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Abstract 
BACKGROUND: Salmonellosis is a dangerous disease that can threaten the health of humans and animals. This 

disease can lead to economic losses annually; therefore, many studies have been conducted to prevent this disease. 

OBJECTIVES: The current study aims to design a recombinant chimera protein HBHA-Omp28 as a vaccine against 

Salmonella typhimurium.  

METHODS: The nucleotide and amino acid sequences of Omp28 and HBHA proteins were first extracted from the 

NCBI database. Then, the recombinant chimera of HBHA-Omp28 was bioinformatically assembled using a rigid 

linker. Epitope prediction of T and B cells, antigenicity, allergenicity, and physicochemical features assessments of 

HBHA-Omp28 were done using Immune Epitope Database (IEDB), ABCpred, VaxiJen, AllerTOP and ProtParam 

online servers, respectively. To assess the secondary and tertiary structures, the Self-Optimized Prediction Method 

with Alignment (SOPMA) and the Iterative Threading ASSEmbly Refinement (I-TASSER) server were used, 

respectively. Molecular docking between recombinant chimera and TLR4/MD2 receptor was assessed by ClusPro 

server. Finally, after codon optimization of nucleotide sequence of recombinant chimera to express in Escherichia Coli 

k-12 strain, the cloning of recombinant chimera in pET21-a (+) vector was examined.  

RESULTS: The designed recombinant chimera was classified as an antigenic and non-allergenic protein with 

molecular weight of 34.19 kDa. According to the results of molecular docking study, the HBHA-Omp28 protein was 

able to bind to TLR4/MD2 receptor using 9 hydrogen bonds. The results of cloning study demonstrated that HBHA-

Omp28 successfully cloned into pET21-a (+). 

CONCLUSIONS: The designed recombinant chimera can be an appropriate vaccine against salmonella bacteria.  
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. List of predicted epitopes using IEDB and ABCpred servers and their antigenicity.  

Table 2. List of effective amino acids involved in hydrogen bonds formation. 

Figure 1. Final structure of HBHA-Omp28. 

Figure 2. Secondary structure of HBHA-Omp28 obtained by the SOPMA.  

Figure 3. Ramachandran plot of HBHA-Omp28 before refinement. In this model, 260 (82%) residues were located in the core area. 

Figure 4. Ramachandran plot of HBHA-Omp28 after refinement. In this model, 288 (91%) residues were located in the core area. 

Figure 5. The best refined model of HBHA-Omp28 , visualized by PyMol software. 

Figure 6. Interaction between HBHA-Omp28 protein and TLR4/MD2 receptor.  

Figure 7. Number and length of hydrogen bonds between HBHA-Omp28 protein and TLR4/MD2 receptor visualized by LigPlot+ software. 

Figure 8. Cloning the nucleotide sequence of HBHA-Omp28 (green color) into pET21-a (+) vector.  

10.22059/jvr.2023.355694.3329 

 

 

20.1001.1.20082525.1402.78.3.7.3 

Abolvafaei SZ, Shams N, Forouharmehr A, Jaydari A, Nazifi N. Design and Molecular Docking Study of 

Recombinant Chimera Protein HBHA-Omp28 for Developing an Efficient Vaccine Against Salmonella typhimurium. 

J Vet Res, 2023; 78(3): 223-233. doi: 10.22059/jvr.2023.355694.3329 

 

https://jvr.ut.ac.ir/
mailto:abolvafaei.sz@fs..lu.ac.ir
mailto:shams.n@lu.ac.ir
mailto:forouharmehr.a@lu.ac.ir
mailto:Jaydari.a@lu.ac.ir
mailto:nazifi.nrg@lu.ac.ir
https://doi.org/10.22059/jvr.2023.355694.3329
https://doi.org/10.22059/jvr.2023.355694.3329
https://dorl.net/dor/20.1001.1.20082525.1402.78.3.7.3
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.22059/jvr.2023.355694.3329


 

Journal of Veterinary Research 

222 

 113-133، 2041، 3، شماره 87دوره 

 

 یکبا هدف توسعه  HBHA-Omp28 یبنوترک یمرکا یمولکول ینگداک یو بررس یطراح

 موریومیفیسالمونلا ت یباکتر یهواکسن کارآمد عل
 

  0یفی، نرگس نظ1یدریجا ین، ام3فروهرمهر یعل ،1نعمت شمس، 2ییابوالوفا زهرایدهس

 یرانآباد، ادانشگاه لرستان، خرم ،یدانش آموخته دانشکده دامپزشک 1
 یرانآباد، ادانشگاه لرستان، خرم ،یدانشکده دامپزشک ،یولوژیگروه پاتوب 2
 یرانآباد، ادانشگاه لرستان، خرم ،یدانشکده کشاورز ،یگروه علوم دام 3
 یراندانشگاه لرستان، خرم آباد، ا ،یدانشکده دامپزشک ،یهعلوم پاگروه  2

 

 1242ماه  خرداد 31: تاریخ پذیرش،  1242ماه ین فرورد 22تاریخ دریافت:  
 

                                                                                                                 چکیده

 

