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Abstract: 
 
Background:  Acinetobacter baumannii is one of the highly antibiotic-resistant bacteria in 
the world. This bacterium is a cause of endemic and epidemic nosocomial infections and 
despite many efforts, there is still no effective vaccine agains it. NlpD is one of the important 
antigenic agents that stimulate the immune system. So, the aim of this study was to examine 
gene cloning and expression of the nlpD gene of A. baumannii in human dermal fibroblast 
(HDF) cells.  
Materials and Methods: In this experimental study, the nlpD gene was amplified from A. 
baumannii genome using polymerase chain reaction (PCR). Then, the nlpD gene was cloned 
and sub-cloned in pTZ57R/T and pIRES2-EGFP vectors, respectively. Confirmation of gene 
cloning was performed by PCR, restriction endonuclease and sequencing methods. The final 
pIRES2-EGFP-nlpD recombinant vector was transformed into HDF cells using 
electroporation and the expression of target gene was evaluated by RT-PCR. 
Results: In this study, the 831 bp nlpD gene of A. baumannii was amplified successfully. 
Also, the results of the study showed that the recombinant pIRES2-EGFP-nlpD final 
construct was produced. Observation of the 831 bp band on agarose gel in transformed cells 
compared to control cells confirmed the nlpD gene expression in HDF cells.  
Conclusion: The final construct that generates in this study can express the nlpD gene of A. 
baumannii in eukaryotic cells. Successful expression of the target gene can be used as a new 
recombinant vaccine in animal model. The pIRES2-EGFP-nlpD recombinant vector has also 
the potential as a gene vaccine for future research. 
 
Keywords: Acinetobacter baumannii, nlpD, Gene expression, RT-PCR 
 
* Corresponding Author. 
Email: abbasdoosti@yahoo.com  
Tel: 0098 913 383 8830 
Fax: 00983 833 61048                                                                                                    CCoonnfflliicctt  ooff  IInntteerreessttss::  NNoo    
                                   Feyz, Journal of Kashan University of Medical Sciences, October, 2017; Vol. 21, No 4, Pages 359-366 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Please cite this article as: Hashemzehi R, Doosti A, Kargar M, Jaafarinia M. Gene cloning and evaluation of the Acinetobacter baumannii 

nlpD gene expression in human dermal fibroblast cells using RT-PCR. Feyz 2017; 21(4): 359-66. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

1-
08

 ]
 

                               1 / 8

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-3308-fa.html


360 

به انسان  HDFهاي در سلول وباكتر بومانياسينت nlpDكلون سازي و بررسي بيان ژن 
  RT-PCRروش 
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  مقدمه
- گرم منفي است كه به كوكوباسيليك  اسينتوباكتر بوماني

كشف . ]1[ طلب مطرح استامل عفوني فرصتوع ي ازعنوان يك
زا اين باكتري بيماري .گرددميلادي بر مي 1911سال  اسينتوباكتر به

-ميكروكوكوس كالكوبار از خاك جدا شده بود، ابتدا كه اولين

هاي اين گروه با براي چندين سال، باكتري. ناميده شد استيكوس
ميلادي،  1950ي گذاري شدند تا اينكه در دهه هاي مختلف نامنام

  ]. 2[ گرفته شدكار كتر بهنام اسينتوبا
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-Gamma(ي گاماپروتئوباكتريا جنس اسينتوباكتر متعلق به رده

proteobacteria(ها دودومونادالوس ، راسته)Pseudomona-

dales ( و خانواده موراگزيلاسه)Moraxellaceae (تنها  .است
اسينتوباكتر ، بومانيسينتوباكتر اوباكترها نظير تتعداد اندكي از اسين

-A. nosocomia( زوكومياليساسينتوباكتر ناو  )A. pittii( پيتي

lis (بسياري از اعضاي اين كنند و در انسان ايجاد بيماري مي
مسئول طيف وسيعي  اسينتوباكتر بوماني. ]3[ زا نيستندجنس بيماري

م و شامل عفونت ريه، عفونت خون، عفونت زخها از بيماري
هاي باكتري. ]4[ باشدپوست، مننژيت و عفونت دستگاه ادراري مي

 ،هاي بيوشيمياييجنس اسينتوباكتر از نظر باكتري شناسي و ويژگي
الاز هوازي اجباري، نامتحرك و فاقد تاژك، غيرتخميركننده، كات

- به اغلب آنتياسينتوباكتر بوماني ]. 5[مثبت و اكسيداز منفي هستند 

كه كنترل عفونت حاصل طوريبه ؛]6[ايج مقاوم است هاي ربيوتيك
-ها، فلوروبيوتيكي نظير كرباپنمهاي آنتياز اين باكتري با گروه

. ها و آمينوگليكوزيدها با شكست روبرو شده استكوئينولون
 اسينتوباكتر بومانيبيوتيكي كه براي كنترل عفونت ترين آنتيجديد

