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ABSTRACT 

 

Background & Objectives: Haemophilus influenzae is a Gram-negative bacterium that is part 

of the normal nasopharyngeal flora of most humans. H. influenzae strains were defined in two 

categories: encapsulated (typeable) and non-capsulated (nontypeable) strains. Outer 

membrane protein P6 is a highly conserved and stable protein in the outer membrane of both 

encapsulated and non-capsulated strains of H. influenzae.  As an immunogen, P6 protein is a 

potential candidate vaccine against H. influenzae strains. The aim of this study was to produce 

recombinant protein P6 as a carrier protein for production of conjugate vaccines. 

Methods: The sequence (324 bp) coding P647-153 protein of H. influenzae was successfully 

cloned in pJET1.2 and subsequently in pET28a (+).  Expression of the recombinant protein 

was induced with 1mM IPTG. Recombinant P647-153 was purified through dissolving 

inclusions in 8M urea buffer, absorbing to Ni-NTA resins, washing by buffers with 

decreasing urea concentration and finally eluted in Imidazole solution. Imidazole was 

removed by dialysis against PBS (pH 7.4). The recombinant p647-153 was confirmed by western 

blot analysis using rabbit anti H. influenzae polyclonal antiserum.  

Results: The recombinant P647-153 was successfully expressed in E. coli BL21 (DE3) and 

purified (4 mg /lit of broth culture). The immunoblotting showed that recombinant P647-153 

conserved its native antigenic structure.  

Conclusion: Western blot results, along with that of sequencing, confirmed accurate 

production of recombinant P647-153 and partially retention of its conformational epitopes. 
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 مقدمه

هموفیلوس آنفلوانزا، باسیل گرم منفی هوازی 

اختیاری، فاقد اسپور و تاژك که براساس وجود یا 

گروه قابل  8عدم وجود کپسول پـلی ساکاریدی به 

بندی و غیرقابل طبقه( کپسولدار)بندی طبقه

جنس کپسول . شودتقسیم می( فاقدکپسول)

ریبوزیل  از پلی bهموفیلوس آنفلوانزا سروتیپ 

مهمترین عوامل  از است و (PRP) ریبیتول فسفات

 3سنین  انسان خصوصا در مننژیت باکتریائی در

هموفیلوس آنفلوانزا  .باشدسالگی می 3ماهگی الی 

های مدون پیش از انجام برنامه تا bسروتیپ 

عنوان یکی از ه بـ( سال پیش 80حدود )واکسیناسیون 

جهان  سراسر میر نوزادان در عوامل اصلی مرگ و

 .]1،8[رفت  بشمار می

 چکیده

در اغلب افراد تشکیل  را باسیل گرم منفی است که بخشی از میکروفلور نازوفارنکس همـوفیلوس آنفلوانزا، :زمینه و هدف

مورد مطالعه ( غیرقابل طبقه بندی)و بدون کپسول ( قابل طبقه بندی)داده و سویه های مختلف آن در دو گروه کپسولدار 

های فاقد کپسول و نیز نوعی ایمونوژن حفاظت شده و پایدار درمیان سویه ،P6پروتئین غشاء خارجی . گیردمیقرار 

مناسبی جهت واکسیناسیون علیه هموفیلوس  و خود بعنوان کاندید باشدمیس آنفلوانزا های کپسولدار هموفیلو سویه

به عنوان یك پروتئین حامل در  P6ژن نوترکیب هدف از این مطالعه، تولید و تخلیص آنتی .آنفلوانزا مطرح گردیده است

 .باشدواکسنهای کونژوگه می

و متعاقبا  pJET1.2در حامل پلاسمیدی P6  پروتئین کد کنندهجفت باز از بخش انتهای ژن  389ای به طولقطعه :روش کار

صورت گرفت و تخلیص آن با حل کردن اجسام   IPTGیك میلی مولار  القای تولید پروتئین با .کلون شد (+)pET28aدر 

سلولی در اوره، جذب با رزین نیکل، حذف اوره با شیب کاهشی اوره در محلول های شستشو و نهایتا جمع آوری پروتئین 

. حذف ایمیدازول با دیالیز در برابر بافرفسفات نمکی صورت پذیرفت. نوترکیب به شکل محلول در ایمیدازول انجام شد

