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   پیلی ویبریو کلرا در اشرشیاکلیAبررسی پروتئین نوترکیب زیر واحد 
  

  4، قاسم مسیبی3محمد یوسف علیخانی ،*2، حمید ابطحی1سمیه کیایی

 
 ، اراك، ایرانراك دانشگاه علوم پزشکی ا،دانشجوي کارشناسی ارشد باکتري شناسی -1
  ، اراك، ایران، مرکز تحقیقات پزشکی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی اراكدانشیار -2
  ، همدان، ایران دانشگاه علوم پزشکی همدان، گروه میکروب شناسی، دانشیار-3
  ، اراك، ایرانکی اراك گروه میکروب شناسی و ایمنی شناسی ، مرکز تحقیقات پزشکی و مولکولی دانشگاه علوم پزش، دانشیار-4
  

 23/1/91:  تاریخ پذیرش5/10/90: تاریخ دریافت
 

 چکیده
 عواملترین  یکی از مهم.  ویبریوکلرا یک باکتري پاتوژن گرم منفی است که عامل بیماري اسهال است:زمینه و هدف

 در کلونیزاسیون و تداوم لعاماین پیلی به عنوان اولین .  است پیلی هم تنظیم شونده با توکسین،زاي باکتري بیماري
  .ها در روده کوچک مورد نیاز است باکتري

. ویبریوکلرا تکثیر گردید ، ژن پیلی هم تنظیم شونده با توکسینPCRروش   در این تحقیق با استفاده از:ها مواد وروش
یب وارد یدي نوترکسپس ساختار پلاسم.  جهت بیان کلون شد1T4pGEXپلاسمید  در هاي فوق پس از تخلیص، ژن

.  القاء و بهینه سازي شرایط محیط کشت صورت گرفتIPTGها توسط  تولید پروتئین. کلی شدباکتري اشریشیا
خالص و آزمایش وسترن بلات براي تایید پروتئین نوترکیب  سفاروز S کیب با استفاده از کیت گلوتاتیونهاي نوتر پروتئین

  .گیري شد فورد اندازهش براداز رو ها با استفاده میزان پروتئین. انجام گرفت
پروتئین نوترکیب . هاي نوترکیب در سلول اشرشیاکلی را ثابت کرد  نتایج تحقیق حاضر بیان موفقیت آمیز پروتئین:ها یافته

هاي ضد آنها، نشان داد که این  بادي ها با آنتی الگوي واکنش این پروتئین.  تخلیص شدوسیله کروماتوگرافی تمایلیه ب
 .ژنیک دارند  خاصیت آنتیها پروتئین
ها داراي خاصیت آنتی ژنیسیته هستند، ممکن است  از آنجا که در این مطالعه نشان داده شد، این پروتئین: گیري نتیجه

  .به عنوان یک آنتی ژن مناسب براي واکسیناسیون باکتري ویبریوکلرا استفاده شود
   ، ویبریو کلرا Aتنظیم شونده با توکسیناي پلی مراز، ژن پیلی هم   واکنش زنجیره:واژگان کلیدي

  
  
  
  
  
  
  
 مرکز تحقیقات ی،، گروه میکروب شناسی و ایمنی شناس دانشکده پزشکی، اراك، دانشگاه علوم پزشکی اراك:نویسنده مسئول*
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 مقدمه
وسیله ه  که ب استیک بیماري اسهالی) وبا(کلرا 

. )1(شود میم منفی به نام ویبریوکلرا ایجاد باکتري گر
 از خانواده ویبریوناسه و جنس ویبریو يویبریوکلرا عضو

هوازي  هاي شور و شیرین به صورت بی است که در آب
این باکتري توانایی ایجاد تخمیر را . )2(کند میزندگی 

ترین نشانه این بیماري استفراغ و اسهال   مهم و)3، 2(دارد
 بیشتر از طریق غذا یا  آلودگی،انتقال. باشد می آبکی فراوان

نتیجه این بیماري منجر به دهیدراته . افتد آب آلوده اتفاق می
 200در حدود . )5، 4(گردد میشدن و عدم تعادل الکترولیتی 

