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Background and Aims: The virulence plasmid of the Gram negative pathogen Shigella 

generates many virulence factors within the Ipa-mxi-spa region. Shigella spreads via fecal-oral 

and person-to-person transmission which causes human bloody diarrhea. In Asia alone, it is 

estimated that there are 125 million infections and 14,000 deaths due to shigellosis annually. 

IpaB is essential for Shigella infection and pathogenicity. 

Materials and Methods: Expression plasmid based on the araBAD promoter is designed 

for tight control of background expression and l-arabinose dependent graded expression of the 

target proteins. IpgC and IpaB genes were amplified using polymerase chain reaction (PCR) 

with designed primers.  In the next step, the products were then cloned into pBAD/myc-HisB 

expression vector. The presence of the insert was confirmed by restriction digestion. In order to 

confirm the chaperone role of IpgC on IpaB protein stability, the 300-bp is removed from the N-

terminal portion of IpaB and His6-tagged CPD is fused to the C-terminus of target proteins in 

the pET28b. 

Results: The construction of IpaB gene expression plasmid and expression of IpaB protein 

was achieved. Also, expression of the gene truncation of IpaB along with the His6 tag sequence 

in the absence of the IpgC gene in Escherichia coli revealed that the role of the IpgC chaperone 

gene on IpaB expression can be considered as an appropriate strategy for expression of IpaB. 

 Conclusions: In the present study IpgC and IpaB genes were successfully cloned and 

expressed under the control of arabinose-dependent promoters to provide IpaB expressing 

plasmid. The role of the IpgC as a chaperone protein on IpaB expression and stability can be 

considered as an appropriate strategy for expressing IpaB. The induced vector can be used for 

future analysis of Shigella vaccine development. 
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که نوعی  ودش، یک باسیل گرم منفی متعلق به خانوادة آنتروباکتریاسه است و موجب شیگلوزیس میشیگلا :زمینه و هدف

دارد.  وجود شیگلوز از ناشی ومیرمرگ 14000 و عفونت میلیون 125 شود فقط در آسیا، سالانهبرآورد می است. ایحاد روده عفونت

 عفونت روند در ایمنظورهچند زای ضروری وبیماری فاکتور IpaBتوسعه است. عامل اصلی اپیدمی در کشورهای درحال شیگلا سونئی

شده، ساخت واکسن ژنی کارامد به باکتری ضعیف IpaBو انتقال پلاسمید حامل ژن  IpaBود. دستیابی به بیان پروتئین ربه شمار می

 سازد.را علیه شیگلوز میسر می

شده و با هضم آنزیمی به  جدا PCR به روش شیگلا سونئی ةاز ژنوم سوی IpgC و IpaB ةهای کدکنندژن :کار روش و مواد

یبیان، آنت دییپس از تأ ه ووارد شد یسازی و بیانهای کلونسپس به داخل میزبان شد. وارد pBAD/myc-His B داخل ناقل

 د.وسترن بررسی ش یگذارآن به روش لکه ةژنیسیت

در  IpaBصورت گرفت. همچنین بیان ژن ترانکیت  IpaBبیان پروتئین و  IpaBهای بیانی حامل ژن ساخت سازواره ها:یافته

است که  IpaBبر بیان و پایداری  IpgCنقش چپرونی ژن  مؤید E.Coli یباکتردر  IpgCلة هیستیدینی در غیاب ژن کنار دنبا

 تلقی شود. IpaBتواند استراتژی مناسبی در راستای بیان می

حال این آمیز نبوده است و در عین های پروکاریوتی موفقیتدر سیستم IpaBبا توجه به اینکه تاکنون بیان  :گیرینتیجه

یة تحت کنترل در سو، امکان دستیابی به یک IpaBة شدی نقشی محوری دارد؛ با بیان کنترلباکترپروتئین در رفتار تهاجمی 

 مطالعات رفتارشناسی باکتری و نیز کاندید احتمالی برای تحریک سیستم ایمنی فراهم شد.

 

 نوترکیب، چپرون IpaB ،IpgC ،DNA، شیگلا سونئی  کلمات کلیدی:
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مهمقد
هوازی اختیاری، منفی، بی باسیل گرم یک شیگلا

خانوادة  به انسان ةروداین پاتوژن  غیرمتحرک و بدون اسپور است.

