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  :مقدمه
  اصلي ترين)ETEC ( انتروتوكسيژنيكاشرشياكولي

مشكل سلامت در كشورهاي در حال توسعه محسوب 
 در ميان نوزادان و ETECاسهال ناشي از . )1 (مي شود

 سوم كه از مسافران، به ويژه در كشورهاي جهان
امكانات بهداشتي و درماني پاييني برخوردار بوده شيوع 

بيماري اسهالي مربوطه سالانه . )2 (اي داردگسترده
  سال را در كشورهاي5ميليون كودك زير  400-280

شيوع اسهال . ثير قرار مي دهداتحت تدر حال توسعه 
ETEC  ل سيل وـــي مثـــدر مواقع بلاياي طبيعهمچنين  

  
باتوجه  .)3،2 (ه سلامت افراد را به خطر مي اندازدزلزل

در ايجاد تلفات انساني و زيان هاي به اهميت اين بيماري 
 سازمان بهداشت جهاني اقتصادي زياد در جوامع،

درصدد راهكارهاي توليد واكسن مناسب عليه اين 
  .)1 (ارگانيسم مي باشد

 توانايي ،ETECزايي مرحله مهم بيماري
لونيزه شدن اين ارگانيسم به مخاط روده چسبيدن و ك

  كوچك از طريق فاكتورهاي كلونيزاسيون يا فيمبريه 
اين ارگانيسم با كلونيزه شدن در سطح روده . مي باشد

 :چكيده
عامل اصلي اسهال كودكان در كشورهاي در حال ) ETEC( انتروتوكسيژنيك اشرشياكولي :هدف و زمينه

 به از طريق ساختارهاي سطحي به نام فاكتورهاي كلونيزاسيون . باشدتوسعه و مسافران به اين مناطق مي
 فاكتور در بسياري از مناطق شيوع يك انتروتوكسيژناشرشياكولي  .دصل مي شوتمهاي ميزبان وللس

ساير فاكتورهاي كلونيزاسيون بيشتر مي باشد و اين تركيب به عنوان تركيب از ) CFA/I( كلونيزاسيون نوع يك
 كد كننده زير واحد اصلي آنتي ژن فاكتور كلونيزاسيون مولكول . گردد ميواكسن محسوبتوليد كليدي در 

)CfaB (مطالعه با هدف اين . باشداين فيمبريه كانديداي مناسبي براي واكسن ميواحد اصلي  به عنوان زير
  .انجام شدتوليد پروتئين نوتركيب بررسي  و CfaBهمسانه سازي ژن 
 از CfaB  فاكتور كلونيزاسيوناطلاعات مربوط به ژندر اين مطالعه توصيفي آزمايشگاهي  :روش بررسي

، ژن مورد نظر تكثير و PCRبا استفاده از واكنش . طراحي شدندبانك ژن استخراج شد و پرايمرهاي مناسب آن 
 بيان ژن  و همسانه سازي شد)(+)pET28a( و سپس در ناقل بياني )pTZ57R/T(سازي سپس درون ناقل همسانه

CfaBمورد ارزيابي قرار گرفت  .  
 توالي در بيان اين. د شديياكنش هضم آنزيمي و تعيين توالي تا صحت همسانه سازي با استفاده از و:هايافته

 بيان pET 28aمحيط كشت هاي مختلف بررسي گرديد اما توالي طبيعي در  ميزبان وشرايط مختلف مانند دما، 
  .نداشت
كدون هاي نادر پشت ن فاكتور كلونيزاسيون كد كننده زير واحد اصلي آنتي ژ در طول توالي ژن :گيرينتيجه

  .ين پروتئين مي شودسرهم وجود دارد كه باعث كاهش بيان ا
  

  .، همسانه سازي)I )CfaB انتروتوكسيژنيك، زير واحد اصلي فاكتور كلونيزاسيون نوع اشرشياكولي :واژه هاي كليدي
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  غلبه كوچك بر مكانيسم هاي دفاعي روده كوچك 
و سپس با ترشح انتروتوكسين هاي حساس به كند مي

ر به تخريب منج(ST) و مقاوم به حرارت  )LT( حرارت
اي ميزبان، تحريك رودهداخل سلول مسيرهاي انتقال پيام 

  و اسهال از روده روده و ترشح حجم زيادي از مايعات 
شواهد قابل توجهي وجود دارد كه براي . )5،4 (شودمي

   كلونيزاسيون ايجاد مصونيت عليه اين بيماري، فاكتورهاي
براين الطيف ايجاد كنند بناتوانند مصونيت وسيعمي

اساس اين فاكتورها ضروري به نظر  طراحي واكسن بر
  .)6،5 (مي رسد

مطالعات اپيدميولوژيكي در نقاط مختلف 
فاكتور نوع  25 كه از بين ه است نشان دادجهان

 فاكتور  اين ارگانيسم،كلونيزاسيون شناسايي شده
 اولين فاكتور )CFA/I( نوع يك كلونيزاسيون

