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 مقدمه
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 ونيا ليم1.1/1هاا   آن انيشوند که از م يمبرلا م يماريب نيبه ا

دهناد. طباق گازارش ساازمان      ينفر جان خود را از دست ما 

در  يماار يب نيا ا وعيشا  زانيم 2009در سال  يبهداشت جهان

 يدرحاال  نيا نفر در هر صد هزار نفر بوده اسات و ا  24 رانيا
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باشاد   يم  Calmette-Guerin (BCG) Bacillusدسررس است

 ماورد اسارفاده اارار   نفر  ارديليم 3 يبرا ر،ياخ ي دهه 4و  در 

ن در نقاا  مترلا    واکس نيا ييکارا زاني[. م8،7گرفره است ]

 امآن در مطالعات انج ييکارا که ي، به طورجهان مرفاوت است

 [.9% گزارش شده است ]80شده از صفر تا 

 ياسااررات  کياا جاااديا يحااال حا اار جساارجو باارا در

 يجهاان  قاات ياول تحق تيبه اولو TB هيموثر عل ونيناسيواکس

در  ياريبسا  يهاا  شارفت يپ ريشده است. در دو دهه اخ ليتبد

 ريا نظ ييهاا  واکسن سل انجام شده اسات، واکسان   ديمورد تول

 يهااا هااا، واکساان  واکساان DNA ،يروساايو يوکرورهااا

از جملاه   بيا نوترک BCG و  (fusion protein)يرواحاد يز

 ريا سال اخ ستيب يمورد مطالعه ط ديجد يها واکسن نيتر مهم

 [.10] روند يبه شمار م

hspX اسات کاه در بقاا      يشاو  حرارتا   نيپاروتئ  کي

 هي، در مراحل اول (latent)در مرحله نهفره يمدت باکرر يطولان

 ، عفونات بادون علامات   يداخال سالول   طيبا محا  يسازگار

(asymptomatic infection) زنده ماندن در داخل گرانولوم و ،

از  تيا و محروم يمنابع انرژ تيمحدود طيماکروفاژ تحت شرا

 کيا ژن موجاب تحر  يآنرا  نيا ا [.12،11] نقاش دارد   نياکس

 T CD4 يها سلول
+
 TCD8 و 

+
 ديا شود و اادر به القا  تول يم 

TNF-α , IL-2, IFN-γ  [.13] است 

را کاد   يمنيمولکول غالب ا نيچند ESAT-6 يژن خانواده

 يهاا  در مادل  يمنا يا سارم يتوساط س  يکند و به طور ااو  يم

مبرلا  يها انسان T يها توسط سلول نيچن مترل  و هم يوانيح

 کيا مرعلاق باه    tb10.4 شاوند  يما  ييشناسا سيبه توبرکلوز

اساات، کااه باعاا   ESAT-6 ياز خااانواده ژناا رخااانوادهيز

توساط   يشود و باه طاور ااو    يم يمنيشدن پاسخ ا ترهيبرانگ

و افااراد مباارلا بااه  BCG شااده بااا واکساان نهيافااراد واکساا

 يخوب ديتواند کاند يم نيبنابراشود؛  يم ييشناسا سيتوبرکلوز

 [.11،14واکسن باشد ] ديتول يبرا

 tb10.4و  hspXمطالعاااه حا ااار کلونينااا  دو ژن  در

بااه  pcDNA3.1+ مايکوباااکرريوم توبرکلااوزيس در وکرااور 

آن در  انيااب ديياادرسااري انجااام شااد. اياان وکرااور پااس از تا

 ديا باه عناوان کاند   ناده يتواناد در آ  يم ،يوتيوکاري يها سلول

DNA     هاااي  واکساان در القاااي سيساارم ايمنااي در ماادل

 .ارار گيرند ادهآزمايشگاهي مورد اسرف

 

