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چکیده
هاي پستانداران تکثیر باکتري بروسلا در داخل سلول يبه واسطهبیماري بروسلوز به عنوان یک بیماري مشترك بین انسان و دام 

هاي نقش مهمی که در تحریک سلول يباشد که به واسطههاي غشاي خارجی این باکتري مییکی از پروتئین Omp31. افتداتفاق می
CD8+T  وCD4+T در این بررسی ژن . تواند سبب مهار بیماري بروسلوز گردددارد میOmp31 ثر در ؤهاي مبه عنوان یکی از ژن

بیماري بروسلا مورد بررسی مولکولی از نظر آنالیز فیلوژنی و همچنین مستعد بودن پروتئین نوترکیب این ژن جهت طراحی واکسن بر 
از باکتري بروسلا  مستخرجDNAاز آغازگرهاي اختصاصی به منظور تکثیر .ته استعلیه بیماري بروسلوز مورد مطالعه قرار گرف

 ازجهت بیان و pMB57R/Tجهت تکثیر این ژن از وکتور کلونینگ . یید مراحل مطالعه استفاده گردیدأو ت Rev1ملیتنسیس سویه 
مورد نظر به  يقطعه،bp723يپس از تکثیر قطعه.گردیدباشد استفاده جهت افزایش بیان می trxکه داراي ساختار  pET32aوکتور 
یید شده به أت ينمونهپس س. کلونینگ درون وکتور کلونینگ منتقل و به روش شوك حرارتی وارد میزبان کلونینگ گردید TAروش 

بیان  يدهندهشده با ژل نشانهاي تولید  و آنالیز پروتئینصورت گرفت IPTGالقا بیان با .ساب کلون گردید بیانیدرون وکتور 
تواند به عنوان یه کاندید ژن میگر این است که این آنتینتایج مفید حاصل از این مطالعه بیان. باشدآمیز پروتئین نوترکیب میموفقیت

.هاي آتی به منظور طراحی واکسن نوترکیب بر علیه بیماري بروسلا استفاده گرددمناسب در پژوهش

بیان ژنسازي،همسانه، Omp31، بروسلا:کلمات کلیدي

مقدمه
 يبه واسطه) ايتب مدیترانه(بروسلوز یا تب مالت .

رشد و تکثیر باکتري کوکوباسیل گرم منفی بروسلا در 
هاي انواع گونه .دهدهاي پستانداران رخ میداخل سلول

بروسلا : زاي بروسلا در موجودات مختلف شاملبیماري
آبورتوس در گاو، بروسلا ملی تنسیس در بز و گوسفند، 

یس در قوچ، بروسلا کنیس در سگ، بروسلا بروسلا اوو
سوئیس در خوك، بروسلا نئوتوم در نوع به خصوصی از 
موش صحرایی، بروسلا میکروتی در گروهی از جوندگان 

-از گونه. باشندو بروسلا ماریس در حیوانات دریایی می

هاي نام برده شده، بروسلا ملی تنیس، بروسلا آبورتوس، 

کشاورزي، دانشگاه يدانشکده، دام ي ژنتیک و اصلاح نژاددکترا يآموختهدانش1
کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد يگروه علوم دامی، دانشکدهاستاد  *2
کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد يگروه علوم دامی، دانشکدهاستادیار  3

نیس و بروسلا ماریس در انسان بروسلا سوئیس، بروسلا ک
ها بروسلا ملی ترین آنکنند که مهمایجاد بیماري می

).Pappas et al. 2005(باشد تنسیس می
بیماري بروسلوز به عنوان یک بیماري مشترك بین 

-این بیماري در دام می.انسان و دام شناخته شده است

، کاهش تولید تواند سبب جفت ماندگی، کاهش باروري
تماس انسان با  يواسطهه این بیماري ب. شود... شیر و 

-هاي لبنی آلوده منتقل میدام آلوده و یا استفاده از فراورده

هاي طولانی مدت، التهاب شود و عوارضی نظیر تب
همراه تواند براي انسان به را می... مفصل و استخوان و 

