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اشرشیاکلیدر  pET24-G1نوترکیب  يسازه
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چکیده
هاي ایران به ویژه هاي اخیر در برخی از استاناست که در سالگاومیشوگاودرویروسیبیماريیک) BEF(گاويدوامبیتب

و هدف) BEFV(دوام گاوي بی تبویروسحفاظتیاصلیژنآنتی،Gپروتئینگلیکو. مناطق جنوبی و گرم دیده شده است
ویروس Gاز ژن گلیکوپروتئین G1کلونینگ و بیان اپیتوپحاضر، يهدف از مطالعه.استویروسیضدکنندهخنثیهايباديآنتی

BEFتوپاپیبه این منظور، . بودپروکاریوتیدر یک سیستمG1پروکاریوتیبیانیناقلوندر(+)pET-24a،پروموتر کنترلتحتT7،
هايروشازاستفادهبانوترکیبپروتئینبیان .شدمنتقلاشرشیاکلیRosettaيسویه بهpET24-G1نوترکیبيسپس سازهو کلون 

SDS-PAGEدر آنالیز .شدبررسیایمونوبلاتوSDS-PAGE  کیلو دالتون رویت شد که با  18پروتئینی با وزن مولکولی تقریبی
پروتئینکهدادنشانایمونوبلاتآنالیز. خوانی داشتهیستیدین همتایی6يوزن مورد انتظار براي پروتئین نوترکیب متصل به دنباله

G1ضدباديآنتیحاويپلی کلونال موشیسرمبااختصاصیطوربهشدهبیانBEFپروتئینمطالعهایندربنابراین. دادواکنش
G1ویروسازBEFنوترکیبيسازهتوسطموفقیتباpET24-G1 توان براساس نتایج این مطالعه می  .شدبیاناشرشیاکلیرد

هاي حیوانی در مدلزایی و کارآیی این محصول را به عنوان کاندید احتمالی جهت تولید یک واکسن زیرواحدي علیه این ویروس ایمنی
.بررسی نمود

  اشرشیاکلی،G1نوترکیبپروتئین،دوام گاويبی تبویروسژن، : کلیدي کلمات

مقدمه
در ویروسیبیماريیکBEF(1(گاويدوامبیتب

ومیانهخاوراسترالیا، فریقا،ادراست که گاومیشوگاو
بالینینظرازاستممکنعفونت.شودمیدیدهآسیا

ازشدیدتاخفیفبالینیعلائمبهمنجریاآشکار نباشد
بینی،وچشمبزاق،ترشحات،2دو فازيتبجمله

 Walker(اشتهایی گردد  بیولنگشعضلانی،گرفتگی

2005, Zheng et al. 2009.(گاويدوامبیتبویروس
)BEFV(3منتقل شونده توسط بندپایان4یک رابدوویروس

دانشکده علوم دامی و صنایع دام،نژاداصلاحوژنتیکي دکترايآموختهدانش 1
دانشگاه علومگروه علوم دامی، دانشکده علوم دامی و صنایع غذایی، استاد *2

اهواز، اهواز، ایرانچمرانشهیددانشگاهدامپزشکی،دانشکدهگروه پاتوبیولوژي،استاد3

. شودبندي میها طبقهافمروویروسجنسدرکهاست
دورحشراتنیشطریقازتنهاطبیعتدرویروساین

یکعنوانبهبیمارياینویروس.یابدمیگسترشپرواز
بهتواندمیشود که میگرفتهنظردرمهمزايعامل بیماري

قابلاقتصادي خساراتبهمنجرویافتهگسترشسرعت
درشیرتولیدکاهشطریقازگاوصنعتدرتوجهی

هايگاودرشرایط بدنیدادندستازشیري،هايگله
حیوانات بارکش شود عدم تحركوگوشتی

، ملاثانی، ایرانخوزستانطبیعیمنابعوعلوم کشاورزي، دانشگاهغذایی

ملاثانی، ایران  خوزستان، طبیعیمنابعوکشاورزي
E-mail: mt_nassiri@yahoo.com)ي مسئولنویسنده(

1- Bovine ephemeral fever
2- Bi‑phasic fever
3- Bovine ephemeral fever virus
4- Rhabdovirus
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)Walker 2005, Aziz-Boaron et al. 2013.(
شبیه،هارابدوویروسدیگرمشابه، BEFهايویریون

اینژنوم .باشندمیشکلمخروطییاتفنگگلوله
14900طولبامنفیايرشتهتکRNAنوعازویروس

کیلو180مولکولیوزنبا(Lپروتئینپنجواستباز
وزنبا(N،)دالتونکیلو81مولکولیوزنبا(G،)دالتون

کیلو43مولکولیوزنبا(P،)دالتونکیلو52مولکولی
کدرا) دالتونکیلو29مولکولیوزنبا(Mو) دالتون

BEFویروسحفاظتیاصلیژنآنتیGپروتئین.کندمی

,G1(ژنیکآنتیجایگاهپنجداراي کهاست  G2, G3a,

G3b, G4 (باشدمیخودسطحدر)Cybinski et al. 

