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Abstract 
 
Background & Objectives: TcpA protein and B subunit of cholera toxin are the most important 

virulence factors of Vibrio cholorea. In the current survey, we applied the C-terminal of          

clostridium perferingenes toxin as a delivery system to bind the CtxB-TcpA fusion as an antigen,      

cloning it in a prokaryote vector, evaluated the level of  expression.  

Materials & Methods: In experimental survey, the ability of a constructs based on                    

CtxB-TcpA-C-CPE with complete protein sequences of each protein was studied. After             

amplification of tcpA, ctxB, and c-cpe genes using PCR, they were cloned in expression plasmids. 

For fusion protein, all of the three protein sequences were constructed with linker. After             

expression, the proteins were purified and then confirmed using immunoblot methods.   

Results: This fusion protein consists of 484 amino acids. PCR amplification for the c-cpe, tcpA 

and ctxB genes amplified 381, 375 and 675 bp; respectively. The result of enzymatic restrictions 

and sequencing indicated the exact homology of the synthesized proteins and the others submitted 

in NCBI. According to the SDS-PAGE results, the TcpA, CtxB, and C-CPE proteins were 15, 25 

and 25 kD respectively.  

Conclusion: According to physicochemical results, this fusion protein may be suitable candidate 

as a vaccine, however; further experimental trials are needed to approve this conclusion.  

Keywords: Vibrio cholorea vaccine, C terminal of Clostridium perferingenes toxin, tcpA gene, 

ctxB gene. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 0611( بهار 64سال چهاردهم شماره اول )پیاپی

 4–01صفحات 

 به عنوان کاندیدای واکسن وبااشریشیا کلی در  ctxB-tcpA-c-cpeطراحی، کلونینگ و بیان ژن 
 6، مجتبی جعفری نیا3، محمد حسین حسینی*0، محمد کارگر0نگار صعود

گروه ايمونولوژی، موسسه  3گروه میکروبیولوژی، واحد جهرم، دانشگاه آزاد اسلامي، جهرم، ايران.  2گروه ژنتیک، واحد مرودشت، دانشگاه آزاد اسلامي، مرودشت، ايران.  1
 گروه زيست شناسي، واحد مرودشت، دانشگاه آزاد اسلامي، مرودشت، ايران. 4واکسن و سرم سازی رازی شیراز، شیراز، ايران. 

 چکیده

توکسییین   Cباشند. در اين پژوهش، از پايانه  مي  ويبريو کلرازايي  توکسین مهمترين عوامل بیماری  Bپیلي و زير واحد   :سابقه و هدف

پروتین حاصل در بیاکیتیری  TcpA-CtxBبه عنوان يک سیستم تحويل استفاده گرديد و با ايجاد کايمرای  کلاستريديوم پرفرينجنس

 بیان شد. اشريشیا کلي 

های پروتینیي کیامیل هیر يیک از  در مقايسه با توالي  CtxB-TcpA-CPEبه صورت تجربي، توانايي سازه دارای:  ها مواد و روش

سیازی در  و سیسیس کیلیون PCRمورد مطالعه قرار گرفت. تکثیر قطعات ژني با استفاده از   C-CPEو CtxB ،TcpAهای  پروتین

وکتورهای بیاني انجام شد. به منظور ساخت سازه، پروتین کايمرای هدف با استفاده از لینکر طراحي و به روش سنتتیک تولید شید. 

 ها تخلیص و سسس با روش ايمونوبلات مورد تايید قرار گرفتند.  پس از تولید، پروتین

، c-cpeتواند نشان دهنده پايداری پروتین باشد. ژن �اسیدامینه داشت. اين تعداد آمینواسید مي 484پروتین کايمرا تولید شده  ها: يافته

ی  جفت باز بودند. نتايج هضم آنزيمي و تعیین توالي نشان دهنیده 583و  381،383های �به ترتیب دارای اندازه   ctxBو ژن  tcpAژن 

ها به طور موفقیت آمیزی در میزبیان  اين ژن  بود.  NCBIهای ثبت شده در  همولوژی نوکلئوتیدی محصولات بدست آمده با توالي ژن

  کیلودالتون بود. 32و  23، 23، 13به ترتیب،  SDS-PAGEها در  وارد و اندازه باند پروتیني آناشريشیا کلي 

رسد که اين پروتین نوترکیب کانديدای خوبي برای بیررسیي  براساس مطالعات فیزيکوشیمیايي صورت گرفته، به نظر مي  گیری: نتیجه

های چالشي و مطالعات تکمیلي بییشیتیری  باشد که البته برای اثبات اين فرضیه به انجام آزمون ويبريو کلرابه عنوان واکسن خوراکي 

 نیاز دارد. 

 .tcpA ،ctxB، کلاستريديوم پرفرينجنستوکسین  C، پايانه کلرا ويبريوواکسن واژگان کلیدی: 

 

 132298923پذيرش مقاله:                                 132295912ويرايش مقاله:                                 132292928دريافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: جهرم، دانشگاه آزاد اسلامي واحد جهرم، بخش میکروبیولوژی. 

  mkargar@jia.ac.irپست الکترونیک:                        92183142293تلفن:  

 

 م دمه     

های سمي باکتیری  وبا يک بیماری عفوني است که توسط سويه

(. علايم بیماری از اسهال ملايم تیا 1شود ) ايجاد مي کلرا  ويبريو

روز بعد از هضیم  3ساعت تا  12شديد متغیر است و پس از 

شوند. اين بیماری پس از گذرانیدن  غذا يا آب آلوده، شروع مي

هايي که علیه آن ساخته  چندين پاندمي در سراسر دنیا و واکسن

شده، هنوز يکي از دلايل مرگ و میر در کشورهیای در حیال 

(. بر اساس گیزارشیات سیازمیان 1شود ) توسعه محسوب مي

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نويسندگان محفوظ است. اين مقاله با دسترسي آزاد و تحت مجوز مالکیت خیلاقیانیه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلي مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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، اين بیماری میوجیب 2912در سال (  (WHOبهداشت جهاني 

با   (. 2نفر در جهان شده است ) 143999تا  21999مرگ سالیانه 

ی تیامییین آب از  هايي که برای درمان وبا بوسیله وجود تلاش

شیود، ايین  بیوتیکي انجیام میي ی بدن ودرمان آنتي دست رفته

بیماری هنوز يک معضل سلامتیي در جیهیان بیه ويیژه در 

کشورهايي است که استانداردهای بهداشتي کیمیتیر رعیايیت 

 (.3شوند ) مي

بیوتیک و زيادتیر  مقاوم به آنتي ويبريو کلرایهای  با شیوع سويه

شدن نواحي اندمیک اين بیماری، يافتن واکسني مناسیب بیرای 

رسد. در حال حاضیر دو نیوع  اين بیماری ضروری به نظر مي

هیای  شود: واکسن واکسن برای اين بیماری در انسان استفاده مي

های اصلاح ژنتیک شده و تخفیف حیدت  کشته شده و واکسن

های کشته شده ايین اسیت کیه  ترين مشکل واکسن�يافته. مهم

ايمني زايي پايیني دارند که باعث الزام در تجويز چنیديین دوز 

گردد و متاسفانه کودکان ايمني بالايي علیییه  واکسن در افراد مي

های زيیر  (. از مشکلات واکسن4دادند ) ها نشان نمي اين واکسن

ها نظیر اسهال خفییف و  توان به عوارض جانبي آن واحدی مي

(. بنابراين يک رويکرد جايگزين برای طراحي 1تب اشاره کرد )

 (.4باشد ) های جديد زير واحدی مي واکسن کلرا، تولید واکسن

پس از خورده شدن توسط غذا يا آب آلیوده، در  ويبريو کلرا

 Toxin regulatedشود که اين مسئولیت توسیط روده مستقر مي

pilus  (TCP)  پیذيیرد.  انجام میيTCP   2993يیک هیمیومیر 

(. در واقی  3شود ) کیلودالتوني است که پس از عفونت بیان مي

يک پیلي نوع چهار است که کلوني زايي و استقرار در روده را 

 (.5نمايد ) تسهیل مي

اين پیلي برای اتصال و استقرار باکتری ضروری است. بنابرايین 

هايیي را  تواند در ناحیه ی اپیتلیال روده میکرو کلني باکتری مي

به عنوان زير واحد بزرگ پیلیي بیاکیتیری   TcpAتشکیل دهد. 

