
New Cell Mol Biotech
j.12/46 , 2022

Research  article

25

Scan online to view this article

 

Cloning, Expression and Purification of the Outer  
Membrane of Tir Protein from E.coli O157: H7  

and Evaluation its Structure  
Shilla Phalsaphi1, Jafar Amani2, Seyed Ali Mirhosseini2* 

1. Department of Biochemistry, Pharmaceutical Sciences Branch, Faculty of New Technologies, Islamic Azad 
University, Tehran, Iran.  
2. Applied Microbiology Research Center, Systems Biology and Poisonings Institute, Baqiyatallah University of 
Medical Sciences, Tehran, Iran 

Abstract  
Aim and Background: Enterohemorrhagic E. coli O157: H7 is an important human and animal 
pathogen that causes hemolytic uremic hemorrhagic diarrhea in humans. The binding to host cells is 
the first step in stabilizing this bacterium through the secretion system of the type (T3SS) III and 
through the interactions between secretory proteins. Tir is a protein that is transferred to the host cells 
after expression in the bacterium and via T3SS and is located in the membrane and plays an important 
role in the bacterial binding to the host. The purpose of this research is to clone a gene construct that 
has Tir virulence factors. 
 
Materials and Methods: Specific primer design for tir gene was performed using oligo softwares 
and gene amplification was performed by PCR reaction on a DNA template. After the enzyme 
digestion, the gene was inserted into expression vector pET28a; the construct was transformed to the 
expression host. After confirmation of gene cloning, the Tir recombinant protein was expressed by 
induced IPTG induction. The western blot analysis was carried out to confirm Tir protein. The gene of 
tir was cloned inside pET28a vector.  
 
Results: Cloning of tir gene in pET28a vector was performed appropriately between desired sites and 
after induction protein, the Tir recombinant protein showed appropriate and significant expression. 
The antibody used in Western blot was also able to properly detect Tir.Conclusion: After the 
induction, the protein of Tir showed a remarkable expression of the recombinant protein. As a result, 
this structure can be used to produce Tir protein for immunological studies against E.coli O157: H7. 
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 ، بیان و تخلیص بخش خارج غشایی سازیهمسانه
 آنارزیابی ساختاری  و E.coli O157:H7 از باکتری Tir پروتئین

 *2سیدعلی میرحسینی، 2جعفر امانی، 1شیلا فلسفی

 تهران، ایران.   ،دانشگاه آزاد اسلامي ،واحد علوم دارویيهای نوین، دانشکده فناوریبیوشیمي، گروه  .0
تهران، ایران دانشگاه علوم پزشکي بقیه الله )عج(،، کاربردی لوژیمرکز تحقیقات میکروبیوها، مسمومیتانستیتو سیستم بیولوژی و  .3

 
 چکیده 

 مهم پاتوژن یک O157:H7 سویه (Enterohemorrhagic E. coli)تروهموراژیک ان اشرشیاکلي باکتری :و هدفسابقه 
-سلول به اتصال. شودمي همولیتیک اورمي سندروم و خونریزی دهنده اسهال بروز موجب انسان در که است حیوان و انسان
 بین کنشمیان طریق از و III (T3SS) نوع ترشحي سیستم واسطهبه که است باکتری این تثبیت در گام اولین میزبان های

 منتقل میزبان سلول به T3SS طریق از و باکتری در بیان از پس که است پروتئیني Tir .گیردمي صورت ترشحي هایپروتئین
 که است سازه ژني ساخت تحقیق این از هدف. دارد میزبان به باکتری اتصال در مهمي نقش و شودمي مستقر آن غشای در و
 . است Tir ویرولانس فاکتورهای اراید
 

 وسیلهبه ژن تکثیر و شد انجام  Oligoافرازنرم از استفاده با tir ژن برای اختصاصي پرایمر طراحي ها:مواد و روش
انتقال ،  pET28aدرون ناقل بیاني ژن الحاق و آنزیمي هضم هایپس از واکنش. گرفت صورت الگو DNA روی ازPCR واکنش

 IPTG القاگر از استفاده باTir پروتئین  نوترکیب بیان ژن، سازیهمسان ییدأت از پس. شد انجامناقل به درون میزبان بیاني 
 .شد انجام بلات وسترن آنالیز  Tirپروتئین ییدأت برای. گرفت صورت

