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از  مونوژنيا يدربردارنده نواح مريکا نيپروتئ ييزايمنيا يابيو ارز صيتخل ان،يب

 E.coli O157:H7 يباکتر هيعل نيمينتيو ا نيفلاژل
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 ده يچك
عامل اسهال  يزاهايماريب نيترمهماز  يکي O157:H7 پي( و سروتEHEC) ياروده دهندهيزيخونر ياکليشياشر هدف:

( HUS) کيتيهمول يو در موارد حاد سندرم اورم اليتلياپ يهاسلول بيباعث تخر گايسم شبه ش ديبا تول ي. باکترباشنديم
 يهامونوژنيا ي. طراحشوديم گايسم ش ديتول ديبلکه باعث تشد ودهعامل کارآمد نب نيا هيعل يکيوتيبيآنت . درمانشوديم

در  بينوترک مريکا ژنيآنت ييزايمنيا يبررس ق،يتحق نيباشد. هدف از ا يباکتر هيعل موثر يبردهاراه از يکيتواند يم مريکا
 .بود E.coli O157:H7 يباکتر هيعل نيمينتيو ا نيفلاژل يهانياز  پروتئ مونوژنيا يبردارنده نواح

. ديانتخاب گرد کيوانفورماتيب يهايابيارز يبرا نيمينتيو ا نيفلاژل يهانياز پروتئ مونوژنيا يهابخش ها:مواد و روش
-SDSبا  جيالقا و نتا  IPTGبا  مريکا نيپروتئ انيمنتقل شد. ب E.coli BL21 (DE3)به  pET28a- H7-Int بينوترک ديپلاسم

PAGE يليتما يبا استفاده از ستون کروماتوگراف بينوترک ني. پروتئديگرد يابيارز Ni-NTA و با روش وسترن بلات  صيتخل
 ريومو مرگ يباکتر زشي. رديگرد نييتع ELISAبه روش  يباديآنت تريخالص انجام و ت نيدر موش با پروتئ ييزايمنيشد. ا ديتائ

 قرار گرفت.  يها مورد بررسدر موش
 نيپروتئ زانيشد. م لودالتونيک 70با وزن  H7-Int نيپروتئ ديمنجر به تول E.coli زبانيدرم بينوترک نيپروتئ انيب ها:يافته

هومورال شد.  يمنيا يباعث القا ب،ينوترک نيها با پروتئموش ييزايمنيبود. ا گرميليم 80 طياز مح تريهر ل يخالص شده برا
درصد  100. افتي( کاهش CFU/ml 210) يداريبه طور معن منيا يهادر مدفوع موش يترباک زشيزنده، ر يمتعاقب خوراندن باکتر

 .زنده ماندند ،ياز باکتر 50LD100و   50LD10 قيپس از تزر بيبه ترت منيا يهادرصد از موش 80و 
د يک کانديعنوان  تواند بهيو م کنديمجاد يا هاموشرا در  يمحافظت يمنيامر ين کايج نشان داد، پروتئينتا گيري:نتيجه

 .رديقرار گ يمورد بررس E.coli O157:H7 يهمونوژن عليا
  

 نيفلاژل ن،يمينتي، امونوژنيا مر،يکا ني، پروتئE.coli O157:H7 دهنده،يزيخونر يکلاياشرشهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
، پاتوژن (EHEC) ياروده دهندهيزيرخون يکل اياشرش
کننده سم ديتول يهاياکليانسان و دام، جزء اشرش نيمشترک ب

مانند اسهال،  يمختلف يهايماريب جاديو عامل ا (STEC) گايش
 (HUS) کيتيهمول کيو سندرم اورم (HC) کيهموراژ تيکول

به عنوان  وشده است  عيدر سراسر جهان توز يباکتر نياست. ا
از کشورها در نظر  ياريدر بس يمشکل بهداشت عموم کي

 يهاپاتوژن نيترجزء مهم EHEC [.2،1] شوديگرفته م
 8 باًي[. تقر3] گذشته بوده است يهادر دهه ينوظهور اسهال

 شوديم HUS منجر به سندرم EHEC از موارد ابتلا به درصد
سال مشاهده شده است و  10تر از در کودکان کم ترشيب که

. گاوها [4] استدرصد  1-2مرتبط با آن  ريومنرخ مرگ

در مدفوع  يباکتر زشيهستند که با ر EHEC يمخزن اصل
آن را به انسان منتقل  ط،يبه مح يآنان و وارد شدن باکتر

موارد ابتلا  ترشي. مطالعات متعدد نشان داده است که بکننديم
آلوده  ييغذامواد  اديمصرف ز ليعفونت در انسان به دل نيبه ا

ها [ و فرآورده5گوشت چرخ کرده ] ژهيبه و يبا منشاء گاو
 [.6] يلبن

E.coli O157:H7 پيسروت نيترمهم EHEC  است که با
 قياز طر يباکتر ني[. عفونت ا7] همراه است يماريب وعيش

 ييتوانا يباکتر ني. ادهديدر مخاط روده رخ م ونيزاسيکلون
خود باعث  ريرا دارد و با تکث زبانيم يدفاع ستميفرار از س

مشاهده شده  نيچن. همشوديم زبانيم يهابه سلول بيآس
و شونده متصل عاتيضا توانديعامل م نياست که ا

پستانداران را که در  يهاسلول يرو (A/E) کنندهبيتخر

 1/4/1401 تاريخ پذيرش:29/10/1400تاريخ دريافت:    kpnazari@ihu.ac.ir -abbashajizade@gmail.com 09127239829 -09124861338 تلفن:نويسنده مسئول،  *
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 عهيضا ني[. ا8] کند جادي، اکننديرشد م يشگاهيآزما طيشرا
شده، که منجر به  هاتيانتروس يهايليکروويم بيباعث تخر

. شوديم کيهموراژ تيو در موارد حاد، کول يزيخونر
اسکلت  ييباعث بازآرا عاتيضا نيا قياز طر يباکتر نيچنهم

