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Backgrounds The intestinal infection caused by Shigella and Escherichia coli is known as a bioterrorist 
agent. IpaD and STx proteins play an important role in the invasion and angiogenesis by Shigella. There-
fore, IpaD with STxB can be appropriate candidates for a safety vaccine. In this study the immunogenicity 
of STxB and combined STxB-IpaD nanocapsule recombinant proteins has been examined in the form of 
oral and injection in mice.
Methods & Materials In this experimental study, pET28a(+) vectors containing stxB and stxB-ipaD genes 
were transformed into E. coli BL21 DE3 bacteria. These bacteria were grown on antibiotic medium and 
were confirmed by direct PCR, and protein expression and SDS-PAGE gel. Recombinant proteins puri-
fied by nickel column and SDS-PAGE gel and were confirmed by immunoblotting. STxB and STxB-IpaD 
recombinant proteins become nanoparticles by inotropic gelation method with chitosan polymer and its 
picture was taken by Scanning Electronic Microscope (SEM). STxB and STxB-IpaD nanocapsule antigens 
prescript in the form of oral and injection four time to mice and their antibodies titer and immunogenic-
ity were monitored. 
Results By performing ELISA test, IgG antibody titer was detected by injection method but not in oral 
method, maybe due to loss of nanoparticle structure and antigens in acidic environment and trypsin 
enzyme of stomach. Immunized mice’s with STxB and STxB-IpaD recombinant proteins with inotropic gel 
method were able to tolerance order up to 7 and 10 times the E. coli O157: H7 Shiga toxin LD50.
Conclusion STxB and STxB-IpaD protein nanoparticles can be used as safety injection adjuvant for immu-
nogenesis against the E. coli O157: H7 Shiga toxin.
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اهدافعفونتحادرودهایکهتوسطباکترهایشیگلاواشرشیاکلیایجادمیشودبهعنوانعاملبیوتروریستیشناختهشدهاست.پروتئین
IpaDوSTxنقشمهمیدرتهاجموبیماريزاییشیگلاهادارد.باممزوجکردنIpaDباSTxBمیتوانکاندیدایواکسنمناسبتهیهکرد.در
اینمطالعهایمنیزاییپروتئینهاينوترکیبنانوذرهایSTxB-IpaDممزوجيوSTxBبهصورتخوراکیوتزریقیدرموشبررسیشدهاست.
 E.coliاستفادهشدکهبهدرونباکتریstxBوstxB-ipaDدارایژنهایpET28a)+(مواد و روش هادراینمطالعهتجربی،ازوکتورهای
SDS-PAGEمستقیموبیانپروتئینوژلPCRترانسفورمشدند.اینباکتریرویمحیطآنتیبیوتیکرشددادهشدوباروشBL21 DE3 
تأییدشد.پروتئینهاینوترکیبتوسطستوننیکلتخلیصوتوسطژلSDS-PAGEوایمنوبلاتینگتأییدشدند.پروتئینهاینوترکیب
STxB-IpaDوSTxBباروشژلهایشدنیونیباپلیمرکیتوساننانوییشدندوتصویربرداریآنبامیکروسکوپالکترونینگاره)SEM(انجام
گرفت.تجویزخوراکیوتزریقیآنتیژنهاینانوذرهايSTxB-IpaDوSTxBدرچهارنوبتمتوالیبهموشهایسوریانجاموتیترآنتیبادی

وایمنیزاییآنهابررسیشد.
یافته هاباانجامآزمایشالایزاتیترآنتیبادیIgGدرحالتتزریقیمشاهدهشد،ولیدرحالتخوراکیمشاهدهنشد.ممکناستبهعلت
ازبینرفتنساختارنانوذرهوآنتیژنتوسطمحیطاسیدیمعدهوآنزیمتریپسینباشد.موشهايایمنشدهباپروتئینهاینوترکیبSTxBو
STxB-IpaDباروشژلهایشدنیونینانوییتوانستندبهترتیبتاهفتودهبرابرLD50شیگاتوکسینE.coli O157:H7راتحملکنند.