هاي كوليستين نام دارد، اما گزارش مورد استفاده قرار گرفته است،
بيوتيك هاي مقاوم نسبت به اين آنتيحاكي از ظهور سويهنيز اخير 

  :خلاصه
 عامل باكتري اين. است جهان در هابيوتيكآنتي انواع برابر در مقاوم بسيار هايباكتري از يكي بوماني اسينتوباكتر :سابقه و هدف

 مهم ژنيآنتي واملع از يكي NlpD .ندارد وجود آن عليه موثري واكسن هنوز و بوده گيرهمه يا بومي صورتبه بيمارستاني هايعفونت
 باكتري nlpD ژن بيان بررسي و سازيكلون تحقيق، اين از هدف بنابراين،. گرددمي ميزبان ايمني سيستم تحريك سبب كه است

   .است )HDF )Human dermal fibroblast هايسلول در بوماني اسينتوباكتر
 ژن ،سپس. شد تكثير PCR روش از استفاده با بوماني باكتراسينتو ژنوم روي از nlpD ژن تجربي تحقيق اين در :هامواد و روش

 سه با ژن سازيكلون صحت تاييد. گرديد كلونساب و سازيكلون pIRES2-EGFP و pTZ57R/T هايناقل در ترتيببه مذكور
 با pIRES2-EGFP-nlpD نهايي نوتركيب ناقل ،سپس. گرفت قرار ارزيابي مورد توالي تعيين و دهنده برش هايآنزيم ،PCR روش
   .شد بررسي RT-PCR روش با هاسلول اين در هدف ژن بيان و گرديد منتقل HDF هايسلول به الكتروپوريشن كمك
 سازواره كه داد نشان تحقيق نتايج ،چنينهم. شد تكثير موفقيت با بوماني اسينتوباكتر nlpD ژن به مربوط بازي جفت 831 قطعه :نتايج
 رموترانسف هايسلول در ،RT-PCR انجام از پس بازي جفت 831 باند مشاهده. است گريده تشكيل pIRES2-EGFP-nlpD نهايي
  .باشدمي HDFهايسلول در nlpD ژن بيان مويد شاهد، هايسلول به نسبت شده

بيان . يوكاريوتي دارد هايرا در سلول اسينتوباكتر بوماني nlpDسازواره نهايي ساخته شده در اين تحقيق توان بيان ژن  :گيرينتيجه
-هم. مدنظر قرار گيرد نوتركيبعنوان يك واكسن زايي در حيوانات آزمايشگاهي بهبررسي ايمني راستايتواند در مي ژن هدفموفق 

  .عنوان واكسن ژني در تحقيقات آينده برخوردار استاز پتانسيل لازم براي بررسي به pIRES2-EGFP-nlpD سازواره ،چنين
  RT-PCR، بيان ژن، nlpD، بوماني اسينتوباكتر :ديكليواژگان
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ايجاد كنون واكسن موثري عليه اين باكتري تاهرچند  ].7[ است
عنوان كانديداهاي واكسن عليه اما موارد متعددي به ،نشده است

-واكسنبرخي از . اندمورد ارزيابي قرار گرفته اسينتوباكتر بوماني

اند هايي كه تاكنون در اين زمينه مورد تحقيق و بررسي قرار گرفته
سبب ايجاد ايمني نسبي ) اغلب موش(و در حيوانات آزمايشگاهي 

باكتري كشته شده، كمپلكس پوشش خارجي، : اند شاملشده
پروتئين  و K1ساكاريد كپسولي هاي غشاي خارجي، پليوزيكول

هاي متنوع و متعددي نظير  واكسن ].4[ دناشبمي Aغشاي خارجي 
 واكسن. اندشده ابداع هاي باكترياييهاي ژني عليه عفونتواكسن

-روش با آن توليد با كه است DNAواكسن بر پايه  نوع يك ژني

ايجاد  باعث زنده، موجود به آن تزريق و ژنتيك مهندسي هاي نوين
 هاي بيماري رابرب تواند در مي واكسن اين. شود مي ايمني پاسخ
ها،  ويروس ها، باكتريمثل  عفوني زايبيماري عوامل از ناشي
 با ها بيماري و ها سرطان براي حتي و ها ايياختهتك و هاقارچ
 در كهاست  شده ديده. گيرد قرار استفاده مورد ژنتيكي منشاء

 ايجاد موجب DNA وسيلهبه واكسيناسيون حيوانات آزمايشگاهي
نتايج بر اساس  ].8[ دوشميعفوني  عوامل از ياريبس عليه ايمني
ژن در آنتي 62تعداد ، 2013تحقيق صورت گرفته در سال يك 

اين . نداهبررسي شد اسينتوباكتر بوماني هايسويه تعداد زيادي از
يابي به واكسني موثر عليه اين عامل منظور دستها بهژنآنتي

پروتئين توليدي قرارگيري عفوني از لحاظ قابليت انحلال، جايگاه 
هاي مختلف بررسي سويهحفظ شدگي توالي ژني بين در سلول و 

