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Vibrio cholerae ی هایهای مختلف آن باعث ایجاد بیماریکه سویه استزای آبزی یک باکتری بیماری

وناگون، های گها به آنتی بیوتیکمقاومت سویهشوند. با توجه به سمی میچون وبا، اسهال حاد، مننژیت و سپتی
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های با استفاده از روش V. choleraeعلیه باکتری  VceCپتانسیل واکسن بودن پروتئین  مطالعهدر این 
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بیانی است. همچنین نقاط پایداری و نیمه عمر بالا، مقاومت به دما و همچنین حلال بودن در هنگام بیش

های خطی و فضایی زیادی در طول توالی و ساختار پروتئین مشاهده شد. با توجه به ژنیک و اپیتوپآنتی

یه توانند علد که میشژنیک، دو واکسن زیرواحدی خطی و فضایی طراحی آنتیهای ویژگیموقعیت مکانی و 
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مقدمه

به علت ایجاد  Vibrioجنس  هایباکتری

ی آلوده، از یبیماری از طریق آب و غذاهای دریا

. هستنداهمیت بالایی برای مطالعه برخورد 

های باسیل Vibrioهای متعلق به جنس گونه

هوازی اختیاری، نمک خمیده گرم منفی، بی

های آبی که در محیط هستنددوست و متحرک 

این شوند. بویژه نواحی ساحلی یافت می

درصد نمک  0تا  2های ها در غلظتباکتری

 توانایی تحملو حتی توانند رشد کنند می

دارند از نمک را نیز  درصد 8های تا غلظت

(Deshayes et al., 2015) .هابقای این باکتری 

شود. توسط درجه حرارت و شوری آب تنظیم می

ها و آبزیان در از این رو، شیوع آنها در آب

 ,.Thompson et al)یابد تابستان افزایش می

2004). 

یکی از  Vibrio choleraeباکتری 

ه ک استزای کشنده این جنس های بیماریگونه

 های آبی دریایی ودر تمام محیطتواند میتقریبا 

های مختلف آن در آب شیرین یافت شود و سویه

ها، ها، حوضچههای آبی مانند رودخانهمحیط

ای دارند فاضلاب و خورها حضور بسیار گسترده

(Uchiyama, 2000) . این باکتری توانایی

و در  داردبالایی از دما و نمک را  گسترهتحمل 

قادر به  گراددرجه سانتی 01-04محدوده دمایی 

. در (Drasar and Forrest, 1996) رشد است

ودها پهای آبی، جاندارانی مانند کوپهاکوسیستم

(Colwell and Huq, 2001) های فاقد و پشه

 ,.Resende et al) (Chironomids) نیش

 Islam)های دریایی و همچنین جلبک (2016

et al., 1988) به عنوان مخازن طبیعی             

V. cholerae اند. همچنین اخیرا شناخته شده

های سالم نیز که ماهیاست داده شده  نشان

زا باشند. به توانند حامل این گونه بیماریمی

طوری که حضور گسترده این باکتری در روده 

ماهیان سالم دریایی و آب شیرین خود گواه این 

. (Halpern and Izhaki, 2017)فرضیه است 

تواند باعث مرگ آبزیان نیز این باکتری حتی می

. به طوری که (Rehulka et al., 2015) بشود

زا یا عفونت همزمان آلودگی با این عوامل بیماری

د اغلب منجر به زای متعدبا عوامل بیماری

تواند منجر به شود که میهای ماهی میبیماری

در مزارع کشت با  بویژهضررهای اقتصادی جدی 

 تراکم بالا شود.

تواند باعث وبا، می V. choleraeاز طرفی 

ای منتقله از آب و یک بیماری اسهالی روده

 ;Harris, 2012)عوامل آبی، در انسان شود 

Yosra et al., 2016) نوشیدن آب آلوده و .

ترین راه برای خوردن آبزیان خام یا نپخته رایج
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آلوده شدن افراد به این باکتری است 

(Mookerjee et al., 2015) .های باکتری          

V. cholerae سطحی ژنبر اساس آنتی O  به

 Nelson)د نشوتقسیم میسرولوژی گروه  211

et al., 2009).  دو سویهO1  وO139  از این

طریق تولید سم کلرا یا سم  باکتری عامل وبا از

این سم  .هستند( Cholera Toxin: CT) وبا

نفوذپذیری غشای سلولی اپیتلیال روده را تغییر 

دهد و منجر به ترشح کنترل نشده آب و می

ود شالکترولیت به روده کوچک و روده بزرگ می

(Colwell, 2002) 0تا  4/0. سالانه حدود 

شوند که حدود ن نفر به وبا مبتلا میمیلیو

نفر از مبتلایان در سال در  004111تا  20111

دهند سراسر جهان جان خود را از دست می

(WHO, 2018) .این باکتری دیگر  هایسویه

کنند و در نتیجه عامل وبا سم کلرا تولید نمی

. اما این (Petsaris et al., 2010) نیستند

 ویژههای مختلفی بها عامل ایجاد بیماریسویه

شوند. در حال در بیماران دارای نقض ایمنی می

 0/4تا  0شود که بین حاضر تخمین زده می

توسعه درصد اسهال حاد در کشورهای در حال 

و  استها و توسعه یافته ناشی از این سویه

هایی مانند گاستروانتریت، همچنین بیماری

              های بافتسلولیت، مننژیت، اوتیت، عفونت

          سمی و باکتریمی را نیزنرم و زخم، سپتی

 ;Kaper et al., 1995) شوندمیباعث 

Thungapathra et al., 2002; Feghali and 

Adib, 2011; Awasthi et al., 2013; 

Deshayes et al., 2015)فی در . عوامل مختل

ها دخیل هستند که بیماریزایی این سویه

های غشای خارجی اشاره توان به پروتئینمی

ها . این پروتئین(Elluri et al., 2014) کرد

درصد از کل محتوای پروتئینی  4تا  2حدود 

و دارای  دهندمیها را تشکیل غشای باکتری

های مهمی در ساختمان باکتری و نقش

 ;Schulz, 2002هستند )زایی آنها بیماری

Wimley, 2002)موقعیت  به . با توجه

ه توانند بقرارگیری آنها در سطح سلول، آنها می

 های پروتئینی و پپتیدیواکسن ایعنوان کاندید

 ,.Thompson et al )نیز در نظر گرفته شوند 

2002; Hong et al., 2006; Gil et al., 

2007). 

