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Abstract 
 

Background and purpose: Different genera of enterobacteriaceae have important roles in 

gastrointestinal diseases such as diarrhea. Among these, Enterotoxigenic E. coli (ETEC), enterohemorrhagic E. 

coli (EHEC), and  Shigella are three main bacteria which are transmitted  via contaminated food and water. 

Vaccination is a good strategy to combat these pathogens. In the present study, a chimeric antigen, containing 

the main antigens of these three bacteria was designed, expressed in E. coli host, and tested for protection 

against EHEC strain. 

Materials and methods: Specific primers were designed to fuse these antigens. The properties 

of the chimeric antigen, including physical and chemical properties, secondary and tertiary structures, and 

B cell and T cell epitopes were obtained via in silico analysis. After the fusion of the genes, the resulting 

recombinant pET28a(+) vector was transferred into the competent E. coli cells. Expression was induced 

and the protein was purified. Then, the animals were immunized through subcutaneous administration of 

the antigen. Finally, the immunized animals were challenged by live E. coli O157:H7 cells. 

Results: In silico analysis showed that the chimeric antigen had appropriate physical and 

chemical properties which could be expressed in various expression systems.  In addition, the antigen has 

potent B- and T-cell epitopes. Experimental results showed that the antigen has efficiently provoked the 

mice's humoral immune system. Challenging the immunized mice by live bacterial cells showed that the 

chimeric antigen was able to protect the mice against E. coli O157:H7 strain. 

Conclusion: Both in silico analysis and experimental results showed that the chimeric antigen 

has appropriate properties which can be considered as a proper candidate vaccine against the three 

bacteria mentioned. 
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 پژوهشي

 ياز سه باكتر ييها نيپروتئ يحاو بيواكسن نوترك ديكاند كي يطراح
EHEC ،ETEC  يدر باكتر يسانتريد گلايشو E.coli يمنيا يو بررس 

  هومورال آن در موش
        1يعباد ديوح

        2يميابراه روزيف
        3زاده يحاج عباس

        4زاده يتارورد وسفي
  5يبخش يمصطف

  

  چكيده
از جملــه اســهال دارنــد. از  ،يگوارشــ يهايماريب جاديدر ا ينقش مهم اسهيمختلف انتروباكتر هايسجن و هدف: سابقه

آب و  قيــهســتند كــه از طر يمهمــ يسه بــاكتر گلايشو  كيانتروهموراژ يكلايشياشر ،كيژنيانتروتوكس يكلايشياشر ان،يم نيا
 كيــ. در مطالعــه حاضــر باشــديهــا مــپاتوژن نيــمقابله با ا يبرا مناسب هايياز استراتژ يكي ونيناسيشوند. واكسيغذا منتقل م

 يبررســ يو بــرا ديگرد انيب يكلايشياشر يانيب زبانيو در م يطراح ،يسه باكتر نياز ا ياصل يهاژنيآنت يحاو مر،يكا ژنيآنت
  قرار گرفت. شيمورد آزما EHEC يمحافظت در برابر باكتر جاديا

از جملــه  مر،يكا ژنيآنت اتي. خصوصديگرد يها طراحژنيآنت نيا بيترك يبرا ياختصاص يمرهايپرا ها:مواد و روش
 نيــيتع يكيوانفورمــاتيب ليــو تحل هيــتجز قيــاز طر Tو  Bســلول  هــايتوپيساختار دوم و سوم و اپ ،ييايميو ش يكيزيخواص ف

 مريكــا نيمنتقل شد. ســپس پــروتئمستعد  هايسلول به، حاصل pET28a(+)بينوترك وكتورژن ها،  نيا بي. پس از تركديگرد
شــدند.  مــنيا ژنياز آنتــ يجلــد ريز زيتجو قياز طر واناتي. پس از آن، حديگرد صيشده تخل ديتول نيو پروتئ انيب يدر باكتر
  چالش قرار گرفتند. مورد E. coli O157:H7زنده  يشده با باكتر منيا واناتيح ت،يدر نها

بــوده كــه  يمناسب ييايميوش يكيزيخواص ف يدارا مريكا ژنينشان داد كه آنت يكيوانفورماتيب ليو تحل هيتجز ها:يافته
 Tو  B هــايســلول ژهيــو هــايتوپياپ يدارا ژن،يآنت نيا نيچنشود. هم انيمختلف ب يانيب هايزبانيدر م يتواند به خوبيم
 يهــا. چــالش مــوشزدانگيــيدر مــوش برمــ را يهومورال مناسب يمنيا سخپا ژنيآنت نينشان داد كه ا يتجرب جيباشد. نتايم
را  E. coli O157:H7 ييايــباكتر هيهــا در برابــر ســومحافظــت مــوش يلازم برا ييفوق توانا ژنيشده نشان داد كه آنت منيا

  دارد.
ب واكســن مناســ ديــكاند كي توانديم نيپروتئ نينشان داد كه ا يتجرب شاتيآزما زيو ن يكيوانفورماتيب يزهايآنال استنتاج:

  مذكور باشد. يسه باكتر هيعل
  

  واكسن ديكاند ،يكماتيوانفوريب زيچالش، آنال ،يساز منيا ،يطراح مر،يكا ژنيآنت اسه،يانتروباكترواژه هاي كليدي: 
  

  مقدمه
مشــكلات  نيتــراز مهــم يكــي ياســهال يهــايماريب
از  ناشــي اسهال. باشديم رانيدر سطح جهان و ا يبهداشت
از اســهال را  يترشيسهم ب رانيدر ا ياكليشياشر يباكتر

 70 يالــ 30كــه يبــه طــور )1( هــديبه خود اختصاص مــ
 ييايــباكتر يهــااز عفونــت يدرصــد مــوارد اســهال ناشــ

ـــ ـــديم ـــا. )2(باش ـــاري  ب ـــن بيم ـــت اي ـــه اهمي ـــه ب توج
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 پژوهشي

 در زيــاد اقتصــادي هــايدر ايجاد تلفــات انســاني و زيــان
 واكســن توليــد درصــدد جهاني بهداشت سازمان جوامع،
ــه مناســب ــ علي ــاز م .)3(اســت ســمارگانيكــرومي ناي  اني
 1كيــانتروهموراژ ياكليشــياشر مولد اسهال، يهاپاتوژن
 كلــيايشــياشر ، EHECايــ  (Stx)2نيتوكســگايمولــد ش

بــه  Shigella يهاو گونه  (ETEC)اي 3كيژنيانتروتوكس
 زايمــاريب داًيشــد يهــاياز بــاكتر يعنوان گروه هتروژن

  ).4(هستند برخوردار ياديز تيكه از اهمبوده 
 E. coli O157:H7 مهــم بســيار هــاييكــي از ســروتيپ 

. )5(است  (EHEC)انتروهموراژيك اشريشياكلي باكتري

 ،يمنجر به اسهال آبكــ توانديم EHEC انسان با يآلودگ
 (HUS) كيــتيهمولا كيــاورمســندرم  ايــ ياسهال خون

 شوديساخته م espA توسط ژن نيپروتئ ني. ا)6، 7(گردد
  يهــاژن قيــتزر يرا بــرا تاريباكتري ساخو روي سطح 

 eae،espD  و espB بــه دليــل اهميــت  .)8(كنديم جاديا
 دو ايــن زايــي،در روند بيماري EspA اينتيمين و نيپروتئ