ژن بسيار خوب آنتي 42نتايج اين تحقيق منجر به يافتن . نداهشد
كانديداهاي  اسينتوباكتر بومانيگرديد كه براي ايجاد واكسن عليه 

ها، نوعي ژنيكي از اين آنتي. مناسبي تشخيص داده شدند
محصول . شودرمزگذاري مي nlpDروتئين بود كه توسط ژن ليپوپ

محصول ژن ]. 9[اسيد آمينه است  276داراي  nlpDپروتئيني ژن 
nlpD ها و فاكتورهاي مهم ويرولانس در باكتريژنيكي از آنتي
يرسينيا عنوان مثال، مطالعات صورت گرفته در باكتري به. هاست
از  nlpDد كه حذف ژن دهنشان مي) Yersinia pestis( پستيس
زايي آن بيماريبقا و زوم اين باكتري سبب كاهش شديد وكروم

اسينتوباكتر طوركه در مباحث بالا اشاره شد همان ].10[ خواهد شد
هاي درماني را كلهاست و پروتباكتريترين يكي از موفقبوماني 
از طرفي تاكنون واكسن موثري  .كندا شكست روبرو ميمعمولا ب

يافتن راهي براي لذا  ،]4[اين باكتري توليد نشده است عليه 
در . رسدنظر ميپيشگيري از اين عامل عفوني خطرناك ضروري به

سازي و بررسي بيان اقدام به كلونهمين راستا، در تحقيق حاضر 
 HDF )Human dermalهاي يوكاريوتي در سلول nlpDژن 

fibroblasts( شده است.  

  هامواد و روش
   انسانيهاي و سلولها، ناقلين ژن باكتري

براي انجام اين پژوهش تجربي از دو سويه باكتريايي 
سويه از  nlpDدست آوردن ژن همنظور تكثير و ببه. استفاده شد
بهره ) ATCC 19606( اسينتوباكتر بومانيباكتري  استاندارد
سازي ژن و تكثير وكتورهاي نوتركيب نيز ميزبان كلون. گرفته شد

 از ژن سازيكلون منظوربه. بود TOP10Fسويه  E. coliكتري با
 استفاده pIRES2-EGFP و  pTZ57R/Tهاينام به ناقل دو
مورد استفاده  T-vectorعنوان يك به pTZ57R/Tوكتور . شد

 اين ناقل. مناسب است PCRسازي محصولات بوده و براي كلون
ف و به شكل صورت مخفكه براي سهولت نگارش در اين مقاله به

pTZ سازي مربوط به كيت كلون ،شودمي نوشتهT/A )فيشر، ترمو
و است جفت باز  2886برابر  pTZاندازه وكتور . است) آمريكا
. باشدين ميسيلآمپيبيوتيك يآنتبه مقاوت  گر انتخابي آن ژننشان

كه در ) كلونتك، آمريكا( pIRES2-EGFPيوكاريوتي  ناقل بياني
، يك وكتور رودكار ميبه pIREرت مخفف صواين مقاله به

داراي  بوده و جفت باز 5308به اندازه  يوكاريوتي غير ويروسي
هاي در سلولبراي بيان ژن كلون شده  CMVتور قوي ومپرو

بيوتيكي انتخابي آن در گرهاي آنتينشان. باشدميپستانداران 
به  ترتيب شامل مقاومتپروكاريوتي و يوكاريوتي به هايسلول

عنوان ميزبان نيز به HDF سلول. كانامايسين و نئومايسين است
  . يوكاريوتي براي بررسي بيان ژن مورد استفاده قرار گرفت

  
  nlpD و تكثير ژنDNA استخراج 
با  اسينتوباكتر بومانينومي از ژ DNA سازيخالص 
غلظت . انجام شد )ايران ،سيناژن( DNAاز كيت استخراج  استفاده

 ND-1000( نانودراپ از استفاده با تخليص شده DNA كيفيتو 

PeqLab (براي تكثير ژن . گرفت قرار ارزيابي موردnlpD  رديف
در  بوماني اسينتوباكترنوكلئوتيدي آن از درون ژنوم ثبت شده 

. گرفته شد CP016298پايگاه بانك جهاني ژن به شماره دسترسي 
 افزارنرم كمك با تحقيق اين در استفاده مورد پرايمرهاي ،سپس

Gene Runner رديف نوكلئوتيدي پرايمرهاي  .شدند طراحي
  :صورت زير استطراحي شده در اين تحقيق به

F:5'-GTGAGATCTATGCATTTAACTGGGCAAC-3'    
R:5'-AGTGAGCTCCTAATTTGGTAAAAGATTTGCG-3' 

از يك  nlpDسازي و يا خارج ساختن ژن سهولت كلون رايب
هاي متفاوت ديگر، در انتهاي مجدد آن در ناقلسازي ونو كل ناقل

برش آنزيمي درنظر  پرايمرهاي طراحي شده، جايگاهپريم -5
سايت رفت كه جايگاه برش در توالي پرايمر طوريبه ؛گرفته شد