 V. choleraeمبارزه با های رویکردیکی از 

استفاده از عوامل ضدمیکروبی است. اما 

 های مقاوم چند داروییمتاسفانه، ظهور سویه

(Multi-drug Resistance: MDR در بین )

زای این باکتری به عنوان یک های بیماریسویه

مشکل مهم در درمان بیماری مطرح است 

(Mwansa et al., 2007).  در نتیجه باید به

 یهاآموزش های موثرتری از جملهدنبال روش

 تمیز وبه آب شرب  یدسترس ی،بهداشت
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ها باعث کاهش واکسیناسون رفت. امروزه واکسن

ای در میزان مرگ و میر حاصل از ملاحظهقابل 

 اند.عوامل عفونی شده

ا به امروز، سه نوع واکسن خوراکی تجاری ت

 هایهای کامل کشته شده، سلولبر پایه سلول

کامل کشته شده به همراه یکی از زیر واحدهای 

های باکتری ضعیف ( و سلولCTBسم کلرا )

در دسترس است  V. cholerae شده علیه

(Jertborn et al., 1992, 1993; Richie et 

al., 2000; Trach et al., 2002; Viret et 

al., 2004; Elluri et al., 2014)ی . اما تمام

 مانندهای تجاری شده دارای اشکالاتی واکسن

زایی ضعیف، محدودیت تجویز برای ایمنی

ماه، اثربخشی پایین در  6نوزادان کمتر از 

پذیری بالا بویژه در کودکان خردسال و واکنش

 ,Levine)واکسن تزریقی و غیرخوراکی هستند 

 با توجه به مشکلات موجود، از این رو،. (2010

لازم به منظور تولید یک  مطالعاتبررسی و 

واکسن کارا و ایمن باید ادامه یابد.  یکی از 

شناسی های طراحی واکسن، روش واکسنروش

           هامعکوس و طراحی واکسن بر پایه اپیتوپ

های خارج سلولی از پروتئیندر آن است که 

ترشحی و یا در معرض واقع در ساختمان 

د وشزا استفاده میهای بیماریمیکرواورگانیسم

(Pastor et al., 2013; Finco and 

Rappuoli, 2014) این روش مبتنی بر .

های بیوانفورماتیکی به منظور افزارها و روشنرم

بهترین گزینه واکسن که طراحی واکسن است 

عدم زایی و را هم از لحاظ اقتصادی و هم ایمنی

بینی ایجاد حساسیت و اثرات جانبی، پیش

 کند. می

پپتیدها و پروتئین ها دارای پتانسیل بالایی 

برای درمان هستند زیرا بسیار اختصاصی بوده، 

ماهیتی گزینشی دارند و دارای کمترین عوارض 

ها یا جانبی هستند. بنابراین، استفاده از پروتئین

ای در پپتیدهای درمانی به طرز فوق العاده

مطالعات بالینی در حال افزایش است تا 

 های کلیدیهای درمانی بسیاری از مولکولجنبه

ی هاتوانند نقش مهمی در تعدیل بیماریکه می

 Rauta)کشنده امروزی ایفا کنند، کشف شود 

et al., 2016). 

های واقع در غشای خارجی یکی از پروتئین

V. cholerae  پروتئینVceC  که در است

ها و مواد سمی و بیوتیکنتی( آEfflux) پمپاژ

دارویی در این باکتری در نتیجه ایجاد مقاومت 

در واقع یک پروتئین تشکیل  VceC نقش دارد.

دهنده کانال با ساختار سه تایی در غشای 

. این (Federici et al., 2005)خارجی است 

 VceABCپروتئین بخشی از پمپ سه جانبه 

را در برابر  V. choleraeاست که ممکن است 
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بیوتیک، مواد شوینده و ترکیبات چندین آنتی

. (Colmer et al., 1998)مضر مقاوم کند 

اهمیت بالای این پروتئین در ساختار باکتری 

      و سه بعدی که ساختار سوماست باعث شده 

کریستالوگرافی شود  آن در مطالعات گذشته

(Federici et al., 2005) . ،توجه بااز این رو       

       به موقعیت مکانی این پروتئین و همچنین

نقش آن در ویرولانس و مقاومت باکتری به 

های ها، در این مطالعه ویژگیبیوتیکآنتی

مورد بررسی قرار  VceCژنی و ایمونوژنی آنتی

گرفت و نقاط ایمونوژن در توالی و ساختار آن 

د. همچنین پتانسیل واکسن بودن شمشخص 

های موجود در آن نیز با پروتئین و اپیتوپاین 

زاری افهای بیوانفورماتیکی و نرماستفاده از روش

 تجزیه و تحلیل شد. 

 

 هاروش و مواد

دریافت توالی آمینواسیدی و ساختار سوم 

  VceC پروتئین

توالی آمینواسیدی و ژنی مربوط به پروتئین 

VceC  در گونهVibrio cholerae  با شماره

از مرکز ملی   WP_088129296.1دستیابی 

 National Centre for) اطلاعات بیوتکنولوژی

Biotechnology Information: NCBI )

(Jenuth, 1999)  با فرمتFASTA  دریافت

          زنیشده  یادشد. ساختار سه بعدی پروتئین 

و قسمت  NCBIاز پایگاه  1YC9 با کد

Structure Summary MMDB  د شدریافت

(Jenuth, 1999). 

 

بررسی میزان یکسانی توالی پروتئین در بین 

 های مختلفها و گونهسویه

به منظور تعیین میزان حفاظت بخش بودن 

پروتئین و درصد یکسانی توالی پروتئین در میان 

افزار آنلاین مختلف از نرمهای ها و گونهسویه

BLASTp  که در پایگاهNCBI  استموجود ،

افزار از طریق همردیف در این نرم استفاده شد.

های ثبت شده، میزان ثبات و کردن تمامی توالی

 عدم تغییر یا تغییرپذیری توالی پروتئینی در

مختلف های جنس وها گونه ،هامیان سویه

        میزان یکسانید. به منظور تعیین شتعیین 

          های مختلف، ابتدا درتوالی در میان سویه

 Vibrio، گونه کردن جانداربخش مشخص 

cholerae (taxid:666) انتخاب شد تا فقط       

های این گونه بررسی صورت در میان سویه

        علیه VceCپذیرد. سپس توالی پروتئین 

Non-redundant Protein Sequence (nr) 
پردازش شد. به منظور بررسی میزان حفاظت 

تلف های مختوالی پروتئین نام برده در میان گونه

Vibrio ی دیگرهاهای متعلق به جنسو یا گونه، 
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و یا  Vibrio cholerae (taxid:666)گونه 

حذف شد و  Vibrio (taxid:662)جنس 

به  پردازش همانند مرحله قبل صورت گرفت.

در بخش های بیشتر، الیمنظور دریافت تو

انتخاب  0111توالی هدف  پارامترها، بیشترین

در نظر  10/1شد. حد آستانه مورد انتظار نیز 

 گرفته شد.

 

با  VceCبررسی درصد شباهت پروتئین 

 و موش محتوای کل پروتئینی بدن انسان

که شباهت یک پروتئین  با توجه به این

تواند های میزبان میخارجی با پروتئین

مشکلاتی مانند عدم ایجاد ایمنی مناسب یا حتی 

های خود ایمنی در میزبان سبب ایجاد بیماری

میزان شباهت توالی آمینواسیدی  از این رود، شو

          و یا های انسانبا پروتئین VceCپروتئین 

          مورد BLASTpافزار از طریق نرم موش

 انسانر بررسی قرار گرفت و در قسمت جاندا

Homo sapiens (taxid: 9606)  یا موش

(taxid: 10088 ).انتخاب شد 

 

 آن و جایگاه برش تعیین موقعیت پپتید نشانه

 ,.LIPOP 1.0 (Juncker et alاز سرور 

نی بیکه یک سرور اختصاصی برای پیش (2003

 هالیپوپروتئین( Signal Peptide)پپتید نشانه 

ست اهای گرم منفی باکتری هایپروتئیندیگر و 

 SignalP 5 (Armenteros et al., 2019)و 

ی بینرا نیز پیش و نوع آن نشانه که پپتید

کند، برای تشخیص توالی مکانی پپتید نشانه می

 و جایگاه برش آن استفاده شد.

