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 1402دوم آذر  ی /هفته738 ی/شوارهچهل و یکنسال  هجله دانشکده پزشکی اصفهاى
 14/9/1402: چبپتبریخ  4/9/1402تبریخ پذیزش:  1/11/1401تبریخ دریبفت: 

  
 یتًپلاسمیسیه پريتئ ی کىىدٌ یبنب یبوًترک یسلاکتًکًکًس لاکتبر  یمبتى یي سبخت ياکسه خًراک یطراح

 بريسلا آبًرتًس یٍعل سىتبز یهلًمبز

 
1،3، محمد سعید جامی2عباس دوستی، 1زهرا فاتحی

 

 
 

‌چکیده

کٌٌذُ  یبىث یتًَترک یطلاکتَکَکَض لاکت یثبکتر یجبدا پصٍّػ، یي. ّذف از اثبؼذ یه ثرٍظلَز کٌترل یثرا ّب رٍغ یيتر یٍ اقتصبدیي هؤثرتراز  یکی یٌبظیَى،ٍاکع مقدمٍ:

رتَض BLS( Brucella lumazine synthase) ظٌتبز یيلَهبز یتَپلاظویظ یيپرٍتئ  .ثبؼذ یه ثرٍظلا آثَ

ِ، یيدر ا َب: ريش از رٍغ ٍاکؽي  یٌگصحت کلًَ أییذ. ثِ هٌظَر تیذٍ ظٌتس گرد یطراح (pNZ8148-Usp45-BLSپپتیذ ) ظیگٌبل ٍ شى ّوراُ ثِ ًظر هَرد ٍکتَر هطبلع

اَل یوی، ّضن آًسPCR (Polymerase chain reaction) یورازپل یا یرُزًج ترکیت یبًی. ظپط ٍکتَر ثؼذ اظتفبدُ یبثی یٍ ت  Top10 F یِظَ یکلیبؽیاؼر ثبکتری ثِ ًَ
دًذ کردُ رؼذ یکلاهفٌکلر حبٍی آگبر یتپل یتراًعفَرم ؼذُ کِ ثر رٍ یّب یثبکتر تراًعفَرم ؼذ. اظتخراج اًجبم ؼذ.  ی،ظتًَ یذاظتخراج پلاظو یت، اًتخبة ؼذُ ٍ ثب اظتفبدُ از کثَ

 عوَدی الکترٍفَرز شل تکٌیک از تراًعفَرهبظیَى أییذتراًعفَرم ؼذ. ثِ هٌظَر ت یطلاکتَکَکَض لاکت یدرٍى ثبکتر یتٍکتَر ًَترک یؽي،الکترٍپَر یکثب اظتفبدُ از تکٌ
(Sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis = SDS-PAGEٍ ) (Reverse transcription polymerase chain reaction ) 

RT-PCR اظتفبدُ ؼذ. 

اَل PCR ین،ّضن آًس َب: یبفتٍ ٍ قطعِ جفت ثبز  444 ثراثر یثب طَل  BLSیشً ی قطعِ ی هؽبّذُ اًجبم ؼذ. pNZ8148در ٍکتَر  BLSشى  یٌگکلًَ أییذثِ هٌظَر ت یبثی یٍ ت

اَل یج. ًتبؼذ أییذت BLSی شً ی قطعِ یظبز ،کلَىجفت ثبز 2994 ثب طَل BLS یشً ی فبقذ قطعِ pNZ8148 - Usp45 یذپلاظو ارظبل ؼذ.  Generayتَظط ؼرکت  یبثی یت
دراح غلظت پلاظو یدر ثررظ یيّوچٌ از  یحبک RT-PCRحبصل از  یجثرآٍرد ؼذ. ًتب 04/2خلَؾ  ی ٍ درجِ ng/µl9/848 اظتخراج ؼذُ  یذاًجبم ؼذُ تَظط دظتگبُ ًبًَ
رتَض BLSشى  یَىدر تراًعفَرهبظ یتهَفق د. ًتب یطلاکتَکَکَض لاکت یدر ثبکتر ثرٍظلا آثَ  یيپرٍتئ یلَدالتًَیک 18از ٍجَد تک ثبًذ  یحبک SDS-PAGEحبصل از  یجثَ

BLS د  .ثَ

ثِ رٍغ  pNZ8148-Usp45-BLSتراًعفَرم ؼذُ ثب  یطلاکتَکَکَض لاکت یَتیکپرٍث یثبکتر BLSپصٍّػ حبضر ًؽبى داد کِ شى  گیزی: وتیجٍ

 .ؼَد یه یبىث یؽي،الکترٍپَر

 یؽيالکترٍپَر ؛یطلاکتَکَکَض لاکت ؛اٍکعي DNA یط؛ثرٍظلَز ياژگبن کلیدی:

 
 ی کىىدٌ یبنب یبوًتزک یسلاکتًکًکًس لاکتبز  یمبتى یي سبخت ياکسه خًراک یطزاح .زّرا فبتحی، عجبض دٍظتی، هحوذ ظعیذ جبهی ارجبع:

 842-883(: 438) 41؛ 1402هجلِ داًؽکذُ پسؼکی اصفْبى . بزيسلا آبًرتًس یٍعل سىتبس یهلًمبس یتًپلاسمیسیه پزيتئ

 

 مقدمه

 یتت ٔبِت زض نٙؼت زأپرطٚض  یٕبضیاظ ث ی٘بق یٞب یتثب تٛخٝ ثٝ آؾ

َ  ی،ٞب زض ٔرٛضز ثٟساقرت ػٕرٛٔ    ٍ٘طا٘ی یفٚ افعا  یرط اذ یٞرب  زض ؾرب

نٛضت  ثیٕبضی ایٗ اظ پیكٍیطی ٚ وٙتطَ ی ظٔیٙٝ زض یبزیظ یٞب تلاـ

ٖ ٚاوؿ یرك اظ طط ػٕرستب   یٕربضی ث یٗاظ ا یكٍیطیٌطفتٝ اؾت. پ  یٙبؾریٛ

ٖ  یرع آِٛزٜ ٚ ٘ یٞب ٞب، ٔؼسْٚ ٕ٘ٛزٖ زاْ زاْ  ٔحهرٛتت  پبؾتٛضیعاؾریٛ

ِٛ   یٞرب  یثبوتط یؾبظ پبن(. 1) یطزپص ٔی نٛضت ِجٙی ثرٝ   یزاذرُ ؾرّ

 یرس ٚ تِٛ CMI( Cell mediated immunity) ؾّٛتض یٕٙیػّٕىطز ا

 ٗ  ٞٛٔررررٛضاَ  یٕٙرررریٚ ا INF-γثط ٔب٘ٙرررس  ؤٔرررر یٞررررب ؾررربیتٛوبی

(Humoral mediated immunity )HMI ٍیِصا پػٚٞكزاضز.  یثؿت 
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ٞرط زٚ   یوٝ ثتٛا٘س ٔٙدط ثٝ اِمرب  آثط ٚ وبضؤٔ یثط ؾبذت ٚاوؿٙ یٔجتٙ

