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 و بررسی تیتر E. coliدر باکتری  blf1-stxBبیان کاست ژنی 
 بادی در موش آنتی
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 چكيدُ

تٛاٖ ثب  ٚ حبّٔی ثٛدٜ ٚ ٔی یبٚسیؿیٍلا داسای ٘مؾ  STxBثبؿذ.  ٔییبٚسٞب ٞب اػتفبدٜ اص  ٞبی تمٛیت اثش ٚاوؼٗ یىی اص ساٜ هقدهِ:

صایی ٚ  ٟٕٔی دس ثیٕبسی ٘مؾ BLF1 ٞبی وب٘ذیذای ٚاوؼٗ ثب ایٗ ادخٛا٘ت ثٝ تِٛیذ ٚاوؼٗ ٔٙبػت پشداخت. طٖ ٚج وشدٖ آ٘تیٕٔض

ثبدی آٖ  ٚ ثشسػی تیتش آ٘تی E. coliدس ثبوتشی  blf1-stxBداسد. ٞذف ایٗ ٔغبِؼٝ، ثیبٖ طٖ  ثٛسخِٛذسیب ػٛدٚٔبِئیایدبد ػفٛ٘ت تٛػظ 

 اػت.دس ٔٛؽ 

-(+)pET28aدس ٚوتٛس ثیب٘ی  BamHI  ٚSalIٞبی آ٘ضیٕی  ثب خبیٍبٜ blf1حبٚی طٖ  pUC57پلاػٕیذ ر ايي هطالعِ، درٍش بررسي: 

stxB ٝ٘ػبصی ٌشدیذ ٚ ثٝ ثبوتشی صیشٕٞؼبE. coli  ٝػٛیBL21(DE3)  .ط٘ی  وبػت ثیبٖتشاسیخت )تشا٘ؼفٛسْ( ؿذblf1-StxB  تحت

 ٗ ٘ٛتشویت ثب ػتٖٛ وشٚٔبتٌٛشافی، چٟبس ٘ٛثت ٔتٛاِی ثٝ ٔٛؽ ػٛسی تضسیك ؿذ.. ثؼذ اص تخّیص پشٚتئیا٘دبْ ٌشدیذ IPTG اِمبی

ٚ آ٘بِیض آ٘ضیٕی تأییذ ٌشدیذ. ٕٞچٙیٗ  PCR  ثٝ ٚػیّٝ (+)pET28aوّٖٛ ؿذٜ دس ٚوتٛس ثیب٘ی  blf1-stxBطٖ دس ایٗ ٔغبِؼٝ  ًتايج:

ثبدی تِٛیذ ؿذٜ اص ػشْ ٔٛؽ  ؿذ. ػپغ آ٘تی ییذأٌزاسی ٚػتشٖ ت ٚ ِىٝ SDS-PAGEپشٚتئیٗ ٘ٛتشویت تِٛیذ ؿذٜ ثٝ ٚػیّٝ 

 ییذ ٌشدیذ.ٚ تٛػظ تؼت الایضا تأ خذاػبصی

اػت. ایٗ پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت  یبٚسی داسای ٘مؾ  STxBػبصی ٚ تٛا٘بیی تٛلف پشٚتئیٗ BLF1ثب تٛخٝ ثٝ ایٙىٝ پشٚتئیٗ  يری:گ ًتيجِ

 ؿیٍلا دیؼب٘تشی ٔٛسد اػتفبدٜ ٚالغ ؿٛد. ٚ ثٛسخِٛذسیب ػٛدٚٔبِئیتٛا٘ذ ثٝ ػٙٛاٖ وب٘ذیذای ٚاوؼٗ ػّیٝ  ٔی
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 877   ٍ ّوكاراى هْدی هسعَدی کرّرٍدی

 1395 بْوي، يازدّن ، شوارُچْارم دٍرُ بيست ٍ    هجلِ داًشگاُ علَم پسشكي ٍ خدهات بْداشتي ـ درهاًي شْيد صدٍقي يسد

 هقدهِ

( یىی Burkholderia Pseudomalleiثٛسخِٛذسیب ػٛدٚٔبِئی)

ٞبی خغش٘بن اػت وٝ دس حبَ حبضش ٞیچ ٚاوؼٙی اص ثبوتشی

یه ثبػیُ ٌشْ  ثٛسخِٛذسیب ػٛدٚٔبِئیاسد. ثشای آٖ ٚخٛد ٘ذ

ػبُٔ ثیٕبسی  وٝٔٙفی وٛچه، ٞٛاصی ٚ ٔتحشن اػت 

تٛػظ  1911ایٗ ثبوتشی دس ػبَ  ٔیّٛئیذٚصیغ دس ا٘ؼبٖ اػت.

یه افؼش اٍّ٘یؼی اص آثؼٝ ٔؼتبداٖ ٔشدٜ ثٝ ٔٛاد ٔخذس دس 

یه  ثٛسخِٛذسیب ػٛدٚٔبِئیوـٛس ثشٔٝ خذاػبصی ؿذٜ اػت. 

صا عجیؼی اػت وٝ اص ساٜ خٛساوی، اػتٙـبلی  ػبپشٚفیت ثیٕبسی

، (1)ؿٛد ٚ یب اص عشیك خشاؽ پٛػتی ثٝ ثذٖ ثیٕبساٖ ٔٙتمُ ٔی

 Bثیٛتشٚسیؼٓ سدٜ خضء ػٛأُ  CDCثٙذی  ایٗ ثبوتشی دس عجمٝ

دس ٔٙبعك ٌشٔؼیشی ٚ  ثٛسخِٛذسیب ػٛدٚٔبِئی. (2)لشاس داسد

تٛا٘ذ سؿذ وٙذ ٚ ٕٞچٙیٗ  ٕٞچٙیٗ دس ٞٛای ػشد ٘یض ٔی

، ػلاٜٚ ثش ایٗ تٛا٘بیی آِٛدٜ وشدٖ ٌیبٜ ٌٛخٝ فشٍ٘ی سا داسد

. (2،3)ػبَ ص٘ذٜ ثٕب٘ذ 10تٛا٘ذ تب  ثبوتشی دس آة ٔمغش ٔی

ثبوتشی ثٛسخِٛذسیب ػٛدٚٔبِئی تٛا٘بیی ص٘ذٜ ٔب٘ذٖ دس تٕبْ 

ٞبی ثذٖ ثٝ عٛس ٟ٘فتٝ سا داسد ٚ ػٛأّی ٔثُ ٔصشف اِىُ،  ا٘ذاْ

ؿٛ٘ذ،  ٌضؽ ػً، دیبثت وٝ ثبػث تضؼیف ػیؼتٓ ایٕٙی ٔی

ٞبی ٔختّف ٔیضثبٖ ثبػث فؼبَ ؿذٖ ایٗ ثبوتشی دس ا٘ذاْ

دس خبن،  ػٛدٚٔبِئی ثٛسخِٛذسیب ،ٗیثش اػلاٜٚ  .(4،5)ؿٛد ٔی

آة ٚ دس ؿشایظ ٘بٔؼبػذ ٔحیغی ٔب٘ٙذ ػغح ٔٛاد غزایی وٓ، 

pH (6)پبییٗ ٚ دٔبی ثبلا لبثّیت ص٘ذٜ ٔب٘ذٖ سا داسد. 

