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Abstract: 
 
Background: Brucellosis is one of the five common bacterial zoonoses caused by a gram 
negative, non-spore forming, and facultative intracellular bacterial organism belonging to the 
genus Brucella. Although brucellosis is considered as a health problem for both men and 
domestic animals in many countries, any licensed human vaccine has not been designed and 
produced for it yet. To overcome the problem, currently, antigenic determinants of Brucella 
cell wall e.g. outer membrane proteins [OMPs] and lipopolysaccharide [LPS] are considered 
as potential candidates to develop subunit vaccines.   
Materials and Methods: Brucella abortus S99 used in the present study is obtained from 
the standard bacterial collection of Institute Pasteur of Iran. OMPs were extracted by 
deoxycholate extraction technique and further purification performed by sequential 
centrifugation and ultracentrifugation. Protein concentration was determined using the 
Nanodrop ND–10000 spectrophotometery. SDS-polyacrylamied gel electrophoresis (SDS–
PAGE) was performed to determine the electerophoretic pattern and the molecular weight of 
the extracted OMP samples.  
Results: OMPs concentration of B.abortus S99 has been measured and reported as 6.27 
mg/ml. SDS-PAGE analysis indicated one protein band in the range of 36-38 kDa which 
would be classified as the porins of B.abortus S99.  
Conclusion: Extraction of B.abortus S99 OMPs with the applied method in the present 
study produced a satisfactory yield of OMPs. These proteins belonging to the second group 
of OMPs, called porins.  
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   S99بروسلا آبورتوس  غشاي خارجي ه عمدپروتئين هايمولكولي ارزيابي استخراج و 
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3
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4
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  خلاصه
اي از  طيف گستردهكه. باشدباكتري گرم منفي، كوكوباسيل، هوازي، درون سلولي اختياري، غيرمتحرك و فاقد اسپور مي  بروسلا: و هدفسابقه

ژنيك جهت طراحي و   مونوعنوان ساختارهاي ايه بروسلا ب )OMPs(هاي غشاي خارجي پروتئينامروزه . نمايد ميحيوانات و همچنين انسان را آلوده
   .اند بروسلوزيس انساني مورد توجه قرار گرفته پيشگيري ازواحدي براي توليد واكسن زير

گاسيون و يواسطه اولتراسانتريفه هاي سونيكه شده ب سلولاز   S99 از سويه صاف بروسلا آبورتوس غشاي خارجيههاي عمد پروتئين:هاروش و مواد
 كل پروتئين مقدار.  شدندتخليصوزيم، استخراج و به وسيله كروماتوگرافي تبادل يوني و ژل فيلتراسيون  به طور خالص  با ليز آنزيميپيش هضم

 به S99هاي غشاء خارجي بروسلا آبورتوس ، پروفايلي از پروتئينSDS–PAGEبا استفاده از . گيري شدتخليص شده توسط دستگاه نانودراپ اندازه
در نهايت آزمون . ها تخليص شدند پوريندست آمده، ه  بي الگوي الكتروفورتيكدر.  مولكولي از يكديگر تفكيك شدنددست آمد كه براساس وزن

   .هاي تخليص شده انجام شد پيروژني و سميت غير نرمال طبق پروتكل سازمان بهداشت جهاني روي نمونه
دست ه  بود كه با توجه به الگوي الكتروفورتيك بmg/ml27/6  برابرلعه استخراج شده در اين مطا غشاي خارجي هپروتئين هاي عمد غلظت :نتايج

 بر اساس وزن مولكولي محاسبه شده، اين. باشدمي  كيلودالتون38-36 يه در محدود، وزن مولكولي نمونه استخراج شدهSDS–PAGEآمده از 
  .بودها منفي  يت غير نرمال روي نمونه آزمون پيروژني و سميه نتيج.گيرندها قرار ميها در گروه پورينپروتئين
 با غلظت بالا روشي مناسب S99 بروسلا آبورتوس غشاي خارجي ه عمدهايكار رفته در اين مطالعه به منظور تخليص پروتئينه  روش ب:گيرينتيجه

