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 دهیچک
در این  زا حدتها از عوامل اصلی . فاکتورهای کلونیزاسیون و انتروتوکسیناستانتروتوکسیژنیک از عوامل شایع اسهال  اشرشیا کلیباکتری  زمینه و هدف:

کند که این ها را تولید میشود و انتروتوکسینهای اپیتلیال روده متصل میارگانیسم هستند. باکتری مذکور از طریق فاکتورهای کلونیزاسیون به سطح سلول

گردند. به دلیل درمان مشکل و شیوع بالای این شوند که درنهایت منجر به اسهال میها در لومن روده میازحد مایعات و الکترولیتعث ترشح بیشسموم با

نقش  CS2و  CS1زیر واحدهای رأسی  عنوانبه CooD – CotD پروتئین. استیکی از اهداف سازمان بهداشت جهانی  بیماری طراحی واکسن علیه این ارگانیسم

عنوان به CooD – CotDروتئین کایمریک کنند. در این مطالعه بیان و تخلیص ژن کد کننده پهای اپیتلیال روده ایفا میمهمی را در اتصال باکتری به سلول

 های زیرواحدی انجام شد.کاندیدای واکسن

تکثیر و در وکتور  PCRشد. ژن موردنظر با روش  انجام Gene Designer افزارنرم با cooD – cotDژن کایمریک  کدونی سازیبهینه ،مطالعه این در ها:مواد و روش

پروتئین با روش کروماتوگرافی نیکل تخلیص و با سازی شد. یرهمسانهز  pET28aمنظور بیان در وکتور بیانیی گردید و بههمسانه ساز  pJET1.2/bluntکلونینگ

 ارزیابی شد. وسترن بلات

را نشان داد که با روش وسترن بلات تأیید گردید.  CooD – CotDپروتئین کایمریک درصد بیان  SDS-PAGE 52کیلودالتونی در ژل  20حضور باند  نتایج:

 لیتر بود.میکروگرم در میلی 505 تخلیص شده در این تحقیق پروتئینمیزان 

 .استتئین دارای بیان در میزبان همولوگ مطالعات بیان و تخلیص پروتئین نشان داد که این پرو گیری:نتیجه

 

 نوترکیب ، بیانCS1 ،CS2، کلی اشرشیاانتروتوکسیژنیک  کلمات کلیدی:

 
 

 

 

 

 مقدمه
ی یکی از علل عمده (ETEC)انتروتوکسیژنیک  کلیاشرشیا  

توسعه است. اسهال عفونی نوزادان و مسافران کشورهای درحال

در سراسر جهان  اشرشیاکلیهای شیوع اسهال ناشی از سویه

تری برخوردار ویژه در مناطقی که از سطح بهداشت پایینبه

زای خاص ازجمله، . عوامل بیماری(5) استهستند بالا 

را از سایر  ETECها و عوامل کلونیزه کننده، انتروتوکسین

و به ارگانیسم اجازه  (0)کند متمایز می E. coliهای دسته

به گیرنده   (CFs)اتصال ساختارهای پروتئینی دهد تا بامی

های اختصاصی گلیکولیپید یا گلیکو پروتئین سطح سلول

ی کوچک میزبان کلونیزه شده و منجر به اسهال اپیتلیال، روده

پس  ETEC. به دنبال مصرف آب و غذای آلوده باکتری (3)شود 

 ST)سم حساس به حرارت( و  LTهای از اتصال، انتروتوکسین

این سموم باعث افزایش  کند.)سم مقاوم به حرارت( را ترشح می

ها و درنتیجه اسهال ازحد ترشح مایعات و الکترولیتبیش

کاهش آب بدن منجر به خشکی دهان، تند شدن . (4)شوند می
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نبض، کاهش فشارخون، گرفتگی عضلات و در موارد شدید منجر 

های عوامل ژن. تاکنون تعداد زیادی از آنتی(1)شود به شوک می

، CFA/ Iشناخته شده است که شامل:  (CFAs)کلونیزاسیون 

CFA/II ،CFA/ IV گروه (6) است .CFA/II  ژن یآنت 3دارای

. بیان (7) است CS1 ،CS2،CS3ی متفاوت ازجمله: سطحی کول

ضروری  CS1ی برای سرهم کردن فیمبریه  cooABCDژن 4

 pcooروی یک پلاسمید بزرگ  cooهای ژن (.2است )

واحد متشکل از صدها زیر  CS1ژن سطحی آنتی .(2) اندشدهواقع

، (CooB)، یک پروتئین چاپرون پری پلاسمیک CooA (1)اصلی 

 است CooDو پروتئین رأسی  (CooC)پروتئین خارج غشایی 

یاز است موردنکه این زیر واحد رأسی برای چسبندگی  (52)

ترین عوامل یکی از شایع CS2ژن سطحی . آنتی(55)