 [.9] شودياتصال م هيدر ناح يسلول
منع شده است،  کيوتيبيبا آنت E.coli O157:H7 درمان 

از فاژ  نيتوکس انيب شيدرمان ممکن است باعث افزا نيا رايز
است  (Stx) نيتوکس گايش يهاشود که حامل ژن کيزوژنيل
 ايمرده  يهايباکتر يبالا ليپتانس ليبه دل نيچن. هم[10،11]

رها کردن  رد ک،يوتيبيدر حال مرگ پس از برخورد با آنت
[. علاوه 12] شودينم هيتوص کيوتيبياستفاده از آنت گايسم ش

 يکروبيتوسط عوامل ضد م E.coli O157:H7 درمان ن،يبر ا
 اي زشيکاهش مدت زمان ر ايپاتوژن  نيبردن ا نياز ب يبرا

کارآمد  (HUS) کيتيهمول کيسندرم اورم جادياز ا يريجلوگ
 [.13] نبود

در  EHEC ابتلا به عفونت ليبودن پتانس يجد ليدل به
در انسان  يمارياز ب يريشگيپ يبرا ونيناسي[، واکس14گاوها ]

است. با  يدر گاو راهبرد مناسب يباکتر ونيزاسيو کاهش کلون
به طور کامل مشخص  EHEC به عفونت يمنيحال، پاسخ ا نيا

 E.coli آلوده به مارانياست که بنشده است. مشخص شده 

O157:H7 يهاپيسروت ريو سا EHEC يهاژنيآنت هيعل 
وجود دارد  يو شواهد کننديم ديتول يباديآنت ،يمختلف باکتر

 کنديم يريجلوگ يباکتر ونيزاسياز کلون هايباديآنت نيکه ا
[15-17.] 

 يعنينسل اول،  يهاها، واکسنانواع مختلف واکسن نيب در
عوارض  يشده، داراکشته اي افتهيحدت فيتخف يهايباکتر
 يواحد ريز يهاواکسن ليدل نيموقت هستند که به هم يجانب
و  ترمنيا يواحد ريز يهاهستند. واکسن ياديز تياهم يدارا

دارند.  يترناخواسته کم يهاهستند و واکنش ترياختصاص
 ريتک ز يجا به يواحد ريواکسن چند ز لهيوسعلاوه، بهبه

 [.18] کرد جاديرا ا يموثرتر يمحافظت يمنيا توانيم يواحد
 يمحافظت يمنيپاسخ ا جاديا يبرا يمختلف يهاژنيآنت

 يهاژنياند. آنتقرار گرفته يبررس مورد يباکتر نيا هيعل
 يمناسب يهانهيسازنده تاژک، گز يهاژنيمانند آنت يسطح

 نياز پروتئ يبخش H ژنيموضوع هستند. آنت نيا يبرا
 شوديم يکدگذار fliC است که توسط ژن نيفلاژل يساختار

شناخته  H ژنينوع آنت 53 ،ياکليخانواده اشرش ي[. برا19]
انواع  جاديباعث ا O ژنيبا آنت بيشده وجود دارد، که در ترک

 C و N يها[. بخش22-20] شونديم يمارياز ب يخاص

هستند،  ونيزاسيمريکه مسئول ترشح و پل نيپروتئ نيا ناليترم
که  ياند، در حالحفاظت شده EHEC مختلف يهاگونه نيدر ب

را  رديگياز تاژک که در معرض قرار م يکه بخش يمرکز هيناح
[. 23،19است ] ريمتغ اريها بسگونه انيدر م کند،يم ديتول

در سطح  باشديم لودالتونيک 101بالغ بر  ينيکه پروتئ نيمينتيا
 ييهانياز پروتئ گريد يکيقرار دارد،  يباکتر يغشاء خارج

و  يمنيا يهاپاسخ کيتحر ييانااست که نشان داده شده تو
اتصال  يبرا نيپروتئ ني[. ا24را دارد ] يمحافظت يمنيا جاديا

 يضرور زبانيسلول م يبر رو (A/E) عهيضا جاديو ا يباکتر
 در بخش نهيآم دياس 280نشان داده است که  قاتياست. تحق

C يدارا گريد يهابا بخش سهيدر مقا نيپروتئ نيا ناليترم 
در معرض است  ترشيو ب باشديم يبالاتر تهيسيژنيآنت زانيم
 ناليترم C يانتها نهيدآمياس 280شده که  ديتائ نيچن[. هم25]
 [.26] کنديها القا مرا در آغوز خوک ياديز يباديآنت زانيم

 ييزايمنيرو ا شيتوجه به موارد فوق، در مطالعه پ با
و اتصال  تيسم هي، علH7- Intimin (HI) يتيدو ظرف ژنيآنت

 .قرار گرفت يبررس مورد EHEC O157:H7 يباکتر
 

 هامواد و روش
بيس  د،يآم ليمواد شيميايي مورد استفاده شامل اکر. مواد

هيدروژن برومايد، پتاسيم دي، اتيديوم آکريل آميد، کلروفرم
سديم هيدروژن هيدروژن فسفات، ديفسفات، سديم دي

 يد ميسد ک،يفسفر دي، اس20کربنات سديم، توئينفسفات، بي
 م،يسد ديکلر ک،يدريکلر ديسولفات، اوره، اس يد ليدو دس

 يمرکاپتو اتانول، بروموفنل بلو، کوماس -2 يزوپروپانول،ا
هيدروکسيد سديم، هيدروکسيد آمونيوم، ، R250بلو  انتيبرل

اسيد استيک گلاسيال، متانول و اتانول، اسيد بوريک، باز 
، پودر ژل (IPTG) ديرانوزيوگالاکتوپيبتا ت ليزوپروپيا س،يتر

از شرکت  رسولفاتو آمونيوم پ د،يکلر ميکلس ،يآگاروز معمول
 اژنياز شرکت ک تروسلولزيکاغذ ن مرک )آلمان( تهيه شدند.

