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به صورت فيوژن با Lipl41بيان پروتئين غشاي سطحي  بررسي پايداري
 لپتوسپيرا درLepپروتئين كوچك چاپرون 

  
 

  ٤/٩/٩٩: پذيرش ؛ تاريخ٢٧/٧/٩٩: مقاله دريافت تاريخ

 
 چكيده

  

باشد كه توسط اسپيروكت  مي لپتوسپيروزيس يك بيماري باكتريايي مشترك بين انسان و دام با انتشار جهاني :زمينه و هدف

اين بيماري بدليل علائم متعـدد بـاليني بسـيار مشـكل و داراي     متاسفانه تشخيص . گردد مي بيماريزايي به نام لپتوسپيرا ايجاد

هاي غشاي خارجي لپتوسپيرا ست كه فقط در سـويه هـاي بيمـاريزا    ترين پروتئينيكي از فراوانLipL41 . محدوديت است

كمك كننـده  بر روي كروموزوم باكتري قرار دارد كه lipl41 در فاصله بسيار نزديك با ژن lepژن كوچكي بنام  .وجود دارد

بـر روي سـويه هـاي     Lipl41-Lepفيـوژن   پـروتئين  در اين مطالعه براي اولين بار بررسي بيان و تخليص. باشد مي آن بيان

  .    بومي رايج لپتوسپيراي بيماريزا در  سيستم پروكاريوتي صورت گرفت

 NCBIسـايت ژني بر مبناي الگوي سرووارهاي ايران پس از جمع آوري كليـه اطلاعـات موجـود در     توالي: مواد و روش ها

انتقـال و توسـط القـاء كننـده      E.coliBL21(DE3)در +pET32aسپس با كلونينگ در وكتوربيـاني  . طراحي و ساخته شد

IPTG روش وسترن بلات براي تاييـد  . پس از ليز سلولي با روش دناتوراسيون خالص سازي صورت گرفت. بيان انجام شد

  .   نوتركيب استفاده گرديد فيوژن حضور پروتئين

مقـادير زيـادي از پـروتئين    . كـرد  تأييد آگارز ژل روي را باز جفت٢٠٠٠وجود باند واضح حدود PCRنتايج آناليز : ها يافته

بـه صـورت    سـاعت پـس از القـا    ٤و زمـان   IPTGاز  mM١/٠با غلظـت  ،   C٣٧˚در دماي  كيلودالتوني ٦٠ن نوتركيبفيوژ

  .نامحلول توليد، استخراج و خالص سازي شد

تـوان   مي بنابراين از آن. نشانگر مقدار كافي از بيان و تخليص اين پروتئين نوتركيب بصورت فيوژن بودها  يافته:نتيجه گيري

در آينده بعنوان كانديداي مناسبي در جهت تستهاي تشخيص سرولوژيك مانند الايزا و همچنين براي واكسن هاي نوتركيب 

 .   بر عليه لپتوسپيروز استفاده شود
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  ...بررسي پايداري بيان پروتئين غشاي سطحي ٤٩٢

 ٥٠٠تا  ٤٩١؛٤، شماره ١٠؛ دوره ١٤٠٠پاييزنشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز،