در سیطی    TcpAشود. با توجه به محل قرارگیری  محسوب مي

کیلودالتوني در دسترس سیستم ايمینیي  22باکتری، اين پروتین 

بوده و کانديدای مناسبي برای توسعه ی ايمني ضید اسیتیقیرار 

 (.8شود ) باکتری محسوب مي

 Aپروتین کلرا توکسین، متشکل از زيرواحدهای هتیرودايیمیر 

(CtxA)   و زير واحدهای هوموپنتامر(CtxB)  (. زيیر 3باشد) مي

ی پلي  بصورت پروتئولیتیکي برش خورده و دو زنجیره  Aواحد 

(. بیر اسیاس 8نمايید ) ايجاد مي  A2و   A1های  پستیدی به نام

ی زيیر  فعل و انفعالات بیولوژيکي بر عیهیده  گزارشات، تمامي

 3دارای   CtxB(. بیخیش 2باشد ) کلراتوکسین مي  A1واحد 

هیای  سلول  GM1قسمت است که توانايي اتصال به گانگلیوزيد 

(. با وجود خواص ايمونولوژيک توکسین 2اپیتال بدن را دارند )

باشد، سمیت آن میوجیب  وبا که بسیار مورد توجه محققین مي

. با اين محدود شدن استفاده برای واکسیناسیون انسان شده است

، اسیتیفیاده از Bبه دلیل خاصیت غیر سمي زير واحد وجود، 

CtxB   به طور وسیعي به عنوان ايمونوژن مخاطي در انسان مورد

 (.8بررسي قرار گرفته است )

های مهم انسیانیي و  يکي از پاتوژن کلاستريديوم پرفرينجنس،

 3ی بیزرگ،  توکسین کشنیده 4دامي است که بر اساس تولید 

 کلاستريديوم پرفرينیجینیس  (. 19اند ) تیپ از آن نامگذاری شده

هیای  ارگانیسمي است که عامل بروز میونکروز، عفونت  ،Aتیپ 

تر و شکلي از مسمومیت غذايي ترجیحا در انسان  زخمي خفیف

 CPEحاوی ژن انتروتوکسین   Aهای تیپ  باشد. بیشتر سوش مي

اسید امینیه  312شامل   CPE(.  11روی کروموزوم خود هستند )

جزيي  3يک پروتین   CPEبا توالي منحصر بفرد است. در واق ، 

امینو اسید ابتدايي برای خاصیت سمي بي اثر است.  38است که 

رسید  باشد که به نظر میي مي 195تا  81دومین قسمت، از توالي 

ی بین غشايي نقش داشته باشد. سومین قسیمیت  در ايجاد ساقه

 29که در انتها واق  شده، در تشکیل سوراخ موثر اسیت. طیي 

 کلاستريديوم پرفرينجنیسسم   Cسال اخیر ثابت شده که انتهای 

توانايي اتصال به رسستور دارد اين در حالي است که اين قسمت 

توانیايیي اتصیال بیه انیواع   CPE(.  19خاصیت سمي ندارد )

claudin های اپیتلیال وجیود  ، که در اتصالات محکم بین سلول

بیه   C-CPE(. به میحیا اتصیال 19باشد ) دارند، را دارا مي

پلي ريزه شیده و   CPEترمینال   Nکلادين، اين کمسلکس توسط 

کند کیه میوجیب تیغیییییر  در غشای اپیتلیال سوراخ ايجاد مي

شود و ايیجیاد  و مايعات مي  2Ca+نفوذپذيری غشا نسبت به يون 

انید کیه        (. بسیاری از مطالعات ثیابیت کیرده12کند ) اسهال مي
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C-CPE  هايي را که به صورت ژنتیکي به آن  ژن به طور موثر آنتي

دهد و باعث ايیجیاد  متصل باشند را به مخاط اپیتلیوم تحويل مي

ژن متیصیل شیده  های ايمني مخاطي و سیستمي علیه آنتي پاسخ

 (.11شوند ) مي

شیود کیه  زماني ايجاد میي ويبريو کلرابه طور کلي، ايمني علیه 

محافظت علیه استقرار و سم آن به وجود آيد. بنابراين، ايیجیاد 

هیای ضید  های ويیژگیي يک واکسن زيرواحدی دارای توانايي

 رسد. استقرار، ضروری به نظر ميضد توکسیني و 

به عنوان يیک   C-CPEدر کنار  CtxBعلاوه براين، همراه شدن  

های مخیاطیي عیلیییه  اجوانت غشايي، توانايي برانگیختن پاسخ

ژن را دارد. بنابراين، يکي از راهبردهای بسیار مهم هیمیراه  آنتي

هیای  برای برانگیختن پیاسیخ  C-CPEو   CtxBژن با  کردن آنتي

 باشد.  ايمني مخاطي مي

هدف از اين پژوهش،  طراحي و تولید يک فیوژن پروتین شامل 

CtxB ،TcpA   وC-CPE   وبیان آن درمیزبیان پیروکیاريیوت و

         Western blotو   SDS-PAGEهیای  تخلییص آن بیا روش

 باشد.  مي

 

 ها مواد و روش

های �توالي آمینو اسیدی پروتینهای بیوانفورماتیک:  الف( بررسي

CtxB ،TcpA  وC-CPE   با استیفیاده ازUniprot  (Ctx-B id: 

UniProtKB - P01556  (CHTB_VIBCH); TcpA id: 

UniProtKB - P23024 (TCPA_VIBCL); C-CP E id: 

