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‌چکيده
‌ ‌هدف: ‌و باسیلوس یکی از عوامل اصلی بیماري اسهال در انسان و شیگلا ‌جنسزمينه

ترین  باشد. یکی از مهم زخم )یک بیماري مشترک بین انسان و دام( می عامل سیاه آنتراسیس

به همراه ‌ipaDترمینال ژن  Nسازي  است. همسانه IpaDپروتئین شیگلا، فاکتورهاي بیماریزایی 

تواند مطرح  عنوان کاندید واکسن نوترکیب می زایی است، به که داراي نقش ایمنی pa20ژن 

و باسیلوس آنتراسیس ( PA20ژن حفاظتی ) آنتی a1-ژن ممزوجی دومن بیان باشد. در این مطالعه 

N-  ترمینال ipaD بررسی شد.اشرشیاکلی  در شیگلا 

صورت گرفت و جهت  pa20  در این مطالعه تجربی، طراحی پرایمر براي ژن :روش‌بررسي

 pGEM-T Easyانجام شد. سپس قطعه تکثیرشده به درون  PCRتکثیر این قطعه، واکنش 

Vector Systems سازي شد. ژن همسانه  pa20 هاي محدودالاثر  وسیله آنزیم بهEcoRI  وXhoI 
حاوي کاست  (+)pET28aممزوج شد. وکتور  ipaDبه ژن  pa20  خورده و در نهایت، ژن برش

تراریخت و بررسی بیان  BL21(DE3)سویه  E. coliشده به باکتري  ساخته ipaD-pa20ژنی 

 کاست ژنی انجام گرفت. 

وسیله  به (+)pET28aدر وکتور بیانی  ipaD-pa20هاي ممزوجی  در این مطالعه، ژن ها:‌يافته

PCR  وسیله  همچنین پروتئین نوترکیب تولیدشده به گردید. تأییدیمی هضم آنزوSDS-PAGE  و

 گذاري وسترن تأیید شد. لکه

 القاي آپاپتوزو خاصیت  PA20بادي  وسیله آنتی به PAژن  با توجه به شناسایی آنتیگيري:‌‌نتيجه

انواع واکسن نوترکیب علیه عنوان کاندید  به ،تولیدشده ipaD ژن زایی آنتی آن و خاصیت ایمنی

 تواند مطرح باشد.  میباسیلوس آنتراسیس و  شیگلا

 ،هاي باکتریایی ژن آنتی ؛فلکسنري شیگلا؛ پروتئین آیپا دي، آنتراسیسهاي  باسیل‌:ها‌واژه‌کليد

 .ipaD و (PA20ممزوجی ) هاي ژن آنتی
 

‌مجله‌دانشگاه‌علوم‌پزشکي‌قم
‌‌49تير،‌چهارمدوره‌نهم،‌شماره‌

 ‌24الي‌‌22صفحه‌

 
  مقاله پژوهشيمقاله پژوهشي

(Original Article) 

 

 

 

 

 

 :نمایید استناد زیر صورت به مقاله این به لطفاً
Ahmadi AH, Honari H, Ebrahim Minaei

 
 M. Cloning, fusion, and expression of 

domain a-1 protective antigen (PA20) of Bacillus anthracis and N-Terminal 

ipaD gene of Shigella in E. coli.  

Qom Univ Med Sci J 2015;9(4):20-29. [Full Text in Persian] 

 

 1334 تیر، چهارم، شماره نهممجله دانشگاه علوم پزشکی قم/ دوره  02

 

mailto:honari.hosein@gmail.com


 

 

 و همکاران امیرحسین احمدي                                                        و ... باسیلوس آنتراسیس (PA20) ژن حفاظتی آنتی a1-دومن سازي، امتزاج و بررسی بیان  همسانه

 

