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 ديبه منظور تول سيلاکت لاکتوکوکوس کيوتيپروب يباکتر يکيژنت يکاردست

 بروسلا آبورتوس OMP10 نيپروتئ
 

*2 يعباس دوست ،)Ph.D(1 يرودسر يمهسا کاظم
)Ph.D(، 1 يجام ديسعمحمد)Ph.D(  

 رانیشهرکرد، ا ،یواحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلام ،یشناس ستیگروه ز -1

 رانیشهرکرد، ا ،یواحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلام ،یوتکنولوژیب قاتیمرکز تحق -2

 ده يچك
ژن  نيمحصول ا يبالا تهيسيژنيآنت تيحفاظت شده است. خاص Omp10ژن  يبروسلا، توال يباکتر يهادر تمام گونه هدف:

به عنوان حامل زنده علاوه  سيلاکتوکوکوس لاکت کيوتيپروب يشود. استفاده از باکتر زبانيم يمنيا ستميس کيباعث تحر توانديم
از  يجزئ OMP10مناسب است.  يوتيوکاري يهاو انتقال ژن به سلول بيکنوتر يهانيپروتئ ديتول يبودن، برا منيبر ا

 گنال،يانتقال س ،يبالا است که در جذب مواد مغذ اريبس ييزايمنيا تيبروسلا با خاص يخارج يدر غشا يسطح يهانيپوپروتئيل
به صورت متصل با  توانديو م بوده کيژنيخواص آنت يدارا نيپروتئ نيدارد. ا ينقش اساس يکيوتيبيو مقاومت آنت يچسبندگ

 ديبه منظور تول سيلاکتلاکتوکوکوس  کيوتيپروب يباکتر جاديا قيتحق نيباشد. لذا هدف از ا ينقش کمک يدارا گر،يد يهاژنيآنت
 .باشديبروسلا آبورتوس م OMP10 نيپروتئ

 pNZ8148 در وکتور کيبه صورت سنتت Usp45 ديپپت گناليبروسلا آبورتوس همراه با س يباکتر Omp10ژن  ها:مواد و روش
 يسازخالص دياستخراج پلاسم تيو سپس توسط ک ريتکث TOP10 يهيسو يکلايشياشر يابتدا در باکتر بيکلون شد. وکتور نوترک

به  شن،يتوسط روش الکتروپور pNZ8148-Usp45-Omp10شد.  دهياستخراج شده توسط نانودراپ سنج ديشد. غلظت پلاسم
، هضم RT-PCR يهاکيتوسط تکن Omp10ژن  انيب يو بررس نگيکلون دييترانسفورم شد. تا سيلاکتوکوکوس لاکت يدرون باکتر

 .انجام گرفت SDS-PAGEو  يميآنز
 نيبود و پروتئ سيلاکتوکوکوس لاکت کيوتيپروب يدر باکتر Omp10ژن هدف  زيآمتيموفق انيدهنده بنشان جينتا ها:يافته

 .شد انيب کيوتيپروب يباکتر نيدر ا يبه خوب بينوترک
ترانسفورم شده توسط  سيلاکتوکوکوس لاکت کيوتيپروب يدر باکتر Omp10 نيپژوهش حاضر نشان داد که پروتئ گيري:نتيجه
ترانسفورم شده در مطالعه  سي. لاکتوکوکوس لاکتشوديم انيب pNZ8148-Usp45-Omp10 بيبا وکتور نوترک شنيالکتروپور

 .از بروسلوز، مناسب باشد يجهت پيشگير يخوراکواحد  ريبه عنوان واکسن ز ندهيتواند در مطالعات آحاضر، مي
  

 نگيکلون شن،يالکتروپور س،ي، لاکتوکوکوس لاکتOMP10بروسلا آبورتوس، هاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
 نيمشترک ب يماريب يتب مالت نوع ايبروسلوز  يماريب

و  شوديم جاديبروسلا ا يانسان و دام است که توسط باکتر
از  يعيوس في. بروسلوز طکنديم ريرا درگ يسلامت عموم
 توانديو م دهديقرار م ريرا تحت تاث يو وحش يپستانداران اهل
قابل  ديتهد کي يماريب نيکند. ا ريدرگ زين را هاسلامت انسان

در  ييبالا يغذا بوده و باعث خسارات اقتصاد يمنيتوجه در ا
شود. يدر حال توسعه در سراسر جهان م ياز کشورها ياريبس
کنترل بروسلوز انجام  يکه برا يقابل توجه يهاتلاش رغميعل

از مناطق مانند  ياريچنان در بسهم يماريب نيشده است، ا

 ييبروز بالا زين رانيدر حال گسترش است و در ا انهيخاورم
 [.1،2]دارد 

کننده است که مزمن و ناتوان يماريب کيدر انسان  بروسلوز
 نيدارد. ا کيوتيبيبا آنت يبيمدت و ترکيبه درمان طولان ازين
مواقع کشنده بوده و ممکن است منجر به  %5تا  1در  يماريب

و  يريشگيپ يبرنامه کي ازمنديرو ننيشود. از ا يدائم بيآس
 [.1،3]است  افتهيکنترل سازمان

 زه،يپاستور ريغ اتيمصرف لبن قياز طر عمدتاً انسان
آلوده  واناتيبا ح کياستنشاق ذرات آئروسل آلوده و تماس نزد

باعث  واناتيدر ح بروسلوز معمولاً  .شوديبه بروسلوز مبتلا م
 ريو غ ريدر انسان علائم متغ کهيحال شده در نيسقط جن

 2۳/2/۱4۰2 تاريخ پذيرش: ۱۳/7/۱4۰۱تاريخ دريافت:                                   abbasdoosti@yahoo.com                 ۰9۱۳۳۸۳۸۸۳۰ تلفن:نويسنده مسئول،  *
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 جاديو درد مفاصل ا يحاليچون تب و لرز، بهم ياختصاص
مزمن شده و با  يهاعفونت جادي. عدم درمان باعث ا[4] کنديم

همراه  يو قلب يعضلان ياسکلت ،يعصب ستميس ديعوارض شد
 [.5]است 

 ،يهواز ل،يکوکوباس ،يگرم منف يزايماريب يباکتر بروسلا
. [6]حرک و فاقد اسپور است مت ريغ ،يارياخت يدرون سلول

 9 بهآن  هياول زبانيو م يژنيجنس بروسلا بر اساس تنوع آنت
 آبورتوس بروسلا شامل هاگونه ني. اشوديم ميتقس گونه

(Abortus) (گاو در)، سيتنسيمل بروسلا (Melitensis)  در(
)در خوک(، بروسلا  (Suis) سيبروسلا سوئ ،گوسفند و بز(

)در سگ(،  (Canis) سي)در گوسفند(، بروسلا کان (Ovis) سياو
 ي(، بروسلا ستيي)در موش صحرا (Neotome) بروسلا نئوتومه

(Ceti) الزيپد يني(، بروسلا پتوسي)در س (Pinnipedialis)  در(
( ي)در حشرات معمول (Microti) يکروتي( و بروسلا ميفوک آب

 نيترعمده سيتنسي. بروسلا آبورتوس و بروسلا ملباشنديم
 [.7]ل بروسلوز در انسان و دام هستند عام يهاگونه

استوار است که  ياصول بر هابروسلوز در دام مارييکنترل ب
کـشتن  ،يکشتارگاه يهااصول شامل: نظارت بر واردات دام نيا

 ونيناسيواکس ،يکردن محصولات لبن زهيهاي آلوده، پاستوردام
 انيم ني. در ا[8] باشديم يعموم يآگاه شيافزا و هادام