مشهدفردوسی
E-mail: m_tahmoorespur@yahoo.com)ي مسئولنویسنده(
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این ،بر اساس گزارش سازمان بهداشت جهانی. داشته باشد
ویژه در کشورهاي ه بیماري در بسیاري از نقاط جهان ب

عربستان،  يمدیترانه، خاورمیانه، شبه جزیره يحوزه
آمریکاي مرکزي و جنوبی، آسیا و آفریقا شایع است و تنها 

. اندرسمی عاري از برسلوز اعلام شدهطور ه کشور ب 17
درمان این بیماري نیز در انسان آسان نبوده و امروزه 

شود هاي مرسوم استفاده میبیوتکبراي درمان آن از آنتی
که ممکن است در مواردي با شکست درمان و حتی عود 

ها نیز در دام. )Pappas et al. 2005(بیماري همراه باشد 
ی و همچنین یاحتمال ایجاد مقاومت داروبه سبب 

شود و معمولاً پس از شناسائی، اقتصادي نبودن انجام نمی
گیري و کنترل پیش. شوددام آلوده کشتار و حذف می

ها و رعایت کوبی دامبیماري در حیوانات از طریق مایه
هاي آلوده انجام اصول بهداشتی و شناسایی و حذف دام

).Pappas et al. 2005(گیرد می
هاي کنون براي ساخت واکسن بروسلا از سویهتا

-واکسن. ها استفاده شده استآن يزنده يضعیف شده

هاي موجود در جلوگیري از علایمی از بروسلوز، مانند 
واگیري و سقط جنین موثراند، اما در جلوگیري از بروز 

-ها میهمچنین این واکسن. کنندعفونت ضعیف عمل می

. حیوانات باردار باعث سقط جنین نیز شوندتوانند در
که در الذکر به دلیل آنفوق يهاعلاوه بر این، واکسن

هایی که براي تشخیص تست(هاي سرولوژیک تست
دخالت ایجاد کرده و باعث ایجاد ) روندکار میه بیماري ب

ه بیوتیکی که براي درمان بآنتی(مقاومت به استرپتومایسین 
شوند، و ایجاد عفونت و بیماري در انسان می) رودکار می

Pappas(باشندداراي نقایصی می 2010.(
، با توجه به اهمیت این بیماري از لحاظ سلامتی

اقتصادي و مشترك بودن این بیماري بین انسان و دام و 
هاي تشخیصی و همچنین معایب و نقایصی که در روش

هاي اره لزوم روشدرمانی مرسوم وجود دارند، همو
تشخیصی و درمانی دقیق، سریع و کارآمد براي این 

هاي شود که با توجه به پیشرفتبیماري احساس می
هاي جدید در مورد این روزافزون دانش و کسب یافته

گیري و پیش هاي بسیاري جهتبیماري همواره تلاش
. هاي اخیر صورت گرفته استدرمان این بیماري در سال

Omp31 هاي غشاي خارجی باکتري یکی از پروتئین
 31جفت باز با وزن مولکولی حدود  723بروسلا به طول 
درصد با  34توالی این ژن حدود . باشدکیلو دالتون می

نقش  ياین ژن به واسطه. شباهت دارد Omp25توالی
+CD4و  CD8+ Tهاي مهمی که در تحریک سلول T  دارد

پروتئین . بروسلوز گرددیماريتواند سبب مهار بمی
Omp31 شده و در  شاولین بار در بروسلا ملیتنسیس گزار

جز بروسلا آبورتوس وجود دارد ه هاي بروسلا بتمام گونه
و منجر به سوئیچ پاسخ ایمنی میزبان به سمت ایمنی 

همچنین .)Cloeckaert et al. 2002(شودسلولی می
Vizcaino  ژن  1996و همکاران در سالOmp31  را به

هاي بروسلا هاي غالب در گونهژنعنوان یکی از آنتی
شناسایی و به عنوان یک کاندید مناسب جهت طراحی 

.واکسن معرفی کردند
هاي به عنوان یکی از ژن Omp31در این بررسی ژن 

ثر در بیماري بروسلا مورد بررسی مولکولی و پروتئینی ؤم
از نظر مستعد بودن پروتئین نوترکیب این ژن جهت 
طراحی واکسن بر علیه بیماري بروسلوز مورد مطالعه قرار 

