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آنالیز، تعیین توالي و بررسي بیوانفورماتیكي فیوژن پروتئین 
OmpL1-LipL41 لپتوسپیرا به عنوان یک کاندید نوین در تولید 

واکسن لپتوسپیروزیس

bb

چكيد ه 

باکتری  روی  بر  انجام شده  بیوانفورماتیک  واکسن، مطالعات  در حوزه طراحی  انجام شده  پیشرفت های  به  توجه  با  اخیر  در سال های 
لپتوسپیرا دستخوش تغییرات و پیشرفت های قابل توجهی شده است. هدف از این مطالعه طراحی یک پروتئین فیوژن بر مبنای پروتئین های 
سطحی OmpL1 و LipL41   است که دارای ساختار محافظت شده ای در طی زمان بوده  اند. با توجه به مطالعات میدانی قبلی،  پروتئین 
های مورد نظر مورد بررسی قرار گرفته و پروتئین فیوژن  OmpL1- LipL41 انتخاب شد. پس از بررسی خصوصیات شیمیایی پروتئین های 
مورد نظر با استفاده از سرورهای مناسب، ساختار اولیه پروتئین فیوژن تعیین شد و در نهایت این پروتئین درون وکتور   PET32a+ و 
دربین دو ناحیه آنزیمی HindIII  وBamHI  قرار داده شد. نتایج حاصله نشان داد که وزن پروتئین مورد نظر 73 کیلودالتون بوده و دارای 
2097 جفت باز و 610 اسید آمینه می باشد. pH ایزوالکتریک پروتئین فوق 7 و میزان حلالیت آن درسیستم پروکاریوتی 100 درصد است. 
در نهایت و با توجه به داده های فوق پیش بینی می شود که ساختار کانسترکت طراحی شده، دارای خصوصیات ایمونوژنیکی قابل قبولی 
می باشد و می توان از آن به میزان قابل قبول و موفقیت آمیزیی درسیستم های پروکاریوتی بیان نمود و جهت مطالعات ایمنی زایی باکتری 

لپتوسپیرا به عنوان یک کاندید نوین در تولید واکسن لپتوسپیروزیس و در طراحی و ساخت کیت های تشخیصی استفاده نمود. 

ompl1 lipl41 ،کلمات کلیدی: پروکاریوت، لپتوسپیرا، وکتور، پروتئین سطحی
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In recent years, due to advances in vaccine design, bioinformatic studies on Leptospira have undergone significant 
changes and advances. The aim of this study was to design a fusion protein based on OmpL1 and LipL41 surface 
proteins that have a conserved structure over time. Based on the previous field studies, the target proteins were ex-
amined and the OmpL1-LipL41 fusion protein was selected. After examining the chemical properties of the target 
proteins using appropriate servers, the initial structure of the fusion protein was determined and finally this protein 
was placed in the PET32a+ vector between the two enzymatic regions of HindIII and BamHI. The results revealed 
that the protein weighs 73 kDa and has 2097 bp and 610 amino acids. The isoelectric pH of the above protein is 7 
and its solubility degree in the prokaryotic system is 100%. Finally, according to the above data, it is predicted that 
the designed construct structure has acceptable immunogenic properties and can be expressed to an acceptable and 
successful extent in prokaryotic systems and used for immunogenicity studies of Leptospira as a new candidate in the 
production of leptospirosis vaccine and in the design and manufacture of diagnostic kits.
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مقدمه
لپتوسپيروزيس يک بيماري زئونوز است که در سال 1886 توسط آدولف 
از  لپتوسپيراسه  خانواده  به  متعلق  لپتوسپيرا  جنس  شد.  داده  ويل شرح 
راسته اسپيروکتال هاست و بر پايه روش هاي هيبريداسيون DNA، به 20 
گونه مختلف تقسيم شده است، همچنين بر اساس روابط آنتي ژني شان به 
سرووارهاي مختلف گروه بندي مي شوند)24(. اين جنس شامل گونه هاي 
مثل  ساپروفيت  گونه هاي  و   Leptospira interrogans مثل  پاتوژن 
Leptospira biflexa مي باشد)22(. با توجه به متغير بودن علائم کلينيکي 
از تست هاي مختلف  با استفاده  لپتوسپيروزيس مشکل بوده و  تشخيص 
اين بيماري روش هاي  آزمايشگاهي قابل جداسازی است. براي تشخيص 
تست  مي رود)5(.  کار  به   ELISA / MAT جمله  از  مختلفي  سرولوژيکي 
 ompl1، LigA مثل  آنتي ژن ها  از  مختلفي  انواع  از  استفاده  با    ELISA
طراحي شده است. اين تست، نياز به کشت نداشته و به صورت اتوماتيک 
به   ،ompl1 يعني  لپتوسپيرا  خارجي  غشاي  مهم  پروتئين  مي گردد.  انجام 
پروتئازهاي خارج سلولي تنظيمي با آهن، وابسته است. که آنتي ژن سطحي 
و اصلي موجود در غشاي خارجي لپتوسپيرا مي باشد و منحصر به گونه هاي 

