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 مقاله پژوهشی 

  سیتوبرکولوز ومیکوباکتریما TB10.4 و Ag85B يها ژن بیکتر يحاو بیکنوتر دیپلاسم ساخت و یطراح
  

  ٦يمانيسل ومرثيک ،٥زاده يتق يمرتض ،٤نياسبچ ياحمد سلمان ،٣يمصور نادر ،٢انيانيتب ديمج ،١پور يسامان هيرق
 

  22/06/1394تاریخ پذیرش  21/04/1394تاریخ دریافت 
 
 دهیچک

 يعفـون  هاي بيماري نيب در ومير مرگ عامل نيدوم عنوان به سل يماريب هنوز ،حال تابه ۱۹۲۱ سال از واکسن ب.ث.ژ از استفاده رغم يعل :هدف و زمینه پیش
عفونت  و HIV ظهور با نيهمچن و فيالط عيوس معمول و هاي بيوتيک آنتي به س)يوم توبرکولوزيکوباکتريمقاومت عامل مولد سل (ما شيافزا با. گردد يم محسوب

 تواند يم يمحافظت ييزا يمنيا در مؤثر يها ژن يآنت شناخت. است شده دهيکش چالش به شتريب يماريب نيا با س، مقابلهيوم توبرکولوزيکوباکتريروس با ماين ويا
 لودالتـون يک ۱۰ و ۳۰ بيترت به يمولکول وزن با که باشد يم TB10.4 و Ag85B ها ژن يآنت نيا ازجمله. ن باشدينو يها واکسن يطراح يبرا يديکاند عنوان به

حاصـل از   يژن کاست ساخت ق،يتحق نيا هدف از. گردند يم IF-γ ديتول بردن بالا جهيدرنت و Th1 يقو پاسخ القاء سبب و شده شناخته T يها تيلنفوس توسط
  .باشد يم pcDNA3ق دو ژن فوق در درون وکتور يتلف

 يمرهـا يپرا توسط ژن يآنت دو نيا کدکنندة ژنوم د.ين استخراج گرديبه روش روت H37Rvه يس سويوم توبرکولوزيکوباکتريمتعلق به ما DNA: ها روشمواد و 
 يباکتر در ب فوقينوترک ديپلاسم. ديگرد کلون pcDNA3 يوتيوکاري وکتور درون يميآنز هضم از پس د ويق گرديو سپس تلف ريتکث PCR روش به ياختصاص

E.coli DH5α شد. واقع دييتأ مورد يابي يتوال و يميآنز زيآنال توسط ص،يتخل از پس و ديگرد ترنسفورم  
  ت انجام شده است.ينگ با موفقينمود که کلون دييتأ يميز آنزيو آنال ين توالييج تعي: نتاها افتهی

ان ژن را در رده يب توان يم يد. در مطالعات بعديت کلون گرديبا موفق pcDNA3د و در وکتور يب گرديترک Ag85Bو  TB10.4: قطعات يریگ جهینتو  بحث
  استفاده نمود. DNAواکسن  عنوان به ين کاست ژنينمود و از ا يابيارز يسلول

  سيوم توبرکولوزيکوباکتري، ماAg85Bو  TB10.4، ي: کاست ژنيدیواژگان کل
  

 1394 مهر، 609-616 ، صمهفت شماره، مششست و یبدوره ، هیاروم یپزشکمجله 

  
  ٠٩١٢٥٤٣٣٦٨٤تلفن:  ،يراز يساز سرم و واکسن قاتيتحق موسسهکرج، : آدرس مکاتبه

Email: m.tebianian@rvsri.ir 

  

