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Cloning, expression and purification of vibrioblock 
 proteins as candidates for cholera 
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Abstract 
Aim and Background: With the advent of cloning technology and recombinant DNA, it became 
possible to produce drugs and vaccines that were not possible in the past. Recombinant protein occupies a 
large part of the biopharmaceutical industry, one of the most important of which is vaccination. 

Material and Methods: In this study, with the aim of obtaining a protein candidate for cholera 
vaccine, first cloning of a plasmid designed for the bacterial host E.coli DE3 Rossetagami was 
transformed, then expression was induced using IPTG and after protein expression was examined by 
SDS-PAGE gel electrophoresis, and then the protein was purified by nickel-sepharose (NI-NTA) 
chromatography column.  

Result:The results show that the purified protein has a molecular weight of 31 kDa and the amount of 
purified protein is 1 mg. 

Conclusion:Based on previous studies as well as the results of this study, the resulting protein can be 
considered as a suitable candidate for the cholera vaccine. 
Keywords: cholera, candidate vaccine, Recombinant protein, Cloning, recombinant DNA, Iau Science. 
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 سازی پروتئین ویبریوبلاک کلون، بیان و خالص
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 چکیده
هایی محقق شدد کدد در شذشدتد    نوترکیب، امکان تولید داروها و واکسن DNAبا ظهور تکنولوژی کلونینگ و سابقه و هدف: 

هدای نن  تدرین بخدش  ممکن نبود. پروتئین نوترکیب بخش عظیمی از صنعت زیست دارو را بد خود اختصاص داده کد یکدی از مهد   
 .استسازی واکسن

یابی بد کاندید پروتئینی واکسن وبا، ابتدا کلونینگ پلاسمید طراحدی شدده بدد    با هدف دستدر این پژوهش  ها:مواد و روش
القاء بیان صدور  شرفتدد و پدس از     IPTGترانسفورم شده، پس از نن با استفاده از  E. coli DE3 Rossetagamiمیزبان باکتریایی

سازی سفاروز خالص-موردنظر توسط ستون کروماتوشرافی نیکل، پروتئین SDS-PAGEبررسی بیان پروتئین توسط ژل الکتروفورز 
 شده است.

چندین  هد   اسدت کیلودالتون  31سازی شده دارای وزن مولکولی دهد پروتئین خالص نتایج حاصل از پژوهش نشان می ها:یافته
 .استشرم میلی 1سازی شده میزان پروتئین خالص

مشدابد، پدروتئین حاصدل از     هدای داین مطالعد و مقایسد نن با دیگدر مطالعد   بد نتایج حاصل ازبا توجد گیری:بحث و نتیجه
 بعدی مورد استفاده قرارشیرد. هایدتوان برای مطالع خلوصی مناسب برخوردار بوده و می

. Iau Science نوترکیب، DNAوبا، کاندید واکسن، پروتئین نوترکیب، کلونینگ،  :کلیدی واژگان
 

 مقدمه
و پس  1990اولین بار درسال  DNAواژه کلون کردن یک 

 Howardاز جداسازی اولین ننزی  محدود کننده توسط 
Temin  و David Baltimoreصور  مستقل کار کد بد

کردند مورد استفاده قرار شرفت، پس از نن در سال  می
-از ارشانیس  DNAنوترکیب با ترکیب  DNAاولین  1992

 شد و همکارانش ساختد Paul Bergهای مختلف توسط 

، با قرار دادن DNA کردن یک قطعدکلون  فرنیند .(1)
، در میزبانDNA  یهادر مولکول نظرمورد DNAقطعا  

-سپس مولکولشیرد،  صور  می یشگاهینزما طیشرا
 وارد شده و زبانیم یهابد سلول بینوترک  DNAیها

شردند، در  توسط سیست  تکثیر ارشانیس  میزبان،تکثیر می
خارجی و  DNAترکیبی از  نوترکیب، DNAواقع مولکول 

DNA  ظهور (2)است ارشانیس  میزبان .DNA  نوترکیب
ای را برای تولید پروتئین فراه  بد صرفددر واقع ابزار مقرون

کد امروزه بخش عظیمی از صنعت زیست دارو نحوینورد بد
.پروتیئن (3) اندهای نوترکیب تشکیل دادهرا پروتئین

ند تنها در  ،استنوترکیب  DNAل نوترکیب کد محصو
عنوان تحقیقا  نزمایشگاهی کاربرد فراوانی دارند بلکد بد