با استفاده از روش  با استفاده از آنتی سرم پلی کلونال خرگوشی ضد هموفیلوس آنفلوانزا P647-153ن نوترکیب پروتئی

   .تایید گردیدوسترن بلات 

میلی گرم  9حدود ) تخلیص گردید وبیان  با موفقیت  E. coli BL21(DE3)در میزبانP647-153 پروتئین نوترکیب :یافته ها

 .نیز با استفاده از ایمونوبلاتینگ تأیید شد P6ژنی پروتئین نوترکیب ساختار آنتی (.LBدرهر لیتر کشت مایع 

نوترکیب و حفظ نسبی  P647-153نتایج وسترن بلات به موازات نتایج تعیین توالی، حاکی ازصحت تولید پروتئین  :نتیجه گیري

 .باشدتوپی آن میساختار اپی

 P647-153؛ و بیان کلون؛ هموفیلوس آنفلوانزا :کلمات کلیدي
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قدرت تهاجمی  هموفیلوس از دار کپسول هایسویه

 منتشر وبوده و معمولا عفونتهای  بیشتری برخوردار

قبیل مننژیت، آرتریت عفونی،  انسان از مهاجم در

. نمایند باکتریمی، سپتی سمی و اپی گلوتیت ایجاد می

ساکارید  جنس پلی این باکتریها از ژن کپسولی در آنتی

ژنهای پلی ساکاریدی جـزء سایر آنتی همانند است و

 Tهای غیروابسته به تیموس و لنفوسیت ژن آنتی

 همین دلیـل، پاسخ ایمنی ضعیفی راباشد که به  می

انگیزد، لذا این میر سـال ب 8کودکان زیر  خصوصا در

ژنها به منظور تولید واکسن باید بصورت آنتی

کونژوگـه با یك پروتئین حامل مثل توکسوئید 

غشاء خارجی پروتئین یا  دیفتری، توکسوئید کزاز و

 .]3،9[مننگوکوك مورد استفاده قرار گیرند 

ثابت شده که وجود آنتی بادی محافظت  امروزه

های غشاء خارجی کننده برعلیه برخی از پروتئین

و نیز برضد کپسول پـلی  P6ازجمله پروتئین 

تواند نقش مهمی در پیشگیری از ساکاریدی می

یا منتشر ناشی از هموفـیلوس  عفونتهای موضعی و

 .]8،2[آنفلوانزا داشته باشد 

درصد کل پروتئینهای  8الی  1حدود  P6پروتئین 

غشاء خارجی هموفیلوس آنفلوانزا را تشکیل داده، 

دالتون و  کیلو 12لیپوپروتئینی به وزن تقریبی 

اسیدآمینه است که از هـمولوژی  183مشتمل بر 

کـپسول و نیز  های فاقدمیان سویه بالائی در بسیار

هموفیلوس آنفلوانزا برخوردار بوده، در  bسروتیپ 

مطالعات با استفاده از مونوکلونال و پلی کلونال آنتی 

. بادی، این پروتئین حفـاظت شده گزارش شده است

این پروتئین بشدت ایمونوژن و آنتی بادی علیه آن 

لذا با توجه به اهمیت این . باشد باکتریسیدال می

محافظتی علیه پروتئین در ایجاد پاسخهای ایمنی 

هموفیلوس آنفلوانزا، در این مطالعه اقدام به کلون و 

این پروتئین . شد E. coliبیان این پروتئین در میزبان 

 تواند به عنوان یك کـاندیدای مناسب جهت تولیدمی

   واکسن علیه هموفیلوس آنفلوانزا مطرح  باشد

[11-7.] 

 روش کار

 هاسویه هاي باکتریایي، وکتورها و آنزیم 

 ATCCهموفیلوس آنفلوانزا  سویه استاندارد

بخش تولید )انستیتو پاستور ایران  از 10211

های از سویه. تهیه گردید( واکسنهای باکتریال

 E. coli BL21(DE3) و E. coli GM2163 باکتریائی

های تکثیری و بیانی نیز به ترتیب به عنوان میزبان

از  pJET1.2پلاسمید تکثیری . استفاده شد

(Fermentas)  و پلاسمید بیانیpET28a(+) 

(Novagen) سازی ژن هدف، مورد جهت کلون

های محدود الاثر آنزیم. استفاده قرار گرفتند

BamHI و HindIII  شرکت فرمنتاز وDNA  لیگاز

T4(Takata) از آنزیم. استفاده شدندDNA  پلیمراز

PrimeSTAR®  که قدرت تصحیح خطای بسیار بالایی

دارد، جهت تکثیر قطعه ژن هدف از ژنوم باکتری با 

PCR استفاده گردید. 

