٘شم٢ة تا خاژ  PCR ّحلً٘ ت٘شم٢ة تا خاژ  PCRسص ّحلً٘ ٘اٍننشٗف :3سد١ف نctxBاخنلاك٠  آغاصىشٛاٟپلاػ٢ْذ ٕ  نtcpAاخنلاكر٠   آغاصىشٛاٟپلاػ٢ْذ ٕ
ت٘شم٢ة : پلاػ٢ْذ2ن سد١فDNA ladder mix: ٕـإيش إذاصٙ 1سد١ف( بن )ctxB ٗtcpAتشم٢ث٠اخنلاك٠  آغاصىشٛاٟتا خاژ  pET28aپلاػ٢ْذ  PCR: 4سد١ف ٕ-

tcpA(pET28-ctxB) ِٛاٟ  تشؽ خ٘سدٙ تا إٓض١EcoRI  ٗHindIII 
 

 

 
 

آ٢ّضٟ مّ٘اػ٠  دسكذ تا سٕو SDS-PAGE 12اٍننشٗف٘سص سٟٗ طً  5 شكل
تٗم٢ٔ (Coomassie blue) تَ٘ ت٘شم٢رة   مرا١ْش   اكٌ اص ت٢آ پش ٕTcpA-

CtxB ت٘شم٢ة ؛ تٗم٢ٔ ما١ْش ٕ ٌ دس  CtxB-TcpAت٢آ پش  (+)pET28a ٕاقر
ٓ ن ّحًَٕ٘اك٘ست  تٚ تٗم٢ٔ   1ػرن٘ ١رل   IPTGترا اٍقراٟ    مرا١ْش : ْٕٕ٘رٚ پرش

ٓ  ،PBS ترافش ٗاخرذ   ّ٘لاس دس ٠َ٢ّ تٗم٢ٔ   2ػرن٘ ترا اٍقراٟ    مرا١ْش : ْٕٕ٘رٚ پرش
IPTGنّر٘لاس  ٢َّر٠  8ٗاخرذ اٗسٙ   تافش ٢ٍض سػ٘بّ٘لاس دس ١ل ٠َ٢ّ  ٓ  :3ػرن٘

تٗم٢ٔ ما١ْش تا اٍقاٟ  ٗاخذ اٗسٙ  ّ٘لاس دس ّحًَ٘ ٢ٍض ١ل ٠َ٢ّ IPTGْٕٕ٘ٚ پش
تٗم٢ٔ  ّ٘لاس ٠َ٢ّ 8 تٗم4٠ٖ٢ػن٘ٓن م٢َ٘ داٍن٘ٓ( 35)ما١ْش پش  : ٕـإيش پش

 

 برشسی بي ن پريتئيه ک یمر وًترکيب
 IPTGتا  (+)pET28aٕاقٌ دس  ctxB- tcpA ٠طٕ ما١ْش ت٢آ

ٚ ّ٘لاس اٍ ١ل ٠َ٢ّ ٚ ٕنا١ح آصّا١ؾ ّـخق ؿذ م ٚ ت قا ؿذ. تا ت٘خ

ٙ  CtxB-TcpAپشٗتم٠ٖ٢ ما١ْش  ك٘ست  م٢َ٘ داٍن٘ٓ تٚ 35تا إذاص

 (.5ؿ٘د )ؿنٌ  ّحًَ٘ دس تامنشٟ ت٢آ ٠ّٕا

 

