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Abstract 
Aim and Background: Diarrhea is the second most common cause of under-5 mortality. 
The most important strains of Entrotoxigenic Escherichia coli causing Lt and St toxin cause 
diarrhea and Entrohemoragic E.coli causing Shiga-like toxin secretion. Chlorine enterotoxin B 
subunit (Ctx) plays a key role in the development of diarrhea in Vibrio cholerae. More specific 
antibodies could be developed to counter these toxins by combining the CtxB, LtB and StB 
(LSC) epitopes and the production of trivalent vaccine. The aim of this study was to cloning 
lsc gene into pcDNA3.1 to design a vaccine DNA. 

Materials and Methods: The lsc gene sequence was transferred to pcDNA3.1(+) vector 
after primer design and amplification by PCR. The pcDNA3.1(+) vector and the PCR product 
were digested using HindIII and EcoRI enzymes. Cloning of lsc gene was performed in 
pcDNA3.1(+) vector and PCR. The clones were digested enzymatically. To ensure expression 
of lsc gene, it was transferred to HEK-293T cell and confirmed by Western blotting. 

Results: The lsc gene was confirmed by PCR and cloning in pcDNA3.1(+) vector using 
enzymatic digestion and a fragment length of 933 bp was detected and confirmed. 
Transfection kit was then transferred to HEK-293T cell and expression of the recombinant 
protein was confirmed by Western blotting and the protein was 39 kDa. 

Conclusion: The results of the chimeric gene are well expressed in the cell line and 
confirmed by Western blotting that can be a good candidate for the fight against bacterial 
infection. 
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 چکیده

زایي های بیماریترین سویه. مهمسال است 0میر کودکان زیر  و مرگرایج  اسهال دومین عامل و هدف:  سابقه
با  کیانتروهموراژي اکلیشیاشر موجب بیماری اسهال مسافران و Stو  Ltبا تولید سم  یکژنیانتروتوکس اشریشیاکلي

در ایجاد بیماری  ویبریوکلراانتروتوکسین کلره در باکتری  Bزیرواحد  شود.موجب اسهال خوني مي ترشح سم شبه شیگا
( و تولید واکسن تری والان LSC) StBو  CtxB ،LtBهای توپ-احتمال با ترکیب اپيبهي دارد.سزایاسهال نقش به

جهت  lscبادی اختصاصي تری برای مقابله با این سموم ایجاد کرد. هدف از این تحقیق تکثیر ژن کایمر توان آنتيمي
 .استدر وکتور یوکاریوتیک بررسي بیان  واکسن و DNAمنظور طراحي به (+)pcDNA3.1کلونینگ در وکتور 

 
. شد منتقل (+)pcDNA3.1به وکتور PCR لهیوسهب ریو تکث مریپرا يپس از طراح lscژن  يتوال ها:مواد و روش

ژن کلونینگ  قرار گرفت. مورد هضم EcoRIو  HindIIIآنزیم با استفاده از  PCRو محصول  (+)pcDNA3.1وکتور 
lsc  وکتوردرpcDNA3.1(+)  وPCR ژن ها مورد هضم آنزیمي قرار گرفتند. جهت اطمینان از بیان شد. کلون انجام
lsc  به سلولHEK-293T یید قرار گرفت.أمنتقل و با استفاده از روش وسترن بلاتینگ مورد ت 

 
یید قرار أبا استفاده از هضم آنزیمي مورد ت (+)pcDNA3.1وکتورو کلونینگ در  PCRپس از  lscژن  ها:یافته

منتقل  HEK-293Tبه سلول یید شد. سپس با استفاده از کیت توربوفکت أرویت و ت bp133 طول ای بهعهگرفت و قط
 یید شد.أکیلودالتون ت 31یید قرار گرفت و پروتئین به وزن أو بیان پروتئین نوترکیب به روش وسترن بلاتینگ مورد ت

 
یید شد که أسلولي بیان و توسط وسترن بلاتینگ تخوبي در لاین به از ژن کایمردست آمده هنتایج ب گیری: نتیجه

 تواند کاندید مناسبي برای مقابله با عفونت باکتریایي باشد.مي
 

 IAU science ،واکسن lsc، DNAژن  ،یسازهمسانه: کلیدی هایواژه
 

 مقدمه
های فراوان در زمینه بهداشت، هنوز رغم پیشرفتعلي

 مرگترین عوامل ایجاد های اسهالي، از مهمهم بیماری
. حدود (1)ند هستو میر در کشورهای در حال توسعه 

