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 چکیده

باکتری باسیلوس مهلک م است. عامل ایجاد کننده این بیماری سیاه زخم یک بیماری مشترک بین انسان و دا :مقدمه

این  4دومین گیرد. به عنوان واکسن موثر سیاه زخم مورد استفاده قرار می( PAحفاظتی)آنتی ژن  در حال حاضر باشد. آنتراسیس می
 آنواکسن علیه مناسب نوان کاندید های قوی این باکتری بوده و به ع ژنوایمون(، LFفاکتور کشنده) 1 به همراه دومین آنتی ژن

 1 نیدوم ژن با آن هم جوشی و (PAD4ی)حفاظت ژن یآنت 4 نیدوم ژن یساز همسانهما در این تحقیق، . هدف مطرح می باشند
 باشد. میحفاظتی ایمنی  ءالقا ها در آن منظور بررسی تواناییبه  ی،باکتر( LFD1)کشنده فاکتور

استفاده شد. سپس ژن  LFD1 ژننوترکیب حاوی  pGEM-T easy، از یک وکتور جربیدر این مطالعه ت :ها مواد و روش

PAD4 آنزیمی با واکنش PCR در وکتور طور جداگانه ه ه و بشدجداسازی  تکثیر وpGEM-T easy  همسانه سازی دیگری
 های جایگاه و توسط LFD1با تعیین جهت گیری  در وکتور فوق LFD1به ژن  PAD4ژن گردید. بعد از آن واکنش الحاق 

 محدود های میآنز کمک به pET28aدر ناقل بیانی انجام پذیرفت. سازه نوترکیب حاصل از دو ژن فوق  XbaIو  PstIآنزیمی 
توسط این ناقل  BL21 بیانی میزبانگردید و پس از تعیین جهت گیری ژن ها،  زیر همسانه سازی XhoI و BamHI الاثر

 .گردیدتراریخت نوترکیب 

با  pGEM-T easyدر ناقل  LFD1و  PAD4 همسانه سازی اولیه و هم جوشی قطعات ژنی :ی پژوهشه هایافت

زیر  pET28aحاصل با موفقیت در  ، سازه نوترکیبPCRیند فوق با دو روش برش آنزیمی و آیید فراموفقیت انجام شد و پس از ت
 همسانه سازی شد.

نواحی حاصل از نوترکیب این سازه بیان پروتیئن ، LFD1و  PAD4نواحی با توجه به ایمونوژن بودن  نتیجه گیری:بحث و 

 . مطرح باشدسیاه زخم  واکسنمناسب به عنوان کاندید  ی،محافظت یمنیا القاءبرای تواند  می فوق، الحاق شدهژنی 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-1

1-
17

 ]
 

                             1 / 10

mailto:msh.biotechnology@gmail.com
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-2702-en.html


 حسین هنری و همکاران -... ژنبا  آنهم جوشی  و یحفاظت ژن یآنت 9 نیدوم ژن یساز همسانهتولید سازه نوترکیب با 

81 

 

 مقدمه
در واقع یک بیماری  (Anthrax)زخم سیاه

که به وسیله باکتری  انسانی است-مشترک دامی
 ایجاد می( Bacillus anthracis)باسیلوس آنتراسیس
 باشد. می Bacillaceaeخانواده  ءشود. این باکتری جز

از لحاظ پزشکی و  فراوانیها اهمیت  یلوسباس
 از جمله مهم باسیلوس آنتراسیسو  اقتصادی دارند

باشد که در انسان و دام باعث بروز  میها  ترین آن
سویه غیر  .(1)گردد می  زخم مهلک سیاه بیماری
فاقد کپسول بوده و دو نوع  این باکتریی زا بیماری

پروتیئنی آنتی ژنی  ءسه جز کند، که از سم ترشح می
 Protective Antigen محافظتیعامل متشکل از 

(PA)(KD38 ،)کشنده فاکتورlethal factor (LF) 
(KD38 و )ادم فاکتور(EF) Edema factor (KD38 )

