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مقدمه:
گونه هاى شيگلا به عنوان يكى از عوامل ايجاد كننده بيمارى هاى عفونى 
و واگير دار مطرح هستند. شيگلوزيز كه توسط اين گونه باكتريايى ايجاد 
مى شود، در سراسر جهان شيوع گسترده دارد. دوز عفونت زايى پايين 
اين باكترى (كمتر از200 عدد باكترى) و مقاومت هاى آنتى بيوتيكى 

متنوعى كه از اين باكترى گزارش مى شود{1}، طراحى و توليد يك 
 WHO واكسن را براى اين باكترى در اولويت فعاليت هاى سازمان
قرار داده است. طبق آمار سازمان بهداشت جهانى در سال 2009، تعداد 
164/7 ميليون نفر در جهان به بيمارى شيگلوزيز مبتلا شده اند كه از 
اين ميان 163/2 ميليون نفر در كشورهاى در حال توسعه و 1/5 ميليون 
نفر در كشورهاى توسعه يافته بوده است. اين بيمارى هر ساله زندگى 
1/1 نفر را تهديد مى كند كه از اين ميان 69 درصد تمام مبتلايان و 
61 درصد مرگ و مير آن متعلق به كودكان كمتر از 5 سال است{2}. 
شيوع شيگلا در ايران با كمك مطالعاتى كه اخيرا منتشر شده است بيان 

ايجاد پاسخ ايمنى عليه پروتئين نوتركيب ناحيه N- ترمينالIpaD شيگلا ديسانتريه 
در خوكچه هندى
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چكيده

شيگلوزيز به عنوان يك بيمارى واگير دار، سالانه زندگى ميليون ها نفر را در سرتاسر جهان تهديد مى كند. ايجاد سويه هاي مقاوم به آنتى 
بيوتيك، سبب شده كه سازمان بهداشت جهانى تهيه واكسن عليه اين بيمارى را در اولويت قرار دهد. اين باكترى به كمك عوامل تهاجمى 
خود با اتصال به M-cellهاي جدار روده، ايجاد اسهال خونى شديد مي نمايد. پروتئين IpaD نقش مهم و كليدى در تهاجم شيگلا دارد. 
عملكرد IpaD به ناحيه N- ترمينال آن وابسته است. هدف از اين مطالعه توليد و تخليص آنتي بادي پلي كلونال عليه ناحيه N- ترمينال 

IpaD مي باشد. 
جهت تخليص پروتئين نوتركيب از ستون كروماتوگرافي تمايلي نيكل استفاده گرديد. از پروتئين تخليص شده جهت توليد آنتي بادي پلي 
كلونال درخوكچه هندي استفاده شد. تيتر آنتي بادي توليدي به وسيله تست الايزا بررسي گرديد. اين آنتي بادي پس از تخليص با ستون 

پروتئين G، به وسيله وسترن بلات بررسي شد.
 نتايج حاصل از وسترن بلات تاييد كننده پروتئين بياني تخليص شده بود. تست الايزا تيتر بالايي از آنتي بادي در سرم حيوانات ايمن با 

اين پروتئين را نشان داد. صحت آنتي بادي پلي كلونال تخليص شده با ستون كروماتوگرافي پروتئين G به وسيله ايمنوبلات تاييد شد.
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مى كند كه تا چند سال گذشته (اوايل دهه 80 شمسى) شيگلا فلكسنرى 
شايعترين شيگلا در ايران بوده است، اما در حال حاضر شيگلا سونئى 

