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Background and Aim: Vibrio cholerae is a Gram-negative bacterium that causes cholera, a disease 

characterized by severe diarrhea and dehydration due to the production of cholera toxin. Rapid and accurate 

detection of this toxin is essential for effective disease control. This study presents an ELISA-based method 

that is rapid, accurate, and cost-effective for detecting V. cholerae. This method involves producing a 

recombinant cholera toxin B subunit (CtxB) protein and generating specific antibodies in mice and rabbits.  

Materials and Methods: The recombinant CtxB gene was expressed in E. coli BL21 (DE3) using IPTG 

induction and confirmed by Western blot analysis. The purified rCtxB protein was then administered 

subcutaneously to rabbits and mice. The antibodies were then isolated and purified. Their sensitivity was 

assessed using a sandwich ELISA, and their specificity was evaluated using an indirect ELISA against similar 

toxins. 

Results: In this study, we used the ELISA technique with antibodies extracted and purified from the sera of 

mice and rabbits. Following colorimetric analysis, the optical density results demonstrated that the produced 

antibodies could specifically recognize the CtxB toxin. The method's high sensitivity (detecting eight 

nanograms of toxin) and minimal cross-reactivity with other toxins (StxB and LtB) confirm the antibodies' 

suitable specificity. 

Conclusion: The protein- and antibody-based ELISA technique offers a rapid, accurate, and cost-effective 

approach for detecting V. cholerae compared to microbial culture methods or advanced molecular 

techniques. This method enables rapid detection of cholera toxin in clinical and environmental samples due 

to its high sensitivity, suitable specificity, and lack of requirement for advanced laboratory equipment. 

 

 

| ncmbjpiau.ir | 

 

Diarrhea|  

Vibrio Cholerae Toxin B 

Subunit| 

 Sandwich ELISA| 

Indirect ELISA|  

| Iau Science | 

|Keywords | 

 

| Abstract | 

 



|1405بـهـار  | 62ۀ شمار | 61ۀ دور | مولکولیوولوژی سلولیـهای بیوتکنامۀ تازهـفصلن  

 

24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

| پژوهشی اصیل ۀمقال  

 |زایلااِ کیکلرا با استفاده از تکن نیتوکس  Bرواحدیز ییناساش

 *۳ی، جعفر امان۲، غلامرضا اولاد۱فرد یمحبوبه حسن

 رانیدانشگاه آزاد تهران شمال، تهران، ا ،یستیعلوم ز ۀدانشکد ،یمولکول کیگروه ژنت -1

 رانی)عج(، تهران، ا اللهبقیة یپزشکسلامت، دانشگاه علوم نینو یهایفناور ۀپژوهشکد ،یکاربرد یِوتکنولوژیب قاتیمرکز تحق -2

 رانی)عج(، تهران، ا اللهبقیة یپزشکدانشگاه علوم ،یپزشکستیز یهایفناور ۀپژوهشکد ،یکاربرد یِولوژیکروبیم قاتیمرکز تحق -3

 اللهبقیة یپزشکدانشگاه علوم ،یپزشکستیز یهایفناور ۀپژوهشکد ،یکاربرد یِولوژیکروبیم قاتیمرکز تحق ،یدکتر جعفر امانمسئول:  ۀسندینو*

 jafar.amani@gmail.com :پست الکترونیکی ؛ملاصدرا ابانیونک، خ دانی)عج(، م

 قِیوباست که از طر یِماریب عاملِ یمنفگرم یِباکتر (Vibrio cholerae) کلرا ویبریو و هدف: زمینه

 کنترلِ یبرا نیتوکس نیا قِیو دق عیسر صِی. تشخشودیم یآبو کم دیشد کلرا باعث اسهالِ نِیتوکس دِیتول

 ع،یسر یوشاز موش و خرگوش، ر یاختصاص یهایبادیآنت دِیمطالعه با تول نیاست. ا یضرور یماریب

 .دهدیارائه م زایلااِ کیبا استفاده از تکن کلرا ویبریو صیتشخ یصرفه برابهو مقرون قیدق

و با  انیب E.coli  BL21 (DE3) در IPTG با استفاده از CtxB بیژن نوترک  ها:و روش مواد

شد.  قیبه خرگوش و موش تزر یجلدریصورت زشده بهخالص rCtxB نِیشد. پروتئ دییأبلات توسترن

و  چیساندو یزایلااِ کیشده با تکنخالص یِبادیآنت تِیسپس حساس ،شدند صیها جدا و تخلیبادیآنت

 .مشابه انجام شد یهانیبا استفاده از توکس میرمستقیغ یزایلااِ کیآن، با تکن تِیاختصاص یِابیرزا

 زایلااِ کیموش و خرگوش در تکن از سرمِ شدهصیاستخراج و تخل یهایبادیمطالعه، آنت نیدر ا :نتایج

 ییِشده قادر به شناسادیتول یهایبادینشان داد که آنت ینور جذبِ جِیمورداستفاده قرار گرفتند. نتا

( و نیتوکس نانوگرمِ ۸ زانِیم ییِروش )شناسا نیا یبالا تِیحساس زانیهستند. م CtxB نِیتوکس یِاختصاص

  .باشدیم هایبادیآنت مناسبِ تِیاختصاص انگری، ب LtBو StxB مشابه یهانیمتقاطع با توکس حداقل واکنشِ

 ییِشناسا یصرفه برابهو مقرون قیدق ع،یسر یروش یبادیو آنت نیبر پروتئیمبتن زایلااِ کیتکن :یریگجهینت

 تِیروش با حساس نی. اشودیمحسوب م شرفتهیپ یِمولکول ای یکروبیم کشتِ یهانسبت به روش کلرا ویبریو

کلرا  نِیتوکس عِیسر صِیتشخ مکانِا ،یشگاهیآزما ۀشرفتیپ زاتِیبه تجه ازینمناسب و عدم تِیبالا، اختصاص

 .کندیفراهم م یطیو مح ینیبال یهارا در نمونه

 