. گرفته است

کار روشو مواد 
DNA  استخراج شده از باکتري بروسلا ملیتنسیس

سازي رازي سرم و واکسن يسسهؤاز م Rev 1يسویه
.مشهد گرفته شد

 Omp31جفت بازي ژن  723يبه منظور تکثیر قطعه
افزار هاي اختصاصی لینکردار با استفاده از نرمپرایمر

Primer primier 5دايابتطوري که دره ب. طراحی شدند 
EcoRجایگاه برشی آنزیم  یک آغازگر رفت I  انتهاي و در

BamHجایگاه برشی  یک آغازگر برگشت I به منظور
. قرار داده شد سازيهمسانهسهولت و افزایش راندمان 

آغازگرهاي طراحی شده ذیل جهت سنتز به شرکت 
Bioneer)ارسال گردید) کشور کره.
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F: 5`-GAATTCATGAAATCCGTAATTTTGGC-3` 
(EcoRI)
R: 5`-GGATCCTTAGAA CTTGTAGTTCAGACCG-3` 
(BamHI)

میکرولیتر،  25در حجم نهایی  مورد نظرتکثیر ژن 
پیکومول از هر  10X ،10میکرولیتر بافر  5/2حاوي

میکرولیتر  2/5mM dNTP ،5/1میکرولیتر  2آغازگر، 
MgCl210X ،1U  آنزیمEXTaq(Takara, Japan)  50و 

هاي حرارتی  چرخه. الگو انجام شد DNAنانوگرم از 
 94اولیه سازي شامل واسرشت PCRبراي انجام واکنش 

 3حرارتی  يچرخه 32دقیقه،  5گراد سانتی يدرجه
 يدرجه 94سازي در دماي اي شامل واسرشتمرحله
 58ثانیه، اتصال آغازگرها در دماي  30گراد به مدت سانتی
 72ثانیه و تکثیر در دماي  30گراد به مدت سانتی يدرجه
ثانیه و در نهایت یک  45گراد به مدت سانتی يدرجه

گراد سانتی يدرجه 72چرخه جهت تکثیر نهایی در دماي 
هاي پس از انجام واکنش. دقیقه انجام شد 10به مدت 

ي تکثیر شده توسط اي پلیمراز، صحت قطعهزنجیره
Gel Redآمیزي با درصد و رنگ 1الکتروفورز ژل آگارز

)biotiumEngland,(  گردیدتأیید.
 pMB57R/Tسازي از پلاسمید  جهت انجام همسانه

ساخت  TAcloneTMاستفاده شد که از محتویات کیت 
این . باشد می) کشور ایران(Mehrsun Biotechشرکت 

خود  `3پلاسمید به شکل خطی است و در دو انتهاي
ایناست که این خصوصیت آن با توجه به ddTحاوي 

محصولات تولیدي `3پلیمراز هم به انتهاي  Taqکه آنزیم 
کند موجب شده است که جهت  را اضافه می ddAخود 

جهت انجام واکنش . مناسب گردد TAسازي  همسانه
میکرولیتر بافر  pMB57R/T ،4میکرولیتر از ناقل 1الحاق 

5x ،1  نزیم آمیکرولیتر ازT4  يمیکرولیتر از قطعه 3و 
میکرولیتر با هم مخلوط  20مورد نظر در حجم نهایی 

 16ساعت در دماي  21واکنش الحاق به مدت . شدند
محصول الحاق با  .گراد صورت گرفتسانتی يدرجه

هاي استفاده از روش شوك حراراتی به درون سلول
وارد و بر  TOP10يمستعد باکتري اشریشیا کلی سویه

. گسترده گردیدسیلین جامد حاوي آمپی LBروي محیط 

الحاقی مورد  يهاي حاوي قطعهیلونمنظور انتخاب که ب
با استفاده از پرایمرهاي  Colony PCRنظر از روش 

سپس پلاسمیدهاي . استفاده گردید M13مرسوم 
یید أهضم آنزیمی مورد ت يوسیلهه نوترکیب استخراج و ب