فراوانى بيشتر را در مقايسه با سه گونه ديگر دارا مى باشد{3}.
عوامل مختلفى در بيمارى زايى و تهاجم شيگلا نقش كليدى بازى 
مى كنند كه يكى از اين عوامل، محصولات پلاسميد بزرگ تهاجمى 
 IpaA/B/C/D/H پروتئين هاى  مى باشند.   (kb200) شيگلا 
كمپلكس  مى باشند.  شيگلا  تهاجمى  پلاسميد  محصولات  مهمترين 
ايجاد شده از سه پروتئين IpaB/C/D نقش بسيار مهمى در اتصال به 
سلول هاى اپيتليالى روده (M-cell) و فرار از فاگوزوم ماكروفاژها بازى 
مى كند{4و5}. مكانسيم اصلى فعاليت IpaD در سال 2008 توسط 
دكتر اف. استنسرود و همكارانش در دانشگاه كانزاس مورد مطالعه قرار 
گرفت. طبق نتايج اين گزارش در صورتى كه باكترى در محيط فاقد 
نمك هاى صفراوى رشد كند، IpaD تنها عضو از خانواده Ipa و ساير 
ناقل ها و افكتور ها مي  باشد كه از جسم باكتري بيرون مي آيد و در راس 
سوزن TTSS قرار مي گيرد. ظهور IpaD بر روي سطح شيگلا بيانگر 
اين مطلب است كه IpaD مستقل از اثر هر القاگري، به صورت پيش 
فرض توليد شده و در راس سوزن TTSS استقرار مي يابد. اين مطالعه 
صفراوي  نمك  حاوى  محيط  در  اگر  شيگلا  كه  داد  نشان  همچنين 
نمك هاي  حاوي  كه   XLD كشت محيط  در  يا  و  كولات  دزوكسي  
صفراوي است رشد داده  شود، عضو ديگر خانواده Ipa يعني IpaB نيز 
در مجاورت با IpaD در نوك سوزن TTSS مستقر مي گردد و يك 
كمپلكس سه گانه (IpaD,IpaB,MxiH) را تشكيل مي دهد{6}. 
در حقيقت فعل و انفعالاتي كه ما بين دزوكسي كولات و ساير نمك هاي 
صفراوي با IpaD رخ مي دهد باعث فراخواني و به كارگيري IpaB و 
قرارگيري آن در راس دستگاه ترشحي نوع سوم (TTSS) در مجاورت 
گانه سه  كمپلكس  دارنده   TTSS) حالت  اين  در  مي گردد.   IpaD

IpaD, IpaB, MxiH ) شيگلا را براي اتصال و تهاجم به سلول 
 IpaD ميزبان مهيا مي سازد. دزوكسي كولات به صورت مستقيم به
در محلي ما بين MixH و IpaD در نوك سوزن متصل مي شوند. 
محل اتصال مولكول دزوكسي  كولات به IpaD، نواحي N- ترمينال 
نزديك به مركز پروتئين يعني نواحي ما بين اسيد آمينه هاى 72-162 

مي  باشد{6}. 
زيادى  شباهت  شيگلا  گونه هاى  بين  در   IpaD نوكلئوتيدى  توالى 
نسبت به هم دارد. اين امر سبب مى شود كه پروتئين هاى توليد شده از 

اين ژن ها نيز علاوه بر شباهت ساختارى يكسان، از لحاظ توالى اسيد 
آمينه اى نيز شباهت قابل توجه اى نيز به هم داشته باشند. مقايسه 
توالى N- ترمينال IpaD شيگلا ديسانتريه سروتيپ I با توالى اين 
ناحيه در انواع ديگر شيگلا نشان مى دهد كه اين ناحيه با شيگلا بوئيدى 
98٪، شيگلا سونئى95٪ و شيگلا فلكسنرى 94٪ كاملا همولوژى دارد.

با توجه به اهميت و نقش ويژه IpaD و بويژه ناحيه N- ترمينال آن 
در فرآيند بيمارى زايى و معرفى آن به عنوان كانديد واكسن، در ابتدا 
اين ناحيه از پروتئين در باكترى E. coli BL21 همسانه سازى گرديد 
ترمينال   -N ناحيه  تخليص  و  توليد  به  مطالعه  اين  ادامه،  در   .{7}

IpaD و توليد آنتى بادى پلى كلونال (IgG) عليه آن پرداخته است.