تًرکيب برشسی ص پريتئيه و ٍ شي    خلً ً تأیيود آن بو

 بلات يسترن
اػناادٙ ؿذ. پرشٗتم٢ٔ   دٕات٘سٙدس تخ٢َق پشٗن٢ٔ اص سٗؽ 

 250ا٢ْ١رذاصًٗ    اٟٗداس  تا تافش اٗسٙ CtxB-TcpAٕ٘تشم٢ة 

ٌ خذا ؿذ ّ٘لاس اص سص١ٔ مشّٗات٘ىشاف٠  ٠َ٢ّ ٢ّرضآ  . (6 )ؿرن

ٚ  .دس ٢ٍنش ت٘د ىشُ ٠َ٢ّ 100/33پشٗتم٢ٔ تخ٢َق ؿذٙ  ّٖؾر٘س   تر

ً پشٗتم٠ٖ٢ اص  تادٟ ف٢َٚ  إٓن٠ٗ  تلات سٗؽ ٗػنشٓتأ٢١ذ ّحل٘

اٗمٖؾ پشٗتم٢ٔ مَشات٘مؼ٢ٔ اػناادٙ ؿذ م٢َ٘داٍن٠ٕ٘  35. ٕنا١ح 

  (.7 )ؿنٌتادٟ ضذ مَشا ت٘مؼ٢ٔ سا تأ٢١ذ مشد  تا إٓن٠
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ٟ  دسكذ تا سٕو SDS PAGE 12اٍننشٗف٘سص  6 شكل  آ٢ّضٟ مّ٘اػ٠ تَ٘ ترشا
ت٘شم٢ة خَ٘ف تشسػ٠ تٗم٢ٔ ٕ ٓ ؛ CtxB-TcpAپش تٗم٢ٖر٠    :1ػرن٘ فلراسٙ پش
ٓ اص تاسىزاسٟ سٟٗ قثٌ ٛاٟ اٍقا ؿذٙ  ػًَ٘  نNi-NTAمشّٗرات٘ىشاف٠  ػرن٘
تٗم٠ٖ٢ خاسج ؿذٙ اص  :2ػن٘ٓ  ٕـرإيش :3ػن٘ٓ مشّٗات٘ىشاف٠ن  ػنّ٘ٓحًَ٘ پش

تٗم٠ٖ٢ : 5ػرن٘ٓ  ن pH=6.3تا  Cتافش خشٗخ٠ ػن٘ٓ پغ اص ؿؼنـ٘ تا : 4ن پش
٘ تا  ٓ پغ اص ؿؼنـ ٓ ن =9/5pHتا  Dتافش خشٗخ٠ ػن٘ ت٘شم٢ة : 6ػن٘ ٕ ٔ تٗم٢ پش

 سّ٘لا ٠َ٢ّ 250ا٢ْ١ذاصًٗداس ٗاخذ  اٗسٙ تافشتخ٢َق ؿذٙ اص ػن٘ٓ تا 

 

 
 

ت٘شم٢ةتأ 7 ؿنٌ تٗم٢ٔ ما١ْش ٕ اص ؿذٙ تا اػرناادٙ   ٢آت CtxB- TcpA ٢١ذ پش
تٗم٢ٔ مرا١ْش  ىزاسٟ ٗػنشٓ؛  ٍنٚ سٗؽ ترا اػرناادٙ    CtxB-TcpA تأ٢١ذ پرش
تٗم٠ٖ٢ ٕـإيش: 1ػن٘ٓن Anti-CTX تادٟ اصإٓن٠ تٗم٢ٔ   2ػن٘ٓن پش : ْٕٕ٘رٚ پرش

CtxB-TcpA  اٍقا ؿذٙ تاIPTGٓ٘3ن ػن:  ْٕٕٚ٘BSA 
 

لًيد  تًرکيب وش مً  یب و یآوتت ٍ پريتئيه ک یمر و  علي
ّشتر٘ط ترٚ پرشٗتم٢ٔ مرا١ْش      ELISAاٗمٖؾ  9ٗ  8ؿنٌ 

