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 چکیده

شده از مدفوع سگ آلوده بهه انسهاو و است كه ازطریق تخم انگل اكينوكوكوس گرانولوزوس دفع یبيماری ،كيست هيداتيك :هدفزمینه و 

در انسهاو و  باشد كه باعث ایجهاد مشهک ب بهداشهتی گسهتردهمی Taeniidae يخانوادههاي نواري یکی از كرم ،شود. این انگلمیدام منتقل

 باشد.می حائز اهميت منظور پيشگيري ازبروز این بيماريطراحی واكسن به ،شود. بدین منظوردامپروري می هاي اقتصادي به صنعتخسارب

در وكتور  XhoI و در محل برشسنتز ، Tهاي سلول يكنندهتحریك اپيتوپ خطی يهاي كدكنندهتوالی ،در این تحقيق :هامواد و روش

pEGFP-N1 هاي توسط شوک الکتریکی به سلول وكتورهاي نوتركيب شد.كلووCHO صورب مورد نظر بهن بياو پروتئيو  شدندترانسفورم

 ن سبز فلورسنت توسط ميکروسکوپ فلورسنت مورد بررسی قرارگرفت. فيوژو با پروتئي

وسط ت GFPپپتيد فيوژو با بياو . تایيد گردید بر روي كلونی و درنهایت با روش توالی یابی مستقیمPCR روش باصحت كلونينگ  ها:یافته

 ميکروسکوپ فلورسنت مورد بررسی قرارگرفت.

-بيهاو CHOدر سهلول و  pEGFPوكتهور در  شهدهكلووEg95 ژو هاي خطی آنتیكه اپيتوپ دهدمینتایج این تحقيق نشاو گیری:نتیجه

 شده و پاسخ ایمنی حيواو مورد بررسی قرارگيرد.تزریق به حيواو مدل )موش( DNAبایست این سازه دامه میدر ا .استگردیده

 .واكسن Eg95 ،DNA،اپيتوپ، ، كيست هيداتيكاكينوكوكوس گرانولوزوس های کلیدی:واژه

 

 مقدمه
ری انگلی مشترک بین انسان بیما ،هیداتیک کیست

ام با نکرم نواری  ،آن عاملکه است  حیوان و

-اين کرم از خانواده باشد.می« اکینوکوکوس گرانولوزوس»

-متر میمیلی ٦تا 3ور معمول طبوده و طول آن به تنیده ی

و بیماری ای صورت چندمرحلهی انگل به. زندگ(1) باشد

ی لاروی نشخوارکنندگان توسط مرحله در انسان و

 ی. کرم بالغ در روده(3, 2) شودمی انگل)متاسستود( ايجاد

در  .کند و دارای سه بند استی میباريک سگ آلوده زندگ

-دارد که بعد از پاره وانی وجودهای فراتخم ،بند انتهايی

 مقاله پژوهشی
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شوند و توسط مدفوع سگ در محیط پراکنده می شدن