 (.3،1)دهدمیلیارد مورد اسهال درسال رخ مي 0تا  7/1
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 گیرندبار در سال اسهال مي 3طور متوسط کودکان به
، این بیماری دومین عامل رایج 1511. از سال (3)

مرگ و میر در کودکان زیر پنج سال در سطح جهان 
از میان عوامل باکتریایي مؤثر در  .(1،4) %(11است )

های مختلف توان به گونهای ميهای رودهبروز عفونت
، (Vibrio) ، ویبریو(Escherichia coli) اشریشیاکلي
 (Shigella)شیگلا، (Campylobacter) کمپیلوباکتر

. در این (0) اشاره کرد( Salmonella) سالمونلاو 
 انتروهموراژیک اشریشیاکليمیان 

(Entrohemoragic E.coli)  اشریشیاکليو 
و ( Entrotoxigenic E.coli) انتروتوکسیژنیک

از عوامل عمده و مهم  (Vibrio cholerae) ویبریوکلرا
در ایجاد اسهال اندمیک و اپیدمیک از طریق تولید سم 

های اخیر چندین در دهه .(6) در سراسر دنیا هستند
 ترین سوش، شایعO157:H7اشریشیاکلي مورد شیوع 

در سطح جهان  (EHEC) کیانتروهموراژ ياکلیشیاشر
سالانه  اشریشیاکليبر علاوه .(7،8) ستگزارش شده ا

میلیون مورد ابتلا به کلرا گزارش  4/1-3/4 کمابیش
مرگ در جهان  141555تا  18555شود که به مي

یک کوکوباسیل گرم  اشریشیاکلي. (1) شودختم مي
منفي از خانواده انتروباکتریاسه و ساکن روده انسان و 

 -حیوان مي باشد. این باکتری از طریق مسیر مدفوعي
. سم (7)د شواز یک فرد به فرد دیگر منتقل مي دهاني
بر روی کروموزوم باکتری قرار دارد. این  (Ctxکلرا )

سم پس از پیدا کردن ساختار سه بعدی صحیح در 
های پلاسمي باکتری، توسط سیستمفضای پری

ترشحي غشای خارجي به فضای داخل روده ترشح 
(، توسط lt. سم حساس در برابر حرارت )(15) شودمي

در  (ETEC) کیژنیانتروتوکس ياکلیشیاشر اکتریب
شود و دارای دو زیرواحد فضای روده کوچک تولید مي

A (LtA)  و زیرواحدB (LtB) که   استLtB 
های روده را برعهده دارد. خاصیت اتصال سم به سلول

پلاسمي دو زیرواحد، بعد از سرهم شدن در فضای پری
یپ دو به و تشکیل کل سم، توسط دستگاه ترشحي ت

 (stx) سم شیگا .(15) شوندبیرون سلول ترشح مي
پس از سر هم شدن از طریق لیز باکتریایي که توسط 

-گردد، به محیط آزاد شده و در سطح سلولفاژ القا مي
های اندوتلیالي کلیه و های یوکاریوتي مانند سلول

این سموم  .(11) شوديها به میزان بالایي بیان مرگ
بوده و دارای دو قسمت  AB5خانواده سموم  ءجز

( و متصل شونده به گیرنده A)زیر واحد  کاتالیتیکي
 ،ءکه پس از اتصال به غشا (11) ندهست( B)زیرواحد 

از طریق اندوسیتوز وارد سلول میزبان شده و از طریق 
یک مسیر معکوس به شبکه آندوپلاسمي زبر منتقل 

 کنندشوند و پس از خروج از آن، بیماری را القا ميمي
چنین وجود هر دو زیر واحد برای ایحاد هم .(13)

-ترین و عمومي. اصلي(11) زایي الزامي استبیماری
تولید  AB5 ترین عامل بیماری و بروز اسهال، سموم 

ي بر علیه ها است، ایجاد ایمنشده توسط این باکتری
این سموم، تا حد زیادی مانع بروز بیماری و مشکلات 

شوند، سیستمیکي که در ادامه بیماری ایجاد مي
بر خواهد شد. انتخاب قسمت مناسب از سم که علاوه

تحریک سیستم ایمني باعث ایجاد سمیّت در فرد 
به ساختار شرح نشود، بسیار حائز اهمیت است. با توجه

