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. است نشده يافت آن عليه موثری واکسن تاکنون و بوده اسهال عامل ترين شايع شيگلا، باکتری

 و زايی بيماری تهاجم، در مهمی نقش (STxB) شيگلا انتروتوکسين  Bواحد زير و IpaD پروتئين

نتی های انتقالی آ عنوان يکی از سيستم به Co1از طرفی، ليگاند . دارد شيگلا توسط عفونت ايجاد

 زايی ايمنی بررسی و مقايسه ميزان برای. است در لايه مخاطی، شناخته شده Mهای  ها به سلول ژن

و روش  سوری موش حيوانی از مدل IpaD-Co1و  IpaD ،IpaD-STxB های پروتئين از يک هر

 یباکتر درون کلون و به pET28aها در ناقل  کننده اين پروتئين توالی کد .شد نازال استفاده

E.coli BL21 (DE3) وسترن، گذاری لکه تکنيک از استفاده با نوترکيب پروتئين بيان .شد منتقل 

و  کروماتوگرافی جذبی تخليص ستون از استفاده با نوترکيب پروتئين. ارزيابی قرار گرفت مورد

 بعد، به( اول يادآور) نوبت دوم از. شد صورت نازال داده به سوری موش به متوالی نوبت چهار در

 نتايج .گرفت قرار الايزا آزمايش سرم مورد و انجام گيری خون دادن آنتی ژن، از پس هفته يک

-IpaDترين و پروتئين  بيش IpaD-STxB پروتئين عليه  IgGبادی آنتی ميزان توليدنشان داد که 

Co1 باکتری فعال سم از استفاده ها با اين پروتئين زايی چالش ايمنی. بعد از آن قرار داشت E. coli 

در  توانستند شده ايمن های موش که داد نشان نتايج. گرفت قرار ارزيابی مورد O157:H7 سويه 

برابری  91نمايند؛ اما با تزريق  تحمل را E. coli O157:H7 توکسين شيگا LD50 برابر پنجگام اول 

LD50 های ايمن شده با  ساعت موش 21، پس ازIpaD  وIpaD-Co1  های  ساعت موش 22و پس از

در  IpaD-STxBبر طبق نتايج مشخص شد که پروتئين  .از بين رفتند IpaD-STxBايمن شده با 

 توکسين شيگا به نسبت سوری موش رتری د زايی بيش قدرت ايمنی IpaD-Co1قياس با فيوژن 

 .دارد

 
 

 های کليدی واژه
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تواند از اسهال  باشد که علائم آن می ای می شیگلوز آلودگی روده