ٝ  ضرطٚضی  أطی ثكٛز، ؾّٛتض ٚ ٞٛٔٛضاَ ایٕٙی یؿتٓپبؾد ؾ  ٘ظرط  ثر

 (. 2ضؾس ) ٔی

وٝ ثٝ  S19 ،RB51  ٚRev 1قسٜ ٔب٘ٙس  یفظ٘سٜ ضؼ یٞب ٚاوؿٗ

تٛا٘ٙس ثرٝ   یٌطز٘س، ٔ یاؾتفبزٜ ٔ یاّٞ یٛا٘بتزض ح یٕبضیٔٙظٛض وٙتطَ ث

( ضا زض ثطاثط ثطٚؾّٛظ اِمبء CMI) یؾِّٛ یٕٙیا یٞب پبؾد یثطؤطٛض ٔ

 ٔتؼسزی یجیٔؼب یٞب زاضا ٚاوؿٗ ایٗ اظ اؾتفبزٜ حبَ ایٗ ثب(. 3) یٙسٕ٘ب

 اؾتفبزٜ ٔثبَ ثطای(. 3) زاض٘س ضا یبزیظ ی فبنّٝ ،آَ ثٛزٖ ایسٜ تب ٚ ثٛزٜ

ٝ  ثربضزاضی  زٚضاٖ زض یٗٞب ٔٙدرط ثرٝ ؾرمن خٙر     ٚاوؿٗ ایٗ اظ  ٚ ٌكرت

( Lipopolysaccharide) ؾبوبضیس ِیپٛپّی ثٛزٖ زاضا زِیُ ثٝ ٕٞچٙیٗ

LPS  یهرری ٞربی تكر  ضٚـ زض یهثرطٚظ اذرتلاتت ؾرطِٚٛغ ؾجت 

 ثرطای  آٖ یعٌطز٘س، ِصا تدٛ ٔی ا٘ؿبٖ زض ثیٕبضی ایدبز ٔٛخرت ٚ قسٜ

ٗ  ططاحری  زض ثربظٍ٘طی  ضٚ یٗ. اظ ا(4) اؾت ٕٔٙٛع ا٘ؿبٖ ٝ  ٚاوؿر  ػّیر

 پری  ٔٙظرٛض  یٗثبقس، وٝ ثٝ ا یثطذٛضزاض ٔ یا ٚیػٜ إٞیت اظ ثطٚؾّٛظ،

ٖ ٞبی ث غٖ آ٘تی ا٘ٛاع قیٕیبیی ٚ غ٘یه آ٘تی ذٛال ثٝ ثطزٖ  زض قرسٜ  یرب

ٝ  اظ ٚاوؿٗ، ٔٙبؾت ا٘تمبَ ؾیؿتٓ ا٘تربة ٕٞچٙیٗ ٚ ثبوتطی ایٗ  خّٕر

 ثبقٙس.   ٔی إٞیت حبئع وبضآ ٚاوؿٗ ی تٛؾؼٝ زض وٝ ٞؿتٙس ٔٛاضزی

 BLS( Brucella lumazine synthaseؾرٙتبظ )  یٗثطٚؾلا ِٛٔبظ

اٛ٘ت یظا اؾت وٝ زاضا یٕٙیا یبضثؿ یٙیپطٚتئ اٛل ازخ اٖٛ     یذ ثرٛزٜ ٚ ثرٝ ػٙر

ٗ  ؾربذت  ثرطای  ٔرؤثط  پطٚتئیٗ حبُٔ یه  (.5ٌرطزز )  ٔری  پیكرٟٙبز  اٚوؿر

ٛ٘  یّٛو 18 یتٛپلاؾٕیؾ یٗپطٚتئ یٗزٞٙس وٝ ا یٔطبِؼبت ٘كبٖ ٔ  یزاِتر

 حیٛا٘ی ٚ ا٘ؿب٘ی ثطٚؾّٛظ ؾطِٚٛغیه یمتكر یتٛا٘س ثطا یٔ ثطٚؾلا

 ؾبظی ایٕٗ وٝ اؾت آٖ اظ حبوی ٔطبِؼبت ٕٞچٙیٗ(. 6) ٌطزز اؾتفبزٜ

ٓ  ؾرٙتبظ،  ِٛٔبظیٗ ثب ُ  آ٘رعی  غیربة  زض ضیجرٛفلاٚیٗ،  ثیٛؾرٙتع  زض زذیر

ٗ ٞب ٌرطزز ورٝ ا   یثبز آ٘تی اظ ثبتیی یتطتٛا٘س ؾجت اِمبء ت ٔی ازخٛا٘ت  یر

 ثب ؾبظی یٕٗ(. ا6ثبقس ) ٔی پطٚتئیٗ یٗظا ثٛزٖ ا یٕٙیا ی زٞٙسٜ ٘كبٖ أط

DNA ٕیررسخس یغٖ ٔرٛضز ٘ظررط، ضٚقرر  یآ٘ترر ی وٙٙررسٜ ورس  یسپلاؾرر ٚ 

اظ ٔطبِؼربت   یتؼساز .اؾت ٚاوؿٗ ی تٛؾؼٝ ٚ تحمیك زض أیسٚاضوٙٙسٜ

غٖ  یثرب آ٘تر   یكرٍبٞی آظٔب یٞب ٔسَ ؾبظی یٕٗا٘س وٝ پؽ اظ ا ٘كبٖ زازٜ

BLS، یٞب ِٔٛىَٛ یپطزاظـ قسٜ ٚ ثط ضٚ یؼیغٖ ثٝ طٛض طج یآ٘ت یٗا 

قرٛز ٚ   یاضائرٝ ٔر  II  ٚ ورلاؼ I  ولاؼ یثبفت یٔدتٕغ ؾبظٌبض یانّ

ٝ  یٕٗٞچٙ  BLS.یسٕ٘ب ٔی اِمب ضا ٞٛٔٛضاَ ٚ ؾِّٛی یٕٙیا یٞب پبؾد  ثر

قرٙبذتٝ   یزٞب٘ ییظا ایٕٙی یتغٖ ثب ذبن آ٘تی ا٘تمبَ ؾیؿتٓ یه ػٙٛاٖ

 . (6) قسٜ اؾت

 یؿررتٓررربس ؾٔؾررطٛ   یرركٔؼٕررٛت  اظ طط ،ثطٚؾررلاػفٛ٘ررت ثررب 

 یتٛا٘رس ثرطا   یٔر  یٔربط یٞب ٚاوؿٗ یعزٞس. ِصا، تدٛ یضخ ٔ ٌٛاضقی

  ٖ  یٗ،ٕٞچٙرر ثط ثبقررس.ؤٔرر وٙتررطَ ثطٚؾررّٛظ زض ٔحررُ ٚضٚز پرربتٛغ

 تٟربخٕی  یعتدٛ یٞب ضٚـ ثٝ یبظتٛا٘ٙس ثسٖٚ ٘ یٔ یٔربط یٞب ٚاوؿٗ

َ  ٚ ؾرِّٛی  ایٕٙی ٞبی پبؾد زٚ ٞط ٔؤثطی ثطٛض ُ  زض ضا ٞٛٔرٛضا  ٔحر

 زض یرس خس یٞرب  یىرطز (. ض7ٚ)ٕ٘بیٙرس   اِمربء  ؾیؿتٕیه ؾطح ٚ ٔربس

اؾرت ورٝ    ییٞرب  غٖ آ٘تری  ا٘تربة ٚ قٙبؾبیی ثط ٔجتٙی ٚاوؿٗ ططاحی

(. 8زاقرتٝ ثبقرٙس )   یٕٙری ؾطح اظ ا یٗثبتتط یدبز٘مف ضا زض ا یكتطیٗث

ٖ   یؾٙت یٞب فطْ پّت یٞب یتٔحسٚز  ی ظ٘رسٜ  یٞرب  ٚاوؿٗ ٔب٘ٙرس پربتٛغ

 ٔٙدرط  یطٚاحرسی ظ یٞب ٚاوؿٗ ٕٞچٙیٗ ٚ قسٜ غیطفؼبَ قسٜ، یفضؼ

ٗ  تِٛیرس  ٚ ططاحری  زض یسخس یٞب فٙبٚضی ی تٛؾؼٝ ٚ وكف ثٝ  ٚاوؿر

 قرٙبذت  ٚ ثیٛتىِٙٛٛغی ػّٓ زض یطاذ یٞب یكطفتأطٚظٜ پ .اؾت قسٜ

 ؾرربذت ططاحرری أىرربٖ ایٕٙرری، ؾیؿررتٓ زض یررُزذ یٞررب ٔىب٘یؿررٓ

زٞرس   یضا ثرٝ ٔحممربٖ ٔر    یغ٘ یٞب ٚاوؿٗ حبُٔ ٚ ٚاوؿٗ یٞب ؾیؿتٓ

 یثرطا  LAB( Lactic acid bacteria) توتیره  اؾیس ٞبی یثبوتط(. 9)

ٝ  ازخٛا٘ت یب ٚ ثبِمٜٛ ا٘تمبَ ٞبی ؾیؿتٓ ػٙٛاٖ ثٝ ؾبَ یٗچٙس  ٔٙظرٛض  ثر

ٝ  لرطاض  ٔطبِؼٝ ٔٛضز ٔربطی ٚاوؿٗ ؾبذت . ٔطبِؼربت  (10) ا٘رس  ٌطفتر

اظ  ی( ثٝ ػٙٛاٖ ٔسL. lactisِ) یؽتوتٛوٛوٛؼ توتزٞٙس وٝ  ی٘كبٖ ٔ

 ٚ ثرٛزٜ  تٟربخٕی  یرط ظا ٚ غ ثیٕربضی  یرط ، غیره توت یساؾر  یٞرب  یثبوتط

قرسٜ   یفضرؼ  یٞرب  ؾٛیٝ اظ اؾتفبزٜ یتتٛا٘ٙس ثٝ ٔٙظٛض غّجٝ ثط ٔؼب ٔی

ٓ  یهثٝ ػٙٛاٖ  ثطٚؾلا آثٛضتٛؼ َ  ؾیؿرت  یسٚاضوٙٙرسٜ غٖ أ آ٘تری  ا٘تمرب

ٗ . اظ ا(10) قٛ٘س ٌطفتٝ ٘ظط زض ٔربس ؾبظی ایٕٗ ثطای ضٚ ٞرس  اظ   یر

توتٛوٛورٛؼ   یثرب اؾرتفبزٜ اظ ثربوتط    BLS یٗپرطٚتئ  یبٖث ،ٔطبِؼٝ یٗا

 .ثبقس یثٝ ػٙٛاٖ ٘بلُ ٔ یؽتوت

 

 هب روش

 یٞرب  ثبوتطی اظ ٔطبِؼٝ یٗزض ا :وكت یٞب ٔحین ٚ یبییثبوتط یٞب یٝؾٛ

ٔطثرٛس ثرٝ    یربت اؾتفبزٜ قس. خعئ یبوّیاقطقٚ  یؽتوتٛوٛوٛؼ توت

ٗ ٔٛضز اؾتفبزٜ زض ا یٞب یٝؾٛ ٝ  یر َ  زض ٔطبِؼر  قرسٜ  ٔكررم  1 خرسٚ

تطا٘ؿرفٛضْ قرسٜ    یؽتوتٛوٛوٛؼ توت ثبوتطی وكت ٔٙظٛض ثٝ. اؾت

 یٗوب٘بزا( اؾتفبزٜ قس. ٕٞچٙر  ،Quelab) M17 broth وكت یناظ ٔح

 LB broth( L3022ین )زض ٔح Top 10F ی ؾٛیٝ قیبوّیاقطوكت 

(Merckزض زٔب )ٖی ، إِٓبC° 37   زاض یىطٚ ثب اؾتفبزٜ اظ ا٘ىٛثربتٛض قر

(rpm 200ٟا٘دبْ قس. زض ت )ٝاظ یرت خبٔرس ثهرٛضت پّ   یٞرب  ینٔح ی 

زضنرس ثرٝ    5/1، إِٓبٖ( ثٝ ٘ؿرجت  Merck) ٔیىطٚثیِٛٛغی آٌبض ٔحین

 .قس افعٚزٜ فٛق ٞبی ٔحین اظ یهٞط 

 

 هغبلعِ در استفبدُ هَرد یبییثبکتز یّب یِ. س1َجذٍل 

 رفروس ببکتری یهسو یوبم ببکتر
َا  قارچ یًنکلکس یا مرکس مىطقٍ PTCC1336 یسلاکتًکًکًس لاکت

 ایران ی،صىعت یَا یي باکتر

شی یقاتمرکس تحق Top 10F یاکلیاشرش  بیًتکىًلً

 ياحد اسلامی آزاد داوشگاٌ

 شُرکرد

رتًس ران یراز ی سسٍؤم 544 بريسلا آبً  تُ
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ثٛزٜ ٚ  یتدطث پػٚٞف حبضط اظ ٘ٛع یب٘ی:ٚ ؾٙتع ٚوتٛض ث یططاح

ٝ     یضٚـ ٌطزآٚض  یربت ٚ تدطث یا اطلاػربت اظ ٘رٛع ٔطبِؼربت وتبثرب٘ر

ثبقررس. زض ٌرربْ ٘رؿررت ثررب اؾررتفبزٜ اظ ٔطبِؼرربت    ٔرری آظٔبیكررٍبٞی

ثرٝ ػٙرٛاٖ    BLS یغ٘ ی، تٛاNCBIِ یاطلاػبت یٍبٜٚ پب یٛا٘فٛضٔبتیهث

ٗ  ؾربذت  ثطای یساآَ ثٝ ػٙٛاٖ وب٘س یسٜغٖ ا یآ٘ت یه  ٘ٛتطویرت  ٚاوؿر

 لرسضت  ؾرپؽ . قرس  ا٘ترربة  ثطٚؾرّٛظیؽ  ػّیٝ ذٛضاوی پطٚثیٛتیه

 یٞرب   پبیٍبٜ اظ اؾتفبزٜ ثب پطٚتئیٗ ایٗ ظایی آِطغی ٚ ؾٕیت غ٘ؿیتیٝ، آ٘تی

 ٚ VaxiJen ،ToxinPredٔب٘ٙرررررس  یٛا٘فٛضٔبتیرررررهث یٞرررررب زازٜ

AllergenFP v.1.0 یرب٘ی  قس. اطلاػبت ٔطثرٛس ثرٝ ٚوترٛض ث    یثطضؾ

اؾترطاج قرس ٚ ثرب    Addgene یتاظ ؾب pNZ8148 یؿیٗثط ٘ب یٔجتٙ

ٔحرسٚزٌط   یٞب یٓثطـ آ٘ع یٍبٜخب Gene Runnerافعاض  اؾتفبزٜ اظ ٘طْ

ٚ  pNZ8148 یب٘یٚوتٛض ثة(.  1 قىُا٘تربة قس ) ٔجرس    یره  یحرب

 یزٚ غٖ ثررطا یىررُ،(، غٖ ٔمبٚٔررت ثررٝ وّطأفٙ Ori) یٕٞب٘ٙسؾرربظ

ٗ تٛؾرن ٘ب  یی، پطٚٔرٛتط اِمرب  repA  ٚrepC یرط تىث ٞبی یٗپطٚتئ   یؿری

(P nisAپب ٚ ،)ٖضٚ٘ٛیؿی ی زٞٙسٜ یب (Tاؾت. ا )ٗث یٚوتٛض ثطا ی ٖ  یرب

اِٛ ٝ     یٞب یوّٖٛ قسٜ زض ثبوتط یٞب یت  یٞرب  ٌطْ ٔثجرت ثرٝ ذهرٛل ٌٛ٘ر

خفرت   3167 یب٘یٚوتٛض ث یٗقسٜ اؾت. ا یططاح توتیه یساؾ یٞب یثبوتط

 bp477ثٝ طرَٛ   Q2YKV1.1 یثب وس زؾتطؾ BLS یغ٘ ی ثبظ زاضز. لطؼٝ

اِٛ یررهٕٞررطاٜ  رربْ  aa27 یررسپپت یٍٙبَؾرر یترر  یثررب وررس زؾتطؾرر Usp45ثٙ

ABY84357   رب اٚضٜ ٟ٘ ب قرس.  یططاحر  ییا٘تربة ٚ ؾربظ ٝ  غٖ یرت زض ٟ٘  ثر

 یزض ٚوترٛض ٔجتٙر   یه( ثٝ نٛضت ؾرٙتت Usp45-BLS) پپتیس ؾیٍٙبَ ٕٞطاٜ

تٛؾرن   Kpnl  ٚXbal یثطقر  یٞرب  یٍبٜخب یبٖزض ٔ  pNZ8148یؿیٗثط ٘ب

 pNZ8148 یرت ٚوتٛض ٘ٛتطو. ؾپؽ ٌطزیسوّٖٛ  یٗ،چ Generayقطوت 

- Usp45- BLS ٜؾبذتٝ قس.خفت ثبظ  3474 ی ثب ا٘ساظ   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 یجًتب. الف( یبثی یٍ تَال یوی، ّضن آًشPCRثب رٍش BLS  یصً ی قغعِ کلًَیٌگ أییذٍ تpNZ8148  در ٍکتَر یٌگحبصل اس هحل کلًَ یج. ًتب1 ضکل