 هامواد و روش
  PCR  hspX b10.4

 هيسو سيتوبرکلوز وميکوباکرريمطالعه ابردا ژنوم ما نيا در

H37Rv  را به روشBoiling طاور کاه    همان مياسرتراج کرد

  يهاا  جادا کاردن ژن   ي[. سپس بارا 16] داده شد حيتو  ابلاً

tb10.4  وhspX شاد  يطراحا  ياخرصاصا  يمرآغازگرهايپرا 

اسارفاده   PCR ها از روش ژن نيا ريتکث ي( و برا2و1)جدول 

 .دش

 
 (جفت باز 291با اندازه PCRمحصول ) tb10.4اخرصاصي طراحي شده جهت تکثير اطعه  . آغازگرهاي1جدول

 توالي تو يحات

 BamHI 5-AATAACGGATCCTCGCAAAواجد جايگاه برش آنزيم محدود کننده . آغازگر بالادست
TCATGTACAACTAC -3 

 XbaI 5- ATACTTTCTAGACTAGCCواجد جايگاه برش آنزيم محدود کننده . آغاز گر پايين دست
GCCCCATTTG-3 

 

 (جفت باز 431اندازه با  PCRمحصول ) hspX هاي اخرصاصي طراحي شده جهت تکثير اطعه آغازگر. 2جدول

 توالي تو يحات

 HindIII 5- TTATATAAGCTTACCATGGGAGCواجد جايگاه برش آنزيم محدود کننده . آغازگر بالادست
CACCACCCTTCCCGTTCAG-3 

 BamHI  5- AGAACTGGATCCGTTGGTGGواجد جايگاه برش آنزيم محدود کننده . آغازگر پايين دست
ACCGGATCTGAATG-3 
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 اطعاات  ريتکث يبرا PCR مواد مورد اسرفاده جهت انجام

tb10.4 و hspX باشد يشده م ذکر ريمطابق با مواد و مقاد: 

 اسارتراج شاده باه روش    DNA از نموناه ناانوگرم  100

Boiling، 200 از کروماولار يمdNTP ، 1/1 ماولار از  يلا يم 

MgCl2 ،1/0 واحاد از   1 مر،ياز هار آغاازگرپرا   کرومولاريم

و بافر مرباو  باه آن. حجام     Taq DNA polymerase ميآنز

 .باشد يم رريکروليم PCR 25 واکنش يينها

طبق  hspX و tb10.4 اطعات ريبه منظور تکث PCR برنامه

 به تعداد کلر،ياز ابل داده شده به دسرگاه ترموسا يبرنامه زمان

. پاس از انجاام واکانش    (3شد )جادول   يانداز راه کليس 31

 .% الکرروفورز شدند1/1ژل آگاروز  يبر رو PCRمحصولات 
 

 اسرفاده شده در اين مطالعه PCRبرنامه  .3جدول

 )دايقه( زمان (° Cدما ) PCRبرنامه 
Primary Denaturation 

 )واسرشرگي(
91 4 

Secondary Denaturation 94 1 
Annealing 
 ) اتصال آغازگر(

19 1 

Extention   
 )گسررش(

72 1 

Final Extention 72 1 

 

2- hspXtb10.4 

pcDNA3.1 (+)اطعه ابردا tb10.4 توسط واکنش PCR 

 و BamHI محادودالاثر  يهاا  ميشده و با اسرفاده از آنز ريتکث

XbaI (Fermentas  هضام آنز )شاده و در   يما يفرمنراز ،آلمان

 hspX  کلون شد. در مرحله بعد، اطعه +pcDNA3.1 ديپلاسم

  HindIIIمحدودالاثر يها ميشده و با آنز ريتکث PCR با روش

ت محصاولا  يسااز  شد. جهت خالص يميهضم آنز BamHI و

اسارتراج از   تيا % و از ک0.8/0، از ژل آگااروز  يميهضم آنز

 انرقال اطعاه  ي. برادي( اسرفاده گردي، کره جنوبBioneer) ژل

hspX بيا نوترک ديبه پلاسم pcDNA3.1+/tb10.4  مياز آناز  

T4گازيل (Vivantis)، متلاو    نيا اسرفاده شد. سپس ا يمالز

اارار    C°گاراد  يدرجه ساانر 16 يساعت در دما 24 مدتبه 

 :اسرفاده شد ريمواد ز يحاو شنيگيمتلو  لا گرفت.