تب و وجود  گرفتگی عضلات شکمی، وخفیف تا دیسنتری حاد 

 .Schroeder and Hilbi) خون و بلغم در مدفوع همراه باشد

 2912جهانی در سال بر اساس آمار سازمان بهداشت  (.2008

واسطه انواع  میلیون مورد مرگ در سراسر جهان به 1/1حدود 

باکتری گرم منفی . (The et al. 2016) است گزارش شدهشیگلوز 

توسط  1101در سال  عامل بیماری شیگلوز،( shigella)شیگلا 

 نیتر مهم. گذاری شد کیوشی شیگا در ژاپن جداسازی و نام

و بروز  ییزا مارییبهای بعد بر اساس  شیگلاهایی که در سال

بودند که بر اساس  پیسروت چهار درشناسایی شدند ها،  یدمیاپ

شوند و  یبندی م طبقه دیساکار یپوپلیل O یاختصاص دیساکار یپل

 یسونئ گلایش ،(S.dysenteria)سانتری ید گلایهای ش به نام

(S.sonneii)، فلکسنری گلایش (S.flexneri)  دییبو گلایشو 

(S.boydii )گذاری شدند نام ی است،عامل اسهال خون که 

(Kahsay and Muthupandian 2016). این زایی بیماری مکانیسم 

 اتصال اول مرحله در. است کلیدی مرحله دو شامل باکتری

 کوچک روده تلیال اپی های سلول سطحو تکثیر آن در  باکتری

 سطحی، های زخم ایجاد و تورم باعثاین امر . گیرد صورت می

های  مرگ سلول بالاخره وها در ناحیه آلودگی  گرانولوسیت تجمع

 تولید باکتری دوم مرحله در .شود می ریزی خون و شدهآلوده 

 و حمله بزرگ روده اپیتلیال های سلول به و کرده توکسین شیگا

 آن نتیجه که شود می روده دیواره روی هایی زخم و تورم سبب

 Invasion plasmid antigen (IpaD)پروتئین .است خونی اسهال

D بقیه همراه به  Ipaنوع پروتئین ترشح کمپلکس ها III این در را 

 میزبان سلول به اتصال در کمپلکس این. آورد می وجود به باکتری

 سلول درون به باکتری های پروتئین ورودی مجرای ایجاد و

-N هیناح .(Martinez et al. 2012) کند می ایفا نقش میزبان،

 ،نقش دارد زبانیهای م به سلول باکتریکه در ورود  IpaDترمینال 

شیگا . باشد یم نیتوجه محقق مورد واکسن داییعنوان کاند به

باکتریایی  AB5های سمی  گروهی از پروتئین( STxs) ها توکسین

های  کیلو دالتون وزن داشته و در سلول 29هستند که حدود 

زیر . شوند یوکاریوتی حساس، موجب ممانعت سنتز پروتئین می

 28S مولکول ها باعث حذف یک آدنین از این توکسین Aواحد 

rRNA  60در زیر واحدs  ریبوزوم و در نتیجه باعث بلوکه شدن

این  Bهای  واحد ساختار پنتامر زیر. شود سنتز پروتئین می

در globotiaosylceramide  (Gb3 )ها به گیرنده سلولی توکسین

اتصال . (Melton-Celsa AR. 2014) شود سطح سلول متصل می

شیگا توکسین به آنتی ژن در تحقیقات زیادی منجر  Bزیر واحد 

  .(Batisse et al. 2015) است به موفقیت شده

ثر در مبارزه با ؤترین روش م توان مهم واکسیناسیون را می

دلیل  لایه مخاطی به. های واگیردار و عفونی دانست بیماری

ها، در  زا و میکروب رویارویی با حجم بالایی از عوامل بیماری

است  همین امر باعث شدهباشد،  خط مقدم مقابله با این عوامل می

ال  عنوان یک هدف ایده که واکسیناسیون این ناحیه از بدن، به

تواند  از طرفی واکسیناسیون از طریق لایه مخاطی می. مطرح شود

های رایج تزریق، علاوه بر تحریک سیستمیک  در قیاس با سیستم

از . فاعی بدن، سیستم دفاع مخاطی را نیز تحریک کندسیستم د

. باشد طرفی تزریق با سرنگ واکسن دارای معایب و خطراتی می

از جمله این خطرات انتقال آلودگی از بیمار به کادر مراقبتی 

صورت ناخواسته به بدن  بیماران در اثر فرورفتن سوزن به

همین دلیل  به. بردتوان نام  پرستاران و دیگر کادر مراقبتی را می

های رساندن واکسن به بدن بر پایه لایه  امروزه بر انواع روش

کارگیری  ها شامل به این روش. شود مخاطی توجه فراوان می

، چشمی، ریوی، واژینال و رکتال (دماغی)خوراکی، نازال 

های موفق  نمونه(. Karande and Mitragotri. 2010) باشند می

ها و یا نازال در حال حاضر  اکی واکسنفراوانی از کاربرد خور

صورت  به Vibrio choleraبا  باکتری عامل بیماری و. وجود دارد

و  Dukoralصورت خوراکی و با نام تجاری  باکتری کشته شده به

Shanchol های  از دیگر نمونه. شود در دسترس بوده و استفاده می

 بیماریعامل )های خوراکی، واکسن تیفوئید  موفق واکسن
Salmonella typhi ) با نام تجاریVivotif توان نام برد را می .

روتاویروس و پولیوویروس دو عامل بیماری دیگر هستند که بر 

 FluMist.است ها واکسن خوراکی معرفی شده ضد آن

Quadrivalent  وNasovac  دو داروی موثر معرفی شده برای

زال مورد استفاده قرار صورت نا باشند که به بیماری آنفولانزا می

های مخاطی  از میان واکسن (.Azegami et al. 2014) گیرند می

دلیل سهولت و هزینه  موجود، سیستم واکسیناسیون خوراکی به

  مقدمه
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. تر است های واکسیناسیون، جذاب تر نسبت به بقیه سیستم پایین

