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 I بيان ژن زيرواحد فرعي آنتي ژن عامل كلونيزاسيون امكان ، همسانه سازي و بررسيتكثير
)CFaE ( انتروتوكسيژنيك  اشريشياكولياز باكتري)ETEC(  
  1راضيه خالصي و 3، فرشته جعفري1، زهرا احصايي1شهرام نظريان، *،1سيد جعفر موسوي، 2و1ميثم منصوري

  شكده علوم پايه، گروه زيست شناسي، دانشكده و پژوه)ع(امام حسين  جامع تهران، دانشگاه 1
  تهران، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري 2

  ي ناشي از غذا و اسهالبيماريهاتهران، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي، مركز تحقيقات گوارش و كبد، دايره  3

 12/10/90: تاريخ پذيرش  28/9/89: تاريخ دريافت

  چكيده

ترين عامل اسهال باكتريايي كودكان زير پنج سال و همچنين رايج ترين  شايع) ETEC(ژنيك   انتروتوكسي اشريشيا كليري باكت
است، كه سالانه تعداد زيادي از كودكان را به كام مرگ كشانده و تعداد كثير ديگري را تحت عامل اسهال مسافر در بالغين در دنيا 

يكي از عوامل ويرولانس مهم  CFA/Iفيمبريه . توليد واكسن عليه اين عامل مي باشد WHOهدف  از اين رو. قرار مي دهد تأثير
) CFaE(پروتئين انتهايي اين فيمبريه  از اين رو. و شايع اين باكتري است كه نقش اساسي در فرآيند بيماريزايي اين باكتري دارد

از توالي طبيعي  CFaEالعه، بررسي امكان بيان پروتئين نوتركيب هدف از اين مط. مي تواند به عنوان كانديد واكسن مطرح باشد
 PCR، با استفاده از واكنش  cfaEبعد از طراحي پرايمر براي ژن  .ژن مربوطه بعد از همسانه سازي آن در ناقل بياني، بوده است

ي محدودالاثر در آنزيمهااده از همسانه سازي اوليه و سپس با استف pTZ57R/Tدر مرحله بعد، ژن مذكور در ناقل . تكثير شد
با تغيير پارامترهاي مختلف صورت گرفته  IPTGبررسي بيان با استفاده از ماده . زير همسانه سازي شد (+)pET28aناقل بياني 

فرآيند همسانه سازي و زير  .مورد ارزيابي قرار گرفت Rosettaو  BL21(DE3)pLysSسويه هاي  E.coliدر دو ميزبان 
پروتئين نوتركيب قابل  IPTGنمونه هاي تست در مقايسه با كنترل در مواجهه با . ي با موفقيت انجام گرفتهمسانه ساز

ي متفاوت غلظتها و زمان القاء، دما(اين نتيجه با تغيير پارامترهاي مختلف . نشان نداد SDS-PAGEتشخيصي را روي ژل 
IPTG (به نظر مي رسد توالي طبيعي ژن  .تكرار شدcfaE اي ميزان دارA+T ي نادر زيادي است كه باعث كدونها بالا و همچنين

پيشنهاد مي گردد توالي اين  از اين رو. ين الگوي كدوني وجود نداشته باشدبا ا E.coliمي شود قابليت توليد بالاي پروتئين در 
  .، سنتز شده و سپس بررسي بيان آن مجدداً ارزيابي شود كدونها ژن بعد از بهينه سازي

، همسانه سازي، بيان )I )CFaEژنيك، زيرواحد فرعي آنتي ژن عامل كلونيزاسيون   انتروتوكسي اشريشيا كلي: يكليدژه هاي وا
  .پروتئين نوتركيب

  jmosavi@ihu.ac.ir :يپست الكترونيك ،09123571469: تلفن ،نويسنده مسئول *

  مقدمه
با وجود پيشرفتهاي عمده بهداشتي در قرن حاضر، هنوز 

اسهالي از نگرانيهاي بزرگ مجامع بهداشتي ي عفونتهاهم 
به طوري كه . محسوب مي شونددر سراسر جهان 

سالانه سبب ، عفونتهاي حاصل از ابتلاء به اين بيماريها

 ميليون نفر در سراسر جهان مي شود 3 مرگ و مير تقريباً
ژنيك   انتروتوكسي اشريشيا كليي در اين بين باكتر .)13(
)ETEC (باكتريايي در سراسر دنياين عامل اسهال شايع تر 

