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اين بيماري به لحاظ شيوع و زيان  .ترين بيماريهاي مشترك بين انسان و دام استبيماري سل گاوي يكي از مهم
هاي بسيار جهت تهيه واكسن موثر عليه اين غم تلاشعلير. توجه محققين مختلف بوده است موردواره هماقتصادي 

در گاو مصونيت متغيري  BCGاز آنجا كه واكسيناسيون . بيماري، هنوز مطالعات گسترده در اين زمينه ادامه دارد
هاي هاي كد كننده پروتئينحاوي ژن مطلوبيت كافي نداشته، لذا ايمن سازي با پلاسميد نوتركيب و ايجاد كرده

پاتوژن ) M. bovis( مايكوباكتريوم بويس. آيدمحافظت كننده، راهكاري اميد بخش براي ساخت واكسن به شمار مي
 تواند به عنوان ايمونوژن حفاظتي و نيز كانديد مناسب برايمي ESAT-6ژن مهم بيماري سل گاوي است و آنتي

DNA  رو، انجام اين مطالعه با هدف كلونينگ و تاييد بيان پروتئين نوتركيب به عنوان اين از. واكسن محسوب شود
در  ESAT-6  ژنآنتي. مورد بررسي قرار گرفت BALB/cهاي ميوبلاست موش   زايي در سلولكانديداي ايمني

با روش  ،pcDNA3.1(+)/ESAT-6صحت پلاسميد نوتركيب  .كلون شد(+)pcDNA3.1 پلاسميد بياني يوكاريوتي 
هاي به سلول pcDNA3.1(+)/ESAT-6پلاسميد نوتركيب . يابي تاييد شديابي آنزيمي و توالي، نقشهPCRكلوني 

بيان پروتئين  ،نتايج تجزيه وسترن بلات. گيري شدميوبلاست موش تزريق و پس از يك هفته از بافت ماهيچه نمونه
ساختاري نشان داد كه پروتئين نوتركيب از  بينيپيش .هاي ميوبلاست تاييد كردرا در سلول ESAT-6نوتركيب 

در  rESAT-6نتايج آزمايش نشان داد كه بيان پروتئين . ژنيسيتي و هيدروفوبيسيتي برخوردار استشاخص آنتي
هاي ميوبلاست موش است و پلاسميد هاي ميوبلاست موش تاييدي بر عملكرد پلاسميد نوتركيب در سلول سلول

 .زايي و تشخيص را در تحقيقات داردپتانسيل استفاده در بررسي ايمني pcDNA3.1(+)/ESAT-6 نوتركيب
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   مقدمه
 .M) ( 2توسط پاتوژن مايكوباكتريوم بويس 1بيماري سل گاوي

bovis ها را به خود طيف وسيعي از ميزبانكه  شودايجاد مي
ابتلا به اين  .) (Pollock and Neill 2002ستاختصاص داده ا

بيماري مرگ زودرس گاو و خسارت شديد اقتصادي را به دنبال 
ميليون راس  50نه با آلوده شدن بيش از كه سالادارد؛ به طوري

اي بالغ بر سه ميليارد دلار به بخش گاو خسارت اقتصادي گسترده
همچنين اين ). et al. 2006) Buddle شوددامپروري وارد مي

بيماري تهديدي جدي براي بهداشت عمومي در كشورهاي در 
حال توسعه است و از جمله زئونوزهاي قابل توجه در فهرست 

 WHO) ميلادي بوده است 2013در سال  3OIEهاي اريبيم

2012; OIE 2013) .  
هاي درماني و تشخيصي در بيماري سل گاوي هر يك از روش

. Ottenhoff and Kaufmann 2012)(رايج داراي معايبي هستند 
، تنها M. bovisسويه تخفيف حدت يافته  4BCGر حال حاضر د

از ه مصونيت متغيري ك تواكسن موجود عليه اين بيماري اس
 ايجاد كرده و مطلوبيت كافي را نداشته استدرصد  85صفر تا 

