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Abstract 

Background: Brucella is gram-negative intracellular bacterial pathogens of both humans and animals. Among the six 
recognized Brucella species, Brucella melitensis is the main etiologic agent involved in ovine and caprine brucellosis and is also 
the most pathogenic species of humans. 

Methods: We amplified by specific primers, two of the best outer membrane antigens Omp31 and Omp25 for this disease, 
and the construction of recombinant chimeric Omp31-Omp25 combination of them, with using the (EAAAK)2 linker. 

Results: The sequence analysis results showed that strain Rev1 of melitensis for Omp25 antigen has most homology with the 
strains melitensis M16 and also Omp31 antigen showed the most homology with of B. Ovis melitensis species. 

Conclusion: Then recombinant chimera Omp31-Omp25 was cloned into Pet32a vector and transform into BL21 (DE3) host 
cell for expression. 
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  چکیده

دهد. این بروسلوز یا تب مالت (تب مدیترانه اي) به واسطه رشد و تکثیر باکتري کوکوباسیل گرم منفی بروسلا در سلول هاي پستانداران رخ میزمینه: 
گونه بروسلا شناسایی شده اند بطوریکه مهمترین آنها که در انسان ایجاد  6حال بیماري به عنوان یک بیماري مشترك بین انسان و دام شناخته شده است. تا به 

الاترین کند، بروسلا ملیتنسیس می باشد. اولین قدم در رسیدن به واکسن نوترکیب انتخاب بهترین آنتی ژن هایی است که بیشترین نقش را در ایجاد ببیماري می
  .سطح ایمنی داشته باشد

ش با هدف خالص سازي دو عدد از بهترین آنتی ژن هاي محرك بیماري بروسلوز و ساخت کایمر ترکیبی متشکل از این دو آنتی این پژوهکار:  روش
از باکتري کوکوباسیل بروسلا و هم چنین انجام فعالیت هاي بیوانفورماتیک و تهیه وکتور  Omp25و Omp31ژن، بواسطه جداسازي و کلونینگ آنتی ژن هاي 

شده از این آنتی ژن ها و کایمر ساخته شده آنها، توسط روش هاي مهندسی ژنتیک با هدف تولید واکسن نوترکیب به منظور پیشگیري از این بیانی کایمر 
  .بیماري خواهد بود

تفاده از توالی هاي آنتی ژنی مورد نظر با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی تکثیر و توالی یابی شدند. عمل اتصال و تولید کایمر دو آنتی ژن با اسها:  یافته
بعد  BL21 (DE3) بدون وجود جهش و تغییر در ساختار پروتئین آن انجام شد. قطعه کایمر ساخته شده مورد نظر به داخل میزبان بیانی )EAAAK)2لینکر 

  .انتقال داده شد Pet32 aاز عمل کلون، در وکتور بیانی 
بیانی  امکان اتصال دو آنتی ژن با لینکر مورد نظر بدون جهش وجود داشت. و علاوه بر آن امکان  انتقال توالی کایمري ساخته شده به درون وکتورگیري:  نتیجه

وژي را براي آنتی ژن بیشترین همول Rev1 ملیتنسیسو میزبان بیانی امکان پذیر بود. علاوه بر این نتایج بیوانفورماتیکی درخت فیلوژنتیکی نشان داد که سویه 
Omp25  ملیتنسیسبا سویه M16  و همچنین بیشترین همولوژي را در بررسی ها براي آنتی ژنOmp31 بعد از ملیتینسیس با گونه بروسلا Ovis دارا می باشد.  

  
  ، لینکرOMPs، ملیتنسیسبروسلا   بروسلوز، وکتور، ها:کلید واژه
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  مقدمه
 است که می تواند گرم منفی، باکتري داخل سلولی بروسلا

این  علایم ).1را آلوده کند ( حیوانات و انسان بسیاري از گونه هاي
هاي عفونت حیوانات یا کاهش باروري در ،جنینسقط ، بیماري
باشد می در انسان و استئومیلیت، آرتریت تب علائمی مانند با مزمن

بروسلا ملیتنسیس، ). بروسلا به شش گونه مختلف شامل 2(
 بروسلا آبورتوس، بروسلا سوئیس، بروسلا کنیس، بروسلا ماریس

داران خشکی و بروسلا اویس دسته بندي می شود که بیشتر پستان
تعداد  هاي اخیرسال اگرچه، در ).3دهد (را تحت تاثیر قرار می

