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  چكيده

اين . دنزايي دار   مايكوباكتريوم توبركلوزيس شامل سه پروتئين ترشحي است كه خاصيت ايمني          85ژن    كمپلكس آنتي  :هدف
هاي زيرواحدي   عنوان واكسن  ها به  براي استفاده از اين پروتئين    . هستندها كانديداهاي مهمي در طراحي واكسن سل         پروتئين

. هاي پروتئيني به شكل نوتركيب الزامـي اسـت         ژن ، توليد آنتي  DNAهاي    نوتركيب يا واكسن   BCGان يادآور براي    عنو يا به 
ها به شكل نوتركيب در سويه بياني اشريشيا كلي با   غيرقطبي است و توليد آناًهاي مايكوباكتريوم كه در ديواره هستند نسبت     پروتئين
  .عنوان يك ايمنوژن است  به85Cژن نوتركيب   اين مطالعه توليد و تخليص آنتيهدف از. هاي ديگر متفاوت است پروتئين

 تعيـين    كلون و در هر دو پلاسميد      (+)pET32a در   در نهايت  و   pJET1.2 در حامل پلاسميدي     85Cژن    آنتي :ها مواد و روش  
ي داخـل سـلولي در اوره،       ا  صورت گرفت و تخليص با حل كـردن اجـسام تـوده            IPTGالقاي توليد پروتئين با     . توالي شد 

آوري پروتئين نوتركيب بـه    جمعدر نهايتهاي شستشو و  جذب با رزين نيكل، حذف اوره با شيب كاهشي اوره در محلول         
هيستيدين، آنتي سـرم   بادي ضد پلي ژنيك پروتئين نوتركيب با وسترن بلات و توسط آنتي تأييد آنتي. شكل محلول انجام شد   

  .ايكوباكتريوم توبركولوزيس و سرم بيمار سلي بستري انجام شدكلونال خرگوشي ضد م پلي
  . در ميزبان اشريشيا كلي بيان و تخليص شد85Cژن  آنتي.  با موفقيت كلون و با تعيين توالي تأييد شد85Cژن   ژن آنتي:نتايج
 نوتركيـب و    85Cژن   ئين آنتـي   توليد پروت  درستي نتايج وسترن بلات به موازات نتايج تعيين توالي نشان دهنده            :گيري نتيجه

  .استتوپي آن  حفظ نسبي ساختار اپي
  

  واكسن سل، مايكوباكتريوم توبركلوزيس،85Cژن  ، آنتي85ژن   كمپلكس آنتي:كليدواژگان
  

  

  مقدمه
 يك بيماري قـديمي اسـت       (Tuberculosis)توبركلوزيس  

خـصوص   عنوان يك معضل بهداشتي در سراسر جهان بـه         كه به 
   ميليـارد نفـر     3/1. در حال توسـعه مطـرح اسـت       در كشورهاي   

  
از جمعيــــت جهــــان بــــا مايكوبــــاكتريوم توبركلــــوزيس 

(Mycobacterium tuberculosis)  ــالانه ــستند و س ــوده ه  آل
 درصـد از    90در. ]1[د  شو  ميليون نفر مي   2 به مرگ حدود     منجر

 درصـد بـاقي     10صورت نهفته باقي مانده و در        نت به افراد، عفو 

  12-1: ، صفحات1390، زمستان 4، شماره 14، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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   و همكارانهانيه آقابابا
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 و آلـودگي  بيـشتر  كـه  هرچند .كند بيماري به فرم فعال بروز مي     
توسـعه نيافتـه و در حـال         كشورهاي به مربوط سل مير و مرگ

هـاي تـضعيف     هاي اخير با شيوع بيمـاري      در سال  اما توسعه است، 
 Acquired Immunedeficiency(كنندة سيستم ايمني مثل ايدز 

Syndrome: AIDS(، ــويه ــدايش س ــاكتريوم    پي ــاي مايكوب ه
 BCGبيوتيك و عدم كارايي واكسن       توبركلوزيس مقاوم به آنتي   

در بزرگسالان، اين بيمـاري در كـشورهاي پيـشرفته نيـز رشـد              
 تلاش براي دستيابي و گـسترش ابزارهـاي         بنابراين. داشته است 

 مـؤثرترين  .پيشگيري و درمان سل يك ضرورت جهـاني اسـت         
 انجـام  بيمـاري،  از اين  پيشگيري نوين استراتژي طراحي در گام

 كه بـراي    است مناسب هاي واكسن طراحي راستاي در مطالعات
هاي باكتري از نظـر      ژن اين منظور شناسايي و بررسي انواع آنتي      

  .]2[ زايي ضروري است قدرت ايمني
هـاي ايـن بـاكتري پـروتئين هـاي       ژن ترين آنتي  يكي از مهم  

 مـشابه  ترشحي پروتئين سه از مجموعه اين .است 85كمپلكس  
شـده و عملكـرد      تـشكيل  85A  ،85B  ،85C ژن آنتي هاي امن با

  داشـته و در (Mycolyl Transferase)ترانـسفرازي   مايكوليل
 اسـيد  آنـزيم  اين. دنماي ايفا مي  اساسي ديواره باكتري نقش   سنتز

ــك ــك از  را(Mycolic Acids) مايكولي ــري ي ــالوز ت  -6 ه
 ديگـري  به (Trehalose-6-monomycolate)مونومايكولات   

