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  :مقدمه
اي گرم هاي رودههاي شيگلا، باكتريگونه

منفي هستند كه باعث ايجاد عفونت و بيماري در روده 
هاي شيگلا عامل گونه. شوندبزرگ انسان مي

 165، با حدود )وزيسشيگل( كننده اسهال باسيليايجاد
 ميليون 1/1 ميليون مبتلا در سال، كه منجر به مرگ تقريباً

 .)2،1( مرگ در سرتاسر جهان مي شود، مي باشد
اكثريت عفونت ها در كشورهايي با مراقبت بهداشتي 

. افتندنامناسب، مواد غذايي و ذخاير آب آلوده اتفاق مي
ومت مقاومت و شيوع شيگلوزيس به ويژه افزايش مقا

  سيل استفاده از آن به عنــوان ســــلاحآنتي بيوتيكي، پتان

  
زيستي و نبود واكسن مناسب، بر اهميت مطالعه پاتوژن 

  ). 3-5(كند شيگلا تاكيد مي
شيگلا ديسانتري از طريق خوردن آب و غذاي 

بعد از عبور از معده و . آلوده به انسان وارد مي شود
 اپي تليالي روده روده كوچك، باكتري به سلول هاي

هاي گرم منفي از اكثر باكتري. كندبزرگ حمله مي
  با سلول3طريق استفاده از سيستم ترشحي نوع 

  TTSS. دهنديوكاريوتي ميزبان برهمكنش مي
)Type III secretion system ( براي تهاجم و انتقال

  هاي باكتريايي به درون سلول ميزبان به كارپروتئين

  :چكيده
 براي تهاجم باكتري به درون IpaDژن پلاسميدي آنتي. باشدشيگلا شايع ترين عامل اسهال مي :زمينه و هدف

 IpaDباره واكسن مخاطي عليه شيگلا بر پايه پروتئين  ها در از چالشيكي. باشدسلول ميزبان ضروري مي
 يك ناقل و ادجوانت مناسب همچون زير ه بIpaDرسد كه با متصل كردن به نظر مي. باشدقدرت پايين آن مي

اني  اين مطالعه به منظور توليد وكتور بي. را بسيار ايمنوژنيك نمودIpaDتوان پروتئين  سم ريسين، ميBواحد 
  .، آناليز تعيين توالي و بررسي بيوانفورماتيكي آن انجام گرفته استRTB-ipaDنوتركيب داراي كاست ژني 

 ژن .ند شدسازي همسانهpGEM-Tدر وكتور  ipaD) 483-163( و RTBهاي   ژندر اين مطالعه :روش بررسي
ipaD  ژن آنزيمي با روش برش بهRTBكد كننده   به همراه لينكرGPGP تور در وكpGEMسپس .  شد متصل
در پايان آناليز تعيين توالي و . سازي گرديد زير همسانه(+)pET28a در وكتور بياني RTB-ipaDكايمريك قطعه 

  .بررسي بيوانفورماتيكي كاست ژني انجام گرفت
 و هضم آنزيمي PCR با واكنش (+)pET28a در وكتور بياني RTB-ipaDصحت ساخت كاست ژني  :هايافته
. ا توالي ذخيره شده در بانك ژني بودنتايج حاصل از تعيين توالي كاست ژني مطابق ب. قرار گرفت تاييد مورد

مطالعات بيوانفورماتيكي بر مبناي شاخص سازگاري كدون نشان داد اين كاست قابليت بيان در گياه ترانس ژن 
  . را دارد باكتري اشرشياكليو برخي سويه هاي

 رويكردي نوين و مطلوب در جهت توليد IpaDژن به عنوان ناقل و ادجوانت به آنتي RTBاتصال  :گيرينتيجه
  . باشدواكسن مخاطي شيگلوزيس مي

  
  . شيگلا ديسانتريipaD سم ريسين، Bادجوانت، زير واحد  :واژه هاي كليدي 
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 براي D و IpaBتري شيگلا پروتئين هاي در باك. رود مي
 IpaDبا استقرار پروتئين . تهاجم ضروري است

(invasion plasmid antigen D) در راس سيستم 
بر IpaC  و IpaBهاي تهاجمي ، پروتئين3ترشحي نوع 

. تليالي فراخواني مي شوندهاي اپيروي سطح سلول
ز  پس اIpaB/C/Dكمپلكس تشكيل شده از سه پروتئين 

اتصال به غشا سلول ميزبان، منفذي در غشاء سلولي 
كند كه نهايتاً سبب ورود باكتري شيگلا به ايجاد مي

 داراي IpaDپروتئين ). 6-8 (گرددسيتوپلاسم سلولي مي
مطالعات نشان داده كه ناحيه . باشد اسيد آمينه مي333

