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 چکیذٌ

ٚ اؿشيـيبوّی  ؿيٍلا یٞبسٛػظ ثبوششی  ػفٛ٘ز ايدبد ٚ صايی ثيٕبسی دس سٟبخٓ، ٟٕٔی ٘مؾ IpaDدشٚسئيٗ  مقذمٍ:   

ا٘ششٚسٛوؼيٗ ؿيٍلا يب  E.coli O157:H7ٚ  1 اص فبوشٛسٞبی ثيٕبسيضای اكّی دس ؿيٍلا ديؼب٘ششی سيخ ديٍش يىی .داسد
(StxB) دشٚسئيٗ  ٕٔضٚجٔخّٛط يب  ثبثبؿذ.  ٔیIpaD  ثب  STxBسٟيٝ  ٚاوؼٗ ثشای ٔٙبػت ٔٙشخت احشٕبِیسٛاٖ  ٔی

 IpaD  ٚSTxBی ٘ٛسشويت ٞبدشٚسئيٗ ٚ خذاٌب٘ٝ  ٔخّٛطآ٘شی ثبدی ٕٔضٚخی، سيشش دس ايٗ ٔغبِؼٝ ايٕٙی صايی ٚ ٕ٘ٛد. 
 دس ٔٛؽ ػٛسی ثب يىذيٍش ٔمبيؼٝ ؿذٜ اػز.

سٟيٝ  stxB-ipaD، ipaD  ٚstxBدس ايٗ ٔغبِؼٝ سدشثی، ٚوشٛسٞبی ٘ٛسشويت داسای سٛاِی ط٘ی  :مًاد ي ريش َب    

ِىٝ ، ٔيضاٖ ثيبٖ دشٚسئيٗ ٔزوٛس ٔٛسد اسصيبثی ٚ ثب اػشفبدٜ اص سىٙيه ٔٙشمُ ؿذ٘ذ .coli BL21 DE3 Eٚ دسٖٚ ثبوششی
ٚػششٖ، ثيبٖ آٖ ٔٛسد سبييذ لشاس ٌشفز. ثؼذ اص سخّيق دشٚسئيٗ ٘ٛسشويت ثب ػشٖٛ وشٚٔبسٌٛشافی، چٟبس ٘ٛثز ٔشٛاِی  ٌزاسی

 ثٝ ٔٛؽ ػٛسی سضسيك ؿذ. 

 STxBٔخّٛط  ٚ STxB-IpaD ، ٕٔضٚجSTxB، IpaDی ٞبسيشش آ٘شی ثبدی ػّيٝ آ٘شی طٖ  َبی پضيَص: یبفتٍ   

ٔيضاٖ سيشش آ٘شی ثبدی StxB ثٝ  IpaDی ػٛسی اص ِحبػ آٔبسی وبٔلاً ٔشفبٚر ثٛد ٚ ثب اضبفٝ ؿذٖ ٞب دس ٔٛؽIpaD  ثب
 افضايؾ يبفز. 

ٚ  خذا ؿذٜ ٞبِيٙىش فٛسيٙی ثٝ ٚػيّٝ ؿجٝ فٛسيٗ  ٘شبيح ايٗ سحميك، ثيبٍ٘ش آٖ اػز وٝ ثحث ي وتیجٍ گیزی:   

 سا افضايؾ دٞذ ٚ ٔٙشخت STxBاثش ايٕٙی صايی  سٛا٘ذ ٔی، ipaD   ٚstxBٞبی دشٚسئيٗ حبكُ اص ٔخّٛط ٚ أشضاج طٖ 
 ثبؿذ.ٚ اؿشيـيبوّی  ؿيٍلاا٘ٛاع ٔٙبػجی خٟز سِٛيذ ٚاوؼٗ ٘ٛسشويت ػّيٝ  احشٕبِی
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 مقذمٍ
 ٔی  ٞب  ا٘ششٚثبوششيبػٝخب٘ٛادٜ ديؼب٘ششی اص  ؿيٍلاثبوششی     

ػبُٔ اػٟبَ خٛ٘ی ؿيٍلا  STx يب سٛوؼيٗ ثبؿذ. ؿيٍب 
اػز  A ٚ B لؼٕشی دٚ ی ٞب  ػٓ اص STx دشٚسئيٗ اػز.

 لؼٕز ػّٕىشد ٚ ٚسٚد ثشای STxB ػٕی غيش لؼٕز وٝ
 ی ٞب  دشٚسئيٗ چٙيٗ ٞٓ .ثبؿذ  ٔی ضشٚسی STxA يب ػٕی

IpaA/B/C/D/H َٛٔی ؿيٍلا سٟبخٕی دلاػٕيذ ٔحل 
ی ؿيٍلا ؿجبٞز  ٞب  دس ٌٛ٘ٝ IpaDوٝ دشٚسئيٗ  .ثبؿٙذ 

 ٚ ثيٕـبسيضايی ٘ظش اص ؿيٍلاٞب سشيٗ ٟٔٓ ٞٓ داسد.ٝ صيبدی ث
 دّی اػبع ثش وٝ ٞؼشٙذ ػشٚسيخ چٟبس ٞب  اديذٔی ثشٚص

  ٔی عجمٝ ثٙذی LPSدس  o (osp) اخشلبكی ػبوبسيذ
، ؿيٍلا (S.dysentry)ؿيٍلا ديؼب٘ششیؿٛ٘ذ ٚ ثٝ ٘بْ 

، (S.sonneii)، ؿيٍلا ػٛ٘ئی(S.flexeneri) فّىؼٙشی
ٌزاسی ؿذ٘ذ. اػٟبَ خٛ٘ی  ٘بْ (S.boydii)ؿيٍلا ثٛيذی

 ٔی كٛسر ػذْ دسٔبٖ ثٝ ٔشي ثب ػبُٔ ؿيٍلا دس
ثٝ ػٙٛاٖ يىی اص  STxؿيٍب سٛوؼيٗ يب  .(1،2)ا٘دبٔذ 

ؼب٘ششی سيخ يه دس ايدبد ػٛأُ ٚيشٚلا٘غ ؿيٍلا دي
 ،STx ؿيٍب اػٟبَ خٛ٘ی ٚ ديؼب٘ششی ٔغشح اػز. سٛوؼيٗ

