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Abstract 
 

Background and Objectives: Extract of mistletoe lectin (Viscum album 

L) leaves contains MLI protein that is a type 2 ribosome-inactivating 

protein (RIP2) with lectin properties. Shiga toxin (STxB) has been 

considered as an immunoadjuvant and carrier, which binds to its cell 

surface receptor, Gb3, that is expressed on most of the body cells. In 

this study, the expression of ML1-stxB antigen and production of its 

antibody, were investigated in mouse. 
 

Methods: In this experimental study, ML1 gene containing pUC57 

plasmid with enzymes sites of NdeI and SalI, was subcloned in the 

pET28a(+)-stxB expression vector, and then was transformed into E. 

coli BL21 (DE3). The expression of ML1-stxB gene cassette was 

induced by IPTG. After purification, the MLI–STxB recombinant 

protein was purified by nickel affinity chromatography and injected 

into mice four times.  
 

Results: In this study, the cloned ML1-stxB gene in expression vector 

of pET28a(+) was confirmed by PCR and enzyme analysis. The 

produced recombinant protein were confirmed by SDS-PAGE and 

Western blotting. Then, the produced antibody was isolated from the 

serum of mouse and investigated using ELISA method. 
 

Conclusion: According to this study, ML1 protein has ribosome 

inactivating property and STxB has adjuvant and carrier functions, 

therefore,this recombinant protein can be a candidate vaccine against 

ML-1 toxin of Shigella dysentery, which its antibody can be used as 

identifier.  
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 چکیده
از نوع  MLI نیپروتئ ی( داراViscum album L) دارواش یها برگ عصاره :هدف و نهیزم

RIP2 هستند.  ینی( با خواص لکت2 پیت یبوزومیفعال رریغ یها نی)پروتئSTxB نیتوکس گایش 

تصل م Gb3 نام خود به یسطح سلول رندهیمطرح بوده و به گ ،و حامل اجوانتایمونو کیعنوان  هب

در   ML1-stxBژن یآنت انیاین مطالعه، بدر شود.  یم انیببدن  یها سلول اکثر یرو که گردد یم

E. coli بررسی گردید. یآن در موش سوری باد یآنت دیو تول 

 یمیآنز یها گاهیبا جا MLIژن  یحاو pUC57 دیپلاسم ،یمطالعه تجرب نیا در: روش بررسی

NdeI و SalI یانیوکتور ب در pET28a(+)-stxB ،یترو به باک شد یساز  رهمسانهیز E. coli هیسو 

BL21(DE3) یکاست ژن بیان. گردید)ترانسفورم(  ختیترار MLI-StxB القای تحتIPTG  

 یکروماتوگراف کلیستون ن وسیله به MLI-STxB بینوترک نیپروتئ ،صیتخلگرفت. پس از انجام 

 شد.  قیتزر یسور یها به موش یدر چهار نوبت متوال

 PCR ، با واکنش(+)pET28a یانیشده در وکتور ب کلون ML1-stxBمطالعه، ژن  نیدر ا :ها افتهی

و  SDS-PAGE لهیوس شده بهدیتول بینوترک نیپروتئ نی. همچندیگرد دییتأ یمیآنز زیو آنال

با  و یجداساز موش سرم از دشدهیتول یباد یآنت سپس قرار گرفت، دأییتمورد  وسترن یگذار لکه

 .دیگردبررسی  ELISA تستروش 

 یبوزومیکننده ر فعالریغ تیخاص یدارا ML1 نیپروتئ راساس نتایج این مطالعه،ب :یریگ جهینت

 سم هیعل واکسن یدایکاند ،بینوترک نیپروتئ نیا دارد؛ لذا یحامل و یاورینقش  STxBو 

  کرد.عنوان شناساگر استفاده  به توان می آن یباد یاز آنت ی بوده کهسانترید گلایش دارواش

 شیگلا.دارواش؛  سازی؛ زیرهمسانه ؛لیاشرشیاک :ها واژه کلید

 مجله دانشگاه علوم پزشکی قم
 97 اسفند، دوازدهمدوره دوازدهم، شماره 

  52الی  42صفحه 
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 و همکاران آبادی سهیلا رهنمایی یحیی       ...                                                         تولید و E. Coli دارواش در  ML1-stxBیجژن ممزو یانب و سازی زیرهمسانه

 
 مقدمه 

                 آن یعلم نامبوده و  Santalaceaeاز خانواده  ،دارواش اهیگ

. Viscum album L باشد یم . 

