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 ./�� �-B  '"(��������)CtxB  �Cholera toxin subunit B ( 2��� ��� ��� 3��� �� %� 3�4�� 3�5(	 ���67� 
 �
 8"�9���!� ��: . ;.:

 <"����� '"=���> ."?�� � �@"��	 �A���"� �� �� 2B"CD� '� -�)CtxB (
��.  

��� ��:  E9CtxB E�.� 
�F� G�D? �� �H"&� � �I�6  ��J �� �� 
 �	  
�� ��: K�� -� L
�A��� �� E9 �-�� .# K���� �@"��	 �A���"� ��: �MI� .

 <"����� ."!�N>a/CtxB28pET 3��� ��  ��:3DE 21BL E.coli )Escherichia coli ( '"=���> E�"� � +C�H	 
 -� L
�A��� ��IPTG )thiogalactopyranoside-1-Isopropyl β-D (.
�6 �C?� . Q�  �� '"=���> E�"�SDS-PAGE  

)Sodium dodecyl sulphate- Polyacrylamide gel electrophoresis (.# ���- � RH"�N� E���� . Q�  �� <"����� '"=���>

 ��"��� +"	 �I��6���	���Ni-NTA )Nickel-Nitrilotriacetic acid (.
�6 S"�T�. 

����� ��:  E�.� � �6-�� S��#)CAI  �Codon adaptation index ( U���	 �V"�W E9 ��61/0 �H"&� E9 �� �?�/  
 Y
��  S��# L.# �-��

92/0 �#�
 �  .E�.� .Z 
  �� E9  
 *�� [�"# �� ��:67 �I� 
��&� .Z 
 .���(!: �DZ �!M�] M"?��]  E9 �-��CtxB   ����  


a/CtxB28pET 
�� ."^� �  . �
�� ���] �� <"����� '"=���> �Z�4��� _H��� RH"�N� E����
�
 E�`� �  ���� '"(��� .a . S?�� '"=���> E�M"	

 2�"D	 -� ��"? �: ���� L.#9 ��"	 
�� K�6. 

����� ����: �H"&�  E9 �-��CtxB �	 <"����� '"=���> �*�� E�"� ���� <��H	 Q�  .#�� .�	 �  '"=���> '�   �bH	 �� L.# �?�(c� d �Z �� E���

�H!� 
�� ."?�� ��� �� ��-.  

����� ������:  ./�� �- 2'"(��� ����B '"(��� �����H"&� 2  2E9 �-��<"����� '"=���>  
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���� ��
� �����  ��
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�CtxB  ������ �	�
� ����	��(�) # 

�����  

���� ���	 
�� ����� ��� �������� ���  ����� ���

�� �� ��  �� 	�! .      # ��$ � %& � ���� '(� �� � �� ��

     (� )� ����� *& + %,� � & -.� �!� /%)� ���0�!

�� ���� �� 1�.   � 2 � �! � ���0�    � �� ��3� !  ��

 -.� 4�0�)2-1 .( ��� . :.�� �!� ���0�!   ;� ��� �

4�  ��& �  �<�� ��  %& �  ���� �  ��  =�� �  !� ��  �&��

�� ��	 .      (��� - .� ;� � !  =�� �� �&�� � >%0$

-�<�?><� � �� ��.     ��� 	 @�� & � =�?� �� � ��

    � A� $ B CD& - ��)� �� � (�E ��0.DC �=F

�  ���E -$�  . �  �G H  $ �� 2  �  �  	)4-3 .(

  ��� 0�! # ���$ ����� '�%& �����    ;� ��� K?� � ��;

����� �%0� �� L%?M� 1�0. � ��  � )� �& �	�!   �� �

(�  #��$ � ���&������ /� �& -.� ���&�� �%& ��

�� �!� ���0�! �%N�  �	�!)6-5.(  

  �� �&�� �%&)Ctx   � �Cholera toxin (  Q�� E

�?��     (� *� �� E ;� �)��� #!�R /��S � �    � ! T� ��

   �� -��� U� �� =�� ��! �� ��VVW� ���� �& ���X

  - .� �?	�� Y�ZK� ��E �! ���0�! ��� !�!)8-7 .(

     �; ;� #>  *?� ��� ]�<�� ��^��  C '��  �&�� � ��

�F��    0����?� �� � A )CtxA (   �<� ><�� (;� � !

