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کاهش  یا. لذا تلاش در جهت حذف شوندیم یدر صنعت دامپرور یفراوان یاقتصاد یانکه باعث ایجاد ز باشندیم یخارج یهاانگل ینترها از مهمکنه :زمینۀ مطالعه

 یمناسب دیعهده دارند و کاند برها کنه یزیولوژیکرا در اعمال ف یهستند که نقش مهم یباتیپروتئازها از جمله ترک یستئین. سباشدیم یضرور یارها بسدام یها بر روآن

 .باشندیها مپروتئاز یستئینس ینتراز مهم یکی هاین. کاتپسباشندیبه واکسن ضد کنه م یابیدست  یبرا

 آن بوده است. یمنوژنیسیتیا یمنظور بررسبه آنولاتوس سفالوسیپیرکنه  L ینکاتپس یقطعه ژن یانو ب ینگمطالعه، کلون ینهدف از ا :هدف

 یمربا استفاده از پرا cDNAها، سنتز از نوزاد کنه RNA. سپس استخراج یدها گردشت کنهک به اقدام هاجنس و گونه آن یصها و تشخکنه آوریپس از جمع: کارروش

 یناز ژن کاتپس یترکوتاه یکلون شد. در ادامه توال pQE30 یانیب یدموردنظر در پلاسم ی. قطعه ژنیرفتانجام پذ RT-PCRآن با روش  یرو تکث ینکاتپس یاختصاص

 زایییمنیانجام و ا E.ColiBL21 یوتیپروکار یانب یستمدر س یبنوترک یدحاصل از هر دو پلاسم ینپروتئ یان. بیدگرد یهته یصناع یدبصورت پلاسم یزجفت باز( ن 154)

آلوده  یهاو گوساله هاینپروتئ ینبا ا یافتهچالش یهاسرم خرگوش بادات بلات و وسترن بلات در مواجهه  یکسرولوژ یهاحاصل از آن با روش یبنوترک هایینپروتئ

 قرار گرفت. یسهو مقا یبه کنه مورد بررس

رم خرگوش س ینداشت. همچن یبالاتر یصو تخل یانب یشترب یتحلال یلبه دل یصناع یبنوترک یدحاصل از پلاسم پروتئین داد مطالعه حاضر نشان یجنتا :نتایج

شده  یدتول یبکنوتر یهاینآلوده به کنه با پروتئ یهارا داشت. اما شدت واکنش سرم گوساله یبنوترک ینهر دو پروتئ ییشناسا یتقابل ها،ینپروتئ ینبا ا یافتهچالش

 کمتر بود.

ه پنهان امر با توجه ب ینبا سرم خرگوش کمتر بود، اما ا یسهدر مقا یبنوترک هایینآلوده به کنه با پروتئ یهاهر چند شدت واکنش سرم گوساله :گیری نهایینتیجه

 یهوساله علگ سازیایمنمناسب در جهت  ینهگز یکبه عنوان  تواندیال م ینکاتپس یبنوترک یندر روده کنه دور از ذهن نبود. در مجموع پروتئ ینکاتپس ژنیبودن آنت

 .رسدیبه نظر م یضرور ینهزم یندر ا یشترب هاییبه کار رود، هر چند بررس سفالوس آنولاتوس یپیربه کنه  یآلودگ

 ینکاتپس ینژن، پروتئ یانب ینگ،، کنه، کلونسفالوس آنولاتوس یپیر: کلیدیکلمات 

 

 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ

 یراندانشگاه تهران، تهران، ا یدانشکده دامپزشک ی،گروه انگل شناس ،یاننب یقهصد: مسئول سندهینو
 nabian@ut.ac.ir : یکیپست الکترون

 

مقدمه

ر د آنولاتوس بوافیلوسجمله  از بوافیلوسهای مختلف کنه گونه

گذاری نام سفالوسریپیهای اخیر تحت عنوان زیر جنس سال

یک انگل خارجی  آنولاتوس سفالوسریپی(. کنه 23اند )گردیده

خواری خود و همچنین از باشد که با فعالیت خونخوار میخون

طریق انتقال عوامل پاتوژن باعث کاهش شدید تولیدات در گاو و 

. گاو میزبان انتخابی (6،29)شود ضرر و زیان اقتصادی فراوان می

توانند در پستانداران های این کنه میباشد اما گونهاین کنه می

 سفالوسریپیزجمله انسان نیز مشاهده شوند. کنه مختلف ا
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اورمیانه در خ بایژمینا بابزیاو  بابزیا بویسترین ناقل مهم آنولاتوس

تواند ریکتزیاهای مختلف ازجمله گونه کنه همچنین میباشد. اینمی

ا به گاو ر ریکتزیا آفریکاو  ریکتزیا آیشلیمانی، آناپلاسما مارژیناله

ها به سموم با توجه به درجات مختلف مقاومت کنه(. 24انتقال دهد )

های کنترلی مختلفی جهت شیمیایی ضد کنه، اخیراً از سیاست

ها استفاده شده است که ازجمله ها بر روی داممبارزه با جمعیت کنه

باشد. به این منظور ای میهای ضد کنهها تولید واکسنآن

-Bm86/Bm95 ،Ferritin 2 (Ferهای مختلفی ازجمله پروتئین

های کنه های مختلف ازجمله گونهکنه Subolesin (SUB)و  (2

 (.4،63،25استفاده شده است ) سفالوسرپی

ش ها نقهای مختلفی در فیزیولوژی و بیولوژی کنهپروتئین

توان به سیستئین پروتئازها اشاره ها میدارند. از جمله این پروتئین

ن کنه و میزبان مانند هضم های مهمی در واکنش بینمود که نقش

 (.21ها دارند )هموگلوبین در روده، تخریب ویتلین و انتقال پاتوژن

شود، یکی از آنزیم ساخته می عنوان پروکه به Lکاتپسین 

و کاتپسین  Lباشد )کاتپسین می C1سیستئین پروتئازهای خانواده 

B ر د(. این پروتئین، در بازسازی بافتی، سیستم ایمنی و همچنین

( و  فعالیت عملکردی آن در 7های سلولی نقش دارد )عملکرد

ها چندین گونه کنه شرح داده شده است، ازجمله این کنه

( 1،21) میکروپولوس سفالوسریپی(، 35) آنولاتوس سفالوسریپی

تعدادی پروتئین  آنولاتوس سفالوسریپیشرح داده شده است. در 

 توان بهها میزای دیگر نیز بررسی شده است که ازجمله آنایمنی

وزین اشاره کرد سرین پروتئازها، ویتلوژنین و تروپومی

ها و . لذا با توجه به اهمیت سرین پروتئاز(26،22،23،27،35)

