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‌چکیذُ
‌ ‌ّذف: ٍ‌               یٙذ  آ ٚخٛد ٔی ٞبیی ثٝ ٚاػغٝ دبسٛطٖ ای ثٝ ٞبی سٚدٜ ثخـی اص ػفٛ٘زسهیٌِ

        ٌضیٙی ثبوششی ؿٛ٘ذ. دس لا٘ٝ وٝ ثب ٔلشف ٔٛاد غزایی آِٛدٜ ٚاسد ػیؼشٓ ٌٛاسؽ ا٘ؼبٖ ٔی

E. coli O157:H7 ٝوٙٙذٜ ایٗ  ٞب وٝ ثشخی اص آٟ٘ب ؿشٚع ای اص دشٚسئیٗ دس سٚدٜ ثضسي ٔدٕٛػ

ا٘دبْ ایٗ دظٚٞؾ ؿٛد، دخیُ ٞؼشٙذ. ٞذف اص  فشآیٙذ ثٛدٜ ٚ فمذاٖ آٟ٘ب ٔب٘غ اص ایٗ دذیذٜ ٔی

اػیذ آٔیٙٝ  311دذشیذ ا٘شٟبی وشثٛوؼیُ دشٚسئیٗ ایٙشیٕیٗ ثٝ عَٛ  ػبصی ٚ ثیبٖ ٘ٛسشویت دّی ٕٞؼبٖ

 ثٛدٜ اػز. E. coli O157:H7ػٙٛاٖ وب٘ذیذ ٚاوؼٗ ػّیٝ  ثٝ

. 
 7٘ؼخٝ   Oligoافضاس ثب اػشفبدٜ اص ٘شْ eaeعشاحی دشایٕش اخشلبكی ثشای طٖ  :‌بزرسی‌رٍش

ٞبی  اٍِٛ كٛسر ٌشفز. ٚاوٙؾ DNAاص سٚی  PCRٚػیّٝ ٚاوٙؾ  ىثیش طٖ ثٝا٘دبْ ؿذ ٚ س

ػبصی طٖ،  ا٘دبْ ؿذ. دغ اص سأییذ ٕٞؼبٖ (+)pET28aٚ اِحبق طٖ، دسٖٚ ٚوشٛس  ٞضٓ آ٘ضیٕی 

كٛسر ٌشفز. ثشای سأییذ دشٚسئیٗ  IPTGثیبٖ ٘ٛسشویت دشٚسئیٗ ایٙشیٕیٗ ثب اػشفبدٜ اص اِمبٌش 

 لار ا٘دبْ ؿذ.ایٙشیٕیٗ، آ٘بِیض ٚػششٖ ث

ٞبی  ثٝ ؿىُ ٔٙبػت ثیٗ خبیٍبٜ (+)pET28aدسٖٚ ٚوشٛس  eaeػبصی طٖ  ٕٞؼبٖ ّب:‌یبفتِ

سٛخٟی سا ٘ـبٖ داد.  ٔغّٛة ا٘دبْ ؿذ ٚ دشٚسئیٗ ایٙشیٕیٗ دغ اص اِمب، ثیبٖ ٘ٛسشویت ٔٙبػت ٚ لبثُ

 ثبدی ٔٛسد اػشفبدٜ دس ٚػششٖ ثلار ٘یض سٛا٘ؼز ثٝ ؿىُ ٔٙبػجی ایٙشیٕیٗ سا ؿٙبػبیی وٙذ. آ٘شی

ػبخشٝ ؿذ وٝ ثیبٖ ٘ٛسشویت  eaeدس ایٗ ٔغبِؼٝ، ػبصٜ دبیذاس ٔحشٛی طٖ  گیزی:‌ًتیجِ

سٛاٖ ثشای سِٛیذ  سٛخٟی اص دشٚسئیٗ ایٙشیٕیٗ سا اص خٛد ٘ـبٖ داد. ثٙبثشایٗ، ایٗ ػبصٜ سا ٔی لبثُ

 وبس ثشد. ثٝ E. coli O157:H7صایی ػّیٝ  دشٚسئیٗ ایٙشیٕیٗ خٟز ٔغبِؼبر ایٕٙی

 ٘ٛسشویت.  دشٚسئیٗ ػبصی؛ ؛ ا٘شٟبی وشثٛوؼیُ ایٙشیٕیٗ؛ ٕٞؼبٖاؿشؿیب وّی:‌ّب‌کلیذ‌ٍاصُ

 

‌هجلِ‌داًطگبُ‌علَم‌پشضکی‌قن
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 ٚ ٕٞىبساٖ ٔلغفی ثخـی                                                                    ...دس  EHECػبصی ٚ ثیبٖ ٘ٛسشویت دُٔیٗ ا٘شٟبی وشثٛوؼیُ دشٚسئیٗ ایٙشیٕیٗ دبسٛطٖ  ٕٞؼبٖ

 