بعد از  ،هااين تخم ،گرددمی هااعث آلودگی آب و سبزیب

روده  یواسطه از ديواره شدن توسط میزبانانِخورده

های خونی به ساير و ازطريق رگباريک آنها عبورکرده 

روند و در آنجا میغیره بد و ريه و همچون ک بدننقاط 

که حاوی را پر از مايع شفاف  یکیسه ،کردهشروع به رشد

علايم بیماری  (.4) دکننیم ايجاد ،متعدد استلاروهای 

ضو بوده و باعث نقص عمتفاوت ،باتوجه به محل کیست

شیوع  ،. اين انگل(5) شودمی و گاهی موجب مرگ بیمار

 .باشندمی يیشیوع بالادارای  ،نايرامناطق و  جهانی دارد

اين بیماری  پاسخگوی ،های دارويیکه درمانآنجايیاز 

ه جراحی و برداشتن نیستند و در مراحل پیشرفته نیاز ب

، تولید واکسنی که بتواند علیه اين بیماری باشدکیست می

 . (٦) باشدحائز اهمیت میار بسی ،ايمنی ايجادکند

د يكی از کانديدهای مهم تولی ،Eg95ژن آنتی

ن نوترکیب اين . پروتئیباشدبیماری میواکسن علیه اين 

 و درصد حفاظت در برابر انگل 69تا  6٦باعث  ،ژنآنتی

دارای ده اما اين انگل  ،(7) است شده  G1در سروتیپ 

باشد و اين امر باعث ناکارآمد (می  G1-G1)سروتیپ

 که همین امر،باشد می Eg95بودن واکسن نوترکیب 

های مختلف را پیتوپا یی بر پايهضرورت تولید واکسن

پلاسمیدهای بیانی  ،هاواکسن DNA. (9)کندمیبايجا

جديد واکسن باشند که نسل مورد نظر می یحاوی قطعه

های بدن در سلول ،هااند. اين واکسنها را ايجادکرده

ايمنی  نوع دو شوند و باعث تحريک هرمیمیزبان بیان

 ،هادر اين نوع از واکسن .(6)گردندسلولی و همورال می

ها را ژنهای مختلف آنتیژن يا اپیتوپتوان چندين آنتیمی

-همینتری ايجادشود، بهکرد تا پاسخ ايمنی مناسبکلون

 ،هاها نسبت به ساير واکسنواکسن DNAاستفاده از  ،دلیل

 کارآيی بیشتری دارد. 

 DNAطراحی و ساخت مدل  ،هدف از اين کار

باشد. به اين واکسن جهت مبارزه علیه کیست هیداتیک می

در  EG95ژن های خطی آنتیتوالی کدکننده اپیتوپ ،منظور

مورد  CHOگرديد و بیان آن در سلول کلون pEGFPوکتور

کدکننده دارای توالی  pEGFPوکتوربررسی قرارگرفت. 

اشد که بعنوان ژن گزارشگر میین سبز فلورسنت بهپروتئ

شود و به می بیانین مورد نظر شده به پرتئ فیوز صورتبه

آنها بیان ورسنت ئتوان با میكروسكوپ فلاين صورت می

 . را مورد رديابی قرارداد

 

 هاو روش مواد

 Eg95ژن های آنتیاپیتوپدر ابتدا  سنتز و تکثير:

-اين توالیشدند. بینییشپ IEDBتوسط پايگاه اطلاعاتی 

يی از لینكرها یوسیلهشامل چهار پپتید بودند که به ،ها

پرايمرهای گرديدند. سپس فورين به همديگر متصل

که دارای جايگاه برش آنزيم  ژن سنتزشدهمتناسب با 

XhoІ افزار توسط نرم ،بودندOligo  شد. طراحی 5ورژن 

 DNA ،11 میكروگرم 1 حاوی ،PCRواکنش  هر

 TG-'5پرايمرهای رفت از مولپیكو

CTCGAGGAATTCATGGAAGCAGCAGC-3 و 

 CTCGAGGCTAAACACAAAGCCCGC  برگشت

AAT C-3 ،1 میكرولیترdNTP ،2میكرو لیتر ./ TaqDNA 

polymerase ،)میكرو لیتر 4)شرکت فرمنتازbuffer  و 

10x PCR  میكرو لیتر  41دوبار تقطیر به  آبِ یوسیلهبه

ساخت ) در ترموسیكل PCRو واکنش  شودمی رسانده

 :گرديد انجامذيل به شرح  (eppendorf شرکت

Denaturation یهااولیه در دماC ˚64 بهدقیقه  3مدت به-

دقیقه، اتصال  1مدت به    ٥٩˚C، سیكل تكرار 35همراه

˚C55 ثانیه و  15مدت به˚C72 شدثانیه انجام15مدت به .

