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Background: The aim of this study was to employ gene knockout 
technique in Brucella melitensis Rev1 to attain the attenuated mutant 
strain. Therefore, we deleted the perosamine synthetase encoding 
gene (per), one of the LPS O-chain coding genes, by homologous 

recombination.     

Materials and Methods: Homologous recombination was performed 
using a suicide vector containing deletion cassette, which comprised 

kanamycin resistance sequence (kanR) flanking with the per upstream 

and downstream sequences. Deletion cassette was constructed by 

PCR reactions using specific primers, and cloned into 

pBluescriptIISK(-) to construct suicide vector. The suicide vector 

was transformed into Brucella by electroporation.  

Results: The results were confirmed deletion cassette and suicide 
vector construction. After mutant strain selection, deletion of the per 
gene was confirmed by PCR using specific primers, and sequencing. 

Also, loss of the per gene function was confirmed by comparison of 
RT-PCR products from wild type and mutant strain. 

Conclusion: The mutant Brucella had deficiency in its LPS O-chain 

structure, so in addition to reduce error in diagnostic tests to discrim-

inate between vaccinated and infected animal, it can to characterize 

as a candidate vaccine with later immunological tests.     

Key words: brucella melitensis Rev1, gene deletion, perosamine syn-

thetase, suicide vector  
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ري             مقدمه: اکت در ب ی  حذف ژن م  جا عه، ان ن مطال ي ز ا سلاهدف ا رو به   Rev1  ملی تنسیس   ب

منظور دستیابی به يک سويه تضعیف شده، بود. بدين منظور تلاش گرديد تا ژن کدکننده آنزيم                        
ديواره باکتري، از    LPS از  Oهاي درگیر در تشکیل ساختار زنجیره   ، يکی از ژن (per)پروزامین سنتتاز 

 طريق انجام نوترکیبی همساخت حذف گردد. 

حذف             ها:  مواد و روش   ت  س حامل کا شی  خودک ور  ز وکت ده ا ستفا ا ا ت ب خ سا ی هم رکیب ت و ن

هاي   بهمراه ترادف (  Rkan)بیوتیکی کانامايسین     که شامل ترادف نوکلئوتیدي کدکننده مقاومت آنتی        
 در طرفین آن بود، صورت گرفت. کاست حذف با انجام واکنشهاي              perبالادست و پايین دست ژن       

PCR  اي با استفاده از پرايمرهاي اختصاصی ساخته شده و به منظور ساخت وکتور                      سه مرحله
کلون گرديد. انتقال وکتور خودکشی بدرون باکتري با          (-)pBluescriptIISKخودکشی، درون وکتور    

 روش الکتروپوريشن صورت گرفت.

ه              ها:    يافته رد. ب د ک يی أ ت را  شی  خودک ور  حذف و وکت ت  س ت کا خ سا صل، صحت  حا ج  ي ا نت

با استفاده از پرايمرهاي     PCR هاي  با انجام واکنش    perدنبال انتخاب سويه جهش يافته، حذف ژن         
اختصاصی و تعیین توالی قطعه تکثیر يافته، مورد تأيید قرار گرفت. همچنین با مقايسه محصول                      

هاي والد و جهش يافته، عدم بیان         انجام يافته با پرايمرهاي اختصاصی از سويه         RT-PCR واکنشهاي
 مورد تأيید قرار گرفت. پروزامین سنتتازآنزيم 

ر  گیري: بحث و نتیجه ا خت سا ص در  راي نق دا ه  افت ي ش  سويه جه حاصل يک   LPSسويه 

هاي   خود بوده که علاوه بر کاهش خطا در تمايز ما بین حیوان واکسینه شده و حیوان آلوده در تست                     

هاي ايمنولوژيکی بعنوان يک سويه کانديد واکسن مورد بررسی قرار             تواند با انجام تست     تشخیصی، می 

 بگیرد.   

سلاملیها:  کلید واژه رو   پروزامین سنتتاز، حذف ژنی، وکتور خودکشی، Rev1تنسیس  ب
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شود و تقريباا در اکثر نقا  دنیا دي ده                                                       )ت  مالت( خوانده می                                 2بروسلوز       
ه ا، ع وام ل و                                  شود. باکتري بروسلا برخلاف ساير ارگان ی س م                                                  می  

فاکتورهاي تهاجمی مانن د ک   س ول، ف لاژل، اگ زوت وکس ی ن،                                                                                          
ها و ساير عوامل تهاجمی را ن دارد. ل ی ک ن داش ت ن                                                                                         سیتولیزين         

 مقدمه     
ب اش د ک ه                        می    7هاي گروه آلفا پروتئو باکتريا                                بروسلا يکی از باکتري                         

رود و از حیوان به انسان                           يک عامل عفونی در پستانداران به شمار می                                      
بیماري ناشی از باکتري بروسلا تحت ع ن وان                                                               گردد.           نیز منتقل می                

  Brucellosis:2Proteobacteria, -α :1 
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خصوصیات مهم ديگري باع  شده است که اين باکتري بتوان د در                                                                         
 . بروسلا مکانیسم مر                           7و   2درون میزبان باقی بماند و تکثیر کند                                                      

کند و بدون اينکه تداخلی در فرآيند میتوزي سلول                                                         سلولی را مهار می                      
 . اي ن                   9ي اب د                        میزبان ايجاد کند، همانندسازي کرده و تکثیر م ی                                                             