. [2]تب مالت است  يماريکنترل ب يراه برا نيبهتر ونيناسيواکس
 ،RB51، 19 يهاهيواکسن بروسلا آبورتوس )سو ايدر سراسر دن

موثر  واناتيتب مالت در ح يماريدر کنترل ب (SR82 و  45/20
در انسان هنوز  يماريب نيمقابله با ا ي. برا[2،10]بوده است 

 ني. بنابرا[10]وجود ندارد  ياشده دييواکسن موثر و تآ
 هادام ونيناسيواکس يهيبروسلوز در انسان، بر پا زا يريشگيپ

به کاهش بروز  توانديم هادام در عفونت کنترل و است استوار
 [.11]در انسان منجر شود  يماريب نيا

اکثر  يمحل ورود عفونت برا نياول يمخاط سطوح
استفاده از  نياز جمله بروسلوز است، بنابرا يعفون يهايماريب

کنترل تب مالت در محل  يبرا توانديم يخوراک يهاواکسن
 يمنيپاسخ ا يخوراک يهاورود پاتوژن سودمند باشد. واکسن

 يو مخاط کيستميو هومورال را در هر دو سطح س يسلول
مدت يو طولان تريقو يمنيکرده و موجب القاء ا کيتحر

 [.12] شونديم
 قيهستند که از طر يازنده ديمف يهايباکتر هاکيوتيپروب

تعادل  يآب و غذا وارد دستگاه گوارش شده و با برقرار
 يهاي. باکتردهنديرا ارتقا م يدر داخل بدن، سلامت يکروبيم

 يدروژنيه يهاديپروتئازها و پراکس ها،ميزوزيل ک،يوتيپروب
 ندينمايم يريجلوگمضر  يهاو از رشد پاتوژن کننديم ديتول

شامل  هاکيوتيمورد استفاده در پروب يهاهيسو نيترشي. ب[13]

 هايدوباکتريفيب ک،يلاکت دياس يهايباکتر
(Bifidobacteriales) يبولارد سسيو مخمر ساکاروما 

(Boulardii)  [.14] باشديم 
 يهانيپروتئ ديتول يشده، برا يمهندس يهاکيوتيپروب

در داخل بدن مورد استفاده قرار  هانيتوکايسا ايو  يدرمان
 هاداروها و واکسن ييجاجابه يو به عنوان وکتور برا رنديگيم

 يستيز يهستند. در واقع استفاده از داروها ديمف اريبس
زنده(  بيرکنوت يهاسميکروارگانيبر م يمبتن ييها)واکسن

موثر واقع  هايمارياز ب يو درمان برخ يريشگيپ يبرا توانديم
جنس لاکتوکوکوس، گرم مثبت،  انيم ني. در ا[15]شوند 

 يکنندهديمتحرک و تول ريغ ،يارياخت يهوازيب راسپورزا،يغ
 کيقند، لاکت ريتوسط تخم يباکتر ني. اباشديم دياس کيلاکت
 ني. به همشودينم زهيگوارش کلون ه. در دستگاکنديم ديتول دياس
 يترکم يعوارض جانب يو خوراک يپس از مصرف مخاط ل،يدل

 [.16]را به همراه دارد 
 يمنيا يهاپاسخ جاديدر ا کيلاکت دياس يهايباکتر

 يژگيو ني. همباشنديتوانا م اريبس ،يقو يو مخاط کيستميس
محبوب  اريبس رياخ قاتيرا در تحق هايباکتر نياستفاده از ا

 يخوراک يسازمنيا شاتياز آزما ياريبس در هاساخته و از آن
 [.17] شودياستفاده م

از  يمختلف يهاژنيبا آنت ييزايمنيا رياخ يهاسال در
قرار گرفته است. در  يبروسلا مورد مطالعه و بررس يهاگونه

بروسلا مثل  يسلول يوارهيد کيژنيآنت يهاراستا شاخص نيا
 OMPs (Outer Membrane اي يغشاء خارج يهانيپروتئ

Protein) د.مورد توجه هستن  OMPsيساختار باتيجزء ترک 
عمل کرده  ييزايماريب يهستند و به عنوان فاکتورها هايباکتر

 [.18] کننديرا القاء م يمنيا يهاو پاسخ
OMP10 يبا جرم مولکول kDa10 (kilodalton)از  ي، جزئ

بروسلا است که  يخارج يدر غشا يسطح يهانيپوپروتئيل
و در جذب  باشديچرب م يهاديبا اس يکوالانس ونديپ يدارا

 يکيوتيبيو مقاومت آنت يچسبندگ گنال،يانتقال س ،يمواد مغذ
بروسلا و  ياصل يهادر گونه هاژنيآنت نيدارد. ا ينقش اساس

 آن از بالقوه طوربه توانيم نيبنابرا. دارد وجود هاآن يوارهايب
مختلف،  يهازبانيبروسلا در م يهامحافظت در برابر گونه يبرا
 [.20،21]استفاده کرد  وانيانسان و حجمله  از

 کيوتيپروب يباکتر جاديهدف از پژوهش حاضر ا لذا
 نيپروتئ يکنندهديتول سيلاکتلاکتوکوکوس يشده يمهندس

OMP10 دباشيبروسلا آبورتوس م. 
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 هامواد و روش
 يبوده و روش گردآور يمطالعه حاضر از نوع تجرب

 يشگاهيآزما اتيو تجرب يااطلاعات از نوع مطالعات کتابخانه
مقاله  نيا يپژوهش ي. لازم به ذکر است که تمام کارهاباشديم

 :اخلاق )کد يکامل اصول اخلاق تيبا رعا
IR.IAU.SHK.REC.1401.003 )ت.انجام گرفته اس 

Omp10 با  آلدهيا يژنيدر مطالعات متعدد به عنوان آنت
جهت ساخت واکسن  دايبالا به عنوان کاند تهيسيژنيآنت ييتوانا
مطرح شده و  سيبروسلوز هيعل بينوترک يخوراک کيوتيپروب

 بيدر ساخت واکسن نوترک نيپروتئ نيا يژن کدکننده
 .مورد استفاده قرار گرفته است کيوتيپروب

 نيسيبر ن يمبتن يانيوکتور ب ياطلاعات مربوط به توال 
(Nisin) pNZ8148تي، از سا www.addgene.org دست هب

 يهاميبرش آنز گاهيجا Gene Runner افزارو توسط نرمآمد 
جفت  3167 وکتور طول نيکننده مشخص شد. اندازه امحدود

 کليکلرامفن کيوتيبيمارکر مقاومت به آنت کي يباز بوده و دارا
 يبرش چندگانه برا گاهيجا کيگر و به عنوان شاخص انتخاب

 بنام نيسين پروموتر وابسته به القا توسط کيورود ژن است. 

