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صورت نازال در  هب STxB-IpaDو  STxB يها ژن يآنت ييزا يمنيا يبررس

 يشگاهيآزما يها رت

 

(Ph.D) يهنر نيحس ،(M.Sc) وند باران يمهد
* 

 شگاه واكسنيه، گروه و مركز تحقيقات علوم زيستي، آزماي)ع(، دانشکده علوم پا جامع امام حسينانشگاه د
 

 ده يچك
 ديا هاا تو   آن هيعل يعامل اسهال است و واکسن موثر نيتر عيکلي شا شرشيايو ا گلايش هاي يباکترهدف: سابقه و 

از  گار يد يکا يدارد.  گلاهايعفونت توسا  شا   جاديو ا ييزا مارييدر تهاجم، ب ينقش مهم IpaD نيپروتئنشده است. 

(  STxB) ايا  گلايشا  نيوتوکسا انتر E. coli O157:H7 و 1 پيا ت يساانتر يد گلايدر شا  ياصل يزا يماريب يفاکتورها

 يباد ينمود. در اين مطا عه تيتر آنت هيواکسن مناسب ته يدايکاند توان يم STxB با IpaD ني. با ممزوج پروتئباشد يم

 .ديگر مقايسه شده است ها در رت با يک آن ييزا يمنيو ا ينازا  STxBممزوجي و  STxB-IpaD بينوترک هاي نيپروتئ

 يشناسا  سات ي( از مرکاز ز pET28-ipaD-stxB), (pET28-stxB) يوکتورها ،يمطا عه تجرب نيدر اها: مواد و روش

و  PCR وسايله  هب، coli BL21 DE3.Eيوکتورها  به درون باکتر ني. با ترانسفورم اديگرد هي)ع(ته نيدانشگاه امام حس

 دييا وسترن ماورد تا  يگذار و  که SDS-PAGE لهيشده به وس ديتو  بينوترک يها نيبرش آنزيمي تاييد شدند. پروتئ

با استفاده  نيپروتئ صيانجام و بعد از تخل IPTG تحت ا قاي STxBممزوجي و  STxB-IpaD يها قرار گرفتند. بيان ژن

 زيتجاو  ييها در گروه پنج تاا  صورت نازال به رت هب يحاصل در چهار نوبت متوا  يها ژن يآنت ،يليتما ياز کروماتوگراف

 .ديگرد يريگ ها اندازه شده در سرم رت ديتو  کلونال يپل يباد يآنت شدند.

باه    IpaDشده و با ممزوج شادن   ديها تو  در رت STxB  ژن يآنت هيعل يباد ينشان داد که آنت زايالا جينتا ها:يافته

STxB ژن يآنت هيعل يباد يآنت تريبادي نسبت به ت ميزان تيتر آنتي  STxB شاده باا    مان يهاي ا افزايش يافته است. رت

شيگا توکسين  LD50برابر  11تا  STxB-IpaD ژن يبا آنت دهش منيهاي ا و رت LD50برابر  6توانستند تا  STxB  ژن يآنت

E. coli O157:H7 نديرا تحمل نما. 

را افازايش   STxB ژن يزاياي آنتا   اثر ايمني تواند ي، مSTxBو  IpaD يها حاصل از امتزاج ژن نيپروتئ گيري:نتيجه

 ديا عنوان کاند هب ييايميو بدون ادجوانت ش يصورت نازا  هب را STxB بينوترک نيبا پروتئ يممزوج يها نيدهد. پروتئ

 .نمود هيتوان توص يکلي م و ايشرشيا گلايانواع ش هيعل بيواکسن نوترک ديتو  يمناسب برا

  

  هاي صحرايي موش، 2، سم شيگلا 1۵۱اشريشياکو ي او ، شيگلا ديسانتريهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
از خ  انواده  E. coli O157:H7و  يس  انتريد گلايش  

عامل اسهال  STx اي نيتوكس گايباشند. ش يم ها اسهيانتروباكتر

اس ت   Bو  A يدو قس تت  يها از سم STxاست.  گلايش يخون

ك رد قس تت    ورود و عت ل  يب را  STxB يست ريكه قستت غ

 يه ا  نيپ روت   نيچن   . ه م باش د  يم   يضرور STxA اي يست

IpaA/B/C/D/H باش ند  يم   گلايش يتهاجت ديپلاست محصول 

ب اهم   يادي  ش ااهت ز  گلايش   يها در گونه IpaD نيكه پروت 

 :honari.hosein@gmail.com            Email                                          تلفن:نويسنده مس ول،  *