، غني از اپي توپ بوده و 161 تا 72بين اسيدآمينه هاي 
هاي صفراوي موجود در دستگاه گوارش با نمك

اين فرايند باعث عملكرد منحصر به فرد . دهدواكنش مي
يعني ترشح برخي ديگر از  IpaDاين ناحيه از پروتئين 

هر گونه تغيير، تخريب و . شودمي) IpaB/C( هاژنآنتي
 IpaDسركوب اين ناحيه منجر به از دست رفتن فعاليت 

 به درون سلول يرود باكتر وسركوب فرايند يجهنت و در
تاكنون مطالعات فراواني بر روي  ).9-12(شود  ي ميزبانم

يكي از . انواع واكسن عليه شيگلوزيس انجام گرفته است
مهم ترين اصول در طراحي واكسن تحصيل پروتئيني 
نوتركيب با بيشترين اثر ايمني زايي براي ميزبان در بافت 

 شيگلاي باكتر(ت مخاطي و تحويل آنتي ژن در اين باف
با توجه ). 13(مي باشد ) شودميدر مخاط روده كلونيزه 

به ضرورت توليد واكسن مخاطي و رفع محدوديت اين 
ژن هاي محلول، ايمني زايي پايين آنتي( نوع واكسن

، )هضم و تخريب ساختار واكسن در دستگاه گوارش
جهت طراحي يك پروتئين نوتركيب عليه شيگلوزيس 

انديدا واكسن مسيري معرفي مي شود كه در به عنوان ك
آن با متصل كردن يك ناقل و ادجوانت مناسب به يك 

توان يك پروتئين كايمريك بسيار ايمنوژن  ژني ميآنتي
  .را توليد كرد

ادجوانت ايمنولوژيك يا ايمنوادجوانت ماده اي 
و افزايش است كه براي سرعت بخشيدن، طولاني كردن 

 هنگامي  آنتي ژني خاص را بهپاسخ هاي ايمني نسبت
  در واكسن خاص استفـادهكه در تركيب با آنتي ژن 

در رابطه با متصل كردن يك . كندمي شود، عمل مي
وانت در سراسر جهان مطالعات ــــژن به يك ادجآنتي

 و Donayre-torres. ل آمده استــــمتعددي به عم
  روســـــــاز ويP24 ژن يــــآنت كارانشـــهم

(Human immunodeficiency virus) HIV را به 
 E. coli در متصل و) RTB )Ricin toxin B  ادجوانت

 به P24ژن  مطالعه آنتيآنهمچنين در . آن را بيان كردند
وقتي كه پروتئين  ندنتايج نشان داد. تنهايي بيان شد

 ، در تلقيح استفاده گرديد RTB-P24كايمريك
بادي به شكل قابل ر آنتيهاي ايمني و به ويژه تيت پاسخ
 P24پروتئين ي افزايش يافتند نسبت به زماني كه ـــتوجه

استفاده گرديد در تلقيح به تنهايي و يا با ادجوانت فروند 
)14.( Choiژن و همكارانش آنتيNSP4  

)rotavirus Nonstructural protein ( را كه فاكتوري
 RTB باشد به زايي روتاويروس ميمهم در بيماري

تلقيح خوراكي فيوژن پروتئين و ورود آن . كردندمتصل
ني مخاطي تليال روده باعث تحريك ايمهاي اپي به سلول

و ) IgG )Immunoglobulin Gبادي و افزايش تيتر آنتي
 SIgA) Secretory IgA (نتايج به دست آمده . گرديد

ها با  ژنهاي متصل كردن آنتيدلالت بر مزيت
  ).15( دارند  RTBادجوانت

) RTB( سم ريسين Bدر اين مطالعه از زير واحد 
- ستفادههاي خوراكي ا به عنوان ناقل و ادجوانت واكسن

 را به عنوان ايمنو ادجوانت قوي در RTB امروزه .گرديد
 به همين ).17،16 (شناسند ايمني زايي وابسته به مخاط مي

از نوكلئوتيد  (ipaDبه  RTBهاي  ژنمنظور با فيوژن 
با استفاده از خاصيت  توان مي  اولاً،)483 تا 163

ا  رipaD  پروتئين ميزان ايمني زايي عليه،RTBادجوانتي 
، آنتي ژن RTBبا بكارگيري خاصيت ناقلي  ياًافزايش داد، ثان

ipaDرا در بافت هاي لنفوئيدي همراه شده با مخاط  
)Mucosa-associated lymphoid tissue (به سلول هاي 