ها به ترتیب به  . این پروتیئن(2)تشکیل شده است
 رمز دهی می cya, lef, pagهای  وسیله ژن

 pXOIها بر روی پلاسمید  که این ژن ،(8،4)دنگرد
(kb138قرار دارند )(8) هر کدام از دو فاکتور .LF  و

EF  همراه باPA کنند. توکسین  اثر خود را اعمال می
باعث مرگ حیوانات  LFو  PAمرگ آور یعنی مخلوط 

شود. توکسین  آزمایشگاهی بعد از تزریق درون رگی می
تشکیل خیز را در  EFو  PAخیز دهنده یعنی ترکیب 

 LFو  EFعامل اتصال  PAکند.  میء محل تزریق القا
موجب از بین که  می باشدهای درون سلولی  آنزیم به

ناحیه  4از  PA. مولکول (8)شود ها می رفتن سلول
که از طریق انتهای کربوکسیلی خود  تشکیل شده است

به به گیرنده سلولی متصل و باعث اتصال  4در ناحیه 
به  LFو  EFسبب ورود  و از این طریقسلول شده 

ت و به تنهایی سمی نیس PA. (6)گردد درون سلول می
 8نیز از  LFمولکول کند.  می ءیک پاسخ ایمنی القا

محل اتصال  1ناحیه تشکیل شده است، که ناحیه 
دهد  مطالعات اخیر نشان می زا است. پروتیئن مصونیت

 LFکه برای دستیابی به واکسنی کار آمد استفاده از 
تولید چون تیتر آنتی بادی  ،نماید امری ضروری می

. از (7)توسط این آنتی ژن بالا می باشدشده(  ءشده)القا
های  طرفی مشخص شده است که آنتی بادی

بیشترین برهم کنش  LFمونوکلونال تولید شده بر علیه 
نشان دهنده اهمیت این  این د کهندار LFD1را با 

 که اپی است چنین مشخص شده . هم(3)ناحیه است
دو برابر هر کدام از نواحی  تقریباً LDF1 های توپ

به سیاه  ءابتلا . (8)دیگر در تولید آنتی بادی نقش دارند
زخم در سه حالت استنشاقی، پوستی و گوارشی اتفاق 

اگر بیماری در مراحل اولیه تشخیص داده  .(11)افتد می
اما علائم  .تواند با آنتی بیوتیک درمان شود می ،شود

نتی بیوتیک آشود که درمان  همیشه به موقع ظاهر نمی
اهمیت واکیسناسیون از هر زمان  نای بر موثر باشد. بنا

نماید. واکسن کنونی ضد سیاه زخم انسانی  بیشتر می
ت متحده بر اساس رسوب عصاره در بریتانیا و ایالا

باشد. واکسن آمریکایی  می B.antheracisسلولی 
VT 10-NP1R  است که بر صاف شده نوع سلولی

و  است جذب شده مینیوموروی ژل هیدروکسید آل
واکسن موجود در بریتانیا عصاره سلولی سویه استرن 

34F2 از (11)باشد رسوب داده شده با آلوم)زاج( می .
ها از نظر  جا که سویه استرن در گروه بندی باکتری آن

زا  های بیماری زایی جزو گروه سوم باکتری بیماری
استفاده  مندکار با آن جهت تولید واکسن نیاز ،باشد می

چنین  . هممی باشداز تجهیزات خاص و گران قیمت 
و  EFاین واکسن دارای مقادیر جزیی از  PAعلاوه بر 

LF د که ممکن است اثرات جانبی در برخی از باش می
یک  LFجایی که  از آن. (7)افراد ایجاد کند

 بر بنا .کار با آن بسیار خطرناک است ن استئیمتالوپروت
که توالی کوتاه تری است  LFD1این دست ورزی 

 دیتولاین تحقیق  در ما هدفلذا . (12)باشد سان تر میآ
 یآنت 4 نیدوم ژن یساز همسانه با بینوترک سازهیک 

 با آن و هم جوشی امتزاج و (PAD4ی)حفاظت ژن
با توجه به می باشد. ( LFD1)کشنده فاکتور 1 نیدوم

محصول ، LFD1و  PAD4ایمونوژن بودن نواحی 
 الحاق شدهژنی نواحی حاصل از نوترکیب سازه  یبیان

