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Abstract 

Background: Having no effective vaccine, Shigella dysenteriae is of the main causes of 
diarrhea. IpaD protein is of the most important factors in high virulence of pathogenic shigella. 
Cloning of N-terminal ipaD genes along with ctB genes that possess adjuvant and carrier roles, as a 
recombinant vaccine, can enhance mucosal immune response. 

Materials and Methods: In an experimental study, primers of ctB and ipaD genes were 
designed based on gene cassette construction. PCR reactions were performed to propagate the 
fragments. Propagated fragments, then, were cloned into pGEM-Teasy vectors. Both vectors, then, 
were cut by restriction enzymes of HindIII and XhoI, and finally ipaD and ctB were fused together. In 
the next step, the ctB-ipaD gene cassette and expression vector of pET28a (+) were cut by SalI and 
HindIII restriction enzymes. Then, ctB-ipaD cassette was expresses in the expression vector. 

Results: In prest study, the N terminal of ipaD as a vaccine candidate antigen was genetically 
linked to the C terminal of ctB which possesses carrier and adjuvant potency. Fusion of ctB-ipaD in 
the expression vector pET28a (+) was confirmed by PCR and restriction enzymes digestion. The 
recombinant proteins produced then was confirmed by SDS-PAGE and Western blot.  

Conclusion: According to previous studies, production of ctB-ipaD cassette and its expression 
was the aim of this study. In hop for a vaccine against Shigella, protein expression of this gene cassette  
and production of an appropriate should be followed in future studies.  
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 چکیده

. علیه آن وجود نداردواکسنی یکی از عوامل اصلی بیماري اسهال در انسان بوده که  شیگلا دیسانتري :زمینه و هدف
به  ipaD ترمینال ژن Nهمسانه سازي. است IpaDپروتئین شیگلا، زاي موجود در  ترین فاکتورهاي بیماري یکی از مهم

سبب تقویت پاسخ ایمنی  دتوان باشد به شکل یک واکسن نوترکیب می  میداراي نقش ادجوانتی و حاملیکه  ctBهمراه ژن
  . شودمخاطی 

به بر مبناي طراحی انجام شده  ctB و ipaDهاي  طراحی پرایمر براي ژندر این مطالعه تجربی،  :ها مواد و روش
 و هر یک از قطعات تکثیر شده ن قطعات انجام براي تکثیر ایPCR واکنش . ساخت کاست ژنی، صورت گرفتمنظور
 Xho I و Hind IIIهاي محدودالاثر  هر دو وکتور توسط آنزیم.  همسانه سازي شدند pGEM-Teasy  وکتوردرون

 و وکتور بیانی ctB-ipaDدر ادامه کاست ژنی . ملحق گردید ctB به ژن ipaDبرش خورده و در نهایت ژن 
pET28a(+)دودالاثر هاي مح  توسط آنزیمSalI و HindIII  برش خورده و کاستctB-ipaD در وکتور بیانی زیر 

  . همسانه سازي و بررسی بیان کاست ژنی انجام گرفت
  ctB ترمینال ژنCبه عنوان یک آنتی ژن کاندید واکسن ژنی به ناحیه  ipaD ترمینال ژن N  در این تحقیق،:ها یافته

 (+)pET28a در وکتور بیانی ctB-ipaDهاي ممزوجی  ژن. شد، متصل گردیدبا که داراي نقش ادجوانتی و حاملی می
-SDSچنین پروتئین نوترکیب تولید شده به وسیله  هم. تأیید شدهاي با اثر محدود  هضم به وسیله آنزیم و PCR توسط

PAGEگذاري وسترن تایید گردید  و لکه.  
 و بررسی بیان آن، هدف مورد انتظار  ctB-ipaDکاست ژنی و مشابه، ایجاد  با توجه به مطالعات گذشته:رينتیجه گی

مناسب در صورت تولید آنتی بادي مناسب بتوان به واکسن  و  ژنی این کاست پروتئینرود با بیان  میامید. بوداین تحقیق 
  .  دست یافتشیگلاعلیه 
  . شیگلوز،ipaDفیوژن، ژن ، ctB  همسانه سازي، ژن ادجوانت،: کلیديگانواژ
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  مقدمه 
 علت اپیدمی ترین عمده دیسانتري شیگلا باکتري

 زایی این باکتري بیماري  واکسن علیهتهیه باشد و یاسهال م
هایی روي  سالانه بررسی. بسیاري است محققیناز اهداف 

 و امکان استفاده از شیگلاع مختلف کاندیدهاي واکسن انوا
محدودیت اصلی . شود آنها به صورت خوراکی انجام می

ها به فرم خوراکی، عدم ارسال صحیح وسالم آن به  واکسن
ها  مصرف خود این واکسن .باشد نواحی جذب گوارشی می

به دلیل دارا بودن وزن ملکولی بالا و عدم جذب آن از روده 
ها به شکل خوراکی  زیادي در مصرف این نوع واکسنموانع 

کند که منجر به عدم تحویل واکسن آنتی ژنی به  ایجاد می
 .گردد هدف مورد نظر و عدم تحریک سیستم ایمنی بدن می

کند، استفاده   کمک میرفع این موانعهایی که به  یکی از راه
هایی است که خاصیت ادجوانتی و تحویل  از آنتی ژن

به منظور . )2، 1(دنهاي مورد نظر را دار به سلولدهندگی 
هاي خوراکی دانشمندان توجه خاصی به  تقویت اثر واکسن

