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بادی شود تولید آنتیبینی میبیوتیکی عامل نگران کننده برای مقابله با شیگلوزیس است. پیشمقاومت آنتی :پیام کلیدی
IgY   بیوتیکی را سبب گردد. ، کاهش میزان مقاومت باکتری به آنتیباکتری  علیه افلاکس پمپ 
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( علیه پروتئین IgY) مرغ زرده تخم نیمونوگلوبولیاتولید 
 فلکسنری لاباکتری شیگ  از  TolCنوترکیب 

 

 مقاله پژوهشی

*2شهرام نظریان   ،   2و  1  حسین سمیعی ابیانه 
 ۴شکوه   وان ی کوثر ک   ، ۳، نهال هادی 2، امیر رضایی   

 
 زیست فناوری و نانو فناوری پزشکی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی مشهد، مشهد، ایرانگروه  1
 ، تهران، ایران(ع) امام حسینجامع شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه گروه زیست 2
 شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شیراز، شیراز، ایرانشناسی و ویروسگروه باکتری ۳
 رانیتهران، تهران، ا یآزاد اسلام یدانشگاه علوم پزشکن، یهای نودانشکده علوم و فناوری، یولوژ یکروبیگروه م ۴
 

 دهیچک

باشد. می  سی گلوز یمقابله با ش  ی برا  یعامل نگران کننده جهان  کی  یکیوتیبیمقاومت آنت  شرفتیپ:  زمينه
های  هیدر سو  کیوتیبیگسترش مقاومت آنت  موجب  AcrAB−TolCها از جمله پمپ  توسعه افلاکس پمپ

  زان یم  یابیو ارز   TolC  بینوترک  مونوژنیا  ه یعل  IgY  دیتول  ق یتحقاین  شده است. هدف از    ی فلکسنر   گلایش
 بود.  ب ینوترک مونوژنیبه ا آناتصال 

 بینوترک  دی، پلاسمTolC  نیپروتئ  مونوژنیا   ینواح  یسازه حاوپس از طراحی و سنتز    :هامواد و روش
pET28a-tolC  های مستعد  به سلول (DE3)E. coli BL21    ب ورمرانسفت با    بینوترک  نیپروتئ  انیشد. 

استفاده از ی با  بیترک  لی م  یبه روش کروماتوگراف  بینوترک  نی. پروتئدیالقا گرد  IPTG  مولارمیلی  ۱غلظت  
 ( بلات  ص ی تخل  Ni-NTA )  Nickel-Nitrilotriacetic acidرزین  با وسترن  ا   یابیز ار  نگ یو  سازی منی شد. 

ترسیب    به روش  یمرغ بادیانجام شد. آنتی   نوترکیب  نیاز پروتئ  کروگرمی م  ۲۰۰های نژاد لگهورن با  مرغ
های  ، در مرغده تخم مرغزردر سرم و   بادیآنتی  تر یت  ی ابیارز   و  استحصال  (PEG)   کولیگل  لنیات  ی پل  با

 .دیگرد نییتع   زای به روش الا ایمن شده در مقایسه با گروه کنترل
  ط ی مح تریگرم بر لیلی م ۱۰ یانیو بازده ب لودالتونیک  ۴۰ یبا وزن مولکول TolC بینوترک نیپروتئ :هاافتهی

 نتایج  بود.  از زرده تخم مرغ  تریلیلیم  برگرم  یلیم  9شده    ص ی تخل  یمرغ  یباد ی شد. غلظت آنت  انیکشت ب
.  (P<۰5/۰)  بوددار  معنی  ۶۴۰۰به    ۱تا رقت    سوم  قیپس از تزر   بینوترک  نیپروتئ   هی در سرم عل  بادیآنتی  تریت

 واکنش نشان داد.   بی نوترک نیپروتئ هب بادینانوگرم از آنتی ۷حداقل   زای در روش الا
توانند به عنوان منبع ایمنی غیرفعال در می  TolCهای حاصل از ایمونوژن نوترکیب  بادیآنتی  گيري:نتيجه

 مورد بررسی قرار گیرند.  شیگلا فلکسنری بیماری ایجاد شده توسط 
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Production of Chicken Egg Yolk Immunoglobulin 
(IgY) against Recombinant TolC Protein From 
Shigella flexneri Bacteria 
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2 Department of Biology, School of Basic Sciences, Imam Hossein University, Tehran, Iran 
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Abstract 
Background: Growing antibiotic resistance is a global concern for the treatment of shigellosis. 
The development of efflux pumps such as the AcrAB-TolC pump has increased antibiotic re-
sistance in Shigella flexneri strains. The aim of this study was to produce IgY against the recom-
binant immunogen TolC and evaluate the binding of the antibody to the recombinant immunogen 

Materials and Methods: A construct containing immunogen regions of TolC protein was de-
signed and synthesized; then, the recombinant plasmid pET28a-tolC was transferred to E. coli 
BL21 (DE3) competent cells. Expression of the recombinant protein in E. coli was induced with 
1 mM IPTG. The recombinant protein was purified using affinity chromatography by Nickel-Ni-
trilotriacetic acid (Ni-NTA) resin and evaluated by western blotting. Leghorn chickens were im-
munized with 200 micrograms of the recombinant protein. IgY was purified using PEG precipita-
tion, and the antibody titer was determined in immunized chicken’s serum and egg yolk by ELISA 
method compared to the control group.  
Results: Recombinant protein TolC was expressed with a molecular weight of 40 kDa and an 
expression yield of 10 mg/l of the culture media. The IgY concentration was determined to be 9 
mg/ml of egg yolk. The antibody titer in serum against the recombinant protein after the third 
immunization was 1: 6400 (P<0.05). In the ELISA method, at least seven nanograms of antibody 
reacted with the recombinant protein. 
Conclusion: Antibodies against TolC recombinant immunogen can be investigated as a source 
of passive immunity in the disease caused by Shigella flexneri. Received: 2024/06/17 

Accepted: 2024/10/08 
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 مقدمه 
منفی می  گرم  باکتری  تخریب شیگلا یک  باعث  که  باشد 

نتیجه  سلول در  و  اپیتلیوم  لایه  خونی    سببهای  اسهال 

می شیگلوزیس  به  باکتری  گرددموسوم  این  از.   عضوی 

توسط  بار  اولین  برای  که  است  انتروباکتریاسه  خانواده 

شیگا میکروب  کیوشی  نام  به  ژاپنی     شناس 

(Kiyoshi Shiga)  (2و  1) شد شناسایی 1898در سال.  

