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 اکلایشیاشرسالمونلا در باکتری  fliCتب برفکی و  یروسو vp1کلون و بیان ژن 
 

 3دکتر ناصر هرزندی، *2 یمیعظدکتر سید محمود  ،1 یرقدمهرنوش 

 
 ایزاى ،کزج ،ٍاحذ کزج داًطگبُ آساد اسلاهی ،داًطکذُ علَم ،هیکزٍثیَلَصی گزٍُ ،داًطدَی کبرضٌبسی ارضذ-1

 سبسی راسی، ثخص تت ثزفکی، کزج، ایزاى استبدیبر هَسسِ تحمیمبت ٍاکسي ٍ سزم-2

 ، کزج، ایزاىاستبدیبر داًطگبُ آساد اسلاهی ٍاحذ کزج-3

 10/2/96تبریخ پذیزش:    5/9/95تبریخ دریبفت: 

 چکیده

. اهزٍسُ ثزای کٌتزل ایي ثیوبری اس ٍیزٍس گزدد یلی ٍیزٍسی است کِ هٌدز ثِ ثزٍس خسبرات ٍسیع در صٌعت داهپزٍری هتت ثزفکی یک ثیوبری ٍسیکَ
سیبدی در سهیٌِ ثکبرگیزی ادخَاًْبی هؤثزتز در  یّب هْوتزیي ًمطِ ضعف آى کَتبُ ثَدى طَل دٍرُ ایوٌی است. لذا تلاش کِ ضَد یغیزفعبل ضذُ استفبدُ ه

ثِ  (fliC)ٍ فلاصلیي سبلوًَلا  (Opanasia2)ٍیزٍس تت ثزفکی  VP1اکسي صَرت گزفتِ است. ّذف اس ایي تحمیك تَلیذ فیَصى پزٍتئیي فزهَلاسیَى ٍ
کلَى  PTZ57تکثیز دادُ ضذ ٍ در ٍکتَر  PCRتَسط  bp 800است ثِ طَل  VP1کِ هسئَل سٌتش پزٍتئیي  1Dصى  لکَلی است.َعٌَاى یک ادخَاًت ه

کِ حبٍی صى فلاصلیي سبلوًَلا ثَد کلَى  pET41bثزش دادُ ضذُ ٍ در داخل ًبلل ثیبًی  HindIII  ٍXhoI ّبی یني ٍکتَر تَسط آًشگزدیذ, سپس ای
المب گزدیذ. ثیبى پزٍتئیي تَسط  IPTG(0.5 mM)اًتمبل دادُ ضذ ٍ ثیبى تَسط  Escherichia coli(BL21DE3)گزدیذ. پلاسویذ ًَتزکیت ثِ ثبکتزی 

SDS-PAGE یّب % ٍ ٍستزى ثلات هَرد ثزرسی لزار گزفت. الحبق صى12صل آکزیل آهیذ  در vp1  ٍfliC  ثب استفبدُ اس رٍشPCR  ّضن آًشیوی ثب ٍ

 pH ٍ گزادیبى Ni-NTA سبسی اس رسیي گزدیذ. ثزای خبلص ییذتأ bp700  ٍ1500ثِ طَلْبی تمزیجی  ییثب هطبّذُ ثبًذّب HindIII  ٍXhoIدٍ آًشین 

% 12در صل  SDS-PAGE آسهبیصدر  KDa76هطبّذُ گزدیذ. ثیبى پزٍتئیي ثب هطبّذُ ثبًذ  pH 5/4کِ ثیطتزیي هیشاى ثبسیبفت پزٍتئیي در استفبدُ ضذ 
 ثب طَل vp1- fliCsalmonellaثب تَخِ ثِ ًتبیح ثِ دست آهذُ صى فیَصى  المبءضذُ تبییذگزدیذ. دررسَة ثبکتزی AntiHisآکزیل آهیذ ٍٍستزًجلات تَسط 

2200 bp  کلَى گزدیذُ ٍ پزٍتئیي حبصل ثبٍسىKDa76 .ثب هَفمیت ثیبى ٍ تخلیص گزدیذ 

 

 vp1ژن  -کلون و بیان -کلید واژگان: ویروس تب برفکی

یسٌذُ هسئَل: سیذ هحوَد عظیوی* ًَ 

 34570038-2228سبسی راسی، ثخص تت ثزفکی، کزج، ایزاى. تلفي:  آدرس: هَسسِ تحمیمبت ٍاکسي ٍ سزم

 M.azimi@rvsri.ac.ir ًیکی:پست الکتزٍ
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 همدقم
 Food- and- Mouth) كيفرب بت يراميب سوريو

