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Abstract: 
 
Background: Cryptosporidium is a parasitic protozoa of medical and veterinary importance 
that causes gastroenteritis in a variety of vertebrate hosts. Some of the parasite surface 
antigens such as gp40/15 play an important role in attaching and invasion to host cell and 
stimulating the immune system.  The possible access to recombinant proteins of the parasite 
can be provided by cloning and expression of these antigens. The aim of this study was to 
study the gene expression of gp40/15 Cryptosporidium parvum in Escherichia coli (E. coli). 
Materials and Methods: The sequence of gene gp40/15 for Cryptosporidium parvum was 
extracted from GenBank (No.AF155624) and was synthetically cloned in PET28a+. The 
recombinant plasmid was confirmed by the colony PCR and the BamHI and XhoI restriction 
enzymes. The recombinant plasmid was transferred into E. coli and the protein   expression 
was verified using SDS-PAGE, Western blot and ELISA which was then purified by column 
chromatography. 
Results: The results showed that the gene gp40/15 was cloned into PET28a+ plasmid. The 
confirmation of isolated gene cloned in PET28a+ was done by colony PCR, restriction 
enzymes which showed a 921bp band. The PET28a-gp40/15 plasmid expressed in E. coli 
showed a 43 kDa band which was confirmed using the SDS-PAGE, Western blotting and 
ELISA.  
Conclusion: The results showed that the gene gp40/15 successfully cloned into the 
expression plasmid PET28a+ expressed in E.coli and recombinant protein gp40/15 is 
produced in it. Therefore, the recombinant protein can be used to design recombinant   
vaccines and diagnostic kits in further.  
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  E. coli پارووم درتوسپوريديوم كريپ gp40/15 پروتئينبيان بررسي 
  

حسين ثباتي
1*

باغحبيب جسور قره ،
2
حسين هنري ،

3  

  

  مقدمه
دام  كريپتوسپوريديوزيس يك بيماري مشترك بين انسان و

ريديوم نام كريپتوسپوكمپلكسا بهگروه اپي وسيله انگلي ازبهكه بوده 
 پستانداران از اي ازين انگل طيف گستردها .شودميپارووم ايجاد 

 مخاطره انداختن سلامتي وبه و عاملكرده جمله انسان را آلوده 
افراد  اطفال و خصوص دربهكننده زندگي  و تهديدبهداشت عمومي 

براي آن درمان موثري دارو و تاكنون هيچ  است ونقص ايمني  دچار
طريق  هاي انگل ازستسيعفونت از طريق ورود اوو ].1[ ندارد وجود

ها آب و مواد غذايي آلوده، به دستگاه گوارش و خروج اسپروزوئيت
 .شودتليال روده ايجاد ميهاي اپياز آن و حمله و اتصال به سلول

-هاي جديد با هدف كنترل عفونت و براساس شناسايي آنتيبررسي

 مراحل تهاجمي و اتصال انگل به سلول ميزبان نقش هايي كه درژن
  ].3،2[ شده است متمركز ،عهده دارند مهمي بر

  
  )عج( بقيه الهدانشگاه علوم پزشكي  ،تغذيه مركز تحقيقات بهداشت و ، استاديار 1
  )ع( حسين امام جامع دانشگاه دانشكده علوم پايه، زيستي، علوم گروه ،ارشد كارشناس 2
  )ع(حسين امام امعج دانشگاه  دانشكده علوم پايه، زيستي، علوم گروه دانشيار  3
  :نشاني نويسنده مسئول*

  )عج( دانشگاه علوم پزشكي بقيه اله ونك، تهران،
  02188620843 :دورنويس                             02182483417 :لفنت

 sobatih@gmail.com :پست الكترونيك

 8/11/94  :تاريخ پذيرش نهايي                              9/4/94 :تاريخ دريافت

 هاي مهم انگل ازها و پروتئينژنآنتيكه  اندنشان دادهمطالعات 
 و تهاجم در gp900 و gp40/15، P23 ،gp40 ،gp15جمله 
 نقش عفونت عليه بر ميزبان ايمني پاسخ توليد سلول و در به اتصال
 در سرم انسان و هاي موجودآنتي باديتوسط  داشته و مهمي

قابل شناسايي يپتوسپوريديوم پارووم حيوانات مختلف آلوده به كر
- بههاي ايمونوژن اين پروتئينبا تهيه نتيجه  در ].5،4[ باشندمي

 درآنها  ازتوان مي واكسن  DNAو نوتركيب هايپروتئين صورت
 ].6- 9[ استفاده نمود حيوانات كردن ايمونيزه و عفونت تشخيص

يك  نگلشناسايي شده ا ژنبهترين آنتيگليكوپروتئين و  اولين
مشابه  ژناين آنتي. است gp40/15 نامگليكوپروتئين سطحي به

 دوسپس به  وشده ساز سنتز عنوان پروتئين پيشبه كهموسين بوده 
]. 10[ شودشكسته ميgp15  و gp40گليكوپروتئين بالغ 