 E.coliبهعنواناجوانتتزریقیبرایایمنیزاییدربرابرشیگاتوکسینSTxBوSTxB-IpaDنتیجه گیریمیتوانازنانوذرهپروتئینی
O157:H7استفادهکرد.
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مقدمه

شیگلادیسانتریوE.coli O157:H7ازخانوادهانتروباکتریاسهها
بهشمارمیآید.شیگاتوکسینیاSTxعاملاسهالخونیشیگلاست.
STxBاستکهقسمتغیرسمیBوAازسمهایدوقسمتیSTx
برایورودوعملکردقسمتسمییاSTxAضروریاست.همچنین
پروتئینهایIpaA/B/C/D/Hمحصولپلاسمیدتهاجمیشیگلا
هستند.پروتئینIpaDدرگونههایشیگلاشباهتزیادیباهمدارند.
مهمترینشیگلاهاازنظربیماریزاییوبروزاپیدمیهاچهارسروتیپ
LPSدر)osp(شانOهستندکهبراساسپلیساکاریداختصاصی
طبقهبندیمیشوندوبهنامشیگلادیسانتری1،شیگلافلکسنری2،

1. S.dysentry
2. S.flexeneri

شیگلاسونئی3،شیگلابویدی4نامگذاریشدهاند.

اسهالخونیباعاملشیگلادرصورتعدمدرمانبهمرگ
میانجامد]1،2[.شیگاتوکسینیاSTxبهعنوانیکیازعوامل
خونی اسهال ایجاد در یک تیپ شیگلادیسانتری ویرولانس
انتروتوکسین ،STx شیگاتوکسین است. مطرح دیسانتری و
شیگلادیسانتری،یکپروتئینهموپنتامرباوزنمولکولی70/5
کیلودالتوناستکهازیکزیرواحدمنومریکسمیوآنزیماتیکبه
نامSTxAوازیکزیرواحدمتصلشوندهبهرسپتورهموپنتامریک
بهنامSTxBتشکیلشدهاست.قسمتغیرسمیSTxBبرایورود

وعملکردقسمتسمییاSTxAضروریاست]3،4[.

3. S.sonneii
4. S.boydii



690

مهر و آبان 1395 . دوره 23 . شماره 4

وزن و است تشکیلشده اسیدآمینه از69 STxBمنومر هر
بهگیرندهسطح STxB.]3، دارد]4 kDa7/7مولکولیحدود
سلولیخودبهنامGb3متصلمیشودکهرویاکثرسلولهای
بدنبیانمیشود]5[.مطالعاتنشاندادهاستبیانGb3در
Gb3.سطحسلولهایسرطانیانسانفراوانیبسیارزیادیدارد
بیانزیادیدرسطحسلولهایسرطانیمثللنفوما،کارسینوماهای
سطح در فراوانی این همچنین دارد. کلون و سینه تخمدان،

سلولهایدندریت)DC(انسانوموشنیزدیدهمیشود]6[.

باتزریقزیرپوستییاتجویزنازالیآنتیژنSTxBآنتیبادی
علیهSTxBتولیدمیشودوباخنثیسازیآنمیتوانازاتصالو
ورودقسمتسمی)STxA(بهدرونسلولهدفجلوگیریکرد.
همچنینیکیدیگرازعواملیکهدربیماریزاییشیگلانقش
داردپروتئینهایIpaA/B/C/D/Hهستندکهمحصولپلاسمید
پروتئین سه از ایجادشده کمپلکس هستند. شیگلا تهاجمی
IpaB/C/Dنقشبسیارمهمیدراتصالبهسلولهایاپیتلیالی
روده)M-cell(وفرارازفاگوزومماکروفاژهابازیمیکند]7،8[.

توالینوکلئوتیدیواسیدآمینهایIpaDبینگونههایشیگلا
توالی که صورت این به دارند. هم به نسبت زیادی شباهت
IpaDدرشیگلادیسانتریسروتیپIباشیگلابوئیدی98درصد
کاملًا 94درصد شیگلافلکسنری و 95درصد شیگلاسونئی و
IpaDعلیهIgGهمولوژیدارد]9[.باتولیدآنتیبادیپلیکلونال
میتوانازبیماریزاییشیگلاجلوگیریکرد.باتولیدآنتیژنهای
STxB،STxB-IpaDدرباکتری E.coli BL21وبررسیبیانو
بهعنوانکاندیدای ایمنیزاییآندرموشوخوکچههندی

واکسنعلیهبیماريشیگلوزیزمطرحاست]10،11،12[.

کیتوزانیکآمینوپلیساکاریدخطیترکیبیازرابطهایبهطور
تصادفیپراکندهشدهکهواحدهایبتا)D-)1→4گلوکزآمین
داستیلاسیون از کیتوزان است. D-گلوکزآمین استیل N- و
کیتین)پلیساکاریدطبیعیوفراوانموجوددراسکلتخارجی
این میشود. تهیه میگو( و خرچنگ همچون سختپوستانی
چسبندگی فراوان، دسترسی دلیل به کاتیونی پلیساکارید
بینظیربهموکوس،خواصداروییمناسبوزیستسازگاری،
زیستتخریبپذیری،سمینبودنوتحریککمسیستمایمنی،
نازالی، تزریقی، صورت به دارویی و بیوپزشکی زمینههای در

خوراکی،وریدیوغیرهاستفادهمیشود]13[.

