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ABSTRACT 
Background and Aim: The BAB1-0278 has an essential role in abortus infection. This antigen 

encodes a protein called GcrA, which plays an essential role in the transcription of target genes 

in the cell cycle. Thus, BAB1-0278 has unique potential in therapeutic strategies against B. 

abortus. The purpose of this research is to produce engineered Lactococcus lactis bacteria 

expressing the BAB1-0278 protein of B. abortus. 

Materials and Methods: The gene construction design contains a signal peptide sequence in the 

nisin-based expression vector (pN3z8148-Usp45-BAB1-0278) and is synthesized by GENEray. 

The recombinant plasmid transformed into Escherichia coli bacteria. The recombinant plasmid 

was extracted from transformed bacteria. L. lactis transformed by electroporation both with the 

recombinant plasmid containing the target gene pNZ8148-Usp45-BAB1-0278 and the plasmid 

without the target gene. BAB1-0278 expression was confirmed by reverse polymerase chain 

reaction (RT-PCR) and sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

and western blot techniques. 

Results: B. abortus BAB1-0278 was expressed in L. lactis and confirmed by RT-PCR. SDS-

PAGE analysis of proteins isolated from L. lactis transformed with recombinant plasmid, 

compared to untransformed L. lactis, showed a protein with a molecular weight of 13 kDa. 

Conclusion: The results of PCR, restricted enzyme digestion, and sequencing by GENEray 

revealed that BAB1-0278 was cloned correctly in pNZ8148-Usp45. SDS-PAGE and Western blot 

were used to analyze BAB1-0278 protein expression. Transformed L. lactis can be a crucial step 

for oral vaccine research against B. abortus. 
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 پروبیوتیک باکتری در آبورتوس بروسلا باکتری BAB1-0278ژن  آنتی ی کننده کد ژن بیان
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 چکیده 

را  GcrA پروتئینی به نام ژن، این  آنتی. بروسلوز نقش داردبیماری  در ایجاد آبورتوس بروسلاBAB1-0278 ژن  آنتی :هدف و زمینه

 های دارای پتانسیل BAB1-0278از این رو . دارد سلولی چرخه در هدف های ژن رونویسی در اساسی کند که نقش رمزگذاری می

 لاکتیس لاکتوکوکوسحاضر تولید باکتری  مطالعه از هدف .باشد می آبورتوس بروسلاهای درمانی علیه  در استراتژی فردی به منحصر

 .باشد می آبورتوس بروسلا BAB1-0278 بیان کننده پروتئین شده مهندسی

-pN3z8148)درون ناقل بیانی مبتنی بر القا با نیسین  سیگنال پپتیدی توالی یک حاوی طراحی سازواره ژنی :ها روش و مواد

Usp45-BAB1-0278) شرکت توسط صورت گرفت و سنتز آن GENEray اشریشیا کلیباکتری  نوترکیب در پلاسمید. انجام شد  

توسط  لاکتیس لاکتوکوکوس .شده صورت گرفت ترانسفورم های نوترکیب از باکتریپلاسمید  استخراج .شد ترانسفورم

و هم با پلاسمید فاقد ژن هدف  pNZ8148-Usp45-BAB1-0278 پلاسمید نوترکیب حاوی ژن هدف الکتروپوریشن هم با

سولفات  دودسیل و سدیم( (RT-PCR معکوس مرازیپل رهیواکنش زنجهای  تکنیک توسط BAB1-0278 بیان تایید. ترانسفورم شد

 .شد و وسترن بلات انجام (SDS-PAGE)  ژل الکتروفورز آمید آکریل پلی

 و تجزیه. مورد تایید قرار گرفت RT-PCRبیان و به وسیله  لاکتیس لاکتوکوکوسدر  آبورتوس بروسلا BAB1-0278  :ها یافته

 در مقایسه با شده با پلاسمید نوترکیب ترانسفورم لاکتیس لاکتوکوکوس از شده جدا های پروتئین SDS-PAGE تحلیل

 .داد نشان رادالتون  کیلو 10 مولکولی وزن با ترانسفورم نشده پروتئینی لاکتوکوکوس لاکتیس

 درستی به BAB1-0278 که داد نشان GENEray توسط شرکت توالی تعیین و کننده محدود آنزیم هضم ،PCR نتایج :گیري نتیجه

 .شد استفاده BAB1-0278 پروتئین بیان آنالیز برای وسترن بلاتو  SDS-PAGE .است شده کلون pNZ8148-Usp45 در

 . باشد  سآبورتو بروسلا علیه خوراکی واکسن تحقیقاتتواند گام مهمی جهت  می شده ترانسفورم لاکتیس لاکتوکوکوس

 الکتروپوریشن پروبیوتیک، ، واکسن،لاکتیس لاکتوکوکوس  ،BAB1-0278 ،بروسلا آبورتوس :کلیدي کلمات

 13/11/1862:پذیرش 13/11/1862:اصلاحیه نهایی 13/16/1861 :وصول مقاله
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 مقدمه

