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 03/02/1394، تاريخ پذيرش: 11/11/1393تاريخ دريافت: 

 چكيده
يكي از عوامل ايجاد بيماريهاي عفوني و به عنوان يك بيماري مشترك در انسان و  سالمونلاباكتري 

براي آن توليد نشده كه تا كنون واكسن  ،حيوانات، از لحاظ بهداشتي و اقتصادي داراي اهميت فراوان است
 IIIنوعاز ژن هاي اصلي تشكيل دهنده سيستم ترشحي به سبب ساختاري و به عنوان يكي  InvGژن  است.

هدف نقش مهمي را در اتصال اوليه باكتري به سلول ميزبان دارد.  همچنين قرار گرفتن در غشاء باكتري، و
 DNA عنوان يك ادجوانت موثر جهتآن به و معرفي  InvGاصلي از پژوهش حاضر بيان پروتئين نوتركيب 

باكتري  InvG ، ژنPCR اختصاصي و استفاده از روش آغازگربا طراحي  پژوهش در اينواكسن بود. 
د. شجهت بيان كلون  (+)pET32a تكثير گرديد. پس از تخليص، ژن فوق در ناقل پلاسميدي سالمونلا

 به منظور د.گردي BL21- DE3 سويه يشياكلياشروارد باكتري  pET32a-InvG نوتركيب سپس پلاسميدي
) با استفاده از InvGباكتري حاوي پلاسميد بياني و ژن هدف ( ،نوتركيب در سيستم بياني توليد پروتئين

IPTG .ژن تكثير شده در حامل بياني نتايج توالي يابي نشان داد كه توالي القاء شد pET32a با  كلون شده
 ميزبانبه  IPTGبا القاء  نوتركيبد. توليد پروتئين بويكسان  در بانك ژن InvGترادف ثبت شده براي ژن 

در اين سيستم بياني، توسط  InvGبيان ژن  تاييد .گرفتانجام با موفقيت  pET32a -InvG پلاسميد حاوي
در  InvG توليد پروتئين نوتركيب دپژوهش حاضر نشان دا .و دات بلاتينگ انجام گرديد SDS-PAGE آناليز

 .دداركيلو دالتون  81حدود  در وزني ،پروتئين توليد شده و امكان پذير است اشريشياكليبان ميز
 pET32a. ناقل پلاسميدي ،، پروتئين نوتركيبسالمونلا،  InvGژن : كليد واژه ها
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 مقدمه

1Fماده ژنتيكي

يك سلول داراي تعداد زيادي  1
ژن مي باشد كه هيچ گاه به طور همزمان بيان 

و در يك زمان خاص فقط تعداد كمي شوند نمي
از آنها بيان شده و پروتئين يا آنزيم مورد نياز 

نمايند. نياز به بيان ژن توسط سلول را توليد مي
شود و در كند كنترل ميمحيطي كه در آن رشد مي

صورت عدم نياز به فرآورده ژن، آن ژن به 
 صورت خاموش و غيرفعال باقي خواهد ماند

)Tohidi nejhad et al., 2015( .يك  سالمونلوز
 عنوان يك بيمارياست كه به ي مهم عفوني بيمار

، از لحاظ انسان و حيواناتبين در مشترك 
. بهداشتي و اقتصادي داراي اهميت فراوان است

يك باكتري  ،بيمارياين عامل ايجاد كننده 
جنس  از تاژكدار گرم منفي و بي هوازي اختياري

كه بر  بوده انتروباكترياسهو در خانواده  سالمونلا
تقسيم بندي اين جنس به دو  اساس جديدترين

2Fسالمونلا انتريكاگونه 

3Fنگوريب سالمونلاو  2

3 
به شش زير  سالمونلا انتريكاتقسيم مي شود. 

