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Cloning and Expression of the Gene Encoding Antigenic 
Regions of 3D Non-Structural Protein of Foot-and-Mouth 
Disease Virus

[1] Expression of the major epitope regions of 2C integrated with the 3AB non-structural 
protein of foot-and-mouth disease virus and its potential for ... [2] Foot-and-Mouth Disease 
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Developments in diagnostic techniques for differentiating ... [4] The structure of foot-and ... 
[5] The non-structural polyprotein 3ABC of foot-and-mouth disease virus as a diagnostic 
antigen ... [6] Identification of foot-and-mouth disease virus-specific linear B-cell epitopes 
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binding epitope in the non-structural protein 3D of foot-and-mouth disease virus in cattle ... 
[12] Mapping of immunodominant regions of the non structural protein 3D of FMDV, 
relevant for the ... [13] Recombinant non-structural polyprotein 3AB-based serodiagnostic 
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Foot-and-Mouth Disease (FMD) is a highly contagious and devastating disease that spreads 
rapidly and causes many economic damages. One of the important methods for the detection 
of FMD and particularly differentiation of vaccinated from infected animals, is the use of non-
structural proteins as antigens in ELISA kits. The purpose of the present study was cloning the 
gene sequence and expression of the antigenic regions of 3D nonstructural protein as one of the 
diagnostic options. For amplification of the antigenic regions of FMD virus 3D protein, specific 
primers containing NdeI and EcoRI restriction sites were designed and the polymerase chain 
reaction was performed. The sequence cut by these two enzymes were inserted into pET21a+ 
vectors. The recombinant plasmids were then transformed into E. coli (DH5α). Colony-PCR 
tests and enzymatic digestions were performed on the resulting colonies and the presence of 
the target gene was confirmed. The gene sequence was further confirmed after sequencing. 
For the production of recombinant antigens, the recombinant vector was transferred to the 
expression host of E. coli BL21. The bacteria containing the recombinant gene were induced 
with IPTG and the expression of the recombinant protein was confirmed using the SDS-PAGE 
method. The molecular weight of the recombinant protein was about 24kDa, and it can be used 
in the design of ELISA diagnostic kit.
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  چکيده
سرعت انتشار است که به یرانگرو و یردارواگ یاربس یماریب (FMD)ی تب برفک

مهم  یهاروشاز  یکیشود. یرا موجب م یادیز یو خسارات اقتصاد یابدیم
 این به مبتلا حیوان از شدهواکسینه بیماری و خصوصاً تفکیک حیوان یصتشخ

ی هاتیک در ژنآنتی عنوانبه یرساختاریغ یهانیپروتئ از استفاده بیماری،
حاضر، کلونینگ توالی ژنی و بیان نواحی  مطالعههدف از  .است الایزا تشخیصی

ی تشخیصی است. هانهیگزعنوان یکی از به3D	ی پروتئین غیرساختاری ژنیآنت
 برفکی، تب ویروس 3D پروتئین یژنیآنتنواحی  کدکنندهژن  برای تکثیر
 و طراحی EcoRI و NdeI هایآنزیم برشی جایگاه دارای اختصاصی آغازگرهای
 به آنزیم، دو این توسط خوردهبرش توالی. شد انجام پلیمراز ای زنجیره واکنش
ترانسفورم  DH5α اشریشیا کلیهای و در باکتری داده انتقال +pET21a ناقل

 های حاصل انجام وبرای کلونی آنزیمی برش و PCR -شد. آزمایشات کلونی
 تولید ی تایید شد. برایابییتوالتوالی ژنی نیز پس از . شد تایید هدف ژن حضور
 اشریشیا کلی باکتری بیانی میزبان وکتور بیانی نوترکیب به نوترکیب، ژنآنتی

BL21 با نوترکیب، ژن حاوی هایباکتری. شد داده انتقال 	 IPTGو شدند القا 
 مولکولی وزن. شد تایید SDS‐PAGE روش از استفاده با نوترکیب پروتئین بیان