، بهترین کاندیدای واکسن زیر AB5 داده شده سموم 
 .(14) خواهد بود Bواحد اتصالي سم یعني زیر واحد 

ثیرات سمي این سموم از اسهال خفیف أطیف وسیع ت
آور که توسط مسافران تا اسهال جدی و گاهي مرگ

ویبریوکلرا و سندرم اورمي همولیتیک که توسط گروه 
به این جه. تو(11) شود متغیر استشیگا ایجاد مي

ها در بدن فرد مسئله که یک بار ابتلا به این عفونت
نشان از کارایي  ،(10) کندایجاد مصونیت مي
جاد ایمني و پیشگیری از این واکسیناسیون برای ای

. انتخاب یک کاندید واکسن مناسب که استها عفونت
ها ای علیه این باکتریبتواند ایمني حفاظت کننده

ایجاد کند، مي تواند تضمین کننده کارایي واکسن و 
به اهمیت میزان با توجه .(16) سلامت جامعه باشد

-شیوع بیماری اسهال حتي در جوامع توسعه یافته هم
چنین عوارض و درمان در این تحقیق پس از استخراج 

بیان در لاین سلولي  و تکثیر ژن مورد نظر به بررسي
 پرداخته شد.

 هامواد و روش
  lsc تهیه ژن کایمریک

و  Kazemiدر این تحقیق از ژن کایمریک که توسط 
(. توالي 17کاران طراحي شده بود استفاده گردید )هم

به شماره  NCBIژن موردنظر در بانک اطلاعاتي 
حاوی  lscوجود دارد. ژن  JX866680دسترسي 
مربوط به سویه ctxBو  ltB  ،stxBهای ترادف ژن

 ، Enterotoxigenic E. coliهای
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Enterohemoragic E. coli  وVibrio cholera 
 . است

  pET28a-lsc سمیدتخلیص پلا
 LBمحیط  درpET28a-lsc کلون حاوی پلاسمید 

 (µg/ml05بیوتیک کانامایسین )مایع دارای آنتي
درجه  37ساعت در دمای  11مدت به و کشت داده

-بهشد. نگهداری  شیکردار انکوباتوردر گراد سانتي
 وژیفیسانترلوله  اتیمحتومنظور تخلیص پلاسمید 

-و از رسوب باقي ختهیر ردو یيسپس محلول رو .شد
از روش لیز قلیایي به استخراج پلاسمید مانده جهت 

Plasmid DNA Extraction Kit  طبق پروتکل
-یي بهرسوب انتها :استفاده شد Genet Bioشرکت 

 بهحل و  زکنندهیبافر لو  معلق کننده بافردر  ترتیب
اضافه و  اتصال دهنده بافرگردید. سپس ورتکس  يآرام

ستون  به شد.سپس محلولجدا  يبه آرام یيرو محلول
شستشو  بافرچنین هم شد. وژیفیسانترو  هاضاف سیلیس

 وژیفیسانترو اضافه  ستونبه  بافر استخراجو  دهنده
 lsc دیپلاسم یحاوکه  دست آمدهبه محلول .دیگرد

  شد. يدرصد بررس کیژل آگارز  یاست بر رو

  lsc کایمریک ژن ریتکث
 oligoافزار شده با نرم يطراح اصياختص یهامریپرااز 
 ي. توالاستفاده شد lscجهت تکثیر ژن کایمریک  6

مر فرادست یپرا
ATGGCCCCGCAGAAAGCTTATTATA

GTATTA يمیبرش آنز گاهیاج دارای HindIII  در
فرودست  مریپرا يتوال بود و 0' یابتدا

TTAGTGATGGTGATGAATTCACTTAC
GGTGATG يمیبرش آنز گاهیجا دارای EcoRI  در

کلون سنتز  نایتوسط شرکت س و يطراح 0' یابتدا
 7/61ترتیب پرایمرها به Tmقابل ذکر است  .دیگرد

چنین گراد محاسبه شد. همدرجه سانتي 1/63و
( و primer loopپرایمرها از نظرعدم تشکیل حلقه )

و  زانیمبررسي شدند.  (primer Dimerجفت شدن )
 1 امل:ش PCRمواد لازم جهت انجام واکنش 

 تریکرولیم1(، نانوگرم 05الگو ) DNA تریکرولیم
 Xبافر  تریکرولیم 0/1مولار(، يلیم 05) میزیمن دیکلر
 0/5مولار(، يلیم 15) dNTP تریکرولیم 0/5، 15