Disease) ثعاب هك تسا ییاه‌یرامیب زا يكي لماع 
 زا يكي و ددرگ‌یم اه‌ماد رد يدايز يداصتقا ياه‌نايز
 و ماد ديلوت و تشادهب نيمأت رد يلصا عناوم
 بلغا هجوت هك ،دوش‌یم بوسحم يماد یاه‌هدروارف
 بلج دوخ هب ار اه‌یرامیب هدننك لرتنك ناكشزپماد
 ،عيرس ريثكت ،لااب لاقتنا تعرس ليلد هب .تسا هدومن
 مس جوز تاناويح زا يعيسو فيط ندومن ريگرد
 هك يتاراسخ و ييا‌هراق ارف راشتنا و یشحو و یلها
 يناويح تلاوصحم رياس و تشوگ و ريش ديلوت هب
 .تسا رادروخرب یا‌هژیو تیمها زا دنک‌یم دراو
 (دصرد 100) لااب رايسب ساسح یاه‌ماد رد يريگاو
 یاه‌ماد بلغا و تسا نيياپ ريمو‌گرم نازيم يلو
 يللملا‌نيب رتفد رظن زا .دريگ‌يمرب رد ار ناوج
 ماد و ناسنا كرتشم ريگاو یاه‌یرامیب

OfficInternational Des Epizootic-OIE) ) بت 
 یللملا‌نیب تراجت رد ینوفع یرامیب نیرت‌مهم یکفرب
 لماع .(1) تسا یناویح تلاوصحم و تاناویح
 هدیریو انروکیپ هداوناخ زا سوریو RNA کی یرامیب
 پيتورس تفه ياراد هك تساسوريووتفآ سنج زا

A, O, Asia1, SAT1, SAT2, SAT3 یاه‌هیوس و 
 بت یرامیب دلوم لماع .(6 ,1) دشاب‌یم یددعتم
 نیا .تسا سوریو وتفآ سنج وضع اهنت یکفرب
 25-30 رطق اب یهجو 20 تسیب نراقت یاراد سوریو
 ابیا هتشر کت دیسا کیئلکون وبیر یاراد .تسا رتمونان
 هدش لیکشت زاب 8450 دودح زا و هدوب تبثم هیترلاپ
 رد .تسا ینیتورپوپیل ششوپ دقاف سوریو نیا .تسا
 سپس واگ لوا هجرد رد یلها ناگدننکراوخشن نایم
 .دنتسه ساسح یرامیب نیا هب تبسن زب و دنفسوگ
 یاه‌سوریو نیرتکچوک هرمز رد هداوناخ نیا یاضعا

 یکی لاح نیع رد .دنتسه RNA یواح هدش هتخانش
 زا ار یسوریو یاه‌هداوناخ نیرتمهم و نیرتگرزب زا
 هب ماد و ناسنا رد یاز یرامیب لماوع دوجو ظاحل
 ددع 4 زا سوریو نیا دیسپک .دنهد‌یم صاصتخا دوخ
 VP1,VP2,VP3,VP4 یاه‌مان هب ینامتخاس نیئتورپ
 زا یکاح يكژولونوميا تاعلاطم .تسا هدش لیکشت
 يتنآ خساپ ياقلا لوئسم بلاغ پوتيپا هک تسا نآ
-G پول رد دوجوم یاهدیساونیمآ ،هدننك يثنخ يداب

H حطس رد عقاو VP1 و تاعلاطم نونكات .(1) تسا 
 برخم يراميب نيا لرتنك يارب يعيسو تاقيقحت
 ياراد هك يتنس نسكاو زونه اما .تسا هتفرگ تروص
 و يراجت هدروآرف اهنت ناونعب ،تسا لاعفريغ سوريو
 يزاس نميا تهج هوبنا مجح رد هضرع لباق
 .دریگ‌یم رارق هدافتسا دروم يماد ساسح یاه‌تیعمج
 رد اه‌نآ صقن يتننس یاه‌نسکاو فعض نیرت‌هدمع
 .دشاب‌یم هنيسكاو یاه‌ماد رد تدم زارد ينميا داجيا
 ريغ یاه‌نسکاو يناوتان زا يشان اًاًتدمع عوضوم نيا
 هرطاخ داجيا و يلولس ينميا يكرحترد هدش لاعف
 تسا مزلا لكشم نيا عفر يارب .دشاب‌یم رادياپ ينميا
 و ددعتم یاه‌نویسانیسکاو ،يزاس نميا دنيآرف يط هك
 رب هولاع عوضوم نيا .دريگ تروص مه هب يكدزن
 و يتيريدم تلاكشم اب يفاضا یاه‌هنیزه ليمحت
 رگيد يوس زا .دوب دهاوخ هارمه اه هلگرد يتشادهب
 هدننك ديلوت یاه‌تیاس زا ینوفع سوريو راشتنا رطخ
 يراميب زا يراع هك یاهروشک رد اًاًصوصخ نسكاو
 يميدق يژولونكت زا هدافتسا یاه‌ینارگن رب ،دنشاب‌یم
 تاقيقحت ريخا یاه‌لاس رد .(8 و 7 ,1) دیازفا‌یم
 ليبق زا نيون یاه‌نسکاو ديلوت تهج يعيسو
 اه‌نسکاو DNA ،بكيرتون ،يدحاو تحت یاه‌نسکاو
 نويسلاومرف رد فلتخم ياه ناوجدا يريگراكب اي و
 يريگراكب جياتن .تسا هتفرگ تروص نسكاو يياهن
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 دشاب‌یم يسررب و ثحب دروم زونه اه‌هدروآرف هنوگنيا
 اًاًریخا هك تسي اه‌هنیزگ زا يكي نيلژلاف .(8 و 7)
 .تسا هدش حرطم اه‌نسکاو ديلوت رد ناوجدا ناونعب
 يلوكلوم ناوجدا يك ناونعب تسا نكمم نيلژلاف
 دروم فده نيئتورپ هب هدش زويف اي كفنم تروصب
 رضاح هعلاطم زا فده .(3) دريگ رارق هدافتسا
 نيلژلاف و كيفرب بت سوريو vp1(1D) نژ گنينولك
 نژويف نيئتورپ ديلوت و دحاو ييا همجرت باق يك رد
 .دشاب‌یم
 اه شور و داوم

