
 
 
 

 

 مقاله پژوهشی         http://rjms.iums.ac.ir      1396، دی 163شماره  ،24دوره   پزشکی رازی علوم مجله   

 1389بهار  1،شماره  ،7دوره 

 مقدمه
ی هسایمساریببر اساس آمارهای جهانی، پس  ا  

ی اسسهایی کیسی هاعفونتعروقی و سرطان،  -قلبی
یمسبه شمار  هاانسان ریوممرگعلل  نکتربزرگا  
خطری که فرد مبسلا  بسه بیمساری  نکترعکشا .رود

دهیدراتاسسسیون و در  کنسسدیاسسسهار را تهدکسسد مسس
(. 2و  1) است هکتوسعه ، سوءتغذکشورهای درحار

مشی ت بهداشلای  نکتربیماری اسهار کیی ا  مهم
 اکثر تحقیقساتکه  باشدیم در سطح جهان و اکران

بر روی اسهار کودکان  ی اسهاییهاعفونت نهیدر م
 در بیمساری اکسن اهمیت با توجه به. (4و  3) است

 در  کساد اقلاصسادی هایکان  و انسانی تلفات اکجاد

 راهیارهای جهانی درصدد بهداشت سا مان جوامع،

 است ییروارگانیسماکن م علیه مناسب واکسن تویید
اسسهار  و اسسلافرا  بیماری اکن نشانه نکترمهم .(5)

 (. 6) باشدیم فراوان آبیی
کسسی بسساکلاری وکبرکسسوکلرا دو عامسسل  ایمسساریبدر 

انلاروتوکسسسینی و بسسسبندگی نقسسد دارنسسد. کسس  
انلاروتوکسین قدرتمند خسار  سسلویی کسه بسر روی 

و ا  نظسر  گذاردیمی کوب  ثاثیر رودهی هاسلور
ارتبسا  بسسیار نزدکیسی بسا  سساخلامانی و عملیسرد،

توکسسسسین حسسسساس بسسسه حسسسرارت اشرکشسسسیاکلی 
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 چکیده

  tcpA یل یپ ونیزاسیکلون فاکتور. رودیم شمار به مختلف جوامع افراد در یناتوان و مرگ علل نیترمهم از یکی یاسهال یماریب عنوان به وبا :هدف و زمینه

 فهد. دارند را یمنیا یها پاسخ یالقا ییتوانا tcpA و( ctxB) کلرا سم B واحد ریز. باشندیم وکلرایبریو ییزایماریب یفاکتورها نیترمهم کلرا نیتوکس و
 و مخل و  مر،یک ا یب اد یآنت  تیتر سهیمقا و ییزا یمنیا مطالعه و CTXB-TCPA و CTXB ، TCPA بینوترک یها نیپروتئ تولید ،مطالعه ینا از

 .بود موش در بینوترک یها نیپروتئ جداگانه

 و یساز همسانه pET32a)+(  و pET28a)+(  یانیب یوکتورها در ctxB-tcpA مریکا و ctxB ،tcpAیها ژن ،یتجرب مطالعه نیا در: روش کار

 نگیبلات وسترن و SDS-PAGE روش با و القا IPTG با بینوترک یها نیپروتئ انیب. شدند منتقل coli BL21 DE3 .E به بینوترک یمدهایپلاس
 یپوس ت ری ز و یص فا  درون روش به ه اموش یس از نیما. شد استفاده Ni-NTA یلیتما یکروماتوگراف از بینوترک نیپروتئ صیتخل جهت. شد یبررس
 .گرفت ار ر یابیارز ردمو الایزا روش با شده منیا یها موش سرم در یبادیآنت تیتر. شد انجام

 ،CTXB ش ده خ الص یه ا نیپ روتئ زانی م. ک رد دی تائ را بی نوترک یها نیپروتئ صیتخل و انیب نگ،یبلات وسترن و SDS PAGE زیآنال: هایافته

TCPA و CTXB-TCPA یخ وب ب ه ه ا م وش ی یزایمن یا ک ه داد نشان زایالا جینتا. بود تریل در گرم یلیم 100/33 و 533/11 ،570/15 بیترت به 
 نیهمچن. نداشت وجود CTXB با TCPA مخلو  و CTXB-TCPA یها ژن یآنت هیعل یباد یآنت تریت در یدار یمعن تفاوت. است رفتهیپذ صورت

 .نشد مشاهده یرپوستیز و یصفا  درون قیتزر از حاصل یبادیآنت تیتر در یداریمعن وتتفا

 ه اآن یق یتزر روش نیهمچن و هاگروه ینا در حاصله هخاطر یهاسلول عمر لطو به ستا ممکن هانیپروتئ یبادیآنت تیتر در یجزئ فختلاا: گیرینتیجه

 کی تحر جه ت ه ا نیپ روتئ مخل و  یب را یمناسب نیگزیجا تواند یم CTXB-TCPA مر،یکا یها نیپروتئ یها تیمز به توجه با. باشد داشته  تباار
 .باشد یمنیا ستمیس
 

 یباد یترآنتیت مر،یکا نیپروتئ ،ctxB، tcpA کلرا، ویبریو: هاکلیدواژه

  15/8/96تاریخ پذیرش:          22/5/96تاریخ دریافت:     

 

 

 

 

 

 

 مریکا و مخلوط منفرد، بینوترک یهانیپروتئ هیعل یبادیآنت تریت سهیمقا و یابیارز
CTXB ،TCPA وTCPA - CTXB 

11/11/89تاریخ پذیرش:               25/5/88تاریخ دریافت:   
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(E.coli -Escherichia coli) .انلاروتوکسسسین دارد 
 84 ییسوییحساس به حرارت بسا و ن مو وکبرکوکلرا

  کر واحد و A (CTA)  کر واحد دایلاون که ا  لویک
B (CTB )کسر واحسد  .است شدهلیتشی CTB  بسا

مخساطی  یهااتصار به گیرنده سسسطحی در سسلور
 (.7-9) شسودیبه درون سلور مس CTA باعث ورود

پنلااسساکارکد نسوعی  CTB گیرنسده سسطح سسلویی
است که روی شمار  کسادی  GM1 گانگلو کد به نام

اپسی  یهادار بدن ا جمله سلورهسلاه یهاا  سلور
 یهاینفوئیسدی و سسلور یهاتلیایی مخاطی، سلور
(. 11و  10) شسودیبیان مس ژنیپردا ش کننده آنلا

 cAMPاتصار و ورود سم به سلور سبب افسزاکد 
ی اییلاروییلای درون هاانکجرتعادر  سلویی شده که