مواد و روش
همسانه سازى ناحيه N- ترمينال IpaD شيگلا ديسانترى در باكترى 
E. coli BL21DE3 توسط پلاسميد بيانى pET28a انجام پذيرفت 
و توسط تست هاى تشخيص افتراقى (PCR، آنزيم هاى برش دهنده و 
بررسى توالى) صحت فرآيند تاييد شد. در ادامه به دليل حضور پروموتور 
T7 در پلاسميد، با كمك القاگر IPTG بيان پروتئين بررسى و مراحل 

تخليص و ايمنى زايى پروتئين نوتركيب به ترتيب صورت پذيرفت.

بررسى وضعيت حلاليت پروتئين نوتركيب
لحاظ  از  پروتئين  وضعيت  بايد  پروتئين،  تخليص  فرآيند  انجام  جهت 
محلول يا نا محلول (انكلوژن بادى) بودن مشخص شود. زيرا مشخص 
تخليص  به  مهمى  كمك  سلول  در  نوتركيب  پروتئين  وضعيت  شدن 
اين  از  مى كند.  آن  ساختمانى  شرايط  حفظ  و  بالا  غلظت  در  پروتئين 
سانتى  درجه  دماى 37  در  ليتر)  حجم 10ميلى  (در  پروتئين  بيان  رو 
و  انجام  القا  ساعت  طى 3   IPTG مولار  ميلى  غلظت 0/7  با  گراد 
ميلى   1)  PBS بافر  در  را  سلولى  رسوب  شدند.  آورى  جمع  سلول ها 
ليتر) حل كرده و در ادامه سونيكاسيون (قدرت0/7و پالس 0/5) انجام 
 )rpm5000 ،به مدت 10 دقيقه ،oc4) شد. سپس بعد از سانتريفوژ
 B محلول رويى جدا سازى گرديد (نمونه 1). به رسوب حاصل، بافر
از  بعد  و  شده  اضافه  مولار)   8 اوره  (حاوى  پروتئين  تخليص  دناتوره 
گرديد.  سانتريفوژ  نمونه  فوق  شرايط  تحت  محلول،  سازى  يكنواخت 
فاز رويى جداسازى شده (نمونه 2) و همراه با نمونه ابتدايى بر روى ژل 
SDS PAGE-٪12 الكتروفورز گرديد و حلاليت پروتئين نوتركيب 

در سلول مورد مطالعه قرار گرفت.
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Ni-NTA تخليص پروتئين با كمك
(انكلوژن  نوتركيب  پروتئين  بودن  محلول  نا  شدن  مشخص  از  پس 
بادى)، بيان پروتئين در مقياس بالا (تحت شرايط فوق) صورت پذيرفت 
و رسوب سلولى در ويال جمع آورى شد. به جهت انجام فرآيند استخراج 
پروتئين و محلول نمودن پروتئين، از روش شيب اوره استفاده شد{8} و 
براى افزايش طول عمر ستون كروماتوگرافى بعد از عبور محلول نهايى 
فرآيند استخراج شيب اوره از فيلترm μ 0/48 نمونه حاوى پروتئين 
درون ستون كروماتوگرافى تلقيح گرديد. در انتها تمامى بافرهاى مورد 
استفاده در ستون، بر روى ژل SDS PAGE-٪12 الكتروفورز شدند.

تخمين غلظت نسبى پروتئين و حذف اوره
غلظت پروتئين تخليص شده به كمك روش برادفورد {9} با كمك 
آلبومين سرم گاوى (سيناژن، ايران) محاسبه گرديد. در ادامه، نمونه هايى 
كه از غلظت پروتئينى مناسبى برخوردار بودند با كمك كيسه دياليز و 
توسط 1 ليتر بافر PBS (pH=7,2) دماى 4 درجه سانتى گراد و به 
مدت 18 ساعت نگهدارى گرديد تا اوره از پروتئين نوتركيب جدا گردد.

تاييد پروتئين تخليص شده توسط وسترن بلات
به منظور تاييد صحت پروتئين بيان شده از روش وسترن بلاتينگ و 
آنتى بادى بر ضد ناحيه His-Tag استفاده گرديد. در اين روش بعد 
از الكتروفورز پروتئين تخليص شده در كنار نشانگر پروتئينى و عصاره 
الكتروفورز   12٪  -SDS-PAGE ژل  روى  بر  القاء  بدون  سلولى 
گرديد. با منتقل كردن محتويات ژل بر روى كاغذ نيتروسلولز و اضافه 
كردن آنتى بادى ضد His-Tag، صحت پروتئين تخليص شده مورد 

بررسى قرار گرفت.

