
 

 

 

  ٍ ّوکبزاى ستسگی هسین
 6/9/1397 یبفت:تبزیخ دز         یصدهجلِ علوی پطٍّطی داًطگبُ علَم پصضکی ضْيد صدٍقی  

 29/10/1397 تبزیخ پریسش:            1397 دی، دّندٍزُ بيست ٍ ضطن، ضوبزُ 

 

 

 ضوبزُ صفحِ:  

متصل به  Stx2Bي  EITزایی پريتئیه هبی وًترکیبمقبیسه اثر ایمىی
یدای بر پبیه کیتًزان در مدل حیًاوی به عىًان کبودذرات وبوً

 E. coli O157:H7وبوًياکسه بر علیه 
 

 5زٍح الله کبظوی،  4 جعفس اهبًی، 3زضب حبجی حسيٌی، 2 *علی ّبتف سلوبًيبى، 1ضالِ خٌيفس

 
 

 هقبلِ پطٍّطی
 

  

دس  ٚ اػٟبَ حبد  (HUS) اٚسٔی ِٕٞٛیتیه ػٙذسْوٙٙذٜ ایدبد ٚ ا٘ؼبٖ ٚ داْ ثیٗ پبتٛطٖ ٔـتشن  E. coli O157:H7 ثبوتشی هقدهِ:

وبسٞبی ٔمبثّٝ ٚ پیـٍیشی ساٜ یىی اص .اػتٌضیٙی ػشیغ دس دػتٍبٜ ٌٛاسؽ ا٘ؼبٖ حبئض إٞیت  دِیُ لبثّیت لاٝ٘ٝث ثبؿذ وٝٔیا٘ؼبٖ 

دسایٗ . ثبؿذٔی ایٗ ثبوتشیصای ثیٕبسی٘ٛتشویت فبوتٛسٞبی  آ٘تی طٖ ٞبی ٞبی حبكُ اصثىبسٌیشی ٘ب٘ٛٚاوؼٗٞب بسیایٗ ثیٕدس ثشاثش

ٚ Stx2B ٕٞشاٜ  EIT دسدٚ ٌشٜٚٚ ثب ٘ب٘ٛ رسات ویتٛصاٖ ا٘ىپؼِٛٝ EIT (EspA, Intimin, Tir) ٚ Stx2B٘ٛتشویت  ٞبیتحمیك پشٚتئیٗ

 .صایی اسصیبثی ٚ ٔمبیؼٝ ؿذ ٚٔیضاٖ ایٕٙی٘ذتّمیح ؿذBALB/c ٝ ٔٛؽ ٞبیثذٖٚ آٖ ث

 ػتشٖٚ تأییذ ثب ٚ ػتٖٛ ٘یىُثب سٚؽ  ػبصیقِخب ٚ پغ اص ثیبٖ EIT  ٚ Stx2B ٘ٛتشویت ٞبیپشٚتئیٗدس ایٗ ٔغبِؼٝ تدشثی  زٍش بسزسی:

 ٚ  rEITٞبی ػشٔی ٚ ٔذفٛػی ضذبدیثآ٘تیؿذ٘ذ. پغ اص ٚاوؼیٙبػیٖٛ  ٘ب٘ٛپبستیىّٝ یٛ٘یػیٖٛ ویتٛصاٖ ثٝ سٚؽ طلاثب ٘ب٘ٛ رسات  ،ثلاتیًٙ

rStx2B ثب ٘شْ افضاس   وتشیچبِؾ سیضؽ ٔذفٛػی ثب ؿذ. ٚ ٔمبیؼٝ اسصیبثی الایضا اػتفبدٜ اص ثب Excel ٔیضاٖ ٔحبفظت ٔٛؽ ٚ ٗٞب ثش ػّیٝ ػٓ ای

 لشاس ٌشفت. بیؾٔٛسد آصٔ فیـش دلیك تؼت اػبع ثش ثبوتشی

ٌیشی ٚ ٔمبیؼٝ ؿذ. ایٕٙی ٔغّٛة تشی دس ٌشٜٚ ٞبی ٚاوؼیٙٝ ؿذٜ ا٘ذاصٜ ٞبٔٛؽ یٚ ٔذفٛػػشٔی IgA ػشٔی ٚ IgGٔیضاٖ  ًتبیج:

  rEITٞبی ٚاوؼیٙٝ ٔحبفظت حیٛا٘ی دس ثشاثش ػٓ فمظ دس ٌشٜٚ. طٖ ٘ب٘ٛپبستیىّٝ ثٝ دػت آٔذتضسیمی ثب ٔخّٛط دٚ آ٘تی-خٛساوی

  .(>P 05/0) شَ ٔـٟٛد ثٛدٞب ٚ وٙتغح اختلاف ٔؼٙی داس ثیٗ ایٗ ٌشٜٚ. ػٔـٟٛد ثٛد  rStx2Bثب ٕٞشاٜ

 ثشتشیؤٔمبثّٝ ٔتٛا٘ذ ٔیویتٛصاٖ  رساتٔتلُ ثٝ ٘ب٘ٛ  rStx2B ٕٞشاٜ ثب rEITپشٚتئیٗ ٘ٛتشویت  دٞذ اصؿٛاٞذ ٘ـبٖ ٔی گيسی: ًتيجِ

 ٝ ثبؿذ.داؿت اص آٖ حبكُ ػبصی ػٓٚ خٙثیثبوتشی اص عشیك خٌّٛیشی اص اتلبَ 

 

 E. coli O157:H7صایی،ٖ، ٘ب٘ٛٚاوؼٗ، ایٕٙیویتٛصا پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت، ّبی کليدی: ٍاضُ

 
 EIT   ٍStx2Bهقبیسِ اثس ایوٌی شایی پسٍتئيي ّبی ًَتسکيب .وبظٕی سٚح اللهأب٘ی خؼفش، حبخی حؼیٙی سضب، ػّٕب٘یبٖ ػّی ٞبتف، خٙیفش طاِٝ،  ازجبع:

ٔدّٝ ػّٕی پظٚٞـی دا٘ـٍبٜ ػّْٛ پضؿىی  .E. coli O157:H7ًبًَپبزتيکلِ بس پبیِ کيتَشاى دز هدل حيَاًی بِ عٌَاى کبًدیدای ٍاکسي بس عليِ 

 .832-44(: 9)26؛ 1397یضد ؿٟیذ كذٚلی 

                                                 

 ، دانشگبه پیبم نور، تهران، ایرانزیست شنبسیدانشجوی دکتری ،گروه آهوزشی  -1

2- ،تهران، ایرانزیست فنبوری وههندسی شنتیک  هلی ، پصوهشگبهپصوهشکده زیست فنبوری کشبورزیاستبد ، 

 نشگبه پیبم نور ، تهران، ایران، دازیست شنبسیاستبد،گروه آهوزشی  -3

4-دانشیبر،هرکس تحقیقبت هیکروبیولوشی کبربردی، پصوهشکده سیستن بیولوشی و سن شنبسی، دانشگبه علوم پسشکی بقیه الله )عج( تهران، ایران 

5-دکتری،گروه آهوزشی هولکولی ، شرکت شن سبس، ایران 
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  ٍ ّوکبزاى ضالِ خٌيفس
 

 1397 دی، دّن، ضوبزُ ضطنبيست ٍ  دٍزُ     هجلِ داًطگبُ علَم پصضکی ٍ خدهبت بْداضتی ـ دزهبًی ضْيد صدٍقی یصد