ي عفونتهاتخمين زده مي شود كه . )15و  14(مي باشد 
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ETEC  در جهان ميليون مورد اسهال  650مسئول حداقل
 5كودك زير  000/800نزديك به جان كه سالانه  مي باشد
به عنوان شايع ترين  ETECهمچنين  .)1( مي گيردسال را 

و سالانه تعداد زيادي  نيز مطرح است انعامل اسهال مسافر
اغلب كه (كه به نواحي اندميك بيماري از جهانگرداني را 

 كنند ، مسافرت مي)كشورهاي در حال توسعه و فقير بوده
  .)11( قرار مي دهد تأثيرتحت  را

از طريق آب و غذاي آلوده وارد بدن انسان  ETECباكتري 
ي اپي تليال روده كوچك كلونيزه سلولهاو در سطح  شده

وتوكسين هاي مقاوم به رانت باكتري ،در گام بعدي. مي شود
را ترشح مي  )LT( حرارتيا حساس به /و) ST(حرارت 

كه اين سموم با ورود به داخل سلول باعث خروج نمايد 
كه شده  ي اپي تليالي رودهسلولهااز آب و الكتروليت ها 

رو  اين از. )6و  4( ايجاد اسهال مي گردد نهايتاً موجب
يك مرحله ي اپي تليالي سلولهااتصال باكتري به سطح 

به اين اتصال . شود ليدي در شروع عفونت محسوب ميك
كه زائده هاي ) CF(كلونيزاسيون فاكتورهاي  وسيله
حداقل . شود وساطت ميي در سطح باكتري هستند، پروتئين

كه به لحاظ آنتي ژني از ( CFنوع متفاوت از فيمبريه  25
 شناسايي شده است ETECدر سويه هاي ) هم متفاوتند

اولين فاكتور كلونيزاسيون  CFA/I، فيمبريه در اين بين .)4(
ETEC  و همچنين  )5(خاص انسان است كه گزارش شده

ين نوع فيمبريه در ميان فيمبريه هاي شايع تراين فيمبريه 
هزاران  .)7(  در كل جهان است ETECشناخته شده براي 
د يك ساقه را براي فيمبريه تولي )CFaB(زير واحد اصلي

CFA/I  نموده كه يك يا تعداد اندكي زير واحد فرعي به
در  .)9( در نوك اين فيمبريه جاي مي گيرد CFaEنام 

يچ است كه بدنه آن از پيك مار CFA/Iحقيقت ساختار 
CFaB  ساخته شده و يك پروتيئن انتهايي به نامCFaE  در

  .)8( نوك اين ساختمان قرار گرفته است

از آنجايي كه هدف اصلي سازمانهاي بهداشتي در دنيا 
 عليه اين عامل استثر ؤمتوليد واكسن ) WHOظير ن(

به عنوان يك  CFaEوي ر به نظر مي رسد مطالعه بر، )12(
در طراحي واكسن عليه را نقش مهمي بتواند  بالقوهكانديد 

در اين مطالعه، سعي شده  .داشته باشد ETECكلونيزاسيون 
مطالعات ، ناقل بيانيدر  cfaEسازي ژن است با همسانه 

نوتركيب به منظور مطالعات  پروتئينتهيه  ي جهتمقدمات
  .فراهم گردد ،آتيايمني زايي 

  مواد و روشها
مورد سوش باكتري اشرشيا كلي انتروتوكسيژنيك  :مواد
با  O78:H11سروتيپ  10407Hدر اين تحقيق  همطالع

همسانه سازي  ناقل .بود ATCC 35401شماره استاندارد 
 بياني ناقلاز شركت فرمنتاز و  pTZ57R/T اوليه

pET28a(+) ي آنزيمهاكليه . از شركت نواژن خريداري شد
با  PCRو مخلوط آنزيم  ليگاز T4 DNAمحدودالاثر، 

 High fidelity PCR enzyme(خاصيت غلط گيري بالا 

mix(  ي واكنشهااز شركت فرمنتاز و مواد مورد نياز براي
از شركت  PCR( ،X-gal ،IPTG(ه اي پليمراز زنجير
ي كشت لازم براي اهداف محيطها. ژن تهيه شدسينا

 در اين تحقيق از شركت مرك به كار رفتهمولكولي 
)Merck( خريداري شد.  