 pcDNA3.1+/tb10.4 بياز وکرور نوترک رريکروليم 1/14

 8الاثر مناساب بارش خاورده اسات،      محدود يها ميبا آنزکه 

الاثر مشابه وکراور  محدود يها ميآنزکه با  hspX از رريکروليم

 گااز، يل  T4 DNAاز باافر  رريکروليم 1/2، برش خورده است

 2( و يس،مااالزيوانري)و گااازيلT4  مياز آنااز رااريکروليم 2/0

 ک،يفينريترموساا ) (PEG) کاول يگل لنياتا  ياز پلا  رار يکروليم

 (.کايآمر

 يساااعت در دمااا 24متلااو  فااو  بااه ماادت  سااپس

 C °16 ژن  يحاو بيارار گرفت. در مرحله بعد وکرور نوترک

 هيساو  E.coliمسارعد   يبه درون بااکرر  يکيوتيب يمقاومت آنر

TOP10 ليا باه دل  بيا وکراور نوترک  ني[. ا16] ترنسفورم شد 

 طيمحا  يرشد بار رو  ييتوانا يکيوتيب يداشرن ژن مقاومت آنر

LB 100) نيليسااا يآمپااا يآگاااار حااااو mg/ml100 ml 

هاا ابرادا باا     يکلنا  ديي( را دارد. تارريکروليبر م کروگرميم100

)باا   PCR-يبااکلن  ساپس  ،يکيوتيا ب ياسرفاده از مقاومت آنرا 

و  hspXاطعاات   ياخرصاصا  يمرهاا يپرا اسرفاده از آغاازگر 

tb10.4 ها  آن يتوال تيصورت گرفت و در نها يميو هضم آنز

( يمااکروژن، کاره جناوب    Macro Gen) يتاوال  نييبا روش تع

 شدند. يينها دييتا

 

 نتايج
و  PCRباه روش   tb10.4و  hspX مطالعه، اطعات نيدر ا

 H37Rv هيساو  سيتوبرکلوز وميکوباکرريبا اسرفاده از ژنوم ما

 شدند. ريتکث

و   291bp ي بااا اناادازه hspX و tb10.4وجااود اطعااات  

431bp (. اطعات با 2و1)شکل شدند دييمشاهده و تا بيبه ترت

اطعاه   ساپس  محدودالاثر مناساب بارش خوردناد،    يها ميآنز

tb10.4 يها ميبا آنز BamHI  وXbaI    يبارش خاورد و بارا 

و  HindIIIالاثر  محدود يها مياز آنز hspXاطعه  يميهضم آنز

BamHI    اساارفاده شااد. در مرحلااه بعااد اطعااهhspX  درون

هاا   ميآنز نيکه با هم pcDNA3.1+/tb10.4 بينوترک ديپلاسم

 و hspX. اطعاه ادغاام دو ژن   هضم شده بود، ساب کلون شاد 

tb10.4 ديدر پلاسااااام سيتوبرکلاااااوز وميکوبااااااکرريما 
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pcDNA3.1کنناده   محادود  ميدو آنز گاهيجا ني+ بHindIII و 