هاي فاگوسیت اختصاصی و   یر اخ ت ص اص ی                                                                باکتري درون سلول                    
ماند و در درون اجزايی که شباهت به شبکه آندوپلاسم ی                                                                 مخفی می         

يابد. بافت تروفوبلاست جفت بعنوان م ی زب ان دوم                                                                           دارد تکثیر می                 
آيد. باکتري در داخل ماکروفاژ در اجزاي ی ب ه                                                           باکتري به حساب می                       

  7يابد. فاگوزوم تکثیري                              ماند و تکثیر می                         نام فاگوزوم تکثیري باقی می                                  
در حقیقت از تعامل بین واکو ل حاوي بروسلا و شبکه آندوپلاسم ی                                                                   

 . با وجود باقی ماندن باکت ري                                       1-1گردد                ماکروفاژ میزبان ايجاد می                              
در داخل فاگوزوم، اين باکتري در آن محی  در معر  فقر و کمب ود                                                                   

 .      3-77ک ن د                       گیرد و تحمل می                        مواد  ذايی طولانی مدت قرار می                                      
اي را به اي ن ب اک ت ري                                                 بروسلا خصوصیات ويژه                          2ساکاريد           لی وپلی       
بروسلا فعالیت بیولوژيک ک م ت ري                                                LPSدهد. به عنوان مثال،                                   می  

هاي کشندگی داخل س ل ول ی را                                                   کند و بنابراين مکانیسم                                ايجاد می          
S)       9از نو  صاف            LPS . در بروسلا وجود                  72-71کند         تحريک نمی           

-LPS                                                          باع  حفا ت باکتري در برابر کشته شدن و از بین رفتن به )
  LPSگردد. همچنین ت ع ام ل ب ی ن                                                         واسطه سیستم کم لمان می                            

هاي موجود در سط  ماکروفاژ از اتص ال ف اگ وزوم                                                             باکتري با  ربی                  
ک ن د. در                         حاوي بروسلا به لیزوزوم در داخل ماکروفاژ جلوگیري می                                                                 

باکتري بروسلا نقش مهمی در                                      S-LPSرسد که                حقیقت به نظر می                     
ک ن د.                شرو  تشکیل و باقی ماندن فاگوزوم حاوي بروسلا، ايفا م ی                                                                      

در باکتري بروس لا ب اع                                             S-LPSهمچنین  ابت شده است که                                  
گردد و اين مکانیسم باع                            تعديل و کاهش فعالیت سیستم ايمنی می                                      

شود که باکتري بتواند مدت زمان طولانی در درون م اک روف اژ                                                                                       می  
 . در مطالعات مختلف نشان داده ش ده                                                  71و    7میزبان باقی بماند                       

LPS       (O-PS   )از              Oهاي مختلفی در سنتز آنتی ژن                                            است که ژن             
در        O-PSهاي سنتز کننده                          در باکتري بروسلا نقش دارند و اين ژن                                                

خ وان ده                   wbkاند که به نام ن اح ی ه                                          يک ناحیه مجزا تجم  يافته                            
ب اش د                می      perها، ژن             . از جمله اين ژن                     71الف(            -7شود )شکل                می  

کند که باع   س ن ت ز                                      را کد می          1که آنزيمی به نام پروزامین سنتتاز                                          
)آنت ی                Oگردد که در ساختار زنجیره                              مانوز می          -     GDPپروزامین از               

ه اي             . ج ه ش در ژن                                  71نقش دارد                        LPS( از ساختان             Oژن      
(   LPS-R)       1منجر به تولید سويه خشن بروس لا                                             Oکدکننده زنجیره                    

زاي ی،              هاي جهش يافته علاوه بر کاهش بیم اري                                                گردد. اين نمونه                         می  
ب ادي               کنن د و ب ا آن ت ی                                        نمی     O-PSبادي  د           در واق  تولید آنتی                    

دهند، لذا اين قسمت کانديد                             نیز واکنش نشان نمی                    O-PSاختصاصی           
 . در اي ن                      71-22باشد            مناسبی جهت تولید باکتري  عیف شده می                                         
بر اس اس ن وت رک ی ب ی                                           مطالعه، ما تلاش به انجام نا  اوت ژنی                                                 

، در باکتري بروسلا م ل ی                                       1با استفاده از وکتور خودکشی                                      1همساخت      
بمنظور تولید سويه جهش يافته  عیف ش ده                                                       1Revسويه            3تنسیس     

هاي درگیر در                  را که يکی از ژن                 perداشتیم. براي اين منظور، ما ژن                                             
باش د، ه دف                         ديواره باکتري می                         LPSاز      Oتشکیل ساختار زنجیره                           

 قرار داديم.               

