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Abstract 
 

Background and purpose: The sequence of Omp25 is conserved in all Brucella species. The 

high antigenicity of the product of this gene stimulates the host’s immune system. Using engineered 

probiotic bacteria is an appropriate method for vaccine transport. The aim of this study was to express the 

Omp25 of the Brucella abortus pathogenic bacterium in Lactococcus lactis probiotic bacterium. 

Materials and methods: In this experimental study, the required vector was designed and 

synthesized to include the gene of interest and a signal peptide (pNZ8148-Usp45-Omp25). E. coli strain 

TOP10F was transformed using the pNZ8148-Usp45-Omp25 expression vector based on induction by 

nisin. The recombinant plasmid was extracted from the transformed bacteria using a plasmid extraction 

kit. The L. lactis was transformed by pNZ8148-Usp45-Omp25 vector using electroporation. Evaluation of the 

expression of Omp25 gene at the RNA level was assessed by reverse transcription method and confirming 

the presence of recombinant Omp25 protein in the engineered bacteria using SDS-PAGE method. 

Results: Successful expression of B. abortus Omp25 in L. lactis was verified by RT-PCR. 

Subsequently, the proteins were separated based on molecular weight using sodium dodecyl sulfate–

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). The protein expression analysis showed the expression 

of Omp25 as a 25kDa extra band in transformed L. lactis compared to the L. lactis receiving the vector 

lacking the target gene. 

Conclusion: This study shows that Omp25 is expressed in L. lactis transformed via pNZ8148-

Usp45-Omp25 by electroporation. Transformed L. lactis can be successfully used as a subunit oral 

vaccine in prevention of Brucellosis. 
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  ـدرانـــازنـــی مـکـــــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )16-31(   1401سال    بهمن     217شماره     سی و دوم دوره

  17         1401، بهمن  217علوم پزشکی مازندران                                                                                   دوره سی و دوم، شماره  مجله دانشگاه              

 پژوهشـی
 

 کیوتیپروب يبروسلا آبورتوس در باکتر Omp25 نیپروتئ انیب
 سیلاکتوکوکوس لاکت

  
        1ورانسمیه تیربخش گ

        2دوستیعباس 
  4و3محمدسعید جامی

  چکیده
خاصیت آنتی ژنیسیته بالاي . است شده حفاظت Omp25، توالی ژن بروسلا هاي باکتريگونه تمام در و هدف: سابقه

 مناسبی شده، روش مهندسی پروبیوتیک شود. استفاده از باکتريمحصول این ژن باعث تحریک سیستم ایمنی میزبان می
 کیوتیپروب يدر باکتر بروسلا آبورتوس يزايماریب يباکتر Omp25 انیب این مطالعه با هدف .است انتقال واکسن براي

  .، انجام پذیرفتسیلاکتوکوکوس لاکت
) pNZ8148-Usp45-Omp25وکتور مورد نظر به همراه ژن و ســیگنال پپتیــد ( در این مطالعه تجربی، ها:مواد و روش

مبتنــی بــر القــا توســط  pNZ8148-Usp45-Omp25بیــانی  وکتور با TOP10F سویه E. coli . باکتريطراحی و سنتز گردید
اســتخراج  یــبنوترک یدپلاســمهــاي ترانســفورم شــده شد. با استفاده از کیت استخراج پلاسمید، از باکتري نیسین ترانسفورم

، توســط روش pNZ8148-Usp45-Omp25ر با وکتــو لاکتوکوکوس لاکتیس پروبیوتیک گردید. ترانسفورماسیون باکتري
بــرداري معکــوس و تاییــد حضــور ، به روش رونوشتRNAدر سطح  Omp25الکتروپوریشن انجام گرفت. بررسی بیان ژن 

  ، ارزیابی شد.SDS-PAGEدر باکتري مهندسی شده با روش  Omp25پروتئین نوترکیب 
 تأییــد RT-PCR بــا لاکتوکوکوس لاکتــیسباکتري  در آبورتوس بروسلاOmp25 پروتئین  آمیزموفقیت بیان ها:یافته

ها براســاس وزن پروتئین)، SDS-PAGE( آکریل آمید ژل الکتروفورزپلی -. با استفاده از روش سدیم دودسیل سولفاتشد
تــونی کیلــو دال 25یک باند پروتئینــی  صورت به را  Omp25ها، بیانبیان پروتئین آنالیز. مولکولی از یکدیگر تفکیک شدند

لاکتوکوکــوس در مقایســه بــا  pNZ8148-Usp45-Omp25ترانســفورم شــده بــا  لاکتوکوکــوس لاکتــیساضافه در باکتري 
  (وکتور فاقد ژن هدف) نشان داد. pNZ8148ترانسفورم شده با لاکتیس 

 م شده توســطترانسفور لاکتوکوکوس لاکتیسپروبیوتیک  باکتري در Omp25پروتئین  که داد نشان حاضر مطالعه استنتاج:
ترانســفورم  لاکتوکوکــوس لاکتــیسشود. بــاکتري بیان می pNZ8148-Usp45-Omp25الکتروپوریشن با وکتور نوترکیب 

  مناسب باشد. بروسلوز،از  ريجهت پیشگی ي خوراکیواحد عنوان واکسن زیردر مطالعات آینده بهتواند میشده، 
  

  ، پروبیوتیک، الکتروپوریشنتیسلاکتوکوکوس لاک ،Omp25 بروسلا، واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
توســـط  Brucella melitensisاز زمـــان کشـــف 

David Bruce  بروســلوز یــا تــب مالــت 1887در ســال ،
بیماري مشترك بین انسان  . بروسلوز نوعی)1(شد شناخته

  در کشور و منطقه 170در بیش از  . این بیماريو دام است
  

 E-mail: abbasdoosti@yahoo.com                              يوتکنولوژیب قاتیمرکز تحقواحد شهرکرد،  ،یانشگاه آزاد اسلامد :شهرکرد -عباس دوستیمولف مسئول: 
  رانیشهرکرد، ا ،یواحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلام ،یشناس ستیگروه ز ،یمولکول کیژنت يدکتر يدانشجو .1
  رانیشهرکرد، ا ،یشهرکرد، دانشگاه آزاد اسلام واحد ،يوتکنولوژیب قاتیمرکز تحق ار،یدانش .2
  یرانشهرکرد، شهرکرد، ا یسلامت، دانشگاه علوم پزشک یهپژوهشکده علوم پااستادیار، مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی،  .3
  یرانشهرکرد، ا اسلامی واحد شهرکرد، ، دانشگاه آزادیست شناسیگروه ز .4
 : 29/9/1401 تاریخ تصویب :             17/7/1401 : تاریخ ارجاع جهت اصلاحات            10/7/1401 تاریخ دریافت  
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   بروسلا آبورتوس Omp25 نیپروتئ انیب

  1401، بهمن  217وم، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                  دوره سی و د          18

 بیماري بــومی نوع یک و سرتاسر جهان گسترش یافته است
اقتصادي ت اخسار که آیدبه حساب می جوامع انسانیدر 

عامــل  .)2(کنــدایجــاد مــی صــنعت دامپــروريدر  را زیادي
یــک نــوع  بروسلا .است بروسلابیماري بروسلوز باکتري 

و غیــر  گــرم منفــی ،درون ســلولی ،باکتري کوکوباســیل
 میکرومتــر 5/0- 7/0میکرومتر و قطر 6/0- 5/1طولمتحرك با 

به دو صورت حــاد و مــزمن  بروسلادر انسان،  .)3،4(است
بروســلوز یــک . )5(شــودهاي سیستمیک میباعث عفونت
د بیمــاري حــا کننده و به ندرت کشنده اســت.بیماري ناتوان