 ثب ٕٞٛدٙشبٔش يٗئدشٚس يه ديؼب٘ششی، ؿيٍلا ا٘ششٚسٛوؼيٗ
 ٚاحذ صيش يه اص وٝ ثٛدٜ kDa 5/70 ِٔٛىِٛی ٚصٖ

 صيش يه اص ٚ STxA ٘بْ ثٝ ٘ضيٕبسيهآ ٚ ػٕی ٔٙٛٔشيه
 STxB ٘بْ ثٝ ٕٞٛدٙشبٔشيه سػذشٛس ثٝ ؿٛ٘ذٜ ٔشلُ ٚاحذ

 ٚ ٚسٚد ثشای STxB ػٕی غيش لؼٕز. اػز ؿذٜ سـىيُ
 ٞش. (4،3)ثبؿذ  ٔی ضشٚسی STxA يب ػٕی لؼٕز ػّٕىشد

 ٚصٖ ٚ ؿذٜ سـىيُ آٔيٙٝ اػيذ 69 اصSTxB   ٔٙٛٔش
 α)آِفب ٔبسديچ يه ٞشٔٙٛٔشاص. داسد kDa 7/7 حذٚد ّٔىِٛی

helix )ٚ 6 ٝثشب) كفح (β sheet ُايٗ. اػز ؿذٜ سـىي 
 ثشب كفحبر وٝ وٙٙذ  ٔی ديذا سبخٛسدٌی عشيمی ثٝ ٔٙٛٔش 5
 ٔی لشاس داخُ دس آِفب ی ٞب  ٔبسديچ ٚ خبسخی ػغح دس

 ثٝ خٛد ػِّٛی ػغح ٌيش٘ذٜ ثٝ STxBدشٚسئيٗ  .(4،3)ٌيش٘ذ 
 ثذٖ ٞبی ػَّٛ اوثش سٚی وٝ ٌشدد  ٔی ٔشلُ Gb3 ٘بْ

 Gb3 ثيبٖ وٝ اػز دادٜ ٘ـبٖ ٔغبِؼبر .(5)ؿٛد  ٔی ثيبٖ
 صيبدی ثؼيبس فشاٚا٘ی ا٘ؼبٖ ػشعب٘ی ٞبی ػَّٛ ػغح دس

 ٔثُ ػشعب٘ی ٞبی ػَّٛ ػغح دس صيبدی ثيبٖ Gb3. داسد
 چٙيٗ ٞٓ. داسد وّٖٛ ٚ ػيٙٝ سخٕذاٖ، وبسػيٙٛٔبٞبی ِٙفٛٔب،

 ٚ ا٘ؼب٘ی( DC)د٘ذسيز ٞبی ػَّٛ ػغح دس فشاٚا٘ی ايٗ
 STxBثب سِٛيذ آ٘شی ثبدی ػّيٝ  .(6)ؿٛد  ٔی ديذٜ ٘يض ٔٛؽ

سٛاٖ اص اسلبَ ٚ ٚسٚد لؼٕز   ٔی ٚ خٙثی ػبصی آٖ
 ٞٓ ثٝ دسٖٚ ػَّٛ ٞذف خٌّٛيشی وشد. (STxA)ػٕی
ثيٕبسيضايی ؿيٍلا ٘مؾ  يىی ديٍش اص ػٛأّی وٝ دس چٙيٗ

ٞؼشٙذ وٝ ٔحلَٛ  IpaA/B/C/D/Hی  ٞب  يٗئداسد دشٚس

ثبؿٙذ. وٕذّىغ ايدبد ؿذٜ اص   ٔی دلاػٕيذ سٟبخٕی ؿيٍلا
٘مؾ ثؼيبس ٟٕٔی دس اسلبَ ثٝ  IpaB/C/D يٗئػٝ دشٚس

ٚ فشاس اص فبٌٛصْٚ  (M-cell)ی اديشّيبِی سٚدٜ ٞب  ػَّٛ
 سيذی ٚ اػيذئٛسٛاِی ٘ٛوّ .(7،8)وٙذ  ٔی ٔبوشٚفبطٞب ثبصی

ی ؿيٍلا ؿجبٞز صيبدی  ٞب  دس ثيٗ ٌٛ٘ٝ IpaDای   آٔيٙٝ
دس   IpaD٘ؼجز ثٝ ٞٓ داسد. ثٝ ايٗ كٛسر وٝ سٛاِی 

 دسكذ، 98 يذیئثب ؿيٍلا ثٛ 1 ؿيٍلا ديؼب٘ششی ػشٚسيخ
 وبٔلاً دسكذ 94ؿيٍلا فّىؼٙشی  دسكذ، 95 ؿيٍلا ػٛ٘ئی
 ثٝ ٔشثٛطٚوشٛسٞبی ٘ٛسشويت  اثشذا دس .(9)ِٕٞٛٛطی داسد

سشا٘ؼفٛسْ  E.coli BL21 ثبوششی دس  ٞب  دشٚسئيٗ ايٗ
  IpaD  ػّيٝ IgGثب سِٛيذ آ٘شی ثبدی دّی وّٛ٘بَ . شديذٌ

چٙيٗ  ٞٓ سٛاٖ اص ثيٕبسيضايی ؿيٍلا خٌّٛيشی وشد.  ٔی
 E.coli ثبوششی دس  stxB –IpaD ط٘ی وبػز سشا٘ؼفٛسْ

BL21 ٚ سٛا٘ذ  ٔی آٖ دس ٔٛؽ صايی ايٕٙی ٚ ثيبٖ ثشسػی 
 ثيٕبسی ػّيٝ ٚاوؼٗ ٔٙبػت احشٕبِی ٔٙشخت ػٙٛاٖ ثٝ

ٞذف اص ا٘دبْ ايٗ سحميك ٔمبيؼٝ سيشش  .(4،3)ثبؿذ ؿيٍّٛصيض
 ،stxBی  ٞب  آ٘شی ثبدی سِٛيذی دس ٔٛؽ ػّيٝ آ٘شی طٖ

IpaDٕٔضٚج ، stxB- IpaD  ٚٔخّٛط stxB ثب IpaD ،
ٚ ٔؼشفی  E.coli O157:H7ػّيٝ   ٞب  ٔٛؽ ايٕٙی صايی

