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Abstract 
BACKGROUND: Salmonella Typhimurium, a Gram-negative bacterium, causes salmonellosis in humans and 

livestock. Beyond hygiene measures, vaccination with next-generation vaccines exhibiting minimal side effects 

represents a fundamental approach to combating this deadly disease. 

OBJECTIVES: This study aimed to design and create a recombinant immunogenic chimera construct comprising the 

OmpL antigen from Salmonella Typhimurium and the HBHA adjuvant, and to evaluate its expression in a prokaryotic 

system. 

METHODS: The DNA was first extracted from Salmonella Typhimurium bacteria and the B.C.G vaccine. Each of the 

OmpL and HBHA genes was amplified using linker primers and connected to each other using the SOE-PCR reaction. 

Next, to connect the recombinant HBHA-OmpL chimera to the pET22b(+) expression vector, both were first subjected 

to double-digestion treatment and then ligated together using T4 ligase enzyme. Finally, the recombinant construct was 

transferred into E. coli (DH5α) and E. coli BL21 (DE3) using a heat shock process. After gene expression induction, 

protein purification was performed using a nickel NTA chromatography resin column. Finally, the quality of 

recombinant protein expression was evaluated using a 12% SDS-PAGE gel. 

RESULTS: The amplification of HBHA and OmpL genes, construction of the chimeric structure, and transformation 

of the expression vector into DH5α and BL21(DE3) cells were validated by PCR, SOE-PCR, and colony-PCR tests, 

respectively. Successful expression and purification of the 49.5 kDa recombinant HBHA-OmpL protein was confirmed 

by 12% SDS-PAGE gel. 

CONCLUSIONS: The expression of recombinant HBHA-OmpL immunogenic construct in a prokaryotic system is 

feasible for developing a candidate vaccine against Salmonella Typhimurium. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Characteristics of the primers. *Bold and underlined parts correspond to the enzyme cleavage site. 

Figure 1. A: Result of DNA extraction from (A) Salmonella typhimurium and (B) Mycobacterium tuberculosis. The ladder lane was added solely to confirm 
proper execution of the electrophoresis system. 
Figure 2. PCR results for specific amplification of the HBHA and OmpL genes with 600 bp and 667 bp sizes, respectively. 

Figure 3. Amplification of the recombinant HBHA-OmpL chimera (1267 bp) using SOE-PCR. 
Figure 4. Colony PCR products of the recombinant chimera (1592 bp) in E. coli DH5α, amplified using T7 primers. 
Figure 5. Expression of the recombinant HBHA-OmpL chimera protein at different times. Lane 0: Uninduced control (before induction of BL21(DE3) 

expression by IPTG); Lanes 1–5: Expression at 1, 2, 3, 4, and 5 hours post-IPTG induction, respectively. 
Figure 6. The HBHA-OmpL protein (49.5 kDa) purified using a Nickel NTA chromatography column and a 250-mM imidazole solution. 
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با هدف  یوتیپروکار یانیب یستمدر س HBHA-OmpL یبسازه نوترک یانو ب یسازهمسانه

 یفیموریومسالمونلا ت یهعل یدسازه واکسن کاند یک یمعرف
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                                                                                                                 چکیده

 

تی، در کنار رعایت موارد بهداشدر انسان و دام مطرح است.  سالمونلوزکننده بیماری عامل ایجادعنوان به موریومسالمونلا تیفیباکتری گرم منفی  :مطالعه زمینه

 ها است که کمترین عوارض جانبی را دارند.کوبی توسط نسل جدید واکسنمایه ،مقابله با این بیماری هایترین راهاصولییکی از 

و  HBHAو ادجوانت موریوم تیفی سالمونلااز باکتری  OmpLژن متشکل از آنتی ایمونوژن،نوترکیب  طراحی و ساخت سازه با هدف حاضر مطالعه :هدف

 .ارزیابی بیان آن در سیستم پروکاریوتی انجام شد

توسط  HBHAو  OmpLهای ژن یک ازانجام شد. هر ژواکسن ب.ث.همچنین و  موریومسالمونلا تیفی هایاز باکتری DNAفرایند استخراج  :کارروش

به وکتور بیانی  HBHA-OmpLکایمر نوترکیب در ادامه برای اتصال  .به یکدیگر متصل شدند SOE-PCRواکنش  کارگیریو با بهتکثیر پرایمرهای لینکردار 

pET22b(+) ،آنزیم ی قرار گرفتند و سپس با استفاده از آنزیمهضم دو ابتدا هر دو تحت تیمارT4 شده نهایت نیز سازه کایمرند. درمتصل شد گریکدی به لیگاز

منتقل شد.   E.coli BL21 (DE3)های مستعد بیانیو سلول  E.coli (DH5α)سازیهمسانه های مستعدیند شوک حرارتی به داخل سلولافربا استفاده از 

 با استفاده ازکیفیت بیان پروتئین نوترکیب نیز نهایت انجام شد. در NTAتوسط ستون رزین کروماتوگرافی نیکل  هاسازی پروتئینخالصپس از القای بیان ژن، 

 درصد ارزیابی شد. SDS-PAGE 82ژل 

سازه ساخت ، OmpL و HBHAهای ژنصحیح تکثیر  ،ترتیببه Colony-PCRو  PCR ،SOE-PCR فرایندهای، شدههای مشاهدهیافته مطابق :نتایج

