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  مقدمه

بروسلوز به عنوان یک بیماري مشترك میان انسان و 

دام، اساسا ً حیوانات را مبتلا کرده و تحت شرایطی به 

  . ]1[ سان نیز قابل انتقال استان

ها، از بـین  با واکسیناسیون دامپیشگیري از این بیماري 

هاي آلوده و نیز پاستوریزاسیون محصولات بردن دام

هاي ها واکسنبراي دامهر چند  . شودلبنی حاصل می

اسـتفاده   ،انـد هاي تخفیف حدت یافتهتجاري که سویه

اسـتفاده از آنهـا موجـب بـروز اخـتلال      امـا  . شـود می

هاي تشخیصـی شـده و موجـب    سرولوژیک در روش

   .]2[ دشونبیماري انسان نیز می

هـا جهـت   لذا نیاز است که استراتژي طراحی واکسـن 

یکــی از ایــن  .بروســلوز مــورد بــازنگري قــرار گیــرد

 . واحدي است هاي زیراز واکسن ها، استفادهاستراتژي

 به بروسـلوز ایمنـی سـلولی اسـت     نسبت موثر ایمنی

]3[ .  

  چکیده 

        هایی از بروسلا که بتوانند پاسخ ایمنی پروتکتیو تولیـد کنـد بسـیار مـورد علاقـه محققـین       ژنشناسایی آنتی :زمینه و هدف

در ایـن مطالعـه مـا     . گیـرد هاي مختلف بروسلا براي دستیابی به این اهداف مورد ارزیابی قرار بنژلذا بایستی آنتی. باشدمی

  . را در اشیرشیا کلی کلون و بیان نمودیم M16کیلودالتونی بروسلا ملی تنسیس  31ژن 

و در حامـل   کیلودالتونی بروسلا ملیتنسیس با پرایمرهاي اختصاصی تکثیر 31ژن  کدکننده پروتئین غشاي خارجی  :روش کار

القـاي تولیـد پـروتئین    . شد و در هـر دو پلاسـمید تعیـین تـوالی شـد     کلون  (+) pET28aو متعاقبا در  pJET1/2پلاسمیدي 

پروتئین نوترکیب با رزین نیکل جداسازي شد و خاصیت آنتی ژنیک آن با وسترن بلات و . صورت گرفت  IPTGنوترکیب با 

  .تایید شد پلی کلونال خرگوشی آنتی بادي

 ـ 241نسیس حاوي کیلودالتونی بروسلا ملیت 31پروتئین غشاي خارجی  :یافته ها ا موفقیـت کلـون و بـا    اسید آمینه است که ب

دهنده نتایج وسترن بلات و  تعیین توالی نشان. تخلیص شد  بیان و اشریشیاکلی این آنتی ژن در میزبان. یید شدتأتعیین توالی 

  .باشدصحت تولید پروتئین  نوترکیب و حفظ ساختار اپی توپی آن می

 31پـروتئین غشـاي خـارجی    ه نشـان داد کـه اشریشـیاکلی میزبـان بیـانی خـوبی جهـت تولیـد         نتایج این مطالع :نتیجه گیري

   .شود محسوب می کیلودالتونی بروسلا ملیتنسیس 

کیلو دالتونی 31پروتئین غشاي خارجی ؛ کلونینگ؛ بروسلا ملیتنسیس :کلمات کلیدي
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اي هاي تأییـد شـده  بر خلاف بروسلوز حیوانی، واکسن