 01/04/1404| پذیرشتاریخ       | 21/02/1404 | شویرایتاریخ       | 24/01/1404 | تاریخ دریافت |
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 مقدمه | ۱
 یا غذا مصرفِ اثر در که است حاد اسهالیِ بیماریِ یک ،وبا

 مسئولِ ،اصلی پاتوژنِ کلرا ویبریوشود. می ایجاد آلوده آبِ

، جز کندیمسوم را تهدید  کشورهای جهانِ که غالباً اسهال

است. در  ویبریوناسه ۀادمنفی از خانوی گرمهایباکتر

ناقل باعث  افرادِ ،بهداشتی ضعیف هستند مناطقی که از نظرِ

کلرا هتروژن بوده و  توکسینِ .دنشویموبا  یِریگهمهشیوع 

کیلودالتونی  1۰و چند زیرواحد  2۸دارای یک زیرواحد 

است. زیرواحدهای کوچک در اتصال به گانگلیوزیدهای 

GM1 بزرگ در ایجادِ که زیرواحدِروده نقش دارند درحالی 

بزرگ  زیرواحدِ توکسین نقش دارد. دو بخشِ عوارضِ

(CtxA1  وCtxA2) ِهم متصل سولفید بهدی با پیوند

توسط پیوندهای  (CtxB)اند و زیرواحدهای کوچکتر شده

 B زیرواحدِ ویژهبه وبا، اند. سمِهیدروژنی کنارهم قرار گرفته

 از میزبان هایسلول به سم ورودِ تسهیلِ ، با(CtxB) آن

 در مهمی نقشِ ،GM1 گانگلیوزیدهای به اتصال طریقِ

توکسین توسط  کند. پس از ترشحِمی ایفا بیماری پاتوژنزِ

 . توکسین از طریقِشودیمتوکسین آغاز  باکتری، فعالیتِ

و  شودیمکوچک متصل  ۀی رودهارندهیگبه  B واحدِریز

س از . پشودیمسیتوزول  به درونِ A واحدِریز انتقالِ باعثِ

-ADP خاصیتِ دلیلِبه سیتوپلاسم، به A واحدِریز ورودِ

 G پروتئینِ شدنِریبوزیله ADPباعث  ،ریبوزیل ترانسفری

که  شودیمسیکلاز  آدنیلاتِ افزایشِ این امر باعثِ ،شودیم

 ،آب دفعِ ها و متعاقباًیون و خروجِ cAMP در نهایت افزایشِ

 . (4-1) شودیماسهال را سبب  الکترولیت و ایجادِ

بدن مشخص  سریعِ آبیِشدید و کم آبکیِ با اسهالِ ،وبا

 24تا  12تواند طی درمان میشود که درصورت عدممی

آب و  جبرانِ ۀآن بر پای ساعت منجر به مرگ شود و درمانِ

 .(5 و 2) بیوتیک استالکترولیت، مایعات وریدی و آنتی

 وبا دارد بیماریِ اساسی در مدیریتِ وبا نقشِ تشخیصِ

سریع و خاص که  یِتشخیص یک آزمایشِضرورت  یعنی

 دارد که این امر باعثِوجود بیماری را آسان تشخیص دهد 

ومیر خواهد شد. های درمان و همچنین مرگهزینه کاهشِ

 گزارشِ درصورتِ (WHO)بهداشت  جهانیِ سازمانِ براساسِ

اپیدمی ضروری  نظارت از نظرِ مثبت، اهمیتِ مورد تستِ 1۰

این است که هنوز در  ۀدهندباشد. تمام این موارد نشانمی

 .(6)بومی است  کشورهای درحال توسعه، وبا یک بلایِ

های مختلفی وجود دارد ، روشکلرا ویبریو برای شناساییِ

های های بالینی روی محیطنمونه میکروبیِ کشتِ که شاملِ

های بیوشیمیایی و ها با آزمایشتأیید کلنی، انتخابی

های روشتاریک،  ۀزمین استفاده از میکروسکوپِسرولوژیکی، 

 نسلِ یابیِ، توالی Real-Time PCRو PCR مانندمولکولی 

 ها،سویه ژنتیکیِ یاهتغییر برای بررسیِ  (NGS) جدید

 تِمانند بیوسنسورها که حساسیّ)های نوین روشهمچنین 

 سریعِ های تشخیصیِتست( و ر هستندبَا هزینهبالایی دارند امّ

مورداستفاده قرار  مونوکلونال یا آپتامر بادیِبر آنتیمبتنی

های خاص ها مزایا و محدودیت. هرکدام از این روشگیرندمی

همچنین  ،ربَهایی مانند کشت زمانخود را دارند، روش

 ۀپیشرفته و هزین تجهیزاتِ های مولکولی و نوین نیازمندِروش

صرفه مانند بههای سریع و مقرونبالا هستند؛ بنابراین، تست

 ویژه در مناطقِسادگی، سرعت و تکرارپذیری به دلیلِلایزا بهاِ

 .(9-6) رخوردار هستندب ایویژه محدود، از اهمیتِ با امکاناتِ

، اغلب کلرا ویبریو تشخیصِ ،های متنوعروش با وجودِ

 یِفنّ ر و تخصصِبَقیمت، زمانگران تجهیزاتِ ها نیازمندِآن

بالا هستند که در کشورهای درحال توسعه محدودیت ایجاد 

 تشخیصیِ سیستمِ طراحیِ، رو یشِپ ۀدر مطالع کند.می

 زمان از دو مدلِهم ۀنوترکیب، استفاد CtxB برمبتنی

 تواناییِ ،بادیآنتی حیوانی )موش و خرگوش( برای تولیدِ

 واکنشِ کاهشِو بسیار پایین  توکسین در غلظتِ تشخیصِ

استفاده  و با (LtB وStxB ) های مشابهمتقاطع با توکسین

کاری ساده، سریع و لایزای غیرمستقیم، راهاز روش اِ

تواند در توکسین ارائه کرده که می اقتصادی برای تشخیصِ

 زودهنگامِ محدود در شناساییِ محروم و با امکاناتِ مناطقِ

 .گسترده داشته باشد عفونت کاربردِ
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 هامواد و روش |۲
 مواد |۱-۲