پاتوژن است. اين پروتئين شديدا ايمونوژنيك است)14(. مونومرهاي 21-
داده هاي  ساخته شده اند.   Jelly-roll fold از يك هسته   ،ompl1 272 در 
اسپكتروسكوپي ثابت كرده اند كه ompl1 ويژگي اتصال به كلسيم دارد. 
اتصال به كلسيم يك افزايش معني دار در پايداري در برابر گرما در اين 
و  شده  حفاظت  پروتئین  سومین   ،Lipl41  .)7 مي كند)3,  ايجاد  پروتئين 
فراوان است که در سطح لپتوسپیرا در سرووارهای بیماری زا حفظ شده 
است اما در گونه های ساپروفیت یا غیربیماری زا وجود ندارد)10(. ثبات 
ژنتیکی ژن lipl41 و قدرت ایمنی زایی بالای ompl1 به قابلیت استفاده از 
این ژن برای تهیه واکسن نوترکیب موثر و کارآمد بر علیه لپتوسپیروزیس 
اشاره می کند )10, 11(. با توجه به خصوصيات فوق الذکر و نيز ايمونوژيک 
بودن اين آنتي ژن و حضور انحصاري آن در لپتوسپيراهاي بيماري زا، لازم 
به  يا  و  نوترکيب  واكسن  در  استفاده  جهت  ژن  اين  محصول  كه  است 
 ELISA مانند  سرولوژيکي  روش هاي  در  موثر  تشخيصي  عامل  منظور 
مورد بررسي قرار گيرد. با توجه به اينكه كه تاکنون هيچ مطالعه اي مبني 
داخلي  لپتوسپيرا  بومي  و  واكسينال  سرووارهاي  در   ompl1 ژن  بيان  بر 
اين  ايمني زايي  بررسي  و  بيان  توالي يابي،  شناسايي،  است)9(.  نشده  انجام 
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آنتي ژن ها ضرورت دارد. در این مطالعه به آنالیز، تعيين توالي و بررسي 
یک  عنوان  به  لپتوسپیرا   ompl1 lipl41 پروتئین  فیوژن  بيوانفورماتيكي 
کاندید نوین در تولید واکسن لپتوسپیروزیس با استفاده از نرم افزار های 

مختلف پرداخته شده است.

مواد و روش ها
بیانی مورد استفاده در تولید پروتئین نوترکیب  از سیستم های  استفاده 
به عوامل متعددی وابسته است که از این دست می توان به رشد سلول 
میزبان، میزان بیان پروتئین نوترکیب، بیان در سطح داخل یا خارج سلولی 
پروتئین  ساختاری  به خصوصیات  و همچنین  ترجمه  از  پس  تغییرات  و 
مورد نظر اشاره کرد. رایج ترین سیستم بیانی که امروزه از آن در مقیاس 
سیستم  این  می باشد)2(.   PET سیستم  می شود  استفاده  آزمایشگاهی 
داراری پروموتورهای هیبرید، MCS برای قرار گرفتن چند ژن در کنار هم 
و دیگر دستکاری های ژنتیکی در جهت اهداف مختلف بیان می باشد. در 
T قرار 

7
این سیستم ژن هدف در پایین دست پروموتر late از باکتروفاژ 

می گیرد. برای بیان این ژن، این سیستم باید درون میزبانی قرار گیرد که 
 RNA DE باعث کدشدن 

