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Abstract 
 

Background and purpose: E. coli O157:H7 is one of the intestinal pathogens that mediate 

serious damages in gastrointestinal track. The bacterium attachment in large intestine is mediated via 

some colonization factors mainly Type III secretion proteins that are involved in this process. Among 

these factors, EspA protein plays an important role in system foundation. The aim of this study was 

cloning and recombinant expression of EspA in order to achieve a stable construct for the protein 

production and using it as a vaccine candidate in future investigations. 

Materials and methods: Specific primers were designed by Oligo 7 software and gene 

amplification was performed by PCR technique on template DNA. Enzymatic digestion and ligation were 

done by restriction enzymes and T4 ligase enzyme, respectively. Recombinant expression of EspA was 

induced by IPTG following cloning confirmation. Protein confirmation was done by Western blotting 

analyze. 

Results: Results showed that cloning of espA in pET28a (+) vector was performed in an 

appropriate mode between expected sites. Also, EspA had good and remarkable recombinant expression 

after induction and the antibody used in western blotting could recognize EspA on nitrocellulose 

membrane. 

Conclusion: Stable recombinant construct containing espA gene was fabricated that showed 

appropriate recombinant expression of protein. So, this protein could be used in future studies as a 

vaccine candidate against E. coli O157:H7. 

 

Keywords: Intestinal pathogen, espA gene cloning, Recombinant expression, Western blotting 

 
 

J Mazandaran Univ Med Sci 2014; 24(117): 12-20 (Persian). 



 
        
  
  
  درانـــازنـــــي مـكـــزشــــوم پـــلـــگاه عـشـــه دانـــلـــمج

  )12-20(   1393سال     مهر   117شماره  بيست و چهارم  دوره 

  13       1393مهر ،  117، شماره  بيست و چهارمدوره                                                                 مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                            

 پژوهشي

   EspA يزايماريفاكتور ب بينوترك انيو ب يهمسان ساز
 E. coliO157:H7 يمربوط به باكتر

  
        1يبخش يمصطف

         2يميابراه روزيف
        2زرگان ليجم

        2انيشهرام نظر
 3زاده خيش دهيوح

  چكيده
هـاي جـدي در دسـتگاه گـوارش      باشد كه آسيب اي مي هاي روده جزء پاتوژن E. coliO157:H7باكتري  :و هدف سابقه
هـاي   پذيرد كـه پـروتئين   صورت مي زا سري از فاكتورهاي بيماري يك به واسطهاتصال باكتري در روده بزرگ . آورد پديد مي

نقـش   EspAهاي موجود در سيستم مـذكور، پـروتئين    در بين پروتئين. شوند بندي مي نيز جزء اين فاكتورها دسته 3ترشحي نوع 
 سازي و بيان اين پروتئين بـه شـكل   هدف از انجام اين تحقيق همسان. كند يري اين سيستم ايفا ميگ شكلاصلي و مهم را در پيكره 

  .باشد هاي آينده به عنوان كانديد واكسن مي وتركيب جهت دستيابي به يك ساختار و منبع پايدار براي توليد آن به منظور بررسين
انجـام شـد و تكثيـر ژن توسـط      Oligo 7افـزار   توسـط نـرم   espAطراحي پرايمر اختصاصي بـراي ژن   :ها مواد و روش

 (+)pET28aهاي هضم آنزيمي و الحاق ژن درون وكتور بياني  شواكن. الگو صورت پذيرفت DNAاز روي  PCRواكنش 
 IPTGبـا اسـتفاده از القـاءگر مصـنوعي      EspAپس از تأييد همسان سازي ژن مورد نظر، بيان نوتركيـب پـروتئين   . انجام شد

  .صورت پذيرفت EspAآناليز وسترن بلات نيز براي تأييد پروتئين . صورت پذيرفت
به شكل مناسب بين جايگاه هاي مربوطه صورت پذيرفت  (+)pET28aدرون وكتور  espA همسان سازي ژن :ها يافته
بادي مورد استفاده در وسترن بـلات نيـز    آنتي. پس از القا، بيان نوتركيب مناسب و قابل توجهي را نشان داد EspAو پروتئين 