XbaI پروماوتر   تدسا  نييدر پاCMV  شاده اسات   يطراحا 

باه دورن وکراور    hspXاز ورود  ناان ي(. به منظور اطم3)شکل

و  ياخرصاصا  يمرهاا يپرا با آغازگر PCR-ياز کلون بينوترک

الاثر مناساب اسارفاده شاد.     محدود يها ميبا آنز يميهضم آنز

ژل آگاروز الکرروفاورز شادند کاه     يبر رو PCRمحصولات 

جفت بااز   bp 291 ي با اندازه  hspXو  tb10.4وجود اطعات 

مشااهده و   بيا به ترت 431bpو   291bp جفت باز bp435 و

 يهاا  يبا تاوال  ي% همولوژ100 يتوال نييتع جيشدند. نرا دييتا

 .را نشان دادند يثبت شده در بانک ژن H37Rvمذکور  يها ژن

مربو  به  291bp( باند  1) ردي . tb10.4اطعه  PCRنريجه  .1 شکل

 DNA 1kbنشانگر وزن ملکولي  (2)ردي  . tb10.4اطعه  PCRمحصول 

مربو  به  431bp( باند  1) . ردي hspXاطعه  PCRنريجه : 2شکل

 DNA 1kbنشانگر وزن ملکولي  (2)ردي  . hspXاطعه  PCRمحصول 

 Htb (pcDNA3.1+/HspX-tb10.4:تصوير شماتيک از پلاسميد 3شکل

بين  +pcDNA3.1در پلاسميد tb10.4و  hspX(. اطعه ادغام دوژن 

در پايين دست  XbaIو HindIIIجايگاه دو آنزيم محدود کننده 

 طراحي شده است. CMVپروموتر

 

 گيريبحث و نتيجه
TB اسات، کاه ساالانه     ريا عمده مرگ و م لياز دلا يکي

را به علت اين بيماري از دست  نفر جان خود ونيليم 3 حدود

در  يماوارد در کشاورها   ني% ا90باًي[ و تقر19-17دهند ] مي

 سيتوبرکلوز وميکوباکرريدهد. عفونت با ما يحال توسعه رخ م

از  ياشا ن ريمرگ و م زانيم نيتر شيب ادز،يو ا ايدر کنار مالار

د اخرصاا  داده اسات. عفونات باا     را باه خاو   يعوامل عفون

 يهاا  تانفس آرروسال   قيا طر از سيتوبرکلاوز  وميکوباکرريما

. رديا گ يفارد آلاوده صاورت ما     کياز  يباکرر يحاو يعفون

: طاول  ريا نظ يآلوده شدن افاراد باه عاوامل    زانيم که؛ يطور هب

 عباودن منبا   يعفون زانيو م يفاصله با منبع عفون زانيتماس، م

نفر( از مردم  ارديليم2) سوم کي باًيتقر اکنون، دارد. هم يبسرگ

 سيتوبرکلاوز  وميکوباکرري( با ماLatentبه صورت نهفره ) ايدن

از افاراد آلاوده، در طاول     1-%10آلوده هسرند، امّا تنها حدود

 [.20] شوند يخود به فرم سل فعال مبرلا م اتيح

شده اسات،   دييواکسن تا کيبه عنوان  BCGکه  يحال در

از  يکا ي باشاد.  ياز عفونت سل نهفره نما  يريجلوگاادر به اما 

است که باع  باروز پاساخ    نيعدم اسرفاده از واکسن ا ليدلا
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 يآزماون را بارا   نيشود، که ا يم يمثبت کاذب در تست پوسر

 [.21] دينما يم دهيفا يب يماريب نيا يغربالگر

در حفاظات   BCGواکسان   ريمرغ راتيتاث ليجمله دلا از

: اساارفاده از تااوان باه  يما  يوياار سيتوبرکلاوز  هيااعل نيباالغ 

تاداخل باا    ،يکيژنوم يها با تفاوت BCGگوناگون  يها هيسو

 يهاا  وميکوبااکرر يباا ما  يبرخاورد ابلا   ليا به دل يمنيپاسخ ا

کنناده، و شکسات در    حفاظات  يهاا  ژن يحاذ  آنرا   ،يطيمح

اشااره   TCD8+ و TCD4+ يهاا  پاسخ سالول  يافک کيتحر

 [.23،22کرد ]

طاور آشاکار نشاان داده شاده      هب زين يمطالعات مرعدد در

و سال   يسال  تيا منن  هيا تنها در کودکان، عل BCGاست که، 

در  BCGشکسات واکسان    نيچن دهد. هم يمنرشر محافظت م

آن در  زينااچ  ريدر بزرگسالان و تااث  يويسل ر هيحفاظت عل

ماوثر را   ديواکسن جد کي افرنيسل  رورت  يجهان يدمياپ

 [.24] دکن يم ديتاک

 س،يتوبرکلاوز  هيا عل ييهاا  باه واکسان   دنيمنظور رسا  به

 بيا نوترک يهاا  واکسان  يطراح .1کار وجود دارد:  راه نيچند

BCG ،2.  3 ک،يا پيآت وميکوبااکرر يما يهاا  هياسرفاده از ساو .

