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 AN5 هیسو سیبو ومیکوباکتریما CFP-10حدت  نیپروتئ انیکلون و ب
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 1399ماه آذر  10 :تاریخ پذیرش، 1399شهریور ماه  31تاریخ دریافت: 
 

                                                                                                                 چکیده

 

. دارداثرات مهمی در بهداشت عمومی و اقتصادی از جمله تجارت حیوانات و تولید و  شودایجاد می مایکوباکتریوم بویسوسیله گونه ه سل گاوی ب :زمینۀ مطالعه

 رودشمار میه های مثبت کاذب از معایب آن برغم اعتماد به این آزمایش، واکنشبرنامه کنترل مرسوم براساس آزمایش پوستی و کشتار گاوهای آلوده به سل است. علی

  گردد.هایی با ویژگی بالاتر توصیه میآن استفاده از پروتئین رفعکه جهت 
 .صورت گرفت مایکوباکتریوم بویسژن عنوان آنتیه ب CFP-10کلون، بیان و تخلیص پروتئین نوترکیب حاضر به منظور  مطالعه :هدف

در وکتور  HindIIIو  EcoRIتکثیر شد. محصول واکنش پس از هضم توسط دو آنزیم  مرازبا استفاده از تکنیک واکنش زنجیره پلی CFP-10ژن پروتئین  :کارروش

pET23a(+)  از ترانسفورماسیون در سلول  بعدو شد کلونDH5α E. coli کلون شده در سلول بیانی  وکتور و تعیین توالی، تکثیر گردید. پس از الحاقBL21 

E. coli استفاده شدمولار  8اوره از ای در پلت سلولی تیوگالاکتوپیرانوزید استفاده گردید. جهت انحلال اجسام توده-بتا-دی-ترانسفورم شد. جهت القاء، از ایزپروپیل .

 . گرفتحذف اوره با گرادیان کاهنده انجام  پس از تخلیص پروتئین نوترکیب با رزین نیکل،

اثبات شد.  بادی اختصاصی با وسترن بلاتینگبا استفاده از مونوکلونال آنتی CFP-10بیان پروتئین با تعیین توالی اثبات گردید.  CFP-10صحت کلون ژن  :نتایج

به خوبی بیان و تخلیص  کیلو دالتون 10ژن در کنار وسترن بلاتینگ، حاکی از آن بود که پروتئین نوترکیب بدست آمده در وزن مولکولی حدود نتایج تعیین توالی 

 گردیده است.

 تولید در بیشتر مطالعات تواند جهتمی CFP-10به خوبی در سیستم پروکاریوتی کلون، بیان گردید و پروتئین   cfp-10نتایج نشان داد که ژن :نهایی گیرینتیجه

 گیرد. قرار استفاده مورد گاوی سل علیه تشخیصی هایکیت

 ، کلون، بیان، پروتئین نوترکیبمایکوباکتریوم بویس، CFP-10 :کلیدی کلمات
 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ

 رانیدانشگاه تهران، تهران، ا ،یدانشکده دامپزشک ،یمونولوژیو ا یولوژیکروبیگروه م ،یصالحیزهرائ یتق: مسئول سندهینو
 tsalehi@ut.ac.ir : یکیپست الکترون

 

 مقدمه

 است ایگونه باشدمی مایکوباکتریوم بویس آن عامل که گاوی سل

 از وسیعی طیف در سل راکه بالاترین توانایی ایجاد بیماری 

های ابتلاء به سل گاوی شامل پیامد گاو دارد. و عمدتاً هامیزبان

مبتلا و خسارات اقتصادی  گاوهایکاهش تولید، مرگ زودرس 

باشد. استراتژی عمده در کنترل و های آلوده میشدید در گله

پیشگیری این بیماری، مبتنی بر سیاست آزمایش پوستی 

 (.12) کشتار گاوهای واکنش مثبت گله استتوبرکولین و 

ای با استفاده ها تست توبرکولین مقایسهسال در ایران

تهیه شده در موسسه PPD  (Protein Purified Derivative )از

گری عنوان آزمایش غرباله رازی، بتحقیقات واکسن و سرم سازی 
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طور موفقیت آمیزی ه آلوده ب گاوهایقابل اعتماد در تشخیص 

تعداد ، کنیهای ریشهبرنامه با پیشرفتستفاده شده است. ا

های ژنوجود آنتی یابد.افزایش مینیز های مثبت کاذب واکنش

 مانندهای مختلف مایکوباکتریایی مشترک فراوان بین گونه

مایکوباکتریوم آویوم تحت  آویوم تحت گونه آویوم، مایکوباکتریوم
های محیطی که منجر به مایکوباکتریوم و گونه پاراتوبرکلوزیس