 آزمون پيروژني و سميت غير نرمال يه نتيج.دباشنهاي باكتري به صورت اختصاصي قابل استخراج مي پورين،و كارآمد بوده و با استفاده از اين روش
  .نمايد هاي حيواني و مصارف انساني تاييد مي زياني مصرف آنها را در مدل بي

   ارزيابي مولكولي، باكترياييغشاي خارجي هاي پروتئين،  بروسلا آبورتوس:واژگان كليدي
  
  ه آزاد اسلامي واحد كرج دانشكده علوم دانشگاكارشناسي ارشد ميكروبيولوژيدانش آموخته  -1

 ايدز انستيتو پاستور ايران  استاديار بخش هپاتيت و -2

  ايران ر پاستووهاي باكتريايي و تهيه آنتي ژن انستيتاستاديار بخش واكسن -3

   ايرانر پاستووهاي باكتريايي و تهيه آنتي ژن انستيتدانشيار بخش واكسن -4
 آزاد اسلامي واحد كرج استاديار گروه زيست شناسي دانشگاه  -5

 استاديار بخش سل و تحقيقات ريوي انستيتو پاستور ايران -6

 ايدز انستيتو پاستور ايران كارشناس ارشد بيولوژي مولكولي بخش هپاتيت و -7

  ايرانر پاستووايدز انستيت كارشناس ارشد ميكروبيولوژي بخش هپاتيت و -8

  ايرانر پاستوونتي ژن انستيتهاي باكتريايي و تهيه آبخش واكسنمربي  -9

  ايرانر پاستوو مولكولي بخش پزشكي مولكولي انستيت- كارشناس بيولوژي سلولي - 10

   پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي ايران پيراارشد بيوتكنولوژي پزشكي، دانشكده كارشناسي دانشجوي  - 11
  سيد داور سيادت :نويسنده مسوول *

  ايدز، انستيتو پاستور ايران ه هپاتيت و گرو، خيابان پاستور،تهران :آدرس
  d.siadat@gmail.com: پست الكترونيك

  27/12/87 :تاريخ دريافت              0912 144 2137 :تلفن
  17/5/88 :تاريخ پذيرش نهايي              021 669 69291 :دورنويس

 174-179صفحات ، 1388، پاييز 3سيزدهم، شماره پژوهشي فيض، دوره  – فصلنامه علمي  
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 كرمي و همكاران

 )176(

   مقدمه
مشترك ( زئونوزيس شايعبروسلوزيس يكي از پنج بيماري 

است كه به وسيله ارگانيسم متعلق به جنس بروسلا ) بين انسان و دام
باشد، كه باكتري گرم منفي، فاقد اسپور و داخل سلولي اختياري مي

  آنتي ژني و اساس تنوع لا برجنس بروس. ]1،2،3 [گرددميايجاد 
، ) گوسفند و بزدر( ملي تنسيس بروسلا يه گون7ميزبان اوليه شامل 

، بروسلا ) گاودر( بروسلا آبورتوس، ) خوكدر( سبروسلا سوئي
 در( ، بروسلا نئوتومه) سگدر (يس، بروسلا كان) گوسفنددر( اويس

باشد   مي)پستانداران دريايي در(و بروسلا ماريس ) موش جنگلي
. شود ميجنين در گاوها ناگهاني  سقط  سبببروسلا آبورتوس. ]4،5[

- به دامرساندن محصولات لبني و نيز آسيب ن با آلوده كردهابروسلا

 با وجود. شوندي جبران ناپذيري را موجب ميها، ضررهاي اقتصاد
و حيوانات  براي انسان معضل بزرگ بهداشتي يك يسنكه بروسلوزيا