AGATCT  براي آنزيمBglII سايت برگشت  پرايمر و در توالي
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GAGCTC  براي آنزيمSacI  ها ننواحي كه زير آ(قرار داده شد
برش  هايدر بالادست هريك از سايت). خط كشيده شده است

 آزمايش. شد عنوان پايه درنظر گرفتهوكلئوتيد بهآنزيمي تعداد سه ن
PCR بافر از ميكروليتر 5/2 حاوي ميكروليتر 25 نهايي حجم در 

PCR 10X، 2 مولارميلي MgCl2 )1 ميكرو 200 ،)ميكروليتر -

 از هريك از نانومولار 100 ،)ميكروليتر dNTPs )5/0 مولار
-نانو 100 ،)ميكروليتر از هر پرايمر 1( هاي رفت و برگشتپرايمر

 2( اسينتوباكتر بومانيتخليص شده از  ژنومي DNA از گرم
 25/0(Taq  پليمراز DNA آنزيم واحد 1 و ،)DNAليتر ميكرو

-سيناساخت شركت  PCRهمه مواد و واكنشگرهاي ( )ميكروليتر

 .شد انجام) آلمان اپندروف،( سايكلر  ترمال دستگاه در )ايران ژن،
صورت تك به دقيقه واسرشت شدن ابتدايي 5 برنامه دمايي شامل

دمايي چرخه  30 ،سپس گراد،درجه سانتي 94در دماي  ايمرحله
- گراد بهدرجه سانتي 94شامل واسرشت شدن در دماي متناوب 

 1مدت گراد بهيدرجه سانت 62دقيقه، اتصال در دماي  1مدت 
دقيقه و  1مدت گراد بهدرجه سانتي 72دقيقه، طويل شدن در دماي 
دقيقه  10مدت گراد بهدرجه سانتي 72طويل شدن نهايي در دماي 

هاي ژل به چاهكآن محصولات  PCRپس از انجام . انجام شد
ولت  90در و شده حاوي اتيديوم برومايد منتقل  درصد 1آگارز 

و با نور ماوراي بنفش مشاهده ند ه الكتروفورز شددقيق 30مدت به
  . گرديدند

  
  T/Aسازي كلون

مطابق آنچه كه در بالا مورد اشاره  T/Aسازي كلون براي
در اين . استفاده شد )، آمريكاترموفيشر( T-vectorاز  قرار گرفت

و در وكتور شده تهيه  nlpDمرحله لازم است قطعه خالصي از ژن 
pTZ تور وك .درج گرددpTZ  داراي يك نوكلئوتيدT صورت به
 T-vector دليل به آنهمين رشته در هر انتهاي خود است و بهتك

 DNAهاي از آنزيم تعدادي از طرف ديگر، ويژگي. شودگفته مي
يك  PCR تپليمراز اين است كه در دو انتهاي محصولا

-از .دهنداي قرار ميرشتهصورت تكبدون الگو و به Aنوكلئوتيد 

حاصل از تكثير  توان محصولاتمي ،است T با مكمل Aآنجاكه 
كرد و به اين سيستم  درجراحتي به Tرا در وكتور  PCR به روش

 در تحقيق حاضر قطعات. گويند T/A سازييا همسانه سازيكلون
 ارز الكتروفورز شدند و در برابرروي ژل آگ nlpDژن  شده تكثير
با آگارز همراه  nlpDبوط به ژن مر DNAقطعه  ماوراي بنفشنور 

با استفاده از كيت  nlpDژن . اسكالپل بريده شد آن با استفاده از
. شد تخليص) كره جنوبي ،Bioneer(از ژل  DNA سازيخالص

براساس  pTZو وكتور  PCRواكنش اتصال بين محصولات 

 )Transformation(تراريزش . روش كار كيت صورت پذيرفت
روش به TOP10Fسويه  E. coliكتري محصول اتصال در با

و متعاقب آن با انجام ) مولار CaCl2 1/0 دبا كاربر(شيميايي 
مطابق ) ثانيه 90مدت گراد بهدرجه سانتي 42(شوك حرارتي 

هاي مذكور باكتري ،سپس ].11[ هاي استاندارد انجام شدروش
ميكروگرم در  100(سيلين آگار حاوي آمپي-LBروي پليت كشت 

ساعت  18مدت هاي كشت بهپليت. كشت داده شدند) ليتريليهر م
هاي حاصل نيوگذاري شده و كلگراد، گرمخانهدرجه سانتي 37در 

براي . گري حضور ژن كلون شده ارزيابي گرديدندبراي غربال
و بررسي تشكيل  pTZتاييد حضور ژن كلون شده در وكتور 

ضم آنزيمي و ه PCRهاي از روش pTZ-nlpDوكتور نوتركيب 
استفاده ) بيولب، آمريكا( SacIو  BglIIهاي برش دهنده با آنزيم

