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چکیده
تب  بیماريبرابرحیوانات درسازيایمناحتمالی جهتنامزدیکعنوانبه) BEFV(دوام گاويبی تبویروسGگلیکوپروتئین

ازهدف. است بوده نوترکیب مورد توجه ویژهاین پروتئین جهت تولید یک واکسن  ،اخیرهاي در سال. استشدهشناختهدوامبی
براي،گاوي دوامبی ویروس تبGژن گلیکوپروتئین از G1توپاپیيکنندهبیان یوکاریوتیپلاسمیدیکساخت،حاضريمطالعه

بیانیناقلدرGگلیکوپروتئینژناز G1توپاپی، به این منظور.بودآیندهمطالعاتاحتمالی درDNAواکسنیکعنوانبهاستفاده
pEGFPN1-G1نوترکیب  يازهسسپس .شدکلون ) CMV(انسانیپروموتر سیتومگالوویروسکنترلتحت،pEGFP-N1یوکاریوتی 

غیرمستقیمایمونوفلورسنسهاي پروتئین با استفاده از روشبیانکارایی انتقال یافت و) HEK 293(انسانيکلیهجنینیهايسلولبه
)IFA(  شده و ظهور یک باند مجزا با وزن  ترانسفکتهاي سلولون سیتوپلاسمفلورسنس در يمشاهده. بررسی شدایمنوبلات و

پروتئینموفقبیانيدهندهنشان، G1در واکنش به یک سرم موش ضد پروتئین ایمنوبلات در آزمایش کیلو دالتون 26تقریبی مولکولی
G1بودمیزبان هايسلولدرنوترکیب  يسازهاین توسط.

DNAواکسن،G1نوترکیبپروتئین،)BEFV(دوام گاويبی تبویروس: کلیدي کلمات

مقدمه
یک رابدوویروس) BEFV(گاويدوامبیتبویروس.

جنسدرکهاستمنتقل شونده توسط بندپایان
درویروساین . شودبندي میها طبقهوویروسرافم

گسترشپروازدورحشراتنیشطریقازتنهاطبیعت
BEFهايونیویرها،رابدویروسدیگرمشابه.یابدمی

اینژنوم. باشندمیشکلمخروطییاتفنگيگلولهشبیه
14900طولبامنفیايرشتهتکRNAنوعازویروس

. کندمیکدراMوL،G،N،Pپروتئینپنجواستباز 
پنجدارايکهاستسطحیگلیکوپروتئینیکGپروتئین

ي علوم دامی و صنایع دانشکدهدام،نژاداصلاحوژنتیکدانشجوي دکتري *1

وکشاورزيدانشگاهي علوم دامی و صنایع غذایی، گروه علوم دامی، دانشکدهاستاد 2
اهوازچمرانشهیددانشگاهدامپزشکی،يدانشکدهپاتوبیولوژي، گروهاستاد 3
وکشاورزيدانشگاهي علوم دامی و صنایع غذایی، گروه علوم دامی، دانشکدهدانشیار 4
تحقیقاتمؤسسه،هاي بیولوژیکمدیریت کنترل کیفی فرآوردهپژوهشی استادیار5

,G1(ژنیکآنتیجایگاه G2, G3a, G3b, G4 (سطحدر
 .Cybinski et al. 1992, Kongsuwan et al(باشدمیخود

1998, Dhillon et al. 2000.(G1  یک جایگاه
است که در انتهاي دومین ) K503‑Y487(سازي خطی خنثی

پروتئین انتهاییC–يدقیقاً قبل از ناحیه ،ترایمریزاسیون
G قرار دارد)Trinidad et al. 2014(. ویروس این

شود که موجب بروز تب حاد در گاو و گاومیش آبی می
شناخته ) BEF(دوام گاوي تب بی بیماري تحت عنوان

روزه، تب بومی  3بیماري ، آنهاي محلی نام. شودمی

خوزستانرامینطبیعیمنابعوکشاورزي، دانشگاهغذایی
E-mail: Rezapasandideh63@gmail.com)ي مسئولنویسنده(

رامین خوزستانطبیعیمنابع

رامین خوزستانطبیعیمنابع
، ایرانکرجسازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي، رازي،سازيسرموواکسن
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سخت وسفتآنفولانزاي گاوي یا بیماريگاوي، 
Walker and Klement(باشندمی 2015( .