سازی بررسی بیان و خالصاز طرفی . را تأیید کردند BL21 (DE3)و DH5αهای مستعد یید انتقال وکتور بیانی نوترکیب به سلولأتهمچنین نوترکیب و 

 .شدیید أموفق بودن این مرحله نیز ت تأیید ودرصد  SDS-PAGE 82توسط ژل نیز  kDa 5/44با وزن مولکولی  HBHA-OmpLپروتئین نوترکیب 

در سیستم بیانی پروکاریوتی با هدف تولید یک واکسن کاندید علیه  HBHA-OmpLایمونوژن  بینوترکسازه  بیان اساس مشاهدات،بر :نهایی گیرینتیجه

 پذیر است.با موفقیت امکان موریومسالمونلا تیفی

   HBHA ،OmpLواکسن نوترکیب،  سیستم پروکاریوتی، ،موریومسالمونلا تیفی :کلیدی کلمات

  .دانشگاه تهرانناشر: مؤسسه انتشارات                                            نویسندگان. © تیرایکپ 

 انیرآباد، ادانشگاه لرستان، خرم ی،دانشکده دامپزشک یی،و بهداشت مواد غذا یکروبیولوژیگروه م ،نعمت شمس: مسئول سندهینو

 

 مقدمه

و اقتصاد  بهداشت ی درفراوان مشکلاتهای عفونی مشترک انسان و دام با گستردگی جهانی است کـه باعث ترین بیماریلمونلوز یکی از مهماس

و خانواده  سالمونلاهوازی اختیاری از جنس . عامل ایجادکننده این بیماری، یک باکتری تاژکدار گرم منفی و بی(2 ،8) شودکشورها می

تواند سبب ورم و در دام می (3)شود مرگ در سطح جهان می 244444سبب ایجاد حدود این بیماری در انسان سالانه  .است آنتروباکتریاسه

ترین راه انتقال آن، . عمده(4) شود غیرهجنین، گاسترانتریت و  ، ورم و بزرگ شدن کبد، سقطراه با اسهال استفراغ، ورم مفاصلمعده و روده هم
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د، از انشده توسط مدفوع، ادرار و خون ناقلین آلوده غذاهای آلوده، علوفه خشبی یا سایر غذاهایی که و طریق دستگاه گوارش است. مصرف آباز

ای با ای یا خارج رودههای رودهاست که باعث بروز عفونت سالمونلااز  سروواری موریومتیفی سالمونلا. (5)باشند های انتقال این باکتری میراه

شده  در ایران گزارشدرصد  1/3 ودر آمریکا درصد  44/2شود. در مطالعات متعدد، میزان شیوع آن از دگان میشیوع بالا، در انسان، دام و پرن

های جدید مؤثر به راهکارهای متداولی در مبارزه با بسیاری های مهندسی ژنتیک برای فراهم آوردن واکسن. امروزه استفاده از روش(4 ،6)است 

های های مولکولی با استفاده از روششده با ادجوانتهای نوترکیب کایمری حاوی پروتئینهااند. واکسنشدههای میکروبی تبدیل از عفونت

شده که ناشی از های کشتهتوانند از عوارض ناخواسته واکسنتوانند باعث پاسخ بهتر سیستم ایمنی شوند، میبر اینکه میعلاوه ،مهندسی ژنتیک

 .(1)د اجزای مختلف پیکره باکتری است نیز پیشگیری کنن

زمینه کنترل سالمونلوز به محافظ درهای توسعه واکسنبرای  های کاندیدژنجمله آنتی، ازسالمونلا( Ompsهای غشای خارجی )پروتئین

که بسیار محافظ  باشندمیها OMPترین دسته از ها فراوانهای گرم منفی نشان داده است پورینمورد باکتری. مطالعات در(4)روند شمار می

ای در بین طور گستردهبهشود( پروتئینی است که نیز نامیده می YshAکه  OmpL) L. پروتئین غشای خارجی پورین (82-84)باشند نیز می

 82است که شامل  (Transmembrane β-barrel) تراغشایی βای یک پروتئین بشکه OmpLتوزیع شده است.  سالمونلاهای مختلف سروتیپ

شود به سمت غشای خارجی بیان می کلی اشریشیانوترکیب در  OmpLشود. زمانی که ترمینال می Nتراغشایی و یک توالی سیگنال  βرشته 

 .(83)شود باکتری محلی می

های ایمنی هومورال و تواند پاسخمی زیرا ،زا استبسیار ایمنی موریومتیفی سالمونلااز باکتری  OmpL پروتئیناند نشان دادهات مطالع

 ؛ بنابراین(84)خوبی محافظت کند به موریومتیفی سالمونلا زهای بسیار بالایشده در زمان چالش با دُهای ایمنسلولی را برانگیزد و از موش

OmpL  ژن ن آنتیکارگیری ایبا بهیب ترت ینبداست؛  سالمونلایک کاندید بالقوه برای توسعه یک واکسن زیرواحدی محافظ در برابر عفونت

همچنین و  موریومسالمونلا تیفیاز باکتری  OmpLژن از آنتی متشکل شدهکایمر ین ایمنوژنپروتئتهیه یک حاضر هدف مطالعه ارزشمند، 