دلیل میزان زیاد القاء مقاومت بر ضد آنتی  اما در این روش هم به

ها به درون لنف  راکی و نیز کم بودن جذب این آنتی ژنژن خو

ضعیف  سطوح مخاطی، میزان تحریک پاسخ ایمنی معمولاً

سطح داخلی لوله گوارش انسان، . (Kim et al. 2012) باشد می

لذا ساختار اختصاصی  .زا در تقابل است همواره با عوامل بیماری

 برای مقابله با این عوامل در این ناحیه ایجاد شده که

(GALT)gut-associated lymphoid tissue  در . شود نامیده می

درصد  19تا  1، حدود GALTهای لایه مخاطی  بین سلول

ها به لنف و  صورت تخصص یافته برای جذب آنتی ژن ها به سلول

-Mها را  این سلول. روند کار می تحریک سیستم ایمنی مخاطی به

cell دارای لیزوزیم کمتر های تخصص یافته  این سلول. نامند می

ژن را بدون تجزیه کردن به  توانند آنتی همین خاطر می بوده و به

است تا  ها باعث شده وجود این ویژگی. سیستم لنفاوی منتقل کنند

های  عنوان کاندید مناسب برای جذب واکسن ها به این سلول

ترین تمرکز تحقیقاتی بر روی  خوراکی، مطرح شده و امروزه بیش

ا همان طور که ذکر شد، با وجود ام. (Ohno 2016) باشد ها می آن

، پاسخ ایمنی ضعیفی IpaDهای کوچکی مانند  جذب آنتی ژن

ادجوانتی را  یشود که این امر استفاده از لیگاندها دیده می

کارگیری آنتی ژن حفاظتی خالص شده مانند  به .کند ضروری می

IpaD های  ژن یآنت نییپا ییزا یمنیعلت ا بهعنوان واکسن،  به

 اختلال دچار من،یموثر و ا ینبودن ادجوانت مخاط محلول و

 خاصیت آنتی نقص و بالا بردن نیبرای برطرف کردن ا. است دهش

  .کنند یرا با ادجوانت همراه م آنژنی، 

صورت  در راستای تهیه ادجوانت مناسب برای انتقال دارو به

های  در اپیتلیال روده و بافت Mهای  خوراکی و از طریق سلول

کمک روش نمایش فاژی موفق به  به .Kim et al( 2010)مخاطی 

عنوان لیگاندی کارا برای انتقال  به Co1معرفی پپتید کوتاه 

در محیط M-Cell های شبه های متصل شده به آن به سلول مولکول

بر اساس نتایج  .(Kim et al. 2010) کشت آزمایشگاهی شدند

صورت موفقیت  به STxBهای اخیر،  تحقیقات متعدد در سال

صورت نازال و  ژن فیوژ شده با آن، به آمیزی در انتقال دارو و آنتی

لذا هدف از . (Honari et al.2013) است یا گاواژ استفاده شده

انجام این تحقیق، بررسی میزان و امکان بیان هر یک از این 

و مقایسه میزان کارایی  BL 21(DE3) سیستم باکتریاییها در  سازه

در تحریک سیستم دفاعی مخاطی با  Co1و  STxBهای  ادجوانت

 . بوده است( دماغی) روش نازال

 

 pET28aکه در ناقل  IpaD-STxBدر این مطالعه کاست ژنی 

 1در انتهای . دشتهیه ( ع)کلون شده بود از دانشگاه امام حسین

شماره  با IpaD 311 تا 161های پریم این کاست ژنی نوکلئوتید

 ترمینال توالی کامل با Nناحیه  یعنی)GQ201921.1 دسترسی 

و در سمت  RARR)) نوکلئوتید، وسپس لینکر فورینی 121طول 

 الحاق برای. قرار دارد STxBنوکلئوتید از توالی  292پریم هم  1

-C انتهای به Co1 (Kim et al. 2010) نوکلئوتیدی 16 قطعه

 پیرو آغازگر در انتهای آویزان صورت به توالی این ،IpaD ترمینال

برای ساخت (. 1 شرکت سیناکلون، جدول)شد  سنتز و اضافه

نیز از پرایمرهای پیرو و ( بدون لیگاند) IpaDسازه مربوط به 

 EcoRIهای برشی  سایت. استفاده شد 1پیشرو موجود در جدول 

. ترتیب بر روی پرایمرهای پیشرو و پیرو اضافه شدند به XhoIو

PCR  این قطعات با آنزیمPfu (شرکت توپاز ژن کاوش )و 

 نانوگرم 199شامل میکرولیتر 21 نهایی حجم با PCRواکنش

DNA پلاسمید ) الگوpET28a حاوی قطعه سنتزی IpaD-

STxB)، 3/9 مولار یمیل 2/9 آغازگر، میکرومولار dNTP، یک 

 10Xمیکرولیتر بافر  1/2و ( Pfu DNA polymerase) آنزیم واحد

 سازی واسرشت مرحله یک شامل PCR حرارتی برنامه. شد انجام

 چرخه12 دقیقه، چهار مدت درجه سلسیوس به 03 دمای در اولیه

و  ثانیه 31 مدت به درجه 69 ثانیه، 39 مدت درجه به 03 شامل

 در نهایی بسط مرحله یک پایان در و ثانیه 19 مدت درجه به 22

بر  PCRقطعات حاصل از  .بود دقیقه 2 مدت به درجه 22دمای

درصد تفکیک و باندهای مربوطه جداسازی و  1/1روی ژل اگارز 

بر ( S5631به شماره کد  sigmaشرکت ) Glass milkبه روش 

پس از تخلیص به کمک . طبق پروتکل شرکت تخلیص شدند

دار شده و بر روی  قطعات آدنین dATPو در حضور  Taqآنزیم 

تخلیص  Glassmilkژل ران و قطعات مربوطه جدا و به روش 

 pTG19وکتور  -اتصال قطعات تخلیص شده به تی. شدند

  ها مواد و روش
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(TA010 ) شرکتVivantis  و طبق دستورالعمل شرکت صورت

