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 مقاله پژوهشي 

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

  ٦يمانيسل ومرثيک ،٥زادهيتق يمرتض ،٤نياسبچ ياحمد سلمان ،٣يمصور نادر ،٢انيانيتب ديمج ،١پوريسامان هيرق
 

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

 یعفـون  هايبیماري نیب در ومیرمرگ عامل نیدوم عنوانبه سل يماریب هنوز ،حالتابه 1921 سال از واکسن ب.ث.ژ از استفاده رغمیعل :هدف و زمينهپيش
عفونت  و HIV ظهور با نیهمچن و فیالطعیوس معمول و هايبیوتیکآنتی به س)یوم توبرکولوزیکوباکتریمقاومت عامل مولد سل (ما شیافزا با. گرددیم محسوب

 تواندیم یمحافظت ییزایمنیا در مؤثر يهاژنیآنت شناخت. است شده دهیکش چالش به شتریب يماریب نیا با س، مقابلهیوم توبرکولوزیکوباکتریروس با ماین ویا
 لودالتـون یک 10 و 30 بیترت به یمولکول وزن با که باشدیم TB10.4 و Ag85B هاژنیآنت نیا ازجمله. ن باشدینو يهاواکسن یطراح يبرا يدیکاند عنوانبه

حاصـل از   یژن کاست ساخت ق،یتحق نیا هدف از. گردندیم IF-γ دیتول بردن بالا جهیدرنت و Th1 يقو پاسخ القاء سبب و شدهشناخته T يهاتیلنفوس توسط
  .باشدیم pcDNA3ق دو ژن فوق در درون وکتور یتلف

 يمرهـا یپرا توسط ژنیآنت دو نیا کدکنندة ژنوم د.ین استخراج گردیبه روش روت H37Rvه یس سویوم توبرکولوزیکوباکتریمتعلق به ما DNA: هاروشمواد و 
 يباکتر در ب فوقینوترک دیپلاسم. دیگرد کلون pcDNA3 یوتیوکاری وکتور درون یمیآنز هضم از پس د ویق گردیو سپس تلف ریتکث PCR روش به یاختصاص

E.coli DH5α شد. واقع دییتأ مورد یابییتوال و یمیآنز زیآنال توسط ص،یتخل از پس و دیگرد ترنسفورم  
  ت انجام شده است.ینگ با موفقینمود که کلون دییتأ یمیز آنزیو آنال ین توالییج تعی: نتاهاافتهي

ان ژن را در رده یب توانیم يد. در مطالعات بعدیت کلون گردیبا موفق pcDNA3د و در وکتور یب گردیترک Ag85Bو  TB10.4: قطعات يريگجهينتو  بحث
  استفاده نمود. DNAواکسن  عنوانبه ین کاست ژنینمود و از ا یابیارز یسلول

  سیوم توبرکولوزیکوباکتری، ماAg85Bو  TB10.4، ی: کاست ژنيديواژگان کل
  

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

  
  09125433684تلفن:  ،يراز يسازسرم 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 ،بابلسر ،ازندرانم دانشگاه ه،يپا علوم دانشکده ،يولوژيکروبيم اريانشد 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،  يماریعامل ب عنوانبهس یوم توبرکولوزیکوباکتریما 

باشد که سبب مرگ یم يو هواز یداخل سلول یسمیکروارگانیم
 و درمان باوجود ).1گردد (یون فرد در سال میلیم 7/1ش از یب
 هنوز سال، 50 از شیب مدت سل به يماریب برابر در يریشگیپ
 یعفون هايبیماري نیترکشنده از یکی عنوانبه يماریب نیا

 با همراه عفونت شیدایپ ت بایوضع نیا ).2گردد (یم محسوب
معمول  يداروها به مقاوم يهاهیسو شیدایپ و دزیمولد اروس یو

. است شده لیتبد تريبزرگمعضل  ف بهیالطعیوس يداروها و
 ب.ث.ژ ،يماریب نیا هیعل جهان سراسر درمورداستفاده  واکسن