جدا شده  پستانداران دریایی از بروسلا هايگونه اي ازفزاینده
شامل بروسلا ستاسآ و بروسلا ، پیشنهادي جدید که دو گونه ،است

 هایی است که عمدتا دراین ها طبقه بندي). 4باشند (پینی پدیا می
 .)5(گیرد ها صورت می گزینش میزبان با بیماري زایی و تفاوت

کشورهاي در  در بسیاري از بروسلا ملیتنسیس عفونت انسانی با
). اولین گونه 6آمده است ( گیر درصورت همهه ب حال توسعه

باشد که می زا در حیات وحش گونه بروسلا ملیتنسیسبیماري
از عوامل بیماري زایی علاوه بر عامل بیماري در بز و گوسفند یکی 

هاي مختلف در میان سویه ).7باشد (اصلی در انسان نیز می
هاي موجود علیه بیماري بروسلوز براي واکسن Rev1، ملیتنسیس

). و به دلیل افزایش مقاومت در 8شود (در گوسفند و بز استفاده می
استفاده از استرپتومایسین براي درمان علیه بیماري تب مالت براي 

ها را علیه سان، مقامات بهداشتی استفاده از این طریق درمانان
هاي موجود در ). آنتی ژن9اند (بیماري در انسان ممنوع کرده
) نقش اساسی در تحریک OMPs(غشاهاي خارجی باکتري ها 

براي اولین بار در اوایل دهه  Ompsکنند. سیستم ایمنی ایفا می
و بطور گسترده به عنوان یک  ).10تشخیص داده شدند ( 1980

). آنالیزهاي 11اند (ویژگی ایمنوژنیک و حفاظتی شناخته شده
PCR_RFLP  ازOmp25 که ژن  دنشان دادنOmp25  در گونه

). سطح 12باشد (هاي مختلف بروسلا بسیار حفاظت شده می
هاي کردن توالیبوسیله مشخص Omp25بالاي حفاظت شده 

بروسلا شناخته شده مورد تایید  گونه 6در  Omp25مختلف از 
علیه  Omp31). همچنین مشخص کردند که ژن 13قرار گرفت (

). در یک مطالعه، 14باشد (بیماري بروسلوز بسیار کاربردي می
تولید شد و نقش آن را در کنترل تب  Omp31واکسنی بوسیله ژن 

 CD8+ Tهاي مالت مشخص کردند که این ژن با تحریک سلول
). بر اساس مطالعات 15( باعث جلوگیري از بیماري شودتواند می

هاي اخیر استفاده از لینکرهاي مختلفی براي اتصال گذشته در سال
در پپتید به منظور افزایش عملکرد نسبت به حالت انفرادي آنها، و 
افزایش سطح بیان آنها مورد تایید قرار گرفته است. در بسیاري از 

ي مطرح شده در بررسی هاي مختلف، این مطالعه در بین لینکرها
با دو تکرار استفاده شد.  )EAAAK)n (n≤2( از لینکر آلفا هیلکس

و نتایج آن بر اساس مطالعات انجام شده با دادهاي تجربی در 

تولید  تعداد تکرار، براي تکرار دو به بالا بهترین میزان بیان، در
موارد استفاده ). یکی دیگر از 16- 17پروتئین گزارش شده است (

باشد، این لینکر در گروه از این نوع لینکر دلیل ساختار آن می
شود و دلیل استفاده از لینکر سخت بندي میلینکرهاي سخت طبقه

باشد که دو قطعه آنتی ژنی مورد نظر در این مطالعه، این می
کمترین اثر را بر روي همدیگر و عملکرد فیزیولوژیکی یکدیگر 

و به عبارت دیگر کمترین اینتراکشن را نسبت به داشته باشند، 
  عملکرد یکدیگر داشته باشند. 

