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Background and Aims: Cholera is a lethal diarrheal disease that cause by Vibrio 

cholerae. Cholera toxin and colonization factor pili (tcpA) are the major virulence factor in 

V.cholerae pathogenesis. The B subunit of the enterotoxin )ctxB) which is responsible for toxin 

binding to eukaryotic cells and toxin-coregulated pili A (tcpA) that is essential for V.cholerae 

colonization, have immunogenic properties. Chimeric proteins carrying epitopes, linkers or 

adjuvant sequences could increase immunogenicity for recombinant antigens and can also elicit 

broad immune responses. The aim of this study was to design am immunogen against adherence 

and toxicity of V.cholorae. 

Materials and Methods: ctxB and tcpA genes were analyzed for rare codons and gene 

optimization was performed using optimization software. The half-life and protein instability 

index was determined. Secondary and tertiary structure was predicted and evaluated. Linear and 

conformational epitopes were predicted. Recombinant pET28a/chimeric gene plasmid was 

transformed to E.coli BL21 DE3 and expression was induced with Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG). The protein expression was evaluated by sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). 

Results: Chimeric protein instability index was 24.04 and the codon adaptation index of 

chimeric constructs increased to 0.9. The tertiary predicted structure of the chimeric proteins 

confirmed and mRNA was stable. Conformational and linear epitopes were seen in both domains 

of the chimeric protein. Restriction analysis confirmed cloning of the gene into pET28a vector. 

Expression of recombinant protein in E.coli led to the production of chimeric protein with 35 k 

Da molecular weight. 

Conclusions: According to the results of bioinformatics and recombinant protein 

expression, the design chimeric protein could be used as an immunogen to evaluate the 

immunity against cholera. 

KeyWords: Vibrio cholerae, Virulence factors, Cholera toxin, Bioinformatic 

desigen, Chimeric gene 

 

Copyright © 2017 Iranian Journal of Medical Microbiology. All rights reserved. 

Corresponding author: 
 

Dr. Shahram Nazarian 

 

Biological Research Center, 

Faculty and Research Institute 

for Basic Sciences, Imam 

Hossein comprehensive 

University, Tehran, Iran 

 

 

Tel: 0982177104934 

 

 

 

Email: 
nazarian56@gmail.com 

 

 

How to cite this article: 

Iranian Journal of Medical Microbiology 

Iran J Med Microbiol: Volume 11, Number 3 (July - August) 

www.ijmm.irJournal homepage:  

 

 

Original 

Article 

 

Amerian M, Nazarian S, Honari H, Minaie ME, kordbacheh E. Insilico Design and 

Construction of a Chimeric Gene Comprising the A Subunit of Vibrio cholera Pilin and the B 

Subunit of Cholera Toxin. Iran J Med Microbiol. 2017; 11 (3): 37-48 

 

 

Farname Inc. 

 

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 ij
m

m
.ir

 a
t 1

1:
23

 +
03

30
 o

n 
T

ue
sd

ay
 N

ov
em

be
r 

21
st

 2
01

7
Archive of SID

www.SID.ir

http://ijmm.ir/article-1-665-fa.html


 

73 

 

 

 

 

 Aکلراتوکسین و زیر واحد  Bطراحی بیوانفورماتیکی و ساخت ژن کایمر دربردارنده زیر واحد 

 ویبریو کلراپیلی 
 

 بچهکرد عماد ینایی،مابراهیم  محمد ی،هنرین حس ،یاننظرشهرام ، یانعامرمیلاد 

 

 ع(، تهران، ایران) ینسح، دانشکده و پژوهشکده علوم پایه، دانشگاه جامع امام شناسیقات زیستمرکز تحقی

 اطلاعات مقاله
 

 

 

 

 

 چکیده

 تاریخچه مقاله

 20/11/1931 :دریافت

 11/10/1931پذیرش:

 11/21/1931:یننلاآانتشار 

 موضوع:
 مولکولی شناسیمیکروب

 

IJMM 1396; 11(3): 37-48 

 پیلی کلونیزاسیون فاکتور .شودیم ایجاد کلرا ویبریواست که توسط  یخطرناک یماریب وبا زمینه و اهداف:

Toxin-coregulated pili A (tcpA) واحد  یر. زباشندیم ویبریوکلرا زاییبیماریعوامل  ینترکلرا مهم ینو توکسB 

 است و یوکاریوتیمسئول اتصال سم به سلول Cholera toxin subunit B (ctxB)  ینانتروتوکس

 tcpA یدربردارنده اپ یمرکا هایینپروتئ دارند. یمونوژنیکا یهایژگیاست، و یضرور یباکتر کلونیزاسیون برای که 

گردند.  یمنیا یهاسبب بروز پاسخ و شوند هاینپروتئ یمونوژنیسیتیا یتخاص یشسبب افزا توانندیتوپ و ادجوانت، م

 بود. کلرا ویبریو یناتصال و توکس یفاکتورها یهعل یمرکا یمنوژنا یطراح یقهدف از تحق

 سازیبهینه و گرفتند قرار بررسی مورد نادر هایکدون وجود لحاظ به tcpA و ctxB ژنمواد و روش کار: 

 و بینیپیش پروتئین سوم و دوم ساختارهای. گردید تعیین پروتئین ناپایداری شاخص و عمرنیمه. شد انجام هاژن

 پروتئین بیان و منتقل مستعد هایسلول به بنوترکی پلاسیمد. گردید تعیین نیز فضایی و خطی هایتوپ اپی. شد ارزیابی

 .شد ارزیابی بلاتینگ وسترن SDS-PAGE روش با پروتئین بیان. گردید القا IPTG  از استفاده با

افزایش یافت.  9/4بود. شاخص سازگاری کدون سازه کایمر به  40/40شاخص ناپایداری پروتئین کایمر : هایافته

ی فضایی و خطی در هاتوپآن نیز پایدار بود. اپی  mRNAیفیت مناسبی را داشت و شده نیز کبینیسوم پیش ساختار