  .شد
  

  pIRES2-EGFP-nlpDايجاد سازواره نهايي 
مدنظر در اين تحقيق از خارج ساختن ژن سازواره نهايي 

nlpD  ناقلاز pTZ-nlpD ناقلكلون كردن آن در و ساب pIRE 
با دو  pTZ-nlpDتركيب ابتدا ناقل نو ،منظوريندب. آيددست ميهب

ن خارج از آ nlpDبرش داده شد تا ژن  SacIو  BglIIآنزيم 
 نيز با همين دو آنزيم pIREناقل يوكاريوتي  ،نينچهم. گردد

همه محصولات برش . خطي درآيد صورتبريده شد تا به مذكور
قطعه  ،سپس. الكتروفورز شدند درصد 1نزيمي روي ژل آگارز آ

از روي ژل با كمك اسكالپل بريده شدند  pIRE ناقلو  nlpDژن 
واكنش اتصال بين ناقل . ص گرديدندو با استفاده از كيت تخلي

 ،سيناژن(ليگاز - T4آنزيم  با كمك nlpDو ژن  pIRE يوكاريوتي
 تصال به درونمحصولات ا انجام شد و مراحل تراريزش) ايران

 تصحيد أيمنظور تبه. انجام شد TOP10Fسويه  E. coliباكتري 
-pIRES2تشكيل سازواره نهايي  بررسي و كلونينگساب

EGFP-nlpD واكنش ابتدا PCR  با استفاده از پرايمرهاي رفت و
براي تاييد بيشتر و . گرفتانجام  nlpDبرگشت مخصوص ژن 

و  SacIو  BglIIهاي آنزيمتر سازواره نهايي هضم آنزيمي با دقيق
روش موردنظر به تعيين توالي ژن .صورت پذيرفت تعيين توالي

  . كشور چين انجام شد Genrayسانگر و توسط شركت 
  

-pIRES2-EGFPسازواره نهايي با  HDFهاي تراريزش سلول

nlpD  
آزمايشات اين مرحله با هدف انتقال سازواره نهايي حامل 

براي تراريزش اين . انجام شد HDFهاي به سلول nlpDژن 
 كه در اين مرحله ]12[ شد استفاده الكتروپوريشنروش ها از سلول

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

1-
08

 ]
 

                               4 / 8

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-3308-fa.html


 ...اسينتوباكتر بوماني،  nlpDكلون سازي و بررسي بيان ژن 

  4شماره  |21دوره  |1396|مهر و آبان |نامه فيضدوماه                                                                                                     363

 ،Gene Pulser Xcell )Bio Rad از دستگاه الكتروپوريشن مدل
 2/0 حجم در سلول عدد 2×106 تعداد .شد بهره گرفته )آمريكا
. شد ريخته الكتروپوريشن ويژه دستگاه 4/0 كووت در ليترميلي
سازواره نهايي  از ميكروليتر هر در نانوگرم 800 مقدار ،سپس

pIRE-nlpD پالس. شد به اين سوسپانسيون سلولي افزوده 
-ميكرو 460 و كيلوولت 240/0 شدهسازيبهينه شرايط با الكتريكي

 2 مدتبه بلافاصله هانمونه و شد داده HDFي هاسلول به فاراد
 ،سپس .شدند داده قرار )گراددرجه سانتي 4دماي (يخ  روي دقيقه
مرك، ( RPMI 1640 كشت شده در محيط تراريزشهاي سلول
- استر هايكيبيوتو آنتيسرم جنين گاو  درصد 10همراه به) آلمان

) براي جلوگيري از آلودگي ميكروبي( سيلينپنيو  مايسينپتو
و  CO2 درصد 5 در شرايط ساعت 24مدت كشت داده شدند و به

به  ،سپس. شدندگذاري گرمخانهگراد درجه سانتي 37 دماي در
ليتر ميكروگرم در هر ميلي 100مقدار  هاي كشتفلاسكاز هريك 
-يو گر انتخابي ناقلومت و نشانژن مقا( بيوتيك نئومايسنآنتي

ساعت ديگر  72دت مها بهاضافه شد و سلول) pIRE كاريوتي
براي ) الكتروپوريشن(راحل فوق تمام م .گرديدند گذاريگرمخانه

رفته عنوان شاهد درنظر گكه به HDFهاي ديگري از سلولدسته 
هاي گروه شاهد تفاوت كه به سلولبااين ؛نيز انجام شد ،شده بودند

  . اي اضافه نگرديدDNAگونه هيچ
  

  RT-PCRروش به HDFهاي در سلول nlpDبررسي بيان ژن 
 هايدر سلول nlpDبيان اختصاصي ژن  براي ارزيابي

ناقل نوتركيب شده با  تراريزش HDFهاي از سلول انساني
pIRE-nlpD نوتركيب ناقلفاقد (هاي گروه شاهد و سلول( 
از اين دو دسته سلول با استفاده از  RNAاستخراج . استفاده شد

