
JCP
  1195-1202، 1393، 1ی ـ پژوهشی، سال یازدهم، بهار، شماره اي، علم پاتوبیولوژي مقایسه

 1195

  مایکوپلاسما آگالاکتیه در سیستم پروکاریوتی 40Pکلونینگ ژن 
  1نژاد ، رمضانعلی خاوري2، حسین گودرزي2، سیدعلی پوربخش *1فرشته یاوري

  

  چکیده
مایکوپلاسما که باعث اتصال  ،است چسبندگی مایکوپلاسما پروتیین کد کننده 40Pژن

 .دشو میو شروع بیماري میزبان  کلونیزه شدن آن در ،تیوهاي یوکاری آگالاکتیه به سلول
سازي  براي واکسنمناسب یک آنتیژن تحریک کننده ایمنی و کاندید  40Pلیپوپروتیین 

با استفاده از  تولید واکسن نوترکیب زیرواحدياین مطالعه  از انجام هدف .است
   .باشدمیدر سیستم پروکاریوتی  40Pکلونینگ ژن 

آگالاکتیه در ایران تکثیر و مایکوپلاسما کسینال از سه سویه وا 40Pژن  در این تحقیق،
و در سنتز  ،یک سري تغییرات پس از ،منتخب 40P توالی ژن. تعیین توالی شد

 شیاکلی به روش شوك حرارتییکلونینگ کلون شد، سپس به باکتري اشر پلاسمید
ژن تخلیص . شد داده دو آنزیم برش توسط  40Pپس از تکثیر، ژن . شد انتقال داده

  .به باکتري بیانی کلون شد انتقالده در پلاسمید بیانی، جهت ش
شد که  از سه سویه واکسینال تکثیر 40Pژن  نوکلئوتیدي 920قطعه  نتایج نشان داد که

 نوکلئوتید بود از  1092توالی کامل این ژن که شامل . باشد نشانه حضور ژن در آنها می
 تمام کنندهو  شروع کنندهحاوي  +pET22bدر پلاسمید بیانی ا و کلونینگ جد پلاسمید

T7 کلونینگ  .در سلول باکتري ترانسفورم شد نهایت پلاسمید نوترکیبدر . کلون شد
نوترکیب براي پیشگیري از آگالاکسی  واحدي   ن قدم در تولید واکسن زیراولی 40Pژن 

  .باشد می دردام
  .ب، کلونینگ، مایکوپلاسما آگالاکتیه، واکسن نوترکی40Pژن :واژگان کلیدي

  
  20/9/92: تاریخ پذیرش    29/7/92: تاریخ دریافت

 

  مقدمه
مایکوپلاسماها در دسته مولی کوتیس و راسته 

منشاء این باکتري . شوند میبندي  طبقه اولمایکوپلاسماتالس 
  ).7( گرم مثبت است

اي ازمایکوپلاسماهاست که باعث  آگالاکتیه گونهمایکوپلاسما 
شود که داراي  ی در گوسفند و بز میبیماري مسري آگالاکس

علائم رایجی همچون ورم ملتحمه، ورم مفاصل، ورم پستان 
به فرم مزمن تبدیل  بیمارياین گاهی اوقات ). 1(باشد  می
فرار میکروارگانیسم از سیستم ایمنی بدن  شود، که نتیجه  می

تغییر دادن به دلیل  فرار از سیستم ایمنیاین . باشد میمیزبان 
     وظیفه دیگر این .باشد میسطحی مایکوپلاسما  هاي پوپروتیینلی

 f_iavari@yahoo.com .ایران تهران،گروه زیست شناسی، ، واحد علوم وتحقیقات ،دانشگاه آزاد اسلامیـ *1

  رازي، کرج، ایران واکسن و سرم سازي ، موسسهـ آزمایشگاه رفرانس مایکوپلاسما2

  
 سما اتصال باکتري به سلولهاي سطحی مایکوپلا لیپوپروتیین

جهت اتصال باکتري به . میزبان و کلونیزه شدن است
ایی به  هاي چسبنده مولکولنیاز به هاي یوکاریوتی میزبان  سلول
نقش دیگر این اتصالات سهولت . باشد می )adhesion(نام 