 در حال حاضر ،شود از كشورها محسوب مير بسيارياهلي د
طراحي و توليد نشده  مؤثر و مفيدي براي مصارف انساني واكسن
يك ديواره سلولي ژنهاي آنتيدر اين راستا، شاخص. ]6،7[ است

 OMPs (هاي غشاي خارجيساكاريد و پروتئين بروسلا مثل ليپوپلي

Outer Membrane Proteins; (براي لقوهاهاي بابه عنوان كانديد 
 .]8-10[ اند مورد توجه قرار گرفتهيهاي زير واحد واكسنطراحي

. تمركز شده استم S99 بروسلا آبورتوس OMPs روي اين مطالعه
OMPsو براساس  محسوب شدههاي حفاظتي عنوان آنتي ژنه  ب

 با وزن 1گروه : شوند طبقه بندي مي عمده وزن مولكولي به سه گروه
 38 تا 36با وزن مولكولي  2 گروه ،يلو دالتون ك94 تا 88مولكولي 

-34با وزن مولكولي  3و گروه  -ها  به عنوان پورين- كيلو دالتون
  جزء تركيبات ساختاريOMPs. ]11-15 [ كيلو دالتون25-27 و 31

 زايي عمل كرده و فاكتورهاي بيماري هستند و به عنوان باكتري
 فاقد پيلي،  بروسلايل اينكهدله ب .كنندميهاي ايمني را القاء پاسخ

ايمني سيستم  هاي  پاسخبيشترين ميزان باشد،فلاژل و كپسول  مي
. شودايجاد مي) OMPs از جمله(عليه تركيبات ساختاري ديواره آن 

رسد  به نظر مي، بروسلا باكتري داخل سلولي استبا توجه به اينكه
ئيني ديواره روتاز تركيبات پاين گروه يه  ايمني سلولي عل پاسخكه

 نقش اصلي را بر عهده ،سلولي در ايجاد پاسخ موثر و حفاظت بخش
با بازدهي بالا و قابل OMPs از اين رو استخراج . داشته باشد

 جزء  يك، به منظور استفاده به عنوان صنعتيبكارگيري در مقياس
  .]16[ باشدحي واكسن بروسلوز، ضروري ميآنتي ژنيك در طرا

  
  مواد و روش ها

  سويه باكتريايي، شرايط كشت و فرمانتاسيون -1
هـاي اسـتاندارد   از كلكسيون سـويه    S99 سويه   بروسلا آبورتوس 

  تهيه آنتي ژن انستيتو پاسـتور ايـران        هاي باكتريايي و  بخش واكسن 
    اي صـاف و مـستقل از       كـه سـويه    1اين سويه از بيووار     . تهيه شد 

CO2 )CO2-Independent(     ابتـدا در    ،دباشمي به منظور رشد 
 بـه   C °37 در دمـاي     )Slant( دارمحيط كشت بروسلا آگار شيب    

 ساعت كشت داده شد و سپس به منظور تهيه بذر سلولي            72مدت  
) Brucella Broth( ليتري حاوي بروسلا براث 5در يك فلاسك 

 تهيـه   برايفرآيند فرمانتاسيون   .  ساعت كشت داده شد    72به مدت   
  بهينه سـازي شـده     محيط كشت   در توده سلولي بروسلا آبورتوس   

  .]17[گرديد انجام 
  S99 بروسلا آبورتوس OMPsاستخراج  -2

 فر بــاml 100  گــرم وزن مرطوب در1  هر به ازاييسلول يهتود
از  ml 100  و به ازايمعلق)  mM 10 )5/7pH كلرايدتريس هيدرو
.  اضافه شدDNAase و RNAase ميلي گرم از 1تعليق فوق، 

 با )Bronson( و با دستگاه سونيكاتور داري روي يخ نگههانمونه
 gبار در  ها دونمونه. تيمار شدند)  دقيقه1 پالس در 7(سيكل پيوسته 