 پروتئین بیان. هر دو دومین پروتئین کایمر دیده شد. آنالیز همسانه سازی، پلاسمید نوترکیب واجد ژن کایمر را تائید کرد

 .شد دالتون کیلو 53 وزن با پروتئینی تولید به منجر سنتزی ژن از نوترکیب

عنوان آن به از توانیم یبنوترک ینپروتئ یانب و یوانفورماتیکیب هاییبررس یجتوجه به نتا با :گیرییجهنت

 .شوداستفاده  وبا علیه ایمنی هاییبررس جهت یمونوژنا

 توکسین، طراحی بیوانفوراتیکی، ژن کایمر کلرا ویرولانس، فاکتورهای ،یبریوکلراو :کلیدی کلمات

 

 پزشکی ایران محفوظ است. شناسیمیکروببرای مجله این مقاله  و استفاده علمی از نشر اپ،حق چ :© رایتکپی
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مهمقد

 کودکاننفر از  یلیونم 11های عفونی سالانه حدود بیماری

کشند. این در حالی است که از این سال را به کام مرگ می 5زیر 

ومیر را به خود میلیون مرگ 1/7های اسهالی آمار بیماری

که یکی از عوامل ایجادکننده اسهال  دهنداختصاص می

عامل بیماری مهلک وبا است  کلراویبریو .(0،1) دشبایم کلراویبریو

ومیر نماید و با مرگکه اغلب کشورهای جهان سوم را درگیر می

مترشحه از . عملکرد توکسین (2،9) بالایی نیز همراه است

ها و منجر به از دست دادن سریع آب و الکترولیتباکتری، 

در موارد حاد منجر درنتیجه کاهش شدید حجم پلاسمای خون و 

دارای فاکتورهای  کلراویبریو .(1،1) مرگ خواهد شدبه 

باشد که ها و سموم مختلف میزایی متعددی ازجمله آنزیمبیماری

توکسین بوده و نترواست که یک ا ها کلرا توکسینترین آنمهم

عملکرد توکسین،  درنتیجه .(1،1) باشدعامل اصلی بیماری وبا می

 شده و باعث کاهش شدید حجماز بدن خارج هایتآب و الکترول

رض چند ساعت خواهد شد. خون و درنهایت مرگ در عسمای پلا

از راه دستگاه گوارش با خوردن غذا و یا آشامیدن آب  ویبریو

معده  یرهسد اسیدی شاز و پس از عبور  شودیآلوده وارد بدن م

مخاطی  یهدر محیط قلیایی روده کوچک در بین پرزهای لا

با توجه به خواص  .(1) یدنمایچسبیده و شروع به تکثیر م

توجه کلراتوکسین، مطالعات زیادی جهت استفاده ژنیک قابلآنتی

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 

 1931 مرداد و شهریور – 9شماره  – 11سال 

www.ijmm.irJournal homepage:  
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از این توکسین برای ایجاد مصونیت در برابر این بیماری صورت 