 15) با غلظت اولیه  فرادست مریپرا تریکرولیم
 ودستفر مریپرا تریکرولیم 0/5 ،میکرولیتر( پیکومول/

 Taq میآنز ،(تریکرولیم پیکومول/ 15) با غلظت اولیه 

DNA polymerase (0/5 معادل یک  تریکرولیم
میکرولیتر  10حجم واکنش به  تیو در نهاواحد( 

دمای ذوب برای  PCRبرنامه  رسانده شد. طبق
 ادیازد یبراگراد درجه سانتي 1/63و 7/61پرایمرها 

دست آوردن پس از به تنظیم گردید.قطعه مورد نظر 
 Pfu می( واکنش فوق با آنزیيدما انی)گراد نهیبه یدما

DNA polymerase  که دارای خاصیت تصحیح
ها از شرکت کلیه آنزیم، انجام شد. استکنندگي 

  چرخه هر اجرای نحوهتهیه شده بود.  کیفینتیترموسا
PCR واسرشتگي  از: بود عبارت(Denaturation) 
 یقه،دق 1 مدتبه گرادسانتي درجه 18 دمای در اولیه

 دمای در ثانیه 15 مدتبه واسرشتگي چرخه 30 سپس
 65 دمای در ثانیه 15 گراد، اتصالسانتي درجه 18

 درجه 68 دمای در ثانیه 45تکثیر و گرادسانتي درجه
 درجه 68 دمای در تکثیر نهایت درو گرادسانتي
 ریپس از تکث گرفت. انجام دقیقه 0 مدتبه گرادسانتي
درصد  1ژل آگارز  یبر رو PCR، محصول يژنقطعه
 شد. يبررس

و  (+)pcDNA3.1 یانیوکتور ب یسازهمسانه
 lscاتصال ژن 

 به الحاق نمودن آماده جهت(+)pcDNA3.1  وکتور
 1 مدتبه Hind III و EcoRI آنزیم دو با lsc ژن

 قرار هضم مورد گرادسانتي درجه 37 دمای در ساعت
. فورز شدالکترو درصد یک آگارز ژل بر روی گرفت و

 با و جداسازی ژل از آمده دستبه قطعه نهایت در
پروتکل  طبق Gel Purification Kit از استفاده

انجام پس از  .گردید تخلیص  GeNet Bioتشرک
، الحاق PCRو محصول  هضم آنزیمي روی وکتور

به نسبت یک به  هدف با پلاسمید برش خورده هقطع
واکنش اطمینان از جهت  گرفت.انجام  قطعه سه

طراحي نیز   (Control)لیگاسیون، یک واکنش شاهد
 تست جهت با واکنش هرکه از  سازی شدو آماده
به  PCRجای محصول با این تفاوت که بهبود یکسان 

 ،سازی. پس از آمادهشدافزوده  آب مقطرواکنش 
درجه  11 ساعت در دمای 1مدت واکنش فوق به

 . شدقرار داده گراد سانتي

 TOP10 ی سلول مستعدسازآماده
سازی سلول مستعد، از روش استاندارد برای آماده

TFB  استفاده گردید. سویهTOP10  از باکتری
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E.coli  محیط درLB صورت شبانه کشت داده مایع به
شدند. پس از رسیدن کدورت محیط رشد باکتری در 

محیط سانتریفیوژ  4/5نانومتر به  655طول موج 
با  TFBI (KACب در محلول ترتیگردید و رسوب به

غلظت   MnCl2. 4H2Oمولار،میلي 35غلظت نهایي 
 .CaCl2 مولار،میلي 155غلظت  KClمولار، میلي 05

 2H2O و درصد(  10مولار و گلیسرول میلي 15غلظت
TFBII (MOPS  مولار، میلي 15با غلظت نهایي

CaCl2. 2H2O  مولار، میلي 70غلظتKCl  غلظت
استریل حل درصد(  10گلیسرول  مولار ومیلي 15

-درجه سانتي -75گردید و تا زمان مصرف در دمای 
به درون  بیناقل نوترکسپس  گراد نگهداری شد.