با استفاده  cDNAتهيه  ،سپس. انجام شد )Qiagen, USA( كيت
بر اساس روش ) ترموساينتيفيك، آمريكا( cDNAاز كيت سنتز 

برداري معكوس واكنش رونوشت. كار كيت صورت پذيرفت
)RT ( براي تهيهcDNA  ميكروليتر بافر 2با استفاده ازRT 10X ،
نانوگرم  HDF )50هاي تخليص شده از سلول RNAميكروليتر  4

-ميكرو 1(بردار معكوس واحد آنزيم رونوشت 1، )در هر ميكروليتر

- ميكرو 2، )ميكروليتر 1( RNase Inhibitorواحد آنزيم  1، )ليتر

و با افزودن ) نانومول Random Hexamer Primers )100ليتر 
. ميكروليتر انجام شد 20ميكروليتر آب مقطر در حجم نهايي  10

گراد و درجه سانتي 42مدت يك ساعت در گرها بهمخلوط واكنش
 ترمال گراد در دستگاهدرجه سانتي 65دقيقه در دماي  5سپس 
 PCRآزمايش  ،سپس. قرار داده شدند )آلمان اپندروف،( سايكلر
روي  nlpDفاده از پرايمرهاي رفت و برگشت مخصوص ژن با است

cDNA درصد  1هاي توليد شده انجام شد و نتايج روي ژل آگارز
  .بررسي گرديد

   
  نتايج

  اسينتوباكتر بوماني  nlpDتكثير ژن
سويه ژنومي از  DNA تخليص پژوهش حاضردر 

 نتايج. با موفقيت انجام شد بوماني اسينتوباكترباكتري  استاندارد
نشان دهنده تخليص شده روي ژل آگارز  DNAالكتروفورز 

خالص سازي شده با  DNAو بررسي غلظت كيفيت مناسب آن 
 .نانوگرم در هر ميكروليتر بود 120 مقدار دراپ نشان دهندهنانو

 بوماني اسينتوباكترروي ژنوم  nlpDبراي ژن  PCRنتايج انجام 
نتايج . اين ژن شد جفت بازي مربوط به 831منجر به تشكيل باند 

PCR نشان داده شده است 1 شماره در شكل.   
  

  
 nlpDتكثير ژن براي  PCR آزمايش نتيجه -1 شماره شكل

  اسينتوباكتر بوماني
-10816شركت ترموفيشر با شماره كاتالوگ  1Kbمدل  DNAگر نشان: 1شماره 

جفت  831باند : 4و  3هاي شماره، )DNAبدون (كنترل منفي : 2شماره ، 015
  . nlpDبازي مربوط به تكثير ژن 

  
 nlpDژن سازي كلوننتايج مراحل 

 nlpD و قطعه ژن pTZي واكنش اتصال بين ناقل نتيجه            
 بررسي. شد pTZ-nlpDمنجر به تشكيل سازواره نوتركيب 

دهنده موفقيت نشان PCRبا  pTZ-nlpDتشكيل سازواره  درستي
روي اين سازواره  PCRر واقع با انجام آزمايش د. آزمايش بود

جفت باز تشكيل  831باند اختصاصي مربوط به ژن هدف به اندازه 
با  pTZ-nlpDآنزيمي سازواره نوتركيب  هضم ،چنينهم. شد

 2886هاي تشكيل دو باند به اندازه سبب SacIو  BglIIهاي آنزيم
قطعه ژن  و pTZترتيب مربوط به وكتور جفت بازي به 831و 

nlpD هرچند وكتور . گرديدpTZ تركيب حاصل شده در اين نو
لذا . اما قادر به بيان آن نخواهد بود بود، nlpDحامل ژن  تحقيق

و انتقال آن  pTZ-nlpDاز ناقل  nlpDخارج ساختن ژن مرحله 
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 nlpD كلونينگ ژنساب. انجام شد pIREبه پلاسميد يوكاريوتي 
تاييد صحت . داشت آميزي درپيقيتنتايج موف pIREدرون وكتور 

والي ، هضم آنزيمي و تعيين تPCRهاي كلونينگ با روشساب
صحت تشكيل آزمايشات  هاي حاصل از اينيافتهانجام گرفت و 

اين برش آنزيمي . را نشان داد pIRE-nlpDسازواره نهايي 
ترتيب جفت بازي كه به 831و  5308پلاسميد تشكيل دو باند 

 1باشند را روي ژل آگارز مي nlpDو ژن  pIREتور مربوط به وك
 نتايج تعيين توالي قطعه ژن ).2 شماره شكل( نمايان كرد درصد
nlpD  كلون شده در وكتورpIRE هاي پس از مقايسه با توالي

 هنده اين بوددنشان NCBIهاي موجود از اين ژن در پايگاه داده
وجود اين ژن به انسسك در اجزاي نوكلئوتيدي تغيير گونهكه هيچ