 باشد.می HBHA (Binding Haemagglutinin Adhesin-Heparin) ادجوانت مولکولی

 کار مواد و روش
( HBHAادجوانتی ) دامنه یکاز متشکل ایمونوانفورماتیکی سازه نوترکیب  مطالعاتطراحی و  2423و همکاران در سال  Bazgirدر مطالعه 

آمینه و اسید 434نشان داده شد این سازه با  طور خلاصه، در مطالعه پیشینشده است. به طور مفصل بررسیبه( OmpLژنی )آنتییک دامنه و 

درصد ساختارهای  26/26و  18/84دوست و کروی است. این سازه نوترکیب دارای کیلودالتون، دارای ساختاری پایدار، آب 45/44وزن مولکولی 

این مطالعات بیوانفورماتیک برگزارش شد. علاوه 6112/4شده برای این سازه محاسبه یسیتهژنباشد. آنتیصفحات گسترده و رندوم کویل می

حفظ کرده  TLR4با گیرنده سطح سلول  HBHAطریق دمین طور صحیحی قابلیت اتصال خود را ازشده بهنشان داد سازه نوترکیب طراحی

 .(85)است 

 DH5α سویه کلی اشریشیا، موریومتیفی سویهسالمونلا های باکتریایی سروتیپمطالعه حاضر در : DNAهای باکتری و استخراج سویه

اساس بر DNAفرایند استخراج  تهیه شدند )دانشکده دامپزشکی، دانشگاه لرستان( و مورد استفاده قرار گرفتند. BL21سویه  کلی اشریشیاو 

 برای تکثیر توالی ژن موریومتیفیسالمونلا از باکتری )سیناکلون، ایران(، از باکتری  DNAشده توسط کیت اختصاصی استخراج پروتکل ارائه

OmpL و از واکسن ب.ث.ژ برای تکثیر توالی ژنHBHA  ،عنوان ادجوانت مولکولی انجام شد. کیفیت استخراج بهDNA نظر با استفاده از مورد

 .شددرصد بررسی  8الکتروفورز ژل آگارز 

از پرایمرهای اختصاصی  HBHAو مولکول  OmpLژن تیبرای تکثیر توالی آن: HBHAو مولکول  OmpLژن آنتیDNA تکثیر توالی 

جایگاه  خود دارای 5'در ناحیه  HBHAلازم به ذکر است که پرایمر رفت در فرایند تکثیر  نشان داده شده است استفاده شد. 8جدول که در 

 EcoRI میآنز یبرشخود دارای جایگاه  3´ هیدر ناح شد استفاده OmpLتکثیر ژن  باشد در حالیکه پرایمر برگشتی که برایمی Nco1برش آنزیم 
 بود.

برای  PCRواکنش  دهندهمیکرولیتر انجام شد. مواد تشکیل 25( با حجم نهایی PCRای پلیمراز )نظر توسط واکنش زنجیرهتکثیر ژن مورد

 5/8مولار(، میلی 5/2) dNTPمیکرولیتر  2(، X84میکرولیتر بافر ) Templat ،5/2میکرولیتر  2شامل  HBHAو مولکول  OmpLژن تکثیر آنتی

https://jvr.ut.ac.ir/
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تک لیتر آنزیم میکرو 8یک از پرایمرهای لینکردار فوروارد و ریورس، ( از هرپیکومول 84میکرولیتر ) 8مولار(، میلی 54) MgCl2 میکرولیتر

شده برای اجرای فرایند تکثیر به این صورت بود که در ابتدا مواد در کار گرفتهههای دمایی ب. سیکلبودند( واحد بر میکرولیتر 825/4پلیمراز )

سازی واسرشت گرادیسانتدرجه  45سیکل متوالی دمای  35سپس در  .دقیقه قرار گرفتند 5مدت گراد بهدرجه سانتی 45دمای واسرشت اولیه 

ثانیه  34را برای  گرادیسانتدرجه  42ثانیه و دمای تکثیر  35مدت برای اتصال پرایمرها را به گرادیسانتدرجه  64ثانیه، دمای  34مدت را به

توسط شده سنجی محصولات تکثیردقیقه انجام شد. کیفیت 84مدت گراد بهدرجه سانتی 42نهایت نیز تکثیر نهایی در دمای متحمل شدند. در

 درصد انجام شد. 8سیستم الکتروفورز و ژل آگارز 

 Splicing-by-Overlapفرایند ): SOE-PCRبه کمک روش  HBHAبه مولکول  OmpLژن الحاق توالی نوکلئوتیدی آنتی

Extension PCR )SOE-PCR شود. در مرحله اول محصولات در دو مرحله اجرا میPCR ژن آمده از مرحله قبل )آنتیدستهبOmpL  و مولکول

HBHAآمده از دست( به یکدیگر متصل شدند. بدین منظور محصولات به PCR در  ،عنوان الگوقبل به مرحلهPCR  استفاده شدند. در  8مرحله

تر لیمیکرو 2/8پلیمراز،  Taqمیکرولیتر آنزیم  HBHA  ،5/8و  OmpLشدهرقیق PCRلیتر از هر محصول میکرو 8از  SOE-PCR (I)واکنش 