‌هقذهِ‌ 
اػٟبَ حبد سٛػظ ثؼیبسی اص ػٛأُ ػفٛ٘ی ٚیشٚػی، ثبوششیبیی ٚ 

خلٛف دس  ، ثٝشیٔ ٚ  ٔشيٚخٛد آٔذٜ ٚ اص ػٛأُ اكّی  اٍّ٘ی ثٝ

   ٞبی ؿٛد. ؿیٛع اػٟبَ ٘بؿی اص ػٛیٝ وٛدوبٖ ٔحؼٛة ٔی

ٚیظٜ دس ٔٙبعمی وٝ اص ػغح  دس ػشاػش خٟبٖ، ثٝ اؿشؿیب وّی

                  ثبوششی .ثبؿذ سشی ثشخٛسداس٘ذ، ثبلا ٔی ثٟذاؿز دبییٗ

E. coli O157:H7 صا اػز وٝ اص عشیك غزاٞبی  ػبّٔی ثیٕبسی

(. ثبوششی دغ اص 1-3ؿٛد ) آِٛدٜ ٚاسد ِِٛٝ ٌٛاسؽ ا٘ؼبٖ ٔی

ای سا ثشای  ـىلار ػذیذٜٚ سىثیش، ٔ( Colonization) ٌضیٙی لا٘ٝ

 Hemolytic Uremic Syndrome فشد آِٛدٜ اص لجیُ اػٟبَ خٛ٘ی،

 ٚHemorrhagic Colitis اسٌب٘یؼٓ (. ای4،3ٗوٙذ ) ایدبد ٔی 

 ٔخبط ٚسْ ؿیٛع خشیبٖ دس 1982 ػبَ دس ثبس اِٚیٗ

  .(5ؿذ ) ؿٙبػبیی ٔشحذٜ ایبلار دس وٙٙذٜ خٛ٘شیضی

 EHEC، دبسٛطٖ E. coliصای ٌٛ٘ٝ  ٞبی ثیٕبسی دس ثیٗ ػٛیٝ

(Enterohaemorrhagic Escherichia coli) ٕٝٞ ٌُیشی ٚ  ثٝ دِی

ٌضیٙی ػشیغ دس دػشٍبٜ ٌٛاسؽ ا٘ؼبٖ، ٕٞچٙیٗ لبثّیز  لبثّیز لا٘ٝ

سِٛیذ سٛوؼیٗ ؿیٍب اص إٞیز خبكی دس ٔمِٛٝ ٔمبثّٝ ثب 

 (. 6،5ای ثشخٛسداس اػز ) ٞبی سٚدٜ ػفٛ٘ز

ٞبی اسلبَ/صدٚدٖ  ثشٚص آػیت ثشای ضشٚسی یٞب طٖ سٕبْ

(Attachment/effacement) دبسٛط٘یؼیشٝ خضیشٜ یه دس 

 ِٛوٛع ػٙٛاٖ سحز ثبص ویّٛخفز 35-36عَٛ  ثب وشٚٔٛصٚٔی 

 وذ( Locus of Enterocyte Effacement) ا٘ششٚػیز صدٚدٖ

. سمؼیٓ وشد ثٝ سؼذادی ٘ٛاحی ٔدضا سٛاٖ سا ٔی LEE(. 6ؿٛ٘ذ ) ٔی

ا٘ذ وٝ  لشاس ٌشفشٝ espB, espA  ٚespDٞبی  طٖ ،دس یه ا٘شٟب

ٞبی  آػیتثشای ا٘شمبَ دیبْ ٚ  ٚ وشدٜٞبی سشؿحی سا وذ  دشٚسئیٗ

ٞبیی لشاس  . دس ا٘شٟبی دیٍش طٖٞؼشٙذٔٛسد ٘یبص  اسلبَ/صدٚدٖ

ثشای سشؿح  ٚوٙٙذ  سا وذ ٔی 3وٝ دػشٍبٜ سشؿحی ٘ٛع  داس٘ذ

. اػزٞبی ٔزوٛس ٔٛسد ٘یبص  ٞب اص لجیُ ٔحلٛلار طٖ دشٚسئیٗ

ثٝ  وٝ ثٛدٜ eae  ٚtir ٞبی ٘بحیٝ ػْٛ ثیٗ ایٗ دٚ ٘بحیٝ حبٚی طٖ

ایٙشیٕیٗ )یه دشٚسئیٗ خبسج غـبیی ٔٛسد ٘یبص ثشای آغبص  سشسیت

وٝ  Tir (Translocated intimin receptor)اسلبَ( ٚ دشٚسئیٗ 

 ذٙوٙ ر یه ٌیش٘ذٜ ثشای ایٙشیٕیٗ اػز وذ ٔیكٛسٝ ػّٕىشد آٖ ث

دشٚسئیٗ ایٙشیٕیٗ خضء ایٗ ٌشٜٚ اص فبوشٛسٞب ثٛدٜ ٚ ٘مؾ ٟٔٓ . (7)

 ز، ـذٜ اػـبر سػیـٝ اثجـض ثـیـٛس ٘ـذ ٔزوـشآیٙـُ آٖ دس فـذیـث ٚ ثی

 

ٞبی  ، خضء ؿبخقEspAوٝ ایٗ دشٚسئیٗ ثٝ ٕٞشاٜ دشٚسئیٗ  ٘حٛی ثٝ

(. ایٗ دشٚسئیٗ 9،8ٌشدد ) ٔی سّمی E. coli O157:H7صایی  ثیٕبسی

داسای دٚ ٘بحیٝ ػّٕىشدی اػز وٝ ػجبسسٙذ اص: ٘بحیٝ ا٘شٟبی آٔیٗ 

حفظ ؿذٜ ٚ  EPEC  ٚEHECٞبی  وٝ ثٝ ؿذر دس ثیٗ ػٛیٝ

            ٌیشد ٚ ػبخشبسی  یدسٖٚ غـبی خبسخی ثبوششی لشاس ٔ

وٙذ.  ای ثشب سا ؿىُ دادٜ ٚ دیٕشیضاػیٖٛ سا سؼٟیُ ٔی ؿجٝ ثـىٝ

( ٔشغیش ثٛدٜ ٚ Int280آٔیٙٛاػیذ ا٘شٟبی وشثٛوؼیُ ایٙشیٕیٗ ) 280

ٔؼشف چٙذ ٘ٛع ایٙشیٕیٗ اػز وٝ ٘مؾ اكّی دس اسلبَ دشٚسئیٗ ثٝ 

ْ سٚدٜ سا سّیٛ اؽ ثشای اسلبَ ثٝ ػغح ػَّٛ ادی ٌیش٘ذٜ اخشلبكی

ثخؾ وشٚی سـىیُ ؿذٜ اػز،  3(. ایٗ ٘بحیٝ اص 10ثبؿذ ) داسا ٔی

ٚ ثخؾ  Cثخؾ ؿجٝ ایٌّٕٙٛٛثِٛیٗ، ثخؾ ؿجٝ ِىشیٗ ٘بحیٝ 

ا٘شٟبیی وٝ ثٝ ٕٞشاٜ ثخؾ ؿجٝ ایٌّٕٙٛٛثِٛیٗ دسثشٌیش٘ذٜ خبیٍبٜ 

 (. 6ثبؿذ ) اسلبَ ثٝ ٌیش٘ذٜ ٔی

          یٗ ٞبی ایٙشیٕ ، ػٕذٜ صیش٘ٛعEHECٞبی  دس ثیٗ ػشٚسبیخ

 HUS (Hemolytic Uremic Syndrome)  ٚHCوٝ ٔٙدش ثٝ 

(Hemorrhagic Colitis) ٞبی آِفب، ثشب  ؿٛ٘ذ ػجبسسٙذ اص: صیش٘ٛع ٔی

 DNA سىِٙٛٛطی اص اػشفبدٜ ثب دظٚٞؾ ایٗ دس (.11،6ٚ ٌبٔب )

دذشیذ ا٘شٟبی  دّی ٘ٛسشویت ثیبٖ ٚػبصی  ٕٞؼبٖ ثٝ الذاْ ٘ٛسشویت،

ثبلیٕب٘ذٜ آٔیٙٛاػیذی  310وشثٛوؼیُ دشٚسئیٗ ایٙشیٕیٗ ٔشـىُ اص 

    ویّٛداِشٖٛ ؿذ سب ثشٛاٖ دس ٔغبِؼبر آیٙذٜ  34ثٝ ٚصٖ ِٔٛىِٛی 

              ػّیٝ دبسٛطٖ ػٙٛاٖ یه وب٘ذیذ ٚاوؼٗ اص ایٗ ٔحلَٛ ثٝ

E. coli O157:H7 .اػشفبدٜ وشد 

‌

‌رٍش‌بزرسی
 ثب NCBI دبیٍبٜ اص آٔیٙٛاػیذی ا٘شٟبی وشثٛوؼیُ ایٙشیٕیٗ سٛاِی

اػشخشاج ؿذ ٚ دغ اص ثشسػی  WP_001412022.1 دػششػی ػذد

اعلاػبر ٔشثٛط ثٝ ؿىُ ػّٕىشدی ایٗ ٘بحیٝ اص دشٚسئیٗ ایٙشیٕیٗ 

ٞبی خغی ٚ فضبیی،  سٛح (، ادیSignal Peptideٔب٘ٙذ دذشیذ ٘ـب٘ٝ )

افضاس  ٛاِی ٘ٛوّئٛسیذی سٛػظ ٘شْثشٌشدا٘ذٖ سٛاِی آٔیٙٛاػیذی ثٝ س

٘ٛوّئٛسیذ  930(. سىثیش 12سشخٕٝ ٔؼىٛع كٛسر دزیشفز )