 EHEC براي زايي بيماري هايشاخص عنوان به پروتئين

 يترشــح ســتميس ياز اجزا EspA ).9(شونديمحسوب م
 يبــرا كيــمونوژنيمــل اعا كيــ EspA. باشديم III نوع
واكسن جهت  يدايبه عنوان كاند تواندميبوده و  زبانيم

 EspA ني. پــروتئ)10(باشــد EHEC از اتصــال يريجلوگ

رابــط  كيــنقش داشته و مانند  يدر ساخت كانال ارتباط
و  شــوديمــ زبــانيبــه ســلول م Tir نيســبب انتقــال پــروتئ

ســت، گرفته ا يجا يباكتر يكه در غشا نينتميا نيپروتئ
 زبــانيســلول م يبــه غشــا Tir نيبا متصل شدن بــه پــروتئ

مهــاجم اســت، ســبب  يبــاكتر زيآن ن يمنتقل و منشا اصل
 زبــانيبــه ســلول م يبــاكتر ياتصــال محكــم و اختصاصــ

ســلول  وارهيــدر د عهيضا جادياتصال باعث ا ني. اشوديم
لي اكيشــــياشر. شــــوديمــــآن  بيــــو تخر زبــــانيم

 در اســـهال عيشـــااز عوامـــل  يكـــي كيژنيانتروتوكســـ
شــده بــه  جــاديدر حال توسعه اســت. اســهال ا يكشورها

                                                 
1 Enterohemorrhagic E. coli 
2 Shigaa toxine 
3 Enterotoxigenic E. coli 

و بــه صــورت  ديتــا شــد في، از حالت خفETEC لهيوس
  ).11، 12(شوديم جاديا يآبك

 ETEC حساس بــه حــرارت  نيانتروتوكس ياكوليشياشر
 اتيكــه از لحــاظ خصوصــ كنــديمــ ديــرا تول  IIو I نوع
هــم متفــاوت بــا  يكيمونولــوژيو ا ييايميوشــيب ،يكــيژنت

 اريبســ I(LT-1) حساس به حرارت نــوع نيهستند. توكس
 لودالتــون،يك 86بوده، با وزن معادل  نتوكسي كلرابه هيشب

و  B واحــد ريــز 5متشــكل از  يهتروهگزامــر يمولكــول
بــا وزن  A واحــد ريــ. ز)14 ،13(اســت  A واحد ريز كي

ســم محســوب  نيا يبخش سم لودالتون،يك 27 يمولكول
دارد و  يترانســفراز ليبوزير ADP - تيو خاص شوديم
ــ توانــديمــ  را فعــال نمــوده و موجــب كلازيســ لاتيآدن
عامل باعث از دســت رفــتن  نيشود كه ا cAMP شيافزا

 .)15(گــردديم التليياپ يهاها از سلولتيآب و الكترول
بــه  لودالتــونيك 8/11 يبــا وزن مولكــول B واحــد ريــز

متصــل  A حــدوا ريــكــوالان بــه زريصــورت پنتــامر و غ
بــه  نيواحــد، اتصــال توكســ ريــز نيــنقش ا .)16(شوديم
ــــدهيگ ــــايرن ــــلول GM1ه ــــطح س ــــادر س روده  يه
 جــاديدر ا نيوكســت نيــ. با توجــه بــه نقــش ا)17(باشديم
 نيبر استفاده از ا يمبن يمتعدد يهاگزارش ،ييزايماريب

 نياز توكســجــزء  نيجزء به عنوان واكسن وجود دارد. ا
و جــذب  يتنفســ ،يخــوراك ،يدهــان قيــاز طر ييبه تنهــا
بــه  sta به عنوان واكسن اســتفاده شــده اســت. ژن يپوست

 رسپتور گوانيلات سيكلاز از سلول هاي هــدف روده اي
 حلقوي سيكلاز گوانيلاتفعاليت باعث و شودمي متصل
ــي ــرددم ــه در. گ ــت نتيج ــوانيلات آن، فعالي ــيكلاز گ  س

 نيــا جــهيكه در نت كنديرا مهار م NaCl جذب حلقوي،
  ).18(افتديعمل اسهال اتفاق م

بــه  يبروز اسهال حــاد خــون ياز جمله عوامل اصل گلايش
از نظــر بيمــاري  گلايش. چهار سروتيپ مهم ديآيشمار م

 ،4ديســانتري شــيگلا از عبارتنــد هــازايي و بــروز اپيــدمي
 7.شــيگلا بويــديو  6يشــيگلا ســونئ، 5فلكســنري شــيگلا

                                                 
4 Shigella dysentery 
5 Shigella flexneri 
6 Shigella sonnei 



  بيواكسن نوترك ديكاند كي يطراح
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تر موارد جدي بــوده بيش در گلايشعامل اسهال خوني با 
 در. انجامدبه موقع به مرگ مي درمانو در صورت عدم 

هاي ايمــن و كــارا در مقابــل توسعه واكسن WHO جهنتي
بــاكتري  .)19، 20(را در اولويــت قــرار داده اســتشــيگلا 

پــس از ورود بــه بــدن ميزبــان، راســت  شيگلا ديســانتري
قــرار  روده و كولون در دستگاه گوارش را مورد تهــاجم

 نشان دادنــد كــه آنتــي ته. مطالعات انجام گرف)21(دهديم
را شناسايي IpaD ترمينال پروتئين N-ناحيه كه هاييبادي
 هــاينمــك بــا پــروتئين اين كنش برهم توانايي كنند،مي

 ســـركوب را كـــولاتبـــه ويـــژه دي اكســـي صـــفراوي
يــك  IpaD نياز پــروتئ هيــناح نيــا نبنــابراي نماينــد،مــي

 يهــاسلول به گلايشدر جهت ورود باكتري  فاكتور لازم
 در بــالقوه ژنميزبان است و از اين رو به عنوان يك آنتي

  ).22(است مطرح واكسن طراحي
شــش  مريكــا نيپــروتئ كي يمطالعه، طراح نياز ا هدف
 نيپــروتئ نيكه ا يبود. به نحو يدالتون لويك 100 يتيظرف

وپاتوژن انتر هيمربوط به سه سو مونوژنيمتشكل از شش ا
ETEC ،EHEC  ديـــتوانــد كانديبــوده و مـــ گلايشــو 
  .باشد هيسو هر سه هيعل ييزا يمنيجهت ا يمناسب

  

  مواد و روش ها
  يباكتر يهاو سوش ديپلاسم

،  pET28a(+)  ،pET28a-esiپلاســــــــــــميدهاي
pET28a-isl  هيســو اشريشــياكلاي يبــاكتر نيچنــهم و 

ـــا ـــز  O157:H7و  BL21 (DE3) ، DH5αيه از مرك
 هيــ(ع) ته نيدانشــگاه امــام حســ يشناس ستيز قاتيقتح

  .ديگرد
  

  ييايميو مواد ش هايباديآنت ها،آنزيم
 HindIII و  EcoRI،BamHIبرش دهنده هايآنزيم

 Thermofischer از شركت T4 DNA Ligase ميو آنز 

  .شدند هيته كايكشور آمر

                                                                  
7 Shigella boydii 

ـــــزيم ـــــايآن   وTaq DNA polymerase ه
 Pfu DNA polymeraseــه ــرا ب ،  dNTPs Mix ههم

10x dATP،Buffer4MgSO، 2MgClنشانگرهايDNA 

 ســهيك .خريــداري شــدو پروتئين از شــركت ســيناكلون  
ـــــــــد ـــــــــگ زيالي ـــــــــد رن ـــــــــتراهاي مول   سوبس
8OPD ،9DAB ــ ــيگما  يو كونژوگــه موش از شــركت س

  از شـــركت تروســـلولزيشـــد. كاغـــذ ن هيـــ) تهكـــاي(آمر
 QIAGENE از  ييايميشد. مــواد شــ يداري) خركاي(آمر

، كلروفرم، Tris base،sucrose ، EDTA،Tris Hclيلقب
 كياست م،ياستات پتاس م،يفنل، اسيد بوريك، استات سد

پرســولفات، برومــو  وميــآمون ،يسرم گــاو نيآلبوم د،ياس
 دياســ م،يســد ديدروكســيمركاپتو اتــانول، ه -2فنل بلو، 

اتــانول، اتيــديوم برومايــد،  ن،يســيگلا ال،يگلاســ كياست
،   2O2H ،HCl  ،RNaseA  ، IPTG ،DAB ، ليــزوزيم

SDS ديــآم ليــالكــل، آكر ليــآم زويــ، ايزوپروپانــل، ا ، 
ــــــ ــــــآكر سيب ــــــآم لي ــــــركتTEMEDو دي   از ش

 Merk كشور آلمان تهيه شد.  
  
