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چکیده
زمینه و هدف: یکي از مشکلات اصلي در بيماري لپتوسپيروزیس، دشواري تشخيص آن است که باعث شده این بيماري به عنوان یک چالش در سلامت انسان و دام مطرح باشد. 
با توجه به مشكلات موجود در آزمون آگلوتيناسيون ميکروسکوپي )MAT( كه روش معمول در تشخيص این عفونت است، تلاش هاي فراوني در جهت طراحي و اجراي روش هاي 
دقيق و سریع تشخيصي انجام شده است. با توجه به این كه پروتئين غشاي خارجي LipL32 مي تواند به عنوان کاندید مناسبي براي مصارف تشخيصي محسوب شوند، در این مطالعه 

قصد بر این است كه این آنتي ژن را كلون و بيان نمایيم.

مواد و روش ها: ابتدا ژن LipL32 بوسيله پرایمرهاي اختصاصي و روش PCR تكثير گردید و سپس در داخل وکتور بياني pQE30 کلون گردید و با استفاده از آزمون هاي كنترلي 
جهت قرار گيري قطعه مربوطه مورد تایيد قرار گرفت. براي بيان پروتئين مورد نظر، پلاسميد نوتركيب ایجاد شده در درون ميزبان مناسب )E.coli M15(، وارد و سپس بيان شد. 

نتايج: پروتئين بيان شده با استفاده از آزمون الكتروفورز SDS-PAGE مورد بررسي قرار گرفت و با تکنيک وسترن بلاتينگ و استفاده از آنتي بادي هاي اختصاصي، تائيد شد.

نتیجه گیري: پروتئين نوترکيب LipL32 با موفقيت در سيستم پروكاریوتي بيان گردید. این پروتئين را مي توان جهت طراحي روش هاي تشخيصي در عفونت هاي ناشي از لپتوسپيرا 
در دام یا انسان مورد استفاده قرار داد.

کلمات کلیدي: لپتوسپیروزيس، پروتئین نوتركیب، آنتی ژن LipL32، كلونینگ، بیان پروتئین.

مقدمه
لپتوسپيروزیس نوعي بيماري مسري و مشترک بين دام و انسان 
ایجاد  لپتوسپيرا  جنس  به  متعلق  اسپيروکت هاي  توسط  که  است 
مي شود )2-1(. سویه هاي بيماري زا، عضو گونه لپتوسپيرا اینتروگانس 
هستند و به سروگروپ هاي متعدد و بيش از 25 سرووار تقسيم بندي 
مي شوند )3(. بيماري لپتوسپيروزیس در انسان توسط تماس مستقيم 
با حيوانات آلوده و یا توسط تماس غيرمستقيم با آب ،خاک مرطوب یا 
سبزیجات آلوده با ادرار حيوانات مبتلا به عفونت مزمن نظير جوندگان، 

سگ ها وحيوانات اهلي منتقل مي گردد )4(.
در  بيشتر  اما  است،  انتشار جهاني  داراي  لپتوسپيروزیس  اگرچه 
بيماري  این   .)3-4( است  روستایي شایع  مناطق  و  گرمسير  مناطق 

داراي شيوع نسبتا گسترده اي نيز در كشورمان مي باشد )5(. 
تشخيص اوليه عفونت لپتوسپيرا در انسان به خاطر شباهت علائم 
و  آنفلوآنزا، تب دانگ، مننژیت  نظير  بيماري هاي تب دار  با دیگر  آن 
هپاتيت بسيار مهم است )4(. بنابراین آزمون هاي تشخيصي آزمایشگاهي 
مناسب و سریع جهت شناسایي موارد باليني براي درمان مناسب و 
مدیریت بيماري و براي تسهيل انجام سریع تحقيقات اپيدمي بيماري 
مورد نياز مي باشند. لپتوسپيروزیس سخت و شدید اگر به طورمناسب 

درمان نشود، ممکن است با مرگ و مير بالائي همراه باشد )2(.

