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 در گیاه  E. coli O157:H7از باکتری EspA-Intimin  نوترکیب های اصلیبیان فاکتور

 تولید واکسن خوراکی منظور بهتنباکو 
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 هچکید

کننده کولیت هموراژیک و نشانگان همولیتیک اورمیک در انسان باکتری اشرشیاکلی هموراژیک های مهم ایجادیکی از پاتوژن

اهمیت در کلونیزاسیون باکتری  باشند. دو فاکتور پروتئینی باترین مخزن این باکتری میها اصلی. دامباشدیم O157H7سویه 

ها توسط گردند. این پروتئینواسطه اتصال میههای تخریبی بکه باعث ایجاد آسیب هستند Intimin و EspAدر اپیتلیوم روده 

باشد می III بخشی از سیستم ترشحی نوع EspAشوند. ( کد میLocus of Enterocyte Effacement) LEE زایییماریبجزایر 

 Tirو به  کد شده eaeشود. اینتیمین توسط ژن یبه سلول میزبان و ورود آن به غشا سلول م Tirکه موجب انتقال پروتئین 

واسطه یک لینکر هکه ب Intimin و EspAشامل  EIاین تحقیق بر این اساس است که ژن کایمریک و نوترکیب  گردد.متصل می

 یزاسیونزایی خوراکی در نظر گرفته شود و موجب کاهش کلونعنوان کاندیدای ایمنیتواند بهاند میبه یکدیگر اتصال یافته

:H157O coli .E  (120)در مدل حیوانی گردد. بدین منظور ژن سنتتیک EspA (282) و ntiminI  2که توسط توالی(EAAAK) 

سازی و سپس تحت کنترل پروموتر های گیاه توتون بهینهبر اساس کدون شدهساختهژن  به یکدیگر متصل شده بود ساخته شد.

Camv35s ورود ساختار  واسطه انتقال توسط آگروباکتریوم به گیاه توتون منتقل گردید.هپس از آن ب در ناقل بیانی گیاه کلون و

 RT-PCRیید شد. در مرحله بعد بیان ژن مورد نظر به روش أت PCRی گیاه توتون توسط آزمون هابرگژنی نوترکیب در 

 برابر با ته توسط روش الیزا تخمین زده شد کهی توتون تراریخهابرگدر  EIمیزان پروتئین در نهایت  .یید گردیدأبررسی و ت

 از کل پروتئین محلول در برگ گیاه بود.درصد  1/0

 ، واکسن خوراکیE. coli O157:H7، ختیر، گیاه تراEspA-Intimin :کلیدیواژگان 
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 ساشورپور و همکاران باکتری ...از EspA-Intimin های اصلی نوترکیب بیان فاکتور

 مقدمه

 Enterohaemorrhagic) کلی انتروهموراژیکاشریشیا

Escherichia coli: EHEC سویه )O157:H7  یکی از

باشد که در غذاها و در انسان می زایماریبعوامل اصلی 

زایی این باکتری در عفونت شود.های آلوده یافت میآب

ریزی و بدون خون صورتبهصورت ایجاد اسهال هانسان ب

ای همراه با التهابات شدید روده شکلبه در موارد شدید

 ([Hemorrhagic colitis)کولیت هموراژیک ] خونریزی

 نشانگانبرخی از موارد چنین در هم .یابدبروز می

 Hemolytic) اورمی همولیتیک]ادرار  دهنده یزیخونر

uremic syndrome)]   شودمینیز مشاهده (Karmali, 

1989; Stewart and Flint, 1999). عنوان بهها دام

به بوده و منبع اصلی انتقال آن  ترین مخزن این باکتریمهم

 Stewart and Flint, 1999; Khaitsa et) باشندانسان می

al., 2003). دـــدیـــــی شــــتخریب هایبــــآسی 

(Attaching/Effacing: A/E) واسطه عفونت باکتری هکه ب

روده میزبان ایجاد  پوششی هایسلولدر  ژیکانتروهمورا

 Moon et) گردداسهال در انسان می بروز بهمنجر گرددمی

al., 1983).  طبق مطالعات صورت گرفته در برخی از

سویه  EHEC باکتری میزان شیوع کشورهای غربی،

O157:H7  دو برابر  میزانتقریباً به 2000تا  1112از سال

دنبال به .(Murphy et al., 2007) افزایش داشته است

در سایر نقاط جهان، آلودگی به این باکتری در  هابررسی

سراسر جهان از جمله ایران نیز گزارش گردیده است. در 

ها بوده و عامل ایران بخش بالای آلودگی در ارتباط با دام

 Aslani and)  باشدانتشار آن گوشت و شیر آلوده می

Bouzari, 2003; Shekarforoush et al., 2008).  در

از طریق این باکتری آلوده  هادرصد از دام 30تا  11 حدود

صورت بدون بهها شوند که برخی از این عفونتمی

 ,.Potter et al)دهند نمیعلامت بوده و علائمی بروز 

2004; Murphy et al., 2007). های پیشگیری یکی از راه

عایت اصول بهداشتی است ها رها به این باکتریابتلای دام

توان با استفاده از چنین میاست. هم مؤثرکه تا حد زیادی 

بیوتیکی با عفونت بروز یافته در دام مقابله ی آنتیهانادرم

ها بیوتیکنمود اما یکی از مشکلاتی که در استفاده از آنتی

وجود دارد این است که ممکن است موجب بروز 

بردن  یناز بگردد و با  زاارییمبهای مقاومت در ارگانیسم

 Murphy) بیوتیکی را ایجاد کندآنتی مقامتفلور طبیعی 

et al., 2007). این  چنانچه اشاره شد علاوه بر آن

 دارعلامت یرغصورت به در برخی موارد هامیکروارگانیسم

طور مستمر بهو  کنندزندگی می هادامدر دستگاه گوارش 

بنابراین  یابندحیط انتشار میاز طریق فضولات دامی به م

سویه  EHEC باکتری روشی که در پیشگیری از عفونت

O157:H7 های واکسیناسیون است استفاده از روش مؤثر

 ,.Allen et al) باشد که امروزه کاربرد داردها میدام

 هایی که امروزه علیه باکتریکارایی واکسن .(2011

EHEC بر  هاآنتأثیر مبنای گیرند بر مورد استفاده قرار می

زایی باشند. بیماریزایی باکتری میمکانیسم بیماری یرو

گیرد: مرحله اول مرحله باکتری طی دو مرحله صورت می

میزبانی است که با  هایسلولاتصال باکتری به سطح 

های اتصالی واسطه اجزای سلولی نظیر فیمبریا و پروتئین

ن اتصال گیرد در اثر ایویژه باکتری صورت می

 شود. در مرحله دومشدید بافتی ایجاد میهای تخریب

باکتری تولید ترکیبات سمی نموده و با انتقال آن به سایر 

 Oliveira) کندمیایجاد ها اثرات تخریبی شدیدتری بافت

et al., 2012).  بیماری توسط  یجادامرحله کلیدی در روند

هایی که کلونیزاسیون آن است. پروتئینمرحله باکتری 

 LEE (Locus of Enterocyteهای توسط ژن

Effacement.جهتهای مورد نیاز شوند پروتئین( کد می 

کلونیزاسیون هستند. بر این اساس بیشتر مطالعات برای 

تهیه واکسن علیه باکتری مذکور به این سمت معطوف 

که علیه این باکتری  هاییعمده واکسن گردیده است.