هاي باکتریایی مانند سوپراکسیدها و پراکسیدها  انتقال متابولیت
بوده که منجر به آسیب اکسیداتیو بافتی به سلول میزبان 

 ).2و 4(شود  می

هاي سطحی زیادي را  نئیآگالاکتیه پروتمایکوپلاسما اگرچه 
ها  مهمترین این پروتیین کند ولی بیان می 80Pو  30P ،40Pمانند 

است زیرا با تزریق این  40Pسازي  به عنوان کاندید براي واکسن
 می رودبادي تولیدي بسیار بالا  پروتیین به بدن میزبان تیتر آنتی

مانع  )Fab(ژن  بادي و یا قطعه اتصالی به آنتی که این آنتی
فلوري وهمکارانش از نظر . شود کلونیزاسیون این باکتري می

  . ژنتیکی و عملکردي این ژن را بررسی کردند
کلونال  بادي پلی با واسطه آنتی 40Pهاي عملکردي  بررسی

این مولکول باعث اتصال باکتري  صورت گرفت و نشان داد که
این لیپوپروتیین . شود هاي غشاء سینوویال گوسفند می به سلول

باشد  کیلو دالتون دارا می 40غشاي سیتوپلاسمی وزنی معادل 
آگالاکتیه شناخته شده و در هیچ مایکوپلاسما که فقط در 

در  تفاوت). 2 ،4 و14( شود مایکوپلاسماي دیگري بیان نمی
هاي مختلف ژن  ناحیه بالا دست ژن منجر به  بیان -10ناحیه 

40P غیر از سروتایپ  به. شود میC  به علت یک جهش در
آگالاکتیه بیان  مایکوپلاسماهاي  ، این ژن در تمام سویه 5́ انتهاي

ه یک ناحی هاي دیگر، وجود از ویژگی. باشد شده و تک کپی می
 .باشد می 40Pآگالاکتیه در ژن مایکوپلاسما مخصوص % 100

  مایکوپلاسما را بهمخصوص  TGATrpهمچنین این ژن کدون 
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 ،4 ،9 ،6، 10 و12( کند استفاده می TGGTrp جاي کدون عمومی 
 درصد 16,9درصد لیزین و  16,2حاوي  40Pپروتیین ). 2

مشابه   40Pپروتیین  از این لحاظ. می باشد  لوسین و ایزولوسین
که حاوي موتیف  .ستا هومینیس مایکوپلاسماP 50پروتیین 

نیز این موتیف  40Pدر  احتمال دارد .می باشدزیپ لوسین 
  ).4و 16(وجود داشته باشد 

آگالاکتیه از نظر وجود مایکوپلاسما در ایران سه سویه واکسینال 
نشان داده است که  ها همقایس. ندا همقایسه و بررسی شد 40P ژن

همولوژي ایی اروپ هاي سویهایران و  واکسینال هاي سویهبین 
همولوژي زیاد و به برخی  هاي سویه نسبت به برخی دردا وجود

  .دارد تريدیگر همولوژي کم
هاي  مایکوپلاسما آگالاکتیه در سویه 40Pژن مطالعه در این 

در  PG2واکسینال ایران تعیین توالی شده و در مقایسه با سویه 
با توجه به . درصد همولوژي نشان داد 98- 100بانک ژنی 

 40Pدون ترجیحی در مایکوپلاسما و پلاسمید بیانی، ژن ک
طراحی شده و در پلاسمید کلون شد که این ساختار ژنی جهت 

  .بیان در سیستم ترشحی پروکاریوتی استفاده خواهد شد
  
  مواد و روش کار 

سه سویه واکسینال مایکوپلاسما آگالاکتیه ایران به  مطالعهدر این 
رستان از لیوفیلیزه خارج شده و در هاي طالقان، شیراز و ل نام

