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Abstract 
Objective : Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) which produces shiga-like toxin 
type 2 (Stx2) is a major cause of bloody diarrhea. This pathogen can lead to hemolytic 
uremic syndrome (HUS) and renal failure with a high mortality rate. Stx2 is the major 
virulence factor of EHEC. Neutralization of toxin by specific antibodies is known to be 
the best way to prevent and cure HUS. In this study, we describe the cloning, expression, 
purification, and immunization of the Stx2B subunit which is responsible for toxin 
binding to the target cell surface. 
Methods : The Stx2B gene was amplified by PCR and subcloned into a pET28a 
expression vector and transformed into E. coli BL21-DE3. We evaluated recombinant 
protein expression and rSTX2B was purified by the Ni-NTA column. The purified 
rSTX2B was administered subcutaneously to BALB/c mice in three separate doses as an 
immunogenic candidate. The raising of anti-rSTX2B antibodies in immunized mice sera 
was evaluated by Elisa assay. The neutralizing immune response was verified by an in 
vitro assay on HeLa cells and an in vivo assay on mice by challenging them with a lethal 
dose of Stx2. 
Results : The IgG titration verified the induction of a humeral response in immunized 
mice. The HeLa cell assay indicated that the Stx2 toxin was neutralized by immune mice 
sera. In the challenge assay, 70% of immunized mice survived. 
Conclusion: Recombinant rSTX2B can induce a neutralizing immune response in mice. It 
can be used as a major component in development of EHEC vaccines. 
 
Keywords: Shiga-like toxin, Enterohemorrhagic Escherichia coli, Immunization, 
Vaccine candidate 
 
 
Pathobiology Research, Vol. 18 (2015-2016), No.4, Pages: 45-60 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

1-
16

 ]
 

                             1 / 16

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-9934-en.html


 اصیلمقاله 

دورهآسیب هایپژوهش 68  46 8934،زمستان4،شماره81شناسیزیستی،

 

 یو بررس ۲نوع  گایسم شبه ش یواحد اتصال ریژن ز انیو ب یساز همسانه

 یوانیآن در مدل ح ییزا یمنیا

*5انیهاتف سلمان ی، عل4یموسو ری، ام3ی، جعفر امان2یجعفر اتی، مح2یطهران انی، عسل اخو1یروح اله کاظم
 

 زاناي تهزان، فنبوری، پضوهشگبه ملی مهنذسی صنتيك و سيست ،یکشبورس فنبوری ستيگيبهی، پضوهشکذه س هبی گزوه سيست فزآورده ،ی تخصصیدکتز یدانشجو-1
 زاناي تهزان، فنبوری، پضوهشگبه ملی مهنذسی صنتيك و سيست ،یکشبورس یفنبور ستيگيبهی، پضوهشکذه س هبی کبرشنبط ارشذ، گزوه سيست فزآورده -2
 زاني)عج(، تهزان، ا الله هيبق یلوم پششکدانشگبه ع ،یکبربزد یولوصيکزوبيم قبتيمزکش تحق بر،يدانش -3
 زاناي تهزان، فنبوری، پضوهشگبه ملی مهنذسی صنتيك و سيست ،یکشبورس یفنبور ستيگيبهی، پضوهشکذه س هبی گزوه سيست فزآورده بر،يدانش -4
 زانيفنبوری، تهزان، ا يك و سيستپضوهشگبه ملی مهنذسی صنت ،یکشبورس یفنبور ستيگيبهی، پضوهشکذه س هبی استبد، گزوه سيست فزآورده -5

 
 فنبوری ستيگيبهی، پضوهشکذه س هبی سيست فزآورده گزوه فنبوری، ، پضوهشگبه ملی مهنذسی صنتيك و سيست1417863171 :یتهزان، کذپست زان،يا مسئول: نويسنذه *آدرط

 یکشبورس
Email: salman@nigeb.ac.ir 

 
 16/15/94پذيزش مقبله:  12/55/94دريبفت مقبله: 

 چكيدُ
ٛ٘   یعبٔبُ انبّ   ۲٘بٛ    ٍبیؾٓ قبجٝ قب   سیثب لسضت تِٛ هیا٘تطٕٚٞٛضاغ یوّ بیكیاقط: ّدف  ٗیب اؾب.  ا  ییبیب ثبوتط یاؾبٟبَ ذب

بٖ اٚضٔ تٛا٘س یٔٛاضز ٔ یزض ثطذ ظا یٕبظیعبُٔ ث ثبب  قبٛز     طیب ٚ ٔ ثب زضجبٝ ٔبطي    یٛیوّ ییٚ ٘بضؾب هیتیِٕٞٛ یٔٙجط ثٝ ٘كبٍ٘
ٛ  یبی ظا یٕببض یعبٔبُ ث  ٗیطتب  یانبّ  ۲٘بٛ    ٍبیؾٓ قجٝ قب  سیتِٛ ضٚ   ٗیب اؾب. ٚ اظ ا  هیب ا٘تطٕٚٞٛضاغ یوّب  بیكب یاقط یٞبب ٝ یؾب

ٝ  یاذتهبنب  یؾبطٔ  یٞب یثبز یؾٓ ثب آ٘ت یؾبظ یذٙث ٜ  ثب ٍ یپ یٞبب  زض ضٚـ یوببض انبّ   عٙبٛاٖ ضا بٖ     یطیكب ٚ زضٔببٖ يبس ٘كببٍ٘
 B طٚاحبس یظ یبی ظا یٕٙب یٚ ا یبظؾب  ذبِم ت،ی٘ٛتطو ٗیپطٚتئ بٖیث ،یؾبظ ٕٞؿب٘ٝ ك،یتحم ٗیُٔطح اؾ.  زض ا هیتیِٕٞٛ یاٚضٔ

 ٞسف اؾ.، قطح زازٜ قسٜ اؾ.  یٞب وٝ عبُٔ اتهبَ ؾٓ ثٝ ؾَّٛ( Stx2B) ۲٘ٛ   ٍبیؾٓ قجٝ ق
اَد ٍ رٍش ٖ  ّب: ه ٜ اظ  stx2Bغ -BL21 یوّ بیكیثٝ اقط یب٘یٚ ٘بلُ ث یؾبظ ٕٞؿب٘ٝ pET28a یب٘یٚ زض ٘بلُ ث طیتىث PCRثب اؾتفبز

DE3 قس  پطٚتئ ُ  rSTX2B ٗیقس  پطٚتئ یؾبظ ذبِم ىُیثب اؾتفبزٜ اظ ؾتٖٛ ٘ بٖیث یبثیپؽ اظ اضظ rSTX2B تی٘ٛتطو ٗیٔٙتم
ٜ ثٝ میترّ ٖ وب٘س قس  ـظ ییظا یٕٙیا سیعٙٛا ٝ ضٚ ٝ ٔٛـ یطپٛؾتیث ٝ ث ٝ ٔطحّ  یؾطٔ یثبز یآ٘ت سیقس  تِٛ كیتعض Balb/c٘ػاز  یٞب زض ؾ
 یضٚ یكٍبٞیآظٔب ٍیؾٓ زض قطا یؾبظ یقس  ذٙث یبثیاضظ اعیقسٜ ثب اؾتفبزٜ اظ آظٖٔٛ ا  ٕٗیا یٞب زض ذٖٛ ٔٛـ rSTX2Bيس 

 قس  یثطضؾ ۲٘ٛ   ٍبیثب ؾٓ قجٝ ق ٕٗیا یٞب ثب آظٖٔٛ چبِف ٔٛـ یزضٖٚ ثس٘ ٍیٚ زض قطا Hela یٞب ؾَّٛ
 ٘كببٖ زاز  Hela یٞبب  آظٖٔٛ ؾَّٛ جیقس  ٘تب سییقسٜ تأ ٕٗیا یٞب زض ٔٛـ یعٕٛٔ یٕٙیاِمب پبؾد ا IgG عاٖیٔ یثب ثطضؾ: ًتبیج

 ظ٘سٜ ٔب٘س٘س  ٕٗیا یٞب زضنس اظ ٔٛـ 7۷ؾٓ اؾ.  زض آظٖٔٛ چبِف حسٚز  یؾبظ یلبزض ثٝ ذٙث ٕٗیا یٞب وٝ ؾطْ ٔٛـ
زض ٔبٛـ قبٛز ٚ    وٙٙبسٜ  یذٙث یٕٙیپبؾد ا یٔٙجط ثٝ اِمب تٛا٘س یٔ rSTX2B تی٘ٛتطو ٗی٘كبٖ زاز وٝ پطٚتئ جی٘تب گيری: ًتيجِ

 ثٝ وبض ثطزٜ قٛز  هیا٘تطٕٚٞٛضاغ یوّ بیكیاقط ٝیعّٚاوؿٗ  یانّ یاظ اجعا یىیعٙٛاٖ  ثٝ تٛا٘س یٔ
 

اٍشگبى  ٚاوؿٗ سیوب٘س ،ییظا یٕٙیا ه،یا٘تطٕٚٞٛضاغ یوّ بیكیاقط یثبوتط ٍب،یؾٓ قجٝ ق: کليد
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 هقدهِ
ظایبی   ( زض ثیٕببضی Shiga like toxin: Stxؾٓ قجٝ قیٍب )

ٕٞٛضاغی وّ بیكیاقطی ٞبٝ یؾٛ  Enterohemorrhagic) هیا٘تطٚ

Escherichia coli: EHEC     ٚ ٘مبف ٟٕٔبی ثبط عٟبسٜ زاضز )