وبُٔ  2004دس ػبَ  ثٛسخِٛذسیب ػٛدٚٔبِئیتٛاِی یبثی طْ٘ٛ 

تىبّٔی ٔدضا سا  ٔٙـأحّمٛی ثب  وشٚٔٛصْٚؿذ وٝ ؿبُٔ دٚ 

پشٚتئیٗ  2012. دس ػبَ (7)دٞذ ٘ـبٖ ٔی

BLF1(Burkholderia lethal factor1) وٝ  ؿٙبػبیی ؿذٜ اػت

ثٝ عٛس اختصبصی ثبػث دآٔیٙبػیٖٛ ٌّٛتبتیٖٛ ایٗ پشٚتئیٗ 

ؿٛد.  ٔی eIF4A (eukaryotic initiation factor 4A)اص  339

ّٞیىبص ٔٛسد ٘یبص ثشای ثبص وشدٖ  RNAبِیت ایٗ تغییش فؼ

وٙذ،  دس عَٛ ؿشٚع تشخٕٝ سا غیشفؼبَ ٔی mRNAػبختبس دْٚ 

. (8)دٞذ ثیش لشاس ٕ٘یتحت تأ eIF4Aسا اص  ATPaseأب فؼبِیت 

ػبصی دس  ثبػث تٛلف پشٚتئیٗ 339دآٔیٙبػیٖٛ ٌّٛتبتیٖٛ 

 ؿٛد. ٞبی ا٘ؼبٖ ٔی ػَّٛ

 ثبوتشی ؿیٍلا اِٚیٗ ثبس تٛػظ آلبی ویٛؿی ؿیٍب دس ػبَ

دس طاپٗ اص افشاد ٔجتلا ثٝ دیؼب٘تشی خذاػبصی ٚ ثٝ افتخبس  1898

  صا ؿیٍلا ثشای ا٘ؼبٖ ثیٕبسی٘بٔیذٜ ؿذ.  "ثبػیُ ؿیٍب"ایـبٖ 

 ثبوتشی دساص، ثذٖٚ وپؼَٛ، غیش ٔتحشن، فبلذ . ؿیٍلا یهاػت

یٗ ئیه پشٚت (STx)تٛوؼیٗ ؿیٍب  .(9)اػتتبطن  ٚ اػپٛس 

ویّٛداِتٖٛ ثٛدٜ وٝ اص یه  5/70ٍٞضأش ثب ٚصٖ ِٔٛىِٛی 

ٚ اص یه  STxAثٝ ٘بْ  هیٕبتیٚ آ٘ضصیشٚاحذ ٔٙٛٔشیه ػٕی 

 STxBتبٔشیه ثٝ ٘بْ ٔتصُ ؿٛ٘ذٜ ثٝ سػپتٛس ٕٞٛپٙ ٚاحذ شیص

 ثشای ٚسٚد ٚ STxBتـىیُ ؿذٜ اػت. لؼٕت غیش ػٕی 

 .(10)اػتضشٚسی  STxAػّٕىشد لؼٕت ػٕی یب 

STxB 207 ٞش ٔٙٛٔش آٖ اص وٝداسد  ػبختبس ٕٞٛپٙتبٔشیه 

حذٚد  یِٔٛىِٛٚ ٚصٖ  ذٜتـىیُ ؿ ٙٝیذآٔیاػ 69 ٘ٛوّئٛتیذ ٚ

ٚ  (α helix) اص یه ٔبسپیچ آِفب ٔٙٛٔش داسد. ٞش داِتٖٛ ّٛیو 7/7

ثٝ  STxB. (11)تـىیُ ؿذٜ اػت β (β sheet)صفحٝ  6

ٌشدد وٝ سٚی ٔتصُ ٔی Gb3ٌیش٘ذٜ ػغح ػِّٛی خٛد ثٝ ٘بْ 

یه ٌّیىٛاػفٍِٙٛیپیذ  Gb3ؿٛد  ٞبی ثذٖ ثیبٖ ٔی اوثش ػَّٛ

٘بٔجشدٜ  CD77اػت وٝ دس ثشخی اص ٔمبلات اص آٖ تحت ػٙٛاٖ 

دس ػغح  Gb3ٔغبِؼبت ٘ـبٖ دادٜ اػت وٝ ثیبٖ  .(9)ؿذٜ اػت

ثیبٖ  Gb3ٞبی ػشعب٘ی ا٘ؼبٖ فشاٚا٘ی ثؼیبس صیبدی داسد.  ػَّٛ

ٔبٞبی ٞبی ػشعب٘ی ٔثُ ِٙفٛٔب، وبسػیٙٛ صیبدی دس ػغح ػَّٛ

ٞذف ایٗ ٔغبِؼٝ ثیبٖ طٖ . (11)تخٕذاٖ، ػیٙٝ ٚ وّٖٛ داسد

blf1-stxB  دسE. coli ػّیٝ پشٚتئیٗ  ثبدی ٚ تِٛیذ آ٘تیBLF1  ٚ

STxB  ٝثٛسخِٛذسیب ػٛدٚٔبِئیثٝ ػٙٛاٖ وب٘ذیذای ٚاوؼٗ ػّی 

ػّیٝ پشٚتئیٗ  IgGثبدی  وٝ آ٘تی ٚ ؿیٍلا دیؼب٘تشی ثٛد

 ٔٛؽ ػٛسی تِٛیذ ؿذ.٘ٛتشویت دس 

 بررسيرٍش 

تٛاِی  blf1-stxBط٘ی  دس ایٗ ٔغبِؼٝ خٟت عشاحی وبػت

اص ثب٘ه طٖ  ثبوتشی ثٛسخِٛذسیب ػٛدٚٔبِئی blf1طٖ وبُٔ 

NCBI )ٜثب ؿٕبسAccession No: NC_006350.1 اػتخشاج ) 

اص آصٔبیـٍبٜ ِٔٛىِٛی  (+)pET-28aدس  stxBٌشدیذ ٚ طٖ 

ثب دس  blf1طٖ . (12)دا٘ـٍبٜ خبٔغ أبْ حؼیٗ )ع( تٟیٝ ؿذ

 دس ٚوتٛس BamHI  ٚSalIٞبی ثشؽ آ٘ضیٕی ٘ظش ٌشفتٗ خبیٍبٜ
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 878  بياى کاست شًيblf1-stxB  در باکتریE. coli بررسي ٍ … 