)وذوٙٙذٜ دُٔیٗ ا٘شٟبی وشثٛوؼیُ ایٙشیٕیٗ(  eaeطٖ  3'ا٘شٟبی 

اخشلبكی  دشایٕشٞبی ثب اػشفبدٜ اص PCRٚػیّٝ سىٙیه  ثٝ

    ا٘دبْ ؿذ  7٘ؼخٝ   Oligoافضاس ؿذٜ ثب اػشفبدٜ اص ٘شْ عشاحی

 (. 1)خذَٚ ؿٕبسٜ 
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‌eaeضذُ‌بزای‌تکثیز‌صى‌‌:‌عَلی‌پزایوزّبی‌عزاحی1جذٍل‌ضوبرُ‌

‌‌تَالی‌پزایوز Tm عَل‌تَالی‌تکثیزضذُ

‌

‌ًَکلئَتیذ‌431

7/56 ˚C TAAGAATTCAAATCTTCTACCCCGGGT ٚدشایٕش دیـش 

5/55 ˚C TAGAAAGCTTTTATTCAACGCAAACAGC ٚدشایٕش دیش 

‌ببضذ.‌هی‌HindIIIٍ‌در‌پزایوز‌پیزٍ،‌ًوبیبًگز‌جبیگبُ‌ضٌبسبیی‌آًشین‌‌EcoRIخظ‌سیزیي‌در‌بخطی‌اس‌تَالی‌پزایوز‌پیطزٍ،‌ًوبیبًگز‌جبیگبُ‌ضٌبسبیی‌آًشین‌

 
افضاس سحز  دغ اص آ٘بِیض سٛاِی ٘ٛوّئٛسیذی لغؼٝ ٔزوٛس سٛػظ ٘شْ

NEBcutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2( )13 ،)ؿجىٝ 

 5'ثٝ سشسیت دس ا٘شٟبی  EcoRI  ٚHindIIIٞبی ثشؿی  خبیٍبٜ

ٔٙظٛس  دشایٕشٞبی دیـشٚ ٚ دیشٚ دس ٘ظش ٌشفشٝ ؿذ٘ذ. ٕٞچٙیٗ ثٝ

فشآیٙذ سشخٕٝ، سٛاِی ٔشثٛط ثٝ وذٖٚ خبسٕٝ ثش سٚی دشایٕش دبیبٖ 

 دیشٚ لشاس ٌشفز.

اص دلاػٕیذی وٝ داسای  PCRثشای سىثیش لغؼٝ ط٘ی سٛػظ سىٙیه 

وٝ دس  eae طٖ 3' ا٘شٟبی ٘ٛوّئٛسیذ 930یه طٖ وبیٕش ٔحشٛی 

ؿٙبػی دا٘ـٍبٜ أبْ حؼیٗ)ع( رخیشٜ  ثب٘ه ٔشوض سحمیمبر صیؼز

ػٙٛاٖ اٍِٛ اػشفبدٜ ٌشدیذ. دلاػٕیذ ٔزوٛس ثٝ سٚؽ  ؿذٜ ثٛد، ثٝ

ٔیىشِٚیشش اص ٔحَّٛ ٔحشٛی  5/0ِیض لّیبیی اػشخشاج ؿذ ٚ ٔیضاٖ 

ای دّیٕشاص سٛػظ آ٘ضیٓ  ػٙٛاٖ اٍِٛ دس ٚاوٙؾ ص٘دیشٜ دلاػٕیذ ثٝ

Taq DNA  ٔٛسد اػشفبدٜ لشاس ٌشفز. ٕٞچٙیٗ اص دّیٕشاص

ٔیىشٚٔٛلاس،  10دشایٕشٞبی دیـشٚ ٚ دیشٚ ٞشوذاْ ثب غّظز اِٚیٝ 

 4/0ثب غّظز  dNTPٔٛلاس،  ٔیّی 2ثب غّظز  MgSO4ٕ٘ه 

ثشای  10Xٔیىشِٚیشش ثبفش آ٘ضیٓ دّیٕشاص ثب غّظز  5/2ٔٛلاس ٚ  ٔیّی

     ٔیىشِٚیششی اػشفبدٜ ؿذ. ٌشادیبٖ  25حدٓ ٟ٘بیی ٚاوٙؾ 

   دسخٝ ػب٘شیٍشاد ثشای فشآیٙذ اسلبَ دشایٕشٞب  55-65دٔبیی 

ا٘دبْ ؿذ. دغ  PCRػبصی ٚاوٙؾ  ( ثشای ثٟیAnnealingٝٙ)دٔبی 

دّیٕشاص ثشای سىثیش طٖ  Pfu DNA، اص آ٘ضیٓ PCRػبصی  اص ثٟیٙٝ

ٞبی ٘بخٛاػشٝ اػشفبدٜ  ٔٙظٛس خٌّٛیشی اص خٟؾ ٔزوٛس، ثٝ

 ٌشدیذ. 

 یش ا٘دبْ ؿذ: ثٝ ؿشح ص PCRٞبی  چشخٝ

دلیمٝ، ٚاػشؿشٍی  5دسخٝ عی  95ٚاػشؿشٍی اِٚیٝ دس دٔبی 

ثب٘یٝ، اسلبَ دشایٕشٞب ثٝ سؿشٝ  30دسخٝ ثٝ ٔذر  94ثب٘ٛیٝ دس دٔبی 

ثب٘یٝ، ٌؼششؽ سؿشٝ خذیذ  40دسخٝ عی  60اٍِٛ دس دٔبی 

ثب٘یٝ  55دسخٝ ثٝ ٔذر  72ٚاػغٝ فؼبِیز آ٘ضیٓ دّیٕشاص دس دٔبی  ثٝ

دسخٝ ثٝ ٔذر  72شحّٝ ٌؼششؽ سؿشٝ دس دٔبی ٚ دس ٟ٘بیز یه ٔ

 دلیمٝ.  5

 

ٞب ثشای سىثیش اص ٔشحّٝ  لاصْ ثٝ روش اػز وٝ سؼذاد چشخٝ

سىشاس  34ٚاػشؿشٍی ثب٘ٛیٝ سب ٔشحّٝ ٌؼششؽ سؿشٝ دس حبَ ػٙشض، 

 (. 14ثٛد )