و موجسب اکجساد اسسهار آ    ندیم به همروده را 
گردد. باکلاری وکبرکو کلسرا بسرای اکجساد یمبرنجی 

بیماری نیا منسد اتصسار بسه سسلور هسای روده ای 
 نکترمهم (TCPپیلی ) نسیوانیز کلو رفاکلاواست. 
روده  رپیلالیاا یهاسلور به یباکلار تصاییا رساخلاا

 ک  مانند که ستا لیمحدارای  TCPست. ا
 (.12-14) دکسسنمایمسس عمل CTX ژفا ایبر رسپلاور

دایلاسون  لسویک 6/38حسدود و ن با TCPAپروتئین 
 اکسن سا نده ژن است وکبرکوکلرا مهم اجزاء ا  کیی

 یهادر سسار اسست. بسا  جفت 543 پروتئین دارای
به علت نداشسلان  tcpA اخیر، خواص اکمونویوژکیی

توجه بسوده  مورد عوارض جانبی به عنوان اکمونوژن
 اصخو نوترکیب یها تئینو(. پر15) اسسسسسسسسسست

آن تویید و داشلاه را طبیعیهای تئینوپر ریساخلاا
ون بسسسه مقر طبیعی یهاتئینوپر با مقاکسه در هسسسا

باشسد. هسا آسسان تسر مسیصرفه وخایص سسا ی آن
هسسای نوترکیسسب بسسه دییسسل بهینسسه سسسا ی پسسروتئین

 tRNAکسسدونی، دارای کسسدون هسساکی هسسسلاندکه 
بیشلاری برای آن وجود داشسلاه، بنسابراکن سیسسلام 
اکمنی بهلار تحرک  شده و پاسخ اکمنی قوی تسری 

 ترکیب ا  دهسلافاااکجاد مسی کننسد. در حسایی کسه 
پروتئین گانه ف جدا مصر با مقاکسه در ها تئینوپر
 رحلاماا پسسروتئین هسسای تسس   رفیلاسسیو کسسا ها آن
 ن رامیزبا یهارسلو توسط اسهآن نهمزما شتدابر
 نکیسا کطاشر در و برابر انمیز هسسسب و داده کدافزا

. در طراحسسسسی نماکند می تحرک  را کمنیا سیسلام
اسلافاده ا  پسروتئین هساکی بسا پروتئین های کاکمر، 

وکژگی ادجوانی ا  جمله  کر واحد اتصایی سم کلرا 
می تواند سبب بهبود پاسخ های سیسلام اکمنی در 

(. 16مواجهه بسا اکمونسوژن هسای نوترکیسب شسود )
هدف ا  اکن تحقیس  بررسسی میسزان اکمنسی  اکسی 
پروتئین های نوترکیب در حایت کاکمر و مخلو  و 

پروتئین های نوترکیب منفرد می  مقاکسه آن ها با
 (.17 و 7باشد )

 
 روش کار 

پ سسمید و سسوش هسای  مواد آ ماکشسگاهی، -1
 E. coliا  بساکلاری  تجربسی در اکن مطایعه: باکلاری
 ،ctxBجهت همسانه سا ی ژن های  DH5α سوکه
tcpA و سوکه BL21(DE3)  جهت بیسان پسروتئین

ا  محیط هسای کشست یورکسا برتسونی  اسلافاده شد.
(LB)  و آگسسار جهسست رشسسد بسساکلاری مسساکعE.coli 

جهت انلاخابی نمودن رشد باکلاری  اسلافاده گردکد.
شسسرکت فرمنلاسسا  کاناماکسسسین ا  آنلاسسی بیوتیسس  

اسلافاده شد. به منظور تاکید همسانه سسا ی ژن در 
 و HindIIIا  آنزکم های محدود الاثسر وکلاور بیانی،

XhoI کت سسسساخت شسسسرFermentas  )اوکسسسراکن(
ا  شسسرکت  غشسای نیلاسرو سسلویز اسسلافاده گردکسد.

Roche و پلیسست الاکسسزا ا  شسسرکت Nunck  مسسورد
پ سسمید و کیت های تخلیص  .اسلافاده قرار گرفت

سلاون  تهیه شد. Bioneerا  شرکت  PCRمحصور 
Ni-NTA agarose resin  جهت تخلیص پسروتئین

 خرکداری گردکد.  Qiageneنوترکیب ا  شرکت 
ا   جهت بهسره بسرداری : هاهمسانه سا ی ژن -2

ابلاسدا  ،-tcpA pET28a(+)-ctxB-linker سا ه ژنی
پراکمرهاکی بسا جاکگساه  سنلازی که دارای ctxBژن 

بسرای پراکمسر پیشسرو وآنسزکم  EcoRIبرشی آنزکم 
HindIII توسسط  ،برای پیراکمسر پیسرو بودنسدPCR 

 تیثیر پیداکردند.
ctxB/F:TGCAGAATTCACACCTCAAA

ATATTACTG (EcoRI) 

ctxB/R:TATCAAGCTTATTTGCCATA

CTAATTGC (HindIII) 

 کسسه دارای tcpAدر گسسام بعسسدی ژن سسسنلازی 
بسرای  HindIIIپراکمرهاکی با جاکگاه برشسی آنسزکم 

بسرای پیراکمسر پیسرو  XhoIپراکمر پیشسرو وآنسزکم 
 تیثیر پیداکردند. PCRتوسط  نیز بودند
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tcpA/F: 5'- AGTTAAGCTTGCATG 
ACATTACTCGAAGT -'3 (HindIII) 

tcpA/R: 5'- AATACTCGAGTTAGCT 
GTTACCAAATGC -'3 (XhoI)  

جهسسسست همسسسسسانه سسسسسا ی کاسسسسست ژنسسسسی 
ا  یینیرغیرفورکنی  pET28a(+)-ctxB-tcpAکامل
شامل اسید آمینه های گلوتامی   EAAAKسخت

اسید، آلانین وییزکن اسلافاده شسد.یینیر بسه دییسل 
بین دو ژن که در نهاکست جداسا ی و اکجاد فاصله 

منجسسر بسسه در معسسرض قرارگسسرفلان کامسسل هسسر دو 
می شود،  دسلاگاه اکمنیپروتئین در بدن میزبان و 

 tcpA مورد اسلافاده قرار گرفت. سیان  پراکمر ژن
دارای جاکگسساه برشسسی آنسسزکم  EAAAKبسسا یینیسسر 

XhoI وHindIII  بسسرای پراکمسسر پیشسسرو بسسه همسسراه
یینیر که در پراکمسر پیشسرو تعبیسه شسده و آنسزکم 

