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يك پاتوژن مهم انسان و حيوان است كه  E.coli O157:H7 باكتري
در انسان موجب بروز اسهال خونريزي دهنده و سندرم اورمي همولتيك 

)HUSهاي ميزبان اولين گام در تثبيت اين شود. اتصال به سلول) مي
و از طريق  III (T3SS) واسطه سيستم ترشحي نوع هباكتري است كه ب

 EspAگيرد. در اين ميان هاي ترشحي صورت ميميانكش بين پروتئين
دهنده سيستم ترشحي است و ارتباط تنگاتنگي  عنوان جزء اصلي تشكيل به

فيلم باكتريايي دارد. وباكتري به سلول ميزبان و تشكيل بي با اتصال اوليه
EspA زاي يك ايمنيگرفتن در غشاء باكتري، به سبب ساختار خود و قرار

نيز پروتئيني است كه پس از بيان در باكتري و از طريق Tirباشد. قوي مي
T3SS شود و نقش مهمي به سلول ميزبان منتقل و در غشاء آن مستقر مي

در اتصال باكتري به ميزبان دارد. هدف از اين تحقيق ساخت سازه ژني كه 
قال آن به درون گياه و انت) بوده EspA-Tirداراي فاكتورهاي فوق الذكر (

باشد. در راستاي ساخت واكسن خوراكي كارا بر عليه باكتري  هدف مي
ژني دو  هاي بيوانفورماتيكي سازه. پس از بررسيO157:H7 اشريشيا كلي

كننده پپتيدي به يكديگر متصل و ژن توسط رابط جدا espA-tirقسمتي و 
ها براساس گياه  كدونسازي  طور مصنوعي ساخته شد. پس از بهينه ها به آن

در ناقل بياني گياه كلون گرديد.  CaMV35Sتنباكو، تحت كنترل پروموتر 
هاي آن انجام گرفت. آناليززايي گياه تنباكو با  سپس تراريختي و باز

نظر وارد و بيان مربوطه در گياه موردهاي  شده مشخص كرد كه ژن انجام
 .گرددمي

 
، O157:H7 ،EspA اشريشيا كليواكسن خوراكي،  :هاي كليدي واژه

Tir 

 
 

E. coli O157:H7 is an important zoonotic pathogen that 
causing severe gastrointestinal disease such as hemorrhagic 
diarrhea and hemolytic uremic syndrome. The first step of 
bacterial pathogenicity is, attaching to the host cell. EspA is a 
protein molecule and forms as  filamentous  structure  that is 
transiently expressed on the outer membrane surface and 
interacts with the host cell during the early stage adhesion and 
forms bacterial biofilm, this filamentous structure make it a 
strong immunogenic. Tir is bacterial protein that translocated 
to host cell after expression in the bacteria by type III secretion 
system (T3SS) and integrated in to host cell membrane. 
Intimin can attach to the host cell by conducting to Tir. The 
purpose of this study is constructing bivalent gen which 
contains virulence factor mention before and transferring in to 
target plant in order to production edible vaccine against E. 
coli O157:H7.After bioinformatics investigation the two 
bivalent gen construction (espA-Tir,) were attached by peptide 
linker, and the gens were constructed. After codon 
optimization based on tobacco; construction were cloned in 
expression vector which contains CaMV35s promoter. After 
transformation and regeneration, the expressions of transgenes 

were showed in analysis. 

 
Keywords: Edible vaccine, E.coli O157:H7, Tir, EspA 

 

 در  O157:H7از باكتري اشريشيا كلي EspA- Tir توليد پروتئين دوگانه 
 (Nicotiana tobbacum) توتونگياه 
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 مقدمه
 Enterohaemorrhagic)انتروهموراژيك اشريشيا كلي 

Escherichia coli: EHEC)  سويهO157:H7  باكتري
عنوان يكي  شده و به گرم منفي است كه در روده بزرگ كلونيزه

شود. اين باكتري سبب هاي انساني شناخته ميپاتوژناز 
خونريزي دهنده و حتي مخاطرات جاني ناشي از  اسهال، روده

 ,.Murphy et al)شود ) ميHUSسندرم اورمي همولتيك (
. موارد ابتلا به عفونت با اين باكتري، اولين بار از (2007

تري دگي به اين باككشورهاي غربي گزارش شده است. اما آلو
ا نبوده و موارد ابتلا به آن از سراسر جهان از م محدود به كشور

 ,Aslani and Bozari)جمله ايران نيز گزارش شده است 
2003; Shekarforoush et al., 2008) .ها از اين سويه

ها حيواناتي شوند و مخزن اصلي آنحيوانات مختلفي جدا مي
از  EHECهاي مانند گاو و گوسفند است. راه انتقال سويه

هاي لبني و گوشتي باشد. فرآوردهطريق آب و غذاي آلوده مي
خصوص  ترين منبع آلودگي انسان بهآلوده اين حيوانات، مهم