 هموفیلوس آنفلوانزا DNAکشت باکتري و استخراج 

 BHI))ابتدا با تلقیح نیم میلی لیتر محیط کشت مایع 

به داخل ویال باکتری لیوفیلیزه شده و انکوباسیون 

گراد و در درجه سانتی 37ای ساعت در دم 18بمدت 

. ، احیاء اولیه باکتری صورت گرفتCO2 %8 حضور

پس از آن باکتری به محیط کشت شکلات آگار انتقال 

در  دار ساعت در جار شمع 98پلیت ها بمدت . یافت

بعد از این . درجه سانتی گراد قرار داده شد 37دمای 

های گرد و محدب سفید مایل به مدت کلنی

میلی متر در سطح  3الی  8به قطر تقریبی خاکستری  

پس از انجام . پلیتها بصورت خالص مشاهده گردید

آزمونهای بیوشیمیائی و آگلوتیناسیون روی لام در 

، پلی ساکاریدی مجاورت آنتی سرم اختصاصی کپسول

، شناسائی و bباکتری هموفیلوس آنفلوانزا سروتیپ 

ساعته  98کلنی جوان از کشت  8تا 1سپس . تأیید شد

باکتری با استفاده از لوپ استریل به داخل 

 1میلی لیتری انتقال داده شد و 8/1میکروتیوبهای 

میلی لیتر نرمال سالین استریل به هر میکروتیوب 

 3هزار بمدت  10سانتریفوژ دردور. اضافه گردید
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ر دقیقه صورت گرفت و پس از آن، مایع فوقانی دو

نوبت  3ژ تا وعمل شستشو و سانتریف. ریخته شد

تکرار گردید و در نهایت توده سلولی مورد نظر 

استخراج ژنوم . بدست آمد DNAجهت استخراج 

 باکتری با استفاده از کیت تجاری استخراج

DNA(Bioneer) طبق دستورالعمل شرکت  و

 . سازنده انجام گرفت

 PCRپرایمر ها و شرایط 

جهت تکثیر  PCRواکنش  مقادیر مورد استفاده در 

 10x ،8/0 از بافر میکرولیتر 8 :شامل p6 ژن

، مولارمیلی 80 کلریدمنیزیوم از میکرولیتر

یك از پرایمرها با  میکرولیتر از هر8/0

الگو با  DNAمیکرولیتر از  یك ، 10pmol/µlغلظت

 dNTPsمیکرولیتر از  یك ،µg/ml 175غلظت 

2.5mM  آنزیم میکرولیتر از 8/0و DNA پلیمراز 

Taq 5غلظت  باu/µl میکرولیتر  80حجم نهائی  در

  .تهیه شدند

هموفیلوس آنفلوانزا در  p6توالی های ثبت شده ژن 

اخذ و توسط نرم افزارهای  NCBIبانك ژنی، از پایگاه 

MEGA4  وVectorNTIAdvancedTM 11.0  مورد

یك جفت پرایمر برای تکثیر . بررسی قرار گرفت

 97دهای آمینه ــــاسی د کننده مربوط بهــــناحیه ک

که عبارتند  راحی شدــــن پروتئین طــــای 183الی 

  نوکلئوتید 31دست با  از پرایمر بالا
(3’-CGTTACAATACCGTTTATTTCGGGATCCAGA-5’) 

 نوکلئوتید  33و پرایمر پائین دست  با   
(3’-TTAGTACGCTAACACTGCACGACGAAGCTTTAT-5’ .) 