بعد از  ؛ cfaEسانه سازي ژن منظور همبه   :طراحي پرايمر
با شماره  NCBIاز بانك اطلاعاتي  اين ژناستخراج توالي 

M55661  بعد از آناليز اين  .طراحي شديك جفت پرايمر
پرايمر هاي مقرر شد  Web cutter 2.0ژن با نرم افزار 
حاوي جايگاه شناسايي براي  به ترتيبپيشرو و پيرو 

جايگاه (باشند  XhoIو  EcoRIي محدودالاثر آنزيمها
در توالي پرايمرها به صورت زيرخط  آنزيمهاشناسايي اين 
پرايمر هاي طراحي شده بعد از  ).شده است دار نشان داده

طراحي به لحاظ بررسي قرابت و اختصاصيت با نرم افزار 
BLAST منظور سنتز بهه و ب ندمورد ارزيابي قرار گرفت 

بدين ها اين توالي . سفارش داده شدشركت تكاپو زيست 
  :قرار بود
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  :پرايمر پيشرو
ATGGCAGATAAAAATCCCGGAGAATTC5'AT

AG 3'   
  :پيرو  پرايمر

TCACTAGAGTGTTTGACTACCTCGAG5'TTAT
TTG 3'  

ابتدا با آنزيم  cfaEژن  :)PCR(واكنش زنجيره اي پليمراز 
Taq اين . سيكل تكثير گرديد 30طي ) سيناژن(مراز پلي

پيكومول از  20و  MgCl2 ميلي مولار   3واكنش در غلظت 
نانوگرم از ژنوم  50 وdNTP ميلي مولار 0/2،پرايمرهر 
در دماي  )NaCl/CTABبا روش ( ETECراج شده استخ

چرخه  .گراد بهينه سازي گرديد درجه سانتي 57اتصال 
 94 ابتدايي در دمايي ك مرحله واسرشتي شامل PCR هاي

شامل  چرخه 30دقيقه،  5گراد به مدت  درجه سانتي
گراد به  درجه سانتي 94 دماي در واسرشتيحل امر

 57 رشته الگو در دمايثانيه، اتصال پرايمر به   40مدت
نظر  ثانيه و تكثير قطعه مورد 35 گراد به مدت درجه سانتي

 پايان در ثانيه و 70مدت به گراد سانتي درجه 72در دماي 
 به گراد سانتي درجه 72 دردماي نهايي تكثير مرحله كي

   .بود دقيقه 10 مدت

اصيت غلط گيري مراز فاقد خپليTaqاز آنجايي كه آنزيم 
ه سازي با صحت بالا ژن همسان به منظور رو ايناز است، 

cfaE  در مرحله نهايي از آنزيم مخلوطي ازDNA  پليمراز
شرايط . استفاده شد) زفرمنتا(يت غلط گيري بالا صبا خا

ميلي  4غلظت : واكنش بهينه براي اين آنزيم عبارت بود از 
 ميلي 0/2پيكومول از هر پرايمر،  20و  MgSO4مولار 
. ETEC شده استخراج ژنوم از نانوگرم 50 و dNTPمولار

در  ابتدايي شدن واسرشته مرحله كي شامل PCR يسيكلها
 چرخه 30دقيقه، 5مدت  به سانتي گراد درجه 94 دماي

سانتي  درجه 94 دماي در ابتدايي واسرشتي شامل مرحله
 دماي در الگو رشته به پرايمر ثانيه، اتصال 50 مدت به گراد

 مورد قطعه تكثير و ثانيه 50 مدت به رادسانتي گ درجه 58

 در ثانيه و 90مدت به سانتي گراد درجه 72 دماي در نظر

 سانتي گراد درجه 72 دماي در نهايي تكثير مرحله كي پايان

بر روي ژل آگارز   PCRمحصول .بود دقيقه 30 مدت به
جهت  PCR در نهايت محصول. درصد الكتروفورز گرديد1

قرار  HindIIIترا مورد هضم آنزيمي  به عنوان سوبس تأييد
  .گرفت

از آنجايي : pTZ57R/T در ناقل  cfaEهمسانه سازي ژن 
ت غلط گيري صيپليمراز با خا DNAمخلوطي از  كه آنزيم

آنزيم با و يك  مرازپليTaq مخلوطي از آنزيم  ،بالا
با افزايش زمان  از اين رو، خاصيت غلط گيري مي باشد

در  dAاطمينان حاصل كرد كه دنباله تكثير نهايي مي توان 
با  PCR محصولسپس . قرار داده خواهد شد 3/دو انتهاي 

