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شيگلا دربردارنده فاكتورهاي بيماري زاي  و تخليص پروتئين ايمنوژن نوتركيببيان 
  ديسانتري

  3امير ميمندپور و *2شهرام نظريان ،1،3حسين طراحي مفرد

  مگروه ژنتيك و اصلاح نژاد داايران، اهواز، دانشگاه كشاورزي و منابع طبيعي رامين خوزستان، دانشكده علوم دامي و صنايع غذايي،  1
  ، دانشكده و پژوهشكده علوم پايه، مركز تحقيقات زيست شناسي)ع(ايران، تهران، دانشگاه جامع امام حسين 2

  و زيست فناوري، پژوهشكده زيست فناوري كشاورزي، گروه زيست فناوري دام و آبزيانپژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك  ،تهرانايران،  3

  10/4/1397 :تاريخ پذيرش  2/12/1396 :تاريخ دريافت

  چكيده

 طراحيبا بروز مقاومت آنتي بيوتيكي، . ، از عوامل  بيولوژيك بوده كه سبب بروز اسهال خوني مي باشدشيگلا ديسانتريباكتري 
شيگلا فاكتورهاي اتصالي، تهاجم و توكسين باكتري از مهمترين كانديداي واكسن عليه . ايمنوژن موثر عليه باكتري ضروري است

شيگلا بر اين اساس هدف از تحقيق حاضر بيان نوتركيب ايمنوژن كايمر دربردارنده فاكتورهاي ويرولانس . دمي باشن ديسانتري
زير همسانه  pET32aسازه ژني در وكتور . انجام گرفت OPTIMIZERبا نرم افزار بهينه سازي كدوني ژن كايمر  .بود ديسانتري
. گرديدالقاء  IPTGبيان پروتئين نوتركيب با استفاده از منتقل و  E.coli BL21 DE3ي سلولهاپلاسيمد نوتركيب به . سازي شد

 شاخص سازگاري كدون .تخليص و با وسترن بلاتينگ ارزيابي شدنيكل پروتئين نوتركيب به روش كروماتوگرافي ميل تركيبي 
)CAI ( اليز آنزيمي صحت همسانه آن. را دارا شد 9/0سازي شده شاخص  ژن بهينه حالي كهبود، در 67/0مربوط به ژن طبيعي

 80منجر به توليد پروتئين نوتركيب با وزن  E.coli بيان پروتئين نوتركيب درميزبان. كرد تأييدسازي ژن كايمر در وكتور را 
ميزان پروتئين خالص شده براي . بادي ضد هيستيدين را نشان داد واكنش پروتئين نوتركيب با آنتي وسترن بلات .كيلودالتون شد

آن و تخليص   E.coliكيلو دالتون در ميزبان  80پروتئين نوتركيب كايمر با وزن  بيان .گرم بود ميلي 5/2تر از محيط كشت هر لي
توان به صورت تزريقي و يا بارگذاري شده در نانوذرات به منظور بررسي  را ميپروتئين نوتركيب . با موفقيت انجام شد

  .ه قرار دادخوراكي و تزريقي مورد استفاد زايي ايمني

  ، پروتئين نوتركيب، ايمونوژن، پروتئين كايمرشيگلا ديسانتري :كليدي واژه هاي

  kpnazari@ihu.ac.ir: ، پست الكترونيكي 77104934: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
اسهال به عنوان سومين عامل ، ي عفونيبيماريهااز ميان 

در رگ ميليون م 5/1 سالانه به طور تقريبيمرگ و مير 
 شود را باعث ميسال در سرتا سر جهان  5ير كودكان ز

ي اسهال بيماريهاترين  ريسبيماري شيگلوز از م .)1(
 شيگلا. گردد ايجاد مي شيگلا كه توسط باكتريايي است

از گروه  اي بي هوازي اختياري و غير متحرك باكتري روده
ن كسياثر انتروتودر اين بيماري، . باشد انتروباكترياسه مي

ست رفتن آب و ، باعث از دتليال روده ي اپيسلولهاروي 
الكتروليت در بيمار و در موارد مربوط به كودكان و افراد 

 ييبيماري زاروند اصلي  .)5( شود مي مسن منجر به مرگ
سلول (تليال موكوزي ي اپيسلولها، تهاجم به شيگلاعفونت 

M (ثير و فاگوسيتوز، فرار از ليزوزوم، تك يبه وسيله القا
ليال و انتقال به ت ي اپيسلولهادر داخل سيتوپلاسم  انتشار
 ي كوچك چركي در ديوارهورمها. ي مجاور استسلولها
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نكروز ديواره ه بزرگ و انتهاي ايلئوم حاصل از رود
 گيري غشاي شكل موكوزي، زخم سطحي، خونريزي و

