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 مقدمه 
باکتری بورخولدریا سودومالئی، ویبریوکلرا و شیگلا دیسانتری عامل بیماری میلوئیدوزیس،  

  B. pseudomallei،  CTxBمربوط به    BLF1های  تئینباشند. پرو وبا و شیگلوز در انسان می

و   آنتی  StxBویبریوکلرا  خاصیت  دیسانتری  و  شیگلا  حاملی  مخاطی،  ادجوانتی  ژنیک، 

ساختایمنی مطالعه،  این  هدف  دارند.    blf1،  ctxB  هایژن  یدربردارنده   ژنی  کاست  زایی 

 . باشدمی  E. coli  در  هاپروتئین آن و بیان   stxBو

   هاروش  و مواد
نرم  از  استفاده  بیوانفورماتیک  افزاربا  حالتModellerو    Protparamهای  مختلف  ،  های 

های خطی و  توپهای مربوطه بررسی شد. ساختار دوم پروتئین و اپیپروتئین کایمریک ژن

  pET28a-BLF1-STxB،  PCR  از پلاسمید  stxB  و blf1 هایساختاری نیز تعیین گردید. ژن

 بیانی  وکتور  در   SalIو  NotI  آنزیمی  هایجایگاه  با  BLF1-STxB  بازی  فتج 850  قطعه  و

pET28a-CTxB  باکتری  به  و سازیزیرهمسانه  E. coli  یسویه  BL21(DE3)  شد  ترانسفورم  .

توالی از  بهینهپس  بیانیابی،  القای  ژن  سازی  تحت  -IPTG (Isopropyl-β-Dسنتزی 

thiogalactoside)     حرارت  و س  25درجه  انجام  درجه  تکنیک  انتیگراد  بوسیله  -SDSو 

PAGE  .مورد ارزیابی قرار گرفت 
 ها یافته

ساعت    10بیش از    E. coliعمر آن در  و نیمه  06/40شاخص ناپایداری پروتئین کایمر برابر با  

آمد. شاخص سازگاری کدون سازه به  به دست  به    GCو محتوای    9/0ی کایمر   9/54آن 

تر بهترین  یافت.  افزایش  ممزوجدرصد  نوترکیب،  واکسن  برای ساخت  ممکن    تایی سه  تیب 

CTxB-BLF1-STxB  بیان پروتئین نوترکیب از ژن سنتزی تحت القای    آمد.  بدستIPTG  ،

 کیلودالتون شد.   48منجر به تولید پروتئینی با وزن مولکولی  

 گیری نتیجه
ادجوانتی    و خاصیت  STxB، خاصیت حاملی  BLF1سازی  با توجه به توانایی توقف پروتئین

CTxB تواند به عنوان یک  ، قرار دادن این سه ژن در یک کاست ژنی به بهترین حالت، می

 .کاندید واکسن مناسب مورد توجه قرار گیرد
 ها کلیدواژه
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 مقدمه 

Burkholderia. pseudomalleiشود، سبب میلوئیدوزیس می 

هکا از بیوتیککبه بسیاری از آنتی  بورخولدریا سودومالئی.  (1)

جملککه تعککداد زیککادی از بتازکتامازهککا، آمینوگلیکوزیککدها، 

مقاوم اسکت ککه مقابلکه بکا  (2)ها میکسینماکرولیدها و پلی

 بورخولککدریا BLF1پککروتئین  سککازد.بیمککاری را دشککوار مککی

تعکوی   دارای خاصکیت آنتکی ژنیکک بکوده و بکا  دومالئیس

Gln339  بککهGlu339  باعککت تیییککرeIF4A (Eukaryotic 

initiation factor 4A) شود که این عمل یک مهار کننده می

 . شناخت مکانیسم مولکولی توکسکین(3)ترجمه است    ،قوی

BLF1  های انسانی، راه را بکرای اسکتفاده از آن بر روی سلول

تواند به عنکوان بخشکی کند و میها، مهیا میدر درمان سلول

بیوتیک مفیکد باشکد. بکا  یکر فعکال از درمان ترکیبی با آنتی

توان واکسکن بکرای آن تولیکد نیز می  BLF1کردن توکسین  

به عنکوان یکک مهکار کننکده قکوی  BLF1 . پروتئین(4)کرد 

eIF4Aبه عنوان یک عامل ضکد سکرطان قکوی  ، ممکن است

مهندسکی بیشکتر بکر روی  . بکا(5) مورد استفاده قکرار گیکرد

ممکن است به عنوان یکک کاندیکد مناسکب   BLF1توکسین  

 .  (8-6)مورد استفاده قرار گیرد نیز برای شناسایی و واکسن، 

اکنکککون، بکککر علیکککه  بکککککاکتری شکککککیگلا دیکککککسانتری

fluoroquinolon  ها و آزیترومایسین مقکاوم ها، سفالوسپورین

ی های شیگلوز، بکه وسکیلهگیریهمهاند. تعداد زیادی از شده

 . (9)های شیگلا گزارش شده است های مقاوم گونهاسترین

هکایی ککه توسک  ها و بیماریبا توجه به اهمیت این باکتری

گردد، ضرورت تولید واکسن بکرای پیشکگیری یجاد میها اآن

رسکد. پکییر بکه ن کر مکیها، اجتناب نااز ابتلا به این بیماری

STxB  زایی، ادجکوانتی و حکاملی تا حدی دارای نقش ایمنی

های کاندید واکسن با ژنتوان با ممزوج کردن آنتیبوده و می

، (10)ایککن ادجوانککت بککه تولیککد واکسککن مناسککب پرداخککت 

و   STxBبکادی علیکه  شود ککه بکا تولیکد آنتکیبینی میپیش

تککوان از اتلککال و ورود قسککمت سککمی سککازی آن میخنثککی

(StxA) ی بککه عمککل آورد. بککه درون سککلول هککدف جلککوگیر

هکای مختلفکی همچکون واحکد در زمینکههمچنین از این زیر

های ها و داروهای ضدسرطان به سلولژنی آنتیدهندهانتقال

سرطانی و همچنین تلویربرداری از تومکور بکه کمکک مکواد 

   .(12 ،11)گردد  فلورسانت، استفاده می

گکردد ککه یکک بیمکاری اسکهالی ویبریوکلرا، سبب کلرا مکی

فق  به میزان گسترش و   دمی کلرا،باشد. تاثیر اپیکشنده می

شود، بلکه تاثیر چشمگیری بر میر آن محدود نمیونرخ مرگ

شکوند، دارد روی اقتلاد کشورهایی که متحمکل شکیوع مکی

یمونوادجوانکت قکوی در ، به عنوان یک اCTxB. امروزه  (13)

زایی وابسته به مخاط مطرح است، زیرا یکک پکروتئین ایمنی

بادی سیستمیک ی بسیار موثر برای ترشح آنتیانتقال دهنده

باشکد هکای کونووگکه شکده مکیبادی ژنو مخاطی برای آنتی

(14)  . 