رآ ّر   . ١رل  دٛرذ  ٠ٕ٘تشم٢ة تخ٢َق ؿذٙ ٗ ػشُ ّ٘ؽ سا ٕـ

 ٟٛرا  ػرُ٘ ٗ چٜراسُ اص ّر٘ؽ    ٛانٚ تقذ اص تد١٘ضٛراٟ دُٗن 

فْرٌ آّرذ ٗ تقرذ اص خذاػراصٟ      ى٢شٟ تٚ ٗ ؿاٛذ خ٘ٓ آصّ٘ٓ

ا٠ٍ٘ سقرژ       ELISAٛان آصّا١ؾ  ػشُ آٓ إدراُ ىشفرژ )ترا تر

اٗس١إغ  (.25600/1تا200/1 فشّ٘لاػر٢٘ٓ تدر١٘ض    آ استدض١ٚ 

ّنشس إداُ ؿرذ.   ٟش٢ى طٓ ٗ تقذاد دفقات تد١٘ض تا إذاصٙ إٓن٠

تش ا١ٔ اػاع عشا آّاسٟ تشاٟ فامن٘سٛاٟ ّ٘سد اسص١رات٠ دس  

ؿنٌ (. دس >05/0Pداس ت٘د ) ا١ٔ تحق٢رن اص ٍحاػ آّاسٟ ّق٠ٖ

ٓ ترادٟ دس ىرشٗٙ    ت٢نرش إٓنر٠  افضا١ؾ  8 طٓ سا  مرٚ إٓنر٠   آصّر٘

. ؿر٘د  ٠د١رذٙ ّر   ك٘ست دسٗٓ كااق٠ دس١افژ مشدٙ ت٘دٕرذ  تٚ

 ٚ ررآ  ٟتراد  ٠آّررذٙ اص ت٢نرش إٓنرر   دػرژ  ٕنرا١ح ترر مررٚ دس  دادٕـ

ٚ  ٟتراد  ٠ا١ْٔ ؿذٙ ت٢نش إٓنر  ٟٛا ا٢ٓ٘  ٟ داس ٠كر٘ست ّقٖر   تر

ت٘د. دس ٛش ّش َرٚ اص تضس١رر    (>05/0P)تالاتش اص ىشٗٙ مٖنشً 

٢ّضآ  ١ٔـنش٢تادٟ ت٘د١ِ تٚ ٕحٟ٘ مٚ ت ذ افضا١ؾ ت٢نش إٓن٠ؿاٛ

دس تضس١رر چٜراسُ ٗ ترٚ     200/1ّشت٘ط تٚ سقژ  خزب ٕ٘سٟ

ٓ  ٢ٕرض  9ؿرنٌ  تر٘د.   ٢ّ3رضآ   ىرش ا١رٔ اػرژ مرٚ تدر١٘ض       ت٢را

ّٖدش تٚ افضا١ؾ ت٢نش  طٓ ٢ٕض ْٛإٖذ ىشٗٙ قث٠َن إٓن٠ ٠شپ٘ػن١ص

ٚ  إٓن٠ ّرذٙ ت٢نرش   آ  دػرژ  تادٟ دس ٛش ّش َٚ ؿذٙ اػژ. ٕنا١ح تر

آ ّ ٟتاد ٠إٓن طٓ  ا١ْٔ ؿذٙ تا إٓنر٠  ٟٛا مٚ دس ّ٘ؽ دٛذ ٠ٕـ

ٚ  ٟتاد ٠ن ت٢نش إٓن٠شپ٘ػن١ك٘ست ص ٗ تٚ  ٟداس ٠كر٘ست ّقٖر   تر

خرزب  ٢ّرضآ   ١ٔـرنش ٢ت .تر٘د  (>05/0P)تالاتش اص ىشٗٙ مٖنشً 

 3/3دس تضس١ر چٜاسُ ٗ تٚ ٢ّضآ  200/1ّشت٘ط تٚ سقژ ٕ٘سٟ 

ٚ  طٓ ١٘٠ض إٓنر ّشتر٘ط ترٚ تدر   ٟ تراد  ٠إٓن ت٢نش ت٘د.  كر٘ست  تر

 طٓ ٠إٓنررٟ ترراد ٠ٕؼررثژ تررٚ ت٢نرش إٓنرر  (9ؿررنٌ ) ٠شپ٘ػرن ١ص

( تالاتش ت٘د مٚ ا١رٔ ٢ّرضآ   8ؿنٌ تٚ دسٗٓ كااق ) ضؿذ١ٙتد٘

آ ٕذاد. ٟداس ٠اص ٍحاػ آّاسٟ تااٗت ّقٖ  سا ٕـ
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 ELISAتا سٗؽ ك٘ست كااق٠  تادٟ ْٕٕ٘ٚ ما١ْش تٚ تشسػ٠ ت٢نشإٓن٠ 8شكل 

 

 
 

 ELISAك٘ست ص١ش پ٘ػن٠ تا سٗؽ  تادٟ ْٕٕ٘ٚ ما١ْش تضس١ق٠ تٚ إٓن٠ تشسػ٠ ت٢نش 9ؿنٌ 
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 بحث
إ٘ا٘سّات٢ن٠ ٛذف ّقاٍٚ مٚ عشا ٠ ٗ  تا ت٘خٚ تٚ ٕنا١ح ت٢