اٛ٘س یٔ (، Hemorrhagic colitisٔٙجط ثٝ وِٛی. ٕٞٛضاغیه ) ت

 هیب تیِٕٞٛآؾیت ثٝ ؾیؿتٓ عهجی ٔطوعی ٚ ٘كبٍ٘بٖ اٚضٔبی  

(Hemolytic uremic syndrome: HUS قٛز )ٕٝٞبطاٜ ثبب    و

ب زض٘مم قسیس زض عّٕىطز ؾیؿتٓ وّیٛی اؾ. ٚ  ٔیعاٖ  .یٟ٘

 5/۲ی حبسٚز  وّ َٛض ثٝقٛز   ثب یی ضا ٔٛجت ٔی طیٔ ٚ  ٔطي

اٛضز ثیٕبضی اؾٟبَ ثٝ ایٗ ثببوتطی ٘ؿبج. زازٜ    زضنس اظ وُ ٔ

ٜ ٔی ٔی ٗ ظز ٚ ترٕی ٞبی  زضنس اظ اؾٟبَ ۲5قٛز وٝ حسٚز  قٛز 

.٘ٛ ٜ  ٞبی ضٚزٜ ذٛ٘ی یب عف ٛ٘طیعی زٞٙس ٜ قسٖ ثٝ  اثط ثطای ذ آِٛز

ٗ ثبوتطی ضٚی زٞس = طٌچٝ>  1ای اٛضز ثیٕبضی َی یه  ا زض اغّت ٔ

جٛز ٔی ٝ ثٟ ٗ  1۲تمطیجی زض  َٛض ثٝیبثس، أب  ٞفت ىٕ اٛضز ٘یع ٔ زضنس ٔ

ٝ ؾٕ.  ٗ ثیٕبضی ث اذتلاَ یب ٘ٛ  ذبنی اظ ثیٕبضی  HUSاؾ. ای

 :Thrombotic thrombocytopenic purpura) ذٖٛ ا٘عمبز

TTP) = زضنس اظ افطاز  5تب  3آٔبضی ثیٗ  ٘ظط اظ>  ۲تظبٞط یبثس

 ٗیثب  ٗیب ا زضٚ  زٞٙبس  یٔجبٖ ذٛز ضا اظ زؾ.  HUS ثٝ ٔجتلا

 > 3افطاز ذطزؾبَ ٚ ٔؿٗ زض ٔعطو ذُبط ثیكبتطی ٞؿبتٙس =   

ؾبَ ٚجٛز زاضز ٚ  5قیٛ  ایٗ ثبوتطی زض وٛزوبٖ ظیط ٗ یكتطیث

ٗ  اثط ثط طیٔٚ   ٔطي٘ؿج.  ٖ ثی ُ زض وٛزوب ٗ ٔكى زضنس  1۷تب  5ای

زضنس ٘یع  5۷ٌبٜ ثٝ  TTPب٘قی اظ  طیٔٚ  ٔطي وٝ یزضحبِاؾ.، 

ٝ تعساز ثؿیبض ا٘سن ثبوتطی ثطای ایجبز    ثٝ>5 ،4=ضؾس  ٔی ُ ٘یبظ ث زِی

اٛضز ٔت 1۷۷ثیٕبضی )وٕتط اظ  ٔ ٖ ٕٝثبوتطی(، تبوٛٙ ٌیطی  عسزی اظٞ 

 َ زٜ، ا٘تمب اٛ٘بت  فطز ثٝ فطزاظ َطیك ٔهطف آة آِٛ ٚ تٕبؼ ثب حی

  >6=اؾ.  قسٜ ٌعاضـتٛؾٍ ایٗ ثبوتطی 

Stx ِٛثٝتٛؾٍ اقطیكیب وّی،  قسٜ سیت  ٖ اٛ  ٗیتبط  یانبّ  عٙب

قٛز وٝ  ( تمؿیٓ ٔیStx1  ٚStx2، ثٝ زٚ ٌطٜٚ )ظا یٕبضیثعبُٔ 

اٛ  ٚ  اظ  Stx1ی ٔرتّفبی اؾب.    ٞبب  طٌطٜٚیظٞطوساْ زاضای ا٘

اٛؾیسی ثؿیبض ٔكبثٝ ؾٓ  ِِحب اِٛی آٔیٙ ( اؾ. ٚ ShT) ٍبیقت

قجبٞ.  Stx2 وٝی حبِ زضاؾ.؛  Stx1  ٚStx1cقبُٔ زٚ ٘ٛ  

عّیبٝ   سقبسٜ یتِٛٞبی  ثبزی زاقتٝ ٚ تٛؾٍ آ٘تی ShTوٕتطی ثٝ 

ShT ی اٛ      ٘یع ذٙثی ٕ٘ ، Stx2 ،Stx2cقٛز  ایٗ ؾبٓ قببُٔ ا٘ب

Stx2d ،Stx2e  ٚStx2f   ٝ٘ظببط اظزضنببس  99-84اؾبب. وبب 

ٝ تطازف اؾیسٞبی آٔیٙٝ ٔكبثٝ ٞؿتٙس   ٝ َبٛضوّ  ثب ٞببی   ی، ؾبٛی

اٛ      یبب زض   Stx1 ،Stx2اقطیكیب وّی لبزض ثٝ تِٛیبس یىبی اظ ا٘ب

اٛضز ٞط زٚ ؾٓ ٞؿتٙس   َ  ٗیب ا ثبثطذی اظ ٔ ٞببی   ، ثیٕببضی حبب

ایجببز   Stx2تِٛیبس ؾبٓ    اثبط  ثطٔعٕٛ ً تٟٙب  HUSحبزی ٔب٘ٙس 

   >7=قٛز  ٔی

 ٓ َ Stxؾ ٝ ؾّٛ ٜ  پؽ اظ ٚضٚز ث زٚ ٛٔی زض  نٛضت ثٝبٞی ض عٕ

ٖ ٔٙتكط ٔی ٝ ؾَّٛ ثس ٚ ذٛز ضا ث بٞی انّی ٞسف زض وّیٝ ٚ  قٛز 

ٓ اعهبة ٔطوعی وٝ زاضای ٌیط٘سٜ اذتهبنی ؾٓ ٞؿتٙس،  ؾیؿت

ٗ   ٔی ٛجبت ٔبطي ؾبَّٛ ٚ    ؾببظی ٔ  ضؾب٘س ٚ ثب ٟٔببض پبطٚتئی

قٛز   ٔی HUSٞبی ؾیؿتٕیه ؾیؿتٓ اعهبة ٔطوعی ٚ  ثیٕبضی

ٝ آؾیت ٗ ثبوتطی لبزض اؾ. و ْ ثطٚظ عفٛ٘.، ای ترطیجی  ٞبی ٍٞٙب

ٖ  زض ؾَّٛقسیس  ٜ ٔیعثب ز قكی ضٚ  :Attaching/Effacing)ٞبی پٛ

A/E اؾ. وٝ ثیبٖ  قسٜ ٔكرم( ایجبز وٙس  علاٜٚ ثط ایٗ؛Stx 

ی اذتهبنبی ثببوتطی تٛؾبٍ    ٞبب  ط٘سٜیٌٔٙجط ثٝ افعایف ثیبٖ 

اٚوٙف ثبعث افعایف  ( ٔیEnterocytesٞب ) ا٘تطٚؾی.  ٗ ٝ ای قٛز و

اٛضٜ ضٚزٜ ٘یع    >8= قٛز یٔاتهبَ ثبوتطی ثٝ زی

Stx  ٜاٛز  ٗیاعًب ا طیاؾ. ٚ ٕٞب٘ٙس ؾب AB5اظ ؾْٕٛ ذب٘

اٚجس  زاِتٖٛ  ّٛیو 3۲ یثب ٚظٖ ِٔٛىِٛ Aاٚحس  طیظ هیٌطٜٚ 

ٝ فعبِ ثبقس یٔ ٓ  زاضز  یٕیآ٘ع .یو ٗ ؾ ٜ ثط ای ُ  Stxعلاٚ ظیط  5قبٔ

اؾ. وٝ زض وٙبض ٞٓ یه  StxBی زاِتٛ٘ ّٛیو 7/7اٚحس یىؿبٖ 

وٙٙس ٚ ٔؿئَٛ اتهبَ ؾٓ ثٝ ٌیط٘سٜ  ؾبذتبض پٙتبٔطی ضا ایجبز ٔی

سٙ   َ ٞؿت اذتهبنی زاضای  َٛض ثٝ StxAاذتهبنی زض ؾُح ؾّٛ

اٛ٘س یٔ وٝ یَٛض ثٝیساظی اؾ. ٌّیىٛظ-Nفعبِی.  ٔٛجت ٟٔبض  ت

تی قٛز  عّٕىطز ضیجٛظْٚ وبضیٛ ٜ اذتهبنی >9=ٞبی یٛ یط٘س  ٌ Stx ،

ثٛببٛتطی  ؾببطأیس  آؾببیُ یببه اؾببفٍِٙٛیخیس ذٙثببی ثببٝ ٘بببْ ٌّ

(Globotriaosylceramide: Gb3 اؾ.، وٝ زض ؾُح ثطذی اظ )

َ ؾَّٛ تٛی ٔب٘ٙس ؾّٛ وبضی یبِی وّیٝ ٚ ضي ٞبی یٛ س٘ٚتّ ٝ ٞب ث ٞبی ا

  >1۷=قٛز  ٔیعاٖ ثب یی ثیبٖ ٔی

ٔٙبؾبجی   وٙٙبسٜ ی طیكٍیپوبض زضٔب٘ی ٌؿتطزٜ یب  ضاٜ تبوٖٙٛ

اٛضز اثتلا ثٝ  HUSثطای ٕٔب٘ع. اظ ثطٚظ  ٌبعاضـ   EHECزض ٔ
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اٛضز ذٛ٘طیعی ٘كسٜ اؾ. ٖ ٘یع ٔؿتّعْ تعضیك پلاو. زض ٔ   زضٔب

ی زضٔب٘ی ٔٛضزی اؾ.  زض زضٔبٖ ثیٕببضی  ٞب ٔطالج.ٕٞطاٜ ثب 

ی طیوبضٌ ثٝٞب،  تیهثیٛ ٞبی ٔتعسزی ٔب٘ٙس اؾتفبزٜ اظ آ٘تی ضٚـ

ٚ حتبی تعضیبك    Stx1  ٚStx2ٞبی ٔٛ٘ٛوّٛ٘بَ عّیٝ  ثبزی آ٘تی

( اؾتفبزٜ قسٜ اؾ.، Gb3ٌیط٘سٜ ٔكبثٝ ٌیط٘سٜ اذتهبنی ؾٓ )