XhoI برای پراکمر پیرو می باشند. 
tcpA/F with linker= AGTTAAGCT 

TGCGA 

AGCTGCGGCAAAAATGACATTACTC

G (XhoI) 

در  ctxBپ  ا  تاکیسد صسحت کلسون شسدن ژن 
 در وکلاسسسسسسور tcpA، ژن (+)pET28aوکلاسسسسسسور 
pET32a(+)  وکسساکمر ژنسسیctxB-tcpA  در وکلاسسور
pET28a(+)  محصورPCR  با روش شوک هرکدام

 E. coli سسوکه DH5αحرارتی بسه سسلور مسسلاعد 
وکاکمر ژنی  ctxBی ژن  ترارکخت شدند. سلور ها

ctxB-tcpA  بسسر روی محسسیطLB  آگسسار حسساوی
 میلی ییلار( ومییروگرم بر  80)غلظت  کاناماکسین

آگسار  LBبسر روی محسیط  tcpAسلور های ژنسی 
مییروگسرم بسر 100حاوی آمپسی سسیلین )غلظست 

درجه سسانلای گسراد بسه  37و در دمای  میلی ییلار(
تعسدادی کلنسی ا   صورت بمنی کشت داده شدند.

هرکدام ملاناسب با آنلای بیوتی  مربوطه انلاخا  و 
 ماکع به مسدت کس  LBبه طور جداگانه در محیط 

درجسه  37شبانه رو  در شییر انیوبساتور بسا دمسای 
کشست دور در دقیقسه  150سانلای گراد و سسرعت 

ها، باروش ییز  داده شدند. پ  ا  جمع آوری سلور
اسلافاده ا آنزکم  قلیاکی پ سمید اسلاخرا  گردکد. با

های محدود الاثر بر روی پ سمید هسای اسسلاخرا  
 ،tcpAوجود ژ ن های ، هضم آنزکمی صورت شده،

ctxB  وchimer  در کنار نشسانگر موییسویی توسسط
درصسد ار کسابی شسد.  1اییلاروفور  روی ژر آگسار  

پ  ا  هضم آنزکمی قطعات ژنسی بسرش خسورده ا  
 DNAگسار  بسسه وسسیله کیسست اسسسلاخرا  آروی ژر 

تخلیص گردکدند. ژن ها ملاناسسب بسا آنسزکم هسای 
محدودالاثری که برش خورده بودند به درون وکلاور 

لاناسب با ژن های مذکور که با همسان آنسزکم هسا م
محصسور ایحساق،  گردکدند. ایحاق ،اند برش خورده

با روش شوک حرارتی به سلور های مسلاعد )تهیه 
 DE3 E. coli BL21 شسسده بسسه روش شسسیمیاکی(
کلنی هسای نوترکیسب بسا  سوکه ترارکخت گردکدند.

غربار گری آنلای بیوتییی جسدا وحضسور پ سسمید 
و  PCRبسا  chimer وtcpA،  ctxBحاوی ژن های 

 هضم آنزکمی مورد تاکید قرار گرفلاند. 
تعیین جاکگاه پروتئین های نوترکیسب  و بیان -3

CTXB،TCPA  و کسساکمرCTXB-TCPA : بسسرای
 هسای کلسون شسبانه کشت بیان ژن های مذکور ا 

 میلسی 5 بسه مییروییلار 100 میزان شده جداسا ی

حاوی آنلای بیوتی  ملاناسسب  ماکع LBمحیط  ییلار
مو   طور در ODرسیدن  ا  پ  و با هر ژن تلقیح

 رشسد میسزان آوردن دسسته بس )برای نانوملار 600

( فرمنلاا  IPTGباکلاری(، ماده ایقا کننده پروموتر )
و به میلی مولار به محیط کشت افزوده  1با غلظت 
درجسه سسانلای گسراد  37ساعت در دمسای  4مدت 

آوری شسده های باکلارکاکی جمعانیوبه شدند. سلور
در اکن  در مرحله فوق به روش دناتوره تیمار شدند.

وکسسساکمر  ctxBها ی حاصسسسل ا  ژن روش، سسسسلور
ctxB-tcpA  مییروییلاسر بسافر ییزکننسده  100باB 

 100بسا  tcpAاوره دار و سلور های حاصسل ا  ژن 
مخلسو  و ا  مییروییلار بسافر ییزکننسده بسدون اوره 

ها طرک  سونییاسیون شیسلاه شدند. سپ  نمونسه
سانلارکفیوژ  g 10000دقیقه با سرعت  20به مدت 

شدند و محلور روکی با نسبت ک  )بافر نمونه( بسه 
مخلو   x5پنج )نمونه( با سمپل بافر دارای غلظت 

درجسسسه  100دقیقسسسه در دمسسسای  5و بسسسه مسسسدت 
های تیمار گراد جوشانده شد. در نهاکت نمونهسانلای

ا   SDS-PAGE 12%شده توسسط ژر اییلاروفسور  
  های نوترکیب بررسی شدند.یحاظ بیان پروتئین

نوترکیب و تائید آن به  های تخلیص پروتئین -4
تئین وپر دجووبا توجه به : روش وسسسلارن ب تینسس 
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کن اتخلیص ر، محلو  فادر TCPAنوترکیب بیانی 
ا ور کمیداشیب غلظلای  ا  دهسلافااتئین با وپر
هسسای تئینوپر ی سارت محلوسسسکد. جهدگرم اسسسنجا

CTXB و CTXB-TCPA  ژن نیلواشیل در که
ند ا  شسسسسلاد داجور ونامحلو  فاد و در وسسسسسبدی با

، pH 8 ،5/6با شیبر و مولا 8اوره جد ی وابافرها
بسا در نظسر شدند. اده سلافاجهت تخلیص  5/4، 2/5

گرفلان اکنیه پروتئین های نوترکیسب بیسان شسده، 
دارای تسسوایی شسسد هیسسسلایدکن در فرادسسست مسسی 

فرآکند تخلیص پروتئین هسا بسه کمس  باشند، یذا، 
 Ni-NTAسسسلاون کرومسساتوگرافی میسسل ترکیبسسی 

سیله وبه ن سلاوی ی هاسسسسجوخر. گرفترت وسسسسص
نسد. گرفلاار کابی قررد ار مو SDS-PAGE 12%ژر 
روش نوترکیب با ی تئین هاوپرا  لظت هر ک  غ
یسسسد کتای گردکدنسسسد. جهسسست گیرا ه ندرد افوادبر