 7مدت به (Extension Final)گسترش نهايی  یمرحله

 5. گرديد گراد انجامدرجه سانتی 72دقیقه در دمای 

 درصد الكتروفورز2میكرولیتر از محصول روی ژل آگارز 

 .شد

محصولات حاصل از  :یابیتوالیو كلونينگ 

PCR توسط آنزيم XhoІ ،خورده و توسط کیت برش

 .شدند، تخلیصشرکت فرمنتاز PCRتخلیص محصول 
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  ،(11)سمبروک تفاده از روشبا اس pEGFPوکتورهای 

جهت  .شدندهضم انجام XhoІو توسط آنزيم  تخلیص

درصد  1در ژل شده هضموکتور ، يید صحت هضمتأ

موردنظر به  یاتصال قطعه .الكتروفورز گرديدندآگازر 

در   T4 DNA Ligaseتوسط آنزيم   pEGFP-N1کتورو

جهت  .دگردي انجامساعت  1٦مدت به C22˚دمای

 از استفاده با E.Coli(DH5α)ترانسفورماسیون سلول 

سپس با روش  .درآمدند مستعد   حالت به کلريدکلسیم

-محصولات حاصل از لیگاسیون به سلول ،شوک حرارتی

آگار  LBکشت  در محیطها منتقل و سلول ،های میزبان

ساعت  24مدت به C ˚37در دمای حاوی کانامايسین

ی مقاوم به کانامايسین که حاوی هاکلونی شدند.دادهکشت

. رشدکردند بر روی محیط کشت ،باشندمیناقل نوترکیب 

-نوترکیب بههای مثبت حاوی وکتور نیوانتخاب کلجهت 

ها با استفاده از پرايمرهای نیوطور مستقیم بر روی کل

. گرديدانجام  PCRنظرمورد  یرفت و برگشت قطعه

شدند و باروش سمبروک تخلیص نوترکیبوکتورهای 

 .گرفتانجام شرکت ماکرو ژن کرهيابی آنها توسط توالی

از بانک سلول  CHO یرده سلول :ژو سنتزشده بياو     

-تحقیقاتی واکسن وسرم یموسسهبخش بیوتكنولوژی 

 RPMIشد. جهت کشت سلولی ازمحیط سازی رازی تهیه

سیلین و استرپتومايسن در پنی ٪1 و FBS٪11حاوی 

گراد درجه سانتی 37در دمای  CO2٪5یاانكوباتور محتو

ترنسفكشن سلول مورد استفاده جهت تعداد . شداستفاده

ml\cell٦11×5 شو وباشد که بعد از چند بار شستمی

 و گرديدبه آن اضافه كروگرم پلاسمیدمی PBS ،11توسط 

 911ا با محیط کشت بدون سرم به حجم نهايی آنه

روش شوک فورماسیون بهسشدند. تران رسانده كرولیترمی

ساخت شرکت ) Gene Pulserالكتريكی توسط دستگاه 

BIO RAD) مذکورها تحت شرايط گرديد. سلولانجام 

های مورد شدند و از سلولدادهت کشتساع 49مدت به

ن سبز و رديابی پروتئیبیان نظر لام تهیه و جهت بررسی 

 گرديد. ورسنت استفادهئفلمیكروسكوپ ورسنت از ئفل

 هایافته
توسط  Eg95های اپیتوپتوالی نوکلئوتیدی 

تكثیر شده جهت طراحی هایپرايمر وGenscript شرکت 

 سنتزشدندپژوه  توسط شرکت فزا مورد نظر یقطعه

 . (1شكل )