است که اپرون آن برخلاف عوامل  ETECکلونیزاسیون مرتبط با 

. (2)قرار گرفته است  ETECکلونیزاسیون دیگر روی کروموزوم 

یاز است. موردن CS2برای تولید پیلی  cot ABCDژن  4بیان 

نشان داده که  Blastافزار با نرم علاوه جستجوی پایگاه دادهبه

cotB ،cotA، cotC، cotD توجهی با محصولات ژنی شباهت قابل

. چهارمین ژن در چارچوب (50)دارند  CFA/Iو  CS1های دسته

قرار داشته  رأسی در عنوان زیر واحد فرع( که بهORFخوانش )

؛ یدآمینه استاس 364شود، دارای ترجمه می CotDو به پروتئین 

دهد یدآمینه ابتدایی آن را پپتید راهنما تشکیل میاس 52که 

(53). CotD ی های چهارم از دستهبا پروتئین کد شده توسط ژن

(CooD)CS1  و(CFaE)CFA/I  که . ازآنجایی(54)همسان است

به روده برای ایجاد بیماری لازم است، جلوگیری  ETECاتصال 

 یق گیرنده اتصالیاز طرزدایی سازی سماز اتصال باکتری و فعال

. (5)است  ETECراهکار اصلی برای پیشگیری و کنترل بیماری 

های موجود در دهد که یکی از چالشنتایج تحقیقات نشان می

عوامل های مختلف با ، وجود سویهETECی واکسن علیه توسعه

 های مجزا را کاهشکه کارایی ایمونوژن استکلونیزاسیون متنوع 

طالعات پیشین برای ایجاد پاسخ ایمنی . در م(51) دهدمی

اپرون هیبریدی  2CSو  CFA/Iزمان علیه عوامل اتصالی هم

را طراحی کردند که درنتیجه  cafBو  cotAهای متشکل از ژن

 بادی اختصاصی علیه هرزایی از طریق خوراکی تولید آنتیایمنی

. (56) مشاهده شده است 2CSو  CFA/Iهای ژندو آنتی

ژن ترکیبی )آنتی MEFAای دیگر از رویکرد همچنین در مطالعه

ها از زیرواحدهای توپچند اپی توپی( برای ادغام اپی

و CS4, CS3, CS2, CS1  ،CS6 ،CFA/I، CS21اتصالی

 MEFAبرای ساخت یک ادهسین رأسی  ETPAهای ادهسین

، پاسخ سازی حیوان مدلی ایمناستفاده کردند که درنتیجه

شد  ایجاد ETECادهسین مرتبط به  1به تمام  IgGبادی آنتی

ی و بیان ژن کایمریک همسانه سازلذا در این تحقیق  .(57)

cooD – cotD شود.منظور تولید پروتئین نوترکیب بررسی میبه 
 

  هامواد و روش

، Enterotoxigenic E.coli ،E. coli BL21(DE3) یسویه -1

E. coli TOP10 ط و محی الله )عج(یهبقعلوم پزشکی  از دانشگاه

آگار )تکاپو زیست( جهت کشت استفاده  مایع و( LBلوریا برتونی )

 شد.

و واکنش  cooD – cotDسازی ژن کایمریک بهینه -2

 (PCR)ای پلیمرازی زنجیره

 افزار با نرم  cooD – cotDژن کایمریک کدونی سازیبهینه

Gene designer انجام گرفت و توالی ژن توسط شرکتShign 

gene  چین سنتز شد. سپس بر اساس توالی سنتز شده

وبرگشت طراحی شد. آغازگر رفت دارای جایگاه غازگرهای رفتآ

 EcoRI:برش آنزیم 

(ATCATA GAATTC ATGGGCCGTTATCCGGAAAC- 3́-5́)  و

  HindIII:آغازگر برگشت واجد جایگاه برش آنزیم 

(- 3́ ATCATAT AAGCTT TTACAGGCTCGATGAGGACG-5́) .بود 

درجه  67و  13/66وبرگشت به ترتیب دمای ذوب آغازگر رفت

یل تشک ازنظر عدمگراد در هنگام طراحی تنظیم گردید و سانتی

بررسی شدند. آغازگرهای  (Dimer( و جفت شدن )loopحلقه )

ثیر ژن منظور تکموردنظر توسط شرکت سیناکلون سنتز شدند. به

 تصحیح کنندگیدارای خاصیت  Pfuآنزیم با  PCRکایمر واکنش 

پیکومول از هر  52در شرایط غلظت  (Fermentasشرکت )

ماکرولیتر از پلاسمید  dNTP ،5ماکرومولار از  022آغازگر، 

pBAD حاوی سازه موردنظر و بافر PCR (1X)  به همراه

گراد درجه سانتی 61در دمای اتصال  4MgSO کوفاکتور

روی ژل  1Kbنشانگر  DNAسازی شد. محصول واکنش با بهینه

 الکتروفورز گردید. %5آگارز 

در ناقل  cooD – cotDهمسانه سازی ژن کایمریک  -3
pJET1.2/blunt 
ساعت در  0مدت به  pJET/ bluntو ناقل  PCRبرای محصول 

 cloneJET PCRگراد طبق کیتی سانتیدرجه 00دمای 

cloning شرکت( Thermo scientific)  واکنش الحاق تنظیم
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طبق روش  (pJET-cooD-cotD) گردید. سپس سازه نوترکیب