‌مقدمه‌ 
یک  ي،ا روده يها وسیله پاتوژن اسهالی ایجادشده به هاي یماريب

در ایران و کشورهاي در حال توسعه   سلامت عمومی عمده مشکل

با میزان  ي(ا عفونت حاد روده) یس. شیگلوزشود محسوب می

مقاومت  و علت نبود یک واکسن علیه آن به، شیوع بالا در جهان

(. 1مطرح است ) یوتروریستیعنوان یک عامل ب به ،بیوتیکی آنتی

همراه یک اسهال خونی باسیلی حاد  تصور هب هموارهشیگلوزیس 

 و تب مانندموکوس توأم با علائم بالینی  با خون و یمدفوع آبکبا 

که ممکن است به همراه  شود  مشخص می  هاي شکمی کرامپ

یی فاکتورهاترین  یاصل. (3،2) باشدنیز م اورمیک همولیتیک رسند

کنند  یمي رهبررا  شیگلازایی  یماريبی مولکولیسم مکان که

یان ب. (4،4شوند ) یم کد شیگلاید بزرگ پلاسموسیله  به

ي حمله برای کافیه، شرط لازم و ناحین اشونده در کدي فاکتورها

(. از 6،2باشد ) یمها ماکروفاژتلیال و نابود نمودن  یاپي ها سلولبه 

یدي مهاجم پلاسمهاي  ژن یآنتتوان به  یمها  ینپروتئین اجمله 

(Invasion Plasmid Antigens A, B, C, D( اشاره کرد )8 .)

ي برایدي کلزاي  یماريبي فاکتورها، IpaB, C, Dا ه ژن یآنت

گذاري آنها در تهاجم به  تأثیر عملکردنظر از  هستند. صرف شیگلا

یر ساها ترشح و انتقال  ینپروتئین ای، سلولسلول و بقاي دورن 

را نیز بر عهده یزبان مي ها سلولگذار به درون  تأثیري کتورهافا

وسیله  ی بهاصلژن  یآنتعنوان یک  به IpaD (. پروتئین3دارند )

(. 6،،1شود ) یی میشناسایمون میمنی بدن انسان و ایستم س

 ییرا شناسا IpaDین پروتئ ینالترم-Nیه که ناح هایی بادي یآنت

 ي،صفراو يها با نمک ینپروتئ ینبرهمکنش اتوانند  می کنند یم

 يباکتر، حالت یندر ا .کنند کولات را سرکوب یاکس يد یژهو به

یري و به کارگ یفراخوان يخود برا یژهو یتقادر به انجام فعال

 یجهدر نتبود، نخواهد فاکتورهاي لازم براي ورود به سلول میزبان 

رفته و  یناز ب یوکاریوتیمنفذ در سلول  یجادا يتوان شیگلا برا

با شود.  یسرکوب م یزبانبه درون سلول م يپروسه ورود باکتر

بسیار قوي در  نوژنوایم یک IpaDترمینال -Nتوجه به اینکه ناحیه 

از آن در طراحی واکسن استفاده  توان یم باشد یبروز شیگلوز م

 (.11-13) کرد

 انسانی است - یک بیماري مشترک دامی (Anthrax)زخم  سیاه

  (Bacillus anthracis) راسیسـوس آنتـباسیلري ـه باکتـوسیل که به

 

هاي بیولوژیک را نیز دارا  شده و پتانسیل استفاده در جنگایجاد 

حلقوي  DNAیک علاوه بر باسیلوس آنتراسیس  .(14باشد ) می

هاي  )شامل ژن pXO1(، داراي دو پلاسمید بزرگ مگاباز 4/4)

کپسول،  .هاي مولد کپسول( است )شامل ژن pXO2توکسیک( و 

زایی بوده و باکتري را در برابر هجوم  ريکننده در بیما عامل تعیین

کند. توکسین با واسطه یک  ماکروفاژهاي میزبان محافظت می

پروتئین یا  3شود که  ایجاد می pXO1یا  PBA1نام  پلاسمید به

کننده  ژن محافظت ، آنتی(Edema Factor, EF)فاکتور مولد ادم 

(Protective Antigen, PA) و فاکتور مولد مرگ سلولی        

LF) (Lethal Factor, (. 14کند ) را کد می 

ولی داراي خاصیت  ،ی نبودهمپروتئین س (PA) زا ژن مصونیت آنتی

کننده سم آنتراکس  زایی است و در واقع بخش تعیین مصونیت

 باشد. این سم با اتصال به گیرنده غشاي سلولی میزبان می

(Receptor Mediated Internalization )لکرد دو بخش زمینه عم

گانه فوق به تنهایی  یک از سموم سه . هیچکند  دیگر را فراهم می

داراي  LFو  PAاما ترکیب دو عامل  ،یت ندارندخاصیت سمّ

اراي توان د EFو  PAخاصیت کشندگی و ترکیب دو عامل 

کد شده و غنی از  Pagوسیله ژن  به PA پروتئین .استزایی  تورم

A/T (63 فاقد سیستئین، وزن مولکولی ،)%kDa83 234، داراي 

(. ساختار کریستالی 16اسیدآمینه و پروتئینی مسطح و بلند است )