  مقدمه 

 عامل آن باكتري لپتوسپيرايا يرقان اپيدميك كه  لپتوسپيروز

هاي اخير در سطح جهان به عنوان يكي از  در سال باشد مي

 ترين بيماريهاي مشترك بين انسان و حيوان مطرح گرديده كه شايع

.هاي اقتصادي زيادي بهمراه مرگ و مير شده است خسارت باعث
١ ،

اين بيماري در مناطق گرمسيري، نيمه گرمسيري و معتدل و ٢

 ٣.داراي بارندگي زياد مي باشد، بيشتر رخ مي دهدمرطوب كه 

غير مستقيم به انسان، از طريق آب يا خاك آلوده به  راهانتقال آن از 

لپتوسپيروز شامل علائم باليني . يردذصورت مي پادرار حيوان 

 و در باشد از جمله تب خفيف مشابه آنفلوانزا  مي متعددي

ن، سستي ماهيچه ها، از بيماريهاي بسيار جدي تر هموراژي، يرقا

گردد  مي كار افتادن كليه و مننژيت آسپتيك كه منجر به مرگ بيمار

بنابراين تشخيص  ٤ .كه همين امر تشخيص آنرا مشكل كرده است

پيشگيري از . صحيح و بموقع اين بيماري حائز اهميت است

باشد، لذا  مي لپتوسپيروزيس، بدون واكسيناسيون بسيار مشكل

واكسن هاي در  .از اهميت ويژه اي برخوردار استواكسيناسيون 

 لپتوسپيرايي موجود از جسم كامل باكتري كشته شده استفاده

موجود  LPS گردد كه اين گونه واكسن ها، براي انسان به علت مي

 درآن، عوارض جانبي به همراه داشته و ايمني كوتاه مدتي را ايجاد

.كنند مي
سنها در كنترل با توجه به ناكارآمدي اين واك٥،٦

لپتوسپيروزيس و همچنين وجود مشكلات در تشخيص، استفاده از 

روشهاي نوين جهت كنترل سلامت عمومي جامعه و شناسايي دقيق 

پروتئين   ٨، ٧.سرووارهاي غالب در هر منطقه حائز اهميت مي باشد

لپتوسپيرا، اعضاي خانواده بزرگي از   (OMPs)هاي غشاي بيروني

د كه ارتباط مستقيمي با بيماريزايي يا ويرولانس هستنها  پروتئين

نقش مهمي را در اتصال، عفونت اوليه و در نتيجه توانند  ميدارند و 

 LipL32,در ايجاد بيماري ايفا كنند، مانند پروتئين هاي 

,LipL41,lipL21.OmpL1 ,LigB
١١، ١٠، ٩  

است كه سومين پروتئين فراوان  LipL41يكي از مهمترين آنها 

 ٤١اين ليپوپروتئين با وزن مولكولي . در سطح لپتوسپيرا است

كيلودالتون در سويه هاي بيماريزا حفاظت شده است و در سويه 

هاي غير بيماريزا وجود ندارد و بعنوان يك فاكتور بيماريزاي 

.مفروض در نظر گرفته شده است
 همچنين مطالعات نشان١٤، ١٣، ١٢

را در سطح  Hemeتوانايي باند شدن با مولكول  LipL41دهد كه  يم

فاكتور ضروري براي رشد شكل آهن آلي و كه فراوانترين  دارد غشا

 ١٥.استو ويرولانس اكثر باكتريهاي بيماريزا 

باشد كه روي كروموزوم  مي جفت باز ١٠٦٧به طول  lipl41ژن 

به  lepنام جفت باز در بالادست يك ژن كوچك ب ٢٨با فاصله 

هر دو ژن منحصراً در سويه هاي . جفت باز قرار دارد٣٣٣طول

بيماريزاي لپتوسپيرا وجود دارند و در سويه هاي غير بيماريزا 

بعنوان ، مي باشدlipl41 به كه بصورت متصل lepژن . حضور ندارند

با  ١٦.نقش دارد lipl41چاپرون در افزايش بيان و افزايش حلاليت 

ت فوق الذكر و نيز بخاطر ايمونوژيك بودن اين توجه به خصوصيا

لازم است جهت استفاده ،   lipl41در بيان  lepآنتي ژن و اهميت ژن 

تشخيصي در روشهاي سرولوژيكي مانند الايزا يا در واكسن 

با توجه به اينكه هيچ مطالعه اي . نوتركيب مورد بررسي قرار گيرد

درسرووارهاي -lipl41lip تاكنون مبني بر بيان ژن بصورت فيوژن 

واكسينال و بومي لپتوسپيرا در ايران انجام نشده است، هدف از 

بصورت فيوژن با ژن كمك lipl41 مطالعه حاضر بيان و تخليص ژن 

  .بود lepكننده 

 