های دهد. این بیماری سالیانه سبب زیانمیقرار  که سلامت انسان و حیوان را مورد تهدید باشدمیمهم و خطرناک  سالمونلوزیک بیماری :مطالعه زمینه

باشد. دی میهای زیر واحها واکسیناسیون ایمن با انواع واکسنهای مقرون به صرفه برای مهار انواع پاتوژنترین راهاز جمله مهمشود، شماری میاقتصادی بی

ا ای در تحریک سیستم همورال و سلولار میزبان رتوانایی اثبات شده موریومتیفی سالمونلابه عنوان یک پروتئین خارج غشایی مهم در باکتری  Omp28ژن آنتی

 شود.استفاده میها ها معمولاً از ادجوانتها، در طراحی واکسنژندارد. از طرفی جهت بهبود واکنش ایمنی نسبت به آنتی

 به عنوان یک واکسن علیه پاتوژن سالمونلا اجرا شد. HBHA-Omp28 به منظور طراحی کایمر نوترکیب مطالعه حاضر: هدف

استخراج شد. سپس کایمر  NCBIهای از پایگاه داده HBHAو مولکول  Omp28ژن های نوکلئوتیدی و آمینو اسیدی آنتیبرای این منظور، توالی: کارروش

به ترتیب  Bو  Tهای های سلولپیش بینی اپی توپای طراحی شد. منعطف به صورت درون رایانهغیر با استفاده از لینکر پپتیدی  HBHA-Omp28نوترکیب 

، VaxiJenبه ترتیب توسط سرورهای ز نیو فیزیکوشیمایی سازه طراحی شده  ، آلرژنسیتیژنسیتیخواص آنتیانجام شد و  ABCpredو  IEDBتوسط سرورهای 

AllerTOP  وProtParam  بررسی شد. در ادامه برای ارزیابی ساختار دوم و ساختار سوم سازه، به ترتیب سرورهایSOPMA وI-TASSER کار گرفته ه ب

های توالی سازی کدونبهینهاز در نهایت پس بررسی شد.  ClusProبا استفاده از سرور  TLR4/MD2شدند. داکینگ مولکولی بین کایمر نوترکیب و گیرنده 

 مورد بررسی قرار گرفت.  (+) pET21-aوکتور  ون، امکان کلون کایمر نوترکیب درK-12سویه  E. Coli وترکیب در سامانه پروکاریوتیننوکلئوتیدی کایمر 

کیلو  11/32ژنتیک با وزن مولکولی آلرژن و آنتیپروتئین غیریک  HBHA-Omp28 ، کایمر نوترکیبمطالعه حاضردست آمده در ه بر اساس نتایج ب :نتایج

ینگ مولکولی مشخص ک)بر اساس آنالیزهای راماچاندران( مدل شد. همچنین بر اساس دا هستهدر ناحیه  درصد اسیدهای آمینه 11این سازه با توزیع  دالتون بود.

اثبات کرد که کایمر نوترکیب با  نگمتصل شود. همچنین نتایج کلونی TLR4/MD2یرنده پیوند هیدروژنی به گ 1توانسته با تشکیل  HBHAشد که پروتئین 

 کلون شد.  (+)pET21-aوکتور بیانی  ونموفقیت در

تواند کاندید قابل اعتمادی در ساخت می مطالعه حاضردر  HBHA-Omp28 توان نتیجه گرفت که سازه طراحی شدهبه طور کلی می: نهایی گیرینتیجه

 های نوترکیب علیه باکتری سالمونلا باشد.واکسن

  ، عفونت، واکسیناسیونسالمونلوزیس، پروتئین نوترکیببیوانفورماتیک،  :کلیدی کلمات

 نویسندگان. ©، است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحقمجله  © تیرایکپ

 انتشارات دانشگاه تهران.ناشر: مؤسسه    

 یرانآباد، ادانشگاه لرستان، خرم ،یدانشکده دامپزشک ،یولوژیگروه پاتوب ،نعمت شمس: مسئول سندهینو
 

 

 

10.22059/jvr.2023.355694.3329 

 

20.1001.1.20082525.1402.78.3.7.3 
 

https://jvr.ut.ac.ir/
https://jvr.ut.ac.ir/
https://jvr.ut.ac.ir
https://orcid.org/0000-0002-9469-9080
https://orcid.org/0000-0001-8614-3720
https://orcid.org/0000-0001-6698-3503
https://orcid.org/0000-0002-5-7590
https://orcid.org/0000-0002-2508-7590
https://doi.org/10.22059/jvr.2023.355694.3329
https://doi.org/10.22059/jvr.2023.355694.3329
https://dorl.net/dor/20.1001.1.20082525.1402.78.3.7.3


 

2041، 3شماره  87دوره ▐ تحقیقات دامپزشکی مجله           

 

 225 

 مقدمه

 ها سبب کاهش میزان مرگ و میر ناشیهای عفونی ضرورتی انکارناپذیر است. واکسنامروزه نقش واکسیناسیون در جهت مقابله با انواع بیماری

هایی که عمدتاً مورد . واکسن(2 ،1) های عفونی دارندشوند و نقش مهمی در کنترل و پیشگیری از بیماریهای عفونی در جهان میبیماری از

