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 Background and Aim: Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is one of the 
most common bacterial causes of diarrhea deaths among children and 
travelers in developing countries. The ETEC colonization factors, such as 
CFA/I and CS2 play an important role in the development of the disease. In this 
study, to produce the CFaE fusion recombinant protein, the tip subunits 
CFA/I(CfaE) and sub structural unit of CS2 (CotD) from ETEC, were used. 
Since mucosal immune responses to CFs can prevent disease, the aim of this 
study was to develop a chimeric antigen for developing the effective vaccine.  
Materials and Methods: In order to amplify the cfae-cotd gene, a dual gene 
construct consisting of cfae and cotd, the PCR reaction was performed by 
designed primers. The propagated gene was cloned in the expression vector 
pET28a. Following the induction of a recombinant gene construct with IPTG, 
the recombinant protein was expressed and purified by Ni-NTA 
chromatography column and confirmed by western blotting by Anti-Histag. 
Ethical Considerations: This study with research ethics code 
IR.IAU.SRB.REC.1397.066 has been approved by research ethics committee 
at Islamic Azad University, Science and Research Branch of Tehran, Iran. 
Findings: Cloning accuracy was confirmed by PCR and enzyme digestion 
reaction. The presence of the band in the SDS-PAGE 10% gel in the 68 kDa 
region, the expression of the recombinant protein, and the presence of the band 
on the nitrocellulose paper in the Western blotting test confirmed the production 
of recombinant protein. 
Conclusion: Optimization of codon and expression in heterologous hosts is a 
useful method for the production of recombinant proteins. The production of 
ETEC antigens as a candidate for vaccination against this bacterium is also 
prominent. 
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 پژوهشی مقاله

 از باکتری CfaE, CotDطراحی، ساخت، بیان و تخلیص ژن کدکننده پروتئین کایمر 

Enterotoxigenic Escherichia coli 
 

3، شهره زارع *2، جعفر امانی 1پونه روغنیان
1، زهرا نورمحمدی 

  

 .رانیتهران، ا ،یدانشگاه آزاد اسلام قات،یواحد علوم تحق ه،یدانشکده علوم پا ک،یگروه ژنت. 1

 .رانیها، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله )عج(، تهران، اتیو مسموم یولوژیب ستمیس تویانست ،یکاربرد یولوژیکروبیم قاتیمرکز تحق. 2

 .رانیا ن،یورام ،یدانشگاه آزاد اسلام شوا،یپ-نیواحد ورام ،یستیعلوم ز کدهدانش ،یوتکنولوژیو ب کیگروه ژنت. 3
  

 چکیده  اطلاعات مقاله

 11/04/97 تاریخ دریافت:

 28/09/97 تاریخ پذیرش:

 31/01/98 تاریخ انتشار:

ترین علل باکتریایی مرگ و ( یکی از رایجETECاشرشیاکلی انتروتوکسیژنیک ) :نه و هدفزمی 

فاکتورهای  باشد.حال توسعه می کشورهای درکودکان و مسافران میر ناشی از اسهال در 

 در این مطالعه .نقش مهمی در ایجاد بیماری دارند CS2و  CFA / Iمانند  ETEC کلونیزاسیون 

زیر واحد ساختاری  و CFA / I (CfaE)زیرواحد راسی از همجوش ئین نوترکیب برای ساخت پروت

CS2 (CotD ) ازETEC های ایمنی مخاطی روده علیه که پاسخ جایی. از آناستفاده شده است

CFبه جهت کایمریک ژن آنتیهدف تولید  با حاضر تواند مانع از ایجاد بیماری شود، مطالعهمی ها

 انجام شد. ETECعلیه باکتری ساخت واکسن موثر 

، cotd و cfae گانه متشکل ازدواز ساختار ژنی ، cfae-cotd ژنبه منظور تکثیر  :هاروش و مواد

 pET28aدر وکتور بیانی  تکثیر شده . ژنانجام شد شدههای طراحیپرایمرتوسط  PCRواکنش 

روتئین نوترکیب بیان و با ، پIPTGی در پی القای سازه ژنی نوترکیب با ماده .سازی شدهمسانه

 Anti-Histagسازی و به وسیله وسترن بلاتینگ توسط ستون کروماتوگرافی میل ترکیبی، خالص

 تایید شد.

در کمیته اخلاق  IR.IAU.SRB.REC.1397.066 این مطالعه با کد اخلاقی: ملاحظات

  است. به تصویب رسیده تهران علوم و تحقیقاتدانشگاه آزاد اسلامی واحد پژوهشی 

 و واکنش هضم آنزیمی تایید شد. حضور PCRصحت همسانه سازی با استفاده از کلونی  :هایافته

و بیان پروتئین نوترکیب  کیلو دالتونی، 68ی در محدوده SDS-PAGE  10%ژل  در باند

تاییدی بر  ،در آزمون وسترن بلاتینگمذکور حضور باند بر کاغذ نیتروسلولز در محدوده چنین هم

 ولید پروتئین نوترکیب بود.ت

 تولید در مفید روش یک هترولوگ یهامیزبان در بیان و کدون سازی بهینه گیری:نتیجه

به عنوان کاندید واکسیناسیون  ETEC هایتولید آنتی ژنچنین هم. است نوترکیب هایپروتئین

 باشد.میبر علیه این باکتری مطرح 

 واژگان کلیدی

 بینوترک نیپروتئ

CfaE 

Enterotoxigenic Escherichia 

coli 
Fimbriae proteins 

 

 نویسنده مسئول:  *

 جعفر امانی

 ،خیابان ملاصدراتهران،  ران،یا آدرس پستی:

دانشگاه  ،بعد از خیابان شیخ بهاییمیدان ونک، 

 ستمیس تویانست علوم پزشکی بقیه الله )عج(،

مرکز تحقیقات  ها،تیو مسموم یولوژیب

 .وژی کاربردیمیکروبیول

 .19395–5487پستی:  صندوق

 2549 8248 21 98+ نمابر:

E-mail: jafar.amani@gmail.com 

 

 

 

http://jams.arakmu.ac.ir/
https://orcid.org/0000-0001-5093-0415
https://orcid.org/0000-0002-5155-4738
https://orcid.org/0000-0002-0305-8588
https://orcid.org/0000-0003-3890-9001


 1398 بهشتیو ارد نیفرورد ک،یو دو، شماره  ستیباراک، سال  پزشکی علوم دانشگاه مجله و همکاران انیروغن

 

 98 

 

 مقدمه .1

 Enterotoxigenic Escherichia coliبیماری ناشی از 

(ETEC )یکی از مشکلات اصلی سلامت در کشورهای درحال 

 وزادانن میان در ETECرود. اسهال ناشی از توسعه به شمار می

 به دلیل عدم وجود سوم جهان کشورهای در به ویژه مسافران، و

 انسانی تلفات سالانه درمانی، شیوع دارد و و بهداشتی امکانات

کند. می تحمیل جوامع به را زیادی اقتصادی هایزیان و

در  ETECمیلیون مورد فرد مبتلا به  840 حاکی از مطالعات

نفر از این تعداد کودکان میلیون  280که حدود باشد سال می

به همین علت  هاآنسالیانه تعداد زیادی از و سال هستند  5زیر 

از طریق مدفوع منتقل  ETECعفونت  .(1) شوندفوت می

بعد از ورود به بدن انسان از طریق مواد  ETECباکتری  شود.می

 توسط فاکتورهای کلونیزاسیون دنی آلوده،غذایی و آب آشامی

(Colonization factor) (CF )های سطحی کلیژنو آنتی 

(Coli surface) (CSدر سطح سلول ) های روده کوچک

 های حساس به حرارتانتروتوکسین ،شود. سپسکلونیزه می

(Heat labile enterotoxin) (LT) و مقاوم به حرارت (Heat 

stable enterotoxin) (ST) کنند که باعث خروج را ترشح می

سهال باعث ا ETEC. باکتری (3 ،2)شوند ها میآب و الکترولیت

د و به طور معمول حاوی خون گردآبکی خفیف تا شدید می

تواند و به سرعت می استباشد. بیماری ایجادشده مشابه وبا نمی

 ETECاهمیت بیماری اسهال ناشی از  .(4)آبی شود سبب کم

، هابیوتیکهای مقاوم به آنتیروند افزایشی سویهچنین همو 

های بهداشتی را بر آن داشته تا به دنبال طراحی و تهیه سازمان

های کلونیزاسیون به . تنوع فاکتور(6 ،5)واکسن کارآمد باشند 

های ساختاری اسیدی زیر واحدآمینو هایدلیل تفاوت در توالی

 CFنوع از  25کنون بیش از باشد و تافیمبریه چسبنده می

در انسان، تعداد  ETECهای مختلف شناسایی شده است. سویه

کنند که وژیکی بیان میاز نظر سرولرا زیادی فیمبریای متمایز 

 Alternate Chaperon) از طریق مسیر متناوب چاپرون

Pathway( )ACP )یا مسیر راهنما/چاپرون 

(Chaperon/usher pathway( )CUP )(7)آیند هم می گرد .

عامل کلونیزاسیون  (Ag) هایژنآنتیتاکنون تعداد زیادی از 

و  CFA/I ،CFA/III ،CFA/IVاند که شامل شناسایی شده

شواهد  باشند.می (CS)های سطحی ژنتعداد زیادی از آنتی

علیه این بیماری توسط زیادی مبنی بر ایجاد مصونیت گسترده 

بنابراین طراحی واکسن بر  فاکتورهای کلونیزاسیون وجود دارد.

تواند برای مقابله با این اساس این فاکتورهای کلونیزاسیون می

های CFاز میان انواع  .(9 ،8)بیماری امری ضروری به نظر رسد 

ترین و از رایج ETEC ،CFA/Iهایشناخته شده در میان سویه

 CFA/Iباشد. کلونیزاسیون فاکتور می هایژنآنتیترین اصلی

باشد و از هزاران زیرمجموعه ای میدارای ساختار رشته

طور از دهند و همینکه تشکیل ساقه را می CFaBساختاری 

اند، که در نوک ساقه قرار گرفته CFaEیک یا چند زیرواحد 

های اخیر رسد در سال. به نظر می(11 ،10)تشکیل شده است 

، به دلیل ETECهای نوترکیب علیه باکتری برای توسعه واکسن

، CFaEهای اپتلیال به زیرواحد نیاز باکتری برای اتصال به سلول

 زیرواحد .(13 ،12)به این زیرواحد توجه زیادی شده است 

CfaE  هایبادیآنتیو  استبرای اتصال باکتری ضروری (Ab) 

