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Abstract 
 

Background and purpose: The most common cause of diarrhea is Shigella and no vaccine has 

been found so far. IpaD and STxB proteins (B subunit of Shiga toxin) play an important role in invasion, 

infection and pathogenesis caused by Shigella. To evaluate the immunogenicity of each of the proteins 

IpaD and STxB can using of two animal models mice and guinea pigs and could be determined role of 

each recombinant protein IpaD-STxB for appropriate vaccine. 

Materials and methods: In this experimental study, the gene sequences of stxB & ipaD were 

obtained from gene bank and was purchased the synthetic gene. This gene transferred to E. coli BL21DE3 

and produced the protein by the bacterium. The level of recombinant protein expression was evaluated 

and confirmed by techniques of Western bloting. Recombinant proteins were purificated using column 

chromatography, and were injected into mice four times consecutively. After the second injection (first 

booster), a week after each injection, were collected blood samples and was performed ELISA. 

Results: The results showed that was raised antibody titers against IpaD-STxB protein in the 

mice. The immunogenicity was evaluated using active toxin E. coli: O157:H7. The challenge results 

showed that immunized mice could endure 7.5 times the LD50 Shiga toxin E. coli O157: H7. 

Conclusion: The protein obtained of the fusion ipaD and stxB genes could protect mice against 

Shiga toxin. Consequently, STxB proteins were induced immunogenicity in an animal model mice and 

recombinant protein obtained can be a suitable candidate for the production of recombinant vaccine 

against Shigella types. 
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  زايي  و بررسي ايمنيIpaD-STxBبيان پروتئين نوتركيب 
  موش سوريآن در 

  
        1حسين هنري
        2ايمان املشي

  3محمد ابراهيم مينايي
  چكيده

 . يافت نشده استآنري عليه ث واكسن موكنون تا شايع ترين عامل اسهال بوده و،شيگلاباكتري  :سابقه و هدف
 ايجاد و زايي بيماري در تهاجم، مهمي نقش  B subunit of Shiga toxin (STxB)لا ياانتروتوكسين شيگو  IpaDپروتئين 
توان از دو مدل  مي STxB و IpaDهاي ممزوج  زايي هر يك از پروتئين  براي بررسي ايمني.دارد شيگلا توسط عفونت

 را در تهيه واكسن IpaD-STxBهاي نوتركيب  پروتئيننقش هر يك از موش و خوكچه هندي استفاده نمود و حيواني 
 .مشخص نمود مناسب

از  stxBو ipaD  اطلاعات مربوط به توالي ژنـي مطالعه حاضر از نوع مطالعه تجربي مي باشد كه در آن      :ها مواد و روش  
منتقل و پروتئين مـورد نظـر    .coli BL21 DE3 E اين ژن به درون باكتري. شدصورت صناعي تهيه ه بانك ژني استخراج و ب

. ييـد شـد   أ وسـترن، ت   گـذاري  لكهميزان بيان پروتئين نوتركيب مورد ارزيابي و با استفاده از تكنيك            . اكتري توليد شد  توسط ب 
از تزريـق  .  چهار نوبت متوالي به موش سوري تزريق شـد  در پروتئين نوتركيب با استفاده از ستون كروماتوگرافي، تخليص و        

  .گيري انجام و مورد آزمايش الايزا قرار گرفت م تزريق، خونبه بعد، يك هفته پس از انجا) يادآور اول(دوم 
زايـي آن بـا      ايمنـي .  در موش بـود    IpaD-STxBنتايج حاكي از افزايش محسوس تيتر آنتي بادي عليه پروتئين            :ها يافته

 برابر 5/7انستند هاي ايمن شده تو نتايج نشان داد كه موش. مورد ارزيابي قرار گرفت O157:H7 E. coliاستفاده از سم فعال 
LD50  شيگا توكسينE. coli O157:H7را تحمل نمايند .  

.  موش سوري را نسبت به شيگا توكسين مصون نمايد    تواند مي stxBو ipaD هاي  ژن تركيبپروتئين حاصل از     :استنتاج
توانـد    د شـده مـي    در مدل حيواني موش سوري موجب ايمني زايي شده و پروتئين نوتركيـب تولي ـ              STxBدر نتيجه، پروتئين    

  . باشدشيگلاانواع  مناسبي جهت توليد واكسن نوتركيب عليه ايكانديد
  

  IpaD ، E. coli O157:H7  پروتئين،(STxB) سم شيگا Bزير واحد ، 1شيگلا ديسانتري تيپ  :واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
ــپ   ــسانتري تي ــيگلا دي ــاكتري ش ــانواده 1ب  جــزء خ

ي اختيـاري و بـدون      هـواز  انتروباكترياسه، گرم منفي، بي   
عنـوان يـك اسـهال خـوني        ه  شـيگلوزيس ب ـ  . اسپور است 

 بكي همراه با خونآ كه با مدفوع   شود  باسيلي حاد شناخته مي   
 ايـه ـ  رامپـ تـب، ك ـ    نظيـر  م باليني يم با علا  أموكوس تو  و

   سندرم باهمراهكن است ـ مموردد ـگ ي مشخص ميـشكم
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ــك  ــك هموليتي ــداورمي ــيگا  . باش ــي ش ــسين از طرف توك
 ايجـاد   تواند مشكلات سيتوتوكسيك و نوروتوكـسيك       مي

هـاي زيـادي بـراي سـاخت واكـسن            تلاش هامروز. نمايد
 انجـام شـده و كانديـداهاي زيـادي       سم آن عليه شيگلا و    

كـه هـيچ كـدام از ايـن          جالـب ايـن   . گزارش شـده اسـت    
يـد سـازمان    أيها به دلايل مختلف تا امروز مورد ت       كانديدا

امـا   . قـرار نگرفتـه اسـت      FDA  و WHOجهاني سـلامت    
طور جدي  ه  ها براي ساخت واكسن عليه شيگلوز ب       تلاش

هـاي منتـشر شـده در خـصوص        نتايج پژوهش  .ادامه دارد 
دهد كه تا چند سال پيش  شيوع شيگلا در ايران، نشان مي    

يوع را در ايـران دارا بـوده        ترين ش ـ   بيش شيگلا فلكسنري 
شــيگلا ســونئي و هــاي بعــدي بــه ترتيــب  در رتبــه. اســت