ترين فاكتور رايجكلونيزاسيون شناسايي شده و 
شود و  محسوب ميETECهاي كلونيزاسيون در سويه

هاي بيان كننده اين فاكتور در مناطق اندميك سويه
ژن اين  .)7،6 (آمريكاي جنوبي و آسيا گسترده هستند

فيمبريه و توكسين مقاوم به حرارت بر روي پلاسميد 
NTP113ژن 4بيان . )9،8 (است قرار گرفته 

cfaABCEن  دراپروCFA/I براي مونتاژ فيمبريه 
 يك CFA/Iاز نظر ساختاري مولكول . ضروري است

واحد  متشكل از بيش از هزار زيررشته مارپيچ طويل 
واحد رأسي   متصل به يك يا چند زيرCfaBاصلي 

مطالعات اخير نشان داده . مي باشد CfaE فرعي ادهسيو
واحد اصلي   به عنوان زيرCfaBواحد  است كه زير

در اتصال باكتري به سلول هاي  ريه نقش مهميفيمب
بادي   بنابراين آنتي).11،10 (كندايفا مي روده تليالاپي

ه اين پروتئين قادر است از اتصال ـــمونوكلونال علي
 به سلول هاي روده انسان CFA/Iسلول هاي بيان كننده 

به زير واحد اصلي همچنين . )12 (جلوگيري كند
 و شود فيمبريه محسوب ميعنوان مشخصه آنتي ژني

اين ). 6 (كانديداي مناسبي براي توليد واكسن مي باشد
مسانه سازي و زير  تكثير و سپس ه با هدفتحقيق

ن مورد نظر در ناقل بياني و بررسي بيان همسانه سازي ژ
پروتئين زير واحد اصلي جهت مطالعات بعدي در زمينه 

  .انجام شدبررسي ايمني سازي آن 
  

  :بررسيروش 
م واكنش پلي مريزاسيونCfaBطراحي پرايمر براي ژن    : و انج

   ر، توالي ژن مورد نظر از بانك ژنيپرايمبراي طراحي 
) NCBI (National Center for BiotechnologyInformation 

 نوكلئوتيد 60( 513 تا 70 نوكلئوتيد از و استخراج
جهت ) باشد مي پپتيد سيگنال به مربوط توالي ابتداي

بعد از آناليز نقشه . ين مطالعه انتخاب گرديدا
، جايگاه webcutter  با نرم افزارCfaBمحدودالاثر ژن 

 به ترتيب براي XhoI و HindIIIهاي نزيمآشناسايي 
با كمك .  در نظر گرفته شدپيرو و  پيشروپرايمرهاي

 طراحي پرايمر صورت DNasisو   oligoنرم افزارهاي
ي پرايمرهاي طراحي گرفت، سپس اختصاصيت توال

 Blastتوالي مورد نظر با كمك نرم افزار ه نسبت به شد
ها توسط شركت بايونير كره اين توالي. بررسي گرديد

هاي زير جايگاه در توالي. (جنوبي سنتز گرديد
ها به صورت زير خط نشان داده شده شناسايي آنزيم

  : پيشروتوالي پرايمر.)است

TGTGCAGTGAGTGCTAAGCTTGTAGAG3''5  
  :پيروتوالي پرايمر 

5'AATACTCGAGTCAGGATCCCAAAGTC 3'  
 

تهيه شده از آزمايشگاه  (ETECباكتري 
ابتدا به مدت يك شب در ) رفرانس، بيمارستان بوعلي

 37دماي  ومايع ) Luria Bertinis) LB محيط كشت
سپس ژنوم اين باكتري . درجه سانتيگراد رشد داده شد

با استفاده از سپس  و  تخليصCTAB-Naclبا روش 
 CfaBژن . )13 (اسپكتروفتومتري تعيين غلظت گرديد

 سيكل 30طي ) سيناژن(مراز پلي Taqابتدا با آنزيم 
 ميلي مولار 3اين واكنش در غلظت . تكثير گرديد

MgCl2  ميلي مولار2/0 ،پرايمر پيكومول از هر 4/0و  

dNTPs   نانوگرم از ژنوم استخراج شده50و ETEC  
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 درجه سانتيگراد بهينه سازي 58دماي اتصال در 
 ي واسرشتسيكل شامل يك PCRسيكل هاي  .گرديد

 دقيقه، 5 درجه سانتيگراد به مدت 94ابتدايي در دماي 
 94دماي   ابتدايي دري واسرشتمراحل شامل سيكل 30