سه نوع سم  ":( شامل.Viscum album L) دارواش یها برگ

MLI ، MLII، MLIII(2 پیت یبوزومیفعال رریغ یها نیپروتئ )

با  یدراتیکربوه اتیو خصوص یجرم مولکول ازنظر که باشد می

 و ml1،ml2  سه ژن DNAی نسب تیکمّ. (1) اند متفاوت گریکدی

ml3  و برابر 4: 5/1:1 بیکه به ترتدارند  تفاوت گریکدی بانیز 

 زانیم. دباش یم 1 ،10 ،50 بیبه ترت اهیدرگ ها آن mRNA نسبت

 MLI نیپروتئ زانیدارواش متفاوت بوده و م اهیگ در ها ژن انیب

 نیبه سموم آبر یسرطان یها سلول. (2) است گرید سموم از شتریب

 کیعنوان  عصاره دارواش بهباشند؛ لذا  می حساس نیسیو ر

 نیب سهیمقادر . (3،4) استدرمان سرطان مطرح  یثر براؤم یدارو

 داد نشان جینتا  ML1pو ML2p ، ML3pاب MLP نهیدآمیاس یتوال

 شینما. (5) باشد یم %77 و 88 ،98 بیترت به ها آن شباهت درصد

( تفاوت MLI ، MLII،MLIII-mRNA) RMLی ها سازه

درصد  نینشان داده که بالاتر ML1p سه نوع یبرا یا ملاحظه قابل

 .(3) باشد یم RML:  (91 )88( %87) 77%%98( 99شباهت )

 یرزدر  28S rRNAدر  ینشدن ادنوز ینهدپور باعثML1 ینپروتئ

 یبوزومدر ر ییرتغ یناهمچنین گردد.  یم یبوزومر 60S واحد

 یگا. ش(6) شود  یدر سلول هدف م یساز ینمهار پروتئ موجب

 یگلاش یرولانساز عوامل و یکیعنوان  هب، STx یا ینتوکس
ساختار ، STxBمطرح است.  یاسهال خون یجاددر ا یسانترید

 لاًمنومر کام UTR 5دارد که از  (واحد یرز 5)یک هموپنتامر

و  نوکلئوتید 270ازمتشکل  شده است. هر منومر آن یلتشک یکسان

 باشد. می kDa7/7حدود  مولکولی آنو وزن  بوده یدآمینهاس 69

نشان داده است برخلاف گذشته که دانشمندان  یراخ مطالعات

 قسمت ینپنداشتند، ا یم یسمیرغ لاًرا قسمت کام STxB یهناح

 یرندهبه گ STxB. (6)است  یزناچ یلیخ یسمّ یتخاص یدارا

 یها اکثر سلول یکه رو شدهمتصل  Gb3نام  خود به یسطح سلول

 یسرطان یها در سطح سلول یادیز یانب، Gb3. شود یم یانبدن ب

 ینو کلون دارد. همچن ینهتخمدان، س ینوماهایمثل لنفوما، کارس

 یزو موش ن ی( انسانDC) یتدندر یها سطح سلولدر  یفراوان ینا

 . (7) شود یم یدهد

 

 تحقیقات کاربردی مربوط به اکثر

RIP ها (Ribosome Inactivating Proteins )درمان سرطان  یبرا

 بدخیم یسرطان های سلول سمت به گزینشی طور به ها RIPبوده که 

 فمندرساندن هد ی. براردیگ انجام حذف عمل تا شده تیهدا

RIP ژن  ینیفور نکریاز ل، ها به سلول هاPA سیآنتراس لوسیباس 
 های RIP .(8) توان استفاده کرد ی( مPA63به 1a-PA قطعه نی)ماب