 پروتئین های نوترکیسب ا  تینیس  وسسلارن بس ت
اسلافاده شد. عصاره سلویی پ  ا  بیان با اسسلافاده 

و بافر انلاقار  Bio-radگذاری وسلارن ا  سیسلام ییه
 25مسسسسسولار، تسسسسسرک  میلی 192)گ کسسسسسسین 

( =3/8pHو  %20و ملاسانور  SDS 1/0%مولار،میلی
روی کاغذ نیلاروسلویز منلاقل و به منظور پرکسردن 

های خایی )ب کین (، کاغذ بسه مسدت کس  جاکگاه
در  PBSTدرصد شیرخشس  در  5شب در محلور 

 گراد نگه داری شد. سپ  سهدرجه سانلای 4دمای 
نسسسوار شسلاشسسسو داده شسسسد.  PBSTمرتبسسسه بسسسا 

بسسه طسسور  TcpAنیلاروسسسویو ی واجسسد پسسروتئین 
بسا جداگانه با آنلای بادی ضد هیسسلایدکن )کیساژن( 

 37سسساعت در دمسسای  1مسسدت  بسسه 1:5000رقسست 
نیلاروسلویز گراد گرماگذاری شد. کاغذ درجه سانلای

-بادیبا آنلایو پروتئین کاکمر  CTBواجد پروتئین 

 با رقتضد کلرا توکسین )سیگما( ار های پلی کلون
پس  ا  شسلاشسو ا  آنلاسی  مجاور گردکسد. 1:2000

به عنوان آنلای بسادی  1:5000بادی )داکو( با رقت 
و کاکمر  CTBثانوکه برای کاغذ واجد پروتئین های 

سسه بسار  PBSTفرآکنسد شسلاشسو بسا اسلافاده شد. 
بسه  1:5000انجام گرفت. کونژوگه موشی بسا رقست 

کسار رفست. ه بادی تشسخیص دهنسده بسیعنوان آنلا
همانند مرحله قبل گرماگذاری انجام شسد. فراکنسد 
شسلاشو نیز همانند مراحل قبلی انجام شد. نهاکلاسا،، 

 DAB 6کاغذ نیلاروسسلویز در محلسور سوبسسلارای 

 50میلی ییلار بافر ترک  ده میلی گرم در  )سیگما،
( تا  هور باند پروتئینسی، 8برابر  pHمیلی مولار با 
آ  ا  توقس  واکسند، و در ادامه بسرای  قرار گرفت
 .شد اسلافادهمقطر قرار 

اکمن نمودن موش های سوری توسسط آنلاسی  -5
ا  به منظور بررسی پاسخ اکمنی، : های نوترکیبژن

موش سوری کسه هسید دارو کسا واکسسنی درکافست 
 نیرده بودند، اسلافاده شد. 

گسسرم بسسوده و در مسسدت  25دارای و ن هسسا مسسوش
آ ماکد تحت شراکط کیسان ا  جمله میزان غسذا و 
آ  مصرفی، شراکط نگهسداری، دمسای محسیط و ... 

 24قرار داشلاند. به منظور بررسی پاسسخ اکمنسی ا 
عسدد بسرای گسروه  6عدد موش برای گروه تست و 

 کنلارر اسلافاده شد.
مییروگرم پسروتئین تخلسیص  20برای هر موش، 

مییروییلاسر  200اسسلارکل بسه حجسم   PBSشده بسا
رسانده شد. جهست آمساده سسا ی نمونسه هسا بسرای 

)موسسه تزرک ، هم حجم آن ادجوانت کامل فروند 
ادجوانت نساقص  در تزرک  اور وسرم سا ی را ی( 

آنلاسی ژن فروند درتزرک  های بعدی اضافه گردکسد 
به صورت  کر جلدی و داخل صفاقی تزرک  شد. ها 

 رو  در نظر گرفلاه شد. 14تزرک   فواصل
ک  هفلاه پ  ا  تزرکقات دوم، سسوم، بهسارم ا  
موش ها خون گیری و سرم ها جسدا شسده و بسرای 

درجه سانلای گراد  20مراحل بعدی در دمای منفی 
 نگهداری شد.

در اکسن : IgGتوتسار  بررسی تیلارآنلاسی بسادی -6
مرحله به منظور بررسی تیلار آنلاسی بسادی ا  روش 

مییروگسسرم  5اسسسلافاده گردکسسد. ابلاسسدا مقسسدار  اییسسزا
مییروییلار بافر کوتین   100پروتئین نوترکیب در 

داخل هر ک  ا  باه  های الاکزا رکخلاسه و در دو 
باه  جهت کنلارر در نظسر گرفلاسه شسد. سسپ  
 4مییروپلیت به مسدت کس  شسبانه رو  در دمسای 

شسلاشسو بسا بسافر  .درجه سانلای گسراد قسرار گرفست
PBST هسسسر مرحلسسسه صسسسورت گرفسسست.  در بسسسین

درصد شسیر خشس   5حاوی  PBSTمییروپلیت با 
درجسه  37دقیقه در  30بدون بربی مسدود شد و 

سانلای گراد قرار گرفت. سپ  سسرم مسورد نظسر ا  
رقیسس  و در  PBSTدر  1:25600تسسا  1:200رقسست 

باه  ها قرار گرفت و مییروپلیت بسه مسدت نسیم 
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ار گرفست. درجه سانلای گراد قر 37ساعت در دمای 
ا  آنلاسسی بسسادی  1:2000در مرحلسسه بعسسد، رقسست 

 100تهیسسه و  PBSTگونژوگسسه موشسسی)داکو( در 
مییروییلاسسر بسسه هسسر باهسس  اضسسافه شسسد. پسس  ا  

درجه سانلای گراد به مدت نسیم  37انیوباسیون در 
میلسی گسرم  2مییروییلاسر سوبسسلارا ) 100ساعت، 

OPD  5/2میلسسی ییلاسسر بسسافر فسسسفات حسساوی  5در 
درصد( به هسر باهس   30  اکسیژنه مییروییلار آ

اضافه شد. با اکجساد رنس   رد ، واکسند بسا اسسید 
 490سسسویفورک  کسس  مسسولار ملاوقسس  و جسسذ  در 

 نانوملار خوانده شد. 
برای تعیین نرمار بودن داده ها : آناییز آماری -7

تعداد اکرنو وف و برای مقاکسه -ا  آ مون کلموکراف
در مراحل مخلال  اندا ه دفعات تجوکز فرمولاسیون 

با اسسلافاده ا  انسوای  تحلیل وارکان  میررگیری ا  
در صسورت مشساهده تفساوت  ک  طرفه انجام شسد.