ثانيه، اتصال پرايمر به  40 درجه سانتيگراد به مدت
 30گراد به مدت  درجه سانتي58رشته الگو در دماي 

  درجه74نظر در دماي  ثانيه و تكثير قطعه مورد

 تكثير مرحله پايان يك در  ثانيه و30مدت به سانتيگراد

  دقيقه10مدت  به سانتيگراد  درجه74دماي  در نهايي

 1 بر روي ژل آگارز  PCRمحصولدر نهايت  .بود
 . درصد الكتروفورز گرديد

 براي به منظور تكثير ژن هدف با صحت بالا
استفاده در واكنش همسانه سازي، آنزيم پلي مراز با 

شركت  از( )Highfidelity( خاصيت غلط گيري بالا
 )pfu پلي مراز و Taqهاي مخلوطي از آنزيم() فرمنتاز

 4غلظت  واكنش تكثير در شرايط. به كار برده شد
پيكومول از هر آغازگر،  4/0 و MgCl2ميلي مولار 

 ژنوم از  نانوگرم50 و  dNTPsميلي مولار 2/0

 درجه 57در دماي اتصال  ETEC شده استخراج
شامل PCR  هاي سيكل. سانتيگراد بهينه سازي گرديد

  درجه94دماي  در ابتداييي واسرشت مرحله يك

 شامل مرحله  مرحله30  دقيقه،5مدت  به سانتيگراد

 به سانتيگراد  درجه94دماي  در ابتدايي شدن واسرشته

 57 دماي در الگو رشته به پرايمر ه، اتصالثاني 50 مدت
 مورد قطعه تكثير و ثانيه 50 مدت به سانتيگراد درجه

دقيقه و  1 مدت به سانتيگراد درجه 72 دماي در نظر
 دماي در نهايي تكثير مرحله پايان، يك در ثانيه و 30

در نهايت . بود دقيقه 20 مدت به سانتيگراد درجه 72
 عنوان سوبسترا مورد ييد بهاجهت ت PCR محصول

  . قرار گرفتEcoRIهضم آنزيمي 
  :/pTZ57R در ناقل CfaBهمسانه سازي ژن 
با استفاده از كيت تخليص  PCR محصول

DNAخالص سازي گرديد) بايونير(آگاروز   از ژل .
  ليگاز براي محصولT4واكنش الحاق با كمك آنزيم 

PCR  داراي دنباله A خالص شده و ناقلpTZ57R/T 
انجام   درجه سانتيگراد16  ساعت در دماي8دت به م
پلاسميد تراريختي سازي،  بعد از انجام همسانه. شد

هاي نوتركيب حاصل با روش شوك حرارتي به سلول
سپس اين  و انجام گرفت DH5αسويه E.coli مستعد 
 Xgal-IPTG آگار حاوي LB ها بر روي پليت باكتري

. ده شدندكشت دا) μg/ml 80غلظت(و آمپي سيلين 
 هاي سفيد و ساعت كلني12 بعد از گذشت مدت زمان
هاي اين ناقل اين  ويژگي از. آبي رنگ مشاهده شدند

 βسازي در وسط ژن  است كه جايگاه چندگانه همسانه
قطعه همسانه سازي . گالاكتوزيداز قرار گرفته است

 در جايگاه چندگانه همسانه سازي ،شده در اين ناقل
 βبا غير فعال شدن ژن بنابراين  گيرد و_آن جاي مي

 هاي سلولبنابراين غربالگري . گالاكتوزيداز همراه است
 نوتركيب با عدم توانايي آنها در ساخت DNAحاوي 
هاي  سويه .گيردصورت مي گالاكتوزيداز βآنزيم 

هاي فاقد ناقل  نوتركيب داري رنگ سفيد و سويه
  . )13 ( آبي رنگ بودند،نوتركيب

 هاي، از كلنيCfaBمسانه سازي ژنييد هابراي ت
سفيد موجود بر روي پليت برداشت شده و در محيط 

 μg/mlغلظت(آمپي سيلين  كشت مايع حاوي آنتي بيوتيك

 به هاي اختصاصيپرايمررشد داده و با استفاده از  )80 
انجام  PCRطور مستقيم و با استفاده از كلني، واكنش 

 ميكرو 50 در براي اين كار قسمتي از يك كلني .شد
 درجه سانتيگراد 95ليتر آب مقطر همگن و در دماي 

 دقيقه حرارت داده شد و پس از يك اسپين 5به مدت 
كوتاه، دو ميكروليتر از مايع رويي به عنوان الگو در 

هاي مثبت، از كلني . استفاده شدPCRواكنش 
پلاسميدهاي نوتركيب با استفاده از روش ليز قليايي 

 XhoIهاي  هضم آنزيمي با آنزيمواكنش تخليص و
ها نمونه.  ساعت انجام گرفت6 به مدت  HindIIIو