لیگاز شرکت فرمنتاز جهت اتصال قطعات به  T4آنزیم . گرفت

 E.coliهای مستعد  واکنش اتصال به سلول. کار رفت پلاسمید به

های حاصل، کشت شبانه و سپس  کلون. انتقال یافت DH5αسویه 

به روش لیز قلیایی پلاسمید استخراج و چک کردن پلاسمیدها به 

 Sambrook) انجام شد PCRو  BamHIکمک هضم آنزیمی با 

and Russell 2001 .) یابی  توالیدر نهایت دو سازه حاصل برای

 E.coli BL21 DE3های تایید شده به سویه  سازه. ارسال شد

مایع در  LBحاصل در محیط  های کلون شبانه کشت از. شد منتقل

رقیق سازی انجام شد و  29به  1درجه، به نسبت  12دمای

نانومتر ادامه  699در  OD=0.6رشدباکتری رقیق شده تا رسیدن به 

نظر، سویه ترانسفرم نشده نیز سازه مورد  1علاوه بر . یافت

غلظت مورد نظر،  پس از رسیدن به. عنوان کنترل منفی کشت شد به

IPTG (شرکت سیناکلون )مولار به محیط  میلی  1/9غلظت  به

دهی باکتری و  ساعت رسوب 3پس از . اضافه شد LBکشت 

های  از باکتری. انجام شد PBSاستخراج پروتئین با بافر اوره و 

 ;Daniel 1992) گیری شد قبل از القاء نیز نمونهرقیق شده 

Sambrook and Russell 2001.)  پس از القاء تولید پروتئین در

سازه مورد  1ترانسفرم شده با هر کدام از  BL21 (DE3) سویه

پروتئین کل بوسیله . دشروش استخراج  2ارزیابی، پروتئین کل به 

دقیقه و در  19مدت بافر اوره با انکوباسیون در دمای محیط به 

پروتئین حاصل . با کمک امواج فراصوت، استخراج شد PBSبافر 

ها در دو زمان قبل وبعد از القا با  از استخراج هر یک از سازه

IPTG و  و دو حالت استخراج با اورهPBS (112مولار میلی 

NaCl ،2/2مولار میلیKCL  ،19 مولار  میلیNa2HPO4   1/1و 

 19بر روی ژل پلی اکریلامید ( KH2PO4 pH=7.4مولار  میلی

 .(Daniel 1992; Sambrook and Russell 2001)درصد برده شد 

غلظت پروتئین کل استخراج شده به کمک روش برادفورد و با 

عنوان استاندارد انجام  به (BSA) استفاده از آلبومین سرم گاوی

های نوترکیب حاصل تحت شرایط  تخلیص پروتئین. شد

آگارز شرکت  Ni-NTAه و با استفاده از ستون واسرشت شد

 1برای تایید بیان و وجود  .کیاژن و طبق پروتکل شرکت انجام شد

بادی ضد  پروتئین نوترکیب مورد نظر از تکنیک ایمنوبلات با آنتی

IpaD پروتئین کل استخراج شده با استفاده از سیستم . استفاده شد

و با  Bio-radساخت شرکت  Mini Proteanگذاری وسترن لکه

 1/9مولار،  میلی 21مولار، تریس  میلی 102گلایسین ) بافر انتقال

روی کاغذ ( pH=8.5درصد با  29و متانول  SDSدرصد 

جهت بلاک کردن کاغذ نیتروسلولزی، از . نیتروسلولز منتقل شد

 199در  29میکرولیترتوئین  19همراه  به PBS-T (PBSبافر 

ساعت و در  16درصد شیرخشک به مدت  1راه هم به( لیتر میلی

 1نمونه به مدت سپس . گراد، استفاده شد درجه سانتی 3دمای 

در  PBS-Tدر بافر  399/1بادی اختصاصی با رقت  ساعت با آنتی

کانژوگه  HRPبا کاغذ وسترن  نهایتدر  .تاق مجاور شددمای ا

از یک  شده و پس وشاندهپ PBS-Tدر  2199/1غلظت  موشی به

 DAB (19برای آشکارشدن باند پروتئین از سوبسترای  ساعت،

 19و   DAB گرم میلی 6حاوی  pH=7.8با  Trisمولار بافر  میلی

پس از ظاهر شدن باند، واکنش با . استفاده شد( H2O2میکرولیتر 

H2O متوقف شد (et al. 2012 Madanchi Daniel 1992; 

Tonello et al. 1999;.) 

  

 

 
بر روی پرایمر پیشرو قرار  EcoRIبر روی پرایمر پیرو و توالی  XhoIتوالی . IpaDبه  Co1و اتصال  IpaDتوالی آغازگرهای مربوط برای تکثیرو جداسازی  -1جدول

 .گرفته است

 توالی نام آغازگر ردیف

1 R-Ipco1 ATTACGGCAGAGGCGACCGCGCCGGCAGCTGATGAAACGAACGACGAGCACGGCTCGAGAAA

GTGTAAGAAGACACCGCGTGC 
2 Ipad-R GGTGTAAGAAGACACCGCGTGCTCCTCGAGAA 

1 Ipad-F CGTACCACCAACCAGGCGCTGGAATTCAA 
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 ,IpaD, IpaD-STxB های خالص شده از هر کدام از پروتئین

IpaD-Co1  به )نوبت  3میکروگرم در هر نوبت و در  39به میزان

 NMRIهای سوری نژاد  صورت نازال به موش به( روز 13فواصل 

هم حجم  PBSهای خالص در بافر  هر یک از پروتئین. داده شد

کمک سرسمپلرهای کریستالی در حفره بینی و  شده و مخلوط به

 وش سوریسر م 1هر تیمار شامل . ها وارد شد سقف دهان موش

یک هفته پس از یادآور دوم اولین خونگیری . ماده هم وزن بود

روز از خونگیری  13های بعدی به فاصله  انجام شده و خونگیری

با روش  IgGسازی و تیتر آنتی بادی  اول انجام و سرم خون جدا

برای تیتراسیون سرم حاصل، در هر چاهک . الایزا صورت گرفت

وگرم از پروتئین خالص مربوطه نان 199پلیت الایزا میزان 

 PBSاز بافر . درجه انکوبه شد 3شب در  1بارگذاری و به مدت 

و همچنین پروتئین مربوط به باکتری بدون سازه که از ستون 

عنوان شاهد استفاده  سازی پروتئین عبور داده شده بود به خالص

 .Daniel 1992; Tonello et al. 1999; Madanchi et al) شد

2012.)  