صورت بههای مهم آن ژناز آنتی ساخته شده حاوی یکی

اما ؛ باشدکشته میکامل و نوترکیب و یا باکتری 

طور قابل توجهی از بهنتوانسته  هاآنکارگیری به

 جلوگیری کنددر روده حیوانات کلونیزاسیون این باکتری 

(McNeilly et al., 2010b) . سه پروتئین اصلی که در

اصلی را بر روده نقش  پوششسطح  اتصال باکتری به
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. باشندمی EspAو  Tir، (Intimin) اینتیمینعهده دارند 

ها مقابله بتوان با عملکرد اتصالی این پروتئین کهیدرصورت

توان از کلونیزاسیون باکتری در مراحل اولیه ایجاد نمود می

های عمل آورد. بدین جهت پروتئینبهبیماری جلوگیری 

های مناسبی برای تولید عنوان کاندیدابهتوانند میمذکور 

کد  eaeژن  .استفاده شوندعلیه این باکتری  زاایمنیمواد 

باشد که جهت اتصال می intiminپروتئین غشایی  کننده

 ,Jerse and Kaper) باکتری به سلول میزبان ضروری است

باشد که این می LEE. این ژن بخشی از ناحیه ژنی (1991

 III (Type رشحی تیپسیستم ت کد کنندهچنین ناحیه هم

Three Secretion System: TTSS)  ینپروتئو Tir 

کند. پروتئین عنوان گیرنده اینتیمین عمل میبه که باشدیم

EspA  از اجزای سیستم ترشحی تیپ III عنوان بهبوده و

سلول  غشاءاز باکتری به درون  Tirمجرایی جهت انتقال 

 intiminولی فعالیت اتصال سل رود.می کاربهمیزبان 

باشد میمینه انتهای کربوکسیل آن آاسید 270وابسته به 

(Adu-Bobie et al., 1998).  متعاقب اتصالintimin  به

Tir  باکتریEHEC ای متصل شده و به سطح سلول روده

اسکلت سلولی اکتین در آن  ییبازآرااین اتصال موجب 

 ,.Garmendia et al., 2005; Tree et al) گرددناحیه می

 عنوانبه intiminتحقیقات نشان داده است که  .(2009

به  EHECعامل کلیدی کلونیزاسیون جهت اتصال 

 .(La Ragione et al., 2006) باشدمیزبان می هایسلول

 توانندشوند میساخته می intiminهایی که علیه بادیآنتی

 اپیتلیال جلوگیری کنند هایسلولاز اتصال باکتری به 

(Carvalho et al., 2005; Cook et al., 2007). EspA  که

در سطح باکتری تشکیل شود میکد  espAتوسط ژن 

ترشح  Tirدهد که از طریق آن پروتئینساختار مجرایی می

پروتئین  A/Eشود. ترکیب اصلی در آسیب تخریبی می

EspA باشدمی. EspA  یک عامل ایمونوژنیک است و

-بادی پلیاده است که آنتیتحقیقات آزمایشگاهی نشان د

به  EHECکلنال علیه این پروتئین باعث کاهش اتصال 

 ,.Dean-Nystrom et al) گرددمیزبان می هایسلول

ها رسد که این پروتئیننظر میبهدر نتیجه  .(1998

کاندیداهای  عنوانبهتوانند های مناسبی بوده و میژنآنتی

تصال و ایمونوژنیک جهت جلوگیری از فرایند ا

 روند. به کار E. coli O157:H7کلونیزاسیون 

شده علیه این باکتری تولیدهای واکسن یطورکلبه

در  و (McNeilly et al., 2010a) تزریقی صورتبه

 خوراکی مورد استفاده قرار صورتبهمطالعات جدید 

وضوح بههای اخیر پیشرفت .(Lal et al., 2007) گیردمی

های تولیدی بر پایه گیاهان در ستماند که سینشان داده

های در سیستم باشندمی مؤثرترها مقایسه با دیگر سیستم

های خوراکی واکسنزا، تولید و ارائه مواد ایمنی جدید

(Edible Vaccine )عمده شامل اجزایی از گیاهان  طوربه

ژن مورد نظر را در باشند آنتیتراریخت بوده که قادر می

های خوراکی واکسن خود تولید کنند. های خوراکیبافت

 طوربهقادرند ایمنی سیستمیک و ایمنی همورال را 

که توجه به این امر در مقابله با  زمان فعال سازندهم

هایی که دستگاه گوارش میزبان را مورد حمله زابیماری

هت جاز گیاهان  کهیدرصورت است. مؤثردهند قرار می

توان نسبت به سالم بودن ود میها استفاده شژنتولید آنتی

به  فرآوردهحاصل از آن اطمینان داشت و این  فرآورده

ل آ. یک گیاه ایدهزاهای انسانی آلوده نخواهد بودبیماری

باز برای تولید واکسن خوراکی باید توانایی تراریخت و 

شدن را داشته و قابلیت مصرف بخشی از گیاه که  ییزا

بدون پخته شدن میسر حاوی پروتئین نوترکیب است 

 طی. (Judge et al., 2004; Amani et al., 2011) باشد

زایی ثیر ایمنیأت تر صورت گرفتی که پیشمطالعات

در مدل  EspAو  ، اینتیمینTirسه قسمتی  یژن ساختار

 Amani et al., 2010; Amani et) بررسی گردیدموشی 

al., 2011; Karimi et al., 2013). هدف  در این مطالعه

نی است که تنها دو یبررسی میزان تولید ساختار پروتئ

در لذا . شودبخش از ساختار سه بخشی قبلی را شامل می

بخشی از  تربا هدف ساخت سازه ژنی کوچک این تحقیق

که  EspAو  اینتیمین های مربوط به دو پروتئینژن

سطح  بهباکتری در کلونیزاسیون  هاآنمحصول پروتئینی 

 .انتخاب شدنددارند  بر عهدهنقش اصلی را بان روده میز
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انتهای  آمینه یداس 120ساختار کایمریک نوترکیب واجد 

انتهای کربوکسیلی  یدآمینهاس 272و  EspAکربوکسیلی 

intimin  گریزپپتیدی آبکه توسط توالی (EAAAK)  که

 یکدیگربه  کندکنش بین دو پروتئین جلوگیری میاز برهم

 ترادفو ژن ساخته شده  .طراحی گردید داده شدند اتصال

توتون های گیاه کدون بر اساسدست آمده ژن مصنوعی به

 کلون و PBI121و در ناقل بیانی گیاهی  سازی شدبهینه

 در گیاه مدل توتون CaMV35Sپروموتر عمومی  تحت

-زا حاصل از قسمتایمنیپروتئین دو قسمتی  .بیان شد

 espAروتئین اینتیمین( و پ کد کننده) eaeهایی از دو ژن 

یک ایمونوژن خوراکی جهت استفاده در مدل  عنوانبه

 حیوانی تولید گردید.