)Xu et al. 2007; Okada et al. 2011.( ،هايتوسعه واكسن لذا 
. ضروري استM. bovis عفونت  برابر كارآيي مطلوب در با جديد

از اينرو، اولويت تحقيقات جهاني معرفي راهكارهاي جديد و 
جديد، هاي استراتژياز جمله . ين بيماري استموثر بر عليه ا

DNA هاي مايكوباكتريومي استژنهاي بيان كننده آنتيواكسن 

.(Souza et al. 2008 ; Tullius et al. 2008; Chen et al. 2010) 
مقايسه ژنوم مايكوباكتريوم توبركلوزيس، مايكوباكتريوم بويس و 

و BCG وباكتريوم بويس با سويه واكسن مايك 5مايكوباكتريوم لپره
نشان داده يك ناحيه ژني كه  6مايكوباكتريوم ميكروتي

هاي كم حدت شود در ژنوم ارگانيسمناميده مي  7RD1اصطلاحاً
  RV3879cتا RV 3871 ژن از 9، شامل RD1. حذف شده است

زايي مايكوباكتريومي نقش بسيار مهمي دارد است كه در بيماري

                                                            
1 Bovine tuberculosis (BTB) 
2 Mycobacterium bovis (M.bovis) 
3 International Office of Epizootics (still known by its French 
acronym Office International des Epizooties) 

4 Bacille Calmette-Guérin (BCG) 
5 Mycobacterium leprae 
6 Mycobacterium microti 
7 Region of difference 1 (RD1) 

Mahairas et al. 1996).(  علاوه بر اين، يك ناحيه حذفي در
مايكوباكتريوم ميكروتي در مقايسه با مايكوباكتريوم توبركلوزيس 

 تا RV3864 از) ORFs(ژن رمزگردان  13وجود دارد كه شامل 

RV3876  است، كه اشتراك بين ناحيهRD1  و ناحيه حذفيM. 

micorti هايشامل ژن ESAT-6 (RV3875) وCFP-10 (RV3874) 

 .Buddle et al. 2002; Gao et al. 2004; Xu et al)(د باشمي

ژني قدرتمندي در ابتداي هاي آنتيها پروتئيناين ايمونوژن 2008.
 Tهاي توسط سلولكنند كه توليد ميM. bovis  دوره عفونت

. را به دنبال دارند 8سازي اينترفرون گاماشناسايي شده و آزاد
- كيلو دالتون يكي از پروتئين 6 با وزن مولكولي ESAT-6پروتئين 

 ; Waters et al. 2006( است M. bovisهاي هدف در عفونت 

Ahmad and Sadhna 2013.( سازي با پلاسميد نوتركيب ايمن
هاي محافظت كننده، راهكاري هاي كد كننده پروتئينحاوي ژن

-به شمار مي DNAهاي مبتني بر اميد بخش براي ساخت واكسن

با اين حال، يكي از موانع عمده در توسعه اين  .)Hoft 2008(آيد 
خارجي در سلول ميزبان   DNAتخريب سريع ها،نوع از واكسن

هاي مبتني واكسني در استراتژ). Hung et al. 2002(است 
پس سهاي سوماتيك و به سلول يپلاسميد DNA ، انتقال DNAبر

اي يژهپلاسميد نوتركيب در سلول ميزبان از اهميت بسيار وبيان 
لذا، يكي از مراحل كليدي ). Perkins et al. 2005( برخوردار است

هاي اختصاصي جهت تشخيص و درمان، در طراحي روش
 به منظور .et al. 2001) (Pollockاست  ژنآنتي اطمينان از بيان

در بيان  BALB/cهاي ميوبلاست موش سلول تواناطمينان از 
تحقيق حاضر انجام  (+)ESAT-6/pcDNA3.1پلاسميد نوتركيب 

 مدل عنوان به BALB/cموش  از عملكرد به علت تشابه شد كه
ژن، كلونينگ، شد از طرفي با توجه به اهميت اين آنتي استفاده
هاي در سلول rESAT-6زايي و تاييد بيان پروتئين ايمني