 وجی بون فرونی بسرای تعیسین  tمعنی دار، آ مون
منشا تفاوت مورد نظر قرار گرفت. آنساییز وارکسان  
داده ها و مقاکسه میانگین )در سسطح تجسوکز دوم، 
سوم و بهارم( با اسسلافاده ا  آ مسون دانیسن انجسام 
گرفت. کلیسه عملیسات آمساری بسا اسسلافاده ا  نسرم 

 انجام شد. SPSS 22افزار
 

 هایافته
بررسی ایحاق و صحت همسانه سا ی در باکلاری 

E.coli BL21(DE3) :همسسانه سسا ی  ئیدجهت تا
ها و ساخت کاسست ژنسی ا  جفست پراکمرهسای  ژن

ایس ( - 1اخلاصاصی هر ژن اسلافاده شد. در شسیل)
مربسسو  بسسه پ سسسمید نوترکیسسب بسسا  PCRواکسسند 

منجسر بسه  ctxBاسلافاده ا  پراکمرهای اخلاصاصسی 
 ( -1)شسسیل جفسست بسسا ی، 329تیثیسسر قطعسسه 

با  tcpAپ سمید نوترکیب با پراکمرهای اخلاصاصی 
 ( کسساکمر -1)شسسیل جفسست بسسا ی و 563قطعسسه 

 ctxBنوترکیسسب بسسا پراکمرهسسای مشسسلارک دو ژن 
می شود. در  جفت با ی دکده 892با اندا ه  tcpAو

جهت بررسی صحت پ سمید حاوی ژن روش دوم 
ctxB با روش هضم آنزکمی و با اسسلافاده ا  آنسزکم

 در وکلاسسور EcoRIو  HindIII هسسای محسسدود الاثسسر
pET28a(+) ایسس (، ژن -1)شسسیلtcpA  بسسا آنسسزکم

در وکلاسسسور  XhoIو  HindIIIهسسسای محسسسدودالاثر 
pET32a(+) ( و در نهاکست کساکمر ژنسی 2-1)شیل

ctxB tcpA-  هم بسا آنسزکم هسایHindIII وXhoI 

 
و ( 1) داخل ی PCR ب ا روش pET28a(+)-ctxB, pET32a(+)-tcpA, pET28a(+)-ctxB- tcpAهمسانه سازی وکت ور ه ای نوترکی ب  تایید -1 شکل

 (2) روش هضم آنزیمی
: 1ردی ف ctxB ( /2)پلاسمید نوترکیب ب ا جف ت پرایمره ای اختصاص ی  PCR: الکتروفروز محصول 1ردیفpET28a(+)-ctxB – (1 )تایید همسانه سازی وکتور نوترکیب  الف:

 HindIIIو  EcoRIهای برش خورده با آنزیم pET28a(+)-ctxB پلاسمید نوترکیب :2، ردیفDNA ladder mixنشانگر اندازه 
 ctxB ترکیب یب ا جف ت پرایمره ای اختصاص ی نوترکیب پلاس مید PCR الکتروفورز محصول :1ردیف pET28a(+)-ctxB -tcpA-(1 )ب: تایید همسانه سازی وکتور نوترکیب 

برش خ ورده ب ا  pET28a(+)-ctxB-tcpA پلاسمید نوترکیب ، ردیف ب:DNA ladder mixنشانگر اندازه  :1( ردیف 2/ ) DNA ladder mixنشانگر اندازه  :2، ردیفtcpAو
 HindIIIو  XoIهای آنزیم

: نشانگر اندازه 2، ردیف tcpAپلاسمید نوترکیب با جفت پرایمرهای اختصاصی  PCRالکتروفروز محصول : 1ردیف pET32a(+)-tcpA-(1)تایید همسانه سازی وکتور نوترکیب  ج:
DNA ladder mix( /2ردیف )پلاسمید نوترکیب :1 pET32a(+)-tcpA های برش خورده با آنزیمXoI  وHindIII  نشانگر اندازه 2ردیف :DNA ladder mix  
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 (.2و1 راشیا) انجام وصحت سا ه ژنی تاکید شد
برای بررسسی  :نوترکیبهای بررسی بیان پروتئین

در  -tcpA ctxBکساکمر ژنسیو  ctxBژن های  بیان
در وکلاسسور  tcpAو بیسسان ژن (+)pET28aوکلاسسور 

pET32a(+)  پسس  ا  کشسست سسسلور هسسا و ایقسساء بسسا
IPTG صورت پذکرفت و پ  ا  تیمسار  ها بیان ژن

مسورد بررسسی قسرار  SDS-PAGEخام برروی ژر 
نوترکیسب ا  های  . با توجه به و ن پروتئینندگرفلا
 (. 2 )شیل اسلافاده شد % 12ژر 

 و آنساییز نوترکیسب های خلوص پروتئین بررسی

بسسرای بررسسسی میسسزان خلسسوص : ب تینسس  وسسسلارن
اسسلافاده  Ni-NTAسلاوننوترکیب ا   های پروتئین

هسای اسسلافاده پروتئین با اسلافاده ا  شد که در آن
اوره  با اسلافاده ا  روش های SDS-PAGEشده در

 اکمیسدا ور برای پسروتئین هسای نسامحلور و روش
پسروتئین  .مشسخص گردکسد برای پروتئین محلسور

CTXB 3 )شسیل اوره دار 250 بافر اکمیدا ور در 
هم در بافر  CTXB-TCPAپروتئین کاکمر ( ای  -

 ( و پسسروتئین  -3اوره دار )شسیل 250اکمیسدا ور 
TCPA  بسسسسدون اوره  250در بسسسسافر اکمیسسسسدا ور
میسسزان   ( ا  سسسلاون تخلسسیص شسسدند. -3)شسسیل

گرم میلی  CTXB 570/15 پروتئین تخلیص شده
 TCPA، میسسزان پسسروتئین تخلسسیص شسسده در ییلاسسر
میلسسی گسسرم در ییلاسسر و پسسروتئین کسساکمر  533/11

 
  TCPAو CTXBو تعیین مو عیت پروتئین های  ctxB-tcpAوکایمر  tcpAو ctxBبیان ژن های  -2 شکل 