 هامواد و روش

از آزمایشگاه  E. coli O157:H7کلی سویه اشریشیا

های سویه .رفرانس بیمارستان بوعلی تهران تهیه شد

از شرکت  DH5αکلی سویه های اشریشیاباکتری

Invitrogen فاشینس، آگروباکتریوم تومی گردید. یخریدار

های گیاهی جهت انتقال ژن به سلول LBA4404 سویه

 عنوانبه pBI121(ClonTech)پلاسمید  .استفاده گردید

شده در  کلونمنظور بیان قطعات بهیک ناقل بیان گیاهی و 

 هاییمآنز، Taqپلیمراز  DNAآنزیم  .گیاه استفاده شد

از  T4لیگاز  DNAو آنزیم  XbaI ،SacIمحدودالاثر 

 High Pure PCRکیت  .شرکت فرمنتاز تهیه شدند

Product Purification کیت ،Tri pure-RNA Extraction 

Solution  و کیتPlasmid Extraction  از شرکتRoche 

( رقم Nicotiana tobbacumبذور تنباکو )  .تهیه شد

Samsun این  شود.گیاهی این تحقیق را شامل می ماده

از انستیتو تحقیقات تهیه و اصلاح نهال و بذر کرج  رقم

مورد استفاده در محیط کشت های هورمون. تهیه گردید

 :Benzylaminopurine-6بنزیل آمینو پورین  -6گیاه نظیر 

6-BAP) 1 نفتالین استیک اسید -1( و-

Naphthaleneacetic acid: 1-NAA)شرکت  ( ازFluka 

های کشت های ساخت محیطه روشکلی .تهیه شد)آلمان( 

و ، تخلیص DNAگیری غلظت ها، اندازهبیوتیکو آنتی

هضم آنزیمی پلاسمید، تخلیص محصول هضم آنزیمی، 

و  های مستعد، تهیه سلولدر ناقل الحاق قطعه هدف

 معتبر و مرسوم هایروش بر اساسها نیوگری کلغربال

 .آزمایشگاهی مولکولی انجام شد

 PCRاز طریق واکنش  (EspA -)اینتیمین EIتکثیر ژن 

و  ESPAدستیابی به ژن کایمریک واجد دو ناحیه  منظوربه

Intimin  از ساختار  اندشدهمتصل  به همکه توسط لینکر

شده  سنتزسه قسمتی که از پیش توسط امانی و همکاران 

و  Tir ،Intiminهای و بخش (Amani et al., 2009)بود 

ESPA  بدین منظور  .گردیداستفاده  شدیمرا شامل

جلوگیری از  منظوربه انجام شد.PCR  واکنش تکثیری

  Intiminپروتئین دوکننده  توالی کد ،تداخل کانفورماسیون

 هاآنو عملکرد  به هم متصل شدند توسط لینکر ،EspAو 

بینی قرار های بیوانفورماتیکی مورد پیشبا کمک بررسی

هت تکثیر قطعه ژن ج .(Amani et al., 2009) گرفت

برای بود که ، نیاز به تهیه آغازگرهای مناسب مورد نظر

 .استفاده شد DNASISو  Oligoافزارهای نرماین کار از 

  :صورتبه (Forward) آغازگر جلویی توالی

 ׳TCTAGAGCCACCATGGCTGATATGAACG-3-׳5
و XbaI  جایگاه برش آنزیمیطراحی گردید که شامل 

بود که این  (Kozak sequence) کزاکهمچنین توالی 

افزایش میزان بیان ژن دوقسمتی در  منظوربهتوالی 

آغازگر  های یوکاریوتی )گیاه( تعبیه گردید.سیستم

 زیر بود: شامل توالی (Reverse) برگشتی
 GAGCTCTCAAAGCTCATCCTTCTCAACACA-׳5

AACAGCGTA-3׳ 
 لیتوا طراحی قرار گرفت. SacIآنزیم  محل اثر آن که در

گیری جهت منظوربهبرگشتی  آغازگردر  KDEL آمینهاسید

واکنش . پروتئین در شبکه آندوپلاسمی سلول تعبیه شد

PCR با آنزیم Max Taq DNA polymerase  ،آلمان(

Vivantis)  رهای طراحی شده و آغازگو با استفاده از

)پلاسمید حاوی ژن الگو  DNAنانوگرم  10کارگیری به

 2 میکرولیتر و غلظت 21جم نهایی در حسه قسمتی( 

انجام شد. برنامه واکنش برای  (Mg+) مول منیزیوممیلی

دقیقه  2 :شرح زیر انجام گرفتبهتکثیر قطعه مورد نظر 
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سپس  ؛گرادسانتیدرجه  12سازی اولیه در دمای واسرشت

که هر چرخه شامل یک دقیقه دمای )چرخه تکثیر  30

، یک دقیقه دمای گرادسانتیدرجه  12سازی در واسرشت

و نیم یک و  گرادسانتیدرجه  60در  (آغازگر) اتصال

درجه  72در  (سازییا طویل) گسترشدقیقه دمای 

درجه  72انتهایی در گسترش دقیقه دمای  20 (؛گرادسانتی

تولید در انتهای قطعات  Aجهت اطمینان ایجاد  گرادسانتی

 Max Taq DNAتکثیر قطعه مورد نظر با آنزیم  شد.

polymerase 3گردد که قطعه در انتهای می. موجب´ 

کیفیت  .( باشدAاضافه )اکثر موارد تیدنوکلئودارای یک 

و پس از  درصد 1محصول واکنش روی ژل آگارز 

 بررسی شد. بروماید آمیزی با اتیدیومرنگ

 :pBI121-EI ژنی سازهتهیه 

ارز، بر روی ژل آگ قسمتی دو ژن تکثیرپس از اطمینان از 

تخلیص  ،ژن مصنوعی به کمک کیت استخراج از روی ژل

. ژن تکثیر یافته که در نتیجه افزایش زمان (1شکل شد )

گردید در  Aسازی انتهایی واجد انتهای طویل

 Tکه دارای انتهای  (Fermentas، آلمان) pTZ57R/Tناقل

سازی شد. واکنش اتصال در مدت یک شب و همسانه بود

در مرحله  گراد صورت پذیرفت.سانتیدرجه  10در دمای 

 E. coli DH5αبعد ناقل حاوی ژن به درون سلول مستعد 

 منظوربه .از طریق شوک سرما گرما انتقال داده شد

های صحیح حاوی ژن دو قسمتی از سایر جداسازی کلنی

حاوی آگار کانگی ایجاد شده از محیط مک هاییکلن

آنزیمی . از هضم یدگردسیلین استفاده آمپیبیوتیک آنتی

های نهایی کلنیتأیید جهت جداسازی ژن دو قسمتی و 

از درون  pBI121زمان، ناقل هم مربوطه استفاده شد.

روش لیز قلیایی استخراج  به DH5α کلیاشریشیا باکتری

روش مطابق با ( XbaI / SacI)گردید و هضم آنزیمی آن 

 3مدت  گراد و بهدرجه سانتی 37در دمای استاندارد و 

در این مرحله و با این هضم آنزیمی،  .ساعت انجام شد

 2 ( به وزن تقریبیGUSگر بتا گلوکورونیداز )ژن گزارش

از بدنه ناقل خارج شد و بدنه ناقل با  باز جفت کیلو

  کیت استخراج از روی ژل آگارز تخلیص شد. استفاده از

 
و  EspAژنی حاوی  طرح شماتیک از سازه -1شکل 

Intimin 
Figure 1. Schematic diagram of gene construct 

contaning EspA and Intimin 
 

خورده  با وکتور برش EIژن برش خورده حاق ـــال

pBI121  توسط آنزیمT4  لیگاز صورت گرفت. الحاق ژن

در دمای ، خورده در واکنش آنزیمی برشمصنوعی و ناقل 

. ورت پذیرفتو به مدت یک شب ص گرادسانتیدرجه 12

( و کنترل pBI121-EIمحصول الحاق )پلاسمید نوترکیب 

  مستعد یهاسلولواکنش با روش شوک حرارتی به 

DH5α E. coli در شرایط مناسب،  و گردید ترانسفورم

. پس از اطمینان از شدهای مورد نظر انتخاب کلونی

و روش  PCRهای آنالیز به کمک روش مراحل اتصال

منتقل سمید استخراج و به آگروباکتری ، پلاهضم آنزیمی

 گردید.

 انتقال ژن به گیاه و باززایی آن

و سپس  عفونیضدابتدا  بذر کشت گیاه توتون،برای 

دار بر روی محیط فاصله صورتبهاستریل و جهت کشت، 

MS  درجه  27لوکس و دمای  1000و در شرایط نوری

ز کشت شبانه ا .در گلخانه قرار گرفتند گرادسانتی

ترتیب در به LB4404فاشینس نوترکیب آگروباکتری تومی

های بیوتیکآنتیهای مناسب حاوی غلظت LBمحیط 

 گرادسانتیدرجه  27ریفامپیسین در دمای  کانامایسین و

های رشد روی شیکر انجام شد. سپس باکتریrpm  110و

 7و  rpm  2100، گرادسانتیدرجه  2یافته در شرایط 

و به شد وژ گردید. مایع فوقانی دور ریخته دقیقه سانتریفی

بدون قند و استریل  MSمحلول  لیتریلیم 1-10رسوب، 

برسد و  600OD 0.5اضافه گردید تا جذب نوری آن به 

 ساعت بر روی شیکر قرار داده شد. 1/0مدت به

سوسپانسیون باکتری در زیر هود به درون یک پتری دیش 

استریل  هایبرگاستریل، استریل منتقل و با پنس و قیچی 

و جوان گیاه یک ماهه توتون به درون پتری دیگر وارد 

با تیغ اسکالپل، برگ توتون را در عرض برش  گردید.
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 ساشورپور و همکاران باکتری ...از EspA-Intimin های اصلی نوترکیب بیان فاکتور

( و سپس این تکه مترسانتییک در یک )ایجاد قطعات 

به درون سوسپانسیون باکتری منتقل و پتری به  هابرگ

آلوده به  ایهبرگ دقیقه با دست تکان داده شد. 10مدت 

باکتری را بر روی کاغذ صافی استریل قرار داده تا محلول 

 کشتیهماضافی برداشته شود و بلافاصله بر روی محیط 

(co-culture)  ،با اگروباکتریMS همراهبه mg / L 2 

BAP  وmg / L 1/0 NAA نحوی که  منتقل گردید به

شده روی محیط کشت قرار  بریده هایبرگسطح فوقانی 

گیرد و سپس در شرایط دمایی گلخانه و محیط تاریک 

به  هابرگساعت بعد  27 )پیچیده در فویل( قرار داه شد.