تواند از اتصال آن به روده جلوگیری کند علیه این زیرواحد می

و همکاران  منصوری. مطالعات (10)شود ایجاد بیماری  مانعو 

تواند به عنوان یک ایمونوژن قوی برای می CfaEنشان داد که 

حائز  هایCFاز دیگر انواع  .(13)تولید واکسن مطرح باشد 

 ژنآنتیسه اشاره کرد که شامل  CFA/IIتوان به اهمیت می

مطالعات  .باشدمی CS3و  CS1 ،CS2 هایبه نام Coliسطحی 

از فاکتورهای مهم  CFA/IIبر روی انسان و حیوانات نشان داد 

های بادیآنتی است. ETECبرای کلونیزاسیون روده توسط 

نیز در جلوگیری از کلونیزه کردن نقش مهمی  CFA/IIعلیه 

 CFA/II+سازی با باکتری طور ایمننند و همینکایفا می

 شده در انسان تحریک ایمنی را به دنبال داشته استخالص

که در پلاسمید کدگذاری  CS1و پیلی  CFA. برخلاف (14)

و  شودهای کروموزومی بیان میتوسط ژن CS2پیلی ند، شومی

و  cota، cotb ،cotcژن پیوسته  4برای کدشدن نیازمند به 

cotd فیمبریه (15)باشد می .CotD  پروتئینی با وزنی حدود

و  که در نوک فیمبر یافت شده است هبودکیلودالتون  9/38

باشد می( minor fimbria subunit) زیرواحد کوچک فیمبریا
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 همجوشی ، پروتئین2017و همکاران در سال زینال زاده .(16)

و  CFaBساختند که شامل  نموده ورا طراحی  3CLبه نام 

CFA/I  واحد ساختاریCS6  و نیز زیرواحدB  سمLT  وSTa 

ترجیح از  3CLبرای رسیدن به سطح بالایی از بیان ژن  .اشدبمی

زایی آن در ایمنیچنین هماستفاده کردند.   E. coli یکدون

را در چالش مقابله با  هاحفاظت از موش وبررسی  ،هاموش

ETEC  غیبی و همکاران 2016. در سال (17)به دنبال داشت ،

خت و ساز و خواص ایمنی یک پروتئین کایمریک بر روی سا

علیه اشریشیاکلی  LTBو  CFaB ،CFaEشامل 

و  یپروتئین نوترکیب تولیدها آنانتروتوکسیژنیک کار کردند. 

 ند.زایی به موش تزریق کردشده را برای بررسی ایمنیتخلیص

بود.  IgGتوجه حاکی از افزایش قابل تولیدشده بادیآنتیتیتر 

شده، تیمار شد با سرم موش ایمن ETECهای سلول چنینهم

 HT2را به سلول و  ETECو توانایی اتصال باکتری 

. در این مطالعه تلاش بر (12)آدنوکارسینوما انسانی کاهش داد 

این شد که یک کاندیدای واکسن جدید علیه این بیماری 

استفاده از یک پروتئین  ،این تحقیقاز طراحی گردد. هدف 

عامل کلونیزاسیون  ژنآنتیکایمر متشکل از زیر واحد اصلی 

CFA/I  وCS2 ژن بیان و سازیهمسانه و cfae-cotd ناقل در 

  باشد.می نوترکیب پروتئین تولید منظور به  pET28aبیانی

 

 هاروش و مواد. 2

افزاری پرایمرها جهت تکثیر ژن طراحی و آنالیز نرمالف. 

cafe-cotd 

قسمتی دو توالی ژن از  cotd و cfaeی هاجهت تکثیر ژن

پرایمر رفت و  ،Biomatikشده توسط شرکت ساختهکایمریک 

رفت دارای جایگاه برشی آنزیم  پرایمربرگشت طراحی شد. 

EcoRI  5ترادف  و 5'در ابتدای'-ATCATA 

GAATTC ATGCAGTCTTGGCATACCAATGTC-3'  
و کدون  HindIIIبرگشت واجد جایگاه برشی آنزیم  پرایمرو 

 ATCATAT -'5و ترادف  5'خاتمه رونویسی در ابتدای 

AAGCTT TTAAAATTGCGGCAGCCAGATC-3'  .بود

 سنتز شد. سیناکلونشرکت  توسط دهش طراحی هایپرایمر

 انجام شد.Oligo6 افزار توسط نرمآنالیز انجام شده 

  pBad-C20و  pET28aتخلیص پلاسمید  ب.

  LBدر محیط  pBad-C20و  pET28a کلون حاوی پلاسمید 

(LB: Luria Bertani) سیلین  بیوتیک آمپیمایع دارای آنتی

میکروگرم بر  50)ین و کانامایس( تریلیلیبر م کروگرمیم 80)

درجه  37ساعت در دمای  12به مدت  و تلقیح شد (لیترمیلی

به منظور تخلیص  شد.گراد درون شیکر انکوباتور نگهداری سانتی

، از روش لیز قلیایی طبق  pET28aو pBad-C20پلاسمید 

، Genet Bioپروتکل استخراج پلاسمید کیت استخراج شرکت 

 استفاده شد.

  cfae – cotdهت تکثیر ژن کایمریک ج PCRواکنش ج. 

 High)بالا  گیریخاصیت غلط با پلیمراز آنزیم با  PCR واکنش

Fidelity )شرکت((Fermentas   آنزیمPfu  5/2)پلیمرازی 

 کلرید مولاریمیل 5/1 غلظت در شرایط (واحد بر میکرولیتر

 1 و dNTPمولار یمیل 50،پرایمرهر  از پیکومول 10منیزیم و 

قسمتی  دوحاوی سازه ژنی  pBad-C20 پلاسمید از لیترمیکرو

سازی بهینه گرادسانتی درجه 60 اتصال دمای در ،به عنوان الگو

در  ابتدایی شدن واسرشته مرحله یک شامل PCRمراحل  .شد

 شامل چرخه 30 دقیقه، 5 به مدت گرادسانتی درجه 95  دمای

 به گرادنتیسا درجه 94 دمای در ابتدایی شدن واسرشته مرحله

 درجه 60دمای  در الگو رشته به هاپرایمر اتصال ثانیه، 30 مدت

 دمای در دنظرمور قطعه تکثیر ثانیه، 30 به مدت گرادسانتی

 مرحله یک پایان در و ثانیه 45 مدت به گرادسانتی درجه 72

 دقیقه 10 مدت گراد بهسانتی درجه 72دمای در نهایی تکثیر

روی ژل آگارز یک درصد محصول  یدتأی برای ،درنهایت .بود

 الکتروفورز شد.

