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 مقاله پژوهشي 

  عنوان کاندیداي واکسن علیه بیماري تیفوئیدبه fliC ن ژنکلون و بیا
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 يدهچک

هاي ناشي تواند باعث تب تيفوئيد در انسان و حيوان شود. اين باکتري يکي از علل مهم عفونتاست که مي زئونوزسالمونلا انتريکا يک پاتوژن : هدف و زمينهپيش
شود که از ميليون مورد ابتلا به اين بيماري گزارش مي ۲۲ه حدود نلااشود که ساز مواد غذايي در انسان در سراسر جهان است. از مطالعات اخير تخمين زده مي

ژني قوي در عنوان آنتيتواند بهزايي دارد و ميشود نقش مهمي در بيماريکد مي fliCکشاند. فلاژليني که توسط هزار نفر را به کام مرگ مي ۲۰۰اين تعداد 
  سالمونلوز انجام شد. يواکسن عليه بيمار ياز کانديداها ييک عنوانبه fliCپروتئين نوترکيب  توليد باهدفاين مطالعه  واکسن مورداستفاده قرار گيرد.

ساخته شد. ژن سنتتيک  E. coliژن موردنظر با توجه به ترجيح کدوني ، اخذ شد. براي بيان حداکثري NCBIاز پايگاه داده  fliCتوالي پروتئين : کار مواد و روش
بيان  IPTGشد. پروتئين نوترکيب با القاء  تراريخت E. coli BL21DE3سازي شد و سپس به ميزبان زيرهمسانه +pET28aبه وکتور بياني  pUC57از وکتور 

تعويض   وسيله ستون کروماتوگرافيبه His-Tagسازي گرديد. پروتئين نوترکيب حاوي زمان و دما بهينه، IPTGسه پارامتر شامل غلظت ، يشد. براي بيان حداکثر
  شده با آزمايش وسترن بلات تائيد شد.سازي شد. پروتئين خالصخالص Ni-NTA Agarose يون

کيلو دالتوني با خلوص مناسب  ۵۱وجود يک پروتئين  SDS-PAGEهاي تحديدي تائيد شد. آزمايش و نيز آناليز آنزيم PCRوکتور نوترکيب با واکنش : هايافته
  پروتئين مدنظر را تائيد نمود. His-tagبادي ترن بلات با آنتيرا نشان داد. همچنين آزمايش وس

فاکتورهاي  نيترمهماز  يقرار گرفته است. با توجه به اينکه در مطالعه حاضر ژن يک موردتوجهنوترکيب بسيار  يهاواکسنامروزه استفاده از : گيريبحث و نتيجه
در  عنوان يکي از کانديداهاي مناسبتواند بهو پروتئين مربوط به آن توليد و تخليص شده است. اين پروتئين مي يسازسالمونلا همسانه يزايي باکتريبيمار

  قرار گيرد. مورداستفادههاي نوترکيب عليه تيفوئيد واکسن
 کلون و بيان، fliC، نوترکيب واکسن، سالمونلا : هاکليدواژه
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اولين مورد مسموميت غذايي ناشي از سالمونلا توسط  .شودايجاد مي
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در اثر خوردن آب  اين باکتري اوقات التهابات پوستي اشاره نمود.

شود و چون اين وارد بدن مي انسان مبتلا آلوده به مدفوع يا ادرار
 تواند توسطشود مياز بدن بيمار خارج مي به همين طريقميکروب 

ها و ساير غذاها دخالت دارند دست ناقليني که در تهيه و توزيع ميوه
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خوردن صدف ، منبع ديگر عفونت. از ديگر کندغذا را آلوده ميآب و 
 .)۲(هاي آلوده استو حلزون آب

کشت خون است. البته کشت مغز ، بهترين راه تشخيص
چنين هم. ولي هم مشکل و هم دردناک است، است تراستخوان دقيق

براي  .شوداز کشت مدفوع و ادرار هم براي تشخيص استفاده مي
توان از گاواژ ترشحات دئودنوم (دوازدهه) نيز استفاده تشخيص مي

آزمون ويدال در  .ترين روش کشت خون استمتداولولي ، کرد
تري دارد و تشخيص بيماري حصبه در شرايط کنوني ارزش کم