 Vivantis product Number:PR0602( نشانگر پروتئینی IPTG 3( نمونه شاهد بدون القای IPTG 2با القای  CTXB( نمونه تست 1الف:  
 Vivantis product Number:PR0602( نشانگر پروتئینیIPTG 3با القای  CTXB-TCPA( نمونه تست کایمر IPTG 2( نمونه شاهد بدون القای 1 ب:
  IPTGبا القای  TCPA(نمونه تست IPTG 3( نمونه شاهد بدون القای Vivantis product Number:PR06022( نشانگر پروتئینی 1ج: 

 
 از پروتئین های نوترکیب تخلیص شده با ستون کروماتوگرافی میل ترکیبی SDS-PAGEژل  -3شکل 

س تون،  flow :3ستون  Vivantis product Number:PR0602نشانگرپروتئینی شماره  :2ستون  - بل از ستون flow: 1ستون  – )روش اوره( CTXBالف( پروتئین 
 کیلو دالتون( 6/16) اندازه پروتئین  250: بافر ایمیدازول6، ستون D: بافر5، ستون C: بافر 4ستون 

 : ب افر5س تون  - 40: ب افر ایمی دازول 4س تون  -س تون  flow :3ستون  -مارکر پروتئینی :2ستون  - بل از ستون  flow:1ستون  -)روش ایمیدازول(  TCPAب( پرو تئین 

 کیلو دالتون( 6/38) اندازه پروتئین  250: بافر ایمیدازول  6ستون  -170ایمیدازول 
: ب افر 6، س تون D: بافر5، ستون C: بافر 4مارکر پروتئینی، ستون  :3ستون، ستون  flow:2 بل از ستون، ستون  flow:1)روش اوره( ستون  CTXB-TCPAج( پروتئین کایمر

 کیلودالتون( 35)اندازه پروتئین 250ایمیدازول 
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بسه منظسور تيکیسد بود. گرم در ییلار  میلی 100/33
 Western Blottingمحصور پروتئینسی ا  تینیس 

بادی علیسه کلسرا اسلافاده شد. در اکن روش ا  آنلای
 -4)شسیل Anti-Histagای (،  -4 )شیل توکسین

 اسلافاده شد.   (
نوترکیب در  های تویید آنلای بادی علیه پروتئین

واکسسند الاکسسزا مربسسو  بسسه  6و  5اشسسیار  :مسسوش
-CTXBوکسساکمر CTXB،TCPAپسسروتئین هسسای 

TCPA مخلو  نمونه  وCTXB)+TCPA)  تخلیص
ک  هفلاه بعد  دهد. نشان می شده و سرم موش را

ا  تجوکزهسسای دوم، سسسوم و بهسسارم ا  مسسوش هسسای 
گیری بسه عمسل آمسد و بعسد ا   خون تست و شاهد

 
 نوترکیب بیان شده با استفاده ازروش وسترن بلات های  تایید پروتئین -4شکل

 پروتئین : نمونه3، ستون IPTGالقاء شده با  CTXB-TCPA : نمونه کایمر2ستون : نشانگر پروتئینی1 ستون Anti-CTXبا استفاده از الف( تایید پروتئین های نوترکیب  
CTXB  القاء شده باIPTG  نمونه 4ستون :BSA 

 IPTGالقاء شده با  TCPA پروتئین نمونه :2ستون  پروتئینینشانگر  :1ستون Anti.His-tagب( تایید پروتئین نوترکیب با استفاده از 

 
 ها بررسی آماری تفاوت تیتر آنتی بادی در مراحل تجویز آنتی ژن -1جدول 

 آنتی ژن روش تجویز دفعات تجویز معنی داری تفاوت تیتر آنتی بادی

صفا یدرون  دوم (P<01تفاوت معنی دار تیتر آنتی بادی تجویز سوم و چهارم با دوم )  CTXB 

 سوم

 چهارم

 CTXB زیر پوستی دوم (P<01تفاوت معنی دار تیتر آنتی بادی تجویز سوم و چهارم با دوم )

 سوم

 چهارم

 TCPA درون صفا ی دوم (P<01تفاوت معنی دار تیتر آنتی بادی تجویز سوم و چهارم با دوم )

 سوم

 چهارم

 TCPA زیر پوستی دوم (P<01بادی تجویز سوم و چهارم با دوم )تفاوت معنی دار تیتر آنتی 

 سوم

 چهارم

 (P<05تفاوت معنی دار تیتر آنتی بادی تجویز چهارم با سوم )
 (P<05تفاوت معنی دار تیتر آنتی بادی تجویز سوم با دوم )

CTXB درون صفا ی دوم  +  TCPA 

 سوم

 چهارم

 (P<05بادی تجویز چهارم با سوم )تفاوت معنی دار تیتر آنتی 
 (P<05تفاوت معنی دار تیتر آنتی بادی تجویز سوم با دوم )

CTXB زیر پوستی دوم  +  TCPA 

 سوم

 چهارم

 CTXB-TCPA درون صفا ی دوم (P<01تفاوت معنی دار تیتر آنتی بادی تجویز سوم و چهارم با دوم )

 سوم

 چهارم

 CTXB-TCPA زیر پوستی دوم (P<01آنتی بادی تجویز سوم و چهارم با دوم )تفاوت معنی دار تیتر 

 سوم

 چهارم
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  ها، آ ماکد الاکزا انجسام گرفست آن جداسا ی سرم
(. تجزکه وارکان  25600/1تا200/1)با توایی رقت 

د دفعسات ژن و تعسدااثرات فرمولاسیون تجوکز آنلای
و بررسسی آمساری  تجوکز با اندا ه گیری میررانجسام

 هاتفاوت تیلار آنلای بادی در مراحل تجوکز آنلای ژن
بسراکن اسساس طسر  را نشسان داد.  1مطاب  جدور 

آمسساری بسسرای فاکلاورهسسای مسسورد ار کسسابی در اکسسن 
(. در >05/0pدار بود )تحقی ، ا  یحاظ آماری معنی

در گسروه تسست  بسادیافسزاکد تیلاسر آنلای 5 شیل
ژن را بسسه صسسورت درون صسسفاقی کسساکمر کسسه آنلاسسی

درکافت کرده بودند دکده می شود. نلااکج به دسست 
دهدکه در حیوان آمده ا  تیلار آنلای بادی نشان می

های اکمن شده تیلار آنلای بادی بسه صسورت معنسی 
 بسسود. در (>01/0p) داری بسسالاتر ا  گسسروه کنلاسسرر 

شاهد  ون صفاقیدر هر مرحله ا  تزرک  در 5شیل 
بادی بودکم به نحوی که بیشلارکن افزاکد تیلار آنلای

در تزرک  بهارم  200/1مربو  به رقت  ODمیزان 
نیز بیانگر اکن است کسه  6شیل بود.  3و به میزان 

ژن نیز همانند گروه قبلسی، تجوکز  کر پوسلای آنلای

بادی در هر مرحله شده منجر به افزاکد تیلار آنلای
دست آمده تیلار آنلاسی بسادی نشسان است. نلااکج به 

می دهد که در مسوش هسای هسای اکمسن شسده بسا 
به صورت  کسر پوسسلای، تیلاسر آنلاسی کاکمر  ژنآنلای

 بادی به صورت معنی داری بالاتر ا  گسروه کنلاسرر 
(01/0p<) بود.  