 شيگلا بوئيدي  قرار دارند و مقدار كمي       شيگلا ديسانتري 
امـا مطالعـات جديـد نـشان از شـيوع           . مشاهده شده است  

. دهد   مي شيگلا فلكسنري  در مقابل    شيگلا سونئي تر   بيش
اي همـسايه  تقريباً همين ترتيب شيوع شـيگلا در كـشوره       

  .)1(است نيز گزارش شده) عربستان و پاكستان(ايران 
مهـم از نظـر بيمـاري زايـي و بـروز            چهار سـروتيپ    
، (S.dysenteria)ديـسانتري    شيگلا: اپيدمي ها عبارتند از   

ــسنري  ــيگلا فلكــ ــونئي  ،(S.flexneri) شــ ــيگلا ســ  شــ
(S.sonneii)،  شيگلا بويدي (S.boydii) .خوني بـا     اسهال 

در بيـشتر مـوارد جـدي بـوده و در صـورت              شيگلاعامل  
فراوانـي بـالاي    . انجامـد   عدم درمان به موقع به مرگ مـي       

 در كـشورهاي در حـال توسـعه بـه طـور كلـي بـه                شيگلا
 سـوء   ، مراعات ضعيف اصول بهداشـتي     ،فقدان آب سالم  

. شـود   تغذيه و درمان آنتي بيوتيكي گران نسبت داده مـي         
ور چـشمگيري در   به ط ـشيگلامقاومت آنتي بيوتيكي در    

توسـعه واكـسنهاي     WHOحال افزايش است، در نتيجـه       
 را در اولويــت قــرار داده شــيگلاايمــن و كــارا در مقابــل 

 داراي  شيگلااز اين لحاظ واكسيناسيون عليه      . )2-4(است
اهميت فراواني است، علاوه بر اين هنوز واكسن مناسـبي          

  .عليه شيگلوزيس وجود ندارد
 بـه   STxيگا توكـسين يـا      ساليان زيادي است كـه ش ـ     

 1 شيگلا ديسانتري تيپ  عنوان يكي از عوامل ويرولانس      

شـيگا  . در ايجاد اسهال خوني و ديـسانتري مطـرح اسـت          
 5/70ين هگزامـر بـا وزن مولكـولي         ئتوكسين يـك پـروت    

كيلودالتون بوده كه از يك زيرواحد منومريـك سـمي و     
ــام  ــه ن  و از يــك زيرواحــد متــصل STxAآنزيماتيــك ب

 تـشكيل   STxB به رسـپتور هموپنتامريـك بـه نـام           شونده
ــر ســمي  . شــده اســت ــسمت غي ــراي ورود و ،STxBق  ب

ــا   . باشــد  ضــروري مــيSTxAعملكــرد قــسمت ســمي ي
STxB  هـر  . دارد ) زير واحـدي   5(  ساختار هموپنتامريك

تشكيل شـده  )  جفت باز 207(  اسيد آمينه  69منومر آن از    
 هرمونومر از. دارد  كيلودالتون7/7و وزن ملكولي حدود 

 β (β sheet) صـفحه  6 و) α helix (آلفـا  مـارپيچ  يـك 
 تـاخوردگي  طريقـي  بـه  منـومر  5 اين. است شده تشكيل
ــدا ــي پي ــد م ــه كنن ــفحات ك ــطح در β ص ــارجي س  و خ

 بـه  STxB . گيرنـد  مـي  قـرار  داخـل  در آلفـا  هـاي  مارپيچ
گـردد     متـصل مـي    Gb3گيرنده سطح سلولي خود به نـام        

 بنابراين با توليد   .شود  دن بيان مي  كه روي اكثر سلولهاي ب    
تـوان از     و خنثـي سـازي آن مـي        STxBآنتي بـادي عليـه      

 بــه درون ســلول (STxA)اتــصال و ورود قــسمت ســمي 
 از اين زيـر     ، علاوه بر اين   .هدف جلوگيري به عمل آورد    

آنتـي  هاي مختلفي همچون انتقـال دهنـده          واحد در زمينه  
 رطاني و هـم هاي ضـد سـرطان بـه سـلول س ـ      و داروها  ژن

چنين تصوير برداري از تومور به كمك مواد فلوروسنت         
  .)5(گردد استفاده مي

ــدن    ــه ب ــس از ورود ب ــسانتري پ ــيگلا دي ــاكتري ش ب
ــان، راســت روده و كولــون در دســتگاه گــوارش را   ميزب
مورد تهاجم قرار داده و حتي قادر است اين تهاجم را بـه           

ايـن  . دهاي پوششي غير فاگوسيتي نيز گسترش ده ـ    سلول
هــاي  هــايي كــه در تمــام ســويه عمــل از طريــق پــروتئين

زا به شدت حفاظت شده و توسط يـك پلاسـميد            بيماري
ــازي كــد مــي186تهــاجمي بــزرگ  شــود، انجــام   كيلوب

پس از ورود باكتري به بدن ميزبان، در تماس با   . گيرد  مي
هاي اپي تليال روده شـروع بـه ترشـح فاكتورهـاي             سلول

 از جملـه  IpaA, B, C, Dهـاي   وتئينپر. كند تهاجمي مي
 37 كـه   IpaDپروتئين . باشند اين فاكتورهاي تهاجمي مي  
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 روي سـطح    IpaBكـارگيري   ه  كيلودالتون وزن دارد با ب ـ    
باكتري درون  . شود  باكتري باعث آغاز فرآيند تهاجم مي     
شود و موجـب پـاره        يك واكوئل اندوسيتوزي بلعيده مي    

ــدن    ــا ش ــه ره ــل و در نتيج ــدن واكوئ ــاكتري درون ش  ب
 باكتري در سيتوپلاسـم   . شود  سيتوپلاسم سلول پوششي مي   

ع به مهاجرت سلول به سـلول       روسلول پوششي تكثير و ش    
ــ ه مــيدو تخريــب جــداره رو ــد و در نهاي  موجــب تكن
 از يكــي  IpaDپــروتئين . )6(شــود اســهال خــوني مــي  

 موجـود  زاي  بيمـاري  هـاي   فاكتور ترين مهم و ترين  حياتي
 گذرگاه و سرآغاز كه نحوي به. باشد  مي شيگلا انواع در