DNA توان در دو گاروه   يرا م يهمگ ؛يکل طور هها. ب واکسان

 BCGکارد واکسان    کارد: الا ( بهباود عمال     يبند ميتقس يکل

باا   ييهاا  موجاود را باا واکسان    BCG( واکسان  بموجود و 

 [.10] کرد نيگزيجا تر شيب ييکارآ

 يهاا  واکسان  DNAنشان داده شده است که  قاتيتحق در

محافظات   جااد يموجاب ا  ييايا کوباکرريما يها ژن يآنر يحاو

اسرفاده از آن به عنوان  نيچن شود هم يسل م هيعفونت اول هيعل

شاده را   جاديا يمنيپاسخ ا BCGواکسن  قيبعد از تزر ادآوري

 .داد يم شيافزا

ر حجام  د ديا تول تيها به علت اابل واکسن DNA علاوه به

خشاک   طيها در مح واکسن نيا اند، بالا مورد توجه ارار گرفره

 [.21،10] به ادجوانت ندارند ازيشدن است و ن رهياابل ذخ

 هيجهت ته يمناسب ديکاند افرنيمطالعه حا ر به منظور  در

DNA و  يطراحا  س،يتوبرکلوز وميکوباکرريما هيواکسن بر عل

دو ژن  وژنيا وکراور باا اسارفاده از ادغاام ف     ن يکلونساخت 

hspX  وtb10.4 در وکراااور  سيتوبرکلاااوز وميکوبااااکرريما

+pcDNA3.1 در  انيا ب دييا انجام شد که اين وکرور پس از تا

 DNAتواناد در آيناده باه عناوان      ماي  يوتيوکاار ي يها سلول

هاي آزمايشگاهي مورد  کسن در القاي سيسرم ايمني در مدلوا

 ارار گيرد. يبررس

hspX اسات کاه در غشاا      يشاو  حرارتا   نيپروتئ کي

باه عناوان آلفاا     نيچنا  هام  واااع شاده.   وميکوباکرريما يداخل

، که در طاول فااز   شود ي( شناخره مα-crystalline) يسراليکر

 نيا [. ا26،21شاود ]  يما  انيا ب وميکوبااکرر يرشاد ما  يريتاخ

 +T CD8و T CD4+ يهاا  سالول  کيا ژن موجاب تحر  يآنر

 اسات  TNF-α, IL-2, IFN-ɣ ديا به القاا  تول  درشود و اا يم

[13.] 