UniProtKB - Q8XNF8 (Q8XNF8_CLOPE))   .به دست آمد

ها برای ساخت فیوژن پروتین به کار رفت. در ساختیار  اين توالي

ی يک �در ابتدا قرار گرفت که به وسیله  CtxBاين فیوژن، پروتین 

متصل شد. پس از يیک   TcpAبه   Gly-Proلینکر قابل انعطاف 

جهت بیان فیوژن، در واق  شد.   C-CPE، پروتین Gly-Proلینکر 

 JCat  افزار بهیینیه سیازی  با استفاده از نرماشريشیا کلي میزبان 

انفورماتیک صورت گرفت و در انتها نیز عدم حضور جايگیاه بیو

به دو طرف قطعه طراحي   SmaIو   BamHIهای برش برای آنزيم

شده اضافه شد. توالي نوکلئوتیدی حاصل با استفاده از بیرنیامیه 

https://web.expasy.org/translate  ترجیمیه و مشیخیصیات

/https://web.expasy.orgفیزيکوشیمیايي آن توسط سیايیت 

9protparam  بررسي شد. پس از اتمام مطالعات بیوانفورماتیکیي

تحويیل   Biomatikتوالي مذکور جهت سنتز به شرکت کانادايي 

 .داده شد

سیه جیفیت   میراز: ای پلي ب( طراحي پرايمر و واکنش زنجیره

های يادشده با استفاده از نیرم افیزار  پرايمر اختصاصي برای ژن

GeneRunner (version 6.5)   طراحي شد. پرايمرها بیر اسیاس

 SmaIو   BamHIهای برش  دارای جايگاه  pQE  30  وکتور بیاني

و   V. cholerea ATCC51394بودند. دو سويه بیاکیتیريیايیي 

C.perferingens ATCC13124   .در اين مطالعه استفاده شیدنید

 جزئیات مربوط به پرايمرها: 1جدول 

 
شماره اکسیژن 

  رفرانس

طول 

  ها توالي

  ژن  پرايمرها  ها توالي

NC_007772.1  381 bp  ’5ATTATGGATCCGATATA

GAAAAAGAAATCCTTG3’  

cpe-F  cpe 

  ’5TTCACCCGGGTTAAAAT

TTTTGAAATAATATTG3’  

cpe-R   

NC_002505.1  375 bp  ’5ATTATGGATCCATTAAA

TTAAAATTTGGTGT3’  

ctx-F  ctx  

  ’5TTCACCCGGGTTAATTT

GCCATACTAATTGCGG3’  

ctx-R   

M33514.1  675 bp  ’5ATTATGGATCCATGCAA

TTATTAAAACAGCT3’  

tcp-F  tcp  

  ’5TTCACCCGGGTTAGCTG

TTACCAAATGCAACGCC3’  

tcp-R   

ماکرولیتر شامل  23ای پلي مراز در حجم نهايي  واکنش زنجیره

ng50   ازDNA  ( الگوµl2 ،)Mgcl2  2 میلي�( مولارµl1 ،)

dNTP   میلي 994میکس�( مولارµl1بافر ،) X10  PCR  (µl2.5 ،)

 Taq DNA Polymerase  (µl0.1  )(Cinagen, Iranواحد  993

and BiofluxBiotech, Japan) ،1 µM  ی  از هر پرايمر به علاوه

 24طبق سیکل دمايي،   PCRآب ديونیزه شده، انجام شد.  1594

 24ای �مرتبه 39دقیقه، و تکرار  3درجه سلسیوس به مدت 

درجه  82دقیقه و نهايتا  193درجه  55دقیقه،  1درجه به مدت 

 82دقیقه انجام شد. نهايتا دمای گسترش  1سلسیوس به مدت 

دقیقه صورت گرفت. محصولات  19درجه سلسیوس به مدت 

PCR   الکتروفورز، استخراج 193به دست آمده در ژل آگاروز %

 و رويت شد.  

https://web.expasy.org/translate
https://web.expasy.org/protparam/
https://web.expasy.org/protparam/
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جزئیات مربوط به پرايمرها شامل سکانس، طیول و شیمیاره 

قیابیل رويیت   1جیدول ( در accession numberدسترسي)

 باشد. مي

درايین کلونینگ و ساخت پلاسمیدهای نیوتیرکیییب:  T/Aج( 

 pGEM®-T Easy vector (Promega, USA)مطالعه، از وکتور 

  pGEM®-T کلون استفاده شد. اتصال بین وکیتیور  T/Aجهت 

به صورت جداگانیه بیه   ctxBو   tcpAو   c-cpeهای  خطي و ژن

لیگاز و در دمای اتاق انجام گیرفیت. در   DNA T4وسیله آنزيم

میکرولیتر از محصول اتصال برای تیراريیخیت کیردن  3ادامه 

به روش شوک حرارتي استفاده شید.  DH5α های مستعد باکتری

مرحله کلون کردن به وسیله شوک حرارتي به اين ترتییب بیود: 

دقیییقیه،  19قرار دادن باکتری مستعد شده بر روی يخ به مدت 

 انتقال پلاسمید نوترکیب به داخل اين باکتری، قرار دادن باکتیری 

DH5α   دقیییقیه، شیوک  29حاوی وکتور بر روی يخ به مدت

ثانیه، اضافه کیردن  33درجه سلسیوس به مدت  42حرارتي در 

 ،ul100 ماي  به ويال حاوی باکتری به مییزان    LBمحیط کشت

شیک کردن به مدت يک ساعت، سسس کشت دادن بیاکیتیری 

بیییوتیییک  آگار حاوی آنتیي   LBنوترکیب بر روی محیط کشت

سلسیوس در طول شیب. درجه  38کانامايسین، گرماگذاری در 

ها انتخاب شدند و با استفیاده از  عدد از کلني 3درنهايت تعداد 

ها جهت تأيید کیلیونییینیگ  روش لیز قلیايي، پلاسمید اين کلني

با استفاده از پرايمر طراحي شیده و  PCR استخراج شد. واکنش

 صورت گرفت و سسس محصول  Polymerase DNA Taqآنزيم

PCR    واکنش هضیم  .درصد الکتروفورز شد 1روی ژل آگارز

آنزيمي نیز به صورت جداگانه بر روی پلاسمید استخراج شیده 

 .نیز انجام شد SmaI و BamHI های و با استفاده از آنزيم

در وکتیور بیییانیي   ctxBو   c-cpe، tcpAهای  ژند( کلون کردن 

pQE30 :  پلاسمیییدهیایpGEM®-T Easy  هیای          حیاوی ژن

c-cpe ،tcpA  وctxB   و وکتور بیانيpQE30  ی  بیه وسیییلیه

و              SmaI (Qiagene, Germany)ی  های بیرش دهینیده آنزيم

  BamHI   های  برش داده شدند و ژنc-cpe،  tcpA  و  ctxB   بیا

متصل و نهايتا وارد   pQE30روش که اشاره شده به درون وکتور 

 گرديدند.  E.coli DH5αهای مستعد  باکتری

آگیار حیاوی   LBباکتری نوترکیب بر روی میحیییط کشیت 

درجه سلسیوس در  38بیوتیک کانامايسین، گرماگذاری در  آنتي

های مثبت شناسايي شده و پس  طول شب شدند. درنهايت کلني

هیا  صیحیت آن  BamHI/SmaIی  از تخلیص پلاسمید، بوسیله

سکانس انیجیام   Sangerی روش  تايید گرديد. سسس به وسیله

   .(Gene Fanavaran, IRAN)شد 

جهت بیان تک   : CtxB-TcpA-C-CPEه( بیان پروتین نوترکیب 

ها، از کلني حاوی پلاسمید در محیط  ها و فیوژن آن تک پروتین

LB  میکرو لیییتیر از  399بیوتیک کشت داده شد.  حاوی آنتي

براث اضافیه و بیر روی   LBلیتر از محیط  میلي 39باکتری به 

درجه سلسیوس گرمیاگیذاری  38انکوباتور شیکردار و حرارت 

 39نانومتر رسید. سسس  599در طول موج  OD 993 شده تا به

 سیاعیت 5را به محیط کشت اضافه کرده و تا  IPTG میکرولیتر

OD   آن مورد محاسبه قرار گرفت. پس از القا با شیرايیط يیاد

هیا بیا  ها رسوب داده شد. پس از شکستن سیلیول شده، سلول

سونیکاسیون و رسوب اجزای سلولي، محلول رويیي حیاوی 

 .پروتین موردنظر جدا گرديد

از سیتیون  tag-His برای جداسازی پروتیین دارای دنیبیالیه

استفاده شد. در اين مرحلیه از  (NTA-Ni) کروماتوگرافي نیکل

هیا  برای خالص سیازی پیروتییین  pH 8شیب غلظت اوره در 

استفاده گرديد. در ادامه پروتین خالص شده بیا اسیتیفیاده از    

SDS-PAGE و وسترن بلات مورد ارزيابي قرار گرفت. 