الكتروفورز و مورد  همراه با نشانگر وزن مولكولي
  .)13( رفتبررسي قرار گ
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  :pET 28aدر ناقل بياني  CfaB همسانه سازي ژن زير
 پس از تخليص پلاسميدهاي بدين منظور ابتدا

(pTZ57R/T-cfaB)بياني پلاسميد  و pET28a روش  با
 ليز قليايي، واكنش هضم آنزيمي بر روي پلاسميد

هاي نوتركيب و همچنين پلاسميد بياني، با آنزيم
 ساعت در 6 به مدت HindIII و XhoIمحدودالاثر 

 و ناقل PCRمحصول .  درجه انجام گرفت37دماي 
pET28a برش خورده بعد از الكتروفورز بر روي ژل 

، با كمك )low melting( ب پايينآگارز با دماي ذو
. تخليص شدند) بايونير (PCRكيت تخليص محصول 
 8راد به مدت  درجه سانتيگ16واكنش الحاق در دماي 

ورده اين واكنش با روش شوك آساعت انجام شد و فر
  BL21DE3pLysS سويهE.coliحرارتي به ميزبان 

دو نوع واكنش هضم آنزيمي براي برش . انتقال يافت
ييد صحت اتركيب به منظور تميدهاي نوپلاس
ها با يكي از واكنش. همسانه سازي طراحي گرديدزير

قرار داده  پرايمرها ها درهايي كه محل برش آنآنزيم
واكنش هضم آنزيمي ديگري . شده بود، انجام گرفت

 كه داراي يك جايگاه برش بر روي EcoRIبا آنزيم 
طعه ژني  و يك جايگاه برش بر روي قpET28aناقل 

CfaBدر نهايت براي اطمينان از . صورت گرفت، است 
 تخليص و pET28a-cfaBصحت ترادف ژن، پلاسميد 

  )چين( براي تعيين ترادف به شركت شاين ژن
  Shine Gene Chinaارسال شد. 

  pET28a-CfaBبررسي بيان سازه ژني
هاي نوتركيب واجد از كشت شبانه سويه

 5 ميكروليتر به 100ميزان  pET28a-cfaB پلاسميد
  مايع حاوي كانامايسينLBميكروليتر محيط 

تلقيح گرديد و پس از رسيدن ) μg/ml  80غلظت(
 نانومتر 600موج  طول نوري محيط كشت در جذب

 )IPTG(  مورد القاي ماده القاكننده پروموتور5/0 به
  . قرار گرفت

 3به منظور توليد پروتئين نوتركيب، تغيير 
زمان و دما در شرايط بيان ژن  ،IPTG غلظت پارامتر
 ابتدا بيان ژن مورد نظر .ورد بررسي قرار گرفتمهدف 

  درجه37و دماي IPTG يك ميلي مولار  در غلظت

 ساعت 2،3،5،7،12،18 هاي زمان در سانتيگراد،

  درجه37دماي  سپس بيان ژن مورد نظر در .شد بررسي

 IPTG مختلف هاي غلظت  ساعت،3 زمان و سانتيگراد

 بررسي .قرارگرفت بررسي مورد) 25/0،5/0،75/0،1(
 يك ميلي مولار بيان پروتئين نوتركيب در غلظت

IPTG  صورت گرفت)  درجه25،30،37(در دماهاي .
همچنين با توجه به گزارش بيان ژن نوتركيب فاكتور 

حاوي (  اختصاصيCF كلونيزاسيون در محيط كشت
و ) MgSo4, MnCl2 كازامينواسيد، عصاره مخمر،

 ،%2حاوي عصاره مخمر ( محيط كشت سوپر براث
 از اين محيط ها) 14() %2/3، تريپتون %5/0كلريد سديم 

  . استفاده شد pET28a-cfaBژني سازه براي بيان
پس از انتقال پلاسميد مورد نظر به ميزبان 

Rosetta ،و رشد اين باكتري روي محيط انتخابي 
 با استفاده از القاء شرايط بيان پروتئين براي اين ميزبان

اين سويه، مشتقي از . فراهم گرديد، IPTGكننده 
 مي باشد كه داراي E.coli BL21DE3pLysSباكتري 

   مي باشد كه tRNAپلاسميدي حاوي ژن هاي 
آمينه هاي مربوط به كدون هاي نادر را  مي توانند اسيد

ها با پس از آن باكتري. مين نمايدا تE.coliدر 
   ، دقيقه10 به مدت rpm5000ر سانتريفيوژ دو

) 75/0 و پالس %70قدرت ( آوري و سونيكاسيون جمع
  .انجام شد
  SDS PAGE الكتروفورز

وزن مولكولي و محل قرارگيري پروتئين 
نمونه هاي بعد از هر كدام از مراحل بالا و در نوتركيب 