 8/9/1393 تاريخ پذيرش: 21/3/1393 تاريخ دريافت: 

 

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1391 بهار، (55)پياپي 3، شتاره 11جلد                                                                                                       كومش

793 

 

 ه ا  يدميو بروز اپ ييزا يت ارياز نظر ب گلاهايش نيتر دارد. مهم

 O ياختصاص   ديساكار يهستند كه بر اساس پل پيچهار سروت

 گلاين ام ش    و ب ه  ش وند  يم   يبن د  طاق ه  LPS( در ospشان )

(، S.flexeneri) يفلکس  نر گلاي(، ش  S.dysentry) يس  انتريد

( S.boydii) يدي  بو گلاي(، ش  S.sonneii) يس  ون  گلايش  

صورت ع دم   در گلايبا عامل ش يشدند. اسهال خون يگذار نام

به عنوان  STx اي نيتوكس گاي[. ش1] انجامد يدرمان به مرگ م

 جاديدر ا کي پيت يسانتريد گلايش رولانسياز عوامل و يکي

، STx گايش   نيمطرح اس ت. توكس    يسانتريو د يخون لاسها

هتوپنتامر با وزن  نيپروت  کي ،يسانتريد گلايش نيانتروتوكس

 رواح د يز کي  ب وده ك ه از    لودالتونيك kDa 5/07 يمولکول

 رواح د يز کيو از  STxAنام  به کيتاتيو آنز يست کيمنومر

 ليتش ک  STxBن ام   ب ه  کيشونده به رسپتور هتوپنتامر متصل

ك رد   ورود و عت ل  يب را  STxB يست رياست. قستت غ هشد

[. ه ر من ومر   2،3] باش د  يم   يضرور STxA اي يقستت ست

STxB  ح دود   يشده و وزن ملک ول  ليتشک نهيآم دياس 19از

0/0 kDa [ 2،3دارد .]STxB خ ود   يس ط  س لول   رندهيبه گ

 اني  ب دن ب  يها اكثر سلول يكه رو گردد يمتصل م Gb3نام  به

در س ط    Gb3 انينشان داده است كه ب مطالعات[. 1] شود يم

 Gb3دارد.  يادي  ز اريبس   يانسان فراوان   يسرطان يها سلول

مث  ل لنفوم  ا،  يس  رطان يه  ا در س  ط  س  لول يادي  ز اني  ب

 ني  ا نيچن   و كل ون دارد. ه م   نهيتخت دان، س    ينوماهايكارس

 زيو موش ن ي( انسانDC) تيدندر يها در سط  سلول يفراوان

 ژن يآنت ينازال زيتجو اي يپوست ريز قيبا تزر .[5شود ] يم دهيد

STxB هيعل يباد يآنت STxB آن  يس از  يشده و با خنث   ديتول

( ب ه درون  STxA) ياز اتص ال و ورود قس تت س ت    ت وان  يم

ك ه   ياز عوامل گريد يکي نيچن كرد. هم يريسلول هدف جلوگ

 يه   ا نينق   ش دارد پ   روت  گلايش    ي   يزا يت   اريدر ب

IpaA/B/C/D/H گلايش   يتهاجت ديكه محصول پلاست ندهست 

 IpaB/C/D  نيش ده از س ه پ روت     ج اد يباشند. كتپلکس ا يم

-Mروده ) يالي  تلياپ يها در اتصال به سلول يمهت ارينقش بس

cellيتوال. [1،0] كند يم ي( و فرار از فاگوزوم ماكروفاژها باز 

 گلايش   يه ا  گون ه  نيدر ب   IpaD يا نهيدآميو اس يدينوكل وت

 يص ورت ك ه ت وال    ني  نسات به هم دارد. به ا ياديشااهت ز

IpaD پيسروت يسانتريد گلايدر ش I ٬98٪ يديبوئ گلايبا ش 

 يهتول وژ  ك املاا  ٪91 يفلکسنر گلايش ٪٬95 يسون  گلايش

 IpaD هي  عل IgG كلون ال  يپل   يب اد  يآنت   دي  . با تول[8]دارد 

 دي  ك رد. ب ا تول   يريجل وگ  گلاهايش   ي ي زا يتارياز ب توان يم

 يدر ب     اكتر STxB ،STxB-IpaD يه     ا ژن يآنت     

 E. coli BL21 آن در م وش و   ي ي زا يتن  يو ا انيب يو بررس

 ت اري يب هي  واكس ن عل  يداي  ب ه عن وان كاند   يخوكچه هن د 

ب ودن   زا يتن  ي. با توجه ب ه ا [17،9]باشد  يمطرح م زيگلوزيش

 يش گاه يآزما واناتيدر ح STxB ،STxB-IpaD يها ژن يآنت

 وان ات يو ح يژن   يآنت   زياشکال مختلف تجو تاضرورت دارد 

 ني  . هدف از انجام ارديمورد مطالعه قرار گ گريد يشگاهيآزما

 ،STxB يه ا  ژن يآنت   ين ازال  زيتج و  ان،ي  ب صيتخل   قيتحق

 STxB-IpaD يب  اد يتيت  ر آنت    س  هيرت، مقا واني  ب  ه ح 

و  STxBمتزوج  ي و  STxB-IpaD بي  نوترك ه  اي نيپ  روت 

  .مد نظر بود E. coli O157:H7 هيدر رت عل ها آن ييزا يتنيا
 

 هامواد و روش
 در STxB-IpaD و STxB يژن   يه  ا كاس  ت هي  ته

pET28a(+) :يژن   يه  ا كاس  ت  STxBو STxB-ipaD 

دانش گاه ام ام    يشناس ستياز گروه و مركز ز  (+)pET28aدر

 [.11،9]شد  هي)ع( ته نيحس

 ب ا روش  STxB-ipaD و STxB بي  ه اي نوترك  ژن تاييد

PCR يانيب يوكتورها pET28a(+) بي  هاي نوترك داراي ژن 

STxB و STxB-ipaD مس  تعد يه  ا در س  لولE. coli 

 يه ا  ترانس فورم ش د. كل ون     BL21(DE3)(stratagen)هيسو

 .شدند دييتا PCR انتخابي به كتک

از كش ت ش اانه    STxB-IPaD و STxB ه اي  ژن اني  ب

 تريل يليم 5به  تريکروليم 177 زانيشده م يجداساز يها كلون

در طول موج  OD 1/7 دنيو پس از رس  يتلق عيما LB طيمح

(، م اده  يرشد ب اكتر  زانيدست آوردن م هب ينانومتر )برا 177

ب ه   ولارم   يليم 1فرمنتاز با غلظت  (IPTG) كننده پروموتر القا
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درج ه   30 يساعت در دم ا  3كشت افزوده و به مدت  طيمح

