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 دهیچک

 یگوارش یها عارضهوانات است که باعث ین انسان و حیمهم در ب یزا یماریبعامل  کی O157:H7پ یسروت یکل ایشیاشر کیانتروهموراژ
 ها کیوتیب یآنتاز درمان  یبا توجه به خطرات ناش د.شو یم (HUS) کیتیهمول یسندرم اورمک و در موارد حاد یت هموراژیکول جمله از یمتعدد

زایی  هدف از این تحقیق بررسی ایمنی .کنند یمعفونت را ارائه این از  ی  ریشگیپ یبرا دبخشیام یروش ها واکسن، E.coli O157:H7در عفونت 
 E.coli BL21در  IPTG ریتأثب تحت ین نوترکیان پروتئیب بود. E.coli O157:H7 علیه باکتری StxB-EscC-Intimin (SEI)ژن کایمر  آنتی

DE3 و توسط  ءالقاSDS-PAGE یلیتما یب با ستون کروماتوگرافین نوترکیشد. پروتئ یابیارز Ni-NTA  زا با استفاده از یروش الابه و خالص
ن ییتع ELISAبه روش  یباد یآنتتر ین خالص انجام و تیدر موش با پروتئ ییزا یمنیا. گردید تأییدگا ین شیضد توکس یاختصاص یباد یآنت
انجام شد.  SPSS افزار نرمبا  T-testدانکن و  یها  آزمونبا  یآمار یقرار گرفت. بررس یبررس مورد ها موشدر  ریم و مرگو  یزش باکتری. رشد
ضد  یمرغ یباد یآنت با شده ییشناسا ژن یآنتمشاهده شد. حداقل مقدار  SDS-PAGEلو دالتون در یک 5/70 یمولکولن با وزن یان پروتئیب

 یها موشدرصد از  04 و افتیکاهش  cfu/ml 143تا من یدر موش ا یزش باکتریبود. ر گرمنانوELISA 151گا با استفاده از روش یشبه ش
 E.coliکاندید واکسن مناسبی علیه  تواند  یمکایمر  نوترکیبن یج نشان داد که پروتئی. نتادزنده ماندن یاز باکتر LD5014ق یپس از تزر منیا

O157:H7 باشد. 
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Abstract 

Enterohemorrhagic Escherichia coli serotype O157:H7 is an important pathogen in humans and animals that causes 
a number of gastrointestinal complications, including the hemorrhagic colitis and in acute cases, the hemolytic 
uremic syndrome (HUS). Considering the risks of antibiotic treatments, vaccines provide a promising way to 
prevent this infection. The aim of this study was to evaluate the immunogenicity of chimeric antigen STXB-EscC-
Intimin (SEI) against E.coli O157: H7. A recombinant chimeric protein expression was induced by IPTG in E.coli 
BL21 DE3 and evaluated by SDS-PAGE. The recombinant protein was purified by Ni-NTA affinity 
chromatography. The purified protein was confirmed by ELISA using anti Shiga toxin specific antibodies. 
Immunization was performed in mice with pure protein and the antibody titer was determined by ELISA. Bacterial 
shedding and mortality in mice were examined. Statistical analysis was performed by Duncan tests and t-test with 
SPSS software. Expression of a protein with a molecular weight of 74/5 kDa was observed in SDS-PAGE. The 
minimum amount of detected antigen with anti Shiga-like poultry antibody using ELISA method was 0.156 μg. 
Bacterial shedding in immunized mice was reduced to 10

2
 cfu/ml, and 80% of the immunized mice survived the 

bacterial injection of 10LD50. The results showed that the recombinant chimeric protein could be a suitable vaccine 
candidate against E. coli O157: H7. 

Keywords: Enterohemorrhagic Escherichia coli, Chimeric Protein, Recombinant Vaccine, Intimin, STX 

 
1*Corresponding Author: kpnazari@ihu.ac.ir                                    Advanced Defence Sci. & Technol. 2022, 1, 45-52. 