خالص ) Bioneer(از ژل DNAاستفاده از كيت تخليص 
ليگاز براي  T4لحاق با كمك آنزيم اواكنش . سازي گرديد

خالص شده و وكتور A داراي دنباله  PCRمحصول 
pTZ57R/T باله داراي دن 3/كه در دو انتهايdT  ،مي باشد

انجام  گراد درجه سانتي 17 ساعت در دماي 8به مدت 
نوتركيب حاصل با  سازهبعد از انجام همسانه سازي، . شد

سويه E.coli روش شوك حرارتي به سلولهاي مستعد 
DH5α لوريا باكتريها بر روي پليت انتقال داده شد و - 

ين و آمپي سيلXgal-IPTG حاوي  )آگارLB (برتاني آگار 
بعد از گذشت مدت . كشت داده شدند) μg/ml  80غلظت(

  . ساعت كلنيهاي سفيد وآبي رنگ مشاهده شدند 12زمان

 5غربالگري سويه هاي حاوي ناقل نوتركيب،  به منظور
در محيط  ساعته 12 كشتكلوني سفيد انتخاب و پس از 

LB  حاوي(مايع انتخابيμg/ml  80 تيك آمپي يوآنتي ب
با پرايمرهاي مستقيم  PCRده از روش با استفا) سيلين

ماكروليتر از  200براي اين كار . صورت گرفت اختصاصي
درجه سانتي  95و در دماي  محيط حاوي باكتريها برداشته

دقيقه حرارت داده شد و پس از يك اسپين  5گراد به مدت 
كوتاه، دو ميكروليتر از مايع رويي به عنوان الگو در واكنش 

PCR از كلونيهاي مثبت، پلاسميدهاي  .استفاده شد
نوتركيب با استفاده از روش ليز قليايي تخليص و واكنش 
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و نيز  XhoIو  EcoRIي محدودالاثر آنزيمهابا  هضم آنزيمي
به در پايان  .، انجام گرفت HindIIIو  XhoIي آنزيمها
در كنار نشانگر آنها  ارزيابي نمونه ها همگي منظور

  .الكتروفورز شدند رصدد 1مولكولي روي ژل آگارز 

:  (+)pET28aدر ناقل بياني  cfaEزيرهمسانه سازي ژن
 ناقلبراي زير همسانه سازي، ابتدا واكنش هضم آنزيمي 

پلاسميد بياني  و همچنين pTZ57R/T-cfaEنوتركيب 
pET28a،  آنزيمهاي محدودالاثراستفاده از با  XhoIو 

EcoRI  رفتدرجه انجام گ 37ساعت در دماي  7به مدت .
برش خورده بر روي ژل   pET28aو ناقل  PCRمحصول 

دماي ذوب پايين الكتروفورز و با كمك كيت با آگارز 
. تخليص شدند) بايونير( از ژل PCRتخليص محصول 

ساعت انجام و  8درجه به مدت  17واكنش الحاق در دماي 
 سويه E.coliروش شوك حرارتي به ميزبان  با

BL21(DE3)pLysS  سويه ميزبان نوتركيب . اده شدانتقال د
آگار حاوي آنتي  LBوي ر به مدت يك شبانه كاري بر

به . كشت داده شد )μg/ml  80غلظت(بيوتيك كانامايسين 
غربالگري سويه هاي حاوي ناقل نوتركيب، از  منظور
كلوني  5ي موجود بروي محيط كشت انتخابي، كلونيها

، كلوني -PCRبراي اين نمونه ها ،واكنش . انتخاب شدند
با استفاده (ي نوتركيب ناقلهاهضم آنزيمي پس از تخليص 

، ) HindIIIو  XhoIي آنزيمهاو نيز  XhoIو  EcoRIاز 
 خطي شده pET28aي ناقلهابررسي حركت الكتروفورتيك 
فاقد قطعه  pET28aو ناقل  واجد ژن همسانه سازي شده

به در نهايت . صورت پذيرفت ، بروي ژل آگارزهدف
اطمينان از و ررسي توالي ژن همسانه سازي شده ب منظور
بروز هرگونه خطا، جهش و يا نوآرايي ناخواسته ،  عدم

ناقل تخليص شده توسط شركت فزا بيوتك با استفاده از 
تعيين ) T7براساس پروموتور (پرايمرهاي جهاني اين ناقل 