در  200/1مربسو  بسه رقست  ODبیشلارکن میسزان 
تیلار آنلای بسادی  .بود 3/3تزرک  بهارم و به میزان 

مربو  به تجوکز آنلای ژن بسه صسورت  کسر پوسسلای 
نسبت به تیلار آنلای بادی آنلای ژن تجوکز  (6شیل)

( بالاتر بسوده کسه اکسن 3شیلشده به درون صفاق )
ن میزان ا  یحاظ آماری تفاوت معنسی داری را نشسا

 و تزرکقسی در تجسوکز درون صسفاقیبنسابراکن  نداد.
-CTXBکساکمر  و CTXB ،TCPA آنلای ژن هسای

TCPA تیلار آنلای بادی تجسوکز  تفاوت معنادار بین
بود که نشسان  (>01/0p) شده سوم و بهارم با دوم
تیلار آنلای بادی حیسوان  دهنده ی بالا بودن معنادار

 (>05/0p) های اکمن شده نسبت به گروه کنلاسرر 
 تجسسوکز درون صسسفاقی درکسسه  مسسی باشسسد. درحسسایی

 
بررس ی  ب(، CTXBبررسی تیترآنتی بادی نمون ه  الف(بررسی تیترآنتی بادی نمونه های پروتئینی به صورت درون صفا ی با استفاده از تکنیک الیزا.  -5شکل 

 (CTXB-TCPA(، د( بررسی تیترآنتی بادی نمونه کایمر )CTXB+TCPA، ج( بررسی تیترآنتی بادی نمونه مخلو  )TCPAتیترآنتی بادی نمونه 
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 (CTXB+TCPA) خلسسسو م آنلاسسی ژن وتزرکقسسی
تفاوت معنی دار تیلار آنلای بادی تجسوکز بهسارم بسا 

و همچنین تفاوت معنی دار تیلاسر  (>05/0p)سوم 
بسود  (>05/0p) آنلای بسادی تجسوکز سسوم بسا دوم 

در تجوکز درون صفاقی نیسز همچنسین  .(1)جدور 
تفاوت معنی داری در تیلار آنلای بادی اکجساد شسده 
 در تجوکز پروتئین کاکمر نسبت به پروتئین مخلو  

(. بسر اکسن اسساس مسی تسوان 7وجود ندارد )شیل 
نلایجه گرفت اسلافاده ا  پروتئین کاکمر مسی توانسد 
سطح اکمنی را بسه ماننسد پسروتئین هسای تحرکس  
نمسسسوده و همچنسسسین سسسسبب کسسساهد مراحسسسل 

 آ ماکشگاهی و صرفه جوکی هزکنه نیز گردد. 
 

 گیریو نتیجهبحث 
توان به ا  عوامل مهم بیماری  ای وکبرکوکلرا می 

( و عامسسسل بسسسسبندگی آن ctxB) توکسسسسین آن
(tcpAاشاره کسرد ) (12،  8، 7) وجسود پیلسی بسه .

اکجسساد  دییسسل بسسسبیدن بسساکلاری بسسه مخسسا  روده،
فسسساژی کسسسه ژن  ctxعفونسسست و بسسسسبیدن بسسسه 

با  ضروری می باشد. ،کلراتوکسین را حمل می کند
در  TCPAتئین وپری گیرار توجه به محل قر

ی وموقعیسست قرارگیسسری آن نسسسبت بسسه سطح باکلار
مناسبی به ای تا کاندکده ها باعث شددی نلای باآ

ا  سوی . با باشدری وکمنی علیه بیمااتوسعه ر منظو
دارای خاصسسیت ادجسسوانلای  CTXB تئینوپردکگسسر 

کد تیلار افزبوده که باعث اکجاد اکمنسی سسلویی و ا
در  د.سیسلامی  می شورت به صودی نلای باآ
ورتی که ا  آنلای ژن های ملاعدد وکبرکو در کنسار ص

 هم وبه صورت دوگانه کا بندگانه بهره گرفلاه شود،

نوکد بخد دسلایابی به واکسنی مناسب وکساربردی 
یسذا، در اکسن علیه بیماری مهل  وبسا خواهسد بسود. 

بسرای  TCPAو  CTXBتحقی  ا  پسروتئین هسای 
اکجاد اکمنی علیسه فاکلاورهسای اتصسار و توکسسین 

 باکلاری وکبرکوکلرا اسلافاده شد. 
در اکن تحقی  بسه منظسور بیسان پسروتئین هسا ا  

اسسسلافاده  (+)pET32a و (+)pET28aوکلاورهسسای 
به دییل اضسافه نمسودن بخسد  (+)pET32aشد. ا 

هاکی به پروتئین جهت افزاکد ح ییست پسروتئین 

 
 پروتئینی به صورت زیرپوستی با استفاده از تکنیک الیزای هانمونهبررسی تیترآنتی بادی  -6شکل

 CTXBبررسی تیترآنتی بادی نمونه  الف(
 TCPAبررسی تیترآنتی بادی نمونه  ب(

 (CTXB+TCPAج( بررسی تیترآنتی بادی نمونه مخلو )
 (CTXB-TCPAد( بررسی تیترآنتی بادی نمونه کایمر)
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ا  سوی دکگر دییل اسلافاده ا  وکلاسور  .اسلافاده شد
pET28a(+) پروموترقسسسسوی ، داشسسسسلانT7 lac،     

His6 tag  در دوطرفMCS  جهت تخلسیص بهلاسر
به منظور ار کسابی آنلاسی بسادی  بود.پروتئین کاکمر 

تویید شسده و محاسسبه میسزان آن در هسر مرحلسه 
تزرک  ا  روش الاکزای غیر مسلاقیم اسسلافاده شسد. 
ک  هفلاه بعد ا  هر بار تزرک  ا  موش های تست و 

عمل آمد و بعد ا  جداسسا ی گیری به  شاهد خون
 کندو هنسدی و .ها آ ماکد الاکزا انجام شدسرم آن
به اکمنی سا ی اسلانشاقی ا  طرکس   کسر  همیاران
پیلسی ملاحسرک  Aکلراتوکسین و کر واحد  B واحد

نلااکج پژوهد آن وکبرکوکلرا در خرگوش پرداخلاند.
پروتئینسی مخلسو  ها حاکی ا  اکمنی  اکی بیشسلار 

نسبت به پروتئین های  TCPAو  CTXB نوترکیب
یعسه اطبوده کسه بسا نلاساکج م TCPA و CTXBت  
هاکی که آنلاسی ژن . موش(17) هم راسلاا بود حاضر

را درکافسست کردنسسد  CTXB ،TCPAتسس  را ماننسسد 
تیلار آنلای بادی کملاری نسسبت بسه پسروتئین هسای 
 نوترکیب فیوژشده و ممزوجی ا  خود نشان دادنسد.