1992, Kongsuwan et al. 1998, Dhillon et al. 2000 .(
G1خطیسازيخنثیجایگاهیک)Y487‑K503 (کهاست
C-ناحیهازقبلدقیقاًترایمریزاسیون،دومینانتهايدر

).Trinidad et al. 2014(داردقرارGپروتئینانتهایی
طریقازگاوي دوامبیتببیماريکنترلوگیريپیش

صورتآلودهحیواناتداروییدرمانوواکسیناسیون
,Wallace and Viljoen 2005(گیردمی Aziz-Boaron et 

al. 2013 .(يزمینهدرگوناگونیتحقیقاتکنونتا
ضعیفزندههايواکسنجملهازواکسنانواعساخت

واحدزیرهايواکسنشده،غیرفعالهايواکسنشده،
اینبراينوترکیبهايواکسنوGپروتئینبرمبتنی

). Walker and Klement 2015(است شدهانجامبیماري
Gپروتئینکهاستشدهمشخصپیشینمطالعاتدر

خنثیهايباديآنتیهدفگاويدوامبیتبویروس
 Cybinski et al. 1992, Uren(استویروسیضد کننده

et al. 1994 .(محافظتیبر اساس خصوصیاتهمچنین
، به نظر BEFویروسطبیعیGپروتئینبالايبسیار

عنوانبهبتواندپروتئینایننوترکیبمحصولکهرسد می
هايواکسنبرايمناسبیجایگزینژنی،آنتیواکسنیک

 .Johal et al. 2008, Uren et al(باشدبیمارياینمتداول

Gگلیکوپروتئیناز ژن G1اپیتوپ  تحقیقیدر  ).1994

-pGEXنوترکیب  توسط ناقلگاويدوامبیتبویروس

G1  در سویهBL21 (DH3)بیان گردید  اشرشیاکلی

)Zheng et al. 2007a .(ژن ،دیگر يدر مطالعهG1 پس
 pPIC9Kبه ناقل بیانی یوکاریوتی  PCRاز تکثیر توسط 

بیان شد GS115پاستوریس پیکیامنتقل و در مخمر
)Zheng et al. 2007b.(از پروتئیناین محققانG1

ژنآنتیعنوانو مخمر بهباکتري  دربیان شده نوترکیب
کیتطراحیبه منظورکف پلیت الایزا يپوشاننده

 Zheng et(استفاده نمودندBEFویروستشخیصی براي

al. 2009, Zheng et al. 2010(. دیگر،در تحقیقی 
-pMALc2xنوترکیبيسازهبا استفاده ازG1پروتئین

G1 به صورت همجوش با پروتئین متصل شونده به و
شدبیاناشرشیاکلیRosettaيسویهدرMBP(1(مالتوز 

)Beygi Nassiri et al. 2016(.گفتهمطالباساسبر
ساخت یک واکسن درG1پروتئینيکاربرد بالقوهوشده

يمطالعهاینازهدف،BEFبراي بیماريزیرواحدي
درحاصل از آن پروتئینبیانوG1ژنمولکولیکلونینگ

.بودپروکاریوتیبیانیسیستمیک

مواد و روش کار 
دراستفادهموردگاويدوامبیتبویروسيسویه

-سرموواکسنتحقیقاتيسسهؤمتوسطمطالعهاین

تکثیر. شدتهیهژاپنکشوراز) ایرانکرج،(رازيسازي
،)HmLu-1(همستريریههايسلولدرویروساین

 RPMI)Bioسلولیکشتمحیطدرشدهدادهکشت

Idea،صورتگاوجنینسرمدرصد5حاوي) ایران
پروکاریوتیبیانیناقلهمچنین در این تحقیق از .گرفت

(+)pET-24a هايو سویهDH5α وRosettaاشرشیاکلی
پروکاریوتی جهت هايبه عنوان میزبان )سیناژن، ایران(

.کلونینگ و بیان ژن استفاده گردید
دسترسیشمارهباGژننوکلئوتیديتوالی

AB462028پرایمرطراحیبرايواستخراجژنبانکاز
هاينوکلئوتید(G1ژنيکدکنندهيناحیهتکثیرمنظوربه

گرفتننظردرباسپس. شداستفاده) 1588تا1168
وژنایندر توالی محدودکنندههايآنزیمهضمیالگوي