هاي دو  گروهی از توکسین. دارند) Adjuvont(ادجوانت
 واقع زیر واحدي با منشأ باکتریایی یا گیاهی مورد توجه

ها در اکثر موارد به عنوان انتقال  البته این توکسین. اند شده
ها  هاي مولد آن روند به همین منظور به ژن هنده به کار مید

ترین  گویند که از مهم می )Deliver gene(انتقال دهنده
 ، بخش اتصال دهنده سم ویبریوکلراCTBها  این ادجوانت

ساختاري هموپنتامریک و داراي  CTB پروتئین.باشد می
 اسید آمینه 124هر زیر واحد آن از . )4، 3(استغیر سمی 

بر روي کروموزوم بزرگ  ctBژن . تشکیل شده است
 به  CTB پروتئین.باکتري ویبریوکلرا قرار گرفته است
 این عمل را به د وکن عنوان ایمونوادجوانت یا یاور عمل می

 با افزایش حلالیت دهد، از جمله  میهاي متفاوتی انجام روش
ش پاسخ ـ باعث افزایCTBراه شده با ـهاي هم آنتی ژن
ب افزایش تولید برخی از ـ سب،)5(شود میایمنی 

-Inter feron γ(اینترفرون گامامثل ها  وکاینـسایت

IFNγ(اینترلوکین دو ،)Interleukin2-IL-2 ( وIL6 
 باعث تقویت ایمنی سلولی مانند ایمنی سلولی ،شود می

 ،)6(گردد  میTH1هاي   و سلول CD8هاي وابسته به سلول

هاي کمک محرك و  لکولباعث افزایش در سطح تولید مو
هاي سیستم ایمنی  سبب تنظیم فعالیت برخی از سلول

 CD80هاي  با افزایش تولید ملکولبه عنوان مثال  .گردد می
 Dendritic)هاي دندرتیک  باعث تنظیم سلول CD86و

cells-DC) سبب افزایش تیتر آنتی بادي . )6(گردد می
ت به صورIgG هاي مخاطی و   در لایه IgAهاي کلاس

ایمنی مخاطی را با تولید آنتی بادي . )7(شود سیستمیک می
  .)8(دهد  می افزایشSIgAترشحی 

را  ctBتقویت پاسخ ایمنی مخاطی وابسته به ژن
به  ctB با کلون کردن ژن مورد نظر به همراه ژن توان می

 یا با اضافه کردن مستقیم )9، 8(شکل یک واکسن نوترکیب
ن مورد نظر و تلقیح آن دو به  به همراه آنتی ژCTBپروتئین 

هاي هتروژن همراه  با آنتی ژن CTBاگر. انجام دادسلول 
باشد نقش تقویت کننده پاسخ ایمنی و اگر با آنتی ژن 

) Tolerance(متحملخودي همراه باشد نقش القاء کننده 
  .)10( داردرا

در نوك سوزن دستگاه ترشحی  IpaDپروتئین 
راي تهاجم باکتري به سلول ب IpaD. گیرد نوع سوم قرار می

 یک پروتئین چند کاره است IpaD .میزبان ضروري است
 را در حد IpaC وIpaBهاي  که ترشح و عرضه پروتئین

هاي  چنین نفوذ صحیح ناقل باکتري و هم-فاصل سلول میزبان
پروتئینی به داخل سلول میزبان را در کنترل خود 

زاي  ي بیماريترین فاکتورها  یکی از مهم IpaD.)11(دارد
ژن اصلی  باشد که به عنوان یک آنتی می شیگلاموجود در 

  توسط سیستم ایمنی بدن انسان و میمون شناسایی شده
هاي  دهند که تنها، پاسخ مشاهدات نشان می. )13، 12(است

لیپوپلی   وIpaD ،VirGایمنی ایجاد شده در میزبان، علیه 
باکتري را تواند خاصیت ویرولان و تهاجم  ساکارید می

  . )14(خنثی کند
 درون یک اپرون به نام ipaDژن 

Ipa)Invasion Plasmid Antigen(  در ناحیه
 یروي پلاسمید بزرگ تهاجم  و)Entry Region(ورود

 شامل دیسانتري شیگلااین ژن در باکتري . )15(قرار دارد
 ین ئ ترمینال پروتNناحیه . باشد  نوکلئوتید می999
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IpaDبه شیگلا در ورود باکتري یک فاکتور لازم 
-N توسط ناحیه گلوبولار IpaD .هاي میزبان است سلول

ترمینال خود در راس سوزن اتصالی با محیط اطراف باکتري 
 IpaDتحقیقات نشان دادند که پلی پپتید  .در تعامل است

گردد و   Anti-IpaDبادي  تواند منجر به تولید آنتی می
که در  IpaD ر عملکرد با تداخل دIpaD ضد  بادي آنتی

کرده و  راس سوزن اتصالی قرار گرفته است آن را بلوکه
گردد و در نتیجه  می IpaD بدین ترتیب مانع انجام عملکرد

  .)16(شود  میهاي میزبان سرکوب ورود باکتري به سلول
 از لینکر ،با بررسی انواع لینکرهاي گزارش شده

نی برش بخورد هاي ایم فورینی استفاده شد تا در سطح سلول
. دست آورده  بتواند ساختار مناسب خود را بIpaDو 

استفاده از لینکر فورینی به علت توانایی این لینکر در 
هاي مختلف فیوژن پروتئین در سطح  جداسازي موتیف

هاي   به شکل مناسبی به سلولGb3هاي داراي گیرنده  سلول
 یناین لینکر توالی غنی از آرژن .شوند  میایمنی عرضه