 كيفرب بت سوريو

 پيتورس ،كيفرب بت سوريو لانیسکاو هیوس

OPanasia2 ریلاونوم تشک يورربBHK- 21  هيهت 
 تشک کسلاف هب سوریو رذب روظنم نیا یارب .ديدرگ
 48 زا سپ .دش هدوزفا یعبرم یتناس 175 لولس
 CPE راچد اه‌لولس یمامت تعاس

(Cytophaticeffect)  زا سپ ییلااب عیام زا .دندش 
 ناونع هب (هقیقد 5 تدم هب g 2000) ژوفیرتناس
 .دش هدافتسا یسوریو کوتسا

 تشك یاه‌طیحم و اهديمسلاپ ،يرتكاب یاه‌هیوس

 نابزيم ناونع هب BL21DE3 هيوس يلكایشرشا زا
 PTZ57 ياهديمسلاپ .دش هدافتسا نايب و گنينولك

(FermentasLithuania),  و PET41b(Novagen, 

USA) دروم نژ نايب و گنينولك یاه‌لقان ناونع هب 
 لقان يواح يرتكاب لولس .دنتفرگ رارق هدافتسا
 Luria Brittany عیام تشك طيحم يوررب ،بیکرتون

(Broth 1 رمخم هراصع دصرد 5/0 ،نوتپیرت دصرد، 
 μl/ml100 ییواح (میدس دیرلک دصرد 5/0
 5/7 تشک طیحم PH .دش هداد تشک نیسیاماناک
 يتناس هجرد 37 رد یزاوه لکش هب اه‌لولس و میظنت
 .دندش هداد تشك دارگ

 cDNA هیهت و یسوریو RNA جارختسا

 اب BHK-21 لولس تشك زا سوریو RNA جارختسا
 High purification viral (Roche) تكي زا هدافتسا

extraction هدنزاس تکرش لمعلاروتسد اب قباطم 
 -20 یامد رد هدش جارختسا ی RNA .دش ماجنا
 زا هدافتسا اب یمونژ cDNA تخاس .دش یرادهگن
 رد و Prime RT Premix 2x(Genet Bio) تیک
 20µl(Random hexamer0.4µl, DEPC ییاهن مجح

RNA 4µl, Oligo(dt)1µl Water 14.6) همانرب قبط 
 هقیقد 5 و دارگ یتناس هجرد 37 رد تعاس 1,ییامد
 .دش ماجنا دارگ یتناس هجرد 95 رد
 PTZ57 لقان رد vp1 نژ گنینولک و ریثکت

     تفر یصاصتخا یاهرگزاغآ زا هدافتسا اب vp1 نژ
5` GAAGGGCCCAGGGTTGGACTC 3`  و 

  `TAGTGCTGGTAAAGACTTTGAGCT 3 `5 تشگرب
 یاهتنا رد XhoI یاه‌میزنآ یشرب هاگیاج ییواح هک
 رگزاغآ`3 یاهتنا رد HindIII و تفر رگزاغآ 5`
 زارم یلپ یا‌هریجنز شنکاو .دش ریثکت ،دوب تشگرب
 Prime Tag Premix 2x(Genet تیکزا هدافتسا اب

Bio)  رتيلوريكم 50 یياهن مجح رد (pM10forward 

Primer,pM10Primer Revers, cDNA 5 µl, 2x 25 

µl, Water15µlDEPC) 5 لماش ییامد لکیس قبط 
 هجرد 94 رد هيناث 45 ،دارگيتناس هجرد 95 رد هقيقد
 45 ،دارگ يتناس هجرد 56 رد هيناث 45 ،دارگ يتناس
 رد و هخرچ 35 یارب دارگ يتناس هجرد 72 رد هيناث
 ماجنا دارگ یتناس هجرد 72 رد هقيقد 10 تياهن
 میزنآ ود زا هدافتسا اب vp1 نژ PCR لوصحم .دیدرگ
 طیارش قبط HindIII و XhoI(TakaRa) یشرب
(,PCR Product 3µl, BufferM2µl, Hind III 1µL, 