  .توالي صورت گرفت

يب هاي نوتركسويه: pET28a-cfaEبررسي بيان سازه ژني
 LBكشت  ابتدا در محيطpET28a-cfaE  واجد پلاسميد

كشت گرديد ) μg/ml  80غلظت(مايع حاوي كانامايسين
نانومتر  600 موج درطولآنها  نوري واجازه داده شد جذب

 - β-Dايزوپروپيل ( IPTGماده سپس . برسد 5/0به
ميلي  1القاء كننده با غلظت  به عنوان )تيوگالاكتوپيرانوزيد

مدت  سلولهامحيط كشت اضافه و اجازه داده شد مولار به 
درجه سانتي گراد با دور  37ساعت ديگر در دماي  5

rpm150 3مشاهده بيان  به منظور. اگذاري شدندمگر 
 :مختلف يغلظتها( IPTGپارامتر اصلي شامل غلظت

زمانهاي مختلف ( زمان ،)ميلي مولار 25/0، 5/0، 1،75/0
 دماي بيان و) ساعت 24، 18، 12، 5، 3، 2: بعد از القاء

بعد از هر . تغيير داده شد) گراد  درجه سانتي 37و 30، 25(
و  rpm6000سانتريفيوژ در دور  به وسيله سلولهابار بيان، 

 ،خام ؛صورت 3دقيقه جمع آوري شده و به  10مدت زمان 
انكلوژن (اجسام تجمعي  رسوب حاوي محلول و بررسي

ا ه ها، نمونهدر تمام ارزيابي. دبي قرار گرفتنمورد ارزيا) بادي
ي پروتئينهمراه با ماركر  IPTGقبل و بعد از القاي 

)Fermentas: SM0671 (درصد 12وي ژل ر بر SDS-

PAGE وجود احتمالي  تأييد به منظور .الكتروفورز شدند
ب از واكنش ايمونوبلاتينگ با استفاده از ينوترك پروتئين

  .تفاده شداس) مرك(آنتي بادي عليه هيستيدين 

، ناقل  E.coli RossettaTMبراي بررسي بيان در سويه 
و به اين سويه انتقال داده تخليص  pET28a-cfaBنوتركيب 

 E.coliمشابه سويه تماماً  ،سويهاين بررسي بيان در . شد

BL21DE3pLysS  پذيرفتانجام.  

  نتايج 
با استفاده از  cfaEپس از تكثير ژن  :PCRواكنش 

وي ژل آگارز ر بر PCRحي شده، محصول پرايمرهاي طرا
 1طور كه در شكل  همان. الكتروفورز گرديد درصد 1

جفت بازي  1023طعه قيك  مطابق انتظار مشاهده مي شود،
  .در روي ژل مشاهده مي گردد
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، با استفاده PCRبراي تأييد محصول  :PCRتأييد محصول 
. طراحي شد PCR-RFLPيك واكنش  HindIIIاز آنزيم 

 380را در موقعيت نوكلوتيد  cfaEاين آنزيم توالي ژن 
جفت  380و  643برش داده و درنتيجه دو قطعه به طول 

، الكتروفورز پس از هضم 2شكل . بازي توليد مي نمايد
 .را نشان مي دهد HindIIIبا آنزيم  PCRمحصول 

  

  
. درصد 1روي ژل آگارز cfaEژن  PCRنتايج محصول  -1شكل

 .كنترل منفي: 3، ستون DNAنردبان : 2، ستون  cfaEژن : 1ون ست

 

  

  
با استفاده از هضم آنزيمي  cfaEژن  PCRمحصول  تأييد -2شكل

)HindIII .(محصول : 1ستونPCRنردبان : 2، ستونDNA3، ستون :
  .HindIIIبا آنزيم  PCRهضم آنزيمي محصول 

  
نردبان : 1ونست. حامل قطعه هدف pTZ57R/Tآناليز ناقل  -3شكل 
DNAي آنزيمهاناقل هضم شده با : 2، ستونEcoRI  وXhoI ستون ،

  .HindIIIو  XhoIي آنزيمهاناقل هضم شده با : 3

  
: 1ستون. حامل قطعه هدف (+)pET28aآناليز ناقل بياني  -4شكل 
 EcoRI حاوي قطعه هدف كه به وسيله آنزيم (+)pET28aناقل 