طراحی  در توانمی آن از و بود کیلودالتون۲۴ مورد نظر حدود نوترکیب پروتئین
	.کرد استفاده الایزا تشخیصی کیت

  ، بیماری تب برفکی، پروتئین نوترکیبتوپیاپ، 3Dژن  ها:کلیدواژه
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  مقدمه
است که  یرانگرو و یردارواگ یاربس یماریب (FMD) یتب برفک

را موجب  یادیز یو خسارات اقتصاد یابدیسرعت انتشار مبه

 یادعنوان طاعون به یماریب یناز ا یصنعت دامدار در  .[1]شودیم
به  یو گوشت، خسارات فراوان یرش یددلیل کاهش تولو به شودیم
 نیترمهم یماریب ینا یزن ایران در .[2]دکنیصنعت وارد م ینا

 یماریب ینو اولاست  یدام یداتو تول یهسرما کنندهیدعامل تهد
  شود.دام محسوب می یهایمار یبدر جدول مبارزه با  یدام

مثبت  یارشتهتک RNA یدارا (FMDV) یتب برفک ویروس
 Picornaviridae خانوادهاز  Aphthovirusاست و به جنس 

کد  ینپروتئ ۱۲است و  یدنوکلئوت۸۴۰۰ یتعلق دارد. ژنوم آن دارا
. بقیه ساختاری هستندکند که هشت پروتئین غیرساختاری و یم

ی ساختاری بخشی از ساختار ویروس هستند ولی هانیپروتئ
ی غیرساختاری در تکثیر و عملکرد ویروس در سلول هانیپروتئ

در مراحل ابتدایی  3Dپروتئین  آنهامیزبان نقش دارند. از میان 
نقش  RNAوابسته به  مرازیپلRNA عنوانبهزندگی ویروس  چرخه

ویروس،  هایپیسروت تعداد . عواملی مانند[3]کندیممهمی را ایفا 
 یکیژنیآنت یعسر ییراتآن تغ یجهنت که(آن  بالای پذیریجهش

 یر یگشکل یع،سر یوعش یعت،در طب یروسو یادز یاست)، بقا
 المللیبین سنگین مقررات و بیماری کنترل یادز نهیهز حاملین،
 را برفکی تب بیماری اهمیت بیماری، این دارای کشورهای برای

 ذرات یدارا FMDVمتداول  یهاواکسن. [4]دهدمی افزایش
احتمال  درنتیجه هستند. شدهخالصشده و یرفعالغ یروسیو

 یهادامدر  تاریساخیر غ یهانیپروتئ یهعل یبادیآنتیی شناسا
 بود. خواهد یکم یاردر حد بس یادور از انتظار و  ینهواکس
 یروسسلول به و یتنها پس از آلودگ یساختار یر غ یهانیپروتئ

آنها  یهعل یبادی اختصاصو آنتی شوندیمو بیان زنده حضور دارند 
ی هایتوال. همچنین [5]شودیم یجادا یتنها پس از آلودگ

ی هانیپروتئی غیرساختاری برخلاف هانیپروتئآمینواسیدی 
 FMDVی مختلف هاپیتو تحت  هاپیسروتساختاری در میان 

هستند و درنتیجه برای تشخیص همه  شدهحفاظتبسیار 
  .[7	,6]ی بیماری قابل استفاده خواهند بودهاپیسروت

صورت به یدشدهتول یرساختار یغ یهانیپروتئ یدتول یمطالعات رو
 یتقابل یبنوترک یهانیپروتئ ینکه ا اندنشان داده یبنوترک
آلوده و  یهادام ینب یزو تما یصو تشخ یبادیتوسط آنت ییشناسا
و  ینیکیم کلیبر علا یمبتن یماریب تشخیص .[8]ندرا دار  ینهواکس

 یجنتایزا الا یهاآزمون ی کهدر حال است، برزمان یروسو یجداساز 
در  توانندیو م کنندیه میارا یتر عیسرتر و سحسا تر،یاختصاص