پرایمر  8’انتهایدر  BamHIسایت برش برای آنزیم 

در  HindIIIسایت برش برای آنزیم بالادست و 

حروف زیر )پائین دست طراحی شد پرایمر  8’انتهای 

 (. خط دار

 DNAتوسط آنزیم PCRتکثیر ژن مورد نظر با 

واکنش تحت . انجام گرفت ®PrimeSTARپلیمراز 

 8درجه سانتی گراد به مدت  48برنامه دمایی شامل 

 18)گراد درجه سانتی 48دوره شامل  90دقیقه، 

درجه  78و ( ثانیه 18)درجه سانتیگراد  84، (ثانیه

درجه  78و در نهایت یك مرحله ( ثانیه 30)سانتیگراد 

  .دقیقه انجام گرفت 8سانتیگراد به مدت 

 P6پروتئین کد کننده ژن  کلون سازي

بعد از تکثیر با ( جفت باز398) p6محصول تکثیر ژن 

و خالص سازی  ®PrimeSTARپلیمراز  DNAآنزیم 

طبق دستور  pJET1.2از روی ژل آگارز، در پلاسمید 

 E.coliکیت الحاق و محصول واکنش الحاق به باکتری 

GM2163 غربالگری پلاسمیدهای . انتقال داده شد

مستقیم روی کلنی و  PCRحاوی ژن هدف با روش 

و متعاقب  pJET1.2با استفاده از پرایمرهای عمومی 

آن پرایمرهای اختصاصی طراحی شده برای ژن 

با هضم آنزیمی . صورت گرفت P6کدکننده 

 P6پلاسمیدهای نوترکیب، کلون شدن ژن پروتئین 

تأیید نهایی . تأیید شد pJET1.2در پلاسمید 

. پلاسمیدهای نوترکیب، با توالی یابی انجام گرفت

 Vectorنتایج توالی یابی آنها با  استفاده از نرم افزار

NTI AdvancedTM 11.0  بررسی و با توالی مرجع

با  P6ژن پروتئین  کلون شده قطعه .دمقایسه ش

 HindIIIو  BamHIهضم آنزیمی توسط آنزیم های 

خارج و بعد از خالص سازی داخل  pJET1.2از 

pET28a (+)  ،که توسط همین دو آنزیم بریده

واکنش  به سپس خالص شده بود، مجدداً خطی و

  پلاسمیدهای نوترکیب . الحاق وارد گردید

(pET28a-P6 )به باکتری E. coli GM 2163  منتقل

مستقیم روی  PCRو کلون های نوترکیب از طریق 

و متعاقب آن با  T7کلنی با پرایمرهای عمومی 

غربالگری  P6پرایمرهای اختصاصی ژن پروتئین 

    میدهای نوترکیبــــایی پلاســــد نهــــتأیی. شدند

pET28a-P6  با هضم آنزیمی و توالی یابی انجام

 .گرفت

 P6 (rP6)تخلیص پروتئین نوترکیب  بیان و

     به میزبان بیانی pET28a-P6پلاسمید نوترکیب 

E. coli BL21(DE3) های باکتری. انتقال داده شد

در محیط ( pET28a-P6)حاوی پلاسمید نوترکیب 
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 30حاوی کانامایسین با غلظت ( LB) مایع لوریا برتانی