های تحتانی قسمت هایی کهباکتری انتروباکتریاسه متعلق است؛

و  باسیلی خونی اسهال و موجب کنندرودة بزرگ را آلوده می

 یهاویژگی به توجه با شیگلا .شوندمی عفونی یکولیت التهاب نوعی

 چهار شود؛ در میانبندی میطبقه گونه چهار به سرولوژی و جنس

 .تر استیافته شایعدر کشورهای توسعه شیگلا سونئی گونه،

( M-cellهای میکروفولد )ویژه سلولتلیال روده و بههای اپیسلول

 زایبیماری فاکتور یک IpaBروند. اولین هدف باکتری به شمار می

 گیریدر شکل که است عفونت روند در ضروری و چندمنظوره

. (1،2) دارد دخالتIII (T3SS ) نوع ترشحی سیستم ساختار

به  IpaBخود و با واسطة  IIIباکتری از طریق سیستم ترشحی نوع 

تلیال روده های اپیواقع در سطح سلول (CD44)های لکتین رشته

منفذ در غشای گیری در شکل IpaBچنین . همشودیممتصل 

ها و القای نکروز یا آپوپتوز و از بین بردن فاگوزومسلول هدف 

از طریق تولید چهار  شیگلا. باکتری های ایمنی نقش داردسلول
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سبب  IpaDو  IpaA ،IpaB ،IpaCهای پروتئین به نام