به عنوان  ی،محافظت یمنیا القاءبرای تواند  می فوق،
 . مطرح باشدسیاه زخم  علیه واکسنمناسب کاندید 

 مواد و روش ها
از  pag در این مطالعه تجربی، توالی کامل ژن

( NC_003980.1بانک ژنی)با شماره دسترسی 
یک  oligoو  primer 3استخراج و به کمک نرم افزار 

یر اختصاصی قطعه ژنی برای تکث مناسب آغازگرجفت 
صیتخل از پسطراحی شد.  PAD4مربوط به دومین 
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و جداسازی برای تکثیر از باکتری، pXOI  دیپلاسم
 pfu  DNA Polymerase (life، از آنزیم ققطعه فو

technologies, USA که دارای خاصیت اصلاح خطا )
استفاده شد و نتیجه آن توسط الکتروفورز آگاروز  ،است

استفاده اختصاصی  سی شد. ترادف آغازگردرصد برر 2

آمده  1 شماره برای جداسازی قطعه فوق در جدول شده
و  HindIIIهای محدود الاثر  است. محل اثر آنزیم

XbaI گرهای رفت و برگشت در نظر به ترتیب در آغاز
 گرفته شده است. 

 
 PAD4مربوط به دومین . آغازگرهای مورد استفاده در تکثیر 1 شماره جدول

 نام آغازگر توالی

5’ ctctagaagcgccagcgccagtgatcttataaaaaaggtaacaa 3' PAD4-R 
5' tcaagcttccttatcctatctcatagcct 3' PAD4-F 

 

در  :در ناقل کلونینگ PAD4ژن  همسانه سازی
در  از مرحله قبل قطعه تکثیر یافته ،مرحلهاین 
 همسانه سازی شد.pGEM T-easy  (Fermtas )ناقل

با تکثیر یافته،  PAD4کامل دومین ین منظور ابتدا بد
از  PCRمحصول استفاده از کیت استخراج 

 العملدستور(، استخراج شد و مطابق Fermtasژل)
با  آمریکا(-)پرومگاواکنش الحاقکیت شرکت سازنده 

و  T4 DNA Ligaseآنزیم  توسطناقل خطی شده 
 انکوباسیونو  انجام بافرهای مخصوص واکنش اتصال

برای انجام درجه سانتی گراد  4ساعت در  13به مدت 
تری ــبا مستعد کردن باک .صورت گرفتواکنش فوق 

E.coli DH5α  با استفاده ازCaCl2  ،باکتری سرد
. پس از شد ترانسفورم الحاقواکنش  با محصولمیزبان 
فاقد آنتی بیوتیک براث  LBساعته در محیط  1کشت 

باکتری  ،سیلین مپیو بیان ژن مقاومت در برابر آ
 Luria Bertaniآگار) LBترانسفورم شده روی محیط 

Agar, LIOFILCHEM, Italia) 211، حاوی 
 سیلین کشت داده شد.  لیتر آمپیمیلی گرم در کرومی

ناقل در  LFD1به ژن  PAD4ژن الحاق 
در مطالعه  که قبلاً LFD1 یژنقطعه توالی : کلونینگ

در این مرحله از  (18)دیگر همسانه سازی شده بود
 ژن الحاقبه منظور  مورد استفاده قرار گرفت.حقیق ت

PAD4 ژن به LFD1 نگیکلون ناقل در pGEM T-

easyقطعه  ، سازه نوترکیب حاوی PAD4 حاصل از
حاوی نوترکیب   pGEM T-easyمرحله قبل و سازه

LFD1 آنزیم های   با استفاده ازPstI و  XbaI  برش
 2 از روی ژل آگارز ت برشو محصولا ندداده شد

کیت استخراج جدا شده و با با دمای ذوب پایین  درصد
واکنش الحاق و  گردیدند(، استخراج Fermtasاز ژل)

ناقل خطی شده  وتخلیص شده  PAD4قطعه ژنی بین 
 دستورالعملمطابق با آنزیم های فوق،  LFD1حاوی 

و  T4 DNA Ligaseآنزیم  به کمک استاندارد
 13به مدت  انکوباسیونو  انجامبافرهای مخصوص 

برای انجام واکنش فوق درجه سانتی گراد  4ساعت در 
 صورت گرفت.