شامل   شیگلا  بیماری  4جنس  نامگونه  با  شیگلا زا  های 

، شیگلا سونئی، شیگلا دیسانتری، شیگلا بویدی  فلکسنری

باشد. در این میان گونه شیگلا فلکسنری بیشترین آمار می

است   داشته  را  ومیر  دهانی(3)مرگ  مسیر  از  شیگلا   . -  

می  منتقل  آلوده  غذای  یا  آب  بوسیله  شود. مدفوعی 

جنوب  به  مربوط  شیگلوزیس  به  ابتلا  گزارشات  بیشترین 

ضعیف باشد که علت اصلی آن شرایط  آسیا و آفریقا می

  .(4)بهداشتی بخصوص آب آلوده گزارش شده است 

درمان شیگلوزیس با کنترل شرایط عمومی بیمار از جمله 

می انجام  بدن  آبی  کم  صورت  در  با  هیدراتاسیون  شود. 

آنتی  مقاومت  افزایش  به  )توجه  مقابله  ARبیوتیکی   )

شیگلا  باکتری  با  توصیه  آنتی   ة بوسیل،  مستقیم  بیوتیک 

مقاومت شود.  نمی بروز  خصوص  در  های  گزارشاتی 

سال   بیوتیکی چندگانه در این باکتری وجود دارد. درآنتی 

ازسویه  2۰13 فلکسنری    ای  نام شیگلا   به 

 X.variantبیوتیک آنتی  به  سیلین،    آمپیهای  مقاوم 

رامفنیکل، تتراسیکلین، آموکسی سیلین، جنتامایسین و  کل

دیگر در کشور چین شناسایی و گزارش شد   بیوتیکده آنتی 

مقاومت(5) آنتی .  سویه  بیوتیکیها  شیگلا  هدر  ای 

فلکسنری در حال پیشرفت است که یک عامل نگران کننده  

ب بیماریرا جهانی  عامل  این  با  مقابله  محسوب می  زا    ی 

ه گزارشاتی از کشور بتوان  ها میاز جمله این مقاومت   شود.

افزایش   خصوص  در  کینولون   مقاومتهند  و  به  ها 

  .(6) اشاره کردها سفالوسپورین

سیستم از  باعث  یکی  که  ذاتی  دفاع  مقاومت های 

پمپمیبیوتیکی  آنتی  افلاکس  بیان  در  شود    ء غشاها 

باکتری منفی  خارجی  گرم  افلاکس استهای  این  نقش   .

( و کمک به تشکیل  MDRها ایجاد مقاومت دارویی )پمپ

باشدبیوفیلم   که  (7)  می  شده  مشخص  از  .  ممانعت  با 

صحیح پمپ  عملکرد  مقاومت این  کاهش  بر  علاوه  ها 

کاهش داد  نیز    را   باکتری  زاییبیماریتوان  می  بیوتیکیآنتی 

(8).RND  از یکی  بزرگ    5ها  پمپ خانواده  ها افلاکس 

شده شناخته  از  یکی  که  آنهستند  در ترین  ها 

  (.9است ) AcrAB−TolC انتروباکتریاسه پمپ

در سال   بار  اولین  با 1983برای  که  کرد  کلمپرر مشاهده   ،

  سرم و هم در   هایی هم دریبادی ها، آنتمرغ  واکسیناسیون

می زرده   تولید  مرغ  بعدتخم  دوزیستان، شود.  در  ها 

خزندگان و پرندگان نیز دیده شد که به علت برخی تفاوت  

(.  1۰گذاری شد )نام IgY بادی پستاندارانآنتی ساختاری با  

آنتی  روش  این  با  خونگیری  برخلاف  و  سهولت  به  بادی 

شود. علاوه بر  سازی می غیرتهاجمی، از زرده تخم مرغ جدا 

به   دتوانبادی استخراج شده از زرده تخم مرغ میاین آنتی

از   یکه بخش  ییدر مواد غذا   یعیمحصول طب  کیعنوان  

 IgY برخی دیگر از مزایای.  مصرف شود،  است  ییغذا   میرژ 

تولید  در  بودن  صرفه  به  فرآمقرون  ،  ترعیسر   دیتول  ندی، 

 گرادی درجه سانت   4  یدر دماقابلیت نگهداری طولانی مدت  

می  و بالا  تولید  )بازده  گسترش 11باشد  به  توجه  با   .)

آنتی  به  باکتری  بیوتیکمقاومت  در  فلکسنری ها    شیگلا 

تحقیق این  از  نوترکیب  هدف  پروتئین  تخلیص  و   بیان 

TolC   تخلیص و  تولید  و  پروکاریوتی  بیانی  میزبان  در 

  باشد.می  TolC بادی مرغی علیه پروتئین نوترکیبآنتی 
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 هامواد و روش 

 مواد 

بیس   آمید،  اکریل  شامل  استفاده  مورد  شیمیایی  مواد 

آمید،   بروماید ،  فرم و کلر آکریل  پتاسیم  اتیدیوم   ،

دی دی  سدیم  فسفات،  فسفات،  هیدروژن  هیدروژن 

،  2۰کربنات سدیم، توئین سدیم هیدروژن فسفات، بی دی 

اوره،   سولفات،  دی  دسیل  دو  سدیم  فسفریک،  اسید 

مرکاپتو    - 2،  ل و ایزوپروپان اسید کلریدریک، کلرید سدیم،  

بلو  برلیانت  کوماسی  بلو،  بروموفنل  ،  R250  اتانول، 

هیدروکسید سدیم، هیدروکسید آمونیوم، اسید استیک  

اتانول،   و  متانول  بوریک گلاسیال،  تریس،  اسید  باز   ،

 ( تیوگالاکتوپیرانوزید  بتا  ژل  IPTGایزوپروپیل  پودر   ،)

پرسولف  آمونیوم  و  کلرید،  کلسیم  از  آگاروز معمولی،  ات 

از   نیتروسلولز  کاغذ  شدند.  تهیه  )آلمان(  مرک  شرکت 

گردید.   تهیه  )آمریکا(  کیاژن   ید پلاسم شرکت 

 pET28-rTolC  از صناعی  ژن  نوکلوتیدی  توالی  حاوی 

بیانی   Shinegene شرکت  دریافت شد. میزبان  )چین( 

سوی  ملی  E. coli BL21  (DE3 ه پروکاریوتی  مرکز  از   )

ید. سوبستراهای  گرد یه  ته ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران  

 ( رنگ   و  OPD ) O-phenilenediamineمولد 

 (DAB )Diaminobenzidine     )آمریکا( از شرکت سیگما 

ستون  از  نوترکیب  پروتئین  تخلیص  برای  شد.   تهیه 

 Ni-NTA agarose resin  شرکت از  که  شد  استفاده 

موش  گردید.  ارگ خریداری  گستر  زیست  های  نوآوران 

تهیه  BALB/c   آزمایشگاهی  ایران  پاستور  انستیتو  از 

گردید. از ادجوانت کامل و ناقص فروند مؤسسه واکسن  

  IgGبادی ضد  سازی رازی ایران استفاده شد. آنتی و سرم 

به   کونژوگه  )دانمارک(  HRPموشی  داکو  شرکت  از   ،

  خریداری گردید. 