 یرتأث که است شده داده نشان مختلف مطالعات یط و باشدیم
 ریمتغ درصد 80 تا 0 واکسن ب.ث ژ از یمحافظت یمنیا
 ن ب.ث.ژ،ییپا ییمعضلات و کارا نیا به توجه با ).3باشد (یم
مؤثرتر  هايواکسن یمعرف. دارد بیشتر وجود یمنیا جادیا به ازین
 ندهیآ در يماریب نیا کنترل يبرا يضرور یبیترک به تواندیم

 ).4شود ( مبدل
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ن در مورد یاز محقق ياریبس ن مشکل،یبا توجه به ا
مؤثر در  يهاواکسنگسترش  منظوربهک یمونوژنیا يهاژنیآنت

کمپلکس  ،هاژنیآنت نیا ازجمله). 5باشند (یمحال مطالعه 
Ag85 ،TB10.4، ESAT-6، MPT64، HSP65،Cfp-10، 

PST-S و بینوترک يهاواکسن یطراح منظوربه که باشدیم... و 
DNA 6است ( دهیگرد واقع مورداستفاده.(  
 TB10.4لودالتون یک 10 یبا جرم مولکول ین ترشحی، پروتئ

با نام  Rv0288که از منطقه  باشدیم ESAT-6متعلق به خانواده 
 يباکتر ییزايماریبجهت  رسدیمو به نظر  گرددیمکد  esxHژن 

مشخص  شدهانجامقات یتحق ی). ط7باشد (یم يمولد سل ضرور
 یمنیا يهاپاسخ يبرا یهدف عنوانبه ژنیآنتن یکه ا ده استیگرد
 طوربه سل به مبتلا مارانیب در و گرددیم محسوب یکروبیضدم

 از ییبالا سطح القاء باعث و شدهشناخته یمنیا ستمیس توسط يقو
  ).9،8گردد (یم اشخاص نیا در گاما نترفرونیا ترشح
 Ag85B30 یمولکول جرم با نیبرونکتیف يوندیپ نی، پروتئ 

 از یکی و باشدیم يترنسفراز لیکولیما تیفعال لودالتون ویک
 هیاول فاز در که ل سل استیباس یترشح يهانیپروتئ نیترفراوان

 افتی شدهیعفون يماکروفاژها در و گرددیم ترشح يماریب
 به مبتلا مارانیب در گرفته صورت يهایابیارز یط ).10گردد (یم

 کی عنوانبه ژنیآنت نیا که است شده مشخص نهفته و فعال سل
گردد یم هومورال و یسلول یمنیا پاسخ القاء سبب يقو مونوژنیا
)12،11.(  

با استفاده از  DNAواکسن  یق حال حاضر طراحیتحق 
د یوژن جدیو ژن ف ژنیآنتن دو یمربوط به ا يهاژنب یترک

  .باشدیم
  
  هاروش و مواد
  کشت: يهاطیمحد و ی، پلاسمییایباکتر يهاهیسو 
 یاکلیشی، اشرH37Rv هیسو سیتوبرکولوز ومیکوباکتریما 

 pcDNA3د ینگ، پلاسمیزبان کلونیم عنوانبه DH5αه یسو
 و نیلیسیآمپ به مقاومت ژن حامل یوتیوکاری یانیوکتور ب عنوانبه

 ،دارسرولیگلن جانسون یکشت لوون اشتا يهاطیمح ن،یسینئوما
Broth Luria Bertani  وAgar Luria Bertani يحاو 

50μg/ml مورداستفاده یکیوتیبیآنتجهت انتخاب  نیلیسیآمپ 
  د.یواقع گرد

  :PCRو  DNAاستخراج 
 کشت طیمح در H37Rvس یوم توبرکولوزیکوباکتریما 

 به و شد داده کشت دار سرولیگل جانسون نیاشتا لوون داربیش
 یکلن از. دیگرد انکوبه گرادیسانت درجه 37 در روز 14 مدت
 روش به DNA و دیگرد هیته ونی، سوسپانسTEبافر  در يباکتر