ساعت در  18میکروگرم در میلی لیتر تلقیح و 

درجه سانتی  37انکوباتور با حرکت دورانی و دمای

ساعته برای  18از این کشت . گرماگذاری شدگراد

حاوی کانامایسین با  LBتلقیح محیط مایع جدید 

. میکروگرم در میلی لیتر استفاده شد 30غلظت 

محیط مذکور در انکوباتور با حرکت دورانی قرار 

 200طول موج گرفت و زمانی که کدورت محیط در 

رسید، بیان پروتئین نوترکیب  2/0نانومتربه حدود 

 (IPTG)  دتیوگالاکتوپیرانوزی-دی-بتا-یلبا ایزوپروپ

 3های زمان صفر الی نمونه .میلی مولار القا شد یك

ساعت از باکتری های القا شده گرفته شد و میزان 

های مذکور با الکتروفورز بر بیان پروتئین در زمان

و سپس رنگ آمیزی با  %18روی ژل پلی آکریلامید 

 .مورد ارزیابی قرار گرفت G-250کوماسی بلو 

، P647-153 (rP647-153)برای تولید پروتئین نوترکیب 

 E. coli BL21(DE3)ساعته از باکتری  18یك کشت 

به شکلی که قبلا شرح داده شد تهیه و از آن برای 

بعد از . استفاده گردید LBلیتر محیط تازه  یكتلقیح 

 IPTGاینکه باکتری ها به کدورت مناسب رسیدند با 

ساعت بعد از آن در  3القاء و به مدت میلی مولار  1

پس از طی . درجه سانتی گراد نگهداری شدند 37

  شدن این زمان، سلولهای باکتری با سانتریفیوژ در

×g 4000 شستشو  جمع آوری و با بافر فسفات نمکی

اوره ) Bرسوب سلولهای باکتری در بافر . داده شدند

 NaH2PO4 100+ میلی مولار  Tris-Cl 10+ مولار  8

بمدت  g 18000×حل و در  pH 8/8با (  میلی مولار

دقیقه بمنظور جداسازی فاز محلول از اجسام  30

سپس رزین نیکل . سلولی نامحلول سانتریفوژ شد

(Ni-NTA ) ساعت  8به فاز محلول اضافه و برای

این مخلوط پس از انتقال به ستون پلی . مخلوط شد

 Tris-Cl 10+ مولار  8اوره ) Cبا بافر استایرنی، 

 pH: 3/2با ( مولارمیلی NaH2PO4 100+ مولار میلی

حذف اوره با استفاده از بافرهای . شستشو داده شد

 صفرو  1، 8، 9، 8،2)حاوی شیب کاهشی غلظت اوره 

انجام و در نهایت پروتئین ها با استفاده از ( مولار

میلی مولار از ستون جدا و  880محلول ایمیدازول 

برای حذف ایمیدازول، محلول . جمع آوری شدند

به ( pH 9/7)پروتئینی در برابر بافر فسفات نمکی 

میزان پروتئین با روش . ساعت دیالیز شد 32 مدت

ل پروتئین محلول اسپکتروفوتومتری تعیین و مقدار ک

 .خالص شده از یك لیتر کشت باکتری محاسبه گردید

ي پروتئین تخلیص شده با روش وسترن ژن آنتيتأیید 

 بلات

پروتئین نوترکیب از ژل پلی آکریلامید به کاغذ پلی 

در شرایط  نیمه ( PVDF)وینیلیدین دی فلورا ید 

برای کنترل انتقال (. Bio Rad)خشك منتقل شد 

پروتئین از رنگ پانسواس استفاده و غشا به نوارهای 

. نازك حاوی پروتئین منتقل شده بریده شد

با محلول آلبومین سرم  PVDFمسدودسازی غشای 

در . ساعت انجام گرفت 1به مدت  8%( BSA)گاوی 

  1:8000غشاء با محلول حاوی رقت  اینمرحله بعد 

آنتی سرم پلی کلونال خرگوشی ضد هموفیلوس 

تولید ) ATCC 10211آنفلوانزا سویه استاندارد 

به ( های باکتریال انستیتو پاستورداخلی بخش واکسن

شستشو با بافر تریس . ساعت مجاور شد 8مدت 

. انجام گرفت (TBS-T) 80توئین  %08/0نمکی حاوی 

خرگوشی  IgGضد )نتی بادی های ثانویه غشاء با آ

غشاء . ساعت مجاورگردید 8برای مدت ( 1:10000

        زای محلول سوبسترای رنگپس از شستشو با 

مجاور شده و باندهای ( DAB)آمینوبنزیدین-دی

 .مربوطه پس از ظهور اسکن گردید

 

 یافته ها

 P6کلون سازي و تعیین توالي ژن کد کننده 

از ژن  183الی  97بخش کد کننده اسیدهای آمینه 

به وسیله آنزیم ( جفت باز389) P6کدکننده پروتئین 

DNA  پلیمرازPrime STAR®  که دارای قدرت

به سبب . تصحیح خطای بسیار بالایی است تکثیر شد

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

ru
m

s.
ar

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
5-

17
 ]

 

                             5 / 10

https://jarums.arums.ac.ir/article-1-77-en.html


 913فرشاد نجومی و همکاران                 ...                                                                                      کلون، بیان و تخلیص پروتئین 

 

های اضافه شدن توالی های شناسایی کننده آنزیم

BamHI  وHindIII  و سه نوکلئوتید اضافی به عنوان

، PCRدستگیره آنزیمی در دو طرف، اندازه محصول

 (.1شکل) باشد میجفت باز 398

 