-بيني ساختاري آنتيو همچنين پيش BALB/cميوبلاست موش 

  .ي آن انجام شدژنيسيتي و هيدروفوبيسيت
 
 
 
  

                                                            
8 IFN-γ 
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   هامواد و روش
و واكنش  ESAT-6طراحي آغازگرهاي اختصاصي كلونينگ ژن   

  اي پليمراززنجيره
DNA باكتري  ياستخراج شدهM. bovis سويه AN5  از موسسه

كميت و  .دشتهيه  كرجسازي رازي تحقيقات واكسن و سرم
و با استفاده از طيف سنجي  استخراج شدهDNA  كيفيت

آغازگرهاي اختصاصي كلونينگ  .شدكتروفورز ژل آگارز بررسي ال
 Primer Premierو BioEditeافزارهاي توسط نرم ESAT-6ژن 

V.5 اي طراحي شد كه داراي كدون آغاز و پايان باشند به گونه
 )شركت فرمنتاز، ليتواني( HindIII آنزيم جايگاه برش). 1جدول(

شركت ( XhoI آنزيمش در آغازگر بالادست ژن و جايگاه بر
 . در آغازگر پايين دست قرار داده شد) فرمنتاز، ليتواني

شركت فرمنتاز، ( pfuاي پليمراز به كمك آنزيم واكنش زنجيره
به اين منظور در  .انجام شدواكنش استاندارد با غلظت ) ليتواني

، سولفات منيزيوم X1بافر با غلظت ، ميكروليتر 25حجم واكنش 
 مولار،ميلي 5/0آغازگرها  مولار،ميلي dNTP2/0 ر، مولاميلي 5/1

ميكروليتر  25يك واحد آنزيم و يك ميكروليتر نمونه و تا حجم 
 .آب استفاده شد

 pcDNA3.1(+) در وكتور بياني يوكاريوتي ESAT-6كلونينگ ژن 

شركت ( pcDNA3.1)+(در اين مطالعه از وكتور بياني يوكاريوتي 
Novagenبراي ساخت وكتور حاوي ژن . ده شداستفا) ، آمريكا

ESAT-6 محصول ،PCR  و پلاسميد)+(pcDNA3.1  با استفاده از
سپس . هضم آنزيمي شد XhoI و HindIII هاي محدودكنندهآنزيم

 5/1بر روي ژل آگارز  (+)pcDNA3.1و پلاسميد  PCRمحصول 
درصد بارگذاري و قطعات مورد نظر با استفاده از كيت استخراج 

  .تخليص شدند) ، كرهBioneerشركت (AccuPrep TM  از ژل
) شركت فرمنتاز، ليتواني(ليگاز  T4 با استفاده از كيت 1عمل اتصال
 با استفاده از ترانسفورماسيون). 1شكل( انجام شد

شركت (  TransformAidTM Bacterial Transformation Kitكيت
در . جام شدان TOP10سويه  E. coli در باكتري) فرمنتاز، ليتواني

استفاده شد و در  LBتمام مراحل كشت باكتري، از محيط كشت 
سيلين استريل شده با بيوتيك بود، آمپيمواردي كه نياز به آنتي

به µg/ml 100 و با غلظت ) ميكرون Milipore)2/0 فيلترهاي 
                                                            
1 Ligation 

 ESAT-6 به منظور غربالگري و تاييد وجود ژن. محيط اضافه شد

آزمايشات  ،pcDNA3.1(+)/ESAT-6در پلاسميد نوتركيب 
هاي محدود يابي آنزيمي با استفاده از آنزيمو نقشه PCRكلوني
- همچنين توالي. انجام شدNarI و  XhoI  ،XbaI   ،HindIIIكننده

با دوبار خوانش صورت  Sangerيابي ژن با استفاده از روش 
سپس استخراج پلاسميد با استفاده از كيت استخراج . گرفت

انجام شد  Miniperepبه روش ) ، كره Bioneerتشرك(
)Sambrook and Russell 2001.( 

  زايي ايمني
هفته و ميانگين وزني  6- 8با سن  BALB/cهاي ماده نژاد موش

. گرم انتخاب و تحت شرايط يكسان نگهداري شدند 25- 30
-تزريقات با استفاده از سرنگ انسولين و به صورت داخل ماهيچه

