
 
 
 

 
 
 

 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان 

 1401هارم، زمستان چسال دهم، شماره 
 

  مقاله پژوهشی

 علیه   DNAواکسن به عنوان مدل    pCDNA3.1-AopBساخت سازه ژنی  

Aeromonas hydrophila  در کپورماهیان 
 

 6محمد خسروی ، 5، مسعود قربانپور4، محمدرضا تابنده*3 ،2، مجتبی علیشاهی 1مرضیه واثقی

 1400 بهمنتاریخ پذیرش:   1400 آذرتاریخ دریافت: 

 چکیده
مهم  Aeromonas hydrophilaباکتری   از  باکترییکی  بیماریترین  سپتیهای  که سبب  است  ماهی  سمی  زای 

های مختلف ماهی به ویژه کپورماهیان  و مرگ و میر در سنین متفاوت و در گونه وردگی محوطه شکمی  آآب  هموراژیک،  

ایمنشومی روشد.  از  یکی  بیماری  سازی  این  از  پیشگیری  برای  مناسب  سازهاستهای  از  استفاده  حاوی  .  ژنی  های 

های  با کارایی بالا و استفاده در روش  یهای های اخیر به منظور توسعه واکسنها در سالهای اختصاصی باکتریژنآنتی

سیستم ترشحی تیپ   aopBتئین  پرو  ،در مطالعه حاضر.  پروری توسعه یافته استتر مانند تجویز خوراکی در آبزیآسان

III    باکتریA. hydrophila  به منظور طراحی یک سازه ژنی مدل    جدا واکسن  شده از کپورماهیان استان خوزستان 

DNA  در پلاسمید یوکاریوتی بیانیpCDNA3.1 باکتری  از جدایه ژوهش پدر این  سازی شد.همسانهA. hydrophila  

سمی آئروموناسی در مزارع پرورشی استان خوزستان جداسازی و با روش مولکولی و  سپتیکه از ماهیان کپور مبتلا به  

استخراج و ناحیه کد کننده ژن با استفاده از    NCBIاز بانک ژن    aopBاستفاده شد. توالی ژن    ، بودند فنوتیپی تایید شده

در پلاسمید بیانی یوکاریوتی  PCRتکثیر شد. سپس محصول  NheI و EcoRIهای  های حاوی نواحی برش آنزیمآغازگر

pCDNA3.1-HisA    باکتری به  از شوک حرارتی  استفاده  با  و  داده    'TOP10-Fالحاق  غربالگری  انتقال  از  پس  شد. 

کلونی  کلون از  استفاده  با  مثبت  ژنی    و  PCRهای  سازه  توالی،  روش    pCDNA3.1-AopBتعیین  از  استفاده  با 

به سلول لیز سلولی    منتقل  CHOهای  الکتروپوراسیون  بلات در  از روش وسترن  استفاده  با  نوترکیب  پروتئین  بیان  و 

جفت باز   1000به طول تقریبی  aopBسازی ژن دهنده همسانه تعیین توالی سازه ژنی نشان  و PCRنتایج  .ارزیابی شد

وجود یک پروتئین با    HisTagبادی ضد  بود. آزمون وسترن بلات با استفاده از آنتی  pCDNA3.1-HisAدر پلاسمید  

طراحی    aopBحاوی ژن    pCDNA3.1-AopBسازه ژنی    در مجموع،را نشان داد.  کیلودالتون    36وزن مولکولی حدود  

بالینی به منظور بررسی ایمو مورد تایید قرار گرفت. از این سازه ژنی می کپورماهیان در  در  زایی  نیتوان در مطالعات 

 د. کراستفاده  A. hydrophilaزایی تجربی با بیماری

 .DNA، سازه ژنی، واکسن  hydrophila Aeromonas ،aopB کلیدی:  واژگان
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مقدمه 

شا  یکی  ی ئروموناسآ  یهاعفونت   نیترعیاز 

جهان   یپرورش  انیدر ماه  ییایباکتر  یهاعفونت

 ن یتراز مهم Aeromonas hydrophilaبوده و 

Aeromonas  کننده عفونت    جاد یمتحرک ا  یها

 Pessoaاست ) یپرورش انی در ماه یئروموناسآ

et al., 2019عفونت در    یآئروموناس  یها(. 

ها  کشور از سال  ی گرماب   انیصنعت پرورش ماه

  ی شاهیوارد کرده است )عل  یاریقبل صدمات بس

همکاران،  ن یا  یکیوتیبینتآدرمان    (.1388  و 

با توجه به معضلات آن مثل    یی ا یباکتر  یماریب

ا  یبالا  یهانهیهز   یهامقاومت  جاد یدرمان، 

زییدارو مشکلات  مشکلات    ی طیمحستی،  و 

  است   نداشته  یچندان  ییکارا  ز،ی تجو  ییاجرا

(Zellweger et al., 2017از ب .)یهاروش  نی  

ا با  مقابله  پ یماریب  نیمختلف  از  ه ب  یریشگی، 

عنوان    ونیناسیواکس  لهیوس راهکار    کیبه 

مقابله با  روش   نیبه عنوان بهتر  ی مناسب و گاه

 Shefat, 2018; Mzula)  شده است  ادیعفونت  

et al., 2019واکسن برابر    یمختلف  یها(.  در 

با     ی معرف  Aeromonas hydrophilaعفونت 

واکسنشده شامل  که  شامل    یهااند  اول  نسل 

  فیزنده تخف  یهافعال شده، واکسنریغ   یباکتر

پروتئ  افتهیحدت   دوم    بینوترک  نیو  نسل 

(Abdelhamed et al., 2019و واکسن )یها  

( Thirumalaikumar et al., 2021)  یژن

 ن یا  زیو روش تجو  دیتول  نهی، هزیی. کاراهستند

 ی برا  ییهاتی محدود  جادای  باعث  هاواکسن

از   ماهآاستفاده  در  است  ی نها   Han et)  شده 

al., 2019.) 

