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 چكيده
 :O157 باكتري اشرشياكلي : هدف H7 انتروهموراژيـك ( دهنـده داخلـي هاي خـونريزي ، از زيرگروه اشرشياكلي 

 هـاي خـوني، كه در ايجاد اسـهال است اين باكتري توليد كننده توكسيني شبيه شيگا توكسين . ست ا ) اشرشياكلي
 نشانگان يورمي هموليتيك يك عامل مهم نـاتواني كليـوي در . غيرخوني و نشانگان يورمي هموليتيك نقش دارد

 پروتئين غشايي به نام باز، جفت ۲۲۴۱ با O157:H7 از باكتري اشرشياكلي fepA ژن . كودكان و بزرگسالان است
 كند كه براي جذب فريك انتروباكتين در باكتري اشرشياكلي ضروري پروتئين اتصالي فريك انتروباكتين را كد مي

 در اين مطالعه . ايمن نمود از تهاجم آن توان ميزبان را در صورت ممانعت از جذب آهن توسط باكتري، مي . است
 . شد بررسي FepA زايي پروتئين غشايي تأثير ايمني

 ، ژنوم آن به O157:H7 ، پس از كشت باكتري اشرشياكلي FepA منظور تهيه پروتئين نوتركيب به : ها مواد و روش
 بـاز جفـت ۲۲۴۱ طـول از اشرشياكلي به fepA با كمك واكنش زنجيرة پليمراز ژن . روش ليز قليايي تخليص شد

 لي سازة نوتركيب به ميزبان اشرشياك از انتقال پس . كلون شد (+)pET28a سازي و سپس روي ناقل بياني فراوان
 دي گالاكتوزيـد القـا و - هاي مختلف ايزوپروپيل تيو بتا ، بيان پروتئين مورد نظر توسط غلظت Bl21DE3 سويه
 بررسي و پروتئين نوتركيب از طريق كروماتوگرافي ميـل تركيبـي بـا SDSPAGE نتايج بيان با . سازي شد بهينه

 در نهايت پس از تزريق پروتئين تخلـيص شـده بـه مـوش و تكميـل دورة . ليص شد تخ NiNTA كمك ستون
 . شد بادي با سنجش الايزا ارزيابي تيتر آنتي سازي، ايمن
 Balb/C هـاي تزريـق پـروتئين بـه مـوش . د شـ كيلودالتون توليد و تخليص ۸۵ پروتئين نوتركيب با وزن : نتايج
 بادي توليد شده در شناسايي بادي و نيز توان آنتي مني و توليد آنتي دهندة توان بالاي آن در تحريك سيستم اي نشان
 . است LD50 ۱۰ ۶ ين اتصالي فريك انتروباكتين كه منجر به تقويت مقاومت موش در برابر ئ پروت

 بادي نوتركيب در شناسايي پروتئين اتـصالي فريـك انتروبـاكتين، امكـان با توجه به توان بالاي آنتي : گيري نتيجه
 . شود بادي در محدود كردن رشد و توسعه انتروباكترياسه مطرح مي از اين آنتي استفاده

:O157 ، اشرشياكلي FepA آهن، : كليدواژگان H7 

 مقدمه - ۱
 كـه طوري به است ها آهن يك نياز غذايي مهم براي باكتري

 در بـراي رشـد و تكثيـر، براي جذب آهن مورد نياز ها باكتري
 ابت با فاكتورهاي اتصال به آهن ميزبان قابليت رق ، فرايند تكامل

 (Chelators) اين توانايي با توليـد كلاتورهـاي . اند را كسب كرده

 دسـت آمـده و در حـال حاضـر بـا نـام سـيدروفور قوي آهـن بـه
(Siderophore) باكتري اشرشياكلي . شوند شناخته مي O157: H7 

(Escherichia  coli) ــياكلي ــي از اشرشـ ــاي ، زيرگروهـ  هـ
(Enterohemorrhagic Escherichia coli) روهموراژيك انت
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 و همكاران بقال سيدمهدي لاري فريك انتروباكتين بادي عليه آنتي
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۸۴ 

 Shiga) توليدكننــده توكــسين شــيگا toxin) ) Stx1 و Stx2 ( 
 شود و در ترين توكسين اين باكتري محسوب مي است كه اصلي

 هاي خوني، غيرخوني و نشانگان يورمي هموليتيك ايجاد اسهال
(Hemolytic  uremic  syndrome) آهــن در . نقــش دارد 

 سنتز، تنفس، چرخه تري كربوكسيليك اسيد، انتقال اكسيژن، فتو
 ، تنظيم بيان ژن، و (Methanogeneis) متانوژنز تثبيت نيتروژن،

 طـور هاي آبـي بـه و در محلول ] ۲ ، ۱ [ نقش داشته DNA سنتز
 طور متوسط هر سـلول بـاكتري به ]. ۴ ، ۳ [ شود ضعيف حل مي

 يـون آهـن ۶ ۱۰ - ۵ ۱۰ براي انجام فراينـدهاي زيـستي خـود بـه
 درصــد وزن ۱ / ۸ ميــزان آهـن تــا اهي وگــ ] ۶ ، ۵ [ احتيـاج دارد