  pET28aدر ناقل cfae-cotdهمسانه سازی ژن  .د

 پلاسمیدو  PCRمحصول  رویبر  آنزیمی هضم واکنش ابتدا

به  HindIIIو   EcoRIمحدودالاثر با دو آنزیم pET28aبیانی 

درجه  37جداگانه در دمای  هایساعت در میکروتیوب 2 مدت

 با خورده برش محصول هضم آنزیمی انجام شد. گرادسانتی

 ( تخلیص شد.Genet Bio) PCRتخلیص محصول  کیت کمک

ساعت در  2لیگاز به مدت  T4با استفاده از آنزیم  الحاق واکنش

 به حرارتی شوک روش با گراد انجام ودرجه سانتی 22دمای 
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برای  شد.ترنسفورم  DH5αکلی مستعد سویه  اشریشیا میزبان

 رشدیافته روی پلیت هاینیوصحت همسانه سازی، از کل بررسی

 50حاوی کانامایسین )غلظت آگار  LB حاوی محیط کشت

استفاده  PCR( جهت انجام عمل کلونی تریلیلیبر م کروگرمیم

سازی صورت زیر برای تأئید صحت همسانه هایروش .گردید

 گرفت:

از   cotd-cfae کایمریک : جهت تکثیر ژن PCRالف( واکنش 

الگو برای  DNAتشکیل شده به عنوان  هایکلون از کلونی 15

 استفاده شد. PCRکلونی واکنش 

ب( هضم آنزیمی پلاسمید و خروج قطعه مورد نظر: واکنش 

بر  HindIIIو  EcoRIمحدودالاثر  هایهضم آنزیمی با آنزیم

 صورت گرفت.  پلاسمید تخلیص شده

  pET28a-cfae-cotd ژنی سازه بیان بررسیه. 

سازی، پلاسمید نوترکیب حاوی قطعه ژنی پس از تایید همسانه

cfae-cotd  از سویهDH5α باو  با روش لیز قلیایی استخراج 

 BL21کلی مستعد سویه اشریشیابه  حرارتیروش شوک 

(DE3) مراحل تایید ترنسفورم شدن چنین همشد و  داده انتقال

 هایسویه شبانه از کشت.ذکرشده بر روی آن اعمال گردید

 50 میزان pET28a-cfae-cotdواجد پلاسمید  نوترکیب

 50حاوی غلظت  LBمحیط  لیترمیلی 5به  میکرولیتر

 از پس و گردید کانامایسین تلقیح لیترمیکروگرم بر میلی

نانومتر به  600 موج طول در کشت محیط نوری جذب رسیدن

ر به محیط میلی مولا 1با غلظت  IPTG القاکننده 8/0تا  6/0

در دمای  ساعت 24ساعت و  4ها به مدت کشت اضافه و سلول

در شیکر دور در دقیقه  180سرعت با و  گراددرجه سانتی 37

. آوری شدندبه وسیله سانتریفیوژ جمعو انکوباتور نگهداری 

 1xبا رقت  Sample Bufferبا  بررسی بیان جهتها نمونه

(Tris- HCl  (1  8/6میلی مولار =pH)، ( 50گلیسرول  ،)درصد

SDS (10 درصد) ،درصد((  1مرکاپتو اتانول، بُرمو فنل بُلو ) -2

بر روی  دقیقه و 10مخلوط و پس از جوشانیدن به مدت 

  مورد ارزیابی قرار گرفتند.SDS-PAGE   %10ژل

 میزان محلول و غیر محلول بودن پروتئینتعیین  .ن

 سلولی رسوب ،پروتئین نوترکیب حلالیتبه منظور تعیین 

لیزوزیم )حاوی بافر لیزکننده باکتری با استفاده از بیان  از حاصل

بعد از انجام  ،سپس .لیز شد( تریلیلیبر م گرملییم 1غلظت  با

 -20دمای  در محلول رویی به عنوان فاز محلول، سانتریفیوژ

 1مانده مقدار به رسوب باقی. نگهداری شدگراد درجه سانتی

افزوده  مولار( 8اوره حاوی ) =pH 8 لیزکننده بالیتر بافر میلی

و پس از انجام سانتریفیوژ، محلول رویی به عنوان فاز نامحلول 

هر نمونه به همراه  نگهداری شد. گرادیدرجه سانت -20دمای  در

الکتروفورز درصد  SDS-PAGE 10گر پروتئینی روی ژل نشان

 و بررسی انجام گرفت.