ها یا سایر  بادی آنتی با 2نوع  های RIPاز  Aهای  و زنجیره 1نوع 

moieties ها یا  شبیه فاکتورهای رشد، سایر هورمون)های هدفمند

وجود  بهرا های هدفمند  جفت شده و توکسین (رپپتیدهای کوچکت

 عوارض با قوی سموم محتوی ها، جفت این. (9،10) ندآور می

 های سلول یا ماکروفاژ از برگرفته ها آن زیرا ؛هستند بالا جانبی

 ها جفت این کاربرد مورد در بعدی موضوع. باشند می سوماتیکی

 ژن آنتی عنوان به ها آن به ایمنی سیستم پاسخ ،سرطان درمان در

 تیو خاص  ML1ژن یآنت اتیخصوص به توجه با. (11) است

 یدارو و واکسن دیکاند کیعنوان  هب نیپروتئ نیا، STxB یحامل

 و یژن کاست ساختمطالعه  نیکه در ا بودهمطرح  ضدسرطان

 موش در یباد یآنت دیتول و E. coliدر   ML1-stxBژن یآنت انیب

 قرار گرفت. یموردبررس یسور
 

 بررسی روش
 یبانک ژن ازML1 ( Mistletoe (Viscum album L ترادف ژن

NCBI  با شمارهAY377891.1 توجه به  . بایداستخراج گرد

از ) ترمینال -N ناحیه) ژنی ناحیه ،موجود های داده بررسی

. گردید نوکلئوتید( انتخاب 762) 113-874 نوکلئوتید

 .شد ن تهیهف یاز شرکت ندا ML1ژن  یحاو  pUC57پلاسمید

 یها و سوش pET28a(+)-ipaD-Linker-stxB یانیب وکتور

DH5α و E. coli BL21(DE3) یشناس ستیگروه ز شگاهیاز آزما 

  .ندتهیه شددانشگاه 

 ازML1  ژن وpET28a(+)-ipaD-Linker-stxB[8]  یانیب وکتور

هضم و از  NdeIو  SalI محدودالاثر یبرش یها میوکتور با آنز

 ML1 یسپس قطعه ژن ،شدند یو جداساز صیتخل ژل آگارز یرو

 میبا آنز pET28a(+)-Linker-stxBو 

T4 DNA Ligase(Fermentas)  ساعت در  یکبه مدت            

 درجه ممزوج شد.  22 یدما
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 pET28a(+)-ML1-Linker-stxB بینوترک دیپلاسم، تیدرنها 

 .دیگرد ختیترار E. coli BL21 (DE3) یانیب زبانیدر م

 حرارتی،و شوک  کلراید کلسیمبه روش  ترانسفورماسیونل عم

 یصو تخل یدگرد تهیهکشت  ،یافتهرشد های کلنیو از  انجام

 ،آگارز ژل با شده استخراج یگرفت. پلاسمیدها صورت یدپلاسم

 . (12) شدند أییدت یمیو هضم آنز PCR یلهوس همطالعه و ب

 یعات ژنقط یرمراز و تکثیپل یا یرهجهت انجام واکنش زنج

 5/2واجد ) یکرولیترم 25با حجم  BIO RAD از دستگاه ،موردنظر

 MgCl2 ،150مول  یلیم PCR buffer 10X، 1 یکرولیترم

  F،R  یاـه یمـرراـاز زوج پ یـکـومـولپ dNTP، 400 یـکـرومـولم

For5’GCAGCCATCATCATCATCATC3’Rev5’ATCT

CAGTGGTGGTGGTGG3’)) 

 یکو  Taq DNA Polymease میواحد آنز در این مرحله، یک

 یمربوط به هر نمونه استفاده شد. برنامه حرارت DNAاز  یکرولیترم

به درجه  94 یکلس یکقطعه موردنظر از  تکثیرجهت  مورداستفاده

 60 یه،ثان 45 به مدت درجه 95 یتکرار یکلس 30 یقه،دق 3 مدت

 یکلس یکو  یهثان 60 به مدتدرجه  72 یه،ثان 50 به مدت درجه

 NdeI ،SalI یها یمو از آنز یقهدق 5 به مدت درجه 72 یینتهاا

 استفاده شد. یمیهضم آنز یبرا

 5به  تریکرولیم 100 زانیم ،شده یجداساز های کلنیکشت شبانه  از

  دنیو پس از رس حیتلق عیما LB طیمح تریل یلیم

(Optical Density)OD  نانومتر، ماده  600موج  در طول 6/0به

 کشت طیمح به مولار یلیم 1 غلظت با( IPTGوموتر )القاکننده پر

 گرادیسانت درجه 37 یدما در ساعت 5 به مدت وشد  افزوده

 .(13) گردید هیته یسلول رسوب و انکوبه

شده در مرحله فوق به روش  یآور جمع ییایباکتر یها سلول

بافر  تریکرولیم 500ها با  روش، سلول نیشدند. در ا ماریدناتوره ت

سپس  ،شکسته شدند ونیکاسیسون قیمخلوط و از طر B هزکنندیل

و شدند  فوژیسانتر rpm14000با سرعت  قهیدق 20ها به مدت  نمونه

)نمونه( با سمپل بافر  5)بافر نمونه( به  1با نسبت  ییمحلول رو

 درجه 100 یدما در قهیدق 5 مدت به و مخلوط x5غلظت  یدارا

 ژل با مارشدهیت یها نمونه ،تیدرنها. دش جوشانده گرادیسانت

 یها نیپروتئ انیب ازلحاظ% 12( SDS-PAGE) الکتروفورز

 .شدند یبررس بینوترک

 

