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  قدمهم
 اسـت   يطي مح ي گرم منف  ي باکتر نوزايژپسودوموناس آئرو      

ک يستي ـمـاران س  ي متنـوع خـصوصاً در ب      يها که باعث عفونت  
 ـ کـه س   شـود  يم ي و افراد  يان سوختگ يس، قربان يبروزيف ستم ي
ل  عام نوزاي پسودوموناس آئروژ  ).١( سرکوب شده دارند     يمنيا

 کـل   درصـد ١٠ول ؤو مـس  يمارسـتان ي بيها  در عفونت  يمهم
 ـ  يب از کسب شـده     يها عفونت ت يحـساس . باشـد  يمارسـتان م
 ـ و ميکروبيافته به عوامل ضد م    يکاهش    مقاومـت  يزان بـالا ي

 ـ  ـب يآنت  پــسودوموناس يهـا   در طــول درمـان، عفونــت يکيوتي
 ي د کننـده ي ـد و تهدي شـد يهـا  ل به عفونت  ينوزا را تبد  يآئروژ
ــدگ ــيزن ــد ي م  ــ. )٢و٣( کنن ــت آنت ــشکل مقاوم ــب يم  يکيوتي

ش يافــزا. ش اســتيفــزادر حــال انــوزا يپــسودوموناس آئروژ
 ـها و کيوتيب يمقاومت بعد از مواجه با آنت     ن ي مقاومت متقاطع ب

 پـسودوموناس   يهـا  هيسـت باعـث بـروز سـو       عوامل ممکن ا  
ظهـور  . )٣ (شـود  (MDR) با مقاومت چندگانه     ينوزايآئروژ

 يها ت روش ي بر اهم  يلي با مقاومت چندگانه، دل    يها هين سو يا
 ـ نوترکيهـا  ننـد واکـسن   هما يکيوتيب ين درمان آنت  يگزيجا  بي

ــوژ. اســت ب در حــال يــ نوترکيهــا  واکــسنيامــروزه تکنول
 ي از آنتيادير زين روش مقاديرا با ايشرفت و تکامل است زيپ

 يک ـيت ژنيد شود و دسـتکار يتواند تول  يمژن به صورت ارزان     
ک ي ـمونولوژي ا يها بخش  مثال، يبرا.  است ريپذ امکانژن   يآنت
 کوتاه شده   يها ژن يخاب و به عنوان آنت    توانند انت  يها م  ژن يآنت
 ـ ي  استفاده شوند و   يمنيستم ا يک س ي تحر يبرا تواننـد بـه     يا م

وژن يــهــا در ســاختار ف ژن يگــر آنتــي بــا دصــورت کونژوگــه
 . )٤و٥ (رنديها مورد استفاده قرار گ نيپروتئ

 در  ون و تهـاجم   يزاس ـي در کلون  نوزايپسودوموناس آئروژ فلاژل  
عنوان فـاکتور    به نينقش دارد و بنابرا    ت عفون ييطول فاز ابتدا  

نوزا شـناخته  ي در عفونت پسودوموناس آئروژ   يرولانس مهم يو
ن سـاخته شـده     ي فلاژل يار واحده يفلاژل از ز  . )۶ (شده است 

 ـعنوان کاند  ن به يفلاژل. است    د واکـسن شـناخته شـده اسـت        ي
 آن را فعـال کـرده و در         TLR-5ن با اتصال به     يفلاژل. )۹-۷(

 ـي پاسـخ ا   يهـا   از ژن  يش نسخه بـردار   يث افزا جه باع ينت  يمن
 ـمطالعات پ . )۱۰و۱۱ (شود يم  ـانـد کـه ناح     شنهاد کـرده  ي    يا هي

؛ ۹۷-۸۸ يهــا نــهيد آمياســ(نــه يد آمي اســ۱۰کوتــاه بــه طــول 
LQRIRDLALQ (  ن ممکـن اسـت     يفلاژل يني آم يانتهادر

ن، بـه   يبنابرا. )۱۲ ( باشد TLR-5به  مهم  ابنده  ين اتصال   يدوم
 ـي آم ي انتهـا  يها نيدومد که   رس ينظر م   ـ ين  از  ين برخ ـ ي فلاژل

 اثبـات   يبرا. ن را در خود داشته باشند     يکل پروتئ ات  يخصوص
 ـي آم يانتهـا  يهـا  نيان دوم ينگ و ب  ين نظر، کلون  يا  ـ ين ن ي فلاژل

و همکاران   Neville توسط   نوزايپسودوموناس آئروژ  bپ  يتا
انــد کــه  ن گــزارش کــردهين محققــيــا. گــزارش شــده اســت

د ياس (يني آم يانتها يها نيه دوم يد شده برعل  ي تول يها يباد يآنت
 باعث زنـده   ياديزان ز يبه م  bپ  ين ت يفلاژل) ۱۵۶-۱ يها نهيآم

