
چكيده

زمينه: بروسلوز يكى از مهم ترين بيمارى هاى زئونوز بوده كه منجر به ضررهاى اقتصادى فراوانى مى شود. گونه بروسلا، باكترى هاى كوكوباسيل گرم منفى داخل سلولى 
هستند كه قادر به تكثير در فاگوزوم هاى ماكروفاژها مى باشند و در بسيارى از گونه هاى حيوانى و انسان ها بيمارى ايجاد مى كنند. پيشگيرى و تشخيص، هر دو لازمه 
ريشه كنى اين بيمارى مى باشند. شناسايى و ارزيابى آنتى ژن هاى متفاوت سلول بروسلا در پيشبرد برنامه هاى پيشگيرى و تشخيص نقش كليدى دارند. در اين تحقيق 

توليد و تخليص پروتئين غشاى خارجى 36 كيلو دالتونى نوتركيب (Omp2b) بروسلا آبورتوس به انجام رسيد.

مواد و روش ها: ژن پروتئين غشاى خارجى 36 كيلو دالتونى بروسلا آبورتوس توسط آنزيم PrimeSTAR® HS DNA polymerase تقويت و در pJET1.2 كلون و ژن هدف 
در (+)pET28a ساب كلون شد. pET28a نوتركيب در E.coli BL21( DE3) ترانسفورم شد. بيان پروتئين نوتركيب با استفاده از 1 ميلى مولار IPTG القا و پروتئين هاى 

حاصله توسط وسترن بلات بررسى شدند و Omp2b نوتركيب توسط آنتى سرم خرگوشى بروسلا رديابى شدند. 

نتايج: ظهور باند قهوه اى-طلايى در جايگاه واكنش در وسترن بلات تأييدى بر كلون و بيان موفقيت آميز بود. ما با استفاده از كروماتوگرافى تمايلى، Omp2b نوتركيب را 
تخليص كرديم كه اين روش پروتئين هاى ريفولد شده را بر روى ستون فراهم كرد.

نتيجه گيرى: Omp2b با موفقيت كلون، بيان و تخليص شد. پروتئين هاى نوتركيب توسط آنتى سرم پلى كلونال شناسايى شدند كه اين امر صحت پروسه را تأييد مى كند.

Omp2b ،كلمات كليدى: بروسلا آبورتوس، كلون، بيان

Abstract

Background & Objectives: Anesthetic equipments could be one of the factors transmitting infection in a 
surgical operation. We could be prevent infection transmission to a great extend, by providing efficient meth-
ods of disinfection of anesthetic equipments. The purpose of the present research is to analyze the bacterial 
contamination in anesthetic equipment in operation rooms of Vali-e-Asr hospital in Fasa city, Fars province, 
and evaluate the efficiency of the applied disinfection methods. 

Materials & Methods: In this cross-sectional & analytical study, sampling from anesthetic equipment was 
done by sterile swap and culture on nutrient media, irregularly and randomly, before and after using and wash-
ing tools. Used anesthetic equipment in such operation rooms have been washed with Betadine 7.5% by 
experts and technicians of anesthetic section and were prepared for the next operation.

Results: Total contamination was 2.3% in 210 samples taken. 5 culture items indicated the existence of bacte-
rial contamination, among which 2 contamination cases were observed in nasal airway (coagulase negative 
Staphylococcus, non pathogen Neisseria), 2 contamination cases in red rubber endotracheal tube 
(nonpathogen Neisseria and Klebsiella pneumonia) and 1 contamination case in oxygen mask (Escherichia 
coli).

Conclusion: The very low level of contamination (20-85% contamination in anesthetic equipments) in our 
research is probably due to application of a appropriate disinfection method used by educated personnel in 
operation rooms. This could have a significant role in decreasing the infection rate in one hand and decreasing 
expenses and time on the other hand.
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مقدمه

بروسلوز از مهم ترين بيمارهاى مشترك بين انسان و دام در كل جهان   
مى باشد كه به سبب كاهش بارورى و افزايش سقط جنين، ضررهاى 
از طريق  اقتصادى فراوانى را منجر مى شود. عفونت انسان ها معمولاً 
مصرف شير غير پاستوريزه و ساير محصولات روزانه ايجاد مى شود. 
بروسلا كوكوباسيل هاى گرم منفى داخل سلولى اختيارى فاقد اسپور كه 
در فاگوزوم هاى ماكروفاژها تكثير مى كنند. اين باكترى منجر به بيمارى 
در بسيارى از گونه هاى حيوانى و انسان ها مى شود (1). ريشه كنى اين 
بيمارى از يك سو وابسته به پيشگيرى از موارد جديد بيمارى و از سوى 
ديگر تشخيص به موقع بيمارى در انسـان و دام است كـه هر دو از 
چالش هاى پيش روى محققين مى باشد. شناسايى و ارزيابى آنتى ژن

مختلف سلول بروسلا در پيشبرد اهداف پيشگيرى و تشخيص، نقش 
كليدى دارند (2).