 بالینی غیر شاخص مانند تــب شــدید، تعریــقعلائم انسانی با 
 و درد ماهیچــهشبانه، بزرگ شدن طحــال، کــاهش وزن، 

 هــابه فاگوســیت بروسلاشود. می تشخیص دادهدرد مفاصل 
و چندین سلول غیر فاگوسیتی که باعــث بیمــاري مــزمن 

شــود و زنــده تکثیر میها در آنکند، شوند، حمله میمی
واند عــوارض شــدیدي ماننــد تاند. بیماري مزمن میممی

 استئوآرتیکولار، نوروبروسلوز و اندوکاردیت را ایجاد کنــد
 ناشــی از بروســلوز نادر مرگ و میرکه مورد اخیر علت اصلی 

ــه امــروز  بروســلا. )6(اســت انســانی ــا ب ــه  12شــامل ت گون
، B. melitensis  ،B. abortusفقــط  .است پذیرفته شده

B. suis،  و در موارد نادرB. canis هاي به عنوان پاتوژن
، اپیــدمی 1980. از اواخــر دهــه )7(انــدمعرفی شدهانسانی 

بیماري بروسلوز در برخی کشورها و منــاطق بــه ســرعت 
در حـــال افـــزایش اســـت. بروســـلوز انســـانی در اکثـــر 

سوریه، عراق، عربستان . کشورهاي خاورمیانه بومی است
ن بالاترین میزان بروز ایــن بیمــاري سعودي، ترکیه و ایرا

خــرین گــزارش منتشــر شــده آدر جهان را دارنــد. طبــق 
 نفــر 6/18نفــر یعنــی  15103توسط وزارت بهداشت، سالیانه 

 ینبالاتر. شوندایرانی به بروسلوز مبتلا می 100000از هر 
نفــر در  100000مــورد/ 6/88( یمــنبروز سالانه در  یزانم

) 6/18/100000( یــران) و ا6/40/100000( یهسال)، ســور
  .)8(ثبت شده است 2014-2017 يهادر سال

بــه حســاب  یبــوم یران بــراي بروســلوزمناطق ا اکثر
بــا  یــککه انسان در تمــاس نزد یمناطق یژه، به وآیندمی

و همکــاران  یرســتم یراخ . در مطالعهکندیم یدام زندگ

ز بــرو یــانگینم یــران،اســتان ا 30از  یمــارب 1698 يبر رو
درصــد مــرد و  55( یتجمع 100000در  83/29بروسلوز 

 یريکســ یگر،د یپژوهشدر  .)9(شدگزارش درصد زن)  45
 یــرانو همکاران نشان دادند که بروز بروسلوز در غرب ا

ــر 100000در  31/59 ــتجمع نف ــد زن و  9/34( ی  1/65درص
درصــد مــوارد  2/95به  یکو نزد است درصد مرد) بوده

ســاکن  يدرصــد در منــاطق شــهر 8/4در روســتا و  مبــتلا
 یــنبروز تب مالــت در کودکــان ا یزانم ینچن. همهستند

 درصــد 9/68( یــتنفر جمع 100000در  4/41 یرانمنطقه از ا
 درصد 8/87 یانم ینکه از ا استدرصد دختر)  1/31پسر و 

 یگــر،د ياز ســو .)10(انــدبــودهساکن  ییدر مناطق روستا
بروز تب  یزانم د کهنشان دا و همکاران یگزارش بوکائ

 یــرانادر شــرق  یــتنفــر جمع 100000نفــر در  37مالــت 
 یــانگینبروسلوز بر حســب ســن، م یوعمورد ش. در )11(است

و همکــاران  يدســتجرد ینلیــانســال توســط ز 3/31 یسن
 در کشورهاي صنعتی بروسلوز یوعاست. ش گزارش شده

 یــلبــه دل یــراناز زنــان اســت. امــا در ا تــریشدر مردان ب
و  يزنان بــا مــردان در مشــاغل دامــدار یکنزد يرهمکا

 .)12(است یعشا یاربس یزدر زنان ن یماريب ینا ي،کشاورز
 تب مالــت نشــان یفصل يالگو یجهان یبررس ین،بر اعلاوه 

زاد و کــه فصــل  الاول س یمهدر ن یماريب ینکه ا دهدیم
در  تــب مالــت یــزاندارد. م تــريیشبــ یوعولد دام است، ش
 یممانند تماس مســتق یعوامل یلبستان به دلفصل بهار و تا

مصــرف  ینچنــسقط شــده و هــم يهایندامداران و جن ینب
 یــنبــه ا ابــتلا یــزان. در مقابل میابدیم یشآلوده افزا یاتلبن
 يالگــو یــینابــد. تعییدوم سال کاهش م یمهدر ن یماريب

نشــان داد  یزبا استفاده از متاآنــال یرانبروسلوز در ا یفصل
 بروز بروسلوز در فصل بهار و تابستان یزانم رینتیشکه ب

 .)13(رخ داده است ییزآن در زمستان و پا ینترو کم

تــر از آمار واقعی بروسلوز ممکن است بســیار بــیش
ها اغلب ناقص هســتند. ارقام گزارش شده باشد زیرا داده

یــک روســتا در ایــران هاي آماري بررسیبه عنوان مثال، 
مبتلا بــه درصد از بیماران  40بیش از  است که بیانگر این

بروسلوز بــه مقامــات نظــارتی وزارت بهداشــت گــزارش 
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  رانسمیه تیربخش گوران و همکا       

  19        1401، بهمن  217دوره سی و دوم، شماره                                                      مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                            

 پژوهشـی
 

توجهی تواند منجر به تغییرات قابلمی این امر .شوندنمی
در میزان بروز در مناطق مختلف شــود. تفــاوت در بــروز 

 اقتصادي نســبت داده - به شرایط جمعیتی، شغلی و اجتماعی
 رسد که وضعیت بیمــاري فعلــینظر می شود. بنابراین، بهمی

 -هــاي اجتمــاعیبه ویژه در مناطق روســتایی بــا موقعیــت
ی کــه در مشــاغل دســته از اقتصادي پــایین و در میــان آن

تــر ، بســیار پیچیــدهمعرض دام هســتند، ماننــد دامپــروري
که در  هاي زنده ضعیف شدهبرخی از واکسن .)14(است

شوند، عبارتنــد از ده میحال حاضر براي تب مالت استفا
ماهــه فقــط  3-6هــاي مــاده کــه در گوســاله S19واکسن 

کــه  Rev.Iگیرد، واکســن بار مورد استفاده قرار می یک
جهت پیشــگیري از بیمــاري بروســلوز در گوســفند و بــز 

کــه بــراي  RB51گیرد و واکســن  مورد استفاده قرار می
. )15(گاوهایی بــا ســن بــیش از شــش مــاه مناســب اســت

رغــم هــاي زنــده ضــعیف شــده علــیســتفاده از واکســنا
ــرل بیمــاري بروســلوز در عملکــرد خــوب آن هــا در کنت

حیوانات، معایبی ماننــد آلــوده کــردن شــیر، خطــر بــراي 
انســان، ســقط جنــین در حیوانــات بــاردار و عــود مجــدد 

. با توجه بــه )16(بیماري در موجود زنده را به دنبال دارند
رســد ضعیف شده، بــه نظــر مــیهاي زنده معایب واکسن

واحدي  هاي زیرها توسط واکسنجایگزینی این واکسن
به دلیل پیشرفت و ایمنی زایی خوبی کــه دارنــد مناســب 

 . سیستم واکســن زنــده ژنتیکــی مهندســی شــده)17(است
)Genetically Engineered Live Vaccine: GELV( 

 لید. براي توواکسن اســت تحویلوروشی مناسب براي انتقال 
GELVها به زا مانند پروبیوتیکهاي غیر بیماري، باکتري