های زیرواحدی مانند سموم باکتریایی غیرفعال شده های کشته شده و واکسنهای زنده ضعیف شده، پاتوژنگیرند، شامل پاتوژناستفاده قرار می

وی و پایدار مورد استفاده قرار های ایمنی قهای نوترکیب به منظور ایجاد پاسخهای جدید از انواع واکسن مانند واکسن. امروزه نسلباشندمی

های زنده یا ه از واکسنتواند در صورت استفادهایی است که میهای زیرواحدی، کاهش اثرات و واکنشهای واکسن. از مزیت(2 ،3) گیرندمی

های زنده ضعیف شده به منظور اثرگذاری بهتر، به ادجوانت نیاز دارند. های زیرواحدی، برخلاف واکسن. واکسن(5) کشته شده در بدن ایجاد شود

 بادی و کاهش دفعات تزریق واکسن اشاره کردبادی، افزایش تیتر آنتیتوان به تولید سریع و طولانی مدت آنتیها میله مزایای ادجوانتاز جم

. باکتری سالمونلا جزء (7) گرددها بر میهای نوترکیب به موضوع ایمنی ادجوانتنده استفاده و توسعه واکسنترین عامل محدود کنمهم. (6)

فعالیت  هوازی اختیاریی یا بیشود. این جنس باکتری به صورت هوازهای گرم منفی دیده میباشد و به صورت باسیلمی انتروباکتریاسهخانواده 

ترین عوامل ایجاد آلودگی در مواد از مهم که ، عامل آن باکتری سالمونلا استباشدیممهم عفونی  زئونوز هایبیماری جمله دارد. سالمونلوزیس از

با  سالمونلا انتریکاسروتایپ معرفی شده است که شامل دو گروه عمده  2244. امروزه برای باکتری سالمونلا بیشتر از (2) آیدغذایی به شمار می

زایی که به منظور بررسی ایمنی های بیماریزا انسانی به طور معمول در گروه انتریکا قرار دارنداست. سویه سالمونلا بونگوریشش زیر گروه و 

های قابل بررسی باکتری سالمونلا ژن. یکی از انواع آنتی(14 ،1) گیردهای بیوشیمیایی و سرولوژی صورت میهای سالمونلا ابتدا آزمایشسروتیپ

خارجی  ءات نشان داده است که پروتئین غشامطالع، باشدمیهای غشا خارجی خصوص پروتئینهای سطحی آن به جهت تولید واکسن، پروتئین

22 (Omp28دارای خاصیت آنتی )یکی از نکات مهمی که در. (11) تواند در ساخت واکسن استفاده شودباشد، لذا این پروتئین میژنیک می 

باشد. طبق گزارشات انجام شده، طول طراحی و ساخت یک واکسن نوترکیب باید به آن توجه شود، اعمال یک ادجوانت مولکولی مناسب می

تواند به عنوان ( میHBHA) نین چسبنده به هپاریننام هماگلوتیهای خانواده مایکوباکتریوم )عامل سل( بههای سطحی باکترییکی از پروتئین

ژنیک حاضر، یک کایمر نوترکیب بر پایه پروتئین آنتی مطالعهدر . (12)ثیرگذاری واکسن در نظر گرفته شود أادجوانت مولکولی برای بهبود ت

Omp28  و ادجوانت مولکولی  موریومسالمونلا تیفیاز باکتریHBHA  و به عنوان کاندید واکسن  طراحی گردید مایکوباکتریوم بویساز باکتری

 های بیوانفورماتیکی مورد بررسی قرار گرفت.با استفاده از روش علیه سالمونلوز

 کار مواد و روش

از باکتری  HBHA، توالی نوکلئوتیدی و آمینو اسیدی مولکول مطالعه حاضربه منظور انجام  :هاآوری اطلاعات از پایگاه دادهجمع

 ) https://www.ncbi.nlm.nih.goVNCBI( ، از پایگاه دادهموریومسالمونلا تیفیاز باکتری  Omp28ژن و آنتی مایکوباکتریوم بوویس

مربوط  pdbبودند. علاوه بر این فایل  142632CPو  _3/444162NC به ترتیب Omp28و  HBHAاستخراج شدند. شماره دسترسی پروتئین 

  استخراج شد. RCSB (https://www.rcsb.org/) هایاز پایگاه داده 62Z 2 با شماره دسترسی TLR4/MD2به گیرنده 

 CLCافزار از نرم HBHAو  Omp28های پروتئیناسیدی آمینوبرای طراحی کایمر نوترکیب متشکل از توالی  :طراحی کایمر نوترکیب

Main WorkBench افزار استفاده شد. بدین منظور ابتدا توالی پروتئین این دو مولکول توسط نرمCLC Main WorkBench  ه ب 5/5ورژن

در  Omp28ژن اسیدی آنتی( و توالی آمینو Nانتهای در بالادست ) HBHAدست آمد سپس در کایمر نوترکیب، توالی آمینواسیدی پروتئین 

لینکر  ا، ازهو به دنبال آن عملکرد صحیح آناز یکدیگر پروتئینی دو دومین بین ( کایمر گنجانده شد. با هدف حفظ فاصله Cانتهای دست )پایین