 [.9]راد انکوبه شد گ يسانت

  يها قال و بع د از الق ا   نتونه:  SDS-PAGEالکتروفورز

IPTGين  يراه با م اركر پروت   ، هم (SM0671)   طيتح ت ش را 

 25ثابت  اني% با جر12دناتوره، الکتروفورز شدند. غلظت ژل 

 .آمپر بود يليم

 اني  ب بينوترك نيپروت  دييتا ي: برابينوترك نيپروت  دييتا

اس تفاده   His-tag ضد يباد يبا آنت تونوبلاتيا کيشده از تکن

 يگذار لکه ستميبا استفاده از س انيپس از ب يشد. عصاره سلول

 نيس  يو ب افر انتق ال )گلا   Bio-rad (Mini Protean) وس ترن 

متانول و  SDS  1/7%،مولار يليم 25 سيمولار، تر يليم 192

منتق ل ش د. كاغ ذ     تروس لولز يكاغ ذ ن  يرو:  3/8pH% و 27

 PBST(37NaCl) ب   ا اس   تفاده از ب   افر  تروس   لولزين

 Na2HPO4.7H2O  1/3م ولار،  يل  يم KCl  0/2مولار، يليم

خشک ب ه   ري% ش5 يحاو:  2/0pH% و 27 نييمولار، تو يليم

. دي  گرد کب لا  گراد يدرجه سانت 1 يساعت در دما 11مدت 

 کي  ، ب ه م دت   PBSTپس از سه بار شستشو ب ا ب افر  نتونه 

 His-tag (ebcam) ض د  يباد يآنت 17777/1ساعت با رقت 

 تياتاق مجاور شد. در نها يدر دما PBST دار در بافر كانژوگه

از  يآشکارس از  ي، ب را PBST پس از سه بار شستشو با بافر

 mg DAB6 يوحا:  8/0pHو  mM 57سيسوبسترا )بافر تر

،(µl H2O217 )كانژوگه  نياستفاده شد. پس از انجام واكنش ب

 ت رو يكاغ ذ ن  يرو ين  يو سوبسترا و ظ اهر ش دن بان د پروت    

 [.9] ديمتوقف گرد  H2Oواكنش با استفاده از ،يسلولز

 طيحاصل تح ت ش را   ني: پروت بينوترك نيپروت  صيتخل

 يها و نتونه يجداساز Ni-NTA دناتوره و با استفاده از ستون

 [.17]% الکتروفورز شد 12ژل  يحاصل بر رو

شده ب ه كت ک    انيب ني: غلظت پروت نيغلظت پروت  نييتع

 (BSA)يس رم گ او   نيروش برادفورد و با اس تفاده از آلا وم  

 [.9]به عنوان استاندارد انجام گرفت  ناژنيس

:  STxB-IpaDو STxB يها نيپروت  هيعل يباد يآنت ديتول

 و STxB بي  نوترك نياز پ روت   µg27 ،17٬17٬15  زانيبه م

STxB-IpaD  از  تي  و در نها زيها تج و  نوبت به رتدر چهار

آن  يب اد  يآنت   تريت زايالا شيو توسط آزما يريگ ها خون رت

 .شد يريگ هانداز

: هيسو E. coli شده با عصاره سلولي ايتن واناتيح چالش

O157:H7 ش ش براب ر    وان ات، يح يس از  تنيبعد از اLD50 

ش ده   تنيا يها به رت O157:H7 هيسو E. coli عصاره سلولي

 ش  ده ب  ا ت  نيا يه  ا ب  ه رت زي  و ده براب  ر آن ن STxBب  ا 