هدف از اين مطالعه، اتصال ادجوانت . ايمني عرضه كرد
 با هدف انتقال آنتي ژن ipaD به آنتي ژن RTBو ناقل 

ipaD  به بافت هاي مخاطي، ايمنوژن نمودن و افزايش
بدين . پاسخ هاي ايمني نسبت به اين آنتي ژن مي باشد
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 توليد و به درون RTB-ipaDمنظور ابتدا كاست ژني 
سپس آناليز و بررسي ها بر . وكتور بياني وارد گرديد

روي كاست ژني در جهت ادامه مطالعه بيان و مطالعات 
  . نديد واكسن بوده استايمني زايي به عنوان كا

  
  :روش بررسي

 pGEM-Tدر اين مطالعه تجربي، از وكتور 
)#A1360(آمريكا و از باكتري- از شركت پرومگا  E. coli 

 )BL21(DE3) 69450-3( و) DH5α) 18258-012 سويه
 الاثرو آمريكا و آنزيم هاي محدود-Novagenتهيه شده از شركت 

HindIII) #ER0505(-XhoI) #ER0693(-EcoRI 
)#ER0275(-SalI )#ER0645(- و T4ليگاز  )#EL0011( 

 اوكراين استفاده -Fermentasتهيه شده از شركت 
 Merckمواد شيميايي بكار رفته از شركت . گرديد

  .آلمان تهيه شد
  :سازي قطعات ژنيتكثير و همسانه

 CTAB/NaClژنوم گياه كرچك به روش 
)Cetyl trimethylammonium bromide (تخليص شد .

شده در بانك ژن ثبت X03179.1  با شماره RTBژن 
اين ژن يوكاريوتي فاقد توالي اينترون بوده و نيازي به . است
 صورت گرفته براي بر اساس طراحي. باشد نميcDNAتهيه 

پرايمر . ساخت كاست ژني طراحي پرايمر انجام گرفت
  نوكلئوتيدي5  و تواليSalI داراي جايگاه برش آنزيم پيشرو

(ribosome-binding site) RBS  زير خط دار كه به صورت
   پرايمر پيشروترادف. مشخص گرديده است، مي باشد

  3′ 5′ GTCGACGGAGGTGTATGGATCCTGAGCCCATAGTG 
هاي  پرايمر پيرو واجد جايگاه برشي آنزيم. است

XhoI و HindIII )به شكل تيره نشان داده شده است (
 GPGP نوكلئوتيدي سازنده لينكر 12و توالي 

  به صورت زير ( )پرولين-گليسين- پرولين- گليسن(
 و ترادف )ده استـــط دار مشخص گرديـــخ

AAGCTTTTATTACTCGAGTGGTCCTGGTCCAAATAATGG 3′  5′ 
 با استفاده PCR واكنش ،به منظور انجام كلونينگ. بود

 در ادامه كار. از پرايمر هاي اختصاصي انجام گرفت
 DNA  با استفاده از كيت تخليصPCRمحصول 

)#K0702 (سازي و يك باز خالصdATP) #R0141( 
3به انتهاي  واكنش الحاق با استفاده .  آن ها اضافه گرديدَ
و  آدنيله شده PCRراي محصول  ليگاز بT4از آنزيم 

 درجه 4 به مدت يك شب در دماي pGEM-Tوكتور 
بعد از انجام همسانه سازي، . سانتي گراد انجام شد

پلاسميد هاي نوتركيب حاصل به روش شوك حرارتي 
 سويه E.coliشده  ي مستعديهاي باكتريا به درون سلول

DH5α انتقال داده شد و باكتري ها بر روي پليت 
MacConkey (1053960500 ) بيوتيك حاوي آنتي

كلونينگ ژن با انجام . شدندسيلين كشت دادهآمپي
هاي  و سپس با هضم آنزيمي به وسيله آنزيمPCRواكنش 

SalI و HindIIIمورد ارزيابي قرار گرفت .  
 كه pGEM-ipaD از روي پلاسميد ipaDقطعه ژني 

 ثير گرديدقبلا مطالعه شده بود، به عنوان الگوي واكنش تك
   و ترادفXhoIپرايمر پيشرو اين ژن داراي جايگاه برش ). 18(
 3′ CTCGAGAGAACAACAAATCAGGCA 5′ و 

   و تواليHindIIIبرش پرايمر پيرو داراي جايگاه 
3′ TAAGCTTTTAAGTATATGAACTAACG  5′ بود .