 

  پژوهشطراحی و شرایط انجام 

این پژوهش از نوع تجربی بود. پرندة مورد استفاده در این  

ای بودند  هفته   24با سن  لگهورن  گذار نژاد  تحقیق مرغ تخم

ساعت تاریکی در درجه   12ساعت نور،    12که در شرایط نوری  

گراد، در حالی که امکان دسترسی آب  درجه سانتی   25حرارت  

شناسی  ها فراهم بود در اتاق پرندگان مرکز زیست و غذا به آن 

تا بهمن    14۰۰نگهداری شدند. زمان انجام پژوهش از خرداد  

ماه بود. کلیه مراحل مطالعه حاضر با تأئید    1۰به مدت    14۰1

.  2.  24کمیته اخلاق دانشگاه جامع امام حسین )ع( طبق کد ) 

14۰۰  .IR. IHU. REC .انجام گردید )  

 

 TolC  پروتئینیاستخراج توالی ژنی و 

با   شیگلا فلکسنریاز باکتری   tolC توالی نوکلئوتیدی ژن

 GeneBank از پایگاه داده NC_004337. 2 عدد دسترسی

های بعدی ذخیره  برای آنالیز  FASTA استخراج و به فرمت

آنلاین  سرور  با  نوکلئوتیدی  توالی   گردید. 

 Expasy Translate Tool(https: //web. expasy. 

org/translate به توالی آمینواسیدی ترجمه و به فرمت ) 

FASTA    ذخیره شد. برای بررسی صحت توالی بدست آمده

 با پایگاه داده pBLAST توالی آمینواسیدی در سرور آنلاین

RefSeq Proteins  ویژگی شد.  انجام  های  همترازی 

 با عدد دسترسی Uniprot از پایگاه داده TolC پروتئینی

A0A822PEA8 .مورد مطالعه قرار گرفت  

در   حاصل  رسوب  بافر    5۰۰سپس  حل    CTABمیکرولیتر 

گردید. این عمل با استفاده از پیپت کردن انجام شد. در 

نمونه دمای  نهایت  در  یک ساعت  مدت  به  درجه    65ها 

بلاک  سانتی هیتر  در   South Korea  ،Dihan)گراد 

Scientific )  ها در  قرار داده شدند. پس از این زمان، نمونه

  (.22-25دمای اتاق خنک شدند. )
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 ایمونوانفورماتیک آنالیز  

 جهت به دست آوردن ناحیه اپیتوپیک در توالی پروتئینی 

TolC  داده از سرور پایگاه  استفاده شد.  IEDB های متعدد 

اپی  آوردن  دست  به  برای  فضایی توپ ابتدا  و  خطی  های 

سرور به  B های سلول  از   Bepipred Linear های ترتیب 

Epitope Prediction 2. 0    و ElliPro  و برای بدست آوردن

اپی  Beta turn ساختارهای  از  غنی  نواحی  حاوی  توپ  که 

سرور  از   Chou and Fasman beta turn هستند 

prediction   آوردن بدست  برای  همچنین  شد.  استفاده 

می توپ اپی  قرار  در سطح  که  سرور هایی  از   Emini گیرند 

surface accessibility scale  های توپ و اپی flexible  در 

B-cell  از Karplus and Schulz flexibility scale   استفاده

 های با سرور  B های های فضایی سلول توپ شد. در ادامه اپی 

Discotope  وElliPro   بینی شد. برای این منظور ابتدا پیش

آمینواسیدی  توالی  پروتئین  TolC از روی   ساختار فضایی 

TolC  با سرور   Swiss-Model بینی شد. پیش  

 
 rTolC های فیزیک و شیمیایی پیش بینی ساختار دوم و ویژگی 

نوترکیب پروتئین  سوم  و  دوم  شامل   rTolc ساختار  که 

اپیتوپیک ) باشد با  می  TolC ( در پروتئین4۰-335ناحیه 

های مورد ارزیابی قرار گرفت. ویژگی Phyre 2 سرور آنلاین

آنتی  و  شیمیایی  و  نوترکیبفیزیکی  پروتئین   ژنیسیته 

rTolC   سروربه با   Vaxigen و Protparam هایترتیب 

 بررسی شد. در نهایت میزان پایداری ساختار سوم نمودار

prosa  وramachandran .مورد ارزیابی قرار گرفت  

 

 pET28-rTolC طراحی سازه نوترکیب 

نوکلئوتیدیبهینه  توالی  بیانی   توسط سرور rTolC سازی 

optimizer  ثانویه ساختار  سپس  و  شد   mRNA انجام 

پایداری بررسی  سرور mRNA جهت   RNAFOLD با 

سازی در بین دو  بینی شد. در نهایت توالی ژنی بهینه پیش

 جهت سفارش به شرکت HindIII و  EcoRIناحیه برشی  

Shinegene  ( چین) .ارسال گردید  

 
-pET28 پلاسمید   با   میزبان های  سلول   نمودن   تراریخت 

rTolC 

 جهت دریافت پلاسمید   E. coli  BL21(DE3) هایباکتری

pET28-rTolC    استفاده از کلسیم کلرید مستعد شدند. با

با رسیدن جذب   LB پس از کشت شبانه و تلقیح در محیط

به    6۰۰نوری محیط کشت در طول موج     2،  7/۰نانومتر 

 های باکتری را رسوب داده )سانتریفیوژلیتر از سلول میلی

دقیقه( و رسوب    5قه و به مدت  یدور در دق  6۰۰۰ با سرعت

مولار یکنواخت و  میلی  5۰ لیتر کلسیم کلریدرا در یک میلی 

گراد قرار داده شد. پس  درجه سانتی   4ساعت در    1به مدت  

باکتری ترسیب  سرد   15۰ها،  از  کلرید  کلسیم  میکرولیتر 

گراد درجه سانتی   4ساعت در دمای    1اضافه شد و به مدت  

میکرولیتر از    5انکوبه گردید. پس از مستعدسازی، مقدار  

های مستعد شده اضافه به باکتری  pET28-rTolC پلاسمید

  5۰گراد به مدت  درجه سانتی  42و با روش شوک حرارتی  

لیتر  ثانیه ترانسفورماسیون صورت گرفت. سپس یک میلی 

ها اضافه گردید بیوتیک به باکتریفاقد آنتی  LB از محیط

دور در دقیقه    16۰ساعت در شیکر با سرعت    3و به مدت  

دمای   انتخاب    37و  جهت  شد.  گرماگذاری  درجه 

باکتری در محیطباکتری تراریخت شده رسوب   LB های 

میکروگرم    8۰ بیوتیک کانامایسین با غلظتآگار حاوی آنتی 

  لیتر کشت داده شد.در میلی 

 

 rTolC بیان و تخلیص پروتئین نوترکیب  

  ره ی ذخهای  های شبانه کلونکشت از    تریلکرویم  1۰۰میزان  

اضافه   کیوت یبی آنتحاوی    LBمحیط    تریلیلیم  5به    شده
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انکوباتور   شیکر  درون  سپس   گرادی سانتدرجه    37و 