 STxB-IpaD   آن م  ورد  جيروز نت  ا 5/2تزري  ق و بع  د از

 .[9،17روز تحت نظر قرار گرفتند ] 17تا  واناتيو ح يبررس

 

 نتايج
: پ س از اس تخراج    PCR توسط کيحضور ژن سنتت دييتا

انج ام   PCRواكنش  E. coli- BL21DE3 ياز  باكتر ديپلاست

طراحي شده  pETگرفت )لازم به ذكر است پرايترها از نواحي 

 (.1شود( )شکل  باز به قطعه ژني اضافه مي 11دود كه ح

 

 
درصد. ستون 1ژل آگاروز  يرو بينوترك يحاصل از ژنها ريتصو .1شکل 

: بان د حاص ل از   2س تون   stxB-ipaDژن  يدارا دي: استخراج پلاس ت 1

PCR کيژن سنتت ميمستق stxB-ipaD    جف ت   591و  مش اهده  قطع ه

 PCR: باند حاصل از 5. ستون bp 17777ي: نشانگر مولکول3ستون يباز

 يجفت باز 203قطعه   شاهدهو م stxBژن  ميمستق

 

: STxB-IPAD و STxB بينوترك نيپروت  صيو تخل انيب

درج  ه  30در  عيم  ا LBكش  ت  طيانتخ  ابي در مح   يكلن  

ب ه   يب ه رش د ك اف    دنيكشت داده شد. پس از رس گراد يسانت

 دي  مولار القاء گرد يليم کي IPTGتوسط  نيپروت  انيمنظور ب

ب رده   SDS-PAGEژل  يآن رو تيفيو ك انيب يبررس يو برا

ب ه   STxB-IPADو  STxB ين  ي(. باند پروت 3و  2شد )شکل 
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ق رار گرف ت    3/21و  kDa 31/11  يصح گاهيدر جا بيترت

 يه ا  نينش د. پ روت    دهيد يباند چيها ه در كنترل كه يحال در

و غلظ ت   دي  گرد يساز خالص کليبه كتک ستون ن بينوترك

 .شد يريگ به روش برادفورد اندازه يديتول يها نيپروت 

: لدر توسط ستون كروماتوگرافي تتايلي نيکل StxBپروت ين بيان  .2شکل 

، محل ول  =3/1pHداراي  C، محل ول  =8pHپروت يني، محلول فلو داراي 

D   9/5دارايpH= محلول ،E   5/1دارايpH=  كه پروتينStxB   داراي

دار غلظت   Cuاز ستون جدا شد. و محلول آخر  KD 3/11وزن مولکولي 

mM 27 

 
توسط ستون كروم اتوگرافي تت ايلي    STxB-IpaDبيان پروت ين  . 3شکل

داراي  C، محل  ول =8pHل  در پروت ين  ي، محل  ول فل  و داراي   : نيک  ل

3/1pH= محلول ،D   9/5دارايpH=  محل ول ،E   5/1دارايpH=   ك ه

از س تون ج  دا   kDa 3/21داراي وزن مولک ولي   STxB-IpaDين  پ روت 

  mM 27دار غلظت   Cuشد. و محلول آخر 

 

 ني  بلات: در ا با روش وسترن بينوترك يها نيپروت  دييتا

 يه ا  نيپ روت   ديي  تا يب را  STxB-IpaD يب اد  يروش از آنت

 (.1استفاده شد )شکل  STxB-IpaDو  STxB بينوترك

 