 
 پس Tir پروتئین و شد انجام مطلوب هایجایگاه بین مناسب شکل به pET28a وکتور درون tir ژن سازیهمسان :ها یافته

 شکل به توانست نیز بلات وسترن در استفاده مورد بادیآنتي. داد نشان توجهي قابل و مناسب بیان پروتئین نوترکیب القا، از
 .کند شناسایي را Tir مناسبي

 
 از را Tir پروتئین از توجهي قابل نوترکیب بیان که شد ساخته tir ژن محتوی پایدار سازه مطالعه، این در گیری: یجهنت

 E.coli O157:H7 علیه زایيایمني هایهمطالع جهت Tir پروتئین تولید برای توانمي را سازه این بنابراین. داد نشان خود
 .کاربردب

 
 Tir ،. Iau Science سازی،همسان نوترکیب، نپروتئی ،O157:H7 اشرشیاکلي :کلیدی هایواژه

 
 مقدمه

یک عامل  O157:H7انتروهموراژیک  اشرشیاکلي

عنوان یک عامل بهقله از مواد غذائي بوده و تزای منبیماری
های سیستمیک اصلي و مهم در ایجاد اسهال و بیماری

-بهمیلیون مرگ و میر  5شود. سالانه بیش از ميشناخته 
واسطه آلودگي به این هسال ب 5کودکان زیر  در خصوص

. در بین عوامل مولد اسهال، (0،3)شود پاتوژن گزارش مي
عنوان به انتراهموراژیک مولد شیگاتوکسین اشرشیاکلي

زا با دوز بیماری تشدبههای گروه هتروژني از باکتری
 0-011ار پایین معرفي شده است که حتيعفوني بسی

. (2،0) سلول آن هم توانایي تولید بیماری را دارند
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عنوان عامل بهانتروهموراژیک نخستین بار  اشرشیاکلي
طي  0191 زای انساني در آمریکا و در اوایل دههبیماری

خونریزی دهنده و سندروم شیوع گسترده التهاب روده 
پدیدار شد که مشخص شد عامل آن اورمي همولیتیک 

کننده سوربیتول  مولد شیگاتوکسین و غیرتخمیر سویه
(NSF) شرشیاکلينام اهب O157:H7 و هنوز هم این  است

باکتری از نظر اپیدمیولوژی، بالیني و میکروبیولوژی 
این باکتری جزء خانواده  .(5) اهمیت جهاني دارد

attaching and effacing گرم  زایهای بیماریباکتری
ضایعات  علت ایجادبهای هستند و منفي روده

هیستوپاتولوژیک وخیم در اپیتلیال روده به این نام خوانده 
شوند. این ضایعات براساس از دست دادن میکروویلي، مي

اتصال محکم و آسان باکتری به سلول میزبان و تشکیل 
در زیر غشاء  Fهای اکتین ساختار پایه غني از فیلامان

ي یصال باکتریاتهای محل اجایگاهسلولي میزبان در 
ي ایجاد این ضایعات ی. توانا(1،7) شوندتشخیص داده مي

هیستوپاتولوژیک با قدرت کلونیزه شدن باکتری در روده 
یل ساختار پایه متکشود. ميب بیماری بمرتبط بوده و س

-پروتئینبه انتقال  O157:H7 اشرشیاکليي توسط اکتین
های میزبان توسط سلولي به داخل یهای افکتور باکتریا

از جمله  .(9)است وابسته  IIIسیستم ترشحي نوع 
افکتور دخیل در تشکیل پایه اکتیني گیرنده های پروتئین

 . (1) است (Tir)اینتیمین انتقال دهنده 
 

Tir یک پروتئین غیرفسفریله است که در اپرون LEE5 
 اشرشیاکليقرار دارد و در سویه  eae کنار ژن

. در خوانده مي شود EspE انتروهموراژیک تحت عنوان
 79اندازه این پروتئین انتروپاتوژنیک  اشرشیاکلي

بخش انتهای  مشاهده شده است که بوده ودالتون کیلو
های سویهبا  زیادی تفاوت،  Tirپروتئین کربوکسیلي
مولد  اشرشیاکليانتروپاتوژنیک و سویه  اشرشیاکلي

