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ژنحفاظتیآوتیa1 -ممسوجیدومههایژنوبیانضازیهمطاوه
 E. coli درباکتریشیگلاضمBزیرواحدضیلوشآوتراضیصوبا
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 :چكيدُ
 (StxB)ا٘ششٚسٛوؼیٗ ؿیٍلایب ، E. coli O157:H7ٚ  1دیؼب٘ششی سیخ  صای اكّی دس ؿیٍلا اص فبوشٛسٞبی ثیٕبسی یىی :هقدهِ

صخٓ )آ٘ششاوغ( یه ثیٕبسی ٔـششن ثیٗ ا٘ؼبٖ ٚ ػیبٜثٝ اثجبر سػیذٜ اػز. ثٛدٜ وٝ خبكیز ایٕٙی صایی، اخٛا٘شی ٚ دِیٛسی آٖ 

وٙٙذٜ  طٖ حفبظز ٔشثٛط ثٝ آ٘شی ٞبی طٖ دسكذ آ٘شی 62ثبػیّٛع آ٘ششاػیغ وٙٙذٜ  طٖ حفبظز آ٘شی a1 -دٚٔٗ  ثبدی داْ ثٛدٜ ٚ آ٘شی

(PA ثبوششی ثبػیّٛع آ٘ششاػیغ سا ؿٙبػبیی )ٕٔٔـضٚخی دٚٔٗ  ثیبٖوٙذ. ٞذف ایـٗ ٔغبِؼٝ  ی- a1 طٖ حفبظشی ثبػیّٛع  آ٘شی

 .ثبؿذ ٔی E. coliدس ثبوششی  (STxB)ؿیٍلا ػٓ  Bثب صیشٚاحذ ( PA20) آ٘ششاػیغ

كٛسر ipaD-stxB  خبیٍضیٙی آٖ دس وبػز ط٘ی ثٝ ٔٙظٛس pa20  دس ایٗ ٔغبِؼٝ سدشثی، عشاحی دشایٕش ثشای طٖ: بررسيرٍش 

 pa20  ٕٞؼب٘ٝ ػبصی ؿذ. طٖ pGEM-Teasy vectorثشای سىثیش ایٗ لغؼٝ ا٘دبْ ٚ لغؼٝ سىثیش ؿذٜ ثٝ دسٖٚ  PCRٌشفز. ٚاوٙؾ 

بٚی ح (+)pET28aٚوشٛس ٕٔضٚج ؿذ.  stxBثب طٖ  pa20  ثشؽ خٛسدٜ ٚ دس ٟ٘بیز طٖ NdeI  ٚSalIٞبی ٔحذٚدالاثش  سٛػظ آ٘ضیٓ

 ؿذ. ثشسػی ثیبٖ وبػز ط٘ی ا٘دبْ ٚ   سشاسیخز BL21(DE3)ػٛیٝ  E. coliػبخشٝ ؿذٜ ثٝ ثبوششی  pa20-stxBوبػز ط٘ی 

سأییذ ؿذ. ٕٞچٙیٗ یٕی ٚ ثب سٛاِی یبثی ٞضٓ آ٘ض ،PCRسٛػظ  (+)pET28aدس ٚوشٛس ثیب٘ی  pa20-stxBٞبی ٕٔضٚخی  طٖ :يجاًت

 ٌزاسی ٚػششٖ سبییذ ٌشدیذ.ٚ ِىٝ SDS-PAGEدشٚسئیٗ ٘ٛسشویت سِٛیذ ؿذٜ ثٝ ٚػیّٝ 

ٚ خبكیز  AVAٞبی  ٚ دبیذاسی ثبلای آٖ دس ٚاوؼٗ PA20ثبدی  ٚػیّٝ آ٘شیٝ ( ثPAثب سٛخٝ ثٝ ؿٙبػبیی آ٘شی طٖ ) گيري: ًتيجِ

٘ؼبٖ ایٗ ػشعب٘ی ا ٞبی ػَّٛػغح  دس Gb3ثیبٖ صیبد ٚ  STxBصایی، اخٛا٘شی ٚ دِیٛسی دشٚسئیٗ  خبكیز ایٕٙیآٖ ٚ  اِمبی آدبدشٛص

سٛا٘ذ ٔغشح  ٔی ثبػیّٛع آ٘ششاػیغوّی ٚ ، اؿشیـیبؿیٍلاا٘ٛاع ٚاوؼٗ ٘ٛسشویت ػّیٝ ٚ وب٘ذیذ  عبٖػش طٖ ثٝ ػٙٛاٖ یه آ٘شی آ٘شی

 ثبؿذ. 

 

 ػٓ ؿیٍب  Bصیش ٚاحذ ، آ٘شی طٖ حفبظشی ،1ؿیٍلا دیؼب٘ششی سیخ ثبػیّٛع آ٘ششاػیغ،  :کليدي ّايُ ٍاش
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 1703                     اهيرحسيي احودي ٍ ّوكاراى

 3131 دٍرُ بيست ٍ دٍم، شوارُ ششن، بْوي ٍ اسفٌد     هجلِ داًشگاُ علَم پسشكي ٍ خدهات بْداشتي ـ درهاًي شْيد صدٍقي يسد