 TOP10 کلی سویهاشرشیاهای مستعد شوک حرارتی به سلول

سیلین یآمپحاوی  LBهای ها روی پلیتانتقال داده شد و کلونی

لیتر( ظاهر شدند. برای تأیید میکروگرم در هر میلی 522)غلظت 

شده با یلتشکهای از کلونی  cooD – cotDی ژنسازهمسان

انجام شد و از  PCRآغازگرهای اختصاصی کلونی استفاده از 

ق طبروش لیز قلیایی های مثبت تخلیص پلاسمید با کلون

( انجام شد Genet bioپروتکل کیت استخراج پلاسمید )شرکت 

و  EcoRIو هضم آنزیمی با  PCRعنوان الگو در واکنش و به

HindIII قرار گرفت. مورداستفاده 

در  cooD – cotDژن کایمریک  یسازهمسانزیر  -4 

 pET28aناقل 

همسان سازی ابتدا واکنش هضم آنزیمی منظور انجام زیربه

و ناقل بیانی   pJET-cooD-cotDبروی پلاسمید نوترکیب

pET28a محدودالاثر  تخلیص شده توسط دو آنزیمEcoRI  و

HindIII  انجام گرفت.  گراددرجه سانتی 37 ساعت در 0به مدت

از ژل  DNAبا استفاده از کیت تخلیص  pJETاز  جداشدهقطعه 

هضم شده به مدت  pET28aی شد و برای محصول و سازخالص

گراد واکنش ی سانتیدرجه 00دقیقه در دمای  32یک ساعت و 

الحاق انجام گرفت. سپس با روش شوک حرارتی به میزبان 

 هاییبر روی کلونانتقال داده شد.  TOP10سویه  اشریشیا کلی

TOP10  تراریخت شده باpET28a کلونی  نوترکیب واکنشPCR 

)توالی  انجام شد، T7گراد با آغازگرهای سانتی درجه 12در دمای 

و  TAATACGACTCACTATAGGG- 3́ -5́آغازگر رفت: 

- CCGCTGAGCAATAACTAGC- 3́توالی آغازگر برگشت: 

ی ی تأییدهاکلونی از سازهمسانمنظور تأیید صحت زیر  ( و به5́

عنوان الگو در تخلیص پلاسمید نوترکیب صورت گرفت و به

 مورداستفاده HindIIIو   EcoRIو هضم آنزیمی با PCRواکنش 

   pET28a- cooD-cotDقرار گرفت. سپس پلاسمید نوترکیب

 coli BL21(DE3).Eمنظور بیان ژن کایمریک به میزبان بیانی به
انتقال داده شد و با استفاده از آغازگرهای اختصاصی واکنش 

 شد.انجام  PCRکلونی 

 پروتئین کایمریک بیان -5

لیتر محیط یلیم 1در  ژن کایمر نوترکیب حاویهای کلونی

LB  مایع حاوی کانامایسین( غلظتμg/ml12 در )درجه  37

ینکه میزان ازاپسساعت کشت داده شد.  56گراد به مدت سانتی

نانومتر رسید  622 موجطولدر  7/2جذب نوری  رشد باکتری به

انجام و  (Fermentas) مولار(میلی 5) IPTGالقا با استفاده از 

انکوباسیون  ساعت 4و  0گراد به مدت درجه سانتی 37دردمای 

 صورت گرفت.

 پروتئین بیانی یا تجمع پروتئینبررسی محلول بودن  -6

 به شکل اجسام انکلوژن

های: ی سلولی روشیوارهدمنظور تخریب در این مرحله به 

 freeze-thaw, glassشیمیایی )بافر لیز کننده(، مکانیکی )

beads لیزوزیم( اعمال شد. سپس رسوب سلولی )( و آنزیمی

 322)کلرید سدیم  Aلیتر از بافر یلیم 0حاصل از بیان را با 

 (pH:8) میلی مولار( 12مولار، سدیم دی هیدروژن فسفات میلی

ساعت  5( حل شد و به مدت mg/ml5 و آنزیم لیزوزیم )غلظت

دور در دقیقه قرار داده  522گراد با سرعت درجه سانتی 37در 

، هاسلولو شکسته شدن  glass beads شد و پس ورتکس با

دقیقه با حداکثر سرعت سانتریفیوژ و محلول  3به مدت  هانمونه

ی شدند. سپس به آورجمع( Native)محلول عنوان فاز رویی به

مولار،  2بافر حاوی اوره ) Bرسوب حاصل از مرحله قبل بافر 

 522 مولار، سدیم دی هیدروژن فسفاتمیلی HCL 52 –تریس 

درجه  37اضافه شد. یک ساعت در  (pH:8)مولار( میلی

وان فاز عنگراد انکوباسیون انجام شد سپس محلول رویی بهسانتی

دقیقه با حداکثر سرعت  3پس از  (Denatureنامحلول )

