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سـتفاده از  

Mini (  و
 25ـريس 

3/8pH=( 
 پركـردن    
ك شب در 

 -سـالين  
Phosph (

ه مرتبه با 
ـاي پلـي   

سـاعت   1
د. فرآينـد   
ه موشـي   
دهنده به 
جـام شـد.      
جـام شـد.      

 ـ زاي گرن
Dia) (60 

لي مـولار  
ت. بـراي  

. )17(شـد    
تحـت  ـل  

S ياشرش يباكتر در

بهم، 11، شماره 25

هاي با . سلول)
ـه روش دنـاتو

ميكرولي 100ا   
سونيكاســيون

دقيقـه بـا 20    
ژ شدند و محل
 (نمونه) با سـم

دقيقـه د 5ت 
ــد. در ــانده ش
 ژل الكتروفـور
ـاي نوتركيـب

PTGد از القاي 
رايطحـت ش ـ    

% و جريـان ث1
دهاي پروتئين،

 .)17(ده شد 
ز تكنيك وستر

س از بيـان بـا ا   
Bi )Protean

مــولار، تــر يلــي
3% و 20تانول 

بـه منظـور د. 
غذ به مدت يك

و فسـفات  ـافر 
hat-Buffered 
شد. سپس سه

هـبـادي با آنتي
به مـدت   1:2

رماگذاري شـد
گرفت. كونژوگـه
دي تشخيص د
رماگـذاري انج
حـل قبلـي انج
ل سوبستراي ر
aminobenzid

ميل 50 تريس 
ئيني، قرار گرفت
ر قـرار داده ش
پروتئين حاصـ

SO6-STxB يژن

5دوره  كي رازي

)17(كوبه شد
 مرحله فوق بـ

هـا بـا ش، سلول
ط و از طريــق س

هـا بـه مـدت 
يقه سانتريفيوژ
نمونه) به پنج

و به مد خلوط
ــراد جوشـ تي  گ

شـده توسـط
هـ يان پروتئين

هاي قبل و بعد
ي (سـيناژن) تح

12غلظـت ژل   
ي مشاهده باند
سي بلو استفاد
ين نوتركيب، از
ه سلولي پـس

o-radوسترن  
مي 192 ســين

و متدرصد  0/
ولز منتقل شـد
بلاكينگ)، كاغ
يرخشك در بـ
Salin- Twee

گراد نگهداري ش
ده شد. كاغذ ب

2000 ) با رقت
گراد گر سانتي

سه بار انجام گر
باد عنوان آنتي

رحلـه قبـل گر
ز هماننـد مراح
سلولز در محلول

dine-DABن (
ميلي ليتر بافر

ظهور باند پروتئي
ذ در آب مقطـر
ين نوتركيب، پ

ژ كاست انيب     

ه علوم پزشك

گراد انكه سانتي
آوري شده در 

د. در اين روش
ننــده مخلــوط
د. سپس نمونه

دور در دقي 14
بت يك (بافر ن

مخ x5ي غلظت 
ــانت ــه س درج

هـاي تيمـار ش ه
PAاز لحاظ بي (
ه . نمونه)17(د

ركر پروتئينـي
وفورز شـدند.

 آمپر بود. براي
 آميزي با كوما
ي تائيد پروتئي

عصارهاده شد. 
گذاري لكهتم

(گلايس  انتقــال
SDS 1 مولار، 

 كاغذ نيتروسلو
هاي خالي (باه
شي درصد 3ل
en- PBST(ن

گدرجه سانتي
PB شستشو داد

)15( ل موشي
درجه 37ماي

س PBSTشو با 
به 1:5000ت

رفت. همانند مر
د شستشو نيز
اً، كاغذ نيتروس
ــدين آمينوبنزيـ
 گرم در صد م

p  تا ظ8برابر (
ف واكنش، كاغذ
 تخليص پروتئي

٥٥ 

                    

مجله                   

بـود
11( .

 كلي
ه بـا
ليـد
ديـد

SO6 
شـده
ـامع
حـي
Bam

ي بـا
جـام
ظور
رش
SO6 
ز به
 ژن
رده،
ها يم

نش
نتي
تـاز
ي به
ريـد
يـد.

