
Veterinary Clinical Pathology, Vol.16, No. 63, Autumn 2022 

 

 
 

 

“Research article”                                                                 DOI: 10.30495/JVCP.2022.1954420.1362 

 

 

Cloning of Mycobacterium avium paratuberculosis hsp70 gene into pET-

24a plasmid and its expression in Escherichia coli 
 

Sheini Mehrabzadeh, R.1, Seyfiabad Shapouri, M.R.2, Ghorbanpoor, M.3*, Gharibi, D.4 

 

 

1- Ph.D. Student in Bacteriology, Department of Pathobiology, Faculty of Veterinary Medicine, Shahid 

Chamran University of Ahvaz, Ahvaz, Iran. 

2- Professor, Department of Pathobiology, Faculty of Veterinary Medicine, Shahid Chamran University 

of Ahvaz, Ahvaz, Iran. 

3- Professor, Department of Pathobiology, Faculty of Veterinary Medicine, Shahrekord University, 

Shahrekord, Iran. 

4- Associate Professor, Department of Pathobiology, Faculty of Veterinary Medicine, Shahid Chamran 

University of Ahvaz, Ahvaz, Iran. 

 *Corresponding author's email: m.ghorbanpoor1967@gmail.com 

(Received: 2022\4\29 Accepted: 2022\8\13) 

 

 

Abstract  
Johne's disease (Paratuberculosis) is a disease caused by Mycobacterium avium 

paratuberculosis (MAP) which is a chronic and progressive infection that chiefly affects 

ruminants. The disease can lead to significant economic losses in the livestock industry and may 

also be a threat for public health; because it may be transmitted to humans through consumption 

of milk and other contaminated animal products. Immunity and resistance against the Johne's 

disease is mainly due to cell mediated immune response. Heat Shock Protein 70 (HSP70) of this 

bacterium is one of its important proteins, which the immune response against it can prevent the 

fecal excretion of bacteria. In order to facilitate the production of recombinant vaccine against 

Johne's disease, in this study the recombinant HSP (recombinant HSP; rHSP) was produced and 

its immunogenicity investigated in rabbits. For this purpose, the hsp70 gene was cloned into 

pET-24a plasmid and the resulting recombinant plasmid was transferred to E. coli strain BL21. 

The expression of the above protein was checked by SDS-PAGE and the accuracy of the 

nucleotide sequence was confirmed by sequencing. Immunization of rabbits by rHSP70 resulted 

in the production of high levels of antibodies. Based on the findings, it seems that the HSP70 

specific antibody can be evaluated in the design of diagnostic methods of the disease and the 

produced recombinant protein can be assessed for the production of recombinant vaccines. 
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 چکیده
 ;Mycobacterium avium paratuberculosis)مایکوباکتریوم اویووم پواراتوبرکلوزیس  باکتری ناشی از (پاراتوبرکلوزیس)بیماری یون 

MAP تواند خسوارا  اقتاوادی بیماری میاین  .سازدطور عمده نشخوارکنندگان را درگیر میبه بوده وای پیشروندهو ( عفونت مزمن

ر و دیگور با انتقوا  از راه شوی چون ،ممکن است تهدیدی نیز برای بهداشت عمومی باشد به صنعت دامپروری وارد سازد وفراوانی را 

پاسخ ایمنی بوا واسو    هتر بمقاومت و ایمنی در برابر بیماری یون، بیش. نماید آلودهرا نیز انسان ممکن است های دامی آلوده فراورده

باشود مویآن  مهمهای یکی از پروتئین فوق، باکتری( heat shock protein70; HSP70) 70شوک حرارتی پروتئینسلولی مرتبط است. 

در سازی تولید واکسن نوترکیب جهت مقابله با بیماری یون، فراهممنظور به. کندجلوگیری میدفع مدفوعی باکتری  ازآن  ضدپاسخ که 

 بودین. مورد بررسی قورار گرفوتزایی آن در خرگوش ( و بررسی ایمنیrecombinat HSP; rHSPنوترکیب ) HSPتولید  این م العه

 منتقل یلاوک اشریشیا باکتری BL21 سوی  پلاسمید نوترکیب حاصله بهگردید و  سازیهمسانه pET-24a پلاسمید در hsp70 منظور ژن

بوه  rHSP70تزریق تأیید گردید.  ،بررسی و صحت توالی نوکلئوتیدی با تعیین توالی SDS-PAGE استفاده از پروتئین فوق باشد. بیان 

 تووانمیرا  rHSP70 ضدبادی آنتیرسد که ها، به نظر میبر اساس یافته بود. هآن همراضدِّ بادی با تولید س ح بالایی از آنتیخرگوش 

  قرار داد. ارزیابیمورد نوترکیب های جهت تولید واکسن پروتئین نوترکیب تولیدشده را بیماری وتشخیای های طراحی روش در
 

   .pET-24a ، پلاسمیدسازی، همسانهاتوبرکلوزیسمایکوباکتریوم اویوم پار، 70پروتئین شوک حرارتی بیماری یون،: هاکلیدواژه
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 مقدمه