گزینه نانوذرات، در درمانی پروتئینهای کپسولهکردن
دهانی تزریق با که است مشکلاتی بر غلبه برای امیدبخشی
پروتئینهاایجادمیشود.متصلکردنپروتئینهابهماتریکس
در هیدرولیتیکی و آنزیمی تخریب مقابل در سدی پلیمری
محیطبدناست]14،15[.نانوذراتکایتوزانیویژگیرهاسازی
کنترلشده،ممتدوزیستسازگاریدارند.علاوهبرایندرخون

غیرسمیبودهوازمضراتیچونلختهکردنخون،التهابزایی
عاریهستند.اینذراتزیستیتخریبپذیرهستندوبرایحمل
اسیدی نوکلوئیک یا پپتیدی پروتئینی، دارویی، مولکولهای
مناسبهستند.پروتئینیادارویمدنظرمیتوانددرسطحیا

دروننانوکپسولیانانوکرهقرارگیرد]16،17[.

ژلهایشدنیونتروپیکبراساسبرهمکنشالکترواستاتیکبین
گروههایآمینیکیتوزانوگروههایبابارمنفیپلیآنیونینظیر
تریپلیفسفات)TPP(است.دراینروشکیتوزاندراسیداستیک
اضافه پلیآنیون و تثبیتکننده،حل عامل غیاب یا درحضور
میشودونانوذراتبهتدریجباهمزنمکانیکیتشکیلمیگردند
]13[.هدفازانجاماینتحقیقبررسیبیان،تجویزخوراکیو
تزریقیآنتیژنهاینانوکپسولیSTxBوSTxB-IpaDبهموشو
بررسیتیترآنتیبادیوایمنیزاییعلیهE.coli O157:H7است.

مواد و روش ها

pET28a)+(دروکتورstxB-IpaDوstxBکاستهایژنی
تهیهشد]9،17،18[.وکتورهایبیانی)+(pET28aباژنهاي
 BL21سویه E.coli درسلولهایمستعدStxB-IpaDوstxB
(stratagen) (DE3)ترانسفورمشد.کلونهایانتخابيبهکمک

PCRتأییدشدند.

بهمنظوربیانژنهايIpaD،stxBوSTxB-IpaDازکشت
5 به میکرولیتر 100 میزان جداسازیشده کلونهای شبانه
میلیلیترمحیطLBمایعتلقیحشدوپسازرسیدنODبه
0/6درطولموج600نانومتر)برایبهدستآوردنمیزانرشد
غلظت1 با فرمنتاز )IPTG( پروموتر القاکننده ماده باکتری(،
میلیمولاربهمحیطکشتافزودهوبهمدت3ساعتدردمای
37درجهسانتیگرادانکوبهشد.الکتروفورزSDS-PAGEنمونهها
قبلوبعدازالقایهمراهبامارکرپروتئینی)SM0671(تحت
شرایطدناتوره،الکتروفورزشدند.غلظتژل12درصدباجریان

ثابت25میلیآمپربود.

تکنیک از بیانشده نوترکیب پروتئینهای تأیید برای
ایمونوبلاتباآنتیبادیضدHis-tagاستفادهشد.عصارهسلولی
Bio-rad وسترن لکهگذاری سیستم از استفاده با بیان از پس
)Mini Protean(وبافرانتقال)گلایسین192میلیمولار،تریس
25میلیمولار،0/1SDSدرصدومتانول20درصدوpH:8/3(روی
PBSTکاغذنیتروسلولزمنتقلشد.کاغذنیتروسلولزبااستفادهازبافر
3/4Na2HPO4.7H2O،2/7میلیمولارKCl،37میلیمولارNaCl(
میلیمولار،تویین20درصدوpH:7/2(حاوی5درصدشیرخشک

بهمدت16ساعتدردمای4درجهسانتیگرادبلاکشد.