 سفالوسریپیدر کنه  Lسیستئین پروتئازها و ازجمله کاتپسین 

 Lاین مطالعه تولید پروتئین نوترکیب کاتپسین  ، هدف ازآنولاتوس

 . بوده استزایی آن و بررسی ایمنی

 مواد و روش کار

عدد کنه  23در این مطالعه، تعداد آوری و کشت کنه: جمع

از روی گاوهای استان  آنولاتوس بوفیلوسماده بالغ خون خورده 

ها با آوری شد و پس از تشخیص جنس و گونه آنمازندران جمع

استفاده از کلید تشخیص معتبر، کشت داده شدند. به این منظور 

درصد شستشو  73های بالغ خون خورده ابتدا با استفاده از الکل کنه

داده شده و خشک گردیدند. سپس در داخل هر لوله فالکن پنج عدد 

ها با پنبه استریل پوشانیده ها قرار داده شد و درب فالکناز این کنه

گراد و رطوبت درجه سانتی 21دسیکاتور در دمای شد و در داخل 

ریزی، ریزی قرار داده شدند. پس از تخمدرصد جهت تخم 13نسبی 

آوری شده و مطابق شرایط ذکرشده های مجزا جمعها در فالکنتخم

ها داری شدند. نوزاد کنهها نگهدر دسیکاتور تا زمان خروج نوزاد از آن

 آوری شدند.ها، جمعتخمروز پس از خروج نوزاد از  23

گرم  2از  RNAاستخراج : cDNAو ساخت  RNAاستخراج 

، با استفاده از کیت آنولاتوس سفالوسیپیرروزه کنه  23لارو 

طبق  RNA (Roche, Basel, Switzerland)استخراج 

شده پس از استخراج  RNAدستورالعمل شرکت سازنده انجام شد. 

درصد  6، بر روی ژل آگارز DNAسازی از آلودگی احتمالی به پاک

 RNAلیتر از الکتروفورز و بررسی شد. سپس یک میکرو

با استفاده از کیت ساخت  cDNAمنظور ساخت شده بهاستخراج
cDNA (Intron Biotechnology, Kyungki-Do, Korea) 

واحد  AMV-RT (63میکرو لیتر آنزیم  5/3استفاده شد و به آن 

میلی  oligo (dT) (2/3لیتر پرایمر  (، یک میکرودر میکرولیتر

میلی مولار(، یک  63) dNTP RNase freeمولار(، دو میکرو لیتر 

، دو (واحد در میکرولیتر 63) RNaseمیکرو لیتر ممانعت کننده 

در حجم  RTمولار( و چهار میکرو لیتر بافر  6/3) DTTمیکرو لیتر 

، این cDNAمنظور ساخت میکرو لیتر اضافه گردید. به 23نهایی 

گراد قرار درجه سانتی 42مجموعه به مدت یک ساعت در دمای 

گراد درجه سانتی 73دقیقه در دمای  5ازآن به مدت داده شد و پس

 .گرفتمنظور توقف عملکرد آنزیم قرار به

RT-PCR: به منظور کنترل صحت سنتز  ابتداcDNA با 

 سفالوسریپی کنه Cox1 ژن اختصاصی پرایمرهای از استفاده
 دست به جفت باز 533 انتظار مورد باند و شد انجام PCR آنولاتوس

مستخرج از  F1/R1با استفاده از جفت پرایمر  cDNAتکثیر  آمد.

 بوفیلوسکنه  Lی ژن کاتپسین mRNAتوالی نوکلئوتیدی 

 BmCL1( )GenBank accession number) میکروپولوس

AF227957.1 موسایکلر )( در دستگاه تر6( )جدولMWG 

Biotech, Germany .5( با استفاده از برنامه زیر انجام گرفت 

گراد جهت جداسازی کامل دو رشته درجه سانتی 95دقیقه در دمای 

DNA گراد به درجه سانتی 94سیکل به ترتیب در  34، سپس در

(، یک دقیقه در دمای DNAثانیه )جهت جداسازی ثانویه  45مدت 

 45د )جهت اتصال پرایمرها به قسمت مکمل(، گرادرجه سانتی 17

درجه )جهت انجام واکنش همانندسازی( صورت  72ثانیه در 

گراد درجه سانتی 72دقیقه در  7پذیرفت. سپس یک سیکل به مدت 

مورد  RT-PCR)جهت همانندسازی کامل( انجام شد. محصول 

بر روی جفت باز  999انتظار با استفاده از این جفت پرایمر به اندازه 

 ژل آگارز یک درصد مورد ارزیابی قرار گرفت.
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به منظور سهولت در هضم : PTZ57R/Tکلونینگ در وکتور 

ابتدا در وکتور  PCRآنزیمی دو انتهای قطعه ژن کاتپسین، محصول 

میکرو  633ابتدا  کلون گردید. به این منظور PTZ57R/Tغیربیانی 

 PCRبا استفاده از کیت تخلیص  RT-PCRلیتر از محصول 

، ایران( تخلیص گردید، سپس سه میکرو لیتر از MBST)شرکت 

محصول تخلیص شده به محلول حاوی یک میکرو لیتر پلاسمید 

PTZ57R/T 5، دو میکرو لیتر بافر لیگیشنX ،33/3  میکرو لیتر

میکرو لیتر آب مقطر بدون نوکلئاز  7/3و  T4 DNA ligaseآنزیم 

ساعت در  65میکرو لیتر( اضافه گردید و به مدت  63یی )حجم نها

 Escherichiaگراد انکوبه شد. از باکتری دمای چهار درجه سانتی

coli DH5-α ( 64برای تهیه سلول پذیرا استفاده شد .)های یکلن

 Colony-PCRرشد کرده بودند با روش  LBباکتری که در محیط 

( از جهت F1/R1کاتپسین )با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن 

 ها مورد بررسی قرار گرفتند.حضور پلاسمید نوترکیب در آن

یت پلاسمید نوترکیب با استفاده از ک آنالیز ترادف نوکلئوتیدی:

، ایران( طبق دستورالعمل MBSTاستخراج پلاسمید )شرکت 

ها استخراج گردید. پلاسمیدهای شرکت سازنده از باکتری

ررسی روی ژل آگارز یک درصد، جهت تعیین پس از ب شدهاستخراج

 ترادف نوکلئوتیدی به شرکت تکاپوزیست ارسال گردیدند.