 يتوال يحاو pET28-a ديشد. پلاسم يداري( خرکاي)آمر
و به  افتي( درنيژن )چ نياز شرکت شا يژن صناع يدينوکلوت

 E.coli BL21 هيآن در سو انيب يمنظور انتقال ژن و بررس

(DE3)  شگاهيآزمامورد استفاده قرار گرفت که از 
. ديگرد هي)ع( ته نيدانشگاه جامع امام حس يولوژيکروبيم

و  O-phenilenediamine (OPD)سوبستراهاي مولد رنگ 
Diaminobenzidine (DAB)  ( تهيه کاياز شرکت سيگما )آمر

از شرکت  HindIIIو  EcoRIمحدودکننده  يهاميآنز شد.
شد. براي تخليص پروتئين نوترکيب از  هي( تهرانيا) ناکلونيس

استفاده شد که از شرکت  Ni-NTA agarose resinستون 
 يشگاهيآزما يها. موشدي( خريداري گردکايگما )آمرسي

BALB/c هيته رانيا يراز يسازاز موسسه واکسن و سرم 
و از اجوانت کامل و ناقص فروند موسسه  دنديگرد
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 رکتاز ش ،يکانژوگه موش يباديپاستور استفاده شد. آنتتويسان
مورد  نيسيبيوتيک کاناما. آنتيديگرد هي)دانمارک( ته داکو

از  بينوترک ديواجد پلاسم يجهت کشت باکتر استفاده شده
 شد. يداريشرکت مرک )آلمان( خر

 يهايتوال. HI بينوترک نيکننده پروتئسازه کد يطراح
داده  يهاگاهياز پا بيبه ترت ،ينيو پروتئ يدينوکلئوت

GeneBank  وUniprot  استخراج و به فرمتFASTA رهيذخ 
و  H ژنيآنت يدو توال ها،نيدوم کيشد. در ادامه جهت تفک

( از EAAAKسخت ) نکريل کيتوسط دو تکرار از  نيمينتيا
 يو شناسا صيدر تخل ليتسه ي. برا(1)شکل  هم جدا شدند

 C يبه انتها نيستديه نهيدآمياز اس ييتا 6دنباله  کي ن،يپروتئ
از  يينها يسپس، توال (.1)شکل  ديسازه اضافه گرد ناليترم

سنتز در  يترجمه معکوس شد و برا DNAبه  نيپروتئ
 يهاميبرش آنز يهاگاهيجا نيب  pET28a )+( ديپلاسم

( نيچ) ژن نيبه شرکت شا HindIIIو  EcoRIکننده محدود
 ارسال شد.
از  پس. بينوترک يهايباکتر يو غربالگر ديپلاسم انتقال

ساخته شده، ابتدا با استفاده از روش  بيسازه توترک افتيدر
مستعد  E.coli BL21 (DE3)يهاسلول ميکلس ديکلر ييايميش

به  يبه روش شوک حرارت بينوترک ديشدند و سپس پلاسم
شده  ختيترار زبانيم يهاسلول تي. در نهاديها منتقل گردآن

 يآگار حاو Luria-Bertani (LB)کشت  طيمح يبر رو
( کشت داده و به μg/ml80با غلظت ) نيسيکاناما کيوتيبيآنت

شد.  يگذارگراد گرمايدرجه سانت 37 يصورت شبانه در دما
 نيسيکاناما کيوتيبيبا توجه به حضور ژن مقاومت به آنت

 ديپلاسم يحاول يهاي، تنها کلونpET28 يانيدرون وکتور ب
را  نيسيکاناما کيوتيبيآنت يحاو LB طيرشد در مح ييتوانا

 داشتند.
 يکلن 2 تعداد. بينوترک يدر باکتر يحضور سازه ژن ديتائ

آگار  LB يانتخاب طيمح يبر رو افتهيرشد يهااز کلون
 نيسيکاناما کيوتيبيآنت يحاو عيما LB طيانتخاب و به مح

(μg/ml80منتقل شدند. پس از ا )ها سلول يجذب نور کهني
با  بينوترک ديپلاسم د،يرس 8/0به  nm600در طول موج 

)کره  Bioneerشرکت  دياستخراج پلاسم تياستفاده از ک
 يحضور ژن سنتز ديشد. در ادامه جهت تائ صي( تخليجنوب

H7-Int مرازيپل يارهيواکنش زنج (PCR در حجم )25 
حجم، از  نيدر ا PCRانجام واکنش  يانجام شد. برا تريکروليم
 dNTPs ،1مولار يليم 2/0 م،يزيمن ديکلر ونيمولار يليم 5/1

 کياز هر  تريکروليم Taq DNA Polymerase ،1 ميواحد آنز
فرادست  T7 يعموم يمرهاياز پرا

(TAATACGACTCACTATAGGG و )T7 فرودست 

(GCTAGTTATTGCTCAGCGG و )از  تريکروليم 2
انجام  ريز طيمطابق شرا PCRاستفاده شد.  بينوترک ديپلاسم

به  گراديدرجه سانت 95 يدر دما هياول يسازشد: واسرشت
 95 يدر دما يزساشامل واسرشت کليس 30 قه؛يدق 4مدت 

درجه  67 ياتصال در دما قه،يدق 1گراد به مدت يدرجه سانت
درجه  72 يدر دما ريتکث ه،يثان 40گراد به مدت يسانت
 72 يدر دما يينها ريو تکث ه؛يثان 30گراد به مدت يسانت

 يانجام شد. جهت بررس قهيدق 5به مدت  گراديدرجه سانت
درصد، به  1آگارز  ژل يقطعه مورد نظر، نمونه بر رو ريتکث

 .ديالکتروفورز گرد1kb  DNA Ladder Mix مارکر همراه
از  تريماکرول 50. بينوترک نيپروتئ يسازو خالص انيب

با غلظت  LB طيمح تريليليدر پنج م هايکشت شبانه باکتر
μg/ml80 کريشد و درون ش حيتلق نيسيکاناما کيوتيبيآنت 

 قهيدور در دق 160درجه و با سرعت  37 يانکوباتور در دما
. در ديرس 7/0نانومتر به  600در  يجذب نور قرار گرفت تا

-IPTG (Isopropyl-β-dمولار يليم 1زمان،  نيا

thiogalactopyranoside) به نمونه  نيپروتئ انيب يالقا يبرا
 کرياضافه نشد( و درون ش IPTGاضافه شد )به کنترل 

 قهيدور در دق 120درجه و با سرعت  37 يانکوباتور در دما
در  وژيفيها با سانترساعت سلول 5شد. پس از  يگرماگذار