XhoL 3µL, DEPC Water 11µl) و دش هداد شرب 
 دیدرگ جارختسا و زروفورتکلا دصرد 1 زراگآ لژ رد
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 TA Cloning تیک زا هدافتسا اب سپس

FermentasLitvani)) زاگیل میزنآ و (T4 DNA 

Ligase), جارختسا .دش قاحلا قوف لقان نورد 
 اب هدمآ تسد هب یاه‌ینولک زا لصاح یاه دیمسلاپ
 یبایزرا یارب .دش ماجنا GF-1(vivantis) تیک
 یاه‌یرتکاب زا PTZ57 لقان ,vp1 نژ یزاس‌نولک
 و XhoI یاه‌میزنآ اب و هدیدرگ جارختسا هدش تشک

HindIII (11 ,9) دیدرگ یلاوت نییعت و هداد شرب. 
 pET41b ینایب روتکو تخاس

 زا 1D نژ ،هدش قاحلا PTZ57 یمیزنآ مضه زا سپ
 pET41bینایب لقان هب سپس .دش جارختسا لژ

(Novagen, USA)  هب تمواقم نژ یواح هک 
 لاقتنا دوب لانوملاس نیلژلاف و His-Tag ،نسسیاماناک
 شرب یاه‌تیاس رارقتسا ینایب دیمسلاپ رد .دش هداد
 نژ C یاهتنا هب vp1 نژ هک دش یحارط یوحنب
 هیوس یلک ایشیرشا یرتکاب .ددرگ لصتم نیلژلاف

BL21DE3 میسلک دیرلک اب M 1/0 هجرد 4 یامد رد 
 سپس هدمآرد نویسناپسوس تروص هب دارگ یتناس
 نویسناپسوس هب ار دیمسلاپ ،نویسامروفسنرت تهج
 کی زا سپ ار طولخم و هدرک هفاضا دعتسم یاه‌لولس
 هلصافلاب و دارگ یتناس هجرد 42 یترارح کوش
 تعاس 1 زا سپ دارگ یتناس هجرد 4 درس کوش
 یور رب دارگ یتناس هجرد 37 یامد رد نویسابوکنا
 .دش خداد تشک LB Agar+Kanamaycine تیلپ
 PCR شور اب لصاح بیکرتون دیمسلاپ دییأت تهج
 رتيلوريكم 50 یياهن مجح رد T7 رگزاغآ زا هدافتسا اب
(lµ 5/2 forward Primer, lµ 5/2 Primer Revers, 

Plasmid 5 µl, 2x 25 µl, WaterDEPC15 µl) قبط 
 ،دارگ يتناس هجرد 94 رد هقيقد 2 لماش ییامد لکیس
 55 رد هيناث 45 ،دارگ يتناس هجرد 94 رد هيناث 45
 دارگ يتناس هجرد 72 رد هيناث 60،دارگ يتناس هجرد

 هجرد 72 رد هقيقد 10 تياهن رد و هخرچ 35 یارب
 و HindIII و XhoI یاه‌میزنآ اب مضه و دارگ یتناس
 .دیدرگ ماجنا یلاوت نییعت
 1D نژ نایب

 LB تشک طیحم یور رب هدش مروفسنارت یاه‌لولس

agar یواحμl/ml100 یتناس هجرد 37 رد نیسیاماناک 
 5 رد لصاح یاه هنگرپ زا یکی .دندش هداد دشر دارگ
 تشک زا سپ .دیدرگ حیقلت LB طیحم رتیل یلیم
 10 یواح نوکلاف هلول هب نآ زا رتیلورکیم 100 ،هنابش
 لقتنم نیسیاماناک یواح LB طیحم زا رتیل یلیم
 OD7/0-5/0 هب ندیسر ات اه‌لولس تشک .دیدرگ
6 جوم لوطرد  تهج سپس .تفای همادا رتمونان 00
 فلتخم یاه‌تظلغ زا نیئتورپ نایب شیازفا

(IPTG5/0, 1 لومورکیم 5/1 و) 27 ییامد فیط و, 
 لصاوف یط .دیدرگ هدافتسا دارگ‌یتناس هجرد 37
 یلیم 5/1 تشک عورش زا سپ تعاس 8 و 4 ,2 ینامز
 رد رود 10000 تعرس اب اه‌هنومن .دش ذخا هنومن رتیل
 سپس .دندش ژویفیرتناس هقیقد کی تدم هب هقیقد

μl/ml50 یواح هک هنومن رفاب SDS10% 2ml, 
Tris1.25ml, (Glycerol2.5 ml,Mercaptoethanol 

0.5 ml bromephenolblue0.3 g) بوسر هب دوب 
 15 تدم هب سپس .دیدرگ هفاضا ییور عیام و یرتکاب
 هداد ترارح دارگ یتناس هجرد 100 یامد رد هقیقد
 یور رب هنومن ره زا رتیل ورکیم 10 نآ زا سپ .دندش
 .(5) دیدرگ زروفورتکلا دیمآ لیرکآ دصرد 12 لژ
 گنيتلابنرتسو