در  گذاری  گرما آن  نوری  جذب  تا    6۰۰  موج  طولگردید 

ها به میزان سپس، به هر یک از لوله برسد.    6/۰نانومتر به  

-Isopropyl β-D-1 (IPTG)  میکرولیتر  5۰

thiogalactopyranoside 1۰۰   افزوده و محیط  میلی مولار 

مدت   به  انکوباتور    5کشت  شیکر  در  گذاری گرماساعت 

پروتئین، سلول.  گردید بیان  القاء  از  در پس  باکتری  های 

آوری شد. میزان  دور در دقیقه سانتریفیوژ شده و جمع  5۰۰۰

درصد    12آکریل آمید  برروی ژل پلی rTolC بیان پروتئین

  بررسی شد.

 His-tag که دارای دنباله rTolC جهت تخلیص پروتئین 

( استفاده Ni-NTAباشد از ستون کروماتوگرافی نیکل )می

ایمیدازول   غلظت  شیب  بافرهای  از  مرحله  این  در  شد. 

های غیراختصاصی و  جهت شست و شوی ستون از اتصال

استفاده شد. برای  rTolC سازی پروتئین نوترکیبخالص 

های باکتری القا مرتبه عصاره لیز سلول  3این منظور ابتدا  

و  داده شد  عبور  از ستون  نوترکیب  پروتئین  شده حاوی 

نمونه عبوری جهت بررسی کارایی اتصال نگهداری گردید. 

در مرحله بعد جهت شست وشوی ستون از اتصالات غیر 

ایمیدازول   مولار میلی  1۰و سپس    5اختصاصی، ستون با 

تخلیص جهت  شد.  داده  نوترکیب  شستشو   پروتئین 

rTolC   مولار اضافه گردید میلی  25۰و سپس    1۰۰ایمیدازول

و نمونه عبوری جهت بررسی میزان خلوص روش تخلیصی  

نمونه تمام  در  نگهداری گردید.  بررسی  های عبوری جهت 

آمید  12ژل   آکریل  لاملی    SDS-PAGE  درصد  روش  به 

سازی پروتئین (. پس از تأئید خالص 12الکتروفورز شدند )

نوترکیب، غلظت سنجی به روش رنگ سنجی در طول موج 

نمودار    595 و  برادفورد  معرف  از  استفاده  با  نانومتر 

  (.13انجام شد ) BSA استاندارد

 

 به مرغ  rTolC تجویز پروتئین نوترکیب 

ایمنی مرغ  جهت  هر  به  پروتئین    2۰۰زایی  میکروگرم 

نوترکیب را که با ادجوانت کامل فروند )برای تجویز اول(  

های یادآور( به حجم  و یا ادجوانت ناقص فروند )برای دوز

زمانی    5۰۰ فاصله  به  نوبت  سه  در  و  رسانده  میکرولیتر 

سینه تزریق شد.   زیر جلدی در ناحیه   صورتبه ای  دوهفته 

استریل با حجم  PBS از بافر  میکرولیتر  5۰۰همچنین میزان  

تزریق   شاهد  گروه  مرغ  به  و  ترکیب  ادجوانت  از  برابری 

مرغ  از  خونگیری  تجویز  هر  از  پس  هفته  یک  ها گردید. 

بادی جدا شده و  انجام و سرم آن جهت بررسی تیتر آنتی 

مرغ   تخمآوری  جمعگراد ذخیره گردید.  درجه سانتی  -2۰در  

روز   45تا  و  د از هر تزریق انجام  عروز ب  1۰  با فاصله زمانی

از  عب کردآد  پیدا  ادامه  تزریق  خالص خرین  جهت  سازی . 

، زرده تخم مرغ با استفاده از کاغذ صافی جدا  IgYبادیآنتی 

  گراد نگهداری شد.درجه سانتی  -2۰شده و در 

 

 غیرمستقیم بادی به روش الایزا  بررسی تیتر آنتی 

آنتی  تیتر  منظور  بررسی  به  غیرمستقیم  الایزا  روش  به  بادی 

آنتی  تیتر  استفاده  بررسی  غیرمستقیم  الایزا  روش  از  بادی 

  rTolC میکروگرم پروتئین نوترکیب   5گردید. برای این منظور  

چاهک   1۰۰در   از  هریک  داخل  کوتینگ  بافر  های  میکرولیتر 

حاوی   PBS ها با بافر الایزا تثبیت شد. در هر مرحله چاهک 

میکروپلیت  شست   2۰تویین   سپس  شدند.  داده   با وشو 

PBST    ساعت در دمای    1درصد شیر خشک به مدت    5حاوی

:  1تا   1۰۰:  1ها با رقت  گراد انکوبه گردید. سرم درجه سانتی   37

ها اضافه و پلیت  به چاهک  PBST تهیه شده در بافر   64۰۰

گراد نگهداری  درجه سانتی   37ساعت در دمای    1الایزا به مدت  

آنتی  و شو  از شست  آنتی شد. پس  بادی  بادی موشی ضد 

به  کانژوگه شده  رقت   HRP مرغی  ها  به چاهک   5۰۰۰:  1با 

ه  درج   37اضافه و پلیت الایزا به مدت نیم ساعت در دمای  
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)   1۰۰گراد قرار داده شد. سپس  سانتی    2میکرولیتر سوبسترا 

  5در    O- Phenylenediamine Dihydrocholoride  گرم میلی 

  3۰میکرولیتر آب اکسیژنه    2/ 5لیتر بافر فسفات حاوی  میلی 

از   پس  اضافه شد.  چاهک  هر  به  هر    2۰درصد(  به  دقیقه 

اسید سولفوریک یک مولار به منظور    1۰۰چاهک   میکرولیتر 

  نانومتر ثبت شد.   49۰توقف واکنش اضافه و جذب نوری در  

 