ػّيٝ ثبوششی  ٚاوؼٗ ٔٙبػت احشٕبِی ٔٙشختؿىُ  ثٟششيٗ
 ثبؿذ.  ٔی ؿيٍلا

   َب  ريش ي مًاد
 ipaD  ٚstxB- ipaD  stxB٬ط٘ی  ی ٞب  وبػز سٟيٝ   
ط٘ی  ی ٞب  وبػزاص طٖ كٙبػی سٟيٝ ؿذٜ، : +)pET28a)دس

stxB، stxB-ipaD ٚ ipaD ٚوشٛس دس pET28a(+) 
 ثيب٘ی ٞبیٚوشٛس (.9،10،16ؿذ) ٕٞؼب٘ٝ ػبصی

pET28a(+) ی ٞب  طٖ داسای stxB٬ ipaD   ٚstxB-

ipaD ٔؼشؼذ یٞ ب  ػَّٛ دسE.coli  ٝػٛيBL21(DE3) 

(stratagen)  ْوٕه ثٝ ا٘شخبثی ی ٞب  وّٖٛ. ؿذ سشا٘ؼفٛس 

 PCR ٘ذؿذ سبييذ. 

 اص: ipaD   ٚstxB- ipaD ٬ stxB ی ٞب  طٖ ثيبٖ   
 100 ٔيضاٖ ؿذٜ خذاػبصی ی ٞب  وّٖٛ ؿجب٘ٝ وـز

 اص دغ ٚ سّميح ٔبيغ LB ٔحيظ ِيشش ٔيّی 5 ثٝ ٔيىشِٚيشش
ٝ ث ثشای) ٘ب٘ٛٔشش 600 ٔٛج عَٛ دس 6/0ثٝ  OD سػيذٖ
 دشٚٔٛسش وٙٙذٜ ءاِمب ٔبدٜ ،(ثبوششی سؿذ ٔيضاٖ آٚسدٖ دػز

(IPTG) وـز ٔحيظ ثٝ ٔٛلاس ٔيّی 1 غّظز ثب فشٔٙشبص 
 ٌشاد ػب٘شی دسخٝ 37 دٔبی دس ػبػز 3 ٔذر ثٝ ٚ افضٚدٜ
 .ؿذ ا٘ىٛثٝ

 اِمبی اص ثؼذ ٚ لجُ  ٞب  ٕ٘ٛ٘ٝ: SDS-PAGE اِىششٚفٛسص   
IPTG، ٜدشٚسئيٙی ٔبسوش ثب ٕٞشا(SM0671) ؿشايظ سحز 
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 خشيبٖ ثب دسكذ 12 طَ غّظز. ؿذ٘ذ اِىششٚفٛسص د٘بسٛسٜ،
 .ثٛد آٔذش ٔيّی 25 ثبثز

 ٞبی  ثشای سبييذ دشٚسئيٗ: ٘ٛسشويت ٞبی  دشٚسئيٗ سبييذ   
ثبدی ضذ  ٘ٛسشويت ثيبٖ ؿذٜ اص سىٙيه ايٕٛ٘ٛثلار ثب آ٘شی

His-tag  ٜاػشفبدٜ ؿذ. ػلبسٜ ػِّٛی دغ اص ثيبٖ ثب اػشفبد
 Bio-rad (Miniٚػششٖ ٌزاسی  ِىٝاص ػيؼشٓ 

Protean) ٗٔٛلاس، سشيغ  ٔيّی 192 ٚ ثبفش ا٘شمبَ)ٌلايؼي
دسكذ ٚ  20ٚ ٔشبَ٘ٛ  دسكذ SDS  1/0ٔٛلاس، ٔيّی 25
3/8 pH:)  سٚی وبغز ٘يششٚػِّٛض ٔٙشمُ ؿذ. وبغز

 ٔيّی PBST (NaCl 37٘يششٚػِّٛض ثب اػشفبدٜ اص ثبفش 
 Na2HPO4.7H2O 3/4 ٔٛلاس، ٔيّی KCl 7/2 ٔٛلاس،
دسكذ  5حبٚی  (pH: 2/7ٚ دسكذ 20ٔٛلاس، سٛييٗ ٔيّی

 ٌشاد دسخٝ ػب٘شی 4ػبػز دس دٔبی  16ؿيش خـه ثٝ ٔذر 
 ،PBSTثلان ٌشديذ. ٕ٘ٛ٘ٝ دغ اص ػٝ ثبس ؿؼشـٛ ثب ثبفش 

-Hisضذ ثبدی آ٘شی 10000/1ثٝ ٔذر يه ػبػز ثب سلز 

tag(ebcam) ٌٝٚدس ثبفش داس  وب٘ظPBST  دس دٔبی اسبق
، PBSTٔدبٚس ؿذ. دس ٟ٘بيز دغ اص ػٝ ثبس ؿؼشـٛ ثب ثبفش 

ٚ  mM50 ثبفش سشيغششا)ػٛثؼ ثشای آؿىبسػبصی اص
8/7pH:  حبٚیmg 6 DAB ،10µl H2O2 ) ٜاػشفبد

دغ اص ا٘دبْ ٚاوٙؾ ثيٗ وب٘ظٌٚٝ ٚ ػٛثؼششا ٚ ظبٞش ؿذ. 
ٚاوٙؾ ثب ؿذٖ ثب٘ذ دشٚسئيٙی سٚی وبغز ٘يششٚ ػِّٛضی، 

 .(11)ٔشٛلف ٌشديذ H2Oاػشفبدٜ اص 

 ؿشايظ سحز حبكُ دشٚسئيٗ: ٘ٛسشويت دشٚسئيٗ سخّيق   
)ػيٙبطٖ؛ ايشاٖ(  Ni-NTA ػشٖٛ اص اػشفبدٜ ثب ٚ د٘بسٛسٜ

 دسكذ 12 طَ سٚی ثش حبكُ ی ٞب  ٕ٘ٛ٘ٝ ٚ خذاػبصی
 سٚؽ وٕه ثٝ ؿذٜ ثيبٖ دشٚسئيٗ غّظز .ؿذ اِىششٚفٛسص