بـا  . )۴ (وانات در دو مدل موش سوخته شـده اسـت  يماندن ح 
 ـنـگ و ب ي از کلون  ين وجود، گزارش  يا  يانتهـا  يهـا  نيدوم ـان ي

 . نـدارد  وجـود  نوزايپسودوموناس آئروژ  aپ  ين ت ي فلاژل ينيآم
 يب انتهـا ي ـن نوترکيد پروتئين پژوهش تولين هدف از ا   يبنابرا

 ـ ينيآم  ـتن  ي فلاژل  ـ() ۱۶۱-۱نـه   ي آم يهـا  دياس ـ (aپ  ي   ن يفلاژل
 اثر  ين با بررس  ين پروتئ يک ا يولوژيت ب ي فعال يابيو ارز  ))۱-۱۶۱(

ــ ــاد يآنت ــا يب ــ توليه ــده برعلي ــد ش ــت ي ــار حرک ه آن در مه
  .  بودنوزايپسودوموناس آئروژ

  
  بررسي روش

پسودوموناس  :ط کشتي، وکتور و محيياي باکتريها هيسو     
ت مدرس  ي دانشگاه ترب  يکروبي از بانک م   M ۸۸۲۱ نوزايآئروژ

 L-21 (DE3) و DH5α يها هي سوياکليشياشر. فراهم شد
 و نـــوواژن (Carlsbad, USA)تروژن ينـــوياز شــرکت ا 

(Madison, USA) ياني وکتور ب.دي گرديداريخر pET28a 
 ـبرعل يباد يآنت. ه شد ي شرکت نوواژن ته   از  ـ هي  يع ـين طب ي فلاژل

 ـدانشگاه ترب  (ي ستار يتوسط مرحوم دکتر مرتض    ) ت مـدرس ي
 يا برتـان  ي ـط لور ي مح يها رو  يباکتر. ار ما قرار گرفت   يدر اخت 

ــار  ــراث (LB)آگـ ــاو(Merck, Germany) و بـ   ي حـ
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 (Sigma, USA)  کانامايـسين ليتـر  ميكروگـرم در ميلـي   ۳۰
  .دندکشت داده ش

 ـ ژن   يجداساز  ـو تول  )۱۶۱-۱ (نيفلاژل  ـ ديد پلاسـم  ي    نيفلاژل
)۱-۱۶۱(-pET28a: يهــا نــهيد آمي اســي  کــد کننــدهي هيــناح   
 از  PCRبا   ،نوزايپسودوموناس آئروژ  aپ  ين تا يفلاژل ۱-۱۶۱

DNAه يک سوي ژنومM ۸۸۲۱ بالادستمر يبا استفاده از پرا 
'3CCTTGACCGTCAACACCCCATGGAAT'5   و 

ــر يپرا ــامــــــــــــ ــتييپــــــــــــ  ن دســــــــــــ
'3GATGCCGACGCTGATGAAGCTTATA'5 

 ـترت کـه بـه    و NcoI يم ـي بـرش آنز يهـا  گـاه ي جايب حـاو ي
HindIIIن قرار بوديط واکنش از ايشرا. ر شدي تکث،باشند ي م :

قه و به دنبال ي دق۵ يگراد برا ي سانتي  درجه۹۸ه در ي اولبيتقل
ــتقلکل از ي ســ۳۵آن  ــرا ي ســانتي  درجــه۹۸ در بي   يگــراد ب
 ـ ثان ۱۵ يگـراد بـرا    ي سانت ي   درجه ۵۵ در   اتصاله،  ي ثان ۴۵  ه و ي
 ـ ثان ۳۰ يگـراد بـرا    ي سـانت  ي   درجه ۷۲ در   يل ساز يطو ه، در  ي
  يگـراد بـرا   ي سـانت ي  درجـه ۷۲ در  يي نها يل ساز يت طو ينها
 ي  شـد و قطعـه  ي با الکتروفورز بررس   PCRقه محصول   ي دق ۵

ــالا يت خــالص ســازيــ بــا اســتفاده از کيژنــ    بــا خلــوص ب
(Roche, Germany)محصول خـالص  . شدي خالص ساز 

 و  NcoI يهـا  مي بـا اسـتفاده از آنـز       pET28aشده و وکتور    
HindIII   گـاز دو   يم ل ي و بـا اسـتفاده از آنـز         برش داده شدند

 ـاشر مـستعد    يهـا  سـلول . افتنـد يقطعه به هم اتصال       ياکليشي
DH5α       يهـا  يافتـه ترانـسفرم و بـاکتر   يبا محـصول اتـصال 

 ـ کاناماي آگار حاوLB يها تي پل يترانسفرم شده بر رو    ن يسي
ــر  ميكروگــرم در ميلــي۳۰(  يهــا کلــون. انتخــاب شــدند )ليت

   يمــي و هــضم دو آنزPCR ي کلــونيهــا ب بــا روشيــنوترک
 ـتأ ي مثبـت بـرا    يهـا  کلـون . )۱۳ (د قرار گرفتند  ييمورد تأ  د يي