وسيله بهها اسپوروزوئيت به غشاء gp15 گليكوپروتئين
 gp40 گليكوپروتئين وشده  گليكوفسفاتيديل اينوزيتول متصل

توسط هايي است كه توپداراي اپي صورت محلول بوده وبيشتر به
توليد محصول پروتئيني . شودشناسايي ميهاي سلول ميزبان گيرنده

 سيستم ايمني ميزبان را است قادر هااين گليكوپروتئينشده توسط 
آنها را  تواندميسرم افراد مبتلا به عفونت  تحريك نموده و

بوده و به فرم كمپلكس پروتئين گليكو اين دو]. 11[ نمايد اساييشن
-لذا مي و دارند راسطح سلول ميزبان به  توانايي حمله و اتصال

  :خلاصه
 طيف در استفراغ و اسهال سبب كهاست  دامپزشكي و پزشكي در اهميت داراي ايياختهتك انگل يك كريپتوسپوريديوم :سابقه و هدف

 و تحريك ميزبان سلول به و تهاجم اتصال در gp40/15 جمله از انگل طحيس هايژناز آنتي برخي. شودمي داران مهره از وسيعي
 .شودمي فراهم انگل نوتركيب هايپروتئين به دسترسي امكان هاژنآنتي ايننمودن  بيان و كلون با. دارند بر عهده مهمي نقش ايمني سيستم
  .است اشرشياكلي باكتري در پارووم كريپتوسپوريديوم gp40/15 ژن بيان مطالعه اين هدف

 صورت صناعي دراستخراج و به AF155624شماره كريپتوسپوريديوم پارووم از بانك ژن به gp40/15توالي ژن  :هامواد و روش
PET28a+ هاياز روش جهت تاييد. كلون و تهيه گرديد ColonyPCR هاي محدودكننده وسيله آنزيمو هضم آنزيمي بهBamHI 

، وسترن بلات SDS-PAGEبيان پروتئين با استفاده از  وشده منتقل  نوتركيب به داخل باكتري اشرشياكلي ميدپلاس .استفاده شد  XhoIو
  .دگرديو سپس با ستون كروماتوگرافي تخليص شد پارووم تاييد  كريپتوسپوريديوم انگل ضد بادي برحاوي آنتي و الايزا با استفاده از سرم

 پلاسميد آنزيمي هضم و ColonyPCR نتايج و است شده كلون +PET28a درپلاسميد gp40/15 ژن كه داد نشان نتايج :نتايج
PET28a+ ژن حاوي gp40/15921 ، قطعهbp بيان .داد نشان را pEgp40/15 هايروش از استفاده با اشرشياكلي باكتري در SDS-

PAGEددا نشان را كيلودالتون 43 و باندي در حدودشد  تاييد والايزا بلات ، وسترن.  
 پروتئين وشده  اشرشيا كلي بيان باكتري موفقيت آميزي در طوربه +PET28aبياني پلاسميد كلون شده در gp40/15 ژن :گيرينتيجه

 و نوتركيب پروتئيني هايواكسن توان از اين پروتئين در مطالعات بعدي جهت ساختمي ،لذا .است درآن توليد شده gp40/15 نوتركيب
  .نمود تفادهاس تشخيصي كيت طراحي

  بيان پروتئين، اشرشياكلي ،gp40/15 ژن پارووم، كريپتوسپوريديوم :كليديواژگان
 73-80 ، صفحات1395، فروردين و ارديبهشت 1پژوهشي فيض، دوره بيستم، شماره –نامه علميدو ماه                                                        
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كنترل كريپتوسپوريديوزيس  توانند هدف خوبي براي درمان و
ژن بيان  خصوص كلون و العات كمي درمط ].12[ باشند

gp40/15 يوتي انجام شده هاي يوكاريوتي و پروكاردر سلول
به توكسوپلاسما  را gp40/15و همكاران ژن  Connor. است

 نشان دادند آنها .جهت بيان پروتئين آن منتقل نمودندگوندي 
هاي زوئيتسطح تاكي بيان شده در gp40/15پروتئين نوتركيب 

 و gp15هاي مونوكلونال ضد باديآنتيتوسط توكسوپلاسما 
gp40  14،13[ نمايندمي واكنش ايجادبا آنها  وشده شناسايي .[
 ميزبان روده ديواره به اتصال در هاپروتئين اينعقيده داشتند ايشان 
 .كنندمي ايجاد را زايي عفونت گام اولين و داشته مهمي نقش

Tilley پروتئين همكاران و gp40/15 پارووم ريديومكريپتوسپو 
 ا باآنها ر تهيه شده از سرم كرده،ها تزريق را به موش
 سرماين  كه مشاهده نمودند وكرده  مجاور انگل هاياسپوروزوئيت

خوبي با آن واكنش  بوده و انگل ضد بر بالايي حساسيت داراي
 انگل تشخيص براي اين پروتئين از آنها. نمايدايجاد مي