 1395 بْوي، يازدّن ، شوارُچْارم دٍرُ بيست ٍ    هجلِ داًشگاُ علَم پسشكي ٍ خدهات بْداشتي ـ درهاًي شْيد صدٍقي يسد

pUC57  ْخٟت ػٙتض ثٝ ؿشوت ٘ذای فٗ ػفبسؽ دادٜ ؿذ. لاص

ثٝ روش اػت وٝ پیؾ اص ثجت ػفبسؽ، تٛاِی طٖ صٙبػی ٔٛسد 

ٞب ثشای  ػبصی، اػتفبدٜ صحیح اص وذٖٚ ٘ظش ثٝ ٔٙظٛس ثٟیٙٝ

، ایدبد ػبختٕبٖ GCتٛای ٔیضثبٖ ٔٛسد ٘ظش، تصحیح ٔمذاس ٔح

، تصحیح ٘ٛاحی پیشایـی ٚ تؼذیُ mRNAثب٘ٛیٝ صحیح ثشای 

ثشؽ ثٝ ٔٙظٛس خٌّٛیشی اص تذاخُ دس وّٛ٘یًٙ ثٝ  ٞبی خبیٍبٜ

ػٙتض ٚ  blf1اسخبع دادٜ ؿذ. طٖ  www.genscript.comػبیت 

وّٖٛ ؿذ ٚ پلاػٕیذ ػٙتض ؿذٜ ثٝ صٛست  pUC57ٚوتٛس  دسثش 

ٔیضاٖ پبیذاسی ٚ ٘یٕٝ ػٕش پشٚتئیٗ تؼییٗ . خـه دسیبفت ؿذ

BLF1-StXB  تٛػظ ػبیتProtParam  ٔٛسد ثشسػی لشاس

ثٝ  BLF1-StXBٌشفت ٚ تؼییٗ ػبختبس دْٚ ٚ ػْٛ پشٚتئیٗ 

ثیٙی پیؾ psipred  ٚI-TASSER افضاسٞبی٘شْٚػیّٝ 

 .(13)ٌشدیذ

ٔحصَٛ ثشؽ آ٘ضیٕی ٚ پلاػٕیذی: ثشای ػبخت  یػبص آٔبدٜ

 BamHΙ  ٚSalΙوبػت ط٘ی اثتذا ٚاوٙؾ ٞضٓ آ٘ضیٕی ثب آ٘ضیٓ 

-pETا٘دبْ ٌشفت ٚ ٚوتٛس ثیب٘ی  pUC57پلاػٕیذ  یثش سٚ

28a(+)-StxB ٓٞبی  ٘یض ثٝ ٔٙظٛس ػبخت وبػت ط٘ی ثب آ٘ضی

BamHΙ  ٚSalΙ پغ اص ٞضٓ آ٘ضیٕی (12)ثشؽ خٛسدٜ ؿذ .

ثشؽ خٛسدٜ اص سٚی طَ  blf1  ٚpET-28a(+)-StxBلغؼٝ ط٘ی 

 .(14)تخّیص ٌشدیذ DNAآٌبسص ثٝ ٚػیّٝ ویت اػتخشاج 

ٞبی ثب اثش وٝ تٛػظ آ٘ضیٓ blf1اِحبق ٚ تشا٘ؼفٛسٔبػیٖٛ: طٖ 

-pETثشؽ خٛسدٜ ثٝ ٚوتٛس ثیب٘ی  BamHΙ  ٚSalΙٔحذٚد 

28a(+)-stxB ٓاػتخشاج ؿذٜ ٞب ثشؽ خٛسدٜ وٝ ثب ٕٞیٗ آ٘ضی ٚ

دلیمٝ دس دٔبی  60ثٛد، اِحبق ٌشدیذ. ٚاوٙؾ اِحبق ثٝ ٔذت 

ؿشوت  T4 DNA Ligaseدسخٝ ػب٘تی ٌشاد تٛػظ آ٘ضیٓ  22

فشٔٙتبص صٛست ٌشفت. ٔحصَٛ اِحبق، ثب سٚؽ ؿٛن حشاستی ثٝ 

 E. coli BL21ٞبی ٔؼتؼذ )تٟیٝ ؿذٜ ثٝ سٚؽ ؿیٕیبیی( ػَّٛ

٘ٛتشویت ثب غشثبٍِشی  ٞبی تشاسیخت ٌشدیذ. وّٙی DE3ػٛیٝ 

ثب  blf1-stxBوب٘بٔبیؼیٗ خذا ؿذ٘ذ ٚ وبػت ط٘ی  یىیٛتیث یآ٘ت

PCR (14)ییذ لشاس ٌشفتأٚ ٞضٓ آ٘ضیٕی ٔٛسد ت. 

: ثشای ثیبٖ وبػت ط٘ی BLF1-STxBثیبٖ وبػت ط٘ی 

BLF1-STxB ٔیضاٖ ؿذٜ خذاػبصی ٞبی وّٖٛ ؿجب٘ٝ وـت اص 

حبٚی  ٔبیغ LBٔحیظ  ِیتش ٔیّی 5 ثٝ تشیِ ىشٚیٔ 100

 600 ٔٛج عَٛ دس ODسػیذٖ  اص پغ ٚ بٔبیؼیٗ تّمیحوب٘

وٙٙذٜ ثبوتشی(، ٔبدٜ اِمب سؿذ ٔیضاٖ آٚسدٖ ثٝ دػت ٘ب٘ٛٔتش)ثشای

ثٝ ٔحیظ وـت  ٔٛلاس یّیٔ 1( فشٔٙتبص ثب غّظت IPTGپشٚٔٛتش )

ٌشاد ا٘ىٛثٝ  دسخٝ ػب٘تی 37ػبػت دس دٔبی  4افضٚدٜ ٚ ثٝ ٔذت 

 .(15)ؿذ

آٚسی  ٞبی ثبوتشیبیی خٕغ ػَّٛ: SDS-PAGEاِىتشٚفٛسص 

ؿذٜ دس ٔشحّٝ فٛق ثٝ سٚؽ د٘بتٛسٜ تیٕبس ؿذ٘ذ. دس ایٗ سٚؽ، 

ٔخّٛط ٚ اص عشیك  Bٔیىشِٚیتش ثبفش ِیضوٙٙذٜ  100ٞب ثب  ػَّٛ

دلیمٝ  20ٞب ثٝ ٔذت  ػٛ٘یىبػیٖٛ ؿىؼتٝ ؿذ٘ذ. ػپغ ٕ٘ٛ٘ٝ

ٚ ٔحَّٛ  دٚس دس دلیمٝ ػب٘تشیفیٛط ؿذ٘ذ 14000ثب ػشػت 

سٚیی ثب ٘ؼجت یه )ثبفش ٕ٘ٛ٘ٝ( ثٝ پٙح )ٕ٘ٛ٘ٝ( ثب ػٕپُ ثبفش 

 100دلیمٝ دس دٔبی  5ٔخّٛط ٚ ثٝ ٔذت  x5داسای غّظت 

ٞبی تیٕبس ؿذٜ  ٌشاد خٛؿب٘ذٜ ؿذ. دس ٟ٘بیت ٕ٘ٛ٘ٝ دسخٝ ػب٘تی

ٞبی  ( اص ِحبػ ثیبٖ پشٚتئیSDS-PAGEٗتٛػظ طَ اِىتشٚفٛسص )