جهان، ازوسیعیيدامنهدر دوام گاوي تب بیبیماري 
از نیل،دلتاي رودتافریقااجنوبیهاياز قسمت

جنوب شرق آسیا، در شمال و شرق خاورمیانه تا جنوب و 
تر چین، تایوان، کره و جنوب ژاپن، استرالیا و در بیش
Walker and Klement(گسترده شده است  طبق ).2015

تاکنونبیماريهاي سازمان دامپزشکی ایران، اینگزارش
فارس،تهران،هاياستانسطحدرواقعهايدامداريدر

گلستان،خوزستان،یزد،شمالی،خراسانقم،ایلام،
دوام تب بی.استشدهدیدهاردبیلوالبرزمازندران،

بهمنجریاآشکار نباشدبالینینظرازاستممکنگاوي
ترشحدو فازي،تبجملهازشدیدتاخفیفبالینیعلائم
ولنگشعضلانی،گرفتگیبینی،ترشحاتوچشمبزاق،

بهبودوشروعبابیماريمعمولاً این. شوداشتهایی بی
اماشودشناخته می ،روز3تا  1طی تنها  ،سریع

درمدتطولانیتعادلعدموفلجازهایی نیزگزارش
ارایه شده عفونتحادياز مرحلهحیوانات پسازبرخی
بسیاراستممکنبیماريشیوعوناخوشیدرصد.است

میرومرگدرصدولیباشد ) درصد100تقریباً(بالا
 Walker and(است ) درصد1ازترکم(پایینمعمولاً

Klement ممکن استشدید،بسیاردر موارد. )2015
یاواشتهاییبیبه دلیلمیروبیماري موجب مرگ

مورددراطلاعات کمی،حاضرحالدراماالریه شودذات
BEFاقتصادياثرات. وجود داردمرگمستقیمعلت

علت قطعبهاوليدرجهدرباشد کهتوجهقابلتواندمی
بدنی درشرایطدادناز دستشیري،گاوهايدرشیردهی

هاي آبی که براي عدم تحرك گاومیشوگوشتیگاو
 .Aziz-Boaron et al(باشدشوند، میبارکشی استفاده می

2013, Walker 2005.(
طریقازدوامبیتببیماري کنترلوگیريپیش

حیوانات آلوده صورت درمان داروییواکسیناسیون و 
 Aziz-Boaron et al. 2013, Wallace and(گیردمی

Viljoen 2005.(يمختلفی در زمینه اتکنون تحقیقتا 

ضعیفهاي زندهواکسناز جمله واکسن انواع ساخت 
هاي زیر واحد هاي غیرفعال شده، واکسنشده، واکسن

براي این  هاي نوترکیبو واکسن Gمبتنی بر پروتئین 
Walker and Klement(اند انجام شدهبیماري در ).2015

 Gپروتئین شده است که  مشخصمطالعات پیشین 
هاي خنثی باديدوام گاوي هدف آنتیویروس تب بی

 Cybinski et al. 1992, Uren(باشدویروسی می يکننده

et al. 1994(.بسیار تیمحافظهايویژگیاین،برعلاوه
ممکنکهدادنشانBEFطبیعی ویروس Gپروتئینبالاي
به عنوان یکبتواند نوترکیب این پروتئین محصولاست

اینبر).Johal et al. 2008(باشد مفید،یژنآنتیواکسن 
Gپروتئینمبتنی برو یا نوترکیب DNAواکسن اساس،

هاي واکسنبرايمناسبجایگزینیکاستممکن
امروزه ).Uren et al. 1994(بیماري باشد این متداول 
هاي نسل سوم به دلیل مزایاي یا واکسن DNAهاي واکسن

هاي فراوان از جمله ایمن و بی خطر بودن، پایداري، هزینه
تر زایی طولانیها و ایمنیتر نسبت به سایر واکسنپایین

 .Gurunathan et al(اندمورد توجه گسترده قرار گرفته

هاي ها توانایی القاي پاسخاین نوع از واکسن).2000
 ،از طرفی).Khan 2013(را دارند  سلولیخونی و ایمنی 
ازتعداديایمن نمودنبرايموفقیتباDNAهايواکسن

استفاده عفونیعواملدر برابر برخی ازحیوانیهايگونه
 ,Fynan et al. 1993, Robinson et al. 1993(اند شده

Corr et al. 1996, Sakaguchi et al. 1996 .(رو،ایناز
یوکاریوتیپلاسمیدیکساخت،حاضريمطالعهازهدف

ویروسGگلیکوپروتئینژناز G1توپاپیيبیان کننده
 ياین مطالعه اولین تحقیق در زمینه.بوددوام گاويتب بی