 توانمي كه عقيده داشتند كرده و استفاده پارووم كريپتوسپوريديوم
 انگل تشخيص وجهت كنترل  اكسنو كانديد عنوانبهآن  از

 gp40/15 ژنبا بررسي  همكاران وCevallos ]. 15[ نمود استفاده

 Single صورتبه انگل ژنوم در ژناين  كه به اين نتيجه رسيدند

copy پروتئين دو سازپيشاين پروتئين . اينترون است فاقد و بوده 
gp40 و gp15 وده ش مراحل داخل سلولي انگل بيان كه در بوده 
واكنش تئين پرو دوعليه اين  هاي اختصاصي برآنتي بادي باند قادر

با  وكرده شناسايي را  هاآن تواندمي آلوده به انگل سرم افراد داده و
 ژن آمينواسيدي توالي زآنالي با آنها ].10[ آن واكنش ايجاد نمايد

gp40/15 پپتيد در ناحيه سيگنال يك داراي كه دادند نشان N 
 و شدن گليكوليزه جايگاه سرين، پلي آمينه اسيد از رديفي ،ترمينال
 حدودآن  وزن مولكولي ترمينال بوده وC  در هيدروفوبيك ناحيه

bp981 است. Leav و آناليز بررسي با  2002 سال در همكاران و
-آلوده به كريپتو و ايدز به مبتلا كودكان در gp40/15توالي ژن 

-ژنوتايپ درشان دادند كه اين ژن نجنوبي  آفريقاي درريديوم سپو

 وبوده  متعددي مورفيكپليهاي جايگاهداراي هاي مختلف انگل 
 مهمي پروتئينپروتئين توليد شده توسط اين ژن  كه عقيده داشتند

 تعيين براي آن از توانمي و بوده پارووم كريپتوسپوريديوم انگل در
 هميت اين انگل دراباتوجه به  ].16[ كرد استفاده انگل هايزيرگونه

چنين عفونت فرصت طلب هم زئونوز بودن آن و ايجاد بيماري و
 درواكسيناسيون  نيز نقش موثر افراد داراي نقص ايمني و در

خصوص ژن  اي درگونه مطالعهكه هيچآن و اين پيشگيري از
gp40/15 بياني پلاسميد كلون شده در PET28a+ و بيان آن در 

 .اين تحقيق صورت گرفت ،انجام نشده دنيا درسلول اشرشياكلي 

 در پارووم كريپتوسپوريديوم gp40/15 ژن بيان مطالعه اين هدف
پروتئين به  يابيدستتهيه و  تا امكاناست  اشرشياكلي باكتري

نتايج حاصل . فراهم شودبراي مطالعات بعدي  gp40/15نوتركيب 
طراحي  يزن هاي نوتركيب وواكسن تهيه تواند دراز اين مطالعه مي

     .گيرد مورد استفاده قراركريپتوسپوريديوزيس تشخيصي  كيت
  

  هامواد و روش
   توالي كامل ژن gp40/15 كريپتوسپوريديوم پارووم از

 بازي 921قطعه  وشده استخراج  AF155624شماره ي بهبانك ژن
 و كلون +PET28a پلاسميد در صناعي صورتهانتخاب و ب آن
استفاده  GenScriptافزار سازي ژن از نرمبراي بهينه  .شد تهيه
يعني gp40/15  صناعي  داراي ژن +pET28a وكتور بياني .شد

  E. coliمستعد ي ها سلول در pEgp40/15 پلاسميد نوتركيب

 در محيط كشت و ترانسفورم  BL21(DE3) (stratagen)سويه

LB  در انتخابي ي ها كلون .داده شداگار حاوي كانامايسين كشت 
- catcatcacag پرايمرهاي پيشرو يط جامد با استفاده ازمح

cagcggcc پرايمر پيرو  وggatctcagtggtggtggtgg  با روش
محيط  سپس اين پلاسميد نوتركيب درشده، بررسي  PCRني وكل

LB  با  وكرده آن را استخراج  پس از تكثير وشده مايع كشت
 از ].17[ شد تاييد XhoI و BamHIبرشي  هايآنزيم استفاده از

 ميكروليتر 100 ميزانبه ، شده جداسازي ي ها كلون شبانه كشت
 رسيدن از پس و تلقيح مايع LB محيط ليترميلي 5 به برداشت و

OD  ميزان آوردن دستهب براي(نانومتر  600 طول موج در 6/0به 
 پروموتر القاكننده ماده ،)باكتري رشد (IPTG) غلظت با فرمنتاز 

 در ساعت 16 مدتبه و اضافه كشت محيط هب مولارميلي 5/0
 القاي از بعد و قبل  ها نمونه .شد انكوبه گرادسانتي درجه 37 دماي

IPTG، پروتئيني ماركر با همراه (SM0671) شرايط تحت 
-ميلي 25 ثابت جريان و درصد 12 با غلظت ژل روي دناتوره بر