طور موفق برای درمان بیماری انسولین در دارو اولین بار بد
 190مورد استفاده قرار شرفت. امروزه بیش از  1992سال 
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جهان  سرتاسر ها درپروتئین نوترکیب برای درمان بیماری
. از دیگر کاربردهای پروتئین (5،4) هستندمورد استفاده 

سازی برای پیشگیری از نوترکیب، در صنعت واکسن
های ترین بخشیکی از مه  .(6-9)است ها فراشیر بیماری

ثیر واکسن بر سلامتی انسان و جلوشیری از أتاریخ عل ، ت
 300از  . از اختراع اولین واکسن بیشاستشسترش بیماری 

شذرد، اولین واکسنی کد توسط ادوارد جنر برای  سال می
پیشگیری از بیماری ابلد شاوی مورد استفاده قرار شرفت. 

ها از ابتدای اختراع نن تا بد امروز دستخوش ساخت واکسن
کد اولین  نحوهای قرار شرفتد بدبسیارشسترده هایتغییر
ها در واقع همان عامل بیماری ضعیف شده یا کشتد واکسن
های امروزی از عامل ضعیف شده تا ، ولی واکسناستشده 

-پاسخ. (10-14) شیرد بر می های نوترکیب را درپروتئین
 یهاعفونت، در مبارزه با تومورها ینقش مهم یمنیا یها
واحد  کیکیژنیتوپ ننتیدارند. اپی و باکتریایی روسیو

 جادیهومورال ا اییسلول یمنیپاسخ ا کی ایاست کد  یاساس
 یسرکیمتشکل از  یتوپیواکسن چند اپ کیکند. یم

و درمان  یریشگیپ ینل برا-دهیروش ا ککد ی است دیپپت
 .(15-19) است ی و باکتریاییروسیو یهاعفونت، تومورها

ویبریوکلرا از خانواده ویبریوناسد، باکتری شرم منفی، 
. این بیماری کد بد مرگ استمتحرک و عامل بیماری وبا 

نبی معروف است سبب، اسهال نبکی و شدید در انسان 
های . در طول سالیان مختلف واکسن(19،19) شود می

اند کد از متفاوتی برای پیشگیری ازاین بیماری توسعد یافتد
، Vaxchoraبد: توان های موجود میجملد واکسن

Dukoral ،ShanChol ،Euvichol-Plus/Euvichol 
های ذکر شده در قطد ضعف واکسنن .(20-22) اشاره کرد

کوتاهی ماندشاری ایمنی ایجاد شده توسط -1بالا شامل: 
های بالا در مین زنجیره سرد و هزیندأنیازمند ت-2واکسن، 

. در مطالعد حاضر هدف کلون، استمین دوز کافی و ... أت
سازی پروتئین کایمریک سنتتیک ویبریوبلاک بیان و خالص

یابی پروتئینی پایدار و دف دست، این پروتئین با هاست
تر در تولید واکسن وبا های بیشمناسب در جهت بررسی

تولید و مورد مطالعد قرار شرفتد است. از دیگر اهداف این 
های منظور بررسیمطالعد تولید پروتئین با خلوص بالاتر بد

 .استتر در زمیند تولید واکسن بد شیوه معکوس بیش

 هامواد و روش
 E.coliوکتور و کلون کردن در باکتری میزبانطراحی 
DH5a 

سازه طراحی شده برای این مطالعد براساس یک تک ژن 
های  ORFبیوانفورماتیک تمام  هایدخاص نبوده و با مطالع

واقع  باکتری ویبریوکلرا مورد هدف قرار شرفتد شده، در
شاخصد اصلی انتخاب پروتئین سطحی بودن و ترشحی 

-است. در نهایت توالی نمینواسیدی این اپیبودن نن بوده 
-توپصور  توالی ژنتیکی ترجمد شردیده و اپیها بدتوپ

توپی کایمریک سنتیتک ای پلیصور  سازههایی کاندید بد
-بد GENErayطراحی شده است، این سازه توسط شرکت 

کلون شده  pET23aدر بدند صور  شیمیایی سنتز و 
ک سازه طراحی شده قابل است. در شکل یک نمای شماتی

مشاهده است. پس از دریافت سازه لیوفیلیزه شده، سازه در 
 tris-EDTA (mM 1/0 ،0/9mM Tris-HCl, pHبافر 
درجد  90تا زمان استفاده در دمای منفی  و ( حل شده10

منظور داری شده است. پس از نن پلاسمید بدسلسیوس نگد
ترانسفورم  E.coli DH5aازدیاد ژنوم بد باکتری میزبان 

 شردید.