های مختلف پکروتئین ارزیابی حالتهدف از انجام این پروژه،  

مربوط بکه ویبریکوکلرا،   blf1و    ctxB  ،stxBهای  کایمریک ژن

هکککای شیگلادیسکککانتری و میلوئیکککدوزیس، توسککک  روش

بیوانفورماتیک و انتخاب بهترین حالت ممککن بکرای سکاخت 

هکای مختلکف واکسن نوترکیب است. به این من ور، ترکیکب

ا، از ن ر خلوصیات مختلکف هتایی این پروتئیندوتایی و سه

توانکد بکرای با یکدیگر مقایسه شدند. دزیلی مختلفی که مکی

ی بکه صکورت کایمریکک بیکان گکردد، هکاتولید این پروتئین

 STxB  ی پکروتئینککه انکدازهبا توجه به ایکن  -1  عبارتند از:

اسیدآمینه( اتلال آن به پروتئینی ماننکد   69کوچک است، )

CTxB  یش پاسخ ایمونولوژیک به آن شود، فزاتواند باعت امی

جویی در هزینه، های کایمریک باعت صرفهتولید پروتئین  -2

بیشکتر، تولیکد و القکای سکطح   خاصیت ادجکوانتی، پایکداری

-مدت از محاف ت بعد از دوز اولیکه مکیباز و طوزنی  ایمنی

-های زیرواحدی به طور قابل توجهی ایمنواکسن  -3  شود و
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های  یراختلاصی کمتری را ر بوده و واکنشتتر و اختلاصی

در سیستم ایمنی به راه انداخته و به همکین جهکت توانکایی 

 .  (15)هدف قراردادن عامل بیگانه را دارند 

 هامواد و روش

 به دست آوردن توالی

، blf1هکای ی ژنکی نوترکیکب، تکوالی ژنبرای طراحی سکازه 

ctxB    وstxB  های مرجکع سکایت از بخش سکانسNCBI ، بکا

و  NC_006350.1 ،NC_015209.1هککای دسترسککی )شککماره

NC_007607.1 بککه ترتیککب( اسککتخراج گردیککد، همچنککین( )

، دانلکود و Uni Protه داده های آمینواسیدی نیز از پایگاتوالی

ذخیره گردید. بکه من کور حفکن انسکجام   FASTAبا فرمت  

هکا، از یکک ساختاری پروتئین کایمر و عکدم تکداخل دومکین

هکای گلایسکین و آمینکهشکامل اسکید  (GPGP)تکرار لینککر  

اسکتفاده گردیکد و   CtxBپرولین در انتهای آمینی پکروتئین  

هکای فکورین، آمینکه  شامل اسید  (FARRP)یک تکرار لینکر  

. نکرم (16) جای گرفکت  STxBو    BLF1آرژنین، پرولین بین  

سازی توالی کدکننده و ، برای بهینهoptimizer  (spain)افزار  

در نتیجه، بهبکود بیکان پکروتئین نوترکیکب ککایمر اسکتفاده 

 Blast-Xافکزار  هکا بکا نکرم. در ادامه آنالیز تکوالی(17)گردید  

 ، تکوالیتکوالی مکورد تقاضکا ،Blastدر این نوع صورت گرفت. 

( ترجمکه ORFقالکب خوانکدنی )  6نوکلئوتیدی است ککه در  

هککای تککوالی پروتئینککی در پایگککاه توالی شککده و بککه صککورت

هکای توالی  ،جووجو می شود. نتیجه جسکتوپروتئینی جست

تکوان بکه تکوالی لی الگو است که بر اساس آن میتوا  مشابه با

 داد.نسبت   را  ( خود قالب خواندنی و عملکردORFجدید )

 های فیزیکی و شیمیاییویژگی

عمر، شاخص ناپایداری و مولکولی، نیمههایی ن یر وزنویوگی

های مختلف پکروتئین کایمریکک ی ایزوالکتریک ترکیبنقطه

بینکی گردیکد پکیش  protparamیکن  افزار آنلای نرمبه وسیله

(18،  19). 

 بینی ساختار دوم پروتئینپیش

هککای بینککی سککاختار دوم ترکیبککات مختلککف پککروتئینپککیش

که آنکالیز ، PSI Pred (USA)افزار کایمریک با استفاده از نرم

University ساختار دوم پروتئین را بر اساس موقعیت مکانی

) College London) UCL دهکد، صکورت گرفکت انجام مکی

های هرکدام از اسیدهای آمینکه در . موقعیت فضایی اتم(20)

ی حالت پروتئین کایمریک و در حالکت طبیعکی، بکه وسکیله

 انجام شد.   Modellerافزار نرم

 Bهای خطی و فضایی سلول  توپبینی اپیپیش

 ABCpredسکرور هکای خطکی از تکوپبینی اپکیبرای پیش

(India)    استفاده گردید. سرورABCpred   با اسکتفاده از یکک

توپ خیکز خطکی در یکک شبکه علبی ملنوعی، مناطق اپی

هکای توپبینی اپینماید. پیشبینی میژن را پیشتوالی آنتی

 انجام شد. Cbtopeافزار فضایی با نرم

 ژنی نوترکیب  سازه  ساخت

از پلاسمید   stxBو    blf1های  نبا طراحی پرایمر اختلاصی، ژ

pET28a-BLF1-STxB  توسکک ،PCR  (6)تکثیککر شککدند. 

 PCRی  بکه وسکیله  BLF1-STxBبکازی  جفکت  850ی  قطعه

در وکتکور بیکانی  SalIو  NotIهای آنزیمکی تکثیر و با جایگاه

PET28a-CtxB سککازی و بککه بککاکتری زیرهمسانهE. coli 

بکرای  در نهایکت سکازه ترانسفورم شد. BL21(DE3)ی سویه

 یابی به شرکت سیناژن ارسال شد.توالی
Forward primer: 5′CATCATCATCATCATCACAGCAG3′ 

Reverse primer: 5′GATCTCAGTGGTGGTGGTGGTG3′ 

 سازی آنو بهینه  بررسی بیان پروتئین کایمر

هکای تاییکد شکده در جهت بیان پکروتئین نوترکیکب، کلنکی

 1کانامایسین تلقیح و به مکدت  mg/ml80حاوی   LBمحی   

 rpm150و سککرعت  37شککب در شککیکرانکوباتور بککا دمککای 

ری شدند. پس از کشکت مجکدد، زمکانی ککه جکیب گرماگیا

ی رسید، با افزودن مکاده  6/0به    nm600نوری در طول موج  

مکوزر در شکرای  میلکی  1با  ل ت نهایی    IPTGی  کنندهالقا
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های فوق در شیکرانکوباتور استریل، القا صورت گرفت. محی 

گرماگیاری شدند. پس   rpm150و سرعت    25و    37با دمای  

هکای محکی  بکا سکانتریفوژ دور سکاعت، سکلول  5از گیشت  

rpm5000    هکا بکا آوری شدند. سلولدقیقه جمع  10به مدت

کننده شکسته و به همراه نشانگر پروتئینکی، روی ژل بافر لیز

، SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate)درصکککد  12

 polyacrylamide gel electrophoresis)الکتروفککککورز )

 گردیدند.