برابر  1نوبت یاد شده، میزان  3ها در  سازی موش پس از ایمن

LD50  عصاره سلولی باکتریE.coli  سویهO157:H7 ها  به موش

در . روز تحت نظر قرار گرفتند 19تزریق شده و حیوانات تا 

های باقیمانده تزریق  برابر دوز مربوطه به موش 19مرحله بعد 

تزریق سم، مورد ارزیابی ها پس از  شده و میزان مرگ ومیرآن

 (.Gupta et al. 2011; Honari et al. 2013)روزانه قرار گرفت 

ها و  سرم حاصل از موش IgGهای حاصل از تیتراسیون  آنالیز داده

 Excel 2007و  SAS 9.1.3های  افزار رسم نمودارها توسط نرم

 .   انجام شد

-IpaD تکثیر جهت PCR نشان دهنده محصول واکنش 1شکل 

co1 و IpaD آنزیم با pfu بر  حاصل قطعات درجه و 69 دمای در

با توجه به این شکل، قطعات . باشد درصد می 1/1روی ژل اگارز 

 Ipad-Co1نوکلئوتیدی  160و  IpaDنوکلئوتیدی مربوط به  121

نیز در  pET28aتایید وجود قطعات یاد شده در ناقل . تکثیر شدند

از  EcoRI , XhoIهای  قطعات با آنزیم. است این شکل آورده شده

یابی  نتایج توالی .تی وکتور به ناقل نهایی منتقل و سپس تایید شد

موجود  IpaDتوالی ) توالی مورد انتظار IpaDو  IpaD-Co1قطعه 

و ( ع) دریافتی از دانشگاه امام حسین pET28aبر روی پلاسمید 

وسیله برنامه  به (Kim et al. 2010برگرفته از مقاله  Co1توالی 

مورد برررسی قرار گرفت و نتایج  CLUSTAL.Wبرخط 

 . ها با یکدیگر بود دهنده تطابق کامل این توالی نشان

به  pET28aو با ناقل BL21  ها نشان داد که در سویه تصاویر ژل

به محیط کشت  IPTGعنوان وکتور بیانی، قبل از اضافه نمودن 

به میزان قابل تشخیص بر روی ژل را  باکتری، بیان پروتئین هدف

نشان  IpaD-Co1و  IpaD ،IpaD-STxBهای  در هیچ یک از سازه

عبارت دیگر نشت پروموتوری قابل تشخیص برای  و به. ندادند

  (.2شکل )ها مشاهده نشد  این پروتئین

  

 

 

 :بر روی ژل آگارز ،پلیمراز pfuنزیم توسط آ PCRها با  و قطعات تکثیر شده آن IpaDو  IpaD-Co1حاوی قطعات  pET28aنتایج هضم آنزیمی پلاسمید  -1 شکل

 (.شرکت سیناکلون)SL7031 سایز مارکر  1و چاهک شماره ( 2چاهک ) IpaDو ( 1چاهک)IpaD-co1 حاوی قطعات  pET28aسازه  EcoRI ,XhoIهضم آنزیمی

شرکت ) SL7031، سایز مارکر IpaDمربوط به  2تا  3چاهک از شماره  3. درجه جهت اتصال پرایمرها 69پلیمراز در دمای  pfuنزیم توسط ا IpaDو  IpaD-Co1تکثیر 

   .IpaD-Co1مربوط به  12تا  0چاهک از شماره  3، 1در چاهک شماره  (سیناکلون

 

 

  نتایج
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 BL21(DE3)پروتئین کل باکتری  1چاهک شماره : واجد پلاسمید BLهای  استخراج شده از باکتریهای پروتئینی  نمونه SDS-PAGEتصویر مربوط به ژل  -2شکل 

ترتیب  و به IPTGقبل از القاء با  IpaD-Co1حاوی قطعه  pET28aپروتئین کل باکتری واجد پلاسمید  3و 2های شماره  بدون سازه، استخراج شده با بافر اوره، چاهک

مربوط  6ستون . PBSترتیب استخراج با بافر اوره و  و به IPTGساعت پس از القاء با  1پروتئین کل همان باکتری  1و  1های شماره  ، چاهکPBSاستخراج با بافر اوره و 

پروتئین کل باکتری واجد  19و  1های  ستون(. SMOBIOشرکت ) PM2500 سایز مارکر پروتئینی 2؛ ستون  Ni-NTAبا ستون  IpaD-Co1به پروتئین خالص شده 

 1پروتئین کل همان باکتری  11و  0های شماره  ، چاهکPBSترتیب استخراج با بافر اوره و  و به IPTGقبل از القاء با  IpaD-STxBحاوی قطعه  pET28aپلاسمید 

با  IpaD-STxBپروتئین خالص شده  11یز مارکر پروتئینی، چاهک شماره سا 12چاهک شماره . PBSترتیب استخراج با بافر اوره و  و به IPTGساعت پس از القاء با 

 PBSترتیب استخراج با بافر اوره و  و به IPTGقبل از القاء با  IpaDحاوی قطعه  pET28aپروتئین کل باکتری دارای پلاسمید  16و  13های  ستون. Ni-NTAستون 

. IpaDپروتئین خالص  11چاهک شماره . PBSترتیب استخراج با بافر اوره و  و به IPTGعت پس از القاء با سا 1پروتئین کل همان باکتری  12و  11های شماره  چاهک

بدون سازه، استخراج  BL21 (DE3) پروتئین کل باکتری 29و چاهک . است عبور داده شده Ni-NTAبدون سازه که از ستون  BL21 (DE3)پروتئین  10چاهک شماره 

 .است از پروتئین در هر چاهک بارگذاری شده (میکروگرم در میکرولیتر 12تا  19با غلظت حدود ) میکرولیتر 29میزان . PBSشده با بافر 

 

 

 

 

 

 

 

