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 دهیچک

ن ترين واکسوفقعامل بيماری مشترک بين انسان و دام به نام کيست هيداتيک يا هيداتيدوزيس است؛ م اکينوکوکوس گرانولوزوسانگل  زمینه و هدف:

لولی و همورال سباشد که ايمنی می pGEXدر وکتور  EG95کيلو دالتونی آن يعنی  25ژن کلون کردن ژن کد کننده آنتی نوترکيب عليه اين بيماری از

ی در تحريک اين نوع های خطتوپدر غلبه بر اين بيماری و نقش اپی TH1توجهی را در گوسفندان ايجاد کرده است اما با توجه به نقش ايمنی سلولی قابل

ژن اين آنتی Tکننده لنفوسيت های خطی تحريکتوپسازی شرايط واکسن موجود در مطالعه حاضر تنها توالی کد کننده اپیجهت بهينهسيستم ايمنی 

 کلون و بيان شد.

 PCRوردنظر با ه مبينی و سنتز شد. تکثير قطعپيش EG95ژن های خطی آنتیتوپی اپیتوالی کد کننده IEDBافزار با استفاده از نرم ها:مواد و روش

با  colony PCRوش های مثبت با ردر وکتور با روش شوک حرارتی کلون گرديد. کلونی ،xhoIبا آنزيم  pGEX4T1انجام و بعد از هضم آنزيمی آن و وکتور 

 ت.موردبررسی قرار گرف SDS-PAGE%10با  BL21شده و بيان پروتئين نوترکيب در سلول استفاده از پرايمرهای مختلف انتخاب

 colonyکلون گرديد. تأييد پلاسميد نوترکيب با  pGEX4T1انجام و قطعه موردنظر در وکتور  PCRبا  EG95 هایتوپتوالی کد کننده اپی تکثير نتایج:

PCR وضوح با ژن نيز بهو اختلاف اندازه وکتور طبيعی و نوترکيب صورت گرفت. بيان پروتئين نوترکيب آنتیSDS-PAGE .مشخص شد 

 بيان شد. BL21کلون و در سلول  pGEX4T1آميزی در وکتور طور موفقيتبه EG95قطعه گیری: نتیجه

 

 ، کيست هيداتيکEG95ژن ، آنتیTتوپی، لنفوسيت های اپیواکسن :کلیدی کلمات

 
 

 

 

 

 مقدمه 
های انگلی يکی از بيماری هيداتيدوزيسکيست هيداتيک يا 

ترين کرم مشترک بين انسان و دام است که توسط لارو مهم

متر به نام ميلی 7الی  2پزشکی به طول نواری کوچک در 

. تاکنون تعداد (2، 1)شود ايجاد می اکينوکوکوس گرانولوزوس

شده مبتلايان به اين بيماری در جهان سه ميليون نفر گزارش

ها در مناطق معتدل جهان مثل کشورهای شرق که بيشتر آن

پروری رايج است که دام و شرق آسيا مثل چين و استراليااروپا 

نمايند زندگی ها اقدام به نگهداری سگ در منزل میو يا خانواده

  هزمين های اقتصادی زيادی را در( و سالانه خسارت3کنند )می

توليد محصولات دامی مانند کاهش شير، پشم، چرم، کاهش 

و درمان به اين های تشخيص کيفيت گوشت به همراه هزينه

بين کشور ايران نيز طبق اعلام (؛ دراين4کند )مناطق وارد می

شود و سازمان بهداشت جهانی جز مناطق اندميک محسوب می

های خراسان، آذربايجان غربی، آذربايجان شرقی، همدان استان

 .(5روند )های هايپر اندميک به شمار میو اردبيل ازجمله استان

واسط سپری  چرخه زندگی اين انگل در دو ميزبان اصلی و

عنوان ميزبان اصلی و سانان بهشود که سگ و سگمی

عنوان ميزبان عنوان ميزبان واسط و انسان بهنشخوارکنندگان به

باشند که انگل در ميزبان اصلی واسط اتفاقی برای اين انگل می

کند اما در ميزبان واسط سبب بروز بيماری خاصی را ايجاد نمی

مقاله پژوهشی
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های خاص مانند کبد و ر انداممشکلاتی مثل تشکيل کيست د