آنتی  تخم استخراج  زرده  از  بررسی بادی  و   مرغ 

  کیفیت آن 

تخلیص  منظور  با   IgY به  ترسیب  روش  اتیلن  ی پل از 

( استفاده گردید. برای این منظور به  PEG6000یکول ) گل 

بافر   زرده  برابر حجم  زرده دو  استریل    PBSلوله حاوی 

یکنواخت شد. به    PBSخوبی در بافر  افزوده و زرده به  

  - درصد وزنی   3/ 5با نسبت   PEG6000 محتویات فالکون 

دقیقه در دمای   1۰حجمی افزوده شد و فالکون به مدت 

با  آرام به آزمایشگاه   مذکور  فالکون  گردید.  شیک  ی 

دقیقه در دمای    2۰دور در دقیقه به مدت    1۰۰۰۰سرعت  

از    4 از سانتریفیوژ  درجه سانتریفیوژ شد. سوپ حاصل 

درصد    8با نسبت   PEG6000 کاغذ صافی عبور داده و 

و  - وزنی  انکوبه  قبل  شرایط  همانند  و  افزوده  حجمی 

سانتریفیوژ گردید. محلول رویی دور ریخته شد و رسوب  

بافر  میلی   1۰ر  د   استریل حل گردید و سپس   PBSلیتر 

PEG6000     حجمی افزوده شد    - درصد وزنی   12با نسبت

محلول   سانتریفیوژ شد.  و  انکوبه  قبل  شرایط  مجدد  و 

در   رسوب  و  ریخته  دور  بافر میلی   1رویی   PBS لیتر 

، برای  PBSاستریل حل و پس از دیالیز شبانه علیه بافر  

دمای    مدت   ی طولان نگهداری   سانتی   - 2۰در  گراد  درجه 

تخلیص شده با    بادی نگهداری شد. میزان خلوص آنتی 

احیا  غیر  و  احیا  شرایط  در   SDS-PAGE الکتروفورز 

میزان   تعیین  برای  فورد  براد  روش  از  شد.  سنجیده 

بادی خالص شده  پروتئین استفاده گردید. کارایی آنتی 

واکنش الایزا  و   rTolC با کوت کردن پروتئین نوترکیب 

  ارزیابی شد. 

 

 هایافته

 TolC توالی نوکلئوتیدی و آمینو اسیدی  

ژن  باکتری   tolC توالی نوکلئوتیدی    شیگلا فلکسنری از 

آمینو اسید    493جفت باز و توالی پروتئینی    1482حاوی  

توالی آمینواسیدی ترجمه شده   BLAST باشد. نتایج می 

انتخاب شده  توالی  با   Identity نشان داد که    1۰۰برابر 

در انتروباکتریاسه   TolC برابر صفر با پروتئین  E-value و 

دارد. در پایگاه   WP_000735285. 1 با شماره دسترسی 

کیلو    TolC 8 /53 وزن مولکولی پروتئین  Uniprot داده 

آمینواسید ابتدایی آن سیگنال    22دالتون اعلام شده که 

  باشد. پپتید می 

 

 B-Cell های خطیتوپ اپی بینی  پیش 

 ،Bepipred  ،Chou and Fasmanهای  با استفاده از سرور 

Emini  و Karplus and Schulz  آستانه حد  به  با  های 

پروتئین  1و    2،  1/1،  5/۰ترتیب   توالی  کل  در   TolC در 

بین    91  مجموع ناحیه  که  اپیتوپیک شناسایی شد  ناحیه 

بود    61حاوی    335-4۰های  آمینواسید اپیتوپیک  ناحیه 

در ناحیه    836/۰ترین ناحیه اپیتوپی با امتیاز  (. قوی 1)شکل  

آن  64-93بین   اسیدی  آمینو  توالی  که  داشت   قرار 

LGLGADYTYSNGYRDANGINSNATSASLQL .بود  
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به دست آمد که   TolCهای مختلف پروفایل اپیتوپی توالی آمینواسیدی ، با استفاده از الگوریتم B-Cellهای خطی توپ نتایج آنالیز اپی  .1 شکل
 شد. توپ را شامل می  ها داخل کادر قرمز( بیشترین میزان اپی)در نمودار   335تا  ۴۰های ناحیه بین آمینواسید 

Fig 1. The results of the B-cell linear epitope analysis of TolC amino acid sequence were obtained using different algo-
rithms, which showed that the region between amino acids 40 and 335 had the highest epitope activity (highlighted in 

the charts within the red box)
 B-Cell های فضایی توپبینی اپیپیش

توالی فضایی  سرور TolC ساختار  با   Swiss-Model که 
 Outer با Seq Identity درصد  8۰/98بینی شده بود  پیش

membrane protein TolC   در باکتری E. coli K12  نشان
)شکل   سرور  -2داد  بینی  پیش  طبق  در   ElliPro الف(. 

  793/۰ناحیه اپیتوپی به امتیاز    TolC 1۰1 ساختار پروتئین
 هایشناسایی شد که تمامی این نواحی بین آمینو اسید

قرار داشت و هیچ اپیتوپ فضایی در ناحیه بین    4۰-335
  نداشت.قرار  1-4۰های آمینواسید

 
 

 

 

 
 

 
 
 

  (Bاز باکتری شیگلا فلکسنری، ) TolCبینی شده از پروتئین ( ساختار سوم پیش A، )TolCهای فضایی در پروتئین بررسی اپی توپ  .2شکل 
های فضای پیش بینی  توپ ( اپی Cقرار داشت، ) 3۱۰- 33۰و  ۲8۰- 3۰۰، ۷۶- 9۰فقط در سه ناحیه  Discotopeهای فضایی با سرور توپ اپی 

به  ۶۴- 93توپ فضایی در ناحیه قویترین اپی  C2ناحیه با قدرت بالای اپیتوپی به رنگ زرد مشخص شده است،  ElliPro ،C1 ۱۰۱شده با سرور 
 رنگ زرد مشخص شده است. 

Fig 2. Examination of conformational epitopes in the TolC protein. (A) The tertiary structure of the TolC protein from 
Shigella flexneri predicted, (B) conformational epitopes predicted by the DiscoTope server were identified in three re-
gions: 90–76, 300–280, and 330–310. (C) Epitope predictions from the ElliPro server, C1 corresponding to a region 
around amino acid 101 having a highly antigenic epitope, and C2 as the strongest conformational epitope located 

in the zone around amino acids 93–93 
.
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 rTolC های پروتئین نوترکیببینی ویژگیپیش

پروتئین اپیتوپیک  عنوان TolC (4۰-335 ناحیه  به   )

( نوترکیب  گرفت.  rTolCپروتئین  قرار  ارزیابی  مورد   )

ژنیسیته  و آنتی  rTolC های فیزیکوشیمیایی پروتئینویژگی

جدول   در  بینی شده  است.    1پیش  داده شده    92نشان 

بینی شده توسط  ناحیه( از ساختار سوم پیش  31۰درصد )

 (. 3)شکل  شباهت داشت   TolC با پروتئین Phyre 2 سرور

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
بیوتیک کانامایسین.  روی محیط کشت انتخابی حاوی آنتی  E. coliبررسی ترانسفورماسیون پلاسمید نوترکیب به باکتری  الف(. ۳شکل 