 منظور تأیید سازه موردنظرهضم آنزیمی به
های تعبید برای تأیید سازه طراحی شده، براساس جایگاه

های محدود کننده و قطعد کلون شده، هض  شده ننزی 
ننزیمی تحت شرایط زیر صور  شرفتد است. براساس سازه 

 NdeIهای طراحی شده برای فرنیند هض  ننزیمی از ننزی 
از شرکت پارس ژن استفاده شردیده کد در دمای  EcoRIو 
مد  یک ساعت این فرنیند انجام درجد سلسیوس و بد 39

 شده است. 

 E. coliترانسفورم پلاسمید به باکتری مستعد 
DE3Rossetagami 

یید سازه در مرحلد أبرای بیان پروتئین ویبریوبلاک پس از ت
قبلی استخراج پلاسمید توسط کیت استخراج پلاسمید 

PrimePrep  از شرکتjenetbio  طبق پروتوکل مربوطد 
 نانوشرم از پلاسمید بد باکتری 100صور  شرفتد و سپس 

 با استفاده از E. coli DE3Rossetagamiمستعد بیانی 
سازی ترانسفورم شده است. نمادهروش شوک حرارتی 
طبق  E. coli DE3Rossetagamiباکتری مستعد بیانی 

 .(23) کلراید صور  شرفتد استپروتوکل شیمیایی کلسی 
 بد ژنبا توجد نمیز بودن ترانسفورم،یید موفقیتأبرای ت
 یهای، باکتردیمسدر پلاموجود  نیلیسیبد نمپتمقاوم

 (Luria-Bertani) نشار LB محیط در ترانسفورم شده
عنوان یک مارکر انتخابی بدنیلیسینمپ کیوتیبیننت یحاو

های حاوی پلاسمید کشت شدند. در نهایت برای کلونی
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ها رشد یافتد بر بستر محیط کشت نوید از ترانسفورم کلونی
 دهد. موفق پلاسمید طراحی شده با میزبان باکتریایی را می

 

نمایی شماتیک از وکتور طراحی شده و کلون شده در بدند  -1شکل 
pET23aطور کد قابل مشاهده است دو جایگاه برش ننزیمی ، همان

 سمت قطعد کلون شده در نظر شرفتد شده کد این دو برای در دو
 .است EcoRIو  NdeIهای جایگاه برای ننزی 

 بیان پروتئین ویبریوبلاک
 طیاز مح یکلن تک کپروتئینویبریوبلاک،یمنظور بیان بد

 تریلیلیم 10در  ترانسفورم شدهیهایکشت نشار باکتر
 در نیلیسینمپ کیوتیبیننت یحاو نشار LB محیط کشت

با  قدیدور در دق 150 شیکبا  سلسیوسدرجد  39 یدما
ننکوباتور شیکردار کشت شباند داده شده استفاده از دستگاه 

کشت  شیپ یهایاز باکتر تریکرولیم 100. پس از نن، است
و  حیتلق عیما LB دیکشت جد کیاز  تریلیلیم 10در 

ننکوباتور در دستگاه  سلسیوسدرجد  39 یسپس در دما
 کدیتا زمان ،( انکوبد شدقدیدور در دق 150در ) شیکردار

پس از رسیدن سرانجام،  .برسد 9/0تا  OD9/0 محیط بد 
 IPTGمولار یلیم 1 مذکور با افزودن ODبد 

(isopropylβ-D-1-thiogalactopyranosid سینا( )
-شرایط بیان پروتئین بد .کلون( القاء صور  شرفتد است

کد منجر بد تولید انکلوژن  استصور  ذکر شده در ادامد 
درجد سلسیوس  39در دمای  بادی شده است، شرایط بیان

. صور  شرفتد استساعت 4مد  دور در دقیقد و بد 150و 
 منظور استخراج ننکلوژن بادی از محیط کشت،بد سرانجام
درجد  4 یدر دما قدیدور در دق 6000در  وژیفیاز سانتر
( 5419Rاپندورف  کروفوژیم) قدیدق 15مد  بد سلسویس

مانده در دمای استفاده شده است و سپس رسوب باقی

داری شده درجد سلسیوس تا زمان ننالیز نگد 90منفی 
 انیب یبررس منظوربدها ، نموندی بیانالقاپس از است. 
 لیدودس  یبا استفاده از الکتروفورز ژل سد نیپروتئ