که به    DNA  ی هااستفاده از واکسن  امروزه

واکسن سوم  دلنسل  به  هستند  معروف   ل یها 

انبوه،  دیبودن تول نهیهزو کم ی بالا، سادگ یمنیا

آنت تول  ک، یژنیثبات  عامل    هیعل  دیامکان  چند 

پل سمی)واکسن  عدم  ن  ت،یوالان(،  به    از یعدم 

نگهدار  رهیزنج در  )  یسرد   درصد   80واکسن 

  یسلول  یمنیا  عیوس  کیواکسن(، تحر  هاینهیهز

نگهدار امکان  هومورال،  جامد به    یو  صورت 

  یو مخاط  یخوراک  زیامکان تجو  ع،ی)پودر( و ما 

ز )  افتهی  یادیطرفداران   ,.Mzula et alاست 

2019; Li et al., 2020.)  باکتر  تاکنون  یدر 

Aeromonas  ی سازمنیا  یبرا  یمختلف  هایژن 

گرفته قرار  نظر  )  مد   ,.Vilches et alاست 

2009; Mzula et al., 2019)  مشخص    یول

  یترشح  ستمیمرتبط با س  ی هاشده است که ژن

به   انتخابمناسب    یهایژگیو   III  پیت شدن 

تول دارند.  DNAواکسن    دیمنظور    را 

(Koroleva et al., 2017; Fasciano et al., 

2019). 
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ن یپروتئ  نیاز چند  III  پیت  یترشح  ستمیس

پ   یک یو  است  شده    لیتشک   نتریدهیچیاز 

که در    سازدیرا م   ییایباکتر  یترشح  هایستمیس

باکتر بس  یحدت  از    یک یدارد.    ی مهم  ارینقش 

 ی ترشح  ستمی س  یعملکرد  یهاژن  نیترمهم

مرتبط    یهانیکه پروتئ  است  aopBژن    III  پیت

تثب غشا  یترشح  ستمیس  تیبا    یداخلی  در 

 زبان یکانال در سلول م ایسوراخ  جادیو ا یباکتر

  یهاژن  نیتراز مهم  یک یژن    نیکنند. ایرا کد م 

باکتر  Aeromonas hydrophila  یحدت 

  ی پرحدت در ماه یهاهیسو  یی در شناسا  واست  

( دارد   ,.Rasmussen-Ivey et alکاربرد 

2016a .) 

حاوی  ایمن  نوترکیب  پلاسمید  با  سازی 

پروتئین  ژن  کدکننده  راهکاری  aopBهای   ،

برابر    برایامیدبخش   در  موثر  واکسن  ساخت 

Aeromonas  از رود.  به شمار می  زایماریب  یها

 ستمیس  aopB  نیپروتئ  مطالعه  ن یدر ا  این رو، 

 Aeromonas  یباکتر  III  پیت  یترشح

hydrophila  کپورماه  جدا از  استان    انیشده 

مدل    ی سازه ژن  ک ی  یخوزستان به منظور طراح

پلاسم  DNAواکسن     ی انیب  یوتیوکاری  دیدر 

pCDNA3.1 شد.  یسازهمسانه 

 

 

 هاروش  و   مواد

 ارزیابی بیوانفورماتیک و طراحی آغازگرها 

ژوهش  پ در این  ،  aopBبه منظور تکثیر ژن  

باکتری    از جدایه   Aeromonasحادترین 

hydrophila    به مبتلا  کپور  ماهیان  از  که 

سمی آئروموناسی در مزارع پرورشی استان سپتی

و   مولکولی  روش  با  و  جداسازی  خوزستان 

شده   تایید  شد  بودندفنوتیپی    استفاده 

(. به این منظور از  1394)آهنگرزاده و همکاران،  

جدایه که دارای این ژن بودند با استفاده    6بین  

حادترین    50LDاز تست ارزیابی حدت و تعیین  

این ژن  جدایه   باکتری  دارای  مناسب  به عنوان 

مقاله   دشانتخاب   این  در  ارزیابی حدت  )نتایج 

ژن   توالی  است(.  نشده  عدد    aopBآورده  با 

ژن    KP689330.1دسترسی   بانک    NCBIاز 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genba

nk/طول به  باز    1044  (  د.  شاستخراج  جفت 

نرم از  استفاده  با  آغازگرها  افزار طراحی 

VectorNTI Advance v11.5.2    .شد انجام 

آغازگرها به منظور تکثیر توالی کامل ناحیه کد  

های  آنزیمو دارای نواحی برش    aopBکننده ژن  

EcoRI و NheI  .طراحی شدند 
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احتمال همپوشانی آغازگرهای طراحی شده  