منظور کلونینگ قطعه ژنی به :PQE30کلونینگ در وکتور 

 PTZ57R/T، ابتدا پلاسمید PQE30در پلاسمید  Lکاتپسین 

 BamHبا استفاده از دو آنزیم محدودالاثر  ذکرشدهحاوی قطعه ژنی 

I  وHind III  .لیتر میکرو 5/6صورت که مقدار ینبدبرش داده شدند

میکرو لیتر  دو ،Bam H Іو  Hind ІІІهای یمآنزاز هرکدام از 

 PTZ57R/T شدهاستخراجمیکرو لیتر پلاسمید  65و   Tangoبافر

یوب استریل اضافه گردید ت یکرومبه  Lحاوی قطعه ژنی کاتپسین 

میکرو لیتر از  63درجه قرار گرفت.  37شب در دمای و به مدت یک

کننده بر روی ژل آگارز های محدودمحصول حاصل از برش آنزیم

کاتپسین با  bp633 یک درصد مورد الکتروفورز قرار گرفت و قطعه 

 ، ایران( از آنMBSTاستفاده از کیت استخراج از ژل آگارز )شرکت 

استخراج گردید. بدین  pQE30منظور کلونینگ در پلاسمید  به

نیز با استفاده از دو آنزیم محدودالاثر و با  pQE30منظور، پلاسمید 

جفت  999روشی که در بالا اشاره شد برش داده شد و قطعه نهایی 

 rapid DNA ligationبا استفاده از کیت  Lبازی کاتپسین 

ل قسمت مولتی کلونینگ سایت ، آلمان( در داخRoche)شرکت 

جهت کلون قطعه  مورداستفادهکلون شد. مقادیر  pQE30پلاسمید 

یتر قطعه نهایی )ژن ل یکروم2شامل  pQE30به داخل پلاسمید 

 Bam H Іهای یمآنزبا  شدهدادهبرش  pQE30هدف( و پلاسمید 

میکرو لیتر آنزیم  5X ،5/3میکرو لیتر بافر لیگیشن  Hind III ،6و 

T4 DNA ligase  میکرو لیتر آب مقطر استریل )حجم نهایی  5/4و

 4ساعت در دمای 65میکرو لیتر( بود که این محلول به مدت  63

حاوی قطعه  pQE30گراد قرار داده شد. پلاسمیدهای درجه سانتی

و  شدهمنتقل E. coli BL21به داخل باکتری پذیرا شده  موردنظر

-pQEبا استفاده از جفت پرایمر  Colony-PCRی هاروشبا 

F/pQE-R  های یمآنز(، برش آنزیمی با استفاده از 6)جدولBam 

H І  وHind III  رفتند. أیید قرار گتو تعیین توالی نوکلئوتیدی مورد

 6این پلاسمید نوترکیب را تحت عنوان پلاسمید نوترکیب شماره 

(pQE30-cat1که دربرگیرنده توالی کامل ژن کدکننده ) ین کاتپس

L  6است و پروتئین حاصل را پروتئین کاتپسین شماره (pcat1 )

 نامیم.می

( توسط pQE30-Cathepsinساخت پلاسمید نوترکیب )

 154تری از ژن کاتپسین به طول توالی کوتاهشرکت بیوماتیک: 

 هایجفت باز که فاقد پپتید سیگنال و دربرگیرنده اپی توپ

مید شرکت بیوماتیک در داخل پلاس ژنیک کاتپسین بود، توسطآنتی

pQE30  سنتز گردید. این پلاسمید نوترکیب را تحت عنوان

( و پروتئین حاصل را pQE30-cat2) 2پلاسمید نوترکیب شماره 

 نامیم. ( میpcat2) 2پروتئین کاتپسین شماره 

مید پس از انتقال هر دو پلاسبیان پروتئین نوترکیب کاتپسین: 

، یک کلونی از E. coli BL21نوترکیب داخل باکتری پذیرا شده 

( در pQE30-cat2, pQE30-cat1باکتری حاوی پلاسمید نوترکیب )

میکروگرم بر میلی لیتر  633مایع حاوی  LBلیتر محیط میلی 5

شب کشت داده گراد به مدت یکدرجه سانتی 37سیلین در دمای آمپی

د. به عنوان کنترل باکتری فاقد پلاسمید و باکتری حاوی پلاسمید ش

 133ها کشت داده شد. روز بعد ( به موازات نمونهpQE30غیرنوترکیب )

مایع حاوی  LBلیتر محیط میلی 233میکرولیتر از آن را به 

گراد درجه سانتی 37سیلین اضافه شد و در انکوباتور در دمای آمپی

رسید. واضح  1/3تا  5/3آن به  600ODر گرفت تا تحت تکان شدید قرا

اده شد. بیوتیک کشت داست باکتری فاقد پلاسمید در محیط فاقد آنتی

در حجم  IPTGسپس بیان پروتئین نوترکیب مورد نظر با اضافه کردن 

گراد تحت تکان شدید درجه سانتی 37میلی مولار در دمای  6نهایی 

، در IPTGیله وسبهزمان القاء  ساعت از 3القاء شد. پس از گذشت 

سانتریفوژ گردید و مایع رویی  x g133 گراد تحت درجه سانتی 4دمای 

 ,7M ureaها بافر لیزکننده )یباکترآن دور ریخته شد. به رسوب 

0.1M NaH2PO4, 0.01 M Tric.Cl in H2O, pH=8 اضافه )
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 سپسدقیقه تحت تکان شدید قرار داده شدند و  23گردید و به مدت 

دقیقه  23به مدت  x g62333 گراد با دور درجه سانتی 4در دمای 

د ما بو موردنظرحاوی پروتئین  کهآنسانتریفوژ شدند و مایع رویی 

 1آوری شد. سپس پروتئین نوترکیب کاتپسین حاوی توالی جمع

، Qiagen)شرکت  Ni-NTAی هاستونهیستیدینی با استفاده از 

ت یدرنهاکت سازنده، استخراج گردید و آلمان( طبق دستورالعمل شر

درصد مورد  62ژل  SDS-PAGEپروتئین نوترکیب تخلیص و با روش 

 (.65بررسی قرار گرفت )