 ٗ CtxBٛراٟ   ت٢آ پشٗتم٢ٔ ٕ٘تشم٢ة ما١ْش دستشداسٕذٙ پشٗتم٢ٔ

TcpAٟا٘ٓ مإذ١ذاٟ ا١ْٕ٘٘طٓ ت٘دن  مَشا تٚ ١ٗثش١٘ اص تامنش فٖ

ٓ مر  إٓدا اص ّغَ٘ب ت٘د. ا٠ٍ٘ ط داساٟ  tcpA  ٗctxBٟٛرا  ٚ تر

اٍ٘ ٍ٘  ٟٛرا  ٠مذٗٓ ٕادس ٛؼژن تْا٠ّ ت  ذمٖٖرذٙ ٢ٕ٘مَم٘ت٢رذٟ ت

ٟ افرضاس إٓلا١رٔ    پشٗتم٢ٔ ما١ْش تا ٕشُ ٓ    ترشا  ت٢رآ ترالا دس ٢ّضترا

ٚ ٢تٜ اؿش١ـ٢ا م٠َ  CAI (Codon adaptationذ. ؿر  ٟػراص  ٖر

Index) ما١ْش ctxB-tcpA ٜتقرذ اص   66/0ٟػراص  ٢ٖٚقثٌ اص ت ٗ

رإيش إنخراب       90/0تٚ  ٟػاص ٢ٖٚتٜ افضا١ؾ ١افرژ مرٚ ا١رٔ ٕـ

ت٢ـنشٟ تشاٟ آٓ ٗخ٘د داؿنٚ مٚ  tRNAٛا٠١ ٛؼژ مٚ  مذٗٓ

. ْٛچٖر٢ٔ  ؿر٘د  ٠ّر  اؿش١ـ٢ا م٠َ تاف  افضا١ؾ ت٢آ دس ٢ّضتآ

ٓ ن RNAّٖؾ٘س تشسػ٠ پا١ذاسٟ ػراخناس   تٚ ٗخر٘د   ٗ ٢ّΔGرضا

ٌ ٍ٘ج ٟ مارب اسص١ات٠ ؿذ. ػاخناسٛا٠١ اص قث٢ ٌ إشطٟ  ٛا  ذاق

ٜ  –30/269ٟػاص ٢ٖٚ( قثٌ اص تΔGٜ) ادآص ٚ ٢ٗ تقرذ اص ت  ٟػراص  ٖر

آ ّ -80/367  ػاخناس مرا١ْش إنخراب   دٛذ ٠ت٘د. ا١ٔ تغ٢٢ش ٕـ

ؿذٙ ّرا پا١رذاس تر٘دٙ اػرژ. ترا ت٘خرٚ ترٚ ٕنرا١ح  اكرٌ اص           

ٗ ْٛچ٢ٖٔ تحق٢قات٠ مٚ پ٢ؾ اص ا١ٔ سٟٗ ٟ افضاسٛا ٕشُ ّخنَف 

ػآ ا١ٍْٕ٘٘٘ط١ل ٛا تشاٟ افضا١ؾ پا آٓ ة٢ٗ تشم ٛأ ٢ا١ٔ پشٗتم

اٗمؼٔ تشت٢ة ا١رٔ   نش١ٔ  اٍژ تشاٟ ػاخژ  ك٘ست ىشفنٚن تٜ

مرٚ   چرشا  ناػژ ctxB-linker-tcpA ك٘ست ػاصٙ ٕ٘تشم٢ة تٚ

ٌ  تشت٢ة رمش  ProtParamافرضاس   اص ٕرشُ  ؿذٙ عثر ٕنا١ح  اكر