هماراه باا     BCG تيا ظرف يا از محققان در مطالعه يگروه

hspX و ESAT-6 مترلا    يهاا  سل کيدندرت کيرا در تحر

هااا بااا  ساال کيااارار دادنااد. تعاماال دناادرت يمااورد بررساا

 يهاا  نيروکايساا  ديا زا موجب تول يماريب يها سميکروارگانيم

 ،ساعت از درمان 24رو بعد از گذشت  نيشود، از ا يمترل  م

اسارفاده از تسات   هاا باا    نيروکايکشت انجام شده و ترشح سا

 افرناد يمشااهدات در  جهيارار گرفت. در نر يمورد بررس زايالا

کاه   ياسات، در حاال    يها  اع  نيروکايدر القا  سا BCGکه 

BCG  همراه باhspX و ESAT-6 کيتواناد پاساخ دنادرت    يم 

 کيا تحر نيا ا جاه يدهاد و در نر  شيانساان را افازا   يهاا  سل

 ,IL-12, IL-1b, IL-23, IL-6 ترشاح  زانيها، م سل کيدندرت

TNF-α ييهاا  سال  کيبا دندرت سهيدهند در مقا يم شيرا افزا 

 کي، دنادرت نيا اناد. عالاوه بار ا    شده کيتحر BCGکه تنها با 

تحات درماان اارار     ESAT-6و  BCG, hspXکه باا  ييها سل

 BCG باا کاه فقاط    ييها سل رکيبا دندر سهياند در مقا گرفره

را  HLA-DR و CD8, CD86 ترشاح  زانيا اند م شده کيتحر

 BCGمشاهده شد که در درمان باا   نيچن دهند. هم يم شيافزا

القاا    ييهاا تواناا   سال  کيدندرت ESAT-6و   hspXهمراه با 

 کيمطالعاه دنادرت   نيا را دارند. در ا Th-17  ايو  Th-1پاسخ 

از نظار   BCG, hspX, ESAT-6شاده باا    کيا تحر يهاا  سل

 Naive T) بکار  T يهاا  تيالقاا  خااطره در لنفوسا    ييتوانا
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Lymphocytes )منظاور   نيا ا يارار گرفرند. برا يمورد بررس