تهیه محلول ژل، درصد آکریل آمید و بیس اکریل آمید  برای

پروتئین انتخاب شد. با توجه به اینکه پروتئین  همتناسب با انداز

استفاده  %12از ژل  ؛کیلو دالتون وزن داشت 41شده در حدود  بیان

 ینیپروتئ مارکر با همراه ،IPTG یقبل و بعد از القا یها شد. نمونه

% 12 ژل غلظت. شدند الکتروفورز دناتوره طیشرا تحت( ناژنی)س

 از ن،یپروتئ یباندها مشاهده یبرا. بود آمپر یلیم 25 ثابت انیجر با

 تأیید برای .گردید استفاده بلو یکوماس با یزیآم رنگ روش

شد. بلاتینگ به کار برده بلات  وسترن یکتکن یب،ترکپروتئین نو

منظور ابتدا  ینبه ا گرفت؛ها روی کاغذ نیتروسلولز انجام  نمونه

در الکتروفورز  یکروگرمم 30نمونه خالص پروتئین هدف به مقدار

همان مقدار  )بهBSA % ران شد و از پروتئین 12پلی آکریل آمید 

. سپس ژل از گردیداستفاده عنوان کنترل منفی  هب (هدف ینپروتئ

 25تریس  :شامل)شده و در بافر بلاتینگ  کاست الکتروفورز جدا

شو داده و شست( %20مولار و اتانول  میلی 192مولار، گلیسین  میلی

بندی و  بلات بسته شو، ژل در ساندویج وسترنو شد. پس از شست

 100. فرآیند بلاتینگ در ولتاژ گرفتدر تانک وسترن قرار 

منظور  سپس به ،انجام شد یمساعت و ن ولت به مدت یک یلیم

 به مدت یتروسلولزهای خالی )بلاکینگ(، کاغذ ن پرکردن جایگاه

 ژلاتین در% 3شب در محلول  یک

(Phosphat-Buffered Salin-Tween )PBST  درجه  4در

شو داده و شست PBSTسپس سه مرتبه با  ،شد یسانتیگراد نگهدار

 های رقت با موشی کلونال پلی های یدبا یشد. کاغذ با آنت

درجه گرماگذاری شد.  37شده توسط شرکت سازنده در  مشخص

 یسه بار انجام گرفت. کونژوگه موش PBSTشو با و فرآیند شست

رفت.  به کاردهنده  بادی تشخیص عنوان آنتی هب 1:2500با رقت 

شو نیز و یند شستآهمانند مرحله قبل گرماگذاری انجام شد. فر

کاغذ نیتروسلولز در  ،یتدرنها. صورت گرفتنند مراحل قبلی هما

          DAB (Diaminobenzidine) یزا رنگمحلول سوبسترای 

 pHمولار با  میلی 50 ،لیتر بافر تریس میلی 100گرم در  میلی 60)

برای توقف واکنش،  و گذاشته شد( تا ظهور باند پروتئینی 8برابر 

 .(7،13)گرفت کاغذ در آب مقطر قرار 

انجام  سانتیگراد درجه 4 دمای با سرما اتاق در تخلیص مراحل تمام

 درجه -20 دمای در بلافاصله آمده دست به  پروتئین و شد

 ای ـه ولـر از محلـیتـرولـمیک 25دار ـمق .دـردیـگ رهـذخی سانتیگراد
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ژل  با ،ستون برداشته شد تا پس از تیمار با سمپل بافرخروجی  

 بررسی شوند. SDS-PAGE الکتروفورز

 از استفاده با برادفورد و روش کمک به شده بیان پروتئین غلظت

تعیین  استاندارد عنوان به( یناژن)س (BSA) گاوی سرم آلبومین

 گردید.

عنوان تست  به یعدد موش سور 5از  یمنی،پاسخ ا یمنظور بررس به

 20هر موش،  یبرا شد.عنوان نمونه کنترل استفاده  عدد به 5و 

 500استریل به حجم  PBSشده با  میکروگرم پروتئین تخلیص

ها برای  سازی نمونه جهت آماده ، سپسمیکرولیتر رسانده شد

آن ادجوان کامل فروند اضافه گردید )حجم  حجم همتزریق، 

. در پایان، به هر موش شدندهمگن  یاتمحتو ولیتر(  میلی 1نهایی 

میکروگرم  20 یحاو)ه شد میکرولیتر از نمونه تهیه 200 ،تست

در چهار نوبت با فاصله  یصورت صفاق هب (،ژن موردنظر آنتی

 .(7،13)گردید روز تزریق  14 یزمان

 یوان،موجود در سرم ح یباد یآنت یترت یینتع جهت ،مرحله ینا در

 شد:استفاده  به شرح زیر ELISAاز روش 

ژن در کف  عنوان آنتی پروتئین نوترکیب به تیتثب (الف

مسدود کردن  ج( ؛ها چاهک یشوو ب( شست ؛وپلیتمیکر

د( تهیه سریال رقت  ؛ها ژن در کف چاهک های خالی از آنتی محل

 ی؛ح( افزودن کانژوگه موش ؛تست و کنترلگروه  واناتیاز سرم ح

 و( افزودن سوبسترا و توقف آزمایش. 