)جوش های امتزاج یافتهزیر همسانه سازی ژن 
 گذاریجا بعدمرحله  :pET28a وکتور بیانیدر  خورده(

در و   pET28aهدف در پلاسمید افتهی امتزاجهای ژن 
 سازهبود. برای این منظور  T7جلوی پروموتور 

 ی نواحی عملکردیحاو pGEM T-easy نوترکیب
چنین  همو  LFD1و  PAD4)دومین های( فیوژ شده 

های محدودالاثر  به کمک آنزیم pET28a وکتور بیانی
BamHI  وXhoI قطعه ، تا دو انتهای ندهضم شد

وکتور بیانی خطی هدف و های فیوژ شده ژن حاوی 
های فیوژ ژن قطعه حاوی  مکمل هم شوند. ایجاد شده،

استخراج  با دمای ذوب پایین دف از ژل آگاروزهشده 
و  برش خورده وکتور بیانیو برای اتصال به گردید 

ها  مطابق روش قبلی عمل شد و نمونهتخلیص شده، 
ی گراد قرار داده تدرجه سان 4ساعت در  13به مدت 

 E.coliبه باکتری  الحاق. سپس محصول واکنش ندشد

 BL21  انتقال یافته و در محیطLB  دارای آنتی
 pET28a سازه نوترکیب بیوتیک کشت داده شد. تولید

و هضم  PCRبا  ،هدف های امتزاج یافته حاوی ژن
 .یید شداآنزیمی ت
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 یافته های پژوهش
اولیه تکثیر نتایج  :PAD4ژنی  قطعهو جداسازی تکثیر 

های با استفاده از آغازگرو  PCR با PAD4 ژن

مورد انتظار را جفت بازی  817وجود قطعه  ،اختصاصی
 تصویرنشان داد که در  درصد 2بر روی ژل آگاروز 

 آورده شده است:  1اره شم

 
 
 

 

  

 

 
 

 

 

  PCRنمونه :2و  1های  ستون. درصد دوگارز آروی ژل بر  PAD4اولیه ژن  PCR . الگوی الکتروفورز محصول1 شماره تصویر

   )فرمنتاز( bp DNA Ladder 10000 : مارکر 3 ستون، تکه با  فلش مشخص شده اسجفت بازی  715حاوی قطعه شده 

 

 در ناقل کلونینگ PAD4ژن  همسانه سازی
pGEM T-easy پس از اضافه نمودن  :یید آنو تا

قطعات تکثیر  8' به دو انتهایdATP نوکلئوتید 
، واکنش الحاق با PCRشده)آدنیلاسیون( توسط 

ندارد استفاده از آنزیم لیگاز طبق دستورالعمل استا

 pGEM–PAD4انجام شد و سازه نوترکیب 
یید همسانه سازی بر روی کلونی اایجاد گردید. ت

های نوترکیب احتمالی حاصل شده، با روش 
PCR نشان دهنده تولید سازه نوترکیب فوق با ،

 (.2)تصویر شماره دموفقیت بو

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

یید فرآیند همسانه سازی در ابه منظور ت درصد 2وی ژل آگارز ربر  PAD4ژن  PCR . الگوی الکتروفورز محصول2 شماره تصویر

بر روی کلنی  PCR: نتایج 6تا  3های ستون ،)فرمنتاز( bp DNA Ladder 10000 : مارکر 1 ستون . pGEM T-easyوکتور 

زی می باشد.یند همسانه ساآجفت باز و انجام موفق فر 715با سایز  PAD4های نوترکیب حاصل شده نشان دهنده وجود قطعه 

8 0 3 
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 ناقل کلونینگدر  LFD1به ژن  PAD4ژن الحاق 

 یژن قطعه (جهت گیریابتدا و انتهای) نییتعالف( 
LFD1 دیپلاسم در pGEM-T Easy Vector  و