ــوان حامــل واکســن توصــیه مــی ــان )18(شــوندعن . در می
دلیــل ه ب Lactic Acid Bacteriaیا  LABا، هپروبیوتیک

زایی ذاتی پــایین و مزایــاي زیــادي کــه نســبت بــه ایمنی
 ايهــاي سیســتمیک فعلــی دارنــد، کاندیــدواکسیناسیون

ها پتانسیل قابــل هستند. پروبیوتیک GELVبراي مناسبی 
و مخاطی دارند. بیــان  خوراکیزایی توجهی براي ایمنی

هــاي تواند پاســخمی LABترکیبات فعال در سطح سلول 
هــاي اســید . بــاکتري)19(ایمنی مناسب را تحریــک کنــد

هــا، لاکتوکوکــوسو  هــالاکتوباســیلویــژه لاکتیک، بــه
. ایــن رش پســتانداران هســتندساکنان رایج دســتگاه گــوا

، مــورد دارند براي سلامتی فوایدي کهبه دلیل  هاباکتري
 ، به عنــوانلاکتیس لاکتوکوکوس. )20(اندتوجه قرار گرفته

زایــی در ، قــادر اســت بــدون کلــونیLABیک مــدل از 
روده زنده بماند. این میکروارگانیسم گرم مثبــت و فاقــد 

LPS) (Lipopolysaccharide: دوتوکسین استان و)21(. 
ابتــدا در  بروســلاهــاي هاي غشاي خارجی گونــهپروتئین

 عنــوان آنتــیمورد کــاوش قــرار گرفتنــد و بــه 1980دهه 
. )22(زا و محــافظ بــالقوه شناســایی شــدندهــاي ایمنــیژن

 بروســلاهاي غشا خــارجی هاي پروتئینویژگی از برخی
ت و نقش مهمی در تعیــین خصوصــیا استکاملا متمایز 

هاي انجام شده در ســال نمایند. در بررسیایفا می بروسلا
ــا Ompگــزارش شــد کــه طیــف وســیعی از  2019  هــا ی

Outer membrane proteins زایی درباکتریایی با ایمنی 
Brucella کــه شــامل ،مرتبط هستند Omp10 ،Omp16، 
Omp19، Omp25  وOmp28 23(است(. Omp25  توسط

کیلــو  25م مولکــولی آن شود و جــرکد می Omp3aژن 
با اســتفاده از  Omp25هضم آنزیمی . )24(باشددالتون می

 Restriction Fragment Length Polymorphismتکنیک 

(RFLP)  کــه نشــان دادOmp25 ــه ــف درگون ــاي مختل ه
 Omp25. آنتــی ژن )25(است شدهحفاظت بسیار  بروسلا

ــی از   .اســت بروســلا هــايتــرین آنتــی ژناصــلییک
ــاري ــايگونــهزایی بیم ــلا مختلــف ه ــه  ییبروس ژن ک
Omp25 بســیار  ،هــامــوشدر  ها نــاك اوت شــده،آن در
. چندین گزارش نشــان داده اســت کــه )26(استضعیف 

ــی ــن ژن ــویز واکس ــب  Omp25 تج ــن نوترکی ــا واکس ی
rOmp25 علیه B.melitensi  یاB.abortus  باعث ایجــاد

ا ر Omp25هــا شــود. ایــن یافتــهمــی مــوش محافظــت در
یک هدف مناسب براي طراحی و تولید واکسن عنوان به

ــک  ــیپروبیوتی ــد م ــدتأیی ــوالی .)27(کنن ــدي ت  نوکلئوتی
Omp25  بــا انــدازهbp693  از ســویهB.abortus A9  بــه

هــدف از  .)28(ثبت شــده اســت NCBIدست آمده و در 
   آبورتــوس بروســلا Omp25 ینپــروتئبیان  مطالعه حاضر
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  .باشدمی لاکتیس کتوکوکوسلادر باکتري پروبیوتیک 
  

  مواد و روش ها
روش گــردآوري اطلاعــات  در این مطالعه تجربی،
اي و تجربیــات آزمایشــگاهی از نــوع مطالعــات کتابخانــه

 یــنا یپژوهشــ يتمام کارهالازم به ذکر است که است. 
اخــلاق:  (کــد یکامــل اصــول اخلاقــ یــتبــا رعا مطالعه

IR.IAU.SHK.REC.1401.001 تــه اســت.) انجــام گرف 
Omp25  ژن عنــوان یــک آنتــیبــهدر مطالعــات مختلــف

آل با توانایی آنتی ژنیسیته بالا به عنوان کاندیدا براي ایده
ــن نوترک ــاخت واکس ــبس ــه  ی ــرحعلی ــلوزیس مط  بروس

 ي این پروتئین در ساخت واکسناز ژن کدکننده .)29(است
 مربــوط. اطلاعات ه استپروبیوتیک استفاده شدنوترکیب 

ه بــ Addgene، از ســایت pNZ8148 القــایی ی وکتوربه توال
ــا اســتفاده ازدســت آمــد و  ــرم ب ــزار ن  Gene Runnerاف

 هــاي محــدود کننــده مشــخص شــد.جایگاه برش آنــزیم
اســت و داراي یــک مــارکر  bp3167اندازه این وکتــور 

عنــوان شــاخص بیوتیک کلرامفنیکــل بــهمقاومت به آنتی
نه براي ورود ژن یک جایگاه برش چندگا وگر  انتخاب

) Multiple Cloning Site )MSC دســت . در بــالااســت
دست آن یک خاتمه گــر  و در پایین Pnisک پروموتر ی

 بــه طــول JQ839278با کد دسترســی  Omp25وجود دارد. 
bp693  همــراه یــک تــوالی ســیگنال پپتیــدaa31 ــ نــام ه ب

Usp45  با کد دسترسیABY84357 انتخاب شد و وکتــور 
ه ب گردید. سپس ژن به همراه سیگنال پپتید نهایی طراحی

 توسط شــرکت pNZ8148 القاییسنتتیک در وکتور صورت 
GENEray کلون شد. در نهایت وکتــور نوترکیــب  چین

pNZ8148-Usp45-Omp25  با اندازهbp3690 با استفاده 
  ساخته شد. XbaIو  KpnIهاي برش از جایگاه

  
  pNZ8148در وکتور  Omp25تأیید صحت کلون شدن 

ــنش  ــابی PCRواک ــراي ردی ــیله Omp25 ب ــه وس  ب
 ذیل در شده اشاره دمایی برنامه و اختصاصی پرایمرهاي

 الکتروفــورز درصد، 1آگارز ژل روي PCR محصول و انجام

 توســط یابی وکتور نوترکیــبآنزیمی و توالی هضم .شد
 KpnI برشــی هايآنزیم از استفاده با GENErayشرکت 

  .شدند دریافت تایجن و شده انجام XbaI و
  

-pNZ8148بــا  TOP10Fسویه  E.coli ترانسفورماسیون

Usp45-Omp25  
 

تکثیر وکتور با روش اســتاندارد کلســیم کلرایــد بــر 
 کلی اشریشیا باکتري .)30(انجام شد Cohenاساس روش 

)Escherichia coli: E. coli(  ســویهTOP10F  مرکــز)
ــگاه آزاد اســلامی  ــوژي دانش ــات بیوتکنول ــد تحقیق واح

عنوان میزبــان کلونینــگ بــراي تکثیــر شهرکرد، ایران) به
مـــورد  pNZ8148-Usp45-Omp25وکتـــور نوترکیـــب 

طــی دو مرحلـــه استفاده قــرار گرفــت. ترانسفورماســیون 
ها با ابتدا میزان رشد باکتريدر مرحله اول  .انجام گرفت