زِیُ يعف زض ؾیؿتٓ زضٔب٘ی ثطای ایٗ عفٛ٘.، ٞٙٛظ ٞٓ  أب ثٝ

تطیٗ ضاٜ اؾ.    >1۲ ،11=پیكٍیطی ثٟ

اٚوؿٗ  ٞب تلاـ ٍ یپثطای زؾتیبثی ثٝ یه  اظ  وٙٙبسٜ ی طیكب

 وٙٙبسٜ  یذٙثب ی ٞبب  یثبز یآ٘تعٕسٜ، ثط تِٛیس  َٛض ثٝ HUSثطٚظ 

Stx  وبضٞبی  اؾ.  ضاٜ قسٜ ٔتٕطوعیب ٕٔب٘ع. اظ اتهبَ ثبوتطی

اٚوؿٗ ٔٙبؾت ثٝ وبض اؾ. وٝ  قسٜ ٌطفتٝ ٔرتّفی ثطای تِٛیس 

اٖٛ یٔبب ٞبب  آٖاظ  اؾببتفبزٜ اظ  >DNA =13ی ٞببب اٚوؿببٗثببٝ  تبب

ٚ ٕٞچٙیٗ اؾبتفبزٜ اظ   >14=ؾبوبضیسٞبی ٔتهُ ثٝ پطٚتئیٗ  پّی

یبب ثطضؾبی    >15=یی ٔرببَی  ظا یٕٙیاایٗ ؾٓ زض  B اٚحس طیظ

ٚ ٘یبع   >Stx1 =16<  ٚStx2 =17ؾبٓ   B اٚحبس  طیب ظیی ظا یٕٙیا

یی وٝ زض اتهبَ ٘مف زاض٘س، ٘ظیط ایٙتیٕبیٗ  بیثبوتطٞبی  پطٚتئیٗ

(Intimin ،)EspA  ٚEspB  19 ،18 ،8=اقبضٜ وطز<  

اٖٛ ثٝ StxBثب تٛجٝ ثٝ إٞی.  ؾٓ ثٝ ؾَّٛ  وٙٙسٜ ٔتهُ عٙ

ظایبی ایبٗ    ٞبی ٔٛجٛز ٔجٙی ثط لسضت ایٕٙبی  ٔیعثبٖ ٚ ٌعاضـ

اٖٛ ثٝپطٚتئیٗ، ثٝ اؾتفبزٜ اظ آٖ  اٚوؿٗ  عٙ ٝ وب٘سیس   ٜقبس  تٛجب

 Stx2Bی ٔٛجبٛز ثبٝ ٔكبىلاتی زض ثیببٖ     ٞب ٌعاضـاؾ.  زض 

ظایبی   ٚ ٘یبع ثبط ایٕٙبی    >۲۷ ،17=پطٚتئیٗ ٘ٛتطویبت   نٛضت ثٝ

اؾب.  زض ایبٗ تحمیبك     قبسٜ   اقببضٜ  >۲۲ ،۲1 ،15=يعیف آٖ 

زؾتیبثی ثبٝ ثیببٖ ٔٙبؾبت ایبٗ غٖ ٚ ثطضؾبی ٔیبعاٖ        ٔٙظٛض ثٝ

ی قسٜ ثب تبطجیح  ؾبظ ٙٝیثٟظایی آٖ، َطاحی غٖ ٔهٙٛعی  ایٕٙی

      ُ ٞببی   وسٚ٘ی اقطیكیب وّی وبٝ ثبب تىیبٝ ثبط تجعیبٝ ٚ تحّیب

اٛیٙفٛضٔبتیىی آٖ  اؾ.، ُٔبِعٝ قس  ثبطای ایبٗ    قسٜ ا٘جبْایٕٙ

ی ثٝ ٕٞطاٜ ؾبظ ذبِمپطٚتئیٗ ٘ٛتطویت پؽ اظ تِٛیس ٚ  ٔٙظٛض،

اٛ٘. فطٚ٘س ) ی ثٝ طپٛؾتیظ( ثٝ ضٚـ Freund's adjuvantازج

ٚ ثطضؾی Balb/Cی ٞب ٔٛـ ٚ  قس ا٘جبْظایی  ٞبی ایٕٙی تعضیك 

اٖٛ ایٕٗ ثب زظ قسٜ جبزیأیعاٖ اثط حفبظتی ایٕٙی  ، ثب چبِف حی

 ی قس ثطضؾ Stx2وكٙسٜ ؾٓ 

 ّب هَاد ٍ رٍش

 استفبدُ هَردهَاد 
ٝ ) ثبزی آ٘تی ( يس ٔٛقی Conjugated antibodyوٛ٘ػٌٚ

(A9044)، يس ز٘جبِٝ ٞیؿتیسیٙی ) آ٘تی ٝ ٌ (، A7058ثبزی وٛ٘ػٚ

( ٚ زی o-phenylenediamine; P9187فٙیببُ زی آٔببیٗ )-اُ

ثٛٙعیسیٗ ) اظ قبطو.  ( diaminobenzidine; D4293-'3، 3آٔیٙ

Sigma  ،ٖب اظ PVDF (Polyvinylidene fluoride )ی غكبإِٓ

بٖ، ضظیبٗ   Rocheقطو.  ( اظ قبطو.  30210) Ni-NTAإِٓ

Qiagen  ٖببببب  Enzyme-linked) یببببعاٚ پّیبببب. ا إِٓ

immunosorbent assay: ELISA)  .اظ قطوNunc  بضن زإ٘

ٝ قس  آغبظٌط ٖ فٗ بظی٘ ٔٛضز( Primers) ٞبتٟی  آٚضاٖ اظ قطو. غ

ٝ  )ایطاٖ( اٛز قیٕیبیی اظ قطو س قتٟی ٔ ٝ ٖ تٟیٝ  Merck. وّی ب إِٓ

اٛز اظ   .قس -، Taq DNApolymerase ،dNTP ُیب لجؾبیط ٔب

-Isopropyl-beta-Dتیٌٛب وتٛظیبساظ ) -زی-ایعٚپطٚپیبُ ثتبب  

thiogalactopyranoside: IPTG،)  ٓ ٞبببی  آٌبببضظ ٚ آ٘ببعی

اظ  تٟیٝ قس )آٔطیىب(  Thermo Scientificٔحسٚزٌط اظ قطو. 

 ٔتبط )ٔبسَ    pH(، DU 530ٞبی اؾبخىتطٚفتٛٔتط )ٔبسَ    زؾتٍبٜ

72 PH METER .ؾبذ. قطو )Beckman (ىبیآٔط) ٜزؾتٍب ،

PCR  َٔبببس(FFG05TUD  .ؾببببذ. قبببطو )TECHNE 

َ (اٍّ٘ؿتبٖ) غ )ٔس  Kendro( ؾبذ. قطو. D37520، ؾب٘تطیفیٛ

بٖ) اٛ٘ف  ٚ (إِٓ ( ؾبذ. قطو. 55۷)ٔسَ  ELISAزؾتٍبٜ ذ

Bio-rad (ىبیآٔط)  اؾتفبزٜ قس 

ٞب،  ثیٛتیه ٞبی وك. ٚ آ٘تی ٞبی ؾبذ. ٔحیٍ وّیٝ ضٚـ

ًٞٓ آ٘عیٕی پلاؾبٕیس،  ٚ ، ترّیم DNAیطی غّظ. ٌ ا٘ساظٜ

ُ  ترّیم ٔحهَٛ ًٞٓ آ٘عیٕی، اِحبق لُعٝ ٞسف ، زض ٘بلب

طیٚ  ٞبی ٔؿتعس تٟیٝ ؾَّٛ وتبت   ثطاؾببؼ  ٞبب  ٘یٛوّ غطثبٍِ

  >۲3= ِٔٛىِٛی ا٘جبْ قس ٞبی آظٔبیكٍبٞی ٔطجع زض ضٚـ

 

 PCR ٍاکٌص از طریق stx2Bتكثير شى 
ی ؾبظ ٙٝیثٟی لؿٕت  ؾٝٔهٙٛعی غٖ زض ایٗ تحمیك، اظ یه 

اٖٛ ثٝی اقطیكیب وّی قسٜ ثط اؾبؼ تطجیح وسٚ٘ ٛ  DNA عٙ اٍِ
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 ltB ،stx2B  ٚctxBاؾتفبزٜ قس وٝ ٔتكىُ اظ لُعببت غ٘بی   

اِٛ، ایٗ لُعبت غ٘ی ثب اؾتفبزٜ اظ اؾ. ی پیٛ٘بس زٞٙبسٜ   ٞبب  یت

(Linker( ُثٝ یىسیٍط ٔتهُ قسٜ ٚ غٖ وبیٕطیه حبن )lsc )

ُ  JX866680ثب قٕبضٜ  NCBIپبیٍبٜ زازٜ    ی اؾب. زؾتطؾب  لبثب

اظ ؾببذتبض انبّی،    stx2Bی لُعبٝ  ؾببظ  طٕٞؿب٘ٝیظ ٔٙظٛض ثٝ

 Oligo افعاض ٘طْآغبظٌطٞبی اذتهبنی َطاحی ٚ ثب اؾتفبزٜ اظ 

ؾبظی زض ٘بلُ ثیب٘ی  ٕٞؿب٘ٝ ثطای (اِف-1قىُ )اضظیبثی قس 

pET28a اِٛی زض ( ٘یع ATGٚ وسٖٚ قطٚ  ) BamHIآ٘عیٓ ، ت

 Sf: 5'- GATCCGGGATCCATGGCCGآغببظٌط پیكبطٚ )  

ACTGTG-3' آغبظٌط ثطٌكتی زض  ( ِحبِ قس(Sr: 5'- TGC 

TTCAAGCTTTTAATCATTGTTGAACTGAACT 

TC-3')  اِٛی ( لطاض UAAٚ وسٖٚ ذبتٕٝ ) HindIIIٓ آ٘عی٘یعت

 High Fidelityپّیٕطاظ  DNA ثب آ٘عیٓ PCRاٚوٙف   زازٜ قس

 1۷اؾتفبزٜ اظ پیىَٛٔٛ اظ ٞط یه آغبظٌطٞبی شوط قسٜ ثب  5ٚ 

ْ اظ  ٛ ) DNA٘بٌ٘ٛط ی لؿٕت  ؾٝحبٚی غٖ  pUC57پلاؾٕیساٍِ

lsc ،)۲/۷ ض  ٔیّی ٛ ٔdNTP  .ی 5/1ٚ غّظ زض  MgCl2ٛٔ ض    ٔیّ

بیی  ٟ٘ ٓ ْ قس  ویفی.  ۲5حج اٚوٙف ضٚی ٔیىطِٚیتط ا٘جب  َ ٔحهٛ

آٔیعی ثب اتیسیْٛ ثطٚٔبیبس   زضنس ٚ پؽ اظ ضً٘ هیغَ آٌبضظ 

(Ethidium bromide ) ثطضؾی قس 

 

 pET28a-stx2Bتْيِ سبزُ شًی 
ثبٛز ٚ   Aوبٝ زاضای ا٘تٟببی    PCRثب اؾتفبزٜ اظ ٔحهبَٛ  

 ُ ضای وبٝ زا  (ىبب یآٔط، Thermo Scientific) pTZ57R/T٘بلب

ثط ٔجٙبی زؾتٛضاِعُٕ وی. ا٘جبْ  اٚوٙف اتهبَ اؾ.، Tا٘تٟبی 

 ُ  ـ DH5αی وّ بیكیاقط اظ ثبوتطی pET28aٌطف.  ٘بل ثٝ ضٚ

ٓ  ثبب  ًٞببٓاٚوبٙف  س ٚ قب ِیبع لّیببیی اؾببترطا     ٞبببی  آ٘بعی

(BamHI/HindIII ) ضٚی ٚ اظ ا٘جبْ ضٚـ اؾتب٘ساضز ُٔبثك ثب

َ آٌبضظ ترّیم قس اظ ٘بلُ  stx2Bی لُعٝ ؾبظ ٕٞؿب٘ٝ طیظ  غ

pTZ57R-stx2B  ثٝ ٘بلُ ثیب٘یpET28a    ٚ ؾببظٜ  ا٘جببْ قبس

ٔٙتمُ ٚ زض  DH5αی ٔؿتعس ٞب ؾَّٛثٝ  pET28a-stx2Bی غ٘

 1۷۷) (Kanamycin) ٗیؿبب یوب٘بٔبٔحببیٍ وكبب. حبببٚی   

ا٘تربة قس  پؽ اظ  ٔٛضز٘ظطٞبی  ( وّٛ٘یتطیِ یّیٔٔیىطٌٚطْ ثط 

، ثطای إَیٙبٖ ٚ ًٞٓ آ٘عیٕی PCRٞب ثب اؾتفبزٜ اظ  تأییس وّٖٛ

اِٛی ْ ٌطف.  ؾخؽ ٘بلُ ثطای ثیبٖ  اظ زضؾتی تطازف، ت یبثی ا٘جب

 ٔٙتمُ قس  BL21-DE3ثٝ ؾٛیٝ ثیب٘ی اقطیكیب وّی 

 

 بررسی بيبى شى

-pET28aثطضؾی ثیببٖ غٖ، اثتبسا حًبٛض ؾببظٜ      ٔٙظٛض ثٝ

stx2B    اٚوبٙف زض چٙسیٗ وّٛ٘ی اظ ؾٛیٝ ثیب٘ی ثب اؾبتفبزٜ اظ 

PCR   ی تأییبس قبسٜ زض ٔحبیٍ    بٞ یوّٛ٘تأییس قسLB   ٔببیع

( ٗ قجب٘ٝ  نٛضت ثٝ( تطیِ یّیٔٔیىطٌٚطْ ثط  1۷۷حبٚی وب٘بٔبیؿی

ٚ ثطای تّمیح ثٝ ٔیعاٖ ی )حجٕی/حجٕی(  نس  ثٝ  هضقس یبف. 

وب٘بٔبیؿیٗ اؾتفبزٜ قس   هیٛتیث یآ٘تحبٚی  LBثٝ ٔحیٍ وك. 

زض جبصة ٘بٛضی    ٔبٛ ض  یّیٔیه  IPTGاِمبی ثیبٖ ثب اؾتفبزٜ 

(Optical density )6۷۷  َ37، زض زٔبببی 8/۷٘ببب٘ٛٔتط ٔعبببز 

زٚض زض زلیمٝ ا٘جبْ قس  ثبطای   18۷ٚ ؾطع. ٌطاز یؾب٘تزضجٝ 

یٙٝ ثیبٖ،  ٛ٘ٝثطضؾی ظٔبٖ ثٟ ؾببع.   1۲ٚ  7، 5، 3ی زض ثطزاض ٕ٘

ٝ ثعس اظ اِمب ا٘جبْ ٌطف. ٚ  ٛ٘ب  1۲ی پطٚتئیٙبی ضٚی غَ  ٞبب  ٕ٘

 آٔیس ثطضؾی قس  زضنس اوطیُ

 

 ٍتئييبررسی هحلَل بَدى پر
آٔیس ٚ ٔكبٞسٜ ثب٘س ثیب٘ی  پؽ اظ تجعیٝ ٚ تحّیُ غَ اوطیُ

ٔحبیٍ   تبط یِ یّیٔ 5۷ٔطتجٍ ثب پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت، ثیبٖ زض حجٓ 

ی آٚض جٕعوك. ا٘جبْ ٚ ضؾٛة ثبوتطی ثطای تعییٗ حلاِی. 