  استفاده شد. EAAAKغیرمنعطف 

-HBHAزایی کایمر نوترکیب و آلرژنژنسیتی برای سنجش میزان آنتی: زایی کایمر نوترکیبژنیسیتی و آلرژنبررسی آنتی

Omp28ی، به ترتیب سرورها )pharmfac.net/vaxijen-http://www.ddg( VaxiJen  و ،2ورژن-https://www.ddgAllerTOP (

)/AllerTOP/pharmfac.net  ای پروتئین نوترکیب مذکور با فرمت آمینهها توالی اسیدرکار گرفته شدند. برای استفاده از این سروه ب 1ورژن

FASTA کار گرفته شد.ه ب 

https://jvr.ut.ac.ir/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen
https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/
https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/
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موجود در  Tو  Bهای های اختصاصی سلولبا هدف تعیین اپی توپکایمر نوترکیب:  Bو  Tهای های سلولپیش بینی اپی توپ

 ABCpredو  IEDB (http://tools.iedb.org/)کایمر نوترکیب طراحی شده در مطالعه حاضر، از سرورهای معتبر 

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/index.html) های های سلولبه ترتیب برای پیش بینی اپی توپT (MHCI  وMHCII) 

 ای پروتئین کایمر نوترکیب طراحی شدهذکر است که برای استفاده از سرورهای مذکور از توالی اسید آمینهاستفاده شد. لازم به  Bهای و سلول

-VaxiJen (dgهای به دست آمده، سرور معتبر استفاده شد. در ادامه برای ارزیابی بیشتر آنتی ژنسیتی اپی توپ FASTAبا فرمت 

pharmfac.net/vaxijen/scripts/VaxiJen_scripts/)  مورد استفاده قرار گرفت.  2/4با حد آستانه 

در مطالعه حاضر برای بررسی خواص فیزیکوشیمایی کایمر نوترکیب،  :بررسی خواص فیزیکوشیمایی و ساختار دوم کایمر نوترکیب

استفاده شد. شایان ذکر است این سرور توانایی آنالیز خواص فیزیکوشیمایی  ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/)از سرور 

باشد. همچنین به منظور بررسی را دارا می GRAVYمهم از قبیل وزن مولکولی، نقطه ایزوالکتریک، شاخص آلفاتیک، شاخص ناپایداری و 

-HBHA( کایمر نوترکیب بتا هاییچصفحات گسترده و پ ی،فتصاد هاییچپ یکس،آلفا هلهای مختلف فضایی )بینی حالتساختار دوم و پیش

Omp28 طراحی شده از سرور SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/NPSA/npsa_sopma.html) .استفاده شد 

-Iشده از سرور ی به منظور مدل کردن ساختار سوم کایمر نوترکیب طراح مطالعه حاضردر  :بررسی ساختار سوم کایمر نوترکیب

TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)  استفاده شد. سپس ساختار سوم مدل شده برای استفاده در

ریفاین گردید و بهترین  GalaxyRefine (https://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi/type=REFINE)مراحل بعد توسط سرور 

انتخاب شد. در نهایت  VADAR (http://vadar.wishartlab.com) مدل ریفاین شده از طریق آنالیز پلات راماچاندران ارائه شده توسط سرور

 سازی شد.رویت 2/5/2ورژن  PyMol (https://pymol.org)افزار ز نرمبا استفاده ا HBHA-Omp28بهترین مدل ریفاین شده کایمر 

 

 ها.و ارزیابی آنتی ژنسیتی آن IEBDو  ABCpredهای پیش بینی شده توسط سرورهای توپلیست اپی  .2جدول 

 
 .طول پیوندهاثر در ایجاد پیوند هیدروژنی و ؤم اسیدهای آمینه .1جدول 

 TLR4/MD2های گیرنده مینهآ اسید HBHAهای پروتئین اسید آمینه (Aºطول پیوند هیدروژنی)

 122لیزین  212گلوتامین  51/2

 122لیزین  222پرولین  63/2

 14آرژنین  274آسپاراژین  25/2

22/3 
 14 آرژنین 273گلیسین 

73/2 

57/2 
 21لیزین  275آسپاراژین 

52/2 

 11لیزین  275آسپاراژین  12/2

 14آرژنین  275آسپاراژین  21/2

امتیاز  هااپی توپ یدیپپت توالی نوع اپی توپ
VaxiJen 

 آدرس سرور نام سرور

 B TDTRSRVEESRARLTK 2772/1 ABCpred https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/index.htmlسلول 

 B DFKGGDYVDFQETETT 1517/4 ABCpred https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/index.htmlسلول 

 Tسلول 

(MHCI) 
YLEAATSRY 5717/4 IEBD http://tools.iedb.org/mhci/ 

 Tسلول 

(MHCI) 
FVDLNPQTM 1225/1 IEBD http://tools.iedb.org/mhci/ 

 Tسلول 

(MHCII) 
SCQEFVDLNPQTMAP 7215/4 IEBD http://tools.iedb.org/mhcii/ 

 Tسلول 

(MHCII) 
APLLAALGAADLALA 2631/4 IEBD http://tools.iedb.org/mhcii/ 

https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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، توسط TLR4/MD2و گیرنده  HBHA-Omp28پروتئین بین کایمر -بررسی برهمکنش پروتئین :بررسی داکینگ مولکولی