 1oسروتیپ از ویبریوکلرا شناخته شده که تنها دو سروتیپ 
هاي  ن بیان ژ.)6( با وباي اپیدمیک ارتباط دارد139oو 

ویبریوکلرا به محض ایجاد تغییرات در تحریکات محیطی 
 این انتقال محیطی به .افتد  و دما اتفاق میpH مثل نمک،

بعد از . )8 ،7(دهد میمحض هضم غذا یا آب آلوده روي 
خوردن غذا یا آب آلوده باکتري در داخل روده کوچک 

ع ، براي این کلونیزاسیون نیاز به پیلی نوشود میکلونیزه 
 tcp) toxinپیلی هم تنظیم شونده با توکسین . چهارم دارد

co regulated of  pilus(  که این پروتئین جزء دسته است
4Bویرولانس ترشحی به عاملتولید پیلی و . )9( قرار دارد 
 تشکیل میکروکلونی را تسهیل و براي کلونیزاسیون tcpFنام 

نقش پیلی . )11، 10(اي مورد نیاز هستند هاي اپتلیال روده سلول
زایی ویبریوکلرا بسیار پیچیده و ضروري است و  در بیماري

 این پروتئین قادر به ایجاد جهش یافتههاي  شکل
 .)12(باشند کلونیزاسیون در روده کوچک انسان و موش نمی

اي نازك است و   به صورت یک پیلی رشتهTCPAپروتئین 
. کند میاد دسته مشخصی را در سطح باکتري ویبریوکلرا ایج

هاي کاست ویرولانس پیلی هم تنظیم شونده با  بیان ژن
 که یک پروتئین شود می کنترل toxRتوکسین، توسط 

 هنگامی که این باکتري تحت شرایط بالاي .غشایی است
 این تنظیم یک حالتی از شود میبیان توکسین کشت داده 

 toxR و توکسین را در رگولون tcpوابستگی دو موقعیت 
پیلی به شکل فیبري است که از پلی . )13(دهد می نشان

، به TcPA .)14( تشکیل یافته استtcpAمرهاي یکسانی از 
عنوان یک پروتئین پیشرو در قسمت سیتوپلاسمیک غشاء 

 مورد پردازش قرار ،وسیله یک پروتئازه داخلی ویبریوکلرا ب
زیر . )15( نقش این پپتیداز را به عهده داردtcpJ.  گیرد می

 بالغ  tcp بالغ به همراه سایر ضمائم خود بهtcpAاحدهاي و
ها توانایی تشکیل   این پروتئینشود میتصور . شود میتبدیل 

 توانایی ایجاد ،داربستی را دارند که با همکاري همدیگر
پروتئین  .)8(کنند میپیلی هم تنظیم شونده با توکسین عمل 

TcPAر گرفته  به عنوان زیر واحد بزرگ این پیلی در نظ
 در سطح tcpAبا توجه به محل قرار گیري  شده است،

باکتري این پروتئین به راحتی تحت تاثیر سیستم ایمنی 
 پلی مري از واحدهاي  TcPپروتئین. تواند قرار گیرد می

  VPIزاي ویبریو تکراري است که در میان جزیره بیماري
)V.cholera pathogenicity Island ( شود مییافت)16 ،

 و 1oالتور  هاي  مربوط به گونهDNA tcpهاي  سکانس. )17
139oبنابراین سرم  .)18(هاي زیادي با یکدیگر دارند  شباهت

در برابر باعث ایجاد ایمنی تشکیل شده در برابر این پروتئین 
نقش مهمی در داراي  TcPA پروتئین. دشو میها  این گونه
 قرارگیري و نحوهباشد   میگیرنده براي باکتریوفاژتشکیل 

کاندیداي  شده تا ث باعها این پروتئین در معرض آنتی بادي
به منظور  توسعه ایمنی ضد کلونیزاسیون علیه بیماري مناسبی 
 کیلودالتون 5/45 با وزن حدود TCPAپروتئین . وبا باشد

ژن سازنده این پروتئین . یکی از اجزاء مهم ویبریوکلرا است
  .استباز جفت  598داراي 

مطالعه به منظور تولید این پروتئین از در این 
تولید  .اشرشیاکلی استفاده شده است BL21(DE3)سویه