 یّب جبیگبُ یبىه pNZ8148 ٍکتَر در کلًَیٌگ هحل ضوبتیک یز. ة( تصَیزفتاًجبم پذ Generayکِ تَسظ ضزکت  BLSصى  یتَال ییيحبصل اس تع

 ثب عَل  BLS یصً ی قغعِ حضَر صحت أییذّذف در سغح سلَل خَاّذ ضذ. ح( ت یيپزٍتئ یبىهحل سجت ث یيدر ا یٌگکلًَ  KpnIٍ.XbaI  یثزض

 اس حبصل یج. ت( ًتبMarker III ( ًطبًگز 3 یي، لاBLS یيپزٍتئ یجفت ثبس 477 یصً ی قغعِ( 2 لایي هٌفی، کٌتزل( 1 یي. لاPCRجفت ثبس ثب رٍش  477

 یوی( ّضن آًش2 یي، لاpNZ8148-Usp45-BLSهزثَط ثِ ٍکتَر  یجفت ثبس 3474 ( ثبًذ1 یي. لا KpnI ٍ Xbalگز  هحذٍد آًشین دٍ ثب آًشیوی ّضن

 (.یزاىصى، ا یٌب)س ثبسی جفت 100 ًطبًگز( 3 لایي. یجفت ثبس 477ٍ  یجفت ثبس 2997 یصً ی قغعِ ی ٍ هطبّذُ pNZ8148-Usp45-BLS یذپلاسو

 ة الف
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 .BLSهزثَط ثِ صى  یگًََکلئَتیذیال یّب ی. تَال2جذٍل 

Gene name Sequence 5 to 3 Tm Product length 

BLS-F 5−ATGAATCAAAGCTGTCCAAATAAAAC−3 52.5 ºC 477 bp 

BLS-R 5ꜞ−TTAAACAAGAGCAGCAATACGTGAAC−3ꜞ 52.5 ºC 

 

 أییرس ثٝ ٔٙظٛض ت :pNZ8148زضٖٚ ٚوتٛض  BLSغٖ  یًٙوّٛ٘ أییست

ٕرطاظ  یپّ یا یرطٜ ٚاوٙف ظ٘د یٞب تىٙیه اظ قسٜ ا٘دبْ وّٛ٘یًٙ نحت

(PCRٞضٓ آ٘ع ،)اؾتفبزٜ قس.  یبثی یٚ تٛاِ یٕیPCR غٖ  یثطاBLS 

ٔكررم ا٘دربْ    ییزٔرب  ی ٚ ثط٘بٔٝ یاذتهبن یٕطٞبیثب اؾتفبزٜ اظ پطا

ثب اؾتفبزٜ اظ غَ آٌبضظ، اِىتطٚفٛضظ قرس. ٚوترٛض    PCRقس ٚ ٔحهَٛ 

 KpnI  ٚXbalٔحرسٚزٌط   یٓتحرت ٞضرٓ ثرب زٚ آ٘رع     یب٘یث یت٘ٛتطو

(GENErayلطاض ٌطفتٙس. ٕٞچٙیٗ، چ )ٗثط  یٕیهَٛ ٚاوٙف آ٘عٔح ی

 یسی٘ٛوّئٛت یبثی یقس٘س. تٛاِ یثبضٌصاض زضنس 1غَ اِىتطٚفٛضظ  یضٚ

 یآٖ ثرطا  یٞب ا٘دبْ ٚ زازٜ GENErayتٛؾن قطوت  یتٚوتٛض ٘ٛتطو

 ٔب اضؾبَ قس. 

ثرٝ   :Top10 F یٝؾٛ قیبوّیاقط یٖٛٚ تطا٘ؿفٛضٔبؾ یٔؿتؼسؾبظ
ٛ  یبوّیاقطقر  یٔٙظٛض ٔؿتؼسؾربظ  اؾرتب٘ساضز  اظ ضٚـ  Top10F یٝؾر

ٚ ٕٞىرربضاٖ  Cohen ضٚـ ورربض یثررط ٔجٙررب( CaCl2وّؿرریٓ ) یررسوّط

ٞرب ثرب اؾرتفبزٜ اظ     ثبوتطی ضقس یعاٖ(. پؽ اظ ؾٙدف 11ٔاؾتفبزٜ قس )

ثب ثربفط   یبیی، اٍّ٘ؿتبٖ(، ضؾٛة ثبوتطJenwayزؾتٍبٜ اؾپىتطٚفتٛٔتط )

ٝ  4 یزض زٔرب  یُٔٛتض( ؾطز ٚ اؾرتط  یّیٔ 1/0) یسوّطا یٓوّؿ  ی زضخر

زضآٔرررس. ؾررپؽ خٟرررت   یٌٖٛررطاز ثرررٝ حبِررت ؾٛؾپب٘ؿرر    یؾررب٘ت 

 )غّظررررررت  یىطِٚیتررررررطٔ 10ٔمررررررساض  یٖٛ،تطا٘ؿفٛضٔبؾرررررر

ٚاثؿرتٝ ثرٝ اِمرب     یرب٘ی ث یرت ( اظ ٚوترٛض ٘ٛتطو یىطِٚیتط/ٔیىطٌٚطْٔ 2/0

ٗ تٛؾرن ٘ب  اظ  یىطِٚیترط ٔ 100ثرٝ   pNZ8148 - Usp45- BLS یؿری

( افرعٚزٜ   600OD ; 3/0ٔؿرتؼس )  یربیی ثبوتط یٞب ؾَّٛ یٖٛؾٛؾپب٘ؿ

ٞب  آٖ ثٝ یتوٝ ٚوتٛض ٘ٛتطو یٔؿتؼس یٞب یثؼس ثبوتط ی قس. زض ٔطحّٝ

ٝ  42 حطاضتی قٛن یهاضبفٝ قسٜ ثٛز، تحت   ٌرطازی  ؾرب٘تی  ی زضخر

ٝ  ٌطاز ؾب٘تی ی زضخٝ 4 ؾطز قٛن یه ثلافبنّٝ ٚ ثب٘یٝ 90 ٔست ثٝ  ثر

ٖ  ؾربػت  یه اظ پؽ ٟ٘بیت زض. ٌطفتٙس لطاض زلیمٝ 4 ٔست  ا٘ىٛثبؾریٛ

تطا٘ؿرفٛضْ   یربیی ثبوتط یٞب ٌطاز، ؾَّٛ یؾب٘ت ی زضخٝ C° 37زٔبی  زض

ٚ  LB agar (Merck یرت پّ یقسٜ ثط ضٚ ُ وّطأفٙ ی، إِٓربٖ( حرب  یىر

(mg/µl 25  .وكت زازٜ قس٘س ) 

ثرٝ   :Top10F یٝؾٛ یبوّیاقطق ثبوتطی زض تطا٘ؿفٛضٔبؾیٖٛ أییست

 یبوّیاقطقر  یثرٝ ثربوتط   یتٚوتٛض ٘ٛتطو یٖٛتطا٘ؿفٛضٔبؾ أییسٔٙظٛض ت

ثرٝ وٕره    یرت ٚوتٛض ٘ٛتطو یؾبظ اؾترطاج ٚ ذبِم ،Top10F ؾٛیٝ

ٛ٘  یرت و ، Plasmid Extraction Mini Kit (FAVORGEN یؾرت

)پربضؼ ترٛؼ،    loading Buffer. ثب اؾتفبزٜ اظ یطفت( ا٘دبْ پصیٛاٖتب

ٚ یطاٖا قرس.   أییرس زضنرس ت  1غَ آٌربضظ   ی( ٚ ٔبضوط، حضٛض ٚوترٛض ض

 زؾررتٍبٜ اظ اؾررتفبزٜ ثررب قررسٜ اؾررترطاج یسٞبیؾررپؽ غّظررت پلاؾررٕ

 یٞررب وّررٖٛ( ذٛا٘ررسٜ قررس. یىررب، آٔطThermoScientific) ٘ررب٘ٛزضاح

یٕررطاظ پّ یا یرطٜ ثررب ا٘دربْ ٚاورٙف ظ٘د   قریبوّی اقط ثربوتطی  یرت ٘ٛتطو

(PCR) ٚقرس٘س.   أییرس ٚ ت یربثی اضظ یسٔحهٛتت اؾترطاج پلاؾٕ یض

  ی ثررٝ ا٘ررساظٜ BLSغٖ  یررطخٟررت تىث یاذتهبنرر یٍٛ٘ٛوّئٛتیررسٞبیاِ

خفررت ثرربظ ثررٝ نررٛضت خّٛثط٘ررسٜ ٚ ثطٌكررت ثررب اؾررتفبزٜ اظ     477

ٌكرت ٚ ؾرٙتع آٖ    یططاحر  version 3.05  Gene Runnerافرعاض  ٘طْ

زض  PCR(. ٚاورٙف  2)خسَٚ  یطفتنٛضت پص یٙبغٖتٛؾن قطوت ؾ

 اظ ثرربفط  یىطِٚیتررطٔ 5/2 یحرربٚ یحرربٚ یىطِٚیتررطٔ 20 ییحدررٓ ٟ٘ررب

x10 PCR (آظٔرب، ا  یرع تدٟ یىتب ٖ  یىترب ) MgCl2ٔرٛتض   یّری ٔ 2(، یرطا

ٖ آظٔرب، ا  یعتدٟ  آظٔرب،  تدٟیرع  یىترب )dNTPs  یىطٚٔرٛتض ٔ 200(، یرطا

 (، یررطاٖا یٙبغٖ،)ؾرر یٕطٞررباظ پطا یرره٘ررب٘ٛٔٛتض اظ ٞررط  100 ،(ایررطاٖ

ٕرطاظ  یپDNAّ یٓ ٚاحرس آ٘رع   1ٚ  یٚوترٛض  یDNA٘بٌ٘ٛطْ اظ  100

Taq (زض زؾرتٍبٜ تطٔربَ ؾرب   یطاٖآظٔب، ا یعتدٟ یىتب ) اپٙرسٚض ،  یىّط(

اپٙرسٚض ،  ) یىّطزؾتٍبٜ تطٔٛؾب ییزٔب ی . ثط٘بٔٝیطفتإِٓبٖ( ا٘دبْ پص

ْ  إِٓبٖ(  یٗشورط قرسٜ اؾرت. ٕٞچٙر     3زض خرسَٚ   PCR خٟت ا٘درب

 یٞررب ٔطثررٛس ثررٝ وّررٖٛ یساِىتطٚفررٛضظ ٔحهررٛتت اؾررترطاج پلاؾررٕ

. ثرٝ  یرس ا٘دربْ ٌطز  زضنرس  1غَ آٌربضظ   یثط ضٚ قیبوّیاقط یت٘ٛتطو

، اظ اِىتطٚفرٛضظ غَ  PCRؾرٙتع قرسٜ زض    یٞب یىٖٛآٔپّ یٔٙظٛض ثطضؾ

اظ زؾررتٍبٜ  یررت. زض ٟ٘بیررساؾررتفبزٜ ٌطز TBE 10X آٌرربضظ زض ثرربفط

، اٍّ٘ؿتبٖ(، خٟت ٔكربٞسٜ ٚ ثجرت   UV1Techاظ غَ ) یثطزاض ػىؽ

 غَ اؾتفبزٜ قس.  یطتهٛ

 