 (SDS-PAGE)  با استفاده ازIPTGنمونه قبل از القاي 

Sodium Dodecyl Sulphate- PolyAcrylamide Gel Electrophoresis ،
 25 درصد با جريان ثابت 12غلظت ژل . بررسي گرديد
  .ميلي آمپر بود

بررسي وجود پروتئين مورد نظر در نمونه هاي بياني با استفاده 
  :ز ايمونوبلات 
 در نظر مورد ژن توالي سازي همسانه دليل به

 دنباله پروتئين نوتركيب داراي، pETبياني ناقل
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 بنابراين براي .هيستيديني در ابتداي خود مي باشد :CfaB آناليز بيوانفورماتيكي توالي
 از بياني هاي نمونه در نوتركيب پروتئين وجود بررسي
  ضد بادي آنتي از استفاده با ايمونوبلات تكنيك

His tag و آنتي بادي اختصاصي CfaBه در د توليد ش
پس . شداستفاده ايران پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك 

  ي پروتئيني با الكتروفورزاز تفكيك باندها
 SDS-PAGE با كمك سيستم وسترن بلاتينگ ،
)Biorad ( و بافر انتقال) مولار،تريس  ميلي39گلايسين

روي ) %20درصد و متانول SDS37/0 مولار، ميلي48
كاغذ نيتروسلولز با استفاده . كاغذ نيتروسلولز منتقل شد

 5وي  حا)20-  توئين%05/0 با PBSبافر  (PBSTاز بافر 
 ساعت 2درصد شير خشك در دماي اتاق به مدت 

نمونه پس از سه بار شستشو با بافر . بلاك گرديد
PBSTبادي  به مدت يك ساعت با آنتيAntiHis Tag 

 با رقت Anti-CfaBبادي  ياآنتي8000/1با رقت
 در دماي اتاق مجاور شد و پس از PBSTدر بافر  1000/1

 سازي از ده ميلي ليتر  براي آشكارPBSTشستشو با بافر 
 ميلي گرم 6 ميلي مولار حاوي 50تريس (  بافر آشكار ساز

. استفاده شد) آب اكسيژنهµl  10دي آمينوبنزئيدين و
  .)15 (واكنش با كمك آب مقطر متوقف گرديد

  

بعد از بررسي بيان ژن مورد نظر در شرايط 
تئين مورد نظر آناليز مختلف و عدم توليد پرو

 آناليزهاي. بيوانفورماتيكي ژن مورد نظر انجام شد
 افزارهاي نرم از استفاده با  CfaBژن بيوانفورماتيكي

 ژن، اين G+C محتوي بررسي منظور به شبكه تحت
 همچنين و mRNA پايداري نادر، هاي كدون وجود

  .گرفت انجام) CAI (كدون سازگاري شاخص
  

 :يافته ها

ژن فاكتور واحد اصلي آنتي ننده زيرژن كد ك
 بدون ترادف كد كننده سيگنال (CfaB) كلونيزاسيون

.  تكثير گرديدپيروهاي پيشرو و پرايمر كمكپپتيد با 
 444بر روي ژل با اندازه A اله ـبا دنب PCRول ـــمحص

 پس از هضم آنزيمي محصول .نوكلئوتيد مشاهده شد
وكلئوتيد حاصل  ن228 و 216، قطعات EcoRIبا آنزيم 

شد كه به دليل نزديكي اندازه آنها به يكديگر بر روي ژل 
   ).1تصوير شماره  (گرديد  مشاهده بانديكبه صورت 

 همسانه pTZ57R/Tژن مورد نظر در ناقل 
  براي .  انتقال يافتE.coli DH5αسازي شد و به ميزبان 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

و تاييد آن ) CfaB(احد اصلي آنتي ژن فاكتور كلونيزاسيون  كد كننده زير و ژنPCRحصول م :1تصوير شماره 
  )EcoRI(با استفاده از هضم آنزيمي 

  )bp  230( محصول برش خورده: 4ستون ،  (100bp DNA ladder)ماركر: 3تون س، )PCR ) bp 444  محصول:1،2ستون

    PCRمحصول        
  برش خورده         

٣٠٠bp 

١٠٠bp

           ٣                 ٢                ١            ۴  

  PCRمحصول 
 bp 444   

۵٠٠bp

 



   و همكارانزهرا احصايي    CfaBهمسانه سازي ژن 

رهاي پرايم، با استفاده ازCfaBييد همسانه سازي ژن ات
برش . انجام شداز كلني مستقيم  PCR اختصاصي،

  حاصل از pTZ57R/Tآنزيمي پلاسميدهاي نوتركيب
 444وفورز وجود قطعه الحاق، بر روي ژل الكتر