 ژنیآنتی IpaB. شودیمریختگی در غشای سیتوپلاسمی همبه

 .(1،8)است  شیگلا واکسن توسعة برای وهبالق

 نظر شکل بهسوزنی ایمجموعه که مانند T3SS ساختار

شود، میزبان با این باکتری آلوده می سلول رسد، زمانی کهمی

ی فاکتورهاکردن مانند سیستم انتقالی مهمی برای منتقل

 متشکل شکلسوزنی مجموعة این. کندعمل می شیگلازای بیماری

و ساختار  ترانس ممبران ساختار ایة سیتوپلاسمی،پ یک از

. است سلول باکتریایی سطح واقع در خارج از توخالی شکلسوزنی

 سیستم تواندمی و دارد قرار T3SS ساختار رأس در IpaB پروتئین

مطالعات  .(4،10)را کنترل کند  زای بیماریهادیگر پروتئین ترشح

Guichon  ناحیة ضروری و همکاران اطلاعاتی دربارةIpaB  برای

و سمیت سلولی  1-ی، اتصال به کاسپازفاگوزومزایی، فرار بیماری

 دومین از یاهیناح دهدیم نشان هابررسی این .داده است ارائه

های به سلول حمله برای( 310 - 430اسیدآمینة ) IpaB گریزآب

 .(9،14)است  لازم القای آپوپتوز وتلیال، فرار فاگوزومی اپی

برای  297 - 306 و 227 - 236 یجوهایرزناحیه با  مچنین دوه

ترشح و  تنظیم ،T3SSشکل ساختار سوزنی رأس در IpaB حفظ

همچنین طبق  گیری ساختار طبیعی منافذ لازم است.شکل

در  IpgCپروتئین گرفته نشان می دهد، تحقیقات صورت

یق دارد که از طر نقش IpaBگیری ساختار ثانویة پروتئین شکل

(، 51-72)رزیجو  IpgCسه دومین شامل دومین اتصالی پروتئین 

( و دومین 514-580و  110-170)رزیجو  coiled-coilدومین 

helix (240-280 رزیجو)  باعث تاخوردگی و پایداریIpaB  در

با اتصال به  که درواقع یک چپرون است IpgCشود. می باکتری

( CBD:Chaperone Binding domain) اتصال به چپرون دومین

IpaB (4،3) از پیوستن  شده و با جلوگیری آن موجب پایداری

( مانع تخریب IpaDو  IpaCدیگر ) یهاپروتئین موقع آن بهبی

IpaB  همچنین (4) شودیم شیگلادر سیتوپلاسم .IpaB عنوان به

شکل منجر ساختار سوزنی رأسدر  IpaCبه اتصال  IpgCگیرندة 

 غشای در IpaC و IpaB منافذی با مجموعة ،. پس از اتصالشودیم

 یهاپروتئین دیگر آن طریق از که شودمیزبان ایجاد می سلول

 به داخل سلول هدف منتقل خواهند شد. زابیماری

Barta بعدی کریستال موتیف سه همکاران ساختار و

به  که را معرفی کردند (104-224 ةاسیدآمین) IpaB پیچسیم

( همسانی Col E3و  Col Ia) Colicinین میزان زیادی با دوم

تولید  E.coliهای ساختاری دارد؛ باکتریوسینی که در برخی سویه

در  579-611و در تشکیل منافذ نقش دارد )اسیدآمینه  شودیم

Col Ia) (15)تمایز ساختاری و  پاتوژن و تکامل تواندمی . این نتایج

 قرار دارد، شیگلا هایی را که روی غشای باکتریپروتئین عملکردی

رابطة  شیگلا یهارو گونهدهد. ازاین توضیح مشترک جد یک از

از دیدگاه تکاملی، حتی  دارند. E. coli تکاملی نزدیکی با

 بررسی بیان در به حساب آورد.E. coli را نوعی شیگلا توانمی

 هایپروتئین بیان برای قوی رویکردی تواندیم E. coli باکتری

، با IpgCو  IpaB. همراه کردن ژن باشد شیگلاگونة  هترولوگ

در پلاسمید  IpaBبر بیان  IpgCهدف بررسی نقش چپرونی 

pBAD/myc-His B  انجام شد و بیان ژن در سویةDH5-α 

بر  IpgCنقش چپرونی  دییتأبررسی شد. به منظور  E. coliباکتری 

صورت به IpaB، طراحی توالی ژن IpaBپایداری پروتئین 

ترمینال آن -Nجفت بازی در سمت  300ن با حذف ناحیة ترانکیش

 pET28bو قراردادن در کنار دنبالة هیستیدینی در پلاسمید 

بررسی شد. بنابراین با  BL21(DE3) زبانیمانجام، و بیان ژن در 

نقشی محوری در رفتار تهاجمی  IpaBتوجه به اینکه پروتئین 

بی به باکتری کاندید ة آن برای دستیاشدی دارد، بیان کنترلباکتر

تواند های بیشتر میای است و بررسیواکسن، راهکار امیدوارکننده

یة تحت کنترل و کاندید احتمالی را برای سودستیابی به یک 

 تحریک سیستم ایمنی فراهم کند.

 هامواد و روش
 PCRواکنش 

از یک نوع  IpaBو  IpgCبرای تکثیر ناحیة کلاستر ژنی 

شود ( استفاده میRیک نوع پرایمر پسرو ) ( وFپرایمر پیشرو )

افزار شده در این پژوهش با نرم(. پرایمرهای استفاده1)شکل 

SnapGene  طراحی، و سپس در سرویس تحت وب

OligoAnalyzer  مشخص  1در جدول  مرهایپراارزیابی شد. توالی

انجام شد و  مرهایبا استفاده از پرا PCRشده است. ابتدا واکنش 

غییر شرایط واکنش، از جمله تغییر سیکل گرادیان، پس از ت

الگوی  DNAو تغییر کمیت  2MgClگرادیان دمای اتصال، غلظت 

در دستگاه  PCRشرایط بهینه ایجاد شد. شرایط دمایی واکنش 

برای هر دو ژن  PCRترموسایکلر به این صورت تنظیم شد. شرایط 

 رجه و سپسد 94دقیقه در  2صورت صورت یکسان و ابتدا بهبه

 72دقیقه در  4درجه،  53ثانیه در  30درجه،  94ثانیه در  20

ثانیه  30درجه،  94ثانیه در  20چرخه و بلافاصله  10درجه برای 

چرخه و در نهایت  15درجه برای  72دقیقه در  4درجه و  65در 

درجه انجام گرفت. پس از انجام واکنش محصولات  72دقیقه در  4

PCR 2276رده شد. در بررسی نتیجه، باند روی ژل آگارز ب 

 IpgC-IpaBرمزدرآورندة نوکلئوتیدی مربوط به قطعة ژنی به
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و سپس قطعات ژنی مدنظر از ژل بریده و با کیت  مشاهده شد

ساز در آزمایشگاه تهیه شده صورت دستکه به DNAاستخراج 

 برش اختصاصی ،توالی جایگاهبه دلیل وجود  بود، خالص شد.

، قطعات Rو  Fترتیب روی پرایمر به SacIو  NcoI هایآنزیم

 سنتزشده این دو جایگاه را در دو سوی خود دارند.