نمونهپسازسهبارشستوشوبابافرPBSTبهمدتیکساعت
بارقت1/10000آنتیبادیضد)His-tag )Ebcamکانژوگهدار
دربافرPBSTدردمایاتاقمجاورشد.درنهایتپسازسهبار
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شستوشوبابافرPBSTبرایآشکارسازیازسوبسترا)بافرتریس
50mMوpH:7/8حاوی10µl H2O2،DAB6 mg(استفاده
شد.پسازانجامواکنشبینکانژوگهوسوبستراوظاهرشدن
H2O2باندپروتئینیرویکاغذنیتروسلولزی،واکنشبااستفادهاز

متوقفشد]10[.

Ni-پروتئینحاصلتحتشرایطدناتورهوبااستفادهازستون
NTAجداسازیونمونههایحاصلرویژل12درصدالکتروفورز
شد.غلظتپروتئینبیانشدهبهکمکروشبرادفوردوبااستفاده
ازآلبومینسرمگاوی)BSAسیناژن(بهعنواناستانداردانجام
گرفت]10[.بهمنظورتهیهنانوذرهباروشژلهایشدنیونیابتدا
پلیمرکایتوسانباغلظتنهایی0/1درصد)mg 10(بهمحلول
استیکاسید1درصد)10ml(اضافهشدومحلولبایکمگنت

مغناطیسوهمزنبرقیکاملًاهموژنیزهوهمگنشد.

درمرحلهبعدPHمحلولکایتوزانبستهبهPIپروتئینتنظیم
PH=6/7دارد.پسمحلولدرPI=5/7،STxBشد.)پروتئین
آنتیژن از )150µg( نیاز بهمقدارمورد تنظیمشد.(سپس
STPPپروتئینیمدنظربهمحلولاضافهشد.درمرحلهبعدنمک
باغلظتنهایی0/5درصد)500µl(بهمحلولاضافهشد)هر5
دقیقه50میکرولیتر(تابهرنگشیریدرآمد.حیناضافهکردن
نمکبایدسونیکاسیون)5مرتبهوهرمرتبه20ثانیه(انجام
میشد.دراینمرحلهنانوذراتدرحالشکلگیریاست.بعد
ازیکساعتمحلولدرتیوبیافالکونریختهودرسانتریفیوژ
بادور14000ودرزمان45دقیقهودردمای10درجهقرار
دادهشد.نانوذراتبهتهتیوبمیچسبیدومحلولبالاییبرای
پروتئینسنجیباروشبرادفوردجداشد.تیوبحاوینانوذرات
STxBکاملًاخشکودردمای4درجهسانتیگرادنگهداریشد.
،)SEM(ازنانوذراتبهدستآمدهبامیکروسکوپاسکنالکترونی

عکسگرفتهشد]14،15،20[.

نمونه دارای نانوذرات تشکیل از بعد پروتئینسنجی برای
پروتئینیوبدونپروتئین)نمونهکنترل(وسانتریفیوژ،محلول
روییجداشدوباروشبرادفوردباطولموج595nm،عددیرا
کهدستگاهاسپکتروفوتومتربرایکنترلنشانمیدهدازعددی
استکم پروتئینیخوانده نمونه رویی ازمحلول کهدستگاه
کردهوباتوجهبهنموداراستانداربرادفورمقدارپروتئینیراکه
نانویینشدهودرمحلولروییاستمحاسبهکردهوباکمکردن
اینمقدارپروتئینازکلپروتئیناستفادهشده،تقسیمبرکل
پروتئین،ضربدر100،مقداردرصدافیشنسییانانوییشدن

پروتئینبهدستآمد)فرمولزیر(.

×100% افیشنسی=
کلپروتئین-پروتئینقابلحل

کلپروتئین

STxB-وSTxBبهمنظورتولیدآنتیبادیعلیهپروتئینهای
IpaDبهمیزان10و15و20میکروگرمازپروتئینهاینانوذره
STxBوSTxB-IpaDدرچهارنوبتبهصورتخوراکیوتزریقی
توسط و خونگیری موشها از درنهایت و تجویز موشها به
آزمایشالایزاتیترآنتیبادیآناندازهگیریشد]17،18،20[.

 E.coliبهمنظورچالشحیواناتایمنشدهباعصارهسلولي
300 اندازه به حیوانات ایمنسازی از بعد O157:H7 سویه
میکروگرمازعصارهسلولیE.coliسویهO157:H7بهموشهای
شاهدتزریقشدکههمهمردندوتاهفتودهبرابرLD50از
اینعصارهسلوليبهموشهایایمنشدهتزریقوبعداز2/5روز
نتایجآنبررسیشدوحیواناتتا10روزتحتنظرقرارگرفتند.