 يشدند و برا يآورجمع قهيدق 10دور به مدت  3000دور 
 مورد ياجسام انکلوژن ليتشک ايسنجش محلول بودن و 

درون  يمنظور رسوب سلول نيا يقرار گرفتند. برا يبررس
، KClگرم يليم NaCl ،200گرم  PBS (8 تريکروليم 100
هر  ي( به ازا4PO2KHگرم يليم 4HPO2Na ،254گرم  44/1
از  يسلول وارهي. دديگرد نواختکياز رسوب  تريليليم 5/1

 10به مدت  کليس 5/0و  70)قدرت  ونيکاسيسون قيطر
 gدر قهيدق 20مرتبه( شکسته شده و سپس به مدت  3و  هيثان

و  ديگرد وژيفيگراد سانتريدرجه سانت 4 يو دما 13000
با  تيو سنجش محلول نيپروتئ انيجدا شد. ب ييمحلول رو

-SDS) لفاتسو ليدودس ميسد ديآم ليآکريالکتروفورز ژل پل

PAGE) 12   قرار گرفت.  ليو تحل هيدرصد مورد تجز
بود، به روش  ينيديستيدنباله ه يشده که دارا انيب نيپروتئ

و در  کلين نيبا استفاده از رز يبيترک ليم يکروماتوگراف
خالص شد و  دازوليميا يدناتوره با بافر حاو ريغ طيشرا
 گرفت. رارق يابيمورد ارز SDS-PAGEبا استفاده از  جينتا

تعيين غلظت  براي. بينوترک نيغلظت پروتئ نييتع
مرحله قبل، از دست آمده از هب يهاپروتئين موجود در محلول

استفاده شد. براي تعيين غلظت  برادفورد روش استاندارد
از هر محلول  تريکروليم 20ها، ابتدا پروتئين در محلول

و سپس  دياضافه گرد يتريليليم 5/1 وبيت کيبه  نيپروتئ
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 کيرسانده شد. در  تريکروليم 100حجم آن با آب مقطر به 
 ختهيآب مقطر به عنوان کنترل ر تريکروليم 100فقط  زيلوله ن

معرف برادفورد اضافه  تريليليم کي وب،يشد. سپس به هر ت
اتاق، جذب  يماندن در دما يباق قهيدق 5و پس از  ديگرد
ها نانومترخوانده شد و غلظت 595ها در طول موج آن ينور
استاندارد محاسبه  ياز منحن دهاساس فرمول به دست آم بر

صفر کردن دستگاه  يآب مقطر برا يحاو وبي. از تديگرد
سه  شيآزما تر،شيصحت ب ياسپکتروفتومتر استفاده شد. برا

 بار تکرار شد.
خالص شده به روش  بينوترک نيپروتئ ديتائ

 نگيمونوبلاتيا
از روش وسترن بلات با  بينوترک نيپروتئ ديمنظور تائ به

 ينيستديکانجوگه ضد دنباله ه يموش يبادياستفاده از آنت
(Sigmaجهت اتصال به دنباله ه )استفاده  نيپروتئ ينيستدي

خالص شده و  H7-Int نيکار، ابتدا پروتئ نيا ي. براديگرد
BSA ژل  ي( بر روي)کنترل منفSDS-PAGE 12  درصد

 يوسترن بر رو يگذارلکه نديشدند. سپس فرآ لکتروفورزا
و  BioRad يگذارلکه ستميبا استفاده از س تروسلولزيکاغذ ن

 25 سيمولار، تريليم 192 نيسيبافر مخصوص آن )گلا
( pH=3/8درصد با  20درصد و متانول  SDS 1مولار، يليم

به صورت  تروسلولزي. بلاک نمودن کاغذ نرفتيصورت پذ
 ريدرصد ش 5 يحاو نگيشبانه با استفاده از محلول بلاک

شو در وبار شست 3خشک انجام شد. نمونه پس از 
(، به مدت Tween 20درصد05/0به اضافه  PBS)  PBSTبافر

کانجوگه ضد دنباله  يموش يباديدر معرض آنت قهيدق 75
 گراديدرجه سانت 37 يو در دما 20000/1با رقت  ينيستديه

مانند قبل تکرار شد و واکنش  شووستش نديقرار گرفت. فرآ
 ميآنز يبا افزودن سوبسترا نيباند مربوط به پروتئ يريپذرنگ

 8/7مولار با يليم 50 سيتر يسيس HRP (15کانجوگه 
pH: ،9 گرميليم DAB  تريکروليم 15و H2O2 .انجام شد )

 يمحلول محتو ،يريپذتوقف واکنش رنگ يبرا تيدر نها
حذف  ddH2Oکاغذ توسط  يشووستبا ش طيسوبسترا از مح

 .ديگرد
ماده  يهاموش. يشگاهيآزما يهادر موش ييزايمنيا

BALB/c 6  يگرم برا 25 يبيبا وزن تقر ياهفته 8تا 
ها در مورد استفاده قرار گرفتند. موش يسازمنيا يهاشيآزما

شدند و  يبندو شاهد( دسته شي)گروه آزما ييتا 30دو گروه 
. گروه دنديگرد منيشکم( ا هي)ناح يجلد ريبه صورت ز

را در  مريکا نيتئپرو کروگرميم 20اول  قيدر تزر شيآزما
دوم و  يهاقيبا حجم برابر اجوانت کامل فروند در تزر بيترک

با  بيرا در ترک نيپروتئ کروگرميم 10و  15 ب،يسوم به ترت
عدد( و  30کردند ) افتيحجم برابر اجوانت ناقص فروند در

با حجم برابر ادجوانت  بيرا در ترک PBSگروه شاهد تنها 
شده به هر  زي(. حجم ماده تجودعد 30کردند ) افتيفروند در

در سه نوبت به فاصله  يسازمنيبود. ا تريکروليم 200موش 
هفته پس  کيو  قيدو هفته در هر نوبت انجام شد. قبل از تزر

 ياز چشم انجام شد و سرم آن جداساز يريخونگ قاتياز تزر
شد. ينگهدار -20در  ييزايمنيا يبررس يو برا ديگرد