27400  ��?�C���� ����F�� �; � (�?<��B )CtxB (

 ���F �<�><�� (;� �!58000  � � (�?<��  � 	�! .   �;

 �F��B  #��	5  -0�R103 ����� ��.�    � & - .� ��

 �! `�U�� #W� ����� � ���� ����� �V%F @����1GM 

)Monosialotetrahexosylganglioside (`�%.   �� �

�C�  -.� 1��SS `��%�)9 .(   � F��  �;A    b�� N � !

4�=�; �� � 4���E c! �>�?�<�^��C �  ���?dC �%C

!1�� �  ���1A  �2A �� ��=�� ���0� . � � e� �!   � .�

 �  F��   �;1A �  �%& `�f  �� �  b3�  Kg�� � #  Kh

 �	�! ���&�� �%& �>�S�<��!)10 '3.(  

 �  F��   �;B  `�f  �� � ����  � �0  . -�  N�E

  4�  ��� �  ! �  . `�  U��   ��  *, �� ��  ��� ��  �

  - .� (� !��� `�%. �0.DC�?�. .     �; '@ M! � ��

 �F��1A �� ���R ��   � �& i� g� `�%. (��� �� �;�. .

 �F�� �; �>%0$1A  ;D>�. bD���� @���h� j$�!

  ��  V%F b�g  �h �  ��� ��;�  ��� 1���  � @���  h� �

)cAMP  �  �Cyclic adenosine monophosphate (

�� �<�%. #E��  �F ;� @�! k	� '-��)� �� �& ���

�� +�. �� 4��� �� -�<�?><� � ��  ��	)9 '4.(  

`�. ��      �>�S� <���0�� Q�� E ' �E� �� �Ctx 

 -�0. ��� '-.� 4��! ���� ���� ����!Ctx   + ���

4��g?.� (�	 ���W� �   ��� ��� (��.����&�� ��! (�

-  .� 4�  	 . ;� 4��g?  .� H�  $ ��CtxB  -  %$ �  !

      (�� �$ � ! �K� .� �� X � ! '����� H���$ �?	���

 � �� R �.�! ���� (���� �� �X�M� (S���0��  � ?h

 -.�)12-11 '8 .( +�&��� ��^��C ��<�� '�� ��� ;�

CtxB �  �    �  �)� �� �  ����h ��  ��!��& �  ���� � 

��&��  �	�! �?	�� �&���E ���)14-13 .(c��  ���

 l�%M� �0��RCtxB ���C ! �     �?&� ! 4� ��� - *&

�0� Bd. � �%& �����    ��� F - *& :�W� ����

   .� '- ��)� �� � �?h�� �	� �?&�!  (� ;� � . m�M?

��  ! .c�� �  �� ��   (�  >�� �  & �  ��   ! 4�D  $ '�  �

 �;�.���CtxB     '- 	��� �� �� l<� E b��N �!

-.� �! ��^��C   ���� V� ���F 4���CtxA   �� . �

��^��C       -���� W� + ��� � & �� ! �? .��E�� ���

�� (� ;� 4��g?.�  �	)15.(  

 @��& ! 4�D$ '+�&��� ��^��C ��<�� c�� ��

b�ZE       � ! ��^�� C '��� 0�! # ��$ � ! ��& ;� �	��

 (�V� (� ��<�� '�0n �� � -.� l<�E '4��� -.�
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� ����	��(�) # 

�� �hN �! �� �& ���X �! T�	�!  (��; b�� �� (���

����� �! � �       �? *�! l<� E ��^�� C (�� �� ' ?0&

 ��  0� �  �<��)15 .( ����  ��� -�  N�E �  ! �  ��� �  !

)adjuvant ((�>�� � �. �<�U�� �F�� �;  ;� 4��g?.�

    � .�! '� K<�Z� � �� �� '��&�� �����& (���$ �! (�

���)! � �>������g����!    4� ��& � & (S �;� . � CtxB 

   � �F�� ��^�� C (� �! -)� �   `� U��  4� ��� �   � %&

  �?&�     ! ;� 4��g?     .� �     ! ��     �&��E.coli   

)Escherichia coli (-h� ��R e� ��.  