  ها  مواد و روش

  مطالعات بيوانفورماتيك

-lipl41مرحله اول در اين مطالعه طراحي و ساخت سازه ژني 

lep اين براي. باكتري بيماريزاي لپتوسپيرا اينتروگانس بود از 

بيوانفورماتيكي ژن مورد نظر برروي تمام توالي هاي  منظورمطالعات

 NCBIسرووارهاي شايع بيماريزاي لپتوسپيرا در ايران كه در سايت

هاي  سپس توالي). ١جدول شماره (گرفت  صورتموجود بود، 

لپتوسپيرا در كشورهاي ديگر  بدست آمده با توالي هاي سرووارهاي

  . توسط نرم افزارهاي بيوانفورماتيك مورد مقايسه قرار گرفتند

به منظور  IEcoRI ,Salهاي محدودالاثر   پس از برش با آنزيم

 مولكولي وزن. شد استفاده +pET32a وكتور  از ژني سازه كلونينگ

. تخمين زده شد  TRX- Lipl41-lep (60KDa(پروتئين نوتركيب

انجام و  E.coliبهينه سازي كدون براي بيان بهتر در سيستم باكتري 

 توالي ژن مورد نظر بر مبناي الگوي سرووارهاي ايران طراحي و

  . ساخته شد
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 ٤٩٣  نرگس گلاب و همكاران
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  ترانسفورماسيون

پلاسميد نوتركيب حاصل به روش شوك حرارتي به درون 

 تاييدجهت  ١٧.انتقال يافت DE3( E.coliBL21(باكتري مستعد 

( ميكروليتر  ٢٥در حجم  PCRپلاسميد نوتركيب واكنش ايجاد

واحد آنزيم  ١،   )نانوگرم١٠٠( DNA ميكروليتر از ٢مقدار 

PolymerasePfu DNA ميكروليتر از پرايمرهاي يونيورسال  ٢، مقدار

T7 )ميلي مولار  ٢/٠،   پيكومول١٠حاوي ) فوروارد و ريورس

dNTPs mix   ،buffer10x Pfu  ميلي مولار  ٢بهمراه)MgSO4 ( انجام

  .شد

  

 بيان ژن

يك ميلي ليتر از كشت شبانه باكتري واجد پلاسميد نوتركيب به 

 2YT )2× Yeast Extractميلي ليتر محيط كشت مايع  ٥٠

Tryptone ( سپس . ميكروليتر آمپي سيلين انتقال داده شد ٥٠حاوي

 نانومتر ٦٠٠ موج طوللگاريتمي در فاز به باكتري رشد تارسيدن

درجه سلسيوس،  ٣٧شيكردار  درانكوباتور) ٨/٠كدورت حدود (

بيان،  مقادير مختلفي  به منظورالقاي. ساعت قرار گرفت ٣- ٤زمان 

اضافه و در  سوسپانسيون به )تيو گالاكتوزيد ايزوپروپيل( IPTGاز 

. برداشت شدها  يك ميلي ليتر از نمونه  ساعتهاي مختلف پس از القا

 ١٦و  ٤تا  ١(جهت بهينه سازي شرايط القاي بيان سه فاكتور زمان 

و دما ) ميلي مولار  ١/٠تا ٥/٠( IPTG، غلظت هاي مختلف )ساعت

سپس رسوب  .در نظر گرفته شد) درجه سلسيوس ٣٧و  ٢٥(

در معرض ليز سلولي  داراي پلاسميد نوتركيب BL21هاي سلول

سيكل يك  ٥گرفت كه به صورت  توسط دستگاه سونيكاتور قرار

به ها  نمونه. وات انجام شد ٥٠دقيقه با توان ١دقيقه اي با فواصل 

درجه سلسيوس سانتريفيوژ ٤در دماي  xg٢٥٠دقيقه، دور  ١٥مدت 

بررسي كيفي حلاليت . و رسوب و مايع رويي از هم جدا شد

مورد بررسي قرار   SDS-PAGEبه روش پروتئين نوتركيب، در ژل 

  . گرفت

  

  تخليص و تاييد پروتئين نوتركيب

به روش رقت هاي  Lipl41-lepپروتئين نامحلول نوتركيب 

مولار به صورت محلول در آمد و تخليص  ٨تا  ١سريالي اوره 

در اين مرحله نيز مدت زمان انكوباسيون محلول سازي و . گرديد

براي بررسي كيفيت . غلظت هاي مناسب اوره بهينه سازي شد

وتئين، ابتدا اوره از محلول توسط دياليز خارج و سپس حلاليت پر

روش وسترن . بررسي گرديد SDSPAGEتوسط ها  وجود پروتئين

بلات براي تاييد تخليص پروتئين نوتركيب انجام شد كه از آنتي 

جهت ظهور و  )١: ٥٠٠٠(Anti His tag/HRP Conjugated بادي

ن غلظت كمي تعيي. استفاده شد كلرونفتول- ٤ازمحلولها  باند

  .پروتئين با روش برادفورد انجام شد

  

