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 در آبورتوس بروسلا L7/L12 نوتركيب پروتئين تهيسيژن يآنت بررسي
  مالت تب به مبتلا بيماران

  
  (Ph.D)2 سلمانيان هاتف علي ،*(Ph.D)1ابطحي  حميد

 مولكولي پزشكي تحقيقات مركز، اراك پزشكي علومدانشگاه  -1

  راني ، تهران ، اي فنĤورستي و زكي ژنتي مهندسيپژوهشگاه مل - 2
 

  ده يچك
 تب  يريگ شي آن در پ   ييزا يمني ، علاوه بر نقش ا     L7/L12پاسخ ايمني نسبت به پروتئين نوتركيب         : قه و هدف  ساب

در ايـن تحقيـق آنتـي ژنيـسيته پـروتئين نوتركيـب             . دهد ي نشان م  زي عفونت را ن   ني ا صي آن در تشخ   تيمالت، اهم 
L7/L12دي در بيماران مبتلا به تب مالت بررسي گرد.  

 ـتول سـپس . ديگرد كلون pET28a يديپلاسم ناقل در ژن ،L7/L12 ژن ريتكث از پس: ها مواد و روش    پـروتئين  دي
 بيمـاران  در L7/L12 پـروتئين  ژنيـسيته  آنتي بررسي جهت .گرديد انجام اشريشياكلي باكتري در L7/L12 نوتركيب

  .گرديد استفاده لمسا فرد به مربوط سرم يك و بيمار سرم پنج با بلات وسترن آزمون از مالت تب به مبتلا
 بينوترك پروتئين توليد. بود يكسان L7/L12 ژن با PCR روش توسط شده تكثير ژن ينوكلئوتيد ترادف :ها يافته
L7/Ll2 پلاسميد القا با pET28a-L7/L12 توسط IPTG يليتما يكروماتوگراف روش با نيپروتئ صيتخل. گرديد انجام 

 ـتول نيپـروتئ  بـا  بلات وسترن روش در مالت تب به انيمبتلا رمس. شد انجام Ni-NTA تيك از استفاده با و  شـده  دي
  .داد واكنش

 ـتول نيپـروتئ . اسـت  پـذير  امكان اشريشياكلي ميزبان در L7/L12 نوتركيب پروتئين توليد :گيري نتيجه  شـده  دي
 سرم در موجود هاي بادي آنتي L7/L12 نوتركيب پروتئين شناسايي. كند يم حفظ يخوب به را خود كيژن يآنت تيخاص

 آن از تـوان  يم ،نيبنابرا. است آن طبيعي شكل با نوتركيب فرم هاي توپ اپي تشابه گر نشان مالت تب به مبتلا بيماران
  .كرد استفاده مالت تب انيمبتلا صيتشخ و ييزا يمنيا در

   
  ياكوليشي، تب مالت، وسترن بلات ، اشرL7/L12 بي نو تركنيبروسلا آبورتوس، پروتئ: هاي كليدي واژه

  

  مقدمه
 از هنــوز را بيمــاري ايــن بروســلوزيز، جهــاني گــسترش

 ـ اهلـي  حيوانات و انسان در سلامتي جدي معضلات  شـمار  هب
 در بيمـاري  ايـن  شـيوع  از انتـشاريافته  آمـار  گرچه. آورد مي

 از ناشـي  گـاوي  بروسلوزيز است، متفاوت مختلف كشورهاي
 .شـود  مي باعث را ابتلا مورد ترين بيش هنوز آبورتوس بروسلا
 آمـار  امـا  نيـست  مـشخص  انـساني  بروسـلوزيز  دقيـق  شيوع

ــشار ــه انت ــين يافت ــا.ر.ا ب ــورد 200 ت ــران در م  در 4/132 اي

  .]1[ است جمعيت 100000
 كنتـرل  يـا  كني ريشه به انسان در بروسلوزيز از گيري پيش

 محدود باعث بهداشتي نكات رعايت. است وابسته حيوانات در
 سـويه  بروسلا موثر واكسن اولين. گردد مي عفونت موارد شدن
 واكسن اين گرچه .بود S19 آبورتوس بروسلا شده ضعيف زنده
 ولـي  گـردد  مـي  آبورتـوس  بروسلا برابر در دام حفاظت باعث