( ػيٙبطٖ(BSA ٌبٚی ػشْ آِجٛٔيٗ اص اػشفبدٜ ثب ٚ ثشادفٛسد
 .(11)ٌشفز ا٘دبْ اػشب٘ذاسد ػٙٛاٖ ثٝ
ٚ   IpaD، STxB ی ٞب  دشٚسئيٗ ػّيٝ ثبدی آ٘شی سِٛيذ   

STxB –IpaD :ٖاص ٔيىشٌٚشْ  10ٚ  15، 20 ثٝ ٔيضا
دس چٟبس  -IpaD، STxB ٚ STxB IpaD  ی ٞب  دشٚسئيٗ

 Freund’s)وبُٔ٘ٛثز، ثبس اَٚ ٕٞشاٜ ثب ادخٛا٘ز 

complete adjuvant) ٞبی ثؼذی ثب ادخٛا٘ز   ٚ دس ٘ٛثز
سضسيك ٚ دس ٟ٘بيز اص   ٞب  ٘بلق فشٚ٘ذ ثٝ سشسيت ثٝ ٔٛؽ

خٖٛ ٌيشی ٚ سٛػظ آصٔبيؾ الايضا سيشش آ٘شی ثبدی   ٞب  ٔٛؽ
 .(9-11)ٌيشی ؿذ  ٜآٖ ا٘ذاص

 یبفتٍ َبی پضيَص
ٚوشٛس ٞبی ٔٛسد ٘ظش دس   سٛاِی حضٛس سبييذ    

pET28a(+) سٛػظ  PCRٓ٘ٛسشويت  ی ٞب دلاػٕيذ: ٔؼشمي
. ؿذسشا٘ؼفٛسْ  E.coli BL21DE3ثبوششیؿذٜ ثٝ سٟيٝ 

ثٝ ٔٙظٛس سبييذ حضٛس لغؼٝ ٔٛسد ٘ظش دس ٚوشٛس ثيب٘ی 
pET28a(+)  ٚاوٙؾاص PCR ؿذ. وٝ دس ايٗ اػشفبد ٜ

، 250 وٝ حذٚد stxB، ipaD ٚ stxB- ipaD حبِز طٖ
 .(1)ؿىُ ؿٕبسٜ عَٛ داسدخفز ثبص   561 ٚ 336

 
 اِف                                                                    ة                                         

: وطبوگز IpaD-stxB  3صن   PCR: ثبوذ حبصل اس 2: استخزاج پلاسمیذ 1 ستًنالف( درصذ.  1ريی صل آگبريس   َب  صن PCR .1 ضمبرٌ ضکل

 : ثبوذ حبصل اس7تب  2 . ستًنbp 10000: وطبوگز مًلکًلی1 ستًن . ة(stxBصن  PCR : ثبوذ حبصل اس8، 7، 6، 5 . ستًنbp 10000مًلکًلی

PCR  صنIpaD. 

 
 IpaD ٚ  STxB-IpaDٚ STxB٬دشٚسئيٗ ثيبٖ   

 37 دس ٔبيغ LB وـز ٔحيظ دس ا٘شخبثی وّٙی: آٖ سخّيق
 سؿذ ثٝ سػيذٖ اص دغ ٚ ؿذ دادٜ وـز ٌشاد  ػب٘شی دسخٝ
 IPTG ٔٛلاس ٔيّی 1 سٛػظ دشٚسئيٗ ثيبٖ ٔٙظٛس ثٝ وبفی
 طَ سٚی آٖ ويفيز ٚ ثيبٖ ثشسػی ثشای ٚ ٌشديذ اِمبء

SDS-PAGE ٜدشٚسئيٙی ثب٘ذ(. 2 ؿٕبسٜ ؿىُ)ؿذ ثشد 

STxB، IpaD ٚ stxB- IpaD خبيٍبٜ ثٝ سشسيت دس 
 حبِی دس ٌشفز لشاسويّٛداِشٖٛ  25ٚ  7/16، 3/11 كحيح

 ی ٞب  دشٚسئيٗ. ٘ـذ ديذٜ ثب٘ذی ٞيچ  ٞب  وٙششَ دس وٝ
  وٕه ثٝ ٘ٛسشويت

 ی ٞب  يٗــدشٚسئ زــغّظ ٚ ٌشديذ ػبصی خبِق ٘يىُ ػشٖٛ
  .ؿذ ٌيشی ا٘ذاصٜ ثشادفٛسد سٚؽ ثٝ سِٛيذی
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، دارای يسن StxB-IpaDة(  کیلًدالتًن 3/11 دارای يسن مًلکًلی، StxBيسیلٍ ستًن ویکل. الف( ٍ ث  َب  تخلیص پزيتئیه .2 ضمبرٌ ضکل

  کیلًدالتًن. 7/16 ، دارای يسن مًلکًلیIpaDج(  ،کیلًدالتًن 25 مًلکًلی

 
    

ثيبٖ : His-tagٚػششٖ ثب آ٘شی ثبدی ضذ  یِىٝ ٌزاسآ٘بِيض 
ثٝ وٕه  His-tagثٝ دِيُ داؿشٗ سٛاِی ٔٛسد ٘ظش دشٚسئيٗ 

 His-tagٌيشی آ٘شی ثبدی ػّيٝ  وبسٝ ٚػششٖ ثلار ٚ ث

ٔٛسد سبئيذ لشاس ٌشفز ٚ ثب٘ذ ٚػششٖ دس خبيٍبٜ كحيح 
ٔذ٘ظش لشاس ٌشفز أب دس ػشٖٛ وٙششَ ٞيچ ثب٘ذی ديذٜ 

 (.3 ؿٕبسٜ ٘ـذ)ؿىُ
 

 
 

 IpaD-StxB: ومًوٍ کىتزل 3، ستًن IpaD: ومًوٍ ثیبوی 2، ستًن IPTGثذين  IpaD: ومًوٍ کىتزل 1يستزن ثلات: ستًن  .3 ضمبرٌ ضکل

: ومًوٍ کىتزل 7، ستًن StxB: ومًوٍ ثیبوی 6، ستًن PR0602: وطبوگز مًلکًلی 5، ستًن IpaD -StxB: ومًوٍ ثیبوی4، ستًن IPTGثذين 