 
نش ده   انيب ي: نتونه كنترل منف1وسترن بلات.  ستون  .1شکل 

STxB-IpaD  ياني  : نتون ه ب 2ستون STxB-IpaD يدارا IPTG 

س تون   STxB ياني  : نتونه ب1ستون  يني: نشانگر پروت 3ستون 

 نشده انيب ي: نتونه كنترل منف5

 

ب ه روش   بي  نوترك نيبادي ض د پ روت    آنتي تريارزيابي ت

ش ده و   ديتول يباد يآنت يابي: به منظور ارزميمستق ريغ يالايزا

 ري  غ يزاي  از روش الا زيآن در هر مرحله تجو زانيمحاساه م

س وم و چه ارم    قي  هفته بع د از تزر  کياستفاده شد.  ميمستق

 عتل هب يريتست و شاهد خونگ يها از رت يصورت تصادف هب

 زاي  الا شيها آزما سرم آن ي(. و بعد از جداساز1آمد )جدول 

در ه ر مرحل ه در    يباد يآنت تريت نيانگيانجام شد كه نتودار م

 .نشان داده شده است 5 شکل
 ژن به رت تجويز نازالي آنتي .1جدول 

شتاره 

 تجويز

روز  

 تجويز

 ژن بدون ادجوانت آنتيتجويز نازال 

STxB STxB-IpaD PBS 

1 1 µg 27 µg 27 µl 277 

2 0 µg 15 µg 15 µl 277 

3 11 µg 17 µg 17 µl 277 

1 21 µg 17 µg 17 µl 277 

 

 گايش   يح او  يها با استفاده از عصاره س لول  چالش رت

شده  تنيا يها : به منظور انجام چالش مورد نظر، رتنيتوكس

 يه ا  رتو  LD50ب ا غلظ ت ش ش براب ر      STxB ژن يبا آنت

 LD50ب ا غلظ ت ده براب ر     STxB-IpaD ژن يشده با آنت تنيا
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شده قادر به تحتل  تنيا واناتيمورد چالش قرار گرفتند كه ح

روز،  57فوق بودن د و در م د ت    يها با غلظت نيتوكس گايش

نش ان   يآم ار  جيك ه نت ا   ك ه  يطور زنده و سالم ماندند. هتان

ب ا   يدار ياخ تلاف معن    يش ده ن ازال   ت ن يا يها گروه دهد يم

 (.2نشده دارند )جدول  تنيشاهد ا يها گروه

 . تيتر آنتي بادي1شکل 

 

 

 E.coliهاي موشي با عصاره سلولي باكتري  نتايج چالش گروه .1جدول 

O157 ; H7 

ف
ردي

 

 هاي رتگروه
عصاره سلولي 

 تزريق شده

ميزان 

 تحتل

مقايسه 

 گروه ها
 آماريمقايسه 

1 
STxB  

 بدون ادجوانت
gµ 1877 771/7 3با1 زنده P< 

2 
STxB-IpaD  
 بدون ادجوانت

gµ 3777 771/7 3با2 زنده P< 

3 PBS gµ377 مرده   

 

 گيريبحث و نتيجه
 ياس هال خ ون   کي  ب ه عن وان    شهيهت زيگلوزيش يتاريب

راه با خ ون   هم يكه با مدفوع آبک شود يحاد شناخته م يليباس

 يش کت  ي ه ا  چون تب، كرامپ ينيموكوس توام با علائم بالو 

 کي  راه س ندروم اورم  كه متکن است به ه م  گردد يمشخص م

توان د مش کلات    شيگا توكسين م ي  يباشد. از طرف کيتيهتول

 يه ا  و نوروتوكسيک ايجاد نتايد. امروزه تلاش کيتوتوكسيس

و سم آن انجام شده و  گلايش هيساخت واكسن عل يبرا ياديز

ك دام   چيه كه نيگزارش شده است. جالب ا ياديز ي ها دايكاند

سازمان  ديمختلف تا امروز مورد تائ ليبه دلا داهايكاند نياز ا

ها  قرار نگرفته است. اما تلاش FDA و WHOسلامت  يجهان

ادام ه دارد.   يبه ط ور ج د   گلوزيش هيساخت واكسن عل يبرا

در  گلايش   وعيتشر شده در خصوص ش  من ي ها پژوهش جينتا

 يفلکس نر  گلايش   شيكه تا چند سال پ   دهد ينشان م ران،يا

 يبعد ي ها دارا بوده است. در رتاه رانيرا در ا وعيش نيتر شيب

دارند و مقدار  رارق يسانتريد گلايو ش يسون  گلايش بيبه ترت

 دي  مشاهده شده است. ام ا مطالع ات جد   يديبوئ گلايش يكت

 يفلکسنر گلايدر مقابل ش يسون  گلايش تر شيب وعينشان از ش

 يدر كش ورها  گلايش   وعيش   بي  ترت نيهت   ا اا ي. تقردهد يم

گ زارش ش ده اس ت     زي  )عربستان و پاكستان( ن رانيا هيهتسا

[8،9،12،13]. 