 

  ها یافته

با در نظر گیرفیتین الف( پروتین نوترکیب حاصل، پايدار است: 

بینیییان  484های توالي، کل فیوژن پروتین حدود  لینکر و بنیان

آمینواسید داشت. بررسي ويژگي های فیزيکوشیمییايیي نشیان 

بود که اين فییوژن را يیک  23949دادند که شاخص پايداری 

کند. علاوه بیر ايین، مینیفیي بیودن  پروتین پايدار معرفي مي

GRAVY  ی آب دوسیت بیودن و  دهنده  برای پروتین نشان

بالاترين میزان برهم کنش با آب بود. نتايج بیه اخیتیصیار در 

 نشان داده شده است. 2جدول 

ای پلیمراز و  تکثیر قطعات با واکنش زنجیرهب( نتايج کلونینگ: 
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 c-cpeی ژن  دهنده ی پرايمرهای طراحي شده، نشان به وسیله

بیا   ctxBو ژن  383با سايز باند   tcpA،  ژن 381با سايز باند 

قطعات تکثیر شده بیا روش  �(.  1)شکل بود 583سايز باند 

T/A   کلون وارد وکتورpGEM®-T Easy   شده و سسس وارد

گرديدند. تخلیص پلاسمیید  E.coli DH5αهای مستعد �سلول

وجیود   EcoRI  ی ها با آنزيم برش دهنیده و هضم آنزيمي آن

نیمیود     را تیايییید   ctxBو   c-cpe ،tcpAهای  تک تک ژن

پلایسیمیییدهیای ، EcoRI(. پس از هضم آنزيمي با 2)شکل 

، PCRنوترکیب تعیین توالي شدند. تعیین توالي محصولات 

ی هومولوژی نوکلئوتیدی محصیولات بیدسیت  نشان دهنده

 .(3بود )شکل  NCBIهای ثبت شده در  آمده با توالي ژن

 BamHI/SmaIقطعات ژن از وکتورهای نوترکیب تیوسیط 

های برش مشابیه در وکیتیور  برش خوردند و وارد جايگاه

pQE30   شدند و تشکییلpQE300-c-cpe،  pQE30-tcpA ،

pQE30-ctxB  وpQE30-ctxB-tcpA-c-cpe  دادنیید و بییا

همچنین بیرای (.  4شدند )شکل های برش دهنده تايید  آنزيم

نتیايیج (.  3)شکل ها انجام شد  تايید، تعیین سکانس روی آن

ی درست وارد شدن ژن مورد نیظیر  تعیین توالي نشان دهنده

در وکتور بیاني و به وجود نیامدن جهش در ساختار ژن در  

با پلاسمییدهیای   DH5αهای  مراحل کلون سازی بود. سلول

حیاوی   LBشیدنید و در میحیییط ترنسفورم نوترکیب 

های آمسي سیلین و کانامايسین کشت داده شدنید.  بیوتیک آنتي

های هدف مجددا تعیین توالي شدند و اين نشان داد کیه  ژن

دارای هیچ جهشي در   pQE30های کلون شده در وکتور  ژن

 C-CPE ،TcpAاين مراحل نشده و آمادگي ترجمه شدن به 

 (.5دارد )شکل و فیوژن پروتین حاصله را  CtxBو 

 

 های پیش بیني شده های فیزيکوشیمیايي و تايید ساختار مدل ويژگي: 2جدول 

Ramachandran plot quality (%)   
PROSA 
Z-score1 

  
C-score 

  
GRAVY 

  

 Instability 

Index2 

 Models 

 disallowed  Generousl
y alowed 

Aditionally 
allowed 

Most favoured 

3.7 9.4 28.6 58.4 2.64-  1.17 0.089-  23.40 I-TASSER 

1.6 0.5 8.2 89.7 -6.21 - MODELER 

1 
Z_Score PRoSA باشد.�ی پايدار بودن پروتین مي�نشاندهنده 49شاخص پايداری کمتز از  2ی کیفیت کلي مدل است. �تعیین کننده 

 کنترل منفي. tcpA .NTC( ژن Cو  ctxB( ژن c-cpe ،B( ژن A :0شکل 

سیايیز .  pGEM-T-ctxBو   pGEM-T-c-cpe ،pGEM-T-tcpAتايید  :0شکل 

 باشد.�جفت باز مي 588و  383، 381به ترتیب  ctxBو  c-cpe،  tcpA های�ژن

 E.coliپروتین نوترکیب حاصل از   ها: ج( نتايج  بیان پروتین

DH5α که حامل وکتورهایpQE30   حاویc-cpe ،tcpA ،ctxB 

هیا  بودند، در تمامي لیزات سیلیول   ctxB-tcpA-c-cpeو فیوژن

بیه   SDS-PAGE  هیا در يافت شدند و سايز باند پروتینیي آن

تیوان  میي 8در شکل (.  8بود )شکل   32و  23  23، 13ترتیب، 

 (.8نمود )شکل ها را در وسترن بلات مشاهده  تايید بیان ژن
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Upstream: 

                                                  M13 Forward sequencing primer 
 
AAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATT 
GGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT 

                                                            MSC                                    ECoRI 

A) c-cpe gene: 

                       cpe-F Primer 

        BamHI site 

ATTATGGATCCGATATAGAAAAAGAAATCCTTGATTTAGCTGCTGCTACAGAAAGATTAAATTTAACTGATGCATTAAACTCAAATCCAGCTGGTAA 
TTTATATGATTGGCGTTCTTCTAACTCATACCCTTGGACTCAAAAGCTTAATTTACACTTAACAATTACAGCTACTGGACAAAAATATAGAATCTTAG  
CTAGCAAAATTGTTGATTTTAATATTTATTCAAATAATTTTAATAATCTAGTGAAATTAGAACAGTCCTTAGGTGATGGAGTAAAAGATCATTATGTT  
GATATAAGCTTAGATGCTGGACAATATGTTCTTGTAATGAAAGCTAATTCATCATATAGTGGAAATTACCCTTATTCAATATTATTTCAAAAATTT 
TAACCCGGGTGAA                                                                                                                                                                        

                                                                                                                                                                                                           Complementary cpe-R Primer 
Stop codon       SmaI site 

B) ctxB gene: 

 

 

ATTATGGATCCATTAAATTAAAATTTGGTGTTTTTTTTACAGTTTTACTATCTTCAGCATATGCACATGGAACACCTCAAAATATTACTGATTTGTGTG 

CAGAATACCACAACACACAAATATATACGCTAAATGATAAGATATTTTCGTATACAGAATCTCTAGCTGGAAAAAGAGAGATGGCTATCATTACTTT 

TAAGAATGGTGCAATTTTTCAAGTAGAAGTACCAGGTAGTCAACATATAGATTCACAAAAAAAAGCGATTGAAAGGATGAAGGATACCCTGAGGAT  

TGCATATCTTACTGAAGCTAAAGTCGAAAAGTTATGTGTATGGAATAATAAAACGCCTCATGCGATTGCCGCAATTAGTATGGCAAATTAACCCGGG 

TGAA 

                                                                                                                                                                                   Complementary ctx-R Primer 

                                                                                                                                                                                                                                        Stop codon           
                                                                                                                                                                                                                          SmaI site                                                                