 .(12،3) گرفته است

 زیر عنوانبه TcpA (Toxin coregulated pillus)  پروتئین

 محل به توجه . باشودیمباکتری محسوب  پیلی بزرگ واحد

در دسترس  پروتئین این ،سطح باکتری درtcpA  قرارگیری

 توسعه منظوربه کاندید مناسبی تا شده باعث و بودهایمنی  سیستم

 وزن با TcpAد. پروتئین باش وباباکتری  کلونیزاسیون ضد ایمنی

کد  باز جفت 533 دارایتوسط ژنی  کیلو دالتون 22 حدود

 یمتشکل از زیر واحدها کلرا توکسین، پروتئین .(11) شودیم

با وزن   Cholera enterotoxin subunit A(CtxA)هترودایمر 

 دالتون و زیر واحدهای هوموپنتامر  23422مولکولی 

Cholera toxin subunit B (CtxB)  با وزن مولکولی حدود

کی صورت پروتئولیتیبه Aباشد. زیر واحد دالتون می 53222

ایجاد  2Aو  1Aهای برش خورده و دوزنجیره پلی پپتیدی به نام

وانفعالات بیولوژیکی، رسد مسئول کلیه فعلنماید. به نظر میمی

 5شامل اتصالی  بخش .(10-11) کلرا توکسین باشد 1Aزیر واحد 

ه مانند داشته و ای است که آرایش حلقاسیدآمینه 127قسمت 

تلیال ژنوم  های اپیسلول 1GM گانگلوزید دارای محل اتصال به

های موجود در مسئول اتصال سم به گیرنده Bهستند. زیر واحد 

غشاء سیتوپلاسمی سلول میزبان بوده و فاقد خاصیت سمی 

زایی عنوان ایمونو ادجوانت قوی در ایمنیبهCtxB باشد. امروزه می

دهنده ، زیرا این پروتئین یک انتقالدانندیم وابسته به مخاط

مخاطی برای  و بادی سیستمیکبسیار مؤثر برای ترشح آنتی

از طرفی یکی از  .(11) باشدیهای کونژوکه شده مبادی ژنآنتی

که  ستاها ها استفاده از ادجوانتتقویت اثر واکسن یهاراه

 های کاندیدای واکسن با ادجوانتژنتوان با فیوژ کردن آنتیمی

در بین  ی ایمنی شد.هاپاسخسبب تقویت  ctxB هایی مثل

زیر  یهاسازوکارهای واکسیناسیون به ایمونوژن ها و واکسن

ساخت واکسن نوع  .واحدی نوترکیب توجه زیادی شده است

و  و القا سطح بالا جویی در هزینه، تولیدنوترکیب باعث صرفه

 .(11،11) شودیمدتی از محافظت بعد از دوز اولیه مطولانی

 تریو اختصاص تریمنتوجهی اطور قابلزیر واحدی به یهاواکسن

غیراختصاصی کمتری را در سیستم ایمنی به  یهاوده و واکنشب

راه انداخته و به همین جهت توانایی هدف قرار دادن عامل بیگانه 

رغم خواص ایمونولوژیکی کلرا توکسین که را داشته است. علی

باشد، ولی سمیت آن موجب محدود بسیار موردتوجه محققان می

نی شده است. در عوض به شدن استفاده برای واکسیناسیون انسا

عنوان به CtxB، استفاده از Bعلت عدم خاصیت سمی زیر واحد 

استفاده  .بررسی قرارگرفته است ایمونوژن مخاطی در انسان مورد

جای ی چند زیر واحدی بههاواکسنی کایمری و ها یمونوژنااز 

تر موردتوجه قرار یمناها به دلیل پاسخ کامل و تک زیر واحدی

 هایپروتئینزایی ایمنیو همکاران  Kundu .(13) )یردگیم

صورت جداگانه و مخلوط باهم را به  CtxB و TcpAنوترکیب 

ژن را موردمطالعه قراردادند. استفاده از آنتی 1O ویبریو کلراعلیه 

ctxB ژن تیدرصد و آن 45/32نوژن مصونیت بخشی وعنوان ایمبه

tcpA  درصد را نشان داد. این در حالی بود  1/41مصونیت بخشی

درصدی  122ژن سبب مصونیت زمان هر دو آنتیکه استفاده هم

 .(12) شددر مدل حیوان 

 مطالعه شامل بیوانفورماتیک در مهم هایجنبه از یکی

 هاییالگوریتم طراحی و نیز و جدید هایپروتئین ساختارهای

 این از که باشدمی T و B هایسلول هایتوپ اپی نمایش برای

 را آزمایشگاهی هایبررسی برای موردنیاز هزینه و زمان طریق

 شناسان یمنیا ها،روش این از استفاده با. دهدمی کاهش

 را هاژنآنتی با ایمنی سیستم کنش میان هایجایگاه توانندمی

 ساخت به منتهی تواندمی خود نوبه به که کنند شناسایی

 .شود جدید هایواکسن

 پروتئینی، یواحدهازیر  دربردارنده کایمر هایپروتئین

 افزایش سبب توانندیمادجوانتی،  خاصیت با هایییتوال و لینکرها

. با توجه (13) شوند نوترکیب هایپروتئین ایمونوژنیسیتی اصیتخ

با در نظر گرفتن  کایمر و هایپروتئینبه مزایای استفاده از 

  یبهای نوترکپروتئین ییکارا یدشده که مؤانجام یقبل یقاتیتحق

TcpA  وCtxB هدف از این بود کلرا یبریووزایی بیماری یهعل ،

تحقیق طراحی ایمنوژن کایمر نوترکیب علیه فاکتورهای اتصال و 

 باشد.یم کلرایبریووتوکسین باکتری 

 هاروشمواد و 

 به دست آوردن توالی و طراحی سازه

 کننده کدهای ژن توالی نوترکیب ژنی سازه طراحی برای

 کد با NCBI سایت از مرجع یهاسکانس بخش از ژنی کاست

 دسترسی کد و ctxB ژن برای NC_015209.1 دسترسی

NZ_CP013311.1 ژن برای  tcpAهمچنین .شد دریافت 

 کدهای با Uni Prot داده پایگاه از نیز آمینواسیدی یهایالتو

 و CtxB پروتئین برای ترتیب به P23024 و P01556 دسترسی

TcpA فرمت با و دانلود FASTA شد ذخیره. 
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وعدم تداخل  برای حفظ انسجام ساختاری پروتئین کایمر

های یدآمینهاس ( شاملEAAAKاز یک تکرار لینکر ) اهیندوم

 یلبه دل ینکرل . این(13) یدگردین ولیزین استفاده آلان گلوتامیک،

با  تواندیم یزینو ل یدگلوتامیکمربوط به اس یدارا بودن پل نمک

شدن  یکمانع از به هم نزد یدار،پا یکسساختار هل یجادا

 گردد. ینپروتئ هایینمود

کد  توالیسازی بهینه برایOptimizer (Spain)  افزارنرم

 استفاده کایمر یبنوترک پروتئین بیاندرنتیجه بهبود  وکننده 

با استفاده از  یمرکا ینپروتئ ژنیسیتهآنتی یبررس .(02) یدگرد

  انجام گرفت VaxiJen (Bulgaria Sofia) ینسرور آنلا

(00-13). 

 یمیاییو شیژگی فیزیکی و

هایی نظیر وزن مولکولی، ترکیب اسیدهای آمینه ویژگی

باردار ها،تعداد اسیدهای آمینه آن تکرار دهنده پروتئین،تشکیل

، عمرنیمه یات بیوشیمیایی پروتئین،خصوص و منفی، مثبت

ئین، نقطه ایزو الکتریک و پذیری پروتشاخص ناپایداری، انعطاف

 و ProtParam(India) ساختار دوم پروتئین با استفاده از برنامه 

ProtScale (Indiaپیش )(02،09) بینی گردید. 