 .)۴-۳(جايگاه خوبي براي تشخيص ندارد
 بهداشت با و بوده گرمسيري مناطق بيماري يک حصبه تب
 تب .دارد مستقيم رابطه محيط و آب بهداشتي شرايط و عمومي
 و تاس شايع آمريکا جنوب و مرکزي آسياي، آسيا در بيشتر حصبه
 پيدا شيوع گسترده سطح در و گيرهمه صورتبه مواقع گاهي

حصبه تاکنون  است زده تخمين جهاني بهداشت سازمان .)۵(کندمي
هزار نفر را به  ۲۰۰ميليون نفر را در سراسر جهان مبتلا و حدود  ۲۱

 دچار بيماري اين به نفر ميليون ۱۷ است. ساليانهکام مرگ کشانده 
 دست از را خود جان بيماري اين درنتيجه نيز نفر هزار ۶۰۰ و شده
 زندگي آسيايي کشورهاي در بيماران اين از بسياري. دهندمي
 وراخس با بيمار فرد است ممکن نشود درمان حصبه تب اگر .کنندمي

تواند شود و مي مواجه روده مخاط از شديد خونريزي يا و روده شدن
 .)۶،۷(درصد از افراد مبتلا را نيز بين ببرد ۳۰

طورکلي عوامل حدت در سالمونلا را بر اساس کنترل ژنتيک به
زاي عوامل حدت: توان به دو گروه عمده تقسيم نمودمي هاآن

عنوان عامل بين اهميت فلاژل بهکروموزومي و پلاسميدي. دراين
ها و همچنين کموتاکسي و استقرار باکتري در بافت، مهم حرکت

 Tollتم ايمني ذاتي از طريق نقش فلاژلين در تحريک مستقيم سيس

like receptor پروتئين )۱۰-۸(حائز اهميت است .FliC  زير
واحدي از فلاژله سالمونلا است که به ميزان زيادي بر سطح اين 

شود. نقش و ساختار اين پروتئين در مطالعات زيادي باکتري بيان مي
  .)۱۴-۱۱(خوبي به تائيد رسيده استبه

شده است. حال دو نوع واکسن براي اين بيماري معرفيتابه
شده) که بايد تزريق شود و واکسن زنده واکسن غيرفعال (کشته

شود. عوارض آلرژيک صورت دهاني مصرف ميضعيف شده که به
تواند وجود داشته باشد. ها از خفيف تا شديد ميمصرف اين واکسن

توان به تب هاي ملايم در مورد واکسن تزريقي حصبه مياکنشاز و
قرمزي و تورم در محل تزريق ، درصد) ۳سردرد (بيش از ، درصد) ۱(

هاي درصد) اشاره نمود. همچنين در رابطه با واکنش ۶۵(بيش از 
، درددل، درصد) ۵توان تب يا سردرد (ناخواسته واکسن دهاني مي

التهابات پوستي را ذکر نمود. گذشته از اين استفراغ و ، حالت تهوع
عدم ايمني کامل شخص پس از واکسيناسيون را نيز بايد ، عوارض

 هايشده از جسم سلولي باکتريهاي تهيهدر نظر گرفت و واکسن
توجه و هاي ايمني محافظت بخش قابلشده در القاء پاسخکشته

هاي . ولي ساخت پروتئين)۱۸-۱۵(پايدار چندان موفق نيستند
 )۱۹(مراه با ادجوانتهاي مهندسي ژنتيک هنوترکيب کايمر با روش

تواند باعث پاسخ بهتر و سيستم ايمني بشود و از طرف طرف ميازيک
شده که به علت اجزاي هاي کشتهديگر از عوارض ناخواسته واکسن

ر اين بنابراين هدف ما د ي کند؛مختلف پيکره باکتري است پيشگير
عنوان کانديداي مناسب به FliCتوليد پروتئين نوترکيب  مطالعه

  براي واکسن سالمونلوزيس است.
  

  مواد و روش کار
  : مواد

از شرکت سيناژن ايران  E. coli Bl21DE3گونه باکتريايي 
مواد شيميايي و ، پرايمرها، هاي باکترياييآنزيمخريداري شدند. 