C) tcpA gene: 

                   tcp-F Primer 

        BamHIsite 
 
ATTATGGATCCATGCAATTATTAAAACAGCTTTTTAAGAAGAAATTTGTAAAAGAAGAACACGATAAGAAAACCGGTCAAGAGGGTATGACATTAC 
TCGAAGTGATCATCGTTCTAGGCATTATGGGGGTGGTTTCGGCGGGGGTTGTTACTCTGGCGCAGCGTGCGATTGATTCGCAGATTATGACCAAGGC  
CGCGCAAAGTCTCAATAGTATCCAAGTTGCACTGACACAGACATACCGTGGTCTAGGTAATTATCCAGCAACAGCTGATGCGACAGCTGCTAGTAAG  
CTAACTTCAGGCTTGGTTAGTTTAGGTAAAATATCATCCGATGAGGCAAAAAACCCATTCAATGGTACAAATATGAATATTTTTTCATTTCCGCGTAA  
TGCAGCAGCTAATAAAGCATTTGCAATTTCAGTGGATGGTCTGACACAGGCTCAATGCAAGACACTTATTACCAGTGTCGGTGATATGTTCCCATAT 
ATTGCAATCAAAGCTGGTGGCGCAGTAGCACTTGCAGATCTAGGTGATTTTGAGAATTCTGCAGCAGCGGCTGAGACAGGCGTTGGTGTGATCAAAT 
CTATCGCTCCCGCTAGTAAGAATTTAGATCTAACGAACATCACTCACGTTGAGAAATTATGTAAAGGTACTGCTCCATTCGGCGTTGCATTTGGTAAC 
AGCTAACCCGGGTGAA 

                                                                                                                                                                                                             Complementary tcp-R Primer 

Stop codon                    

                   SmaI site                                                                 

Downstream: 

                   ECoRI                                                             MSC                                     
ATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAA 
TAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAAT 

                       M13 Reverse sequensing primer binding site 

 

 

 

     BamHI site 

ctx-F Primer 

 اند.  های خاتمه در شکل نشان داده شده�های برش و کدون�. پرايمرهای اخنصاصي، جايگاهM13Rو  M13Fی پرايمرهای �بوسیله ctxB و c-cpe ،tcpAهای �ژن PCRتوالي يابي محصولات  :3شکل 

 pQE30ی  پلاسمید برش نخورده -2نشانگر؛  -BamHI  .A  :1و   smaIی  های برش دهنده ی برش با آنزيم بوسیله pQE30به پلاسمیدهای بیاني  ctxB و c-cpe، tcpAهای  تايید ورود ژن: 6شکل 

. ctxB  و  c-cpe ،tcpAی حاوی  پلاسمیدهای برش خورده 8و  5و  3  ؛c-cpeحاوی ژن   pQE30ی  ؛ پلاسمید برش نخوردهctxBحاوی ژن  pQE30ی  پلاسمید برش نخورده -3؛ tcpAحاوی ژن 

B ) پلاسمیدpQE30  ،پلاسمید نوترکیب حاوی  -3پلاسمیدهای بدون قطعه ژن،  3و  4، 2برش نخوردهctxB-tcpA-c-cpe  ،5- 100سايز مارکرkb. 

1000 bp 

750 bp 

500 bp 

250 bp 
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Upstream: 

 

TCGAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATTATAGGAGAAATTAACTATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCAC 
 

                                                                                                                                                                                                                           6xHix 
                                                                                                                RBS           start codon                 

Coding sequences 

A) c-cpe gene: 
                   cpe-F Primer 
 
BamHI site  
GGATCCGATATAGAAAAAGAAATCCTTGATTTAGCTGCTGCTACAGAAAGATTAAATTTAACTGATGCATTAAACTCAAATCCAGCTGGTAATTTATAT 
GATTGGCGTTCTTCTAACTCATACCCTTGGACTCAAAAGCTTAATTTACACTTAACAATTACAGCTACTGGACAAAAATATAGAATCTTAGCTAGCAAAA 
TTGTTGATTTTAATATTTATTCAAATAATTTTAATAATCTAGTGAAATTAGAACAGTCCTTAGGTGATGGAGTAAAAGATCATTATGTTGATATAAGCTT  
AGATGCTGGACAATATGTTCTTGTAATGAAAGCTAATTCATCATATAGTGGAAATTACCCTTATTCAATATTATTTCAAAAATTTTAACCCGGG  
�������������������������������������������������������������������������������������������������������������Complementary cpe-R Primer 

                                                                                                                                                                               stop codon   SmaI site 

B) ctxB gene: 
                ctx-F Primer 
 
BamHI site  
GGATCCATTAAATTAAAATTTGGTGTTTTTTTTACAGTTTTACTATCTTCAGCATATGCACATGGAACACCTCAAAATATTACTGATTTGTGTGCAGAATA 
CCACAACACACAAATATATACGCTAAATGATAAGATATTTTCGTATACAGAATCTCTAGCTGGAAAAAGAGAGATGGCTATCATTACTTTTAAGAATGG  
TGCAATTTTTCAAGTAGAAGTACCAGGTAGTCAACATATAGATTCACAAAAAAAAGCGATTGAAAGGATGAAGGATACCCTGAGGATTGCATATCTTAC  
TGAAGCTAAAGTCGAAAAGTTATGTGTATGGAATAATAAAACGCCTCATGCGATTGCCGCAATTAGTATGGCAAATTAACCCGGG 

                                                                                                                                 Complementary ctx-R Primer 

                                                                                                                                                              stop codon   SmaI site 

C) tcpA gene: 
                  tcp-F Primer4 
 
BamHI site  
GGATCCATGCAATTATTAAAACAGCTTTTTAAGAAGAAATTTGTAAAAGAAGAACACGATAAGAAAACCGGTCAAGAGGGTATGACATTACTCGAAGT 
GATCATCGTTCTAGGCATTATGGGGGTGGTTTCGGCGGGGGTTGTTACTCTGGCGCAGCGTGCGATTGATTCGCAGATTATGACCAAGGCCGCGCAAAG  
TCTCAATAGTATCCAAGTTGCACTGACACAGACATACCGTGGTCTAGGTAATTATCCAGCAACAGCTGATGCGACAGCTGCTAGTAAGCTAACTTCAGG  
CTTGGTTAGTTTAGGTAAAATATCATCCGATGAGGCAAAAAACCCATTCAATGGTACAAATATGAATATTTTTTCATTTCCGCGTAATGCAGCAGCTAAT  
AAAGCATTTGCAATTTCAGTGGATGGTCTGACACAGGCTCAATGCAAGACACTTATTACCAGTGTCGGTGATATGTTCCCATATATTGCAATCAAAGCTG  
GTGGCGCAGTAGCACTTGCAGATCTAGGTGATTTTGAGAATTCTGCAGCAGCGGCTGAGACAGGCGTTGGTGTGATCAAATCTATCGCTCCCGCTAGTA 
AGAATTTAGATCTAACGAACATCACTCACGTTGAGAAATTATGTAAAGGTACTGCTCCATTCGGCGTTGCATTTGGTAACAGCTAACCCGGG 
 