 دِیپلاسم یِ)حاو E. coli DH5aو  E. coli BL21 (DE3)  یباکتر

pET28a-ctxbو  یوتکنولوژیب یِملّ شده از مرکزِیداری( خر

 HRP-conjugated streptavidinتهران.  ران،یا کِیژنت یِمهندس

 (.کای، آمرeBioscience) زایلااِ تی(. ککایآمر گما،ی)س

 CtxB بِینوترک نِیپروتئ انِیب |۲-۲

 E. coli از باکتریِ pET28a-ctxb پلاسمیدِ استخراجِ |۱-۲-۲

DH5a   

 pET28a-ctxb دِیپلاسم یِحاو E. coli DH5a یِباکتر

-pET28a دیپلاسم یِجداساز مورداستفاده قرار گرفت. جهتِ

ctxb شده بر استخراج دِیاستفاده شد، پلاسم یاز روش دست

(.  1۰) شد انجام الکتروفورز و ردهبُدرصد  1ژل آگارز  یرو

و  CTXB ژنِ تِصحّ سازه از نظرِ دِییأت کار، ۀادام جهتِ

انجام  دیدر وکتور با حیصح گاهِیژن در جا یِریقرارگ نیهمچن

واکنش  کیانجام شد،  PCR منظور دو واکنشِ نیشد. به ایم

 دو سرِ یمرهایبا پرا گرید و واکنشِ T7 یِعموم یمرهایبا پرا

 2با  تریکرولیم 25 ییِنها ها با حجمِ. واکنشCTXB ژنِ

 تریکرولیم 5/5شده و استخراج دیاز پلاسم تریکرولیم

متفاوت )در  ورسِیفوروارد و ر یمرهایبا پرا کسیمترمس

ژن  یمرهایدوم پرا و در واکنشِ T7 یمرهایاول پرا واکنشِ

CTXB5مدت درجه به 95 کلریترموسا دستگاهِ ۀ( و برنام 

با  قهیدق 5نگهدارنده  و زمانِ ۷2 یچرخه با دما 3۰با  قهیدق

 .افتیدرجه ادامه  ۷2 یدما

 E. coli یِانیب ۀیبه سو pET28a-ctxb دِیپلاسم انتقالِ |۲-۲-۲

BL21(DE3) 

 مستعد از روشِ یِباکتر به درونِ بینوترک ناقلِ انتقالِ جهتِ

صورت انجام نیکار به ا استفاده شد که روشِ یحرارت شوکِ

 خی یخارج و بر رو زریمستعدشده از فر یِشد: ابتدا باکتر

نانوگرم از  1۰ذوب شود. حدود  یآرامقرار داده شد تا به

و  شدمستعد اضافه  یهاسلول یِحاو ۀبه لول بینوترک ناقلِ

 شدهۀ بیانقرار داده شد. لول خی یبر رو قهیدق 3۰ مدتِبه

 ۀدرج 3۷ یگرم در دما آبِ در حمامِ قهیدق 5 مدتِبه

قرار  خی یبر رو قهیدق 5قرار داده شد و مجدداً  گرادیسانت

به لوله اضافه  ع،یما LB کشتِطیمح تریلیلیم کیگرفت. 

 ۀدرج 3۷ یانکوباتور با دما کرِیساعت در ش 1مدت شد و به

 ییو کارا یآلودگ از نظرِ هایقرار داده شد. باکتر گرادیسانت

 (.12 و 11شدند ) یبررس

  نیپروتئ انِیب |۳-۲-۲

 pET28a-ctxb یِحاو E. coli BL21(DE3) ان،یب انجامِ یبرا

 دیرانوسیوگالاکتوپیت-d-1-لیزوپروپیا مولاریلیم 5/۰با 

(IPTGالقا شد و خالص )یهادستورالعمل طبقِ یساز 

در  E. coli BL21(DE3)طور خلاصه سازنده انجام شد. به

 کروگرمیم 5۰)با  LB طِیدر مح گرادیسانت ۀدرج 3۷ یدما

 ۷/۰که ی( کشت داده شد. هنگامنیسیکاناما تریلیلیم بر

600 nm = OD  ،شدIPTG یالقا یبرا مولیلیم 1 زانیمبه 

 گرادیسانتۀ درج 3۷ اضافه شد و در انکوباتورِ نیپروتئ دِیتول

 4 ساعت قرار داده شد. پس از گذشتِ 4مدت به 15۰ با دورِ

 (.12 و 1۰شدند ) فوژیسانتر هایساعت باکتر

 CtxB بِینوترک نِیپروتئ صِیتخل |۳-۲

با  His×6 با برچسبِ CtxB بِینوترک نِیپروتئ یِسازخالص

 ونیدناتوراس طِیدر شرا یبیترک لِیم یِاستفاده از کروماتوگراف

( کایآمر ۀمتحد الاتی، اQIAGENE) Ni-NTA با ستونِ

 E. coli یِباکتر تریلیلیم 5۰منظور  نیا یانجام شد، برا

BL21(DE3) یِحاو pET28a-ctxb ِالقاشده توسط IPTG 

 فوژیسانتر قهیدور در دق 5۰۰۰با سرعت  قهیدق 1۰ دتمبه

 NaH2PO45۰ ) زیل بافرِ تریلیلیم 6در  یباکتر شد. محلولِ

 دازولیمیا مولار،یلیم pH = 8.0، NaCl 3۰۰با  مولاریلیم

مدت ( بهتریلیلیبر م گرمیلیم 2/۰ میزوزیل مولار،یلیم 1۰

دور در  14۰۰۰در  فوژیق شد. پس از سانترمعلّ قهیدق 3۰

و پس از  یآورجمع ییرو عِیما قه،یدق 2۰ مدتِبه قهیدق

 مابقیِدرصد  14 دیآملیکرآیپل ژلِ یبر رو یبررس

 Ni-NTA(Thermo Fisherستون  یسوپرناتانت بر رو

Scientific) 3۰شو )وشد. ستون با بافر شست یبارگذار 

شد. در  داده( سرولیدرصد گل 5 یِحاو دازولیمیا مولاریلیم

 دازولیمیا کرومتریم 3۰۰بافر استخراج ) تریلیلیم 2با  تینها

 یها توسط رو( شسته شد. نمونهسرولیدرصد گل 5 یِحاو

 نِیپروتئ و غلظتِ زآنالیدرصد  14  دیمآلیآکریژل پل

 ۀدرج -2۰ یو در دما نییبرادفورد تع شده با روشِخالص

 (.13 و 1۰شد ) ینگهدار گرادیسانت

 بلاتوسترن شیآزما |4-۲
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( با PAGE) دیمآلیآکریشده از ژل پلخالص یهانیپروتئ