3
DE لیزوژنه شود. قطعه 

3
توسط قطعه فاژی 

 IPTG بوده و به وسیله LacUV5 و تحت کنترل پروموتر polymerase T
7

در  آن  از  کپی  یک  که   LacI ژن  دیگر  طرفی  از   .)19 می گردد)13,  القا 
LacI repressor را  PET وجود دارد،  از آن در  ژنوم میزبان و یک کپی 
تولید می کند که هم پروموتر LacUV5 میزبانی و هم پروموتر هیبریدی 
Lac/T پلاسمیدی را سرکوب می کند. پس وقتی IPTG به محیط اضافه 

7

به خود می چسباند،  و  خارج   Lac اوپراتور  دو  از هر  را   LacI می شود، 
حاصله  پلی مراز   RNA و  شده  بیان   RNA polymerase T

7
نتیجه  در  و 

ژن موجود در پروموتور هیبریدی را بیان می کند)19, 20(. مناسب ترین 
هم  که  می باشد   E.Coli BL21 باکتری   PET بیانی  سیستم  برای  میزبان 
DE  و هم پروموتور LacUV5 را در ژنوم دارد. سیستم بیان کننده 

3
قطعه 

نتیجه  در  و  نظر  مورد  ژن   mRNA از  فراوانی  مقادیر  بیان  باعث  فوق 
بیان انبوه پروتئین نوترکیب می شود. با استفاده از کلونینگ مقادیر کافی 
آنزیم  توسط  برش  از  استفاده  با  را  خالص  صورت  به  خاص  ژن  آن  از 
در بانک ژنی   ompl1 lipl41 محدودکننده تولید می کنیم. بررسی توالی 
NCBI بر مبنای سرووار هارجو جستجو شد و در ژنوم کامل این سرووار 
ژن مورد نظر بررسی شد)16(. ژن ompl1 lipl41 یک قطعه 2097 جفت 
بازی می باشد که در تمام سرووارهای پاتوژن باکتری لپتوسپیرا به صورت 
حفاظت شده وجود دارد. ژن استخراج شده از پایگاه NCBI با ژن های 
توالی یابی شده ompl1 از سرووارهای مختلف موجود در موسسه سرم 
 lipl41 مقایسه شدند و ژن NCBI Blast و واکسن سازی رازی در سرور
 28 فاصله  با  کروموزوم  روی  که  می باشد  بازی  قطعه 1167 جفت  یک 
bp در بالادست یک ژن کوچک بنام bp 333( lep( قرار دارد. هر دو ژن 
منحصرا در سویه های بیماری زای لپتوسپیرا وجود دارند و در سویه های 
غیربیماریزا حضور ندارند)ompl1 lipl41 .)4 که یک قطعه 2097 جفت 
بازی است که دارای وزن مولکولی 73 کیلودالتون می باشد و در  تشکیل 
یک زیر مجموعه ی کوچکی از آنتی ژن های پروتئینی بعنوان حفاظت علیه 

فاز حاد بیماری ایجاد می شود)21(. 

بررسی خواص فیزیکی و شیمیایی توالی اسید آمینه ای
ایزوالکتریک،   ph از جمله  نوترکیب  پروتئین  خواص فیزیکی و شیمیایی 
وزن مولکولی، نیمه عمر آنتی ژن و.... بررسی شد. بدین منظور از سرور 
ProtParam استفاده شد)25(. توالی اسیدهای آمینه ای را در کادر مورد 
نظر وارد و کلید compute parameter’s را انتخاب کرده و نتایج در فایلی 

متنی نشان داده شد.

 Blastp بررسی شباهت توالی های اسید آمینه ای به وسیله ابزار
توالی ها  با  نظر  پروتئین مورد  آمینه ای  اسید  توالی های  بررسی شباهت 

.Neb Cutter شکل2-1- بررسی قطعه ژنی با سرور
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که   Blastp ابزار  از  استفاده  با  فراوانی(  بومی)بیشترین  سرووارهای 
کاملا  صورت  به  پروتئین  این  شد.  انجام  می باشد   NCBI مجموعه  زیر 
حفاظت شده ای در سرووارهای مختلف وجود دارد. شباهت توالی اسید 
آمینه ای این پروتئین در سرووار هاردجو با سرووارهای کانیکولا، پومونا، 

گریپتوفوزا، ایکتروهموراژیه مقایسه شد)6(.