، ب( تصویر پلاسمید بیانی H7-Intiminشده و پلاسمید نوترکیب، الف( توالی نوکلئوتیدی سازه نوترکیب طراحیتصویر شماتیک از سازه  .1شکل 

pET28(a)  زیرهمسانه سازی شده است، ج( تصویر شماتیک از سازه پروتئینی متصل شده با لینکر سخت و دارای دنباله  درون آن شدهیطراحکه سازه ژنی

  هیستدینی

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

5-
23

 ]
 

                             4 / 11

https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-7482-en.html


 همکارانو حسين سميعي ابيانه                                                            ...زايي پروتئينبيان، تخليص و ارزيابي ايمني

721 

 

 تريت. ميمستق ريغ يزايبا روش الا يباديآنت تريت يبررس
 Enzyme Linked) زايبا روش الا يسرم IgG يباديآنت

Immunosorbant Assay) 5کار، ابتدا  نيا يشد. برا نييتع 
بافر  تريکروليم 100داخل  بينوترک نيپروتئ کروگرميم

مولار يليم 3CO2Na ،136مولار يليم 64) نگيکوت
3NaHCO ،8/9=PH )96صفحات  يهادرون هر چاهک 

شب در  کي( پوشانده شد و به مدت Caspian) زايالا يچاهک
ها ( قرار گرفت. پس از آن چاهکگراديدرجه سانت 4) حچالي

 درصد5ها با شسته شد. سپس چاهک PBSTسه مرتبه با بافر 
ساعت در  کيبه مدت  PBSTدر  يخشک بدون چرب ريش

شسته شده  يهاکگراد مسدود شد. چاهيدرجه سانت 4 يدما
 PBSTدرون  1:12600تا  1:200 رقتسرم از  يهابا نمونه

 37 يدر دما قهيدق 45ها اضافه و به مدت و به چاهک قيرق
 PBSTها سه بار با گراد انکوبه شدند. چاهکيدرجه سانت

با  HRPکانژوگه با  يموش IgG تريکروليم 100شسته شدند و 
به هر چاهک اضافه شد.  PBSTدر بافر  1:2000رقت 
 گراديدرجه سانت 37 يدر دما قهيدق 45ها به مدت چاهک
 100شسته شدند. سپس،  PBSTو سپس چهار بار در  انکوبه

-OPD (oگرم يليم 3 يمحلول سوبسترا حاو تريکروليم

Phenylene Diamine) تي. در نهاديبه هر چاهک اضافه گرد 
مولار متوقف  H2SO4 5/2پس از رنگ گرفتن، واکنش با 

 درير تيکروپليم ينانومتر بر رو 495شد و جذب در نانومتر 
Bio TEK .خوانده شد 
 E.coliيباکتر زيپس از تجو يباکتر زشير يبررس

O157:H7 نيدو هفته پس از آخر هاموش. هادر موش 
مورد چالش قرار گرفتند. به منظور کاهش فلور  ونيناسيواکس
 5 يها قبل از چالش آب حاوموش هيروده،  يعيطب ييايباکتر

سولفات خورانده شد  نيسياسترپتوما تريليليگرم بر ميليم
[24.] 

 ليواحد تشک 1010ها شبانه، به موش يياز ناشتا پس
 تريلماکرو 100در  E.coli O157:H7 ي( از باکترCFU) يکلن

PBS مدفوع هر موش  يهاداده شد. نمونه يبه صورت دهان
 زشيشد. ر يآورصله دو روز به مدت چهار هفته جمعدر فا
گرم مدفوع  1/0 باًيبا افزودن تقر E.coli O157:H7 يمدفوع

در  ونيو سپس انکوباس LB brothکشت  طيمح تريليليم 1به 
نرم شدن پلت مدفوع  يساعت برا 2-4اتاق به مدت  يدما

 عيما يهاورتکس کرده و رقت يانجام شد. مخلوط را به خوب
 توليسورب يکشت اختصاص طيآگار مح تيپل يرا رو ييرو

 mg/mlو  ميپتاس تيتلور mg/ml  5/2ي)محتو يمکانک
ها در طول شب در تي( کشت داده شد. پلميسسفک 05/0

 ديسف يهايانکوبه شدند و کلون گراديدرجه سانت 37 يدما
 شمارش شدند. E.coli O157: H7رنگ 

 E.coliيباکتر زيها پس از تجوموش يمانزنده يبررس

O157:H7 .ييزايمنيمرحله ا نيروز از آخر 14از  پس، 
شدند. به گروه اول به مقدار  ميبه دو گروه تقس منيا يهاموش

50LD 1  50و به گروه دومLD 10 157 : ياز باکترO E.coli

H7 زيروش را ن نيشد. هم قيتزر يبه صورت درون صفاق 
روز  10کنترل استفاده شد. سپس در مدت  يهاموش يبرا

 قرار گرفت. يبررس مورد هاوشم يزندمان
ها از نرمال بودن داده نييتع يبرا. يآمار ليو تحل هيتجز

 انسيوار زياستفاده شد. آنال رنوفيآزمون کولموگروفاسم
 نيانگيم سهيطرفه انجام و مقا کي يها با استفاده از آنواداده

در گروه  يباکتر زشيدوم، سوم و چهارم و ر زيدر سطح تجو
شده با استفاده از آزمون دانکن انجام شد.  منيو ا منيا ريغ

انجام شد.  SPSSافزار با استفاده از نرم يآمار اتيعمل
از آزمون هزارد  يمانزنده زانيم يآمار يجهت بررس نيچنهم

 ياستفاده شد. جهت بررس Grafpadافزار با استفاده از نرم
-Shapito) لکيو روياز آزمون آزمون شاپ ريدو متغ تهينرمال

Wilk testافزار ( در نرمSPSS رويشاپ وناستفاده شد در آزم 
-Pهمان  اي( Significantآزمون ) يدارياگر مقدار معن لکيو

value  يهاگرفت که داده جهينت توانيباشد م ترشيب 05/0از 
 يجهت بررس T-testنرمال هستند و در ادامه آزمون  ريمتغ

 Tدو گروه صورت گرفت. در آزمون  نيدار بودن اختلاف بمعنا
دو  يهاانسيبودن وار اهمگنن ايهمگن و  يابتدا جهت بررس