 که است اختیاری سلولی درون باکتری یک آبورتوس بروسلا

 ترین مهم از بروسلوز .شود می بروسلوزیا  مالت تب باعث

 اهلی حیوانات از که است دام و انسانبین  مشترک های بیماری

با  معمولا این بیماریانتقال  .(1) گردد می منتقل انسان به

 نیبا ا. مرتبط است زهیپاستور ریغ یوانیمصرف محصولات ح

 یغشاها ایانتقال شامل تماس پوست  گرید  سمیحال، مکان

 سقط باعث بروسلوز .(2) آلوده است یوانیبا بافت ح یمخاط

 خستگی تب و ،حیوانات در باروری قدرت کاهش و جنین

 کشورهای در و بیشتر، شودمی انسان در درد مفاصل همراه با

 به ایمنی پاسخ .(0) شودمی یافت گرمسیر و توسعه حال در

 مطالعه مورد  موش روی بر عمدتا بروسلا مختلف های گونه

 ایمنی که رسد می نظر به حیوانی مدل این در .است گرفته قرار

 ایجاد سلولی و هومورال ایمنی فعال شدن از طریق زایی

 تحریک به قادر شده ضعیف زنده های واکسن .(8و3) شود می

 Cell-Mediated) سلول وابسته به قوی ایمنی های پاسخ

Immunity, CMI )های سویه .هستند بروسلوز برابر در 

 و Rev1 بروسلا ملیتنسیس همچون بروسلاشده  ضعیف

 در بروسلوز کنترل برای RB51 و S19 آبورتوس بروسلا

های  استفاده از این سویه .شوند می استفاده اهلی حیوانات

آلوده مانند  توجهی قابل جانبی دارای عوارض ضعیف شده،

باردار و  واناتیدر ح نیانسان، سقط جن یخطر برا ر،یکردن ش

 از استفاده .(0و8) است در موجود زنده یماریعود مجدد ب

 لیپوپلی تولید عدمبه دلیل  ،زنده لاکتیک اسید های باکتری

 هر تولید عدم و (Lipopolysaccharide, LPS) ساکارید

 سیستم یکبه عنوان  ،دیگر سمی متابولیک محصول گونه

-برای تهیه واکسن کننده امیدوار یروش ژن آنتی دهنده تحویل

های همه سویه این، بر علاوه .(7) باشد می DNAهای 

 لاکتوباسیلوس هایگونه برخلاف لاکتیس لاکتوکوکوس

یکی از  .(7) دنبمان زنده گوارش دستگاه در دنتوان می

وردن قطعات آها در بدست  نآها توانایی  های باکتری ویژگی

 عنوان تحت DNA های توالی مانند ،ژنومی  DNAگ بزر

 آن دادن دست از یا ها باکتری سایر از (GIs) ژنومیک جزایر

  آبورتوس بروسلا در ژنومی یراجز یکی از .باشد می قطعات

قالب  بخش چندیناین جزیره . باشد می GI-3تحت عنوان 

همچون  (Open Reading Frame, ORF) خواندن باز

BAB1-0278 بیان را آمینو اسیدهایی که کند می کد را 

 زایی درون بیماری و ماندگاری در مهمی نقش که کند می

به  مطالعه این در از این رو .(16و 11)دارند ارگانیسم سلولی

به عنوان  لاکتیس لاکتوکوکوس باکتری پروبیوتیک بررسی

  BAB1_0278 پروتئین بیان برای زنده یبیان سیستم یک

   .ه استپرداخته شد آبورتوس بروسلا

 

 ها روشو  مواد

مطالعه حاضر از نوع تجربی بوده و روش گردآوری اطلاعات 

ای و تجربیات آزمایشگاهی می از نوع مطالعات کتابخانه 

لازم به ذکر است که تمام کارهای پژوهشی این مقاله . باشد

  :قخلاا کد)با رعایت کامل اصول اخلاقی 

IR.IAU.SHK.REC.1401.002 )انجام گرفته است . 

 رشد شرایط و یایباکتری هاي سویه

 و ها قارچ کلکسیون مرکز) لاکتیس لاکتوکوکوس

 06 یدر دما (. PTCC: 1336ایران ،صنعتی های باکتری

( مِرک، آلمان) M17کشت  طیمح یگراد رو یدرجه سانت

 E. coli .رشد کرد( GM17)گلوکز   3۵ یحاو

 آزاد دانشگاه بیوتکنولوژی تحقیقات مرکز)  Top10Fسویه

 سوسیلیس درجه 08 دمای در (ایران شهرکرد، واحد اسلامی

 رشد(آلمان ،مِرک) (LB) برتانی لوریا کشت محیط روی

های ترانسفورم شده از آنتی  به منظور غربالگری باکتری .دکر

. بیوتیک کلرامفنیکل به عنوان شاخص انتخابی استفاده شد

 36 اشریشیا کلی بیوتیک کلرامفنیکل برای آنتیغلظت بهینه 

 23 لاکتوکوکوس لاکتیسو برای  تریل یلیدر م کروگرمیم

 .(12) میکروگرم در میلی لیتر است
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در  BAB1-0278کلون شدن ژن  صحتتائید و  تهیه