 ذغاك یور رب گنيتلاب ،نيئتورپ زروفرتكلازا سپ
 مرسزا هدافتسااب اشغ .تفرگ تروص زلولسورتين
 هكولب  TBS رفاب رد دصرد 5(BSA) واگ نیموبلآ
 يتنآ ییواح لولحم ترواجم رد اشغ سپس .ديدرگ
 His-tag (Roche Germany) دض لانولكونوم یداب
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 اب (Tween 20 دصرد 1 اب هارمه TBS) TBST رد
 كی تدم هب دارگ يتناس هجرد 37 رد 1:1000 تقر
 اب وشتسش راب هس همادا رد .دش هداد رارق تعاس

TBST لولحم زا هدافتسا اب اشغ سپس تفرگ ماجنا 
DABDAB9mg, H2O225µl) (TBS15 ml,  

 .دش یزیمآ‌گنر‌
                                بیکرتون نیئتورپ صیلخت
 هدش لاصحتسا يرتكاب بوسر ،نایب دییأت تهج
 ماسجا دعب هلحرم رد .ديدرگ زيل روتايكنوس طسوت
 (10000g) لااب رودرد ژوفيرتناس اب هدش اهر يگديجنگ

 هروتاند رفاب اب هدش نايب نيئتورپ .ددش هداد بوسر 
 و هدمآ رد لولحم تروصب M 8 هروا يواح هدننك
 صيلخت  Ni-NTA(Qiagen,Germany) تكي طسوت
 زا هدافتسا اب هدش صيلخت نيئتورپ تیفیک .ديدرگ

SDS-PAGE رکذ هب مزلا .(11 و 9) دش یبایزرا 
 رفاب طسوت نیزر زا نیئتورپ ندش اهر هک تسا

Elution نایدارگ رد pH و 9/5 ،3،7/6 ،8 هودحم رد 
 .دش ماجنا 5/4
 

 

 
 یرتکاب زا هدش جارخسا 7200bp یبیرقت لوط اب نژویف هعطق یواح pET41b مود هدوگ ,Ladder 1kb لوا هدوگ تسار تمس زا .PCR لوصحم یبایزرا -1 ریوصت

BL21DE3, لوصحم موس هدوگ PCR یاهرمیارپ اب نژویف هعطق T7 promoter 2200 دودح لوط ابbp, لوصحم موس هدوگ PCR یاه‌میزنآ اب هک نژویف هعطق XhoI و 

HindIII 1 نژ هب طوبرم 700 هعطق و نیلژلاف هب طوبرم 1500 هعطق .دنا‌هدش مضهD لوصحم موس هدوگ .دشاب‌یم PCR 1 نژD یکفرب بت سوریو OPanasia2 زا هدافتسا اب 

 .O پیت یصاصتخا رمیارپ
 

 
 لوا هدوگ :تسار تمس زا (تعاس 4 تدم هب و رلاوم یلیم 5/0)IPTG طسوت هدش اقلا و ینایب دیمسلاپ یواح BL21DE3 یرتکاب SDS-PAGE شیامزآ هجیتن -2 ریوصت

 هدومن نایب ار 76KDa دناب هک نژویف هعطق یاراد دیمسلاپ یواح یرتکاب مود هدوگ .(تسا تیور لباق 54KDa دناب) تسا نیلژلاف یاراد طقف هک ینایب دیمسلاپ یواح یرتکاب

 رفاب اب وشتسش لحارم مهن یلا متفه یاه‌هدوگ .دهد‌یم شیامن ار ,8 ,7 لداعم pH ابهدنهد وشتسش یاهرفاب اب NI-NTA نیزر یوشتسش لحارم مشش ات موس هدوگ .تسا

Elution اب pH رکرام رخآ هدوگ .تسا لاصحتسا لباق راب هس ات نژویف نیئتورپ هلحرم نیا رد ,دهد‌یم ناشن ار 5/4 لداعم (Prestained protein ladder PR911654 

Cinagen). 
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 prestained) رکرام لوا هدوگ :پچ تمس زا .(mM 5/. IPTG) هگوژنوک Anti-His طسوت تلاب نرتسو شیامزآ رد نژویف نیئتورپ نایب هجیتن -3 ریوصت

protein ladder PR911654 Cinagen)، اب هدش ءاقلاو دیمسلاپ یواح یرتکاب هتعاس 2 تشک مود هدوگ IPTG. دقاف یرتکاب هتعاس 2 تشک موس هدوگ 

 ءاقلا و دیمسلاپ یواح یرتکاب هتعاس 4 تشک مجنپ هدوگ IPTG.دقاف و دیمسلاپ یواح یرتکاب هتعاس 2 تشک مراهچ هدوگ .IPTG اب هدش ءاقلا و دیمسلاپ