موثر  یماریب ترقیدقچه  هر یصدر تشخ یسنت یهاروشکنار 
 برای یرساختاریغ یهانیپروتئ یرو یمختلف مطالعات باشند.
انجام  ینهآلوده و واکس یهادامدر  یمنیپاسخ ا یجادامکان ا یبررس

 ،آلوده هایتوسط سرم دام 3Dین پروتئ شده که نشان داده است
 سایر به نسبت و شودیم ییشناسا یهمستقل از نوع سو

 از پس تریکوتاه زمانی فاصله در یرساختار یغ یهانیپروتئ
 ماندگاری و شودیم ایجاد پروتئین این آلوده دام سرم در آلودگی
	,9]دارد نیز بالاتری ی خطی اصلی اتصال به توپیاپ. نواحی [10
انتهای آمینی آن شناسایی  هیناحدر  3Dی در پروتئین بادیآنت
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	,11]اندشده  نواحی کدکننده ژنی توالی مطالعه حاضر، از . در[12
 ویروس PanAsia سویه O1 سروتیپ از 3D پروتئین یژنیآنت
 پروتئین از استفاده منظوربه ژن، بیان و کلونینگ برای برفکی، تب

 شده آینده استفاده در الایزا تشخیصی کیت تولید نوترکیب در
  .است

  

  هاروش و مواد
  باکتری و وکتور ویروس، هیته

 O1 سروتیپ برفکی تب به ویروس آلوده BHK‐21ی هاسلول
 و واکسن تحقیقات موسسه برفکی تب بخش از ،PanAsia سویه
ی هاالیوی کشت سلول در هانمونه .شد تهیه کرج رازی سازیسرم
 منتقل شدند. سویه -C۷۰°ی ریخته و به دمای تر یلیلیم۵/۱

DH5α هیسو و کلونینگ میزبان عنوانبه ،اشریشیا کلی BL21 
 وکتور از همچنین .شد انتخاب بیانی میزبان عنوانبه این باکتری
pET21a+ این . شد استفاده ژن بیان و کلونینگ ناقل عنوانبه

و دارای  ردیگیمپلیمراز قرار RNA	T7وکتور تحت رونویسی توسط 
در انتهای آمینی خود و همچنین تگ هیستیدین در  T7پروموتور 

انتهای کربوکسیل است که برای هدف تخلیص پروتئین نوترکیب 
ی انجام شد که اگونهدر این مطالعه استفاده شد. طراحی سازه به 

در جایگاه بین دو آنزیم برشی  3Dپروتئین  کدکنندهتوالی ژنی 
NdeI  وEcoRI ستیدین و کدون در وکتور قرار گیرد و تگ هی

شده در وکتور نیز در انتهای کربوکسیل توالی به آن پایان درج
  افزوده شود.
  طراحی آغازگر
 Oویروس تب برفکی سروتیپ  نیپروتئیپل کدکنندهاز توالی ژنی 

) برای AH012985.2(با کد دسترسی  NCBIی هادادهدر پایگاه 
توپی خطی اپیطراحی آغازگرهای اختصاصی استفاده شد. نواحی 

با توجه به مقالات در ناحیه  3Dپروتئین گاو در  Bهای سلول
	,11]انتهای آمینی پروتئین مشخص شد . طراحی به کمک [12

ی هامیآنزبا درنظرگرفتن دو جایگاه برشی برای  7	Oligoافزار نرم
NdeI و EcoRI  ،که به ترتیب در آغازگرهای رفت و برگشت بودند

5’‐انجام شد. توالی آغازگرها به این ترتیب بود: رفت 

3’‐ggattgatagttgacacccatatggtgtact 5‐برگشت  و’

3’‐aaagtcttgccggcacgaattcgtata . جایگاه شناسایی
 دنباله اندازهی برشی با خط زیرین نشان داده شده است. هامیآنز

نوکلئوتیدی (اورهنگ) نیز براساس تعداد نوکلئوتیدهای مورد نیاز 
 NEBبرای برش بهینه براساس سایت 

(https://international.neb.com) .در نظر گرفته شد 
جفت باز ۵۶۰ی به طول اقطعهشده برای تکثیر آغازگرهای طراحی