 ,Clarke)شود يافته محسوب ميدر كشورهاي توسعه
سويه  EHEC. موارد ابتلا به عفونت باكتري (2001

O157:H7 غربي  در كشورهاي  2000تا  1994هاي در سال
شده در تقريباً به دو برابر رسيده است. در بررسي انجام

هاي درصد گوشت 28)، در  2000كشورهاي اروپايي (در سال 
 ,.Stevens et al)گاو آلودگي به اين باكتري مشاهده شد 

2002; Murphy et al., 2007) اهميت اقتصادي .
يق ها و امكان انتقال اين باكتري به انسان از طردامداري

هاي لبني و گوشتي آلوده، يافتن روشي موثر مصرف فرآورده
براي پيشگيري و كنترل گسترش آلودگي اين باكتري در 

ها را ضروري ساخته است. اهميت پيشگيري از آنجا ناشي  دام
زايي هاي معمول سبب تشديد بيماريشود كه آنتي بيوتيكمي

مناسب براي رو يافتن جايگزين  شوند. از ايناين باكتري مي
كنترل اين عفونت اهميت بالايي دارد. واكسيناسيون يكي از 

باشد. گرچه در حال حاضر هيچ واكسن ها مياين از روش
 وجود ندارد ،صورت باليني قرار گيردموفقي كه بتواند به

(Fan et al., 2011)شده هاي كد كه پروتئين. از آنجايي
 EHEC شدننقش كليدي در كلونيزه LEEهاي توسط ژن

بيشتر بر  EHECواكسن عليه   ها براي تهيهدارند، تلاش
ها متمركزبوده است  وسيله محصولات اين ژن هزايي بايمني

(Stephenson, 1998). EHEC  چندين عامل
گردد. شدن آن ميكند كه سبب كلونيزهزايي توليد مي بيماري

به سلول ميزبان انتقال  TTSSبسياري از اين فاكتورها توسط 

باشد كه ارتباط مي TTSSجز اصلي  EspAيابد. مي
باكتري به سلول ميزبان و تشكيل  تنگاتنگي با اتصال اوليه

صورت پليمريزه كانالي بيوفيلم باكتريايي دارد. اين پروتئين به
عنوان يك رابط در رساندن افكتور كند و به(پيلي) را ايجاد مي

كند، اينتيمين پروتئيني سلول ميزبان عمل ميها به پروتئين
است كه داخل غشاي خارجي باكتري قرار دارد و در چسبيدن 

هاي روده ميزبان نقش به سلول EHECو اتصال باكتري 
 Dzivia, 2004; Van Diemen)مهمي را بر عهده دارند 

et al., 2005).  Tir مولكول باكتريايي است كه از طريق
TTSS زبان انتقال يافته و پس از پردازش روي به سلول مي

شود به اين سطح سلول ميزبان آماده دريافت ليگاند خود مي
روي سطح داخلي   Tirترتيب باكتري با اتصال اينتيمين به

 Potter)شود تليوم روده بزرگ ميزبان سوار و كلونيزه مي اپي
et al., 2004).  با توجه به نقشي كه اين اجزاء بر عهده

كننده باكتري به دارند، جلوگيري از عملكرد سيستم متصل
زايي باكتري را در مراحل اوليه متوقف  تواند بيماري ميزبان مي

هاي توليدشده بر عليه اين باكتري به طوركلي واكسنكند. به
و در مطالعات  (McNeilly et al., 2011)صورت تزريقي 

 Lal et)گيرد  صورت خوراكي مورد استفاده قرار ميجديد به
al., 2007)زا،  هاي جديد توليد و ارائه مواد ايمني . در سيستم

0Fهاي خوراكي واكسن

طور عمده شامل اجزايي از گياهان به 1
نظر را در ژن مورد باشند آنتي ه كه قادر ميتراريخت بود

استفاده از  هاي خوراكي خود توليد كنند. مزيت عمده بافت
بودن فرآورده حاصل از ها، سالم ژن گياهان براي توليد آنتي

باشد. يك گياه  هاي انساني مي زا آلودگي به بيماريها و عدم آن
آل براي توليد واكسن خوراكي بايد توانايي تراريخت و  ايده

شدن را داشته و قابليت مصرف بخشي از گياه كه باززايي
شدن ميسر باشد حاوي پروتئين نوتركيب است بدون پخته

(Judge et al., 2004; Amani et al., 2011) در .
 ، اينتيمينTirزاي پروتئين سه قسمتي كارهاي پيشين، ايمني

در مدل موشي بررسي شد. در ادامه براي پاسخ به  EspA و
هاي كوچكتري  كارگيري بخش توان با به اين سؤال كه آيا مي

ژن (ژن دو قسمتي به جاي سه قسمتي) به همان  از آنتي
 قسمتيفت، گياه تراريخت حاوي ژن دو نتيجه دست يا

espA-tir هاي پژوهش ه شد. در اين تحقيق و در ادامهساخت
كه بوسيله رابط  espA-tir قسمتيپيشين، سازه ژني دو 

جداكننده به يكديگر متصل شدند در گياه تنباكو بيان گرديد. 
فرضيه اين تحقيق بر اين پايه استوار است كه با استفاده 

                                                                           
1. Edible Vaccine  



 3 ... ز باكتري اشريشيا كليا EspA- Tirتوليد پروتئين دوگانه  :و همكاران ملكي 

گردند ايمني  اين دو سازه ژني كه در گياه بيان ميخوراكي از 
 O157:H7 عليه باكتري اشريشيا كليهومورال و مخاطي بر 

 ايجاد خواهد شد. 
 