انسانی هنوز در دسـترس   براي پیشگیري از بروسلوز

هاي دیگري لذا چاره جویی براي یافتن راه حل. نیست

جهت واکسیناسیون انسـان و دام بـا اسـتفاده از انـواع     

هاي پروتئینی و غیر پروتئینی بروسـلاها و یـا   ژنآنتی

بـه منظـور   . رسـد ها لازم به نظـر مـی  ترکیبی از آن

و  ها پی بردن به خواص آنتی ژنیکساخت این واکسن

هاي بیان شده در این بـاکتري  شیمیایی انواع آنتی ژن

  .الزامی است

هاي غشاي خـارجی بروسـلا در ایجـاد پاسـخ     پروتئین

 . ]3[ یـدي دارنـد  نقش کلدر این باکتري ایمنی سلولی 

هـاي غشـاي   ینهمین خاطر تعدادي از ایـن پـروتئ   هب

بروسـلا   هـاي پـروتئین . انـد خارجی کلون و بیان شده

ــیس ــامل ملیتنسـ  ،31kDa و ،kDa، 28kDa 20 شـ

 شـامل  هاي غشاي خارجی بروسـلا ابورتـوس  پروتئین

17 kDa،16.5 kDa،25kDa ،22 kDa  36و kDa  و

  . ]4[یس وبروسلا او  kDa 25پروتئین

ــارجی   در ــاي خ ــروتئین غش ــه پ ــن مطالع ــو 31ای  کیل

بــه صــورت بروســلا ملیتنســیس ) Omp31(دالتــونی 

  .تولید شده استنوترکیب 

در بروسـلا ملیتنسـیس    اولـین بـار   Omp31پروتئین 

هـاي  یک پورین است و در تمام گونه وگزارش شده 

و منجر به  بروسلا بجز بروسلا آبورتوس وجود دارد

       زبان بـه سـمت ایمنـی سـلولی     سوئیچ پاسخ ایمنی می

  .]4[شود می

Omp31  اسـت کـه در  شـاي خـارجی   پـروتئین غ یک 

کاندیـداي   و سطح بروسلا ملیتنسیس صاف قرار دارد

 .]5[واحــدي در برابـر بروسـلوز اســت    واکسـن زیـر  

ایــن تحقیــق کلــون ژن کدکننــده پــروتئین از هــدف 

Omp31      در یک پلاسمید بیـانی و سـپس تولیـد ایـن

         پــروتئین بــه صــورت نوترکیــب در بــاکتري میزبــان

E. coli باشدمی.  

  

  

  

  روش کار

  Omp31تکثیرژن 

ژنوم سویه استاندارد بروسلا ملیتسـیس تحـت گونـه    

16M ساخت ( نیربایو استخراج ژنوم با استفاده ازکیت

ــره ــیص )ک ــرداري از ژن    تخل ــی ب ــور کپ ــه منظ و ب

Omp31 )NC-004311 (     با بـه کـارگیري یـک جفـت

زیــر مــورد  )ســاخت شــرکت بــایونیر؛ کــره( پرایمــر

  :استفاده قرار گرفت

   Sbmo31F                                             پیشرو پرایمر

3'AATGAGCTCATGAAATCCGTAATTTTG
GCGTCCATC    5'

   Sbmo31R                                               پرایمر پیرو

3'ACAAAGCTTTTAGAACTTGTAGTTCAG
ACCGACGCG   5'

  

و پرایمر  SacIپرایمر پیشرو داراي جایگاه براي آنزیم 

باشـد  مـی   HindIIIپیرو داراي جایگـاه بـراي آنـزیم    

اس طراحی پرایمرها بر اس).  اندعلامت گذاري شده(

کیلـو   31توالی ژن کدکننده پروتئین غشـاي خـارجی   

به کمـک  .  )تکاپو زیست( دالتونی صورت گرفته است

®Prim STAR  آنـزیم   HS DNA polymerase 

که خاصیت تصحیح اشتباه بـالایی دارد،  ) ژاپن - تاکارا(

مـواد مـورد نیـاز    . از روي ژن اصلی کپی برداري شد

ژنومیـک،   DNAگوجهت ازدیاد ژن عبارت بودند از ال

بافر، کلرید منیزیم، آب ، dNTP، پیشرو و پیروپرایمر 

®PrimSTARاستریل و آنزیم  مقطر
با   PCRانجام. 

  98دقیقـه در   5مرحله دناتوراسیون اولیه بـه مـدت   

آغاز گردیده و با انجام ) Hot start(گراد درجه سانتی

 5درجه سانتی گـراد بـه مـدت     62(سیکل متوالی  35

 72ثانیـه و   45گراد بـه مـدت   درجه سانتی 72 ثانیه،

. به اتمام رسـید ) دقیقه 10گراد به مدت درجه سانتی

حاوي اتیدیوم بروماید در الکتروفورز  %1ژل آگاروز 

براي مشاهده محصول تکثیر شده کپی برداري مورد 

  .استفاده قرار گرفت
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  آنزیم هاي محدودالاثر و تهیه پلاسمید نوترکیب

کیلودالتونی در پلاسمید 31غشاي خارجی  ژن پروتئین

pJET1/2blont )کلـون شـد  ) لتـونی -کیت فرمنتاز .

ــه درون  pJET1/2پلاســمیدهاي  نوترکیــب حاصــل ب

E.coli دار شدهصلاحیتباکتري  DH5α شد منتقل .