و از معضلات عمده در شناسایی گردد می مداخله در تفسیر آزمایش

ایجاد از دلایل عمده رود، یکی های آلوده در گله به شمار میدام

شود. از سوی دیگر استفاده از محسوب مینتایج مثبت کاذب 

ین باعث تولید توبرکلوپروتئ در هنگامحرارت و مواد شیمیایی 

شدن  واسرشتجمله  ازPPD تغییراتی در آنتی ژنیسیتی و ساختار 

های ترشحی سبک وزن با ویژگی و از بین رفتن گروهی از پروتئین

نقش مهمی در رابطه با پاسخ ایمنی ها این پروتئینکه  گرددبالا می

 (.5کنند )می ایفاسلولی 

کاهش  رهای اشاره شده در بالا و به منظوبا توجه به ضعف

های کنترلی، ضررهای اقتصادی و اطمینان خاطر دامدار در برنامه

های تکمیلی نیاز به آزمایش مجدد درگاوهای راکتور مثبت با تست

هایی که واجد حساسیت و ویژگی و یا انجام تست با پروتئین

 رسد. بالاتری هستند، ضروری به نظر می

 (The 10 KDa Culture Filtrate Protein)پروتئین 

CFP-10 ، مایکوباکتریوم پروتئین ایمونوژن ترشحی در سویه
ژن محافظتی نشان باشد که نقش آن از نظر حدت و آنتیمی بویس

 esxBداده شده است. این ژن به طور مجزا توسط مناطق ژنی 

(cfp-10  کد کننده پروتئینCFP-10 کد )و در ناحیهگردد می 

RD1 (Region of Differentiation1) مایکوباکتریوم بویس 

 وجود دارد وحشی مایکوباکتریوم بویس مذکور در قرار دارند. ناحیه

 اکثرو BCG  (Bacillus Calmette–Guérin )ولی در

 خصوصیتهای محیطی وجود ندارد که از این مایکوباکتریوم

های محیطی های عفونی به مایکوباکتریومتوان جهت تمایز داممی

. نتایج (17) له واکسینه شده با یون بهره بردو یا گله آلوده از گ

ای جهت مطالعات تواند به عنوان پایهحاصل از این مطالعه می

الایزا علیه سل گاوی مورد  های تشخیصیبیشتر در تولید کیت

 استفاده قرار گیرد.

 کارمواد و روش

از : های مصرفیها و کیتهای باکتریایی، آنزیمسویه

جود در بخش تحقیق و تولید مایکوباکتریوم بویس مو AN5 سویه

توبرکولین و مالئین موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی 

و  DH5αهای استفاده گردید. سلول DNA جهت استخراج 

BL21 و پلاسمید از بخش تولید واکسن تب برفکی  pET23a(+) 

ن مین گردید. سنتز پرایمرها و همچنیأاز بخش بیوتکنولوژی ت

کره Macrogenهای کلون شده، توسط شرکت تعیین توالی ژن

 HindIII و  EcoRIهای محدود کننده جنوبی صورت گرفت. آنزیم
 Thermo Fisherاز شرکت  Ni-NTA رزین همچنین

Scientific .دو کیت ساخت  از برای استخراج پلاسمید، تهیه شد

مصرفی  مولکولیمواد  دیگراستفاده شد.  MBSTو  Rocheشرکت 

 مین گردید.أت Sigmaو  Sinacloneشرکت از دو 

 باکتری: ژنومی DNAکشت باکتری و استخراج 

در محیط اختصاصی لوانشتاین  AN5سویه مایکوباکتریوم بویس 

 37دمای  هفته در 6جانسون پیروات دار کشت داده شد و به مدت 

 هایانکوبه گردید. تحت شرایط ایمن از پرگنهگراد درجه سانتی

پس از غیر  باکتری به میزان یک لوپ کامل برداشته شد و

درجه  80ماری با دمای دقیقه در بن 30باکتری به مدت  سازیفعال

 Van روشبا استفاده از  DNAاستخراج  ، عملیاتگرادسانتی

Soolingen (.16) انجام گرفت 2001در سال  و همکاران 

طراحی پرایمرهای اختصاصی حاوی مناطق برش 

 از cfp-10توالی ثبت شده ژن : PCRخورده و انجام عملیات 

گردید. برای پرایمرهای  انستیتو پاستور اخذBovilist  پایگاه

 HindIIIو  EcoRIهای آنزیم جایگاه برش بالادست و پائین دست،

 Vector NTIدر نظر گرفته شد. طراحی پرایمرها توسط نرم افزار

Advance 11  شرکت صورت پذیرفت و توسطMacrogen  کره

جفت  303که  cfp-10گردید. توالی پرایمرهای ژن  جنوبی سنتز

 است از: نماید، عبارتباز را تکثیر می

5' AGCTAGAATTCATGGCAGAGATGAAGACC3' 