در بيمارى هاى عفونى از قبيل بروسلوز، شناسايى آنتى ژن هـايى كه   
قادر به تحريك سيستم دفاعى ميزبان هستند، داراى اهميت بسيارى 
است (3). غشا خارجى باكترى ها از اجزا مختلفى تشكيل شده است 
كه پروتئين ها نقش مهمى را در تحريك پاسخ ايمنى ايفا مى كنند. 
پروتئين هاى لايه خارجى يا OMP به دليل خصوصيت ايمنوژنيكيشان 
بيشتر مورد توجه محققين هستند. OMP هاى اصلى بروسلا شامل

OMP  هاى گروه 1 (94kDa-88) و گروه 2 (38kDa-36) و گروه 3 
omp2b  و omp2a هستند كه دو ژن (27-25kDa 34-31 وkDa)

كلون، بيان و تخليص پروتئين سطحى 36 كيلو دالتونى نوتركيب (Omp2b) بروسلا آبورتوس
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بيان پروتئين Omp2b در E.coli. بيان سلول هاى القا شده توسط   
mM IPTG 1 هر 1 ساعت به مدت 4 ساعت بررسى شدند.

دياليز  از  بعد  خالص شده  نوتركيب  پروتئين هاى  وسترن بلات.   
توسط وسترن بلات آناليز شدند. (شكل 5)

بحث

بروسلا باكترى گرم منفى داخل سلولى اختيارى است كه قادر به   
ايجاد بيمارى عفونى در بسيارى از گونه هاى حيوانى و انسان ها مى باشد 
(5). در حيوانات بروسلا ترجيحاً در ارگان هاى توليد مثل و بافت جنينى 
جايگزين مى شود كه سبب بروز سقط جنين و نابارورى مى شود و به 
دنبال آن خسارت هاى اقتصادى مهمى را حاصل مى كند (6). در انسان ها 
بروسلا تمايل به تكثير در سيستم رتيكواندوتليال را دارد و به واسطه 

از  را  نظر  مورد  قطعات  آبورتوس.  بروسلا   omp2b ژن  كلونينگ   
pJET1.2 نوتركيب خارج كرده و به درون وكتور pET28a(+) ساب 
آنزيمى  هضم  واسطه  به  شده  كلون  هاى  پلاسميد  كرديم.  كلون 

(شكل 2) و كلونى PCR بررسى شدند (شكل 3).

دماى4ºC در يخچال نگهدارى شدند.
بروسلا   omp2b ژن   PCR محصولات   :omp2b ژن  كلون   
 pJET1.2/blunt ابورتوس بــا انتهــاى بـلانت مستقيمـاً بـه درون
(clone JET® PCR cloning kit, Fermatase)  كلون شدند. جايگاه 
كلونينگ در ناحيه pJET1.2/blunt eco47IR وجود دارد كه به انتخاب 
بهتر پلاسميدهاى كلون شده كمك مى كند. pJET1.2 نوتركيب به طور

شيميايى به درون E.coliDH5α ترانسفورم شد. پلاسميدهاى نوتركيب 
 AccuPrep® Plasmin Mini Extraction Kit            توسط كيت
استخراج شدند. يك پلاسميد كلون شده براى الحاق به درون وكتور 
آنزيم هاى  توسط  و  شد  انتخاب   (pET28a) Novagen(+) هدف 

محدودالاثر BamH1 و HindIII برش داده شد.
بيان ژن omp2b درE.coli : (+)              نوتركيب به درون ميزبان   
بيانى E.coli BL21(DE3) ترانسفورم شد. بيان ژن omp2b با استفاده 
از 1 ميلى مولار IPTG القا شد و ميزان بيان هر 1 ساعت يك بار به مدت 
4 ساعت بررسى شد. سلول هاى القا شده بر روى ژل SDS-PAGE آناليز 
شدند. نمونه ها توسط سوسپانسيون رسوب باكترى ها در بافر حاوى 10 
ميلى ليتر بافر ژل، 5 ميلى ليتر گليسرول، 1 گرم SDS و 0/2 ميلى ليتر 
اتانول) و 1 ميلى ليتر 2- مركاپتواتانول  محلول برموفنل (0/5% در 
(ME-2) در يك حجم نهايى 20 ميلى ليتر از آب مقطر تهيه شدند و به 
مدت 5 دقيقه در 100ºC حرارت داده شدند. در نهايت 20 ميكروليتر 
از هر يك از نمونه ها بر روى ژل لود شدند، سپس توسط رنگ آميزى با 

كوماسى بلو G-250 بررسى شدند.
 Omp2b و  بررسى  بلات  وسترن  روش  به  نوتركيب  پروتئين هاى   
نوتركيب توسط آنتى سرم خرگوشى رديابى شد. غلظت پروتئين هاى 