  
  کارروش

از  Rev1، سویه ملیتنسیسدر این مطالعه باکتري بروسلا 
مجموعه کشت شده در موسسه سرم سازي رازي مشهد تهیه و 

ژنومی با استفاده از کیت استخراج  DNAکشت داده شد. 
)Bioneer, South Korea،(  استخراج شد. کیفیتDNA  استخراج

آگارز مورد بررسی قرار گرفت  ٪/.8الکتروفورز  شده بر روي ژل
-ND(و مقدار خلوص آن توسط دستگاه نانودراپ استکفتومتر 

2000 Thermo- USA( گیري شد. از وکتور کلونینگ اندازه
PTZ57R/T )Thermo-USA( یابی ژنهاي براي کلونینگ و توالی

باکتري  DH5α استفاده شد. و همچنین از سویهبدست آمده 
اشرشیاي کولاي به عنوان میزبان براي نگهداري قطعات آنتی ژن 
بدست آمده و در مرحله بعدي کار براي کایمر ساخته شده مورد 
استفاده قرار گرفت. و در نهایت کایمر ساخته شده به درون وکتور 

 به منظور اندازهجهت بیان ساب کلون گردیدند و  Pet32 aبیانی 
زایی براي مراحل بعدي کار با گیري مقدار بیان و سنجش ایمنی

 DNA منتقل شدند. BL21 (DE3)موفقیت به درون میزبان بیانی 
به عنوان الگو در  Rev1سویه  ملیتنسیسژنومی باکتري بروسلا 

 )ORF(، براي بدست آوردن کل توالی خوانش شده PCRیند آفر
 DNAبا استفاده از  OMP25 (640bp) ،)OMP31(720bpاز ژن 

مورد استفاده قرار گرفت.  )EX Taq )Takara, Japanپلی مراز
هاي برشی مناسب با استفاده از نرم پرایمرهاي اختصاصی با مکان

بر طبق توالی نوکلئوتید موجود در بانک  Primer premier5افزار 
دو هاي برشی مناسب در طراحی شده و آنزیم NCBIاطلاعاتی 

 OMP25ژن انتهاي پرایمرها طراحی شدند. براي تکثیر توالی آنتی
جفت باز از یک جفت پرایمر اختصاصی طراحی  640به طول 

 F:5`CCATGGATGCGCACTCTTAAGTCTCشده با توالی
و  NcoI به همراه توالی آنزیم برشی `3

R:5`GAATTCGAACTTGTAGCCGATGCC 3`  به همراه
استفاده شد و همچنین براي تکثیر توالی  EcoRIتوالی آنزیم برشی 

جفت باز از یک جفت پرایمر  720به طول  OMP31آنتی ژن 
 F:5`GAATTCATGAAATاختصاصی طراحی شده با توالی 

CCGTAATTTTGGC.3`  به همراه توالی آنزیم برشیEcoRI  و
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R:5`GGATCCTTAGAACTTGTAGTTCAGACCG 3`  به
 اي زنجیره واکنش انجام استفاده شد. BamHIهمراه آنزیم برشی 

و  PCRواکنش  اجزاي میکرولیتر با 25 نهایی حجم پلیمراز با
 5/1بودند از  عبارت کهانجام شد مواد تشکیل دهنده،  غلظت
آنزیم  واحد نانوگرم)، یک 50، 100ژنومی ( DNAلیتر از میکرو

Taq EX 125/0( پلیمراز U/μl( )Takara, Japan( ،5/0  میکرولیتر
dNTPs 10میکرولیتر 1مولار،  میلی MgCl2 50 1مولار،  میلی 

و  X10بافر  میکرولیتر 5/2پیکومولار،  5پرایمر  میکرولیتر مخلوط
از دستگاه  با استفاده ؛تقطیر شده دوبار آب لیترمیکرو 18

 با سیکل و 35در  )T-personal-  (آلمان Biometraترموسایکلر 
 درجه 94 دماي در سازي بصورت، واسرشت حرارتی برنامه
ثانیه،  30 براي درجه 57 دماي در اتصال ثانیه، 30براي  گرادسانتی
مرحله  یک ، همچنین،ثانیه 45 براي درجه 72 دماي در تکثیر

 و دقیقه 5 سانتیگراد براي درجه 94 دماي در اولیه سازي واسرشت
دقیقه نیز انجام  10درجه براي  72 دماي در نهایی تکثیر مرحله یک

در دستگاه  ٪/.8توسط ژل آگارز  PCRشد. محصولات 
الکتروفورز مورد ارزیابی قرار گرفت و جهت توالی یابی با استفاده 

 Macrogen, southاز پرایمرهاي اختصاصی ارسال گردیدند (
korea.( هاي موجود در بانک ژنی هاي حاصله با دیگر توالیتوالی
NCBI با استفاده از ابزار  BLAST  مورد بررسی و همولوژي قرار