  صيتخل يهاتيك
از  ديپلاســم صيتخلــ تيــاز ژل و ك صيتخلــ تيك

ــركت ــوب Bioneer ش ــره جن ــ) و كي(ك ــ تي  صيتخل
) كــاي(آمر Thermofischer، از شــركتPCR محصــول

  .شد يداريخر
  
  يستيز يهاو فرآورده يشگاهيآزما واناتيح

پاستور  تويستينر از ان يسور يشگاهيآزما يهاموش
نــاقص فرونــد از موسســه كامــل و  يهــاو ادجــوان رانيــا

  .ديگرد هيته يراز يسازواكسن و سرم
  

                                                 
8 O-phenilenediamine 
9 Diaminobenzidine 
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 پژوهشي

  پرايمرها
فرادست و فرودســت پــس از طراحــي و  پرايمرهاي
جهــت ســنتز  DNASIS و Oligo7 هايآناليز با نرم افزار

  .سفارش داده شد رانيا ناژنيبه شركت س
  
  هاژن ياستخراج توال -1

از  بيـــبـــه ترت eae ،stx2B ،espAيهـــاژن يتـــوال
ـــــا شـــــماره دسترســـــ NCBIداده گـــــاهيپا   هـــــاييب

 WP_001412022،ZP_02777320 ، ZP_02797355 

با  NCBI داده گاهياز پا  ltb ،sta ،ipaD يهاژن يو توال
 NC_013507 ،NC_007607 هــاييشــماره دسترســ

،NC_018998  ي. كاست ژنــديكسب گردltb)isl  ،sta 
،(ipaD شركت توسط Shingene يو كاســت ژنــ نيچ 

eae) esi ،stx2B ،(espA توســط شــركت Biomatik 

  .ديكانادا سنتز گرد
  
  مريپرا يطراح -2

پرايمرهــاي اختصاصــي  isl يقطعــه ژنــ ريتكث جهت
و ســپس بــا نــرم  شــدند يقطعــه طراحــ نيــر ابراي دو ســ

ــزار ــد. پرا Oligo7اف ــرار گرفتن ــاليز ق ــورد آن ــايم  يمره
شده جهت سنتز به شركت سيناژن ســفارش داده  يطراح

  ).1شدند (جدول شماره 
  

  رويو پ شرويپ مريپرا يتوال :1جدول شماره 
Tm: 70,5 F:5’ATTCGGATCCATTCGGCCGACCAACCAGG  شرويپ مريپرا

CGCTGAAAAAAG 3 
 

Tm: 71,6 5’GTGATGGAATTCTTTAGGTGCGGCTTCTTTC  پرايمر پيرو
GCAGCTGCTTCGTTTTCCATAG3’ 

  
  isl يقطعه ژن نگيو كلون ريتكث -3
ابتــدا بــا  ،يقطعــات ژنــ دييو تا نگيانجام كلون يبرا

، Pfu ميمربوطه و آنــز ياختصاص ياستفاده از آغازگرها
 PCRاســت، واكــنش  10يريــگغلط تيخاصــ يكه دارا

 صيتخل ديمورد استفاده، پلاسم DNA يجام شد. الگوان
 PCR بــود. واكــنش esi-islحامل ژن  pET28a(+)شده 

                                                 
10 Proof Reading 

هاي اپندروف طبق  ولهميكروليتر در ل 20در حجم نهايي 
انجام  براي هانمونه هيتهيه شد. پس از ته 2جدول شماره 

با در نظــر گــرفتن طــول قطعــات حاصــل از  PCRپروسه 
 يياتصال آغازگرها، چرخــه دمــا يادم نيچنهمو  ريتكث
 ييدمــا طيشــرا كلريو با استفاده از دستگاه ترموسا ميتنظ

از دو  ادهقطعــه بــا اســتف نيــمورد نظر اعمال شد. ســپس ا
ــز ــم آنز EcoRIو  BamHΙ ميآن ــورد هض ــيم ــرار  يم ق

 تيــهضــم شــده بــا اســتفاده از ك قطعه انيگرفت و در پا
ــ ــاز DNA صيتخل  3شــد. جــدول شــماره  يخــالص س

را  PCRانجــام  يشده بــراانتخاب ييبرنامه دما يچگونگ
  .دهدينشان م
  

 ديپلاســم يميهضم آنز يواكنش برا بيترك: 2جدول شماره 
  استخراج شده بينوترك

  ميكروليتر 10  پلاسميد استخراج شده
  ميكروليتر Tango 2X 4بافر 

  ميكروليتر EcoRI  1آنزيم 
  ميكروليتر HindIII    1آنزيم 

  ميكروليتر 4  آب دو بار تقطير
  ميكروليتر 20  حجم كلي واكنش

  
ژن  ريــتكث يمــورد اســتفاده بــرا PCRبرنامــه  :3جدول شــماره 

  Taq DNA Polymerase ميبا آنز PCRتوسط واكنش 
  مرحله  نوع عمليات  دما (درجه سانتيگراد)  زمان  تعداد سيكل 

1  S360 95  1 دناتوراسيون اوليه  
30  S 30   94  2 دناتوراسيون  

S45 60  اتصال 

S60  72  تكثير 

1  S300  72  3 تكثير نهايي  

  
و  pET28a-esi بــه وكتــور isl يالحاق قطعه ژنــ -4

  يژنساخت كاست 
 هــايميكه توســط آنــز isl يقطعه ژن ،يگام بعد در

بــرش خــورده و بــه  EcoRI و BamHI محــدود كننــده
بــرش  هــامين آنــزكــه بــا همــا pET28a-esi يانيوكتور ب

 60. واكنش الحــاق بــه مــدت ديخورده بود، الحاق گرد
انجــام شــد. بــه  گــراديدرجــه ســانت 22 يدر دمــا قــهيدق

ــگكلونيمنظور ــو تكث ن ــلول ر،ي ــتعد يهاس ــاكتري  مس ب
ـــياكلي  ـــويه اشريش ـــركتα)DH5س ـــده از ش ـــه ش   تهي

 (Novagen  ــد روش كلر پروتكــل اســتانداردبراســاس ي



  بيواكسن نوترك ديكاند كي يطراح
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 يحــاو(+)pET28a يدهايپلاســم شــدند. تهيــه كلســيم
بــه  يبــا روش شــوك حرارتــ  esi وisl  يمريكا يهاژن

 طيمحــسلولها بــر روي  مستعد انتقال دادهشد. هايسلول
LB بــر  كروگــرميم 100(غلظت  نيسيكاناما يآگار حاو
 18كشــت داده و بــه مــدت  ي) به صــورت چمنــتريليليم