StxB  ثذينIPTG 

 
 سٚؽ ثٝ ٘ٛسشويت دشٚسئيٗ ػّيٝ ثبدی آ٘شی سيشش اسصيبثی    

 ؿذٜ سِٛيذ ثبدی آ٘شی اسصيبثی ٔٙظٛس ثٝ: غيشٔؼشميٓ الايضای
 الايضای سٚؽ اص سضسيك ٔشحّٝ ٞش دس آٖ ٔيضاٖ ٔحبػجٝ ٚ

ػْٛ ٚ  سضسيك اص ثؼذ ٞفشٝ يه. ؿذ اػشفبدٜ غيشٔؼشميٓ

 خٖٛ ؿبٞذ ٚ سؼز ی ٞب  اص ٔٛؽ سلبدفی كٛسرٝ چٟبسْ ث
 آصٔبيؾ ٞب آٖ ػشْ خذاػبصی اص ثؼذ ٚ آٔذ ػُٕٝ ث ٌيشی
 ٕ٘ٛداس دس ثبدی آ٘شی سيشش ٔيبٍ٘يٗ ٕ٘ٛداس وٝ ؿذ ا٘دبْ الايضا

 .اػز ؿذٜ دادٜ ٘ـبٖ 1 ؿٕبسٜ
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 ،IpaD ی  َب  پزيتئیهوبوًمتز ثعذ اس تشریق چُبرم علیٍ  490تیتزاسیًن سزم مًش. جذة در طًل مًج  .1 ومًدار ضمبرٌ

 STxB ي STxB IpaD- 

 

  ي وتیجٍ گیزی ثحث
   

 خٛ٘ی اػٟبَ يه ػٙٛاٖٝ ث ٕٞيـٝ ؿيٍّٛصيضثيٕبسی     
 ثب ٕٞشاٜ آثىی ٔذفٛع ثب وٝ ؿٛد  ٔی ؿٙبخشٝ حبد ثبػيّی

 ی ٞب  وشأخ ست، چٖٛ ثبِيٙی ػلائٓ ثب سٛاْ ٔٛوٛع ٚ خٖٛ
 ٕٞشاٜ ثٝ اػز ٕٔىٗ وٝ ٌشدد  ٔی ٔـخق ؿىٕی

 ؿيٍب عشفی اص. ثبؿذخٛ٘شيضی دٞٙذٜ ادساسی  ٘ـبٍ٘بٖ
 ٘ٛسٚسٛوؼيه ٚ ػيشٛسٛوؼيه ٔـىلار سٛا٘ذ  ٔی سٛوؼيٗ

 ٚاوؼٗ ػبخز ثشای صيبدی ٞبی سلاؽ أشٚصٜ. ٕ٘بيذ ايدبد
 صيبدی ی ٞب وب٘ذيذا ٚ ؿذٜ ا٘دبْ آٖ ػٓ ٚ ؿيٍلا ػّيٝ

 وب٘ذيذاٞب ايٗ اص وذاْ ٞيچ وٝ ايٗ خبِت. اػز ؿذٜ ٌضاسؽ
 ػلأز خٟب٘ی ػبصٔبٖ سبئيذ ٔٛسد أشٚص سب ٔخشّف دلايُ ثٝ

WHO ٚFDA  ثشای ٞب سلاؽ أب. اػز ٍ٘شفشٝ لشاس 
 ٘شبيح. داسد ادأٝ خذی عٛس ثٝ ؿيٍّٛص ػّيٝ ٚاوؼٗ ػبخز

 دس ؿيٍلا ؿيٛع خلٛف دس ؿذٜ ٔٙشـش ی ٞب  دظٚٞؾ
 فّىؼٙشی ؿيٍلا ديؾ ػبَ چٙذ سب وٝ دٞذ  ٔی ٘ـبٖ ايشاٖ،

 ی ٞب  سسجٝ دس. ثٛدٜ اػز داسا ايشاٖ دس سا ؿيٛع ثيـششيٗ
 داس٘ذ لشاس ديؼب٘ششی ؿيٍلا ٚ ػٛ٘ئی ؿيٍلا سشسيت ثٝ ثؼذی

 ٔغبِؼبر أب. ؿذٜ اػز ٔـبٞذٜ ثٛئيذی ؿيٍلا وٕی ٔمذاس ٚ
 ؿيٍلا ٔمبثُ دس ػٛ٘ئی ؿيٍلا ثيـشش ؿيٛع اص ٘ـبٖ خذيذ

 دس ؿيٍلا ؿيٛع سشسيت ٕٞيٗ سمشيجبً. دٞذ  ٔی فّىؼٙشی
 ٌضاسؽ ٘يض( دبوؼشبٖ ٚ ػشثؼشبٖ)ايشاٖ ٕٞؼبيٝ وـٛسٞبی
 (.10)ؿذٜ اػز

 فشاٚا٘ی ثش ٔجٙی ايشا٘ی ٔحممبٖ ٌضاسؿبر ثٝ سٛخٝ ثب    
 سٛا٘ذ  ٔی ثبوششی ايٗ ؿيٍلا ثيٛسيىی  آ٘شی ٔمبٚٔز ٚ ٚلٛع

 ثش ثٙب. ٌيشد لشاس سٛخٝ ٔٛسد وٙٙذٜ ٘بسٛاٖ ػبُٔ يه ػٙٛاٖ ثٝ
 سٟيٝ ٔٙظٛس ثٝ ايشاٖ ثٛٔی ٞبی  ػٛؽ وٝ ٞؼز لاصْ ايٗ

  ٞيچ سايح كٛسر ثٝ (.12)ٌيش٘ذ لشاس ٔغبِؼٝ ٔٛسد ٚاوؼٗ
 وٝ چٙذ ٞش. ٘يؼز دػششع دس ؿيٍلا ثشای ٚاوؼٙی ٌٛ٘ٝ

 ثشای أب داس٘ذ ٘مؾ ؿيٍلا ػّيٝ حفبظز دس T ی ٞب  ػَّٛ
 چٙذيٗ اص حبكُ ٞبی  دادٜ. ٘يؼشٙذ ضشٚسی ؿذٖ ايٕٗ