 1چاهک شماره (: سمت راست) ها و ژل کوماسی همین نمونه IpaD-Co1و  IpaD ،IpaD-STxBهای  مربوط به پروتئین( سمت چپ)تصویر کاغذ وسترن  -1شکل 

مربوط به  1، چاهک شماره IpaDکننده  حاوی پروتئین کل باکتری حاوی پلاسمید کد 2بدون پلاسمید، چاهک شماره  BL21 (DE3) ن کل باکتریمربوط به پروتئی

سایز  1و چاهک  IpaD-Co1کد کتتده  pET28aمربوط به پروتئین کل باکتری حاوی پلاسمید  3، چاهک شماره IpaD-STxBکننده  پروتئین باکتری حاوی پلاسمید کد

 .    بلاتینگ های مربوط به وسترن تکرار نمونه 19تا  6ترتیب از چاهک شماره  تصویر سمت چپ به. مارکر پروتئینی

 

همراه پروتئین  پروتئین مورد نظر به 1وسترن بلاتینگ 

BL21(DE3) آمیزی  نتیجه رنگ 1شکل . انجام شد بدون پلاسمید

دهد که تایید کننده توالی صحیح این  کاغذ وسترن را نشان می

با . باشد می ژن آنتی کنش با در برهمها  ها و فعال بودن آن پروتئین

طول مربوط به هر یک از قطعات، وزن مولکولی پروتئین  توجه به

IpaD صورت بهin silico   کیلودالتون و  12.61در حدودIpaD-

Co1  کیلودالتون و  13.31در حدودIpaD-STxB  در حدود

های اکریلامید  نتایج حاصل از ژل. دشکیلودالتون محاسبه  22.16

 .دهد بیان شده را نشان می های مورد انتظار پروتئینسایز 

ها، تیتراسیون  گیری و جداسازی سرم خون موش پس از نمونه

 1رقت  .ش الایزای غیر مستقیم صورت گرفتسرم حاصل با رو

نانومتر به خود  319ترین جذب را در  ها بیش در همه زمان 199به 

اختصاص داده و در ادامه تیتراسیون روند نزولی یکنواخت بین 

نجایی که چالش آاز . تمامی تیمارهای پروتئینی مشاهده شد

صورت پذیرفت، ( هفته نهم) گیری چهارم ها پس از خون موش
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(. 3شکل ) است هنمونه تیتراسیون مربوط به این زمان آورده شد

سرم، نشان 199/1تجزیه آماری در رقت  نتایج مقایسات میانگین و

شده  های تزریق طح آنتی بادی موشی بر ضد پروتئینداد که س

نوع پروتئین  1های مختلف و بین  داری را در زمان تفاوت معنی

IpaD ،IpaD-STxB  وIpaD-Co1 برطبق این نتایج . را داراست

ترین سطح آنتی بادی مربوط به هفته پنجم و مربوط به تیمار  بیش

بوده و در کل تیترآنتی بادی این ترکیب  IpaD-STxBپروتئینی 

طور  ها به گیری از بقیه تیمار های نمونه پروتئینی در تمام زمان

هفته  0در مورد این پروتئین در طی . داری بیشتر بوده است معنی

م از تاریخ شروع تزریق روند تولید گیری بعد از هفته سو نمونه

آنتی بادی افزایشی بوده است با این تفاوت که بین هفته سوم تا 

شود اما در  هفتم یک روند افزایش شدید و سپس کاهش دیده می

ها با سم باکتریایی، میزان آنتی بادی  کل در زمان چالش موش

 IpaD-Co1اما در مورد دو پروتئین . (1شکل ) افزایش داشته است

صورت مشابه بوده وبا یک افت و  روند تا هفته هفتم به IpaDو 

در زمان اعمال چالش . سپس افزایش آنتی بادی همراه بوده است

نسبت به هفته سوم  IpaD-Co1نتی بادی در آها، تیتر  موش

های تیمار  دهد اما در این زمان موش افزایش مختصری را نشان می

داری نشان  ینم تفاوت معنسبت به هفته سو IpaDشده با 

 . دهد نمی

 
های تیماری موشی در هفته  سرم گروه IgGنمودار ستونی تیتراسیون  -3شکل 

 IpaD-Co1و  IpaD ،IpaD-STxBهای  نهم پس از شروع دادن پروتئین

 .صورت نازال به

 

 

 
 زمان برحسب هفته نسبت به. IpaD-Co1 و IpaD، IpaD-STxBهای خالص  های تیمار شده با پروتئین نمودار مربوط به تیتراسیون سرم گرفته شده از موش -1شکل 

به  PBSهایی است که به جای دریافت پروتئین، فقط  در گروه موش IpaDنتی بادی ضد آتیتر  PBSمنحنی مربوط به . باشد ها با آنتی ژن می زمان شروع تیمار موش

 . ها داده شد ور به موشآبدون سازه از ستون نیکل عبور داده شده و در هر یاد BL21 (DE3)نیز پروتئین باکتری  BLدر تیمار . است ها اعمال شده صورت نازال بر آن

 

 

 

منحنی تیتراسیون سرم موشی در هفته نهم
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ها به کمک پیپت پاستور  خونگیری از موش:بالا سمت راست. در هفته نهم E. coli O157:H7 توکسین چالش با شیگاها قبل از  تصویری از موش:بالاسمت چپ -6شکل