 هقدهِ

ٔـششن ثیٗ ا٘ؼبٖ ٚ داْ ثٛدٜ  ٞبی ثیٕبسیصخٓ یىی اص ػیبٜ

. ثبؿذ ٔیٞبی ثیِٛٛطیه سا داسا ٚ دشب٘ؼیُ اػشفبدٜ دس خًٙ

دس ا٘ؼبٖ دس ٘شیدٝ سٕبع ٔؼشمیٓ ثب حیٛا٘بر  صخٓػیبٜثیٕبسی 

ایدبد  دـٓ ٚ ٔٛ دٛػز، ب٘ٙذحیٛا٘بر ٔ ٞبیثیٕبس ٚ یب فشآٚسدٜ

حّمٛی ثٝ  DNAیه ػلاٜٚ ثش  ثبػیّٛع آ٘ششاػیغ .(1)ؿٛدٔی

)ؿبُٔ  pXO1، داسای دٚ دلاػٕیذ ثضسي ٍٔبثبص 5/4ذاصٜ ا٘

 ِٔٛذ وذؼَٛ( ٞبی طٖ)ؿبُٔ  pXO2سٛوؼیه( ٚ  ٞبی طٖ

  PBA1سٛوؼیٗ ثب ٚاػغٝ یه دلاػٕیذ ثٝ ٘بْ  .ثبؿذ ٔی

 دشٚسئیٗ یب فبوشٛس ِٔٛذ  3ؿٛد، وٝ ایدبد ٔی pXO1یب 

 وٙٙذٜطٖ ٔحبفظز، آ٘شیEdema Factor (EF)ادْ 

(PA: Protective Antigen) فبوشٛس ِٔٛذ ٔشي ػِّٛی ٚ 

 (LF: Lethal Factor) دشٚسئیٗ  .(3،2)وٙذسا وذ ٔیPA  ثشای

ضشٚسی اػز وٝ  EF یب  LFػٕیز ػَّٛ ٔیضثبٖ دس سشویت ثب

ٚ  (4)صا سِٛیذ وشدٜ ثٝ سشسیت سٛوؼیٗ وـٙذٜ یب سٛوؼیٗ سٛسْ

ػَّٛ ٔیضثبٖ ثٛدٜ ٚ ٚسٚد  ٌیش٘ذٜ ثٝ داسای ٘بحیٝ اسلبَ

سٛوؼیٗ سا ثٝ دسٖٚ ػَّٛ ٔیضثبٖ سؼٟیُ  ٞبی وٕذّىغ

 A/T (69وذ ؿذٜ ٚ غٙی اص  pagثٝ ٚػیّٝ طٖ  PA .(5)ٕ٘بیذ ٔی

 735 ، داسایkDa83 (، فبلذ ػیؼشئیٗ، ٚصٖ ِٔٛىِٛیدسكذ

ػبخشبس  .ثبؿذ ٔیاػیذآٔیٙٝ ٚ دشٚسئیٙی ٔؼغح ٚ ثّٙذ 

دٚٔٗ  4ؿبُٔ  PAعجیؼی ٘ـبٖ دادٜ وٝ  PAوشیؼشبِی اص 

 1دٚٔٗ  ثبؿٙذ ٚ یٔش ػّٕىشدی غیشٚاثؼشٝ ثٝ ٞٓ ٔدضا ٚ اص ٘ظ

 .(6)ؿٛد یٔسمؼیٓ  1a ٚ 1bٞبی  ثٝ دٚٔٗ

ػَّٛ  دس ػغحخٛد ٌیش٘ذٜ وبُٔ ٔٛلؼی وٝ ثٝ  PAدشٚسئیٗ 

 Furin-Like Protease ٘بْ ثٝٔیضثبٖ ٔشلُ ؿذ. سٛػظ دشٚسئبصی 

ثٝ  kDa20 ٚ یه لؼٕز kDa63 خٛسد ٚ یه لؼٕز یٔثشؽ 

دس  PA20kDa  ٚ PA63kDaؿٛد. یذا ٔخ PAاص  a-1٘بْ دٚٔٗ 

سٛاٖ ثشای  ٔی ؿٛد اص ایٗ سٚ ٔی خٖٛ ٔیضثبٖ آِٛدٜ ثٝ ثبوششی یبفز

ثش  PA20 ثیشأثٝ ػلاٜٚ س. (7)اػشفبدٜ وشد ٟبسـخیق ػشیغ اص آ٘

 PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cells ٞبی ػَّٛ

ثب  ٚ اِمبی آدبدشٛص اػز. caspase3افضایؾ فؼبِیز آ٘ضیٕی 

 PAوّٛ٘بَ ضذ ٞبی دّی ثبدی ا٘دبْ ؿذٜ ثش سٚی آ٘شی یٞب ػیسثش

ثٝ  ٞب ثبدی آ٘شیایٗ  دسكذ 62وبُٔ ٔـخق ؿذٜ اػز وٝ 

 .(8)وٙٙذ سا ؿٙبػبیی ٔی PA20 ٞبی سٛح ادیكٛسر اخشلبكی 

ٞبی سضؼیف ؿذٜ  دٞٙذٜ ٚاوؼٗ ثب ٔغبِؼٝ ثش سٚی اخضاء سـىیُ

(AVP: Anthrax Vaccine Precipitated)  ػبَ لذٔز  چٙذثب

ثبلاسشیٗ حضٛس اِٚیٍٛدذشیذٞب ٔشثٛط ثٝ ٔـخق ٌشدیذ وٝ 

PA20 اص  ایٗثٙبثش. (9)ثبؿذ ٔیPA20  ٚ ٗثٝ ػٙٛاٖ وب٘ذیذ ٚاوؼ

 ِمبی آدٛدشٛصػشعب٘ی ثب ا ٞبی ػَّٛثشای دسٔبٖ  چٙیٕٗٞ

 اػشفبدٜ وشد. سٛاٖ ٔی

ثٝ  دس ػبَ ٔیّیٖٛ ٔشي ٚ ٔیش سا 1/3اػٟبِی  ٞبی ثیٕبسی

 ٞبی خٛ٘ی ثب ػبُٔ ؿیٍلا اغّت اػٟبَ .دٞٙذ خٛد اخشلبف ٔی

دس ثیـشش ٔٛاسد خذی ثٛدٜ ٚ دس كٛسر ػذْ دسٔبٖ ثٝ ٔٛلغ ثٝ 

ػٟٓ ؿیٍّٛصیغ اص ایٗ ٔشي ٚ ٔیش دس  .ا٘دبٔذ ٔی ٔشي

ٔشي دس ػبَ اػز. ؿیٍّٛصیغ یه ٔیّیٖٛ سب  ٞضاس 600حذٚد

ؿٛد  ٕٞیـٝ ثٝ ػٙٛاٖ یه اػٟبَ خٛ٘ی ثبػیّی حبد ؿٙبخشٝ ٔی