  . (Miaagene, France) شـــدند ين تـــواليـــيتعشتر يـــب
با وکتور   BL-21(DE3) ياکليشياشر :ياکليشياشران در   يب

نه ي به يبرا. ترانسفرم شد  pET28a-)۱۶۱-۱( نيفلاژلب  ينوترک
ط مختلـف   يدر شـرا   بي ـن نوترک يپروتئ انيزان ب يم ان،يکردن ب 

ــان   ــامل زمـ ــاعت۴و  ۳، ۲، ۱(شـ ــ) سـ ــشتي، محـ   ط کـ
)LB 2 وXYT( و غلظت ،IPTG) ۲/۰ ،۶/۰ ،۸/۰ ،۱ ،۳/۱ ،
ن يـي به دنبال تع. فت قرار گر ي مورد بررس  )مولار يلي م ۲ و   ۵/۱

 ـنه،  يط به يشرا  ـ ي ط ي تـک بـه صـورت شـبانه در مح ـ         يک کلن
2XYT     روز . گراد انکوبه شـد    ي سانت ي   درجه ۳۷ کشت و در
 با ۱۰۰ به ۱افته به نسبت ي رشد يها ي باکتريط حاويبعد، مح

 يدن جذب نوريون تا رسيق شد و انکوباسي رق2XYTط يمح
 نـانومتر ادامـه    ۶۰۰ در طول موج     ۸/۰ به   يون باکتر يسوسپانس

مولار  يلي م۴/۰ يي با غلظت نهاIPTGسپس محلول . دا کرديپ
دا ي ـشتر ادامه پ  ي ساعت ب  ۱ يون برا يط اضافه و انکوباس   يبه مح 

ن يان پروتئي و بيآور فوژ جمعيبا سانترها    سلول ،انيدر پا . کرد
 ـارز SDS-PAGEب با اسـتفاده از آزمـون        ينوترک   شـد  يابي

)۱۳( .  
 ـن نوترک يتئ پـرو  يساز خالص  بـا روش    يخـالص سـاز    :بي

 ي بـا کم ـ   )طبـق دسـتور العمـل شـرکت        (تروژنينويد ا يبريها
اتصال /زيها در بافر ل    به طور خلاصه سلول   . رات انجام شد  ييتغ
 ۵۰۰م يد سديمولار، کلر يلي م۲۰م ي مولار، فسفات سد۸اوره (
 ـ اتـاق ل يقـه در دمـا  ي دق۲۰به مدت )  ۸/۷pHمولار،  يليم ز ي

به ستون  سوپرناتانت   وفوژ  يون حاصل سانتر  يانسسوسپ. شدند
مخلـوط شـدن    سـاعت  ۱پس از . ن انتقال داده شد ي رز يحاو

 دنـاتوره   ين دو بار با بـافر شستـشو       ي رز ،نيبا رز سوپرناتانت  
 ـي م۲۰م ي مولار، فـسفات سـد  ۸اوره  (کننده    ـمـولار، کلر  يل د ي

 سپس دو بار با بافر شستشو و)  ۶pHمولار،  يلي م۵۰۰م يسد
 ـي م ۲۰م  يفسفات سـد   (يعيطب  ـ مـولار، کلر   يل  ۵۰۰م يد سـد  ي
 ـي م۲۰دازول يميمولار، ا يليم  شستـشو داده  ) ۸pH مـولار،  يل

 Native Elution بـافر  بـا ب ين نوترکيپروتئت، يدر نها .شد
 ـي م۵۰۰م يد سديمولار، کلر يلي م۲۰م  يفسفات سد ( مـولار،   يل
 يا بـر و از سـتون خـارج  )  ۸pHمولار،  يلي م۲۵۰دازول يميا

 ۴/۷ (PBS) ي در برابر بـافر فـسفات نمک ـ  دازول،يميحذف ا 
pH ــد    SDS-PAGEب بــا يــن نوترکيپــروتئ. ز شــديالي
   و غلظـــت آن بـــا روش بردفـــورد دري بررســـ درصـــد۱۵
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  .تعيـين گرديـد   (Bio-Rad, USA)کنار استاندارد آلبـومين  
 SDS-PAGE جدا شده با     يها نيپروتئ :آزمون وسترن بلات  

  مـه خـشک   ي ن ي  ت کننـده  ه از دستگاه بـلا    با استفاد   درصد ۱۵
(Peqlab, Germany) ـ   ـليني ويبه کاغذ پل  ـفلوراين ديدي  دي

(PVDF) (Roche, Germany)ر يغشا با ش.  منتقل شدند
 بار و به مدت ۳ بلوکه و سپس PBS در بافر    درصد ۳خشک  

شستـشو داده  ) درصد ۱/۰ن يتوئ (PBSTقه با محلول    ي دق ۳۰
 کلونـال   ي پل ـ يهـا  يبـاد  ي از آنت  ۱۰۰۰ به   ۱غشا با رقت    . شد