التهااااا   ،(پاااااراتوبرکسوزی )بیماااااری یااااون 

گرانولوماااتوزی ماازمد روده کوچااا نشااخوارکنندگان 

زیرگوناه  مایکوباکتریوم اویوم باکتری است که عامل آن

اید بیماری گساترش ههاانی  .باشدمی پاراتوبرکسوزی 

اهسی و وحشی با  رکنندگانِطور معمول، نشخوابهدارد و 

 et Constableنمایاد )سد بالای دو سال را درگیار مای

7201 ,.al .)اسات دامی شایع های یون از همسه بیماری

هاای هنباه مطالعاات متعادد طای دردر ایاران نیاز کاه 

 Tolouei Kaleibar et) مختسف آن بررسی شاده اسات

al., 2016; Bagheri et al., 2017 .)ری در ایاد بیماا

در مقاومات میزباان،  ،ساسولی با واسطه های ایمنیپاسخ

کنترل عفونت و دفع میکرو  نقش دارند. اگر مقاومات 

تناو  هرم، به ،کامسی در برابر عامل بیماری ایجاد نشود

شود و شود و گاهی نیز اصلاً مقاومتی ایجاد نمیدفع می

 م درمانگااهییکه علا گردددائماً عامل به خارج دفع می

شاود. اید گروه دیاده می هایدام صرفاً در یماری یون،ب

 نسابتاً کماون ۀدور طای پا  ازهای بیماری یون نشانی

باا باروز یاایعات  ،ماه( 15–18طور متوسط )به طولانی

. (Markey et al., 2013) شودمی ی شدید مشاهدهاروده

اسهال مزمد باه هماراه کااهش وزن تادریجی ازهمساه 

است. گاهی کااهش وزن ببال از علائم شاخص بیماری 

شود و حتی در بز و گوسفند ممکد بروز اسهال دیده می

 نشااود عااار دام تسااف شااود ولاای اسااهال  اساات

(Constable et al., 2017 .) ابتصادی ناشی از خسارات

طریق  آن از عامل بابل توهه بوده و احتمال سرایت یون

گار مصصاولات باه انساان نیاز مطار  اسات شیر و دی

(Koets et al., 2006).  

 گساترش بیمااری دلیلبهیون بیماری کنی ریشهکنترل و 

موهاود، های تشخیصی روش ویژگی و حساسیت کمِ و

واکساد  رسد ولی در صاورت معرفایسخت به نظر می

 (.Manning et al., 2001بابل تصور خواهد بود ) ،مؤثر

 گیری از بیماری یون مطار ههت پیشهایی که واکسد

)باا یاا  MAPشاده باکتری کشاته تر شاملبیش ،اندشده

 انادآن باودهضعیف شده ت هایسویهیا بدون ادهوانت( 

هاااا در هساااوگیری از کاااه اگرچاااه ایاااد واکساااد

 بااادر بااه ی، ولااهسااتندمااؤثر  بااالینی ی پاااراتوبرکسوز

جر باه من لذا و نیستنددفع مدفوعی باکتری  از یگیرهسو

باا  هام از طرفایشاوند و حذف عفونات از گساه نمای

 کننادتاداخل ایجااد ماییاون و  سال تفریقی تشخیص

(Gurung et al., 2014).  بیماری، در  مبارزه بادر ههت

معرفی ها، دامداریسطح بهداشت و مدیریت ارتقاء کنار 

را باعا   ساسولی کارا کاه تصریاا ایمنای هاییواکسد

د و در تشخیص نیز تداخسی ایجاد ننماید، یرورت نشو

هاای از همساه پاادگد .(Griffiths et al., 2014)دارد 

بسایار یاون نوترکیب پروتئینی که در مطالعات واکساد 

 70حرارتای شوک پروتئیدمورد توهه برار گرفته است، 

(Heat shock protein70; HSP70)  مایکوباااکتریوم
هاای پاروتئید باشاد.می پاراتوبرکسوزی زیرگونه  اویوم

ایجااد سااختار ی کاه در علاوه بار نقشا شوک حرارتی،

شده های ترهمهفضایی صصیح و کارایی درستِ پروتئید

، عمسکردهااای یاادالتهابی هاام دارنااد. دنماینااایفااا ماای

هااای ایمناای پاسااخ HSP70 مطالعااات نشااان داده کااه

باه  آناز  و دناکهومورال و وابسته به سسول را القاء مای

آمیازی طاور موفقیاتهب تصت واحد،عنوان یا واکسد 

 اساتیاون گااوی اساتفاده شادهبیمااری ه با برای مقابس

(Koets et al., 2006) . 
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، حایار ءدر مطالعاه با توهه به مطالب ذکار شاده،

 Recombinat) نوترکیاب  HSP70تولیادساازی باومی

HSP; rHSP)  ماد در خرگوش  آن زاییایمنیارزیابی و

بالااب آن در  از اسااتفاده ءباارار گرفاات تااا زمینااه نظاار

ساازی آن )تصتِ واحد( یا همسانه نوترکیبهای واکسد

کااه شاابیه  بورتااو بروساالا آ هااایی م االباااکتریدر 

هارم داخال  یا، مایکوباکتریوم اویوم پاراتوبرکسوزی 

 سسولی اختیاری است، فراهم گردد.

