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  :مقدمه

، يك باكتري گرم منفي است لژيونلا پنوموفيلا

 اري يكــاين بيم. ودـــر مي شـــكه باعث بيماري لژيون

  ه بويژه در افـــراد با سيستــم ايمنيپنوموني بالقوه كشند

  
تظاهرات باليني و . )1 (ضعيف شده و افراد كهنسال است

ونلايي غير ــــوني لژيـــخصوصيات راديوگرافي پنوم

اختصاصي هستند و با در نظر گرفتن علائم باليني امكان 

  :چكيده
مشكلات زيادي از جمله اكثر تست هاي موجود براي تشخيص پنوموني لژيونلايي، با  :زمينه و هدف

. هم نمودن نتيجه در يك زمان كلينيكي مناسب مواجه هستندحساسيت و ويژگي پائين و عدم توانايي در فرا
 و به ده درون ادرار ترشح شدر لژيونلا پنوموفيلا )PAL( پپتيدوگليكانط با ب مرتپروتئين ليپوكه از آنجايي

براي تشخيص بيماري لژيونر از طريق ادرار مورد لذا . عنوان يك آنتي ژن در تمام سويه هاي آن وجود دارد
باكتري  PAL بي نوتركني پروتئصي و تخلاني بسازي نهيبهمطالعه اين هدف از . ر گرفته استتوجه قرا

  .ه است بودلاي پنوموفونلايلژ
، ي سلولتهي دانس با تغيير در پارامترهايPALپروتئين  بيانآزمايشگاهي تجربي  مطالعه اين در :روش بررسي

  كشتطي و نوع مح)IPTG( يدگالاكتوپيرانوزتيو ايزوپروپيل بتا دي  رشد، غلظتيمدت زمان القاء، دما
 با استفاده از PAL بي نوتركنيپروتئعصاره پري پلاسمي تهيه و  پس از كلونينگ،. مورد بررسي قرار گرفت

با  PAL بي نوتركنيپروتئدر نهايت .  تخليص گرديد)NTA( نيكل نيتروتري استيك اسيد ستون رزين
  . شدبررسي نگي وسترن بلاتشيآزما
 600طول موج  (6/0، شروع القاء در جذب نوري Terrific Brothبا استفاده از محيط كشت  : هافتهاي

 15 و مدت زمان  درجه سانتيگراد25، دماي رشد IPTG  ميلي مولار ماده القاء كنندهيكغلظت ، )نانومتر
 با استفاده از PAL بي نوترك پري پلاسميني پروتئ. بدست آمدPALساعت پس از القاء، بهترين بيان پروتئين 

  كه نشان دادزي ننگيبلات  وسترنشيآزمانتايج .  تخليص گرديد%80 با خلوص بيش از  NTAستون رزين
  .شناسايي گرديد anti-His6-peroxidase بادي يآنت  باي شده به طور اختصاصصي تخلPAL بي نوتركنيپروتئ
 مي توان به منظور بررسي پتانسيل آن در %80 ميزان بيش از  بهPAL پروتئينبا تخليص  :ريي گجهينت

  . از آن استفاده نمودالايزا و تهيه كيت تشخيصي بر اساس  لژيونريبيمارتشخيص 
  
  .لاي پنوموفونلايلژ ، پپتيدوگليكانوپروتئين مرتبط با ليپ ص،يتخلبيان،  سازي، نهيبه :ديي كله هايواژ
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نوموني ها وجود ندارد تشخيص بيماري لژيونر از ساير پ