پروتئین  pdbانجام شد. به این منظور از فرمت  2ورژن  ClusPro (https://cluspro.org/login.php/redir=/queue.php)سرور 

TLR4/MD2  به عنوان گیرنده و فایلpdb  بهترین مدل ریفاین شده کایمرHBHA-Omp28 بود به  دست آمدهه که از مراحل قبل ب

و بررسی  سازیترین سایز کلاستر و کمترین انرژی انتخاب شد. رویتاساس بزرگ عنوان لیگاند، استفاده شد. بهترین مدل داک شده بر

انجام  2/2/2ورژن  LigPlot+ و 2/5/2ورژن  PyMolهای افزارمورد مطالعه توسط نرم یندمطول و تعداد پیوندهای هیدروژنی بین دو 

 شد.

ای بیانی هطالعه حاضر به منظور بهینه سازی کدون: در مهای بیانی توالی نوکلئوتیدی کایمر نوترکیببهینه سازی کدون

استفاده  ) http://www.jcat.deJCat(از سرور  -K-12سویه  E. Coliتوالی نوکلئوتیدی کایمر نوترکیب در سیسم بیانی پروکاریوتی 

ر های محدودالاثهای برشی آنزیمها، حدف جایگاهسازی کدونعلاوه بر بهینهگزاری شد و گردید. برای این منظور توالی اولیه در سرور بار

 های اتصال ریبوزم پروکاریوتی نیز در دستور کار قرار گرفت.اضافی و جایگاه

ایگاه امکان کلون شدن توالی نوکلئوتیدی کایمر نوترکیب بین ج مطالعه حاضردر  :کلونینگ توالی نوکلئوتیدی کایمر نوترکیب

 Snap Geneافزار با نرم (+)pET21-aکتور بیانی و ( در3´و  5´)به ترتیب در انتهای  HindIIو  BamHIالاثر دی دو آنزیم محدوبرش

 مورد بررسی قرار گرفت.  3/5/1ورژن 

 نتایج

به سمت  یانتهای Nدر سازه کایمر نوترکیب از  شود،مشاهده می 1 تصویرطور که در همان: طراحی سازه ایمنوژنیک نوترکیب

C توالی پروتئینی ادجوانت مولکولی ،به ترتیب یانتهای HBHA  از باکتری مایکوباکتریوم، لینکر سخت و غیرمنعطفEAAAK  و توالی

( قرار گرفته است. این سازه نوترکیب دارای Omp28) موریومسالمونلا تیفیخارجی باکتری  ءکیلودالتونی غشا 22ژن اسیدی آنتیآمینو

 (.1 تصویر) آمینواسید باقی مانده در ساختار اول خود بود 313

 نتایج حاصل از سرور معتبر مطالعه حاضر،در : زایی و خواص فیزیکوشیمیایی کایمر نوترکیبژنسیتی، آلرژنارزیابی آنتی

ProtParam  نشان داد، وزن مولکولی، نقطه ایزوالکتریک، شاخص آلفاتیک، شاخص ناپایداری وGRAVY  سازه نوترکیب طراحی شده

HBHA-Omp28  بودند. علاوه بر این مشخص شد که نیمه عمر واکسن طراحی شده در  -253/4و  12/21، 13/23، 41/6، 11/32به ترتیب

دست آمده از ه باشد. اطلاعات بمی ساعت 14بیشتر از و  ساعت 24بیشتر از  ساعت، 34به ترتیب،  اشریشیاکلیها و باکتری پستانداران، مخمر

 دتوان( می2/4و سطح آستانه 63/4ژنینشان داد که سازه مهندسی شده مورد مطالعه )با توجه به امتیاز آنتی AllerTOPو  VaxiJenسرورهای 

 کند.گونه واکنش آلرژنی در بدن ایجاد نمیژن سبب تحریک سیستم ایمنی شود ولی در عین حال هیچبه عنوان یک آنتی

 
نت مولکولی، لینکر و پروتئین به عنوان ادجوا HBHAدر این سازه به ترتیب رنگ سبز، زرد و قرمز نشان دهنده پروتئین  :سازه نهایی کایمر نوترکیب ،(A). 2 تصویر

 توالی آمینواسیدی کایمر نوترکیب طراحی شده. ،(Bباشد )( میOmp28) موریومسالمونلا تیفیخارجی باکتری  ءغشا

 

https://jvr.ut.ac.ir/
https://cluspro.org/login.php/redir=/queue.php
http://www.jcat.de/
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. رنگ آبی، سبز، نارنجی و قرمز به ترتیب مربوط به بخش آلفا هلیکس، پیچ بتا، SOPMAدست آمده توسط سرور ه ساختار دوم سازه نوترکیب ب .1 تصویر

 باشد. صفحات گسترده می های تصادفی وپیچه

 

 
 264در این مدل  است که : پلات مربوط به ساختار سوم سازه طراحی شده قبل از ریفاین کردنVADARدست آمده توسط سرور ه پلات راماچاندران ب .3 تصویر