ي چركي به واسطه ورمهااين  .)21(روي زخم است كاذب 
 .آيند به وجود مي شيگلا و تهاجمي ماري زابيفاكتورهاي 
كه بعد  اندوتوكسينها شامل شيگلاي بيماري زافاكتورهاي 

ساكاريد سمي خود در التهاب  وپليليپبا آزادسازي از اتوليز، 
هاي حساس به  و اگزوتوكسين ديواره روده نقش داشته

 ،سيستم اعصاب مركزي روده وبر  تأثيربا  حرارت كه
 باشند ؛ ميگردد اي باعث اسهال مي رودهيك سم مانند ه
علائم  وسلولي  يبيماري زافاكتورهاي تهاجمي  .)9(

كلينيكي شيگلوز حاصل كار مجموعه بزرگي از فاكتورهاي 
قسمت اصلي مكانيسم مولكولي . است شيگلايي بيماري زا

براي تهاجم باكتري و پايداري داخل سلولي توسط 
ي باكتري كد اري زابيمكيلوبازي  200ميد بزرگ سپلا
كيلوبازي حفاظت شده به نام محل  31اي  منطقه. شود مي

ي اصلي براي ژنها ميد است حاويسكه داخل پلا ورود
نقش  با توجه به. باشد مرگ ماكروفاژها مي تهاجم و
 در اتصال و كلونيزاسيون لاشيگي تهاجم فاكتورهاي

ز يكي اكه   IpaBعبارتند از پروتئينهامهمترين باكتري 
يك پروتئين ترشحي  ست كهشيگلازاي  فاكتورهاي بيماري

. گيرد يتوپلاسم ماكروفاژ آلوده قرار ميكند و در س توليد مي
IpaB لي يا همان جهت القاي مرگ برنامه ريزي شده سلو

اين كار را با اتصال مستقيم به  اپاپتوزيز ضروري است كه
ه بIpaC و همچنين با كمك پروتئين  ماشين مرگ سلولي

ي سلولهاعنوان اولين پروتئين موثر براي تهاجم باكتري به 
 Invasion پروتئينهمچنين  .)13(انجام مي دهد تليال اپي

plasmid antigen D (IpaD)  به عنوان يك آنتي ژن اصلي
توسط سيستم ايمني بدن انسان و حيوان شناسايي شده 

هاي  ترين فاكتور ترين و مهم يكي از حياتي كه است
 باشد به نحوي كه مي شيگلاي موجود در انواع ري زابيما

 مرهون شيگلاي تهاجمي فعاليتهاسرآغاز و گذرگاه تمام 
مكانسيم اصلي فعاليت اين  .باشد مي IpaD فعاليت كليدي

در راس سوزن  IpaDكه  باشد بدين صورت مي پروتئين

TTSS )قرار گرفته و به ) سيستم ترشحي نوع سوم
 .دهند تايي تشكيل مي مپلكس سه، كMxiHو  IpaBهمراه

تواند به رسپتور خود بر روي سطح  مي IpaBدر اين زمان 
سلول ميزبان متصل شود و مرحله آغازين تهاجم را شروع 

ه سلول اجم برا براي اتصال و ته شيگلا نهايتاً كند كه
با توجه به نقش مشخص شده  .)18(سازد ميزبان مهيا مي

توان به  يي، از آن ميبيماري زا فرآيندبراي اين پروتئين در 
 VirG .نام برد شيگلاعنوان آغاز كننده فعاليت تهاجمي 

(icsA)  كه در سطح  استفاكتور پر اهميت ديگري
از آنجا كه محصول . )2( گيرد خارجي باكتري قرار مي

virG ژن  تليال نقش دارد، ي اپيسلولهام به در تهاجvir G 
 ول، شرايط لازم جهتدر سطح سلژن  يك آنتيبا ايجاد 

باكتري را فراهم كرده كه  در قطبين سلول F-actinتجمع 
-Fطويل شدن  صورت فيلامنت و به F-actin با تبديل

actin  ايجاد نيروي  سبب نهايتاً ،تليال آلوده ي اپيسلولهادر
مطالعات نشان  .گردد مي خارجي يحركتي پروتئين غشا

 Ipa ،VirGه ي ايمني ايجاد شده عليپاسخهاداده كه 
تواند تا حد قابل قبولي فرد را در برابر تهاجم باكتري  مي

به وسيله يي بيماري زابه اينكه با توجه  .)15(محافظت كند 
تهاجم به سلول ميزبان و سپس ترشح توكسين صورت 

گيرد، لذا تحقيقات توسعه واكسن عليه اين عوامل  بايد  مي
كتورهاي تهاجمي در برگيرنده ايمني در برابر عملكرد فا

ي ادجوانتهااستفاده از . باكتري و توليد توكسين آن باشد
ي پاسخها تواند در ساختار پروتئين كايمر نيز مي پروتئين