ٞبی لجُ ٚ ثؼذ اص اِمبی  ٕ٘ٛ٘ٝ. (15)٘ٛتشویت ثشسػی ؿذ٘ذ

IPTG ،ٜٕٞشاٜ ثب ٔبسوش پشٚتئیٙی )ػیٙبطٖ( تحت ؿشایظ د٘بتٛس ،

 آٔپش یّیٔ 25% ثب خشیبٖ ثبثت 12اِىتشٚفٛسص ؿذ٘ذ. غّظت طَ 

ثب  یضیآٔ سً٘ثٛد. ثشای ٔـبٞذٜ ثب٘ذ پشٚتئیٙی ٔٛسد ٘ظش، اص 

 .(15)وٛٔبػی ثّٛ اػتفبدٜ ؿذ

یذ پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت، اص أیییذ پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت: ثشای تأت

ػصبسٜ اػتفبدٜ ؿذ.  (Western Blotting) تىٙیه ٚػتشٖ ثلات

ٚػتشٖ ٌزاسی  ِىٝػِّٛی پغ اص ثیبٖ ثب اػتفبدٜ اص ػیؼتٓ 

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

% ٚ 20َ٘ٛ ٚ ٔتب% SDS 1/0ٔٛلاس، ٔیّی 25ٔٛلاس، تشیغ  ٔیّی

3/8pH=) .ثٝ ٔٙظٛس پشوشدٖ  سٚی وبغز ٘یتشٚػِّٛض ٔٙتمُ ؿذ

ٞبی خبِی )ثلاویًٙ(، وبغز ثٝ ٔذت یه ؿت دس ٔحَّٛ  خبیٍبٜ

 -PBST(Phosphat-Buffered Salinدسصذ ؿیشخـه دس  3

Tween)  ؿذ. ػپغ ػٝ ٔشتجٝ  یداس ٌٍ٘ٝشاد  دسخٝ ػب٘تی 4دس

وّٛ٘بَ  ٞبی پّی بدیث ؿؼتـٛ دادٜ ؿذ. وبغز ثب آ٘تی PBSTثب 

دسخٝ  37ػبػت دس دٔبی  1ثٝ ٔذت  1:2000ٔٛؿی ثب سلت 

ػٝ ثبس  PBSTٌشاد ٌشٔبٌزاسی ؿذ. فشآیٙذ ؿؼتـٛ ثب  ػب٘تی

ثٝ ػٙٛاٖ  1:5000ا٘دبْ ٌشفت. وٛ٘ظٌٚٝ ٔٛؿی ثب سلت 

ثىبس سفت. ٕٞب٘ٙذ ٔشحّٝ لجُ  دٞٙذٜ صیتـخثبدی  آ٘تی
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 879   ٍ ّوكاراى هْدی هسعَدی کرّرٍدی

 1395 بْوي، يازدّن ، شوارُچْارم دٍرُ بيست ٍ    هجلِ داًشگاُ علَم پسشكي ٍ خدهات بْداشتي ـ درهاًي شْيد صدٍقي يسد

ٕب٘ٙذ ٔشاحُ لجّی ٌشٔبٌزاسی ا٘دبْ ؿذ. فشایٙذ ؿؼتـٛ ٘یض ٞ

ا٘دبْ ؿذ. ٟ٘بیتبً، وبغز ٘یتشٚػِّٛض دس ٔحَّٛ ػٛثؼتشای 

دس صذ  ٌشْ یّیٔ DAB(Diaminobenzidine) (60صای  سً٘

( تب ظٟٛس ثب٘ذ 8ثشاثش  pHثب  ٔٛلاس یّیٔ 50ِیتش ثبفش تشیغ  ٔیّی

پشٚتئیٙی، لشاس ٌشفت. ثشای تٛلف ٚاوٙؾ، وبغز دس آة ٔمغش 

 .(15)لشاس دادٜ ؿذ

تخّیص پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت: پشٚتئیٗ حبصُ تحت ؿشایظ 

ٞبی  خذاػبصی ٚ ٕ٘ٛ٘ٝ Ni-NATد٘بتٛسٜ ٚ ثب اػتفبدٜ اص ػتٖٛ 

 دسصذ اِىتشٚفٛسص ؿذ. 12طَ  یثش سٚحبصُ 

تؼییٗ غّظت پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت: غّظت پشٚتئیٗ ثیبٖ ؿذٜ 

( ثٝ BSAثٝ وٕه ثشادفٛسد ٚ ثب اػتفبدٜ اص آِجٛٔیٗ ػشْ ٌبٚی )

 ػٙٛاٖ اػتب٘ذاسد ا٘دبْ ٌشفت.