(. اين بيماری با 6، 1شود )گاهی ريه، قلب، کليه و مغز می

جراحی و استفاده از داروهای شيميايی مثل آلبندازول، 

درمان است که مبندازول و پرازی کوانتل تا حدودی قابل

های بالايی را به همراه داشته و از طرفی در معمولاً هزينه

های حساسی مانند قلب و يا کيست در انداممواردی مثل وجود 

درمانی بسيار کم است که بارداری امکان جراحی و شيمی

گيری و تهيه واکسن های کنترل، پيشگذاری برنامهاهميت پايه

های مناسب برای مقابله با اين عفونت انگلی و بسياری از عفونت

خود  مورد را به 5بيماری مهم جهان  6انگلی ديگر که از بين 

های (؛ نقطه آغاز مطالعه7-9شود )اند مطرح میاختصاص داده

با واکسن  1996شده در رابطه با اين عفونت از سال انجام

های مرحله انکوسفری انگل با ژنيکی از آنتی نوترکيب بر پايه

بود که در واکسيناسيون گوسفندان در نيوزلند  EG95عنوان 

های بعد اد و در سالگيری را نشان دنتايج بسيار چشم

شده در آرژانتين، ايتاليا، استراليا و چين نيز تحقيقات انجام

را  G1حفاظت بالای ايجادشده توسط اين واکسن عليه سروتيپ 

( اما مطالعه بيماران تحت جراحی 11، 10تأييد کردند )

تنها در کبد منظور بررسی تشکيل مجدد کيست نهقرارگرفته به

ديگر بدن نشان از تأثير مثبت پاسخ ايمنی های بلکه در قسمت

که  بر اين بيماری در افراد مقاوم بوده جهت غلبه Th1سلولی 

واکسن حاضر علاوه بر تحريک اين نوع سيستم ايمنی، پاسخ 

کند که ايمنی همورال با توليد ايمنی همورال را نيز تحريک می

ه به شده وابستها از طريق سميت سلولی تعديلايمنوگلوبولين

است عمل کرده و  Th2بادی که يک مکانيسم وابسته به آنتی

به  Th0های مانع تمايز سلول Th2شده از ترشح 4اينترلوکين 

Th1 ی حاضر با توجه به اين (؛ لذا در پروژه13، 12شود )می

شده در های انجاممسئله و با در نظر گرفتن اين نکته که مطالعه

ی سه ناحيه غالب متصل دهندهژن نشانرابطه با اين آنتی

که  بوده EG95بادی روی پروتئين نوترکيب شونده به آنتی

باشد های خطی میتوپزايی آن بيشتر ناشی از اين اپیايمنی

سازی طراحی و تعديل شرايط مطلوب منظور بهينه( به14)

های خطی توپواکسن موجود توالی کد کننده اين اپی

ژن در وکتور بيانی ( آنتیTی هاکننده لنفوسيت)تحريک

pGEX4T1  کلون شده و بيان آن با روشSDS-PAGE  بررسی

گرديد که پروتئين نوترکيب بيان بسيار مطلوبی را در سلول 

BL21 .نشان داد 

 هاروشمواد و 

 سنتز و تکثیر  

 EG95ژن های خطی آنتیتوپابتدا توالی کد کننده اپی

صورت متصل به توالی کد کننده چند پپتيد ديگر انگل به

افزار ايمنوانفورماتيکی اکينوکوکوس گرانولوزوس توسط نرم

IEDB ازآن شده و توسط شرکت آلمانی سنتز و پسبينیپيش

پرايمرهای متناسب دارای جايگاه برش آنزيم محدودکننده 

XhoI های توپبرای قسمتی از قطعه سنتتيک کد کننده اپی

افزار بيوانفورماتيکی با استفاده از نرم EG95ژن خطی آنتی

Oligo 5)( طراحی و توسط شرکت کانادايی )canada سنتز )

 شد.