انكوبــه شــدند.  گــراديدرجــه ســانت 37يســاعت در دمــا
 يژنــ كاســتليتشك و مريژن كــا يحاو ديلاسمحضور پ
esi-isl قــرار دييــتا مــورد يمــيآنز هضــم توسط واكنش 
  .گرفت
  
و  يتــيشــش ظرف مريكــا ژنيآنتــ بينوترك انيب -5

  آن دييتا
 هايياز كلن pET28a- esi-isl مريژن كا انيب يبرا

جامــد چنــد  يكشــت انتخــاب طيمحــ يرشد كرده بــر رو
 يحــاو عيمــا LB طيمحــ تــريليليم 5انتخاب و به  يكلون
در طول موج  OD شد و پس از آن كه حيتلق نيسيكاناما
مولار  يليم 1با غلظت  IPTG  د،يرس 6/0نانومتر به  600
 30 يســاعت در دمــا 5مدت  بهكشت اضافه و  طيبه مح

 ييايــباكتر يهاگراد انكوبه شد. سپس سلوليدرجه سانت
مخلــوط  ننــدهزكيبافر ل تريكروليم 100شده با  يآورجمع

ســيكل،  4درصــد و  70(قــدرت  ونيكاسيسون قيو از طر
ــيون و  15 ــه سونيكاس ــته  45ثاني ــخ) شكس ــه درون ي ثاني

ــه ــه مــدت شــدند. ســپس نمون ــا ســر قــهيدق 20ها ب   عتب
 rpm 14000 بــا بــافر  يــيشدند و محلــول رو وژيفيسانتر

درجــه  100 يدر دمــا قــهيدق 5و بــه مــدت  بينمونه ترك
شده  ماريت يهانمونه تيه شد. در نهاجوشاند گراديسانت

 SDS -PAGE  ،12 به همراه نمونه كنتــرل بــا اســتفاده از
ــدرصــد از لحــاظ ب ــانيپروتئ اني ــنوترك يه ــ بي  يبررس

وســترن  كيــاز تكن ب،يــنوترك پروتئينتائيد  يشدند. برا
 يمنظور، عصــاره ســلول نيا ياستفاده شد. برا 11نگيبلات

منتقل شد. به منظور  وسلولزتريكاغذ ن يبر رو انيپس از ب
هاي خالي (بلاكينگ)، كاغــذ بــه مــدت پركردن جايگاه

و  PBST 12در رخشكيدرصد ش 3يك شب در محلول 
                                                 
11 Western blotting 
12 Phosphat-Buffered Salin- Tween 

 يشستشــو ازشد. پــس  يگراد نگهداردرجه سانتي 4در 
كلونــال  يپلــ هــاييبــاد ي، آنتــPBST كاغذ توسط بافر

 5/0بــه آن اضــافه و بــه مــدت  1:2000بــا رقــت  يموشــ
گرماگذاري شد. پس از  گراديدرجه سانت 37ساعت در 
بــا رقــت  ي، كونژوگــه موشــPBSTمجــدد بــا يشستشــو

ــل  1:10000 ــه قب ــد مرحل ــه كاغــذ اضــافه شــد و همانن ب
ــام گرد ــذاري انج ــگرماگ ــدي ــذ  س. پ ــو، كاغ از شستش

 60( نيتروســـلولز در محلـــول سوبســـتراي رنــــگ زاي
 8 ميلي مولار با 50گرم در صد ميلي ليتر بافر تريس ميلي

pH = انيظاهر گردد. در پا تا باند پروتئيني )قرار گرفت 
  .براي توقف واكنش، كاغذ در آب مقطر قرار داده شد

  
 ژنيتوســط آنتــ يســور يهــانمودن موش منيا -6

  يتيشش ظرف مريكا
عــدد مــوش  6از  ،يمنــيپاســخ ا يمنظــور بررســ بــه

بــه عنــوان  يعدد مــوش ســور 5به عنوان تست و  يسور
هــا ستفاده شــد. جهــت آمــاده ســازي نمونــهانمونه كنترل 

براي تزريق، هم حجم آن ادجوانت فروند اضافه گرديد 
همگــن  اتيــميلــي ليتــر) و ســپس محتو 1(حجــم نهــايي 

ميكروليتــر از  200. در پايان، به هر مــوش تســت، ديگرد
ژن مــورد ميكروگرم آنتــي 10 ينمونه تهيه شده كه حاو
 انيــد و پس از پاتزريق ش يرجلدينظر بود، به صورت ز

 تــريت ي)، بررســ4(طبــق جــدول شــماره  سازيمنيدوره ا
  .انجام گرفت زايالا شيتوسط آزما يباد يآنت

  
زمان و مقادير پروتئين نوتركيــب در مراحــل  :4جدول شماره 

  ايمن سازي
موش  گروه
  تست يها

 

 يجلد ريز فروند كامل ادجوانت 20µg 0 اول قيتزر سر  6

 يجلد ريز فروند ناقص ادجوانت 10µg 14 دوم قيتزر

 يجلد ريز فروند ناقص ادجوانت µg10 28 سوم قيتزر

 يجلد ريز فروند ناقص ادجوانت   µg 10  42 چهارم قيتزر

موش  گروه
 كنترل يها

 يجلد ريز فروند كامل ادجوانت PBS 0 اول قيتزر سر 5

 يجلد ريز فروند ناقص ادجوانت PBS 14 دوم قيتزر

 يجلد ريز فروند ناقص ادجوانت PBS 28 سوم قيتزر  

 يجلد ريز فروند ناقص ادجوانت PBS 42 چهارم قيتزر

  
  يشــده توســط بــاكتر منيآزمون چالش موش ا -7

 E. coli O157:H7  
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 پژوهشي

گروه و  كينر به عنوان تست در  يموش سور 6 به

تعــداد  گــرينــر شــاهد در گــروه د يعــدد مــوش ســور 5

cfu/ml 1001 هيسو ياكليشياشرده زن يباكتر O157:H7 

ــه صــورت خــوراك ــه مــدت زيتجــو يب روز  15 شــد و ب

روز در  كيــها به صــورت از مدفوع موش بردارينمونه

 طيدر محــ فوعگــرم از مــد 1/0. مقدار ديانجام گرد انيم

LB ــا ــا عيم ــيرو عيكشــت داده شــد و از م  طيدر محــ ي

پتاســيم  تيــتلور يآگــار حــاو كــانكيمــك توليســورب

ميلي گرم  0,5(ميو سفكس ميلي گرم بر ليتر) 2/5( اليسر

رشــد  هــاييرقت كشت داده شــد و ســپس كلنــ بر ليتر)

  كشت مورد شمارش قرار گرفتند. طيمح يبر رو افتهي

  

  يافته ها
ســازه شــش  يطراحــ يكيوانفورمــاتيمطالعــات ب -1
حاصــل  نيو پروتئ mRNA يساختارها يو بررس يتيظرف