 با استفاده از پرايمر هاي اختصاصي انجام PCRواكنش 
 براي قطعه شدهي مراحل انجامساز براي انجام همسانهو

RTB براي ژن ، ipaDد ـــتاييبه منظور . گرفت نيز انجام
فاده از پرايمر هاي ــــ با استPCRش نازي، واكـــسهمسانه

اختصاصي و همچنين واكنش هضم با استفاده از آنزيم هاي 
XhoI و HindIIIاين مراحل با استفاده از .  انجام گرفت
  ).19( شدانجامهاي استاندارد روش
 در حالت يك چهارچوب ipaD و RTBهاي   ژناتصال
   ):Open reading frame (خواندن

 از HindIII و XhoI با دو آنزيم ipaDابتدا قطعه 
با استفاده از . گرديدخارجpGEM-ipaD درون وكتور 

 ipaDقطعه ) شركت فرمنتاز( DNAكيت تخليص 
ه از دو آنزيم در گام بعدي با استفاد. خالص سازي شد

XhoI و HindIII وكتور  pGEM-RTB تحت برش قرار 
دو كدون خاتمه (  نوكلئوتيدي6گرفت و يك قطعه 

  و XhoIرونويسي كه در بين دو سايت برشي 
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HindIIIكه بر روي پرايمر پيرو RTB  قرار 
سازي و حذف قطعه خالص. از آن خارج گرديد) داشت

انجام  ) نمك-الكل(  نوكلئوتيدي با روش ترسيب6
 طي واكنش الحاق ipaDدر مرحله بعد قطعه . گرفت

با ) گراد درجه سانتي22 دقيقه در دماي 70واكنش (
 وارد pGEM-RTB ليگاز به درون وكتور T-4استفاده از 

  گرديد و سپس محصول الحاق به درون سلول ميزبان
E. coliبه منظور .  با روش شوك حرارتي انتقال يافت

نش بين پروتئين هاي متصل شده، هر كاهش برهم ك
پروتئين از پروتئين مجاورش با استفاده از توالي گليسين 
و پرولين جدا شده بود به منظور تاييد ساخت كاست 

 برش آنزيمي  وPCR ،Nested-PCRش نژني، واك
  .انجام گرفت

 در RTB-Linker-ipaDسازي قطعه نوتركيب همسانه زير
   :(+)pET28a بيانيوكتور 

  ســـازي، قطعـــه راي انجـــام زيـــر همـــسانه  بـــ
RTB-Linker-ipaD       با هضم آنزيمي وكتـور نوتركيـب   

pGEM- RTB-Linker-ipaD  آنزيم هاي   توسطSalI 
 (+)pET28a بدست آمـد و در وكتـور بيـاني           HindIIIو  

. كه با همين آنزيم ها برش خورده بود زير همسانه سازي گرديد           
به منظور  pET28a(+)-RTB-Linker-ipaDپلاسميد نوتركيب 

 ترانسفورم E. coli-BL21(DE3) تكثير به درون باكتري
   ميكروليتـــــــــــر از 20در نهايـــــــــــت . شـــــــــــد

پلاسميد براي تعيين توالي به آزمايـشگاه ژنتيـك انـساني           
ي بـا اسـتفاده از      تواليين  تع.  فرستاده شد  )تهران (نسل اميد 

 انجـام   ipaD و پيـرو     RTBپرايمرهاي اختصاصي، پيشرو    
  .گرفت

   :RTB-ipaDآناليز بيوانفورماتيكي قطعه ژني 
به منظور بررسي قابليت بيان كاست ژني در 
سيستم هاي بياني پرو كاريوتي و يوكاريوتي آناليز 

آناليز كاست . بيوانفورماتيكي قطعه ژني انجام گرفت
 با استفاده از نرم افزارهاي تحت شبكه RTB-ipaDژني 

و كدون هاي نادر ، وجود G+Cبه منظور بررسي محتوي 

در  )Codon Adaption Index(شاخص سازگاري كدون 
  .انجام گرفت و گياه تنباكو E. coliميزبان 

  
  :يافته ها

 ريسين توكسين با استفاده از Bزير واحد 
 pGEM-Tپرايمرهاي پيشرو و پيرو تكثير شد و در وكتور 

براي تاييد همسانه سازي ژن . همسانه سازي گرديد
و برش آنزيمي )  الف1تصوير شماره ( PCR واكنش

با مشاهده قطعات . گرفتانجام)  ب1تصوير شماره (
 جفت بازي حاصل از هضم سازه 3018 و 819ژني 

pGEM-RTB با آنزيم هاي SalI/HindIII كلونينگ ژن 
  .مورد تاييد واقع شد

هاي اختصاصي، تكثير شده با پرايمر ipaDقطعه 
 اق به وكتورسازي، طي واكنش الحپس از خالص

pGEM-T  وارد شد و به ميزبانE.coli سويه DH5α 
 PCR  سازي با استفاده ازتاييد همسانه. وارد گرديد

 2تصوير شماره (و برش آنزيمي )  الف2تصوير شماره (
 3018 و 336با مشاهده قطعات ژني. انجام گرفت) ب