گردد تا  صورت نوترکیب باعث میه  بTcPAپروتئین 
  .زایی آن انجام شود مطالعات بیشتري در زمینه ایمنی

  ها روشمواد و 
 یک مطالعه TcPAتولید پروتئین نوترکیب 

هاي مورد استفاده در این  باکتري. کاربردي است-بنیادي 
تحقیق شامل ویبریوکلراي سویه اینابا تهیه شده از انستیتو 

 و اشریشیاکلی DH5αپاستور ایران، اشریشیاکلی سویه 
 از مرکز ملی تحقیقات ژنتیک E.coli,BL21(DE3) سویه

جهت کلونینگ و تولید پروتئین . بودو تکنولوژي زیستی 
TcPA 1 از پلاسمیدT4pGEXپلاسمید ذکر . ه شد استفاد

شده از مرکز ملی مهندسی ژنتیک وتکنولوژي زیستی تهیه 

www.SID.ir
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ویبریو کلرا بر اساس روش  تخلیص کروموزوم. گشت
CTAB/NaClدر این روش ابتدا ویبریوکلرا .  انجام گرفت

گراد   درجه سانتی37در محیط نوترینت براث در دماي 
ت دست آمده از سوسپانسیون کشه رسوب ب. کشت داده شد

 Tris.HCl10  مولار،  میلیTE) EDTA  1باکتري در بافر 
ها توسط سدیم  حل شد و سلول باکتري) pH=8مولار،  میلی

 . لیز گردیدKدو دسیل سولفات و آنزیم پروتئیناز 
 CTAB/NaClاستفاده از محلول  کروموزوم باکتري با

)CTAB 10 ،درصد NaCl 7/0استخراج شد)  درصد .
اجزا سلولی با استفاده از مخلوط ها و سایر  پروتئین

برداشت  1/24/25ایزوآمیل الکل به نسبت / کلروفرم/فنل
دست آمده با استفاده از ایزوپروپانول ه  بDNA .گردید

درصد  70الکل رسوب داده شد و سپس توسط اتانول 
 با استفاده از الکتروفورز در DNAکیفیت  .شستشو گردید

مورد بررسی قرار   TBE درصد در بافر8/0ژل آگارز 
گیري جذب نور   تخلیص شده با اندازهDNAمقدار . گرفت

  .دست آمده  نانومتر ب280 و 260هاي  در طول موج
طراحی پرایمرهاي tcpA با استفاده از ترادف ژن 

  :انجام شد) Reverse(برگشتو ) Forward(رفت
Forward: 5'-
AGGGATCCATGACATTACTCGAAG-'3 
Reverse: 5'-
AACTCGAGGCTGTTACCAAATGC-'3 

 داراي ترادف لازم براي شناسایی و رفتپرایمر 
 داراي ترادف برگشت و پرایمر BamHIبرش توسط آنزیم 

  . استXhoIلازم براي شناسایی و برش توسط آنزیم 
 50 در حجم PCR  با استفاده از tcpAتکثیر ژن

 نانو 500 شامل PCRغلظت عوامل . میکرولیتر انجام گرفت
 3مولار از هر پرایمر،   میلی1 الگو، DNAلیتر از  میلی/ گرم
مولار از هر دزوکسی   میلی200مولار از یون منیزیوم،  میلی

 Taq DNAواحد از آنزیم 5/2نوکلئوزید تري فسفات، 

Polymerase و بافر X10 PCRبرنامه استفاده شده .  است
گراد   درجه سانتی94صورت حرارت اولیه در ه  بPCRبراي 

 متشکل از PCR، مرحله دوم )یک سیکل( دقیقه 5به مدت 
 درجه 94(مرحله واسرشتسی سیکل که هر سیکل شامل 

 DNA، اتصال پرایمرها به )گراد به مدت یک دقیقه سانتی

، تکثیر ژن )گراد به مدت یک دقیقه  درجه سانتی64(الگو 
در . بود )گراد به مدت یک دقیقه  درجه سانتی72( هدف 

 5گراد به مدت   درجه سانتی72ر نهایی در نهایت مرحله تکثی
بررسی نتیجه الکتروفورز با استفاده . صورت پذیرفتدقیقه 