  .را شناسايي كند EspAتوانست به شكل مناسبي 
توليد گرديد كه بيان نوتركيـب قابـل تـوجهي از پـروتئين را نشـان       espAدار محتوي ژن ساختار نوتركيب پاي :استنتاج

مـورد   E. coli O157:H7سـازي عليـه    توان در مطالعات آينده بـراي بررسـي ميـزان ايمـن     را مي EspAبنابراين پروتئين . داد
  .بررسي قرار داد

  

  ن نوتركيب، وسترن بلات، بياespAاي، همسان سازي ژن  پاتوژن روده: واژه هاي كليدي
    

  مقدمه
هـاي   پـاتوژن  E.coliهاي بيماري زاي بـاكتري   سويه

هاي متعددي را  ها آسيب خطرناكي هستند كه ابتلا به آن
 E. coliO157:H7بـاكتري  . )1،2(كنـد  براي بيمار ايجاد مي

ود و ـش وب ميــمحس EHECاي ـه وژنـاتـه پـزء دستـج
غـذايي   هاي فرآورده ميكروارگانيسمي است كه از طريق

  .)3،4(شود پاستوريزه به انسان منتقل مي و شير غير آلوده
  

 

  E-mail: febrhimi@ihu.ac.ir         يشناس ستيز قاتي، گروه و مركز تحق)ع(نيدانشگاه امام حس ،ييبابا دياتوبان شه :تهران - يميابراه روزيف :مولف مسئول

  راني، تهران، ا)ع( نيدانشگاه امام حس ه،يو پژوهشكده علوم پا دانشكده ،يشناس ستيز قاتيز تحقمرك ،يوتكنولوژينانوب يدكتر يدانشجو .1
  راني، تهران، ا)ع( نيدانشگاه امام حس ه،يدانشكده و پژوهشكده علوم پا ،زيست شناسيگروه  ار،ياستاد .2
  رانيقوچان، ا ،ييغذا عيگروه علوم و صنا واحد قوچان، ،يدانشگاه آزاد اسلام ،ييو علوم غذا يارشد تكنولوژ يكارشناس. 3
  30/6/1393: تاريخ تصويب            17/4/1393: تاريخ ارجاع جهت اصلاحات           28/3/1393: تاريخ دريافت   



  EspAژن  يساخت وكتور حاو
 

  1393مهر ،  117، شماره  بيست و چهارمدوره                                                              مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                           14

ميليــون مــرگ و ميــر خصوصــاً در     5ســالانه بــيش از  
 وژنـن پاتـي به ايـطه آلودگـبه واس الـس 5كودكان زير 

لانه گزيني باكتري مـذكور در لولـه   . )5(شود مي گزارش
گوارش به واسطه يك سري از عوامل و فاكتورها تحـت  

 ايـن جزايـر  . )5،6(شود پاتوژنيسيته انجام مي جزاير كنترل

 حاوي كه هستند كروموزومي خارج ژنتيكي جات دسته

 /تهـاجم  ژن هـاي  از قبيـل  يمختلف ـ زاي بيمـاري  عوامـل 
پـاتوژن   .باشـند  ميIV و  IIIنوع  ترشحي و سيستم اتصال

هـاي مجـري كـه     هـا بـراي ترشـح مولكـول     از اين سيستم
سيستم  .)7(كند سازند استفاده مي سلول ميزبان را متأثر مي

هاي مختلـف از جملـه    در ترشح پروتئين IIIترشحي نوع 
Tir ،EspA  ،EspB  وEspD   5(كنــد  نقــش ايفــا مــي( .