-SDSابتدا ژل  (SDS-PAGE) دینملینکر یپل-سولفا 
PAGE 5/12% بد روش با توجدLaemmli–SDS-
PAGE یزینمبا روش رنگ نیپروتئ انیبو  شردیده دیته 

 . (24) استکماسی بلو مورد ننالیز قرار شرفتد 

 سازی پروتئین ویبریوبلاکخالص
-بد SDS-PAGEیید پروتئین بیان شده توسط أپس از ت

منظور تخلیص پروتئین از ستون کروماتوشرافی نیکل 
شردیده است. جریان سریع استفاده ( Ni-NTA) سفاروز

-میلی 500شرایط کشت مشابد مرحلد قبل ولی در حج  
لیتر صور  شرفت. این شرایط منجر بد تولید پروتئین بد 
شکل انکلوژن بادی شده کد، برای استخراج انکلوژن بادی از 
محیط کشت، محیط کشت باکتری با استفاده از سانتریفیوژ 

د سانتریوفوژ دقیق 10مد  دقیقد بد دور در 9000با برنامد 
 سیمولار تریلیم 20) یحاو Aو رسوب ایجاد شده در بافر 

حل شده است. در  دوباره ( یسد دیمولار کلریلیم 400و 
منظور سونیکاسیون و شکستن دیوار مرحلد بعد محلول بد

چرخد هر چرخد شامل  15سلولی روی یخ قرار شرفتد و در 
ای با دستگاه ثانید 40 هایدصلاای با فثانید 20های پالس

سرانجام، اولتراسونیک مورد سونیکاسیون قرار شرفت. 
 20مد  بد دور 15000در  وژیفیمحلول حاصل با سانتر

.پس از شردیده استبرداشت  سلسیوسدرجد  4در  قدیدق
مولار یلیم 20) یحاو B، رسوب مجدد در بافر وژیفیسانتر
 دیمولار کلریلیم 400،  دازولیمیمولار ایلیم 10، سیتر
حل شده است. این بافر ( pH 9 اوره، مولار 9،  یسد

های ها را حل کرده و برای حذف دیگر بخشانکلوژن بادی
دقیقد  15مد  دقیقد بد دور در 15000سلولی، محلول در 

مورد سانتریوفوژ قرار شرفت. محلول رویی این مرحلد کد 
اسیون پس از فیلتر استحاوی انکلوژن بادی موردنظر 
میکرون در ستون  4/0توسط فیلتر سرسرنگی 

سازی تلقیح شده است. نماده (Ni-NTA)کروماتوشرافی 
ها صور  سازی نموندزمان با نمادهستون کروماتوشرافی ه 

 B (20منظور در مرحلد اول ستون با بافر شرفتد کد بدین
-یلیم 400، دازولیمیمولار ایلیم 10، سیمولار تریلیم

بد تعادل رسیده  (pH 9 اوره، مولار 9،  یسد دیکلرمولار 
پمپ  قیپس از تعادل ستون از طر شده زیل نیپروتئاست. 

شردیده است. سپس در مرحلد  حیلقدر ستون ت ستالتیپر
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های اتصال نیافتد بد ستون از بافر بعد برای شستشو پروتئین
C (10 400، دازولیمیمولار ایلیم 20، سیمولار تریلیم 
استفاده شده  (pH 9 اوره، مولار 9،  یسد دیمولار کلریلیم

های متصل شده بد و سرانجام برای جداسازی پروتئین
ساز برای ایجاد شیب غلظتی ستون از دستگاه شرادیان

مولار استفاده شده میلی 500مولار تا میلی 20ایمیدازول از 
از  یتریلیلیم 5/1نموند  نیمرحلد، چند نیدر ااست. 