ستون کروماتوگرافی  از تفادهبا اس پروتئین تخلیص .و

Ni-NTA  

ی ستون کروماتوگرافی میل وسیلههتخلیص پروتئین نوترکیب ب

نوترکیب  Nativeو  Denatureو با روش Ni-NTA ترکیبی 

 سازیهمسانه دلیل به انجام گرفت.طبق کاتالوگ شرکت کیاژن 

 دارای نوترکیب ، پروتئینpETبیانی در ناقل دنظرمور ژن توالی

تخلیص  یهانمونه .باشدمی خود ابتدای در هیستیدینی هدنبال

 شد. الکتروفورز درصد SDS-PAGE 10ژل  روی

 نوترکیب پروتئین تأیید .ی

با  وسترن بلات روش از شدهبیان نوترکیب پروتئین تأیید برای

 استفاده HRP همتصل ب Anti-His tagبادی  آنتی استفاده از

کایمر با استفاده از بافر انتقال  پروتئینالکتروفورز  پس از د.ش

 درصدSDS3 مولار،میلی 48 مولار، تریسمیلی 39)گلایسین 

 کاغذمنتقل شد. نیتروسلولز  کاغذ به( درصد 20 متانول و

 Skim Milkگرم  5کننده )استفاده از بافر بلوکه با نیتروسلولز

ساعت در دمای  1به مدت (  TBS (1X)میلی لیتر  100در 

آنتی بادی  .انکوباسیون انجام گرفتگراد انتیدرجه س 37

تهیه  TBS(1x)در داخل بافر  1:2000با رقت  ضدهیستیدین

ریخته شد و به مدت یک ساعت در دمای  PVDFو روی غشای 

شیکر انکوباتور قرار گرفت. سپس  داخل گراددرجه سانتی 37

دقیقه شستشو داده  10و هربار به مدت  TBSسه بار با بافر 

به عنوان کاتالیزور  درصد H2O2 30و  DABسوبسترای از  شد.
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و پس از ظهور باندها واکنش با آب مقطر مهار  به غشا اضافه شد

 شد.

 

 اخلاقی . ملاحظات3

در کمیته  IR.IAU.SRB.REC.1397.066 این مطالعه با کد

 علوم و تحقیقاتدانشگاه آزاد اسلامی واحد اخلاق پژوهشی 

  ست.تهران به تصویب رسیده ا
 

 ها. یافته4

برگشت  و رفت رهایپرایماز  استفاده با cfae-cotd کدکننده ژن

 با ژلروی  PCR(. محصول 1شد )شکل  اختصاصی، تکثیر

 ،آنزیمی هضم از پس گردید. مشاهده جفت باز 1668 اندازه

سازی با دو جهت همسانه pET28aو پلاسمید  PCRمحصول 

ل هضم آنزیمی روی هضم و محصو HindIIIو   EcoRI آنزیم

 (. 2)شکل  ژل آگارز یک درصد الکتروفورز شد

  

 
ستون  .Pfuسازی شده با آنزیم بهینه PCRالگوی الکتروفورز محصول  .1شکل

قطعه ژنی  :3و  2ستون  .DNA (1kb DNA Ladder)گر اندازه نشان: 1
cfae-cotd  به اندازه یbp 1668  . 

 

  
با دو آنزیم  a28pETهضم آنزیمی پلاسمید الگوی الکتروفورز محصول  .2شکل

HindIII   وEcoRI وکتور  :1ستون  .درصد 1 روی ژل آگارزpET28a 
 :3. ستون bp 5369هضم شده به اندازه  pET28aوکتور  :2نشده. ستون هضم

 .DNA(1kb DNA Ladder)گر اندازه نشان

 

ناقل  در نظردمور ژن ،سازیپس از انجام الحاق و همسانه

pET28a ی مستعد هاوسیله روش شوک حرارتی به سلولبه

داده قرار آگار حاوی کانامایسین  LBو روی محیط  ترنسفورم

 از استفاده با ،cfae-cotdژن  سازیهمسانهشد. جهت تایید 

 (.3انجام گرفت )شکل PCRاختصاصی، کلونی  هایپرایمر

 

 
حاصل  هایشدن کلون ترنسفورمو تایید  PCRالگوی الکتروفورز کلونی  .3شکل

: 2 – 9ستون . DNA (DNA Ladder 1kb)گر اندازه نشان :1ستون  .شده

کنترل مثبت با  :11کنترل منفی. ستون  :10ستون  نوترکیب. هایکلونیبررسی 
 .pBadاستفاده از قطعه تکثیر شده از روی پلاسمید 

 

 با دو آنزیم هضم آنزیمیدست آمده، هب هایکلونبرای تأیید 

HindIII   وEcoRI .محصول هضم آنزیمی روی  انجام گرفت

 4نتایج آن در شکل  کهدرصد الکتروفورز گردید  1ژل آگارز 

 ارائه شده است.

 
حاوی ژن  a28pETالگوی الکتروفورز محصول هضم آنزیمی پلاسمید  .4شکل

cfae - cotd  با دو آنزیمHindIII   وEcoRI ستون  .درصد 1روی ژل آگارز
 DNAگر اندازه نشان :4نوترکیب هضم شده. ستون   pET28aوکتور  :3-1
(DNA Ladder 1kb.) 

 

عمل  ،DH5αپس از استخراج پلاسمید نوترکیب از میزبان 

انجام شد.  E. coli BL21 (DE3)به سلول مستعد ترنسفورم 

 PCRوکتور نوترکیب عمل کلونی  برای صحت ترنسفورمیشن
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 PCRنتیجه حاصل از کلونی دهنده نشان 5صورت گرفت. شکل 

 باشد.می Bl21DE3های ترنسفورم شده از کلونی

 

 
شده های ترنسفورماز کلونی PCRالگوی الکتروفورز کلونی  .5شکل 

Bl21DE3. گر اندازه نشان :1ستونDNA (DNA Ladder Mix.) 
 .Bl21(DE3) شده نسفورمهای متفاوت ترقطعات تکثیرشده از کلونی :2-6ستون

 کنترل منفی.: 7ستون 

 