 1401، بهار 1؛ سال سیزدهم، شماره «های پدافند نوینعلوم و فناوری»نشریه علمی                                                                                                        64

 مقدمه .1

گرم  یباکتر کی( EHEC) یکل ایشیاشر کیانتروهموراژ یباکتر

 جادیباعث ا تواند یم کهاست  زا یماریگروه ب نیاز ا وززئون یمنف

 جادیباعث ا EHEC .[1] شود واناتیدر انسان و ح دیعفونت شد

موارد سندرم  یو در برخ کیهموراژ تی، کولیاسهال، اسهال خون

مورد  0/4رگ م باعث ی، حتشود ی( مHUS) کیاورم کیتیهمول

نامبرده  یوع عفونت با باکتریش .[2 و 3] شود ینفر م 144،444در 

 E.coli. [5 و 0] است شده گزارشدر سراسر جهان پی در پی 

O157:H7 پیسروت نیتر مهم EHEC یماریب وعیاست که با ش 

 بیو تخر متصل شونده عاتیتواند ضا یم EHEC .[1] استهمراه 

 طیپستانداران که در شرا یها سلول یرو ،(A/E) کننده

 عه باعثین ضاای .[7] دهد لیتشک، کنند یرشد م یشگاهیآزما

ت یو کول یزیکه خونر شود یمها  تیانتروس یها یلیوکرویم تخریب

در  یاسکلت سلول ییباعث بازآراهمچنین  در پی دارد راک یهموراژ

 نوع یترشح سامانهاز  ین باکتری.ا[0] شود یم یه اتصال باکتریناح

III کند یها استفاده م مؤثر به سلول یها نیانتقال پروتئ یراب 

(T3SS)یناش یها یماریکه اکثر ب دهد ینشان م گرید قاتی. تحق 

امر  نیمرتبط هستند، ا T3SS یها نیبا پروتئ EHEC O157:H7از 

 تیو درنها شود یها م یباکتر زه شدنیکلونو  یمنجر به چسبندگ

 .[0] دهد رییرا تغ زبانیسلول م یتواند اسکلت سلول یم

سرانجام  نیوزیمو  نیتال، نیارز، نیآلفا اکت، نیاکت ونیزاسیمریپل

هیستوپاتولوژیک  کننده بیو تخر متصل شونده عهیضا جادیباعث ا

 .[0] شود ی( م"A/E"بافت )

نیاز ماش E.coli O157:H7 یدر باکتر T3SS یها نیپروتئ

 شده لیتشک Esc نی، با پروتئهیپا ATPترشح وابسته به  یها

ساختار  یدالتون( جزء اصل لویک 50بالغ  نی)پروتئ EscCاست. 