 یفیک و یکم دییتأ جهت. دیگرد استخراج نگنیسولون استاندارد
 و نانودراپ دستگاه با ياسپکتروفوتومتر از شدهاستخراج ژنوم

و  Ag85B يهاژنمربوط به  یتوال. دیگرد استفاده الکتروفورز
TB10.4 د.یاز اطلاعات ثبت شده در بانک ژن استخراج گرد 

ت یسا .رفتیپذ صورت Oligo افزار نرم توسط مریپرا یطراح
مر یدر پرا BamHI یت برشیشرو، سایمر پیدر پرا EcoRI یبرش

ت یو سا شرویپ مریپرا در BamHI یبرش تی، ساAg85B یبرگشت
داده شد که  يجا TB10.4 یمر برگشتیدر پرا HindIII یبرش
  ).1جدول پررنگ نشان داده شده است ( صورتبه

  
 یشرو و برگشتیپ يمرهایپرا یب توالیترت ):۱جدول (

    مریپرا یتوال ژن کدکننده

  
Ag85BF 

  
-GTTGAGGAATTCATCAAGGTTCAGTTCC-3΄ (EcoRI) ΄5 

  
 

 

Ag85BR 5’-CGCGACGGATCCATCAAGGTTCAGTTCC-3΄ (BamHI)   

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

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

  
 95ه در یاول ی: واسرشتگAg85Bر یجهت تکث PCRواکنش  

درجه  94ه در یثانو یقه، واسرشتگیدق 1به مدت  گرادیسانتدرجه 
درجه  58مرها در یه، اتصال پرایثان 45به مدت  گرادیسانت
 گرادسانتیدرجه  72ه در یه، بسط اولیثان 45به مدت  گرادیسانت

به مدت  گرادیسانتدرجه  72در  ییقه و بسط نهایدق 1به مدت 
  قه انجام گرفت.یدق 10

 95 در هیاول ی: واسرشتگTB10.4ر یجهت تکث PCRواکنش  
 درجه 94 در هیثانو یواسرشتگ قه،یدق 1 مدت به گرادیسانت درجه
 درجه 56 در مرهایپرا اتصال ه،یثان 45 مدت به گرادیسانت
 گرادسانتی درجه 72 در هیاول بسط ه،یثان 45 مدت به گرادیسانت

 مدت به گرادیسانت درجه 72 در یینها بسط و هیثان 30 مدت به
  .قهیدق 10
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 یبررس درصد1ژل آگارز  يق الکتروفورز بر رویسپس از طر 
  د.یگرد

  :PCRو  Ag85B-TB10.4 ق دو قطعهیتلف
وژن یف آگارز، ژل يرو از PCR محصول صیتخل از پس 
 نیبد. رفتیپذ صورت Ag85B-TB10.4 ژنیآنت دو میمستق

 BamHI میآنز ژل، توسط يص شده از رویتخل قطعه دو منظور
 T4 DNA توسط شنیگیلا و شد داده قرار یمیآنز هضم مورد

Ligase رفتیپذ صورت.  
وژن): ی(ف یبیترک ژنیآنتر یجهت تکت PCRواکنش  

 قه،یدق 1 مدت به گرادیسانت درجه 95 در هیاول یواسرشتگ
 ه،یثان 45 مدت به گرادیسانت درجه 94 در هیثانو یواسرشتگ

 بسط ه،یثان 45 مدت به گرادیسانت درجه 57 در مرهایپرا اتصال
 بسط و هیثان 30 قه ویدق 1مدت  به گرادیسانت درجه 72 در هیاول
  قهیدق 15 مدت به گرادیسانت درجه 72 در یینها