  ها  يافته

را  جفت بازي ٢٠٠٠بدست آمده يك قطعه  PCRمحصول 

سايز ژن فيوژن ( بود lipl41-lep نشان داد كه بيانگر تكثير ژن 

1400bp  بهمراه پروموتورT7600bp   2000جمعاً حدودbp بود .(

 100bpدر كنار ماركر %  ١پس از الكتروفورز بر روي ژل آگارز 

plus )Bio Fact ( قابل  ١مورد تاييد واقع شد كه در شكل شماره

  . مشاهده است

با  E.coli BL21(DE3)پس از ترانسفورماسيون سويه بياني 

و كشت كلني هاي pET32a+ Lipl41-lep  پلاسميد نوتركيب

و دماي مختلف  IPTGغلظت هاي مختلف حاصل القاي بيان با 

  . انكوباسيون انجام شد

حاصل از بهينه سازي  SDS PAGEروي ژل ربررسي نتايج ب

درجه ٣٧بيان بيشتر پروتئين در دماي  شرايط بيان نشان داد،

ميلي  ١/٠درجه سلسيوس بود و غلظت ٢٥سلسيوس  نسبت به 

. را نشان دادمولار نسبت به غلظت هاي كمتر از آن بيان بالاتري 

ساعت نسبت به  ٤بعلاوه نتايج نشان داد كه بيان پروتئين در زمان 

  . بيشتر است  ساعت بعد از القا ١٦و ٣، ٢، ١هاي  زمان

 SDSدرصد  ٥/١٢نتايج الكتروفورز روي ژل  ٢شكل شماره  

PAGE  هاي  كيلودالتون را در زمان ٦٠وجود باند واضح در حدود

در دماي  Lipl41-lepپروتئين ور كلي به ط. دهد مي مختلف نشان

 ٤و  زمان  IPTGميلي مولار از  ١/٠درجه سلسيوس و غلظت ٣٧

  . بيشترين بيان را داشت ساعت پس از القا

نتايج حاصل از ليز سلولي كه توسط دستگاه سونيكاتور انجام  

شد، حاكي از وجود مقدار بالاي پروتئين در رسوب و مقدار بسيار 
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ناچيز در سوپ رويي بود كه بيان پروتئين بصورت نامحلول و 

  . انكلوژن بادي انجام شد

از روش دناتوراسيون و محلول سازي توسط  پروتئين تخليص

 SDSنتايج . مولار صورت گرفت ٨تا  ١رقت هاي سريالي اوره 

PAGE  ٨تا  ٦در غلظتهاي  پروتئيندر اين مرحله بيانگر تخليص 

مولار بالاترين غلظت نسبت به  ٦د كه در غلظت مولار پروتئين بو

تاييد حضور پروتئين . مولار مشاهده شد ٨و  ٧تخليص با اوره 

نوتركيب در كنار ماركر با روش وسترن بلات تك باند واضح با 

  ). ٣شكل شماره (كيلودالتون را مشخص كرد  ٦٠وزن مولكولي 

 نتايج حاصل از بررسي جذب نوري نمونه تخليص شده با

استفاده از روش كمي برادفورد، پس از رسم منحني استاندارد، مقدار 

ميلي گرم در ميلي  ٥٤/٢١كل پروتئين فيوژن نوتركيب تخليص شده 

  . ليتر تخمين زده شد

  