ٚ    فْرش ٢ْٕرٚ   پا١ذاسٟ ٗ ١ٔـنش٢ت ا٘ٛرذ داؿرژ. تر  مْرل  سا خ

إ٘ا٘سّات٢ل اتضاسٛاٟ ٚ  ؿرذ  عشا ر٠ ٟ ا ػاصٙ ت٢ ٠ ٖر ٢ت ؾ٢پر  مر

اؿش١ـ٢ا  ٢ّضتآ دس ص١ادٟ ٢ّضآ تٚ اصآٓ  اكٌ پشٗتم٢ٔ ؿ٘د ٠ّ

إ٘ذ ٠ّ ٗ دؿ٘ ت٢آ م٠َ ا٘ٓ تٚ ت چٖذىإرٚ ف٢َرٚ    اٗمؼٔ ١ل فٖ

 د.ؿ٘ اػناادٙ ت٢ْاسٟ

اص  ctxB-tcpAّٖؾ٘س ت٢رآ مرا١ْش طٕر٠     دس ا١ٔ تحق٢ر تٚ

ٚ     (+)pET28a ػ٢ؼنِ ت٢ا٠ٕ د٢ٍرٌ   اػناادٙ ؿرذ. ا١رٔ ػ٢ؼرنِ تر

 His6 tagنT7 lacقرٟ٘   س٘اص قث٢ٌ داؿنٔ پشّٗ٘ت ١٠ٛا ٠ظى١ٗ

تخ٢َق  تشاٟ MCS (Multiple cloning site)دس دٗ عشف 

نش پشٗتم٢ٔ ما١ْش ٗ دس ا تٜ ٟ داؿنٔ ؿرشا١ظ ّغَر٘ب    ژ١ٜٕ  ترشا

 ٘ ١نرر٠ اص ن اؿش١ـرر٢ا مَرر٠ ّخنَررف تررامنشٟ ٟٛرراٚ ١ت٢رآ ػرر

ٛاٟ  ٛا٠١ اػژ مٚ غاٍثاً تشاٟ ت٢آ آصّا١ـيا٠ٛ پشٗتم٢ٔ ػ٢ؼنِ

 ؿ٘د.  اػناادٙ ٠ّ اؿش١ـ٢ا م٠َ م٢ة دسٕ٘تش

 ٌ ٚ ّح ٚ ت  ٟػغ  تامنشدس TcpAتم٢ٔ ٗپشٟ ش٢قشاسىتا ت٘خ

تا ٙ تاف  ؿذ نٛرا ٟ تراد  ٠قشاسى٢شٟ آٓ ٕؼثژ تٚ إٓن ژ٢ٗ ّ٘قق

 تا تاؿذ.سٟ ٠ْٖ١ٗ ف٢َٚ ت٢ْاات٘ػقٚ  سّٖاػث٠ تٚ ّٖؾ٘اٟ مإذ١ذ

إ٘ن٠   CtxBتم٢ٔٗپش ؛اص ػٟ٘ د١يش اػرژ  داساٟ خاك٢ژ ادخر

تٚ  ٟتراد  ٠إٓنر ١ؾ ت٢نش افضا١دراد ا١ْٖر٠ ػر٠ٍَ٘ ٗ ا     مٚ تافر 

 .ؿ٘د ٠ّػ٢ؼن٢ْل ست ك٘

تٚ  مررا١ْشتم٢ٔ ٗتا تا ت٢ٍ٘ذ پشداس١ررِ ػق٠ تشسػرر٠ ١ٔ دس ا

ٛض١ٖٚ ن تم١ٗٔ٢ٔ پشٓ ّر ش ات٢ا تشاٟسا  ٟا ٢ٖٚصّٕ٘تشم٢ة ست ك٘

ا دس ٗ تشٟ ق٘ صا٠١ ا٠ْٖ١ن خاك٢ژ مْنش مؼٔ اٗ ٠ اعش ژ١ر ٜٕ

٠ْٖ١ اتق١٘ژ پاػآ  اػرژ ُ ترٚ رمرش   لاصِٛ م٢ِٖ. افشماسآّذتش 

