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Abstract 
Objective: Acinetobacter baumannii (A. baumannii) is a major hospital pathogen with a 
high capacity to resist most common anti-microbial agents. A. baumannii is the etiologic 
agent for various illnesses including pneumonia, meningitis, and bloodstream infections. 
Biofilm associated proteins (Bap) are specific cell surface proteins essential for the 
formation of biofilm and play a main role in its pathogenicity. Previously, we have 
studied various regions of this protein. Considering different criteria, some regions were 
introduced as conserved and immunogenic. The immunogenicity of one of those regions 
pertaining to amino acids 706-1076 previously examined has shown that its expression 
triggers high antibody levels when injected to mice thereby protecting the animals against 
the bacterium. The present study examines region 4 of the Bap protein in order to validate 
the previous bioinformatics studies and its immunogenicity. 
Methods: In order to obtain immunity against this pathogen, a 1620 bp gene from Bap 
was amplified and cloned in pET32a. This region from Bap was cloned, expressed and 
verified by monoclonal antibodies. BALB/c mice were immunized by subcutaneous 
injection of the pure recombinant protein. Mice immune response was determined by 
ELISA. 
Results: High titer of raised antibodies implied that the recombinant protein was a strong 
antigen and immunogen.  
Conclusion: The results indicate that this protein can be a suitable choice for developing a 
new recombinant vaccine against A. baumannii. 
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  چكيده
 ضـد  مـواد  انـواع  بـه  مقاومـت  براي بالايي ظرفيت و است بيمارستاني اصلي هاي پاتوژن از كيي بوماني اسينتوباكتر :هدف

 را خون با مرتبط هاي عفونت و مننژيت پنوموني، شامل ها عفونت از متفاوتي انواع بوماني اسينتوباكتر .دارد موجود كروبيمي
 تـشكيل  در مـستقيماً  كـه  اسـت  سـلول  سـطح  در اختصاصي پروتئيني )Bap( بيوفيلم به مربوط هاي پروتئين .كند مي ايجاد

 محققان قبلي مطالعه در .كند مي بازي باكتري زايي عفونت در را اصلي نقش و ستا نياز مورد بوماني اسينتوباكتر در بيوفيلم
 نـواحي  عنـوان  بـه  ناحيـه  چنـد  مختلـف،  معيارهـاي  گرفتن نظر در با و شد بررسي پروتئين اين از متعددي نواحي حاضر

 1076 -706 ةشمار ةآمين هاي سيدا به ناحيه اين .شد مطالعه نواحي اين از يكي زايي ايمني و معرفي زا ايمني و شده حفاظت
 در مـوش  از كه شد توليد بادي آنتي بالايي ميزان موش به آن تزريق و ناحيه اين بيان طي كه شود مي مربوط بالغ پروتئين از

 Bap پـروتئين  از )4 ةناحي ـ( ديگـري  ةشـد  معرفـي  ةناحي زايي ايمني رو، پيش ةمطالع در .كرد مي محافظت باكتري اين برابر
 .شود ارزيابي آن زايي ايمني ميزان قبلي بيوانفورماتيكي مطالعات ييدأت ضمن تا دشو مي بررسي
 تكثير پليمراز اي زنجيره واكنش ةوسيل به باز جفت 1620 با  Bapپروتئين از اي ناحيه ژن حاضر ةمطالع در :ها روش و مواد

 در .دش دييتأ مونوكلونال هاي بادي آنتي توسط و يانب موفقيت با Bap بزرگ پروتئين از ناحيه اين .شد كلون pET32a در و
 بدن در بادي آنتي ايجاد و شده ايمن خالص، نوتركيب پروتئين زيرپوستي تزريق ةوسيل به BALB/c هاي موش پژوهش اين

  .شد ارزيابي الايزا از استفاده با موش
 پـروتئين  ايـن  بـالاي  يـي زا ايمنـي  و ژنـسيته  آنتـي  انگري ـب امر اين كه بود بالا موش سرم در شده توليد بادي آنتي تيتر :نتايج

  .است نوتركيب
  .باشد نوتركيب جديد واكسن يك توليد براي مناسبي ةگزين تواند مي پروتئين اين كه دهد مي نشان نتايج :گيري نتيجه

  
  زايي ايمني ،يبيوفيلم پروتئين بوماني، اسينتوباكتر :گانكليدواژ

  

  
  

 26-15: ، صفحات1392، زمستان 4، شماره 16، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

9-
19

 ]
 

                             2 / 12

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-2390-en.html


  ماني اسينتوباكتر بوBapزايي  ايمني
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  مقدمه
 1911 سال در بار اولين )Acinetobacter( كتراسينتوبا جنس

 ،هـا  اسـينتوباكتر  .]1[ شـد  عرفـي م )Beijerinck( بايرينـك  سطتو
 سـكون  فاز در كه هستند ضخيمي منفي گرم اي ميله هاي باكتري

)Stationary Phase( آينـد  مي در كوكوباسيل ريخت به بيشتر 
 پوسـت  طبيعـي  فلـور  عنـوان  به اسينتوباكتر مهم هاي گونه .]2[

 و بغـل  زيـر  ران، كـشاله  نظيـر  پوست مرطوب مناطق از انسان
 انـواع  شـامل  اسينتوباكتر ديگر مخازن .شوند مي جدا پا انگشتان
 كاركنـان  بيمارستان، خشك و مرطوب مناطق بيمارستاني، لوازم

 درصد 25 كم تدس چند هر .]4 ،3[ است بيماران و بيمارستان
 از بسياري هاي گزارش .]3[ هستند باكتري اين حامل سالم افراد

 بيمارسـتاني  مختلف هاي عفونت در ميكروارگانيسم اين دخالت
 مستقيم طور هب اسينتوباكتر هاي گونه از تعدادي .]5[ دارد وجود

 اسـينتوباكتر  ها گونه اين جمله از ؛دخيلند انساني هاي عفونت در
 مهم زاي بيماري يك عنوان به كه است )A. baumannii( بوماني
 Respiratory( تنفسي عفونت عامل باكتري اين .شود مي شناخته

Infection(، باكتريمي )Bacteraemia(،  مننژيـت )Meningitis( 
 اسـت  )Urinary Tract Infection( ادراري دستگاه عفونت و
 ـ بـاكتري  ايـن  از ناشـي  هـاي  عفونت درمان .]7 ،6 ،3[  دليـل  هب