 كليـدي  فعاليـت  مرهون شيگلا تهاجمي هاي  فعاليت تمام
IpaD پروتئين  ميمون و انسان بدن ايمني سيستم. باشد  مي
IpaD شناسـايي  قـوي  ژنيـك   آنتي  عامل يك عنوان به  را 
   .)7(دهد مي پاسخ آن عليه و كرده

ام كـد  مشخص كردن نقش هر    مطالعه، اين از هدف
 زايـي  در ايجاد ايمني   IpaD-STxB تركيبيهاي   از پروتئين 

 لذا به منظور تعيين نقـش     . باشد مي مناسب براي تهيه واكسن  
زايي پـروتئين نوتركيـب       تا ايمني  داردهر كدام ضرورت    

IpaD-STxB         در دو مدل حيواني موش و خوكچه هنـدي  
 براي رسيدن به اين هـدف پـس         .مورد بررسي قرار گيرد   

و بيان پـروتئين نوتركيـب    stxB –ipaD دو ژن  بتركياز  
آن به دو حيوان آزمايـشگاهي مـوش و خوكچـه هنـدي             

 كلونينـگ  سـاب . بادي عليه آن توليـد شـد       تزريق و آنتي  
آن  زايي بيان و ايمني بررسي و stxB –ipaDژني  كاست

كانديـداي   عنـوان  در خوكچه هندي و موش سـوري بـه  
  م شده استشيگلوزيس انجا بيماري عليه واكسن
  

  ها  روشمواد و
  طراحي كاست ژني

 و stxB هـاي   تجربي، توالي كامـل ژن     مطالعه اين در
ipaD    از بانـك ژن)Gen-Bank Accession number 

NC_007607.1, NC_AJ271153.1 ( ــد ــتخراج ش  .اس
 GenScript با اسـتفاده از نـرم افـزار          طراحي كاست ژني  

هـا    از پروتئين  هاي هر كدام   سكانس اسيدآمينه . انجام شد 

هــاي   دريافــت و پــس از حــذف تــواليNCBIاز ســايت 
هـاي كـه بـراي ايجـاد         مربوط به سيگنال پپتيدها و تـوالي      

پاسخ ايمنولوژيـك بـدن ضـروري نبودنـد، سـاختارهاي           
هـا و خـصوصيات    دوم و سوم هـر كـدام از ايـن پـروتئين       

ــي آن  ــيميايي و فيزيك ــاي     ش ــرم افزاره ــيله ن ــه وس ــا ب ه
تعيـين  .  موجود مورد مقايسه قرار گرفتنـد      بيوانفورماتيكي

هاي مختلـف پـروتئين      ميزان پايداري و نيمه عمر تركيب     
، تعيـين   ProtParamكايمريك به وسيله نرم افزار آنلاين       

هاي كايمريك به    ساختار دوم تركيبات مختلف پروتئين    
 هـاي   و مقايسه موقعيت فضايي اتمpsipredوسيله نرم افزار  

اي آمينه در حالت پروتئين كايمريـك       هر كدام از اسيده   
 انجـام   Modellerافـزار    و در حالت طبيعي به وسـيله نـرم        

هاي برشـي و نيـز        با توجه به نوع طراحي، جايگاه     . )8(شد
لينكر فوريني براي اين كاست تعبيه و به صورت صناعي          

 كاست طراحي شده  . تهيه گرديد  (+)pET-28aدر وكتور   
 NdeI-ipaD-linker-stxB-taa-XhoIطـور شـماتيك     ه  ب

  . هاي برشي و كدون پايان بود داراي جايگاه
  

  و بيان آن PCR با روش  ipaDو  stxBهاي صناعي  ييد ژنأت
ــاني   ــور بي ــاي   داراي ژن+)pET28a (وكت  و stxBه

ipaD  هـــاي مـــستعد  صـــناعي در ســـلولE.coli ســـويه 
BL21(DE3) (stratagen)ــا روش ــوك  ب ــي ش  حرارت

محـيط   روي هاي حاصل  همسانه گري غربال و شد منتقل
LB ليتـر كانامايـسين     ميلي در ميكروگرم 40 حاوي آگار
 تكثيـر و    PCRهاي انتخابي بـه كمـك         همسانه .شد انجام

   .)9،10(توسط هضم آنزيمي تاييد شد
 ميـزان   ،هاي جداسـازي شـده      از كشت شبانه همسانه   

   مـايع تلقـيح و      LB ميلي ليتـر محـيط       5 ميكروليتر به    100
ــاي در ــه 37 دم ــانتي درج ــراد س ــيكر در گ ــاتور ش  انكوب

(Shaker Incubator)شـد  هوادهي دقيقه در دور 200  با 
 (Optical Density: OD)نوري  جذب رسيدن به از پس و
دسـت آوردن  ه بـراي ب ـ ( نـانومتر   600 در طول مـوج      6/0

گالاكتوزيـد   دي -بتا تيو ايزوپروپيل ، با)ميزان رشد باكتري 
 (Isopropyl βD1 thiogalactopyranosid: IPTG)فرمنتاز 
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 درجـه  37 دمـاي  در وء القـا  مـولار   ميلـي 7/0بـا غلظـت   
 200 بـا  انكوباتور شيكر در ساعت 3مدت  به گراد سانتي
 هوادهي و گراد  درجه سانتي37دقيقه و در دماي  در دور

 دور 6000 در وژيسـانتريف  با ها سلول در ادامه .انكوبه شد
   .شد آوري جمع دقيقه 5 مدت دقيقه به در

  

  SDS-PAGEالكتروفورز 
، همراه بـا مـاركر      IPTGها قبل و بعد از القاي         نمونه
 تحت شـرايط دنـاتوره، الكتروفـورز        )PR0602(پروتئيني
 بـا جريـان    درصـد 12غلظت ژل پلي آكريل آميد   . شدند
   .)10،11(آمپر بود  ميلي25ثابت 

  

  پروتئين نوتركيب و تخليصييدأت

 پـروتئين نوتركيـب بيـان شـده از          حضور ييدأبراي ت 
 اسـتفاده   His-tagبـادي ضـد      تكنيك ايمونوبلات با آنتي   