ر این دبا پروتئین نوترکیب کاتپسین:  هاخرگوشسازی یمنا

عنوان خرگوش به 2یش و آزماعنوان گروه خرگوش به 2مطالعه از 

آزمایش در هر تزریق ابتدا میزان گروه شاهد استفاده شد. در گروه 

-pQE30-cat2, pQE30نوترکیب ) میکروگرم از پروتئین 333

cat1لیتر ( در یک میلیPBS   2/7باpH:  سپس  .ی حل شدخوببه

لیتر ادجوانت کامل فروند برای تزریق اول، به این محلول یک میلی

سازی رازی( اضافه گردید و در دو تزریق )موسسه واکسن و سرم

گرفت به محلول فوق یک یمی انجام ادوهفتهبعدی که به فاصله 

( سازی رازیلیتر ادجوانت ناقص فروند )موسسه واکسن و سرممیلی

با   PBSلیترگردید. در گروه شاهد نیز از ترکیب یک میلییماضافه 

2/7pH=  لیتر ادجوانت کامل در تزریق اول و یک با یک میلی

در دو تزریق بعدی استفاده شد. تزریقات لیتر ادجوانت ناقص میلی

ی منظور بررسپذیرفت. بهیمیرپوست ناحیه جانبی گردن انجام زدر 

بادی، قبل از تزریق و همچنین در هفته روند بالا رفتن تیتر آنتی

های گروه شاهد و از خرگوش گیریخوندوم و سوم پس از تزریق، 

. در ادامه پس از آزمایش از طریق ورید مارژینال گوش انجام شد

سانتریفوژ شده و  x g3333خون با دور  نمونهلخته شدن خون، 

درجه  -23آمده تا زمان آزمایش در دمای دستهای بهسرم

 داری شدند.گراد نگهسانتی

مطالعه با  های موردبادی در سرم خرگوشبررسی سطح آنتی

های گروه آزمایش بادی در سرم خرگوشسطح آنتی: Dot Blotروش 

و شاهد قبل از تزریق و هفته دوم و سوم پس از تزریق با روش دات 

ده ش یدهبرخلاصه، روی قطعات  طوربهبلات مورد ارزیابی قرار گرفت. 

کاغذ نیتروسلولز، در گوشه بالا و سمت چپ هر قطعه کاغذ یک میکرو 

ژن یگذاری شد. همچنین آنتنقطه لیتر پروتئین نوترکیب کاتپسین

عنوان کنترل منفی در گوشه پائین سمت راست هر قطعه نیوکاسل به

دقیقه  63گذاری شد. کاغذها در دمای آزمایشگاه به مدت کاغذ، نقطه

ژن، از خشک گردیدند. سپس جهت مسدود کردن مناطق فاقد آنتی

غذها به استفاده شد و کا PBSTدرصد پودر شیر خشک در  3محلول 

ساعت در این محلول روی صفحه لرزان قرار گرفتند و سپس  6مدت 

دقیقه شستشو  5و هر بار به مدت  PBSTسه بار با محلول شستشو 

کاغذهای نیتروسلولز بر روی صفحه لرزان به  آن از بعدداده شدند و 

های مختلف میکرو لیتر از رقت 533مدت یک ساعت در مجاورت 

( سرم خرگوش گروه 2333/6، 6333/6، 533/6، 233/6، 633/6)

بار و هر بار  3و سپس  قرار گرفتندشاهد و آزمایش قبل و بعد از تزریق 

شستشو داده شدند. در  PBSTدقیقه با محلول شستشو  5به مدت 

 Polyclonalبادی کونژوگه میکرولیتر از آنتی 533مرحله بعد، 

mouse anti Rabbit Igs/HRP  شرکت (DAKO با رقت )دانمارک ،

 6روی هر کاغذ ریخته شد و در شرایط تاریکی به مدت   6333/6

بار و  3 مجدداً ساعت روی صفحه لرزان قرار داده شدند. سپس کاغذها 

شستشو داده شدند و  PBSTدقیقه با بافر شستشو  5هر بار به مدت 

بر روی کاغذها ریخته شد. پس از  DABیت بلافاصله سوبسترای درنها

 بادی، درآنتی -ژنیجه واکنش بین آنتیدرنتشاهده تغییر رنگ م

با آب مقطر شسته و سپس خشک  کاغذهادقیقه،  23حداکثر زمان 

 شدند.

سرم  با شدهاستخراجارزیابی سرولوژیک پروتئین نوترکیب 

منظور انجام آزمایش وسترن بلات، ابتدا بهخرگوش و گوساله: 

-pQE30-cat2, pQE30)محلول پروتئین نوترکیب کاتپسین 

cat1 با روش )SDS-PAGE  درصد  62بر روی ژل آکریل آمید

الکتروفورز شد. پس از پایان الکتروفورز، پروتئین نوترکیب و مارکر 

پروتئینی در داخل تانک انتقال وسترن، بر روی کاغذ نیتروسلولز 

ساعت  1ولت به مدت  33یان جر شدتمنتقل شدند. انتقال در 

 3انجام پذیرفت. پس از انتقال، نقاط آزاد کاغذ با استفاده از محلول 

، به مدت یک TBS-Tween 23 شده دریقرقدرصد شیر خشک 

ساعت مسدود گردید. سپس کاغذ سه بار، هر بار به مدت پنج دقیقه 

 233به  6شستشو داده شد. در ادامه رقت  TBS-Tween 23با بافر 

 ر شده با بافیقرقمثبت خرگوش گروه آزمایش در هفته سوم،  ازسرم

23 TBS-Tween  تهیه و روی کاغذ ریخته شد و به مدت یک

 . مراحل شستشو همانند قبل تکرار شد. داده شدساعت تکان 

به  6رقت  TBS-Tween 23 با استفاده از بافر آن از پس

های ونوگلوبولینکلونال ضد ایمبادی ثانویه پلیاز آنتی 2333

، دانمارک( تهیه و کاغذها به مدت یک DAKOخرگوشی )شرکت 

ساعت در مجاورت آن روی صفحه لرزان قرار گرفتند. مراحل 

مشابه  DABشستشو همانند قبل تکرار شد. درنهایت سوبسترای 

 روش دات بلات ساخته و بلافاصله بر روی کاغذها ریخته شد. 
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 .pQE- 30و پلاسمید Lتوالی و مشخصات پرایمرهای کاتپسین. 6جدول 
 گراد()درجه سانتی دمای ذوب ترادف نوکلئوتیدی نام ژن نام پرایمر

F1 Cathepsin 5´ATGCTTAGATTAAGCGTACTTTG 3´ 1/17 

R2 Cathepsin 5´ TTAGAC GAGGGGGTAGCTGGCC 3´ 1/17 

pQE-F pQE 5´GATAACAATTTCACACAGAATTC 3´ 7/51 

pQE-R pQE 5´CTATCAACAGGAGTCCAACTC 3´ 7/16 

 
با استفاده از پرایمرهای  PCR -RT: الکتروفورز محصول واکنشa6. 6تصویر 

 PCR -RTمحصول واکنش  -bp53 ،2نشانگر  -6اختصاصی کاتپسین. 