 

 هامواد و روش

تاا  1399هاای تجربای در طای ساال ءاید مطالعاه

دامپزشاکی  ءشناسی دانشکدهدر آزمایشگاه باکتری 1400

 دانشگاه شهید چمران اهواز صورت گرفت.

 ءهدایاه: شودهی استفادههای باکتریایی و وکتورهاسویه -

گونااه تصاات اویااوممایکوباااکتریوم  باااکتری مصساایِ

تصقیقاااات واکساااد و  ءموسساااهاز  پااااراتوبرکسوزی 

هاای ساویه .شاد تهیاه ایاران( ،کارج) سازی رازیسرم

DH5α و BL21 (DE3) کاه هم  یاشریشیا کولا باکتری

تهیاه شاده باود، ایاران(  ،تهران) پاستور ایرانانستیتو از 

. ندهاای تک یاری و بیاانی اساتفاده شادعنوان میزباانبه

ساز )شرکت تراژن pET-24aوکتور پلاسمیدی همچنید 

ژن هادف  ساازیهمساانهایاران( ههات ، تهرانویستا، 

 مورد استفاده برار گرفت.

یِ محلو هیوجداویوت و تعیین ه ژنومی DNAاستخراج  -

MAP : استخراجDNA  ژناومی ازMAP  باا اساتفاده از

 (شارکت رهاا زیسات پاادتد، ایارانتجاری )کیت یا 

بار روی  استخراج شاده DNA در ادامه صورت گرفت.

)پایاا پاژوهش، ایاران( الکتروفاورز  درصاد1ژل آگارز 

نیااز بااا اسااتفاده از دسااتگاه آن و خسااو   هگردیااد

( Eppendorf, Germany) اپنااانودر وفتومترراسااپکت

آزماایش  انجاام تا زماناستخراهی  DNA . ارزیابی شد

تعیاید  داری شاد.نگه سسسیو  ءدرهه -20 در برودت

و  PCRهویاات باااکتری فااوا، بااا اسااتفاده از روش 

مطاابق  IS900پرایمرهای اختصاصی مربوط به سکان  

،  صاااورت گرفااات و همکاااارانوایتینگتاااون روش 

(Whittington et al., 1998.) 

 ءتاوالی ژن کدکنناده: PCR برناموه و آغوازگر طراحی -

بااا شااماره دسترساای  (،hsp70ژن) HSP70 پااروتئید

AF254578 و طراحاااای  اسااااتخراج ،بانااااا ژن از

 Primer3افزار با استفاده از نرم های مربوط به آنآغازگر

عادم وهاود با توهاه باه البته  .(1 انجام گردید )هدول

تاوالی ، فاواتاوالی ژن  در HindIII مصل بارش آنازیم

طراحای هاای آغاازگر 5/در ابتدای اید آنزیم برش مصل

به شارکت پرایمرها ساخت  سپ  و هگردیدشده ایافه 

ژن  تک یار شاد. سافارش داده)تهران، ایران( ژن فناوران 

 توسااط آغازگرهااایو  PCR مااورد نظاار بااا اسااتفاده از

طای ( ماارک)آپمپسیکون، دان و مسترمیک  طراحی شده

ساازی اولیاه در واسرشاته :شااملدمایی و زمانی  ءبرنامه

دبیقااه،  3ماادت بااه سسساایو  ءدرهااه 95دمااای 

 30) سسسیو  ءدرهه 94 دمای در اصسی سازیواسرشته

 سسسایو  ءدرهاه 56 دماای اتصال پرایمرها درثانیه(، 

 2) سسسایو  ءدرهاه 72 دماای در گسترشثانیه(،  30)

 سسسایو  ءدرهه72 هم در دمای  نهاییدبیقه( و تک یر 

در  .، صاورت گرفاتچرخاه 30دبیقه و طی  5مدت به

روی ژل بار هفات باازPCR (1909  )مصصاول نهایت 

)سایناژن،  DNAماارکر ساایز و در کنار  درصد 1 آگارز

و ( Ausubel et al., 1992) هالکتروفورز گردیاد، ایران(

کیات  ، مصصاول آن توساطPCRپ  از تأیید درساتی 
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طبااق ایااران( زیساات پااادتد،  شاارکت رهااا)تخساایص 

 سازی شد.، خالصشرکت العملدستور

 

 

هایگاه برشی آنزیم )مورد آزمایش  پاراتوبرکسوزی گونه تصت مایکوباکتریوم اویومباکتری  hsp70شده برای تک یر ژن توالی پرایمرهای طراحی -1 هدول

 (.استف ایتالیا مشخص شدهدر اید پرایمرها با حرو HindIIIمصدودکننده 

 (5/→ 3/توالی پرایمرها ) نام پرایمرها
HSPF GTTAAGCTTTTATGGCTCGTGCGGTCGGTATC 
HSPR GTTAAGCTTCTTGGACTCCCGGTCATCG 

 