   باpGEM-ipaDجفت بازي حاصل از هضم سازه 
 كلونينگ ژن مورد تاييد واقع XhoI/HindIIIهاي آنزيم
  .شد

با pGEM  از درون وكتور ipaDقطعه ژني 
و  خارج گرديد HindIII و XhoIهاي محدودگر  آنزيم

گرديد  طي واكنش الحاق واردpGEM-RTB به وكتور
هاي   به سلولpGEM-RTB-ipaDو وكتور نوتركيب 

به منظور تاييد ساخت .  انتقال يافتE. coliميزبان 
از روي Nested PCR  و PCRژني واكنش كاست 

نتايج . انجام گرفت)  الف3تصوير شماره (كلوني ها 
تصوير آناليز هضم آنزيمي كاست ژني در  حاصل از

صحت چارچوب خواندن . شود مشاهده ميب 3شماره 
 و SalIهاي برشي  با بكارگيري آنزيم آنزيميبا آناليز برش

HindIIIوني ها اندازه مورد آناليز برش كل.  انجام گرفت
  . كيلو باز را ارائه داد3جفت باز و 1149در حدود  انتظار
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    الف                                                                              ب         

  . درصد1ز  بر روي ژل آگاروRTB و هضم آنزيمي ژن PCRنتايج الكتروفورز محصول  :1تصوير شماره 
 بـراي نمونـه كنتـرل منفـي بـدون           PCRنتيجـه    : 1سـتون شـماره     . RTB به منظور تاييـد همـسانه سـازي ژن           PCRنتايج   :الف

Template،  قطعه تكثير يافته : 3و2ستونRTB نـشانگر  : 4 سـتون شـماره   ، نمونه تراريخت شـده 2 جفت بازي در 819 با وزن 

 سـتون  ،)A1360#( پرومگـا آمريكـا   شـركت  از شـده   تهيهpGEM-T پلاسميد: 5ستون شماره  ،SM# 0321 نوكلئوتيدي وزني
  ).وكتور داراي ژن هدف( تراريختي نمونه از شده استخراج   پلاسميد:6شماره 

  هضم آنزيميبدونpGEM-RTB پلاسميد نوتركيب  :1ستون شماره . pGEM-RTBالكتروفورز واكنش هضم آنزيمي سازه : ب
 نـشانگر : 3سـتون شـماره    ،)تراريخت نشده( پرومگا آمريكا شركت از شده  تهيهpGEM-T  پلاسميد: 2ستون . )تراريخت شده(

 819 يك قطعـه  :SalI/HindIIIپلاسميد هاي نوتركيب برش خورده با آنزيم هاي : 5 و 4 ستون ،SM# 0321نوكلئوتيدي  وزني
. خطـي شـده مـي باشـد        pGEMه پلاسـميد     جفـت بـازي ك ـ     3018جفت بازي كه قطعه ژني مورد نظر مي باشد و يـك قطعـه               

  
  
  

 با آنزيم هاي pGEM- RTB-ipaD وكتور نوتركيب 
SalI و HindIII برش خورد و قطعه RTB-ipaD جدا 

 (+)pET28aسپس قطعه نامبرده در وكتور بياني . گرديد
زير همسانه سازي شد و وكتور بياني نوتركيب 

pET28a(+)-RTB-ipaDوكتور اخير به .  حاصل شد
حضور .  ترانسفورم شدE.coli BL21 (DE3)اكتري ب

پلاسميد نوتركيب با ژل الكتروفورز و با روش هاي 
PCR برش ) الف4تصوير شماره ( مستقيم ،

  . تاييد گرديد)  ب4تصوير شماره (آنزيمي
هاي متصل شده تعيين توالي شدند كه ژن  ژن

RTB ده در بانكـــبا توالي ارائه ش درصد 100 همولوژي  
  

  
 ipaDهمچنين توالي ). X03179.1( داد ني نشانژ

آناليز ). (NC_007607.1 همولوژي كامل را نشان داد
داده هاي حاصل از تعيين توالي بر ساخت كاست ژني 

  ).5تصوير شماره ( كندبه شكل مطلوب تاكيد مي
 RTB-ipaDآناليز بيوانفورماتيكي كاست ژني 

   رصد د41 در حدود GCنشان داد كه متوسط درصد 
).  مي باشد%70 تا 30 بين GCدرصد مطلوب ( مي باشد

از عوامل مهم بررسي ) CAI( شاخص سازگاري كدون
اين . بيان ژن در ميزبان خارجي محسوب مي شود

   در ميزبانRTB-ipaDشاخص در مورد كاست ژني 
 E. coli 6/0 باشد_ مي8/0 و در گياه تنباكو در حدود.  