نمونه سلول مستعد بدون پلاسمید نوترکیب )کنترل   ۲نمونه سلول مستعد مجاور شده با پلاسمید نوترکیب، پلیت شماره  ۱پلیت شماره 
درجه   3۷نمونه عدم القای بیان در دمای  - ۱گراد. ستون درجه سانتی  3۷و  ۲5ب( بررسی بیان پروتئین نوترکیب در - 3منفی(. شکل  

نمونه عدم القای بیان در   - 3ساعت، ستون  ۴گراد به مدت درجه سانتی  3۷نمونه القای بیان در دمای  - ۲گراد )کنترل منفی(، ستون سانتی 
نشانگر  - M، ستون ساعت  ۱۶گراد به مدت درجه سانتی  ۲5نمونه القای بیان در دمای  - ۴گراد )کنترل منفی( ستون درجه سانتی  ۲5دمای 

 رنگی پروتئین شرکت سیناکلون. 
Fig 3.A) Investigation of recombinant plasmid transformation into E. coli on a selective culture medium containing 
kanamycin antibiotics. Plate 1: Cell sample containing the recombinant plasmid, Plate 2: Cell sample without the re-

combinant plasmid (negative control). Fig 3-B): Investigation of recombinant protein expression at 25°C and 37°C. Col-
umn 1: Non-induced at 37°C (negative control), Column 2: Induced expression at 37°C for 4 hours, Column 3: Non-in-
duced at 25°C (negative control), Column 4: Induced expression at 25°C for 4 hours, M: Protein marker (Sinaclon)  

های فیزیکوشیمیایی و  بینی ویژگی پیش  .1جدول 
 rToLCژنیسته پروتئین آنتی 

بینی  سرور پیش 
 امتیاز  بینی شده شاخص پیش  کننده 

ProtParam 

 338 تعداد اسید آمینه 
 1/37 ( kDaوزن مولکولی )

PI  92/5 نظری 
نیمه عمر در رتیکلوم  

 ساعت  In-vitro 3۰پستانداران، 
 ساعت  In-vivo 2۰نیمه عمر در مخمر،  

 ساعت  E. coli  ،In-vivo 1۰نیمه عمر در  
 ۰7/29 *شاخص ناپایداری
 76/ 3۰ شاخص آلیفاتیک 

VaxiJen 6631/۰ **امتیاز آنتی ژنیسیته 
نشان دهنده پایداری پروتئین    4۰* شاخص ناپایداری کمتر از  

 باشد.می 
  ۰/ 4حد آستانه برای آنتی ژنیسیته طبق پیش فرض سرور    **

 در نظر گرفته شد 

 rTolC بیان پروتئین نوترکیب

پس از تأئید ترانسفورماسیون بر روی محیط انتخابی واجد 

الف(، یک کلنی جهت ارزیابی بیان،   -3)شکل    بیوتیکآنتی 

سلول  پروتئین،  بیان  القای  با  داده شد.  القاء  کشت  های 

القاء نشده جمع و  از  شده  آوری و شکسته شدند و پس 

حاوی نمونه  بافر  ژل   SDS 1۰ افزودن  روی  بر   درصد 

 SDS-PAGE12    داد نتایج نشان  الکتروفورز شدند.  درصد 

بیان   با وزن  که  القاء    4۰پروتئین  باکتری  در  کیلو دالتون 

 ب(-3)شکل  شده است

  

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
is

m
j.2

7.
2.

12
3 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 is
m

j.b
pu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
1-

30
 ]

 

                             9 / 15

http://dx.doi.org/10.61186/ismj.27.2.123
http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-2011-fa.html


   14۰3خرداد و تیر   /2سال بیست و هفتم/ شماره                        طب جنوب                                                 /132

Iran South Med J 2024; 27(2): 123-137. [Open Access Policy]                                              www.ismj.bpums.ac.ir 

 rTolC تخلیص پروتئین نوترکیب

جهت   غیردناتوره  شرايط  در  نوترکيب  پروتئين  تخليص 

انجام شد. برای   از رزین نیکل  حفظ فولدینگ با استفاده 

 این منظور پس از عبور محلول لیز باکتری القا شده و اتصال  

پروتئین نوترکیب به ستون، شست وشوی ستون با بافر  

سازی مولار انجام شد و جهت جدا میلی  1۰و    5ایمیدازول  

نوترکیب   ایمیدازول    rTolCپروتئین  بافر    25۰و    1۰۰از 

مولار استفاده شد. باند تخلیصی پروتئین نوترکیب با میلی

مشاهده گردید )شکل   SDS-PAGEخلوص بالا بر روی ژل  

  rTolCسازی پروتئین نوترکیب  الف(. بازده بیان و خالص   -4

گرم  میلی  1۰سازی برابر  در میزبان پروکاریوتی پس از بهینه

بر لیتر محیط کشت بود. در ادامه پروتئین تخلیص شده  

آنتی  از  استفاده  با  و  بلاتینگ  وسترن  روش  ضد با  بادی 

 ب(.  -4تأئید گردید )شکل  His-Tagتوالی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 با شیب ایمیدازول و تائید پروتئین تخلیص شده با وسترن بلاتینگ.  rTolCتخلیص پروتئین نوترکیب .  ۴شکل 
شست و   - 3نمونه عبوری از ستون نیکل، ستون  - ۲نمونه لیز باکتری القا شده قبل از عبور از ستون، ستون  - ۱، ستون rTolCالف( تخلیص  

جداسازی پروتئین نوترکیب با   - 5مولار، ستون میلی  ۱۰شست و شوی ستون با ایمیدازول  - ۴مولار، ستون میلی  5شوی ستون با ایمیدازول 
نشانگر رنگی پروتئین شرکت   - Mستون ، مولارمیلی  ۲5۰جداسازی پروتئین نوترکیب با ایمیدازول  - ۶مولار، ستون میلی  ۱۰۰ایمیدازول 

خالص تجاری به عنوان   BSAپروتئین  - ۲بخش الف(، ستون  ۶پروتئین تخلیص شده )ستون  ۱، ستون rTolCسیناکلون. ب( وسترن بلاتینگ 
 پروتئین شرکت سیناکلون. نشانگر رنگی   - Mکنترل منفی، ستون 

Fig 4. Purification of recombinant rTolC protein with imidazole elution and validation of purified protein by Western 
blotting. (A) rTolC purification: Column 1: Bacterial sample before passing through the column, Column 2: flow trough 
sample from Nickel column, Column 3: sample wash with 5 mM imidazole, Column 4: sample wash with 10 mM imid-
azole, Column 5: Protein elution with 100 mM imidazole, Column 5: Protein elution with 250 mM imidazole, M: Protein 

marker (Sinaclon). (B) rTolC Western blotting: Column 1: Purified protein (from Column 4 in section A), Column 2: 
Commercial BSA protein as a negative control, M: Protein marker (Sinaclon). 