ي ادجوانتهانوعي از  .را تقويت كند ايمنوژنهاايمني عليه 
 ،شيگلايا توكسين شبه  Stxمورد مطالعه در اين پژوهش، 

 كهكيلو دالتون بوده  5/70پروتئين هگزامر با وزن مولكولي 
پنج و  StxAبه نام  ياز يك زيرواحد سمي و آنزيم

تشكيل شده  StxBبه نام  گيرنده زيرواحد متصل شونده به 
يان بر روي بهنري و همكاران در پژوهشي . )8( است

آن در  زايي بررسي ايمنيو  IpaD-STxBپروتئين نوتركيب 
 از تركيبپروتئين حاصل كه اعلام كردند  موش سوري

تواند موش سوري را نسبت به  مي stxBو  ipaDي ژنها
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فوق مشخص تحقيق  در. )11( توكسين مصون نمايد-شيگا
مدل حيواني موش سوري  در STxBپروتئين كه گرديد 

زايي شده و پروتئين نوتركيب توليد شده  موجب ايمني
تواندكانديداي مناسبي جهت توليد واكسن نوتركيب  مي

پيشرفتهاي ايجاد شده در  .)2( يگلا باشدعليه انواع ش
روشهاي مهندسي ژنتيك امروزه اين امكان وجود دارد كه 

ي مربوط به پروتئينهاي مختلف را با هم تركيب ژنها بتوان
از محاسن استفاده از . كرده و يك ژن كايمر ايجاد كرد

توان به كاهش هزينه توليد  هاي كايمر نوتركيب ميپروتئين
سهولت نگهداري يك پروتئين چندگانه در و  ژنهاآنتي

مقايسه با چند پروتئين نوتركيب مجزا كه هر يك شرايط 
   .)17( نگهداري خاصي را مي طلبند، اشاره كرد

پروتئين نوتركيب  بيان و تخليصهدف از اين پژوهش، 
كايمر چهار ظرفيتي حاوي زيرواحدهاي تهاجمي و 

  .بود شيگلا توكسين باكتري

  هاروشو  مواد
 ,IpaDتوالي پروتئينهاي : طراحي بيوانفورماتيكي كايمر

StxB, IpaB, VirG  پروتئين ) عنوان ايمنوژن  به( شيگلااز
از   ژنها  و توالي  Uniprot  گاهاز وبنوتركيب كايمر 
 يساز رهيذخ FASTAبا فرمت  واستخراج پايگاه داده ژن 

هم با در كنار  پروتئينهاگيري ي مختلف قرارحالتها. گرديد
 ايييتوجه به ميزان آنتي ژنيسيته و پايداري فيزيك و شيم

در ميان اين . بررسي گرديد ProtParam و  Vaxigenتوسط
توالي لينكر قرار گرفت تا  ، رابطهاي پپتيدي به عنوانتواليها

كرده جلوگيري يك از پروتئينها  هر از تداخل شكل فضايي
د نظر و عدم حفظ ساختار پروتئين در ساختار مور سببو 

توسط نرم  بهينه سازي كدوني .گردد تداخل در يكديگر
و  Genscript Optimisation Gene TM algorithmافزار
بر روي اين ژن انجام  )optimizer ) genomes.urv.esابزار 

در . آيد به دستاز اين ژن نوتركيب  بيشترين بيانشد تا  
 GCرجحيت كدوني، درصد و يكنواختي ااين فرآيند 

ي اتصال تواليها، chiي سكانسهامدنظر قرار گرفته و 

ي ناپايداركننده تواليهاي تكراري و تواليها، ريبوزوم
كه به طور تصادفي در طول ژن ايجاد شده   RNAساختار

سازه ژني جهت  mRNAساختارهاي  .حذف گرديداند، 
 پايداري در سيستم پروكاريوتي بررسي شدبررسي 

)http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold(.  از پس
سازه ژني جهت  ،مطالعات بيوانفورماتيكي انجام شده

  .سفارش داده شد Biomatik به شركت ساخت

 تأييدو  E.coliانتقال به ميزبان  آماده سازي كاست ژني،
، توالي مورد پس از طراحي كايمر :ژن كايمر سنتز شده

به شركت  pET28aو سنتز در پلاسميد براي ساخت نظر 
Biomatik روش شوك  استفاده از با .سفارش داده شد
 E.coliي مستعدلولهاسپلاسميد حاوي ژن به  ،حرارتي

BL21(DE3)  يسلولهادر نهايت  .منتقل گرديد E.coli 

بيوتيك  آنتي حاوي آگار LBكشت محيط  رويبر  نوتركيب
 مرحله و داده كشت μg/ml80 با غلظت نهاييكانامايسين 