 در مدت پروتئین بیان القای نوترکیب، پروتئین بیان منظور به

قرار گرفت IPTG تأثیر تحت ، ساعت 18ساعت و  4 یهازمان

کیلو دالتون  68و باند پروتئین نوترکیب در محدوده مورد انتظار 

 (.6)شکل  مشاهده شددرصد  SDS-PAGE  10روی ژل

 

 

 
درصد با  PAGE-SDS 10ن کایمر بر روی ژل بررسی بیان ژ .6شکل 

گر اندازه نشان: 2نمونه قبل از القا. ستون  :1 ستونالف(  آمیزی کوماسی بلو.رنگ
ساعت.  18ساعت و  4های بعد از القا در مدت زمان نمونه :3 – 8 ستون .پروتئین

عد از القا به ب هایبیانی نمونه هایباند :2-6ستون  نمونه قبل از القا. :1ستون ب( 
بیانی فاز  هایباند :8گر اندازه پروتئین. ستون نشان :7کیلو دالتون. ستون  68وزن 

 بیانی فاز نامحلول. هایباند :9ستون محلول.

 

ی ستون کروماتوگرافی میل وسیلههتخلیص پروتئین نوترکیب ب

در  انجام شد. Nativeو  Denatureو روش Ni-NTA ترکیبی 

به  CfaE-Cotdی تخلیص پروتئین نوترکیب نتیجه 7شکل 

 .شودمیمشاهده  کیلو دالتون 68اندازه 

 

 

 
نمونه  :1 الف( ستون .CfaE - CotDتخلیص پروتئین نوترکیب  .7شکل

نمونه خروجی از ستون کروماتوگرافی پس  :2خروجی از ستون قبل از شستشو. ستون
 E:5 -7 . ستونازه پروتئینگر اندنشان :3. ستونWashingاز شستشو با بافر 

عصاره پروتئینی  :9. ستون MES شستشو با بافر :8 )بافر استخراج کننده(. ستون
نمونه خروجی از ستون قبل از شستشو.  :1 ( ستون .ب ) فاز نامحلول( لیز سلولی

نمونه خروجی از ستون کروماتوگرافی پس : 3. ستونگر اندازه پروتئیننشان :2ستون
 :8 )بافر استخراج کننده(. ستون E :5-7ستون . Washing افر از شستشو با ب
 عصاره پروتئینی سلول )فاز محلول(. :9 . ستونMES شستشو با بافر

 

شود در ستون استخراج، علاوه بر طور که مشاهده میهمان

پروتئین کایمریک باندهای غیراختصاصی دیگر نیز وجود دارند. 

 حجم شستشوها حذف شدند این باندهای غیراختصاصی با تغییر

 (. 8 )شکل
 

 
با ستون  CfaE-CotD کایمریک تخلیص پروتئین نوترکیب بررسی .8 شکل

نمونه  :1ستون درصد. SDS- PAGE10 ژل  رویبر  Ni-NTAمیل ترکیبی 
نمونه خروجی از ستون پس  :2قبل از شستشو. ستونکروماتوگرافی خروجی از ستون 

  E: 5-7 ستون پروتئین.گر اندازهنشان :3 ن. ستوWashingاز شستشو با بافر 
 .MESپروتئین تخلیصی با بافر: 8 ستون کننده(.راجخاست )بافر

 )ب(

 )الف(

 )ب(

 (الف)
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از روش وسترن با استفاده تأیید محصول پروتئینی نوترکیب 

نتیجه  .انجام گرفت Anti-His Tagبلاتینگ و آنتی بادی 

غذ شده، بر روی کاهای نوترکیب خالصوسترن بلاتینگ پروتئین

شود. با انجام وسترن بلات مشاهده می 9نیتروسلولز در شکل 

به طور اختصاصی با توالی  His-Tag Antiمشخص شد که 

 .دهدهای نوترکیب واکنش میهیستیدین پروتئین

 

 
Anit-های نوترکیب به روش وسترن بلاتینگ با استفاده از تأیید پروتئین .9شکل 

His Tag.  های نوترکیب پروتئین: 2ستون  پروتئین. گر اندازهنشان :1ستون
CfaE- CotD. 

 

 بحث. 5

( عامل اصلی ایجاد اسهال ETECاشرشیاکلی انتروتوکسیژنیک )