ژن با   A. hydrophilaباکتری  دیگر    هایبا 

 .nBLAST  (https://blastافزار  استفاده از نرم

ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi )   بررسی مورد 

گرفت.  استفاده    قرار  مورد  آغازگرهای  توالی 

ATGCATTCGGGATCCCAT   شامل

GATAAGCAGTG    و GAATTCCCG

TTAAATGGCTGTCGGTCTGCTG  
  BamHI  و   EcoRIهای  بود. نواحی برش آنزیم

در   است.  شده  داده  نشان  خط  زیر   1شکل  با 

نقشه ژنتیکی پلاسمید و محل قرار گرفتن توالی 

aopB  آنزیم محل  برشی  در    و   EcoRIهای 

BamHI  .نشان داده شده است 

 

 

وکتور    :1شکل   ژنتیکی  آنزیم  pCDNA3.1-HisAنقشه  برش  محل  دارای  چندگانه  برش  ناحیه  های  که 

EcoRI    وBamHI  پروموتوری ناحیه  از  پس   ،CMV   است شده  داده  نشان 

(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/V38520 .)
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 PCRبا روش  aopBتکثیر ژن 

از  aopBبه منظور تکثیر ژن   ، چند کلونی 

لیتر محیط میلی 5در  A. hydrophilaباکتری 

استریل TSB  (Tryptic Soy Broth  )کشت  

و به مدت یک شب در انکوباتور   ند کشت داده شد

دمای در  سانتی  37  شیکردار  گراد  درجه 

با سرعت  نگهداری شدند. سپس محیط کشت 

rpm5000    مدت سانتریفیوژ   5به    دقیقه 

(HB320  ،Behsan  )شد و بر روی رسوب  ، ایران

استخراج   استخراج   DNAسلولی  شد.  انجام 

DNA   ،از کیت تجاری )سینا کلون استفاده  با 

العمل شرکت سازنده انجام    ایران( مطابق دستور

استخراج شده با استفاده از    DNAشد. کیفیت  

از    260/280جذب    خواندن استفاده  با  نانومتر 

( میکروبیوفتومتر  آلمان( Eppendorfدستگاه   ،

نمونه و  گرفت  قرار  بررسی  نسبت مورد  با  های 

مراحل بعدی    برای  8/1بالای    260/280جذب  

 استفاده شدند. 

میکرولیتر شامل   20با حجم    PCRواکنش  

میکرولیتر( )یکتا   PCR  X2 (10مخلوط واکنش  

آنزیم د در میکرولیتر  حوا  1  تجهیز، ایران( حاوی

DNA    پلیمرازpfu  ،5/0    از هر یک از  میکرولیتر

برگشت و  رفت  میکرومولار(،    10)  آغازگرهای 

DNA  ( و آب فاقد    100الگو )نانوگرمDNase  

واکنش   انجام  شرایط  شامل    PCRبود. 

)واسرشت  اولیه  سانتی  95سازی  به  گراد  درجه 

واسرشت رخه  چ  45دقیقه(،    5مدت   شامل 

دقیقه(،   1به مدت گراد درجه سانتی 94سازی )

  45به مدت  گراد  درجه سانتی 60)  آغازگرتصال  ا

طویل و  )ثانیه(  سانتی  72سازی  به  گراد  درجه 

سازی نهایی  دقیقه( و یک مرحله طویل  1مدت  

دقیقه( بود.    10به مدت  گراد  درجه سانتی  72)

  درصد  1با استفاده از ژل آگارز    PCRمحصول  

( با  Tris-Acetic Acid-EDTA)  TAEو بافر  

به مدت    100ولتاژ   الکتروفورز    20ولت  دقیقه 

 شد. 

 

 سازی پلاسمید  خالص

در این مطالعه از پلاسمید بیانی یوکاریوتی  

pCDNA3.1-HisA   (Invitrogen  )آمریکا  ،

باکتری   در   'Escherichia coli Top10Fکه 

درجه   -80به صورت همراه با گلیسرول در فریزر  

بودگراد  سانتی شده  به    ، ذخیره  شد.  استفاده 

خالص  مقدار  منظور  پلاسمید،   10سازی 

لیتر  میلی  5میکرولیتر از نمونه ذخیره باکتری به  

کشت   در  میلی  100حاوی    TSBمحیط  گرم 

آمپیآنتیلیتر  میلی به  بیوتیک  و  اضافه  سیلین 

در   شب  یک  در  مدت  درجه   37انکوباتور 

شد.  گراد  سانتی داده  قرار  حرکت  حال  در  و 

از کیت استخراج استخراج   پلاسمید با استفاده 
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ایران( و بر اساس  پلاسمید تجاری )سیناکلون، 

از    دستور العمل شرکت سازنده انجام شد. پس 

استخراج پلاسمید، کیفیت آن با استفاده از ژل 

مورد بررسی قرار گرفت. همچنین درصد    1آگارز  

دستگاه   از  استفاده  با  پلاسمید  غلظت  تعیین 

 میکروبیوفتومتر مورد ارزیابی قرار گرفت.