: الکتروفورز برش پلاسمید نوترکیب b6(. bp 6333) سفالوس آنولاتوسریپی

pTZ57R/T نشانگر  -6های محدودالاثر. با آنزیمbp53 .2  پلاسمید  -4و

pTZ57R/T پلاسمید  -5و  3های اندونوکلئاز.بعد از برش با آنزیمpTZ57R/T 

 .Lهمراه ژن کدکننده پروتئین کاتپسین 

 

 

 
 (pcat1) کاتپسین یبنوترکپلاسمید حاصل از های ینالکتروفورز پروتئ .2تصویر 

نمونه  -2مارکر  -BL21 E. coli   .6یقبل و بعد از القا باکتر PAGE -SDSبه روش

 ینمونه باکتر -3 .بدون قطعه قبل از القا یدپلاسم یحاو .BL21 coli E یباکتر

BL21E. coli  ینمونه باکتر -4 .قبل از القا یبنوترک یدپلاسم یحاو E. coli 

BL21  ینمونه باکتر -5 ی.ژن یانساعت ب یکپس از  یبنوترک یدپلاسم یحاو 

BL21E. coli  نمونه  -1 ی.ژن یانپس از دو ساعت ب کیبنوتر یدپلاسم یحاو

 ی.ژن یانپس از سه ساعت ب   BL21E. coli یباکتر

 

نه بادی ضد پروتئین کاتپسین ککه پروتئین با آنتییدرصورت

 یاقهوهواکنش دهد، در محل واکنش، در فاصله زمانی کوتاه، باندی 

شد. در انتها، کاغذ با آب مقطر فراوان شسته و رنگ مشاهده می

سپس خشک گردید. جهت بررسی واکنش بین پروتئین نوترکیب و 

 گوساله سرم 233 به 6 رقت سرم گوساله، مطابق روش فوق و از

 233 به 6 رقت از و منفی کنترل سرم عنوان به نخورده آغوز

 کنترل عنوان به بودند، کنه معرض در هفته سه هایی کهگوساله

 .شد استفاده مثبت

 نتایج

ر دکلونینگ، بیان و استخراج پروتئین نوترکیب کاتپسین: 

 کنه Lمنظور تولید پروتئین نوترکیب کاتپسین  این مطالعه به
های بالغ ماده آوری کنه، اقدام به جمعآنولاتوس سفالوسریپی

ها و تولید تخم و سپس لارو، از لاروهای شد و پس از کشت آن

استفاده شد. پس از استخراج  RNAمنظور استخراج یدشده بهتول

RNA  با استفاده از کیت ساختcDNA (Intron 

Biotechnology, Kyungki-Do, Korea)   سنتزCDNA 

 Cox1ابتدا با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن انجام گردید. 

 انجام شد که باند مورد انتظار  PCR آنولاتوس سفالوسرپیکنه 

bp533  به دست آمد. درنهایت با استفاده از پرایمرهایF1/R1 

 cDNA، آنولاتوس سفالوسریپیکنه  Lاختصاصی ژن کاتپسین 

 999ملکولی  تکثیر داده شد و قطعه نهایی ژن کاتپسین با وزن

(. در مرحله بعد این قطعه 1aجفت باز به دست آمد )تصویر 

کلون شد و این پلاسمید حاوی  pTZ57R/Tداخل پلاسمید 

منتقل شد.  E. Coli DH5ɑبه داخل باکتری  موردنظرقطعه 

با استفاده  PCRوارد شدن قطعه به داخل این پلاسمید با روش 

و همچنین تعیین ترادف نوکلئوتیدی  F1/R1از جفت پرایمر 

منظور تولید پروتئین نوترکیب، تأیید گردید. در مرحله بعد به

 کلون شد.  pQE30قطعه ژن هدف در پلاسمید بیانی 
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پلاسمید حاصل از  (pcat1)نوترکیب تخلیص شده  ینالکتروفورز پروتئ. 3تصویر 

 -2مارکر.  -Spin KitNTA -Ni. 6هایبا استفاده از ستون کاتپسین یبنوترک

 -4پروتئین تخلیص شده الوشن دوم  -3. )اول الوشن( پروتئین تخلیص شده

محتویات حاصل از شستشوی اول ستون.  -5لیزات باکتری بعد از عبور از ستون. 

لیزات باکتری قبل از عبور از  -7محتویات حاصل از شستشوی دوم ستون.  -1

 ستون.

 

 
های حاصل از پلاسمید نوترکیب سنتز شده الکتروفورز پروتئین. 4تصویر 

. BL21 E. coliقبل و بعد از القا باکتری  PAGE-SDSبه روش  (pcat2)کاتپسین 

حاوی  BL21 E. coliنمونه باکتری -2قبل از القاء.   BL21E. coliنمونه باکتری -6

حاوی پلاسمید  BL21 iE. colنمونه باکتری  -3پلاسمید بدون قطعه قبل از القاء. 

حاوی پلاسمید نوترکیب    BL21E. coliنمونه باکتری  -4نوترکیب قبل از القاء. 

حاوی پلاسمید   BL21 E. coliنمونه باکتری -5پس از یک ساعت بیان ژنی. 

پس از سه   BL21E. coliنمونه باکتری  -1نوترکیب پس از دو ساعت بیان ژنی. 

حاوی پلاسمید نوترکیب پس   BL21E. coliتری نمونه باک -7ساعت بیان ژنی. 

  مارکر. -1از چهار ساعت بیان ژنی. 

 

 
نتایج مربوط به الکتروفورز مراحل مختلف استخراج پروتئین با استفاده . 5تصویر 

 -2پروتئین تخلیص شده الوشن دوم.  -NTA Spin Kit -Ni .6هایاز ستون

حاصل از شستشوی دوم ستون. محتویات  -3اول.  پروتئین تخلیص شده الوشن

لیزات باکتری بعد از عبور از  -5.  محتویات حاصل از شستشوی اول ستون -4

 مارکر. -7لیزات باکتری قبل از عبور از ستون.  -1ستون. 