 حاوی) هورمون دار MSهمـــان صورت روی محیط 

BA  وNAAیهاغلظتگر حاوی ( و گزینش mg / L  10 

سفوتاکسیم  mg / L 200بیوتیک کانامایسین و آنتیاز 

های پتری را در نور پس ظرفاز این  .منتقل گردید

درجه  21لوکس( و دمای  1000مناسب )حداقل 

 7ساعت روشنایی و 16و فتوپریود نوری،  گرادسانتی

از  هاجوانهساعت تاریکی، در گلخانه نگهداری شد تا 

زایی و رشد جوانهپس از  .های برگ پدیدار شوندکناره

ط جدید ها بر روی محینمونهروز یک بار  7ها، هر جوانه

ها به جوانهبا همان ترکیب قبلی منتقل شدند. پس از اینکه 

 MSرا به محیط  هاآنبرگی رسید؛ ابتدا  2-6مرحله 

و سفوتاکسیم با  mg / L  71حاوی کانامایسین با غلظت

ها جوانهو پس از اینکه قبلی منتقل شد غلظت همان 

 3-2ها به ساقهدارای تعداد برگ بیشتری شد و رشد نو

 / mgبه محیط با غلظت کانامایسین  هاآنمتر رسید انتیس

L  100 های منتقل شدند. این روند فرصتی را به نوساقه

های بالاتر دهد تا به آرامی با غلظتتراریخت می

در  یختترار یرغهای کانامایسین سازگار شوند و نوساقه

های نوساقهغلظت نهایی کانامایسین حذف خواهند شد. 

زایی انتقال داده شد. ریشهد یافته به محیط سبز و رش

 (Lتوان با اضافه کردن هورمونزایی را میریشهمحیط 

IBA  mg /2 (های کانامایسین و بیوتیکآنتیهمراه به

 ,.Kahrizi et al) دست آوردبهکامل  MSسفوتاکسیم به 

بذر گیاه تراریخت دهی پس از گلدر نهایت  (2007

 حاصل گردید.

  PCRاریختی گیاهان توتون از طریق ترتأیید 

 وی تراریخت هابرگژنومی از  DNAاستخراج 

با استفاده از روش بهینه شده استخراج ژنوم  ختیترارریغ

غلظت  ( انجام گرفت وQiagen plant mini kit) از گیاه

DNA های ژنومی درnm 260  به کمک اسپکتروفتومتر

ن تراریخت بر روی بررسی گیاها منظوربه گیری شد.اندازه

 EIبا استفاده از جفت آغازگرهای  DNAهای نمونه

برنامه واکنش  صورت گرفت. PCRتخصصی ارزیابی 

مشابه همان شرایط واکنش برای تکثیر قطعه مورد نظر 

های نمونه جهت در ساخت سازه لحاظ گردید. PCRقبلی 

تراریخت ی گیاهان تنباکو غیرهابرگکنترل منفی از 

درصد  1بر روی ژل آگارز  PCRشد. محصولات  استفاده

بروماید آمیزی با اتیدیومالکتروفورز شده و پس از رنگ

 مورد ارزیابی قرار گرفت.

 در سطح رونویسی (EIید بیان ژن مصنوعی )یتأ

ی جوان گیاه هابرگکل از بافت  RNAدر این مرحله 

تراریخت تنباکو با استفاده از روش بهینه شده استخراج 

RNA  آلمان، گیاه از(Roche) .استخراج گردید RNA 

کریپتاز الگو برای آنزیم ترانس عنوانبهتخلیص شده 

حضور  RT-PCRمعکوس استفاده شد و با انجام 

mRNA یEI .در برگ گیاهان تراریخت معین گردید 

درصد بررسی و  1بر روی ژل آگارز  RT-PCRمحصول 

ورد ارزیابی قرار م دیبروماومیدیاتآمیزی با پس از رنگ

و  RNAسازی مناسب خالصاطمینان از  منظوربه گرفت.

ژنومیک از تکثیر اختصاصی ژن  DNAعدم آلودگی با 

 .توبولین استفاده شد

 ELISAبا  در گیاه تراریخت EIبیان پروتئین  بررسی

از گیاه تراریخت تنباکو، بافت تازه برگ برداشت شد و 

حدود یک گرم از شد. پروتئین محلول تام آن استخراج 

بافت گیاهی در هاون چینی استریل در حضور نیتروژن 

به محتویات لوله  شد.مایع سائیده و به ویال منتقل 

–mM Tris 200) از بافر استخراج پروتئین ml  1مقدار
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HCl, pH 8.0, 100 mM NaCl, 400 mM sucrose, 10 

mM EDTA, 14 mM, 2-mercaptoethanol, 1 mM 

PMSF, 0.05% Tween-20)   اضافه و سپس ورتکس و

. انجام گردید یفیوژسانتردقیقه  20مدت به rpm13000 در 

 ابدست آمده تام به ینپروتئغلظت  محلول رویی جدا و

 گرفت. قرارسنجش پروتئین  مورد روش برادفورد

میکروگرم از پروتئین تام  10میزان  ELISAجهت واکنش 

ارگیری شد سپس با ب ELISAگیاه تراریخت در پلیت 

اختصاصی که از پیش توسط امانی و بادی استفاده از آنتی

 همکاران علیه ساختار کایمریک سه قسمتی تهیه شده بود

(Amani et al., 2010)  واکنشELISA انجام گرفت .

دست آمده در نمودار استاندارد قرار داده شد به ODمیزان 

تولید  ITب آن میزان غلظت پروتئین نوترکی بر اساسو 

شده در گیاه محاسبه گردید. این آزمایش سه بار تکرار 

در این روش به کمک مقادیر مشخص از پروتئین  گردید.