روز  10مایع کشت داده شدند و به مدت  PPLOمحیط کشت 
پس از رشد، ژنوم آنها . انکوبه شدند سانتیگراد درجه 37در

د بر روي آنها انجام ش ،جهت تایید گونه PCRاستخراج شده و 
)10(.  
  خراج ژنوم از مایکوپلاسماستا

واکسینال  هاي سویهاز  رولیترکیم 500براي این عمل ابتدا حدود 
مایکوپلاسما آگالاکتیه که از موسسه واکسن و سرم سازي رازي 

دور در دقیقه سانتریفوژ  13000دقیقه در  15تهیه شد،  کرج
بافر  کرولیتریم 100شده، مایع رویی را دور ریخته و سپس 

شد و در دماي  تکان دادهمحلول به خوبی . لیزکننده اضافه شد

سپس هم حجم . ساعت انکوبه شد 4الی  5/3درجه  56
دور  13000دقیقه در  15و  شده اضافه کردهمحلول، فنل اشباع 

فاز رویی نمونه برداشته شده و به تیوپ . در دقیقه سانتریفوژ شد
کلروفرم - جدید منتقل شد و هم حجم با آن مخلوط برابر فنل

فاز . دور در دقیقه سانتریفوژ شد 13000دقیقه در  15اضافه و 
رویی برداشته و هم حجم با آن کلروفرم اضافه شد، به خوبی 

محلول رویی به تیوپ جدید منتقل شد . شیک و سانتریفوژ شد
مولار و دو برابر محلول الکل  3حجم آن سدیم استات  1/0 و

انکوبه و  -20دقیقه در فریزر  20. مطلق سرد اضافه شد
% 70الکل  لیترکرویم 200مایع خارج شده و . شد سانتریفوژ

سرد به آن اضافه و پس از سانتریفوژ، محلول خارج و رسوب 
و 15(آب مقطر به آن اضافه شد  کرولیتریم 50خشک شده و 

10.(  
   PCRواکنش 

 PCRبا هدف تکثیر قطعات مختلف از ژن P40 ) با استفاده از
بافر ( کرولیتریم 25در حجم نهایی  )PeQSTAR 2X دستگاه

PCR X10اکسی ي میلی مولار، د 50یزیم ، کلرید من
نانو گرم، آنزیم  30میلی مولار، ژنوم الگو  10ریبونوکلئوتید 

Taq  جهت ) نانومولار از هر پرایمر 200واحد،  4/1پلی مراز
 و MARدو پرایمر تایید گونه مایکوپلاسما آگالاکتیه با واسطه 

MAF 2(ها و برنامه به شرح زیر صورت پذیرفت با توالی.(  
MAF: TGATGATAAGAACGAAAATTCAC 
MAR: ACCAGTGTCTTTTGATTTAAC 

درجه سانتیگراد  94دقیقه در  2ژنومی به مدت  DNAالگوي 
 30(جهت دناتوره شدن حرارت داده شد، سپس مرحله تکثیر 

 52,5ثانیه در  30درجه سانتیگراد،  94ثانیه دناتوره شدن در 
ثانیه  30گو و ال DNAدرجه سانتیگراد براي آنیلینگ پرایمر به 

بار تکرار شد و در مرحله آخر  35) درجه سانتیگراد 72در 
درجه حرارت  72دقیقه در  7مرازي جهت ادامه فعالیت پلی

  . انکوبه شدند
الکتروفورز شده و قطعات % 1روي ژل آگارز  PCRمحصول 

  .تکثیر شده با دستگاه لومینیتور آشکار سازي شدند
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  PCRتخلیص و سکانس محصول 
روي  PCRاز مشاهده قطعه مورد نظر تکثیر یافته محصول پس 

الکتروفورز شده و  )low melting( با دماي ذوب پایین ژل
خریداري شده از ( لتکثیر شده طبق کیت استخراج از ژ قطعات
  .تخلیص شدند )Roche شرکت