 یبررس درصد1 آگارز ژل يرو بر الکتروفورز قیطر از سپس 
  .دیگرد

  :Ag85B-TB10.4 يب حاویساخت وکتور نوترک
انجام  درصد1ژل آگارز  ياز رو PCRمحصول  يسازخالص 

 مورد HindIII و EcoRI يهامیآنزگرفت و محصول مذکور توسط 
ب ین ترتیز به همین pcDNA3وکتور  قرار داده شد. یمیآنز هضم

 T4 DNA میآنز از استفاده د. بایواقع گرد یمیمورد هضم آنز

Ligase، یژنیآنت قطعه و شده هضم وکتور نیب شنیگیلا عمل 
  .شد انجام خورده، برش

  د:یاستخراج پلاسم
 واقع مورداستفاده کوهن افتهیرییتغ روش به ونیترنسفورماس 
 DH5α هیسو یاکلیشیه از اشریاول ونیترنسفورماس يبرا. دیگرد

 به میکلس دیکلر ییایمیوشیب روش به مذکور يباکتر. شد استفاده
 قرار یحرارت شوك ریتأث تحت سپس شد، درآورده مستعد حالت
 داده کشت نیلیسیآمپ يحاو LB Agar کشت طیمح در و گرفت

. دیگرد انکوبه ساعت 24 مدت به گرادیسانت درجه 37 در و شد
 يتجار تیک از افتهی رشد يهایاز کلن دیپلاسم استخراج يبرا

 از پس. دیگرد استفاده) Gene All شرکت( دیپلاسم صیتخل
 بینوترک دیپلاسم يحاو يهایکلن نییتع منظوربه استخراج،

 ژل يرو آمدهدستبه قطعات زیسا از و گرفت انجام الکتروفورز
 ییشناسا بینوترک دیپلاسم يحاو يهایکلن ،درصد8/0 آگارز
  .دیگرد

  :PCR و یمیآنز هضم توسط نگیکلون دییتأ
 توسط دوگانه یمیآنز هضم نگ،یکلون دییتأ منظوربه 

 توسط نیهمچن. گرفت صورت HindIII و EcoRI يهامیآنز

 انجام TB10.4، PCR یبرگشت مریپرا و Ag85B شرویپ مریپرا
 استخراج دیپلاسم الکتروفورز، با نگیکلون دییتأ از پس و شد
  د.یواقع گرد مورداستفاده یابییتوال منظوربه و دیگرد

  
  هاافتهی

 Ag85Bکد کننده  يهاژنر یو تکث DNAاستخراج 
 TB10.4:و

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

 صیتخل آگارز ژل يرو از مربوطه باند ،PCR الکتروفورز محصول
 bpو باند  Ag85B مربوط به شدهمشاهده bp978د. باند یگرد

  .)1شکل ( باشدیم TB10.4متعلق به  شدهمشاهده 291
  

  

  TB10.4 و Ag85B کننده کد ژن PCR محصول ):۱شکل (
  

 M :1 مولکول وزن مارکرKb،  ستون  ،یمنف کنترل: 1ستون
 متعلق 291bp باند: 3ستون  ،Ag85B به متعلق 978bp باند: 2
  TB10.4 به

  :ژنیآنتق دو یتلف
شن یگیو لا BamHIبا  یمیتوسط هضم آنز ژنیآنتق دو یتلف 

ر یتکث منظوربهرفت. سپس یصورت پذ T4 DNA Ligaseتوسط 
ژل آگارز  يانجام گرفت و الکتروفورز بر رو PCRژن مذکور، 

ق یاز تلف یحاک شدهمشاهده bp 1269د و باند یگرد درصد1
  ).2شکل ( باشدیمح دو قطعه یصح
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 Ag85B-TB10.4 قطعه دو قیتلف ):۲( شکل

M: 1 یمولکول وزن مارکرKb، 1269 باند: 1 ستونbp مربوط 
  یمنف کنترل: 2 ستون قطعه، دو وژنیف به