دومن مجزا و از نظر  4شامل  PAدهد  طبیعی نشان می PAاز 

 1aهاي  به دومن 1باشند. دومن  یمهم  عملکردي غیروابسته به

هاي  یدآمینهاسب از مرک 1bو  1-162هاي  یدآمینهاس)مرکب از 

هاي  ینهآممرکب از اسید 2شود و دومن  یم( تقسیم 248-162

 4و دومن  488-434هاي  یدآمینهاسمرکب از  3، دومن 428-243

کامل  PA(. پروتئین 12باشد ) یم 436-234 هاي یدآمینهاسشامل 

سلول میزبان متصل شود  در سطحکه به رسپتور خود  موقعی

برش خورده و  Furin- Like Protease نام بهوسیله پروتئازي  به

جدا  PAاز  a–1نام دومن  به 20kDaیک قسمت 

در خون میزبان آلوده به  PA63kDaو   PA20kDaشود. یم

          ص ـراي تشخیـوان بـت رو می ود، از اینـش ت میـري یافـاکتـب

              هاي بر سلول PA20  تأثیر ،علاوه سریع از آن استفاده کرد. به

PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells باعث )

 (. 18شود ) و القاي آپاپتوز می caspase3 افزایش فعالیت آنزیمی 
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 PAکلونال ضد  هاي پلی بادي شده بر روي آنتی انجام يها با بررسی 

صورت  ها به بادي % این آنتی62کامل مشخص شده است 

(. بنابراین، 13کنند ) را شناسایی می PA20توپهاي  اختصاصی اپی

عنوان کاندید، همچنین براي درمان  توان به نیز می PA20از 

    سازي . همسانههاي سرطانی با القاي آپاپتوز استفاده کرد سلول

N-  ترمینال ژنipaD  به همراه ژنpa20  که داراي نقش شناسایی

عنوان کاندید واکسن نوترکیب  تواند به زایی است می و ایمنی

ژن  آنتی a1 -ژن ممزوجی دومن بیان مطرح باشد. در این مطالعه 

 شیگلا ipaDترمینال  - Nو  باسیلوس آنتراسیس( PA20حفاظتی )

 .مورد بررسی قرار گرفت E. coliدر 
 

‌روش‌بررسي
     ، وکتور بیانیpa20ژن براي طراحی پرایمر جهت 

pET28a(+)-ipaD-stxB شناسی دانشگاه امام  از گروه زیست

از بانک ژن  pa20 توالی کامل ژن(. ،2حسین)ع( تهیه گردید )

NBCI  با شماره(Accession No: NC_007322.2 استخراج و )

توسط  طراحی وشده  ها با توجه به نقشه وکتور بیانی اشارهپرایمر

داراي جایگاه شناسایی  بالادستپرایمر  شرکت سیناژن سنتز شد.

داراي جایگاه  دست پایینو پرایمر  EcoRI آنزیم محدودالاثر

افزار تحت  نرموسیله  هکه ب است XhoI شناسایی آنزیم محدودالاثر

موردنظر  ژنی قطعه .گردید تعیین BIOLABS-NEB-cutterشبکه 

 428می، لینکر و کدون پایان داراي هاي آنزی به همراه جایگاه

توالی پرایمر رفت همراه با لینکر پرولینی  .باشد می جفت باز

(GGTCCTGGACCA و )جایگاه شناسایی آنزیم محدودالاثر: 

 EcoRI (gaattc)  : 5'-TAgaattc 

GGTCCTGGACCAGGCGGTCATGGTGATGTAG-3' 