 ۱۹۹ی به طول توپیاپکه در نهایت منجر به تولید پروتئین 
(با توجه به توالی وکتور) در نظر گرفته شدند.  شودیمآمینواسید 

به  C۹/۶۰°و  ۷/۶۱دمای ذوب آغازگرهای رفت و برگشت به ترتیب 
  تعیین شد. 7	Oligoافزار کمک نرم

  

	cDNAو سنتز  RNAاستخراج 
RNA توسط کیت ویروس Purification	 mini	 Kit	

RNABlood/Cultured	Cell	Total )استخراج) فیورژن؛ تایوان 
 یکتا( Cdnaسنتز  از کیت استفاده نیز با cDNAسنتز. شد

  .شد انجام )ایران تجهیزآزما؛
  ژن کلونینگ و تکثیر

جفت باز، ۵۶۰ موردانتظاربه طول  3Dبرای تکثیر توالی ژنی 
میکرولیتر بافر ۵/۲با استفاده از  (PCR)ای پلیمراز واکنش زنجیره

Pfu )X۱۰پیکومول بر میکرولیتر)، ۱۰میکرولیتر از هر آغازگر ()، یک
 dNTPمیکرولیتر مولار)، یکمیلی۵۰میکرولیتر کلریدمنیزیم (یک

	Pfuمیکرولیتر آنزیم ۲/۰مولار) و میلی۱۰( DNA پلیمراز در حجم
واسرشت  حرارتی برنامه با ترموسایکلر دستگاه میکرولیتر در۲۵

سیکل  ٣٧دقیقه،  ٥به مدت  C٩٤°سازی اولیه در دمای 
 دمای در ثانیه، اتصال ۳۰ مدت به C٩٤° دمای در سازیواسرشت

°Cدمای در ثانیه و بسط ٤٠ مدت به ٥٨ °Cثانیه و  ٦٠ مدت به ٧٢
  انجام شد. دقیقه ١٠به مدت  C٧٢°بسط نهایی در دمای 

 

 برشی، برش هایآنزیم توسط تخلیص، از بعد PCR نهایی محصول
 و NdeI هایآنزیم با هم +pET21a وکتور .شدو تخلیص  داده

EcoRI از کیت استفاده با %۱ آگارز ژل روی و داده برش 
Plasmid	 DNA	 Extraction	 Mini	 Kit  (فیورژن؛ تایوان)

 کمک به (ligation)درج قطعه در وکتور  واکنش. شد تخلیص
صورت شبانه به C۱۶°لیگاز (تاکارا؛ ژاپن) در دمای DNA	T4 آنزیم
منتقل  DH5α اشریشیا کلی باکتری به واکنش محصول و انجام

آگار حاوی LB کشت محیط روی هاباکتری. شد (ترانسفورماسیون)
آزمایشات  .شدند داده کشت سیلینلیتر آمپیمیکروگرم بر میلی۱۰۰
و  EcoRIبرش با آنزیم صورت تکو هضم آنزیمی (به PCR -کلنی

 یهایکلن) برای EcoRI و NdeIهمچنین دو برش با دو آنزیم 
 سپس، .شود وکتور نوترکیب تایید حضور تا شد انجام حاصل

 و انجام نوترکیب ی دارای وکتورهایکلناستخراج پلاسمید از 
و  promoter	T7پرایمرهای  از استفاده با یابینمونه برای توالی
T7	terminator شد ارسال.  

 

  بررسی بیوانفورماتیک پروتئین
 

تحت وب  برنامهتقریبی پروتئین نوترکیب از  اندازهبینی برای پیش
ExPASy (https://web.expasy.org/compute_pi/) 

گریزی پروتئین استفاده شد. همچنین برای بررسی میزان آب
	Peptideافزار ی وضعیت حلالیت آن از نرمنیبشیپنوترکیب و 

Calculator .استفاده شد  
 

  3Dرکیب نوت پروتئین بیان
 

پس از تعیین توالی و تایید صحت  شدهاستخراج نوترکیب وکتور
 از و منتقل BL21 اشریشیا کلی میزبان به، 3Dکلونینگ توالی 