دس ٚوشٛس  PCRٔحلَٛ  (Cloning) ػبصی ثشای ٕٞؼبٖ

pET28a(+)ٝٚػیّٝ  ، دغ اص سىثیش لغؼٝ ط٘ی ٚ سخّیق آٖ ث

وشٜ خٙٛثی(، ٚاوٙؾ ، Bioneerٞبی داسای ػیّیىب )ؿشوز  سیٛة

، PCRكٛسر دٌٚب٘ٝ ثش سٚی ٔحلٛلار  ثٝ ٞضٓ آ٘ضیٕی 

ٞبی ٔحذٚدالاثش  سٛػظ آ٘ضیٓ (+)pET28aٕٞچٙیٗ دلاػٕیذ 

EcoRI  ٚHindIII  ؿشوز(Thermo SCIENTIFIC )ِیشٛا٘ی ،

 37ػبػز دس دٔبی  5ٞبی ثشؿی ثٝ ٔذر  ا٘دبْ ؿذ ٚ ٚاوٙؾ

دسخٝ ا٘ىٛثٝ ؿذ٘ذ. دغ اص اسٕبْ صٔبٖ ٞضٓ آ٘ضیٕی، فشآیٙذ 

 80ٞبی ٔحشٛی اخضای ٚاوٙؾ ثٝ دٔبی  ٔزوٛس ثب ا٘شمبَ سیٛة

خٛسدٜ ثش  دلیمٝ غیشفؼبَ ؿذ٘ذ. دلاػٕیذ ثشؽ 10دسخٝ ثٝ ٔذر 

اِىششٚفٛسص ؿذ سب ثب٘ذ  سٚی طَ آٌبسص ثب دٔبی رٚة دبییٗ

خٛسدٜ دلاػٕیذ ثٝ ؿىُ اخشلبكی اػشخشاج ؿٛد. دغ اص  ثشؽ

ثش سٚی  ٞبی ٞضٓ آ٘ضیٕی  سخّیق ٔحلٛلار حبكُ اص ٚاوٙؾ

 ٚ دلاػٕیذ ثب ویز سخّیق اص طَ )ؿشوز DNAٞبی  سؿشٝ

Bioneer، ٜخٙٛثی(، ٚاوٙؾ اِحبق طٖ دسٖٚ ٚوشٛس ثب اػشفبدٜ  وش

 ،Thermo SCIENTIFICؿشوز ) T4 DNA Ligaseاص آ٘ضیٓ 

          ِیشٛا٘ی( ٚ دس ٘ظش ٌشفشٗ غّظز حذالّی دلاػٕیذ ثٝ ٔیضاٖ

ثشای ٔحبػجٝ غّظز طٖ  1وبسٌیشی فشَٔٛ  ٘بٌ٘ٛشْ ٚ ثب ثٝ 50

ثشاثش ثشای ٚاوٙؾ اِحبق ا٘دبْ ؿذ. اخضای  3ٔٛسد اػشفبدٜ ثب حدٓ 

دسخٝ  8كٛسر ؿجب٘ٝ دس دٔبی  ٚاوٙؾ ثبٞٓ سشویت ٚ ٚاوٙؾ ثٝ

 (. 14ػب٘شیٍشاد ا٘ىٛثٝ ٌشدیذ )

 :1فشَٔٛ ؿٕبسٜ 

٘بٌ٘ٛشْ ; غّظز طٖ ٔٛسد اػشفبدٜ دس ٚاوٙؾ اِحبق ثشحؼت   

50 
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ثٝ سٚؽ  E. coli BL21(DE3)ٞبی ٔیضثبٖ ٔؼشؼذ ثبوششی  ػَّٛ 

ثٝ سشسیت ثب  Mgcl2  ٚCacl2ٞبی  ؿیٕیبیی ثب اػشفبدٜ اص ٕ٘ه

 10ٔٛلاس سٟیٝ ؿذ٘ذ. ػذغ  ٔیّی 85ٔٛلاس ٚ  ٔیّی 100ٞبی  غّظز

كٛسر ؿٛن حشاسسی ثب  ٔیىشِٚیشش اص ٔحلَٛ ٚاوٙؾ اِحبق ثٝ

ٞبی ٔؼشؼذ ٚ  ٞبی حبٚی ٔخّٛط ػَّٛ لشاسدادٖ سیٛة

         دلاػٕیذٞبی ٘ٛسشویت دس حٕبْ آة ٌشْ ثب دسخٝ حشاسر

ٞب دس  ت آٖ لشاس دادٖ سیٛةدلیمٝ ٚ ٔشؼبل 5دسخٝ ثٝ ٔذر  37

ٞبی  ٞب ٔٙشمُ ؿذ ٚ ػَّٛ دلیمٝ، ثٝ ایٗ ػَّٛ 20حٕبْ یخ ثٝ ٔذر 

آٌبس حبٚی  LBؿذٜ ثش سٚی ٔحیظ وـز  ٔیضثبٖ سشاسیخز

ِیشش )٘ظش  ٔیىشٌٚشْ ثش ٔیّی 80ثیٛسیه وب٘بٔبیؼیٗ ثب غّظز  آ٘شی

 (+)pET28aثیٛسیه ثش سٚی ٚوشٛس  ثٝ ایٙىٝ طٖ ٔمبٚٔز آ٘شی

    كٛسر ؿجب٘ٝ دس دٔبی ثبؿذ( وـز دادٜ ؿذ ٚ ثٝ ؼیٗ ٔیوب٘بٔبی

 (. 14دسخٝ ػب٘شیٍشاد ا٘ىٛثٝ ٌشدیذ ) 37

ٞبی سؿذیبفشٝ ثش  ػبصی طٖ چٙذ وّٛ٘ی اص وّٖٛ ثشای سأییذ ٕٞؼبٖ

ثشاص  LBآٌبس، ا٘شخبة ٚ ثٝ ٔحیظ  LBسٚی ٔحیظ ا٘شخبثی 

ٙشمُ ِیشش( ٔ ٔیىشٌٚشْ ثش ٔیّی 80ثیٛسیه وب٘بٔبیؼیٗ ) حبٚی آ٘شی

           ٞب دس عَٛ ٔٛج ٌشدیذ. دغ اص ایٙىٝ خزة ٘ٛسی ػَّٛ

سػیذ، اػشخشاج دلاػٕیذ ثٝ سٚؽ ِیض لّیبیی  8/0٘ب٘ٛٔشش ثٝ  600

ػبصی لغؼٝ ط٘ی ٔٛسد ٘ظش دسٖٚ  ا٘دبْ ؿذ. ثشای سأییذ ٕٞؼبٖ

، ٚاوٙؾ ٞضٓ آ٘ضیٕی، PCR، اص ػٝ سىٙیه (+)pET28aٚوشٛس 

ادشاسٛس ٚ  T7 شٞبی ػٕٛٔی یبثی سٛػظ دشایٕ ٕٞچٙیٗ سٛاِی

( Operator and Terminator T7 Universal Primersسشٔیٙبسٛس )

 اػشفبدٜ ٌشدیذ.

ٞبی سؿذوشدٜ دس  ػبصی لغؼٝ ط٘ی، اص وّٖٛ دغ اص سأییذ ٕٞؼبٖ

               ٔیىشِٚیشش ثٝ 50كٛسر ؿجب٘ٝ، ٔیضاٖ  ثشاص ثٝ LBٔحیظ 

ثیٛسیه  ثشاص سبصٜ ٚ اػششیُ حبٚی آ٘شی LBِیشش ٔحیظ  ٔیّی 5

 ِیشش( ٔٙشمُ ؿذ.  ٔیىشٌٚشْ ثش ٔیّی 40وب٘بٔبیؼیٗ )

سحز وٙششَ ادشٖٚ  BL21(DE3)٘ظش ثٝ ایٙىٝ ثیبٖ طٖ دس ػٛیٝ 

lac ثبؿذ دغ اص ایٙىٝ خزة ٘ٛسی ٔحیظ وـز دس عَٛ ٔٛج  ٔی

سػیذ اص ٔبدٜ اِمبٌش ٔلٙٛػی  5/0٘ب٘ٛٔشش ثٝ حذٚد  600

 1( ثب غّظز IPTGٌبلاوشٛدیشا٘ٛصیذ )-β-D-1-ایضٚدشٚدیُ

ٔٛلاس ثشای اِمبی ثیبٖ طٖ ٔٛسد ٘ظش اػشفبدٜ ؿذ ٚ ػذغ  ٔیّی

دسخٝ ػب٘شیٍشاد دس دػشٍبٜ  37ػبػز دس دٔبی  5ٞب ثٝ ٔذر  ػَّٛ

 دٚس دس دلیمٝ ا٘ىٛثٝ ؿذ٘ذ. 150ػشػز  ؿیىش ثب

 