بعد از ساخته Tir  پروتئین .(01) وجود دارد شیگاتوکسین
و   Aهای پروتئین کینازشدن در باکتری، توسط آنزیم

تیروزین کیناز سلول میزبان، در سرین و تیروزین انتهای 
 11کربوکسیل خود دچار فسفریلاسیون شده و وزن آن به 

 .شودگفته مي  HP90نآرسد و به کیلودالتون مي
ک دیگر سپس به کم ،فسفریله شده  Tirپروتئین
و   EspD  ،EspB ،EspAهای ترشحي مانندپروتئین

و در حضور پروتئین چاپرون  III سیستم ترشحي تیپ
به   CesTنامهب  LEEکدشده توسط جزیره پاتوژنیسیته

عملکرد پروتئین  .(2) سلول میزبان منتقل مي شود غشای

Tir  است که پس از انتقال و ورود به داخل به این صورت
سلول میزبان، کانفورماسیون حلقه سنجاق سری را در 

گیرد که دارای ميخود غشاء پلاسمائي سلول میزبان به
های داخل سلولي انتهای آمینو و انتهای دامین

کربوکسیلي و یک دامین خارج سلولي مرکزی بوده و به 
شود. ميتیمین، متصل پروتئین غشاء خارجي باکتری، این

در غشاء سلول میزبان و  Tirبندی پروتئین دستهتجمع و 
های آبشاری را به سیگنالینگمتعاقب اتصال با اینتیمین، 

گیری ساختار پایه شکلاندازد که در نهایت سبب ميراه 
موجب  Intimin/Tir کمپلکس چنین،همشود. مياکتین 
بعدی  هایتغییرهایي به سلول میزبان شده و پیامارسال 

 Tirعلاوه، پروتئین به. (2،00)آورد ميوجود بهرا در آن 
نال علیه وکل بادی پليآنتيو  استیک عامل ایمونوژیک 

انتروهموراژیک به  اشرشیاکلياین پروتئین، کاهش اتصال 
 این پروتئین ،رواینشود. از ميهای میزبان را سبب سلول
کاندید ایمونوژیک جهت  وهای مناسب ژنآنتي دارای

 اشرشیاکليسازی  جلوگیری از فرآیند اتصال و همسانه
و سنتز  تحقیق این هدف از .(01) است O157:H7 سویه

در میزبان کلونینگ   Tirنوترکیب پروتئینبیان 
 .استن آساختار پروتئیني ارزیابي پروکاریوتي و 

 
 ها روشمواد و 

   tir - pET28a تهیه سازه ژنی
که  استتوصیفي  -مطالعه حاضر از نوع پژوهش تجربي

 Tirبخش خارج غشایي پروتئین منظور بیان نوترکیب به
توالي ژن در میزبان انجام شد.  E.coli O157:H7باکتری 

tir  استخراج شده از سایت
uniprotkbwww.uniprot.org/help/https:// رای ب

جهت ه شد. سفارش داد آورانژن فن سنتز به شرکت
و ایجاد  pET28aدر  tirژن  سازیهمسانهتسهیل در 

حاوی  رفتدو پرایمر  DNAتوالي برای  انتهای چسبان،
و پرایمر  EcoRI محدودگرتوالي جایگاه برش برای آنزیم 

 گربازگشت حاوی توالي جایگاه برش برای آنزیم محدود
HindIII لونسیناک) در نظر گرفته شد آلمان(-)سیگما-

با استفاده از مخلوط واکنش حاوی  PCRبا روش  .(ایران
 5/3پیکومول از هریک از پرایمرها رفت و بازگشت،  01

 5مولار از هریک از چهار دزوکسي ریبونوکلئوتید ها، میلي
 MgCl2 ،35مولار ازمیلي PCR ،5/0لیتر از بافر میلي
 DNAواحد از آنزیم  MgSO4 ،5مول بر لیتر میلي

الگو  DNAنانوگرم  51و مریکا(آ -)فرمنتاز Pfuپلیمراز 
دقیقه در دمای  0لیتر( تحت برنامه میلي 21)حجم نهائي 
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دقیقه در  0گراد جهت واسرشت شدن، درجه سانتي 10
دقیقه  0گراد جهت اتصال پرایمر ،درجه سانتي 10دمای 

 21مر شدن برایيگراد جهت پلدرجه سانتي 73در دمای 
منظور بررسي اندازه و کیفیت، به سیکل تکثیر شد.