 SDS-PAGE )Sodiumمواد مورداستفاده در ، پلاسميدها

dodecyle sulfate polyacrylamide gel electrophoresis و (
خريداري  Fermentaseها و مواد مورداستفاده از شرکت ديگر آنزيم

 مرازيشدند. پرايمرهاي مورداستفاده در واکنش زنجيري پلي
)Polymerase chain reaction يا (PCR  از فناوري کوثر ايران

  خريداري شدند.
 : FliCسازي ژن طراحي و بهينه

از  AY353376ي با عدد دسترس FliC ژن پروتئيني توالي
 :httpدر  NCBIنوکلئوتيدي  يداده پايگاه

//www.ncbi.nlm.nih.gov  به دست آمد و در فرمتFASTA 
افزار با استفاده از نرم E.coliذخيره شد. جهت بيان بالا در ميزبان 

سازي بهينه Optimum Gene TM Algorithmبيوانفورماتيک 
 هايحضور جايگاه برش براي آنزيمصورت گرفت و در انتها نيز عدم 

EcoRI  وHindIII )وکتور موردنظر)سازي ژن درون جهت همسانه 
به دو طرف قطعه  HindIIIو  E.coRIنزيم بررسي و جايگاه برشي آ

توالي نوکلئوتيدي حاصل با استفاده از برنامه  .شده اضافه شدطراحي
Translate  موجود در سايت(http: 

//web.expasy.org/translate) ژنيسيته پروتئين ترجمه شد. آنتي
FliC  با استفاده از سرور آنلاينVaxiJen  درhttp: 

//www.darrenflower.info/VaxiJen/ اين سرور از ، انجام گرفت
هاي فيزيکي و ترازي با استفاده از ويژگييک روش مستقل از هم

مطالعات پس از اتمام  پردازد.پيش بيني ميشيميايي پروتئين به
 کانادايي توالي مذکور جهت سنتز به شرکت بيوانفورماتيکي

Biomatik تحويل داده شد.  
  : FliCسازي ژن زيرهمسانه
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بنابراين  دريافت شد؛ pUC57 شده در وکتورژن سفارش داده
 دينب شد.سازي ميزيرهمسانه pET28a بايد اين ژن در وکتور بياني

و  E.coRIهاي واکنش هضم آنزيمي با استفاده از آنزيممنظور 
HindIII صورت جداگانه بر روي وکتورهاي بهpET28  وpUC57 
 pUC57از محصول هضم آنزيمي وکتور  FliCد. ژن انجام ش

) از ژل تخليص شد و Fermentaseوسيله کيت استخراج ژل (به
وسيله آنزيم به FliCخطي و ژن  pET28aسپس اتصال بين وکتور 

T4 DNA  ميکرو ليتر  ۵ليگاز و در دماي اتاق انجام گرفت. در ادامه
 E. coliهاي مستعد از محصول اتصال براي تراريخت کردن باکتري

BL21DE3  به روش شوک حرارتي استفاده شد. مرحله تراريخت
 قرار دادن باکتري: ترتيب بوداينوسيله شوک حرارتي بهکردن به

انتقال پلاسميد نوترکيب ، دقيقه ۱۰مستعد شده بر روي يخ به مدت 
حاوي  E. coli BL21DE3قرار دادن باکتري ، به داخل اين باکتري

درجه  ۴۲شوک حرارتي در ، دقيقه ۲۰وکتور بر روي يخ به مدت 
مايع  LBاضافه کردن محيط کشت ، ثانيه ۵۵به مدت  گرادسانتي

شيکر کردن به مدت يک ، 100ulبه ويال حاوي باکتري به ميزان 
سپس کشت دادن باکتري نوترکيب بر روي محيط کشت ، اعتس

LB درجه  ۳۷انکوبه در ، بيوتيک کانامايسينآگار حاوي آنتي
ها انتخاب عدد از کلوني ۵در طول شب. درنهايت تعداد  گرادسانتي

ها جهت پلاسميد اين کلوني، شدند و با استفاده از روش ليز قليايي
با استفاده از  PCRج شد. واکنش سازي استخرازيرهمسانه تأييد

صورت گرفت  Taq DNA Polymeraseشده و آنزيمپرايمر طراحي
 درصد الکتروفورز شد. 1روي ژل آگارز  PCRو سپس محصول 