 ني( استفاده شده بدLevene’s Testگروه از آزمون لون )
باشد  ترشيب 05/0از  P-valueصورت که اگر مقدار 

از  T-testآزمون  ازيسپس اگر امت باشديهمگن م هاانسيوار
دو  نيانگيو م شوميصفر آزمون رد متر باشد فرض کم 05/0

  .ددارن يو تفاوت معنادا ودگروه با هم برابر نخواهند ب
 

 نتايج
و حضور  بينوترک يهايدر باکتر ديپلاسم افتيدر ديتائ

 يسازه صناع افتياز در پس. يانيب ديدر پلاسم يسازه ژن
 يهاسلول يسازو آماده pET28a)+( ديالحاق شده در پلاسم

، انتقال E.coli BL21 (DE3) يباکتر يعني يانيب زبانيمستعد م
انجام شد  يها با روش شوک حرارتسلول نيسازه مذکور به ا

 يحاو يکشت انتخاب طيمح يها بر روسلول نيا تيو در نها
پس  هايکشت داده شدند. با رشد کلن نيسياکانام کيوتيبيآنت

ساعت مشخص شد که سازه به شکل مناسب به  16از گذشت 
 نيا يمستعد منتقل شده و امکان رشد را برا يهاسلول
 فراهم نموده است. يانتخاب طيمح يها بر روسلول
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  pET28a)+(ژن مورد نظر در وکتور  کهنيتوجه به ا با
حضور  ديتائ يبرا T7 يعموم يهامريشده از پرا يسازهمسانه

آورده  2آن در شکل جياستفاده شد که نتا PCRسازه به روش 
 شده است.

آن به روش  دیتائ. نتایج ژل آگارز حاصل از استخراج پلاسمید و 2شکل 

PCR الف( استخراج پلاسمید ستون پلاسمید استخراج شده از کلنی ،

DNA (DNA ladder mix )نشانگر اندازه مولکولی  2، ستون 1نوترکیب 

، T7با استفاده از پرایمر های عمومی  PCRسازه ژنی به روش  دیتائب( 

 -2ستون DNA (DNA ladder mix ،)نشانگر اندازه مولکولی  1ستون 

پلاسمید های  PCRمحصول  3و  4، ستون PCRکنترل منفی واکنش 

جفت  1592با طول  H7Iی نوترکیب واجد ژن هایکلنتخلیص شده از 

 باز

 
آن با ستون  صيو تخل بينوترک نيپروتئ انيب يبررس

 نيپروتئ انيب ياز القا پس. کلين يليتما يکرواتوگراف
 يبر رو يسازها پس از آمادهنمونه H7-Int مريکا بينوترک

 نيتئو باند مربوط به پرو يدرصد بارگذار 12 ديآم ليژل اکر
شده  دالتون در نمونه القالويک 70 يبا وزن مولکول بينوترک

 مر،يکا ني(. با توجه به محلول بودن پروتئ3)شکل مشاهده شد 
ه استفاد نيپروتئ صيتخل يبرا دازوليميغلظت ا بياز روش ش

، PBSدرون  مريکا نيپروتئ يصورت که محلول حاو نيشد بد
س عبور داده و پ کلين نيرز يمحتو ياز ستون کروماتوگراف

 ولدازيميبا استفاده از بافر ا نيستون، پروتئ يشوواز شست
 (. 3)شکل  ديگرد صياز ستون جدا و تخل 250

 رن بلاتبه روش وست H7-Int بينوترک نيپروتئ ديتائ
وسترن  زياز آنال بينوترک نيصحت پروتئ يمنظور بررس به

 نيموضوع که پروتئ نيبلات استفاده شد. با در نظر گرفتن ا
 يبود، لذا برا نيآم يدر انتها ينيديستيدنباله ه کي يحاو

ضد دنباله  يباديوسترن از آنت يگذارلکه نديانجام فرآ

 يشد. برا هآن استفاد ديتائ يبرا HRPکونژوگه به  ينيديستيه
رنگ گرفته مربوط به نمونه قبل و بعد از  يمنظور باندها نيا

شد و  يبررس تروسلولزيکاغذ ن يبر رو کليبا ستون ن صيتخل
 گاهيدر جا نيمربوط به پروتئ يکه باند رنگ ديمشخص گرد

نشانگر  يلودالتونيک 70درست خودش در مجاورت باند 
 قرار گرفته است. نيپروتئ يمولکول

 یعیطب. نتیجه بیان و تخلیص پروتئین نوترکیب به روش 3شکل 
نمونه پروتئین بیان شده القا با  -1ستون غیر دناتوره( با ستون نیکل. )

IPTG ، نشانگر  -3ستون کنترل منفی(، نشده )نمونه القاء  -2ستون
نمونه پروتئین اولیه عبور داده شده از  -4ستون مولکولی پروتئین، 

، 50 دازولیمیانمونه شستشو با بافر  -5ستون (، flow throughستون )
، نمونه شستشو 7ستون ، 150نمونه شستشو با بافر ایمیدازول  -6ستون 

 250با بافر ایمیدازول 

 
دست آوردن همنظور ب به. بينوترک نيغلظت پروتئ نييتع

غلظت محصول پروتئيني، ابتدا منحني استاندارد با استفاده از 
BSA  تهيه و سپس غلظت پروتئين نوترکيب به روش برادفورد

 20و با منحني استاندارد، ارزيابي شد. با توجه به اين که 
بود،  OD=0.765ميکروليتر پروتئين نوترکيب مورد نظر داراي 

محاسبه  μg/ml 800استاندارد، غلظت آن نيحبا استفاده از من
را نشان  BSAمنحني استاندارد حاصل از  4شکل گرديد. 