  .باشد می
 CTB ترمینال Cها به  از اتصال ایمنوژن

 pertussisاتصال قطعه . گزارشات فراوانی در دست است

toxin (PT) S1نتهاي  ا بهC ترمینال CTB ایمنی خوبی 
  را ازSREHP  پروتئین.)17(براي سیاه سرفه ایجاد نمود

 عامل )Entamoeba histolytica(انتامبا هیستولیتیکا
 متصل نمودند و کاندید CTB ترمینال Cی به اسهال آمیب

 با 2007در سال  .)18(دشواکسن مناسبی براي آن تولید 
  بیان بالایی در گیاهCTB ترمینال C به VP1اتصال 
ایمنی زایی  را مشاهده کردند و )Solanum(سولانوم

 foot and( بیماري پا و دهانمناسبی نسبت به ویروس

mouth disease virus –FMDV(دست ه ب
 انجام گردید HspA همراه با  CTBفیوژن. )19(آوردند

 باکتري هلیکوباکتر که منتج به ایمنی زایی بالایی نسبت به
داراي توکسین ) LF( فاکتور کشنده.)20( گردیدپیلوري

کاست ژنی  .بیماري سیاه زخم داردنقش بارزي در ایجاد 
ctB-lF ن اتصال فیوژ. گردیدمنتقل  به گیاه سیب زمینی

هاي اپی تلیال روده  هاي سطح غشا سلول پروتئین به گیرنده

.  مورد ارزیابی قرار گرفت)ELISA(الایزاتوسط تکنیک 
 شکلی که از  آنها بهتجمیع و CTB-LFسنتز مونومرهاي 

هاي  در بافت) پنتامریک( هستندلحاظ بیولوژیکی فعال
د خوراکی سیب زمینی قابلیت استفاده از گیاهان را براي تولی

) LF( فاکتور کشندههاي همراه شده با و تحویل ادجوانت
هاي ایمنی مخاطی علیه   براي تحریک پاسختوکسین

  .)21(دهد آنتراکس نشان می
 براي بررسی ctB-insulinساخت کاست ژنی 

تاکنون . ه است استفاده شد1کنترل بیماري دیابت نوع 
ته تحقیقات زیادي براي تولید انسولین خوراکی انجام گرف

بررسی روي عملکرد ها  هدف از انجام این پژوهش. است
CTBهاي غیر  توسط روشها   و انتقال انسولین به سلول

تهاجمی و از روش خوراکی بوده است تا بتوان دیابت را از 
  .)16(طریق تولید انسولین خوراکی کنترل نمود

 به شیگلایده براي طراحی واکسن علیه بهترین ا
ها   است که پاسخ تولید شده علیه آنکارگیري فاکتورهایی

هاي اپیتلیال  در مرحله اول، مانع ورود باکتري به درون سلول
 در ورود IpaD ترمینال N با توجه به اهمیت ناحیه. شود

هاي میزبان، این ناحیه به عنوان کاندید  باکتري به سلول
توسعه تولید . باشد واکسن مورد توجه محققین می

هاي حفاظتی  دید بر پایه آنتی ژنهاي مخاطی ج واکسن
خالص شده براي مدت زیادي است که به علت ایمنی زایی 

هاي محلول و نبودن ادجوانت مخاطی موثر و  پایین آنتی ژن
نتایج تحقیقات انجام شده . ایمن، دچار اختلال گردیده است

از این رو، . اند را اثبات کرده  CTBینقش حاملی و ادجوانت
هاي خوراکی  ه منظور رفع محدودیت واکسندر این تحقیق ب

ها،  و ضرورت استفاده از ادجوانت در تولید این نوع واکسن
 N با ناحیه ctB که با اتصال ژن دارداین استدلال وجود 

توان به توسعه و تولید کاندید واکسن  می ipaDترمینال 
  .مناسبی علیه شیگلوز دسترسی پیدا کرد

  
  
  
  



                                 حسین هنري و همکاران                                                                 ...             ه سازي، امتزاج و بررسی بیان کاست ژنیهمسان

 ١٠٠                                                                                              1392اسفند ، 12، شمارهشانزدهممجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال 

  ها مواد و روش
  ctB و ipaDهاي  ایمر براي ژنطراحی پر

 ipaD و ctBترادف ژنی در این مطالعه تجربی، 
از بانک ژن استخراج و طراحی پرایمر با استفاده از نرم 

 انجام گرفت و توسط DNAsise و Oligoافزارهاي 

 جایگاه رفتدر پرایمر  ctBژن . گردیدشرکت سیناژن سنتز 
 Xhoی آنزیم  جایگاه برشبرگشتو در پرایمر  Sal Iبرشی 

I  وHind III را دارا بود .  

  
  'ctB:  5'GTCGACACTCCGCAAAATATTACTGAT3 رفتتوالی پرایمر 
  'ctB:  5'CAAGCTTttattaCTCGAGTTTAACGTTGAATTTT3 برگشتتوالی پرایمر 
  'ipaD:  5'CTCGAGAGAACAACAAATCAGGCA3 رفتتوالی پرایمر 
 'ipaD:  5'TAAGCTTTTAAGTATATGAACTAACG3 برگشتتوالی پرایمر 

 
  PCRبا روشها  تکثیر ژن

 ctB و ipaD ژن که قبلااشرشیاکلی  هاي باکتري
پلاسمید آن به روش  تهیه و در آن همسانه سازي شده بود