مشاهده آن با  از رنگ آمیزي آن با محلول اتیدیوم بروماید و
تخلیص محصول .  انجام گرفتUVلومیناتور  دستگاه ترانس

PCR با استفاده از کیت تخلیص تهیه شده از شرکت رش 
)Roche (براي .  اساس دستور العمل آن انجام گرفتبر

ترتیب ه  ب1T4pGEX در پلاسمیدtcpAکلون سازي ژن 
 BamHIهاي   با آنزیمPCRابتدا محصول . زیر عمل گردید

 برش داده شد و سپس در ناقل ذکر شده وارد XhoIو 
. ها برش داده شد پلاسمید فوق نیز با همین آنزیم. گردید

 پلاسمید با استفاده از آنزیم  در اینtcpAعمل اتصال ژن 
T4 DNA ligase  ه گراد ب  درجه سانتی16در حرارت

 tcpAپلاسمید . مدت یک شب شبانه روز انجام گرفت
1T4pGEX  هاي مستعد اشریشیاکلی  به ترتیب در سلول

براي تائید صحت  . وارد شدBL21 و سویه DH5αسویه 
 PCRدست آمده از محصول ه ترادف نوکلئوتید ژن ب

ژن فن   به شرکتtcpA 1T4pGEX ساختار پلاسمیدي
،  TCPA به منظور  تولید پروتئین .آوران ارسال گردید

  اشرشیاکلیBL21در سویه pGEX4T-1- tcpA پلاسمید 
به وسیله شوك حرارتی وارد شد و بر روي محیط نوترینت 

لیتر  گرم بر میلی  میلی100غلظت  آگارحاوي آمپی سیلین در
گراد به   درجه سانتی37 و در حرارتکشت داده شد 

هاي رشد یافته  کلنی. صورت یک شبانه روز آنکوبه گردید
بر روي این محیط در محیط نوترینت براث حاوي 

به صورت یک شبانه  لیتر گرم بر میلی  میلی100سیلین  آمپی
، TCPAسپس به منظور القاء پروتئین . روز کشت داده شد

هاي کشت داده شده به  رياز باکت  میکرولیتر500حدود 
 rpm محیط القاء منتقل شد و در انکوباتور شیکر دار با دور

ها به حد  که تعداد باکتري پس از این. قرار گرفت 24
مولار  از محلول یک میلی) 6/0جذب نوري (مناسب رسید 

IPTGدو و چهار.  به سوسپانسیون باکتري اضافه گردید 
ها با سانتریفیوژ  تري رسوب باک IPTGساعت پس از افزودن

براي . دست آورده شده  دقیقه ب8 به مدت rpm 4000در 
www.SID.ir
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 درصد 12بررسی نتیجه القاء از رسوب باکتري بر روي ژل 
SDS-PAGEتخلیص پروتئین با .  الکتروفورز گردید

 سفاروز بر اساس دستورالعمل Sاستفاده از کیت گلوتاتیون 
پروتئین خالص میزان . انجام گرفت) کیاژن(شرکت سازنده 

گیري گردید و  شده با استفاده از روش برادفورد اندازه
کیفیت آن نیز با استفاده از الکتروفورز پروتئین بر روي ژل 

جهت تایید پروتئین .  بررسی شدSDS-PAGE درصد 12
TCPAاین مطالعه از  در.  از روش وسترن بلات استفاده شد

استفاده چنین سرم فرد وبایی  سرم خرگوش، موش و هم
  .)18(گردید
  ها یافته

دست آمده از ه  کروموزومی بDNAغلظت 
لیتر برآورد   میکروگرم بر میلی500باکتري ویبریو کلرا برابر 

کروموزوم از باکتري ویبریوکلرا تخلیص شد و به . گردید
. مورد استفاده قرار گرفت tcpAعنوان الگو براي تکثیر ژن 

 در مقایسه با مارکر PCRط اندازه قطعه ژن تکثیر یافته توس
به منظور تایید ژن تکثیر یافته و نیز  .بود  جفت باز598برابر 

 پلاسمید حاوي ژن مورد ،بررسی پرایمرهاي طراحی شده
 نتایج نشان داد که محصول .نظر به شرکت ارسال گردید