ميكـولات   دي-6´-6هـالوز    تـري  تـشكيل  به منجر و داده انتقال
(Trehalose 6,6'-dimycolate) ــا ــان ي ــاكتور هم ــابي ف  طن

شـده   كد جداگانه ژن 3 وسيله به ها پروتئين  اين .]4 ،3[شود   مي
 اه ـ آنـزيم   ايـن .دارند  شباهت) درصد 97-68(توالي   لحاظ و از 
ــز ــراوان وج ــرين ف ــروتئين ت ــاي پ ــحي ه ــاكتريوم ترش  مايكوب

 و شـود  مي ترشح بيماري اوليه در مرحله  كه است توبركلوزيس
د شـو  مـي  يافت باكتري اين به آلوده ماكروفاژهاي در فراواني به
 در حيـاتي  نقش ها پروتئين اين كه كند مي تأييد مطلب اين. ]5[

  بـه  .دارد توبركلـوزيس  مايكوباكتريوم زايي بيماري و فيزيولوژي
در  كمـپلكس  ايـن  از C پروتئين كه است شده مشخص تازگي

آرابينوگالاكتـــان  بـــه اســـيد مايكوليـــك كـــووالانتي اتـــصال
(Arabinogalactan) ــش ــي نق ــايي. ]7، 6، 3[دارد  مهم  توان

 كانديـداي  بـه  را هـا  ژن آنتـي  ايـن  كننـده،  حفاظت ايمني ايجاد
 كـرده  تبـديل  سـل  بيمـاري  عليـه  بر واكسن توليد براي مناسب
 طراحـي  در هدف عنوان به ها پروتئين اين  همچنين .]9 ،8[است  

 قـرار  محققـين  توجه مورد بسيار مايكوباكتريومي ضد داروهاي
جايي كه براي پيشگيري يـا درمـان         از آن . ]12-10[ ستا گرفته

هـاي    توانـايي تحريـك پاسـخ   بايـد زا   بيماري سل، عامل ايمنـي    
، از ايــن پــروتئين در توليــد   ]13[ســلولي را داشــته باشــد   

 BCGهاي نوتركيب    ي نوتركيب و نيز سويه    DNA هاي   واكسن
استفاده شده و توليد خود پروتئين در مقياس بالا مطـرح نبـوده             

 يــا BCGنتــايج تحقيقـات اخيــر بـر اســتفاده از سـويه    . اسـت 
عنـوان واكـسن اوليـه و تزريـق           بـه  BCGهاي نوتركيـب     سويه
از . ]14[عنوان يـادآور تأكيـد دارد        باكتريوم به هاي مايكو  ژن آنتي

عنـوان عامـل     هـاي نوتركيـب بـه      ژن طرفي استفاده از خود آنتي    
هـاي پروتئينـي     ژن از اين رو توليد آنتي    . استزايي مطرح    ايمني

سـازي    اسـتفاده در فرآينـدهاي ايمـن       بـراي صورت نوتركيب    به
  .]16 ،15[مورد توجه قرار گرفته است 

 در ديواره مايكوباكتريوم است     85Cژن   ي آنتي جايگاه سلول 
 همانند سـاير    85Cژن   آنتي. استگريز   كه محيطي به شدت آب    

قطبي از خود نشان     تركيبات موجود در ديواره، خصوصياتي غير     
ايـن  هاي آزمايشگاهي و نيز بيواينفورماتيكي       دهد كه بررسي   مي

گريـز   هـاي آب   توليد پـروتئين  . ]17 ،4[ نمايد مطلب را تأييد مي   
هـا از    صورت نوتركيـب و اسـتخراج و تخلـيص متعاقـب آن            به

هاي بسياري با تخليص      و تفاوت  استهاي چالش برانگيز     زمينه
رو، توليـد و تخلـيص       از ايـن  . هـاي محلـول دارد     انواع پروتئين 

خاصي هم در   هاي   هايي از اين دست به ابداع استراتژي       پروتئين
توليـد و   . سازي نياز دارنـد    سطح طراحي و هم در مورد خالص      

ي مايكوباكتريوم توبركولـوزيس پـيش از       85Cژن   تخليص آنتي 
 85Bژن    و آنتـي   85Aژن   اين گزارش نشده ولي در مورد آنتـي       

  .]20-18[هايي وجود دارد  گزارش
 از كمـپلكس    85Cژن   كلـون ژن آنتـي    هدف ايـن مطالعـه،      

 مايكوباكتريوم توبركلوزيس و ساخت يـك  85ژن   پروتئيني آنتي 
در ، توليـد و     85Cپلاسميد نوتركيب با توانـايي بيـان پـروتئين          
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   مايكوليل ترانسفرازكلون و بيان
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  .است تخليص اين پروتئين نوتركيب نهايت
  

  ها مواد و روش
  ها ها و آنزيم هاي باكتريايي، ناقل سويه

ــوزيس ــاكتريوم توبركل ــويه مايكوب ــستيتو H37Rv س  از ان
 (Escherichia coli)اشريـشيا كلـي   . پاستور ايـران تهيـه شـد   

GM2163 و اشريشيا كلي Rosetta gamiعنـوان   ترتيب بـه   به
 از  pJET1.2پلاسـميد   . هاي تكثيري و بياني استفاده شد      ميزبان
 و پلاسـميد    Fermentas ساخت شـركت     ™CloneJETكيت  

pET32a(+) (Novagen) ون ژن هدف مورد اسـتفاده       كل براي
 شـركت   HindIII وSacIالاثـر   هاي محـدود  آنزيم. قرار گرفت