، انگلستان) سنجیده شد. ســپس Jenwayاسپکتروفتومتر (
 (ســیگما، مــولار 1/0 کلرایـددرمحلول کلسیم باکتريرسوب 
گــراد بــه درجــه ســانتی 4سرد و استریل در دماي  آلمان)

ــ ــت سوسپانســیون درآم ــیون د.حال  ،جهــت ترانسفورماس
ــت وکتــور نوترکیــبمیکرولیتــر  10مقــدار   2/0 (غلظ

سوسپانســیون میکرولیتــر  100بــه  میکرولیتر) /میکروگرم
 در مرحله شد. زوده) اف=3/0OD600مستعد ( هايباکتري
ي کــه وکتــور نوترکیــب بــه هــاي مســتعدباکتريدوم به 

درجــه  42یـک شوك حرارتـی  ها اضافه شده است،آن
و بلافاصله یک شوك سرد  ثانیه 90مدت گراد به سانتی

ســپس  دقیقــه داده شــد. 4گراد بــه مــدت درجه ســانتی 4
(مرك، آلمان) فاقــد  LB-Brothمیکرولیتر محیط  1000
 1پس از به سوسپانسیون باکتري اضافه شد.  بیوتیکآنتی

 روي بــر گرادسانتی درجه 37در دماي  نگهداريساعت 
بیوتیــک (مرك، آلمــان) حــاوي آنتــی LB-Agar محیط

 )، (ســیگما، آلمــان)Chloramphenicol: CMکلرامفنیکل (
هــایی کــه کشت داده شد. بــاکتري mg/mL25 با غلظت 

 را دریافت pNZ8148-Usp45-Omp25 وکتور نوترکیب
 وجود ژن مقاومت بــه کلرامفنیکــل دلیلنموده بودند، به 

روي محــیط در ایــن وکتــور،  به عنوان شاخص انتخــابی
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 پژوهشـی
 

و تشــکیل  کــردهرشــد حاوي آنتی بیوتیک کلرامفنیکل 
ــد. خــالص ــت کلنــی دادن ــه کمــک کی ــور ب ســازي وکت

Plasmid Extraction Mini Kit )FAVORGEN ،
تأیید حضور وکتــور بــا اســتفاده از ) انجام گرفت. تایوان

x6  Loading Buffer (یکتا تجهیز آزما، ایران)ژل  روي
بــه منظــور  انجــام شــد. bp1000آگارز بــه همــراه مــارکر 

ــین  ــتتعی ــب  و خلــوص غلظ ــور نوترکی ــتخراجوکت    اس
) دستگاه نــانودراپ (ترمــو ســاینتیفیک، آمریکــا از ،شده

   افــزاررمبــا کمــک نــ ي اختصاصــیپرایمرها. شد استفاده
version 3.05 Gene Runner ژن  یــرتکث يبراOmp25 

 و جهت تولید به شرکت ســیناژن ارســال شــدند.طراحی 
صحت اتصال پرایمرها به توالی ژن مربوطه با اســتفاده از 

BLAST کردن مورد بررسی قرار گرفت. از این پرایمرها 
در  صحت ترانسفورماسیون تأییدبراي  )1(جدول شماره 

استفاده شد. دمــاي  PCR کمک تکنیک به DNAسطح 
 56تــا  49در طیــف  بهینه اتصــال بــا انجــام شــیب دمــایی

در حجــم PCR  شــد. واکــنش تعیــین گراددرجه ســانتی
 x10PCR میکرولیتر از بافر 2میکرولیتر حاوي  20نهایی 

 یکتــا( MgCl2 مــولارمیلــی 2 ،)ایران آزما، تجهیز یکتا(
ــز ــا، تجهی ــران آزم ــولار میکرو200 ،)ای ــا( dNTPsم  یکت
 از هر یک از پرایمرهــا پیکومول 10)، ایران آزما، تجهیز

واحد  1و  پلاسمید DNAنانوگرم از  100، (سیناژن، ایران)
(یکتا تجهیــز آزمــا، ایــران) در  Taq مرازپلی DNA آنزیم

اپندورف، آلمان) انجــام (گرادیانت دستگاه ترمال سایکلر 
مرحله واسرشت شدن شامل، یک  PCR شد. برنامه دمایی

دقیقــه و در  5گراد بــه مــدت ســانتیدرجــه  95ابتــدایی در 
گراد بــه درجــه ســانتی 94شــامل  مرحلــه تکــراري 30ادامــه 

گراد بــه مــدت یــک ســانتی درجــه 52مدت یــک دقیقــه، 
در  و گراد بــه مــدت یــک دقیقــهدرجه سانتی 72دقیقه و 

درجــه  72اي در نهایت طویل شــدن نهــایی یــک مرحلــه
 PCR شــد. محصــولدقیقــه انجــام  5گراد به مــدت سانتی

ـــارز  برومایـــد،  حـــاوي اتیـــدیوم درصـــد1روي ژل آگ
بــرداري از ژل عکــس دســتگاه نــدها بــاالکتروفورز شد و با

)UVI Techانگلستان)، مشاهده و ثبت گردید ،. 

  Omp25ي طراحی شده برايمشخصات پرایمرهاتوالی و :1 شماره جدول
 

'to 3 '5) توالی   پرایمرها  )  طول محصول دماي اتصال پرایمر 

Omp25-F ATGACCTTTAAAAATTTACTTGGTG  52  °c 
693 bp 

Omp25-R TTAAAATTTATAAGCGACACCAAG  52  °c 

  
-pNZ8148 ترانسفورماسیون لاکتوکوکوس لاکتیس بــا

Usp45-Omp25 
  

پس از تأییــد صــحت و غلظــت وکتــور نوترکیــب، 
  انجــام شــد. لاکتــیس  لاکتوکوکــوسترانســفورم کــردن 

 ســـویه ابتـــدا L.lactisبـــه منظـــور ترانســـفورم کـــردن 
Lactococcus lactis subsp. Lactis )اي مرکــز منطقــه

، PTCC:1336هاي صنعتی (ها و باکتريکلکسیون قارچ
درجــه  30دما و زمان رشد ایــن بــاکتري  تهیه شد. ایران)
 ســویه اولیــه باشد. شناســاییساعت می  72گراد و سانتی

نظــر  مــورد ســویه تأییــد جهــت لاکتــیس وکوسلاکتوک
کاتــالاز  گــرم و آزمــایش آمیزيرنــگ توســط دو روش

 روش از بــاکتري انجام شد. براي ترانسفورم کــردن ایــن
 Pulser Gene Xcell، Bio-Rad دستگاه( الکتروپوریشن

محلــول بــراي مســتعد کــردن  شــد. دو اســتفاده آمریکــا)
 )1 (محلول شــماره یکی براي قبل از الکتروپوریشن باکتري

 )2(محلــول شــماره  و یکی بــراي بعــد از الکتروپوریشــن
آورده  2 شــماره ها در جدولاطلاعات محلول. شد آماده
رســوب بــاکتري  است. براي انجام ترانسفورماسیون شده

ــا  ــه ب ــی دو مرحل ــول  700و  1000ط ــر از محل میکرولیت
سرد و استریل شستشو داده شد. بعــد از هــر بــار  1شماره 

درجــه  4گیري توســط ســانتریفیوژ در تشــو، رســوبشس
انجــام  rpm 4000دقیقه با سرعت  10گراد به مدت سانتی

ــا  ــه دوم شستشــو ب ــل از مرحل ــوب حاص ــد. رس  500ش
 میکرولیتــر 394. حــل شــد 1میکرولیتر از محلول شماره 

)2/0-3/0OD600=(  4/0 مســتعد در کــووت بــاکترياز 
)Bio-Rad،  (صوص الکتروپوریشنمخ و استریلسرد آمریکا 

 القــاییوکتــور از  میکرولیتــر 6ســپس مقــدار  .شد ریخته
ــب  ــد  pNZ8148-Usp45-Omp25نوترکی ــور فاق و وکت