 با ها دام در آن استفاده تا است شده باعث آن از يناش عوارض
 ممنوع انسان در آن تجويز حال عين در و گردد انجام احتياط

  :h_abtahi2@yahoo.co.uk    Email                                  0861-4173526:نمابر 0861-4173502  :تلفننويسنده مسئول،  *
]   8/5/1390 :   تاريخ پذيرش19/10/1389 :تاريخ دريافت
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  .]2 [باشد
 مـوثرتر  و تر سالم يها واكسن ساخت يبرا تحقيق بنابراين

 ـ يضـرور  انسان و حيوانات در عفونت اين كنترل يبرا  نظـر  هب
 ـ هـدف  ايـن  به يياب دست. رسد مي  جديـد  يهـا  واكـسن  ييعن

 بروسلا ژنيك يآنت ياصل يها شاخص يبررس نيازمند بروسلوز
  .]1 [است

 هـا  آن اصـلي  پايـه  كـه  هـايي  واكـسن  زمينه در تحقيقات
 قبـل  سـال  30 از كـه  هـستند  ريبـوزومي  عوامل و ها پروتئين
 هـا  واكـسن  ايـن  از اسـتفاده  مـورد  در بحث. ستا شده شروع
 .اسـت  نموده معطوف خود هب را محققين از بسياري نظر واره هم

 در عوامـل  ايـن  بـودن  مـوثر  دهنده نشان متعدد مطالعات نتايج
 در خصوص هب عوامل اين زايي ايمني اهميت. هستند زايي ايمني

 هـاي  بـاكتري  سازي محدود و سلولي ايمني هاي پاسخ تحريك
 تحقيقـات  ايـن  نظيـر . ]3[ اسـت  رسيده اثبات به سلولي داخل
 بـين  در اسـت  شـده  انجـام  بروسـلانيز  گونه هاي باكتري براي

ــروتئين ــاي پ ــل ه ــمي داخ ــوزومي و سيتوپلاس ــلا ريب  بروس
 ايمنـي  هاي پاسخ تحريك توانايي L1/L12 پروتئين آبورتوس،

 ـ داده نشان خود از ها پروتئين ساير به نسبت را سلولي . ]4 [دان
 حيوانــات در پــروتئين ايــن زايــي ايمنــي كــه ايــن وجــود بــا

 اي مطالعـه  هيچ تاكنون ولي است رسيده اثبات به آزمايشگاهي
  .است نگرفته انجام انسان در فوق ژن آنتي زايي ايمني زمينه در

 ـا صيتـشخ  مالـت  تـب  از يريگ شيپ تياهم بر علاوه  ني
 ـا ودوج ـ بـا . اسـت  برخـوردار  ييبالا تياهم از عفونت  كـه  ني
 مالـت  تب صيتشخ كيسرولوژ يها تست يژگيو و تيحساس

 عامــل نيبــ متقــاطع واكــنش يولــ اســت، دهيرســ اثبــات بــه
 گزارش زين ...  و سلايفرانس ا،ينيرسي وبا، عوامل و  زيبروسلوز

 ـ دسـت  يبرا نيبنابرا. است شده  ـ گـر يد بـه  يابي  يهـا  ژن يآنت
 جمله از يرباكت نيا يها شاخص گريد ديبا بروسلا ياختصاص

L7/L12 5[ رنديگ قرار قيتحق و يبررس مورد[.  
 ژنيسيته آنتي بررسي با تا است شده سعي تحقيق اين در لذا
 بروسـلوزيز،  بـه  مبـتلا  بيمـاران  در L1/L12 نوتركيب پروتئين
 برداشـته  انـسان  در ژن آنتي اين زايي ايمني تعيين در قدم اولين
 ـتحر اثبـات  بـا  L7/L12 ييزا يمنيا تياهم بر علاوه. شود  كي

 شـاخص  عنـوان  هب تواند يم ژن يآنت نيا انسان، در يمنيا پاسخ
  .رديگ قرار استفاده مورد زين يصيتشخ