عــصاره ســلولي پــس از بيــان بــا اســتفاده از سيــستم . شــد
و بـافر    )Bio-rad) Mini Proteanوسـترن  گـذاري   لكـه 
 مـولار،   ميلي 25ولار، تريس   م  ميلي 192 گلايسين( انتقال
SDS 1/0 3/8 و د درص ـ20و متـانول   درصد pH:(  روي

كاغذ نيتروسلولز بـا اسـتفاده      . كاغذ نيتروسلولز منتقل شد   
 KCl 7/2 مـــــولار،  ميلـــــيPBST )NaCl 37از بـــــافر 

 20 مولار، تويين   ميلي Na2HPO4.7H2O 3/4 مولار، ميلي
شير خشك به مدت      درصد 5حاوي    )pH: 2/7  و درصد

.  بـلاك گرديـد  گراد  درجه سانتي4 در دماي   ، ساعت 16
 به مـدت    ،PBST شو با بافر      و نه پس از سه بار شست     نمو

 His-tagضـد    بـادي  آنتـي  10000/1يك ساعت با رقـت      
(ebcam)ــه ــافر دار   كانژوگ ــاق  PBSTدر ب ــاي ات  در دم

 شـو بـا بـافر        و در نهايت پس از سه بار شست      . مجاور شد 
PBSTــراي آشــكار ســازي از ــسترا، ب ــافر تــريس(  سوب    ب

   ،DAB گــرم  ميلــي6ي حــاو :8/7pHو ميلــي مــولار  50
پس از انجام واكـنش     . استفاده شد  )H2O2  ميكرو ليتر  10

بين كانژوگه و سوبسترا و ظاهر شدن باند پروتئينـي روي           
متوقـف   H2Oواكنش با اسـتفاده از      كاغذ نيترو سلولزي،    

   .)10-12(گرديد
   در قبل مرحلة از شده آوري جمع باكتريايي رسوب

  

 Tris 100مـولار،   ميلـي  NaH2PO4)100 ليزكننـده   بافر
 بـا  و شـده  حل =8pH با )مولار ميلي 8 اوره و مولار ميلي

 70 رزونـانس  قـدرت  اولتراسونيك بـا   دستگاه از استفاده
 در و اي ثانيه 30 چرخه 6  در6/0آمپيلافيكاسيون  و درصد
دقيقـه   30 بـه مـدت    ليزشده هاي سلول .شد ليز ،يخ حمام
 دقيقه در دور 8500 تسرع و گراد سانتي درجه 4 دماي در

 ليزكننـده  بـافر  در حاصـل  رسـوب  سپس .شد وژيسانتريف
 پروتئين حاصل تحت. شد حل خوبي به مولار 8  اورهحاوي

 Ni-NTAتركيبـي    شرايط دناتوره، با استفاده از ستون ميل      
ــا شــو و شــست از پــس شــو دهنــده  و شــست بافرهــاي ب

  درصـد  12هـاي حاصـل بـر روي ژل            و نمونـه   جداسازي
غلظـت پـروتئين بيـان شـده بـه كمـك            . روفورز شـد  الكت

ــاوي    ــرم گ ــومين س ــتفاده از آلب ــا اس ــورد و ب روش برادف
)BSA (به عنوان استاندارد انجام گرفت)10-12(.   
  

   -STxB IpaD پروتئينتوليد آنتي بادي عليه 
با توجـه بـه مطالعـاتي       ( ميكروگرم   50 و 20به ميزان   

   تئينپـــرواز ) كـــه در همـــين مركـــز انجـــام شـــده بـــود
STxB IpaD-         در چهار نوبت، بار اول همراه با ادجوانت 
هاي   و در نوبت(Freund’s complete adjuvant)كامل 

هـاي   بعدي با ادجوانت ناقص فروند بـه ترتيـب بـه مـوش           
 هـا  هاي هندي تزريق و در نهايت از آن        سوري و خوكچه  

بــادي  گيــري و توســط آزمــايش الايــزا تيتــر آنتــي  خــون
  .)10-12(اندازگيري شد

  

 E. coliبا عصاره سلولي و ايمن شده چالش حيوانات شاهد 
  O157:H7 سويه 

 5 بـه درون  E. coli O157:H7 هـاي خـالص   كلوني
 تلقيح BHI(Brain-Heart infusion)ليتر آبگوشت  ميلي

 انكوبـه   rpm200گـراد و      درجه سانتي  37و يك شب در     
 ml 300 درصـد از حجـم ايـن محـيط بـه             1سپس  . شدند

يط ا سـاعت بـا شـر      24 تازه تلقيح و به مـدت        BHI حيطم
هـا بـا      بالا انكوبه و پـس از آن، سـانتريفيوژ شـد و سـلول             

ــرعت  ــدت  g10000سـ ــه مـ ــه در 10 بـ ــه 4 دقيقـ  درجـ
تــوده ســلولي حاصــل، . آوري شــدند گــراد جمــع ســانتي
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 پژوهشي

ــاره در  ــا ) Tris-HCl) mM 50دوب ــه =8pHب ــناور و ب  ش
 گراد نگهـداري    درجه سانتي  4مدت يك ساعت در دماي      

هـا    سپس بافر ليزكننده اضافه و در مرحله بعد، سلول        . شد
با استفاده از سونيكاسيون ليز شـدند و سـپس سـانتريفيوژ            

 درجـه  4 دقيقـه در دمـاي   20 به مدت g10000با سرعت  
محلـول رويـي حاصـل، محتـوي        . سانتي گراد، انجام شد   

 µm22/0باشد كـه بـا اسـتفاده از فيلتـر          شيگا توكسين مي  
  بـا تزريـق عـصاره سـلولي        . )6(، تخلـيص شـد    )ميلي پور (

بـه  ) 100،  200،300،500،750،  1000هاي    با نسبت (فوق  
 آن از فرمـول     50LDهاي شاهد، ميزان   ها و خوكچه   موش

Y=A+bXمحاسبه گرديد  .  
سـازي حيوانـات، بيـست و هـشت برابـر            ايمنبعد از   

LD50  عــصاره ســلولي E. coli ســويه O157:H7 بــه 
 تزريـق و    ها ا و هفت و نيم برابر آن نيز به موش         ه خوكچه