PCRدر این مطالعه با .  همولوژي با ژن مربوطه داشت
 TCPA پروتئین E.coli,BL21(DE3)استفاده از باکتري

شکل (در محیط هاي القاء مختلف مورد ارزیابی قرار گرفت 
1 .(  
  

  
  

  
  
  
  

  
  تصویر ژل القاءپروتئین. 1 شکل

نمونه پروتئین قبل از  :2 شمارهستون مارکر،  :1 شمارهستون 
: 3 و 4 شماره ستوندر محیط نوترینت براث با گلوکز،  القاء

  یط نوترینت براث با گلوکزنمونه پروتئین بعد از القاءدر مح
  

کیلو  5/45  با وزن مولکولیTCPAپروتئین 
 Sوسیله کیت گلوتاتیون ه  ب،دالتون در محیط القاء مناسب

جهت تعیین ). 2شکل ( تخلیص شدG.S.Tترانسفراز
خاصیت آنتی ژنیسیته پروتئین مورد نظر و تایید نهایی 

. )3شکل (پروتئین نوترکیب از وسترن بلات استفاده شد
 به علت نداشتن برخی از E.coli,BL21(DE3)باکتري 

هاي پروتئاز قادر است که میزان بالایی از پروتئین را  آنزیم
 به عنوان یکی 1T4pGEXبا به کارگیري سیستم . بیان کند

 تولید TcPA ،از قدرتمندترین وکتورهاي بیان پروتئین
 داراي یک منشاء همانند 1T4pGEX وکتور بیان. گردید

 و پروموتور تریپتوفان است که با به کارگیري F1ي ساز
IPTG ،1وکتور بیان . ین مربوطه القاء شدئپروتT4pGEX  

  ترانسفرازSاي به نام گلوتاتیون  داراي توالی پروتئینی ویژه
 کیلو دالتون را به 23است که وزن مولکولی در حدود

وزن خالص مولکولی . کند پروتین مورد نظر اضافه می
پروتئین  . کیلو دالتون است21  در حدودtcpAن پروتئی

رسد یک آنتی ژن مهم براي   به نظر میTCPAنوترکیب 
  .هاي سرولوژیکی در تشخیص بیماري وبا است روش

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
   تصویر تخلیص پروتئین.2 شکل

نمونه پروتئین قبل از  :2 شمارهستونمارکر،  :1  شمارهستون
نمونه : 3 شمارهستونگلوکز، در محیط نوترینت براث با  القاء

در محیط نوترینت براث با گلوکز، جایگاه  پروتئین بعد از القاء
  KD 50نمونه پروتئین تخلیص شده: 4شماره
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 ویبریو کلره tcpAوسترن بلات پروتئین نوترکیب :3شکل
وسترن بلات پروتئین نوترکیب  :2 ستون ،کنترل منفی: 1ستون

وسترن بلات پروتئین : 3 ستون ،یمن شدهبا سرم موش ا
وسترن بلات : 4 ستون ،نوترکیب با سرم خرگوش ایمن شده

 مارکر: 5 ستون ،پروتئین نوترکیب با سرم انسان ایمن شده

  
  بحث

 جدا PCRوسیله ه  بAژن پیلی  در این مطالعه
 TcPA پروتئن 1T4pGEXکارگیري وکتور بیان ه با ب. شد

تخلیص  . دالتون تخلیص گردیدکیلو 45با وزن مولکولی 
. هاي القاء گلوکز انجام گرفت پروتئین مربوطه در محیط

به عنوان زیر واحد بزرگ پیلی هم تنظیم TcPA پروتئین 
شونده با توکسین ویبریو کلرا در نظر گرفته شده است و 

این زیر واحد . )9(دارد 4هاي تیپ  پیلی شباهت زیادي به
 که در غشاء داخلی قرار tcpJ پس از پردازش توسط پپتیداز

هاي انتقالی به فضاي پري  دارد، توسط یک سري پروتئین
اي  سپس توسط یک کانال ویژهو پلاسمیک حرکت کرده 

 تشکیل پیلی مشخصی tcpAیابند و  به غشاء خارجی راه می
هایی که در  از بین پروتئین .)19(دهد میدر سطح باکتري 