 نوترکیب  بیانی سازه

 طول به( CAJ10234 دسترسی شماره) BAB1-0278 ژن

 توالیبا  همراه NCBI ژن بانک از برگرفتهجفت باز  732

 دسترسی شماره با Usp45 بنام یآمینو اسید 01 پپتید سیگنال

ABY84357 پپتید سیگنال همراه به ژن سپس. شد انتخاب 

  pNZ8148 مبتنی بر نیسین بیانی وکتور در مصنوعی بصورت

با استفاده . شد تهیه و ارسال چین GENEray شرکت توسط

 وکتور توالی به مربوط اطلاعات Addgene.org سایت از

 از استفاده با و آمد بدستpNZ8148  مبتنی بر نیسین ی بیان

 برش جایگاه Gene Runner  (version 3.05)افزار نرم

در اولین مرحله از تائید  .شد مشخص کننده محدود های آنزیم

 مورد نظر در وکتور مربوطه، سایت ژن شدن کلون صحت

 گرفته نظر در XbaI و KpnI هایآنزیم برای آنزیمی برش

 صورت GENErayتوسط شرکت آنزیمی  هضم و شد

در مرحله دوم توالی یابی نوکلئوتیدی برای تایید . گرفت

 نوترکیب در وکتور ،DNA توالی 0 'و 3'صحت جهت گیری 

 .پذیرفت انجام GENEray شرکت توسط

 تکنیک از بااستفادهBAB1-0278  ژن  صحت کلون شدن

PCR افزار نرم با شده طراحی اختصاصیِ پرایمرهای بوسیله 

Gene Runner سیناژن ارسال شرکت به تولید که برای 

 :شامل پرایمرها جفت .انجام گرفت شدند،

 ′5′   رفت پرایمر توالی

ATGCACTGGAAAAGCAGAAGTC3 
 ′5′  برگشت پرایمر توالی

TTAACGACTACCAGCTTTACCA3 
 و نوکلئوتید 22برگشت  و رفت پرایمر طول. در نظر گرفته شد

 واکنش .تعیین گردید گراد درجه سانتی 38 ها آن اتصال دمای

 PCR توسط مسترمیکس امپلیکون (Ampliqon PCR Kit 

شامل، یک مرحله  PCR برنامه دمایی. انجام شد( دانمارک،

 3گراد به مدت  درجه سانتی 73واسرشت شدن ابتدایی در 

گراد  درجه سانتی 78مرحله تکراری شامل  06دقیقه و در ادامه 

گراد به مدت یک دقیقه و  درجه سانتی 38به مدت یک دقیقه، 

در نهایت طویل  و به مدت یک دقیقه سویسیلسدرجه  82

 3به مدت  سویسیلسدرجه  82ای در شدن نهایی یک مرحله

حاوی اتیدیوم ۵ 1آگارز  ژل روی نتایج .دقیقه انجام شد

 الکتروفورز ژل. شدند بررسی باندها و الکتروفورز بروماید،

 ،UVI Tech) داک ژل دستگاه از حاصل UVاشعه  با شده

  .شد و ثبت مشاهده ،(انگلستان

 -pNZ8148-Usp45 با E. coliرماسیون وترانسف

BAB1_0278    

 کلسیم ترانسفورماسیون تکنیکبا  E. coli در وکتور تکثیر

 صورتبدین . شد انجام حرارتی شوکهمراه با یک  کلراید

 8 دمای در( مولار 1/6) کلراید کلسیم بافر با E. coli که

 تجه پسس. ددرآم سوسپانسیون حالت به سویسیلس درجه

 هایسلول یونسوسپانس هب پلاسمید نوترکیب یون،ترانسفورماس

به  گراد درجه سانتی 82دمای  در مخلوط .شد افزوده مستعد

 ردس وکش بلافاصله. شوک حرارتی داده شدثانیه  76مدت 

میلی لیتر محیط  1سپس  .صورت گرفت سویسیلس درجه 8 در

بیوتیک به سوسپانسیون باکتری لوریا برتانی مایع فاقد آنتی

 درجه 08 دمای در انکوباسیون ساعت 1 از سپ .اضافه شد

 .(10) شد داده کشت گارآ LB کشت محیط روی سویسیلس

 سیگما،) کلرامفنیکل بیوتیک آنتی حاویاین محیط کشت 

 شاخص عنوان به لیتر میلی بر میکروگرم 36 غلظت با( آلمان

 نوترکیب وکتور کننده دریافت هایباکتری انتخابی

pNZ8148- BAB1-0278 کیت کمک سپس به .ستا 

Plasmid Extraction Mini Kit (FAVORGEN، 

 به وسیله دستگاه. گرفت صورت وکتور سازی خالص (تایوان

ایالت  ساینتیفیک، فیشرترمو)نانودراپ  اسپکتروفتومتری

شده،  استخراج نوترکیب پلاسمید خلوص و غلظت( متحده

 . مورد سنجش قرار گرفت

-pNZ8148 با لاکتیس لاکتوکوکوس رماسیونوترانسف

Usp45-BAB1-0278 
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 الکتروپوریشن روش از باکتری این کردن رموترانسف برای

( ایالات متحده ،Pulser Gene Xcell ،Bio-Rad دستگاه)

 مستعد های باکتری برای ترانسفورم محلول دو. شد استفاده

آماده  الکتروپوریشن از قبل برای محلول اول .استفاده شد

 گرم 70و  EDTA گرم 26 مقداربدین ترتیب که . گردید

 حل مقطر آب لیتر میلی 366 گلیسین در گرم 23 سوکروز و

 در .رسید لیتر میلی 1666 به مقطر آب با نهایی حجم .شدند

 از بعد برای محلول دوم .شد اتوکلاو شدن استریل برای نهایت

 گرم 1/1لاکتوز،  گرم 3/2مقدار . گردید آماده الکتروپوریشن

 لیتر میلی 366 در  منیزیم کلرید گرم 3/7 و کلسیم کلرید

 مایع محیط با نهایی حجم .شد حل M17-Broth محیط

M17 آمادهو  استریل 2/6 فیلتر با و رسید لیتر میلی 1666 به 

 صورت به نوترکیب پلاسمیدهای با مستعد های سلول. شد

ایالت  ،Gene Pulser  ،Bio-Rad) ترانسفورم الکتریکی

 87 مدت به سویسیلس درجه 06 دمای در .شدند (متحده

همزمان با ترانسفورم کردن . (18) شدند انکوبه ساعت

کووت  کیدر  بیبا وکتور نوترک سیلاکتوکوکوس لاکت

فاقد  pNZ8148با وکتور  سیلاکتوکوکوس لاکتجداگانه 

BAB1-0278 ترانسفورم شد. 