 یمیآنز ابتدا در کار نیا یبرا :ایجاد دو انتهای چسبنده
 میآنز کی و بود شده یطراح LFD1 ژن یانتها در که
 دیگرد انتخاب  pGEM دیلاسمپ یابتدا یها میآنز از
 جا آن از .شد یطراح ها میآنز نیا با یبرشواکنش  و

ای  قطعه چیهپس از انجام واکنش هضم آنزیمی  که
و  نشد مشاهدهقطعه مورد نظر  ژل بر روی آزاد نشد و

 که میشد متوجهتنها وکتور به شکل خطی در آمد، 
و با  pGEM دیپلاسم یراستا برخلاف LFD1 قطعه

 هضماین  .است گرفته قرارمستقیم گیری غیرجهت 
 شد انجام PstIو   XbaIیها میآنز لهیوسه ب یمیآنز
 .نشان داده شده است 8شماره  ریتصو درنتیجه آن  که

و دارای دو  LFD1پلاسمید خطی حاصل شده حاوی 
با  کهچسبنده توسط آنزیم های فوق بوده  انتهای

برای انجام  تخلیص از روی ژل آگارز با دمای پایین،
 . شدآماده  PAD4واکنش امتزاج ژنی با 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

بر روی ژل  PstI و XbaI وسیله آنزیم های ه ب LFD1حاوی قطعه  pGEMالگوی الکتروفورز هضم آنزیمی  .3تصویر شماره 

 و  م شدههض پلاسمیدهای :3 و 2های  ستون ،)فرمنتاز( bp DNA Ladder 10000 : مارکر 1 ستون آگارز )دو درصد(

 اند.که با  فلش مشخص شده جفت باز(  3033)حدود  LFD1خطی شده حاوی 

 
 شده کلون PAD4 یژن قطعه ساختن خارج ب(

 PstI محدودگر یها  میآنز با pGEM وکتور درون از
از روی ژل آگارز با دمای ذوب  و تخلیص آن  XbaIو

طور که قبلاً هم گفته شد، سایت برشی  همان :پایین
آنزیم در توالی آغازگرهای فرادست و فرودست  این دو

و با انجام این واکنش هضم قرار دارد  PAD4 ژن
 خارج می جفت باز( 817)آنزیمی قطعه مورد نظر ما

گردد. این عمل با موفقیت انجام شد و کل محصول 
درصد با دمای ذوب پایین  2برش بر روی ژل آگارز 

اسازی گردید از ژل جد ،برده شد و قطعه ژنی خارج شده
 4که نتیجه تخلیص قطعه فوق از ژل در تصویر شماره 

 آورده شده است:
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وسیله آنزیم ه بجفت بازpGEM (715  )برش خورده و جدا شده از وکتور  PAD4محصول تخلیص شده قطعه . 4تصویر شماره 

محصول : 2 ستون ،)فرمنتاز( bp DNA Ladder 10000 : مارکر 1 ستونبر روی ژل آگارز )دو درصد(:  PstI و XbaI های 

 .استکه با  فلش مشخص شده برش خورده با دو آنزیم فوق  PAD4تخلیص شده 

 

 pGEM وکتور به PAD4 یژن قطعه الحاقج( 
دو قطعه )هم جوشی( و امتزاجLFD1  قطعه یحاو
 دادن قرار یبراطور که قبلاً هم عنوان شد،  همان :ژنی

، LFD1 قطعه یحاو pGEM توروک در PAی ژن قطعه
 انجام گازیل DNA  T4میآنز کمک با الحاق واکنش

 E.coli مستعدو محصول الحاق به داخل باکتری  شد

DH5α .امتزاج ییدی نشان داد که نتایج تا منتقل شد
 . ه استدو قطعه ژنی فوق با موفقیت انجام شد

 روش با LFD1-PAD4 کایمریک ژن ریتکث-

PCR واکنش  ی:ساز همسانه ریز دییات منظور به
 و LFD1 شرویپ آغازگرهای کمک با PCR ییدیات
 pGEM-T Easyدیپلاسم یرو بر PAD4 رویپ

Vector  مشاهده قطعه مورد انتظار  .شد انجامنوترکیب
درصد صحت  2جفت بازی بر روی ژل آگارز  1811