در این مرحله باندهاي مشاهده شده بر روي ژل با تیغ استریل 
 350. قرار داده شدند 5/1ندورف برش داده شده و در اپ

از بایندینگ بافر به تیوب اضافه شده و به خوبی  کرولیتریم
درجه سانتیگراد انکوبه  56دقیقه در  10محلول . ورتکس شد
ایزوپزوپانول به آن اضافه شده و  کرولیتریم 150شد، سپس 

محلول حاصله را به بخش بالایی فیلتر که روي تیوب قرار 
. شد دورسانتریفوژ 13000دقیقه در  1یق شد و گرفته است تزر

واشینگ بافر  کرولیتریم 500محلول زیر فیلتر دور ریخته شده و 
از  کرولیتریم 200محلول زیري تخلیه و . اضافه و سانتریفوژ شد

سپس فیلتر را به روي . بافر قبلی دوباره اضافه و سانتریفوژ شد
وشن بافر ریخته و ال کرولیتریم 50 گذاشته و 1,5یک اپندورف 
 به شرکت( محلول حاصله براي سکانس دو طرفه .سانتریفوژشد

bioneer( نتایج حاصل از سکانس در بانک ژنی. فرستاده شد ، 
  .بلاست شد  DNAsis MAXبا برنامه 

  طراحی ژن
در باکتري  +pET22bبا هدف بیان ژن در کاست بیانی

راتی انتخابی تغیی 40P ، در ژنDH5αشیاکلی سویه یاشر
اعمال شد که شامل تغییر رمز اسیدآمینه تریپتوفان مخصوص 

، تعبیه سایت )TGG(به کدون عمومی ) TGA(مایکوپلاسما 
، اضافه 3´و  5´در انتهاي  EcoRI و   NotIهاي  برش آنزیم

کردن یک نوکلئوتید در ابتداي ژن جهت جلوگیري از تغییر 
ژن  .باشدمی 40Pدر چارچوب و حذف کدون پایانی ژن 

کلون شده بود  B1 - pGEMسنتز شده در پلاسمید کلونینگ 
و به باکتري مستعد به روش شوك حرارتی ترانسفورم 

  .)2، 4و 16(دش

 (Transformation) باکتري دگرسازي

میلی مولار و منیزیم کلراید  20باکتري به کمک کلسیم کلراید 
از  نانوگرم 100. شد دگرسازيمیلی مولار مستعد و آماده  80

دقیقه روي یخ  30پلاسمید حاوي ژن به باکتري مستعد اضافه و 
درجه  42دقیقه در  2شوك حرارتی به مدت . انکوبه شد

 5ها  سانتیگراد به سوسپانسیون وارد شده پس از این مدت نمونه
 محیط لوري کرولیتریم 800دقیقه روي یخ انکوبه شده و سپس 

دقیقه در  45و  به اپندورف اضافه شد) بی- ال( برتانیـ 
پس از این مدت روي  ،شیک شد سانتیگراد درجه 37انکوباتور 

میلی لیتر  1 ماکروگرم در 50دار حاوي  بی آگارـ  هاي ال محیط
  ).8و 16(سیلین کشت داده شدند  آمپی

  استخراج پلاسمید
درجه  37در شیکرانکوباتور  به مدت یک شب ها ابتدا باکتري

دقیقه در  15به مدت  5/1 لولهر گراد رشد داده شد و دسانتی
 600محلول رویی خارج شده و . دور رسوب داده شدند 5000

مولار،  1مولار، تریس  4سدیم کلراید (  STEکرولیتر بافریم
 15سرد و استریل اضافه، ورتکس و ) مولار 5/0اي .تی.دي.اي

 100سپس . شد دور در دقیقه سانتریفوژ 5000دقیقه در 
کلراید  -میلی مولار، تریس 50گلوکز ( 1ل از محلو کرولیتریم

دقیقه در  5اضافه و )  مولار 5/0اي .تی.دي.میلی مولار، اي 25
سدیم دودسیل ( 2سپس از محلول . دماي اتاق انکوبه شد