 
                پلیمراز DNAتکثیرشده با آنزیم  PCRمحصول . 1شکل 

Primes TAR
با  PCRمحصول :3تا  1چاهکهاي  .بر روي ژل آگارز  ®

 bp 100 مارکر : 4جفت باز ، چاهك  342
 

 

 pJET1.2پلاسمید  با موفقیت در PCRمحصول 

هضم آنزیمی پلاسمیدهای نوترکیب . کلون شد

pJET-P6  و توالی یابی، صحت کلون شدن بخش

را تأیید  P6از ژن کدکننده پروتئین  نظر مورد

های مرجع مقایسه نتایج توالی یابی با توالی. نمایند می

نشان داد هیچگونه تغییر و جهشی در این قطعه ژن 

از ژن  توالی مورد نظر. کلون شده روی نداده است

نیز با موفقیت  (+) pET28aدر پلاسمید  P6پروتئین 

در نهایت  و( 8شکل )کلون و با هضم آنزیمی 

 .یابی نیز صحت آن تایید شد توالی

 

با دو آنزیم  pET28-p6محصول هضم پلاسمید نوترکیب . 2شکل 

BamHI  وHindIII   1مارکر : 1چاهك .بر روي ژل آگارزkb  . چاهکهاي

قطعه : باندهاي پائین / خطي شده  (+)pET28a: باندهاي بالا :   5تا  2

 P6خارج شده مربوط به ژن پروتئین 
 

 rP647-153تخلیص پروتئین  بیان و

نتایج الکتروفورز ژل پلی آکریلامید، بیان یك پروتئین  

کیلودالتونی  18الی  19در محدوده میان باندهای 

راهنمای وزنی را نشان می دهد که با وزن مولکولی 

کیلودالتون پیش بینی شده همخوانی دارد   18حدود 

بیان پروتئین ها بین ساعت اول و سوم تفاوت قابل 

 (. 3شکل)د ده ملاحظه ای نشان نمی

 
بر روي ژل پلي  rP647-153نتایج القاء و بیان پروتئین نوترکیب . 3شکل 

 . G-25 رنگ آمیزي شده با کوماسي بلو آکریلامید

 E.coli BL21 (DE3): 8مارکر وزن مولکولی پروتئین ، چاهك: 1چاهك

 E.coli BL21 (DE3): 3، چاهك(+)pET28aدست نخورده  حاوی پلاسمید

 .E: 9، چاهك(ساعت صفر)القاء نشده  pET28a-P6حاوی پلاسمید نوترکیب 

coli BL21 (DE3)  حاوی پلاسمید نوترکیبpET28a-P6  ،القاء ساعت اول

القاء  pET28a-P6حاوی پلاسمید نوترکیب  E. coli BL21 (DE3): 8چاهك

حاوی پلاسمید نوترکیب  E. coli BL21 (DE3) :2ساعت دوم ، چاهك

pET28a-P6 القاء ساعت سوم 
 

حاکی  rP647-153بررسی الکتروفورتیك نتایج تخلیص 

(. 8شکل )باشد  از غلظت قابل توجه این پروتئین می

بر اساس اندازه گیری با روش اسپکتروفتومتری 

، میزان استحصال (NanoDrop) توسط دستگاه

 9پروتئین محلول از یك لیتر کشت باکتری میزبان 

 (.9شکل)تعیین شد گرم میلی

 

500 bp 

 
100 bp 

 

500 bp 
 

250 bp 

15 KD 
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ژل پلي  بر روي rP647-153نتایج تخلیص پروتئین نوترکیب . 4 شکل

 G250  آکریلامید رنگ آمیزي شده با کوماسي بلو

استخراجهای اول تا  :8تا 8مارکر وزن مولکولی پروتئین ، چاهکهای : 1چاهك

 خالص شده rP647-153چهارم پروتئین نوترکیب 
 

توسط   rP647-153دهد  بلات نشان مینتایج وسترن 

آنتی سرم پلی کلونال خرگوشی ضد هموفیلوس 

 (. 8شکل )باشد  آنفلوانزا قابل شناسائی می

 
    نتیجه آزمون وسترن بلات پروتئین نوترکیب:  1چاهك. 5شکل 

rP647-153  ،2چاهكبا استفاده از آنتي سرم پلي کلونال خرگوشي :