 -8شماره  یید کرد که در تصویرافرآیند امتزاج ژنی را ت
 شده است: الف نشان داده

 به LFD1-PAD4 کایمریک ژن یمیآنز هضم-
 هضمییدی اواکنش ت ی:ساز همسانه ریز دییات منظور

 نیز با دو آنزیم LFD1-PAD4 کایمریک ژن یمیآنز
XhoI  وBamHI جا نیز مشاهده  انجام شد. در این
جفت بازی بر روی  1811مورد انتظار آزاد شده قطعه 

یید امتزاج ژنی را تصحت فرآیند ا ،درصد 2ژل آگارز 
 ب نشان داده شده است:-8کرد که در تصویر شماره 
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: مارکر 1 ستون :درصد 2 آگارز ژل یرو بر LFD1-PAD4 کایمریک ژن  PCR محصول الکتروفورز الگویالف:  -7تصویر شماره 

10000 bp DNA Ladder  )صحت فرآیند امتزاج ژنی را بر روی ، جفت بازی 1333قطعه وجود : 3و  2ستون های  ،)فرمنتاز

 2 آگارز ژل یرو بر pGEM T easyوکتور  یمیآنز هضممحصول  الکتروفورز الگویب(  .می کندیید ات pGEM T easyوکتور 

دهنده وجود ژن  نشان XhoIو  BamHІهای  برش خورده با آنزیم 1300bp حاوی قطعه pGEM پلاسمید :1 ستون :درصد

 )فرمنتاز(. bp DNA Ladder 10000: مارکر 2 ستونیند امتزاج ژنی می باشد. آصحت فرو  LFD1-PAD4کایمریک 

 

وکتور در های امتزاج یافته همسانه سازی ژن  زیر
، فرآیند امتزاج ژنی صحت ییدات از پس :pET28a بیانی

 ترکیب فوق به عنوان الگو استفاده شددر ادامه ناقل نو
، نزیمیآله هضم به وسیفیوژ شده و خارج شده قطعه  و

چه در بخش  مطابق آن +PET28aبیانی  وکتوردر 
 وکتورشد و  همسانه سازیزیر ها گفته شد،  روش

 ،و در نهایت هضم آنزیمی PCRبا  حاصل نوترکیب
مورد  8دست آمده در تصویر شماره ه مشابه نتایج ب

صرف نظر  مشابهنتایج از تکرار )قرار گرفتیید ات
 .(کردیم

 و نتیجه گیری بحث
یک )در از قبلکه  LFD1در این مطالعه ژن 

همسانه سازی  TA cloning ناقلدر  مطالعه پیشین(
نیز  PAD4. ژن (18)در اختیار ما قرار گرفت ،شده بود

 TAاز سیستمپس از شناسایی و جداسازی با استفاده 

cloning حاوی  همسانه سازی شد و سپس به ناقل
ر شد. سپس مجموع دو ژن فوق د الحاق LDF1ژن 

 1884وکتور بیانی زیر همسانه سازی شد. در سال 
 Tمهندسی و ساخت وکتورهای همسانه سازی خانواده 

های تکثیر یافته  منجر به سهولت همسانه سازی ژن
چنین  سهولت هتوجه ب اشد. در این مطالعه تجربی ب

-pGEMسیستمی مبادرت به همسانه سازی در وکتور 

T Easy از وکتور  در این تحقیق، چنین . هم(14)شد
استفاده شد. امروزه برای تولید  (+)pET28a بیانی

ده تکنولوژی استفاهای بیو پروتیئن نوترکیب از روش
کلی به عنوان میزبانی برای بیان شود. اشرشیا می

های نوترکیب هم در تحقیقات و هم در  پروتیئن
شود. در این تحقیق صنعت به طور گسترده استفاده می

به صورت  LFD1و  PD4برای تولید پروتئین نوترکیب 
به عنوان میزبان  BL21ترکیب فیوژن از سویه نو

 های سیتوپلاسمی میاستفاده شد؛ که فاقد پروتئاز
فیوژ شده های این برای بیان این ژن  بر ، بنا(18)باشد