 

خالص و  آنزیمی  محصول  هضم  و    PCRسازی 

 پلاسمید بیانی 

و پلاسمید استخراج     PCRواکنش محصول

از  واکنش انجام برای شده استفاده  با  الحاق 

برشیآنزیم   NheI  و  EcoRI  های 

(Fermentaseو مطابق دستور )العمل   ، آمریکا

هضم   مورد  سازنده    واکنش   گرفت. قرارشرکت 

گراد  درجه سانتی  37  دمای در ساعت 2  مدت به

ها با استفاده از الکتروفورز  هضم نمونه .انجام شد

منظور   درصد  1گارز  آژل   به  شد.  بررسی 

نمونه خالص کیت  سازی  از  شده  هضم  های 

)  DNAاستخراج   ژل  و  Vivantisاز  مالزی(   ،

 العمل شرکت سازنده انجام شد.  طبق دستور

 

 در پلاسمید بیانی   aopBسازی ژن  کلون 

ژن   الحاق  منظور  پلاسمید    aopBبه  در 

نسبت pCDNA3.1-HisAبیانی   ابتدا  های  ، 

افزار با استفاده از نرم  DNAمناسب پلاسمید به  

NEB Ligation Calculator    د.  شمحاسبه

 لیگاز  T4 آنزیم  از استفاده با الحاق 

(Fermentase  و مطابق )العمل   دستور، آمریکا

  16 دمای دستگاه انکوباتور در شرکت سازنده در

 روز انجام  شبانه یک مدت بهگراد  درجه سانتی

فرآیند ترانسفورماسیون پلاسمید حاوی    گرفت.

 روش  با  'Top10F  مستعد سلول به  aopBژن  

کلسیم سپس   صورت شده، سرد کلرید  گرفت. 

محیط   به  شده  ترانسفورم  و    LBسلول  تلقیح 

مدت   به  بدون    2ابتدا  و نتیآساعت  بیوتیک 

  100ساعت در محیط حاوی    4سپس به مدت  

سیلین بیوتیک آمپیآنتیلیتر  گرم در میلیمیلی

در حال حرکت  گراد  درجه سانتی  37  در انکوباتور

 100قرار داده شد. سپس مقدار    rpm150با دور  

روی   بر  شده  ترانسفورم  باکتری  از  میکرولیتر 

کشت  م بیوتیک آنتیحاوی    TSAحیط 

در  آمپی شب  یک  مدت  به  و  تلقیح  سیلین 

 قرار داده شد. گراد درجه سانتی 37 انکوباتور

 

  کلونینگ  ییدات

های مثبت حاوی  به منظور غربالگری کلون

نوترکیب   از    pCDNA3.1-AopBپلاسمید 

کلونی   از    PCRروش  استفاده  های  آغازگربا 

شد.    BGH-revو    CMV-Fعمومی   استفاده 

  1با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز  PCRنتایج 
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هایی که دارای باند مورد بررسی و نمونه  درصد

کلون مثبت انتخاب  2انتخاب شدند.    ،نظر بودند

محیط   در  شب  یک  مدت  به  حاوی    TSBو 

)آمپی میلیمیلی  100سیلین  در  و  لیترگرم   )

سانتی  37  دمای شد.  گراد  درجه  داده  کشت 

نمونه  روی  بر  پلاسمید  با  استخراج  مثبت  های 

استفاده از کیت استخراج پلاسمید )سیناکلون،  

دستور مطابق  و  سازنده    ایران(  شرکت  العمل 

شد.  منظور  انجام  هضم ییدات به   کلونینگ، 

آنزیم دوگانه  آنزیمی   و   EcoRIهای  توسط 

NheI  سازی لصگرفت. پس از تایید خا صورت

آگارز   ژل  از  استفاده  با  ،  درصد  1پلاسمیدها 

پیشگام  برای  ها  نمونه شرکت  به  توالی  تعیین 

فناوری ارسال و تعین توالی دو طرفه انجام  زیست 

نرم از  استفاده  با  توالی  تعیین  نتایج  افزار شد. 

Bioedit 7.2    و استحصال و میزان همپوشانی 

با عدد  صحت توالی با توالی موجود در بانک ژن  

افزار با استفاده از نرم  KP689330.1دسترسی  

ClustalW .مورد بررسی قرار گرفت 

 

و بررسی بیان    CHOانتقال سازه ژنی به سلول 

 پروتئین 

ژنی   سازه  کارآیی  تعیین  منظور  به 

pCDNA3.1-AopB    پروتئین بیان   aopBو 

 HEK293Tدر سلول یوکاریوتی از رده سلولی  

بانک   از  که  انسان(  جنین  کلیه  سلولی  )رده 

بود تهیه شده  پاستور  انستیتو  استفاده    ،سلولی 

تعداد کشت    5  ×610  شد.  پلیت  در    6سلول 

حاویخانه کشت  ای   DMEM  محیط 

درصد سرم جنین گاوی    10)کیازیست، ایران(،  

(Gibco  و آمریکا(  های  بیوتیکآنتیدرصد    1، 

 استرپتومایسین و پنیسیلین کشت داده شد. 

،  درصد  70ها به میزان  پس از پوشش پلیت

و  بیوتیک  آنتیمحیط کشت با محیط تازه بدون  

FBS  5    منظور درصد به  شد.  تعویض 

سلول  روش ا  HEK293Tهای  ترانسفکشن  ز 

( استفاده شد  فسفات   ,.Jordan et alکلسیم 

مقدار  .  (1996 منظور  میکروگرم    5بدین 

در   نوترکیب  بافر    100پلاسمید  میکرولیتر 

حاوی   مولارHEPES   (12/0    ،)ترانسفکشن 

( سدیم    4HPO2Na  (5/1مولار(،    28/0کلرید 

مولار( مخلوط و   2مولار( و کلرید کلسیم )میلی

پلیت   مختلف  نواحی  به  قطره  قطره  صورت  به 

محیط   روی  بر  آرامی  به  و  اضافه  سلول  کشت 

جابجا   پلیتشکشت  سپس  مدت  د.  به   24ها 

  37دمای    و   درصد  2OC  50ساعت در انکوباتور  

  24پس از    شدند.  کشت دادهگراد  درجه سانتی

پلیت کشت  محیط  کشت ساعت  محیط  با  ها 

  FBS  10کشت کامل حاوی    تعویض و با محیط

از    درصد پس  شدند.  داده  ساعت    48کشت 
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با  سلول  استفاده   PBSها  با  و  شسته                 استریل 