 هدتقسيم ش )I،  II،  IIIa،  IIIb،  IV، V(گونه 
 غالبمسئول  Iزير گونه  آنهاكه از بين اين 

حيوانات خون گرم مي در  سالمونلاعفونتهاي 
 خوشه هاي. Porwollik  et al.,  2004)( باشد

4Fژن حدت

5Fزايي ي بيماري جزيره 12در  سالمونلا 4

5 

                                                 
1 DNA 
2 Salmonella Enterica  
3 Salmonella Bangor    
4 Virulence gene clusters   
5 Salmonella pathogenicity islands 

)SPI.كهحدت مسئول ژن هاي  ) واقع شده اند 
و  SPI -1در نقش دارند،  اي عفونت در فاز روده

2-SPI 1ناحيه . اند واقع شده-SPI  به طولkb 
سيستم ترشحي  همچنين ژن و 31حاوي  و 43
III6نوع F

6 )T3SS( باشد مي )Tindall et al., 

سرنگ مولكولي  هسيستم ترشحي كاين  ).2005
مسئول ترشح وابسته به  شود، نيز خوانده مي

حدت به داخل سلول  هاي تماس يا انتقال پروتئين
اولين . )Galan, & Collmer, 1999( ميزبان است

هاي گام در تثبيت اين باكتري اتصال به سلول 
و  IIIميزبان است كه بواسطه سيستم ترشحي نوع

از طريق ميانكنش بين پروتئين هاي ترشحي 
به سبب  InvGصورت مي گيرد. در اين ميان ژن 

قرار گرفتن در غشاء باكتري  همچنين وساختاري 
از ژن هاي اصلي تشكيل دهنده و به عنوان يكي 

ارتباط تنگاتنگي با اتصال اوليه  ،سيستم ترشحي
-Galan & Wolf( داردرا كتري به سلول ميزبان با

Watz, 2006( . ژنInvG  داراي توالي
نوكلئوتيد مي باشد كه پلي  1689نوكلئوتيدي 

 62با وزن مولكولي اسيد آمينه  563 ي باپپتيد
 تواليداراي  اين ژن را كد مي كند.كيلو دالتون 

 سويهها و  در گونه رتغييبدون حفاظت شده و 

يكي از  و بوده هاسالمونلا يمامت هاي مختلف
هاي اصلي است كه نقش مهمي در ايجاد  ژن آنتي

 سالمونلابيماري و همچنين زنده ماندن باكتري 
-در سال .)Galan & Wolf-Watz, 2006( دارد

                                                 
6 Type three secretion system  
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هاي اخير، انواع مختلفي از آنتي بيوتيك ها براي 
استفاده شده است كه با  سالمونلامقابله با باكتري 

عداد سويه هاي مقاوم به آنتي بيوتيك، افزايش ت
استفاده از روش هاي جايگزين ضروري به نظر 

به  InvGپروتئين  تواندمي از اين رو مي رسد.
عنوان عامل آنتي ژنيك از اين باكتري، يك 

كلونينگ  كانديداي مهم محسوب شده و همچنين
به عنوان  آنو استفاده از  ناحيه ژنيو بيان اين 

تحريك سيستم ايمني  برايكيب پروتئين نوتر
حائز اختصاصي توليد ايمونوگلوبين جهت ميزبان 

هدف از انجام اين  ،لذا .اهميت فراوان باشد
 نوتركيبوتئين رپبررسي امكان بيان  پژوهش

InvG  از توالي طبيعي ژن مربوطه بعد از همسانه
ه بود اشريشياكليدر ميزبان  ناقل بياني، درسازي 

به موثر به عنوان ادجوانت  دمي توان است كه
 .وداز آن استفاده شواكسن  DNAيك منظور 

 مواد و روش ها

 سويه هاي باكتري، پلاسميد و محيط كشت 
 سويه سالمونلا تيفي موريومباكتري 

)14028:ATCC ( از دانشكده دامپزشكي دانشگاه
 BHK-21بر روي محيط كشت مشهد  فردوسي

و  DH5α كلياشرشياسويه هاي  تهيه گرديد.
BL21(DE3) به ترتيب به عنوان ميزبان كلونينگ 

  pTZ57 R/Tو بيان انتخاب شدند. پلاسميدهاي
)Thermo Scientific و (pET32a(+) 
)Novagen هاي  عنوان ناقل به ترتيب) به

كلونينگ و بيان ژن مورد استفاده قرار گرفتند. 