 دهد.مي

 BSAمنحني استاندارد حاصل از  . 4شکل ن
 

y = 0.0451x + 0.0367
R² = 0.9845
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شده با  منيا يهاسرم موش يباديآنت تريت يبررس
 يباديآنت تيحساس زا،ياستفاده از الا با. مريکا نيپروتئ

 مورد H7-Int مريکا ژنيآنت هيشده عل دهيکلونال توليپل
 شوديم دهيد 5شکل طور که در قرار گرفت. همان يبررس
 ستميس کيمنجر به تحر مريکا نيپروتئ يپوست ريز زيتجو

 مريکا نيپروتئ هيعل يباديآنت تريسرم شد. ت يآنت ديو تول يمنيا
نشان داد  يآمار ليداشت. تحل شيافزا قيپس از هر بار تزر

به طور  يباديآنت تريت ژن،يچهارم آنت زيکه متعاقب تجو
 (>05/0P =023/0) افتي شيافزا يداريمعن

به حیوان  ژنیآنت قیتزرپس از  IgGی بادیآنت تریت نیانگیم. 5شکل 

 ژنیآنتفاقد  کنترلو اجوانت و نمونه  ژنیآنتتست شامل  نمونهموش، 

روز و زمان  14، کنترلدر هر دو گروه تست و  قیتزری زماناست. فواصل 

در  200/1رقت  OD زانیمبود.  قیتزرروز پس از هر  8ی، ریگخون 

 بود. 991/3چهارم  قیتزردر  و 889/1اول  قیتزر

 
 به. E.coli O157:H7 يزنده با باکتر يهاموش چالش

موش به عنوان  10در هر گروه  يباکتر زشير يمنظور بررس
ن کنترل استفاده شد. به گروه موش به عنوا 10تست و 

CFU/ml تست
به   H157O E.coli:7 يزايماريب يباکتر 910

 دهيد 6شکل طور که در شد. همان حيتلق يصورت خوراک
 زرو 15کنترل پس از  واناتيدر ح يدفع باکتر زانيم شوديم

در  يدفع باکتر زانيکه م يثابت ماند در حال 810در حدود 
، به 15روز  انيداشت و در پا ينزول ريشده س منيا يهاموش

 است. افتهيکاهش  210حدود 
از چالش  پس. شده منيا يهازنده ماندن موش يبررس

 افتينشده بودند بعد از در منيکنترل که ا يهاتمام موش
50LD10 ني(. ا7 الف شکلروز مردند ) 5 يدر ط ،ياز باکتر 

دوز را تحمل کرده و  نيا منيا يهابود که تمام موش يدر حال
 منيکنترل که ا يهاموش يتمام ج،يزنده ماندند. بر طبق نتا

مدت  يدر ط ،ياز باکتر 50LD100 افتينشده بودند بعد از در

 منيا يهادرصد موش 80است  يحال در نيروز مردند. ا 4
 (.7شکل ب دوز را تحمل کردند و زنده ماندند ) نيا

پس از  منیا ریشده و غ منیا یهاموش یمانزنده زانیم.  6شکل 
 زنده یچالش با باکتر

 

نتیجه وسترن بلاتینگ پروتئین بر روی کاغذ نیتروسلولز.  .6شکل 
بعد از تخلیص با ستون  IPTG: نمونه القاء شده توسط 2و  1ستون 

به  BSAپروتئین  -4ستون : نشانگر مولکولی پروتئین، 3نیکل، ستون 
 عنوان کنترل منفی

 

 گيریبحث و نتيجه
از  يريشگيشده توسط مرکز کنترل و پ ديتائ يآمارها

( نشان WHO) ي( و سازمان بهداشت جهانCDC) هايماريب
در کودکان است.  ريومعلت مرگ نيکه اسهال دوم دهديم

 کيانتروهموراژ يکلايمانند اشرش ياروده ييايعوامل باکتر
(EHECاشرش ،)کيژنيانتروتوکس يکلاي (ETECو و )کلرا  ويبري
اسهال هستند.  جادکنندهيا ييايعوامل باکتر نيترمهم زا

 يعفون يهايماريمقابله با ب ياز راهبردها يکي ونيناسيواکس
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جا که آن بر سلامت بشر اثبات شده است. از آن رياست که تأث
 يشده، عوامل اصل ديو سم تول يدستگاه اتصال سلول

ها از آن توانيم نيهستند، بنابرا هايباکتر نيا ييزايماريب
از  يکي يرواحديز يهاواکسن بهره برد. واکسن يطراح يبرا

هستند که  زايماريمقابله با عوامل ب يها براواکسن نيترمنيا
 ياديز ليها پتانسواکسن نيمطالعات مختلف نشان داده که ا

ذکر شده دارند. مطالعات و  يهايمقابله با باکتر يبرا
 هيعل بينوترک ياهدر حوزه واکسن ياديز يهاپژوهش
EHEC آن صورت گرفته  ييزايماريب يبا استفاده از فاکتورها

و  Stx2A ،Stx1B يهانيبه پروتئ توانيکه از جمله م
، EspA ،Tir ن،يمينتي، ا3نوع  يترشح ستميس يهانيپروتئ

FepA ييزايماريب سمي[. با توجه به مکان28،27] اشاره نمود 
E.coli O157:H7  ثابت شده کهH7 ژنيدو آنت نيمينتيا و 

نقش  هايباکتر يدر تحرک و چسبندگ بيمهم هستند که به ترت
وجود دارند. با کمک  EHEC يهاپيدارند و در اکثر سروت

در قالب  مذکور نيدو پروتئ کيوانفورماتيتوانمند ب يابزارها
 نکريل کيدر کنار هم قرار گرفته و توسط  مريکا نيپروتئ کي

شامل  يترادف تکرار کي. دنديسخت بهم متصل گرد
و  نيآلان ک،يگلوتام نهيدآمي)اس EAAAK يهانهيدآمياس

به  يترادف تکرار ني. اديانتخاب گرد نکري( به عنوان لنيزيل
 نيزيو ل کيگلوتام ديمربوط به اس يسبب داشتن پل نمک

سبب شود که  داريپا کسيساختار هل جاديبا ا توانديم
نشوند  کينزد گريدکي بهاطراف آن  ينيپروتئ يهانيدوم

[29]. 
 کيمونوانفورماتيو ا کيوانفورماتيب يهاليو تحل هيتجز

 ستميس کيرا در تحر مريکا ژنيآنت نيا ييانجام شده کارا
 نشان داد.  يوتيپروکار ستميدر س انيامکان ب زيو ن يمنيا

به مطالعه  توانيم نهيزم نيصورت گرفته در ا يکارها از
و  يو همکاران اشاره کرد. امان يانجام شده توسط امان