و  دیمورد تجز SDS-PAGEو با روش  ینورستون جمع
مولار یلیم 20. بافر شستشو شامل د استقرار شرفت لیتحل
 دیمولار کلر یلیم 400، دازولیمیمولار ایلیم 500، سیتر
 .است pH 9 اوره و مولار 6،  یسد

 تاخوردگی مجدد و فرمولاسیون پروتئین
چنین ایجاد تاخوردشی منظور حذف اوره از محیط و ه بد

 یحاو ونیبافر فرمولاسمناسب در پروتئین تخلیص شده،از 
-بد %01/0و  تولیمولار مانیلیم 30، سیتر مولاریلیم 10)

افزودن . استفاده شردید( 20 ننسبت حجمی/ حجمی توی
بافر بد محلول پروتئینی بد نرامی صور  شرفتد تا محلول 

دست نمده توسط محلول بدتر شود، در نهایت بار رقیق 100
فیلتر نمیکون برای افزایش غلظت پروتئین در محلول مورد 

دلیل قابل فیلتراسیون قرار شرفت. از فیلتر نمیکون بد
چنین این فیلتر استفاده بودن این فیلتر در سانتریفیوژ و ه 

ای مناسب برای جلوشیری از خروج پروتئین در با اندازه
تفاده قرار شرفت و با موفقیت اوره حین سانتریفیوژ مورد اس

 از محیط نن جدا شد.

 محاسبه غلظت پروتئین 
خالص شده،  نیپروتئ ونیو فرمولاس یسازظیپس از غل

موجود در محلول نموند، از  نیمحاسبد مقدار پروتئ یبرا
 کی در این مرحلدفورد استفاده شده است. ادروش بر

نمودار  طور یکو همیندفورد اشاخص استاندارد بر
 یتجار نیپروتئ کیاز  الیرقت سر نییتع یبرا اندارداست

-یلیم 1از  نینلبوم نیرقت از پروتئ یسرکتهید شد کد، ی
نماده  تریلیلیدر م کروشرمیم 10تا  تریلیلیشرم در م
از هر رقت بد  تریکرولیم 20، یدر مرحلد بعد شردیده و

 شردیده واز نشانگر استاندارد بردفورد اضافد  تریکرولیم 990
توسط دستگاه اسپکتروفتومتر  نومترنا 590جذب نور در 

(Jenway  ،6310  ،خوانده شد. سرانجام )اسپکتروفتومتر
، جذب نور نینلبوم نیهر غلظت شناختد شده پروتئ یبرا

 مورد خوانش قرار شرفتد وتوسط دستگاه اسپکتروفتومتر 
نانومتر نمودار  590و جذب نور در  نیتئمقدار غلظت پرو

تواند با یم نیوتئپر یی، غلظت نهاجدی. در نتکنند می جادیا
 شود. نییشده تع  یاستفاده از نمودار ترس

 نتایج
 یید سازه موردنظرأمنظور تهضم آنزیمی به
یند دابل دایجست براساس جایگاه برش نبرای انجام فر

و  NdeIننزیمی تعبید شده در وکتور موردنظر از دو ننزی  
EcoRI مد  یک ساعت و یند بدناستفاده شردیده. این فر

-% رنگ1بررسی هض  ننزیمی برروی ژل الکتروفورز نشارز  -2شکل 
کیلو  1مارکر وزن مولکولی  Mنمیزی شده با اتیدیوم بروماید. خط 

پلاسمید هض  شده بد روش ننزیمی کد دارای  1دالتونی است و خط 
ترتیب جفت بازی کد بد 3600جفت بازی و باند  949دوباند است باند 

 مربوط بد قطعد کلون شده و پلاسمید است.

روی پلاسمید استخراج  بر درجد سلسیوس 39در دمای 
ل برروی ژل الکتروفورز شده صور  شرفتد و نتایج حاص

نمیزی شده با اتیدیوم بروماید مورد بررسی % رنگ1نشارز 
توانید نتیجد هض  ننزیمی برای  می 2قرار شرفت. در شکل 

 یید سازه موردنظر را مشاهده کنید.أت

 E. coliبیانی ترانسفورم پلاسمید به باکتری مستعد 
DE3Rossetagami 

 E. coliبیانی یند ترانسفورم بد باکتری نفر
DE3Rossetagami  توسط روش حرارتی صور  شرفتد

 کد نتیجد حاصل از ترانسفورم موفق توسط کشت باکتری بر
سیلین بیوتیک نمپینشار کد حاوی ننتی LBروی محیط 

هایی است کد عنوان مارکر انتخابی برای رشد تنها باکتریبد
راحی شده کد، پلاسیمید ط اند چراپلاسمید را دریافت کرده

روی  . نتیجد کشت براستسیلین بد نمپیحاوی ژن مقاومت
 قابل مشاهده است.  3نشار در شکل  LBمحیط 
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نمیز بودن ترانسفورم وکتور بد باکتری میزبان. یید موفقیتأت -3 شکل
های رشد کرده بر سطح شود تمامی کلونی طور کد مشاهده میهمان

بوده و در بخش کنترل منفی محیط کشت دارای پلاسمید موردنظر 
 کلونی مشاهده نگردیده است.