MgCl2 ،5/2 لیتر میکرو 2لیتر بافر، میکروdNTP  برنامه دمایی  .لیتر استفاده شدمیکرو 25مقطر در حجم نهایی لیتر آبمیکرو 1/86و

عدد بود. سپس  85شده، های تعیینبا این تفاوت که تعداد سیکل .شده در مرحله قبل بوداستفاده در این واکنش نیز همانند برنامه ذکرمورد

 5/4الگو،  DNAمیکرولیتر از  5/8. بدین منظور از شداستفاده  SOE-PCRعنوان الگو برای واکنش دوم بهSOE-PCR حصول واکنش اول م

لیتر میکرو 5/4مول، پیکو 84با غلظت  HBHAمیکرولیتر پرایمر برگشت ژن  5/4مول، یکوپ 84 با غلظت OmpL میکرولیتر پرایمر رفت ژن 

 86مولار و میلی 5/2با غلظت  dNTPلیتر میکرو 2لیتر بافر، میکرو 5/2مولار، میلی 54با غلظت  MgCL2لیتر میکرو 5/8، پلیمراز Taqآنزیم 

به این صورت بود که ابتدا  SOE-PCR(II)شده برای واکنش لیتر استفاده شد. برنامه دمایی استفادهمیکرو 25مقطر در حجم نهایی لیتر آبمیکرو

 45دمای با سیکل متوالی  35سپس واکنش در  .سازی اولیه در نظر گرفته شدعنوان واسرشتدقیقه به 5مدت به گرادیسانتدرجه  45دمای 

 گرادیسانتدرجه  42ثانیه و  35مدت برای اتصال پرایمرها به گرادیسانتدرجه  64ثانیه،  34مدت سازی بهواسرشت برای گرادیسانت درجه

 برای تکثیر نهایی اعمال شد. گرادیسانتدرجه  42دقیقه دمای  5مدت نهایت نیز بهثانیه برای تکثیر پیش رفت. در 34مدت به

 (+) pET22b وکتور بیانی دوگانه روی آنزیمی هضم: HBHA-OmpLو کایمر نوترکیب  (+)pET22bهضم آنزیمی وکتور 

(Invitrogen, USA)  و کایمر نوترکیبHBHA-OmpL شد. برای انجام هضم دوگانه سازه نوترکیب  انجامHBHA-OmpL  و وکتورpET22b(+) 

نهایت هر دو گراد در انکوباتور بدون شیک استفاده شد. دردرجه سانتی 34ساعت در دمای  86مدت به Tangoو بافر  EcoRIو  NcoIاز دو آنزیم 

( طبق دستورالعمل Termo, USAفرایند استخراج از ژل آگارز توسط کیت اختصاصی ) .درصد بارگذاری شدند 8شده روی ژل آگارز محصول هضم

 سنجی شدند.شده توسط دستگاه نانودراپ کمیتشرکت سازنده انجام شد. بعد از استخراج از ژل، محصول استخراج

بعد : BL21 (DE3)مید نوترکیب به باکتری بیانی و انتقال پلاس (+)pET22bبه پلاسمید  HBHA-OmpLاتصال قطعه نوترکیب 

درجه  86در دمای  DNA Ligase T4و وکتور بیانی، فرایند اتصال با استفاده از آنزیم  HBHA-OmpLشده از تعیین غلظت قطعات هضم

ک حرارتی انجام وبا استفاده از روش ش DH5αهای مستعد انجام شد. سپس فرایند انتقال پلاسمید نوترکیب به سلول شبانهصورت به گرادیسانت

ساعت در  86مدت کشت داده شدند و بهلیتر( گرم بر میلیمیلی 8/4) بیوتیکآگار حاوی آنتی LB شده روی یک پلیتشد. محصولات لایگیت

شده های مشاهدهده درون کلنیشیید حضور قطعه کایمرأهای تک، جهت تگراد نگهداری شدند. پس از ظاهر شدن کلنیدرجه سانتی 34انکوباتور 

  استفاده شد. T7و همچنین پرایمر جهانی  PCR Colonyاز واکنش  ،روی محیط کشت

 . شدهمشخصات پرایمرهای استفاده .1جدول 

 Tmدمای 

 )درجه سانتیگراد(

 نام ژن پرایمرتوالی 

44 

13 

F:5' CCATGGGGATGGCTGAAAACTCGAACATTGATGACATC3' 

R:5' TTTAGCGGCAGCTTCCTTCTGGGTGACCTTCTTGGCCGCC 3' 
HBHA 

45 

44 

F:5' GAAGCTGCCGCTAAAATGAAATCTCTGAATACTCTAGTG 3' 

 

R:5' GAATTCCCGAAGAAATACTTCGCCCCGATACG3' 

OmpL 

 .باشدیم میآنز برش گاهیمربوط به جا دارخطریز وشده پررنگ یهاقسمت *
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اوی فرایند استخراج پلاسمید نوترکیب ح: به وکتور بیانی یسازرهمسانهیو ز استخراج پلاسمید نوترکیب، تعیین توالی

( طبق دستورالعمل ,USA Thermo، با استفاده از کیت تخصصی استخراج پلاسمید نوترکیب )DH5αاز باکتری  -OmpLHBHAقطعه 