درصد الكتروفورز  2در ژل  PCRمحصولات 

که  شدمقايسه ،شده با سايز مارکر. باند مشاهدهشدند

قطعه مورد نظر ه که با سايز جفت باز بود 311دارای وزن 

 .(2)شكل دارد مطابقت

شدن توسط آنزيم بعد از هضم  pEGFPوکتور

XhoІ صورت خطی در آمدند و سايز آنها با سايز مارکر به

 .(2)شكل گرديد تايید

شدند و نتايج يابیوکتورهای نوترکیب توالی

مورد نظر مطابقت  یيابی با توالی قطعهحاصل از توالی

 ،. در اين مطالعهند و صحت کلونینگ را تايیدکردندداشت

و ژن  Eg95رفت که با قرارگرفتن توالی کدکننده انتظارمی

GFP طی کرد. در يک قالب خواندن، بتوان آن را رديابی

ن شده با میكروسكوپ فلورسنت پروتئیهای انجامبررسی

-ن سبز فلورسنت بیانپروتئی صورت فیوز بامورد نظر به

 .(3)شكل گرديد

 

 حثب

های انگلی شايع در یاز بیمار ،کیست هیداتید

اين بیماری از اهداف  علیهو تولید واکسنی  جهان است

 یهای جديد در زمینهپیشرفتهباشد. بسیاری از محققان می

تولید واکسن  یباعث ايجاد تحول در زمینه ،بیوتكنولوژی

 «های ژنیواکسن»ها با نام و ايجاد نسل جديدی از واکسن

ترادف پلاسمیدهای حاوی  ،هااين واکسن .(11)اندشده

 ا  که مستقیمهستند ژن مورد نظر آنتینوکلئوتیدی کدکننده 

های واکسن .شوندموجود زنده تزريق می به بافت

-خالص و هايی در مراحل تولیدرای پیچیدگیدا ،نوترکیب

در اين  های تولیدباشد که باعث افزايش هزينهمی سازی

-يكی ديگر از مشكلات واکسن .شودها میواکسن نوع 
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علت ن، بهنداشتن ساختمان طبیعی پروتئی ،رکیبهای نوت

ست نادر foldingو  Glycosylationکاملعدم انجام 

های واکسناما در  ،(12)باشدمی درمراحل تخلیص نهايی

DNA میزبان انی ن توسط سیستم بیبه علت بیان پروتئی

برحسب  شده ون حفظشكل فضايی صحیح پروتیئ

نوع ايمنی باعث تحريک هر دو  های موجوداپیتوپ

-بر اساس مطالعات انجام. (13) شودسلولی و همورال می

سبب تحريک سیستم واکسن  DNAاستفاده از  ،شده

و در نتیجه کاهش سنتز  ، تولید اينترفرون گاما،Th1ايمنی 

IgE های و همچنین ممانعت از فعالیت سلولTh2 می-

-های ژنی در مقابله با انگلواکسن از استفاده (14) شوند

 به ساير انواع واکسن ها دارد.  کآرايی بیشتری نسبت ،ها

 های عفونیاز بیماری ،بیماری مالاريا و لشمانیا دو

 شايعی هستند که تاکنون واکسن مناسبی علیه آنها تولید

-ردهدرچند سال گذشته تحقیقات گست هرچنداست.  نشده

-گرفته نی علیه آنها صورتژواکسن یتهیه یای در زمینه

بیمارانی که  ،شدهتحقیقات انجامطبق . (1٦, 15) است

 هایسايتوکین ،تحت درمان با داروی آلبندازول قرارگرفتند

Th1 های را بیشتر از سايتوکینTh2 و نتايج کنند القامی

-ازبین و انگل کشتن در بیشتر Th1 پاسخ که دهدمینشان

-به هاسايتوکین پاسخ در تغییر .داردنقش بیماری بردن

 انگل رشد موش و انسان در Th1 بیان الگوی سمت

استفاده از تا  رودنتظارمیا، روازاين. (17) دهدمیراکاهش

DNA ها باعث افزايش پاسخ ايمنی علیه انگل واکسن

 شود. 