توکسین شرکت دارند تنها تشکیل پیلی هم تنظیم شونده با 
 سلول باکتري قرار ءتعدادي از آنها که در محدوده غشا

ها هستند که  ندارند قادر به عکس العمل با آنتی بادي
به طوري که . توانند نقش حفاظتی را داشته باشند می

توانند  ، میF TcPچنین  و همTcPA ، TcPBهاي  پروتئین
آید اثرات  به نظر می. )8(ها قرار بگیرند بادي در معرض آنتی

 از طریق کاهش میزان tcpAها علیه  بادي حفاظتی آنتی

طی مطالعاتی که بر روي . کلونیزاسیون ویبریوکلرا موثر باشد
مدل سنتتیک این پروتئین انجام گرفته است، نشان داده شده 

، آنتی TcPAکه پپتیدهاي ساختگی از برخی مناطق 
این  ،کند میقاء ها ال هاي حفاظتی را در موش بادي
 متصل tcpها به دانسیته بالایی از فیبرهاي  بادي آنتی

 در tcpهاي ضد  بادي در مطالعه دیگري آنتی. )20(گشت
هاي آلوده  تجویز این سرم در موش.  تولید گردیدخرگوش

 که تنها آنتی سرمی که حفاظتی بود، به ویبریوکلرا نشان داد
 TcPیته بالا به  بوده است که با دانس15TcP Aسرم ضد 

در مطالعه تیلورو همکاران مشاهده شد  .)5(شود میمتصل 
 50 حدود در TcPAبا ایجاد کردن نقص در پروتئین که 

در . )21(یابد ز کشنده این باکتري افزایش میودرصد د
 را شناسایی TcPAاز پروتئین اي  مطالعه دیگري ناحیه

 در کردند که این نواحی داراي خاصیت حفاظتی موثري
به عنوان ترکیباتی در واکسن کشته بوده و هاي نوزاد  موش

این نواحی داراي خاصیت هیدروفیل . اند شده پیشنهاد شده
هاي   در پاسخIgA به طوري که میزان تیتر آنتی بادي ،هستند

گیري   روز از مایع ژژونال قابل اندازه7موکوسی بعد از 
هاي  ه پاسخهاي ایمنی مطالعه شد بهترین پاسخ. )22(است

بادي عمومی و  هاي آنتی ایمنی همورال هستند و پاسخ
. )23-25(توانند مربوط به حفاظت باشند موکوسی می

بادي ویبریوسیدال  هاي سرولوژیکی مثل پاسخ آنتی پاسخ
بادي مربوط به لیپوپلی  هاي آنتی وابسته به کمپلمان، پاسخ

لی هم ویبریو، توکسین کلرا و پاسخ به پی) LPS(ساکارید 
 کلونیزاسیون وآنتی ژن عامل ،(tcp)تنظیم شونده با توکسین 

حفاظتی بالقوه، سبب افزایش پاسخ سلول ترشح کننده آنتی 
هاي پلاسما در  بادي چنین آنتی مدفوعی و هم،  (ASC)بادي

هاي   پاتوژن ویبریو کلرا توانایی القاء پاسخ.شود میبیماران 
تی توکسیک عمومی و هاي آن ایمنی ضد باکتریایی و پاسخ

به طوري که  )27، 26(موکوسی را در بیماران دارد
ایمنی . هایی را القاء کنند هاي موثر باید چنین پاسخ واکسن

مقابل این بیماري به تحریک سیستم ایمنی موکوسی و  در
در بافت لنفوئیدي مربوط به ) SIgA( ترشحی IgAنیز تولید 
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ها بر روي سطوح  ديبا روده بستگی دارد به طوري که آنتی
فرد را از یادگار  Bهاي  موکوسی روده قرار گرفته و سلول

. )28(قرار گرفتن در برابر حمله بعدي محافظت خواهند کرد
 ترشحی در ترشحات موکوسی بیماران IgAهاي  بادي آنتی

هاي حفاظتی بزرگ مورد بررسی قرار  در برابرآنتی ژن
طی مطالعاتی TcP  وتئینزایی پر اثبات بیماري .)13(اند گرفته