 به شرکت بایونیر کره ارسال شد. بعد از تأیید حضور قطعه T7با استفاده از پرایمرهای  شرکت سازنده انجام شد و برای تعیین توالی

 انجام شدک حرارتی وبه روش ش BL21(DE3)مجدداً انتقال وکتور به درون باکتری مستعد بیانی (+)pET22b نوترکیب داخل پلاسمید 

گراد درجه سانتی 34اعت و دمای س 86مدت ( بهتریلیلیمگرم بر میلی 8/4سیلین )آگار حاوی آمپی LBو محصولات روی محیط کشت 

 بررسی شد.  T7جهانی  کارگیری پرایمرهبا ب PCR-Colonyیید صحت اجرای مرحله انتقال نیز توسط فرایند أ. تندانکوبه شد

، باکتری HBHA-OmpLمنظور القای بیان پروتئین به: HBHA-OmpLسازی پروتئین نوترکیب تولیدشده بیان و خالص

BL21(DE3)  حاوی(pET22b(+)  در ،)مایع کشت طیمح تریلیلیم 6تا  5نوترکیب LB (تریلیلیمگرم بر میلی 8/4) نیلیسیآمپ یحاو 

 LB کشت مایع لیتر محیطمیلی 54ها در سازی مجدد باکتریکشت داده شد. پس از جوان درجه 34 ساعت، در دمای 24تا  86مدت به

مولار( انجام شد. برای بررسی فرایند میلی 5/4) IPTGنظر توسط القای بیان ژن مورد ،(ترلیگرم بر میلیمیلی 8/4سیلین )حاوی آمپی

 درصد 82با غلظت  SDS-PAGEنهایت نیز ارزیابی کیفی القای بیان ژن توسط ژل برداری شد. دربار نمونه 8ساعت  8 بیان پروتئین هر

 بررسی شد.

رزین کروماتوگرافی کارگیری ستون هو ب His-Taq purification روش باشده، آوری پروتئین نوترکیب تولیدسازی و جمعخالص

های ارزیابی کیفی پروتئین و مولارمیلی 254ها توسط محلول ایمیدازول آوری نهایی پروتئینشد. در این روش، جمعانجام  NTAنیکل 

 انجام شد. درصد 82با غلظت  SDS-PAGEشده توسط ژل آوریجمع

 نتایج
عنوان به OmpLعنوان ادجوانت مولکولی و به HBHAهای منظور تکثیر ژنبه: های اختصاصیو تکثیر ژن DNAخراج است

های (. سپس هریک ژن8تصویر با موفقیت انجام شد ) موریومسالمونلا تیفیو باکتری  ژترتیب از واکسن ب.ث.به DNAژن، استخراج آنتی

HBHA  وOmpL توسط پرایمرهای اختصاصی و واکنش  باشند،میجفت باز  664و  644ترتیب دارای طول که بهPCR  بدون هیچ

 .(2تصویر آلودگی و باند غیر اختصاصی با موفقیت تکثیر شد )

 

 
 مربوط ستون. سیتوبرکلوز ومیکوباکتریما یباکتر از DNA استخراج جهینت: B ستون .ومیموریفیت سالمونلا یباکتر از DNA استخراج جهینت :Aستون  .1 ریتصو

 .شد اضافهالکتروفورز  ستمیس حیصح یاجرا دییتأجهت  صرفاً لدر به

 

https://jvr.ut.ac.ir/


 

 

 موریومیفیسالمونلا ت یهمؤثر عل یرواحدیواکسن ز یک یانب \و همکاران یربازگ یهمرض 

 842 

 
 باز. جفت 664 و 644های ترتیب با طولبه OmpLو  HBHA هایژن اختصاصی با هدف تکثیر PCRنتایج واکنش  .2 ریتصو

 

 
 .SOE-PCRجفت باز با استفاده از روش  8264به طول  HBHA-OmpLنوترکیب  مریکا تکثیرنتیجه  .3 ریتصو

 

: HBHAجفت باز( 611و قطعه مولکولی ) OmpLجفت باز( 661ژن )برای اتصال قطعه آنتی SOE-PCR اجرای واکنش

-HBHAعنوان نمونه الگو برای ساخت کایمر نوترکیب به OmpLو  HBHAهای شده هریک از ژن PCRبعد از تکثیر، از محصولات 

OmpL  استفاده شد. در این مرحله با استفاده از روشSplicing-by-Overlap Extension ژن توالی آنتیOmpL  و مولکولHBHA  با

جفت باز حاصل شد 8264جدید دارای  HBHA-OmpLیکدیگر متصل شدند و قطعه کایمر نوترکیب به استفاده از پرایمرهای لینکردار 

  .(3تصویر ) کندکه نتایج الکتروفورز تکثیر صحیح این قطعه را تأیید می

-HBHA کایمر نوترکیب: های مستعدفرایند هضم دو آنزیمی، واکنش اتصال و انتقال پلاسمید نوترکیب به درون باکتری

OmpL شده و همچنین وکتور بیانی ساختهpET22b(+) های محدودکننده تحت تیمار هضم دو آنزیمی توسط آنزیمNcoI  و EcoRI  قرار