833 

 هقدهِ

 ػٛیٝ  (EHEC)ٕٞٛساطیه ا٘تشٚ ثبوتشی اؿشؿیبوّی

O157:H7 ٖیىی اص پبتٛط ٜٞبی ٟٔٓ ایدبدوٙٙذ

اٚسٔیه دس ا٘ؼبٖ ِٕٞٛیتیه ػٙذسْٕٞٛساطیه ٚ  وِٛیت

 ی اّٞیٞبثبوتشی دس سٚدٜ داْ تشیٗ ٔخضٖ ایٗاكّی ثبؿذ.ٔی

ٞب  ٞبی ؿذیذی سا اص عشیك غزا ٚ آةتٛا٘ذ ػفٛ٘تاػت وٝ ٔی

ؿیٛع اػٟبَ حبد ٘بؿی اص  .(1) آِٛدٜ دس ا٘ؼبٖ ایدبد وٙذ

خلٛف دس ٔٙبعمی ٝیبوّی دس ػشاػش خٟبٖ ثؿٞب اؿشػٛیٝ

تشی ثشخٛسداس٘ذ ثؼیبس ثبلا اػت ٚ اص وٝ اص ػغح ثٟذاؿت پبییٗ

 .(2) ثبؿذخلٛف دس وٛدوبٖ ٔیٝ ٔیش ثٚشئ ػٛأُ ٟٔٓ

ٞبی ثیٕبسی ٌیشی ٚ دسٔبٖ ثش ػّیٝٔٙظٛس پیؾثٝ دا٘ـٕٙذاٖ

ی ٞبصٔیٙٝ تِٛیذ ٚاوؼٗ دس E. coli: O157:H7حبكُ اص 

اثذاع ثب  .(3) ا٘ذ تحمیمبت صیبدی ا٘دبْ دادٜآٖ ثب  ٔشتجظ

ٞبی ٘ٛتشویت  ٚاوؼٗٚ اػتفبدٜ اص ٞبی ٟٔٙذػی ط٘تیه سٚؽ

 ػٙٛاٖ ٚاوؼٗٝثٝ اػتفبدٜ اص وُ پیىشٜ پبتٛطٖ ث٘یبصی  دیٍش

 ٞبی ػٕٛٔیوبٞؾ خغشات ٚاوؼٗٔٙظٛس ثٝ ىٝثّ ٚخٛد ٘ذاسد

 ٞب ٚاوؼٗ ایٗ ثشای تِٛیذ ٞب خلٛف ٚ ثیبٖ آٖٝٞبی ثاص طٖ

ثبوتشی دس ِِٛٝ ٌٛاسؽ ثٛاػغٝ  ایٗ اتلبَ .(3) ؿٛداػتفبدٜ ٔی

حبٚی  ضاییثیٕبسی یش ایه ػشی اص ػٛأُ تحت وٙتشَ خض

ٚ ػیؼتٓ  (Attaching/Effacing)ٞبی تٟبخٓ /اتلبَ طٖ

دس  III. ػیؼتٓ تشؿحی ٘ٛع ثبؿذٔی III ٚIVتشؿحی تیپ 

  ٚ Tir  ٚEspA ٚEspBٞبی ٔختّف اص خّٕٝ تشؿح پشٚتئیٗ

EspD (7.)داسد٘مؾ EspA, Intimin, Tir   ٟٓٔ ٗػٝ پشٚتئی

وٝ  ٞؼتٙذ،دس اتلبَ ثبوتشی ثٝ ػغح ػَّٛ ٞبی پٛؿـی سٚدٜ 

، ٚسٚد ثبوتشی دس ٔشاحُ اِٚیٝ ٞبآٖ اتلبَ اص ثب ٔمبثّٝ

ٔحممیٗ  .(4) خٌّٛیشی وشدتٛاٖ اص وّٛ٘یضاػیٖٛ ثبوتشی ٔی

ٔتلُ ٞبی ٔزوٛس ٚ اص پشٚتئیٗثش ؤٔٞبی ثب ا٘تخبة لؼٕت

ٟت خ یوب٘ذیذای ٔٙبػج تٛا٘ؼتٙذٞب ثٝ یىذیٍش وشدٖ آٖ

 .(5،6،7)اسائٝ دٞٙذیـتش صایی ثٚاوؼیٙبػیٖٛ ثشای ایدبد ایٕٙی

ٓٞ2٘ٛع ب تٛوؼیٗ ؿجٝ ؿیٍ خٙثی ػبصی چٙیٗ ثٝ ٔٙظٛس 

(STX2)  ثخؾ ثب اػتفبدٜ اص ا٘ذ تٛا٘ؼتٝ ٔحممیٗ ،ایٗ ثبوتشیاص

وب٘ذیذای ایٗ تٛوؼیٗ  B اتلبِیصیش ٚاحذ ػٕی  غیشٚ چؼجٙذٜ 

دس  صیبدیغبِؼبت ٔ اص عشفی .(8) ٚاوؼٗ ٔٙبػجی تٟیٝ وٙٙذ

 تش ثٛدٖاثش ثخؾ ثشای اص حبّٔیٗ وّٛئیذی اػتفبدٜ ساثغٝ ثب

اص  كٛست ٌشفتٝ اػت. ٔٙظٛس تِٛیذ ایٕٙی ثیـتشثٝ ٞبطٖآ٘تی

ثیـتشی ٔضایبی خٛد خٛاف ادخٛا٘تی ثب ویتٛصاٖایٗ ٌشٜٚ 

 آٖ. اػتفبدٜ اص (9)داسدٞبی وّٛئیذی ٘ؼجت ثٝ ػبیش حبُٔ

ٝ٘آ٘تی تٟٙب ثبػث ٔحبفظتٖطسٞبیؾ خٛاٞذ ؿذ ثّىٝ ثب ٞب 

 ، پبػخ ایٕٙیثٝ ثذٖ ٞبػشضٝ آٖ ٞذفٕٙذ دسآٞؼتٝ ٚ 

 ٞبیپشٚتئیٗدس ایٗ تحمیك  (10.)ؿذایدبد خٛاٞذ  ثشتشیؤٔ

ٚ  ثٝ كٛست ٘ٛتشویت تٟیٝپغ اص  rEIT  ٚ rStx2B٘ٛتشویت 

 رسات ٔجتٙی ثش٘ب٘ٛ سٚؽ طلاػیٖٛ یٛ٘ی تٛػظثٝ  ػبصیخبِق

 ٞبیسٚؽ ٚاوؼٗ ثٝی ٘ب٘ٛٞب، ػپغ ایٗ وب٘ذیذا٘ذؿذ ویتٛصاٖ

 BALB/cٞبی ثٝ ٔٛؽ یتضسیمٚ  تضسیمی -خٛساوی ،خٛساوی

ٞبی س ثشاثش ػفٛ٘تدٞب صایی آٖٚ ٔیضاٖ ایٕٙی ٘ذؿذ تدٛیض

 .ٔٛسد ػٙدؾ لشاس ٌشفت E. coli O157:H7 حبكُ اص چٙذٌب٘ٝ

ثب  ٝدس ٔمبثّ ٞب ٔٛؽ ٔیضاٖ ٔلٛ٘یتچبِؾ ػٓ ایٗ ثبوتشی ثب 

 .Eثبوتشی ٞب ثب آٖثب چبِؾ آِٛدٌی  چٙیStx2  ٚٓٞٗ ػٓ 

coli  O157:H7 ٔیضاٖ سیضؽ ٔذفٛػی ثبوتشی دس ٔٛؽ ٞبی

 ثشسػی ؿذ. ٚ ایٕٗ ؿذٜ وٙتشَ 

 زٍش بسزسی

بيبى  ثشایآصٔبیـٍبٞی  ٚ ثش اػبع ٔغبِؼبت تدشثی

 ٞبیحبٚی طٖ pET28a ٞبی پلاػٕیذ ّبی ًَتسکيبپسٍتئيي

 خفت ثبص( اص 210) stx2Bٚ  خفت ثبصeit (1680 )٘ٛتشویت 

 تٟیٝ ؿذ فٙبٚسیٚ صیؼت ط٘تیهّٔی ٟٔٙذػی  ٜظٚٞـٍبپ

ٚ   T7ػٕٛٔی ثب پشایٕشٞبی ، PCRسٚؽثب اػتفبدٜ اص  ػپغ

 ٞب طٖ حضٛس eit ٚ   stx2Bثشای   پشایٕشٞبی اختلبكی ثٝ تشتیت

ٝ ث eit  ٚstx2Bحبٚی طٖ  ٞبیتشا٘ؼفٛسٔبػیٖٛ ٚوتٛس .ؿذ تبییذ

ثب وّؼیٓ  ؿذٜتیٕبس BL21(DE3)  E. coliٞبی ٔؼتؼذ  ػَّٛ

خبٔذ  LBٚ دس ٔحیظ وـت  ا٘دبْ ؿذ ثٝ سٚؽ ؿیٕیبیی وّشیذ

ٞبی  وّٙی ،ٔیىشٌٚشْ ثش ٔیّی ِیتش 100حبٚی وب٘بٔبیؼیٗ 

 LB دس ٔحیظ وـتثشسػی ثیبٖ طٖ،  خٟت ٚ٘ظش ا٘تخبة ٔٛسد

تّمیح  ِیتش(ٔیىشٌٚشْ ثش ٔیّی 100ؼیٗ )ٔبیغ حبٚی وب٘بٔبی

٘ب٘ٛٔتش  600دس خزة ٘ٛسی اِمبی ثیبٖ  ؿذ٘ذ. ػپغ

(OD َثب اػتفبدٜ اص0.8ٔؼبد ) IPTG  ٚایض(

ٔٛلاس دس ا٘ىٛثبتٛس ؿیىشداس  ٔیّییه پیشا٘ٛصیذ( ٌبلاوتٛ تیٛ پشٚپیُ
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 هقبیسِ اثس ایوٌی شایی پسٍتئيي ّبی ًَتسکيب بِ عٌَاى ًبًَ ٍاکسي
 

… ّبی ایساى ضيَع چبقی دز داًطجَیبى دختس داًطگبُ  

 

 1397 دی، دّن، ضوبزُ ضطنٍ دٍزُ بيست      هجلِ داًطگبُ علَم پصضکی ٍ خدهبت بْداضتی ـ دزهبًی ضْيد صدٍقی یصد

834 

دٚس دس دلیمٝ  180د ٚ ػشػت اٌشدسخٝ ػب٘تی 37ثب ؿشایظ 

ٚ  2شداسی دسث–ٕٝ٘ٛ٘یثیب٘ؿشایظ  ػبصیثٟیٙٝ ثشایا٘دبْ ؿذ. 