ايمنى زايى عليه ناحيه N- ترمينال IpaD درخوكچه هندي
مقدار 200 ميكروگرم پروتئين تخليص شده با 600 ميكروليتر ادجوانت 
كامل فروند مخلوط و حجم نهايى با PBS استريل به 1/2 ميلى ليتر 
رسانده شد. 8 خوكچه هندى با وزن تقريبى 350 گرم را به دو گروه 
چهار تايى (تست و كنترل) تقسيم كرده و به هر حيوان گروه تست 
300 ميكروليتر از نمونه فوق به صورت درون سفاقى تزريق گرديد. 
در تزريق بوسترها، ادجوانت ناقص فروند مورد استفاده قرار گرفت و دو 
بوستر ديگر به فاصله 14 هفته از يكديگر تزريق شد. همزمان با تزريق 
به گروه تست، به حيوانات كنترل تنها PBS استريل همراه با ادجوانت 

مناسب هر مرحله تزريق گرديد.

بررسى تيتر آنتى بادى عليه آنتى ژن تزريق شده
جهت بررسى تيتر آنتى بادى، يك هفته پس از هر تزريق و دو هفته بعد 
از تزريق نهايى از حيوانات خونگيرى به عمل آمد. براى جداسازى سرم 
از خون، سانتريفوژ با دور rpm1500 و به مدت 5 دقيقه در دماى 4 
درجه سانتى گراد انجام شد و سرم ها در دماى 20- درجه سانتى گراد 

نگهدارى شدند.
جهت تعيين تيتر آنتى بادى به روش الايزا غير مستقيم، 2 ميكروگرم از 
 (9,6=pH) آنتى ژن در كف ميكروپليت توسط بافر كربنات– بى كربنات
 (20-Tweenحاوى)  PBST بافر  با  چاهك ها  و  شد  داده  اتصال 
شستشو داده شدند. در ادامه از سرم هاى جدا شده از سه نوبت خونگيرى 

با رقت مشخص براى هر سرم در هر چاهك استفاده گرديد.
ضدخوكچه   HRP IgG كانژوگه  چاهك ها،  شستشو  از  بعد  سپس 
هندى (DAKO/دانمارك) با PBST به رقت 1/2000 رسانده شده 
و درون هر چاهك به مقدار 100 ميكروليتر تلقيح گرديد. پس از آن، 
سوبسترا (OPD,H2O2,، بافر سيترات فسفات) به هر چاهك اضافه 
و ميكروپليت به محل تاريك جهت انجام واكنش انتقال داده شد. در 
انتها، جذب نورى توسط دستگاه در طول موج 495 نانومتر خوانده شد.

 G با ستون پروتئين IpaD تخليص آنتى بادى ضد 
 ،IpaD ترمينال   -N ناحيه  عليه   (IgG) بادي  آنتي  تخليص  براي 
از ستون پروتئين G استفاده شد. ابتدا ستون در سه نوبت (هر نوبت 
ml5) با محلول هاي 100 و 10 ميلى مولار تريس (pH=8) شسته 
شد. سپس، معادل 0/1 حجم سرم جداسازى شده، محلول 1 ميلى مولار 
تريس (pH=8) به آن افزوده و پس از مخلوط نمودن به ستون منتقل 
گرديد، و در نهايت خروجي ستون جمع آوري شد. در ادامه ستون با 
محلول 100 ميلى مولار گليسين (pH=3) شسته و خروجي ستون در 

تيوب هاي 1/5 ميلى ليترى جمع آوري شد.
مجددا، ستون همانند مرحله اول با محلول هاي 100 و 10 ميلى مولار 
ميلى   1/5 تيوب هاي  در  ستون  خروجي  و  شسته   (8=pH) تريس 
ليترى جمع آوري گرديد. در آخر پس از تعيين غلظت نمونه هاي جمع 
 SDS-PAGE -٪ 10 آوري شده، سرم تخليص شده بر روى ژل