 

های عملکردی و حفاظت شده شناسایی دامین

 در ساختار و توالی پروتئین

          های حفاظتبه منظور شناسایی دامین

افزارهای آنلاین شده در توالی پروتئین، نرم

CDD/SPARCLE (NCBI Conserved 

Domain Database )و Pfam 33.1 به کار 

از طریق  CDD/SPARCLEرفته شدند. گ

های از قبل محاسبه اسکن یک سری از دامین

 Marchler-Bauer et al., 2016; Lu) شده

et al., 2020)  وPfam از طرق مختلف از          

-El) هاهای متعدد دامینجمله همردیفی توالی

Gebali et al., 2019)دادبینی را انجام ، پیش. 

 

 موقعیت مکانی در سلولتعیین 

که از یک سیستم  CELLO از سرور آنلاین

توالی پروتئینی به عنوان پایگاه  0000دارای 

 ,.Yu et al)کند داده استاندارد استفاده می

یک سرور  و Gneg-mPLoc و (2006

اختصاصی برای شناسایی موقعیت مکانی 

های گرم منفی است ها در باکتریپروتئین

(Shen and Chou, 2010) به منظور ،
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 VceC بینی موقعیت مکانی پروتئینپیش

 استفاده شد.

 

بررسی میزان حلالیت پروتئین بعد از 

 بیانی در میزبانبیش

که ممکن است پروتئین بعد  با توجه به این

بیانی توسط وکتور بیانی در میزبان به از بیش

صورت غیرمحلول در سلول میزبان تجمع یابد، 

ن شده بیاحلالیت پروتئین بیشلازم است میزان 

میزان بررسی برای  ، از این رودشوبررسی 

بیانی در بعد از بیش VceCحلالیت پروتئین 

 SOLproافزار ، نرمEscherichia coliمیزبان 

 .(Magnan et al., 2009)کار گرفته شد به 

 

فیزیکوشیمیایی پروتئین  هایویژگیتعیین 

VceC 
به منظور  Expasy's ProtParamافزار نرم

فیزیکوشیمیایی پروتئین  هایویژگیتعیین 

VceC وزن مولکولی، تعداد آمینواسیدها،  مانند

ترکیب آمینواسیدی، شاخص ناپایداری، شاخص 

ای هنیمه عمر پروتئین در میزبانآلیفاتیک و 

 Gasteiger)به کار گرفته شد  ،E. coliمخمر و 

et al., 2005).  از آنجایی که پپتید نشانه در

ساختار پروتئین جایی ندارد و قبل از تشکیل 

ور د، به منظشوساختار نهایی از پروتئین جدا می

فیزیکوشیمیایی پروتئین  هایویژگیتعیین 

د شمطالعه، ابتدا توالی پپتید نشانه حذف مورد 

 و در مرحله بعد آنالیز صورت گرفت.

 

تخمین میزان سمی و آلرژن بودن پروتئین 

 برای انسان

ورد که آیا پروتئین م بینی اینور پیشبه منظ

ز ، اخیریا است زا مطالعه برای انسان حساسیت

 Sharma)استفاده شد   AlgPred 2.0افزار نرم

et al., 2020) بررسی میزان سمی بودن .

افزار پروتئین برای انسان نیز توسط نرم

ToxinPred افزار بعد صورت گرفت. دراین نرم

ی، های کوتاه پپتیداز تبدیل پروتئین به توالی

 گرفتمیزان سمیت هر توالی مورد بررسی قرار 

(Gupta et al., 2013). 

 

ژن بودن بررسی پتانسیل ویرولانس و آنتی

 ی آنژن در توالبینی نقاط آنتیپروتئین و پیش

افزار که یک نرم VirulentPredاز 

بینی کننده میزان حدت و ویرولانسی پیش

ها است به منظور تعیین ویرولانس بودن باکتری

 ,Garg and Gupta) پروتئین استفاده شد

ژن بودن پروتئین و همچنین آنتی .(2008

ژنیک موجود در توالی مشخص کردن نقاط آنتی

 VaxiJen v2.0آن به ترتیب توسط سرورهای 

 Antigenic Peptide Prediction Toolو 

 صورت پذیرفت.
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نقاط واقع  کردنبررسی توپولوژی و مشخص 

 شده در خارج از ساختار باکتری

که ساختار سوم پروتئین  با توجه به این

VceC  ت، ده اسشکریستالوگرافی و ثبت قبلا

 Structure Summaryاز سرور  بنابراین

MMDB   به منظور بررسی توپولوژی ساختار

پروتئین و تعیین نقاط پروتئینی واقع در بخش 

 :MMDB IDد )شخارج سلولی استفاده 

32059 )(Madej et al., 2014). 

 

 Bهای سلول برداری از اپیتوپنقشه

 Bepipred-1.0 (Larsenافزارهای از نرم

et al., 2006)، BepiPred-2.0 (Jespersen 

et al., 2017)  وSVMTriP (Yao et al., 

              یهای خطبه منظور تعیین اپیتوپ (2012

در این  از روی توالی پروتئین استفاده شد.

حد آستانه تعیین شده توسط سرور مطالعه 

BepiPred-2.0 و همچنین  به کار گرفته شد

 در سرور آمینواسید 02طول اپیتوپ 

SVMTriP .انتخاب شد 

های خطی و همچنین بینی اپیتوپپیش

غیرپیوسته و فضایی از روی ساختار سوم 

افزار آنلاین توسط نرم VceCپروتئین 

DiscoTope 2.0 (Kringelum et al., 

 ,.Ellipro (Ponomarenko et alو  (2012

افزارها نیز از انجام شد. این نرم (2008

های تعیین شده از طریق روش اشعه اپیتوپ

 گیرند.ایکس کمک می

 

 Tهای سلول بینی اپیتوپپیش

 ژن توسط مجموعهآنتی با توجه به ارائه

 ,II (MHC Iو  Iسازگاری بافتی اصلی کلاس 

IIهای ( به سلولTهای عرضه شونده ، اپیتوپ

 MHCPredافزار دو کلاس توسط نرمتوسط هر 

 (Hattotuwagama et al., 2004) 2ورژن 

نیز به منظور  EpiTOP3د. از شبینی پیش

استفاده شد.  IIهای کلاس بینی اپیتوپپیش

های متصل شونده به یک سروتیپ از اپیتوپ

MHC-II  با نامHLA-DRB1 افزار در این نرم

 شناسایی شدند.