 .PCRاستفبدُ ضذُ در ٍاکٌص  ییدهب یظ. ضزا3جذٍل 

 دمب  مرحله

 (یلسیوس)درجه س
 یکلتعداد س زمبن

 1 یقٍدق 5 95 یٍياسرشت ايل

 30 60 95 ياسرشت

 30 60 5/52 اتصال

 30 60 72 )گسترش( ییبازآرا

 1 یقٍدق 5 72 ییوُا ییبازآرا

 

 یؽتوتٛوٛورٛؼ توتر   یٚ غطثبٍِط یكٗاِىتطٚپٛض ی،ٔؿتؼسؾبظ
َ  ی یٝثٝ ٔٙظٛض تٟ :یت٘ٛتطو اظ ثربوتطی ٌرطْ ٔثجرت     یطا،پرص  یٞرب  ؾرّٛ

ثرب اؾرتفبزٜ اظ   اؾتفبزٜ قرس.  PTCC1336 یٝ ؾٛ یؽتوتٛوٛوٛؼ توت

 ی یٝؾررٛ ی یررٝاِٚ ییٌررطْ ٚ تؿررت وبترربتظ، قٙبؾررب   یررعیآٔ ض٘ررً

 یٞررب یثرربوتط یٔؿتؼسؾرربظ ا٘درربْ قررس.  یؽتوتٛوٛوررٛؼ توترر 
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. ٔحّرَٛ اَٚ  یطفتتٛؾن زٚ ٔحَّٛ ا٘دربْ پرص   یؽتوتٛوٛوٛؼ توت

 ٚ  EDTAٔرررٛتض  یّررریٔ 70ٔرررٛتض ؾرررٛوطٚظ،  یّررریٔ 200 یحررربٚ

 ٔرٛتض توترٛظ،    ٔیّری  7 حبٚی زْٚ ٔحَّٛ ٚ یؿیٗٔٛتض ٌلا یّیٔ 300

ٓ ٔٙ یسٔٛتض وّط ٔیّی 90 ٚ یٓوّؿیس ٔٛتض وّط یّیٔ 7 ٝ  ثرٛز  یرعی  زض ور

 ثرطا  حرُ قرسٜ، ٚ ثرٝ حدرٓ       M17وكرت   یناظ ٔحر  یتطِ ٔیّی 500

قرس.   یُاؾرتط  2/0 یّترط تٛؾرن ف  یرت ضؾب٘سٜ ٚ زض ٟ٘ب یتطِ یّیٔ 1000

ثرٝ   ی، ثربوتط یؽتوتٛوٛورٛؼ توتر  ی ثبوتطیطا ؾَّٛ پصی  یٝخٟت تٟ

ٚ  M17 ینؾبػت زض ٔح 24ٔست  وكرت زازٜ   1ٔحّرَٛ   یثطا  حرب

ا٘دربْ قرس ترب     C ˚37 یزض زٔرب  یٞٛاظ یث ینزض قطا یٖٛقس. ا٘ىٛثبؾ

 ثرب  ٚ یفیٛغثربوتطی ؾرب٘تط  . یسضؾر  4/0ثٝ  OD 600ی خصة ٘ٛض یعأٖ

  زٔرربی زض ٟ٘بیررت زض ٚ قررس قؿتكررٛ ٔطتجررٝ ؾررٝ زْٚ، ٔحّررَٛ

٘ٛتطویرت   پلاؾٕیس اظ یىطِٚیتطٔ 6. قس فطیع ٌطاز ؾب٘تی ی زضخٝ – 80

pNZ8148-Usp45   ٖحبٔررررررُ غBLS   ثررررررب غّظررررررت 

 pNZ8148ٚوترٛض   یىطِٚیترط ٔ 6 یٗٚ ٕٞچٙ یىطِٚیتط/ٔیىطٌٚطْٔ 2/0

ثررب اؾررتفبزٜ اظ ( یىطِٚیتررط/ٔیىطٌٚطْٔ 2/0)ثررب غّظررت  BLSفبلررس غٖ 

  ( ٚ ثب ِٚتبغXcell BIO RAD Gene Pulser) یتٛضزؾتٍبٜ اِىتطٚپٛض

 اٞرررٓ ثرررٝ  200ٚ ٔمبٚٔرررت  یىطٚفررربضازٔ 25ِٚرررت، آٔپرررط  2500

ٛ  یؽثربوتطی توتٛوٛورٛؼ توتر    یطایؾَّٛ پرص  یىطِٚیتطٔ 400  یٝؾر

PTCC1336 ُتوتٛوٛوررٛؼ  یثرربوتط یٖٛؾٛؾپب٘ؿرر قررس٘س. ٔٙتمرر
 یثربوتط  یٖٛٚ ؾٛؾپب٘ؿر  یفبلس ٚوتٛض ثرٝ ػٙرٛاٖ وٙترطَ ٔٙفر     یؽتوت

ٚ   یتٚوتٛض ٘ٛتطو یحبٚ یؽتوتٛوٛوٛؼ توت اٖٛ وٙترطَ ٔثجرت ض  یثٝ ػٙ

فٙ یٛتیره ث یآ٘تر  یحبٚ M17Agar ینٔح ُ وّطأ ( وكرت  mg/µl 25) یىر

 قس٘س.   یٌطٔبٌصاض C 30°ی ؾبػت زض زٔب 72زازٜ قس ٚ ثٝ ٔست 

 :BLS یربثی ٚ ضز یؽتوتٛوٛوٛؼ توت یاظ ثبوتط DNAاؾترطاج 
 اظ وكررت  یررت٘ٛتطو یؽتوتٛوٛوررٛؼ توترر اظ DNA  اؾررترطاج

 اؾررترطاج یررتثررب اؾررتفبزٜ اظ و GM17-Broth ینؾربػتٝ زض ٔحرر  18

DNA ا٘دبْ قس. ثرٝ ٔٙظرٛض    یت( ٔطبثك زؾتٛضاِؼُٕ ویطاٖا یٙبغٖ،)ؾ

ثرٝ ٕٞرطاٜ    PCR یهاظ تىٙاؾترطاج قسٜ  DNAزض  BLS غٖ یبثیضز

غٖ اؾتفبزٜ قس. ثرٝ ٔٙظرٛض   ؾط ٔىُٕ زٚ  یاذتهبن یٕطخفت پطا یه

 Usp45-BLS -pNZ8148 یرت زض ٚوترٛض ٘ٛتطو  BLSغٖ  یبٖث یاِمب

  یررعاٖثررٝ ٔ M17 یغٔررب ینزض ٔحرر یثرربوتط یثررٝ وكررت فرربظ تهرربػس

g/mL 10 ٜاضبفٝ ٚ حرسٚز زٚ ترب ؾرٝ ؾربػت      یؿیٗاِمبوٙٙسٜ ٘ب ی ٔبز

 یسٖ ظٔرربٖ ٚ ضؾرر یررٗقررسٖ ا یقررس. پررؽ اظ طرر  یٌطٔرب٘ررٝ ٌررصاض

1 ; OD600ٌطاز، یؾب٘ت ی زضخٝ 4 ینثب قطا ی، ثبوتط rpm6000   ٝثر

ٝ  3 طری  ثبوتطی ضؾٛة ؾپؽ ٚ قس ؾب٘تطیفیٛغ یمٝزل 15ٔست   ٔطحّر

قؿتكٛ زازٜ قرس. ضؾرٛة    PBS (Phosphate-buffered salineثب )

ٝ تدع یهحُ ٚ تٛؾن أٛاج اِٚتطاؾٛ٘ PBSزض  یثبوتط . ثرٝ  ٌطزیرس  یر

 اظ ضٚـ  RNAزض ؾرررررطح  BLSغٖ  یررررربٖث یررررربثیٔٙظرررررٛض ضز
Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction  