خالص شده به روش برادفورد نيز اندازه گيرى شدند.
آناليز وسترن بلات از پروتئين هاى نوتركيب بيان شده: انتقال   
پروتئين ها از ژل پلى آكريل آميد به يك غشا نيتروسلولزى با استفاده از 
بافر تريس/گليسين همراه با 20% متانول صورت گرفت. جايگاه هاى غير 
اختصاصى نيز توسط توئين 20 (%0.1-0.05) بلوكه شدند. غشاها 
آنتى  TBS-T شسته شدند و سپس 2-1 ساعت در  بار توسط   3
سپس  گرفتند.  قرار  پراكسيداز)  با  كانجوگه   anti-6-His) بادى 
غشاها 3 بار توسط TBS-T شسته شدند و واكنش توسط محلول 
سـوبستـرا                  DAB/H2O2  و 1% پراكسيد هيدروژن در 
TBS(pH 5.7) حاصل شد. با پيدايش باند قهوه اى طلايى در جايگاه 
واكنش، غشاها توسط آب مقطر شسته شدند تا واكنش آنزيمى متوقف 
شود و نتايج بعد از خشك شدن كامل غشاهاى نيتروسلولزى خوانده 

شدند.

نتايج

ژنوم DNA تهيه شده از بروسلا ابورتوس در PCR به عنوان الگو مورد   
 DNA polymerase آنزيم  مرحله  اين  در  و  گرفت  قرار  استفاده 
Primestar®HS استفاده شد. نتايج باندى با وزن مولكولى صحيح براى 

ژن omp2b را نشان دادند.

DNA polymerase .Primestar®HS با استفاده از omp2b از ژن PCR .1 شكل
وزن مولكولى ژن bp1138 مى باشد. (2DNA ladder 1kb:M-6 : نمونه ها)

شكل 2. هضم تك آنزيمى و هضم آنزيمى دوگانه pET28a (+) كلون شده.
(                                                بدون هضم آنزيمى

                               با هضم تك آنزيمى pET28a :7،3،5 با
هضم تك آنزيمى pET28a :4،6،8 با هضم آنزيمى دوگانه)

1:pTE28a,M:DNA ladder 100 bp
pTE28a,M:2 (6397bp)

universal,1:DNA ladder1kbشكل Colony PCR .3 با استفاده از پرايمر              (                          2-5 نمونه ها)

(5mg ml-1)

pET28a

(Bioneer)

پروتئين هاى پورينى 36kDa را كد مى كنند كه به ترتيب پروتئين هاى 
نيز   omp31و  omp25 ژن دو  مى شوند.  ناميده   Omp2b و   Omp2a
اين  ارزيابى  و  بيان  كلون،   .(4) را كد مى كنند  گروه 3  هاى   OMP
پروتئين هاى بروسلا به كشف روش هاى جديد در تشخيص و ارزيابى 

پاسخ هاى ايمنى سرم كمك مى كند. 
Omp2b از پروتئين هاى ايمونوژنيك سلول بروسلا است. اين پروتئين  
قادر به القا پاسخ هاى ايمنى است كه در آزمايشات ايمونوژنيك قابل 
رديابى هستند. بنابراين در القا سيستم ايمنى براى هدف هاى مختلف 

مفيد خواهد بود (4).
در اينجا ما Omp2b بروسلا كه يك پروتئين 36 كيلو دالتونى است را   
كلون، بيان و تخليص كرديـم. توليد Omp2b نوتركيب به گستــرش 
روش هاى تشخيصى بروسلوز و ارزيابى پاسخ هاى ايمنى سرم كمك خواهد 
كرد كه هر دو لازمه ريشه كنى بروسلوز در انسان ها و حيوانات مى باشند.

مواد و روش ها

سويه هاى باكترى مورد استفاده، محيط هاى كشت و شرايط   
رشد: بروسلا ابورتوس 544 بروسلا بر روى محيط كشت بروسلا آگار به 
به   E.coli DH5α .داده شد مدت 72 ساعت در دماى35ºC كشت 
عنوان ميزبان غير بيانىE.coli BL21(DE3) به عنوان ميزبان بيانى 
انتخاب و در محيط هاى كشت Luria- Bertani براث و يا LB آگار كشت 
داده شدند. جهت انتخاب آنتى بيوتيكى آمپى سيلين (50µg ml-1) و 
كانامايسين (30µg ml-1) به محيط هاى LB براث و LB آگار افزوده 

شدند.
 AccuPrep® ) باكتريايى را با استفاده از كيت PCR :DNA تقويت  
DNA Extraction Kit, Bioneer ) از بروسلا ابورتوس 544 كه به مدت 
72 ساعت بر روى محيط كشت رشد كرده بود، استخراج كرديم. ناحيه 
كد كننده Omp2b بروسلا ابورتوس، شامل 1138 جفت نوكلئوتيد 
بروسلا   omp2b ژن  نوكلئوتيدى  سكانس  اساس  بر  پرايمرها  است. 
ابورتوس طراحى شدند. پرايمر پيشرو ژن omp2b به گونه اى طراحى 
شد كه داراى جايگاه محدودالاثر BamH1 و پرايمر پيرو داراى جايگاه 
محدودالاثر HindIII بودند (در زير جايگاه آن ها خط كشيده شده است).