 

 بادی به روش الایزا غیرمستقیمبررسی تیتر آنتی 

 rToLC ژن   آنتی   علیه   تولید شده   بادی آنتی   تیتر   بررسی   با 

 بادیآنتی   تیتر   که   گردید   مشخص   های آزمون سرم مرغ   در 

 ایمنی   سیستم  توسط   مذکور  ژن آنتی   علیه   توجهی  قابل 

. است   شده   ایجاد   کنترل   گروه   با   قیاس   در   آزمون   های مرغ 

بادی پس از شود تیتر آنتی همانطور که در نمودار دیده می 

ای که پس از آخرین هر بار تزریق افزایش داشته، به گونه 
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بادی در سرم )تزریق سوم/ خونگیری چهارم(، تیتر آنتی   تزریق 

)بیشترین  3/ 5، نزدیک به 1۰۰به  1های آزمون در رقت  مرغ 

OD  الف(. در مرغ   - 5( بوده است )شکل ( های کنترلPBS )  

بادی پس از خونگیری سوم در مقایسه  افزایشی در تیتر آنتی 

  ب(.   - 5با خونگیری اول مشاهده نشد )شکل  

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

های آزمون )الف( و کنترل )ب(. خونگیری اول قبل از شروع واکسیناسیون با ایمونوژن در سرم مرغ  rTolCبادی ضد بررسی تیتر آنتی  .۵شکل 
 ها یک هفته پس از هر تجویز انجام شده. بوده )کنترل منفی( و باقی خونگیری 

Fig 5. Measurement of anti-rTolC antibody titers in the sera of test chickens (a) and control chickens (b). The first 
blood sample was taken before the start of vaccination with the immunogen (negative control), and subsequent blood 

samples were collected one week after each dose. 
 

  بررسی کیفیت آن مرغ و بادی از زرده تخماستخراج آنتی 

  ها، میزان خلوص بادیاز زرده تخم مرغ پس از تخلیص آنتی

آمید    آکریل  ها با استفاده از الکتروفورز بر روی ژل پلیآن

صورت استفاده از  که در    انجام شد. این بررسی نشان داد 

دو  مرکاپتواتانول  -2 پروتئین  ،    25و    6۰  وزن  باقطعه 

ترتیب نشان دهنده دو زنجیره سنگین و    کیلودالتون که به

  - 2د و در صورت نبود  شواست، دیده می  بادیسبک آنتی 

حوالی   در  باند  یک  دیده   15۰مرکاپتواتانول  دالتون  کیلو 

 شده  تخلیص  بادیمیزان آنتی   الف(. بازده  -6شکلشود ) می

بادی . آنتی گرم محاسبه شدمیلی   9تقریباً  مرغ    از هر تخم

غلظت   تا  توانست  شده  ژن    7خالص  آنتی  از  نانوگرم 

های کنترل با واکنش  مرغ   IgY نوترکیب را در مقایسه با

  ب(. -6الایزا غیرمستقیم شناسایی کند )شکل

 
ها تخلیص شده در  بادی الگوی الکتروفورزی آنتی   - الف   . 6شکل  

( و غیر  ۲کیلودالتونی )ستون    5۰و    ۲5شرایط احیا با دو باند تقریباً  
نتایج    - ب - ۶(. شکل  ۱کیلو دالتون )ستون    ۱5۰احیا با یک باند تقریباً  

 . rTolCبادی خالص شده با پروتئین نوترکیب  الایزا آنتی 
Fig 6. (A) Electrophoretic pattern of purified antibod-
ies under reducing conditions, showing two bands at 
approximately 25 and 50 kDa (lane 2), and under non-
reducing conditions, showing a single band at approxi-
mately 150 kDa (lane 1), (B) ELISA results of purified 

antibodies with recombinant rTolC protein. 
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 بحث 

و  پیشرفته  جوامع  در  شیگلا  مانند  اسهال  عفونی  عوامل 

بخصوص در کودکان، آمار بالای بیماری و مرگ ومیر را دارد  

میلیون نفر در جهان توسط شیگلا    8۰(. سالانه حداقل  14)

(.  15)  شوندها فوت می هزار نفر از آن   7۰۰آلوده شده که  

فقدان واکسن   ینو همچن  بیوتیکیمقاومت آنتی  یشافزا 

. باعث شده  یگلاهای شگونه   یهعل  یشگیریدرمان و پ   یبرا 

انجام   کنترل این بیماریبه منظور    یادی است که مطالعات ز 

نوترکیب،  .  (17و    16)  شود ایمونوژن  در میان کاندیدهای 

های غشای خارجی که بیشتر در معرض سیستم  پروتئین

واکسن کاندید  عنوان  به  میزبان هستند،  پیشنهاد    ایمنی 

پمپمی افلاکس  انتخاب  لذا  منظور  شوند  این  به  ها 

  (.18باشد )مناسب می

در   یسلامت عموم  تهدید برای  کبیوتیکی یآنتی مقاومت  

که   است  جهان  داروها  باعثسراسر  شدن   یمنسوخ 

مکانشودمی موجود  بیوتیکی  آنتی  جمله  از   یهاسمی. 

حد    شیب  انیب  ،بیوتیکیآنتی مقاومت   افلاکس  از 

  ی متنوع   باتیاست که ترک  AcrA-AcrB-TolCمانند  ،هاپمپ

آنتی را   باکتری   رون یب  های به ها و سمبیوتیکاز جمله    از 

 پمپ می کند.

از این رو نقش بسزایی در مقاومت دارویی دارند و از طرفی  

باعث مقاومت به تشکیل بیوفیلم باکتری نیز کمک کرده و  

می باکتری  )بیشتر  مطالعات 2۰و    19شوند  در  اخیراً   .)

 TolC متعددی از بخش خارجی پروتئین مذکور یا همان

است. شده  استفاده  درمانی  اهداف  )  با  و  Leowلو   )

روی   بر  معکوس  واکسیناسیون  مطالعات  با  همکاران 

عنوان پروتئین به  را  پروتئین  پنج  فلکسنری  شیگلا  های 

 اند که پروتئینکاندید مناسب واکسیناسیون معرفی کرده

TolC  آن از  نیز 21باشد )ها مییکی  (. ویسی و همکاران 

مطالعات  مناسب  کاندید  عنوان  به  را  پروتئین  این 

بیوانفورماتیک انتخاب کرده و با طراحی پروتئین نوترکیب 

  بصیر   لعهدر مطا (.  18اند )زایی آن را در موش سنجیدهایمنی

گلا  ییه شعل  کاندید واکسن  بینییشپ   یبرا   نیز  نو همکارا 

بررسی    سونئی از  وشیمیایی،  ف  یاتخصوصپس  یزیکی 

انتخاب    یک ژن  یآنت   ینپروتئ  یک به عنوان   TolC ینپروتئ

( و همکاران Koronakisمطالعات کوروناکیس ).  (22)شد  

های غشای خارجی  نشان داده است که در میان پروتئین

پروتئین  TolCپروتئین E.coli باکتری نظیر  از  هایی 

OmpA، OmpF و FepA  تر بوده و بیشتر در معرض بزرگ

( دارد  قرار  ایمنی  نیز  23سیستم  همکاران  و  ویسی   .)