و  EscF یها نیپروتئ ونیزاسیمریاست که پل یخارج یحلقه غشا

EspA یها نی. سرانجام، پروتئدهد یم شیساختار سوزن را افزا 

EspD  وEspB ساختار  کیtranslocon زبانیسلول م یرا در غشا 

 .[14] کنند یم جادیا

سلول  ییپلاسما یوارد غشا Tir نیکانال، پروتئ نیا قیاز طر

 نیوکلئولن یها نیپروتئ در کنارو  شود یپستانداران م زبانیم

 نی)پروتئ نیمینتیکنند. ا یعمل م EHECاتصال  رندهیعنوان گ به

است که  ییایباکتر یمولکول چسبندگ کیدالتون(  لویک 141بالغ 

مرتبط است. مطالعات نشان داده  ها یباکتر یمیصم یبا چسبندگ

تعامل  یدر معرض است و برا C، Intimin یبود که قطعه انتها

 یغشا وارد Tir نیپروتئکانال،  نیا قیلازم است از طر Tir-Int یکاف

و علاوه بر آن  شود یپستانداران م زبانیسلول م ییپلاسما

عمل  EHECاتصال  رندهیعنوان گ به نینوکلئول یها نیپروتئ

عوامل  گریاز د Shiga  (Stx)سم مانند یها نیپروتئ.[11]کنند  یم

 Vero یها هستند و از زمان کشتن سلول EHEC یتهاجم یاصل

 AB5از سموم  یعضو Stx .شوند یشناخته م نیعنوان وروتوکس به

باعث  تواند یاست که م EHEC ییزا یماریاست و عامل مهم ب

 Stx1شود.  HUSو سندرم  نیخون دی، اسهال شدکیهموراژ تیکول

 Stx نیپروتئ رگروهیدو ز یژن یآنت یها با توجه به تفاوت Stx2و 

عنوان  را به Stx2بر  دی، مطالعات تأکنیعلاوه بر ا .[13] هستند

 تمام باًیتقر تواند توسط یم رایاند ز نامزد نشان داده مونوژنیا

 .[12] شود دیتول EHEC یها پیسروت

 E.coliاز  یعلائم حاد ناش یبرا یدرمان چیکه ه آنجا از

O157:H7 ر به توسعه ی، ناگزیکیوتیب یدرمان آنت یوجود ندارد، حت

انواع مختلف  نیدر ب .[10]د یهست مونوژنیا یدهایکاند

 کشته یها یباکتر همان یعنیاول نسل  یها اکسنو ،ییزا یمنیا

 یعوارض جانب یدارا ،یسلول ایشده زنده  فیضع یها شده، واکسن

 یواحد ریز یها اکسنو ازتواند  یم لین دلیهم موقت هستند که

تر هستند  یاختصاصتر و  منیا یواحد ریز یها کند. واکسن تیحما

 یمنیحفاظت ا حال نیع در رنددا یکمتر ناخواسته یها و واکنش

تک  یجا به یواحد ریز واکسن چند لهیوس توان به یرا م یشتریب

 .[15] کرد جادیا یواحد ریز

در پژوهشی امانی و همکاران با طراحی پروتئین کایمر 

ایمنی سازی این  EspAو  Tir ،Intiminمتشکل از سه پروتئین 

کایمر را در موش بررسی کردند. در پژوهش امانی پس از خوراندن 

cfu1414   از باکتریE.coli O157:H7  ی ایمن شده ها موشبه

. در [11] ریزش باکتری به صفر رسیدپس از دو هفته میزان 

و همکاران با طراحی پروتئین کایمر  صدیقیانتحقیقی دیگر 

EspA-Intimin  ایمنی بخشی آن را علیه باکتریE.coli O157:H7 

 E.coliاز باکتری   cfu1414بررسی کردند. پس از خوراندن 

O157:H7  ی ایمن شده پس از دو هفته میزان ریزش ها موشبه

  .[17] رسید 142باکتری به 

 هیعل ،SEI یتیظرف سهژن  یآنت ییزا یمنیاش رو یدر مطالعه پ

 Enterohemorrhagic Escherichia coli یباکتر ت و اتصالیسم

O157:H7 قرار گرفت. یبررس مورد 

 قیروش تحق .2

  SEI بین نوترکیکد کننده پروتئسازه . 2-1

سه . هستند eaeو  stxB ،escC بیبه ترت SEIمرتبط سازه  یها ژن

 (EAAAK) ینکر سخت با توالیاز لبا سه تکرار  کدام دنباله هر

ن، یپروتئ ییشناساو  یساز خالصل در یتسه یو برا اند شده ادغام

ده یسازه اضافه گرد ین به انتهایستدینه هیدآمیاز اس ییتا 1 یتوال

 یها میآنزگاه برش یجا یتوال 2´و  5´ یدر انتها همچنین .است

(. 1شکل است ) شده دادهقرار  HindIII  و EcoRI کننده محدود

خواص  جمله ازسازه  یکیوانفورماتیب یها لیتحل و  هیتجز

ه یساختار ثانو ی، بررسیکدون یساز نهیبه، یتوال ییایمیکوشیزیف
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mRNA ک یمونوانفورماتیا همچنینن و یساختار سوم پروتئ، رسم