(EcoRI) 

5' CAGGAGCGTTTACCCGAAGTTCGAATTAT 3' 

(HindIII) 

 100با حجم نهایی  PCR ل دهندهترکیب اجزای تشکی

 :به شرح ذیل صورت گرفتمیکرولیتر 

 dNTP 10 ،میکرولیتر 10به میزان  PCR X10بافر  

 DMSO (Dimethyl ،میکرولیتر 2به مقدار  مولارمیلی

Sulfoxideبالادست و پائین دست پرایمر  ،میکرولیتر 5ا حجم ( ب

 pfu ،میکرولیتر 1 با مقدارالگو  DNA ،میکرولیتر 5هر کدام 



 

 

 سیبو ومیکوباکتریما CFP-10 انیکلون و ب \همکارانو  یپژوهرضا عارف 

 
126 

 3/71 با مقدارآب مقطر  ،میکرولیتر 7/0حجم  مراز باپلی

 .میکرولیتر

 Eppendorf Gradiantبرنامه دمایی و زمان در دستگاه 

 :به شرح زیر اجرا شد

 5به مدت گراد درجه سانتی 95اولیه در  سازیواسرشت

به مدت گراد درجه سانتی 95سازی واسرشت ،چرخهدقیقه یک 

ثانیه، بسط  45به مدت گراد درجه سانتی 62اتصال  ثانیه، 45

 چرخه 35دقیقه و تکرار  1به مدت گراد درجه سانتی 72زنجیره 

 10به مدت گراد درجه سانتی 72بسط نهایی در  در نهایتو 

در آگارز  cfp-10انجام گرفت. ژن تکثیر یافته  چرخهدقیقه یک 

 گردید. محصول الکتروفورزساعت  1به مدت  90در ولتاژ  درصد 1

PCR  دستورالعمل کیتبدست آمده منطبق باPCR Product 

Purification   شرکتساخت Roche  .تخلیص شد 

به : (+)pET23aدر وکتور  cfp-10 کلونینگ وبیان ژن

، هضم (+)pET23aدر وکتور  cfp-10 منظور کلون نمودن ژن

 Hind دهبا دو آنزیم محدود کنن PCRآنزیمی مضاعف محصول 

III  وEcoRI  به مدت یک شبانه گراد درجه سانتی 37در دمای

زمان عملیات هضم آنزیمی مضاعف بر روی هم روز صورت گرفت.

پلاسمید خطی شده پس از  نیز انجام شد. (+)pET23aوکتور 

 PCRدستور العمل کیت ، مطابق بااز روی ژل آگاروز برش

Product Purification   شرکتساخت Roche .تخلیص شد 

پس از ارزیابی کمی و کیفی صورت گرفته بر روی پلاسمید و 

 NEBهضم شده، با استفاده از نرم افزار  PCRمحصول 

Ligation Calculator  بهترین غلظت جهت عملیات الحاق

 در دستگاهلیگاز   T4با استفاده از آنزیم الحاقمحاسبه گردید. 

 روز یک شبانه مدت بهگراد یدرجه سانت 16 دمای در ترموسایکلر

منظور تکثیر، عملیات ترانسفورماسیون وکتور  به گرفت. انجام

با روش کلرید  DH5α E. coliکلون شده در سلول مستعد 

 صورت گرفت و سلول به محیط لوریا برتانی کلسیم سرد شده،

(LB Broth )میکروگرم/  100) سیلینحاوی غلظت مناسب آمپی

عملیات  تلقیح شد.گراد درجه سانتی 37 ( در دمایلیترمیلی

استخراج پلاسمید از سلول با روش لیز قلیایی انجام گرفت. 

تأیید  PCR با انجام کلونی گری پلاسمیدهای این مطالعهغربال

صورت خوانش دو طرفه ه ب ، تعیین توالییجهت تأیید نهای شد.