ثبفط ِیع وٙٙسٜ  تطیِ یّیٔ 5قس ٚ زض ازأٝ وُ ضؾٛة ثبوتطی زض 

ٓ  وّطیس ٔٛ ض یّیٔ NaH2PO4  ٚ3۷۷ ٔٛ ض ٔیّی 5۷)  8، ؾبسی

;pH ِیتط ٚ  ٌطْ ثط ٔیّی ٔیّی 1 ٓیعٚظیِ( حُ قس  ثب اؾتفبزٜ اظ

ثب٘یٝ ثب ٔطاحُ  1۷ثبض ثٝ ٔست  Sonication( )6ؾٛ٘یىبؾیٖٛ )

اٛضٜ ؾِّٛی ثبوتطی اٝ یثب1۷٘اؾتطاح.  قىؿبتٝ   ٘ظط ٔٛضزی( زی

زضجبٝ   4 زض g×13۷۷۷قس ٚ پؽ اظ ضؾٛة زازٖ )ؾب٘تطیفٛغ 

ٝ ٌطاز  ؾب٘تی ٝ  1۷ٔبست   ثب یبی وبٝ حببٚی    ضٚ، ٔحّبَٛ  (زلیمب

َ اؾ. ٞبٗ یپطٚتئ ٚ ضؾٛة آٚض جٕعی ٔحّٛ  آٔسٜ زؾ. ثٝی قس 

 1۷۷ثطای ثطضؾی حًٛض پطٚتئیٗ ٘بٔحَّٛ زض ثبفط ِیع وٙٙبسٜ ) 

، ٔٛ ض اٚضٜ  Tris-Cl  ٚ8 ٔٛ ض یّیNaH2PO4 ،1۷ٔ ٔٛ ض ٔیّی
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8 ;pHپؽ اظ   ( حُ قس ٝ٘ٛ ی ضٚی غَ ؾببظ  آٔبزٜٞط زٚ ٕ٘

 زضنس ثطضؾی قس  1۲آٔیس  طیُاو

 

ُ از ستَى سبز خبلص ی پرٍتئيي ًَترکيب بب استفبد

 Ni.NTAکرٍهبتَگرافی هيل ترکيبی 

ثبتٛجٝ ثٝ تطازف ٘كب٘ٝ ٞیؿتیسیٙی )زض ا٘تٟبی آٔیٙی( ٚ ثب 

ٌطافی  بٔتٛ ٖ وطٚ ٜ اظ ؾتٛ ٚ َجك ضٚـ پیكٟٙبزی  Ni.NTAاؾتفبز

ثطای   بْ قسؾبظی پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت ا٘ج قطو. ؾبظ٘سٜ، ذبِم

بی. زض  pHؾبظی  ذبِم ٜ قس ٚ زضٟ٘ ٛ تغییط زاز َ قؿتك  7ٔحّٛ

;pH تطیٗ ٚيعی. ٕٔىٗ اظ ٘ظط ذبِم زؾ. آٔس   ؾبظی ثٝ ثٟ

ه ٔٙظٛض ذبض  ثٝ ٚ ؾبیط ٕ٘  ٜ ٞب اظ ٔحَّٛ ٚ جبیٍعیٙی  ؾبظی اٚض

 یثطاآٖ ثب ٔحَّٛ ثبفط فؿفبت وٝ لبثُ تعضیك ثٝ ٔٛـ اؾ.، 

 PBS (Phosphate Bufferٔٛضز٘ظط ثب اؾتفبزٜ اظ ثبفط ٗ یپطٚتئ

Saline( )7/۲;pH  ٚ15/۷ ض( زض زٔب ٛ ٝ ؾب٘ت 4 یٔ ٚ  ٌطاز یزضج

 ا٘جبْ قس  عیبِیؾبع. ز ۲4ثٝ ٔست 

 

 هٌظوَر  بِ( Western blottingٍسترى بلاتيٌگ )

 ضدُ بىيب پرٍتئيي تأیيد
 وٛ٘ػٌٚٝ AntiHistagثبزی  ضٚـ اظ آ٘تی ا٘جبْ ایٗ ثطای

َ  ٚ آ٘تیHRP (Horseradish peroxidase ) ثب ب٘ ثبزی ٔٛ٘ٛوّٛ

 اؾتفبزٜ قبس  ( اٍّ٘ؿتبٖ، ab20623 ،Abcam) Stx2Bتجبضی 

ٝ٘ٛ ٛ٘ٝ وٙتطَ ٔٙفی )ثسٖٚ اِمب( ضٚی  ٕ٘ ٞبی ٔٛضز آظٔبیف ٚ ٕ٘

ٝ  PVDFزضنس ٚ ؾخؽ ثٝ غكبب  1۲آٔیس  غَ اوطیُ  45ٔبست   ثب

، PVDFِٚب. ٔٙتمبُ قبس  غكببی      1۷۷ثبثب.  زلیمٝ ثب ِٚتببغ  

زضنس  3=ٔحَّٛ  ٙٙسٜٔؿسٚز و زض زاذُ ثبفطؾبع. ۲ٔست  ثٝ

 ثبب ثببفط  (> لطاض ٌطف. ٚ ٔتعبلجببً  Skimmilkقیط ثسٖٚ چطثی )

PBS  ۲۷ یٗتببٛ زضنببس  ۷5/۷حبببٚی (PBS-Tween 20: 

PBST ) 5۷۷۷ثبٝ   1ثب ضلب.   ثبزی اِٚیٝ آ٘تی قؿتكٛ زازٜ قس 

ٝ  PVDFثٝ غكببی   تٟیٝ ٚ PBST زض زاذُ ثبفط قبس ٚ   ايببف

لطاض  (Shaker٘ٙسٜ )ِطظا ؾبع. زض زٔبی اتبق ضٚی یهٔست  ثٝ

ثبب  زلیمٝ قؿتكبٛ   15ٔست  ثٝ ٚ ٞط ثبضؾٝ ثبض ؾخؽ  زازٜ قس 

ثبببزی  زض ٔببٛضز اؾببتفبزٜ اظ آ٘تببی  قببس  ا٘جبببْ PBSTثبببفط 

AntiHistag،  َٛٔحّبببببDAB (3,3'-diaminobenzidine )

ٚ پبؽ اظ ظٟبٛض ثب٘بسٞب ثبب      قبس ضیرتٝ  PVDFغكبی  ضٚی

ٛ    اٚوبٙف ٟٔببض قبس    آة ٔمُبط قؿتكٛی ثبب   ضز ِٚبی زض ٔب

ٜ Stx2Bٞبی اذتهبنی )يس  ثبزی آ٘تی ُ اقبض ْ ٔطاح (، پؽ اظ ا٘جب

ٚ قؿتكٛ، غكبی   ٜ زض ثب   ثبزی يس  زض ٔعطو آ٘تی PVDFقس

Stx2B  ٚثبزی ثب٘ٛیٝ وٛ٘ػٌٚٝ ثب  ؾخؽ زض ٔعطو آ٘تیHRP  ثب

ٝ  1ضل.  ٖ ثب٘س  5۷۷۷ث ط قس ُ ثطای ظبٞ لطاض ٌطف.  ٘ظیط حبِ. لج

َ ٔٛضز ٘ظط  ٜ قس DABٔحّٛ ف ، ٚ پؽ اظ ظٟٛض ثب٘سٞب اؾتفبز اٚوٙ

  ثب آة ٔمُط ٟٔبض قس

 

اَىی سبز ويیا ی بب  حي تٍئيي آزهبیطگبّ تَرکيبپر ً 
ای تٟیبٝ   ٞفتٝ 7-6ٔبزٜ ثب ؾٗ  Balb/cؾط ٔٛـ  18تعساز 

ٜ وٙتطَ ) ٝ زٚ ٌطٚ ٚ  ؾط 1۲قس ٚ ث ٖ )ٔٛـ(  ؾط ٔٛـ(  6آظٔٛ

ٝ ایٕٗ سّی تمؿیٓ قس  ثط٘بٔ ٝ ثبض تعضیك ظیط ج اٖٛ ثب ؾ  ؾبظی حی

ٔیىطٌٚطْ اظ پطٚتئیٗ ذببِم وبٝ زض تعضیبك اَٚ     1۷ثب ٔمساض 

اٛ٘ب.      اٛ٘. وبُٔ فطٚ٘بس، زض تعضیبك زْٚ ثبب ازج ٕٞطاٜ ثب ازج

اٛ٘. ثٛز ثب فبنّٝ ٞط زٚ  ٘بلم فطٚ٘س ٚ تعضیك ؾْٛ ثسٖٚ ازج

ثبض ا٘جبْ قس  ثٝ ٌطٜٚ وٙتطَ ٘یع تٟٙب ٔحَّٛ حببٚی   ٞفتٝ یه

اٛ٘. ٚ   تعضیك قس  PBSازج

 

 يِ سرمٍ تْ یريگ خَى
ثب اؾتفبزٜ اظ ٔٛـ  ٌیطی یه ٞفتٝ ثعس اظ ٞط تعضیك، ذٖٛ

  ا٘جبْ قبس ٌٛقٝ چكٓ ٞط ٔٛـ ظ اظ پیخ. پبؾتٛض اؾتطیُ ٚ ا

اؾبتطیُ ٔٙتمبُ ٚ زضٖٚ   یىطٚتیبٛح  لُطات ذٖٛ ثبٝ زاذبُ ٔ  

ثٝ ٔست یه ؾبع. ٍٟ٘بساضی   ٌطاز ؾب٘تیزضجٝ  37ٌطٔرب٘ٝ 

ذببض    ایجبز قبسٜ جساؾبظی ؾطْ، اثتسا ِرتٝ ذٖٛ  قس  ثطای

 ٌبطاز  ؾبب٘تی زضجبٝ   4زٔبی  زض g×5۷۷۷ ؾطْ زض قس ٚ ؾخؽ 

 آٔبسٜ  زؾب.  ثٝؾب٘تطیفیٛغ قس ٚ ٔبیع قفبف  زلیمٝ 1۷ٔست  ثٝ

ٞببی     ؾطْ ٔٛـسجساؾبظی ق اؾتفبزٜ زض ٔطاحُ ثعسی ثطای

ٌطاز  زضجٝ ؾب٘تی ۲۷ایٕٗ قسٜ تب ظٔبٖ اؾتفبزٜ زض زٔبی ٔٙفی 

 ٍٟ٘ساضی قس 
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 ی ایويّب هَشم ی در سرببد یآًتهيساى  سٌجص

ی اؾتفبزٜ ثبز یآ٘تغیطٔؿتمیٓ ثطای ؾٙجف تیتط  ELISAاظ 

ْ اظ  ٗ وبض ٔمساض یه ٔیىطٌٚط ٜ  غٖ یآ٘تقس  ثطای ای ذبِم ثب اؾتفبز

َ  pHٛٔ ض ثب  ۷5/۷ وطثٙبت یث-ثبفط وطثٙبت تطیىطِٚیٔ 1۷۷اظ  ٔعبز

زض وف ٞط چبٞه لطاض ٌطف.  پؽ اظ قؿتكٛ ثب ٔحَّٛ  6/9

PBST (PBS  حبٚی ٗ ٛ ی ٝ ٔؿسٚزؾبظی ثب  ۷5/۷ت زضنس( ٔطحّ

 طیقب زضنس  3حبٚی  PBSTٔیىطِٚیتط اظ ٔحَّٛ  1۷۷اؾتفبزٜ 

ٖ چطثی ا٘جبْ قس؛  ذكه اظ  1:4۷۷۷۷۷تب  1:1۷۷ی ٞب ضل.ثسٚ

 َ ْ زض ٔحّٛ ٝ ٔمساض  PBSTؾط ٚ ث  ٝ ٝ  تطیىطِٚی1۷۷ٔتٟی هث  ٞب چبٞ

ٜ قس ٚ ثٝ ٌطاز  زضجٝ ؾب٘تی 37ٔست یه ؾبع. زض زٔبی  افعٚز

ٛ ثب لطا ْ قؿتك جب ثٝ  ٘ػٌٚٝٛوی ثبز یآ٘ت PBSTض ٌطف.  پؽ اظ ا٘

ٝ  1۷۷ٔمساض  ه 5۷۷۷ٔیىطِٚیتط ثب ضل. یه ث ٝ چبٞ ٜ قس  ث ٞب افعٚز

ٌطاز لطاض ٌطف.  پؽ اظ  زضجٝ ؾب٘تی 37ٚ یه ؾبع. زض زٔبی 

فٙیُ زی -ٔیىطِٚیتط ٔحَّٛ حبٚی اُ 1۷۷ٞب  قؿتكٛ ثٝ چبٞه

اٖٛ ثٝآٔیٗ  ثٛؿتطا افعٚزٜ قس ٚ پ عٙ ؽ اظ تٛلف آظٔبیف ثبب  ؾ

قست جصة ٞبط   عاٖیٔٔٛ ض،  5/۲ هیسؾِٛفٛضیاؾاؾتفبزٜ اظ 

 َ ٗ قس   495چبٞه زض َٛ ٔتط تعیی ب زض٘بٛ٘ ثط اؾبؼ ٘تبیج  .یٟ٘

ELISA ی اضظیبثی قسثبز یآ٘ت، تیتط. 