وقوع  يبر فراوان يمان يرانيتوجه به گزارشات محققان ا با

ب ه عن وان    تواند يم يباكتر نيا گلايش يکيوتيب يو مقاومت آنت

لازم  ني. بن ابرا ردي  كننده مورد توجه ق رار گ  عامل ناتوان کي

واكس ن م ورد    هيبه منظور ته رانيا يبوم يها هست كه سوش

 يواكس ن  گون ه  چيه   جي. به صورت را[13] رنديمطالعه قرار گ

در  T ي ه ا  . هر چند كه س لول ستيدر دسترس ن گلايش يبرا

 يش دن ض رور   تنيا ينقش دارند اما برا گلايش هيحفاظت عل

مطالعه نشان دادند كه پاسخ  نيحاصل از چند يها . دادهستندين

با هر دو  گلايش هيعل يتنيرا در ا يتر هتورال نقش مهم يتنيا

از  يو تع   داد LPS هي   عل يو مخ   اط کيس   تتيپاس   خ س

زا، از جتل ه   يت ار يب ديك د ش ده توس ط پلاس ت     يها نيپروت 

هن وز ه م    1 پي  ت يس انتر يد گلايدارد. ش   Ipa يها نيپروت 

 ري  اس هال، در ص د س ال اخ    يدمي  اپ يعلت اص ل  نيتر عتده

جه ان متف اوت    يآن در كشورها ريو نسات مرگ وم باشد يم

ش امل دو مرحل ه    يباكتر نيا ييزا يتاريب سمي. مکان[1]است 

اس  ت: مرحل  ه اول ش  امل اتص  ال و ب  ه دنا  ال آن    يدي  كل

روده كوچک  اليتل ياپ يها به سط  سلول يباكتر ونيزاسيكلون

 ج اد يك ه باع ت ت ورم و ا    ونيزاس  يكلون يفاكتورها لهيبه وس

نوكل وره ا و ب الاخره نک روز و     يتجتع  پل ،يسطح يها زخم

راه با م دفوع   هم نو به صورت بلغم و خو گردد يم يزير خون

ك رده   نيتوكس گايش ديتول ي. در مرحله دوم باكترشود يدفع م

روده بزرگ حتل ه و س اب آم اس و     اليتلياپ يها و به سلول

 يآن اسهال خون جهيكه نت گردد يروده م وارهيد يرو ييها زخم

 3ن وع   يترش ح  س تم يس يريگك ار با به  گلايش ياست. باكتر
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. دهد يانتقال م زبانيبه سلول م اخود ر يزا يتاريب يفاكتورها