 و لاکتیس لاکتوکوکوس باکتري از پلاسمید استخراج

 BAB1-0278 پیگیري

ترانسفورم  لاکتوکوکوس لاکتیساز  پلاسمید برای استخراج

 Plasmid Extraction پلاسمیدشده از کیت استخراج 

Mini Kit (FAVORGENوانی، تا )ژن  ردیابی .استفاده شد

BAB1-0278 واکنش توسط وکتور در PCR انجام گرفت. 

و صحت بیان در سطح  کلونینگ صحت ارزیابی منظور به

انجام  با های مثبتالکتروپوریشن، کلون از پروتئین پس

و  RT-PCRتکنیک  0با  cDNAو سنتز  RNA استخراج

و وسترن  SDS-PAGEروش الکتروفورز روی ژل عمودی 

 .مورد ارزیابی قرار گرفتند بلات
RT-PCR 

 از باکتریموجود  RNA در این مرحله استخراج کل

ترانسفورم شده با وکتور حامل ژن   لاکتوکوکوس لاکتیس

 . گرفتانجام هدف 

 YTzolاز رسوب باکتري به کمک  RNAاستخراج 

pure RNA 
ترانسفورم  لاکتوکوکوس لاکتیس های رسوب باکتری نمونه

وایتیزول  μl 1666به میکروتیوب منتقل شده و مقدار  شده

سپس به . سرد به محتویات اضافه شد( یکتا تجهیز آزما، ایران)

ها کاملا لیز شوند و یک محلول  شدت تکان داده شد تا سلول

کلروفرم برای  μl 266در مرحله بعد . دست آید همگن به

وایتیزول اضافه و چند جداسازی فازها به میکروتیوب حاوی 

دقیقه با دور  16میکروتیوب به مدت . بار اینورت انجام شد

rpm10666  در دمای°C8 بعد از سانتریفیوژ . سانتریفیوژ شد

لایه زیرین حاوی رسوب لاشه و . فاز تشکیل شد 0کردن 

اجزای سلول و لایه میانی حاوی رسوبی سفید رنگ حاوی 

به . باشد می RNAویی حاوی های سلولی و فاز آبی ر پروتئین

را بدون برخورد به  RNAآرامی و با دقت فاز رویی حاوی  

برداشته و به یک  μl 866به مقدار  ،لایه زیرین توسط سمپلر

 μl)سپس به همان مقدار  .شد منتقل 3/1میکروتیوب جدید 

 1ایزوپروپانول سرد به میکروتیوب افزوده و به مدت ( 866

برای به دست آوردن . انکوبه شد -C°26ساعت در دمای 

در  rpm10666دقیقه با دور  13رسوب در این مرحله به مدت 

طور کامل توسط  فاز رویی به. سانتریفیوژ انجام شد C°8دمای 

در ته میکروتیوب  RNAسمپلر تخلیه گردید تا فقط رسوب 

 83اتانول  μl 1666، میزان RNAسپس به رسوب . باقی بماند

مجددا سانتریفیوژ به مدت . ستشو اضافه گردیددرصد برای ش

پس از . انجام شد C°8در دمای  rpm16666دقیقه با دور  16

در مرحله بعد . طور کامل خارج گردید سانتریفیوژ الکل به 

دقیقه قرارگرفت تا  16میکروتیوب بر روی یخ به مدت 

بر اساس حجم کلاف به . کاملا خشک گردد RNAرسوب 

اضافه  آب دپس  μl 36-06انتها به مقدار آمده در  دست  

کاملا حل  RNAگرفت تا رسوب   گردید و پیپتینگ انجام
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 -C°86بلافاصله به فریزر  RNAمیکروتیوب حاوی . شد