نيز به عنوان حامل در  3و از بافر نمكي فسفات انجام شد 2اي
گروه كنترل منفي  ،گروه اول .ميكروليتر استفاده شد 100حجم 

گروه دوم، گروه كنترل مثبت كه  دريافت كردند،را  PBSكه  هبود
 و گروه سوم پلاسميد نوتركيب (+)pcDNA3.1 پلاسميد

pcDNA3.1(+)/ESAT-6  پس . دريافت كردند تيماررا به عنوان
ها با استفاده از كلروفرم بيهوش شدند و نمونه از يك هفته موش

 . بافت ماهيچه از محل تزريق تهيه شد
SDS-PSGE 

محصول شركت (استخراج پروتئين كل با استفاده از كيت ترايزول 
Invitrogen( سپس . مطابق دستورالعمل شركت سازنده انجام شد

-SDSروش استاندارد  به منظور بررسي بيان پروتئين نوتركيب از

PAGE ژل با استفاده از كوماسي بريليانت بلو رنگ .استفاده شد-

 ). (Sambrook and Russell 2001آميزي شد 

 تجزيه وسترن بلات

بادي طبق روش استاندارد شركت توليد كننده آنتي 4وسترن بلات
پس از انجام الكتروفورز پروتئين، . انجام شد) abCamشركت (

با استفاده از  پروتئين به غشاي نيتروسلولزيعمل انتقال 
انجام  نسفرااساس الكتروتر بر  Bio-Rad Miniprotean IIسيستم

به طور خلاصه غشا نيتروسلولزي به مدت يك شب در . شد
 شامل پنج درصد شير خشك بدون چربي (محلول مسدود سازي 

                                                            
2 Intra muscular (IM) 
3 Phosphate buffered saline (PBS) 
4 Western blotting 
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 .يگاه برش آنزيم استنواحي تيره جا، ESAT-6هاي كلونينگ ژن آغازگرتوالي  -1جدول

  آغازگر   توالي آغازگر  (bp)طول قطعه تكثيري 

290 
AGC A/AGCTT ATT ATG GGA ACAGAGCAGCAGTGGAAF(Hind III) 

TATGCGAACATCCCAGTGAC TGA GAGCT/C GGT TAA AGCR( Xho I)  
 

 
  . نشان داده شده استوارد شده به پلاسميد با فلش  ESAT-6ژن  هاي آنزيمي؛ قطعهو سايت pcDNA3.1+/ESAT-6نقشه شماتيك پلاسميد نوتركيب  -1شكل

 
پس از سه بار شستشو با . قرار گرفت C4°در دماي ) PBSدر بافر 
( بادي اوليه ، غشا به مدت دو ساعت در محلول آنتيPBSمحلول 

) PBSدر  1000به  يكو با غلظت  abCamمحصول شركت 
پس از سه بار . ر گرفتهمراه با تكان دادن در دماي محيط قرا

، غشا به 20درصد توئين  1/0حاوي  PBSشستشو با محلول 
كونژوگه با پراكسيداز (بادي ثانويه مدت دو ساعت در محلول آنتي

با ) PBSدر  2000به  يكو با غلظت  abCamمحصول شركت 
پس از شستشو و به منظور ظهور . شرايط مرحله قبل قرار گرفت

شامل (يترو سلولزي در محلول سوبسترا باند مورد نظر، غشاي ن
 1/0آمينوبنزيدين محصول سيگما و آب اكسيژنه گرم ديميلي 5/0

 .قرار گرفت) PBSدرصد در 

  ESAT-6ژنيسيتي پروتئين بيني خواص آنتيپيش

ژنيك پـروتئين  بيني ساختاري جهت بررسي خصوصيات آنتيپيش
ــرم ــا ن ــزارب ــت 5V. Main Workbench CLC/ 5اف ــا اس فاده از ب
 Kolaskar and(انجــام شــد Tongaonkar و   Kolaskarروش