 نگ:یکلون
توسط  یمی، هضم آنزPCR محصول يسازخالصپس از  

و قطعه  pcDNA3وکتور  يبر رو HindIII و EcoRI يهامیآنز
شن انجام شد. با یگیرفت و لایجداگانه صورت پذ طوربه موردنظر

 یوزن مولکول سهیو مقا درصد8/0ژل آگارز  يالکتروفورز بر رو
وزن  يدارا موردنظرقطعه  ي(وکتور حاو بیوکتور نرمال و نوترک

نگ ی)، صحت کلونباشدیمشتر از وکتور بدون قطعه یب یمولکول
ون و استخراج ی). پس از ترنسفورماس3(شکل  دیگرد دییتأ

 يحاو LB Agarط یمح يافته بر رویرشد يهایکلند از یپلاسم
وکتور  يحاو يهایکلنرفت و ی، الکتروفورز انجام پذنیلیسیآمپ

  د.یگرد ییب شناساینوترک
  

  
  بینوترک و نرمال وکتور الکتروفورز ):۳شکل (

 M :100 مارکرbp، وکتور: 2 ستون نرمال، وکتور: 1 ستون 
 شدهاستخراج دیپلاسم: 3 ستون ،Ag85B-TB10.4 قطعه يحاو
  یمنف کنترل: 4 ستون ل،یسوپرکو صورتبه

  :ین توالییدوگانه و تع یمیهضم آنز
ب صورت گرفت و یوکتور نوترک يدوگانه بر رو یمیآنزهضم  

 DNA(انجام شد. دو قطعه  درصد8/0ژل آگارز  يالکتروفورز بر رو
مشاهده  )در وکتور و وکتور بدون قطعه داخل شده واردشده

از صحت  ی) حاکbp)1269 از وکتور جداشدهز قطعه ید. سایگرد
  ).4باشد (شکل یمنگ یکلون

  

  
  بینوترک دیپلاسم دوگانه یمیآنز هضم ):۴شکل (

  
: 3ستون  ،100bp مارکر: 2ستون  ،1Kb مارکر: 1 ستون

 دو( HindIII و EcoRI میآنز دو با شده هضم بینوترک دیپلاسم
 DNA به مربوط ~1269bp قطعه کی. دیگرد مشاهده قطعه

 موردنظر قطعه بدون وکتور يگرید و وکتور در واردشده
3000bp~ باشدیم.(  

 یتوال با مذکور يهاژن یتوال داد نشان یتوال نییتع جینتا 
  :شماره به ژن بانک در شدهثبت

ACCESSION: P0A568: TB10.4  وAg85B: 

ACCESSION: AY207396.1 دارد يهومولوژ صد در صد.  
 

  یتشکر و قدردان
قات واکسن و یکارکنان موسسه تحق یاز تمام لهیوسنیبد 
نمودند کمال تشکر  ياریق یتحقن یا يکه در اجرا يراز يسازسرم

  را دارم.
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  يریگجهیو نت بحث
 باعث واکسن ب.ث.ژ نییپا ریتأث و جهان سل در يبالا وعیش 
 مناسب درمان ای مؤثرتر یواکسن يبرا پژوهشگران است شده

 است شده گزارش راًیاخ). 14،13بپردازند ( جستجو به سل يماریب
ا ی DNA واکسن يبرا یمنیت کننده این تقویپروتئ از استفاده که

 را یمنیا ستمیس ياملاحظه قابل طوربه تواندیم بینوترک ب.ث.ژ
 نیا بر علاوه .گردد ترمناسب پاسخ القاء سبب و نموده کیتحر
 يهانیپروتئ با بیترک در ای ییتنها به ینیپروتئ باتیترک یبرخ

 یمحافظت یمنیا پاسخ جادیا سبب مختلف يهاادجوانت ای گرید
وم یکوباکتریما يهاژنیآنت از استفاده منظور نیهم . بهگردندیم