ي انتقال مستعد شده به روش شوک حرارت یباکتر
-يآمپ یحاو LB یهاتیپل یرو ها يکلون .داده شد

( ظاهر تریل يلیدر هر م کروگرمیم 155)غلظت  نیلیس
 شدند.

  lsc حاوی ژن pcDNA3.1 ید کلون هاییأت
های  از کلوني موردنظرسازی ژن برای تأیید همسانه

تخلیص گراد درجه سانتي 37تشکیل شده در دمای 
 Plasmid DNAروش لیز قلیایي از پلاسمید با 

Extraction Kit شرکت  طبق پروتکلGenet bio 
و هضم آنزیمي  PCRعنوان الگو در واکنش انجام و به

با استفاده از  استفاده شد. HindIIIو   EcoRI از
توالي پرایمر رفت: با  T7پرایمرهای 

و  ’5-  -                    
توالي برگشت: 

کلوني  ’5-   -                   
PCR  گراد انجام شد.  سانتي  درجه 65در دمای 

 در سلول pcDNA3.1-lscارزیابی بیان ژن 
HEK293T  

با  lscحاوی ژن  بینوترکپلاسمید  انیب ارزیابي یبرا
 TurboFect Transfection کیت استفاده از 

Reagent سلول  هبHEK293T ( پاستور  تویانست
در  يالیتلیاپ یهاشد. سلول انجام ترانسفکت( رانیا

 جهت درصد پاساژ داده شد. 81 يکانفلوئنس
 TurboFect یتجار تیترانسفکشن، از ک

Transfection Reagent  طبق پروتکل شرکت
Thermo Fisher Scientific  استفاده شد که بر

 تیپل. دینمايعمل م یيایمیوشیب یهاروش یمبنا

ها در انکوباتور قرار داده شد تا عمل انتقال سلول یحاو
 انیبساعت انجام شود.  14توسط توربوفکت بعد از 
با استفاده از روش ساعت  71 پلاسمید نوترکیب بعد از

 . لاتینگ ارزیابي شدوسترن ب

 وسترن بلاتینگ
های مرحله رشد لیزات سلولي تهیه شده از سلول

دهي شد. سپس با استفاده از آوری و رسوبنمایي جمع
)شرکت  HRP با متصل Anti-His tag بادی آنتي

 درصد SDS-PAGE 11ژل  یبر روسیگما( 
 غشای روی انتقال مورد استفاده بر بافر الکتروفورز شد.

 48مولار، تریس میلي 31سلولز شامل گلایسین  رونیت
کاغذ نیترو درصد بود. سپس  15مولار، اتانول میلي

 skim milkگرم  0کننده )بلوکهدر داخل بافر سلولز 
ساعت در  1مدت به  (PBS (1x)لیتر میلي 155در 
منظور پوشش نواحي آزاد و بهگراد درجه سانتي 37

کاغذ ر هر مرحله قرار گرفت. د پروتئینفاقد 
 50/5واجد  PBS)بافر  PBSTبافر  با نیتروسلولز

 بادی آنتي در مرحله بعد شستشو داده شد.( 15توئین 
در داخل  1:1555رقت ) Anti-His tagمونوکلونال 

و به  اضافه PVDFغشای  روی بر (PBS(1x)بافر 
گراد  درجه سانتي 37  ساعت در دمای یکمدت 

محلول و  H₂O₂%( 35زور )سپس کاتالی .شد نگهداری
غشای روی آمینو بنزیدین( بر   )دی DABسوبسترا 

با آب  اکنشو پس از ظهور باندها و استفادهنیتروسلولز 
 .گردیدمقطر مهار 

 هایافته
 ساختار ژن کایمریک 

 ،LtB (aa 154)های حاوی بخش lscژن کایمریک 
CtxB (aa 151 و )StB (aa 75 )نده . ژن کدکناست

و  EAAAKاین سه پروتئین با استفاده از لینکر 
YAPQDP  به یکدیگر متصل شده بود. سازه مورد

و همکاران تهیه شد )شکل  Kazemiنظر از تحقیق 
1 .) 