 E. coliنوترکیب تولید شده در باکتری  EITخالص 

(rEIT و میزان جذب نوری آن در الایزای )مستقیم، غیر

مبنای آن و بر و بر دیگردیک نمودار استاندارد رسم 

در الایزای  EITاس میزان جذب نوری فیوژن پروتئین اس

در پروتئین  EIنیمه کمی، میزان حضور فیوژن پروتئین 

با رسم نمودار  گردد.محلول تام گیاه تراریخت محاسبه می

 کایمریک  ، نسبت به تعیین میزان پروتئینrEITاستاندارد 

EI  به ذکردر پروتئین محلول تام گیاه اقدام گردید. لازم 

و پروتئین  شاهد منفی عنوانبهتراریخت غیراست گیاه 

کنترل  عنوانبه E. coliنوترکیب تخلیص شده از باکتری 

 .(Amani et al., 2010) واکنش استفاده شد مثبت

 و بحث نتایج

 pBI121 وسازی همسانه

، ساختار EIT، از ساختار سه قسمتی PCRطی واکنش 

نتیجه آن بر  که حاصل گردید EIکایمریک دوقسمتی 

نمایش داده  Aبخش  2در شکل شماره آگارز روی ژل 

 TA در ناقلژن مورد سازی همسانهچنین هم .شده است

(pTZ57R/T )گردید تأیید های محدودالاثر به کمک آنزیم

 آورده شده است. Bبخش  1 در شکل که نتیجه حاصل

و قطعه وارد شونده،  pBI121منظور هضم آنزیمی ناقل به

حاوی سازه  pTZ57R/Tو ناقل نوترکیب  PBI121ناقل 

نظر مورد  و قطعاتهضم  SacIو  XbaIژنی با دو آنزیم 

 CaMV35Sپروموتر عمومی  روی ژل تخلیص شد. از

 که در ناقل باشدجهت بیان در کل ساختار گیاه می

pBI121 از قطعهبا استفاده  .وجود دارد EI شده  تخلیص

واکنش اتصال انجام گرفت.  هبرش خورد pBI121و ناقل 

 .Eهای نوترکیب به درون سلول مستعدسپس پلاسمید

coli DH5α گری اولیه بر روی انتقال داده شد و غربال

محیط جامد حاوی کانامایسین صورت گرفت. جهت 

های رشد کرده روی محیط انتخابی از دو تأیید کلون

های اختصاصی و هضم آنزیمی دو با آغازگر PCRروش 

و هضم آنزیمی در شکل  PCR ر ژن استفاده شد. نتایجس

باکتری اگروژنی در  حضور سازه آمده است. به 3

نوترکیب که بر روی محیط حاوی کانامایسین رشد کرده 

 (.2ید گردید )شکل تائ PCRبودند از طریق واکنش 

 مولکولی گیاه تراریخت تجزیه و تحلیل

، دست آمدهبه بررسی مولکولی گیاهان تراریخت منظوربه

DNA استفاده از با و ژنومی استخـراج گــردید 

 انجام شد. PCRواکنش  eiآغازگرهای اختصاصی ژن 

 bp تقریبی ای به اندازهانجام شده قطعه PCRمحصول 

منظور به نشان داده شده است. 1بود که در شکل  1300

بررسی رونوشت حاصل از ژن وارد شده به گیاهان با 

نمونه از گیاهان  1تام استخراج شده در RNAاستفاده از 

ها به روش ژنی نوترکیب در آن تراریخت که وجود سازه

PCR  با به اثبات رسید و یک نمونه گیاه غیرتراریخت

ی ژنی، واکنش های اختصاصی سازهکارگیری آغازگربه

RT-PCR طور که انتظار . همان(6)شکل  انجام شد

ه تراریخت باند حدود گیا RT-PCRرفت، در محصول می

 bp1312 .گیری میزان پروتئین جهت اندازه مشاهده گردید

کمی، از روش برادفورد استفاده شد و صورت محلول به

میکروگرم از پروتئین  10های الیزا حدود در چاهک

 حضور پروتئین با تثبیت شد. (TSP)استخراج شده 

من مورد های ایدست آمده از موشهبادی باستفاده از آنتی
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A B 

محصول  :2جفت باز(، ستون  100) DNA اندازهنشانگر  :1ستون  ؛با ترجیح کدون گیاهی EIتکثیر ژن مصنوعی  (A -2شکل 

 pTZ57R/Tنی مختلف از وهضم آنزیمی بر روی چند کلتأیید کلونینگ ژن مورد نظر، با استفاده از روش  (B ؛EIتکثیر ژن 

حاوی قطعات  pTZ57R/T: پلاسمید 2و  3، 2جفت بازی( ستون  100) DNA: نشانگر اندازه 1ستون  ؛EIنوترکیب حاوی ژن 

 SacIو  XbaI های یمآنزبرش خورده با   EIکایمریک دو قسمتی

Figure 2. A) A synthetic gene amplification of EI with plant codon preference; Column 1: 100 bp DNA Ladder, 

Column 2: EI gene amplification products. B) Cloning confirmation of the gene of interest, using enzymatic 

digestion on several different colonies of pTZ57R / T plasmid containing the EI gene Column 1: 100 bp DNA 

Ladder, Column 2, 3 and 4: pTZ57R / T plasmid containing the chimeric fragments with enzymes XbaI and SacI 

cutting EI bipartite 
 

 
A  

 
B 

روی ژل  بر pBI121 ناقلدر  ei دو قسمتی دوگانههای حاوی قطعه از کلون PCR( الگوی الکتروفورز محصول A -3شکل 

های کلون تجزیه و تحلیل :6-3 هایستون کنترل منفی واکنش، :2ستون  ،DNAنشانگر اندازه  :1ستون ؛ آگارز یک درصد

 دو قسمتی دوگانهنوترکیب حاوی قطعه  pBI121حصول هضم آنزیمی ( الگوی الکتروفورز مB ؛مورد نظر دوگانهحاوی قطعه 

ei  با دو آنزیمXbaI  وSacI نشانگر اندازه  :1ستون  ؛بر روی ژل آگارز یک درصدDNA  پلاسمید  :2-2 هایستونوpBI121 

 SacIو  XbaIهای برش خورده با آنزیم ei دو قسمتی دوگانهحاوی قطعه 

Figure 3. A) The electrophoresis pattern of the PCR product from clones that containing EI binary fragments in 

pBI121 vector on a 1% agarose gel; Column 1: DNA size marker, Column 2: negative control reaction, columns 

3-6: Analysis of the clones containing double desired fragment, B) The electrophoresis pattern of pBI121 

recombinant digestion containing the EI double fragments whit two enzymes XbaI and SacI on a 1% agarose gel; 

column 1: DNA size marker and columns 2-4: pBI121 plasmid containing double piece fragment digested with 

XbaI/SacI enzyme 
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نشانگر وزن  :1ستون  ؛PCRروش  با( در اگروباکتری  eiژنی  نوترکیب )حاوی سازه pBI121تأیید حضور ناقل  -2شکل 

کنترل مثبت  :3ستون  ،کنترل منفی )اگروباکتریوم تراریخت نشده( :2ستون  ،Mix (Fermentas) جفت بازی 100 یمولکول

 pBI 121+ei حاوی های اگروباکتری دو کلونی از :1 و 2ستون و ات مورد نظر( حاوی قطع pTZ57R/T)پلاسمید 

Figure 4. Confirmation of present the recombinant pBI121vector (containing ei gene construct) in agrobacterium 

by PCR; Column 1: molecular 100 bp marker Mix (Fermentas), column 2: negative control (non-transgenic 

Agrobacterium), Column 3: positive control (pTZ57R / T plasmid containing the target fragments) and columns 

4 and 5: two colonies of agrobacterium containing pBI121 + ei 

 
 eiاختصاصی ژن  آغازگرهایهان تراریخت با استفاده از ژنومی استخراج شده از گیا DNAبر روی  PCRآزمون  -1شکل 

ستون  باشندواجد ژن مورد نظر می 10و1،2،1،6یهاستون تراریخت، انگیاه های DNAاز  PCR: محصول 10تا  1 ستون

WT محصول :PCR  با استفاده ازDNA  ستون )کنترل منفی(، تراریختگیاه غیرژنومی از C+ محصول :PCR با استفاده از 

 Mix (Fermentas) یمولکول: نشانگر وزن M ستونپلاسمید نوترکیب )کنترل مثبت(، 

Figure 5. PCR test on genomic DNA extracted from transgenic plants using specific primers ei gene; column 1 

and 10: PCR products from DNA of transgenic plants, columns 1, 2, 5, 6 and 10: containing target gene, WT 

column: PCR products from genomic DNA extracted from non-transgenic (negative control), C + column: PCR 

product using recombinant plasmid (positive control), column M: Molecular weight markers mix (Fermentas) 
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روی  اختصاصی با پرایمرهای eiحاوی قطعه دو قسمتی  تراریختان تنباکوی گیاه RT-PCR روفورز محصولالکت -6شکل 

محصول  :+C ستون، T5)تا  T1ترتیب گیاهان )به تراریخت تنباکوی گیاه از RT -PCR محصول :1 تا 1 ستون ؛%1ژل آگارز 

PCR کنترل مثبت( از( ستون ،پلاسمید نوترکیب WT: محصول RT -PCR غیر گیاه از)ستون ،تراریخت )کنترل منفی M :

 Fermentas جفت بازی  100 یمولکولنشانگر وزن 

Figure 6. Electrophoresis of RT-PCR product containing transgenic tobacco plants with specific primers 

containing two-part of ei on a 1% agarose gel. column 1 to 5: RT -PCR product of transgenic tobacco plants 

(Respectively T1- T5plants), column C +: PCR product of recombinant plasmid (positive control), WT column: 

RT -PCR product non-transgenic (negative control), M column: Molecular weight markers mix ( 100 bp 

Fermentas) 
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Recombinant EIT (ng) 
 مقدار پروتئین نوترکیب

 

مقدار پروتئین  x محور و nm211 موج جذب نوری در طول yمحور نمودار استاندارد الایزا. در این نمودار،  -7 شکل

های پروتئینی گیری برحسب نانوگرم است. این نمودار مبنای محاسبه برای غلظت محلولکار رفته در اندازهبه EITنوترکیب 

 تگیاه قرار گرفته اس

Figure 7. ELISA standard curve. In this diagram, y axis defines the amount of light absorption in the wavelength 

of nm 495 and x axis defines the amount of recombinant proteins EIT (ng). This chart was used for calculation of 

the concentration of plant protein 
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Transgenic tobacco line 
 لاین های تراریخت تنباکو

  

ترتیب شامل به T5تا  T1. ستون ELISAبه روش  تنباکو در برگ گیاه تراریخت نوترکیب ئینتعیین میزان پروت -7 شکل

 باشندمی T5و   T1 ،T2 ،T3،T4گیاهان 

Figure 8. Determination the amount of recombinant protein in transgenic tobacco leaves by ELISA. 