 مولاریلیم 4۸ ن،یسیگل مولاریلیم 39انتقال ) استفاده از بافرِ

Tris-base ،۰3۷/۰ درصد SDS  روی( متانول درصد 2۰و 

ژل  به ابعادِ PVDF یمنتقل شدند. غشا PVDF1یغشا کی

حاصل، در  چِیو روی ژل قرار داده شد. سپس ساندو دهبری

 مدتِقرار داده شد و انتقال به نگیبلات بافرِ یِحاو تانکِ داخلِ

 انجام شد. پس از انتقال، کاغذِ 1۰۰ دقیقه با ولتاژِ 12۰

PVDF درصد 5) نگیبلاک بافرِ ساعت، در داخلِ 2مدت به 

Skim milkِشناور شد. سپس با بافر ) PBST ِبافر( PBS 

شو داده شد. پس از بلاک ودرصد( شست ۰5/۰توئین  ۀفاضابه

 PBST بافرِ ت مناسب در داخلِبا رقّ هایبادیغشا، آنت کردنِ

 یِبادینیتروسلولز ریخته شدند. ابتدا آنت کاغذِ یتهیه و رو

شده از شرکت یداری)خر CT2ضد  یموش یِبادیکه آنت هیاول

شد و پس از  دهافزو 1:2۰۰۰ت رقّ( با کایآمر- گمایس

 دازیکسپراُ میمتصل به آنز هیثانو یِبادیشو آنتوشست

(Secondary Antibody HRP-Conjugatedّبا رق ) ت

ساعت در  کیمدت سپس غشا به .استفاده شد 1:2۰۰۰۰

روی دستگاه لرزاننده قرار گرفت  گرادیسانت ۀدرج 3۷دمای 

دقیقه  1۰مدت و هربار به PBST و سپس سه بار با بافرِ

 تریلیلیم 2۰در  DAB یداده شد. قرص سوبسترا وشوستش

 4۰ طور کامل حل و پس از افزودنِبه PBS (1X)محلول 

 ریخته شد. پس از ظهورِ PVDFروی کاغذ  2O2H تریکرولیم

 (.14 و 11آب مقطر مهار شد ) باندها، واکنش توسطِ

 وانیدر ح یبادیآنت دیتول |5-۲

هفته  ۸-6 )با سنِ BALB/c یهامطالعه موش نیدر ا

قرار  شی( موردآزمارانیا-پاستور تهران تویشده از انستهیته

 و گروهِ شیآزما )گروهِ ییتا5 ها به دو گروهِگرفتند. موش

 موش در گروهِ 5شدند. هر گروه شامل  میکنترل( تقس

 یجلدریصورت زبه بینوترک CtxB کروگرمیم 2۰ ش،یآزما

دجوانت کامل و ناقص به روز با اَ 2۸و  14، صفرنوبت  هدر س

 نیهمچن شد. قیتزر PBS کنترلِ شد. به گروهِ قیها تزرموش

کامل و  دجوانتِبا اَ CtxB بِینوترک نِیپروتئ کروگرمیم 2۰۰

 شد. قیتزر یلندیوزیدر سه مرحله به خرگوش ن فروندناقص 

 
1 Polyvinylidene Fluoride or Polyvinylidene 

Difluoride 

 ارمسوم و چه قِیخون دوبار و دو هفته پس از تزر یِریگنمونه

دور  15۰۰ ها با سرعتِسرم، نمونه یِجداساز یانجام شد. برا

 (.1۷-15شدند ) فوژیسانتر قهیدق 1۰مدت به قهیدر دق

ت   ونِی تراس   ی ت  |6-۲ ن مک اِ     یباد یآ ک   یزای لابا 

 میرمستقیغ

شد.  نییتع زایلابا روش اِ یاختصاص یِبادیآنت-ژنیپاسخ آنت

پوشاننده  بافرِ تریکرولیم 1۰۰در  ژن،یمیکروگرم آنت 1 زانیم

و ( حل pH= 6/9مولار،  ۰5/۰کربنات سدیم بی-)بافر کربنات

 4 یدر هر چاهک از میکروپلیت ریخته شد و سپس در دما

 دنبالِ. بهشد یروز نگهدارشبانه کی گرادیسانت ۀدرج

 PBSTبافر  ۀمسدودکنند شو و مسدودکردن با محلولِوشست

 5 حاویِ( درصد ۰5/۰با غلظت  2۰توئین  ۀاضافبه PBS)بافر 

 ۀدرج 3۷ یساعت در دما 1مدت به Skim milk درصد

موش و ضد خرگوش  یِبادیآنت تریکرولیم 1۰۰ گراد،یسانت

 1:4۰۰۰۰۰تا  1:5۰از  یالیسر یهاتاستخراج شده )با رقّ

ساعت  1مدت ( به هر چاهک افزوده و بهPBSTشده در قیرق

 شو، به هر چاهکِوشست دنبالِدرون انکوباتور قرار گرفت. به

ت با رقّ HRPضد موش و خرگوش با برچسب  یهایبادیآنت

 ۀدرج 3۷ یدر دما هاتیاضافه شد. پل PBSTدر  1:2۰۰۰

شسته شدند. پس  PBSTانکوبه شدند و سه بار با  گرادیسانت

نمونه در  مولار، جذبِ 5/2 کیدسولفوریبا اس شیاز توقف آزما

ثبت  ELISA خوانِتیکروپلینانومتر توسط م 492موج طول

 انجام شد. دییتأ یحداقل سه بار برا ELISA(. تمام 24شد )