 

بینی شده و معرفی های پیشبررسی اپیتوپ

 بهترین زیرواحدهای محرک سیستم ایمنی 

ا ها، ابتداپیتوپ بهترین به منظور انتخاب

راز بینی شده همتهای بالقوه پیشتمامی اپیتوپ

مشترک در بین نتایج های اپیتوپشدند و 

مشخص  Tو  B هایسلولهای اپیتوپمربوط به 

انتخاب شده های اپیتوپد. موقعیت مکانی ش

ها در د و همچنین حضور این اپیتوپشبررسی 

ژنیک بالقوه نیز چک شد. در انتها، مناطق آنتی
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ژنیک مشترک که در خارج از آنتیهای اپیتوپ

 حاصل یهااپیتوپسلول حضور دارند، به عنوان 

 نهاآ ژنسیته و شباهتانتخاب شدند و میزان آنتی

ن تا بهتری های انسانی بررسی شدبا پروتئین

 د.شواپیتوپ معرفی 

 

 طراحی واکسن زیرواحدی

برای طراحی یک واکسن زیرواحدی کارا و 

 هایهای خطی، اپیتوپموثر متشکل از اپیتوپ

انتخاب شده شماره یک و سه از طریق لینکر 

GGGGS  دند. از این لینکرشبه هم متصل 

جلوگیری از بهم ریختن فولدینگ و  برای

اده استفدهای زیرواحدی تاخوردگی صحیح پپتی

ند. دشکه همزمان و به طور پیوسته بیان می شد

 هاییک واکسن زیرواحدی بر پایه اپیتوپ

د. ششده غیرپیوسته نیز طراحی بینی پیش

های توالی آمینواسیدی واکسن کدون

غیرپیوسته بر اساس میزبان بیانی مورد استفاده 

 Escherichia coliکه در این مطالعه بر مبنای 

 ,.JCat (Grote et alافزار ، توسط نرمبود

به صورت بهینه به توالی ژنی برگردانده  (2005

ویرولانسی و  ،ژنسیتهسپس میزان آنتی شد.

 بادوباره های طراحی شده میزان شباهت واکسن

 های انسانی مورد مطالعه قرار گرفت.پروتئین

 ردبیانی همچنین میزان حلالیت آن بعد از بیش

 میزبان نیز بررسی شد.

 

های و واکسن VceCبررسی کلونینگ پروتئین 

 (+) pET-28aزیرواحدی طراحی شده در وکتور 

به منظور تولید پپتید مورد نظر، هر یک از 

های زیرواحدی و همچنین پروتئین واکسن

VceC  در وکتور بیانیpET-28a (+)  کلون

های برشی اندونوکلئازی شوند که توسط آنزیم

 های برشی که توالی. تعیین آنزیمگرفتصورت 

قطعه ژنی  4′ و انتهای 0′آنها باید به ابتدای 

د، بر اساس جایگاه کلونینگ شمورد نظر اضافه 

( Multiple Cloning Site: MCSچندگانه )

 Primer Premierافزار وکتور و با استفاده از نرم

ن که آیا کلونینگ پروتئی انجام شد. بررسی این 5

های زیرواحدی در وکتور نامبرده و واکسن

pET-28a (+)  و همچنین  بودبا موفقیت همراه

آیا وکتور حاوی قطعه مورد نظر در میزبان 

به درستی بیان  E. coli BL21-DE3باکتریایی 

 استفاده شد. SnapGene 5.3.2افزار نرم د، ازش
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 نتایج

ها و میزان حفاظت توالی پروتئین در بین سویه

 های مختلفگونه

از هم ردیفی  به دست آمدهبررسی نتایج 

 O1زای عامل وبا )نشان داد که دو سویه بیماری

سویه مورد  0111( در کنار بیش از O139و 

بررسی حاوی ژن مربوط به توالی پروتئینی 

VceC و توالی این پروتئین نیز در میان  بودند

های مورد مطالعه به شدت حفاظت شده سویه

تایج . نشتبود و درصد یکسانی بسیار بالایی دا

           همچنین حاکی از حفاظت توالی پروتئین

           Vibrioمربوط به جنس های گونه دیگردر 

          ،V. metoecusهای به طوری که گونه ،بود

V. furnissii ،V. fluvialis،                                  

V. cincinnatiensis ،V. diazotrophicus ،

V. ziniensis  وV. plantisponsor  میزان

با پوشش بالای  درصد 01یکسانی توالی بالای 

را نشان دادند. میزان شباهت تقریبا درصد  50

های مربوط به این جنس نیز گونه دیگربالایی در 

های د. اما شباهتی در میان گونهشمشاهده 

 مشاهده نشد. دیگر یهامربوط به جنس

 

میزان شباهت توالی پروتئین مورد مطالعه با 

 های بدن انسان و موشپروتئین

از هم ردیفی حاکی از ت آمده به دسنتایج 

عدم وجود کوچکترین شباهتی بین پروتئین 

VceC  بودو محتوای پروتئینی انسان و موش. 

 

 پپتید نشانه و جایگاه برش آن

در این کار گرفته شده ه افزار بهر دو نرم

 0اسیدهای شماره وآمیننشان دادند که  مطالعه

 و جایگاه برش آن نیز ندپپتید نشانه بود 41تا 

. بودواقع شده  40و  41اسیدهای وآمینبین 

همچنین نشان داده شد که این پپتید نشانه 

گنال که با سی بودمتعلق به یک لیپوپروتئین 

 د.شبرش داده  IIپپتیداز نوع 

 

 های حفاظت شده و عملکردیدامین

           بررسی نتایج نشان از وجود دامین مربوط

            هایبه خارج موجود در پروتئینبه انتشار 

Outer Membrane Efflux) خارجیغشای   

Protein )( و فاکتور غشای خارجیOuter  

Membrane Factor: OMF لیپوپروتئین که )

های گرم منفی در انتقال مواد از غشای باکتری

 .داشت VceCنقش دارد، در ساختار پروتئین 
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در سلول  VceCمکان قرارگیری پروتئین 

Vibrio cholerae 

 افزارنرم دست آمده ازه با توجه به نتایج ب

CELLO ، پروتئینVceC  در غشای خارجی

 .بودواقع شده 

 

 بیانیبعد از بیش VceCحلالیت پروتئین 

نشان داد که پروتئین  SOLproافزار نرم

         بیانی در میزبانهدف بعد از کلون و بیش

E. coli ول به صورت محل بینی بالابا درصد پیش

 .بود

 

 VceCفیزیکوشیمیایی پروتئین  هایویژگی

آمینواسید  000از  VceCساختار پروتئین 

 50/08و وزن مولکولی آن  بودتشکیل شده 

شاخص ناپایداری پروتئین . بودکیلودالتون 

د که نشان از پایدار بودن شمحاسبه  00/45

پروتئین دارد. همچنین شاخص آلیفاتیک آن 

د. همچنین نیمه عمر این شتعیین  01/51

به  E. coliمخمری و  هایپروتئین در میزبان

 ساعت تخمین زده شد. 01و  21ترتیب بالای 

 