لیگاز نیز با موفقیت انجام شد. سپس T4 شده، فرایند اتصال با استفاده از آنزیم یک از محصولات ذکرگرفتند و پس از استخراج از ژل هر

موفقیت  Colony-PCRمحصولات حاصل از فرایند  ،نتایج الکتروفورز .داده شدانتقال DH5𝛼 آمده به درون باکتری مستعد دستهمحصول ب

(. 4تصویر یید کرد )أرا ت DH5𝛼 و انتقال وکتور نوترکیب به باکتری  (+)pET22bاجرای فرایندهای اتصال قطعه نوترکیب به وکتور بیانی 

جفت  8542و یک قطعه  کنداضافه می HBHA-OmpLجفت باز را به توالی کایمر نوترکیب  T7  ،325، پرایمرColony-PCRدر فرایند 

 کند.بازی را تولید می

یابی از روی پلاسمید نتایج توالی: HBHA-OmpLحاوی پروتئین نوترکیب  (+)pET22bیابی پلاسمید نوترکیب نتایج توالی

نشان داد توالی مدنظر هیچ جهشی ندارد و فریم خوانش صحیح  T7ز پرایمرهای ، با استفاده اOmpL-HBHAشده کایمر حاوی قطعه

با  BL21 (DE3)طی فرایند شوک حرارتی به درون باکتری بیانی  (+)pET22bپلاسمید نوترکیب  ،یابیپس از تأیید نتایج توالی .باشدمی

 موفقیت انتقال یافت.
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 . T7با استفاده از پرایمرهای  DH5𝛼 سویه  اشریشیا کلیی باکتردر جفت باز موجود  8542کایمر نوترکیب  به طول  PCRی کلن تمحصولا .4 ریتصو

 

 
است،  IPTGتوسط  BL21 (DE3) یهایباکتر انیب یالقا از قبل صفر ستونهای مختلف. در زمان HBHA-OmpLبیان پروتئین کایمر نوترکیب  .5 ریتصو

 . باشندیم انیب یالقا از بعد ساعت 5 و 4، 3، 2، 8 بیترتبه هاستون ریسا کهیحالدر

 

 
میلی  254و محلول ایمیدازول  NTAرزین کروماتوگرافی نیکل کیلو دالتون که توسط ستون  5/44با وزن  HBHA-OmpL شدهیسازخالص نیپروتئ .6 ریتصو

 مولار خالص شده است.
 

 IPTGالقای بیان پروتئین نوترکیب با استفاده از : HBHA-OmpLسازی توالی پروتئین نوترکیب بررسی القای بیان و خالص

گراد، با استفاده از درجه سانتی 34ساعت متوالی در دمای  5ساعت پس از القا تا  8مولار انجام شد. میزان بیان هر میلی 5/4با غلظت 

شده افزایش شود با گذشت زمان غلظت پروتئین بیانطور که ملاحظه می( و همان5تصویر قرار گرفت ) مورد ارزیابی SDS-PAGEژل 
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 روتئین استفاده شد. پس از اتمام فرایند تخلیص پرزین کروماتوگرافی نیکل از ستون  ،شدهسازی پروتئین تولیدمنظور خالصیافته است. به

HBHA-OmpL وی شده رهای خالصاستفاده از کروماتوگرافی تمایلی به روش طبیعی )توسط تغییر غلظت ایمیدازول(، پروتئینبا

 یدالتون، رو لویک 45/44 باً یتقر یبا وزن مولکولمورد انتظار  نیپروتئو درنهایت  ارزیابی شدنددرصد بارگزاری و  SDS-PAGE  82ژل

 (. 6تصویر ) قرار گرفت دییتأمورد  SDS-PAGE ژل

  بحث
ه یافته است که آن را ب به حدی افزایش موریومسالمونلا تیفیبهداشت عمومی مرتبط با مشکلات میر و ودر حال حاضر میزان مرگ

ین شود و اراحتی مقاوم میبیوتیکی رایج بههای آنتیموضوع مهمی برای جوامع بشری تبدیل کرده است. این باکتری در برابر درمان

بنابراین نیاز به دسترسی به یک  ؛(86)ها و حیوانات در سراسر جهان به وجود آورده است زیادی را در درمان انسانمشکلات مسئله 

علم  کارگیریهشود. امروزه بشدت احساس میعوارض جانبی به نواکسن کارآمد با قابلیت مناسب تحریک سیستم ایمنی و با کمتری

شده یا غیرفعال های زنده ضعیفها و ویروسهای پروتئینی را با باکتریژنفناوری در تولید پروتئین نوترکیب، اجازه جایگزینی آنتیزیست

ترکیب در مقیاس بزرگ با هزینه کمتر یکی از مزایای های نواین تولید پروتئینبرهای نسل جدید داده است. علاوهدر ساختار واکسن

ابر کننده در برمحافظت / هایی فعالژن، آنتیسالمونلاهای غشای خارجی . براساس مطالعات پیشین، پروتئین(84)عمده این فرایند است 

اهمیت مورد در. (81 ،82)ها مورد استفاده قرار گیرند در طراحی واکسن دکاندییک عنوان و این پتانسیل را دارند که به باشندمی سالمونلا