هاي شكسته  ، جهت حذف سلولC °4  دقيقه در15 به مدت 3000
به  rpm43500   در محلول روييدر ادامه . شدندنشده، سانتريفيوژ 

رسوب حاصل كه حاوي .  گرديديوژاولتراسانتريف دقيقه 90مدت 
 mM 50تريس هيدروكلرايد  بافر  در،باشدغشاهاي خام مي

)5/7pH ( همراه با فنيل متان سولفونيل فلورايد )PMSF(  mM2 
وسيله استفاده ه  استخراج دترجنتي غشاي سيتوپلاسمي ب و شدحل

محلول نهايي . ]17 [ لوريل ساركوزينات انجام گرفت- Nاز سديم
 تريس بافر در در مقابلهاي غشاي خارجي است وي پروتئينكه حا
به منظور جداسازي . ديگرداليز  دي ساعت72 به مدت C ° 4 دماي
 به mg 1( هاي غشاي خارجي، ليزوزيمگليكان از پروتئينپپتيدو

ه لبعد از اين مرحو  اضافه شد ) پروتئين غشاييmg50 ازاي هر
 C ° 4 در دماي دقيقه 20 براي rpm 120000دوباره نمونه در

هاي غشاي  حاوي پروتئينمايع رويي. گرديداولتراسانتريفيوژ 
  .]18-22 [شود نگهداري ميC ° 4 در دمايخارجي 

  كروماتوگرافي تعويض يوني -3
 1/0شامل ( mM10  در تريس بافر ها بعد از ليوفيليزاسيون،نمونه
  سپس و شدهحل ) سديم كلرايدM 25/0 و زويترجنت درصد
 در دماي Elutionمرحله .  شدندDEAE-Sephacel   ستونوارد
 يك شيب ، بعد از شستشوي اوليه2ml.cm-2.h-1 ميزان با اتاق

NaCl) 25/0 هانمونه. شدبرقرار  ساعت 24به مدت ) 75/0 تا 
 يك ستون سفاكريل ، ازون تبادل يونيستتحت جريان مشابه 

S-300حاوي بافر تريس   mM10 ) جنت  زويتر درصد1/0شامل
  .عبور كرده و جداسازي شدند، ) مولار سديم كلرايد25/0و 
       در نمونه استخراج شدهپروتئينغلظت تعيين  -4
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 ...         استخراج و ارزيابي مولكولي پروتئين هاي عمده، 

 

 )177(

.  تعيين شدND-1000غلظت پروتئين با استفاده از اسپكتروفتوستر 
در . شودارزيابي مي پروتئين  ميكروليتر1 در اين روش مقدار
 اپتيك فيبرانتهاي تر از نمونه روي  ميكرولي1 ،استفاده از اين دستگاه

در  )فيبر منبع( اپتيك ديگر سپس يك فيبر ،قرار گرفته )فيبر گيرنده(
ده به عنوان يك لامپ زنون پالس دهن. گيرد مي قرار تماس با نمونه

براي آناليز نور عبور وفتومتر  و يك اسپكترمنبع نوري عمل كرده
 280 در طول موج  غلظت پروتئين.كرده از نمونه استفاده شد

ده و خوان -كنترل شده به وسيله نرم افزار–توسط دستگاه نانومتر 
  .گرددمي آن رسم نمودار 

5-  SDS-PAGE 

روي الكتروفورزيس  ژل ميد آ سولفات پلي آكريلدودسيلسديم 
به  )Ferments( ماركر پروتئينياز  و  انجام شد درصد12ژل 

  استفادهستخراج شدها OMPs منظور تعيين وزن مولكول نمونه
  . ]20،23 [گرديد

  )  Rabbit Pyrogen Test  (آزمون تب زايي در خرگوش -6
براي ، آزمون پيروژني يي يا عدم تب زاييزا جهت بررسي تب
 OMPs ابتدا .انجام شد  طبق روش فارماكوپهنمونه استخراج شده