 کلونال ضد ي پليها يباد ي و آنتيعين طبي ضد فلاژليخرگوش
 انکوبـه   ۵/۱بـه مـدت      PBSTق شـده در     يرق )۱۶۱-۱(ن  يفلاژل
 شستـشو داده    PBST قـه بـا   ي دق ۳۰ يغشا سه بار برا   . ديگرد
 يبـاد  ي از آنت۵۰۰۰ به ۱ ساعت با رقت   ۱سپس به مدت    . شد

IgGم يگه با آنز کونژوي ضد خرگوشHRP (Abcam, UK) 
شستشو هماننـد بـالا انجـام شـد و     . دي انکوبه گردPBSTدر  

 (Roche, Germany) (DAB) نيديبنز نوي آميدآنگاه از معرف 
  . دي استفاده گرديني پروتئيها  ظهور بانديبرا
 از  ي عـار  يلنـد يوزيد ن ي سـف  يهـا  خرگـوش  :يباد يد آنت يتول

لـوگرم  ي ک۲تـا ۸/۱ه و وزن   مـا  ۳تـا ۲زا بـا سـن       يماريعوامل ب 
 ۱ يي با حجم نها   ير جلد يبه صورت ز  ) رانيتو پاستور ا  يانست(
 ـي ـن نوترکيکروگرم پـروتئ ي م۱۰۰ ي حاو ؛تري ل يليم   نيب فلاژل
ــد )۱-۱۶۱( ــل فرونــ ــت کامــ ــر از ادجوانــ ــم برابــ    و حجــ

(Sigma, USA)ادآور دو بـار  ي يق هايتزر. زه شدنديموني ا
جم برابر از ادجوانت نـاقص       ژن و با ح    يبا همان مقدار از آنت    

بعد از دو هفتـه از  .  سوم و ششم انجام شد     يها فروند در هفته  
 از  يري، خـونگ  يهوش ـيها، تحـت ب    ق، از خرگوش  ين تزر يآخر

 ي  درجـه -۲۰ و در يهـا جمـع آور   قلب به عمل آمد و سـرم     
  .  شدنديگراد نگهدار يسانت

 ـ فعال يبـه منظـور بررس ـ     :آزمون مهار حرکت    ـولوژيت ب ي ک ي
 ـ ديب، دو پتـر ي کلونال نوترکي پل يباد يآنت  ۱۰بـا قطـر   (ش ي

 آگار که از قبل بـا       درصد ۳/۰ ي حاو LBط  يبا مح  )متر يسانت
من بـه  ير ايب و سرم خرگوش غي کلونال نوترک ي پل ي باد يآنت

 مخلـوط شـده بودنـد، پـر     ۲۰ به   ۱صورت جداگانه به نسبت     
 M۸۸۲۱ نوزايپسودوموناس آئروژ يون سلوليسوسپانس. شدند

 ـ تهPBSدر ) ۲/۰=  نـانومتر  ۶۰۰ در يجـذب نـور  (  ۲۰ه و ي
مـدت   ها به  تيپل. ت اضافه شد  يتر از آن به مرکز هر پل      يکروليم

پـس از   شـدند و گراد انکوبه   ي سانت ي   درجه ۳۷ ساعت در    ۱۸
. ه شـدند سيگر مقايگدين زمان از نظر قطر هاله رشد با         ي ا يط

  . )۹و ۱۴ (ت استفاده شدي از سه پلي هر نمونه سرميبرا
  
   ها افتهي

بر اسـاس ژنـوم      :)۱۶۱-۱( نينگ فلاژل ي و کلون  يجداساز     
ــوزايپـــــسودوموناس آئروژ  M۸۸۲۱ (GenBank نـــ

Accession No: GU060499)ي اختـصاص يهـا مري، پرا 
ــ ــيطراحـ ــه ژنـ ــدهي و قطعـ ــد کننـ ــي  کـ   )۱۶۱-۱( ني فلاژلـ

(GenBank Accession No: JF523355)ـ تکث  . ر شـد ي
، با آزمون bp ۴۹۴باً ي، تقرPCRتظار محصول  مورد اني اندازه

PCR شکل (دست آمد   بهA ۱ .(   د يسـپس، ترانـسفرم پلاسـم
ــنوترک ــب ي ــان کلونيم در pET28a-)۱۶۱-۱( نيفلاژل ــگ يزب ن

DH5α      هضم از   مثبت،   يها د کلون يي انجام شد و به منظور تأ
   اســتفاده شــد HindIII و NcoI يهــا مي بــا آنــزيم ـيدو آنز

 ـهادر ن ). B ۱شکل  (  ـ، ماهتي  ـ ي  بـا  )۱۶۱-۱( نيت درسـت فلاژل
اطلاعـات نـشان داده نـشده      (دست آمد  هب DNA ين توال ييتع

  ). است
 ـن نوترکي پـروتئ  يان و خـالص سـاز     يب  ـ:بي ) ۱۶۱-۱( ني فلاژل

 ـ ب BL-21(DE3) ياني ـب در سـوش ب    ينوترک  ـب. ان شـد ي ان ي
 و LB.  قـرار گرفـت  يط مختلف مورد بررس  ين در شرا  يپروتئ