1- Maltose binding protein
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بیانیپلاسمیدنوکلئوتیديتوالیبهتوجهبانیز
هايآنزیمبرشمحلتوالی،pET-24a(+)پروکاریوتی

اضافههاپرایمر5'انتهايبهSalIوEcoRIکنندهمحدود

 Oligoيبرنامهباپرایمرهاتوالینهایت،در. شد

Analyzerزیستدناشرکتبهساختسفارشوآنالیز 
).1جدول(شدداده) ایران(آسیا

به  SalIو EcoRIهاي محدودکننده آنزیمبرشیزیر توالی. G1ژنریجهت تکث G1R-PETو  G1F-PETيهامریپرا :1جدول 
استشدهکشیدهخطهاي رفت و برگشتپرایمر 5'يانتهاترتیب در 

پرایمرتوالی
5'-GCCGGAATTCAGAGCTTGGTGTGAATACA-3'G1F-PET

5'-CATTGTCGACCCAACCTACAACAGCAGATA-3'G1R-PET

Gنوترکیب حاوي ژن گلیکوپروتئین  يک سازهی

)pTZ57R/T-G(قبلی  ي، طراحی شده در مطالعه
)Pasandideh et al. 2016( به عنوان الگو براي تکثیر ،

 .استفاده شد PCRتوسط  G1توپ اپیيکدکننده يناحیه
میکرولیتر از  یک: این واکنش به این صورت انجام شد

هرپیکومول ازpTZ57R/T-G ،8/0پلاسمید نوترکیب 
Pfuمیکرولیتر آنزیم 1ها، آغازگرازکدام DNA پلیمراز

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

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

°C95  ثانیه،  30براي°C50  ثانیه و  45براي°C72  براي
مراحل دمایی پیش و پس از تکثیر به  .ثانیه انجام شد 90

دقیقه  10براي  C72°دقیقه و  3براي  C95°ترتیب شامل 
GF-1(توسط کیت  PCRمحصول. بود AmbiClean Kit 

(Gel & PCR)Vivantisطبق دستورالعمل ) ، مالزي
. سازي شدشرکت سازنده، خالص
 ه منظوربpET-24a(+)ناقل بیانی در این مطالعه از
به . استفاده شد اشرشیاکلیدر  G1کلونینگ و بیان ژن 

باکتري  DH5αيابتدا سویهناقل بیانی، سازي منظور آماده
 مایع داراي LBدر محیط  ناقلحاوي این  اشرشیاکلی

گرادسانتیيدرجه37شیکردارانکوباتورکانامایسین در
کشت داده شد و سپس توسط کیت  شبیکمدتبه

GF-1 plasmid DNA extraction kit)Vivantisمالزي ، (
.گردیدپلاسمید استخراج 

نظرموردژنوناقلکهبودلازمکلونینگانجامبراي
متصلهمبهراحتیبهتابودهمکملانتهایینواحیداراي
 ژنوناقل(محصولدوهررويجهتهمینبه. شوند

محدودهايآنزیمبا استفاده ازهضمعمل) تخلیص شده
گرفتصورت) ، امریکاSalI)FermentasوEcoRIکننده
GF-1(با استفاده از کیت محصولات سپس و 

AmbiClean Kit (Gel & PCR)Vivantisمالزي ، (
پس از این مرحله، عمل اتصال  .سازي شدندخالص

T4با استفاده از آنزیم  PCRپلاسمید و محصول  DNA 
. طبق دستورالعمل آنزیم صورت گرفت) X10(لیگاز 

سپس محصول اتصال، با فرض تشکیل پلاسمیدهاي 
باکتري  DH5αحلقوي، با روش شوك حرارتی به سویه 

در .، پذیرا شده با کلریدکلسیم، انتقال داده شداشرشیاکلی
کشت دار کانامایسینجامد  LBها در محیط پایان، باکتري

غربالگري هاي باکتریایی، پس از رشد کلونی.داده شدند
.و هضم آنزیمی صورت گرفت PCRروش از  استفادهبا 

پلاسمید هاي داراي هاي مثبت به عنوان کلونیکلونی
تلقی شدند که ) حاوي ژن مورد نظر پلاسمید(نوترکیب 
با استفاده از کیت استخراج پلاسمید از بعد  يدر مرحله

و به منظور صورت گرفت استخراج  هاعدد از آنسه 
.گردیدارسال  )ایران(تکاپوزیستتعیین توالی به شرکت 

پس از .گرفتانجامT7پرایمرازاستفادهباتوالیتعیین
خالصنوترکیبهايپلاسمید، گاطمینان از صحت کلونین