 انانسسمی بودن پروتئین برای  میزان آلرژن و

دست آمده نشان داد که پروتئین ه نتایج ب

VceC  برای انسان سمی و حتی آلرژن و

 زا نیست.تیحساس

 

و معرفی نقاط  VceCژن بودن ویرولانس و آنتی

 ژنیک آنآنتی

با بررسی صورت گرفته مشخص شد که 

پروتئین مورد مطالعه یکی از عوامل ویرولانسی 

به  V. choleraeباکتری  زاییموثر در بیماریو 

ژنیک با رود که دارای خاصیت آنتیشمار می

 00( و 0)شکل  بود( 031144) 0میانگین بالای 

ژنیک نیز در توالی این پروتئین نقطه آنتی

 .(0د )جدول شمشاهده 

 

 

 .استژنیک بالاتر قدرت آنتی تر نشان دهنده. عدد بزرگVceCژنیک توالی پروتئین نمودار آنتی :1شکل 

 



 2412(، 2)21فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:     رئوفی و عبدالهی                                                                   [211]

 

 VceCژنیک بالقوه در پروتئین توالی نقاط آنتی :1جدول 

 نقطه پایان توالی نقطه آغاز شماره

0 0 SVQTVGLLHKAAPYFTASLLSAFVLTGCSVLDHYPD 45 

2 02 YQDAQLNHLIEEALQHSPS 51 

4 002 RSFDLGLAA 021 

0 000 GTLTLNF 001 

0 060 RAAVVAATSELAA 004 

6 000 EAESVAARLMIST 080 

0 085 IANAYAELARL 055 

8 210 ANQETVHAALQVRN 200 

5 225 ETLGSVSQAKAVAASVEAELLGIQESIQLQKNALAALVG 260 

01 200 SIEEPHITL 284 

00 250 SEAGVGLLGH 411 

02 404 AAAQQVGIAQAQFYPDVTLSAFIGYQAFGLDHL 400 

04 400 AIGPAIYLPL 464 

00 481 YQEAVAQYNGTLVQALHEVADVVTSSQALQA 001 

00 006 EQAVQQAEQALHIA 025 

06 040 QGGLATYLDVLVAEE 008 

00 002 NNQRALVNLQSRAFSLDLALIHAL 000 

 

توپولوژی پروتئین و مناطق واقع شده در خارج 

 سلول

پروتئین نشان داد که بررسی توپولوژی 

پروتئین نام برده به صورت تریمریک یا سه تایی 

د. یعنی در واقع سه نسخه از پروتئین شوبیان می

به صورت همزمان و در کنار هم در ساختار 

که که ساختار بشد شومیغشایی پروتئین بیان 

کنند. در هر و لوله مانندی را در غشا ایجاد می

خارج سلولی با طول نسخه از پروتئین دو لوپ 

وجود دارد که با توجه به آمینواسید  00و  00

ساختار سه تایی، در مجموع شش لوپ خارج 

داشت توان میغشایی را در ساختار باکتری 

(.2)شکل 
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نمایش عمودی پروتئین  (سه تایی. الفدر ساختار باکتری با بیان  VceCنمایش توپولوژی پروتئین  :2شکل 

با رنگ زرد به نمایش در آمده است،  1در ساختار باکتری که توالی های واقع شده در خارج سلول در ناحیه 

: فضای داخل سلولی. ب: تصویر بزرگ شده و از بالای پروتئین 3 ؛: فضای پریپلاسمی2 ؛فضای خارج سلولی :1

 .استطریق بیان سه تایی پروتئین ایجاد حفره در غشای باکتری از دهنده که نشان 

 

 Bبینی شده سلول های پیشاپیتوپ

SVMTriP  اپیتوپ را در توالی  01تعداد

VceC اپیتوپ  04(. 2بینی کرد )جدول پیش

نیز توسط آمینواسید  0بالقوه با طول بیش از 

Bepipred-1.0  در توالی پروتئین شناسایی شد

( که امتیاز و درجه قدرت هر یک از 4)جدول 

 نمایش داده شده است. 4ها در شکل اپیتوپ

بررسی ساختاری پروتئین مورد مطالعه با 

DiscoTope  نشان دهنده وجود یک اپیتوپ

. استبسیار قوی در منطقه خارج غشایی 

وه بالقهمچنین این ناحیه به عنوان یک منطقه 

(. نتایج 0شود )شکل اپیتوپی در نظر گرفته می

 0نشان از وجود  Elliproدست آمده از ه ب

اپیتوپ پیوسته و خطی در ساختار پروتئین دارد 

(. همچنین بررسی ساختار توسط این 0)جدول 

اپیتوپ غیرپیوسته و فضایی را  0افزار تعداد نرم

مشخص کرد که بهترین اپیتوپ با بیشترین 

نمایش داده شده  0( در شکل 00/1یاز )امت

است.
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تر . نتایج بر اساس قویSVMTriPافزار بینی شده توسط نرمپیش ،Bهای خطی سلول اپیتوپ :2جدول 

 .بودن اپیتوپ ردیف شده است

 اپیتوپ شروع موقعیت ترتیب

0 060 AFSLDLALIHAL 

2 220 AFVLTGCSVLDH 

4 081 AARLMISTSIAN 

0 202 VRNKTVELLEKR 

0 445 AFGLDHLFDSGN 

6 015 GAIRSFDLGLAA 

0 250 VGLLGHRADITA 

8 201 VAASVEAELLGI 

5 00 DAQLNHLIEEAL 

01 4 NSVQTVGLLHKA 

 

. نتایج بر اساس موقعیت قرارگیری Bepipred-1.0بینی شده توسط سرور های پیشاپیتوپ :3جدول 

 .ده استشاسید گزارش نوآمین 0های با طول کمتر از اپیتوپ ردیف شده است و اپیتوپ

 طول پپتید پایان آغاز شماره

0 08 08 ELSSTNTFSHQ 00 

2 61 00 EMDWPSANWWQR 02 

4 014 016 GFAR 0 

0 020 004 SATESKVSERYQSATPPDGWNDY 24 

0 000 008 LAAAEAES 8 

6 244 240 SVSQA 0 

0 260 208 GQGPDRAASIEE 02 

8 288 254 GLPSEA 6 

5 400 406 AEAAAQ 6 

01 400 406 DSGNDAGAIG 01 

00 468 486 RLEGQLTSAEARYQEAVAQ 05 

02 004 020 NKTEQAVQQ 5 

04 042 040 RYQG 0 
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از لحاظ پتانسیل اپیتوب بودن. هرچه امتیاز تعلق  VceCامتیاز تعلق گرفته به توالی پروتئین  :3شکل 

 تر بودن اپیتوپ دارد.نشان از قویتر باشد، گرفته مثبت

 

 

. مناطق بالقوه اپیتوپ در تصویر DiscoTopeافزار بینی شده توسط نرمهای ساختاری پیشاپیتوپ :0شکل 