Column T1 to T5, including T1, T2, T3, T4 and T5 plants, respectively 
 

در  دست آمدهههای ب ODبا مقایسه .قرار گرفت ارزیابی

دیده شده که  (7)شکل  با نمودار استاندارد الیزا این آزمون

های پروتئین کلاز  درصد 1/0 میزاندر بهترین حالت 

است  توجهقابل است.  EIنوترکیب برگ متعلق به پروتئین

ین نوترکیب در گیاهان تراریخت که میزان بیان پروتئ

 (.7بود )شکل درصد  1/0 تا 02/0  در محدودهتنباکو 

 طبق محاسبات انجام شده و بر مبنای نمودار برادفورد،

دست آمده از یک گرم وزن همیزان پروتئین نوترکیب ب

 گرم بود.میکرو 1 برابر (T5) 1لاین  برگ گیاه تنباکو

انتروهموراژیـــک کلـــی زای اشریشـــیابـــاکتری بیمـــاری

O157:H7 طور مستقیم از طریـق آب و غـذای   تواند بهمی

مسـتقیم از طریـق دفـع بـاکتری بـه      صورت غیرآلوده یا به

 ,.McNeilly et al)به عفونت انسـانی گـردد   محیط، منجر

2010b) بیـوتیکی و اهمیـت   با توجه به بروز مقاومت آنتی

مـؤثر   پیشگیری از بروز بیماری لزوم ایجـاد یـک واکسـن   

ــاری   ــن بیم ــه ای ــت. از آن علی ــه اس ــورد توج ــه م ــا ک ج

و اینتیمـین نقـش    EspA ،EspB،EspE  ،Tirهای پروتئین

اساســـی در اتصـــال و کلونیزاســـیون بـــاکتری دارنـــد و 

توانـد از بـروز بیمـاری    جلوگیری از اتصـال بـاکتری مـی   

عنوان کاندیـدهای خـوبی   ها بهجلوگیری کند، این پروتئین

اند. اگرچه تاکنون چنـدین  شناخته شدهسن واکبرای ایجاد 

صـورت  طراحی شده و به EHEC O157:H7واکسن علیه 

تجربی نیز مورد آزمـایش قـرار گرفتـه، امـا تـاکنون یـک       

برای پیشگیری یا کنترل این بـاکتری طراحـی    مؤثرواکسن 

هـای  هـا از مکانیسـم  و روانه بازار نشده است. این باکتری

کنند. عمـده ایـن   ماری استفاده میای برای ایجاد بیپیچیده

ها، شامل استفاده از چنـد پـروتئین اسـت کـه در     مکانیسم

زمان و مکان مختلف در سطح باکتری یـا حتـی در سـطح    

 در .(Stevens et al., 2002)گیرنـد  سلول میزبان قرار مـی 

بـرداری  بهرهخصوص طراحی واکسن علیه این باکتری نیز 

و تولیـــد وترکیـــب ن هـــایینپـــروتئفنـــاوری از روش 

رسـد  مـی نظـر  بـه ضـروری   مـؤثر های نوترکیب و ژنآنتی

(Amani et al., 2010).  هـای انجـام شـده در    بررسیطبق

هـای سیسـتم   پـروتئین این زمینه مشـخص شـده بـود کـه     

( و یک پـروتئین داخـل غشـایی    TTSS) III ترشحی تیپ

ــاکتری    ــال ب ــبیدن و اتص ــین( در چس ــه  EHEC)اینتیم ب

 ه میزبـان نقـش مهمـی را بـر عهـده دارنـد      های رودسلول

(Dziva et al., 2004; Van Diemen et al., 2005). 

مطالعات بیشتر بر روی پـروتئین داخـل غشـایی اینتیمـین     

توانـد  میعلیه این جزء  نشان داد که تحریک سیستم ایمنی
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زایی باکتری ایجاد اخـتلال  در اتصال و متعاقب آن بیماری

 کـارولهو و انجـام شـده توسـط     یهایشآزماجدی نماید. 

داد کـه نقـش    نشـان  (Carvalho et al., 2005) همکـاران 

زایی مربوط به انتهای کربوکسـیل اینتیمـین   ایمنیاصلی در 

زایـی علیـه   ایمنـی پروتئین دیگری که در مطالعـات   است.

EHEC O157:H7   مــورد توجــه قــرار گرفــت، پــروتئین

EspA  ه قادر به ایجاد پلیمریز صورتبهاست. این پروتئین

هـای  کانال )پیلی( است کـه وظیفـه آن رسـاندن پـروتئین    

 .خاص از داخل سلول باکتری به داخل سلول میزبان است

دهـد  مـی مطالعات صورت گرفته روی این پروتئین نشـان  

که برای پلیمریزه شدن، لازم است که بخش انتهای آمینـی  

ول کـه  کنش داشته و عملاً بخشی از مولک ـبا یکدیگر میان

گیـرد، شـامل اسـیدهای    مـی در بیرون ایـن سـاختار قـرار    

. انـد گرفتـه ایی است که در انتهـای کربوکسـیل قـرار    آمینه

مطالعات ایمونولـوژیکی و آنالیزهـای بیوانفورماتیـک نیـز     

دهد که در ناحیه انتهای کربوکسـیلی، تجمعـی از   مینشان 

های مربوط به تحریـک سیسـتم ایمنـی هومـورال     توپاپی

ثیر أتدر یک مطالعه  .(Amani et al., 2009) اندگرفتهرار ق

ــاوی   ــوراکی ح ــن خ ــر  EspA ،EspBواکس ــین ب و اینتیم

در مـدفوع   O157:H7کلـی  کاهش میزان ریـزش اشریشـیا  

. تحقیقـات  (Yekta et al., 2011) گوسـفند بررسـی شـد   

تـوان بـا بیـان    مـی دهـد کـه   انجام شده در ایران نشان مـی 

  Tir، اینتیمـین و EspAهـای  پـروتئین های ایمنوژن قسمت

سازی حیوانات مدل را از طریق در گیاهان تراریخت، ایمن

( IgGخوراکی انجام داد و سبب تحریک ایمنی هومورال )

 ,.Amani et al) ( موجــود هــدف شــدIgAو مخــاطی )