 10 روز نتايج آن مورد بررسي و حيوانـات تـا            5/2بعد از   
  .)13(روز تحت نظر قرار گرفتند

  

  يافته ها
بـا اثـر     يها  آنزيم   نوتركيب با   (+)pET28a وكتور هضم

  محدود
ــب   ــميد نوتركي ــه  پلاس ــده ب ــداري ش ــاكتريخري    ب

E. coli BL21DE3 ييــد أبــه منظــور ت. دشــ ترانــسفورم
از  (+)pET28aحضور قطعه مورد نظـر در وكتـور بيـاني          

 BamH I بــا اثــر محــدودهــضم آنزيمــي توســط آنــزيم 
 bp كـه حـدود    ipaD شد كـه در ايـن حالـت ژن           هاستفاد

 ،هـضم آنزيمـي   بـا   . از وكتور خارج شد     طول دارد،  320
 BamH I با اثر محـدود هاي  وكتور مورد نظر توسط آنزيم

 طول 230 و bp 320 و كه حدود ipaDهاي  ژن Xho I و
  ).1تصوير شماره ( از وكتور خارج شدند دارد،

  
  PCR ييد حضور ژن سنتتيك توسطأت

پس از استخراج پلازميد، بـراي اطمينـان از حـضور           
ژن سنتتيك درون آن، روي محصول اسـتخراج واكـنش     

PCR لازم بــه ذكــر  (.)2 تــصوير شــماره( انجــام گرفــت

 بنـابراين   ،انـد   طراحي شـده   pETا از نواحي    ه  است پرايمر 
  ). باز به قطعه ژني اضافه مي شود44حدود 
  

    
  

تــصوير حاصــل از پلاســميد ژن صــناعي روي ژل  :1تــصوير شــماره 
 نشانگر مولكـولي : 1ستون. تصوير سمت راست) الف.  درصد1آگاروز  

10000 bp .  بـرش آنزيمـي   : 2سـتونpET   بـا آنـزيم BamH I .ب (
. پلاسـميد اسـتخراج شـده ژن صـناعي        : 1 سـتون  .مت چپ تصوير س 

 بـا   pETبرش آنزيمـي    : 3ستون  . 10000bp نشانگر مولكولي : 2ستون
  زمان طور همه  بXho I و BamH Iدو آنزيم 

  

  
  

تــصوير حاصــل از ژن صــناعي روي ژل آگــاروز  :2 تــصوير شــماره
 : 5 ، 4 ، 3، 2سـتون  . bp 10000 نشانگر مولكـولي : 1ستون. درصد1
   جفت بازي591 ژن سنتتيك و مشاهده  قطعه PCR اند حاصل ازب

  
    و تخليص آن-STxB IpaD بيان پروتئين

 37 مــايع در LB در محــيط كــشت  انتخــابينيوكلــ
گراد كـشت داده شـد و پـس از رسـيدن بـه               درجه سانتي 

ــروتئين توســط    ــان پ ــه منظــور بي  IPTG 1رشــد كــافي ب
يان و كيفيـت آن     مولار القاء گرديد و براي بررسي ب       ميلي

بانـد  ). 3 تصوير شماره ( برده شد    SDS-PAGEروي ژل   
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ــحيح     ــاه ص ــدنظر در جايگ ــي م ــرار kDa3/24پروتئين  ق
. ها هيچ باندي ديـده نـشد         در حالي كه در كنترل     ،گرفت

سـازي   پروتئين نوتركيب به كمك سـتون نيكـل خـالص         
ــورد   ــه روش برادف ــروتئين توليــدي ب گرديــد و غلظــت پ

  .گيري شد اندازه
  

  His-tag وسترن با آنتي بادي ضدلكه گذاري آناليز 
 His-tagبه دليل داشتن تـوالي      مورد نظر   بيان پروتئين   

كـارگيري   ه وسـترن و ب ـ    گـذاري   تكنيـك لكـه    به كمـك  
يـد قـرار گرفـت و بانـد         أي مـورد ت   His-tagبـادي عليـه      آنتي

 در جايگاه صحيح مدنظر قرار گرفت اما در ستون       وسترن
  ).4 تصوير شماره( ديده نشدكنترل هيچ باندي 

  

ارزيابي تيتر آنتي بادي ضد پـروتئين نوتركيـب بـه روش            
  الايزاي غير مستقيم

به منظور ارزيابي آنتي بـادي توليـد شـده و محاسـبه         
ــر    ــزاي غي ــه تزريــق از روش الاي ــزان آن در هــر مرحل مي

بـه  (يك هفته بعد از هـر بـار تزريـق           . مستقيم استفاده شد  
هـاي تـست و    هـا و خوكچـه      از موش  )استثناي تزريق اول  

شاهد خونگيري به عمل آمـد و بعـد از جداسـازي سـرم              
ها، آزمايش الايزا انجام شد كه نمـودار ميـانگين تيتـر             آن

 2 و 1 هــاي شــمارهآنتــي بــادي در هــر مرحلــه در نمودار
  .نشان داده شده است

  

  
  

  حاصـل از    درصـد  SDS-PAGE 12تصوير الكتروفورز    :3تصوير شماره   
 :2 سـتون  IPTGنمونه كنترل بدون القاي     : 1ستون. ان پروتئين نوتركيب  بي

 رسوب حاصل از سونيكاسيون   :3 ستون   PR0602نشانگر پروتئيني شماره  
  محلول رويي حاصل از سونيكاسيون:4 ستون IPTGنمونه القا شده 

  
  

  روش  از اسـتفاده  نوتركيب بيان شده با    پروتئين ييدأت :4تصوير شماره   
آنتي بادي ضـد    با استفاده از     .وسترن در خوكچه هندي    لكه گذاري 

پروتئين مورد نظر كه از نظـر انـدازه، در          .1ستون. برچسب هيستيدين 
نمونـه كنتـرل بـدون القـاي        . 2جاي صحيح ظاهر شـده اسـت سـتون        

IPTGنشانگر مولكولي. 3 ستون  PR0602  
  

  
  

. كچه هنـدي پـس از هـر تزريـق         اسيون سرم خو  تيتر :1 شماره   نمودار
، در 25600/1يادآور سوم در رقت  نانومتر 490جذب در طول موج 