ا از نرم هبرای آنالیز توالی گرفت. با پرایمرهای یونیورسال صورت

 .شداستفاده  Chromas Version 2.6.4افزار 

های کلون شده در سلول به منظور بیان پروتئین، پلاسمید

و بذر کاری به  شدمستعد شده ترانسفورم  BL21  E. coliبیانی

 سیلینحاوی آمپیLB Broth  لیتر محیطمیلی 50ارلن محتوی 

گراد سانتی درجه 37ها در دمای عمل هوادهی ارلن .شدافزوده 

انجام گرفت. به محض رسیدن جذب نوری ام آرپی 144 با سرعت

-دی-ایزپروپیل ، قبل از افزودننانومتر 600 در طول موج 6/0به 

لیتر نمونه زمان صفر میلی 1 ،(IPTG)تیوگالاکتوپیرانوزید -بتا

استفاده شد.  IPTGبرداشت گردید. جهت القاء بیان پروتئین از 

 مولارمیلی 1و  5/0 ،2/0 ،1/0های غلظت ازی،سبه منظور بهینه

محاسبه شد و  LB Brothدر حجم نهایی محیط  IPTG از

انکوبه و هوادهی گراد درجه سانتی 22و  37 ها در دمایفالکون

و  180، 120، 60ها در فواصل زمانی از هر یک از فالکون شدند.

یع رویی و لیتر نمونه برداری شد. مامیلی 1به میزان  دقیقه 240

ها از نظر بیان پروتئین با ژل پلت باکتریایی هر یک از نمونه

SDS-PAGE (4-12 با ولتاژ درصد )ساعت  2به مدت  ولت 100

 (.5) مورد ارزیابی قرار گرفتند

به فرم اجسام  His-Taggedاستحصال پروتئین 

با توجه به بیان : ای با روش مکانیکی سونیکاسیونتوده

در پلت  (Inclusion Body) ایاجسام توده پروتئین به شکل

سلولی، عملیات متلاشی نمودن سلول پس از شستشو با بافر 

 PMSF (Phenyl Methyl Sulfonyl نمکی در حضور

Fluoride ) دقیقه  1، با فواصل زمانی 80)دامنه با امواج فراصوت

بار( صورت پذیرفت. برای  5دقیقه استراحت به مدت  1ضربان و 

 مولار استفاده شد. 8از اوره  ختن پروتئین غیر محلولمحلول سا

های نوترکیب با به منظور جداسازی پروتئین: تخلیص

استفاده گردید. تحت شرایط  Ni-NTAاز رزین  Hisتوالی 

لیتری میلی 5/1رزین به دو میکروتیوپ میکرولیتر  100 استریل

 PBS)بافر متعادل کننده  بافر دو برابر حجم رزین از و افزوده شد

1X مولار با  8مولار و اوره میلی 10، همراه با ایمیدازولpH  برابر

حجم مساوی از  پس از سانتریفیوژ، .به رزین افزوده شد( 4/7

مخلوط شد و بافر متعادل کننده  عصاره پروتئینی سونیکه شده با

. هم زده شدخوبی ه ساعت در دمای آزمایشگاه ب 1به مدت 

سازی مایع سانتریفیوژ گردیدند. پس از جدا ها مجدداًمیکروتیوب

، همراه PBS 1Xبافر شستشو )بافر  لیتر ازمیلی 1 ،رویی به رزین

افزوده ( 4/7برابر  pHمولار با  8مولار و اوره میلی 25با ایمیدازول 

در شد و پس از سانتریفیوژ، عملیات شستشو دو بار تکرار گردید. 

بافر شستشو  محلولمیکرولیتر  100 ،به حجم رزین اولیه نهایت
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 400و  250، همراه با ایمیدازول PBS 1Xمولار )بافر میلی 250

افزوده شد و پس از ( 4/7برابر  pHمولار با  8مولار و اوره میلی

 با آوری شد و همین عملیات مجدداًسانتریفیوژ، مایع رویی جمع

اده از تکرار شد. حذف اوره با استفمولار میلی 400بافر شستشو 

 مولار اوره صورت گرفت. 0و  1، 2، 4، 6، 8 گرادیان کاهشی

آنالیز (. 9) ارزیابی شدند Lowryهای استحصالی با روش پروتئین

( صورت درصد 4-12) SDS-PAGEها با تکنیک پروتئین

 رنگ آمیزی گردید. G-250گرفت. ژل با کوماسی بلو 

 CFP-10به منظور تأیید بیان پروتئین : وسترن بلاتینگ

پس از  طور خلاصه،به (.13)شد ایمونوبلاتینگ استفاده  روشاز 

-SDSالکتروفورز پروتئین نوترکیب تخلیص شده به روی ژل 

PAGE پلی وینیلدین فلورایدغشاء ، ژل و کاغذهای واتمن و 

(PVDF ).مجموعه به تانک  در کاست مخصوص قرار داده شدند

آمپر میلی 400ان با شدت جری محتوی ترانسفر بافر انتقال یافت.