7Fسلول باكتري حاوي ناقل دستورزي

شده بر  1
درصد Luria Broth )1ع روي محيط كشت ماي

كلريد  5/0درصد عصاره مخمر،  5/0تريپتون، 
آمپي سيلين كشت  µg/ml100 سديم) حاوي 

 داده شد. 
 InvGجداسازي و تكثير ژن 

 InvGآغازگرهاي اختصاصي جهت تكثير ژن 
با  NCBIبا توجه به همولوژي توالي ثبت شده در 

 5، نسخه Primer Premierاستفاده از نرم افزار 
)Lalitha, 2000( ، رمزگردان د. ناحيهشطراحي 

آغازگرهاي اختصاصي لينكردار رفت با استفاده از 
TCCGCGGGCAGACAAATCGCGGAF:

GAAGACACATA و برگشت R: 

GAGCGGTTTAATTGCCTCCTCCGCTC
GACCTCTAT     .تكثير و جداسازي شد

به منظور انتقال  XhoIو  BamHIجايگاه برشي 
آغازگرهاي  بهبه ترتيب بياني  حاملبه  InvGژن 

هاي برشي در  شد (جايگاه اضافهرفت و برگشت 
اند).  هشدرهاي لينكردار با خط مشخص آغازگ

 مراز اي پلي تكثير ژن مورد نظر با واكنش زنجيره
)PCR(  5/2 با استفاده از يكروليترم 25در حجم 

ميكروليتر  5/1ميلي مولار،  dNTP 20ميكروليتر 
MgCl2 50 آغازگر  پيكومول 10، ميلي مولار

 50و pfu  واحد آنزيم 25/1، رفت و برگشت
انجام شد. برنامه حرارتي  والگ DNA نانوگرم

با استفاده از دستگاه  InvGجهت تكثير ژن 
آلمان  كشور ) ساختT-Personalترموسايكلر (

                                                 
 Manipulation 1   
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مرحله واسرشت سازي  به صورت زير انجام شد.
 ،دقيقه 6براي مدت  C˚94 اوليه در دماي

 30، اتصال C˚ 94ثانيه در  30اسرشت سازي و
براي  C˚ 72ثانيه در  45و بسط  C˚ 58ثانيه در 

 10و يك مرحله بسط نهايي به مدت  سيكل  32
 PCRپس از انجام  د.شانجام  C˚72دقيقه در 

 تياز ك ،از ژل آگارز DNA تخليصجهت 
Silica Bead DNA Gel Extraction Kit 

)Thermo Scientific, USA(  و بر اساس
براي  استفاده شد. دستورالعمل شركت سازنده

ناقل  نانوگرم 150 ،انجام واكنش الحاق
pTZ57R/T ،6 5( ميكروليتر بافر الحاقX ،(200 

محلول  ليترميكرو 2 ،قطعه تخليص شده نانوگرم
  T4 DNAنزيمواحد آ 4گلايكول و  نپلي اتيل

 خلوط شد.ميكروليتر م 20ليگاز در حجم نهايي 
 طبق دستورالعمل شركت سازندهكنش الحاق وا

هاي  به سلول. محصول الحاق صورت پذيرفت
با  DH5αسويه  اشرشياكليباكتري  شده مستعد

 (انجام شد  استفاده از روش شوك حرارتي

Sorensen et al., 2005(تيوب  . بدين ترتيب كه
 40حاوي باكتري و محصول الحاق به مدت 

براي ايجاد . سپس ندشددقيقه درون يخ قرار داده 
ثانيه در  90باكتري به مدت يك شوك حرارتي، 

دقيقه  5قرار گرفتند و بعد به مدت  C˚42دماي 
 800بر روي يخ نگهداري شدند. در مرحله بعد 

بيوتيك بدون آنتي LBميكروليتر از محيط كشت 
 1به ميكروتيوب ها اضافه گرديد و به مدت 

وباتور قرار درون شيكر انك C˚37 ساعت در دماي

ميكروليتر از محلول  200گرفتند. در نهايت 
باكتري ترنسفورم شده روي پتري ديش حاوي 

به ازاي  ميكروگرم 40(آنتي بيوتيك آمپي سيلين 
و در  هر ميلي ليتر محيط كشت) توزيع گرديد

 ساعت نگهداري شدند. 14به مدت  C˚37دماي 
 ،هاي انتقال ژن شده ر انتخاب كلونيبه منظو

آنزيمي با استفاده از  و هضم PCRكلوني كنش وا
انجام  XhoIو  BamHIدو آنزيم محدودكننده 

 50 مقدار ،PCR يانجام كلون يبرا .گرديد
 وپيكروتيم در را لياستر زهيونيد آب تريماكرول

 يباكتر از يخط لوپ، از استفاده با و ختهير 5/1
 ،داده شده برداشته يكه كشت خط يديسف يكلون