فاقد قطعه هدف كه به  (+)pET28aناقل : 2خطي شده است، ستون
، DNAنردبان : 3خطي شده است، ستون  EcoRI وسيله آنزيم

ناقل : 5، ستونXhoIو  EcoRIي آنزيمهاناقل هضم شده با : 4ستون
  .HindIIIو  XhoIي آنزيمهاهضم شده با 

  
نمونه هاي : 6و4-1ستونهاي . SDS-PAGEالكتروفورز  -5شكل

( نمونه كنترل: 7پروتئيني، ستوننشانگر : 5، ستون IPTGالقاء شده با 
  ).نمونه القاء نشده



 1392، 2، شماره 26جلد                                                                            )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و ملكولي 

 

226 

 

مستقيم  PCRواكنش  :pTZ57R/Tهمسانه سازي در ناقل 
ي مناسب آنزيمهاو هضم آنزيمي آن با استفاده از  كلونيهااز 

نشان داد كه ژن مورد نظر در ناقل دلخواه همسانه سازي 
 1نتايج حاصل از اين كار روي ژل آگارز . شده است

يد اين مطلب ؤم 3شكل . رد ارزيابي قرار گرفتمو درصد
  .است

واكنش نتايج  :(+)pET28aزير همسانه سازي در ناقل 
PCR  و هضم آنزيمي و حركت  كلونيهامستقيم از

 HindIIIبعد از خطي شدن با آنزيم  ناقلهاالكتروفورتيك 
در . ي ابتدايي بر صحت فرآيند زير همسانه سازي بودتأييد

نشان داد اين نيز لي ژن همسانه سازي شده نهايت تعيين توا
توالي فاقد كدون خاتمه نابه جا، جهش و نوآرايي ناخواسته 

  ).4شكل ( مي باشد

بررسي بيان نمونه ها پس از القاء در سويه  :بررسي بيان
گرفته شده در مقايسه با نمونه كنترل نشان داد به كار  هاي
 41محدوده نوتركيبي كه به صورت واضح در  پروتئينكه 

اين اثر حتي . توليد نشده استكيلو دالتون بيان شده باشد، 
ي غلظتهابعد از تغيير پارامترهاي مختلف نظير 

در  ).5شكل (زمان نيز مشاهده شد و ، دماIPTGمختلف
واكنش وسترن بلاتينگ نيز حضور باندي در محدوده مورد 

   .نوتركيب باشد، ديده نشد پروتئينيد توليد ؤنظر كه م

  بحث
ETEC ترين عامل اسهال باكتريايي در تمام دنياست  شايع

قرار داده و  تأثيرو هر ساله تعداد زيادي از انسانها را تحت 
به . )14و  13( ان زيادي را به كام مرگ مي كشاندكودك

همين دليل، طراحي واكسن عليه اين عامل در دستور كار 
 .)12( قرار دارد WHOازمانهاي بهداشتي از جمله س

ايعترين كه ش( CFA/Iدر نوك فيمبريه  CFaE پروتئين
مختص انسان  ETECفاكتور كلونيزاسيون در سويه هاي 

نشان مي دهد  مطالعات اخير . )9و 8( قرار دارد) است
CFaE  ي سلولهانقش عمده اي در اتصال باكتري به سطح

با  )2( تا و همكارانانآن :اپي تليالي روده بازي مي كند
ترمينال ژن  -Cترمينال و  - Nهمسانه سازي دامنه هاي 

cfaE  در وكتورpMAL-P2 ها را بررسي پروتئين، بيان اين
آنتي بادي توليد شده عليه اين دامنه ها د ندو نشان دا هنمود

ي سلولها( CaCo2ي سلولهامي تواند از اتصال باكتري به 
. جلوگيري نمايد in vitroدر شرايط ) انسرطاني روده انس

 اندو تفاوت عمده اي كه اين تحقيق با كار اين دانشمند
داراي دنباله  pMAL-P2داشت اين بود كه وكتور امريكايي 

MBP  ًكيلو دالتون است كه خود  42با ورن حدودا
ايمونوژن بوده و مي تواند جواب ايجاد شده در مطالعات 

ولي در . قرار دهد تأثيركاذب تحت  انجام گرفته را به طور
 4استفاده شد كه تنها  pET28aاين تحقيق از ناقل بياني 

كيلو دالتون به ابتداي ژن اضافه مي نمايد و عموماً 
نشان دادند  )10( كارانساكلاريس و هم. ايمونوژن نيست