 هايي كه در بدن انسان باكتري ]. ۷ [ يابد خشك سلول افزايش مي
 دهند براي تأمين آهن مورد نياز خود با يـك تشكيل كلوني مي

 مشكل جدي روبرو هستند و آن داخل سـلولي بـودن بـيش از
 از دسترس بـاكتري درصد آهن بدن انسان است كه عملاً ۹۹ / ۹

 كه آهن خارج سلولي كه در پلاسما و علاوه اين به ؛ خارج است
 هـا شود به شدت در اتصال با ترانسفرين مايع لنفاوي يافت مي

(Transferrins) ها براي دسترسي به آهـن باكتري ]. ۸ [ هستند 
 درشـرايط هـوازي، . كننـد هاي متفاوتي اسـتفاده مـي از مكانيزم

 (Ferric iron) ها انواع ليگاندهاي آهن فريك ها و قارچ باكتري
 تاكنون ]. ۹ [ كنند با وزن مولكولي كم به نام سيدروفور توليد مي

 نوع سيدروفور مختلف از نظر شيميايي شناسـايي ۵۰۰ بيش از
 سـيدروفور از - براي عبـور كمـپلكس فريـك ]. ۱۰ [ شده است

 ها نياز به انـرژي و گيرنـده اختـصاصي خارجي، باكتري ي غشا
ــد ــه . دارن ــرژي ب ــشا ان ــوني غ ــه پروت ــروي محرك ــيله ني  ي وس

 خـارجي از ي شود و انتقال آن بـه غـشا سيتوپلاسمي تأمين مي
ــي ــپلكس پروتئين ــق كم ــورت TonBExbBExbD طري  ص

 باكتري اشرشـياكلي و چنـدين گونـه ديگـر ]. ۱۲ ، ۱۱ [ گيرد مي
 در شرايط فقر (Enterobacteriaceae) خانواده انتروباكترياسه

 كنند كه ترشح مي (Enterobactin) سيدروفور انتروباكتين آهن
 وسيله آن در متصل شده و به FepA خارجي ي به پروتئين غشا

 بـه FepB پـروتئين ]. ۱۳ [ شـود پلاسميك آزاد مـي فضاي پري
 ســيدروفور فريــك انتروبــاكتين متــصل و بــا عبــور از فــضاي

 ي موجـود در غـشا ABC پلاسميك آن را به انتقال دهنده پري
 سيتوپلاسـمي ي دهد و فعالانه از غـشا سيتوپلاسمي تحويل مي

 براي O157:H7 هاي اشرشياكلي استراتژي ]. ۱۴ [ كنند عبور مي
 غلبه بر استرس آهن، توليد سـيدروفور انتروبـاكتين اسـت كـه

 هـاي اشرشـياكلي در شـرايط وسيله همـه سـويه طور كلي به به
 اخـل سـلول، براي ورود آهن بـه د . شود استرس آهن توليد مي

 پروتئين . نقش كليدي دارد (FepA) پروتئين فريك انتروباكتين
FepA در غشاي خارجي قرار دارد و با مطالعاتي كـه صـورت 

 هـاي گرفته، مشخص شده است كه ايـن پـروتئين داراي لـوپ
ــك ــپلكس فري ــايي كم ــه در شناس ــلولي اســت ك  - خــارج س

 سد كـه بـا ر نظر مي بنابراين به ]. ۱۶ ، ۱۵ [ سيدروفور مؤثر است
 عنـوان توليد و تخليص اين پروتئين نوتركيـب بتـوان از آن بـه

 يك كانديد احتمالي براي تهيه واكسن استفاده كرد و بـا توليـد
 جـايي كـه از آن . د ش بادي موجب كاهش رشد اين باكتري آنتي

 هـا و بـا واكـسيناسيون دام هـستند ها منبع اين باكتري بيشتر دام
 در ايـن بنـابراين ؛ انسان جلوگيري كـرد توان از انتقال آن به مي

 صــورت تحقيــق بــر مبنــاي فرضــيات فــوق ايــن پــروتئين بــه
 زايـي آن در مــدل آزمايــشگاهي نوتركيـب توليــد و اثـر ايمنــي

 . شد مطالعه

 ها مواد و روش - ۲
 :O157 بــاكتري اشرشـــياكلي H7 پلاســـميد pET28a 

) Novagen ــالات متحــده آمريكــا ــاكتري ) ، اي  اشرشــياكلي و ب
 ) ، ايـــالات متحـــده آمريكـــا BL21DE3 ) Novagen يه ســـو

 . ند د شـ عنوان سيـستم بيـاني پروكـاريوتي و ميزبـان اسـتفاده به
 اي طراحي شده براي واكـنش زنجيـره (Primers) آغازگرهاي

 Polymerase) پليمــراز Chain  Reaction:  PCR) توســط 
 پليمـراز DNA هـاي سـنتز شـد و آنـزيم CinnaGen شركت
Taq (Taq  DNA  polymerase) ، DNA ليگـــــاز T4 