با  PVDFبلاک نمودن کاغذ  ساعت برقرار گردید. 1به مدت 

به  درصد 3ور سازی کاغذ در محلول سرم آلبومین گاوی غوطه

با بافر  PVDFپس از شستشوی کاغذ  انجام شد. ساعت 1مدت 

ساخت شرکت  His tag آنتی بادی، آنتی(TBST) تریس نمکی

Abcam  افزوده غشاء ساعت روی  1مدت به  1:5000با رقت

بادی ثانویه سپس آنتی شستشو گردید. TBSTکاغذ با بافر  شد.

goat anti-Rabbit  کنژوگه باHRP  ساخت شرکتAbcam  با

ساعت در  1و کاغذ به مدت  افزوده شدغشاء به  1:5000غلظت 

در مجاورت  پس از شستشوغشاء  دمای آزمایشگاه شیک گردید.

DAB و  درصد 30به همراه آب اکسیژنه  یک درصدPBS1X  به

 دقیقه قرار گرفت. 3مدت 

 نتایج

بر روی  PCRمحصولات : cfp-10 تکثیر ژن پروتئینی

با  cfp-10الکتروفورز گردید. نتایج، تکثیر ژن  درصد 1ژل آگارز 

سازی جفت باز را به خوبی نشان داد. به منظور پاک 303 اندازه

 از باقیمانده مواد، عملیات تخلیص با استفاده از PCRمحصول 

 Roche شرکت ساخت  PCR Product Purification کیت

 (.1 تصویر) انجام شد

به منظور :  (+)pET23aهضم آنزیمی مضاعف پلاسمید

خطی شدن پلاسمیدهای استخراج شده، هضم با استفاده از 

 انجام شد و محصول هضم  EcoRIو  HindIIIهای برشی آنزیم
 

 
مارکر مولکولی  -PCR .1با تکنیک  مایکوباکتریوم بویس cfp-10 تکثیر ژن. 1 تصویر

 .cfp-10 ژنجفت باز  303د بان-3کنترل منفی،  -2 ،یک کیلو بازاستاندارد 

 
 

 
 سایز مارکر استاندارد -a23pET .1(+)هضم آنزیمی مضاعف پلاسمید  .2 تصویر

)Bioneer( پلاسمید  -2 ،یک کیلو باز(+)a23pET خطی هضم شده مضاعف 

 .HindIIIو  EcoRIهای نزیمآبا جفت باز  4000حدود 

 

درصد الکتروفورز گردید. نتایج حضور  8/0روی ژل آگارز بر شده 

با خلوص و غلظت باز  جفت 4000پلاسمید خطی شده با حدود 

داخل  از پلاسمید بالا را نشان داد. پس از برش ژل محتوی وکتور،

 (.2 تصویر) ژل تخلیص گردید

تعیین توالی و آنالیز نرم افزاری پس : الحاق و تعیین توالی

حاکی از  (+)pET23aبا وکتور  cfp-10از عملیات الحاق بین ژن

و  وجود نداردهای کلون شده گونه جهشی در ژنآن بود که هیچ

 .(3 تصویره است )گرفتبا موفقیت صورت ینگ کلون

 

 



 

 

 سیبو ومیکوباکتریما CFP-10 انیکلون و ب \همکارانو  یپژوهرضا عارف 

 
128 

 

 
 .a23pET(+)پس از الحاق در پلاسمید  cfp-10آنالیز ژن  .3تصویر 

 

 

 
 کلون شده حاوی پلاسمید 21BLپلت سلولی  PAGE-SDSآنالیز  .4تصویر 

10-CFP-a(+)23pET  در فواصل زمانی مختلف پس از القاء باIPTG .1-  مارکر

پلاسمید کلون شده قبل از القاء -2؛ (کیلودالتون 10-170پروتئینی استاندارد )

پس از القاء در فواصل زمانی  CFP-a(+)23pET-10 ،6الی  3؛ )کنترل( IPTGبا 

 .ساعت 4تا  1

 

بیان پروتئین بهترین : CFP-10بیان پروتئین نوترکیب 

 5/0 با غلظتگراد درجه سانتی 37 در دمای ،CFP-10نوترکیب 

بیان SDS-PAGE  آنالیز .بدست آمدساعت  4طی میلی مولار 

مولکولی حدود  اندازهموفقیت آمیز پروتئین نوترکیب فوق را با 

 (. 4 تصویر) خوبی نشان دادبه در پلت سلولی دالتون کیلو 10

، وسترن بلات ظهور  CFP-10به منظور تأیید بیان پروتئین

تأیید کیلودالتون را  10در محدوده بیان پروتئین  و باند مورد نظر

 (.5 تصویر)کرد 

 بحث

باکتری ایجاد کننده سل گاوی است  مایکوباکتریوم بویس

میلیون راس گاو را در سراسر جهان مبتلا کرده  50 تقریباًکه 

است و علاوه بر خسارات اقتصادی به دامدار و به مخاطره 

 انداختن تجارت دام، به جهت زئونوز بودن در بهداشت عمومی

به های مبتلا اکثریت داماینکه  رغمعلیاهمیت فراوانی دارد. 