  بحث

يكي از مهمترين بيماريهاي قابل انتقال از دام به انسان 

لپتوسپيروزيس است كه داراي انتشار جغرافيايي وسيع در سطح 

تشخيص صحيح اين بيماري در انسان بدليل علائم ١٨، ٥.ان استجه

،   باليني متعدد و مشابه با برخي از بيماريها از جمله مننژيت، انفلوانزا

هاي آزمايشگاهي  روش١٩، ٢.تب دانگ و هپاتيت بسيار مشكل است

متداول و موجود در تشخيص اين بيماري هريك داراي ارزش 

همچنين عليرغم  ٢٠، ٤.هايي نيز دارند خاصي هستند، اما محدوديت

واكسيناسيون بر عليه لپتوسپيروز در برخي از نقاط كشور بيماري در 

هاي اخير مطالعات زيادي در مورد  در سال ٥.كشور وجود دارد

خارجي لپتوسپيرا صورت گرفته كه  غشاي هاي شناسايي پروتئين

باشند، كه  مي ريپايه و اساس رابط بين ميزبان و باكتها  اين پروتئين

ابزاري در راستاي يافتن كانديداهايي مناسب جهت استفاده از آنها 

و ساخت واكسن پروتئيني  ELISAدر كيت هاي تشخيصي مانند 

  ٢٢، ٢١،١٠.نوتركيب معرفي كرده اند

LipL41  يكي از مهمترين پروتئين هاي غشايي مهم

لپتوسپيرا وجود  يلپتوسپيراست كه فقط در سرووارهاي بيماريزا

قرار دارد و  Lipl41متصل به ژن كننده  lepژن كوچك  ١٣، ١٢.دارد

بر طبق . شود مي بعنوان چاپرون باعث بيان و حلاليت بيشتر اين ژن

باعث حلاليت بيشتر  Lepو  Lipl41مطالعات قبلي بيان با هم 

Lipl41 كيلودالتون  ٦٠شود، جرم مولكولي اين دو باهم حدود  مي

عداد زياد چاپرون هاي باكتريايي ديگري نيز شناخته شده ت. است

در سرووارهاي  SseAيكي از معروف ترين آنها چاپرون  ١٦ .است

Salmonella باشدكه براي پايداري بيان مي SseB وSseD  ضرورت

  ٢٣. دارد

سرووار غير بومي  ١٦سرووار بومي و  ١١در اين تحقيق تعداد 

سپس با كمك نرم . وارد شدند لپتوسپيرااز سرووارهاي بيماريزاي 

ها با يكديگر مقايسه و درصد  افزارهاي بيوانفورماتيك اين توالي

اين مطالعه از آن جهت حائز . بررسي شدها  شباهت و تفاوت

اهميت است كه تاكنون مطالعه منتشرشده اي در زمينه بيان و 

ننده ك بصورت فيوژن با ژن كمك Lipl41تخليص آنتي ژن نوتركيب 

lep  لپتوسپيرا در ايران انجام نشده و اين كار براي اولين بار صورت

  .  ه استگرفت

توان گفت سازه طراحي  مي براساس نتايج آناليز بيوانفورماتيك

شده ژن مورد نظر داراي هم پوشاني مطلوبي نسبت به تمامي 

توان در آينده در  مي سرووارهاي بيماريزاي لپتوسپيراست كه

شخيصي لپتوسپيروزيس يا واكسن نوتركيب از آن هاي ت روش

  . استفاده نمود

در هند،  ٢٠٠٦و همكاران در سال  Mariyaدر تحقيق 

و ترانسفورماسيون در   pPROEXHTbدر وكتور بياني Lipl41بيان

در ٢٤.صورت گرفت IPTGاز   1mMبا ميزان E.coli BL21سلول

بمنظور بررسي  ٢٠١٣و همكاران در سال  Linمطالعه ديگري 

Lipl41 در لپتوسپيرا باكلونينگ در وكتورpRSET+ و

انجام دادند كه مقادير   E.coli BL21(DE3)ترانسفورماسيون در

، با غلظت C٢٠˚در دماي LipL41زيادي از بيان پروتئين نوتركيب

mMاز  ٥/٠IPTG   اين  ١٥.بدست آمد  ساعت پس از القا ١٦و زمان

و pET32a  +ايج با يافته هاي اين تحقيق با كلونينگ در وكتورنت

مقادير  بالايي از پروتئين  E.coli BL21(DE3)ترانسفورماسيون در

 ٤و زمان   IPTGاز  mM١/٠با غلظت ،   C٣٧˚فيوژن در دماي 

همچنين ديگر . بدست آمد، مطابقت دارد ساعت پس از القا

اين  ٢٦)٢٠١٦( Linو ١٣)٢٠١٤( Megudeswaranمحققاني مانند 

مانند تحقيق  pETپروتئين نوتركيب را در وكتورهاي بياني سري 

  . حاضر با مقادير كافي توليد كردند
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و توالي محلول ساز به نام برچسب  His- tagقرار دادن توالي 