Fermentas و DNA T4 ــركت ــاز ش ــتفاده TaKaRa ليگ  اس
 شركت PrimSTAR®HS DNA Polymeraseاز آنزيم . شد

TaKaRa تكثير قطعه ژن هدف از ژنوم باكتري بـا           براي PCR 
  .لايي دارداستفاده شد كه قدرت تصحيح خطاي بسيار با

  

  مايكوباكتريوم توبركلوزيسDNAاستخراج 
 در  H37Rvچند كلوني مايكوباكتريوم توبركولوزيس سويه      

 PBS ميكروليتـر    500ليتـري حـاوي       ميلـي  2يك ميكروتيـوب    
(Phosphate Buffered Saline)  ــزودن ــس از اف  وارد و پ

 (Aerocol) جلـوگيري از آئروسـل       براي(مقداري پارافين مايع    
مخلـوط  . فعـال شـدند    ها با حـرارت غيـر      باكتري) كتريشدن با 

 شستشو داده   PBSحاصل سانتريفوژ و رسوب حاصل دو بار با         
 Tris-HCl ميكروليتر بـافر     200ها در    جسم سلولي باكتري  . شد

سوسپانسيون .  به شكل سوسپانسيون در آمد     pH: 8 مولار با    1/0
مام آب گـرم     مرتبه با استفاده از نيتروژن مايع و ح        4باسيل سل   

 جـدا كـردن     بـراي . منجمد و ذوب شـد    ) گراد  درجه سانتي  56(
ــات آب   ــز تركيبـ ــارافين و نيـ ــاكتري،    پـ ــواره بـ ــز ديـ   گريـ

 ميكروليتر كلروفرم به ميكروتيوب اضافه و پس از ورتكس          200
(Vortex)، در دور g× 10000دقيقــه ســانتريفوژ 10مــدت   بــه 

هـاي ديـواره     يفاز آلي كه حاوي كلروفرم و بخشي از چرب        . شد

سلول است با دقت خارج و اين عمـل دو نوبـت ديگـر تكـرار       
گراد حـرارت داده    درجه سانتي60در انتها، ميكروتيوب در   . شد

گـرم ليـزوزيم     ميلي5. شد تا باقي مانده كلروفرم نيز خارج شود      
گـراد    درجه سانتي  37به محتواي درون ميكروتيوب اضافه و در        

گرم به ازاي هـر       ميلي 5سپس  . ه شد  ساعت قرار داد   16مدت   به
 درجـه   56 سـاعت در     5 افـزوده و     Kليتر آنزيم پروتئينـاز      ميلي
، اسـتخراج  Kپس از تيمـار پروتئينـاز   . گراد گرمادهي شد   سانتي

 Genome AccPure kit (Bioneer)ژنوم با استفاده از كيـت  
  . و طبق دستورالعمل شركت سازنده انجام گرفت

  
  PCR و شرايط (Primers)آغازگرها 
ــوالي ــاكتريوم 85Cژن  هــاي ثبــت شــده ژن آنتــي ت  مايكوب

ــي، از پايگــاه   NCBI )Nationalتوبركلــوزيس در بانــك ژن

Center for Biotechnology Information(   اخـذ و توسـط 
يك جفت آغازگر بـراي  . شد بررسي VectorNTI 11افزار  نرم

 بيـاني    بـر اسـاس پلاسـميد      تكثير كل ناحية كد كننـده ايـن ژن        
pET32a(+))  طراحي شد كه عبارتند از)1شكل :  

  :آغازگر بالادست
H85CF:  
5’AAAGAGCTCATGACGTTCTTCGAACAGGTGCG3’
. 

  :دست ر پايينو آغازگ
H85CR: 
5’AAAAAGCTTTGCTGCCGATGCTGGCTTGCTGGCTC3’ 

  
ــزيم   ــراي آن ــرش ب ــازگر ’5 در انتهــاي sacIجايگــاه ب  آغ

 ’5 در انتهـاي     HindIIIم  جايگاه بـرش بـراي آنـزي      بالادست و   
  ). پررنگحروف (دست طراحي شد  آغازگر پايين

ــورد  ــر ژن مـ ــا   تكثيـ ــر بـ ــزيم  PCR نظـ ــط آنـ  توسـ
PrimSTAR®HS  برنامه دمايي شـامل     باواكنش  .  انجام گرفت 

ــانتي98 ــه س ــه  درج ــراد ب ــدت  گ ــه، 3م ــامل 35 دقيق    دوره ش
) انيه ث 10(گراد    درجه سانتي  61،  ) ثانيه 10(گراد    درجه سانتي  98
 72و در نهايـت يـك مرحلـه    )  دقيقه1(گراد   درجه سانتي 72و  

  .شد دقيقه انجام 10مدت  گراد به درجه سانتي
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pET32-85C
6939 bp

lac I

bla (amp) sequence

lac operator

S tag

Ag85C

T7 promoter

His tag

His tag

enterokinase

thrombin

ColE1 pBR322 origin

f1 origin
T7 terminator

trx tag

SacI (1230)

BamHI (1238)

HindIII (174)

  
  

  pET32a-85C نقشه پلاسميد 1شكل 
  

  85Cژن  كلون آنتي
بعـد از   ) بـاز   جفت 85C) 1023محصول تكثير ژن پروتئين     

سـازي از روي ژل       و خـالص   PrimSTAR®HSتكثير با آنزيم    
 ™CloneJET طبق دستور كيت     pJET1.2گارز، در پلاسميد    آ