  از آن
  ژنيشــامل ســه آنتــ ژنيمطالعــه، شــش آنتــ نيا در

 Intimin ، StxB و EspA يمربــوط بــه بــاكتر EHEC ،

 گريد ژنيو دو آنت esi تحت عنوان يكاست ژن كيدر 

 IpaD ژن يو آنتــETEC مربوط بــه STa و LTB شامل

  جداگانــه تحــت عنــوان يدر كاست ژنــ گلايش مربوط به

 isl هــر كــدام  ينيپروتئ يالمورد استفاده قرار گرفتند. تو

گرفتــه  Uniprot داده گــاهيهــا، كــه از پا نيپــروتئ نيا از

 انتخــاب از بعــد. اســت آمــده 5 شــماره جــدولشــد، در 

 نيــا بيــترت يمناســب، حــالات احتمــال يهــاموژناي

قرار  يابيبا دو روش مورد ارز ييها در سازه نهامونوژنيا

  :ديبه دست آ نهيبه بيگرفت تا ترت

ــم. 1 ــ زاني ــيژن يآنت ــا تهيس ــاختار نه ــ. م2 ييس  زاني

 مونوژنيدوم و سوم هركدام از ا يساختارها نيشباهت ب

هــا در دوم و ســوم آن ي) با ساختارهايها (به صورت تك

مختلــف  يســاختارها 13يكل هيستژنيي. آنتمريكا نيپروتئ

ــا اســتفاده از نــرم افــزار ــا آدرس ا VaxiJen ب   ينترنتــيب

(http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen) دســـــتب 

صــورت گرفتــه، در  يكيوانفورمــاتيب هــاييآمد. با بررس

   – N- IpaD -Sta بيحاصل شد كه ترت جهينت نيآخر ا

LTB - EspA - Stx2b-Iintimin-C- نكــريبــه همــراه ل  

 (EAAAK)3 يكه در آن آنت شوديم يمنجر به ساختار 

خــود را حفــظ  ياختارات ســيمنفــرد، خصوصــ يهــاژن

دارنــد. ســاختار  گريكديتداخل را با  نيترو كم كننديم

  .ارائه شده است 1در شكل شماره  مريكا ژنيآنت يينها

                                                 
13 Overall Antigenicity 
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  مريژن كا يموجود در آنت يها نيپروتئ نيهر كدام از ا ينيپروتئ يتوال :5جدول شماره 

  يتوال  يباكتر  يدسترس شماره  نيپروتئ
StxB  ZP_02777320  EHEC  ADCAKGKIEFSKYNENDTFTVKVAGKEYWTSRWNLQPLLQSAQLTGMTVTIKSSTCESGSGFAEVQFNND 

  
EspA ZP_027973

55  
EHEC  NEASKASTTAQKMANLVDAKIADVQSSTDKNAKAKLPQDVIDYINDPRNDISVTGIRDLSGDLSAGDLQTVKAAIS

AKANNLTTVVNNSQLEIQQMSNTLNLLTSARSDVQSLQYRTISAISLGK 
  

IpaD  NC_013507  شيگلا  DLSQKTLTKTSLEEIALHSSQISMDVNKSAQLLDILSNKEYPINKDARELLHSAPKEAELDGYEMISHIRTTNQALKK
RELWDKIAKSINNINEQYLKVYEHAVSSYT 

  
STa NC_007607  ETEC NSSNYCCELCCNPACTGCY  
LTB NC_018998  ETEC APQSITELCSEYRNTQIYTINDKILSYTESMAGKREMVIITFKSGATFQVEVPGSQHIDSQKKAIERMKDTLRIAYLTE

TKIDKLCVWNNKTPNSIAAISMEN 
 

Intimin WP_00141
2022 

EHEC KDTALGIAGNQASSQLQAWLQHYGTAEVNLQSGNNFDGSSLDFLLPFYDSEKMLAFGQVGARYIDSRFTANLGA
GQRFFLPANMLGYNVFIDQ 

  

  
  .دهد يرا نشان م I-¬TASSER با نرم افزار ESI-ISL يتيژن شش ظرف يشده آنت يسازه طراح ريتصو :1شكل شماره 

  
توسط نرم افزار تحت شبكه  يتوال زيپس از آن، آنال

ProtParam مريكــه كــا ديانجام گرفت و مشخص گرد 
و  ردگييقرار م داريپا هاينيشده در دسته پروتئ يطراح

قابــل محلــول در آب  ،يمنفــ يدروپاتيه نيانگيبه سبب م
نشــان  بيشاخص به ترت نيو مثبت بودن ا ي. منفباشديم

است.  نيپروتئ كيبودن  دروفوبيهو  ليدروفيدهنده ه
در  مريكــا نيپــروتئ ييايميو ش يكيزيف اتيخصوص ريسا

  ارائه شده است. 6جدول شماره 
  

 ييايميو شــ يكــيزيف اتيخصوصــ يبررســ: 6جــدول شــماره 
 ProtParamبا نرم افزار  ESI-ISL مريكا نيپروتئ

  آمينواسيد 917  طول توالي

  كيلو دالتون 5/99  وزن مولكولي

 pI40/9  نظري  

  ساعت 30  نيمه عمر در سلول هاي پستاندار  

  ساعت 10    نيمه عمر در باكتري

  ساعت20       نيمه عمر در مخمر 

  73/28   شاخص ناپايداري 

  -0,5   تيميانگين هيدروپا

 

با نرم افــزار  esi-islژن  mRNAساختار دوم  يبررس
Mfold ونيآغاز از لحاظ كنفورماس گاهينشان داد كه جا 

 يبه توال بوزمير يدسترس يبرا يمانع چيمناسب بوده و ه
دالگارنو وجود ندارد و در محــل آغــاز ترجمــه بــر  نيشا
ــپا ســري، ســاختار ســنجاق mRNA يرو وجــود  يداري

ــ ــدارد. ان ــآزاد گ يرژن ــاختار  بسي ــا  mRNAس ــر ب براب
 نيــمناســب ا يداريــباشد كه نشان دهنده پايم -77/662

 ).ب –الف  2باشد (شكل شماره يمولكول م

 

  
 يسيحاصل از رونو mRNAاز ساختار  يشيالف) نما :2شكل شماره 
) ب.∆ESI-ISL662,77= - G. . يتــيشــش ظرف مريكا نيسازه پروتئ
ســاختار بــا نــرم  نيــيبعــد از تع mRNAاختار س 5’ يانتها بزرگنمايي

 Mfoldافزار 

 

بــا اســتفاده از  مريكــا نيساختار دوم پروتئ ينيب شيپ
ــزار  ــرم اف ــاختار دوم ا GOR4ن ــه در س ــان داد ك ــنش  ني
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ــروتئ ــارپ ن،يپ ــه م چيم ــا ب ــآلف ــز زاني حضــور دارد  يادي
 نيــا يبــالا يداريــدهنده پانشان نيدرصد) كه ا 95/43(

 يهــاچشيصفحات گسترده بتا و پــ نزاياست. م نيپروتئ
ــه ترت يتصــادف ــب ــ 40/37و  65/18 بي باشــد يدرصــد م

 ).3(شكل شماره 

 

 
 ESI-ISL مريكا نياز ساختار دوم پروت يشينما :3شكل شماره 

  α انگريــنما يشده اســت. رنــگ آبــ ينبيشيپGOR4 كه با نرم افزار 
ز و رنــگ قرمــ يتصــادف هــايچيرنگ بنفش نشان دهنده پ كس،هلي

 دهد.يصفحات بتا را نشان م

 
ورد نظــر بــا مــ مريساختار ســوم كــا ينبيشيپس از پ

 ديـــمشـــخص گرد I-TASSER اســـتفاده از نـــرم افـــزار
 كسياز آلفا هلــ يغن ESI-ISL بينوترك مريكا نيپروتئ

توســط  يبــه خــوب ينــيمختلــف پروتئ يهــانيبوده و دوم
 ).4 شماره شكل( انداز هم جدا شده نكرهايل

 