 بیان پروتئین ویبریوبلاک
 SDS-PAGE% 5/12بررسی بیان پروتئین توسط ژل 
قابل مشاهده است.  4صور  شرفتد کد نتیجد نن در شکل 

ساعت از القا  4شردد پس از شذشت  همانطورکد مشاهده می
میزان بیان پروتئین مناسب برای تخلیص  IPTGتوسط 
 . است بوده

 
 SDS-PAGE%5/12نتیجد بررسی بیان پروتئین بر روی ژل  -4 شکل
بار برای یافتن بهترین میزان شیری از محیط هر یک ساعت یک. نموند

 1مارکر وزن مولکولی  Mبیان مورد بررسی قرار شرفت. خط 
بیان پروتئین در ساعت اول بعد از القا بیان  T1. نموند استکیلودالتونی 

نموند در  T3نموند در ساعت دوم پس القا، نموند  T2. نموند است
نموند در ساعت چهارم پس از القا  T4ساعت سوم پس از القا و نموند 

 .است

 سازی پروتئین ویبریوبلاکخالص
یید اولید تخلیص پروتئین در هنگام أبرای بررسی و ت

توان از تست برادفورد استفاده کرد. این  میسازی خالص
تست وجود پروتئین در محلول را با تغییر رنگ محلول 

دهد، البتد این تست غیراختصاصی و وجود هر  نشان می
منظور دهد، در واقع این مرحلد بد پروتئینی را نشان می

شیری صور  شرفتد مشاهده خروج پروتئین برای نموند
ادفورد صور  شرفتد در این تست بر 5است. در شکل 
روتئین در محلول در هنگام دهنده وجود پمرحلد کد نشان
 6چنین در شکل قابل مشاهده است. ه تخلیص است 

نوری شده پس از تخلیص را های جمعنتیجد بررسی نموند
 قابل مشاهده است.  SDS-PAGE% 5/12در ژل 

 بحث 
ژن در با کشف و پیشرفت بشر در زمیند کلون کردن یک 
ای جدید میزبان باکتریایی، تولید پروتئین نوترکیب، زمیند

ها ایجاد شده است. استفاده از از توسعد داروها و واکسن
 ای دیریندها، ریشدهای نوترکیب در درمان بیماریپروتئین

 1992کد اولین بار در سال نحویدر تاریخ بشریت دارد بد
ذکر شده تخلیص و های انسولین با موفقیت توسط تکنیک

 های. استفاده از پروتئین(4) مورداستفاده قرار شرفت
 در، بلکد یستها ن نوترکیب تنها محدود بد درمان بیماری

 
رنگ تا نبی پررنگ توسط محلول برادفور تغییر رنگ از نبی ک  -5 شکل

دهنده نوری شده از خروجی ستون نشان-های جمعدر بعضی از نموند
، 19، 16، 14، 12، 10، 9وجود پروتئین در محلول خروجی بوده. نموند 

منظور های ستون بعد از تلقیح پروتئین بددر واقع خروجی 22و  20
 ند.هستسازی خالص

ای در زمیند های اخیر تحقیقا  شستردهطی سال
های نوترکیب وسیلد پروتئینها بدپیشگیری از بیماری

و  Kiaie، 2014ای در سال شزارش شده است. در مطالعد
یابی بد کاندید واکسنی علید منظور دستهمکاران بد
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را هدف قرار داده اند. در این  TcpAویبریوکلرا، پروتئین 
را با واکنش  EL-Torرا از سوید  TcpAمطالعد ابتدا ژنوم 

 مراز تکثیر کرده و سپس در ژنوم تکثیر یافتدای پلیزنجیره
اند. کلون کرده pGEX4T1را در بدند میزبان باکتریایی 

درنهایت پس از بیان پروتئین توسط میزبان باکتریایی، 
 GSTپروتئین موردنظر توسط ستون کروماتوشرافی 

در زمیند  هاد.از دیگر مطالع(25) سازی شده استخالص
عنوان کاندید واکسن وبا استفاده از پروتئین نوترکیب بد

 2002و همکاران در سال  Mattosتوان بد مطالعد  می
یابی بد پروتئین اشاره کرد کد در این مطالعد هدف دست