 RNAساختار دوم  بینیپیش

سازی کدون ها مورد پس از بهینه mRNAساختار ثانویه 

 RNA Fold،Mfoldارزیابی قرار گرفت. به همین جهت از برنامه 

( England)  چنین از الگوریتم ژنتیکی . هم(01) شداستفاده

RNAG  باشد برای تعیین یمکه بر اساس حداقل انرژیی آزاد

 RNAFoldاستفاده گردید. برنامه  mRNAر دوم مولکول ساختا

چندگانه توالی  از انطباق برای آنالیز الگوهای تغییر همگام،

 .بردیمعنوان ورودی بهره به

 بینی ساختار دوم و سوم پروتئینپیش

 یهاافزاربینی ساختار دوم پروتئین با استفاده از نرمپیش

GORIV  وPSI Pred (USAکه این نرم ) افزارها آنالیز ساختار

ها انجام داده  UCLدوم پروتئین را بر اساس موقعیت مکانی 

 .(01) صورت گرفت

 I-TASSERها با استفاده از سرور ینپروتئساختار سوم 

(USA)  این سرور با استفاده از بانک اطلاعاتی . (01) گرفتانجام

پایدارترین ساختار پروتئینی را با توجه به  ،سازی خودشبیه

های مدل یفیتک دهد.یمشده در خود پیشنهاد اطلاعات ذخیره

 بعدی پروتئین توسطتعیین ساختار سه یافزارهاپیشنهادی نرم

 .(01) یدتعیین گرد PROSA (Austria) برنامه

 Bسلول  توپ های خطی و فضایی بینی اپیپیش

 ABCpredی خطی از سرور هاتوپبینی اپی برای پیش

(India.استفاده گردید ) سرور ABCpred شبکه با استفاده از یک

عصبی مصنوعی، مناطق اپی توب خیز خطی در یک توالی 

ی فضایی با هاتوپبینی اپی نماید. پیشیمبینی ژن را پیشآنتی

 .(03،13) شد انجام Cbtope (India) افزارنرم

 سازه ژنی نوترکیب یهته

 بیان بر کدونی سازیبهینه تأثیرات بررسی منظوربه

 به سنتز جهت شده سازیبهینه توالی کایمر، نوترکیب پروتئین

 پرایمر، طراحی با همچنین. گردید ارسال کانادا Biomatik شرکت

 نیز ویبریوکلرا باکتری ژنوم روی از کایمر دهندهتشکیلهای ژن

 .شدند سازی همسانه pET28a بیانی روکتو در و تکثیر

 با Biomatik (Canada،) شرکت از ژن دریافت از پس

 شوک روش و E. coli BL21DE3 مستعد هایسلول از استفاده

 آمدهدستبه هایکلون میان از. گرفت صورت تراریخت حرارتی،

 لیتر میلی در میکروگرم 32 حاوی آگار LB محیط در

 LB محیط در جداگانه طوربه و تخابان کلنی چند کانامایسین،

 انکوباتور شیکر در شبیک مدت به کانامایسین حاوی مایع

(Germany GFL3031) سرعت درجه سلسیوس و 73 دمای با 

rpm 152 روش با ها،سلول آوریجمع از پس. شدند داده کشت 

 هایآنزیم از استفاده با. گردید استخراج پلاسمید قلیایی، لیز

 شدهاستخراج پلاسمیدهای روی بر HindIII و EcoRI محدودالاثر

 نشانگر کنار در کایمر ژن وجود و گرفت صورت آنزیمی هضم

 .شد ارزیابی درصد 1 زآگار ژل روی الکتروفورز توسط مولکولی

 PCRواکنش  سازی، همسانه روش به کایمر ژن ساخت برای

 با غلظت یکرولیترم 52 ییدر حجم نها ctxBژن  یبرا

انجام  سلسیوسدرجه  53اتصال  یدر دما و 2Mgclمولار لییم 7 

 یاختصاص یمربا استفاده از جفت پرا tcpA شد. ژن کد کننده

 یو در دما 2Mgclمولار یلیم 7با غلظت  یزن ینکرل یواجد توال

 شد. یرتکث سلسیوسدرجه  53اتصال 

و پلاسمید  ctxBژن  PCRجهت همسانه سازی، محصول 

 HindIIIو  EcoRIالاثر با دو آنزیم محدود pET28aتخلیص شده 
برش زده شد. پس از تخلیص از ژل، الحاق قطعات با استفاده از 

درجه  سلسیوس و  14و در شرایط دمایی  DNA ligase  4Tآنزیم
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ساعت انجام شد. پلاسمید نوترکیب به درون  12به مدت 

ا هینکلترانسفرم و غربال گیری   E.coli DH5αی مستعدهاسلول

لیتر میکروگرم در میلی 32واجد  LB agarکشت بر روی محیط 

بیوتیک کانامایسین انجام گرفت. در مرحله بعد پلاسمید از آنتی

آنزیم  دوبا  tcpAژن  PCRو محصول  ctxBنوترکیب واجد ژن 

برش زده شد. قطعات تخلیص شده  HindIIIو  XhoIمحدودالاثر 

درجه  14و در شرایط دمایی  DNA ligase  4Tبا استفاده از آنزیم

ید پلاسم الحاق شدند. ساعت به هم 12سلسیوس و به مدت 

 ترانسفرم شد.  E.coli DH5αی مستعدهاسلولنوترکیب به درون 

 کایمر پروتئین بیان بررسی

 در تأییدشده هاینیکل نوترکیب، پروتئین بیان جهت

 مدت به و تلقیح کانامایسین µg/mL32 حاوی مایع LB محیط

 سرعت و سلسیوس  درجه 73 دمای با انکوباتور شیکر در شبکی

rpm 152 که زمانی مجدد، کشت از پس. شدند گرماگذاری 

 ماده افزودن با رسید، 1/2 به nm 122 موجطول در نوری جذب

 شرایط در مولارمیلی 1 نهایی غلظت با IPTG کننده القاء

 با انکوباتور شیکر در فوق هایمحیط. گرفت صورت القاء استریل،

. شدند گرماگذاری rpm 152 سرعت و سلسیوس درجه 73 دمای

 دور با سانتریفوژ با محیط هایسلول ساعت، 5 گذشت از پس

rpm 5222 هاسلول. شدند آوریجمع دقیقه 12 مدت به  

  پروتئینی، نشانگر همراه به و شکسته لیزکننده بافر با

 sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) درصد 12 ژل روی

polyacrylamide gel electrophoresis گردیدند الکتروفورز. 