Pnis در بالادستMCS (Multiple Cloning Site)  کيو 
 کيهمراه با   Omp10 .آن وجود دارد دستنييگر در پاخاتمه

با کد  Usp45 نامهب يدينواسيآم 31 ديپپت گناليس يتوال
شد.  يطراح ييو سازواره نها بانتخا ABY84357 يدسترس
 گناليهمراه با س Omp10 ژن ب،ينوترک يسازواره تيدر نها

توسط   pNZ8148در وکتور کيبه صورت سنتت Usp45 ديپپت
-KpnI  برش يهاگاهيکلون شد. از جا نيچ generay شرکت

XbaI وارد کردن ژن يبرا Omp10 يبا کد دسترسL27995.1  

 تيوکتور استفاده شد. در نها رونبه د دينوکلئوت 381و تعداد 
 3393 يبا اندازه pNZ8148-Usp45-Omp10 بيوکتور نوترک

 (.1)شکل جفت باز ساخته شد
 به درون وکتور Omp10 ژن نگيصحت کلون دييتا يبرا

pNZ8148 بيو ساخت وکتور نوترک pNZ8148-Usp45-

Omp10اي مرازيپل يارهيواکنش زنج يهاکي، از تکنPCR  
(Polymerase chain reaction)يابييو توال يمي، هضم آنز 

(Sequencing) استفاده شد. PCR يهامريبه کمک پرا 
 يرو PCR انجام گرفت و سپس الکتروفورز محصول ياختصاص

و  يميقرار گرفت. هضم آنز ي% مورد بررس1آگارز  ژل
با  نيچ generay توسط شرکت بيوکتور نوترک يابييتوال

 جيانجام شده و نتا XbaI و KpnI يبرش يهامياستفاده از آنز
 .شدند افتيدر

 

و  دييتا يبرا ازيمورد ن يمرهايپرا. مرهایپرا مشخصات
به کمک  کيژن سنتت يتوال ياز رو Omp10ژن  ريتکث
شد و سنتز  يطراح version 6.5 Gene Runnerافزارنرم
. از روش رفتيصورت پذ ناژنيتوسط شرکت س هامريپرا

مربوطه  يژن يبه توال هامرياتصال پرا دييتا يبلاست کردن برا
 1رفت و برگشت در جدول  يمرهايپرا ياستفاده شد. توال

 مشخص شده است.
 

 .پرایمرهامشخصات  .1جدول

 دمای اتصال پرایمر توالی’3 -’5 پرایمرها

ول
ص

مح
ل 

طو
 

Omp

10-F 

5’- 

ATGGAAAGTATGGATAT
GAAAAG -3’ 

57 ºC 

3
8
1

 b
p

 

Omp

10-R 

5’- 

TTAACCAGCATTACGAC
GTGTT -3’ 

57 ºC 

 
 

 توسط TOP10 هیسو یکلایشیاشر ونیترانسفورماس

pNZ8148-Usp45-Omp10 .وکتور  ريتکث جهت
 وني، ترانسفورماسpNZ8148-Usp45-Omp10بينوترک
 ب،يتوسط وکتور نوترک TOP10 يهيسو يکلايشياشر يباکتر

کوهن و   (CaCl2) ديکلرا ميانجام شد. روش استاندارد کلس
 يکلايشياشر يهمکاران مورد استفاده قرار گرفت. باکتر

دانشگاه آزاد  يوتکنولوژيب قاتيمرکز تحق)TOP10  يهيسو
 يبرا نگيکلون زباني(، به عنوان مرانيواحد شهرکرد، ا ياسلام

 کيدر  pNZ8148-Usp45-Omp10 بيوکتور نوترک ريتکث
آلمان( فاقد ، Merck) آگارLB (Luria-Bertani)  تيپل
 قرار 37℃ساعت در  18کشت داده شد و به مدت  کيوتيبيآنت

 LB طيدر مح يکلايشياشر ياز کشت تازه يکلن کي. گرفت
کشت داده شد و به  کيوتيبي، آلمان( فاقد آنتMerck) براث

قرار گرفت.  کرداريش انکوباتور در 37℃ساعت در  5مدت 
، انگلستان( Jenway) توسط اسپکتروفتومتر هايرشد باکتر

 به محلول کلسيم کلرايـد يشد. با افزودن رسوب باکتر دهيسنج
 يونيسوسپانس 4℃، آلمان( در دماي در Sigma) مولار 1/0
وکتور  تريکروليم 10 زانيحاصل شد. م مستعد يهايباکتر زا

 2/0غلظت )  pNZ8148-Usp45-Omp10 بينوترک
 ونيسوسپانس تريکروليم 100( به تريکروليم/کروگرميم

( OD600=3/0)  (Competent Cell) مستعد يهايباکتر
 بيوکتور نوترک يکنندهافتيمستعد در يهايافزوده شد. باکتر

 کيو بلافاصله  هيثان 90 دتم به 42℃در  يشوک حرارت کي
کردند. با گذشت  افتيرا در قهيدق 4 مدت به 4℃شوک سرد در 
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 طيمح يفوق رو ونينسسوسپا ،37℃در  يدر دما قهيدق 60
LB کليکلرامفن کيوتيبيآنت يآگار که حاو (CM) (Sigma ،

بود، کشت داده شد و  تريکروليم/گرميليم 25آلمان( با غلظت 
که وکتور  ييهايباکتر. گرفت قرار 37℃ساعت در در 18

کردند، به  افتيرا در   pNZ8148-Usp45-Omp10  بينوترک
 يحاو طيمح يرو کليعلت داشتن ژن مقاومت به کلرامفن

دادند.   ليتشک يرشد کرده و کلن کليکلرامفن کيوتيبيآنت
انتخاب شدند و  يتصادف صورتهبحاصل  يهاياز کلن يتعداد

-pNZ8148-Usp45  بينوترک يهاوکتور يغربالگر يبرا

Omp10 مورد استفاده قرار گرفتند. 
 Plasmid Extraction وکتورها، از يازسخالص جهت

Mini kit  (FAVORGENاستفاده شد. تاواني، تا )حضور  ديي
 6X  (Loading Dye 6x)نمونه يوکتور توسط رنگ بارگذار

(Yekta Tajhizروراني، ا )ژل آگارز به همراه مارکر ي 
bp1000 غلظت و خلوص وکتور  نييانجام گرفت. به منظور تع

 نانودراپ دستگاهاستخراج شده از  بينوترک
(ThermoScientificکاي، آمر )سنتز  يمرهاياستفاده شد. پرا

به  DNA در سطح ونيصحت ترانسفورماس دييشده جهت تأ
به  PCR مورد استفاده قرار گرفتند. واکنش PCR کيکمک تکن

، آلمان( انجام شد. Eppendorf)  کلريکمک دستگاه ترمال سا
 يهياول يسازمرحله  واسرشت کيشامل،  PCR ييبرنامه دما

 يدر دما ياهيثان 45 يدوره 30 ،94℃ يدر دما ياقهيدق 5
 در و 72℃در  هيثان 45 ،57℃ يدر دما هيثان 45 ،94℃
ژل  يبر رو PCR محصول. بود 72℃ يدر دما قهيدق 5 تينها

فورز شد و سپس به کمک دستگاه الکترو %1آگارز 
مشاهده و  مورد، انگلستان( UVI Tech) لاز ژ يبردارعکس
 .قرار گرفت يبررس

 :سیلاکت لاکتوکوکوس یباکتر ونیو ترانسفورماس هیته
 (L.lactis) يشده، باکتر يمهندس کيوتيپروب جاديا يبرا

Lactococcus Lactis subsp.Lactis يبه شماره 
(20729DSM )1336يو صنعت يعلم يها، از سازمان پژوهش 
 و هاقارچ ونيمرکز کلکس ،يوتکنولوژي. پژوهشکده برانيا

 يشد. بر روي محيط اختصاص هيته  (PTCC)رانيا يهايباکتر
M17  سلول مستعد، به  يهيآگار کشت داده شد و پس از ته

 يبه درون باکتر بيوکتور نوترک شنيکمک روش الکتروپور
 .ترانسفورم شد سيلاکتلاکتوکوکوس

 جهت سیلاکت لاکتوکوکوس یمستعدساز
 : pNZ8148-Usp45-Omp10با L.lactis  ونیترانسفورماس

انجام  يبرا سيلاکتلاکتوکوکوس يهايکردن باکتر مستعد
ام شد. محلول اول مربوط محلول انج 2توسط  شن،يالکتروپور
و محلول  شنيقبل از انجام الکتروپور يباکتر يسازبه مستعد