یید حضور و أقرار گرفت و پلاسمید نوترکیب جهت ت
یابی ارسال جهت توالی صحت قرارگیري ژن مورد نظر

.گردید
مورد نظر از وکتور  يجهت ساب کلونینگ قطعه

 pET-32aکلونینگ به درون وکتور بیانی از ناقل بیانی 
هاي این از ویژگی. استفاده گردید Omp31جهت بیان ژن 

Histaqو دو توالی trxناقل بیانی داشتن یک توالی 

ي در افزایش راندمان ثرؤاست که نقش مابتدایی و انتهایی 
به منظور ساب  .و همچنین خلوص پروتئین دارد بیان

ابتدا  مورد نظر به درون ناقل بیانی يکلون کردن قطعه
ج پلاسمید کشت داده شد ارمحصول کلونینگ جهت استخ

محصول . ساعت استخراج پلاسمید گردید 16و پس از 
ورد استخراج پلاسمید که حاوي وکتور کلونینگ و ژن م

با دو آنزیم برشی  pET-32aناقل بیانی نظر بود به همراه
EcoR I  وBamH I 37صورت جداگانه در دماي ه ب 

. ساعت هضم آنزیمی شدند 6گراد به مدت سانتی يدرجه
درصد  1محصولات حاصل از هضم بر روي ژل اگارز 

الکتروفورز شده و پس از آن قطعات مورد نظر از ژل 
,Thermo(ل شرکت ژبریده و باکیت استخراج از  USA (

 20واکنش الحاق در حجم  .از ژل تخلیص شدند
 90و  pET32aنانوگرم از وکتور  160میکرولیتر با غلظت 

 DNAنزیم آواحد  1هضم شده و  ژنی ينانوگرم از قطعه

ligase T4  5یکرولیتر بافر م 4وx  يدرجه 16در دماي 
محصول الحاق . ساعت انکوبه شد 16گراد به مدت سانتی

.Eبا روش شوك حرارتی به باکتري مستعد coli  سوش
BL21 (D3) کنندههاي دریافت انتقال و غربالگري باکتري-

لیتر  میکروگرم بر میلی 100وکتور بر روي محیط کشت  ي
به منظور صحت کلونینگ از روش . سیلین انجام شد آمپی

و هضم آنزیمی با  T7مرسوم با پرایمرهاي PCRکلونی 
EcoRهاي  آنزیم I  وBamH I  جهت.گردیداستفاده 



. . .سازي و بیان ژن پروتئین غشاي خارجی همسانه

1397117، تابستان 2مجله دامپزشکی ایران، دوره چهاردهم، شماره 

پلاسمید صحت ترادف و صحیح بودن قالب خواندن 
. ارسال گردیدیابی جهت توالی نوترکیب بیانی مورد نظر

لیتر از میلی 1،مورد نظر يجهت بررسی بیان ژن قطعه
لیتر میلی 10هاي نوترکیب به  باکتري يمحیط کشت شبانه

سیلین آمپی μg/ml100مایع حاوي غلظت  LBاز محیط 
گراد در دور سانتی يدرجه 37تلقیح گردید و در دماي 

rpm250  به کشت داده شد و پس از رسیدن محیط کشت
جهت عمل  نومترنا 600در طول موج 6/0جذب نوري 

مولار به محیط میلی 1/0در غلظت نهایی  IPTGالقاي بیان
 4و  1،3، 0هاي  در زمانگیرينمونه. گردیدکشت اضافه 

یط حلیتر از ممیلی1به میزانهر بارپس از القا ساعت 
. صورت گرفتکشت 

ها با دور و بلاتینگ، نمونه SDS Pageجهت انجام 
rpm10000 دقیقه سانتریفیوژ و پس ازحذف  10به مدت

 2Xبافر  میکرولیتر100مایع رویی به رسوب حاصله 

SDS دقیقه  5حل نمودن رسوب به مدت اضافه و پس از
گراد به منظور لیز شدن دیوار سانتی يدرجه 85در دماي 