. در این مطالعد ژنوم استتوکسین وبا  Bنوترکیب زیرواحد 
جفت باز  359توالی هیستیدین تگ با طول  6حاوی 

طراحی شردیده کد این ژنوم در مرحلد بعد توسط واکنش 
 E.coliباکتریایی  مراز تکثیر و در میزبانای پلیزنجیره

کلون و بیان پروتئین در فرم محلول توسط این میزبان 
 سازی پروتئین منظور خالصچنین بدصور  شرفتد است. ه 

 
های خروجی از ستون کروماتوشرافی نتیجد بررسی نموند -6 شکل

-نموند شرفتد شده از پیش T0. نموند  SDS-PAGE%5/12توسط ژل 
نوری شده از محلول نموند جمع Nکشت کد فاقد بیان بوده، نموند 

نوری شده از رسوب نموند جمع Bساعتد، نموند  4رویی بعد از القای 
کیلو دالتونی و  1مارکر وزن مولکولی  Mبعد از سونیکاسیون، خط 

بعد از نوری شده از خروجی ستون های جمعنموند 20تا  14نموند 
شود  طور کد مشاهده میشستشو با شیب غلظتی ایمیدازول. همان

در وزن  20تا  14نوری شده از خروجی ستون از نموند های جمعنموند
کیلو دالتونی قرار شرفتد کد براساس طراحی سازه پروتئین  32مولکولی 

 .استکیلودالتونی  32موردنظر نیز دارای وزن مولکولی 

سفاروز استفاده شده -موردنظر از ستون کروماتوشرافی نیکل
سازی با بررسی توسط تست برادفورد کد پس از خالص

شده در محیط سازی شرم از پروتئین خالصمیلی 13میزان 

دست نمده. در نهایت با بررسی پروتئین توسط وسترن دب
 خوبیبلا  و الایزا نشان داده شده کد پروتئین حاصل بد

 شوند کلونال تشخیص داده میی پلیهابادیتوسط ننتی
توان بد مطالعد  مشابد دیگر می های-د. از جملد مطالع(26)

Kazemian  ر این اشاره کرد د 2012و همکاران در سال
از محتوای کل ژنوم  flaAمطالعد برای جداسازی ژن 

استفاده  CATB/NaClویبریوکلرا از بیوتیپ اینابا از روش 
از مرای پلیشده و پس از نن با استفاده از واکنش زنجیره

منظور سهولت در تکثیر شردیده کد بد flaAقطعد ژنوم 
در  XhoIو  Bam HIکلونینگ ژن دو جایگاه برش ننزی  

ابتدا و انتهای قطعد ژنومی تعبید شده است. پس از نن ژنوم 
flaA  تکثیر شده بد درون پلاسمیدpGEX4T-1  کلون و

 E. coli DH5αپلاسمید نهایی بد درون میزبان باکتریایی 
 E. coli DH5αترانسفورم شده است، ترانسفورم بد میزبان 

ت پس منظور ازدیاد پلاسمید صور  شفتد است. در نهایدب
از ازدیاد پلاسمید توسط میزبان باکتریایی پلاسمید از 
رسوب خشک باکتری توسط کیت استخراج پلاسمید، 

 E. coli BL21استخراج شده و بد میزبان باکتریایی 
(DE3) منظور القاء بیان پروتئین از ترانسفورم شده و بد
استفاده شده است. درنهایت  IPTGمولار میلی 1غلظت 

-خالص G.S.Tان شده توسط کیت استخراجی پروتئین بی
زایی منظور بررسی قدر  ایمنیسازی شده، پس از نن بد

این پروتئین نوترکیب بد مدل نزمایشگاهی ر  تزریق 
دهد  شردیده است. نتایج حاصل از این پژوهش نشان می

چنین تزریق نمیز بوده و ه بیان پروتئین موردنظر موفقیت
حیوانا  نزمایشگاهی، نشان داده کد این این پروتئین بد 

. (29) ژنیستد بالایی برخوردار استپروتئین از قدر  ننتی
و  Amerianتوان بد مطالعد  مشابد می هایداز دیگر مطالع

اشاره کرد. در این مطالعد با بررسی  2019همکاران در سال 
از سایت  tcpAبیوانفورماتیکی، ابتدا توالی کامل ژن 

GeneBank های طبیعی این استخراج شردیده و کدون
منظور بررسی ننالیزهای بیوانفورماتیکی بد قطعد ژنی توسط