آنزیم  .ذخیره شد cDNAمنتقل گردید و تا زمان ساخت 

DNase I  یک اندونوکلئاز است که قادر به هضم دو رشته و

آنزیم برای حذف آلودگی با این از . است DNAتک رشته 

DNA  در جهت دستیابی بهRNA  عاری ازDNA  استفاده

 .شد

 کل RNAسنجش غلظت و خلوص 

استخراج شده با استفاده  RNAدر این مرحله مقدار و خلوص 

برای این کار از دستگاه . از دستگاه نانودراپ تعیین شد

 2666مدل نانودراپ   Thermo Scientificنانودراپ شرکت

به این . دستگاه بلانک گردید دپسابتدا با آب . استفاده شد

در جایگاه مخصوص دستگاه  دپساز آب  μl 2صورت که 

میکرولیتر با  77به  2ها به نسبت نمونه. نانودراپ قرار گرفت

ها در نمونه( OD)رقیق شدند و سپس جذب نوری  آب دپس

طول موج . سنجیده شدند( ssRNA)طول موج تعیین شده 

نانومتر  206ی پروتئین و طول موج نانومتر نشان دهنده 276

، 276به  206ی اسیدنوکلئیک و نسبت طول موج نشان دهنده

-از این نسبت می. معرف نسبت اسیدنوکلئیک به پروتئین است

اگر این . استخراج شده پی برد RNAتوان به میزان خلوص 

-دارای کیفیت مناسب می RNAباشد  2/2 – 7/1عدد بین 

تر باشد میزان آلودگی با پروتئین یا هرچه این عدد پایین. باشد

هایی از نمونه. تر استمواد آروماتیک مانند فنل در نمونه بیش

داشتند برای  2/2تا  7/1نانومتر میان  OD 276/206که نسبت 

 .استفاده شد cDNAسنتز 

 cDNAسنتز 

 حدود ی قبلمرحله از شده تخلیص RNAی غلظت نمونه

کیت  پروتکل طبق و شد داده تشخیص μl1  در نانوگرم 166

به حداقل غلظت  cDNAبرای سنتز ( یکتا تجهیز آزما، ایران)

ng366 در این مرحله . نیاز استμl 3 RNA  استخراج شده

.استفاده شد 1طبق جدول  cDNAجهت سنتز 

 (مرحله اول) cDNAترکیبات واکنش سنتز : 1جدول 

 (بر حسب میکرولیتر)حجم  ترکیب

RNA  (میکروگرم 166)الگو μl 3 

 μl1 (میکرومول 36)رندوم هگزامر پرایمر

 μl 3/8 دپسآب 

 μl 3/10 حجم نهایی

میکرولیتری حاوی مخلوط فوق به مدت  2/6های میکروتیوب

قرار گرفتند و پس از آن فورا بر روی  C°86دقیقه در دمای  3

ها به آن 2یخ قرار گرفتند و سپس سایر ترکیبات طبق جدول 

 . اضافه شد
  (مرحله دوم) cDNAترکیبات واکنش سنتز : 2جدول 

 حجم مورد استفاده ترکیب

 (میکرولیتر)براي یک واکنش 

 μl 3/10 مخلوط حاصل از مرحله قبل

 X3 μl 8بافر 

 دئوکسی نوکلئوتید تری فسفات ها

(mM 16) 

μl 1 

 RNase (Lµ U/86) μl 3/6محدود کننده آنزیم 

 M-MLV μl 1آنزیم 

 μl 26 حجم نهایی

SDS PAGE 
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 نوترکیب وکتور در BAB1-0278 بیان القای به منظور 

pNZ8148-Usp45-BAB1-0278  میزانµl166-136 از 

 وکتور با شده رموترانسف لاکتیس لاکتوکوکوس کشت

 ساعت 17 مدت به GM17-Broth محیط در تهیه و نوترکیب

هنگامی که  .شد دمادهی گراد سانتی درجه  08در دمای 

OD600  نیسینمیکرولیتر / نانوگرم 16 رسید، 2/6 بهباکتری 

(nisin) لاکتیس لاکتوکوکوس به کننده القاء ی ماده عنوان به 

 زمانیکه. ساعت القا گردید 0 به مدت شده ترانسفورم

OD600  مدت به لاکتیس لاکتوکوکوسرسید،  1به باکتری 

 سویسیلس درجه 8 دمای در در دقیقه 0666با دور  دقیقه 13

  .(13) گردید وژیسانتریف

 میزان بررسی برای و رسوب باکتری( سوپرناتانت) رویی فاز 

و  رسوب. شد بارگذاری SDS-PAGE روی ژن بیان

 رویی محلول. گردید مخلوطنمونه  بافر با باکتری سوپرناتانت

به درون  همیلتون سرنگ توسط رسوب و سوسپانسیون

 نشانگر میکرولیتر 3 در ادامه. شد تزریق ژل یها چاهک

 بـه. شد قرار داده ها چاهک از یکی در تین ژنسیتوم پروتئین

 انجام ولـت 266 ولتـاژ با عمودی الکتروفورز ساعت 0 مدت

 قطع با ژل، انتهای به نمونه رنگ بارگذاری رسیدن از بعد. شد

 پروتئینی خطوط آشکارسازی برای. شد متوقف واکنش ولتاژ

 سیگما،) Coomassie Brilliant Blue R250 رنگ از

انجام  برداری عکس ژل از پایان در. شد استفاده( آلمان

 .گرفت

 وسترن بلات

 هیپا بر است معروف زین مونوبلاتیا به بلات که وسترن روش

 درطورکلی،  به .باشدیمی باد یآنت -ژن یآنت هیاول واکنش

های حاصل از کشت الکتروفورز پروتئین از پس روش نیا

درصد  12نوترکیب بر روی ژل  لاکتیس لاکتوکوکوس

SDS-PAGE،  انتقال باندهای پروتئینی به دست آمده به

در این تکنیک باندهای  ،انجام می گیرد PVDFکاغذ 

که قابلیت اتصال و تثبیت  PVDF پروتئینی از ژل به غشای

در عمل بلاتینگ . شوند پروتئین ها را دارد، منتقل می

شوند و در سطح  ارج میهای پروتئین از زمینه ژل خ مولکول

بلاتینگ پروتئین  جهت. گیرند غشا در همان موقعیت قرار می

به کاغذ  SDS-PAGEانتقال باندهای پروتئینی از ژل )