روش استاندارد تشخيصي بيماري، همانند سایر عفونت هاي باکتریال، 
کشت و جداسازي عامل بيماري است. اما از آنجائي که این عمل زمان 
زیادي به طول مي انجامد، لذا تشخيص آزمایشگاهي لپتوسپيروزیس به 

طور عمده بر اساس روش هاي سرولوژیک مي باشد )6(.
آزمون ميکروسکوپي آگلوتيناسيون )MAT ( روش مرجع تشخيصي 
لپتوسپيرا است که براساس وجود آنتي  بادي اختصاصي و سروگروپ 
خاص تشخيص داده مي شود. از آنجا که در10-8 روز اوليه بيماري، 
آنتي  بادي اختصاصي قابل ردیابي نخواهد بود لذا ارزش این روش در 
تشخيص سریع بيماري زیر سوال مي رود )3 و6(. از سایر معایب این 
روش مي توان به استفاده از سویه هاي مختلف لپتوسپيرا به ميزان زیاد 
و به صورت زنده اشاره کرد که براي کارکنان آزمایشگاه با خطر فراواني 
همراه است )6(. بنابراین روش MAT تنها در چند آزمایشگاه رفرانس 
انجام مي شود و سایر روش هاي ایمونولوژیک نظير تست آگلوتيناسيون 
 ،)IFA( غيرمستقيم  ایمونوفلورسانس   ،)MSAT( ماکروسکوپي  لامي 
و اليزا که نيازي به لپتوسپيراي زنده ندارند، بيشتر مورد توجه قرار 
مي گيرند )7-8(. با توجه به این که در اکثر این روش ها از آنتي ژن هاي 
مثبت  نتایج  امکان  لذا  استفاده مي شود،  ارگانيسم  از  استخراج شده 
به همين دليل تلاش هاي  دارد )5(.  بيماري ها وجود  با دیگر  کاذب 

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
* نويسنده مسئول: نوشین سهرابی، گروه زیست شناسي، دانشگاه پيام نور تهران، واحد شهرجدید پردیس، 
 Email: nsohrabi75@yahoo.com                                 02176243138 :تهران، ایران. تلفن

تاریخ دریافت مقاله: 1391/12/15                        تاریخ پذیرش مقاله: 1392/03/26
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فراواني براي طراحي و اجراي آزمون هاي تشخيصي حساس و سریع 
بر پایه آنتي ژن هاي اختصاصي باکتري انجام شده است تا از آن ها براي 

اجراي روش هاي دقيق و سریع تشخيصي استفاده شود.
پروتئين هاي غشاي خارجي لپتوسپيرا )OMP( به ميزان بالائي در 
سطح سلولي باکتري ثابت مانده اند و تغيير نمي کنند و در طي عفونت 
در بدن ميزبان بيان مي شوند )9(. بنابراین در تشخيص سرولوژیک 
لپتوسپيروزیس اهميت ویژه اي دارند. پروتئين هاي غشاء خارجي نظير 
LipL32 ،LipL41 و LipL21 تنها در گونه هاي بيماریزاي لپتوسپيرا 
بيان مي شوند و در بيش از 200 سرووار لپتوسپيرا به طور ثابت مانده اند 

.)10(
 ،)LipL32( در این بين، پروتئين غشاي خارجي 32 کيلو دالتوني
که یکي از OMP هاي شناخته شده است، به عنوان شاخص تشخيص 
سرولوژیکي در تشخيص و جداسازي عفونت لپتوسپيرائي معرفي و به 

کار گرفته شده است )12-11(. 
کد  ژن  نمودن  کلون  و  جداسازي  حاضر،  حال  مطالعه  از  هدف 
یک  در  آن  نوترکيب  پروتئين  بيان  و  لپتوسپيرا  از   LipL32 کننده 
سيستم پروکاریوتي مي باشد تا پروتئين فوق در روش هاي تشخيصي 

مورد استفاده قرار گيرد.

مواد وروش ها
لپتوسپيرا  این پژوهش،  کشت باکتري و استخراج DNA: در 
اینتروگانس سرووار ایکتروهموراژي از بانک ميکروبي آمریکا، از انستيتو 
پاستور ایران تهيه و مورد استفاده قرار گرفت. باکتري در 30 درجه 
-EMJH )Ellinghausen McCullough Joh  سانتي گراد در محيط
 80 توئين  گاوي،  سرم  آلبومين  حاوي   son and Harris medium(m

یافته  رشد  باکتري   DNA سپس  شد.  داده  کشت   )Difco )شرکت 
توسط کيت تجاري )شرکت سيناژن( استخراج گردید.