مبتنی بر یوکاریوتی یک پلاسمیدو ساخت طراحی 
DNAواکسن یک به عنوان براي استفاده  G1توپاپی

.استآیندهمطالعاتدرBEFعلیه ویروساحتمالی 

کار مواد و روش
دوام گاوي مورد استفاده در ویروس تب بی يسویه

-سرموواکسنتحقیقاتياین مطالعه توسط موسسه
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.تهیه شده بوداز کشور ژاپن ) کرج، ایران(رازي سازي
واین ویروس Gژن یابیتوالیازآمدهدسته بنتایج

BLASTژنهايتوالیباآنکردنGمختلفهايسویه
NCBIژنبانکپایگاهدرشدهثبتBEFویروساز

مطالعهایندراستفادهموردویروسیيسویهکهدادنشان
ژاپن،یاماگوچی،(YHLيسویهباراقرابتترینبیش

اینتکثیر. )1395پسندیده و همکاران (داشت) 1966
، کشت )HmLu-1(همستر  يهاي ریهسلولدرویروس

، RPMI)Bio Ideaسلولیکشتداده شده در محیط
.گاو صورت گرفتجنینسرمدرصد 5حاوي) ایران
عنوانبه) HEK 293(انسان يکلیهجنینیهايسلول
ترانسفکشن وسنجیایمنیهايآزمایشدرمثبتکنترل

بانکازسلولیهاياین رده.شدنداستفادهبیانیپلاسمید
خریداري پاستورانستیتوبهوابسته) NCBI(ایرانسلولی
.شدند

به عنوان ناقل  pEGFP-N1پلاسمید بیانی یوکاریوتی 
از شرکت تراژن ساز ویستا G1توپاپیبراي کلونینگ 

عنوانبهاشرشیاکلیDH5αباکتریایی  يسویهو ) ایران(
شرکت ازکلونینگ و تکثیر پلاسمید بیانیجهتمیزبان

.شدندتهیه)ایران(سیناژن 
دسترسیيشمارهباGژننوکلئوتیديتوالی

AB462028براي طراحی واستخراجژنبانکاز
G1توپاپیيهاي اختصاصی تکثیرکنندهپرایمر

. مورد استفاده قرار گرفت) 1588تا  1168هاي نوکلئوتید(
، pEGFP-N1به منظور کلونینگ قطعه مربوطه در پلاسمید 

به انتهاي مناسب يهاي محدودکنندهآنزیمبرشمحلتوالی
توسط ها توالی نهایی پرایمر. ها افزوده شدپرایمر 5'

Oligo Analyzerافزار نرم ساخت به بررسی و سفارش 3.0
.)1جدول (داده شد) ایران(شرکت دنازیست آسیا 

به ترتیب  BamHIو  KpnIهاي محدودکننده آنزیمبرشیزیر توالی .G1توپاپیتکثیرجهتG1RوG1Fهايپرایمر:1جدول
.استشدهکشیدهخطهاي رفت و برگشتدر ابتداي پرایمر

پرایمر توالی
G1F 3'-GCCACCATGGTGAGAGCTTGGTGTGAATACAGGTACCGTG-5'
G1R 3'-TCACCAACCTACAACAGCAGATAGGATCCCATT-5'

Gنوترکیب حاوي ژن گلیکوپروتئین  يیک سازه

)pTZ57R/T-G(قبلی  ي، طراحی شده در مطالعه
 براي تکثیر، به عنوان الگو )1395پسندیده و همکاران (

. استفاده شد PCRتوسط  G1توپاپیيکدکننده يناحیه
از میکرولیتر 1:صورت انجام شداین این واکنش به 

هرازپیکومول pTZ57R/T-G،8/0پلاسمید نوترکیب 
Pfuآنزیممیکرولیتر 1ها، آغازگرازکدام DNA پلیمراز

)U5(،5/2 10بافر میکرولیترXPfu PCR) بدون
MgSO4(،4/0 مولارمیلیdNTPs ،5مولار میلیMgCl2  و

25آب دو بار تقطیر در حجم نهاییمیکرولیتر 2/16
شامل دمایی يچرخه 30مخلوط و تکثیر طی میکرولیتر 

°C94ثانیه 30براي،°C50و ثانیه 30براي°C72 براي

مراحل دمایی پیش و پس از تکثیر به . انجام شدثانیه 90
 دقیقه 10برايC72°ودقیقه 3برايC95°ترتیب شامل