   .بوده است) 5/3بالاتر از  (overحد 
  

  
  

جذب در .  پس از هر تزريقموش هااسيون سرم تيتر :2 شماره نمودار
   نانومتر490طول موج 
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 پژوهشي

هاي هندي با استفاده از عصاره  ها و خوكچه چالش موش
  سلولي حاوي شيگا توكسين

 سـر خوكچـه   5 انجـام چـالش مـورد نظـر،     به منظور 
 سر  5 و نيز    LD50 برابر   28توسط شيگا توكسين با غلظت      

ــا غلظــت   ــوش ب ــر 5/7م ــرار LD50 براب ــالش ق ــورد چ   م
گرفتندكــه حيوانــات ايمــن شــده قــادر بــه تحمــل شــيگا 

 روز، 50هـاي فـوق بودنـد و در مـدت          توكسين با غلظت  
  .زنده و سالم ماندند

  

  بحث
ــهناح ــال ت-N ي ــوان كاند IpaD رمين ــه عن ــدايب  ي
ين محقق ـ عليه بيمـاري شـيگلوزيس مـورد توجـه           واكسن

 از طرفـي، نتــايج تحقيقـات انجـام شـده نقــش     .باشـد  يم ـ
. انـد  كـرده ثبـات   ا را STxB ژني، حاملي و ادجوانتي    آنتي

ــي   ــات ايمن ــراي اثب ــق، ب ــن تحقي ــصاصي  در اي ــي اخت زاي
مـوش بـه    ( از حيوان آزمايشگاهي مـوش       STxB ژن آنتي

پـروتئين  . استفاده شد ) شود ماري شيگلوزيس مبتلا نمي   بي
 توانـــد مـــي، stxB و ipaDهـــاي  حاصـــل از امتـــزاج ژن

خوكچه هندي و موش سوري را نسبت به شيگا توكسين          
بــا انجــام ايـن مطالعــه، مــشخص شــد كــه  . مـصون نمايــد 

در مـدل حيـواني مـوش سـوري موجـب            STxBپروتئين  
تواند   تركيب توليد شده مي   ايمني زايي شده و پروتئين نو     

 مناسبي جهت توليـد واكـسن نوتركيـب عليـه           ايكانديد
 و stxB-ipaDپـس از امتـزاج دو ژن    . باشـد شـيگلا انواع  

ــروتئين نوتركيــب آن ــان پ ــه منظــور بررســي پاســخ  ،بي  ب
سيـستم ايمنـي همــورال پـروتئين نوتركيــب، بـه مــوش و     

 نتـايج   ،گيـري  خوكچه هندي تزريق شد و بعـد از خـون         
سرمي ) IgG(مايش الايزا نشان داد كه تيتر آنتي بادي         آز

توانـد   اين پروتئين نوتركيب مي   . مناسبي توليد شده است   
به عنوان ايمونوژن براي تحريك سيستم ايمني همورال و      

  در بررسي مدل حيـواني،   توليد آنتي بادي عمل نمايد كه     
بادي به طور محـسوس در خوكچـه         افزايش در تيتر آنتي   

  .)14(باشد تر از موش ميهندي بيش
  تحقيقات صورت گرفته مشخص كردند كـه مقـدار        

  

آنتي ژني كه در حالت فيوژن شده با يك ادجوانت براي      
 كـه بـه     باشد يممصرف ضروري است، كمتر از مقداري       

ــان  ــراي (Co-Administrated) صــورت تجــويز همزم  ب
  تي ـمز دهنـده  كه اين نـشان      گردد يمزايي استفاده    ايمني

 .اسـت هـاي مختلـف        با ادجوانت  ها  ژن كردن آنتي متصل  
يي شـده اسـت كـه داراي        ها  واكسنمروزه توجه خاصي به     ا

يـد نـشان   گرد ارائـه   كهيحاتي  توض. )15( مزيت هستند  اين
  و رفـع محـدوديت     واكسنبه منظور تقويت اثر     ه  دهد ك   يم

ي هــا ژن زايــي پــايين آنتــي  يعنــي ميــزان ايمنــي آنعمــده 
 بـه عنـوان     IPaDل  ينـا رمت -Nه  ي ـحنامحلول، بايستي كـه     

 ادجوانـت  نووژن كانديداي واكسن شيگلوز با يك ايم       آنتي
همراه شود كه براي اين منظور در اين مطالعه ژن          ب  مناس

stxB  توان بررسـي     در مطالعات آينده مي   .  انتخاب گرديد
ژن  ژن ديگـري بـه آنتـي       كرد كـه بـا اضـافه كـردن آنتـي          

STxB   زايـي آن چـه تغييراتـي        يبادي و ايمن    در تيتر آنتي
  .ايجاد خواهد شد

 مطالعـات و    ، در سراسـر جهـان     stxBدر رابطه با ژن     
 ژن در    ايـن  . اسـت  هاي گوناگوني به عمـل آمـده        بررسي

گرفتـه تـا انـواع گياهـان      E. coli از ،موجودات مختلفـي 
 2005در سـال    . همسانه سازي شده اسـت    ...  مثل كاهو و  

 تلاشي  STxBطي عليه   به منظور افزايش ايمني زايي مخا     
 را STxBانجام شد كه در طي آن پروتئين تخليص شـده           

هـاي ليپيـدي سـنتتيك بـه صـورت            به كمك ميكروسـفر   
 نازال تلقيح كردند كه نتايج آن تقويت نسبي پاسـخ ايمنـي        

 در يـك    2008 در اين راستا در سـال        .)16(داد  ميرا نشان   
 شـده  كلون E. coli در باكتري stxBپروژه تحقيقاتي ژن 

 ن صورت پـذيرفت  آ زايي و بيان آن بررسي گرديد و ايمني      
در . )17(كه البته ژن اين پروتئين به صورت سـنتتيك بـود          

يك مطالعه جداگانه در همين سال تـلاش بـراي سـاخت      
 STxBيك واكسن نازال از طريق خالص سازي پروتئين       

در كل مطالعات نـشان      .)18(و تلقيح آن صورت پذيرفت    
 پاسـخ   STxB خاطر وزن مولكـولي پـايين        دهد كه به    مي