 I-TASSERكه بــا روش  مريكا نيساختار سوم پروتئ :4اره شكل شم
دهــد كــه يشــده نشــان مــ ينــيب شيشده است. ســاختار پــ ينيب شيپ

از  نكرهايتوسط ل يبه خوب ISL-ESI ينيمختلف پروتئ يهانيدوم
 اند.هم جدا شده

 
  isl يقطعه ژن نگيو كلون ريتكث. 2
 ، لازم بــود غلظــت islژن  ريــتكث نديانجام فرآ يبرا

واكــنش  . لــذاديــبــه دســت آ PCRمناســبي از محصــول 
PCR  ياختصاصــ يبا آغازگرهــا تريكروليم 20در حجم 

و بــا اســتفاده  Pfu  DNA polymerase  ميمربوطه و آنز
، بــه  islژن  يحاو (+)pET28aشده  صيتخل دياز پلاسم

از محصــول  ميكروليتــر 5عنوان الگو، انجام شــد. مقــدار 

PCR  بـــه همـــراهGeneRuler DNA Ladder Mix 
الكتروفورز و بعد از رنگ آميزي با اتيديوم برومايــد ژل 

 ريــمورد بررسي قرار گرفت. پــس از تكث UVدر زير نور 
ژل آگــارز  ي، محصــول روPCRبــه روش  isl يقطعه ژن

جفت  1000قرار گرفت و قطعه مورد نظر ( يابيمورد ارز
داشــت  يخــوانلحاظ انــدازه بــا ژن هــدف مــا هــم زباز) ا

  ).5(شكل شماره 
 

 
درصد،  1ژن بر روي ژل آگارز  PCRمحصول  :5شكل شماره 

 ميآنــز بــاisl  ژن ريــحاصــل از تكث PCR: محصول 4،3،2،1چاهك 

DNA مرازيپل Taq كه در آن از آب مقطر  ي: كنترل منف5. چاهك)

 .DNA ي: نشانگر مولكول6به عنوان الگو استفاده شد. چاهك 

 

   PCR تمحصولا يميهضم آنز -الف
و اســتخراج  PCRمحصولات  ياز خالص ساز پس

pET28a-isl توســـط  يمـــيهضـــم آنز يهـــا، واكـــنش

ــز ــاميآن ــه  EcoRIو  BamHI يه انجــام شــد و ســپس ب

 دييــخــارج شــده از وكتــور تا كمك ماركر، اندازه قطعه

 1000 يژل الكترفــورز قطعــه ژنــ يها بــر رويشد. بررس

 يازس). خالص6نمود (شكل شماره  دييرا تا يجفت باز

ــم شــده توســط ك يهــانمونــه ــام شــد و  تيــهض انج

درصــد انجــام  1ژل آگــارز  يها بــر روالكتروفورز نمونه

 ).7گرفت (شكل شماره 
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 يمــيحاصــل از بــرش آنز يالكتروفورز يالگو :6شكل شماره 

ژل  يبــر رو EcoRIو  BamHI يهــاميآنــز لهيژن و وكتــور بــه وســ
: 3: بــرش وكتــور. چاهــك 2: بــرش ژن. چاهــك 1 آگارز. چاهك

  .DNA: نشانگر مولكولي 4بدون برش. چاهك  ديپلاسم
  

  
و  بيــنوترك pET28aالكتروفــورز (+) يالگــو :7شكل شــماره 

: 1و اســتخراج از ژل. چاهــك  يمــيپــس از هضــم آنز isl يقطعه ژن
 دپلاســـمي گانـــه: هضـــم دو4، چاهـــك DNAنشـــانگر مولكـــولي 

(+)pET28a ژن  يحـــاو بيـــنوتركisl يهـــا ميبـــا آنـــز EcoRI  و
HindIII  و خروج ژنisl.  

   
 
 نــگيانجام واكنش الحاق و صحت انجام كلون -ب
  E.coli BL21(DE3) يدر باكتر

 pET28a-esi ديو پلاســم isl ياتصال قطعه ژن يبرا
قرار گرفته بودند، واكنش  يميكه هر دو مورد هضم آنز

جام شد و بعد از ان گازيل DNAT4 ميالحاق با كمك آنز
 اشريشــياكلي هــايبــه ســلول ب،يــالحــاق وكتــور نوترك

 ،ديمنتقل شد. پس از استخراج پلاسم BL21(DE3)سويه
ــ ــالگري كلن ــه روش هضــم آنز هــايغرب صــورت  يمــيب

درصــد آگــارز مــورد  1ژل  يپــذيرفت. محصــول رو
جفــت  2600قــرار گرفــت و قطعــه مــورد نظــر ( يابيــارز
 يخــوانهدف مورد نظــر هــم ) از لحاظ اندازه با ژنيباز

 ).8داشت (شكل شماره 

 

 
 دييــها با هضــم آنزيمــي جهــت تاكلون يبررس :8شكل شماره 

 ي. چاهــك هــاDNA ي: نشانگر مولكول1. چاهك سازيرهمسانهيز

ــم4، 3، 2 ــpET28a(+)دي: پلاس ــه وس ــه ب ــز ي لهيك و  HindIII ميآن

BamHI ز آن جفــت بــاز ا 2600به طول  يشده است و قطعه ا دهيبر

در وكتور و قطعه  دقطعه، مجموع قطعه موجو نيخارج شده است (ا

  است كه به آن الحاق شده است). يجفت باز 1000
 

و  يتــيژن شــش ظرف يآنتــ بينوترك انيب يبررس -3

  آن دييتا

، از ESI-ISL بيــنوترك نيپــروتئ انيــب يبررس يبرا

كــه  همــانطوردرصد استفاده شد.  SDS-PAGE12 ،ژل 

 100حــدود  هيــدر ناح شــود،يمــ دهيد 9ه در شكل شمار
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 ESIبيــنوترك مريكــا نيباند مربوط به پروتئ لودالتونيك

ISL .به وضوح قابل مشاهده است 

  

  
شــش  مريكــا بيــنوترك ئنيپــروت انيــب يبررســ :9شكل شماره 

ــيظرف ــاكتر يت درصــد.  SDS-PAGE 12 ژل  يرو E. coli يدر ب
القا شــده توســط  ينمونه ها: 3و  2 في: نمونه القا نشده. رد1 فيرد

IPTG يني: نشانگر پروتئ4 فيمجزا. رد ياز دو كلن.  

  
از تكنيــك  مريبه منظور تأييــد صــحت پــروتئين كــا

كــار بــا اســتفاده از  نايــاســتفاده شــد.  نــگيوســترن بلات

از  يكــي، كــه IpaD نيپــروتئ هيــعل ياختصاص بادييآنت

 شد،بايم بينوترك مريكا نيحاضر در پروتئ هاينيپروتئ

انجام شد. در ستون تست كه مربوط به نمونة القا شده بــا 

IPTG 100در نزديكــي  انــداست، يك ب KDa  مشــاهده

قــرار  IPTG القــاي تحــت كه شاهد ستون در كه شودمي

  ).10 شماره شكل( شودنمي دهينگرفته، د
 

  
وســترن  زيبــا آنــال ESI-ISL ئنيپــروت انيب دييتا :10شكل شماره
به  يهانياز پروتئ يكي هيعل ياختصاص باديياز آنت بلات با استفاده

: نمونــه تســت (القــاء شــده 1 ســتون .مورد نظــر نيكار رفته در پروتئ
: نمونــه كنتــرل 3. ســتون ينــي: نشــانگر پروتئ2)، ســتون IPTGتوسط 