به  مذكور وپيكروتي. مگرديدحل  زهيونيدر آب د
در آب جوشانده شد. سپس  قهيدق 10مدت 

انجام شد. از سوپر  rpm8000در  وژيفيسانتر
 كلوني براي واكنش الگو DNAناتانت به عنوان 

PCR  دشاستفاده. 
 InvGبيان پروتئين 

از طريق  InvGحضور ژن  دييپس از تا
ي از كلون ،و هضم آنزيمي PCR يكلون واكنش

صورت گرفت.  دي، استخراج پلاسممورد نظر
كه تك  يكشت جامد طيمنظور از مح نيا يبرا

برداشته و در  بود، شده داده كشت يا پرگنه
به ( شدكشت داده  تريل يليم 3 عيكشت ما طيمح

 / pTZ57Rاستخراج پلاسميد  ساعت). 16مدت 

T+InvG  با استفاده از كيتMiniprep ،
)Thermo Scientific(  طبق دستورالعمل و

صورت گرفت. هضم آنزيمي شركت سازنده 
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و ناقل  pTZ57R / T+InvGبراي پلاسميدهاي 
با استفاده از آنزيم هاي برشي  (+)pET32aبياني 

BamHI  وXhoI غلظت قطعه .انجام شد InvG  و
كه هر دو در مراحل  (+) pET-32a  همچنين ناقل

 XhoIو  BamHIقبلي توسط جفت آنزيم مشترك 
ضم و خالص سازي شدند، توسط نانودراپ ه

تعيين شد و سپس بر اساس طول هر سازه، وزن 
يك محاسبه و در نهايت قطعه و ناقل  مولي هر

براي انجام واكنش الحاق  1به  3با نسبت مولي 
پس از واكنش الحاق  مورد استفاده قرار گرفت.

با استفاده از خالص سازي محصولات هضم 
) صورت گرفت. Roche(ليگاز  T4 DNAآنزيم 

پلاسميد نوتركيب حاصل به منظور تكثير به 
وارد شد و بر  DH5α سويه اشرشياكليباكتري 

 µg/ml100حاوي  LB-Agarروي محيط كشت 
سيلين كشت داده شد. غربالگري و انتخاب  آمپي

 واكنشحاوي ژن هدف با استفاده از  نيوكل
. ناقل شدآنزيمي انجام دو و هضم  PCR نيوكل
جهت بررسي چارچوب pET32-InvG  انيبي

 رهاي عموميح با استفاده از آغازگخوانش صحي
T7 promoter  وterminator T7  جهت توالي

كره جنوبي ارسال  Macrogenيابي به شركت 
سپس ناقل بياني نوتركيب به ميزبان بيان  شد.

 نيود و تك كلمنتقل ش BL21(DE3)اشرشياكلي 
ميلي ليتر  3 ساعت در 16نوتركيب به مدت 
سيلين كشت  حاوي آمپي LBمحيط كشت مايع 

داده شد. يك ميلي ليتر از محيط كشت تهيه شده 
ليتر محيط كشت مايع حاوي آمپي  ميلي 100به 

در طول ، OD 6/0سيلين اضافه و تا رسيدن به 
درجه سانتيگراد در  37در دماي نانومتر  600موج 

مرحله، شد. در اين  انكوبهشيكردار  انكوباتور
 ديمنظور تول بهسپس  نمونه صفر برداشته و

 E.coli يانيب ستميدر س InvG بينوترك نيپروتئ

BL21 (DE3)، ديپلاسم يحاو يباكتر ستيابمي 
با استفاده از  InvG و ژن هدف pET-32 يانيب

IPTG براي اين منظور .شوند ءالقا IPTG  در
ميلي مولار به محيط كشت  5/1غلظت نهايي 

و 3، 2، 1 د. نمونه برداري در ساعت هاياضافه ش
صورت  InvGبيان ژن  مشخص كردنبه منظور  4

سانترفيوژ و پس  rpm 8000گرفت. سلول ها در 
ميكروليتر بافر لاملي به مدت  100از اضافه كردن 

دقيقه در آب جوشانده شدند. محصول در  10
rpm 8000  سانترفيوژ و محلول رويي و انتهايي

درصد الكتروفورز  12يل آميد بر روي ژل اكر
توسط  ،در اين سيستم بياني InvGبيان ژن  شدند.
براي انجام گرديد.  SDS-PAGE آناليز

از ژل  ،الكتروفورز محصول تحريك بيان ژن
% و دستگاه الكتروفورز 5 بالايي% و ژل 12پاييني 

Mini- gel )cm10× cm8( )Bio-Rad, USA (
 بينوترك نيروتئپ ييشناسا منظور بهاستفاده شد. 