ه سـلول  زا مسـتقيماً ب ـ  بسياري از اين فاكتورهـاي بيمـاري  
بـا   EspAبـه عنـوان مثـال    . شـوند  ميزبان تحويل داده مـي 

اي روي سطح باكتري به سلول ميزبان  ايجاد ساختار رشته
و  شـود  كـد مـي   espA توسـط ژن  EspA. )6(زنـد  پل مـي 
تزريـق   بـراي  فيلامنتـي  سـاختاري  بـاكتري  سـطح  روي

EspB ،EspD  وTir ــر طبـــق  .)3( دهـــد مـــي تشـــكيل بـ
 espBو  espA موتانــت هــاي زايــي گزارشــات، بيمــاري

 بـاكتري بـه   اوليـه  چسـبندگي . )8(يابـد  بسيار كـاهش مـي  
دسـته   دهنـده  تشـكيل  پيلـي  توسـط  اپـي تليـال   هاي سلول

)Bundle forming pilus (آن را  شــود كــه مــي انجــام
با شكل دادن  EspAسپس پروتئين  .كند مي كد پلاسميد

خيـل  يك كانال شرايط را براي انتقال ساير فاكتورهاي د
 اهميـت  دليـل  به. )6(كند گزيني باكتري فراهم مي در لانه
 دو پـروتئين  زايي، ايـن  بيماري در روند EspA و اينتيمين

 محسـوب  EHECزايـي   بيمـاري  هـاي  شـاخص  عنـوان  بـه 
  .)9(شوند مي

مطالعات متعددي براي توليد اين پروتئين بـه شـكل   
و هم چنين به صـورت كـايمر بـا     )10(نوتركيب به تنهايي

زايـي   و بيمـاري  )10،11(اير عوامل دخيل در لانه گزينيس
با توجـه بـه نقـش    . صورت پذيرفته است )10-12(باكتري
 ،E. coli O157:H7زايي باكتري  در بيماري EspAپروتئين 
تــوان آن را بــه عنــوان كانديــدي مناســب بــراي       مــي

در ايـن  . واكسيناسيون عليه عامل مذكور در نظـر گرفـت  

نوتركيـب، اقـدام    DNAاز تكنولوژي پژوهش با استفاده 
  .شد EspAسازي و بيان نوتركيب پروتئين  به همسان

  

  ها روش مواد و
  مربــوط بــه بــاكتري    espAطراحــي پرايمــر بــراي ژن   

E. coli o157:H7:  
بــا عــدد  NCBI گــاهياز پا EspA يدينواســيآم يتــوال
اســتخراج شــد و پــس از   ) ZP_02797355( يدسترســ

 يديــنوكلئوت يبــه تــوال يديواســنيآم يبرگردانــدن تــوال
ژن  يتـوال  يو بررس ـ )13(افزار ترجمه معكوس توسط نرم

 BamHI يبرش يها گاهي، جا)NEBcutter)14افزار  در نرم
و  شــرويپ يمرهــاپراي 5´ يادر انتهــ بيــبــه ترت HindIIIو 
پرايمرهاي اختصاصي براي ايـن ژن   .در نظر گرفته شد رويپ

تـوالي پرايمرهـا   . طراحي شد Oligo 7افزار  با استفاده از نرم
  :عبارت بودند از

  

  :پرايمر پيشرو
TAATGGATCCATGGCTGACATGAAC 

  

  :پرايمر پيرو
CTTCAAGCTTTTACTTACCCAGAGAGTAGC 

  

ــاي ذوب  ــه   ) Tm(دم ــرو ب ــرو و پي ــاي پيش پرايمره
نظـر بـه ايـن    . گراد بـود  درجه سانتي 9/68و  5/68ترتيب 

ــرش مســتقيم محصــول   ــزيم PCRكــه ب هــاي  توســط آن
نوكلئوتيـد نيـز در    4محدودالأثر مد نظر بـود، لـذا تعـداد    

چنـين   هـم . دو پرايمر مد نظر قرار گرفت هر 5´ هاي پايانه
ــه از      ــد ترجم ــان فرآين ــور پاي ــه منظ ژن  mRNAروي ب

مذكور، توالي مربوط به كدون خاتمه نيز بر روي پرايمر 
  .پيرو قرار گرفت

  
  PCRتوسط تكنيك  espAتكثير ژن 

ميدي كــه داراي يــك ژن كــايمر محتــوي  از پلاســ
پلاسـميد  . بود، به عنوان الگو استفاده گرديد espAتوالي 