 [.10] است شده انجام یق قبلیدر تحق یتوال

 
 SEIب ین نوترکیک از سازه پروتئیر شماتیتصو .1 شکل

 زبانیو انتقال به م یکاست ژن یساز آماده. 2-2

توسط  کیمریژن کا ی، توالIn silico یها یابیپس از انجام تمام ارز

 pET32a دیو در پلاسم سنتز( نی)چ نیشرکت ژن شا

ا ب E.coli BL21 (DE3) مستعد یها شد. سلول یساز رهمسانهیز

 یبه روش شوک حرارت بینوترک دیو پلاسم هی( تهCaCl2)کمک 

خت شده بر یزبان تراریم یها سلول تیدرنها .دیگردها منتقل  به آن

با  نیلیس یآمپ کیوتیب یآنت یآگار حاو LBط کشت یمح یرو

 27 یشبانه در دما صورت به( کشت داده و μg/ml344) غلظت

پس از نگ یکلون تأیید یشد. برا یگرما گذار سلسیوسدرجه 

 SEIکاست  که ییآنجا (، ازییایقل زی)روش ل دیاستخراج پلاسم

قرار  HindIII (bp1500) و  EcoRIکننده  محدود یها محل نیب

 فوق انجام شد. میتوسط هر دو آنز یمیداده شد، هضم آنز

 بین نوترکیپروتئ یساز خالصان و یب. 2-3

 طیمح تریل یلیپنج م در ها یباکتر شبانهکشت از  تریلکرویم 54

Luria-Bertani (LB)  با غلظتμg/ml144 کیوتیب یآنت 

به مرحله رشد  ها یباکتردن یو تا رس شد حیتلق نیلیس یآمپ

کر ی( درون ش7/4برابر نانومتر  144در  ی)جذب نور یتمیلگار

قه قرار یدور در دق 114درجه و با سرعت  27 یانکوباتور در دما

-IPTG (Isopropyl-β-dمولار  یلیم 1 گرفت.

thiogalactopyranosideاضافه شد  به نمونه نیپروتئ انیب ی( برا

 27 یکر انکوباتور در دمایاضافه نشد( و درون ش IPTGکنترل به )

 5. پس از شد یگرما گذارقه یدر دق دور 134درجه و با سرعت 

 قهیدق 14دور به مدت  2444در دور  وژیفیها با سانتر ساعت سلول

ل اجسام یا تشکیسنجش محلول بودن و  یو برا یآور جمع

 ین منظور رسوب سلولیا یبرا. قرار گرفت یبررس مورد یانکلوژن

 5/1هر  یبه ازا PBSز کننده اوره و یبافر ل تریل کرویم 144درون 

ق یاز طر یوار سلولید. دیکنواخت گردیاز رسوب  تریل یلیم

 2ه و یثان 14کل به مدت یس 5/4و  74ون )قدرت یکاسیسون

قه در یدق 34مرتبه( شکسته شده و سپس در حداکثر دور به مدت 

جدا  یید و محلول رویوژ گردیفیسانتر سلسیوسدرجه  0 یدما

الکتروفورز ژل  با تیمحلولو سنجش  نیپروتئ انیب شد.

 درصد 13 (SDS-PAGE) سولفات لیدودس میسد دیآم لیآکر یپل

به  یساز با خالص نیپروتئ نیا قرار گرفت. لیتحل و هیمورد تجز

با  دهش یگذار برچسب کل به کمکین نیرز یروش کروماتوگراف

His  ازE.coli دناتوره خالص شد و توسط  طیدر شراSDS-PAGE 

 .شد دییتأ

زا با استفاده از یب به روش الاین نوترکیپروتئ تأیید. 2-6

 گاین شیضد توکس یاختصاص یباد یآنت

 BSAن یو پروتئ شده خالص SEI نین منظور از پروتئیا یبرا

 1ن صورت که درون یاستفاده شد. به ا یکنترل منف عنوان به

از  SEI شده خالصن یال غلظت پروتئیزا سریت الایکروپلیم چاهک

نگ یبافر کوت تریل کرویم 144درون  گرمنانو 151تا  کروگرمیم 5

 (=NaHCO3 ،0/0PHمولار  یلیم Na2CO3 ،121مولار  یلیم 10)

ساعت در  13ت را به مدت یکروپلید و سپس میکنواخت گردی

 ها چاهکشد. پس از هر مرحله  ینگهدار سلسیوسدرجه  0 یدما

سه مرتبه  (Tween20درصد  5/4اضافه  به PBS) PBST با بافر

بدون  خشک ریش درصد 5 محلول با ها چاهکد. یشستشو گرد

 سلسیوسدرجه  27 یدر دماک ساعت یبه مدت  PBSTدر  یچرب

 یاختصاص یمرغ یباد یآنت، شستشواز مرحله  مسدود شد. پس

 ها چاهکبه  PBSTدرون  1:3444گا با رقت ین شیضد توکس

انکوبه  سلسیوسدرجه  27 یدر دما قهیدق 05به مدت اضافه و 

 تریل کرویم 144شسته شدند و  PBSTبار با  سهها  چاهک شدند.

در بافر  1:3444با رقت  HRPکنژوگه با  یمرغ هیثانو یباد یآنت

PBST  در  قهیدق 05به مدت  تیکروپلیماضافه شد.  چاهکبه هر

 PBSTو چهار بار در  یگرماگذار سلسیوسدرجه  27 یدما

 2 یحاو سوبسترامحلول  تریل کرویم 144، در ادامهشستشو شد. 