 سشی  ٟٔٓ ٘مؾ ٕٞٛساَ ايٕٙی دبػخ وٝ داد٘ذ ٘ـبٖ ٔغبِؼٝ
 ٚ ػيؼشٕيه دبػخ دٚ ٞش ثب ؿيٍلا ػّيٝ ايٕٙی دس سا

 ؿذٜ وذ ٞبی  دشٚسئيٗ اص سؼذادی ٚ  LPS ػّيٝ ٔخبعی
. داسد Ipa ٞبی  دشٚسئيٗ خّٕٝ اص ا،ضثيٕبسي دلاػٕيذ سٛػظ
 اكّی ػّز سشيٗ  ػٕذٜ ٞٓ ٞٙٛص 1 سيخ ديؼب٘ششی ؿيٍلا
 ٚ ٔشي ٘ؼجز ٚ ثبؿذ  ٔی اخيش ػبَ كذ دس اػٟبَ، اديذٔی

 ٔىب٘يؼٓ. (1)اػز ٔشفبٚر خٟبٖ وـٛسٞبی دس آٖ ٔيش
 ٔشحّٝ: اػز وّيذی ٔشحّٝ دٚ ؿبُٔ ثبوششی ايٗ ثيٕبسيضايی

 ثٝ ثبوششی وّٛ٘يضاػيٖٛ آٖ د٘جبَ ثٝ ٚ اسلبَ ؿبُٔ اَٚ
 ٚػيّٝ ثٝ وٛچه سٚدٜ سّيبَ ادی ٞبی  ػَّٛ ػغح

 ٞبی  صخٓ ايدبد ٚ سٛسْ ثبػث وٝ وّٛ٘يضاػيٖٛ فبوشٛسٞبی
 خٛ٘شيضی ٚ ٘ىشٚص ثبلاخشٜ ٚ ٘ٛوّئٛسٞب دّی سدٕغ ػغحی،

 ٔی دفغ ٔذفٛع ثب ٕٞشاٜ خٖٛ ٚ ثّغٓ كٛسر ثٝ ٚ ٌشدد  ٔی
 ثٝ ٚ وشدٜ سٛوؼيٗ ؿيٍب سِٛيذ ثبوششی دْٚ ٔشحّٝ دس. ؿٛد 

  صخٓ ٚ آٔبع ػجت ٚ حّٕٝ ثضسي سٚدٜ سّيبَ ادی ٞبی  ػَّٛ
 خٛ٘ی اػٟبَ آٖ ٘شيدٝ وٝ ٌشدد  ٔی سٚدٜ ديٛاسٜ سٚی ٞبيی
 3 ٘ٛع سشؿحی ػيؼشٓ ٌيشی وبس ثٝ ثب ؿيٍلا ثبوششی. اػز

  ٔی ا٘شمبَ ٔيضثبٖ ػَّٛ ثٝ سا خٛد ثيٕبسيضای فبوشٛسٞبی
 ػيؼشٓ ايٗ ساع دس وٝ اػز فبوشٛسی IpaD دشٚسئيٗ .دٞذ
 IpaD. اػز ضشٚسی ٔيضثبٖ ػَّٛ ثٝ ثبوششی سٟبخٓ ثشای
 دشٚسئيٗ ػشضٝ ٚ سشؿح وٝ اػز وبسٜ چٙذ دشٚسئيٗ يه

 -ٔيضثبٖ ػَّٛ فبكُ حذ دس سا IpaB ٚ IpaC ٞبی 
 ثٝ دشٚسئيٙی ٞبی  ٘بلُ كحيح ٘فٛر چٙيٗ ٞٓ ٚ ثبوششی

 يه IpaD دشٚسئيٗ. وٙذ  ٔی وٙششَ سا ٔيضثبٖ ػَّٛ داخُ
 ادشٖٚ ٞبی  دشٚسئيٗ ػبيش ثيٗ دس ٚ ثٛدٜ  kDa 37 دشٚسئيٗ
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Ipa دشٚسئيٗ سٟٙب IpaD ٘بحيٝ. ثبؿذ  ٔی دٚػز آة  -

Nَ٘بحيٝ يه ٔغبِؼبر سٕبٔی دس ٔشوض ثٝ ٘ضديه سشٔيٙب 
 دس. ؿٛد  ٔی سّمی IpaD دس ٟٔٓ ثؼيبس ٚ ػّٕىشدی
 IpaD ٞبی  سٛح  ادی ؿٙبػبيی ٔٙظٛس ثٝ وٝ ٔغبِؼبسی

 دس ،IpaD دػششع دس ٞبی  سٛح  ادی غبِت دزيشفز كٛسر
 ػّٕىشد ثٝ IpaD ػّٕىشد چٙيٗ ٞٓ. داؿشٙذ لشاس ٘بحيٝ ايٗ
 ػشوٛة آٖ فؼبِيز اٌش وٝ ٘حٛی ثٝ داسد ثؼشٍی ٘بحيٝ ايٗ

 ٔی ػشوٛة ؿيٍلا سٟبخٓ لبثّيز وّی عٛس ثٝ ٌشدد
 (.17،13)ؿٛد 

 وٝ ٞبيی  ثبدی  آ٘شی وٝ داد٘ذ ٘ـبٖ ٌشفشٝ ا٘دبْ ٔغبِؼبر    
 وٙٙذ  ٔی ؿٙبػبيی سا IpaD دشٚسئيٗ سشٔيٙبَ-N ٘بحيٝ

 ثٝ كفشاٚی ٞبی  ٕ٘ه ثب دشٚسئيٗ ايٗ ثشٕٞىٙؾ سٛا٘بيی
 حبِز ايٗ دس. ٕ٘بيٙذ  ٔی ػشوٛة سا وٛلار اوؼی دی ٚيظٜ

 ثٝ ٚ فشاخٛا٘ی ثشای خٛد ٚيظٜ فؼبِيز ا٘دبْ ثٝ لبدس ثبوششی
 ثشای ؿيٍلا سٛاٖ ٘شيدٝ دس. ثٛد ٘خٛاٞذ IpaB  وبسٌيشی

 ٚسٚد دشٚػٝ ٚ سفشٝ ثيٗ اص يٛوبسيٛسی ػَّٛ دس ٔٙفز ايدبد
 ٘شبيح ايٗ. ؿٛد  ٔی ػشوٛة ٔيضثبٖ ػَّٛ دسٖٚ ثٝ ثبوششی