 يحاو 1بود. محلول  شنيدوم مربوط به بعد از انجام الکتروپور
 300و  EDTA مولاريليم 70سوکروز،  مولاريليم 200

آب مقطر حل  تريليليم 500بود؛ که در  نيسيگلا مولاريليم
توسط  تيرسانده شد و در نها تريليليم 1000شد؛ به حجم 

 7لاکتوز،  مولاريليم 7 يحاو 2. محلول ديگرد لياتوکلاو استر
بود که  وميزيمن ديکلر مولاريليم 90و  ميکلسديکلر مولاريليم

براث حل شد، به حجم  M17 کشت طياز مح تريليليم 500در 
 لياستر 2/0 لتريتوسط ف تيرسانده شد و در نها تريليليم 1000

 .شد
-pNZ8148 با سیلاکتوکوکوس لاکت شنیالکتروپور

Usp45-Omp10 .يرسوب باکتر ونيانجام ترانسفورماس جهت 
از محلول سرد و  تريکروليم 700و  1000دو مرحله با  يط

 شو،وشست بار هر از پس. شد شو دادهوشست 1شماره  لياستر
با  قهيدق 10 مدت به 4℃در  وژيفيتوسط سانتر يريگرسوب
شو داده وشست يانجام شد. رسوب باکتر rpm4000 سرعت

 394حل شد.  1محلول  تريکروليم 500شده در 
 2/0 نيب  OD600) (Optical Density of 600nm)تريکروليم
 4/0 يهامستعد به کووت سيلاکت لاکتوکوکوس از( 3/0 –
(Bioradسرد و استرکاي، آمر  )شنيمخصوص الکتروپور لي 

 يانياز وکتور ب تريکروليم 6مقدار  بيمنتقل شد. سپس به ترت
و  pNZ8148-Usp45-Omp10 بينوترک نيسيبر ن يمبتن
با ) Omp10  فاقد ژن pNZ8148 وکتور تريکروليم 6 نيچنهم

کووت مجزا که  2( به درون تريکروليم/کروگرميم 2/0غلظت 
مستعد بود اضافه شد و  سيلاکتوکوکوس لاکت يباکتر يحاو

. پس از قرار ديرس تريکروليم 400 به هاکووت ييحجم نها
 شنيالکتروپور قه،يدق 10به مدت  خي يرو هاگرفتن کووت

ولتاژ  کروفاراد،يم 25 تي)ظرف يکيپالس الکتر ارتوسط چه
در  ه،يکروثانيم 5-4اهم و زمان  200ولت، مقاومت  3000
 Xcell  BIO RAD ( توسط دستگاهيمتريسانت 4/0 يهاکوت

Gene Pulser زمان با هم گر،يانجام شد. به عبارت د
 بيبا وکتور نوترک سيلاکتوکوکوس لاکت ونيترانسفورماس

pNZ8148-Usp45-Omp10يا، در کووت جداگانه 
 زين Omp10 فاقد pNZ8148 با وکتور سيس لاکتلاکتوکوکو

 يبه هر دو کووت حاو شنيترانسفورم شد. پس از الکتروپور
 1و وکتور فاقد ژن هدف،  يو باکتر بيو وکتور نوترک يباکتر

ها به کووت اتيشوک سرد وارد شد و سپس محتو قهيدق
 500 با هاکووت اتيافت. محتويانتقال  لياستر وبيکروتيم
 درون 30℃ساعت در  5/1به مدت  2محلول  تريکروليم

 يرو بر آمده دستمحلول به تيشد. در نها يدارنگه انکوباتور
 کيوتيبيآنت ي، کانادا( حاوQuelab) آگار M17 طيمح

کشت داده شد و  تريکروليم /گرميليم 25با غلظت  کليکلرامفن
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. شد داده قرار ساعت 72 مدت به 30℃ يدر انکوباتور با دما
 سيلاکتوکوکوس لاکت يباکتر ونيسوسپانس کشت از)

 طيمح يشده بدون اضافه کردن وکتور، رو تيالکتروپور
 کيوتيبيآنت ي، کانادا( حاوQuelab) آگار  M17کشت

  (.استفاده شد يبه عنوان کنترل منف کل،يکلرامفن
 یابیجهت رد سیاز لاکتوکوکوس لاکت RNA استخراج

Omp10 
 سيلاکتوکوکوس لاکت يباکتراز  RNA استخراج جهت

 از pNZ8148-Usp45-Omp10 ترانسفورم شده با وکتور

YTzol  (Yekta Tajhizاستفاده شد. جهت ردراني، ا )يابي 
Omp10 در RNA استخراج شده، از واکنش PCR يمرهايبا پرا 
 ياستفاده شد. جهت القا Omp10 يشده برا يطراح ياختصاص

-Usp45-Omp10  بيدر وکتور نوترک Omp10 ژن انيب

pNZ8148طيساعته در مح 18 ي، کشت GM17  براث از
 هيته بيترانسفورم شده با وکتور نوترک سيلاکتوکوکوس لاکت

 ژن اني، به منظور ب600OD =3/0به  يرشد باکتر دنيشد. با رس
Omp10با ي، باکتر nisin 10 3به مدت  تريليلينانوگرم/ م 

 طيبا شرا يساعت، باکتر 3شدن  ي. پس از سپردساعت القا ش
و رسوب  وژيفيسانتر قهيدق 15به مدت  rpm6000  در ،4℃

 تيشو داده شد. در نهاوشست PBS مرحله با 3 يط يباکتر
 .ديحل گرد PBS در يرسوب باکتر

، DNaseI (YektaTajhiz توسط DNA حذف ماريت سپس
انجام  ريصورت زهب DNA حذف ماري( انجام شد. ترانيا

 :رفتيپذ
واحد/  DnaseI (6  تريکروليم 5/0اضافه کردن  •

، x 10 DNaseI (YektaTajhiz بافر تريکروليم 1( و تريکروليم
استخراج شده و سپس اضافه  RNA از تريکروليم 5( به رانيا

 (.راني، اAtrmed) DEPC Water تريکروليم 5/3کردن 
به  يريگو قرار تريکروليم 10به  ييحجم نها رساندن •
 .37℃در  قهيدق 30مدت 
 EDTA تريکروليم 1اضافه کردن  •

(EthyleneDiamineTetraAceticAcid) به مدت  يريگو قرار
 .65℃در  قهيدق 10

 cDNAسنتز تيتوسط ک cDNA سنتز •

(YektaTajhizبا استفاده از پراراني، ا )ياختصاص يمرهاي 
Omp10  اشاره شده در متن ييو برنامه دما. 