(T4 DNA ligase) هاي محدودالاثر و آنزيم SalI و EcoRI از 
كيت تخلـيص . خريداري شدند ) روسيه ( Fermentas شركت
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۸۵ 

DNA تكاپوزيـست ها به شركت از ژل و تعيين توالي همسانه 
 ستون ميل . اند سفارش داده شده ) كره Bioneer نمايندة شركت (

 . خريداري شد QIAGEN از شركت NiNTA تركيبي

 الگو DNA تخليص - ۱ - ۲
 LB (Lysogeny broth) محيط كـشت براي كشت باكتري از

 مقدار ژنومي، DNA منظور تخليص به . آبگوشتي استفاده شده است
 به كمك ها ليتر از كشت به ميكروتيوپ منتقل شد و سلول ميلي ۱ / ۵

 TE (TrisEDTA) ميكروليتر بافر ۵۶۷ آوري و در جمع سانتريفوژ
ــل شــد ــسيون ســلولي . ح  ميكروليتــر ســديم ۳۰ بــه سوسپان

 درصد ۱۰ (Sodium dodecyl sulfate: SDS) دودسيل سولفات
 اضـافه و بـراي يـك سـاعت در دمـاي K ميكروليتر پروتئيناز ۳ و

ــداري شــد درجــه ســانتي ۳۷ ــراد نگه ــر ۱۰۰ ســپس . گ  ميكروليت
 CTAB/NaCl ميكروليتــر محلــول ۸۰ مــولار و ۵ كلريــد ســديم

(Cetyl  trimethylammonium bromide) . ) ۴ درصد NaCl و 
 ۶۵ دقيقـه در دمـاي ۱۰ به مخلـوط اضـافه و ) CTAB درصد ۱۰

 ژنومي با استفاده از DNA در نهايت . گراد قرار گرفت درجه سانتي
 . شـد تخلـيص DNase عاري از RNase يمار با كلروفرم و ت - فنل

DNA ژنومي حاصل در بافر TE وص و غلظت آن حل شد و خل 
 ]. ۱۷ [ گيري شد نانومتر اندازه ۲۶۰ با اسپكتروفتومتري در طول موج

 fepA تكثير ژن - ۲ - ۲
 آغـازگر رفـت بـا تـوالي ۲ توسـط fepA سازي ژن فراوان

5'TAAAGGATCCATGAACAAGAAGATTC3' با 
 ي و آغازگر برگشت (BamHI) جايگاه شناسايي آنزيم محدودالاثر

5'AGCAGTCGACGAAGTGAGTGTTTAC3' ــا  بـ
 . صـورت پـذيرفت (SalI) جايگاه شناسايي آنزيم محـدودالاثر

 مول در ليتر از ۲ / ۵ ميكروليتر كه حاوي PCR ۳۰ حجم نهايي
 نــانومولار در ليتــر از هريــك از آغازگرهــا، dNTP ، ۱۵۰ هــر

MgCl2 مـولار در مخلـوط واكـنش، ميلـي ۵ با غلظـت نهـايي 
 الگـو و DNA گرم نـانو Taq ، ۱۰۰ پليمـراز DNA واحد ۲ / ۵

 بـراي تكثيـر ژن PCR پارامترهـاي . بوده است 1X PCR بافر
fepA ــه ــته اولي ــامل واسرش  Initial) ش Denaturating) در 

 اي مرحلـه ۳ چرخـة ۳۵ دقيقه، ۵ مدت گراد به درجه سانتي ۹۴
 درجـه ۹۴ در دمـاي (Denaturation) شامل واسرشته شـدن

 گرهــا در دمــاي دقيقــه، اتــصال آغاز ۱ مــدت گــراد بــه ســانتي
 ثانيــه و پليمريزاســيون ۴۵ مــدت گــراد بــه درجــه ســانتي ۵۵ / ۵

(Polymerization) ۲ / ۵ مدت گراد به درجه سانتي ۷۲ در دماي 
 درجـه ۷۲ دقيقه و در نهايـت پليمريزاسـيون نهـايي در دمـاي

ــه ســانتي ــد ۵ مــدت گــراد ب ــايج . دقيقــه بودن  پــس از PCR نت
 آميزي بـا درصد و رنگ ۱ الكتروفورز روي ژل آگارز با غلظت

 در طول مـوج (Ethidium bromide: EtBr) اتيديوم برومايد
 پس از بارگذاري محصول واكـنش . نانومتر مشاهده شدند ۲۶۰

 روي ژل آگـارز بـا دمـاي پــايين و اسـتفاده از كيـت تخلــيص
DNA افـزار بـا اسـتفاده از نـرم . ، قطعه مورد نظر تخليص شـد 
CLC دالاثر، روي ژن هـاي محـدو جايگاه بـرش آنـزيم fepA 

 اين ژن را به EcoRI بررسي و مشخص شد كه آنزيم محدودالاثر
 دهد و از اين روش برش مي ۶۲۲ و ۱۶۱۹ هاي دو قطعه با اندازه