GF-1(توسط کیت  PCRمحصول. بود AmbiClean Kit 

(Gel & PCR)Vivantisطبق دستورالعمل ) ، مالزي
. سازي شدشرکت سازنده، خالص

، pEGFP-N1پلاسمید یوکاریوتی سازي به منظور آماده
و در  DH5αاشرشیاکلیابتدا این پلاسمید در باکتري 

، کشت شبانه داده شد و کانامایسینداراي  LBمحیط مایع 
GF-1پلاسمیداستخراجسپس توسط کیت plasmid 

DNA extraction kit)Vivantisسازي خالص) ، مالزي
به ناقل، ابتدا محصول G1به منظور انتقال ژن .گردید
PCRپلاسمیدتخلیص شده وpEGFP-N1توسطدو، هر
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هضم و با استفاده از BamHIو  KpnIهاي برشیآنزیم
اتصال مرحله، عملاینازپس. سازي شدندکیت خالص

T4آنزیم ازاستفادهباDNAوپلاسمید DNA  لیگاز
)X10 (سپس. گرفتصورتآنزیمدستورالعملطبق

با حلقوي،پلاسمیدهايتشکیلفرضاتصال، بامحصول
يسویه اشرشیاکلیروش شوك حرارتی به باکتري

DH5α  پایان،در.یافتپذیرا شده با کلریدکلسیم انتقال
داده کشتدارکانامایسینجامدLBمحیطدرهاباکتري
غربالگريباکتریایی،هايکلونیرشدازپس. شدند
PCRروشبانوترکیبپلاسمیدحاويهايکلونی

،کلونینگصحتازاطمینانازپس.صورت گرفت
Endofreeپلاسمید  استخراجبا کیت پلاسمید نوترکیب 

)Qiagen ،بررسیمنظوربهو  سازي شدخالص) آلمان
شرکتبهتوالیتعیینبراياحتمالیهايجهشوقوع

.گردیدارسال) ایران(تکاپوزیست
به G1نوترکیب حاوي ژن  يبه منظور ورود سازه

ظرف در  هاسلول ، ابتدا اینانسانيکلیهجنینیهايسلول
در انکوباتور مرطوب با دماي، گوده96کشت سلولی 

°C37  اکسیدکربن، براي رسیدن به گاز ديدرصد 5و
.در هنگام ترانسفکشن، کشت داده شدنددرصد90تراکم 

RPMIها، محیطمحیط کشت مورد استفاده براي سلول

و) FBS(گوسالهجنینی سرمدرصد 10واجد
آمفوتریسینواسترپتومایسینسیلین،پنیهايبیوتیکآنتی

ترانسفکشن .بودلیتر میلیدر  میکروگرم100غلظتبا
، Invitrogen(2000ها با استفاده از لیپوفکتامین سلول
،گودهبه ازاي هر ابتدا :طبق روش زیر انجام شد) امریکا

از محیط  میکرولیتر 25بهلیپوفکتامین از  میکرولیتر 5/0
 .در دماي اتاق نگهداري شددقیقه 20کشت افزوده شد و

بااز پلاسمید  میکروگرم 3/0،گودههمچنین به ازاي هر 
سپس .شد مخلوطاز محیط کشت میکرولیتر 25

مخلوط و به  یکدیگرهاي پلاسمید و لیپوفکتامین با رقت
-جهت تشکیل کمپلکس پلاسمیددقیقه 20مدت 

پس از  .نددماي اتاق انکوبه شددر ،لیپوفکتامین
 گودهاز مخلوط فوق به هر  میکرولیتر 50انکوباسیون،

 C37°ساعت در  48اضافه شد و انکوباسیون به مدت 
مناسب براي بررسی کارایی  شاخصیک . ادامه پیدا کرد

 يکدکنندهpEGFP-N1ترانسفکشن، استفاده از پلاسمید 
در معرض است که ) GFP(پروتئین فلورسنسی سبز 

ع فش، نور سبز درخشان را از خود ساطفرابن ياشعه
طور همزمان عمل ترانسفکشن با به  بنابراین.کندمی

به منظور بررسی کارایی (pEGFP-N1پلاسمید 
به عنوان کنترل (هاي بدون پلاسمید و سلول) ترانسفکشن

.صورت گرفتنیز ) منفی
هاي بیان شده در سلول G1به منظور ردیابی پروتئین 

موش  اختصاصیکلونالبادي پلییوکاریوتی، از یک آنتی
. استفاده شدسنجی هاي ایمنیدر آزمایشG1علیه پروتئین 