                                                
  رانيا لام،يا لام،يا دانشگاه ه،يپا علوم دانشکده يولوژيکروبيم ارشد يکارشناس ١
  سنده مسئول)يران (نويا کرج، ،يراز يساز سرم و واکسن قاتيتحق موسسه ،يمونولوژيا يدکترا ٢
  رانيا کرج، ،يراز يساز سرم و واکسن قاتيتحق موسسه ،يولوزيکروبيم يدکترا ٣
  رانيا لام،يا لام،يا دانشگاه ه،يپا علوم دانشکده ،يولوژيکروبيم يدکترا ٤
  رانيا کرج، ،يراز يساز سرم و واکسن قاتيتحق موسسه ،يشناس روسيو يدکترا ٥
  رانيا کرج، ،يراز يساز سرم و واکسن قاتيتحق موسسه ،يدامپزشک يدکترا ٦

  مقدمه
سل،  يماريعامل ب عنوان بهس يوم توبرکولوزيکوباکتريما 

باشد که سبب مرگ  يم يو هواز يداخل سلول يسميکروارگانيم
 و درمان باوجود ).۱گردد ( يون فرد در سال ميليم ۷/۱ش از يب
 هنوز سال، ۵۰ از شيب مدت سل به يماريب برابر در يريشگيپ
 يعفون هاي بيماري نيتر کشنده از يکي عنوان به يماريب نيا

 با همراه عفونت شيدايپ ت بايوضع نيا ).۲گردد ( يم محسوب
معمول  يداروها به مقاوم يها هيسو شيدايپ و دزيمولد اروس يو

. است شده ليتبد تري بزرگمعضل  ف بهيالط عيوس يداروها و
 ب.ث.ژ ،يماريب نيا هيعل جهان سراسر درمورداستفاده  واکسن

 يرتأث که است شده داده نشان مختلف مطالعات يط و باشد يم
 ريمتغ درصد ۸۰ تا ۰ واکسن ب.ث ژ از يمحافظت يمنيا
 ن ب.ث.ژ،ييپا ييمعضلات و کارا نيا به توجه با ).۳باشد ( يم
مؤثرتر  هاي واکسن يمعرف. دارد بيشتر وجود يمنيا جاديا به ازين
 ندهيآ در يماريب نيا کنترل يبرا يضرور يبيترک به تواند يم

 ).۴شود ( مبدل
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ن در مورد ياز محقق ياريبس ن مشکل،يبا توجه به ا
مؤثر در  يها واکسنگسترش  منظور بهک يمونوژنيا يها ژن يآنت

کمپلکس  ،ها ژن يآنت نيا ازجمله). ۵باشند ( يمحال مطالعه 
Ag85 ،TB10.4، ESAT-6، MPT64، HSP65،Cfp-10، 

PST-S و بينوترک يها واکسن يطراح منظور به که باشد يم... و 
DNA ۶است ( دهيگرد واقع مورداستفاده.(  
 TB10.4لودالتون يک ۱۰ يبا جرم مولکول ين ترشحي، پروتئ

با نام  Rv0288که از منطقه  باشد يم ESAT-6متعلق به خانواده 
 يباکتر ييزا يماريبجهت  رسد يمو به نظر  گردد يمکد  esxHژن 

مشخص  شده انجامقات يتحق ي). ط۷باشد ( يم يمولد سل ضرور
 يمنيا يها پاسخ يبرا يهدف عنوان به ژن يآنتن يکه ا ده استيگرد
 طور به سل به مبتلا مارانيب در و گردد يم محسوب يکروبيضدم

 از ييبالا سطح القاء باعث و شده شناخته يمنيا ستميس توسط يقو
  ).۹،۸گردد ( يم اشخاص نيا در گاما نترفرونيا ترشح
 Ag85B۳۰ يمولکول جرم با نيبرونکتيف يونديپ ني، پروتئ 

 از يکي و باشد يم يترنسفراز ليکوليما تيفعال لودالتون ويک
 هياول فاز در که ل سل استيباس يترشح يها نيپروتئ نيتر فراوان

 افتي شده يعفون يماکروفاژها در و گردد يم ترشح يماريب
 به مبتلا مارانيب در گرفته صورت يها يابيارز يط ).۱۰گردد ( يم