ابي از ميزان مرگ و مير براي بيماري لژيونر اكتس. )2(

 درصد است كه ميزان نسبتاً 30-  50بيمارستان در حدود

  .)3( بالايي مي باشد

براي تشخيص بيماري لژيونر تست هاي 

آزمايشگاهي متعددي وجود دارند، ولي اكثر آنها با 

ين مشكلات از جمله ا. مشكلات زيادي مواجه هستند

مي توان به حساسيت و ويژگي پائين و عدم توانايي در 

فراهم نمودن نتيجه در يك زمان باليني مناسب اشاره 

 اگر چه )PCR (واكنش زنجيره اي پلي مراز .)4،1 (نمود

 يني بالياختصاصي لژيونلا را در نمونه ها DNAحضور 

 كه با PCR در مورد نتايج مثبت يرديابي مي كند، ول

ييد نشده باشند، نمي توان ار روش هاي تشخيصي تديگ

  ).5،4،1(   قضاوت نهايي نمودبيماري ةبار در

جداسازي لژيونلا از ترشحات تنفسي يا بيوپسي 

 در بيماري لژيونرريه به عنوان استاندارد طلايي تشخيص 

 عمده كشت خلط اين محدوديت. نظر گرفته مي شوند

نوموني لژيونلايي بيماران دچار پ درصد 25- 75است كه 

ها علاوه بر اين، رشد لژيونلا. خلط دفع نمي كنند

آهسته بوده و ممكن است تعدادي از نمونه هاي حاوي 

به صورت  روز 5لژيونلا به دليل عدم پيگيري بعد از 

  .)6 ( كاذب گزارش شونديمنف

 بيماران مبتلا به عفونت با  درصد80تقريباً 

 در مراحلي از دوران ،1سرو گروه لژيونلا پنوموفيلا 

بيماري خويش آنتي ژن هاي لژيونلايي را از طريق ادرار 

با توجه به اينكه آزمايش جستجوي آنتي . دفع مي كنند

تواند به آساني و  ژن ادراري در مقايسه با كشت مي

هاي ويژه انجام شود، تشخيص بدون نياز به مهارت

ته آزمايشگاهي بيماري لژيونر را به كلي متحول ساخ

به بيان ديگر اين آزمايش تشخيص زود هنگام . است

بيماري و شروع درمان آنتي بيوتيكي مناسب را امكان 

   .)8،7 (پذير مي نمايد

در زمينه تشخيص بيماري لژيونر، سه كيت تجارتي 

تجاري گزارش شده است ) EIA (سنجش ايمني آنزيمي

تعدادي از مطالعات باليني حساسيت و ويژگي  كه در

  با اين وجود، چندين محقق نشان . يي داشته اندبالا

داده اند كه كيت هاي موجود جهت شناسايي آنتي ژن 

 حساسيت عالي دارند ولي 1 سرو گروه لژيونلا پنوموفيلا

 1 غير از سرو گروه لژيونلا پنوموفيلاهايجهت شناسايي 

و ديگر گونه هاي لژيونلا حساسيت آنها متغير است 

 عامل 1 سرو گروه ونلا پنوموفيلالژياگر چه . )10،9(

از تمام موارد بيماري لژيونر در اغلب  درصد 70- 90

نواحي جغرافيايي مي باشد، ولي با توجه به اينكه ديگر 

 هاي و ديگر گونهلژيونلا پنوموفيلاهاي سروگروه

حال شناخته شدن  لژيونلا نيز با وفور روزافزوني در

ا مورد ترديد واقع هستند، كاربرد گسترده اين آزمايش ه

  ).11،6 (مي شود

در زمينه تست هاي رديابي كننده آنتي ژن هاي 

 ادراري كه بتوانند عفونت ناشي از تمام گونه ها و سرو

گروه هاي لژيونلا را تشخيص دهند، هنوز نياز به انجام 

بدين ترتيب در رابطه . رده اي مي باشدـــتحقيقات گست

گر حضور يك آنتي با تشخيص پنوموني لژيونلايي، ا

ژن مشترك جنس لژيونلا در نمونه ادرار بيماران بتواند 

وان هدف مورد سنجش قرار گيرد، طيف ـــبه عن

تشخيصي اين آزمايش ها به طور برجسته اي افزايش 

  ).12،1(خواهد يافت 

 آنتي لژيونلا پنوموفيلادر پوشش سلولي باكتري 

روتئين هاي مختلفي وجود دارد كه در اين ميان پ ژن

Peptidoglycan associated lipoprotein )PAL ( به

عنوان برجسته ترين آنتي ژن سطحي باكتري مذكور 

 در اين  PALاهميت ويژه آنتي ژن. محسوب مي شود

طرف در حد بالايي بين همه گونه هاي  است كه از يك

لژيونلا حفظ شده است و از طرف ديگر يك آنتي ژن 

از طريق ادرار بيماران مبتلا به ادراري بوده و مي تواند 

رسد اين  بنابراين بنظر مي. بيماري لژيونر نيز دفع شود

لژيونلا آنتي ژن بتواند جهت تشخيص بيماري ناشي از 
لژيونلا گروه هاي  گروه يك و ساير سرو  سروپنوموفيلا
 و نيز ديگر گونه هاي لژيونلا در نظر گرفته پنوموفيلا
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كه آنتي ژن مذكور در  اييعلاوه بر اين از آنج .شود

تواند به عنوان  همه گونه هاي لژيونلا وجود دارد مي

يك واكسن در پيشگيري از عفونت هاي ناشي از 

  .)14،13 (لژيونلا ها محسوب شود

با توجه به اينكه اين آنتي ژن در شناسايي 

اين لايي و نيز در توليد واكسن عليه عفونت هاي لژيون

اين مطالعه با راواني دارد، عفونت ها اهميت بسيار ف

 PALبي نوتركني پروتئصي و تخلانيبهدف بهينه سازي 

 به منظور بررسي پتانسيل آن در لاي پنوموفونلايلژباكتري 

 و تهيه كيت تشخيصي بر اساس  لژيونريبيمارتشخيص 

ELISA انجام شده است.  