 بسيار ها، بيوتيك آنتي از وسيعي طيف به آن توجه قابل مقاومت
 از برخـي  در آلـوده  بيمـاران  ميـر  و مـرگ  ميـزان  و است دشوار
 در بيـشتر  بومـاني  اسـينتوباكتر  .]8[ رسد مي درصد 75 به ها كشور
 توجـه  قابل توانايي علت به و شود مي يافت بيمارستاني هاي محيط

 توجـه  مـورد  پيش از بيش امروزه محيط، اين در ماندن زنده در آن
 آئروجينوزا سودوموناس از بعد را دوم ةرتب زا بيماري اين .]9[ است

)Pseudomonas aeruginusa(، ارسـتاني بيم هاي عفونت ايجاد در 
)Nosocomial Infections( مكانيسم .]10[ دارد)زايي بيماري )هاي 

 ايـن  بـا  .]11[ نيـست  مـشخص  دقيق طور هب بوماني اسينتوباكتر
 بـه  رو و عـادي  صـفت  يـك  هـا  بيوتيـك  آنتـي  به مقاومت حال

 در ديگر ثرؤم و مهم عامل .است بوماني اسينتوباكتر در گسترش
 بيـوفيلم  تـشكيل  زنـده  غيـر  و زنـده  محـيط  در جاندار اين بقاي

)Biofilm( غيـر  يـا  زنده سطوح به آساني به باكتري اين است؛   
  

-12[ دهـد  مي تشكيل بيوفيلم ها آن روي و شود مي متصل زنده
 اسـينتوباكتر  در بيوفيلم توليد درباره محدودي هاي گزارش .]14

 وجود ميكروارگانيسم اين دارويي مقاومت با آن رابطه و بوماني
 چپـرون  واسـطه  بـا  ترشـحي  سيستم نقش همچنين ؛]15[ رددا
)Chaperone( اسـت،  دخيـل  سلول سطح در پيلي بروز در كه 
 .]15[ اسـت  شـده  داده نـشان  بـاكتري  ايـن  بيـوفيلم  تشكيل در

 كـه  ]16[ شده شناخته طلب فرصت زاي بيماري اين در پروتئيني
ــامي ــاي تم ــضويت معياره ــانواد در ع  Bap )Biofilm ةخ

Associated Protein( ــروتئين ايــن اســت؛ دارا را ــا پ  وزن ب
 هفـت  از متعددي تكرارهاي داراي كه كيلودالتون 854 مولكولي
 كليـدي  نقشي و يافته بروز سلول سطح در است، مشابه الگوي

 كـشف  دنبـال  بـه  .]16[ دارد بـاكتري  اين توسط بيوفيلم توليد در
Bap اورئـوس  استافيلوكوكوس در )Stapylococcus aureus(، 

 سيزده كم دست در پروتئين اين )Homologue( هاي همولوگ
 وجود با ها پروتئين اين .]20-17[ شد شناسايي ديگر بيماريزاي

 عملكـردي  و سـاختاري  هـاي  شـباهت  اوليـه،  توالي تشابه عدم
 اسـتافيلوكوكوس  در Bap پـروتئين  بـا  مقايسه در .دارند زيادي

 در بوماني اسينتوباكتر در آن هومولوگ رسد مي نظر به ،اورئوس
 و نـدارد،  مهمـي  نقـش  زنده غير سطوح به باكتري اوليه اتصال
 بيوفيلم استحكام و بقا در بوماني استينوباكتر Bap پروتئين نقش
 يافتـه  سـازمان  جوامـع  ها بيوفيلم .]16[ است اهميت داراي بالغ

 متـصل  زنده غير يا زنده مختلف سطوح به كه هستند باكتريايي
 زايـي  عفونـت  توانـايي  بـر  دليلـي  عنـوان  بـه  و ]21[ دنشـو  مي

 درصد 80 از بيش كه طوري هب ]22[ دنشو مي شناخته ها باكتري
 بــا مــستقيم رابطــه در انــسان بــدن در باكتريــايي هــاي عفونــت
 مقاومـت  افـزايش  نـشانگر  هـا  گـزارش  .]23[ اسـت  هـا  بيوفيلم
 وفيلم،بي ـ در ميكروبـي  ضد شيميايي مواد از انواعي به ها باكتري
 هـاي  پـروتئين  از گروهـي  .]20[ اسـت  زي تـك  فـرم  به نسبت
 عملكـردي  و سـاختاري  هـاي  ويژگـي  كـه  دارد وجـود  سطحي
 تـشكيل  ينـد آفر در مهمـي  نقـش  و دهـد  مـي  نشان را متعددي
 عـضو  اولـين  .]24[ دارد ها باكتري مختلف هاي گونه در بيوفيلم
 بـــاكتري در Bap عنـــوان بـــا هـــا، پـــروتئين از گـــروه ايـــن

 از برخــي .]17[ شــد شناســايي اورئــوس ســتافيلوكوكوسا
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  و همكارانمرضيه جلالي
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 سطح در ها آن حضور شامل ها پروتئين اين ساختاري هاي ويژگي
 مركـزي  ةهـست  وجـود  و بـالا  مولكـولي  وزن ها، باكتري خارجي

)Core Domain(  هـاي  تـوالي  از متـوالي  تكرارهـاي  از متـشكل 
 وفيلمبي ـ تـشكيل  قابليـت  بـاكتري  بـه  ها پروتئين اين .است مشابه
 زاهـا  بيمـاري  زايي عفونت در مهمي نقش ترتيب اين به و دهد مي
 بـا  Bap ،بومـاني  اسينتوباكتر بيوفيلم به وابسته پروتئين .]24[ دارد

   حـدود  ةشـد  بينـي  پيش )ايزوالكتريك pI )pH آمينه، اسيد 8620
 و تـرين  بـزرگ  از كيي كيلودالتون 854 حدود مولكولي وزن و 3

 پـروتئين  ايـن  .]16[ اسـت  پروكـاريوتي  هاي پروتئين ترين اسيدي
 ها الگو اين .است مختلف الگوي هفت از متوالي هاي تكرار شامل