بيان شده از نوتركيب  هاي براي تاييد پروتئين .شد الكتروفورز آمپر
 استفاده شد His-tagبادي ضد تكنيك ايمونوبلات با آنتي

گذاري لكهعصاره سلولي پس از بيان با استفاده از سيستم  ].18،17[
 192 گلايسين( و بافر انتقال )Bio-rad )Mini Proteanوسترن 

 20و متانول درصد  SDS  1/0مولار،ميلي 25مولار، تريس ميلي
-كاغذ نيترو. وي كاغذ نيتروسلولز منتقل شدر ):pH 3/8درصد و 

 KCl 7/2 مولار،ميلي PBST)NaCl 37 سلولز با استفاده از بافر 
 درصد 20مولار، تويينميلي Na2HPO4.7H2O  3/4مولار،ميلي

ساعت در  16مدت شير خشك بهدرصد  5حاوي  )pH: 2/7 و
نمونه پس از سه بار . بلاك گرديد گراددرجه سانتي 4دماي 

 10000/1مدت يك ساعت با رقت به ،PBSTشستشو با بافر 
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 PBSTدر بافر دار كانژوگه His-tag (Abcam)ضد  باديآنتي
شو با بافر در نهايت پس از سه بار شست. ر شددر دماي اتاق مجاو

PBSTبافر تريس(سوبسترا  ، براي آشكارسازي از mM50  و
8/7pH: 6 حاويmg DAB ،10µl H2O2 (پس از . استفاده شد

 دن باند پروتئينيانجام واكنش بين كانژوگه و سوبسترا و ظاهر ش
متوقف  H2Oواكنش با استفاده از سلولزي، روي كاغذ نيترو

 ستون از استفاده با و دناتوره شرايط تحت حاصل پروتئين. گرديد
Ni-NTA 12 ژل روي بر حاصل ي ها نمونه وشده  جداسازي 

-آنتي حاوي سرم بانوتركيب  ئينپروت اين. شد الكتروفورز درصد

 انگل گروه از شده تهيه پارووم كريپتوسپوريديوم انگل ضد بادي
 495 موج طول در الايزا روش با بهشتي شهيد دانشگاه شناسي
 بيان پروتئين غلظت .قرارگرفت مجدد تاييد و بررسي مورد نانومتر
 يگاو سرم آلبومين از استفاده با و برادفورد روش كمك به شده

BSA  )20،19[ تعيين شد )استاندارد عنوان به سيناژن.[   
  

  نتايج
  در پلاسميد بياني  سنتتيك ژن حضوربررسي 

حاوي ژن مورد پلاسميد نوتركيب رم كردن ونسفابعد از تر

رم ونسفامنظور صحت تربه E. coliبه باكتري  pEgp40/15)( نظر
 ه در شكلطور كهمان. مستقيم گذاشته شد PCRني باكتري واز كل
روي ژل  بر باز 961 ي حدودشود باندمي مشاهده الف- 1 شماره

 دربا توجه به پرايمرهاي مورد استفاده . ديده شدالكتروفورز 
روي  طرف ژن كلون شده بر دو ازباز  40 حدودكه  رونويسي

PET28a+ ،921ژن  باز به 40يعني حدود  انجام گرفته 
 در وشده اضافه +PET28a وكتور كلون شده در  gp40/15بازي

صحت اين مطلب دهد كه نشان مي باز را 961 حدودباند مجموع 
به داخل باكتري  را pEgp40/15 نوتركيب رم پلاسميدوترانسف

 بياني وكتور در نظر مورد قطعه حضور تاييد منظوربه .دهدنشان مي
pET28a+ توسط آنزيمي هضم از پلاسميد، استخراج از بعد 

 طورهمان .شد استفاده XhoI و BamHI ثردالامحدو  هايآنزيم
 سر دو از gp40/15 ژن شودمي ديدهب - 1 شماره شكل در كه

 921 ژن و خورده برش XhoI وBamHI  برشي هايآنزيمتوسط 
 وجود صحتاين مطلب  كه شده جدا وكتور از gp40/15 بازي
  .دهدمي نشان را +pET28aبياني پلاسميد در gp40/15 ژن

  
 الف 1شكلب                                                           1شكل

ژن  PCRمحصول  3ستون  و gp/15ژن  PCRمحصول  2اسيد نوكلوئيك، ستون  نشانگر 1ستون  PCRواكنش  )الف -1شماره  شكل
gp40/15.  