 5/0از روش الکتروفورز بر روی ژل آگاروز  PCRمحصول 
دقیقه الکتروفورز با ولتاژ  21درصد استفاده شد بعد از 

آمیزی شد و توسط رنگ، ژل توسط اتیدیوم برماید 91
 مشاهده شد. geldoc (Biorad, USA)دستگاه 

 
 tirژن  سازه سازی همسانه

استخراج  PCR، محصول tirژن  سازهسازی همسانهجهت 
صورت جداگانه به به pET28aو وکتور شده از ژل آگارز 

و در مخلوط واکنش  HindIIIو  EcoRIهای کمک آنزیم
واحد از  DNA ،5/07میکروگرم از  X3 ،5/0حاوی بافر 

 0پس از  HindIIIاحد از آنزیم و EcoRI ،5/07آنزیم 
در گراد درجه سانتي 27ساعت انکوباسیون در دمای 

منظور توقف به .های اختصاصي برش داده شدندجایگاه
 01مدت بهگراد درجه سانتي 15ها در نمونههضم آنزیمي، 

ها، آنزیمجهت بررسي عملکرد هضم  دقیقه انکوبه شدند.
درصد  0بر روی ژل آگاروز  هضم آنزیمي محصول

ژن نانوگرم از  111جهت الحاق، سپس  الکتروفورز شد.
tir ،311 گرم از وکتور بیاني خطي شده میليpET28a ،

 T4 DNAواحد از آنزیم  01و  1X لیگاز T4 DNAبافر 
ساعت در  0مدت بهلیگاز در میکروتیوب اضافه شد و 

درجه  0ساعت در دمای  01گراد و انتيسدرجه  27دمای 
گراد انکوبه شد. بعد از زمان سپری شدن سانتي

مستعد های سلولانکوباسیون، وکتور نوترکیب به داخل 
E.coli BL21(DE3)  به روش شوک حرارتي ترانسفرم

های ترانسفرم شده بر بر روی محیط باکتریشد. سپس 
LB  لیتر کانامایسین میليم در میکروگر 31آگاردار حاوی

درجه  27ساعت در دمای  05مدت بهکشت داده و 
های رشد کرده روی این گراد انکوبه شدند. کلونيسانتي

در نوترکیب حاوی وکتور حضور ید أیتجهت محیط 
 EcoRIهای آنزیم باکتری توسط دو روش هضم آنزیمي با

با پرایمرهای ذکر شده  PCRو انجام واکنش  HindIIIو 
 در قسمت قبل آنالیز شد. 

 
 Tir نوترکیب بیان پروتئین

میکرولیتر از باکتری  Tir ،51جهت بیان پروتئین 
لیتر میلي 5نسفرم شده حاوی وکتور نوترکیب در اتر

لیتر میليدر  میکروگرم 31حاوی  LBمایع  طمحی

رشد  پس از رسیدن کدورتتلقیح شد.  کانامایسین
با  IPTG، 1/1نانومتر به  111باکتری در طول موج 

مدت بهو به محیط کشت اضافه شد  mM 0غلظت نهایي 
سپس  گراد انکوبه شد.سانتيدرجه  27ساعت در  3

 rpm5111دقیقه با دور  5مدت بهسوسپانسیون باکتری 
در مرحله  آوری شد.جمعسانتریفیوژ شد و رسوب سلولي 

منظور تهیه لیزات سلولي، رسوب سلول باکتریائي بهعد ب
دو با با بافر فسفات سالین شستشو داده و به آن بافر لیز 

ای ثانیه 21چرخه  01 به آن افزوده و توسطکننده سلولي 
-بههای لیز شده سلول ها لیز شدند.سلول ،سونیکاسیون

درجه  0دمای  و در rpm03111دقیقه با دور  31مدت 
ي و رسوب حاصله یگراد سانتریفیوژ شد. محلول روسانتي

آوری جمعپروتئین محلول و نامحلول بیان جهت آنالیز 
 011درصد با ولتاژ  03و با ژل اکریل آمید دناتوره  شد

توسط رنگ کوماسي و دقیقه الکتروفورز  05مدت بهولت 
صحت توالي ژن یید أتمنظور هبآمیزی شد. رنگ G250بلو 

 31سازی شده، بعد از تخلیص پلاسمید میزان همسانه
نانوگرم پلاسمید به شرکت ژن  311میکرولیتر حاوی 
 فناوران ارسال شد. 