استفاده از سرور Neb cutter جهت بررسی جایگاه های برشی ژن 
ompl1 lipl41

در مراحل کلونینگ و اتصال قطعه مورد نظر به وکتور بیانی جایگاه های 

برش نقش اساسی ایفا می کنند. بنابراین توالی این جایگاه های برشی در 
طراحی پرایمر اختصاصی با حساسیت بالایی باید انجام گیرد.

در ابتدا توالی ژن ompl1 lipl41 را از نظر جایگاه های برشی بررسی شد. 
مرحله  این  در  دارند.  وجود  مختلفی  ابزارهای  کار  از  مرحله  این  برای 
از سرور Neb Cutter استفاده شد. به این صورت که توالی نوکلئوتیدی 
ژن مورد نظر را در جایگاه تعیین شده مطابق با شکل 1-2 وارد و تایید 

می کنیم )11(.

انتخاب توالی آنزیم های برشی مناسب 
تفاوت در آنزیم های برشی باعث شده بر روی جایگاه هایی با اندازه های 
متفاوت اثر بگذارند. برش این آنزیم ها هم به صورت انتهای صاف و هم 
انتهای چسبنده می باشد. در مراحل کلونینگ استفاده از آنزیم های ایجاد 
کننده انتهای چسبنده در اکثر اوقات باعث نتیجه بهتر در اتصال قطعه به 

پلازمید می شود. 
 MCS منطقه  ساختار  اساس  بر  برشی  آنزیم های  جایگاه های  انتخاب 
پلازمید انتخابی و در دسترس بودن آنزیم های آن تعیین شد. با توجه به 
نتایج حاصل از سرور Neb Cutter، جایگاه آنزیم های برشی مطابق با شکل 
BamH1 2-2 در ناحیه 5' و HindIII در ناحیه 3' به عنوان انتخاب ایده آل 

در نظر گرفته شد)11(.

.NCBI از بانک ژنی ompl1 lipl41 شکل3-1- توالی استخراج شده ژن

.BamH1 و HindIII شکل 2-2- نحوه برش آنزیم های
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نتایج
NCBI از بانک ژنی ompl1 استخراج توالی ژن

توالی نوکلئوتیدی ژن ompl1 مطابق با شکل 3-1 که دارای 2097 جفت 
 NCBI ژنی  بانک  از   TAA پایانی  کدون  و   ATG ابتدایی  کدون  با  باز 
پرایمر  طراحی  جمله  از  بعدی  مراحله  در  توالی  این  از  شد.  استخراج 

اختصاصی استفاده می شود.

ompl1 lipl41 در ژن ORF نحوه قرارگیری
متفاوت  پروتئینی  محصولات  متفاوت  خواندن  قالب های  که  آنجایی  از 

ایجاد می کنند بنابراین بررسی قالب خوانش دارای اهمیت فراوان است. 
با استفاده از سرور ExPASy توالی مورد نظر از نظر ORF بررسی شد 
نوکلئوتیدی  قطعه  شده  ترجمه  آمینه ای  اسید   620 توالی   .)2-3 )شکل 
ژن ompl1 lipl41 مشخص شد. بدین صورت Frameهای قابل ترجمه در 
توالی با رنگ قرمز مشخص می شوند. بر اساس این توالی ترجمه شده کل 
قطعه ژنتیکی مورد نظر قابلیت تبدیل به پروتئین نوترکیب را دارد)18(.

In Silico بررسی خواص فیزیک و شیمیایی آنتی ژن به صورت
 In Silico در اکثر مطالعات، قبل از انجام مراحل آزمایشگاهی در فضای

.ProtParam شکل 3-3- سرور

.ORF شکل 3-2- توالی اسید آمینه ای در غالب



شماره 139، نشريه د امپزشكی، تابستان 1402

133

و  شیمیایی  خواص  مرحله  این  در  می شود.  انجام  ابتدایی  بررسی های 
فیزیکی آنتی ژن ompl1 lipl41 در سرور ProtParam بررسی شد و نتایج 
آن به صورت زیردر شکل 3-3 می باشد)15(. وزن مولکولی قطعه مورد 
نظر حدود Ph ،73 kd ایزوالکتریک حدود 8/9 و نیمه عمر تخمین زده 
شده در سیستم پروکاریوتی حدود 10 ساعت می باشد. با توجه به نتایج 

به دست آمده پروتئین stable می باشد. 