مذكور به روش ليز قليايي استخراج شد و پـس از تعيـين   
 ميكروليتر 5/0غلظت آن توسط دستگاه پيكودراپ، ميزان 

از محلول محتوي پلاسـميد بـه عنـوان الگـو در واكـنش      



 
  و همكارانمصطفي بخشي      
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 پژوهشي

پليمراز مورد  Taq DNAيم اي پليمراز توسط آنز زنجيره
هم چنين پرايمرهـاي پيشـرو و پيـرو    . استفاده قرار گرفت

بــا  MgSO4پيكومــول، نمــك  4/0هــر كــدام بــه ميــزان 
مـولار و   ميلـي  4/0با غلظت  dNTPمولار،  ميلي 2غلظت 

بـراي   10Xميكروليتر بافر آنـزيم پليمـراز بـا غلظـت      5/2
ده واقـع  ميكروليتري مورد اسـتفا  25حجم نهايي واكنش 

درجــه بــراي فرآينــد  65تــا  55گراديــان دمــايي . شــدند
سـازي   بـراي بهينـه  ) Annealingدمـاي  (اتصال پرايمرهـا  

، از PCRسـازي   پـس از بهينـه  . انجـام شـد   PCRواكنش 
پليمــراز بــراي تكثيــر ژن مــذكور بــه  Pfu DNAآنــزيم 

  .هاي ناخواسته استفاده گرديد منظور جلوگيري از جهش
واسرشتگي اوليـه   :شرح زير بود به PCRهاي  چرخه

دقيقـه، واسرشـتگي ثانويـه در     5درجه طـي   95در دماي 
ثانيه، اتصال پرايمرها بـه رشـته    30درجه ظرف  94دماي 

ثانيـه، گسـترش رشـته     40درجـه طـي    62الگو در دمـاي  
درجه  72جديد به واسطه فعاليت آنزيم پليمراز در دماي 

گسـترش رشـته در    ثانيه و نهايتاً يك مرحلـه  45به مدت 
لازم به ذكـر اسـت كـه    . دقيقه 5درجه به مدت  72دماي 

ها براي تكثير از مرحله واسرشتگي ثانويه تـا   تعداد چرخه
  .)15(تكرار بود 34مرحله گسترش رشته در حال سنتز 

  
  :(+)pET28aدر وكتور  PCRهمسان سازي محصول 

پس از تكثير قطعه ژني و تخليص آن توسـط كيـت   
 ، واكنش هضم آنزيمي به صورت دوگانهBioneerشركت 

 (+)pET28aچنين پلاسميد  و هم PCR بر روي محصولات
انجـام   HindIIIو  BamHIهاي محدودالأثر  توسط آنزيم
 37سـاعت در دمـاي    6هاي برشي به مدت  شد و واكنش

پـس از اتمـام زمـان هضـم آنزيمـي،      . درجه انكوبه شدند
ــا انتقــال تيــوپ  حتــوي اجــزاي هــاي م فرآينــد مــذكور ب

دقيقـه غيرفعـال    10درجـه بـه مـدت     80واكنش به دماي 
پلاسميد برش خورده بر روي ژل آگارز با دمـاي  . شدند

ذوب پايين الكتروفورز شد تا باند برش خورده پلاسـميد  
  .به شكل اختصاصي استخراج گردد

هـاي   پس از تخليص محصولات حاصل از واكـنش 
ــر روي رشــته  لاســميد، و پ DNAهــاي  هضــم آنزيمــي ب

ــزيم    ــا اســتفاده از آن ــور ب   واكــنش الحــاق ژن درون وكت
T4 DNA Ligase      بـا در نظـر گـرفتن غلظـت حــداقلي

 1نانوگرم و با به كـارگيري فرمـول    50پلاسميد به ميزان 
برابـر   3براي محاسبه غلظت ژن مـورد اسـتفاده بـا حجـم     

اجزاي واكـنش بـا   . براي واكنش الحاق صورت پذيرفت
 8و واكنش به صورت شبانه در دمـاي  هم تركيب شدند 