 SDS-PAGEنمونه روی ژل  0هر  ی شد.آورجمعسانتریفیوژ 

 درصد الکتروفورز شد. 52

 تخلیص پروتئین نوترکیب -7

 12بالاتر )منظور تخلیص پروتئین بیان ژن در مقیاس به

ستون  یلهوسبه نوترکیبتخلیص پروتئین لیتر( انجام شد. یلیم

 (Qaigenدناتوره )با روش  Ni-NTAکروماتوگرافی میل ترکیبی 

انتهای آمینی )که به دنبال کلون کردن ژن در  His-tagبا کمک 

به ابتدای  pET28aدر ناقل  EcoRI/HindIIIهای یمآنزجایگاه 

شرایط دناتوره با  .انجام گرفتشود، آمینی پروتئین اضافه می

 اعمال شد. pHمولار با شیب  2ی اورهاستفاده از بافرهای حاوی 

 سازی تخلیص پروتئین نوترکیببهینه -8

در این روش کشت باکتری در مقیاس زیاد انجام شد و مقادیر 

)بافر  Dمربوط به بافر  pH مولار و گرادیان 2متفاوت اوره 

به کار گرفته شد:  Ni-NTAستون  در مورداستفادهشستشو( 

لیتر یلیم 0رسوب حاصل از سانتریفیوژ سوسپانسیون باکتری با 

 glassی شد و بعد از ورتکس با سازهمگن (pH:8)مولار  2اوره 

beads  محلول رویی با بافر شستشو(pH:5.7)  روی ستونNi-
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NTA  ذکرشدهنیز مشابه مرحله شد. مراحل بعد انتقال داده 

 2لیتر از بافر حاوی اوره یلیم 4اعمال گردید، با این تفاوت که 

بافر شستشو مولار استفاده شد و محلول رویی به ترتیب با 

(pH:5.5)  و(pH:5.6) .روی ستون نیکل منتقل شد 

 تعیین غلظت پروتئین -9

شده به روش برادفورد و با استفاده از یانبغلظت پروتئین 

عنوان پروتئین استاندارد انجام به (BSA)آلبومین سرم گاوی 

 .گرفت

 وسترن بلات -11

یدشده با روش وسترن بلات و با استفاده تولپروتئین  بیان 

)شرکت سیگما( تأیید  HRP متصل با Anti-His tagآنتی بادی از

گلایسین ) انتقال بافر از استفاده با الکتروفورز و طی شد. پروتئین

 روی درصد( بر 02مولار، اتانول میلی 42مولار، تریس میلی 31

منظور پوشش نواحی آزاد و شدند. به سلولز منتقل نیترو غشای

گرم  1در داخل بافر بلوکه کننده )پروتئین، کاغذ نیتروسلولز فاقد 

skim milk  لیتر یلیم 522درPBS (1X))  ساعت در  5به مدت

در هر مرحله  کاغذ نیتروسلولزمجاور شد، گراد درجه سانتی 37

شستشو داده ( 02توئین  21/2واجد  PBSبافر ) PBSTبافر  با

)شرکت  Anti-His tag مونوکلونال بادیآنتی در مرحله بعد شد.

و گردید تهیه  PBS(1X)در داخل بافر  5:0222با رقت سیگما( 

 37 ساعت در دمای یکشد و به مدت  اضافه PVDFغشای  روی

عنوان به 2O2H( %32سپس ) .گرفتقرار  گراددرجه سانتی

عنوان سوبسترا آمینو بنزیدین( به )دی DABمحلول و  کاتالیزور

 شکنشد و پس از ظهور باندها وا اضافهغشای نیتروسلولز روی 

 .گردیدبا آب مقطر مهار 
 

 نتایج
های سطحی ژنی زیر واحد رأسی آنتیژن کایمریک کدکننده

وبرگشت سنتز با استفاده از آغازگرهای رفت CS2و  CS1کولی 

جفت  0540ی اندازهروی ژل با  PCRشده تکثیر شد. محصول 

ی سازهمسان pJET/ bluntباز مشاهده شد. ژن موردنظر در ناقل 

انتقال یافت. سپس  TOP10 اشریشیا کلیشد و به میزبان 

واکنش  cooD – cotDی ژن کایمریک سازهمسانمنظور تأیید به

 یدتائمنظور بهبا آغازگرهای اختصاصی انجام شد.  PCRلونی ک

 
 آنالیز اولیه کلون، واکنش هضم آنزیمی، cooD- cotD ژن کایمریک مرازپلی یازنجیرهواکنش محصول  -1شکل 

 ژن PCR( محصول 0ستون  ،DNA (1kb Ladder) اندازه نشانگر( 5ستون  :.Pfuبا آنزیم  cooD- cotD ژن کایمریک مرازپلی یاواکنش زنجیرهالف: محصوول  

( واکنش 1تا  0سووتون  ،DNA (1kb Ladder) اندازه نشووانگر( 5: سووتون PCRها توسووط آزمایش کلونی کلون. ب: آنالیز اولیه cooD-cotDجفت بازی  0540

PCR های نوترکیب واجد ژن کلونیcooD-cotD ( کنترل مثبت )پلاسوومید 6، سووتونpBAD  حاوی ژنcooD-cotD) ( کنترل منفی )فاقد 7، سووتونDNA 