 روش از آن، دييتا و يانيب ستميس در شده ديتول
 اساس. شد استفاده ينگبلات دات حساس و عيسر
 يآنت كي كه است بيترت نيبد روشاين  يعلم
 اضافه هدف نيپروتئ يرو بر ياختصاص يباد

. ابدي اتصال خود ياختصاص توپ ياپ به تا شده
 ميآنز يحاو معمولا كه دوم يباد يآنت سپس
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HRP مانند گونژوگه 8F

 يم اضافهبه آن  است ،1
آنزيم  نيا دروژن،يه ديپراكس درحضور. شود

كه  Diaminobenzidine (DAB) ’3-3سوبستراي 
 يرنگ قهوه اي رسوب به ماده اي شفاف است

 يآنت كمپلكس يها مكان در كه شود يم ليتبد
 . كند يم سوبغشاء ر يرو در يباد يآنت -ژن

 نتايج و بحث

 pTZ57R/Tدر ناقل  InvGگ ژن كلونين

 InvG باكتريژن  تكثير ،PCR واكنش نتايج
استفاده شده در اين  يفي موريومنلا تسالمو

 InvGژني   پژوهش را تاييد كرد. براي قطعه
باز روي ژل آگارز جفت  1689باندي به طول 

وي ر InvG). ناحيه كد كننده 1مشاهده شد (شكل
عه اختصاصي درصد نشان داد كه قط 1ژل آگارز 
جفت باز، به خوبي تكثير شده  1689به طول 

با  pTZ57R/Tدر ناقل  InvGاست. حضور ژن 
آنزيمي تاييد  دو و هضم PCRروش كلوني 

 ).2گرديد (شكل
 اشرشياكليدر  InvGبيان ژن 

به شكل موفقي از  InvGناحيه كدكننده ژن 
توسط  pTZ57R/T+ InvGپلاسميد نوتركيب 

 از ژل تخليصي انجام و هضم دو آنزيم واكنش
كه حاوي  سازي شده، فرآورده خالصگرديد. 

و  BamHIهاي  هاي برشي براي آنزيم جايگاه
XhoI ناقل  سازي بود، در جايگاه همسانه

pET32a(+)  محصولالحاق شدبا موفقيت . 

                                                 
1 Horseradish Peroxidase 

pET32-InvG  كلي  اشرشيا به درستي به ميزبان
BL21(DE3)  جهت تأييد صحت منتقل گرديد و

با استفاده از  ،شده  و طول قطعه كلونق الحا
استخراج شده به عنوان الگو، نوتركيب پلاسميد 

 T7به وسيله آغازگرهاي  PCR كلوني واكنش

promoter  وT7 terminator  و هضم آنزيمي با
نتيجه . انجام شد XhoIو  BamHIآنزيم هاي 

و هضم دو آنزيمي صحت انجام  PCRكلوني 
). الكتروفورز 3كرد (شكل واكنش الحاق را تاييد 

پروتئين هاي توليدي پس از القاء و بيان، باند 
 81پروتئيني قابل توجهي را در محدوده وزني 

). وزن مولكولي 4كيلو دالتون نشان داد (شكل 
پروتئين نوتركيب با مقدار تخمين زده شده در نرم 

همخواني داشت. در  CLC Workbench 5افزار 
حدود  InvG نوتركيب وزن پروتئين 1994سال 
كيلو دالتون گزارش شده است  275/62

)Kaniga., 1994.(  قطعه ژن  1998در سال
از سالمونلا تيفي موريوم  InvGتخليص شده 

SJW1103  در پلاسميدpAR3040  كلون شد، در
در  InvG آن گزارش توليد پروتئين نوتركيب

 E. coliو در باكتري  PAMCG1پلاسميد 

C41(DE3)  كيلو  62شده بود كه وزن آن را انجام
دالتون نشان داد، در آن گزارش عنوان شده ميزان 