: دس ایٗ ٔغبِؼٝ اص BLF1-STxBػّیٝ  یثبد یآ٘تتِٛیذ 

 20ثب ٚصٖ تمشیجی  یا چٟبسٞفتٝٞبی ػٛسی ٔبدٜ، ػٝ تب  ٔٛؽ

ساصی  یػبص ػشْػؼٝ تحمیمبت ٚاوؼٗ ٚ ؤٌشْ وٝ اص ٔ 25اِی 

تٟیٝ ٚ دس ٔشوض پشٚسؽ ٚ ٍٟ٘ذاسی حیٛا٘بت آصٔبیـٍبٞی ثخؾ 

٘ـىذٜ ػّْٛ پبیٝ دا٘ـٍبٜ خبٔغ أبْ حؼیٗ )ع( ؿٙبػی دا صیؼت

وٝ دس ؿشایظ اػتب٘ذاسد ثب ػیىُ  ؿذ٘ذ اػتفبدٜ ؿذ ٍٟ٘ذاسی ٔی

ػبػت تبسیىی ٚ دسخٝ حشاست  12سٚؿٙبیی ٚ  ػبػت 12٘ٛسی، 

ؿذ٘ذ. آة ٚ غزا ثٝ  ٍٟ٘ذاسی ٔی ٌشاد یػب٘تدسخٝ  22-25

ٞب ثٛد. ثٝ ٔٙظٛس ثشسػی  صٛست آصاد دس دػتشع تٕبٔی ٌشٜٚ

 ثب تٛخٝ ثٝ سػبیت اصَٛ اخلالی وبس ثب حیٛا٘بت ثبدی، تیتش آ٘تی

ػذد ثٝ ػٙٛاٖ  4ػذد ٔٛؽ ػٛسی ٔبدٜ ثٝ ػٙٛاٖ تؼت ٚ  5اص 

 20ٕ٘ٛ٘ٝ وٙتشَ اػتفبدٜ ٌشدیذ. ثشای ٞش ٔٛؽ اص ٌشٜٚ تؼت، 

ادخٛا٘ت  ثب BLF1-STxBٔیىشٌٚشْ پشٚتئیٗ تخّیص ؿذٜ 

٘ٛثت  4بلی دس ثٝ صٛست داخُ صف (oil in water)سٚغٗ دس آة

سٚص تضسیك ٌشدیذ. دس وٙبس ٞش ٔشحّٝ تضسیك  14ثب فبصّٝ صٔب٘ی 

فمظ ٔخّٛط ادخٛا٘ت ٚ  وٙتشَ یٞب ٔٛؽثٝ حیٛا٘بت تؼت، ثٝ 

PBS  ُٞب آٖ یثبد یآ٘ت تشیت تضسیك ٌشدیذ. ؿذٜ ٍٕٞٗاػتشی 

 ٌیشی ؿذ. تٛػظ آصٔبیؾ الایضا ا٘ذاصٜ

 ًتايج

دس  blf1ؼٝ ، لغblf1-stxBثٝ ٔٙظٛس ػبخت وبػت ط٘ی 

ٞبی  ثب ٞضٓ آ٘ضیٕی دٌٚب٘ٝ تٛػظ آ٘ضیٓ pUC57 ٚوتٛس

اػتفبدٜ ؿذ وٝ طٖ ٔٛسد ٘ظش ثب  SalI  ٚBamHIٔحذٚدالأثش 

خفت ثبص اص ٚوتٛس خبسج ٚ تخّیص  636عَٛ تٛاِی 

دس  blf1ثشای لشاس دادٖ لغؼٝ ط٘ی  اِف(.-1ٌشدیذ)ؿىُ 

ی ٞب اثتذا ایٗ پلاػٕیذ ثب آ٘ضیٓ pET-28a(+)-stxBٚوتٛس

خغی ؿذ. ثؼذ اص ثشؽ آ٘ضیٕی،  SalI  ٚBamHIثش ٔحذٚدالا

تخّیص ؿذ. پلاػٕیذ ته ثب٘ذ ؿذٜ  اػتفبدٜ اص ویتپلاػٕیذ ثب 

خفت ثبصی  5609دس خشیبٖ اِىتشٚفٛسص دس ساػتبی ثب٘ذ حذٚد 

 .ة(-1)ؿىُ ایؼتبد

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 (+)pET-28aػٕیذ ٞضٓ دٌٚب٘ٝ پلاٚ  pUC57یٕی ٚوتٛس آ٘ضٞضٓ  ٚاوٙؾ اِىتشٚفٛسص :1ؿىُ 

 یذ ثشؽ خٛسدٜپلاػٕ :2چاّک اػیذ ٘ٛوّئیه، ٘ـبٍ٘ش  :1 چاّکدسصذ.  1ی طَ آٌبسص سٚثش  pUC57یٕی ٚوتٛس آ٘ضٞضٓ  ٚاوٙؾ اِىتشٚفٛسص :اِف

 .pET-28a(+)-stxB ٔحصَٛ ثشؽ آ٘ضیٕی: 2 چاّک.  اػیذ ٘ٛوّئیه٘ـبٍ٘ش  :1 چاّک. pET-28a(+)-stxBٞضٓ دٌٚب٘ٝ پلاػٕیذ  :ة

 ة اِف
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 880  بياى کاست شًيblf1-stxB  در باکتریE. coli بررسي ٍ … 

 1395 بْوي، يازدّن ، شوارُچْارم دٍرُ بيست ٍ    هجلِ داًشگاُ علَم پسشكي ٍ خدهات بْداشتي ـ درهاًي شْيد صدٍقي يسد

ٚ ثشؽ  PCR، ثشای پلاػٕیذٞب یػبص شٕٞؼب٘ٝیصییذ أی تثشا

ثٝ سٚؽ  blf1-stxBپغ اص تىثیش طٖ ٞضٓ آ٘ضیٕی ٌزاؿتٝ ؿذ. 

PCR َآٌبسص ٔٛسد اسصیبثی لشاس ٌشفت ٚ 1، ٔحصَٛ سٚی ط %

خفت ثبص( اص ِحبػ ا٘ذاصٜ ثب طٖ ٞذف ٔب  876لغؼٝ ٔٛسد ٘ظش)

دٚ ٕٞچٙیٗ پلاػٕیذٞب ثب  اِف(. -2ٕٞخٛا٘ی داؿت)ؿىُ 

ٞضٓ ؿذ٘ذ ػپغ ثٝ  BamHΙ  ٚXhoΙٞبی ٔحذٚد الاثش  آ٘ضیٓ

وٕه ٘ـبٍ٘ش، ا٘ذاصٜ لغؼٝ خبسج ؿذٜ اص ٚوتٛس تبییذ ؿذ. )ؿىُ 

 .(ة -2

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (+)pET-28a ػبصی طٖ ٞذف دس تأییذ صیشٕٞؼب٘ٝ :2ؿىُ  

 pET-28a(+)-blf1-stxBیذ سٚی پلاػٕ PCR: ٔحصَٛ 5ٚ  4، 3، 2: ٘ـبٍ٘ش اػیذ ٘ٛوّئیه ٚ چبٞه 1چبٞه  :اِف

 pET-28a(+)-blf1-stxBسٚی  : ٔحصَٛ ثشؽ آ٘ضیٕی 2اػیذ ٘ٛوّئیه ٚ چبٞه  : ٘ـبٍ٘ش1چبٞه  :ة

 

 (+)pET28aدس ٚوتٛس  BLF1-STxBثشای ثشسػی ثیبٖ طٖ  

ثیبٖ طٖ صٛست پزیشفت  IPTGٞب ٚ اِمبء ثب  پغ اص وـت ػَّٛ

شسػی لشاس ٔٛسد ث SDS-PAGEطَ  یثش سٚٚ پغ اص تیٕبس خبْ 

% اػتفبدٜ 12ٌشفت. ثب تٛخٝ ثٝ ٚصٖ پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت اص طَ 

(. ثب تٛخٝ ثٝ ؿىُ ثب٘ذ پشٚتئیٙی ٔٛسد ٘ظش دس 3ؿذ)ؿىُ 

 ٔـبٞذٜ ؿذ. kDa01/34ٔحذٚدٜ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 ٔٙظٛس ثشسػی ثیبٖ پشٚتئیٗ ٔٛسد ٘ظش  ثٝ SDS-PAGEاِىتشٚفٛسص سٚی طَ ( 3ؿىُ 

٘ب٘ٛٔتش ثب ٔبدٜ  600 ٔٛج عَٛدس  6/0ثٝ  ٞب آٖٞبیی وٝ پغ اص سػیذٖ خزة ٘ٛسی  یثبوتش: ٔحتٛی پشٚتئیٙی 2، سدیف 310003 : ٔبسوش پشٚتئیٙی1سدیف 
IPTG ٜثبفش ِیضوٙٙذٜ  ا٘ذ اِمبؿذ(B سدیف .)ثب ٔبدٜ  ٘ب٘ٛٔتش 600 ٔٛج عَٛدس  6/0ٞب پغ اص سػیذٖ خزة ٘ٛسی ثٝ  یثبوتشوٙتشَ ٔٙفی وٝ دس آٖ  :3IPTG  اِمب