 ها مواد و روش
طراحي  Oligo5افزار آغازگرهاي مورد استفاده توسط نرم

 Pfuآوران (ايران) تهيه گرديد  و از طريق شركت ژن فن
DNA polymerase از شركتRoche (آلمان) و آنزيم 

Taq DNA polymerase ،dNTPهاي  ، آگارز، آنزيم
 Fermentasاز شركت  pJETمحدودگر، كيت كلونينگ 
محيط  هاي استفاده شده براي تهيه (روسيه) تهيه شد. هورمون

) و نفتالين استيك BAPكشت از جمله بنزيل آمينو پورين(
تمامي  (آلمان) تهيه شد. Fluka) از شركت NAAاسيد (
ها،  بيوتيك كار گرفته شده جهت تهيه آنتي ههاي ب روش
هاي  هاي كشت، سلول ، محيطDNAگيري غلظت  اندازه

 مستعد، تخليص و هضم آنزيمي پلاسميد، تخليص 
 محصول هضم آنزيمي، الحاق قطعه هدف در ناقل، 

 هاي  اساس كتب مرجع در روش  ها بر غربالگري كلوني
 Russel and) شد امآزمايشگاهي مولكولي انج

Sambrook, 2004). 
0B ساخت و تكثير از طريق واكنشPCR 

 توسط tirو  espA (eit) ،eaeاز ژن سه قسمتي 
Amani et al. (2009) سازي نموده بودند، به تهيه و بهينه

استفاده  espA-tir (et)ژني  عنوان الگو براي ساخت سازه
دو قسمتي با استفاده از  گرديد. به منظور جداسازي سازه

آغازگرهاي اختصاصي طراحي شد. جهت  Oligo 5افزار  نرم
 XbaIهاي  هاي دوتايي، جايگاه برش براي آنزيمگ ژننكلوني

 KDELبه همراه توالي اسيدآمينه  SacIو  5'براي انتهاي 
و  espAطراحي گرديد. جهت اتصال دو قطعه  3'براي انتهاي 

tir  طراحي شد تا بتوان از طريق تكنيك اي آغازگر به گونه
SOEing PCR  اين دو را به يكديگر متصل كرد پرايمرها

 pfuآورده شده است. جهت تكثير قطعات از آنزيم  1در جدول 
DNA polymerase )Fermentas  (استفاده روسيه

  گرديد.
 

 tirو  espAطراحي پرايمر براي ساخت سازه ژني حاوي  -1جدول 
5'-TCTAGAGCCACCATGGCTGATATGAAC-3' Forward espA 
5'-CTTAGCAGCAGCCTCCTTAGCTGC-3' Reverse espA   
5'-GAGGCTGCTGCAAAAGAGGCTG-3' Forward tir    
5'-GAGCTCTCAAAGCTCATCCTTTCCAGC-3' Reverse tir    

 
1B تهيه سازه ژنيpBI121-et   

در ناقل  SOEing PCRمحصول  et سازه براي تهيه
pJET كردن قطعات با انتهاي صاف كه مخصوص كلون

درجه  22استفاده گرديد. واكنش اتصال در دماي  ،است
دقيقه صورت گرفت. همزمان، ناقل  30مدت  گراد و به سانتي

pBI121  از درون باكتري اشريشياكليDH5α  به روش ليز
) XbaI/SacIقليايي استخراج گرديد و هضم آنزيمي آن (

گراد و  درجه سانتي 37مطابق با روش استاندارد و در دماي 
ساعت انجام شد. در اين مرحله و با اين هضم  3مدت  به

) به وزن تقريبي gusآنزيمي، ژن گزارشگر بتا گلوكورونيداز (
باز از بدنه ناقل خارج و بدنه ناقل با استفاده از كيت  جفت2000

نظر نيز با مورد استخراج از روي ژل آگارز تخليص شد. قطعه
خارج و با استفاده از ناقل  pJET-etهضم آنزيمي از ناقل 

pBI121  .برش خورده واكنش اتصال قطعات انجام گرفت
 و در شرايطنتيجه الحاق به درون ميزبان اشريشيا كلي منتقل 

نظر انتخاب گرديد. پس از اطمينان از هاي مورد مناسب، كلوني
آگروباكتريوم مراحل اتصال، پلاسميد استخراج و به باكتري 

) منتقل Agrobacterium tumefaciens( فاشينس تومي

و  pBI121-etهاي حاوي سازه هايباكتريومگروآگرديد و 
pBI121-ei جداسازي گرديد. 