 PCRواکنش   

 10ميکروليتر که حاوی  40در حجم نهايی  PCRواکنش 

پيکومول از هريک از پرايمرهای رفت با توالی 
'3-TGCTCGAGGAATTCATGGAAGCAGCAGC-'5 

برگشت با توالی                                                            

5'-CTCGAGGCTAAACACAAAGCCCGCAATC-3' ،

)شرکت فرمنتاز(، يک واحد  dNTPsيک ميلی مولار مخلوط 

-ميلی 5/1و  10x PCRميکروليتر بافر  4مراز، پلی Taqآنزيم 

ر تحت شرايط: )شرکت سيناژن( و آب دو بار تقطي Mgمولار 

گراد به درجه سانتی 94اوليه  denaturation)دمای واسرشته )

 94چرخه شامل واسرشته شدن در دمای  35دقيقه،  3مدت 

آغازگر  (Annealingدقيقه، اتصال ) 1درجه ساتی گراد به مدت 

ثانيه و طويل شدن  15گراد به مدت درجه سانتی 55در دمای 

(Extension در دمای )ثانيه  15گراد به مدت سانتیدرجه  72

گراد به مدت درجه سانتی 72و پليمريزاسيون نهايی در دمای 

شده و ( انجامeppendorf)شرکت  PCRدقيقه در دستگاه  7

در  PCRميکروليتر از محصول  5تائيد آن با الکتروفورز شدن 

 صورت گرفت. 65ساعت با ولتاژ  2درصد به مدت  2ژل آگارز 
 کلونینگ   

 30در يک واکنش  PCRيکروليتر از محصول م 10

ميکروليتر آنزيم  10X ،1ميکروليتری با سه ميکروليتر بافر 

XhoI (10  و )ميکروليتر آب دو بار  16واحد شرکت فرمنتاز

شدن  تقطير جهت هضم آنزيمی مخلوط شده و پس از انکوبه

منظور ساعت، به 2گراد به مدت درجه سانتی 37در دمای 

دقيقه در دستگاه ترموبلاک با  20شدن آنزيم به مدت غيرفعال 

گراد قرار گرفت. هضم آنزيمی وکتور درجه سانتی 65دمای 
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pGEX4T1  تخليص شده با روش جديد سمبروک همراه با

-های با وزنRNAجهت حذف  6000PEGو  2CaClاستفاده از 

( نيز طبق شرايط هضم 16، 15های مولکولی متفاوت است )