 آنزيمي، برش بدون  pEgp40/15 نوتركيب پلاسميد 2 چاهك ، XhoI و BamHI ايهآنزيم با وكتور برش آنزيمي 1 چاهك. pEgp40/15نوتركيب پلاسميد آنزيمي هضم )ب
  نوكلئيك اسيد نشانگر 3 چاهك

 
   تخليص آن و gp40/15 بيان پروتئين
 درpEgp40/15  نوتركيب پلاسميد باكتري داراي نيوكل

انكوبه  گراد سانتي درجه 37 درسپس  وشده  داده كشت LB محيط
توليد  و بيان منظوربهو  كافي رشد بهها نيوكل رسيدن از پس. شد

 جهت. گرديد القاء IPTG مولارميلي 5/0توسط  آنها در پروتئين
-SDS ژل روي بر ،شده توليد پروتئين كيفيت و بيان بررسي

PAGE پروتئيني باند ؛)الف-2 شماره شكل( شد الكتروفورز 
gp40/15 كهدرحالي ،گرفت كيلودالتون قرار 43 حدود جايگاه در 

 به نوتركيب  پروتئين. نشد ديده باندي هيچ  كنترلهاي نمونه در
 بر و )ب- 2 شماره شكل(شده  سازيخالص نيكل ستون كمك

ديده  ب-2 شماره شكل كه در طورهمان .شد روي ژل الكتروفورز
 شستشو با اثر كيلودالتون در 43حدود باند پروتئيني  ،شودمي
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    .شد گيرياندازه برادفورد روشبهپروتئين  غلظتضمن  در ؛شده است ستون جدا خوبي ازبه 100 ايميدازولمحلول 
  

         
                            الف                                                              ب                          

  gp40/15پروتئينالكتروفورز بيان  -2 شماره شكل
توسط  gp40/15تخليص پروتئين نوتركيب  )ب؛ يپروتئيننشانگر  3و ستون  IPTGبدون حضور  2ستون  ،IPTGي در حضور پروتئينباند  1ستون  :از كروماتوگرافيقبل  )الف

شو شده با محلول خروجي شست 3ستون  ، (E40)مولار ميلي 40و شده با ايميدازول شمحلول خروجي شست 2ستون  فلو،محلول خروجي  1 ستون :ستون كروماتوگرافي نيكل
و  E250مولار ميلي 250شو شده با ايميدازول شست محلول خروجي 4ستون  ،)كيلودالتون از ستون جدا شد 43پروتئين با وزن مولكولي حدود ( )E100(مولارميلي 100ايميدازول 

  نشانگر پروتئيني 5 ستون
    

  His-tagنال ضد وآنتي بادي منوكلاستفاده ازبا بلات وسترن 
داشتن  دليلبهبيان شده  gp40/15نوتركيب پروتئين 

 روشبه His- tag ضدبادي آنتيبا استفاده از  His- tag توالي
 gp40/15 نوتركيب پروتئين .وسترن بلات مورد تائيد قرار گرفت

 -Hisبا آنتي بادي ضد IPTG شده با القاء باكتري در شده بيان

tag  ستون( نشان داد را كيلودالتون 43 حدود يباندداده و واكنش 
 كه از سلول )منفي كنترل( 1اما در ستون ) 3 شماره شكل 2

استفاده  IPTG با القاء بدون نوتركيب پلاسميد حاوي باكتري
  .هيچ باندي ديده نشد ،شده

  
   gp40/15تأييد مجددپروتئين نوتركيب 

نانومتر نشان داد  495 طول موج نتايج حاصل از الايزا در
 پارووم كريپتوسپوريديوم انگل عليه بر باديآنتي م حاويكه سر

با آن واكنش  وكند توانسته اين پروتئين نوتركيب را شناسايي 
تاييد مجدد  دهنده صحت توليد اين پروتئين وكه نشان ايجاد نمايد

- همان .عليه اين پروتئين است بادي برآن توسط سرم حاوي آنتي

شود ميزان جذب نوري هده ميمشا 1شماره  نمودار طور كه در
بادي آنتي واكنش بين اين پروتئين نوتركيب و اثر ايجاد شده در

كاهش و  )12800/1(سرم  ترهاي پايينغلظت سرم در موجود در
   . دهدافزايش را نشان مي) 100/1( هاي بالاتردر غلظت

  

  
  .بلات وسترن نتايج - 3شماره  شكل

 ،)IPTGبا  ي حاوي پلاسميد نوتركيب بدون القاءسلول باكتر( كنترل منفي: 1ستون 
: 3، ستونIPTGبيان شده در باكتري القاء شده با  gp40/15پروتئين نوتركيب  :2ستون

آنتي  و موادعملكرد  ازاطمينان  كنترل و جهت پروتئين شاهد :4ستون ،نشانگر پروتئيني
  روش وسترن بلات بادي مورد استفاده در
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  الايزا روش با پارووم كريپتوسپوريديوم انگل ضد بر حاوي آنتي بادي سرم با gp40/15 پروتئين واكنشتايج ن -1شماره  نمودار

  
  بحث 

توسط  كهاست كريپتوسپوريديوزيس يك بيماري عفوني 
 شودايجاد ميكريپتوسپوريديوم پارووم نام بهاي تك ياخته يانگل

 داراي افراد در زندگي تهديدكننده و بالقوه عامل انگل اين .]21[
 .شودمي اسهال بروز موجب و است شده سركوب ايمني سيستم
-كريپتوسپو براي موثري و كامل و اختصاصي درمان هيچ امروزه