 لـزوم شـود و ايـن امـر          ايمني ناچيزي عليـه آن ديـده مـي        
از . دهــد  شـرح مــي  را كــاملاSTxBًاسـتفاده ادجــوان بـه   
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 به خاطر اتصال اختـصاصي اش بـا گيرنـده           STxBطرفي  
Gb3   امروزه بـراي انتقـال      ،هاي سرطاني    روي اكثر سلول 

و كـاهش اثـرات     هـا    داروهاي ضد سرطان به ايـن سـلول       
 توجه دانشمندان زيـادي را بـه خـود          ،سوء شيمي درماني  
  .)18،19(جلب كرده است

با توجه به گزارشات محققان ايراني مبني بر فراواني         
ــ ــاكتري ،شــيگلا بيــوتيكي يوقــوع و مقاومــت آنت  ايــن ب

 مـورد توجـه   عامـل نـاتوان كننـده    به عنوان يك    تواند  يم
 بومي ايـران    يها   سوش ست كه ا بنابراين لازم    .قرار گيرد 

بـه  . )1،4( مورد مطالعه قـرار گيرنـد   ،به منظور تهيه واكسن   
 در دسـترس  شيگلاي براي واكسنگونه  يچهيج راصورت  

 شـيگلا  در حفاظت عليـه  T هاي  هر چند كه سلول   . يستن
ي ها  داده. نقش دارند اما براي ايمن شدن ضروري نيستند       

 ايمنـي   حاصل از چندين مطالعـه نـشان دادنـد كـه پاسـخ            
 بـا هـر دو   شيگلاي را در ايمني عليه     تر  مهمهمورال نقش   

ــه    ــاطي علي ــستميك و مخ ــخ سي ــدادي از LPSپاس  و تع
هاي كد شده توسط پلاسميد بيماري زا، از جمله           ينپروتئ
  . داردIpaDهاي  ينپروتئ

 علـت   ينتـر   عمده ،هنوز هم  1 تيپ ديسانتري شيگلا
شد و نـسبت    با  يمير  اخيدمي اسهال، در صد سال      اپي  اصل

 .)20،1(ي جهان متفاوت است   كشورها در   آنير  وم مرگ
مكانيــسم بيمــاري زايــي ايــن بــاكتري شــامل دو مرحلــه  

مرحلـه اول شـامل اتـصال و بـه دنبـال آن             : كليدي اسـت  
ي اپـي تليـال روده      ها  سلولكلونيزاسيون باكتري به سطح     

 كـه    اسـت  يله فاكتورهـاي كلونيزاسـيون    بـه وس ـ  كوچك  
ي پلــتجمــع  ، يســطحي هــا زخــمد يجــااتــورم و باعــث 
 بـه   وگـردد     يم ـيزي  خـونر  و   نكروز و بالاخره    رهاونوكلئ

 مرحله  .شود  يمصورت بلغم و خون همراه با مدفوع دفع         
 بــه ويــد نما دوم كــه بــاكتري توليــد شــيگا توكــسين مــي

 تورم سبب و    نموده حمله يتليال روده بزرگ  اپي  ها  سلول
يجـه آن   نت هك ـگـردد     يم ـيواره روده   دي  رويي  ها  زخمو  

 بـا بـه كـار گيـري         شـيگلا بـاكتري   . ي اسـت  خـون  اسهال
ي بيمـاري زاي خـود را       فاكتورها ،3ع  سيستم ترشحي نو  

فاكتوري است كـه     IpaD. دهد  يمبه سلول ميزبان انتقال     

يزبـان  مسلول  ه  ي ب باكتري تهاجم   براس اين سيستم    أدر ر 
 كـه  اسـت   كـاره ين چند   پروتئ يك   IpaD. ي است ضرور

 را در حــد IpaC و IpaBهــاي  ينپــروتئ ترشــح و عرضــه
يح صـح ين نفـوذ    همچن ـي و   بـاكتر  -يزبـان مفاصل سلول   

 كنتــرليزبــان را مينــي بــه داخــل ســلول تئوپري هــا ناقــل
ي تمـام  در   ،مركـز يـك بـه     نزدينـال   ترمN-يه  ناح. كند  مي

 IpaDيار مهـم در     بـس ي و   عملكـرد يـه   ناحمطالعات يك   
ــه منظــور كــهي مطالعــاتدر . شــود يمــي لقــت يي ناســاش ب
هـاي   توپ ياپيرفت غالب  پذ صورت   IpaDهاي    توپ  ياپ

ين همچن ـ. يـه قـرار داشـتند     ناحين  ا، در   IpaDدر دسترس   
 بـه   ،ي دارد بـستگ يـه   ناحيـن   ا عملكـرد  بـه    IpaD عملكرد

ي كل ـ به طـور     ، گردد سركوبيت آن   فعال اگر   كهي  نحو
  .)7،9(گردد يم سركوب شيگلايت تهاجم قابل

هايي   بادي  يآنت دادند كه    مطالعات انجام گرفته نشان   
 ،كنند  يميي  شناسا را   IpaDين  پروتئينال  ترم-Nيه  ناح كه
ي صـفراو ي هـا  نمـك ين بـا  پروتئين اكنش  برهم ييتوانا

ين ادر  . نمايند  يم سركوب را   كولاتي  اكسي  ديژه  وبه  
ي بـرا يـژه خـود     ويـت   فعالي قـادر بـه انجـام        باكترحالت  
يجـه  نتدر  . د نخواهـد بـو    IpaBيري  كـارگ ي و بـه     فراخوان

ين ب ـيجاد منفذ در سلول يوكاريوتي از     ا يبرا شيگلاتوان  
 سـركوب يزبان  مي به درون سلول     باكتررفته و پروسه ورود     

دهـد كـه      يم ـاي نـشان      يـژه و اين نتايج بـه طـور        .شود  يم
ترمينـال ايـن پـروتئين       -N و به ويژه ناحيه      IpaDپروتئين  

ي هـا   ولسـل  بـه    شيگلايك فاكتور لازم در ورود باكتري       
رو به عنوان يك آنتي ژن بالقوه در         ميزبان است و از اين    

  .)15(واكسن مطرح استطراحي 
تحقيقاتي براي ساخت واكسن عليه بـاكتري شـيگلا    

گروهـي از   در آن    انجام شد كه     2008ديسانتري در سال    
ــ كــه محققــين نــشان دادنــد  و مــشتقات IpaDيــد پپتي پل