 :محدودالاثرجایگاه شناسایی آنزیم توالی پرایمر برگشت با 
 XhoI (ctcgag)  : 5'-CGctcgag 

TTATAGATTTATTTCTTGTTCGTTAAAT-3' 

باسیلوس  باکتري PCRبا واکنش Linker- pa20 براي تکثیر ژن 
پلاسمیدهاي  شد. تهیه سسه رازي(ؤ)از بخش هوازي م آنتراسیس

تعیین پس از و شده  استخراج کلروفرم -باکتري با روش فنل 

استفاده  PCRعنوان الگو در واکنش  به، اسپکتروفتومتريبا  غلظت

 . ندشد

 

 Taqابتدا با آنزیم  Linker-pa20براي تکثیر ژن  PCRواکنش 

پیکومول از  ،/MgCl2، 4مولار  میلی 2در غلظت  )سیناژن( پلیمراز

درجه  61در دماي اتصال  و dNTPs مولار میلی ،/4 هر پرایمر،

هاي  منظور جلوگیري از جهش شد. به سازي سانتیگراد بهینه

 پلیمراز Pfuآنزیم  زتکثیر نهایی ژن با استفاده ا ه،ناخواست

(Fermentas)  میکرولیتر صورت گرفت. هر واکنش  24در حجم

PCR  مولار  میلی ،/4 پیکومول از هر پرایمر، ،/4شاملdNTPs ،

          میکرولیتر بافر Pfu، 4/2پلیمراز  DNAواحد آنزیم  ،/24

10X PCR  وMgSO4  مولار و میلی 4/2با غلظت نهایی              

بود.  باسیلوس آنتراسیس شده استخراج پلاسمیدهاينانوگرم از  ،4

شامل یک مرحله واسرشت شدن ابتدایی در  PCRهاي  چرخه

ثانیه، اتصال پرایمر به رشته  ،3درجه سانتیگراد به مدت  34دماي 

ثانیه و تکثیر قطعه  ،3درجه سانتیگراد به مدت  61الگو در دماي 

ثانیه و در پایان  ،6 درجه سانتیگراد به مدت 22موردنظر در دماي 

       درجه سانتیگراد به مدت 22یک مرحله تکثیر نهایی در دماي 

، PCRنش سازي قطعه حاصل از واک همسانهبراي  دقیقه بود. 2

روي  (SM0313#)به کمک مارکر اسیدنوکلئیک  PCRمحصول 

 بررسی شد.  ژل آگارز

وتید ئتخلیص و به انتهاي آنها نوکل ژل آگارزاز  DNAقطعه سپس 

A  (کردنترانسفورمتراریخت ) سازي و براي همسانهگردید. اضافه 

و  pEGM-T Easy Vector (Promega)از وکتور کلونینگ 

براي فیوژن  د.استفاده ش DH5α سویه E. coliهاي مستعد  سلول

 pET28a(+)-ipaDبا وکتور نوترکیب  Linker- pa20ژن 

هاي برشی  از وکتور کلونینگ با آنزیم،  Linker- pa20ژن

هضم و از روي ژل آگارز تخلیص و  XhoIو  EcoRIمحدودالاثر 

 جداسازي شد. 

    با آنزیم pET28a(+)-ipaDو  Linker- pa20قطعه ژنی سپس 

T4 Ligase (Fermentas)  درجه  22به مدت یک ساعت در دماي

-(+)pa20-pET28aو در نهایت، پلاسمید نوترکیب  فیوژ شد

ipaD-Linker  در میزبان بیانیE. coli BL21 (DE3)  ترانسفورم

، IpaD L-PA20براي بیان و تخلیص پروتئین نوترکیب  .گردید

 32مایع در  LBشده در محیط کشت  کلنی نوترکیب انتخاب

 درجه سانتیگراد کشت داده شد. 
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 ،/6 (OD)ها در میزان جذب  براي بیان حداکثري، محیط باکتري 