 هایافته

دربردارنده  کهبررسی بود قابل سازی در چهار بخشبهینه

 یم ترجیحی کدون ها،تنظپذیری ساختار پروتئین، انعطاف

یت و افزایش درصد فراوانی بازهای آلی نیتروژن دار حلال

 فزایش شاخصشد. ایمین و گوانسیتوزین 

 Codon Adaptive Index (CAI) پذیری کدونی( )شاخص انطباق

پذیری و افزایش کدون های میزان انعطاف دهندهنشان %122به 

باشد. یم شیاکلییاشرمورداستفاده برای بیان ژن در باکتری 

سازی سازه ژنی الگوی کدونی مناسب برای مزیت نسبی در بهینه

 شیاکلییاشر ابی در متابولیسم باکتریافزایش کارایی الگوی انتخ

تغییر  32/2به  11/2پذیری کدونی از انطباق شاخص باشد.یم

(. انتخاب و تغییرکدون مناسب به نحوی بود که 7نمودار کرد )

درصد افزایش  1/44به  درصد 41محتوای سیتوزین و گوانین از 

ی (. تعداد کدون هایی که از کیفیت مناسبی برا2نمودار ) یافت

درصد  34درصد به  44افزایش بیان پروتئین برخوردار هستند از 

(. نتایج حاصل از آنالیز توالی کایمر با 1نمودار تغییر پیدا کرد )

یید نمود که اعمال تغییرات روی ژن و تأ Blast-xافزار نرم

گونه تغییری بر روی ردیف سازی توالی آن بدون هیچبهینه

افزار با استفاده از نرم .دف بوده استاسیدهای آمینه در پروتئین ه

 435/2ژن بودن پروتئین کایمر آنتی Vaxijenبیوانفورماتیکی 

 تعیین شد.

 

 

به کدون هایی که بالاترین فراوانی  )ب(. tcpA-ctxBسازی شده )الف( و کایمربهینه tcpA-ctxB : درصد توزیع کدون ها مربوط به کایمرطبیعی1 نمودار

 یافت. افزایش بالا، بیان شانس با های کدون درصد سازیبهینه از پس. شده استداده 122رادارند ارزش 
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 افزایش به منجر کدونی )ب(.تغییر tcpA-ctxB هسازی شد)الف( و کایمربهینه tcpA-ctxB مربوط به کایمر طبیعی GC: متوسط درصد بازهای 0نمودار 

 گردید سیتوزین و گوانین بازهای میزان

 

 

 سازیبهینه همراه )ب(.به tcpA-ctxBسازی شده )الف( و کایمر بهینه tcpA-ctxB( مربوط به کایمر طبیعی CAI: شاخص سازگاری کدون )9ودار نم

 یافت ارتقاء درصد 01 حدود نیز کدون سازگاری شاخص کدونی،

 

 

 های فیزیکی و شیمیایی پروتئینویژگی

 از استفاده با کایمر پروتئین بیوشیمیایی خصوصیات بررسی

 24/72425 لکولی کایمروم وزن داد که نشان Prot paramبرنامه 

باشد. مجموع یم 24/3الکتریک آن ایزودالتون بود، نقطه 

 25یک اسید(:آسپارت گلوتامیک اسید،) یمنفهای با بار اسیدآمینه

 23یزین(:ل ی با بار مثبت )آرژنین،هانهیآممجموع اسید  و

و شاخص ناپایداری  35/34اتیک کایمر نیز باشد. شاخص آلیفیم

میزان  گریانببود. شاخص ناپایداری  24/24پروتئین کایمر نیز 

با  هاییینپروتئای که گونهپروتئین نوترکیب بوده بهپایداری 

شوند. یبندی مهای پایدار تقسیمجز پروتئین 42شاخص کمتر از 

در قسمت انتهای  TcpAبر این اساس پروتئین کایمر که پروتئین 

در انتهای کربوکسیل آن قرار دارد،  CtxBآمینی و پروتئین 

 مورداستفاده قرار گرفت.

بینی احتمال بیان پروتئین نوترکیب به بر اساس پیش

، پروتئین کایمر اکلییاشریشحالت محلول در سیستم بیانی 

درصدی در این میزبان  122شده با احتمال نوترکیب طراحی

 شود.یمول بیان صورت محلبه

 RNAبینی ساختار پیش

مهم  یهایکی از حوزه  RNAبینی ساختارپیش

تر کردن مختلفی برای آسان یهاو روش باشدیبیوانفورماتیک م

بینی ساختار دوم برای پیش .شده استارائه  RNA تعیین ساختار

سازی بر پایه کار با که یک الگوریتم بهینه SetPSO الگوریتماز 

بهره هاست و از رویکرد مینیمم سازی سطح انرژی همجموع

شده ناحیه شروع بینینماییم. ساختار پیشیمبرد استفاده یم

mRNA·5 1شکل سازی کدون های ژن کایمر در پس از بهینه 

مشاهده بوده و میزان حداقل انرژی برای ساختار قبل از  قابل

ازی به سکیلوکالری و بعد از بهینه -72/213سازی بهینه

 رسید. -32/713
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 سازی بیوانفورماتیکیقبل از بهینه RNA ساختار( الف :1شکل 

 mRNA´1نواحی ابتدایی  ها( فلش-013092 حداقل انرژی آزاد)

 باشد.می
 

 
حداقل ) سازی بیوانفورماتیکیبعد از بهینه RNAساختار دوم ( ب)

 بلند ایهگره یا لوپ فاقد mRNA´1 (. ناحیه-911012 انرژی آزاد

.باشدمی

 بینی ساختار دوم و سوم پروتئین کایمریشپ

و  GORIVبررسی ساختار دوم پروتئین با استفاده از برنامه 

PsiPred  131نشان داد که پروتئین حاصل از کایمر موردنظر 

فاقد  (،%77/17گسترده )رشته  52(،%12/43آلفا )مارپیچ 

 ساختار .باشدیم (%23/73) یتصادفیچ پ 173و  βچرخش

 وسیله برنامهشده بهبینیبعدی پروتئین کایمر پیشسه

 I-TASSER  ها یبررسشده است. در نشان داده 2در شکل

 (c-score -2/34)ی ممکن بررسی و پایدارترین حالت هاحالت

افزار نرمتوسط  شدهینیبشیپیفیت ساختار ک انتخاب شد.