ثب ٞبی پشٚتئیٙی بْ ٚ ٕ٘ٛ٘ٝا٘دػبػت ثؼذ اص اِمب  24 ٚ 8ٚ  4

آٔیذ  دسكذ آوشیُ 12ثب طَ  SDS-PAGE اػتفبدٜ اص سٚؽ

 ثشسػی ٌشدیذ.

 يٌگتبلا ّب بب زٍش ٍستسى تأیيد بيبى پسٍتئيي

(W.blotting) 

 HRP وٛ٘ظٌٚٝ ثب ٚ Anti His tagثبدی دس ایٗ سٚؽ اص آ٘تی

(Horse Radish Peroxidase) ٗٞبی اػتفبدٜ ؿذ. پشٚتئی rEIT 

 ٚ rStx2Bٕٝ٘ٛ٘ دس ٞبی ٔٛسد آصٔبیؾ ٚ ٘یض وٙتشَ ٔٙفی

% 12آٔیذ  شیُثب طَ آو SDS-PAGE)ثذٖٚ اِمب( تٛػظ 

لشاس  . پغ اصٌشدیذ ٔٙتمُ PVDFخذاػبصی ٚ ػپغ ثٝ غـبء 

دسكذ ؿیش  3وٙٙذٜ )ٔحَّٛ  دس ثبفش ٔؼذٚدٌشفتٗ ایٗ غـب 

 05/0حبٚی  PBS تٛػظ ثبفش  ،ثٝ ٔذت دٚ ػبػتثذٖٚ چشثی( 

ٚ ثٝ ٔذت یه ػبػت دس ؿؼتٝ ؿذٜ   (PBS/T)20تٛئیٗ دسكذ 

ثبس ٚ ٞش ثبس ثٝ ٔذت  3دٔبی اتبق سٚی ؿیىش لشاس ٌشفت. ػپغ 

 Antiثبدی ثشای آ٘تی ؿؼتـٛ ؿذ. PBS /Tدلیمٝ ثب ثبفش  15

His tag َّٛٔح ،DAB (3,3'- diamino benzidine)  سٚی

 بث اص ظٟٛس ثب٘ذٞب، ٟٔبس ٚاوٙؾ سیختٝ ؿذ ٚ پغ PVDFغـبی

ٞبی ، پشٚتئیٗپغ اص تبییذٔمغش ا٘دبْ ٌشفت. ؿؼتـٛی آة 

 .ٙذٔٛسد اػتفبدٜ لشاس ٌشفتطٖ آ٘تی خبِق ؿذٜ ثٝ ػٙٛاٖ

 تْيِ ًبًَذزات کيتَشاى

ثشای تٟیٝ ٘ب٘ٛرسات ویتٛصاٖ اص سٚؽ طلاػیٖٛ یٛ٘ی اػتفبدٜ 

آ٘یٛ٘ی  فؼفبت پّی پّی تشی ػذیٓ (TPPٔبدٜ ). (22،20ؿذ )

ٙفی فؼفبت اصعشیك ٔ ِیُ ٌشٜٚ ثبسدٝتٛا٘ذ ثاػت وٝ ٔی

اػتبتیىی ثبٌشٜٚ ثبسداس ٔثجت آٔیٙی ویتٛصاٖ  ٘یشٚٞبی اِىتشٚ

 ٔیّی 7/5وبتیٖٛ اتلبلات ػشضی ثشلشاس وٙذ. ثٝ ػٙٛاٖ پّیٝث

ِیتش دس  ٌشْ دس ٔیّیٔیّی 2ٛصاٖ ثب غّظت تش ٔحَّٛ ویتِی

 rEIT طٖآ٘تیٌشْ دس ٔیّی ِیتش ٔیىشٚ 500% 2اػیذاػتیه 

 .ٔخّٛط ٌشدیذ ثٝ آسأیدلیمٝ اضبفٝ ؿذ ٚ  15لغشٜ عی لغشٜ 

 TPPِیتش ٔیّی 5ػپغ  .تٙظیٓ ؿذ 5/5 ٔحَّٛ دس pHػپغ 

اضبفٝ  ثٝ ٔخّٛط ثٝ آسأی ِیتش ٌشْ دسٔیّی ٔیّی 1ثب غّظت 

دس دٔبی اتبق صٖ ٔغٙبعیؼی ٌشدیذ ٚ یه ػبػت ثش سٚی ٞٓ

دٞٙذٜ تـىیُ  . ایدبد وذٚست دس ٔحُ ٘ـبٖلشاس ٌشفت

ویتٛصا٘ی اػت وٝ لبثّیت ا٘ىپؼِٛٝ وشدٖ  بػیٖٛذسٚط٘ٞی

 30تشویجبت سا ثٝ ٕٞشاٜ داس٘ذ، ػپغ ٔحَّٛ وّٛئیذی ثٝ ٔذت 

دٚس  1300ثب ػشػت ، دسخٝ  4دلیمٝ دس ػب٘تشیفیٛط یخچبَ داس

ػبصی ٚ تدٛیض  فیٛط ٚ سػٛة حبكّٝ خٟت آٔبدٜیدس دلیمٝ ػب٘تش

ایٗ ٔشاحُ  ْتٕب داسی ؿذ. ٌشاد ٍٝ٘دسخٝ ػب٘تی 4دس دٔبی 

 ثىبس ٌشفتٝ ؿذ. rStx2B طٖ ٘ب٘ٛپبستیىّٝ  ثشای تٟیٝ آ٘تی ٔدذداً

دز ًبًَ  ّب آًتی ضى ٍتعييي سبیص تعييي دزصد ببزگرازی

 کيتَشاى پبزتيکل

سٚیی اص سػٛة وّٛئیذی، غّظت پغ اص خذا ٕ٘ٛدٖ ٔحَّٛ

ثشادفٛسد سٚیی ثٝ سٚؽ پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت ٔٛخٛد دس ٔحَّٛ

طٖ دس  بع فشَٔٛ صیش دسكذ ثبسٌزاسی آ٘تیػٙدؾ ؿذ ٚ ثش اػ

 .ٔحبػجٝ ٌشدیذ  ٘ب٘ٛ پبستیىُ

 × 100 

دػتٍبٜ تٛػظ  دا٘ـٍبٜ ثمیٝ الله اػظٓدس ٞب ا٘ذاصٜ ٘ب٘ٛ پبستیىُ

تؼییٗ ؿذ. ایٗ دػتٍبٜ ا٘ذاصٜ، پتب٘ؼیُ صتب ٚ   Malvernصتبػبیضس

ی حشوت ثشاٚ٘ی رسات ٌیشثب ا٘ذاصٜ سا ٚصٖ ِٔٛىِٛی ٘ب٘ٛرسات

 DLSدیٙبٔیىی  ٘ٛس ثب اػتفبدٜ اص پشاؽ ٚ ٔٛخٛد دسیه ٕ٘ٛ٘ٝ

(Dynamic light Scattering)  ٗٔیتؼییٕ٘بیذ . 

 ضىل بب ًبًَذزات کيتَشاى حبٍی آًتیسبشی حيَاى هدایوي

اص ای ٞفتٝ 6-7ثب ػٗ  BALB/c  ٔبدٜ ػش ٔٛؽ 40تؼذاد 

ٔغبثك ثب پیـٟٙبدات تٟیٝ ٌشدیذ ٚ ا٘یؼتیتٛ پبػتٛس ایشاٖ 

ّٔی سإٞٙبی ٔشالجت اص حیٛا٘بت آصٔبیـٍبٞی اص ػبصٔبٖ

تی دس پظٚٞـٍبٜ ّٔی ط٘تیه یلات ٔشالجٟثب تؼ ٕٞشاٜ ثٟذاؿت

ثشای  تبیی5ی ٞب دػتٝ ٌشٜٚ اص ػٝ ٞب ثٝؿذ٘ذ. ٔٛؽ یٍٟ٘ذاس

ٚ ٘یض دٚ خٛساوی، خٛساوی تضسیمی، تضسیمی ػبصی ثٝ سٚؽ  ایٕٗ

اص  (A) ٌشٜٚ اَٚدس 1ٔغبثك خذَٚ  .وٙتشَ تمؼیٓ ؿذ٘ذ ٌشٜٚ

فمظ اص  (B) ٚ دس ٌشٜٚ دْٚ rEIT   ٚ rStx2B  طٖ ٞش دٚ آ٘تی

ٞب دس صیش ٌشٜٚ  ٔٛؽ اػتفبدٜ ؿذ.rStx2B ثذٖٚ  rEIT طٖ آ٘تی

A1 ٚ B1 طٖ ٘ب٘ٛرسات ویتٛصاٖ ٕٞشاٜ ثب آ٘تیٔضثٛس سا ثٝ  ٞبی

، دس ػٝ ٘ٛثت A 2 ٚB 2ٌشٜٚ دس صیش كٛست خٛساوی ٚ

دس ٘ٛثت چٟبسْ  ٘ب٘ٛپبستیىّٝ سا ثٝ كٛست خٛساوی ٚ ٞبیطٖ آ٘تی

. دسیبفت وشد٘ذكفبلی  دسٖٚ ثٝ كٛست تضسیك خبِق ساطٖ  آ٘تی
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 تٟٙب ثٝ كٛست تضسیمی A3 ٚ B3 ٌشٜٚٞب دس صیش ثٝ ٔٛؽ