2XYT    ـزبـان ب ي رشـد م يط کـشت بـرا   ي به عنـوان مح ـ   ياني
 ـم. ب مورد استفاده قرار گرفتنـد     ينوترک  ـزان ب ي ن در  يان پـروتئ  ي

اطلاعات نشان  ( بود   LBط  ي برابر مح  ۲باً  ي تقر 2XYTط  يمح
 ي سـاعت بعـد از القـا   ۴ و  ۳،  ۲،  ۱ها   نمونه). داده نشده است  

هـا   ن سـاعت  يان در ا  ي در سطح ب   ي شدند، اما تفاوت   يآور جمع
 ـ ن IPTG مختلـف    يها اثر غلظت ). ۲کل  ش(ده نشد   يد ز بـا   ي
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ــت ــتفاده از غلظـ ــا اسـ  ۲ و ۵/۱، ۳/۱، ۱، ۸/۰، ۶/۰، ۴/۰يهـ
 ـمولار مـورد ارز    يليم   ج مـا نـشان داد     ينتـا .  قـرار گرفـت    يابي

 ـ يان پـروتئ  يزان ب ي در م  يکه تفاوت   مختلـف  يهـا  ن غلظـت ين ب
IPTG ب در ي ـن نوترکيان پـروتئ ي ـن بيبنـابرا . شـود  يده نم ي د

 2XYTط ي در مح ـ  ياني ـب ب ي نوترک يها يکترط کشت با  يشرا
مـولار و    يلي م ۴/۰ يي با غلظت نها   IPTGن،  يسي کاناما يحاو

 گـراد  ي سـانت  ي   درجـه  ۳۷ ساعت و در     ۱ون به مدت    يانکوباس
 بـا   يد شـده در بـاکتر     ي ـب تول ي ـن نوترک يپروتئ. ادامه پيدا كرد  

-+Ni2 ســتون ي رويبــيل ترکيــ مياســتفاده از کرومــاتوگراف

NTA  فولد شد يص و ر ي تخل ينيگونه رسوب پروتئ   چي بدون ه
د شـده بـا اسـتفاده از        يب تول ين نوترک يمقدار پروتئ ). ۲شکل  (

ن زده  يتر کشت تخم  ي هر ل  يگرم به ازا   يلي م ۱۲روش بردفورد   
 ـ  يت، در آزمـون وسـترن بلات      يدر نها . شد  )۱۶۱-۱( نينـگ، فلاژل

 يهــا يبــاد ي بــا آنتــي و اختــصاصيب بــه طــور قــويــنوترک
 ـ  کلونا يپل  ـ  يع ـين طب يل ضد فلاژل  يخرگوش ـ )۱۶۱-۱ (ني و فلاژل

 يـي زا يمني حفظ ا  ي  ن خود نشان دهنده   يواکنش نشان داد که ا    
  ).۳شکل(ب است ين نوترکيدر پروتئ

 يهـا  يباد ي آنتيت عملکردي فعال يي شناسا يبرا :مهار حرکت 
 ـ يد شده بر عل   يتول  ـنوترک) ۱۶۱-۱(ن  يه فلاژل ب، از آزمـون مهـار    ي

ن ي کلونال ضد پـروتئ    ي پل يسرم خرگوش . حرکت استفاده شد  
 M ۸۸۲۱ نـوزا يپسودوموناس آئروژب توانست حرکت   ينوترک

، يمن به عنوان کنترل منفير ايسه با سرم خرگوش غيرا، در مقا
 يمهـار حرکـت و انتـشار بـاکتر     ). ۴شکل  (در آگار مهار کند     

 ـ يهـا  يبـاد  يدهد که آنت ينشان م  از نظـر   )۱۶۱-۱( ني ضـد فلاژل
  .باشند يعال مک فيولوژيب

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

: Mف ي؛ رد)۱۶۱- ۱( نيباند ژن فلاژل: ۱ف يرد. PCR با )۱۶۱- ۱( ني فلاژلي  کد کنندهي تواليجداساز: A. الکتروفورز ژل آگارز: ١شکل 
، هضم pET28a-)۱۶۱- ۱( نيب، فلاژليوکتور نوترک: ۱ف يرد. بي وکتور نوترکيميهضم آنز: kb DNA ۱ .B يمارکر وزن مولکول

وکتور : ۳ف يرد. pET28aوکتور : ۲ف يرد. kb DNA ۱يمارکر وزن مولکول: Mف يرد. HindIII و NcoI يم هايشده با آنز
  .ب هضم نشدهينوترک
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: Mف ي خالص شده؛ رد)١٦١- ١( نيفلاژل: ۱ف ي رد درصدSDS-PAGE ۱۵ و خالص شده با ياني ب)١٦١- ١( ني فلاژلييشناسا: ٢شکل 
 تا ۴ف ي القا نشده؛ رديباکتر: ۳ف ي؛ ردpET28a ترانسفرم شده با يباکتر: ۲ف ي؛ رد)لو دالتونيک(ن ي پروتئيدارد وزن مولکولاستان