PROSA پروتئین در  بررسی شد. بر این اساس کیفیت ساختار

های کریستالوگرافی شده و یا تعیین ساختار پروتئین محدوده

 (.2شکل بود ) NMRشده به روش 

 Bسلول و فضایی  توپ خطی بینی اپیپیش

ی با ایمونوژنیسیته بالا همچنان هاتوپپیشگویی اپی 

برانگیز در بیوانفورماتیک عنوان یک امر حیاتی و چالشبه

ی خطی با استفاده از هاتوپکند. پیشگویی اپی یمخودنمایی 

های یتمالگورها نسبت به آمینواسیدها و میل ذاتی آن

ی هاسلولی خطی هاتوپبیوانفورماتیکی ممکن پذیر هست. اپی 

B وسیله سرور شده بهبینیموجود در پروتئین کایمر پیش

ABCpred طور که در جدول آمده است. همان 1 در جدول

ی خطی در طول توالی کایمر پراکنده هاتوپشود اپی یممشاهده 

باشند. یمدهنده سازه بوده و متعلق به هر دو پروتئین تشکیل

آمده است.  2جدول ی فضایی در هاتوپبینی اپی نتایج پیش

ی فضای در هاتوپشود اپی یمطور که در جدول مشاهده همان

دو پروتئین طول توالی کایمر پراکنده بوده و متعلق به هر 

 باشند.یمدهنده سازه تشکیل

 

 را پروتئین دو توانسته لینکر که دهدیم نشان کایمر پروتئین ساختار .ب(ساختار )الف( و بررسی کیفیت ) یمرکابینی ساختار پروتئین . پیش0شکل 

  بود. NMRساختار شده به روش  یینتع یاشده و  یستالوگرافیهای کرپروتئین در محدوده پروتئین ساختار کیفیت .داردجدا نگه  هم از
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 باشندمی مطرح توپ اپی عنوانبه 2/2 از بیش امتیاز با هاییهای خطی. توالیبینی اپی توپنتایج پیش :1جدول

 توالی موقعیت شروع امتیاز توالی موقعیت شروع امتیاز

11/2 33 PFIGTNMNIFSFPRNA 37/2 52 RGLGNYPATADATAAS 

11/2 725 MANGAAGCAGCAGCAA 32/2 213 AIERMKDTLRIAYLTE 

11/2 225 TPQNITDLCAEYHNTQ 33/2 273 GKREMAIITFKNGAIF 

11/2 253 SQHIDSQKKAIERMKD 33/2 41 ALTQTYRGLGNYPATA 

12/2 233 KLCVWNNKTPHAIAAI 33/2 211 DLCAEYHNTQIYTLND 

12/2 133 SEAAAKTPQNITDLCA 31/2 231 TPHAIAAISMANGAAG 

19/2 25 QRAIDSQNMTKAAQSL 34/2 32 GLVSLGKISSDEAKNP 

11/2 257 QVEVPGSQHIDSQKKA 37/2 271 YTESLAGKREMAIITF 

11/2 13 GVVTLAQRAIDSQNMT 32/2 225 NDKIFSYTESLAGKRE 

11/2 123 AFAISVDGLTQAQCKT 32/2 112 GVGVIKSIAPASKNLD 

12/2 234 DTLRIAYLTEAKVEKL 32/2 172 MFPYIAIKAGGAVALA 

11/2 12 TADATAASKLTSGLVS 31/2 173 GGAVALADLGDFENSA 

11/2 232 TEAKVEKLCVWNNKTP 33/2 33 KISSDEAKNPFIGTNM 

11/2 74 TKAAQSLNSIQVALTQ 33/2 133 KGTAPFGVAFGNSEAA 

11/2 11 ASKLTSGLVSLGKISS 33/2 3 IVLGIMGVVSAGVVTL 

11/2 213 NTQIYTLNDKIFSYTE 33/2 132 KNLDLTNITHVEKLCK 

11/2 145 ADLGDFENSAAAAETG 33/2 121 KTLITSVGDMFPYIAI 

11/2 33 PRNAAANKAFAISVDG 33/2 154 AAAAETGVGVIKSIAP 

 

 باشندمی مطرح توپ اپی عنوانبه آن از بیش و 2 امتیاز با هاییتوالی. های ساختاریبینی اپی توپ: نتایج پیش0 جدول

 آمینواسید موقعیت امتیاز آمینواسید یتموقع امتیاز آمینواسید موقعیت امتیاز

2 121 K 4 12 T 4 27 L 

2 124،125 IT 4 33،33 GK 4 23-21 RAI 

2 151،152 EN 5 33،32 IS 4 71،73 AA 

2 133 T 4 31 S 4 44،45 QV 

2 131 P 5 32،37 DE 5 41 A 

2 227-221 AAA 4 35،31 KN 4 43،43 LT 

1 212 I 4 33،122 PR 4 52،51 TY 

1 217 D 5 255-252 AIFQVE 4 212-221 PQNIT  DL 

1 214 S 3 253،251 VP 5 217 C. 

1 215 Q 3 253 G 4 222-214 AEYHNTQ 

2 232-233 KLC 3 253،212 SQ 4 222،227 YT 

2 231 V 3 211 H 4 243-243 KNG 

 

 ساخت کاست ژنی

 سنتزی کایمر ژن واجد نوترکیب پلاسمید آنزیمی برشی

 ژل روی بر شدهمشاهده بازی جفت 315 قطعه و رفتگ صورت

 7)شکل  داد نشان را سنتزی ژن سازی همسانه صحت آگارز

 سنتز حین در توالی که کرد تائید نیز توالی تعیین نتایج(. الف

 .است نشده تغییرات دچار
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با  آنزیمی هضمروش  باشده  سنتز یکاست ژن یدتائ الف. :9شکل