درصد  1نجام و جهت تائيد در ژل آگارز ا  PCRمحصول

 15(؛ پس از تائيد هضم کامل وکتور 80الکتروفورز شد )ولتاژ 

در يک واکنش  PCRميکروليتر محصول  10ميکروليتر از آن با 

 T4 DNA ميکروليتر آنزيم  1ميکروليتری با  30

Ligase(5 جهت اتصال مخلوط شده و به )واحد شرکت فرمنتاز

گراد انکوبه شد، درجه سانتی 16دمای ساعت در  16مدت 

روش  ميکروليتر از محصول اتصال )ليگاسيون( با 10درنهايت 

ثانيه(  90گراد به مدت سانتی درجه 44شوک حرارتی )دمای 

آگار  LBمنتقل و در محيط  E.coliهای سلول HB101به سويه 

ليتر در ميکروگرم بر ميلی 50سيلين با غلظت حاوی آمپی

ساعت  24گراد به مدت درجه سانتی 37ر با دمای انکوباتو

 کشت داده شد.
 انتخاب کلونی مثبت و توالی یابی  

های مثبت ابتدا با پرايمرهای جهت انتخاب کلونی

وبرگشت قطعه موردنظر و سپس پرايمر رفت قطعه رفت

های رشد کرده به روش بر روی کلنی T7موردنظر و برگشت 

انجام شد و پس از تائيد اوليه کلنی مثبت، از  PCRمستقيم 

شده و پس از تخليص وکتور کلونی موردنظر کشت مايع تهيه

روی  PCRک و تکرار واکنش نوترکيب با روش جديد سمبرو

وکتور نوترکيب تخليص شده، در پايان تائيد نهايی کلونينگ با 

 ای ماکروژن انجام گرديد.توالی يابی توسط شرکت کره

 بیان پروتئین نوترکیب  

نانوگرم از وکتور  50منظور بيان پروتئين نوترکيب ابتدا به

نوترکيب و وکتور طبيعی به روش شوک حرارتی هرکدام 

که با روش  BL21ميکروليتر سلول مستعد  100جداگانه به 

2CaCl شده انتقال داده و پس از رشد در محيط آمادهLB  آگار

کلونی تک سيلين، يک ليتر آمپیميکروگرم بر ميلی 100حاوی 

 2YTليتر محيط ميلی 5از هرکدام انتخاب و کشت اوليه آن در 

روز در ( به مدت يک شبانهg/mlµ100سيلين )حاوی آمپی

گراد درجه سانتی 37و دمای  rpm150انکوباتور شيکردار با دور 

سيلين حاوی آمپی 2YTليتر محيط ميلی 50قرار داده و بعد به 

گراد در درجه سانتی 25منتقل و پس از کشت در دمای 

رسيد به هر دو  9/0ن به آ OD600انکوباتور شيکردار زمانی که 

های شده و در زماناضافه (mM 4/0)غلظت نهايی  IPTGنمونه 

برداری انجام ها نمونهاز کشت over nightو يک  4و  3، 2، 1، 0

 50ها در گيری با ميکروسانتريفوژ، رسوب نمونهو پس از رسوب

بافر  sampelميکروليتر  80و  PBS1%ليتر بافر ميکرو

(2%SDS ،30%  ،گليسرولtris 0.05 M pH=6.8،10% 

شده و مرکاپتواتانول حل -ميکروليتر بتا 5/7بروموفنول آبی( و 

درجه  100دقيقه قرار گرفتن در بن ماری با دمای  10پس از 

به مدت  rpm13000گراد و سپس ميکروسانتريفوژ با دور سانتی

 6به مدت  100با ولتاژ  SDS-PAGE 10%دقيقه، در ژل  5

 ساعت الکتروفورز شد.

 

 گرانولوزوس ينوکوکوساک EG95 ی ژنآنت شدهبينیيشپ یخط هایتوپ یکد کننده اپ ينیو پروتئ DNA یتوال -1شکل
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 نتایج
  PCR 

ژن های خطی آنتیتوپی اپیويژه کد کننده DNAتوالی 

EG95  همراه با توالی پرايمرها  اکينوکوکوس گرانولوزوسانگل

و  1 شکلو توالی پروتئينی آن در  XhoIو جايگاه برش آنزيم 

تکثير کامل و اختصاصی اين توالی از روی توالی سنتتيک که با 

جفت  300با وزن مولکولی  2 شکلشده در انجام PCRروش 

 شده است.باز نشان داده

-pGEX4T1تائید کلونینگ و ساخت وکتور نوترکیب   

ChEg95 
کلون شده و پس  pGEX4T1در ناقل بيانی  PCRمحصول 

، پلاسميد نوترکيب با روش PCRاز تائيد اوليه با روش کلونی 

 6000PEGو  2CaClجديد ليز قليايی که همراه با استفاده از 

منظور تائيد مجدد به همراه وکتور طبيعی در است تخليص و به

درصد همراه با سايز مارکر ران شد که اختلاف  1ژل آگارز 

ن و وکتور طبيعی نشانگر تائيد صحت اندازه بين سوپرکويل آ

طور شده است و هماننشان داده 3 شکلکلونينگ بوده که در 

تر از مشخص است وکتور نوترکيب کمی سنگين Cکه در باند 

 وکتور طبيعی است.