نتایج کارهای پیشین کارایی پروتئین کایمریک سه  .(2011

در القای ایمنی همـورال و   Tirو  اینتیمین،  EspAقسمتی 

در حیــوان مــدل و از طریــق خــوراکی نشــان را مخــاطی 

رسد که اگـر از  مینظر به .(Karimi et al., 2013) دهدمی

شد  EspAنظر ایمونولوژیک بتوان مانع از عملکرد صحیح 

تـوان  مـی ویژه در مراحل سرهم شدن، تشکیل کانـال(،  ه)ب

 یـر زدو  عنـوان بـه  EspDو  EspBانتظار داشت که انتقـال  

نیـز بـا مشـکل     IIIاصلی در سیستم ترشـحی تیـپ    واحد

مواجه شده و عملاً منفذی در داخل غشـاء میزبـان تولیـد    

تـوان از انتقـال یـک مولکـول     مـی  صورت ینانگردد. در 

گیرنـده اینتیمـین )یعنـی پـروتئین      عنوانبهاصلی دیگر که 

(Tir  نظـر   بـا در عمـل آورد.  بهکند نیز جلوگیری میعمل

گرفتن این شرایط شاید بتوان با حذف توالی ژنی سـازنده  

ــروتئین  ــمتی    ،Tirپ ــه قس ــاختار س و  Tir ،Intiminاز س

EspA       پروتئین کـایمریکی تولیـد نمـود کـه تنهـا حـاوی ،

باشد. این امر بدین  Intiminو  EspAهای ایمونوژن بخش

کوتـاه   ژنی سازهباشد که ایجاد این میلحاظ حائز اهمیت 

تر صورت گرفته و بیان پروتئین مورد نظر در سلول حترا

چنـین بـا   تری مواجه خواهد شـد. هـم  میزبان با مشکل کم

توان عـوارض جـانبی حاصـل از    میکاهش حجم پروتئین 

. سـاختار دو  تجویز آن را در بدن موجود زنده کـاهش داد 

در یک بررسی که توسط صدیقیان  EspA;Intiminقسمتی 

ــاران  ــورت Sedighianrad et al;., 2013)و همک ( ص

ــاکتری   ــت، در ب ــاظ    E. coliگرف ــد و از لح ــان گردی بی

زایـی در حیـوان مـدل موشـی مـورد ارزیـابی قـرار        ایمنی

سـرم  آنتـی گرفت. ایـن مطالعـه نشـان داد کـه درمـان بـا       

 EHECکایمریک ایجاد شـده در مـوش از رشـد بـاکتری     

O157:H7 بندگی از چس مؤثر طوربهکند اما جلوگیری نمی

چنین این آورد. همعمل میبهو اتصال این باکتری ممانعت 

نتایج نشان داد که ایـن پـروتئین دو جزئـی یـک ترکیـب      

سازی از طریق این پروتئین ایمنوژن مناسب بوده و با ایمن

بـر   EHEC O157:H7از کلـونیزه شـده    یمـؤثر  صورتبه

در پـژوهش   آیـد. مـی عمـل  بهروی سطح روده جلوگیری 

دست آمده از تحقیقـات انجـام   هبا کمک اطلاعات بحاضر 

 عنـوان بـه  EspA;Intiminشده قبلی، سـاختار دو قسـمتی   

علیـه   مـؤثر کاندیدای مناسـب جهـت سـاخت ایمونـوژن     

EHEC    انتخاب گردید. این تحقیق به لحاظ بیـان سـاختار

دسـتیابی بـه یـک     منظـور بـه کایمریک مورد نظر در گیـاه  

ی و در سیسـتم گیـاهی حـائز    ایمونوژن با کـاربرد خـوراک  

باشـد. در صـورت انجـام مراحـل تکمیلـی و      مـی اهمیت 

تــوان مــیایــن پــروتئین از طریــق خــوراکی  زایــیایمنــی

ای کامل بین اجزاء مختلف این پروتئین کایمریـک  مقایسه
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 دوشــده از قطعـات انتخـاب   در مـدل حیـوانی انجــام داد.  

بزرگی از  نسبتاً هایبخش اینتیمین شامل و EspAپروتئین 

باشد و کنار هم قـرار گـرفتن ایـن    های یادشده میپروتئین

 سـاختاری تواند سبب تداخل می مصنوعی ها در ژندومین

جهت جداسازی دو دومین انتخـاب شـده،    .گردد هاآندر 

 EAAAK هـای آمینـه  یداس ـیک تـرادف تکـراری شـامل    

 صـورت بـه اسید گلوتامیـک، آلانـین و لیـزین(     آمینهاسید)

پپتیدی حد واسـط  پلیرابط  عنوانبهترادف تکراری  چهار

در انتخـاب تـرادف    (Arai et al., 2001) انتخـاب گردیـد  

مذکور، طول مناسب این رابط و توانائی در ایجاد سـاختار  

نظر قرار گرفت. تغییر طول رابط پپتیـدی بـر   مددوم منظم 

شونده، میزان و سـرعت   متصلهای پروتئینروی پایداری 

تـأثیر  ها نسبت بـه هـم   دومینهای گیریجهتگ و فولدین

داشتن پل  به سببترادف تکراری انتخاب شده،  گذارد.می

نمکی که توسط تکـرار اسـید گلوتامیـک و لیـزین ایجـاد      

تواند ساختار هلـیکس پایـداری را ایجـاد کنـد     میشود می

ــرا بخــش ــای زی ــن آبه ــیدهایدوســت ای ــه در  اس آمین

 خل سلولی( به حالت گسـترش های قطبی )محیط داحلال

هـای  یافته درآمـده و ایـن امـر موجـب دور شـدن بخـش      

هــا همکــنش پــروتئینبــرمختلــف از یکــدیگر و کــاهش 

برای بیان و تولید این مناسب انتخاب یک میزبان  گردد.می

دیگـری اسـت کـه در ایـن تحقیـق      ه ئلمسپروتئین کایمر، 

 عنــوانبــهمــورد توجــه قــرار گرفــت. گیاهــان تراریخــت 

 ایـن  توانـایی عرضـه   ژنـی، آنتی مواد بیوراکتور برای تولید

به دستگاه گوارش )محـل عفونـت(    زا راایمنی یهاموکول

هـای سیسـتم ایمنـی مخـاطی و     تواننـد پاسـخ  میدارند و 

گیاهان قادر بـه   سیستمیک را تحریک نمایند. علاوه بر آن،

ــه  هــایی مــیفــرآوردهتولیــد  ــودگی ب باشــند کــه فاقــد آل

چنین گیاهان دارای امکانـات  های انسانی است. همپاتوژن

هـا  سلول یوکاریوتی برای پردازش پس از ترجمه پروتئین

مناســب(  foldingهــای قنــدی و )نظیــر افــزودنل مولکــول

نوترکیـب در   هایینپروتئتولید  ینههزباشند. در ضمن می

هـای  در سـلول  هاآنگیاهان تراریخته کمتر از هزینه تولید 

 هـای سـلول  باشـد. مـی  E. coliیوتی نظیر بـاکتری  پروکار

کنند و میهای محافظتی عمل میکروکپسول عنوانبهگیاهی 

بـا عملکـرد واکسـن را پـیش از      ییهـا ژنیآنت ـتواننـد  می

های هدف، از تجزیه در دسـتگاه گـوارش   رسیدن به بافت

در سیستم  مورد نظر برای افزایش بیان پروتئین کنند.حفظ 

جـا کـه   از آن :یدات مختلفی در نظر گرفته شد، تمهیگیاه

ــا هــای ژن  AT یهــایتــوال غنــی از یپروکــاریوت منشــأب

جهـت بیـان در سیسـتم     هـا آنهـای  کـدون  باشند لـذا می

در مطالعات بیوانفورماتیکی کـه   .مناسب نیستند یوکاریوتی

صـورت   (Amani et al., 2010)توسط امانی و همکـاران  

سه قسـمتی   ژنی سازهی بیان های مناسب براکدونگرفت 

EspA;Intimin;Tir ــوالی   در ــظ ت ــا حف ــاهی ب سیســتم گی

کـدهای   . بـرای ایـن منظـور   آمینه پیشـنهاد شـد   هایاسید

آمینه در گیاه تنباکو با کدهای موجود در سـاختارهای  اسید

مورد نظر مقایسه شد و کدهایی که در گیاه تنباکو بیشترین 

دیـد و جــایگزین کــدهای  بیـان را دارا بودنــد انتخــاب گر 

ســازی بهینــهموجــود در تــرادف ژن مصــنوعی شــد. ایــن 

و افــزایش   AT یهــا یدیــنوکلئوتهمــراه کــاهش   بــه

و عدم حضـور جایگـاه بـرش بـرای      GC یهایدینوکلئوت

از مـوارد   .بـود  ژنـی  سازهدر این   SacIو XbaI هایآنزیم

کـدون آغـاز    پس از Gنوکلئوتید دیگر مورد توجه، وجود 

+( 1 یتدر موقع) Cنوکلئوتید  +( و2 )در موقعیت یاهدر گ

موجب افـزایش ده برابـری بیـان پـروتئین در      باشد کهمی

آلانـین در   یدآمینهاس ـگردد کـه حضـور   مرحله ترجمه می

مـورد نظـر را    GCT ،Gبـا کـدون    EspAن یابتدای پـروتئ 

نیـز   ژنی سازهوجود توالی کزاک در ابتدای  کند.می مینأت

دهنده بیان ژن در ایشزاف دقت در شروع و املاز دیگر عو

بـه  چنـین  هـم  .شـود یم ـهای یوکاریوت محسوب سیستم

تا این  شداضافه   KDELانتهای کربوکسیل پروتئین، توالی

اندوپلاسـمیک   شـبکه  بـه سـمت   پس از تولید پروتئین را

(ER)  هدایت کند. درER ،ًدوقسمتی ساختار پروتئین اولا 

از گزنـد پروتئازهـای    ثانیـاً گیـرد و  مـی مناسب را به خود 

ماند و از این طریق موجب تثبیت میسیتوپلاسمی در امان 

 ,.Kang et al) شـود مـی پروتئین و بالا بردن راندمان بیان 

2004; Moravec et al., 2007). 
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 ساشورپور و همکاران باکتری ...از EspA-Intimin های اصلی نوترکیب بیان فاکتور