تصویر1:تصویرازژلآگاروز1درصد.تصویرسمتراست:ستون1:نشانگرمولکولی10000pbستون2:استخراجپلاسمیددارایژنstxB-ipaDتصویرسمت
چپ:ستون1:باندحاصلازRCPمستقیمژنسنتتیکstxB-ipaDومشاهدهقطعه495جفتبازیستون2:نشانگرمولکولی10000pbستون4:باندحاصل

ازRCPمستقیمژنstxBومشاهدهقطعه372جفتبازی.
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یافته ها

تأییدحضورژنباPCR مستقیمانجامگرفت.پلاسمیدهای
ترانسفورم E.coli BL21DE3 باکتری به تهیهشده نوترکیب
شد.بهمنظورتأییدحضورقطعهموردنظردروکتوربیانی)+(

pET28aازواکنشPCRاستفادهشد)تصویرشماره1(.

بیانپروتئینSTxBوSTxB-IpaDتخلیصآن،کلنی برای
انتخابيدرمحیطکشتLBمایعدر37درجهسانتیگرادکشت
دادهشدوپسازرسیدنبهرشدکافیبهمنظوربیانپروتئین
توسطIPTGیکمیلیمولارالقاگردیدوبرایبررسیبیانوکیفیت

STxB-وSTxBبردهشد.باندپروتئینیSDS-PAGEآنرویژل
IPADبهترتیبدرجایگاهصحیحkDa11/34و24/3قرارگرفت،
درحالیکهدرکنترلهاهیچباندیدیدهنشد)تصویرشماره2(.
پروتئینهاینوترکیببهکمکستوننیکلخالصسازیوغلظت

پروتئینهایتولیدشدهبهروشبرادفورداندازهگیریشد.

آنالیزوسترنبلاتینگباآنتیبادیضدHis-tagانجامشد.بیان
His-tagبهدلیلداشتنتوالیSTxB-IpaDوSTxBپروتئینهای
His- tagبهکمکوسترنبلاتوبهکارگیریآنتیبادیعلیه
تأییدشد.باندوسترندرجایگاهصحیحمدنظرقرارگرفت،امادر

ستونکنترلهیچباندیدیدهنشد)تصویرشماره3(.

SDS-PAGE.ستون1: ژل روی بر نوترکیب های پروتئین بیان  .2 تصویر 
بیانپروتئینSTxBکهدارایوزنمولکولی11/3KDaاست.ستون2:بیان
ستون3: است. 24/3 kDa مولکولی وزن دارای که  STxB-IpaD پروتین

نشانگرپروتئینی.

تصویر 3. تصویرتکنیکوسترنبلاتبررویکاغذنیتروسلولز.ستون1:نمونه
کنترلمنفیبیاننشدهSTxB-IpaDستون2:نمونهتستبیانشدهازپروتئین
STxB-IpaDتوسطIPTGستون3:نشانگرپروتئینیستون4:نمونهتستبیان

.STxBستون5:نمونهکنترلمنفیبیاننشدهSTxBشدهازپروتئین

.STxBازنانوکپسول)SEM(تصویر 4. تصویرمیکروسکوپالکترونینگاره.STxB-IpaPازنانوکپسول)SEM(تصویر 5. تصویرمیکروسکوپالکترونینگاره



693

مهر و آبان 1395 . دوره 23 . شماره 4

SEM تصویر برداری

ازنانوکپسولهایکیتوساندربرگیرندهآنتیژنهایSTxBو
STxB-IpaDبهوسیلهمیکروسکوپالکترونیعکسبرداریشد
)تصویرشماره4و5(.بهمنظورارزیابیآنتیبادیتولیدشده
الایزای روش از تجویز مرحله هر در آن میزان محاسبه و
غیرمستقیماستفادهشد.دوهفتهبعدازتزریقسوموچهارم
بهصورتتصادفیازموشهایتستوشاهدخونگیریبهعمل

آمد)جدولشماره1(.بعدازجداسازیسرمآنهاآزمایشالایزا
انجامشدکهنمودارمیانگینتیترآنتیبادیدرهرمرحلهدر

تصویرشماره6نشاندادهشدهاست.

و هفت تا ایمنشده موشهای به چالش انجام منظور به
ذکرشده غلظتهای با شیگاتوکسین عصاره LD50 برابر ده
بهمدت50روزتحتنظر و تزریقشد درجدولشماره2
قرارگرفتند.همانطورکهنتایجآمارینشانمیدهدگروههای

جدول 1. تجویزخوراکییاتزریقزیرجلدیآنتیژنبهموش.