 تأیید جهت قطعه ورودی  

PCR شده با وکتور نوترکيب تخليص شده همراه با انجام

شده روی وکتور انجام PCRو  T7و برگشت  EG95پرايمر رفت 

خوبی نشانگر تائيد به T7وبرگشت طبيعی همراه با پرايمر رفت

مشخص  3 شکلطور که در صحت قطعه ورودی بوده و همان

 100ای به طول قطعه T7عمومی با پرايمرهای  PCRاست 

ای قطعه T7و برگشت  EG95با پرايمر رفت  PCRجفت باز و 

دهند که اختلاف اندازه شان میجفت باز را ن 400به طول 

 .محصولات گواه ديگری بر صحت جهت قطعه ورودی است
 

 درصد 2در ژل آگارز  PCRمحصول  -2شکل 

A  سايز مارکرDNA 100bp )شرکت سيناژن( 

B  محصولPCR  با سايزbp 300 

 

 

 مقايسه سوپرکويل وکتور نوترکيب و طبيعی -3شکل 

Aوکتور طبيعی : pGEX4T1- )بدون قطعه ورودی( 

B 500: سايز مارکرbp DNA  شرکت فرمنتاز( 7)شماره 

C وکتور :pGEX4T1- نوترکيب 

 

 

 در وکتور نوترکيب PCRمحصول  :4شکل 

A محصول :PCR  با پرايمر برگشتT7  و پرايمر رفتEG95  با

با سايز  T7وبرگشت با پرايمر رفت PCR: محصول bp 400  ،Bسايز 

bp200 )در وکتور طبيعی( ،C سايز مارکر :bp100 شرکت سينا ژن 

D محصول :PCR وبرگشت با پرايمر رفتEG95 
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 بیان پروتئین نوترکیب  

 کهدرصورتی BL21بيان پروتئين نوترکيب در سلول 

شده يعنی جهت قطعه ورودی و درنتيجه کلونينگ صحيح انجام

 GSTصورت متصل به پروتئين قالب خواندن آن صحيح باشد به

وضوح به SDS-PAGEانجام خواهد شد که نتايج حاصل از ژل 

نشانگر تائيد صحت کلونينگ و بيان پروتئين نوترکيب موردنظر 

-GSTمتصل به است که اختلاف اندازه بين پروتئين نوترکيب 

Tag  و خود پروتئينGST ها نشانگر به تنهايی در تمام زمان

صحت سنتز پروتئين نوترکيب و حداکثر غلظت آن در زمان 

Over night است. 

 