لیز قلیایی استخراج گردید و به عنوان الگو در واکنش 
PCRواکنش .  استفاده شدPCR به منظور تکثیر DNA با 
انجام   میکرولیتر25 ر حجمپلیمراز سیناژن دTaqآنزیم 
، منیزیم کلرایدمولار   میلی3هر واکنش شامل . گرفت

 2/0 الگو،  DNAنانوگرم 50پیکومول از هر پرایمر، 4/0
، x10لیتر بافر   میکرو5/2ومخلوط نوکلئوتیدها  مولار میلی

براي . گراد بهینه شد  درجه سانتی60در دماي اتصال 
واکنش ها  ژنجلوگیري از ایجاد جهش در توالی 

سیناژن در حجم   پلیمرازpfu با استفاده از آنزیم PCRنهایی
 5 شامل PCRواکنش .  میکرولیتر انجام گرفت25

 50 پیکومول از هر پرایمر، MgSO4  ،4/0مولار میلی
مخلوط نوکلئوتیدها  مولار  میلی2/0الگو،  DNAنانوگرم از 

رجه  د60 در دماي اتصال 10xلیتر از بافر  میلی 5/2و 
  . گراد بود سانتی

 pGEM- Teasy در PCRهمسانه سازي محصول 
vector  

-pGEM به منظور واکنش الحاق در وکتور 

Teasy vector آدنیلاسیون محصول PCRدر . شد انجام
آدنیله و PCR  از هر رشته از محصول 3 'این مرحله انتهاي 

اجزاي واکنش . آماده واکنش الحاق با وکتور کلونینگ شد
 5 آدنیله شده، PCR میکرولیتر محصول 2/3ق شامل الحا

 میکرولیتر 2x rapid ligase  ،1میکرولیتر بافر
 لیگاز  T4 میکرو لیتر آنزیم 1 و  pGEM- Teasyوکتور

 ساعت در دماي 16 میکرولیتر بود که به مدت 10در حجم 
  . گراد قرار داده شد درجه سانتی 4

  تراریخت
کل پروتبراساس  DH5αهاي مستعد  سلول

هاي پلاسمید.  تهیه شدنداستاندارد روش کلرید کلسیم
نوترکیب با روش شوك حرارتی به سلولهاي مستعد انتقال 

 آگار حاوي آمپی LBبر روي محیط ها  سلول. داده شد
 37و در دماي ) لیتر میلیگرم بر میکرو 80 غلظت(سیلین
  .به صورت چمنی کشت داده شدگراد  سانتیدرجه 

  غربالگري
همسانه سازي ژن مورد نظر  اي تایید بر

هاي سفید رنگ، کشت داده شد و از آنها باروش لیز  ازکلنی
 ها  براي پلاسمید. قلیایی استخراج پلاسمید انجام شد

PCR مطابق شرایط تکثیر اولیه ژن انجام گرفت و سپس
  . براي آنها واکنش هضم آنزیمی گذاشته شد

  ت ژنی و ساخت کاسipaD و ctBهاي  اتصال ژن
سازي قطعات ژنی، ابتدا قطعه  پس از تایید همسانه

ipaD با دو آنزیم XhoI  وHindIII از درون وکتور  
pGEM-ipaDبا استفاده از کیت تخلیص .گردید خارج 

DNA)قطعه ) شرکت فرمنتازipaD در . خالص سازي شد
  وکتور HindIII و XhoIگام بعدي با استفاده از دو آنزیم 
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pGEM-ctB6رش قرار گرفت و یک قطعه تحت ب 
دو کدون خاتمه رونویسی که در بین دو سایت (نوکلئوتیدي

. از آن خارج گردید) قرار داشت HindIIIو  XhoIبرشی 
 نوکلئوتیدي با روش 6سازي و حذف قطعه  خالص
در مرحله بعد قطعه . انجام گرفت) نمک-الکل(ترسیب
ipaD22 دقیقه در دماي 70واکنش ( طی واکنش الحاق 

 لیگاز به درون وکتور T4با استفاده از ) گراد درجه سانتی
pGEM-ctB وارد گردید و سپس محصول الحاق به درون 

با روش شوك حرارتی انتقال اشرشیاکلی میزبان سلول 
هاي متصل  به منظور کاهش برهم کنش بین پروتئین. یافت

شده، هر پروتئین از پروتئین مجاورش با استفاده از توالی 
به منظور تایید ساخت  .سین و پرولین جدا شده بودگلی

برش آنزیمی و تعیین توالی  ،PCRش نکاست ژنی، واک
  .انجام گرفت

  pET28aزیرهمسانه سازي در وکتور 
اثر محدود هاي با   توسط آنزیم هدفکاست ژنی

Sal I و Hind III  برش خورده و به وکتور
 برش ها که با همین آنزیم pET28a(+)(Qiagen)بیانی

واکنش الحاق به . الحاق گردیدخورده و استخراج شده بود، 
گراد توسط آنزیم   درجه سانتی22 دقیقه در دماي 70مدت 

T4DNAهاي   وکتور.صورت گرفت شرکت فرمنتاز لیگاز
هاي  به سلولبا مکانیسم شوك حرارتی نوترکیب حاصل 

 سویهاشرشیاکلی  )تهیه شده به روش شیمیایی(مستعد
BL21(DE3)PLysS(stratagen) شدندریخت ترا.  