TRX علي رغم  ٢٧.گردد به وكتور  بياني باعث افزايش حلاليت مي

استفاده از اين برچسب در اين پروژه مقادير بيشتر پروتئين نوتركيب 

اين نتيجه . به صورت نامحلول يعني در قسمت رسوب بيان شد

در Lipl41 تحقيق مانند ساير محققين نيز حاكي از تخليص پروتئين 

با اتصال به Lipl41 باشد كه پروتئين مي شرايط دناتوراسيون

بصورت دناتوره و نامحلول   polyhistidine (6X-His) taggedتوالي

  ٢٤، ١٦، ١٥.تخليص شد

در تخليص پروتئينهاي نوتركيب در صنعت حالت محلول و 

بعنوان مثال . نامحلول بودن هر يك داراي مزايا و معايبي است

محلول بودن روند تخليص را آسان تر ميكند، اما هزينه استفاده از 

چنين پروتئين در فرآيند محلول هم. رزين نيكل در آن بالاست

سازي با استفاده از اوره، دچار تغييرات ساختاري ناخواسته نمي 

در  ٢٨.كند مي شود و فعاليت بيولوژيكي خود را به نحو مناسبي ايفا

 پروتئين نامحلول بعد از ليز كردن سلول پروتئينهاي تجمع يافته

در حين . دتوانند با درصد خلوص تقريباً بالايي تخليص شون مي

تاخوردگي و تخليص از رسوب، غلظت پروتئين در رسوب نيز 

 ٢٩. اهميت دارد و بر ميزان پروتئين بازيابي شده تاثير دارد

خوشبختانه در مورد پروتئين مورد تحقيق كه داراي غلظت بالايي 

در روند . ميزي انجام شدآتخليص به طور موفقيت در رسوب بود، 

مشاهده شده كه پروتئيني كه در فاز  بيان و تخليص پروتئينها،

رسوب حاصل از سانترفيوژ بعد از سونيكاسيون باشد، با استفاده از 

از فاز رسوب ... هاي آلي مثل اوره، گوانيدين هيدروكلرايد وحلال

در تحقيق حاضر نيز . شود مي خارج شده و در محلول اوره حل

ر غلطتهاي د Lipl41-lepجهت تخليص پروتئين نامحلول نوتركيب 

مولار به صورت محلول در آورده شد، كه در  ٨تا  ١مختلف اوره 

ين مورد بررسي تخليص شد و در غلظت ئمولار پروت ٨- ٦غلظتهاي 

 . مولار بالاترين غلظت مشاهده شد ٦

و همكاران براي حلاليت پروتئين  Haakeمشابه اين نتايج 

بدين ترتيب   ٣٠.مولار استفاده كردند ٦از گوانيدين Lipl41 نامحلول

مراحل خالص سازي نيز بهينه سازي شد تا بيشترين ميزان پروتئين 

نتايج تحقيق حاضر نشان داد . و حداكثر خلوص پروتئين بدست آيد

  (DE3)نوتركيب حاصله در ميزبان اشرشيا كلي فيوژن كه پروتئين

BL21  به صورت نامحلول قابل توليد و به شكل دناتوره قابل

بيشترين توليد زماني بدست آمد كه فاكتورهاي . ستخالص سازي ا

  .بيان و تخليص بهينه سازي شدند

با توجه به موارد فوق،  نتايج حاصل از اين مطالعه حاكي از 

در لپتوسپيرا Lipl41بيان، توليد و تخليص موفقيت آميز پروتئين 

كه صحت نتايج با باشد  مي Lepپروتئين چاپرونفيوژن با بصورت 

  . تكنيك وسترن بلات تاييد گرديد

توان گفت پروتئين فيوژن نوتركيب بدست  مي بدين ترتيب 

مقاصد تشخيص و هم بعنوان كانديد  برايهم آمده در اين مطالعه 

 در توليد واكسن نوتركيب بر عليه لپتوسپيروزيس در آينده

  .قرارگيرد تواندمورد استفاده مي

  

  سپاسگزاري

- ٩٦٠٤٥-١٠٦ -١٨-١٨-١٢شماره (طالعه با طرح مصوب م اين

رازي كرج  سازي وسرم واكسن تحقيقاتي در مؤسسه) ٩٦١٠٢٣

 اين شناسي ميكروب بخش پرسنل گرامي از بدينوسيله. شد انجام

 .  مي شود قدرداني و تشكر موسسه
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  فهرست سرووارهاي بومي لپتوسپيرا اينتروگانس مورد مطالعه در اين تحقيق :١جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RTCC: Razi Type Culture Collection 