 ستون ،هضم شده   pET28a( پلاسمید0 ، ستونDNA (1kb Ladder) اندازه نشانگر (5: ستون نوترکیب یهایواکنش هضوم آنزیمی برای تأیید کلون الگو(. ج: 

 .-cooD-cotD pJET( هضم پلاسمید نوترکیب 2تا  3
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 یمبا دو آنز واکنش هضمهای نوترکیب یکلونهمسانه سازی، روی 

EcoRI  وHindIII سپس قطعه جداشده از  (.5)شکل  انجام شد

 ی شد.سازخالص pJETپلاسمید 

-شود، کلونیممشاهده  5که در قسمت ج از شکل  طورهمان

در اثر هضم  -cooD-cotD pJETناقل نوترکیب های حاوی 

 شوند کهدیده می (باند ناقل و قطعه الحاقی)آنزیمی دو باندی 

جدا شدن قطعه الحاقی از پلاسمید است. قطعه  دهندهنشان

 مطابقت دارد. cooD- cotDاز وکتور با اندازه ژن  شدهخارج

واکنش اتصال بر روی محصول هضم تخلیص شده و پلاسمید 

pET28a  برش خورده اعمال شد و محصول الحاق به میزبان

TOP10  انتقال یافت. واکنش کلونیPCR  های کلونیروی

TOP10  تراریخت شده با ناقل نوترکیب pET28a-cooD-cotD 
با  PCRسازی واکنش همسانانجام شد. جهت تأیید زیر

و  EcoRI آغازگرهای اختصاصی و واکنش هضم با دو آنزیم

HindIII  .ازآنکهپسروی پلاسمید نوترکیب اعمال شد 

تأیید  pET28aجفت بازی در ناقل  0540سازی قطعه زیرهمسانه

 BL21(DE3)سویه اشرشیا کلیشد، پلاسمید نوترکیب به میزبان 

-pET28aحاوی شده های تراریختروی کلونییافت.  انتقال

cooD-cotD  کلونیPCR  (0انجام گردید )شکل. 

های واجد یکلونپس از کشت  cooD-cotDبیان ژن کایمریک 

-SDSروی ژل  IPTGپلاسمید نوترکیب و القای آن توسط 

PAGE 52  (. نتایج بیان پروتئین روی 3شکل شد )درصد بررسی

 20ی حضور یک باند در محدوده دهندهنشان SDS-PAGEژل 

ی و جفت باز 0540ی ی قطعهکیلودالتون بود که با اندازه

کیلودالتون( مربوط  4همچنین با احتساب بخش الحاقی )حدود 

مطابقت داشت. سپس با استفاده از بافرهای  pET28aبه 

( و واسرشت کننده حاوی اوره Aی فاقد ایمیدازول )بافر لیزکننده

محلول بودن یا تجمع آن در اجسام انکلوژنی مشخص مولار،  2

در نمونه حاصل از بافر  ی باند قویمشاهدهبه دلیل عدم شد که 

A  پروتئینو وجود CooD-CotD  بیشتر در نمونه مرتبط با بافر

 
 coli BL21(DE3).Eیهاهیسواز  PCRکلونی  و هضم آنزیمی و واکنش PCRتراریخت شده و تأیید آن به دو روش  TOP10 یهایکلون PCRواکنش کلونی  -2شکل 

 TOP10 مثبت کلونی( 2، ستون DNA (1kb Ladder) اندازه نشانگر( 5 ستون :pET28a-cooD-cotD واجد ناقل نوترکیب TOP10 هاییکلون PCRکلونی  الف: واکنش

 نشانگر( 5ستون مراز: ای پلیهای تراریخت با استفاده از واکنش زنجیرهیکلونید تائالگو(. ب:  DNAفاقد ) یمنف( کنترل 53، ستون pET28a-cooD-cotDحاوی 

با استفاده  آمدهدستبههای ید کلونتائج: . pET28a-cooD-cotDمراز از پلاسمید نوترکیب ای پلیواکنش زنجیرهمحصولات  :4تا  0، ستون DNA (1kb Ladder) اندازه

 0540( قطعه 3، ستون DNA (1kb Ladder) اندازه نشانگر (0، ستون pET28a( تخلیص پلاسمید 5ستون : pET28a-cooD-cotDاز هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب 

 coli های مثبتیکلون( 1تا  5ستون  :pET28a-cooD-cotD حاوی. coli BL21(DE3).E ییهسو از PCR کلونی یمشاهدهجفت بازی و ناقل هضم شده. د: 

BL21(DE3).E شدهاستخراج( کنترل مثبت )حاوی الگو پلاسمید 6، ستون pET28a-cooD-cotD) یمنف( کنترل 7، ستون ( فاقدDNA  ستون ،)اندازه نشانگر :2الگو 

DNA (1kb Ladder). 
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B یانگر رو بینازاپروتئین بیانی نشان داده شد ، غیر محلول بودن