دقیقه با دور  10سپس به مدت .باکتریاي انکوبه شدند
rpm10000بر روي ژل اکریل  لول روییسانترفیوژ و مح
دقیقه الکتروفورز  60به مدت  120درصد با ولتاژ  12آمید 

به دلیل .  آمیزي شدند بلو رنگ کوماسی محلولو سپس با 
پروتئین ، سازي ژن مورد نظر در ناقل بیانیههمسان

توالی  و انتهاي نوترکیب داراي برچسب هیستیدنی در ابتدا
 His tagبادي ضد تفاده از آنتیباشد بنابراین با اس می خود 

 2کهطوريه ب.گرفتید قرار أیوجود پروتئین مورد ت
میکرولیتر از پروتئین استخراج شده بر روي کاغذ 

کاغذ نیتروسلولز با بافر . گذاري شدنیتروسلولوز نقطه
TBS  درصد  1حاويBSA  به مدت یک ساعت در دماي

ها پس از سه بار شستشو به  نمونه .اتاق بلاك گردید
-، به مدت یک ساعت با آنتیTBSدقیقه با بافر  5مدت 

ضد موشی کنژوگه )Anti-His tag)Sigma,USAبادي
و پس از سه بار شستشو انکوبه  2000/1با رقت HRPبا 

DABجهت آشکارسازي پروتئین از سوبستراي

)Thermo, USA( گردیداستفاده .

افزارهاي نرم یابی شده با استفاده ازتوالی يقطعهآنالیز 
 MEGAو CLC Main workebench 5.5بیوانفورماتیکی

در BLASTNي و رویهBLASTاز ابزار. انجام گرفت 5
 5.5CLC Main workebenchافزارو نرم NCBIپایگاه

هاي دست آمده با توالیجهت تعیین همولوژي توالی به
جهت رسم . استفاده شد NCBIهمین ژن درثبت شده از 

Neighbor-ي تکرار، از رویه 1000با درخت فیلوژنتیکی

Joining 5افزارنرمMEGA ژنتیکی از  يو تعیین فاصله
 CLCافزارنرم ComparisonCreate Pairwiseيرویه

Main workebench 5.5استفاده گردید.

نتایج 
توسط آغازگرهاي  bp723با طول Omp31ژن

 يطراحی شده تکثیر و صحت و درستی قطعه اختصاصی
درصد مشاهده گردید 1تکثیر شده بر روي ژل اگارز 

). 1شکل(

Omp31ژنبراي تکثیر  PCRالکتروفورز محصول  :1شکل 

درصد 1روي ژل آگاروز bp723با طول 

هاي حاوي هاي مستعد کلونیپس از کشت سلول
صحیح  يیید از نظر نحوهأوکتور بیانی نوترکیب جهت ت

تکثیر و پس از  T7هاي مرسوم کلون شدن با پرایمر
EcoRهاي برشی  سازي پلاسمید نوترکیب با آنزیمخالص

I  وBamH I نتایج مربوط به کلونی . هضم گردیدPCR 
و  T7با آغازگرهاي  pET32a-Omp31وکتور نوترکیب 

Tterminator  از حضور ژن پروتئین  حدود باندو ظهور
).2شکل (باشد  نوترکیب در وکتور می
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ید حضور ژن پروتئین نوترکیب با استفاده از یأت: A:2شکل 
Tterminatorو  T7با آغازگرهاي PCRروش کلونی

BL21هاي  باکتري بیان يالقا (D3)  داراي وکتور
هاي تولید  و آنالیز پروتئین IPTGنوترکیب مورد نظر با 

حضور باند پروتئین نوترکیب .SDS-PAGEشده با ژل 
با وزن  Omp31ژن (کیلو دالتونی  50يمحدودهدر 

هاي اضافی کیلودالتون با همراه توالی 31مولکولی حدود 
,Pet32)S.taqکه بر روي  trx, His taq ( وجود دارد باید
بیان يدهندهنشان)اشدکیلودالتون داشته ب 48وزنی حدود 

). 3شکل (باشدمیآمیز پروتئین نوترکیب موفقیت

.  پروتئین نوترکیب SDS-PAGEتجزیه و تحلیل :3شکل 
IPTGپروتئین نوترکیب قبل از القاي  يدهندهنشان:1ردیف

پروتین نوترکیب  يدهندهبه ترتیب نشان:4و 3،2ردیف
-بیان میساعت پس از القا 4و 3، 2بیان شده در زمان هاي 

 Protein(باند9گر مولکولی وزنی پروتئیننشان.دباشن

ladder 250 KD, Thermo(.