 قرار داشت.  هستهدرصد( در ناحیه  22اسیدآمینه )

 

که بالاترین  Bو  Tهای گروه های سلولترین اپی توپترین و قویمحتمل: Tو  Bهای های سلولنتایج پیش بینی اپی توپ

داشتند انتخاب شدند. در ادامه آنتی ژنسیتی هر یک از اپی  ABCpredو  IEDBامتیاز ارائه شده را به ترتیب توسط سرورهای آنلاین 

شد و در نهایت از هر گروه دو اپی توپ برتر معرفی  با موفقیت ارزیابی VaxiJenهای انتخاب شده از مرحله قبل مجدد توسط سرور توپ

 (.1جدول گردید )

ه است، نتایج بنشان داده شده  2 تصویرطور که در همان :بینی ساختار دوم و سوم سازه کایمر نوترکیب طراحی شده پیش

، یکسآلفا هلمشخص کرد که میزان حضور هر یک از ساختارهای  SOPMAبینی ساختار دوم به کمک سرور دست آمده از بررسی پیش

باشد. با توجه به درصد در سازه نهایی می 56/2و  11/7، 73/21، 73/67های بتا به ترتیب چهای تصادفی، صفحات گسترده و پیهچپی

های آلفا بیشترین مقدار را در بین ساختارهای پروتئین نوترکیب به خود اختصاص دادند. در ادامه، ، ساختار مارپیچ2 تصویرهای داده

( C-Scorضریب اطمینان ) با pdbمدل شد و بهترین فایل  I-TASSER ساختار سه بعدی سازه نوترکیب مورد مطالعه توسط سرور

در  درصد از اسیدهای آمینه 22. بر اساس آنالیزهای راماچاندران در این مدل، یدگردانتخاب  RMSD :Aº2/2 ±2/12و شاخص  -73/2

. پس از ریفاین کردن این مدل توسط (3تصویر ) درصد در منطقه خارج قرار داشتند 1ها در منطقه مجاز و درصد از آن 13، هستهناحیه 

 11بعدی ریفاین شده نهایی، یابی توسط پلات و آنالیزهای راماچاندران، مشخص شد که در مدل سهو پس از ارز GalaxyRefine سرور

 تصویرها در منطقه خارج قرار داشتند )آن زادرصد  4درصد اسیدهای آمینه در منطقه مجاز و  6، هستهدر ناحیه  درصد اسیدهای آمینه

 (.5تصویر ) سازی شدرویت PyMolافزار توسط نرم ،HBHA- Omp28بهترین مدل ریفاین شده سازه نوترکیب در نهایت  (.2
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 222در این مدل  است که : پلات مربوط به ساختار سوم سازه طراحی شده بعد از ریفاین کردنVADARدست آمده توسط سرور ه پلات راماچاندران ب .0 تصویر

 د.نشومشاهده می هستهدرصد( در ناحیه  11اسیدآمینه )

 

 
سازی شد. رنگ آبی نشان دهنده ساختار ادجوانت رویت PyMolافزار توسط نرم که HBHA- Omp28بهترین مدل ریفاین شده سازه نوترکیب  .5 تصویر

 باشد.می Omp28ژن به ساختار آنتیبین دو دمین است و رنگ قرمز مربوط  EAAAKمعرف لینکر  (، رنگ سبزHBHA) مولکولی

 

، از سرور آنلاین TLR4/MD2برای بررسی اتصال مولکولی بین پروتئین نوترکیب و گیرنده اختصاصی : داکینگ مولکولی

ClusPro  استفاده شد. نتایج داکینگ نشان داد کهHBHA ( این برهمکنش با 6 تصویربا کمترین انرژی به گیرنده خود متصل شد .)

 افزارهایکیلوکالری بر مول محاسبه شد. نرم -3/267بود. کمترین انرژی این اتصال  -2/623عضو خوشه دارای امتیاز مرکز خوشه  64
+LigPlot  وPyMol  جهت ارزیابی بیشتر محصول داک شده و برآورد تعداد و طول پیوندهای هیدروژنی مورد استفاده قرار گرفت. طبق

پیوند هیدروژنی  1، تعداد TLR4/MD2با پروتئین گیرنده مولکولی  HBHA، در طی برهمکنش مولکول 7 تصویرمشاهدات ارائه شده در 

 ارائه شده است. 2جدول ثر در ایجاد پیوندهای هیدروژنی در ؤینه مایجاد شد. اسیدهای آم

وتیدی کایمر های بیانی توالی نوکلئسازی کدون: نتایج بهینههای بیانی توالی نوکلئوتیدی کایمر نوترکیبسازی کدونبهینه

 ییرتغدرصد در توالی بهینه شده  5/54درصد بود به  2/52که توالی اولیه  GCنوترکیب در سیسم بیانی پروکاریوتی نشان داد درصد 

 در توالی بهینه شده ارتقاء یافت.  12/4در توالی اولیه به  31/4( از CAIها )سازی کدونیافت. همچنین شاخص بهینه

https://jvr.ut.ac.ir/
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، رنگ آبی ادجوانت مولکولی TLR4/MD2دهنده مولکول گیرنده . رنگ سبز نشانTLR4/MD2و گیرنده  HBHA-Omp28کایمر برهمکنش بین  .6 تصویر