 اپيكال ناحيه و سطحي هايژنآنتي]. 22[ ندارد وجود ريديوزيس
 در CSL و cp23، gp900، gp15، gp40/15، gp40 مانند انگل
 به كريپتوسپوريديوم هايوروزوئيتاسپ تهاجم و اتصال روند
 ايجاد در حياتي مرحله يك اين و داشته دخالت هدف هايسلول
-آنتي كهاند داده نشان هابررسي ].23،24[ است بيماري و عفونت

-بادي آنتي وسيلههب انگل ايمونوژن نوتركيب هايپروتئين و هاژن

به انگل آلوده شده  حيوانات از ديگر تعدادي و انسان سرم هاي
كانديدي  عنوانبه هاپروتئين و هاژنآنتي اين .است شناسايي قابل
 توجه مورد عفونت تشخيص و واكسن توسعه براي واركنندهاميد
ها موسيني يا گليكوپروتئين هااين تعدادي از ].23[ نداگرفته قرار
 عفونت عليه بر ميزبان ايمني پاسخ توليد در و بوده يموسينشبه
موسين انگل بهترين گليكوپروتئين شبه. كنندمي بازي يمهم نقش
ساز صورت يك گليكوپروتئين پيشاست كه به gp40/15ژن آنتي

اين  .شودشكسته مي  gp15وgp40  پروتئين بيان شده و به دو
عليه آنها  بادي مورد استفاده برها ايمونوژن بوده و آنتيپروتئين

-ودگي به انگل كريپتوسپوجلوگيري از آل موجب كنترل عفونت و

ضمن قابليت شناسايي آنها توسط سرم  در ريديوم پارووم شده و
 خصوص در كمي مطالعات]. 10[ دارد افراد آلوده به انگل وجود

 ژنآنتي جمله از كريپتوسپوريديوم هايژنآنتي بيان و كلون

gp40/15 در تحقيقاتي كار اولين حاضر مطالعه .است شده انجام 
پلاسميد  در شده تعبيهgp40/15  ژن بيان خصوص در دنيا و ايران
 دليلبه را gp40/15 ژن مطالعه اين در ما. است +pET28a بياني
 در. كرديم نتخابا انگل زاييبيماري فرآيند در آن حياتي نقش

 در وشد  انتخاب gp40/15 از ژن بازجفت  921 حاضر مطالعه
 پروكاريوتي پلاسميد pET28a+سپس،. شد كلون وسازي بهينه 
خوبي و بهداده شد  انتقال BL21 اشرشياكلي به پروتئين بيان جهت

 كه داد نشان بلات وسترن و SDS-PAGE تايجن .شدآن بيان  در
تنها  .است كيلودالتون 43 حدود مولكولي وزن داراي پروتئيناين 

سلول پروكاريوتي  خصوص بيان اين ژن در بررسي انجام شده در
 ژنايشان  .بوده است 2000 سال در همكاران وCevallos  توسط

gp40/15 بررسيا ب و هدبيان نموپروكاريوتي هاي سلول در را 
آنها . باشدمي بازجفت  981داراي  كهتوالي اين ژن نشان دادند 

 باكتري به وكرده  كلون PET-32LIC/Xa وكتور در را اين ژن
وزن  كهمشاهده نمودند  ونموده  منتقل AD494 اشرشياكلي
 مولكولي وزن ].10[ است كيلودالتون 49 حدود آنمولكولي 
 گليكوليزه علتبه انگل داخل در شده توليد gp40/15 پروتئين
و  gp15 گليكوپروتئين دو و بوده كيلودالتون 60تا 55 حدود شدن

gp40 كيلودالتون 45 و 15 حدود ترتيببه آن از خوردهرشب 
 بر و شدن گليكوليزه عدم دليلهب پروكاريوتي هايسلول در. است
 وزن بياني ،وكتور نوع و شده انتخاب نوكلئوتيدهاي تعداد حسب
 Strong ].10،25[ است كيلودالتون 49 تا 40 بين و داشته كمتري

 اسيدآمينه 330 حدود gp40/15 كه باورند اين بر همكاران و
 نكيلودالتو 34 حدود مولكولي وزن با پروتئيني كدكننده و داشته
 هايپروتئين از ژنآنتي اصلي داربست نداهداد نشان آنها. است
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gp15 و gp40 و 11 حدود مولكولي وزن داراي كه شده تشكيل 
 بيان پروتئين مولكولي وزن با آن اختلاف و است كيلودالتون 20
 گسترده وجود دليلبه انگل در جمله از هاي مختلفسلول در شده

 شدن گليكوليزه طرفي از و ترئونين و سرين زيادي تعداد و موسين
 اين وزن افزايش موجب كه است آن ژنيك آنتي متعدد هايجايگاه
نظر به ].25[ شودسلولي مي داخل مراحل زندگي سيكل در پروتئين