های  پس از شروع چالش که تمام گروه 13در روز   E. coli O157:H7توکسین ها پس از اتمام چالش با شیگا پنج گروه تیماری موش: پایین تصویر. از چشم موش

 .بین رفتند شیگا توکسین از LD50 دوزبرابر  19ها با  تیماری موش

 

 در توانستند شده ایمن های موش که داد نشانچالش موشی  نتایج

به  را E. coli O157:H7 توکسین شیگا LD50 برابر 1 اول گام

و گروه  PBSگروه )های شاهد  نمایند؛ موش روز تحمل 19مدت 

BL )ساعت اول  23از سم کاملا از بین رفته و در  با این میزان

 برابری 19 میزان روز، 19های زنده مانده پس از  به موش. مردند

LD50 با شده ایمن های موش ساعت 23 از پس. تزریق شد IpaD 

-IpaD  شده ایمن های موش ساعت 22 از پس و IpaD- Co1و

STxB  رفتند بین از . 

 

یافتن واکسن موثر بر ضد شیگلوز تا به تحقیقات زیادی برای 

در طی تحقیقی که توسط  2991در سال . است امروز انجام شده

Picking   و همکاران صورت گرفت برنقش کلیدیIpaD  در

حمله باکتری شیگلا به سلول میزبان، ایجاد منفذ ورودی برای 

ی زا به سلول میزبان و بیماریزایی توسط باکتر انتقال عوامل بیماری

ترمینال پروتئین -Nتاکید شده و این گروه ثابت کردند ناحیه 

IpaD عهده دارد ها بر  یندآنقش کلیدی در این فر(Picking et al. 

همین دلیل بعد از آن به این پروتئین برای تولید واکسن  به (.2005

اما مشکلی که  .است کارا بر ضد شیگلا اهمیت زیادی داده شده

این ناحیه از این پروتئین برای سنتز واکسن مناسب برای مبارزه با 

 باشد زایی پایین و تحریک کم سیستم ایمنی می شیگلوز دارد ایمنی

(Honari et al. 2013.)  در تحقیقی  2991از طرف دیگر در سال

نشان داده شد که این پروتئین قادر است تحریک  STxBروی  بر

نی را موجب شده و تقویت نسبی سیستم ایمنی را بر سیستم ایم

همچنین  (.Kurohane et al. 2005) ضد باکتری شیگلا نشان داد

که  STxBتلاشی برای استفاده از پروتئین خالص  2991در سال 

 .Zhu et al) در باکتری کلون و بیان شده بود صورت گرفت

در  Gb3نده به خاطر میل ترکیبی با گیر STxBامروزه از (. 2008

های سرطانی استفاده  های خاص مانند سلول دارو به سلولانتقال 

دلیل  اما براساس مطالعات صورت گرفته این پروتئین به. شود می

 باشد ر به تحریک شدید سیستم ایمنی نمیوزن کم، به تنهایی قاد

(Honari et al. 2013.) منظور ایجاد واکسن  های اخیر به در سال

و نیز   IpaD-STxBشیگلا پروتئین شایمریکمناسب برای 

عنوان واکسن خوراکی و همچنین  تولید شده و به STxBپروتئین 

 (2016) .ته استتزریق مورد استفاده و مطالعه قرار گرف

Baranvand and Honari 39  میکروگرم برای هر سر موش در

میکروگرم در روش تزریقی در نوبت  29روش خوراکی و نیز 

ورهای بعدی مقادیر پروتئین مصرفی آدر یاد. بردند رکا اول به

 39ورها با میزان آاما در تحقیق حاضر تمام یاد. کاهش داده شد

نتایج . ها رسید صورت نازال به مصرف موش میکروگرم و به

تحقیق حاضر با نتایج این تحقیق مشابهت داشته و در هر دو 

نتی بادی از دیگر تیمارها تیتر آ IpaD-STxBتحقیق فیوژن 

  بحث
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در مطالعه انجام شده توسط این محققین . تری را ایجاد کرد بیش