اضافه  چاهکبه هر  OPD (o-Phenylene Diamine) گرم یلیم

 مولارH2SO4 5/3 ، واکنش باپس از رنگ گرفتن تی. درنهادیگرد

 .شد خوانشنانومتر  005موج  طول در ینور متوقف شد و جذب
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 یشگاهیآزما یها موشدر  ییزا یمنیا. 2-5

 (رانیپاستور ا تویانستاز  یا هفته 0تا  1) BALB/cماده  یها موش

 ها آن یبیافت نکرده بودند و وزن تقریدر یا واکسنیچ دارو یکه ه

استفاده قرار  مورد یساز منیا یها شیآزما یبرا بود گرم 35

شدند:  میها به دو گروه تقس ، موشیجلد ریز زیتجو یگرفتند. برا

با  بیرا در ترک کیمریکا نیپروتئ کروگرمیم 34که  شیگروه آزما

ن یپروتئ کروگرمیم 14 و 15ق اول و یادجوانت کامل فروند در تزر

SEI ق دوم و سوم یب در تزریهمراه با ادجوانت ناقص فروند به ترت

با  بیترکرا در  PBSو گروه کنترل که  عدد( 24کردند ) افتیدر

به هر موش  تیدرنها .عدد( 24کردند ) افتیادجوانت فروند در

در سه نوبت به فاصله  یر جلدیز صورت به تریل کرویم 344حجم 

ک هفته پس از یق و یقبل از تزر .ق شدیدو هفته در هر نوبت تزر

مراحل  یو برا شده انجام تاسرم  یو جداساز یریگ خونقات یتزر

 شد. ینگهدار -34در  یبعد

 میمستق ریغ یزایبا روش الا یباد یآنتتر یت یبررس. 2-4

 Enzyme linked) زایالا با روش یباد یآنت یترهایت

immunosorbant assayنیپروتئ کروگرمیم 5 شد. نیی( تع 

 یها چاهکدرون  نگیبافر کوت تریلکرویم 144داخل  بینوترک

 با بافر ها چاهک. پس از هر مرحله شد یک نواخت (Caspian) زایالا

بدون  درصد 5 خشک ریشبا  د. سپس یسه مرتبه شستشو گرد

درجه  0 یروز در دما شبانهک یبه مدت  PBSTدر  یچرب

از سرم  یها شده با نمونه تهشس یها کمسدود شد. چاه سلسیوس

اضافه  ها چاهکق و به یرق PBSTدرون  1:135144تا  1:344رقت 

 انکوبه شدند. سلسیوسدرجه  27 یدر دما قهیدق 05به مدت و 

آنتی  تریلکرویم 144شسته شدند و  PBSTبار با  سهها  چاهک

در بافر  1:3444با رقت  (HRP کانژوگه با یموش ضد) بادی ثانویه

PBST  یدر دما قهیدق 05اضافه شد. صفحه به مدت  چاهکبه هر 

 PBSTو سپس چهار بار در  دیگردانکوبه  سلسیوسدرجه  27

 2 یحاو سوبسترامحلول  تریل کرویم 144شستشو شد. سپس، 

پس از رنگ  تیدرنها. دیگرداضافه  چاهکبه هر  OPD گرم یلیم

متوقف شد و جذب در نانومتر  مولارH2SO4 5/3 ، واکنش باگرفتن

 خوانده شد. تیکروپلیخواننده م یبر روآنگستروم  005

 EHEC یز باکتریپس از تجو یزش باکتریر یبررس. 2-4

O157:H7  منیا یها موشدر 

مورد چالش قرار  ونیناسیواکس نیها دو هفته پس از آخر موش

 ها موش روده، به یعیطب ییایمنظور کاهش فلور باکتر گرفتند. به

 نیسیاسترپتوما تریل یلیبر م گرم یلیم 5 یقبل از چالش آب حاو

واحد  1414ها با  شبانه، موش ییپس از ناشتا .خورانده شدسولفات 

کرو می 144در  E.coli O157:H7 یاز باکتر (CFU) یکلن لیتشک

مدفوع از هر موش در فاصله دو  یها شدند. نمونه هیتغذ PBS تریل

 E. coli یمدفوعزش یرشد.  یآور به مدت چهار هفته جمع روز

O157:H7 ط یمح تریل یلیم 1گرم مدفوع به 1/4 باًیبا افزودن تقر

 3-0اتاق به مدت  یدر دما ونیو سپس انکوباس LB broth کشت