  .)15(گراد انكوبه شد درجه سانتي
  

  :1فرمول 
برحسب نانوگرم  غلظت ژن مورد استفاده در واكنش الحاق=  50  

  
تراريخت نمودن سلول هاي ميزبان بياني توسـط كاسـت   

   :ساخته شده
 E.coli BL21(DE3)هاي ميزبان مستعد باكتري  سلول
 Mgcl2هـاي   ه روش شيميايي با استفاده از نمكاستاندارد ب

ميكروليتــر از محصــول  10ســپس . تهيــه شــدند Cacl2و 
هـاي   واكنش الحاق به صورت شوك حرارتي بـه سـلول  

هاي ميزبان تراريخـت شـده بـر     مستعد منتقل شد و سلول
ــك    LBروي محــيط كشــت   ــي بيوتي ــاوي آنت ــار ح آگ

صـورت  كشت داده شـدند و بـه    )µg/ml80(كانامايسين 
  .)15(گراد انكوبه شدند درجه سانتي 37شبانه در دماي 

  
  تأييد همسان سازي ژن

هـاي رشـد يافتـه بـر روي      كلـوني از كلـون   3تعداد 
 LBآگار انتخاب شـدند و بـه محـيط     LBمحيط انتخابي 

منتقل ) µg/ml80(براث حاوي آنتي بيوتيك كانامايسين 
 موج طول درها  پس از اين كه جذب نوري سلول. شدند

nm600  اسـتخراج پلاسـميد بـه روش ليـز     رسـيد،   8/0به
سـازي ژن   بـراي تأييـد همسـان   . قليايي صـورت پـذيرفت  

espA درون وكتور pET28a(+)   از سـه تكنيـك ،PCR ،
چنـين تـوالي يـابي توسـط      واكنش هضـم آنزيمـي و هـم   

  .اپراتور و ترميناتور استفاده گرديد T7پرايمرهاي عمومي 
  

  : espA بررسي بيان پروتئين
  هـاي   ، از كلونespAپس از تأييد همسان سازي ژن 
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براث به صـورت شـبانه، ميـزان     LBرشد كرده در محيط 
بــراث تــازه و  LBليتــر محــيط  ميلــي 5ميكروليتــر بــه  50

 منتقـل ) µg/ml40(بيوتيك كانامايسـين   استريل حاوي آنتي
 BL21(DE3)نظر به ايـن كـه بيـان ژن در سـويه     . گرديد

باشد، پس از ايـن كـه جـذب     مي lacاپرون تحت كنترل 
 5/0حـدود  به  nm600موج نوري محيط كشت در طول 

-β-D-1-رسيد، از ماده القـاءگر مصـنوعي ايزوپروپيـل   
ــراي القــاي بيــان ژن مــورد  ) IPTG(گالاكتوپيرانوزيــد    ب

 SDS-PAGEنتـايج بيـان بـر روي ژل    . نظر اسـتفاده شـد  
  ).16(درصد بررسي گرديد 14

  
  :توسط لكه گذاري وسترن EspAئين نوتركيب تأييد پروت

نوتركيـب از روش   EspAبه منظـور تأييـد پـروتئين    
بـادي پلـي كلونـال     ايمنوبلات وسترن با اسـتفاده از آنتـي  

بـه   EspAعليه يك آنتي ژن كايمر در برگيرنده پروتئين 
ابتـدا  . عنوان يكي از زيـر واحـدهاي آن اسـتفاده گرديـد    

شده و القاء نشـده و هـم چنـين    عصاره سلولي نمونه القاء 
ــروتئين  ــر روي ژل  BSAپـ درصـــد  SDS-PAGE 14بـ

سپس فرآيند لكه گـذاري وسـترن بـر    . الكتروفورز شدند
گـذاري   روي كاغذ نيتروسلولز با استفاده از سيسـتم لكـه  

BioRad  مـولار،  ميلـي  192گلايسين (و بافر مخصوص آن 
ــريس  ــولار،   25ت ــي م ــانول   SDS 1ميل ــد و مت  20درص

ــا در بــلاك نمــودن . صــورت پــذيرفت) pH=8.3صــد ب
كاغذ نيتروسلولز به صورت شـبانه بـا اسـتفاده از محلـول     