بخشي از نتايج تعيين  .توالي آن مورد تاييد است صحتنيامده و 
  .نشان داده شده است 3 شماره توالي اين ژن در شكل

  
 

با  pIRE-nlpDبرش آنزيمي ناقل نوتركيب نهايي  -2 شماره شكل
  .SacIو  BglIIهاي آنزيم

ترتيب مربوط جفت بازي به 831و  5308هاي با اندازهباندهاي : 3تا  1هاي شماره
شركت  1Kb مدل DNAگر نشان: 4شماره ، است nlpDو ژن pIRE  به وكتور

   .015-10816ترموفيشر با شماره كاتالوگ 
  

 
  nlpDنمايش بخشي از دندروگرام تعيين توالي ژن  -3شماره  شكل

  
  

 RT-PCRالكتروپوريشن و نتايج 

كه بيان  pIRE-nlpDريزش سازواره نهايي براي ترا
از تكنيك الكتروپوريشن  HDFهاي در سلول nlpDكننده ژن 

-سبب تشكيل سلول HDFهاي كاري سلولدست. بهره گرفته شد

 دهندهكه نشان در محيط كشت گرديد هاي مقاوم به نئومايسين
 .هاي يوكاريوتي استدر سلول pIRE-nlpDفعاليت موفق وكتور 

 تاييد براي RT-PCR اختصاصي واكنش انجام از حاصل نتايج
 ؛بود مثبت HDF هايسلول دراسينتوباكتر بوماني  nlpD ژن بيان
 از حاصل هايcDNA روي PCR انجام از پس كهطوريبه

 نوتركيب وكتور كنندهدريافت هايسلول براي RT-PCRآزمايش 
 تشكيل nlpD ژن به مربوط بازي جفت 831 باند هدف، ژن حامل
 مثبت نوتركيب وكتور فاقد هايسلول ايبر آزمايش همين اما. شد

 هايسلول در nlpD ژن موفق بيان مويد آزمايش اين نتايج. نبود
HDF باشدمي.   

  
  بحث

زاي انسان هاي بيمارييكي از باكتري اسينتوباكتر بوماني
 بيمارستاني همراه بوده و به اغلبهاي است كه بيشتر با عفونت

هاي بسيار، رغم تلاشعلي ].13[ مقاوم است هاي رايجبيوتيكآنتي
اين  تاكنون واكسن موثري براي پيشگيري از عفونت ناشي از

آمده در اين دستهسازواره ژني ب ].14[توليد نشده است  باكتري
بررسي بيان اين . شترا دا nlpD تحقيق پتانسيل توليد محصول ژن

ارزيابي شد و  HDFهاي يوكاريوتي در سلول RNAژن در سطح 
آميز بودن بيان اين ژن نشان از موفقيت RT-PCRيج آزمايش نتا

 pIRE-nlpDسازواره نوتركيب  .شتهاي يوكاريوتي دادر سلول
هاي از دو ديدگاه پتانسيل كاربرد در تحقيقات در زمينه واكسن
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توان محصول پروتئيني آن را اول جنبه اينكه مي. داردرا نوتركيب 
پپتيدي نوتركيب مورد بررسي قرار عنوان واكسن و بهنموده توليد 

- ديدگاه دوم اينكه اين وكتور يوكاريوتي امكان كاربرد به. داد

 صورت واكسن ژني در راستاي تحقيقات واكسيناسيون عليه
از زمان . را دارددر مدل حيوانات آزمايشگاهي  اسينتوباكتر بوماني

 Edwardتوسط ميلادي 1796در سال  كشف اولين واكسن

Jenner هاي مفيد و واكسن ،اي پيشگيري از بيماري آبله تا كنونبر
ديفتري، هاي مهم مثل فلج اطفال، موثري عليه بسياري از بيماري
هاي اخير تحقيقات در سال ].15[ كزاز و غيره كشف شده است

انجام شده  اسينتوباكتر بومانيزيادي در زمينه يافتن واكسن عليه 
در . شودبه بعضي از آنها اشاره مي عنوان نمونه در ادامهاست كه به

 با تزريق پروتئينمحققان  2012تحقيق صورت گرفته در سال يك 
به موش  اسينتوباكتر بومانيمربوط به باكتري  OmpA نوتركيب

 ،چنينهم. را مشاهده نمودند OmpAبادي ضد القاي بالاي آنتي
د هاي واكسينه شده نسبت به گروه شاهدر موش IgGتيتر بالاي 
 انجام شد 2013 در تحقيق ديگري كه در سال ].16[ ديده شد

. نمودند اسينتوباكتر بوماني ompAسازي ژن كلون محققان اقدام به
هاي برش آنزيمي در محل سايت ompAدر اين تحقيق ژن 

BamHI  وPstI  در وكتور بيانيQE-32 سازي شد و سپس كلون
وليد و تخليص صورت نوتركيب تمحصول پروتئيني اين ژن به