  
  
  
  



  و همكاران صادق صفايي               RTB-ipaDطراحي، ساخت و آناليز كاست ژني 
  

 53

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

                               ب                                                            الف    
  . درصد1 بر روي ژل آگاروز ipaD و هضم آنزيمي به منظور تاييد همسانه سازي ژن PCRالكتروفورز محصول  :2تصوير شماره 

 پلاسـميد : 2ستون  ،تراريختي از نمونه شده استخراج pGEM-ipaD ب پلاسميد نوتركي :1 ستون شماره . PCR الكتروفورز محصول :الف

pGEM-Tپرومگا آمريكا شركت از شده  تهيه ))#A1360((،  نوكلئوتيدي  وزني نشانگر : 3ستون شماره#SM0331 ، نتـايج  : 7تـا 4ستون 

PCR ژنipaD  نتيجه : 8 ستون شماره . نمونه تراريخت شده4 جفت بازي در 336با وزنPCRاي نمونه كنترل منفي بدون  برTemplate.  
  نتــايج حاصــل از واكــنش هــضم آنزيمــي ســازه :2و1ســتون . pGEM- ipaD الكتروفــورز واكــنش هــضم آنزيمــي ســازه :ب

pGEM-ipaD، 0321نوكلئوتيدي  وزني نشانگر: 3 شماره #SM . پلاسـميد :4ستون شماره  pGEM-T شـركت  از شـده   تهيـه 

  .وكتور داراي ژن هدف، بدون هضم آنزيمي: 5 ستون ،)تراريخت نشده( پرومگا آمريكا
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

    ب                                                الف                                                                   
  . درصد1 بر روي ژل آگاروز RTB-ipaDت ژني  و هضم آنزيمي به منظور تاييد ساخت كاس PCRالكتروفورز محصول :3تصوير شماره 

 با پرايمر پيشرو و پيرو RTB-ipaD مربوط به كاست ژني  Nested PCRمحصول: 1ستون . PCR الكتروفورز محصول :الف
ipaD . محصول واكنش: 2ستونNested PCR  مربوط به كاست ژني ipaD-RTBبا استفاده از پرايمر پيشرو و پيرو RTB . 
 نوكلئوتيدي وزني نشانگر: 4 ستون شماره ،ipaD و پيرو RTB با استفاده از پرايمر پيشرو PCRول واكنش محص: 3ستون 

#SM0311 . پلاسميد نوتركيب  :5ستون شماره pGEM- RTB-ipaD تراريختي نمونه از شده استخراج.  
 SMT# 0321نوكلئوتيدي  يوزن نشانگر: 1ستون شماره . pGEM- RTB-ipaD الكتروفورز واكنش هضم آنزيمي سازه :ب

 جفت 3018 جفت بازي و 1149قطعه ( تحت برش قرار گرفته استE.coR1پلاسميدي كه توسط آنزيم محدودالاثر  :2ستون 
 يك ، برش خورده استHindIII و SalI هاي محدودالاثر پلاسميد نوتركيبي كه توسط آنزيم: 3  ستون،)بازي را نشان مي دهد

   خطي شده pGEM جفت بازي كه پلاسميد 3018كاست ژني مورد نظر مي باشد و يك قطعه  جفت بازي كه 1149قطعه 
   . بدون واكنش هضم آنزيميRTB-ipaDپلاسميد نوتركيب داراي قطعه :4 ستون،مي باشد، از آن خارج شده است
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                                            ب                       الف                                             
   بر RTB-ipaDو هضم آنزيمي به منظور تاييد زيرهمسانه سازي كاست ژني   PCRالكتروفورز محصول  :4تصوير شماره 

  . درصد1روي ژل آگاروز                  
ستون تراريختي،  نمونه از شده استخراج pET28a(+)- RTB-ipaD پلاسميد نوتركيب  :1ستون شماره . PCRالكتروفورز محصول : الف

  . با استفاده از پرايمر هاي اختصاصيRTB-ipaD كاست ژني PCR نتايج : 5 تا 3ستون  ،SM0311#نوكلئوتيدي  وزني نشانگر: 2شماره 
، SM0311#نوكلئوتيدي  وزني نشانگر: 1 ستون شماره ،pET28a(+)-RTB-ipaD الكتروفورز واكنش هضم آنزيمي سازه :ب

هاي   كه توسط آنزيمpET28a(+)-RTB-ipaDپلاسميد نوتركيب : 3 ستون ،پلاسميد نوتركيب بدون واكنش هضم آنزيمي:2ستون
  . برش خورده استHindIIIو SalI محدودالاثر