های پیوسته در سمت چپ با رنگ زرد نمایش داده شده راست با رنگ قرمز مشخص شده است و اپیتوپ

 است.
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 Elliproبینی شده توسط های پیوسته و خطی پیشاپیتوپ :0جدول 

 امتیاز اپیتوپ پایان آغاز شماره

0 006 005 LGLAASATESKVSERYQSATPPDGWNDYGTLTLN 800/1 

2 201 206 LQVRNKTVELLEKRYANGLETLGSVSQAKAVAASVEA 086/1 

4 408 480 
VGIAQAQFYPDVTLSAFIGYQAFGLDHLFDSGNDAGAIG

PAIYLPLFTGGRLEGQLTSAEARYQ 
00/1 

0 020 008 QALHIATNRYQGGLATYLDVLVAEE 652/1 

0 284 250 LTSRYVGL 641/1 

6 000 008 FDFWG 618/1 

0 268 208 QGPDRAASIEE 004/1 

 

 

 Elliproافزار بینی شده توسط نرمبهترین اپیتوپ فضایی غیرپیوسته پیش: 5شکل 

 

 Tبینی شده سلول های پیشاپیتوپ

 MHCهای متعدد برای توجه به وجود اللبا 

کلاس یک و دو، تعداد بالایی از اپیتوپ عرضه 

شونده توسط هر یک از دو کلاس، توسط 

 VceCافزارهای مورد استفاده برای پروتئین نرم

د که در بخش بعدی مطالعه مورد شبینی پیش

 استفاده قرار گرفتند.
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های برتر و بهترین اپیتوپ محرک اپیتوپ

 سیستم ایمنی

ی بینهای پیشپس از بررسی تمام اپیتوپ

 GAIRSFDLGLA’5 -109های شده، توالی

ASATESKVSERYQSATPPDGWN

DYGTLTLNF3’-150 ،230-5’TLGSV 

SQAKAVAASVEAELLGIQESIQL

QKNALAALVGQGPDRAASIEEPH

 AAAQQVGIAQAQF’5-313و  280-’3

YPDVTLSAFIGYQAFGLDHLFDS

GNDAGAIG3’356 یرواحدهای به عنوان ز

های بالقوه تحریک کننده سیستم ایمنی )سلول

B  وT دند که با توجه به موقعیت ش( انتخاب

قرارگیری در سطح سلول، اپیتوپ اول و سوم 

های و پس از بررسی ندهای برتر بوداپیتوپ

ژنسیته و قدرت صورت گرفته از لحاظ آنتی

تحریک سیستم ایمنی، توالی اول به عنوان 

 د و توالیشبهترین زیر واحد معرفی 

ESKVSERYQSATPPDGWND  نیز به

 د.شعنوان بهترین اپیتوپ خطی کوتاه معرفی 

 

 های زیر واحدی طراحی شدهواکسن

های توالی آمینواسیدی و ژنی واکسن

زیرواحدی طراحی شده در این مطالعه بر مبنای 

های خطی و همچنین بر مبنای اپیتوپ

نمایش داده  0های غیر پیوسته در جدول اپیتوپ

شده است. توالی ژنی واکسن غیرپیوسته بر 

سازی بهینه JCatتوسط  E. coliمبنای میزبان 

 شد.

 

های و واکسن VceCبررسی کلونینگ پروتئین 

 (+) pET-28aراحی شده در وکتور زیرواحدی ط

 Primer Premier 5افزار با استفاده از نرم

 های برشیو با توجه به عدم برش قطعات، آنزیم

BamH1  وSac1  برای ابتدا و انتهای قطعات

دست آمده از ه ژنی انتخاب شدند. نتایج ب

SnapGene  کلونیگ قطعات  دهد کهمینشان

و بیان آنها در میزبان  (+) pET-28aدر وکتور 

E. coli BL21-DE3 تواند به درستی می

 (.6)شکل  صورت گیرد

 

 بحث

، یک باسیل کاما Vibrio choleraeباکتری 

های آبی است که از طریق شکل و بومی محیط

شود، که آب یا غذای آلوده به انسان منتقل می

های های مختلف آن باعث ایجاد بیماریسویه

جمله وبا در انسان و  آور ازمرگ گوناگون و حتی

 د.شوو آبزیان می دیگر جانوران
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نشان داده  دارخطزیر ه صورتهای طراحی شده. توالی لینکر باسیدی و ژنی واکسنوآمینتوالی  :5جدول 

 به نمایش در آمده است با رنگ زردهای برشی نیز آنزیم شده است و توالی

 توالی بازی توالی آمینواسیدی نام واکسن

واکسن زیرواحدی بر 

های مبنای اپیتوپ

 خطی

GAIRSFDLGLAASATESKVSERYQSATP

PDGWNDYGTLTLNFGGGGSAAAQQVG

IAQAQFYPDVTLSAFIGYQAFGLDHLFD

SGNDAGAIG 

GGATCCGGCGCAATTCGATCATTTG

ATCTCGGGTTAGCGGCATCCGCCAC

GGAAAGTAAAGTCAGTGAACGTTA

TCAATCTGCTACGCCTCCCGATGGT

TGGAATGACTATGGCACTCTAACCT

TGAATTTTGGTGGTGGTGGTTCTG

CCGCAGCACAGCAAGTCGGTATTG

CGCAAGCACAATTCTATCCAGATGT

CACTTTGTCAGCGTTTATTGGTTAT

CAGGCATTTGGTCTGGATCATTTGT

TTGATAGTGGTAATGACGCAGGTG

CAATTGGGGAGCTC 

واکسن زیرواحدی بر 

های مبنای اپیتوپ

 غیرپیوسته

L116, G117, L118, A119, A120, S121, A122, 

T123, E124, S125, K126, V127, S128, E129, 

Y131, Q132, S133, A134, T135, P136, P137, 

D138, G139, W140, N141, D142, Y143, 

G144, T145, L146, T147, L148, N149, F154, 

D155, F156, W157, G158, R161, A315, 

V318, G319, A321, Q322, A323, Q324, 

F325, Y326, P327, D328, V329, L331, A333, 

F334, I335, G336, Y337, Q338, A339, F340, 

G341, L342, D343, H344, L345, F346, D347, 

S348, G349, N350, D351, A352, G353, 

A354, I355, G356, P357, A358, I359, Y360, 

L361, P362, L363, F364, T365, G366, G367, 

R368, L369, E370, G371, Q372, L373, T374, 

S375, A376, E377, A378, Y380, Q381, 

V384, A385, N388, L391,V3923 

GGATCCCTGGGTCTGGCTGCTTCTG

CTACCGAATCTAAAGTTTCTGAATA

CCAGTCTGCTACCCCGCCGGACGGT

TGGAACGACTACGGTACCCTGACC

CTGAACTTCGACTTCTGGGGTCGTG

CTGTTGGTGCTCAGGCTCAGTTCTA

CCCGGACGTTCTGGCTTTCATCGGT

TACCAGGCTTTCGGTCTGGACCACC

TGTTCGACTCTGGTAACGACGCTGG

TGCTATCGGTCCGGCTATCTACCTG

CCGCTGTTCACCGGTGGTCGTCTGG

AAGGTCAGCTGACCTCTGCTGAAG

CTTACCAGGTTGCTAACCTGGTTGA

GCTC 
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های زیرواحدی پیوسته و غیرپیوسته در وکتور و واکسن VceCنمایش کلونینگ صحیح پروتئین : 6شکل 
pET-28a (+) 