 
  ها مواد و روش

 بيماران در L1/L12 نوتركيب پروتئين ژنيسيته آنتي بررسي
  .است تجربي مطالعه يك بروسلوز به مبتلا

 بروسـلا  :شـامل  تحقيـق  اين در استفاده مورد يها باكتري
 ،)ايـران  پاسـتور  انـستيتو  از شـده  تهيـه ( S19 سويه آبورتوس
 تهيـه ( BL21 سـويه  ياشريشياكل و DH5α سويه ياشريشياكل

) زيـستي  تكنولـوژي  و ژنتيـك  تحقيقـات  ملـي  مركـز  از شده
 مطالعـه  مورد ژن ترادف تعيين و اوليه كلونينگ يبرا. باشند يم
 پلاسميد از L1/L12 پروتئين توليد جهت و +pSK پلاسميد از

pET28a  ـ گـاه  پژوهش از شده تهيه   و ژنتيـك  يمهندس ـ يمل
 بـه  مبـتلا  بيماران شش سرم .گرديد استفاده يزيست يتكنولوژ
   .شد تهيه ايران پاستور انستيتو  ايمونولوژي گروه از بروسلوز

 روش اسـاس  بـر  آبورتـوس  بروسـلا  كروموزوم تخليص

CTAB/NaCl  يبـاكتر  ابتـدا  شرو اين در. است گرفته انجام 
 داده كشت C°37 يدما در برات يسو كيس يتريپت محيط در
 در را يبـاكتر  كشت سوسپانسيون از آمده دست هب رسوب. شد
  نمـوده  حـل TE  (Tris 10mM, EDTA 1 mM, pH 8)  بافر
 آنـزيم  و SDS اثـر  با سپس و ليزوزيم آنزيم از استفاده با ابتدا

 محلول از استفاده با يباكتر كروموزوم .گرديد ليز K پروتئيناز

CTAB/NaCl CTAB 10%) و(NaCl 0.7 M  اســتخراج 
 مخلـوط  از اسـتفاده  بـا  يسلول اجزا ساير و ها پروتئين. گرديد
 برداشـت  1/24/25 نـسبت  بـه  الكل ايزوآميل/ كلروفرم/فنل

 الكـل  ايزوپروپـانول  از اسـتفاده  با آمده دست هب  DNA.گرديد
 .گرديـد  شستـشو  %70 انولات توسط سپس و شد داده رسوب
 %8/0 آگارز ژل در آن الكتروفورز از استفاده با DNA كيفيت

 بـا  نيز شده تخليص DNA مقدار. گرديد يبررس TBE بافر در
 نـانومتر  280 و 260 يها موج طول در نور جذب يگير اندازه

  .آمد دست هب
 يپرايمرهـا  يطراح ـ L7/L12 ژن تـرادف  از اسـتفاده  بـا 
   :شد انجام (Reverse) عقب و  (Forward)جلو
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Forward Primer: 5’: GGA AAT GGATCC ATG 
GCT GAT CTC GAC AA 
Reverse Primer: 5’ CCA CTCGAG CTT GAG TTC 
AAC CTT GGC CA 

 بـرش  و شناسـايي  يبـرا  لازم تـرادف  يدارا جلو پرايمر
 يبـرا  لازم تـرادف  يدارا عقب پرايمر و BamHI آنزيم توسط

  .باشد مي XhoI آنزيم طتوس برش و شناسايي
ــا L1/L12 ژن تكثيــر  50 حجــم در PCR از اســتفاده ب
 ـ PCR عوامل غلظت. است شده انجام ميكروليتر  500 قـرار  هب

 ـ يك الگو، DNA از گرم نانو  5/2 پرايمـر،  هـر  از مـولار  يميل
 يدزوكـس  هـر  از مـولار  يميل 200 منيزيوم، يون از مولار يميل

ــد ــر نوكلئوزيــ ــسفات، يتــ ــد 5/2 فــ ــزيم از واحــ   آنــ
 Taq DNA Polymeraseــافر و  برنامــه. اســت 1X PCR ب