 (.15% ثشسػی ٌشدیذ )SDS-PAGE 12٘شبیح ثیبٖ ثش سٚی طَ 

ٔٙظٛس سأییذ دشٚسئیٗ ایٙشیٕیٗ ٘ٛسشویت اص سٚؽ ایٕٙٛثلار  ثٝ

وّٛ٘بَ سِٛیذؿذٜ دس ٔشوض  ثبدی دّی ٚػششٖ ثب اػشفبدٜ اص آ٘شی

طٖ  ؿٙبػی دا٘ـٍبٜ أبْ حؼیٗ )ع( ػّیٝ یه آ٘شی سحمیمبر صیؼز

ػٙٛاٖ یىی اص  وبیٕش دسثشٌیش٘ذٜ ا٘شٟبی وشثٛوؼیُ ایٙشیٕیٗ ثٝ

 ذ. صیشٚاحذٞبی آٖ اػشفبدٜ ٌشدی

اثشذا ػلبسٜ ػِّٛی ٕ٘ٛ٘ٝ اِمبؿذٜ ٚ اِمب٘ـذٜ، ٕٞچٙیٗ دشٚسئیٗ 

BSA َ12% ثش سٚی ط SDS-PAGE  اِىششٚفٛسص ؿذ٘ذ. ػذغ

ٌزاسی ٚػششٖ ثش سٚی وبغز ٘یششٚػِّٛض ثب اػشفبدٜ اص  فشآیٙذ ِىٝ

     ٚ ثبفش ٔخلٛف آٖ )ٌلایؼیٗ Bio Radٌزاسی  ػیؼشٓ ِىٝ

% ثب 20ٚ ٔشبَ٘ٛ SDS  1% س،ٔٛلا ٔیّی 25ٔٛلاس، سشیغ  ٔیّی 192

3/8 ;pH كٛسر دزیشفز. ثلان ٕ٘ٛدٖ وبغز ٘یششٚػِّٛض )

% ؿیش 5كٛسر ؿجب٘ٝ ثب اػشفبدٜ اص ٔحَّٛ ثلاویًٙ )ٔحشٛی  ثٝ

ٚؿٛ  ثبس ؿؼز 3( ا٘دبْ ؿذ. ٕ٘ٛ٘ٝ دغ اص PBSTخـه دس ثبفش 

، دس ٔؼشم PBSTای سٛػظ ثبفش  دلیمٝ 10ٞبی صٔب٘ی  دس ثبصٜ

ػبػز دس  1ثٝ ٔذر  3500/1وّٛ٘بَ ٔزوٛس ثب سلز  ثبدی دّی آ٘شی

ٚؿٛ ٔب٘ٙذ لجُ  دسخٝ ػب٘شیٍشاد لشاس ٌشفز. فشآیٙذ ؿؼز 37دٔبی 

وّٛ٘بَ ٔٛؿی وٛ٘ظٌٚٝ ثٝ  ثبدی دّی ثبس اص آ٘شی سىشاس ؿذ ٚ ایٗ

ثشای دٛؿب٘ذٖ ػغح وبغز دس  1500/1دس غّظز  HRPآ٘ضیٓ 

ػبػز اػشفبدٜ ؿذ. دغ اص سىشاس  1ر دسخٝ ٚ ثٝ ٔذ 37دٔبی 

دزیشی ثب٘ذ ٔشثٛط ثٝ ایٙشیٕیٗ ثب  ٚؿٛ، ٚاوٙؾ سً٘ فشآیٙذ ؿؼز

ٔٛلاس،  ٔیّی 50)سشیغ } HRPافضٚدٖ ػٛثؼششای آ٘ضیٓ وٛ٘ظٌٚٝ 

ٔیىشِٚیشش  DAB (Diaminobenzidine ٚ )10ٌشْ  ٔیّی 6

H2O2)} ً٘دزیشی،  ا٘دبْ ؿذ. دس ٟ٘بیز، ثشای سٛلف ٚاوٙؾ س

ٚؿٛی وبغز سٛػظ  ٔحشٛی ػٛثؼششا اص ٔحیظ ثب ؿؼزٔحَّٛ 

ddH2O ( 15حزف ٌشدیذ.) 

 

‌ّب‌یبفتِ
 NCBIه ـبسیـٛسٔـٛا٘فـبٜ ثیـبیٍـاص د BLASTبْ ـب ا٘دـث

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ٔیضاٖ اخشلبكیز ،)

ثشسػی ٚ ٔـخق ٌشدیذ  eaeدشایٕشٞب ثشای ثخؾ ٔٛسد ٘ظش طٖ 

ٞش دٚ دشایٕش ثب اخشلبكیز ثبلا، لغؼٝ ٔٛسد ٘ظش سا دس ثب٘ه ط٘ی 

ػبصی آٟ٘ب،  وٙٙذ. دغ اص دسیبفز دشایٕشٞب ٚ آٔبدٜ ؿٙبػبیی ٔی

 ثشای سىثیش طٖ دس دٔبٞبی ٔخشّف اسلبَ  PCRػبصی ٚاوٙؾ  ثٟیٙٝ
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ٚػیّٝ  دشایٕش ثٝ سؿشٝ اٍِٛ )وٝ دس ثخؾ لجُ ثٝ آٖ اؿبسٜ ؿذ( ثٝ 

دّیٕشاص )ؿشوز وٛثش، ایشاٖ( كٛسر دزیشفز  Taq DNAآ٘ضیٓ 

  (.1)ؿىُ ؿٕبسٜ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ػبصی ثبلایی ٘ذاسد، ِزا  ٘ظش ثٝ ایٙىٝ آ٘ضیٓ ٔزوٛس كحز ٕٞؼبٖ

دّیٕشاص )ؿشوز  Pfu DNAٚػیّٝ آ٘ضیٓ  سىثیش ٟ٘بیی سؿشٝ اٍِٛ ثٝ

Vivantis.چیٗ( ا٘دبْ ؿذ ، 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

‌‌
.‌‌DNA‌(100bp DNA size marker.ThermoSIENTIFIC. # SM0331)هَلکَلی‌ًطبًگز:‌‌1ردیف:‌%‌1آگبرس‌صل‌رٍی‌بز‌‌eaeصى‌الکتزٍفَرس:‌‌1ضکل‌ضوبرُ

.‌است‌هٌبسب‌دهبّب‌توبم‌در‌‌eaeصى‌بِ‌هزبَط‌ببًذ‌کیفیت‌کِ‌است‌هطخص‌ضکل‌بزرسی‌بب‌.درجِ‌سبًتیگزاد‌55-65دهبیی‌‌گزادیبى‌در‌‌PCRهحصَل:‌2-‌4یّب‌ردیف

‌گزفت.‌قزار‌هذًظز‌صى‌تکثیزی‌فزآیٌذّبی‌بزای‌ببقی‌بْیٌِ‌دهبی‌عٌَاى‌بِ‌درج‌61‌ِدهبی‌یعٌی‌گزادیبى؛‌ایي‌هیبًی‌دهبی‌لذا