میکروگرم/میکرولیتر) جداگانــه،  2/0ژن هدف (غلظت 
تــا  اضــافه شــد بــاکتريبــه  در شرایط استریل و زیر هود

مــدت بــه هــاکووتمیکرولیتر برسد.  400حجم نهایی به 
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ــ 10 ــخدقیق ــد و  ه روي ی ــرار گرفتن ــتگاه ق ســپس در دس
چهار مرتبه پالس بهینه با . ددنالکتروپوریشن قرار داده ش

 2500: ولتاژ اهم، 200: مقاومت میکروفاراد، 25: ظرفیت
 به کــووت حــاوي 4/0 کووت میکروثانیه، 5- 4: زمان ولت،

باکتري و وکتور نوترکیــب و کــووت حــاوي بــاکتري و 
 بــا ه شــد. بــه عبــارتی، همزمــانوکتور فاقد ژن هدف داد

ــا لاکتــیس لاکتوکوکــوس کــردن ترانســفورم ــور ب  وکت
 کــووت یک در pNZ8148-Usp45-Omp25 نوترکیب
 pNZ8148 وکتــور بــا لاکتــیس لاکتوکوکوس جداگانه

  .شد ترانسفورم Omp25فاقد 
  

هــاي لازم بــراي تهیــه بــاکتري مشخصــات محلــول :2جدول شماره 
  لاکتوکوکوس لاکتیسمستعد 

  

  هاي مستعد سازيمحلول 
  لاکتوکوکوس لاکتیس

  2و  1هاي  نحوه ساخت محلول  ها مشخصات اجزاي محلول

  سوکروز میلی مولار 200  : قبل از الکتروپوریشن1محلول 
  EDTAمیلی مولار  70

  گلایسین  میلی مولار 300

  گرم سوکروز 86
 EDTAگرم  20
  گرم گلیسین 25
  د و حجم میلی لیتر آب مقطر حل شدن 500در 

  میلی لیتر رسید و  1000نهایی با آب مقطر به 
   .در نهایت براي استریل شدن اتوکلاو شد

  
  لاکتوز میلی مولار 7  : بعد از الکتروپوریشن2محلول 

  کلرید کلسیم میلی مولار 7
  میلی مولار کلرید منیزیم 90

  گرم لاکتوز 5/2
  گرم کلرید کلسیم 1/1
  گرم کلرید منیزیم 5/9

حل شدند و  M17-Brothمیلی لیتر محیط  500در 
میلی لیتر  1000به  M17حجم نهایی با محیط مایع 

  استریل شد. 2/0رسید و با فیلتر 

  
 بلافاصله بعد از الکتروپوریشن به هر دو کووت حــاوي
باکتري و وکتور نوترکیب و بــاکتري و وکتــور فاقــد ژن 

ها دقیقه شوك سرد داده شد. محتویات کووت 1هدف، 
ه میکروتیوب استریل جدید انتقال یافت. بــه محتویــات ب

 2میکرولیتر محلول شــماره  500هاي جدید  میکروتیوب
 30در  2ســاعت قبــل از اســتفاده، محلــول  1اضافه شــد (
ســاعت  5/1گراد نگهداري شود) و به مدت درجه سانتی

هــاي داري شدند. سپس باکتريگراد نگهدرجه سانتی 30در 
(کیولــب،  M17-Agarمحــیط  شده بــر رويالکتروپوریت 

 )mg/mL 25بیوتیــک کلرامفنیکــل (کانادا) حاوي آنتــی
 درجــه 30 دمــاي در ســاعت 72 مدتبه و داده شدند کشت
پلیت کنترل منفی که شــامل  .شدند دارينگه گرادسانتی

 یــتالکتروپور لاکتوکوکوس لاکتیس باکتري سوسپانسیون
-M17 محــیط وير وکتــور نیــز بدون اضافه کــردنشده 

Agar کلرامفنیکل کشت داده شد. بیوتیکحاوي آنتی  
  

ــاکتري لاکتوکوکــوس لاکتــیس و  DNAاســتخراج  از ب
  Omp25ردیابی 

ــاکتري از DNA اســتخراج بــراي لاکتوکوکــوس  ب
ــیس  DNAترانســفورم شــده از کیــت اســتخراج  لاکت

 Omp25 ردیــابی منظــور (سیناژن، ایران) استفاده شد. بــه
 پرایمرهــاي با PCR واکنش از شده، استخراج DNA در

  .شد استفاده Omp25 براي شده طراحی اختصاصی
در وکتـــور  Omp25ابتـــدا بـــراي القـــاي بیـــان ژن 

 ng/mL 100از  Usp45-Omp25-pNZ8148نوترکیـــب 
nisin  ساعت استفاده شد. 6به مدت  

ـــان ژن  ـــطح  Omp25بی ـــک  RNAدر س ـــا تکنی ب
Reverse transcription polymerase chain reaction   

  

)RT-PCR ــدا ــد. در ابت ــنجیده ش ــه  RNA) س ــاکتري ب ب
 (یکتا تجهیــز آزمــا، ایــران) RNAوسیله کیت استخراج 

 DNase Iبــا  DNAاستخراج شــد. ســپس تیمــار حــذف 
 DNA(یکتا تجهیز آزما، ایران) انجام شد. تیمار حــذف 

  به صورت زیر انجام پذیرفت.
) میکرولیتــرواحد/  DNaseI )6میکرولیتر  5/0ابتدا 

ــا( x 10 DNaseIمیکرولیتــر بــافر  1و   آزمــا، تجهیــز یکت
استخراج شده اضافه شد.  RNAمیکرولیتر از  5به ) ایران

 DEPC Water میکرولیتــر 5/3ســپس بــا اضــافه کــردن 
میکرولیتــر  10 بــه نهایی حجم) ایران روهام، طب آرکا(

گراد دما دهــی شــد. درجه سانتی 37دقیقه در  30رسید و 
 Ethylene Diamine Tetra Acetic Acidیکرولیتــر م 1

)EDTA(  گراد دمــا درجه سانتی 65دقیقه در  10اضافه و
 cDNAبه وسیله کیت ســنتز  cDNAدهی شد. در نهایت 

ــران) ــا، ای ــز آزم ــا تجهی ــتفاده از  (یکت ــا اس ــد. ب ــنتز ش س
و برنامــه دمــایی اشــاره  Omp25پرایمرهــاي اختصاصــی 

بــه  RNAدر ســطح  Omp25ن شده در متن، تأیید بیان ژ
  انجام پذیرفت.RT-PCR وسیله 
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 پژوهشـی
 

 کلــون Omp25ژن  محصـــول تولیـــد بررسـی براي
 بیـــانی مبتنــی بــر القــا بــه وســیله نیســین وکتـــور در شده

pNZ8148 از لاکتوکوکــــوس لاکتــــیسبــــاکتري  در   
 Sodium Dodecyl عمـودي ژل روي الکتروفورز روش

Sulphate-Polyacrylamide GelElectrophoresis 
)SDS-PAGEبه دلیــل وجــود ســیگنال . شــد ) اســتفاده

ــاکتري، از  Usp45پپتیــد  ــور بــه منظــور ترشــح ب در وکت
 GM17 Broth کشت شــده در رسوب و سوپرناتانت باکتري

)M17 broth+0.5% Glucose ــراي بررســی وجــود ) ب
 بــا بــاکتري پروتئین استفاده شــد. رســوب و ســوپرناتانت

شد. سوسپانسیون رســوب و  مخلوط نهنمو بارگذاري بافر
 هـــايچاهــک به همیلتون سرنگ حاصـل با سوپرناتانت