 یخوب بهرا مخلوط  شد. انجامنرم شدن پلت مدفوع  یساعت برا

ط یمح آگار تیپل یرو نمونه ییرو عیما یها و رقت ورتکس کرده

 mg/ml 5/3 ی)محتو Sorbitol MacConkey یکشت اختصاص

 ها تی. بلم( کشت داده شدیسفکس mg/ml45/4 م و یت پتاسیتلور

انکوبه شدند و  سلسیوسدرجه  27 یدر طول شب در دما

 .شمارش شدند E.coli O157: H7 درنگیسف یها یکلون

 ها موش یمان زنده یبررس. 2-4

من به دو یا یها موش، ییزا یمنیان مرحله یروز از آخر 10پس از 

و به گروه دوم LD501 م شدند. به گروه اول به مقدار یگروه تقس

LD5014 یاز باکتر E.coli O157: H7 یدرون صفاق صورت به 

کنترل استفاده شد.  یها موش یز براین روش را نیق شد. همیتزر

 قرار گرفت. یبررس مورد ها موش یروز زندمان 14سپس در مدت 

 یآمار لیتحل و  هیتجز. 2-9

رنوف یاز آزمون کولموگروفاسم ها دادهن نرمال بودن ییتع یبرا

ک طرفه ی یبا استفاده از انوا ها دادهانس یز واریاستفاده شد. آنال

دوم، سوم و چهارم و ز ین در سطح تجویانگیسه میانجام و مقا

من شده با استفاده از آزمون یمن و ایر ایدر گروه غ یزش باکتریر

انجام  SPSS افزار نرمبا استفاده از  یات آماریدانکل انجام شد. عمل

 .شد

 و بحث جینتا .3

 بین نوترکیان پروتئیو ب یهمسانه ساز. 3-1

و  EcoRI یبرش یها گاهیجا یکاست ژن ینکه در طراحیبا توجه به ا

HindIII ن یاز همبنابراین بود،  شده هیتعبآن  2´و  5´انه یدر پا

استفاده  pET32(a)د یوجود ژن در پلاسم تأیید یز براین ها میآنز

از وکتور با  شده جدا ی، قطعه ژنیمیبا انجام واکنش هضم آنز شد.

ن اساس ی(. بر ا3شکل جفت باز مشاهده شد ) 1500اندازه 

د. یگرد تأییدد یشده در پلاسم یساز نهیبهژن  یسازهمسانه

 منتقل شد. E.coli BL21DE3 یانیه بیب به سوید نوترکیپلاسم

صورت گرفت و  SEIفرآیند القا و بیان پروتئین نوترکیب کایمر 

درصد با  13آمید  ی، بر روی ژل اکریلساز آمادهپس از  ها نمونه

کیلو دالتون در مقایسه با نمونه القا نشده  5/70وزن مولکولی 

الف(. محلول بودن پروتئین و یا -2شکل شد ))کنترل( مشاهده 

 PBSتشکیل اجسام انکلوژن استخراج پروتئین در بافر اوره و 

پروتئین  شود یمب( دیده -2که در شکل ) طور همانارزیابی شد. 

نکلوژن اجسام ا صورت بههم  PBSمحلول در بافر  صورت بههم 

 .است استخراج قابلبادی 
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بر  pET28a-sie د استخراج شدهیپلاسم یمیهضم آنزبررسی  .2 شکل

م محمدود کننده ید با آنزیهضم پلاسم 1چاهک شماره  روی ژل آگارز،

EcoRI م ید با دو آنزیهضم پلاسم 3، چاهک شمارهEcoRI  وHindIII  که

ده شد، یجفت باز د 3444و  1544ن یدر ب یت باند سازه ژنیدرنها

 DNA Ladder Mixنشانگر اندازه  2چاهک شماره 

 یب با ستون کروماتوگرافین نوترکیپروتئ یساز خالص. 3-2

 کلین یلیتما

ب غلظت یمر از روش شین کایبا توجه به محلول بودن پروتئ

که  صورت نیبدن استفاده شد یپروتئ یساز خالص یدازول برایمیا

 ی، از ستون کروماتوگرافPBSمر درون ین کایپروتئ یمحلول حاو

ن یستون، پروتئ یکل عبور داده و پس از شستشوین نیرز یمحتو

 دیگردص یاز ستون جدا و تخل 354دازول یمیبا استفاده از بافر ا

در  کروگرمیم 244برابر  شده خالصن ی(. غلظت پروتئ0شکل )