شماره 
روز تجویزتزریق

آنتی ژن STxB-IpaD و روش تجویزآنتی ژن STxB و روش تجویز

خوراکیزیر جلدیخوراکیزیر جلدی

1120µg40µg20µg40µg

21415µg30µg15µg30µg

32810µg20µg10µg20µg

44210µg20µg10µg20µg

تصویر 6.تیتراسیونسرمموش.

 .E.coli O157:H7جدول 2. نتایجچالشگروههایموشیباعصارهسلولیباکتری

مقایسه آماریمقایسه گروه هامیزان تحملمیزان عصاره سلولی تزریق شدهگروه موشیردیف

مردPBS300µg+کيتوسان تزریقی1

2P<0/001با1و3زنده2100µgنانوکپسولی STxB تزریقی2

3n.sبا1و2مرد300µgنانوکپسولی STxB خوراکی3

4P<0/001با1و5زنده3000µgنانوکپسولی STxB-IpaD تزریقی4

5n.sبا1و3مرد300µgنانوکپسولی STxB-IpaD خوراکی5

بررسی ایمنی زایی نانوذرات کیتوسان حاوی آنتی ژن های STxB و STxB-IpaD شیگلادیسانتری تیپ یک
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تزریقینانوکپسولیSTxBوSTxB-IpaDباگروههایخوراکی
نانوکپسولیSTxBوSTxB-IpaDاختلافمعناداریباهمدیگر

دارند)جدولشماره2(.

بحث

بیماریشیگلوزیزبهعنواناسهالخونیباسیلیحادشناخته
میشودکهبامدفوعآبکیهمراهباخونوموکوستوأمباعلائم
بالینیچونتب،کرامپهایشکمیمشخصمیشودکهممکن
طرفی از باشد. همولیتیک اورمیک سندروم همراه به است
شیگاتوکسینميتواندمشکلاتسیتوتوکسیکونوروتوکسیک
ایجادکند.امروزهتلاشهایزیادیبرایساختواکسنعلیه
شیگلاوسمآنانجامشدهوکاندیداهایزیادیگزارششده
است.تاامروزسازمانجهانیسلامتWHOوFDAهیچکداماز
اینکاندیداهارابهدلایلمختلفتأییدنکردهاند،اماتلاشهابرای

ساختواکسنعلیهشیگلوزبهطورجدیادامهدارد.

شیگلا شیوع خصوص در منتشرشده پژوهشهای نتایج
شیگلافلکسنری پیش سال چند تا میدهد نشان ایران در
بیشترینشیوعرادرایرانداشتهاست.دررتبههایبعدیبه
ترتیبشیگلاسونئیوشیگلادیسانتریقراردارندومقدارکمی
شیگلابوئیدیمشاهدهشدهاست.مطالعاتجدیدنشانمیدهد
همین تقریباً است. شایعتر شیگلافلکسنری از شیگلاسونئی
ایران)عربستانو ترتیبشیوعشیگلادرکشورهایهمسایه

پاکستان(نیزگزارششدهاست]9،10،18،22[.

و وقوع فراوانی بر ایرانیمبنی بهگزارشمحققان توجه با
عنوان به میتواند باکتری این شیگلا، آنتیبیوتیکی مقاومت
یکعاملناتوانکنندهموردتوجهقرارگیرد.بنابراینلازماست
سوشهایبومیایرانبهمنظورتهیهواکسنمطالعهشوند]22[.
هیچواکسنیبرایشیگلابهصورترایجدردسترسنیست.
هرچندسلولهایTدرحفاظتعلیهشیگلانقشدارند،اما
چندین از حاصل دادههای نیستند. ضروری ایمنشدن برای
مطالعهنشاندادپاسخایمنیهمورالنقشمهمتریدرایمنی
علیهشیگلاباهردوپاسخسیستمیکومخاطیعلیهLPSو
تعدادیازپروتئینهایکدشدهتوسطپلاسمیدبیماریزا،ازجمله
پروتئینهایIpaدارد.هنوزشیگلادیسانتریتیپیکعمدهترین
علتاپیدمیاسهالدرصدسالاخیراستونسبتمرگومیرآن

درکشورهایجهانمتفاوتاست]1[.