 (القاء نشده). يمنف

 
 بيــنوترك مريكــا نيپروتئ هيعل يباد يآنت ديتول -4

  در موش
ــس ــاز تول پ ــروتئ دي ــنوترك نيپ ــ بي آن،  صيو تخل
بــه صــورت  نيپروتئ نيآن، ا هيعل بادييآنت ديجهت تول

نوبــت و  4با ادجوانت فرونــد در  بيو در ترك يرجلديز
شــد. بــه منظــور  زيهــا تجــوروزه به مــوش 14در فواصل 

آن در هــر  زانيــشده و محاسبه م ديتول بادييآنت يابيارز
 كيــه شــد. اســتفاد ميمســتق ريغ يزايمرحله، از روش الا

اول) از  قيــتزر ي(بــه اســتثنا قيــهفتــه بعــد از هربــار تزر
به عمل آمد و بعــد از  يريتست و شاهد خونگ يهاموش

 نياز پــروتئ كروگــرميم 4هــا، مقــدار ســرم آن يجداساز
ESI-ISL زايــالا شينشــانده شــد و آزمــا تيــدر كف پل 

 جي). نتــا12800/1تــا  100/1رقت  يانجام گرفت (با توال
 يمنــيا كيــباعــث تحر مريكــا ژنيآنتــ دهــدينشــان مــ

در ســرم بــه  IgGاز نوع  بادييهومورال شده است و آنت
 ).1شده است (نمودار شماره  ديتول يمناسب زانيم
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ژن  يآنتــ هيــعل يديتول بادي يترآنتيت يبررس :1نمودار شماره 

ESI-ISL زايالا كيبا استفاده از تكن. 

  
 EHEC  زندههاي ايمن با باكتري چالش موش -5

(O157:H7)  
دو هفته بعد از تجويز چهارم، براي بررسي ايــن كــه 

كــايمر توانســته  ژني توليــد شــده عليــه آنتــيبادآيا آنتي
ــاي  ــوش ه ــد، م ــاد نماي ــافظتي را ايج ــي مح اســت ايمن

 EHECي زنــده هــاي تســت و شــاهد بــا بــاكتريهاگروه
و ميزان دفع باكتري در مــدفوع  مورد چالش قرار گرفتند

ــاني آن ــا در فاصــله زم ــه در  15ه ــد ك ــبه ش روزه محاس
نشان داده شده است. روند نزولي نمونــه  2نمودار شماره 

هــا بــه خــوبي ست از روز پنجم كشت از مــدفوع مــوشت
هــا در برابــر زايــي مــوشدهنده اين است كه ايمنــي نشان
  ).2موفقيت آميز بوده است (نمودار شماره  ژنآنتي

  

  
  هادر مدفوع موش EHECدفع  سيبرر :2نمودار شماره 

  

  بحث
اســهال  يمــاريباعــث ب ايپــاتوژن روده هاييباكتر

 يهــاهيســال هســتند. ســو 5 ريــخصوصــا در كودكــان ز

 ETEC ،EHEC  مهم اســهال بــوده و  از عوامل گلايشو
 ياســت كــه بــرا هــاييياز اســتراتژ يكــيتوسعه واكسن 

 ياديــز تاهميــ از هــاعفونــت نيــاز ابــتلا بــه ا يريشگيپ

ــه واكســن ــوردار اســت. اگرچ ــايبرخ ــز ه ــرا يادي  يب
و ساخته  يبا هم طراح اي ييعوامل به تنها نيهركدام از ا

از آن ها وارد مراحل  يحال، تعداد كم نيشده است، با ا
ــا ــال ييكارآزم ــده اســت ينيب ــرا .)23، 24، 26(ش ــا يب  ني

مناســب  يهاژنيقدم، انتخاب آنت نيمنظور، به عنوان اول
هــم بــه  با بيبود كه بتوانند در ترك ير باكترمربوط به ه

 يبــاكتر هيــمناسب عمل كرده و عل مونوژنيا كيعنوان 
مطالعــه از  نيــ. در انــدينما جاديا يمحافظت يمنيمربوطه ا

  ســم B واحــد ريــ، از زIpaD نيپــروتئ نــاليترم -N هيناح
 LT(LTB) ســم افتــهيفــرم جهــش  زيو ن STa  بــه عنــوان

، Stx ســم B رواحــديز و ETEC يبــاكتر مونــوژنيا
 مونــوژنيبــه عنــوان ا EspA نيو پــروتئ نيمــينتيا نيپروتئ
 كيــ IpaD نپروتئي .)25،24(استفاده شد EHEC يباكتر
ــروتئ ــوك ســوزن ترشــح ييغشــا نيپ  ياســت كــه در ن
ــرار  يترشــح ســتمياز س يكــه قســمت ،يخــارج اســت، ق

بــه داخــل  IpaC و IpaB هــاينيو ورود پــروتئ ردگيــيم
ــا ــدف يغش ــلول ه ــ س ــرل م ــيرا كنت ــلاوه دنماي ــه ع . ب

 .)26(بــود دهيقبلا به اثبات رس ژنيآنت نيبودن ا مونوژنيا
 از دو ســم يكيحداقل  ETEC يزايماريب هاييباكتر

LT و STa رواحــديجــا ز نيكه در ا )11( كننديم انيرا ب  
 B سم LT از ايافتهيو شكل جهش STa  كــه هــر دو بــا

باشند، انتخاب يم خطريو ب منيبودن، ا مونوژنيوجود ا
ــاكتر هــاينيگاتوكســيشــدند. ش ، EHECيمربــوط بــه ب

Stx1- Stx-2)(ني، فلاژل (Flic-H7) ،LPS يو فاكتورها 
شــده و توســط  يرمزگــذار LEE كــه در يرولانســيو
ــوع يترشــح ســتميس ــ III (TTSS) ن   شــونديترشــح م
 يبــرا EspD وEspA ، EspB  ن،يمــينتي، اTirاز جملــه( 
 نيدر ا.)ندامورد مطالعه قرار گرفته تهيسيوژنمونيا يابيارز

 رولانسيــو دو فــاكتور و Stx ســم B رواحــديجــا، ز
 بــاديي، كه نشان داده شده بود كه آنتــEspA و نيمينتيا
 ژنيآنت نيبا ا يعيكه به صورت طب يها در افرادآن هيعل

 ژنيورود در آنتــ يبــرا د،رويبــالا مــ شــونديآلــوده مــ
نحــوه قــرار  نيچنــهــمقرار گرفتنــد.  مورد استفاده مريكا
 يهــر آنتــ تفعاليــ نــوع اساسها در كنار هم برژن يريگ
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 پژوهشي

مختلف  باتيترت نيعمر در ب مهين نيبالاتر نيچنژن و هم
 VaxiJen انتخاب شد. با استفاده از نرم افزار ژنيسه آنت

 داد،يرا نشــان مــ ينييپــا تهيســژنييكــه آنتــ ييســاختارها
داشتند  يبالاتر تهيسژنييكه آنت ييهاو آن ديحذف گرد

 زانيــســاختار دوم و ســوم انتخــاب شــدند. م زيآنال جهت
كننده  نييتع مر،يكا نيو ساختار سوم پروتئ تهيسيژنت يآنت
ــترت ــ بي ــروتئژنيآنت ــا در پ ــا نيه ــد. م مريك ــبودن  زاني
 يداريمختلــف تفــاوت معنــ يدر ساختارها تهيسژنييآنت

 ينكرهــايبه كــار بــردن ل ها وژنيآنت بيترت ينداشت ول
 نيســاختار ســوم پــروتئ يبه شدت بــر رو لفمخت يديپپت
 يهــاژني. بعــد از انتخــاب آنتــگذاشــتياثــر مــ مريكــا