دهد یمآن است که پروتئین موردنظر تشکیل اجسام انکلوژنی 

با مقدارهای متفاوت بافر لیزکننده  هاسلول(. پس از لیز 3)شکل 

 وننوترکیب با استفاده از ست مولار، تخلیص پروتئین 2وی اوره حا

منظور بافر شستشو به pHدر گرادیان  Ni-NTAکروماتوگرافی 

ی خروجی از هانمونهحذف باندهای غیراختصاصی انجام شد و 

 
 درصد SDS-PAGE 52بر روی ژل  CooD-CotDبررسی بیان پروتئین  -3شکل 

. ب: بررسی نشانگر اندازه پروتئین( 6 ستون ،IPTGی القاء شده با هاکلون( 1تا  0 ستون، نمونه قبل از القا (5ستون ساعت:  1ی هانمونهالف: الکتروفورز بیان 

محلول رویی حاصل از سانتریفیوژ  (3 ستونشده در فاز محلول، یانبنوترکیب  پروتئین( 0 ستون، نشانگر اندازه پروتئین( 5 ستونحلالیت پروتئین نوترکیب: 

 مولار. 2در بافر حاوی اوره  شدهحلهای لیز شده و سلول

 
 درصد SDS-PAGE 52بر روی ژل  CooD-CotDهای نوترکیب بررسی تخلیص پروتئین -4شکل 

( نمونه خروجی 0 ستون، نشانگر اندازه پروتئین (5 ستون: SDS- PAGEروی ژل  Ni-NTAستون میل ترکیبی مولار و  2لیتر اوره یلیم 0با  هاسلوللیز  الف:

از ستون با بافر  شدهخارجپروتئین تخلیصی  (7تا  4 ستون، D (pH:5.7)نمونه خروجی از ستون پس از شستشو با بافر  (3 ستوناز ستون قبل از شستشو، 

 .E استخراج 

قبل از تخلیص.  E.coli BL21(DE3) یدشده توسط باکتریتول پروتئین( 0 ستونی قبل از القا، نمونه( 5 ستونمولار:  2لیتر اوره یلیم 4با  هاسلوللیز  :ب

 ،D (pH:5.5)نمونه خروجی از ستون پس از شستشو با بافر  (1 ستون( نمونه خروجی از ستون قبل از شستشو، 4 ستون، نشانگر اندازه پروتئین (3 ستون

 .MESاز ستون با بافر  شدهخارج( نمونه 52 ستون ،E از ستون با بافر استخراج شدهخارجپروتئین تخلیصی  (1تا  6 ستون

( نمونه 4 ستون ی شاهد،نمونه( 3 ستونی قبل از القا، نمونه( 0 ستون، نشانگر اندازه پروتئین (6 و 5 ستونمولار:  2لیتر اوره یلیم 4با  هاسلوللیز  ج:

از ستون  شدهخارجپروتئین تخلیصی  (52تا  7 ستون، D (pH:5.6)نمونه خروجی از ستون پس از شستشو با بافر  (1 ستون خروجی از ستون قبل از شستشو،

 .MESاز ستون با بافر  شدهخارج( نمونه 55 ستون ،E با بافر استخراج
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پروتئین نوترکیب (. صحت 4ی گردید )شکل آورجمعستون 

بادی ضد هیستیدین یآنتیدشده با روش وسترن بلات و تول

  (.1)شکل بررسی شد 

بعد از انجام مراحل تخلیص، تعیین غلظت پروتئین به روش 

نمودار استاندارد برادفورد  بر اساسبرادفورد صورت گرفت که 

لیتر یلیممیکروگرم در  505میزان پروتئین تخلیص شده 

یدشده و عدم تولمحاسبه گردید. صحت پروتئین نوترکیب 

یراختصاصی با روش وسترن بلات بررسی شد. غمشاهده باند 

بادی ضد هیستیدین توالی شش آمینواسیدی هیستیدین یآنت

 (.1پروتئین نوترکیب را شناسایی و با آن واکنش داد )شکل 

 

 

 گیریبحث و نتیجه
ی عمدهعلت  E. coli ،ETECهای متفاوت یهسودر میان 

 استتوسعه و اسهال مسافرتی اسهال کودکان کشورهای درحال

معمولاً  شود کهنفر می 322222 منجر به مرگ حدود سالانه که

 انددهشیا تماس با مدفوع آلوده به عفونت مبتلا  خوراکی از طریق

 روش مسدود ETEC 0 عفونت کنترل جهت رو،ینازا .(52)