را توانستند با موفقیت بیان کنند و افزایش   TolC پروتئین

بادیعلیه آن را در موش آزمایشگاهی تأئید کنند  تیتر آنتی 

علیه واکسن  کاندید  یک  عنوان  به  نهایت  در  شیگلا   و 

( کردند  معرفی  مؤید 18فلکسنری  فوق  مطالعات  تمام   .)

 به عنوان کاندید ایمونوژن بود. TolC انتخاب پروتئین

( و  22و    21ما نیز با بررسی مقالات واکسینولوژی معکوس )

ایمنی پمپزایی بخشسنجش  افلاکس  ها، های مختلف 

کلیدی به را   AcrAB−TolC پروتئین از  یکی  ترین  عنوان 

در مطالعه حاضر،  (.  24و    2۰  ،18ها انتخاب کردیم )پروتئین

  یوندهای و پ   یهمسان  یهاویژگی  یابتدا برا  TolC ینپروتئ

 یاپ   بینییش و پ   یت حلالژنیسیته،  ی آنتی،  مناسب حفاظت

  یل و تحل  یهمورد تجز   ابزارهای بیوانفورماتیکتوپ توسط  

نتا گرفت.  که  یجقرار  داد   S. flexneri از TolC نشان 

A0A822PEA8  ب حفاظت    یاربس  یگلاش  یهاگونه   ین در 

  یدای عنوان کاندبه  TolC از  یناش  سازییمنکه ا   شده بود

جهان ش  دتوانمی  یواکسن  برابر  شیگلا    از  یناش  یگلوزدر 

دیفلکسنری،ش ش  ی سانتر یگلا  باشدگلا  ی و  مؤثر   .سونئی 

TolC  باشد که سمت  پروتئین بزرگی به شکل یک کانال می

بتا بشکه در غشای خارجی باکتری قرار گرفته و بخش آلفا  

باید  و  است  پلاسمیک  پری  سمت  در  بشکه  هلیکس 
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در معرض   که  کرد  انتخاب  ایمونوژن  عنوان  به  را  بخشی 

(. لذا 25سیستم ایمنی میزبان بوده و آن را تحریک کند )

به کمک ابزارهای ایمونوانفورماتیک نواحی اپیتوپیک این 

پیش را  بخشپروتئین  شامل  همان  که  کرده  های بینی 

)شکل  بشکه بود  بتا  صفحات  نوع  از  مانند  و  C1-2 ای   )

از این پروتئین را برای مراحل بعد انتخاب    4۰-335ناحیه  

نهاکردیم.   طر  rTolC ین پروتئیت،  در   یابزارها  یقاز 

عنوان    یوانفورماتیکب و   یتوال  یکبه  انتخاب  ایمونوژن 

سازی شد. در  برای بیان مناسب در میزبان باکتریایی بهینه 

پروتئین حاضر،  به   rTolC مطالعه  بالا  بیانی  راندمان  با 

ستون مدل   Ni-NTA کمک  به  تزریق  آماده  و  تخلیص 

  حیوانی مرغ گردید.

آنتی  سرم    بادی استخراج  با  مقایسه  در  مرغ  تخم  زرده  از 

از جمله اینکه زرده تخم مرغ   حیوانات دارای مزایایی است 

باشد  ( علیه ایمونوژن می IgY)  بادی حاوی مقادیر زیادی آنتی 

لیتر  میلی   1( و همکاران  Shin(. طبق تحقیقات شاین ) 27و    26) 

است. هر مرغ   IgY گرم میلی   4/ 9از زرده هر تخم مرغ حاوی  

میلی لیتر زرده    4۰۰۰گذارد که معادل  تخم می   25۰در سال  

تقریباً  می  تولید  توانایی  ایمن شده  مرغ  هر  لذا    19/ 6باشد 

)  IgY گرم میلی  داراست  را  سال  استفاده  28در  طرفی  از   .)

از  عوامل  IgYخوراکی  از  بسیاری  علیه  شده  تولید  های 

انتروتوکسیژنیک بیماری  نظیر  گوارشی  اشرشیاکلای    های 

 (Enterotoxigenic Escherichia coli ( )29 روتاویروس ،)  های

 ( ) Rotavirusesانسانی  آئروژینوزا    ( 3۰(  سودوموناس  و 

 (Pseudomonas aeruginosa ( به 31(  گزارش  (  موفق  طور 

مطالعه  در  است.  آنتی شده  پروتئین     IgYبادی ای  علیه 

مرغ  در زرده تخم TolC و  IpaD ، StxBنوترکیب کایمر شامل  

تولید شده که در نهایت نشان داده شد در موش توانایی زنده  

با   7۰مانی   مواجه  در  شیگلا    LD50 1۰ درصدی  باکتری  از 

به   TolC ای دیگر پروتئین (. در مطالعه 32فلکسنری را دارد ) 

ها استفاده شد که توانست تا  عنوان کاندید واکسن در موش 

را هنگام چالش نسبت به موش   6۰ های  درصد مرگ ومیر 

های ایمن شده  موش تر اینکه سرم  کنترل کاهش دهد. مهم

آنتی  حاوی  ضد که  در  TolC  بادی  توانسته     In-vitroبوده 

را توسط ماکروفاژها افزایش دهد   E. coli فاگوسیتوز باکتری 

با   TolC بادی ضد که نشان دهنده کارآمدی آنتی  در مبارزه 

 (.  33باشد ) باکتری می 

 

 یر یگجه ینت

بادی مرغی  آنتی مطالعه حاضر اولین پژوهش جهت تولید  

است که در ادامه این پژوهش پیشنهاد  TolC ضد پروتئین

آنتیمی اثرگذاری  که  تولیده بادیشود  کلونال  پلی  های 

های مقاوم ها در سویه سازی افلاکس پمپشده بر خنثی 

  بیوتیک بررسی گردد.به آنتی 
 

 ی سپاس و قدردان

های مالی دانشگاه جامع امام حسین بدینوسیله از حمایت

 گردد.جهت انجام این پژوهش قدردانی می
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