ا٘ٓ ٠سا ّ ctxBطٓتؼنٚ تٚ اّٗخاع٠   tcpAدٓ طٓ مشٓ تا مَ٘ ت

ٚ ْٛش ٌ ١ل  ctxB طٓ اٙت ٚ ؿن تشم٢ة ١ا تا اٗت ٕ٘ ٔ  دٓمش ضافٚامؼ

 .دادُ ٕدإؾش ا ّ٘سد طٓ ٠اٙ إٓنتٚ ْٛش CtxBتم٢ٔ ّٗؼنق٢ِ پش

آ داد مٚ اػناادٙ اص پشٗتم مٕ٘ذٗ ٕ٘تشم٢رة ٛرش    ٟٛأ ٢ٕـ

ِ  ٗ ْٛضّآ تا ٠١تٖٜا تٚ TcpA  ٗCtxBاص دٗ پشٗتم٢ٔ  مذاُ  ٛر

إ٘ذ ٠ّ ٚ  ٠اّرا صّرإ  ؛ ػثة ا١داد ا٠ْٖ١ ف٢َٚ ت٢ْاسٟ ؿ٘د ت  مر

صا٠١ تٚ ّشاتة ترالاتشٟ   ك٘ست ّخَ٘ط تاؿٖذ خاك٢ژ ا٠ْٖ١ تٚ

مشد تا ترا   ّْضٗج tcpA سا تا طٓ ٢ْٛctxBٔ د٢ٌٍ طٓ داسٕذ. تٚ

 ٗ ج قررذست ت٢ٍ٘ررذ پررشٗتم٢ٔ ما١ْش١ررل  اكررٌ اص ا١ررٔ ّْررض

 صا٠١ افضا١ؾ ١اتذ. ا٠ْٖ١

ٚ  اّشٗصٙ اٗمؼٔ مإذ١ذٛاٟ عشا ٠ دس ٚ  خاكر٠  ت٘خر  تر

ص١ش  دستشداسٕذٙ ما١ْشٟ ٛأ ٢پشٗتم .ؿ٘د ٠ّ ما١ْشٟ ٛأ ٢پشٗتم

اٍ٘  ٗ فاكَٚ إرذاصٛا  پشٗتم٠ٖ٢نٟ اٗ ذٛا  تاخاكر٢ژ ٠١ ٛرا  ٠تر

إ٘ن٠ن ّرر إ٘ررذ ٠ادخرر  صا١رر٠ ا١ْٖرر٠ خاكرر٢ژ افررضا١ؾ ػررثة ت

 ؼرژ ١تا ٠ّر  پشٗتم٠ٖ٢ٞ قغق دٗ ا١ٔ ٘د.ؿ ٕ٘تشم٢ة ٟٛأ ٢پشٗتم

ٚ  ّٖاػة فاكَٚ إذاص ت٘ػظ ١ل ِ  تر ٌ  ٛر . ترشاٟ  ؿرٕ٘ذ  ّنلر

نش دٗ پرشٗتم٢ٔ ٗ دس ّقرشم    ٔ  خذاػاصٟ تٜ نرش   قرشاس ىرشفن تٜ

ٟ تراد  ٠إٓنر پشٗتم٢ٔ ما١ْش دس ػ٢ؼنِ ا٠ْٖ١ ٢ّضتآ ٗ ا١داد ت٢نش 

نش اص   EAAAK ٟٛرا  ٢ٖٚآّ ذ٢ؿاٌّ اػ ػخژ فاكَٚ إذاصٟتٜ
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ٌ   تٚمٚ  (٢ٍض١ٔ ٗ تا٢ّلن آلا٢ٕٔىَ٘ )اػ٢ذآ٢ّٖٚ  فَژ داؿرنٔ پر