فشٚ٘ذ ٘ٛثت اَٚ ثب ادخٛا٘ت وبُٔ ) پبستیىّٝ فبلذ ٘ب٘ٛ ٞبی طٖ آ٘تی

ْٛ ثب ادخٛا٘ت ٘بلق ٘ٛثت دْٚ ٚ ػ ،ثٝ كٛست تضسیك صیشخّذی

فشٚ٘ذ ثٝ كٛست تضسیمی صیشخّذی ٚ دس ٘ٛثت چٟبسْ ثذٖٚ 

، (C1)ثٝ ٌشٜٚ وٙتشَ  تدٛیض ؿذ. (ادخٛا٘ت ٚ تضسیك كفبلی

PBS (Phosphate  Buffered  Saline) ٝاػتشیُ ث كٛست

ویتٛصاٖ فبلذ  ، (C2دْٚ ) ٌشٜٚ وٙتشَ ٚ صیشخّذی تضسیك ؿذ

دص ٔیضاٖ  یبفت وشد٘ذ.ثٝ كٛست خٛساوی دس ٞب ساطٖ آ٘تی

 200 ،دص خٛساویٔیضاٖ خبِق ٚ  ٖط ٌشْ آ٘تی ٔیّی 30 ،یتضسیم

دس ( 1)خذَٚ  ثٝ اصای ٞش ٔٛؽطٖ ٘ب٘ٛپبستیىّٝ  آ٘تیٌشْ ٔیّی

رسات  وشدٖ حؼبػیت ٘بٛ٘ٔٙظٛس ثشعشفثٝ .٘ظشٌشفتٝ ؿذ

٘ؼجت ثٝ ؿشایظ اػیذی ٔؼذٜ ٚ خٌّٛیشی اص تخشیت  ویتٛصاٖ

ػذیٓ وشثٙبتٞب ٔحَّٛ ثیٔٛؽثٝ  ،ٞب، لجُ اص ٌبٚاطآٖ

 خٛسا٘ذٜ ؿذ.
 

 ٌشٜٚ ثٙذی ٔٛؽ ٞب ٚ ثش٘بٔٝ ٚاوؼیٙبػیٖٛ:1خذَٚ 

 شیس گسٍُ گسٍُ ّبی هَضی

 )تعداد(

طسیقِ تجَیص 

 ٍاکسي

 ضىهقبدیس آًتی ادجَاًت شاییبسًبهِ ایوٌی

 )هيکسٍ گسم(

 زٍش  ًَبت بِ اشای ّس هَش

 
 

 

 

 
A 

rEIT+rStx2B=ES 

A1 
(n=5) 

 
 خٛساوی 

  - 0 اَٚ 

(rEIT)100+(rStx2B)100 
 ثب ویتٛصاٖرسات ٘ب٘ٛ

 14 دْٚ
 28 ػْٛ

 42 چٟبسْ
  

A2 

(n=5) 

 خٛساوی
 100+(rStx2B)100(rEIT) - 0 اَٚ

 14 دْٚ ثب ویتٛصاٖرسات ٘ب٘ٛ
 28 ػْٛ

 تضسیك كفبلی
 100+(rStx2B)100(rEIT) - 42 چٟبسْ

 رسات ٛفبلذ ٘ب٘
  

A3 

(n=5) 
 خّذیتضسیك صیش 

 100+(rStx2B)100(rEIT) وبُٔ فشٚ٘ذ 0 اَٚ
 ٘بلق فشٚ٘ذ 14 دْٚ رساتفبلذ ٘ب٘ٛ

 ٘بلق فشٚ٘ذ 28 ػْٛ
 - 42 چٟبسْ

  

 

 

 

B 

rEIT=E 

 

B1 

(n=5) 
 خٛساوی 

 100(rEIT) - 0 اَٚ
 - 14 دْٚ  ثب ویتٛصاٖرسات ٘ب٘ٛ

 - 28 ػْٛ
 - 42 چٟبسْ

 

B2 

(n=5) 

 خٛساوی
 
 
 

 100(rEIT) - 0 اَٚ
 - 14 دْٚ ثب ویتٛصاٖرسات ٘ب٘ٛ

 - 28 ػْٛ

 100(rEIT) - 42 چٟبسْ تضسیك كفبلی
 رسات٘ب٘ٛفبلذ 

 

B3 

(n=5) 
 
 خّذیتضسیك صیش 

  وبُٔ فشٚ٘ذ 0 اَٚ
(rEIT)100 

 
 رساتفبلذ ٘ب٘ٛ

 ٘بلق فشٚ٘ذ 14 دْٚ
 ٘بلق فشٚ٘ذ 28 ْػٛ

 - 42 چٟبسْ
C1 

 )وٙتشَ( 
(n=5) 

 خّذیتضسیك صیش
 0 اَٚ

- 
PBS 100 

 14 دْٚ ٘ب٘ٛ رسات فبلذ
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 هقبیسِ اثس ایوٌی شایی پسٍتئيي ّبی ًَتسکيب بِ عٌَاى ًبًَ ٍاکسي
 

… ّبی ایساى ضيَع چبقی دز داًطجَیبى دختس داًطگبُ  

 

 28 ػْٛ
 42 چٟبسْ

C2 
 )وٙتشَ(

(n=5) 
 خٛساوی

 

 ویتٛصاٖ 100 - 0 اَٚ
 14 دْٚ )فبلذ آ٘تی طٖ(

 28 ػْٛ
 42 چٟبسْ

 ًتی ببدی دز سسم هَش ّبی ایوي ضدُسٌجص هيصاى آ

ٌیشی اص ٌٛؿٝ چـٓ  خٖٛ ،آخشیٗ تضسیك یه ٞفتٝ پغ اص

 پت پبػتٛسٞب ثب اػتفبدٜ اص پیای ٔٛؽػیٙٛع پـت حذلٝ

ٌشاد ٍٟ٘ذاسی ؿذ. ٚ دسخٝ ػب٘تی 37اػتشیُ ا٘دبْ ٚ دس دٔبی 

فیٛط یخچبَ یٞب دس ػب٘تشدادٖ خٖٛٞب پغ اص لشاسػشْ ٔٛؽ

4)داس
0
C) 20-دٚس دس دلیمٝ خذا ٚ دس دٔبی  1000 ػشػت، ثب 

 IgG ٚ IgA ثبدیٌیشی آ٘تیثشای ا٘ذاصٜ دٌشادسخٝ ػب٘تی

ٔؼتمیٓ ثشای ػٙدؾ غیش ELISAاص سٚؽ ٜ ٌشدیذ.شرخی

دس ػشْ خٖٛ  Stx2B  ٚ EIT پّی وّٛ٘بَ ضذ IgGثبدی آ٘تی

ٌشْ اص  ٔیىشٚٔمذاس یه  ٞب اػتفبدٜ ؿذ. ثشای ایٗ وبس ٔٛؽ

 05/0ٔیىشِٚیتش ثبفش وشثٙبت  100ِق ثب اػتفبدٜ اص طٖ خب آ٘تی

 ٘یضدس وف ٞش چبٞه لشاس ٌشفت ٚ دٚ چبٞه  pH=9.6ثب  ٔٛلاس

طٖ ٚ آ٘تییه چبٞه دس داخُ خٟت وٙتشَ دس ٘ظشٌشفتٝ ؿذ.