 وزن مولکولي پروتئینمارکر 

 

 بحث

 ،(OMP)باتوجه به اینکه پروتئین های غشاء خارجی 

به عنوان کاندیداهای مهمی جهت واکسیناسیون علیه 

بسیاری از عفونتهای ناشی از باکتریهای گرم منفی و 

بخصوص هموفیلوس انفولانزا مطرح می باشند لذا 

ها از اهمیت خاصی ژن آنتیشیوه تولید و تخلیص این 

های ژن آنتینیز یکی از  P6پروتئین . برخوردار است

غشاء خارجی  هموفیلوس آنفلوانزاست که ساختاری 

لیپوپروتئینی داشته و از جمله پروتئینهای متصل به 

از این پروتئین . آیددیواره سلولی باکتری بشمار می

میتوان در کنار یك ادجوانت مناسب به عنوان واکسنی 

ه سویه های فاقدکپسول هموفیلوس آنفلوانزا و یا علی

پلی ساکاریدی در  ژن آنتیبصورت کونژوگه با یك 

در  .]11-19 [نقش یك پروتئین حامل استفاده نمود 

الی  97این تحقیق بخش کد کننده اسیدهای آمینه 

 (+)pET28a در پلاسمید بیانی P6ژن پروتئین  183

ه میزبان در سوی P647-153پروتئین . کلون شد

E.coli BL21(DE3)  به میزان چشمگیری تولید

در  rP647-153میزان تولید پروتئین نوترکیب . گردید

میلی گرم در میلی لیتر به ازای هر لیتر  9حدود 

 . باشد کشت باکتری بود که تولید قابل توجهی می

به عنوان  آن به دلیل اهمیت این پروتئین و نقش مهم

یك کاندید واکسن محققین بسیاری سعی در تولید 

 . انبوه آن داشته اند

را  P6پروتئین  ]18 [و همکارانش  1اولین بار مانسون

، (مولار 8/0)یك درصد، تریس  SDSبا استفاده از 

( 8pH)مرکاپتواتانل  -8 و (درصد 1/0)کلرید سدیم 

درجه سانتی گراد بصورت محلول  37و در دمای 

را از سایر  درآوردند و با استفاده از سانتریفیوژ آن

و  از ستون . اجزاء دیواره سلولی باکتری جدا نمودند

آنها در گزارش . عبور دادند S-200کروماتوگرافی 

 P6خود اعلام کردند که گرچه جداسازی پروتئین 

طبیعی با این روش نسبتا آسان و باصرفه است، اما 

ر پروتئین استخراج شده از آثاری از اسید مورامیك د

دهنده  شانستون کروماتوگرافی وجود دارد که ن

. باشدهموفیلوس انفلوانزا می آلودگی با پپتیدوگلیکان

مانسون و همکارانش بمنظور حذف بقایای 

                                                             
1Munson 

15KD 

 
17 KD 

 
11 KD 
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پپتیدوگلیکان از لیزوزیم استفاده نمودند، اما در 

گزارش خود به این نکته اشاره کردند که تلاش آنها 

لیزوزیم از محلول پروتئین با کمك  برای حذف

 .کروماتوگرافی تعویض یونی ناموفق بوده است

و همکاران وی اقدام به کلون و تعیین توالی  1نلسون

را با استفاده از  P6آنها ژن . کردند P6پروتئین 

از ژنوم هموفیلوس جدا  λgt11باکتریوفاژ لیتیك 

 .Eدر pUC18نموده و فاژ مذکور را در پلاسمید 

coli تولید پروتئین نوترکیب . بیان نمودند کلون و

P6  با استفاده از این روش، بمراتب کمتر از روش

. تخلیص طبیعی مانسون و همکارانش گزارش گردید

بعلاوه، آنها در گزارش خود اعلام نمودند که 

تواند نمی E. coliپروموتر پلاسمید مذکور در 

بیان ژن  بخوبی پروموتر هموفیلوس آنفلوانزا سبب

P6 مشکل دیگرآنها این بود که چون پروتئین . گردد

P6  از خانواده پروتئینOmpA  درE. coli  بود و

بدلیل وجود انشعابات لیپیدی و توالی سیگنال خود در 