 IPTG.دقاف و دیمسلاپ یواح یرتکاب هتعاس 4 تشک متفه هدوگ IPTG.اب دش اقلا و دیمسلاپ دقاف یرتکاب هتعاس 4 تشک مشش هدوگ .IPTG اب هدش

 

 ثحب و جياتن
 Opanasia2 هيوـس كـيفرب بت سوريو زا قيقحت نيا رد
 رد يلـصا فدـه هكـنيـا هـب هـجوت اب .دش هدافتسا
 .تسا VP1-fliC ينايـب نوـلك ديـلوت قيـقحت نيـا
 pET41b لقان رد فده نژ ادـتبا روـظنم نيدـب
 هـتفاي شرب لقان نيا زا فدـه نژ سپس و هدش نولك
 .دـش نولك PTZ57 ينايـب لـقان نورد و
 vp1 نژ PCR لوصحم يبايزرا
 vp1 نژ هب طوبرم یلاوت ,PCR نومزآ ماجنا زا سپ
 شور هب  C244و  NK61یاهرمیارپ زا لصاح
 بیترت نیا هب .تفرگ رارق زیلانآ دروم کیتامروفناویب
 دیتوئلکون سیورس زا هدافتسا اب NCBIتیاس رد هک
 یکفرب بت سوریو vp1 نژ یلاوت تحص تسلاب
 هعطق زروفورتکلا زا سپ .دیدرگ دییأت  Oهیوس

bp700 نژ هب طوبرم vp1 ریوصت) دش هدهاشم زین 
1). 
 نورد رد هتفای ریثکت ینژ تاعطق ندومن نولک

 ینایب روتکو
 تشك BL21DE3 يرتكاب زا PTZ57 ینایب ديمسلاپ
 T7 ياه رميارپ طسوت سپس .ديدرگ جارختسا ،هدش

promoter زا سپ و تفاي ريثكت هدش زويف هعطق 
 نژويف هعطق هب طوبرم bp 2200 هعطق زروفورتكلا
 رتشيب دییأت تهج دعب هلحرم رد .ديدرگ هدهاشم

 لوصحم يورب XhoI و HindIII اب يميزنآ مضه
PCR 1 زوراگآ يور رب و تفرگ تروص% 
 و vp1 ياهنژ هلحرم نيا رد .دش ماجنا زروفورتكلا
 1500 و bp 700 يبيرقت ياهلوطاب لانوملاس نيلژلاف
 (1 ریوصت) .دنديدرگ هدهاشم
 نیئتورپ نایب
 IPTG تظلغ بيش زا نايب يزاس هنيهب تهج
 8 و 4 ،2 ينامز هزاب و mM5/0, 1, 5/1 هدودحمرد
 يسررب .دشهدافتسا oC27 و oC37 يامد و تعاس
 شيازفا هك دوب نآ زا كياح SDS-PAGE رد جياتن
 نازيم رب يريثات لااب هب mM 5/0 زا IPTG تظلغ
 نامز لوط شيازفا نينچمه .درادن يلاصحتسا نيئتورپ
 نيئتورپ نايب نازيم رب يريثات تعاس 4 زا شيب هب ءاقلا
 نيققحم رثكا هك تسا ركذ هب مزلا .تشادنرظن دروم
 mM1 اي و mM 5/0 هدودحم رد IPTG يياهن تظلغ
 نيرشيب لوصح تهج ار تعاس 6 اي و 4 نامز رد و
 (2 ریوصت) .دنا‌هدومن هيصوت بكيرتون نيئتورپ نازيم
 نايب تهج بولطم يامد هتفرگ تروص تاعلاطم قبط
 و oC37,30 فيط رد يتويراكورپ متسيس رد نيئتورپ
 نازيم قيقحت نيا رد اما .(3) دشاب‌یم oC25 اًاًضعب
 oC37 زا شيب oC27 يامد رد نژويف نيئتورپ ديلوت
 ییلااب عیام رد هدش نايب نيئتورپ هكنيا رگيد هتكن .دوب
 زيل يرتكاب بوسررد نآ ياپدر اهنت ودشن هدهاشم
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 هك دش يريگ‌هجيتن نياربانب .دوب تيور لباق هدش
 ماسجا لکش هب و لولحمان تروصب هدش نايب نيئتورپ
 اذل .دنبای‌یم عمجت يرتكاب مسلاپوتيس رد يگديجنگ
 هروتاند رفاب زا هدافتسا هب زاين نآ لاصحتسا تهج
 تفايزاب هلحرم رد .دوب M 8 هروا يواح هدننك
 رفاب pH نايدارگ و Ni-NTA نيزر زا نيئتورپ

Elution رد هك دش هدافتسا pH نيرتشيب 5/4 لداعم 
 هس ات طیارش نیا رد .ديدرگ هدهاشم تفايزاب نازيم
 ریوصت) دش هدهاشم نیزر زا نیئتورپ یزاس‌دازآ راب
3). 
 هنيمآ ديسا 226 زا كيفرب بت سوريو VP1 نيئتورپ
 KDa24 دودح نآ يلوكلوم نزو و تسا هدش لكيشت
 497 زا (fliC) لانوملاس نيلژلاف نيئتورپ .دشاب‌یم
 دودحرد نآ يلوكلوم نزو و هدش لكيشت هنيمآ ديسا