صورت جداگانه بر روي پلاسميد واکنش هضم آنزيمي نيز به
نيز انجام  HindIIIو  E.coRIهاي با استفاده از آنزيم شده واستخراج

  شد.
  : بيان پروتئين

از کلني حاوي پلاسميد در محيط ناترينت براث حاوي 
 ۵۰ميکرو ليتر از باکتري به  ۵۰۰بيوتيک کشت داده شد. آنتي
ليتر از محيط لوريا برتاني براث اضافه و بر روي انکوباتور ميلي

 OD ۰,۵انکوبه شده تا به  گرادسانتيدرجه  ۳۷شيکردار و حرارت 

را به  IPTGميکرو ليتر  ۵۰ومتر رسيد. سپس نان 600موج در طول
آن مورد محاسبه قرار  ODساعت  ۶محيط کشت اضافه کرده و تا 

 ها رسوب داده شد. پسسلول، الذکرگرفت. پس از القاء با شرايط فوق
لول مح، ها با سونيکاسيون و رسوب اجزاي سلولياز شکستن سلول

  گرديد.جدا ، رويي که حاوي پروتئين موردنظر بود
  : تخليص پروتئين

 His-tagبراي جداسازي پروتئين موردنظر که داراي دنباله 
اين در ) استفاده شد. Ni-NTAاست از ستون کروماتوگرافي نيکل (

-۱۰۰-۵۰ هايغلظت به ترتيب از(مرحله از شيب غلظت ايميدازول 
 FliC سازي پروتئيني خالصبرا   pH=8در  مولار)ميلي ۲۵۰

-SDSشده با استفاده از . در ادامه پروتئين خالصاستفاده گرديد

PAGE .و وسترن بلات مورد ارزيابي قرار گرفت  
  
  هايافته

به وکتور  pUC57از وکتور  FliCژن  سازيزيرهمسانه
pET28a :  

به  pUC57از وکتور  FliCسازي ژن سنتتيک براي زيرهمسانه
بايست ژن موردنظر را از وکتور ابتدا مي pET28aوکتور بياني 

pUC57  جدا و سپس وارد وکتورpET28  وكتورگردد. بدين منظور 
pUC57 حاوي ژن FliC  و پلاسميدpET28a  در دو ميکروتيوپ
و مورد هضم قرارگرفته  E.coRIو  HindIIIبا دو آنزيم جداگانه 

الکتروفورز شدند. ، درصد 1روي ژل آگاروز  سپس هرکدام بر
 FliC ژن شودمشاهده مي ۱Aقسمت  ۱طور كه در شکل همان

شده و در جايگاه صحيح خارج pUC57 براثر هضم آنزيمي از وکتور
 B. در قسمت قرارگرفته DNAاندازه مولکولي  نسبت به نشانه

که صورت تک باند درآمده برش خورده و به PET-28a پلاسميد
  دن واکنش هضم هست.نشان از کامل بو

: ۱رديف  pUC57 يدپلاسم آنزيمي ) هضمA ):۱(شکل 
. است شدهخارج آن از FliCژن  كه خورده برش pUC57 يدپلاسم

 خورده برش pET28a وکتور) B مولكولي اندازه نشانگر 3 فيرد
 برش وکتور: ۳ و ۲، ۱ فيرد. است درآمده يخط صورتبه که

  .است شده يخط که خورده
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درصد با  ۱روي ژل آگاروز  pUC57برش خورده  پلاسميدهاي
از روي ژل  FliCژن دماي ذوب پائين الكتروفورز شــدند. ســپس  

ل گونه كه در شكتخليص شد. همان با استفاده از كيتشده و بريده

شـود. کيفيت تخليص جهت واکنش الحاق مناســب  مشـاهده مي  ۲
  بود.