نند، با این کدر کشورهای توسعه نیافته زندگی میاین بیماری 



 

1400، 1 شمارۀ 76 دورۀ▐مجلۀ تحقیقات دامپزشکی           

 

 
129 

  
مارکر پروتئینی -1با رزین نیکل ) CFP-10الف: تخلیص پروتئین . 5تصویر 

(؛ CFP-10 پروتئین تخلیص شده -3کنترل،  -2، )شرکت سیناکلون( استاندارد

 .CFP-10 ب: تأیید پروتئین نوترکیب

 

وجود  هنوز هموجود این بیماری در کشورهای توسعه یافته 

 .(12دارد )

مبتنی بر مراقبت از بیماری استراتژی اصلی و فراگیر 

اما تست پوستی خیلی (، 4) سیاست آزمایش و کشتار است

گرانولوماتوز حیوانات آلوده ضایعات  3/1حساس نیست و تنها 

گرانولومای کوچک ممکن است زمانی  ضمناً دهند،را نشان می

شوند. های نازک زده قابل مشاهده باشد که در غدد لنفی برش

ضایعه قابل  مثبت، واکنشعلاوه بر این در برخی حیوانات 

گزارش  شود ودر بررسی کشتارگاهی مشاهده نمی ایمشاهده

در اکثر  مایکوباکتریوم بویسها از نظر کشت عقده لنفی آن

 وهای کنترل سل گاوی برنامه با پیشرفت موارد منفی است.

یابد که از افزایش می، تعداد گاوهای راکتور مثبت آنکنی ریشه

 های کشوری استکنی برنامههای اصلی در کنترل و ریشهچالش

های تکمیلی یا پپتیدهایی با ویژگی گیری از تست(. لذا بهره12)

 کاهش را کاذب مثبت میزان راکتور، بالاتر در تست توبرکولین

خواهد داد. با پیشرفت علم ژنتیک و شناسایی ژنوم 

های پروتئینی در ژنبیماریزا، استفاده از آنتیهای مایکوباکتریوم

تر بیشتر و کاملتشخیص و تولید واکسیناسیون تحت واحدی 

 پروتئین بیانکلون و  مطالعه، هدف از این (.10)شده است 

 ویژگی بهبود جهت مایکوباکتریوم بویس CFP-10 نوترکیب

 .گری استتست غربال

های عفونت، مایکوباکتریوم از نظر متابولیکی در فاز فعال یا اولیه

-CFPزایی بالا، مانند هایی با وزن مولکولی کم و ایمنیفعال، پروتئین

 مایکوباکتریوم بویسکنند که در محیط کشت فیلتر شده ترشح می 10

ها باعث تحریک پاسخ اینترفرون گاما ژنشوند. این آنتیشناسایی می

فراد واکسن خورده با مثبت و مسلولین و نه در ا واکنش در حیوانات

BCG مایکوباکتریوم  کمپلکسبرای  گردد. دو پروتئین اخیر تقریباً می
های ها در تمام سویهاختصاصی است و ژن آنتوبرکلوزیس 

ولی ، حاد وجود دارد مایکوباکتریوم بویسو  مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

های محیطی و بسیاری از گونهBCG های در تمام سویه

تواند به عنوان می CFP-10است. بنابراین  شدهریومی حذف مایکوباکت

های تشخیصی مورد در کیتنامزد بالقوه در تشخیص زود هنگام، 

 (.18)استفاده قرار گیرد 

در مطالعه صورت گرفته به منظور بیان این پروتئین از 

سیستم پروکاریوتیک استفاده گردید. علت استفاده از این سیستم 

عدم نیاز  ،حداکثر میزان بازده و از طرفی دیگراز یک سو کسب 

از وکتور  مطالعهباشد. در این تغییرات پس از ترجمه پروتئین می

pET23a(+)  در استفاده شد، به دلیل اینکه این وکتور ارزان و

 استجفت باز  3666 دارای (+)pET23a . وکتورباشدمیدسترس 

 MCS (Multiple متعددی در منطقه آنزیمی برشهای مکان و

Cloning Site ) خود از جملهHindIII  وEcoRI انتخاب ددار .