Blastp نتیجه بررسی شباهت توالی های اسید آمینه ای به وسیله ابزار
پایگاه  از  شده  استخراج   ompl1 پروتئین  اسیدآمینه ای  توالی  بررسی 
NCBI در سرووار هارجو با دیگر سرووارهای بومی که بیشترین فراوانی 
را دارند، شکل 3-4 نشان دهنده شباهت بالای %90 این پروتئین در این 
سرووارها می باشد. این شباهت در بین سروار هارجو استخراج شده از 

شکل 3-4- مقایسه ompl1 در سرووارهای بومی با بیشترین فراوانی.

شکل 3-5- نتیجه سیگنال پپتید و پیش بینی ساختار سه بعدی پروتئین.

NCBI با سرووار هارجو بومی تعیین توالی شده %100 می باشد.

بررسی سیگنال پپتید و پیش بینی ساختار سه بعدی پروتئین
پپتید  احتمال وجود سیگنال  وارد شده  آمینه ای  اسید  توالی  به  توجه  با 
استاندارد در 23 اسید آمینه ابتدایی وجود دارد و جایگاه برشی بین اسید 

آمینه 23 و 24 تعیین شده است ) شکل 5-3(.
با استفاده از سرور Swissmodel و ابزار CLC Workbench ساختار سه 

بعدی پروتئین پیش بینی شد )شکل 6-3(.

In silico میزان آنتی ژنیک و آلرژن بودن پروتئین در محیط
بر اساس نتایج به دست آمده از دو سرور AllerTOP و vaxigen محصول 
نهایی آنتی ژنیک بوده و خاصیت تحریک سیستم ایمنی را دارد و همچنین 
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.ompl1 شکل 3-7-  نتیجه بررسی جایگاه های برشی در توالی ژن

آلرژن نمی باشد )شکل 7-3(. 
در شکل 3-8 جایگاه های برشی مربوط به ژن ما مشخص شده است. این 
صورت  در  تصویر  این  در  موجود  آنزیم های  که  می باشد  معنی  این  به 
ایجاد  و  ما  ژنتیکی  قطعه  در  برش  باعث  کلونینگ  مراحل  در  استفاده 
هنگام  در  می شود.  نوترکیب  پروتئین  به  رسیدن  و  ژن  بیان  در  اشکال 

انتخاب جایگاه برشی و تعبیه آن ها در پرایمر ها به این نکته توجه شد.

آشکار سازی محصول PCR در ژل آگارز
درجه   53 دما  بهترین  و  گرفت  انجام  مختلف  دمای  سه  در  واکنش 
سانتی گراد بود و طبق انتظار )شکل 3-9( در bp 2097  باند مشاهده شد.

Snap gen نتایج طراحی کانسترکت با استفاده از نرم افزار
در شکل 3-10 نمایی از جایگاه ورود سازه ژنی ompl1 lipl41 به وکتور 