 شد. یریگ اندازه تریل یلیم

به روش الایزا با استفاده  SEIپروتئین نوترکیب  تأیید. 3-3

 ی اختصاصی سم شبه شیگاباد یآنتاز 

از  SEIی نیپروتئ سازهدر  STXBبا توجه به وجود پروتئین 

آن استفاده  تأییدی مرغی ضد توکسین شبه شیگا جهت باد یآنت

نانوگرم  151شد. نتایج نشان داد که حتی در کمترین غلظت یعنی 

ی وجود باد یآنت -ژن یآنتهم واکنش اتصال اختصاصی  نیپروتئاز 

 (.5شکل دارد )

 
الف(: بررسی -2: )SEIبررسی بیان و حلالیت پروتئین نوترکیب  .3شکل 

نشانگر  3، ردیفIPTGبا  شدهء القانمونه  1بیان پروتئین نوترکیب، ردیف

ب(: -2نمونه کنترل و ) 2، ردیف SL7012-مولکولی پروتئینی سینا کلون

نشانگر مولکولی پروتئینی سینا  1بررسی محلول بودن پروتئین، ردیف 

عصاره سلولی حاصل از شکست اجسام باکتری  3، ردیف SL7012-کلون

عصاره سلولی  2مولار ردیف  0واجد اوره  کنده زیلبا استفاده از بافر 

 PBSحاصل از شکست اجسام باکتری با استفاده از بافر 

 
به روش  SEIمر ین کایروتئپ صیتخلفرآیند الکتروفورز  یالگو. 6 شکل

 ینشانگر مولکول -1 فیدازول، ردیمیا یبافرهابا  یلیتما یکروماتوگراف

پس از  شده یآور جمعنمونه -3فی، ردSL7012-نا کلونیس ینیپروتئ

ی عصاره حاصل از شکست اجسام باکتر یحاو PBSاضافه کردن بافر 

مولار،  یلیم 54 دازولیمیستون با ا یشستشونمونه مربوط به -2 فیدر

 یلیم 154دازول یمیستون با ا ینمونه مربوط به شستشو -0ف یرد

 354دازول یمیستون با ا ینمونه مربوط به شستشو -5 فیرد مولار،

 مولار یلیم
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 یباد یآنت با استفاده از به روش الایزا پروتئین نوترکیب تأیید. 5 شکل

 151مرغی ضد سم شبه شیگا، پروتئین نوترکیب با حداقل غلظت 
 مرغی ضد سم شبه شیگا واکنش داده است یباد یآنتنانوگرم نیز با 

من شده با یا یها موشسرم  یباد یآنتتر یت یبررس. 3-6
 مرین کایپروتئ

 SEIمر یکا ژن یآنته یعل شده  دیتولکلونال  یپل یباد یآنتت یحساس
 شود یمده ی( د1) شکلکه در طور همانشد.  یبررس زایق الایاز طر
و  یمن  یا سامانهک یمر منجر به تحرین کایپروتئ یرپوستیزز یتجو
مر پس از ه ر  ین کایه پروتئیعل یباد یآنتتر یسرم شد. ت ید آنتیتول

 نشان یباد یآنتاز تیتر  آمده دست بهنتایج  ش داشت.یق افزایبار تزر
 ص ورت   ب ه   یب اد   یآنت    تیتر   شده    ایمن    یها وانیح که در دهد یم

ش یاف زا  همچنین(. P<41/4بالاتر از گروه کنترل بود ) یدار یمعن
ق س وم ب ه لح ا     ی  ق چهارم نسبت ب ه تزر یدر تزر یباد یآنتتر یت

 (.P>45/4)نبود  دار یمعن یآمار

ایمن شده با پروتئین  یها موشسرم  یباد یآنتبررسی تیتر  .4 شکل 
سوم در رقت  یریگ خونسرم حاصل از  یباد یآنت، تیتر  SEIکایمر