 يب را  س تم يس ني  است كه در راس ا يفاكتور IpaD نيپروت 

 کي   IpaDاس ت.   يض رور  زب ان يبه س لول م  يتهاجم باكتر

و  IpaB يها نيكاره است كه ترش  و عرضه پروت  چند نيپروت 

IpaC نفوذ  نيچن و هم يباكتر -زبانيرا در حد فاصل سلول م

را كنت رل   زب ان يبه داخ ل س لول م   ينيپروت  يها ناقل  يصح

 نيب وده و در ب    kDa 30 نيپروت  کي IpaD ني. پروت كند يم

آب دوس ت   IpaD نيتنها پروت   Ipaاپرون  يها نيپروت  ريسا

مطالعات  يبه مركز در تتام کينزد ناليترم N- هي. ناحباشد يم

. در شود يم يتلق IpaDمهم در  اريو بس يكرد عتل هيناح کي

ص ورت   IpaD يه ا  توپ ياپ ييكه به منظور شناسا يتمطالعا

 هي  ناح ني، در اIpaDدر دسترس  يها توپ يغالب اپ رفتيپذ

 هي  ناح ني  ك رد ا  به عتل IpaDكرد  عتل نيچن قرار داشتند. هم

آن سركوب گردد به طور  تيكه اگر فعال يدارد به نحو يبستگ

 .[11،15] شود يسركوب م گلايتهاجم ش تيقابل يكل

ك ه   ييه ا  يب اد  يانجام گرفته نشان دادند كه آنت   مطالعات

 ييتوانا كنند يم ييرا شناسا IpaD نيپروت  ناليترم -N هيناح

 ياكس يد ژهيبه و يصفراو يها با نتک نيپروت  نيبرهتکنش ا

ق ادر ب ه    يحالت ب اكتر  ني. در اندينتا يكولات را سركوب م

 IpaB يريك ارگ و ب ه   يفراخوان يخود برا ژهيو تيانجام فعال

منف ذ در س لول    جاديا يبرا گلايتوان ش جهينخواهد بود. در نت

به درون س لول   يرفته و پروسه ورود باكتر نياز ب يوتيوكاري

نش ان   يا ژهي  ب ه ط ور و   جينت ا  ني  . اشود يسركوب م زبانيم

 ني  ا ن ال يترم N هي  ناح ژهي  و به و IpaDكه پروت ين  دهد يم

 يها به سلول گلايش يباكتر ودفاكتور لازم در ور کي نيپروت 

ژن ب القوه در   يآنت   کي  به عنوان  نيپروت  نياست و ا زبانيم

 .[11]واكسن مطرح است  يطراح

توان د توان ايي ب اكتري را ب راي      مي IpaDعليه  بادي آنتي

 inخواني دارد. آزمايش ات در مح يط    تهاجم ساقط نتايد هم

vivo    نيز با استفاده از روده خرگوش انجام شد. بدين ترتي ب

با روش ايتونيزه ك ردن   Anti-IpaDبادي  كه پس از تهيه آنتي

ب ا ب اكتري    فه اي مختل    ها را در رقت بادي ها، آنتي خرگوش

 Rabbit Intestinal مخلو  نتوده و از آن در آزم ايش شيگلا

iliac loops هاي  استفاده شد. نتايج اين گونه بود كه در غلظت

 ايج اد نش د. در   اي در روده  گون ه ض ايعه   بادي هيچ اوليه آنتي

ر آزمايش كنترل منفي كه باكتري ب دون حض ور   صورتي كه د

گرفت سرتاسر روده دچار  راربادي درون روده خرگوش ق آنتي

 .[11]ضايعه شد 

 يژن   يصورت گرفته مشخص كردند كه مقدار آنت قاتيتحق

 يمصرف ضرور يادجوانت برا کيشده با  وژنيكه در حالت ف

زم ان    ه م  زيكه به صورت تجو باشد يم يتر از مقدار است، كم

متص ل    تينشان از مز نيكه ا گردد ياستفاده م ييزا يتنيا يبرا

توج ه   روزهمختل ف دارد. ام    ي ها ها با ادجوانت ژن يكردن آنت

د هس تن  تي  مز نيا يشده است كه دارا ييها به واكسن يخاص

  عت ده آن  تياثر واكسن و رفع محدود تي. به منظور تقو[11]