 گراد سانتي درجه 37 دماي در صورت شبانه بهانكوباسيون 

كلني  ه، تعداديآمد به دستي كلونهااز ميان  .انجام گرفت
مايع حاوي  LBانتخاب و به طور جداگانه در محيط 

g/mlµ 80  كانامايسين به مدت يك شب در شيكر
 rpm 180گراد و سرعت  درجه سانتي 37انكوباتور با دماي 
، با روش ليز سلولهاآوري  پس از جمع. كشت داده شدند

ي آنزيمهابا استفاده از . قليايي، پلاسميد استخراج گرديد
بر روي پلاسميدهاي استخراج  HindIIIو  EcoRIبرشي 

شده هضم آنزيمي صورت گرفت و وجود ژن در كنار 
 1نشانگر مولكولي توسط الكتروفورز روي ژل آگاروز 

  .درصد ارزيابي شد

جهت زير  :pET-32aي ژن در پلاسميد ززير همسانه سا
ي باكتري واجد پلاسميد سلولهاهمسانه سازي ژن، 

ي باكتري حاوي سلولهاو همچنين  pET-28aنوتركيب 
مايع حاوي  LBدر محيط به ترتيب  pET-32aپلاسميد 

g/mlµ 80  آنتي بيوتيك كانامايسين وg/mlµ 100 
به مدت يك شب در شيكر انكوباتور با دماي  سيلين آمپي
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. كشت داده شدند rpm 180گراد و سرعت  درجه سانتي 37
قليايي، پلاسميدها  ، با روش ليزسلولهاآوري  پس از جمع
 HindIIIو  EcoRIي برشي آنزيمهااستفاده از  استخراج و با

. به طورجداگانه براي هر كدام هضم برشي انجام پذيرفت
، درصد 1الكتروفورز هردو نمونه روي ژل آگارز از پس 

، ليگاز T4استخراج از روي ژل انجام و سپس توسط آنزيم 
ال آنزيمي محصول اتص. آنزيمي صورت گرفت لحاقا

انتقال   BL21 E.coliتوسط شوك حرارتي به درون باكتري 
  .يافت

صحت  تأييدپس از : و تخليص پروتئين نوتركيببيان 
 به روش ،pET-32aزير همسانه سازي ژن در پلاسميد 

 در  IPTGتأثيرتحت بيان پروتئين نوتركيب ، هضم آنزيمي

E.coli BL21 DE3 روي ژل  القاء و برSDS-PAGE 
پروتئين نوتركيب  بررسي حلاليتبا  .رصد بررسي شدد12

، سلولهااين پروتئين در  يبيان بالاميزان  كه شدمشخص 
 يپروتئينهابادي يا   سبب تجمع يافتن و تشكيل اينكلوژن

 بافرروش دناتوره و  زبر اين اساس ا. دشو يمنامحلول 
پروتئين نوتركيب استفاده  تخليص جهتاوره  حاوي
 مايع LBليتر محيط كشت  ميلي 50در روتئين پبيان  .گرديد

انجام  ساعت 4طي مدت  آمپي سيلينبيوتيك  حاوي آنتي
؛ اوره با  B )NaH2PO4، Tris- HClبافر  تريل يليم 4 .شد

8pH  (ها با شرايط نمونه. گرديد به رسوب سلولي اضافه
ثانيه  40(مرتبه  4به تعداد  5/0درصد و  پالس  70قدرت 

سونيكه شده و سپس به ) ثانيه استراحت 30سونيكيت و 
روي شيكر  گراددرجه سانتي 37قيقه در دماي د 45مدت 

و  rpm14000با سرعت  سانتريفيوژ سپس. شد قرار داده
يي حاوي پروتئين رومحلول  دقيقه انجام و 20طي مدت 

محلول حاوي پروتئين جهت خالص . گرديد نوتركيب جدا
در  .في گذرانده شدرزين گروماتوگرا ستون از سازي

 ،NaH2PO4(مراحل بعدي به ترتيب بافرهاي شستشوي 
Tris- HCl  3/6؛ اوره باpH ( C ، )NaH2PO4، Tris- HCl ؛

 NaH2PO4، Tris- HCl( ، بافر استخراج D) pH 9/5اوره با 
از  ميلي مولار 250ايميدازول و بافر   pH (E 4/5؛ اوره با 

خروجي ستون جداگانه در هر مرحله . ستون عبور داده شد
براي بررسي روند تخليص آوري و نگهداري گرديد جمع

  .استفاده شد درصدSDS-PAGE 12پروتئين از ژل 

بررسي صحت پروتئين نوتركيب  :پروتئين نوتركيب تأييد
بادي  بيان شده با روش وسترن بلات و با استفاده از آنتي

از عصاره سلولي حاصل ). 4(انجام شد  His-tag HRPضد 
و در  PVDFبيان، پس از مرحله انتقال پروتئين روي كاغذ 