 EI میزان بیان پروتئین کایمر داد کهنتایج این مطالعه نشان 

ین تام محلول در برگ پروتئ درصد 1/0در گیاه توتون به 

که  LTBمیزان بیان پروتئین  مشابهدر مطالعات  .رسدمی

توتون گیاه تراریخت  به تنهایی در باکتریایی دارد، منشأ

درصد پروتئین محلول تام گزارش شده  01/0 - 2/0 بین

از این منظر، میزان بیان . (Kang et al., 2004) است

رگ توتون بالا پروتئین کایمریک کاندیدای واکسن در ب

در تحقیق صورت یافته توسط امانی و  .بوده است

میزان بیان پروتئین نوترکیب در گیاهان تراریخت  همکاران

که در  متغیر بود، در حالیدرصد  33/0تا  2/0 ازکلزا 

میزان بود.  درصد 3/0تا  1/0 ازگیاهان تراریخت تنباکو 

زان پروتئین پروتئین تام بذر کلزا بیست برابر بیشتر از می

با  .(Amani et al., 2011) باشدمیتام در برگ گیاه تنباکو 

دست آمده از هتوجه به این نکته میزان پروتئین نوترکیب ب

که از یک  گرم بود در حالیمیکرو 60یک گرم بذر کلزا 

مطالعات  .گرم بودمیکرو 3گرم وزن برگ گیاه تنباکو برابر 

در زمینه بیان  ن،و همکارا Rossiتوسط  دیگری که

در گیاه توتون صورت یافته  E. coliهای باکتری ژنآنتی

بذر ویژه های برندهپیشدهد که با انتخاب است نشان می

از کل  درصد 3توان بیان ژن وارد شده را تا میزان می

چنین هم .(Rossi et al., 2013) پروتئین بذر افزایش داد

 سازهوتئین حاصل از در تحقیق دیگر گروه میزان بیان پر

 در گیاه توتون بررسی شد که در آن ITدوقسمتی  ژنی

های برگ متعلق به از کل پروتئین درصد 2/0میزان 

ای که در گروه توسط مطالعهدر  بود. ITپروتئین نوترکیب 

ژن غیاثی و همکاران صورت یافت، میزان بیان یک آنتی

 3/0ود ی گیاه توتون در حدهابرگگلیکوپروتئینی در 

سازی بهینه از کل پروتئین برگ گزارش گردید. درصد

های کارگیری ترادفو به توتونها بر مبنای گیاه کدون

میزان بیان پروتئین نوترکیب را افزایش  توانندتنظیمی می

های وارد شده به گیاه و این تعداد نسخه دهند. علاوه بر

( بر positional effectاثرات مکان الحاق ژن در ژنوم )

ها میزان بیان پروتئین اثر دارد. با توجه به بهینه شدن کدون

های تنظیمی، کارگیری ترادفبر مبنای گیاه توتون و به

ی رفت میزان بیان پروتئین دوگانهگونه که انتظار میهمان

EI  اما با توجه به ؛ باشدمناسب می توتوندر برگ گیاه

، بیان پروتئین دست آمده در تحقیقات پیشینهنتایج ب

باشد ی قبلی میکمتر از مقادیر گزارش شده EIنوترکیب 

ناشی از اثرات موضعی به احتمال تواند میمسئله این که 

اهمیت میزان  های انتقالی باشد.مکان الحاق یا تعداد نسخه

ژن شود که مقادیر مناسب آنتیجا ناشی میبیان بالاتر از آن

زای جهت استفاده ایمنی گتوان در حداقل حجم بررا می

دست آمده در هبنمود. نتایج مین أتاز طریق خوراکی 

برای بیان  توتونتحقیقات مختلف نشان داده است که گیاه 

یک مدل قابل  عنوانبهی واکسن خوراکی، تنها تهیه

بررسی است و استفاده از گیاهان دیگر که ارزش غذایی و 

ند نتایج بهتری توابهتری دارند می یخوراکمطلوبیت 

 های خوراکی،چنین استفاده از دیگر بافتداشته باشد. هم

ی واکسن خوراکی را برای تهیه نظیر دانه و بذر یا میوه نیز

 Lal et)کار مناسب در نظر داشت یک راه عنوانبهتوان می

al., 2007; Yekta et al., 2011) .زایی بررسی ایمنی

اند وجود دارد. شدههایی که در برگ تولید پروتئین

ی توتون هابرگسازی توان با آمادهمیعبارت دیگر به

واد خنثی ـــرکیب با مـــک کردن و تــــیر خشــــ)نظ

زایی این دهنده نظیر آرد( به بررسی ایمنی حجمو 

تکمیلی  هاییشآزما های نوترکیب نیز پرداخت.پروتئین

ی اهانلخدر خصوص انتقال گیاهان تراریخت به شرایط گ

تأثیر ، یاهدر گنشان داد که بیان پروتئین دو قسمتی 

مشاهده نگردید و  محسوسی بر میزان رشد و نمو گیاه

بذر گیاه تراریخت واجد ژن کایمریک مراحل رشد و 

فرضیه ما . تراریخت طی نمودغیررا مشابه با گیاهان  یده

شده مورد بیانکه بتوان پروتئین  این است که در صورتی

خوراکی مصرف نمود پاسخ ایمنی ایجاد  صورتبهظر را ن

زایی این ترکیب ایمنیعبارت دیگر بهخواهد شد. 

نوع  رودیمکایمریک از طریق تزریقی اثبات شده و انتظار 

خوراکی نیز موجب تحریک پاسخ ایمنی شده و در نهایت 

گیری میزبان در برابر چالش با حافظت و پیشدر م

 داشته باشد. ییبسزانقش زا ریبیمامیکروارگانیسم 
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Abstract 

One of the important pathogens which cause hemorrhagic colitis and hemolytic uremic syndrome in 

humans is enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) O157:H7. Cattle are the most important 

reservoir of this bacterium. EspA and Intimin are two protein factors for bacteria colonization on 

intestinal epithelium and cause attaching/effacing lesion. The LEE pathogenicity islands code these 

proteins. EspA is part of type III secretion systems which delivers Tir to the host cell and integrate to 

membrane. Intimin encoded by eae gene and fused to Tir. In this research we supposed that chimeric 

recombinant form of EI gene containing EspA and Intimin were fused with a linker as an edible 

candidate vaccine would reduce colonization of E. coli O157:H7 in animal model. We constructed a 

synthetic gene EspA (E120) and intimin (Int282) fused by (EAAAK)4 sequence. The synthetic gene (EI) 

was codon optimized and subcloned into plant expression vector (PBI121) under CaMV35S promoter 

and then transferred to tobacco plant by agrobacterium mediated protocol. The presence of inserted 

gene in plant genome was documented by PCR and RT-PCR methods. The amount of EI protein in 

transgenic tobacco leaves were estimated 0.1% of the total soluble protein (TSP) by ELISA method. 

Keywords: E. coli O157:H7, Edible vaccine, EspA, Intimin, Transgenic plant 
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