  
  :روش بررسي

در بررسي قبلي كلونينگ و بيان اوليه پروتئين 

 pET26b  پلاسميديوكتور به كمك PALب نوتركي

در اين مطالعه . )15 (انجام شد) Invitrogenشركت (

 به نحوي وارد وكتور شده است كه  palتجربي ژن

اي كربوكسيلي و ـــدين در انتهــــتوالي پلي هيستي

در . ه باشددر ابتداي آميني آن قرار گرفت  pelBسيگنال

 فضاي به روتئينپ ترشح  به منظورpelB سيگنالواقع 

 در ني پروتئصيتخلپلاسمي و در نتيجه سهولت  پري

پس از بيان اوليه پروتئين نوتركيب . نظر گرفته شده است

شركت ( )Luria bertani) LBمذكور در محيط كشت 

 37 و دماي  كاناميسينداراي آنتي بيوتيك ) آلمانكمر

بيان، بيان بالا و تخليص  درجه سانتيگراد، بهينه سازي

.  بررسي گرديدPALك مرحله اي پروتئين نوتركيب ت

وكتور   در نوتركيبتوليد پروتئين و  بيانبهينه سازي

pET26b در زمان القاءي سلولتهيكميت دانسپنج  براي  

، مدت ) نانومتر600 در طول موج 1تا /. 4جذب نوري (

 ي رشد، دما) ساعت15،12،10،8،6،4،2،1 ( القاءزمان

و LB ، نوع محيط كشت )گراددرجه سانتي 25 و 37(

Terrific broth )TB () غلظت ماده القاء  ) آلمانكمرشركت

) Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside )IPTG كننده

براي اين منظور .  گرديدارزيابي)  ميلي مولار5/1تا /. 1(

بعد از رشد باكتري حاوي پلاسميد نوتركيب در محيط 

 نوري مورد نظر در  مايع و رسيدن به جذبLBكشت 

 نانومتر، كميت هاي مذكور مورد بررسي 600طول موج 

 1درجه سانتيگراد و زمان  37ابتدا در دماي . قرار گرفتند

 قرار  بررسيموردIPTG ساعت، غلظت هاي مختلف 

 37 و در دماي IPTGسپس در غلظت بهينه . گرفت

در . بررسي گرديد  القاءزماندرجه سانتيگراد، مدت 

 و زمان القاء، دماهاي IPTGبعد در غلظت بهينه مرحله 

رشد مختلف بررسي شد و در نهايت شرايط مشابهي با 

  .  نيز بررسي شدTBاستفاده از محيط كشت 

  ژل سديمپس از اينكه به كمك نتايج حاصل از

 )SDS-PAGE( پلي آكريل آميد- دو دسيل سولفات

 ني پروتئانيببهترين شرايط بياني مشخص گرديد، 

براي اين كار .  انجام شد بالاحجم در PAL بيتركنو

  داراي آنتي بيوتيكTB ميلي ليتر از محيط 5حجم 

 با يك كلني از باكتري حاوي پلاسميد كاناميسين

انكوباتور نوتركيب تلقيح گرديد و انكوباسيون شبانه در 

 500 در روز بعد حجم .انجام شد) rpm 250(شيكردار 

با محيط كشت  تي بيوتيك دار آنTBميلي ليتر از محيط 

 انكوباتور شيكردارانكوبه شده تلقيح گرديد و دوباره در 

در طي انكوباسيون . رايط مذكور قرار گرفتـــبا ش

حجم هاي اندكي از محيط كشت انكوبه شده برداشت 

 نانومتر خوانده 600شد و جذب نوري در طول موج 

ورد به جذب نوري م ي سلولتهيدانسپس از رسيدن . شد

نظر، چندين حجم از محيط كشت تحت عنوان سلول 

القاء نشده برداشت شد و سپس بقيه محيط كشت با 

سپس محيط كشت انكوبه .  القاء شدIPTGغلظت بهينه 

شد و بعد از لحاظ نمودن دما و زمان بهينه شده در 

 10 و به مدت rpm5000  مرحله قبل، سلول ها با دور

 ي عصاره پرمنظور تهيهدقيقه سانتريفيوژ شده و به 

  .ي برداشت شدندپلاسم

ي در  پلاسميعصاره پردر ابتدا شرايط تهيه 

ي  پلاسميعصاره پرمقياس كم بهينه سازي شد و سپس 

 براي بدست آوردن .رديدـــدر مقياس بالا تهيه گ
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يواره خارجي دلاسمي لازم است ي پپر ن هاييپروتئ