مطالعات ، 2117. در سال به نظر می رسدمناسب 
Jessica ران نشان داد که و همکاLFD1 ر بالایی تتی
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کند، که قدرت خنثی سازی سم  از آنتی بادی تولید می
 Baillie ،2111. در سال (16،17)سیاه زخم را دارد

را کلون نمود که مشخص شد  LFهای  تمام دومین
LFD1 جایی که بخش  توان ایمنی زایی را دارد. از آن

 دگی دارداسید آمینه( خاصیت کشن 776) LFعملکردی 
 ءیک جز PA. (3)شود باعث بروز مرگ سلولی می و

یمن سازی در ا که ،بسیار مهم توکسین سیاه زخم است
در میزبان های مختلفی  PAکنون  نقش مهمی دارد. تا

 ایمنی بالا ایجاد کرده است ءبیان شده و یک پاسخ القا
فاکتور  1 به همراه دومین این آنتی ژن 4و دومین 

می های قوی این باکتری  ژنوایمون(، LFکشنده)
های  دومین قطعات ژنی . در این مطالعه(3)باشند

PAD4  وLFD1  به صورت فیوژن در کنار هم قرار
ها می تواند  پروتئین حاصل از بیان آنچرا که  ند،گرفت

. با توجه به شوداسب سیستم ایمنی ک منباعث تحری

ضرورت استفاده  ،نیاز تولید واکسن سیاه زخم در کشور
 از ناحیه مناسب برای تولید واکسن امری ضروری می

 نماید. 
و  PAD4با توجه به ایمونوژن بودن نواحی 

LFD1 ، حاصل نوترکیب سازه پروتیئن کایمریک بیان
میتواند  ق،فوو جوش خورده  الحاق شدهژنی نواحی از 

مناسب به عنوان کاندید  ی،محافظت یمنیا القاءبرای 
 . مطرح باشدسیاه زخم  علیه واکسن

 سپاسگزاری
از کلیه اساتید محترم و دانشجویان وسیله  بدین

گرامی در گروه زیست شناسی دانشگاه جامع امام 
 حسین)ع( که در انجام این پایان نامه مساعدت نمودند،

 گردد.تشکر و قدردانی می 
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Abstract 

Introduction: Anthrax is a zoonotic disease. 

Bacterium Bacillus anthracis is the 

causative agent of the fatal disease. At 

present, the protective antigen (PA) is used 

as an effective vaccine against anthrax. 

Domain 4 of this antigen together with 

domain 1 of lethal factor (LF) are the potent 

immunogens of this bacteria and are as 

suitable candidates of vaccine against it. 

Our aim in this study is the cloning of 

protective antigen domain 4 (PAD4) genes 

and fusion of it with lethal factor domain 1 

(LFD1) gene of the bacteria to evaluate 

their capability in protective immunity 

induction.  

Materials & methods: In this experimental 

study, we used a recombinant pGEM-T 

easy vector containing LFD1 gene. Then 

PAD4 gene was amplified and isolated by 

PCR and cloned into another pGEM-T easy 

vector, separately. After that, ligation of 

PAD4 gene and LFD1 gene was done in 

mentioned vector with determination of 

LFD1 orientation and by PstI/XbaI 

restriction sites. The recombinant construct, 

resulted from these genes was sub-cloned 

into pET28a expression vector using 

BamHI/ XhoI restriction enzymes and after 

determination of genes orientation, the 

expression host BL21 was transformed by 

this recombinant vector.  

 

Findings: First cloning and fusion of PAD4 

and LFD1 gene fragments were 

successfully carried out in pGEM-T easy 

vector and after the confirmation of 

mentioned process by both of enzymatic 

digestion and PCR methods, the result 

recombinant construct was sub-cloned into 

pET28a. 

 

Discussion & Conclusions: Since PAD4 

and LFD1 are immunogenic regions, 

expression of the recombinant construct 

resulted from these ligated genes can be 

proposed as proper candidate of anthrax 

vaccine for induction of protective 

immunity.  

 

Keywords: Bacillus anthracis, Protective 

antigen (PA), Lethal factor (LF), Fusion, 

Vaccine candidate 
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