 تحت تاثير بيان ژن InvG نوتركيب  ينپروتئ
InvH ) افزايش يافته استAimee et al.,1998.( 



 1394، و همكاران جهاندار

81 

 

  

 
 سالمونلاباكتري  InvGاي ژني  تكثير قطعهبراي الگوي الكتروفورزي ژل آگارز (يك درصد)  -1شكل 

 bp 100 نشانگر 2، ستون InvGاي ژني  قطعه 4و  3و  1هاي  ستون ،با آغازگرهاي لينكر دار

pluse)Thermo Scientific ( كنترل منفي 5و ستون. 
Figure 1- Agaros gel electrophoresis pattern (%1) of PCR products InvG gene of 
Salmonella with linker primer. The S1& S3, S4: InvG PCR Product (1689bp), S2: DNA 
Ladder 100 bp pluse (Thermo Scientific), S5: negative control.  

 
                                       B                                                                A 

 3و  2و1، ستون PCRكلوني كنش وا (يك درصد)  الگوي الكتروفورزي ژل آگارز -A -2شكل 

 :1ستون  -1kb .B (Thermo Scientific) نشانگر 4كنترل منفي و ستون  5، ستون PCRكلوني 

 .pTZ57R/TP1- InvGآنزيمي دو : هضم  2و ستون  bp (Thermo Scientific) pluse 100نشانگر
Figure 2: Figure A- Agaros gel electrophoresis pattern (%1) of action clony PCR. The 
S1 & S2, S3: clony PCR, S5:negative control, S4: DNA Ladder 1kb (Thermo Scientific). 
Figure B- S1: DNA Ladder 100 bp pluse (Thermo Scientific), S2: Double digest of 
pTZ57R/TP1- InvG. 
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پلاسميد  دو آنزيمي هضم و PCRكلوني الگوي الكتروفورزي ژل آگارز (يك درصد)  -3شكل 

با  PCRكلوني   4و  3و  2ستون  ،1kb (Thermo Scientific) نشانگر 1ستون  -A. شكل نوتركيب

 نشانگر 2ستون  ،آنزيمي دو هضم 1ستون  -Bكنترل منفي. شكل  5و ستون  T7ر اختصاصي آغازگ

1kb )Thermo Scientific(. 
Figure 3- Agaros gel electrophoresis pattern (%1) of clony PCR and double digestion. 
Figure A – The S1: DNA Ladder 1kb (Thermo Scientific), S2& S3, S4: clony PCR. 
Figure B – S1: Double digest of pET32a-InvG, S2: DNA Ladder 1kb (Thermo 
Scientific). 

 
در مرحله بعد پس از كشت باكتريها و القاء 

. پس از يرفتژن صورت پذ يانب IPTG با
حاصله روي ژل  سوسپانسيون شكست باكتريها،

SDS-PAGE ر نشانگ كمك شد و به منتقل
 قرار گرفت. با توجه به يمورد بررس ينيپروتئ
نواحي اضافه شده به آن و  يبنوترك ينپروتئ وزن

 ژل از ن)وكيلودالت 81(مجموعا  يبيان توسط ناقل
 يننشان داد كه پروتئ يجنتا استفاده شد. درصد 12

در  يول ،شده يانب ،شده ءالقا نمونه مورد نظر در

مربوط به زمان قبل از القاء با كه  صفرنمونه 
IPTG ،4شكل ( نشده است يانب مي باشد(. 
يط تحت شرا يبنوترك ينپروتئ يصتخل مراحل
طبق پروتكل استاندارد انجام گرفت.  دناتوره
ول هر مرحله برداشته از محص ميكروليتر 25مقدار 

 12روي ژل  SDS-PAGE و براي الكتروفورز
 .دش درصد استفاده
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 استخراج شده از باكتري InvGنوتركيب  پروتئين SDS-PAGE الگوي الكتروفورزي ژل -4شكل 

-مي 4و  3، 2، 1به ترتيب مربوط به زمان هاي (ساعت) صفر،  5تا  1ستون . BL21(DE3) اشرشياكلي

 باشد.
Figure 4- SDS-PAGE gel electrophoresis pattern of the recombinant protein  InvG in E. 
coli BL21 (DE3). S1:Negative control, S2, S3, S4,S5 cell extracts from E. coli BL21 (DE3) 
cultured for 1, 2, 3 and 4 hours after 1 mM IPTG induction and lane S6, Molecular mass 
markers. 