 8مقدار  ،و نمونه یدر سه چاهک کنترل مثبت، کنترل منف

 دیرس تریماکرول 100به حجم PBSTم موش با بافر از سر تریماکرول

 د ازـس بعـسپ ،شد تیـتثب Capture Antibodyوان ـنــع هـو ب

 ML1از  کروگرمیم 5/3در چاهک کنترل مثبت،  نگیبلاک

 یعیطب ML1 رهیـاز ذخ تریکرولیم10و در چاهک نمونه،  بینوترک

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 یی)حجم نها شداضافه  PBSTفقط بافر  یو در چاهک کنترل منف

به هر چاهک  در ادامه،(. دیرس تریماکرول 100به  PBSTبا بافر 

 PBSTبافر  تریماکرول 99در  یسرم موش سور تریکرولیم یک

کانژوگه  ،انیشد. در پا افزوده Detection Antibodyعنوان  به

قرائت  ها سپس سوبسترا اضافه و جذب چاهک ی،موش سور

صورت  PBSTشو با بافر و شست ،لمراح نیتمام ا نی. در بگردید

 .(7،13) گرفت

 با رابط کاربری 4، 3، 1نسخه  Rافزار آماری  نتایج با استفاده از نرم

R Studio  های  گیری طرفه )برای اندازه آزمون واریانس یکو

در نظر گرفته  p<05/0داری،  مکرر( بررسی شدند. سطح معنی

 شد. 

 

 ها یافته

با شماره   NCBIیاز بانک ژن ،شداروا اهیگ ML1 یژن ترادف

AY377891.1 یها داده یبا توجه به بررس .دیاستخراج گرد 

ژن از  هیناح نیبهتر ؛موجود که در مقدمه به آن پرداخته شد

افزار  نرم به کمکانتخاب و  (دینوکلئوت 762) 158-919 دینوکلئوت

Gene Script قطعه حضور تأیید منظور همچنین به .دیگرد نهیبه 

 یمآنز وسیله به یمیاز هضم آنز، pUC57وکتور در دنظرمور

الف ( استفاده شد که  :1 شماره )شکل SalIو   NdeIمحدودالأثر

طول دارد، از وکتور  bp774که حدود  ML1حالت ژن  یندر ا

 pET28a(+)-Linker-stxBدست آوردن قطعه   هب یخارج شد. برا

هضم  ، ازpET28a(+)-ipaD-Linker-stxB یانیب وکتور یرو بر

ب ( استفاده  :1شماره  )شکل SalIو   NdeIمحدودالأثر یمیآنز

 bp5600حالت قطعه با طول حدود  ینکه در اگردید 

pET28a(+)-Linker-stxB آمد به دست. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 )الف(                                                 )ب(

 .pET28a(+)-Linker-stxBید سمپلا دوگانه هضم( ب ؛%1 آگارز ژل روی صناعی ژن پلاسمید از حاصل تصویر (الف :1شکل شماره 

 ،SalIو   NdeI یمآنز با PUC57 یمی: برش آنز2ستون ؛DNA مولکولی نشانگر: 1 ستون( الف

 ،SalIو   NdeI یها آنزیم با pET28a(+)-ipaD-Linker-stxB یمی: برش آنز2ستون؛ DNA مولکولی نشانگر: 1 ستون( ب
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 و ML1 یقطعات ژن یمیپس از برش آنز 

pET28a(+)-Linker-stxB یها یمبا آنزNdeI  - SalI یصو تخل 

یم                         آنز یلهوس هقطعات ب ینژل آگارز، ا یها از رو آن

T4 DNA Ligase (Fermentas)  یت،ممزوج و درنها یکدیگربه 

 یزباندر م pET28a(+)-ML1-Linker-stxB یبنوترک یدپلاسم

 . یدترانسفورم گرد E. coli BL21 (DE3) یانیب

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

پلازمید، پس از استخراج  نوترکیبمزوج وکتور قطعه م تأیید رایب

سپس با . ب( :2 شماره ) شکل بر روی آن انجام شد PCRعمل 

صورت برش عمل  NdeIو  XhoI محدودالاثر یبرش  یها یمآنز

الف( ، 2 شماره ) شکل bp996در حدود  یا و قطعه گرفت

 .یدمشاهده گرد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 )الف(                )ب(
 .pET28a(+)-ML1-Linker-stxB یبوکتور نوترک یمیبرش آنز :2شماره  شکل