باکتريبهبود،گرفتهقرارتأییدموردهاآنتوالیکهشده
.ندمنتقل شدRossetaسویهاشرشیاکلی
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يسازهحاوي Rossetaيایی سویهباکتری ییک کلون
LBپس از کشت شبانه، در محیط pET24-G1نوترکیب

37دمايدر100به  1به نسبت  کانامایسینمایع داراي 
با . کشت داده شدمتوسطشیکباگرادسانتیيدرجه

 600در طول موج  7/0رشد باکتري و رسیدن به کدورت 
ایزوپروپیل (IPTGاز بیان پروتئین يتر، به منظور القانانوم

شد و  ستفادها مولار 1/0با غلظت ) گالاکتوپیرانوزیدبتا دي
 18گراد تاسانتی يدرجه 37کشت باکتري در دماي 

 مایع حاويLBهايکشت محیط.ساعت ادامه یافت
ساعت18ازو نیز پسIPTGافزودنازي پیشباکتر

rpmدقیقه با دور  2به مدت ،IPTGحضوردرکشت

با بافر دست آمده ه و رسوب بسانتریفیوژ شدند  13000
= 8/6بامولار5/0تریسمقطر،آبحاوي () X2(1نمونه

pH،وگلیسرولبلو،فنولبرومواتانول،مرکاپتو-بتاSDS

دقیقه جوشانده و در  10مخلوط و به مدت ) درصدده
 درصد15ژل  روينهایت به منظور بررسی الگوي بیان، 

.الکتروفورز شدند) SDS-PAGE(پلی اکریل آمید
بیانازپسنوترکیب،پروتئینحلالیتبررسیمنظوربه

هايبافردرجداگانهصورتبهباکتريرسوبازمقداري
کلریدمولار،میلی50سدیمفسفات(2تعادل-شستشو

، مولارمیلی10ایمیدازولمولار ومیلی300سدیم
4/7=pH (شدندمخلوطمولار8اورهدارايواورهبدون.

ها، باکتري يجهت از بین بردن استحکام و شکستن دیواره
مرتبه انجماد و ذوب متوالی 10پس ازها این سوسپانسیون

 درصد15ژل رويسپس دقیقه سونیکه و  20به مدت 
در مرحله .شدندالکتروفورز) SDS-PAGE(آمیداکریلپلی
استفاده از ستونبانوترکیب پروتئینسازيخالص،بعد

شرکت دستورالعملبامطابقکبالترزینکروماتوگرافی
جداسازي،خالصيمرحلهآخرین. صورت گرفت سازنده
کبالترزینبهشدهمتصلهايپروتئیناستحصالونمودن

-میلی50سدیمفسفات(3شویندهبافرازاستفادهباکهبود

1- Sample buffer
2- Equilibration/Wash Buffer
3- Elution Buffer

 -میلی150ایمیدازولمولار،میلی300سدیمکلریدمولار،

محضبه. شدانجام) pH=4/7مولار، 8اورهومولار
1هاينمونهآوريجمعبهاقداممحلول،اینریختن

آخردر.گردیداستریلهايمیکروتیوبدرونلیتريمیلی
وشدهآوريجمعهاينمونهدرنوترکیبپروتئینحضور

روییمایعو) نامحلولهايپروتئین(رسوبدرنیز
با الکتروفورز جداگانهصورتبه،)محلولهايپروتئین(

.شدبررسیآمیداکریلپلیدرصد15روي ژل 
ویروسضدموشیکلونالپلیسرميتهیهمنظوربه
BEF،200دوامبیتبشدهفعالغیرواکسنازمیکرولیتر
Kyoton(گاوي Biken،نژاديمادهموشسربه سه) ژاپن

Balb/cصورت عضلانی به ماهیچه بههفته6سنبا
مرتبهسهتزریق.تزریق شدنیز داخل صفاقیوپاپشت

ازپسهفتهیک.شدتکرارهفتهدوزمانیفواصلبا
وشدگرفتهخونحیواناتانتهاي دم ازسوم،سازيایمن
باوخانگیغیرمستقیمالایزايآزمایشیکدرهاآنسرم

ژنآنتیعنوانبهشده تکثیر داده  BEFویروس ازاستفاده
سرمنمونه. گرفتقراربررسیموردپلیت،کفپوشاننده

ایمنوبلات آزمایشدرالایزادرنوريجذببالاترینبا
.شداستفاده

ژنی پروتئین نوترکیب خصوصیات آنتی ییدأبه منظور ت
G1منظوراینبه.استفاده شدایمنوبلات از آزمایش

مخلوطازپساشرشیاکلیدرشدهبیاننوترکیبپروتئین
جوشاندهدقیقه10مدتبه2XSDS-PAGEبافر باشدن
15ژلرويالکتروفوروزجهتشدهتهیهمخلوطاز. شد