  نظر بیان ژن مورد
هاي جداسازي شده میزان  از کشت شبانه کلون

 مایع حاوي LBلیتر محیط   میلی5 میکرولیتر به 100
لیتر تلقیح و پس   میکروگرم در میلی50کانامایسین با غلظت 

ه براي ب( نانومتر600در طول موج  6/0به OD از رسیدن 
، ماده القاکننده )رشد باکتريدست آوردن میزان 

 )IPTG(گالاکتوپیرانوزیدتیو-β-D-پروموترایزوپروپیل
مولار به محیط کشت   میلی1 با غلظت نهایی شرکت فرمنتاز

گراد   درجه سانتی37 ساعت در دماي 5افزوده و به مدت 
  . شدنگهداري

 SDS-PAGEالکتروفورز 
، همراه با IPTGهاي قبل و بعد از القاي  نمونه

تحت  PR0602-S((Vivantis)#( رکر پروتئینیما
 با  درصد12غلظت ژل . شرایط دناتوره، الکتروفورز شدند

  .آمپر بود  میلی25جریان ثابت 
 تایید پروتئین نوترکیب

براي تایید پروتئین نوترکیب بیان شده از تکنیک 
پروتئین . استفاده شد His-tagبادي ضد  ایمونوبلات با آنتی
-Bioگذاري وسترن  تفاده از سیستم لکهتخلیص شده با اس

rad) Mini Protean( و بافر انتقال ) 192گلایسین 
 و متانول  درصدSDS 1/0مولار،  میلی25مولار، تریس  میلی

. روي کاغذ نیتروسلولز منتقل شد ):pH 3/8 و  درصد20
 37کلرید سدیم (PBSTکاغذ نیتروسلولز با استفاده از بافر 

 7/2تاسیم  کلرید پمولار، میلی
 20 مولار، تویین  میلیNa2HPO4.7H2O3/4مولار، میلی

 16شیر خشک به مدت  درصد 5حاوي  )pH: 2/7 ودرصد
نمونه . گراد بلاك گردید  درجه سانتی4ساعت در دماي 

 به مدت یک ،PBSTپس از سه بار شست شو با بافر 
-Hisضد   بادي آنتی10000/1ساعت با رقت 

tag(Ebcam)در بافر دار   کانژوگهPBST در دماي اتاق 
در نهایت پس از سه بار شست شو با بافر . مجاور شد

PBST50 بافر تریس(، براي آشکار سازي از سوبسترا 
 DAB ،H2O210گرم  میلی6حاوي :8/7pHمولار و  میلی

پس از انجام واکنش بین کانژوگه و . استفاده شد) میکرولیتر
سلولزي،  کاغذ نیترودن باند پروتئینی رويسوبسترا و ظاهر ش

  .متوقف گردید H2Oواکنش با استفاده از 
  

  ها یافته
 pGEM-T Easyدر  ctxBتکثیرو الحاق ژن 

Vector باکتري اشرشیاکلیانتقال سازه به  و 
 با ctxBنتایج حاصل از جداسازي و تکثیر ژن 

 نشان داده  الف1شکل هاي اختصاصی در  استفاده از پرایمر
 با PCRوکلئوتیدي حاصل از انجام ن 391قطعه . شده است

ر روي ژل آگاروز تاییدي بر شناسایی و پلیمراز ب  Pfuآنزیم
شده به  قطعه ژنی تکثیر .باشد قطعه مورد نظر میتکثیر 
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 همسانه سازي شد و به میزبان  pGEM- Tوکتور
سازي  تایید همسانه.  گردیدمنتقل DH5α سویهاشرشیاکلی 

و برش )  الف2شکل( PCRهاي  با استفاده از روش
با مشاهده قطعات ژنی . گرفت انجام)  ب1شکل (آنزیمی

-pGEM حاصل از هضم سازهت باز  جف3018 و 391

ctxB هاي با آنزیم SalI/HindIII ژن مورد همسانه سازي 
  .تایید واقع شد

  
  )الف(                                                   )ب(

  . درصد1بر روي ژل آگاروز  ctxB ژن و هضم آنزیمی PCRمحصول  نتایج الکتروفورز .1شکل 
 که PCRمحصول : 4 و 3، 2 ستون . جفت بازيDNA 100نشانگر : 1 ستون. Pfu با آنزیم ctxBژن  PCRالکتروفورز محصول  .الف

  .  قرار گرفته استDNA جفت بازي نشانگر 391در راستاي باند 
، SalI/HindIIIهاي  هاي نوترکیب برش خورده با آنزیم پلاسمید:1 ستون. pGEM-ctxBکنش هضم آنزیمی سازه الکتروفورز وا .ب

  .باشد  خطی شده میpGEM جفت بازي که پلاسمید 3018باشد و یک قطعه   جفت بازي که قطعه ژنی مورد نظر می391یک قطعه 
 

 pGEM- T EasyدرipaDتکثیرو الحاق ژن 
Vectorباکتري اشرشیاکلیازه به  و انتقال س  

با  ipaDچنین نتایج حاصل از تکثیر ژن  هم
 نشان داده  الف2 شکلاستفاده از پرایمرهاي اختصاصی در 

 جفت 336بر روي ژل با اندازه   PCRمحصول. است شده
شده،  سازي قطعه ژنی تکثیر پس از خالص .باز مشاهده شد

رد وا  pGEM-T به وکتورipaDطی واکنش الحاق قطعه 

تایید . وارد گردید DH5α سویه اشرشیاکلیشد و به میزبان 
 2شکل ( و برش آنزیمیPCRسازي با استفاده از همسانه

 جفت 3018 و 336 با مشاهده قطعات ژنی. انجام گرفت) ب
با  pGEM-ipaD بازي حاصل از هضم سازه

 ژن مورد تایید همسانه سازي XhoI/HindIIIهاي آنزیم
  .واقع شد
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  )ب(                                                              )      الف(                        