مولار بر لیتر  میلی 1وسیله محلول  به نانومتر ،،6طول موج  با

 4القا شد و به مدت   (IPTG)گالاکتوزید –β- D-ایزوپروپیل تیو

دور بر دقیقه( انکوبه گردید.  ،11درجه با شیکر ) 32ساعت در 

وسیله سانتریفوژ جمع شدند.  ها به پس از انکوباسیون، باکتري

 دیواره پلاک سلولی با بافر
 B(NaH2PO4:13/8gr, Tris.HCl:1/2gr, urea 480/5gr,     

add DDW to 1liter, pH in 8)  
وسیله  هاي لیزشده به شکسته و سپس سونیکیت گردید. سلول

    درجه سانتیگراد به مدت 4، دماي ،،rpm134سانتریفوژ )دور 

دقیقه( جمع شدند. میزان بیان و وزن مولکولی پروتئین  ،3

فورز روي ژل سدیم به کمک الکترو IpaD L-PA20نوترکیب 

همراه با  (SDS-PAGE)% 12اکریل آمید  پلی -دودسیل سولفات 

 تحت شرایط دناتوره (Vivantis) (PR0602-S#) مارکر پروتئینی

هاي نوترکیب به  مورد بررسی قرار گرفت. سپس تمام پروتئین

ستون وسیله  بهخود  ترمینال -Nدر انتهاي  His-tagکمک توالی 

 SDS-PAGE توسطتخلیص و  Ni-NTAکروماتوگرافی با رزین 

از  شده، یانبراي تأیید پروتئین نوترکیب ب(. 21بررسی شدند)

استفاده  کامل PAضد کلونال پلی بادي تکنیک ایمونوبلات با آنتی

گذاري  لکهشد. عصاره سلولی پس از بیان با استفاده از سیستم 

 نـسیـلایـ)گ الــقـر انتــافـو ب Bio-rad (Mini Protean )رن ـوست

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

% ،2و متانول % ،/SDS 1 مولار، یـمیل 24س ـولار، تریـم میلی 132

روي کاغذ نیتروسلولز منتقل شد. کاغذ نیتروسلولز با  (=3/8pHو 

 مولار، کلرید پتاسیم میلی 32 کلرید سدیم) PBST استفاده از بافر

 %،2 تویین ،مولار میلی Na2HPO4.7H2O ،3/4، مولار میلی 2/2

 4ساعت در دماي  16شیر خشک به مدت % 4حاوي  (pH=2/2 و

شو با و بلاک گردید. نمونه پس از سه بار شست درجه سانتیگراد

 بادي آنتی 1/،،4ساعت با رقت  به مدت یک ،PBSTبافر 

در دماي اتاق مجاور شد.  PBSTدر بافر کامل  PAضد کلونال پلی

، به مدت PBSTمجدد با بافر  يشوو ونه پس از شستنم

 (Dako) موشینژوگه وبادي ک از آنتی 1/،،14ساعت با رقت  یک

پس از سه  ،در دماي اتاق قرار گرفت و در نهایت PBSTدر بافر 

 ،4 ، براي آشکارسازي از بافر تریسPBSTشو با بافر و بار شست

 میکرولیتر ،1و  DAB گرم میلی 6حاوي  =8/2pH مولار، میلی

H2O2 فاده شد. واکنش با استفاده از استH2O متوقف گردید 

(21Error! Bookmark not defined.). 

 

 ها‌يافته
، محصول روي ژل PCRبه روش  Linker- pa20ژن  پس از تکثیر

قطعه موردنظر از لحاظ اندازه با  .آگارز مورد ارزیابی قرار گرفت

 (.1 شماره شکل)جفت باز(  428) ژن هدف همخوانی داشت

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
‌.%‌1روي‌ژل‌آگارز‌pa20ژن‌‌PCRمحصول‌الکتروفورز‌:‌1شکل‌شماره‌

 اسيد‌نوکلئيک‌مارکر،‌2و‌چاهک‌‌pa20ژن‌ PCRمحصول‌،‌1چاهک‌
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 ، براي تأییدپس از تخلیص پلاسمید و تأیید آنها روي ژل آگارز 

استفاده  PCRعنوان الگو در واکنش  به پلاسمیدها بیشتر، از

 گردید. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ،هضم شدند XhoIو  EcoRIمحدودالاثر  با دو آنزیمهمچنین 