2B گياه و باززايي آنانتقال ژن به 
براي تهيه ريزنمونه مناسب از گياه تنباكو ابتدا بذور تنباكو 

)Nicotiana tobbacum رقم (Samsun عفوني و را ضد
انتقال داده  MSاستريل نموده، سپس جهت كشت، به محيط 

درجه  28لوكس و دماي  1000ها در شرايط نوري نمونه شد.
 .(Amani et al., 2011)گراد در گلخانه قرار گرفتند  سانتي

براي تراريخت pBI121-etآگروباكتريوم نوتركيب واجد 
هاي تنباكو استفاده شد. براي اين منظور نمودن ريزنمونه

 فاشينس تومي آگروباكتريومكشت شبانه از 
)Agrobacterium tumefaciensمناسب   ) در غلظت

 50ليتر و ريفامپيسين ميكروگرم در ميلي 50كانامايسين
هاي رشديافته در  ليتر انجام شد. باكتري يكروگرم در ميليم

گراد سانتريفوژ شدند و به رسوب حاصل  درجه سانتي 4دماي 
استريل بدون قند اضافه  MSليتر محلول  ميلي 5-10مقدار 

) آن در OD: Optical Densityگرديد تا جذب نوري (
و هاي استريل  برسد. از برگ 5/0نانومتر به  600طول موج 
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متر سانتي 1×1جوان يك ماهه تنباكو برش قطعاتي به ابعاد 
هاي صورت جداگانه به درون سوسپانسيون تهيه شد و به

دقيقه در اين شرايط باقي  10مدت  باكتري انتقال يافتند تا به
كشتي حاوي  ها به محيط همبمانند. پس از آن، ريز نمونه

 BAP 2 گرم در ليتر و ميلي NAA 1/0 هاي هورمون
ساعت در دماي  48مدت  انتقال يافتند و به گرم در ليتر ميلي

گراد در تاريكي نگهداري شدند. سپس  درجه سانتي 24
گر با غلظت مناسب  ها براي باززايي به محيط گزينشريزنمونه

گرم  ميلي 200گرم در ليتر و سفوتاكسيم  ميلي 50كانامايسين 
روز بعد از  14ند. تا كالوس توليد نماي در ليتر منتقل شدند

ها شروع به باززايي ها از كالوس تشكيل كالوس، شاخساره
ها جهت  هاي اوليه اين جوانه كردند. پس از ظاهرشدن برگ

وي همان محيط قبلي تر به درون شيشه و بر ر رشد كامل
هاي  زايي هورمون منظور ريشه و در ادامه به انتقال يافتند

BAP  وNAA پس از رشد  را از محيط كشت حذف و
ها، گياهان به خاك منتقل شدند و در نهايت پس از  ريشه

 دهي بذر دو سري گياه تراريخت حاصل گرديد. گل
3B تأييد تراريختي گياهان تنباكو از طريقPCR 

ژنومي دو گروه گياه تراريخت با استفاده  DNAاستخراج 
 Amani et)سازي شده استخراج ژنوم از گياه از روش بهينه
al., 2010) صورت گرفت. با استفاده از ،DNA  ژنومي

گياهان تراريخت و با آغازگرهاي اختصاصي ژن مربوطه 
 1بر روي ژل آگارز  PCRانجام و محصول  PCRآزمون 

آميزي اتيديوم برومايد مورد ارزيابي قرار  درصد و با رنگ
 گرفت.

4Bتأئيد بيان ژن ساختار ژنيET  در سطح رونويسي از
 RT-PCRطريق 

كيت كمك بهتام از گياه تراريخت  RNAاج استخر
RNX–PLUS ،(شركت سيناژن)  صورت گرفت و در ادامه

 Reverse)بردار معكوس با استفاده از آنزيم نسخه
Transcriptase)  و آغازگرهاي اختصاصيcDNA تك

اي با تك رشته cDNAاي تهيه شد سپس از روي رشته
نتايج در  اي ساخته شد.دو رشته PCR ،cDNAكمك روش 

 قابل مشاهده است. 4شكل 
5Bشده در گياه با عيين غلظت پروتئين نوتركيب توليدت

 ELISAاستفاده از روش 
) توليد شده در باكتري ET )rETپروتئين نوتركيب 

 Amani)، بود ELISAبا استفاده از تكنيك  اشريشيا كلي
et al., 2010)  نانوگرم تهيه  2ميگروگرم تا  5سريال رقت از

) گرديد سپس با استفاده از coatدر كف پليت تثبيت ( شد و
كه قبلاً اثبات شده بود تك تك  EITبادي بر عليه  آنتي