سیختٝ ؿذ.  ثبفش پٛؿب٘ٙذٜٚ دس چبٞه دیٍش تٟٙب  پٛؿب٘ٙذٜ ثبفش

 %( Tween 05/0حبٚی  PBS) PBS/Tپغ اص ؿؼتـٛ ثب ثبفش 

 پٛؿب٘ٙذٜ ثبفشٔیىشِٚیتش  100ػبصی ثب اػتفبدٜ اص  ٔشحّٝ ثّٛوٝ

٘ظٌٚٝ ٛٞبی ٘بخٛاػتٝ ػشْ ٚ وثٝ ٔٙظٛس خٌّٛیشی اص ٚاوٙؾ

(%3 Skim milk   دسPBS/T ٚ كٛست پزیشفت ) ثٝ ٔذت یه

 ٌشدیذ.داسی  ٌٍ٘ٝشاد دسخٝ ػب٘تی 37ػبػت دس 

ثٝ  1تب  100ثٝ  1ٞبی  پغ اص ؿؼتـٛی ٔدذد سلت

تٟیٝ ٚ ثٝ ٔیضاٖ  PBS/Tاص ػشْ ٔٛؿی دس ٔحَّٛ  400000

ٔیىشٚپّیت ثٝ ٔذت  .ٔیىشِٚیتش ثٝ ٞش چبٞه اضبفٝ ؿذ 100

ش ا٘ىٛثبتٛس ىٌشاد دس ؿیدسخٝ ػب٘تی 37یه ػبػت دس دٔبی 

ٔیىشٚ ِیتش  100ثٝ ٞش چبٞه  . پغ اص ا٘دبْ ؿؼتـٛلشاس ٌشفت

 ٝ ٔذتثاضبفٝ ؿذ ٚ  5000ثٝ  1ثب سلت   ٘ظٌٚٝٛثبدی و آ٘تی

ٌشاد لشاس دسخٝ ػب٘تی 37یه ػبػت دس ؿیىش ا٘ىٛثبتٛس دٔبی 

ٔیىشِٚیتش  100ٌشفت. پغ اص ا٘دبْ ؿؼتـٛ، ثٝ ٞش چبٞه 

داسی  آٔیٗ( سیختٝ ٚ دس تبسیىی ٍ٘ٝ دی فٙیُ -اُ)OPD ٔحَّٛ 

 5/2پغ اص تغییش سً٘ ٔحَّٛ ٚاوٙؾ ثب اػیذ ػِٛفٛسیه . ؿذ

ٞب ثب عَٛ ٔٛج پغ خزة ٘ٛسی چبٞه. ػٔٛلاس ٔتٛلف ٌشدیذ

ٚ دس ٟ٘بیت  خٛا٘ذٜ ؿذ ٘ب٘ٛٔتش تٛػظ دػتٍبٜ الایضا سیذس 495

 .لشاس ٌشفت ٔٛسد ػٙدؾثبدی  آ٘تی تیتش

ّبی بسزسی پبسخ ّبی ایوٌی دز ًوًَِ هدفَع هَش

 ٍاکسيٌِ  ضدُ

ٞبی  ٞبی ٔذفٛػی اص ٞش ٌشٜٚ دس ٚیبَٝ آٚسی ٕ٘ٛ٘ خٕغ

ػٙدؾ  .شفتكٛست ٌ IgAثبدی  ٌیشی آ٘تی وٛچه ثشای ا٘ذاصٜ

 EIT٘ٛتشویت ٞبی اختلبكی ػّیٝ پشٚتئیٗ IgAثبدی  تیتش آ٘تی

 ٚ Stx2B ثبدی  آ٘تیٔغبثك سٚؽ تیتشIgG ی  ثٝ سٚؽ الایضا

ػلبسٜ  ػشٔی ٚ اص سلت دس ایٗ ٚاوٙؾ ٔؼتمیٓ ا٘دبْ ؿذ. غیش

ثب سلت  IgAضذ  ٘ظٌٚٝٛو ثبدی ٚ ٘یض اص آ٘تی 5ثٝ 1ٔذفٛػی 

 .اػتفبدٜ ٌشدیذ  1000ثٝ 1

  Stx2 سبشی سنآهبدُ

E.coli O157:H7 (Stx2) وّٙی ٞبیپغ اص سؿذ 
دس  + 

، خٟت وـت ؿجب٘ٝ ٔبیغ ثٝ ٔذت ٞـت ػبػت LB ٔحیظ 

تّمیح ؿذ.   500ثٝ  1ثب ٘ؼجت ( LBٔحیظ ثیـتش ) دس

دلیمٝ سػٛة دادٜ  30ثٝ ٔذت  g 1700ثبوتشی ثب ػشػت 

ؿذ ٚ ثخؾ سٚؿٙبٚس آٖ پغ اص خذاػبصی، تٛػظ كبفی 

ٔتشی اػتشیُ ؿذ ٚ ثٝ ػٙٛاٖ ٔٙجغ ػٓ ٔٛسد ٔیىشٚ 0.22

  .(6) اػتفبدٜ لشاس ٌشفت

 ّبی ایوي ضدُچبلص هَش

ٞبی ٔختّف چبِؾ ٌشٜٚ، تضسیك دٚ ٞفتٝ پغ اص آخشیٗ

دس ثشاثش  خٛساوی، خٛساوی تضسیمی ٚ تضسیمیایٕٗ ؿذٜ ثٝ سٚؽ 

ٔٛسد آصٔبیؾ  )دص وـٙذٜ( E. coli O157:H7آِٛدٌی ثب ثبوتشی 

 ثٝ دػتٍبٜ ٌٛاسؽ ٔٙظٛس وبٞؾ فّٛس ٘شٔبَٝث لشاس ٌشفت.

 .ٞب آ٘تی ثیٛتیه اػتشپتٛٔبیؼیٗ ػِٛفبت خٛسا٘ذٜ ؿذٔٛؽ

تؼییٗ ) E. coli O157:H7 شیثبوت 1010 ،ثؼذ اص یه سٚص تیٕبس

ٔیىشِٚیتش ثبفش  100دس  (ٚػیّٝ آصٔبیؾ ٔه فبسِٙذٝٔمذاس ث

PBS  ُاص عشیك ٌبٚاط ثٝ ٕٞٝ ٔٛؽاػتشی ٘ٝسٚصاؿذ ٚ  دادٜٞب 
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ٞب  وشدٖ ٔذفٛع ٔخّٛطٞبی ٔذفٛػی ٚ آٚسی ٕٝ٘ٛ٘خٕغ پغ اص

 ٞبی ٔذفٛػی اص ٕ٘ٛ٘ٝ ٌیشی ، ػلبسٜسٚص 14عی ٌشٜٚ  ٞش دس

یظ وـت اختلبكی حثش سٚی ٔٞب ػلبسٜ .ؿذا٘دبْ 

ِیتش  ٔیىشٌٚشْ دس ٔیّی 5/2وب٘ىی آٌبس حبٚی  ٔه ػٛسثیتَٛ

وـت دادٜ ؿذ ٚ سیضؽ ٔذفٛػی ثبوتشی پتبػیٓ  تّٛسیت

O157:H7  دٚ  .اسصیبثی ؿذثب سٚؽ ؿٕبسؽ سٚی ٔحیظ خبٔذ

ٞبی ثٝ ٔٙظٛس ثشسػی ٔیضاٖ ٔحبفظت ٔٛؽ ٞفتٝ پغ اص آٖ

ثٝ سٚؽ دسٖٚ Stx2 ػٓ ، ٞبی ٔختّفٚاوؼیٙٝ ؿذٜ دس ٌشٜٚ

سٚص  10ٞب عی ٔیش آٖثٝ ٔٛؽ ٞب تضسیك ٚ ٔیضاٖ ٔشي ٚكفبلی 

 ٌضاسؽ ٚ ثجت ؿذ.

 تجصیِ ٍ تحليل آهبزی

 Fisher) آصٖٔٛ دلیك فیـش تحّیُ آٔبسی ثٝ وٕه تدضیٝ ٚ

exact test) ٕٗثشسػی ٘تبیح چبِؾ ٌشٜٚ ای ؿذٜ ٚ ؿبٞذ كٛست

ٛداسٞب اػتفبدٜ ؿذ (Excel)ٌشفت ٚ اص ٘شْ افضاس اوؼُ   .ثشای سػٓ ٕ٘

 هلاحظبت اخلاقی

تبییذ ؿذٜ اػت پیبْ ٘ٛسمیك تٛػظ دا٘ـٍبٜ تح پشٚپٛصاَ ایٗ

 (IR.PNU.REC.1397.39 )وذ اخلاق

 بیجًت

بسزسی ٍ  pET28aدز ًبقل بيبًی  eit  ٍstx2Bتکثيس ضى 

  rEIT ٍrStx2B بيبى پسٍتئيي ًَتسکيب سِ قسوتی 

 1680ا٘ذاصٜ  ٝثeit ثشای لغؼٝ ط٘ی  PCRٔحلَٛ اختلبكی 

سٚی طَ ٘ٛوّئٛتیذ  210ثٝ ا٘ذاصٜ  stx2Bخفت ٘ٛوّئٛتیذ ٚ ثشای 

ییذ ٚ ٞبی ٔٛسد تأ لاػٕیذپ. (1)ؿىُ  ٔـبٞذٜ ؿذ  %1آٌبسص 

ٝ ث ٞش وذاْ ثٝ كٛست خذاٌب٘ٝ eit  ٚstx2Bٞبی  حبٚی طٖ

ثٝ ٔٙظٛس ثیبٖ  BL21-DE3 وّی  اؿشیـیب ؿذٜ ثبوتشی ٔؼتؼذ

 ٔٙتمُ ؿذ.