                                                                         پرايمر پيشرو
                                                                            پرايمر پيرو

 Primestar®HS DNA                    توسط آنزيم omp2b ژن
polymerase كه داراى امانت دارى بالايى است تقويت شد. PCR در 
يك حجم نهايى25µl انجام شد كــه شــامل0/75µl از 50 ميكرومولار 
dNTP،5µl از بافر 0/1µl,5x از پرايمرهاى پيشرو و پيرو، 0/15µl از 
DNA پليمراز، 1µl از ژنوم بروسلا ابورتوس و 17.25µl از آب بود. برنامه 
PCR شامل يك سيكل 98ºCبه مدت 5-3 دقيقه؛ 30 سيكل98ºC به 
مدت 10 ثانيه، 60ºC به مدت 10 ثانيه، 72ºC به مدت 1 دقيقه و يك 
سيكل 72ºC به مدت 10-5 دقيقه بود كه در آخر محصولات PCR در 

شكل 4. بيان پروتئين Omp2b هر 1 ساعت به مدت 4 ساعت مورد بررسى قرار گرفت. به دليل حضور
نوكلئوتيدهاى اضافى طراحى شده براى جايگاه هاى محدودالاثر در پرايمرها وزن مولكولى

Omp2b تغيير كرد. ( M: ماركر Eoli BL21 :1 القا نشده 2: 1 ساعت بعد از القا 3: 2 
ساعت 4: 3 ساعت 5: 4 ساعت) SDS-PAGE بهترين ميزان بيان را 3-4 ساعت بعد از القا نشان داد.

Omp2b شكل 5. وسترن بلات از

(TaKaRa)

        5′  TTAGGATCCATGAACATCAAGAGCCTTCTCCTTG   3′

5′ AACAAGCTTCTTAACGTCGATCTGATTAGAACGAACG  3′
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بيان پروتئين Omp2b در E.coli. بيان سلول هاى القا شده توسط   
mM IPTG 1 هر 1 ساعت به مدت 4 ساعت بررسى شدند.

دياليز  از  بعد  خالص شده  نوتركيب  پروتئين هاى  وسترن بلات.   
توسط وسترن بلات آناليز شدند. (شكل 5)

بحث

بروسلا باكترى گرم منفى داخل سلولى اختيارى است كه قادر به   
ايجاد بيمارى عفونى در بسيارى از گونه هاى حيوانى و انسان ها مى باشد 
(5). در حيوانات بروسلا ترجيحاً در ارگان هاى توليد مثل و بافت جنينى 
جايگزين مى شود كه سبب بروز سقط جنين و نابارورى مى شود و به 
دنبال آن خسارت هاى اقتصادى مهمى را حاصل مى كند (6). در انسان ها 
بروسلا تمايل به تكثير در سيستم رتيكواندوتليال را دارد و به واسطه 

از  را  نظر  مورد  قطعات  آبورتوس.  بروسلا   omp2b ژن  كلونينگ   
pJET1.2 نوتركيب خارج كرده و به درون وكتور pET28a(+) ساب 
آنزيمى  هضم  واسطه  به  شده  كلون  هاى  پلاسميد  كرديم.  كلون 

(شكل 2) و كلونى PCR بررسى شدند (شكل 3).

دماى4ºC در يخچال نگهدارى شدند.
بروسلا   omp2b ژن   PCR محصولات   :omp2b ژن  كلون   
 pJET1.2/blunt ابورتوس بــا انتهــاى بـلانت مستقيمـاً بـه درون
(clone JET® PCR cloning kit, Fermatase)  كلون شدند. جايگاه 
كلونينگ در ناحيه pJET1.2/blunt eco47IR وجود دارد كه به انتخاب 
بهتر پلاسميدهاى كلون شده كمك مى كند. pJET1.2 نوتركيب به طور

شيميايى به درون E.coliDH5α ترانسفورم شد. پلاسميدهاى نوتركيب 
 AccuPrep® Plasmin Mini Extraction Kit            توسط كيت
استخراج شدند. يك پلاسميد كلون شده براى الحاق به درون وكتور 
آنزيم هاى  توسط  و  شد  انتخاب   (pET28a) Novagen(+) هدف 