 از رونوشت پنج پروتئين اين در ؛ستا شده گذاري نام G تا A از
 تـا  72( B تكـرار  از رونوشـت  22 ،)درصـد  99 تا A )54 واحد
   ،)درصـد  100 تـا  73( C تكـرار  از رونوشت 21 ،)درصد 100
 تكرار از رونوشت 2 ،)درصد 100 تا D )78 تكرار از رونوشت 28
E )62 درصد(، تكرار از رونوشت 2 F )67 رونوشت 3 و )درصد 
 ها پرانتز داخل اعداد( دارد وجود )درصد 51 تا G )36 تكرار از

 خــود بــين در آمينــه اســيدهاي يكــساني درصــد ةدهنــد نــشان
 شناســايي بــه معطــوف هــا تــلاش بيــشتر .]25[ )تكرارهاســت

 زايــي بيمــاري در هــا پــروتئين ايــن نقــش و عملكــرد ســاختار،
 پـژوهش  تنهـا  .]24 ،17[ اسـت  بوده اورئوس استافيلوكوكوس

 انجـام  )Loehfelm( لوفلم توسط ،بوماني اسينتوباكتر در مشابه
 ايـن  در ،Bap از ديگـري  همولـوگ  كـشف  بـه  منجـر  كه شده

 رهبر آقاي توسط كه يا مطالعه در .]16[ است شده ميكروارگانيسم
 پـروتئين  ايـن  از متعـددي  نواحي است، گرفته صورت همكاران و

 بـه  ناحيـه  4 مختلـف،  معيارهـاي  گرفتن نظر در با و شده بررسي
 .]25[ اسـت  شـده  معرفي زا ايمني و شده حفاظت نواحي عنوان
 آقـاي  توسـط  پـروتئين  )2 ناحيه( نواحي اين از يكي زايي ايمني

 ةآمين ـ هـاي  اسـيد  به ناحيه اين .شد بررسي همكاران و فتاحيان
 بيـان  طي كه شود مي مربوط بالغ پروتئين از 1076 -706 ةشمار
 شد توليد بادي آنتي بالايي ميزان موش به آن تزريق و ناحيه اين
 در .]26[ كـرد  مـي  محافظـت  بـاكتري  ايـن  برابر در موش از كه

 )4 ةناحي( ديگري ةشد معرفي ةناحي زايي ايمني رو، پيش ةمطالع
  .شد بررسي Bap پروتئين از

  ها روش و مواد
  نياز مورد مواد

 EDTA شــامل اســتفاده مــورد شــيميايي مــواد از بــسياري
)Ethylenediaminetetraacetic Acid(، آمـين  دي متيل تترا 
)Tetra Methyl Diamin: TEMED(،  آميـد  آكريـل  بـيس، 

 فـسفات،  هيـدروژن  دي پتاسيم برومايد، اتيديوم فنل، كلروفرم،
 فـسفات،  هيـدروژن  سـديم  دي فـسفات،  هيـدروژن  دي سديم

  SDS )Sodium فـسفريك،  اسيد ،20-ينيتو سديم، كربنات  بي
Dodecylsulfate(، ،ســديم، كلريــد كلريــدريك، اســيد اوره 

  Bromophenol( بلـو  بروموفنل اتانول، مركاپتو -2 ايزوپروپانل،
Blue( بلـو  كوماسيR250،  بلـو  كوماسـي G250، وكـسيد هيدر 
 استون متانول، گلاسيال، استيك اسيد آمونيوم، هيدروكسيد سديم،

 بوريـك،  اسـيد  .شـد  تهيـه  )آلمـان ( Merck شـركت  از اتانول و
-Tris Base(، IPTG )Isopropyl thio-β-D( بازيـك  تريس

galactoside(، ذوب نقطـه  بـا  آگارز و معمولي آگارز ژل پودر 
 پرسولفات آمونيوم و )Low Melting Point Agarose( پايين

)APS(، شركت از آميد اكريل پلي Merck )شـد  تهيـه  )آلمان. 
 )آلمـان ( Roche  شركت از كانامايسين و سيلين  آمپي هاي  بيوتيك  آنتي
 خريـداري  )آمريكا( Novagen شركت از pET32a بياني ناقل و

  T4 هـاي  آنزيم و HindIII، EcoRI ثرمحدودالا هاي آنزيم .شد
DNA Ligase، ــ  شــركت از Taq پليمــراز DNA هــاي زيمآن

 اسـاس  بـر  و تهيه )ليتواني Fermentas نماينده ايران،( سيناژن
 كيـت  .شـد  ستفادها شركت سوي از شده هيارا هاي دستورالعمل

 از DNA تخليص و استخراج كيت و پلاسميدي DNA تخليص
 تخلـيص  بـراي  .شـد  تهيـه  )كـره ( Bioneer شركت از آگارز ژل

 اسـتفاده  Ni-NTA agarose resin سـتون  از نوتركيـب  پروتئين
   ةسـوي  .شـد  خريـداري  )آلمـان ( QIAGEN شـركت  از كـه  شد

E. coli Bl21-DE3 شـد  اسـتفاده  مـستعد  هاي سلول تهيه براي. 
 ةسسؤم از )Freund's Adjuvant( فروند كامل و ناقص ادجوانت

 كونژوگه موشي Anti IgG كلونال پلي بادي آنتي از .شد تهيه رازي
 بـراي  اختـصاصي  بـادي  آنتي عنوان به )HRP( پروكسيداز آنزيم با

ــزا انجــام   :Enzyme-Linked Immunosorbent Assay( الاي
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ELISA( شد استفاده. DAB )Diaminobenzidine( و TMB 
ــركت از ــا( Sigma ش ــه )آمريك ــد تهي ــت در و ش ــوش نهاي  م

  .شد تهيه پاستور سسهؤم از BALB/C نژاد سوري آزمايشگاهي
  
  ها روش
  استفاده مورد هاي باكتري
  ATCC( بومـاني  اسـينتوباكتر  هـاي  باكتري از تحقيق اين در

 براي كه شد استفاده strain BL21(DE3) E. coli و )19606
 )LB )Lauria -Bertani جامد اي مايع محيط از ها باكتري اين كشت
   .شد استفاده
  