 کرولیتریم 200) نرمال 1و هیدروکسید سدیم % 10سولفات 
 کرولیتریم 150. دقیقه روي یخ انکوبه شد 5اضافه، ورتکس و 

) مولار و اسید استیک 5پتاسیم استات ( 3حلول شماره از م
 225به نمونه . دقیقه روي یخ انکوبه شد 5اضافه ورتکس و 

دقیقه  3کلروفرم اضافه، و  کرولیتریم 225فنل و  کرولیتریم
میلی  1جدید انتقال داده و  لولهفاز رویی را به . سانتریفوژ شد

دقیقه در  5ورتکس فه شد و پس از ااض% 96لیتر به آن اتانول 
 500مایع رویی دور ریخته و . شد دور سانتریفوژ 9000

مایع رویی . سرد اضافه و سانتریفوژ شد% 70الکل  کرولیتریم
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آب مقطر  کرولیتریم 20دور ریخته و رسوب خشک شد و 
  .)10و 15( نگهداري شد -20اضافه شد و در دماي 

  pGEM- B1 از پلاسمید   40Pجداسازي ژن 
از پلاسمید جداسازي شده   40P ژن EcoRIاده از آنزیم با استف

سپس با . الکتروفورز و مشاهده شد% 1و روي ژل آگارز 
استفاده از کیت استخراج از ژل تخلیص شده و براي کلون در 

  . پلاسمید بیانی استفاده شد
  +pET22b  هضم آنزیمی ژن و پلاسمید بیانی

لاسمید جداسازي شده با یک آنزیم از پ 40P با وجود اینکه ژن
 NotIبود ولی براي کلون کردن در پلاسمید دوم باید با آنزیم  

  .شد نیز برش داده می
 و   NotIهاي با استفاده از آنزیم 40Pاین پلاسمید و ژن 

EcoRI الکتروفورز شده و% 1برش داده شده، روي ژل آگارز 
  . آماده شدندالحاق براي 
  الحاق

لیگاز  T4 لیص شده به کمک آنزیمدر این مرحله قطعه ژنی تخ
به  3محلول مورد نظر شامل نسبت . در پلاسمید بیانی کلون شد

ر ساعت د 18ژن به پلاسمید، بافر و آنزیم بوده و به مدت  1
  ).6، 9و 15( درجه سانتیگراد انکوبه شد 16

 غربالگري لیگاسیون

ها به طور  هاي ترانسفورم شده، کلنی پس از رشد باکتري
براي این عمل . انتخاب شدند PCRجهت غربالگري با  تصادفی

بی کشت داده شده و  ـ  هاي رشد کرده در محیط مایع ال کلنی
بر روي ژل الحاق محصول  استخراج پلاسمید شدند سپس

نیز براي انجام  PCR همچنین تکنیک. الکتروفورز شد% 1آگارز 
هاي لایگت شده  پس از تایید، نمونه. این تأیید نیز انجام گرفت

پلاسمید کلون شده به باکتري . براي بیان ژن انتخاب شدند
بی آگار  - ترانسفورم شده  و روي محیط ال  BL21مستعد بیانی
سیلین کشت داده  میلی لیتر آمپی 1ماکروگرم در 50دار حاوي 

  ).10، 15و 16( شدند

  نتایج
 مایکوپلاسما مایع و تایید گونه PPLOکشت مایکوپلاسما در 

سه سویه مایکوپلاسماي ایران لرستان، طالقان و شیراز  آگالاکتیه
 طبق. مایع پس از ده روز رشد کردند PPLOدر محیط کشت 

  و MAFبا پرایمرهاي  PCRپس از استخراج ژنوم و  1نگاره 

MAR   40نوکلئوتیدي از ژن  920قطعهP  تکثیر شد که تایید
  .باشد کننده گونه آگالاکتیه می

  