 (.B)ثبفش ِیضوٙٙذٜ ذ ٘ا ٘ـذٜ

 اِف
 ة اِف
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 881   ٍ ّوكاراى هْدی هسعَدی کرّرٍدی

 1395 بْوي، يازدّن ، شوارُچْارم دٍرُ بيست ٍ    هجلِ داًشگاُ علَم پسشكي ٍ خدهات بْداشتي ـ درهاًي شْيد صدٍقي يسد

 Western ثٝ ٔٙظٛس تأییذ ٔحصَٛ پشٚتئیٙی اص تىٙیه

Blotting وّٛ٘بَ  پّی ثبدی اػتفبدٜ ؿذ. دس ایٗ سٚؽ اص آ٘تی

 اِمبؿذٜ ٕ٘ٛ٘ٝػتفبدٜ ؿذ. دس ػتٖٛ تؼت وٝ ٔشثٛط ثٝ ٔٛؿی ا

دس ػتٖٛ  ؿذ.ٔـبٞذٜ  kDa01/34یه ثب٘ذ دس  ،اػت IPTGثب 

(.4٘ـذ)ؿىُٔـبٞذٜ ٘جٛدٜ ثب٘ذی  IPTGوٝ تحت اِمبی  ؿبٞذ

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 پّی وّٛ٘بَ. یثبد یآ٘تٚػتشٖ ثلات ثب اػتفبدٜ اص  اص سٚؽتبییذ پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت ثیبٖ ؿذٜ ثب اػتفبدٜ  :4ؿىُ 

 IPTG: ٕ٘ٛ٘ٝ اِمبء ؿذٜ ثب 3سدیف ،IPTG: وٙتشَ ثذٖٚ اِمبی 2، سدیف310003 ٔبسوش پشٚتئیٙی: 1سدیف

 

ثبدی تِٛیذ ؿذٜ ٚ ٔحبػجٝ ٔیضاٖ آٖ یثٝ ٔٙظٛس اسصیبثی آ٘ت

دس ٞش ٔشحّٝ تضسیك اص سٚؽ الایضای غیشٔؼتمیٓ اػتفبدٜ ؿذ. 

ثٝ اػتثٙبی تضسیك اَٚ( اص )تضسیك  ٞش ثبسیه ٞفتٝ ثؼذ اص 

ثٝ ػُٕ آٔذ ٚ ثؼذ اص  یشیٌ خٖٛٞبی تؼت ٚ ؿبٞذ  ٔٛؽ

، آصٔبیؾ الایضا ا٘دبْ ؿذ وٝ ٕ٘ٛداس ٞب آٖخذاػبصی ػشْ 

٘ـبٖ  1دس ٞش ٔشحّٝ دس ٕ٘ٛداس  یثبد یآ٘ت تشیتٔیبٍ٘یٗ 

( ػشٔی IgG، )یثبد یآ٘ت تشیتاػت. ثب تٛخٝ ثٝ  ؿذٜ دادٜ

ثبػث تحشیه ایٕٙی  طٖ یآ٘تٔٙبػجی تِٛیذ وشدٜ اػت ٚ 

ثبدی سا ػْٛ ثیـتشیٗ آ٘تی یشیٌ خٖٛٞٛٔٛساَ ؿذٜ اػت، دس 

 ایٓ.داؿتٝ طٖ یآ٘تػّیٝ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ثب اػتفبدٜ اص تىٙیه اِیضا یثبد یآ٘ت تشیت: ثشسػی 1ٕ٘ٛداس 

 بحث

ٞبی حفبظتی  طٖ  پبیٝ آ٘تی ٞبی خذیذ ثش تٛػؼٝ تِٛیذ ٚاوؼٗ

ٞبی ٔحَّٛ ٚ  طٖ آ٘تی صایی پبییٗ ثٝ ػّت ایٕٙی ؿذٜ خبِص

اختلاَ ٌشدیذٜ  ثش ٚ ایٕٗ، دچبسؤ٘جٛدٖ ادخٛا٘ت ٔخبعی ٔ

ٔیضاٖ  اػت. ثشای ثشعشف وشدٖ ایٗ ٘مص ٚ ثبلا ثشدٖ
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 وٙٙذ. ٘تبیح آٖ سا ثب ادخٛا٘ت ٕٞشاٜ ٔی، BLF1صایی  ایٕٙی