چنین های نادر و ه ، وجود کدونtcpAژن  GCمحتوای 
مورد بررسی قرار شرفتد کد  CAIبررسی سازشاری کدون 

و  tcpAهای ژن سازی کدونهدف از این مرحلد بهیند
. است E.coliهای رایج در ها بد کدونتبدیل این کدون

و  HindIIIو جایگاه برش ننزی  چنین در این طراحی ده 
XohI  نیز تعبید ششتد کد پس از اتمام مرحلد

بیوانفورماتیکی سازه طراحی شده توسط شرکت 
Biomatik  در بدند(+)pET32a  کلون شردیده است. پس
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منظور بد E. coli DH5αاز نن پلاسمید بد باکتری میزبان 
درنهایت ازدیاد پلاسمید و ژنوم موردنظر ترانسفورم شده و 

پس از ازدیاد ژنوم و پلاسمید، پلاسمید از باکتری توسط 
 E. coli BL21کیت استخراج شردیده و بد باکتری 

(DE3)  ترانسفورم شده کد هدف از این مرحلد بیان
چنین القاء بیان با استفاده از ، ه استپروتئین نوترکیب 

نهایت رصور  شرفتد است. د IPTGمولار میلی 1غلظت 
سازی پروتئین تولید شده در فرم دناتوره از منظور خالصبد

سفاروز استفاده شده است. درنهایت با استفاده -ستون نیکل
یید شردیده أاز وسترن بلا  بیان پروتئین و صحت نن ت

عنوان کاندیدی برای است. در این مطالعد پروتئین حاصل بد
 . (29)نظر شرفتد شده است واکسن وبا در

ذکر شده دارای وجد تشابد بسیاری با مطالعد  هایدمطالع
. القاء بیان 1توان بد:  ، از جملد این موارد میاستحاضر 

سازی پروتئین با . خالصIPTG 2پروتئین با استفاده از 
سفارز اشاره کرد. از -استفاده از ستون کروماتوشرافی نیکل

ذکر شده بد  هایدهای این مطالعد با مطالعجملد تفاو 
تر قبل از شروع کار و های بیوانفورماتیکی دقیقبررسی

تر تر و دقیقطراحی سازه با دقت بالا برای بیان قوی
 پروتئین کایمریک و طراحی پروتئین کایمریک و هدف قرار

زایی ها با قدر  ایمنیتری از پروتئیندادن تعداد بیش
اشاره کرد. در مطالعد حاضر با هدف کلون، بیان و تخلیص 

تواند کاندید واکسن برعلید وبا  پروتئین ویبریوبلاک کد می
 pET23aای کد، در بدند باشد، در ابتدا وکتور طراحی شده

بان باکتریایی منظور ازدیاد وکتور بد میزبد است قرار شرفتد
DH5a منظور القاء بیان ترانسفورم شده است، سپس بد

پروتئین پس از استخراج پلاسمید از میزبان باکتریایی 
DH5a یید قطعد کلون شده و أو انجام هض  ننزیمی برای ت

 .Eبیانی باکتری مستعد سازه طراحی شده، پلاسمید بد 
coli DE3 Rossetagami ز ترانسفورم شده است. پس ا

 IPTGمولار میلی 1نن برای القای بیان پروتئین، از غلظت 
استفاده شده است. درنهایت تخلیص پروتئین توسط ستون 
بد کروماتوشرافی نیکل سفاروز صور  شرفتد است. با توجد

نتایج حاصل از پژوهش و توانایی ایجاد پروتئین نوترکیب و 
تخلیص  توان، این پروتئین شرم میمیلی 1میزان خالص بد
تر در های بیشتواند کاندید مناسبی برای بررسی شده می

 زایی باشد.زمیند ایمنی

 گیری نتیجه

دهنده پروتئین کایمریک، نتایج حاصل از این پژوهش نشان
شرم در میلی 1میزان ، این پروتئین بداستکیلو دالتونی  31

تواند برای ادامد سازی شده و میطی این مطالعد خالص
 پژوهش مورد استفاده قرار شیرد.

 سپاسگزاری
کارکنان و دانشجویان ثر ؤوسیلد از همکاری مبدین

های زیستی دانشگاه صنعتی پژوهشکده علوم و فناوری
ها و کمکهایشان در حین تمامی تلاش بابتمالک اشتر، 

. این شرددتشکر و قدردانی می انجام این پروژه، کمال
دانشگاه صنعتی مالک اشتر صور  های مطالعد با حمایت

 پذیرفتد است.
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