  
 40Pاز ژن  PCRنوکلئوتیدي تکثیر شده توسط  920قطعات  ـ1نگاره 

 - 2سویه طالقان  -1: سه سویه واکسینال مایکوپلاسما آگالاکتیه ایران
  .bp100مارکر :  م .سویه لرستان -3سویه شیراز 

  
  pGEM- B1 و استخراج پلاسمید  دگرسازي

فورم شده با این پلاسمید روي ترانسDH5α ي ها باکتري
دار رشد کرده و پس از استخراج پلاسمید  بیوتیک محیط آنتی

الکتروفورز و پلاسمید با اندازه % 1ها روي ژل آگارز  از کلنی
  . مشاهده شد 2نگاره مطابق با  نوکلئوتید 4095

  
  .bp500 مارکر: م.P40-  pGEM- B1 پلاسمید کلونینگ  ـ2نگاره 
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  pGEM- B1 تایید قطعه ژنی در پلاسمید
صورت  MAF, MARهاي  با پرایمر PCRاین عمل توسط 
تکثیر و روي ژل   40P نوکلئوتیدي از ژن 920پذیرفت و قطعه 

  .مشاهده شد% 1آگارز 
  pGEM- B1هضم آنزیمی پلاسمید 

 1092با وزن   40P ژنشود  مشاهده می 3نگاره همانطور که در 
جدا شد pGEM- B1  نوکلئوتید پس از هضم آنزیمی پلاسمید

  .الکتروفورز و مشاهده شد %1و روي ژل آگارز 
  

    
با اندازه  40Pژن: از پلاسمید کلونینگ 40Pجداسازي قطعه ژنی ـ3نگاره 

 مارکر: م. pGEM- B1نوکلئوتید جداسازي شده از پلاسمید  1092

bp500. 
  
 

  +pET22b و استخراج پلاسمید دگرسازي
شیاکلی یفورماسیون در باکتري اشراین پلاسمید پس از ترانس 

دار رشد کرده و  بیوتیک روي محیط آنتی  DH5αسویه
% 1روي آگارز  4نگاره طبق  نوکئوتید 5493پلاسمید با وزن 

 .شد و مشاهده الکتروفورز

  
  .kb 1مارکر : م +pET22b .پلاسمید بیانی ـ4نگاره 

  +pET22bهضم آنزیمی پلاسمید 
، قطعه 40Pژنالحاق جهت آماده سازي این پلاسمید براي 

و   NotIهاي از پلاسمید به کمک آنزیم نوکلئوتیدي 26
EcoRI 1آگارز  از پلاسمید جدا و پلاسمید روي ژل %

برش نخورده به عنوان +pET22b الکتروفورز و پلاسمید 
 5نگاره باندهاي مختلفی طبق  کنترل منفی استفاده شد

  . مشاهده شد

    
پلاسمید برش نخورده  - pET22b+ 1:هضم آنزیمی پلاسمید  ـ5نگاره 

 NotIبا دو آنزیم و خطی شده پلاسمید برش خورده  - 2ه عنوان کنترل ب

  .kb1مارکر: م. EcoRI و  
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 +pET22bدر پلاسمید   40P و تایید ژن کردنالحاق 
  نوترکیب

در پلاسمید  pGEM- B1استخراج شده از پلاسمید  40Pژن
  PCRیید این عمل،أشد و جهت تالحاق  +pET22bبیانی  

نشان می دهد که پلاسمید نوترکیب  6 هنگار .صورت پذیرفت
تکثیر داده را نسبت به پلاسمید برش نخورده  bp 920باند 
شود که  نوکلئوتیدي مشاهده می 920باند  4در شماره  .است

  .پلاسمید نوترکیب است در 40Pژن  نشانه حضور 
  

    
 -PCR   :1قطعه تکثیر شده از پلاسمید نوترکیب توسط ـ 6نگاره 

 920قطعه  -PCR 3کنترل منفی واکنش  - PCR  2 واکنش کنترل مثبت
 -4تخلیص شده از پلاسمید کلونینگ  40Pنوکلئوتیدي تکثیر شده از ژن 

قطعات تکثیري توسط  - 5قطعات تکثیر شده پلاسمیدهاي نوترکیب 
PCR حاصل از پلاسمید pET22b+ بدون ژن به عنوان کنترل منفی .