 کشت محیط در و شد انتخاب کلنیتک یک حاصل، هایکلنی
LBشیکر درون نیلیسیآمپلیتر میکروگرم بر میلی۱۰۰ براث حاوی 

 کشت. شد داده کشت شبانه طوربه ،C٣٧° دمای با انکوباتور
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   ۱۳۹۹ بهار، ۲، شماره ۱۱دوره                                                                                                                                                                               مدرس تیدانشگاه ترب یفناورستیز

 حاوی تازه مایع کشت محیط با ١٠٠ به ١ نسبت با حاصل
 قرار C٣٧° دمای در شیکردار انکوباتور در و شد رقیق سیلین،آمپی
 ۵/۰-۸/۰ نانومتر به۶۰۰ موج طول جذب آن درتا زمانی که  گرفت
 نمونه عنوانبه کشت از لیترمیلی۲۵حدود  زمان، این در. رسید
-ید- بتا-لیزوپروپیابقیه آن  به و برداشته القا در زمان صفر قبل
 اضافه مولارمیلییک نهایی غلظت با (IPTG) دیرانوزیوگالاکتوپیت

 شد برداشته نمونه ساعت، ۴ و ۳، ۲ هایزمان گذشت از بعد شد.
 در هانمونه .شود ژن مشخص بیان القای برای مناسب زمان تا

 شدند سانتریفیوژ g۲۸۰۰ با سرعتدقیقه و  ۵به مدت  C۴°دمای 
ها در بافر سلول کردنتجزیه از بعد. شد ریخته دور رویی محلول و

، 4PO2(NaH(فسفات مونوسدیممولار میلی۵۰دارای 
مولار میلی۵/۰کلرید و مولار سدیممیلی۳۰۰
دقیقه به همراه  ۲۰به مدت  (PMSF) دیفلورالیسولفونلیمتلیفن

به  g۹۰۰۰ دور با C۴°در دمای  سانتریفیوژ کردن،ورتکس و پیپت
 -C۷۰°و به فریزر  برداشته رویی محلول و دقیقه انجام ۱۵مدت 

مولار میلی۵۰دناتوره ( نیز در بافر حاصل منتقل شد. رسوب
مولار اوره) به ۸کلرید و مولار سدیممیلی ۳۰۰فسفات، مونوسدیم

در  سانتریفیوژ از محلول رویی بعد و دقیقه نگهداری شد ۳۰مدت 
آوری و تا زمان دقیقه جمع ۱۵به مدت  g۹۰۰۰ دور با C۴°دمای 

منظور تخلیص پروتئین به .منتقل شد -C۷۰°الکتروفورز به فریزر 
نوترکیب از ستون کروماتوگرافی نیکل (کیاژن؛ آلمان) استفاده شد. 

فسفات مونوسدیم رسوب حاصل از باکتری به کمک بافر دارای
مولار) لیز شد تا ۸مولار) و اوره (۰۱/۰تریس بازی (مولار)، ۱/۰(

 g۹۰۰۰و در دور  یافته به فاز محلول وارد شوندهای تجمعپروتئین
دقیقه سانتریفیوژ شد. محلول رویی جدا و به ستون  ۱۰به مدت 

وشو با بافر، کروماتوگرافی افزوده شد. در نهایت با چند بار شست
و پروتئین مورد نظر تخلیص های مختلف جداسازی شدند فراکشن

مورد بررسی قرار  SDS‐PAGEشده با روش پروتئین خالصشد. 
  گرفت.

SDS‐PAGE  
پروتئینی  های پروتئینی به همراه مارکر اندازهالکتروفورز نمونه

ولت به ۲۰۰با ولتاژ  %۱۲آمید آکریلتحت شرایط دناتوره در ژل پلی
آمید با رنگ آکریلمدت یک ساعت انجام شد. سپس ژل پلی

بری باندها آمیزی شد و پس از رنگبلو رنگکوماسی بریلیانت
  رویت شدند.