ولي تهيه توده سلبه اين منظور  .باكتري تخريب گردد

 A ميلي ليتر بافر 50ل ابتدا در حجمــشده از مرحله قب

)(0.02M Tris-HClدر مرحله بعد .  شستشو داده شد

 به A ميلي ليتر بافر 25توده سلولي حاصله ابتدا در حجم 

صورت سوسپانسيون در آمد سپس به اين مجموعه پودر 

) mg/mL 1( )Boehringer, Germany غلظت(ليزوزيم 

    Protease inhibitor cocktailد قرصو يك عد

)Roche Diagnostics, Germany(در ادامه در .  اضافه شد

كه به كمك يك ميله شيشه اي استريل سوسپانسيون  حالي

 B  ميلي ليتر بافر 25شد، حجم به آرامي به هم زده مي

نيز ) 0.02M Tris-HCl  ،0.5M EDTA،%20سوكروز (

ه بعد با قرار دادن در مرحل. به آن اضافه گرديد

، مدت rpm 60 دور(سوسپانسيون سلولي روي شيكر، 

ل ـــمحلول يكنواختي حاص)  دقيقه و دماي اتاق15زمان 

 دقيقه 5 و به مدت rpm 2500 سپس سلول ها با دور. شد

در دماي اتاق سانتريفيوژ شده، مايع بالايي برداشته و 

يي سعي شد رسوب حاصله حتي الامكان بدون مايع بالا

 ميلي 100در مرحله بعد به رسوب حاصله حجم . باشد

ليتر آب ديونيزه سرد شده روي يخ اضافه شد و رسوب 

سپس با قرار دادن . دوباره به شكل سوسپانسيون درآمد

، مدت rpm 60 دور(سوسپانسيون سلولي روي شيكر، 

محلول يكنواختي )  دقيقه و روي يخ خرد شده15زمان 

، به rpm 16000  سلول ها با دورحاصل شد و بعد از آن

 سانتريفيوژ سانتيگراد درجه 4 دقيقه و در دماي 20مدت 

شده و در نهايت مايع بالايي كه حاوي پروتئين هاي 

  .)16 (پري پلاسمي بود برداشته شد

در مرحله بعد به منظور تغليظ پروتئين 

، محلول به دست آمده از مرحله قبل PALنوتركيب 

 كيلو دالتون 10 كمتر از cut of  بادرون كيسه دياليز

قبل از . ريخته شد و به وسيله سوكروز تغليظ گرديد

 ي عليه بافر كروماتوگرافي پلاسميعصاره پرتخليص نيز، 

)20 mM Tris–Cl, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole( 

 درون EDTAدياليز هم به منظور برداشت . دياليز گرديد

مي شد و  Ni-NTA عصاره كه موجب آسيب به رزين

هم به منظور جايگزين نمودن بافر كروماتوگرافي به 

  . )17،16 (جاي آب انجام گرديد

به كمك ستون  در مرحله بعد پروتئين نوتركيب

 با مطابق )Ni-NTA(نيترو تري استيك اسيد - نيكل

 مرحله يك در (Qiagen) سازنده دستورالعمل شركت

ر از رزين  ميلي ليت5بدين منظور مقدار . تخليص شد

NTA درصد شارژ 2 به وسيله محلول كلريد نيكل 

 ميلي ليتر آب 5پس از رزين شارژ شده با . گرديد

 ميلي ليتر 10ديونيزه استريل شستشو داده شد و با حجم 

 نيپروتئسپس . بافر كروماتوگرافي به تعادل رسيد

 به رزين اضافه شد و به مدت دو ساعت PAL بينوترك

پس .  يخ خرد شده شيك گرديد رويrpm 60با سرعت

از مدت زمان انكوباسيون اين مجموعه به ستون تخليص 

(Qiagen) ميلي ليتر بافر 20 منتقل گرديد و با حجم 

 سپس با اضافه نمودن .كروماتوگرافي شستشو داده شد

بافر كروماتوگرافي حاوي  (elution ميلي ليتر بافر 20حجم 

 از ستون بي نوتركنيپروتئ) ميلي مولار ايميدازول 500

در طي اين مرحله فراكشن هايي گرفته شد و . خارج شد

خلوص فراكشن هاي خارج شده از ستون با استفاده از 

SDS-PAGEوسترن بلاتينگ آميزي كوماسي بلو و، رنگ 

) anti-His6 peroxidase antibodies با استفاده از(

پس از بررسي خلوص، فراكشن هاي با . بررسي گرديد

 PBS بالا در يك لوله فالكن جمع آوري و عليه خلوص

  . دياليز شدند

  