  

  شدهخارج FliC يقطعه: ۳ فيرد، مولكولي اندازه نشانگر: ۱ رديف، خورده برش pUC57وکتور  ):۲(شکل 
  

ــميد  FliCواکنش اتصــال ژن  ــيله به pEt28و پلاس  يمآنزوس
ligase T4 DNA   با روش ، الحاق فرآورده واكنشانجـام گرديد و

هاي مســتعد اشــريشــيا كلي ســويه    شــوك حرارتي در ســلول 

BL21DE3 گرديــد و روي محيط  تراريخــتLB  آگــار حــاوي
  ).۳كانامايسين کشت داده شد (شكل  بيوتيکآنتي

  آگار LB تيپل يرو بر افتهي رشد E. coli BL21DE3 نوتركيب يهاينوکل ):۳(شکل  
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  : سازيبررسي صحت زيرهمسانه
و هضم آنزيمي  PCRاز واکنش ، سازيمنظور صحت همسانهبه

واکنش نشان  PCRاسـتفاده گرديد. الکتروفورز محصولات واکنش  
ــا انــدازه FliCداد کــه ژن  ــتي در محــل بــه bp  ۱۵۲۱ب درسـ

). واکنش هضم ۴شده در ژل الکتروفورز قرارگرفته (شکل بينيپيش
نيز تائيد کننده  HindIIIو  E.coRIهاي آنزيمي با استفاده از آنزيم

  .)۵است (شکل  pET28aدر وکتور  FliCمحل قرارگيري ژن 

  

  )۲ يف. ردمولكولي اندازه نشانگر(۱ فيرد، PCR روش به هاكلون آناليز ):۴(شکل  
   واکنش يمنفکنترل  ۴و  ۳ فيرد. FliC) باز 1521ژن ( 

PCR  
  HindIIIو   EcoRIهاي هضم آنزيمي پلاسميد کلون موردنظر با آنزيم ):۵(شکل 

  
 : FliCبيان پروتئين 

ــويـه   ــد و  FliCمنظور توليد پروتئين هـا به القـاء سـ انجام شـ
ک کننده يهاي کنترل بيانهاي القاء شده در مقايسه با نمونهنمونه

 ۲(بـا در نظر گرفتن پروتئين فيوژن   کيلودالتوني بود ٥٥پروتئين 

). بعـد از تغيير پارامترهاي مختلف مانند دماي  pEt28کيلودالتوني 
شده غلظت پروتئين بيان IPTGو نيز غلظت  زمان انکوباسيون، القا

  ).۶شکل ( شدت افزايش يافتهاي القاشده بهدر نمونه
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 يف) ردNi-NTAپروتئين تخليص شده با ستون نيکل (: ۲ يفرد Fermentasنشانگر پروتئيني : ۱رديف  FliCبررسي بيان ژن  ):۶(شکل 
 IPTGکلون القا نشده با : ۴کيلو دالتون)  ۵۵رديف ( IPTGهاي القاء شده با كلون: ۳

  
 : FliCتخليص و تائيد پروتئين 

ون بر روي ست و شـرايط دناتوره در  نوترکيب تخليص پروتئين
 SDS-PAGEپروتئين تخليص شده بر روي ژل  شـد.  نجامنيکل ا

هاي از صحت پروتئينبراي اطمينان  .)۷شکل (شـود  مشـاهده مي 
از روش وسترن بلات استفاده شد. براي انجام ، نوترکيب توليدشـده 

ــترن بلات پروتئين نوترکيب خالص ــدهوس  الکتروفورز گرديد و، ش
ــپس به کاغذ نيترو ــترن بلات    س ــد. با انجام وس ــلولز منتقل ش س

ــد که آنتي  ــخص ش ــي با  به HisTag مش ــاص  HisTagطور اختص
  دهد.كنش ميپروتئين نوترکيب وا

  

 کيلو دالتون) ۵۵(his tagتائيد پروتئين نوترکيب به روش وسترن بلات با استفاده از آنتي  ):۷(شکل 
  

  يريگ يجهبحث و نت
ه سلولي اختياري است کباسيل گرم منفي درونسالمونلا تيفي 

در جنس سالمونلا و خانواده انتروباکترياسه قرار دارد. سالمونلوزيس 
هاي عفوني مشترک بين انسان و دام است و افزايش شيوع از بيماري

ويژه در دو دهه اخير اهميت تحقيقات بر روي اين بيماري را آن به
شده از جسم سلولي هاي تهيه. واکسن)۲۰(نمايددوچندان مي

مني محافظت بخش هاي ايشده در القاء پاسخهاي کشتهباکتري
توجه و پايدار چندان موفق نيستند و همچنين داراي عوارض قابل