حبٚی  LBپغ اص وـت ؿجب٘ٝ دس ٔحیظ وـت 

دس ػبػبت ٔختّف  ایظ ثیب٘یػبصی ؿش وب٘بٔبیؼیٗ ثٟیٙٝ

 4. ثٟتشیٗ ؿشایظ ثیب٘ی پغ اص (2)ؿىُ ا٘دبْ پزیشفت

 rStx2B ٚ ثؼذ اص وـت ؿجب٘ٝ ثشای  rEIT ثشای  بػتػ

ثٝ  ٞبی ٘ٛتشویتپشٚتئیٗ ػبصی خبِق پغ اص .دػت آٔذثٝ

ٔیضاٖ  Ni-NTAسٚؽ وشٚٔبتٌٛشافی ٔیُ تشویجی ػتٖٛ 

 سٚؽاج ؿذٜ تٛػظ پشٚتئیٗ ٘ٛتشویت دس فبصٞبی اػتخش

 ٌیشی ؿذ.  ثشادفٛسد ا٘ذاصٜ

 

 

 

 

 

  ة                        اِف                       
 PCRثب اػتفبدٜ اص سٚؽ   stx2B لغؼٝ  -ة، eit ػبصٜ ط٘ی  -ییذ حضٛس اِفأت: 1ؿىُ

 

 

 

 

 

 

    ة                                               اِف

 rStx2B ٚة( rEIT ثشسػی ثیبٖ پشٚتئیٗ ٞبی ٘ٛتشویت: اِف(: 2ؿىُ
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 ثب ػبػت ثؼذ اص اِمب 24،8،4،2دس ثبصٜ صٔب٘ی :(2تٛضیح ؿىُ )

IPTG تٛػظSDS- PAGE اِف- rEIT (1- ،ٔبسوش  -2پیؾ اص اِمب

اص  پغ -5پغ اص چٟبسػبػت،  -4دٚ ػبػت،  پغ اص -3پشٚتئیٗ، 

پیؾ اص -rStx2B (1 ة- سٚص( پغ اص یه ؿجب٘ٝ -6ٞـت ػبػت، 

ٔبسوش پشٚتئیٗ، -4پغ اص چٟبسػبػت، -3پغ اصدٚ ػبػت، -2اِمب، 

  سٚص( پغ اص یه ؿجب٘ٝ -6ٞـت ػبػت،  اص پغ -5

یيد بيبى پسٍتئيي ًَتسکيب بب استفبدُ اش ایوٌَبلاتيٌگأت  

 ٞبیپشٚتئیٗ ایٗ وٝ دس ا٘تٟبی آٔیٙیثب تٛخٝ ثٝ ایٗ

ثب اػتفبدٜ اص لشاس داسد،  (His-tag)د٘جبِٝ ٞیؼتیذیٙی ٘ٛتشویت 

 ٔٛسد ٘ظش ٞبیثب٘ذٚ ٔـبٞذٜ  His-tagآ٘تی  ثب ثلاتیًٙ ٚػتشٖ

 .(3)ؿىُ  ؿذتأییذ  ٞب طٖ آ٘تی ایٗ ثیبٖ

 

 

 

 

 

 

 

 ة                      اِف          
EIT ، ة(  Stx2Bپشٚتئیٗ ٘ٛتشویت. اِف(  : ٘تیدٝ ٚػتشٖ ثلاتیًٙ ثٝ ٔٙظٛس تأییذ3ؿىُ 

بسزسی دزصد ببزگرازی ٍ تعييي اًداشُ ًبًَ پبزتيکل ّبی 

 rEIT ٚ rStx2Bضى آًتی حبٍی

دس ٘ب٘ٛرسات ویتٛصاٖ  rEITطٖ آ٘تی ثشای یدسكذ ثبسٌزاس

ٞب ٚ ا٘ذاصٜ ٘ب٘ٛپبستیىُؼییٗ ؿذ.% تrStx2B95 ٚ ثشای  % 91

ٞبی EITػبیض  ٞب ٘ـبٖ دادوٝ ٔیبٍ٘یٗ٘تبیح پتب٘ؼیُ صتبی آٖ

 17/9٘ب٘ٛٔتش ٚ ٔیبٍ٘یٗ پتبػیُ صتبی آٖ  116/6٘ب٘ٛپبستیىّٝ 

س ٚضؼیت د 19.3ٚ  129.2ثٝ تشتیتrStx2B ٚ ثشای ِٚت ٔیّی

 .ثٛد٘ذثؼیبس ٔغّٛثی 

 بِ کبًدیدای ٍاکسي ّب دز پبسخهيصاى آًتی ببدی هقبیسِ

rEIT  بِ تٌْبیی ٍ ّوساُ ببrStx2B  

تٓ ایٕٙی ؼٞب، ٔیضاٖ تحشیه ػیػبصی ٔٛؽپغ اص ایٕٗ

ٌیشی ؿذ. صٜثب آصٖٔٛ الایضا ا٘ذا rEIT ٚrStx2Bاَ ػّیٝ ٛسٕٞ

 rEITیٙٝ ؿذٜ ثب ٞبی ٚاوؼػشٔی ٔٛؽ ٞبیتیتشاػیٖٛ ٕ٘ٛ٘ٝ

، خٛساوی تضسیمی ٚ تضسیمی خبِق ٞبی خٛساویثٝ كٛست ٌشٚ

اختلبكی ٚ ٘یض ٔیضاٖ لبثُ لجِٛی اص  IgGٔیضاٖ ٔغّٛثی اص 

  (4ؿىُ.) دادسا ٘ـبٖ  IgAآ٘تی ثبدی 

 

 

     

 اِف(

 

 

 

 

 

 اِف(
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 ة( 

 

 

 

 

 

 

 

 ج(
 ٞبی ٔختّف ٔٛؿیٌشٜٚدس  ،ٔذفٛػی IgA  )ج ػشٔی، IgA )ػشٔی ة) IgG اِف تیتش  ثبلاتشیٗ ٔیضأٖمبیؼٝ : 4ؿىُ

A1-E  تیتشآ٘تیثبدی ضذ=(E) rEIT  ،دس صیش ٌشٜٚ خٛساوی 

A2-Eثشسػی تیتش آ٘تی ثبدی ضذ(E) ٌشٜٚ خٛساویدسصیش-

 دس صیش ٌشٜٚ تضسیمی،  (E)ثبدی ضذتیتشآ٘تی A3-Eتضسیمی، 

A1-S تیتش آ٘تیثبدی ضذ =(S)  Stx2Bش ٌشٜٚ خٛساوی، دس صی

A2- Sثشسػی تیتش آ٘تی ثبدی ضذ (S) دس صیش ٌشٜٚ خٛساوی-

 B1دس صیش ٌشٜٚ تضسیمی،  (S)ثبدی ضذ تیتشآ٘تی A3-S ،تضسیمی

ثشسػی B2-E دس صیش ٌشٜٚ خٛساوی،  (E)ثبدی ضذ تیتش آ٘تی

 B3-Eتضسیمی، -دس صیش ٌشٜٚ خٛساوی (E)ثبدی ضذ تیتش آ٘تی

 .ٌشٜٚ تضسیمییشص سد (E)ثبدی ضذ تیتشآ٘تی

ّبی ایوي ٍغيس ایوي دز بسابس دٍش خَزاکی چبلص هَش

   E. coli O157:H7ببکتسی 

آٚسی ٞبی ٔٛؿی ٚ خٕغشٌٜٚوشدٖ پغ اص آِٛدٜ

ٕٝ٘ٛ٘ٜٞبی ٔذفٛػی ٚ ػلبسـت سٚی ٔحیظ ٌیشی ٚ و

ٞب وبٞؾ سیضؽ ثبوتشیوب٘ىی آٌبس اختلبكی ػٛسثیتَٛ ٔه

ؿذٜ ٚاوؼیٙٝ ٚ ایٕٗ ٞبیٞبی ٔذفٛػی ٔٛؽدس ٕ٘ٛ٘ٝ

ٞبی داس ثیٗ ٌشٚاختلاف ٔؼٙیػغح .)5ؿىُ ( ؿذٔـبٞذٜ 

 .( ٔـٟٛد ثٛد> 05/0p) تؼت ٚ وٙتشَ

 بب چبلص حيَاًی  stx2هيصاى هحبفظت دز بسابس سن 

ٞبی ٞبی وٙتشَ ٚ ٔٛؽٞبی ٌشٜٚدس ایٗ چبِؾ ٕٞٝ ٔٛؽ

حذاوثش پغ اص ٌزؿت  B دس ٌشٜٚ rEIT ٚاوؼیٙٝ ؿذٜ تٟٙب ثب 

دسكذ اص  66سٚص ثؼذ اص تضسیك ػٓ ٔشد٘ذ. تٟٙب دس حذٚد ػٝ 

( rEIT  ٚrStx2B)ٚاوؼیٙٝ ؿذٜ ثب  Aٞب دس ٌشٜٚ ٔٛؽ

اختلاف ػغح  (.2)خذَٚ  تٛا٘ؼتٙذ پغ اص دٜ سٚص ص٘ذٜ ثٕب٘ٙذ

ٞبی تؼت ٚ وٙتشَ ٔٛؿی ثش اػبع آصٖٔٛ داس ثیٗ ٌشٜٚٔؼٙی

 ( ٔـبٞذٜ ؿذ.> 05/0p)دلیك فیـش
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 هقبیسِ اثس ایوٌی شایی پسٍتئيي ّبی ًَتسکيب بِ عٌَاى ًبًَ ٍاکسي
 

… ّبی ایساى ضيَع چبقی دز داًطجَیبى دختس داًطگبُ  

 

 

 

 

 

 

 
 

 E. coli O157:H7 ایٕٗ دسثشاثش دٚص خٛساوی ثبوتشیٞبی ایٕٗ ٚ غیشٔمبٚٔت ٔٛؽ:5ؿىُ 

 