جوش با پروتئین همG1پروتئین  ،بادياین آنتی يبراي تهیه
MBP)MBP-G1 ( در باکتري  گذشتهکه در تحقیق

،)Beygi Nassiri et al. 2016(تولید شده بود اشرشیاکلی
مرتبه  چهارن با ادجوانت ناقص فروند، کردپس از مخلوط 

 Balb/cبا فواصل زمانی دو هفته، به سه سر موش نژاد 
از چهارم،سازيایمنازپسهفتهیک. تزریق شد

آزمایش یکدرهاآنسرموشدگرفتهخونحیوانات
ELISAپروتئینازاستفادهباخانگی و غیرمستقیمMBP-

G1موردکف پلیت،  يپوشانندهژنآنتیعنوانبه،نوترکیب
جذب نوريبالاترینباسرمينمونه.گرفتقراربررسی

هاي در آزمایش G1بادي علیه به عنوان آنتیELISAدر
ي هایابی پروتئین بیان شده در سلولدسنجی براي رایمنی

HEK 293شداستفاده.
روش  ازG1به منظور بررسی بیان پروتئین 

این به . استفاده شد )IFA(غیرمستقیمایمونوفلورسنس
ها با مایع رویی حفرات، سلول يمنظور پس از تخلیه

دقیقه در دماي اتاق در کف  20به مدت متانول استفاده از 
دقیقه در  15ها به مدت سپس سلول.حفرات ثابت شدند

درصد 5/0حاوي ) PBS(فسفات بافر سالین  دماي اتاق با
 کردنبه منظور مهار . تراوا شدندX- 100تریتون 

به PBSدر درصد 10از سرم بز  ،هاي غیراختصاصیاتصال
بادي ها با آنتیسپس سلول.استفاده شددقیقه  20مدت 
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به  1با رقت ( G1موش علیه پروتئین  اختصاصی کلونال پلی
 5/1آلبومین سرم گاوي و  درصد 1حاوي  PBSدر  20

انکوبه  C37° دقیقه در دماي 30ت دبه م) سرم بز درصد
 زیست( FITCکونژوگه به  موشی IgGآنتی  سپس  .شدند

 1حاوي  PBSدر  20به  1با رقت ) ، ایرانسینا فناوران
به مدت  سرم بز درصد 5/1آلبومین سرم گاوي و  درصد

بادي ثانویه استفاده  به عنوان آنتی C37° دقیقه در دماي 30
ها با  ، سلولPBSپس از سه مرتبه شستشو با  . شد

.بررسی شدندمعکوس میکروسکوپ فلورسنس 
نیز ایمنوبلات  آزمایشبا استفاده از  G1بیان پروتئین     

هاي ثابت  به این منظور سلول  .مورد بررسی قرار گرفت
از ) SDS(سولفات سولفات دودسیل  X2 شده، توسط بافر

از  . دقیقه جوشانده شدند 10کف حفرات جدا و به مدت 
سوسپانسیون سلولی تهیه شده جهت الکتروفوروز روي 

هاي  سپس باند . استفاده شد SDS-PAGE درصد 12ژل 
 جریان الکتریسیتهپروتئینی تفکیک شده طی سه ساعت با 

از  پس . نیتروسلولزي انتقال پیدا کردند يغشابه ولت  60
در  C4° دماي در یک شب ينیتروسلولز يانتقال، غشا

 درصد 5 حاوي) TBS(تریس بافر سالین  محلول
داده شد تا  به عنوان بافر بلوك کننده، قرار شیرخشک،

سطوحی از غشا که عاري از پروتئین بودند، پوشانده 
 1/0حاوي  TBS با بافر شستشو بار 3 از پس . شوند
 کلونال بادي پلی آنتی، )TBST( 20 توئین درصد

در  100به  1با رقت ( G1موش علیه پروتئین  اختصاصی
TBS  تریتون  درصد 2/0حاويX-100 ،2 آلبومین  درصد

 . اضافه شد ءبه غشا) سرم اسب درصد 10سرم گاوي و 
بار  3و در دماي اتاق انکوباسیون  ساعت 2 پس از

ساعت در  1، غشا به مدت TBSTشستشو با بافر 
 موش IgGنژوگه پراکسیداز ضد وک محلولمجاورت 