 25مولار، تريس  ميلي 192 گلايسين(حضور بافر انتقال 
 3/8درصد و  20و متانول درصد  SDS  1/0مولار، ميلي
pH:( سپس مرحله بلاكينك در . اري گرديدذلكه گ BSA5 

 مولار، ميلي PBST )NaCl 37و با استفاده از بافر  درصد
KCl 7/2 مولار، ميلي Na2HPO4.7H2O 3/4 مولار،  ميلي
ساعت در دماي  5به مدت  )pH: 2/7و درصد 20تويين
  PVDFكاغذ . با قرار گيري روي شيكر انجام گرفت محيط

به  قرار گرفته وشستشو مورد سه بار  ،PBSTبا استفاده بافر 
 His-tag(Sigma)ضد بادي آنتيدر حضور ساعت  2مدت 
در ، 2000/1 با نسبت PBSTدر بافر گه رقيق شده كانژو

در نهايت پس از سه بار شستشو . قرار داده شددماي اتاق 
 - فنول سوبستراي توسط ، براي آشكارسازيPBSTبا بافر 

براي ظهور پروتئين  H2O2 گر  آنتي پريميدين با واكنش- 4
 H2Oواكنش با استفاده از  نهايتاً .نوتركيب استفاده گرديد

  .ف گرديدمتوق

  نتايج
 IpaD,StxB, IpaB, VirGي پروتئينها ترادف ژني مربوط به

ي بررسيهابر اساس نتايج شده  تأييدي تواليهااستخراج و 
و داراي امتياز بازبيني بالا بيوانفورماتيكي پروتئين كايمر 

افزارهاي تحت  با استفاده از نرم .مورد استفاده قرار گرفت
اطلاعات بيوشيميايي  Genscriptو  ProtParamشبكه 

توالي آمينواسيدي و نوكلئوتيدي  ،كايمر پروتئين مربوط به 
همچنين توالي ژن  .زيرواحدهاي كايمر استخراج گرديد

ي نادر و همچنين ميزان كدونهااز لحاظ وجود كايمر 
  . )1شكل ( مورد ارزيابي قرار گرفت G و Cنوكلئوتيدهاي 
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    ل از بهينه سازيقب بعد از بهينه سازي  مقدار مطلوب
0.8-1.0 0.90 0.67 CAI 

30%-70% 52.21% 40.10%GC Content  
<30% 0% 10% CFD  

  .تافزايش داشته اس 52,21به  GCدرصد ، شده انجام تغييرات از پس شده انتخاب بخش ترادف GC درصد ميزان بررسي -1شكل 

سازي  بهينه ،براي افزايش ميزان بيان پروتئين نوتركيب
 Genscriptنرم افزار توسط توالي ژن مورد نظر  يكدون

Optimisation Gene TM algorithm  شكل. شدانجام 
قبل و  ibvdژن  شاخص سازگاري كدون  CAI،1شماره 

بعد  90/0 به67/0دهد كه از  سازي را نشان مي بعد از بهينه
پس از  mRNAساختار ثانويه  .سازي رسيده است از بهينه

). 2شكل (مورد ارزيابي قرار گرفت  اكدونهسازي  بهينه
حاصل از  mRNAنحوه تاخوردگي  Mfoldافزار  توسط نرم

بيني شد و بر اساس مدل ارائه شده  ژن كدكننده آن نيز پيش
سازي  افزار مشخص گرديد كه پس از بهينه توسط نرم

نيز  mRNA، ميزان حداقل انرژي ساختار  كدونها
kcal/mol 521 - بود .  

    قبل از بهينه سازي  نه سازيبعد از بهي
  تعداد ساختار هاي پيش بيني شده 23 41

-475.86 kcal/mol   _  -452.70 kcal/mol -375.9 kcal/mol   _  -357.40 kcal/mol    دامنه تغيراتΔG 

ΔH = -5211.00 kcal/mol 
ΔS = -15267.3 cal/(K·mol)  

ΔH = -4360.40 kcal/mol 
ΔS = -12847 cal/(K·mol) 

  جزئيات
  ترموديناميكي

  ساختار

  ساختار پيش بيني شده

 5 '،ناحيه مشخص وبزرگ شده نقطه شروع نظر مورد يمصنوع ژن مربوطه يكدونها سازي بهينه از پس mRNA ثانويه ساختار بيني پيش -2شكل 
  .ر بگيرداست كه به دليل تشكيل ساختار لوپ مانند ازاد به راحتي مي تواند در اختيار ريبوزوم قرا

 با: pET-32aدر پلاسميد  سازي ژن كايمرزير همسانه
، آنزيمي آنو هضم  pET-32aانتخاب وكتور بياني 

سپس . گرديدبراي الحاق با ژن مورد نظر آماده  پلاسميد
. انجام گرفت pET-32aزيرهمسانه سازي ژن در پلاسميد 