نمونـه  . درصد شير خشك انجـام شـد   5بلاكينگ حاوي 
اي  دقيقــه 10هــاي زمــاني  بــار شستشــو در بــازه 3پــس از 

بـادي پلـي كلونـال     ، در معـرض آنتـي  PBSTتوسط بافر 
 37عت در دمـاي  سـا  1به مدت  3500/1مذكور با رقت 

فرآيند شستشو ماننـد قبـل   . گراد قرار گرفت درجه سانتي
بـادي پلـي كلونـال موشـي      تكرار شد و ايـن بـار از آنتـي   

براي پوشـاندن سـطح كاغـذ     1500/1كانجوگه با غلظت 
. ساعت اسـتفاده گرديـد   1درجه و به مدت  37در دماي 

پـذيري بانـد    پس از تكرار فرآيند شستشو، واكنش رنگ
با افـزودن سوبسـتراي آنـزيم كانجوگـه      EspAبه  مربوط

HRP ) گـرم  ميلـي  6ميلي مـولار،   50تريس DAB  10و 
ــر  ــراي توقــف  . انجــام شــد) H2O2ميكروليت در نهايــت ب

پذيري، محلول محتوي سوبسـترا از محـيط    واكنش رنگ
  .)16(حذف گرديد ddH2Oبا شستشوي كاغذ توسط 

  

  يافته ها
بــا اســـتفاده از   espAواكــنش زنجيــره اي پليمـــراز ژن   

  :پرايمرهاي اختصاصي
پس از اين كه پرايمرهـاي پيشـرو و پيـرو بـراي ژن     

طراحــي شــد، بــا  Oligo 7افــزار  مــورد نظــر توســط نــرم
ها بـراي   ميزان اختصاصيت آن Blastاستفاده از نرم افزار 

د و مشخص گرديد كه هر دو پرايمر شبررسي  espAژن 
ــر را   ــورد نظ ــالا ژن م ــا اختصاصــيت ب ــي   ب ــك ژن در بان

سازي  پس از دريافت پرايمرها و آماده. كنند شناسايي مي
 در espAبـراي تكثيـر ژن    PCRسازي واكنش  ها، بهينه آن

دماهاي اتصال مختلف پرايمر به رشته الگو توسط آنزيم 
Taq DNA  1تصوير شـماره  (پليمراز صورت پذيرفت .(

ي سازي بـالاي  نظر به اين كه آنزيم مذكور صحت همسان
 PfuDNAندارد، لذا تكثير نهايي رشته الگو توسط آنـزيم  

  .پليمراز انجام شد
  

  
  

: درصـد  1بر روي ژل آگـارز   espAتكثير ژن نتيجه  :1تصوير شماره 
محصـول  : 9تـا   2رديـف هـاي   . DNAنشـانگر مولكـولي   : 1رديف 

PCR  گراد درجه سانتي 65تا  55در گراديان دمايي.  
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 پژوهشي

  :(+)pET28aياني در وكتور ب espAالحاق ژن 
هاي هضـم آنزيمـي دوگانـه توسـط      با انجام واكنش

بــر روي محصــولات   HindIIIو  BamHIهــاي  آنــزيم
PCR و وكتور pET28a(+)  هـاي   ، با فراهم آمـدن پايانـه

ــد الحــاق ژن درون    ــور، فرآين ــراي ژن و وكت ــبنده ب چس
MCS  وكتور توسط آنزيمT4 DNA    ليگـاز انجـام شـد .

ي تراريخـت شـده توسـط حامـل     پس از انتقال كلون هـا 
نوتركيب به محيط كشت مايع و اسـتخراج پلاسـميد، بـا    

هـاي   هاي هضم آنزيمي توسـط آنـزيم   استفاده از واكنش
توســط  PCR، )2 تصــوير شــماره(محــدودالاثر مــذكور 

پرايمرهاي اختصاصي ژن و توالي يابي مشـخص گرديـد   
  .سازي شده است كه ژن با موفقيت درون وكتور همسان

  

  
  