 . استفاده شد ، سازي شده براي آناليز اوليه ژن فراوان

 سـازي ساخت سازواره مولكولي همسانه - ۳ - ۲
 fepA ژن

 بـا دو PCR ص شـده و محصول تخلي pET28a پلاسميد
 درجـــه ۳۷ در دمـــاي BamHI و SalI آنـــزيم محـــدودالاثر

 صورت جداگانه هضم شدند، ساعت به ۴ مدت گراد و به سانتي
 سپس محصولات هضم آنزيمي روي ژل آگارز با دمـاي پـايين

 ، قطعـات DNA بارگذاري شده و با استفاده از كيـت تخلـيص
 اق، واكنشي با براي انجام واكنش الح . مورد نظر تخليص شدند

 نانوگرم از قطعـه مـورد ۱۰۰ ميكروليتر حاوي ۱۲ حجم نهايي
 واحـد آنـزيم ۲ نانوگرم از پلاسـميد هـضم شـده و ۸۰ نظر و
DNA ليگاز T4 1 و بافر آنزيم بـا غلظـت نهـاييX در دمـاي 

محـصول . ساعت انجـام شـد ۱۶ مدت گراد به درجه سانتي ۱۲
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 و همكاران بقال سيدمهدي لاري فريك انتروباكتين بادي عليه آنتي
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۸۶ 

 بـا BL21DE3 واكنش الحاق بـه بـاكتري اشرشـياكلي سـوش
 هـاي گـري همـسانه روش شوك حرارتي منتقل شدند و غربال

 ليتر ميكروگرم در ميلي ۷۰ آگار حاوي LB حاصل روي محيط
ــسين ــد ان (Kanamycin) كاناماي ــام ش ــه . ج ــد ب ــور تأيي  منظ

 هاي غربال شده در محيط سازي، پس از كشت همسانه همسانه
LB امايـسين، ليتـر كان ميكروگرم در ميلـي ۷۰ آبگوشتي حاوي 

 بـا انجـام ]. ۱۸ [ تخليص پلاسميد با روش ليز قليايي انجام شد
 هضم آنزيمي قرار گرفتن قطعه در ناقل پلاسميدي تأييـد و در

 سازي ها، صحت همسانه نهايت با انجام تعيين توالي از همسانه
 pET 28aFepA E.coli شده سيستم بياني ساخته . تأييد شد

BL21DE3 گذاري شد نام . 

 بيان پروتئين نوتركيب هدف - ۴ - ۲
pET  28aFepA  E.coli  BL21DE3 در محــيط LB 

 ميكروگرم در ميكروليتر كانامايسين در دماي ۶۰ آبگوشتي حاوي
 (Shaker Incubator) گراد در شيكر انكوباتور درجه سانتي ۳۷
 دور در دقيقه هوادهي، كشت داده شدند و پس از رسيدن ۲۰۰ با

 در طول مـوج ۵ / ۰ (Optical Density: OD) به جذب نوري
 دي گالاكتوزيـــد - نـــانومتر بـــا ايزوپروپيـــل تيـــو بتـــا ۶۰۰

(Isopropyl  βD1  thiogalactopyranosid:  IPTG) ــا  ب
 مدت گراد به درجه سانتي ۳۷ مولار القا و در دماي ميلي ۰ / ۷ غلظت

 دور در دقيقه هـوادهي انكوبـه ۲۰۰ ساعت در شيكر انكوباتور با ۴
 دور در دقيقـه ۶۰۰۰ هـا بـا سـانتريفوژ در امـه سـلول در اد . شـدند

 SDSPAGE آوري و نتايج بيان پروتئين بـا دقيقه جمع ۵ مدت به

(Sodium dodecyl sulfatepolyacrylamide gel electrophoresis) . 
 . شدند بررسي

 تخليص پروتئين نوتركيب - ۵ - ۲
 آوري شده از مرحلة قبل در بافر ليز رسوب باكتريايي جمع

 و مـولار ميلي Tris ۱۰۰ مولار، ميلي B ) NaH2PO4 ۱۰۰ كننده
 حل شده و با اسـتفاده از دسـتگاه =pH ۸ با ) مولار ميلي ۸ اوره

 درصـد و ۷۵ با قدرت رزونـانس (Ultrasonic) اولتراسونيك
 اي ثانيه ۳۰ چرخه ۶ در ۵ / ۰ (Amplification) آمپيلافيكاسيون

 دقيقـه ۳۰ مدت شده به هاي ليز سلول . و در حمام يخ ليز شدند
 دور در دقيقـه ۸۵۰۰ گـراد و سـرعت درجه سـانتي ۴ در دماي

 سپس رسوب حاصل در بافر ليز كننده حاوي . سانتريفوژ شدند
 SDSPAGE مولار به خوبي حل شد و هـر كـدام بـا ۸ اوره

 در ادامه پروتئين نوتركيب هدف با كمك سـتون . د شدن بررسي
 بـا بافرهـاي شستـشو پـس از شستـشو NiNTA ميل تركيبي