                                                                                                                                             Complementary tcp-R Primer 

                                                                                                                                                                           stop codon   SmaI site 

D) ctx-tcp-cpe gene: 

BamHI site  
GGATCCATTAAATTAAAATTTGGTGTTTTTTTTACAGTTTTACTATCTTCAGCATATGCACATGGAACACCTCAAAATATTACTGATTTGTGTGCAGAATA 
CCACAACACACAAATATATACGCTAAATGATAAGATATTTTCGTATACAGAATCTCTAGCTGGAAAAAGAGAGATGGCTATCATTACTTTTAAGAATGG  
TGCAATTTTTCAAGTAGAAGTACCAGGTAGTCAACATATAGATTCACAAAAAAAAGCGATTGAAAGGATGAAGGATACCCTGAGGATTGCATATCTTAC  
TGAAGCTAAAGTCGAAAAGTTATGTGTATGGAATAATAAAACGCCTCATGCGATTGCCGCAATTAGTATGGCAAATGGACCCGGACCCCAATTATTAAA 
ACAGCTTTTTAAGAAGAAATTTGTAAAAGAAGAACACGATAAGAAAACCGGTCAAGAGGGTATGACATTACTCGAAGTGATCATCGTTCTAGGCATTAT  
GGGGGTGGTTTCGGCGGGGGTTGTTACTCTGGCGCAGCGTGCGATTGATTCGCAGATTATGACCAAGGCCGCGCAAAGTCTCAATAGTATCCAAGTTGC 
ACTGACACAGACATACCGTGGTCTAGGTAATTATCCAGCAACAGCTGATGCGACAGCTGCTAGTAAGCTAACTTCAGGCTTGGTTAGTTTAGGTAAAAT 
ATCATCCGATGAGGCAAAAAACCCATTCAATGGTACAAATATGAATATTTTTTCATTTCCGCGTAATGCAGCAGCTAATAAAGCATTTGCAATTTCAGTG  
GATGGTCTGACACAGGCTCAATGCAAGACACTTATTACCAGTGTCGGTGATATGTTCCCATATATTGCAATCAAAGCTGGTGGCGCAGTAGCACTTGCA 
GATCTAGGTGATTTTGAGAATTCTGCAGCAGCGGCTGAGACAGGCGTTGGTGTGATCAAATCTATCGCTCCCGCTAGTAAGAATTTAGATCTAACGAAC  
ATCACTCACGTTGAGAAATTATGTAAAGGTACTGCTCCATTCGGCGTTGCATTTGGTAACAGCGGACCCGGACCCGATATAGAAAAAGAAATCCTTGAT 
TTAGCTGCTGCTACAGAAAGATTAAATTTAACTGATGCATTAAACTCAAATCCAGCTGGTAATTTATATGATTGGCGTTCTTCTAACTCATACCCTTGGA 
CTCAAAAGCTTAATTTACACTTAACAATTACAGCTACTGGACAAAAATATAGAATCTTAGCTAGCAAAATTGTTGATTTTAATATTTATTCAAATAATTT 
TAATAATCTAGTGAAATTAGAACAGTCCTTAGGTGATGGAGTAAAAGATCATTATGTTGATATAAGCTTAGATGCTGGACAATATGTTCTTGTAATGAA  
AGCTAATTCATCATATAGTGGAAATTACCCTTATTCAATATTATTTCAAAAATTTTAACCCGGG 

                                                                           

                                                                                                                         stop codon   SmaI site 
 

Downstream: 

AATTAGCTGAGCTTGGACTCCTGTTGATAGATCCAGTAATGACCTCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCAGAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTAT  

TGGTGAGA 

 .pQE30درون وکتور بیاني  ctxBو  c-cpe، tcpAهای  توالي يابي ژن :5شکل 
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A) C-CPE Protein: 

Start    6xHis 
MRGSHHHHHHGSDIEKEILDLAAATERLNLTDALNSNPAGNLYDWRSSNSYPWTQKLNLHLTITATGQKYRILASKIVDFNIYSNNFNNLVKLEQSLG  
DGVKDHYVDISLDAGQYVLVMKANSSYSGNYPYSILFQKF 
 

 

B) CtxB Protein: 

Start    6xHis 

MRGSHHHHHHGSIKLKFGVFFTVLLSSAYAHGTPQNITDLCAEYHNTQIYTLNDKIFSYTESLAGKREMAIITFKNGAIFQVEVPGSQHIDSQKKAIER  

MKDTLRIAYLTEAKVEKLCVWNNKTPHAIAAISMAN 

 

C) TcpA Protein: 

Start    6xHis 

MRGSHHHHHHGSMQLLKQLFKKKFVKEEHDKKTGQEGMTLLEVIIVLGIMGVVSAGVVTLAQRAIDSQIMTKAAQSLNSIQVALTQTYRGLGNYPA  
TADATAASKLTSGLVSLGKISSDEAKNPFNGTNMNIFSFPRNAAANKAFISVDGLTQAQCKTLITSVGDMFPYIAIKAGGAVALADLGDFENSAAAAETGVGVI 
KSIAPASKNLDLTNITHVEKLCKGTAPFGVAFGNS 
 

 

D) CTX-TCP-CPE Protein: 

Start     6xHis 

MRGSHHHHHHGSIKLKFGVFFTVLLSSAYAHGTPQNITDLCAEYHNTQIYTLNDKIFSYTESLAGKREMAIITFKNGAIFQVEVPGSQHIDSQKKAIER  
MKDTLRIAYLTEAKVEKLCVWNNKTPHAIAAISMANGPGPQLLKQLFKKKFVKEEHDKKTGQEGMTLLEVIIVLGIMGVVSAGVVTLAQRAIDSQIMTKAAQ 
SLNSIQVALTQTYRGLGNYPATADATAASKLTSGLVSLGKISSDEAKNPFNGTNMNIFSFPRNAAANKAFAISVDGLTQAQCKTLITSVGDMFPYIAIKAGGAV  
ALADLGDFENSAAAAETGVGVIKSIAPASKNLDLTNITHVEKLCKGTAPFGVAFGNSGPGPDIEKEILDLAAATERLNLTDALNSNPAGNLYDWRSSNSYPWT 
QKLNLHLTITATGQKYRILASKIVDFNIYSNNFNNLVKLEQSLGDGVKDHYVDISLDAGQYVLVMKANSSYSGNYPYSILFQKF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .gene runnerتوالي آمینواسیدی پروتین نوترکیب پس از توالي يابي توسط : 4شکل 

کیلو دالتون  32و  23،23، 13ها به ترتیب  که سايز آن CtxB-TcpA-C-CPEو پروتین کايمرای  CtxB ،TcpA ،C_CPEهای  پروتین SDS-PAGE: 8شکل 

 ها توسط وسترن بلات. تايید بیان پروتین: 8شکل 
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 بحث

باکتری است که موجب به وجیود آمیدن اسیهیال  ويبريو کلرا

ها به دلیل استفیاده از آب و غیذای آلیوده  کشنده در انسان

توان در تهاجم آن به سیستیم  زايي باکتری را مي باشد. بیماری مي

ی کیوچیک،  های روده ايمني ذاتي روده، ورود به غشای سلول

ها و تولید سم از طريق  چسبیدن و تکثیر روی سط  میکروويلي

 (.13های حدت، خلاصه نمود ) بیان ژن

کند. انیواع  پیشگیری نقش اساسي در کنترل بیماری وبا بازی مي

های تخفیف حدت يافته يا غیییر فیعیال شیده بیرای  واکسن

اند، اما هیچ کدام  پیشگیری ازين بیماری مورد بررسي قرار گرفته

انید. بیه  به قدر کافي موثر برای ريشه کن کردن بیماری نیبیوده

هیای زيیر  همین دلیل توجه بیشتری به تحقیق در مورد واکسن

(. سیستم ايمني مخاطیي روده، نیقیش 14واحدی شده است )