محدودالاثر BamH1 و HindIII برش داده شد.
بيان ژن omp2b درE.coli : (+)              نوتركيب به درون ميزبان   
بيانى E.coli BL21(DE3) ترانسفورم شد. بيان ژن omp2b با استفاده 
از 1 ميلى مولار IPTG القا شد و ميزان بيان هر 1 ساعت يك بار به مدت 
4 ساعت بررسى شد. سلول هاى القا شده بر روى ژل SDS-PAGE آناليز 
شدند. نمونه ها توسط سوسپانسيون رسوب باكترى ها در بافر حاوى 10 
ميلى ليتر بافر ژل، 5 ميلى ليتر گليسرول، 1 گرم SDS و 0/2 ميلى ليتر 
اتانول) و 1 ميلى ليتر 2- مركاپتواتانول  محلول برموفنل (0/5% در 
(ME-2) در يك حجم نهايى 20 ميلى ليتر از آب مقطر تهيه شدند و به 
مدت 5 دقيقه در 100ºC حرارت داده شدند. در نهايت 20 ميكروليتر 
از هر يك از نمونه ها بر روى ژل لود شدند، سپس توسط رنگ آميزى با 

كوماسى بلو G-250 بررسى شدند.
 Omp2b و  بررسى  بلات  وسترن  روش  به  نوتركيب  پروتئين هاى   
نوتركيب توسط آنتى سرم خرگوشى رديابى شد. غلظت پروتئين هاى 

خالص شده به روش برادفورد نيز اندازه گيرى شدند.
آناليز وسترن بلات از پروتئين هاى نوتركيب بيان شده: انتقال   
پروتئين ها از ژل پلى آكريل آميد به يك غشا نيتروسلولزى با استفاده از 
بافر تريس/گليسين همراه با 20% متانول صورت گرفت. جايگاه هاى غير 
اختصاصى نيز توسط توئين 20 (%0.1-0.05) بلوكه شدند. غشاها 
آنتى  TBS-T شسته شدند و سپس 2-1 ساعت در  بار توسط   3
سپس  گرفتند.  قرار  پراكسيداز)  با  كانجوگه   anti-6-His) بادى 
غشاها 3 بار توسط TBS-T شسته شدند و واكنش توسط محلول 
سـوبستـرا                  DAB/H2O2  و 1% پراكسيد هيدروژن در 
TBS(pH 5.7) حاصل شد. با پيدايش باند قهوه اى طلايى در جايگاه 
واكنش، غشاها توسط آب مقطر شسته شدند تا واكنش آنزيمى متوقف 
شود و نتايج بعد از خشك شدن كامل غشاهاى نيتروسلولزى خوانده 

شدند.

نتايج

ژنوم DNA تهيه شده از بروسلا ابورتوس در PCR به عنوان الگو مورد   
 DNA polymerase آنزيم  مرحله  اين  در  و  گرفت  قرار  استفاده 
Primestar®HS استفاده شد. نتايج باندى با وزن مولكولى صحيح براى 

ژن omp2b را نشان دادند.

DNA polymerase .Primestar®HS با استفاده از omp2b از ژن PCR .1 شكل
وزن مولكولى ژن bp1138 مى باشد. (2DNA ladder 1kb:M-6 : نمونه ها)

شكل 2. هضم تك آنزيمى و هضم آنزيمى دوگانه pET28a (+) كلون شده.
(                                                بدون هضم آنزيمى

                               با هضم تك آنزيمى pET28a :7،3،5 با
هضم تك آنزيمى pET28a :4،6،8 با هضم آنزيمى دوگانه)

1:pTE28a,M:DNA ladder 100 bp
pTE28a,M:2 (6397bp)

universal,1:DNA ladder1kbشكل Colony PCR .3 با استفاده از پرايمر              (                          2-5 نمونه ها)

(5mg ml-1)

pET28a

(Bioneer)

پروتئين هاى پورينى 36kDa را كد مى كنند كه به ترتيب پروتئين هاى 
نيز   omp31و  omp25 ژن دو  مى شوند.  ناميده   Omp2b و   Omp2a
اين  ارزيابى  و  بيان  كلون،   .(4) را كد مى كنند  گروه 3  هاى   OMP
پروتئين هاى بروسلا به كشف روش هاى جديد در تشخيص و ارزيابى 

پاسخ هاى ايمنى سرم كمك مى كند. 
Omp2b از پروتئين هاى ايمونوژنيك سلول بروسلا است. اين پروتئين  
قادر به القا پاسخ هاى ايمنى است كه در آزمايشات ايمونوژنيك قابل 
رديابى هستند. بنابراين در القا سيستم ايمنى براى هدف هاى مختلف 

مفيد خواهد بود (4).
در اينجا ما Omp2b بروسلا كه يك پروتئين 36 كيلو دالتونى است را   
كلون، بيان و تخليص كرديـم. توليد Omp2b نوتركيب به گستــرش 
روش هاى تشخيصى بروسلوز و ارزيابى پاسخ هاى ايمنى سرم كمك خواهد 
كرد كه هر دو لازمه ريشه كنى بروسلوز در انسان ها و حيوانات مى باشند.