  .IPTG ساعت القا با ۴و ۳، ۲، ۱ها بعد از  يباکتر: ۷
  

  
  

: ۱ف يرد. يعي کلونال طبي پليها يباد ي آن بعد از واکنش با آنتيتيسيمونوژنيا و )١٦١- ١( نينگ فلاژليوسترن بلات: A: ٣شکل 
 آن بعد از واکنش يتيسيمونوژنيا و )١٦١- ١( نينگ فلاژليوسترن بلات: B.  القا نشدهيها يباکتر: ۲ف ي، ردIPTG القا شده با يها يباکتر

  . القا نشدهيها يباکتر: ۲ف ي، ردIPTG القا شده با يها يباکتر: ۱ف يرد .)١٦١- ١( نيفلاژله ي کلونال بر علي پليها يباد يبا آنت
C:يعي کلونال طبي پليها يباد ي آن بعد از واکنش با آنتيتيسيمونوژنياو  خالص شده ) ١٦١- ١( نينگ فلاژلي وسترن بلات.  
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  نيه فلاژلي بر علي کلونال خرگوشي با سرم پلM ۸۸۲۱ ينوزايآزمون مهار حرکت مهار حرکت پسودوموناس آئروژ: ۴شکل 
 )۱ -۱۶۱( (A)من ير ايسه با سرم خرگوش غي در مقا(B) در LBآگاردرصد ۳/۰ ي حاو   

  
  بحث 

 ـنـگ و ب   ين مطالعه، ما کلون   يدر ا       ـ  ي  را  )۱۶۱-۱( نيان ژن فلاژل
 ـ تول يهـا  يباد يم که آنت  يردن ثابت ک  يهمچن. ميکردگزارش   د ي

 ـولوژيب از نظر ب   ين نوترک ين پروتئ يه ا يشده برعل  ک فعالنـد و   ي
 ـتوانند حرکـت    يم . نـد ي را مهـار نما نـوزا يسودوموناس آئروژپ

 که توسـط  ييها  عفونتي برا نوزايپسودوموناس آئروژ ن  يفلاژل
در ). ۹-۷(د واکـسن اسـت      يد کان ،شوند يجاد م ي ا ين باکتر يا

 ـ            ين از بـاکتر  يمطالعات مختلف تـلاش شـده اسـت تـا فلاژل
 از  يع ـين طب ي پـروتئ  ين وجود، خالص ساز   يبا ا خالص شود،   

 ـر، پر زحمت و مشکل اسـت و ن        يگ قتار و ي بس يباکتر از بـه   ي
 که به   ينيزان پروتئ يت م ي و در نها    دارد ي از باکتر  ياديحجم ز 

 ـآ ين روش به دسـت م ـ     يا  يتکنولـوژ . )۱۵( ز اسـت  يد نـاچ  ي
DNA ق آمـده اسـت و بـا آن    ين مـشکلات فـا  يب براي نوترک

 ـم  بـه  ،صـورت خـالص    هـا را بـه     نيتوان پروتئ  يم  ـزان ز ي اد و  ي
د يــرا تولي ـگــر، اخياز طـرف د . د کـرد يــلصـورت ارزان تو  بـه 

 ـا. ش اسـت  يب کوتاه شده در حال افزا     ي نوترک يها نيپروتئ ن ي
 ـموضوع ر   ـ ب يهـا  نيتـوان دوم ـ   يشه در آن دارد کـه م ـ      ي شتر ي

ــده ــ،حفاظــت ش ــا ني دوم ــمونولوژي ايه ــروتئي ــن و يک پ ا ي
مطالعه ). ۵ و ۱۶( را انتخاب کرد  با عملکرد خاصييها نيدوم

 ي گـرم منف ـ يهـا  ين بـاکتر  ي فلاژل يا نهيآمد  يسا ي توال يبر رو 
 يهـا  نـه يد آمياس (يني آم ي انتها يها نيثابت کرده است که دوم    

ــهيد آمياســ (يو کربوکــس) ۱-۱۷۰ ــس) ۵۱۰-۴۴۰ يهــا ن ار يب
ها   نقش مهم آني ن خود نشان دهندهيحفاظت شده هستند و ا    

 و  رييجـاكچ ). ۱۷(ن اسـت    ين پـروتئ  يک ا يولوژيت ب يدر فعال 
 در  TLR-5گـاه اتـصال بـه       ينهاد کردند کـه جا    شيهمکاران پ 

 قرار گرفته اسـت     ۹۷-۸۸ يها شهين در ر  ي فلاژل يني آم ي  هيناح
 ـ   Leeها،   افتهين  يبر اساس ا  ). ۱۸( ن کوتـاه   ي و همکاران فلاژل