 کي عنوان به ژن يآنت نيا که است شده مشخص نهفته و فعال سل
گردد  يم هومورال و يسلول يمنيا پاسخ القاء سبب يقو مونوژنيا
)۱۲،۱۱.(  

با استفاده از  DNAواکسن  يق حال حاضر طراحيتحق 
د يوژن جديو ژن ف ژن يآنتن دو يمربوط به ا يها ژنب يترک

  .باشد يم
  
  ها روش و مواد
  کشت: يها طيمحد و ي، پلاسمييايباکتر يها هيسو 
 ياکليشي، اشرH37Rv هيسو سيتوبرکولوز وميکوباکتريما 

 pcDNA3د ينگ، پلاسميزبان کلونيم عنوان به DH5αه يسو
 و نيليس يآمپ به مقاومت ژن حامل يوتيوکاري يانيوکتور ب عنوان به

 ،دار سروليگلن جانسون يکشت لوون اشتا يها طيمح ن،يسينئوما
Broth Luria Bertani  وAgar Luria Bertani يحاو 

50μg/ml مورداستفاده يکيوتيب يآنتجهت انتخاب  نيليس يآمپ 
  د.يواقع گرد

  :PCRو  DNAاستخراج 
 کشت طيمح در H37Rvس يوم توبرکولوزيکوباکتريما 

 به و شد داده کشت دار سروليگل جانسون نياشتا لوون دار بيش
 يکلن از. ديگرد انکوبه گراد يسانت درجه ۳۷ در روز ۱۴ مدت
 روش به DNA و ديگرد هيته وني، سوسپانسTEبافر  در يباکتر

 يفيک و يکم دييتأ جهت. ديگرد استخراج نگنيسول ون استاندارد
 و نانودراپ دستگاه با ياسپکتروفوتومتر از شده استخراج ژنوم

و  Ag85B يها ژنمربوط به  يتوال. ديگرد استفاده الکتروفورز
TB10.4 د.ياز اطلاعات ثبت شده در بانک ژن استخراج گرد 

ت يسا .رفتيپذ صورت Oligo افزار نرم توسط مريپرا يطراح
مر يدر پرا BamHI يت برشيشرو، سايمر پيدر پرا EcoRI يبرش

ت يو سا شرويپ مريپرا در BamHI يبرش تي، ساAg85B يبرگشت
داده شد که  يجا TB10.4 يمر برگشتيدر پرا HindIII يبرش
  ).۱جدول پررنگ نشان داده شده است ( صورت به

  
 يشرو و برگشتيپ يمرهايپرا يب تواليترت ):1جدول (

    مريپرا يتوال ژن کدکننده

  
Ag85BF 

  
-GTTGAGGAATTCATCAAGGTTCAGTTCC-3΄ (EcoRI) ΄۵ 

  
 

 

Ag85BR 5’-CGCGACGGATCCATCAAGGTTCAGTTCC-3΄ (BamHI)   

TB10.4F 5΄ -TACGCAAAGCTTAACTACCCCGCG-3΄ (BamHI)   

TB10.4R 5΄ - CATGATAGGGGATCCCCCGCACCAA-3΄ (HindIII)   

  
 ۹۵ه در ياول ي: واسرشتگAg85Bر يجهت تکث PCRواکنش  

درجه  ۹۴ه در يثانو يقه، واسرشتگيدق ۱به مدت  گراد يسانتدرجه 
درجه  ۵۸مرها در يه، اتصال پرايثان ۴۵به مدت  گراد يسانت
 گراد سانتيدرجه  ۷۲ه در يه، بسط اوليثان ۴۵به مدت  گراد يسانت