HBHA رنگ زرد لینکر ،EAAAK ژن و رنگ قرمز آنتیOmp28 دهد.را نشان می 

 

 
پیوندهای  .ظاهرسازی شده است LigPlot+افزار که توسط نرم TLR4/MD2و گیرنده  HBHAتعداد و طول پیوندهای هیدوژنی بین مولکول  .8 تصویر

 شان داده شده است.نچین سبز هیدروژنی توسط خط

 

تواند در الی میکلئوتیدی کایمر نوترکیب نشان داد این توونتایج کلونینگ توالی ن :کلونینگ توالی نوکلئوتیدی کایمر نوترکیب

pET21-a(+) نمایش داده شده است  2 تصویرطور که در (. همان2تصویر ) به عنوان یک وکتور بیانی در سیستم پروکاریوتی کلون شود

 .در طول توالی کلون شده وجود ندارد HindIIIو  BamHIگونه جایگاه برشی برای دو آنزیم ، هیچ3´و  5´جز انتهای ه ب

 بحث

شوند. که باعث بیماری در انسان و حیوانات می باشندمیهای سالمونلا ترین سروتیپشایع موریومتیفیو  سالمونلا انتریتیدیس

. در مناطق (13) که پرندگان وحشی ممکن است عفونت را به انسان و مرغ انتقال دهند دادشواهد اپیدمیولوژی و باکتریولوژی نشان 

 های اخیر با توجه به محدودیت. در سال(12) درصد بیان شد 3/2لاشه مرغ معادل  های سالمونلا درشرقی آسیا میزان شیوع گونه

های عفونی قوت بیشتری گرفته است. اما نقطه چالش های نسل جدید جهت کنترل بیماریهای غیرفعال، ایده استفاده از واکسنواکسن

 دف تحریک مناسب با ه باشد. استفاده از ادجوانتنوترکیب در میزبان پروکاریوتی میژن های نوترکیب، تولید اندک آنتیانگیز واکسنبر
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 .pET21+ (a)وکتور  ون)رنگ سبز( در. HBHA-Omp28کلونینگ توالی نوکلئوتیدی کایمر  .7تصویر 

 

های های گذشته برای تولید واکسن. مطالعات مختلفی در طی سال(15 ،12) تواند این مشکل را برطرف کندگسترده سیستم ایمنی می

 های مختلف در ساختار واکسن انجام شدیا استفاده از ادجوانت ها وواکسن DNAهای تحت واحدی، نوترکیب، نوین مانند انواع واکسن

بسیار توسعه  ،شودژنی استفاده میها فقط از اجزای ایمن آنتیهای نوترکیب که در تهیه آن. امروزه طراحی و ساخت واکسن(16-12)

. دسترسی به این فناوری (24 ،11 ،11) پذیر شده استیافته است. این دستاورد مهم توسط علم بیوانفورماتیک و مهندسی ژنتیک امکان

ف شده های باکتریایی و ویروسی ضعیهای پروتئینی را به جای واکسنژنهای نوترکیب تشکیل شده از آنتیاز یک سو اجازه تولید واکسن

امروزه  .(21) ید پروتئین نوترکیب را در مقیاس عظیم با کمترین هزینه مقدور ساخته استدهد و از سوی دیگر تولو یا غیر فعال را می

در سال  و همکاران Shams یب صورت گرفته است. اخیراًهای نوترکمطالعات بیوانفورماتیکی فراوانی در زمینه طراحی و ساخت واکسن

 . همچنین(22)طراحی کردند توپی علیه عفونت سالمونلایی زا یک واکسن چند اپیا استفاده از سه پروتئین ایمنی، ب2411

Forouharmehr توپ به همراه ادجوانت اپی با استفاده از علم بیوانفورماتیک، واکسن نوترکیب مبتنی بر ،2422در سال  و همکاران

 Pandey مطالعه. بر اساس (23) کاندید مناسبی برای جلوگیری از عفونت بابزیوز گاوی محسوب شودتواند مولکولی طراحی کردند که می

ای را به عنوان ( پتانسیل امیدوارکنندهOmp28) موریومسالمونلا تیفیباکتری  22خارجی  ءهای غشاپروتئین ،2412در سال و همکاران 

و همچنین دارا بودن خاصیت اسیدی، قادر به تحریک هر دو  اسید امینه 142کاندیدای واکسن ارائه کرده است. این پروتئین با داشتن 

. (22) شودژنیک محسوب مییک پروتئین آنتی Omp28باشد. در نتیجه پروتئین ژنی بالا میبا شاخص آنتی یسلولنوع ایمنی همورال و 

ساس نتایج ابر  .(26 ،25)تا بتواند سیستم ایمنی را تحریک کند باشد  12/4تا  55/4ژنیسیتی باید بین طبق گزارشات موجود دامنه آنتی

زایی دارد و سبب تحریک خاصیت ایمنی 67/4ژنی حاضر با امتیاز آنتی مطالعهه مهندسی شده در ، مشخص شد که سازVaxiJenسرور 