-هاي مربوط به سلول در دات بلات شدت رنگ لکه

Omp(هاي حاوي پلاسمید نوترکیب القا شده  و ) 31
هاي غیر ترنسفکت  هاي سلول ها با لکهتفاوت مشخص آن

هاي حاوي و سلول)PBS(عنوان کنترل منفی به شده 
Ompکنترل (IPTGپلاسمید قبل القا با  نشان از بیان )31

).4شکل (ها بود  ها در این سلول پلاسمید

د بیان ژن توسط روش دات بلاتیأیت :4شکل 

بحث
طور که اشاره شد بروسلوز یا تب مالت یه همان

است که عامل آن باکتري بیماري مشترك بین انسان و دام 
این بیماري یکی . باشدکوکوباسیل گرم منفی بروسلا می

شناسایی شده در (هاي عفونی بوده ترین بیمارياز قدیمی
میلیون  2ضایعات ستون فقرات  اسکلت مردي با بیش از 

سر دنیا تاهزار نفر در سر 500که هر ساله بیش از ) سال
هاي بهداشتی و زیان شوند و به دلیلبه آن مبتلا می

این بیماري توسط سازمان جهانی  ،آناقتصادي ناشی از
ه هفت بیماري خطرناك و شناخته شده ب وسلامت جز

توان از آن به عنوان سلاح بیولوژي رود حتی میشمار می
D’Anastasio(نیز استفاده نمود et al. 2009, WHO

است  این بیماري در تمام نقاط کشور پراکنده).2014
باشد به طوري ولی وفور آن در مناطق مختلف یکسان نمی

ترین میزان و که در برخی از مناطق جنوب کشور، از کم
ها، اساس برخی از مطالعهدر اصفهان و استان مرکزي بر

Mirnejad(ترین میزان برخوردار بوده است از بیش et al. 
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2013, Zowghi et al. 1982 .(گیري هاي پیشیکی از راه
هاي سازي گلهواکسن به منظور ایمن ياین بیماري تهیه

واکسن نوترکیب با  يمستعد بیماري است که امروزه تهیه
هاي مهندسی ژنتیک گام بزرگی در نیل به این هدف روش

بر این اساس اولین قدم در رسیدن به واکسن . باشدمی
 ترینهایی است که بیشژننوترکیب انتخاب بهترین آنتی

بدین .نقش را در ایجاد بالاترین سطح ایمنی داشته باشد
هاي غشایی باکتري بروسلا تحت منظور یکی از پروتئین

Ompعنوان  به عنوان کاندید جهت بررسی انتخاب 31
نتایج حاصل از مطالعه نشان داد که این ژن به . گردید

درستی و با صحت کامل کلون و درون وکتور بیانی ساب 
-Antiید همچنین نتایج حاصل دات بلاتینگ با کلون گرد

His tag تولید پروتئین نوترکیب در  يد کنندهییأت
pET32a در . یابی مطابقت دارداست که با نتایج توالی

ي این بررسی از سیستم بیانی باکتري اشریشیاکلی سویه
TOP10 F` استفاده گردید که این سویه با توجه به دست-

که بر روي آن صورت گرفته نقش هاي ژنتیکی کاري
ثیر سیستم باکتري هنگام تکثیر أثري در جلوگیري از تؤم

هاي ژنی خارجی که جهت تکثیر وارد آن بر روي توالی
سیستم بیانی باکتریاي علاوه بر آن .شوند داردمی

هاي نوترکیب در مقادیر اشرشیاکلی قادر به تولید پروتئین
ها  اما بیان بالاي پروتئین. اشدبهاي پایین میبالا و هزینه

.Eدر سیستم بیانی  coli  شود که معمولاً می باعث 
بادي تولید شوند از این رو  ایکوژن ها به شکل پروتئین