 ها      مواد و روش          

 هاي باکتريايی و  راي  ک ت                             سويه    
از داروخانه اداره                              Rev1باکتري بروسلا ملی تنسیس سويه واکسن                                           

هاي کش ت م اي                                     در محی               Rev1دام زشکی تهیه شد. باکتري                                
TSB          و جامدTSA   (Fluka                        کشت داده شد. کشت )TSB              با دوز

  Co91ساع ت در دم اي                                  12- 3بمدت          1Revمناس  از سويه                 
  Co91روز تحت دماي                    1- بمدت        TSAهاي         صورت گرفت. پلیت                     

در      F 1 TOP  قرار گرفتند. باکتري اشريشیا کلی                                   2CO  1و فشار        
و         Co91( تحت دماي              Fluka)       LBهاي کشت ماي  و جامد                                   محی     
ه اي            ساعت کشت داده شد. مواد شیمیايی و آنتی بیوتیک                                                                   7بمدت        

هاي کشت ا افه شدن د:                            هاي نهايی زير به محی                          موردنظر در  لظت                   
)     g ml11 (، آم  ی س ی ل ی ن                                        Roche)   g ml91 کانامايسین              

 

 و )ب( کاست حذف O-PSدر اپرون  per)الف( تصوير شماتیک از موقعیت ژن  :1 کل 

, Gene knockout
: 6, LPS-Rough

: 5, Perosamine synthetase
: 4, LPS-Smooth

: 3, lipopolysaccharide (LPS): 2Replicative phagosome,  :1 
  Brucella melitensis: 9Suicide vector, 

: 8, Homologous recombination
: 7
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Roche    ،)IPTG   g ml91   (Roche           و ) -Gal     g ml91     (
Roche                  .) 

     RNAو     DNAهاي       است را  مولکول              
ه اي            ژنومی و پلاسمیدي با استفاده از ک ی ت                                             DNAهاي           مولکول      

تجاري و با دستورالعمل ارا ه شده بوس یل ه ش رک ت س ازن ده )                                                                                              
Bioneer                          هاي         ( استخرا  شدند. مولکولRNA                               کل س ل ول ی ب ا

و با دستورالعمل ارا ه شده                                    Gene ETاستفاده از کیت تخلیص                              
  ه اي            ( استخرا  شد. ن م ون ه                                Fermentasبوسیله شرکت سازنده )                            

RNA                                             استخرا  شده بمنظور حذف آلودگیDNA                      91، ب م دت  

( تیمار           Fermentas)       DNaseIبا آنزيم            Co91دقیقه تحت دماي                      
ط ب ق           RNA    ه اي              سازي آنزيم، تصفیه نمونه                         شد. بعد از  یرفعال                    

دستورالعمل کیت صورت گرفت. صحت ان دازه و ک ام ل ب ودن                                                                                      
کل با استفاده از ژل الکتروف ورز   ک ش د.                                                          RNAهاي         مولکول      
استخرا  ش ده، ب ا اس ت ف اده از                                                             RNAو         DNAهاي           مولکول      

اس کتروفتومتر تعیین  لظت گرديده و تا زمان استفاده بترتی   در                                                                                    
 درجه سانتیگراد نگهداري شدند.                                11و     21دماهاي منهاي              

 طرا ی و سا ت کاست  ذ                              

هاي موجود در بانک ژن ی ب راي                                          با استفاده از ترادف                             7کاست حذف          
،   Rev1)ت وال ی ژن وم                                      perدس ت ژن                       بالادست و پ اي ی ن                             

E      1                                                                             و ترادف نوکلئوتی دي ک دک ن ن ده م ق اوم ت )
(         ،       pET  aبیوتیکی کانامايسین )توالی وکتور                                                 آنتی    

س ه             PCRطراحی شد. ساخت کاست حذف ب ر اس اس روش                                                                   
)     pET  aو وکتور بیان ی                        Rev1اي، از روي ژنوم سويه                          مرحله     

Fermentas                                                         بعنوان الگو و با استفاده از پرايمرهاي اختصاصی و )
 .    29( صورت گرفت                   Roche)   Pfu DNA polymeraseآنزيم         

و آن ال ی ز                         هاي فو  صورت گرفت                           طراحی پرايمرها براساس ترادف                                 
 Gene Runner       (Hastingsپرايمرها به وس یل ه ب رن ام ه                                                       

Software, Inc.     )           .در اين روش دو پرايمر خارجی و دو                                   انجام شد
اي        (. پرايمرهاي داخلی به گون ه                                         7پرايمر داخلی طراحی شد )جدول                                         

( با نواحی نوکلئوتیدي در                                      9    طراحی شدند که از يک طرف )انتهاي                                             
تشابه توالی داشتند و از ط رف                                              perبالا دست و پا ین دست ژن                            

( با توالی دو انتهاي ژن مقاومت به آنتی بی وت ی ک                                                                            1    ديگر )انتهاي                
س ه             PCRکانامايسین تشابه توالی داشتند. بدين ترتی  با انجام                                                                        

کاست حذف بنحوي سنتز شد که در آن ژن مقاومت ب ه                                                             اي          مرحله     

 

 

 تصوير شماتیک وکتور خودکشی: 2 کل 

 

 

براي تکثیر   Rev1ژنومی سويه  DNAبر روي  PCRهاي  واکنشاي. )الف(  سه مرحله PCRساخت کاست حذف بر اساس روش  :3 کل  

و   1kb DNA ladder،  1(، ستون   bp111)  3SPRو    F1پرايمرهاي  ، تکثیر با    1تا    7هاي    : ستون per  دست    هاي بالادست و پايین     ترادف
بر روي مجموعه محصول تکثیر شده در مرحله قبل و              PCR. )ب( واکنش    R1 (bp111)با    3SPFپرايمرهاي  ، تکثیر با    3تا     هاي    ستون
 R1 (bp7121  .)و  F1پرايمرهاي ، تکثیر با 1تا  2هاي  ستونو   7،1kb DNA ladderستون  براي سنتز کاست حذف: kanترادف 