: نشانگر 1 یفرد. HindIIIو  EcoRIمحدود گر های یمآنزاستفاده از 

: پلاسمید نوترکیب برش خورده با 0 یفرد. DNA ladder mixاندازه 

 HindIIIو  EcoRIهای یمآنز
 

منظور ساخت کاست ژنی از طریق همسانه سازی ابتدا به

  PCRدر وکتور همسانه سازی شد و در ادامه محصول ctxBقطعه 

بود، در  EAAAKتوالی لینکری  که واجد tcpAمربوط به ژن 

وارد وکتور شد. جهت تائید همسانه سازی  ctxBفرودست ژن 

ها و ساخت کاست ژنی از جفت پرایمرهای اختصاصی هر ژن ژن

شود، واکنش یمب دیده  7طور که در شکل استفاده شد. همان

PCR  مربوط به پلاسمید نوترکیب با استفاده از پرایمرهای

جفت بازی شد.  722ر به تکثیر قطعه منج ctxBاختصاصی 

همچنین واکنش تکثیری با استفاده از پلاسمید نوترکیب و 

جفت بازی مربوط به ژن  122نیز، وجود قطعه  tcpAپرایمرهای 

 تائید کرد. را tcpA کد کننده

 نوترکیب کایمر پروتئین بیان بررسی

 شکستن و آوریجمع و موردنظر پروتئین بیان القاء از پس

 درصد SDS-PAGE 12 ژل روی پروتئینی محتوای کل ها،سلول

 پلاسمید واجد شده القاء هاینمونه در. گرفت قرار بررسی مورد

 با نوترکیب پروتئین تولید سنتزی، کایمر نژ دربردارنده نوترکیب

( الف 4 شکل) شد مشاهده دالتون کیلو 73 حدود مولکولی وزن

 نداشت وجود نشده القاء هاینمونه در پروتئینی چنین بیان ولی

 پلاسمید واجد شده القاء هاینمونه در همچنین(. ب 4 شکل)

 ههمسان روش به شدهساخته کایمر ژن دربردارنده نوترکیب

 .شد مشاهده نوترکیب پروتئین تولید سازی،

 

 
   PCRب. تائید ساخت کاست ژنی با روش :9شکل 

 نگر اندازه: نشا1 یفرد. هاژنو پرایمرهای اختصاصی  داخلی

 DNA ladder mix. الکتروفروز محصول0 یفرد :PCR   پلاسمید

 الکتروفروز :9ردیف  .ctxBنوترکیب با جفت پرایمرهای اختصاصی 

 .tcpA  پلاسمید نوترکیب با جفت پرایمرهای اختصاصی  PCRمحصول

جفت پرایمرهای اختصاصی  با pET28aپلاسمید  PCR: 2ردیف 

ctxB.  1ردیف :PCR ید پلاسمpET28a جفت پرایمرهای  با

 tcpAاختصاصی 
 

 
 ژنی کاست از (TcpA) (CtxB) - کایمر پروتئین بیان بررسی: 2شکل 

-SDS ژل روی بر( ب) کدونی شده سازیبهینه ژنی کاست و طبیعی

PAGE 10 نمونه  ،1 ستون: الف .بلو کوماسی آمیزیرنگ با درصد

 ستون (Vivantis) روتئینپ اندازهنشانگر  ،0 ستون ،IPTG با القاشده

 ،0 ستون ،IPTG با القاشدهنمونه  ،1 ستون :ب نشده، القانمونه  ،9

 (Vivantis) پروتئین اندازه نشانگر 9 ستون نشده، القانمونه 
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 بحث

عنوان زیر واحد بزرگ پیلی با توجه به به TcpA پروتئین

در سطح باکتری دارای نقش مهمی در  آنمحل قرارگیری 

ز طرف دیگر با توجه ا و باشدینده برای باکتریوفاژ متشکیل گیر

باعث شده  هابادیبه نحوه قرارگیری این پروتئین در معرض آنتی

منظور توسعه ایمنی ضد کلونیزاسیون تا کاندیدای مناسبی به

دارای  CtxB ینسوی دیگر پروتئ علیه بیماری وبا باشد. از

روی کروموزوم  ساختاری هموپنتامریک و غیرسمی بوده که بر

 بر علاوه CtxB قرارگرفته است. پروتئین ویبریوکلرابزرگ باکتری 

 کلرا توکسین علیه محافظت ایجاد و بادیآنتی تولید سبب اینکه

 که است مطرح مهم زیستی ادجوان یک عنوانبه خود شود،می

 مخاطی ایمنی ازجمله ایمنی هایپاسخ برانگیختن سبب تواندمی

 .شود

 TcpA ینزایی پروتئایمنی خاصیت یلبه دل یق،قتح ینا در
 یمرکا ینپروتئ یطراح پروتئین، جوانتیو اد یژنآنتی خاصیتو 

 هاییواحد مدنظر قرار گرفت. بررس یردربردارنده هر دو ز

 یکتحر ییتوانا یمرکا ینپروتئ یننشان داد که ا یوانفورماتیکیب

 را خواهد داشت. یمنیا یستمس

Kundu نوترکیب  هایپروتئیناستفاده از  نشان داد که

زمان باهم تنهایی و همبه CtxB و TcpAهرکدام از دو پروتئین 

اما زمانی که  ،تواند سبب ایجاد ایمنی علیه بیماری شودیم

 مراتب بالاتری دارندزایی بهصورت مخلوط باشند خاصیت ایمنیبه

فیوژ کرده تا با تولید  tcpAژن  را با ctxB. به همین دلیل ژن (12)