الحـاق و محـصول واكـنش الحـاق بـه بـاكتري اشريـشيا كلــي        
GM2163   غربالگري پلاسـميدهاي حـاوي ژن      .  انتقال داده شد
 و بـا اسـتفاده از   PCR با روش كلـوني  تحقيق حاضر مورد نظر   

 آغازگرهـــاي در نهايـــت و pJET1.2آغازگرهـــاي عمـــومي 
ــصاصي آن ــياخت ــميدهاي  . 85Cژن  ت ــي پلاس ــضم آنزيم ــا ه ب

 pJET1.2 در پلاسـميد     85Cژن   نوتركيب، كلون شدن ژن آنتي    
تأييد نهايي پلاسميدهاي نوتركيب، بـا تعيـين تـوالي          . تأييد شد 

 Vector NTIافزار  ها با نرم نتايج تعيين توالي آن. انجام گرفت

AdvancedTM 11.0 (Invitrogen)  هـاي    بررسي و بـا تـوالي
  .درجع مقايسه شم

هـاي    با هضم آنزيمـي توسـط آنـزيم        85Cژن   قطعه ژن آنتي  
SacI و HindIII از pJET1.2ســازي   خــارج و بعــد از خــالص

 كه توسط همـين دو آنـزيم بريـده و سـپس             (+)pET32aداخل  
هـاي   پلاسميد. خالص شده بود، مجدداً با واكنش الحاق وارد شد        

 GM2163يا كلـي    به باكتري اشريـش   ) pET32a-85C(نوتركيب  
 روي كلـوني بـا      PCRهـاي نوتركيـب از طريـق         منتقل و كلون  

تأييد نهايي  .  غربالگري شد  85Cژن   آغازگرهاي اختصاصي آنتي  

 با هضم آنزيمـي و تعيـين        (+)pET32aپلاسميدهاي نوتركيب   
  .انجام گرفت) طور كه قبلاً شرح داده شد همان(توالي مجدد 

  

 ـ   بيان وخالص  ژن  ب آنتـي  سازي پروتئين نوتركي
85C (rAg85C)  

 به ميزبان بيـاني اشريـشيا       pET32a-85Cپلاسميد نوتركيب   
هاي حاوي پلاسميد  باكتري.  انتقال داده شدRosetta Gamiكلي 

 50 حـــاوي 2XYT در محـــيط مـــايع (RG-85C)نوتركيـــب 
  ميكروگـرم  5،  (Ampicillin)سـيلين    ليتر آمپي  ميكروگرم در ميلي  

ــي ــسين  در ميل ــر كاناماي ــرم در 34، (Kanamycin)ليت  ميكروگ
 ميكروگـرم   5/12 و   (Chloramphenicol)ليتر كلرآمفنيكـل     ميلي

 تلقـيح و يـك شـب      (Tetracycline)ليتـر تتراسـايكلين      در ميلي 
 37در انكوباتور با حركـت دورانـي و دمـاي           )  ساعت 18حدود  (

از اين كشت شبانه بـراي تلقـيح        . گرماگذاري شد گراد    سانتي درجه
سـيلين   ليتر آمپي   ميكروگرم در ميلي   50 حاوي   2XYTع  محيط ماي 

محيط مذكور در انكوباتور بـا حركـت دورانـي قـرار            . استفاده شد 
بـه    نـانومتر  600طول مـوج    گرفت و زماني كه كدورت محيط در        

ــدود  ــا  6/0ح ــب ب ــميدهاي نوتركي ــيد، پلاس ــي1 رس ــولار   ميل م
-Isopropyl-beta(  تيوگالاكتوپيرانوزيـد  - دي - بتـا  -ايزوپروپيل

D-thiogalactopyranoside: IPTG(سه نمونـه در  . القا شد 
هاي القا شده گرفته و براي بررسـي         هاي صفر تا سه از باكتري      زمان

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

   مايكوليل ترانسفرازكلون و بيان
  

 6  1390 زمستان، 4، شماره 14 ، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس  6

 SDS-PAGE.هــاي مختلــف بــا  ميــزان بيــان پــروتئين در زمــان
.(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

 G-250يـزي شـده بـا كوماسـي         آم  درصد و رنـگ    5/12در ژل   
(Coomassie blue G250) شد ارزيابي.  

اـ          در ساعت  RG-85Cهاي كشت    سلول هاي يك تا سه پس از الق
اـكتري  . آوري و رسوب داده شدند     جمع اـي مـذكور بعـد از        رسوب ب ه

مــول   ميلــي50(شستــشو بـاـ بـاـفر فــسفات نمكــي، در بـاـفر تخريــب 
NaH2PO4 ،300 مــول    ميلــيNaCl ،10ول ايميـــدازولمـ ـ  ميلـــي 

(Imidazole) و PMSF (Phenylmethanesulfonylfluoride) 
  سوسپانــسيون در آمــد و در ســه نوبــت بــه شــكل ) pH :8بــا 

 ثانيه تحت اثر امواج فراصـوت قـرار         6/0اي با فركانس      دقيقه 5
در مرحلـه بعـد،     . طور كامل متلاشي شـوند     ها به  گرفت تا سلول  

  مـايع، ليـزات سـلولي در       براي جداسازي اجسام جامـد از فـاز         
g 18000    يـك نمونـه از   .  دقيقه سـانتريفوژ شـد    20 براي مدت