ــام   ــی انج ــوك حرارت ــه روش ش ــیون ب ترانسفورماس

پلاسـمیدهاي نوترکیـب بـا اسـتفاده از کیـت      . گردید

 اسـتخراج شـده و بـه وسـیله هضـم آنزیمـی      بایونیر 

)SacI  وHindIII( و بــراي اطمینــان از  ندتأییــد شــد

عدم بروز موتاسیون و صحت تـرادف کاسـت بیـانی،    

مـورد ارزیـابی    با تعیین توالیپلاسمید استخراج شده 

بـا هضـم آنزیمـی دوگانـه      Omp31ژن . قرار گرفت

)SacI  وHindIII ( از پلاسمیدpJET1/2   خارج شـده

همـان دو  که بـا  ) نواژن( +) pET28a(و در پلاسمید 

به صورت خطـی در آمـده    داده شده وش برآنزیم 

پلاسمیدهاي نوترکیب بـا اسـتفاده از   .  کلون شد بود

براي حضور ژن مـورد  PCRهضم آنزیمی و واکنش 

  .نظر بررسی شدند

کیلودالتـونی در   31بیان پروتئین غشاي خـارجی  

E.coliBL21  

هـاي  به باکتري  pET28a (+)وترکیب پلاسمیدهاي ن

، به عنـوان میزبـان بیـانی    E.coli BL21مستعد شده 

 -دي -بتا -ایزوپروپیل وارد شدند و بیان با استفاده از

. شـد  القامیلی مولار  یک )IPTG( تیوگالاکتوپیرانوزید

سـاعت   4سـاعت پـس از القـا تـا      یکهر  ،میزان بیان

ی قـرار  مـورد بررس ـ  SDS-PAGE روشبـا   متوالی

%  5/12ژل پلی آکریـل آمیـد جـدا کننـده     که  گرفت

ها بوسیله نمونه). رد -بایو( مورد استفاده قرار گرفت

لیتـر بـافر ژل متـراکم    میلـی  10بافر نمونه که حاوي 

 2/0گرم اس دي اس،  1لیتر گلیسرول، میلی 5کننده، 

ــی ــل  میل ــول بروموفن ــر محل ــل و % 5/0لیت         1در اتان

 20مرکاپتواتانل که با آب مقطر به حجم -2لیتر میلی

هـا بـه   نمونـه . لیتر رسیده است، آمـاده شـدند  میلی

درجه سلسیوس قرار  100دقیقه در حرارت  5مدت 

میکرولیتر از هر نمونه روي ژل  20داده شده و نهایتاً 

پس از آماده شدن ژل، رنگ آمیـزي بـا   . بررسی شد

  .انجام گرفت250-جیکوماسی بلو

پروتئین نوترکیب تخلیص

بر اسـاس  denaturingتخلیص پروتئین تحت شرایط 

ــد  QIAGENدســـتورالعمل شـــرکت         . انجـــام شـ

اجسام به صورت IPTGها پس از القاء توسط پروتئین

ــوده ــی  ايت ــم در م ــامحلول در سیتوپلاس ــا  ن ــد، ب آین

استفاده از ستون کروماتوگرافی و بافرهایی که حاوي 

حذف اوره . شود ن خالص، جدا میاوره هستند، پروتئی

        هـاي حـاوي   روي ستون بـا شستشـو توسـط محلـول    

هاي کاهشی اوره و پیش از جدا کردن پـروتئین  رقت

  .از رزین انجام می گیرد

  ارزیابی پروتئین تخلیص شده

براي بررسی مراحل خالص سازي، محاسبه مقدار 

 ها از روشنسبی و تعیین وزن مولکولی پروتئین

SDS-PAGE براي تعیین غلظت کلی . استفاده شد

  .پروتئین نمونه  از روش برادفورد استفاده گردید

  آنالیز پروتئین نوترکیب به روش وسترن بلات

به کمک روش  SDS-PAGEپروتئین ها از روي ژل 

 .انتقال در تانک به غشاء نیتروسلولزي انتقال یافت

تینگ سپس به دلیل اینکه غشاي مورد استفاده در بلا

ها ظرفیت زیادي دارد، براي براي گرفتن پروتئین

هاي نشان جلوگیري از اتصالات غیر اختصاصی پروتئین

تشخیص به  هدار، مناطق آزاد غشاء قبل از مرحل

در ادامه غشاء در . بلوکه شدند 20وسیله توئین 

 با رقت کلونالبادي پلیسرم خرگوش حاوي آنتی

شناسی اکتريبخش ب تولید شده در( 1:10.000

بادي که در واقع همان آنتی )دانشگاه تربیت مدرس

براي جلوگیري از ( باشد قرار داده شداولیه ما می

کلونال  واکنش هاي متقاطع بین آنتی بادي پلی

تولید شده علیه بروسلا با پروتئینهاي میزبان بیانی، 

ساعت با لیزات سلول  24سرم خرگوشی 

E.coliBL21 ساعت در  1و سپس  فرمالینه انکوبه

g16000 از این سرم تیمار شده . سانتریفوژ شد
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بعد . )براي ردیابی پروتئین هاي بروسلا استفاده شد