                     ٞبی چؼجٙذٜ ثشای طٖ ٚ ٚوشٛس  ثب فشاٞٓ آٔذٖ دبیب٘ٝ 

          طٖ دسٖٚ دٌٚب٘ٝ، فشآیٙذ اِحبق اص عشیك ثشؽ آ٘ضیٕی 

MCS (Multiple Cloning Site) ٝٚػیّٝ آ٘ضیٓ ٚوشٛس ث            

T4 DNA ّٖٛؿذٜ  زـٞبی سشاسیخ ِیٍبص ا٘دبْ ؿذ. دغ اص ا٘شمبَ و 
 

سٛػظ حبُٔ ٘ٛسشویت ثٝ ٔحیظ وـز ٔبیغ ٚ اػشخشاج دلاػٕیذ، 

ٞبی  سٛػظ آ٘ضیٓ  ٞبی ٞضٓ آ٘ضیٕی اػشفبدٜ اص ٚاوٙؾثب 

( ٔـخق ٌشدیذ وٝ طٖ ثب ٔٛفمیز 2ٔحذٚدالاثش )ؿىُ ؿٕبسٜ 

 ػبصی ؿذٜ اػز. دسٖٚ ٚوشٛس ٕٞؼبٖ

 

‌‌
‌‌‌DNA DNAهَلکَلی‌ًطبًگز:‌‌1%:‌ردیف1بز‌رٍی‌صل‌آگبرس‌‌‌pET28a-eaeًَتزکیب‌ٍکتَر‌آًشیوی‌‌الکتزٍفَرس‌ّضن:‌‌2ضکل‌ضوبرُ

(1kb DNA size marker.ThermoSIENTIFIC. # SM0313)‌.ٍکتَر:‌‌2ردیف‌pET28a-eaeتَسظ‌ٍکتَر‌دٍگبًِ‌ّضن:‌‌3ردیف.‌ًخَردُ‌بزش‌‌

‌بب‌ًطبًگز‌هطخص‌ضذُ‌است‌ٍ‌هغببق‌اًذاسُ‌دقیق‌آى‌بزحسب‌تعذاد‌جفت‌ببس‌‌eaeخَردُ‌هزبَط‌بِ‌صى‌‌قغعِ‌بزش‌.‌EcoRI‌ٍ‌HindIIIیّب‌آًشین

 هَلکَلی‌قزار‌گزفتِ‌است.ًطبًگز‌‌در‌هقببل
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دس ؿشایظ ا٘ىٛثبػیٖٛ  lacثب اِمبی ثیبٖ دشٚسئیٗ سحز وٙششَ ادشٖٚ  

آٚسی ٚ سٛػظ ثبفش  ٘ـذٜ خٕغ ٞبی اِمبؿذٜ ٚ اِمب اػشب٘ذاسد، ػَّٛ

 Nacl ،200ٔٛلاس؛  ٔیّی NaH2PO4 ،100ِیضوٙٙذٜ )ٔحشٛی 

 ٝ ؿذ٘ذ ٚ ـ( ؿىؼشpH; 8ٔٛلاس ثب  ٔیّی Tris-Hcl ،10ٔٛلاس ٚ  ٔیّی

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 12%ثش سٚی طَ  SDS 10% دغ اص افضٚدٖ ثبفش ٕ٘ٛ٘ٝ حبٚی

SDS-PAGE  اِىششٚفٛسص ؿذ٘ذ. ٘شبیح ٘ـبٖ داد ثیبٖ ٘ٛسشویت

دُٔیٗ ا٘شٟبی وشثٛوؼیُ ایٙشیٕیٗ دس ٕ٘ٛ٘ٝ اِمبؿذٜ دس ٔمبیؼٝ ثب 

 (.3ٕ٘ٛ٘ٝ اِمب٘ـذٜ ثؼیبس ٔٙبػت ٚ چـٍٕیش اػز )ؿىُ ؿٕبسٜ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

‌‌
 Prestained Protein Ladder, (10- 250پزٍتئیي‌)‌هَلکَلی‌ًطبًگز:‌‌1.‌ردیفSDS-PAGE 12% صل‌رٍی‌بز‌ایٌتیویي‌پزٍتئیي‌بیبى‌الگَی:‌3ضکل‌ضوبرُ‌

KDa).Sinaclon. PR911641)‌.تَسظ‌القبضذُ‌ًوًَِ:‌‌2ردیف‌IPTG‌.34ببًذ‌بیبًی‌هزبَط‌بِ‌پزٍتئیي‌ایٌتیویي‌در‌هحذٍدُ‌‌(.هٌفی‌کٌتزل)‌القبًطذُ‌ًوًَِ:‌‌3ردیف‌

کِ‌هزبَط‌بِ‌الکتزٍفَرس‌ًوًَِ‌القبًطذُ‌)کٌتزل‌هٌفی(‌‌3در‌قیبس‌بب‌ببًذّبی‌ًطبًگز‌پزٍتئیٌی‌هطخص‌است.‌در‌ایي‌هحذٍدُ‌ببًذی‌در‌ردیف‌‌2کیلَدالتًَی‌در‌ردیف‌

‌ضَد.‌ببضذ‌دیذُ‌ًوی‌هی

ٔٙظٛس ثشسػی كحز دشٚسئیٗ ٘ٛسشویت ا٘شٟبی  دس دبیبٖ، ثٝ 

وشثٛوؼیُ ایٙشیٕیٗ اص آ٘بِیض ٚػششٖ ثلار اػشفبدٜ ؿذ. ثشای ایٗ 

  ٌشفشٝ ثش سٚی وبغز ٘یششٚػِّٛض دس ٔمبیؼٝ ثب  ٔٙظٛس ثب٘ذ سً٘

 ( ثشسػی ٚ BSAثبدی )دشٚسئیٗ  شَ آ٘شیـٕ٘ٛ٘ٝ اِمب٘ـذٜ ٚ ٕ٘ٛ٘ٝ وٙش

 

ثب  ٔـخق ٌشدیذ ثب٘ذ سٍ٘ی ٔشثٛط ثٝ دشٚسئیٗ دس خبیٍبٜ ٔشٙبػت

ویّٛداِشٛ٘ی، ٘ـبٍ٘ش  34ٚصٖ ِٔٛىِٛی خٛد؛ یؼٙی دس ٔمبثُ ثب٘ذ 

 (.4ِٔٛىِٛی دشٚسئیٗ لشاس ٌشفشٝ اػز )ؿىُ ؿٕبسٜ 

‌‌
‌‌القبًطذُ؛‌ًوًَِ:‌‌2ردیف‌؛‌IPTGتَسظ‌القبضذُ‌ًوًَِ:‌‌1ردیف.‌ًیتزٍسلَلش‌کبغذ‌رٍی‌بز‌ایٌتیویي‌پزٍتئیي‌بلاتیٌگ‌ٍستزى‌الگَی:‌4ضکل‌ضوبرُ‌

 Prestained Protein Ladder, (10- 250پزٍتئیي‌)‌هَلکَلی‌ًطبًگز:‌‌4ردیف‌ایوٌَبلات؛‌ٍاکٌص‌کٌتزل‌عٌَاى‌ب‌BSA‌ِپزٍتئیي‌:‌3ردیف

KDa).Sinaclon. PR911641 .)ببًذ‌هزبَط‌بِ‌ایٌتیویي‌عی‌ٍاکٌص‌ٍستزى‌رًگ‌گزفتِ‌است‌ٍ‌در‌ٌّگبم‌قیبس‌بب‌ببًذّبی‌‌1در‌ردیف‌‌

 کیلَدالتَى‌قزار‌گزفتِ‌است.‌34صحیح‌خَد؛‌یعٌی‌هحذٍدُ‌‌ًطبًگز‌هَلکَلی‌در‌جبیگبُ
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‌بحث 
ای ػٛأُ خغش٘بوی ٞؼشٙذ ٚ چٙب٘چٝ  ٞبی دبسٛطٖ سٚدٜ ثبوششی