ك ه   يس ت يمحلول، با يها ژن يآنت نييپا ييزا يتنيا زانيم يعني

واكس ن   يداي  ژن كاند يبه عن وان آنت    IpaD ناليترم N هيناح

 ني  ا يراه شود كه برا مناسب هم تنوادجوانتيا کيبا  گلوزيش

در  stxB. ژن دي  انتخ  اب گرد stxBمطالع  ه  ني  منظ  ور در ا

و  دي  گرد يآن بررس   اني  كل  ون ش  ده و ب E. coli يب  اكتر

ك ه   دهد ي. مطالعات نشان م[10] ديآن به اثاات رس ييزا يتنيا

 هيعل يزيناچ يتنيپاسخ ا STxB نييپا يبه خاطر وزن مولکول

ب  ه خ  اطر اتص  ال   STxB ي. از طرف  ش  ود يم   دهي  آن د

 يس رطان  ي ه ا  اكثر سلول يرو Gb3 رندهياش با گ ياختصاص

ه ا و   س لول  ني  ضد سرطان ب ه ا  يانتقال داروها يامروزه برا

را ب ه   ياديتوجه دانشتندان ز يدرمان يتياثرات سوء شكاهش 

 اتي. ب ا توج ه ب ه خصوص     [15،18]خود جلب ك رده اس ت   

 ي ه ا  ب ه س لول   ين  يب قي  ارس ال دارو از طر  STxBژن  يآنت

 كرد. شنهاديتوان پ يم يسرطان

 يتلاش   STxB هي  عل يمخاط ييزا يتنيا شيمنظور افزا به

را ب ه   STxBش ده   صيتخل   نيآن پروت  يانجام شد كه در ط

  يبه صورت ن ازال تلق    کيسنتت يديپيل ي ها کروسفريكتک م

. با داد يرا نشان م يتنيپاسخ ا ينسا تيآن تقو جيكردند كه نتا

از  اس تفاده آن با  ييزا يتنيا زانيم STxB- IpaDمتزوج كردن 

براب ر   28ت ا   يدر خوكچه هن د  O157:H7 E. coliسم فعال 

نش ان داد ك ه    زاي  الا جينت ا  .[9،11،19]اس ت   افت ه ي شيافزا
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ش ده و ب ا    دي  ه ا تول  در رت STxB  ژن يآنت   هي  عل يباد يآنت

بادي نس ات ب ه    ميزان تيتر آنتي STxB به IpaDمتزوج شدن 

ت. يافت ه اس    زايشاف   STxB  ژن يآنت   هي  عل يب اد  يآنت تريت

و  LD50براب ر   1توانس تند ت ا    StxBش ده ب ا    تنيهاي ا رت

ش يگا   LD50برابر  17تا  STxB-IpaDشده با   تنيهاي ا رت

 .  نديرا تحتل نتا E. coli O157:H7توكسين

 Shiga toxin 1A subunit (stx1A)نيتوكس گايش يها ژن

and Shiga toxin 1B subunit (stx1B) مختلف  ي ها هيدر سو

Escherichia coli, Bacteriophage  وShigella sonnei  و

S.dysenteriae type 1  وEnterobacteria phage VT1  و

 ي ها هو گون Escherichia coli مختلف ي ها هيدر سو ipaDژن 

و  Shigella, flexneri مختل  ف هيو س  و Shigella مختل  ف

Shigella boydii  وShigella sonnei وShigella 

dysenteria عن  وان عوام  ل  هب    ه  ا يب  اكتر ني  وج  ود دارد. ا

 کيولوژيب ي ها متکن است در جنگكننده مطرح بوده و  ناتوان

 ،يوري  انج ام ش ده نق ش دل    ق ات يتحق جياستفاده گ ردد. نت ا  

 ين ازال  زياند. با تجو را اثاات كرده STxB يژني و ادجوانت آنتي

اده از اس  تف StxB بي  نوترك نيه  ا ب  ه كت  ک پ  روت  ژن يآنت  

 .تر خواهد بود الوصول ها سهل واكسن

 

 تشكر و قدردانی
پژوهش  گران و هتک  اران محت  رم در  از تت  امي اس  اتيد،

)ع(، كه در ب ه نتيج ه رس يدن اي ن      دانشگاه جامع امام حسين

 .شود يم يگزار تحقيق تلاش فراوان كردند، تشکر و سپاس
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Introduction: Shigella and E. coli bacteria are the most common cause of Diarrhea, though as yet no 

effective vaccine against them has been produced. IpaD protein plays an important role in invasion and 

infection caused by Shigella. Another major virulence factor in Shigella dysenteriae type 1 and E. 

coli O157: H7 is Shigella enterotoxin or (STxB). IpaD protein in combination with STxB can produce a 

suitable candidate vaccine. In this study, the nasal STxB and STxB-IpaD fused recombinant proteins 

antibody titers and their immunogenicity were assessed and compared in rats. 
Materials and Methods: (pET28- stxB) and (pET28-ipaD-stxB) vectors were prepared at Biology center 

of the Imam Hussein University (AS). Transformation of these plasmids into E. coli BL21 DE3 bacteria 

were confirmed by PCR and enzymatic digestion. Production of recombinant proteins were confirmed by 

SDS-PAGE and Western blotting. Expression of fused STxB-IpaD and STxB antigens were performed 

under induction of IPTG. After protein purifications, using affinity chromatography, antigens were 

prescribed nasally to five groups of rats in four consecutive sessions. Later the polyclonal antibodies 

produced in rat sera were measured. 
Results: ELISA showed that antibody titers were increased by the combination of IpaD to STxB 

compared to that produced against single STxB antigen. The immunized Rats with StxB antigen were able 

to tolerate up to six fold of LD50, while rats that were immunized with STxB-IpaD combined antigens were  

able tolerate up to tenfold of LD50 for E. coli O157: H7 Shiga toxin. 

Conclusion: The protein produced from the fusion of ipaD and stxB genes, can increase the effect of 

single STxB antigen immunogenicity. Recombinant proteins fused with STxB protein without chemicals 

adjuvants can be recommended in the form of nasal drops as possible candidates for vaccines against E. 

coli and Shigella types. 
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