 PCRیید حضور پلاسمید نوترکیب با تکنیک أت
 E.coli BL21(DE3) در سویه که ژن مورد نظر

 Plasmid DNA Extraction Kitکلون شده بود با 
استخراج و روی ژل  Genet bioشرکت  طبق پروتکل
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بر روی ژن  PCRواکنش  .دآگارز یک درصد بررسي ش
lsc  با استفاده از پرایمر اختصاصي صورت گرفته و

موجب تکثیر قطعه مورد نظر شد. ژن تکثیر یافته، در 
 .(1)شکل  جفت باز بود 133ه زمقایسه با مارکر در اندا

 

 
 .استو قطعات رابط  ctxBو  ltB  ،stxBهای دهنده ژنکه نشان lsc کیمریاز ژن کا يکیشکل شمات -1شکل 

                                           

                                                                  
 .Pfuمراز با آنزیم ای پليمحصول واکنش زنجیره :1ستون مولکولي. گر وزن : نشانMستون  .PCRمحصول واکنش تصویر الکتروفورز  -1شکل 

 lscسازی ژن همسانه
پس از انجام واکنش اتصال، محصولات واکنش با روش 

 E.coli TOP10به سلول مستعد  يشوک حرارت

ظاهر شده بر  یهاکلون یانتقال داده شد. سپس بر رو
 PCRواکنش  نیلیسيآمپ یآگار حاو LB طیمح یرو

  (.3)شکل  انجام شد ياختصاص یرهابا آغازگ
 

 
انتخاب شده. ستون  یهايدر کلون بیژن نوترک ری: عدم تکث6تا  1. ستون يمولکولگر وزن نشان: Mستون .بیقطعه نوترک یحاو يکلون -3شکل 

 .تکثیر شده بینوترک ي: کلون7
 

 های نوترکیبکلونهضم آنزیمی 
های -سازی، روی کلوني یید همسانهأمنظور تبه

 واکنش هضم با دو آنزیم PCRنوترکیب پس از 

EcoRI  وHindIII  انجام شد و دو باند رویت شد که
 bp 133طول به دهنده جدا شدن قطعه الحاقينشان

(.4)شکل  استاز وکتور 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

14
00

.1
1.

42
.5

.5
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
25

-1
0-

22
 ]

 

                             6 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1400.11.42.5.5
https://ncmbjpiau.ir/article-1-1383-en.html


89

لی
کو

مول
ی  

لول
 س

ژی
ولو

کن
وت

 بی
ای

ه ه
تاز

له 
مج

 

 

 
 

 
و وکتور  lscن هضم آنزیمي ژ )الف(. دست آمدهبه هایکلونهضم آنزیمي  ،(+)pcDNA3.1و وکتور  lscهضم آنزیمي ژن  -4شکل 

pcDNA3.1(+) . ستونMوکتور: 1مولکولي. ستون  وزن گر: نشانpcDNA3.1(+) ژن : 1. ستونlsc. )دستبه یهاهضم آنزیمي کلون )ب 
بر روی کلون مورد نظر که جدا شدن و که حضور  PCRپس از واکنش  هضم آنزیمي: 1، ستون DNA: نشانگر وزن مولکولي Mستون  هآمد

 کند.یید ميأرا ت bp 133طول هقطعه نوترکیب ب
 

و بررسی بیان ژن  های حیوانیکشت سلول
 کایمریک

های واجد پس از کشت کلوني lscبیان ژن کایمریک 
درصد  SDS-PAGE 15پلاسمید نوترکیب روی ژل 

پروتئین نوترکیب تولید شده با بررسي شد. صحت 
به بادی ضد هیستیدین روش وسترن بلات و آنتي

نتایج بیان پروتئین روی ژل  ررسي شدبروش کیفي 

SDS-PAGE دهنده حضور یک باند در محدوده نشان  
بازی  جفت 133  قطعه  کیلو دالتون بود که با اندازه 31

(. 0با احتساب بخش الحاقي مطابقت داشت )شکل 
با استفاده از روش  نیپروتئ صیپس از تخلچنین هم

 تی. در نهاغلظت شد نییموردنظر تع نیپروتئ برادفورد
 گراديدرجه سانت -75در  LSCشده  صیتخل نیپروتئ

 شد. ینگهدار

 

 
لیز نمونه  :1 ستونپروتئین،  وزننشانگر : Mستون  .Anti-His-Tagبا استفاده از  نگیبه روش وسترن بلات بینوترک نیپروتئ دییتأ -0شکل 

حاوی  پروتئین باکترینمونه : 3ستون  ،)کنترل منفي( ی ترانسفکت نشدهها: لیز سلولي از سلول1ستون  ،های ترنسفکت شده سلولي از سلول
 .lscپلاسمید نوترکیب 

 بحث  
، روشي جدید و DNAواسطه واکسیناسیون به

های دیگر بوده است. ساختار جایگزیني برای واکسن
-اصلي و مشخصي که از ابتدا تاکنون برای این واکسن