های فعالیت حذف و CF هاییرندهگ به هاباکتری اتصال کردن

 .(51)روده وجود دارد  اپیتلیال هایسلول در انتروتوکسین

های مختلفی است که عوامل دارای سویه ETECکه ییازآنجا

 لذا تلاش ،استنیزاسیون نمایان شده در سطح آن متفاوت کلو

هایی طراحی شود که طیف وسیعی در این راستا است تا واکسن

ایمنی ایجاد کند  هاآنها را پوشش داده و بتواند علیه از سویه

 E. coliهای تمام سلولی یهسوی آزمایشی شامل هاواکسن. (02)
ژن ژن چسبنده یا ترکیب هر دو آنتیکه یک توکسین و یک آنتی

کنند، ایمنی ضد عامل عنوان واکسن زیرواحدی بیان میرا به

کننده ایجاد یافتدرچسبنده و ضد توکسین را در میزبان 

اندیدای واکسن توجه بسیاری به . در طراحی ک(05)کنند می

های کایمر دارای شود. پروتئینهای کایمر میپروتئین

 هایی با خاصیت ادجوانتیزیرواحدهای پروتئینی، لینکرها و توالی

ب سبب افزایش ایمونوژنیسیتی پروتئین نوترکی تنهانههستند که 

شود، بلکه منجر به بروز پاسخ ایمنی سلولی و هومورال می

ژن . معصومه آل رسول و همکاران عملکرد آنتی(00) شودمی

CS3 شده با توکسوئید یبترکLT  که در  قراردادندی موردبررسرا

توسط یک لینکر  eltBو  cstHهای کدکننده یتوال هاآنمطالعه 

 ی معصومه آل رسول وهاافتها یکدیگر ترکیب شدند. یمناسب ب

پاسخ  LTBو  CstHهمکاران نشان داد که پروتئین کایمر شامل 

کند که یی ایجاد میتنهابه CstHایمنی بهتری را نسبت به 

ندگی بادی ضد چسبدرنتیجه پروتئین نوترکیب باعث ایجاد آنتی

ی خود مطالعهزاده در . نرگس زینال(03)شود می ETECعلیه 

منظور ساخت یک پروتئین ژن فیوژن بهاز استراتژی آنتی

زیر  cfaBشده از یلتشک 3CLنام نوترکیب چهار ظرفیتی به 

، توکسوئید CS6و زیر واحد ساختاری  CFA/Iواحد ساختاری 

LTB  وSTa  ازETEC  زایی ضد یمنیا بعدازآناستفاده کرد و

CF  و ضد توکسین را بررسی کرد. نتایج نشان داد که

و ضد سم  (anti-cfaB) های القاء شده ضد چسبندگیبادییآنت

(anti-STa  وanti-LT) کننده هستند بلکه در برابر یخنث تنهانه

 cotDو  cooDمولکول  .(51)محافظ هستند  ETECاسهال 

در تعامل CS2 و CS1 هایعنوان زیرواحدهای رأسی فیمبریهبه

این ساختارهای سطحی با گیرنده روی سلول هدف نقش مهمی 

 ,CooD مطالعه توالی کدکننده دو پروتئین رو در اینینازادارند. 

CotD منظور جلوگیری از تداخل شکل فضایی هریک از به

یک لینکر به هم متصل شدند. در این مطالعه  ها توسطپروتئین

قرار دادن استراتژی تولید یکی از کاندیدای  موردتوجهبا 

همسانه ی زیرواحدی، روند انجام کار با دو رویکرد هاواکسن

منظور بررسی بیان ژن کایمریک سازی بهیرهمسانهزو  یساز

 ی قطعههمسانه سازمنظور صورت پذیرفت. در اولین رویکرد به

و طراحی  cooD - cotDموردنظر، پس از سنتز ژن کایمریک

بلاتینگ با استفاده  وسترنیید پروتئین نوترکیب به روش تأ -5شکل 

 anti-His-Tagاز 

 3، ستون نشانگر اندازه پروتئین( 0 ستوناز القا،  ی قبلنمونه( 5 ستون

 ی بعد از القانمونه( 4و 
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 ایمنظور تکثیر ژن، واکنش زنجیرهپرایمر اختصاصی آن، به

قطعات حاصل  انجام شد. pfuبا استفاده از آنزیم  (PCR)مراز پلی

دارای انتهای صاف هستند که  pfuبا آنزیم  PCRاز واکنش 

 pJET1.2/bluntرا به ناقل کلونینگ  هاآنهمسانه سازی مستقیم 

این است که  pJET1.2/ bluntسازد. مزیت کیت مقدور می

چسبنده یا  (blunt)صاف ی را با انتهای اقطعهتوان هر یم

(Sticky) کتور دارای یک ژن کشنده در آن کلون کرد. این و

eco47IR ی موردنظر به داخل جایگاه قطعهکه بااتصال  است

شود. در این تحقیق پس از طی مراحل کلونینگ مختل می

منظور بیان پروتئین به pET28aسازی در ناقل بیانیزیرهمسانه

 سویه بیانی  اشرشیا کلیاز میزبان  CooD-CotDنوترکیب 

BL21(DE3).ی بیانی یهسو استفاده گردیدBL21(DE3)  به

و کاهش  Lon و ompT دلیل عدم وجود پروتئازهای سلولی

فعالیت پروتئازی برای تولید پروتئین نوترکیب مناسب است. 