KDa54 نزو يكتامروفناويب زيلانآ طسوت .دشاب‌یم 
 رد هنيمآ ديسا 723 لوط اب نژويف نيئتورپ يلوكلوم
-SDS شيامزآ رد .ديدرگ دروآرب KDa76 دودح

PAGE دناب حوضوب ديمآ ليركآ %12 لژ رد 
KDa76 هب .ديدرگ هدهاشم هدش ءاقلا يرتكاب رد 
 یداب یتنآ زا یکفرب بت سوریو نژ دییأت روظنم
 و دیدرگ هدافتسا نیدتسیه دض لانولکونوم
 هب مزلا .دش دییأت تلابنرتسو رد روبذم نیئتورپدیلوت
 هیهت لحارم ندوب رب‌نامز لیلد هب هک تسا رکذ
 زا ،هگوژنوک رگاسانش مرس و گولوموه مرس‌یتنآ
 .دش رظن فرص گولوموه مرس یتنآ یریگراکب
 نیب رد یا‌هژیو هاگیاج زا یکفرب بت یرامیب
 اب .تسا رادروخرب اه‌ماد یرسم ینوفع یاه‌یرامیب
 ییایفارغج یگدنکارپ یسررب و یرامآ تاعلاطم ماجنا
 زا شیب هک میبای‌یم رد ناهج رد یکفرب بت یرامیب
 و دنتسه یرامیب نیا هب هدولآ ایند طاقن دصرد 75
 باسح هب کاپ یاهروشک یارب یدیدهت نانچمه

 هب هدش هتشک سوریو زا رضاح لاح رد .دنیآ‌یم
 ره .دوش‌یم هدافتسا یکفرب بت سوریو نسکاو ناونع
 دراد دوجو يراجت تروص هب اهنسكاو نیا هك دنچ
 تسا يصقاون ياراد لماك يزاسلاعفريغ دنيارف يلو
 ،دوش‌یم هقطنم رد يراميب نياريگكت عويش هب رجنم هك
 ديلوت ياهتيدودحم هب هجوتاب ريخا اه لاسرد نياربانب
 لسن ياهنسكاو زا هدافتسا هديا ،لاعفريغ نسكاو
 يرتشيب توق كيفرب بت يراميب لرتنك تهج ديدج
 یاه‌نسکاو زيگنارب شلاچ هطقن اما .تسا هتفرگ
 نابزيم رد بكيرتون نژ يتنآ كدنا ديلوت بكيرتون
 زا هدافتسا صقن نيا عفر تهج .دشاب‌یم يتويراكورپ
 متسيس هدرتسگ يكرحت فده اب بسانم ناوجدا
 .دومن عفترم يدودح ات ار لكشم نيا دناوت‌یم ينميا
 زا هك دراد دوجو يددعتم تاشرازگ رضاح لاحرد
  ژلين بعنوان يك ادجوان مناسب جهت برانگيختنلاف
 فده نژ يتنآ هيلع رب يباستكا و يتاذ ينميا متسيس
 طيارش رد نيلژلاف يريگراكب .ددرگ‌یم هدافتسا
 ياز ينميا شيازفا يارب يبرجتو يهاگشيامزآ
 و ياروم تيلافسنا ،هلبآ ،ازنلاوفنآ ريظن ییاه‌سوریو
 زا هك تسا هتفرگ رارق يسررب دروم يبرغ لين بت
 .(12 و 10 ,3) دنا‌هدوب رادروخرب يهجوت لباق جياتن
 نیئتورپ نژویف ديـلوت يلـصا فدـه قيقحت نيا رد

VP1-fliC Salmonella ييا همجرت باق يك رد 
 نیا رد هدش باختنا ینایب متسیس .دشاب‌یم دحاو
 دیمسلاپ ,یکفرب بت سوریو نژ یتنآ تهج هعلاطم

PTZ57 یرتکاب یاه‌لولس و BL21DE3 تسا هدوب. 
Nagarajan روظنم هب 2008 لاس رد شناراکمه و 