مصصاول بدید منظور، ابتادا : hsp70سازی ژن همسانه -

PCR پلاسمید و  در مرحسه ببل شدهتخسیصpET-24a ،

 Jena)شاارکت  HindIII هداگانااه بااا آناازیمهاار یااا 

Bioscience ،برش داده شدند و پ  از تخسایص  (آلمان

)رهاا تجااری شده با اساتفاده از کیات مصصولات هضم

پلاسامید و مصصاول  عمل اتصال، (، ایرانزیست پادتد

PCR ، توساااط آنااازیمDNA 4 لیگاااازT (Thermo 

scientificشرکت تولیدکننده العملطبق دستور( ، لیتوانی 

-pETپلاسامیدهای نوترکیاب در ادامه . صورت گرفت

24a-hsp70 بااه سااویه  توسااط شااوک حرارتاایDH5α  

و  شاد منتقال، کسسیم شده با کسریدپذیرا یلاوک اشریشیا

آگاار LB (Luria-Bertani ) هاا بار روی مصایطباکتری

 (Sigma, USA) انامایسیدگرم در لیتر  کمیسی 50حاوی 

اکتریایی حاوی های بغربالگری کسونی .ندکشت داده شد

و هضاام آنزیماای  PCRپلاساامید نوترکیااب بااا روش 

. پلاسامیدهای (Ausubel et al., 1992) صورت گرفت

)شرکت رها  تجاریکیت  با HSP70دارای ژن نوترکیب 

اساتخراج گردیاد و ههات تعیاید  (، ایرانزیست پادتد

 باه شارکت بیاونیرشرکت تکاپوزیسات،  از طریقتوالی 

 فرستاده شد. هنوبی کره

 Promoter 7Tتعیید توالی توسط پرایمرهاای عماومی  

('3 –TAATACGACTCACTATAG  –' 5 )7 وT

Terminator (5' - GCT AGT TAT TGC TCA 

GCG G - 3' ).صورت گرفت  

بارای تأییاد : دوطرفه با تعیین توالی سازیهمسانه تأیید -

، دو نموناه پلاسامید hsp70عدم وهاود ههاش در ژن 

تخراج با کیت )شرکت رهاا زیسات نوترکیب پ  از اس

7T و Promoter 7Tپااادتد، ایااران(، بااا آغازگرهااای 

Terminator  از طریااق شاارکت تکاپوزیساات، توسااط

( کره هنوبی تعیاید تاوالی دو Bioneerبایونیر ) شرکت

طرفااه گردیااد. پاا  از حصااول اطمینااان از درسااتی 

سازی، باکتری واهد پلاسمید نوترکیب در حجم همسانه

 سازی شد. یر و پروتئید نوترکیب خالصانبوه تک

 70بیووان پووروتئین نوترکیووب شوووک حرارتووینحوووه  -

(rHSP70) با انتقاال پلاسامید  عمل فوا: و تخلیص آن

 21BL ءشادهپذیرا ءسویه در 70hsp-a24-pETنوترکیب 

(DE3 )درهااه  37دمااای )و کشاات ی لاوکاا اشریشاایا

 بر روی مصایط یکنواخت( ساعت 18مدت بهسسسیو  

LB د. در اداماه پا  یگردی کانامایسید آغاز هامد حاو

درهاه  37دمای در  هاها و کشت شبانه آناز ظهور کسنی

مااولار میساای 8دارای مااایع  LB ، در مصاایطسسساایو 

کشات داده شاد. پا  از  100باه  1باه نسابت  ،گسوکز

 (ODدانسیته ناوری )رسیدن  وگذشت مدت زمان لازم 

ناانومتر، بیاان  600ج در طاول ماو 6/0حدود مصیط به 
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 از مااولارمیساای 1افاازودن میاازان پااروتئید نوترکیااب بااا 

Isopropylthio-β-galactoside (IPTG, V, Germany )

 ءدرهاه 37در دماای کشات بااکتری البتاه و هالقاء شاد

باه دور در دبیقاه(  150)تصت تکان شادید  ،سسسیو 

مصایط مصتویاات  در اداماه.  ساعت ادامه یافت 4 مدت

 ءدرهاه 4 در دماایو  g 6000 شاتا در  ذکور،م کشت

دور در دبیقاه،  4000دبیقاه در  10مادت باه ،سسسیو 

 در نهایات، .شاد حذفو مایع رویی  هوژ گردیدیسانتریف

ببل و بعد از ایاافه  در رسو  باکتریایی،  بیان پروتئید

اساتفاده  با درصد 10اکریلامید در ژل پسی ،IPTGکردن 

کوماساای آمیاازی آباایو رناا  SDS-PAGE از روش

(Merck ارزیابی )پ  از اطمینان از بیاان  .گردید، آلمان

. ساازی آن صاورت گرفاتپروتئید مورد نظر، خاالص

هاای رساو  داده شاده،  باافر برای اید کار، به باکتری

-xماولار(، تریتاون میسای10کننده حاوی ایمیدازول )لیز

درصااااااااااااااد(، لیاااااااااااااازوزیم  1/0) 100

(g/mlµ100،) ylsulfonyl fluoridePhenylmeth 

(PMSF( )1 ایافه  10مولار( و گسیسرول )میسی )درصد

دبیقاه در دماای  30ساازی، گردیده و پ  از یکنواخت

شد. در ادامه بعد از چنادید باار انجمااد مصیط برار داده

و ذو  کردن رسو  ماذکور،  سسسیو  ءدرهه -70در 

ه میازان و نیز ب DNaseگرم آنزیم میسی 1به آن به مقدار 

ایافه گردیده و در دمای  2MgCLمول از ترکیب میسی 2

شد، تا شفاف گردد. ساپ  برار دادهسسیو  س ءدرهه 4

دبیقاه در  15مصسول حاوی بااکتری لیزشاده باه مادت 

سااانتریفیوژ گردیااده و مااایع رویاای  g 10000شااتا  

آوری حاصسه که حاوی پروتئید ماورد نظار باود، هماع

کبالاات -رویاای از سااتون رزیاادشااد. در خاتمااه، مااایع 

(Thermofisher, Germany مطااابق بااا دسااتورالعمل )