شده از  قطعه خارج ه، اندازاسید نوکلئیک سپس به کمک مارکر

 .(2شماره  گردید )شکلتأیید  وکتور

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

‌‌
‌:‌pEGM-T Easy Vectorسازي‌ژن‌هدف‌در‌وکتور‌کلونينگ‌‌:‌تأييد‌همسانه2شکل‌شماره‌

‌.‌Linker- pa20روي‌پلاسميد‌نوترکيب‌حاوي‌ژن‌‌PCR:‌محصول‌2اسيد‌نوکلئيک‌و‌چاهک‌‌مارکر:‌1الف(‌چاهک‌

‌.اسيد‌نوکلئيک‌مارکر:‌2و‌چاهک‌‌pGEM-Teasy vectorروي‌‌:‌محصول‌برش‌آنزيمي‌1ب(‌چاهک‌

 
 T4با آنزیم  pET28a(+)-ipaD-Linkerو  pa20قطعه ژنی 

Ligase (Fermentas)  در نهایت، پلاسمید نوترکیب فیوژ و

pa20-pET28a(+)-ipaD-Linker  در میزبان بیانیE.coli BL21 

(DE3) براي تأیید فیوژن وکتور نوترکیب پس  .ترانسفورم گردید

 پلاسمید  انجام گرفت، سپس PCRاز استخراج پلاسمید، آزمایش 

 

 XhoIو  EcoRIبرشی محدودالاثر  هاي شده با آنزیم استخراج
در حدود ( ipaD-Linker-pa20برش زده شدند و قطعه ژنی )

bp822 خورده  و وکتور برشpET28a(+) bp  در حدودbp4334 

 (.3مشاهده گردید )شکل شماره 

‌
‌)الف(‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌)ب(

‌‌pET28a(+)-ipaD-Linker-pa20وکتور‌نوترکيب‌‌:‌برش‌آنزيمي‌3شکل‌شماره‌

‌.‌PCR:‌محصول‌2اسيد‌نوکلئيک‌و‌چاهک‌‌مارکر:‌1الف(‌چاهک‌

‌اسيد‌نوکلئيک.‌مارکر‌:2و‌چاهک‌‌:‌محصول‌برش‌آنزيمي‌1ب(‌چاهک
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درجه  32مایع در  LBشده در محیط کشت  کلنی انتخاب 

منظور  سانتیگراد کشت داده شد. پس از رسیدن به رشد کافی به

 مولار القا گردید.  یک میلی IPTG وسیله  بیان پروتئین به

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ،SDS-PAGEسپس براي بررسی بیان و کیفیت آن، روي ژل 

                  دودـاه حـر در جایگـی مدنظـد پروتئینـد. بانـرده شـ% ب12

ها هیچ باندي  که در کنترل کیلودالتونی قرار گرفت درحالی 38

 (.4)شکل شماره  دیده نشد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

‌‌
‌منظور‌بررسي‌بيان‌پروتئين‌مورد‌نظر.‌‌به‌SDS-PAGE:‌الکتروفورز‌روي‌ژل‌9شکل‌شماره‌

‌)رسوب‌باکتري(؛‌د‌ان‌القا‌نشده IPTGبا‌ماده‌‌نانومتر‌‌622جدر‌طول‌مو‌6/2ها‌پس‌از‌رسيدن‌جذب‌نوري‌به‌‌يباکتر:‌کنترل‌منفي‌که‌در‌آن‌1رديف‌

القا‌ IPTGنانومتر‌با‌ماده‌‌622ج‌در‌طول‌مو‌6/2به‌‌آنهاهايي‌که‌پس‌از‌رسيدن‌جذب‌نوري‌‌يباکترمحتوي‌پروتئيني‌‌:3:‌مارکر‌پروتئيني؛‌رديف‌2رديف‌

‌)رسوب‌باکتري(.اند‌‌شده

 
     Western Blottingتکنیک  ،منظور تأیید محصول پروتئینی به

 PA ضد کلونال پلی بادي این روش از آنتی . دربه کار برده شد

 ستفاده شد. کامل ا

یک باند  بود IPTGالقاشده با  هدر ستون تست که مربوط به نمون

تحت شاهد که در ستون  گردیدمشاهده  kDa38در نزدیکی 

 (.4نشد )شکل شماره  دیده IPTGالقاي 

 