 G با استفاده از ستونِ یبادیآنت صِیتخل |7-۲

استفاده  G نِیپروتئ از ستونِ IgG یِبادیآنت یِسازخالص یبرا

 Tris-HCl (pH=8) مولاریلیم 1۰۰شد. ابتدا ستون با محلول 

 Tris-HCl مولاریلیم 1۰شو شد. سپس ستون با بافر وشست

(pH=8) شده و  یسرم به ستون بارگذار یهامتعادل شد. نمونه

 مولاریلیم 1۰ افرو ب Tris-HCl (pH=8) مولاریلیم 1۰۰ با بافرِ

Tris-HCl (pH=8) مولاریلیم 1۰۰با  هایبادیشسته شدند. آنت 

 یِبادی(. آنت1۸ و 1۷( شسته شدند )pH=3) نیسیگل

 شد. دییأت درصد 14 دیمآلیکرآیشده توسط ژل پلخالص

  یبادیآنت تیحساس یبررس |8-۲

2 Cholera Toxin 



| 1405و همکاران،  حسنی فرد|   

 

28 

 

 یزایلااز روش اِ ،یبادیآنت تِیحساس زانِیم یِابیارز جهتِ

( استفاده شد. 6-2شده )طبق مراحل شرح داده چیساندو

 یخرگوش یِبادیآنت کروگرمیم 1 زانیمنظور م نیا یبرا

 نیچاهک قرار داده شد. همچن پوشاننده در کفِ بافرِ همراهِبه

، 1۰۰۰، 5۰۰، 25۰، 125) نیمختلف توکس یهاتاز رقّ

عنوان به یموش یِبادیآنت کروگرمیم 1و و ... نانوگرم(  2۰۰۰

انجام و  6-1 مراحل طبقِ ری. سادیشناساگر استفاده گرد

نانومتر توسط  492موج نمونه در طول جذبِ

بار سه شیآزماهمچنین ثبت شد.  ELISA خوانِتیکروپلیم

 انجام شد. دییتأ جهتِ

 شدهدیتول یِبادیآنت تِیاختصاص یِبررس |9-۲

با کمک  میرمستقیغ ELISAمتقاطع،  واکنشِ یِابیارز یبرا

 طبقِ شیانجام شد. آزما LtBو  StxBمشابه  یهانیتوکس

نخست از  ۀفقط در مرحلو ( انجام شد 6-2قبل ) ۀمرحل

 کفِ پوشاندنِ جهتِ LtBو  CtxB ،StxB یهانیتوکس

 .شداستفاده  زایلااِ یهاچاهک

 یآمار زیآنال |8-۲

مستقل انجام  در سه تکرارِ شیمربوط به هر آزما یهاداده

( نشان داده SD) ارمعیانحراف ± نیانگیم صورتِشد و به

 SPSS افزارِها با استفاده از نرمداده لِیوتحلهیشدند. تجز

با استفاده از  یچندگروه یهاسهیانجام شد. مقا ۰/12 ۀنسخ

 یِمعنادار انجام شد. سطحِ Two-way ANOVA آزمونِ

۰5/۰ ˂ p .درنظر گرفته شد 

 جینتا| ۳

یید آن با کمک تأنوترکیب و  پروتئینِ بیان و تخلیصِ |۱-۳

 بلاتوسترن آزمایشِ

 E. coli DH5a یِباکتر CtxB نِیبه پروتئ یابیدست جهتِ

 یِمورداستفاده قرار گرفت. جداساز pET28a-ctxb یِحاو

 ۀدهندز نشانوآگار ژلِ یآن بر رو یِانجام شد و بررس دیپلاسم

 PCR جداشده با دو واکنشِ دِیآن بود. پلاسم کاملِ صِیتخل

سازه در  یِریقرارگ نیو همچن یژن ۀساز تِمستقل ازنظر صحّ

 یبرا bp32۰  قرار گرفت. طولِ یابیموردارز ،حیصح تیّوقعم

شد.  دهید یژن ۀساز درونِ ژنِ یبرا bp65۰ و طولِ ctxb ژنِ

 هدر شکل نشان داده نشد bp65۰ الف )محصولاتِ-1شکل 

مستعدشده به  یِباکتر به درونِ بینوترک ناقلِ است( انتقالِ

و  ییکارا از نظرِ یباکتر یِانجام شد. بررس یحرارت شوکِ روشِ

انجام شد و  IPTG یالقاژن با انیانجام شد. ب یآلودگعدم

 لودالتونیک 14حدود  یِمولکول با وزنِ CtxB بِینوترک نِیپروتئ

 جِیشد. نتا دهدیدرصد  14 دیمآلیآکریپل ژلِ یبر رو

ساعت پس  4در  انیب نیژن نشان داد که بهترانیب یِسازنهیبه

با استفاده  CtxB  بِینوترک نِیپروتئ .انجام شد IPTGاز القا با 

 ژلِ یشد و بر رو یسازخالص Ni-NTA از ستونِ

 محصولِ انِیب دِییتأ ب جهتِ-1 رده شد. شکلِبُ دیآملیآکریپل

 ج(.-1 بلات استفاده شد )شکلاز وسترن ینیپروتئ

           ج(  ب( الف(        

 صِیتخل ۱ آن. چاهکِ درونِ یژن ۀساز وجودِ دِییو تأ دیپلاسم یِالف: جداساز آن. شکلِ دییو تأ CtxB بِینوترک نِیپروتئ انِیب -۱شکل 

پروتئین  صِیب: تخل . شکلCTXBِ ژنِ دو طرفِ یمرهایبا پرا PCR واکنشِ ۳ چاهکِ DNA نشانگرِ ۲ چاهکِ. E. coli DH5a یِاز باکتر دیپلاسم

ررنگ است پُ باندِ یدارا لودالتونیک ۱4 ۀکه در محدود 8و  7، 6، 5 یهاو چاهک نیپروتئ نشانگرِ ۳ کِ. چاهG با استفاده از ستونِ