(RT-PCRاؾتفبزٜ قس. زض ا )ٗضٚـ اثتسا  یRNA   یرت ثرب اؾرتفبزٜ و 

ٖ آظٔرب، ا  یعتدٟ یىتب) RNAاؾترطاج  ( ٚ ثرط اؾربؼ زؾرتٛض وربض     یرطا

      ٌ ، اظ DNA یقطوت ؾبظ٘سٜ ثٝ زؾرت آٔرس. ثرٝ ٔٙظرٛض حرص  آِرٛز

DNaseI (آظٔب، ا یعتدٟ یىتب ٖ ٝ   یرطا ٝ  ی ( اؾرتفبزٜ قرس. ٕٞر  یٞرب  ٕ٘ٛ٘ر

RNA یتررب ظٔرربٖ اؾررتفبزٜ ثررطا RT-PCR یزاض ٍ٘ررٝ -70 یررعضزض فط 

ٖ آظٔرب، ا  یرع تدٟ یىترب ) cDNAؾرٙتع   یرت قس٘س. ثب اؾتفبزٜ اظ و (، یرطا

cDNA زض ٟ٘بیت ثب اؾرتفبزٜ اظ . یسؾٙتع ٌطز cDNA     ٝؾرٙتع قرسٜ ثر

طجرك   PCR ٚ پطایٕطٞبی اذتهبنی ططاحی قسٜ، ٚاوٙفاٍِٛ  ػٙٛاٖ

 نٛضت ٌطفت. یُاقبضٜ قسٜ زض ش ییزٔب ی ثط٘بٔٝ

خٟرت ثطضؾری    :SDS-PAGEثٝ ضٚـ  BLS یٗپطٚتئ یبٖث أییست

 یؿرریٗثررط ٘ب یٔجتٙرر وّررٖٛ قررسٜ زض ٚوتررٛض ثیررب٘ی BLSٔحهررَٛ غٖ 

pNZ8148 اظ ضٚـ  یؽتوتٛوٛورررٛؼ توتررر یٔٛخرررٛز زض ثررربوتط

ٓ ثررب ؾ SDS-PAGE یاِىتطٚفررٛضظ ضٚی غَ ػٕررٛز    یثرربفط  یؿررت

Tris-SDS-Glycine  یرس پپت یٍٙبَاؾتفبزٜ قس. حضٛض ؾر Usp45  زض

زض ضؾرٛة ٚ   یرت ٘ٛتطو یرب٘ی ٔٙدط ثٝ تطقح ٚوتٛض ث یت،ٚوتٛض ٘ٛتطو

 یقرٛز. ِرصا اظ ضؾرٛة ٚ ؾرٛپط٘بتب٘ت ثربوتط      یٔر  یؾٛپط٘بتب٘ت ثبوتط

ٚ  M17 broth+0.5% Glucose (GM17 Broth) وكرت قرسٜ زض  

مبء قسٜ تٛؾن ٘ب اؾرتفبزٜ قرس.    BLS یٗپرطٚتئ  یربثی ثرٝ ٔٙظرٛض اضظ   یؿیٗاِ

ٚ زض  ٌطزیرس ٕ٘ٛ٘رٝ ٔرّرٛس    یطیثب ثبفط ثبضٌ یضؾٛة ٚ ؾٛپط٘بتب٘ت ثبوتط

خٛقب٘سٜ قس. ؾٛؾپب٘ؿریٖٛ   یمٝزل 10-5ثٝ ٔست  ٌطاز یؾب٘ت ی زضخٝ 100

اٚضز   ضؾٛة ٚ ؾٛپط٘بتب٘ت حبنُ ثب ؾطً٘ ٕٞیّتٖٛ ثرٝ چبٞره   ٞربی غَ 

ِٚتربغ  یٗؾپؽ پطٚتئقس.  ٔرست   یِٚرت طر   200ٔؼربزَ   یٞب ثب اؾتفبزٜ اظ 

ىتطٚفٛضظ اظ  ی یّٝؾبػت ثٝ ٚؾ 3ظٔبٖ  ب   یىرسیٍط اِ  یرت خرسا قرس٘س. زض ٟ٘

  Coomassie Brilliant Blue R250غَ ثرررب اؾرررتفبزٜ اظ ض٘رررً   

(Sigma-Aldrichً٘ض )ٖقسٜ ٚ ثرب اؾرتفبزٜ اظ زؾرتٍبٜ،     یعیآٔ ، إِٓب

 قس.   یثطزاض ػىؽ

 یاؾرلأ  آظاز زا٘كرٍبٜ  یاذلال مبتیتحم ی تٝیوٕ تٛؾن ٔمبِٝ ٗیا

  سییر تأ IR.IAU.SHK.REC.1401.004ثرب قرٕبضٜ    قرٟطوطز  ٚاحرس 

 .اؾت قسٜ
 

 هب بفتهی

 یح٘ترب  :BLS یٗپرطٚتئ  یری ظا یتٚ حؿبؾ یتؾٕ یؿیتٝ،غ٘ آ٘تی ثیٙی یفپ

ٕ  یتٝ،غ٘ؿر  یآ٘تر  ثیٙی یفحبنُ اظ پ  یٗپرطٚتئ  ظایری  یتٚ حؿبؾر  یتؾر

BLS  َٚیٗپطٚتئ یٌعاضـ قسٜ اؾت. پؽ اظ اؾترطاج تٛاِ 4زض خس 

BLS ی زازٜ یٍبٜاظ پب NCBIْافرعاض   ، ثب اؾتفبزٜ اظ ٘طVaxijen ٔ ٖ  یرعا

ٌرعاضـ قرس.    5/0ثب حرس آؾرتب٘ٝ    5282/0 ٞس  یٗپطٚتئ یؿیتٝغ٘ یآ٘ت

 یٗپرطٚتئ  یٗا ییظا یتٚ حؿبؾ یتؾٕ یحبنُ اظ ثطضؾ یح٘تب یٕٗٞچٙ

٘كربٖ   ToxinPred  ٚAllergenFP v.1.0 یافعاضٞرب  ثب اؾتفبزٜ اظ ٘طْ

   ثبقس. یظا ٔ یآِطغ یطٚ غ یؾٕیطغ BLS یٗزاز وٝ پطٚتئ
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 BLS یيپزٍتئ یتٍ سو ییسا یتحسبس یسیتِ،صً یآًت یٌیث یص. پ4جذٍل 

 زایی یتحسبس یتسم یسیتهژو یآوت یکد دسترس یهوبم پروتئ

 زا حساسیت یرغ سمی یرغ شن یآوت Q2YKV1 5882/0 سىتاز یهبريسلا لًماز
 

 ی ثرٝ تطتیرت اظ پبیٍربٜ زازٜ    BLSؾبذتبض زْٚ ٚ ؾرْٛ پرطٚتئیٗ   

PROTEUS2  ٚSWISS-MODEL ( 2 قىُاؾترطاج قس.) 

 

 

 

 
. الف( سبختبر BLS یيسبختبر دٍم ٍ سَم پزٍتئ یکضوبت یز. تص2َ ضکل

 . PROTEUS2 ی دادُ یگبُاستخزاج ضذُ اس پب BLS یيدٍم پزٍتئ

-SWISSافشار  استخزاج ضذُ اس ًزم BLS یية( سبختبر سَم پزٍتئ

MODEL. 

 

ثرٝ   :pNZ8148 - Usp45- BLS یرت نحت ٚوترٛض ٘ٛتطو  أییست

زض  BLSحضرٛض غٖ   أییرس ا٘دبْ قسٜ ٚ ت یًٙنحت وّٛ٘ أییسٔٙظٛض ت

غٖ ٔرٛضز ٘ظرط،    یاذتهبنر  یٕطٞربی ثب وٕره پطا   pNZ8148ٚوتٛض 

ٚ  یطفتنٛضت پص یٕطاظپّ یا یطٜٚاوٙف ظ٘د  ی. ٔحهرٛتت ٔطثٛطرٝ ض

ُ اِىتطٚفرٛضظ قرس٘س. زض    زضنس 1غَ آٌبضظ   ح حضرٛض ثب٘رس    1 قرى

ً زض وّٛ٘ یرت اظ ٔٛفم یحبو یخفت ثبظ 477  ثبقرس.  یٔر  BLSغٖ  یٙر

 یرررت ٚوترررٛض ٘ٛتطو یزٌٚب٘رررٝ ثرررط ضٚ یٕررریٞضرررٓ آ٘ع یٕٗٞچٙررر

pNZ8148 - Usp45-BLS  تٛؾن قطوتGENEray    ٚ ا٘دربْ قرس

ٝ  ی ٔكربٞسٜ  .ٌطزیرس ٔرب اضؾربَ    یغَ اِىتطٚفٛضظ ثرطا  یطتهٛ  ی لطؼر

ِٛ  BLSیغ٘رر   یسپلاؾررٕ ی ٚ لطؼررٝخفررت ثرربظ   477 ثطاثررط یثررب طرر

pNZ8148 - Usp45 ٝیغ٘ ی فبلس لطؼ BLS   َ خفرت   2997 ثرب طرٛ

 یربثی  یترٛاِ (. ت1 قىُ) قس أییست BLS یغ٘ ی لطؼٝ یؾبظ وّٖٛ ،ثبظ

تٛؾرررن قرررطوت    pNZ8148-Usp45-BLS یرررت ٚوترررٛض ٘ٛتطو

GENEray ( 1 قىُا٘دبْ ٚ اضؾبَ قس   .)اِف 

 یتٚوتٛض ٘ٛتطو ثب Top10F ی یٝؾٛ قیبوّیاقط یٖٛتطا٘ؿفٛضٔبؾ
pNZ8148 - Usp45- BLS: ٝٔرٛضز   یغ٘ر  ی پؽ اظ وّٖٛ ٕ٘ٛزٖ لطؼ

 یزضٖٚ ثربوتط  یٖٛٚ ؾپؽ تطا٘ؿفٛضٔبؾ pNZ8148٘ظط زضٖٚ ٚوتٛض 

ا٘دربْ   یٖٛ، نحت تطا٘ؿفٛضٔبؾر Top10F ی ؾٛیٝ قیبوّیاقطٔؿتؼس 

ٝ ثرب ٔمب  Top10F ی ؾٛیٝ قیبوّیاقطقسٜ زض   یٞرب  یضقرس وّٙر   ی یؿر

 یٛتیهث یآ٘ت یآٌبض حبٚ LB ینٔح یثط ضٚ pNZ8148ثب  یبفتٝاِحبق 

اظ وكت (. 3 قىُقس ) أییسثٝ ػٙٛاٖ ٕ٘ٛ٘ٝ وٙتطَ ٔثجت ت یىُ،وّطأفٙ

ٛ  قیبوّیاقط یٞب یثبوتط تطا٘ؿرفٛضْ ٘كرسٜ ٚ فبلرس     TOP10F ی یٝؾر

ٚ  LB ینٔح یضٚٚوتٛض ثط  ٝ  یىرُ، وّطأفٙ یٛتیره ث یآ٘تر  یآٌبض حرب  ثر

ٞب ٘كبٍ٘ط ػسْ  ثبوتطی ایٗ ضقس ػسْ وٝ قس اؾتفبزٜ ٔٙفی وٙتطَ ػٙٛاٖ

 .ثٛز وّطأفٙیىُ یٛتیهث یٔمبٚٔت ٘ؿجت ثٝ آ٘ت
 

 
 pNZ8148 - Usp45- BLS .ٍکتَر  یَىتزاًسفَرهبس أییذ. ت3 ضکل

 یآگبر حبٍ LB یظهح یثز رٍ یتًَتزک یذپلاسو یحبٍ یّب یالف( کلٌ

. یکٌتزل هٌف ثبضذ. ة( هی یَىتزاًسفَرهبس یتًطبى اس هَفق یکلکلزاهفٌ

 یظهح یرٍتزاًسفَرم ًطذُ ٍ فبقذ ٍکتَر  یبکلیاضزض یثبکتزعذم رضذ 

LB ٍیکلکلزاهفٌ یآگبر حب 
 

ٛ٘ یررتثررب و pNZ8148-Usp45-BLS یماؾررترطاجٚ  ترّرر   یؾررت
Favorgene: تٛطو ض ٘ وتٛ  pNZ8148 - Usp45- BLS یتپؽ اظ اؾترطاجٚ 

 یرت ثرب اؾرتفبزٜ اظ و   Top10F ی یٝؾٛ قیبوّیاقط یٔٛخٛز زض ثبوتط

 ٕ تٛؾررن غَ  یررتآٖ ثررٝ تطت یررتٚ وٕ یفیررتو یس،اؾررترطاج پلاؾرر

ا٘دربْ قرسٜ    یقرس. زض ثطضؾر   یاِىتطٚفٛضظ ٚ زؾتٍبٜ ٘ب٘ٛزضاح ثطضؾ

 ng/µl9/849  اؾترطاج قسٜ یستٛؾن زؾتٍبٜ ٘ب٘ٛزضاح غّظت پلاؾٕ

 ی ٔكربٞسٜ  یٗاِف(. ٕٞچٙ 4 قىُثطآٚضز قس ) 07/2ٚ زضخٝ ذّٛل 

ٕ   یخفرررت ثررربظ  3474 یغ٘ررر ی لطؼرررٝ   یسٔتؼّرررك ثرررٝ پلاؾررر

pNZ8148 - Usp45- BLS  ٚ اظ  یحربو  زضنرس  1غَ آٌربضظ   یثرط ض

 ة(.  4 قىُثٛز ) یسزض اؾترطاج پلاؾٕ یتٔٛفم

 

 ة

 الف
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 تَسظ صل الکتزٍفَرس ٍ دستگبُ ًبًَدراح.  Top10F یِسَ یکلضیباستخزاج ضذع اس اضز یذپلاسو یتٍ کو یفیتک ییي. تع4 ضکل

 . ضذ یزیگ اًذاسُ 07/2 آى خلَظ هیشاى ٍ یکزٍلیتزًبًَگزم/ه Top10F، 9/849 یِسَ ضیبکلیاس اضزاستخزاج ضذُ  یتغلظت ٍکتَر ًَتزکالف( 

 یيلا ی،( کٌتزل هٌف1 یي. لاpNZ8148 - Usp45- BLSهزثَط ثِ ٍکتَر  یجفت ثبس 3474ثبًذ  یلة( تطک

 .pNZ8148 - Usp45- BLS هتعلق ثِ ٍکتَر 3474 یصً ی قغعِ ی ( هطبّذ3ُ یيفبقذ صى ّذف، لا2997 یصً ی قغعِ ی هطبّذُ (2

 

ثرٝ ٔٙظرٛض قٙبؾربیی ٚ     :توتٛوٛورٛؼ توتریؽ  قٙبؾبیی ٚ تبییس 

ؾربظی آٖ، ثربوتطی ٔرٛضز     ٚ ذربِم  توتٛوٛوٛؼ توتیؽتبییس ؾٛیٝ 

اٌبض ضقس زازٜ قس. ؾرٛیٝ ٔرٛضز    M17٘ظط چٙسیٗ ثبض ثط ضٚی ٔحین 

     ً آٔیرعی ٌرطْ ٔرٛضز     ٘ظط ثٝ ِحرب  ٔٛضفِٛرٛغی ٚ ثرب اؾرتفبزٜ اظ ض٘ر

قٙبؾبیی اِٚیٝ لطاض ٌطفت. ٕٞچٙیٗ تؿت وبتبتظ ثٝ ٔٙظرٛض قٙبؾربیی   

ٞرربی  ا٘درربْ پررصیطفت. ثطاؾرربؼ ٚیػٌرری    توتٛوٛوررٛؼ توترریؽ 

ٞبی ثٙفف ضً٘  آٔیعی ٌطْ وٛوؿی ضفِٛٛغیىی ٚ پؽ اظ ا٘دبْ ضً٘ٔٛ

زض ظیط ٔیىطٚؾرىٛح ٔكربٞسٜ ٚ تبییرس قرس٘س      توتٛوٛوٛؼ توتیؽ

ی ػرسْ   (. ػسْ ٔكبٞسٜ حجبة زض تؿت وبتبتظ ٘كربٖ زٞٙرسٜ  5قىُ )