 rHSP70شاارکت سااازنده عبااور داده شااد و پااروتئید 

هیستیدینی خالص گردید و تخسایص آن  6حاوی توالی 

 آکریلامیاد و روشدرصاد پسای 10هم با اساتفاده از ژل

SDS-PAGE  مورد تأیید برار گرفت(Ausubel et al., 

1992).  
 HSP70پووروتئین نوترکیووب ی زایووبررسووی ایمنووی -

میکروگارم از  100 میازانبدید منظور ابتدا : درخرگوش

rHSP70  مونتاناید ادهوانتبا ISA70  به نسبت حجمی

 کامالبه طور  ،هوانتاد درصد 70پروتئید و  درصد 30

سار  2باه ، عضالانی داخل صورتو به همخسوط گردید

 3 هاایباه فاصاسه هااساازیتزریق شد. ایمادخرگوش 

 . (Stills, 2012) دو بار دیگر تکرار گردید ،ایهفته

 عیاارههت بررسی روناد افازایش لازم به ذکر است که 

، ببال از ساازی ذکرشادهناشی از عمال ایماد بادیآنتی

چنید در مرتبه دوم و دو هفتاه پا  از تزریق اول و هم

ها از طریاق وریاد گیری از خرگوشتزریق نهایی، خون

ی اخذ هاخوندر ادامه گرفت. میگوش انجام  ایاشیهح

بارار داده  سسسیو ی درهه 37دمای ساعت در  1 شده

ههت تهیه سارم مربوطاه، د و سپ  نولخته ششد تا می

هااای ساارم ند.شاادماایوژ یسااانتریف g 3000 شااتا  در

 -20 دماای تا زمان انجام آزمایش الایازا در هم هداشده

 شدند.یمداری نگه سسیو س ءدرهه

ههاات ارزیااابی عیااار : الایووزا آزمووایش انجووامنحوووه  -

آزمااایش الایاازا  ،rHSP70 پااروتئید یاادِّبااادی آنتی

 1 مقادار بارای ایاد کاارصورت پاذیرفت. غیرمستقیم 

میکرولیتار از باافر 100در حجم  rHSP70میکروگرم از 

از پسیات  هر چاهاادر  pH=6/9 کربنات بابی کربنات/

 4در یخچاال  شابیاا  سیت برایپریخته شد و الایزا 

 باا هااساپ  چاهااشاد. بارار داده سسایو س ءدرهه
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در  5/0 فر نمکای فسافات حااویا)با PBST استفاده از

باا اساتفاده  در ادامه و هدوبار شسته شد( 20هزار توئید 

 ,Merck)شیرخشاا پاودر  درصاد 5 حاوی PBST از

Germany ) ءدرهااه 37ساااعت در دمااای  3بااه ماادت 

در ایاد گردیاد. حی خاالی احتماالی، پار نوا، سسیو س

هاای ربتشده، بعد از شستشو مطابق روش گفتهمرحسه 

هاااای سااارم( 1:51200....،  ،1:800، 1:400)دو برابااار 

تهیه خشا  درصد شیر 5/0حاوی  PBST در خرگوشی

ها ایافه شدند. بعاد از به چاها در دو تکرار و هگردید

مرتبه شستشو  4در دمای مصیط و برارگیری یا ساعت 

یاادِّ  پراکسایدازاز کونژوگااه  1:5000بات ، رPBSTباا 

ایاافه هاا باه چاهاا (، آمریکاsigma) پادتد خرگوش

دبیقاه  45دت مبه  چاهکی مربوطه، 96 و پسیتگردیده 

 مرتباه 4 هاچاهادر ادامه شد. در دمای مصیط برار داده

میکرولیتار از  100مقادار  ند وشسته شد PBSTبا  دیگر

 یِسوبسترا (Tetramethylbenzidine) کروموژن مصسول

(2O2H) ِهاا به چاهاا رها زیست پادتدشرکت  تولیدی

 15واکانش آنزیمای پا  از  در نهایت هم ایافه شد و

 1/0مصساول میکرولیتار از  50 قدارکردن مبا ایافه دبیقه

 متوباف( Merck, Germanyماولار اساید کسریادریا )

 450طول ماوج  در هم هانوری چاها ءدانسیتهگردید. 