 دلیل موقعیت آن بر رویبه ،عنوان یک پروتئین غشاییبه ژن،یآنت نیا که کرد اشاره تهنک نیا به توانیم OmpL ژنی آنتیکارگیرهب

 زسالمونلوعلیه  های مربوط به طراحی واکسندر مطالعه سالمونلاسطح باکتری و همچنین بیان فراوان آن در میان سرووارهای مختلف 

از  متشکلدر یک مطالعه به شناسایی و توصیف واکسنی  2483و همکاران در سال  Yangعنوان مثال به. (84 ،84)است مورد توجه 

شده های واکسینهدر موشعنوان یک واکسن بالقوه برای محافظت در برابر سالمونلوز در موش پرداختند و گزارش کردند به OmpLژن آنتی

کوبی قادر به کشتن عامل بیماری های بدون مایهولی سرم موش ،کشته شدند rOmpLهای باکتری توسط سرم ، تمام ایزولهrOmpLبا 

ژن یک آنتی OmpL پروتئین ها به این نتیجه رسیدند کهدقیقه نبود. آن 814شده تا در شرایط آزمایشگاهی برای همه سرووارهای آزمایش

. بر همین اساس در مطالعه حاضر نیز از (84)کند ارائه می سالمونلاامیدوارکننده و محافظ برای توسعه یک واکسن کاندید علیه عفونت 

 سنجی بیانامکان حاضر در مطالعهبا هدف توسعه یک واکسن کونژوگه استفاده شده است.  HBHAادجوانت با همراه  OmpLژن آنتی

 دهندهان( مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشBL21(DE3)در سیستم بیانی پروکاریوتی )باکتری بیانی  HBHA-OmpLسازه نوترکیب 

رفه پروکاریوتی بسیار صبهکارگیری سیستم بیانی کاربرپسند و مقرونهنوترکیب در سیستم بیانی پروکاریوتی بود. ب بیان موفق این سازه

 مورد توجه و علاقه محققین است. 

را با طراحی آغازگر اختصاصی و  سالمونلااز باکتری  InvGژن  2485و همکاران در سال  Jahandarدر راستای مطالعه حاضر، 

نشان داد تولید پروتئین  نتایجارزیابی کردند.  BL21(DE3)تکثیر و بیان آن را در سیستم بیانی پروکاریوتی   PCRاستفاده از روش

که این نتایج  (24)ست پذیر ا( امکانکلی اشریشیاکیلو دالتون در میزبان بیانی پروکاریوتی ) 18با وزن  سالمونلااز باکتری  InvG نوترکیب

اند هاین مطالعات پیشین نشان دادبرباشد. علاوههای نوترکیب میدر راستای اهمیت و توانمندی سیستم پروکاریوتی در تهیه پروتئین

کل از متش زیرواحدی، های نوترکیبواکسن عنوان کاندیدبهو معرفی  ژنیکهای آنتیپروتئینانواع بیان زمینه بسیاری در هایمطالعه

 بیانی پروکاریوتی و همچنین سیستم همینانجام شده است که از  کوکسیلاو  بروسلاهایی نظیر های قدرتمند علیه پاتوژنژنآنتی

بیان  برایترین سیستمی است که نیز قوی pETسیستم بیانی وکتور .(23-28)اند کردهه داستفابا موفقیت  پلاسمیدهای اختصاصی

در باکتری  HBHA-OmpLتولید پروتئین حاضر  مطالعه. در (24)شود های پروکاریوتی به کار گرفته میپروتئین نوترکیب در میزبان

با موفقیت انجام گرفت. دلیل انتخاب پلاسمید  pET22bبه شکل نوترکیب با استفاده از ناقل پلاسمیدی سیستم )+( کلی اشریشیا

)+(pET22b  اشریشیا کلی تجاری پروتئین نوترکیب در باکتریسپس . (24) استکارایی بالای آن در کلونینگ و تولید پروتئین نوترکیب 

BL21 (DE3) توسط نیز  سازی شد و درنهایتو خالص بیانSDS-PAGE  قرار گرفتیید أتمورد . 

ا هدف توسعه بژنیک نوترکیب های آنتیطراحی و یا ساخت سازه هزمینتاکنون مطالعات متعددی دردر راستای مطالعه حاضر، 

واحدی علیه با هدف توسعه یک واکسن زیر 2486و همکاران در سال  Adeliدر این خصوص های زیرواحدی صورت گرفته است. واکسن

کدونی  ترجیح بهتوجهبا موردنظر ژن حداکثری، بیان مطالعه برای آنپرداختند. در  fliCنوترکیب  پروتئین بیماری سالمونلوز به بیان
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  BL21 (DE3)اشریشیا کلی میزبان بیانی پروکاریوتی به سپس و شد سازیزیرهمسانه +pET28aبیانی وکتور سنتز و درون E.coliباکتری 

، 2444و همکاران در سال  Verma. (25)یید شد أت SDS-PAGEمذکور با استفاده از  دالتونی کیلو 58منتقل شد. بیان و خلوص پروتئین 

( در ساختار یک S. Typhi) تیفیسرووار  سالمونلا آنتریکااز  OmpCو  OmpFهای غشای خارجی کارگیری پروتئینهبا هدف ب اییمطالعه