PC  و

 بانه
 5 ه
 و ح
بـه   

نـده
 بـه
37 

درجه
آ جمع
شدند
ليزكن
شدند

4000
با نسب
داراي
100
نمونه
AGE
شدند
با مـا
الكترو
ميلي
رنگ

براي
استفا
سيست
بــافر
م ميلي
روي
جايگا

محلول
تـويين

4در 
BST
كلونال
در دم
شستش
با رقت
كار ر

فرآيند
نهايتاً
دي آ
ميلي

pHبا 
توقف
براي

                     

                           

ر نـاچيزي بهب
1( جـاد گرديـد

SO  ك اشرشيادر
سوري بـود كـه
ن آنتـي ژن تول
وان توليد كاند
 فاده قرار داد.

STxB-6 ژني
STx كلـون ش

ي دانشـگاه جـ
. كاسـت طراح

-mHI-SO6ت
  باشد.مي

ش هضم آنزيمي
انج pUC57يد

pET نيز به منظ
Bam  وSalΙ بـر

6ي، قطعه ژني
 روي ژل آگارز

.)16( گرديـد
SalΙ برش خور

ه با همين آنزيم
ق گرديد. واكن

درجـه سـا 22
T شـركت فرمنت

 شوك حرارتي
ه بـه روش كلر

ريخـت گرديترا
CRنامايسين،

شـب كشـت  از
بـه ميكروليتـر

مايسـين تلقـيح
(براينانومتر  6

مـاده القـا كنن
ميلـي مـولار 

عت در دمـاي

                    

                          

 ايمني به طور
تـري ايج قـوي

O6-STxBژن
آن در موش س

تـوانينده مـي
ي بيشتر به عنو
طان مورد استف

كاستساخت
xBصابوني و ژن

شگاه مولكـولي
)12-15شد ( 

ــه صــورت يك ب
Linker(RA م

ي ابتدا واكنش
رروي پلاسـمي
T-28a(+)-STx

mHΙهـاي  زيم
ز هضم آنزيمي
رش خورده، از

DNA تخلـيص
Ιو  BamHΙي

pET-28a(+ كه
 شده بود، الحا
2ـه در دمـاي

T4 DNA Lig
لحاق، با روش
ه (تهيـه شـده
ت شرشيا كلـي

تي بيوتيك كان
  .)16(شدند

SO6-STxBي  
م 100 ميزان ه

حاوي كانام يع
600موج  طول
بـاكتري)، ـد 

1از) با غلظت
سـاع 4ه مدت
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ايمريك پاسخ
IgG ترشـحي ق

ژ مطالعه بيان 
بادي آيترآنتي
در آي جام شد.

هايهت بررسي
داروي ضد سرط

  كار
مطالعه جهت س
گياه غاسول صا

pET-2 ازآزمايش
ن (ع) دريافت

 طــور شــماتيك
ARR)-STxB-u
خت كاست ژني

Bam  وSalΙ بـر
xBكتور بياني 

ست ژني با آنـز
. پس از)12(د 

pET-28a(+ بر
NAت استخراج 
هايوسط آنزيم

STxB(+ياني 
ده و استخراج

دقيقـ 60مدت 
gaseط آنـزيم   

فت. محصول ال
 مسـتعد شـده

BL21(DE3 اش
 نوتركيب با آنت
مي غربالگري ش
ن كاست ژنـي

شده جداسازي
ماي LBمحيط  

ط در ODيدن 
رشـ ميـزان  دن

IPTGفرمنتا) (
شت افزوده و به

    

ms.iums.ac.ir

پروتئين كا
G1يافت و 

هدف اين
و بررسي تي
موفقيت انج
شده را جه
واكسن و د

  
روش ك
در اين م

گ SO6ژن 
(+)28aدر 

امام حسين
ــه شــده ب

uaa-XhoI
براي ساخ

mHΙآنزيم 
گرفت و وك
ساخت كاس
خورده شد

StxB-(+و 
وسيله كيت

SO6 كه تو
به وكتور بي
برش خورد
الحاق به م

گراد توسـط
صورت گرف

هايسلول
(3كلسيم) 

هايكلني
هضم آنزيم
براي بيان

ج هايكلون
ليتر ميلي
رسي از پس

آورد دست
Gپروموتر (
محيط كش
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   توسط
د كـه ژن  
 خـارج و  