 ETكند، نمودار استاندارد پروتئين قطعات را شناسايي مي
) رسم شد.در ادامه پروتئين تام Tirو  EspA(پروتئين دوگانه 

برادفورد  از گياه تراريخت استخراج شده و با استفاده از روش
)Bradford ميكروگرم  5) غلظت آن محاسبه گرديد. ميزان

بارگذاري شد  ELISAاز پروتئين تام گياه تراريخت در پليت 
) EIT )Amani et al., 2011بادي  و با استفاده از آنتي

دست آمده از  به ODانجام گرفت مقادير  ELISAواكنش 
را در نمودار استاندارد قرار داده شد  ELISA readerدستگاه 

توليد شده  ETاساس آن ميزان غلظت پروتئين نوتركيب  و بر
 در گياه محاسبه گرديد. اين آزمون با سه بار تكرار انجام شد.

 
 نتايج

6B تكثير ژن دو قسمتي etآن در ناقل كلون و )pJET( 
با ترجيح  tirو  espA ،eae ژن كايمريك سه قسمتي 

) براي Amani et al., 2011عنوان الگو (ه بهكدوني گيا
كمك  با  espA-tirقسمتي  تهيه و تكثير ژن كايمريك دو

 سپس در ناقل تهيه و تكثير شدند. SOEing PCRواكنش 
pJET محصول اتصال از طريق شوك حرارتي  .كلون گرديد

انتقال داده  DH5α مستعد اشريشيا كليبه درون سلول 
هاي رشديافته در شدند. حضور قطعات ژني موردنظر در كلوني

تائيد  PCRبيوتيك، با استفاده از محيط انتخابي حاوي آنتي
سپس استخراج پلاسميد انجام شده و هضم آنزيمي با  شد.

هاي مربوطه  هاي دو سر ژن جهت تأييد كلون كمك آنزيم
 ).1صورت گرفت (شكل 

 

 
(الف)  pJET-etو هضم آنزيمي سازه ژني  PCRنتايج  -1شكل 

) 1: ستون  pJET-et يد حضور سازهأيبراي ت PCRمحصول كلوني
) 7 ستون etژن  PCR) محصول 6-2،  ستون  DNA نشانگر اندازه

كنترل منفي (ب) محصولات هضم آنزيمي بر روي چند پلاسميد 
،  DNA) نشانگر اندازه 1ستون  :pJET-etژن  نوتركيب حاوي سازه

هاي  برش خورده با آنزيم pJET-et) پلاسميد 4-2  هايستون
XbaI  وSacI. 
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7Bسازي ژن كايمريك  زير همسانهet  ،در ناقل بياني گياه
pBI121 و انتقال به داخل آگروباكتريوم 

كه داراي پروموتر عمومي  pBI121از ناقل  
CaMV35S باشد جهت بيان ساختار ژني ميet  در كل گياه

و ناقل  pBI121صورت گرفت. براي اين منظور ناقل 
 SacIو  XbaIحاوي سازه ژني با دو آنزيم  pJETنوتركيب 

سازي قطعه مورد نظر واكنش اتصال و  هضم و پس از خالص
عمل انتقال پلاسميد نوتركيب به درون سلول مستعد اشريشيا 

 ).2شوك حرارتي صورت گرفت (شكل از طريق  DH5αكلي 
نوتركيب به داخل آگروباكتريوم انجام و  pBI121انتقال 

 PCRهاي نوتركيب از طريق  هاي ژني در باكتري حضور سازه
يد گرديد. ائاي اختصاصي ارزيابي و حضور ژن تبا آغازگره

هاي استاندارد  مراحل تراريختي و باززايي نيز طبق روش
 انجام شد.ها)  (بخش مواد و روش

 

 
هاي حاوي  از كلون PCRالگوي الكتروفورز محصول  -2 شكل

 pBI121و محصول هضم آنزيمي  etقطعه دوگانه دو قسمتي 
و  XbaIبا دو آنزيم  etنوتركيب حاوي قطعه دوگانه دو قسمتي 

SacI كنترل منفي، 1 بر روي ژل آگارز يك درصد. (الف) ستون (
حاوي قطعه   كلون PCR) 3  ، ستون DNA) نشانگر اندازه 2ستون 

) 2  ستون DNA) نشانگر اندازه 1دوگانه مورد نظر. (ب) ستون 
حاوي  pBI121) پلاسميد 3  برش نخورده ستون pBI121پلاسميد 

 SacI.و  XbaIهاي  برش خورده با آنزيم etقطعه دوگانه دو قسمتي 
 

8Bكشت بافت و تراريختي گياه تنباكو 
اي) براي تهيه  كو (سه هفتههاي جوان تنبا از برگ

نظر به گياه استفاده هاي ژني موردنه جهت انتقال سازهريزنمو
براي  -et  pBI121شد. آگروباكتريوم نوتركيب حاوي سازه