 ثبوتشی Stx2دسكذ ص٘ذٜ ٔب٘ذٖ ٔٛؽ ٞب پغ اص چبِؾ ثب ػٓ  :2خذَٚ 

 دزصد هَش ّبی شًدُ هبًدُ تعداد هَش ّبی شًدُ هبًدُ تعداد  گسٍُ ّبی هَضی ایوي ٍغيس ایوي

 C1 5 0 0% ٌشٜٚ وٙتشَ
 C2 5 0 0% ٌشٜٚ وٙتشَ

B(1,2,3) 15 0 0% 
A (1,2,3) 15 10 66% 

Fisher exact test        p=0/01                                                                                                              

 

 بحث

ٞبی دس حبَ ـٛسٔیش دس وٚثیٕبسی اػٟبَ ػبُٔ ٟٔٓ ٔشي

ٔیّیٖٛ  6تب  4وٝ ػبلا٘ٝ  دٞذآٔبس ٘ـبٖ ٔیثبؿذ.تٛػؼٝ ٔی

دػت  وٛدن ثشاثش ثیٕبسٞبی اػٟبَ خبٖ خٛد سا اص

تشیٗ E. coli O157:H7ٟٓٔ  ٚیس. ٔغبِؼٝ ثش(11)دٞٙذٔی

ثٝ ػّت  EHECا٘تشٕٚٞٛساطیه ػشٚتیپ اؿشؿیبوّی

ذ دس دػتٍبٜ ٌٛاسؽ ٔٗ خّٕٝ صایی ؿذیثیٕبسی

ٞبی وّیٛی اص إٞیت یٕٞٛساطیه ٚ ایدبد ٘بسػبیوِٛیت

. ثبتٛخٝ ثٝ ٌؼتشؽ ؿیٛع ایٗ (12) ثؼضایی ثشخٛسداس اػت

آٖ ثٝ ػٙٛاٖ پبتٛطٖ ِٔٛذ  ثیٕبسی دس خٟبٖ ٚ إٞیت

ٞبی ٌؼتشدٜ دس خٟت پیـٍیشی تحمیكای ٞبی سٚدٜثیٕبسی

ثب  أشٚصٜ ثبؿذ.ایٗ ثبوتشی ضشٚسی ٔیٚ دسٔبٖ دس ثشاثش 

ٞبی پشٚتئیٗ ٖٔی تٛا ٞبی ِٔٛىِٛیثىبسٌیشی تىٙیه

ػٙٛاٖ ثٝ وٝصا تٟیٝ وشد ٘ٛتشویجی سا اص فبوتٛسٞبی ٟٔٓ ثیٕبسی

صایی ثٟتشی ػّیٝ تٛا٘ٙذ ٔیضاٖ ایٕٙیٚاوؼٗ ٔیوب٘ذیذای 

ٞبی اخیش عی ػبَ .(13)ٞبی ٔشثٛعٝ داؿتٝ ثبؿٙذ پبتٛطٖ

ٞب ثٝ ٔٙظٛس ایدبد ثخـی ٚاوؼٗٔغبِؼبت ثشسٚی ثٟجٛد اثش

دس ایٗ ساثغٝ اػتفبدٜ اص  .اػتكٛست ٌشفتٝ ثشتش ؤٔایٕٙی 

ٞبی خذیذ دس صٔیٙٝ ٘ب٘ٛ ثیٛتىِٙٛٛطی دس تٛػؼٝ فٙبٚسی

تٛخٝ ٔحممیٗ سا  ٞبی وّٛئیذیحبُٔ٘ب٘ٛٞبیی ثش پبیٝ ٚاوؼٗ

ثؼیبسی اص ٔغبِؼبت  دس.(14،15) ثٝ خٛد خّت وشدٜ اػت

فشاٚاٖ ٔب٘ٙذ  ٞبی ٔثجتیظٌیثٝ خٟت ٚویتٛصاٖ ٘ب٘ٛپّیٕش 

چؼجٙذٌی ٔخبعی، صیؼت  ثّیتلب ی،صیؼت ػبصٌبس

ػٙٛاٖ حبُٔ ثٝ تٛا٘ؼتٝ پزیشی ٚ خبكیت ادخٛا٘تیتخشیت

ٔٛسد تبییذ لشاس ٞبی ٘ٛتشویت ٔٙبػجی ثشای پشٚتئیٗ

 E. coliػٛأُ ثیٕبسیضای خبیی وٝ ثیـتشاص آٖ. (16)ٌیشد

O157:H7 اص عشیك غـبٞبی ٔخبعی ٚاسد ثذٖ ٔی ؿٛ٘ذ، ثب

تٛاٖ ثب ساوی ٔٙبػت ٔیٚاوؼٗ خٛتٟیٝ وب٘ذیذای ٘ب٘ٛ

ٌیشی اص ػیؼتٓ ایٕٙی ثذٖ ٔیضثبٖ ٔمبثّٝ ٔٛثشتشی ػّیٝ ثٟشٜ

اثجبت ؿذٜ اػت وٝ ایٗ ٞبی ایٗ ثبوتشی داؿت. ػفٛ٘ت

ٞش دٚ پبػخ ایٕٙی ػیؼتٕیه ٚ تحشیه تٛا٘بیی ػبختبسٞب 

 تٟیٝٚ  تخّیق . دس ایٗ تحمیك ثٝ(16) سا داس٘ذ ٔخبعی

إٞیت خبكی دس ؿذ وٝ  پشداختٝ یی ٘ب٘ٛ ٚاوؼٙٞبوب٘ذیذا

 ػٓ ؿیٍب ثشا وٙتشَ ٚ وّٛ٘یضاػیٖٛ ثبوتشی دس اپیتّیْٛ سٚدٜ
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ٚ ٕٞىبساٖ ایٗ ػبصٜ ػٝ لؼٕتی  أب٘یپیؾ اصایٗ  .داس٘ذ

ٞب ٔٛسد اسصیبثی كٛست خبِق ٚ تضسیمی دس ٔٛؽوبیٕشیه سا ثٝ

لشاس دادٜ ثٛد٘ذ وٝ ٘تبیح اسصؿٕٙذی ٘یض دس ایٗ صٔیٙٝ حبكُ 

صیش ٚاحذ اتلبِی  صاییٕٞىبساٖ ٘یض ایٕٙی وبظٕی ٚ .(17) ؿذ

. دػبٚی (18) سا دس ٔٛؽ ثشسػی وشد٘ذrStx2B ػٓ ؿجٝ ؿیٍب 

٘ب٘ٛپبستیىّٝ ؿذٜ ثب  rEITٚی سثب ا٘دبْ تحمیك ثشٚ ٕٞىبساٖ 

لبثُ صایی ِىتشٚاػپشی اص ساٜ ثیٙی ثٝ ایٕٙیثٝ كٛست اویتٛصاٖ 

سٚ٘ذ ٔٙظٛس ثٟجٛد ویفیت أب ثٝ .(19) دػت یبفتٙذلجِٛی 

ٞب ثٝ سٚؽ  طٖ ػتفبدٜ اص ٘ب٘ٛرسات حبٚی آ٘تیصایی اایٕٙی

غبِؼٝ دسایٗ ٔ تشویجی دس ایٗ تحمیك ٔٛسد اسصیبثی لشاس ٌشفت.

دػت ٝثدس حذ ثؼیبس ٔغّٛثی  طٖ ا٘ذاصٜ ٘ب٘ٛرسات حبٚی آ٘تی

( 500تب  100ـتش ٔحممیٗ دس ٔٛسد ا٘ذاصٜ ٔغّٛة )یآٔذ. ث

ثش اص ٔبٞیت أا٘ذ وٝ ٔتٜ ٘ظش ٚاحذ سػیذ ٘ب٘ٛٔتش ثٝ یه اتفبق

 .(20)ثبؿذ پّیٕش ٔی

ٚ پتب٘ؼیُ صتبی  طٖحبٚی آ٘تی ا٘ذاصٜ وٛچه ٘ب٘ٛرسات

ٞبی ٞب ثٝ ػَّٛآٖ دٞٙذٜ چؼجٙذٌی ثٟتش ٘ـبٖ ٔٙبػت

ٞبی طٖثب سٞبیؾ تذسیدی آ٘تی ٚ ثبؿذٔخبعی سٚدٜ ٔی

صایی ٘ٛتشویت اص ویتٛصاٖ ثذٖ فشكت وبفی ثشای ایدبد ایٕٙی

ٞب پیذا خٛاٞذ وشد. دس تٟیٝ ٘ب٘ٛ رسات ّیٝ پبتٛطٖٔؤثشتش ثش ػ

ثب ایدبد اتلبلات ػشضی ػجت TPP ٔبدٜ ؿیٕیبییاػتفبدٜ اص

ثشسػی ؿٛد. فیضیِٛٛطیه ٔیpH افضایؾ حلاِیت ایٗ پّیٕش دس 

ٞب ثٝ ٖطٞبی ٔختّف ٔٛؿی دس ثشاثش ایٗ پبتٌٛشٜٚصایی ایٕٙی

 ػشٔی ٚ  IgG ٞبیثبدیآ٘تی كٛست ٔمبیؼٝ ثبلاتشیٗ ػغح اص

IgA ٚ ٘ـبٖ ٔی ٔذفٛػی كٛست پزیشفت. ٕ٘ٛداسٞب ػشٔی دٞٙذ

دس ٞش دٚ ٌشٜٚ  تضسیمی-خٛساویٞبی وٝ صیشٌشٜٚ

 ٘ؼجت ثٝ (rStx2B ٕٞشاٜ ٚ ثذٖٚ  rEIT) A ٚBٚاوؼیٙبػیٖٛ

اص ایٕٙی ٔتٙبػت تشی ثشخٛسداس٘ذ. دس ٞش دٚ  ٞبٌشٜٚصیش ػبیش

 ٚ IgGبی تضسیمی ػغح آ٘تی ثبدی ٞ-صیش ٌشٜٚ خٛساوی

IgA یبفت ؿذدس ٚضؼیت ٔغّٛة تشی.  