  

��� 	
  

 �?&�! ;� �K<�Z� ��� ��3DE 21BL E.coli   4��g? .�

�	 .:�W� ;� ���o0�    ��� � ��� �! ����< -*& ���

)LB Broth  ��Luria-Bertani (   � 	� - )� ���� �

 �?&�!E.coli ���� 4��g?.� .   (�� 0� �!� M?�� -)�

 � ?�� ;� ��� �?&�! �	�     -& 	 �� �������& / ����!

�	 4��g?.� ;�?��h .����0� ���p� ��e�� �!   (S �;� .

� ��� �� ;� '����! ��?&� �    q3���� W� �� �EcoRI  �

HindIII ���� 4��g?.� ;�?��h -&	 -E�..  

  ]�� *� � - �& '����0�	 ����    ;� �<� ><�� �� �

-&	   � 	 � �)� ;�?��h � (S��& '(S���. 'r� ��� .

     (�? . ;� + �&��� ��^�� C l� %M� ��! ���o0�

#>�� ���&� #�� �h�������&- �%�?��  ��.� /�?.�

)Ni-NTA  �    �Nickel-Nitrilotriacetic acid ( ;�

�	 4��g?.� (S��& -&	.  

      � F��  �; (S Y�� � �� ?!� '� K<�Z� 1�=�� ��!

 `�  U��  (S /  ��! ;� ��  �&���%& 4�  ���)NCBI  �  �

National center for biotechnology information (

���� m�M?.� .���)! ��e�� �!  (�� & �;�.  �� �  (S

CtxB (��& �! (� #���� � �K��X   s ��� ���E.coli '

    ;� 4��g?   .� �   ! 1;3 �>���   ���g����! ��   ���<���

1�     1 � � �>� 	 - W� �� ����h�   ��� h�DNAsis   � !

 ���?W� �.�! ��e��GC (��& ���� '(S ���  ���

 ����  ��C '���  �mRNA )Messenger RNA ( �  �� �

   (��     & ����;�     . lE�     	)CAI  �     �  

Codon adaptation index (-h� 1�=�� .  4��g? .� �!

 �?���    ]<� ;�OptimumGeneTM  ���    h� 1    � �

OPTIMIZER ��%&  �   �� e�� �! 4�	 &i ���?����C

   �?&� ! �� t&�� F (��! �! (��.�E.coli    � ! u!� Z�

(��& ��]<�   � ��)! �?&� ! ��� s��� ���    � 	 �;� .

)17-16.(  

 ������CmRNA ���)! (S �. ;� 4��g?.� �! 4�	 �;

1�  ���h�Mfold  �	 1�=��)18 .( �K! 'e� ���� �<���

       :  .�� '��� .� � ���� �<�� � � ! -��� 	 � .�! ;�

1�      (� �� ;� � - h� �� R ��<��� ���� ��& �� ���h�

����� ���)! �<��� �� c! 4�]��� �R�h �& ����   �;� .

  ���  �� �� '�  ���! 4�  	EcoRI  �HindIII  ��  M?��

���	 .���)! �<��� -���	  � �<�� �<��� �! 4�	 �;�. � 

 ��^��     CCtxB 1     � �     !  ���     h�BLASTx   

)Basic local alignment search tool ( �!��;�� ����

  -&  	 �  ! -E�  . ��  ! '-  ��)� �� � -  h� ��  R

Shingene  � 	 `�.�� ��G . 4;� .    �<�� � ����� � �S �

EcoRI  �<��� � ��?!� ��HindIII   �� ?&� ��� ! �)?�� ��

a28pEt �	 -h���� 4��%�h�^< b��N �! � �?�..  

`�%. ;� 4��g?.� �! '(S -h���� ;� BC  �K?�� ���

3DE 21LB E.coli   '�     ���F r�     	 c�� �

-  h� b��  N -  M���� .(�  %& (�  �� ;�  �  ! ��  �

-  .�  :�  W� �� 4�  ��LB  ���  F ��  ��g/mlµ 80 

������& '���10     �� � ������ �� X � ! � ��M?�� ��%&

 :�  W�LB  ���  F ���  �g/mlµ 80  �  ! ��  �������&
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     ��  �� �  ! ����  !�>�� >�  	 �� +  	 /  � b�  �  

37 ���� � �?��.  -$. � ���rpm 150  4��� -*&

���	 .�0� ;� BC `�%. ����   '��� �%R ��< c�� �! '��

  � ��� m�M? .� ��0.DC .   ��� �� ;� 4��g? .� � !   �� �

 q3����W�EcoRI  �HindIII    �����0 .DC ���  !