زايي خوراکي بهترين روش  اساسي در محافظت از بدن و ايمني

 (.13دارد ) ويبريو کلیرابرای بالا بردن اين ايمني علیه باکتری 

TcpA  وCtxB   از مهمترين زيرواحدهای پیلي و سم اين باکتری

باشند که به عنوان اصلي ترين عیوامیل حیدت بیاکیتیری  مي

محسوب شده و نقش بسزايي در عفونت زايي باکیتیری ايیفیا 

کیلایسیتیريیديیوم توکسین   C(. علاوه براين، انتهای 3کنند ) مي
بیاشید،  های غذايي مي ، که باکتری مسئول مسمومیتپرفرنجنس

ها  تواند به عنوان يک اجوانت يا حامل برای تولید واکسن نیز مي

ی حیاضیر، از  (. بنابراين در مطالعه11مورد استفاده قرار گیرد )

 ويبريو کلرابه عنوان عوامل حدت باکتری   ctxBو   tcpAهای  ژن

بیاکیتیری   c-cpeها در کینیار ژن  استفاده گرديد. سسس آن

در میزبان پروکاريوت کلون شدند تیا  کلاستريديوم پرفرينجنس

های بعدی به عینیوان واکسین  اين پروتین نوترکیب در بررسي

 مورد ارزيابي قرار گیرد. ويبريو کلرابرای پیشگیری از 

به   CtxBو  TcpAهای  اند که پروتین  مطالعات مختلف نشان داده

محسوب  ويبريو کلراعنوان مهمترين فاکتورهای پاتوژنز باکتری 

به عنوان يکي از عوامل میثثیر در   TcpA(. پروتین 8شوند ) مي

ژن و ژن  شود که آنتي مستقر شدن باکتری در روده شناخته مي

و همچنیین   El Torو   O1های کلاسیک  کدکننده آن در بیوتايپ

زايیي و  (. به دلیییل ايیمینیي5وجود دارد )  O139سروتايپ 

هیا و  در بییین سیروتیايیپ  TcpAژن  همولوژی بالای آنتي

ژن به عنوان کانديد مناسب بیرای  های مختلف، اين آنتي بیوتايپ

های ايمني ضد استقرار باکیتیری در بسیییاری از  القای پاسخ

مطالعات طراحي واکسن علیه وبا اهمیت داشته و مورد تیوجیه 

، کیايي و هیمیکیارانیش 2914(. در سال 15واق  شده است )

در مقايسیه بیا کیل   Tcpپروتین   Aمتوجه شدند که زير واحد 

تواند در يک میزبان منیاسیب بیه  زاتر است و مي پروتین ايمني

(. بر اساس 18عنوان واکسن برای کلرا مورد استفاده قرار گیرد )

بیه   TcpA، پروتین 1224و همکارانش در سال  Iredelمطالعات 

، ايمني زايي وسیعي علیه ويبريو کلراهمراه چند زير واحد ديگر 

ها ادعا کردنید کیه ايین  بوجود آوردند. آن ويبريوکلراعفونت 

زايي وسیعي ندارد و حتما بیايید زيیر  پروتین به تنهايي ايمني

  (.18واحد ديگری آن را همراهي کند )

ترين عامل پاتوژنز بیماری وبا يعني عیامیل �( مهمCTسم کلرا )

به شیکیل   Bايجاد اسهال شديد است. اين سم شامل زيرواحد 

(. ابتدا 12باشد ) که فعالیت آنزيمي دارد مي  Aپنتامر و زيرواحد 

گانگلیییوزيید بیر روی سیطی    GM1به گیرنده   Bزيرواحد 

های اپي تلیالي روده متصل شده و باعث ورود زيیرواحید  سلول

A  شود. سسس زيرواحد  های اپي تلیالي روده مي به سلولA   بیا

داخیل   cAMPفعالیت آنزيمي خود منجر به افزايیش سیطی  

سلولي شده که اين عمل منجیر بیه خیروج شیديید آب و 

ها به داخل لومن روده کیوچیک و در  ها از سلول الکترولیت

شود . ذکر اين نکته حائز اهمیییت  نهايت ايجاد اسهال شديد مي

 Aوابسته بیه زيیرواحید  ويبريو کلرااست که عملکرد پاتوژنز 

( به دلیییل  CtxB)   B(. اين در حالیست که زيرواحد 29است )

به عنوان حمل کننده واکسن عیمیل  GM1گانگلیوزيد  اتصال به 

های اپي تلییالیي  ژن فیوز شده به سلول کرده و باعث انتقال آنتي

شود. بر اسیاس  های ايمني مخاطي مي روده و فعال سازی پاسخ

 B، زيیر واحید 2991و همکارانش در سال   Ryanمطالعات 

بیاشید و  توکسین کلرا به تنهايي برای انسان کاملا ايیمین میي

زايي ندارد بنابراين يک اجوانت واکسن منیاسیب بیرای  بیماری
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(. 18آيید ) فعال کردن ايمني مخاطي در انسان به شیمیار میي

، 2993و همکارانش در سیال   Cuiهای  همچنین طبق بررسي

های دهاني بسیار میوثیر  ژن فعالیت اجوانتي سم کلرا برای آنتي

اين توکسین به تنهايي به عنوان   Bاست اما استفاده از زير واحد 

باشد. بنا براين همراه شدن ايین زيیر  اجوانت هنوز محدود مي

تواند بطیور میوثیری  های اين باکتری مي ژن واحد با ديگر آنتي

(. 21هیا را بیالا بیرد ) مخاطي در واکسین  IgAو  IgGمیزان 

، يک کاست ژني که شامیل 2918عامريان و همکارانش در سال 

شدند را  بود و با يک لینکر بهم متصل مي  tcpAو   ctxBهای  ژن

ها مشاهده کیردنید  به صورت بیوانفورماتیک طراحي نمودند. آن

های سرمیي  بادی که اين فیوژن پروتین باعث افزايش پاسخ آنتي

 (.22در موش شد ) کلرا ويبريوعلیه 

، (CPE)  کلاستريديوم پرفرنجینیساز طرف ديگر انتروتوکسین 

ايي شناختیه پروتیني که بعنوان عامل اصلي ايجاد مسمومیت غذ

N-terminal   (N-CPE )شود دارای دو بخش است. قسمیت  مي

دهد و قسیمیت     که عملکرد توکسیک اين پروتین را انجام مي

C-terminal (C-CPE  ) که عملکرد اتصال به گیرندهclaudin   را

بیا   C-CPEدهد. در هنگام ايجاد مسمومیت غیذايیي،  انجام مي

های اپیي تیلیییالیي  بر روی سط  سلول  claudin-4اتصال به 

MALT  ( رودهGALT باعث افزايش نفوذپذيری سلول و در )