به مدت  گراد يسانتدرجه  ۷۲در  ييقه و بسط نهايدق ۱به مدت 
  قه انجام گرفت.يدق ۱۰

 ۹۵ در هياول ي: واسرشتگTB10.4ر يجهت تکث PCRواکنش  
 درجه ۹۴ در هيثانو يواسرشتگ قه،يدق ۱ مدت به گراد يسانت درجه
 درجه ۵۶ در مرهايپرا اتصال ه،يثان ۴۵ مدت به گراد يسانت
 گراد سانتي درجه ۷۲ در هياول بسط ه،يثان ۴۵ مدت به گراد يسانت

 مدت به گراد يسانت درجه ۷۲ در يينها بسط و هيثان ۳۰ مدت به
  .قهيدق ۱۰



 ۱۳۹۴ مهر، ۷، شماره ۲۶دوره   هياروم يمجله پزشک
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 يبررس درصد۱ژل آگارز  يق الکتروفورز بر رويسپس از طر 
  د.يگرد

  :PCRو  Ag85B-TB10.4 ق دو قطعهيتلف
وژن يف آگارز، ژل يرو از PCR محصول صيتخل از پس 
 نيبد. رفتيپذ صورت Ag85B-TB10.4 ژن يآنت دو ميمستق

 BamHI ميآنز ژل، توسط يص شده از رويتخل قطعه دو منظور
 T4 DNA توسط شنيگيلا و شد داده قرار يميآنز هضم مورد

Ligase رفتيپذ صورت.  
وژن): ي(ف يبيترک ژن يآنتر يجهت تکت PCRواکنش  

 قه،يدق ۱ مدت به گراد يسانت درجه ۹۵ در هياول يواسرشتگ
 ه،يثان ۴۵ مدت به گراد يسانت درجه ۹۴ در هيثانو يواسرشتگ

 بسط ه،يثان ۴۵ مدت به گراد يسانت درجه ۵۷ در مرهايپرا اتصال
 بسط و هيثان ۳۰ قه ويدق ۱مدت  به گراد يسانت درجه ۷۲ در هياول
  قهيدق ۱۵ مدت به گراد يسانت درجه ۷۲ در يينها

 يبررس درصد۱ آگارز ژل يرو بر الکتروفورز قيطر از سپس 
  .ديگرد

  :Ag85B-TB10.4 يب حاويساخت وکتور نوترک
انجام  درصد۱ژل آگارز  ياز رو PCRمحصول  يساز خالص 

 مورد HindIII و EcoRI يها ميآنزگرفت و محصول مذکور توسط 
ب ين ترتيز به همين pcDNA3وکتور  قرار داده شد. يميآنز هضم

 T4 DNA ميآنز از استفاده د. بايواقع گرد يميمورد هضم آنز

Ligase، يژن يآنت قطعه و شده هضم وکتور نيب شنيگيلا عمل 
  .شد انجام خورده، برش

  د:ياستخراج پلاسم
 واقع مورداستفاده کوهن افتهيرييتغ روش به ونيترنسفورماس 
 DH5α هيسو ياکليشيه از اشرياول ونيترنسفورماس يبرا. ديگرد

 به ميکلس ديکلر ييايميوشيب روش به مذکور يباکتر. شد استفاده
 قرار يحرارت شوک ريتأث تحت سپس شد، درآورده مستعد حالت
 داده کشت نيليس يآمپ يحاو LB Agar کشت طيمح در و گرفت

. ديگرد انکوبه ساعت ۲۴ مدت به گراد يسانت درجه ۳۷ در و شد
 يتجار تيک از افتهي رشد يها ياز کلن ديپلاسم استخراج يبرا

 از پس. ديگرد استفاده) Gene All شرکت( ديپلاسم صيتخل
 بينوترک ديپلاسم يحاو يها يکلن نييتع منظور به استخراج،

 ژل يرو آمده دست به قطعات زيسا از و گرفت انجام الکتروفورز
 ييشناسا بينوترک ديپلاسم يحاو يها يکلن ،درصد۸/۰ آگارز
  .ديگرد