ٓ ثبِیٙی یٔٛوٛع سٛأْ ثب ػلا ٕٞشاٜ ثب خٖٛ ٚ یذفٛع آثىوٝ ثب ٔ

ٌشدد وٝ ٕٔىٗ اػز  ٞبی ؿىٕی ٔـخق ٔی چٖٛ ست، وشأخ

 .(10)ثٝ ٕٞشاٜ ػٙذسْٚ اٚسٔیه ِٕٞٛیشیه ثبؿذ

 ؿیٍلا دیؼب٘ششی سِٛیذثبوششی ( سٛػظ STxؿیٍب )ػٓ 

 ػٕی ٞبی دشٚسئیٗؿٛد. ػْٕٛ ؿیٍب، ؿبُٔ ٌشٚٞی اص  ٔی

ٚ  ؿیٍلاخبكی اص ثبوششی  ٞبی ٌٛ٘ٝثبؿٙذ وٝ سٛػظ  ٔی

فبوشٛسٞبی  ٟٕٔششیٗ یىی اص .(11)ؿٛ٘ذ ٔی سشؿحؿشؿیبوّی ا

 STx دشٚسئیٗ ،1سیخ  اكّی دس ؿیٍلا دیؼب٘ششی صای یٕبسیث

ٚ یه  STxA٘ضیٕبسیه ثٝ ٘بْ آٚاحذ ػٕی وٝ اص یه صیشثبؿذ ٔی

یب  Bٚاحذ ثٝ ٘بْ صیش ٌیش٘ذٜصیشٚاحذ دٙشبٔشیه ٔشلُ ؿٛ٘ذٜ ثٝ 

STxB ـىیُ ؿذٜ اػز. صیشٚاحذ سSTxB  ٔؼئَٛ اسلبَ صیش

ٚ دس ٟ٘بیز ثبػث  ثٛدٜ Gb3یٚاحذ ػٕی ثٝ ٌیش٘ذٜ ػغح ػِّٛ

 Gb3دشٚسئیٗ  .ؿٛد یٖ ٔآٚ اثشار ٚسٚد ػٓ ثٝ دسٖٚ ػَّٛ 

ثب ایٗ حبَ ٔغبِؼبر  ؿٛد یٔثذٖ ثیبٖ  ٞبی ػَّٛسٚی اوثش 

ػشعب٘ی  ٞبی ػَّٛدس ػغح  Gb3٘ـبٖ دادٜ اػز وٝ ثیبٖ 

 .(12-14)فشاٚا٘ی ثؼیبس صیبدی داسدا٘ؼبٖ 

 سحشیهدبػخ ایٕٙی سا ٞب سشویجبسی ٞؼشٙذ وٝ  ادخٛا٘ز

دٞٙذٜ ٔخبعی خبف  ی سحٛیُٞب ؼشٓیػأشٚصٜ، (. 15)وٙٙذ ٔی

سا  ٞب طٖ ( وذوٙٙذٜ آ٘شیpDNAلاصٔیذی)د DNAب وٝ دشٚسئیٗ ی
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ی دس حبَ ٌؼششؽ ٞؼشٙذ. ا ٌؼششدٜثٝ عٛس  ،دٞٙذ یٔدٛؿؾ 

دس سحشیه ػیؼشٓ ایٕٙی اػز.  آٟ٘بسٛا٘بیی  ایٗ أش ثٝ خبعش

ذ ٘ٞب ٚخٛد داس ی ثؼیبسی اص ایٗ لجیُ ٘بلّیٗ ٚ ادخٛا٘زٞب ٕ٘ٛ٘ٝ

 STxBا٘شمبَ دٞٙذٜ، طٖ ِٔٛذ دشٚسئیٗ  ٞبی طٖیىی اص  وٝ

 .(16)اػز

دِیٛسی ٚ  صایی، ایٕٙی ٘شبیح سحمیمبر ا٘دبْ ؿذٜ ٘مؾ

ٗ سٚ ثب ٕٔضٚج اص ای. ا٘ذ وشدٜثجبر ا سا STxBدشٚسئیٗ  ادخٛا٘شی

اٚلاً ثب  ثیٙی وشد وٝ دیؾ سٛاٖ ٔی pa20طٖ  ٚ stxBطٖ  وشدٖ

صایی  ٔیضاٖ ایٕٙی، PA20 ثبلای صایی ایٕٙیاػشفبدٜ اص خبكیز 

ثٝ ػٙٛاٖ  STxBاص  سٛاٖ ٔی یبً، ثب٘یبثذ ٔی افضایؾ STxBػّیٝ 

ٚ  ػشعب٘ی ٞبی ػَّٛ ػغح ثٝ PA20یه دِیٛس ثشای سػب٘ذٖ 

 ٞبی طٖ ثیبٖٞذف ایـٗ ٔغبِؼٝ  ٜ وشد.دبدشٛص اػشفبداِمبی آ

 طٖ حفبظشی ثبػیّٛع آ٘ششاػیغ آ٘شی a1 -ٕٔـضٚخی دٚٔٗ 

(PA20 ) ثب صیشٚاحذB  ٓؿیٍلا ػ(STxB)  دس ثبوششیE. coli 

 ثٛد وٝ ثب ٔٛفمیز ا٘دبْ ؿذ.

 رٍش بررسي

اص ٌشٜٚ  pET28a(+)-ipaD-Linker-stxBٚوشٛس ثیب٘ی 

سٛاِی  .(17)ٟیٝ ٌشدیذصیؼز ؿٙبػی دا٘ـٍبٜ أبْ حؼیٗ)ع( س

 :Accession Noثب ؿٕبسٜ NCBIاص ثب٘ه طٖ ) PA20 وبُٔ طٖ

M29081عشاحی ٚ سٛػظ ؿشوز ٞب  ( اػشخشاج ٚ دشایٕش

داسای خبیٍبٜ ؿٙبػبیی آ٘ضیٓ  ثبلادػزػیٙبطٖ ػٙشض ؿذ. دشایٕش 

داسای خبیٍبٜ ؿٙبػبیی  دػزدبییٗٚ دشایٕش  NdeI ٔحذٚدالاثش

افضاس سحز ؿجىٝ ٘شْٚػیّٝ ٝ ػز وٝ ثا SalI آ٘ضیٓ ٔحذٚدالاثش

BIOLABS_NEB-cutter ٗؿذ٘ذ سؼیی. 

 خبیٍبٜ ؿٙبػبیی آ٘ضیٓ ٔحذٚدالاثشسٛاِی دشایٕش سفز ثب 

NdeI: 

5'-TAcatatgGGCGGTCATGGTGATGTAG-3' 

 خبیٍبٜ ؿٙبػبیی آ٘ضیٓ ٔحذٚدالاثشسٛاِی دشایٕش ثشٌـز ثب 

SalI: 

5'-CGgtcgacTAGATTTATTTCTTGTTCGTTAAAT-3' 