زایی افزایش ن کایمریک حاصل از این ممزوج قدرت ایمنیپروتئی

 به خاصی توجه امروزه واکسن کاندیدهای یابد. در طراحی

زیر  دربردارنده یمرکا هایپروتئین شود.یم کایمر هایپروتئین

ادجوانتی، ویژگی  باهایی یتوال و لینکرها پروتئینی، واحدهای

های پروتئین یتیایمونوژنیس خاصیت افزایش سببتوانند یم

 فراهم را امکان این مناسب لینکر از . استفادهشوند نوترکیب

 ویژهبه و خطی هایتوپاپی علیه بتواند ایمنی سیستم که آوردمی

 پروتئین، دهندهتشکیل واحد زیر هر ساختاری هایتوپاپی

شامل  از لینکری سخت مطالعه در این .کند تولید بادیآنتی

( لیزین و گلوتامیک، آلانین )اسیدآمینه EAAAK هایاسیدآمینه

 اسید به مربوط نمکی علت داشتن پل به ترادف شد. ایناستفاده 

 مانع پایدار، هلیکس ساختار ایجاد باتواند یم لیزین و گلوتامیک

در  .(00شود ) پروتئینی های دمین شدن نزدیک هم به از

تکرار متفاوت  5تا  1، تعداد تکرار لینکر بین شدهانجاممطالعات 

تکرار از توالی  5و یا  4بوده است. نتایج تحقیقات نشان داده که 

کایمریک  هایپروتئینتواند سبب یمخوبی به EAAAKلینکر 

. در تحقیقی که (03،01،13) فولدینگ مناسب داشته باشند

ت ایجاد فاصله بین زیر و همکاران انجام شد جه Nazarianتوسط 

. (13) تایی لینکر استفاده شد 4ی پروتئین کایمر از تکرار واحدها

 ید،انجام گردو همکاران  Amaniکه توسط  یقیتحق در

سبب شد که  یمرکا ین( در پروتئ(4EAAAK ینکرل یریکارگبه

 Tir (Translocated intimin receptor) و ینتیمین، اEspAهای پروتئین

. در تحقیق حاضر، استفاده از (92) ساختار جداگانه داشته باشند

ر دو جزء پروتئینی تکرار لینکر هم توانست سبب جدا ماندن ه 1

 هایپروتئینتواند به ماهیت خود یمکایمر از هم شود. این حالت 

 tcpAهای ازآنجاکه توالی ژنمورداستفاده نیز ارتباط داشته باشد. 

نوکلئوتیدی  هاییدارای کدون نادر هست، تمامی توال ctxB و

 افزار آنلاین جهت بیان بالا درتولیدکننده پروتئین کایمر با نرم

 Codon Adaptive (CAI) سازی گردید.بهینه E.coli میزبان

Index یمرکا ctxB tcpA و بعد از  11/2سازی قبل از بهینه

افزایش یافت که این نشانگر انتخاب کدون  32/2سازی به بهینه

بیشتری برای آن وجود داشته که باعث  tRNAهایی هست که 

 ینپروتئ یانب شود. عدمیم E.coliافزایش بیان در میزبان 

 یشده به هم و از طرف یوژف یعیهای طباز ژن یمرکا یبنوترک

کننده  یدتائ سنتزی ژناز  یبنوترک ینپروتئ ینسبتاً بالا یانب

 هایژن طراحی در مهم فاکتورهای از یکی .باشدیموارد بالا م

منظور بررسی به .باشدمی mRNA ساختار پایداری به توجه کایمر

وجود ساختارهایی از قبیل  ،ΔG میزان RNA پایداری ساختار

( که ΔG. حداقل انرژی آزاد )لوپ های کاذب ارزیابی شد

پیشرفت خود به خودی واکنش بوده که قبل از  دهندهنشان

بود. این  -32/713سازی به و بعد از بهینه -72/213سازی بهینه

. شده پایدار بوده استدهد ساختار کایمر انتخابیمتغییر نشان 

همچنین  افزارهای مختلف وبا توجه به نتایج حاصل از نرم

ها ترکیب آن و هاینازاین بر روی این پروتئتحقیقاتی که پیش

بهترین حالت برای  ه،برای افزایش پاسخ ایمونولوژیک صورت گرفت

-Linker صورتساخت واکسن ترتیب این سازه نوترکیب به

Cholera toxin subunit B (ctxB)- toxin-coregulated pili A 

(tcpA) رتیب ذکرشده طبق نتایج حاصل از در نظر گرفته شد. ت

طول عمر را خواهد  بیشترین پایداری و ProtParam افزارنرم

 .داشت
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 همولوژی یهاروش از پروتئین سوم ساختار بینیپیش برای

 دلیل به. شودیم استفاده( abinitio)آغاز  از گوییپیش و دلینگم

 است، جدید ساختار دارای موردنظر کایمر پروتئین برای اینکه

 نتایج. گرفت انجام ab initio یهاروش اساس بر بینیپیش

 شدهبینیپیش سوم ساختار که دادنشان I-TASSER افزارنرم

 نانیاطم ضریب چراکه. است صحیح ساختاری پروتئین،

 (C-score )است قرارگرفته مجاز محدوده در شدهتعیین ساختار. 

score -C اطمینان نمره یک است، 2 تا -5 بین عددی ازنظر که 

 افزارنرم این توسط شدهبینیپیش ساختارهای کیفیت تعیین برای

 همگرایی و ترازهم الگوهای ساختار اهمیت هیپا بر که باشدیم

 .گرددیم محاسبه شدهسازیشبیه ساختار پارامترهای

و  یعیدو سازه طب بیان یزن اییسهطور مقابه یقتحق ینا در

 ینشان داد که کاست ژن یجقرار گرفت. نتا یسهمورد مقا یسنتز

که با  یانیب یتنادر قابل یدارا بودن کدون ها یلبه دل یعیطب

 ینپروتئ یانحال بشود را ندارد. بااین یبررس SDS-PAGEروش 

نادر و  یحذف کدون ها یلبه دل یسنتز یمربا منشأ کا یبنوترک

 بالابود. یان،مؤثر بر ب یمنف عناصر

 و اتصالی فاکتورهای واجد شدهبیان نوترکیب پروتئین

ایمونوژن  یک عنوانبهتواند یم، ویبریوکلرا باکتری توکسین

 موردمطالعه قرار گیرد. کلراویبریوباکتری  زاییانه علیه بیماریدوگ

 تقدیر و تشکر

زیستی وسیله از مدیریت محترم مرکز علم و فناوری بدین

ع( جهت همکاری در اجرای این ) ینحسدانشگاه جامع امام 

 شود.یمپژوهش تقدیر و تشکر 

 تعارض منافع

شناسی پزشکی ایران بین نویسندگان و مجله میکروب

 تعارض منافعی وجود ندارد. گونهیچه
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