 لهيوسهب RNA در سطح Omp10 ژن انيب دييتأ •
 .RT-PCR کيتکن

-SDS  توسط نیدر سطح پروتئ Omp10 ژن انیب سنجش

PAGE  (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
کلون شده در  Omp10 ول ژنبررسي توليد محص جهت

لاکتوکوکوس  يدر باکتر pNZ8148 نيسيبر ن ياني مبتنوکتور بي

-SDS   اي يالکتروفورز روي ژل عمـود کياز تکن سيلاکت

PAGE  ديپپت گناليد. به علت وجود ساستفاده ش Usp45  در
 يراز رسوب و سوپرناتانت باکت ،يوکتور جهت ترشح باکتر

 (M17 broth+0.5% Glucose)  عيما   GM17-کشت شده در
استفاده  نيپروتئوجود  يبه منظور بررس نيسيو القا شده توسط ن

نمونه  يبه همراه بافر بارگذار يشد. رسوب و سوپرناتانت باکتر
وسپانسيون جوشانده شد. س قهيدق 10-5 مدت به 100℃در 

به درون  تونل به کمک سرنگ هميلرسوب و سوپرناتانت حاص
 5 ها. به داخل يکي از چاهکافتياي ژل انتقال هچاهک

شد  ختهي( رراني، اCytomatingene) پروتئين انگرنش رميکروليت
 3ولـت بـه مـدت  200با ولتـاژ  يو سپس الکتروفورز عمود

 Coomassie با ساعت انجام گرفت. پس از الکتروفورز، ژل

Brilliant Blue G250 (Sigmaمورد رنگلمان، آ )قرار  يزيآم
 .برداري شداز ژل عکس تاًيگرفت و نها

 تيمقاله رعا نيدر ا ياصول اخلاق تمام. یاخلاق ملاحظات
 (.IR.IAU.SHK.REC.1401.003 شده است )شناسه اخلاق

 
 نتايج

شکل شماتيک سازواره نهايي  . نقشه ژنی وکتور نوترکیب
-بصورت زير مي Omp10طراحي شده و جايگاه قرارگيري ژن 

 باشد:

 pNZ8148 - Usp45- Omp10ی ژنی وکتور نوترکیب نقشه .1شکل

به همراه سیگنال  Omp10موقعیت ورود ژن  جفت باز. 3393ی با اندازه

در پایین دست است  XbaIو  KpnIبین دو جایگاه برش  Usp45پپتید 

 و به رنگ قرمز در شکل شماتیک نشان داده شده است.

 :pNZ8148-Usp45- Omp10بيصحت وکتور نوترک دييتا
 ياختصاص يمرهايبا پرا PCRواکنش  جهي: نتPCR-الف

در وکتور  Omp10حضور ژن  ديي، به منظور تاOmp10ژن 
pNZ8148  باند  کيمشاهدهbp381 ژل آگارز بود که  يرو

 (.2است )شکل pNZ8148بودن وکتور  بيبر نوترک يدييتأ
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همراه  Omp10 : صحت قرار گرفتن ژنيميهضم آنز -ب
 pNZ8148 بيدرون وکتور نوترک Usp45 ديپپت گناليبا س

 يميهضم آنز با استفاده از روش GENEray توسط شرکت
( و KpnIو  XbaIکننده محدود يهاميدوگانه )با کمک آنز

مورد  pNZ8148-Usp45- Omp10 بيوکتور نوترک يابييتوال
مکمل  يژل و توال ريصورت تصوهب جهيقرار گرفت و نت دييتا

 .(3)شکل معکوس ارسال شد

جفت بازی. شماره 100: مارکر PCR .Mبه روش  Omp10تکثیر ژن  .2شکل

 مربوط به تکثیر ژن PCR: محصولات واکنش 2: کنترل منفی.  شماره 1

Omp10 جفت بازی 381با باند 

 

 1Kb (Geneaid Biotech : مارکرMهضم آنزیمی دوگانه.  .3شکل 

Ltd)هضم آنزیمی دوگانه که باند 1. ، تایوان :bp381  ژنOmp10  را

و وکتور  Usp45مربوط به سیگنال پپتید  bp3012به همراه باند 

pNZ8148  (bp93 +bp 2919  )باندها به ترتیب از 2دهد.  نشان می :

 formو  Nicked circular form ،Linear formبالا به پایین 

Circular supercoiled .مربوط به وکتور هستند 

-pNZ8148توسط  یکلایشیاشر ونیترانسفورماس

Usp45- Omp10 .يکلايشياشر يباکتر ونيترانسفورماس انجام 
انجام شد.  تيبا موفق ب،يتوسط وکتور نوترک TOP10 يهيسو

-pNZ8148 بيترانسفورم شده با وکتور نوترک يهايباکتر

Usp45-Omp10 طيمح يرو LB کيوتيبيآنت يآگار حاو 
)به علت وجود ژن مقاومت به  غربالگري شدند کليکلرامفن

(. از کشت بيدر وکتور نوترک کليرامفنکل کيوتيبيآنت
ترانسفورم نشده و  TOP10 يهيسو يکلايشياشر يهايباکتر

 کيوتيبيآنت يآگار حاو LB طيمح يفاقد وکتور رو
 نياستفاده شد؛ که عدم رشد ا يبه عنوان کنترل منف کل،يکلرامفن

 کليکلرامفن کيوتيبينشانگر عدم مقاومت نسبت به آنت هايباکتر
 (.4)شکل باشديم

 

 
. الف: TOP10ی کلی سویه ترانسفورماسیون اشریشیا .4شکل 

با وکتور نوترکیب و رشد  E. coliترانسفورماسیون موفقیت آمیز باکتری 

بیوتیک کلرامفنیکل به عنوان شاخص انتخابی آن روی محیط حاوی آنتی

است. ب: کنترل منفی. عدم رشد باکتری ترانسفورم نشده روی محیط 

 بیوتیک است.حاوی آنتی

 
 pNZ8148-Usp45-Omp10 یسازاستخراج و خالص

از  ب،يوکتور نوترک ريتکث يبرا. Favorgene تیتوسط ک
-pNZ8148ترانسفورم شده با  يکلايشياشر يباکتر يهايکلن

Usp45-Omp10 شد  هيته کسيماتر يبه صورت تصادف
 (.5)شکل

 يبراث حاو - LB طيترانسفورم شده، در مح يکلايشياشر
کشت داده شد و سپس استخراج  کليکلرامفن کيوتيبيآنت

، FAVORGEN) دياستخراج پلاسم تيتوسط ک ديپلاسم
استخراج شده توسط  بيانجام شد. غلظت وکتور نوترک (وانيتا

غلظت  نييدستگاه نانودراپ مورد خوانش قرار گرفت. تع
 انگريشده توسط دستگاه نانودراپ ب استخراج يدهايپلاسم

 .(6استخراج شده بود )شکل يدهايمناسب پلاسم زانيو م تيفيک

 
کلی ترانسفورم شده  های اشریشیاماتریکس تهیه شده از باکتری. 5شکل 

 .pNZ8148 - Usp45- Omp10با وکتور نوترکیب 
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 215کلی،  غلظت وکتور نوترکیب استخراج شده از اشریشیا -6شکل

 گیری شد.اندازه 84/1نانوگرم/میکرولیتر و میزان خلوص آن 

 

 ونيترانسفورماس. سیلاکتوکوکوس لاکت ونیترانسفورماس
 بيتوسط وکتور نوترک سيلاکتوکوکوس لاکت يباکتر

pNZ8148-Usp45-Omp10  و وکتورpNZ8148  فاقد ژن
Omp10 انجام شد. وکتور  شنيالکتروپور کيبه کمک تکن

 کيوتيبي، ژن مقاومت به آنتOmp10و وکتور فاقد  بيترکنو
شده با هر  مترانسفور يرا دارا بوده، لذا رشد باکتر کليکلرامفن

 کليکلرامفن يآگار حاو M17کشت  طيمح يدو نوع وکتور، رو
 يهايرشد باکتر ،يمشاهده شد. در گروه کنترل منف

آگار  M17کشت  طيمح يفاقد وکتور رو سيلاکتوکوکوس لاکت
 (.7مشاهده نشد )شکل کليکلرامفن يحاو

 
بررسی ترانسفورماسیون لاکتوکوکوس لاکتیس. الف: رشد باکتری  -7شکل

 -pNZ8148 - Usp45لاکتوکوکوس لاکتیس ترانسفورم شده با وکتور نوترکیب 

Omp10 روی محیط M17  :آگار حاوی آنتی بیوتیک کلرامفنیکل. ب: کنترل منفی

آگار  M17لاکتوکوکوس لاکتیس فاقد وکتور روی محیط کشت  عدم رشد باکتری

 حاوی کلرامفنیکل.