محلول درصد   EDTA  25/0-تریپسین  از 

و پس از سانتریفیوژ جداسازی شدند.    تریپسینه

رسوب سلولی با استفاده از بافر لیز کننده سرد  

ترکیبات   )  Trisحاوی  مولار(،  میلی  50پایه 

تریتون  میلی   150کلرید سدیم )   x100مولار(، 

(1/0  ( پروتئاز  کننده  مهار  و  ، Sigmaدرصد( 

از تعیین میزان پروتئین به  آمریکا(، لیز و پس 

انجام آزمون وسترن بلات  برای  روش برادفورد،  

 استفاده شد. 

 

 تایید منظوره  ب بلاتینگ وسترنارزیابی  

 HEK293T  سلولی رده در  پروتئینی محصول

نوترکیب  برای   پروتئین  بیان    aopBتعیین 

سلولی   رده  وسترن    HEK293Tدر  روش  به 

بلات، نمونه لیز سلولی پس از الکتروفورز بر روی  

تفکیک شد و در    SDS-PAGEدرصد    12ژل  

، Sartoriusتانک بلاتینگ به کاغذ نیتروسلولز )

با   غشا  شد.  منتقل  درصد    BSA  3آمریکا( 

با  شمسدود   ترتیب  به  شستشو  از  پس  و  د 

پلیآنتی آنتی  بادی  )سیگما،    HisTagکلونال 

)رقت   آنتی1000در    1آمریکا(  و  ثانویه  (  بادی 

پروکسیداز   با   HRP Conjugatedکونژوگه 

Goat Anti Mouse Antibody    ،سیگما(

)با رقت  آ انکوبه شد. در  10000در    1مریکا(   )

مشاهده باند پروتئینی از سوبسترای برای  نهایت  

 آمینو بنزیدین استفاده شد. دی

 

 نتایج 

با استفاده از   aopBنتایج تکثیر ژن    2  شکل

  NheI  و   EcoRIهای دارای نواحی برش  آغازگر

نمونه   روی  از خالص   DNAبر  شده  سازی 

شده    جدا  Aeromonas hydrophilaباکتری  

را  خوزستان از مزارع پرورش کپورماهیان استان 

می تحلیل  دهد.  نشان  و  با    PCRنتایج  تجزیه 

آگارز   الکتروفورز ژل  از    نشان  درصد   1استفاده 

 دهنده تکثیر یک باند اختصاصی به طول تقریبی 

بود که با ناحیه کد کننده ژن  جفت باز    1060

aopB    دسترسی کد  با  ژن  بانک  در  موجود 

KP689330.1 .مطابقت داشت 

نوترکیب  پلاسمید  ترانسفورماسیون  از  پس 

pCDNA3.1-aopB    باکتری   ،'TOP10Fبه 

شود در  مشاهده می  3  شکلطور که در    همان

کلونی   از    PCRروش  استفاده  آغازگرهای  با 

ژن    BGH-revو    CMV-Fمی  عمو وجود 

aopB    منجر به تکثیر جفت باز    1040به طول

شد. در  جفت باز    1400باندی به طول تقریبی  

های منفی منجر به تکثیر  کلون  PCRکه    حالی

 شد. جفت باز  400 باندی به طول تقریبی
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آگارز  2شکل   ژل  الکتروفورز  دنبال  PCRمحصول    درصد  1:  ژن    به   Aeromonasباکتری    aopBتکثیر 

hydrophila    .مارکر اندازه  1جدا شده از کپورماهیان استان خوزستان :DNAمحصول   : 4و    3  ؛منفی  شاهد  :2  ؛

PCR  ژنaopB  جفت باز 10600به طول تقریبی. 

 

 

کلونی  3شکل   الکتروفورز محصول  نتایج   :PCR  کلون باکتری  بر روی  با   'TOP10Fهای  ترانسفورم شده 

های مثبت  . کلونCMV-Fو    BGHعمومی    آغازگرهایبا استفاده از    pCDNA3.1-aopBپلاسمید نوترکیب  

 را بر روی ژل آگارز نشان دادند.  جفت باز 450منفی باند تقریبی های کلونو  جفت باز 1440باند تقریبی 
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نمونه    برش از  شده  استخراج  پلاسمید 

به  کلون باندی  ایجاد  به  منجر  نیز  مثبت  های 

تقریبی   شد  1040طول  باز  نشان  جفت    که 

ژن   الحاق  وکتور aopB دهنده  در 

pCDNA3.1- His A ( 4شکل بود .) 