 
 

های غشای خارجی عموما بیان پروتئین

توسط عوامل محیطی تنظیم شده و نقش قابل 

هایی و زایی چنین باکتریتوجهی در بیماری

های مختلف دارد سازگاری آنها با محیط

(McClelland et al., 2001; Cao and  

Klebba, 2002).  متاسفانه استفاده بیش از حد

های مختلف سبب ایجاد مقاومت بیوتیکاز آنتی

های مختلف این باکتری چند دارویی در سویه

تر است که مبارزه با آن را هر روز سختشده 

 ود.شو باعث شکست در مبارزه با آنها می کندمی

های موثر در ایجاد مقاومت یکی از پروتئین

پروتئین غشای  V. choleraeدارویی در 

. با توجه به ایجاد مقاومت است VceCخارجی 

های این باکتری و نیاز به دارویی در سویه

مبارزه، پتانسیل واکسن بودن جدید های رویکرد

های ایمونوژنیک پروتئین نام برده در و ویژگی

 این مطالعه مورد بررسی قرار گرفته است.

ها حاکی از وجود فاکتور بررسی دامین

غشای خارجی لیپوپروتئین موثر در انتشار مواد، 

درصد از  4تا  0در ساختار پروتئین است. حدود 

 مربوط بهی هاژنها را ژنوم باکتری

 ,.Zhao et al)دهند. تشکیل میها لیپوپروتئین

 متعددی هایها دارای نقش. لیپوپروتئین(2017

         و در انتقال هستندها زایی باکتریدر بیماری

 ,Lim)بیوتیکی نقش دارند و مقاومت آنتی
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هم نشان داده شده که  VceC. در مورد (2015

 در مقاومت دارویی باکتری نقش بسزایی دارد.

نشان داد که این  VceCنتایج همترازی 

           های گزارش شدهپروتئین در تمام سویه

V. cholerae  وجود دارد و به شدت نیز حفاظت

 دیگرشده است. همچنین در بسیاری از 

نیز درصد  Vibrioهای مربوط به جنس گونه

حفاظت بالایی را از خود نشان داد. در کنار دو 

ا بودن زسویه ایجاد کننده وبا و با توجه به بیماری

، باید به دنبال V. choleraeهای سویه دیگر

طراحی واکسنی بود که بتواند در برابر تمامی 

تنها )سم وبا(  CTها ایجاد ایمنی کند. سویه

وبا از این باکتری  توسط دو سویه ایجاد کننده

د، بنابراین استفاده از آن و به تنهایی شوتولید می

های تواند روش موثری در ساخت واکسننمی

       زایهای بیماریزیرواحدی علیه همه سویه

V. cholerae  باشد. استفاده از یک پروتئین به

ها به شدت حفاظت شده و موجود در تمام سویه

 های پروتئینیواکسن نظر روش موثری در تولید

زا باشد. نشان داده شده علیه این گونه بیماری

ها به دلیل عدم که بسیاری از واکسن است

های مختلف، حضور و یا تغییرپذیری در سویه

توانایی کسب مجوزهای لازم به منظور 

. (Chiang et al., 2015)سازی را ندارند تجاری

های حفاظت شده عموما از از طرفی، پروتئین

ها به شمار های مهم و ضروری باکتریپروتئین

زایی روند و نقش مهمی را در بقا و بیماریمی

 Barh et al., 2011; Naz)کنند باکتری ایفا می

et al., 2015)  که نشان از اهمیت پروتئین

VceC  درV. cholerae .دارد 

ترین شباهتی به کوچک VceC پروتئین

های انسانی ندارد که خود یک مزیت پروتئین

بسیار عالی برای کاندیداهای واکسن به شمار 

رود. سلول کامل باکتریایی ممکن است دارای می

هایی باشد که شباهت بالایی به ژنآنتی

 یهاها و اجزای سلولی انسان یا میزبانپروتئین

داشته باشد. این امر منجر به تحریک دیگر 

 ،ول ها و اجزای بدن شدهسیستم ایمنی علیه سل

های خود ایمنی تواند سبب ایجاد بیماریمی

های این پروتئین، شود. همچنین از دیگر مزیت

عدم ایجاد حساسیت و سمیت در بدن میزبان 

 است.

نتایج نشان داد که پروتئین مورد مطالعه 

ژنیک و ویرولانسی است. دارای خواص آنتی

سلول گسترش ها غالبا به بیرون از ژنآنتی

اند و در غشای خارجی قرار دارند یافته

(Gourlay et al., 2013) پس در نتیجه .

توانند به راحتی توسط سیستم ایمنی می

و گزینه مناسبی به عنوان  وندشناسایی ش

 های نوترکیب و یا زیر واحدی باشند.واکسن
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یک پروتئین پایدار  VceCبا توجه به نتایج، 

ه ک استبا نیمه عمر و شاخص آلیفاتیک بالا 

تواند نشان دهنده شاخص آلیفاتیک بالا می

 ,Ikai)مقاوم بودن آن در برابر حرارت باشد 

. عوامل یاد شده به تخلیص و نگه داری (1980

پروتئین با فرم طبیعی و عدم دناتوره شدن در 

یانی هنگام تولید واکسن و یا دارو کمک شا

 کند.می

 سازینجایی که در هنگام تجویز و ذخیرهآاز 

 ها ممکن است پروتئولیز و تغییراتپروتئین

شیمیایی و حتی تغییر فرم رخ دهد، در نتیجه 

های زیرواحدی مبتنی بر پپتید به دلیل واکسن

 اندتر، اهمیت بیشتری پیدا کردهخواص مطلوب

(Rauta et al., 2016)های درمانی . سیستم

تواند جایگزین مولکولی به واسطه پپتید می

ی واکسن باشد. موثری برای رفع مشکلات فعل

تعدادی از داروهای مبتنی بر پپتیدها به دلیل 

سمیت بسیار پایین، خاصیت زیاد، تنوع 

شیمیایی فراوان و دسترسی به منابع طبیعی، به 

یید شده است و ات FDAطور کامل توسط 

بسیاری از آنها نیز هنوز مراحل مختلف توسعه 

 ,.Sharma et al)کنند دارو را سپری می

 و زیستی. سادگی نسبی تولید، ثبات (2014

طبیعت غیرعفونی، پپتیدها را به عنوان 

های جذاب واکسن تبدیل کرده است اکاندید

(Naz and Dabir, 2007) به همین منظور در .