 اص ثخؾ ٞٛاصی ٔٛػؼٝ ساصی ثبوششی ثبػیّٛع آ٘ششاػیغ

 وّشٚفشْ بی ثبوششی ثب اػشفبدٜ اص سٚؽ فُٙدلاػٕیذٞ ؿذ. سٟیٝ

اػشخشاج ٚ ثب اػشفبدٜ اص اػذىششٚفشٛٔششی سؼییٗ غّظز ٌشدیذ 

 PCRاػشفبدٜ ؿذ. ٚاوٙؾ  PCRٚ ثٝ ػٙٛاٖ اٍِٛ دس ٚاوٙؾ 

 -)ػیٙبطٖ شاصٔ دّی Taqاثشذا ثب آ٘ضیٓ  PA20ثشای سىثیش طٖ 

َٔٛ اص ٞش دیىٛ MgCl2، 4/0ٔٛلاس  ٔیّی 2دس غّظز  (ایشاٖ

دسخٝ  61دس دٔبی اسلبَ  ٚ dNTPs ٔٛلاس ٔیّی 4/0 دشایٕش،

ٞبی  ػبصی ؿذ. ثٝ ٔٙظٛس خٌّٛیشی اص خٟؾ ٌشاد ثٟیٙٝ ػب٘شی

 ٔشاص دّی Pfuآ٘ضیٓ  ص٘بخٛاػشٝ سىثیش ٟ٘بیی طٖ ثب اػشفبدٜ ا

(Fermentas)  ِٓٚیشش كٛسر ٌشفز. ٞش ٚاوٙؾ ٔیىش 25دس حد

PCR  ُٔٔٛلاس  ٔیّی 4/0 دیىَٛٔٛ اص ٞش دشایٕش، 4/0ؿب

dNTPs ،25/0  ٓٚاحذ آ٘ضیDNA ٔشاص  دّیPfu، 5/2  ٔیىشِٚیشش

 50ٔٛلاس ٚ  ٔیّی 5/2ثب غّظز ٟ٘بیی  10XPCR  ٚMgSO4ثبفش 

اػشخشاج ؿذٜ ثبػیّٛع آ٘ششاػیغ ثٛد.  دلاػٕیذٞبی٘بٌ٘ٛشْ اص 

ُٔ یه ٔشحّٝ ٚاػشؿز ؿذٖ اثشذایی دس ؿب PCRٞبی  چشخٝ

ثب٘یٝ، اسلبَ دشایٕش ثٝ  30ٌشاد ثٝ ٔذر  دسخٝ ػب٘شی 94دٔبی 

ثب٘یٝ ٚ  30ٌشاد ثٝ ٔذر  دسخٝ ػب٘شی 61سؿشٝ اٍِٛ دس دٔبی 

ٌشاد ثٝ  دسخٝ ػب٘شی 72٘ظش دس دٔبی  سىثیش لغؼٝ ٔٛسد

 72ثب٘یٝ ٚ دس دبیبٖ یه ٔشحّٝ سىثیش ٟ٘بیی دس دٔبی  60ٔذر

 دلیمٝ ثٛد. 7ٌشاد ثٝ ٔذر  ػب٘شیدسخٝ 

 (SM0313#) ٘ٛوّئیه اػیذ ٔبسوش ثٝ وٕه PCRٔحلَٛ 

 1 ثب غّظز طَ آٌبسص یػذغ سٚ. ثشسػی ؿذ سٚی طَ آٌبسص

ؿذٜ ٚ اص طَ سخّیق ٚ ثٝ ا٘شٟبی  ( ٔٙشمُایشاٖ -طٖیٙب)ػدسكذ 

 سشاسیخز ػبصی ٚثشای ٕٞؼب٘ٝ. اضبفٝ ؿذ Aٞب ٘ٛوّٛسیذ آٖ

ٚ  pEGM-T Easy Vector(Promega)یًٙ اص ٚوشٛس وّٛ٘ وشدٖ

 ذ.اػشفبدٜ ؿ DH5α ػٛیٝ E. coliٔؼشؼذ  ٞبی ػَّٛ

 Pfuروش اػز ٚلشی وٝ لغؼٝ ٔٛسد ٘ظش ثب آ٘ضیٓ ٝ لاصْ ث

ؿٛد ایٗ آ٘ضیٓ سٛا٘بیی سىثیش ٘ٛوّئٛسیذ ثذٖٚ اٍِٛ سا  سىثیش ٔی

دّیٕشاص  Tagٚػیّٝ آ٘ضیٓ ٝ كٛسر خذاٌب٘ٝ ثٝ ٘ذاسد. ایٗ ػُٕ ث

 pEGM-T Easy Vector(Promega)سب دس ٚوشٛس  ؿٛد ا٘دبْ ٔی

یه ػیىّی ثٛدٜ ٚ ثٝ خبی PCRٕٞؼب٘ٝ ػبصی ؿٛد وٝ ػُٕ 

dNTP   اصdATP ؿٛد.  اػشفبدٜ ٔی 

 اص pa20 طٖٚ  pET28a(+)-ipaD-Linker-stxBٚوشٛس ثیب٘ی 

  SalI ٚNdeI ٔحذٚدالاثشٞبی ثشؿی  ثب آ٘ضیٓٚوشٛس وّٛ٘یًٙ 

اص  pa20طٖ ٚ  pET28a(+)-Linker-stxBٚوشٛس ثیب٘ی  ٞضٓ ٚ

لغؼٝ ط٘ی ػذغ  .٘ذسٚی طَ آٌبسص سخّیق ٚ خذاػبصی ؿذ
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pa20  ٚpET28a(+)-Linker-stxB  ٓثب آ٘ضیT4 Ligase 