، Accuareader)الایزا ریادر  استفاده از دستگاه بانانومتر 

 .(Ausubel et al., 1992) گردید تعیید( تایوان

 

 هایافته

، 1 شاکلبار اساا   :hsp70تکثیر ژن نتایج مربوط به  -

 استفاده از با  hsp70 ژن ازمرای پسیواکنش زنجیرهنتایج 

الکتروفاورز  پا  از و وطاهمربآغازگرهای اختصاصای 

ای باه بطعاهکه  نشان داد شده،تخسیص مصصول واکنش

اسااات. تک یااار یافتاااههفااات بااااز  1909 انااادازه

 

 
 -3 ،م بت ءنمونه -2 ،هفت بازی 100مارکر مولکولی  -1.  پاراتوبرکسوزی گونه تصت مایکوباکتریوم اویوم 70hspژن  PCRالکتروفورز مصصول  -1شکل 

 .کنترل منفی

 

واکاانش : hsp70ژن  سوازیهمسوانهنتوایج مربووط بوه  -

از  حاصاال هااایباار روی کسااونیمااراز ای پساایزنجیااره

دال بر الصاا موفق ژن فوا در پلاسامید  ،سازیهمسانه

pET-24a ( 2شااکل بااود .)نوکسئوتیاادی  والیتعیااید تاا

دسات آماده هب یهادر یکی از کسونیپلاسمید نوترکیب 
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 .بود pET-24aوکتور سااازی موفااق ژن یادشااده در همسااانه ءتأییدکننااده ،نیااز

 

 
مارکر مولکولی  -1 .پاراتوبرکسوزی گونه تصت مایکوباکتریوم اویوم hsp70از پلاسمید نوترکیب حاوی ژن  هحاصس PCRالکتروفورز مصصول  -2شکل 

 .pET-24aکنترل منفی پلاسمید  -4م بت  هاینمونه 3 و 2هفت بازی  100

 

مطاابق : 70بیان پروتئین شوک حرارتی به نتایج مربوط  -

پلاسامید انتقاال ، عمال 3شاکل اطلاعات ارائه شده در 

القااء بیاان  BL21 (DE3،) اشریشیا کاولاینوترکیب به 

متعابباا بررسای پروفایال پروتئینای  و IPTGبا پروتئید 

 دلالت بار بیاان ،SDS-PAGE باکتری حامل پلاسمید با

 داشات کیسودالتاون 70 حدود مولکولی پروتئینی با وزن

 HSP70بارای پاروتئید وزن مولکولی مورد انتظار که با 

 مااذکور،تصااویر هاام در  7 و 6 هایبانااد .داردتطااابق 

ساتون رزیاد پ  از تخسایص باا ، را پروتئید مورد نظر

 دهد.نشان می کبالت

 

 
 پروتئید بیان القاء ببل و پ  از   ،یلاوک اشریشیا BL21 شده در سویهنبیا   pET24a-HSP70سمیدحاوی پلانوترکیب  هایوفورز پروتئیدالکتر -3شکل 

rHSP70 .دو کسون نوترکیب پ  از  5و  3های ، ستونپروتئید دو کسون نوترکیب ببل از القاء بیان 4و  2های ، مارکر وزن مولکولی، ستون8و  1های ستون

 دهند.را نشان می کبالت-رزیده با ستون شد خالص rHSP70، 7و 6های و ستونپروتئید القاء بیان 

 

: تولیدشده rHSP70زایی پروتئین ایمنینتایج مربوط به  -

ارزیاابی عیاار ، 1 نموداربراسا  اطلاعات ارائه شده در 

شده های ایمدخرگوشدر  rHSP70پادتد ید پروتئید 

هفتاه  )دو 45و ساازی( )شروع ایماددر روزهای صفر 

آزماایش  پ  از انجاام، سازی(ددوم ایم ءپ  از مرحسه

 OD optical) نااوری ءدانساایته کااه الایاازا نشااان داد

density; در حاد و  082/0برابار باا ( سرم در روز صفر

)باه  ژنآنتینوری سرم به تنهایی و بدون وهود  ءدانسیته

در در صورتی که اید میزان  باشد؛میمنفی( عنوان شاهد 

ه باود. فازایش یافتاا 696/2 باه 1:400ربت  در 45روز 
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سرم نیاز بابال  25600:1تا ربت  نوری ءافزایش دانسیته

ایاد  یای بسایار زیاادزاایمنی ءنشان دهنده توهه بود که

 .در خرگوش بودپروتئید 

 

 
 با پروتئید نوترکیب در شدهسر خرگوش ایمد 2سرم شده در آزمایش الایزا( در نوری مشاهده ء)دانسیته 70rHSP پادتدِ ید میانگید عیار -1 نمودار

 ،دهد. مصور عمودیرا نشان می 1:51200تا  1:400های سرم از . مصور افقی ربتrHSP70روز پ  از دریافت  45سازی( و روزهای صفر )ببل از ایمد

 .باشدمینانومتر  450در طول موج  نوری میزان هذ دهنده نشان

 