ٗ   ٔری  توتٛوٛوٛؼ توتیؽٚخٛز ایٗ آ٘عیٓ زض ثبوتطی  ضٚ  ثبقرس اظ ایر

 ٖ ضا ثٝ آة ٚ اوؿیػٖ تجسیُ ٕ٘بیس.تٛا٘س پطاوؿیس ٞیسضٚغ ٕ٘ی

 

 
کِ تَسظ  یسلاکتَکَکَس لاکت ی یِسَ یکزٍسکَپیکه یز. تص5َ ضکل

 .ضذًذ یِتْ x100 ییًوب گزم ثب ثشرگ یشیآه رًگ

 

 یٓپررؽ اظ تٙظرر :یؽتوتٛوٛوررٛؼ توترر یٖٛتطا٘ؿفٛضٔبؾرر أییررست

 ، pNZ8148 یررب٘یزضٖٚ ٚوتررٛض ث BLS یٚاوررٙف اِحرربق لطؼررٝ غ٘رر 

غّظرت   یربثی اضظ یٗاؾترطاج قرسٜ ٚ ٕٞچٙر   یثط اؾبؼ قست ثب٘سٞب

 یؽتوتٛوٛوٛؼ توتر  یؿتٝؾَّٛ قب یكٗٚوتٛض ٔٛضز ٘ظط، اِىتطٚپٛض

 یرت ٔٛضز ٘ظط ا٘دبْ قس. ٚوتٛض ٘ٛتطو ی لطؼٝ یزاضا یتثب ٚوتٛض ٘ٛتطو

pNZ8148 - Usp45- BLS ِزاقررتٗ غٖ ٔمبٚٔررت ثررٝ   یررُثررٝ ز

ٚ   M17 ینضقرس زض ٔحر   ییتٛا٘ب یىُ،وّطأفٙ یٛتیهث یآ٘ت  یآٌربض حرب

ثبقرس. ِرصا ضقرس     یزاضا ٔ یىطِٚیتطٌطْ/ ٔ یّیٔ 25ثب غّظت  یىُوّطأفٙ

 یحاظ ا٘تمبَ نرح  یحبو ینٔح یٗا یثط ضٚ یؽتوتٛوٛوٛؼ توت یثبوتط

( ٔٙفری )وٙترطَ   ٚوترٛض  فبلرس  ٞبی یثبقس. ضقس ثبوتط یٔ یتٚوتٛض ٘ٛتطو

 (.6 قىُ) ٘كس ٔكبٞسٜ وّطأفٙیىُ ثیٛتیه آ٘تی حبٚی ٔحین ضٚی

 

 
 ی. الف( رضذ ثبکتزیسلاکتَکَکَس لاکت یَىتزاًسفَرهبس أییذ. ت6 ضکل

 . یکلکلزاهفٌ یحبٍ یظدر هح یسلاکتَکَکَس لاکتتزاًسفَرم ضذُ 

 .هٌفی کٌتزل( ة

 

زض  pNZ8148 - Usp45- BLS یرت حضرٛض ٚوترٛض ٘ٛتطو   أییست

اظ ٚخررٛز  یٙرربٖ: ثررٝ ٔٙظررٛض اطPCRٕاِررف(  :یؽتوتٛوٛوررٛؼ توترر

  یزضٖٚ ثبوتط BLS یغ٘ ی لطؼٝ یحبٚ pNZ8148 یت٘ٛتطو یسپلاؾٕ
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 الف                            ة                                                                                                              

                        
 477ی ثبًذ  . الف( هطبّذPCR  ٍRT-PCRُثب دٍ رٍش  لاکتَکَکَس لاکتیسدر  pNZ8148 - Usp45- BLS. تأییذ حضَر ٍکتَر ًَتزکیت 7ضکل 

( 2جفت ثبسی، لایي  100( ًطبًگز )سیٌب صى، ایزاى( 1ثبضذ. لایي  هی لاکتَکَکَس لاکتیسی هَفقیت تزاًسفَرهبسیَى  دٌّذُ ًطبى PCRجفت ثبسی ثِ رٍش 

تزاًسفَرم ضذُ ثب ٍکتَر فبقذ  لاکتَکَکَس لاکتیس (4جفت ثبسی، لایي  477ی صًی  ( تکزار دٍم اس قغعِ 3، لایيBLSجفت ثبسی  477ی  تکزار اٍل اس قغعِ

( تکزار اٍل ٍ 3ٍ 2جفت ثبسی، لایي  100( ًطبًگز )سیٌب صى، ایزاى( 1. لایي RNAدر سغح ٍ تأییذ ثیبى صى  RT-PCRة( ًتبیج حبصل اس اًجبم  .ّذف صى

 .  BLSتزاًسفَرم ضذُ ثب ٍکتَر فبقذ صى  لاکتَکَکَس لاکتیس( 4جفت ثبس. لایي  477ٍ عَل  BLSی صًی  دٍم قغعِ

 

 یٕطٞرربیثررب اؾررتفبزٜ اظ پطا PCR یررهاظ تىٙ یؽتوتٛوٛوررٛؼ توترر

ُ اؾتفبزٜ قس.  یاذتهبن ٝ ٘ت ،اِرف  7 قرى ثرب اؾرتفبزٜ اظ    PCR ی یدر

ثررٝ زؾررت آٔررسٜ اظ   یٞررب یوّٙرر یثررط ضٚ یاذتهبنرر یٕطٞرربیپطا

 یخفرت ثربظ   477ٔكربٞسٜ ثب٘رس    زٞرس.  ٔری  ٘كبٖ ضا یٖٛتطا٘ؿفٛضٔبؾ

 BLSغٖ ٚخرٛز   ی غَ اٌبضظ، ٘كبٖ زٞٙرسٜ  یحبنُ اظ اِىتطٚفٛضظ ضٚ

تطا٘ؿررفٛضْ قررسٜ ثررب  یؽتوتٛوٛوررٛؼ توترر یثبقررس. زض ثرربوتط یٔرر

pNZ8148 ٞیسٔكبٞسٜ ٍ٘طز یٌٛ٘ٝ ثب٘س یچ. 

ا٘دبْ ٌطفرت.   RNAغٖ زض ؾطح  یبٖث ییستأ یثطاRT-PCR ة( 

 ی ، ٔكبٞسBLSٜ یاذتهبن یٕطٞبی، ثب اؾتفبزٜ اظ پطاRT-PCRیدٝ ٘ت

 ة(. 7 قىُغَ ثٛز ) یضٚ bp 477ثب٘س 

ثب اؾرتفبزٜ   یتزض ٟ٘ب :SDS-PAGEثٝ ضٚـ  BLS یٗپطٚتئ أییست

 ضؾرٛة  اظ قرسٜ  اؾترطاج یٙیپطٚتئ ی ٕ٘ٛ٘ٝ SDS-PAGE یهاظ تىٙ

لرطاض ٌطفرت.    یربثی ٔرٛضز اضظ  BLS یٗپطٚتئ ی وٙٙسٜ ثیبٖ ثبوتطی ؾَّٛ

 قسٜ اؾترطاج یٗپطٚتئ ی حبنُ اظ اِىتطٚفٛضظ ٕ٘ٛ٘ٝ ی یدٝ٘ت ،8 قىُ

زٞرس. حضرٛض    ٔی ٘كبٖ ضا آوطیلآٔیس پّی غَ ضٚی ثط ثبوتطی ؾَّٛ اظ

ٝ  یزاِتٛ٘ یّٛو 18ثب٘س  ثبقرس. ِرصا    یٔر  BLS یٗپرطٚتئ حضرٛض   ی ٘كرب٘

 ثب٘س یه یزاضا ،pNZ8148-Usp45-BLSتطا٘ؿفٛضْ قسٜ ثب  یثبوتط

ٝ  ٘ؿرجت  اضبفٝ یّٛزاِتٛ٘یو 18 یٙیپطٚتئ ْ  ثربوتطی  ثر  ٘كرسٜ  تطا٘ؿرفٛض

تطا٘ؿفٛضْ ٘كرسٜ   یؽتوتٛوٛوٛؼ توت یٞب ثبوتطی وٝ حبِی زض اؾت

 .ثبقٙس یٔ یٙیثب٘س پطٚتئ یٗفبلس ا

 

 بحث

ٗ  یعثب٘یثٝ ػٙٛاٖ ٔ یؽتوتٛوٛوٛؼ توت یثبوتط ،ٔطبِؼٝ یٗزض ا  ٚ ایٕر

ٔرٛضز   ثطٚؾلا آثٛضترٛؼ  یثبوتط BLSغٖ  ٕ٘ٛزٖ وّٖٛ خٟت ٔٙبؾت

 اؾتفبزٜ لطاض ٌطفت.

 
لاکتَکَکَس  یثبکتز یشحبصل اس ل یٌیالکتزٍفَرس هخلَط پزٍتئ .8 ضکل

ضذُ  یبىث BLS  یيپزٍتئ  یبثیرد ٍ  SDS-PAGEثب رٍش  یتًَتزک یسلاکت

 ی( ثبکتز1 یيلا .یتًَتزک یسلاکتَکَکَس لاکت یبییدر رسَة ثبکتز

  یتتزاًسفَرم ضذُ ثب ٍکتَر ًَتزک یسلاکتَکَکَس لاکت

BLS pNZ8148 - Usp45-یسلاکتَکَکَس لاکت یثبکتز (2 یي، لا 

ًٌوَدُ،  یبىّذف را ث یيتزاًسفَرم ضذُ ثب ٍکتَر فبقذ صى ّذف کِ پزٍتئ

 ثبضذ. ی( هیزاىصى، ا یٌب( هزثَط ثِ ًطبًگز )سM یيلا

 

ً وّٛ٘ أییسپػٚٞف پؽ اظ ت یٗزض ا ٝ  یٙر ٔرٛضز ٘ظرط    یغ٘ر  ی لطؼر

ٛ  قیبوّیاقط یثبوتط یٖٛتطا٘ؿفٛضٔبؾ pNZ8148زضٖٚ ٚوتٛض   ی یٝؾر

Top10 F ثرب تى  ،. پؽ اظ آٖیطفتا٘دبْ پص یتثب ٔٛفم ٝ  یره ثرط تىٙ  یر

1        2       3       4      1        2        3       4    
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ثرب   یؽتوتٛوٛوٛؼ توتر  یطٚظٔٙسا٘ٝپ یٖٛتطا٘ؿفٛضٔبؾ یكیٗاِىتطٚپٛض
 أییرس ا٘دبْ قرس. ضرٕٗ ت   pNZ8148-Usp45-BLS یتٚوتٛض ٘ٛتطو