 Ni-NTAستون  با استفاده ازین ئتخلیص پروت
تحت شرایط  تخلیص پروتئین، Tirپس از بیان پروتئین 

با کمک  Ni-NTA ستون زا استفاده با دناتوره و
کروماتوگرافي میل ترکیبي انجام شد که در آن ذرات 
نیکل موجود در ستون کروماتوگرافي به دنبالة هیستیدین 
پروتئین نوترکیب متصل شده و سبب جداسازی آن از 

 03های حاصل توسط ژل الکتروفورز نمونه .شدمحلول 
تئین برای تعیین غلظت پرو درصد بررسي گردیدند.

شد. جذب محلول  تخلیص شده از روش برادفورد استفاده
نانومتر به کمک  515حاوی پروتئین در طول موج 

 دستگاه اسپکتروفتومتر خوانده شد. 
 
   توسط وسترن بلاتینگ ین نوترکیبئپروتیید أت

های تخلیص شده توسط ستون یکي از نمونه
بر ربوط به آن کروماتوگرافي و نمونه شاهد )بدون القا( م

ولت  011با ولتاژ  درصد03روی ژل اکریل آمید دناتوره 
پروتئین ها به و سپس  الکتروفورز شدند دقیقه 05مدت به

غشاء نیتروسلولز منتقل شد. سپس غشاء نیتروسلولز 
 0مدت یک شبانه روز در به% شیرخشک 5توسط محلول 

-PBSبافر  سپس باشود. گراد بلوکه ميسانتيدرجه 
Tween بادی شستشو داده شد. آنتيAnti His-Tag  با
روی کاغذ   PBS-Tweenدر بافر 0:3111رقت 
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ساعت در دمای اتاق  0مدت بهنیتروسلولز ریخته شد و 
نظر، رنگ جهت ظهور پروتئین مورد انکوبه شد.

 استفاده شد.   DABژنیکوکروم
 

 آنالیز ساختاری پروتیین نوترکیب
در  CDثانویه پروتئین نوترکیب توسط دستگاه  ساختار

مورد بررسي قرار گرفت. نانومتر(  011-351ناحیه دور )
برای تخمین درصد ساختار دوم حاضر در پروتئین 

از پروتئین  mg/ml  35/1، از غلظتTirنوترکیب 
 θنوترکیب در بافر فسفات استفاده شد تا میزان

(degcm2/dmol) ه از نمونه عبور موج الکترومغناطیسي ک
از بافر  CDگیری قرار بگیرد. طیف  کند مورد اندازه مي

چنین بافر فسفات فاقد حاوی پروتئین نوترکیب و هم
 پروتئین نوترکیب ثبت و اعداد حاصل از هم تفریق شدند.

افزار نرمبرای محاسبه درصد ساختارهای ثانویه از 
Estimation Program J-800 Protein Secondray 

Structure  .استفاده شد 
 

 نتایج
 افزاری پرایمرهانتایج طراحی و آنالیز نرم

های و مشخص کردن آنزیم Tirپس از آنالیز ژن قطعه 
کننده مورد استفاده، یک جفت پرایمر برای تکثیر محدود

سازی، سایت برش منظور همسانهبهژن طراحي گردید که 
پس رها قرار داده شدند. های فوق الذکر در سر پرایمآنزیم

 Taq های آنزیممراز با ایي پلياز انجام واکنش زنجیره
DNA Polymerase وpfu  توسط پرایمرهای اختصاصي