هايبانددر مرحله بعد،.شداستفادهآمیداکریلپلیدرصد
جریان الکتریسیته باساعتسهطیشدهتفکیکپروتئینی

ازپس.کردندپیداانتقالنیتروسلولزييغشابهولت 60
يدرجه4دمايدرشبیکبه مدت غشاءانتقال،
 05/0محلول فسفات بافر سالین داراي درگرادسانتی

درصد پودر شیر  5حاوي ) PBST(20درصد توئین
تاشددادهقرارکننده،بلوكبافرعنوانبه،خشک

پوشاندهبودند،پروتئینازعاريکهغشاءازسطوحی
پلی  سرم،PBSTبافرباشستشوبار3ازپس. شوند
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 در 2000 به 1 رقت با BEFضد ویروس کلونال موشی 
PBST شد اضافه غشاء به شیرخشک درصد 5 حاوي.  

 بار 3 و اتاق دماي در انکوباسیون ساعت 2 از پس
 در ساعت 1 مدت به ءغشا ،PBST بافر با شستشو

 موش IgG ضد پراکسیداز کونژوگه محلول مجاورت
)Bio-Rad، در 3000/1 رقت با) (امریکا PBST 5 حاوي 

 بار 3 از پس انتها در . شد داده قرار) شیرخشک درصد
 ازجهت رویت نتیجه واکنش  ،PBST بافر با شستشو
) امریکا ،Sigma(کروموژن سوبستراي کلرونفتول  محلول

.شد استفادهو آب اکسیژنه 

نتایج
 pET24-G1بیانی نوترکیب  يسازه ساخت

 BLAST و G ژن یابی توالی از آمده دسته ب نتایج    
 مختلف هاي سویه از ژناین  هاي توالی با آن کردن

 نشان NCBI ژن بانک پایگاه در شده ثبت BEF ویروس
-بیش مطالعه این در استفاده مورد ویروسی يسویه که داد

) 1966 ژاپن، یاماگوچی،( YHL يسویه با را قرابت ترین
 G1 ژن تکثیر از پس  ).Pasandideh et al. 2016( داشت
 درصد 5/1 آگارز ژل روي تکثیر محصول ،PCR توسط

 . شد الکتروفورز) ایران سیناکلون،(ژنی  نردبان کنار در
 جفت 420 طول با اي قطعه که داد نشان الکتروفورز نتایج

 نتیجه با که است شده تکثیر PCR توسط موفقیت با باز
پس از انجام  ). 1 تصویر( داشت خوانیهم انتظار قابل

، مورد استفادهو ناقل  PCRاتصال بین محصول  يمرحله
باکتري  DH5αي  محصولات اتصال یافته به سویه

هاي رشد یافته روي  کلونیظهور  . انتقال یافت اشرشیاکلی
ورود  يدهنده دار، نشان کانامایسینجامد  LBمحیط 
در  بیوتیکآنتیحاوي ژن مقاومت به  ناقلآمیز  موفقیت
هاي باکتریایی مذکور با  غربالگري کلونی . ها بود باکتري
ي  در سویه G1نشان از صحت کلونینگ ژن  PCRروش 
DH5α  هاي کلونی یابی توالی  .داشت اشرشیاکلیباکتري 

 توسط T7 پرایمر از استفاده با نوترکیب  ناقل حاوي مثبت
 در جهش بروز عدم يدهنده نشان تکاپوزیست، شرکت

.بودکلون شده  ژنی يقطعهدر  PCR نتیجه

 . G1 ژن تکثیر از حاصل PCR محصول  :1 تصویر
 ژنی نردبان :2 ستون ؛G1 ژن bp 420محصول : 1 ستون

).ایران سیناکلون،(

سازي پروتئین نوترکیب بیان و خالص
 پروتئین پس از اطمینان از صحت کلونینگ، بیان    

-SDS آزمایش با اشرشیاکلی باکتري در G1 نوترکیب

PAGE در آزمایش این ينتیجه . گرفت قرار بررسی مورد 
 این در که گونه همان . است شده داده نشان 2 تصویر
 در IPTG با شده القاء باکتري است، مشخص تصویر
 پروتئین یک حاوي القاء، از قبل باکتري همان با مقایسه
 احتساب با که بود دالتون کیلو 18 تقریبی وزن با اضافی

 يدنباله طریق از شده اضافه کوچک پروتئین مولکولی وزن
 پروتئین براي شده بینی پیش وزن با هیستیدین، تایی 6

نوترکیب  يسازه بنابراین . داشت خوانیهم G1 نوترکیب
pET24-G1 بالایی میزان به را نظر مورد پروتئین توانست 