که یک پروتئین به دلیل این pET32aاستفاده از پلاسمید 
کند  می تیرودوکسین را به ابتداي پروتئین نوترکیب اضافه 

هاي همچنین ناقل.گردد پروتئین باعث افزایش حلالیت 
ار دارند و با قر T7تحت کنترل پروموتور  pETبیانی 

هاي براي کنترل بیان ژن LacOانداز توجه به داشتن راه
شود که در می T7باعث رونویسی ژن  IPTGيخود با القا

 Elmorjani(کند نتیجه تولید پروتئین ژن هدف را فعال می

et al. 2004.(
Izadjoo  در بررسی که بر  2000و همکاران در سال

روي این ژن و نقش آن در مهار بیماري بروسلوز در 

تواند موش انجام دادند به این نتیجه رسیدند که این ژن می
اکسن بر علیه بیماري یک کاندید مناسب براي ساخت و

در  2005و همکاران در سال  Cassataro.بروسلا باشد
روي واکسن تولید شده توسط این ژن و اي که بر مطالعه

نقش آن در مهار بیماري بروسلوز انجام دادند مشاهده 
تواند می CD8+Tهاي کردند که این ژن با تحریک سلول

و همکاران در سال  Gupta. سبب مهار این بیماري شود
اي که بر روي سطح ایمنی این ژن انجام در مطالعه 2007

تواند ایمنی در حد ن ژن میدادند مشاهده کردند که ای
متوسط ایجاد کند و این ژن را به عنوان یک کاندید 

و  Azimi. مناسب براي طراحی واکسن معرفی نمودند
در بررسی مشابه بر روي موش  2012همکاران در سال 

تواند سبب مهار بیماري مشاهده کردند که این ژن می
. دهاي تیمار شده با این ژن گردنبروسلوز در موش

Gupta  2012در سال و همکاران ،Wang و همکاران در
زایی واکسن در بررسی که بر روي ایمنی2014سال 

Ompنوترکیب  آن با واکسن تخفیف  يمقایسهو 31
توان حدت یافته انجام دادند دریافتند که این واکسن می

زایی نزدیک به واکسن تخفیف حدت یافته ایجاد ایمنی
. کند

نتایج حاصل از قرابت ژنتیکی نشان داد که  همچنین
Ompبین ژن  و  Rev1بروسلا ملیتنسیس  ياز سویه 31
و این ژن یکی  ها شباهت نزدیکی وجود داردیهوسایر س

یید کننده أباشد که تهاي پایدار در باکتري بورسلا میاز ژن
مناسب بودن آن براي بررسی به عنوان کاندید براي 

.باشدنوترکیب میطراحی واکسن 
نتایج این پژوهش نشان داد که بیان این پروتئین 
غشایی در این میزبان باکتریایی و پلاسمید بیانی بازه 

امید است نتایج به دست آمده از این تحقیق . بالایی دارد
ثر بر علیه ؤگشایی براي تولید یک واکسن نوترکیب مراه

توان این  می در مطالعات آینده  .باکتري بروسلا باشد
پروتئین نوترکیب را به حیوانات آزمایشگاهی تزریق کرد 

سازي ژنسیته آن را مورد بررسی و جهت بهینه و میزان آنتی
. آن مطالعات مختلفی را انجام داد
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Abstract
Brucellosis is a well-known infection among domestic animals caused by Brucella 

bacterium. Omp31 is outer membrane proteins that play important role in simulate CD4+ T 
and CD8+ T cells. In current study, cloning, expression and also phylogenic analysis of 
Omp31 gene as a candidate for designing subunit vaccine against Brucella was investigated. 
Amplifying was performed using specific primers. Cloning of this gene was performed using 
pMB57R/T vector in TOP10F`strain of E.coli. Also, pET32a vector used for expression. 
Omp31 gene with 723 bp was amplified successfully. It , then, was coloned using TA cloning 
approach within cloning vector. Expression of this gene has done in pET32a vector by 
inducing IPTG. Results confirmed with sequencing and SDS-PAGE. According to this result, 
we can propose this gene as a candidate for designing subunit vaccine against Brucella in 
future study.
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