 هایافته

 سکانس پروتئین-1

داده   پایگاه  از  استفاده  توالیUni Protبا  آمینواسیدی ،  های 

ژن برای  آمد.    stxBو    blf1  ،ctxBهای  زیر  دست  به 

 

 

CTxB 

EFTPQNITDLCAEYHNTQIHTLNDKIFSYTESLAGKREMAIITFKNGATFQVEVPGSQHIDSQKKAIERMKDT

LRIAYLTEAKVEKLCVWNNKTPHAIAAISMANGTGPGPGS 

BLF1 

PNSLEAQIRQAMKTGSTLTIEFDQALNQKSPGTLNVFLHPANGGVRIDLDSGNQGEPAKILWLPWKQGELQ

TLQPGSISTVDMLFFTYYLSGCKVFAGDGGPVWHIDAPVEANQFWRRMSSDEWMEDWEVGTDRQVAYL

HRAGQSDSLWNLSAYLEGAAPSTYGRDNLGQAVVGGIVTGRQQMSLYQYATTSSGSSAWSPLTYTLQQR

KQVD 

STxB 

ELKLRARRTPDCVTGKVEYTKYNDDDTFTVKVGDKELFTNRWNLQSLLLSAQITG M TVTIKTNACHNGG

GFSEVIFR  

 

تایی که در  های مختلف دوتایی و سهها در ترکیباین توالی

آنالیزهای    1جدول   و  گرفته  قرار  هم  کنار  در  شده  ذکر 

 ها انجام گرفت. مربوطه بر روی آن

عمر ترکیبات مختلف تعیین میزان پایداری و نیمه  -2

 protparamافزار  ی نرمپروتئین کایمریک به وسیله

ترکیب  بیوشیمیایی  پروتئین خلوصیات  سه  مختلف    ات 

BLF1،  CTxB    وSTxBعمر در ، از جمله میزان پایداری، نیمه

نقطه مختلف،  آلیفاتیک  موجودات  و شاخص  ایزوالکتریک  ی 

نیمه گردید.  پروتئینمحاسبه  طبیعی عمر  شرای   تحت  ها، 

رشد، از چند دقیقه تا چند ساعت متییر است، این تفاوت در 

به میزان تشکیل   باندهای دی سولفیدی و هم  پایداری، هم 

آمینی   انتهای  در  خاص  آمینواسیدهای  حضور  -N)به 

terminal)    دارد بدست  (22  ، 21)بستگی  نتایج  اساس  بر   .

نرم از  ترکیبProtparamافزار  آمده  در  تایی  ،  سه  های 

پروتئین   که  می  BLF1هنگامی  قرار  آمینو  انتهای  گیرد،  در 

کمترین   همراه  به  حالت  ناپایدارترین  کایمریک  پروتئین 

مینیمه نشان  خود  از  را  شاخص    دهد؛عمر  حالت،  این  در 

-های نرمباشد که طبق شاخصیم   11/41ناپایداری برابر با  

جز میپروتئین  افزار  محسوب  ناپایدار  نیمههای  عمر گردد. 

پروتئین در   کمترین دقیقه می دو  نیز  E. coliاین  باشد که 

نشان می نیمه از خود  ترکیبات مختلف  بین  در  را  دهد.  عمر 

تایی، هنگامی است که  پایدارترین حالت در بین ترکیبات سه

قرار  د  CtxBپروتئین   نوترکیب  پروتئین  آمینوی  انتهای  ر 

از   عبارت  پایدار  ترکیب  این  و    CtxB-BLF1-STxBگیرد 

با  می برابر  این ترکیب  ناپایداری در  و    06/40باشد. شاخص 

در   آن  عمر  دهE. coliنیمه  از  بیش  می  ،  در  ساعت  باشد. 

ترکیب  ترکیب پایدارترین  دوتایی،  با  STxB-CtxBهای   ،

به  می   92/42  ناپایداری،  شاخص مربوط  کامل  نتایج  باشد. 



ژن  یکیوانفورماتی ب  یطراح حامل  کاست  ساخت    های و 

ctxB ،blf1  وstxB 
 

 مشیری و همکاران 

 

 99زمستان ،  29، پیاپی 4، شماره 8دوره   نیشابور،  پزشکی علوم دانشکده مجله /77

 ذکر شده است.  1جدول عمر ترکیبات دوتایی و سه تایی، در  شاخص ناپایداری و نیمه

 

 های کایمریک خلوصیات بیوشیمیایی ترکیبات مختلف پروتئین  -1جدول  

 

 هاسازی کدونبهینه  -3

مشخص از  سهپس  ترکیب  پایدارترین  این  شدن  از  که  تایی 

بهینه شد،  استفاده  ژنی  کاست  ساخت  در  سازی ترکیب 

توالی روی  بر  بهینهکدونی  ترکیب صورت گرفت.  این  -های 

بخش   چهار  در  دربردارندهسازی  که  بود  بررسی  ی  قابل 

کدونانعطاف ترجیحی  تن یم  پروتئین،  ساختار  ها،  پییری 

دار سیتوزین و حلالیت و افزایش درصد بازهای آلی نیتروژن

می انطباق گوانین  شاخص  افزایش  کدونی  شد.  پییری 

(Codon Adaptive Index (CAI))  ی  ، نشان دهنده%100به

های مورد استفاده برای ایش کدونپییری و افزمیزان انعطاف

می  اشرشیاکلی  باکتری  در  ژن  در  بیان  نسبی  مزیت  باشد. 

 ی ژن، الگوی کدونی مناسب برای افزایش  سازی سازهبهینه

 

-کارایی الگوی انتخابی در متابولیسم باکتری اشرشیاکلی می

انطباق از  باشد. شاخص  تیییر    90/0به    77/0پییری کدونی 

به نحوی بود  (.  1کرد )نمودار انتخاب و تیییر کدون مناسب 

از   گوانین  و  سیتوزین  محتوای  به    16/46که    9/54درصد 

افز )نمودار  درصد  یافت  کدون2ایش  تعداد  از (.  که  هایی 

کیفیت مناسبی برای افزایش بیان پروتئین برخوردار هستند 

به    60از )نمودار    68درصد  پیدا کرد  تیییر  نتایج  3درصد   .)

آنا از  نرمحاصل  با  کایمر  توالی  نمود    Blast-Xافزار  لیز  تایید 

بهینه و  ژن  روی  تیییرات  اعمال  بدون  که  آن  توالی  سازی 

های آمینه در پروتئین گونه تیییری بر روی ردیف اسیدهیچ

 هدف بوده است. 