 

 Stx2ی سن سبز آهبدُ

E.coliO157 (Stx2اثتسا یه ته وّٛ٘ی اظ 
 تطیِ یّیٔ 3( زض +

 ٍ مّیح زض  7ٔست  ٔبیع ثٝ LBاظ ٔحی ٚ ثطای ت ٜ قس  ؾبع. ضقس زاز

ثطای وك. قجب٘ٝ ثبوتطی اؾتفبزٜ  5۷۷فلاؾه ثب ٘ؿج. یه ثٝ 

زلیمٝ ضؾٛة زازٜ قبس ٚ   3۷ٔست  ثٝ g×17۷۷قس  ثبوتطی زض 

ٜ اظ نبفی  قٙبٚضثرف  ٖ ثب اؾتفبز ٚ  ۲۲/۷آ ُ قس  ٔیىطٚٔتطی اؾتطی

اٖٛ ثٝ   >۲4=اؾتفبزٜ قس  Stx2ٔٙجع ؾٓ  عٙ

 

سبزی سن بب سرم هَش ایووي در   خٌثیبررسی 

 (in vitroضرایط آزهبیطگبّی )
ضٚی  Stx2ؾبٓ   CD50ی اثتبسا  ؾببظ  یذٙثب ثبطای ثطضؾبی   

ذلانٝ ثبطای ایبٗ    َٛض ثٝ  >۲5=آٔس  زؾ. ثٝ Helaی ٞب ؾَّٛ

اِٛی )اظ ٞب ضل.وبض  ْ تب  15۲ی ٔت ٘بٌ٘ٛطْ(  5۲/1 ×1۷-1۲٘بٌ٘ٛط

 MEM (Minimal essentialزض ٔحببیٍ وكبب.  Stx2ؾبٓ  

medium ٝی ٞب ؾَّٛ( تٟیٝ قس ٚ ثHela  ( ٝ1۷۷۷۷ضقس یبفتب 

ذب٘ٝ وك. ؾِّٛی افبعٚزٜ   96ؾَّٛ زض ٞط چبٞه( زض پّی. 

 ٌبطاز  یؾب٘تزضجٝ  37زض قطایٍ ) ؾبع. ۲۷تب  18قس  پؽ اظ 

ٚCO2 5 اظ وف پّی. ثبٝ ٕٞبطاٜ    قسٜ جسای ٞب ؾَّٛ (زضنس

ٝ قس ٚ  ٍ وك. زٚض ضیرت ٜ ثب اؾتفبزٜ اظ  ی ثبلیٞب ؾَّٛٔحی ٔب٘س

ٝ   ۲ٔحَّٛ فطٔبِیٗ  ٔبست یبه زلیمبٝ تثجیب. قبس        زضنبس ثب

 13/۷( Crystal violetی ثب ٔحَّٛ وطیؿتبَ ٚیِٛ. )عیآٔ ضً٘

زلیمٝ  ۲۷ٔست  زضنس ثٝ ۲ضنس ٚ فطٔبِیٗ ز 5زضنس زض اتبُ٘ 

ٔب٘سٜ ضً٘ تٛؾٍ قؿتكٛ ثب آة ظزٚزٜ قبس ٚ   ا٘جبْ قس  ثبلی

اٛ ذكه قس  پؽ اظ افبعٚزٖ ٔحّبَٛ     5۷پّی. زض ٔعطو ٞ

ٝ ٔمساض  ُ ث ضی  1۷۷زضنس اتب٘ ٔیىطِٚیتط زض ٞط چبٞه جصة ٛ٘

اٛ٘سٜ قس  ضلتی اظ ؾٓ وٝ ٔمبساض جبصة    595 ٔٛ  ََٛزض  ذ

ٞبب   هف جصة ٘ٛضی چبٞه وٙتطَ )ؾَّٛ٘ٛضی آٖ ٔعبزَ ٘

اٖٛ ثٝؾٓ( ثٛز  طیتأثثسٖٚ  زض ٘ظط ٌطفتٝ قس  ثبب ایبٗ    CD50 عٙ

 ـضلتی اظ ؾٓ وٝ ثبعث جسا قسٖ  اظ  ٞب ؾَّٛزضنس اظ  5۷ضٚ

ٝ ( CD50قبس )  وبف پّیب. ٔبی    آٔبس  ثبطای ثطضؾببی    زؾب.  ثب

ی ٞبب  ضلب. ؾٓ ثب  CD50ی، ٔرٌّٛ غّظ. زٜ ثطاثط ؾبظ یذٙث

( زض ٔحیٍ ۲ثٝ  1ٕٗ قسٜ )ثب ٘ؿج. ی ایٞب ٔٛـٔرتّف ؾطْ 

ٝ   EMEMوك.  زضجبٝ   37ٔبست یبه ؾببع. زض     تٟیبٝ ٚ ثب

 Helaی ٞب ؾَّٛلطاض ٌطف.  ؾخؽ ایٗ ٔرٌّٛ ثٝ  ٌطاز یؾب٘ت

َ زض ٞط چبٞه( افعٚزٜ قس ٚ پؽ اظ ٌصق.  1۷۷۷۷)  18ؾّٛ

َ قبطایٍ لجّبی ٔطاحبُ تثجیب.      زض ٚؾبع.  ۲۷تب  ٚ  ٞبب  ؾبّٛ

ی ؾبظ یذٙثؾطْ وٝ ٔٙجط ثٝ  ی ا٘جبْ قس تب غّظتی اظعیآٔ ضً٘

ٝ  قبٛز  یٔ Stx2ؾٓ  CD50غّظ. زٜ ثطاثط  آیبس  ایبٗ    زؾب.  ثب

ی ایٕٗ ا٘جبْ قس  ٞب ٔٛـآظٔبیف ثب اؾتفبزٜ اظ ؾطْ ٞط یه اظ 

اٖٛ ثٝ ثب ؾطْ ٔٛـ غیط ایٕٗ ٘یع ٔجبٚض  قسٜ سیتِٛوٙتطَ ؾٓ  عٙ

ٚ تحّیُ،  Helaٞبی  قس ٚ ضٚی ؾَّٛ  ٝ اثط زازٜ قس  ثطای تجعی

ٞبی ایٕٗ قسٜ وبٝ جبصثی ثبب تط اظ     اظ ؾطْ ٔٛـ ییٞب غّظ.

ٛ٘ٝ وٙتطَ زاق.  ٖ  ثٝجصة ٕ٘ اٛ ؾبطْ   وٙٙبسٜ  یذٙثب ضلب.   عٙب

  >۲6=ٞبی ایٕٗ قسٜ زض ٘ظط ٌطفتٝ قس  ٔٛـ
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کاظم  وهمکارانیروحاله



دورهآسیب هایپژوهش 75  52 8934،زمستان4،شماره81شناسیزیستی،

بوب چوبلص    Stx2بررسی هيساى هحبفظت در برابر سن 

اًَی  حي
ٚ  15۷، 1۷۷ٔٙظٛض زؾتیبثی ثٝ زظ وكٙسٜ ؾبٓ اظ ٔمببزیط    ثٝ

ی قسٜ اظ  ثرف قٙبٚض وكب.  ؾبظ آٔبزٜؾٓ  اظ تطیىطِٚیٔ ۲۷۷

ثبٝ ضٚـ تعضیبك زضٖٚ نبفبلی ثببٝ     E. coli O157ثببوتطی  

ٔمببزیط ثبط اؾببؼ ٌبعاضـ قبئٛضاٖ      ) قبس اؾبتفبزٜ   ٞبب  ٔٛـ

(Sheoran)  ٖا٘تربة قس(  ثطای ثطضؾی ٔیعاٖ ۲5=ٚ ٕٞىبضا <

ی ایٕٗ قسٜ، زٚ ٞفتٝ پؽ اظ آذبطیٗ  ٞب ٔٛـاثط ٔحبفظتی زض 

ٞب زض ٔعطو زظ وكٙسٜ  ظا ٔٛـ تعضیك پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت ایٕٙی

ٖ نفبلی(  Stx2ؾٓ   ـزضٚ  ٚ  ٔطيٚ ٔیعاٖ  ٌطف. لطاض)ثٝ ضٚ

  تب زٜ ضٚظ پؽ اظ تعضیك ثطضؾی ٚ ثج. قس ٞب آٖ طیٔ

 

 آهبری یّب یبررس
ثطای ٔمبیؿبٝ آٔببضی    t-studentیُ آٔبضی ٚ تحّتجعیٝ 

آظٖٔٛ  ی ؾٓ ٚؾبظ یذٙثٌطٜٚ ایٕٗ قسٜ ٚ قبٞس زض آظٔبیف 

( ثطای ثطضؾی ٘تبیج آظٔببیف  Fisher exact testزلیك فیكط )

ثبطای   16٘ؿبرٝ   SPSS افبعاض  ٘طْاظ قس   وبض ٌطفتٝچبِف ثٝ 

ضؾبٓ   ثبطای ( Excelاوؿبُ )  اضافع ٘طْاظ  ٚی آٔبضی ٞب یثطضؾ

ٛزاضٞب  اؾتفبزٜ قس  ٕ٘

 

 ًتبیج

ی در ًبقول  سوبز  رّوسبًِیزٍ  stx2Bتكثير شى 

 pET28aبيبًی 

ثب آغبظٌطٞببی   LSCاظ ؾبظٜ ٔهٙٛعی  stx2Bلُعٝ غ٘ی 

پیكطٚ ٚ ثطٌكتی اذتهبنی تىثیط قبس  ٔحهبَٛ اذتهبنبی    

PCR  ٜ َ آٌبضظ  ۲1۷ثب ا٘ساظ زضنس ٔكبٞسٜ  1٘ٛوّئٛتیس ضٚی غ

 ة( -1)قىُس ق

 

 
 

ثبب آغبظٌطٞببی    PCR، ة( اِىتطٚفٛضظ ٔحهَٛ StxBٚ جبیٍبٜ آغبظٌطٞبی اذتهبنی  LSCاِف( تهٛیط قٕبتیه اظ ؾبظٜ وبیٕطیه ؛ StxBتىثیط لُعٝ غ٘ی  1ضكل 

 Sf  ٚSrٔحهَٛ تىثیط غٖ ثب آغبظٌطٞبی  ۲جف. ثبظی(، ؾتٖٛ  1۷۷) DNA٘كبٍ٘ط ٚظٖ ِٔٛىِٛی  1، ؾتٖٛ StxBاذتهبنی 

 

ی اظ ضٚی غَ آٌبضظ زض ؾبظ ذبِمپؽ اظ  PCRٔحهَٛ 

 ُ ٔٙتمُ  DH5αؾبظی قس ٚ ثٝ ثبوتطی  ٕٞؿب٘ٝ pTZ57R/T٘بل

حبنبُ   pTZ57R/Tقس  ثطـ آ٘عیٕی پلاؾٕیسٞبی ٘ٛتطویت 

 ٝ ْ قس وٝ ٚجٛز لُع اِىتطٚفٛضظ  جٝی٘ت زض stx2Bاظ اِحبق ا٘جب

( تأییس قبس )قبىُ   BamHI/HindIIIٔحهَٛ ثطـ آ٘عیٕی )

 ( اِف-۲

زض  BamHI  ٚHindIIIثطـ ذٛضزٜ ثب  stx2Bلُعٝ غ٘ی 

ی قس ٚ تأییس اِحببق آٖ  ؾبظ ٕٞؿب٘ٝ طیظ pET28a٘بلُ ثیب٘ی 

اٚوٙف  ( ٚ ة-۲اذتهبنبی )قبىُ    یآغبظٌطٞبب ثب  PCRثب 

( ٚ پبیبببٖ زٞٙببسٜ   Promoterپببیف ثط٘ببسٜ )   یآغبظٌطٞببب 
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(Terminator )T7  ُاٚلع ثط ثس٘ٝ ٘بلُ  -۲)قى  )pET28a 