این دو آنزیم از این جهت صورت گرفت که ضمن در دسترس بودن، 

این دو آنزیم فاصله مناسبی را از جهت برش نسبت به یکدیگر 

با توالی His-Tag . همچنین وکتور دارای ساختار دارند

CATCATCACCACCACCAT  درC-باشد. می ترمینال

چرا که در برخی موارد  است،اهمیت حائز توجه به این مساله 

های نوترکیب بلند ممکن است تولیدات ژنی خاص از قبیل پروتئین

که وجود ساختاری  در معرض خاتمه بیان پیش از بلوغ قرار گیرند

باعث اطمینان یافتن از بیان کامل  Cدر انتهای  His واجد توالی

 Hisبکارگیری ساختارهای واجد توالی  .(5،14) باشدیپروتئین م

 و عموماً استبسیار متداول  اشریشیاکلی در مهندسی ژنتیک

های مهم شود. از ویژگیراه برای بیان ژن محسوب می ترینآسان

این توالی عدم تأثیر بر روی ساختار و عملکرد پروتئین نوترکیب 

ژی و ضعیف بودن فیزیولو pHخنثی  بودن آن در ، بیان شده

کنار  وجود آن در در نهایتکه  باشدمیخاصیت ایمونوژنیک آن 

های ایمنی حاصل پروتئین بیان شده تأثیری در نتایج و ارزیابی

ها باعث عدم تحرک پروتئین بر Tagهمچنین این . نخواهد داشت

شوند که در تخلیص می Niروی سطوح شلات کننده فلزی مثل 

 (.5) فراوان داردپروتئین کاربرد 

های زمانی ها در دورهبه منظور بهینه سازی بیان، آنالیز نمونه

 مولارمیلی 5/0با غلظت  انجام شد. نتایج حاکی از آن بود که القاء

گیری . اندازهرا نشان دادبیان میزان بهترین ساعت  4طی  IPTGاز 

نشان داد  نانومتر 600سلول کلون شده در طول موج  جذب نوری
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 شودهای میزبان کاسته میکه با گذشت زمان از سرعت رشد سلول

دلیل افزایش تقاضای متابولیکی سلول ه تواند بکه این امر می

های ترجمه پروتئین میزبان به واسطه نسخه برداری بالا در جهت

 .(13) نوترکیب باشد

والی بادی مونوکلونال موید تعیین تنتایج وسترن بلات با آنتی

ول کلون شده و از سوی دیگر تأیید کننده بیان قابل قب صحیح ژن

توان نتیجه و از این جهت می بودها در میزبان پروکاریوت پروتئین

د و ساختار پپتیدی تا ح باشدمیمطلوب  بکار رفته روشگرفت که 

 است. شدهبسیاری حفظ 

Asadi  ژن کلون و بیان، 2009در سال و همکاران esat-6 

ار را مورد بررسی قرمایکوباکتریوم توبرکلوزیس مربوط به ژنوم 

 pQE30در پلاسمید  فوقدادند. نتایج این تحقیق نشان داد که ژن 

 با موفقیت همراه M15خوبی کلون گردید و بیان آن در سلول ه ب

یانی بدهد، استفاده از پلاسمید و سلول بود که این موضوع نشان می

 آمیزی برای کلون و بیانتواند به شکل موفقیت متفاوت نیز می

 حاضر های مشابه مورد استفاده قرار گیرد که این امر با مطالعهژن

 (. 1) خوانی داردنیز هم

Buddle  هایژنآنتی از تعدادی، 2003در سال و همکاران 

 MPB59، MPB64، MPB70،MPB83 شامل مایکوباکتریال

،ESAT-6  وCFP-10  انات ینترفرون بر روی حیودر تست گاما ا

را  PPDغیر آلوده، حیوانات واکسینه شده با یون و راکتور مثبت با 

رکیب تنتایج نشان داد که استفاده از دو  مورد بررسی قرار دادند.

های مثبت کاذب را ور، میزان راکتCFP-10و  ESAT-6ژنی آنتی

 داری در میان گاوهای آلوده کاهش دادند که اینیطور معنه ب

خیص بالاتری از تش فراوانیها، ژنبا سایر آنتینتایج در مقایسه 

 (. 3) گرفتگاوهای آلوده را در بر می

Jones  بهبود منظور بهای مطالعه، 2012 سال درو همکاران 

 مایکوباکتریومگاوهای آلوده به  افتراقی تشخیص در پوستی تست
تل ابتدا کوک مطالعهدادند. در این انجام  BCGو واکسینه با  بویس