 
جهت تاييد توليد پروتئين نوتركيب در 

 ينگدات بلاتاز روش   BL21(DE3)باكتري 
شد. حضور شش اسيد آمينه هيستيدين در استفاده 

به ژن هدف  بياني كه از ناقل CagAابتدايي ژن 
ر استفاده شد. نشانگديده، به عنوان اضافه گر
هاي رنگ شده بر روي كاغذ  نقطهحضور 
لز تاييد حضور پروتئين نوتركيب توليد نيتروسلو
يك پروتئين غشاء  InvGپروتئين . باشدشده مي

به  سالمونلا خارجي بوده و در تمامي سويه هاي 

به عنوان وجود دارد و  صورت حفاظت شده
يك به نظر مي رسد عامل آنتي ژنيك اين باكتري، 

ناحيه كلونينگ و بيان اين كانديداي مهم براي 
به عنوان يك ادجوانت موثر  آنده از و استفا ژني

مورد استفاده قرار  واكسن DNAبراي تحقيقات 
هر  القاي و سيستم ايمني قوي پاسخ توليدگيرد. 

 آنتي ژن در برابر سلولي و ايمني هومورال دو
 ادجوانت با فرمولاسيون در به شدت واكسن،

   .)Wang et al., 2011بستگي دارد (
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 كنترل منفي. -InvG .1-BL21/ InvG  ،2  نوتركيبت بلات پروتئين آناليز دا -5شكل 

Figure 5- Dot blot analysis of recombinant protein InvG. S1: BL21/ InvG, S2: negative 
control. 

 
پروتئين توليد ، پژوهشاين بدين منظور در 

به شكل  اشريشياكليدر باكتري   InvGنوتركيب
از ناقل پلاسميدي سيستم با استفاده  نوتركيب

pET32a(+)  حامل . موفقيت آميز انجام گرفتبا
د كه هاي بياني متعددي در پروكاريوتها وجود دار

 PET21a(+)،PET28 از مهمترين آنها مي توان به

a(+)   وpET32a(+) اين ميان  اشاره كرد، كه از
pET32a(+)  به دليل داشتن ژنTrx يگاه دو جا

His.Tag  هيگاجا يكو S.Tag  و ژن مقاومت به
بسيار پر كاربرد است.  يلينس يوتيك آمپيب يآنت

ژن  يناست كه ا ينهآم يداس 109 يدارا TrxAژن 
باعث محلول  يباد يبات انكلوژنبا اتصال به ترك

در   His.Tagشش ، وجودشود يمين شدن پروتئ
در شناسايي را تواند قدرت ما  اين وكتور مي

ها دو به ساير حامل ين مورد نظر نسبت ئپروت
. پس از بيان )Kaligh et al., 2012( چندان كند

ژن و خالص سازي پروتئين حاصل، برچسب 
هيستدين را مي توان با استفاده از پروتئاز ترومبين 

در  از انتهاي آمين پروتئين هدف حذف كرد.
ديگر به علت بيان بهتر پروتئين  پژوهشي

ذكر  و ويژگي هاي (+)pET-32aنوتركيب در 
  ,.Arbabi et al( ه استشده، از آن استفاده شد

كه پروتئين  ه شدهنشان داددر مطالعه اي  .)2012
از هليكوباكتر پيلوري در حامل  CagAنوتركيب 

با  اشريشياكليو در ميزبان  pET-32aبياني 
كه موفقيت بيان شد. در اين تحقيق ذكر گرديده 

را  آنتي ژنسيته خود  CagAپروتئين نوتركيب 
حفظ كرده و مي تواند براي تشخيص سرولوژيك 
بيماري هليكوباكتر پيلوري و توليد واكسن مورد 

 در). Farjadi et al., 2013استفاده قرار گيرد (
از  flicبيان ژن عنوان شده، ديگر اي مطالعه

سالمونلا تيفي موريوم در پلاسميد نوتركيب 



 1394، و همكاران جهاندار

85 

 

pVAX-flic در سلول هاي يوكاريوتي با موفقيت 
در اين مطالعه عنوان شده كه از آن  گرديد،انجام 

 DNAمي توان به عنوان ادجوانت براي تحقيقات 
 ,.Taherkhani et alواكسن استفاده نمود (

از حامل بياني  حاضر بنابراين در پژوهش). 2014
pET32a(+)  كه قادر است به طور اختصاصي و

ه استفاد به ميزان زياد ژن مورد نظر را بيان كند،
در گزارشي ديگر آمده است كه گرديد. 