ي آنزيمها، هضم آنزيمي توسط پس از استخراج پلاسميد
صورت گرفت و بررسي محصول  HindIIIو  EcoRIبرشي 

ژني با اندازه وج قطعه ، خردرصد 1روي ژل الكتروفورز 
  ).3شكل( كرد تأييداز پلاسميد را جفت بازي  1716

با ايجاد : بيان پروتئين نوتركيب و بررسي حلاليت آن
-SDSشرايط مناسب و القاي بيان، نتايج حاصل از بررسي 

PAGE با احتساب بخش الحاقي مربوط ، پروتئين نوتركيب
 دالتون لويك 80داراي وزن مولكولي حدود  pET-32a به 

هاي  بيان بسيار بالا مشاهده گرديد در حالي كه در نمونه



 1399، 4، شماره 33جلد                                                                  )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

479 

  تعيين حلاليت پروتئين. القاء نشده، پروتئين وجود نداشت
 با الكتروفورز. و اوره انجام شد  PBSبا استفاده از بافرهاي 

-SDSژل  و اوره بر روي PBSوط به هاي مربنمونه

PAGE ميزان حلاليت پروتئين در سلول مشخص شد ،
و  PBSمشاهده پروتئين در نمونه حاصل از بافر ). 4شكل(

نشان از تشكيل  Bوجود پروتئين در نمونه مربوط به بافر 
  .اجسام انكلوژني داشت

  
 به روش pET32aسازي ژن در پلاسميد همسانهزير  تأييد -3شكل 

 ،هضم آنزيمي پلاسميدهاي تخليص شده )1ستون. هضم آنزيمي
  )DNA Ladder Mix(DNAنشانگر اندازه  )2ستون

  
محلول رويي ) 1ستون .بررسي حلاليت پروتئين نوتركيب -4شكل 

مولار،  8سلولهاي شكسته شده در بافر اوره  سانتريفيوژحاصل از 
كسته شده در سلولهاي ش سانتريفيوژمحلول رويي حاصل از ) 2ستون

PBS . نشانگر اندازه پروتئين )3ستون.  

تخليص پروتئين نوتركيب به كمك كروماتوگرافي ميل 
هاي نامحلول درون  كنجاله با محلول سازي: يتركيب

، فرآيند آنها ي تراريخت ميزبان بياني و آماده نمودنسلولها
عبور محلول مذكور از ستون كروماتوگرافي محتوي رزين 

هاي عبوري و شسته  با الكتروفورز نمونه. شدنيكل انجام 
شده از ستون مشخص گرديد تخليص پروتئين با بافر 

   ).5شكل . (استانجام شده  ميلي مولار 250ايميدازول 

  
كايمر از طريق پروتئين الگوي الكتروفورز فرآيند تخليص  -5شكل 

نشانگر  -1رديف . كروماتوگرافي تمايلي با بافرهاي روش دناتوره
مولار حاوي كايمر پيش از  8نمونه اوره  -2 رديف .پروتئين ملكولي

 .مولار پس از عبور از ستون 8نمونه اوره  -3 رديف .عبور از ستون
نمونه  -5 رديف .Cنمونه مربوط به شستشوي ستون با بافر  -4 رديف

نمونه مربوط به  -6 رديف .Dمربوط به شستشوي ستون با بافر 
نمونه مربوط به شستشوي ستون  -7 رديف .E شستشوي ستون با بافر

  .ميلي مولار 250با بافر ايميدازول 

: پروتئين كايمر نوتركيب با تكنيك وسترن بلات تأييد
بلاتينگ با استفاده از وسترن نتايج حاصل از تكنيك 

، پروتئين نوتركيب حاصل از Anti His-tag HRPبادي  آنتي
. نمود تأييدبه خوبي بيان را در مقايسه با كنترل،  يالقا

 - نتايج حاصل از تخليص پروتئين با استفاده از ستون نيكل
آوري  جمع  ، بيانگر وجود پروتئين نوتركيب در نمونهسفارز

شكل (شده از مرحله آخر شستشو با درجه خلوص بالا بود 
6.(  
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ماركر ) 1ستون . نوتركيب كايمر ينپروتئ تأييدبررسي  -6شكل 
ظهور باند مربوط به پروتئين نوتركيب كايمر با آنتي  )2ستون . پروتئيني

  .BSAكنترل ) 3ستون . Anti His-tag HRPبادي 

  گيري بحث و نتيجه
ي سلولها، تهاجم به شيگلايي بيماري زاروند اصلي 

فاگوسيتوز، فرار از القاء  تليال موكوزي  به وسيله اپي
 يسلولهاليزوزوم، تكثير و انتشار در داخل سيتوپلاسم 

فاكتورهاي . )1(ي مجاور استسلولهاتليال و انتقال به  اپي
ي كد ژنها اي از تهاجمي شيگلوز حاصل فعاليت مجموعه