ومیر باشد و منجر به مرگدر کشورهای در حال توسعه می

سال و مسافران  5سالانه هزاران نفر به خصوص کودکان زیر 

طی دو مرحله ایجاد عفونت   ETECباکتری. (18 ،1)د شومی

در مرحله اول به وسیله فاکتورهای کلونیزاسیون به  ؛کندمی

ی بعدی با ترشح رحلههای اپیتلیال متصل و در مسطح سلول

ها، موجب اختلال در هموستاز مایع روده و در انتروتوکسین

های کارراهبنابراین یکی از  شود.نهایت منجر به بروز اسهال می

جلوگیری از ایجاد عفونت توسط این باکتری، ممانعت از اصلی 

های اگرچه آنتی بیوتیک باشد.اتصال آن به سطح روده می

بهبود این بیماری موثر هستند، اما مقاومت برای  شدهتجویز

دارویی به دلیل توانایی بالای این باکتری در تبادل پلاسمیدهای 

عوارضی مانند از بین  این امر و مقاومت، در حال افزایش است

طبیعی یا تغییر در جمعیت  هایبردن میکروارگانیسم

های سازمان ،رواز این ؛ها را به دنبال داردمیکروارگانیسم

بهداشتی متعددی نظیر سازمان بهداشت جهان را بر آن داشته 

. (19 ،5)تا به دنبال طراحی و تهیه واکسن مناسب باشند 

را به  CFA/Iمطالعات اپیدمیولوژیکی فاکتور کلونیزاسیون نوع 

 ETECهای ترین فاکتور کلونیزاسیون در سویهعنوان رایج

توان های مهم دیگر میاز ادهسینچنین همد. ندهگزارش می

در مطالعه نظریان در  .(20) اشاره کرد CFA/II (CS1/2/3)به 

کننده همجوشی واحدهای ساختاری عوامل کلونیزه، 2013سال 

CFA/I، CS2 ،CS3  وLT  زایی پروتئین و ایمنیگرفت انجام

زایی تیتر های ایمنی. بررسیشدان مدل بررسی نوترکیب در حیو

. (21)علیه این پروتئین نوترکیب نشان داد آنتی بادی را بالای 

 شد،و همکاران انجام  توبیاسای که توسط در مطالعهچنین هم

به صورت  CS2و  CFA/Iزیرواحدهای اصلی فاکتورهای 

. در تحقیق گردید همجوش در سطح باکتری اشرشیاکلی ارائه

بر ضد دو ی آنتی بادنیز فقط تولید  اسیتوبانجام شده توسط 

. در این (22)فاکتور کلونیزاسیون شایع مدنظر قرار گرفت 

مطالعه تلاش شد که پروتئین کایمر جهت تولید واکسن جدید 

گردد. در این تحقیق طراحی  علیه این بیماری ،در مطالعات آتی

، عامل CotDو  CfaEیک پروتئین کایمر متشکل زیرواحد 

های )از زیرواحد CfaEزیرواحد کلونیزاسیون تولید گردید.

(CFA/I هایآنتی بادیباکتری ضروری است و  برای اتصال 

و در نهایت از تواند از اتصال آن به روده علیه این زیرواحد می

های اخیر برای و در سال (10)جلوگیری کند ایجاد بیماری 

، به دلیل نیاز ETECهای نوترکیب علیه باکتری توسعه واکسن

به  ،CfaEهای اپتلیال به زیرواحد باکتری برای اتصال به سلول

مطالعات  .(13 ،12)این زیرواحد توجه زیادی شده است 

تواند به عنوان یک می CfaEو همکاران نشان داد که  منصوری

باشد. نتایج مطالعات  ایمونوژن قوی برای تولید واکسن مطرح

های مجاورشده با سرم بود که باکتری اینحاکی از  هاآن

به های کنترل قادر های ایمن در مقایسه با سرم موشموش

آنتی تواند ناشی از اتصال ودند. این امر میهموگلوتیناسیون نب

سازی آن و خنثی CFA/Iتولیدشده به زیرواحد فرعی  بادی

که باکتری دیگر قادر نخواهد بود به رسپتور خود ریباشد، به طو

و همکاران نشان  سیک لاریس. (13)در سطح سلول متصل شود 

 هاآنکه در  CfaEشده دادند که وجود توالی مشخص و حفاظت
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ینی دچار جهش شده است، قابلیت اتصال در ناحیه آم cfaeژن 