فبلبس غٖ   DNAٚ ثبب   T7 یآغبظٌطٞبب ثب  PCR ا٘جبْ قس  زض

 MCS  ٝیب ٘بحوٝ ٘بقی اظ تىثیط  تط وٛچه٘ٛتطویت یه لُعٝ 

(Multiple Cloning Site)  ٜزض ٘بلبُ  قبٛز  یٔاؾ. ٔكبٞس  

 5۷۷ی )تبط  ثبعضي زِیُ حًٛض غٖ ٘ٛتطویت ثب٘بس   ٘ٛتطویت ثٝ

ب زض(   -۲قىُ قٛز ) یٔجف. ثبظ( ٔكبٞسٜ  زضؾبتی   .یب ٟ٘

زض آٖ ثب تعییٗ ی سٚضٚز غٖ ٘ٛتطویت ٚ عسْ تغییطات ٘ٛوّئٛتی

اِٛی    اضایٝ ٘كسٜ اؾ.( ٞب قس )زازٜتأییس  DNAت

 

 
 

تٛطویت  ذبض  stxBلُعٝ  1اِف( ؾتٖٛ ؛ pTZ57R/T  ٚpET28aزض ٘بلُ  StxBؾبظی لُعٝ  تأییس ٕٞؿب٘ٝ ۲ضكل  قسٜ اظ وّٛ٘ی  اؾترطا  pTZ57R/Tقسٜ اظ ٘بلُ ٘
تٛطویت ثب ًٞٓ آ٘عیٕی ثب آ٘عیٓ ثبوتطی ثبب آغبظٌطٞببی    PCRثبب اِىتطٚفبٛضظ ٔحهبَٛ     pET28aزض  stxBؾبظی  ة( تأییس ٕٞؿب٘ٝ ،BamHI  ٚHindIIIٞبی  ٞبی ٘

َ ٔثج. )پلاؾٕیس  1اذتهبنی غٖ، ؾتٖٛ  ٝ  pTZ57R/Tوٙتط ٖ stxBحبٚی لُع تٛطویت  پلاؾٕیسٞبی ثطضؾی ۲(، ؾتٛ ٌ ثٝ ثبوتطی حبٚی پلاؾٕیس ٘ -pET28aقسٜ ٔطثٛ

StxB،  َٛاِىتطٚفٛضظ ٔحه ) PCR  آغبظٌطٞبی اؾتب٘ساضز ثبT7 ٖٛپلاؾٕیس  1، ؾتpET28a  ٖٛتٛطویت  ۲فبلس ؾبظٜ غ٘ی، ؾت  pET28a-StxBپلاؾٕیس ٔٛضز ٘
 

 
 

ٖ لُعٝ غ٘ی  ۳ضكل  ٚ تحّیُ ثیب  1ؾتٖٛ ؛ زضنس SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis )1۲ثب اؾتفبزٜ اظ  stxBتجعیٝ 
تٚئیٗ، ؾتٖٛ ٘كبٍ٘ط ٚظٖ ٔٛ تٛطویت پیف اظ اِمب، ؾتٖٛ  ٕ٘ٛ٘ٝ ۲ِىِٛی پط تٛطویت ثٝ تطتیت  6تب  3حبٚی پلاؾٕیس ٘  ؾبع. 1۲ٚ  7، 5، 3ٕ٘ٛ٘ٝ ثبوتطی ٘
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 rSTX2Bی پرٍتئيي ًَترکيب سبز خبلصبيبى ٍ 

ثیببٖ   ٔٛ ض یّیٔیه  IPTGی ٘ٛتطویت ثب ٞب یثبوتطاِمبی 

  زٞبس  یٔب ٖ ٔٙبؾجی ضا زض ؾبعبت ٔرتّبف پبؽ اظ اِمبب ٘كبب    

ٖ ّٛیو 1۲زض ٔحبسٚزٜ   ٘ظبط  ٔبٛضز حًٛض ثب٘س  ٚ عبسْ   زاِتبٛ

ٛ٘ٝحًٛض آٖ زض  ی پبیف اظ اِمبب تأییبس وٙٙبسٜ ثیببٖ غٖ      ٞب ٕ٘

 ( 3 قىُاؾ. ) ٔٛضز٘ظط

زض قطایٍ ٔرتّف ثیب٘ی  قسٜ بٖیثثطضؾی حلاِی. پطٚتئیٗ 

  ثبطای  قبٛز  یٔب ٘كبٖ زاز وٝ پطٚتئیٗ ثٝ قىُ ٘بٔحَّٛ ثیببٖ  

ی ٞبب ٗ یپبطٚتئ ی ؾببظ  ذببِم ظ ضٚـ ی پطٚتئیٗ اؾبظ ذبِم

 ( 4اؾتفبزٜ قس )قىُ  Ni-NTA٘بٔحَّٛ ثب اؾتفبزٜ اظ ؾتٖٛ 

 

 
 

تٛطویت  ذبِم ۴ضكل  تٚئیٗ ٘ تٚئیٗ، ؾتٖٛ  1ؾتٖٛ  ؛Ni-NTA٘بٔحَّٛ ثب اؾتفبزٜ اظ ؾتٖٛ  ثرفزض  STXBؾبظی پط ثیببٖ ؾبَّٛ پبیف اظ     ۲٘كبٍ٘ط ٚظٖ ِٔٛىِٛی پط
تٚئیٙی ؾَّٛ پؽ اظ اِمب، ؾتٖٛ  ٔحتٛای 3اِمب، ؾتٖٛ  تٚئیٗ، ؾتٖٛ  4وبُٔ پط ٕ٘ٛ٘ٝ ذبض  قسٜ اظ ؾتٖٛ ثب ثبفط قؿتكبٛ،   5ٕ٘ٛ٘ٝ ذبض  قسٜ اظ ؾتٖٛ پؽ اظ ثبضٌصاضی پط

 >MES =nic acidmorpholino) ethanesulfo-(N-2ٕ٘ٛ٘ٝ ذبض  قسٜ اظ ؾتٖٛ تٛؾٍ ثبفط  1۷، ؾتٖٛ pH 5/4ٕ٘ٛ٘ٝ ذبض  قسٜ اظ ؾتٖٛ ثب ثبفط  9تب  6ؾتٖٛ 

 

 
 

تٚئیٗ  ۵ضكل  تٚئیٗ  ؛STXBٚؾتطٖ ثلاتیًٙ ثطای تأییس ثیبٖ پط ٕ٘ٛ٘بٝ   1ؾبتٖٛ  ، His tagثبزی يس  ثب اؾتفبزٜ اظ آ٘تی STXBاِف( ٚؾتطٖ ثلاتیًٙ ثطای تأییس ثیبٖ پط

تٚئیٗ ۲، ؾتٖٛ stxBپیف اظ اِمب ثبوتطی حبٚی لُعٝ غ٘ی  ٚؾتطٖ ثلات ثبطای   ، ة(stxBمبی ثبوتطی حبٚی لُعٝ غ٘ی ٕ٘ٛ٘ٝ پؽ اظ اِ 3ؾتٖٛ،  ٘كبٍ٘ط ٚظٖ ِٔٛىِٛی پط
تٚئیٗ تٛطویت زض حًٛض آ٘تی پط ٕ٘ٛ٘ٝ پیف اظ اِمبب حببٚی لُعبٝ     ۲، ؾتٖٛ stxBٕ٘ٛ٘ٝ پؽ اظ اِمبی ثبوتطی حبٚی لُعٝ غ٘ی  1ؾتٖٛ ، StxBثبزی اذتهبنی يس  ٞبی ٘
تٚئیٗ 3، ؾتٖٛ stxBغ٘ی   ٘كبٍ٘ط ٚظٖ ِٔٛىِٛی پط
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ي ًَترکيوب بوب اسوتفبدُ از    تأیيد بيوبى پورٍتئي  

 ایوٌَبلاتيٌگ
ی غٖ ٘ٛتطویت زض ٘بلُ ؾبظ طٕٞؿب٘ٝیظثب تٛجٝ ثٝ جبیٍبٜ 

زض ا٘تٟبی آٔیٙی پبطٚتئیٗ ز٘جبِبٝ    ضٚز یٔا٘تظبض  pET28aثیب٘ی 

His Tag  ٚجٛز زاقتٝ ثبقس  ٘تبیج ٚؾتطٖ ثلاتیًٙ ثب اؾتفبزٜ اظ

 یثببز  یآ٘تب ٚ ٕٞچٙبیٗ اؾبتفبزٜ اظ    His Tagی يبس  ثببز  یآ٘ت

 ٝ َ عّی ٜ ثب٘س ٔٛضز ا٘تظبض،  Stx2Bاذتهبنی ٔٛ٘ٛوّٛ٘ب ٚ ٔكبٞس

ی ثببز  یآ٘تب یی ثب قٙبؾبزضؾتی ثیبٖ پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت ٚ أىبٖ 

 ( 5قىُ) وٙس یٔاؾتب٘ساضز ضا تأییس 

 

 ELISAبِ رٍش  یببد یآًتهيساى سٌجص 
اٛ٘ی، ٔیبعاٖ تحطیبه ؾیؿبتٓ     ؾبظ ٕٗیاپؽ اظ  ی ٔسَ حیب

ی طیب ٌ ا٘ساظٜ ELISAب آظٖٔٛ ث rSTX2Bایٕٙی ٞٛٔٛضاَ عّیٝ 

ٝ قس  اظ پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت  ٖ  ثب اٛ اظ اؾبتفبزٜ قبس     غٖ یآ٘تب  عٙب

اٖٛ ثٝ IgGیآ٘ت  ELISAی ثب٘ٛیٝ اؾتفبزٜ قس ٚ ٘تبیج ثبز یآ٘ت عٙ

ثیبٍ٘ط تحطیه ٔٙبؾت ؾیؿتٓ ایٕٙی عّیبٝ پبطٚتئیٗ ٘ٛتطویبت    

rSTX2B  تعضیك اَٚ  ػٜیٚ ثٝ) پؽ اظ ٞط ٔطحّٝ اظ تعضیك ثٛز

زض ٔمبیؿٝ ثب وٙتطَ ٚجٛز زاق.  یثبز یآ٘ت تیتط فعایفاثٝ زْٚ( 

 ( 6اؾ. )قىُ  تٛجٝ  لبثُ عی٘ فیافعا ٗیٚ ا

 

 
 

تٛطویبت   ٝیب ( عIgGّ)اظ وبلاؼ  ی ثببز  یتعیبیٗ تیتبط آ٘تب    ۶ضكل  تٚئیٗ ٘  پبط

rSTX2B  ـ  ٗ   زض ؾبطْ ٔبٛ ٞبط یبه اظ ٘مببٌ ٔعبطف ٔیبببٍ٘یٗ     ؛ ٞببی ایٕب
 ٞببی ٔرتّبف اؾب.    لب. ی ایٕٗ ٚ وٙتبطَ زض ض ٞب ٔٛـاظ ؾطْ  آٔسٜ زؾ. ثٝ
ی اؾبتفبزٜ قبسٜ   ثببز  یآ٘تب  عاٖیٔ ٗییتعثٝ ٕٞطاٜ ذُبی اؾتب٘ساضز آٖ ثطای  وٝ

 اؾ. 