  .bp100 مارکر : م
  

 %1بر روي ژل آگارز الحاق تر محصول براي تأیید بیش
که پلاسمید نوترکیب  bp 6585باند  7نگاره  .الکتروفورز شد

  .دهد است نشان می 40Pحاوي ژن 

    
پلاسمید : pET22b+ .1 در پلاسمید بیانی  40Pالحاق ژن  ـ7نگاره 

. 40Pپلاسمید نوترکیب حاوي ژن : 2بدون الحاق به عنوان کنترل منفی 
  .Kb 1مارکر : م

  

   BL21فورماسیون باکتري بیانیترانس
به این باکتري ، طبق پروتوکل قبل وي ژنپلاسمید بیانی حا

  .کرددار رشد  سیلین فورم و روي محیط آمپیبیانی ترانس
  

  بحث
آگالاکسی بیماري است که سالانه در صنعت دام کشور باعث 

این بیماري با . هاي اقتصادي بسیاري می شود آسیب
باکتري مایکوپلاسما آگالاکتیه درروده بز و کلونیزاسیون 

عامل اصلی این اتصال P 40شود و ژن  گوسفند شروع می
تاکنون کشورهاي مختلفی مانند  .)1، 2، 4، 5و 14(باشد  می

سوئیس، فرانسه و ایران براي پیشگیري از آگالاکسی از 
بردند ولی فلوري و همکارانش  هاي سلولی بهره می واکسن

نتیکی و عملکردي این پروتیین  هاي ژ یژگ بر روي وی
مطالعاتی انجام دادند و نشان دادند که این پروتیین کاندید 

ژن ابتدا در این تحقیق . باشد مناسبی براي واکسن زیرواحدي می



JCP
  مایکوپلاسما آگالاکتیه در سیستم پروکاریوتی 40Pکلونینگ ژن 

 1201

40P هاي مثبت آگالاکتیه توسط تکنیک  از گونهPCR  تکثیر داده
در نهایت  شد و براي این کار از چندین پرایمر استفاده کردند و

به همراه برچسب هیستیدین به  pETHIS-1در پلاسمید بیانی 
این فیوژن . شیاکلی ترانسفورم و در آن بیان شدیباکتري اشر

از محیط باکتري برداشت شده و در پروتیین پس از ترشح 
. ستون کروماتوگرافی به کمک برچسب هیستیدین تخلیص شد

بر روي آن انجام هاي ایمونولوژیکی و هیستولوژي که  بررسی
تواند به  می 40Pگرفت نشان داد که این باکتري با واسطه 

. روده گوسفند و بز متصل شودپوششی هاي  سلول
کیلو دالتونی  40هاي تولید شده بر ضد این پروتیین  بادي آنتی
ري کرده و مانع شروع آلودگی یتواند از این اتصال جلوگ می
  .)4، 11و 14(د شو

 797و همکارانش بر روي  Oravcovaنیز  2008در سال 
را به عنوان   40Pهاي پروتیین   نمونه شیر کار کردند و توانایی

یک مارکر تشخیصی براي تعیین آلودگی در گوسفند به کمک 
این مطالعه نشان . کیفی بررسی کردند real- time PCRتست 

 1اختصاصی بوده و و حساسیت تست % 100داد که این تست 
این نتایج حاکی از این است که . باشد نوم باکتري میاکی والان ژ

در مطالعات و اپیدمیولوژي به عنوان یک وسیله  40Pتوان از  می
  ).13( تشخیصی سریع و قابل اطمینان استفاده کرد

شیاکلی و یبیان ژن در سیستم پروکاریوتی از جمله اشر
الا، آگالاکتیه داراي مزایایی مانند تولید محصول ب مایکوپلاسما