-pCDNA3.1نتایج تعیین توالی پلاسمید  

aopB    توالی همپوشانی  میزان  ارزیابی  و 

  nBLASTافزار  استحصال شده با استفاده از نرم

نشان ژن  شباهت    بانک  درصدی   100دهنده 

موجود در   aopBتوالی تکثیر شده با توالی ژن  

با   ژن  بود   KP689330.1ی  دسترس  کدبانک 

(. 6و  5 هایشکل)

 

 

  NheI و EcoRIهای توسط آنزیم pCDNA3.1-aopB: هضم آنزیمی دوگانه پلاسمید نوترکیب 4شکل 

 د.ش جفت باز 1040با طول  aopBمربوط به ژن  DNAمنجر به ایجاد قطعه 
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با    pCDNA3.1-aopB: نتایج همپوشانی توالی استحصال شده از تعیین توالی پلاسمید نوترکیب  5شکل  

از   با    100دهنده شباهت    که نشان  BGHو    CMVهای عمومی  آغازگراستفاده  تکثیر شده  توالی  درصدی 

 . استجدا شده از کپورماهیان استان خوزستان  aopB Aeromonas hydrophilaتوالی ژن 

 

 

با استفاده از   pCDNA3.1-aopB: بخشی از کروماتوگرام مربوط به تعیین توالی پلاسمید نوترکیب  6شکل  

 همپوشانی دارد.  aopBبخش کد کننده ژن    900تا    700که با توالی ناحیه   BGHو    CMVعمومی  آغازگرهای  
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رده سلولی   لیز  روی  بر  نتایج وسترن بلات 

HEK293T  دنبال پلاسمید    به  با  ترانسفکشن 

از    pCDNA3.1-aopB  نوترکیب استفاده  با 

باند    1دهنده وجود    نشان  Histagبادی ضد  آنتی

تطابق  به  کیلودالتون بود که با توجه    40تقریبی  

ژن   طول  باز  aopB  (1044با  وزن  جفت  با   )

  شکلمطابقت داشت )  aopBمولکولی پروتئین  

7.) 

 

 

: نتایج وسترن بلات بر روی لیز رده سلولی  7شکل  

HEK293T    پلاسمید با  ترانسفکشن  دنبال  به 

است  pCDNA3.1-aopBنوترکیب   از  با  فاده 

دهنده حضور پروتئین   نشان  Histagبادی ضد آنتی

 بود. کیلودالتون  40با وزن مولکولی تقریبی 

 

 بحث

با   عفونت  های  Aeromonasبیماری 

بویژه   از  Aeromonas hydrophilaمتحرک   ،

های ماهیان آب شیرین بویژه  ترین بیماریمهم

 ,.Rasmussen-Ivey et alکپورماهیان است )

2016b  .)باکتری سویه  بیشتر این  های 

و حدت چندانی برای ماهی    هستندطلب  فرصت

صورت همزیست در آب و حتی در  ه  ندارند و ب

می  زندگی  ماهی  تشخیص بدن  برای  کنند، 

بیماریگونه از های  استفاده  باکتری  این  زای 

دارد.های  شاخص اهمیت  بسیار  این   حدت 

)ها  شاخص آیرولایزین  (،  aerAشامل 

( (، همولایزین  actانتروتوکسین سایتوتوکسیک 

(hlyA سلول کننده  تحریک  انتروتوکسین   ،)

(alt( انتروتوکسین تجزیه کننده سلول  ،)ast ،)

( و پروتئین  ahpA(، سرین پروتئاز )flaفلاژلین )

( خارجی  میان،  ompغشای  این  در  هستند.   )

مهم از  ژنیکی  منظور ترین  به  حدت  های 

،  Aeromonasزای  بیماریهای  شناسایی سویه

تیپ  ژن  ترشحی  سیستم  به  مربوط    IIIهای 

( Carvalho-Castro et al., 2010)  هستند

ترشحی   A. hydrophilaباکتری   سیستم  از 

های باکتریایی  دن توکسین کربرای وارد    IIIتیپ  

استفاده می میزبان  سلول   El-Bahar)کند  به 

et al., 2019)  ژن  .aopB    سیستم این  در 
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و در بسیاری   داردنقش عملکردی را    ترینمهم

به    مطالعاتاز   های Aeromonasمربوط 

زا ارزیابی این ژن هدف قرار گرفته است بیماری

(Van Sang and Uyen, 2021.) 

محدودیت به  توجه  زیست با  تبعات  و  ها 

بهداشتی   و  برابر بیوتیکآنتیمحیطی  در  تراپی 

سازی و واکسیناسیون  آئروموناسی، ایمنیعفونت  

باکتریایی   عفونت  این  با  مبارزه  روش  بهترین 

از    .(Xiong et al., 2017)  است استفاده 

دمای    DNAهای  واکسن در  ثبات  دلیل  به 

محیط بدون نیاز به زنجیره سرد، توانایی تقلید  

عفونت همسانهاز  سادگی  طبیعی،  سازی های 

بژن آنتی وکتورهای  در  ایجاد  ها  و      اکتریایی 

آبزی در  مناسب  ایمنی  حال   ،پروریپاسخ  در 

واکسن استتوسعه   دلیل    DNA  های.  به 

برابر مزیت در  واکسن  تولید  در  فراوان                 های 

A. hydrophila    تولید برای  دارند،  کاربرد  نیز 

واکسن نوع  اهمیت  این  مناسب  ژن  انتخاب  ها 

)ویژه دارد  چند Song et al., 2018ای  در   .)