مواد و روش ها

سويه هاى باكترى مورد استفاده، محيط هاى كشت و شرايط   
رشد: بروسلا ابورتوس 544 بروسلا بر روى محيط كشت بروسلا آگار به 
به   E.coli DH5α .داده شد مدت 72 ساعت در دماى35ºC كشت 
عنوان ميزبان غير بيانىE.coli BL21(DE3) به عنوان ميزبان بيانى 
انتخاب و در محيط هاى كشت Luria- Bertani براث و يا LB آگار كشت 
داده شدند. جهت انتخاب آنتى بيوتيكى آمپى سيلين (50µg ml-1) و 
كانامايسين (30µg ml-1) به محيط هاى LB براث و LB آگار افزوده 

شدند.
 AccuPrep® ) باكتريايى را با استفاده از كيت PCR :DNA تقويت  
DNA Extraction Kit, Bioneer ) از بروسلا ابورتوس 544 كه به مدت 
72 ساعت بر روى محيط كشت رشد كرده بود، استخراج كرديم. ناحيه 
كد كننده Omp2b بروسلا ابورتوس، شامل 1138 جفت نوكلئوتيد 
بروسلا   omp2b ژن  نوكلئوتيدى  سكانس  اساس  بر  پرايمرها  است. 
ابورتوس طراحى شدند. پرايمر پيشرو ژن omp2b به گونه اى طراحى 
شد كه داراى جايگاه محدودالاثر BamH1 و پرايمر پيرو داراى جايگاه 
محدودالاثر HindIII بودند (در زير جايگاه آن ها خط كشيده شده است).

                                                                         پرايمر پيشرو
                                                                            پرايمر پيرو

 Primestar®HS DNA                    توسط آنزيم omp2b ژن
polymerase كه داراى امانت دارى بالايى است تقويت شد. PCR در 
يك حجم نهايى25µl انجام شد كــه شــامل0/75µl از 50 ميكرومولار 
dNTP،5µl از بافر 0/1µl,5x از پرايمرهاى پيشرو و پيرو، 0/15µl از 
DNA پليمراز، 1µl از ژنوم بروسلا ابورتوس و 17.25µl از آب بود. برنامه 
PCR شامل يك سيكل 98ºCبه مدت 5-3 دقيقه؛ 30 سيكل98ºC به 
مدت 10 ثانيه، 60ºC به مدت 10 ثانيه، 72ºC به مدت 1 دقيقه و يك 
سيكل 72ºC به مدت 10-5 دقيقه بود كه در آخر محصولات PCR در 

شكل 4. بيان پروتئين Omp2b هر 1 ساعت به مدت 4 ساعت مورد بررسى قرار گرفت. به دليل حضور
نوكلئوتيدهاى اضافى طراحى شده براى جايگاه هاى محدودالاثر در پرايمرها وزن مولكولى

Omp2b تغيير كرد. ( M: ماركر Eoli BL21 :1 القا نشده 2: 1 ساعت بعد از القا 3: 2 
ساعت 4: 3 ساعت 5: 4 ساعت) SDS-PAGE بهترين ميزان بيان را 3-4 ساعت بعد از القا نشان داد.

Omp2b شكل 5. وسترن بلات از

(TaKaRa)

        5′  TTAGGATCCATGAACATCAAGAGCCTTCTCCTTG   3′

5′ AACAAGCTTCTTAACGTCGATCTGATTAGAACGAACG  3′
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Abstract 

Background & Objective: Brucellosis is an important zoonotic disease of economic significance. Brucella 
species are gram-negative, facultative intracellular bacteria, and are capable of replicating in the phagosomes 
of macrophages. They cause infection in several animal species and humans. Prevention of new diseases and 
diagnosis of cases infected with the organism are both essential for eradication of the disease. Characteriza-
tion and evaluation of different antigens of Brucella cells has a key role in progression of prevention and 
diagnosis programs. Here, we report the production and purification of recombinant 31kDa outer membrane 
protein Brucella abortus (Omp2b).  

Materials & Methods: Brucella abortus 36kDa outer membrane protein gene was amplified with 
PrimeSTAR® HS DNA polymerase, cloned in pJET1.2. The target gene was subcloned in pET28a (+). 
Recombinant pET28a vectors were transformed into E coli BL21 (DE3). Expression of recombinant protein 
was induced with 1mM IPTG. Proteins were absorbed to Ni-NTA agarose resins and Recombinant proteins 
were eluted with 250mM imidazol. Imidazol removed by dialysis. Proteins were assayed by Western-blotting 
and rOmp2b was probed by Brucella rabbit anti serum.  