  :يافته ها
  : بالااسيمق  درPAL بي نوتركني پروتئاني و باني بطي شراسازي بهينه

 اني بني نشان داد كه بهتراني بي سازنهي حاصل از بهجينتا

 در 6/0 ي، جذب نور TB كشتطيهنگام استفاده از مح

 ساعت پس از 15 زمان  نانومتر، مدت600طول موج 

 و IPTG ميلي مولار ماده القاء كننده يكالقاء، غلظت 

 صورت گرفته است  درجه سانتيگراد25 رشد يدما

  جي به كمك نتاكه نيپس از ا). 1- 2 ي شماره هاريتصاو(
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 اني بطي شراسازي بهينه بررسي :1شماره  تصوير
  . رشديدما با تغيير PALپروتئين نوتركيب 

بر  (SM0661# يين پروتئوزن مولكولي نشانگر :1 تونس
 نمونه :3ستون ء نشده،  نمونه القا:2 ستون ،)اساس كيلو دالتون

 درجه 37و انكوبه شده در  ء شده با شرايط اپتيممالقا
و انكوبه  ء شده با شرايط اپتيمم نمونه القا:4 ستون ،سانتيگراد
   درجه سانتيگراد25شده در 

PAL :نگليكاوط با پپتيدبن مرتليپوپروتئي  

  

  

 مشخص ياني بطي شراني بهترSDS-PAGEحاصل از 

 يلي م500 در حجم PAL بي نوتركني پروتئانيشد، ب

 ي قابل توجهي توده سلولجادي انجام شد كه منجر به اتريل

 ي عصاره پرهي مذكور به منظور تهيرسوب سلول. شد

  .دي برداشت گرديپلاسم
  :ي پلاسمي عصاره پرهيته

 ي با كوماسيزي، رنگ آمSDS-PAGE انجام اب

 ي و پريتوپلاسمي سيها ني پروتئي الگوسهيبلو و مقا

 بي نوتركدي پلاسمي حاويياي باكتريها  سلوليپلاسم

pET26b-palماده القاء كننده لهي قبل و بعد از القاء بوس 

IPTGبا ينيد پروتئــــ بانكي كه دي مشخص گرد   

 ي معادل با وزن مولكولن،لتو دالوي ك21 حدود ياندازه ا

 يها ني پروتئي، در الگوPAL بي نوتركنيپروتئ

 القاء يياي باكتريها  سلولي پلاسمي و پريتوپلاسميس

  ور درـ مذكيني باند پروتئكه يشده وجود داشت در حال

  
  

  

  

  

  

  

  

  
  

پروتئين  اني بطي شراسازي بهينهبررسي  :2شماره  تصوير
  IPTGغلظت با تغيير  PALنوتركيب 

بر  (SM0661# يين پروتئوزن مولكولي نشانگر :1 ستون 
، 3 هاي ستونء نشده،  نمونه القا:2 ستون ،)اساس كيلو دالتون

 ميلي مولار 1 غلظت و ء شده با شرايط اپتيمم نمونه القا:5 و 4
IPTG ،ء شده با شرايط اپتيمم نمونه القا:8 و 7، 6 هاي ستون 

  IPTG مولار  ميلي5/0 و 3/0، 1/0  هاي غلظتو
PAL :نگليكاط با پپتيدوبليپوپروتئين مرت  
IPTG: يدگالاكتوپيرانوزايزوپروپيل بتا دي تيو  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

پلي  -آناليز ژل سديم دو دسيل سولفات :3شماره  تصوير
 PAL بينوتركپروتئين ) SDS-PAGE(آكريل آميد 
   شدهصي و تخلي پلاسميپرسيتوپلاسمي، 

بر اساس  (SM0671# يين پروتئوليوزن مولك نشانگر :1 ستون
 بي نوتركنيپروتئ: 3ستون ء نشده،  نمونه القا:2 ستون ،)كيلو دالتون

PAL،بي نوتركني پروتئ:4 ستون  سيتوپلاسمي PAL يپر 
   تخليص شدهPAL بي نوتركني پروتئ:5ستون ي، پلاسم
PAL :ط با پپتيدوگليكانبليپوپروتئين مرت  
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ود ـ القاء نشده وج ـ   يياير باكت يها  سلول يني پروتئ يالگو

 هي ـ اول جيبه كمك نتا  ). 1-2 ي شماره ها  ريتصاو( نداشت

 ي با كوماسيزي و رنگ آمSDS-PAGEحاصل از انجام  

 اسي ـ شـده در مق    هي ـ ته ي پلاسـم  ي عصاره پـر   يبلو بر رو  

 در  ي پلاسـم  ي عـصاره پـر    هي ـ ته ي برا طي شرا نيكم، بهتر 

 ياـــ ـه ل سلو يني پروتئ يالگو.  بالا در نظر گرفته شد     اسيمق

 مـورد نظـر     ين ـي دوباره از نظر داشتن بانـد پروتئ       بينوترك

  نيپــروتئ حاصــل نــشان داد كــه بانــد جيچــك شــد و نتــا

 هي ـ ته ي پلاسـم  ي با وزن مذكور در عصاره پـر       بي نوترك

  ).3 شماره ريتصو. ( وجود داشتزي بالا ناسيشده در مق

ــا ــام  جينت ــگ SDS-PAGE حاصــل از انج  و رن

 ديي ـ تا نـگ يرن بلات ـــ ـبا روش وست   بلو   ي با كوماس  يزيآم

 كـه مربـوط بـه نمونـه         دوم سـتون    دروري كه   ـــشد به ط  

  ودــــ نمي شاهدهــــمش هيچ باندي  استءل از القاـــقب

  