 

 انیب دییو تا pNZ8148-Usp45-Omp10 یابیرد
OMP10 انيب دييتأ جهت. سیلاکتوکوکوس لاکت یدر باکتر 

 يمرهايو پرا PCR کيتوسط تکن DNAژن در سطح 
کننده وکتور افتيدر سيلاکتوکوکوس لاکت يباکتر ،ياختصاص

pNZ8148-Usp45-Omp10  وpNZ8148  فاقد ژن هدف از
ژن  bp381شدند. باند  يغربالگر Omp10لحاظ حضور ژن 

Omp10 ترانسفورم شده با سيلاکتوکوکوس لاکت يدر باکتر 
pNZ8148-Usp45-Omp10  ژل  يتوسط الکتروفورز رو

 يقرار گرفت. در باکتر دييمشاهده شد و مورد تا %1آگارز 
 يباند چيه pNZ8148ترانسفورم شده با  سيلاکتوکوکوس لاکت

 کياز تکن زين RNAژن در سطح  انيب دييمشاهده نشد. جهت تأ
RT-PCR جهياستفاده شد. نت RT-PCR با استفاده از ،

ژل  يرو bp381، مشاهده باند Omp10 ياختصاص يمرهايپرا
 (.8بود )شکل 

 
: لاکتوکوکوس 1جفت بازی. شماره  100: مارکر RT-PCR  .M -8شکل

: محصول واکنش 2لاکتیس ترانسفورم شده با وکتور فاقد ژن هدف.  شماره 

PCR  مربوط به تکثیرOmp10  جفت بازی در لاکتوکوکوس  381با باند

 لاکتیس ترانسفورم شده با وکتور نوترکیب.

 
توسط  OMP10 ينيحضور باند پروتئ دييو تا ييشناسا -ج

 :SDS-PAGE کيتکن
 ون،يو انجام ترانسفورماس شنيپس از الکتروپور تاٌينها

 کي، توسط تکنOMP10 نيپروتئ يکنندهانيب يهايباکتر
SDS-PAGE قرار گرفتند. حضور باند  يابيمورد ارزkDa10 

لاکتوکوکوس  يدر رسوب باکتر OMP10مربوط به محصول ژن 
 OMP10 نيحضور پروتئ يترانسفورم شده نشانه سيلاکت

-pNZ8148-Usp45ترانسفورم شده با  يلذا باکتر باشد؛يم

Omp10، ينيباند پروتئ کي يدارا kDa10  اضافه نسبت به
 يهايکه باکتر يترانسفورم نشده است در صورت يباکتر

 ينيباند پروتئ نيترانسفورم نشده فاقد ا سيلاکتوکوکوس لاکت
 (.9)شکل باشنديم

 
در رسوب باکتری  OMP10تایید حضور پروتئین نوترکیب  .9شکل

 - pNZ8148لاکتوکوکوس لاکتیس ترانسفورم شده با وکتور نوترکیب 

Usp45- Omp10  به کمک تکنیکSDS-PAGE .Mمارکر : 

Cytomatingene  باکتری لاکتوکوکوس لاکتیس ترانسفورم 1. شماره :

:  2شماره ، pNZ8148 - Usp45- Omp10شده با وکتور نوترکیب 

 .تیس ترانسفورم شده با وکتور فاقد ژن هدفباکتری لاکتوکوکوس لاک
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 گيريبحث و نتيجه
-pNZ8148 بيحاضر انتقال موفق وکتور نوترک يدر مطالعه

Usp45-Omp10 سيلاکتوکوکوس لاکت زبانيم يبه درون باکتر 
 نگيکلون دييو تا رفتيصورت پذ شنيتوسط روش الکتروپور

 SDS-PAGEو  يمي، هضم آنزRT-PCR يهاکيبه کمک تکن
بروسلا آبورتوس به عنوان  Omp10موفق ژن   انيانجام شد. ب

 توانديم سيلاکتوکوکوس لاکت يدر باکتر د،يژن کانديآنت کي
تب مالت  هيعل يواکسن خوراک ديجهت تول دبخشيام يافتيره

 باشد. 
شده بروسلا جهت  فيضع يهاهيسو از هاستسال چه اگر

اما  شوديبروسلوز استفاده م يماريب مقابل در هادام يسازمنيا
هستند؛ لذا،  زايماريو ب منيا ريانسان غ يبرا ييهاواکسن نيچن

بالا  يمنيو ا ييبا کارآ ييهاواکسن ديتول يبرا يدائم يتقاضا
 يتوسعه تي. امروزه اهم[22]وجود دارد  يجهت مصرف انسان

 ييبه کمک شناسا يعفون يهايماريب هيعل بينوترک يهاواکسن
 منيا ليتحو ستميقدرتمند، به همراه س يکيمونوژنيا يهاژنيآنت

 .[23] ستين دهيپوش يو کارآمد بر کس
شده به عنوان حامل  يمهندس يهاکيوتياز پروب استفاده

. با [15]ارزشمند است  اريبس ،يخوراک يهاواکسن يزنده
کامل ژنوم  يتوال نييو تع يکيژنت يهاابزار شرفتيپ

 يکيژنت يگسترده يهايکارامکان دست س،يلاکت لاکتوکوکوس
. تشده اس ريپذپژوهشگران امکان يبرا يباکتر نيژنوم ا يرو

 شده به کمک لاکتوکوکوس ديهترولوگ تول يهانياز پروتئ

 ،يروسيو يهاژنيگزارشگر، آنت يها: مولکولتوانيم سيلاکت
و  هانيوسيباکتر ها،نينترلوکيا ها،آلرژن ،ييايو باکتر يوتيوکاري

 .[24]را نام برد  هاميآنز
بود که  نينشانگر ا 2003زين و همکاران در سال  مطالعات

 سازي حاصل از مصرف خوراکي سويه لاکتوکوکوسايمن

همراه  HIVکننده پروتئين پوشش سطحي ويروس بيان سيلاکت
 زانيم نيبا سم کلرا غيرفعال شده به عنوان ادجوانت بالاتر

 ريغ يباکتر نيبنابرا .[25] کارايي را به همراه داشته است
با توجه به  سيلاکت لاکتوکوکوس منيو ا يتهاجم ريغ زا،يماريب

به عنوان  توانديم ،يکيژنت يکارآن جهت دست يبالا ليپتانس
مدنظر قرار  بينوترک يهاواکسن يبرا منيا ليتحو ستميس کي

 گرفته شود.
از  يکردند که برخ انيب 2020و همکاران در سال  لئو
که به عنوان  سيمانند لاکتوکوکوس لاکت LABهاي سوش

و با تحريک سيستم ايمني همراه  شونديپروبيوتيک شناخته م
ها که استفاده از آن شونديم يتلق خطريب يهستند، به طور کل

 ليتبدجالب و مؤثر  يمخاط ونيناسيواکس ياستراتژ کيرا به 
سال  25، که Nisin لهيوسهب L.lactisژن  انيب ستمي. سکنديم

 نيپروتئ ديتول ستميس کي Nisin .شوديکشف شد، کنترل م شيپ
خودکار  ميتنظ سمياست که به مکان شده ميتنظ و کاملاً يقو

 انيب ستميس نيدارد. در حال حاضر، ا يبستگ نيسين نيسيباکتر
زا در برون يهانيروتئپ انيب يبرا ياژن به طور گسترده

با  بيدر ترک L.lactis. شوديگرم مثبت استفاده م يهايباکتر
از جمله  يمختلف يکاربردها يشده، دارا ميتنظ NICE ستميس
 قياز طر يسازمنيا ي( براAgs) زايماريب يهاژنيآنت انيب