 یاج هب یکفرب بت نسکاو رد رتهب درکلمع داجیا
 نژویف زا یتیفرظ کت نیئتورپ نژویف زا هدافتسا
 ادتبا روظنم نیمه هب .دندرک هدافتسا یتیفرظ 3 نیئتورپ
 Asia1 و A1 هیوس vp1 نژ کینژونومیا تمسق
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 رد Asia1 و A1 هیوس vp1 نژ سپس .دش هداد ریثکت
 نولک pETBlue رد O پیت و pBSKs روتکو
 و دندش هداد شرب Xhol میزنآ طسوت سپس .دندیدرگ
 و pETA دیلوت یارب هناگادج روط ب مادک ره

pETAs و pETO رد pET32a دندش نولک. 
 50 یواح LB طیحم رد بیکرت ون یاهدیمسلاپ
 بش 1 تدم هب نیلیس یپمآ رتیل یلیم رب مرگورکیم
 یارب .دندش هداد تشک ناکت اب هارمه هجرد 37 رد
 تافلوس لیسدود میدس زا زیل یارب و IPTG زا اقلا
 لکین نوتس طسوت یزاس‌صلاخ .دش هدافتسا 10%
 زا یداب یتنآ نژ یتنآ شنکاو یسررب یارب .دش ماجنا
 زا هدش نایب نیئتورپ دییأت یارب و میقتسم ریغ ازیلاا
 قیقحت نیا هب هجوت اب .دش هدافتسا تلاب نرتسو
 یرتهب ینمیا خساپ نازیم یتیفرظ 3 نسکاو زا هدافتسا
 نسکاو هعسوت و دیلوت یارب هنماد و دوش‌یم لصاح
 دهد‌یم ناشن ار FMD یارب Protein/DNA هیاپ رب
(7). 
 لاس رد شناراکمه و Qiumei هباشم یتاعلاطم رد
-RT طسوت یکفرب بت سوریو vp1 نژ هعطق 2012

PCR لقان رد و دش هداد ریثکت PGEM-Teasy نولک 
 Xhol و BamHI یاه‌میزنآ طسوت vp1 نژ .دیدرگ
 ینایب روتکو لخاد رد و تفرگرارق مضه دروم

pTE28a دش نولک. VP1 هلیسو هب هدش نولک PCR 
 یارب .تفرگ رارق یسررب دروم یلاوت نییعت و
 E. coli Bl21 زا لصاح بیکرتون دیمسلاپ مروفسنرت
 .دش ماجنا IPTG طسوت نایب یاقلا .دش هدافتسا
 یفلتخم یاه‌نامز رد VP1- pTE28a ییواح یرتکاب
 SDS-PAGE یاه‌شور طسوت و دیدرگ یروآ عمج
 ناشن لصاح جیاتن .دنداد رارق یسررب دروم نرتسو و
 .دش نایب E. coli رد تیقفوم اب vp1 هک داد

 بت سوریو vp1 نژ هدمآ تسد هب جیاتن هب هجوت اب
 نایب و نولک یتسرد هب لانوملاس نیلژلاف و یکفرب
 تهج رد یا‌هعلاطم چیه نونک ات هک اجنا زا .دیدرگ
 هیلع از ینمیا نیئتورپ ناونعب نیلژلاف زا هدافتسا
 هک دور‌یم دیما .تسا هدشن ماجنا یکفرب بت سوریو
 یسررب تهج یدنمفده تاقیقحت کیدزن هدنیآ رد
 تهج یلوکلوم تناوجدا کی ناونعب نیلژلاف ییاراک
 تروص یکفرب بت سوریو هیلعرب رادیاپ ینمیا اقلا
 .دریگ
 ینادردق و رکشت
 و نسکاو تاقیقحت هسسوم زا تسا مزلا اجنیا رد
 هژورپ نیا ماجنا رد هک یکفرب بت شخب ،یزاس‌مرس
 یملاسا دازآ هاگشناد نینچمه ،دنا‌هدومن تدعاسم
 .مییامن رکشت جرک دحاو
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Abstract 
Background and Aim: Foot& mouth disease (FMD) is a vesicular viral disease which cause severe 
damage in livestock industry. Today FMD is controlled by traditional inactivated vaccine. Due to 
short duration of immunity, using molecular adjuvant is recommended to increase efficiency of 
vaccine. Purpose of this study is synthesis fusion protein from VP1 protein of FMDV (Opanasia2) and 
flagelline of the Salmonella (fliC) in E. coli.  Methods: 1D gene that is responsible for producing VP1 
protein was produced by PCR (800bp)and cloned in PTZ57 vector. After cutting cloned fragment from 
the recombinant plasmid by HindIII&XhoI, inserted to expression vector (pET41b) that containsfliC of 
the Salmonella. The construct was transfected to competent E. coli (BL21DE3) cell. The expression 
was induced by IPTG (0.5mM) and purified by Ni-NTA Resin. Production of recombinant protein was 
resolved by SDS-PAGE in 12% acrylamide gel and western blotting. Results:Recombinant fusion 
protein was evaluated by PCR and enzyme digestion. By molecular analysis, PCR product by length 
700 and 1500 bp was observed. Ni-NTA Resin and gradient pH was used for purification. The most 
amount of protein recovering was observed in pH 4.5. Recombinant protein by molecular weight of 76 
KDa determined in SDS-PAGE (12% acrylamide gel) and was confirmed by western blot by AntiHis. 
In this study, the fused gene of FMDV vp1 and flagelline of Salmonella (fliC/2200 bp) was cloned 
successfully in E.coliand recombinant protein (76 KDa) was expressed and purified. 
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