 

 

 

شاخص  

 دوستی چربی
 عمر نیمه شاخص ناپایداری 

(E. Coli) 

 عمر نیمه

 )مخمر(

 عمر نیمه

 )پستانداران( 

نقطه 

 ایزوالکتریک
 پروتئین ترکیبی

 BLF1- CtxB 4.97 ساعت  20بیش از  ساعت  20ش از بی دقیقه  2 41.43 70.7

 BLF1- StxB 4.96 ساعت  20بیش از  ساعت  20بیش از  دقیقه  2 42.92 71.59

 CtxB - BLF1 4.97 ساعت  1 دقیقه  30 ساعت  10بیش از  42.72 70.7

 CtxB - StxB 6.25 ساعت  1 دقیقه  30 ساعت  10بیش از  33.63 72.42

 StxB - BLF1 4.96 ساعت  1 دقیقه  30 اعت س 10بیش از  43.56 71.59

 StxB - CtxB 6.25 ساعت  1 دقیقه  30 ساعت  10بیش از  33.3 72.93

 BLF1 - CtxB - StxB 5.19 ساعت  20بیش از  ساعت  20بیش از  دقیقه  2 40.52 71.55

 BLF1 - StxB - CtxB 5.19 ساعت  20بیش از  ساعت  20بیش از  دقیقه  2 41.11 71.55

 CtxB - BLF1 - StxB 5.19 ساعت  1 دقیقه  30 ساعت  10بیش از  40.06 71.55

 CtxB - StxB - BLF1 5.19 ساعت  1 دقیقه  30 ساعت  10بیش از  40.98 71.55

 StxB - BLF1 - CtxB 5.19 ساعت  1 دقیقه  30 ساعت  10بیش از  40.52 71.55

 StxB - CtxB - BLF1 5.19 ساعت  1 دقیقه  30 ساعت  10بیش از  41.11 71.55
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پروتئین-4 مختلف  ترکیبات  دوم  ساختار  های تعیین 

  PSI Predافزار ی نرمکایمریک به وسیله 

اسیدآمینه  PSI Predافزار  نرم سکانس  بررسی  یک با  ی 

اسیدآمینه  همچنین  و  دوم  پروتئین  ساختار  آن،  مجاور  های 

پیش را  پروتئین  مییک  مشخص  و  کرده  در  بینی  که  کند 

  coilیا    helix-α  ،sheet-βکدام قسمت پروتئین مورد ن ر،  

دارد   این  (23)وجود  توس   ابتدا  تحقیق،  این  در  افزار،  نرم. 

  BLF1و    CTxB  ،STxBهای  ساختار دوم هر یک از پروتئین

شد. مشخص  جداگانه  صورت  تمام    به  دوم  ساختار  سپس 

دوترکیب و سههای  پروتئینتایی  با  تایی  گردید.  ها مشخص 

یک  ی نتایج، معلوم شد که ساختار دوم هیچبررسی و مقایسه

ها  ر این پروتئینها با ساختااز این سه پروتئین در این ترکیب

گرفتن  قرار  واقع  در  ندارد.  چندانی  تفاوت  منفرد  صورت  به 

ها  ها در قالب یک پروتئین کایمریک، ساختار آناین پروتئین

دهد.  ها تیییر کند، تیییر نمیرا به میزانی که ساختار دوم آن

پروتئین   دوم  ساختار  نمونه،  ترکیب    BLF1برای  -CTxBو 

BLF1-STxB (. 2و  1ده شده است )شکل در ادامه آور 
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اتممقایسه   -5 فضایی  موقعیت  از ی  کدام  هر  های 

در اسید و  کایمریک  پروتئین  حالت  در  آمینه  های 

 Modellerافزار  ی نرمحالت طبیعی به وسیله

راهکار از  اینیکی  تشخیص  برای  ترکیب،  ها  کدام  در  که 

میپروتئین حفن  را  خود  طبیعی  حالت  بهتر  این  کنها  ند، 

تک فضایی  موقعیت  که  اتماست  اسیدآمینهتک  هر  ی های 

بقیه با  ممزوج  حالت  در  پروتئینپروتئین  حالت  ی  در  و  ها 

نرم گردد.  مقایسه  انجام    Modeller1افزار  طبیعی  را  کار  این 

 Modellerافزار  ی آنلاین نرمدهد. در این مطالعه از نسخهمی

. میزان (24  ،23  ،15)نام دارد، استفاده شد    Mod Webکه  

نرم  ZDOPEشاخص   این  توس   آمده  عددی به دست  افزار 

 
یج، عددی به نام  ها و استاندار کردن نتای تک تک اتمبا مقایسه Modellerافزاز رمن 1

کند. این عدد، میزان تفاوت حالت طبیعی  محاسبه می Z DOPE (ZDOPE Score)شاخص 

کند. به هر میزان که این عدد کمتر باشد،  با حالت ممزوجی هر پروتئین را مشخص می

پروتئین مورد مطالعه شباهت بیشتری به حالت طبیعی خود دارد و اگر این میزان کمتر از 

 .شودبه پروتئین طبیعی در ن ر گرفته می باشد، مشا 1

 CTxB-BLF1-STxBساختار دوم پروتئین    -1شکل   BLF1ساختار دوم پروتئین    -2شکل  
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به دست آمد که نشان از عدم تفاوت پروتئین   -01/2برابر با  

 در حالت طبیعی و حالت ممزوج دارد.

 Bهای خطی و ساختاری سلول توپپیش بینی اپی  -6

اپی  ایمونوژنیسیته وپتپیشگویی  با  به  های  همچنان  باز  ی 

چالش  و  حیاتی  امر  یک  بیوانفورماتیک عنوان  در  برانگیز 

پیشگویی اپی خودنمایی می  هایی  های خطی )توالیتوپکند. 

از   باشند(، با  توپ مطرح میبه عنوان اپی  4/0با امتیاز بیش 

آن ذاتی  میل  از  و  استفاده  آمینواسیدها  به  نسبت  ها 

امکانتمالگوری بیوانفورماتیکی  اپیهای  است.  های  توپپییر 

سلول   بهترین   Bخطی  دارای  کایمر،  پروتئین  در  موجود 

سرور   توس   که  در  پیش  ABCpredترکیب،  شده،  بینی 

همان  2جدول   است.  مشاهده  آمده  جدول  در  که  طور 

اپیمی پراکنده  توپشود،  کایمر  توالی  طول  در  خطی  های 

-ی سازه می سه پروتئین تشکیل دهنده  بوده و متعلق به هر

 باشند.  