 يهادرمان يبرا ييدارو يهانيتوکيس ديو تول يسطوح مخاط
 . [28]است  يپزشک

بروسلا به  يغشاي خارج هاينياز پروتئ يتعداد 1997 در
 يکيسرولوژ صيبراي تشخ ديهاي کاندژنيعنوان آنت

 يديقرار گرفتند. با توجه به نقش کل يمورد بررس سيبروسلوز
 از هااز آن يتعداد ،يسلول يمنيپاسخ ا جاديدر ا هانيپروتئ نيا

  Omp19 و  Omp36, Omp25, Omp10, Omp16 ,جمله
قرار  ترشيب يهايشدند تا مورد بررس انيو ب يابيي، توالونکل
 .[29] رنديبگ

 نيپروتئ يو همکارانش رو بوريآنه ت ييايميوشيب مطالعات
Omp10 نيپوپروتئيمحصول از جنس ل نيبود که ا نينشانگر ا 

بر  omp10اثر حذف  يگروه به بررس نيا. در ادامه [20] است
بروسلا آبورتوس و اثر آن در حدت  يخارج يغشا اتيخصوص

بود  نيا يدهندهحاصل نشان جيبروسلوز پرداختند. نتا يماريب
 يريچشمگ زانياز بروسلا آبورتوس به م omp10 که حذف ژن
 جهش در ژن جاديدهد. با ايرا کاهش م ييايحدت باکتر

omp10 کاهش  ياديز زانيها به مموشو رشد در  يمانزنده
 شيرا به نما ينقص رشد قابل توجه omp10و جهش  افتي

جهش  نو همکارا يل انسنيت 2017. در سال [30] گذاشت
قرار دادند  زيبروسلا آبورتوس را مورد آنال Omp10در  يحذف

مدل مشاهده کردند  يهارا در موش ييزايماريو کاهش بقا و ب
[31]. 

و  زيو همکاران، آنال ميمطالعات ا يط 2018سال  در
و  OMP10  ،OMP19يهاژنيآنت يمنيپاسخ ا يسهيمقا

OMP28 جيقرار گرفت. نتا يبروسلا آبورتوس مورد بررس 
،  rOMP10بينوترک يهانيحاصل نشان داد که پروتئ

rOMP19 و rOMP28 يمنيا يهابروسلا آبورتوس، پاسخ 
. لذا دهندينشان م  in vivoو  in vitro طيرا در شرا يديشد

 يبرا ياحتمال يداهاياست به عنوان کاند ها ممکننيپروتئ نيا
 .[32]در عفونت بروسلا عمل کنند  ييزايمنيا شيافزا

 يهاواکسن يو همکاران رو يدکتر دوست يهاپژوهش يط
ژني هاي آنتيپلاسميدي کدکننده پروتئين DNA از ب،ينوترک

به  ماًيژني مستقهاي آنتيمطالعه پروتئين نياستفاده شد. در ا
کننده، افتيدر يهاداخل سلول گيرنده تزريق شد و سلول
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هر دو نوع  نيب نيرا بيان کردند. در ا يانتقال پروتئين ژنآنتي
 DNA تيپاسخ ايمني هومورال و سلولي مشاهده شد. در نها

ژن مورد نظر و ساخت يمدت آنتدراز انيب با شده سنتزواکسن 
موثر شناخته شد  يخاطره، به عنوان واکسن يمنيا يهاسلول

[33]. 
 ريتأث ي، به بررس2020و همکاران در سال  ويل

 نيپروتئ يرمزکننده pNZ8148 ديپلاسم يکيمونولوژيا
FMDV-SPVP1  مطالعه  نيمدل موش پرداختند. ا کيدر

 ستميها را با استفاده از سموش يخوراک يسازمنياثرات ا
. از کنديم يبررس L. lactis NZ9000 هيتوسط سو نيسينا
 يترشح خارج سلول تيجهت هدا SPusp45 ديپپپت گناليس

بدون  pNZ8148توسط  VP1 يتوال انياستفاده شد. ب نيپروتئ
با اضافه  کهيشکست خورد، در حال SPusp45 گناليس ديپپت

موفق صورت  انيب VP1 يدست توال نييپا SPusp45شدن 
 يخوراک زيبه طور واضح نشان داد که تجو جيگرفت. نتا

و  يمخاط يهاپاسخ جاديا هقادر ب SPVP1 يهانيپروتئ
 .[34]بودند  کيستميس

 يبه ساخت واکسن خوراک 2021و همکاران در سال  پن
، جهت درمان HlaH35L يکنندهديتول بينوترک لوسيلاکتوباس

اورئوس پرداختند. در  لوکوکوسيحاصل از استاف يهايماريب
 نياستفاده شد. ا pNZ8148-Hla بيمطالعه از وکتور نوترک نيا

 برابررا در  ييمحافظت بالا يمخاط يمنيا جاديواکسن با ا
اورئوس  لوکوکوسياز استاف يناش يو پوست يوير يهاعفونت

 کي يرا برا ييبالا ليمطالعه پتانس نيارائه کرد. در مجموع، ا
نشان داد و  کيوتيپروب يهايبر باکتر يمبتن ليتحو ستميس

ارائه  يمخاط يهاجهت توسعه واکسن يمطلوب يتجرب يهاداده
 .[35]شد 

 ليرا به دل Omp16 نيو همکاران، پروتئ ييرضا
که توسط  يسطح يهابالا، در دسترس بودن و حلقه تهيسيژنيآنت

 کيشده بود، به عنوان  ينيبشيپ کيوانفورماتيمطالعات جامع ب
بروسلوز در  هيموثر عل يهاواکسن ديتول يزا برايمنيا ديکاند

شده  انتخاب Omp16قابل توجه  يژگيانتخاب کردند. و ندهيآ
جزء اگزوپروتئوم از  کياست که به عنوان  نيمطالعه، ا نيدر ا
 يهايباديآنت يو برا رديگيبروسلا، در معرض قرار م يباکتر

 .[36]است  يمونوکلونال قابل دسترس
 ييغشا ني، اثرات سه پروتئ2021و همکاران در سال  يل

بروسلا  يهاگونه يهانيشد که شامل پروتئ يابيارز يخارج
(Omp25 ،Omp10  وOmp2aاست. اثر ا )ها بر مهار ژنيآنت ني

IFN-β  توسطELISA نيشد. هر سه پروتئ دهيسنج Omp25 ،
Omp10 و ،Omp2a ديتول تواننديم IFN-β  را مهار کنند، اما
Omp25 مطالعه  نيرا نشان داد. ا يبالاتر اريبس يمهارکنندگ

IRF3 کرد.  ييو هسته شناسا توپلاسميشده را در س لهيفسفر
شده در هسته به طور قابل  لهيفسفر IRF3نشان داد که  جينتا

 يهانسبت به سلول Omp25کننده انيب يهادر سلول يتوجه
شود يحدس زده م ن،ي. بنابراافتيکاهش  Omp25 انيبدون ب

. در کنديم جاديبه هسته تداخل ا IRF3با انتقال  Omp25 که
 .[37] شوديم IFN-β يسيمنجر به مهار رونو جهينت

 تياهم يامطالعه يط 2022و همکاران در سال  ينيحس
کردند: به طور کلي، فعل و انفعالات  فيتوص نيرا چن وتايکروبيم

ميکروبيوتاي روده بر سلامت متابوليک ميزبان تأثيرگذار است 
ها، و تعادل انرژي، هضم و جذب غذا، متابوليسم زنوبيوتيک