 Deletion cassette :1 
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کانامايسین ما بین نواحی نوکلئوتیدي همولو  بالا دست و پ ا  ی ن                                                                              
در        bp1 1    در طرف ب الادس ت و                                    bp11 )   دست ژن مورد نظر                         
 ب(.         -7تعبیه شده بود )شکل                      طرف پايین دست(              

 سا ت وکتور  ودک ی و انجا  نوترکی ی همسا ت                                         
ساخت وکتور خودکشی، انجام نوترکیبی همساخت و تأيی د س وي ه                                                                                  

هاي مولکولی ارا ه ش ده در م ق الات                                                           جهش يافته بر اساس روش                             
 . وکتور خودکشی از طريق ب رش                                    71،21-91موجود صورت گرفت                     

( ب وس یل ه آن زي م                                     Fermentas)   (-)pBluescriptIISKوکتور         
EcoRV       (Fermentas            و الحا )قطعه کاست حذف درون وکتور                            7

-pBluescriptSKبرش يافته، ساخته شد و ت ح ت ع ن وان                                                                   

per kan                    (. وکتور خ ودکش ی از ط ري ق                                                 2نامگذاري شد )شکل
هاي مس ت ع د                        انتقال يافت. تهیه سلول                          1Revدرون        2الکتروپوريشن            

الکتروکام تنت و انجام الکتروپوريشن طبق دستورالع م ل ش رک ت                                                                                  
  g 71( صورت گرفت. بدين منظور                                 Eppendorfسازنده دستگاه )                     

(   cells ml   71  7هاي مستعد )             از سلول         l 11از وکتور خودکشی با                      
مخلو  شده و داخل کووت سرد انتقال يافت. الکتروپوريشن با ولت اژ                                                                                       

( ص ورت گ رف ت.                             Eppendorf)   9در دستگاه مولتی پوريتور                         2111
درون            TSBاز محی                    ml7    بلافاصله بعد از انجام الکتروپوريشن،                                              

   کووت ا افه شده و پس از انتقال درون میکروتیو  استريل بمدت                                                              
قرار گرفت. س س مقادير مشخصی از محی                                                        Co91ساعت در دماي                    
کانامايسین ان ت ق ال                                  g ml91 حاوي        TSAهاي           فو  روي پلیت                
  ق رار                 2CO    1و فشار              Co91روز تحت دماي                1- يافته و بمدت                  

  DNAهاي رشد يافته انتخ اب و                                             گرفت. در ادامه تعدادي از کلنی                                         
ه اي            از ژنوم س وي ه                        perژنومی آنها استخرا  شد. حذف شدن ژن                                                   

از روي ژنوم است خ را                              PCRهاي         يافته بوسیله انجام واکنش                            جهش   
 Taqشده بعنوان الگو و با استفاده از پرايمرهاي اختصاصی و آنزيم                                                                                 

DNA polymerase       (Fermentas                                       تأيید شد. پرايمرها ب راي ،)
هاي والد، جهش يافته اختصاصی و ج ه ش                                                             تشخیص مابین سويه                    

 (.                        7يافته  یراختصاصی طراحی شدند )جدول                                   

 RT-PCRانجا  واکن              
وجود بیان يا عدم بیان آنزيم پروزامین سنتتاز در سويه جهش يافته با                                                                    

با استفاده از پرايمرهاي اخ ت ص اص ی                                                             RT-PCR    انجام واکنش             

با استفاده از پرايمرهاي خار  و داخ ل ک اس ت       PCRواکنش  ) (     
، تکثیر با 1تا  2هاي   ، ستون1kb DNA ladder، 7حذف: ستون    
، 9و      2يافته )ستون      هاي جهش  از سويه RKو    UpFپرايمرهاي  

bp711  ت ا     1هاي  ستون(، و عدم تکثیر ،1( و از سويه والد )ستون
هاي جهش ي اف ت ه        از سويه DnRو   FKپرايمرهاي ، تکثیر با 1

  (.   عدم تکثیر ،1( و از سويه والد )ستون bp111،  و  1)ستون 

يافت ه ب وس یل ه         هاي جهش  در سويه   perبررسی حذف     : 4 کل  

PCR . الف( واکنش(PCR  پرايمرهاي باFK1  وR  :    7ستون ،
1kb DNA ladder1تا  2هاي  ، ستون ،PCR     ه اي    در س وي ه

. در سويه والد )عدم تکثیر(   PCR، 1( و ستون  bp911)   يافته  جهش
 1kb،   7س ت ون        :  Rو   Fپرايمرهاي با  PCRواکنش  )ب(    

DNA ladder 1ت ا       2هاي   ، ستون   ،PCR       ه اي    در س وي ه
(.  bp7219) در سويه والد    PCR، 1( و ستون  bp331) يافته  جهش

 Multiporator: 3Electroporation, : 2Ligation,  :1 

 نیا و همکاران سعیدي
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صورت گرفت. بدين منظ ور، ب دن ب ال                                                           perطراحی شده از ترادف                            
ژنومی از آن، ان ج ام                                      DNAکل سلولی و حذف                            RNAاستخرا            

M TMRevertAid-رونوشت برداري معکوس بوسیل ه آن زي م                                                         

MuLV Reverse Transcriptase       (Fermentas                      و ب  ا )
( صورت گرف ت.                 Fermentasاستفاده از پرايمرهاي رندوم هگزامر )                                     