 

 IpgC-IpaBشده برای قطعۀ ژنی . پرایمرهای طراحی1جدول 

 نام پرایمر توالی طول محصول )جفت باز(

2276 
3’-TAAAGCAGACAAAAAGGAGACCCCATGGCTTATACTTA-5’ IpgC-F 

3’-CTAAGCAGTAGTTTGTTGCCTCGAGATGCATTCTCCTT-5’ IpaB-R 

 
 قرارگیری پرایمرها ۀو نحو Ipaتصویر شماتیک از اپرون  .1شکل 

 

 سازی و ساخت پلاسمیدهمسانه

( از مرحلة قبل در IpgC-IpaBآمده )دستبه PCRمحصول 

 (کایآمر کشور( Promegaشرکت  pGEM 5zfوکتور 

 pGCB با عنوان نوترکیب حاصلپلاسمید سازی، و همسانه

 E. coliة شداین پلاسمید به باکتری مستعد نامگذاری شد.
ها روی پلیت آگار حاوی انتقال یافت، سپس باکتری DH5-αسویة

 IPTG (1لیتر(، میکروگرم بر میلی 100) نیلیسبیوتیک آمپیآنتی

لیتر( کشت داده شد. بر میلی کروگرمیم 20) Xgal( و کرومولاریم

های سفید و آبی حامل پلاسمید، جداسازی، و از در ادامه کلونی

برای این منظور تعدادی کلونی سفید و  نظر حضور ژن بررسی شد.

طور جداگانه در محیط کشت آبی از روی پلیت برداشته شد و به

LB broth میکروگرم بر  100سیلین با غلظت نهایی حاوی آمپی

شت داده سلسیوس ک درجة 37ساعت در  16لیتر به مدت میلی

شد. سپس پلاسمید هر نمونه استخراج شد. به دلیل وجود جایگاه 

و  Rو  Fروی پرایمر  SacIو  NcoIهای محدودکنندة برش آنزیم

شده، برش در نتیجه انتقال این دو جایگاه به توالی قطعات کلون

های محدودالاثر روی آنزیمی پلاسمید با استفاده از این آنزیم

آبی انجام گرفت  های سفید وشده از کلونیپلاسمیدهای استخراج

های و نتیجه روی ژل مشاهده و مقایسه شد. در این بررسی کلونی

عنوان کنترل منفی در نظر گرفته شده است. در نهایت آبی به

های مثبت )سفید رنگ( برای تعیین توالی به تعدادی از کلونی

 آوران فرستاده شد.شرکت ژن فن

کلون و  یاست که برا هایییستمساز  pBADپلاسمید بیانی 

 پروموتر تحت و کاربرد دارد E.Coliدر  یبنوترک هایینپروتئ یانب

araBAD زمینه و بیانپس بیان شدید کنترل برای است که 

 هدف و با استفاده از القاگر غیرسمی آرابینوز پروتئین تدریجی

یانی شده به وکتور بدییتأاست. برای انتقال توالی  شده طراحی

pBAD  نوترکیبپلاسمید ابتدا pGCB  بیانی  پلاسمیدو

pBAD/myc-His Bةی محدودکنندهاطور جداگانه با آنزیم، به 

NcoI  وSacI  .سپس پلاسمیدهضم آنزیمی شد pBAD/myc-His 

B  های خورد و توالی ژنبرشIpaB  وIpaC  حاصل از هضمPgcb، 

 در ادامه پس از زی شد.ساو خالصاستخراج  با استفاده از ژل اگارز

 میآنزبا استفاده از  شدهها، قطعة برش دادهغلظت نمونهتعیین 

سازوارة . این دشوارد  pBAD/myc-His B پلاسمیدبه درون لیگاز 

 ةشدمستعد هایسلولبه  نامیده شد و در ادامه pBaCBبیانی 

فرایند و پس  دییتأبرای  .منتقل شد DH5-αسویة  E. coliباکتری 

پلاسمید های واجد شرایط، ها و انتخاب کلونیشت باکتریاز ک

 NcoIهای آنزیم وسیلةو بهنوترکیب حاصل با روش هضم آنزیمی 

 د.ش تعیین توالی DNAقطعة و برش خورد  SacIو 

 IpgCو  IpaB هایژن بیان

 هایسلول شد و به دهینامpBaCB  پلاسمید نوترکیب حاصل

به روش کلسیم کلراید  DH5-α سویة E. coliة باکتری شدمستعد

ی هاسلول به pBAD/myc-HisBپلاسمید انتقال . انتقال یافت

E.Coli شده ی ترانسفورمهاعنوان شاهد منفی به کار رفت. سلولبه

لیتر گرم در میلیمیلی 100 حاوی LB agar روی محیط کشت
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 ةدرج 37( و در کشور آلمان) Rocheشرکت  سیلینآمپی

لیتر میلی 5در  هایکی از کلونسپس شدند.  رشد داده سلسیوس

میکرولیتر از آن  200د. پس از کشت شبانه، شتلقیح  LBمحیط 

تازه و حاوی  LBلیتر از محیط کشت میلی 5حاوی  فالکونبه 

-pBAD/myc یحاوهمچنین کلون . انتقال داده شدسیلین آمپی

His B  عنوان کنترل منفی کشت داده شدبهنوترکیب فاقد ژن .