 ـوژژ لوبـاکتر يکمپ ي شده  ـ را تول  ين  ـا. د کردنـد  ي ن، ين محقق ـ ي
 ــياکليشيــاشرابنــده بـه مـالتوز   ين اتـصال  يپـروتئ  د ي را بـه اس

وز کردنـد و    ي ف ينوژژ لوباکتريکمپن  ي فلاژل ۳۳۷ تا   ۵ يها نهيمآ
 ـ آن را در مـدل ح  يک و محـافظت   يمونولوژيت ا يفعال  بـه  يواني

 ـنو يگـر ي دي در مطالعـه . )۵( اثبات رساندند  و همکـاران،  لي
 ـ ۱۵۶-۱ يهـا  نـه يد آم ي اس ـ ي   کد کننده  يتوال  ـ ت ني فلاژل  bپ  ي

 يانيــر بدر وکتـو را  PaO1ه ي ســونـوزا يپـسودوموناس آئروژ 
pET30aپي ـن تي فلاژليني آميانتهان ي کلون و دومb  را در 

ق ين محققيا. ان کردندي بBL-21(DE3) ياکليشياشر يباکتر
 ـ   ـ توليهـا  يبـاد  يثابت کردند که آنت  ـي ـد شـده برعل ي    نيه فلاژل

 کشنده عفونت   يها  را در مدل   يتواند محافظت خوب   يم )۱-۱۵۶(
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 حاضـر،   ي  در مطالعه . )۴( نشان دهد    نوزايپسودوموناس آئروژ 
تـر  ي هـر ل   يگرم بـه ازا    يلي م ۱۲ (ييان بالا ين بار ب  ي اول يما برا 

 ـي آم ي انتها يها نيدوماز  ) کشت القا شده    ـ ين  aپ  ي ـن ت ي فلاژل
به . ميردک گزارش   ياکليشياشردر  را   وزانيپسودوموناس آئروژ 

ما از روش ، ين بعد از خالص ساز    يت پروتئ يمنظور حفظ فعال  
 و همکـاران از  يونيـدز . ميرات استفاده کردييغ تيد با کم يبريه

 استرپتوکوک موتانس  کلاژنازي خالص سازيد برايبريهروش 
 کلاژنـاز در    يها نشان دادند که خالص ساز      آن. استفاده کردند 

 يدي ـم توليکنـد و آنـز   يم را حفـظ م ـ   يت آنز يط فعال ين شرا يا
 ـ    يم  ـدر ا ). ۱۹ (هـضم کنـد   ن را   يتواند کلاژن و ژلات ن روش  ي

 ي مـولار بـه جـا   ۸از اوره  ز کننده   يدر بافر ل   ما   ،يلص ساز خا
 ـفيک. ميد اسـتفاده کـرد    يدروکلرايوم ه يديگوان ز بـا اوره    ي ـت ل ي

 ـد بـود و از آن جـا کـه در ا      ي ـدروکلرايوم ه يديهمانند گوان  ن ي
ک ي ـشـوند    يکـسان م ـ  يز کننده و اتصال دهنده      يحالت بافر ل  
 ۸ اوره ،نيبراعلاوه . شود ي کم ميساز ند خالصيمرحله از فرا

 ـ انکلوز  و يواره بـاکتر  يمولار د  حـل  ا  هـر دو ر   هـا    يون بـاد  ي
جـدا  هـا را   يون بـاد ين ما در روش خود، انکوز يبنابرا. کند يم

 اسـت   و پرزحمـت ري ـگ  وقت يندي که خود فرا   مي نکرد يساز
 ـزم  يکه نکـرد  يز بـا اوره سـون     ي را بعد از ل    يما باکتر ). ۲۰( را ي
ون يکاس ـيده بـا و بـدون سون  د ش ـيب تولين نوترکيزان پروتئ يم

ع و ي ساده، سرينجا روشي، ما در ايبه طور کل. نداشت يتفاوت
م کـه  يه کنيب اراي نوترکيها ني پروتئ ي خالص ساز  يارزان برا 

ت ما ي در نها.ها را حفظ کند  ک آن يولوژيت ب يممکن است فعال  
 ـ تول يهـا  يبـاد  يم که آنت  يثابت کرد   ـبرعلد شـده    ي  ـ ي   نيه فلاژل

را  M۸۸۲۱ نـوزا يپسودوموناس آئروژانند حرکت تو يم )۱-۱۶۱(
 ي به خوب  يسم مهار حرکت باکتر   يمکان.  مهار کند  invitroدر  

شنهاد ي ـن وجود، مطالعـات گذشـته پ      يبا ا . ستيشناخته شده ن  
لامنـت فـلاژل باعـث    ين بـه ف يمونوگلوبوليکنند که اتصال ا   يم

ــت دا ــاخــتلال در حرک ــه يو آگلوت آن يا رهي ــاکترشــدن ن  يب
 ـ در پليت انتشار کلـون  ي و در نها   دشون يم  ـ ي شـود   يت مهـار م
   اسـت   ي مهم ـ يـي زا يمـار ياز آنجا که حرکت فـاکتور ب      ). ۱۴(