 Taq DNAتکثیر محص ول اي ن م رحل ه ب وس یل ه آن زي م                                                                               

polymerase                                                  و با استفاده از پرايمرهاي اختصاصی طراحی شده از
  (.        7صورت گرفت )جدول                   perترادف       

 ها  يافته     

 سا ت کاست  ذ  و وکتور  ودک ی                            
ب ی وت ی ک                        ترادف کدکننده ژن مقاوم ت ب ه آن ت ی                                                         بمنظور تکثیر                  

ب ه             kan    کانامايسین و تهیه کاست حذف حامل ترادف کدکنن ده                                                                    
در         bp11 در دو ط رف آن )                                 perهاي طرفین ژن                      همراه ترادف             

س ه             PCRدر طرف پاي ی ن دس ت(،                                               bp1 1طرف بالادست و                    
با      PCR(. ابتدا همزمان دو واکنش                          9اي صورت گرفت )شکل                     مرحله     

ب ر             R1با          3SPFو     3SPRبا          F1    جفت پرايمرهاي                   استفاده از                
  Rev1ژنومی باکتري بروسلا ملی تنسیس س وي ه                                                             DNAروي       

قطعات مورد ان ت ظ ار                                جداگانه صورت گرفت و                                 بصورت         بعنوان الگو،              
bp111         ( براي          1تا      7هاي         )ستونPCR1     وbp111         هاي         )ستون   
. قطعات ح اص ل در                             (   الف   -9شکل     )       حاصل شد          PCR( براي        3تا      

  22و             21اي            خود بترتی  داراي ت رادف ت ک رش ت ه                                                    9 انتهاي      
سوم عمل           PCR  بودند که بعنوان پرايمر براي واکنش                                   نوکلئوتیدي              

و         F1جفت پراي م ر                      سوم با استفاده از                      PCRکردند. واکنش                    می  
R1                                    هاي           بر روي مخلو  محصول واکنشPCR1         وPCR          و

ب ع ن وان                   pET  aپلاسمید )+(                  بر روي                PCRمحصول واکنش                 
ت ا         2هاي         )ستون         bp7121قطعه مورد انتظار                        صورت گرفت و                   ،     الگو    
. در            (   ب -9شکل         )   بود       کاست حذف              ( حاصل شد که همان قطعه                                      1

pBluescriptIISKادامه، وکتور خودکشی از طريق برش وکتور                                                     

و داخل سازي قطعه ک اس ت ح ذف                                              EcoRVبوسیله آنزيم                  (-)
درون وکتور برش يافته، ساخته شد و با انجام آنالیزهاي آنزيم ی و                                                                                     
تعیین توالی قطعه کلون شده مورد تأيید قرار گرفت )نت اي ج ارا  ه                                                                                              

 نشده است(.                  

 هاي  ه  يافته                   در سويه         perبررسی  ذ            
،    Revه اي                بدنبال الکتروپوريشن وکتور خودکشی درون سل ول                                                       

هاي رشد يافته بر روي محی  حاوي کانام ايس ی ن                                                                    تعدادي از کلنی                  
ژنومی آنها استخرا  و به منظور تأي ی د ان ج ام                                                                           DNAانتخاب و              

بجاي        7در قال  خوانش صحی                     kanنوترکیبی و داخل شدن ترادف                           
  PCRه اي                در درون ژنوم سويه جهش يافته، واکنش                                              perترادف         

ب ا اس ت ف اده از                                       PCRواکن ش              ،     ابتدا     (.      1صورت گرفت )شکل                        
از روي               11نوکلئوتیدي            در موقعیت           )   FK1پرايمرهاي اختصاصی                     
پ اي ی ن                    11نوکلئوتیدي              در موقعیت               )        R( و           kanترادف کدکننده                   

 

 تولید سويه جهش يافته از باکتري بروسلا ملی تنسیس 

 

 DNAبر روي     PCRواکنش  . )الف(   RPو    FPپرايمرهاي  با    RT-PCRدر سويه جهش يافته بوسیله        perبررسی عدم عملکرد ژن       :5 کل  

 ، واکنش 7ستون  )ب(    در سويه جهش يافته )عدم تکثیر(.     ،  9( و ستون    bp111)، در سويه والد     2، ستون   1kb DNA ladder،  7ستون    ژنومی:
PCR     بر رويRNA       کل سلولی تیمار شده باDNaseI      )واکنش،  2؛ ستون   در سويه والد )عدم تکثیر  RT-PCR       در سويه جهش يافته )عدم
 .      1kb DNA ladder، 1(؛ و ستون bp111)در سويه والد  RT-PCR واکنش، 9ستون  تکثیر(؛

 In frame :1 
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،   9هاي جهش يافته انتخاب شده  ی ر از س وي ه ش م اره                                                                                         سويه    
با    ،   هاي جهش يافته مطلوب بودند. در ادامه بمنظور تأيید بیشتر                                                            سويه    

استفاده از پرايمرهاي طراحی شده از روي ترادف ژن وم خ ار  از                                                                                          
( به همراه پرايمره اي داخ ل                                           DnRو         UpFترادف کاست حذف )                        
از سويه والد و                      PCR(، واکنش            RKو      FKترادف کاست حذف )                        

.   (     -1)ش ک ل                        دو سويه جهش يافته انتخاب شده صورت گرف ت                                                       
)در م وق ع ی ت                                    UpFپرايمرهاي           با      PCR    رفت انجام                   انتظار می           
)در موقعیت                    RKبالادست ترادف کاست حذف( و                                          3 2نوکلئوتیدي              
در سويه جهش يافته منجر به تکثی ر                                    (     kanترادف         117نوکلئوتیدي              
بشود درحالیکه در سويه والد هی  تکثیري ص ورت                                                        bp711قطعه        