 آنها ثابت کردند در .توسط هرینگتون و همکاران انجام شد
هاي ویبریو کلرایی که ژن پیلی هم تنظیم شونده با  سویه

ها قادر به  توکسین آنها دچار موتاسیون شده باشد این باکتري
ایجاد کلونیزاسیون در روده کوچک انسان و موش 

هاي تشکیل دهنده  ایش پروتئینبنا بر نحوه آر. )13(باشند نمی
tcpها  ، با توجه به احتمال در معرض قرارگیري این پروتئین

را  ما بادي، هاي آنتی با مولکول TcPB وTcPA از جمله 
 در. وادار به انجام کلون کردن و بیان پروتئین مورد نظر کرد

اند این  تاکنون توانسته tcpAمطالعات انجام گرفته بر روي 
 به صورت سنتتیک و یا به شکل مستقیم آن را از پروتئین را

با توجه به اهمیت و ضرورت . جدا کنند باکتري ویبریوکلرا
زایی ویبریو کلرا بر آن شدیم که  در بیماري tcpA عملکرد 

بتوانیم با تولید این پروتین گامی موثر در زمینه 
. ایمونوژنیسیته و طراحی واکسن در مطالعات بعدي برداریم

این پروتئین به  ن مطالعه سعی بر این شد تا با تولیددر ای
اي را در جهت بیان موثر این  صورت نوترکیب زمینه
در مطالعه . هاي کمتر فراهم کنیم پروتئین، با صرف هزینه

 BL21باکتري اشرشیاکلی سویه  در  TcPA پروتین،حاضر
 Sگلوتاتیون  G.S.Tوزن مولکولی پروتئین الحاقی . بیان شد

 کیلو دالتون است که این توالی 20فرازدر حدود ترانس
این تحقیق براي   که در1T4pGEX در پلاسمید تئینیپرو

 استفاده گردیده است به TcPAتولید پروتئین نوترکیب 
بنابراین وزن پروتئین تولید . ابتداي این پروتین اضافه شد

 TcPAپروتئین .  کیلو دالتون است5/40شده در حدود 
این پروتئین توانست   تولید شد،Trp راتورتحت کنترل اپ

 به E.coliپایداري خود را در فضاي سیتوپلاسمی باکتري 
اتصال این دو پروتئین . هاي الحاقی حفظ کند واسطه پروتئین

 توسط ، TcPAبه یکدیگر مانع از تخریب پروتئین نوترکیب

هدف از این .  شدE.coliپروتئازهاي داخل سلولی باکتري 
 کردن خاصیت آنتی ژنیسیته پروتئین نوترکیب بررسی کار

TcPA موثر هاي کاملاً بود و در نهایت تولید کردن واکسن 
) TcPA(زایی پروتین مورد نظر  با توجه به اهمیت بیماري

 و نیز فراهم آوردن یک ایمنی مناسب در برابر باشد می
 .کلونیزاسیون ویبریو کلرا در روده است

  
  نتیجه گیري

 با به کارگیري دهد میحقیق نشان نتایج این ت
هاي   که فاقد آنزیمE.Coli Bl21هاي مناسبی مانند  میزبان

چنین با به کار بردن وکتورهایی مثل  پروتئازي هستند و هم
1T4pGEX هاي الحاقی با وزن  ینئ به علت دارا بودن پروت

مولکولی پایین، پروتئین نوترکیب بدون تاثیر در عملکرد آن 
این تحقیق نشان  .شود می حفظ  E-coliکتريدر داخل با

ژنیک بین فرم طبیعی و نوترکیب  داد با توجه به تشابه آنتی
هاي نوترکیب براي بررسی  توان از پروتئین تولید شده می

هاي ناشی از ویبریوکلره استفاده نمود و با  روند عفونت
بررسی کردن خاصیت ایمونوژنیسیته گامی موثر در جهت 

 .احی واکسن بر علیه بیماري وبا بر داشتتولید و طر

  
  و قدردانیتشکر 

وسیله از ریاست محترم مرکز تحقیقات و  بدین
معاونت آموزش و تحقیقات  دانشگاه علوم پزشکی اراك 

 .شود میبه لحاظ تامین اعتبار این طرح قدردانی 
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