  

  

  

  

  

  

  

  

الوت شده از  PAL بينوتركپروتئين  )SDS-PAGE(  ژل سديم دو دسيل سولفات پلي آكريل آميدآناليز :4شماره  تصوير
  Ni-NTA نيتروتري استيك اسيد-نيكل ستون تخليص

فراكشن هاي نهايي الوت شده با بافر  :2-9 ستون ،)بر اساس كيلو دالتون (SM0661# يين پروتئوزن مولكولي نشانگر :1 ستون
  .) تخليص شدهPAL بي نوتركنيپروتئ( ميلي مولار ايميدازول 500كروماتوگرافي حاوي 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 بينوتركن بلاتينگ پروتئين آناليز وستر :5شماره  تصوير
PAL ،شدهصي و تخلي پلاسميپر سيتوپلاسمي :   
 SM0671# يين پروتئوزن مولكولي نشانگر :8 و 1 ستون

ستون ء نشده،  نمونه القا:2 ستون ،)بر اساس كيلو دالتون(
 ني پروتئ:4 ستون  سيتوپلاسمي،PAL بي نوتركنيپروتئ: 3

 نيپروتئ :7 و 5ستون ي،  پلاسميپر PAL بينوترك
  بدون نمونه: 6 تخليص شده، ستون PAL بينوترك
PAL :نگليكاوط با پپتيدبليپوپروتئين مرت  

 بـا وزن  بي ـولي در سـاير سـتون هـا بيـان پـروتئين نوترك            

  .ديمذكور مشاهده گرد

 ي تـر  تـرو ين-كـل ي به كمك ستون ن    بي نوترك ني پروتئ صيتخل

  ):Ni-NTA (دي اسكياست
 ي پلاسـم ي پـر   شـامل اتـصال عـصاره      صي تخل نديفرا

 نيــ بــه رزPAL بيــ نوتركني پــروتئي شــده حــاوظيتغلــ

NTA     شستشو با بافر   تي و در نها   كل،ي ن وني شارژ شده با  

elutionقبــل از القــاء، القــاء شــده    ينمونــه هــا .  بــود 

 يي نها ين ها ــــــــ و فراكش  ي پلاسم ي و پر  يتوپلاسميس

مـــورد  SDS-PAGEخـــارج شـــده از ســـتون بـــه روش 

 SDS-PAGE حاصل از انجام  جينتا. رفتند قرار گ  يابيارز

 ني پـروتئ اني ـ بلو نشان داد كه بي با كوماسيزيو رنگ آم 

انـدازه  . در نمونه پس از القاء به وضوح قابل مشاهده بـود   

 شــده كــه بــدنبال افــزودن دنبالــه  صي تخلــنيبانــد پــروتئ
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 شي مطابق بـا انـدازه از قبـل پ ـ         زي بدست آمد ن   ينيديستيه

 در ي بــا همــان وزن مولكــولينــيئ شــده بــود و پروتينــيب

  شـماره  ريتـصو ( دي ـ مـشاهده گرد   زي ن يي نها يفراكشن ها 

ــ بعــد از ا.)3  درجــه ي تــك مرحلــه اي كرومــاتوگرافني

 بـود    درصـد  80 بـالاي  PAL بي ـ نوترك نيخلوص پـروتئ  

 كي ـ با خلـوص بـالا در   يفراكشن ها). 4 شماره  ريتصو(

م  انجـا  PBS هي ـ عل زيالي ـ و عمـل د    يلوله فالكن جمع آور   

 خـالص   بي ـ نوترك ني نمودن پـروتئ   ليبه منظور استر  . شد

 اسـتفاده شـد و بـا اسـتفاده از           يكرونيم/. 22 لتريشده از ف  

ــر  ــراد فــورد غلظــت آن براب ــي تعµg/mL  500روش ب  ني

 حاصـل از انجـام روش وسـترن      جي نتـا  تي ـدر نها . ديدگر

 ي بـر رو anti-His6 peroxidaseاسـتفاده از    بـا نگيبلات

 ني و پـروتئ   ي پلاسـم  يرــ ـ پ ،يتوپلاسـم ي س يهـا  نيپروتئ

 ده،ـــ القاء ش يياي باكتر يها شده سلول   خالص بينوترك

 تـوپ  ي اپ ـي شـده حـاو   دي ـ تول ني نشان داد كـه پـروتئ      زين

 بي ـ نوترك ني حضور پروتئ  قع باشد و در وا    ي م ينيديستيه

 ريتصو (دي گرد ديي با وزن مورد نظر تا     PALخالص شده   

  ).5شماره 

  