با  PCRهای نیز با روش pQE30کلونینگ قطعه در پلاسمید 

های ، برش آنزیمی با استفاده از آنزیمF1/R1استفاده از پرایمرهای 

( و همچنین تعیین ترادف 1b)تصویر  Hind 3و  BamH1اندونوکلئاز 

نوکلئوتیدی تأیید شد. پس از تأیید ورود مناسب قطعه به داخل 

با اضافه نمودن  موردنظر، بیان پروتئین نوترکیب pQE30پلاسمید 

IPTG  فاده از روش با است نظر موردالقاء شد و بیان پروتئینSDS-

PAGE های مختلف بعد از القاء مورد بررسی قرار گرفت. در ساعت

-pQE30پلاسمید نوترکیب سنتز شده توسط شرکت بیوماتیک )

cat2 نیز پس از دریافت از شرکت سازنده، به روش مشابه وارد باکتری )

E. coli BL21  شد و بیان پروتئین نوترکیب با اضافه نمودنIPTG 

و پروتئین تولید شده در ساعات مختلف بعد از القاء با روش  القاء شد

SDS-PAGE  مورد بررسی قرار گرفت. بررسی ژل اکریل آمید پس از

رنگ آمیزی کوماسی بلو، در محدوده وزن ملکولی قابل انتظار افزایش 

 21)به وزن  2کیلودالتون( و  31)به وزن  6در بیان پروتئین شماره 

(. پس از مشاهده باند 2،4های د کرد )تصویرکیلودالتون( را تأیی

، بیان پروتئین در حجم زیاد انجام شد و پروتئین موردنظرپروتئینی 

)شرکت  Ni-NTIی تخلیص پروتئین هاستونبا استفاده از  موردنظر

Roche3،5های ، آلمان( تخلیص شد )تصویر .) 

 یهازایی این پروتئیندر مرحله بعد، ایمنیبررسی سرولوژی: 

ت های دات بلات و وسترن بلانوترکیب تخلیص شده کاتپسین با روش

یافته با این پروتئین و هم سرم های چالشخرگوش ازسرمبا استفاده 

 بررسی شدند. آنولاتوس سفالوسریپی کنهی در معرض هاگوساله

کیلو دالتونی کاتپسین با استفاده از سرم  31ابتدا پروتئین 

 سفالوس چالشهای ریپیسه هفته با کنه هایی که به مدتگوساله

یافته بودند با روش وسترن بلات مورد ارزیابی قرار گرفت. نتیجه این 

آزمایش واکنشی ضعیف با پروتئین نوترکیب کاتپسین بود )تصویر 

های چالش یافته با این پروتئین نوترکیب (. اما سرم خرگوش1

در محدوده وزنی کاتپسین واکنش واضحی نشان داد و باند واضحی 

 (.7کیلودالتون مشاهده شد )تصویر  31

یافته با این پروتئین نوترکیب های چالشهمچنین در خرگوش

بادی قبل از تزریق و پس از تزریق این کاتپسین، سطح تیتر آنتی

ی دوم، سوم و چهارم با روش دات بلات مورد هاهفتهپروتئین در 

های ن داد که سرم خرگوشبررسی قرار گرفت. نتایج دات بلات نشا

قبل از تزریق هیچ واکنشی با  نظر موردچالش یافته با پروتئین 

های ها در هفتهژن کاتپسین نشان ندادند اما سرم این خرگوشآنتی

دوم، سوم و چهارم با پروتئین نوترکیب کاتپسین واکنش مشخصی 

 (. 1نشان دادند )تصویر 
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پروتئین حاصل از پلاسمید نوترکیب کاتپسین وسترن بلات بین  -2،6 .1تصویر 

 مارکر. -3با سرم گوساله آلوده به کنه. 

 

 
وسترن بلات پروتئین حاصل از پلاسمید نوترکیب  -3و2مارکر.  -6. 7تصویر 

  .Lکاتپسین با سرم خرگوش چالش یافته با پروتئین کاتپسین 
 

 
آزمایش قبل و پس از نتایج مربوط به دات بلات سرم خرگوش گروه . 1تصویر 

 تزریق با پروتئین نوترکیب حاصل از پلاسمید نوترکیب کاتپسین.

 

جفت باز که  154توالی کوتاهتری از ژن کاتپسین به طول 

اتپسین ژنیک کهای آنتیتوپفاقد پپتید سیگنال و دربرگیرنده اپی

 pQE30بود، توسط شرکت بیوماتیک کانادا در داخل پلاسمید 

ی حاصل بیان هایوسترن بلات پروتئین از حاصل تایجسنتز گردید. ن

 پروتئین این با یافته چالش خرگوش سرم با 2از پلاسمید شماره 

اما با  .(9کرد )تصویر  ایجاد کیلودالتون 21 محدوده در واضح باندی

 سرم گوساله واکنش قابل قبولی ایجاد نکرد.

 بحث

 در که باشندمی هادام جلدی هایانگل ترینمهم ازجمله ها،کنه

 میزبان از گونهجنس و  برحسب خون یزان زیادیم ،دام به اتصال حین 

 به متعدد عفونی عوامل انتقال واسطهبه همچنین و کنندمی دریافت

(. 62) هستند اهمیت حائز نیز عمومی بهداشت جهت از حیوان، و انسان

ایجاد باعث  سفالوس آنولاتوسریپیآلودگی حیوانات با کنه 

های اقتصادی شدید ازجمله کاهش وزن، کاهش تولید شیر و خسارت

 (.61شود )همچنین انتقال اجرام پاتوژن ازجمله بابزیوز و آناپلاسموز می

ها استفاده از سموم های اصلی جهت کنترل کنهیکی از روش

ای کش دارای نقاط ضعف عمده(. سموم کنه66باشد )کش میکنه

توان به ایجاد باقیمانده دارویی در شیر ها میازجمله آن که دباشنمی

زیست اشاره نمود. از طرف و گوشت گاو و همچنین آلودگی محیط

تواند سبب بروز مقاومت انگلی دیگر استفاده فراوان از این سموم می

منظور جلوگیری از خطرات ناشی از مصرف این لذا به (.5، 1گردد )