 بـا E و بافر فروشـويي =pH ۵ / ۹ با D و =pH ۶ / ۳ با C دهندة
۵ / ۴ pH= ) تركيب همة بافرهاي ذكر شده شبيه به بافر B بوده و 

 تخلـيص شـد و نتـايج بـا ) ها تنظـيم شـده اسـت آن pH تنها
SDSPAGE ا و در نهايت غلظـت پـروتئين بـ شدند بررسي 

 . گيري شد ندازه ا (Lowry) روش لوري

 ها سازي موش ايمن - ۶ - ۲
 صـورت اي بـه هفتـه ۸ - ۶ نر با سـن Balb/C سر موش ۲۰

 نانوگرم پروتئين نوتركيـب تخلـيص ۱۰ زيرجلدي و صفاقي با
 شـــده و بـــا حجـــم مـــساوي از ادجوانـــت كامـــل فرونـــد

(Freund’s complete adjuvant) ) سـازي ايمن ) مؤسسه رازي 
 ترتيب جوانت ناقص به سه يادآور با همان مقدار پروتئين و اد . شدند

 پس . با فاصلة زماني سه، پنج و هفت هفته از تزريق اول، تزريق شد
 هـا بـادي از مـوش منظور بررسي تيتر آنتـي از تكميل دورة تزريق به

 ي گيري انجام شد و پس از جداسـازي سـرم سـنجش الايـزا خون
(Enzyme  Linked  Immunosorbent  Assay:  ELISA) . 

 چاهكي كه بـا پـروتئين نوتركيـب ۹۶ ي ها غيرمستقيم در پليت
FepA انجام شد ، پوشش داده شده بودند . 

۲ - ۷ - ELISA 
 بادي توليدي بر عليـه دهي آنتي براي سنجش قدرت واكنش

هـاي غيرمـستقيم در پليـت ELISA ، سـنجش FepA پروتئين
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۸۷ 

 در هـر چاهـك ( FepA چاهكي كه با پـروتئين نوتركيـب ۹۶
 پــس از . دنــد، انجــام شــد پوشــش داده شــده بو ) ميكروگــرم ۲

 ) w/v : وزني به حجمـي ( درصد ۳ با ژلاتين (Blocking) بلاكينگ
 هاي ايمن شده سرم موش ۱:۲۰۰ ميكروليتر از رقت ۱۰۰ با افزودن

 ها تهيه شد همين سريالي از رقت ۱:۵۱۲۰۰ به چاهك اول، تا رقت
 پــس از شستــشو . هــاي كنتــرل نيــز انجــام شــد كــار بــراي مــوش

 ، PBST (Phosphate Buffered SalineTween 20) بـا بـافر
ــي ــد آنت ــة ض ــت كانژوگ ــا رق ــي ب ــادي موش ــه ۱:۳۰۰۰ ب  ب

ــك ــستراي چاهـ ــپس سوبـ ــد و سـ ــافه شـ ــا اضـ  OPD هـ

(Ophenylenediamine  dihydrochloride) ــسيد و  پراكـ
 دقيقه، بـا ۱۵ تا ۱۰ ها اضافه و بعد از به چاهك (H2O2) هيدروژن

 نانومتر، شدت ۴۹۲ در طول موج مهار واكنش با اسيد سولفوريك،
 . خوانده شد ELISA (ELISA Reader) گر رنگ با قرائت

ــروتئين - ۸ - ۲ ــان پ ــسه بي ــاكتري FepA مقاي  ب
 :O157 اشرشياكلي H7 هاي واجـد و در محيط 

 فقر آهن
 منظور بررسي نقش آهن در بيان پروتئين هدف از دو محيط به

M9 محيط فقر آهن و براي M9 ر از ميكرومولا ۲۰ حاوي 
Fe2SO4 ميزان بيان . براي محيط حاوي آهن استفاده شد 
 گذاري وسترن وسيله لكه در اين دو محيط به FepA پروتئين
 . شد بررسي

 منظور تأييد به گذاري وسترن انجام لكه - ۹ - ۲
 پروتئين بيان شده

ــه ۳۰ ــر از نمون ــاوي ميكروليت ــه ح ــر ك ــورد نظ ــاي م  ه
 شانه انـدازه مولكـولي ميكروگرم پروتئين بود بـه همـراه نـ ۳۰

 انتقــال . الكتروفــورز شــدند SDSPAGE پروتئينــي روي ژل
 بندهاي پروتئيني از روي ژل اكريل آميد روي كاغذ نيتروسلولز

 . دقيقه در تانك وسترن انجام شد ۴۵ مدت ولت و به ۷۵ با ولتاژ

 Ponceau پس از اتمام عمل انتقال، كاغذ نيتروسلولز با محلـول S 
 محـل . شـود تـا از عمـل انتقـال اطمينـان حاصـل آميزي شد رنگ

 . گـذاري شـد باندهاي مربوط بـه نـشانه انـدازه مولكـولي علامـت
 ۲ مـدت هاي مختلف از هـم جـدا و بـه هاي مربوط به نمونه ستون