دهد های مناسب را ندارند. این مطالعات نشان میبه گیرنده

تواند به عنوان یک کاندیدای بالقوه در می CfaEزیرواحد 

و همکاران از  آنانتاچنین هم .(23)طراحی واکسن مطرح باشد 

طور جداگانه به CfaEانتهای آمینی و انتهای کربوکسیلی 

تولیدشده  آنتی بادینشان داد که  هاآناستفاده کردند. نتایج 

تواند از اتصال باکتری به یه انتهای آمینی و کربوکسیلی میعل

در شرایط آزمایشگاهی جلوگیری کند.  caco-2های سلول

 cfaeترمینال -Nحاکی از آن است که  هاآنمطالعات چنین هم

زایی بیشتری ( باعث ایجاد ایمنیcfae 211-23ی )اسیدآمینه

 یمنصور .(24)د شومی cfaeترمینال زیرواحد C–در مقایسه با 

پروتئین نوترکیب حاوی  2013و همکاران نیز در سال 

زایی تولید کردند و ایمنی LTBو  CfaB ،CfaE زیرواحدهای

آن را مورد بررسی قرار دادند. در ساخت این پروتئین نوترکیب 

اسیدآمینه،  CfaE (23-211ترمینال زیرواحد N–از بخش 

به دلیل اهمیت فاکتورهای . اسیدآمینه( استفاده شد 189

در ایجاد مصونیت نسبت به  CfaEو  CotDکلونیزاسیون 

سازی بیماری اسهالی، این ژن کایمریک در ناقل بیانی، همسانه

. ژن کایمریک شدگردید و بیان پروتئین نوترکیب آن بررسی 

cfae-cotd  بعد از انجام مراحل کلونینگ در ناقل بیانی و در

یکی از دلایل بیان  بیان شد. E. coliسطح پایین در میزبان 

توان به میچندان بالای پروتئین نوترکیب در مطالعه حاضر را نه

توان در مطالعات می ،رووزن بالای این پروتئین نسبت داد، از این

 (cfae 211-23ی )اسیدآمینه cfaeترمینال -N از بخش  آتی

در مطالعات خود  منصوری استفاده کرد. cfaeبه جای ژن کامل 

چنین همدارد و  ATیک توالی غنی از  cfaeنشان داد که ژن 

 cfaeسازی کدون بهینه ،روهای نادر است. از اینحاوی کدون

در این  .(13)تواند بیان پروتئین نوترکیب را افزایش دهد می

 cfaeو  cotd هایاوی ژنقسمتی ح دومطالعه نیز از سازه 

 استفاده شد E. coli یکدونترجیح  طریق از سازی شدهبهینه

بیان پروتئین کمتری را به  یمنصور یو در مقایسه با مطالعه

بیان پایین پروتئین نوترکیب دنبال داشت. از دلایل دیگر 

اشاره کرد که پیشنهاد در توالی آن  ATمقدار زیاد به  توانمی

سازی برای های دیگر بهینهالعات بعدی از روششود در مطمی

. در مطالعات احصایی و همکاران، بالابردن بیان پروتئین بهره برد

مورد بررسی قرار گرفت. در این  cfab سازی و بیان ژنهمسانه

و بررسی  pET28aسازی در ناقل پس از زیرهمسانه ،تحقیق

 CfaBکیب که تولید پروتئین نوتر حاصل شداین نتیجه  ،بیان

های با وارد کردن توالی طبیعی این ژن به دلیل وجود کدون

به منظور چنین همباشد. پذیر نمیسرهم امکانکمیاب پشت

سازی، تولید پروتئین در چندین محیط کشت و بهینه

تکرار شد، اما   Bl21DE3و Rossetaهای مختلف میزبان

و همکاران در  فولی-یانگ. (25) ای به دنبال نداشتنتیجه

استفاده کردند و  super brothی خود از محیط کشت مطالعه

های نوترکیب، بالاتر بودن ه برای تولید پروتئیندریافتند ک

تاثیر  LBدرصد تریپتون و عصاره مخمر نسبت به محیط 

ی تولید پروتئین از برا نیز فیوریچنین هم. (26)سزایی دارد. به

توان این امر را به وجود که می استفاده کرد CFمحیط کشت 

نمک در ترکیب این محیط کشت نسبت داد که به صورت 

در  .(27)کند کننده برای رونویسی از ژن مزبور عمل میتنظیم

توجه به بیان  استفاده شد. با LBاین مطالعه از محیط کشت 

توان برای بهبود کیفیت تولید پایین پروتئین نوترکیب، می

استفاده  آیندههای کشت در مطالعات پروتئین از انواع محیط

به صورت  cfab، ژن 2008در سال  یانگ فولیدر مطالعات  کرد.

وکتور  در .سازی شدهمسانه pET24a، در وکتور cfaeالحاق با 

م مذکور به علت عدم وجود توالی جایگاه اتصال به ریبوزو

(RBS ) و توالیHistagتور ، فاصله میان پروموpET24a  تا

دهنده تفاوت سازی ژن بسیار کم است که نشانمنطقه همسانه

هر دو لازم به ذکر است  باشد.می pET28aو  pET24aوکتور 

باشند. برای وکتور نامبرده از نظر پروموتور و ساختاری مشابه می

لازم است در توالی آن عناصر تنظیمی  pET24aاستفاده از ناقل 

 .(26)افزوده گردد 

مالتوز  هدارای دنبال PML-P2و همکاران از وکتور  آنانتا

کیلودالتون استفاده  42با وزن حدوداً  MBPبایندینگ پروتئین 

تواند نتایج حاصل را ژن بوده و میایمونو MBPپروتئین  کردند.

در این مطالعه از وکتور بیانی  .(24)دهد  تغییربه طور کاذب 
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pET28a  کیلو دالتون به ابتدای ژن  4استفاده شد که تنها

-SDSنتایج بیان پروتئین بر روی ژل . (28) کنداضافه می

PAGE 10  ی دهنده حضور یک باند در محدودهنیز نشاندرصد

تظار پروتئین ی موردانکیلو دالتونی بوده که با اندازه 68

کایمریک مطابقت داشت. پس از انجام تخلیص پروتئین با ستون 

ها بر روی ، نتایج بررسیNi-NTAکروماتوگرافی میل ترکیبی 

نشان داد که تخلیص پروتئین درصد  SDS-PAGE 10ژل 

همراه با چند باند غیراختصاصی صورت گرفته است. این باندهای 

تغییر حجم بافر شستشو،  غیراختصاصی پس از تکرار آزمایش و

آزمون وسترن بلات با . دیده نشدند SDS-PAGEبر روی ژل 

کیلو دالتونی را در نتایج  68حضور باند  Anit-Hisاستفاده از 

 کند.تخلیص پروتئین تایید می

 

 گیری. نتیجه6

 روش یک هترولوگ یهامیزبان در بیان و کدون سازی بهینه

بنابر اهمیت هر یک  .است نوترکیب یهاتئینپرو تولید در مفید

کار برده در تولید پروتئین مورد مطالعه در های بهاز زیرواحد

نوترکیب  پروتئین از توان، میETECجلوگیری از عفونت 

(CfaE-CotD )اجزای از یکی و ایمونوژن مولکول یک عنوانبه 

 در مطالعات بعدیETEC  عفونت علیه واکسن تولید در مهم

 .ردکاستفاده 

 

 . تقدیر و تشکر 7

 کیارشد رشته ژنت ینامه کارشناس انیتحقیق حاضر بخشی از پا

تهران  قاتیواحد علوم و تحق یمصوب دانشگاه آزاد اسلام

شده است.  نیتام یبه صورت شخص قیو بودجه تحق باشدیم

 یهمکار قیتحق نیکه در انجام ا یکسان یاز تمام سندگانینو

 .ندینمایم یگزارکردند سپاس

 

 . سهم نویسندگان8

تمامی نویسندگان معیارهای استاندارد نویسندگی بر اساس 

پیشنهادات کمیته بین المللی ناشران مجلات پزشکی را دارا 

 بودند.

 

 . تضاد منافع9

گونه تضاد نمایند که هیچوسیله نویسندگان تصریح میبدین

 منافعی در خصوص پژوهش حاضر وجود ندارد.
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