 ط٘ی ٚ آ٘تی(، Delivery) ٘مؾ حبّٔی ؿذٜ  ا٘دبْتحمیمبت 

. دس ایٗ تحمیك، (12)اػت سا اثجبت وشدٜ STxBادخٛا٘تی 

ط٘ی ٚ  خبصیت آ٘تی ٚ BLF1صایی پشٚتئیٗ  ایٕٙی خبصیت

 .ٔذ ٘ظش ثٛدٜ اػت صٔبٖ ٞٓثٝ عٛس  STxB ادخٛا٘تی

ثٝ افتخبس آلبی )STx ت وٝ ؿیٍب تٛوؼیٗ یبػبِیبٖ صیبدی اػ

ؿذ( ثٝ ػٙٛاٖ یىی اص ػٛأُ ٚیشٚلا٘غ  یٌزاس ٘بْویٛؿی ؿیٍب 

اػــٟبَ  .ؿیٍلا دیؼب٘تشی دس ایدبد اػٟبَ خٛ٘ی ٔغشح اػت

 خٛ٘ی ثب ػبُٔ ؿــیٍلا دس ثیـــتش ٔٛاسد خذی ثٛدٜ ٚ دس

اص . (16،17)ا٘دبٔذ یٔصٛست ػــذْ دسٔبٖ ثٝ ٔٛلغ ثٝ ٔــشي 

ِحبػ ٚاوؼیٙبػــیٖٛ ػّیٝ ؿــیٍلا داسای إٞیت فـشاٚا٘ی  ایٗ

افؼش اٍّ٘یؼی ثٝ ٘بْ آِفشد ٚیتٕٛس یه  1911دس ػبَ  .اػت

ثیٕبسی ٔـبثٝ ٔـٕـٝ سا دس افشاد لاغش ٚ ٘حیف ٔؼتبد ثٝ ٔشفیٗ 

دس ساٍٖ٘ٛ ثشٔٝ ؿٙبػبیی وشد. ثب ایٗ حبَ ٔٛسفِٛٛطی وّٙی ایٗ 

ثٛسخِٛذسیب ثبوتشی یٕبسی ٔـٕـٝ وٝ اسٌب٘یؼٓ ٔتفبٚت اص ث

ؿٛد ثٛد دس ٘تیدٝ ثبػث وـف  ٔبِئی ثبػث ایدبد آٖ ٔی

ثٛسخِٛذسیب ثبوتشی اسٌب٘یؼٓ ٚ ثیٕبسی خذیذی ثٝ ٘بْ 

ؿٛد دس  ػٛدٚٔبِئی ٚ ٔیّٛئیذٚصیغ ؿذ٘ذ. تخٕیٗ صدٜ ٔی

٘فش  1000ؿٕبَ ؿشق تبیّٙذ ٔیّٛئیذٚصیغ ثبػث ٔشي ثیؾ اص 

یه ٚ ٔیّٛئیذٚصیغ ؿیٍّٛصیغ ثٙبثشایٗ ؛ (18)ؿٛد یٔدس ػبَ 

 ثٝ تب ٚ ؿٛد یٔٔؼئّٝ خٟب٘ی ٟٔٓ ثشای ػلأتی ثـش ٔحؼٛة 

ثٛسخِٛذسیب ػٛدٚٔبِئی  ٚ ؿیٍلا ػّیـٝ یٔؤثش ٚاوؼٗ أشٚص

صای اصّی فبوتٛسٞبی ثیٕبسی ٗیتش ٟٔٓ٘ـذٜ اػت. یىی اص  تیبف

، اػت STا٘تشٚتٛوؼیٗ ؿـیٍلا یب  ،1دس ؿیٍلا دیؼب٘تشی تیپ 

 ،ؿٛد تٛػظ ؿیٍلا دیؼب٘تشی تِٛیذ ٔیوٝ  STxؿیٍب تٛوؼیٗ 

یب  (Shiga like toxin) ٞبی ؿجٝ ؿیٍبدس حبِی وٝ تٛوؼیٗ

STx1 ٚSTx2  ا٘تشٕٚٞٛساطیه  یبوّیـیاؿشثبوتشی  تٛػظ

(EHEC)  اؿشؿیب ا٘تشٚ تٛوؼیٙٛط٘یه ٚ(ETEC) ؿٛد تِٛیذ ٔی. 

STx2 ثب 60 جبًیتمش %STx (19)ؿجبٞت داسد .STxB  یه

ٚ  ؿٛد یّٔٛصیغ ٔحؼٛة ؿیٍ ثشای ٚاوـؼٗ طٖ وب٘ذیذ آ٘تی

صایی دس ثٛسخِٛذسیب پشٚتئیٗ  یىی اص فبوتٛسٞبی ٟٔٓ ثیٕبسی

BLF1 تٛػظ ٌشٚٞی اص  2011، ایٗ پشٚتئیٗ دس ػبَ اػت

 إِّّی تٛػظ ٌشٜٚ ٚیّؼٖٛ ٚ ٌشٜٚ سیغ تؼییٗ  ٔحممبٖ ثیٗ

 .(20)ػبختبس ٚ وشیؼتبٌِٛشافی ؿذ

 ٞبی دس ػشاػش خٟبٖ ٔغبِؼبت ٚ ثشسػی stxBدس ساثغٝ ثب طٖ 

 E. coli دس ٔٛخٛدات ٔختّفی اص stxB، طٖ ا٘دبْ ؿذٌٜٛ٘بٌٛ٘ی 

اػت. ؿذٜ  ػبصی ٌشفتٝ تب ا٘ٛاع ٌیبٞبٖ ٔثُ وبٞٛ ٚ... ٕٞؼب٘ٝ

 E. coliدس ثبوتشی  stxطٖ  1988دس یه تحمیك دس ػبَ 

 یذتأی ٔٛسد یبثی تٛاِی ثب آٖ تٛاِی ٚ ػبصی بٕ٘ٝٞؼ

لایی دس دس ػغح ثب stxBطٖ  1993دس ػبَ . (21)تٌشف لشاس

ٚ ثٝ خٛثی ثٝ وٕه ػتٖٛ ٘یىُ  ثیبٖ ؿـذ E. coliثبوتشی 

دس . (22)پشٚتئیٗ فشاٞٓ ٌشدیذ تخّیص ٚ غّظت خٛثی اص ایٗ

 STxBصایی ٔخبعی ػّیٝ  افضایؾ ایٕٙی ثٝ ٔٙظٛس 2005ػبَ 

 STxBعی آٖ پشٚتئیٗ تخّیص ؿذٜ  تلاؿی ا٘دبْ ؿـذ وٝ دس

ِیپیذی ػٙتتیه ثٝ صٛست ٘بصاَ  سا ثٝ وٕه ٔیىشٚػفشٞبی

تمٛیت ٘ؼجی پبػخ ایٕٙی سا ٘ـبٖ  تّمیح وشد٘ذ وٝ ٘تبیح آٖ

دس یه پشٚطٜ  2008دس ایٗ ساػتب دس ػبَ . (23)داد ٔی

وّٖٛ ؿذٜ ٚ ثیبٖ آٖ  E. coliدس ثبوتشی  STxBتحمیمبتی طٖ 

ت پزیشفت وٝ اِجتٝ طٖ صایی آٖ صٛس ثشسػی ٌشدیذ ٚ ایٕٙی

 .(24)ػٙتتیه ثٛد ایــٗ پشٚتئیٗ ثٝ صٛست

ٜ ٌیـش٘ذ ثب اؽ ثٝ خبعش اتصبَ اختصبصی STxBاص عشفی 

Gb3 َّٛداسٚٞبی  ا٘تمبَ ثشای أشٚصٜ ػشعب٘ی ٞبی سٚی اوثش ػ

 یدسٔب٘ یٕیؿشات ػٛء اث وبٞؾ ٚ ٞب ػَّٛضذ ػشعبٖ ثٝ ایٗ 

ثیبٖ ثیؾ  .اػتتٛخٝ دا٘ـٕٙذاٖ صیبدی سا ثٝ خٛد خّت وشدٜ 

 ؿذٜ ٌضاسؽدس ٕ٘ٛ٘ٝ تٛٔٛس ثیٕبساٖ ػشعب٘ی  Gb3اص ا٘ذاصٜ 

سدٜ  18اص  ٔٛسد 13ٔشثٛط ثٝ ػشعبٖ ػیٙٝ،  اػت. دس آصٔبیـی

سا دس ػغح خٛد  Gb3یبٖ ث دسصذ( 72) ٔٛسد آصٔبیؾ ػِّٛی

ٞبی . تِٛیذ پشٚتئیٗ وبیٕش ثب ٕٔضٚج وشدٖ طٖ(25)٘ذاٜ٘ـبٖ داد

pa20  ٚstxB ثٝ ػّت ثیبٖ )ی ػشعبٖ تٛاٖ ثٝ ػٙٛاٖ یه آ٘تٔی

Gb3 َّٛٞبی ػشعب٘ی( ٚ وب٘ذیذ ٚاوؼٗ ٘ٛتشویت  دس ػغح ػ

ػّیٝ ا٘ٛاع ؿیٍلا، اؿشیـیبوّی ٚ ثبػیّٛع آ٘تشاػیغ ٔغشح 

ت ٘ؼج STxB-IpaDدس ٕٔضٚج  یثبد یآ٘ت تشیت. ٔیضاٖ (26)ثبؿذ

ٞبی ػٛسی افضایؾ داؿتٝ  دس ٔٛؽ STxBثب  IpaDثٝ ٔخّٛط 

سا اثجبت  STxB ط٘ی ٚ ادخٛا٘تی اػت وٝ ٘مؾ حبّٔی، آ٘تی

 .(27)وشدٜ اػت

 ٞبی ػشعب٘ی ٚ دسٔبٖ  ٕٞچٙیٗ ثشای ا٘تمبَ داسٚ ثٝ ػَّٛ
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 STBٔتصُ ؿذٜ ثٝ  تٛاٖ اص تشویجبت داسٚیی ػشعبٖ ٔی