)mg/ml 3صورت ه ب، ) به ازاي هر كيلوگرم وزن بدن حيوان
دماي بدن سپس .  شدتزريق  تايي خرگوشپنج گروه وريدي به

ها در هر ساعت، تا ساعت سوم پس از تزريق، توسط  خرگوش
  .]24[ركتومتر مورد سنجش قرار گرفت 

  )Abnormal Toxicity Test(آزمون ايجاد سميت غيرنرمال  -7
 تخليص شده در OMPsزياني مصرف  اين آزمون براي تعيين بي

 mg/ml 3 ، تايي خرگوش پنج گروهيك ه ب.خرگوش انجام گرفت
 OMPs به صورت عضلاني تزريق شد،به ازاي هر كيلوگرم وزن  .
ها به مدت هفت روز در شرايط نرمال پرورشي، نگهداري خرگوش

و به مدت هفت روز از نقطه نظر كاهش وزن، عوارض جانبي محل 
   .]24 [مير مورد بررسي قرار گرفتند  و تزريق و مرگ

  
   ايجنت

محيط كشت در تحقيق حاضر پس از تلقيح بذر سلولي به 
 پارامترهاي تمام ،، تا انتهاي فاز لگاريتمي رشدبهينه سازي شده

تخميري در شرايط كنترل شده و اپتيمم كشت غوطه ور به صورتي 
. ها به حداكثر رشد خود برسند تا سلولگرديددر فرمانتور تنظيم 

 ND-1000روش غلظت پروتئين موجود در نمونه، با 
 نانومتر 280سپكتروفتومتري و به واسطه آناليز نمونه در طول موج ا

  . )1  شمارهنمودار ( بودmg/ml 27/6 برابرتوسط دستگاه، 
  

  
 نانومتر با روش اسپكتوفتومتر 280 در جذب نوري S99 اندازه گيري غلظت پروتئين هاي عمده غشاي خارجي بروسلا آبورتوس -1  شمارهنمودار

ND-1000  
  

،  درصد12ميد  آنمونه روي ژل پلي آكريل SDS – PAGEآناليز 
در مقايسه با ماركر پروتئيني، يك باند پروتئيني با وزن مولكولي 

  كيلودالتون را نشان داد كه با توجه به وزن مولكولي 38-36
 شكل( شودبه عنوان پورين در بروسلا تقسيم بندي ميموجود 
دنبال ه و آزمون تب زايي و سميت غيرنرمال بنتايج هر د. )1 شماره

كه در آزمون تب منفي بود به طوري تزريق نمونه استخراج شده

 C ° 6/0تر ازها بيشكدام از خرگوشزايي، افزايش دماي بدن هيچ
نبود و همچنين مجموع افزايش دماي بدن پنج خرگوش نيز كمتر 

كدام از در آزمون ايجاد سميت غيرنرمال نيز هيچ.  بودC ° 6/1از 
مدل هاي حيواني دچار كاهش وزن نشدند، در محل تزريق عارضه 

روز آخر در آزمون (اي مشاهده نشد و تمام آنها تا پايان روز هفتم 
  .  زنده بودند) ايجاد سميت غير نرمال
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شاي خارجي هاي غالگوي الكتروفورتيك پروتئين -1شكل شماره 

باند ( در مقايسه با پروتئين ماركر) باند چپ (S99 بروسلا آبورتوس
  ).راست
  

  بحث
 بروسلا آبوتوس OMPsاين مطالعه به منظور تخليص در 

S99 هاي اي از روشميزهآروش بهينه سازي شده كه  از
Connolly نيز روشو و همكاران   Verstreateمي رانو همكا-

 هاي پروتئينمقدار زياداستخراج  .]26،25[ ه استاستفاده شدباشد، 
 در اين مطالعه تاييدي S99 بروسلا آبورتوس غشاي خارجي هعمد