کارده و   هيرا ته CD4 T cells (CD45RA/CD45RO2)زولهيا

شده باه   کيتحر BCGکه فقط با  ييها سل کيهمراه با دندرت

 BCG اشده با  کيتحر يها سل کيو دندرت يعنوان کنررل منف

به عنوان کنررل مثبت کشت دادند  ESAT-6و   hspX همراه با

 جااد يا ييتوانا ESAT-6 و hspX مشاهده شد که تينها و در

از  يحااک  جينرا ها نيعلاوه بر ا ا دارند.ر CD4 T+ خاطره در

 تيفعال تيو تقو شيافزا ييتوانا ESAT-6و  hspXآن بود که 

NK cell  يساز زادآ شيرا به واسطه افزا IL-12 کياز دندرت 

 را دارند. BCGتحت درمان با  يها سل

باه   يواحاد  ريا واکسان ز  نيا حاصله نشان داد که ا جينرا

-TLRو  IL-12 شيو افزا NKcellو  T تيواسطه القا  لنفوس

امکااان درمااان را فااراهم کاارده و موجااب بهبااوده اثاار      2

 يمناساب  ديتوانند کاند يم جهيشده در نر BCGبا  ونيناسيواکس

 [.27] باشند سيتوبرکلوز وميکوباکرريما هيواکسن عل يبرا

را ماورد   Esx سرمي، سو همکارانش Hoang يا مطالعه در

 سيتوبرکلاوز  وميکوباکرريدر ما سرميس نيارار دادند. ا يبررس

است، که در بقا   کيمونوژنيا اريبس يها نيمسئول ترشح پروتئ

 ESAT-6 (EsxAياصل نينقش دارند. دو پروتئ يو رشد باکرر

from ESX-1) و tb10.4 (EsxH from ESX-3) ،کاااه 

، خاوا   ژنوم، اندازهتوجه به ساخرار  را با ياديز يها ي گيو

وا اح   نيا گذارند، اما ا يو واکسن بالقوه به اشررا  م يژن يآنر

دارند.  يمرفاوت يها نقش يولوژيزياست که دو ملکول از نظر ف

باه   tb10.4و  tb10.4 و ESAT-6نقاش   تر شيب يبررس يبرا

ها را باا   اثر آن سيوبرکلوزت هيو واکسن عل رندهيگ شيعنوان پ

 جيکردناد. نراا   ساه يمقا H28 و H1, H4, H56چهار واکسان  

حفاظات در   شيها موجاب افازا   واکسن نينشان داد که تمام ا

که مادل   ي، هنگامشوند. در مقابل يشده م نهيواکس يمدل موش

باود اارار    ESAT-6 يکه تنها حاو يدر معرض واکسن يموش

حفاظات در برابار فعاال شادن      زانيا گرفت، مشاهده شد که م

 يهاا  مشااهده شاد کاه سالول     نيچنا  هم .افرهي شيمجدد افزا

TCD4 در پاسخ به tb10.4  ترشاح   زانيا % م10تاا   31حدود

IFN-γ TNF-α, IL-2 مطالعه  نيا جهيدهد. در نر يم شيرا افزا

ESAT-6  وtb10.4    هيا بار عل  يرا به عناوان واکسان احرماال 

 [.28] دادند شنهاديپ سيتوبرکلوز

 مااران يسال در ب  ييدر شناسا يتست پوسر که نيا ليدل به

و  Souza Silva کارآماد نباوده،   ديا روماتور تيا مبرلا به آرتر

را در برابار   يسلول يمنيپاسخ ا زانيم يا همکارانش در مطالعه

GlcB  وhspX ديروماتور تيبه آرتر انيدر مبرلا (RA)   ماورد

بادن باه     يمنيا ياه پاسخ يارار دادند. به منظور بررس يبررس

GlcB  وhspX مبارلا باه    مااران يخون گرفره شده از، ب، نمونه

RA مبرلا باه  مارانيو ب TB  کردناد. سال نهفراه در     زيرا آناال

 يهاا  سلول ريتکث شيافزا ، فرد را وادار بهRAمبرلا به  مارانيب

عالاوه   هکناد. با   يما  rHspXو  rGlcBدر برابر  Th1وابسره به 

 شيافازا  TB-RA مااران يب در Treg يهاا  لولس IL-10 زانيم

مبرلا به سل فعال مشااهده   مارانيدر ب ياتفاا نيکه چن ابدي يم

در  يمنيتوان از بروز پاسخ ا ينشان دادند که م جينرا نيا نشده.

 ييشناسا يبرا يصيبه عنوان آزمون تشت hspXو  GlcBبرابر 

 [.9] کردمبرلا به سل نهفره اسرفاده  ديروماتور تيآرتر مارانيب

Taylor يا و همکارانش در مطالعه hspX    را از نظر القاا

اارار دادناد.    يمدت مورد بررس مدت و کوتاه يطولان تيمصون

و  يطااولان تيهاار دو مصااون hspX مطالعااات نشااان داد کااه

روز اول عفونات   30در  hspX، شاود  يمدت را موجب م کوتاه

 کيا را باه عناوان    hspX قيا تحق نيا دهاد. در ا  يم تيمصون

. کردنااد انيااکلااون و ب E.coli يدر باااکرر بياانوترک نيتئپاارو

ماوش   يهاا  در سالول  IFN-γ ديا تول زانيا مشاهده شد کاه م 

 زانيا از م تار  شيبا  يبه طور اابل توجه hspXشده با  نهيواکس

 اند.  شده نهيواکس BCGاست که با  ييها در موش IFN-γ ديتول

 يها سلول کيتحر ييرا از نظر توانا hspX، مطالعه نيا در

+T CD4 منظاور،   نيا ا ياارار دادناد. بارا    يمورد بررسا  زين

 ون،يناسا يواکس نيماه بعد از آخر 6 طحال موش را يها سلول

 TNF-α, IL-2, IFN-γها  نيروکايو سا T CD4+ زانياز نظر م

دهناده   اننشا  جيارار دادند. مشاهده شد کاه نراا   يمورد بررس

هاا در   سالول  نيا شاده ا  کيا تحر T CD4+ زانيا م شيافازا 

 تار  شيب يبه طور اابل توجه hspXشده با  نهيواکس يها موش

 BCGشده با  نهيواکس يها با موش سهيبود در مقا آن زانياز م
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طور مداوم  هو ب ييبه تنها بينوترک hspXحال  نيباشد. با ا يم