 است. CtxB بِینوترک نِیپروتئ انِیب دِییو تأ بلاتوسترن شِیآزمانیز ج  است. شکلِ CtxB بِینوترک نِیپروتئ ۀدهندنشان

 لایزاها با کمک اِبادییآنت تیتراسیونِ|۲-۳
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نسبت  قیپس از هر مرحله از تزر یبادیآنت ترِیت شِینشان داد که افزا زایلااِ جیشده، نتامنیا از موش و خرگوشِ یریگپس از خون

 (.2شکل )در دو مرحله انجام شد  یریگبود. خون داریمعن شِیافزا یبه شاهد، دارا

 
 الف(

 
 ب(

( ۱:۱6۳8400-۱:50) یموش یِبادیآنت متفاوتِ یهاتبا رقّ نیتوکس الف: واکنشِ . شکلِیو خرگوش یموش یهایبادیآنت ونِیتراسیت -۲شکل 

 زانِی( میآب موش )رنگِ دومِ یِریگدر شکل نشان داده شده است. در نمونه یو نارنج یآب یهادر دو نوبت انجام شد و به رنگ یریگکه نمونه

در  یریگ( که نمونه۱:۱6۳8400-۱:50) یخرگوش یِبادیآنت متفاوتِ یهاتبا رقّ نیتوکس ب: واکنشِ بوده است. شکلِ شتریب یبادیآنت دِیتول

 یبادیآنت دِیتول زانِی( میآب خرگوش )رنگِ دومِ یِریگدر شکل نشان داده شده است. در نمونه یو نارنج یآب یهادو نوبت انجام شد و به رنگ

بوده است. شتریب

با  یو خرگوش یموش یهایبادیآنت صِیتخل |۳-۳

 G ستونِ کمکِ

استفاده  IgG یِبادیآنت یِسازخالص یبرا G نِیپروتئ از ستونِ

 IgG یِبادیآنت شود،یمشاهده م 3 طورکه در شکلِشد. همان

 است که به دو باندِ نیسنگ ۀریزنج سبک و دو ۀریزنج دو یدارا

 شکسته شد. لودالتونیک 15و  5۰
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     ب(  الف(

 صِیب تخل است. شکلِ یموش یهایبادیآنت صِیالف تخل . شکلGِ با استفاده از ستونِ یو خرگوش یموش یهایبادیآنت صِیتخل -۳شکل

است که به دو  نیسنگ ۀریسبک و دو زنج ۀریدو زنج یدارا IgG یِبادیشود آنتیم دهیدر شکل د کهیطوراست. همان یخرگوش یِبادیآنت

 شد. هدالتون شکستلویک ۱5و  50 باندِ

 شدهدیتول یِبادیآنت تِیو اختصاص تیحساس یِبررس |4-۳

 نِیبه توکس هایبادیآنت لِیتما زانِیم نیهمچن .شد یابینانوگرم ارز CtxB ۸ بِینوترک نِیپروتئ ییِشناسا جهتِ زایلااِ تیحساس زانیم

CtxB (.4 شد )شکل دهیمشابه د یهانیتوکس ریاز سا شتریب اریبس 

   الف(

   ب(
نانوگرم( در سه تکرار  ۲000تا  8توکسین ) های مختلفِتالف: رقّ تولیدشده. شکلِ بادیِآنتی حساسیت و اختصاصیتِ بررسیِ -4شکل

نانوگرم با  ۳۲های بالاتر از داری بین غلظتمعنی که تفاوتِ ند. نتایج نشان دادنداجرا گردید ۱۲ ۀنسخ SPSS در هامستقل ثبت شد. داده
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 میانگینِ براساسِ (LOD) تشخیص داری مشاهده نشد. حدّمعنی تفاوتِ ،نانوگرم ۱6و  8ا بین امّ .(p ˂05/0) داردوجود تر های پایینغلظت

 اختصاصیتِ بررسیِب:  شکلِ .نانوگرم تعیین گردید 8 آن محاسبه شد و معادلِ معیارِعلاوه سه برابر انحرافبلانک به نوریِ جذبِ

 ۀمقایس  SPSSو در گیری شدمستقل اندازه تکرارِدر سه  LtB و CtxB ،StxB هایحاصل از واکنش با توکسین نوریِ ها، جذبِبادیآنتی

 دیگر وجود دارد با دو توکسینِ CtxB نوریِ داری بین جذبِمعنی که تفاوتِ ندسه گروه اجرا شد. نتایج نشان داد نوریِ جذبِ میانگینِ

(05/0˂ p.) ِاهای مشابه بتوکسین نوریِ جذبِ متقاطع با استفاده از نسبتِ واکنشِ میزان CtxB  درصد بود. این  ۲0محاسبه شد که کمتر از