(. همچنین مطالعات نشان داده 23شود ) نهايت مرگ سلولي مي

روده و بییینیي   MALTدر   Mهای  بر روی سلول  claudin-4که 

  C-CPE(. با توجه به ايینیکیه قسیمیت 24شود ) نیز بیان مي

را ندارد، بنابیرايین هیمیراه   N-CPEعملکرد توکسیک قسمت 

بعنوان حمل کننده واکسن باعث   C-CPEژن هدف با  کردن آنتي

روده   MALTهای اپي تلیالي  ژن فیوز شده به سلول انتقال آنتي

 (.24شود ) های ايمني مخاطي مي و بیني و در نتیجه القای پاسخ

 در 4-، کلادين 2914و همکارانش در سال   Loطبق گزارشات 

NALT  تواند هدف مناسبي بیرای  شود و بنابرين مي نیز بیان مي

( HAها از هماگلوتینین آنفولانزا ) های روده ای باشد. آن واکسن

برای تولید واکسن استفاده کردند و با هیدف   C-CPEمتصل به 

مشاهده نمودند کیه ايین   C-CPEبوسیله  4قرار دادن کلادين 

(. 23بیرد ) را بیالا میي  IgAترکیب با تجويز داخل بیني میزان 

Suzuki   از 2913و همکارانش در سال ،C-CPE  4-و کیلاديین 

به میوش   nasalبه صورت   pnemococcalبرای تحويل واکسن 

فیوز کرده و به موش   C-CPEرا به   PspAها  استفاده نمودند. آن

ژن به طور صحیی   ها، آنتي های آن تلقی  نمودند. بر اساس يافته

بیوجیود   PspAهای اختصاصیي  بادی شده و آنتي  NALTوارد 

ها به ايین نیتیییجیه رسیییدنید کیه            آمدند. علاوه براين، آن

PspA-C-CPE  های  نه تنها به سلولM ، بلکه به اپیتلیومNALT 

ژن بیه درون  شود که باعث افزايش جذب آنتیي نیز متصل مي

NALT  ی  (. بنابراين، ناحیه25گردد ) ميN   ترمینالCtxB   وC 

برای اتصال به رسستورهای اختصاصیي شیان ، C-CPEترمینال 

توان نتیجه گرفت که اتصیال  باشند و مي بسیار حائز اهمیت مي

TcpA   بهC   ترمینالCtxB،   تداخلي در ساختار سه بیعیدی آن

ايیجیاد   GM1برای پنتامريزاسیون و اتصال به گانیگیلیییوريید 

به انیتیهیای   C-CPE(. از طرف ديگر، اتصال 28و28نمايد ) نمي

برای اتصال بیه   C-CPEتغییری در ساختار   CtxB-TcpAفیوژن 

claudin-4  رسیییم  (. نهايتا به اين نتیجه مي28آورد ) بوجود نمي

و جايگاه لینکیرهیا،   CtxB-TcpA-C-CPEکه ترتیب قرارگیری 

به قدر کافي مناسب برای اتصال به رسستورها و برانیگیییخیتین 

 باشد.  های ايمني مي پاسخ

از طرف ديگر مطالعات قبلي نشان داده است که بیرای ايیجیاد 

اش،  و اتصال به گییرنیده  CtxBساختار مناسب پنتامری پروتین 

نیاز به يک توالي لینکر با قابلیت انعطاف در ترکیییب فیییوژن 

و پروتین فیییوز   CtxBباشد تا امکان حرکت آزادانه پروتین  مي

 (. 22شده به آن را فراهم نمايد )

و   Glyهیای  در اين رابطه ترکیب تتراپستید متشکل از اسیدآمینه

Pro   بصورتGly-Pro-Gly-Pro    ترکیب مناسبي است و ترجی

از   Proو   Glyشود که کدون کدکننده هر دو اسیدآمینه  داده مي

های کمیاب میزبان هترولوگ انتخابي برای بییان فیییوژن  کدون

در هنگیام   mRNAپروتین باشد تا باعث کاهش سرعت ترجمه 

ترجمه اين توالي تتراپستید و در نتیجه کمک به فولدينگ صحی  

گیییری  بدون ايجاد ممانعت فضايي برای شیکیل  CtxBپروتین 
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 (. 39ساختار سه بعدی پروتین فیوز شده به آن شود )

ها، در مطالعه حاضر توالي تتراپستییید  بنابراين بر اساس اين يافته

Gly-Pro-Gly-Pro   بعنوان لینکر برای فیوژن پروتین مورد نیظیر

اشريشیییا کیلیي های کمیاب میزبان  انتخاب و بر اساس کدون

 طراحي و سنتز شد.

های مورد نظر، از سیسیتیم  در اين مطالعه، به منظور بیان پروتین

اسیتیفیاده گیرديید. اشريشیا کلي بیاني هترولوگ پروکاريوتي 

ترين سیستم بیییانیي  به عنوان سادهاشريشیا کلي انتخاب باکتری 

ها که به تغییرات پس از ترجمیه از جیمیلیه  برای اين پروتین

(. در ايین 31گلیکوزيلاسیون نیازی ندارد، صورت پذيرفت )

به عنوان ناقیل بیییانیي،   pQE30بررسي، با استفاده از پلاسمید 

سطوح بالايي از بیان هر چهار پروتین نوترکیب در بیاکیتیری 

بدون نیاز به مراحل پر هزينه، حیاصیل گیرديید. اشريشیا کلي 

پروتین نوترکیب را به صورت میتیصیل بیه ، pQE30پلاسمید 

6His  نمايد. حضور اين فیوژن پروتین در انتهای آمیني  تولید مي

پروتین نوترکیب، سبب تسهیل روند خالص سازی با استفاده از 

گردد. بنابراين با استفاده از اين ناقل در باکیتیری  ستون نیکل مي

های نوترکیب تولید شدند و پس از بهینیه  پروتین  ،اشريشیا کلي

سازی شرايط تخلیص، به مقادير کافي و خالص از هر يیک از 

-CtxBو پروتین فیییوژن  CtxBو  C-CPE ،TcpAهای  ژن آنتي

TcpA-C-CPE هیا دسیت  به منظور ارزيابي ايمونوژنیسیتیه آن

ها توسط     يافتیم. پس از بیان هر چهار پروتین نوترکیب، تأيید آن

SDS-PAGE   و وسترن بلات، در شرايط احیییايیي پیییش از

تخلیص و پس از تخلیص انجام گرديد و ثابت شد که هر چهار 

های هدف مورد نظر در  پروتین نوترکیب تخلیص شده، پروتین

 اين مطالعه هستند.  

 

 گیری نتیجه

براساس نتايج بدست آمده در اين پژوهش، پروتین نوتیرکیییب 

بیان بسیار خوبي در میییزبیان    CtxB-TcpA-C-CPEحاصل از 

E.coli DH5α  رسد که اين پروتین نوترکیب  داشت و به نظر مي

 ويبريیوکانديدای خوبي برای بررسي به عنوان واکسن خوراکي 

زايي و چالیش  باشد. اما مطالعات آينده در خصوص ايمني کلرا

 حیواني اين موضوع را به اثبات خواهد رساند.

 

 ملاحظات اخلاقی

نويسندگان تمامي نکات اخلاقي شامل عدم سرقت ادبي، انتشار 

سازی را در اين مقالیه رعیايیت  ها و داده دوگانه، تحريف داده

 .اند کرده

 

 تشکر و قدردانی

نويسندگان مقاله از پرسنل بخش ايمونولوژی انستیتیو واکسین 

های اجرايي کمال امتینیان را  سازی شیراز به دلیل حمايت�سرم

 .دارند

 

 تعارض منافع

 .وجود ندارد 
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