بررسـي هضـم آنزيمـي بـر روي وكتـور نوتركيـب        :2تصوير شماره 
pET28a-espA : نشانگر مولكولي : 1رديفDNA . وكتور : 2رديف
pET28a-espA هضم وكتور توسط آنـزيم  : 3رديف . برش نخورده

BamHI . هضم وكتور توسـط آنـزيم   : 4رديفHindIII .  5رديـف :
  .HindIIIو  BamHIهضم دوگانه وكتور توسط آنزيم هاي 

  
  :EspAبررسي بيان نوتركيب پروتئين 

 در شرايط lacبا القاي بيان پروتئين تحت كنترل اپرون 
نشـده   ءشده و القـا  ءهاي القا انكوباسيون استاندارد، سلول

آوري و شكسته شدند و پس از افـزودن بـافر نمونـه     جمع
ــاوي  ــد بــر روي ژل   SDS10ح  SDS-PAGE 14درص

تايج نشان داد كه بيان پروتئين ن. درصد الكتروفورز شدند
EspA       در نمونه القا شده در مقايسـه بـا نمونـه القـا نشـده

  ).3 تصوير شماره(باشد  بسيار مناسب و چشمگير مي

  
  

 SDS-PAGEبـر روي ژل   EspAنتيجه بيان پروتئين  :3تصوير شماره 
نمونه القاء : 2رديف . نشانگر مولكولي پروتئين: 1رديف . درصد 14

  ).كنترل منفي(نمونه القاء نشده : 3رديف . IPTGسط شده تو
  

  :آناليز وسترن بلاتينگ
در پايان به منظور بررسي صحت پروتئين نوتركيـب  

EspA بــراي ايــن . از آنــاليز وســترن بــلات اســتفاده شــد
 منظور باند رنگ گرفته بر روي كاغذ نيتروسلولز در مقايسه

پـروتئين  (ادي ب ـ با نمونه القاء نشده و نمونـه كنتـرل آنتـي   
BSA (گرديد كه باند رنگي مربوط بررسي شد و مشخص 

در جايگاه درسـت خـودش در مقابـل     EspAبه پروتئين 
ــد  ــرار    18بان ــروتئين ق ــوني نشــانگر مولكــولي پ كيلودالت

  ).4تصوير شماره (گرفته است 
  

  
  

بر روي كاغـذ   EspAوسترن بلاتينگ پروتئين  نتيجه :4تصوير شماره 
نمونـه  : 2 رديـف . نشـانگر مولكـولي پـروتئين   : 1 ديفر. نيتروسلولز
: 4رديــف  .IPTGنمونــه القــاء شــده توســط: 3 رديــف. القــاء نشــده

  به عنوان كنترل واكنش ايمنوبلات BSAپروتئين 
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  بحث
ــاكتري ــاتوژن روده  ب ــاي پ ــاكي   ه ــل خطرن اي عوام

ها در  هستند و چنانچه تمهيداتي مناسب براي مقابله با آن
تواننــد عواقــب جــدي و جبــران  مــينظــر گرفتــه نشــود، 

بـا اسـتفاده   . )17-19(ناپذيري را در فرد آلوده ايجاد كننـد 
هايي از اين  توان بخش نوتركيب مي DNAاز تكنولوژي 

هـا نقـش    عوامل كه در بروز بيماري زايـي بـه واسـطه آن   
اساسي دارند، را كلون و بيان نمود تـا بـه عنـوان كانديـد     

ا عليـه آن پـاتوژن مـورد    واكسن ميزان ايمن سازي آن ه ـ
نيـز بـا    O157:H7سـويه   E. coli. )20(بررسي قرار گيرند

هاي جدي بـه ديـواره لولـه     توليد توكسين منجر به آسيب
تر آسيب به كليه افراد مبتلا بـه   گوارش و در شكل وخيم

لذا در اين مطالعه با بررسي فاكتورهـاي  . )21(شود آن مي
 مشخص گرديد كهدخيل در لانه گزيني پاتوژن مذكور 

دهـد كـه    شـالوده مجرايـي را شـكل مـي     EspAپـروتئين  
زا به سلول ميزبـان   منجر به انتقال ساير فاكتورهاي بيماري