Result: Appearance of a golden brown band at the site of reaction, in Western blotting confirmed successfully 
clone and expression. We purified Omp2b by affinity chromatography and this method prepared refolds 
proteins on the column. 

Conclusion: Omp2b were successfully cloned, expressed and purified. The recombinant proteins were recog-
nized by polyclonal antiserum which suggests the accuracy of procedure. 

Keywords: Brucella abortus, Cloning, Expression, Omp2b
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Cloning and Expression of Brucella Outer Membrane Protein 36kDa (OMP2b) in E. coli

Beheshti Nazanin1, Mohabati Mobarez Ashraf2*, Tabaraie Bahman3, Harzandi Naser4, Khoramabadi  Nima5, 
Aghababa Haniyea6, Bakhtyiari Amir7

منوكلونال عليه سويـه خشن بروسلا اوويس به شدت حفاظت بخش 
بودند. اين تفاوت ها ممكن است به دليل كاهش دسترسى آنتى بادى ها 
به OMP ها در سويه هاى صاف در مقايسه با سويه هاى خشن به دليل 
مانع استرى زنجيره هاى O پلى ساكاريدى باشد. به هر صورت اين 
OMP ها مى توانند به طور بالقوه عليه سويه هاى صاف بروسلا توسط 

القا ايمنى سلولى حفاظت بخش باشند (5).
از آنجايى كه تهيه پروتئين طبيعى بروسلا به كشت انبوه و خالص   
سازى پروتئين نياز دارد كه هم پروسه توليد بسيار مشكل و خطرآفرين 
است و هم سطح پروتئين هاى سطحى به حدى نيست كه خالص سازى 
فرم طبيعى آن به صرفه باشد، مطـالعـه ارزش واقعى حفاظت بخشـى 
آن ها به عنوان ايمونوژن ها مشكل است. تكنيك هاى مولكولى كلونينگ 
را  پروتئين  از  بالايى  ميزان  قادرند  و  كرده اند  آسان  را  مسير  اين 

توليد كنند.
به اين منظور در اين مطالعه ما Omp2b را كلون و بيان كرديم كه اين   
پروتئين داراى قدرت بـالقوه بــراى تحريك پــاسخ هاى ايمنـى است و 
مى توان در تشخيص بيمارى توسط ارزيابى سرم از آن بهره گرفت (4).

 pET28a(+) توليد و در سيستم بيانى PCR توسط Omp2b ژن  
كلون شد. در يك مطالعه ديگرى كه بر روى پروتئين Omp2b صورت 
گرفت از وكتور پلاسميدى pET3a براى كلون ژن omp2b استفاده شد 
كه نتايج قابل قبولى را حاصل كرد (9). هم چنين محقق ديگرى با 
استفاده از ويكتور pGEM-7Zf ژن omp31 بروسلا مليتنسيس را كلون 
كرد و نتيجه آن رضايت بخش بود (3). به هر صورت سيستم بيانى 
نوتركيب  پروتئين  توليد  و  كلونينگ  كارآمدى  نظر  از   pET28a(+)
در  آن  از  استفاده  طرفى  از  و  داشته  ما  پروتئين  با  خوبى  سازگارى 

تجربيات مختلف نتايج قابل قبولى بدست آورده است. 
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محصولات  مصرف  يا  و  آئروسل  تنفس  آلوده،  حيوانات  با  تماس 
حيوانات آلوده از قبيل شير، محصولات شير يا گوشت آلوده بيمارى 
مزمن تب مواج را ايجاد مى كند (7). در واقع بروسلوز انسانى يكى 
از رايج ترين بيمارى هاى زئونوتيك است كه به درمان طولانى مدت 
با آنتى بيوتيك ها نياز دارد (8). برنامه هاى آزمايش و كشتار توأم 
حيوانى  بروسلوز  كنترل  روش هاى  مهم ترين  واكسيناسيون  با 
هستند بنابراين جلوگيرى از بروسلوز انسانى به طور دائم وابسته به 

كنترل بيمارى در حيوانات است (8).
مى گيرند،  قرار  استفاده  مورد  گسترده  طور  به  كه  واكسن هايى   
 Rev.1 و بــروسلا مليتنسيس S19واكسـن هـاى بـروسلا آبورتوس
هستند. اين واكسن ها داراى اشكالاتى از قبيل ايجاد سقط جنين 
در گاوهاى باردار، مشكل تشخيص بين حيوانات واكسينه شده از 
حيوانات آلوده توسط تست هاى سرولوژيكى، مقاومت آنتى بيوتيكى 
اين دلايل  به  بروسلوز در صورت تماس هستند.  به  انسان  ابتلا  و 
دانشمندان تلاش مى كنند تا واكسن هاى امن و غير تكثير شونده

 اى را فراهم كنند كه توليد آن ها آسان باشد (8). بنابراين شناسايى 
واكسن هاى  توليد  براى  بروسلا  آنتى ژن هاى حفاظت شده بخش 