.)2 تصویر(کند  بیان اشرشیاکلیدر 
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 پروتئینی گرنشان: 1 ستون. SDS-PAGE با روش اشرشیاکلی Rosetta يسویه در G1 نوترکیب پروتئین بیان القاء :2 تصویر
 حاوي هاي باکتري: 4 و 3 هاي ستون ؛G1بیان ژن  از قبل pET24-G1 نوترکیب سازه حاوي باکتري: 2  ستون ؛)ایران سیناکلون،(

.G1بیان ژن  از بعد pET24-G1 نوترکیب سازه

 از پس نوترکیب، پروتئین حلالیت بررسی منظور به    
 در جداگانه صورت به باکتري رسوب از مقداري بیان
 مولار 8 اوره داراي و اوره بدون تعادل - شستشو هاي  بافر

  .شدند الکتروفورز SDS-PAGE ژل روي سپس و مخلوط
 شده بیان G1 پروتئین اوره، توسط سازي واسرشت از پیش
 نامحلول يدهنده نشان که شد مشاهده رسوب در تنها

 سازي،واسرشت از پس اما  .بود پروتئین این بودن
در   ).3 تصویر( شد منتقل رویی مایع به شده بیان پروتئین
 G1 پروتئین از متوالی هاي نمونه الکتروفورز 3 تصویر
 رزین کروماتوگرافی ستون از استفاده با شده خالص
 نتایج . ندا هشدنشان داده  SDS-PAGE ژل روي کبالت

 پروتئین مطلوب شدن خالص يدهندهنشان آزمایش این

ژنیک  ویژگی آنتی  .بود کبالت رزین از استفاده با نوترکیب
بلات ایمنوآزمایش با استفاده از بیان شده  G1پروتئین 

 با پروتئینی باند ظهوردر آنالیز ایمنوبلات،   .بررسی شد
با سرم  واکنش در دالتون کیلو 18 تقریبی مولکولی وزن
 واکنش يدهندهنشانکلونال موشی مورد استفاده پلی

ویروس هاي ضد  بادي آنتیپروتئین بیان شده با اختصاصی 
BEF باند بر علاوه، آزمایش ایندر  ). 4 تصویر( بود 

 شد دیده نیز تربیش مولکولی هاي وزن با هایی باند مذکور
 هاي پروتئین غیراختصاصی واکنش دلیل به ها آن ظهور که

 مورد کلونالپلی سرم با اشرشیاکلیبیان شده توسط 
.بود استفاده
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پروتئینی  نشانگر: 1ستون . کبالت کروماتوگرافی رزین ستون با شده خالص G1 متوالی از پروتئین هاي نمونه الکتروفورز :3 تصویر
پس از  G1پروتئین  يکنندهترتیب مایع رویی و رسوب حاصل از باکتري بیانبه  : 3و  2  هاي ؛ ستون)سیناکلون، ایران(

.شده خالص G1 از پروتئین متوالی هاي نمونه: 12تا  4 هاي  سازي توسط اوره؛ ستون واسرشت

با سرم پلی کلونال موشی ضد ویروس خالص شده  G1پروتئین واکنش : 1ستون  .نوترکیب G1آنالیز ایمنوبلات پروتئین  :4 تصویر
BEF. سیناکلون، ایران(پروتئینی  نشانگر: 2با فلش نشان داده شده است؛ ستون  دالتون کیلو 18 تقریبی مولکولی وزن با مربوطه باند.(

بحث
 Gاز ژن گلیکوپروتئین  G1اپیتوپ در این مطالعه     

دوام گاوي درون ناقل بیانی پروکاریوتی  ویروس تب بی
(+)pET-24a  و تحت کنترل پروموتر قويT7  کلون و

  .منتقل شد اشرشیاکلیباکتري  DH5αمتعاقباً به سویه 
میزبان  DH5αي  سویه، pETهاي  طبق دستورالعمل ناقل

هدف درون  DNAباکتریایی مناسبی براي کلونینگ اولیه 
نوترکیب است   و نگهداري پلاسمید ها ناقلاین نوع از 

زیرا کارایی بالایی در ترانسفورماسیون و تکثیر پلاسمید 
قالب خوانش که  نشان دادبیوانفورماتیکی  بررسی  .دارد
داراي تعداد زیادي  G1ژن  يکدکننده ORF(1(باز 

هاي  ها توسط سویه هاي نایاب است که این کدون کدون
بنابراین  . گیرند مورد استفاده قرار نمی اشرشیاکلیمتداول 

 پلاسمید در G1 ژن موفق کلونینگ از اطمینان از پس

1- Open reading frame
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(+)pET-24aيسویهدروDH5αپلاسمید،اشرشیاکلی
يسویهبهپروتئینمؤثربیانشده جهتغربالنوترکیب
Rossetaيسویه. شددادهانتقالاشرشیاکلیRosetta