کلیدی مرحله دو باکتریشامل این بیماریزایی مکانیسم
کلونیزاسیون آن بهدنبال و اتصال شامل اول مرحله است.
باکتریبهسطحسلولهایاپیتلیالرودهکوچکبافاکتورهای
کلونیزاسیونکهباعثتورموایجادزخمهایسطحیوتجمع
پلینوکلئورهاوبالاخرهنکروزوخونریزیمیشودوبهصورت
بلغموخونهمراهبامدفوعدفعمیشود.درمرحلهدومباکتری

شیگاتوکسینتولیدوبهسلولهایاپیتلیالرودهبزرگحمله
میکندوسببآماسوزخمهاییرویدیوارهرودهمیشودکه

نتیجهآناسهالخونیاست.

عوامل سه نوع ترشحی سیستم بهکارگیری با شیگلا باکتری
IpaDبیماریزایخودرابهسلولمیزبانانتقالمیدهد.پروتئین
عاملیاستکهدررأساینسیستمبرایتهاجمباکتریبهسلول
میزبانضروریاست.IpaDیکپروتئینچندکارهاستکهترشح
وعرضهپروتئینهایIpaBوIpaCرادرحدفاصلسلولمیزبان
وباکتریوهمچنیننفوذصحیحناقلهایپروتئینیبهداخلسلول
میزبانکنترلمیکند.پروتئینIpaDیکپروتئین37kDaاستو
بینسایرپروتئینهایاپرونIpaتنهاپروتئینIpaDآبدوستاست.

ناحیهN- ترمینالنزدیکبهمرکزدرتمامیمطالعاتیک
در میشود. تلقی IpaD در مهم بسیار و عملکردی ناحیه
مطالعاتیکهبهمنظورشناساییاپیتوپهایIpaDانجامشد
غالباپیتوپهایدردسترسIpaDدراینناحیهقرارداشتند.
دارد، بستگی ناحیه این عملکرد به IpaD عملکرد همچنین
بهطوریکهاگرفعالیتآنسرکوبشودبهطورکلیقابلیتتهاجم

شیگلاسرکوبمیشود]23،24[.

ترمینال -Nناحیه که آنتیبادیهایی دادند نشان مطالعات
پروتئینIpaDراشناساییمیکنندبرهمکنشاینپروتئینبا
نمکهایصفراویبهویژهدیاکسیکولاتراسرکوبمیکنند.در
اینحالتباکتریقادربهانجامفعالیتویژهخودبرایفراخوانی
وبهکارگیریIpaBنخواهدبود.درنتیجهتوانشیگلابرایایجاد
منفذدرسلولیوکاریوتیازبینمیرودوفرایندورودباکتری
بهدرونسلولمیزبانسرکوبمیشود.ایننتایجنشانمیدهد
پروتئینIpaDوبهویژهناحیهNترمینالاینپروتئینعامللازم
برایورودباکتریشیگلابهسلولهایمیزباناستواینپروتئین

بهعنوانآنتیژنبالقوهدرطراحیواکسنمطرحاست]23[.

آنتيباديعلیهIpaDميتواندتوانایيباکتريرابرايتهاجم
ازبینببرد.آزمایشهادرمحیطin vivoنیزبااستفادهازروده
آنتيبادي تهیه از پس که ترتیب بدین شد. انجام خرگوش
را آنتيباديها خرگوشها ایمونیزهکردن روش با Anti-IpaD
دررقتهايمختلفباباکتريشیگلامخلوطکردهوازآندر
نتایج شد. استفاده Rabbit Intestinal iliac loops آزمایش
نشانداددرغلظتهاياولیهآنتيباديهیچضایعهايدرروده
باکتري ایجادنشد.درصورتيکهدرآزمایشکنترلمنفيکه
بدونحضورآنتيباديدرونرودهخرگوشقرارگرفتسرتاسر

رودهدچارضایعهشد]23[.

حالت در که آنتیژنی مقدار کردند مشخص تحقیقات
کمتر است ضروری مصرف برای ادجوانت یک با فیوژنشده
ازمقداریاستکهبهصورتتجویزهمزمانبرایایمنیزایی
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استفادهمیشود.ایننشاندهندهمزیتمتصلکردنآنتیژنهابا
ادجوانتهایمختلفاست.امروزهتوجهخاصیبهواکسنهایی
اثر تقویت بهمنظور رادارند]25[. اینمزیت شدهاستکه
واکسنورفعمحدودیتعمدهآنیعنیمیزانایمنیزاییپایین
عنوان به IpaD ترمینال N ناحیه باید محلول، ژنهای آنتی
آنتیژنکاندیدایواکسنشیگلوزبایکایمنوادجوانتمناسب
انتخاب stxBاینمطالعه اینمنظوردر برای همراهشودکه
شد.ژنstxBدرباکتریE.coliکلونوبیانآنبررسیشدو

ایمنیزاییآنبهاثباترسید]12،26[.