(Fermentas)  ٌشاد  ػب٘شیدسخٝ  22ػبػز دس دٔبی  1ثٝ ٔذر

-pET28a(+)-pa20دس ٟ٘بیز دلاػٕیذ ٘ٛسشویت  ؿذ. ٕٔضٚج

Linker-stxB  دس ٔیضثبٖ ثیب٘یE.coliBL21 (DE3)  ٝیه و

سشاسیخز ، ثبؿذ ٞبی ٘ٛسشویت ٔی شای ثیبٖ طٖػٛیٝ ثؼیبس لٛی ث

 .ٌشدیذ

ٔبیغ دس  LBدس ٔحیظ وـز  ٜا٘شخبة ؿذ٘ٛسشویت  وّٙی

ٌشاد وـز دادٜ ؿذ. دغ اص ایٙىٝ ٔیضاٖ خزة  دسخٝ ػب٘شی 37

(OD)  ٝدػز ٝ )ثشای ث سػیذ ٘ب٘ٛٔشش 600دس عَٛ ٔٛج  6/0ث

ٔٛلاس  ٔیّی 1ثیبٖ ثب ٔحَّٛ  ثبوششی( آٚسدٖ ٔیضاٖ سؿذ

 اِمبء ٌشدیذ ٚ   (IPTG)ٌبلاوشٛصیذ –β- D-ایضٚدشٚدیُ سیٛ

دٚس ثش دلیمٝ  110دسخٝ ثب ؿیه  37ػبػز دس  5ثٝ ٔذر 

ٞب سٛػظ ػب٘ششیفیٛط  ا٘ىٛثٝ ٌشدیذ. دغ اص ا٘ىٛثبػیٖٛ ثبوششی

 ؿىؼشٝ ِیضوٙٙذٜ  خٕغ ؿذ٘ذ. دیٛاسٜ دلان ػِّٛی سٛػظ ثبفش

 ِیضؿذٜ ثب ػب٘ششیفیٛط  ٞبی ػَّٛػٛ٘یىیز ٌشدیذ. ٚ ػذغ 

 دلیمٝ  30ٌشاد ثٝ ٔذر  دسخٝ ػب٘شی 4دس  13500rpmدس 

٘ٛسشویت  خٕغ ؿذ٘ذ. ٔیضاٖ ثیبٖ ٚ ٚصٖ ِٔٛىِٛی دشٚسئیٗ

PA20-L-STxB  ُثٝ وٕه اِىششٚفٛسص سٚی طَ ػذیٓ دٚدػی

ٕٞشاٜ ثب  (SDS-PAGE)دسكذ 12 أیذ اوشیُ دّی -ػِٛفبر

 سحز ؿشایظ د٘بسٛسٜ(Vivantis) (PR0602-S#) ئیٙیٔبسوش دشٚس

٘ٛسشویت ثٝ  ٞبی دشٚسئیٗٔٛسد ثشسػی لشاس ٌشفز. ػذغ سٕبْ 

خٛد سٛػظ ػشٖٛ  سشٔیٙبَ Nدس ا٘شٟبی  His- tagوٕه سٛاِی 

 SDS-PAGEسخّیق ٚ سٛػظ  Ni-NTAوشٚٔبسٌٛشافی ثب سصیٗ 

 ٔٛسد ثشسػی لشاس ٌشفشٙذ.  

اص سىٙیه ایٕٛ٘ٛثلار  ؿذٜ یبٖدشٚسئیٗ ٘ٛسشویت ث ییذثشای سأ

اػشفبدٜ ؿذ. ػلبسٜ  وبُٔ PAضذ  وّٛ٘بَ دّی ثبدی ثب آ٘شی

ٚػششٖ ٌزاسی  ِىٝػِّٛی دغ اص ثیبٖ ثب اػشفبدٜ اص ػیؼشٓ 

Bio-rad (Mini Protean) َ192 )ٌلایؼیٗ ٚ ثبفش ا٘شمب 

 20ٚ ٔشبَ٘ٛ دسكذ  SDS  1/0ٔٛلاس، ٔیّی 25ٔٛلاس، سشیغ  ٔیّی

سٚی وبغز ٘یششٚػِّٛض ٔٙشمُ ؿذ. وبغز  :pH 3/8ٚ دسكذ 

 ٔٛلاس، ٔیّی PBST (NaCl 37 ٘یششٚػِّٛض ثب اػشفبدٜ اص ثبفش

KCl7/2 ٔٛلاس، ٔیّی Na2HPO4.7H2O 3/4 ٔٛلاس، سٛییٗ ٔیّی 

 16ؿیش خـه ثٝ ٔذر دسكذ  5حبٚی  pH: 2/7ٚدسكذ  20

ثلان ٌشدیذ. ٕ٘ٛ٘ٝ دغ اص  ٌشاد دسخٝ ػب٘شی 4ػبػز دس دٔبی 

ثٝ ٔذر یه ػبػز ثب سلز  ،PBSTشـٛ ثب ثبفش ػٝ ثبس ؿؼ

دس  PBSTدس ثبفش  وبُٔ PAضذ  وّٛ٘بَ دّی ثبدی آ٘شی 400/1

دٔبی اسبق ٔدبٚس ؿذ. ٕ٘ٛ٘ٝ دغ اص ؿؼشـٛ ٔدذد ثب ثبفش 

PBST ثبدی  اص آ٘شی 1500/1، ثٝ ٔذر یه ػبػز ثب سلز

دس دٔبی اسبق لشاس ٌشفز  PBSTدس ثبفش  (Dako) ٔٛؿیوب٘ظٌٚٝ 

، ثشای PBSTبیز دغ اص ػٝ ثبس ؿؼشـٛ ثب ثبفش ٚ دس ٟ٘

 ،mg6DABحبٚی  :mM50 8/7pH ػبصی اص ثبفش سشیغآؿىبس

 H2Oاػشفبدٜ ؿذ. ٚاوٙؾ ثب اػشفبدٜ اص  H2O2 ٔیىشِٚیشش 10

 ٔشٛلف ٌشدیذ.

 ًتايج

، ٔحلَٛ سٚی طَ PCRثٝ سٚؽ  pa20طٖ  دغ اص سىثیش

 1ُ عٛس وٝ دس ؿىآٌبسص ٔٛسد اسصیبثی لشاس ٌشفز ٚ ٕٞبٖ

٘ظش اص ِحبػ ا٘ذاصٜ ثب طٖ ٞذف  لغؼٝ ٔٛسد ،ؿٛد ٔـبٞذٜ ٔی

 خفز ثبص(. 550) ٕٞخٛا٘ی داؿز

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 .دسكذ 1 سٚی طَ آٌبسص pa20طٖ  PCRٔحلَٛ اِىششٚفٛسص  :1ؿىُ 

 PCRٔحلَٛ  2ٚ چبٞه (SM0313#)اػیذ ٘ٛوّئیه  ٔبسوش 1چبٞه 

 pa20طٖ 

، ثشای آٌبسص دغ اص سخّیق دلاػٕیذ ٚ سأییذ آٟ٘ب سٚی طَ

 PCRثٝ ػٙٛاٖ اٍِٛ دس ٚاوٙؾ  دلاػٕیذٞب سأییذ ثیـشش اص

 ٚ ٞضٓ NdeI  ٚSalI ثب دٚ آ٘ضیٓاػشفبدٜ ٌشدیذ، اص عشفی 

لغؼٝ خبسج ؿذٜ اص  ٜ، ا٘ذاصاػیذ٘ٛوّئیه ػذغ ثٝ وٕه ٔبسوش

 سأییذ ؿذ. ٚوشٛس
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ػبصی  اِىششٚفٛسص ٔحلَٛ ٞضٓ آ٘ضیٕی ثٝ ٔٙظٛس سبییذ ٕٞؼب٘ٝ :2 ؿىُ