ها به محيط انتقال سازه ژني استفاده شد و سپس ريز نمونه
ها مراجعه  كشتي حاوي هورمون (به بخش مواد و روش هم

ساعت در اين محيط  48مدت  و به شود) انتقال داده شد
هاي اوليه اين نگهداري شد. پس از ظاهرشدن شاخساره

ها انتقال يافتند  تر به درون شيشه جهت رشد كامل  هاريزنمونه
گياه رشد كافي نموده و تبديل به گياه كامل  10در نهايت 

 ).3شدند (شكل 
 

9Bتجزيه و تحليل مولكولي گياه تراريخت 
10B آزمونPCR ژني در گياهان  ور اثبات حضور سازهمنظ به

 شده تراريخت
استخراج  et، DNA گياهان تراريخت حاوي ژن از بافت

با  PCRخالص شده واكنش  DNAگرديد. با استفاده از اين 
نشان  4انجام نتايج در شكل  etآغازگرهاي اختصاصي ژن 

 داده شده است.
11B بررسي بيان ساختار ژنيET  در سطح رونويسي به

 RT-PCRروش 
 RNA تام از بافت گياهان تراريخت استخراج گرديد و از

اي استفاده تك رشته cDNAآن به عنوان الگو براي توليد 
اي از آغازگرهاي تك رشته cDNAگرديد. جهت تهيه 

تك  cDNAاستفاده شد. در ادامه از  RTاختصاصي و آنزيم 
اي دو رشته cDNA اي عنوان الگو جهت ساخترشته

 داده شده است. اننش 5شد. نتايج در شكل  استفاده
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 مراحل انتقال سازه ژني به گياهان تنباكو، جداسازي گياهان تراريخت از غير تراريخت -3شكل 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ژنومي  DNAبر روي  PCRرز محصول والگوي الكتروف -4شكل 

استخراج شده از گياهان تراريخت با استفاده از آغازگرهاي 
) نشانگر 1بر روي ژل يك درصد. ستون  eiو  etهاي اختصاصي ژن

با استفاده از پلاسميد  PCR) محصول 2، ستون DNA اندازه
از  PCR) محصول 8-3نوتركيب به عنوان كنترل مثبت، ستون 

DNA هاي گياهان تراريخت، واجد ژنet محصول 9، ستون (PCR 
عنوان كنترل  تراريخت به ژنومي از گياه غير DNAبا استفاده از 

 باشند. منفي مي
 

 
ستون  از گياهان تراريخت: RT-PCRمحصول واكنش  -5شكل 

گياهان اي تك رشته cDNAبا استفاده از  PCR محصول 3و  2،1
)، Mix Fermentasلكولي (و) نشانگر وزن م4 ستونتراريخت، 

 etپلاسميد حاوي ژن با استفاده از  PCR) محصول 5ستون 
با استفاده از  PCR محصول) 6عنوان الگو (كنترل مثبت) ، ستون  به

cDNA گياهان غيرتراريخت.اي تك رشته 

12B بررسي ميزان توليد پروتئين نوتركيبET  در گياهان
 تراريخت

، از مقدار ETبراي بررسي ميزان بيان پروتئين نوتركيب 
مشخصي برگ گياه تراريخت جهت استخراج پروتئين تام 

 TSP: Totalاستفاده شد و مقدار پروتئين محلول تام (
Soluble Protein:به روش برادفورد تعيين گرديد. در ( 

 ELISAهاي  ميكروگرم از اين پروتئين درون چاهك 5ادامه 
شده در مطالعات قبلي توليد EITبادي عليه  تثبيت شد. آنتي

(Amani et al., 2010)  براي بررسي حضور پروتئين مورد
دست آمده با  هاي به ODنظر استفاده شد. در اين آزمون 

مقايسه گرديد. نتايج نشان داد كه  ELISAنمودار استاندارد 
هاي برگ  درصد از كل پروتئين 8/0در بهترين حالت ميزان 

است. نتايج اين تجزيه و  ETمتعلق به پروتئين نوتركيب 
 ).6حليل بر روي هفت گياه انجام شد (شكل ت

 
 بحث

زاي آن و توجه به و شدت بيماري EHECشيوع جهاني 
زاي آن را هاي مرسوم شدت بيمارياين نكته كه آنتي بيوتيك

سازد. دهند، اهميت پيشگيري را برجسته ميافزايش مي
ري از يهاي پيشگشيوه ثرترينؤمواكسيناسيون يكي از 

هاي زيادي جهت تهيه رو تلاش باشد. از اينها مي عفونت
هاي صورت گرفته است. واكسن  EHECواكسن عليه

خطر شدت يافت بيماري را به   (LPS)يليپوپلي ساكريد
سبب   LPSشده عليه بادي تشكيلهمراه دارد چرا كه آنتي

 شود.مي  EHECتحريك ترشح شيگاتوكسين توسط
هاي ژنآنتيهاي كشته شده نيز به علت پيچيدگي اكتريب

 توانند داشته باشند.مشخصي ميسطحي اثرات جانبي نا
شده در كنار مزاياي خود در مورد هاي ضعيف همچنين واكسن

 

 
دست آمده گياهان تراريخت و  هاي به OD، (الف) مقايسه ELISAتعيين ميزان پروتئين نوتركيب در برگ گياه تراريخت توتون به روش  -6شكل 
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در گياهان تراريخت، ستون  ETعنوان كنترل براي محاسبه غلظت پروتئين نوتركيب. (ب) بررسي ميزان بيان پروتئين نوتركيب  تراريخت به گياه غير
1T  7تاT باشند تراريخت مي هاي گياهان معرف رده. 