PVDF)کننده آن، ، ابتدا ژل پس از بریدن بخش متراکم

دقیقه در بافر تانک، در یک ظرف پلاستیکی یا  16حداقل 

با کمک پنس، قیچی و دستکش . ای تمیز، قرار داده شدشیشه

به اندازه ژل آماده و در متانول  PVDFتمیز یک ورقه از غشا 

. خیس و سپس در ظرف حاوی بافر انتقال قرار داده شد

همچنین چندین لایه کاغذ صافی متناسب با ابعاد ژل تهیه و 

 بالا به نییپا از مجموعه نیا. ها در بافر خیس شدهمراه اسنفج

 کاغذ هیلا چند غشا، ژل، ،یصاف کاغذ هیلا چند اسفنج، شامل

 ه،یلا هر گذاشتن از بعد. باشدیم اسفنج هیلا و یصاف

 لوله ای یا شهیش لهیم کی با را یاحتمال یهوا یها حباب

ن جهت حصول اطمینا. شد خارج ها هیلا فاصل حد از شیآزما

از ژل به غشا و بلاتینگ  پروتئینیاز انجام انتقال باندهای 

 در قهیدق 16-3 مدت به غشاصحیح پروتئین در این مرحله 

 با سپس. داده شد اس قرار -پانسو رنگ محلول یکاف مقدار

 یباندها .شود رنگیب غشا نهیزم تا شستشو داده مقطر آب

پس . شوندظاهر می قرمز رنگ به یزیمآرنگ از بعد ینیپروتئ

-پروتئینی از ژل به غشا و تایید انتقال با رنگاز انتقال باندهای 

کننده شامل شیرخشک بدون اس، از بافر بلوکه -آمیزی پانسو

ساعت در دمای محیط بر روی  2درصد به مدت  3چربی 

. روتاتور جهت مسدوسازی فضاهای خالی غشا استفاده شد

 در قهیدق 3مرتبه و به مدت  0 غشا ،یمسدودساز مرحله از پس

T-TBS ( Tween 20-buffered -trisبافر  با هر مرتبه

saline )آنتی بادی ضد هیستیدین نشان دار .شستشو داده شد

  )horseradish peroxidase,پراکسیداز ترب کوهیشده با 

 HRP) مرتبه و  0 غشا یشستشوه مرحله در ادام .شد افزوده

. انجام گرفت TBS-T بافر  هر مرتبه با در دقیقه 3 مدت به

 محلول از یکاف مقدار معرض در در محیط تاریک غشا سپس
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 (,DAB Diaminobenzidine) دی آمینو بنزیدین سوبسترا

. کشدیم طول قهیدق 13-3 معمولا باندها ظهور. داده شد قرار

-شستشو داده می ادیز مقطر آب در غشا ،باندها ظهور از پس

  .شودداده می قرار کیتار محل در و خشک غشاسپس . شود

 

  ها یافته
 نقشه ژنی پلاسمید نوترکیب

-BAB1-0278-pNZ8148 نوترکیب پلاسمید نقشه ژنی

Usp45  جفت  0208 وکتور این اندازهنشان داده شده است

 (.1شکل) باز است

 

 
 جایگاه و جهت الحاق .کلرامفنیکل بیوتیک آنتی به مقاومت ژن و Pnis ،BAB1-0278 پروموتر حاوی شده طراحی نوترکیب پلاسمید نقشه. 1 شکل

BAB1-0278  در پایین دست پروموترPnis با رنگ قرمز نشان داده شده است. 

 
در وکتور  BAB1-0278صحت کلون شدن  دیتائ

pNZ8148 
-BAB1ژن  یاختصاص یمرهایبا پرا PCRواکنش  جهینت

 pNZ8148ژن در وکتور این حضور  دیی، به منظور تا0278

بود که  1۵ ژل آگارز یرو جفت بازی 208باند  کیمشاهده 

-2شکل. )است pNZ8148بودن وکتور  بیبر نوترک یدییتأ

 (الف

به همراه سیگنال پپتید  BAB1-0278  صحت قرار گرفتن ژن 

Usp45 یبوکتور نوترک در pNZ8148 توسط شرکت  

GENEray با ) یمی دوگانههضم آنز  استفاده از روش با

 یابی یتوالو  (KpnIو  XbaIمحدود کننده  های یمکمک آنز

تایید  pNZ8148-Usp45- BAB1-0278 یبوکتور نوترک

 (.ب-2شکل)و نتیجه بصورت عکس ارسال شد 
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 یجفت باز 166نشانگر  :2 کنترل منفی :1باندها به ترتیب نشان دهنده ی  BAB1-0278: براي ژن  PCR. الف.2 شکل

مربوط به  1 باندهای چاهک: pNZ8148-Usp45-BAB1-0278هضم آنزیمی وکتور نوترکیب . ب. BAB1-0278.جفت بازی ژن  208باند : 0

جفت بازی ژن به  208باند  .است هضم آنزیمی دوگانهمربوط به  2 چاهک. مارپیچای، خطی و فوق  فرم دایره: ینشان دهنده  به ترتیب از بالا به پایین ،است وکتور

 .(، تایوانGeneaid Biotech Ltd) 1Kbنشانگر  .0 . سیگنال پپتید یجفت باز 70باند  همراه 

 