 یمیآنز : محصول برش2( و چاهک SM0313#)یک نوکلئ ید: مارکر اس1الف( چاهک

 .PCR: محصول 3 و 2( و چاهک SM0313#)یک نوکلئ ید: مارکر اس1 ب( چاهک

درجه  37در  یعما LBکشت  یطشده در مح انتخاب کلنی 

منظور  به ی،به رشد کاف یدنپس از رس و کشت داده شد یگرادسانت

دت م و به یدمولار اضافه گرد یلیم 1با غلظت  IPTG ،ینپروتئ یانب

 انکوبه یقهدور در دق150درجه با سرعت  37 یساعت در دما 5

  شد.

 SDS-PAGE %12ژل یرو ،آن یفیتو ک یانب یبررس یبراسپس 

 یلودالتونیک 41حدود  یگاهمدنظر در جا ینیبرده شد. باند پروتئ

 نشد. مشاهده یباند یچکه در کنترل ه یدرحال ؛قرار گرفت
 

 

  
 .موردنظر پروتئین یانب یسمنظور برر به، SDS-PAGEژل  یالکتروفورز رو :3 شماره شکل

 .IPTG: نمونه بدون القا با ماده 5 و 4 یف شمارهرد ؛IPTG: نمونه القاشده با ماده 3 و 2 ردیف شماره ؛(PR0602-S#)پروتئینی : مارکر 1 ردیف شماره
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 Western Blotting تکنیک ،أیید محصول پروتئینیمنظور ت به 

 STxBکلونال ضد  یپل یباد ی. در این روش از آنتشد کاربرده به

 کامل استفاده شد. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

یک  ؛است IPTGالقاشده با  هدر ستون تست که مربوط به نمون

. در گردید( مشاهده 5 شماره )شکل kDa41باند در نزدیکی 

 نشد. دیده یباند یچه ،نبود IPTG یکه تحت القا ستون شاهد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 .وسترن گذاری لکه :5 شماره کلش

 .IPTGنمونه شاهد القانشده با : 3 یفرد ؛IPTGنمونه تست القاشده با : 2 یفردینی؛ مارکر پروتئ: 1 ردیف

 هر آن در میزانو محاسبه  تولیدشده بادی آنتی منظور ارزیابی به

 هفته یکاستفاده شد.  غیرمستقیم الایزایروش  از تزریق،مرحله 

 عمل ه ب ریـیونگـشاهد خ ت وـتس یها وشـم از یق،تزر بعد از هر

انجام شد.  ELISAیش آزما، سرم آنها یجداساز بعد از آمد و

 یبرا یموش یباد یآنت یترت یبررس جهت یقدو تزر داد نشان نتایج

 . کند )نمودار( یم یتکفا MLI-STxBژن  یآنت
 

  
 .ELISA تکنیک از استفاده با موش بادی آنتی تیتر بررسینمودار: 

 

  بحث
سمومی هستند که  ،(RIP) یبوزومیر کننده غیرفعال های پروتئین

 دارند.  لیکوزیدازگ - Nخواص 

نوع  های RIPعنوان  شوند و به گیاهان تولید می هوسیل آنها اساساً به

کننده  های غیرفعال اند. پروتئین بندی شده طبقه 2نوع  های RIPو  1

 پروتئین زـسنت از وزیدازی،ـیکگل-Nت ـالیـل فعـیـریبوزومی به دل

A) مخصوص باقیمانده آدنین یک شکافتن وسیله به
 از( 4324

28SrRNA 60به زیرواحد بزرگ  مربوطS  ریبوزومی جلوگیری

توانند آدنین را از  معین می های RIPاز  بعضی. (12،14) کنند می

DNA همین دلیل نوکلئوتیدهای دیگر جدا کنند که به و سایر پلی، 

اند  گلیکوزیداز شناخته شده نوکلئوتید عنوان آدنوزین پلی آنها به

(1). 
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که است ( A و Bپپتیدی ) سموم دارواش شامل دو زنجیره پلی 