  

  بحث و هایافته
 الکتروفورز %۱ آگارز ژل روی 3D مربوط به قطعه PCR محصولات

عدم ). ۱شکل (شد  مشاهده بازی طبق انتظار جفت۵۶۰ باند و
 PCR چندین در اختصاصی باند وجود و منفی کنترل در باند وجود
 در 3D ژن حضور .است بوده واکنش صحت و دقت دهندهنشان
 PCR - کلنی آزمایش با +pET21a وکتور حاوی هایباکتری کلنی
نیز کلونینگ ژن  آنزیمی هضم آزمایش). الف -۲شکل (شد  تایید
3D  را تایید کرد. به این صورت که برش وکتور نوترکیب با دو

از وکتور شد  3D منجر به جداشدن قطعه EcoRIو  NdeIآنزیم 
مشخص است. ضمن اینکه  ۵و  ۴های ب چاهک -۲که در شکل 

) ۲و  ۱های (چاهک 3Dدارای قطعه  برش خوردهوکتور خطی تک
جایگاه بالاتری  ) در۵و  ۴های از وکتور خطی بدون قطعه (چاهک

 +pET21a برای تایید نهایی، وکتور ).ب -۲شکل (قرار گرفت 
یابی با توالی یابی شد. نتیجهحاوی ژن پروتئین نوترکیب توالی

موجود در  Oپروتئین ویروس تب برفکی سروتیپ های پلیتوالی
آنالیز بلاست گذاشته شد و همولوژی و  NCBIهای پایگاه داده

ی تایید شد. بیشترین یکسانی نوکلئوتیدی صحت چارچوب توال
ویروس تب برفکی سروتیپ  3D) با توالی ژن %۹۳این توالی ژنی (

O  بنگلادش(KX712091.1) امارات ،(MG983738.1)  و
) با %۹۰، و کمترین تشابه ((MG983729.1)عربستان سعودی 

	BFS ایزوله 1860	 B3.3D.V  انگلستان)JX570653.1(  .بود
 MK814881ها با کد دسترسی یابی در پایگاه دادهتوالی نتیجه

ثبت شد. بررسی بیوانفورماتیک نشان داد که پروتئین مورد انتظار 
دوستی کیلودالتون و میانگین آب۲۴رای وزن احتمالی حدود دا
‐SDSاست. بررسی پروتئین نوترکیب تولیدشده روی ژل  ۲۷/۰

PAGE کیلودالتونی ۲۴، حضور باند پروتئین نوترکیب در محدوده
را در ساعات پس از القا نسبت به قبل از القا تایید کرد که این 

پروتئین منطبق بود. بیان  های اولیه اندازهبینینتیجه با پیش
پروتئین در هر سه ساعت مورد بررسی نسبتاً یکسان بود ولی در 

رسید. همچنین پروتئین مورد ساعت چهارم کمی بیشتر به نظر می
نظر در حالت استفاده از بافر دناتوره جداسازی شد که این مساله 

مالاً دوستی پایین پروتئین نوترکیب و احتنیز با توجه به میزان آب
حلالیت پایین آن قابل انتظار بود. جداسازی پروتئین در فاز 
نامحلول منوط به تغییر ساختار آن به کمک بافر دناتوره است که 

های مورد نظر برای الایزا، خطی و نه توپبا توجه به اینکه اپی
ساختاری هستند، این تغییر ساختار اثر چندانی در تشخیص 

لیص پروتئین به کمک ستون بیماری نخواهند داشت. تخ
کروماتوگرافی نیکل منجر به جداسازی باند پروتئینی حدود 

کیلودالتونی با خلوص بسیار بالا شد که خود تاییدی بر صحت ۲۴
  ).۳دارای تگ هیستیدین است (شکل  3D شدهپروتئین بیان

  

 
 رشدهیتکث) قطعات ژنی ۲و  ۱؛ %۱در ژل آگارز  PCRالکتروفورز محصول ) ۱شکل 
3D کنترل۳؛ (  
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 قطعه) ۱؛ PCR -آزمایشات تایید کلونینگ؛ الف) الگوی الکتروفورز کلنی) ۲شکل 
کیلوجفت باز؛ ب) الگوی الکتروفورز ۱ اندازه) نشانگر با ۲؛ 3Dجفت بازی ۵۶۰