Tongaonkar 1990.(  
  

    نتايج و بحث
. مناسب بود AN5سويه  M. Bovisژنومي  DNAكيفيت و كميت 

سنجي داراي يك پيك در طول موج منحني بدست آمده از طيف
 DNAهاي اضافي بود كه خلوص و فاقد پيك نانومتر 260

دماهاي ESAT-6 به منظور تكثير ژن  .ا نشان داداستخراج شده ر
بهترين دماي مناسب براي . متفاوت اتصال آغازگر استفاده شد

  ).2شكل(انتخاب شد  C58°اتصال آغازگر به ژن 
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 .ESAT-6تكثير ژن  )2و  1فرمنتاز؛ ستون  bp plus100 نشانگر ) PCR .Mالكتروفورز محصول  -2شكل 

 
كلون pcDNA3.1(+)/ESAT-6 يمد نوتركيب به منظور تاييد پلاس

استفاده شد   PCRنوتركيب به طور مستقيم براي الگوي واكنش
  ).3شكل (

 يابيدومين مرحله به منظور قرار گرفتن ژن در پلاسميد نقشه
 قطعاتي به  Xba Iو Nar I هاي محدودكنندهآنزيم .آنزيمي بود

 Xho و Nar I هاي محدودكنندهآنزيم، bp 1275و  bp 4388طول 

I  قطعاتي به طولbp 4382  وbp 1281 هاي محدودكنندهآنزيم و 
Nar I و Hind III  قطعاتي به طولbp 4079  وbp 1584  توليد
تاييدي بر وارد شدن  طول قطعات حاصل از هضمبررسي  .كردند

  ).4 شكل( بود قطعه ژني به درون پلاسميد 
بود كه ESAT-6 ژن يابي مرحله آخر جهت تاييد كلونينگ توالي

  . صحت ترادف نوكلئوتيدي ژن جدا شده تاييد شد
ژنيسيتي و همچنين الگوي ژنيك، الگوي آنتينواحي آنتي

بيني ساختاري خصوصيات هيدروفوبيسيتي بر اساس آناليز پيش
سه ناحيه پپتيدي كد شده بر اساس  .ژنيك پروتئين انجام شدآنتي

. باشنديكي بالايي برخوردار ميژنتوالي اسيد آمينه از شاخص آنتي
 Kolaskar).محاسبه شد 9945/0 ژنيسيتي پروتيئنميانگين آنتي

and Tongaonkar 1990)   
 ESAT-6پلاسميد نوتركيب به منظور تاييد كارايي

/pcDNA3.1(+)بيان پروتئين ،rESAT-6  هاي ميوبلاست سلول در

 SDS-PAGEبه دنبال . مورد بررسي قرار گرفت BALB/cموش 
بادي اختصاصي استفاده شد كه ظهور با انجام وسترن بلات از آنتي

هاي ميوبلاست را  باند مورد نظر، بيان پروتئين هدف در سلول
  ). 5شكل (تاييد كرد 
ژن نشان دادند آنتي Ravn (1999)و  Waters (2006) مطالعات

 ،تواند كانديد تشخيص بالقوه بيماري باشدمي ESAT-6ي زاايمني
ژن در مطالعات مختلف اين آنتي .كندبسيار اختصاصي عمل مي كه

در  ESAT-6ژن  اتمطالعاين در . مورد بررسي قرار گرفته است
قرار گرفت و بيان پروتئين  (+)pET32aوكتور بيان پروكاريوتي 

در حضور و عدم حضور  3BL21(DE  (سويه E.coliدر باكتري 
deformylase فرم نتايج نشان داد .بررسي شد N-formylated 

تواند بهتر مورد مايكوباكتريومي مي ESAT–6پروتئين ترشحي 
اي كه توسط در مطالعه. قرار گيرد  Tهايشناسايي سلول

Parthasarathy et al. (2012)  انجام گرفت كلون و بيان پروتيئن
ESAT-6  درE.coli  انجام شد كه نتايج حاكي از سودمند بودن