 

 های خطی توپبینی اپینتایج پیش  -2جدول  

 توالی موقعیت شروع امتیاز توالی موقعیت شروع امتیاز

0.71 130 TLTIEFDQALNQ 0.85 175 WLPWKQGELQTL 

0.70 40 AIITFKNGATFQ 0.81 82 AKVEKLCVWNNK 

0.69 249 VAYLHRAGQSDS 0.79 167 QGEPAKILWLPW 

0.69 185 TLQPGSISTVDM 0.77 207 KVFAGDGGPVWH 

0.69 114 PNSLEAQIRQAM 0.77 199 FTYYLSGCKVFA 

0.68 135 FDQALNQKSPGT 0.76 35 GKREMAIITFKN 

0.67 65 KAIERMKDTLRI 0.76 123 QAMKTGSTLTIE 

0.67 277 GRDNLGQAVVGG 0.75 44 FKNGATFQVEVP 

0.67 253 HRAGQSDSLWNL 0.74 20 HTLNDKIFSYTE 

0.67 244 GTDRQVAYLHRA 0.73 292 GRQQMSLYQYAT 

0.67 14 YHNTQIHTLNDK 0.73 267 YLEGAAPSTYGR 

0.66 106 GTGPGPGSPNSL 0.71 8 TDLCAEYHNTQI 

0.65 194 VDMLFFTYYLSG 0.71 25 KIFSYTESLAGK 

0.64 93 KTPHAIAAISMA 0.71 237 WMEDWEVGTDRQ 

0.64 60 IDSQKKAIERMK 0.71 219 DAPVEANQFWR 

0.63 3 TPQNITDLCAEY 0.71 153 PANGGVRIDLDS 

0.63 257 QSDSLWNLSAYL 0.63 286 VGGIVTGRQQMS 

0.57 211 GDGGPVWHIDAP 0.62 48 ATFQVEVPGSQH 

0.57 189 GSISTVDMLFFT 0.62 161 DLDSGNQGEPAK 

0.57 171 AKILWLPWKQGE 0.59 145 GTLNVFLHPANG 

0.56 261 LWNLSAYLEGAA 0.58 229 WRRMSSDEWMED 
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  مشاهده  3های ساختاری در جدول  توپبینی اپینتایج پیش

اپیمی )توالیتوپشود.  ساختاری  امتیاز  های  با  و    4هایی 

باشند(، نیز در طول توپ مطرح میبیش از آن به عنوان اپی

  توالی کایمر پراکنده بوده و متعلق به هر سه پروتئین تشکیل 

 باشند. ی سازه میدهنده

 

 های ساختاری توپبینی اپینتایج پیش  -3جدول  

 

 

 ساخت کاست ژنی  -7

-pET28از پلاسمید    BLF1-STxBبازی  جفت  850ی  قطعه

BLF1-STxB     توسPCR    شکل( شد  با  3تکثیر  و  )الف(( 

از جایگاه  آنزیمی  استفاده  بیانی    SalIو    NotIهای  در وکتور 

pET28-CTxB  ژنی    زیرهمسانه کاست  گردید.  سازی 

pET28-CTxB-BLF1-STxB  هضم    به بوسیله  آمده  دست 

تایید گردیده و صحت    3آنزیمی )شکل   یابی  توالی  )ب(( و 

 تایید شد.    Blastها بوسیله عمل  توالی

 

 

 

 آمینواسید  موقعیت امتیاز آمینواسید  موقعیت امتیاز آمینواسید  موقعیت امتیاز

4 182،181 QG 8 63 S 4 7-3 FTPQNI 

4 187-186 TL 5 64 Q 4 15-9 TDLCAEY 

5 189-188 QP 4 90-87 KLCV 4 21 H 

4 190 G 4 119،118 LE 4 46-43 TFKN 

4 194 T 4 122،121 QI 5 47 G 

4 200-196 MLFF 4 133 T 6 49،48 AT 

4 210-206 CKVF 4 138،137 DQ 5 53-51 FQV 

4 227-223 PVEAN 4 140 L 6 54 E 

5 228 Q 4 144-141 NQKS 8 57-55 VPG 

4 230،229 FW 4 159-155 ANGGV 7 58 S 

4 232 R 4 161 I 8 60،59 QH 

4 252-246 TDRQVAY 4 172،171 PA 7 61 I 

4 272،271 GA 4 179-175 LWLPW 8 62 D 

4 387-385 TIK 4 304-291 TGRQQMSLYQYAT 4 275-273 APS 

5 388 T 4 314-310 SAWSP 5 277،276 TY 

7 389 N 4 323-316 TYTLQQRK 4 278 G 

6 390 A 4 343-331 VTGKV 4 288-286 VVG 

   4 396-392 HNGGG 5 391 C 
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: نشانگر اسید نوکلئیک.  2. چاهک  Pet-28a(+)-blf1-stxBروی پلاسمید    PCR: محلول  1. )الف(. چاهک%1الکتروفورز ژل آگاروز    -3شکل  

 : محلول هضم آنزیمی کاست ژنی. 2نگر اسید نوکلیئک. چاهک  : نشا1)ب(. چاهک  

 سازی بیان پروتئین کایمر نوترکیب بررسی و بهینه  -8

آوری و شکستن بیان پروتئین مورد ن ر و جمع  پس از القای

پروتئینی روی ژل  سلول   SDS-PAGE  ،12ها، کل محتوای 

د  های القا شده واجدرصد مورد بررسی قرار گرفت. در نمونه

در نوترکیب  تولید بردارندهپلاسمید  سنتزی،  کایمر  ژن  ی 

حدود   مولکولی  وزن  با  نوترکیب  کیلودالتون    48پروتئین 

-(، ولی بیان چنین پروتئینی در نمونه4مشاهده شد )شکل  

القا نشده وجود نداشت. در طی انجام تحقیق مشخص  های 

  37، کشت ها در دمای  IPTGشد هنگامی که پس از القای  

)شکل  هدرج نبود  مطلوب  بیان  گرفتند  قرار  سانتیگراد    4ی 

بهینه من ور  به  بنابراین  چپ(،  پروتئین  سمت  بیان  سازی 

به   دما  که  درجه  25نوترکیب،  یافت،  کاهش  سانتیگراد   ی 

پس از بررسی، شاهد افزایش قابل توجه بیان پروتئین بودیم  

 سمت راست(. 4)شکل  

: محتوای پروتئینی 4و  2های  : مارکر پروتئینی. چاهک3به من ور بیان پروتئین مورد ن ر.  چاهک    SDS-PAGEالکتروفورز ژل    -4شکل  

  2(. )چاهک  Bاند )بافرلیزکننده  القا شده  IPTGنانومتر با ماده    600در طول موج    6/0ها به  هایی که پس از رسیدن جیب نوری آنباکتری

در طول    6/0ها پس از رسیدن به جیب نوری  ها باکتری، کنترل منفی که در آن5و    1ی  هادرجه(. چاهک  25، دمای  4درجه، چاهک    37دمای  

 درجه(   25: دمای  5درجه، چاهک    37  : دمای1اند )چاهک  القا نشده  IPTGی  نانومتر با ماده   600موج  
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   بحث