ریق شد که نتیجه آن تز Rv3615cو   ESAT-6،CFP-10 پروتئینی

 (. 6) راس بود 16حیوان از  12های قابل تشخیص در ایجاد پاسخ

ترکیب  ،2013و همکاران در  Tingدر تحقیق 

در تست پوستی در  TB10.4و  ESAT-6 ، CFP-10هایپپتید

فت. مورد مطالعه قرار گر مایکوباکتریوم بویسآلوده به  گاوهای

 تمایز بیننتایج حاکی از آن بود که این ترکیب توانایی 

و نتایج آن  داردرا  مایکوباکتریوم آویوماز  مایکوباکتریوم بویس

 (. 19) همبستگی بالایی با تست توبرکولین و گاما اینترفرون داشت

 ،2016در سال و همکاران  Tashakkoriدر مطالعه 

ایکوباکتریوم م MPT-64و  ESAT-6های نوترکیب پروتئین
 یزاالا روش به آلوده هایدام در تشخیصی ارزیابی ، به منظوربویس

مورد استفاده قرار گرفتند. بر همین اساس حساسیت و ویژگی 

 ای سرمی به ترتیب برای هاز نمونه 1:10کسب شده در رقت 

ESAT6 15/92  و برای  درصد 24/89وMPT-64 ب به ترتی

ه محاسبه گردید. نتایج حاکی از آن بود کدرصد  40/91و  11/94

های قابل قبولی توانستند نمونه دو پروتئین فوق با دقت نسبتاً 

 (. 15) های سالم تمیز دهندهای بیمار را از سرم دامسرمی دام

ن با استفاده از ایاً به نتایج امیدبخشی که اخیر توجهبا 

داوطلبین انسانی جهت  بالینیپروتئین نوترکیب در آزمایشات 

(، 8،14) تشخیص بیماری سل مورد استفاده قرار گرفته است

دامی با  در بهبود تشخیص سل CFP-10 توان به استفاده ازمی

 هدف افزایش ویژگی امیدوار بود.

 یسپاسگزار

 وسیله مراتب قدردانی و تشکر خود را از جناب آقایینبد

تیار ل توجهی را بابت در اخزاد که کمک شایان و قابدکتر اسماعیل

لام اع آزمایشگاهی در طول پروژه داشتند، گذاشتن تجهیزات و مواد

نمایم. این مقاله بخشی از پایان نامه دکترای تخصصی می

و با حمایت مالی موسسه تحقیقات واکسن و  استشناسی باکتری

 سرم سازی رازی انجام گرفته است.
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Abstract 
BACKGROUND: Bovine tuberculosis caused by Mycobacterium bovis is an important disease that has negative effects 

on public health and entails economic loss. Traditional controlling programs for cattle  focus on test and slaughter 

strategy, and false positive is one of the disadvantages associated with tuberculin skin test. To overcome this limitation, 

proteins with high specificity have to be utilized. 

OBJECTIVES: The objective of this study was to clone and express virulent protein CFP-10 from Mycobacterium bovis 

AN5. 

METHODS: Full-length genes of cfp-10 were amplified by PCR technique. In parallel, pET23a(+) and PCR products 

were double digested by EcoRI and HindIII. Ligation was performed at 16˚C followed by transformation into 

competence E. coli DH5α. After being identified with sequencing, the cloned vector was transformed into E. coli BL21. 

Induction was performed by isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG). Urea 8M was used to dissolve the expressed 

protein in the inclusion body form. Recombinant protein was purified by Nickle-Resin, and urea was eliminated by 

decreasing the gradient. 

RESULTS: The CFP-10 gene clone was proved by sequencing method. The CFP-10, as a 10 KDa protein, was 

confirmed by Western blotting using monoclonal antibodies. Based on the results, the recombinant protein was 

successfully cloned and expressed. 
CONCLUSIONS: The results showed that cfp-10 gene was successfully cloned and expressed in prokaryotic system, 

indicating that this recombinant protein could be utilized in diagnostic kits against bovine tuberculosis in the future.  
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Figure Legends and Table Captions 

Figure 1. Mycobacterium bovis cfp-10 gene amplification by PCR technique. 

Figure 2. Enzymatic double digestion of the plasmid pET23a (+). 

Figure 3. Analysis of cfp-10 gene following ligation in the plasmid pET23a (+). 

Figure 4. SDS-PAGE analysis the cloned BL21 cellular pellet containing pET23a (+)-CFP-10 plasmid at different time intervals 

followed induction by IPTG. 

Figure 5. A. Purification of CFP-10 protein with Ni-resin (1-standard protein marker, 2-control, 3-purified CFP-10 protein); B. 

Confirmation of recombinant CFP-10 protein. 
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