ن٠  ٕضد١رل  ِٛ تٚ اص ّإـ پا١ذاسن ٢َٛنغ ػاخناس ا١داد تان ْٕ

اػر٢ذ ىَ٘تا٢ّرل ٗ ٢ٍرض١ٔ إنٜرا٠١      پشٗتم٠ٖ٢ ٛاٟ ٢ّٔٗد ؿذٓ

 ن اػناادٙ ؿذ.دؿ٘ ٠ّ

د. داسٟ ا تشخؼن٠١ٚ تأ ٢ش صا ٠ْٖ١ا سٕٗذ دس ٛا طٓ ٠إٓنّا٢ٛژ

 ٟش١پرز   ل١ر ٢ّضآ تحش ناسٟ ّٗا٢ٛژ ػاخ تش اػاع ٛا طٓ ٠إٓن

ٙ پشٗتم٠ٖ٢ ٗ ٗ ىشٗ ٓ تٚ د ٟ تقؼ٢ِ  پ٠َ ػ٢ؼنِ ا٠ْٖ١ ٢ّضتا ػاماس١ذ

تؼنٚ تٚ اٗ ٟٛرا  طٓ ٠ٓ إٓنتم٠ٖ٢ مٚ ْٛاٗپش ٟٛا طٓ ٠إٓن .ؿ٘د ٠ّ

 ٟٛررا ػررًَ٘مثش ات٢ٍ٘ذ دس ػاػ٠ س إقؾ تؼ٢اژ ػررا Tً ػَ٘

٠١ ١اتامنشٟ ١ذسامارپ٠َ ػ ٟٛا طٓ ٠إٓن مٚ ٠ اٍ دس دٙ داسخاعش

ٟ  ػًَ٘ا رتٖٜن ٛأ ٢ف پشٗتملارخشرت سا ش رفْٙ ارم٘تٟ ػْاپلاٛا

ا ٠ت٢ٍ٘ذ ّ  ٟٛرا  ف ػًَ٘تٚ خل٘ؿ ػثة ت٢ٍ٘ذ ١ل ٕ٘ٗ  ذ١ْٕ

 .[26]ذ رٛذ ؿاخ٘ٙ خاعش

ف٢َٚ ٛش  ذؿذ٢ٙتٍٟ٘ تاد ٠إٓنت٢نش آّذٙ  فٌْ عثر ّغاٍقات تٚ

ٟ تا ّإذىا طٓ ٠نإٓ ِ تشقشساخنلاك٠ ٙ اخاعشس ٚ ّؼنق٢ ن مذٖ ٠ّ استغ

ٚ  طٓ ٠ّشت٘ط ترٚ تدر١٘ض إٓنر    ٟتاد ٠إٓن نشت٢ تٖاتشا١ٔ كر٘ست   تر

ػ٢ؼنِ ا٠ْٖ١ ٢ّضتآ سا ت٢ـنش  ٕؼثژ تٚ دسٗٓ كااق٠ ٠شپ٘ػن١ص

نشٟ تٚ ّا ّ مٖذ ٠ّتحش١ل  ٚ ْٛآ دٛذ ٠ٗ پاػآ ا٠ْٖ١ تٜ ع٘س  م

٘داسٛا ّرشتثظ ترا تد١٘ضٛرا     ٟتراد  ٠ّشت٘ط تٚ ت٢نش إٓنٟ دس ْٕ

ٚ ٟ تراد  ٠إٓنر  نرش ٢دس ٛش ّش َرٚ ت  نؿ٘د ٠ّ ّـاٛذٙ كر٘ست   تر

اػرژ ٗ ا١رٔ ت٢رإيش تحش١رل ّٖاػرة       افن١ٚ ؾ١تلافذٟ افضا

دسا١ررٔ پررظٗٛؾ اص  .طٓ ٛؼررژ ػ٢ؼررنِ ا١ْٖرر٠ ت٘ػررظ إٓنرر٠

تا ت٘خٚ تٚ  CtxBطٓ ؿذٙ مٚ دس آٓ پشٗتم٠ٖ٢ اػناادٟٙ ٛا طٓ ٠إٓن

إ٘ن٠ ّ٘خرة تحش١رل پاػرآ ا١ْٖر٠       داسا ت٘دٓ خاك٢ژ ادخر

 طٓ ٠ٕنر آ مٖٖذٙ  فشضٟٚ ٛا تا ػًَ٘ طٓ ٠إٓن اٗػغٚ تشْٛنٖؾ تٚ

(Presenting cell: APC-Antigen ) دس ص١ش پ٘ػرژ  ّ٘خ٘د

ً ٠ اص خضنٟ دٕذس١ن٢ل مٚ ٛا ػًَ٘ .ؿ٘د ٠ّ  APCٟ ٛرا  ػرَ٘

ٗ تٚ ىشٙ ٍٖااٟٗ ّٖنقٌن ػپغ تٚ  طٓ ٠إٓنٛؼنٖذن   Tٟ ٛا ػًَ٘س

 Bن ػًَ٘ Tؿذٓ ػًَ٘  تا فقاً. ؿ٘د ٠ّفقاً  Tٗػًَ٘فشضٚ 