کنترل استفاده  عنوان بهبود. سرم موش ایمن نشده  دار یمعن 351444/1
 (.P<41/4) شد

 E.coli O157:H7 یزنده با باکتر یها موشچالش . 3-5

 عنوان بهموش  14در هر گروه  یزش باکتریر یبررس منظور به

 آزمایشکنترل استفاده شد. به گروه  عنوان بهموش  14و آزمایش 

cfu/ml 1414 یزا یماریب یباکتر E.coli O157:H7 صورت به 

زان یم شود یمده ی( د7) شکلکه در  طور همانح شد. یتلق یخوراک

 ثابت 140روز در حدود  15وانات کنترل پس از یدر ح یدفع باکتر

ر یسمن شده یا یها موشدر  یزان دفع باکتریم که یحال درماند 

 است.  افتهی کاهش 143، به حدود 15ان روز یداشت و در پا ینزول

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ایمن و غیر ایمن، پس از  یها موشبررسی ریزش باکتری در  .4 شکل

 کاهش 143ایمن شده به  یها یباکترروز ریزش باکتری در  15گذشت 
 140میزان ریزش باکتری در گروه کنترل در  که یحال دراست  افتهی

 مانده استثابت 

 من شدهیا یها موشزنده ماندن  یبررس. 3-4

من نشده بودند بعد از یکنترل که ا یها موشپس از چالش تمام 
بود  ین در حالیروز مردند. ا 5 ی، در طیاز باکتر LD505افت یدر

ن دوز را تحمل کرده و زنده ماندند. بر یمن ایا یها موشکه تمام 
من نشده بودند بعد از یکنترل که ا یها موش یج تمامیطبق نتا

 درن یروز مردند. ا 0مدت  ی، در طیاز باکتر LD5014افت یدر
ن دوز را تحمل کردند یمن ایا یها موشدرصد  04 که است یحال

 (.0 شکلو زنده ماندند )

 
در مواجهه  ایمن و غیر ایمن یها موش یمان زندهبررسی میزان  .4 شکل

 LD505ایمن پس از تزریق  یها موشE.coli O157:H7 :(A )با باکتری 
و  غیر ایمن تا روز پنجم مردند یها موشتمام  که یحال درزنده ماندن 

(B )04  ایمن پس از تزریق  یها موشدرصدLD5014  درزنده ماندن 
 غیر ایمن تا روز چهارم مردند یها موشتمام  که یحال
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 یریگ جهینت .6

( و CDC) ها یماریاز ب یریشگیطور که مرکز کنترل و پ همان

 نیکردند اسهال دوم شنهادی( پWHO) یسازمان بهداشت جهان

 یزا یماریباست. عوامل  3410در کودکان تا سال  ریم و علت مرگ

 ، (EHEC)کیانتروهموراژ اشرشیاکلیمانند  یا روده ییایباکتر

 یعوامل اصل ویبریوکلرا( و ETEC) کیژنیانتروتوکس اشرشیا کلی

 یکیواحد  ریز یها نیپروتئبا  ونیناسیبرنامه واکس. اسهال هستند

آن بر سلامت جهان  ریاست که تأث یمداخله درمان یها برنامهاز 

و سم  یاست که دستگاه اتصال سلول شده ثابتاست.  شده اثبات

را ها  آن توان یم نیهستند، بنابرا زا یماریبعامل  نیا یعامل اصل

یکی از  یواحد ریز یها واکسن. واکسن اجرا کرد یطراح یبرا

 ریتأثاست که  زا یماریببرای مقابله با این عوامل  ها برنامهبهترین 

 سازوکاراست. با توجه به  شده اثباتآن بر سلامت جهان 

دو  Intiminو  EscCکه  شده ثابت E.coli O157:H7 ییزا یماریب

نقش دارند و در  ها یباکتر یمهم هستند که در چسبندگ ژن یآنت

 ریغ نیپروتئ همچنین وجود دارند. EHEC یاه پیاکثر سروت

 شده یطراحو در سازه است  کیمونوژنیا اریبس StxB یسم

 SEIب ین نوترکیج نشان داد که پروتئینتا خاصیت ادجوانتی دارد.

 ها موشک کرده و باعث حفاظت یموش تحر هومورال را در  یمنیا

 جهینت در. شود یم E.coli O157:H7ٍ  یزا یماریبدر مقابل عامل 

 د واکسن استفاده کرد.یک کاندی عنوان به SEIاز سازه  توان یم
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