 
 
 
 
 
 

هاي  صورت طبيعي، ممكن است با ارگانيسم ژن به آنتيتوليد 
بادي) هاي موجود مهار  ها و يا پادتن (آنتي بيوتيك رقيب، آنتي

هدف با شدن ساير حيوانات غير شوند. به علاوه احتمال آلوده
كند.  قطع نظر از  ها، امنيت لازم نيز تضمين نمي اين ارگانيسم

زير واحدي نوتركيب،  واكسن شده توسط يك هاي ارائهژنآنتي
ارائه آن نقش مهمي در ايجاد ايمني دارد. با توجه به  شيوه

و ورود آن از طريق سطوح   EHECزاييمكانيسم بيماري
مخاطي روده، ايجاد ايمني مخاطي (از طريق تحريك توليد 

IgAنمايد. نقش در پيشگيري ارائه مي ) روش موثرتري
مني مخاطي در چندين ها در ايجاد ايدريافت دهاني واكسن

هاي خوراكي و مطالعه اثبات شده است در اين ميان واكسن
مهندسي ژنتيك شده گزينه مناسبي جهت ارائه واكسن به 

گياهي به صورت  هايسطوح مخاطي هستند. چراكه  سلول
طي عبور از  ژنهاي آنتيپروتئين ميكروكپسول از تخريب

مخاطي جلوگيري دستگاه گوارش و پيش از رسيدن به سطوح 
 كند.مي

اولين مرحله در تهيه يك واكسن خوراكي انتخاب 
چندين فاكتور   EHECباشد.هاي كانديد ميژن آنتي

ها به تازگي  آن كند، كه عملكرد برخي اززايي توليد مي بيماري
سازد در كه باكتري را قادر مي طوري شناسايي شده است، به

، EspAبادي ضد  ي آنتيتيتر بالا نيزه شود.وبزرگ كل روده
 EHECدر بيماران آلوده به  Initimin و ضد  Tir ضد

باشد. هاي باكتريايي ميبيانگر ماهيت ايمونوژني اين افكتور
زا از طريق سيستم ترشحي نوع بسياري از اين عوامل بيماري

III كنند. پروتئين به سلول ميزبان انتقال پيدا ميEspA 
هاي وه بر انتقال افكتوراست كه علا TTSSبخش اصلي 

 باكتريايي از طريق ايجاد يك كانال ارتباطي، در اتصال اوليه
ها يكي از اين افكتور Tir باكتري نقشي اساسي دارد. پروتئين 

به  TTSSشود و از طريق است كه توسط باكتري بيان مي
شود و مي  كند و در غشاء ميزبان الحاقميزبان انتقال پيدا مي

 اينتيمينو  Tirارتباط  كند.عمل مي اينتيمين ن گيرندهعنوا به
سبب اتصال محكم باكتري به سلول ميزبان شروع واكنش 

شدن اكتين زير محل  شود. پليمريزهشدن اكتين مي پليمريزه
اتصال باكتري تغيير شكل سلول ميزبان و بروز علائم 

 و اينتيمن ،  EspAشود. با توجه به نقشمي (A/E)تخربيي
Tir ها ژنايجاد اختلال در عملكرد هريك از اين آنتي
ميزبان جلوگيري كند.  شدن باكتري در روده نيزهتواند از كلو مي

اين نكته اثبات شده است كه ايجاد اختلال در ميانكنش 

جلوگيري   A/Eتواند از بروز ضايعات مي اينتيمينو   Tirبين
، EspAي ثير واكسن خوراكي حاوأكند. در يك مطالعه ت

EspB  بر كاهش ميزان ريزش اشريشيا كلي و اينتيمين
O157:H7 گزارش  در مدفوعي گوسفند بررسي شد. اين

دادن سيستم ايمني گوسفند براي نخستين نمونه در هدف قرار
باشد  مي O157:H7كاهش ريزش مدفوعي اشريشياكلي 

(Yekta et al., 2011) تحقيقات انجام شده در ايران .
هاي ايمنوژن توان با بيان قسمت د كه ميده نشان مي

در گياهان تراريخت،    Tir، اينتيمين وEspAهاي  پروتئين
سازي حيوانات مدل را از طريق خوراكي انجام داد و سبب  ايمن