 SO6  در
هـاي   نزيم

 آنزيمـي،   
در جريان 
ــاز  فــت ب

  )DE3( 
زيــر  ييــد

ليز  روش 
لاسـميدها    
 از تكثيـر   

% 1ي ژل 
 1043ر (

ي پلاسميد 

بدون القا بـا  

      ms.iums.ac.ir

آنزيمي دوگانه
Ba شد استفاده

ت باز از وكتور
ن قطعــه ژنــي
 پلاسميد با آنز
 بعد از بـرش
تك باند شده د

جف 5576ــدود 
هـايه سـلول 

تأيشــد. بــراي 
ت داده شده به
شـد. بـراي پلا
شته شد. پـس

، محصــول روي
قطعه مورد نظر

روي PCR محصول 

نمونه شاهد، سلول بد

                 

 pUC هضم آ با
 salI  وamHI

جفت 759والي 
دادنــراي قــرار

pET-28a ،اين
Ba .خطي شد

شد. پلاسميد ت
ــتاي بانــد حــ
ق ژن، وكتور به
ــي تراريخــت ش

هاي كشتلني
لاسميد انجام ش
 آنزيمي گذاش

،PCRـه روش
 قرار گرفت و ق

  

:kb  10، 2تابازي 
pET-2.  

  

) نIPTG ،3ت القا 

   

C57در وكتور 
يم هاي برشي
 نظر با طول تو
بــيص گرديــد. 

a(+)-STxBر
amHIو  salI ي

ميد تخليص ش
وفــورز در راســ

. بعد از الحاقد
B اشرشــيا كلــ

انه سازي از كل
ي استخراج پلا

P و برش هضم
SO6-STxB بــ

ز مورد ارزيابي

  (ب)             
DNA 100 ب جفت
(+)28aروي  زيمي

  (ب)               
) سلول تحت2روتئين،

  شده از ستون.

٥٦  
  13   

Ni-N 
صـد
ـك
Bov 
  شد.
وري
فاده
يص
(oil
سـه
 ادي

طعـه

SO6
آنزي
مورد
تخلــي
وكتور
برشي
پلاسم
الكترو
ايستا

BL21
همسا
قليايي
PCR

Bژن 
آگارز

                       
A: ماركر 1الف) -1
: محصول برش آنزي2

                        
) نشانگر پر1د نظر:

 نوتركيب تخليص ش

397بهمن،11اره

NTAســتون
درص 12ي ژل

 شـده بـه كمـ
vineم گـاوي (

ستاندارد انجام ش
عدد موش سو
ه كنترل اسـتف
پـروتئين تخلـي
 l روغن در آب

صـفاقي در سل
بـا آنتـي  و تيتر

   شد.

SO6-STxقط ،

(الف)            
 pET-28aشكل .

kb  10 ،2تابازي  ت

              (الف)
ف) بيان پروتئين مور

پروتئين )2پروتئين،

، شما25دوره  ي

 اســتفاده از س
 حاصـل بـررو
ـروتئين بيـان
 آلبومين سـرم

Sبه عنوان اس (
5خ ايمني، از

 به عنوان نمونه
ميكروگـرم پ 2
ر (adjuvant) ر

به صورت داخل
ز تزريـق شـد

گيريزا اندازه

xBسـت ژنـي

(+)aي ژن هدف در
DNA 100 جفت

ظر و تخليص آن. الف
) نشانگر پ1ورد نظر:

 انو همكاري 

م پزشكي رازي

دنــاتوره و بــا
هـاي و نمونـه 

 شد. غلظت پـ
 با استفاده از

Serum Album
ر بررسي پاسخ

عدد 4ست و 
20هر مـوش،  

SO6-S با ياور
i به هر موش به

روز 15فاصـله  
ط آزمايش الايز

  ا
ور سـاخت كاس

سازي أييد زيرهمسانه
pET (ماركر 1. ب :A

يان پروتئين مورد نظ
 تخليص پروتئين مو

 
يعبداله مسعود

علوممجله

شــرايط د
جداسازي
الكتروفورز
برادفورد و

min-BSA
به منظور
به عنوان تس
شد. براي ه

TxBشده 
in water)
نوبت و با ف

ها توسط آن
  

هايافته
به منظـو

تأ -1شكل 
T-28a(+)