در  7/0 –8/0به جذب نوری تا زمانی که  ی کشت سلولیهامحیط

درجة سلسیوس و  37در دمای  ،برسند نانومتر 600طیف جذبی 

شد. سپس جهت بیان بالای انکوبه دور در دقیقه  200با سرعت 

درصد  2/0با غلظت  آرابینوزبیان ژن با افزودن ، پروتئین نوترکیب

و  ،انکوبه سلسیوس ةدرج 37ر های کشت دوباره دد. محیطش القا

 4 تا 1طی فواصل  نانومتر 600جذب نوری آنها در طیف جذبی 

 دقیقه پس از 30در فواصل زمانی صفر،  .گیری شدساعت اندازه

ساعت  16القا و  القا، چهار ساعت پس از القا، یک ساعت پس از

عنوان نمونه با سرعت به کشتلیتر از محیط میلی 5/1، القا پس از

حاصل های میکروبی رسوبدور در دقیقه سانتریفوژ شد و  5000

 5و به مدت  شد سوسپانسیون S.Bر از باف شدهدر مقادیر محاسبه

 10 سپسد. یحرارت د لسیوسس ةدرج 100دقیقه در دمای 

امید اکریلپلی درصد 5/12 میکرولیتر از هر نمونه روی ژل

 الکتروفورز شد.

 IpaB بیان ژن ترانکیت

و به منظور  pET28aاستخراج پلاسمید پس از 

به کمک  در آن، هضم پلاسمید IpaBسازی ژن ترانکیت همسانه

 IpaBصورت گرفت. قطعة ژنی ترانکیت  XhoIو  EcoRIدو آنزیم 

 استخراج شد. پس pBaCBکمک این دو آنزیم از پلاسمید  نیز با

 و EcoRI یهاآنزیم با pBaCB و pET28a پلاسمیدهای هضم از

XhoI، یباندها و شد برده آگارز ژل روی آنزیمی هضم محصول 

 از شدههضم IpaB ترانکیت ژن و و pET28a پلاسمید به مربوط

 شده و با هدفاستخراج یهانمونه از µl 7. شد استخراج ژل روی

شد. در  برده آگارز ژل روی سازیخالص و جداسازی فرایند بررسی

و پلاسمید  IpaBکیت دادن قطعة ژنی ترانادامه با مجاورت

در حضور آنزیم لیگاز، سازة بیانی نوترکیب  pET28aخوردة برش

tIpaB-pET28 28-پس از انتقال پلاسمید  .به دست آمدpET

tIpaB  ة شدباکتری مستعدبهE. coli سویة α-DH5 دییتأ، با هدف 

های از کلنی pET28aدرون پلاسمید  IpaBحضور ژن ترانکیت 

اده شد و پس از استخراج پلاسمید، هضم آمده، کشت ددستبه

tIpaB-28pET  های آنزیماستفاده از باIEcoR  وIXho  صورت

 E.Coliیباکتردر  IpaBگرفت. القای بیان ژن ترانکیت 

BL21(DE3)   با القاگرIPTG  37میکرومولار در دمای  1با غلظت 

درجة سلسیوس صورت گرفت. پس از چهار ساعت، تولید پروتئین 

امید ارزیابی اکریلدر باکتری با استفاده از ژل پلی IpaBیت ترانک

 شد.