  :PCR و يميآنز هضم توسط نگيکلون دييتأ
 توسط دوگانه يميآنز هضم نگ،يکلون دييتأ منظور به 

 توسط نيهمچن. گرفت صورت HindIII و EcoRI يها ميآنز

 انجام TB10.4، PCR يبرگشت مريپرا و Ag85B شرويپ مريپرا
 استخراج ديپلاسم الکتروفورز، با نگيکلون دييتأ از پس و شد
  د.يواقع گرد مورداستفاده يابي يتوال منظور به و ديگرد

  
  ها افتهی

 Ag85Bکد کننده  يها ژنر يو تکث DNAاستخراج 
 TB10.4:و

 واکنش. گرفت صورت DNA استخراج ،يباکتر کشت از پس 
PCR از پس و شد انجام مربوطه يمرهايپرا از استفاده با 

 صيتخل آگارز ژل يرو از مربوطه باند ،PCR الکتروفورز محصول
 bpو باند  Ag85B مربوط به شده مشاهده bp۹۷۸د. باند يگرد

  .)۱شکل ( باشد يم TB10.4متعلق به  شده مشاهده ۲۹۱
  

  

  TB10.4 و Ag85B کننده کد ژن PCR محصول ):1شکل (
  

 M :1 مولکول وزن مارکرKb،  ستون  ،يمنف کنترل: ۱ستون
 متعلق 291bp باند: ۳ستون  ،Ag85B به متعلق 978bp باند: ۲
  TB10.4 به

  :ژن يآنتق دو يتلف
شن يگيو لا BamHIبا  يميتوسط هضم آنز ژن يآنتق دو يتلف 

ر يتکث منظور بهرفت. سپس يصورت پذ T4 DNA Ligaseتوسط 
ژل آگارز  يانجام گرفت و الکتروفورز بر رو PCRژن مذکور، 

ق ياز تلف يحاک شده مشاهده bp ۱۲۶۹د و باند يگرد درصد۱
  ).۲شکل ( باشد يمح دو قطعه يصح
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 Ag85B-TB10.4 قطعه دو قيتلف ):2( شکل

M: 1 يمولکول وزن مارکرKb، 1269 باند: ۱ ستونbp مربوط 
  يمنف کنترل: ۲ ستون قطعه، دو وژنيف به

 نگ:يکلون
توسط  يمي، هضم آنزPCR محصول يساز خالصپس از  

و قطعه  pcDNA3وکتور  يبر رو HindIII و EcoRI يها ميآنز
شن انجام شد. با يگيرفت و لايجداگانه صورت پذ طور به موردنظر

 يوزن مولکول سهيو مقا درصد۸/۰ژل آگارز  يالکتروفورز بر رو
وزن  يدارا موردنظرقطعه  ي(وکتور حاو بيوکتور نرمال و نوترک

نگ ي)، صحت کلونباشد يمشتر از وکتور بدون قطعه يب يمولکول
ون و استخراج ي). پس از ترنسفورماس۳(شکل  ديگرد دييتأ

 يحاو LB Agarط يمح يافته بر رويرشد يها يکلند از يپلاسم
وکتور  يحاو يها يکلنرفت و ي، الکتروفورز انجام پذنيليس يآمپ

  د.يگرد ييب شناساينوترک
  

  
  بينوترک و نرمال وکتور الکتروفورز ):3شکل (

 M :100 مارکرbp، وکتور: ۲ ستون نرمال، وکتور: ۱ ستون 
 شده استخراج ديپلاسم: ۳ ستون ،Ag85B-TB10.4 قطعه يحاو
  يمنف کنترل: ۴ ستون ل،يسوپرکو صورت به

  :ين توالييدوگانه و تع يميهضم آنز
ب صورت گرفت و يوکتور نوترک يدوگانه بر رو يميآنزهضم  