  ).2تصوير شماره  (كرد ييدانوكلئوتيد ت
 و pTZ57R/T-CfaB تخليص تكثير وپس از 

قطعه برش خورده  XhoI  وHindIIIهاي با آنزيمبرش 
ه سازي گرديد و به  زير همسانpET28aدر ناقل بياني

 انتقال داده BL21DE3plysS سويه  كليشرشيااميزبان 
 دو نوع واكنش هضم آنزيمي براي برش پلاسميد. شد

با برش  و pTZ57R/T-cfaB تخليص تكثير وپس از 
 ناقل  درقطعه برش خورده  XhoI وHindIIIهاي آنزيم
 زير همسانه سازي گرديد و به ميزبان pET28a بياني

.  انتقال داده شدBL21DE3plysS سويه كلي شرشياا
دو نوع واكنش هضم آنزيمي براي برش پلاسميد 

. طراحي گرديدجهت صحت همسانه سازي حاصل 

 انجام HindIII و XhoIهاي ها با آنزيميكي از واكنش
بر روي ژل آگارز  نوكلئوتيد 444و ژن هدف با اندازه 

آنزيم واكنش هضم آنزيمي ديگري با . مشاهده گرديد
EcoRIكه داراي يك جايگاه برش بر روي ناقل  pET 28a  و

 است، انجام و cfaBيك جايگاه برش بر روي قطعه ژني 
 نوكلئوتيد بر روي ژل مشاهده 230اي با طول حدود قطعه

همچنين صحت ورود محصول ). 3تصوير شماره ( گرديد
نوتركيب در ناقل و عدم تغييرات نوكلئوتيد در آن با تعيين 

  .گرديدييد ا تDNAتوالي 
به منظور بيان پروتئين نوتركيب، القاي بيان 
پروتئين در دما و مدت زمان هاي مختلف و تحت 

همچنين بيان .  بررسي شدIPTGهاي متفاوت ثير غلظتات
 براي بيان اين در محيط كشت پيشنهاد شده ژن مورد نظر

 رفتـــورت گـــص CFيط ـراث و محــر سوپر بـــژن نظي
  به منظور افزايش توليد پروتئين هايRossettaو از باكتري 

  SDS-PAGE نتايج الكتروفورز. نوتركيب استفاده شد
    

  
  

 77

  
  

  

  

  

  

  
  
  

  )HindIII ،XhoI( حاوي قطعه مورد نظر با استفاده از هضم آنزيمي pTZ57Rآناليز ناقل  :2تصوير شماره 
مـاركر  : 4، سـتون    )و ناقـل هـضم شـده      ) bp 444 (قطعه ژني مورد نظر   (رد نظر   هضم آنزيمي ناقل داراي ژن مو     : 1،2،3ستون  
DNA) bp 100( كنترل منفي : 5، ستون)هضم آنزيمي ناقل بدون ژن مورد نظر(  

  

٣       ٢      ١        ۴      ۵ 

 ناقل هضم شده 

 

۵٠٠ 

 قطعه هضم شده ۴٠٠

٣٠٠ 

٢٠٠ 

١٠٠ 
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  حاوي قطعه مورد نظر با استفاده از هضم آنزيميPET28a  آناليز ناقل: 3تصوير شماره 
 ،)bp 100( DNA ماركر: 8، ستون XhoI و HindIIIهاي  با آنزيمPET28aقل هضم شده و نا) bp444(ژن هدف :1-7ستون  
 EcoRI بازي حاصل از برش با آنزيم 230قطعه  : 10، 9ستون 

  
  

تصوير (حاكي از عدم بيان پروتئين نوتركيب بود 
واكنش ايمونوبلات با آنتي بادي اختصاصي ) 4شماره 

د پروتئين نوتركيب  عدم تولي His tagوآنتي بادي ضد
  .ييد كردارا ت

  نشـــان داد،  CfaBز بيوانفورماتيكي ژن    ـــآنالي
تكرارهاي پشت سر هم از كـدون هـاي نـادر در طـول              

 41 تقريبـاً  GC و متوسـط درصـد   تـوالي وجـود دارد  

 از  )CAI ( شـاخص سـازگاري كـدون      .درصد مي باشد  
   خارجي محسوب عوامل مهم بررسي بيان ژن در ميزبان      

 6/0اين شاخص حدود CfaB شود كه در مورد ژن مي
 هـاي ژن  مي باشد كه نشان دهنـده تناسـب كـم كـدون           

CfaB    ايـن شـاخص در ژن هـايي   .باشدنسبت به ميزبان مي  
  . مي باشد1 تا 9/0كه بيان بالايي دارند بين 

  
  

  

  

  

  

  

  

  
  بررسي بيان پروتئين طبيعي نوتركيب :4تصوير شماره 

  نشانگر اندازه پروتئين: 3، ستون نمونه قبل از القا: 7ستون هاي بعد از القا و عدم مشاهده باند پروتئيني مورد نظر، نمونه: 1،2،4،5،6ستون 