مايع رويي و يك نمونه از رسوب حاصل براي رديابي پـروتئين   
  .دش بررسي SDS-PAGEوسيله  نوتركيب به

، يك كـشت شـبانه      rAg85Cبراي توليد پروتئين نوتركيب     
د تهيـه و از      به شكلي كه قبلاً شرح داده ش       RG-85Cاز باكتري   

بعـد از   . دش ـ اسـتفاده    2XYT ليتر محيط تازه     1آن براي تلقيح    
مـول    ميلـي  1ها به كـدورت مناسـب رسـيدند بـا            اينكه باكتري 

IPTG      گـراد    درجـه سـانتي    37 از آن در     پـس القا و سه ساعت
هاي بـاكتري    پس از طي شدن اين زمان، سلول      . نگهداري شدند 
  بـا بـافر فـسفات نمكـي        آوري و   جمع g 9000با سانتريفوژ در    

ــدند ــشو داده ش ــلول. شست ــافر   س ــاكتري در ب ــاي ب  B) 100ه
 مـول اوره؛    8 و   Tris-Clمـول     ميلـي  NaH2PO4  ،10مول   ميلي

5/8: pH ( حــل و پــس از انتقــال بــه ســتون، بــا بــافرC) 100 
 مـول اوره؛    8 و   Tris-Clمـول     ميلـي  NaH2PO4  ،10مول   ميلي

5/8: pH (  ه با استفاده از بافرهاي     حذف اور . شستشو داده شدند
 مـولار   0 و   1،  2،  4،  6،  8(حاوي شـيب كاهـشي غلظـت اوره         

ــروتئين) اوره ــا اســتفاده از محلــول   انجــام و در نهايــت پ هــا ب
. آوري شـدند   مولار از ستون جـدا و جمـع         ميلي 250ايميدازول  

براي حذف ايميدازول، محلول پروتئيني در برابر بـافر فـسفات           

ميـزان پـروتئين    . دت يك شب دياليز شد    م به) pH :4/7(نمكي  
با روش اسپكتروفوتومتري تعيين و مقدار كل پـروتئين محلـول           

  .دشخالص شده از يك ليتر كشت باكتري محاسبه 
  

 (Western Blot)وسترن بلات 
 بـا سيـستم انتقـال       SDS-PAGEپروتئين نوتركيب از ژل     

فلوريـد   وينيليـدين دي    بـه كاغـذ پلـي      (Bio-Rad)نيمه خشك   
(Polyvinylidene Fluoride: PVDF)  توسط دستگاه بـلات 

Bio-Rad   براي كنترل انتقـال  .  در شرايط نيمه خشك منتقل شد
ــسو   ــگ پان ــروتئين از رن ــشا S (Ponceau S)پ ــتفاده و غ  اس

.  نوارهاي نازك حاوي پروتئين منتقل شده بريده شـد         صورت به
 بـا محلـول آلبـومين سـرم گـاوي           PVDFمسدودسازي غشاي   

(Bovine Serum Albumin: BSA) 5ــه ــدت   درصــد ب   م
در مرحله بعد سـه غـشاي جداگانـه بـا           .  ساعت انجام گرفت   1

ــي ــادي آنت ــي  ب ــاي پل ــال  ه  (Polyclonal Antibodies)كلون
ــاكتريوم توبركولــوزيس  ، )H37Rv) 1:5000خرگوشــي مايكوب

و سرم بيمـار بـستري      ) 6His-tag) 1:10000بادي بر عليه     آنتي
شستـشو  .  ساعت مجاور شدند  2مدت    به سل به   مبتلا) 1:2000(

-Tris( 20 درصـد تـوئين      05/0با بافر تـريس نمكـي محتـوي         

Buffered Saline with Tween: TBS-T(  انجام شد غشاها
 و  1:10000، خرگـوش    1:10000موش  (هاي ثانويه    بادي با آنتي 
غشاها پـس   .  ساعت مجاور شدند   2براي مدت   ) 1:5000انسان  

ــا  حلــــول سوبــــستراي كميلومينــــسانت ماز شستــــشو بــ
(Chemiluminescent Substrate)    تحـت شـرايط اسـتاندارد 

ورســنت روي غــشاهاي له بانــدهاي فلمجــاور شــده و بلافاصــ
  . راديوگرافي ثبت و ظاهر شد

  

  نتايج
  85Cژن  سازي و تعيين توالي آنتي كلون

 بـا   85Cبراي جلوگيري از هـر گونـه تغييـر، ژن پـروتئين             
 PrimSTAR® HS DNAوسـيله آنـزيم    بـه بـاز    جفت1023
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Polymerase           كه داراي قدرت تصحيح خطـاي بـسيار بـالايي 
هـاي    اضـافه شـدن تـوالي      دليـل بـه   . )2شكل   (است تكثير شد  

 و سـه نوكلئوتيـد      HindIII و   SacIهـاي    شناسايي كننده آنزيم  
جهت كمـك بـه      (عنوان دستگيره آنزيمي در دو طرف      اضافي به 

 PCR، انـدازه محـصول      )ر صورت نياز  هضم آنزيمي مستقيم د   
  .استباز   جفت1041
  

  
  