ثرٝ ضٚـ   یؽتوتٛوٛورٛؼ توتر   یزض وّٙر  یرت وحضٛض ٚوترٛض ٘ٛتط 

PCRغٖ  یعآٔ یتٔٛفم یبٖ، ثBLS  زض ؾطحRNA  ٚثرٝ وٕره    یٗپطٚتئ

 قس.   یبثیٚ اضظ أییست RT-PCR  ٚSDS-PAGE یهتىٙ

ٝ  پلاؾرٕیس  ٚضٚز خٟت وّیسی فبوتٛض یه ا٘تمبَ، یؿتٓؾ  زضٖٚ ثر

ٝ  غكربی  اظ ػجٛض ٚ ؾَّٛ  یرط چٙرس ؾربَ اذ   یثبقرس. زض طر   ٔری  ٞؿرت

 ثرب  ضٚیبضٚیی خٟت ٔٙبؾت ضاٞی یبفتٗثٝ ٔٙظٛض  یا ٌؿتطزٜ تحمیمبت

ٝ  نرٛضت  ثبوتطی ایٗ ٝ  اؾرت  پصیطفتر ٗ  اظ ثطذری  ور  زض تحمیمربت  ایر

اقربضٜ   یزٚؾرت ٔحٕٛزی ٚ  ی ثبقس. زض ٔطبِؼٝ ٔی غ٘ی ٚاوؿٗ ی ظٔیٙٝ

 یٕٛ٘ٛغٖا یٞب یٗپطٚتئ ی وس وٙٙسٜ یسیپلاؾٕ DNAس وٝ اؾتفبزٜ اظ ق

  ٔیعثرربٖ یط٘ررسٌٜ یٞررب ؾررَّٛ ثررٝ غٖ آ٘ترری ٔؿررتمیٓ تعضیررك ثررٝ ٔٙدررط

غٖ  یضا ثطزاقررت ٕ٘ررٛزٜ ٚ آ٘ترر DNAٞررب  (. ِررصا ؾرر12َّٛقررٛز ) ٔرری

ٝ  ٔٙدرط  وٝ یٙسٕ٘ب یٔ یبٖوس قسٜ تٛؾن آٖ ضا ث یٙیپطٚتئ ٗ  ثر  ثرطاٍ٘یرت

 (.12ٌطزز ) ٔی ؾّٛتض ٚ ٞٛٔٛضاَ ایٕٙی ٘ٛع زٚ ٞط

ىتطٚپٛض ییٞب زؾتٍبٜ اظ اؾتفبزٜ یطا اذ س اِ ٗ ٔبٙ٘ ٚ خرت ا٘ػوتٛضٞرب    یكر

 یٕٗٞچٙر  (.13ثررف ثرٛزٜ اؾرت )    یس٘ٛ یسیپلاؾٕ DNA یُخٟت تحٛ

ظ٘رسٜ،   یٞرب  حبُٔ ثط ٔجتٙی یت٘ٛتطو یٞب اٚوؿٗ یٔطبِؼبت زض ططاح ؾبثمب 

ِٛ یطؾیٙیب ،ٔٛضیْٛ یفیؾبِٕٛ٘لا ت یٞب یثٝ ثبوتط ٛ ٚ یتیىب،ا٘تطٚو ٚ  وّرطا  یجطیر
ٗ  ٔطبِؼٝ ایٗ زض ضٚ یٗ. اظ ا(14)ٌكت  یٔحسٚز ٔ یبوّیاقطق حبٔرُ   اٚوؿر

اٖٛ ثررٝ توتیرره یساؾرر یٞررب یثررب اؾررتفبزٜ اظ ثرربوتط یٔررربط  حرربّٔی ػٙرر

ثطٚؾرلا  ٌرطزز. ػفٛ٘رت    ٔری  ٔؼطفری  ثطٚؾّٛظ یٝذطط ػّ یظا ٚ ث غیطثیٕبضی

ٗ     ٔری  ضخ ٔرربطی  ؾرطٛ   یكاظ طط غبِجب  اٚوؿر  یٞرب  زٞرس، ِرصا ٌؿرتطـ 

 (.  15ثبقس ) ٔی یسثٝ ٔٙظٛض وٙتطَ ثطٚؾّٛظ زضٔحُ ٚضٚز پبتٛغٖ ٔف یٔربط

Yousefi ٝیسٚ تِٛ یذٛز ثٝ ٔٙظٛض ططاح ی ٚ ٕٞىبضاٖ زض ٔطبِؼ 

 یؽتٙؿر  یثطٚؾلا ّٔ Omp25  ٚBLSثطٚؾّٛظ اظ  یٝوبضآٔس ػّ یٚاوؿٙ

 یٗثرس  (.5ٞب اؾتفبزٜ ٕ٘ٛز٘رس )  آٖ یؾبظ تٛح ٚ وّٖٛ یاپ یٙیث یفخٟت پ

وّرٖٛ   pTZ57R/Tزضٖٚ ٚوتٛض  BLS  ٚOmp25 یغ٘ ی لطؼٝ ٔٙظٛض

قسٜ ٘كبٖ زاز٘رس   یبثی یتٛاِ یٞب اظ غٖ یّٛغ٘تیهف یُٚ تحّ یٝقس. تدع

ثبقرٙس.   یٔكربثٝ ٔر   یجرب  تمط ثطٚؾرلا ٔرتّف  یٞب وٝ ٞط زٚ غٖ زض ٌٛ٘ٝ

ثطٚؾرلا  زض ثطاثرط ػفٛ٘رت    یٞٛٔٛضاَ ٚ ؾِّٛ یٕٙیا یٞب پبؾد یبثیاضظ

 ثرطای  ٔٙبؾرجی  یرس غٖ ضا ثٝ ػٙٛاٖ وب٘س یآ٘ت یٗٞب، ا زض ٔٛـ یتٙؿیؽّٔ

ٝ  ظیطٚاحسی ٘ٛتطویت ٞبی ٚاوؿٗ (. 5) ٕ٘رٛز  ٔطرط   ٔبِرت  ترت  ػّیر

ثرٝ   ثطٚؾلأمبٚٔت ثٝ  یبضی،اذت یزضٖٚ ؾِّٛ یٞب پبتٛغٖ ؾبیط ٕٞب٘ٙس

 یثؿتٍ CMI( Cell mediated immunity) یؾِّٛ یٕٙیثط اؤاِمبء ٔ

ٌبٔرب   یٙتطفطٖٚا یسوٝ ثب تِٛ Th1 یٕٙیا یٞب ثٝ طٛض ذبل، پبؾد زاضز.

(IFN-γٔ ٔكرم )٘ؿرجت  ٔحربفظتی  ایٕٙری  ثرب  قٛ٘س، ی  ٝ  ثطٚؾرلا  ثر

 ی خٟررت تٛؾررؼٝ یفؼّرر یٞررب ی(. ِررصا اؾررتطاتػ16ٔررطتجن ٞؿررتٙس )

 ا٘تررربة اؾرربؼ ثررط ثطٚؾررّٛظ ثطاثررط زض یررس٘ؿررُ خس یٞررب ٚاوؿررٗ

 ٞؿتٙس.   یؾِّٛ یٕٙیپبؾد ا یرتٗثبقس وٝ لبزض ثٝ ثطاٍ٘ یٔ ییٞب غٖ آ٘تی

٘كربٖ زاز  ٚ ٕٞىربضاٖ   Velikovskyٔطبِؼبت ا٘دبْ قسٜ تٛؾرن  

ٗ  یثطا یسی٘بٔعز ٔف تٛا٘س یٔ BLSوٝ   یطٚاحرسی ظ یٞرب  تٛؾؼٝ ٚاوؿر

ِٛ  غٖ یذبل آ٘ت یپبؾد ؾِّٛ یه یطاثطٚؾّٛظ ثبقس، ظ یٝػّ  یرس ضا ثرب ت

IFN-γ (.17) یسٕ٘ب یٔ یدبزٚ ٔحبفظت، ٔؿتمُ اظ ازخٛا٘ت ا 

 Zhao  ٖیطر ٚ ٕٞىبضا  ٝ ٛ   ی ٔطبِؼر  یفضرؼ  یٞرب  یٝذرٛز اظ ؾر

ٝ  یبٖخٟت ث ٔٛضیْٛ یفیؾبِٕٛ٘لا ت ی قسٜ ، ثرٝ  BLSغٖ  یآ٘تر  ی ٚ اضائر

 یسٔطبِؼٝ پلاؾٕ یٗاؾتفبزٜ ٕ٘ٛز٘س. زض ا ثطٚؾلا ٔٙظٛض غّجٝ ثط ػفٛ٘ت

ْ  یفری ؾربِٕٛ٘لا ت  یورٝ زضٖٚ ثربوتط   BLS یغ٘ ی لطؼٝ یحبٚ  ٔٛضیرٛ

 یٞررب زض ؾررَّٛ یرربٖث یغٖ ضا ثررطا یوّررٖٛ ٌكررتٝ ثررٛز، تٛا٘ؿررت آ٘ترر

ٖ  آ٘بٖ پػٚٞف اظ حبنُ ٘تبیح. زٞس تحٛیُ ٞس  یٛوبضیٛتی  زاز ٘كرب

ٗ  ایٗ ذٛضاوی تدٛیع وٝ ٝ  ٚاوؿر َ  ثر  ییتٛا٘رب  یكرٍبٞی آظٔب یٞرب  ٔرس

ٝ ػّ یؿرتٕیه ٚ ؾ یٔرربط  یٕٙیٞط زٚ ٘ٛع ا یرتٗثطاٍ٘ ػفٛ٘رت ثرب    یر

 (. 18ثبقس ) یضا زاضا ٔ 544 ثطٚؾلا آثٛضتٛؼ

ٗ زض ا یكریٗ، ضٚ ثب تٛخٝ ثٝ ٔطبِؼبت پ یٗاظ ا   یٗپرػٚٞف پرطٚتئ   یر

ٖ ا یُ، ثٝ زِثطٚؾلا آثٛضتٛؼ BLS یّٛزاِتٛ٘یو 18 ثرٛزٖ ثرٝ    یٕٛ٘رٛغ

ٝ ثط ػّؤٚاوؿرٗ ٔر   یرس ٔٙبؾت خٟت تِٛ یسیػٙٛاٖ وب٘س ترت ٔبِرت    یر

٘كبٖ زاز٘س ورٝ ٚاوؿرٗ    2018ٚ ٕٞىبضاٖ زض ؾبَ  Leyaا٘تربة قس. 

ضاؾرٕبظ   یٗ، پطBLSِٚ) ثطٚؾلاغٖ ٞتطِٚٛي  یٔكتك قسٜ اظ چٟبض آ٘ت

ٓ ثرط ؾ  ی( ٔجتٙر A ،Omp19  ٚCu-Zn/SODٚاحس  یطظ ُ تحٛ یؿرت  یر

ٝ ػّ یٔحربفظت  یٕٙری پبؾرد ا  یره تٛا٘رس   یٔر  ٔٛضیْٛ یفیؾلأٛ٘لا ت  یر

 (. 19) یساِمبء ٕ٘ب ثطٚؾلا آثٛضتٛؼػفٛ٘ت ثب 

غٖ  یثٝ ػٙٛاٖ حبُٔ آ٘تر  یؽتوتٛوٛوٛؼ توت ٟٔٓ یٞب یػٌیاظ ٚ

 ی تٛخرٝ ثرٝ اؾرتفبزٜ   ظا ثٛزٖ ثب  ثیٕبضی یطتٛاٖ ثٝ غ ٔی یٙبؾیٖٛزض ٚاوؿ

ٖ  ػسْ ثٛزٖ، غیطتٟبخٕی غصایی، یغٞب زض نٙب ٔست آٖ یطٛت٘  وّٛ٘یعاؾریٛ

اٛضـ زؾررتٍبٜ زض  یطرر (.20) ٕ٘ررٛز اقرربضٜ اؾرریسی قررطاین تحٕررُ ٚ ٌرر

ٓ  ٚاوؿرٗ،  یٗا یزٞب٘ ی اؾتفبزٜ ٚ  یٞرب  ٔیىطٚاضٌب٘یؿر ٕ  یحرب  یسپلاؾر

 آٖ ز٘جبَ ثٝ ٚ قسٜ ثطزاقت یطپ یٞب پلان M یٞب ؾَّٛ تٛؾن ٘ٛتطویت

ُ غٖ تحٛ یآ٘تر  ی وٙٙسٜ ػطضٝ یهز٘سضت یٞب ؾَّٛ ثٝ قرٛ٘س.   ٔری  زازٜ یر

َ  یفطآٚض یٞب تٛح اپی یُتحٛ ػطضرٝ وٙٙرسٜ ثرٝ     یٞرب  قسٜ تٛؾن ؾرّٛ

ٓ ٔٙدط ثٝ اِمبء پبؾرد ؾ  Th1 یٞب ؾَّٛ اظ  (.21ٌرطزز )  یٔر  یٕٙری ا یؿرت

ٝ  لربزض  ثربوتطی  یٗوٝ ا ییخب آٖ ٖ  ثر  ـ زؾرتٍبٜ  زض وّٛ٘یعاؾریٛ  ٌرٛاض

ٓ ٔربس ؾثبقس ٚ ثٝ  ٕ٘ی ٓ  ٌٛاضقری  یؿرت ِٛ   ٕ٘ری  تٟربخ  یرس وٙرس، ِرصا ت

 ؾرربیط ثررٝ ٘ؿررجت زٞررب٘ی ٔهررط  ٔٙظررٛض ثررٝ آٖ ثررط ٔجتٙرری ٚاوؿررٗ

ْ  یفری ؾربِٕٛ٘لا ت  یرط ٞب ٘ظ ٔیىطٚاضٌب٘یؿٓ  یزاضا یجطیرٛوّطا ٚٚ  ٔٛضیرٛ

ٚ   IgGتٛا٘ٙرس  یٔ یٔربط یٞب ثٝ ػلاٜٚ، ٚاوؿٗثبقس.  یٔ یثطتط  ؾرطْ 

IgA وطزٜ یهٞب تحط یطٚؼٕ٘ٛزٖ ؾْٕٛ ٚ ٚ یضا خٟت ذٙث یتطقح 

َ ی ٞرب  فؼبِیرت  اِمربی  ؾجت ٚ . (21) قرٛ٘س  یتِٛیتیهؾر  T یٞرب  ؾرّٛ

 ٔحبفظررت ٍٞٙرربْ یررٝاِٚ یذررن زفرربػ یتطقررح IgAیٌّٕٛ٘ٛٛثررِٛیٗ ا
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ٚ  یا ضٚزٜ زض ٔمبثررررُ ؾررررْٕٛ ضٚزٜ  یپٛقكرررر یٞررررب ؾررررَّٛ