هاي پایین  دست ورزي آسان و کم هزینه و ساده بودن پروسه
در تحقیقی که توسط بارانوسکی و همکارانش . باشد دست می

به عنوان شاتل وکتور  p20-Iminoصورت گرفت از پلاسمید 
 P 40را تحت کنترل پروموتر nifu, nifsاستفاده کردند که ژنهاي 

آگالاکتیه  ایکوپلاسماممایکوپلاسما آگالاکتیه به موتانتهاي 
تحت این  NIFنتایج نشان داد که لوکوس . فورم کنندترانس

  .)1( شودآگالاکتیه بیان می مایکوپلاسماشرایط به خوبی در 
Cacciotto  هاي  بر روي کلونینگ و بیان ژن 2013نیز در سال
د و ژن نوکلئاز وابسته به منیزیم آگالاکتیه کار کر مایکوپلاسما

5040MAG-  لی بیان کردکشیاین باکتري را در باکتري اشرای .
به عنوان فیوژن پروتیین بیان  GSTاین پروتیین در ترکیب با 

داراي فعالیت   GST  - 5040MAGاین پروتیین نوترکیب . شد
  ).3( بودآنزیماتیکی و فیزیولوژي مناسبی 

هاي با توجه به تفاوتی که در سویهدر این تحقیق 
هاي وایران وجود دارد ابتدا سویه مایکوپلاسماي اروپایی

بررسی شدند و سپس  40Pواکسینال ایران از نظر وجود ژن 
این بررسی . هاي اروپایی بررسی شدهمولوژي آنها با سویه
هاي مایکوپلاسما آگالاکتیه ایران و اروپا تشابه بالایی را در سویه

 ییتوالی انتخابی، جهت بیان ژن، توالی  سویه اروپا. نشان داد

PG2 هاي موجود در بانک ژنی بود که بالاترین تشابه را با سویه
زیرگونه بررسی  26در  P40ژن کد کننده . ایرانی نشان داده بود

باشد و در دیگر گونهشده مایکوپلاسما آگالاکتیه تک کپی می
  ).4و 10(هاي مایکوپلاسما دیده نشده است 

اکسینال انتخابی از سه سویه و 40Pدر این مطالعه ژن 
کاست . مایکوپلاسما آگالاکتیه ایران در پلاسمید بیانی کلون شد

، برچسب pelB، سیگنال ترشحی T7بیانی ژن حاوي پروموتر 
سفارشی  40Pژن . باشدمی T7و ترمینیتور  40Pهیستیدین، ژن 

یکی از ویژگی. کلون شده بود pGEM-B1در پلاسمید کلونینگ
با برش در این  EcoRIیم هاي این پلاسمید این است که آنز

را ایجاد کند که این  NotI  تواند جایگاه برش آنزیمپلاسمید می
  .)15( ها را ایزوکدومر گویندنوع آنزیم

نوکلئوتیدي داراي  1092قطعه ژنی سفارش داده شده با اندازه  
از  EcoRIبوده که توسط آنزیم  NotIو  EcoRI دو سر انتهایی

انجام  PCRتست تاییدي توسط  .پلاسمید جدا و تخلیص شد
بازي را  920پذیرفت که پرایمرهاي به کار برده شده یک قطعه 

نیز  +pET22bپلاسمید بیانی . از بخش درونی ژن تکثیر کردند
نوکلئوتیدي از آن  26ها برش داده شد و قطعه  با همان آنزیم

پس از کلون . بازي شد 1092 ،40جدا و آماده پذیرش ژن 
با همان پرایمرها انجام گرفت و محصول  PCRشدن، دوباره 

PCR  ژن در پلاسمید لایگیت شده است نشان داد که این.  
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سیستم  بیان در  پلاسمید بیانی کلون شده و آماده ژن در
هاي  پروکاریوتی بوده که پس از تخلیص و گذراندن بررسی

 بازار بهتواند  اش می کیفیت، پایداري و قدرت ایمونولوژیکی
  .رددگ عرضه
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