 PrimSTAR® HS DNA با آنـزيم  C تكثير ژن مايكوليل ترانسفراز 2شكل 

polymerase  تصوير استاندارد راهنماي اندازه      )1؛ DNA  ،2 (  راهنماي اندازه
DNA ،3 ،4، 5( محصول تكثير ژن مايكوليل ترانسفراز C  
  

  
  

ــاني  نتيجــه هــضم آ)3شــكل  ــصوير )1؛ pET32a-85Cنزيمــي حامــل بي  ت
 هـضم تـك     )DNA  ،3 راهنمـاي انـدازه      )DNA  ،2استاندارد راهنماي اندازه    

 هـضم تـك آنزيمـي       )HindIII  ،4 بـا آنـزيم      (+)pET32aآنزيمي پلاسـميد    
تـر از     سـنگين   كيلوباز 1 كه حدود    HindIII با آنزيم    pET32a-85Cپلاسميد  

 بـا آنـزيم     pET32a-85Cنزيمي پلاسميد    هضم دو آ   )5 .پلاسميد خالي است  
HindIII و SacI دهد  را نشان مي كيلوبازي1 كه خروج قطعه.  
  

.  كلون شـد   pJET1.2 با موفقيت در پلاسميد      PCRمحصول  
 و تعيـين تـوالي      pJET-85Cهضم آنزيمي پلاسميدهاي نوتركيب     

مقايـسه  . نمايـد   را تأييـد مـي     85Cدرستي كلون شدن ژن پروتئين      
گونه تغيير و    هاي مرجع نشان داد كه هيچ      ين توالي با توالي   نتايج تعي 

كلـون ژن   . جهشي در اين قطعه ژن كلون شـده روي نـداده اسـت            
هـضم  .  نيز با موفقيـت كلـون شـد        (+)pET32a در   85Cژن   آنتي

 در اين پلاسميد را تأييـد و تعيـين          85Cژن   آنزيمي الحاق ژن آنتي   
  ).3ل شك(توالي نيز درستي آن را تأييد نمود 

  
  85Cژن  بيان و تخليص پروتئين نوتركيب آنتي

 50، بيان يك پروتئين در محدوده باند        SDS-PAGEنتايج  
دهد كه با وزن مولكولي      كيلودالتوني راهنماي وزني را نشان مي     

). 1شـكل  (بيني شده همخـواني دارد      كيلودالتون پيش  55حدود  
 اسـت و     كيلودالتـون  35 حدود   85Cژن   وزن خود پروتئين آنتي   

 به ابتداي آن توسط     (Thioredoxin)اضافه شدن تايوردوكسين    
pET32a(+)    كيلودالتـوني آن شـده اسـت       19 موجب افزايش  .

هـا بـين سـاعت اول و سـوم تفـاوت قابـل              ميزان بيان پـروتئين   
بـا بررسـي مـايع رويـي و رسـوب           . دهـد  اي نشان نمي   ملاحظه

ا بـا   ه ـ هـا بـا روش فراصـوت بـاكتري         حاصل از تخريب سلول   
SDS-PAGE   ــروتئين ــدار پ ــشترين مق ــه بي ــشخص شــد ك  م
ــه ــر  نوتركيــب ب ــد غي ــول  صــورت ذرات جام ــوژن(محل : اينكل

Inclusion (     بررسـي الكتروفورتيـك    . ددر فاز رسوبي قـرار دار
 خلـوص قابـل توجـه ايـن         گـر  نـشان  rAg85Cنتايج تخليص   

  ).4شكل  (استپروتئين 
  

  
  

 )1چاهك ؛ 85Cژن  رن بلات آنتي نتايج بيان، تخليص پروتئين و وست4شكل 
 Rosetta gami سـويه اشريـشيا كلـي    )2چاهـك  راهنماي وزنـي پـروتئين،   

 RG سويه اشريـشيا كلـي       )3چاهك   القا نشده،    (+)pET32aحاوي پلاسميد   
 القـا شـده سـاعت    RG سويه اشريشيا كلي  )4چاهك  القا نشده ساعت صفر،     

 20 )6چاهك  اعت سوم،    القا شده س   RG سويه اشريشيا كلي     )5چاهك  اول،  
 وسـترن بـلات بـا       )7چاهـك   ميكروگرم از پروتئين تخلـيص شـده نهـايي،          

بـادي    وسترن بـلات بـا آنتـي      )8چاهك  هيستيدين،   بادي ضد ساختار پلي    آنتي
بادي سه بيمار     وسترن بلات با آنتي    )11،  10،  9چاهك  كلونال خرگوشي،    پلي

  مبتلا به سل
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دسـت   تروفتومتري، بـه  وش اسـپك  گيري بـا ر    اساس اندازه  بر
 5/6 ليتـر كـشت بـاكتري ميزبـان     آوردن پروتئين محلول از يك   

  .گرم تعيين شد ميلي
ــشان مــي  ــايج وســترن بــلات ن  توســط rAg85Bدهــد  نت

ــادي عليــه بخــش  كلونــال خرگوشــي، آنتــي بــادي پلــي آنتــي ب
جمع ). 4شكل   (استهيستيدين و سرم بيمار قابل شناسايي        پلي

 تأييـد   85Cژن    و تعيين توالي ژن آنتـي      بين نتايج آزمون وسترن   
  .استكننده كل فرآيند 

  

  بحث
ــاكتريوم    ــده آن، مايكوب ــاد كنن ــل ايج ــل و عام ــاري س بيم

عنــوان يكــي از معــضلات پيچيــده ســلامت،  توبركلـوزيس، بــه 
ــسترده   ــات گ ــام تحقيق ــه انج ــين را وادار ب ــه  محقق اي در زمين