  . درصد1 بر روي ژل آگاروز ipaDسازي ژن  ضم آنزیمی به منظور تایید همسانه و ه PCR الکتروفورز محصول.2شکل 
  .  جفت بازيDNA 100شانگر  ن.4 ستون. هاي اختصاصی  با استفاده از پرایمرipaD ژن PCRنتایج: 3تا1 ستون. الف
  . جفت بازيDNA 100 نشانگر :3 ستون. pGEM- ipaDنتایج حاصل از واکنش هضم آنزیمی سازه : 2 و 1 ستون .ب
  

 کلون شده، ipaDقطعه ژنیسازي  پس از خارج
 و XhoIهاي محدودگر   با آنزیمpGEMاز درون وکتور 

HindIII، گرفته براي ساخت  بر اساس طراحی انجام
که در بین )  کدون پایان2( نوکلئوتیدي6ست ژنی قطعه کا

 HindIII و XhoIهاي محدودالاثر دو سایت برشی آنزیم
قرار داشتند، از درون وکتور  ctxBکه بر روي پرایمر پیرو 

  ).3 شکل(خارج شد

-pGEMبه وکتور ipaDدر ادامه قطعه ژنی 
ctxB گردید و وکتور نوترکیب  طی واکنش الحاق وارد

pGEM-ctxB-ipaDاشرشیاکلیهاي میزبان   به سلول 
به منظور تایید ساخت کاست ژنی واکنش . انتقال یافت

PCR و Nested PCRانجام ) 5 شکل(ها نی از روي کل
  . گرفت

  
 نشانگر :1 ستون.  درصد1 بر روي ژل آگاروز ipaD-ctxB به منظور تایید ساخت کاست ژنی  PCRالکتروفورز محصول. 3شکل 

DNA 250 سازه پلاسمید نوترکیب حاوي : 2 ستون .جفت بازيpGEM-ctxB-ipaD .واکنش  محصول:3 ستون Nested PCR 
. باشد دهد که تاییدي بر ساخت کاست ژنی می  جفت بازي را نشان می727 یک قطعه ipaD برگشتو  ctxB رفتاستفاده از پرایمر با 

 جفت بازي نشانگر 336 که در راستاي باند ipaD رفت و برگشتایمر با پرipaD-ctxB مربوط به کاست ژنی PCRمحصول : 4 ستون
DNAقرار گرفته است .  
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 شکلنتایج حاصل ازآنالیز آنزیمی کاست ژنی در 
 تایید آنزیمی ساخت کاست ژنی 2 ستون. شود  مشاهده می4

 727 که قطعه HindIIIو  SalI هاي را با اثر آنزیم
 3 ستونچنین  هم. دهد یکند، نشان م نوکلئوتیدي را تولید می

 است که داراي دو جایگاه برش EcoRIمربوط به اثر آنزیم 
باشد که قطعه برش یافته حدود   میpGEMبر روي وکتور 

 . باشد  نوکلئوتید می727

  

  
  . درصد1 بر روي ژل آگاروز pGEM- CTXB-ipaD الکتروفورز واکنش هضم آنزیمی سازه .4 شکل
هاي  پلاسمید نوترکیبی که توسط آنزیم: 3 و 2ستون .  بدون واکنش هضم آنزیمیctxB-ipaDداراي قطعه پلاسمید نوترکیب . 1 ستون

جفت  3018باشد و یک قطعه   جفت بازي که کاست ژنی مورد نظر می727 یک قطعه . برش خورده استHindIIIو  SalI محدودالاثر
  . جفت بازيDNA 100 نشانگر .4 ستون. تاز آن خارج شده اس باشد،  خطی شده میpGEMبازي که پلاسمید 

  
 (+)pET28aزیر همسانه سازي در وکتور بیانی 

و  PCRهاي  همسانه سازي از طریق واکنش زیر
در این  .ید قرار گرفتایت مورد) 5 شکل(هضم آنزیمی 

طراحی (RBS داراي لینکر و توالی ctxBتحقیق قطعه ژنی 
 ژن N  انتهاياحیه جفت باز به ن391 با  )شده بر روي پرایمر

ipaD جفت باز متصل و کاست ژنی تولید شده با 336 با 
هاي حاصل از  آنالیز داده.  جفت باز تعیین توالی گردید727

تعیین توالی بر ساخت کاست ژنی به شکل مطلوب تاکید 
  .کند می

  
 جفت بازي، DNA 250 نشانگر. 1 نستو. ها ها به روش هضم آنزیمی و مقایسه حرکت الکتروفورزي آن آنالیز کلون .5 شکل
 پلاسمید نوترکیب .3 ستوناز وکتور خارج شده است،  bp 727 که قطعهNotIو  SalI پلاسمید نوترکیب برش خورده با .2 ستون

از آن خارج . bp336 که قطعه XhoI پلاسمید برش خورده با .5 ستون پلاسمید برش نخورده و .4 ستون، HindIIIبرش خورده با 
  .ستشده ا
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 باکتري  درctB -ipaDکاست ژنی  بررسی بیان
  Bl21(DE3)سویه اشرشیاکلی 

کلی شـیا  اشر هـاي   هـدف درسـلول    پس از القاء ژن   
ــا اســتفاده از مــاده  Bl21(DE3)ســویه  فقــط در (IPTGب

-SDSهـا بـه روش خـام روي ژل         سـلول ) هـاي تـست     نمونه

PAGE 12 طور که   همان. مورد بررسی قرار گرفتند    د درص

 کیلـو دالتـون نـشانگر    34 و 26بـین بانـدهاي    رفـت     ار می انتظ
 1هـاي    نوترکیب در کلنیوط به پروتئین پروتئینی، باندي مرب  