پروتئين نوتركيب تزريق دوزهاي مختلف در نهايت، . گرديد
OmpA عنوان ادجوانت همراه هيدروكسيد آلومينيوم بهبه موش به
 باكتر بومانياسينتو OmpAنتايج حاصل نشان داد كه . انجام شد

 ].17[ قادر به تحريك سيستم ايمني ميزبان در سطوح مختلف است
اسينتوباكتر هاي مهم ژنستفاده از يكي از آنتياين تحقيق از جنبه ا

اما از نظر  ،سازي مشابه تحقيق ماستو انجام مراحل كلون بوماني
در  .انتخابي با تحقيق ما متفاوت استنوع وكتور بياني و نوع ژن 

سازي و هاي اخير تحقيقات مهندسي ژنتيك در زمينه كلونسال
در سال  مثلاً. تر شده استبيش اسينتوباكتر بومانيهاي كاربرد ژن

2016 Singh از معكوس واكسينولوژي از استفاده همكاران با و 
 غشاي پروتئين ،بررسي از باكتري مذكور موردپروتئين  57 بين

در بين  FilFپروتئين . را مناسب يافتند )FilF( پيلوس خارجي
اي حفظ مينه، توالي اسيد آاسينتوباكتر بومانيهاي مختلف سويه
 اسينتوباكتر بومانيرا از ژنوم  filFژن  اين محققان. اي داردشده

-كلون pET-28aو در وكتور بياني پروكاريوتي كرده جداسازي 

 BL21سويه  E. coliسازي نمودند و بيان اين ژن را در باكتري 
تفاوت اين تحقيق با تحقيق صورت گرفته در  ].18[ بررسي كردند

و بررسي بيان  pET-28aاريوتي استفاده از وكتور پروك ماپروژه 
كه ما از وكتور باشد، درصورتياين ژن در سيستم باكتريايي مي

براي بررسي بيان ژن  HDFبياني يوكاريوتي و سلول يوكاريوتي 
 و Singhكار ما با كار صورت گرفته توسط . استفاده نموديم

. است مشابه صورت گرفته ها و روش كارتكنيك همكاران در
Huang  همكاران به بررسي ژن وompW  اسينتوباكتر باكتري
را بين دو سايت آنزيمي  ompW اين محققان ژن. پرداختند بوماني

BamHI  وEcoRI  در پلاسميدpThioHisA سازي كلون
 BL21سويه  E. coliنمودند و سازواره نوتركيب را به باكتري 

يي را نشان اين ژن در باكتري ميزبان بيان بسيار بالا. منتقل نمودند
برخلاف تحقيق ما از وكتور پروكاريوتي  مذكور در تحقيق. داد

هاي مهم و اما شباهت آن استفاده از يكي از ژن شده بود،استفاده 
دست همزيت محصول ب. ]19[است  اسينتوباكتر بومانيژنتيك آنتي

در اين است كه ) pIRE-nlpDسازواره نهايي (آمده در تحقيق ما 
نشان داده  در محيط كشتيوكاريوتي هاي در سلول موفقي رابيان 

صورت تزريق مستقيم به عضله حيوان و امكان كاربرد به
هاي آن ممكن اما كاستي .داردعنوان واكسن ژني را به آزمايشگاهي

هاي است عدم جذب كافي اين وكتور نوتركيب توسط سلول
شد صورت مستقيم باعضلاني حيوانات مدل، در صورت تزريق به

صورت سبب كاهش توليد محصول ژن نوتركيب و عدم اين  در كه
  . زايي كافي خواهد شدوجود ايمني
  

  گيرينتيجه
- اسينتوزاي باكتري بيماريnlpD ژن در مطالعه حاضر 

و سازواره  درج شد pTZ ناقل در آميزموفقيت طوربه باكتر بوماني
- هب جنتاي صحت به باتوجه .حاصل گرديد pTZ-nlpDنوتركيب 

- به pTZ-nlpD سازواره از توانمي دست آمده از تعيين توالي

. عنوان منبعي از ژن هدف براي انجام تحقيقات آينده استفاده كرد
كه از تركيب ناقل  pIRE-nlpDاز طرف ديگر، سازواره نهايي 

دست هب nlpDعلاوه ژن هب pIRES2-EGFPبياني يوكاريوتي 
 صورتبه نوتركيب هايواكسن ليدتو زمينه در تواندآمده است، مي

 با آن سازيخالص و پروتئيني محصول توليد وnlpD ژن  بيان
. گيرد قرار مدنظر پپتيدي واكسن صورتبه كاربردي اهداف
 در كه يوكاريوتي سيستم درnlpD ژن  موفق و اوليه بيان ،همچنين
-pIRE  كاربرد راستاي در روشن راهي شد محقق حاضر پژوهش

nlpD  دهدمي قرار رو پيش حيواني مدل در ژني واكسن عنوانبه.  
   

  و قدرداني تشكر
نامه دانشجوي دكتراي بخشي از پايان حاصل مقاله اين

- مي لازم برخود مقاله اين نويسندگان و محققان. تخصصي است
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