 بعد از شستـشو بـا . ساعت، در داخل بافر تثبيت كننده شناور شدند
ــافر ــا رقــت ، آنتــي PBST ب ــه ب ــادي اولي ــه كاغــذه ۱:۱۰۰ ب  اي ب

 ساعت نگهداري در دماي اتاق و ۲ نيتروسلولز اضافه شد و بعد از
 روي ۱:۱۰۰ بـادي ثانويـه بـا رقـت آنتـي PBST شستشو با بـافر

 سـاعت در ۲ مدت كاغذهاي بريده شده نيتروسلولز ريخته شد و به
 كاغـذهاي نيتروسـلولز بـا بـافر . دماي اتاق روي شيكر قرار گرفت

PBST ، ــدند و د ــشو داده شـ ــول شستـ ــت محلـ  DAB ر نهايـ

(Diaminobenzidine) صورت تازه تهيه شـد و روي كاغـذها به 
 ريخته شد و پس از ظهور باندها واكنش ظهور بـا آب مقطـر مهـار

 . در نهايت از كاغذهاي نيتروسلولز عكس تهيه شد . د ش

 نتايج - ۳
۳ - ۱ - PCR 

 ابتدا ژنوم به روشـي كـه قـبلاً ذكـر شـد PCR انجام براي
 الف نشان از يكپارچگي و عدم آلودگي - ۱ شكل . د ش استخراج

 ژن PCR ب محـصول - ۱ در شـكل . ژنوم تخليص شـده دارد
fepA با آنزيم DNA پليمراز Taq با اندازه مورد انتظـار نـشان 

 دسـت شود طول قطعه به طور كه مشاهده مي همان . اند داده شده
 ) بـاز جفـت fepA ) ۲۲۴۱ آمده در مقايسه با شاهد با اندازه ژن

 مشاهده نشدن . خواني دارد كه بيانگر تكثير صحيح ژن است هم
 بندهاي غيراختصاصي نشان از اتصال اختصاصي آغازگرهـا بـه

 سازي شـده براي آناليز اوليه، ژن فراوان . است دو سر ژن هدف
 كه نتيجـه شد هضم آنزيمي EcoRI وسيله آنزيم محدودالاثر به

 ژن به دو قطعه ب نشان داده است و مطابق انتظار - ۱ در شكل
 براي اطمينان بيشتر ژن . برش خورد ۶۲۲ و ۱۶۱۹ هاي با اندازه
fepA د كـه نتيجـه حاصـل بـا شـ همسانه شده تعيين تـرادف 
. هاي موجود در بانك ژن مطابقت داشت توالي
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 و همكاران بقال سيدمهدي لاري فريك انتروباكتين بادي عليه آنتي
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۸۸ 

 ب الف

:O157 م تخليص شده اشرشياكلي ژنو ۱ شكل H7 و محصول PCR ژن fepA با آنزيم Taq پليمراز و هضم آنزيمي محصول PCR نشانه اندازه ) ۱ ستون : پانل الف ؛ 
 ) ۲ ن سـتو ، DNA نشانه اندازه مولكـولي ) ۱ ستون : پانل ب . دهد را نشان مي O157: H7 ژنوم تخليص شده اشرشياكلي ) ۲ ستون ، DNA (DNA ladder) مولكولي
 PCR نتيجه هضم آنزيمي محصول ) ۳ ستون پليمراز، Taq با آنزيم fepA ژن PCR محصول

 بيان پروتئين نوتركيب هدف - ۲ - ۳
 و انتقـال PET 28a پس از الحاق ژن هدف به ناقل بيـاني
 IPTG هـاي مختلـف آن به سلول ميزبـان، بيـان آن در غلظـت

 صورت ت به توانس IPTG مولار از ميلي ۰ / ۷ غلظت . شد آزمايش
 را pET 28aFepA E.coli BL21DE3 كارآمد سيستم بياني

 پس از ليز سلول و انجام الكتروفـورز قـسمت عمـده . القا كند
 پروتئين بيان شده در بخش رسوب سـلولي مـشاهده شـد كـه

 . اسـت نشان دهنده تشكيل اجسام نـامحلول در داخـل سـلول
 ن نوتركيـب سنجي نشان داد كه پـروتئي نتايج حاصل از پروتئين

FepA ــروتئين ۶۰ حــدود ــه خــود درصــد پ  هــاي ســلول را ب
 . اختصاص داده است

 FepA تخليص پروتئين - ۳ - ۳
 در داخل سلول FepA كه پروتئين نوتركيب با توجه به اين

 آمد، بنابراين تخليص آن صورت اجسام نامحلول در مي بيشتر به
ــت ــتورالعمل كي ــق دس ــته، طب ــرايط واسرش  QIAGEN در ش

 مـشاهده ۳ و ۲ هـاي طـور كـه در شـكل همان . رفت صورت گ

 هــاي د پــروتئين پــس از شستــشو و حــذف پــروتئين شــو مــي
 E غيراختصاصي، با خلوص قابل قبولي پس از فروشويي با بافر