-است که بهپلاسمیدی  DNAها درنظر گرفته شده، 
-عنوان ناقل برای انتقال ژن ترانسفورم شده به کار مي

های زیرواحدی از عوامل . در ترکیب واکسنرود

کننده و شامل عوامل کلونیزه ETECزای بیماری
شود. سم حساس استفاده مي STو  LTای سموم روده

، سم شبه شیگا ETEC(، باکتری Ltبه حرارت )
(Stx باکتری ،)EHEC و سم کل( راCtx باکتری )

عنوان هستند که به AB5ویبریوکلرا از دسته سموم 
های زیرواحد یک کاندیدای واکسن در طراحي واکسن

مورد توجه محققان قرارگرفته و نتایج نشان داده است 
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تواند زای مهم ميکارگیری این عامل بیماریکه به
های خنثي کننده و حفاظتي سیستم ایمني را در پاسخ

  .(14) ته باشدپي داش

به اهمیت نقش کلیدی در همین راستا، با توجه
( در CTXو  LT، STXده )های نامبرتوکسین

ای و های رودهپاتوژنیسیته عوامل باکتریائي بیماری
های حفاظتي دهنده پاسخي که نشانهایهمطالع

، استها زایي مناسب توسط آنمناسب ناشي از ایمني
کارگیری یک کاندید واکسن با ساختار طراحي و به

ها بر ژني سه گانه در برگیرنده ناحیه اتصالي این ژن
بیوانفورماتیکي مورد توجه قرار  هایهبنای مطالعم

  .(17) گرفت

به  1517و همکاران در سال  Porterای در مطالعه
 ،DNAاند به تحقیق در مورد واکسن چاپ رسانده

ات در دمای محیط بدون نیاز به ثب ،سهولت تولید
های طبیعي و زنجیره سرد و توانایي تقلید از عفونت

ها از اند که هر یک از آنایجاد پاسخ ایمني پرداخته
-های تولید این واکسن به شمار ميترین جذابیتمهم

هایي در مورد صدور مجوز چنین به موفقیترود. هم
  .(18) اندچندین واکسن دامپزشکي دست یافته

langer  یها روش یبر رو 1513و همکاران در سال 
از  يانسان یهایماریو درمان ب یریشگیپ یبرا دیجد
به  وانجام داده  DNA يکیولوژیب ونیناسیواکس قیطر

-واکسنزایي يمنیبه ابا توجه تریي موارد بیشبررس
در صورت ادغام  یيزا، از جمله جهشDNA یها

ضد  یهایباديآنت ياحتمال لی، تشکيکروموزوم
DNAستمیتحمل س ای يمنیخود ا یهاپاسخ ی، القا 

 يموضع یها، به واکنشنیبر ا. علاوهنداپرداخته يمنیا
گسترش  از يناش يو عوارض جانب زیدر محل تجو

DNA هدفمند توجه شده  ریغ یهابه بافت دیپلاسم
آن  هایمحصول از خطر یایاگر مزا چنین. هماست

 یمحصول دارا کیتحت درمان فراتر رود،  ماریب یبرا
 یادر مطالعه .(11) دمنافع خطر قابل قبول خواهد بو

 یبر رو 1511و همکاران در سال  Ghanemکه 
 یهابا واکسن سهیو مقا دیپلاسم DNA هیواکسن با پا

 انجام دادند نشان داد که روسیبر و يمبتن يمعمول
pDNA هماست دیتوسعه و تول یبرا یترعیراه سر .-

زمان اتکا به نسبت يسلولکشت  یندهایبر فرآ نیچن

در حمل و نقل و  یترشیب یریپذداشته و انعطاف
حامل  یها و اجزایباديآنت کیدارند. تحر یسازرهیذخ

 نیتراز مهم يعنوان برخبه يمنیا ستمیسلول از س
در نظر گرفته  pDNA یهااستفاده از واکسن یایمزا

 یهاکیبه تکن یاژهیتوجه و زیشود و نيم
، یينها هیبا هدف کاهش مراحل تصف يگرافکروماتو
منظور ، بهيانیم یو بهبود هیپس از اول یجداساز

به محصول  دنیرس یکاهش تعداد مراحل لازم برا
-هم .(15) خام انجام دادند دیخالص از پلاسم یينها

سازه  1551و همکاران در سال  Amaniچنین 
ها را خالص و نتایج حاصل را در موش EITکایمریک 

و  Kazami .(11) صورت تزریقي ارزیابي کردندهب
زایي زیرواحد اتصالي يایمن 1516همکاران در سال 