)در م وق ع ی ت                               FKپرايمرهاي             با          PCR    نگیرد. همچنین انجام                             
  217نوکلئوتیدي            )در موقعیت                  DnR( و       kanترادف         31نوکلئوتیدي              

در سويه جهش ي اف ت ه                            بايست           پايین دست ترادف کاست حذف( می                                    
شد درحالیکه در سويه والد ه ی                                              می    bp111منجر به تکثیر قطعه                            
  مش اه ده                    -1گرفت. همانطوريکه در شکل                                         تکثیري صورت نمی                   

   bp711شود، در هر دو سويه جهش يافته انتخاب شده، قطعات                                                    می  
( حاصل شده است،                    و     1هاي         )ستون         bp111( و       9و         2هاي           )ستون       

درحالیکه در سويه والد هی  تکثی ري ص ورت ن گ رف ت ه اس ت                                                                                             
 Pfuبوسیله آن زي م                           bp711(. در ادامه، قطعه                       1و     1هاي       )ستون       

DNA polymerase                                                                  سنتز شده و بع د از ک ل ون در وک ت ور
کلونین ، قطعه کلون شده تعیین توالی گرديد )نتايج ارا  ه نش ده                                                                                          

ان ت ظ ار                 (.      ال ف      -1صورت گرفت )شکل                  (   perدست ترادف کدکننده                     
منجر      پرايمرها          يافته با اين                  از روي ژنوم جهش                         PCR    رفت انجام                   می  

بشود و در سويه والد تکثیر صورت نگ ی رد.                                                           bp    911به تکثیر قطعه                     
ها        شود، در مورد همه کلنی                                 الف مشاهده می                 -1همانطوريکه در شکل                         

(، درحالیک ه در                         1تا      2هاي       حاصل شده است )ستون                              bp    911قطعه        
ب ا           (. همچنین               1سويه والد هی  تکثیري صورت نگرفته است )ستون                                                              

در م وق ع ی ت                         )بترتی                   Rو          Fپرايمرهاي اختصاصی                       استفاده از                
(   perپايین دست ترادف کدکن ن ده                                             11    بالادست و              31نوکلئوتیدي              
رف ت            انتظار م ی              (.    ب -1ديگري صورت گرفت )شکل                        PCRواکنش         
در مورد سويه جهش يافته م ط ل وب                                               پرايمرها            با اين                PCR    انجام         

  perدر قال  خوانش صحی  بجاي ترادف                                               kan)داخل شدن ترادف                         
( منجر به تکثیر قطعه                                7کراسین  اور دو طرفه                             ژنوم با انجام                 در درون             

bp331                                                                                  در مورد سويه والد )عدم وقو  نوترکیبی( منجر به تک ث ی ر ،
، و در مورد سويه جهش يافته  یر م ط ل وب )ورود                                                                           bp7219قطعه        

( منج ر             2کراسین  اور يک طرفه                             ژنوم با انجام                     وکتور نوترکی  داخل                      
، بشود. همانطوريکه در ش ک ل                                   bp7219و     bp331به تکثیر قطعات                  

هاي انتخاب شده، قط ع ه                                شود، در مورد همه کلنی                         ب مشاهده می               -1
bp331                      (، درحالیکه در س وي ه                                 1تا      2هاي         حاصل شده است )ستون

  1(. در ستون شماره                              1والد هی  تکثیري صورت نگرفته است )ستون                                                       
نیز حاصل شده است و                          bp7219يک قطعه           bp331علاوه بر قطعه                

ب اش د. ل ذا ه م ه                                            بیانگر يک سويه جهش يافته  یر مطلوب م ی                                                      

 پرايمرهاي مورد استفاده در اين مطالعه  : 1 دول 

 تراد  هد  (′5→′3سکانس پرايمر ) نا  پرايمر  

 PCR پرايمرهاي

 سه مرحله اي

F1 
3SPR 

CTTAGGGAATTTGGACTCATTACG 
CGTTTCCCGTTGAA-

TATGGCTCATGTATGGATCATTCCTTAGG 

 perبالادست 

 kan-perبالادست

3SPF 
R1 

GATGCTCGATGAGTTTTTCTAATGAGACGATTTCG-

TATGATATC 
CAAGGATGGGTAGCAAAGTTGG 

 kan-perپايین دست

 perپايین دست 

پرايمرهاي  
 بررسی حذف

per 

FK1 
R2 

CATAAGCTCTTGCCATTCTCACC 
GTAAATCAGACATTGAAAGGTGC 

 kanترادف 

 perپايین دست 

F2 
R2 

TGAGATGATAGCAGAAGACTTAGC 
GTAAATCAGACATTGAAAGGTGC 

 perبالادست 

 perپايین دست 

UpF 
RK 

TACTACCAAGCATCCACCTCTGAG 
AAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAG 