 . استحصال شد

 ها سازي موش ايمن - ۴ - ۳
 هاي ايمن غيرمستقيم سرم موش الايزاي نتيجة ۱ در نمودار

 هاي كنترل مشاهده و موش FepA شده عليه پروتئين نوتركيب
 كننـده پـروتئين هـاي دريافـت بادي در مـوش تيتر آنتي . شود مي

 در گروه آزمايش نسبت بـه گـروه كنتـرل بـه FepA نوتركيب
 . خوبي افزايش يافته است

 هـاي ايمــن بـا بــاكتري مواجهـه مــوش - ۵ - ۳
 O157: H7 اشرشياكلي

 سر موش ۲۰ ، تعداد ۸ ۱۰ تزريقي به ميزان LD50 پس از تعيين
 LD50 ۱۰ ۶ - ۱۰ ايمـن شــده، بـا تزريــق زيرصـفاقي Balb/C نـر

 مواجه شدند تا ميزان ايمنـي ) باكتري زنده ۹ ۱۰ - ۱۴ ۱۰ ( باكتري
. د شو ها بررسي آن
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۸۹ 

 نشانه اندازه ) M ستون انتريفوژ، محلول رويي حاصل از ليز سلولي پس از س نمونه ) ۱ ستون ؛ ) درصد ۱۰ ژل ( SDSPAGE روي ژل FepA بررسي بيان پروتئين نوتركيب ۲ شكل
 . صورت اجسام نامحلول توليد شده است نمونه رسوب سلولي، پروتئين به ) ۳ ستون نمونه كنترل قبل از القا، ) ۲ ستون مولكولي پروتئين،

 خروجي ستون پس از فروشـويي بـا نمونه ) ۲ ، ۱ هاي ستون ؛ درصد SDSPAGE ۱۰ روي ژل NiNTA با ستون ميل تركيبي FepA بررسي تخليص پروتئين نوتركيب ۳ شكل
 نشانه اندازه مولكولي پروتئين ) ۵ ستون ستون پس از بارگذاري محلول حاوي پروتئين نوتركيب، نمونه خروجي ) ۴ ، ۳ هاي ستون ، E بافر

FepA هاي ايمن شده عليه پروتئين نوتركيب غيرمستقيم سرم موش ELISA نتيجه ۱ نمودار .
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 و همكاران بقال سيدمهدي لاري فريك انتروباكتين بادي عليه آنتي
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۹۰ 

 اري وسترن گذ لكه - ۶ - ۳
 بـــادي چنـــدتبار آنـــاليز پـــروتئين نوتركيـــب بـــا آنتـــي

(Polyclonal) ژني بـين موشي و همچنين واكنش متقاطع آنتي 
 :O157 از اشرشياكلي FepA پروتئين H7 سرم پروتئين و آنتي 

 Western) بلات وسترن نوتركيب به روش blot) از . شد انجام 
 با وزن مولكولي تنها توليد پروتئيني SDSPAGE جا كه روش آن

 دهد، بـراي اطمينـان از صـحت ماهيـت پـروتئين نشان مي معين را
 زايـي ايمنـي . گذاري وسترن استفاده گرديد توليد شده، از روش لكه

 ها بعـد از سرم موش بلات با آنتي وسيله وسترن پروتئين نوتركيب به
 طـور اختـصاصي بـا بادي چندتبار موشـي بـه آنتي . د ش تلقيح تأييد

 سـرم كنتـرل اما هيچ واكنشي با آنتـي ، ن نوتركيب واكنش داد پروتئي
 باكتري اشرشياكلي رشد يافتـه . ) ۴ شكل ( منفي مشاهده نشده است

 در محيط فاقد آهن در مقايسه با محيط واجد آهن داراي بانـدهاي
 كـه نـشان اسـت كيلودالتـون ۸۱ اضافي بـا وزن مولكـولي حـدود

 . شود مي دهد اين پروتئين در فقر آهن القا مي

 بيان شده FepA و پروتئين FepA وسترن بلاتينگ پروتئين نوتركيب ۴ شكل
 ، نشانه اندازه مولكولي پـروتئين ) ۱ ستون ؛ در شرايط فقر آهن توسط باكتري

 ) ۳ ستون ، FepA نمونه سوپ سلولي بعد از بيان پروتئين نوتركيب ) ۲ ستون
 نمونه سوپ سلولي ) ۴ ستون ، FepA نمونه تخليص شده پروتئين نوتركيب

 دهنده بيان اين پروتئين در باكتري رشد داده شده در شرايط فقر آهن كه نشان
 نمونه سوپ سلولي باكتري رشد داده شده در ) ۵ ستون . شرايط فقر آهن است

 . دهنده عدم بيان اين پروتئين در شرايط وجود آهن است دار كه نشان شرايط آهن

 بحث - ۴
 ا تيمار حيوانـات بـا عـاملي كـه فرضيه واكسيناسيون گاو ي

 :O157 سطح كلونيزاسيون يا ريزش باكتري اشرشياكلي H7 را 
 تواند منجـر بـه كـاهش در شـيوع طور بالقوه مي كاهش دهد به