ي اصلي براي تهاجم و مرگ ماكروفاژها پروتئينهاكننده 
ي زير واحدي و واكسنهادر تحقيقات  ).19(باشند  مي

 يم ئيچند جز ي ژننتيد استفاده از آجد يكردرونوتركيب، 
 واكنش ينو همچن ويژهپاسخ  يشتر،ب ايمنيد با توان

استفاده  موردواكسن  يدكاند يدر طراح ينامطلوب كمتر
  .باشد

در تحقيق  با توجه به روند بيماري زايي باكتري شيگلا،
 IpaD,StxB, IpaB, VirG فاكتور هاي بيماري زاي حاضر

مورد استفاده  شيگلاعليه جهت توليد ايمنوژن نوتركيب 
و  بيوانفورماتيك با بهره گيري از روشهاي . قرار گرفت

چهار  اين امكان فراهم شد تا  نوتركيب DNA تكنولوژي
 يك صورت  به را عليه شيگلا شده يگذار هدفايمنوژن 

با . ژني و پروتئيني نوتركيب طراحي و تهيه شود سازه
با  ابله طراحي چنين سازه اي مي توان زمينه لازم براي مق

 توكسين نمودن خنثي و نيز  كوچك روده در باكتري اتصال
براي دستيابي به چنين . فراهم كرد يكجا صورت به را آن

يمر متشكل از كاطراحي و ساخت يك ايمنوژن هدفي 
  . قرار گرفت مدنظر IpaD,StxB, IpaB, VirGي ژنها آنتي

راس  فاكتور درترين  ضروري IpaDبا توجه به اينكه 
براي تهاجم باكتري به سلول  شيگلايي بيماري زا تميسس
ي اين ژنها گردد، به عنوان يكي از آنتي يزبان محسوب ميم

لونلي و اي  العهدر مط. تحقيق مورد استفاده قرار گرفت
 در دسترس يتوپهاي اپ، مشخص گرديد غالب همكاران

IpaD يه در ناحN -دارند به مركز قرار يكنزد ترمينال 
سركوب گردد به  ترمينال،- Nيه ناحيت فعالاگر  چنانچه

. گردد يم يگلاش يتهاجممنجر به سركوب قدرت  كلي طور
و  IpaD ينكه پروتئ دهد يم اي نشان يژهبه طور و يجنتا ينا

فاكتور لازم در  يك ين،پروتئ ينال اينترم- Nيه ناح يژهبه و
 گردد محسوب مي يزبانم يسلولها به يگلاشورود باكتري 

 يدر طراح بالقوه ژن يآنت يكبه عنوان  ينتئپرو ينو ا
و همكاران  حصاركيدر مطالعه  .)14(واكسن مطرح است

 ايمني زاييبه منظور بررسي  IpaDنيز چنين قطعه اي از 
در تحقيق حاضر نيز با . )10(مورد استفاده قرار گرفت

كه ابتدايي آمينو اسيد ناحيه  107 بررسي بيوانفورماتيكي
بر همين . را در برداشت انتخاب گرديد بيشترين اپي توپ

آمينو  IpaB ،242اساس و با توجه به ويژگيهاي عملكردي 
در تحقيقي اقتدار . اسيد از ناحيه آميني پروتئين انتخاب شد

آمينو اسيدي را در وكتور  581دوست توالي كد كننده 
pET22b با اين حال به علت . همسانه سازي كردند

ه ژن كايمر در تحقيق حاضر فقط محدوديت در اندازه ساز
. )7(انتخاب گرديد IpaBبخش واجد بيشترين اپي توپ از 

با توجه به اينكه زير واحد اتصالي شگيا توكسين در 
مقايسه با زير واحد عملكردي آن ايمنوژن قوي تري 
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آمينو اسيد زير واحد اتصالي  69محسوب مي شود لذا 
نيز با انتخاب  انهنري و همكار. در نظر گرفته شدتوكسين 

پروتئين  زايي يمنيااين قطعه اتصالي از توكسين شيگا، 
ش ومبه  تجويزي 1يسانتري تيپ د شيگلاSTxB نوتركيب 

نتايج نشان داد كه . وري را مورد بررسي قرار دادندس
به صورت تزريقي و  STxBي ايمن شده با پروتئين موشها

را تحمل   E. coli O157:H7نازال، توانستند شيگا توكسين 
  ). 11(نمايند 

VirG  كيلو  116پروتئين سطحي غشاي خارجي با وزن
دالتون در پليمريزاسيون اكتين براي كمك به حركت داخل 

از سه بخش  VirGپروتئين  .سلولي باكتري دخالت دارد
زبان يم با پروتئين تشكيل شده است كه بخش انتهايي آن

در سيتوپلاسم،  با فعال كردن كمپلكس وارد واكنش شده و
ي گلوبولي به اكتينها اسيونپليمريزچسبندگي و موجب 