سبزی سن بب سرم هَش ایووي در   یبررسی خٌث

 In vitroضرایط 
یی ضٚیس قسٜ زض ٔحیٍ وك. تِٛتعییٗ ٔیعاٖ ؾٓ  ٔٙظٛض ثٝ

ببٛزاض اؾببتب٘ساضز ثببب اؾببتفبزٜ اظ ٔمبببزیط ٔرتّببف    ثبببوتطی، ٕ٘

rSTX2B ٛ٘ تطویت زض ٔجبٚضت ٔمساض ثبث. ضل. ؾطْ ٔٛـ

ثبب اؾبتفبزٜ    ELISAضؾٓ قس  ٘تبیج  rSTX2Bیٝ عّایٕٗ قسٜ 

ٛ٘ٝ ؾٓ  اٖٛ ضٚزض ٔبیع  Stx2اظ ٕ٘ غٖ  یآ٘تیی وك. ثبوتطی عٙ

ایبٗ اؾب. وبٝ     زٞٙبسٜ  ٘كبٖ ELISAی. قسٜ زض وف پّی. تثج

یی قٙبؾب٘ٛتطویت لبزض ثٝ  rSTX2Bثبزی تِٛیس قسٜ عّیٝ  یآ٘ت

یببیی اؾب.  ثبط    ثبوتطزض ثرف قبٙبٚض وكب.    قسٜ قحتطؾٓ 

، ٔٙحٙی اؾتب٘ساضز تطؾیٓ قس )قبىُ  آٔسٜ زؾ. ثٝاؾبؼ ٘تبیج 

(  ثب اؾتفبزٜ اظ ٘بحیبٝ ذُبی ٔٙحٙبی ٚ ٔیبعاٖ جبصة      اِف-7

ٛ٘ٝ ؾٓ ٔٛجٛز زض ثرف قبٙبٚض وكب.    آٔسٜ زؾ. ثٝ ثطای ٕ٘

 15۲ٔعبببزَ  Stx2، ٔمببساض ؾببٓ H7:E. coli O157ثبببوتطی 

 ىطِٚیتط ٔحبؾجٝ قس یٔ٘بٌ٘ٛطْ زض 

 

 
 

 
 

اِبف(  ؛ ؾبظی آٖ زض وك. ؾِّٛی ٚ ذٙثی STX2ثطضؾی ٔیعاٖ ؾٓ  ۷ضكل 
ثطای ٔحبؾجٝ ٔیعاٖ ؾٓ تِٛیس قسٜ زض  StxBٔٙحٙی ثط اؾبؼ ٔمبزیط ٔرتّف 

ؾبظی ؾٓ  ة( ثطضؾی ذٙثی ،H7:E. coli O157ٔحیٍ وك. ضٚیی ثبوتطی 
STX2 زض قطایٍ ٞبی ایٕٗ ٚ وٙتطَ  ثب اؾتفبزٜ اظ ؾطْ ٔٛـin vitro  ضٚی
وٙٙسٜ ثیٗ ٌطٜٚ ایٕٗ قسٜ  ، ٔمبیؿٝ ٔیبٍ٘یٗ ضل. ؾطْ ذٙثیHelaٞبی  ؾَّٛ

 زاض اؾ.  ٚ ٌطٜٚ وٙتطَ زض ؾُح یه زض نس ٔعٙی STXBثب 
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زض ذبٖٛ   Stx2ؾبٓ   وٙٙبسٜ  یذٙثب ی ٞبب  یثببز  یآ٘تب تِٛیس 

ٖ اثط ٞب ٔٛـ ی ایٕٗ قسٜ ثب پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت ثب اؾتفبزٜ اظ آظٔٛ

ٝ  Helaٞبی  ضٚی ؾَّٛ Stx2 .یؾٕ ٖ  ثب اٛ  Inیبه ضٚـ   عٙب

vitro  ی ؾٓ ثطضؾی قس  زض ایبٗ ثطضؾبی   ؾبظ یذٙثزضCD50 

ٔحَّٛ حببٚی   1۷-5، زض غّظ. Helaی ٞب ؾَّٛثط  Stx2ؾٓ 

ی ؾبطْ  ؾبظ یذٙثپیىٌٛطْ( تعییٗ قس  ثطضؾی  5/1ؾٓ )ٔعبزَ 

 Stx2ؾبٓ   CD50ٔٛـ ایٕٗ قسٜ ثب اؾتفبزٜ اظ غّظ. زٜ ثطاثط 

ی ایٕٗ قبسٜ  ٞب ٔٛـ٘كبٖ زاز وٝ ؾطْ  Hela یٞب ؾَّٛضٚی 

ی ٔحَّٛ حبٚی ؾبٓ ضا  ؾبظ یذٙثثب پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت لبثّی. 

 ـوٙتطَ لبزض ثٝ جٌّٛیطی  ٝ ؾطْ ٔٛ زاضز؛ ایٗ زض حبِی اؾ. و

َ حبٚی ؾٓ ٔٙجط ثٝ ترطیت  ی ٞب ؾَّٛاظ اثط ؾٓ ٘جٛز ٚ ٔحّٛ

Hela وٙتطَ زض ٚ  ٖ ٜ آظٔٛ ٜ ثیٗ ٌطٚ ٗ ٔكبٞس   قس  تفبٚت ٔیبٍ٘ی

 

 ( ة-7)قىُ  اؾ. زاض یٔعٙ ۷1/۷ؾُح 

 

اًَی Stx2هيساى هحبفظت در برابر سن   بب چبلص حي
ٝ پؽ اظ آذطیٗ زظ تعضیك پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت، چبِف  زٚ ٞفت

اٛ٘ی ثب تعضیك زضٖٚ نفبلی زظ وكٙسٜ ؾٓ  ا٘جبْ قس   Stx2حی

ضٚظ ثعس اظ  4ٞبی غیط ایٕٗ حساوثط پؽ اظ ٌصق.  ٕٞٝ ٔٛـ

 ـض ٌبطٜٚ  تعضیك ؾٓ ٔطز٘س  ز زضنبس اظ   66ی ایٕبٗ  ٞبب  ٔبٛ

تب پبیبٖ آظٔبیف ظ٘بسٜ ٔب٘س٘بس    ٞب آٖ ٜزض ٔكبٞسٜ ٞط ضٚظٞب آٖ

زض ٌطٜٚ آظٖٔٛ ٚ وٙتطَ  آٔسٜ زؾ. ثٝ(  ٔمبیؿٝ ٘تبیج 1)جسَٚ 

( ثیببٍ٘ط  Fisher exact testثب اؾتفبزٜ اظ آظٖٔٛ زلیك فیكبط ) 

 ٞب اؾ.  ( ثیٗ آٖ=P value ۷۷49 ۷زاض ) یٔعٙتفبٚت ثؿیبض 

 Stx2ٞبی ایٕٗ قسٜ زض ثطاثط ؾٓ  ٔیعاٖ ٔحبفظ. زض ٔٛـ 1جدٍل 
 

 در صد زًدُ هبًدى #تعداد هَش زًدُ هبًدُ ضدُ تعداد هَش آزهبیص ًبم گرٍُ

 ۷ ۷ 1۲ ##کٌترل
 66 4 6 ایوي ضدُ

 
ظایبی، تٟٙبب    ٌطٜٚ وٙتبطَ ثبطای ایٕٙبی    ## عضیك ؾٓ تّف قس٘س ضٚظ ثعس اظ ت 4ی ٌطٜٚ وٙتطَ حساوثط ٞب ٔٛـضٚظ ثعس اظ تعضیك ٔكبٞسٜ ٚ ثطضؾی قس٘س   1۷تب  ٞب ٔٛـ #

 ٚ ازجٛا٘. ضا زضیبف. وطز٘س  PBSٔحَّٛ 

 

 بحث
علاٜٚ ثط ایجببز ثیٕببضی اؾبٟبَ ثبٝ زِیبُ       EHECثبوتطی 

ٚ عهجی وٝ پؽ اظ عفٛ٘. ثب ایٗ ثبوتطی ضخ  یتآؾ ٞبی وّیٛی 

اُٛٔ تط ٟٔٓزٞس، یىی اظ  یٔ ٖ ای زض ا٘ؿب ظایی ضٚزٜ یٕبضیثیٗ ع

اٛضو ٘بقی اظ  ٚ ثٝ ذهٛل زض وٛزوبٖ اؾ.  عبُٔ انّی ع

اظ ایٗ ثبوتطی اؾ.  ثٝ ٘ظط  قسٜ تطقحایٗ ثیٕبضی ثٝ زِیُ ؾٓ 

بٛز،    یٔ اٖٛ ثسٖ ٔیعثبٖ ضا عّیٝ ؾٓ ثبوتطی ایٕبٗ ٕ٘ ضؾس اٌط ثت

اٖٛ اظ آثبض  ٔی ٛز  ثب  یبٖظت ثبض ثیٕبضی ٘بقی اظ آٖ جٌّٛیطی ٕ٘

 ٚ ٝ ثٝ ؾبذتبض  اٚحس ی ٔرتّف ٞب ثرفتٛج  Bؾٓ ٚ إٞی. ظیط

ظایی  یٕٙیازض اتهبَ ؾٓ ثٝ ؾُح ؾَّٛ ٔیعثبٖ، زض ایٗ تحمیك 

اٚحس  ثطضؾی قس  ثسیٗ ٔٙظٛض اثتسا غٖ ؾٙتعی  Stx2ؾٓ  Bظیط

اٚحس اتهبِی ؾٓ قجٝ قیٍب )ظ  ( وٝ ثط اؾبؼ تبطجیح  stx2Bیط
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ؾبببظی قببسٜ ثببٛز، تىثیببط ٚ    یٙببٝثٟوببسٚ٘ی اقطیكببیب وّببی  

ٞببی ِٔٛىبِٛی    یثطضؾب ٘تببیج  ؾبظی اؾتفبزٜ قبس    یطٕٞؿب٘ٝظ

اٚؾٍؾبظی غٖ زض ٘بلّیٗ  زضؾتی ٕٞؿب٘ٝ ٚ ثیب٘ی ضا ٘كبٖ  حس 

ثٛ  ثٝزٞس، ثیبٖ غٖ ٔهٙٛعی  زاز  ثطضؾی ثیبٖ غٖ ٘كبٖ ٔی ی ذب

ٚ  stx2Bٌیطز؛ زض ُٔبِعبت ٔكبثٝ ثٝ ثیبٖ يبعیف   نٛضت ٔی

 قبسٜ   اقببضٜ  stx1Bی وٓ آٖ زض ٔمبیؿٝ ثبب  ؾبظ ذبِمأىبٖ 

ثٝ ثیببٖ يبعیف غٖ َجیعبی     ٞب ٌعاضـزض ایٗ   >۲۷ ،17=اؾ. 

stx2B  زض ٔٛضزی ثب تعٛیى ٚ ٝ ذٛز  اِٛی پختیس ٘كب٘ ثٝ ٕٞطاٜ ت

ثٛی     >stx1B =17ایٗ پختیس ٘كب٘ٝ ثب پختیس ٘كبب٘ٝ   )وبٝ ثیببٖ ذب

قٛز وبٝ   یٔاؾ.  ٚجٛز پختیس ٘كب٘ٝ ٔٛجت  قسٜ  اقبضٜزاقتٝ( 

 Periplasmicپلاؾبٕیه )  بی پبطی یس قسٜ ثٝ فًب تِٛپطٚتئیٗ 

space )ُپؽ اظ ؾبط ٞبٓ قبسٖ ٚ ثبب اؾبتفبزٜ اظ       زٛق ٔٙتم ٚ
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وٝ  فطآیٙسٞبی ؾِّٛی تطقح قٛز  اظ َطف زیٍط؛ ثب ٚجٛز ایٗ