 بـه  C °94در اوليه حرارت: صورت هب PCR يبرا شده استفاده
 يس ـ از متشكل PCR دوم مرحله ،)سيكل يك (دقيقه 5 مدت
 اول قسمت. است شده تشكيل قسمت سه از يك هر كه سيكل

 يبـرا  دوم قـسمت  ،)دقيقـه  يك مدت به( C°94 دناتوراسيون
 ،)دقيقـه  يـك  مـدت  به( C°63 الگو DNA به پرايمرها اتصال
) دقيقه يك مدت به( C°72 هدف ژن تكثير جهت سوم قسمت
 دقيقه 5 مدت به C°72 در ينهاي تكثير مرحله نهايت در. است
 يرو بـر  آن الكتروفـورز  با PCR محصول ينهاي يبررس. است
 انجـام  _EDTAبوريـك  اسـيد _تـريس  بافر در% 1 آگارز ژل
 آن يآميـز  رنگ از استفاده با الكتروفورز نتيجه يبررس. تگرف
 تـرانس  دسـتگاه  بـا  آن مـشاهده  و برومايد اتيديوم محلول با

 اسـتفاده  با PCR محصول تخليص. گرفت انجام UV لوميناتور
 اسـاس  بـر  (Roche) رش شركت از شده تهيه تخليص كيت از

  .گرفت انجام آن العمل دستور
 و pSK پلاسـميد  دو در L1/L12 ژن يسـاز  كلـون  يبـرا 

pET28a   محصول ابتدا. گرديد عمل زير ترتيب هب PCR با را 
 ذكـر  ناقلين در سپس و داده برش XhoI و BamHI يها آنزيم
 بـا  نيـز  فـوق  يپلاسميدها كه است ذكر به لازم. شد وارد شده
 اتـصال  عمل. است شده داده برش XhoI و BamHI يها آنزيم
ــن در L1/L12 ژن ــ اي ــا ميدهاپلاس ــتفاده ب ــزيم از اس   آن

 T4 DNA ligase حرارت در C°16 انجـام  شب يك مدت هب 
 pET28a - L1/L12 و pSK+ - L1/L12 يپلاسميدها. گرفت

 و DH5α سويه ياشريشياكل مستعد يها سلول در ترتيب به را
  .نماييم يم وارد BL21-pLYsS سويه

 ـ ژن نوكلئوتيد ترادف صحت تائيد براي  از آمـده  دسـت  هب
 شركت به pSK+ - L1/L12 پلاسميدي ساختار PCR محصول

MWG   محـصول  نوكلوتيدي ترادف. گرديد ارسال آلمان در 

PCR  سنگر روش از استفاده با (Sanger) گردد مي تعيين.  
 ياشريـشياكل  يهـا  بـاكتري  L7/L12 پـروتيين  توليد يبرا

 محـيط  در را pET28a - L7/L12 پلاسـميد  بـا  شده تراريخت
 بـا  شيكر يرو بر C°37 حرارت در و داده كشت برات نوترين
 به ها باكتري تعداد كه اين از پس .گرفت قرار دور 170 حداقل

 بـه  IPTG لار مو يك محلول از (OD 0.6) رسيد مناسب حد
 يـك  به آن نهايي غلظت تا گرديد اضافه باكتري سوسپانسيون

 رسـوب  IPTG افـزودن  از پس ساعت چهار .برسد مولار يميل
 سـاعت  نـيم  مدت به RPM 4000 در سانتريفيوژ با ها اكتريب
 الكتروفـورز  از القـا  نتيجـه  بررسـي  بـراي . شد آورده دست هب

  .گرديد استفاده SDS-PAGE %10 ژل روي بر باكتري رسوب
  .شد انجام ريز صورت به بلات وسترن آزمون
 از پـس ) بـلات  وسـترن  (ايمنوبلاتينـگ  تست انجام براي

 %10 ژل روي بـر  يافتـه  القـا  هاي باكتري رسوب الكتروفورز

SDS-PAGE ، ژل روي بـر  آمـده  دسـت  هب پروتئيني باندهاي 
 در انتقـال  عمل. گرديد منتقل سلولز نيترو كاغذ به آميد آكريل
 گلايـسين  مولار ميلي 192 تريس، مولار ميلي 25 بافري محيط