 براي . در انسان شود O157: H7 بيماري منتسب به اشرشياكلي
 (FepA) ورود آهن به داخل سلول، پروتئين فريك انتروباكتين

 در غشاي خارجي قرار دارد FepA پروتئين . د نقش كليدي دار
 اســيدآمينه ۷۲۴ كيلودالتـوني اسـت كـه از ۸۱ و يـك پـروتئين

 با مطالعاتي كه صورت گرفته، مشخص شده . تشكيل شده است
 هاي خارج سلولي است كه در است كه اين پروتئين داراي لوپ

 ايـن گيرنـده . فريك مؤثر است - شناسايي كمپلكس سيدروفور
 و يـك (Antiparallel) ناهمـسو رشـته بتـاي ۲۲ از منومريك

 Cork) دومن كرك domain) هاي بتـاي رشته . اند تشكيل شده 
 ي لوپ خارج سلولي بلند كه در سطح غشا ۱۱ سيله و مجاور به

 اي در سمت پيچ كوتاه چند اسيدآمينه ۱۰ خارجي قرار گرفته و
هـاي بلنـد خـارج لـوپ . به همديگر ارتباط دارند پلاسمي پري

 هـاي لوپ . كنند سلولي در تشخيص و اتصال ليگاند شركت مي
 آمينواسـيد تـشكيل ۳۷ الـي ۷ از FepA بلند خارج غشايي در

 قيق، با توجـه بـه اهميـت پـروتئين در اين تح ]. ۱۵ [ شده است
FepA باكتري اشرشياكلي O157:  H7 و ايجاد جذب آهن ر د 
 زايـي عليـه بـاكتري از ثير آن در ايمنـي أ از يك سو، و ت بيماري

 عليـه موشـي بـادي تهيـه آنتـي بـراي پروتئين اين ؛ سوي ديگر
 منظور تهيه پروتئين مذكور به شـكل به . شد استفاده اشرشياكلي

 بيـان بـالا به كه امكان دستيابي pET نوتركيب، از سيستم بياني
 ا روش ميل تركيبي اي ب مرحله و نيز تخليص يك اشرشياكلي در

 در نهايـت . د شـ سـازد، اسـتفاده نشان هيستيدين را فراهم مـي
 پروتئين نوتركيب به مقدار قابل توجـه و بـا خلـوص مطلـوب

 بـا انجـام هـا، وش مـ سـازي ن در ادامه پس از ايمـ . دست آمد به
ELISA بادي به خـوبي توانـايي غيرمستقيم مشخص شد، آنتي 

 هـاي و مـوش ا داراسـت ر FepA شناسايي پروتئين نوتركيـب
 LD50 ايمن شده پس از مواجهـه بـا بـاكتري زنـده در مقيـاس

بادي توليـدي احتمـالاً بـا ها آنتي در اين موش . زنده ماندند ۶ ۱۰
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 ۱۳۸۸ تابستان ۲ شماره ۱۲ دوره شناسي زيستي آسيب : مدرس پزشكي علوم مجله
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۹۱ 

 عمـل (Opsonin) صـورت اپـسونين هـا بـه اتصال به بـاكتري
 سازي سيـستم اند و اين عمل مستقيم يا غيرمستقيم با فعال كرده

 FepA هـاي ضـد بـادي آنتـي ]. ۱۹ [ ست بوده ا مرتبط كمپلمان
 هـا ها و موجـب مـرگ آن شايد مانع جذب آهن توسط باكتري

 پديده ممانعت جذب آهن از طريق سيدروفورها و . شده باشند
 هــــاي ســــودوموناس ترانــــسفرين در خــــصوص گونــــه

(Pseudomonas) و نيـــسريا (Neisseria) ترتيـــب بـــا بـــه 
 ] ۲۱ [ (Monoclonal) تبـار و تـك ] ۲۰ [ هاي چندتبار بادي آنتي

 هاي غشاي خارجي وابـسته تنظيمـي بـه آهـن مؤثر بر پروتئين
(Iron Regulated Outer Membrane Proteins: IROMP) . 

 بـادي گـزارش مكانيسم عمل آنتـي تأييدكننده گزارش شده كه

 رسـد براساس نتايج مطالعه حاضـر، بـه نظـر مـي . حاضر است
ــاظتي ــل حف ــسم عم ــا ، مكاني ــيتوز ب ــه فاگوس ــطه كتري ب  واس

 هـاي ايمنـي هرچنـد ارزيـابي كامـل پاسـخ ؛ باشد FepA آنتي
 نيـاز بـه بررسـي و مطالعـات FepA ناشي از واكسيناسيون بـا

 . دارد يشتري ب

تشكر و قدرداني - ۵
 وسيله از كميسيون بيوتكنولوژي كـشور بـراي تـأمين بدين

 ن هاي اين پژوهش و دانشگاه شـاهد در اختيـار قـرار داد هزينه
 . نماييم تشكر و قدرداني مي مكانات تحقيقاتي مورد نياز، ا
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