.های تولیدشده استبادیبالای آنتی اختصاصیتِ ۀدهندنتایج نشان

 بحث| 4

 آبِ ایغذا  حاد است که در اثر مصرفِ یِاسهال یِماریب کی ،وبا

مهم و  ۀمرحل کی زبانیم . اتصال به سلولِشودیم جادیآلوده ا

آن  Bواحد ریز ژهیووبا، به نِیاست. توکس ییزایماریب شروعِ

(CtxBبا تسه ،)قِیاز طر زبانیم یهاسم به سلول ورودِ لِی 

 یماریب در پاتوژنزِ یمهم ، نقشGM1ِ یدهایوزیاتصال به گانگل

ثر و ؤدرمان م یوبا برا موقعِو به قیدق صِیکند. تشخیم فایا

 منظور، ژنِ نیا یاست. برا یضرور یماریب وعِیش کنترلِ

شد و  انیب E. coli BL21DE3 یدر باکتر CtxB بِینوترک

به موش و  یجلدریز صورتِبه rCtxB ۀشدخالص نِیپروتئ

با  یشگاهیآزما یهاوانیح نکهیشد. پس از ا قیخرگوش تزر

 یِمنیا پاسخِ یِبررس یشدند، برا منیا CtxB نِیپروتئ

 سرم به کمکِ IgG یِبادیآنت زانِیم ،یو مخاط یستمیس

 ونِیتراسیقرار گرفت. ت یموردبررس میرمستقیغ یزایلااِ

که  ندنشان داده بود شیافزا یریگخون نیها در دومیبادیآنت

 یِابیارز یبود. برا وانیح یِمنیاستمیس یبالا کِیتحر انگریب

با  میمستقریغ ELISA متقاطعِ واکنشِ ،یبادیآنت تِیاختصاص

توسط  Ltانجام شد. سم  LtBو  StxB یهانیتوکس کمکِ

ETEC  و سمStx  توسطEHEC رواحدِیشود. زیترشح م B 

 در اتصالِ یانقش عمده کلرا نِیتوکس همراهِبه هانیتوکس نیا

 ،1۰ ،2بروز علائم اسهال دارند ) تیهابه روده و درن یباکتر

 یهانیتوکس عنوانِبه LtBو  StxB یهانی(. توکس21-19

 از نظرِ هانیتوکس نیا رایز ،انتخاب شدند CtxBمشابه با 

 کلرا نِیتوکس B رواحدِیبا ز ییهاشباهت یو عملکرد یساختار

(CtxBدارند و معمولاً در آزما )یبادیآنت تِیاختصاص یهاشی 

با  هایبادیآنت یِاحتمال متقاطعِ تا واکنشِ روندیکار مبه

 نانیاطم منظورِانتخاب به نیشود. ا یمشابه بررس یهانیتوکس

و  CtxB درمقابلِ شدهدیتول یهایبادیآنت تِیاز اختصاص

 و ۷صورت گرفته است ) یاختصاصریغ واکنشِ احتمالِ کاهشِ

با  هایبادیتآن تِیاختصاص یِابیحاضر، ارز ۀ(. در مطالع۸

 LtBو  StxB یهانیو توکس میرمستقیغ یزایلااستفاده از اِ

 
1 Verjan Garcia 

واکنش  نیشتریب هایبادیآنت ندنشان داد جیانجام شد که نتا

 یهانیمتقاطع با توکس داشته و حداقل واکنشِ CtxBرا با 

جداشده از موش و خرگوش،  یهایبادیمشابه نشان دادند. آنت

 جهتِ میرمستقیو غ چیساندو یزایلااِ کیبا تکن صیپس از تخل

 یابیموردارز CtxB لدرمقابِ تیو اختصاص تیحساس یِبررس

و  StxB یهانیبا توکس هایبادیآنت نیقرار گرفتند. همچن

LtB یبالا لِیتما جِیقرار گرفتند که نتا سنجش مورد نیز 

 انگرِیامر نما نینشان دادند که ا CtxBرا به  هایبادیآنت

 باشد.یشده مداج نِیمونوگلوبولیا تِیاختصاص

با  یباکتر صِیتشخ درخصوصِ یاریبس هایپژوهش

از  Chaicumpa یقیصورت گرفته است. در تحق زایلااِ کیتکن

 .(22استفاده نمودند ) کلرا ویبریو ییِجهت شناسا زایلاروش اِ

را جهت  یآلوده به باکتر مارانِیب مدفوعِ یهاگروه نمونه نیا

قرار  یموردبررس یباکتر ۀوارید دِیساکاریپوپلیل یِجداساز

 یِبادیو آنت دیساکاریپوپلی. سپس با استفاده از لدادند

کردند.  ییرا شناسا یباکتر زایلااِ کیتکن مونوکلونال با کمکِ

استفاده نمودند و نشان دادند  زایلاو اِ یتها از روش کشت سنّآن

 قِیو دق عیسر صِیدر تشخ زایلاو اِ یبادیکه استفاده از آنت

 نِیب ییهاشباهت هاست. اگرچ یتثرتر از روش سنّؤم یباکتر

استفاده از  اماّ رو وجود دارد شِیپ قِیگروه و تحق نیکار ا

کاهش  یادیرا تا حد ز یماریب انتقالِ خطرِ بینوترک نِیتوکس

 طِیبالا در مح اسِیدر مق نیتوکس دِیتول نیدهد و همچنیم

 متقاطعِ واکنشِ نیهمچنباشد. یم ریپذامکان شگاهیآزما

 LtBو  StxBمرتبط  ومِسم رِیشده با سادیتول یهایبادیآنت

و  یصیتشخ یدر کاربردها هایبادیآنت بودنِ یاختصاص جهتِ

 گرید یقیمهم است. در تحق اریکاذب بس مثبتِ جِیاجتناب از نتا

 یِبادیدو آنت یِو همکارانش جداساز 1ایورجان گارس

را با استفاده از موش انجام دادند  Ctx درمقابلِمونوکلونال 

 کِیو تحر ییدر شناسا یهمم را عاملِ CtxBگروه  نی(. ا23)

واکسن و  ۀیدر ته تواندیکردند که م یمعرف یمنیاستمیس

ها از . آنردیموردتوجه قرار بگ یباکتر ییِشناسا نیهمچن
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 ( جهتSPRِ) یسطح پلاسمونِ رزونانسِو  زایلااِ کیتکن