ساب سلولار ضرورى مى باشد (5).
ژن هاى  آنتى  عنوان  به  گسترده  طور  به  بروسلا  هاى   OMP  
توليد  در  بنابراين  شناسايى شده اند،  ايمونوژنيك و حفاظت بخش 
روش هاى تشخيصى و واكسن ها مى توانند آنتى ژن هاى سودمندى 
باشند (8). آنتى بادى هاى منوكلونال عليه بسيارى از OMP هاى 
بادى هاى  آنتى  اين  توسط  پسيو  حفاظت  شده اند.  توليد  بروسلا 
منوكلونال عدم حفاظت يا حفاظت كمى را عليه سويه هاى صاف بروسلا 
در موش ايجـاد كردند، در حالى كه مخلوطى از اين آنتى بادى هاى 
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Abstract 

Background & Objective: Brucellosis is an important zoonotic disease of economic significance. Brucella 
species are gram-negative, facultative intracellular bacteria, and are capable of replicating in the phagosomes 
of macrophages. They cause infection in several animal species and humans. Prevention of new diseases and 
diagnosis of cases infected with the organism are both essential for eradication of the disease. Characteriza-
tion and evaluation of different antigens of Brucella cells has a key role in progression of prevention and 
diagnosis programs. Here, we report the production and purification of recombinant 31kDa outer membrane 
protein Brucella abortus (Omp2b).  

Materials & Methods: Brucella abortus 36kDa outer membrane protein gene was amplified with 
PrimeSTAR® HS DNA polymerase, cloned in pJET1.2. The target gene was subcloned in pET28a (+). 
Recombinant pET28a vectors were transformed into E coli BL21 (DE3). Expression of recombinant protein 
was induced with 1mM IPTG. Proteins were absorbed to Ni-NTA agarose resins and Recombinant proteins 
were eluted with 250mM imidazol. Imidazol removed by dialysis. Proteins were assayed by Western-blotting 
and rOmp2b was probed by Brucella rabbit anti serum.  

Result: Appearance of a golden brown band at the site of reaction, in Western blotting confirmed successfully 
clone and expression. We purified Omp2b by affinity chromatography and this method prepared refolds 
proteins on the column. 

Conclusion: Omp2b were successfully cloned, expressed and purified. The recombinant proteins were recog-
nized by polyclonal antiserum which suggests the accuracy of procedure. 
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منوكلونال عليه سويـه خشن بروسلا اوويس به شدت حفاظت بخش 
بودند. اين تفاوت ها ممكن است به دليل كاهش دسترسى آنتى بادى ها 
به OMP ها در سويه هاى صاف در مقايسه با سويه هاى خشن به دليل 
مانع استرى زنجيره هاى O پلى ساكاريدى باشد. به هر صورت اين 
OMP ها مى توانند به طور بالقوه عليه سويه هاى صاف بروسلا توسط 

القا ايمنى سلولى حفاظت بخش باشند (5).
از آنجايى كه تهيه پروتئين طبيعى بروسلا به كشت انبوه و خالص   
سازى پروتئين نياز دارد كه هم پروسه توليد بسيار مشكل و خطرآفرين 
است و هم سطح پروتئين هاى سطحى به حدى نيست كه خالص سازى 
فرم طبيعى آن به صرفه باشد، مطـالعـه ارزش واقعى حفاظت بخشـى 
آن ها به عنوان ايمونوژن ها مشكل است. تكنيك هاى مولكولى كلونينگ 
را  پروتئين  از  بالايى  ميزان  قادرند  و  كرده اند  آسان  را  مسير  اين 

توليد كنند.
به اين منظور در اين مطالعه ما Omp2b را كلون و بيان كرديم كه اين   
پروتئين داراى قدرت بـالقوه بــراى تحريك پــاسخ هاى ايمنـى است و 
مى توان در تشخيص بيمارى توسط ارزيابى سرم از آن بهره گرفت (4).

 pET28a(+) توليد و در سيستم بيانى PCR توسط Omp2b ژن  
كلون شد. در يك مطالعه ديگرى كه بر روى پروتئين Omp2b صورت 
گرفت از وكتور پلاسميدى pET3a براى كلون ژن omp2b استفاده شد 
كه نتايج قابل قبولى را حاصل كرد (9). هم چنين محقق ديگرى با 
استفاده از ويكتور pGEM-7Zf ژن omp31 بروسلا مليتنسيس را كلون 
كرد و نتيجه آن رضايت بخش بود (3). به هر صورت سيستم بيانى 
نوتركيب  پروتئين  توليد  و  كلونينگ  كارآمدى  نظر  از   pET28a(+)
در  آن  از  استفاده  طرفى  از  و  داشته  ما  پروتئين  با  خوبى  سازگارى 

تجربيات مختلف نتايج قابل قبولى بدست آورده است. 
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