  دسكذ. 1طٖ ٞذف ثش سٚی طَ آٌبسص 

 ثشؽ آ٘ضیٕی 2ٚ چبٞه  (SM0313#) اػیذ٘ٛوّئیه ٔبسوش1چبٞه

 pGEM-Teasy vectorسٚی 

 

 ثب آ٘ضیٓ  pa20  ٚpET28a(+)-Linker-stxBلغؼٝ ط٘ی 

T4 Ligase(Fermentas) دس ٟ٘بیز دلاػٕیذ ٘ٛسشویت  ٚ ٕٔضٚج

pET28a(+)-PA20-Linker-stxB ٘ی دس ٔیضثبٖ ثیب

E.coliBL21 (DE3) ٕٔضٚجیذ ثشای سأی. سشا٘ؼفٛسْ ٌشدیذ 

ثب  ٚ ػذغ PCR ٚوشٛس ٘ٛسشویت دغ اص اػشخشاج دلاصٔیذ

ؿذ ٚ  ثشؽ صدٜ XhoI  ٚNdeI ٔحذٚدالاثش ثشؿی ٞبی آ٘ضیٓ

 ٌٛاٞی ثش آٖ ثٛد. bp 780 ای دس حذٚد ٔـبٞذٜ لغؼٝ
 

 

 

 

 

 

 

 

         
 )ة(           )اِف(                

-pET28a(+)-pa20-Linkerٚوشٛس ٘ٛسشویت ثشؽ آ٘ضیٕی  :3ىُؿ

stxB  
ٔحلَٛ  2ٚ چبٞه  (SM0313#)اػیذ ٘ٛوّئیه ٔبسوش 1اِف( چبٞه

PCR )اػیذ ٘ٛوّئیه ٔبسوش 1چبٞه. ة(#SM0313)  ٔحلَٛ  2ٚ چبٞه
 ثشؽ آ٘ضیٕی

وّٙی ا٘شخبة ؿذٜ، : +)pET28a)دس ٚوشٛس ٘ٛسشویت  ثیبٖ طٖ

ٌشاد وـز دادٜ  دسخٝ ػب٘شی 37ٔبیغ دس  LBدس ٔحیظ وـز 

ؿذ. دغ اص سػیذٖ ثٝ سؿذ وبفی ثٝ ٔٙظٛس ثیبٖ دشٚسئیٗ سٛػظ 

IPTG 1 ٔٛلاس اِمبء ٌشدیذ ٚ ثشای ثشسػی ثیبٖ ٚ ویفیز  ٔیّی

ثشدٜ ؿذ. ثب٘ذ دشٚسئیٙی  دسكذ SDS-PAGE 12آٖ سٚی طَ 

ویّٛداِشٛ٘ی لشاس ٌشفز دس حبِی وٝ  35 ٔذ٘ظش دس خبیٍبٜ حذٚد

 یچ ثب٘ذی دیذٜ ٘ـذ.دس وٙششَ ٞ

 

 

 

 

 

 

 
 

ثٝ ٔٙظٛس ثشسػی ثیبٖ  SDS-PAGEاِىششٚفٛسص سٚی طَ  :4ؿىُ 
 دشٚسئیٗ ٔٛسد ٘ظش. 

: ٕ٘ٛ٘ٝ  ثذٖٚ اِمبء ثب 2سدیف  IPTGثب ٔبدٜ  ؿذٜ: ٕ٘ٛ٘ٝ اِمبء 1سدیف 
 . (Vivantis (PR0602-S#)ٔبسوش دشٚسئیٙی :3سدیف   IPTGٔبدٜ 
 

 Western ص سىٙیهثٝ ٔٙظٛس سأییذ ٔحلَٛ دشٚسئیٙی ا

Blotting ضذ  وّٛ٘بَ دّی ثبدی اػشفبدٜ ؿذ. دس ایٗ سٚؽ اص آ٘شی

PA اِمب ؿذٜ ػشفبدٜ ؿذ. دس ػشٖٛ سؼز وٝ ٔشثٛط ثٝ ٕ٘ٛ٘ة وبُٔ ا

دس  .ؿٛد ٔـبٞذٜ ٔی kDa35اػز یه ثب٘ذ دس ٘ضدیىی  IPTGثب 

 .ؿٛد ٔـبٞذٜ ٕ٘ی ،٘جٛدٜ IPTGوٝ سحز اِمبی ؿبٞذػشٖٛ 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 (PR0602-S#)ٔبسوش دشٚسئیٙی 1ٌزاسی ٚػششٖ. سدیف ىِٝ :5ؿىُ 
(Vivantis) سؼز اِمب ؿذٜ  3ٕ٘ٛ٘ٝ ؿبٞذ اِمب ٘ـذٜ، سدیف  2، سدیف ٕٝ٘ٛ٘