دس تصٛیشثشداسی  داس ٘ـبٖ STBیه تحمیك، اص  اػتفبدٜ وشد. دس

 طٖ اػت. ایٗ ػُٕ ثب تضسیك آ٘تی ؿذٜ اػتفبدٜتٛٔٛس 

 -GFP STB (28)ٔیؼش ؿذٜ اػت. 

ػٙتض پشٚتئیٗ ثٝ ػٙٛاٖ  یٞب ذٜٟٔبسوٙٙثشای دسٔبٖ ػشعبٖ، 

تٛاٖ  سا ٔی eIF4A یٞب ٟٔبسوٙٙذٜ اصخّٕٝػٛأُ ضذ ػشعبٖ 

 BLF1. ثب تٛخٝ ثٝ فؼبِیت پشٚتئیٗ (29)ٔٛسد اػتفبدٜ لشاس داد

تٛاٖ ثٝ ػٙٛاٖ یه  اػت ٔی eIF4Aوٝ یه ٟٔبس وٙٙذٜ لٛی 

ثبػث  BLF1ٌیشد. ػبُٔ ضذ ػشعبٖ لٛی ٔٛسد اػتفبدٜ لشاس 

 Glu339ثٝ  Gln339ؿٛد وٝ ثبػث تؼٛیض  ٔی eIF4Aتغییش 

ؿٛد ٚ خٛد یه ٟٔبس وٙٙذٜ لٛی تشخٕٝ اػت. دس ؿشایظ ٔی

ِٔٛىَٛ  700 لبدس اػت تمشیجبً BLF1آصٔبیـٍبٞی یه ِٔٛىَٛ 

eIF4A  ٜسا دس دلیمٝ غیش فؼبَ وٙذ، تؼذاد تجذیُ دس ایٗ ٔحذٚد

ػٓ لٛی  28S RNAاص  A4324ٌّیىٛصیذی دس  -N ثٝ ػُٕ

 تٛا٘ذ تشخٕٝ سا ٔتٛلف وٙذ.سیؼیٗ ؿجیٝ اػت وٝ ٔی

ثیٙی  پیؾ blf1-stxBوبسثشدٞبی ٘ٛیٙی ثشای ایٗ وبػت ط٘ی 

ٞبی عجیؼی  دس ػَّٛ(، STBپزیش٘ذٜ ) Gb3ؿٛد. پشٚتئیٗ  ٔی

ٞبی ػشعب٘ی،  ا٘ؼبٖ، ثیبٖ ٔحذٚدی داسد ِٚی دس ثؼضی اص ػَّٛ

ؿٛد ٚ ثب تٛخٝ ثٝ ػّٕىشد  ٔیثیبٖ  ثٝ ٔیضاٖ ثؼیبس ثبلایی

تٛاٖ ثب  وٝ ٟٔبس وٙٙذٜ لٛی تشخٕٝ اػت ٔی BLF1پشٚتئیٗ 

ثٝ عٛس اختصبصی ثٝ ػٙٛاٖ  BLF1-STxBاتصبَ دٚ پشٚتئیٗ 

 یه ػبُٔ ضذ ػشعبٖ لٛی ٔٛسد اػتفبدٜ لشاس ٌیشد.

اثجبت ؿذ  BLF1-STxBط٘ی  دس تحمیك ا٘دبْ ؿذٜ ٘مؾ آ٘تی

ثٙبثشایٗ ٘تیدٝ ایٗ ؛ ٌشدیذثبدی دس ٔٛؽ ػٛسی تِٛیذ  ٚ آ٘تی

تٛا٘ذ  ٔی BLF1-STxBتحمیك ثیبٍ٘ش آٖ اػت وٝ پشٚتئیٗ 

ٚ ؿیٍلا ثٛسخِٛذسیب وب٘ذیذای ٔٙبػجی خٟت تِٛیذ ٚاوؼٗ ػّیٝ 

 دیؼب٘تشی ثبؿذ.

 سپاسگساری

 پظٚٞـٍشاٖ ٚ وبسوٙبٖ ٔشوض ٚ ٌشٜٚ یذ،اص اػبت ّٝیٚػٗ یثذ

 یٗ)ع( وٝ دس ایٗ دا٘ـٍبٜ خبٔغ أبْ حؼ یؿٙبػ ؼتیص

ٚ تـىش  یشٕ٘ٛد٘ذ تمذ یبسیٔب سا  یٚ ٔبِ یػّٕ ِحبػ پظٚٞؾ اص

 .ؿٛد یٔ
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 886  بياى کاست شًيblf1-stxB  در باکتریE. coli بررسي ٍ … 

 1395 بْوي، يازدّن ، شوارُچْارم دٍرُ بيست ٍ    هجلِ داًشگاُ علَم پسشكي ٍ خدهات بْداشتي ـ درهاًي شْيد صدٍقي يسد
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Abstract 

Introduction: One of the ways to strengthen the effect of vaccines is using the adjuvant. STxB has a carrier 

and adjuvant role that we can fuse it with vaccine candidate antigens and produce efficient vaccines. BLF1 

has an important role in the pathogenesis and infection by Burkholderia pseudomallei  The aim of this study 

was investigation of expression blf1-stxB gene Cassette in E. coli and antibody production in mice. 

Methods: In this study, pUC57 plasmid containing blf1 with BamHI, SalI restriction enzyme sites was 

subcloned in pET28a(+)-stxB expression vector and transformed into E. coli BL21 DE3. Expression blf1-

stxB gene Cassette was induced by IPTG. After extraction by affinity chromatography, the recombinant 

protein was injected four times to mice. 

Results: In this study, blf1-StxB cloned gene in pET28a (+) expression vector was approved by PCR and 

enzymatic analysis. Also recombinant protein confirmed by SDS-PAGE and Western blotting. Then, 

antibody produced from the mice serum were isolated and confirmed by ELISA. 

Conclusion: Given that BLF1 protein has the ability to stop protein synthesis and STxB has a carrier and 

adjuvant role, it’s as a vaccine candidate against B. pseudomallei and Shigella dysenteriae. 
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