)Bio-Rad ،در  3000/1رقت با () امریکاTBS  2/0حاوي 
 5آلبومین سرم گاوي و  درصد X-100 ،2تریتون  درصد
بار  3در انتها پس از   .قرار داده شد) سرم اسب درصد

، از هاي پروتئین باند مشاهده، جهت TBSTشستشو با بافر 
نجم، زیست فناوران ( ECLایمنوبلات شناسایی کیت 
. استفاده شد سازنده شرکت دستورالعمل طبق) ایران

نتایج
بیانی يساخت سازه

 ،PCR واکنش توسط G1 توپ اپیتکثیر  از پس    
 کنار در درصد 5/1آگارز  ژل بر روي PCR محصول

 نتایج . شد الکتروفورز) سیناکلون، ایران(ژنی  نردبان
 طول با انتظار مورد DNA يقطعه که داد نشان الکتروفورز

است  شدهتکثیر  PCR موفقیت توسط باجفت باز  420
 بین محصول اتصال يمرحله انجام از پس ). 1 تصویر(

PCR پلاسمید یوکاریوتی  وpEGFP-N1، محصولات 
منتقل  اشرشیاکلی باکتري DH5α ي سویه به یافته اتصال
 LBهاي رشد یافته روي محیط جامد  کلونیظهور  . شدند

آمیز پلاسمید  ورود موفقیت يدهنده دار، نشان کانامایسین
 . ها بود در باکتري بیوتیک آنتیحاوي ژن مقاومت به 

 ،PCR روش مذکور با باکتریایی هاي کلونی غربالگري
 DH5α ي در سویه G1نشان از صحت کلونینگ ژن 

 هاي مثبت کلونییابی  توالی  .داشت اشرشیاکلی باکتري
با استفاده از پرایمر عمومی  نوترکیب  حاوي پلاسمید

عدم بروز جهش  يدهنده نشان ،تکاپوزیست توسط شرکت
.بود PCR يدر نتیجه

: 1ستون  . G1حاصل از تکثیر ژن  PCRمحصول   :1تصویر 
 bp 420محصول : 2؛ ستون )سیناکلون، ایران( نردبان ژنی

.G1 ژن
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هاي یوکاریوتیدر سلول G1بیان پروتئین نوترکیب 
ایمونوفلورسنسهاي روشتوسطG1پروتئینبیان

طورهمان. بررسی شدایمنوبلات و  )IFA(غیرمستقیم
حضور فلورسنس است،شدهدادهنشان2تصویردر  که

 يسازهترانسفکت موفق  يدهندهها نشاندر سلول
بیان وHEK 293هايسلولبه  pEGFPN1-G1نوترکیب

باشدمی میزبانهايسلولسیتوپلاسمدرG1پروتئین
هاي ترانسفکت شده با پلاسمید در سلول.)2تصویر(

pEGFP-N1ي، نور سبز درخشان در معرض اشعه 
 فرابنفش توسط میکروسکوپ فلورسنس، مشاهده شد که

کارایی بالاي ترانسفکشن با استفاده از معرف  يدهندهنشان
.)2تصویر(در این مطالعه بود 2000لیپوفکتامین 

-pEGFPN1يترانسفکت شده با سازه HEK 293هاي سلول) A. (توسط روش ایمنوفلورسنس G1بیان پروتئین  بررسی: 2تصویر 

G1 نوترکیب) .B (هاي سلولHEK 293 ترانسفکت نشده به عنوان کنترل منفی.)C(هاي سلولHEK 293  ترانسفکت شده با
.pEGFP-N1پلاسمید 

توسط آزمایش  G1بررسی بیان پروتئین : 3تصویر 
محتویات : 2ستون . پپتیديگر پلینشان: 1ستون . ایمنوبلات

. ترانسفکت نشده به عنوان کنترل منفی HEK 293هاي سلول
ترانسفکت شده با  HEK 293هاي محتویات سلول: 3ستون 

.pEGFPN1-G1سازه نوترکیب 

محتویات پروتئینی ،وسترن بلاتآزمایشازاستفادهبا
منتقلينیتروسلولزيغشارويHEK 293هايسلول
،است شدهدادهنشان3تصویردرکهطورهمان.شدند

نسبتpEGFPN1-G1باشده ترانسفکتهايسلولدر 
با وزن مجزایک باند ،نشده ترانسفکتهايسلولبه

باديآنتیبادر واکنش کیلو دالتون 26تقریبیمولکولی
این. شدظاهرG1پروتئینعلیهاختصاصیکلونالپلی