را به صورت تزرکقی  TCPAژن هاکی که آنلایموش
داخل صفاقی بسه بصسورت  کرپوسسلای بسه درون 

بسادی ضسعی  تسری کردندتیلارآنلای صفاقی درکافت
 را نشان دادند.  CTXBنسبت به آنلای ژن 

 TCPA-CTXBهاکی که آنلای ژن کاکمری موش
را به صورت تزرکقی داخل صسفاقی و  کسر پوسسلای 
ل درکافت کردنسد، تیلاسر آنلاسی بسادی بیشسلار و قابس

م حظه ای نسبت بسه آنلاسی ژن هسای تس  نشسان 

حاصسل ا  پسروتئین هسای  مخلسو دادند. آنلای ژن 
CTXB و TCPA  تیلار آنلای بادی بیشلاری نسسبت

ا  خسود  TCPA و CTXBبه آنلاسی ژن هسای تس  
کسه میسزان تحرکس  پسذکری  نشان دادند ،در حایی

کملاری نسبت بسه پسروتئین کساکمر بسرای میزبسان 
زان تیلارآنلاسی بسادی کملاسری ا  میس ،داشلاه اند، یذا

خود نشان دادند کسه در شسیل هسا قابسل مشساهده 
بنابراکن نلااکج تیلار آنلای بادی پروتئین کاکمر  است.

نزدک  به پروتئین مخلو  بوده اما به دییل اکجساد 
تحرکسس  کیسسسان سیسسسلام اکمنسسی، کوتسساه نمسسودن 
مراحل آ ماکشگاهی وکاهد هزکنه هسا اسسلافاده ا  

در همه سطو   مطلو  تر می باشد.پروتئین کاکمر 
تزرکقی با میزان رقت کیسان ا  آنلای ژن تیلار آنلای 
بادی حاصل ا  تزرک   کر پوسلای ا  صفاقی بیشسلار 
بوده که نشان دهنده ی تاثیر بیشلار اکن نوع تزرک  
بر سیسلام اکمنی میزبان و پاسخ میزبسان بسه آنلاسی 
 ژن تزرکقی بوده است. مقاکسه میانگین تیلار آنلاسی
بادی آنلای ژن های مخلال  در سرکار رقست هسای 
مخلال  به هردو صورت درون صفاقی و  کرپوسسلای 

ساخلاار ملافساوت آنلاسی  حاکی ا  تفاوت میان نوع و
 باشد.ژن های تزرکقی می

ممین  هسانیپروتئ یبادیآنلاتیلار در جزئی ف خلا ا
کن در احاصله ه خاطر یهاسسسلورعمر ر ست به طوا

  داشلاه تباها ارروش تزرکقی آنچنین ها و همگروه
با توجه به مزکت های پسروتئین هسای کساکمر،  باشد.

CTXB-TCPA  می تواند جاکگزکن مناسسبی بسرای
مخلو  پروتئین ها جهت تحرکس  سیسسلام اکمنسی 

 
 (CTXB+TCPAو نمونه مخلو ) CTXB- TCPA)،کایمر )CTXB،TCPAی پروتئینی هانمونهبادی یآنتمقایسه میانگین تیتر  -7 شکل

 ی پروتئینی به صورت صفا یهانمونهبادی یآنتالف( مقایسه میانگین تیتر 
 پروتئینی به صورت زیرپوستیی هانمونهبادی یآنتب( مقایسه میانگین تیتر 
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 باشد.
 

 تقدیر و تشکر

ار کابی و مقاکسه تیلاسر کد طر  اجراکی پژوهد 
آنلای بادی علیه پسروتئین هسای نوترکیسب منفسرد، 

 TCPA و CTXB، TCPAمخلسسسسو  و کسسسساکمر 
CTXB- 1168 وسیله ا  مسدکرکت  می باشد. بدکن

محلارم مرکز علم و فناوری  کسلای دانشگاه جسامع 
امام حسسین )ع( جهست همیساری در اجسرای اکسن 

 شود.پژوهد تقدکر و تشیر می
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Abstract 
Background: Cholera as diarrheal illness is one of the most important causes of death and 

people's disability in different societies. Colonization factor pili (tcpA) and cholera toxin are 

the most important factors in the pathogenesis of Vibrio Cholera. B subunit of cholera toxin 

(ctxB) and tcpA have the ability to induce immune responses. The aims of this study was 

production of CTXB, TCPA, CTXB-TCPA recombinant protein and evaluation of antibody 

titers against separately, cocktail and chimeric protein in mice. 

Methods: In this research study, ctxB ،tcpA and ctxB-tcpA genes were cloned in pET28a and 

pET32a vectors. Recombinant plasmids was transformed to Escherichia coli (E.coli) BL21 

DE3 and expression was induced with IPTG. The protein expression were evaluated by SDS-

PAGE and Western Blotting analysis. The recombinant proteins were purified using Ni–NTA 

affinity chromatography. Mice immunization were done subcutaneously or intraperitoneally. 

Antibody titer was determined by ELISA in immunized mice sera. 

Results: SDS PAGE and western blotting confirmed expression and purification of 

recombinant proteins. The yield of purified CTXB, TCPA, CTXB-TCPA proteins was 

15/570, 11/533 and 33/100 mg/L, respectively. ELISA results showed satisfactory 

immunization of mice. 

There was no significant difference in antibody titers against CTXB-TCPA protein and 

CTXB, TCPA cocktail. Also, no significant difference was observed in titers between 

subcutaneously or intraperitoneal injection. 

Conclusion: The low differences in the antibody titer may be related to the longevity of 

memory cells and also their injection method. Due to the advantages of chimeric proteins, 

CTXB-TCPA protein could be a good alternative instead of protein cocktail to stimulate the 

immune system. 
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