 نيــاتصــال ا يبــرا يمختلفــ يديــپپت هــايمناســب، رابــط
رابــط مناســب  كيها مورد استفاده قرار گرفتند. ژنيآنت
 ديــمامنفرد را بــه هــم متصــل ن يهاژنيآنت يبه نحو ديبا

ها كــاملاً از هــم مجــزا ژنيآنت نيا ،ييكه در ساختار نها
ــه ــ ييكــه ســاختار فضــايطــورباشــند، ب ژن هــا در  يآنت

بــا  نكرينكند. انتخاب ل رييتا حد امكان تغ مر،يكا ژنيآنت
 رواحدهايسبب بود كه تمام ز نيبه ا كسيساختار آلفاهل

همــه نداشته باشــند تــا  يشانپومهاز هم جدا شده و با هم 
 نيچنــ. هــمرنــديبگ رها قــرا APC ها در معرضتوپ ياپ

 نيپــروتئ نگيو فولــد يداريپا نكر،ينوع ل نياستفاده از ا
 نكــريل نيــكــه ايداد، به طور شيرا افزا بينوترك مريكا
 هايي. بررسشوديشكند و توسط پروتئازها هضم نمينم

بــا نــرم  بيــبــه ترت مريكــا نيســاختار دوم و ســوم پــروتئ
ــا نشــان داد كــه  I-TASSER و GOR IV يافزاره

 تمــام و انــداز هم جــدا شــده يمنفرد به خوب يهاژنينتآ
بــدن قــرار دارنــد. در  يمنيا ستميها در معرض سژنآنتي

از ژن  يسيحاصل از رونو RNA مرحله بعد، ساختار دوم
بــه دســت آمــد و از  Mfold بــا اســتفاده از ســرور مر،يكا

اتصــال  گــاهيجادر دســترس بــودن  ،يداريــجهــت پا
دوم نــامطلوب ماننــد  ياختارها، عدم وجود س 14بوزومير

آزاد ساختار مورد  يانرژ زانيو م يطولان يسنجاق سرها
 ييايميو شــ يكــيزيخواص ف يقرار گرفت. بررس يبررس

                                                 
14 Ribosome Binding Site 

 طيدر شــرا نيپــروتئ نيــنشان داد كــه ا زين مريكا نيپروتئ
در  توانــديبــار مثبــت بــوده و مــ يدارا كيــولوژيزيف
 حصــول يگــردد. بــرا انيــمختلــف ب يانيــب هــايمســتيس

از صحت پــروتئين بيــان شــده از واكــنش كيفــي  نانياطم
 كلونــالپلــي بــاديآنتــي از اســتفاده با وسترن گذاريلكه
مــذكور  بــادييو آنت دياستفاده گرد IpaD ژنيآنت هعلي

كنــد.  ييمــورد نظــر را شناســا ژنيآنتــ يتوانست به خوب
ــروتئ ــنوترك مريكــا نيپ  SDS-PAGE ژل ياز رو بي

بــه  يجلــد ريــز قيــنوبــت از طر هــارشد و در چ صيتخل
هــا و از مــوش يريــگ. پس از خونديگرد قيها تزرموش

، 2013انجــام شــد. در ســال  زايسرم، تست الا يجداساز
بــه  IpaD-StxB يامتزاجــ نيو همكــاران از پــروتئ يهنر

خوكچه استفاده كردند و نشان دادنــد  يساز منيمنظور ا
گلا يشــســم  LD50 برابــر 28هــا قادرنــد خوكچــهكــه 

گــروه در ســال  نيهمــ ).27(نــديرا تحمل نماa 2يفلكسنر
هــا مــوش يســاز مــنيا يبرا ونيفرمولاس نياز هم 2014

  برابــر 5/7هــا تــا كردند و نشان دادنــد كــه مــوشتفاده اس
 LD50 يفلكسنر گلايش، سم a228(ندينمايرا تحمل م( .

بــا امتــزاج قســمت  2015ل باران وند و همكــاران در ســا
ــــــ يانتهــــــا ــــــروتئيآم ــــــروتئ IpaDنين پ ــــــا پ   نيب
 StxB ،ساختند و نشان دادنــد كــه  يامتزاج نيپروتئ كي

 يترشيب ييها را با كاراتواند رتيم مريكا ژنيآنت نيا
در ســال  .)29(ديــنما مــنيا E. coli O:157 H:7 در برابــر

 ســه يامتزاجــ نيپــروتئ كيــو همكــاران  ي، كاظم2016
 )،ETEC بــاكتري بــه مربــوط(LTB  از متشــكل متيقســ

Stx2B )به باكتري  مربوطEHEC (و CTB )بــه مربــوط 
قــرار  زايــييمنــيا يابيو مورد ارز يرا طراح) ويبريوكلرا
توانــد يم بيترك نيها نشان داد كه اآن كار جيدادند. نتا

ــيا ــر و ســه ســو يمحــافظت يمن ــوق ا هيرا در براب  جــاديف
پروتئينــي  همكاران و Nandre ،2016 سال در. )30(دينما

ــــكل ــــا( STa و LT از امتزاجــــي متش ــــيون ب  فرمولاس
3XSTaN12S - dmLT (و نشــان دادنــد  كردند را توليد

  در برابــر تيمصــون جــاديباعث ا توانديم بيترك نيكه ا
 ETEC 31(گــردد(. Chitradevi  و همكــاران در ســال
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 GroEL نيرا بــا پــروتئ گلايشــ IpaD ژني، آنتــ2016

 نيپــروتئ نيــا ييزايمنيممزوج كردند و ا يفيسالمونلا ت
قــرار دادنــد و  يبررســ مــورد گلايشــرا در برابر  يامتزاج

 يهــاقادر است در برابر گونه نيپروتئ نينشان دادند كه ا
و  هيتجز .)32(دينما جاديا يمحافظت يمنيا گلايش مختلف

 هاي زنــدهبا باكتري يحاصل از چالش دهان جينتا ليتحل
EHEC خــوبي بــه اســت قــادر پــروتئين اين كه داد نشان 
 محــافظتي ايمنــي و كرده تحريك را موش ايمني سيستم

 شيگلا و ETEC ،EHEC( نظر مورد هايپاتوژن برابر در
 يديتول بادييكه آنت يبه طورنمايد  ايجاد را) ديسانتري

شده در  منيا يهادر بدن موش يتيشش ظرف مريكا هيعل
  .ندرسازنده را به اثبات  يباكتر ينيبرابر لانه گز

 اي In silico جينتاتوان نتيجه گرفت كه در پايان مي
ــال  مرينشــان داد كــه كــا يكيوانفورمــاتيب زيحاصــل از آن

 نيــمناسب بــوده و ا ژنيآنت كيشده  يطراح بينوترك
واكســن مــورد  ديــكاند كيــرا دارد كه به عنوان  تيقابل
 ژن،يآنتــ نيشده با ا نميا يها. موشرديقرار گ شيآزما

 يرا در برابــر چــالش بــا بــاكتر ينســبتا مناســب يمنــيا
  ، از خود نشان دادند.EHEC هسوي يزايماربي

  

  سپاسگزاري
پژوهشگران و همكاران محترم در  د،ياسات ياز تمام

 نيا دنيرس جهي(ع) كه در به نت نيدانشگاه جامع امام حس
ــتحق ــگز قي ــكر و سپاس ــد، تش ــراوان كردن ــلاش ف اري ت
  .شوديم
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