هاي هاي نوترکيب کايمر با روشبسياري هستند. ساخت پروتئين
تواند باعث پاسخ طرف ميمهندسي ژنتيک همراه با ادجوانت ازيک

بهتر و سيستم ايمني بشود و از طرف ديگر از عوارض ناخواسته 
شده که به علت اجزاي مختلف پيکره باکتري است ههاي کشتواکسن

کننده پروتئين در اين مطالعه ژن بيان .)۲۲-۲۱(پيشگيري کند
FliC  در وکتورpET28a سازي و به ميزبان زيرهمسانهE.coli 

BL21DE3  تراريخت شد توليد و در انتها بيان پروتئين نوترکيب
  القا و با ستون نيکل تخليص گرديد.
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نشان ، حيواني مانند جوجههاي شده بر روي مدلمطالعات انجام
تواند پاسخ هومورال قوي توليد خوبي ميبه FliCپروتئين  داد که

کند و عليه عفونت ايجادشده توسط سالمونلا اينتريديس محافظت 
توسط  ۱۹۹۲که در سال اي . در مطالعه)۲۳, ۱۶, ۱۳( ايجاد نمايد

Chaturvedi هاي پرده بيروني و همکاران انجام گرفت از پروتئين
ش در خرگو هاآنزايي (پورين) سالمونلا دابلين براي بررسي ايمني

و همکاران واکسن  Kostromitinov. همچنين )۲۴( استفاده کردند
تيديس و انتري، شده باکتري سالمونلاتيفي موريومحاوي پيکره کشته

خرگوش و کبوتر ، صورت داخل عضلاني به موشکلراسويس را به
 غيرفعال را مورد الآنزايي اين واکسن پلي وتزريق نمودند و ايمني

هاي کشته تزريقي هرچند ممکن . واکسن)۲۵(دادند ارزيابي قرار
است ايمني مخاطي را در روده تحريک نمايند اما با تحريک ايمني 

توان از بروز باکتريمي و سپتي سمي که اغلب کشنده همورال مي
  .)۲۶(است پيشگيري نمود

عوامل  نيترمهميکي از  FliCبا توجه به اينکه پروتئين 
ويرولانس بيماري تيفوئيد بوده و داراي خواص ايمونوژنيسيتي بالايي 

هاي عنوان يکي از کانديداهاي مناسب در واکسنتواند بهاست مي
تفاده از بنابراين اس نوترکيب عليه تيفوئيد مورداستفاده قرار گيرد؛

آن در مراکز پژوهشي مانند انستيتو پاستور ايران و انستيتو رازي 
  .دگردمنظور تهيه واکسن انساني عليه سالمونلا پيشنهاد ميبه

  
  يتشکر و قدردان

از جناب آقاي دکتر رحيم نصرتي بابت نظرات ارزشمند ايشان 
  .ميينمايمقدرداني 
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Abstract 
Background & Aims: Salmonella enterica is a zoonotic pathogen causing typhoid fever in humans and 
animals. It is an important cause of food borne infections in humans throughout the world. A recent 
study estimated approximately 22 million cases of typhoid each year with at least 200,000 deaths. FliC 
encoding flagellin plays a role in pathogenesis and is an important antigen in vaccination. In this study, 
recombinant protein fliC as a candidate vaccine against salmonellosis was produced and purified. 
Materials & Methods: The protein sequence of fliC was obtained from NCBI database. For high level 
expression of protein, the gene was synthesized with codon bias of E. coli.; synthetic gene in pUC57 
was sub coloned into pET32 expression vector and then transferred into E. coli BL21DE3. The 
recombinant protein was express by IPTG induction. For high expression, three parameters including 
IPTG concentration, time and temperature of induction were optimized. The recombinant protein was 
purified by ion exchange chromatography with His-Tag. The purified protein was confirmed by western 
blotting. 
Results: Recombinant vector was approved by PCR and restriction analysis. SDS-PAGE showed a 51 
kDa protein with proper purity and western blotting with his-tag antibody confirmed the intend protein. 
Conclusion: The use of recombinant vaccines is highly regarded, since one of the major virulence 
factors of Salmonella gene was cloned and the protein was produced and purified in this study. This 
protein can be used in candidate vaccine against typhoid. 
Keywords: Salmonella, Recombinant Vaccine, fliC, Cloning and expression 
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