  ATCC 19606 بوماني اسينتوباكتر باكتري از ژنوم استخراج
 يـك  كـه  بومـاني  اسـينتوباكتر  بـاكتري  ژنوم استخراج براي
   :شد استفاده زير روش از است منفي گرم باكتري
-5000 در دقيقـه  5-2 مدت به مايع كشت از ليتر ميلي 5/1
 )Supernatant( ييرو محلول .دش سانتريفوژ دقيقه در دور 6000
 ميكروليتـر  567 در حاصـل  )Pellet( رسوب و شد ريخته دور
 ميكروليتـر  30 مخلوط اين به .شد حل شديد هاي  تكان با TE بافر
 پروتئينـاز  آنزيم از ميكروليتر 3 سپس و درصد SDS 10 بافر از
K )Proteinase K( )20 و شـد  اضـافه  )ليتـر  ميلـي  /گـرم  ميلي 

 سـاعت  3-1 مدت به و شد داده تكان خوبي به حاصل مخلوط
   حاصــل خلــوطم بــه .شــد نگهــداري گــراد ســانتي درجــه 37 در

 آرامي به مخلوط و شد اضافه مولار NaCl 5 نمك ميكروليتر 100
 /CTAB محلـول  ميكروليتر 80 حاصل مخلوط به .شد داده تكان

NaCl )Hexadecyl-trimethyl-ammonium Bromide( اضافه 
 دقيقـه  15-10 مدت به مخلوط و شد داده تكان آرامي به و شد
 بـه  حاصـل  مخلـوط  بـه  .دش گرمادهي گراد سانتي درجه 65 در

 ايزوآميـل  -كلروفـرم  مخلوط ،)ميكروليتر 780( آن حجم اندازه
 .شـد  اضـافه  )الكـل  ايزوآميـل  1 و كلروفرم 24 نسبت به( الكل

 تركيـب  هـم  با فاز دو تا شد داده تكان آرامي به حاصل مخلوط
-2000 در و گراد سانتي درجه 4 در حاصل مخلوط سپس .شود

 .شـد  سـانتريفوژ  دقيقـه  25 -20 مـدت  به دقيقه در دور 2500

 آن حجـم  هـم  و شـد  منتقـل  ديگـري  تيـوپ  بـه  ييرو محلول
 بـه  مخلـوط  .شـد  اضافه الكل ايزوآميل -كلروفرم -فنل مخلوط
 .شـود  تركيب هم با فاز دو تا )ثانيه 30-15( شد داده تكان آرامي
 در دقيقـه  در دور 2500-2000 در دقيقـه  25 -20 مدت به سپس
 تيـوپ  بـه  ييرو محلول .شد سانتريفوژ گراد انتيس درجه 4 دماي

 )ميكروليتــر 500 حــدود( آن حجــم هــم و شــد منتقــل ديگــري
 نگهــداري گــراد ســانتي درجــه -20 دمــاي در كــه ايزوپروپــانول

 افزايش منظور به .شد داده تكان آرامي به محلول و اضافه شد،  مي
 سـاعت  12 مـدت  بـه  محلول ،DNA كردن رسوب عمل ييآكار
 مـدت  بـه  سـپس  .شد داده قرار گراد سانتي درجه -20 يدما در
 گراد سانتي درجه 4 دماي در و دقيقه در دور 2000 در دقيقه 15

 رسـوب  بـه  و شـده  خـارج  آن ايزوپروپـانول  و شـد  سانتريفوژ
 مجـدداً  و شد اضافه درصد 70 اتانول ليتر ميلي 1 حدود حاصل
 گـراد  نتيسا درجه 4 دماي در و دقيقه در دور 2000 در محلول

 رسوب و شده ريخته دور الكل .شد سانتريفوژ دقيقه 5 مدت به
 .دش خشك گراد سانتي درجه 37 يا آزمايشگاه محيط در حاصل

 سـپس  و شـد  اضـافه  TE بـافر  ميكروليتر 50 حاصل رسوب به
 ميكروليتــر 5 -3 آن در موجــود احتمــالي RNA حــذف بــراي
 16 -12 مـدت  بـه  و شـد  اضـافه  محلـول  به RNase A آنزيم
 .شد نگهداري گراد سانتي درجه 4 دماي در ساعت

  
  )Primer( آغازگر طراحي
 دارد، طـول  باز جفت 1620 كه نظر مورد ةناحي تكثير براي

 بـا  .شد طراحي Oligo افزار نرم از استفاده با آغازگر جفت يك
 ةقطع بر مؤثر ةكنند محدود هاي آنزيم CLC افزار نرم از استفاده
   ).1 جدول( شد بررسي نظر مورد

  
  نظر مورد ةقطع تكثير

 پليمـراز  اي زنجيـره  واكـنش  از استفاده با نظر مورد ژني ةقطع
)PCR( آميزي رنگ كمك به و درصد 1 آگارز ژل در و شد تكثير 
 واكـنش  محـصول  تأييـد  بـراي  و شـد  مـشاهده  برومايد اتيديوم با

   .شد استفاده PstI ةكنند محدود آنزيم از پليمراز اي زنجيره
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  و همكارانمرضيه جلالي
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  Bap ژن از 4 قطعه تكثير براي برگشت و رفت هايآغازگر توالي 1 جدول
  

  )گراد سانتي درجه( ذوب دماي )باز جفت( طول آنزيم توالي  رآغازگ
  TATATGAATTCATGGTTGTAGCAGATGGCACGAGCAT EcoRI 37  3/68 رفت
  TATCTACTCGAGTTAATTACCATTTTCAGCTGTAACAGC HindIII 39  3/65 برگشت

  
  نوتركيب ةازوارس ساخت

 ژل روش از اسـتفاده  با پليمراز، اي زنجيره واكنش محصول
 كمــك بــه ســپس .شــد بازيــابي پــايين، ذوب نقطــه بــا آگــارز
 اي زنجيــره واكــنش محــصول HindIII و EcoRI هــاي آنــزيم
 ايـن  نمـودن  كلـون  براي كه )PET-32a( ژني حامل و پليمراز
  .شد هضم هجداگان صورت به بود، شده گرفته نظر در قطعه

 از اسـتفاده  بـا  نوتركيـب،  هاي سازواره تهيه منظور به گاه آن
 و نظـر  مـورد  قطعـه  الحـاق  واكـنش   T4 DNA Ligaseآنزيم
 بـا  واكـنش،  ايـن  محـصول  .گرفت صورت خورده برش حامل
 E.coli( ميزبـان  هـاي  سلول به حرارتي شوك روش از استفاده

B121-DE3( شد تراريخت مستعد.  
  