با پلاسمید نوترکیب  E. coliترانسفورماسیون باکتري 

 داراي شاخص انتخابی کلرامفنیکل

 حاویآگار  LB محیط درنوترکیب  باکتریکلنی 

 (.0شکل)رویت گردید  کلرامفنیکل

 
 رشد عدم، و منفی کنترل 2پلیت . است نوترکیب باوکتور E. coli  آمیز موفقیت شدن ترانسفورم ی نشان دهنده1پلیت   E. coli:کردن ترانسفورم. 3شکل

 .است باکتری نشدن ترانسفورم یدهنده نشان باکتری

 .Eاز شده  استخراج نوترکیب پلاسمید غلظت بررسی

coli 
 7/1877 ببه ترتی هشد اجستخرا پلاسمید و خلوص غلظت

 یگیر ازهندا میکرولیتر/نانوگرم 78/1و  میکرولیتر/نوگرمنا

 78/1مقدار  276/206 نسبت با DNAنمونه  خلوص .شد

 28/2 مقدار 206/206میکرولیتر و نسبت /نانوگرم

  .(8شکل)میکرولیتر برآورد گردید /نانوگرم

 الف
 ب
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 7۸/1 خلوص و میکرولیتر/نانوگرم ۸/1۸۸۸ هشد اجستخرا پلاسمید غلظت. هشد اجستخرا پلاسمید غلظت نمودار .4شکل

 میکرولیتر/نانوگرم

 
 با لاکتیس لاکتوکوکوس رماسیونوترانسفبررسی 

pNZ8148-Usp45- BAB1-0278   
 وروکت انتقال ،لاکتوکوکوس لاکتیسترانسورم کردن جهت 

و وکتور فاقد  pNZ8148-Usp45- BAB1-0278 نوترکیب

 الکتروپوریشن روش توسط باکتری به pNZ8148ژن هدف 

توسط  نوترکیب وکتور دریافت عدم و دریافت. انجام شد

 .ارزیابی شد ها باکتری

 در  BAB1-0278پروتئینی باند تایید و شناسایی

 لاکتیس لاکتوکوکوس

 انجام RT-PCR تست RNA سطح در ژن بیان تایید برای

 روی BAB1-0278 به مربوط بازی جفت 208 باند و گرفت

 شناسایی و  مرحله بعد در. (الف-3شکل) گردید مشاهده ژل

 ،لاکتیس لاکتوکوکوس در BAB1-0278 پروتئینی باند تایید

 به مربوط کیلودالتونی 10 باند. شد استفاده SDS-PAGE از

 لاکتیس لاکتوکوکوس رسوب در BAB1-0278  محصول

 شد برداری عکس ژل از پایان در. شد مشاهده شده ترانسفورم

تجزیه و تحلیل وسترن بلات نشان داد که  .(ب-3شکل)

ترانسفورم  لاکتیس لاکتوکوکوسپروتئین هدف در باکتری 

در صورتیکه در . شده با وکتور نوترکیب بیان شده است

ترانسفورم شده با وکتور فاقد  لاکتیس لاکتوکوکوسباکتری 

 (.ج-3شکل ) ژن هدف بیان نشده است

 

 
 

 

 ج ب الف
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پروتئین  SDS-PAGE آنالیز .ب. است BAB1-0278مربوط به ژن  bp 732باند  RNA: سطح درBAB1-0278  بیان .الف . 5 شکل

 لاکتیس لاکتوکوکوس سوم چاهک نشده، ترانسفورم لاکتیس لاکتوکوکوس دوم چاهک مارکر، اول چاهک: راست به چپ سمت از: تخلیص شده

 آنالیز .ج BAB1-0278کیلو دالتونی مربوط به ژن  33و مشاهده باند  pNZ8148-Usp45- BAB1-0278 نوترکیب وکتور با شده ترانسفورم

SDS-PAGE سوم چاهک نشده، ترانسفورم لاکتیس لاکتوکوکوس دوم چاهک مارکر، اول چاهک: راست به چپ سمت از: پروتئین تخلیص شده 

 کیلو دالتونی 33و مشاهده باند  pNZ8148-Usp45- BAB1-0278 نوترکیب وکتور با شده ترانسفورم لاکتیس لاکتوکوکوس

 

 بحث

 سویه لاکتوکوکوس پروبیوتیک باکتری مطالعه این در

 -pNZ8148-Usp45  مبتنی بر نیسین بیانی سازه با لاکتیس

BAB1-0278  جهت حمل و بیانBAB1-0278  از طریق

 RT-PCR به روش سپس ،گردید ترانسفورمالکتروپوریشن 

-SDS  از استفاده با نوترکیب پروتئین بیانتایید . شدبررسی 

PAGE  نتیجه ترانسفورماسیون. صورت گرفتو وسترن بلات 

-pNZ8148  بیانی سازه از وانتمی میز نشان داد کهآ موفقیت

Usp45- BAB1-0278 نوترکیب پلاسمید یک عنوان به 

 واکسن تولیدتواند در این پلاسمید نوترکیب می .بهره برد

DNA لاکتوکوکوس  به میزبانی پروبیوتیک خوراکی
مورد  آینده تحقیقات برای بیماری بروسلوز علیه لاکتیس