 5هـــا چاهـــک از یکـــی در چنـــین،هـــم شـــد. ژل وارد

وارد  ژن، ایــران) نشـانگر پروتئین (ســیتومتین میکرولیتـر
 مـــدتبـــه ولـت 200 ولتـاژ با الکتروفورز عمودي و شد

ـــاعت 3 ـــام س ـــد. انج ـــس ش ـــورز از پ ـــا ژل ،الکتروف    ب
Coomassie Brilliant Blue G250 )،آلمــان ســیگما (

  .شد برداريعکس و آمیزيرنگ
  

  یافته ها
  نقشه ژنی وکتور نوترکیب

، شماتیک وکتــور طراحــی شــده و 1شماره  تصویر
ـــري ژن  و شـــاخص انتخـــابی  Omp25جایگـــاه قرارگی

  دهد.کلرامفنیکل را نشان می

  

  
  

  pNZ8148-Usp45-Omp25 نوترکیب وکتور نقشه ژنی :1شماره  تصویر
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  تأیید صحت وکتور
با پرایمــر هــاي اختصاصــی ژن  PCRنتیجه واکنش 

Omp25 به منظور تایید حضور ژن ،Omp25  در وکتــور
pNZ8148  ــد ــک بان روي ژل آگــارز  bp693مشــاهده ی

 pNZ8148بود که تأییــدي بــر نوترکیــب بــودن وکتــور 
  ).2شماره  تصویراست (
  

  
  

ی، : کنترل منفbp100 ،1: مارکر Mاز سمت چپ،  :2شماره  ریتصو
  Omp25ژن  bp 693: باند 2

  
بــه همــراه ســیگنال  Omp25 گرفتن ژن صحت قرار

ــد  ــور نوترک در Usp45پپتی ــبوکت ــط  pNZ8148 ی توس
یمــی هضــم آنز اســتفاده از روش بــا  GENErayشرکت

ــه ــز دوگان ــک آن ــا کم ــايیم(ب ــدود ه ــده مح    XbaIکنن
ــوالو  )KpnIو  ــابییت ــور نوترک ی ــبوکت -pNZ8148 ی

Usp45-Omp25  تایید شد و نتیجه به صورت عکس ژل
  ).3شماره تصویر ارسال شد (

  
-pNZ8148بــا  TOP10Fسویه  E. coliترانسفورماسیون 

Usp45-Omp25  
بــا موفقیــت  اشریشــیاکلیبــاکتري  ترانسفورم کردن

حــاوي  LB-Agarکشــت روي محــیط انجام شد. نتــایج 
دهنــده نشــان امفنیکــل و کنتــرل منفــی،بیوتیک کلرآنتی

براي انجام ها آمیز بودن ترانسفورماسیون باکتريموفقیت
  ).4 (تصویر شماره ه استبود هاادامه آزمایش

  
  

: هضم آنزیمی 1: مارکر، Mهضم آنزیمی دوگانه،  :3شماره  ریتصو
) را bp693+93ژن به همراه ســیگنال پپتیــد ( bp786دوگانه که باند 

 ،Nicked circular form: باندها به ترتیب از بالا به پایین 2دهد، نشان می
Linear form  وform Circular supercoiled .مربوط به وکتور هستند  

  

  
  

: عــدم TOP10F .1ســویه  E.coli اســیونترانسفورم :4شماره  ریتصو
بیوتیک است اوي آنتیرشد باکتري ترانسفورم نشده روي محیط ح

با  E. coliآمیز باکتري : ترانسفورماسیون موفقیت2. )ی(کنترل منف
بیوتیــک وکتــور نوترکیــب و رشــد آن روي محــیط حــاوي آنتــی 

  کلرامفنیکل به عنوان شاخص انتخابی است.

  
با  pNZ8148-Usp45-Omp25استخراج و تخلیص 

  FAVORGENکیت 
 LB-Brothترانسفورم شده، در محیط  کلی اشریشیا

 مفنیکل کشت داده شد و سپسحاوي آنتی بیوتیک کلرا
ـــم ـــتخراج پلاس ـــمید  یداس ـــتخراج پلاس ـــت اس ـــا کی ب

)FAVORGEN ــین غلظــت ــد. تعی ــام ش ــایوان) انج ، ت
پلاسمید استخراج شده توسط دستگاه نــانودراپ بیــانگر 

  .کیفیت و میزان مناسب پلاسمیدهاي استخراج شده بود
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  رانسمیه تیربخش گوران و همکا       

  25        1401، بهمن  217دوره سی و دوم، شماره                                                      مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                            

 پژوهشـی
 

  شناسایی و تأیید لاکتوکوکوس لاکتیس
ـــگ ـــام رن ـــس از انج ـــزي پ ـــر آمی ـــرم، لام زی گ

میکروسکوپ بررسی و با توجه به مورفولوژي کوکســی 
، گــرم لاکتوکوکــوس لاکتــیسو رنگ بــنفش بــاکتري 

  ) 5شماره  ریتصومثبت بودن آن تأیید شد (
ــراي ــام ب ــالاز انج ــایش کات ــیژنه آزم  3 از آب اکس

فاقد  لاکتوکوکوس لاکتیسباکتري  .شد درصد استفاده
 پراکسید هیدروژن را بــه آب تواندآنزیم کاتالاز است ونمی

  و اکسیژن تبدیل کند در نتیجه هیچ حبابی مشاهده نشد.
  

  
  

آمیـــزي تصـــویر میکروســـکوپ نـــوري از رنـــگ :5شـــماره  ریتصـــو
  x100با بزرگنمایی  لاکتیس لاکتوکوکوس

  
 ترانسفورماســـیون لاکتوکوکـــوس لاکتـــیس بـــا

pNZ8148-Usp45-Omp25  
 Omp25ننــده ژن کبیــان وکتـور نوترکیـب انتقالبراي 

از روش  لاکتوکوکوس لاکتــیسبه باکتري پروبیوتیک 
 الکتروپوریشن بهره گرفته شد. ترانسفورم کردن باکتري

 به روش الکتروپوریشــن بــا وکتــورلاکتوکوکوس لاکتیس 
pNZ8148-Usp45-Omp25  وpNZ8148  فاقـــــــد ژن

Omp25  به دلیل وجود ژن مقاومت بــهCM  ،در وکتــور
بیوتیکی نسبت به کلرامفنیکــل آنتیسبب ایجاد مقاومت 

 شــد. در نتیجــه بــاکتري لاکتوکوکوس لاکتیسدر باکتري 
ترانسفورم شده با وکتور نوترکیب و باکتري ترانســفورم 
شده با وکتور فاقد ژن هدف هــر دو قــادر بــه رشــد روي 

 بیوتیک کلرامفنیکــلحاوي آنتی M17-Agarمحیط کشت 
روي  منفــی) (کنترل هاي فاقد وکتوررشد باکتري بودند.