 طوره توان آبدوست یا آبگریز بودن یک پروتئین را تعیین کرد. بمی GRAVYاین، بر اساس پارامتر  علاوه بر. شودسیستم ایمنی می

. بنابراین پروتئین نوترکیب طراحی شده در (27) شودان یک پروتئین آبدوست شناخته میمنفی، به عنو GRAVYکلی یک پروتئین با 

تواند به عنوان یک دستاورد مهم قلمداد حاضر که می مطالعهباشد. از جمله مشاهدات آبدوست می -GRAVY ،253/4با  مطالعهاین 

باشد، به دلیل دفع سریع از  KDa14چه وزن مولکولی پروتئینی کمتر از نشود، وزن مولکولی سازه طراحی شده است. به طور کلی چنا

 های مناسبن نقطه ضعف در طراحی سازهتواند به عنوامجاری کلیوی، ماندگاری کمتری در بدن میزبان موجود زنده دارد. این موضوع می

نشان داد که وزن مولکولی سازه طراحی شده  مطالعه حاضر. نتایج بیوانفورماتیک در (22) ساخت واکسن در نظر گرفته شود یبرا

11/32KDa یشتری دارد. موجود زنده پایداری ب بدنای با وزن مولکولی مذکور در گیری کرد که چنین سازهتوان نتیجهبود، لذا می

. نتایج حاصل از ریفاین ساختار سوم شدندسازی و ریفاین ساختار سوم سازه استفاده جهت مدل VADARو  I-TASSERسرورهای 

توان بیان کرد که واکسن مهندسی شده به اند. لذا میقرار گرفته هستهدرصد( در منطقه  11نشان داد که بخش عمده اسیدهای آمینه )

ضمین های مناسب تتوپی با استفاده از لینکرهای نوترکیب و چند اپیبا توجه به گزارشات موجود، کارکرد واکسن. خوبی مدل شده است

کنند دهنده یک واکسن را ایفا میتشکیل ءمهمی در حفظ فضای مناسب بین اجزاها نقش گزارش شده است که لینکر همچنینشود. می

علیه واکسن  زا و آلرژیکهای حساسیتکنند، بلکه از تشکیل ناخواسته ساختارم ایمنی کمک میو نه تنها به ارائه صحیح واکسن به سیست

https://jvr.ut.ac.ir/


 

 

 سالمونلا یباکتر یهعل HBHA-Omp28سازه  یابیارز \ و همکاران ییابوالوفا زهرایدهس 

 232 

 ءکیلو دالتونی غشا 22ژن توالی پروتئینی آنتی،  CLC Main WorkBenchافزارنرمطبق نتایج حاصل از  .(21) کنندجلوگیری می

از باکتری  HBHA و همچنین توالی پروتئینی ادجوانت مولکولی C ( در انتهایOmp28) موریومسالمونلا تیفیخارجی باکتری 

قسمت نتایج نشان  همان طور که دربه یکدیگر متصل شدند.  EAAAK ، از طریق لینکر سخت و غیرمنعطفNمایکوباکتریوم در انتهای 

یافت که  ءدر توالی بهینه شده ارتقا 12/4در توالی اولیه به  31/4( سازه طراحی شده از CAIها )داده شد شاخص بهینه سازی کدون

های این سازه نوترکیب برای بیان در سیستم پروکاریوتی نشان دهنده این مهم است که اکثر کدون 1نزدیک شدن این شاخص به عدد 

 یهانیپروتئ دیتول یبرا یابه طور گسترده باشد کهاند. سیستم بیانی پروکاریوتی، سیستمی ارزان قیمت، ایمن و کاربرپسند میشدهبهینه 

نتایج کلونینگ نشان داد، توالی نوکلئوتیدی کایمر نوترکیب  (34) شودیاستفاده م ساده که نیاز به تغییرات پس از ترجمه ندارند بینوترک

وکتور ذکر شده  T7که مربوط به سیستم بیانی پروکاریوتی است قابل کلون و در نتیجه تحت پروموتر  (+)pET21-aدر وکتور بیانی 

 قابل بیان است.

 نفی بر روی واکسن داشته باشد. در نتیجه تعامل بین ادجوانتثیر مأتواند تبرهمکنش ادجوانت مولکولی کایمر شده با گیرنده آن می

بیان  ClusProنگ مولکولی انجام شده با استفاده از سرور . نتایج داکی(27 ،17) صورت دقیق ارزیابی شوده واکسن و گیرنده آن باید ب

 بر اساس نتایج حاصل،را با حداقل اتلاف انرژی دارد. لذا  TLR4/MD2توانایی اتصال به گیرنده  HBHA- Omp28کند که پروتئین می

HBHA های نوترکیب استفاده شود.تواند به عنوان یک ادجوانت مولکولی مناسب در تهیه واکسنمی 

با وزن مولکولی  HBHA- Omp28گیری کرد که پروتئین نوترکیب طراحی شده توان نتیجهطور کلی میبه  گیری نهایی:نتیجه

11/32KDa  و برهمکنش مناسب با گیرنده اختصاصی خود، کاندید مناسبی به عنوان یک واکسن کارآمد، مؤثر و محرک سیستم ایمنی

 باشد. علیه بیماری سالمونلوز می

 سپاسگزاری
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