 شده توسط ما و رسد اختلاف وزن مولكولي پروتئين توليدمي
Cevallos  باز دتعدا و مربوط به نوع وكتورتواند ميو همكاران 

 توانميكلي  طورهب و باشدباكتري بيان كننده پروتئين  وانتخابي 
 نتايج. دندار مشابهتحدودي باهم  پروتئين تا اين دو كه گفت
 عليه بربادي آنتيسرم حاوي  توسط اين پروتئين داد نشان الايزا

آن واكنش  با وشده شناسايي  پارووم كريپتوسپوريديومانگل 
- توپاپي توانسته سرماين  رسدمي نظربه. ستانموده ايجاد خوبي 

 شناسايي خوبيبه را gp40/15 نوتركيب پروتئين ژنيكآنتي هاي
 دهنده نشان تواندمي اين كه نمايد ايجاد واكنش آن با وكرده 

محققين  نظر با نيز نتيجه اين .باشد پروتئين اين بودن ايمونوژن
 يا دو وgp40/15  ژنآنتي توسط ايمني پاسخ ايجاد بر مبني ديگر

 دارد مطابقت gp40 ,gp15گليكوپروتئين برش خورده آن يعني 
 در اين پروتئينزايي ارزيابي ايمنياست  ذكرلازم به]. 15-9[

   .گرفت خواهد مطالعات بعدي مورد بررسي قرار
  

  گيرينتيجه
 در شده كلون gp40/15 ژن كه داد نشان مطالعه اين

 و پروتئينشده  بيان اشرشياكلي رد خوبيبه +PET28a وكتور
gp40/15 پروتئين اين ازتوان مي ،بنابراين. شده استآن توليد  در 
 تشخيصي و هايكيت طراحيبراي  ايبالقوه ابزار عنوانبه نوتركيب

 حيوانات كردن ايمونيزه و آلودگي تشخيصجهت  كانديد واكسن
 و شناسايي امر در مهمي قدم با اين كار و كرد استفاده انسان و

   .ه شودبرداشت عفونت كنترلجهت  انگل با مبارزه
  

  تشكر و قدرداني
- بخش سلوليپژوهشگران محترم  و از تمامي اساتيد

جناب آقاي  و )ع(دانشگاه جامع امام حسين بيوشيمي مولكولي و
اعضاي  ،طبايي سيد جواد سيد آقاي دكتر تحويلداري و فريد دكتر

 دانشكده پزشكي دانشگاه شهيد هيئت علمي گروه انگل شناسي
 نامه پايان درقالبكه در به نتيجه رسيدن اين تحقيق بهشتي 

  .شودمي قدردانيتشكر و  ،اندداشته با ما همكاريارشد  كارشناسي

  
References: 
 
[1] Wang  C, Luo  J, Amer  S, Guo  Y, Hu Y, Lu Y, 
et al. Multivalent DNA vaccine induces protective 
immune responses and enhanced resistance against 
Cryptosporidium parvum infection. Vaccine 2011; 
29(2): 323–8. 
[2] Petry F, Jakobi V, Tessema TS. Host immune 
response to Cryptosporidium parvum infection. Exp 
Parasitol 2010; 126(3): 304-9. 
[3] Singh I, Theodos C, Tzipori S. Recombinant 
proteins of Cryptosporidium parvum induce 
proliferation of mesenteric lymph node cells in 
infected mice. Infect Immun 2005; 73(8): 5245-8. 
[4] Bouzid M, Hunter PR, Chalmers RM, Tyler 
KM. Cryptosporidium Pathogenicity and Virulence. 
Clin Microbiol Rev 2013; 26(1): 115-34. 
[5] Boulter-Bitzer JI1, Lee H, Trevors JT. 
Molecular targets for detection and immunotherapy 
in Cryptosporidium parvum. Biotechnol Adv 2007; 
25(1): 13-44. 
[6] Ehigiator HN, Romagnoli P, Priest JW, Secor 
WE, Mead JR. Induction of murine immune 
responses by DNA encoding a 23-kDa antigen of 
Cryptosporidium parvum. Parasitol Res 2007; 
101(4): 943-50. 
[7] Shayan P, Ebrahimzadeh E, Mokhber-Dezfouli 
MR, Rahbari S. Recombinant Cryptosporidium 
parvum p23 as a target for the detection of 