طراحی پرايمر براي ژن Lip L32 وانجام PCR: براي طراحي 
شد.  استخراج   NCBI ژني  بانک  از  نظر  مورد  ژن هاي  توالي  پرایمر، 
طراحي  سيناژن  شرکت  توسط  پرایمرها  ژن،  توالي  براساس  سپس 
 Bgl II و Hind III گردید. این پرایمرها واجد جایگاه برش آنزیم هاي
بودند. سپس واکنش PCR درحجم نهائي 25 ميکروليتر با استفاده 
از 0/5 ميکرومول از هر پرایمر، 5 ميکروليتر بافر 5x( PCR( واجد 
 pfu DNA آنزیم  واحد   1/5 ،dNTP از هر  ميلي مول   0/2،  MgSO4

پليمراز و 200 نانوگرم از DNA الگو انجام شد.
درجه  در 94  دقيقه  به مدت 5  اوليه  دناتوراسيون  PCR شامل 
سانتيگراد، دناتوراسيون ثانویه براي 45 ثانيه در 94 درجه سانتيگراد، 
اتصال پرایمر 45 ثانيه در 60 درجه سانتي گراد، گسترش DNA به 
مدت 1 دقيقه در 72 درجه سانتيگراد براي 35 چرخه وگسترش نهائي 
15 دقيقه در 72 درجه سانتي گراد انجام گرفت. پس از انجام واکنش، 
تکثير محصول مورد نظر از طریق الکتروفورز در ژل آگاروز 1% و رنگ 
آميزي با اتيدیوم بروماید و مشاهده زیر نور uv آشکار و سپس محصول 

با استفاده از سایز مارکر ارزیابي شدند.
کلون سازي: ژن LipL32 پس از برش با آنزیم هاي محدودالاثر  
 pQE30 ليگاز در پلاسميد T4 به وسيله آنزیم ،Bgl II و Hind III
کلون شد. پلاسميدهاي نوترکيب حاصل به روش شوک حرارتي به 

درون باکتري صلاحيت دارشده Ecoli M15، به عنوان ميزبان بياني، 
منتقل شدند. 

و  آمپي سيلين  به  مقاومت  ژن  داراي  فوق  پلاسميد  که  آنجا  از 
کانامایسين است، لذا جهت اطمينان از ورود پلاسميد نوترکيب، باکتري 
 50 ml /gµ 70 آمپي سيلين و ml /gµ حاوي LB داخل محيط کشت
کانامایسين کشت داده شده و ظهور کلني ها پس از یک شب در محيط 

کشت نشانه حضور پلاسميد در باکتري است.
ژن(  سينا  )شرکت  تجاري  کيت  توسط  نوترکيب  پلاسميدهاي 
استخراج و با استفاده از هضم آنزیمي و واکنش PCR براي حضور ژن 
مورد نظر بررسي گردیدند. توالي اسيدهاي نوکلئيک ژن مذکور نيز تعيين 

و با اطلاعات موجود در GenBank مقایسه شد.
بیان، تخلیص و تائید پروتئین: براي بيان پروتئين نوترکيب، 
0/5 ميلي ليتر از کشت شبانه باکتري واجد پلاسميد نوترکيب را در 
 50 ml/gµ 50 آمپي سيلين و ml /gµجدید حاوي LB محيط کشت
کانامایسين کشت داده شد و پس از 2 ساعت انکوباسيون در دماي 
37 درجه سانتي گراد و هوادهي با دور 250، جذب نوري محيط کشت 
در طول موج 600 نانومتر به حدود 0/6 رسيد. بيان پروتئين در این 
IPTG (Isopropyl β-D-1- از  ميلي ليتر   0/1 نمودن  اضافه  با  زمان 
بيان،  ميزان  گردید.  القا  ميلي مولار  یک   ،)thiogalactopyranoside(e

 SDS-PAGE هر یک ساعت پس از القا تا 4 ساعت متوالي با روش
مورد بررسي قرار گرفت. براي این عمل ژل پلي آکریل اميد جداکننده 
12/5% مورد استفاده قرار گرفت كه در نهایت به وسيله روش كوماسي 

بلو رنگ آميزي شد. 
با توجه به این که قطعه ژني کلون شده در ناحيه انتهائي آميني 
خود داراي توالي HIS-tag× ا6 است، پروتئين بيان شده LipL32 که 
همراه با His-tag مي باشد، بوسيله کروماتوگرافي تمایلي و با استفاده 
از ستون داراي رزین نيکل )+Ni2( تخليص گردید. پروتئين نوترکيب 
تخليص شده در واکنش با آنتي بادي منوکلونال Anti-histidin توسط 

ایمونوبلاتينگ )وسترن بلات( مورد بررسي قرار گرفت.