مطالعاتنشانمیدهدبهخاطروزنمولکولیپایینSTxBپاسخ
ایمنیناچیزیعلیهآندیدهمیشود.امروزهدانشمندانزیادی
برایانتقالداروهایضدسرطانبهسلولهایSTxBوکاهش
اثراتسوءشیمیدرمانیبهSTxB،بهخاطراتصالاختصاصی
اکثرسلولهایسرطانی،توجهمیکنند باگیرنده3Gbروی
]24،27[.بهمنظورافزایشایمنیزاییمخاطیعلیهSTxBطی
آزمایشیپروتئینتخلیصشدهSTxBبهکمکمیکروسفرهای
لیپیدیسنتتیکبهصورتنازالتلقیحشدکهنتیجهآنتقویت
STxB-IpaDممزوجکردن با داد. نشان را ایمنی پاسخ نسبی
میزانایمنیزاییآنبااستفادهازسمفعالE.coli O157:H7در

خوکچههندیتا28برابرافزایشیافت]25،28[.

علیه آنتیبادی تیتر داد نشان آزمایش این الایزای نتایج
آنتیژنهایSTxBوSTxB-IpaDدرموشاندکیمتفاوتبودو
باممزوجشدنIpaDبهSTxBمیزانتیترآنتيباديافزایشیافت.
موشهایایمنشدهباStxBتوانستندتا7برابرLD50وموشهای
شیگاتوکسین LD50 برابر 10 تا STxB-IpaD با ایمنشده
از آنتیژن تحویل برای کنند. تحمل را E.coli  O157:H7
طریقدهانازنانوذراتچسبندهبهموکوسکهباسلولهای
اپیتلیالبرهمکنشداشتهوامکانافزایشجذبآنتیژنرافراهم

میسازنداستفادهشد]29،30[.

پروتئین همورال ایمنی سیستم پاسخ بررسی منظور به
نوترکیبSTxBوSTxB-IpaDاینپروتئینبهموشسوریبه
روشخوراکیوتزریقیبههمراهPBSبهشکلنانوکپسولتجویز
شدوبعدازخونگیریتیترآنتیبادی)IgG(سرمیبررسیشد.
برایبهچالشکشیدنوبررسیقدرتحفاظتکنندگیآنتیبادی
به توجه با پذیرفت. صورت موش روی ایمنیزایی تولیدشده،
گزارشهایشیوعشیگلادرایران،بادرنظرگرفتنهمولوژیبالادر
گونههایSTxونیزمطالعاتمشابهانجامشدهدراینمرکزبهجای

استفادهازشیگاتوکسینازسمE.coli O157:H7استفادهشد.

باتوجهبهتصاویرتیترآنتیبادیونتایجچالشموشهانتیجه
برای رامیتوان نانوکپسول و میگیریمروشژلهایشدنیونی
ساختواکسنباآنتیژنSTxBوSTxB-IpaDبهکاربردکهاز
نظراقتصادیوزمانینیزمقرونبهصرفهاست.درروشتجویز

خوراکیآنتیژننانوذرهایدرابتدابایدبهموشهاهیدروکسید
ساختار و خنثی معده اسیدی pH تا شود خورانده آلومینیوم
کپسولهایکیتوسانیحفظشودوآنتیژنازpHاسیدیمعدهو
آنزیمتریپسیندرامانباشدودرنهایتباسلولهایاپیتلیالیروده
جذبشود.باتوجهبهبالابودنتیترآنتیبادیتزریقنانوذرهای
تحملموشهایایمنشدهدربرابرعصارهحاویشیگاتوکسینبالا
بودهاستوهمچنینازنظراقتصادیوزمانتهیهمقرونبهصرفه

استوبهعنوانیککاندیدایواکسنمناسباست.

تشکر و قدردانی

مهدی آقای ارشد کارشناسی مقطع پایاننامه از مقاله این
بارانونددرگروهزیستشناسیدانشگاهجامعامامحسین)ع(
همکاران و پژوهشگران و اساتید تمامي از است. شده گرفته
محترمدردانشگاهجامعامامحسین)ع(کهدربهنتیجهرسیدن

اینتحقیقتلاشکردندتشکروسپاسگزاریمیشود.

بررسی ایمنی زایی نانوذرات کیتوسان حاوی آنتی ژن های STxB و STxB-IpaD شیگلادیسانتری تیپ یک
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