زايي  ايمني]. 22،  21[پيشگيري و درمان اين بيماري كرده است        
عنـوان كانديـداي     تعداد زيادي از تركيبات سلولي باسيل سل به       

واكسيناسيون عليـه آن مـورد بررسـي قـرار گرفتـه و مطالعـات               
 نوتركيــب و BCGهــا و   واكــسنDNAاي در زمينــة  گــسترده
هـاي اخيـر     يافته. ]16[واحدي انجام شده است      هاي زير  واكسن

 BCGهــا يــا   واكــسنDNAنــشان داده اســت كــه اســتفاده از 
آميـزي   طـور موفقيـت    تئيني به نوتركيب به همراه يك يادآور پرو     

از سـوي ديگـر،   . تواند سبب تحريـك سيـستم ايمنـي شـود       مي
هـاي پروتئينـي بـه شـكل نوتركيـب، بـه             ژن توانايي برخي آنتي  

هـاي   هـاي ديگـر و ادجوانـت       تنهايي يا در تركيب بـا پـروتئين       
(adjuvants)هــاي ايمنــي حفــاظتي   مختلــف در ايجــاد پاســخ

 استفاده از تركيبات پروتئينـي      ].25-23،  16[گزارش شده است    
هـاي   ژن زا يـا يـادآور مـستلزم توليـد آنتـي           عنوان عامل ايمني   به

. اسـت صورت نوتركيب  پروتئيني مايكوباكتريوم توبركلوزيس به   
تـرين    كيلودالتوني، فراوان  85هاي   ژن هاي كمپلكس آنتي   پروتئين
اسـت كـه در سـنتز ديـواره     هاي ترشحي از اين باكتري    پروتئين

ها در خوكچه هنـدي      زايي آن  خاصيت ايمني  د و قش مهمي دار  ن
ژن  ، آنتـي  85Aژن   آنتـي (اين سـه پـروتئين      . گزارش شده است  

85B 85ژن   ، آنتيC (      ،كانديداي خـوبي بـراي طراحـي واكـسن

  .]30-26[تشخيص و درمان بيماري سل هستند 
ر كلي از نظر ساختار ديـواره سـلولي         طو ها به  مايكوباكتريوم

گريـزي شـديد     آب. هـا دارنـد    تفاوت زيادي بـا سـاير بـاكتري       
ها موجب بروز خواص شـاخص       تركيبات موجود در ديواره آن    

ــاكتريوم ــه آن مايكوب ــسم  هاســت ك ــاير ارگاني ــا را از س ــاي  ه ه
هـاي كمـپلكس    جايگاه پروتئين. ]31[سازد   پروكاريوت متمايز مي  

هـا اسـت و در        كيلودالتوني، ديواره مايكوباكتريوم   85هاي   ژن آنتي
اين متناسب بـا محـيط سـلولي خـود،           ساخت آن نقش دارد؛ بنابر    

قطبي پـروتئين    هاي ساختاري غير   بخش]. 7،  6،  3[ت  قطبي اس  غير
ــا و عــدم شــكل ــري ت ــان   گي خــوردگي طبيعــي آن در يــك ميزب

محلول شدن شـديد     پروكاريوتي ديگر مثل اشريشيا كلي موجب نا      
عدم محلوليـت ممكـن     . شود آن حين توليد به شكل نوتركيب مي      

است يك دليل براي اقبال كـم محققـين بـه توليـد ايـن گـروه از                  
كه گزارشـي از توليـد       تركيب باشد كما اين    صورت نو  ها به  روتئينپ

  .صورت نوتركيب در دست نيست  به85Cژن  آنتي
طور ذاتـي     يك پروتئين نوتركيب كه به     دست آوردن  بهبراي  

هـاي پلاسـميدي      استفاده از حامـل     يك راه حل   است،قطبي   غير
هــايي را بــراي افــزايش محلوليــت محــصول  اســت كــه بخــش

گريزي يك پـروتئين     ميزان آب . كنند ها اضافه مي   ني به آن  پروتئي
يكـي از   . هـا دارد   نسبت عكس با مقدار تأثيرگذاري اين بخـش       

هاي پلاسميدي كه براي چنين منظوري اسـتفاده         كاراترين حامل 
ــي ــود،  م ــام    (+)pET32aش ــه ن ــروتئين ب ــك پ ــه ي ــت ك  اس

ظـر  تايورودوكسين را در بخش ابتدايي مولكول پروتئين مورد ن        
هاي بـسيار   تايورودوكسين از پروتئين. (Trx-tag)كند  اضافه مي 

محلول است و توليد آن در اشريـشيا كلـي بـه سـهولت انجـام                
قطبـي   افزوده شدن تايورودوكسين به يك پروتئين غيـر       . شود مي

باعث ايجاد نوعي قطبيت نسبي و افزايش حلاليت كل محصول          
جـا نـوع پاسـخ       ر اين نكته قابل توجه د   . گردد در محيط آبي مي   

در مـسير عرضـه     . رود ايمني است كه از اين پروتئين انتظار مـي        
هاي عرضه كننده در بدن ميزبـان        ژن، پروتئين توسط سلول    آنتي

هاي سيستم   به قطعات بسيار كوچك پپتيدي شكسته و به سلول        
خـوردگي   از ايـن رو شـكل فيزيكـي و تـا          . دشو يه مي ايمني ارا 