براي بررسی  CLC Main workbench 5.5گرفت و از نرم افزار 
براي رسم درخت فیلوژنتیکی  MEGA 5ها و نرم افزار توالی

) Bioneer, Germanتوسط کیت ( PCRاستفاده شد. محصولات 
Ron's Agarose Gel mini perp kit،  بر طبق دستورالعمل شرکت

خالص شده به داخل  PCRمربوطه خالص سازي شد. محصولات 
کلونینگ بر طبق  T/Aتوسط روش  PTZ57R/Tوکتور کلونینگ 

براي  ) صورت گرفت.Thermo, USAدستورالعمل شرکت (
استفاده شد و  DH5αسلولهاي مستعد میزبان از اشیرشیاکلاي 

 Sambrook and Russellترنسفورمیشن در ادامه آن با روش 
حاوي ژن به داخل سلول  PTZ57R/Tصورت گرفت. وکتورهاي 

انتقال داده شد. کلنی هاي باکتري  DH5αهاي میزبان اشرشیاکلاي 
رشد کرده بر روي محیط، که حاوي پلاسمید بود براي تاکید بر 

مورد  PCRال داده شده، با روش کلنی وجود قطعه در پلاسمید انتق
هاي حاوي پلاسمید داراي قطعه کشت انتخاب قرار گرفتند. کلونی

 Ron's plasmid miniها توسط کیت آن يداده شدند، و پلاسمیدها
kit )Bioneer, German استخراج شدند و با عمل هضم آنزیمی (

کایمر دو  که بر روي آنها صورت گرفت مورد تایید قرار گرفتند.
با  Splicing-by-Overlap Extension )17(ژن با استفاده از متد 

مقداري تغییر در دستورالعمل اولیه آن انجام گرفت. در مرحله اول، 
از وکتور کلونینگ  PCR1در  Omp25براي آماده کردن ژن 

PTZ57R/T  که در مراحل قبل قطعهOmp25  را در آن قرار داده
 - `Omp25F )5فاده شد، و از پرایمر رفت ایم به عنوان الگو است

3--ATGCGCACTCTTAAGTCTCCCATGG` داراي توالی (
 - `Omp25R )5، و پرایمر برگشت `5در ناحیه  NcoIبرشی آنزیم 

GAAGCAGCGGCTAAAGAAGCGGCGGCAAAAATG
AAATCCGTAATTTTG-3 بدون داشتن ناحیه برشی و بدون (

). همچنین براي آماده کردن PCR1داشتن کدون پایان استفاده شد (
که در  PTZ57R/Tنیز از وکتور کلونینگ  PCR2در  Omp31ژن 

ایم به عنوان الگو مورد را در آن قرار داده Omp31مراحل قبل قطعه 
 - `Omp31F)5استفاده قرار گرفت و از پرایمر رفت 

TTTAGCCGCTGCTTCTTTTGCCGCAGCTTCGAACT
TGTAGCCGATGC-3`و `5ر ناحیه ) بدون ناحیه برشی د ،

- `Omp31R  )5پرایمر برگشت 
3-TTAGAACTTGTAGTTCAGACCG GGATCC`(  که

باشد استفاده شد می `3 در انتهاي BamHIداراي ناحیه برشی آنزیم 
)PCR2ها به صورت پرنگ تر نشان داده ). نواحی برشی در توالی

بدست آمده پس از  PCRشده است. در دومین مرحله محصولات 
سازي از محلول روي هر دو ارزیابی توسط ژل آگارز، خالص

نمونه انجام گرفت و سپس هر دو محصول خالص شده حاصل از 
PCR1  وPCR2 آنزیم  واحد با یکدیگر به همراه یکTaq EX 
با  PCR3مخلوط شدند. مخلوط حاصل در  )U/μl 125/0(پلیمراز 

درجه سانتیگراد  94بیست تکرار، هر کدام شامل واسرشت سازي 
یک سیکل  سانتیگراددرجه  60ثانیه، دماي اتصال  45یک سیکل 

دقیقه قرار گرفتند  2 سانتیگراددرجه  72ثانیه، مرحله گسترش  80
)PCR3 در آخرین مرحله، محصول .(PCR3 سازي شد و خالص

 64در دماي اتصال  Omp31R و Omp25Fبا استفاده از پرایمرهاي 
). PCR4دقیقه گذاشته شد ( 20یک سیکل  سانتیگراددرجه 