 .IPTGثب 
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 گيري ٍ ًتيجِبحث 

ٚ  (PA) ٔحبفظشی طٖ یآ٘ش٘مؾ ایٕٙی صایی ثب سٛخٝ ثٝ 

، STxBدشٚسئیٗ  یٛسیٚ دِ یاخٛا٘ش یی،صا یٕٙیا ٘مؾ ٕٞچٙیٗ

وٕه صیبدی ثٝ  STxB-PAیٗ ٘ٛسشویت ٚ ٕٔضٚج سِٛیذ دشٚسئ

وٙذ ٚ  صایی دس ثشاثش ثیٕبسی ػیبٜ صخٓ ٚ ؿیٍلا ٔی ایٕٙی

وٙذ. ایٗ  ای ثشای سِٛیذ وب٘ذیذ ٚاوؼٗ وبیٕشیه ایدبد ٔی سٚص٘ٝ

ػبصی ٚ ثیبٖ ٔٙبػت  ٔٛضٛع ٔؼشّضْ سٚؽ كحیح ٕٞؼب٘ٝ

ی ٞب سشیٗ ثیٕبسی صخٓ اص وـٙذٜ ثبؿذ. ػیبٜ دشٚسئیٗ ٘ٛسشویت ٔی

ا٘ؼب٘ی ٚ دأی ثٛدٜ ٚ ثٟششیٗ ساٜ ٔمبثّٝ ثب آٖ اػشفبدٜ اص ٚاوؼٗ 

ثبػیّٛع آ٘ششاػیغ ثٝ ٔٙظٛس  ٞبی طٖ سؼذادی اص آ٘شیثبؿذ.  ٔی

ایٕٙی حٕبیشی ػّیٝ ثیٕبسی  یؿبٖ ثشای اِمب ثشسػی سٛا٘بیی

ٞب  طٖ سشیٗ ایٗ آ٘شی ا٘ذ. اص ؿٙبخشٝ ٔٛسد ٔغبِؼٝ لشاس ٌشفشٝ

ػبوبسیذٞبی ػغحی ٚ  دّی، Sسٛاٖ وذؼَٛ، لایٝ  ٔی

ٞبیی وٝ ثب یىذیٍش  ٞبی دیٍش سا ٘بْ ثشد. سٟٙب دشٚسئیٗ دشٚسئیٗ

ٞبی لبثُ  ثبدی ػبص٘ذ، ثبػث سِٛیذ آ٘شی سا ٔی صخٓػیبٜسٛوؼیٗ 

 .(18-20ؿٛ٘ذ) ؿٙبػبیی ٔی

PA ٞبی ؿٙبخشٝ ؿذٜ ثبػیّٛع آ٘ششاػیغ  طٖ یىی اص آ٘شی

ز ػِّٛی صٔب٘ی ثبؿذ. ػٕی غیش ػٕی ٔی EF ,LFثٛدٜ ٚ ثذٖٚ 

ػغح  ٌیش٘ذٜ( ثٝ 83PA) PAافشذ وٝ وُ عَٛ  اسفبق ٔی

 ٌیش٘ذٜوٝ ؿبُٔ ٘بحیٝ اسلبَ ثٝ  4ػِّٛی، ثٝ ٚاػغٝ دٚٔٗ 

(. ٍٞٙبْ اسلبَ ثٝ 21ثبؿذ، ٔشلُ ؿٛد) ػَّٛ ٔیضثبٖ ٔی

 167سب 1سشٔیٙبَ  Nسػذشٛس ػَّٛ ٔیضثبٖ اػیذٞبی آٔیٙٝ 

دشٚسئبص فٛسیٗ وٝ ؿبُٔ یه ٘بحیٝ ؿىؼز  1اص دٚٔٗ  1aدٚٔٗ 

سا دس  LFیب  EFؿٛد ٚ ٘بحیٝ اسلبَ  ، ؿىؼشٝ ٔی(22)اػز

. (23)دٞذ لشاس ٔی 3دس ٔؼشم ٚ ٘ضدیىی دٚٔٗ  1bدٚٔٗ 

، لؼٕشی اص یه ٔٙفز ٞذشبٔشی ثش سٚی ػغح 3 ٚ 2ٞبی  دٚٔٗ

ؿٛ٘ذ  ٔشلُ ٔی اؽ ٌیش٘ذٜثش سٚی  EFیب  LF، (6)ػِّٛی ٞؼشٙذ

دٞذ،  یز سا ٘ـبٖ ٔیٚ دسٖٚ ػیشٛصَٚ ػَّٛ، خبیی وٝ اثش ػٕ

ثشای  PA20. ثٙبثشایٗ خذا ؿذٖ دٚٔٗ (25)ؿٛد خبثٝ خب ٔی

سٛوؼیٗ وـٙذٜ ثٝ  سـىیُ ٚ ٚسٚد وٕذّىغ سٛوؼیٗ ٔخلٛكبً

دسٖٚ ػَّٛ ٔیضثبٖ ضشٚسی اػز وٝ ثب آِٛدٜ ؿذٖ ثیٕبس ٞش دٚ 

 لبثُ ؿٙبػبیی اػز ِٚی ٘مؾ PAویّٛداِشٛ٘ی  20 ٚ 63لغؼٝ 

 (. 7ٔـخق ٘یؼز)ی صای دس ثیٕبسی PA20 دشٚسئیٗ

 ٞبی ٔٛخٛد ػّیٝ ثیٕبسی ػیبٜ صخٓ ٘ظیش ٚاوؼٗ

(AVA: Anthrax Vaccine Adsorbed)  ٚAVP حبٚی ٔمبدیش 

 ٚ دیٍش EF ، LFاص وٕشش ٔمبدیش ٕٞچٙیٗ PAٚ اص  ٔشغیش

 دٚ ایٗ اسصؽ حفبظشی (.25ثبؿٙذ) ٔی سشؿحی ٞبی دشٚسئیٗ

ثبؿذ.  ٔی آٟ٘ب PAخبعش ٔحشٛای  ثٝ ٔـبثٝ ٞبی ٚاوؼٗ ٚ ٚاوؼٗ

ٞبی رخیشٜ ؿذٜ  دس ٚاوؼٗ a PA-1اِٚیٍٛدذشیذٞبی صیشٚاحذ 

دس وـٛس اٍّ٘ؼشبٖ ٔٛسد ٔغبِؼٝ لشاس ٌشفشٝ ٚ ٘شبیح ٘ـبٖ دادٜ 

ٔشثٛط ثٝ اِٚیٍٛدذشیذٞبی  PAثبلاسشیٗ دسكذ اِٚیٍٛدذشیذٞبی 

PA20 طٖ  ؿٛد آ٘شی (. اػشٙجبط ٔی9)ثبؿذ ٔیPA20  یه دذشیذ

 ٞبی طٖٔمبْٚ ثٛدٜ وٝ ثب ٔخّٛط آ٘شی  دبیذاس دس ثشاثش دشٚسئبصٞب

PA20 ،63PA ،D1 LF ثبدی ٚ  ٚ غیشٜ ٔیضاٖ سیشش آ٘شی

 (.26سٛاٖ افضایؾ داد) صایی سا دس حیٛا٘بر ٔذَ ٔی ایٕٙی

حضٛس اِٚیٍٛ ٚ  PA20 أشٚصٜ ٘مؾ اِمبی آدٛدشٛصی

ٞبی سضؼیف  دٞٙذٜ ٚاوؼٗ ی آٖ ثش سٚی اخضاء سـىیُدذشیذٞب

 PA20ثٙبثشایٗ  .(7،9یذٜ اػز)ثٝ اثجبر سػ( AVPؿذٜ )

ٚ وب٘ذیذ ٚاوؼٗ ٘ٛسشویت  ػشعبٖسٛا٘ذ ثٝ ػٙٛاٖ یه آ٘شی  ٔی

 وٕىی ػّیٝ ثبػیّٛع آ٘ششاػیغ ٔغشح ثبؿذ.