، %05/0از شستشو با بافرتریس نمکی حاوي توین 

که  خرگوشی IgGضد  بادي ثانویهآنتی   غشاء داخل 

 1:5000با رقت گه شده ژو  با آنزیم پراکسیداز کون

. )تولید شرکت رازي فراز طب( قرار داده شد

تکرار شد و نهایتاً  TBSمجدداً مرحله شستشو با بافر 

غشاء در معرض مقدار کافی از محلول سوبستراي 

- میلی 5آنزیم پراکسیداز شامل دي آمینوبنزیدین 

در بافر  %1لیتر و پرکسیداز هیدروژن گرم در میلی

ظهور  به محض. قرار گرفت pH 7/5تریس نمکی با 

  . ندها غشاء با مقدار زیادي آب مقطر شسته شدبا

  

  یافته ها

توسط پرایمرهاي طراحی شده  Omp31ژن پروتئین 

   .)1شکل(تکثیر شد  PrimSTARو با آنزیم 

  

  
  برروي ژل آگاروز یک درصد PCRمحصول واکنش. 1 شکل

محصول : 2، چاهک)fermentase( سایز مارکر: 1 چاهک

PCR)723جفت باز(  

  

 +)pET28a(آنزیمی پلاسمید نوترکیـب   آنالیز هضم

کـه   نشـان داد ) 2شکل( HindIIIو SacIهاي با آنزیم

قــرار  پلاســمید بیــانیدر  Omp31ژن قطعــه حــاوي 

بررسی نرم افزاري حاکی از آن بود کـه  . گرفته است

کیلودالتون را کد کـرده   31این ژن پروتئینی به وزن 

ین در پـروتئ بیـان   .باشـد اسیدآمینه می 241و داراي 

میلی مولار تـا   یک IPTG باهاي تحریک شده باکتري

ردیـابی و پـروتئین در حـدود    ساعت بعد از القـاء   4

   و با )3شکل (بینی شده مشاهده شد وزنی پیش

  .)4شکل ( وسترن بلات تأیید گردید

  
هضم تک آنزیمی و دو آنزیمی با آنزیم هاي محدودالاثر . 2 شکل

  %1روي ژل آگاروزبر SacI, HidIII)( پلاسمید

 (+) pET28aپلاسمید: 2 ، چاهک)fermatas( مارکر سایز: 5 و 1 چاهک

 (+) pET28aپلاسمید: 3،7و4، چاهکنوترکیب بدون هضم آنزیمی

 (+) pET28aپلاسمید: 8و6 ، چاهکنوترکیب با هضم تک آنزیمی

  نوترکیب با هضم دو آنزیمی

  

  
تیوگالاکتوپیرانوزید  - دي -ابت - بیان با استفاده از ایزوپروپیل. 3 شکل

)IPTG (یک میلی مولار القا شد .  

ساعت متوالی با روش  4میزان بیان، هر یک ساعت  پس از القا تا 

SDS-PAGE  مورد استفاده %  5/12با ژل پلی آکریل آمید جدا کننده

 ساعت دوم: 2 ، چاهکبعد از القا ساعت اول: 1 چاهک. قرار گرفت

بهترین   ،ساعت چهارم بعد از القاء: 3،4،5،6 چاهک، IPTGبعد از القا با 

.می باشد IPTGبا  ساعت بعد از القاء 4- 3  پروتئین، بیان
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 نوترکیب کیلو دالتونی 31پروتئین غشاي خارجی سترن بلاتو. 4 شکل

  با آنتی بادي پلی کلونال خرگوشیخالص شده 

  