 A. زنجیره شوند  هم متصل می سولفیدی به با یک پل دی لاًمعمو

 لکتینیخاصیت  Bو زنجیره  بودهدارای عملکرد آنزیمی 

(Lectinدارد که قادر است پروتئین )  هایشان را به باقیمانده

 ،گالاکتوز در روی سطح سلولی متصل کند. این خصوصیات

 ها RIP .(15-18) کند به سلول را تسهیل می A هورود زنجیر

 (،20سوپراکسیدیسموتازی )، (19) یتینازیک های آنزیمی فعالیت

Dnase( و21ای ) ( 22لیپازی) دهند.  را نشان میRIP سبب به ها 

ویروسی دارای اثر  RNAگلیکوزیدی روی  -Nفعالیت 

مرتبط با  تواند می ها RIPنزیمی آ های فعالیت. هستند  ضدویروسی

 در. (23،24)ها باشد  نقش دفاع گیاهان در برابر شکارچیان و قارچ

افزایش مقاومت در مقابل  زمینه در یکشاورزی، تحقیقات

انجام شده نوترکیب  DNAاز تکنولوژی ها با استفاده  ویروس

وارد فاز  یقاتتحق ،HIVامراض  هبرای معالج نیز . در پزشکیاست

 مربوط کاربردی تحقیقات اکثر ولی (،25) شده است II یمطالعات

 ها RIPهدایت به منجر که بوده سرطان درمان ها، متوجه RIPبه

 بدخیم برای حذف یهای تومور طور گزینشی به سمت سلول به

 . شود می ها آن

 ،یسرطان یها ( بر سطح سلولGb3)  STBرندهیگ انیب وفور علت به

. گردد  یاستفاده م یسرطان یها انتقال دارو به سلول یبرا STBاز 

 یها در سطح سلول Gb3به همراه دارو به نیز  STBکمپلکس 

در  یدرمان یمیاز اهداف مهم ش یکی. شود یمتصل م یسرطان

داروها بر  یه حداقل رساندن عوارض جانبب ی،سرطان مارانیب

 یدارو تواند یم STB ،منظور نیهم به ؛بدن است یها سلول گرید

بر  نکهیکند بدون ا یوارد سلول سرطان ماًیضدسرطان را مستق

. باشد داشته یکمتر اثر حداقل ای باشد داشته تأثیر گرید یها سلول

عنوان  به Spherulitنام  به یدیپیل هیچندلا یها کولیوز از ،امروزه

را  ها کولیوز نیا. شود  یانتقال داروها استفاده م یبرا یمخزن

 Gb3به سمت  ماًیها را مستق ممزوج کرده و آن STBبا  توان یم

 STB نالیترم C هیعموماً از ناح STBداروها به  تصالفرستاد. ا

انجام  Cys نهیدآمیواسطه اس گوگرددار و به وندیپ کیواسطه  به

سرطان  یدرمان یمیرا جهت ش یمختلف یداروها ،. امروزهدریگ یم

 براساس .(26) فرستند یم یسرطان یها به سلول STBتوسط 

 ، تـه اسدـش امـانجف ـمختل یاـرهـنکیل یرو رـب هـک یـاتـعـالـمط

 

 ریپذ که غنی از آرژنین و انعطاف ینیفور نکریاز ل مطالعه نیدر ا

تا در  ادد یم بینوترک نیپروتئ امکان را به نیا ی،و از طرف بود

 ؛شود میبه دو قسمت تقس Gb3 رندهیگ یدارا یها سطح سلول

 یمناسب شکل به دشدهیتول نیپروتئ یها توپ یتا اپ گردید استفاده

از  یناش ،نکریل نید. عملکرد اشون عرضه یمنیا یها ه سلولب

اغلب  آنکهدر ساخت  کاررفته به یها نهیآمدیاس تیخصوص

مختلف  یها فیموت یموجب جداساز و باشد یت، ماس نیآرژن

 برای لینکر نوع این از ،گذشته در. شود یشده م وژنیف نیپروتئ

 در پژوهشی در. شد می استفاده سرطانی های سلول به دارو انتقال

 نتیجه این به سرطانی، های سلول به مختلف یداروها انتقال مورد

 ،انعطاف بدون رهایلینک به نسبت فورینی لینکرهای که رسیدند

 ،نیآرژن یدارا ینکرهایل درمجموع .(27) کنند می عمل ثرترؤم

و... که  RR، RXK ینکرهایل مانند ؛ندیآ یم حساب به ینیفور

این پژوهش  در مورداستفاده. لینکر خورند یبرش م نیتوسط فور

RARR ، نیا. دیانتخاب گردبوده، آرژنین  زیک توالی غنی اکه 

 سیآنتراس لوسیباس PAژن  یشده از آنت قتباسا ی،نکریل یتوال
 .(8،28)است 

 ،یشگاهیآزما وانیبه ح یممزوجنوترکیب  یها پروتئین قیتزر

 یهنر نیشوند. حس یم ها بادی علیه پروتئین تیتر آنتی شیباعث افزا

بیان پروتئین »ای با هدف  در مطالعه 1393سال  ،و همکاران

در موش سوری و  آن اییز و بررسی ایمنی IpaD-STxBنوترکیب 

           بادی علیه پروتئین تیتر آنتی ندنشان داد« یخوکچه هند

IpaD-STxB (7،13شته است )دا یافزایش محسوس ،در موش .