برش وکتور با ) قطعات حاصل از تک۲و  ۱؛ pET21a+/3Dبرش آنزیمی وکتور 
) قطعات حاصل از برش ۵و  ۴کیلوجفت باز؛ ۱ اندازه) نشانگر با ۳؛ NdeIآنزیم 

  EcoRIو  NdeIی هامیآنزوکتور با 

  

  
) ۱؛ %۱۲آمید اکریلالکتروفورز عمودی پروتئین نوترکیب در ژل پلی) ۳شکل 

) ۳شده؛ تخلیص 3D) پروتئین ۲کیلودالتونی؛ ۱۰-۱۸۰پروتئینی  اندازهنشانگر 
) رسوب باکتری ۶تا  ۴محلول حاصل از لیز باکتری چهار ساعت پس از القا؛ 

) رسوب ۷لیزشده با بافر دناتوره به ترتیب چهار ، سه و دو ساعت پس از القا؛ 
	باکتری لیزشده با بافر دناتوره قبل از القا

  
برای کنترل و جلوگیری  FMDآلودگی به ویروس  تشخیص اولیه

ترین مسایل در مبارزه با بیماری تب برفکی از بیماری، از مهم
های تشخیصی سریع و صحیح بیماری برای جلوگیری است. روش

کردن آن، امری بسیار مهم و حیاتی کناز شیوع بیماری و ریشه
های الایزا با اختصاصیت و ها، تستاست. از جمله این روش

بادی ستند. در حال حاضر تشخیص بر مبنای آنتیحساسیت بالا ه
های غیرساختاری روش سرولوژی ترجیحی و رایج در علیه پروتئین

های آلوده به تب برفکی از واکسینه تشخیص و تفکیک دام
های الایزا براساس این . به همین دلیل، سیستم[3]است

به  های پایش و کنترلعنوان بخش مهمی از برنامهها بهپروتئین
کمک واکسن در کشورهای مختلف جهان در نظر گرفته 

های تشخیصی الایزا، مستلزم . در ایران استفاده از کیت[13]اندشده
اندازی این کیت ورود آنها از خارج از این کشور است. بنابراین راه

تواند های غیرساختاری نوترکیب میبه کمک تولید پروتئین
	فایی در این زمینه داشته باشد.ای در راستای خودکاهمیت ویژه

دارای  اشریشیا کلیهای نوترکیب در سیستم بیانی بیان پروتئین
اندک و زمان کمتر است.  تربودن، هزینههایی از جمله سادهمزیت

ژنوم ویروس تب برفکی کوچک است و نرخ جهش بالایی دارد. 
های ساختاری ویروس نسبت به غیرساختاری متغیرتر پروتئین
ند و جهش یا حذف نوکلئوتیدی در آنها ممکن است به گریز هست

ویروس از پاسخ ایمنی میزبان منجر شود. توالی آمینواسیدی 
های ساختاری در میان های غیرساختاری برخلاف پروتئینپروتئین
شده های مختلف ویروس تب برفکی بسیار حفاظتسروتیپ
برای تکثیر  3Dلی توپی توا. در مطالعه حاضر ناحیه اپی[14]هستند

به  3Dکلون و بیان شد. قطعه  اشریشیا کلیانتخاب و در میزبان 
 3Dاین علت انتخاب شد که طبق گزارش سایر محققین، پروتئین 

ویروس، توسط  سویهمستقل از نوع  شده است وبسیار حفاظت
 به هر هفت سروتیپ ویروس تب برفکی آلوده هایسرم دام
های غیرساختاری، ه سایر پروتئینشود و نسبت بیم ییشناسا
روز) پس از  ۵-۶تری (زمانی کوتاه بادی علیه آن در فاصلهآنتی

شود و ماندگاری آلودگی در سرم دام آلوده این پروتئین ایجاد می
	,9]روز) نیز دارد ۷۰۰بالاتری (تا   . در این مطالعه تنها ناحیه[15