، Tir نيمتشکل از سه پروتئ مريکا نيپروتئ کيهمکاران 
آن را در موش  ييزايمنيکرده و ا يطراح EspAو  نيمينتيا

 کردند. پس از خوراندن يبررس يرجلديز زيمتعاقب تجو
CFU

 منيا يهابه موش H157O E.coli:7 ياز باکتر 1010
 زانيبه م يباکتر زشير زانيشده پس از گذشت دو هفته م

 نيبه دست آمده در ا جيبود که با نتا افتهيکاهش  يقابل توجه
 نيو همکاران از پروتئ اني[. سلمان30سازگار است ] قيتحق
و  نيمينتيا يهاژنيآنت ياستفاده کردند که تنها حاو يمريکا

EspA زنده نشان  يشده با باکترمنيا واناتيبود.  چالش ح
 ديرس 310پس از دو هفته به  يباکتر زشير زانيداد که م

 نيفلاژل نياز پروتئ EspA ي[. در مطالعه حاضر، به جا31]
و  انيچالش بهتر از مطالعه سلملن جياستفاده شد که نتا

 210هفته به  دوپس از  يباکتر زشير زانيهمکاران بود )م
 نيپروتئ ترشيب تيدهنده اهمموضوع نشان ني(، که اديرس

 .باشديم واناتيح يسازمنيدر ا EspAنسبت به  نيفلاژل
متشکل از  بينوترک مريکا نيچنگ و همکاران از پروتئ

 هيها علموش يسازمنيا يبرا EspAو  StxB يهانيپروتئ
E.coli O157:H7 را با سم  الشها چاستفاده کردند. آنStx 

شده منيسر موش ا 20سر از  19انجام دادند، و نشان دادند که 
از سم فعال زنده بمانند.  50LD1 معادل زيتوانستند در برابر تجو

 يمانزنده زانيم يبررس يزنده برا يدر مطالعه حاضر، از باکتر
 50LD که معادل ييهادرصد از موش 100[. 32استفاده شد ]

 زانيم کهيکردند، زنده ماندند، در حال افتيرا در ياز باکتر 10
 افتيرا در 50LD 100 که معادل ييهادر موش يمانزنده

که توسط فن و  يگريدرصد بود. در مطالعه د 80نمودند، 
 يسازمنيا يبرا Tir بينوترک نيهمکاران انجام شد، از پروتئ

 يباکتر زشير زانينشان داد که م جيها استفاده شد. نتاموش
کاهش  يقابل توجه زانيشده به ممنيا يهادر مدفوع موش

 يرجلديکه به صورت ز يواناتيدر ح يمانزنده زاني. مافتي
 64زنده  ياز باکتر 50LD 1 افتيشده بودند، پس از در منيا

شده  منيا ينيکه به صورت داخل ب يواناتيدرصد و در ح
مر مورد يکا نيبا پروتئ شهيدرصد بود، که در مقا 92بودند، 

پس از  يماندرصد زنده 100استفاده در مطالعه حاضر )
 [.33] حاصل شد يترکم اري( محافظت بس50LD 10 زيتجو

 اريشده بس يکامر طراح يرجلديز زيتجو جيچه نتا اگر
 يباکتر ييزاعفونت ريمناسب بود، اما با توجه به مس

O157:H7ني( پروتئينيداخل ب اي ي)دهان يمخاط زي، تجو 
انجام  يبعد قاتيدارد که در تحق ياديز تياهم زين مريکا

 خواهد گرفت. 
 نيپژوهش نشان داد که پروتئ نيا جيمجموع، نتا در
 کيتحر ييمورد استفاده در پژوهش حاضر، توانا بينوترک

حاصله  يمنيهومورال در موش را دارد و ا يمنيمؤثر ا
شده در برابر  منيا واناتيبوده و قادر است از ح يمحافظت

 . محافظت کند يبه نحو موثر EHEC O157:H7زنده  يباکتر
 

 تشكر و قدردانی
و تشکر خود را از  دانشگاه  ريمراتب تقد سندگانينو

در طول  يو همکار يبانيجامع امام حسين)ع(، جهت پشت
 دارند. يدوره انجام طرح اعلام م

 
 مشاركت و نقش نويسندگان

است:   ريمقاله به شرح ز نيا سندگانياز نو کينقش هر 
 يو طراح دهيزاده: ايو عباس حاج انيشهرام نظر سندگانينو
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Introduction: Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) and serotype O157: H7 is one of the most important 

diseases causing diarrhea. Shiga-like toxin secreted by the bacteria destroys epithelial cells and, in acute cases, 

causes hemolytic uremic syndrome (HUS). Antibiotic therapy is not effective against this pathogen, because it 

increases the production of Shiga toxin. Designing chimeric immunogens can be one of the most effective strategies 

against bacteria. This study aimed to evaluate the immunogenicity of recombinant chimeric antigen-containing 

immunogenic regions of flagellin and intimin proteins against E. coli O157: H7. 

Materials and Methods: Immunogenic regions of flagellin and intimin proteinswere selected for bioinformatics 

evaluations. Plasmid H7-Int pET28a- was transferred to E. coli BL21(DE3). Expression of the recombinant chimeric 

protein was induced by IPTG and evaluated by SDS-PAGE. The recombinant protein was purified using a Ni-NTA 

affinity chromatography column and confirmed by Western blotting. Immunogenicity of the protein was performed 

in mice with pure protein and antibody titers were determined by ELISA. Bacterial shedding and mortality in mice 

were examined.  

Results: Expression of recombinant protein in E.coli led to the production of a protein with a molecular weight 

of 70 kDa. The total yield of purified protein was 80 mg/L. Immunization of mice with recombinant protein induced 

humoral immunity. Bacterial shedding in immunized mice’s feces was significantly reduced (102 CFU / ml). 100% 

and 80% of the immunized mice survived challenged with 10LD50 and 100LD50 of bacteria respectively. 

Conclusion: The results showed that the chimeric protein provides good protective immunity in mice and can be 

considered an immunogenic candidate against E. coli O157: H7. 

 

Keywords: Enterohemorrhagic Escherichia coli, E Coli O157-H7, Chimeric protein, Immunogen, Intimin, 

Flagellin 
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