ــي ــاري . شــوند م ــاي بيم ــه فاكتوره زاي ديگــر از  از جمل
كه به شكل نوتركيب توليد و  E. coliO157:H7باكتري 

 اكتورتوان به ف اند، مي عنوان كانديد واكسن بررسي شده به
FepA   هـاي   ، اينتيمين، زير واحـدهاي مختلـف توكسـين

به منظـور توليـد پـروتئين    . )22،23(اشاره نمود Tirشيگا و 
EspA    به شكل نوتركيب نياز به طراحـي و تهيـه كاسـت 
از بانـك ژنـي   EspA لذا تـوالي دقيـق پـروتئين    . ژني بود

 آمينـو اسـيدي بـه    اقتباس گرديد و پس از برگرداندن توالي
طراحي پرايمرهاي اختصاصـي بـراي    نوكلئوتيدي، توالي

پس از تهيه پرايمرها، تكثير ژن مذكور بـه  . آن انجام شد
 صورت پذيرفت و در ادامه با انجـام  PCRكمك تكنيك 

 و وكتور، PCRآنزيمي بر روي محصول  هضم هاي واكنش
  .فرآيند الحاق ژن درون وكتور با موفقيت انجام شد

 تــرين  يعوسـ ـو  اولــيناز  يكــي  E. coliبــاكتري 
 هترولـوگ  هاي پروتئين توليد براي كه است هايي ميزبان

شـود و داراي مزايـاي فراوانـي از جملـه بيـان       مي استفاده
ــم      ــد ك ــه تولي ــول و هزين ــالاي محص ــدمان ب ــريع، ران س

نظــر بــه ايــن كــه ميزبــاني كــه بــراي بيــان  .)24(باشــد مــي
كتري مد نظر قرار گرفته بود، با EspAنوتركيب پروتئين 

E. coli BL21(DE3)     بـود، لـذا از وكتـورpET28a(+) 
ــتفاده       ــت اس ــازگار اس ــان س ــاني ميزب ــتم بي ــا سيس ــه ب ك

لازم به ذكر است كـه بيـان پـروتئين در ايـن     . )24(گرديد
باشـد   مـي  lacدسته از وكتورها تحت كنترل اپرون قـوي  

) IPTG(كارگيري آنالوگ مصنوعي آلولاكتـوز   كه با به
در مقـدار بسـيار مناسـب در     EspAوتئين موفق به بيان پر

 و همكاران نيز از همـين  Gu. قياس با نمونه القا نشده شديم
كردند و استفاده  EspAسازي و بيان  همسانسامانه براي 

و بيان  سازي همسان. )10،11(آوردند دست بهنتايج خوبي را 
شـده بـا سـاير فاكتورهـاي      الحاقاين پروتئين به صورت 

 آميـز  به شكل موفقيت EHECزايي عامل  يدخيل در بيمار
گيـري سـاختارهاي مناسـبي     انجام شده و منجر بـه شـكل  

در پايان به منظـور  . )11،12(براي بيان پايدار آن شده است
اطمينان از صحت پـروتئين بيـان شـده از واكـنش كيفـي      

كلونـال   بـادي پلـي   گذاري وسترن با اسـتفاده از آنتـي   لكه
جزء زيـر واحـدهاي آن    EspAعليه آنتي ژني كايمر كه 

بادي  باشد، استفاده گرديد و مشخص گرديد كه آنتي مي
گونـه واكـنش    مذكور توانسـت بـه خـوبي و بـدون هـيچ     

  .را شناسايي كند EspAكراس 
  

  سپاسگزاري
ــان  ــژوهش بخشــي از پاي ــن پ ــراي اي ــه دوره دكت  نام

باشد  ميمصطفي بخشي تخصصي رشته نانوبيوتكنولوژي 
تـأمين  ) ع(توسط دانشـگاه امـام حسـين   هاي آن  كه هزينه

دانم از تمـامي اسـاتيد و مسـئولين     لازم مي. گرديده است
محترم حوزه پژوهش دانشگاه كمال تشكر و قدرداني را 

  .بيان دارم
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