 گیریو نتیجه بحث

خاال سااسولی بیماااری یااون ناشاای از هاارم دا

اسات  پااراتوبرکسوزی تصت گونه  مایکوباکتریوم اویوم

کاااه در سرتاسااار دنیاااا تهدیااادی بااارای سااالامت 

شاود. مصساو  مایو احتماالاً انساان نشخوارکنندگان 

همیشاه تشخیص آزمایشاگاهی و کنتارل ایاد بیمااری 

از  (.Santema et al., 2009) اساتچالش برانگیز باوده

زنده یاا کشاته م کامل حاوی هرهای آنجایی که واکسد

های کنترلی بیماری یون با برنامهعامل بیماری )باکترید( 

اند نتوانستهنماید و سل نشخوارکنندگان تداخل ایجاد می

، در دهناددفع مدفوعی بااکتری را کااهش  طور کامل به

هنوز واکساد تجااری ماورد  مذکور، بیماری عسیهعمل 

د. شاااید باشاادر دسااتر  نماای ،ایتأییااد باارار گرفتااه

عنااوان واکسااد ، بااهMAPهااای اختصاصاایپااروتئید

 را نداشاته ههای کامل مربوط، ایرادهای واکسدواحدزیر

 ,.Bannantine et al., 2008; Santema et al) باشاند

در  هاااییهااای اخیاار تلاشرو در سااالاز ایااد(، 2009

های اختصاصی نوترکیب هرم ارزیابی پروتئیدخصو  

 گرفتااااه اسااااتصااااورت بااااه عنااااوان واکسااااد 

(Dheenadhayalan et al., 2002; Whittington et al., 

2004; Koets et al., 2006) .هااای شااوک پااروتئید

هااای پروکاااریوتی و یوکاااریوتی، ، در سااسولحرارتاای

هاای در اثر تنشهستند که  ایهای حفاظت شدهمولکول

بیاان مختسف م ل گرما، سرما و تابش پرتو فوا بانفش، 

بازیاابی مجادد در ها، د. اید پروتئیدیابمیافزایش  هاآن

دخالت دارند. های تغییریافته در اثر تنش فعالیت پروتئید
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 ءعریاه در هااوکااریوت ایاد پاروتئیدهاای یدر سسول

هاای پاذیرش باافتی اصاسی مولکاولها توساط ژنآنتی

(MHC )ایمنای ساسولی  پاسخو بنابراید دارند  نیز نقش

هاا مایکوبااکتریوم. کنندمی را تصریا (T های)لنفوسیت

 smallو HSP (Hsp90 ،Hsp70 ،Hsp60چهااار نااوع 

Hspباشاند. ( دارند که بسیار حفاظت شاده مایHsp70 

ماکروفاژهاا و  ساطحهاای طور اختصاصی به گیرنادههب

گااردد و تولیااد وصاال ماایهااای دناادرتیا سااسول

هاای توسط ساسول IFN-γهای پیش التهابی و سایتوکید

T  وNK هاای بیان متفااوت پاروتئیدشود. ع  میرا با

ی در طاا HSP70و  HSP65شااوک حرارتاای از همسااه 

شاده کاه  بیماری پااراتوبرکسوز گازارشمراحل مختسفِ 

 شاکلمتفااوت عفونات و  مراحل در تشخیص دتوانمی

 (.Koets et al., 2001)کاربرد داشته باشد بیماری 

سازی تولیاد پاروتئید منظور بومی به حایرتصقیق 

واکساد  ءتهیاه ءساازی زمیناهو فراهم 70HSP نوترکیب

نوترکیبِ زیرواحدی ههت مقابسه با بیماری یاون و نیاز 

فاااراهم شااادن بساااتر لازم ههااات بررسااای امکاااان 

های داخل ساسولی سازی آن در برخی از باکتریهمسانه

بروسلا آبورتاو  و  لیستریا مونوسیتوژنز ماننداختیاری 
در برابار بیمااری  اومتمقصورت گرفت. از آنجایی که 