 ثٝ ٚ IpaD دشٚسئيٗ وٝ دٞذ  ٔی ٘ـبٖ ای  ٚيظٜ عٛس ثٝ
 ٚسٚد دس لاصْ فبوشٛس يه دشٚسئيٗ ايٗ سشٔيٙبَ N ٘بحيٝ ٚيظٜ

 ثٝ دشٚسئيٗ ايٗ ٚ اػز ٔيضثبٖ ٞبی  ػَّٛ ثٝ ؿيٍلا ثبوششی
 ٔغشح ٚاوؼٗ عشاحی دس ثبِمٜٛ طٖ آ٘شی يه ػٙٛاٖ
 (.13)اػز
 ثشای سا ثبوششی سٛا٘بيی سٛا٘ذ  ٔی IpaD ػّيٝ ثبدی  آ٘شی    

 دس آصٔبيـبر. داسد خٛا٘ی ٞٓ ٕ٘بيذ بلظـػ ٓــسٟبخ
 ا٘دبْ خشٌٛؽ سٚدٜ اص اػشفبدٜ ثب ٘يض  in  vivo يظــٔح
 Anti-IpaD ثبدی  آ٘شی سٟيٝ  اص دغ وٝ سشسيت ثذيٗ. ؿذ

 دس سا ٞب  ثبدی  آ٘شی ٞب،  خشٌٛؽ وشدٖ ايٕٛ٘يضٜ سٚؽ ثب
 آٖ اص ٚ ٕ٘ٛدٜ ٔخّٛط ؿيٍلا ثبوششی ثب ٔخشّف ٞبی  سلز

 اػشفبدٜ Rabbit Intestinal iliac loops آصٔبيؾ دس
 ثبدی  آ٘شی اِٚيٝ ٞبی  غّظز دس وٝ ثٛد ٌٛ٘ٝ ايٗ ٘شبيح. ؿذ

 دس وٝ كٛسسی دس. ٘ـذ ايدبد  سٚدٜ دس ای ضبيؼٝ ٌٛ٘ٝ ٞيچ
 ثبدی  آ٘شی حضٛس ثذٖٚ ثبوششی وٝ ٔٙفی وٙششَ آصٔبيؾ

 ضبيؼٝ دچبس سٚدٜ اػشػش ٌشفز لشاس خشٌٛؽ سٚدٜ دسٖٚ
 (.13)ؿذ
 آ٘شی ٔمذاس وٝ وشد٘ذ ٔـخق ٌشفشٝ كٛسر سحميمبر    
 ٔلشف ثشای ادخٛا٘ز يه ثب ؿذٜ فيٛطٖ حبِز دس وٝ ط٘ی

 كٛسر ثٝ وٝ ثبؿذ  ٔی ٔمذاسی اص وٕشش اػز، ضشٚسی
 ايٗ وٝ ٌشدد  ٔی اػشفبدٜ صايی ايٕٙی ثشای  صٔبٖ ٞٓ سدٛيض
 ی ٞب  ادخٛا٘ز ثب ٞب  طٖ آ٘شی وشدٖ ٔشلُ  ٔضيز اص ٘ـبٖ

 اػز ؿذٜ ٞبيی  ٚاوؼٗ ثٝ خبكی سٛخٝ أشٚصٜ. داسد ٔخشّف
 اثش سمٛيز ٔٙظٛس ثٝ(. 14)ٞؼشٙذ ٔضيز ايٗ داسای وٝ

 صايی ايٕٙی ٔيضاٖ يؼٙی  آٖ ػٕذٜ ٔحذٚديز سفغ ٚ ٚاوؼٗ
 سشٔيٙبَ N ٘بحيٝ ثبيؼشی ٔحَّٛ، ٞبی  طٖ آ٘شی دبييٗ

IpaD ٝيه ثب ؿيٍّٛص ٚاوؼٗ وب٘ذيذای طٖ آ٘شی ػٙٛاٖ ث 
 ايٗ دس ٔٙظٛس ايٗ ثشای وٝ ؿٛد ٕٞشاٜ ٔٙبػت ايٕٙٛادخٛا٘ز

 E.coli ثبوششی دس stxB . طٌٖشديذ ا٘شخبة stxB ٔغبِؼٝ

 كٛسر آٖ صايی ايٕٙی ٚ ٌشديذ ثشسػی آٖ ثيبٖ ٚ ؿذٜ وّٖٛ
 ٚصٖ خبعش ثٝ وٝ دٞذ  ٔی ٘ـبٖ ٔغبِؼبر (.15)دزيشفز
 ديذٜ آٖ ػّيٝ ٘بچيضی ايٕٙی دبػخ STxB دبييٗ ِٔٛىِٛی

 ثب اخشلبكی اسلبَ خبعش ثٝ STxB عشفی اص ؿٛد.  ٔی
 ثشای أشٚصٜ ،ػشعب٘ی یٞ ب  ػَّٛ اوثش سٚی Gb3 ٌيش٘ذٜ
 اثشار وبٞؾ ٚ ٞب ػَّٛ ايٗ ثٝ ػشعبٖ ضذ داسٚٞبی ا٘شمبَ

 خّت خٛد ثٝ سا صيبدی دا٘ـٕٙذاٖ سٛخٝ دسٔب٘ی ؿيٕی ػٛء
 .(18،17)اػز وشدٜ

 STxB ػّيٝ ٔخبعی صايی ايٕٙی افضايؾ ٔٙظٛس ثٝ   

 ؿذٜ سخّيق دشٚسئيٗ آٖ عی دس وٝ ؿذ ا٘دبْ سلاؿی

STxB ثٝ ػٙششيه ِيذيذی ی ٞب ٔيىشٚػفش وٕه ثٝ سا 
 دبػخ ٘ؼجی سمٛيز آٖ ٘شبيح وٝ وشد٘ذ سّميح ٘بصاَ كٛسر
 STxB- IpaDثب ٕٔضٚج وشدٖ . داد  ٔی ٘ـبٖ سا ايٕٙی

 O157:H7آٖ ثب اػشفبدٜ اص ػٓ فؼبَ  ٔيضاٖ ايٕٙی صايی
E.coli  ثشاثش افضايؾ يبفشٝ  28دس خٛوچٝ ٞٙذی سب