برايناقلهايRNAازبرخیيکدکنندههايژنحاوي
.استنوترکیبپروتئینیکبیانجهتنایابهايکدون

ساختارگیريشکلوثرؤمبیانبرايخصوصیاتاین
عملحالتیکآنبهکهنوترکیب،پروتئینیکترطبیعی
ضروريکند،میالقارازیستیيوظیفهدارايوکننده

برايقويیک سیستم pETبیانی سیستم.باشندمی
باکتري درنوترکیبهايپروتئینبیانکلونینگ و
 6يدنبالهیکpET-24a(+)،همچنین. استاشرشیاکلی

بیان شده پروتئیندستپایینرا در1تایی هیستیدین
پروتئینسازيخالصموجب تسهیلکهکنداضافه می
حرکتتمایل فلز بیکروماتوگرافیتوسطنوترکیب

)IMAC(2 شود می)Terpe 2003 .(تایی  6يدنباله
همینبهاست،3بدون باروکوچک pH=8هیستیدین در

عملکردیاوتاشودگیساختار،روي ترشح،عموماًدلیل
این دنباله،.گذاردنمیثیريأتسلولدرنوترکیبپروتئین

رانوترکیبپروتئینبنابراینزایی بسیار ضعیفی داردایمنی
تولیدبرايژنآنتییکعنوانبهآنحذفبدونتوانمی

 Qiagen(کرد استفادهنظرموردپروتئینعلیهباديآنتی

 شده توسطبیانG1پروتئیناساس،اینبر). 2001
تواند در مطالعات آینده می pET24-G1نوترکیب يسازه

علیه آنزاییایمنیبررسیبه منظوربه طور مستقیم 
مزیت دیگر .قرار گیردآزمایش مورد BEFویروس 

 GSTهایی نظیر تایی هیستیدین نسبت به دنباله 6يدنباله
جوش بیان شده این است که پروتئین هم FLAGیا 
سازي پروتئین نیز خالص تواند در شرایط واسرشتمی

هاي متوالی هیستیدین و شود زیرا برهمکنش بین دنباله
ستون میل تمایلی رزین، براي مثال رزین کبالت، در 

1- 6xHis tag
2- Immobilized metal-affinity chromatography 
(IMAC)
3- Uncharged

هاي مولار که واسرشت کننده 8مولار یا اوره  6گوانیدین 
). Ramos et al. 2004(قوي پروتئینی هستند، پایدار است 

اوره،توسطيسازواسرشتازدر این مطالعه پیش
کهشدمشاهدهرسوبدرتنهاشدهبیانG1پروتئین

ازپسامابودپروتئیناینبودننامحلوليدهندهنشان
منتقلروییمایعبهشدهبیانپروتئینسازي،واسرشت

بههاپروتئینازبسیاريدلیل این امر این است که.شد
در،اشرشیاکلیدرشدهبیانیوکاریوتیهايپروتئینویژه

تبدیلنامحلولفرمبهنتیجهدرومحبوس4متراکماجسام
تایی6يدنبالهازاستفادهدر این شرایط. شوندمی

تواندمیپروتئین،سازيواسرشتفرآیندطیهیستیدین
).Ramos et al. 2004(باشدکنندهکمک
ژن کد کلونینگ و بیانيزمینهدرمطالعاتیکنونتا
گزارشمختلفبیانیهايسیستمدرG1اپیتوپ يکننده
BEFویروساز G1پروتئین مطالعهیک در . استشده

)DE3(يسویهدرکلون و  pGEX–4T-1ناقل بیانی  وندر
BL21بیانپروتئینمولکولیوزن. شدبیاناشرشیاکلیاز

انتظارموردوزنباکهبوددالتونکیلو42حدوددرشده
برايدالتونکیلو~16شامل(جوشهمپروتئینبراي

بیانGSTپروتئینبرايدالتونکیلو~26وG1پروتئین
وداشتخوانیهم) pGEX-4T-1پلاسمیدتوسطشده

ضدسرمیکبارامناسبیواکنشیفعالیتواختصاصیت
 Zheng et(دادنشانایمنوبلاتآزمایشدرBEFویروس

al. 2007a( . پروتئینتوانستنددر تحقیق دیگر محققان
G1نوترکیبيسازهتوسطراpMALc2x-G1سویهدر-