دست آمده بهمحصول واکنش ، tirطراحي شده برای ژن 
الکتروفورز شد.  0%گارز آمنظور بررسي بر روی ژل به

 tirژن  PCRمحصول  از الکتروفورزنتایج حاصل  0 شکل
ای با قطعهرفت ميطور که انتظار هماندهد. را نشان مي 

 جفت باز بر روی ژل مشاهده شد. 211اندازه 
 

 tirو ژن  pET28aنتیجه هضم آنزیمی پلاسمید 
 (PCR)مراز ای پليپس از تکثیر ژن توسط واکنش زنجیره

نظور اتصال قطعه هدف با حامل مبه و تخلیص پلاسمید،
 Ligationواکنش  T4 DNA Ligaseبه کمک آنزیم 

تولید وکتور نوترکیب، ید أیتصورت گرفت. در ادامه جهت 
انجام  EcoRIو  HindIII برش آنزیمي توسط دو آنزیم

طور هضم آنزیمي الکتروفورز شد. همان هایمحصولشد و 
جفت بازی و  211مي شود دو قطعه  دیده 3 شکلکه در 
مربوط به ژن ترتیب بهجفت بازی وجود دارد که  5211

tir  دهنده الحاق ژن نشانو وکتور خالي است وtir  به
 .استداخل وکتور بیاني 

 
نوترکیب  DNAهای حاوی نتیجه آنالیز همسانه

(Tir) 
 PCRش کلني یابي به همسانه صحیح از رومنظور دستبه

مراز استفاده شد. این روش مانند روش واکنش زنجیره پلي
ها مورد استفاده قرار گرفت با این که برای تکثیر ژن

، از کلني باکتری استفاده DNAتفاوت که به جای الگو 
نظر باشند با هایي که حاوی ژن موردشود. همسانهمي

د. نتایج کننپرایمر اختصاصي تکثیر شده و ازدیاد پیدا مي
PCR  نشان  2 شکل% الکتروفورز در 0را بر روی ژل آگارز

. نشان دهنده این است PCRداده شده است. نتیجه کلني 
مورد آزمایش وکتور ما را دریافت  هایهمسانهکه همه 

 اند.کرده
 

 بیان پروتیین نوترکیب
لیز باکتری  منظور بررسي بیان پروتئین نوترکیب، سلولبه

دست آمده، در بافر بههای شد و عصاره محلول و رسوب
نمونه پروتئیني حل شده و با الکتروفورز بر روی ژل 

درصد مورد بررسي قرار  03مید آریلکاپليدناتوره کننده 
های نوترکیب در بیان پروتئینید ؤمگرفتند. تصویر ژل 
E.coli BL21DE3 ول استهای محلصورت مجتمعبه .

 است  Tirکیلودالتوني مرتبط با بیان پروتئین  01باند 
 . (0 شکل)
 

 تخلیص پروتئین نوترکیب
-Ni) جهت تخلیص پروتئین نامبرده، از ستون نیکل

NTAبه ( استفاده شد. جهت شستشو پروتئین متصل
 21ستون، از محلول شستشو متشکل از ایمیدازول 

مولار استفاده شد. جهت ترسیب  9مولار و اوره  میلي
پروتئین نوترکیب نیز از محلول ترسیب متشکل از 

مولار استفاده  9مولار همراه با اوره میلي 351ایمیدازول 
های جدا شده از ستون بر روی ژل شد. در نهایت پروتئین

طور که در شکل همان% الکتروفورز شد.03پلي اکریلامید 
پروتئین نوترکیب، در فاز محلول بیان  شوددیده مي 5

 شده است.
 

 نتیجه آنالیز پروتئین نوترکیب به روش وسترن بلات
برای اطمینان از صحت ماهیت پروتئین تولید شده، از 
] روش وسترن بلات استفاده شد. برای انجام وسترن بلات 
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پروتئین نوترکیب خالص شده و سوپ سلولي حاوی 
زمان در دو چاهک کنار هم مطور هپروتئین نوترکیب به

بارگیری شدند. با انجام وسترن بلات مشخص شد که آنتي 
His-Taq طور اختصاصي بهبهHis-Taq   پروتئین

-Hisدهد. این در حالي است که آنتينوترکیب واکنش مي

Taq های موجود در کوچکترین واکنشي با دیگر پروتئین
شده در های بیان سوپ سلولي که حاوی تمام پروتئین