گسترش  نتيجه آن، شود كه مي F-actinاي شكل اكتين رشته
در تحقيق حاضر نيز فقط . )6(آلودگي در بدن ميزبان است

اسيد آمينه اي از اين ناحيه كه واجد اپي توپ  135توالي 
  .يدبوده و در چسبندگي نقش دارند، انتخاب گرد

از رابط پپتيدي  در اين پژوهش جهت طراحي پروتئين
EAAAK ) يدآمينه گلوتامات، سه اسمتشكل از يك

به . استفاده شد) اسيدآمينه آلانين و يك اسيدآمينه لايزين
و ) مارپيچ آلفا(سبب ماهيت ساختاري اين رابط پپتيدي 

تكرارهاي متوالي آن در بين زيرواحدهاي موجود در كايمر 
فضايي كامل هر چهار زيرواحد در ساختار سازه  جداسازي

ي قبلي پژوهشهادر . )16(دور از انتظار نمي باشد 
ده شده تكرار استفا 5تا  1، از اين لينكر با تعداد شده انجام
تكرار از  5و يا  4 به كارگيرينتايج نشان داده كه . است

تواند سبب شود كه هر يك از مي EAAAKتوالي لينكر 
تئينهاي كايمر ساختار مناسب و مستقل از هم اجزاي پرو
در تحقيق انجام شده توسط خالوئي . )16و  3( داشته باشند

بيماري و همكاران براي طراحي پروتئين كايمر عليه سه 
انتروتوكسيژنيك،  اشريشاكوليي روده اي زا

از چهار تكرار اين لينكر براي  شيگلاانتروهموراژيك و 
در . )12(اي پروتئيني استفاده شدفاصله اندازي زير واحده

ايجاد فاصله بين زير  نظريان و همكاران جهت پژوهش
 اشريشياكولي عليهواحد هاي پروتئين كايمر 

مد نظر قرار  EAAAKلينكر تكرار    4انتروتوكسيژنيك
و همكاران انجام  يكه توسط امان يقيتحق در. )16(گرفت
 يمركا يندر پروتئ) (4EAAAK ينكرل يريكارگ به يد،گرد

ساختار  Tirو  ينتيمين، اEspA ينهايسبب شد كه پروتئ
تكرار  4 نيز  در تحقيق حاضر .)3(جداگانه داشته باشند

استفاده شد تا هر يك از اجزاي پروتئيني كايمر لينكر 
  . شته باشندساختار اختصاصي خود را دا

يكي از اولين و  E.coliباكتري  جهت بيان پروتئين از 
ي پروتئينهايزبانهايي است كه براي توليد مترين  يعوس

از مزاياي  اين سيستم بياني مي . شود نوتركيب استفاده مي
توان به بيان سريع، بازده بالا، توليد سريع در حجم انبوه و 

يد پروتئين به شكل مقرون به صرفه بودن و معايب آن تول
غير گليكوزيله، توليد پروتئين به همراه اندوتوكسين اشاره 

  .كرد

رسد بيان اين پروتئين به صورت نوتركيب،  به نظر مي
اي براي توليد اين  صرفه به   روش مناسب، كارا و مقرون

اثرات بررسي  پروتئين و انجام مطالعات بعدي مانند
  .باشد ه با ساير عوامله تنهايي يا همرازايي آن ب ايمني
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Abstract 

Shigella dysentery is a biological agent that causes bloody diarrhea. Making an effective 
immunogen against bacteria is essential by emergence of antibiotic resistance. Binding, 
invasive and toxin factors are one of the most important vaccine candidates against 
Shigella dysentery. Accordingly, the aim of this study was to express recombinant 
Immunogenic Chimeric with Shigella Dysenteric Virulence Factors.Chimer gene coder 

optimization was performed with OPTIMIZER software. The gene constructs were 
cloned in pET32a vector. The recombinant plasmid was transferred to E. coli BL21 
DE3 cells and expression of the recombinant protein was induced using IPTG. The 
recombinant protein was purified by chromatography and was evaluated with western 
blotting.The codon compatibility index (CAI) for the natural gene was 0.67, while the 

optimized gene had an index of 0.9. The enzymatic analysis confirmed the accuracy of 
the chimer gene cloning in the vector. The expression of recombinant protein in E. coli 
caused the production of a recombinant protein of 80 kDa. Western blotting showed the 
reaction of recombinant protein with anti-histidine antibody. The amount of purified 
protein of the culture medium was 2.5 mg/ml.The expression of the recombinant 

chimeric protein with 80 kDa in E.coli host and its purification was successfully carried 
out. The recombinant chimeric protein can be injected or loaded onto nanoparticles to 
evaluate oral and injectable immunizations. 

Key words: Shigella dysentery, recombinant protein, immunogene, chimeric protein 