یگزین دیگر، از جمله کنترل بیولوژیک و های جاسموم، روش

ها بخصوص در مناطقی که واکسیناسیون جهت مبارزه با کنه

 (.5،67،33،34،31ای بروز یافته، اتخاذ شده است )مقاومت کنه

منظور تهیه واکسن کنه در گاو هایی که بهازجمله پروتئین

 ژناشاره نمود. آنتی Bm86/Bm95توان به استفاده شده است می

Bm86 قرار دارد.  میکروپولوس سفالوسیپیرکنه  در میدگات

درصدی  53طور متوسط باعث کاهش استفاده از این واکسن به

شود های خون خورده ماده بعد از آلودگی گاو به کنه میمیزان کنه

های ماده ریزی در کنهدرصد کاهش تخم 93تواند تا و همچنین می

شده است که میزان تأثیر رش(. همچنین گزا4خورده شود ) خون

واند تاین واکسن بستگی به گونه کنه و ادجوانت مورداستفاده می

 (.63،25درصد در نوسان باشد ) 15تا  27بین 

ژن مناسب جهت تحریک منظور تهیه واکسن، انتخاب آنتی به

باشد و لازمه آن سیستم ایمنی میزبان بسیار حائز اهمیت می

در  هاها و عملکرد آنشناخت ساختارهای ژنتیکی و پروتئینی کنه

باشد. در مطالعات گذشته وجود ها میبیولوژی و فیزیولوژی کنه

های مختلف نشان ها در کنهپروتئازهای مختلف ازجمله کاتپسین

ها متعلق به فوق خانواده شبه این پروتئازشده است. بیشتر داده

 (.9ها هستند )سیستئین پروتئاز (papain- like)پاپائین 
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نتایج مربوط به وسترن بلات بین پروتئین نوترکیب کاتپسین  -2،6. 9تصویر 

حاصل از پلاسمید نوترکیب سنتز شده با سرم خرگوش چالش یافته با پروتئین 

 مارکر. -4سرم منفی.  -L .3کاتپسین 

 

ها دارای دو نقش مهم در هضم خون و سیستئین پروتئاز

(. با توجه به 3،7،1باشند )ها میامبریوژنز در چرخه زندگی کنه

های مختلف در ارتباط با عملکرد ضروری سیستئین پروتئاز

های متقابل انگل و میزبان در جهت بقاء انگل، توجه خاصی واکنش

ایمونوپروفیلاکسی شده های درمانی و عنوان هدف روشها بهبه آن

های تخلیص های آنزیم(. در چند دهه اخیر، فعالیت36، 32است )

ه هر ها کسیستئین و آسپارتیک پروتئاز کد کنندههای شده و ژن

دو در هضم خون نقش دارند در چندین گونه کنه مورد بررسی قرار 

 Bm)سفالوس )بوافیلوس( میکروپولوسریپی  Lگرفتند. کاتپسین

CL1)  مورد بررسی قرار گرفت. سپس با استفاده از  2333در سال

ه ها علیبادیفاده از آنتیو وسترن بلات با است RT-PCRهای روش

BmCL1  مشخص گردید که اشرشیا کلایشده در یانبنوترکیب ،

وان یک عناین پروتئین به شود.، بیان میاین آنزیم تنها در روده کنه

کیلو  23کیلو دالتونی با یک دومن پپتیداز  42 ساز یشپپروتئین 

های یداز(. همچنین سیستئین پپت21،29گردد )دالتونی بیان می

 لونژیکورنیس همافیزالیسکیلو دالتونی در کنه سخت  41و  43

کد کننده پروتئین مشابه  mRNAs(. دو 61روده تعیین شد )

از  جداشده  cDNAبا استفاده از  RT-PCRبا روش   Lکاتپسین

(. اخیراً یک 61، 69شناسایی شد ) همافیزالیس لونژیکورنیسروده 

نزیم عنوان آبه همافیزالیس لونژیکورنیسمربوط به کنه  Lکاتپسین 

 (. 39، تهیه و عمل آن مشخص شد )اشرشیا کولاینوترکیب در 

این سیستئین پروتئازها و نقش آن در بسیاری از همچنین 

ها و ها، نماتودها، سستودترماتودهای دیگر ازجمله انگل

های ئازتها مورد مطالعه قرار گرفته است. سیستئین پرواییاختهتک

 سماتوکسوپلا کا،یتیستولیه انتاموباای مختلف ازجمله یاختهتک

عنوان و به قرارگرفتهنیز مورد بررسی  هاومیپلاسمود و یگوند

اند دهشیمعرفهای انگلی انتخاب مناسبی جهت پیشگیری از عفونت

(. تحقیقات مختلف حاکی از توانایی بالقوه بسیاری از 2،21،32)

عنوان کاندید واکسن و دارو در جهت ها بهازجمله کاتپسینها پروتئاز

 باشد. های انگلی مختلف میکنترل آلودگی

و  Nabianها، ها در کنهبا توجه به اهمیت این پروتئین

Nikpay  الگوی پروتئینی غدد بزاقی کنه  2337در سال

را شناسایی کردند و تعدادی از این  سفالوس آنولاتوسیپیر

اده های ایمنوژن را با استفها را تعیین هویت کرده و پروتئینپروتئین

های (. پس از شناسایی پروتئین23از روش الایزا مشخص نمودند )

ها با استفاده از اسپکتوفتومتری اقدام ایمنوژن و تعیین سکانس آن

وجود م سفالوس آنولاتوسیپیرها در کنه به تعیین حضور کاتپسین

در ایران نمودند و نقش آن را در هضم ژلاتین و هموگلوبین نشان 

( و سپس ژن کد کننده پروتئین سیستئین پروتئاز شبه 22دادند )

در ایران را شناسایی و  سفالوس آنولاتوسرپیدر کنه  Lکاتپسین 

با (. توالی حاصل برابر 36توالی نوکلئوتیدی آن را مشخص نمودند )

و Renard این نتایج با نتایج بررسی جفت باز بدست آمد که  999

 سفالوسریپیکه بر روی نوزاد کنه  2333همکاران در سال 
انجام یافته بود، همخوانی داشته است  میکروپولوس (یلوس)بواف

(21.) 

لذا در مطالعه حاضر نیز، با توجه به اهمیت زیاد سیستئین 

کنش متقابل انگل و میزبان و در راستای پروتئازها در ارتباط با وا

مطالعات گذشته، همچنین به منظور دسترسی به پروتئین کاندید 

 سفالوس )بوافیلوس( آنولاتوسریپیواکسن علیه آلودگی به کنه 

در  Lتوالی ژن کد کننده پروتئین سیستئین پروتئاز شبه کاتپسین 

کلون شد.  pQE30در پلاسمید بیانی  آنولاتوس سفالوسیپیرکنه 

 تئینیسس ینپروتئعلاوه بر این توالی کوچکتری از ژن کدکننده 

های آنتی ژنیک و فاقد توپکه حاوی اپی L ینپروتئاز شبه کاتپس

-pQEتوالی پپتید سیگنال بود به صورت کلون شده درون پلاسمید 

توسط شرکت بیوماتیک کانادا سنتز گردید. در ادامه بیان هر دو  30

( مورد مقایسه pQE30-cat2, pQE30-cat1پلاسمید نوترکیب )