کیلودالتوني مرتبط با  01باکتری است، را نداشت. باند 
 (.1شکل ) است  Tirبیان پروتئین 

 
با  tirمراز ژن ایي پليمحصول واکنش زنجیره 3. ستون DNA، نشانگر 0ستون  . Pfuو  Taqمراز با دو آنزیم ایي پليمحصول واکنش زنجیره .0 شکل

 دهد.را نشان مي Pfuمراز با آنزیم ایي پليل واکنش زنجیرهمحصو 2مراز و ستون پلي Taqآنزیم 
 

 

 .tir، ژن 3صورت خطي. ستون ، ناقل برش خورده به0. ستون DNA، نشانگر M. ستون tirهضم آنزیمي ناقل حاوی ژن  .3 شکل
 

 

 tirژن  PCR، محصول 0،3،2. ستون DNA، نشانگر  Colony PCR.Mحاصل از  DNAهای حاوی نتیجه آنالیز همسانه .2 شکل
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-نمونه قبل از القا به، 3ستون  Tir، پروتئین نوترکیب 0، نشانگر اندازه مولکولي . ستون M. ستون SDS-PAGEبیان ژن نوترکیب به کمک  .0شکل 
 عنوان کنترل

 

 

، M)نشانگر پروتئین(. ستون  خروجي ستون، 3ستون  عنوان کنترل.به ءنمونه قبل از القا، 0ستون  . Tirنتیجه تخلیص پروتئین نوترکیب  .5 شکل
. درصد 5مولار همراه با گلیسرول میلي 211با بافر ایمیدازول  (Elution Buffer) استخراج شستشوی ستون با بافر ،2نشانگر اندازه مولکولي. ستون 

شستشوی ستون ، 5. ستون درصد 5ر همراه با گلیسرول مولامیلي 211با بافر ایمیدازول  (Elution Buffer) شستشوی ستون با بافر استخراج ،0ستون 
 (.MES)با بافر احیا کننده 

 
های بینینتیجه آنالیز ساختاری با استفاده از پیش

  CDبیوانفورماتیکی و 
به  Expasyبیني انجام شده در سایت اساس پیشبر

-https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgiآدرس 
bin/secpred_gor4.pl،  ساختار دوم پروتئین دارای

درصد  12/1و  (Alpha helix)درصد آلفا هلیکس  90/01
پیچدرصد  31/02و  (Extended strand)صفحات بتا 
دست آمده هب . نتایجاست (Random coil) های تصادفي

دهد ساختار دوم مينشان  Circular dichroismاز 
 (Alpha helix)درصد آلفا هلیکس  2/01پروتئین دارای 

 9/53و  (Extended strandدرصد صفحات بتا ) 1/1و 
 .(7 شکل)است ( Random coil)های تصادفي پیچدرصد 

 
 بحث

 هایپاتوژن اشرشیاکلي باکتری زایبیماری هایسویه
 را متعددی هایآسیب هاآن به ابتلا که ندهست خطرناکي

 اسهال، مولد عوامل بین در(. 0) کندمي ایجاد بیمار برای
 عوامل از O157:H7 سویه انتراهموراژیک اشرشیاکلي

 در ایروده  هایبیماری و  غذایي مسمومیت مهم و عمده
 تشدبه هایباکتری از هتروژني گروه عنوانبه و است دنیا

 که است شده معرفي پایین بسیار عفوني دوز با زابیماری
دارند.  را بیماری تولید توانایي هم آن سلول 0-011 حتي

 انتروهموراژیک اشرشیاکليزائي به فرآیند بیماریتوجهبا 
O157:H7 ،های اینتیمین، پروتئینEsp   وTir  هنگامدر 

 هایآسیب یني وبه ایجاد لانه گز قادر عفونت، بروز
 هستند. میزبان روده اپیتلیال هایسلول در شدید تخریبي

 
 سال در همکاران و Fanدر مطالعه انجام شده توسط 

به دو صورت نوترکیب   Tirپروتئین با موش 3103
واکسینه شدند. و بعد از ایمن داخل بیني  زیرجلدی و

فوني شدند. ع O157:H7 اشرشیاکليها با موشي، ایز
صورت داخل بیني تیتر بهي شده یزاایمنهای موش

را در سرم و مدفوع نشان  Gو Aایمونوگلبولین بالاتری از 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

14
01

.1
2.