  :بحث

 ي هانيدر اكثر موارد پروتئ نظر به اينكه

 يعي طبني پروتئيها يژگي ويساختاراز نظر  بينوترك

 ها از جمله يرـــ در خصوص اغلب باكت،را دارند

 ونلايلژ ري نظازـــي نسبتاً كند رشد و پر ني هايباكتر
 مقرون به اري بسبي نوتركي هاني پروتئدي توللايپنوموف

 DNA ي راستا به كمك تكنولوژنيدر ا. صرفه است

 را به بي نوتركي هاني پروتئدي توان تولي مبينوترك

 با اضافه نمودن ن،يعلاوه بر ا.  دادشي دلخواه افزازانيم

 ي هاني به پروتئينيديستي مثل دنباله هييها برچسب

 نيآنها نسبت به پروتئو شناسايي  صي تخلبينوترك

 .)19،18 ( شوديم تر انجام راحتيعيطب

بهينه سازي بيـــان پـــروتئين  به منظور

هاي پارامتراز مجموعه  پارامتر ني چندPALنوتركيب

 داده شد و در رييتغنوتركيب  ني پروتئاني بزانيموثر در م

 ي پارامترهاارزيابي حاصل از جي هر فاكتور نتايبررس

 ي كه مورد بررسييپارامترها.  دخالت داده شدزيقبل ن

 در زمان القاء، مدت ي سلولتهيدانسگرفتند، شامل  قرار

 و IPTG القاء كننده ماده رشد، غلظت يزمان القاء، دما

 اني بني نشان داد كه بهترجينتا.  كشت بودطينوع مح

 6/0 ي و جذب نورTB كشت طيهنگام استفاده از مح

 TB كشت طيمح.  نانومتر اتفاق افتاد600در طول موج 

   تر بوده و موجب ي غني از طرفLB broth  باسهيدر مقا

 مورد ي به جذب نورتر عي سربي نوتركي شود باكتريم

 دي توليشتري به مقدار ببي نوتركنينظر برسد و پروتئ

 ي بافريژگي وTB طي محنيز گرياز طرف دو شود 

 يياي شود محصولات باكتري دارد كه باعث ميشتريب

 كشت را طيمحاپتيمم  pH نتوانند ي شده به راحتديتول

 شي، با افزاIPTGدر مورد غلظت . )20 (دهند رييتغ

 شي افزااني بزاني مولار، ميلي ميك تا 1/0غلظت از 

 IPTG مولار يلي ميك بالاتر از ي غلظت هاي وليافت،

 تواند ي امر منيعلت اند كه  نشدمنجر اني بشي افزابه

 IPTG مولار يلي ميك در غلظت ه از آن باشد كيناش

  اند و اشباع شدهو اء  وكتور القيهمه پروموترها

ي ري تاثاني بزاني تواند در مي نمIPTG شتري بيها غلطت

 رشد يدر خصوص مدت زمان القاء و دما. باشدداشته 

 كشت القاء شده طي كه محي كه هنگامديمشاهده گرد

 از بعدشد ي انكوبه مگرادي درجه سانت37 يدر دما

) هي اوليها ساعت( بعد از القاء يگذشت زمان اندك

 بالا بي نوتركني ها از جمله پروتئني همه پروتئاني بزانيم

و نامحلول بودن  ها نيد پروتئا كه تعدنكهينظر به ا. بود

   را با مشكل مواجه بي نوتركني پروتئصيمرحله تخلآنها 

 و مدت زمان گرادي درجه سانت25 يي دماطي شرا، كنديم

 25 ( ترنيي پايدر دماها.  در نظر گرفته شدي طولانيالقا

 تر سرعت سنتز ي طولانونيو انكوباس) گراديدرجه سانت

 اجسام لي تشكدر پي آن و ي توسط باكترنيپروتئ

 هاي استفاده از غلظت در واقع با. ابدي ي كاهش ميانكلوژن

 ني پروتئانيب  رشد ويكاهش دماكمتر ماده القاء كننده، 

  يافت شيزاـ افبي نوتركني پروتئتي حلالوژنيصورت فه ب
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  .)21-23 (اين نتيجه با نتايج محققين ديگر مطابقت داردكه 