 بالادست کاست حذف

 kanترادف 

FK2 
DnR 

TAGGTTGTATTGATGTTGGACGAG 
CTCTTAGAATCTGCATCACGTGG 

 kanترادف 

 پايین دست کاست حذف

 پرايمرهاي
RT-PCR 

FP 
RP 

CTTGATACAGGGTGGATCTCGTC GAATGTTTAAC-

GTCTCCCACAGG 

 perترادف 

 perترادف 

  Single crossover:2Double crossover,  :1 

 نیا و همکاران سعیدي
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تواند بعنوان يک عامل بیولوژيک توس  دشمنان                                                           باکتري بروسلا می                   
در تهاجم نظامی نیز مورد استفاده قرار بگیرد. با توجه به اين مو و                                                                   
و با توجه به و عیت کنونی منطقه که کشور ما در معر  تهديد از                                                                      

هاي جديد و م  رتر ب وي ژه                                           جان  بد خواهان قرار دارد، تولید واکسن                                                 
هاي زنده جهش يافته که فاقد مشکلات مطر  شده در مورد                                                                           واکسن     
ب اش د.                 هاي موجود باشند، علیه باکتري بروسلا  روري م ی                                                                واکسن     

جايگزين سازي و نا  اوت ژنی بوسیله نوترکیبی ه م س اخ ت در                                                                            
هاي اخت ص اص ی                            بروسلا بعنوان يک روش مهم براي ايجاد جهش                                                    

. در اين مطالعات،                     21-91ژنی در مطالعات مختلفی ارا ه شده است                                         
  2و يا اي ن س رت ک ردن                                          7تخري  ژن هدف از طريق راهکار حذف                                           

هر دوي اين راهکارها منجر به از دست رف ت ن                                                               صورت گرفته است.                         
عملکرد ژن هدف گرديده است. همانطوريکه هالین  و همکاران ش                                                                             

ک ه داراي ط ی ف                                   ColE1شر  داده اند، پلاسمیدهاي مشتق از                                             
هاي مختلف ب روس لا                               میزبانی پايینی هستند، قادر به تکثیر در سويه                                                         

بروس لا هس ت ن د،                                 DNAتوانند زمانیکه حامل ترادف                             نبوده و می            
 . از بین وکتوره اي ف و ،                                       91بعنوان وکتور خودکشی عمل بکنند                                             

  pBluescriptII ،pUC1از قبیل                   pMB1وکتورهاي بر پايه                        

 ،pUC1       وpUC4k                                       س ازي             در طی مطالعاتی براي جاي گ زي ن
اي        در مطالع ه                  .    92-91    اند           ژنی در بروسلا مورد استفاده قرار گرفته                                                

هاي مورد              و همکارانش انجام شده، نقش ژن                              Godforidکه توس            
از باکتري بروسلا ملی تنیسس س وي ه                                         Oنیاز جهت سنتز آنتی ژن                                 

1 M                                                                 مشخص شده است و مهمترين ژن بررسی شده ژنper   
، آنها ابتدا با استفاده از                            per . جهت بررسی عملکرد ژن                            71باشد                می  

اي از ب اک ت ري                                   هاي ج ه ش ي اف ت ه                                    سويه        5Tn     9ترانس وزون          
هاي ب ا                 تنسیس ايجاد کردند. س س قطعات حامل ترادف                                                         بروسلاملی        

يابی کرده و گونه بدس ت                              ( را کلون و توالی                   ORF )   1قال  خوانش باز                
هاي بروسلايی مورد                    در عفونت           S-LPSآمده را جهت بررسی نقش                       

استفاده ق رار دادن د. در م ط ال ع ه ح ا  ر، م ا از وک ت ور                                                                                                                    
pBluescriptIISK(-)              و ح ذف                نوترکیبی همساخت               براي انجام

در بروسلا استفاده کرديم. ما از ت رادف ک دک ن ن ده ژن                                                                                         perژن      
بیوتیک کانامايسین به عنوان ابزار حذف و م ارک ر                                                                        مقاومت به آنتی                  

مورد استفاده فاقد س ک ان س                                              Rkanمثبت استفاده نموديم. ترادف                                      
پروموتري بود، لذا بعد از الحا  آن در قال  خوانش صحی  ب داخ ل                                                                                        

از          Oزن ج ی ره                     ژنوم بروسلا، آن براي بیان تحت کنترل پروموتر                                                            
LPS                      گرفت. مقاومت سويه جهش يافته حاصل ب ه                                                          باکتري قرار می
kan                                                                 اولین مدر  براي تأيید صحت وقو  نوترکیبی و ج اي گ زي ن

در ژن وم                   perبجاي      در قال  خوانش صحی                                 Rkan شدن ترادف               
بروسلا بود. براي اطمینان از عدم دخول وکتور درون ژنوم ب روس لا                                                                                     

س ی ل ی ن                       هاي جهش يافته انتخاب شده در محی  حاوي آم ی                                                      سويه    

     است(.                               

           per  بررسی عد  عملکرد ژ                      
در ژنوم سوي ه                   perبدنبال تأيید وجود يا عدم وجود ترادف کدکننده                                               

با استف اده از پ راي م ره اي                                                      PCRجهش يافته با انجام واکنش                                    
  171    و     1 نوکلئوتیدي                در موقعیت               )بترتی                  RPو         FPاختصاصی           

(، تأيید وجود بیان يا عدم بیان آنزيم پروزامین                                                 perترادف کد کننده                      
ب ا              RT-PCR    سنتتاز در سويه جهش يافته نیز با انجام واکن ش                                                              

  رف ت ان ج ام                            انتظار م ی                    (.    1همان پرايمرها صورت گرفت )شکل                                