  

  T7با استفاده از پرايمر يونيورسال   PCRتاييد حضور پلاسميد نوتركيب بروش كلني  : ١شكل 

 Bio Fact (100bp plus(ماركر: ٢، چاهك Lipl41-lepژن فيوژن : ١چاهك 

  .را تشكيل مي دهد  2000bpكه جمعاً حدود  T7 600bpو پروموتور 1400bpسايز مولكولي ژن

  

Accession No Serovar Protein Id Strain Source 

KJ398165 Autumnalis AHW80383.1 2802 RTCC 

KJ398169 Canicola AHW80387.1 2824 RTCC 

KJ409447 Canicola AHX26958.1 2805 RTCC 

KJ398166 SejroeHardjo AHW80384.1 2810 RTCC 

KJ409451 SejroeHardjo AHX26962.1 2821 RTCC 

KJ398168 Icterohaemorrhagia
e 

AHW80386.1 2823 RTCC 

KJ409449 Icterohaemorrhagia
e 

AHX26960.1 2812 RTCC 

KJ398167 Pomona AHW80385.1 2822 RTCC 

KJ409450 Pomona AHX26961.1 2815 RTCC 

KJ398170 Grippotyphosa AHW80388.1 2825 RTCC 

KJ409448 
 

Grippotyphosa AHX26959.1 2808 RTCC 
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 در زمانهاي مختلفIPTGاز  mM١/٠درجه سلسيوس و غلظت  ٣٧در  Lep- Lipl41روتئين نوتركيب بيان پ  SDS-PAGEنتايج ژل   :٢شكل

 ,Thermo)ماركر وزن مولكولي پروتئين  :١چاهك 

scientific)Unstanied Protein Molecular Weight Marker   ،

، Lipl41-lepكيب ساعت پس از القاي بيان پروتئين نوتر ١: ٢چاهك

، Lipl41-lepساعت پس از القاي بيان پروتئين نوتركيب  ٢: ٣چاهك

،  Lipl41-lepساعت پس از القاي بيان پروتئين نوتركيب ٣: ٤چاهك

،  Lipl41-lepساعت پس از القا پروتئين نوتركيب  ٤: ٥چاهك

  Lipl41-lep ساعت پس از القا پروتئين نوتركيب ١٦ :٦چاهك

  

  Lep-Lipl41نتايج ژل وسترن بلاتينگ و تاييد پروتئين نوتركيب:  ٣شكل 

 (Thermo, scientific)ماركر وزن مولكولي پروتئين  :١چاهك 

Prestained Protein Molecular WeightMarker.-  

  Lipl41-lep وتركيبپروتئين فيوژن ن: ٢چاهك 
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Aim and objective:Leptospirosis is a zoonotic disease caused by pathogenic spirochete 
called Leptospira that has worldwide distribution. Unfortunately, due to the variety of 
clinical symptoms, its diagnosis has many limitations. LipL41 is among the most 
abundant outer membrane proteins in Leptospira and is exclusively found in pathogenic 
species. A small gene called lep is located very close to lipl41 gene on the bacterial 
chromosome, which facilitates its expression. In this study, the expression and purification 
of LipL41-Lep fusion protein among prevalent pathogenic isolates in Iran was performed 
in a prokaryotic system for the first time.  
 Methods:All collected Lipl41 and Lep protein sequences were analyzed from the NCBI 

database. Complete codon sequences of the pattern of the Iranian serovars were designed 
and synthesized then sub-cloned into a pET32a+ and transformed into Escherichia coli 
BL21(DE3) to expression by using IPTG inducer. Thefusion recombinant protein was 
purified by denaturation and confirmed by western blot. 
Results:The results of PCR analysis showed a clear band of ~ 2000 bp in Agarose gel. 

Optimal expression of fusion recombinant protein (60kDa) was achieved post-induction at 
4 h at 37 °C in the presence of 0.1 mM IPTG. Then it was purified in the insoluble form. 
Conclusion:The results demonstrated that adequate amounts of this fusion recombinant 

protein were expressed andpurified to be used as a fusion antigen in serological testing, 
such as ELISA, or for the development of subunit vaccines against Leptospirosis in the 
future. 
 
 Keywords:Pathogenic Leptospira, LipL41-Lepfusion recombinant protein, Expression, 

Purification 
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