ها و در نهايت پاسخ به        عرضه اين پپتيد   پروتئين نقش زيادي در   
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رسد بتوان از اين تركيب پروتئيني بـراي         نظر مي  ها ندارد و به    آن
در اين مطالعه نيز توليد پروتئين      . زايي استفاده كرد   مقاصد ايمني 

 انجـام گرفتـه و يـك        (+)pET32a در پلاسـميد     85Cژن   آنتي
تـداي آن    كيلودالتـون بـه اب     18بخش پروتئيني با جرم حـدودي       

ميـزان بيـان پـروتئين نوتركيـب در ميزبـان           . افزوده شده اسـت   
 SDS-PAGEها بـا      و بررسي  استباكتريايي بسيار قابل توجه     

  . نمايد  كيلودالتون را تأييد مي55حضور پروتئيني با وزن تقريبي 
 به شكل نوتركيـب در اشريـشيا كلـي          85Cژن   در توليد آنتي  

اي داخـل سـلولي      ل جـسم تـوده    بيشتر پروتئين توليد شده به شك     
خوردگي كامل پروتئين مايكوباكتريوم     است و اين به علت عدم تا      

هـايي   كار مورد استفاده در مـورد پـروتئين        راه. در اين ميزبان است   
يابـد،   اي در داخل سلول ميزبان تجمع مـي        كه به شكل جسم توده    

وره  مانند ا  گيري مواد شيميايي با خاصيت واسرشته كنندگي       كار به
 )Guanidinium Hydrochloride(و گوانيديوم هيدروكلرايد 

مواد واسرشته كننده با بـاز كـردن پيونـدهاي هيـدروژني            . است
 هـا  شـود و امكـان جـذب آن    اي مي سبب حل شدن اجسام توده  

اما حضور مـاده واسرشـته      . دآور توسط رزين نيكل را فراهم مي     
ف ايـن مـواد     بـراي حـذ   . كنـد  كننده استفاده آن را محـدود مـي       

هـاي   هاي متعددي پيـشنهاد شـده كـه در مـورد پـروتئين             روش
در اين مطالعه براي    . داشته است  مختلف، نتايج متفاوتي را در بر     

 از اوره   85Cژن   اي حاوي پروتئين آنتـي     حل كردن اجسام توده   
حذف ابتدايي اوره با ديـاليز نتـايج خـوبي      .  مولار استفاده شد   8

و موجـب لختـه     ) جا ذكر نشده   ر اين اطلاعات د (در بر نداشت    
 پـروتئين محلـول،     دسـت آوردن   بـه بـراي   . شدن پـروتئين شـد    

هــاي متعــددي اســتفاده شــد و در نهايــت بــا اســتفاده از  روش
 بـا   .هاي شستشو بـا شـيب كاهـشي اوره انجـام گرفـت             محلول

كـه پـروتئين بـه رزيـن نيكـل        اين روش در حين اين  استفاده از 
  هـا بـا     شود و امكان ارتباط پروتئين      مي ، اوره حذف  متصل است 

  

دهـد و از ايـن لحـاظ برتـري           هم و تجمع و ايجاد لخته را نمي       
ميزان پروتئين نوتركيب محلـول     . هاي ديگر دارد   خوبي به روش  

هـاي    نيز نسبت به نتـايج روش      استكه نتيجه نهايي اين روش      
 قابل توجه اسـت     85هاي ديگر كمپلكس     تخليص براي پروتئين  

]18-20[.  
هيـستيدين تأييـد     بادي ضد ساختار پلي    نتايج وسترن با آنتي   

 اسـت   (+)pET32aكننده توليد پروتئين در حامل پلاسـميدي        
نتـايج وســترن بــا  . كـه بــا نتــايج تعيـين تــوالي ســازگاري دارد  

 كلونال خرگوشي از يك طرف تأييد كننـده توليـد          بادي پلي  آنتي
پروتئيني با خصوصيات يك پروتئين مايكوباكتريومي است كه بـه          

كند و از     را تأييد مي   85Cژن   موازات نتايج تعيين توالي توليد آنتي     
 طرف ديگر نشان دهنده اين مطلب است كـه پـروتئين نوتركيـب            

هـاي طبيعـي خـود را        تـوپ  طور نسبي اپي   توليد شده حداقل به   
 كه روش تخليصي   ردن ادعا ك  توا از اين رو مي   . حفظ كرده است  

هـاي   تواند ساختار پروتئين    تا حد قابل قبولي مي     استفاده شد كه  
 نوتركيب توسـط    85Cژن   شناسايي آنتي . نوتركيب را حفظ نمايد   

گـر   سرم بيماران مبتلا به سل كه در بيمارستان بستري هستند نشان  
اين است كه پـروتئين نوتركيـب توليـد شـده در ايـن پـروژه بـا                  

نمايد و بدن نـسبت      ئيني كه باسيل سل حين بيماري توليد مي       پروت
بنابراين از پروتئيني كه    . دهد، مشابهت دارد   به آن واكنش نشان مي    

هاي مختلـف    توان در زمينه   با اين روش توليد و تخليص شده مي       
  . از جمله تشخيص سرولوژي نيز استفاده نمود

  

  تشكر و قدرداني
ه كارشناســي ارشــد رشــته نامــ بخــشي از پايــان  مقالــهايــن
شناسي بوده و با حمايت مالي دانـشگاه تربيـت مـدرس             باكتري
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