 انواع یطراح يبرا کیمونوژنیا يفاکتورها عنوانبه سیتوبرکولوز
  ).17،15رسد (یم نظر به يضرور نیب و نوینوترک يهاواکسن
 جزء Ag85 ژنیآنت کمپلکس مطالعه، مورد يهاژنیآنت نیب 

 واکسن یطراح منظوربه قیتحق مورد موارد نیشتریب از یکی
 وارهید سنتز در یاتیح نقش Ag85 کمپلکس. است شده گزارش

 در کمپلکس نیا ییزایمنیا جینتا .دارند ییایکوباکتریما یسلول
 هاژنیآنت نیا که دهدیم نشان يهند خوکچه یوانیح مدل

 و صیتشخ واکسن، یطراح در يمؤثر دیکاند عنوانبه توانندیم
 و Ag85B ژنیآنت دو هر ).19،18گردند ( شنهادیپ سل درمان

Ag85A یمنیا پاسخ القاء به قادر Th1 دیتول بردن بالا با IL-2، 
TNF-α و IF-γ که یحال در. باشندیم Ag85C مؤثر آنقدر 

 30 نیپرونئ یحفاظت یمنیا ارزش نیهمچن ).19،18باشد (ینم
 به مبتلا يهند خوکچه یوانیح مدل در) Ag85B( یلودالتونیک

  ).20است ( شدهشناخته يویر سل
TB10.4 توسط 2000 سال در بار نیاول يبرا Skjot و 

 نیپروتئ نیا ).8( دیگرد ییشناسا کشت يلترایف از همکارانش

عفونت در هر دو مدل  یدر پ Th1باعث القاء پاسخ  يقو طوربه
 یاستفاده از واکسن چند جزئ ).21،9گردد (یم یوانیو ح یانسان

). در 22گردد ( يترعیوسو  يقو یمنید پاسخ ایباعث تول تواندیم
 DNAواکسن  یطراح منظوربه ژنیآنتب دو یق از ترکین تحقیا

 توسط نمونه نیچند يرو بر شده انجام قیتحق ید. طیاستفاده گرد
Jose Davila کننده کد ژن در که شد داده نشان همکاران و 

 ژن در و دینگرد مشاهده یسمیمورفیپل چیه TB10.4 ژنیآنت
 يدینوکلئوت رییتغ مورد کی فقط Ag85B ژنیآنت کدکننده

که در  دهدیم شنهادیپ جینتا نیا و دیگرد مشاهده یمعنهم
 یکیژنت تنوع ژنیآنت دو نیا بر یمبتن يهاواکسن یطراح

 یمحافظت ییزایمنیا ریتأثن ی). همچن23است (رمحتمل یغ
است اثبات شده  یوانیدر مدل حز ین ژنیآنتن دو یب ایترک

 یطراح جهت یمناسب دیتواندکاندیم نی). بنابرا25،24،22(
  باشد. واکسن
 5/4 یمولکول وزن با است يدیپلاسم مورداستفادهوکتور  

 و باشدیم یوتیوکاری یانیب وکتور کی که pcDNA3 نام به لوبازیک
 مورداستفاده زبانیم .باشدیممناسب  DNA واکسن یطراح يبرا

E.coli DH5α به بینوترک دیپلاسم ریتکث منظوربه که باشدیم 
ت ینگ با موفقینشان داد که کلون ین توالییج تعینتا .شد کارگرفته

ثبت شده  يهایتوالبا  يده است و صد در صد هومولوژیانجام گرد
 رده را ژن انیب توانیم يبعد قاتیتحق دارد. در یدر بانک ژن

 یوانیح مدل در ییزایمنیا بعد مرحله در و نموده یبررس یسلول
 یمنیت کننده ایتقو عنوانبه توانیم بیترک نیا گردد. از یابیارز

 يهانیپروتئ با همراه ای و کرد استفاده ق ب.ث ژیتزر از پس
  نمود. یابیارز را آن ییزایمنیا یوانیح مدل در مونوژنیا بینوترک
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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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