بي -2شكل 
IPTG(ب .
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 ...و يكل اي

1397 من

وسـترن   ك 
كلونـال  ي

مربوط بـه  
 5/37  در

ت القـاي  

 محاسـبه   
ــزاي     الاي

دهنـده  ن  
باشـد.  ـي   

ق اول) و 
 و شـاهد    

هـا،  رم آن  
در هـر   ي 

  

 

S ياشرش يباكتر در

بهم، 11، شماره 25

ني از تكنيـك
پلي باديز آنتي

ون تست كه م
انــديــك ب ،ت
شاهدكه تحتن 
  ).3شكل  (

شـده وتوليـد  
ــق، از روش ري

بـادي نشـانتي
زمايشـگاهي مـ
 استثناي تزريق

هـاي تسـتش
جداسـازي سـر

بـادي آنتـي تيتر

.IPTGدون القا با 

 

SO6-STxB يژن

5دوره  كي رازي

  ب). -2كل 
محصول پروتئين
در اين روش از
ده شد. در ستو

اســت IPTGبــا 
در ستون شد.ه 
نشدمشاهده  

بـادي تي آنتـي 
ــه از تزر  مرحل
ه شد. توليد آنت

حيـوان آزمني 
ربار تزريق (به

ق اول، از موش
آمد و بعد از ج
شد كه نمودار ت

نمونه شاهد، سلول بد

 

ژ كاست انيب     

ه علوم پزشك

شكبود ( تأييد
 منظور تأييد م
د .استفاده شد

ستفاد) ا15ي (
القــا شــده بـة

مشاهدهدالتون 
IP نبوده باندي

 منظور ارزيابي
ــر ان آن در ه
ستقيم استفاده
ك سيستم ايم
هفته بعد از هر
وز بعد از تزريق
گيري به عمل آ
 الايزا انجام ش

 
: نمIPTG 3 شده با

تفاده از تكنيك اليزا

٥٧ 

                    

مجله                   

شت
ـاي
 بــه

شد 

ــور ـ
بيان
 ژل
وزن
ـكل
 نظر
ـاي
ـورز

/37 
يـب

مورد
به م
بلات

موشي
نمونــة
كيلود
PTG
به
ــزا مي
غيرمس
تحريك
يك ه

ر 60
خونگي
تست

: سلول القاء ش2وتئين
  

تيترآنتي بادي با استف

                     

                           

ما همخواني داش
هـبـا دو آنـزيم

شــدند. ســپس
تأييدز وكتور

SO6- در وكتـ
ب IPTGلقاء با

 خـام، بـرروي
. با توجه بـه و

شـتفاده شـد (
وتركيب مورد
هـيص و نمونـه

SDS- الكتروفـ
5تاي در راس ـ     

ـروتئين نوتركي

: نشانگر پرو1د نظر.

ت -1نمودار بررسي

                    

                          

ه با ژن هدف م
ن پلاسميدها ب

X بــرش داده ش
عه خارج شده ا

STxB-ان ژن
ها و ات سلول

پـس از تيمـار
سي قرار گرفت

درصد است 12 
يان، پروتئين نو

Ni-NTA تخلـي
PAGE-درصد

 بانـد حاصـل د
 و تخلـيص پـ

لاتينگ پروتئين مورد

ن
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 از لحاظ اندازه
نالف). همچني 

BamH  وXhoΙ
گر، اندازه قطع

 ب). 
ــا ــي بيـ بررسـ

pE پس از كشت
ت پـذيرفت و پـ

SD مورد بررس
وتركيب از ژل

بيا تأييدپس از 
TAه از سـتون   

د 12روي ژل 
ـروتئين تـك ب
ن قـرار داشـت

وسترن بلا - 3شكل 

    

ms.iums.ac.ir

جفت باز)
-1شكل (

HΙبرشــي 
كمك نشانگ

-1شكل (
ــراي ب بـ
ET28a(+)
ژن صـورت

DS-PAGE
پروتئين نو

الف). پ -2
با اسـتفاده
حاصل بر ر
شد كـه پـ
كيلودالتون

ش
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