 BamHIو  NcoIهاي برشی با استفاده از آنزیم PCR4محصول 
تحت واکنش هضم آنزیمی قرار گرفت و به داخل وکتور بیانی 

Pet32 a گیري جهت بیان، ساب کلون گردید و به منظور اندازه
مقدار بیان و سنجش ایمنوزایی براي مراحل بعدي کار به درون 

 BLASTابزار  از استفاده با منتقل شدند. BL21 (DE3)میزبان بیانی 
 هومولوژي و میزان همپوشانی NCBIپایگاه  در blastnروش  و

هاي ارسالی از  کیفیت توالی .شد آمده سنجیده بدست هاي توالی
 مطالعه، مورد فیلوژنتیکی گونه رابطه بررسی منظور شرکت به

 قرار گرفت. همچنین محاسبه مورد Mega v.5.2افزار  نرم بوسیله
افزار براي ترسیم نمودار این نرم neighbor-joiningروش  از

 منظور به PHREDافزار  نرم و درختی استفاده گردید. از الگوریتم
هاي  بررسی تفاوتشد. براي  ها استفاده توالی نوکلئوتیدي اصلاح

نیز کمک  CLC Main Workbench 5تک نوکلئوتیدي از نرم افزار
هاي ارسال شده با استفاده  گرفته شد. بررسی کیفیت خوانش توالی

مورد بررسی قرار  BioEditو  Chromas Liteاز نرم افزارهاي 
  گرفت.

  
  

https://www.neb.com/products/r0136-bamhi
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   هایافته
مطابق دستورالعمل شرکت سازنده   از نمونه DNAاستخراج   

 OMP25کیت با موفقیت انجام شد. قطعات اختصاصی براي ناحیه 
نوکلئوتید تکثیر  720و  640هایی به ترتیببا طول OMP31و 

شدند. هر یک از قطعات آنتی ژنی بدست آمده بصورت جداگانه 
با روش شرکت سازنده  PTZ57R/Tدر داخل وکتور کلونینگ 

هاي کلون شدند و پس از عمل ترنسفورم در داخل سلول کیت
میزبان بر روي محیط  DH5αهاي اشیرشیاکلاي مستعد، کلونی

کشت رشد کرده براي تایید وجود یا عدم وجود قطعات در 
مورد انتخاب قرار گرفتند  PCRپلاسمید در روش کلونینگ 

 OMP31و  OMP25). از پلاسمیدهاي حاوي ژن هاي A 1(شکل
الگو براي ساخت کایمر استفاده شد. و بعد از آن توالی  جهت

کلون شد  PTZ57R/Tکایمر ساخته شده در داخل وکتور کلونینگ 
هاي و پس از عمل ترنسفورم در داخل سلول هاي مستعد، کلونی

میزبان بر روي محیط رشد کردند. براي تایید  DH5αاشیرشیاکلاي 
ه در پلاسمید روش وجود یا عدم وجود قطعه کایمر ساخته شد

مورد انتخاب قرار گرفتند این  M13با پرایمر هاي  PCRکلونینگ 
 ).B1  کنند (شکلنوکلئوتید به توالی اضافه می 200پرایمرها حدود 

  

  
 

 Omp25(840 p)هايآنتی ژنPCR الکتروفورز محصولات کلونی  A: 1 شکل شماره
الکتروفورز کایمر ساخته شده  B:  /. درصد.8بر روي ژل آگارز  Omp31(920 bp)و 

با طول  Omp25-Omp31حاوي دو آنتی ژن  PTZ57R/Tداخل وکتور کلونینگ 
هاي حاوي وکتور و بدون دهنده کلونینوکلئوتیدي نشان 200، توالی هاي bp1600تقریبی 

  باشند.وجود قطعه می
  

داراي  PTZ57R/Tدر مرحله بعدي تحقیق وکتورهاي کلونینگ 
و همچنین کایمر ساخته شده  Omp31و  Omp25هاي آنتی ژن

جهت توالی یابی با  Omp25-Omp31حاوي آنتی ژن ترکیبی 
 MACROبه شرکت  M13استفاده از پرایمرهاي رفت و برگشت 

GEN هاي ارسال شد. کایمر نهایی ساخته شده با استفاده از آنزیم
تحت واکنش هضم آنزیمی قرار گرفت و  BamHIو  NcoIبرشی 

جهت بیان، ساب کلون گردید و به  Pet32 aخل وکتور بیانی به دا
گیري مقدار بیان و سنجش ایمنو زایی براي مراحل منظور اندازه

منتقل شدند. بعد از  )BL21 (DE3بعدي کار به درون میزبان بیانی 
به  Omp25-Omp31حاوي کانستراك  Pet32 aانتقال وکتور بیانی  
جهت تایید وجود قطعه در داخل  BL21 (DE3)داخل میزبان بیانی 

تحت عمل استخراج  BL21 (DE3(، میزبان بیانی Pet32 aوکتور 
پلاسمید قرار گرفت و عمل هضم روي آن صورت گرفت. 