  شده يساز نههمسا قطعة بيان

 شـد  انتخاب نوتركيب ةساز حاوي باكتري كلوني تك ابتدا
 ليتـر  ميلـي  /ميكروگـرم  80 حـاوي  مـايع  LB هـاي  محيط در و

   دمـاي  بـا  انكوبـاتور  شـيكر  در سـاعت  15 مدت به سيلين آمپي
 .شـد  داده كـشت  دقيقـه  در دور 150 بـا  و سانتيگراد درجه 37

 لولـه  دو در گانـه جدا صورت به كشت از ميكروليتر 100 ميزان
 ليتـر  ميلـي  /ميكروگرم 80 داراي LB محيط ليتري ميلي 5 حاوي
 جـذب  رسيدن از پس .شد انكوبه بالا مانند و اضافه سيلين آمپي
 ها لوله از يكي به نانومتر 600 موج طول در 5/0 به ها لوله نوري

IPTG و اضـافه  اسـتريل  شرايط در مولار ميلي 1 نهايي غلظت با 
 هم شاهد و آزمون هاي لوله .شد انتخاب شاهد عنوان به دوم لوله
 درجـه  37 دمـاي  در ساعت 16 مدت به هم و ساعت 5 مدت به

 .شـد  انكوبه انكوباتور شيكر در دقيقه در دور 150 با و گراد سانتي
 از هركــدام از ليتــر ميلــي 5/1 مقــدار فــوق، زمــان اتمــام از پــس
 مدت به دقيقه در دور 5000 با شاهد و آزمون كشت هاي محيط

 رويـي  محلول .شدند آوري جمع ها سلول و سانتريفوژ دقيقه 15
 محلـول  صـورت  بـه  پـروتئين  حـضور  بررسـي  منظـور  بـه  نيز

 در شب يك مدت به شده آوري جمع هاي سلول .شد نگهداري
 بـه  هـا  آن بـه  سـپس  .شدند قرارداده گراد سانتي درجه -70 دماي
 مرحلـه  چهار طي و شد فهاضا مولار 8 اوره ميكروليتر 100 ميزان
 هـاي  سـلول  .شـدند  شكسته فراصوت امواج از استفاده با ها سلول
 دور بـا  دقيقه 15 مدت به گراد سانتي درجه 4 دماي در شده خرد

 به و گشته جدا رويي محلول .شد سانتريفوژ دقيقه در دور 14000
 آب در دقيقـه  5 مـدت  به و شد اضافه X10 رقت با نمونه بافر آن

  .شد داده ارتحر جوش
  

  SDS-PAGE لهيوس به شده بيان پروتئين بررسي
 شـده  بيـان  نوتركيب پروتئين تئوري وزن كه اين به توجه با
 درصـد  12 ژل از بنـابراين  شـد،  محاسـبه  كيلودالتون 70 حدود
 ژل الكتروفـورز،  اتمام از پس .شد استفاده آن بيان بررسي براي

SDS-PAGE آميـزي  رنـگ  بلـو  يكوماس از استفاده با نظر مورد 
 را پـروتئين  ميكروگرم 1/0 تا توان مي روش اين از استفاده با .شد

  .داد تشخيص ژل روي
  
 شده بيان پروتئين تأييد منظور به وسترن گذاري لكه

 از ميكروليتـر  5 مقـدار  وسـترن  گـذاري  لكه انجام منظور به
 الكتروفـورز  SDS-PAGE ژل در بيان از بعد و قبل هاي نمونه
 ـطر از سسـپ  .شد  بـه  ،)Electroblotting( نـگ يالكتروبلات قي

 يزي ـآم رنـگ  Ponceau S محلـول  با و منتقل نيتروسلولز كاغذ
 بـه  نيتروسـلولز  كاغذ .شود حاصل اطمينان انتقال عمل از تا شد

 بـراي  .شـد  شـناور  كننـده  تثبيـت  بافر داخل در ساعت 2 مدت
 از پـس  .شـد  قرارداده شيكر روي تانك تثبيت، عمل بهتر انجام
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  PBST )Phosphate Buffered بـافر  بـا  كاغـذها  زمان، اتمام
Saline Tween-20(  ضـد  يبـاد  آنتـي  محلـول  .شـد  شستـشو 

 وسـترن  منظـور  بـه  PBST بـافر  در 1:8000 رقت با هيستيدين
 روي و تهيـه  پـروتئين  ييـد أت و )Western Blotting( بلاتينگ

 اتـاق  يدمـا  در سـاعت  2 مـدت  به و شد ريخته نيتروسلولز كاغذ
 سـاعت  2 مدت به تروسلولزين كاغذ سپس .گرفت قرار شيكر روي
 بـافر  داخـل  در 1:1000 رقـت  با كه هيثانو بادي آنتي محلول در

PBST و گرفـت  قـرار  شيكر روي اتاق دماي در بود شده تهيه 
 دقيقـه  15 مـدت  بـه  هربـار  و بار سه PBST بافر با آن از پس

 محلـول  معـرض  در غذكا مرحله، نيا از پس .شد داده شستشو
DAB )3,3'-Diaminobenzidine( هي ـته تـازه  صورت به كه 
 قرار بود شده افزوده آن به سوبسترا عنوان به H2O2 و بود شده

  .دش مهار PBS واكنش باندها ظهور از پس .گرفت
  
  آزمايشگاهي مقياس در نوتركيب پروتئين بيان

 هـاي  روش بـا  آن تأييـد  و پـروتئين  بيان از اطمينان از پس
 در بيـان  به اقدام نوتركيب هاي پروتئين تخليص منظور به فوق،
 انجـام  شـبانه  هاي كشت از تلقيح عمل .شد تريل يليم 100 حجم
 طول در 5/0 ينور جذب به كشت طيمح كه نيا از بعد .گرفت
   غلظـت  بـا  IPTG افـزودن  با القا عمل د،يرس نانومتر 600 موج

 دمـاي  در سـاعت  5 مدت به االق از پس .شد انجام مولار يليم 1
 كمـك  بـه  هـا  سلول قه،يدق در دور 200 و گراد يسانت درجه 37