٢ٌّ پ٢ٕ٘رذٟ تر٢ٔ    ٟ افضا١ؾتاد ٠إٓنفقاً ٗ تاف  افضا١ؾ ت٢نش 

 ً ٚ  ٠تٖراتشا١ٔ ٖٛيراّ  . ؿر٘د  ٠ّر  T ٗ Bػرَ٘ ٔ  مر  CtxB پرشٗتم٢

صا١ر٠   ْٛشاٙ ؿر٘د ا١ْٖر٠  TcpAك٘ست مٕ٘ظٗىٚ تا پشٗتم٢ٔ  تٚ

ْٛنراسإؾ سٟٗ ت٢رآ    ٗ (Sharma) ؿراسّا . اترذ ١ ٠افضا١ؾ ّ

 ٟ اٗ رذٛا  ACFA (Accessory colonization تَا٢ق٠ ص١ش

factor subunit A) ٘اٗ ذ مَشا ١ٗثش١  اٗ ذ ت٘مؼ٢ٔ ص١ش تا ص١ش

B ٚمشدٕرذ  فشٕي٠ تشاس١خنٚ ؿذٙ ماس  دس ى٢اٙ ى٘خ  ٚ ٕنرا١ح   مر

ٌ اص پظٗٛؾ آٓ ٛا تا قؼْن٠ اص ٕنا١ح تشسػ٠  اضش دستاسٙ   اك

ً  .[27ِٛ ساػرنا تر٘د ]   CtxBت٢آ پشٗتم٢ٔ  آقراٟ   2008دس ػرا

ػاصٟ اػنٖـراق٠ اص عش١رر ص١رش     ْٛناسإؾ تٚ ا٠ْٖ١ ٕذٗ ٗ٘م

ٔ ٗ Bاٗ ذ اٗ مَشات٘مؼ٢ دس  مَشا پ٠َ٢ ّنحشك ١ٗثش١٘ A  ذص١ش

 .[19]ِٛ ساػنا ت٘د   اضشخشى٘ؽ پشداخنٖذ مٚ تا پظٗٛؾ 

آ داد مٚ تضس١ر پشٗتم٢ٔ ما١ْش تٚ سٗؽ  ELISAٕنا١ح  ٕـ

تادٟ دس ّقا١ؼٚ تا سٗؽ  ص١ش پ٘ػن٠ ّٖدش تٚ تالا سفنٔ ت٢نش إٓن٠

داس  ؿ٘د مٚ ا١ٔ تااٗت اص ٍحاػ آّاسٟ ّقٖر٠  دسٗٓ كااق٠ ٠ّ

تادٟ پغ اص تضس١ر ػُ٘  مٚ ت٢نش إٓن٠ دس ٕؾش ىشفنٔ ا١ٕٔث٘د. تا 

ا٘ٓ ٕن٢دٚ ىشفژ مٚ  ّق٠ٖ ت٘د ٠ّ ٗ چٜاسُ اص ٍحاػ آّاسٟ ت٠ ت

إ٘رذ ػ٢ؼرنِ ا١ْٖر٠ سا     ما١ْش ٢ٕض ٠ّ صاٟ ا٠ْٖ١ػٚ تاس تضس١ر  ت

ا١ذ ٗ ٢ٕاصٟ تٚ تد١٘ض چٜاس ّش َٚ  اٟ ٢ٕؼژ. تحش١ل ْٕ

ّنـنٌ اص ما١ْش ٕ٘تشم٢ة  طٓ ٠ٕنا١ح ا١ٔ پظٗٛؾن ٕقؾ إٓن

اٌّ٘ ٘د ٗ إٓن TcpA ٗ CtxB ٟصاٟ ْاس٢ت ف  ٟتاد ٠سا ا ثات ْٕ

ٟ ت٢ٍ٘ذ مشد. تٖاتشا١ٔ ٕن٢دٚ ا١ٔ تحق٢ر ت٢إيش آٓ  دس ّ٘ؽ ػ٘س

إ٘ذ ٠اػژ مٚ پشٗتم٢ٔ ما١ْش دٗ ؽشف٢ن٠ ّ مإذ١ذاٟ ّٖاػرث٠   ت

تٗا تاؿذ. تشاٟ اٗمؼٔ ف٢َٚ ت٢ْاسٟ   ت٢ٍ٘ذ 

 

 تشكر ي قدشو وی
رياٙ خراّـ اّراُ      ٗػ٢َٚ اص ىشٗٙ ص١ؼژ تذ١ٔ ؿٖاػر٠ دإـ

 ؼ٢ٔ )ؿ( خٜژ فشاِٛ آٗسدٓ اّنإات ٗ ؿشا١ظ ّ٘سد ٢ٕراصن  

 ىشدد. تـنش ٠ّ
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