 ولت 90 جريان شدت در و ساعت يك مدت هب متانول% 20 و
 قـرار  بـا  سـلولز  نيترو كاغذ سازي مسدود مرحله. فتگر انجام
 يـك  مدت به گاوي سرم آلبومين %5/2 محلول در كاغذ دادن

 نيتـرو  كاغـذ  سـازي،  مـسدود  مرحله از پس. شد انجام ساعت
 مالـت  تـب  بـه  مبتلا ماريب سرم در ساعت يك مدت به سلولز

 داده قـرار ) منفي كنترل  (سالم فرد سرم نمونه يك و) 100/1(
 نوارهاي سرم، هاي نمونه با ساعته يك انكوباسيون از پس. شد

 نـيم  NaCl شـامل ( TBS-T بافر با مرتبه سه نيتروسلولز كاغذ
 شستشو) tween20 05/0% مولار، Tris pH 8.5 02/0 مولار،
 پراكسيداز با كونژوگه موس آنتي با ساعت يك مدت به و شده

 ها نمونه ويشستش از پس نهايت در. گرديد انكوبه) 2500/1(
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 واكـنش  بـه  مربـوط  بانـدهاي  مـشاهده  براي ، TBS-Tبافر با
 در مزبـور  كاغـذ  نيتروسـلولز،  كاغـذ  در ژن آنتـي  با بادي آنتي

 .گرفت قرار (DAB) بنزيدين آمينو دي محلول

 
  نتايج
 بروسلا يباكتر از آمده دست هب يكروموزوم DNA غلظت
 عنوان هب DNA اين. گرديد برآورد µg/ml500 برابر آبورتوس

 ژن قطعـه  انـدازه . گرديد استفاده L7/L12 ژن تكثير يبرا الگو
 يبـاز  جفت 100ماركر با مقايسه در PCR توسط يافته تكثير
  ). 1 شكل( بود باز جفت 375 برابر

  

  
   ماركرDNA :2 رديف PCR محصول :1 رديف .1شكل 

  
 كلـون  pSK پلاسـميد  در كـه  يافته تكثير ژن ترادف نتيجه
  يكـسان  آبورتـوس  بروسلا L7/L12 ژن ترادف با بود، گرديده

  .بود
 توليـد  IPTG با القا از ساعت 4 از پس L7/L12 پروتيين

 دالتـون  كيلـو  19 حـدود  در شـده  توليد پروتئين وزن. گرديد
  .است آمده 2 شكل در L7/L12 پروتيين يالقا نتيجه. است

 آزمـون  در ژن آنتـي  بـا  بـادي  آنتي واكنش به مربوط نتايج
 نتـايج  اسـاس  بـر . است آمده 3 شماره شكل در بلات سترنو
 بـه  مبـتلا  بيمـاران  سـرمي  هـاي  نمونـه  تمام در آمده، دست هب

 در ژن آنتـي  با بادي آنتي واكنش به مربوط باندهاي بروسلوزيز
 دال باندي هيچ حال عين در. شود مي مشاهده نيتروسلولز كاغذ
 سـالم  فـرد  سـرم  يها نمونه در ژن آنتي با بادي آنتي واكنش بر

  ).3 شكل( نشد ديده

  
  
  
  
  
  
  

 ءمحصول پروتئين قبل از القا: 2پروتئين ماركر، رديف : 1 رديف .2شكل 
   پروتئين تخليص شده:5و4 محصول پروتئين بعد از القا :3

  
  
  
  
  
  
  
 با سرم E.coli وسترن بلات ليز شده :2 پروتئين ماركر :1 رديف .3شكل 

 خالص شده با سرم L7/L12بلات پروتئين  وسترن :7 الي 3بروسلوزيز 
   خالص شده با سرم طبيعي L7/L12 وسترن بلات پروتئين :8بروسلوزيز 