  .RTB-ipaDتوالي نوكلئوتيدي و اسيد آمينه هاي مشتق شده از كاست ژني   :5تصوير شماره 
 دو اسيد آمينه اي كه .ت خاكستري وآبي نشان داده شده اس در كادرGPGPد آمينه اي مربوط به لينكر توالي نوكلئوتيدي و اسي
  .د به رنگ سبز مشخص گرديده استنمي باش) سايت برشي آنزيمي كه در بين دو ژن قرار دارد (XhoIمربوط به سايت برشي 

  



  و همكاران صادق صفايي               RTB-ipaDطراحي، ساخت و آناليز كاست ژني 
  

 55

  :بحث
 اسهال بـه     ايجاد هاي شيگلا عامل مهمي در    گونه
بــر اســاس . شورهاي در حــال توســعه هــستندويــژه در كــ

گزارشي در تهران، شيگلا بيشترين درصـد پـاتوژن هـاي           
ميـان   در). 21،20( اسهالي را در ميان بيماران داشته است      

 ســروتايپ و زيــر تايــپ شــيگلا، شــيگلا     50بــيش از 
شـيگلا  .  بيـشترين آسـيب زايـي را دارد        1ديسانتري تيپ   
اس بـه حـرارت      يك اگزوتوكسين حس   1ديسانتري تيپ   

كند كـه روده و سيـستم اعـصاب مركـزي را            را توليد مي  
ي را بـراي    مطالعات فراوان . )22(تحت تاثير قرار مي دهد      
 افـراد   ايمـن سـازي   زا از طريـق      كنترل اين عامل بيمـاري    

 اما تاكنون هيچ واكسن پايـدار نوتركيـب عليـه           .اندنموده
  ).1(  استاين عامل به تاييد سازمان بهداشت جهاني نرسيده

IpaD   ــي ژنيكــي مهمــي در توســعه ــاكتور آنت  ف
 و Stensrud). 24،23(واكــــسن شــــيگلا مــــي باشــــد 

 -N، ناحيـه  IpaDهمكارانش با مطالعه بـر روي پـروتئين     
) 162 الي   72بين   رزيدوهاي ما ( ترمينال نزديك به مركز   

 ترين ناحيه عملكـردي معرفـي نمودنـد       را به عنوان اصلي   
 در توليد واكسن    IpaD ترمينال   Nيه  استفاده از ناح  ). 25(

  توانــد مــصونيت قابــل تــوجهي را عليــهعليــه شــيگلا مــي
  ).6-11( هاي مختلف شيگلا ايجاد كندسويه

باره توليـد واكـسن شـيگلا        يكي از چالش ها در    
ــه  ــر پاي ــه بافــت IpaDب هــاي   عــدم انتقــال مناســب آن ب

از . باشـد لنفوئيدي همراه شده با مخاط و قدرت پايين مي     
 سـم   Bدر اين مطالعه، براي اولين بـار زيـر واحـد            رو   اين

كـه بـه عنـوان يـك ادجوانـت و ناقـل در              ) RTB(ريسين  
 ترمينـال  Nكنـد بـه ناحيـه     هاي خوراكي عمل مي   واكسن
IpaD    ــاني ــور بي ــد و در وكت ــصل گردي ــت مت ــا موفقي  ب

pET28a(+)   نتـايج داده هـاي حاصـل از        . كلون گرديـد
 به شكل مطلوب را نشان      تعيين توالي ساخت كاست ژني    

 كاست ژني در حالتي با يـك چـارچوب خوانـدن      . دادند
)ORF (   ــت ــرار گرفـ ــاني قـ ــور بيـ ــات . در وكتـ مطالعـ

 زبانـــان كاست ژني در مي    ــــبيوانفورماتيكي به منظور بي   
E. coli يــــاد كه چند كدون نادر در كاست ژننشان د  

  
بيـان  بـا توجـه بـه     ). RTBيوكـاريوتي بـودن     ( وجود دارد 

ــي  ــانRTB-P24كاســت ژن ــذا )E. coli )14  در ميزب ، ل
 E. coli دو ســـويه ازبيـــان كاســـت ژنـــي در بررســـي 

)Rosetta   و BL21(    همچنين آنـاليز   . در حال انجام است
با توجه بـه قـرار گيـري    ( بررسي بيان در گياه ترانسژنيك    

كـه در ابتـداي     ) RBS( توالي متصل شـونده بـه ريبـوزوم       
نـشان داد كـه شـاخص       ) تـه اسـت   كاست ژنـي قـرار گرف     

  .مي باشد )8/0(در حد مطلوب ) CAI( سازگاري كدون
اختلالات ساختاري موتيـف هـاي مختلـف كـه          

هـا تـاثير      ممكن است بر فعاليت و پايداري فيوژن پروتئين       
ــوژن    ــد يكــي از چــالش هــاي اصــلي طراحــي في بگذارن