سٛا٘ٙذ  سٕٟیذاسی ٔٙبػت ثشای ٔمبثّٝ ثب آٟ٘ب دس ٘ظش ٌشفشٝ ٘ـٛد ٔی

٘بدزیشی سا دس فشد آِٛدٜ ایدبد وٙٙذ  ػٛالت خذی ٚ خجشاٖ

ٞبی  ٔشي ٚ ٔیش ٘بؿی اص ٔلشف غزاٞبی آِٛدٜ ثٝ ػٛیٝ (.17،16)

ٞبی وّیٙیىی سا ثٝ  ػضایی اص ٍ٘شا٘ی ػٟٓ ثٝ E. coliصای  ثیٕبسی

٘یض  O157:H7ػٛیٝ  E. coli(. 19،18خٛد اخشلبف دادٜ اػز )

خذی ثٝ دیٛاسٜ ِِٛٝ ٌٛاسؽ  ٞبی ثب سِٛیذ سٛوؼیٗ ٔٙدش ثٝ آػیت

ؿٛد  سش ٔٙدش ثٝ آػیت وّیٝ افشاد آِٛدٜ ثٝ آٖ ٔی ٚ دس ؿىُ ٚخیٓ

ای دس ػغح وـٛس ثشای ثشسػی ثشٚص ٚ  (. ٔغبِؼبر ٌؼششد19ٜ)

ٞبی ثیٕبسیضای ایٗ دبسٛطٖ ا٘دبْ ؿذٜ اػز وٝ اص خّٕٝ  ؿیٛع ػٛیٝ

(، سٟٕشٗ ٚ 20سٛاٖ ثٝ ٔغبِؼٝ ػّغبٖ دلاَ ٚ ٕٞىبساٖ ) آٖ ٔی

( اؿبسٜ وشد وٝ ثٝ سشسیت ثٝ 22( ٚ وبسٌش ٚ ٕٞبیٖٛ )21ٕٞىبساٖ )

ٞبی سٟشاٖ، ثخـی اص احـبْ ؿیشاص  ثشسػی آِٛدٌی ٕ٘ٛ٘ٝ آة چبٜ

 DNAٞبی خذاؿذٜ اص ٕٞجشٌش دشداخشٙذ. سىِٙٛٛطی  ٚ ٕ٘ٛ٘ٝ

ٌیشی اص  سٛاٖ ثب ثٟشٜ ػبصد وٝ ٔی ٘ٛسشویت، ؿشایغی سا فشاٞٓ ٔی

یٗ ػٛأُ سا وٝ دس ثشٚص ٞبیی اص ا ٞبی آٖ، ثخؾ سىٙیه

طٖ  ػٙٛاٖ آ٘شی ٚاػغٝ آٟ٘ب ٘مؾ اػبػی داس٘ذ، ثٝ صایی ثٝ ثیٕبسی

ػٙٛاٖ وب٘ذیذ  ػبصی وشدٜ ٚ دغ اص ثیبٖ ٘ٛسشویت ثٝ ٕٞؼبٖ

ػبصی آٟ٘ب ػّیٝ آٖ دبسٛطٖ ٔٛسد ثشسػی لشاس  ٚاوؼٗ، ٔیضاٖ ایٕٗ

(. ِزا دس ایٗ ٔغبِؼٝ ثب ٞذف ثشسػی فبوشٛسٞبی دخیُ 23ٌیشد )

ٌضیٙی دبسٛطٖ ٔزوٛس دس ِِٛٝ ٌٛاسؽ، سلاؽ ٌشدیذ سب  ٘ٝدس لا

صای آٖ ا٘شخبة ؿذٜ ٚ  وب٘ذیذی ٔٙبػت اص ثیٗ فبوشٛسٞبی ثیٕبسی

ػٙٛاٖ وب٘ذیذ  ثٝ ؿىُ ٘ٛسشویت سِٛیذ ٚ دس ٔغبِؼبر آیٙذٜ ثٝ

 ٚ اِٚیٗ اص یىی E. coliٚاوؼٗ ٔٛسد اسصیبثی لشاس ٌیشد. ثبوششی 

ثٝ ؿىُ  دشٚسئیٗ سِٛیذ ثشای وٝ اػز ییٞب ٔیضثبٖ سشیٗ یغٚػ

ؿٛد ٚ داسای ٔضایبی فشاٚا٘ی اص خّٕٝ ثیبٖ  ٔی اػشفبدٜ ٘ٛسشویت

٘ظش  .(24ثبؿذ ) ػشیغ، سا٘ذٔبٖ ثبلای ٔحلَٛ ٚ ٞضیٙٝ سِٛیذ وٓ ٔی

ػٙٛاٖ  ثٝ E. coli BL21(DE3)ثٝ ایٙىٝ دس ٔغبِؼٝ حبضش ثبوششی 

ٌشفشٝ ثٛد،  ٔیضثبٖ ثشای ثیبٖ ٘ٛسشویت دشٚسئیٗ ایٙشیٕیٗ ٔذ٘ظش لشاس

وٝ ثب ػیؼشٓ ثیب٘ی ٔیضثبٖ ػبصٌبس اػز  (+)pET28aِزا اص ٚوشٛس 

اػشفبدٜ ٌشدیذ. ٕٞچٙیٗ لاصْ ثٝ روش اػز ثب سٛخٝ ثٝ ایٙىٝ ثیبٖ 

 lacدشٚسئیٗ دس ایٗ دػشٝ اص ٚوشٛسٞب سحز وٙششَ ادشٖٚ لٛی 

 (، IPTGوبسٌیشی آ٘بِٛي ٔلٙٛػی آِٛلاوشٛص ) ثبؿذ، ِزا ثب ثٝ ٔی

 

ئیٗ ایٙشیٕیٗ ثٝ ٔمذاس ثؼیبس ٔغّٛة دس لیبع ثب ٕ٘ٛ٘ٝ ثیبٖ دشٚس

ٚ  Guاِمب٘ـذٜ )وٙششَ ٔٙفی( ثب ٔٛفمیز ٕٞشاٜ ثٛدٜ اػز. 

ػبصی  ٕٞؼبٖثشای  pETٕٞىبساٖ ٘یض اص ػبٔب٘ٝ ٚوشٛسٞبی خب٘ٛادٜ 

 ایٙشیٕیٗ اػشفبدٜ وشد٘ذ ٚ ثٝ ٘شبیح ٔغّٛثی ثشای ثیبٖ ٘ٛسشویت آٖ

ؿذٜ سٛػظ ایٗ ٌشٜٚ اص  ٘دبْ(. دس ٔغبِؼٝ ا26،25دػز یبفشٙذ )