 

 قطعه هضم شده

٩١٠ ٨ ٧ ۶ ۵ ۴ ٣ ٢ ١

 
۵٠٠ 

۴٠٠  م شده ضقطعه ه

٣٠٠ 

٢٠٠ 

١٠٠ 

 

٧٢KD 

 

۵۵ KD 

 

۴٣ KD 

 

٣۴ KD 

 

٢۶KD 

 

١٧KD

 عدم مشاهده باند مورد نظر
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 :بحث

 در ايجاد مصونيت نسبت CfaBبه دليل اهميت 
به بيماري اسهالي، در اين مطالعه اين ژن، در ناقل 
 همسانه سازي و بياني همسانه سازي گرديد و بيان

براي . پروتئين نوتركيب آن مورد بررسي قرار گرفت
 مراز با خاصيت غلط گيريتكثير قطعه ژني از آنزيم پلي

مراز و يك آنزيم  پليTaqمخلوطي از دو آنزيم (بالا 
لازم به . استفاده شد) فرمنتاز) (با خاصيت غلط گيري
 برابر 4( آنزيم داراي صحت ذكر است كه اين

باشد و يي زياد ميآ و كار)به تنهايي  Taqآنزيم
 خواهد بود Aهمچنين قطعه تكثير شده داراي دنباله 

 pTZ57R/Tكه همسانه سازي مستقيم آن را در ناقل 
پس از طي مراحل  قــتحقي اين در. كندامكان پذير مي

و بررسي بيان (pET 28a)  ل بيانيــــهمسانه سازي در ناقزير
 با  CfaB نوتركيبپروتئينبه اين نتيجه دست يافتيم كه توليد 

  وارد كردن توالي طبيعي اين ژن در سيستم بياني
(pET 28a)به منظور بيان  در ابتدا.باشد امكان پذير نمي 

، BL21 DE3 pLysS ول ميزبانـــپروتئين، از سل
   كنندهميزبان به دليل داشتن ژن كداين . استفاده شد

RNA polymeras T7زهاي  و عدم وجود پروتئا
  هاي نوتركيب مناسب سلولي، براي توليد پروتئين

كد  ( Rosettaكه ميزبان اما با توجه به اين. باشدمي
بيان ) هاي كميابهاي مربوط به كدونtRNAكننده 
  هاي كمياب را افزايش هاي داراي كدونپروتئين

   داراي CfaB و توالي طبيعي ژن )16 (دهدمي
باشد، اين هم مي سرهاي كمياب به صورت پشتكدون

داشت كه با انتقال ناقل نوتركيب به اين  احتمال وجود
ولي با وجود . ميزبان، پروتئين مورد نظر بيان شود

تغييرات صورت گرفته در شرايط بيان در اين مطالعه، 
 به .ييد نگرديد تاSDSبيان اين پروتئين بر روي ژل 

ي علت اهميت دما و تركيب محيط كشت در بهينه ساز
توليد پروتئين نوتركيب، در اين مطالعه به منظور بيان 

، بيان pET28a  در ناقل بياني CfaBپروتئين نوتركيب
  ـــد محيط كشت منـاسبي اين ژن در چنـــتوالي طبيع

  
)CF medium, LB, Superbroth ( و دماهاي مختلف

 )Rosetta, Bl21DE3pLysS( هاي مختلفو ميزبان

به  و همكاران Yong-Fu Li عهدر مطال. گرديد بررسي
 Super brothمنظور بيان پروتئين نوتركيب از محيط 

رسد به علت بالاتر بودن درصد استفاده شد و به نظر مي
تريپتون و عصاره مخمر در اين محيط كشت نسبت به 

هاي د مطلوب پروتئينـــ، براي توليLBمحيط 
 پروتئين  Favre.)17 (نوتركيب مناسب مي باشد

اين .  توليد كردCFركيب را در محيط كشت نوت
احتمال وجود دارد كه اين امر مربوط به وجود نمك 
- در تركيب اين محيط كشت كه به صورت تنظيم

كنند، هايي براي رونويسي از ژن مزبور عمل ميكننده
باشد و باعث بيان پروتئين نوتركيب به صورت مطلوب 

د ـه پلاسمــــ در سCfaBاي در مطالعه). 14( استشده
ت تح pkCMVintBL, pRE4, pkCMintPoly مجزا
 CMV وتيـــــ يوكاريهايورــــپروموترل ـــكنت

)Cytomegalovirus( RSV )Rous sarcoma virus (
اين مطالعه نشان داده شد كه اين در . همسانه سازي شد