 در قـه يدق در دور 5000 با و دقيقه 15 زمان مدت در سانتريفوژ
 دور رويـي  محيط و شد يآور جمع ليتري، ميلي 50 هاي فالكون
   اوره ليتـر  ميلـي  3 در فـالكون  هـر  يهـا  سلول سپس .شد ريخته

 رزونانس قدرت با سونيكاتور كمك با ادامه در .نددش حل مولار 8
 شكـسته  هـا  سلول اي ثانيه 20 چرخه 4 در 5/0 تكثير و درصد 75

 شگاهيآزما طيمح در قهيدق 15 ها سلول به دور هر از پس شدند،
 مـدت  بـه  آوري جمـع  از پس رويي محلول .شد داده استراحت

 در ورد 14000 بـا  و گـراد  سـانتي  درجـه  4 يدمـا  در دقيقه 15
 -20 دمـاي  در و يآور جمع رويي محلول .شد سانتريفوژ قهيدق

   .شد نگهداري گراد سانتي درجه

 ميـل  كروماتوگرافي كمك به نوتركيب پروتئين تخليص
  Ni-NTA تركيبي
 پـروتئين  ابتـداي  در هيـستيدين  برچسب گرفتن قرار دليل به

ــب ــورد نوتركي ــر، م ــن نظ ــروتئين اي ــا پ ــتفاده ب ــتون از اس  س
 ايـن  مجـدداً  .شد تخليص ، Ni-NTAتركيبي ميل وگرافيكرومات
  .شد بررسي آن خلوص و مشاهده SDS-PAGE ژل در پروتئين
  
  نوتركيب پروتئين با آزمايشگاهي هاي موش سازي ايمن
 زيـر  صـورت  به تزريق عمل بار 3 بادي، آنتي توليد منظور به
 از ميكروگـرم  20 مقـدار  اول تزريـق  در .گرفـت  صورت پوستي
 و PBS بـافر  از مناسـبي  حجـم  با كه اين از بعد نوتركيب ينپروتئ

 بـه  .دش ـ تزريـق  مـوش  هر به ،شد مخلوط كامل فروند ادجوانت
 حجـم  انـد  شـده  گرفته نظر در منفي كنترل عنوان به كه هاي موش
 روز 15 از بعـد  .دش ـ تزريق ادجوانت همراه به PBS بافر برابري
 از ميكروگـرم  15 ارمقـد  تزريـق  اين در كه شد انجام دوم تزريق

 مـوش  هـر  بـه  نـاقص  فروند ادجوانت با همراه نوتركيب پروتئين
 دوم تزريـق  زا بعـد  روز 15 فاصـله  به نيز سوم تزريق .دش تزريق
 در .شـد  تزريق ها موش به پروتئين از ميكروگرم 10 كه شد انجام

 حجـم  كنتـرل  موش هر به اول تزريق مانند سوم و دوم تزريقات
 تعـداد  تحقيـق  اين در .دش تزريق نيز ادجوانت و PBS از برابري

 ييـد أت بـراي  همچنـين  .شـد  بررسـي  آزمون عنوان به موش 15
 عنـوان  بـه  موش 5 ،كاذب جواب بررسي از جلوگيري و پاسخ
 پاسـخ  ايجـاد  و بـادي   آنتـي  توليد تأييد براي .شد انتخاب شاهد
 از پـس  روز 7 همچنـين  تزريـق،  دومـين  از پس روز 7 ايمني،
 گيـري  خون كنترل موش 5 و آزمون موش 15 از زريقت سومين

 بـه  سـرم  هـر  و دش ـ جـدا  مـوش  هـر  سرم سپس .آمد عمل به
 پـروتئين  بـا  اتـصال  و شناسـايي  قابليـت  براي جداگانه صورت
  .شد سيربر ELISA روش توسط ،Bap نوتركيب

  
  ELISA آزمون توسط بادي آنتي توليد ميزان تعيين
 تيتـر  مشاهده همچنين و اه موش سازي ايمن تأييد منظور به
 در مـستقيم  غيـر  ELISA سـنجش  تزريق، هر پي در بادي آنتي
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 هـر  در( Bap نوتركيـب  پـروتئين  بـا  كه چاهكي 96 هاي پليت
 از پـس  .شـد  انجام ،بود شده داده پوشش )ميكروگرم 2 چاهك

 سـرم  100/1 رقـت  از ميكروليتـر  100 افزودن با بلاكينگ جامان
 هـاي  رقـت  اول، هـاي  چاهـك  به كنترل و شده ايمن هاي موش
  .شد تهيه متوالي

 ،)PBS-T )PBS + 0.05 Tween بــا شستــشو از پــس
 بــه 3000/1 رقــت بــا موشــي IgG بــادي آنتــي ضــد ةكونژوگــ
ــك ــا چاه ــافه ه ــپس و اض ــستراي س -'TMB )3,3',5,5 سوب

Tetramethylbenzidine( از بعـد  و شـد  افزوده ها چاهك به 
 طـول  در و مهـار  سـولفوريك  اسـيد  با واكنش دقيقه، 15 تا 10

  ELISA )ELISA گـر  قرائت با رنگ شدت نانومتر، 450 موج
Reader( شد خوانده.   

  

  نتايج
 اسينتوباكتر باكتري كروموزومي DNA استخراج
  بوماني
 در شـب  يـك  مـدت  بـه  نگهداري و باكتري كشت از پس
 اشـاره  روش بـا  آن كرومـوزومي  DNA مايع، LBكشت محيط
 ژل روي الكتروفـورز  بـا  آن كميـت  و تكيفي ـ و استخراج شده
 ژنـوم  منبـع  عنـوان  بـه  ژنوم اين .شد بررسي درصد 5/0 آگارز
  .شد استفاده بعدي مراحل براي

  
  مؤثر ةكنند محدود آنزيم و هاآغازگر
 219 نوكلئوتيد محل در را Bap ژن PstI ةمحدودكنند آنزيم

 و 219 هـاي  طـول  بـا  قـسمت  دو بـه  ژن كه اي گونه به داد برش
  .دش تبديل باز جفت 1401
  
  پليمراز اي زنجيره واكنش محصول تحليل و تجزيه
 پليمراز Taqآنزيم با پليمراز اي زنجيره واكنش انجام از پس