  
  گيري بحث و نتيجه

 داده نشان بلات وسترن آزمون از استفاده با مطالعه اين در
 هيچ كه حالي عين در L7/L12 نوتركيب پروتئين كه است شده

 بـه  مبـتلا  بيماران سرم توسط ندارد، سالم افراد سرم با واكنشي
 پـروتئين  ضد هاي بادي آنتي وجود. شود مي شناسايي مالت تب

 دهنـده  نشان مالت تب به مبتلا افراد سرم در L7/L12 نوتركيب
 پـروتئين  ايـن  نوتركيـب  شـكل  كـه  اين ابتدا. است موضوع دو

 كـه  ايـن  دوم. است آن طبيعي فرم با مشابه هاي توپ اپي داراي
 در مـوثري  نقـش  داراي كـه  ايـن  بـر  علاوه L7/L12 پروتئين
 تحريـك  قـدرت  ،]6 [دارد سـلولي  ايمنـي  هاي پاسخ تحريك
 نقــش كــه ايــن بــا. دارد نيــز را هومــورال ايمنــي هــاي پاســخ
 بروسلوز عليه بر زايي ايمني در پروتئين اين ضد هاي بادي آنتي
 L7/L12 ضـد  هـاي  بادي آنتي وجود ولي نيست مشخص كاملاً
 بر علاوه B هاي لنفوسيت كننده تحريك هاي توپ ياپ بودن دارا
  .كند مي اثبات ملكول اين در را T هاي توپ اپي
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 بـر  واكـسيناسيون  بروسـلوز؛  كنترل هاي روش ترين مهم از
 بـدون  واكـسن  يـك  به يابي دست براي. است بيماري اين عليه

 يهـا  واكـسن  سـاخت  يبـرا  تحقيق رايج هاي واكسن عوارض
 انـسان  و حيوانات در عفونت اين كنترل يراب موثرتر و تر سالم
  .   ]7[ رسد مي نظر هب يضرور

 و ژنيـسيته  آنتـي  مـورد  در متعـددي  تحقيقـات  و مطالعات
 گرفتـه  انجام آزمايشگاهي حيوانات در پروتئين اين زايي ايمني
 در ايمنــي اصــلي عوامــل جملــه از L7/L12 واقــع در. اســت

 تحريـك  بـه  قـادر  پروتئين اين. گردد مي محسوب بروسلرژن
 توليـد  افـزايش  چنـين  هـم  و تـاخيري  حـساسيت  هاي واكنش
 ايـن  بـا  حيـوان  زايـي  ايمنـي  آن بر علاوه. است گاما انترفرون
 هـاي  بـاكتري  تعـداد  شـديد  كـاهش  و كنتـرل  باعـث  پروتئين
 كـه  اين با. ]8 [شود مي حيوان در آبورتوس بروسلا زاي بيماري

 حيوانـات  در پروتئين ناي زايي ايمني مورد در زيادي تحقيقات
 ژنيسيته آنتي بر دال گزارشي هيچ تاكنون ليكن است شده انجام

 ژنسسيته آنتي بررسي. شود نمي ديده انسان در آن زايي ايمني و
 برابـر  در ايمنـي  پاسـخ  تحريك نشانگر انسان در پروتئين اين
  .   است پروتئين اين

 انجـام  مطالعـات  ساير و تحقيق اين نتايج گرفتن نظر در با
 شـود،  مي ديده L7/L12 پروتئين زايي ايمني زمينه در كه گرفته
 توانـد  مـي  فـوق  ژن آنتي كه نمود استدلال را نكته اين توان مي
 بـه  مالـت  تـب  برابـر  در انسان زايي ايمني مهم عوامل از يكي

 انجـام  نيازمنـد  خود نتيجه اين به رسيدن البته كه آيد، حساب
 در. اسـت  انـسان  در آن زايي منياي زمينه در ديگري تحقيقات

 نظيـر  پـاتوژني  عوامـل  مـورد  در داشـت  توجه بايد حال عين
 هنـوز  هـا  آن زايـي  بيمـاري  هاي شاخص كه آبورتوس بروسلا