 هایافته
 IpaC-IpaBسازی قطعۀ ژنی همسانه

، واکنش IpaBو  IpgCکدکنندة  هایژن تکثیربه منظور 

ی پلیمراز به کمک پرایمرهای اختصاصی صورت گرفت. در ارهیزنج

ژنی نوکلئوتیدی مربوط به قطعة  2276بررسی نتیجه، باند 

 تکثیر شد. پس از هضم پلاسمید IpgC-IpaBکدکنندة 

pGEM5zf  و قطعة ژنیIpgC-IpaB های با آنزیمNcoI  وEcoRI ،

ی مربوط به باندهامحصول هضم آنزیمی روی ژل آگارز برده شد و 

شده از روی ژل هضم IpgC-IpaBو ژن  pGEM5zfپلاسمید 

وی ژل آگارز برده شده رهای استخراجاز نمونه µl 7 استخراج شد و

شده و خطی pGEM5zfمربوط به پلاسمید  bp 3001شد. باند 

(. 2)شکل  مشاهده شد IpgC-IpaBمربوط به ژن  bp 2276باند 

، pGEM5zfبه پلاسمید  IpgC-IpaBپس از ورود قطعة ژنی 

 DH5αسویة  E. coli ةشدمستعد پلاسمید حاصل درون باکتری

بیوتیک حاوی آنتیگار انتقال داده شد و روی محیط کشت آ

( کرومولاریم 1) IPTGلیتر(، میکروگرم بر میلی 100سیلین )آمپی

از یک  پس شد و لیتر( کشت دادهبر میلی کروگرمیم 20) Xgalو 

رشد  pGCBسفید حاوی پلاسمید  -های آبیشبانه روز کلنی

و  Amp ،X-galهای سفید روی آگار حاوی رشد کلنی .یافت

IPTG حضور پلاسمید ة دهندنشانpGCB  دییتأاست، اما برای 

هضم پلاسمید  pGCBنهایی حضور ژن، پس از استخراچ پلاسمید 

 bpی با اندازة اقطعهصورت گرفت و  SacIو  NcoIهای با آنزیم

(. باند مربوط به این قطعه به 2شکل شد )از پلاسمید خارج  2307

های کمک کیت از روی ژل استخراج شد. پس از هضم پلاسمید

pBAD/myc-His B و pGCB های با آنزیمNcoI  وSacI محصول ،

ی مربوط به پلاسمید باندهاهضم آنزیمی روی ژل آگارز برده شد و 

pBAD/myc-His B  و قطعة ژنیIpgC-IpaB شده از روی هضم

شده روی ژل آگارز های استخراجاز نمونه µl 7ژل استخراج شد و 

 pBAD/myc-His Bه پلاسمید مربوط ب bp 4080برده شد. باند 

 IpgC-IpaBمربوط به قطعة ژنی  bp 2307شده و باند خطی

باکتری مستعددرون  pBaCBمشاهده شد. پس از انتقال پلاسمید 

آمده کشت داده دستهای به، از کلنیDH5-α سویة E. coliة شد

با  pBaCBشد و پس از استخراج پلاسمید، هضم پلاسمید 

 bp 2307ی به طول اقطعهصورت گرفت.  SacIو  NcoIهای آنزیم
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دهندة حضور قطعة ژنی مشاهده شد که نشانروی ژل آگارز قابل

IpgC-IpaB  درون پلاسمیدpBAD (. با توجه به 3شکل ) است

های در محافظت از پروتئین IpgCاثبات نقش چپرونی پروتئین 

IpaB  عملکرد چپرونی آن بر تولید شیگلادر باکتری ،IpaB 

پلاسمید نوترکیب  صورت بیان همزمان بررسی و مطالعه شد.به

pBaCB  درون باکتریE.Coli(DH5-α)  انتقال داده شد و روی

سیلین کشت داده شد. بیوتیک آمپیمحیط کشت آگار حاوی آنتی

 رشد pBaCB های حاوی پلاسمیدپس از یک شبانه روز کلنی

 سویة E. coliری در باکت IpaBو  IpgCهای بیان پروتئین یافتند.

DH5-α  به کمک القاگر  سلسیوس ودرجة  37در دمای

Arabinose  صورت گرفت. این سویه موتاسیونendA  دارد که

. کندیمغیرفعال  را DNA endonuclease I صورت غیراختصاصیبه

شود و پلاسمیدی می DNAاین موتاسیون سبب افزایش میزان 

 SDS-PAGEی ژل بخشد. در بررسکیفیت آن را بهبود می

با اندازة  IpaBو پروتئین  kDa 16 به اندازة حدودا   IpgCپروتئین 

kDa 63  تولید، و در نتیجه بیان پروتئینIpgC  وIpaB  آشکارا

 (.4مشاهده شد )شکل 

 
مارکر  -pGEM5zf 2پلاسمید  -IpgC-IpaB .3ژن  -1شده از ژل آگارز.هضم pGEM5zfو پلاسمید  IpgC-IpaBژن  . استخراج2شکل 

 pGEM-IpgC-IpaBپلاسمید  -pGEM5zf 3 پلاسمید -pGCB 2پلاسمید -1شده از ژل آگارز. هضم pGCBپلاسمید  ب: .DNA(1kb)وزنی 

 DNA(1kb)مارکر وزنی  - SacIو  NcoIهای با آنزیمشده هضم

 
 NdeI 3- pBaCBشده با هضم DNA .2- pBaCB(1Kb)مارکر وزنی  -1آنزیمی با هضم  pBaCBکلونینگ قطعۀ نهایی  دییتأالف.  .3شکل 