ی غٖ ٞبب  وسٖٚی اؾ. أب وّ بیكیاقط، ثبوتطی stx2Bغٖ  ٔٙكأ

یٙٝ ٔیعثبٖ ُٔبثم. ٞب وسٖٚزضنس ثب  66َجیعی، تٟٙب حسٚز  ی ثٟ

اٖٛ اظ  یٔیٍط؛ ٞٙٛظ ٞٓ ز ضتعجب ثٝزاضز   یٙٝٞب وسٖٚت تبطی   ی ثٟ

ی زض زاذُ ٔیعثبٖ اقطیكیب وّبی  وّ بیكیاقطی ٞب غٖثطای ثیبٖ 

ثسٖٚ پختیس ٘كب٘ٝ وٝ  stx2Bاؾتفبزٜ وطز  زض ایٗ تحمیك اظ غٖ 

ٝ ثٟثط اؾبؼ تطجیح وسٚ٘ی اقطیكیب وّی  ؾببظی قبسٜ ثبٛز،     یٙب

ؾبظی قبسٜ ثبط    ٙٝیثٟضؾس اؾتفبزٜ اظ غٖ  اؾتفبزٜ قس  ثٝ ٘ظط ٔی

اؾبؼ تطجیح وسٚ٘ی ٔیعثبٖ ٚ اؾتفبزٜ اظ ظطفی. ثیبٖ ٚ تجٕع 

ٕ  یپبط ی ظطفی. تجٕع زض فًببی  جب ثٝؾیتٛپلاؾٕی   یپلاؾب

اٛ٘س ٔٙجط ثٝ ثیبٖ  اؾتفبزٜ اظ پختیس ٘كب٘ٝ( ٔی) تط غٖ ٚ ثب  ٔؤثطت

ضفتٗ غّظ. پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت قٛز  ثیببٖ پبطٚتئیٗ ٘ٛتطویبت    

rSTX2B ی اِمبب تٛؾبٍ ٔببزٜ قبیٕیبیی ثیببٖ      اظ ؾبعبت اثتسای

ضؾبس   یٔب ؾبظی غٖ ثٝ ٘ظبط   یٙٝثٟثب تٛجٝ ثٝ  ٚقٛز  یٔقطٚ  

ٝ ٘حٛی اؾ. وٝ أىبٖ تكىیُ ؾبذتبض ٔحَّٛ  ٖ ث قست ثیبٖ غ

یه اظ قطایٍ  یچٞیٍط؛ زض ز  عجبضت ثٝقٛز   یٕ٘پطٚتئیٗ فطاٞٓ 

پطٚتئیٗ ثٝ قىُ ٔحَّٛ ٘جبٛز ٚ ثبٝ قبىُ شضات     قسٜ اعٕبَ

قببٛز  تِٛیببس  یٔبب( ثیبببٖ Inclusion Body: IB٘بببٔحَّٛ )

( یب ٔحَّٛ IBشضات ٔجتٕع ) نٛضت ثٝٞبی ٘ٛتطویت  یٗپطٚتئ

ٝ زض ذهٛل تِٛیس ؛ ٞط یه زاضای ٔعایب ٚ ٔعبیجی اؾ. أب آ٘چ

ٞب ُٔطح اؾ.، شضات ٔجتٕع زض تحطیه ؾیؿتٓ ایٕٙی ظا ایٕٙی

اٛٞس ثٛز ؾبظ ٔكىُ ٝ غٖ  یآ٘ت اٚضزوطزٖظیطا ثب ؛ ٘ر  نبٛضت  ثب

٘ظیط ؾطْ، ذٖٛ، عًّٝ ) یثس٘ثٝ زاذُ ٔبیعبت ٚ اجعاء ٔجتٕع 

 لبطاض َجیعبی   وببٔلاً ٚ    (، عٕلاً پطٚتئیٗ زض ٔعبطو قبطایٍ   

ٞبی ٔٛجٛز زض ثسٖ ٔیعثببٖ، ثبیبس    یؿٓٔىبٌ٘یطز ٚ ثب وٕه  ٔی

اٛ٘س ؾبذتبض ٔٙبؾت ذٛز ضا پیسا وٙس؛ اِجتٝ ایٗ ٔؿئّٝ ٘یبظ ثبٝ   ثت

 ثطضؾی ثیكتط زاضز 

ٛتطویبت ثبب اؾبتفبزٜ اظ تبطازف     ی پبطٚتئیٗ ٘ ؾببظ  ذبِم

یی قٙبؾبب قبسٜ زض زاذبُ غٖ ا٘جببْ ٌطفب.       یٝتعجٞیؿتیسیٙی 

ثبزی يس تطازف ٞیؿتیسیٙی ٚ ٘یع  یآ٘تپطٚتئیٗ ترّیم قسٜ ثب 

َ اذتهبنی پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت، زضؾتی ثیبٖ  یآ٘ت ثبزی ٔٛ٘ٛوّٛ٘ب

ٖ  ثٝپطٚتئیٗ ضا ٘كبٖ زاز  اؾتفبزٜ اظ ایٗ پطٚتئیٗ ٘ٛتطویت  اٛ  عٙب

اٚوؿٗ ٚ ثب ٞسف تحطیه ؾیؿتٓ ایٕٙی ثبب ثطضؾبی   وب٘س یسای 

ثٛبِٛیٙی عّیبٝ   تِٛ IgGؾُح  یسقسٜ ٘كبٖ زاز وٝ پبؾد ایٌّٕٙٛ

یجبز قبسٜ اؾب.  افبعایف    أٙبؾجی  ا٘ساظٜ ثٝپطٚتئیٗ ٘ٛتطویت 

ٚ زْٚ ٘كبٖ ٔی یآ٘تیجبز قسٜ تیتط ا زٞس وٝ  ثبزی ثیٗ تعضیك اَٚ 

ٔمبساض  ذبٖٛ ٔبٛـ ایٕبٗ ثبٝ      IgGپؽ اظ تعضیك زْٚ ؾُح 

یبفتٝ اؾ.  ایٗ ٔٛيٛ  تأییبس وٙٙبسٜ ایبٗ     یفافعای تٛجٟ لبثُ

 rSTX2Bیطپٛؾتی پطٚتئیٗ ٘ٛتطویبت  ظٔؿئّٝ اؾ. وٝ تعضیك 

اٛ٘. أىببٖ تحطیبه ٔٙبؾبت ؾیؿبتٓ ایٕٙبی ٚ       ثٝ ٕٞطاٜ ازج

 آٚضز  یٔذٖٛ ضا فطاٞٓ  IgGافعایف ؾُح 

ثب اؾتفبزٜ اظ  ثرف قٙبٚض وك.  Stx2زض ایٗ تحمیك ؾٓ 

ٚ  H7:E. coli O157ثبوتطی  ٖ ضٚی تأثتٟیٝ قس  ی بٞ ؾَّٛیط آ

Hela  زاز وٝ ثب ٚجٛز ؾبزٌی ضٚـ جساؾبظی ؾٓ، ٞٙٛظ ٖ ٘كب

ی ٞبب  لؿٕ.ایٗ ٔبزٜ زاضای عّٕىطز ظیؿتی اؾ.  چٙب٘چٝ زض 

ثبب   ELISAٌصقتٝ اقبضٜ قس؛ ثطای تعییٗ ٔمساض ؾٓ اظ آظٔبٖٛ  

َ  ثبزی پّی یآ٘تیطی وبضٌ ثٝ ی ٞب ٔٛـزض ؾطْ  آٔسٜ زؾ. ثٝوّٛ٘ب

٘ٛتطویت اؾبتفبزٜ قبس  ٘تببیج حبنبُ      rSTX2Bایٕٗ قسٜ ثب 

یسقسٜ زض تِٛ rSTX2Bثبزی يس  یآ٘تثیبٍ٘ط ایٗ ٘ىتٝ اؾ. وٝ 

یی ؾبٓ وبٔبُ اؾب.     قٙبؾبب ٞبی ایٕبٗ لببزض ثبٝ     ذٖٛ ٔٛـ

ٝ  rSTX2Bیٍط؛ ثبب ٚجبٛ تِٛیبس    ز  عجبضت ثٝ شضات  نبٛضت  ثب

 قبسٜ  ٝیااضٞبی  تٛح یاپٔجتٕع زض زاذُ ٔیعثبٖ اقطیكیب وّی، 

. وبٔببُ ثببب تعببسازی اظ    اٖٛ، ٔكبببثٟ ثببٝ ؾیؿببتٓ ایٕٙببی حیبب

زض ؾٓ انّی ضا زاضا اؾ.  ایبٗ ٔؿبئّٝ    Bٞبی ثرف  تٛح یاپ

ٗ جع وبضٌ ثٝیىی اظ ٘ىبت ثؿیبض ٟٔٓ زض  اٖٛ ثٝیطی ای یىی اظ  عٙ

اٚوؿٗ اؾ.   اجعای انّی 

٘كبٖ  in vitroثطضؾی ٚيعی. ایٕٙی ایجبز قسٜ زض ؾُح 

وٙٙبسٌی زاضز ٚ   زض ؾُح ؾِّٛی اثط ذٙثی یجبز قسٜازاز ایٕٙی 

اٛ٘س اثط ؾٓ ثبط ضٚی   یٔ َ ت بیبس     Helaی ٞبب  ؾبّٛ ضا ذٙثبی ٕ٘

اٖٛ ایٕٗ قسٜ ثب ؾٓ ثببوتطی ٘كببٖ    ٕٞچٙیٗ ثطضؾی چبِف حی

ی ایٕٗ قسٜ ثبب  ٞب ٔٛـزضنس اظ  66زاز زض غّظ. وكٙسٜ ؾٓ 

ٝ آثبض حفبظتی ایٕٙی  ٜ ٔب٘س٘س و یجبز قسٜ اپطٚتئیٗ ٘ٛتطویت ظ٘س

وبٝ زض   Stx2Bظایبی پببییٗ    زٞس  ثب تٛجٝ ثٝ ایٕٙی بٖ ٔیضا ٘ك

ٚ ٕٞچٙبیٗ   >۲۲ ،۲1 ،15=ثٝ آٖ اقببضٜ قبسٜ    ٞب ٌعاضـثطذی 
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دورهآسیب هایپژوهش :7  58 8934،زمستان4،شماره81شناسیزیستی،

زضنبس   1۷۷تبب   >8=زضنس  1۷تحمیمبتی وٝ آثبض حفبظتی ثیٗ 

غٖ  یجبز قسٜ ثب اؾبتفبزٜ اظ ایبٗ آ٘تبی   اضا ثطای ایٕٙی  >۲8 ،۲7=

اٛ٘.  یٔا٘س، ثٝ ٘ظط  ٌعاضـ وطزٜ  اؾبتفبزٜ  زٔبٛض ضؾس ٘ٛ  ازج

اٛ٘بس زض   stxBزض وٙببض   >stxA =۲8، ۲9ٚ ٘یبع حًبٛض    >۲7= ثت

ثبقس  ٕٞچٙیٗ ایٗ  ٔؤثطزؾتیبثی ثٝ ؾُح ایٕٙی حفبظتی ثب تط 

ٝ ٔطي تعسازی اظ  ی ایٕٗ قسٜ زض ٞب ٔٛـاحتٕبَ ٚجٛز زاضز و

ٝ زِیُ  یس تِٛٞبی ٔٛجٛز زض ؾٓ  ی٘بذبِه٘تبیج ثطضؾی حبيط ث

 ثبقس  H7:E. coli O157قسٜ اظ ثرف قٙبٚض وك. ثبوتطی 

اٚحبس    یٔب ثٝ ٘ظبط   آٔسٜ زؾ. ثٝثب تٛجٝ ثٝ ٘تبیج  ضؾبس ظیط

اٛ٘س آثبض حفبظتی ثؿیبض ٔٙبؾجی زض ثطاثبط   ٔی Stx2اتهبِی ؾٓ  ت

زاقببتٝ ثبقببس ٚ پببؽ اظ  EHECیببس قببسٜ اظ ثبببوتطی تِٛؾبٓ  

اٖٛ ثٝٞبی تىٕیّی  یثطضؾ ُ یىی اظ اجبعای   عٙ زض  فبزٜاؾبت  لبثب

اٚوؿٗ ٔٙبؾت ثطای جٌّٛیطی اظ ثیٕبضی اؾٟبَ ٘بقی اظ ایبٗ  

 ثبوتطی لبثُ پیكٟٙبز اؾ. 

 

 تطكر ٍ قدرداًی
ٚؾیّٝ اظ نٙسٚق حٕبی. اظ پػٚٞكبٍطاٖ ٚ فٙببٚضاٖ    یٗثس

َببطح قببٕبضٜ ) یجٕٟببٛضٔعبٚ٘ب. عّٕببی ٚ فٙببی ضیبؾبب.  

ٚ پػٚٞكٍبٜ ّٔی ٟٔٙسؾی غ٘تیه ٚ 89۷۷۷539   یفٙبٚض یؿ.ظ( 

( ثطای حٕبی. زض اجطای ایٗ َطح تكىط ٚ 411َطح قٕبضٜ )

 قٛز  لسضزا٘ی ٔی
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