 نيپروتئعلاوه بر مد نظر قرار دادن شرايط فوق، 

در . ي بيان گرديد پلاسميپربصورت  PAL بينوترك

 ي مناسبطي محE. coliي  باكتري پلاسمي پريفضاواقع 

 انيب. باشد ي مبي نوتركي هاني انواع پروتئدي توليبرا

.  باشدي متي مزني چندي داراني پروتئي پلاسميپر

   از كل  درصد4 تنها ي پلاسم باكتري پريفضا

 100 را داراست و متشكل از حدود ي سلولي هانيپروتئ

 در يني محافظت پروتئت به علنيهمچن.  باشدي منيپروتئ

 اجسام جادي و اجتناب از ايتوپلاسمي سيبرابر پروتئازها

 توپلاسم،ي درسبي نوتركني پروتئاني از بي ناشيانكلوژن

   داده حي ترجاني جهت بتوپلاسمي فضا نسبت به سنيا

 و همكاران جهت Yoon مشابه يقيدر تحق .)24 ( شوديم

 pGEX-KG  از وكتورPAL بي نوتركني پروتئديتول

به  PAL تحقيق پروتئين ن در آ.)14 (استفاده نمودند

 به وسيله صورت سيتوپلاسمي بيان گرديده است و

و ) glutathione S-transferase )GST  شدن باوژنيف

در اين  .ه است شدصي تخليدو مرحله كروماتوگراف

 PAL بي نوتركني حاضر پروتئهمطالعكه در  ست ايحال

با يك مرحله و به صورت پري پلاسمي بيان گرديد 

يي  جنبه هاني از مهمتريكي. كروماتوگرافي تخليص شد

 نيپروتئ هنگام طراحي يك سيستم بيان ژن و تهيه كه

 مرحله خالص  خالص بايد در نظر داشتبينوترك

هر مرحله خالص با توجه به اينكه .  باشدي آن ميساز

 از ي خود را داشته و در هر مرحله بخشي هانهي هزيساز

  هرني بنابرا، شودي فعال مري غاي و ه به هدر رفتنيپروتئ

 كمتر باشد به همان اندازه يچه مراحل خالص ساز

  .)26،25 (مناسب تر خواهد بود صيروش تخل

  

  :يري گجهينت

 ي باكترPAL يعي طبني پروتئهي كه تهييآنجااز 

 فرايند آن ي به روش كشت انبوه و خالص سازونلايلژ

 به زي ننيپروتئاين  مقدار ي بوده و از طرفي مشكلاريبس

به مقرون  آن يعي فرم طبي كه خالص سازستا يحد

 و PAL بي نوتركنيئ مطالعه پروتني، در انيستصرفه 

 مذكور به بي نوتركني آن پروتئي امرحله تك صيتخل

كه  از آنجا. دي گردهيصورت خالص و با غلظت بالا ته

 استفاده مناسب جهت ديكانداين پروتئين به عنوان يك 

 در باشد ي ميشگاهي آزمايصي تشخيها در تست

 صي تخلني پروتئيصي تشخليپتانس  مطالعهيمراحل بعد

 . خواهد شديشده بررس

 

 :ي و قدردانتشكر

 مصوب دانشگاه يقاتي از طرح تحقي پژوهش بخشنيا

. .مي باشد 86117 شماره  شاپور اهواز باي جنديعلوم پزشك

 ي دانشگاه علوم پزشكي از معاونت پژوهشلهينوسيلذا بد

  .دي آي بعمل مي شاپور اهواز تشكر و قدردانيجند
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Background and aims: There are many problems with most of the available diagnostic 

tests used to diagnose Legionella pneumonia, including inadequate sensitivity and 

specificity, and inability to provide a result in a clinically useful time period. Legionella 

pneumophila PAL protein has been considred as a target for detecting of Legionella 

infection from urine specimen, because it is conserved sequence and is secreted into the 

urine. The aim of this study was to optimize expression and purification of L. 

pneumophila PAL protein. 

Methods: In this experimental study, optimizing of 5 parameters (cell density, induction 

time, growth temperature, IPTG concentration and type of medium) was performed. After 

expression, periplasmic extract was prepared and recombinant PAL protein purified using 

Ni2+-charged resin column. Finally, recombinant PAL protein was verified by Western 

blotting.  

Results:  In terrific broth medium, the optimum condition of r-PAL protein induction was 

occurred at an OD600 of 0.6, 1mM IPTG concentration and 15 hours incubation at 25ºC 

Recombinant periplasmic PAL protein was highly purified (>80%) using Ni-NTA 

column. Western blotting analysis showed that recombinant PAL protein was also 

specifically recognized by anti-His6-peroxidase antibody. 

Conclusion: By purification of recombinant PAL protein in purity greater than 80% it can 

be used to evaluate its capacity in diagnosis of  Legionella infection and preparation of 

diagnostic kit. 

 

Keywords: Optimization, Expression, Purification, Peptidoglycan associated lipoprotein,  

                  Legionella pneumophila.  