 ،Bap ژن انتخـابي  قـسمت  بـراي  شـده  طراحـي  هايآغازگر با

 ژل روي بررسـي  منظـور  به پليمراز اي زنجيره واكنش محصول
 آنزيم با آنزيمي هضم ةتيجن در .شد الكتروفورز درصد 1 آگارز
PstI دست هب باز جفت 1401 و باز جفت 219 طول به قطعاتي 
 و تجزيـه  بـا  آنزيمـي  هضم از آمده دست به قطعات ةانداز .آمد

 محـصول  درسـتي  بـر  لـي يدل و بـوده  منطبـق  افزاري نرم تحليل
   .است پليمراز يا زنجيره واكنش
  

  نوتركيب ةسازوار
 ژل روي يم ـيآنز بـرش  از عدب رشدهيتكث قطعه و پلاسميد

 ميزبان هاي سلول گري غربال .شدند الكتروفورز ،درصد 1 آگارز
E. coli BL21(DE3) محـيط  روي ديپلاسم يحاو LB  آگـار 

 لهيوس ـ به آمده دست هب يها ينوكل .شد انجام نيليس يآمپ حاوي
 يطراح ـ هـاي آغازگر از اسـتفاده  با و مرازيپل يا رهيزنج واكنش
 پلاسـميدهاي  نيهمچن ـ .شـد  ديي ـتأ نظـر  مورد ةقطع يبرا شده
 يبـرا  كـه  هـايي  آنـزيم  با و شد استخراج شده دييتأ يها ينوكل

 هـضم  محـصول  .شـد  هـضم  بـود،  شـده  استفاده يساز همسانه
  .شد مشاهده و بارگذاري درصد 1 آگارز ژل روي آنزيمي
  

  
  

 نـشانة  )1 سـتون  ؛SDS-PAGE كمـك  به نوتركيب ژن بيان بررسي 1 شكل
 القـا،  از بعـد  سـلولي  ليـز  محـصول  حاوي )2 ستون پروتئين، مولكولي هانداز
 پـروتئين  )5 و 4 سـتون  منفي، وكنترل القا بدون سلولي ليز محصول )3 ستون
  سلولي ليز از قبل رويي سوپ در محلول
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 نوتركيب پروتئين تأييد و بيان
 پروتئين بيان از پس پروتئين، وضعيت كردن مشخص براي

 هـاي    سـلول  شكـستن  آن دنبـال  بـه  و شده بانتخا همسانه در
 ياجـزا  ساير و سلولي بقاياي سونيكاسيون، از استفاده با باكتري

 در .دش ـ جـدا  سـلولي  شـفاف  عـصاره  از سانتريفوژ با نامحلول
 حـل  پروتئيني نمونه بافر در رسوب، اين و محلول عصاره ادامه
 بيــان ةنتيجــ 1 شــكل .دشــ بررســي SDS-PAGE بــا و شــده

 .دهـد  مـي  نـشان  E.coli BL21DE3 در را وتركيـب ن ةسازوار
 صـورت  بـه  نوتركيـب  پـروتئين  بيـان  دهنـده  نشان ژل تصوير
  .است نامحلول هاي مجتمع
  

  
  

 )1 ؛هيستيدين آنتي اب Bap نوتركيب پروتئين وسترن گذاري لكه روش 2 شكل
 )3 پـروتئين،  لكـولي وم انـدازه  نـشانه  )2 نـشده،  القا سلولي ليز حاوي سوپ
  شده القا سلولي ليز ويحا سوپ

  
  وسترن گذاري لكه روش به پروتئين تأييد
 بـا  پروتئينـي  توليـد  تنهـا  SDS-PAGE روش كه جا آن از
 درسـتي  از اطمينـان  بـراي  دهد،  مي نشان را معين مولكولي وزن

 اسـتفاده  وسترن گذاري لكه روش از شده، توليد پروتئين ماهيت
 پروتئين حاوي وليسل سوپ وسترن گذاري لكه انجام براي .دش

 گـذاري  لكـه  انجـام  از پـس  .شـدند  بـارگيري  چاهك نوتركيب
 كيلودالتـون  70 حدود در باندي هيستيدين آنتي كمك به وسترن
 ـ در بانـد  اين كه شد مشخص نيتروسلولز كاغذ روي  القـا  ةنمون
   ).2 شكل( نداشت وجود نشده

  پروتئين تخليص
 Ni-NTA يتركيب ميل ستون كمك با هدف نوتركيب پروتئين

 بـا  D و =pH 3/6 بـا  C ةدهند شستشو بافرهاي با شستشو از پس
9/5 pH= فروشويي بافر و E 5/4 با pH= )بافرهـاي  ةهم تركيب 

 )اسـت  شـده  تنظيم ها آن pH تنها و بوده B بافر به شبيه شده ذكر
 3 شـكل  در .شـد  بررسـي  SDS-PAGE بـا  نتايج و شد تخليص

   .كنيد مي مشاهده ار Bap نوتركيب ةقطع تخليص ةنتيج
  

    
 Ni-NTA تركيبي ميل ستون با Bap نوتركيب پروتئين تخليص بررسي 3 شكل
 )2 ستون نوتركيب، پروتئين بيان )1 ستون درصد؛ SDS-PAGE 12 ژل روي
 از پـس  سـتون  خروجـي  نمونـة  )3 سـتون  پـروتئين،  مولكـولي  انـدازه  نشانة

 خروجي هاي هنمون )5 و 4 ستون نوتركيب، پروتئين حاوي محلول بارگذاري
 خروجـي  نمونـة  )6 سـتون  ،دهنـده  شستشو بافرهاي با شستشو از پس ستون
 بـا  شستشو از پس خروجي نمونه )7 ستون ،E بافر با فروشويي از پس ستون