ــشاهده3و  ــی   م ــراي کلن ــی ب ــشاهده   2 ول ــعیف م ــسیار ض ب
   ).6شکل (شد

 
 
 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
  

  .ام به منظور بررسی بیان به روش خSDS-PAGE الکتروفورز پروتئین مورد نظر روي ژل .6 شکل
با نانومتر  600در طول موج  6/0 ها پس از رسیدن جذب نوري به  کنترل منفی که در آن باکتري.7 و 4، 2ستون  .ی مارکر پروتئین.3 ستون
 در 6/0ها به  هایی که پس از رسیدن جذب نوري آن محتوي پروتئینی باکتري: 6  و5، 1 ستون ).رسوب باکتري(اند القاء نشده IPTGماده 

  ).رسوب باکتري(اند  القاء شدهIPTGبا ماده نانومتر  600طول موج 
  

نظر با استفاده از روش  هاي مورد تأیید پروتئین
  گذاري وسترن  لکه

هاي  به منظور تأیید بیان ناحیه کاست ژنی پروتئین
 روش لکه گذارياز  اشرشیاکلی مورد نظر در باکتري

-Antiبدین منظور از . )7شکل  (گردید وسترن استفاده

His tagبراي کنترل منفی، از .  استفاده گردیدBSA 

پس از انجام مراحل واکنش از کاغذ نیتروسلولز . استفاده شد
هاي  عکس تهیه شد و در ناحیه مورد نظر ستونی که باکتري

 قرار گرفته pET28a(+)-ctxB-ipaDواجد سازه 
 .بودند، باند مشاهده گردید
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ستون  مارکر پروتئینی، .3 ستون، IPTG نمونه تست القا شده با 2 ستون نمونه شاهد القا نشده، 1 ستون .اري وسترنگذ  لکه.7شکل 
4BSA.  

  
  بحث 

 N  انتهايبا توجه به اهمیت ناحیهدر این تحقیق، 
 این ناحیه هاي میزبان،  در ورود باکتري به سلولipaDژن 

از طرفی،  .ستبوده ابه عنوان کاندیداي واکسن مورد توجه 
 که داراي نقش ادجوانتی و حاملی  ctB ژنC  انتهايناحیه

، با IpaD براي بالا بردن میزان ایمنی زایی پروتئین باشد می
خاصیت ایمنی زایی پروتئین این،  بنابر. آن همراه شده است

IpaD پروتئین و خاصیت آنتی ژنی و ادجوانتی  CTB به 
جا که مصرف   آناز .زمان مد نظر بوده است طور هم

ها به فرم خوراکی به دلیل دارا بودن وزن ملکولی بالا  واکسن
و عدم جذب آن از روده، منجر به عدم تحویل واکسن آنتی 
ژنی به هدف مورد نظر و عدم تحریک سیستم ایمنی بدن 

هایی که خاصیت ادجوانتی و  گردد، استفاده از آنتی ژن می
ر را دارند، به منظور هاي مورد نظ تحویل دهندگی به سلول

ها مورد تحقیق و بررسی قرار  تقویت اثر ایمنی زایی واکسن
  .گیرند می

ها از طریق مسیر مخاطی  از مزایاي تحویل واکسن
هاي مخاطی که به شکل مناسبی فرموله  این است که واکسن

توانند همه بازوهاي سیستم ایمنی را تحریک  اند، می شده
نند براي محافظت در مقابل توا یم ها این نوع واکسن. کنند

چنین  هایی که میزبان را از طریق سطوح مخاطی و هم پاتوژن
اند، به کار  هایی که از مسیرهاي دیگري وارد شده پاتوژن

د از نهایی هست ها داراي محدودیت این واکسن. برده شوند
 باشند میکه عموما داراي میزان ایمنی زایی کمی  جمله این

هاي کاندید واکسن که به صورت  تر آنتی ژنو در واقع بیش
و نیاز به یک  گردند ایمونوژنیک نیستند مخاطی تجویز می

 دارند که باعث تقویت و فراخوانی  مخصوصتجواندا
تحقیقات صورت گرفته . هاي سیستم ایمنی شود پاسخ

که مقدار آنتی ژنی که در حالت فیوژن شده مشخص کرد 
ري است، کمتر از  براي مصرف ضروتجواندبا یک ا

-Co(زمان باشد که به صورت تجویز هم مقداري می

Administrated(گردد که   براي ایمنی زایی استفاده می
ها با  هاي متصل کردن آنتی ژن این نشان از مزیت

 امروزه توجه خاصی .)23 ،22(هاي مختلف دارد تجواندا
هایی شده است که علاوه بر نوترکیب بودن، از  به واکسن

نیز افزایش یافته  ها یق فعالسازي ایمنی مخاطی، تأثیر آنطر
 در سطح جهان و توسط افراد زیادي CTBدر مورد  .است

هاي  ژن سایر و ctB ژن  ومطالعاتی صورت گرفته است
از ژن . )24(اند انتقالی را در موجودات مختلفی کلون کرده

ctBهاي خود   به عنوان ایجادکننده تحمل در درمان بیماري
 همراه با ژن آنتی ctBاگر ژن . شود ایمن نیز استفاده می

 در قالب یک واکسن )auto antigen(هاي خودي ژن
شود   سبب القاء تحمل ایمنی میگرفته شود،ترکیب به کار نو