براي ايجاد  CFaE كه وجود توالي مشخص و حفاظت شده
رسپتور لازم و ضروري است و سويه  قابليت اتصال به

- Nدر ناحيه  cfaEژن آنها  كه در ETECهاي موتانت 
ترمينال دچار جهش شده است ، قابليت اتصال به گيرنده 

، نشان دادند كه )3( باري و همكاران. مناسب را ندارد هاي
 CFaE پروتئين 181وجود اسيد آمينه آرژنين در موقعيت 

يك آمينواسيد ضروري براي اتصال باكتري به اپي تليوم 
است و جايگزيني آن با اسيد آمينه مشابه به لحاظ بار و 
ساختار نظير ليزين، باعث عدم اتصال باكتري به رسپتور 

 CFaEالعات نشان مي دهد، طاين م. هدف مي شود
عنوان يك كانديد بالقوه در طراحي واكسن  تواند به مي

  .مطرح باشد

طالعات انجام گرفته در اين تحقيق به نظر مي رسد به با م
و ) درصد 63حدوداً ( ژن  A+Tعلت بالا بودن ميزان 

 341كدون نادر از مجموع  97(ي نادر زياد كدونها وجود
 E.coliامكان بيان در سويه هاي ) پروتئيناسيد آمينه كل 

BL21(DE3)pLysS  و حتي سويهE.coli Rosetta  كه
ين كننده برخي از اين اسيد هاي آمينه نادر است، وجود مأت

پيشنهاد مي گردد، توالي اين ژن  از اين رو. نداشته است
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ي كدونها و تغيير مطابق با الگوي كدونها از بهينه سازي دبع
 پروتئين، سنتز گردد و سپس بيان E.coliفراوان در 

  .مورد ارزيابي قرار گيردميزبان ب در اين سويه هاي نوتركي

  نتيجه گيري
در ناقل  PCRپس از تكثير به وسيله واكنش  cfaEژن 

pTZ57R/T  همسانه سازي و سپس در ناقل بيانيpET28a 
بررسي بيان اين ژن در ميزبان . زير همسانه سازي گرديد

E.coli  سويه هايBL21(DE3)pLysS  وRosetta  نشان
  .نوتركيب در اين سويه ها توليد نشده است پروتئينكه داد 

 و قدرداني تشكر

يان دكتر محمدرضا آقاكمال تشكر و سپاس از  ،نويسندگان
خاطر همكاري و ه دكتر جعفر سليميان ب زالي و

  .راهنماييهاي ارزشمندشان در طول اين مطالعه دارند

  منابع
1 APA. 1994, Foodborne outbreaks of 

enterotoxigenic Escherichia coli--Rhode Island 
and New Hampshire, 1993. MMWR Morb 
Mortal Wkly Rep, 43 (5), 81, 87-89. 

2 Anantha, R. P.; McVeigh, A. L.; Lee, L. H.; 
Agnew, M. K.; Cassels, F. J.; Scott, D. A.; 
Whittam, T. S.; Savarino, S. J. 2004, 
Evolutionary and functional relationships of 
colonization factor antigen i and other class 5 
adhesive fimbriae of enterotoxigenic 
Escherichia coli. Infect Immun, 72 (12), 7190-
7201. 

3 Baker, K. K.; Levine, M. M.; Morison, J.; Phillips, 
A.; Barry, E. M. 2009, CfaE tip mutations in 
enterotoxigenic Escherichia coli CFA/I fimbriae 
define critical human intestinal binding sites. 
Cell Microbiol, 11 (5), 742-754. 

4 Fleckenstein, J. M.; Hardwidge, P. R.; Munson, G. 
P.; Rasko, D. A.; Sommerfelt, H.; Steinsland, H. 
2010, Molecular mechanisms of enterotoxigenic 
Escherichia coli infection. Microbes Infect, 12 
(2), 89-98. 

5 Gaastra, W.; Svennerholm, A. M. 1996, 
Colonization factors of human enterotoxigenic 
Escherichia coli (ETEC). Trends Microbiol, 4 
(11), 444-452. 

6 Guth, B. E. 2000, Enterotoxigenic Escherichia 
coli--an overview. Mem Inst Oswaldo Cruz, 95 
Suppl 1, 95-97. 

7 Li, Y. F.; Poole, S.; Nishio, K.; Jang, K.; 
Rasulova, F.; McVeigh, A.; Savarino, S. J.; Xia, 
D.; Bullitt, E. 2009, Structure of CFA/I fimbriae 
from enterotoxigenic Escherichia coli. Proc Natl 
Acad Sci U S A, 106 (26), 10793-10798. 