 غیر یا شده ضعیف هایارگانیسم از استفاده .قرار گیرد استفاده

 به قادر که هترولوگ هایژنآنتی حامل عنوان به زابیماری

 برای بالقوه رویکردهای از یکی هستند، محافظتی ایمنی ایجاد

 تولید برای زمینه، این در. است مخاطی هایواکسن توسعه

 به مناسب باکتری یک دنبال به باید ابتدا خوراکی، واکسن

 دلیل به لاکتیس لاکتوکوکوس .باشیم ژن انتقال وسیله عنوان

 ایمنی، و گوارشی سیستم سطح در آن بالقوه مؤثر عملکردهای

 تحمل ایجاد خطر. شودمی گرفته نظر در ،ایمن کلی طور به

از طریق  پایدار های سویه با مقایسه در توان می را ایمنی

  آن، ابعاد به توجه با ثانیا،. داد کاهش لاکتیس لاکتوکوکوس

 هایسلول توسط راحتی به تواندمی سلاکتی لاکتوکوکوس

M فعالیتاین موضوع نشان دهنده  .(10) شود جذب 

ایمنی  هایپاسخ تقویت این باکتری برای ادجوانتی

  .(18)باشد می

 که داد نشان  2612در سال  داروین و همکارانش مطالعه

 مس دیسموتاز سوپراکسید کننده بیان لاکتیس لاکتوکوکوس

 قابل قبولی را در موش ها ایجاد کرده زایی ایمنی ،روی/ 

 لاکتوکوکوس با ها موش در خوراکی سازی ایمن .است
 بادی آنتی از بالایی تیترهای القای به منجر نوترکیب لاکتیس

 اختصاصی ایمنی های پاسخ همچنین. گردید sIgA های

 دیسموتاز سوپراکسید سلولی و هومورال سیستمیک و مخاطی

 حفاظتایمنی قادر به ایجاد م های این پاسخ  .پی داشتدر 

 گردید 2067 بدخیم سویه بروسلا ابورتوس برابر در کارآمد

(17).  

 لاکتیس لاکتوکوکوس که دهد می نشان برجسته مزایای این

-آنتی تحویل برای خوراکی واکسن حامل عنوان به تواند می

 عمدتاً بروسلا های عفونت .شود استفاده هترولوگ هایژن

. شود می مخاطی مسیرهای طریق از باکتری ورود شامل

 خوراکی واکسیناسیون برای موفق های روش توسعه بنابراین

. دهد تغییر را بروسلوز فعلی صحنه اساسی طور به تواند می

 های توپ اپی یا روسلاب SOD پروتئین دهد نشان می شواهد

 کند ایجاد موش در را محافظتی ایمنی تواند می آن از خاصی

  .(17 و26)

 ایمن که نشان داد 2618و همکاران در سال  گومزمطالعه 

 های ژن بیان کننده ظرفیتی چند DNA هایواکسن با سازی

BAB1_0273 و BAB1_0278  ژن با شده کونژوگه  

sodC 2067 سلولی و هومورال ایمنی پاسخ بورتوسبروسلا آ 

 موجب افزایش این ایمن سازی  .کند می القا را ایافزاینده

 سطوح همچنین و IgG2a و IgM ،IgG هایبادی آنتی
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IFN-γ گردید موش لنفاوی در بافت طحالی تکثیر پاسخ و 

(21 .)  

نیز نشان داد که  2612در سال  و همکاران سیسلمامطالعه 

 های ژن حامل پلاسمید DNA عضلانی داخل تزریق

BAB1_0263 و BAB1_0278 (ترتیب به pVF263 و 

pVF278 )های موش به BALB/c، ایمنی پاسخ دو هر 

 با شده تزریق های موش. برانگیخت را سلولی و هومورال

pVF263 یا pVF278  ایمونوگلوبولین پاسخافزایش G2a 

(IgG2a) واکسن دو هر این، بر علاوه. داشتند DNA پاسخ 

 آنتی ایجاد باعث ها این واکسن. برانگیختند را T سلولی تکثیر

 در .گردیدند Th1 سلول واسطه به ایمنی های پاسخ و بادی

 از طریق DNA  واکسیناسیون رویکردها  نآی ها داده مجموع،

  (.22) را بهبود بخشید BAB1_0278 ژن آنتی انتقال

نتی آبه عنوان یک حامل  لاکتوکوکوسپیرامون نقش این بنابر

علیه  BAB1_0278واکسن  DNAژنتیک موفق و تاثیر 

 لاکتوکوکوس یکما نیز در مطالعه حاضر  ،بورتوسآبروسلا 
 بروسلا  BAB1-0278 پروتئین کننده بیان نوترکیب لاکتیس

  واکسن اهدافی همچونبرای پیشبرد  .کردیم تهیه آبورتوس

 یک لاکتیس لاکتوکوکوس  ناقل بر مبتنی خوراکی زنده

 های عفونت برابر در محافظت برای درمانی معتبر جایگزین

 .باشد آبورتوس بروسلا

 

 نتیجه گیري

 بر مبتنی pNZ8148-Usp45- BAB1_0278 سازواره بیانی

روش از طریق این سازه واره . طراحی شد  نیسین

 . شد ترانسفورم لاکتوکوس لاکتیس درالکتروپوریشن 

 .تایید شد نوترکیب حامل دنبو دعتماا قابل و صحیح دعملکر

 واکسن های خوراکی توسعه به تجربی با شواهد مطالعه این

مالت  تب علیه لاکتوکوکوس لاکتیسبا استفاده از  نوترکیب

 .ندک کمک می
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