 ژن آنتـي  يـك  تلقـيح  تنهـا  اسـت،  نـشده  شناخته كامل طور هب
 اسـت  لازم بنابراين. نمايد ايجاد را موثري زايي ايمني تواند نمي
 از اسـت،  شـده  انجـام  جذام و مالاريا هاي دلم در چه آن نظير
  . شود استفاده زايي ايمني براي باكتري ژن آنتي چند

ــولاً ــشخ اص ــلوز صيت ــر زيبروس ــاس ب ــست اس ــا ت  يه
 ـا بـا  هـا  تست نيا. باشد يم) تست تيرا (ونيناسيآگلوت  كـه  ني
 ـ هـستند  ييبـالا  تيحساس يدارا  كـاملاً  يژگ ـيو نظـر  از يول

ــصاص ــوده ياخت ــا و نب ــس ب ــاكتر از ياريب ــا يب ــه از ه  جمل
 سـودوموناس  كلـرا،  ويبريو سلا،يفرانس سالمونلا، ،ياكليشياشر

 ـ مارسـسنس  ايسراش ـ آنفلـوآنزا،  لوسيهموف نوزا،يآئروز  يحت
 يبرخ ـ و A گروه يها استرپتوكك رينظ مثبت گرم يها يباكتر
 ـ كاذب مثبت واكنش ايمالار جمله از ها انگل . ]9،10[ دهـد  يم
 افـراد  بـا  را متقـاطع  واكنش نيا يحت ريخا مطالعات جينتا در

 يژگ ـيو. ]11،12 [اسـت  شـده  گزارش زين زيتوبركلوز مبتلابه
 تـب  يكن شهير يها برنامه در خصوص هب كيسرولوز يها تست
 ـا بـه  توجـه  بـا  لذا. است برخوردار ييبالا تياهم از مالت  ني

ــرا مطالعــات ــشخ يب ــب صيت ــت ت ــبا مال  يجــستجو در دي
 مطالعه جهينت به توجه با. بود بالا يژگيو اب بروسلا يها ژن يآنت

 نيپروتئ با مالت تب به انيمبتلا يباد يآنت پاسخ بر دال حاضر
 ـ ژن يآنت نيا از توان يم L7/L12 بينوترك  شـاخص  عنـوان  هب
 ـن ابتـه  كه. نمود استفاده يصيتشخ  ـ قـات يتحق بـه  ازي  تـر  شيب

  .باشد يم
  

  قدرداني تشكر و
 دانـشگاه  قـات يتحق و زشآمـو  محترم معاونت از تشكر با
 را قيتحق نيا انجام جهت لازم امكانات كه اراك يپزشك علوم
  .نمودند فراهم
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Introduction: Immune response to recombinant L7/L12, in addition to protective role, may show its 
importance in detection Brucellosis tests. The aim of this study was to examine antigenicity of recombinant 
L7/L12 from Brucella abortus by Brucellosis human sera.  

Material and Methods: We amplified L7/L12 gene by polymerase chain reaction (PCR) method and 
sub- cloned to prokaryotic expression vector pET28a. Escherichia coli BL21-DE3-plySs was transformed 
with pET28a-L7/L12 and gene expression was induced by IPTG. Recombinant L7/L12 was further 
analyzed by Western Blot. Sera reactivity of five infected individual were further analyzed against the 
recombinant L7/L12 protein.  

Results: The sequencing result was confirmed by Sanger method and it was the same as L7/L12 gene. 
Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS was transformed with pET28a-L7/L12 and gene expression was 
induced by IPTG. The expressed protein was purified by affinity chromatography by Ni-NTA resin. The 
data also indicated that L7/L12 protein from Brucella abortus recognized by patient sera. 

Conclusion: Our data showed that recombinant L7/L12 protein can be produced by pET28a in 
Escherichia coli. This protein was recognized by sera in infected human as an antigen. Therefore, 
recombinant L7/L12 has same epitopes with natural form of this antigen.  Recombinant L7/L12 also seems 
to be a promising antigen for protection and serologic diagnosis of Human brucellosis.  

 
Key words: Brucella abortus, L7/L12 recombinant protein, Brucellosis, Blotting, Western, Escherichia 

coli 
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