) موجود IgA) و مخاطي (IgGتحريك ايمني هومورال (
 . (Amani et al., 2011)هدف شد 

نتايج كارهاي پيشين كارايي پروتئين كايمريك سه 
در القاي ايمني همورال و  Tirو  اينتيمين، EspAقسمتي 

مخاطي در حيوان مدل و از طريق خوراكي نشان 
. انتخاب ايمنوژن مناسب  (Amani et al., 2011)دهد مي

-اي دارد. استفاده از دومينثر اهميت ويژهؤسازي م براي ايمن
ژن و ايجاد ايمني حداكثري اهميت  يك آنتيهاي ايمنوژن 

زيادي دارد. به عبارتي ساختارهاي كوچكتر علاوه بر بيان 
تر در گياه (به سبب فشار متابوليكي كمتر بر گياه)، ساده

 عوارض جانبي كمتري در بدن موجود هدف ايجاد مي كند. از
 eit  (Amaniرو در اين بررسي از ساختار سه قسمتي  اين

et al., 2009) ساختار كايمريك دو قسمتي ،et  .تهيه شد
ات قبلي صورت گرفته است كه در اين تحقيق در ادامه تحقيق

 ITو پروتئين دو قسمتي  EITها اثر پروتئين سه قسمتي آن
كه طوريدر ايجاد پاسخ ايمني بررسي شد صورت گرفت. به

هاي گياه  كه براساس كدون etابتدا ژن مصنوعي دو قسمتي 
برنده كه واجد پيش pBI121سازي شده بود درون ناقل  نهبهي

سازي گرديد و از  باشد؛ زير همسانهمي CaMV35Sعمومي 
 شده به گياههاي تراريختفاشينس طريق آگروباكتريوم تومي

و   تنباكو منتقل شد. تراريختي با آگروباكتريوم روشي ساده
. (Fan et al., 2012)است كه كارايي مناسبي دارد   ارزان
اي  برنده ترين پيش، متدوالCaMV35Sبرنده عمومي  پيش

برنده در  است كه در تحقيقات استفاده شده است. اين پيش
ها قابليت در تمامي اندام تمامي مراحل مختلف نموي گياه و

ثير مراحل أفعاليت دارد. به اين ترتيب بيان پروتئين تحت ت
از وزن برگ گياه 1/0گيرد. تنها حدود نموي آن قرار نمي

رو اين گياه در بيان  دهند از اينها تشكيل ميتنباكو را پروتئين
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ها چندان مطلوب نيست. در مطالعات مشابه كه بر  پروتئين
 LTB: Labile)ژن باكتريايي كار شده است  روي يك آنتي

toxin beta)،  1/0-4/0ميزان بيان در گياه تنباكو بين 
. (Kang et al., 2004)درصد گزارش شده است 

كارگيري  ها بر مبناي گياه تنباكو و به سازي كدون بهينه
ميزان بيان پروتئين نوتركيب را  توانند هاي تنظيمي مي ترادف

هاي وارد شده به گياه  افزايش دهند. علاوه براين تعداد نسخه
) بر positional effectو اثرات مكان الحاق ژن در ژنوم (

ر در رو به عنوان يك متغيثر دارد. از اينميزان بيان پروتئين ا
ها بايد در نظر گرفته شود. با توجه به با ميزان بيان پروتئين

كارگيري  ها بر مبناي گياه توتون و به شدن كدونبهينه
رفت ميزان بيان گونه كه انتظار ميهاي تنظيمي، همان ترادف

د. اما باشدر برگ گياه تنباكو مناسب مي ET پروتئين دوگانه
دست آمده در تحقيقات پيشين، بيان  هبا توجه به نتايج ب

درصد كمتر از TSP 86/0به ميزان  ETپروتئين نوتركيب 
تواند ناشي از  باشد كه مسئله ميقبلي مي مقادير گزارش شده

 هاي انتقالي باشد. اثرات موضعي مكان الحاق يا تعداد نسخه
شود كه مقادير مي اهميت ميزان بيان بالاتر از آنجا ناشي

جهت استفاده   توان در حداقل حجم برگژن را مي مناسب آنتي
دست آمده در  همين نمود. نتايج بأزاي از طريق خوراكي تايمني

تحقيقات مختلف نشان داده است كه گياه تنباكو براي بيان 
عنوان يك مدل قابل بررسي  واكسن خوراكي، تنها به تهيه

گياهان ديگر كه ارزش غذايي و مطلوبيت است و استفاده از 
تواند نتايج بهتري داشته باشد. مي ،خواركي بهتري دارند

هاي خوراكي، نظير دانه و بذر همچنين استفاده از ديگر بافت
عنوان يك راهكار  واكسن خوراكي را به براي تهيه يا ميوه نيز

 ,.Yekta et al., 2011; Lal et al)مناسب در نظر داشت
2007). 
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