8 Li, Y. F.; Poole, S.; Rasulova, F.; McVeigh, A. L.; 
Savarino, S. J.; Xia, D. 2007, A receptor-

binding site as revealed by the crystal structure 
of CfaE, the colonization factor antigen I 
fimbrial adhesin of enterotoxigenic Escherichia 
coli. J Biol Chem, 282 (33), 23970-23980. 

9 Mu, X. Q.; Savarino, S. J.; Bullitt, E. 2008, The 
three-dimensional structure of CFA/I adhesion 
pili: traveler's diarrhea bacteria hang on by a 
spring. J Mol Biol, 376 (3), 614-620. 

10 Sakellaris, H.; Munson, G. P.; Scott, J. R. 1999, 
A conserved residue in the tip proteins of CS1 
and CFA/I pili of enterotoxigenic Escherichia 
coli that is essential for adherence. Proc Natl 
Acad Sci U S A, 96 (22), 12828-12832. 

11 Stauffer, W. M.; Konop, R. J.; Kamat, D. 2002, 
Traveling with infants and young children. Part 
III: travelers' diarrhea. J Travel Med, 9 (3), 141-
150. 

12 Svennerholm, A. M.; Tobias, J. 2008, Vaccines 
against enterotoxigenic Escherichia coli. Expert 
Rev Vaccines, 7 (6), 795-804. 

13 Walker, R. I. 2005, Considerations for 
development of whole cell bacterial vaccines to 
prevent diarrheal diseases in children in 
developing countries. Vaccine, 23 (26), 3369-
3385. 

14 Walker, R. I.; Steele, D.; Aguado, T. 2007, 
Analysis of strategies to successfully vaccinate 
infants in developing countries against 
enterotoxigenic E. coli (ETEC) disease. 
Vaccine, 25 (14), 2545-2566. 

15 Wenneras, C.; Erling, V. 2004, Prevalence of 
enterotoxigenic Escherichia coli-associated 
diarrhoea and carrier state in the developing 
world. J Health Popul Nutr, 22 (4), 370-382. 

 



 1392، 2، شماره 26جلد                                                                            )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و ملكولي 

 

228 

 

Amplification, Cloning and Expression Assay of the minor 
subunit Colonization Factor Antigen I (CFaE) from 

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) 
Mansouri M.1,2, Mousavi S.J.1, Nazarian Sh.1, Ehsaee Z.1, Jafari F.3 and Khalesi R.1 

1 Biology Dept., Faculty of Science, Imam Hosein University, Tehran, I.R. of Iran 
2 National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology, Tehran, I.R. of Iran 

3 Shahid Beheshti Medical Science University, Tehran, I.R. of Iran 
Abstract  

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is the most common cause of bacterial 
diarrhea in children under 5 years and it is also a cause of Travelers diarrhea worldwide. 
To prevent ETEC-caused diarrhea and decrease its prevalence, the WHO has promoted 
the vaccine production against this pathovar. CFA/I fimbriae is an important and 
frequent virulence factor of this bacteria, playing a critical role in pathogenesis. 
Therefore, tip protein of this fimbriae (CFaE) could describe as a vaccine candidate. 
This study was aimed at investigating the expression of the gene rCFaE from native 
sequence after cloning into expression vector. rCFaE was amplified by PCR using a 
newly designed set of primers. PCR product was then cloned into early cloning vector 
pTZ57R/T and then sub cloned into the expression vector pET28a(+). Protein 
expression in 2 strains of E.coli BL21 (DE3) pLysS and Rosetta was determined by 
using IPTG under different conditions. cloning and sub cloning process were performed 
successfully. Test samples in the comparatives with control samples did not show 
detectable protein on the SDS-PAGE. The same results were obtained after changing 
different parameters like time and temperature of induction and variety of IPTG 
concentration. It was not possible to obtain high level expression of the target 
recombinant protein production in E.coli with pattern codon usages, probably due to the 
high A+T content and also abundance rare codons in the native sequence of cfaE gene. 
Therefore we suggest synthesizing this gene after codon optimization and checking for 
expression that again. 

Keywords: Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC), minor subunit Colonization 
Factor Antigen I (CFaE), cloning, recombinant protein expression. 

 

 