-pEGFPN1نوترکیب ناقلتوسطG1پروتئین، بیاننتیجه

G1علاوه بر .کندمیییدأتهاي یوکاریوتیسلولرا در
در نیز تر هاي مولکولی بیشهایی با وزنباند مذکور، باند

ها به دلیل که ظهور آن شددیده آزمایش ایمنوبلات 
 HEK 293هاي هاي سلولواکنش غیراختصاصی پروتئین

بود در این آزمایشاستفاده مورد کلونال با سرم پلی
.)3تصویر (
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بحث
ازدوام گاوي یکیویروس تب بیGگلیکوپروتئین

جایگاهپنجو ویروس است این ساختاريپروتئینپنج
,G1(یکی نژآنتی G2, G3a, G3b, G4 (واقعآنسطحدر
.)Cybinski et al. 1992, Trinidad et al. 2014(اندشده
باتنهاواستBEFویروس اختصاصی، G1ژنآنتی
دهدمیواکنشضد این ویروسکنندهخنثیهايباديآنتی

)Yin and Liu 1997, Hsieh et al. 2006(.يمطالعهدر
 pEGFPN1-G1نوترکیب يسازهبه منظور انتقالحاضر،

که2000لیپوفکتامینازیوکاریوتیهايسلولداخلبه
شد که  ستفادهاست، اکاتیونیلیپوزوممبتنی برمعرفیک

داخلبهخارجیژنبرايکارآمدوسادهانتقالموجب
 همچنین).Dalby et al. 2004(شود میمیزبانهايسلول
میزبانعنوانبهوترانسفکشنبرايHEK 293هايسلول
کهايهاي عمدهویژگی.قرار گرفتنداستفادهمورد بیانی

شاملکنندمیمناسبانتقال و بیاناین رده سلولی را براي
بالا درکاراییآسان،ونگهداري سریعو تکثیر

ازبسیاريانجاموپروتئینتولیدوترانسفکشن
برايهایی کهو پردازشترجمهازپسهايتاخوردگی

است، نیازکامل موردوکاربرديیک پروتئینتولید
در این مطالعه، ). Thomas and Smart 2005(باشند می
شناسیایمنیهايروشازاستفادهباG1پروتئینبیان

به خوبی و ایمنوبلات  )IFA(غیرمستقیمایمونوفلورسنس
هايسلولسیتوپلاسم حضور فلورسنس درون. شدییدأت

کلونالپلیباديدر واکنش با آنتی ترانسفکت شده
ید بیان پروتئین ؤم، G1پروتئینموش علیه اختصاصی

بامجزاباند ایمنوبلات یکآزمایشازاستفادهبا. بود
استخراجموادکیلو دالتون در 26تقریبیمولکولیوزن
این. بودرویتقابلترانسفکت شدههايسلولازشده

بیان شدهG1پروتئین نوترکیبمولکولیوزنبامشاهده
و  Zhengتوسط  GS115 پاستوریس پیکیا مخمردر

وزن .کاملاً مطابقت داشت a2007همکاران در سال 
کیلو  16حدود  G1مولکولی مورد انتظار براي پروتئین 

شاملاین ژنکه توالیدالتون است ولی با توجه به این
 Jin et(باشد گلیکوزیلاسیون میبالقوه برايجایگاهسه

al. 2000(،ژن گیري نمود که آنتیتوان نتیجهقطعاً می
هايسلولکه دراست، گلیکوپروتئینیG1نوترکیب 

طبیعی، گلیکوزیله پیکربنديآوردندستبهبرايبانمیز
کهاندکردهییدأتمتعدديمطالعات.شده است

ساختار،برتوجهیثیر قابلأتتواندمیگلیکوزیلاسیون
زاییایمنیوژنیخاصیت آنتیثبات،عملکرد،
. ویروسی مختلف داشته باشدگلیکوپروتئینیهايمولکول

ازبسیاريکه دراستشدهمشخصاین،برعلاوه
گلیکوزیلهبخشتر علیهبیشایمنیهايپاسخها،عفونت

 Goffard et al. 2005, Dowling(شوندپروتئین ایجاد می

et al. 2007, Marth and Grewal 2008, Vigerust 
 يسازهتوسطشدهبیانG1گلیکوپروتئین.)2011

طبیعیپروتئین، ساختاري مشابه pEGFPN1-G1نوترکیب
در صورت استفاده به عنوان یک واکسنبنابراین؛دارد