PET32a)+(

بحث و نتیجه گیری
باکتری لپتوسپیرا توانایی زنده ماندن طولانی در آب و خاک با رطوبت 

آزمایشگاهی  تست های  انجام  بدون  باکتری  این  تشخیص  دارد.  را  بالا 
سرووارهای  مختلف،  سویه های  در  است)1(.  مشکل  ما  پزشکان  برای 
مشابه در کنار هم قرار گرفته اند. به همین ترتیب، تفاوت های زیادی در 
مناطق حفاظت شده ژن های ompL در L. interrogans دیده می شود که 
می تواند تغییرات ژنتیکی را در طول فرآیند تکاملی به همراه داشته باشد. 
پروتئین های پورین باکتریایی به شدت محافظت می شوند و امکان حرکت 
انتخابی املاح آبدوست را از طریق غشای خارجی باکتری های گرم منفی 
فراهم می کنند)23(. ابزار BLAST مسلمًا قدرتمندترین و مفیدترین ابزار 
در بیوانفورماتیک است و برای بررسی عملکردی میلیون ها ژن استفاده 
ارائه  بیولوژیکی  مورد سیستم های  در  توجهی  قابل  بینش  و  است  شده 
نقاط  برخي  در  لپتوسپيروزیس  عليه  بر  واكسيناسيون  عليرغم  می دهد. 
در حال حاضر،  واکسن های موجود  دارد.  بيماري وجود  كشور همچنان 
گونه  این  که  می شود  ساخته  کامل  شده  غیرفعال  باکتری های  اساس  بر 
واکسن ها، به علت LPS موجود درآن، برای انسان عوارض جانبی غیرقابل 
قبولی به همراه داشته و ایمنی ناکامل و کوتاه مدتی را ایجاد می کنند 
در  متقاطع  ایمنی  و  دارند  سالانه  تقویت کننده  ایمن سازی  به  نیاز  که 
برابر سرووارهای مختلف ایجاد نمی کنند)24(. با توجه به ناکارآمدی این 
واکسن ها در کنترل لپتوسپیروزیس، استفاده از روش هاي مولكولي مانند 
کارآمد  و  موثر  نوتركيب  واكسن  يك  توالي جهت ساخت  تعيين  و   PCR
جهت کنترل سلامت عمومی جامعه و شناسایی دقیق سرووارهای غالب 
در هر منطقه حائز اهميت مي باشد و تشخیص سریع، دقیق و جداسازی 
گونه های بیماری زا از غیر بیماری زا بنابراین طراحی کیت های تشخیصی 
بر اساس پروتئین های سطحی این باکتری امری ضروری می باشد. چندین 
واکسن پروتئینی نوترکیب لپتوسپیرایی با شیوه های بیوتکنولوژیکی مدرن 
فاکتورهای  لیپوپروتئین ها،  OMP ها،  آنها،  میان  از  که  شده اند،  ساخته 
از  شده  محافظت  آنتی ژن های  و  گونه ای  بین  آنتی ژن های  ویرولانس، 
اختصاصی  آنتی ژن های  این رو شناخت  از  برخوردارند.  ویژه ای  اهمیت 
میزبان  ایمنی  سیستم  و  لپتوسپیراها  بین  ارتباط  و  لپتوسپیرا  گونه های 
ضروری به نظر می رسد. طبق مطالعه هاکه و همکاران در سال 1999، 
اشرشیاکلی  باکتری  از   ompl1 lipl41 پروتئین  کنستراکت  طراحی  برای 
استفاده  نوترکیب   DNA تبدیل  برای  میزبان  سویه  عنوان  به   DH5α
از  است  بهتر  که  رسیدیم  نتیجه  این  به  مطالعه  این  در  ولی  بود   شده 
شود.  استفاده  بودن  پلاسمید  میزبان  برای   E. coli BLR(DE3 pLysS) شکل 3-6- ساختار سه بعدی بر اساس نرم افزار.
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.BamH1و HindIII شکل 3-8- جایگاه های برشی آنزیم های

سویه   Copenhageni سرووار  همکاران،  و  تاکاشی   2021 سال  در   )10(
 lipl41 و lipl21 به عنوان الگویی برای تقویت ژن های DNA ژنومی M20
الیگونوکلئوتیدها  به   XhoI و   EcoRI محدود  مکان های  شد.  استفاده 
کننده  )اصلاح   pET28a-SUMO وکتور  در  را  توالی ها  تا  شدند  اضافه 
انجام  مطالعه  طبق  ولی  کنند  شبیه سازی  مانند(  یوبیکوئیتین  کوچک 
با توجه متفاوت  و   Neb Cutter از سرور  نتایج حاصل  به  با توجه  شده 
بودن پروتیئن ما با مطالعه ای که تاکاشی و همکاران انجام دادند، جایگاه 
آنزیم های برشی BamH1 در ناحیه 5' و HindIII در ناحیه 3' به عنوان 
 PET  +32 وکتور  در  را  توالی ها  و  شد  گرفته  نظر  در  آل  ایده  انتخاب 
 E. coli BL21 شبیه سازی کردیم، همچنین تاکاشی و همکارانش از سویه
سویه  از  ما  که  شد  استفاده  پروتئین  بیان  برای  میزبان  عنوان  به   DE3 
و  خاکی  مطالعه  طی  کردیم.)17(  استفاده   E. coli )BLRDE3pLysS(
 lipl41 از سرووار، پروتئین DNA همکاران در سال 2015 پس از استخراج
به  توجه  با  ما  مطالعه  در  که  کلون شد   pTZ57R/T وکتور  در  و  تکثیر 
 PET  +32 وکتور  در  را  ها  توالی   ompl1 lipl41 پروتئین  بودن  فیوژن 