وزن.کنندبیاناشرشیاکلیباکتريازRosettaي
بوددالتونکیلو58حدوددرشدهبیانپروتئینمولکولی

شامل(جوشهمپروتئینبرايانتظارموردوزنباکه
دالتونکیلو~42وG1پروتئینبرايدالتونکیلو~16

پلاسمیدتوسطشدهبیانMBPپروتئینبراي
pMALc2x (اختصاصیواکنشدارايوداشتخوانیهم

 Beygi Nassiri(بودBEFویروسضدموشیسرمیکبا

4- Inclusion bodies
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et al. 2016( .توپاپیژنمحققان اي در مطالعهG1از
بیانیناقلدرونرا BEFویروسGگلیکوپروتئین 

pPIC9K پاستوریس پیکیامخمردرکلون و GS115بیان
مولکولیوزنباپروتئینیکهکردندگزارشهاآن. نمودند

ياندازهازتربزرگبسیارکهشدبیاندالتونکیلو26
توسطدگلیکوزیلاسیونازپساما. بودشدهبینیپیش
Endoآنزیم H،دالتونکیلو16بهپروتئینمولکولیوزن

6با احتساب دنباله .)Zheng et al. 2007b(یافتکاهش
پروتئین نوترکیب تقریبی وزن مولکولی هیستیدین، تایی

خوانی هم مطالعات ذکر شدهبا بیان شده در این مطالعه 
.داشت
باواکسیناسیونهايآزمایشپیشینمطالعاتدر

پروتئینيکنندهبیاننوترکیبویروسیهايناقلازاستفاده
GویروسBEFاستشدهانجام)Hertig et al. 1996, 

Wallace and Viljoen رسد به نظر میبنابراین  .)2005
هاي ویژگی BEFویروس طبیعی  Gگلیکوپروتئینکه 

پروتئینمحافظتی علیه این ویروس داشته و احتمالاً
مفیدژنیآنتیواکسن یکعنوانبهتواندبآن نوترکیب

از  G1اپیتوپ ).Johal et al. 2008(شوداستفاده

جایگاه  تنهادوام گاوي ویروس تب بی Gگلیکوپروتئین 
 G1 ،G2 ،G3a ،G3bژنیک آنتیپنج جایگاه در میانخطی 

و نوکلئوتیديکه از لحاظ  باشدمیاین پروتئین G4و 
یکجزبه(هاي این ویروس تر سویهدر بیشمینو اسیدي آ

سویهچندبراي499موقعیتدراسیديآمینوجایگزینی
,Kato et al. 2009(حفاظت شده است)محدود Zheng 

and Qiu 2012 .( مشخص پیشین در مطالعاتاز طرفی
درشدهشناساییآمینواسیديتغییراتشده است که 

خصوصیاترويGپروتئینژنیکآنتیهايجایگاه
 .Trinidad et al(ثر نیستند ؤمهاجایگاهاینسازيخنثی

اینوGپروتئینبالايزاییایمنیبهتوجهبا).2014
درژنیکیآنتیوژنتیکیلحاظازG1اپیتوپکهواقعیت

و است شدهحفاظتویروساینمختلفهايسویهمیان
در این شده بیاننوترکیب نیز واکنش مثبت پروتئین 

مطالعاتدر،BEFهاي ضد ویروس باديتحقیق با آنتی
به رامحصولو کارایی اینزاییایمنیتوانمیآینده

تولید یک واکسن جهتاحتمالینامزدیک عنوان 
بررسیحیوانیهايمدلدرعلیه این ویروس زیرواحدي 

.نمود

تشکر و قدردانی
مساعدت دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی خوزستان و بخش دانند از همکاري و نویسندگان بر خود لازم می

.جا آورنده دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز کمال تشکر را ب يشناسی دانشکدهویروس
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Abstract
Bovine ephemeral fever (BEF) is a viral disease of cattle and water buffalo seen in some 

provinces of Iran, generally southern and warm regions in recent years. The G glycoprotein is 
the main protective antigen of the bovine ephemeral fever virus (BEFV) and the target of anti-
BEFV neutralizing antibodies. The aim of the present study was cloning and expression of the 
G1 epitope of BEF virus G glycoprotein gene in a prokaryotic system. For this purpose, the 
G1 epitope was cloned in a prokaryotic expression vector, pET-24a(+), under the control of 
the T7 promoter and subsequently the recombinant pET24-G1 construct was transformed into 
Rosetta strain of Escherichia coli. Expressed recombinant protein was analyzed using SDS-
PAGE and immunoblotting methods. SDS-PAGE analysis showed that a protein with ~18
kDa molecular weight, consistent with the expected molecular weight of recombinant protein 
fused to 6xHis tag, was expressed. Immunoblotting analysis showed that the expressed G1
protein specifically reacted with a mouse polyclonal serum against BEFV. Thus, in this study 
the G1 protein of BEFV was successfully expressed by the pET24-G1 recombinant construct 
in Escherichia coli. Based on the results of this study, immunization and the efficacy of this 
product can be consider as a possible candidate for the production of subunit vaccine against 
the virus in animal models.
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