زایی از قدرت ککافی به تنهایی برای ایمنی  STxBاستفاده از  

تحریک پاسخ ایمنی برخوردار نیست. به من ور تقویت پاسخ 

شود تا با ترکیب می  ctxBبا ژن    stxB، ژن  STxBایمنی علیه  

تولید پروتئین نوترکیکب کایمریکک حاصکل از ایکن ممکزوج، 

. (25)افکزایش یابکد    STxBزایی علیه پکروتئین  قدرت ایمنی

دارای ساختاری هموپنتامریکک و  یرسکمی   CTxBپروتئین  

مکوزوم بکزرگ بکاکتری ویبریکوکلرا قکرار بوده که بر روی کرو

عکلاوه بکر اینککه سکبب تولیکد   CTxBگرفته است. پروتئین  

شود، خود بادی و ایجاد محاف ت علیه توکسین کلرا میآنتی

توانکد به عنوان یک ادجوانت زیستی مهم مطرح است که می

های ایمنی از جملکه ایمنکی مخکاطی سبب برانگیختن پاسخ

زه توجککه . در طراحککی کاندیکدهای واکسککن، امکرو(26)شکود 

هکای ککایمر، شود. پکروتئینهای کایمر میخاصی به پروتئین

هایی بکا ی زیرواحدهای پروتئینی، لینکرها و توالیدربردارنده

تواننککد سککبب افککزایش خاصککیت ویوگککی ادجککوانتی، مککی

های نوترکیب شوند. استفاده از لینکر ایمونوژنیسیتی پروتئین

سیستم ایمنی بتواند آورد که  مناسب، این امکان را فراهم می

های سکاختاری هکر توپویوه اپیهای خطی و بهتوپعلیه اپی

 بادی تولید کند.ی پروتئین، آنتیدهندهواحد تشکیلزیر

از لینکری  CTxBدر این مطالعه، در انتهای آمینوی پروتئین 

هکای پکرولین و گلایسکین اسکتفاده شکدکه شامل اسیدآمینه

ته و مکانع از نزدیکک شکدن پرولین ساختاری سه شاخه داش

و   BLF1گکردد. میکان  های پروتئینی بکه یککدیگر مکیدمین

STxB   نیز از لینکر فورینی استفاده شد که سبب حفن بهتکر

ی . بکرای تهیکه(27)گکردد  هکا مکیموقعیت فضایی پکروتئین

واکسن، ابتدا باید مشخص کنیم ککه بهتکر اسکت از ترکیکب 

تایی استفاده کنکیم. بکرای اسکتفاده از پروتئین دوتایی یا سه

تایی باید این نکته را در ن ر گرفت که پکروتئین ترکیبات دو

STxB  ی کوچکی دارد و پاسخ ایمونولوژیکک مناسکبی اندازه

شکود، امکا هنگکامی ککه بکا در بدن در مقابل آن ایجکاد نمکی

CTxB  همکراه شکود، پاسکخ ایمونولوژیکک بکدن در برابکر آن

    .(25)کند  افزایش قابل توجهی پیدا می

تکایی هنگامی که نتایج مربکوط بکه ترکیبکات دوتکایی و سکه

را بککا هککم  Modellerو  protparamافزارهککای نککرمحاصککل از 

عمر و تیییر شویم که پایداری، نیمهمقایسه کنیم، متوجه می

تکایی بکا هکم در حالت طبیعی در بین ترکیبات دوتایی و سه

 Instability)تفککاوت چنککدانی ندارنککد. شککاخص ناپایککداری 

Index)  های موجکود در که بر اساس نوع و ترتیب اسیدآمینه

گککردد، بیککانگر میککزان پایککداری پککروتئین محاسککبه مککییککک 

 30ی شاخص ناپایکداری از  باشد. دامنهپروتئین نوترکیب می

هکایی بکا شکاخص ای که پکروتئینمتییر است، به گونه  50تا  

شکوند بندی مکیهای پایدار تقسیم، جزء پروتئین40کمتر از  

-. در این حالت که تفاوتی بین ترکیبات دوتکایی و سکه(28)

تایی مشاهده نشود، بهتر است ککه از یککی از ترکیبکات سکه 

ی ساخت آن کمتکر تایی استفاده کنیم، به دلیل اینکه هزینه

سکخ ایمونولوژیکک بکدن را است و مزایایی از جمله افزایش پا

افزارهای مختلکف باشد. با توجه به نتایج حاصل از نرمدارا می

هکا و همچنین تحقیقاتی که پیش از این بر روی این پروتئین

ها برای افزایش پاسخ ایمونولوژیک صورت گرفته و ترکیب آن

رسکد بهتکرین حالکت و ترتیکب بکرای به ن ر مکی  (29)است  

ساخت واکسن از این سه پروتئین، این باشد که هر سه ایکن 

ها به صکورت یکک پکروتئین کایمریکک و بکا ترتیکب پروتئین

CtxB-BLF1-STxB .هنککری و  بککه یکککدیگر متلککل گردنککد

و   ipaD  ،stxBترکیب های مختلف ژن هکای    (،29همکاران )

ctxB ی را در شیگلادیسکککانتری و ویبریکککوکلرا بکککه وسکککیله

بیوانفورماتیک بررسی کردند و بهترین حالت ممکن ممکزوج 

دسکت آوردنکد. نتکایج تحقیکق حاضکر نیکز در تایی را بکهسه

باشد ککه بکه دلیکل ( می29راستای نتایج هنری و همکاران )

، ایکن StxBی کوچک  و اندازه  CtxBتی  خاصیت ایمنوادجوان
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دو پروتئین باید در کایمر سه تکایی کاندیکد واکسکن حضکور 

داشته باشند تا سبب پاسخ مناسب ایمونولوژیک بدن گکردد. 

در تحقیق اخیر نیز کنار هم قرار گرفتن این دو پکروتئین در 

گردیکده تکا   BLF1، سبب خنثی شکدن سکمیت  BLF1کنار  

تایی به عنوان کاندید واکسن خوراکی از این کاست سه  بتوان

افکزار ترتیب ذکر شده طبق نتایج حاصل از نرم    استفاده کرد.