سٛا٘ذ ٔـىلار ػیشٛسٛوؼیه ٚ  ٔی STxسٛوؼیٗ 

 ثٝ STxBسا ایدبد ٕ٘بیذ. صیشٚاحذ  خغش٘بوی ٘ٛسٚسٛوؼیه

ؿیٍلا ػٙٛاٖ یىی اص وب٘ذیذاٞبی ٟٔٓ ػبخز ٚاوؼٗ ػّیٝ 

ٔغشح اػز. ثب  O157ؿشؿیبوّی ا دیؼب٘ششی ٚ ؿیٍب سٛوؼیٗ

سٛاٖ ثب   ٔی (STxB) سِٛیذ آ٘شی ثبدی ػّیٝ ایٗ صیش ٚاحذ

خٌّٛیشی اص اسلبَ ػٓ ؿیٍب سٛوؼیٗ ٔب٘غ اص ٚسٚد لؼٕز 

دس ثٝ دسٖٚ ػَّٛ ٚ ٔب٘غ اثشار ٔخشة آٖ ؿذ.  (STxA)  ػٕی

ٕی احذ ػثٝ ػّز ؿجبٞز ػبخشبسی صیشٚسحمیمبر ا٘دبْ ؿذٜ 

 STx  اؿشؿیبوّیثب ٕٞشبی آٖ دس ثبوششی(EHEC) یؼٙی 

(SLT: Shiga Like Toxin)  ٝ٘یه ٞذف ٔـششن اص ایٗ ٕٞؼب

ٖ ٞذف ایٕٙی صایی آٚ  ؿٛد ٞب دس ٘ظش ٔحممیٗ د٘جبَ ٔی ػبصی

 (.11)ثبؿذ ثش ػّیٝ ٞش دٚ ػبُٔ ؿیٍلا ٚ اؿشؿیبوّی ٔیؤٔ

خبكی ثٝ  ٞب دا٘ـٕٙذاٖ سٛخٝ ثٝ ٔٙظٛس سمٛیز اثش ٚاوؼٗ

ٞبی  داس٘ذ. أشٚصٜ ادخٛا٘زٞب  ٚاوؼٗٚ ٘ب٘ٛ ٞب یب یبٚسٞب ادخٛا٘ز

سٛاٖ ثٝ   ٟ٘ب ٔیآسشیٗ  صیبدی وـف ؿذٜ اػز وٝ ٔؼشٚف

ادخٛا٘ز وبُٔ فشٚ٘ذ ٚ ادخٛا٘ز ٘بلق فشٚ٘ذ ٚ ٞیذسٚوؼیذ 
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اؿبسٜ وشد. سمٛیز  ، وبیشٛصاٖ ٚ غیشPLGA ،MCMٜ، ِٛٔیٙیْٛآ

ثؼضی اص  Bشٚاحذٞبی ٞبی ادخٛا٘شی صی ایٕٙی ٚ ٚیظٌی

 Bصیشٚاحذ وٝ CTB  ،LTB،RTB  ٚ STBٞب ٔثُ سٛوؼیٗ

ثٝ عٛس ٌؼششدٜ دس ٔغبِؼبر اخیش ثبؿذ  ٔی ا٘ششٚسٛوؼیٗ ؿیٍلا

 (.27)ٌضاسؽ ؿذٜ اػز

ٚػیّٝ ٝ ( ثPAطٖ ) دس ایٗ سحمیك، ثب سٛخٝ ثٝ ؿٙبػبیی آ٘شی 

ٚ خبكیز اِمبی آدبدشٛص آٖ ٚ ٕٞچٙیٗ  PA20ثبدی  آ٘شی

ٚ ثیبٖ  STxBصایی، اخٛا٘شی ٚ دِیٛسی دشٚسئیٗ  خبكیز ایٕٙی

سب  ؿذػشعب٘ی ا٘ؼبٖ، سلاؽ  ٞبی ػَّٛػغح  دس Gb3صیبد 

سِٛیذ  pa20  ٚstxBٞبی  دشٚسئیٗ ٘ٛسشویجی ثب ٕٔضٚج وشدٖ طٖ

 ػشعبٖ  سٛا٘ذ ثٝ ػٙٛاٖ یه آ٘شی . دشٚسئیٗ ػبخشٝ ؿذٜ ٔیؿٛد

ی ٚ وّسشویت ػّیٝ ا٘ٛاع ؿیٍلا، اؿشیـیبٚ وب٘ذیذ ٚاوؼٗ ٘ٛ

 ثبػیّٛع آ٘ششاػیغ ٔغشح ثبؿذ.

 سپاسگساري

اص سٕبٔی اػبسیذ، دظٚٞـٍشاٖ ٚ ٕٞىبساٖ ٔحششْ دس دا٘ـٍبٜ 

خبٔغ أبْ حؼیٗ)ع(، وٝ دس ثٝ ٘شیدٝ سػیذٖ ایٗ سحمیك 

 ؿٛد. سلاؽ فشاٚاٖ وشد٘ذ، سـىش ٚ ػذبػٍضاسی ٔی
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Abstract 
Introduction: Shigella enterotoxin(STxB) is one of the major virulent factors in Shigella dysenteriae type 1 

and E. coli O157:H7, which its immunogenicity, adjuvant and delivery characteristic have been proven. 

Anthrax is a common disease in humans and animals and identifies domain a-1 antibodies of protective 

antigen(PA) which is 62% of the PA antigens of Bacillus anthracis. Therefore, the purpose of this study was 

to investigate the expression of recombinant protein domain a-1 protective antigen(PA20) of Bacillus 

anthracis with Shigella enterotoxin B subunit(STxB) in E. coli. 

Methods: In this experimental study, primers of pa 20 gene were designed for replacement in stxB-ipaD 

gene cassette. PCR was performed in order to amplify the fragment and the amplified fragments were cloned 

into pGEM-Teasy vector. NdeI and SalI restriction enzymes cut pa20 genes and finally the genes pa20 were 

fused with genes stxB. PET28a (+) Vector containing the gene cassette pa20-stxB was transformed into E. 

coli strain BL21(DE3) and expression of gene cassette was studied. 

Results: pa20-stxB fused genes were confirmed in the expression vector pET28a(+) by PCR, enzyme digestion 

and Sequencing. The produced recombinant proteins were confirmed by SDS-PAGE and Western blotting. 

Conclusion: The findings of the current study revealed that this antigen can be raised as an anti-cancer and 

recombinant vaccine candidate against types of Shigella, Escherichia coli and Bacillus anthracis which can be due 

to such factors as identification of antigen(PA) by antibody PA20, its apoptosis induction properties, property of 

immunogenicity, adjuvant and delivery of STxB protein and high expression levels of Gb3 in human cancer cells.   

 

Keywords: Bacillus anthracis; Protective antigen(PA20); Shigella dysenteriae type 1; Shigella enterotoxin B 

subunit(STxB)  
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