هاي ايمني مخاطي ها به تنهايي قادر به تحريك پاسخناقل
)sIgA( نيستند )18.(  

مطلب ديگري كه مد نظر قرار گرفت نوع ناقل 
در . و پروموتور آن براي بيان اين ژن در مطالعه ما بود

) 24- 170اسيدهاي آمينه ( CfaB ، مولكول2004سال 
 tac ، تحت كنترل پروموتورpMAL-p2در ناقل 

 اين پروتئين به صورت الحاق با. همسانه سازي شد
Maltose binding protein) MBP( در ميزبان BL21 

كه يكي از راهكارهاي با توجه به اين. توليد شد
هاي ها با ژنهاي آنها، الحاق ژنافزايش بيان پروتئين

باشد، به نظر هاي الحاقي ميبا بيان بالا و توليد پروتئين
 باعث بيان اين MBP با CfaBرسد الحاق شدن مي

  .)20،19 (استپروتئين شده
) DNKQ(  همراه با لينكرcfaB، 2008در سال 

همسانه سازي pET24a  درCfaEبه صورت الحاق با 
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شد و پس از توليد پروتئين به منظور بررسي ساختار، 
 لازم به ذكر است بيان ).17 (كريستالوگرافي گرديد

اين ناقل . است گزارش شدهpET24aناقل  اين ژن در
  است باpET28aاز نظر پروموتور و ساختار بسيار شبيه 

سازي ژن تا اين تفاوت كه فاصله ميان ناحيه همسانه
بسيار كم است كه به علت عدم  درpET24a پروموتور 

و توالي ) RBS(وجود توالي جايگاه اتصال به ريبوزوم 
His Tagها اين ناقل را براي اين تفاوت. )16 ( است

سازد بدين مفهوم كه ضرورت رونويسي مناسب مي
ين ناقل، در توالي آن عناصر دارد براي بيان ژن در ا

لذا با توجه به خصوصيات ژن و . تنظيمي افزوده گردد
رسد از عناصر تنظيمي ديگر ، به نظر ميa pET 24 ناقل

هاي نادر استفاده شده باشد سازي كدونو شايد بهينه
  .ها اشاره نشده استكه در اين مقاله به آن

 كه داد انـــنش ما بيوانفورماتيكي مطالعات
 غني CfaB ژن هاي آمينواسيد كننده كد هاي كدون

 و باشند مي نادر هايكدون و وتيمين آدنين بازهاي از
 در ژن، بيان تحقيق اين در شده انجام بررسي به توجه با

 هاي روش محققين. باشد مي ممكن غير E.coli سلول

 اين از يكي كردند، اتخاذ مسئله اين حل براي مختلفي
 و )rare codon (كمياب هاي كدون حذف ها روش
 E.coli در متداول هايكدون با متناسب ها كدون تغيير
 از اين رو با توجه به اينكه بيان پروتئين .)11 (باشد مي

CfaB غيرممكن مي باشد، در مطالعات بعدي از  بهينه 
  CfaBسازي كدون هاي نادر و سنتز توالي بهينه شده

تركيب استفاده توليد پروتئين نوبه منظور افزايش 
  .خواهد شد
  

  :نتيجه گيري
 كدون هاي نادر پشت CfaBدر طول توالي ژن 

سرهم وجود دارد كه باعث كاهش بيان اين پروتئين 
  .مي شود

  
  :تشكر و قدرداني

همكاري دكتر سيد محمد موذني و بدينوسيله از 
دكتر علي هاتف سلمانيان كه در پيشبرد اين تحقيق ما را 

  . قدرداني مي گرددوياري دادند تشكر 
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Background and aims: Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is the main cause of diarrhea 
in children in developing countries and also in travelers to these areas. ETEC attaches to host 
cells via filamentous bacterial surface structures, known as colonization factors. 
Epidemiological studies suggest that the prevalence of CFA/I is higher than other colonization 
factors. CFA expressed by ETEC and so represents an important component of any vaccine. 
Investigation supposed that CfaB as a major subunit of fimbriae is an appropriate candidate for 
vaccine preparation. In the present study we investigated cloning and expression of CfaB. 
Methods: In this descriptive study, information about CfaB gene was obtained from gene bank 
and appropriate primers were designed accordingly. Genomic PCR reaction was performed and 
its product (CfaB gene) was cloned into pTZ57R/T cloning vector and then subcloned pET28a 
expression vector. CfaB gene expression was evaluated.  
Results: Cloning was confirmed by using restriction enzyme and sequencing. Expression of 
recombinant protein was determined in different conditions (time, media, and host), but native 
gene inserted in pET28a was not expressed.  
Conclusion: Native gene employs tandem rare codon which can reduce the efficiency of 
expression. 
 
Keywords: Cloning, Colonization factor antigen I major subunit (CfaB), Enterotoxigenic 
                 Escherichia coli (ETEC).  
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