علیه اکینوکوکوس هايی که تاکنون واکسن

های ینبراساس پروتئ ،شدند طراحیگرانولوزوس 

اما اين انگل دارای ده سروتیپ متفاوت  ،اندنوترکیب بوده

G1–G10 کدام میزبان اختصاصی خاصیباشد که هرمی 

-کارآيی اين نوع از واکسن می و اين باعث کاهش دارند

 
 Eg95پروتئين  وپپتيدهاي سنتزشده  DNAتوالي: ۱ شكل

 

 
 XhoIبا آنزيم  pEGFPو  هضم آنزيمي وكتور  PCRدر واكنش  Eg95تكثير شده از اپيتوپهاي  DNA: قطعه ۲شكل 

 Rochشماره هفت  شركت  DNAنشانگر  XhoІ   ،Mوكتور هضم شده با آنزيم  4، ۲،2تخليص شده ،  ستون هاي  pEGFP. وكتور ۱ستون 

 سيناژن جفت بازي شركت DNA ۱11نشانگر  PCR ،Mدر واكنش  Eg95تكثير شده از اپيتوپهاي  DNAقطعه . 5ستون 
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يكی از کانديدهای مناسب جهت ،  Eg95 ژنآنتی .شود

حفاظت  آن زيرا پروتئین نوترکیب .واکسن است یتهیه

 ،ژناست. اين آنتیدادهبالايی را در مقابله با انگل نشان

ها که هر کدام از ژن ای چند ژنی استمتعلق به خانواده

شوند که می    ی خاصی از زندگی انگل بیانمرحلهدر 

ژن را های اين آنتیضرورت استفاده از اپیتوپ ،اين امر

 pEGFP ،مورد استفاده در اين تحقیقوکتور کند. میمطرح

که بعد از انتقال  باشدمیGFP دارای ژن گزارشگر که  است

بودن قالب  درصورت صحیح های يوکاريوتی وبه سلول

 پروتئین مورد نظر Nدر انتهای  شوند ومی بیان خواندن

سادگی با میكروسكوپ فلورسنت مورد  و به دگیرمی قرار

های داد که اپیتوپاين مطالعه نشان. گیردمی رديابی قرار

طور فیوژن به pEGFPشده در وکتور کلون Eg95غالب 

که  شدندبیان CHOهای جانوری در سلول gfpپروتئین با 

رسی پاسخ ايمنی در حیوان مدل و بايست برمی ،در ادامه

 میزبان های انگل مورد بررسی قراربگیرد. در

 

 تشکر و قدردانی

 یفوق بخشی از طرح تحقیقاتی موسسه یمطالعه

 بدين . باشدسازی رازی میتحقیقات واکسن و سرم

همكاران محترم بخش بیوتكنولوژی  یوسیله از کلیه

به  سازی رازی کرجتحقیقاتی واکسن و سرم یمؤسسه

تشكر و  ،همكاری صمیمانه در انجام اين تحقیق خاطر

 شود.قدردانی می
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Abstract 
Background and purpose: Hydatidosis is a parasitic disease 
that transmits by Echinococcusgranulosus eggs excreted from 
the feces of infected dogs to humans and animals. This parasite 
is one of the tapeworms of the family Taeniidae which causes 
widespread health problems amonghumans and also economic 
loss in animal. Therefore, designing a new generation vaccine is 
important to prevent the disease. 
Materials and methods: In this study, the linear T-cell epitopes 
were selected. The coding sequence of epitopes was 
synthesized and cloned to pEGFP-N1vector. The recombinant 
vector was transfected into CHO cells by genpulser. Expression 
of fusion Protein was confirmed by fluorescence microscopy. 
Results: The accuracy of cloning was confirmed by bothcolony 
PCR on the clone and the subsequent sequencing. Fluorescence 
microscopy showed fusion protein wasexpressed in CHO. 
Conclusion: The results showed that, linear T-cell epitope of 
EG95 antigen was cloned correctly in pEGFP vector and its 
expression confirmed that this recombinant vector can be used to 
construct a DNA vaccine model against the 
Echinococcusgranulosus. 
Key words: Echinococcusgranulosus, hydatidosis,epitope, Eg95, 
DNA vaccine, CHO. 
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