 DNA(انجام شد. دو قطعه  درصد۸/۰ژل آگارز  يالکتروفورز بر رو
مشاهده  )در وکتور و وکتور بدون قطعه داخل شده واردشده

از صحت  ي) حاکbp)۱۲۶۹ از وکتور جداشدهز قطعه يد. سايگرد
  ).۴باشد (شکل  يمنگ يکلون

  

  
  بينوترک ديپلاسم دوگانه يميآنز هضم ):4شکل (

  
: ۳ستون  ،100bp مارکر: ۲ستون  ،1Kb مارکر: ۱ ستون

 دو( HindIII و EcoRI ميآنز دو با شده هضم بينوترک ديپلاسم
 DNA به مربوط~ 1269bp قطعه کي. ديگرد مشاهده قطعه

 موردنظر قطعه بدون وکتور يگريد و وکتور در واردشده
3000bp ~باشد يم.(  

 يتوال با مذکور يها ژن يتوال داد نشان يتوال نييتع جينتا 
  :شماره به ژن بانک در شده ثبت

ACCESSION: P0A568: TB10.4  وAg85B: 

ACCESSION: AY207396.1 دارد يهومولوژ صد در صد.  
 

  یتشکر و قدردان
قات واکسن و يکارکنان موسسه تحق ياز تمام لهيوس نيبد 
نمودند کمال تشکر  ياريق يتحقن يا يکه در اجرا يراز يساز سرم

  را دارم.
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  يریگ جهیو نت بحث
 باعث واکسن ب.ث.ژ نييپا ريتأث و جهان سل در يبالا وعيش 
 مناسب درمان اي مؤثرتر يواکسن يبرا پژوهشگران است شده

 است شده گزارش راًياخ). ۱۴،۱۳بپردازند ( جستجو به سل يماريب
ا ي DNA واکسن يبرا يمنيت کننده اين تقويپروتئ از استفاده که

 را يمنيا ستميس يا ملاحظه قابل طور به تواند يم بينوترک ب.ث.ژ
 نيا بر علاوه .گردد تر مناسب پاسخ القاء سبب و نموده کيتحر
 يها نيپروتئ با بيترک در اي ييتنها به ينيپروتئ باتيترک يبرخ

 يمحافظت يمنيا پاسخ جاديا سبب مختلف يها ادجوانت اي گريد
وم يکوباکتريما يها ژن يآنت از استفاده منظور نيهم . بهگردند يم

 انواع يطراح يبرا کيمونوژنيا يفاکتورها عنوان به سيتوبرکولوز
  ).۱۷،۱۵رسد ( يم نظر به يضرور نيب و نوينوترک يها واکسن
 جزء Ag85 ژن يآنت کمپلکس مطالعه، مورد يها ژن يآنت نيب 

 واکسن يطراح منظور به قيتحق مورد موارد نيشتريب از يکي
 وارهيد سنتز در ياتيح نقش Ag85 کمپلکس. است شده گزارش

 در کمپلکس نيا ييزا يمنيا جينتا .دارند ييايکوباکتريما يسلول
 ها ژن يآنت نيا که دهد يم نشان يهند خوکچه يوانيح مدل

 و صيتشخ واکسن، يطراح در يمؤثر ديکاند عنوان به توانند يم
 و Ag85B ژن يآنت دو هر ).۱۹،۱۸گردند ( شنهاديپ سل درمان

Ag85A يمنيا پاسخ القاء به قادر Th1 ديتول بردن بالا با IL-2، 
TNF-α و IF-γ که يحال در. باشند يم Ag85C مؤثر آنقدر 

 ۳۰ نيپرونئ يحفاظت يمنيا ارزش نيهمچن ).۱۹،۱۸باشد ( ينم
 به مبتلا يهند خوکچه يوانيح مدل در) Ag85B( يلودالتونيک