الكتروفورز گرديد. 
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تاييد آنتي بادي تخليص شده با وسترن بلاتينگ
كروماتوگرافى  ستون  توسط  شده  تخليص  بادى  آنتى  ارزيابى  جهت 
پروتئين G، تست وسترن بلات انجام پذيرفت. در اين مرحله بعد از 
بادى  نيتروسلولز،آنتى  كاغذ  روى  بر  الكتروفورز  ژل  محتويات  انتقال 
تخليص شده از ستون را با غلظت مشخص اضافه و در ادامه با كنژوگه 

ضد خوكچه هندى تست وسترن انجام پذيرفت (تصوير 3).

نتايج
بررسى محلول يا نامحلول بودن پروتئين نوتركيب

وجود مقدار ناچيز پروتئين نوتركيب در نمونه حاوى PBS (نمونه1) 
كه  مى دهد  نشان  (نمونه2)،  مولار  اوره 8  حاوى  نمونه  با  مقايسه  در 
ناحيه N- ترمينال IpaD در سلول تشكيل انكلوژن بادى مى دهد 

(تصوير1).

تخليص پروتئين با استفاده از ستون كروماتوگرافى تمايلى
در اين فرآيند بعد از تلقيح نمونه به دست آمده از فرآيند استخراج به 
و  شد  تلقيح  ستون  درون  ترتيب  به  تخليصى  بافر هاى  ستون،  درون 
بافرهاى خروجى جمع آورى شدند. بررسى بافرهاى خروجى نشان داد 
كه پروتئين نوتركيب در بافر شستشو E داراى غلظت بالاترى در قياس 

با بافرهاى ديگر (D و MES) است (تصوير2).

تعيين غلظت پروتئين تخليص شده
پس از رسم منحنى استاندار آلبومين سرم گاوى، تيتر OD پروتئين 
اندازه گرفته شده و با منحنى استاندارد BSA مقايسه گرديد و غلظت 

1/4 ميكروگرم در ميكروليتر براى پروتئين نوتركيب تخمين زده شد. 

IpaD ترمينال -N توليد آنتى بادى عليه ناحيه
 (1 (نمودار   IpaD ترمينال   -N ناحيه  ضد  بادى  آنتى  تيتر  بررسى 
توسط سرم جداسازى شده از هر مرحله خونگيرى با رقت مشخص، 
تيتر قابل قبولى از IgG عليه پروتئين نوتركيب را نشان ميدهد. همان 
طوركه در نمودار 1 مشخص است پس از تزريق اول در بوستر هاى دوم 
و سوم تيتر آنتى بادى توليدى به صورت صعودى بالا رفته است. اين 
روند به گونه اى بوده است كه در سرم حاصل از آخرين تزريق مقدار 
 (4 = OD495) آنتى بادى تا رقت1/1600 از توان محاسباتى دستگاه

فراتر بوده است.

بحث
باكترى شيگلا يكى از عوامل شايع اسهال هاى عفونى است كه درمان 
آن فقط به مصرف انواع آنتى بيوتيك محدود نمى شود و بيمار نياز به 
جايگزين كردن املاح و آب از دست رفته را دارد. گزارش هاى مقاومت 
باكترى به آنتى بيوتيك هاى مختلف در سراسر دنيا تهيه واكسنى مناسب 
را براى اين بيمارى مانند ساير بيمارى هاى واگير دار باكتريايى در اولويت 
قرار مى دهد}10و11}. شيگلا داراى پلاسميد تهاجمى Kb200 است 
كه محصولات اين پلاسميد نقش مهمى در تهاجم و بيمارى زايى اين 
باكترى بازى مى كند. پروتئين هاى سطحى خانواده Ipa در اين ميان از 
اهميت ويژه اى برخوردار هستند. اتصال IpaC/D/B به هم در سطح 
از  فرار  و   (M-Cell) هدف  سلول  به  باكترى  ورود  روند  در  باكترى 
ماكروفاژ ها نقش كليدى دارد}12 ،13 و14} اين امر سبب شده كه اين 
تركيبات در كنار تركيبات ديگر از قبيل LPS و Stx به عنوان كانديد 
واكسن شيگلا مطرح باشند. مطالعات انجام شده در سال هاى اخير بر 
روى ساختار و اتصالات IpaD نشان داده است كه ناحيه N- ترمينال 