DNAایمنی را به شکل هايبتواند پاسخاست، ممکن
.مناسبی القا کند

در  G1پروتئین  تولیديکنون مطالعاتی در زمینهتا
و  Zheng. گزارش شده است مختلفبیانی هاي سیستم

را  BEFویروس G1پروتئین  a2007همکاران در سال 
BL21در سویه pGEX-G1نوترکیب  يتوسط سازه

(DE3) مولکولیوزن.بیان کردند اشرشیاکلیاز باکتري
وزنباکهبوددالتونکیلو42حدوددرشدهبیانپروتئین

کیلو~16شامل(همجوشپروتئینبرايانتظارمورد
پروتئینبرايدالتونکیلو~26وG1پروتئینبرايدالتون
GSTپلاسمیدتوسطشدهبیانpGEX-4T-1 (خوانیهم
اختصاصیت و فعالیت واکنشی مناسبی را با یک  و داشت

. نشان داددر آزمایش ایمنوبلات  BEFسرم ضد ویروس 
Beygi Nassiri  توانستند  2016و همکاران در سال

pMALc2x-G1نوترکیب  يتوسط سازهرا  G1پروتئین 

وزن.بیان کنند اشرشیاکلیاز باکتري  Rosettaيدر سویه
بوددالتونکیلو58حدوددرشدهبیانپروتئینمولکولی

شامل(همجوشپروتئینبرايانتظارموردوزنباکه
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دالتونکیلو~42وG1پروتئینبرايدالتونکیلو~16
پلاسمیدتوسطشدهبیان MBPپروتئینبراي

pMALc2x (داراي واکنش اختصاصی  و داشتخوانیهم
وZheng. بود BEFسرم موشی ضد ویروس یک با 

ویروسازG1توپاپیژنb2007در سال همکاران
BEFنوترکیببیانیناقلتوسطراpPIC9K-G1در
ها گزارش آن. بیان کردندGS115پاستوریس پیکیامخمر

بیان دالتونکیلو26مولکولیوزنباپروتئینیکردند که
اما. بودشدهبینیپیشياندازهازتربزرگبسیارکهشد
وزن،Endo Hآنزیمتوسطدگلیکوزیلاسیونازپس

.یافتکاهشدالتونکیلو16بهپروتئینمولکولی

هايباديآنتینقشمورددرمتناقضیهايگزارش
گاوي دوام تب بیبیماريبرابردرمحافظتدرکنندهخنثی
باهايپاسخکهاستمحتملحال،اینبا.دنداروجود
شته و براي دانقش ایجاد ایمنیدرنیزسلولیيواسطه

-Della(باشندنیازموردبیماريحفاظت در مقابل این 

Porta and Snowdon 1979(،بلندعوارضبرايویژهبه
با توجه به . دندهمیرخحیواناتازبرخیدرکهمدت

در حفاظت و نیز توانایی  Gپروتئین  يتوانایی بالقوه
هاي ایمنی خونی و در القاي پاسخ DNAهاي واکسن

 يسازهزایی ایمنیتوان در مطالعات آینده میسلولی، 
را در  در این تحقیقG1پروتئینينوترکیب بیان کننده

.هاي حیوانی بررسی نمودمدل

تشکر و قدردانی
شناسی و هاي میکروبمحترم بخش هايتکنسینکارشناس و  همکاري و مساعدتدانند از نویسندگان بر خود لازم می

.رادیولوژي دانشگاه شهید چمران اهواز، کمال تشکر را به جا آورند
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Abstract
The G glycoprotein of bovine ephemeral fever virus (BEFV) has been identified as a 

plausible candidate for immunization against BEF disease. In recent years, this protein has 
been investigated to produce a recombinant vaccine. The aim of the present study was to 
construct a eukaryotic plasmid, expressing the G1 epitope of BEFV G glycoprotein gene, for 
application as a possible DNA vaccine in future studies. For this purpose, the G1 epitope of G 
glycoprotein gene was cloned into a eukaryotic expression vector, pEGFP-N1, under the 
control of the human cytomegalovirus (CMV) promoter. Then, the recombinant pEGFPN1-
G1 construct was transfected into the human embryonic kidney (HEK 293) cell line and the 
expression efficiency was verified by indirect immunofluorescent (IFA) staining and 
immunoblotting techniques. Observation of intracytoplasmic fluorescence in transfected cells 
and appearance of a distinct band at an approximate molecular weight of 26 kDa in 
immunoblotting in reaction to an anti-G1 mouse serum indicated that G1 protein was 
successfully expressed by this recombinant construct in the host cells. 
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