نتايج
لپتوسپيرا  یافته  رشد  کلني هاي  از   DNA استخراج  از  پس 
از  استفاده  با   PCR واکنش  ایکتروهمورازي،  واریته  اینتروگانس 
پرایمرهاي اختصاصي بر روي ژن LipL32 انجام گرفت. باند مربوط به 
ژن تکثير شده بر روي ژل آگاروز 1% مشاهده و اندازه آن كه شامل 
778 جفت باز بود، از طریق مقایسه با ماركر مولكولي استاندارد تائيد 
شد )شکل 1(. توالي اسيدنوكلئيك ژن كلون شده با توالي هاي ثبت 
شده در بانک ژن مورد مقایسه قرار گرفت و بيشترین ميزان مشابهت 
)98%( با توالي ثبت شده به شماره AY423075 مشاهده شد )نتایج 

نشان داده نشده است(.
بيان پروتئين در باکتري هاي تحریک شده با IPTG یک ميلي مولار 
تا 4 ساعت بعد از القاء ردیابي وپروتئين در حدود وزني پيش بيني شده 
القا  جهت  مناسب  زمان   .)2 )شکل  شد  مشاهده  کيلودالتون(،   32(

توسط IPTG براي بالاترین ميزان بيان پروتئين، 2 ساعت بود.
با  و  تمایلي  به روش كروماتوگرافي  ایجاد شده  نوتركيب  پروتئين 
خلوص بالایي تخليص شد )شکل 3( و بوسيله آنتي  بادي عليه His-tag در 
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مجاورت كنترل منفي و با روش وسترن بلات تائيد گردید )شکل 4(. 

بحث و نتیجه گیري 
لپتوسپيروزیس یک بيماري عفوني مشترک بين دام و انسان است 
به وفور گزارش  به ویژه در مناطق روستایي  نيز  ایران  که در کشور 
سریع  تشخيص  لپتوسپيروزیس،  کنترل  جهت   .)5( است  گردیده 
بيماري  کنترل  در  برنامه ها  مهمترین  از  واکسيناسيون  و  حيوانات 
کنترل  به  وابسته  انساني  لپتوسپيروزیس  از  جلوگيري  لذا  هستند. 

بيماري در حيوانات است )3(.
باشند  اختصاصي  بایستي  تنها  نه  تشخيصي  روش هاي  بنابراین، 
بلکه باید بتوانند در زمان اندکي جهت مصرف آنتي بيوتيک و درمان 
مورد  آزمون هاي تشخيصي  اغلب  را تشخيص دهند.  بيماري  سریع، 
معایبي  داراي  هرکدام  که  هستند  ایمونولوژیکي  روش هاي  استفاده، 
هستند )6(. در بسياري از موارد، واکنش هاي مثبت کاذب در نمونه هاي 
بيماران مبتلا به دیگر بيماري ها نظير هپاتيت، سيفليس، تب دانگ، 
عفونت با ویروس هاي سيتومگالوویروس، اپشتين بار ویروس مشاهده 
گردیده است )6(. به همين دليل جهت ایجاد روش اختصاصي تر براي 
مرحله  آنتي ژن ها  تخليص  لپتوسپيروزیس،  آزمایشگاهي  تشخيص 
غشاء  پروتئين هاي  است.  تشخيصي  روش هاي  طراحي  در  كليدي 

شکل 1  الكتروفورز محصول PCR برروي ژل آگاروز یک درصد
ستون1 مارکر وزن ملکولي، ستون 2و 3: قطعات تكثير شده ژن LipL32 با پرایمرهاي 

اختصاصي )778 جفت باز(

شكل2  الكتروفورز ليز سلول باکتریایي واجد پلاسميد نوترکيب pQE30-LipL32 و 
ارزیابي بيان پروتئين نوترکيب LipL32 بر روي ژل SDS- PAGE %12/5: در قبل از القا 

IPTG ستون 1( و یك و دو ساعت یعد از القا )ستون 2و 3( با(
 SDS-PAGE ستون:1 مارکر مخصوص

شکل33  ارزیابي تخليص پروتئين rLipL32 بوسيله SDS- PAGE. تخليص پروتئين در 
ستون هاي مختلف 1و 2 و 3 بعد از تخليص 
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خارجي لپتوسپيرا به جهت موقعيت خاص آن ها در سطح سلول، به 
سهولت در دسترس سيستم ایمني قرارمي گيرند و به همين دليل به 
طور گسترده به عنوان آنتي ژن هاي ایمني زا و محافظتي شناسائي شده 
اند )8(. بنابراین در توليد روش هاي تشخيصي و واکسن ها مي توانند 
شامل  پروتئين ها  این   .)13 و   9( باشند  سودمندي  آنتي ژن هاي 

LipL48,LipL41,LipL36,LipL32 و همچنين پروتئين هاي دیگري 
با وزن مولکولي کمتر مي باشند )8(.