قوه های بالژنیک و اپیتوپاین مطالعه نقاط آنتی

به منظور طراحی یک واکسن پپتیدی مشخص 

های پپتیدی و ارزیابی شدند. همچنین واکسن

طراحی شده در این مطالعه وزن نسبتا کمتری 

که تولید و تخلیص آن  رنددا VceCاز پروتئین 

 کند. تر میتر و کم هزینهمراتب آسانرا به 

توان را می یهای پپتیدی زیرواحدواکسن

طوری طراحی کرد که حداقل اجزای میکروبی 

مورد نیاز برای تحریک پاسخ ایمنی بهینه را در 

بر گیرد. این امر خطر تحریک پاسخ خود ایمنی 

را به دلیل وجود اجزای دیگر یا عوارض جانبی 

دهد. به همین ترتیب، غیرضروری کاهش می

به  توانندهای مبتنی بر پپتید نیز میواکسن

تری برای ایجاد تحمل های ایمنعنوان روش

اختصاصی آلرژن مورد استفاده قرار گیرند 

(Hailemichael and Overwijk, 2013). 

ها اولین برداری و شناسایی اپیتوپنقشه

های پپتیدی مرحله در طراحی واکسن

که بهترین  استزیرواحدی بر پایه اپیتوپ 

ها و های قابل استفاده در تولید واکسناپیتوپ

های تشخیصی بر پایه اپیتوپ را شناسایی کیت

. با توجه به (Gershoni et al., 2007)کند می

های کریستالوگرافی بر پایه اشعه این که روش

( NMRای )ایکس و رزونانس مغناطیسی هسته
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، ابزارهای بیوانفورماتیکی استپرهزینه و زمان بر 

افزارهای اختصاصی در این مطالعه برای و نرم

 کار گرفته شدند. ه ها باپیتوپشناسایی 

ها با ایجاد تغییرات عمیق در اجزای واکسن

 هایکه شامل واکنشسلولی ایمنی تطبیقی 

، استدر بدن  Tو  Bهای ایمنی با واسطه سلول

های پپتیدی بر کنند. ایده واکسنعمل می

و  Tو  B هایهای سلولاساس شناسایی اپیتوپ

آمده است که وجود ه سنتز شیمیایی آنها ب

های ایمنی خاص و بهینه را ایجاد تواند پاسخمی

. (Patronov and Doytchinova, 2013)کند 

ایمنی هومورال را به واسطه تولید  Bهای سلول

کنند گری میها میانجیبادیو ترشح آنتی

(Murphy and Weaver, 2016) در کنار .

یک نقش اساسی را در ایمنی  Tهای آنها، سلول

. (Alberts et al., 2002)کنند سلولی بازی می

های عرضه های آنها بر روی سطح سلولاپیتوپ

 ,.Sigal et al) دشونژن نمایان میکننده آنتی

توانند به طور نمی Tهای و سلول (1999

های آزاد شناور را تشخیص ژنمستقیم آنتی

به  Tهای . سلول(Ahmad et al., 2016)دهند 

 ها را بهتوانند اپیتوپکه می MHCهای مولکول

ند. شوعرضه کنند، متصل می Tهای سلول

            در Iکلاس  MHCهای پپتیدها با مولکول

دهند و شبکه آندوپلاسمی کمپلکس تشکیل می

های سپس برای تشخیص توسط لنفوسیت

به سطح سلول منتقل  T (CD8) سیتوتوکسیک

. (Lehner and Cresswell, 1996)شوند می

 +CD4کمکی  Tهای با این حال، تحریک سلول

( برای ایجاد پاسخ ایمنی MHC II)پاسخ 

زا بسیار مهم های بیماریسازگار در طول عفونت

. از این رو (Reise and Waller, 2009)است 

به هدف اصلی  Tپپتیدهای فعال کننده سلول 

اند برای توسعه واکسن و ایمونوتراپی تبدیل شده

(Umamaheswari et al., 2012) به همین .

در مطالعه  Tو  Bهای های سلولدلیل اپیتوپ

 د.ششناسایی و معرفی 

ل عم ژن و نحوهافزایش دانش تشخیص آنتی

ی های پپتیددر سطح مولکولی در بهبود واکسن

 درطراحی شده دخیل است. در نتیجه، مطالعات 

های در ژنزمینه واکسن به سمت کشف آنتی

معرض و واقع در سطح سلول باکتریایی که 

ها همچنین بادیمستعد تشخیص توسط آنتی

هستند، از طریق واکسیناسیون  Tالقای سلول 

پیدا کرده است  تغییر مسیرمعکوس 

(Patronov and Doytchinova, 2013) با .

ر ژن و دتوجه به توضیحات داده شده، نقاط آنتی

د و در ششناسایی  VceCمعرض پروتئین 

خطی تنها از  یطراحی واکسن زیرواحد

 های واقع در این مناطق استفاده شد.اپیتوپ
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زیه دست آمده از تجه ببیوانفورماتیکی نتایج 

توسط این های طراحی شده و تحلیل واکسن

های زیرواحدی از نشان داد که واکسنمطالعه 

ژنی بالاتری نسبت به کل پروتئین قدرت آنتی

این قطعات پپتیدی ند. در نتیجه هست برخوردار

توانند به عنوان یک واکسن موثر در ایجاد می

 V. choleraeزای ایمنی علیه باکتری بیماری

مطالعات به که نیاز  مورد آزمایش قرار گیرند

بعدی  هایپژوهشالینی در آزمایشگاهی و ب

 .است

نتایج این مطالعه نشان داد که در مجموع، 

یک فاکتور ویرولانسی و  VceCپروتئین 

ژنیک واقع در غشای خارجی با درجه آنتی

 های مختلف سلولیکسانی بسیار بالا در سویه

که توانایی تحریک  است V. choleraeباکتری 

سیستم ایمنی انسان را دارد. شناسایی 

های مختلف در ساختار و توالی این اپیتوپ

پروتئین و حضور بعضی از آنها در خارج از غشا 

و سلول، منجر به طراحی دو واکسن زیرواحدی 

پپتیدی پیوسته و یا خطی شد که پتانسیل ایجاد 

 ان را دارد.بایمنی در میز
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Abstract  

Vibrio cholerae is an aquatic pathogenic bacterium whose various strains 

cause diseases such as cholera, acute diarrhea, meningitis and sepsis. Due to the 

resistance of the strains to different antibiotics, the production of low-risk 

vaccines that affect all pathogenic strains can be the best method of control. 

Therefore, in this study, the vaccine potential of VceC outer membrane protein 

against V. cholerae was evaluated using bioinformatics methods. In addition to 

determining antigenicity, virulence, and physicochemical properties, B and T cell 

epitope mapping was performed to design the best peptide subunit vaccine. The 

results showed that the protein has optimal properties such as presence in all the 

studied strains, stability and long half-life, good temperature resistance, and 

solubility during overexpression. Numerous antigenic regions and linear and 

spatial epitopes were also observed along the protein sequence and structure. 

According to the location and antigenic properties, two linear and conformational 

subunit vaccines were designed that can be tested and used against the 

pathogenicity of different strains of V. cholerae. 
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