ها مورد بررسي را در موش rSTX2Bسم شبه شیگا 
برای این سازه در تحقیق قبل، جهت  .(17) دادندقرار 

ژني از لینکر استفاده شد و  هایهجداسازی قطع
خوبي های بیوانفورماتیکي نشان داده بود که بهيبررس

ند. هستقادر به جداسازی هر سه قسمت از یکدیگر 
افزار ساختار پروتئین کایمریک حاصل به کمک نرم

مورد بررسي قرار گرفت و نتایج حاصل نشان داد که از 
و نیز  mRNAچنین ساختار نظر پایداری و هم

 .استت مناسبي ساختار دوم و سوم پروتئین در وضعی

در وکتور  lscژن  یسازهمسانه قیتحق نیدر ا
 عنوان منظور استفاده از آن بهبه pcDNA3 يوتیوکاری

DNA برای  .ه استوردتوجه قرار گرفتاکسن مو
رسیدن به این منظور پس از استخراج پلاسمید 

 bp133باند  يمیهضم آنز ه کمک روشبنوترکیب 
وکتور بیاني  سازییید گردید. پس از آمادهأت

یوکاریوتیک قطعه موردنظر به آن اضافه و پس از 
سازی در سلول مستعد حضور آن با روش همسانه

PCR یید قرار گرفت که با أو هضم آنزیمي مورد ت
چنین وکتور نتایج مورد انتظار مطابقت داشت. هم

 جهینتمنتقل شد.  HEK293Tیوکاریوتي به سلول 
استخراج شده از  یهانیپروتئ یبر رو نگیوسترن بلات

ضد  یباديبا استفاده از آنت HEK293T یهاسلول
His-Tag در محدوده  ياختصاص ينیباند پروتئ کی

 انیکننده ب دیأیدهد که تيدالتون را نشان م لویک 45
 وتیوکاری يانیب ستمیدر س LSC بینوترک نیپروتئ

 یدر انتها His-Tag کهنیبه ااست. با توجه
 جهیقرار دارد نت بینوترک نیپروتئ نیا يلیکربوکس
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است.  نیکامل پروتئ انیدهنده بنشان نگیوسترن بلات
 LSC بینوترک نیپروتئ یبر رو نگیدر وسترن بلات

شده باند  انیب E.coli يوتیپروکار يانیب ستمیس
رسد ينظر مشود. بهيده مهاز نظر اندازه مشا يکسانی
 رهاییل که تغاحتمابهاست  نیدهنده انشان جهینت نیا

تواند منجر يکه م ونیلاسیکوزیگل ریپس از ترجمه نظ
 ستمیشود در س بینوترک نیوزن پروتئ رییبه تغ

انجام نشده است.  بینوترک نیپروتئ یبر رو وتیوکاری
 نیا LSC بینوترک نیپروتئ انینکته قابل توجه در ب
مورد استفاده در  lsc هشد یسازاست که ژن همسانه

مورد استفاده قرار  يقبل قاتیاز تحق که قیتحق نیا
 زبانیم يکدون حیگرفته است، بر اساس جدول ترج

 نیپروتئ نیا انیشده است. ب یسازنهیبه E.coli يانیب
است که  نینشان دهنده ا يوتیوکاری ستمیدر س
وجود داشته  يکدون حیکه از نظر ترج يهائتیمحدو
 يوتیکاروی ستمیدر س نیپروتئ نیا انیمانع ب تهنتوانس
های این تحقیق استفاده از از جمله محدودیت شود.

 به بدن موجود زندهو تزریق مارکر  یدارا یوکتورها
-ژن در بافت انیب يفیو ک يکم ریمقاد جهت بررسي

از  یترروشن ریتصو ستتوانيم بود کهمختلف  یها
 موردنظر ارائه دهد. DNAعملکرد واکسن 

 گیری نتیجه
رسد که پروتئین  نظر ميبهقیق به نتایج تحبا توجه

برداری در زمینه  تواند آماده بهرهمي LSCکایمریک 
عنوان جزئي از زایي در حیوان مدل بوده و به ایمني

DNA ها مورد استفاده قرار -واکسن علیه عفونت
 گیرد.

 سپاسگزاری
 کارشناسي ارشد نامهپایان از بخشي حاضر تحقیق
 نور تهران واحد ریپیام مصوب دانشگاه  ژنتیک رشته
 .است
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