سازی همسانه pQE30UAدر وکتور  S. Typhiاز  OmpCو  OmpFهای واکسن کاندید برای پیشگیری از تب تیفوئید انجام دادند. پروتئین

های کروماتوگرافی شده با استفاده از روشهای تولیدبیان شدند. پروتئین BL21 (DE3) کلی اشریشیاو سپس در باکتری بیانی 

ی های سرمی براها بررسی شود. آزمایشها تزریق شدند تا پاسخ ایمنی آنسازی و سپس به موش)کروماتوگرافی تعویض یونی( خالص

های واکسن های بالقوه برایژنعنوان آنتییمنی مؤثری ایجاد کنند و بهتوانند پاسخ اها میها نشان داد پروتئینبادیگیری تولید آنتیاندازه

 . (26)در نظر گرفته شوند  S. Typhiضد 

ژن آنتیسازی واحدی به بیان و خالصمنظور توسعه واکسن زیربه ایی، طی مطالعه2481و همکاران در سال  Pandeyاین برعلاوه

Omp28  ژن توالی آنتیواحد پرداختند. در این مطالعه برای توسعه واکسن زیر تیفی موریومسرووار نتریکا آسالمونلاازOmp28 و تکثیر 

رن بلات با طریق وستشده ازژنیک بودن پروتئین خالصسازی و پروتئین آن نیز در سیستم بیانی پروکاریوتی بیان شد. آنتیهمسانه

ثر برای توسعه واکسن ؤعنوان یک کاندید متواند بهمی Omp28 ژنآنتیگزارش کردند  ها. آنیید شدأشده در خرگوش تتولید سرمآنتی

rDNA کارگیریدر راستای به .که با هدفی مشابه با مطالعه حاضر با موفقیت پیش رفته است (24) علیه سالمونلوز در نظر گرفته شود 

 با هدف توسعه یک واکسن نوترکیب علیه 2482و همکاران در سال   Jhaهای زیرواحدی،های برجسته در توسعه کاندید واکسنژنآنتی

 یخارج یغشا نیپروتئ کیژن  نیا. استفاده کردند ومیمور یفیت سالمونلاباکتری  Omp C ژن، از آنتیوریط یبرا ومیمور یفیسالمونلا ت

ژن مذکور آنتی DNAمنظور توالی بدین .شودیم انیب یادیز زانیبالا به م تهیو هم در اسمولار نییپا تهیکه هم در اسمولاراست  یاصل

 .(21) شود یبررس rDNAتا امکان توسعه واکسن  شد یتوال نییتعسپس کلون و  DH5αسویه  اشریشیا کلیتکثیر و سپس در باکتری 

تواند های سالمونلایی باشد. این پروتئین مید واکسنی محافظ در برابر عفونتتوانمی OmpLژن آنتی شامل ،واحدییک واکسن زیر

تقویت کند و پتانسیل آن را برای استفاده در انواع  سالمونلاسازی کامل عفونت باکتری های ایمنی هومورال و سلولی را برای پاکپاسخ

قابلیت را دارد که یک واکسن بالقوه در برابر عفونت چندگانه  این OmpL ژنآنتی نتیجه واکسن مبتنی برها افزایش دهد. درواکسن

از باکتری  OmpLژن آنتی که حاوی پروتئین شود، تلاش شد یک پروتئین نوترکیب معرفی مطالعه حاضرباشد. در  موریومسالمونلا تیفی

 های رایج موجود است.کارآمد برای واکسنعنوان یک جایگزین (، بهHBHA-OmpL) HBHAو ادجوانت مولکولی  موریومسالمونلا تیفی

 OmpL ژنآنتیمتشکل از شامل دو دامنه اصلی  ،کنیژومونیا مریساختار کا کیبا هدف ساخت  حاضر مطالعه گیری نهایی:نتیجه

اختار س نینجام شد. اا مایکوباکتریوم توبرکلوزیسعنوان ادجوانت مولکولی از باکتری ، بهHBHAو مولکول  موموریتیفی سالمونلااز باکتری 

ایج مشخص طور که در نت. همانشد بررسی یوتیپروکار یانیب ستمیدر سسنجی بیان پروتئین مربوط به آن سپس امکانو  یطراح در ابتدا

در  توانیم نینابراب گردد؛سازی میقیمت و کاربرپسند پروکاریوتی بیان و خالصگردید این پروتئین نوترکیب با موفقیت در سیستم ارزان

 مطالعه قرار داد. مورد یوانیح یهادر مدل یواحدریواکسن زیک کاندید  عنوانآن را به ییزایمنیخواص اهای بعدی مطالعه

 یاخلاق ملاحظات
بنابراین مشمول دریافت کد ؛ باشد و هیچ مدل انسانی یا حیوانی در آن استفاده نشده استمی in vitroمطالعه حاضر یک مطالعه 

 باشد.ق نمیاخلا

 پاسگزاریس
ئولین مس یهمکاربنابراین از ؛ باشدجانبه دانشکده دامپزشکی دانشگاه لرستان در ایران میهای همهمطالعه حاضر در راستای حمایت

 .شودیم یپروژه تشکر و قدردان نیدر انجام اربط ذی

 تعارض منافع

 مطالعه وجود ندارد. یندر ارتباط با ا یگونه تعارض منافع یچه
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