به عنوان ميزبان براي بيان پروتئين  اشريشياكلي
هاي نوتركيب هم در تحقيق ها و هم در صنعت 

 & Baneyx( به طور گسترده به كار مي رود

Mujacic, 2004( . از آنجا كه ميزبان هاي بياني
 با داشتن عناصر تنظيمي مناسب و موتاسيون در

پروتئين تر خود، امكان بيان بيشپروتئازهاي 
فاقد  همچنين د،نوتركيب را فراهم مي آورن

 DegP، OmpTاز جمله  يتوپلاسميپروتئازهاي س
در  )،Kamani, 2011ي باشند (م HtpRو 

 يبنوتركپروتئين  يدبراي تول يزن پژوهش حاضر

InvG  يهاز سو BL21(DE3) يزبانبه عنوان م 
 مناسب يانب تمي توان نتيجه گرف .شد استفاده
InvG عدم حضور  يلبه دل يزبانم يندر ا

پروتئين توليد . ي فوق الذكر مي باشدپروتئازها
كيلو  81، وزني در حدود مطالعهشده در اين 

دالتون داشت كه به علت افزوده شدن برخي 
پروتئين  اي جانبي از ناقل پلاسميدي بهپروتئين ه

اين  در با اين حالمي باشد.  ،نوتركيب توليد شده
  pET32a در  InvG اولين بار، ژن براي مطالعه

 جهت ادجوانت، يك نامزد عنوانبه  بيان شد و
DNA  ديگرد معرفيواكسن.  

 

 سپاسگزاري
اين پروژه در آزمايشگاههاي دانشكده 

و انجام گرفته  كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد
بدين ترتيب از مسولان مربوطه كمال تشكر را 

م.يدار
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Evaluation of its Expression in hosts BL21- DE3 

 
Jahandar M.H. 1, Nassiri M.R. 9F

∗2, 3, Aslaminejad A.A. 4, Tahmoorespour M.2, Haghparast A.R. 5 

 
1PhD Student, Department of Animal Science, Faculty of Agriculture, Ferdowsi University of 
Mashhad, Iran.  
2 Professor, Department of Animal Science, Faculty of Agriculture, Ferdowsi University of Mashhad, 
Iran.   
3Professor, Department of Agricultural and Animal Biotechnology, Institute of Biotechnology, 
Ferdowsi University of Mashhad, Iran. 
4Assistant Professor , Department of Animal Science, Faculty of Agriculture, Ferdowsi University of 
Mashhad, Iran.   
5Assistant Professor, Department of Veterinary Medicine, Faculty of Veterinary Medicine, Ferdowsi 
University of Mashhad, Iran.  
 
Abstract 

Salmonella is one of the causes of infectious diseases as a common disease in human 
and animals, has important health and economic terms, which has so far of a vaccine for it not 
been established. The InvG gene due to structural and Type three secretion systems as one of 
the primary genes located in the membrane of Bacteria also play a major role in the initial 
binding of the Bacteria to the host cell. The main aim of the present study was to introduce 
recombinant protein expression InvG as an effective adjuvant and a DNA vaccine. The design 
makes use of specific primers and reaction PCR, InvG gene was amplified Salmonella. After 
purification, the gene in the plasmid vector pET32a(+) cloned for expression. The 
recombinant plasmid pET32a-InvG into Escherichia coli strain became BL21-DE3. To 
produce recombinant protein expression system, the Bacterial expression vector containing 
the target gene (InvG) induced using IPTG. The results of sequencing showed that the 
sequence of the amplified gene cloned into pET32a expression vector for gene InvG with 
sequences recorded in the same gene bank. Recombinant protein production with IPTG 
induction to vector containing the plasmid pET32a-InvG performed successfully. 
Confirmation of InvG gene expression in the expression system performed by SDS-PAGE 
and Dot blotting analysis. The present study showed that the production of InvG recombinant 
in E. coli hosts is possible and protein with a weight of about 81 kDa was produced. 
Keywords: InvG gene, Salmonella, recombinant proteins, vector pET32a(+). 
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