 ي  مهار کننـده   يها يباد ين عملکرد با آنت   ي، اختلال در ا   )۶و۹(
ــت در  ــت مع Invivoحرک ــن اس ــ ممک ــبي ــر يار مناس  از اث

ــر بــاکتريرنــدگيگ شيپــ در آزمــون وســترن .  باشــدي در براب
 ني و فلاژليعين طبي ضد فلاژلي واکنش سرم خرگوش نگ،يبلات

 مشترک  يها توپ يوجود اپ ب  ي نوترک )۱۶۱-۱( ني با فلاژل  )۱-۱۶۱(
 ـ و نوترک يعيطب يها نين پروتئ يب  ـ  ي . رسـاند  يب را بـه اثبـات م

 ـ تحر ي بـرا  يک ـيوژن ژنت ي ف يها نيامروزه استفاده از پروتئ    ک ي
 يهـا  يمـار ي مبـارزه بـا ب     ي بـرا  ي روش موثر  يمني ا يها پاسخ
 يخـوب  فته شـد، بـه   گگونه که قبلاً     همان). ۵و۲۱( است   يعفون

 يهـا   موثر پاسـخ   ي  ک کننده ي تحر نيلفلاژثابت شده است که     
 بزرگ مشکل اسـت،   يها نيان پروتئ ياز آنجا که ب   .  است يمنيا

 يلودالتون، را به جـا ي ک۲۰باً ي، تقر)۱۶۱-۱( نيما استفاده از فلاژل  
 ـ يشنهاد ميالتون، پلودي ک۶۰باًً ين، تقر يفلاژل  يم کـه مولکـول  يکن

 ـو ح   حفاظت شـده   يها توپ ي اپ يکوچکتر است و حاو     ياتي
 ـباشـد و بـا ا      ي م ـ يمن ـيک ا ين در تحر  يفلاژل ت ين خـصوص  ي

  . کار رود هبها  نيوژن پروتئيتواند در ساختار ف يم
  
  يريگ جهينت

 ـ     ي مـا نـشان م ـ     يهـا  افتهي،  يبه طورکل         نيدهنـد کـه فلاژل
 ـ حفاظـت شـده و ح      يهـا  تـوپ  ياپ ي حاو )۱-۱۶۱(  ي بـرا  ياتي

ن ياده از افن است يبنابرا. دباش ين م ين پروتئ يک ا يولوژيت ب يلفعا
 ـي ا يهـا  ک پاسـخ  ي تحر يب برا ين نوترک يپروتئ  ـ بـر عل   يمن ه ي

ن با يوژن پروتئي خصوصاً به صورت ف  نوزايپسودوموناس آئروژ 
 ـ ايـي زا يمـار ي مهم در ب يها نيگر پروتئ يد  ممکـن  ين بـاکتر ي

پسودوموناس  يها  مبارزه با عفونت   ي برا يد بخش يراه ام است  
  .  باشدنوزايآئروژ

  
  تشکرتقدير و 

 دانـشگاه  ي پزشـک ي  دانـشکده يت مالين مطالعه با حما يا     
 ـا. ده اسـت يت مدرس بـه انجـام رس ـ      يترب  ـ ايي ابتـدا ي دهي ن ي

ــض  ــر مرت ــادروان دکت ــژوهش از ش ــتاريپ ــت ي س ــوده اس   ب
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ــدا ــييکــه در مراحــل ابت ــژوهش ب ــه د پ   .دار حــق شــتافتي
  

  .براي روحشان شادي آرزو داريم
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Background and Objective: Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that causes severe and 

lethal infections in immunocompromised individuals. This bacterium possesses a single polar flagellum. 

Flagellum and its subunit Flagellin play important roles in the pathogenesis of P. aeruginosa. Flagellin 

induces immune responses by interaction of its N-terminal domain with TLR-5. Our main aims of this study 

were cloning and expression of N-terminal domains of flagellin and evaluation of antibodies raised against it 

on motility inhibition of P. aeruginosa. 

Material and Methods: The DNA sequence coding for the first 161 amino acids of flagellin was PCR 

amplified and cloned into a pET-28a expression vector. Recombinant protein was over expressed in 

BL21(DE3), and purified by Ni-NTA resin. The immune reactivity of recombinant truncated flagellin was 

evaluated by Western blotting.  The recombinant protein was injected into a rabbit and antibodies raised 

against it were evaluated for the cell motility inhibition of P. aeruginosa 8821M.  

Results: The N-terminal domain of Flagellin was successfully overexpressed in Escherichia coli  

BL21(DE3) host strain. Anti-native and anti-N-terminal flagellin antibodies reacted with the recombinant 

protein. Motility inhibition assay demonstrated that polyclonal antiserum against N-teminal flagellin is able 

to inhibit the motility of P. aeruginosa 8821M.  

Conclusion: The N-terminal domain of flagellin may be used for development of a new recombinant vaccine 
against P. aeruginosa infections. 
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