ایٕٗ  ٞبی ٔختّفٞبی ٌشٜٚاص ٔغبِؼٝ ثشٚی چبِؾ ٔٛؽ

 ثب خٛسا٘ذٖ ثبوتشی غیش ایٕٗ دس ٔمبثُ ٌشٜٚ ٞبی وٙتشَ ؿذٜ

E. coli O157:H7وبٞؾ تؼذادوّٙی،ثشسٚی ٔحیظ  ٞب

تٕبْ  دس دس عی دٚ ٞفتٝاختلبكی ػٛسثیتَٛ ٔه وب٘ىی آٌبس

دس كٛستی وٝ ٕ٘ٛداس سیضؽ ؿذٜ ٔـبٞذٜ ؿذ.ٞبی ایٌٕٗشٜٚ

ایٕٗ ؿیت ٔلایٕی داؿت ٚ ٞبی غیشثبوتشی دس ٔذفٛع ٔٛؽ

 وبٞؾ ثیـتشیٗ داد.ٚص چٟبدٞٓ ػغح ثبلایی سا ٘ـبٖ ٔیتب س

 تضسیمی ٘ؼجت ث-ٝخٛساوی ٞبیٌشٜٚسیضؽ ٔذفٛػی دس صیش 

وٝ ایٗ ثبوتشی ٔـبٞذٜ ؿذ. ثبتٛخٝ ثٝ ایٗ دیٍشٞبی ٌشٜٚ صیش

سیضؽ وبٞؾ ؿٛد، ساٜ غزای آِٛدٜ ٚاسد ِِٛٝ ٌٛاسؽ ا٘ؼبٖ ٔیاص

ثٛدٖ ثشؿذٜ دِیُ ثش ٔؤایٕٗ ٞبیٔٛؽٞب دس ٔذفٛع ثبوتشی

ٞبی دس ٕٔب٘ؼت اص اتلبَ فبوتٛسٚاوؼٗ بی ٘ب٘ٛاٞایٗ وب٘ذیذ

دس  .ٞبی اپیتّیْٛ دػتٍبٜ ٌٛاسؿی اػتٔٛسد ٘ظش ثٝ ػَّٛ

 E. coliبكُ اص ح Stx2چبِؾ حیٛا٘ی ثب دٚص وـٙذٜ تٛػظ ػٓ 

O157:H7 ٜٚتٟٙب دس ٌشٕٗٞبی ٔٛؿی ای ٚؿذٜ تٛػظ ٞش د

ٞب ص٘ذٜ اص ٔٛؽ %70٘ضدیه ثٝ  rEIT  ٚ rStx2B طٖ آ٘تی

 ٔب٘ذ٘ذ.

ایٕٗ  rEITٞبیی وٝ فمظ ثب ٞبی وٙتشَ ٚ ٌشٜٚأب دس ٌشٜٚ

ایٗ ٘تبیح ٔجیٗ آٖ اػت  ٞب تّف ؿذ٘ذ.ؿذٜ ثٛد٘ذ تٕبْ ٔٛؽ

وب٘ذیذا  اص دٚ ٔخّٛطٚاوؼیٙبػیٖٛ  ثب A ٞب دس ٌشٜٚ وٝ ٔٛؽ

ثبوبٞؾ ٚ ٞٓ پبیذاسی وشد٘ذ ٚ ص٘ذٜ ٔب٘ذ٘ذ ٞٓ دس ثشاثش ػٓ 

سا  یدس ثشاثش فبوتٛسٞبی اتلبِی ایٗ ثبوتشی ایٕٙسیضؽ ٔذفٛػی 

وٝ تٟٙب ثب فٛق اػتفبدٜ اص ٚاوؼٗ تشویجی  ثٙبثشایٗ.٘ـبٖ داد٘ذ

ٛد سا ثذٖ ٔٛخ پزیشفتٝ تٛا٘ؼتٝا٘دبْ یه ٚاوؼیٙبػیٖٛ ا٘دبْ 

. ٔغبِؼبت ثیـتشی دس ایٕٗ وٙذصا دس ثشاثش چٙذ ػبُٔ ثیٕبسی

٘ب٘ٛٚاوؼٗ چٙذٌب٘ٝ ٞبی ثیشٌزاسی ثٟتشوب٘ذیذأایٗ صٔیٙٝ ثشای ت

 .Eثشػّیٝ  صای دیٍشٟٔٓ ثیٕبسی ثب دخیُ وشدٖ فبوتٛسٞبی

coli O157:H7  ْٔیلاص.ثبؿذ 

 ًتيجِ گيسی

ػٕی ٚ تٛا٘بیی آػبٖ ػّت خبكیت غیشٝویتٛصاٖ ث

پزیشی ٚ ا٘ذاصٜ ٔٙبػجؾ حبُٔ ٔغّٛثی دس تٟیٝ ىُؿ

ٞبی اػتفبدٜ اص ٘ب٘ٛٚاوؼٗؿٛد.ٞب ٔحؼٛة ٔی٘ب٘ٛٚاوؼٗ

ٞبی ٚاوؼیٙبػیٖٛ اػت وٝ ثب حزف تشویجی ساٞی ٘ٛیٗ اص سٚؽ

تٛاٖ ػٛصٖ دسد٘بن دس تضسیك ٚ وبٞؾ دفؼبت ٚاوؼیٙبػیٖٛ ٔی

ُ ٕ٘ٛد. حبك٘تبیح ٔؤثشتشی دس ایدبد ایٕٙی ٞٛٔٛساَ ٚ اوتؼبثی 

ٞبی ایٕٗ ؿذٜ دس صیش ٔٛؽ ٔحبفظتدٞٙذ وٝ ٘ـبٖ ٔی ٘تبیح
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 طٖ()اػتفبدٜ اص ٞش دٚ آ٘تیتضسیمی-اص ٔؼیش خٛساوی A2 ٌشٜٚ 

 .ٞبی دیٍش ثٛدثٟتش اص ٔؼیش

 سپبسگصازی

ٚ تلاؽ ٘ٛیؼٙذٌبٖ ایٗ  اص سػبِٝ دوتشیایٗ پظٚٞؾ حبكُ 

سا یبسی ب ثبؿذ. اص تٕبٔی افشادی وٝ دس ایٗ پظٚٞؾ ٔتحمیك ٔی

ؿٛد. دس ضٕٗ تٕبْ ٔٙبفغ ٔبِی  وشد٘ذ تـىش ٚ لذسدا٘ی ٔی

 تٛػظ ٔحممیٗ پظٚٞؾ تأٔیٗ ؿذٜ اػت.

 ٚخٛد ٘ذاسد.تؼبسم دس ٔٙبفغ: 
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Introdution: E. coli O157:H7 with its ability of quick implantation inside gastrointestinal tract that causes 

hemolytic uremic and bloody diarrhea in humans is an important subject to investigate. One of the effective ways 

to prevent these infections is using nanovaccines prepared from immunogenic recombinant protein from 

bacterial virulence factors. In this research, the chitosan encapsulated by recombinant protein of EIT with and 

without Stx2B were introduced to BALB/c mice and immunogenicity was evaluated and compared. 

Methods: In this experimental study the recombinant protein of EIT and Stx2B were nanoparticulated with 

chitosan through ionic gelation method after expression and purification with Ni-NTA column and approval by 

Western blotting. After Vaccinations antibodies against rStx2B and rEIT in the mice’s serum and feces were 

detected by ELISA. Challenge test for neutralization and protection against Stx2 toxin was applied with 

immunized serum by Fisher's exact test.  

Results: Evaluation of IgA and IgG antibody levels in the mice’s serum and also the IgA level in their feces 

showed more appropriate immunity oral-injection groups with the both nanoparticulated antigens. The 

protection challenge study show that, the mice group which received rEIT+ rStx2B could neutralize the 

toxin activity significant difference (P<0.05) between test and control groups of mice was recorded. 

Conclusion: The data indicate these multiple vaccine candidates with both nanoparticulated recombinant 

proteins EIT and Stx2B with chitosan, provide more effective protection against of E. coli O157:H7. 

Keywords: Recombinant protein, Chitosan, Nanovaccin, Immunization, E. coli O157:H7. 
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