مارکر وزنی  -IXho .1و  IEcoRبا دو آنزیم  tIpaB-28pETکلونینگ قطعۀ نهایی با هضم آنزیمی  دییتأب.  .SacIو  NcoIشده با دو آنزیم هضم

(1Kb)DNA .2،3  4و- pET28-IpaB شده.هضم 

 
دقیقه  30بیان  -3بیان در زمان صفر.  -2مارکر وزنی پروتئین.  -DH5-α 1سویۀ  E. coli در باکتری IpgCو  IpaB های. بیان پروتئین4شکل 

 القا ساعت پس از 16بیان  -6القا.  بیان چهار ساعت پس از -5القا.  بیان یک ساعت پس از -4القا.  پس از
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 IpaB بررسی بیان ژن ناقص

رمزدرآورندة دنبالة بهبا توجه به طراحی اولیة توالی 

قرار گرفت و به منظور  IpaBهیستیدینی در انتهای ژن ترانکیت 

، آزمایش وسترن بلات با IpaBبیان پروتئین ترانکیت  دییتأ

 بادی علیه دنبالة هیستیدینی صورت گرفت و قطعةاستفاده از آنتی

مشاهده شد  kDa 20ی حدود ااندازهبا  IpaBناقص باند پروتئینی 

 (.5 )شکل

 
 IpgCچپرون پروتئین  نشدنمتصلترانکیت در پی  IpaBروتئین بیان پ ۀدکنندأییتحاصل از هضم آنزیمی  KDa 20 ۀبیان قطع .الف .5شکل 

 بیان دییتأ .القا. ب بیان چهار ساعت پس از-4بیان در زمان صفر.  -3کنترل منفی. -2مارکر وزنی پروتئین.  -E.Coli BL21(DE3) .1 یباکتردر 

 القا. بیان چهار ساعت پس از-4بیان در زمان صفر.  -3کنترل منفی. -2مارکر وزنی پروتئین.  -1ترانکیت به کمک وسترن بلات.  IpaBپروتئین 

 

 گیرینتیجهبحث و 
 اسهال هایی است که عامل ایجادباکتری از یکی شیگلا

همه به توجه با. رودجهان به شمار می سراسر در باسیلی خونی

 جدی مشکل به ، این باکتریشیگلازای بیماری طبیعت و یگیر

 در زاپلاسمید بیماری حضور. تبدیل شده است عمومی سلامت

بیان و  زافاکتورهای بیماری از بسیاری آن در که آلوده، انسان

 از بسیاری کار توأمان در. اهمیت دارد است، شده رهاسازی

 آلوده را میزبان وفقیتم تواند بامی شیگلا زا،فاکتورهای بیماری

 برای ضروری و چندمنظوره زایبیماری فاکتور یک IpaB. کند

مطالعات پیشین  .است تلیالاپی یهاسلول به شیگلا حملة

است که به  E. coliدر باکتری  IpaBبودن بیان دهندة ناموفقنشان

شده در سیتوپلاسم های ژن و پروتئین بیانرسد به ویژگینظر می

به سبب اثر تمایل کدونی سلول  IpaBشد؛ بیان پروتئین مرتبط با

زایی را صورت کم و حداقل مقداری که فرایند بیماریمیزبان به

دلیل به احتمالاو همین مقدار کم هم  شودیمفراهم کند، تولید 

سرعت از سیتوپلاسم حذف شود نداشتن سلول، لازم است بهتحمل

از  شودیم. تصور رودیمین وسیلة پروتئازهای سلولی از بکه به

شده در این پژوهش و برای سنتز میان راهکارهای مختلف استفاده

راهکار مناسبی  IpgC، بیان همزمان آن با چپرون IpaBپروتئین 

جهت تولید و ماندگاری به منظور مشاهده در مطالعه با ژل 

باشد، که در این پژوهش محقق شد و وکتور بیانی  امیدآکریل

، رفتاری شیگلاتواند با وارد شدن به میزبان نهایی یعنی حاصل می

 IpaBمشابه رفتار بیانی در اشریشیاکلی داشته و بیان تحت کنترل 

زایی با سلول را در پی داشته بیماری شدهو در نتیجه رفتار کنترل

بیان آنها در  ،هابیان ژن ریهای بررسی تأثیکی از روشباشد. 