PCR                از روي ژنوم در سويه والد منجر به تک ث ی ر                                                                     پرايمرها        با اين
بشود و در سويه جهش يافته هی  تکثیري ص ورت                                                                   bp111قطعه        

ش ود ب ا ان ج ام                                      الف مشاهده می             -1نگیرد. همانطوريکه در شکل                            
PCR                     در سويه والد قطعهbp111                                  (،      2حاصل شده است )س ت ون

درحالیکه در سويه والد هی  تکثیري صورت نگرفته است )س ت ون                                                                        
کل سلولی تیمار شده ب ا                              RNAاز روي            RT-PCR    (. واکنش              9

DNaseI                          رفت انج ام                      صورت گرفت. انتظار می    PCR                  از روي
بش ود و                 bp111در سويه والد منجر به تکثیر قطعه                                             RTمحصول         

در سويه جهش يافته هی  تکثیري صورت نگیرد. همانطوريک ه در                                                                               
در سويه والد ق ط ع ه                                      PCRشود با انجام                        ب مشاهده می               -1شکل       
bp111                        (، درحالیکه در سوي ه ج ه ش                                        9حاصل شده است )ستون

 (.    2يافته هی  تکثیري صورت نگرفته است )ستون                                        

 گیري                            بحث و نتیجه           
بروسلوز يک بیماري ناتوان کننده مشتر  بین انس ان و ح ی وان                                                                           
است و هنوز بعنوان مشکل اصلی در برخی مناطق جهان م ط ر                                                                                  
است. آن همچنین بعنوان يک عامل تأ یر گذار در شراي  اقتصادي                                                                                 

شود. بنابراين کن ت رل                                     و تجارت و صادرات يک کشور محسوب می                                               
اين باکتري يک هدف بهداشتی مهم در کشورهاي درگیر بی م اري                                                                               

باشد. امروزه موافقت شده است که واکسیناسیون بر علی ه اي ن                                                                                      می  
باشد. م ط ال ع ات                                     باکتري، مهمترين روش کنترل اين بیماري می                                                   

ها و واکس ن                         در گوساله                S1مختلف نشان داده است که واکسن                                          
Rev1                                    باشد. در کنار تأ یر مثبت، ه ر دو                                                در گوسفند و بز م  ر می

ها ب راي                واکسن خصوصیات نامطلوبی نیز دارند،  را که اين واکسن                                                                  
انسان خطرنا  هستند، و در حیوانات باردار نیز منجر به سق  جنین                                                              

ها همچنین پس از تزريق به حیوانات اي ج اد                                                                شوند. اين واکسن                         می  
کنند که تمايز آن از واکنش ن اش ی از ب ی م اري                                                                                 پاس  ايمنی می                 
تواند مشکل ساز باشد                          . اين مسئله می                   71و     22باشد           یرممکن می            
کن د ک ه آي ا                                 هاي سرولوژيک موجود، مشخص نمی                                         را که تست              

حیوانی که در معر  واکسن قرار گرفته، آلوده بوده است يا اينک ه                                                                                      
بادي  د واکسن تولید شده است. از ط رف دي گ ر،                                                              در بدنش آنتی                
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( در            ب -1شکل       ،     9کشت داده شد که تنها يک سويه )سويه شماره                                                             
اين محی  رشد يافت و اين سويه يک سويه جهش يافته نامطل وب                                                                                 
بود. وجود اين سويه با بررسی مولکولی از طريق ان ج ام واک ن ش                                                                                             

PCR                                                                                           با پرايمرهاي اختصاصی نیز مورد تأيید ق رار گ رف ت. م ا
در        Rkan همچنین صحت وقو  نوترکیبی و جايگزين شدن ترادف                                                              

در ژنوم بروسلا را با انجام واکن ش                                      perبجاي          قال  خوانش صحی                    
PCR                                                                               با پرايمرهاي اختصاصی و نهايتاا تعیین توالی قطعه ت ک ث ی ر

با پرايمره اي                   PCRيافته مورد تأيید قرار داديم. ما با انجام واکنش                                                              
 RT-PCR هاي       مقايسه محصول واکنش                      اختصاصی و همچنین با                             

  هاي والد و جهش يافته،                         انجام يافته با پرايمرهاي اختصاصی از سويه                                                    
و عدم بیان آنزيم پ روزام ی ن                                          از ژنوم بروسلا               perحذف کامل ژن                   

داديم. بدين ترتی                                  يافته را مورد بررسی قرار                                    سنتتاز در سويه جهش                        
نتايج حاصل، صحت انجام نوترکیبی همساخت و تولید سويه جهش                                                                          

فاقد فعالیت پروزامین سنتتازي را مورد تأيید قرار داد.                                                                            Rev1يافته         
  LPSسويه حاصل يک سويه جهش يافته داراي نقص در ساخت ار                                                                          

خود بوده و در نتیجه علاوه بر کاهش خطا در تمايز ما بین ح ی وان                                                                                            
تواند علاوه                هاي تشخیصی، می                      واکسینه شده و حیوان آلوده در تست                                            

هاي تکمیلی از قبیل سنجش بیوشیم ی اي ی آن زي م                                                                           تست       بر انجام          
و وسترن بلات، با حذف ت رادف م ق اوم ت ب ه                                                                            پروزامین سنتتاز                 
هاي ايمنولوژيکی بعنوان ي ک س وي ه                                                       با انجام آزمون                  کانامايسین و                  

 کانديد واکسن مورد بررسی قرار بگیرد.                                   
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