  بحث

            جــزء ) اي، تــب مــواج تــب مدیترانــه  ( بروســلوز

ــین انســان و دام اســت يبیمــار در  .هــاي مشــترك ب

هـاي تولیـد مثـل و    حیوانات بروسلا ترجیحا در ارگان

شود که سـبب بـروز سـقط    بافت جنینی جایگزین می

هاي شود و به دنبال آن خسارتجنین و ناباروري می

جهــت کنتــرل . کنــداقتصــادي مهمــی را حاصــل مــی

ــات   ــوام حیوان ــتار ت ــایش و کش ــلوزیس آزم و  بروس

هـا کنتـرل بیمـاري    واکسیناسیون از مهمترین برنامـه 

لذا جلوگیري از بروسلوز انسـانی وابسـته بـه    . هستند

هـایی بـراي   واکسـن . کنترل بیماري در حیوانات است

هاي زنده تخفیف پیشگیري بروسلوز حیوانی که سویه

اند در دسترس است ولی براي بروسـلوز  حدت یافته

.  ]6[ ي وجـود نـدارد  ادهانسانی هنوز واکسن تأیید ش

معایبی دارند که اسـتفاده از آنهـا را بـا     هااین واکسن

عدم انگیزش پاسـخ  : مشکل مواجه کرده است از قبیل

حیوانـات بـاردار و   سرولوژیکی پایدار، سقط جنین در 

ــرین مــوارد      ــوده شــدن انســان از مهمت ــر آل               خط

کننـد تـا   به این دلایل دانشمندان تلاش مـی  .باشندمی

اي را فراهم کنند هاي امن و غیر تکثیر شوندهواکسن

  . ]7[که تولید آنها آسان باشد 

هاي حفاظت بخش بروسـلا  ژنیبنابراین شناسایی آنت

ــن ــد واکس ــراي تولی ــاب ســلولار ضــروري  ب         هــاي س

  .]8[باشد می

بروسلا به طور گسـترده  ن هاي غشاي خارجی پروتئنی

هاي ایمونوژنیـک و حفاظـت بخـش    ژنآنتی به عنوان

ــد روششناســایی شــده ــابراین در تولی ــد، بن هــاي ان

ــن ــی و واکس ــیتشخیص ــا م ــیه ــد آنت ــاي ژنتوانن ه

  . ]7[سودمندي باشند 

ت انبـوه و  کش ـ بـه  تهیه پروتئین طبیعی بروسـلا نیـاز  

دارد که هم پروسه تولید بسیار سازي پروتئین خالص

هـاي  مشکل و خطرآفرین است و هم سطح پـروتئین 

سـازي فـرم   سطحی به حدي نیست که خالصغشایی 

در ایـن مطالعـه از تکنیـک    . طبیعی آن به صرفه باشد

اسـتفاده نمـودیم کـه    جهت تولید پـروتئین  نوترکیبی 

   .بگذارد ما پروتئین را در اختیارقادر است میزان بالاي 

ــب از     ــورت نوترکی ــروتئین بص ــن پ ــد ای ــت تولی جه

 pNV3123 pTargeT ,وکتورهاي دیگر مثـل وکتـور  

ولی طبق تحقیقات انجـام    ،]9[ نیز استفاده شده است

 (+) pET28aشده تولید این پروتئین با وکتور بیـانی  

ــن بررســی از سیســتم در . دســازگاري بهتــري دار ای

pET28a (+)     استفاده شد که از نظـر کـار آمـدي و

 .داشـت  بازدهی قابل قبـولی پروتئین نوترکیب تولید 

ــب     ــروتئین نوترکی ــه پ ــن مطالع ــا  OMP31در ای ب

ــانموفقیـــت  ــایج  و بیـ ــحت نتـ ــتفاده ازصـ ــا اسـ              بـ

SDS-PAGE و وسترن بلات تأیید شد.   
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  نتیجه گیري

، یک پروتئین مهم از نظر تحقیقات Omp31ژن 

این پروتئین داراي قدرت . ایمونولوژي مطرح است

بالقوه براي تحریک پاسخ هاي ایمنی است و می توان 

ه در تشخیص بیماري توسط ارزیابی سرم از آن بهر

  ]. 9[گرفت 

این پروتئین نوترکیب، پتانسیل استفاده براي بررسی 

ایمنی زایی و همینطور تشخیص بروسلوز را در 

   .باشدتحقیقات آینده دارا می
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ABSTRACT
Background & Objectives: The identification of Brucella spp. antigens with the capacity to 
elicit a protective immune response is of the great interest for the researchers. So,
characterization and assessment of diverse antigens of Brucella need to be evaluated. In this 
study, we report the cloning and expression of the gene coding for 31 KDa OMP (OMP31) of 
Brucella melitensis 16M.
Methods: Brucella melitensis Omp31 gene was amplified with specific primers, cloned into
pJET1/2 and subsequently subcloned in pET28a (+) vector. Both these recombinant plasmids 
were sequenced and then after, expression of recombinant protein was induced by 1mM IPTG. 
Western blot analysis was also performed by polyclonal rabbit antiserum.
Results: Omp31 successfully was cloned in both plasmid vectors. The recombinant Omp31
was expressed in E.coli host and purified with significant yield. Western blot results along 
with those of sequencing ensured accurate production of recombinant omp31 and retaining of 
its partial epitopes.
Conclusion: Our results show that, an expression host such as E. coli is suitable for omp31
production.  
Key words: Brucella melitensis; Cloning; Outer Membrane Protein31
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