Protparam  را خواهد داشکت. عمر    بیشترین پایداری و طول

زوجی قطعات کوچک در داخل قکرار مم  وقتی که در یک ژن

ترمینکال Cهای آنها بوسیله قطعات بزرگ  گیرند اپی توپمی

ین مخفکی مانکده و داخل ساختار سوم پروتئ  ترمینال درNو  

زایی قابل مشاهده نیست. طبق نتایج حاصل اثر آن در ایمنی

، اضافه کردن پپتید بکه (30)از مطالعات درتزباگ و همکاران  

ییر ساختار تواند سبب تیمی  CTxBانتهای آمینوی پروتئین  

و عملکرد آن گردد. بنابراین بهتر است که پپتید بکه انتهکای 

های متلل نشود. از آنجا که توالی ژن  CTxBآمینی پروتئین  

ctxB ،stxB  وblf1  دارای ککککدون نکککادر هسکککتند، تمکککامی

افکزار آنلایکن، های نوکلئوتیدی پروتئین کایمر، بکا نکرمتوالی

سککازی گردیککد. بهینه E. coliجهککت بیککان بککاز در میزبککان 

 Codon Adaptive Indexپکییری ککدونی شکاخص انطبکاق 

(CAI)  کککایمرCtxB-BLF1-STxBسککازی ، قبککل از بهینککه

افزایش یافت، ککه نشکانگر   9/0سازی به  و بعد از بهینه  77/0

هکا بیشکتری بکرای آن  tRNAهایی اسکت ککه  انتخاب کدون

شود. می E. coliوجود داشته و باعت افزایش بیان در میزبان 

پس از ساخت کاست ژنی نوترکیب، میزان بیان پکروتئین بکا 

درصد انجام شد و از آنجکا   SDS-PAGE    ،12استفاده از ژل  

ی سانتیگراد بیان خوبی نداشتیم، بکه درجه  37که در دمای  

ی سکانتیگراد درجکه  25سازی شرای ، دمکا بکه  من ور بهینه

در میکزان کاهش داده شد که سکبب افکزایش قابکل تکوجهی 

بیان پروتئین نوترکیب شد. در هر حال با توجکه بکه توانکایی 

و   CTxBو خاصکیت ادجکوانتی    BLF1سکازی  توقف پروتئین

STxBهای ، قرار دادن ژنctxB ،stxB  و blf1 در یک کاسکت

ژنی، به ترتیبی که بیشترین اثر افزایشی را بر روی هم داشته 

اکسکن مناسکب بکر توانند به عنوان یکک کاندیکد وباشند، می

های میلوئیدوزیس، وبا و شیگلوزیس مورد توجه علیه بیماری

عامریان و همکاران نیز طراحکی بیوانفورمکاتیکی و   قرار گیرد.

کلراتوکسککین و  Bسککاخت ژن کککایمر دربردارنککده زیرواحککد 

را انجام داده و نتیجه گرفتند که   پیلی ویبریوکلرا  Aزیرواحد  

کیب به عنکوان ایمونکوژن جهکت ی ژنی نوترتوان از سازهمی

-اتمام آزمکون  (.19)های ایمنی علیه وبا استفاده کرد  بررسی

تواند سبب ثبت قکانونی واکسکن بکرای های تولید واکسن می

دفاع در برابر اپیدمی ها گردد و همچنین ممکن است سکبب 

آزمون کلنیکی بیشتر برای ارزیابی پتانسیل اسکتفاده از ایکن 

از جهکان شکوند ککه در آن انکدمیک   هکا در منکاطقیواکسن

 .(1)دهد  بیماری به صورت طبیعی رخ می

 یریگیجهنت

، خاصکیت BLF1سکازی  با توجه به توانکایی توقکف پکروتئین

و هکم افزایکی اثکر  CTxBدجوانتی و خاصیت ا STxBحاملی  

آنها، قرار دادن این سه ژن در یک کاسکت ژنکی بکه بهتکرین 

تواند برای یک واکسن مناسب مکورد توجکه حالت ممکن، می

قرار گیرد. با استفاده از نرم افزارهای مختلف بهترین ترتیکب 

ها بدست آمد و کاست آن ساخته و بیکان بسکیار مناسکب ژن

   .گرفته شد E. coliدر 

 تشکر و قدردانی

 بدین وسیله از اساتید، پووهشگران، کارکنان مرککز و گکروه 

شناسی دانشگاه جکامع امکام حسکین )ع( ککه در ایکن زیست

لحاظ علمی و مالی مکا را یکاری نمودنکد، تقکدیر و  پووهش از

 .شودتشکر می

 تعارض منافع

 گونه تعارض منافعی وجود ندارد.هیچ  مقالهبین نویسندگان  



ژن  یکیوانفورماتی ب  یطراح حامل  کاست  ساخت    های و 

ctxB ،blf1  وstxB 
 

 مشیری و همکاران 

 

 99زمستان ،  29، پیاپی 4، شماره 8دوره   نیشابور،  پزشکی علوم دانشکده مجله /85

References 

1. Titball RW, Burtnick MN, Bancroft GJ, Brett P. Burkholderia pseudomallei and Burkholderia mallei 

vaccines: are we close to clinical trials? Vaccine. 2017;35(44):5981-9. 

2. Wiersinga WJ, Currie BJ, Peacock SJ. Melioidosis. “N. Engl. J. Med.”.. 2012;  367(11):1035-44. 

3. Chu J, Pelletier J. Targeting the eIF4A RNA helicase as an anti-neoplastic approach. BBA, Gene Regul. 

Mech. 2015;1849(7):781-91. 

4. Cruz-Migoni A, Hautbergue GM, Artymiuk PJ, Baker PJ, Bokori-Brown M, Chang C-T, et al. A 

Burkholderia pseudomallei toxin inhibits helicase activity of translation factor eIF4A. Science. 2011;334(6057):821-

4. 

5. Malina A, Cencic R, Pelletier J. Targeting translation dependence in cancer. Oncotarget. 2011;  2(1-2):  76-

88. 

6. Masoudi Kerahroudi M, Honari H, E'temad aubi Sm, Abdollahi M. Comparison of the Titers of Produced 

Antibodies against BLF1 and BLF1-STxB Recombinant Proteins in Laboratory Rats. SJIMU. 2019;26(6):111-21. 

7. Masoudi Kerahroudi M, Honari H, abdollahi m. Expression of Blf1-Stx B Gene Cassette in E. coli and 

Investigation Antibody Titer in Mice. JSSU. 2017;24(11):876-86. 

8. Masoudi Kerahroudi M, Honari H, Minaei ME, Abdollahi M. Expression of blf1 Gene of Burkholderia 

pseudomallei in Escherichia coli and Assessment of Antibody Titer in Mouse. Qom Univ Med Sci J. 

2017;11(10):30-9. 

9. Puzari M, Sharma M, Chetia P. Emergence of antibiotic resistant Shigella species: A matter of concern. 

JIPH. 2018;11(4):451-4. 

10. Honari H, Amlashi I, Minaei M, Safaei S. Immunogenicity in guinea pigs by IpaD-STxB recombinant 

protein.AMUJ. 2013. 

11. Engedal N, Skotland T, Torgersen ML, Sandvig K. Shiga toxin and its use in targeted cancer therapy and 

imaging. Microbial biotechnology. 2011;4(1):32-46. 

12. Lunelli M, Lokareddy RK, Zychlinsky A, Kolbe M. IpaB–IpgC interaction defines binding motif for type 

III secretion translocator. PNAS. 2009;106(24):9661-6. 

13. Oladokun MO, Okoh IA. Vibrio cholerae: A historical perspective and current trend. "Asian Pac. J. Trop. 

Dis.".. 2016;6(11):895-908. 