 (.21قٛز ) یظا ٔحؿٛة ٔ یٕبضیث یٞب یىطٚاضٌب٘یؿٓٔ

Rezaei ٖتوتٛوٛورٛؼ   یضا ثب ٞس  ٔؼطفر  یا ٔطبِؼٝ ،ٚ ٕٞىبضا

 یثطٚؾررلا ّٔرراظ  Omp16 یٗپررطٚتئ ی وٙٙررسٜ یررستِٛ یررت٘ٛتطو یؽتترر
ذطط  یث یٔربط ی ٚاوؿٗ ظ٘سٜ یهثٝ ػٙٛاٖ  یا٘ؿب٘ IL-12ٚ  یؽتٙؿ

 ذرٛضاوی  یعآ٘بٖ پؽ اظ تدٛ ی ٔطبِؼٝ اظ حبنُ یحٕ٘ٛز٘س. ٘تب یططاح

ٖ  یكرٍبٞی آظٔب یٞب ٔسَ ثٝ قسٜ تِٛیس ٚاوؿٗ  یفافرعا  ی زٞٙرسٜ  ٘كرب

 (. 22ثٛز ) IgG یثبز یآ٘ت یتطت

ٚ  Mohammadi ٌطفترٝ،  نرٛضت  پرػٚٞف  ضاؾتبی زض یٕٗٞچٙ

Golchin یغ٘رر ی زض اثتررسا لطؼررٝ، 2020 ؾرربَ زض Omp19  ٖٚضا زض

 یره وّرٖٛ ٕ٘رٛزٜ ٚ ؾرپؽ ثرب اؾرتفبزٜ اظ تىٙ      pT1NX یرب٘ی ٚوتٛض ث

ٔٙتمرُ وطز٘رس.    یتوتٛوٛورٛؼ وربظئ   یثٝ زضٖٚ ثربوتط  یكٗاِىتطٚپٛض

 ی وٙٙسٜ یبفتزض یٞب وٝ ٔٛـ زازثجت قسٜ اظ پػٚٞف آ٘بٖ ٘كبٖ  یح٘تب

 یبضیثؿر  یپبؾد ٔربط یت،٘ٛتطو یسپلاؾٕ یحبٚ یتوتٛوٛوٛؼ وبظئ

 (. 23٘كبٖ زاز٘س ) 544 ثطٚؾلا آثٛضتٛؼچبِف ثب  یٝضا ػّ یذٛث

Sáez ٖثرٝ ػٙرٛاٖ حبٔرُ زض     یؽتوتٛوٛوٛؼ توتاظ  ،ٚ ٕٞىبضا

ٝ ػّ یٚاوؿرٗ، حربّٔ   یططاح ٝ . ٕ٘ٛز٘رس  اؾرتفبزٜ  ثطٚؾرّٛظ  یر  ی تٛؾرؼ

تٛا٘س ؾبظ٘سٜ ثبقس. ِصا زض  یوٙتطَ ثطٚؾّٛظ ٔ یثطا یٔربط یٞب ٚاوؿٗ

 یسؾرٛپط اوؿر   ی وٙٙرسٜ  تطقرح  یؽتوتٛوٛورٛؼ توتر  پػٚٞف اظ  یٗا

زض  یثرٝ ػٙرٛاٖ ٚاوؿرٗ ذرٛضاو     IL12ٚ  ثطٚؾلا آثٛضترٛؼ زؾٕٛتبظ 

ُ  یحٞب اؾتفبزٜ وطز٘س. ٘تب ٔٛـ ٖ  پرػٚٞف  اظ حبنر ٖ  آ٘رب ٝ  زاز ٘كرب  ور

 یؽتوتٛوٛوٛؼ توتر  اظ ٔكتك ظ٘سٜ حبّٔیٗ اؾبؼ ثط ٚاوؿٗ ططاحی

 (.24ثبقس ) یٔ یسٚاضوٙٙسٜأ ثطٚؾلا آثٛضتٛؼ یٞب ػفٛ٘ت یٝثط ػّ

 

 گیری وتیجه

ٝ  اثترسا  زض پػٚٞف یٗزض ا  PCR یره ثرب اؾرتفبزٜ اظ تىٙ   BLS یغ٘ر  ی لطؼر

ٖ   یرط تىث ؾرٙتع ٚ ثرب    pNZ8148-USP45-BLSٚوترٛض   ٌكرت. پرؽ اظ آ

اِٛ  یٕی،ٞضٓ آ٘ع یٙهاؾتفبزٜ اظ تى ىتطٚفرٛضظ ت  یربثی  یتر قرس. زض   أییرس ٚ اِ

ب ثرٝ   pNZ8148-Usp45-BLS یرت ٚوترٛض ٘ٛتطو  یعآٔ یتٔٛفما٘تمبَ  یتٟ٘

ثٚ یثبوتط ىتطٚپٛض یره ثٝ وٕه تىٙ یؽتوتٛوٛوٛؼ توت یٛتیهپط ٗ اِ  یكر

طٚظٜ تٛؾؼٝ ٗ  یسی٘ؿُ خس ی ا٘دبْ ٌكت. أ اٚوؿر ثطٚؾرّٛظ ثرٝ    یٞرب  اظ 

رب ثبقرس.   یٔ یفٛض یبظ٘ یهثبِمٜٛ  یٛتطٚضیؿٓٚ ث یالتهبز ٞبی یٙٝٞع یُزِ  أ

 ـ یٞرب  پیكرطفت  ثب ٚخرٛز  ٝ ث ذرٛ ٝ  زض یٙب٘ر  ی ٌصقرتٝ زض حرٛظٜ   یٞرب  زٞر

ٗ  ٞریچ  ٞٙرٛظ  اٚوؿرٗ،  یمبتتحم ٖ  یرب  تدربضی  اٚوؿر  ثرطای  ٔرؤثطی  زضٔرب

 یشوط قرسٜ، ٚوتٛضٞرب   یٞب ٚیػٌی ثٝ تٛخٝ ثب. ٘ساضز ٚخٛز ا٘ؿب٘ی ثطٚؾّٛظ

رس خرب   ٔری  توتیره  یساؾر  یٞرب  یثط ثبوتط یٔجتٙ اٛٙ٘  ثرطای  ٔٙبؾرجی  یٍعیٗت

ٖ قسٜ ثبقرٙس. ثرب تٛخرٝ ثرٝ ث     یفضؼ ی ظ٘سٜ یٞب اٚوؿٗ  BLS یٗپرطٚتئ  یرب

ٛ   ٔی ثیٙی یف، پیؽتوتٛوٛوٛؼ توتتٛؾن  ٗ  ذرٛضاوی  یعقٛز ورٝ تدر  ایر

اٛ٘س ٔی اٚوؿٗ ِٛی ٚ ٞٛٔٛضاَ ایٕٙی ت ثٛی  ثٝ ضا ؾّ ٝ  ذر  ٚ ٕ٘بیرس  ثطاٍ٘یرتر

ٝ  ٔٙظرٛض  ثٝ ٚخٛز ایٗ ثب. ثبقس ثطٚؾّٛظ ثیٕبضی اظ پیكٍیطی وب٘سیسای  غّجر

 in vitro ینزض قرطا  یتط پػٚٞف، ٔطبِؼبت ٌؿتطزٜ یٗا یٞب ٔحسٚزیت ثط

 ٚin vivo ٘ سا  پر  یٔ یبظٔٛضز ٌ   یفثبقس. ِصا اظ خّٕٝ اٞ  یرطی ضٚ ثرٝ وربض 

ٖ ث یؽتوتٛوٛورٛؼ توتر   یاٚوؿٗ ذرٛضاو  زض  BLS یٗپرطٚتئ  ی وٙٙرسٜ  یرب

اٛ٘یح یٞب ٔسَ  .اؾت ی

 

 تشکر و قدرداوی

ٖ پب اظ یثركر  حبضط، حبنُ پػٚٞف ٝ  یرب ضقرتٝ   یزوترط  ی زٚضٜ ی ٘بٔر

ٚاحرس   یزا٘كرٍبٜ آظاز اؾرلأ   یرت حٕب ثرب  وٝ ثبقس ٔی ِٔٛىِٛی یهغ٘ت

ٝ  قرٟطوطز  ْ  ثر ٝ  یٗ. ثرس اؾرت  یسٜضؾر  ا٘درب  یمربت تحم ٔطورع  اظ ٚؾریّ

 یاذرلاق ثرطا   یتٝزا٘كٍبٜ ٚ وٕ یٔؼبٚ٘ت ٔحتطْ پػٚٞك یٛتىِٙٛٛغی،ث

 یٕب٘ٝنررٕ یمرربتیطررط  تحم یررٗا یٚ اخررطا یتٔؿرربػست زض تهررٛ

 .یٕٓ٘ب یٔ یؾپبؾٍعاض
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Abstract 

Background: Vaccination is an efficient and cost-effective way to control brucellosis. This study aims to generate 

recombinant Lactococcus lactis (L. lactis) with Brucella abortus (B. abortus) BLS cytoplasmic protein.  

Methods: The target vector, gene, and signal peptide (pNZ8148-Usp45-BLS) were developed and made in this 

study. Cloning accuracy was verified by PCR, enzyme digestion, and sequencing. Top10 F Escherichia coli was 

transformed using the recombinant expression vector. The column plasmid extraction kit selected and eliminated 

chloramphenicol-effected bacteria from an agar plate. In electroporation, Lactococcus lactis bacteria received the 

recombinant vector. Both SDS-PAGE and RT-PCR confirmed the transition. 

Findings: To confirm the correctness of cloning and to confirm the presence of the BLS gene in the pNZ8148 

vector, PCR and enzymatic digestion were performed. Observation of the BLS gene fragment with a length of 

477 bp and plasmid pNZ8148 - Usp45 without the BLS gene fragment with a length of 2997 bp, the cloning of 

the BLS gene fragment was confirmed. Also, in the study conducted by the nanodrop device, the concentration of 

the extracted plasmid was estimated at 848.9 ng/µl and the degree of purity was 2.07. The results of RT-PCR 

indicated the success of the BLS gene transformation of Brucella abortus in L. lactis bacteria. Also, a single 

protein band of 18 kDa was observed in transformed L. lactis. 

Conclusion: The present study showed that the BLS gene of the probiotic L. lactis transfected with pNZ8148-

Usp45-BLS is expressed by electroporation. 
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