اين پروتئين در فرآيند بيمارى زايى تاثير گذار است}6}.
 IpaD ترمينال -N پس از تهيه باكترى همسانه سازى شده با ناحيه
(در مطالعات پيشين) تخليص و غلظت سنجى پروتئين صورت پذيرفت. 
پروتئين  ايمنى  سيست  تحريك  قدرت  ارزيابى  جهت  به  ادامه  در 
نوتركيب به خوكچه هندى در فواصل زمانى مشخص تزريق گرديد و 
درنهايت مقدار كمى آنتى بادى پلى كلونال توليد شده مورد ارزيابى قرار 
گرفت. نتايج ابتدايى نشان داد كه اين پروتئين نوتركيب توانسته است 
با تحريك مناسب سيستم ايمنى حيوانات مورد آزمايش، تيتر قابل توجه 
اى از IgGرا به صورت پلى كلونال عليه خود توليد كند. اين مقدار تا 
حدى بوده است كه تقريبا در تمامى حيوانات ايمن شده با اين ناحيه از 
پروتئين IpaD، تيتر آنتى بادى در زمان دو هفته بعد از تزريق سوم 
در رقت 1/6400 درحدود 2 بود كه اين مقدار تحريك مناسب سيستم 

ايمنى را نشان مى دهد. 

نتيجه گيرى
حدود 10 سال است كه دانشگاه مريلند آمريكا تحقيقات پيوسته اى را 
جهت توليد واكسن شيگلا با مركزيت محصولات پلاسميد تهاجمى به 
همراه تركيبات سطحى ديگر (LPS و Vir G) در دست مطالعه دارد. 
اين مطالعه نشان داد كه اين ناحيه از پروتئين مى تواند به عنوان يك 
ايمونوژن مناسب مطرح باشد و به صورت مستقل و يا به صورت تركيب 
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با ساير كانديدهاى ديگر مورد مطالعه و ارزيابى بيشتر قرار گيرد.
تشكر

در خاتمه لازم است از سركار خانم دكتر ديزجى شاغل در انستيتوپاستور 

ايران كه در انجام فرآيند بالينى كمك فراوانى به اين مطالعه كردند 
تشكر و قدردانى شود.

تصوير 1- بررسى حلاليت پروتئين نوتركيب در سلول
چاهك 1: نشانگر پروتئينى SM0431 فرمنتاز
چاهك 2: فاز رويى محلول در PBS( نمونه1)

چاهك 3: فاز رويى محلول در اوره 8 مولار (نمونه 2)

 

تصوير 3- وسترن بلات جهت بررسى شناسايى آنتى بادى تخليص شده 
.G توسط ستون

.SM0671 نشانگر پروتئينى :M
T: پروتئين تخليص شده توسط ستون كروماتوگرافى نيكل.

C: عصارى سلول بدون القا.

نمودار 1- بررسى تيتر آنتى بادى توليد شده در خوكچه هندى عليه پروتئين 
نوتركيب بعد از هر تزريق تيتر آنتى بادى توليد به صورت قابل ملاحظه اى 

افزايش پيدا كرده است.

تصوير 2- ژل جهت تاييد تخليص پروتئين نوتركيب.
چاهك 1: نمونه حاوى پروتئين قبل از ستون بعد از سانتريفوژ و فيلتر كردن. 

چاهك 2: نشانگر پروتئينىSM0671 فرمنتاز. 
چاهك 3: بافرF بعد از عبور از ستون. 

چاهك 4: بافر C دناتوره. 
چاهك 5: بافر D دناتوره.
چاهك 6: بافر E دناتوره. 

.MES چاهك 7: بافر
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