بدين منظور بايـستي از يـك       ). 28،27( باشدمي ،پروتئين
تـوالي لينكـر    . در بين قطعات پروتئيني استفاده كرد     لينكر  

ــم      ــسيار مه ــروتئين ب ــوژن پ ــحيح في ــاركرد ص ــت ك جه
 RTBبه منظور كاهش برهم كنش بين پـروتئين         . باشد  مي
پـذير   كه يك نوع لينكر انعطـاف      GPGP، لينكر   IpaDو  

هـاي مختلـف فيـوژن      است و منـتج بـه جداسـازي موتيـف         
لينكـر  . ژنـي قـرار گرفـت     شود در بين دو قطعـه         پروتئين مي 

GPGP در مطالعــات پيــشين  NSP4-RTB و LTB-PrPو  
GP5 and M proteins15-29،30(  استفاده شده است.(  

 بررسي نتايج به دسـت آمـده از         در اين تحقيق با   
 كــه در آنهــا RTB-NSP4و RTB-P24مطالعــات پيــشين 

 متـصل   RTBادجوانـت  ترمينـال  Cژن به ناحيه يك آنتي
 بـه عنـوان يـك ادجوانـت و          RTB ، ژن )15،14( بودشده

  شـده بـه     بـه جهـت انتقـال آنتـي ژن متـصل             ناقل مخاطي 
ــزايش جــذب آن و در نتيجــه    ــاي مخــاطي و اف بافــت ه

 ترمينــال Nناحيــه افــزايش پاســخ هــاي ايمنــي زايــي، بــه 
ژن كانديد واكـسن متـصل    به عنوان يك آنتي ipaDژن

ژني كاست  .  توليد گرديد  RTB-ipaDشد و كاست ژني     
 به عنوان اولين گام جهت ادامه بررسي بيان و          توليد شده   

واكـسن مخـاطي    مطالعات ايمني زايي به عنـوان كانديـد         
  .باشدشيگلوزيس ميعليه 
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  : نتيجه گيري
گرفته بر روي صورت نتايج حاصل از آناليزهاي 

 برخي از  پيشنهاد توليد فيوژن پروتئين دركاست ژني،
 . نمايدارائه ميرا لاست گياه  كلروپ وE. coliسويه هاي 
مطالعات داده هاي حاصل از با توجه به  همچنين
، )ipaD )26 ترمينال -Nزايي بر روي ناحيه ايمني

ارزيابي شود پس از توليد فيوژن پروتئين به ميپيشنهاد 
و مقايسه و بررسي  پرداخته شوددر حيوانات مدل آن 
  RTB-IpaDروتئين ـــزايي حاصل از پهاي ايمني پاسخ

  

  

  
 تنهايي استفاده بهIpaD  پروتئيننسبت به زماني كه 

  .مورد توجه قرار گيردشود،  مي
  

  :تشكر و قدرداني
 مركز ز تمام اساتيد و دانشجويانبدينوسيله ا

 صميمانه )ع(شناسي دانشگاه جامع امام حسين تحقيقات زيست 
ز ضمناً بودجه پژوهشي اين طرح ا. نمايدتشكر و قدرداني مي

  . تامين شده بود)ع(طرف دانشگاه جامع امام حسين
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Background and aims: Shigella is the most common cause of diarrhea. Plasmid antigen ipaD 
is essential for bacterial invasion into the host cells. One of the challenges of mucosal vaccines 
against Shigella based on ipaD proteins is its limited potency. It seems that by linking this ipaD 
to an appropriate carrier and adjuvant such as Ricin toxin B subunit we can render it very 
immunogenic. This study aimed to construct an expression vector containing RTB-ipaD gene 
cassette, sequence analysis and bioinformatics study. 
Methods: In this study, RTB and ipaD (163–483) genes were cloned into the pGEM-T vector. 
ipaD gene was fused to RTB gene with a linker encoding the GPGP in pGEM vector by 
restriction enzymes method. Then, the fused gene of RTB-ipaD was subcloned into the 
pET28a(+) expression vector. Finally, sequencing analysis and bioinformatics study of gene 
cassette was performed. 
Results: Construct validity of RTB-ipaD gene cassette into the pET28a(+) expression vector 
confirmed by PCR and enzymatic digestion. The results of sequencing of gene cassette were 
compatible with the related deposited gene in Genbank. Bioinformatics studies base on the 
Codon Adaption Index showed that gene cassette is capable of expressing the transgenic plants, 
and some strains of E. coli. 
Conclusion: Linking of RTB as a carrier and adjuvant to antigen ipaD is a new and desirable 
approach in order to generate a mucosal vaccine for shigellosis.  
 
 
Keywords: Adjuvant, IpaD, Ricin toxin B subunit, Shigella dysenteriae.  