ايمونولوژيک  تکاملها و مقاومت در برابر کلونيزاسيون پاتوژن
روده  جا که ترکيب و تنوع ميکروبيوتايکند. از آنرا تنظيم مي
هاي آن از بدو تولد و در طول عمر با توجه به عوامل و متابوليت

مختلف محيطي نظير انواع رژيم غذايي، مصرف داروها و 
ها، بيوتيکها و پرهها، پروبيوتيکتيبيوتيکها، دريافت آنمکمل

چنين بدني، شرايط مختلف محيط زندگي و هم هاييتميزان فعال
هاي مختلف تغيير تلا به بيماريچون ژنتيک و ابعواملي هم

رسد تجزيه کند، احتمالاً براي هر فرد منحصر است. به نظر ميمي
هاي مربوطه، به ما اين و تحليل ميکروبيوتاي روده و متابوليت

و داروهاي مختلف  اهاي فردي به غذاهدهد تا پاسخامکان را مي
ا ممکن هاي تعديل ميکروبيوتچنين روشبيني کنيم و همرا پيش

هاي معمول پزشکي فردمحور اضافه شود. است به روش
تواند رويکرد نويدبخشي هاي ميکروبيوتا ميشناخت متابوليت

براي شناسايي نشانگرهاي زيستي براي تشخيص زودهنگام و 
براي توسعه  ايکنندهچنين هدف اميدوارپيش آگاهي و هم
 . [38]د هاي مختلف باشديد براي بيماريابزارهاي درماني ج

کردند، در ايران  انيب 2022و همکاران در سال  يرحمان
هستند، و  Dجمعيت دچار کمبود ويتامين  %90الي  80حدود 

شيوع پوکي استخوان در کشور رو به افزايش است. در معرض 
در  Dآفتاب قرار گرفتن، ورزش و مصرف کلسيم و ويتامين 

 خصتحقيق مش پيشگيري از پوکي استخوان مؤثر هستند. در اين
 .Lو Lactobacillus reuteriشد باکتري پروبيوتيک 

rhamnosus  قادر به توليد ويتامينD ي که جايهستند. از آن
سازي لبنيات مانند ماست، شير، ها معموال در غنيپروبيوتيک

توان پنير که خود منبع غني از کلسيم هستند کاربرد دارند، لذا مي
و پوکي  Dويتامين  ودپروبيوتيک کمببا استفاده از لبنيات 

 Lactobacillus reuteriان را برطرف نمود. با استفاده ازاستخو
 ،Bهاي خانواده توان نياز به ويتامينمي L. rhamnosusو 

زمان تأمين نمود. با را هم Dو ويتامين  Kويتامين  ،Eويتامين 
د توان از فوايشده با پروبيوتيک مي يمصرف مواد غذايي غن

ت لار تنظيم سيستم ايمني، بهبود مشکها نظيباکتري ينديگر ا
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مند شد نيز بهرهگوارشي، کاهش جمعيت هليکوباکترپيلوري 
[39] . 

 ذکر شده، وکتور يهايبا توجه به مطالعات و بررس نيبنابرا
pNZ8148 اريموفق در اخت نگيجهت کلون يخوب ليپتانس 

-pNZ8148 بينوترک. انتقال وکتور دهديقرار م نيمحقق

Usp45-Omp10 زبانيم يحاضر به درون باکتر يدر مطالعه 
 نيدر ا Omp10 يژن يقطعه انيو ب سيلاکتوکوکوس لاکت

بخش ساخت ديام رايبوده؛ ز تيحائز اهم کيوتيپروب ياکترب
 ندهيدر آ يتب مالت جهت مصرف انسان هيعل يواکسن خوراک

 .خواهد بود
 بيوکتور نوترک زيآمتيپژوهش حاضر انتقال موفق در

pNZ8148-Usp45-Omp10 کيوتيپروب يبه باکتر 
انجام شد.  شنيالکتروپور کيبه کمک تکن سيلاکتوکوکوس لاکت

 کيبروسلا آبورتوس به عنوان  Omp10ژن  انيبا توجه به ب
 يباکتر نيبالا در ا تهيسيژنيآنت تيبا خاص ديژن کانديآنت

از سنجش صحت عملکرد . بعد شوديم ينيبشيپ ک،يوتيپروب
در مطالعات مربوط به  ژنيآنت نياستفاده از ا ب،ينوترک نيپروتئ

واقع شود.  ديتب مالت مف يماريب هيعل يواکسن خوراک ديتول
به عنوان  بينوترک سياستفاده از لاکتوکوکوس لاکت نيچنهم

 يافق روشن ژن،يآنتبالا جهت انتقال  ليو با پتانس منيا يزبانيم
 رامونيپ قاتيلذا تحق کند؛يم داريرا پد بينوترک يهااز واکسن

از تب مالت در  يريشگيموثر جهت پ بينوترکساخت واکسن 
 يکنندهانيب سيلاکتوکوکوس لاکت يباکتر يريگانسان، با به کار

. در پژوهش حاضر جز شوديم شنهاديپ OMP10 ژنيآنت
وجود  يگريد تيادامه کار، محدود يراب يمنابع مال تيمحدود
 . نداشت
 

 تشكر و قدردانی
. پژوهشگران و باشديم ينامه دکترمقاله دستاورد پايان نيا

دانند مراتب تقدير و تشکر نويسندگان اين مقاله بر خود لازم مي
بيوتکنولوژي دانشگاه آزاد  قاتيخود را از همکاران مرکز تحق

که ما را در به  يويژه دکتر فرانک عالهاسلامي واحد شهرکرد، ب
به آگاهي برسانند. تمام  مودند،ثمر رساندن اين تحقيق ياري ن

 شده است )شناسه اخلاق تيمقاله رعا نيدر ا ياصول اخلاق
IR.IAU.SHK.REC.1401.003دارند (. نويسندگان اعلام مي

 .گونه تضاد منافعي ندارندکه هيچ
 

 مشاركت و نقش نويسندگان
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Introduction: In all species of Brucella bacteria, the Omp10 gene sequence is conserved. The high antigenic 

property of this gene product stimulates the host's immune system. Using the probiotic Lactococcus lactis bacterium 

as a live carrier, in addition to being safe, is suitable for the production of recombinant proteins and gene transfer to 

eukaryotic cells. Omp10 is one of the surface lipoproteins in brucella’s outer membrane with high immunogenicity 

which has a substantial role in up-taking nutrition, signaling, adherence, and antibiotic resistance. This protein has 

antigenic properties and can play an adjuvant role when attached to other antigens. Therefore, the purpose of this 

research is to create the probiotic bacteria Lactococcus lactis to produce the Omp10 protein of Brucella abortus. 

Materials and Methods: Brucella abortus Omp10 gene with Usp45 peptide signal was synthetically cloned in the 

pNZ8148 vector. The recombinant vector was first reproduction in Escherichia coli strain TOP10 and then purified 

by plasmid extraction kit. The concentration of extracted plasmid was measured by nanodrop. The recombinant 

pNZ8148-Usp45-Omp10 vector was then transformed into Lactococcus lactis bacteria through electroporation. 

Cloning and gene expression assessment and verification were done by SDS-PAGE, enzyme digestions, and RT-PCR 

techniques. 

Results: The results showed the successful expression of the target gene Omp10 in the Lactococcus lactis probiotic 

bacteria. The recombinant protein was well expressed in probiotic bacteria. 

Conclusion: The present study showed that the Omp10 protein is expressed in the probiotic bacterium Lactococcus 

lactis transformed by electroporation with the recombinant pNZ8148-Usp45-Omp10 vector. Lactococcus lactis 

transformed in the present study can be suitable as an oral subunit vaccine to prevent brucellosis in future studies. 
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