هاي خود  و کاندید مناسبی براي ایجاد تحمل علیه بیماري

kDa  
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  به همراه یک آنتی ژن بیگانهctBالبته اگر . باشد ایمن می
مثل ویروس یا باکتري استفاده مثلاً آنتی ژن یک پاتوژن 

  . پاسخ ایمنی را القاء خواهد کرد) هترو آنتی ژن(شود
 با 2000 و همکارانش در سال توربیفیل

جداسازي، تشخیص و تعیین خصوصیات زیر واحدهاي 
اثرات ایمنی ) IpaB,C,D(هاي مهاجم پروتئینی کمپلکس

اي مورد بررسی  چه گینهزایی آن را بر روي موش و خوک
نتایج نشان داد که یک شاخص معنی داري در . قرار دادند

 در این حیوان علیه IgG ,IgAتولید آنتی بادي 
 نیز 2006در سال . )25( دارد وجودLpsو  Ipaهاي  پروتئین

دوباره توسط محققین دیگري مورد استفاده قرار گرفت با 
 پروتئین به عنوان این بار از ترکیب این سه این تفاوت که

جا  از آن.  استفاده شدIgAبراي ترشح   مخاطیتجواندا
، اند چندین عامل با همدیگر مورد آزمایش قرار گرفته که

 و به خصوص ناحیه ویژه آن نیز IpaDمیزان اثر بخشی 
 شیگلااکثر افراد عفونی شده با . است شناسایی نشده 

ن کمتري  و به میزاIpaB ،IpaCهایی علیه  بادي آنتی
IpaD  وVirGمطالعات انجام گرفته . )22(کنند  تولید می

ترمینال پروتئین -Nناحیه  هایی که بادي نشان دادند که آنتی
IpaDبرهمکنش این پروتئین با  کنند توانایی  را شناسایی می

 هاي صفراوي به ویژه دي اکسی کولات را سرکوب نمک
جام فعالیت ویژه در این حالت باکتري قادر به ان. نمایند می

در .  نخواهد بودIpaBخود براي فراخوانی و به کارگیري 
براي ایجاد منفذ در سلول یوکاریوتی از  شیگلانتیجه توان 

بین رفته و فرآیند ورود باکتري به درون سلول میزبان 
دهد که  اي نشان می این نتایج به طور ویژه. شود می سرکوب
ترمینال این پروتئین یک  N و به ویژه ناحیه IpaDپروتئین 

هاي میزبان   به سلولشیگلافاکتور لازم در ورود باکتري 
رو این پروتئین به عنوان یک آنتی ژن بالقوه  است و از این

در طراحی واکسن مطرح است و آنتی بادي تولید شده علیه 
  . )26( باشدشیگلاتواند کاندید واکسن مناسبی براي   میآن

در رابطه با نقش و هاي صورت گرفته  بررسی
هایی که  نشان دادند که آنتی ژنها  تجواندنحوه عملکرد ا

 به بافت مخاطی وارد شوند، باعث خواهند تجواندبدون ا

و بدون حضور  ها در محیطی غیر التهابی ژن شد که این آنتی
شوند  عرضه Tهاي  هاي کمک تحریکی به سلول مولکول

و تحمل  )Anergy(پاسخی بیکه این مسئله منتج به 
هایی که با یک   در حالی که آنتی ژن،د شدخوراکی خواه

-IL و IL-12( همراه شده باشند، محیط التهابیتجواندا

آورند   میرا فراهم) B7هاي کمک تحریکی   و مولکول18
 ارائه Tهاي  که در این محیط التهابی، آنتی ژن به سلول

 Tهاي  خواهد شد که این منتج به فعال سازي و تکثیر سلول
  .)24(و سیستم ایمنی خواهند شد

  
  نتیجه گیري

گونه واکسنی براي بیماري  در حال حاضر، هیچ
 در Tهاي  هر چند که سلول.  در دسترس نیستوزشیگل

 نقش دارند اما براي ایمن شدن ضروري شیگلاحفاظت علیه 
بر اساس مطالعات انجام شده، پاسخ ایمنی همورال . نیستند

 با هر دو پاسخ شیگلامنی علیه تري در ای نقش مهم
 و تعدادي از لیپوپلی ساکاریدسیستمیک و مخاطی علیه 

زا از جمله  هاي کد شده توسط پلاسمید بیماري پروتئین
 به عنوان ipaD  ژن،دراین تحقیق.  داردIpaهاي  پروتئین

 ژن C  انتهايیک آنتی ژن کاندید واکسن ژنی به ناحیه
ctBاقل خوراکی متصل شد و  و نتجواند به عنوان یک ا

 مطالعات انجام شده.  تولید گردیدctB-ipaDکاست ژنی 
هاي خوراکی و  دهد که به منظور تقویت اثر واکسن نشان می

ها یعنی میزان ایمنی زایی پایین  رفع محدودیت عمده آن
ها استفاده نمود که  از ادجوانتتوان  میهاي محلول،  آنتی ژن

ctBحامل مناسب انتخاب گردید به عنوان یک ادجوانت و  .
توان  ، میIpaD-CTBدر صورت بیان پروتئین نوترکیب 

 توسعه و تولید کاندید واکسن مناسبی علیه در راستاي
 .پیشرفتشیگلوز 

  
   و قدردانیتشکر

 تشکر از اساتید، پژوهشگران و کارکنانبا تقدیر و
) ع(مرکز و گروه زیست شناسی دانشگاه جامع امام حسین

  . کمک نمودند پژوهش از لحاظ علمی و مالینکه در ای
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