 یریگجهینتبحث و 
های انگلی مشترک بين انسان هيداتيدوزيس يکی از بيماری

و دام است که موجب خسارات بهداشتی و اقتصادی فراوان در 

شود؛ لذا مقابله با آن امری مهم و ضروری نواحی اندميک می

های متنوعی در مقابله با اين بيماری کنون از روشاست. تا

های درمانی موجود توجه های روششده اما محدوديتاستفاده

ترين ترين و مقرون به صرفهدانشمندان و محققين را به مناسب

و همکاران در  Heathروش يعنی واکسن معطوف داشته که 

ژنيک با انجام مطالعاتی در رابطه با پپتيدهای آنتی 1996سال 

و  30، 34، 25، 23های ژنانکوسفر انگل، نشان دادند که آنتی

-کنند. سريعکيلو دالتونی پاسخ حفاظتی خوبی ايجاد می 40

کيلو  25و  13های ژنبادی در برابر آنتیترين پاسخ آنتی

ال آن مؤثرترين واکسنی که امروزه نيز دالتونی است و به دنب

و همکاران بر اساس  Lightowlersبسيار مطرح است توسط 

کيلو دالتونی مرحله انکوسفری اين انگل يعنی  25ژن آنتی

(. تأثير اين 17، 10طراحی و ساخته شد ) EG95ژن آنتی

واکسن در گوسفندان آلوده چندين کشور ديگر همراه با 

و همکاران در رابطه با ژنوم  Chowتوسط شده مطالعات انجام

مربوط به يک  EG95ژن داد ژن کد کننده آنتیانگل نشان 

خانواده ژنی، دارای هفت ژن است که از نظر توالی و ساختار تا 

شده و در های اين انگل حفاظتحدود زيادی بين اکثر سروتيپ

ری گينتيجه اين احتمال وجود دارد که بتواند پاسخ ايمنی چشم

(؛ 19، 18های متفاوت اين انگل ايجاد نمايد )را عليه سروتيپ

لذا بيشتر مطالعات در رابطه با طراحی و ساخت واکسن عليه 

 

: محصولات پروتئين حاصل از B، (Promegaپروتئين )شرکت  Mid range: سايز مارکر SDS-PAGE .Aمحصولات بيان پروتئين نوترکيب در  :5شکل

 pGEX4T1حاوی وکتور  bl21: محصولات پروتئين حاصل از تخليص کشت سلول Cطبيعی در زمان.  pGEX4T1حاوی وکتور  Bl21تخليص کشت سلول 

، E(. باندهای IPTGکردن )پس از اضافه  4و  2، 3محصولات پروتئينی کشت حاوی وکتور نوترکيب به ترتيب در زمان  Hو  D ،Fنوترکيب در زمان. باندهای 

G  وI 4و 2، 3ينی کشت حاوی وکتور طبيعی به ترتيب در زمان محصولات پروتئ .J محصولات پروتئينی حاصل از کشت :Over night  سلولBL21  حاوی

 حاوی وکتور طبيعی BL21سلول  Over night: محصولات پروتئينی حاصل از کشت Kوکتور نوترکيب. 
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ژن و توسعه اين کيست هيداتيک را غالباً بر پايه اين آنتی

ها، واکسن نوترکيب سوق دادند. پيچيده بودن سير تکاملی انگل

منظور فرار از زيرکانه به هایداشتن چندين فرم و استراتژی

عنوان های مطلوب بهژنسيستم ايمنی ميزبان، انتخاب آنتی

کانديد برای طراحی و تهيه واکسن عليه اين انگل و بسياری از 

های ديگر را با مشکلاتی همراه ساخته است. تحقيقات در انگل

های انگلی مثل مالاريا، شيستوزوما و مورد بسياری از بيماری

های ژنيا مبنی بر مؤثر بودن استفاده ترکيبی از آنتیليشمان

 ٔ  مختلف مراحل زندگی انگل، مطالعه محققين فعال درزمينه

-کيست هيداتيک را نيز به سمت طراحی واکسن بر اساس آنتی

 Eg95-EgA31و  EgTrp-EgA31های مختلف انگل مثل ژن

جهت داد که در سطح حيوانات مدل آزمايشگاهی نتايج مطلوبی 

 ٔ  (، اما با پيشرفت مطالعات درزمينه20-23را نيز نشان دادند )