  بیوتیک کلرامفنیکل مشاهده نشد.محیط حاوي آنتی

در  Omp25نوترکیـــب و تأییـــد بیـــان  ردیـــابی وکتـــور
  لاکتوکوکوس لاکتیس

بــا اســتفاده از  DNAبراي تأییــد بیــان ژن در ســطح 
ـــک  ـــی، بـــاکتري  PCRتکنی و پرایمرهـــاي اختصاص

 کننـــده وکتـــوردریافـــت لاکتوکوکـــوس لاکتـــیس
pNZ8148-Usp45-Omp25  وpNZ8148  فاقــــــــد ژن

غربالگري شدند. باند  Omp25هدف از لحاظ وجود ژن 
bp693  ژنOmp25  لاکتوکوکوس لاکتــیسدر باکتري 

توســط   pNZ8148-Usp45-Omp25ترانسفورم شــده بــا
درصــد مشــاهده و تأییــد  1الکتروفــورز روي ژل آگــارز 

 ترانسفورم شــده بــا لاکتوکوکوس لاکتیسشد. در باکتري 
pNZ8148  هیچ گونه باندي مشاهده نگردید. براي تأیید

 انجام گرفت. نتیجــه RNA ،RT-PCRبیان ژن در سطح 
RT-PCR با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی ،Omp25 ،

  .)6شماره  ریتصوروي ژل بود ( bp693مشاهده باند 
  

  
  

در  Omp25 ژن : بیانگر بیان1: مارکر، RT-PCR .M :6شماره  ریتصو
 ترانسفورم لاکتوکوکوس لاکتیسدر  bp693شکیل باند وت RNAسطح 

ترانسفورم شده  لاکتوکوکوس لاکتیس: 2شده با وکتور نوترکیب، 
  با وکتور فاقد ژن هدف

  
  SDS-PAGEتوسط  Omp25شناسایی و تأیید باند پروتئینی 

ــونی مربــوط بــه محصــول ژن کیلــو 25بانــد   دالت
Omp25 ــاکتري  در ــوب ب ــیسرس ــوس لاکت  لاکتوکوک

لاکتوکوکــوس مشــاهده شــد. بــاکتري انســفورم شــده تر
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ترانسفورم نشده فاقد این بانــد پروتئینــی اســت.  لاکتیس
 25بنابراین باکتري ترانسفورم شده یــک بانــد پروتئینــی 

کیلو دالتونی اضافه نســبت بــه بــاکتري ترانســفورم نشــده 
  ).7شماره  ریتصودارد (
  

  
  

ــو ــماره  ریتص ــ :7ش ــروتئین نوترکی ــور پ ــد حض ــاکتري تأیی ب در ب
. SDS-PAGEترانسفورم شده با استفاده از  لاکتوکوکوس لاکتیس

ترانســفورم شــده بــا  لاکتوکوکوس لاکتــیس: باکتري 2: مارکر، 1
 لاکتوکوکوس لاکتیس: باکتري 4: مارکر، 3وکتور فاقد ژن هدف، 

  pNZ8148-Usp45-Omp25ترانسفورم شده با وکتور نوترکیب 
  

  بحث
ــــــر، تران ــــــه حاض ــــــردن در مطالع ــــــفورم ک   س

  بـــــا وکتـــــور  لاکتوکوکـــــوس لاکتـــــیسبـــــاکتري 
pNZ8148-Usp45-Omp25 ـــــه ـــــک ب ـــــیله تکنی وس

ــان  ــحت بی ــد. ص ــام ش ــت انج ــا موفقی ــن ب الکتروپوریش
و پــروتئین در  RNAدر سطح  Omp25آمیز ژن موفقیت

، بــا کمــک لاکتوکوکوس لاکتــیسباکتري پروبیوتیک 
RT-PCR  وSDS-PAGE  ـــه ـــا توجـــه ب ـــد شـــد. ب تأیی

 ژنــی وکتــور این هاي انجام شده، از ات و پژوهشمطالع
 مالــت تــب علیــه واکســن تحقیقــات انجـــام در تــوانمی

 درمان و کنترل تشخیص، نظارت، به منظور .کرد استفاده
 در اجــرا قابــل کــه شــود ارائــه هاییحل راه باید بیماري،

 مشکل یک به هاآن در بیماري این که فقیري کشورهاي
 مــورد ابــتلا 500000 رقم .باشند ،شده است جدي تبدیل

ــه ســال هــر در ــوالی طــور ب ــالات و هــابررســی در مت  مق
 شــودمــی زدهتخمــین حال این با شود،می ذکر تحقیقاتی

واکسیناســیون  . برنامه)31(است تربیش بسیار رقم این که
  واکسن دو. دارد نیاز خوب هايواکسن به علیه تب مالت

 در B. abortus S19 و B. melitentis Rev. 1 زنــده،
 بروســلوز کنتــرل براي زیادي موفقیت با گذشته هايدهه

 اســتفاده جهــان سراســر در گاو و کوچک نشخوارکنندگان
 واکســن یــک عنــوانبه نیز B. abortus RB51 .اندشده
 از یــک هیچ شده است، اما پیشنهاد گاوي بروسلوز براي

 موجــودهــاي زیرا واکسن. نیستند کامل موجود هايواکسن
ــین ســقط باعــث ــات در جن ــر هــدف و هــدف حیوان  غی

 شــوند دفع شده واکسینه حیوانات توسط توانندمی شوند،می
براســاس  .شــوند انســان در مالــت تــب باعث هاآن همه و

 نیاز اســت جدیدي مؤثر هايواکسن به نتایج این مطالعه،
 .)32(باشند خطربی و جامعه بشري حیوانات براي که

 2016 ســال در خود مطالعات در ارانهمک و یوسفی
 تحلیــل و تجزیــه و بیــان ســازي،کلــون کــه کردنــد بیــان

 بــه نــام B. melitentisاز انتخــابی ژنآنتی یک مولکولی
Omp25 نوترکیــب، علیــه  واکسن یک طراحی منظور به

 منظــور به. دارد مناسبی زایی بسیاربیماري بروسلوز ایمنی
 و شــد انجام موفقیت اب بیان و کلونینگ ،rOmp25 تولید
 وســترن و SDS-PAGE چنــینهم و توالی خوانش نتایج

 و تجزیــه ایــن، بــر علاوه. کرد تأیید را rOmp25 بلات،
 در شــده، انتخــاب ژن کــه داد نشــان فیلوژنتیــک تحلیــل

 ارزیــابی. اســت مشــابه تقریبــاً بروســلا مختلف هايگونه
 عفونــت برابــر در ســلولی و هومــورال ایمنــی هــايپاســخ

ژن را بــه عنــوان ها، این آنتــیموش در ملیتنسیس بروسلا
هاي نوترکیب زیر واحــدي کاندید مناسبی براي واکسن

 .)33(علیه تب مالت مطرح کرد

واکســن  تجویز که است داده نشان گزارش چندین
 B. melitensis علیه rOmp25 نوترکیب یا Omp25 ژنی

شــود یم باعث ایجاد محافظت موش، در B. abortus یا
بــراي  مناســبی تواند هدفمی Omp25 دهدکه نشان می 

 .)34(باشد واکسن در آینده طراحی
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  رانسمیه تیربخش گوران و همکا       

  27        1401، بهمن  217دوره سی و دوم، شماره                                                      مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                            

 پژوهشـی
 

بیــان شــد  2020در ســال و همکاران  Liuمطالعه در 
ــد  LAB هــايســوش از کــه برخــی لاکتوکوکــوس مانن

 بــا و شــوندمــی شناخته پروبیوتیک عنوان که به یسلاکت
 خطــربی رکلیطوبه هستند، همراه ایمنی سیستم تحریک

 اســتراتژي یــک بــه را هااستفاده از آن که شوندمی تلقی
. کنــدمــی تبــدیل مــؤثر جالــب و مخــاطی واکسیناســیون

 ســال 25 کــه ،Nisin وســیلهبــه L.lactis ژن بیــان سیستم
 تولیــد سیســتم یک Nisinشود. شد، کنترل می کشف پیش

 مکانیســم بــه کــه استشده  کاملا تنظیم و قوي پروتئین
 حــال در. دارد بســتگی نیســین باکتریسین خودکار تنظیم

 بیــان بــراي ايگسترده طوربه ژن بیان سیستم این حاضر،
 اســتفاده مثبــت گــرم هايباکتري در زابرون هايپروتئین

 تنظــیم NICE سیســتم بــا ترکیــب در L.lactis. شــودمی
 ژن آنتــی بیــان جمله از مختلفی کاربردهاي داراي شده،
 ســطوح طریــق از سازيایمن براي) Ags( زاماريبی هاي