 

‌‌
‌گذاري‌وسترن.‌‌:‌لکه5شکل‌شماره‌

‌نمونه‌شاهد‌القانشده.‌3؛‌رديف‌IPTG:‌نمونه‌تست‌القاشده‌با‌2:‌مارکر‌پروتئيني؛‌رديف‌1رديف‌
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‌بحث‌ 
تواند به  می IpaD-PA20تولید پروتئین نوترکیب و ممزوج 

کمک کرده و  شیگلازایی در برابر بیماري سیاه زخم و  ایمنی

اي براي تولید کاندید واکسن ایجاد کند. این موضوع  روزنه

سازي و بیان مناسب پروتئین  مستلزم روش صحیح همسانه

نوژن بسیار قوي وایم یک IpaDترمینال -Nناحیه نوترکیب است. 

 محافظتی ژن آنتیزایی  نقش ایمنیبا توجه به بوده و  شیگلوز براي

(PA) هاي یماريب. در طراحی واکسن استفاده کرد هااز آن توان یم 

و در  در دنیا بسیار گسترش داشته یگلاشمربوط به عامل  یاسهال

. سهم شود به مرگ میمنجر موقع  صورت عدم درمان به

 یلیونم یکهزار تا  ،،6در حدود یرمرگ و م یناز ا یگلوزیسش

در از نفوذ و تکثیر  زا پس  بیماري . شیگلاهاي مرگ در سال است

سیتوپلاسمیک داخل سلول زندگی  در واکوئل  تلیال  هاي اپی سلول

به سلول با ایجاد موادي با وزن  کنند. شیگلاهاي متصل  می

آغاز  هاي نرمال دیگر  سلول در   را  مولکولی کم، پینوسیتوز 

کنند. شیگلا به محض ورود به سلول باعث تورم و ایجاد   می

نکروز و  رها و بالاخره نوکلئ تجمع پلی، هاي سطحی زخم

صورت بلغم و خون همراه با مدفوع دفع  شود که به خونریزي می 

یلودالتون و ک 32داراي وزن حدود  IpaD(. پروتئین 22گردد )  می

ها موجود در انواع شیگلا زاي یماريب يفاکتورها ینتر از مهم یکی

ن ي است. پروتئیضروریزبان مسلول ه ي بباکتري تهاجم برابوده و 

IpaD  هاي  ینپروتئترشح و عرضهIpaB و IpaC  در حدفاصل

ینی به تئوپري ها ناقلیح صحین نفوذ همچني، باکتر -یزبان مسلول 

  (.23خود دارد ) کنترلیزبان را در مداخل سلول 

است و پتانسیل   هاي انسانی و دامی ترین بیماري زخم از کشنده سیاه

 زخم سیاهبیماري باشد.  می هاي بیولوژیک را دارا استفاده در جنگ

 هاي وردهادر انسان در نتیجه تماس مستقیم با حیوانات بیمار و یا فر

. با توجه به مطالعات شود ایجاد می پشم و مو پوست،انند م آنها

مشخص شده است بهترین  باسیلوس آنتراسیسشده بر روي  انجام

هاي کنونی نیز  استفاده از واکسن بوده که واکسن ،راه مقابله با آن

یکی از  PAژن حفاظتی  (. آنتی24،24باشند ) می PAبرپایه 

هاي حمایتی علیه  بادي شده براي تحریک آنتی هاي شناخته ژن آنتی

عنوان کاندید اصلی براي تحقیق  به PAآنتراکس است. پروتئین 

 د ـولیـت LF, EFب در غیاPA وقتی شود.  واکسن در نظر گرفته می

 