ها های انگلی مشخص شد که غلبه بر اين بيماریدرمان بيماری

-است که با توليد سايتوکاين Th1مستلزم تحريک پاسخ ايمنی 

کننده ماکروفاژی عنوان تحريکبه (IFN-α)های اينترفرون گاما 

(؛ لذا 24، 12کند )عمل می IL-2 وα (TNF-α )و لنفوتوکسين 

-های حاصل در علوم ايمنیادامه مطالعات همراه با پيشرفت

شناسی، سلولی و مولکولی و بيوتکنولوژی و نيز شناسايی و 

واکسيناسيون  درک کامل از پاسخ ايمنی ايجادشده در پی

های انگلی را مطالعه محققين جهت تهيه واکسن عليه بيماری

-هايی بر اساس نواحی اپیواکسنبه سمت طراحی و ساخت 

معطوف ساخت که در رابطه با  Th1کننده پاسخ توپی تحريک

ترين بيماری انگلی نتايج بسيار مطلوبی عنوان کشندهمالاريا به

 را نشان داده است؛ لذا با توجه به اين مطالب و مطالعات

Woollard های خطی توپزايی اپیو همکاران مبنی بر ايمنی

و همکاران  EG95 (14 ،25 ،)Xiumin MAوترکيب واکسن ن

-آنتی Tو  Bهای توپی سلولترکيب نواحی اپی 2013در سال 

زاد و همکاران نيز با را پيشنهاد کرده و اسمعيلی EG95 ژن

ژن ديگر ژن همراه با چند آنتیتوپی اين آنتیترکيب نواحی اپی

مايشگاهی آز حيوانات مدلانگل توانستند ايمنی مطلوبی را در 

(. بنابراين با توجه به پيشينه مطالعات و 27، 26القا نمايند )

-سازی کارآمدترين و پرهای صورت گرفته، برای بهينهآزمايش

ترين واکسن عليه کيست هيداتيک در تحقيق حاضر مصرف

با هدف تحريک پاسخ  Eg95ژن های خطی آنتیتوپفقط اپی

ديد و بيان مطلوب کلون گر 1T4pGEXدر وکتور  1Thايمنی 

تأييد شد که در مراحل بعدی  SDS-PAGEآن نيز با روش

آزمايش پاسخ ايمنی القاشده با اين سازه نوترکيب موردبررسی 

شده واکسن طراحی و ساختهDNA و با پاسخ ايمنی حاصل از 

ژن توسط همين گروه در اين آزمايشگاه بر بر اساس همين آنتی

ترين گزينه، هدف انتخاب مناسبحيوانات مدل آزمايشگاهی با 

مورد مقايسه قرار خواهد گرفت و در صورت امکان القا پاسخ 

 ايمنی در نشخوارکنندگان نيز موردبررسی قرار خواهد گرفت.

 

 تشکر و قدردانی
ی تحقيقاتی بخش آزمايشگاه مقاله حاضر بخشی از پروژه  

 سازی رازی کرج است؛مرکزی مؤسسه تحقيقاتی واکسن و سرم

پاس وسيله نويسنده از تمامی همکاران و کارکنان بخش بهبدين

 آورد.همکاری، کمال تشکر و قدردانی را به عمل می
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Abstract 
 

Background & Objectives: Echinococcus granulosus causes a common disease between humans and 

animals that called hydatid cyst or hydatidosis. The recombinant EG95 vaccine based on cloning of the 

25 KD oncospheral antigen-Eg95- in pGEX stimulated significant humoral and cellular immunity in 

sheep, but regarding the effect of TH1cell immunity against this parasite and the influence of the linear 

T-cell epitopes in stimulating this immunity, only the coding sequence of linear T Cell epitopes of EG95 

was cloned in pGEX and analyzed its expression to optimize the qualification of this available vaccine in 

this study. 

Materials & Methods: The coding sequence of EG95 linear epitopes by IEDB software were predicted 

and synthesized. After PCR, the amplicon and pGEX4T1 were digested by xhoI restriction enzyme, the 

fragment was cloned into pGEX4T1 by heat shock method, and Positive colonies were selected by direct 

PCR with specific primers. The recombinant protein expression was evaluated in BL21 cells by 10% 

SDS-PAGE. 

Results: The coding sequence of EG95 linear T-cell epitopes was amplified by PCR and cloned into 

pGEX4T1 vector. The recombinant plasmid was selected with Colony PCR and size difference between 

intact and recombinant purificated vectors. Recombinant protein expression with high significant 

concentration was recognized by SDS-PAGE. 

Conclusion: The EG95 linear T-cell epitopes coding sequence has been successfully cloned into 

pGEX4T1 vector and expressed into BL21 cells. 
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