 بروسلا آبوتوس OMPs جهت استخراج روش فوقبر كارايي 
 يها الگو بانمونه تخليص شدهكتروفورتيك لالگوي ا. باشدمي

 و همتفاوت بود Bezard) و Dubray(تخليص ديگر هاي روش
 تفاوت سبب  و تخليصكند كه تفاوت در روش استخراج ميثابت

ه ب. ]27 [ خواهد شدSDS–PAGEهاي پروتئيني در پروفايل
 يك باند پروتئيني به ، فقطدر اين تحقيق OMPsدنبال استخراج 
 كيلودالتون 38-36قرار گرفتن در طيف به  با توجه دست آمد كه 

ها  يعني پورينوسلابري غشاي خارجي هادسته دوم از پروتئينبه 
بروسلا نسبت به بروسلا آبورتوس در  هاپورين .تعلق دارد

هاي ديگر غشاي خارجي  و نسبت به پروتئينبودهبيشتر تنسيس  ملي
بروسلا  يهاپورين. توانايي بيشتري در تحريك سيستم ايمني دارند

 85كه بيش از  مي شوند  كد OMP2b وOMP2aتوسط دو ژن 

 در RopA با پروتئين هاي بروسلاپورين.  دارندتوالي تشابه درصد
و  Rhizobium leguminosarum)(ريزوبيوم لگومينوزاروم 

 (Bartonella henselae)  در بارتونلا هنسلهOMP43پروتئين 

  30-40 به ترتيب(  دارندات زيادياز نظر توالي آمينواسيدي تشابه
 به كار طور كه ذكر شد روش استخراج همان.) درصد38و درصد 

هاي پوريناز   مقدار زيادي جداسازيرفته در اين مطالعه منجر به
 براي اختصاصي شده و به عنوان روشي S99بروسلا آبورتوس 

 .گرددها پيشنهاد مياستخراج و جداسازي اين گروه از پروتئين
دهنده عدم آلودگي نمونه  زايي نشانهمچنين منفي بودن آزمون تب

اي طي ن ديوارهالي ساكاريد و پپتيدوگليك ليپوپمثلبا اجزايي 
 منفي بودن آزمون در نهايت .باشدميOMPs فرآيند استخراج 
استفاده از اين نمونه  ، با تاييد آزمون پيروژنيسميت غير نرمال

 آن در مدل حيواني توليدي-جهت ايمني زايي و كاربرد تحقيقاتي
  .را ممكن مي سازد

  
  نتيجه گيري
 روش استخراج به كار رفته در ،شد بيان طور كه همان

بروسلا هاي اين مطالعه منجر به جداسازي اختصاصي پورين
 براي استخراج و بهينه شدهشده و به عنوان روشي  S99 آبورتوس

 بي همچنين. گرددها پيشنهاد ميجداسازي اين گروه از پروتئين
منفي هاي تخليص شده در روش فوق  با زياني مصرف پروتئين

 عدم آلودگي گربيان  و سميت غير نرمالزاييزمون تب آشدن
 فرآيند  مراحل متعددطيها و عوامل تب زا ناخالصينمونه با 
جهت را استفاده از اين نمونه  و باشدمي OMPs استخراج

-امكان پذير مي در مدل حيواني باليني-قيقاتيح تمطالعات فازهاي

توان پژوهشي ميبدين ترتيب با صنعتي نمودن اين روش . نمايد
هاي   در جهت توليد انبوه اين گروه از پروتئينچشم اندازي مطلوب

 و از داشت غشاي خارجي در امر تحقيقات واكسن بروسلا يهعمد
يا   مونووالانت ودر شكلها به تنهايي  اين گروه از پروتئين

در پيشگيري از بروسلوزيس با ساير اجزاي باكتري، كونژوگه 
  .نمود ي استفادهانساني و يا دام
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