   �� �� � - h� b��N �0���� �v� '4�	 m�M?.�

 (SCtxB   ;�� h�?><� :.�� �<�><�� ]��*� ���& ��

;����� `S ��� 1 �	 �!��;�� �N��.  

  ��� %& '+ �&��� ��^��C (��! -)�    � ��p� �� �

 :�W� �� 4�	LB  ���F ����g/mlµ 80  ���������&

 ���� �! ����!�>�� >�	 �� +	 /� b�� �! � k�V%�

37 �   ��� � �?��   .   -$   . � ��   �rpm 150 

���	 ���w���� .     � & ��� �; '�� =� - *& ;� BC

 m�� `�X �� ���� �w�nm 600  �!6/0   � ! '��.�

4��      � (���      h� � 4�      ��& �      V<� � IPTG 

)thiogalactopyranoside-1-Isopropyl β-D ( �   !

 ���)� -e%,1  � %��      � V<� '#�? .� :�� 	 �� �3� �

-  h� b��  N .:�  W� @�  C ��  � �  ?g�  >�  	 ��

 ���� �! ����!�>��37 ���� �  �?�� .    -$ . � �� �

rpm 150 ���   	 ���w   ���� .� ;� B   C -   	w  

5  ̀ �%  . '-$� .   ��� �  ! S�g�?��  . �  ! :� W� ��  �  

rpm 5000  b�  � �  !10 �  0� �  V�R� ���  	 ���� .

`�%.    ]�� *� 4� 0� �! � �?�>	 4���& ��< h�! �! ��

 `S ��� '�      ��^��C12  �      N��SDS-PAGE 

)Sodium dodecyl sulphate- Polyacrylamide gel 

electrophoresis (  �  ����� ;��  h�?><� . �   .�!

     c�� �  ! 4�  	 (�  �! +  �&��� ��^��  C -W  N

 �  ?�� ;� 4��g?  .� � y  ���D!���0��   �  %& �  n ���  !

 ���&��)Anti-CTX ( �	 1�=��)19.(  

��!    # >�� (�? . ;� '��^�� C l�%M�-   � %�?��

    � 	 4��g? .� (S� �& -& 	 -E�. ��.� /�?.� .  � !

    � ! 4� �� - .� �! +�&��� ��^��C �& ��� �! ����

   �� �h�! ;� '�� ! ��S�%>�� 1���� � `�%W��� b��N

4��� ���F � 8  :��	 �! (�?. ��*?�	 ��! �3��

�	 4��g?.� 4������ . ̂�� C l�%M� ;� BC  Yw F '��

-h� 1�=�� ��<��� +�	 c�� �! 4���.   

  

���	 	
  

 (S �<���CtxB   (�� & �� �� z�W< ;�    � ��� � �� �

  ���� ���^%&�� (���� ���o0�C � G    �!� �;�� ��� �

-  h� ��  R .  ��^��  C (�  �! (��  �� @���  h� ��  !

�  ��)!   e� ���  � (S �<��  � '+  �&��� �  	 �;�  . .

 ���?W�GC    (�� & � �;�� � N�� �   (S �� �CtxB 

���)! ����h ;� �K! � #�R   #> 	 �� �;� .  �� � 1  �2 

-.� 4�	 4��� (�*� .(�0�    � � 4��� *� � & ��X   '�� 	

 (����GC  ;� (S ���40/36 )�K��X -<�F �� (  ��� V� �!

90/49 �  ��)! ;� �  K!  �� � -  .� �  ?h�� @���  h� �;�  .

�=�?� �   (�� �� '(�AT  ;�60/63     � ! � K��X - <�F ��

 ���V�10/50 ���)! -<�F ��      � ?h�� @�� & '4� 	 �;� .

-.� . #>	 ���o0�3    (S (�� & ����;� . lE� 	 '

CtxB ���)! ;� �K! � #�R  � � (�*� �� �;�.    ;� � & � ��

61/0  �!92/0 ���)! ;� �K! -.� 4��.� �;�..  
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