ترین وکتورهایی یشرفتهپی نوعبه pET وکتورهای سری خانواده

کلونینگ و بیان در سیستم پروکاریوتی  یینهدرزمهستند که 

گیرند. در این سیستم توالی کدکننده قرار می مورداستفاده

شود که کلون می T7دست پروموتر یینپاپروتئین موردنظر در 

قادر به بیان توالی ژنی  T7ناقل بیانی با داشتن پروموتر 

و بعد از بیان پروتئین نوترکیب به انتهای آمین  استدست یینپا

انتقال  E. coliافزاید سپس به سویه را می 6HisTagآن نشانگر 

ی پروتئینی به ستون نیکل یابد. این نشانگر همراه قطعهمی

گونه تغییر در ساختار پروتئین ایجاد شود و هیچمتصل می

ها سازی پروتئینکند و موجب تسهیل در تشخیص و خالصنمی

اما یک مشکل بالقوه در تخلیص پروتئین عدم دسترسی ؛ شودمی

 استخورده دشدن در پروتئین پیچنشانگر پروتئین به دلیل مسدو

ن هیستیدیپلی نشانگرهایی دیگر در استفاده از مسئله. (04)

اتصالات غیراختصاصی پروتئین فاقد برچسب است. اگرچه تنها 

های پروتئین دارای هیستیدین هستند، اما از اسیدآمینه 0%

های یا بیشتر از اسیدآمینه 0های سلولی دارای برخی از پروتئین

اتصال  به دنبال. لذا (01)باشند هیستیدین مجاور می

توان ستون نیکل را شده می دارنشانهای محلول ینپروتئ

های غیراختصاصی دارای اتصالات ضعیف منظور حذف پروتئینبه

 درشستشو داد و  (D)به ستون با گنجاندن ایمیدازول در بافر 

ده، ش دارنشان امحلولنهای ینپروتئاتصال  به دنبالدیگر  روش

اعث تواند ببافر شستشو نسبت به بافر اتصالی می pHکاهش 

. در این (06)های غیراختصاصی شود حذف اتصال پروتئین

 pHمنظور حذف باندهای غیراختصاصی از گرادیان مطالعه نیز به

یر ال تغیمربوط به بافر شستشو حاوی اوره استفاده شد و با اعم

pH  باندهای غیراختصاصی حذف شدند.  5.5به  5.7از

که بیان و تخلیص پروتئین نقش مهمی را در ازآنجایی

 میزبان مناسب برای بیان E. coli شیمی دارد و سیستمیستز

 و اییغش هایپروتئین حال بیانینباااست  نوترکیب پروتئین

در آن  کیلودالتون 62 از بیش مولکولی وزن با هاییپروتئین

 پروتئین از طریق بررسی بیان بالایبنابراین ؛ (07) است دشوار

اصل ح فیزیولوژیکی و مولکولی شرایط ازجمله متعدد پارامترهای

 پروتئین بیان افزایش برای هاروش ترینشود که شایعمی

 پروموتر طراحی و انتخاب: ازاند عبارت E. coli در نوترکیب

م تعداد یتنظکننده رونویسی و پروموتر، یمتنظمناسب، مهندسی 

 استکدون  سازی، بهینهmRNA عمر طول کپی وکتور، افزایش

با  CooD-CotDنوترکیب  . در این مطالعه بیان پروتئین(02)

مبنی بر  pET28-a ، وکتورE. coli BL21(DE3)استفاده از 

سنتزی  DNAسازی کدون ، بهینهT7پروموتر کارآمد 

ی حاصل از این هادادهی قرار گرفت که با توجه به موردبررس

سازی ی بیان و خالصخوببه CooD -CotD مطالعه، پروتئین

گردید و همچنین با توجه به عدم مشاهده باند غیراختصاصی در 

ند توایمرسد که ابن پروتئین آزمون وسترن بلات، به نظر می

عنوان جزئی از زایی باشد و بهایمنی یینهدرزمبرداری آماده بهره

 استفاده شود. ETECکاندیدای واکسن علیه عفونت 
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Abstract 
 

Background & Objective: Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is a major causative agent of 

diarrhea. Enterotoxins and the colonization factors (CFs) are major virulence factors in ETEC 

infections. The bacterium binds to the intestinal epithelial cell surface through colonization factors 

and produces enterotoxins that cause excessive fluid and electrolyte secretion in the lumen of the 

intestine, which ultimately leads to diarrhea. Due to the difficulty of treatment and the high 

prevalence of this disease, the design of the vaccine against this organism is one of the goals of the 

World Health Organization. The CooD-CotD protein, as adhesion tip subunits of CS1 and CS2, plays 

an important role in bacterial attachment to the intestinal epithelial cells. In this study, the expression 

and purification of chimeric protein CooD-CotD was carried out with the aim of investigating as 

candidate vaccine. 

Materials & Methods: In this study, codon optimization of cooD-cotD chimeric gene was performed 

by Gene Designer software. The gene was amplified by PCR and cloned into pJET1.2 / blunt then it 

was subcloned into pET28a to express chimeric protein. Recombinant protein was purified following 

expression, using Ni-NTA affinity chromatography and confirmed by western blotting analysis. 

Results: The presence of 82kDa in the SDS-PAGE gel showed that expression of CooD-CotD chimeric 

protein and confirmed by western blotting analysis. Yield of purified protein was 121 mg/ml. 
Conclusions: Expression and protein purification studies showed that this protein has expression in 

the homologous host. 
 

Keywords: Enterotoxigenic Escherichia coli, CS1, CS2, Recombinant expression 
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