دیواره سلولی میزبان جدید استقرار می یافت ، لذا 

جداسازی و تخلیص آن بصورت یك پروتئین 

 .]12 [ل مواجه می شدسیتوپلاسمی و محلول با مشک

و همکارانش موفق به تولید پروتئین نوترکیب  8گرین

P6 آنها بخشی . بصورت فاقد انشعابات لیپیدی شدند

جفت نوکلئوتید را با ژن کد  318بطول  P6از ژن 

گالاکتوزیداز بصورت فیوژن  -کننده آنزیم بتا

            در pUC19پروتئین درآوردند و در پلاسمید 

E. coli آنها نیز در گزارش خود از . کلون نمودند

محدودیت عمل پروموتر این پلاسمید در میزبان 

جدید به عنوان یك عامل محدودکننده جهت بیان 

از طرفی . یاد کردند P6بالای  پروتئین نوترکیب 

به شکل فیوژن  P6عنوان نمودند که تولید پروتئین 

سه با پروتئین سبب تفاوت در ایمنی زائی آن در مقای

 .]17[شده است  P6پروتئین طبیعی 

                                                             
1Nelson 
2Green 

و همکاران وی با شیوه ای اصلاح شده  3کارالوس

بطور طبیعی از  P6اقدام به تولید و تخلیص پروتئین 

آنها از هر . کشت مایع هموفیلوس آنفلوانزا نمودند

گرم میلی 8لیتر کشت مایع هموفیلوس، حدود 

استخراج کردند که در مقایسه با  P6پروتئین طبیعی 

اما مشکل . ای بودکارهای مشابه، میزان قابل ملاحظه

اصلی آنها آلودگی پروتئین با لیپو اولیگوساکارید 

موجود در غشاء خارجی هموفیلوس آنفلوانزا 

 . ]10[بود

، اقدام به تولید پروتئین و همکارانش 9هوتومی

 E.coliفاقد انشعابات لیپیدی در  P6نوترکیب 

را بصورت  P6نمودند و پروتئین نوترکیب 

سیتوپلاسمی و محلول تخلیص کردند و اظهار داشتند 

هومولوژی با پروتئین  %40که پروتئین مذکور واجد 

ناچار ه حال آنها نیز ب این با. باشد می P6طبیعی 

را بصورت فیوژن پروتئین تولید نمودند  P6پروتئین 

اسیدامینه اضافه بر اسیدهای آمینه  7که درنهایت 

 .]18[پروتئین طبیعی داشت 

در میزبان  rP647-153تولید پروتئین نوترکیب 

و تحت کنترل  (+)pET28aپروکاریوتی در سیستم 

صورت گرفت که منجر به  T7پروموتر قدرتمند 

این پروتئین نوترکیب به  گرم ازمیلی 9تولید حدود 

ازای هر لیتر کشت باکتری شده است که نسبت به 

 از. تجربیات دیگر محققین دستاورد ارزشمندی است

کور که بر پایه ذسوی دیگر سیستم تخلیص پروتئین م

دنباله پلی هیستیدین و روش مشروح انجام شده 

دهد که برای پروتئینی را نشان می %40خلوص بالای 

. آل استپایین بسیار چشمگیر و ایدهبا وزن 

ژنیك این پروتئین نوترکیب نیز حفظ های آنتی ویژگی

شده که با توجه به اهمیت آن در تجربیات ایمن

 .العاده ای داردسازی، اهمیت فوق
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 نتیجه گیري

به عنوان یك پروتئین   P6با توجه به اهمیت پروتئین 

حفاظت شده در بین سروتایپهای مختلف هموفیلوس 

انفولانزا، این پروتئین می تواند در تشخیص، مطالعات 

ایمنی زایی و همچنین به عنوان یك کاندیدای واکسن 

سازی این تسهیل تولید و خالص. استفاده شود

ساز تسریع در مطالعات پروتئین نوترکیب زمینه

سازی شده و ایجاد و پیشبرد و ایمنسرولوژیکی 

تواند تا حد بالایی منجر  تکنولوژی تولید انبوه آن می

به کاهش هزینه های توسعه واکسن علیه هموفیلوس 

 . انفولانزا گردد
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