ژن از  استفاده  اخیر  ترشحی سال  سیستم  های 

سازی با توجه به نقش ویژه آنها  تیپ برای ایمن

ها بیشتر مورد  زایی بسیاری از باکتریدر بیماری

( است  شده  واقع   ,.Fasciano et alتوجه 

و همکاران    Koroleva(. به عنوان مثال  2019

ژن 2017) از  تیپ(  ترشحی  سیستم    III  های 

برای تولید واکسن نوترکیب آدنوویروسی در برابر 

Chlamydia    در موش استفاده کرده و محافظت

دند. آنها  کربالایی را در برابر این باکتری گزارش  

را    IIIسیستم ترشحی تیپ    های استفاده از ژن 

بهترین   از  یکی  عنوان  ژن آنتی  هایانتخاببه 

واکسن در  واکسنی  ژنی  نوترکیب  گزارش های 

همچنین   .(Koroleva et al., 2017)  کردند

Bulir  ( همکاران  آنتی2016و  سه  از  نیز  ژن ( 

تیپ  ترشحی  سیستم  برای  را    III  پروتئینی 

در   Chlamydiaواکسیناسیون مخاطی در برابر  

آزمایشگاهی موش سوری استفاده کرده و   جانور

در برابر این بیماری که  را  بادی  عیار بالای آنتی

بود  محافظت شده  باعث  را  گزارش    ،کاملی 

 کردند. 

مقاومت  افزایش  جالب  مطالعه  یک           در 

باکتری   با  چالش  برابر  از   Vibrioدر  بعد 

با   ترشحی ژنآنتیواکسیناسیون  سیستم  های 

است    Shigellaباکتری    IIIتیپ   گزارش شده 

(Martinez-Becerra et al., 2012  .) 

  IIIبا توجه به جایگاه سیستم ترشحی تیپ   

و نقش    A. hydrophilaباکتری  زایی  بیماری در  

ژنی    aopBژن   سازه  طراحی  سیستم،  این  در 

پایه    DNAواکسن   شده آنتیبر  یاد  در    ژن 

 مطالعه حاضر انجام شد.  
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ژن   حاضر  مطالعه                 باکتری  aopBدر 

A. hydrophila    کپورماهیان جداسازی شده از

استان تقریبی   بیمار  طول  با   1000خوزستان 

های دارای نواحی آغازگرفاده از  تبا اس جفت باز

در وکتور بیانی    NheI  و  EcoRIهای  برش آنزیم

pCDNA3.1-HisA  توانایی  همسانه و  سازی 

پروتئین  نوترکیب  شکل  تولید  و  وکتور  ورود 

aopB    سلولی رده  از  استفاده    HEK293Tبا 

انجام شد. در بسیاری از  مطالعات  تولید واکسن  

DNA  های باکتریایی آبزیان از  در برابر بیماری

استفاده شده است. از   pcDNA3.1وکتور بیانی  

  آسانیه  توان بهای این سیستم بیانی میویژگی

بیان   قابلیت  آزمایشگاهی،  شرایط  در  تکثیر 

داژن  آنتیمناسب   از  پروموتورهای  شتناشی  ن 

های میزبان  ورود و تکثیر مناسب درسلول  ،قوی

 های میزبان نام برد. و توزیع مناسب در بافت

و تعیین توالی وکتور نوترکیب   PCRنتیجه  

از   استفاده  نشانآغازگرهای  با  دهنده    عمومی 

ژن    درستی تقریبی   aopBکلونینگ  طول  با 

 pCDNA3.1-HisAدر وکتور   جفت باز  1000

های  بود. نتیجه وسترن بلاتینگ بر روی پروتئین

سلول از  شده  با    HEK293Tهای  استخراج 

آنتی از  ضد  استفاده  باند    His-Tagبادی  یک 

کیلودالتون  35پروتئینی اختصاصی در محدوده 

ت که  داد  نشان  کننا را  پروتئین یید  بیان  ده 

 در سیستم بیانی بود. با توجه   aopBنوترکیب  

این کربوکسیلی    His-Tagکه    به  انتهای  در 

دارد قرار  نوترکیب  وسترن ،  پروتئین  نتیجه 

نشان بیان  بلاتینگ  بود دهنده  پروتئین  .  کامل 

سازه طراحی  در  مناسب  پروموتور  های  انتخاب 

به منظور دستیابی به بیان    DNAواکسن  ژنی  

اهمیت  ژن  آنتیالای  ب ماهی  به  تزریق  از  پس 

بیانی   دارد. وکتور   pCDNA3.1-HisAبالایی 

سیتومگالو  یوکاریوتی  پروموتوری  توالی  دارای 

( بیان    است(  Cytomegalovirusویروس  که 

سلول در  پستانداران  بالایی  نتایج  دارهای  د. 

های واکسنپیشین نشان داده است که    مطالعات

DNA    های ماهی با  ژنآنتیطراحی شده بر پایه

پروموتور   از  از    CMVاستفاده  بسیاری  در 

میرده تکثیر  ماهیان  انواع  سلولی   شوند های 

(Thirumalaikumar et al., 2021). 