ایران  در  شبیه سازی شد. در مطالعه خاکی و همکاران مشخص شد که 
 Canicola بالینی  سرووارهای  و  واکسن  بین   lipl41 پروتئین  همسانی 
%100 بود. همچنین تشابه بیش از %95/9 با سایر سرووارهای بیماری زا در 
بانک اطلاعاتی Genbank را نشان داد که نشان دهنده حفظ ژنتیکی این 
ژن است. به دلیل حفظ ژن lipl41 در بین سویه های مختلف لپتوسپیرا 
و حضور انحصاری آن در لپتوسپیرا، مشخص شد که ژن شبیه سازی شده 
تشخیصی  روش های  توسعه  برای  مناسبی  کاندیدای  عنوان  به  می تواند 
مانند الایزا و به عنوان کنترل مثبت در PCR تشخیصی مورد استفاده قرار 
پروتیئن های  با سایر  را  پروتئین  این  بهتر است حضور  نتیجه  در  و  گیرد 
موجود در باکتری لپتوسپیرا مورد مطالعه قرارگیرد تا نتایج مطلوب تری 
در ساخت واکسن و کیت های تشخیصی حاصل شود.)12( در طی مطالعه 
گلاب و همکاران در سال 2020، بیان و خالص سازی پروتئین نوترکیب 
+pET32a کلون کردند و در  را در وکتور   ایرانی  lipl41 در سویه های 
 pET32a قرار دادند که در مطالعه ما نیز از وکتور BL21DE3 اشرشیاکلی
استفاده شد ولی به عنوان میزبان با توجه به فیوژن بودن پروتئین ما با 

آنالیز، تعيين توالي و بررسي بيوانفورماتيكي ...



136

 Lane( ،)1 پلاسمید Lane:( ،)مارکر :M( ،با باند 2097جفت باز در حضور مارکر  ompl1 lipl41 کانسترکت طراحی شده  PCR  شکل 3-9- نتیجه

.)XbaI-XhoI  2:پلاسمید طراحی شده با

 E. coli BLR)DE3pLysS( ompl1 متوجه شدیم که بهتر است از سویه 
برای بیان استفاده کنیم)8(. در دسترس بودن اطلاعات کامل توالی ژنوم 
برای بسیاری از پاتوژن ها و توسعه برنامه های کامپیوتری پیچیده منجر 
می توان  اکنون  است.  شده  واکسن  توسعه  در  جدیدی  الگوی  ایجاد  به 
از ژنوم  بالقوه را به روشی معکوس و با شروع  ژن های کاندید واکسن 
غربالگری کرد این واکسن شناسی معکوس ابتدا برای MenB اعمال شد 
و اکنون به طور معمول در ساخت واکسن استفاده می شود، مانند جست 
آگالاکتیه،  استرپتوکوک  پنومونیه،  استافیلوکوکوس  علیه  واکسن  جوی  و 
پنومونیه  کلامیدیا  ژنژیوالیس،  پورفیروموناس  اورئوس،  استافیلوکوکوس 
و سایر میکروارگانیسم ها. تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیک اولین استراتژی 
مهم واکسینولوژی معکوس است. باکتری های گرم منفی دارای پنج مکان 
پری  خارجی،  غشای  داخلی،  غشای  سیتوپلاسم،  هستند:  سلولی  درون 
قرار  سطح  معرض  در  که  پروتئین هایی  سلولی.  خارج  فضای  و  پلاسم 
دارند،  قرار  سیتوپلاسم  از  غیر  مکان هایی  در  که  آن هایی  یعنی  دارند، 

مناسب ترین کاندیدای واکسن هستند زیرا نسبت به شناسایی آنتی بادی 
حساس تر هستند و بنابراین می توانند پاسخ های ایمنی محافظتی را ایجاد 
کنند. بسیاری از برنامه های کامپیوتری پیچیده برای پیش بینی مکان های 

درون سلولی پروتئین های احتمالی در کل ژنوم توسعه یافته اند.
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