  ). 2(شکل
  

 
 

هاي حاوي کایمر ژن Pet32 aهضم کایمر ساخته شده داخل وکتور  :2شکل شماره 
Omp25-Omp 31  با طول تقریبیbp1400. 

 
هاي ژن در گونهبا توالی این دو آنتی Omp25,31توالی آنتی ژنهاي 

 ).4،3دیگر مورد مقایسه قرار گرفتتد. (شکل 
  

بروسلا  Omp31) توالی N-Jنمودار فیلوژنتیک (نمودار درختی  :3شکل شماره   
  و سایر گونه هاي بروسلا. Rev1ملیتینسیس 
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بروسلا  Omp25) توالی N-Jنمودار فیلوژنتیک (نمودار درختی  :4شکل شماره   
  هاي بروسلا.و سایر گونه Rev1ملیتینسیس 

 
  بحث

سنجی و ژل آگارز بدست آمده از استخراج نشان  نتایج طیف
استخراج شده از نظر کیفیت و کمیت از شرایط  DNAداد که 

برخوردار است. الکتروفورز  PCRهاي  مناسبی براي واکنش
/. درصد 8اي پلیمراز بر روي ژل آگارز  حصولات واکنش زنجیرهم

نشان داد که پرایمرها به خوبی فعالیت نموده است. همچنین، 
 OMP31و  OMP25وجود یک تک باند اختصاصی براي ژن هاي 

دهنده این بود که توالی مشابهی براي جفت بر روي ژل آگارز نشان
مورد استفاده در شدن آغازگرهاي اختصاصی طراحی شده 

براي تایید وجود یا عدم  هاي دیگر ژنوم وجود نداشته است. محل
مورد استفاده قرار  PCRوجود قطعات در پلاسمید روش کلونینگ 

که داراي جایگاه  M13از پرایمرهاي  PCRگرفت. براي انجام 
مکمل در وکتور بودند استفاده شد که در استفاده از این پرایمر 

ئوتید به هر توالی اضافه شد که همانطور که در نوکل 200حدود 
مشاهده می شود کلونی هاي انتخابی داراي قطعات  A 1شکل 

یند هاي کلونینگ آباشد که گواهی بر صحت انجام فرمورد نظر می
پس از بررسی اولیه صحت در  باشد.و ترنسفورم این دو قطعه می

 OMP31و  OMP25فرایند کلون و ترنسفورم توالی هاي ژن هاي 
از پلاسمیدهاي حاوي این قطعات ژنی براي الگوي ساخت کایمر 

Omp25-Omp31  استفاده شد. در این مرحله با روشSplicing-
by-Overlap Extension  دو قطعه آنتی ژنیOmp25,31  با استفاده

از پرایمر هاي طراحی شده که بخشی از توالی نوکلئوتیدي آنها 

یک دیگر متصل شدند و قطعه کایمر لینکر مورد نظر بودند به 
حاصل شد. صحت فرایند اتصال و  bp1400جدید با طول تقریبی 

تکثیر کایمر ساخته شده بر روي ژل آگارز نشان داد که طول کایمر 
باشد. همچنین براي دقیقا برابر مجموع هر دو ژن به همراه لینکر می

رنسفورم تایید وجود یا عدم وجود از انجام شدن عمل کلون و ت
 M13با پرایمرهاي  PCRقطعه کایمر مورد نظر از روش کلونینگ 

نیز پیداست  B1 مورد استفاده قرار گرفت. همانطور که در شکل 
هایی حاوي قطعه مورد نظر مشاهده شد که براي تایید وجود کلون

وکتورهاي کلونینگ  Omp25-Omp31نهایی در تکثیر دقیق کایمر 
PTZ57R/T هاي  داراي آنتی ژنOmp25  وOmp31  و همچنین