Cryptosporidium-specific antibody in calf sera. 
Parasitol Res 2008; 103(5): 1207-11. 
[8] Ebrahimzadeh M, Shayan P, Mokhber Dezfouli 
MR, Rahbari S. Recombinant Cryptosporidium 
parvum p23 as a Candidate Vaccine for 
Cryptosporidiosis. Iran J Parasitol 2009; 4(1): 1-7. 
[9] Borad A, Ward H. Human immune responses in 
cryptosporidiosis. Future Microbiol 2010; 5(3): 
507-19. 
[10] Cevallos AM, Zhang X, Waldor MK, Jaison S, 
Zhou X, Tzipori S, et al. Molecular cloning and 
expression of a gene encoding Cryptosporidium 
parvum glycoproteins gp40 and gp15. Infect 
Immun 2000; 68(7): 4108–16. 
[11] O’Connor R, Wanyiri J, Cevallos A, Priest J, 
Ward HD. Cryptosporidium parvum glycoprotein 
gp40 localizes to the sporozoite surface by 
association with gp15. Mol Biochem Parasitol 
2007; 156(1): 80–3. 
[12] Wanyiri JW, O’Connor R, Allison G, Kim K, 
Kane A, Qiu J, et al. Proteolytic Processing of the 
Cryptosporidium Glycoprotein gp40/15 by Human 
Furin and by a Parasite-Derived  Furin-Like 
Protease Activit. Infect Immun 2007; 75(1): 184–
92. 
[13] O’Connor RM, Kim K, Khan F, Ward HD. 
Expression of Cpgp40/15 in Toxoplasma gondii: a 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

5-
18

 ]
 

                               7 / 8

https://feyz.kaums.ac.ir/article-1-2977-en.html


 و همكاران ثباتي

   80                                                                                        1 شماره |20دوره  |1395|فروردين و ارديبهشت |نامه فيضدوماه

Surrogate System for the Study of Cryptosporidium 
Glycoprotein Antigens. Infect Immun 2003; 
71(10): 6027–34. 
[14] O’Connor RM, Wanyiri J, Wojczyk B, Kim K, 
Ward H. Stable expression of Cryptosporidium 
parvum glycoprotein gp40/15 in Toxoplasma 
gondii. Mol Biochem Parasitol 2007; 152(2): 149–
58. 
[15] Tilley M, Upton SJ, Fayer R, Barta JR, Chrisp 
CE, Freed PS, et al. Identification of a 15-kilodalton 
surface glycoprotein on sporozoites of 
Cryptosporidium parvum. Infect Immun 1991; 
59(3): 1002–7. 
[16] Leav BA, Mackay MR, Anyanwu A, O’ 
Connor RM, Cevallos AM, Kindra G, et al. 
Analysis of Sequence Diversity at the  Highly 
Polymorphic Cpgp40/15 Locus among 
Cryptosporidium Isolates from Human Immuno 
deficiency Virus-Infected Children in South Africa. 
Infect Immun 2002; 70(7): 3881–90. 
[17] Sambrook J, Russel DW. Molecular cloning: A 
laboratory manual, third edition. Plainview: Cold 
Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring 
Harbor New York; 2001. 
[18] Lan DT, Lan TT, Viet LQ, Quyet PV, Quang 
HT, Loc NH, et al. Cloning and expression of gene 
encoding P23 protein from Cryptosporidium 
parvum. J BioSci Biotech 2014; 3(3): 189-93. 
[19] Ahmadi AH, Honari H, Minaei ME. Cloning, 
Fusion, and Expression of Domain a-1 Protective 
Antigen (PA20) of Bacillus anthracis and N-
Terminal ipaD Gene of Shigella in E. coli. Qom 

Univ Med Sci J 2015; 9(4): 20-9. [in Persian] 
[20] Bradford MM. Arapid and sensitive method for 
the quantitation of microgram   quantities of protein 
utilizing the principle of protein-dye binding. Anal 
Biochem 1979; 72: 248-54. 
[21] Rossle NF, Latif B. Cryptosporidiosis as 
threatening health problem: A review. Asian Pac J 
Trop Biomed 2013; 3(11): 916–24. 
[22] Manque PA, Tenjo F, Woehlbier U, Lara AM, 
Serrano MG, Xu P, et al. Identification and 
immunological characterization of three potential 
vaccinogens against Cryptosporidium species. Clin 
Vaccine Immunol 2011; 18(11): 1796-802. 
[23] Allison GM, Rogers KA, Borad A, Ahmed S, 
Karim MM, Kane AV, et al. Antibody responses to 
the immunodominant Cryptosporidium gp15 
antigen and gp15 polymorphisms in a case-control 
study of cryptosporidiosis in children in 
Bangladesh. Am J Trop Med Hyg 2011; 85(1): 97-
104. 
[24] Liu K, Zai D, Zhang D, Wei Q, Han G, Gao H, 
et al. Divalent Cp15-23 vaccine enhances immune 
responses and protection against Cryptosporidium 
parvum infection. Parasite Immunol 2010; 32(5): 
335-44. 
[25] Strong W B, Gut J, Nelson Richar G. Cloning 
and Sequence Analysis of a Highly Polymorphic 
Cryptosporidium parvum Gene Encoding a 60-
Kilodalton Glycoprotein and Characterization of Its 
15- and 45-Kilodalton Zoite Surface Antigen 
Products. Infect Immun 2000; 68(7): 4117–34. 
 

 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

5-
18

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               8 / 8

https://feyz.kaums.ac.ir/article-1-2977-en.html
http://www.tcpdf.org