بیان کل توالی در نظر گرفته شد و از  3Dتوپی پروتئین اپی
هایی که در یک توپپروتئینی آن خودداری شد، زیرا تعدد اپی

پروتئین بزرگ موجود است، ممکن است باعث واکنش 
 ها و یا سایر اعضای خانوادهبادیغیراختصاصی با آنتی

های الایزا در کیت نیپروتئ. استفاده از این [16]پیکورناویروس شود
از آن در تفکیک  ترمهمتواند در تشخیص به موقع بیماری و می
  های آلوده و بیمار بسیار موثر واقع شود.دام

در سیستم بیانی باکولوویروس بیان شده و در  3Dپروتئین کامل 
تشخیص بیماری تب برفکی به روش الایزا مورد استفاده قرار 

های که در کنار سایر روشگرفته و نشان داده شده است 
تشخیصی مبتنی بر پروتئین غیرساختاری در پایش سرمی بیماری 

. همچنین آزمایش الایزا [17]تب برفکی موثر و کاربردی خواهد بود
منجر به  3Dبراساس پپتید سنتزی از ناحیه آمینی پروتئین 

. آزمایش ساندویچ الایزا [18]های آلوده به ویروس شدتشخیص سرم
نشان داد که  GSTصورت فیوژن با به 3Dپروتئین نوترکیب علیه 

بادی علیه ویروس تب برفکی در این پروتئین قادر به ردیابی آنتی
روز پس از ایجاد عفونت است و نتایج آن  ۵های آلوده حتی از دام

 3Dدقیق، اختصاصی و تکرارپذیر هستند. الایزا براساس پروتئین 
در نظارت بر فعالیت ویروس و صدور عنوان یک ابزار کاربردی به

های عاری از ویروس تب برفکی در صادرات و واردات گواهی دام
. آزمایش الایزای غیرمستقیم براساس [9]دام توصیه شده است

حساسیت بالای تشخیص و دوام  3Dپروتئین نوترکیب کامل 
های آلوده نشان بادی علیه این پروتئین را در سرم دامبالای آنتی

ژنی این پروتئین در حاضر، نواحی آنتی . در مطالعه[10]ده استدا
دلیل صورت نوترکیب بیان شد. این پروتئین بهانتهای آمینی آن به

های آلوده انتخاب مناسبی در تشخیص ماندگاری زیاد در سرم دام
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های دامی و خصوصاً ردیابی بیماری در حیات بیماری در گله
  وحش است.

  

  گیرینتیجه
حاضر، علاوه بر اینکه  شده در مطالعهپروتئین نوترکیب ساخته

را در بردارد، مشکلات مربوط به  3Dژنی پروتئین نواحی آنتی
مناسبی برای  تواند گزینهبالای سنتز پپتید را ندارد و می هزینه

استفاده در طراحی کیت الایزا برای تشخیص بیماری تب برفکی 
شده ژنی درنظرگرفتهواحی آنتیباشد. با توجه به اینکه ن

گاو را  Bهای های ساختاری سلولتوپهای خطی و نه اپیتوپاپی
سازی آن در فاز غیرمحلول، شود، بنابراین با وجود خالصشامل می

مشکلات بازسازی ساختار پروتئینی چندان مطرح نخواهند بود. 
ژنی این پروتئین به جای بیان کل درنظرگرفتن نواحی آنتی

پروتئین ممکن است در حساسیت و اختصاصیت تشخیص به 
کمک روش الایزا تغییراتی ایجاد کند که در مطالعات آتی قابل 

  بررسی خواهد بود.
  

واکسن  موسسهمصوب  پروژهمطالعه حاضر در راستای : تشکر و قدردانی
انجام شده است،  ٢-١٨-١٨-٠٠١-٩٥٠٠٢٤ی رازی کرج با کد ساز سرمو 

  .شودمیبنابراین از تمامی همکاران این مطالعه سپاسگزاری 
منتشر نشده و  یگر ید هینشر چیمطالعه حاضر توسط هاخلاقی: تاییدیه
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