دو  (SDS-PAGEالکتروفورز )قرار گرفت. مقایسه تصاویر حاصل از 

حاصل از  تروجود باندهای پروتئینی واضح یبنوترک یانیب ینپروتئ

( در مقایسه با pQE30-cat2) 2ه شمار یدپلاسم یانیب ینپروتئ

( بود. pQE30-cat1) 6شماره  حاصل از پلاسمید بیانی پروتئین

توضیحی که شاید بتواند این پدیده را توجیه کند این مطلب است 

کلون شد  pQE-30که توالی هدف ژن کاتپسین که در پلاسمید 
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 ( بود که ازSignal Peptideدارای توالی ابتدایی پپتید سیگنال )

( تشکیل MLRLSVLCAIVAVTVAASای )توالی اسید آمینه

شد. لذا وجود های هیدروفوب را شامل میشده و اکثراً اسید آمینه

تواند موجب تجمع پروتئین یا عدم ثبات آن توالی هیدروفوبی می

 (. 33شود و بیان و استخراج پروتئین را با مشکل مواجه سازد )

ی های متعدددر وکتور در مطالعات مشابه پیشین، کاتپسین

 ( بیان شده است. 21) pMAL-pاز جمله پلاسمید 

های نوترکیب حاصل با در ادامه ایمنوژنیسیتی پروتئین

 ازسرم استفاده های سرولوژیک دات بلات و وسترن بلات باروش

 رد هایگوساله سرم هم و پروتئین این با یافته چالش هایخرگوش

 مورد ارزیابی قرار گرفت. آنولاتوس سفالوسیپیر کنه معرض

 Lنتایج این مطالعه نشان داد که پروتئین نوترکیب کاتپسین  

های چالش یافته با این پروتئین واکنش واضحی های خرگوشبا سرم

 دهد. اما سرمهای ایمنولوژیک ذکرشده نشان میبا استفاده از روش

ه روش ب سینکاتپ نوترکیب با پروتئین آلوده به کنه هایگوساله

علت عدم  .وسترن بلات واکنشی در این محدوده نشان ندادند

رد هایی که موواکنش مناسب پروتئین کاتپسین با سرم گوساله

اند، احتمالاً به دلیل پنهان بودن این پروتئین گزش کنه قرار گرفته

های در معرض در روده کنه و عدم رویارویی سیستم ایمنی گوساله

 باشد. میبا این پروتئین 

توان از مطالعه، می این در آمده بدست نتایج به توجه با

ن عنوان گزینه مناسبی در جهت ایمپروتئین نوترکیب کاتپسین به

 رد لذااستفاده ک ریپی سفالوس آنولاتوسسازی علیه آلودگی به کنه 

 با سینکاتپ پروتئین الحاق روش از استفاده با که گرددمی پیشنهاد

 نای حیاتی چرخه در( پنهان و معرض در) کارآمد دیگر هایپروتئین

 بیشتر ایارتق جهت ترکیبی نوترکیب هایپروتئین تهیه به اقدام کنه

 .نمود ایکنه آلودگی علیه میزبان در زاییایمنی هایواکنش

 سپاسگزاری

حاصل بخشی از نتایج پایان نامه دکترای تخصصی  ،این مقاله

دانند تا از حمایت مالی و باشد و نویسندگان بر خود لازم میمی

پژوهشی معاونت محترم پژوهشی دانشکده دامپزشکی دانشگاه 

 تهران تشکر و قدردانی نمایند.

  تعارض منافع

.است نشده گزارش منافع در تعارض نویسندگان بین
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Abstract 
BACKGROUND: Ticks are one of the most important ectoparasites in animals that cause economic losses in livestock industry. 

So, removal or reduction of ticks on animals is necessary. Cysteine proteases are among the compounds that play an important 

role in the physiological action of ticks and are a good candidate for the anti-tick vaccine. Cathepsins is one of the most important 

cysteine proteases. 

OBJECTIVES: The aim of this study was cloning and expression of recombinant cathepsin L gene of Rhipicephalus annulatus 

in order to evaluate its immunogenicity. 

METHODS: After collection the ticks were cultivated. Then RNA was extracted from ticks, cDNA was synthesized by using 

specific primer of cathepsin and amplification by RT-PCR. The desired genes were cloned into expressional pQE30 plasmid. 

Further, a shorter sequence of the cathepsin gene (654 bp) was prepared as a synthetic plasmid. The expression of the protein 

produced by both recombinant plasmids in the E.coliBL21 prokaryotic expression system is carried out and the immunity of the 

recombinant proteins was evaluated by Dot Blot and Western Blot using serum of challenged rabbits with recombinant protein 

and calves infected with ticks were examined and compared. 

RESULTS: The results of this study indicate that the protein derived from recombinant plasmid No. 2 had higher expression 

and purity due to its solubility. Also, the challenge of rabbit serum with these proteins was able to identify both recombinant 

proteins. But the serum of challenged calves with ticks did not show a satisfactory response with recombinant proteins.  

CONCLUSIONS: Although the sera reaction of calves infested with ticks was lower than the challenged rabbits sera with 

cathepsin L, this result was expected, because L cathepsin protein is considered as a concealed antigen.  Overall, the recombinant 

cathepsin L could be an appropriate candidate for immunizing calves against Rhipicephalus annulatus, although it seems further 

investigations are necessary. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Sequence and characteristics of cathepsin L and pQE-30 primers. 

Figure 1. 1a: PCR product electrophoresis using Cathepsin specific primers. 1b: Electrophoresis of digested Recombinant pTZ57R/T using 

endonuclease enzymes.  

Figure 2. SDS-PAGE analysis of recombinant pQE30-cat before and after expression of E. coli BL21.  

Figure 3. SDS-PAGE analysis of purified pcat1 resulted from pQE30-cat1 using Ni-NTA Spin Kit.  

Figure 4. SDS-PAGE analysis of purified pcat2 before and after expression of E. coli BL21.  

Figure 5. SDS-PAGE analysis of purified pcat1 using Ni-NTA Spin Kit.  

Figure 6. 1, 2-Western blot analysis of recombinant protein resulted from pQE30-cat1 using  the sera of  calves infested with ticks. 3- protein 

marker. 

Figure 7. 1- Protein marker. 2, 3- Western blot analysis of recombinant pcat1resulted from pQE30-cat1 using  the challenged rabbits sera with 

cathepsin L. 

Figure 8. Dot blot analysis of rabbits sera before and after challenging with recombinant pcat resulted from pQE30-cat1. 

Figure 9. 1, 2- Western blot analysis of recombinant protein resulted from synthetic pQE30-cat2 using challenged rabbits sera with cathepsin 

L. 3- Negative serum 4- Protein marker.  
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