  ).۲۰است ( شده شناخته يوير سل
TB10.4 توسط ۲۰۰۰ سال در بار نياول يبرا Skjot و 

 نيپروتئ نيا ).۸( ديگرد ييشناسا کشت يلترايف از همکارانش

عفونت در هر دو مدل  يدر پ Th1باعث القاء پاسخ  يقو طور به
 ياستفاده از واکسن چند جزئ ).۲۱،۹گردد ( يم يوانيو ح يانسان

). در ۲۲گردد ( يتر عيوسو  يقو يمنيد پاسخ ايباعث تول تواند يم
 DNAواکسن  يطراح منظور به ژن يآنتب دو يق از ترکين تحقيا

 توسط نمونه نيچند يرو بر شده انجام قيتحق يد. طياستفاده گرد
Jose Davila کننده کد ژن در که شد داده نشان همکاران و 

 ژن در و دينگرد مشاهده يسميمورف يپل چيه TB10.4 ژن يآنت
 يدينوکلئوت رييتغ مورد کي فقط Ag85B ژن يآنت کدکننده

که در  دهد يم شنهاديپ جينتا نيا و ديگرد مشاهده يمعن هم
 يکيژنت تنوع ژن يآنت دو نيا بر يمبتن يها واکسن يطراح

 يمحافظت ييزا يمنيا ريتأثن ي). همچن۲۳است (رمحتمل يغ
است اثبات شده  يوانيدر مدل حز ين ژن يآنتن دو يب ايترک

 يطراح جهت يمناسب ديتواندکاند يم ني). بنابرا۲۵،۲۴،۲۲(
  باشد. واکسن
 ۵/۴ يمولکول وزن با است يديپلاسم مورداستفادهوکتور  

 و باشد يم يوتيوکاري يانيب وکتور کي که pcDNA3 نام به لوبازيک
 مورداستفاده زبانيم .باشد يممناسب  DNA واکسن يطراح يبرا

E.coli DH5α به بينوترک ديپلاسم ريتکث منظور به که باشد يم 
ت ينگ با موفقينشان داد که کلون ين توالييج تعينتا .شد کارگرفته

ثبت شده  يها يتوالبا  يده است و صد در صد هومولوژيانجام گرد
 رده را ژن انيب توان يم يبعد قاتيتحق دارد. در يدر بانک ژن

 يوانيح مدل در ييزا يمنيا بعد مرحله در و نموده يبررس يسلول
 يمنيت کننده ايتقو عنوان به توان يم بيترک نيا گردد. از يابيارز

 يها نيپروتئ با همراه اي و کرد استفاده ق ب.ث ژيتزر از پس
  نمود. يابيارز را آن ييزا يمنيا يوانيح مدل در مونوژنيا بينوترک
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Abstract 
Background & Aims: Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb), remain as a 
leading causes of mortality among infectious diseases. The only current vaccine, bacillus Calmette-
Gue ŕin (BCG), displays highly variable efficiency for preventing tuberculosis. Thus, identification of 
protective antigens could be mentioned for designing new vaccines. Among different Mtb antigens, 
TB10.4 and Ag85B have been identified as immune stimulator antigens which induce strong cellular 
responses and increase production of IFN-γ. In this study, we aimed to clone the fusion form of these 
antigens into a eukaryotic vector (pcDNA3). 
Materials & Methods: After extraction of Mycobacterium tuberculosis H37Rv genome, the selected 
genes were amplified by specific primers with PCR method. The gene segments were fused and 
cloned into eukaryotic pcDNA3 vector. Recombinant plasmid was transformed into E.coli DH5α and 
after purification was confirmed with restriction enzyme analysis and sequencing. 
Results: The results of sequencing and digestion demonstrated that TB10.4 & Ag85B genes were 
successfully fused and cloned into pcDNA3 vector 
Conclusion: The recombinant plasmid was successfully constructed. In the future studies, the 
immunogenicity of this cassette could be assessed as a DNA vaccine. 
Keywords: Mycobacterium tuberculosis, TB 10.4, Ag 85B, Fusion Gene 
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