شده و یک واکسن نوترکیب یا  عنوان یک پروتئین خالص به شود،

(. 26باشد ) شده قادر به تولید حمایت مؤثر می واکسن ضعیف

با فعالیت پروتئازي سرم باعث  و PAبرپایه پروتئین  AVAواکسن 

. با شود یمکیلودالتون  ،2و  63  به دو قسمت PAشکست 

با  PA کلونال ضد هاي پلی بادي شده بر روي آنتی انجامهاي  بررسی

صورت اختصاصی  بلات مشخص شده است که به تکنیک دات

 کنند. را شناسایی می PA20هاي  توپ ها، اپی بادي % این آنتی62

Hammamieh  ( با بررسی خاصیت 8،،2و همکاران )سالPA20 

 (Peripheral Blood Mononuclear Cellsهاي )PBMCبر روي 

برابري آپاپتوز  4توانایی القاي  PA20چهار داوطلب نشان دادند 

دناتوره شده توسط حرارت( را  PA20نسبت به کنترل )پروتئین 

کردن کاسپازها و  توانایی فعال PA20باشد. همچنین  دارا می

 !18Errorرا دارد ) Caspase3افزایش خاصیت آنزیماتیک 

Bookmark not defined.شده نشان  (. مطالعات انجام

بادي  میزان تیتر آنتی ipaD-stxBهاي  دهد با ممزوج کردن ژن می

(. در ،2یابد ) زایی در حیوان آزمایشگاهی افزایش می و ایمنی

برداري  بهره ipaD-L-pa20هاي  کردن ژن زوجتحقیق حاضر از مم

شود که  ها از دو نوع لینکر استفاده می کردن ژن شد. در ممزوج

یکی از آنها لینکر فورینی بوده و به محض رسیدن به سطح سلول، 

شود. با توجه به   فورینی می هاي شبه وسیله آنزیم دچار شکست به

بایستی از لینکر فورینی استفاده  می IpaDخصوصیات پروتئین 

زاي شیگلا، اولین ژن  هاي بیماري ژن کرد، به دلیل اینکه تولید آنتی

 شود.   می ipaC ,Bبوده که باعث القاي  ipaDشده  فعال

 

‌گيري‌نتيجه
 اند کردهثبات ا را  IpaDژنی ، نقش آنتی شده تحقیقات انجام نتایج

به تنهایی است. از   IpaDزایی قوي و گزارشها حاکی از ایمنی

عنوان  تواند به می pa20با ژن   ipaDکردن ژن رو، ممزوج این

 باسیلوس آنتراسیسکاندید واکسن نوترکیب علیه انواع شیگلا و 

 مطرح شود. 
 

‌تشکر‌و‌قدرداني
پژوهشگران و کارکنان مرکز و گروه بدین وسیله از اساتید، 

شناسی دانشگاه جامع امام حسین)ع( که در این پژوهش از  زیست

 شود. لحاظ علمی و مالی ما را یاري نمودند تقدیر و تشکر می
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Abstract 
 

Background and Objectives: Genus Shigella is one of the main causes 

of diarrhea in human and Bacillus anthracis is the cause of anthrax     

(a zoonotic disease). IpaD protein is one of the most important 

virulence factors of Shigella. The cloning of N-terminal ipaD gene 

along with pa20 gene that have a role in immunization, can be 

considered as a recombinant vaccine candidate. In this study, we 

investigated the expression of the recombinant protein domain a-1 

protective antigen (PA20) of Bacillus anthracis and N-terminal ipaD 

gene of Shigella in E. coli. 
 

Methods: In this experimental study, primers were designed for pa20 

gene and PCR was performed to amplify this fragment. Then, the 

amplified fragment was cloned into pGEM-T Easy Vector Systems. 

The pa20 gene was cut using restriction enzymes EcoRI and XhoI and 

finally, pa20 gene was fused to ipaD gene. pET28a (+) Vector 

containing the gene cassette ipaD-pa20 was prepared and transformed 

into E. coli strain BL21 (DE3), and the expression of gene cassette was 

studied. 
 

Results: In this study, the ipaD-pa20 fusion genes in the expression 

vector pET28a(+), were confirmed by PCR and enzyme digestion. 

Also, the produced recombinant protein were confirmed by SDS-

PAGE and Western blotting. 
 

Conclusion: Considering the detection of PA antigen by PA20 

antibody and its apoptosis induction and immunization property of the 

produced IpaD antigen, it can be proposed as a recombinant vaccine 

candidate against types of Shigella and Bacillus anthracis. 
 

Keywords: Bacillus Anthracis; IpaD Protein; Shigella flexneri; 

Antigens, Bacterial; Fusion antigens (PA20) and IpaD. 
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