زایی  ایمنیبا بررسی  1394در سال  نیز وند و همکاران باران یمهد

 های رت صورت نازال در به IpaD-STxB و  STxBیها ژن آنتی

،  STxBهب IpaDمشاهده کردند با ممزوج شدن  ،آزمایشگاهی

 STxB ژن آنتی بادی علیه بادی نسبت به تیتر آنتی میزان تیتر آنتی

در  یباد یتر آنتیت جهت بررسی، در مطالعه فوق تافزایش یافته اس

انجام  یقروز تزر 15مرتبه با فاصله  4 یشگاهی،آزما یواناتح

 یتخاص یریبوزومی دارا کننده های غیرفعال . پروتئین(29گرفت )

 یوانحداکثر دو مرتبه به ح یا یک یقبا تزر و هستند یاوری

د که از نکن یم یدتول یباد یآنت یکاف اندازه به یشگاهیآزما

کننده ریبوزومی است.  های غیرفعال بارز پروتئین یاتخصوص

 دار ـدهد مق یان مـنش یباد یآنت یترت یتمربوط به کمّ های یشآزما

 
49 

 1397 اسفند، دوازدهم، شماره دوازدهممجله دانشگاه علوم پزشکی قم/ دوره 

 International License Creative Commons Attribution License 4.0 

 



 

 

 و همکاران آبادی سهیلا رهنمایی یحیی       ...                                                         تولید و E. Coli دارواش در  ML1-stxBیجژن ممزو یانب و سازی زیرهمسانه

 
ندارند.  داری معنیدوم و سوم با هم اختلاف  یریگ خون یباد یآنت 

کلونال  یبادی پل آنتی یتکمّ ،1396در سال  و همکاران یعبداله

 میزان که کردند مطالعه رترا در  SO6پروتئین نوترکیب 

 چندانی اختلاف هم با سوم و دوم اول، یریگ خون بادی آنتی

 .(30نداشت )
 

 گیری نتیجه
ژن  یآنت یدوم برا یقبعد از تزر یموش یباد یتآن تیتر شیافزا

MLI-STxB نواجوانتیویما یاتاز خصوص یناش STxB باشد  یم

 یتخاص کهها بوده  RIPاز خانواده  SO6و  MLIژن  یو آنت

 . دارد یزن یاوری

 یلهوس ه( بMLI) ژن آنتی شناسایی به توجه با تحقیق، این در

سوپراکسید  ینازی،کت یمیآنز یتو خاص MLI-STxB یباد یآنت

خواص  اثر ضدویروسی و  ،یلیپاز ای،DNas ی،دسموتاز

همچنین  یبوزومی،کننده ر فعالیرغ یها ینضدسرطانی پروتئ

 یادز یانو ب STxBپروتئین  یحامل یاوری، یی،زا یمنیا یتخاص

Gb3 تا پروتئین  تلاش گردیدانسان،  یسرطان یها سطح سلول در

. شودتولید  stxBو  MLIی ها نوترکیبی با ممزوج کردن ژن

 یکواکسن و  یدکاند یکعنوان  تواند به یشده م پروتئین ساخته

 و ضدقارچ مطرح باشد.  یروسضدسرطان، ضدو یبترک

 

 

 

بوده و با توجه  یدارپا یاربس  ML1ریبوزومی کننده یرفعالغ ینپروتئ

 ترکیبات، این بادی آنتی از ،STxB یاوریو  یحامل یتبه فعال

 شیگلا باکتری و دارواش گیاه سم تشخیصی کیت عنوان به

 تیتر بودن یکسان فرض نتایج، آماری تحلیل کرد. استفاده توان می

 بادی آنتی افزایشی تولید و کرده رد را ها گیری نمونه در بادی آنتی

(001/0=p )کند می تأیید را. 
 

 تشکر و قدردانی
 در محترم همکاران و پژوهشگران د،یاسات یتمام از لهیوس نیبد

 تحقیق این رسیدن نتیجه به در که)ع( حسین امام جامع دانشگاه

  .شود یم یسپاسگزار و تشکر کردند، فراوان تلاش
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