ثب سٛخٝ ثٝ ٔىب٘يضْ ػُٕ ٞش وذاْ اص  .(15، 19،18اػز)
ثبيؼشی دس ػغح   ٔی  ٞب  ی ٘ٛسشويت، ايٗ دشٚسئيٗ ٞب  دشٚسئيٗ

آٔذٜ اص دػز ٝ ػَّٛ اص يىذيٍش خذا ؿٛ٘ذ. ثب سٛخٝ ثٝ ٘شبيح ث
  STxBٚ  ٔمبيؼٝ سيشش آ٘شی ثبدی سِٛيذی ثيٗ دشٚسئيٗ

IpaD ٕٔضٚخی ٚ ٔخّٛعی ٘ـبٖ داد وٝ دشٚسئيٗ ٕٔضٚخی
STxB- IpaDٜا٘ذ.  دس ػغح ػَّٛ اص يىذيٍش خذا ؿذ 

 Shiga toxin 1A subunit ؿيٍب سٛوؼيٗ ٞبی  طٖ    

(stx1A) and Shiga toxin 1B subunit (stx1B) 
 , Escherichia coli ٔخشّفی  ٞب  دس ػٛيٝ

Bacteriophage  ٚShigella sonnei ٚ 

S.dysenteriae type 1  ٚEnterobacteria phage 

VT1  ٖط ٚipaD ٝی ٔخشّف   ٞب  دس ػٛيEscherichia 

coli ٌٝ٘ٛ ٚ  ی ٔخشّف ٞبShigella   ػٛيٝ ٔخشّف ٚ
Shigella , flexneri  ٚShigella boydii  ٚ

Shigella sonnei  ٚShigella dysenteria   ٚخٛد
ػٙٛاٖ ػٛأُ ٘بسٛاٖ وٙٙذٜ ٔغشح ٝ ث  ٞب  داسد. ايٗ ثبوششی

ی ثيِٛٛطيه اػشفبدٜ ٌشدد.  ٞب  ثٛدٜ ٚ ٕٔىٗ اػز دس خًٙ
ی ٔٛسد ٘ظش  ٞب  ثب ٕٔضٚج ٚ يب ٔخّٛط وشدٖ دشٚسئيٗ طٖ

 ٞب  ٔيضاٖ سيشش آ٘شی ثبدی سِٛيذی دس ٔيضثبٖ ٚ ايٕٙی صايی آٖ
 سٛاٖ ٔمبيؼٝ ٕ٘ٛد.   ٔی سا

  ٚ ط٘ی آ٘شی ،حبّٔی ٘مؾ ؿذٜ دبْــا٘ يمبرـسحم ٘شبيح    
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  سحميك ايٗ دس. ا٘ذ  وشدٜ اثجبر سا STxBدشٚسئيٗ ادخٛا٘شی
 ٘ظش ٔذ آٖ ادخٛا٘شی خبكيز ٚ STxB ط٘ی آ٘شی خبكيز

 ٚ ٔيضثبٖ ٞبی ػَّٛ ثٝ ثبوششی ٚسٚد دس ثشٛاٖ وٝ اػز ثٛدٜ
 .ٕ٘ٛد ػُٕ صٔبٖ ٞٓ عٛسٝ ث  ٞب  سٛوؼيٗ ؿيٍب ثب ٔمبثّٝ ثشای

 دس سِٛيذی ثبدی آ٘شی سيشش دس ثشسػی سحميك ايٗ ٘شيدٝ
ی ؿجٝ فٛسيٗ ثٝ  ٞب  آ٘ضيٓ وٝ اػز آٖ ثيبٍ٘ش  ٞب  ٔٛؽ

 حبكُ دشٚسئيٗساحشی دس ٔحُ ِيٙىش فٛسيٙی ػُٕ وشدٜ ا٘ذ. 

 وب٘ذيذای سٛا٘ذ ٔی ،ipaD ٚ stxB ٞبی  طٖ أشضاج اص
 .ثبؿذ ؿيٍلا ا٘ٛاع ػّيٝ ٘ٛسشويت ٚاوؼٗ سِٛيذ خٟز ٔٙبػجی

 سپبسگشاری
اص سٕبٔی اػبسيذ، دظٚٞـٍشاٖ ٚ ٕٞىبساٖ ٔحششْ دس    

، وٝ دس ثٝ ٘شيدٝ سػيذٖ ايٗ )ع(دا٘ـٍبٜ خبٔغ أبْ حؼيٗ
سحميك سلاؽ فشاٚاٖ وشد٘ذ، سـىش ٚ ػذبػٍضاسی ٔی ؿٛد.
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Abstract 

Introduction: IpaD protein plays an im-

portant role in invasion, pathogenesis and 

infection caused by Shigella and E. coli. 

Another major virulence factor in Shigella 

dysenteriae type 1 and E. coli O157: H7 is 

Shigella entrotoxin or (StxB). A suitable 

candidate vaccine could be made by a 

mixture or fusion of IpaD and STxB pr-

oteins. In this study, the immunogenicity 

and antibody titer of fused mixed and 

separated recombinant proteins, IpaD and 

STxB, in mice were compared with each 

other. 

  

Materials & Methods: In this experimental 

study, recombinant vectors containing the 

gene sequences stxB-IpaD, IpaD and stxB, 

were prepared and also transferred into the 

E. coli BL21 DE3 bacterium. The protein 

expression levels were assessed and their 

expression was approved by using of We-

stern blot technique. After purification of 

recombinant proteins with the column of 

chromatography, they were injected four 

times consecutively to the mice. 

Findings: The antibody titers were statisti-

cally different for STxB, IpaD, STxB-IpaD 

and IpaD mixed with STxB antigens in the 

mice, and antibody levels increased by 

adding the StxB to IpaD. 

 

Discussion & Conclusion: The results of 

this study indicate that the furin linker sep-

arated by semi furins and the produced pro-

tein from mixture and fusion genes, ipaD 

and stxB, can increase STxB immunege-

nicity effect, and could be a good candidate 

for the production of recombinant vaccines 

against Shigella and E. coli types. 

 

Keywords: Shigella dysenteriae type 1, B 

subunit of Shiga toxin (STxB), IpaD, E. 

coli O157: H7 
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