-IpaDنتایج چالش موشی نیز همانند تحقیق حاضر بوده و گروه 

STxB  برابر  19کیتوزان خوراکی با اعمالLD50  22پس از 

روز  19ها با این پروتئین تا  ساعت مردند اما گروه تزریقی موش

زنده E. coli O157:H7  توکسین یگاها با ش بعد از چالش موش

تیتر آنتی بادی در روش تزریقی نیز به شدت بالاتر از . ماندند

در سال (. Baranvand and Honari 2016) روش خوراکی بود

را در  IpaD-STxBهنری و همکاران توالی پروتئین  2911

. تولید کردند BL21 (DE3) کلون ودر باکتری pET28aپلاسمید 

در این تحقیق با نتایج حاصل از تحقیق حاضر  SDS-PAGEنتایج 

کیلودالتون را مشاهده  23مطابقت داشته و پروتئین با حدود وزن 

. کرده و با تکنیک وسترن بلاتینگ وجود پروتئین را اثبات کردند

همراه  هنری و همکاران پروتئین خالص شده حاصل را به

هر خوکچه هندی  میکروگرم به 21میزان  ادجوانت فروند و به

نتایج . تزریق و تیتر آنتی بادی را در زمان های مختلف انجام دادند

ها با  ها همخوانی دارد چالش خوکچه مطالعه حاضر با نتایج آن

و باکتری شیگلا ( تزریق سم) E. coli O157:H7  شیگا توکسین

صورت گرفت نتایج ( لوده کردن چشمآ) 1فلکسنری تیپ 

 LD50برابر  21های ایمن شده تا  که خوکچهدهنده این بود  نشان

در خوکچه هندی میزان  IgGمنحنی تیتراسیون . را تحمل کردند

تحقیق حاضر  بسیار بالاتری را نسبت به حالت مصرف نازال در

یکی از دلایل این امر هم ورود . (Honari et al. 2013) نشان داد

و نازال حجم بالای آنتی ژن در روش تزریقی نسبت به خوراکی 

ژن  دف افزایش جذب آنتیبا ه Co1استفاده از لیگاند . باشد می

سطوح مخاطی در تحقیق حاضر وارد شد تا  Mهای  توسط سلول

و این لیگاند جدید صورت  STxBای بین سیستم مبتنی بر  مقایسه

در  Mهای  در سطح سلول C5aRبا گیرنده  Co1لیگاند . پذیرد

در انسان برهم کنش کرده و موجب  Mهای شبه  موش و سلول

جذب آنتی ژن فیوژ شده با آن و تحریک سیستمیک و مخاطی 

اولین مورد پس از  (.Kim et al. 2012) شود سیستم ایمنی می

عنوان لیگاند جهت انتقال پروتئین فیوژ شده به بدن  به Co1معرفی 

صورت گرفت   Dengue virus (DENV) و برای 2911در سال 

طور  در بدن موش به IgGن تحقیق نشان داد که تیتر نتایج ای

در تحقیق (. Kim et al. 2013) داری افزایش داشته است معنی

نسبت به  IpaD-Co1حاضر نیز افزایش سطح تیتر آنتی بادی 

 IpaD-STxBاما این افزایش در قیاس با . شود شاهد دیده می

نسبت به  STxBدلایل احتمالی عملکرد بهتر  .باشد بسیار کمتر می

Co1 اولین  .توان در دو مورد بیان نمود در تحقیق حاضر را می

 (.Zhu et al. 2008) باشد می STxBمورد ماهیت آنتی ژنیک بودن 

نشان داد که در  IpaD-Co1و  IpaD-STxBهای  توپ آنالیز اپی

توپیک با امتیاز بالا وجود  توالی اپی IpaD-STxB 2ئین فیوژن پروت

توالی . (sysbio.unl.edu/SVMTriP) دارد

QSLLLSAQITGMTVTIKTNA  توالی ) 122تا  111اسید امینه

و با توالی  33تا  21و گروه دیگر در موقعیت ( STxBمربوط به 

ALHSSQISMDVNKSAQLLDI  اما آنالیز . قرار دارد

 33تا  21توپ موقعیت  تنها اپی IpaD-Co1های پروتئین  توپ اپی

دومین دلیل . باشد می IpaDه متعلق به ناحیه دهد ک را نشان می

در مخاط  Mهای  تواند مربوط به فراوانی سلول احتمالی نیز می

درصد  19حدود . هستند Co1های هدف  باشد که سلول

اما تمام . هستند M-Cellهای اپیتلیال روده در موش  سلول

و در  STxBتوانند هدف ساختار پنتامری  های مخاطی می سلول

طور کلی با  به. ژن هدف به درون لنف باشند نتیجه انتقال آنتی

 Co1 وجود اینکه تعداد معدودی گزارش از کارایی مناسب لیگاند 

صورت خوراکی به بدن موش  در انتقال آنتی ژن فیوژ شده به

نسبت به فیوژن  IpaD-STxBوجود دارد، اما در این تحقیق فیوژن 

IpaD-Co1 ر تحریک سیستم ایمنی و ایجاد د کارایی بهتری

 .مقاومت به شیگا توکسین را نشان داد

 نتیجه گیری کلی

عنوان مهمترین روش در مبارزه با عوامل  واکسیناسیون به

اما رساندن دارو و . باشد بیماریزای عفونی در انسان مطرح می

محتویات واکسن با روش تزریق از پوست معایب و خطرات 

های واکسیناسیون مخاطی  انواع روش. تمختص به خود را داراس

اما یکی از معایب این . امروزه مورد توجه پژوهشگران قرار دارد

. باشد ها می ها عدم تحریک شدید سیستم ایمنی با این روش روش

در . است ها کمک گرفته شده برای غلبه بر این مشکل از ادجوانت

شیگلا  که از شیگا توکسین باکتری STxBاین تحقیق ادجوانت 

های اخیر معرفی  که در سال Co1است با ادجوانت  جداسازی شده

فیوژ شد تا میزان موفقیت هر یک از  IpaDاست به آنتی ژن  شده
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ها برای تحریک سیستم ایمنی به روش نازال مورد  این ادجوانت

در  Co1نسبت به  STxBطور کلی برتری  به. بررسی قرار گیرد

های تیمار  گا توکسین در موشتحریک سیستم ایمنی بر ضد شی

لیگاند . و نیز چالش موشی، مشاهده شد IgGشده، با تیتراسیون 

Co1 ژن بدون لیگاند تیتر نیز در قیاس با آنتیIgG  بالاتری را

های  انجام تحقیقات دیگر در آینده با کمک سایر روش. نشان داد

تری  مبتنی بر واکسیناسیون مخاطی ممکن است پاسخ های مناسب

نشان داده و گامی روبه  Co1و  STxBهای  را در مورد ادجوانت

جلو برای ساخت واکسن مناسب برای بیماری شیگلا در آینده را 
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