شاود تاا ایمنای سسولی مربوط مای ایمنیه بتر بیشیون 

هاای ساازی ژندر صاورت همساانه احتماالاً ،هومورال

هاای کنناده در بااکتریهای مصافظاتمربوط به پروتئید

هااا بااه عنااوان داخال سااسولی اختیاااری و اساتفاده از آن

تصریااا ایمناای سااسولی و  ،واکسااد )هاارم نوترکیااب(

بار . گرفاتخواهد  شکلدر برابر یون بیشتری  مقاومت

ی امطالعاهتاکنون  ،در اید زمینهاسا  اطلاعات موهود، 

در داخل کشور انجام نگرفتاه اسات ولای در خاارج از 

ورت گرفتاه کاه باه صاکشور تصقیقات نسابتاً مشاابهی 

 شود: ها اشاره میاختصار بدان

 hsp60سازی ، همسانهو همکاران در انگسستانکولستون 

 در پاااراتوبرکسوزی زیرگونااه  اویااوم مایکوباااکتریوم

 ءباسایل ساویهباه کسایانتقال آن و  t2-GEXpپلاسمید 

JM38  اندرا گزارش نمودهو بیان موفق آن (Colston et 

al., 1994). ای را باار روی همکاااران مطالعااه و کااوتز

های ایمنای ساسولی در گاوهاا باا اساتفاده از ساه پاسخ

 مایکوباکتریوم ایویاوم HSP70 و PPD، HSP65ترکیب 

انجااام داده و گاازارش  پاااراتوبرکسوزی گونااه تصاات

 PPD و HSP65در مقایسااه بااا  HSP70انااد کااه نموده

باا واساطه  هاای ایمنایتواند پاساخطور مؤثرتری میهب

 (.Koets et al., 1999) سسول را القاء نماید

 هاایژن ساازی موفاق، همساانهو همکااران کوتز

hsp70 وhsp65  در پلاسااامیدpTrcHis و بیاااان آن در 

و بیاان  را گزارش نموده  اشریشیا کولای  Top10 سویه

میازان  ،یاون بدون علایم بیماری ءدر مرحسه که اندداشته

تار از بیش ،(2IgGو  1IgG) هاژنیدِّ اید آنتی هایدپادت

 (. et alKoets ,.2001)کسینیکای بیمااری اسات  ءمرحسه

 HSP70در خصااو  امکااان تولیااد  نامبردگااان نتااایج

وهش حایر ژهای پزا بودن آن با یافتهنوترکیب و ایمنی

نیاز در  و همکااران لانگالار .(1)نمودار  خوانی داردهم

در شارایط آزمایشاگاهی کاه  انادنشاان داده 2005 سال

های بابل عریه توسط سسول HSP70پروتئید نوترکیب 

حایار در  ءمطالعاه ءیافتاه باشاد کاهمی گاو کیدندریتی

بودن اید پروتئید در خرگاوش را تاا  زاایمنیخصو  

(. Langelaar et al., 2005) نمایادحدودی توهیاه مای

 HSP70کاه  برای اولید بار نشان دادندو همکاران  کوتز

تواند باه عناوان یاا واکساد زیرواحادی نوترکیب می
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یاون گااوی آمیزی برای مقابسه با بیماری طور موفقیتبه

اناد کاه واکساد گزارش نماوده نامبردگاناستفاده شود. 

ساال اول پا  از  2فوا، دفاع مادفوعی بااکتری را در 

 Koets et) دهادگیری کاهش میطور چشمکوبی بهمایه

al., 2006.) اناد کاه همکاران، گازارش نماودهو  سانتِما

ژناای( خطاای پ )شاااخصِ آنتاایوتاااپاای 2حاادابل 

( در Bهاای ی هوماورال )لنفوسایتایمنا ءکنندهتصریا

سااسولی  ءوهااود دارد کااه در دیااواره HSP-70مولکااول 

هاا باا باادیباسیل یاون کامال نیاز وهاود دارد و آنتای

کنناده توانناد مصافظاتهاا مایدسترسی و اتصال باه آن

 ایطی مطالعههمچنید (.  et al., 2011 Santema) باشند

کسوناال پسای خرگوشیسرم آنتی اعلام شده است که هم

گری بیماری یون لاههت تشخیص و غرب، HSP70 یدِّ

 Okuni et) استبابل استفادهروش ایمنوهیستوشیمی  با

al., 2017). ژن  ،و همکااارانومِولاپااالی  یادر مطالعااه

مایکوبااکتریوم  کیسودالتاونی 65پروتئید شاوک حرارتای
سااازی همسااانه PBBR1MCSدر پلاساامید را  بااووی 

منتقال  بورتو آبروسلا باکتری 51RBءسویه و به نموده

واکسانی باا کاارایی باکتری نوترکیب تولیدی را کرده و 

گااوی  ههت القاء ایمنی در برابار بروساسوز و سالبالا 

به  بر اید اسا  (.Vemulapalli et al., 2000) انددانسته

باسیل یون )که  hsp70انتقال ژن  رسد که احتمالاًنظر می

ساازی گردیاد( باه با موفقیت همسانهدر تصقیق حایر 

 به معرفی واکسنی کارا در برابر نیز بتواند بروسلاباکتری 

همچناید لازم . منجر گارددروسسوز و یون ب هایبیماری

بارای اولاید باار در  ،ر تصقیق حایاردبه ذکر است که 

از نوترکیاب  HSP70پروتئید  تولیدههت ایران و ههان 

تصاات کنتاارل کااه  (+)pET-24a سیسااتم پروکاااریوتی

اید وکتاور باا ستفاده گردید. باشد، امی 7Tپروموتر بوی 

حاوی ژن مقاومت به کانامایسید  ،هفت باز 5310اندازه 

باشد کاه ترمینال خود می-cدر انتهای  His-tagو توالی 

 تخسیص گردیده وموهب اطمینان از بیان کامل پروتئید 

HSP70را زیاد کبالات ستون ر استفاده از با بازده بالا با

 Gopal et al., 2013; Rosano et)د نمایامایپذیر امکان

al., 2014.)  

گیاری نتیجاه هاای پاژوهش حایاربراسا  یافتاه

زای شود که امکاان تولیاد پاروتئید نوترکیاب ایمنایمی

HSP70  سازی بومیبا توهه به باسیل یون وهود دارد و

زیاابی انباوه و ارتولیاد  ،تصقیاق اید در rHSP70 تولید

 ساازی ایاد ژن درو نیاز همساانهزیرواحاد آن واکسد 

تاوان  بررسایو  آبورتاو بروسلا باکتری 51RBءسویه

پیشاانهاد  MAP باااکتری سااسولی یاادِّتصریااا ایمناای

 گردد. می
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