-Antiبـادي     يآنت ـيـد   تولتواند منجر به      يمي آن   عملكرد

IpaD    يـشاتي نـشان   آزماي طراحين با چن همها    آن. گردد
ثر بـر  ؤهاي م ـ ينپروتئير  سايري  گ كار قبل از به     كهدادند  

 عملكـرد  با تداخل در      بادي  يآنتين  اي،  باكتري سطح   رو
IpaD بلوكـه  آن را    ،س سوزن قرار گرفته است    أ در ر  كه 
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ــرده ــه ايـــن و كـ ــام ترت بـ ــانع انجـ ــرديـــب مـ   آنعملكـ
   WIPO ايـــن گـــروه كـــه در ســـازمان .)21(گـــردد يمـــ

(World intellectual property organization)ها   از آن
 در آزمايشي پس از توليد      ،شود  با عنوان مخترعان ياد مي    

 براي تعيين صحت كار در محـيط        Anti-IpaDبادي    آنتي
هــاي شــيگلا را بــا  درون شيــشه، يــك گــروه از بــاكتري

هـا را      و گـروه ديگـري از آن       Anti-IpaDهاي    بادي  آنتي
هـا را      كردند و سپس ايـن بـاكتري       تركيب Anti-IpaBبا  

نتيجـه بـه ايـن      . هـاي هـلا قـرار دادنـد         در مجاورت سلول  
 Anti-IpaBهايي كه در مجاورت       ترتيب بود كه باكتري   

 همچنان قابليت تهاجم به سلولهاي هلا       ،قرار گرفته بودند  
هـايي كـه در       ت بـاكتري   در صورتي كه فعالي ـ    ،را داشتند 
 بـه طـور كامـل       ، قرار گرفته بودند   Anti-IpaDمجاورت  

 اين موضوع با تحقيقات ديگـر در ايـن         .)21(بلوكه شده بود  
توانـد     مـي  IpaDبـادي عليـه       كند آنتي   زمينه كه عنوان مي   

 همخـواني   ،توانايي باكتري را براي تهـاجم سـاقط نمايـد         
 استفاده از روده  نيز باin vivoآزمايشات در محيط . دارد

.  انجـام شـد  (Rabbit Intestinal iliac loops) خرگوش
 بـا   Anti-IpaDبـادي      ترتيب كه پس از تهيـه آنتـي        به اين 

هـا را در      بـادي   هـا، آنتـي     روش ايمونيزه كردن خرگـوش    
هاي مختلف با باكتري شـيگلا مخلـوط نمـوده و از              رقت

در نتايج اين گونـه بـود كـه         . آن در آزمايش استفاده شد    
اي در روده    گونه ضـايعه    هيچ ،بادي  هاي اوليه آنتي    غلظت

درصورتي كه در آزمايش كنتـرل منفـي كـه          . ايجاد نشد   
بـادي درون روده خرگـوش        باكتري بدون حـضور آنتـي     

  .)15( سرتاسر روده دچار ضايعه شد،قرار گرفت
ي ها  ژني جديد بر پايه آنتي      ها  واكسنتوسعه توليد   

دت زيادي است كه به علت      حفاظتي خالص شده براي م    
ي محلول و نبودن ادجوانـت  ها ژنيي پايين آنتي   زايمني  ا

در اين . چار اختلال گرديده است   د ثر و ايمن،  ؤمخاطي م 
 و خاصـيت ادجـوانتي      STxBتحقيق خاصيت آنتي ژنـي      

 در مـوش و     IpaDرمينـال    ت -N يـه ناحآن و تفكيك اثـر      
 خوكچه هندي مـد نظـر بـوده اسـت كـه بتـوان در ورود               

ي ميزبــان و بــراي مقابلــه بــا شــيگا هــا ســلولبــاكتري بــه 
به منظـور بررسـي      . عمل نمود  طور همزمان ه  ها ب   توكسين

پاســخ سيــستم ايمنــي همــورال پــروتئين نوتركيــب، ايــن 
 پروتئين به موش و خوكچـه تزريـق شـد و بعـد از خـون               

سـرمي  ) IgG(بـادي     كـه تيترآنتـي    ه شـد  گيري نـشان داد   
 اين افزايش در نتايج آزمايش واست  مناسبي توليد كرده    

توانـد    ثابت شد كه اين پروتئين مي  .باشد  الايزا مشهود مي  
به عنوان ايمونوژن براي تحريك سيستم ايمني همورال و      

بادي  بادي عمل نمايد كه افزايش در تيتر آنتي        توليد آنتي 
تـر از مـوش      طـور محـسوس در خوكچـه هنـدي بـيش           به
ن اختلاف ناشي از تفـاوت      رسد كه اي    به نظر مي  . باشد  مي

ژن  وزن بــين دو موجــود و نيــز اخــتلاف در ميــزان آنتــي 
هـاي   وسيله عمل آنـزيم  هها ب ژن دريافتي و جدا شدن آنتي    

در هـر صـورت     . شبه فورين دو حيوان مورد مطالعه باشد      
تر با   گويي دقيق به اين سؤال، آزمايشات بيش       براي پاسخ 

ژنـي   مقـادير آنتـي   تـر و نيـز       در نظر گرفتن حيوانات بيش    
نتـايج چـالش نـشان داد كـه         . باشـد   متفاوت مورد نياز مي   

 توانستند شـيگا    ،هاي هندي ايمن شده    ها و خوكچه   موش
  . را تحمل نمايندE. coli O157:H7توكسين 

ــانگر آن اســت كــه     ــق بي ــن تحقي ــابراين نتيجــه اي بن
 تواند مي، stxB و   ipaDهاي   پروتئين حاصل از امتزاج ژن    

 ناسبي جهت توليـد واكـسن نوتركيـب عليـه          م ايكانديد
  . باشدشيگلا
  

  سپاسگزاري
 پژوهشگران و همكاران محتـرم در   تمامي اساتيد، از  

، كه در به نتيجه رسيدن اين       )ع(دانشگاه جامع امام حسين   
  .شود تحقيق تلاش فراوان كردند، تشكر و سپاسگزاري مي
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