مونوکلونال استفاده  یهایبادیو آنت CtxB اتصالِ یِبررس

 مونوکلونال از نظرِ یهایدباینمودند. اگرچه استفاده از آنت

 و محدود بودنِ نهیاز نظر هز اماّ دارند ییبالا ارزشِ تیاختصاص

کلونال ارزشمند است. یپل یِبادیامکانات، استفاده از آنت

 دِیتول یمختلف )موش و خرگوش( برا ۀاستفاده از دو گون

با  ییهایبادیآنت دِیمنجر به تول تواندیم کلونالیپل یِبادیآنت

 یمختلف بر رو یهاتوپیاپ ییِجهت شناسا ترهگسترد فِیط

 زایلاتست اِ ییِو کارا تیّحساس جه،یشود و در نت CtxB مولکولِ

 یهایبادیآنت متقاطعِ واکنشِ نیهمچن .دهد شیرا افزا

در  زین LtBو  StxBمرتبط  سمومِ رِیشده با سادیتول

 مشابه یقیموردتوجه است. در تحق این پژوهش تِیّاختصاص

 ۀو زرد یخرگوش یهایبادیاز آنت ارانشنامور و همک نیز

(. 24استفاده نمودند ) کلرا نِیتوکس ییِشناسا مرغ جهتِتخم

 تیاختصاص یِجهت بررس چیساندو یزایلاگروه از روش اِ نیا

شده استفاده نمودند و استخراج یهایبادیآنت تِیو حساس

 39را  بینوترک نِیپروتئ ییِشناسا جهتِ زایلااِ تیحساس زانِیم

 پژوهش نیب ییهااگرچه شباهت ؛نمودند علامنانوگرم ا

رو،  شِیپ قِیدر تحق اماّشود یم دهید همطالعاین  وشده بیان

 ۀاستفاد ب،ینوترک CtxBبر یمبتن یِصیتشخ ستمِیس یِطراح

 دِیتول ی)موش و خرگوش( برا یوانیح زمان از دو مدلِهم

 نییپا اریبس در غلظتِ نیتوکس صِیتشخ ییِو توانا یبادیآنت

 ییِرا در شناسا پژوهش نیا تیاهم کهنانوگرم( است  ۸)

 لِیتما عدمِ ی. از طرفکندیعفونت برجسته م زودهنگامِ

( LtBو  StxBمشابه ) سمومِ رِیشده با سادیتول یهایبادیآنت

و  CtxB ییِدر شناسا هایبادیآنت بودنِ یاختصاص انگرِیب

 مثبتِ جِیو اجتناب از نتا یصیتشخ یها در کاربردهاآن تِیاهم

 یهاتیک ۀتوسع دبخشِیتواند نویامر م نیکاذب است؛ ا

 یطیو مح ینیبال کاربردِ تِیبا قابل زایلابر اِیمبتن یِصیتشخ

 .باشد

 یریگجهینت |5

 کلونالیپل یهایبادیآنت ۀ، با ارائدرنهایت این پژوهش

وبا انجام شده است.  سمِ صِیتشخ جهتِ CtxB درمقابلِ

 ع،یسر یدر موش و خرگوش، روش دشدهیتول یهایبادیآنت

نسبت به  کلرا ویبریو ییِشناسا یصرفه برابهو مقرون قیدق

 یِمولکول یهاروش ای یکروبیم مانند کشتِ یتسنّ یهاروش

بالا،  تیّروش با حساس نی. اشودیم بمحسو شرفتهیپ

 یهانیمتقاطع با توکس مناسب )حداقل واکنشِ تیاختصاص

 امکانِ ،یشگاهیآزما ۀشرفتیپ زاتِیبه تجه ازینمشابه( عدم

و  ینیبال یهاکلرا را در نمونه نِیتوکس عِیسر صِیتشخ

 .کندیفراهم م یطیمح

و کد اخلاق یملاحظات اخلاق| 6  

 :باشدیم ریشرح زد اخلاق مقاله بهکُ
IR.IAU.TNB.REC.1400.114. 

  یتشکر و قدردان| 7

از  لهیوس نیو بد باشدیم یتخصص ۀبرگرفته از رسال مطالعه نیا

تشکر و  مانهیصم یمحترم جناب دکتر روح الله کاظم همکارِ

 .گرددیم یقدردان

 تعارض منافع  |8

 وجود ندارد. سندگانینو نیمنافع ب تعارضِ چگونهیه

 سندگانیسهم نو |9

ن       ح    یمحبوبههه حسههه ل     یِفرد: طرا   یزهههای آپتههامر و آنهها

ها   داده لِی و تحل یآورجمع ها، شیانجام آزما   ،یکیوانفورمات یب

 .مقاله ییِنها شِیرایو و

  .مقاله شِیرایپژوهش و و ۀاولاد: مشاور غلامرضا

مان  جعفر ظارتِ  ۀدی ا یِ: طراحیا   یِطراح ،یعلم پژوهش، ن

 مقاله. ییِنها شِیرایو و یکیوانفورماتیب یزهایآپتامر و آنال
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| Extended Abstract 

 

Cholera is a major waterborne infectious disease caused by Vibrio cholerae, a Gram-negative 

bacterium that produces cholera toxin (CT), the main virulence factor responsible for severe 

diarrhea and dehydration. Rapid and accurate detection of this toxin is crucial for disease 

diagnosis, outbreak monitoring, and public health interventions. Conventional culture-based 

and molecular diagnostic methods are often expensive, time-consuming, and require 

specialized laboratory facilities. Therefore, the development of a simple, sensitive, and cost-

effective diagnostic method is highly desirable. This study aimed to develop an ELISA-based 

assay for cholera toxin detection using the recombinant cholera toxin B subunit (rCtxB) and 

specific polyclonal antibodies. The CtxB gene was expressed in Escherichia coli BL21(DE3) 

following induction with IPTG. Expression of the recombinant protein was confirmed by 

Western blot analysis. Purified rCtxB protein was used to immunize rabbits and mice via 

subcutaneous injections. Following immunization, serum samples were collected, and 

antibodies were purified. The sensitivity of the generated antibodies was evaluated using 

sandwich ELISA, while their specificity was assessed by indirect ELISA against structurally 

related toxins, including heat-labile enterotoxin B subunit (LtB) and Shiga toxin B subunit 

(StxB). The purified antibodies obtained from rabbits and mice demonstrated strong and 

specific reactivity toward CtxB. ELISA results confirmed successful recognition of cholera 

toxin with high sensitivity. The developed assay was able to detect as little as 8 ng of toxin. In 

addition, minimal cross-reactivity was observed with LtB and StxB, indicating excellent 

specificity. These findings demonstrate the effectiveness of the produced antibodies for cholera 

toxin detection. The developed ELISA method provides a rapid, sensitive, accurate, and 

affordable approach for detecting cholera toxin. Compared with conventional microbiological 

and advanced molecular methods, this assay offers significant advantages in terms of 

simplicity, low cost, and ease of implementation. The method does not require sophisticated 

laboratory equipment and can be effectively applied for the detection of Vibrio cholerae toxin 

in clinical and environmental samples, supporting cholera surveillance and outbreak control 

programs. 
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