ثری ؤروش م تواندیکه م استهترولوگ های غیرهمسان یا سیستم

داده نشان ژنومی  وتحلیل. تجزیهها باشدتعیین عملکرد ژن برای

 دارد. کلی اشریشیا رابطة تکاملی نزدیکی با شیگلا یهاگونه است

به حساب  E. coli را نوعی شیگلا تواناز دیدگاه تکاملی، حتی می

 IpaBپایداری  بر بیان و IpgC. بنابراین نقش چپرونی ژن آورد

با دستیابی  .بررسی شد صورت هترولوگبه E. coliابتدا در باکتری 

به  IpaB، امکان انتقال پلاسمید حامل ژن IpaBبه بیان پروتئین 

 .Sشده منظور ردیابی اثر بیان بر پاتوژنز باکتری نوترکیب ضعیف

sonnei∆IpaB  که در بانک سلولی دانشگاه صنعتی مالک اشتر

نقشی  IpaBبا توجه به اینکه پروتئین  ، تسهیل شد.وجود دارد

ة آن برای شدی دارد، بیان کنترلباکترمحوری در رفتار تهاجمی 

ای است و کنندهدستیابی به باکتری کاندید واکسن، راهکار امیدوار

یة تحت کنترل و سوتواند دستیابی به یک های بیشتر میبررسی

یک سیستم ایمنی فراهم کند. نیز یک کاندید احتمالی را برای تحر

های گذشته بررسی مطالعات دیگر محققان نشان داد، در پژوهش

های پروکاریوتی ارائه در سیستم IpaBگزارشی از بیان پروتئین 

ی پروتئازهابه دلیل اثر  IpaBنشده است. ناپایداری پروتئین 



1397آبان  - مهر▐ 4 ةشمار 12 سال▐شناسی پزشکی ایران میکروب ةمجل  

267 

 

چپرونی  IpgCدهد ها نشان مییابد. بررسیسلولی وقوع میدرون

 51-72در رزیجو ( CBD) اتصال به چپرون به دومین که است

می شیگلادر سیتوپلاسم  IpaBاز تخریب  مانع IpgC چسبد.می

دخیل در  یهادیگر پروتئین آن به هنگامنابهشود و از پیوستن 

. در مقالات (4) کندرا پایدار می IpaBپاتوژنز جلوگیری کرده و 

یاد شده است که با مهار  عنوان چپرونیبه IpgC، از 2009سال 

های تولیدشده سبب تخریب پروتئین توانندیمپروتئینازهایی که 

در باکتری شوند، موجب افزایش پایداری این پروتئین در سلول 

رمزدرآورندة های به. در پژوهش بیان همزمان ژن(3) شودیم

IpaB  وIpgC به منظور بررسی اثر چپرونی پروتئین ،IpgC  بر بیان

IpaB  وضوح درجه صورت گرفت و بیان هر دو ژن به 37در دمای

 مشاهده شد.

، IpaBبا هدف افزایش پایداری  IpgCرآورندة به رمزد توالی

و  IpgCرفت، حضور همزمان استفاده شد و همانگونه که انتظار می

IpaB  در باکتریE. coli  تحت پروموتر القاپذیر پلاسمیدpBaCB 

با وزن مولکولی  IpgCو  kDa 63را با وزن مولکولی  IpaBبیان 

kDa 16 .نقش چپرون پروتئین  در پی داشتIpgC  بیان در

روی ژن ترانکیت  IpgCپروتئین و درنتیجه نبود دومین اتصال 

IpaB  و در نهایت تولید پروتئینKDa20  آزمایش وسترن  دییتأبا

 بلات انجام شد.

با استفاده از پروموتر  IpaBو  IpgCهای ژندر این مطالعه 

araBAD در نهایت با دستیابی به کلون و بیان شد.  ،با موفقیت

ة این پروتئین در شرایط بیان هترولوگ و نیز تعمیم ستردگتولید 

شرایط بیانی اعم از وکتور و پروموتر مناسب به باکتری غیربیماری

، امکان دستیابی به کاندید احتمالی واکسن S. sonnei∆IpaBزای 

 .(5)برای مطالعات آتی فراهم آمد  شیگلا سونئی

 سپاسگزاری
ارشد مصوب کارشناسی نامةاین مقاله برگرفته از پایان

شورای آموزشی دانشگاه صنعتی مالک اشتر است. از گروه 

سازی خاطر فراهممهندسی ژنتیک دانشگاه صنعتی مالک اشتر به

 شود.های پژوهشی سپاسگزاری میامکانات و حمایت

 تعارض منافع
 بین نویسندگان تعارض در منافع گزارش نشده است.
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