 اي ديگردر مطالعه .است BTBتشخيص  پروتئين نوتركيب در

Wang et al. (2005)  ژنبيانESAT-6   را با برچسب هيستيديني
  بررسي  E.coli  باكتري M15و در سويه  pQE30در وكتور بيان 

 عملكرد طبيعي پروتئين  داشتن  براي داد   نشان نتايج   كه  كردند
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كلون منفي  1ستون . ESAT-6تكثير ژن ) 3و  2، 1فرمنتاز؛ ستون  bp plus100 نشانگر ) PCR .Mتركيب در طي كلون نو ESAT-6الكتروفورز تكثير ژن  - 3شكل 

  .بوده و تكثيري صورت نگرفت
 

 
 هاي نزيمهضم با آ) 1فرمنتاز؛ ستون bp plus100 نشانگر ) M1ستون . يابي آنزيميبا كمك نقشه +)pcDNA3.1(در پلاسميد  ESAT-6تاييد كلونينگ ژن  -4شكل

Nar IوXba I   شامل قطعاتbp 4388  1275و bp هايآنزيم )2؛ ستون Nar I  و Xho I شامل قطعاتbp 4382  وbp 1281هاي آنزيم) 3؛ ستون Nar Iو Hind 

III  شامل قطعاتbp 4079  وbp 1584 ؛ ستونM2 ( 1 نشانگر kbفرمنتاز)  باند پلاسميد برش نخورده pcDNA3.1(+) ابل مشاهده استق 1در ستون(.  
 

. روش خالص سازي بسيار حائز اهميت است ESAT-6نوتركيب 
،  DNAهاي مبتني برواكسني در استراتژ اين در حالي است كه

دهد كه از اهميت پلاسميد نوتركيب در سلول ميزبان رخ ميبيان 

حاضر  در مطالعه ).Perkins et al. 2005( اي برخوردار استويژه
  اندازراه كنترل   تحت  (+)pcDNA3.1كتور در و ESAT-6 ژن

 . كلون شد  CMVقدرتمند
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وسترن بلات با آنتي بادي ) ب. گروه تيمار) 2كنترل منفي؛ ستون ) 1نشانگر؛ ستون) Mستون . پروتئين SDS-PAGE) الف ESAT-6.تاييد پروتئين نوتركيب -5شكل 

  .تيمار گروه )1؛ ستون نشانگر) Mستون  . rESAT-6منو كلونال عليه
 

ضمن كارآمدي و سازگاري با ژن كلون  (+)pcDNA3.1وكتور 
. باشدهاي پستانداران ميشده داراي پايداري و بيان بالا در سلول

استفاده   E. coliباكتري TOP10به منظور تكثير مطلوب، از سويه 
 سپس بيان پروتئين). .2010User Manual  Invitrogen(شد 

rESAT-6 اي ميوبلاست موش هدر سلولBALB/c بررسي شد. 
ژن مناسبي براي روشهاي تشخيصي كانديد آنتي  ESAT-6پروتئين

 ;Xu et al. 2008(باشد مي  DNAهايو توسعه واكسن

Boggaram et al. 2013; Ahmad Mir and Sadhna 2013( . بيان
هاي ميوبلاست موش تاييدي بر در سلول rESAT-6پروتئين 

است كه   pcDNA3.1(+)/ESAT-6 نوتركيب عملكرد پلاسميد
زايي و همچنين تشخيص را در تحقيقات پتانسيل بررسي ايمني

شود آزمايشات الايزا و ديگر پيشنهاد مي .باشدآينده دارا مي
تني به منظور ارتقا پاسخ ايمني و توسعه تشخيصي درون هايتست

واكسن مورد   DNAزايي جهت ارزيابي اين كانديدعملكرد ايمني
  .بررسي قرار گيرد

  سپاسگزاري
مولفين مقاله مراتب سپاس و تشكر خود را از موسسه تحقيقات 

-سازي رازي و دانشگاه فردوسي مشهد ابراز ميواكسن و سرم

  . دارند
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