 هــايدرمــان بــراي دارویی يهاسیتوکین تولید و مخاطی
 .)35(پزشکی است

 دلیــل را بــه Omp16 پــروتئین و همکــاران، رضایی
 کــه ســطحی هايحلقه و بودن دسترس در بالا، ژنیسیته آنتی

 بود، شده بینیپیش بیوانفورماتیک جامع مطالعات توسط
هــاي بــراي تولیــد واکســن زاایمنــی کاندید یک عنوانبه

 قابل ویژگی .کردند انتخاب بروسلوز در آینده موثر علیه
 اســت ایــن مطالعــه، ایــن در شده انتخاب Omp16 توجه

 ،بروســلا بــاکتري اگزوپروتئــوم از جزء یک عنوانبه که
ــرض در ــرار مع ــی ق ــردم ــراي و گی ــی ب ــاديآنت ــايب  ه

 .)36(است سیدستر قابل مونوکلونال

 قــرار هــدف و تولیــد و همکــاران، Sáez در مطالعــه
 عنوانبه بروسلا سلولی درون هايپروتئین از برخی دادن
 مــس، ،GroEL حرارتــی شوك پروتئین ،L7/L12 مثال
 Lactococcus lactis در دیســموتازســوپر اکســید  روي
بــر  هــاواکســن از برخــی. اســت گرفته قرار بررسی مورد
 غالب ایمنی هايژنآنتی شناسایی به متکی وزبروسل علیه

 هســتند) OMPs( خــارجی هاي غشــايپروتئین اساس بر
 .)37(هستند موثر ایمنی پاسخ یک ایجاد به قادر که

 سلولی ماندن زنده روي و همکاران Atabeyمطالعه 
ــا مــرتبط ســیتوکین انتشــار و  کــه دهــدمــی نشــان Th1 ب

 بــراي یدوارکنندهام نامزد مولکول یک Omp25 پروتئین
  .)38(است واکسن توسعه

 ســه اثــرات ،2021و همکاران در سال  Liدر مطالعه 
 شـــامل کـــه شـــد ارزیـــابی خـــارجی غشـــایی پــروتئین
 و Omp25، Omp10( بروســلا هــايگونــه هــايپــروتئین
Omp2a (مهــار بــر هــاژن آنتــی ایــن اثــر. اســت IFN-β 

 ،Omp25 پــروتئین ســه هــر. شد سنجیده ELISA توسط
Omp10، و Omp2a تولید توانندمی IFNβ کنند، مهار را 

 این داد. نشان را بالاتري بسیار مهارکنندگی Omp25 اما
 هســته و سیتوپلاســم در را شــده فســفریله IRF3 مطالعــه

 در شده فسفریله IRF3 که داد نشان نتایج. کرد شناسایی
 کننــدهبیــان هــايســلول در تــوجهی قابــل طــوربــه هســته

Omp25 بیان بدون هايسلول به نسبت Omp25 کــاهش 
 بــا Omp25 کــه شودمی زده حدس بنابراین،. یافته است

 نتیجــه در. کنــدمــی تــداخل ایجــاد هسته به IRF3 انتقال
  .)39(گرددمی IFN-β رونویسی مهار به منجر

انجام  2018وهمکاران درسال  Luoکه ايدر مطالعه
 بروســلا هــايهگونــ به آلوده گاوهاي که دریافتند دادند،

 BoHV-4 و BoHV-1 به اپیدمیولوژیک بررسی طول در

 اجزاي از برخی با است ممکن پدیده این. بودند حساس
 PRV تکثیر توانندمی که باشد، مرتبط بروسلا هايگونه

. کنــد تــرویج IFNI بیــان سرکوب طریق از را HSV-1 و
 بررســی فرآینــد ایــن در را Omp25 نقش هاآن بنابراین،

 و T هــايســلول فعالیــت مهــار در Omp25 زیــرا دند،کر
  .)40(است داشته نقش هاآن قبلی مطالعات در ماکروفاژها

نشــان داده  2022و همکــاران در ســال  Liدر مطالعه 
 شــده حفاظــت بروسلا هايگونه بین در Omp25شد که 

   کـــاهش باعـــث Omp25 ژن شــدن نـــاك اوت. اســت
 توانــدمــی Omp25 .شــودمــی بروسلا زاییبیماري حدت

 در کنــــد و القـــا را Th2 و Th1 ایمنــــی هـــايپاســـخ
 TNF-a تولید هستند، آلوده بروسلا که به ماکروفاژهایی

  .)41(کند مهار را
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در  1396و همکــاران در ســال محمــودي مطالعه در 
شود کــه، هاي نوترکیب اشاره میوصف اهمیت واکسن

 هااز بیماريدرتعدادي  که یکی از راهبردهاي واکسیناسیون
ــده DNA بررســی شــده، اســتفاده از  پلاســمیدي کدکنن

 ژنی است که یک راست به داخل سلولهاي آنتیپروتئین
را  DNA هــاشــود، در نتیجــه ســلولگیرنــده تزریــق مــی

 را برداشت کرده و آنتی ژن پروتئینی کد شده توسط آن
کــه منجــر بــه هــر دو نــوع پاســخ ایمنــی  ،کننــدبیان مــی

بــه ســبب  DNA هايواکسن .شودل و سلولی میموراوه
شــوند و مــی ژن مــدت آنتــی ن کــه موجــب بیــان درازیا

عنــوان روش کننــد بــهخــاطره ایمنــی دلخــواه ایجــاد مــی
  .)42(اندپیشگیري مطلوبی شناخته شده

ــا ــه بررســی ب ــايیافت ــوارد( دیگــر پژوهشــگران ه    م
 کــه شــودمــی داده نشــان خــوبی بــه) بــالا در اشاره شــده

 مثبــت نتــایج مــورد در دســت ایــن از متعــددي هايمثال
وکتــور  حاضــر، مطالعــه در .دارد وجود ژنی هايواکسن

pNZ8148-Usp45-Omp25 شــده نهــایی تاییــد و ســنتز 
 واکسن تحقیقات انجـام در توانوکتور می این از و است
بــا توجــه بــه ســنتز وکتــور  .کــرد اســتفاده مالت تب علیه

pNZ8148-Usp45-Omp25  یزآمموفقیت کردنترانسفورمو 

به وسیله الکتروپوریشــن  لاکتوکوکوس لاکتیسباکتري 
در این باکتري پروبیوتیک، بــا تکیــه بــر  Omp25و بیان 

خاصیت آنتی ژنیسیته بــالاي محصــول ایــن ژن، بــه نظــر 
هــاي در مطالعــات واکســن Omp25تــوان از رسد میمی

ــت اســت ــه تــب مال ــر واحــدي ژنتیکــی علی فاده کــرد. زی
همچنین به دلیل استفاده از سیستم زنده بیولوژیکی یعنــی 

براي انتقــال لاکتوکوکوس لاکتیس  باکتري پروبیوتیک
عنــوان واکســن بــه موجــود زنــده، ژن مورد نظــر بــهآنتی

هاي ســنتی و قــدیمی اشــاره بسیاري از مشکلات واکسن
 هــايانداز روشنی از واکســنشده در متن، حل شده و چشم

  رکیب خوراکی را خواهیم داشت.نوت
  

  سپاسگزاري
ــن م ــهای ــان طالع ــتاورد پای ــه دس ــرينام ــ دکت  .تاس

 دنــدانبر خود لازم مــی طالعهپژوهشگران و نویسندگان این م
 بیوتکنولــوژي مرکزازهمکاران مراتب تقدیروتشکر خود را 

 سرکارخانمویژه ه دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد، ب
 مطالعهاین  ما را در به ثمر رساندنکه  عالی فرانکدکتر 

تعارض منــافع  گونهیچه یاري کردند، به آگاهی برسانند.
 است. یان نشدهب یسندگانتوسط نو
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