  )Imidazole( ايميدازول
  

    
 و دوم و اول يادآورهـاي  از بعد شده ايمن هاي موش سرم تيتراسيون 4 شكل
 ELISA نتـايج  نمـودار  ايـن  ؛مستقيم غير ELISA سيلهو به كنترل هاي موش
 پـروتئين  ايـن  عليـه  را Bap با شده ايمن هاي موش سرم از مختلف هاي رقت
 يـك  وسـيله  به عدد هر ازاي به نمودار اين در معيار از انحراف .دهد مي نشان
 .است شده داده نشان نقطه اطراف در بازه
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 در ركيبنوت پروتئين عليه بادي  آنتي تيتر بررسي
  موش سرم
 دسـت  بـه  نـوري  جـذب  ميانگين مقادير نمودار 4 شكل در
 نـشان  مختلـف  هـاي   رقـت  براي و معيار انحراف همراه به آمده
ــه جــايي آن از .اســت شــده داده ــراي ك ــنش ب  از ELISA واك
 شـده  داده نـشان  بادي آنتي تيتر شد، استفاده IgG ضد بادي آنتي
   .است IgG به مربوط سرم در
  

 بحث
 يافـت  بيمارسـتاني  هـاي  محيط در بيشتر بوماني نتوباكتراسي

 ايـن  در ماندن زنده در آن توجه قابل توانايي علت به و شود مي
 دوم ةرتب ـ .]9[ شود مي توجه آن به پيش از بيش امروزه محيط،
ــن ــاري اي ــد زا بيم ــودوموناس از بع ــوزا س ــاد در ،آئروجين  ايج

 نشان را آن ةطالعم و توجه اهميت ]10[ بيمارستاني هاي عفونت
 زا بيمـاري  ايـن  Bap پـروتئين  مورد در اي مطالعه اخيراً .دهد مي

 گرفتـه  صـورت  مجازي فضاي در همكاران و رهبر آقاي توسط
 هـاي  بررسـي  .اسـت  شـده  معرفـي  آن در ژنيك آنتي قطعة 4 كه

 القـاي  توانـايي  ناحيـه  4 اين كه است داده نشان بيوانفورماتيكي
 كنـد  عمـل  ژن آنتـي  عنوان به تواند مي و رددا را بادي آنتي توليد

ــواحي كــه جــايي آن از .]25[  مطالعــة حاصــل شــده معرفــي ن
 بـه  نـواحي  ايـن  زايي ايمني عملي بررسي است، بيوانفورماتيكي

 بيوانفورمـاتيكي  مطالعـة  از حاصـل  نتـايج  بخـشي  اعتبار منظور
 از بـيش  وزن بـا  پروتئينـي  بيـان  طرفي از .است ارزشمند كاري
 )E. coli( كلي اشريشيا بياني ميزبان در )Bap( كيلودالتون 800

 نظـر  بـه  ممكـن  غيـر  pET نظيـر  معمول بياني هاي سيستم با و
 شـده  معرفـي  نواحي زايي ايمني و بيان بررسي بنابراين رسد؛ مي

 توسـط  پـروتئين  ايـن  2 قطعـة  زايـي  ايمنـي  .است منطقي امري
 نيپروتئ از 4 ةقطع مطالعه نيا در .شد تأييد همكاران و فتاحيان

Bap آمينـه  اسـيد  540( باز جفت 1620 كه بوماني  استينوباكتر( 
 و شـد  اني ـب ،]25[ دارد قرار 8140 تا 7601 موقعيت در و دارد
   بـين  در .شـد  يبررس ـ BALB/c مـوش  در آن بادي آنتي توليد

 تنهـا  4 ناحيـة  همكـاران  و رهبـر  توسـط  شـده  معرفي ناحية 4
 منظـور  به .شود مي مربوط پروتئين C نةپايا به كه است اي ناحيه
 pET بيـاني  سيـستم  از نوتركيب، شكل به مذكور پروتئين تهيه

 ميزبـان  در پـروتئين  يبالا بيان به دستيابي امكان كه شد استفاده
 دليـل  بـه  سيـستم  اين همچنين .سازد مي فراهم را كلي اشريشيا
 تـك  تخلـيص  نظـر  مـورد  پـروتئين  به هيستيدين نشان افزودن

 پـذير  امكـان  را تركيبـي  ميـل  كرومـاتوگرافي  روش با اي رحلهم
 تخلـيص  نوتركيب پروتين با ها موش سازي ايمن از پس .كند مي
 توليـد  بـادي   آنتـي  تيتـر  كه داد نشان مستقيم غير ELISA ،شده
 بادي  آنتي غلظت نيز 12800/1 رقت در زيرا ،بالاست نسبتاً شده
 حـداقل  رقـت  بـه  هنـوز  و كرده كفايت ژن  آنتي به اتصال براي

 مطلـوب  تحريـك  بيانگر بادي آنتي تيتر ميزان اين .است نرسيده
 را ناحيـه  ايـن  بنـابراين  ؛اسـت  ژن  آنتـي  سـوي  از ايمني سيستم

 همچنـين  .كـرد  معرفـي  قـوي  زاي ايمنـي  يك عنوان به توان مي
 شـده  ايجـاد  هـاي  بـادي  آنتي كه است اين بيانگر ELISA نتايج
 شناسـايي  بـه  قـادر  Bap نوتركيـب  يپروتئين ـ قطعـة  عليه شده
 كـه  داشت نظر در بايد .است ناحيه اين در موجود هاي توپ اپي
 ميـانكنش  بـه  ژنـسيته  آنتي .نيست زا ايمني يك الزاماً ژن آنتي هر
 پديـدة  يـك  و شـود  مـي  اطـلاق  هدف مولكول و بادي آنتي بين

 و است زيستي پديدة يك زايي ايمني كه حالي در است شيميايي
 پـژوهش  ايـن  در .گردد مي باز ايمني سيستم تحريك اناييتو به

 اسينتوباكتر باكتري Bap پروتئين از ناحيه اين كه شد داده نشان
 علاوه بنابراين ؛است هومورال ايمني پاسخ القاي به قادر بوماني

 بـودن  شـده  حفـظ  .شـد  اثبات نيز آن زايي ايمني ژنسيته، آنتي بر
)Conserve( هـاي  سـوش  بـين  در وتئينپـر  از واحـد  زير اين 

 توانـد  مـي  ناحيه اين ترتيب اين به .است اهميت داراي مختلف
  .باشد واكسن توليد براي مناسبي هدف
  

  قدرداني و تشكر
 پژوهـشي  محتـرم  معاونـت  و شـاهد  دانـشگاه  از وسـيله  بدين
 هاي حمايت براي ايران پزشكي آموزش و درمان بهداشت، وزارت
  .آيد مي عمل به قدرداني و تشكر تحقيق اين اجراي مالي
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