خارجي  غشاء  آنتي ژن هاي  از  یکي  عنوان  به   LipL32 پروتئين 
لپتوسپيرا است که ساختار آن به ميزان زیادي در انواع بيماري زا ثابت 
مانده و مشخص گردیده است که درتوبول هاي پروگزیمال حيوانات 
آلوده، خصوصا در فاز حاد و مزمن بيماري به ميزان بالائي بيان مي شود 
)12( و به همين دليل مي تواند در آزمون هاي تشخيصي مورد استفاده 
قرار گيرد )14(. تهيه این پروتئين از پيكره باكتري لپتوسپيرا نياز به 
کشت انبوه باكتري و جداسازي و تخليص پروتئين دارد که كل این 
فرایند بسيار دشوار و خطرآفرین است. علاوه بر آن، ميزان پروتئين 
بدست آمده معمولا در حد قابل توجه و به صرفه نمي باشد. به همين 
دليل روش هاي نوتركيب براي توليد این پروتئين مورد استفاده قرار 
گرفته است تا ميزان زیادي از این پروتئين در شرایط آزمایشگاهي 
آميز  نشان دهنده موفقيت  نيز  توليد شود. مطالعات متعدد گذشته 
بودن بيان پروتئين فوق از سویه هاي مختلف لپتوسپيرا، در سيستم هاي 
پروكاریوت بوده اند )15-18(. البته یكي از معضلات توليد انبوه این 
 E. coli باكتري هاي براي  آن  توكسيك  نوتركيب، خاصيت  پروتئين 

ميزبان است كه باعث ایجاد محدودیت هایي خواهد شد )19(.
كه  است  استفاده شده   pQE30 بياني  وكتور  از  مطالعه،  این  در 
ضمن کار آمدي و سازگاري بالا با ژن كلون شده، داراي شرایط بياني 
و بازدهي قابل قبولي است و ضمن دارا بودن توالي his-taq مي تواند 

شرایط تخليص را هم بسيار تسهيل نماید. 
با توجه به موارد فوق، نتایج بدست آمده در این تحقيق نشان مي دهد 
كه پروتئين نوتركيب LipL32 لپتوسپيرا با موفقيت توليد و تخليص شده 
است كه صحت نتایج نيز در موارد متعدد با استفاده از روش هاي مناسب 

از جمله الكتروفورز و وسترن بلات تایيد گردیده است. 
پروتئين نوتركيب بدست آمده در این تحقيق مي تواند براي مقاصد 
تشخيصي، كه در مطالعات متعددي بر آن تاكيد شده است )20(، مورد 
استفاده قرار گيرد. لازم به ذكر است كه براي این منظور شرایط بيان و 

تخليص براي حجم هاي بالاتر باید بهينه و اصلاح گردد.

شکل4 بررسي وسترن بلاتينگ پروتئين هاي تخليص شده rLipL32 با اگارز Ni-NTA بصورت 
.)His-taq( در مقابل آنتي بادي اختصاصي بر عليه توالي پلي هيستيدین Denaturing
ستون 1: نمونه تخليص شده پروتئين نوتركيب rLipL32، ستون2: كنترل منفي
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Abstract
Background & Objective: Leptospirosis as an important emerging infectious zoonotic disease caused by spirochetes of the 
genus Leptospira. Given the low sensitivity and long duration of its culture, the diagnosis of leptospirosis is mainly based on 
serological methods. The microscopic agglutination test )MAT( is considered as the reference method. Because of the complex-
ity of the MAT, there is an urgent need for the development of new reliable and rapid screening tests for leptospirosis. Major 
leptospiral outer membrane proteins )OMPs(, present only in pathologic strains, could be regarded as a good candidate for 
diagnostic studies. Here we report the cloning and expression of LipL32, as a prominent immunogenic protein, in a prokaryotic 
system.

Materials and Methods: After the amplification of LipL32 gene, it was cloned into the pQE30 vector. The insertion of LipL32 
gene into the vector was screened and confirmed with restriction analysis and sequencing. The recombinant plasmid was trans-
formed into E. coli M15 strain, and the expressed protein was identified by SDS-PAGE and western blotting. This recombinant 
protein with 6× His-tagged sequence was purified using Ni-NTA affinity column chromatography.

Results: The results revealed that the selected gene was successfully cloned in pQE30 vector and recombinant protein )rLipL32( 
of approximately ~32 kDa was produced, purified and confirmed by western blotting.

Conclusion: This recombinant protein could be potentially used for the development of serodiagnosis tests for the diagnosis of 
leptospirosis in humans and animals.
  
Keywords: Leptospirosis; Recombinant protein; Cloning; LipL32; Protein expression
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