14. Odumosu O, Nicholas D, Yano H, Langridge W. AB toxins: a paradigm switch from deadly to desirable. 

Toxins. 2010;2(7):1612-45. 

15. Shen My, Sali A. Statistical potential for assessment and prediction of protein structures. Protein Sci. 

2006;15(11):2507-24. 

16. Nazarian S. An in silico chimeric multi subunit vaccine targeting virulence factors of enterotoxigenic 

Escherichia coli (ETEC) with its bacterial inbuilt adjuvant.  "J. Microbiol. Methods" 2012:36-45. 

17. Puigbo P, Guzman E, Romeu A, Garcia-Vallve S. OPTIMIZER: a web server for optimizing the codon 

usage of DNA sequences. Nucleic Acids Res. 2007;35(suppl_2):W126-W31. 

18. Garg VK, Avashthi H, Tiwari A, Jain PA, Ramkete PW, Kayastha AM, et al. MFPPI–Multi FASTA 

ProtParam Interface. Bioinformation. 2016;12(2):74. 

19. Amerian M, Nazarian S, Honari H, Minaie ME, KORDBACHEH E. Insilico Design and Construction of a 

Chimeric Gene Comprising the A Subunit of Vibrio cholera Pilin and the B Subunit of Cholera Toxin.  Iran J Med 

Microbiol. 2017. 

20. Barrick JE, Roberts RW. Sequence analysis of an artificial family of RNA‐binding peptides. Protein Sci. 

2002;11(11):2688-96. 

21. Banerjee R, Das B, Nair GB, Basak S. Dynamics in genome evolution of Vibrio cholerae. Infection, 

Genetics and Evolution. MEEGID. 2014;23:32-41. 

22. Baldauf K, Royal J, Hamorsky K, Matoba N. Cholera toxin B: one subunit with many pharmaceutical 

applications, Toxins, 7, 974–996. CrossRef PubMed PubMedCentral Google Scholar. 2015. 

23. Jafari D, DEHGHAN NF, Honari H, Hoseini R, Jafari R. Bioinformatic analysis of different fusions of 

ipaD, PA20 and CTxB antigens: a preliminary analysis for vaccine design. Genetics in the Third Millennium. 2016. 

24. Eramian D, Shen My, Devos D, Melo F, Sali A, Marti‐Renom MA. A composite score for predicting errors 

in protein structure models. Protein Sci. 2006;15(7):1653-66. 

https://ijmm.ir/browse.php?mag_id=43&slc_lang=en&sid=1
https://ijmm.ir/browse.php?mag_id=43&slc_lang=en&sid=1


 مشیری و همکاران 

 

 هایو ساخت کاست حامل ژن یکیوانفورماتی ب یطراح

ctxB ،blf1  وstxB 

 

 99زمستان ،  29، پیاپی 4، شماره 8دوره نشکده علوم پزشکی نیشابور،  مجله دا /86

25. Madanchi H, Honari H, Sadraeian M, Hesaraki M. Fusion of CtxB with StxB, Cloning and Expression of in 

Esherichia coli: A challenge for Improvement of Immune Response Against StxB. "Iran. J. Pharm. Sci.". 

2011;7(3):185-90. 

26. Kundu J, Mazumder R, Srivastava R, Srivastava BS. Intranasal immunization with recombinant toxin-

coregulated pilus and cholera toxin B subunit protects rabbits against Vibrio cholerae O1 challenge. FEMS 

IMMUNOL MED MIC. 2009;56(2):179-84. 

27. Patwary NIA, Islam MS, Sohel M, Ara I, Sikder MOF, Shahik SM. In silico structure analysis and epitope 

prediction of E3 CR1-beta protein of Human Adenovirus E for vaccine design. Biomed. J. 2016;39(6):382-90. 

28. Faruque SM, Albert MJ, Mekalanos JJ. Epidemiology, Genetics, and Ecology of Toxigenic Vibrio 

cholerae. “Microbiol. Mol. Biol. Rev.”. 1998;62(4):1301-14. 

29. Honari H, Minaei H, Ebrahim M. Analyzing the Various Fusions for ctxB, ipaD and stxB Genes of Shigella 

Dysenteriae and Vibrio Cholera by Bioinformatics Tools. Genetics in the 3rd Millennium. 2013;11(2):3070-77. 

30. Dertzbaugh M, Elson C. Reduction in oral immunogenicity of cholera toxin B subunit by N-terminal 

peptide addition. Infect. Immun.. 1993;61(2):384-90. 



 

 

 

87/ J Neyshabur Univ Med Sci, Winter, 2020;8(4):73-87 

Journal of Neyshabur University of Medical Sciences 
 

www.journalnums.ac.ir 

 

Bioinformatic Design and Construction of a Chimeric Gene Comprising the stxB, ctxB and 

blf1 Genes 

Zahra Moshiri1, Raheem Haddad1, Hossein Honari2 

1- Department of Biotechnology, Imam Khomeini International University, Qazvin, Iran 

2- Biological Research Center, Imam Hossein Comprehensive University. Tehran, Iran 

A B S T R A C T   Original Article 

Introduction 

bacteria species; Burkholderia pseudomallei, Vibrio cholera, and Shigella 

dysenteriae are the main pathogen causing  Melioidosis, Cholera, and Shigella 

in humans respectively. bacterial species have a protein that has antigenic 

prosperities along with being a mucus based adjuvant thus easing their delivery 

and immunogenicity. These proteins were BLF1(B. pseudomallei), CTxB (V. 

cholera), and StxB (S. dysenteriae). The goal of this study was a chimeric gene 

composed of Blf1, CTxB, and StxB and expression of these proteins from 

E.coli. 
Materials and Methods 

Using Bioinfoamtic tools such as Protparam and Modeller the different 

combinations of the chimeric protein were assessed. The blf1 and stxB genes 

were PCR amplified from pET28a-BFL1-StxB. The 850bp fragment 

encompassing BFL1-StxB was cloned using SalI and NotI in the pET28a-

CTxB vector. The engineered plasmid was transformed in BL21(DE3). The 

ctxB-stxB-blf1 gene was expressed following induction with IPTG. This 

induction was then assessed using SDS-PAGE. 

Results 

Chimeric protein instability index gets 40.06 and the half-life of it in E. coli 

was over 10 hours. Codon Adaptive Index (CAI) rise to 0/9 and GC content 

increase to 54.9. The optimal vaccine combination for the chimeric protein was 

determined to be CTxB-BLF1-StxB. Expression of recombinant protein in E. 

coli led to the production of a chimeric protein with 48 kDa molecular weight. 

Conclusion 

The findings of the current study revealed that this antigen can be raised as a 

recombinant vaccine candidate which can be due to such factors as a property 

of the ability to stop protein synthesis  in BLF1,  CTxB adjuvant, and delivery 

of StxB protein.  
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