46
.3

.8
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

15
 ]

 

                             7 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1401.12.46.3.8
https://ncmbjpiau.ir/article-1-1453-en.html


32

 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 

تری در مقایسه با دیگر ماني بیشزندهدادند و مدت زمان 
های پتانسیل مناسب فرمولاسیونید ؤمها داشتند. که گروه

 باکتری بر علیه واکسن رایب Tirمخاطي از پروتئین 
ه ک. در مطالعه (03،02)است  انتراهموراژیک اشرشیاکلي

انجام شد،  3101و همکاران در سال  Amaniتوسط 
 پروتئین نوترکیب کایمر متشکل از سه قسمت اینتیمین،

Esp و Tir ي آن در مدل یزايطراحي و بیان شد و ایمن
موشي مورد بررسي قرار گرفت و مشاهده شد که واکسن 

 cfu 0101ي در موش عفوني شده با یزقادر به ایمنکایمر 
بوده و بعد از دو هفته میزان باکتری در موش به صفر 

 سال در همکاران و Naganoعلاوه، به. (00)رسیده است 
تولید  O157:H7 اشرشیاکلي گزارش کردند اتصال 3100

 هایسلولبه  Tirو  Esp های اینتیمین،کننده پروتئین
 ترشحي بادیآنتيو تولید  تحریک جهت روده اپیتلیال

IgA  تولیدبر ثیری أتدر سطوح مخاطي لازم است اما  
IgG  وIgM  (05)ندارددر سرم.  

 
 انتروهموراژیک اشرشیاکلي tir ژن حاضر، مطالعه در

O157:H7 از پس. شد کلون بیاني وکتور در و سنتز 
 مورد پروتئیني ساختار نظر از مربوطه پروتئین تخلیص

صورت گرفته  هایهمطالعبه توجهبا . گرفت قرار زیابيار
و کاربردهای آن، در  Tirقبلي در مورد پروتئین نوترکیب 

 321با غلظت این پژوهش پروتئین نوترکیب مذکور 

و ساختمان آن جهت تولید لیتر گرم بر میليمیکرو
 اشرشیاکليکاربردهای درماني و تشخیصي باکتری 

های حاصله از آن، بررسي و وهموراژیک و بیماریانتر
منظور اطمینان از صحت تعیین ساختار به مطالعه شد.

دوم انجام شده به کمک رویکرد بیوانفورماتیکي، ساختار 
پس از سنتز به کمک تکنیک  Tirپروتئین نوترکیب دوم 
CD  نیز مورد بررسي قرار گرفت. این تکنیک بر اساس

ر قطبیده حلقوی چپگرد و نور قطبیده تفاوت در جذب نو
کروموفور کایرال  هایترکیبحلقوی راستگرد توسط 
در ناحیه دور  CDکند. از طیف  موجود در مولکول کار مي

( برای تعیین درصد ساختارهای nm 311)زیر  UVنور 
شود. میزان ساختار دوم تعیین شده به  دوم استفاده مي

دست هیج میزان ساختار دوم بتا حد زیادی نتا CDکمک 
 کند.  ميیید أتآمده به کمک رویکرد تئوری را 

 
 گیرینتیجه

ساخته شد که  tirسازه پایدار محتوی ژن  در این مطالعه،
را از خود نشان  Tirبیان نوترکیب قابل توجهي از پروتئین 

 Tirتوان برای تولید پروتئین داد. بنابراین این سازه را مي
 E.coli O157:H7زایي علیه ایمني هایهمطالع جهت

 .برد کارب

 

 

نمونه ، 2، نمونه سوپ سلولي بعد از بیان پروتئین نوترکیب. ستون 3، نشانگر اندازه مولکولي. ستون 0. وسترن بلاتینگ پروتئین نوترکیب. ستون 1شکل 
 .عنوان کنترلبه ءقبل از القا
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 CDهای بیوانفورماتیکي و بیني. پیشTirری پروتیین نوترکیب . آنالیز ساختا7شکل 
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