کایمر ساخته شده حاوي آنتی ژن  PTZ57R/Tوکتورهاي کلونینگ 
جهت توالی یابی با استفاده از پرایمرهاي  Omp25-Omp31ترکیبی 

 ارسال شد. MACRO GENبه شرکت  M13رفت و برگشت 
ها توسط نرم افزارهاي نتایج بدست آمده از خوانش توالی

Chromas Lite  وBioEdit  مورد ارزیابی و کیفیت سنجی قرار
یابی گرفتند. نتایج ارزیابی نشان دهنده کیفیت بسیار بالاي توالی

پذیر بودند. مقایسه بوده و انجام آنالیزهاي بیوانفورماتیک امکان
یابی این دو آنتی ژن بصورت جدا از نتایج بدست آمده از توالی

و آنتی ژن نشان داده که یکدیگر و کایمر ساخته شده از ترکیب د
بعد از عمل اتصال این دو آنتی ژن به یکدیگر علاوه بر اینکه هیچ 
جهشی در توالی بوجود نیامده است، بلکه چهارچوب خوانش آن 

باشد. و همچنین عمل در سطح پروتئین نیز کاملا صحیح می
بصورت صحیحی  Omp25حذف کدون پایان در انتهاي آنتی ژن 

در بررسی درخت فیلوژنتیکی حاصل از دو آنتی انجام شده است. 
هاي تک نتایج نشان داد که تفاوت OMP31و  OMP25ژن 

نوکلئوتیدي موجود در بین گونه هاي مختلف به مقدار بسیار کمی 
وجود دارد، و این تفاوت ها نیز منجر به تفاوت اسید آمینه اي در 

آنتی ژن سطح پروتئین این دو آنتی ژن نشده است. براي هر دو 
مورد مطالعه تفاوت هاي تک نوکلئوتیدي موجود در توالی در بین 
گونه هاي مختلف در قسمت انتهایی توالی ها مشاهده شدند، و بر 
طبق مطالعات انجام شده در بررسی هاي اپیتوپی انجام شده بر 
روي آنتی ژن هاي مختلف گزارش شده است که تفاوت در سطح 

زیادي بر عملکرد آنتی ژن ها دارد، می شود اي اثر بسیار اسید آمینه
استنباط کرد که با وجود تغییر در سطح نوکلئوتیدي به دلیل اهمیت 

اي ایجاد عملکرد در طی سالیان گذشته تغییري در سطح اسید آمینه
نشده است و بصورت حفاظت شده باقی مانده است. رسم درخت 

یشترین همولوژي ب Rev1فیلوژنتیکی نشان داد که سویه ملیتنسیس 
و  M16به ترتیب با سویه ملیتنسیس  Omp25را براي آنتی ژن 

و همچنین بیشترین همولوژي در  Microti ،Abortusهاي گونه
بعد از گونه ملیتنسیس با گونه  Omp31ژن ها براي آنتیبررسی

Ovis مشاهده شد  
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  نتیجه گیري
بهترین بر اساس بررسی منابع صورت گرفته دو آنتی ژن از 

آنتی ژنهاي که بیشترین مطالعات انجام شده در سالهاي اخیر در 
ارتباط با بیماري بروسلوز به خود اختصاص می دهند انتخاب 
گردید. مراحل تکثیر این دو آنتی ژن با موفقیت صورت گرفت. 
همچنین بر اساس مطالعات گذشته صورت گرفته نیز بهترین لینکر 

اي آنتی ژنی انتخاب شد. عمل اتصال دو قابل استفاده براي توالی ه
قبیل حذف کدون پایان  آنتی ژن به یکدیگر و طراحی هاي لازم از

) و طراحی نواحی برشی با موفقیت Omp25براي آنتی ژن اول (
وکتور بیانی  انجام شدند. توالی کایمر ساخته شده با موفقیت در
انی صورت ذکر شده وارد و بعد از آن عمل انتقال آن به ناقل بی

توالی کایمریک ساخته شده می تواند در مطالعات آینده به  .گرفت
منظور تولید واکسن نوترکیب علیه بیماري بروسلوز و همچنین در 
بررسی هاي عملکردي کایمر این دو آنتی ژن از نظر ایمنی زایی در 

هاي موجود در بازار و واکسن این آنتی ژن ها مقایسه با واکسن
  و نه بصورت کایمر مورد استفاده قرار بگیرد. بصورت منفرد 
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