جاری در ماهی    مطالعهمشابه    ایمطالعهدر  

( نیز بعد  Li et al., 2013آسیایی )  دریایی  باس

توالی و  انتخاب  ژن  از  باکتری   OMP38یابی 

Vibrio parahemolyticus ،    وکتور از 

کلون    pcDNA3.1یوکاریوتی   ژن کربرای  دن 

 VAOMP38  دند. سازه ژنی تولیدیکراستفاده  

 EndoFree Plasmidنامگذاری شد و با کیت 

Mega Purification Kit  سازی  خالص

پلاسمید صورت گرفت. آنها از این محصول بعد  
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آزمایش تهیه    هایاز  برای  کیفیت  سنجش 

  واکسن خوراکی ریزپوشانی شده استفاده کردند

(Li et ai., 2013).    همچنینInthasaeng    و

در    DNA( برای تولید واکسن  2018همکاران )

در   Streptococcus agalactiaeبرابر  

( نیل  از (  Oreochromis niloticusتیلاپیای 

  و   د ( استفاده کردنalp-1ژن آلفا لایک پروتئین )

جاری از سیستم بیانی یوکاریوتی    مطالعههمانند  

pcDNA-3.1    با استفاده ازT4 DNA Ligase 

نها  آدند.  کردن ژن هدف استفاده  کربرای کلون  

را به آن    pcDNA-Alp1بعد از تولید سازه ژنی  

  DH5αاسترین    E. coliباکتری  

(Escherichia coli DH5α  )  ده و کرترانسفرم

پروتئین   از کشت در    alp-1بیان  استفاده  با  را 

و استفاده از تکنیک وسترن بلات    CHOمحیط  

دند. سپس از پلاسمید حاوی ژن هدف  کرتایید  

در  استرپتوکوکوزیس  ضد  واکسن  تولید  برای 

 Inthasaeng et)   دندکرماهی تیلاپیا استفاده  

al., 2018.) 

Gao  ( نیز در ماهی کپور2018و همکاران ) 

با  )(  Ctenopharyngodon idella)علفخوار  

بالاترین تولید سالانه در بین آبزیان در جهان( 

در برابر رئوویروس    DNAاقدام به تولید واکسن  

(Reovirus ) ترین  زای این گونه که مهمبیماری

گونه   این  مشابه    . دندکر،  استبیماری  نیز  آنها 

یوکاریوتی   مطالعه بیانی  سیستم  از    جاری 

pcDNA3.1    کلون ژن  کربرای   s11دن 

استفاده   ژنی  کررئوویروس  سازه  و  دند 

pcDNA3.1-s11     باکتری در   E. coliرا 

ریزپوشانی کرترانسفرم   از  بعد  نهایتا  و  ده 

نانوذرات   با  تولیدی  صورت  به  را  آن  پلاسمید 

ماهی   به  علفخوار  خوراکی    دندکرتجویز  کپور 

(Gao et al., 2018). 

واکسن  تولید  برای  مطالعات  برخی              در 

DNA    برابر از Aeromonasدر  متحرک  های 

بیانی   است،  دیگر  وکتورهای  شده  استفاده  نیز 

)  Hanمثلا   همکاران  از  2019و  استفاده  با   )

ژن   و  مخمر  پایه  بر  بیانی               اقدام    OMPوکتور 

واکسن   ساختن  کاراس   DNAبه  ماهی  در 

(Carassius auratus )دند. کر 

دهنده    حاضر نشانمطالعه  نتایج  در مجموع،  

واکسن   ژنی  سازه  موفق  حاوی    DNAطراحی 

پایه    A. hydrophilaباکتری    aopBژن   بر 

بیانی و قابلیت    pCDNA3.1-HisA  کتور  با 

بیان   و  میزبان  سلول  به  در ژن  آنتیورود 

ضروریسلول  بود.  یوکاریوتی  در ا  های  ست 

پاسخ آینده  واکسن  مطالعات  به  ایمنی  های 

روش یادشده   به  واکسیناسیون  دنبال  های  به 

قرار   بررسی  مورد  میزبان  ماهیان  در  مختلف 

 گیرد.
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Abstract  

Aeromonas hydrophila is one of the most important pathogenic bacteria in fish that causes 

hemorrhagic septicemia, ascites and mortality in different ages and in different fish species 

including carp . Immunization is one of the best ways to prevent this disease. The use of gene 

constructs containing bacterial-specific antigens has been developed in recent years to develop 

high-performance vaccines and to use them in easier methods such as oral administration in 

aquaculture. In this study, aopB protein of type III secretory system of A. hydrophila isolated 

from carp in Khuzestan province was used to design a gene construct for DNA vaccine which 

cloned into the expression eukaryotic plasmid pCDNA3.1. In this study, A. hydrophila isolated 

from carp with Aeromonas septicemia in carp farms of Khuzestan province which species 

confirmed by molecular and phenotypic methods. The aopB gene sequence was extracted from 

the NCBI gene bank and the gene encoding region was amplified using primers containing 

EcoRI and NheI enzyme cleavage regions. The PCR product was then inserted into the 

eukaryotic expression plasmid pCDNA3.1-HisA and was transfected to TOP10-F 'bacteria 

using heat shock. After screening for positive clones using colony PCR and sequencing, the 

pCDNA3.1-AopB gene construct was transferred to CHO cells using electroporation method 

and recombinant protein expression was assessed by Western blotting on cell lysis. PCR 

results and sequencing of gene constructs indicated the cloning of the aopB gene 

approximately 1000bp in plasmid pCDNA3.1-HisA. Western blot using anti-HisTag antibody 

showed the presence of a protein with a molecular weight of about 36kD. Conclusively, the 

pCDNA3.1-AopB gene construct containing the aopB gene was designed and validated. This 

gene construct can be used in clinical studies to evaluate the immunogenicity of carp in 

experimental pathogenicity with A. hydrophila. 
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