ػٙٛاٖ وب٘ذیذ ٚاوؼٗ  اػیذآٔیٙٝ ا٘شٟبی وشثٛوؼیُ ایٙشیٕیٗ ثٝ 300

ٌشفشٝ  وٝ دس آ٘بِیض ثیٛا٘فٛسٔبسیىی كٛسر اػشفبدٜ ؿذ، دسكٛسسی

ثبلیٕب٘ذٜ اثشذایی دُٔیٗ  11دس ایٗ دظٚٞؾ ٔـخق ٌشدیذ 

ٞبی خغی ثٛدٜ وٝ سٛػظ  سٛح وشثٛوؼیُ ایٗ دشٚسئیٗ داسای ادی

ٚ ٕٞىبساٖ ٘یض الذاْ ثٝ  Pengؿٛ٘ذ.  شٓ ایٕٙی ؿٙبػبیی ٔیػیؼ

ػبصی ٚ ثیبٖ ٘ٛسشویت دشٚسئیٗ ایٙشیٕیٗ ثٝ ؿىُ وبُٔ  ٕٞؼبٖ

وٝ ٔحلَٛ ٟ٘بیی آٟ٘ب دشٚسئیٙی ثب ٚصٖ ِٔٛىِٛی  ٘حٛی ٕ٘ٛد٘ذ؛ ثٝ

وٝ سٟٙب ثخؾ دخیُ اص ایٗ دشٚسئیٗ  ویّٛداِشٖٛ ثٛد، دسكٛسسی 97

وٙذ دُٔیٗ ا٘شٟبی  شی ؿشوز ٔیٌضیٙی ثبوش وٝ دس فشآیٙذ لا٘ٝ

ػبصی ٚ ثیبٖ ایٗ دشٚسئیٗ  ٕٞؼبٖ(. 27ثبؿذ ) وشثٛوؼیُ آٖ ٔی

كٛسر وبیٕش ثب ػبیش فبوشٛسٞبی دخیُ دس ثیٕبسیضایی ػبُٔ  ثٝ

EHEC ٌیشی  آٔیض ا٘دبْ ؿذٜ ٚ ٔٙدش ثٝ ؿىُ ثٝ ؿىُ ٔٛفمیز

(. دس 26ػبخشبسٞبی ٔٙبػجی ثشای ثیبٖ دبیذاس آٖ ؿذٜ اػز )

ؿذٜ، اص ٚاوٙؾ  ٔٙظٛس اعٕیٙبٖ اص كحز دشٚسئیٗ ثیبٖ ٟ٘بیز، ثٝ

وّٛ٘بَ ػّیٝ  ثبدی دّی ٌزاسی ٚػششٖ ثب اػشفبدٜ اص آ٘شی ویفی ِىٝ

ثبؿذ اػشفبدٜ  ط٘ی وبیٕش وٝ ایٙشیٕیٗ خضء صیشٚاحذٞبی آٖ ٔی آ٘شی

خٛثی ایٙشیٕیٗ  سٛا٘ذ ثٝ ثبدی ٔزوٛس ٔی ؿذ ٚ ٔـخق ٌشدیذ آ٘شی

ٌشفشٝ دس ایٗ حٛصٜ  ٞبی كٛسر ٞؾسا ؿٙبػبیی وٙذ. دس ػبیش دظٚ

ثبدی ٔٛ٘ٛوّٛ٘بَ سدبسی ػّیٝ ایٙشیٕیٗ،  ٘یض ثٝ دِیُ ػذْ ٚخٛد آ٘شی

ٚ  Guػٙٛاٖ ٕ٘ٛ٘ٝ  وّٛ٘بَ اػشفبدٜ ؿذٜ اػز. ثٝ ثبدی دّی اص آ٘شی

وّٛ٘بَ )سِٛیذؿذٜ  ثبدی دّی ٕٞىبساٖ دس سحمیمبر خٛد اص آ٘شی

یت ایٙشیٕیٗ ػّیٝ ایٙشیٕیٗ دس خشٌٛؽ( ثشای سأییذ ثیبٖ ٘ٛسشو

     ٚ ٕٞىبساٖ ٘یض دس دظٚٞـی وٝ  Peng(. 26اػشفبدٜ وشد٘ذ )

          وّٛ٘بَ سِٛیذؿذٜ ػّیٝ ثبوششی ثبدی دّی ا٘دبْ داد٘ذ اص آ٘شی

E. coli O157:H7  ٗثشای سأییذ ایٗ دشٚسئیٗ اػشفبدٜ وشد٘ذ وٝ ای

 (.27وبٞذ ) خٛد اص دلز ٚ كحز وبس ٔی

 

‌گیزی‌ًتیجِ
 بثی ثٝ ـی ٚ دػشیـبی ط٘ـٞ بصٜـز ػـبخـٝ، ػـبِؼـٗ ٔغـایح ـبیـك ٘شـعج
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ٞبی  طٖ ػبخشبسٞبی دبیذاس ٚ ٔٙبػت ثشای ثیبٖ ٘ٛسشویت آ٘شی 

ٞب  ٞبی ػفٛ٘ی، یىی اص ثٟششیٗ سٚؽ وب٘ذیذ ٚاوؼٗ ػّیٝ دبسٛطٖ

ثبؿذ. دس ایٗ دظٚٞؾ  دیـٍیشا٘ٝ ػّیٝ آٟ٘ب ٔیثشای ا٘دبْ ٔغبِؼبر 

آٔیض ٚ ثیبٖ ا٘شٟبی وشثٛوؼیُ دشٚسئیٗ  ػبصی ٔٛفمیز ٘یض ثب ٕٞؼبٖ

ایٙشیٕیٗ ثٝ ؿىُ ٘ٛسشویت، ػبخشبسی دبیذاس ٚ ٔغٕئٗ ثشای سِٛیذ 

 ٔٙظٛس ا٘دبْ ٔغبِؼبر ثؼذی حبكُ ٌشدیذ. طٖ ثٝ ایٗ آ٘شی

 

‌

 قذرداًی‌ٍ‌تطکز
٘بٔٝ دٚسٜ دوششی  دبیبٖ٘شبیح ایٗ دظٚٞؾ حبكُ اص 

ثبؿذ وٝ ٞضیٙٝ اخشای آٖ سٛػظ دا٘ـٍبٜ أبْ  ٘ب٘ٛثیٛسىِٙٛٛطی ٔی

دا٘ٓ اص سٕبْ اػبسیذ  حؼیٗ )ع( سأٔیٗ ؿذٜ اػز. ثش خٛد لاصْ ٔی

ؿٙبػی ٚ ٔؼئٛلاٖ ٔحششْ حٛصٜ دظٚٞؾ دا٘ـٍبٜ  ٔشوض صیؼز

 وٕبَ سـىش ٚ لذسدا٘ی سا اثشاص داسْ.
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Abstract 

 

Background and Objectives: Some intestinal infections are caused by 

pathogens that enter the gastrointestinal tract of humans by 

consumption of contaminated food. A set of proteins are involved in 

colonization of E. coli O157:H7 in the large intestine, some of which 

initiate this phenomenon and their absence prevents it. The aim of this 

study was cloning and recombinant expression of C-terminal 

polypeptide of intimin, with a length of 300 amino acids, as a vaccine 

candidate against E. coli O157:H7. 
 

Methods: Specific primers for eae gene were designed using Oligo 

software version 7.0 and gene amplification was performed by PCR 

from template DNA. Enzymatic digestion and gene ligation were 

performed in pET28a(+) vector. Recombinant expression of intimin 

was done by IPTG inducer following the cloning confirmation. 

Western blotting analysis was performed to confirm the intimin 

protein. 
 

Results: Cloning of eae gene in the pET28a (+) vector was performed 

appropriately among desired sites, and intimin protein had a proper and 

significant recombinant expression after the induction. Also, the 

antibody used in western blotting could identify intimin. 
 

Conclusion: In this study, a stable construct containing eae gene was 

synthetized, which showed an appropriate recombinant expression of 

intimin protein. Therefore, this construct can be used to produce 

intimin protein for immunization studies against E. coli O157:H7.  
 

Keywords: Escherichia coli; C-terminal domain of intimin; Cloning; 

Recombinant protein. 
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