 وميکوبااکرر يما يهاا  در برابر آرروسال  تيمصون جادياادر به ا

 [. 13] است سيتوبرکلوز

 هيا جهات ته  يمناسب ديکاند افرنيبه منظور مطالعه  نيا در

DNA يبه طراحا  س،يتوبرکلوز وميکوباکرريما هيواکسن بر عل 

و  hspXدو ژن  وژنيوکرور با اسرفاده از ف ن يو ساخت  کلون

tb10.4 در وکراور   سيتوبرکلوز وميکوباکرريما+pcDNA3.1 

با اسرفاده  tb10.4و  hspXمنظور دو اطعه  نيا ي. براميپرداخر

 يها ميبا آنز يميشدند و پس از هضم آنز ريتکث PCRاز روش 

ند. کلون شد ساب pcDNA3.1+محدودالاثر مناسب در وکرور 

-يباا کلاون   بيا نوترک يهاا  وجود اطعات مورد نظر در کلون

PCRشادند. ايان    يينهاا  دييا تا يتاوال  نييو تا يمي، هضم آنز

 يوتيوکاار ي يهاا  لولدر سا  انيب دييپس از تا بيوکرور نوترک

در واکسن در القااي سيسارم ايمناي     DNAتواند، به عنوان  مي

اارار   يمورد بررسا  يهاي آزمايشگاهي در مطالعات بعد مدل

 گيرد. 

و با  PCR به روش tb10.4و  hspXمطالعه اطعات  نيا در

 ريا تکث H37Rv هيساو  سيتوبرکلوز وميکوباکرريما ازاسرفاده 

 ادغاام دو  وژنيا اطعات اطعه ف يوکرور حاو ن يشدند و کلون

ساخره شاد.   سيتوبرکلوز وميکوباکرريما hspX و tb10.4ژن 

اسرفاده  ردمو ييها به تنها ژن نياز ا کيهر  يدر مطالعات ابل

 يوکرور حااو  ن يارار گرفره بودند، که در مطالعه حا ر کلون

 بيا وکراور نوترک  نيساخره شد، که ا تيادغام دو اطعه با موفق

 انيا ب دييا باه منظاور تا   يبعاد  يهاا  تواند در طار   يم ديجد

و تعيااين تاااثير واکساان باار روي حيوانااات      يوتيوکاااري

موجاود   يهاا  يسراز کا .رديآزمايشگاهي مورد اسرفاده ارار گ

و  يوتيوکاار ي انيا ب يتاوان باه عادم بررسا     يمطالعه م نيدر ا

 قاات ياشااره کاه در تحق   يشگاهيآزما واناتيدر ح ييزا يمنيا

 .انجام خواهد شد يبعد

 

 و قدردانی تشكر
ارشاد   يناماه کارشناسا   انيمطالعه حاصل بتشي از پا نيا

و طار  تحقيقااتي مصاوب دانشاگاه علاوم       يشناسا  کروبيم

پزشکي و خدمات بهداشري درمااني مشاهد باه شاماره طار       

از معاونات  وسايله   اسات کاه بادين    1393در سال  930188

 مشهد تشکر يمحررم پ وهش و  فناوري دانشگاه علوم پزشک

 .آيد به عمل مي يدانو ادر
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Introduction: Tuberculosis (TB) is the most important infectious disease and is one of the most 

common causes of death in the world especially in developing countries. TB is caused by infection with 
Mycobacterium tuberculosis. Designing and construction new vaccines against Mycobacterium tuberculosis 
are the only effective way to prevent and control the disease. The aim of this study was to design and 
construct a cloning vector encoding hspX and tb10.4 fusion genes of Mycobacterium tuberculosis. 

Materials and Methods: At first, tb10.4 fragment was amplified by PCR method and it was digested 
with restriction enzymes and was cloned into the plasmid pcDNA3.1 +. Then, hspX fragment was amplified 
by PCR method and it was digested by HindIII and BamHI restriction enzymes. The recombinant plasmid 
pcDNA3.1 + / tb10.4 also digested with the same enzymes and hspX was subcloned into the recombinant 
vector. This construct was transformed into the Escherichia coli strain TOP10. The confirming the clones 
were performed by colony PCR, restriction enzyme digestion and sequencing methods.  

Results: PCR and enzymatic digestion products were run on the agarose gel and tb10.4 and hspX genes 
were observed 291bp and 435bp, respectively. In addition, results of DNA sequencing showed 100% 
homology with hspX and tb10.4 genes of Mycobacterium tuberculosis H37Rv strain recorded in GenBank.  

Conclusion: In this study, hspX and tb10.4 genes of Mycobacterium tuberculosis were cloned into 
pcDNA3.1 + vector correctly. This vector can use as a DNA vaccine to induce immune system responses in 
animal models in future studies. 
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