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  چكيده
 جداسـازي شـده در ايـران، بيـان     O سـويه  ويروس تب برفكـي      VP1 هدف ساخت ناقل بياني حاوي ژن        :هدف

  .هاي ايمني در موش است پروتئين و ارزيابي پاسخ
 جداسازي، سروتايپ و ژن 1386اي در شهر ري در سال   از گوسالهO سويه ويروس تب برفكي :ها روش مواد و 
VP1      اين ويروس در ناقل PTZ57R/T     و ناقل بياني pcDNA3.1+  براي بررسـي بيـان پـروتئين، ژن        .  الحاق شد
VP1       بدون كدون خاتمه در ناقل pEGFP-N1    بالادست ژن GFP   هـاي    ناقـل .  كلون شـدpEGFP-N1-VP1  و 

pcDNA3.1+-VP1  ــروتئين الحــاقي ــان پ ــه بچــه هامــستر ترانــسفكت و بي ــا GFP-VP1 در رده ســلولي كلي  ب
گـذاري   هـا و لكـه      به روش الكتروفورز عمودي پـروتئين      VP1ميكروسكوپ معكوس فلوئورسنت و بيان پروتئين     

سرم خنثي    و پاسخ آنتي   ها تلقيح   واكسن به موش   DNAعنوان    به pcDNA3.1+-VP1ناقل بياني   . وسترن تأييد شد  
  .گيري شد  در اين حيوانات اندازهT (SI)هاي   و قدرت تكثير لنفوسيت(SNT)كننده 
 در VP1، ورود اين ژن در سه ناقل را تأييد و بيـان پـروتئين   VP1هاي كلون شده با ژن    هضم آنزيمي ناقل  : نتايج

.  اختصاصي پروتئين هدف كـاملاً تأييـد شـد   گذاري وسترن با مشاهده باند  به روش لكه+pcDNA3.1 ناقل بياني
هـاي    در گـروه مـوش     SI و   SNTمقـادير   .  را تأييد نمود   VP1-GFPهاي سبز نيز بيان پروتئين الحاقي        وجود لكه 

  .داري بود هاي كنترل داراي افزايش معني  واكسن نسبت به گروهDNAتلقيح شده با 
دار   و افـزايش معنـي  VP1با توجه به تأييد بيـان پـروتئين   . شد اين ژن با موفقيت تكثير، كلون و بيان    :گيري نتيجه
SNT   و SI    از ناقل pcDNA3.1+-VP1 عنوان    بهDNA    هاي ايمنـي در مـدل موشـي         شد و پاسخ   واكسن استفاده

   .ارزيابي شد
  

  VP1 ويروس تب برفكي، ناقل، واكسن، پروتئين :واژگان كليد
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   و همكارانسده فرحناز معتمدي  آن و ارزيابي O سويه ويروس تب برفكي VP1ساخت ناقل بياني حاوي ژن 
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   مقدمه-1
 (Foot and Mouth Disease)  بيماري تب برفكيويروس

هـاي اقتـصادي      هايي است كه باعث زيـان       عامل يكي از بيماري   
 ـ        شـود و      هـا مـي     زيادي در دام   مين أيكـي از موانـع اصـلي در ت

 كـه   ،دشو هاي دامي محسوب مي    بهداشت و توليد دام و فراورده     
هـا را در اكثـر        توجه اغلـب دامپزشـكان كنتـرل كننـده بيمـاري          

بـه دليـل سـرعت انتـشار        . اسـت كشورها به خود جلب نموده      
سريع آن، و خـساراتي كـه بـه توليـد شـير و گوشـت و سـاير                   

هـاي   شـدت واگيـري در دام     كنـد،     محصولات حيواني وارد مي   
 ينيولي ميزان مـرگ و ميـر پـا        )  درصد 100(حساس بسيار بالا    

از نظـر دفتـر     . گيـرد  هـاي جـوان را در برمـي         دام اغلب و   است
 Office)ر مـشترك انـسان و دام   هـاي واگي ـ  المللي بيماري بين

International Des Epizootic-OIE)تـرين    تب برفكي مهم
المللـي حيوانـات و محـصولات        بيماري عفوني در تجارت بين    

ويروس تب برفكي از خانواده پيكورناويريده      ]. 1[حيواني است   
(Picornaviridae)  جنس آفتوويروس ، (Aphthovirus)  بوده 

 تك RNAهر ويريون حاوي ژنوم     . است سروتايپ   7كه داراي   
بـاز و يـك سـاختار كپـسيدي           جفت 8500رشته با طول حدود     

-VP1)هـاي سـاختماني       كپي پروتئين  60بيست وجهي، داراي    

VP4)    مطالعات ]. 2[ پروتئين غيرساختماني است     7 و همچنين
تـوپ   ايمونولوژيكي ويروس تب برفكي نشان داده اسـت، اپـي         

بـادي خنثـي كننـده        قـاي پاسـخ آنتـي     غالب اصلي كه مسئول ال    
 اسـت   G-Hهاي آمينو اسيدي موجود در لـوپ         است، باقيمانده 

هـاي    بوده و در سويه    VP1كه لوپ سطحي پروتئين ساختماني      
O   و A    قرار  159 -131هاي آمينواسيدي     اين لوپ در باقيمانده 

 ويروس تب   VP1هدف از اين تحقيق جداسازي ژن       ]. 3[دارد  
 و سـاخت   1386يزوله شده از ايـران در سـال          ا Oبرفكي سويه   

 در رده   VP1ناقل بياني حاوي اين ژن، بررسـي بيـان پـروتئين            
 و در نهايت اسـتفاده ايـن        (BHKT7)سلولي كليه بچه هامستر     
 واكسن براي ايجاد پاسـخ      DNAعنوان   ناقل حاوي ژن هدف به    

  .هاي موشي است ايمني در مدل

  ها  مواد و روش-2
  تكثير ويروس جداسازي و -2-1

هاي گـاوي كـه      هاي پوششي وزيكول   اين ويروس از سلول   
علايم بيماري تب برفكي را نشان داده در شـهر ري در خـرداد              

رده سـلولي پايـدار     . جداسازي شده است  ) 2007ژوئن   (1386
 EMEM بــا اســتفاده از محــيط كــشت (IBRS2)كليــه خــوك 

(Earl's Modified Eagle's Medium)  درصـد  10 حـاوي 
صورت تك لايه كـشت داده شـد، سـپس           رم جنين گوساله به   س

هايي كـه در پاسـاژ       سلول. كار رفت  براي كشت ويروس فوق به    
را نشان  ) Cytopathic: سايتوپاتيك(اول علايم تخريب سلولي     

آوري شـده و بـراي سـروتايپينگ بـه روش الايـزا              دادند جمـع  
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA) و 

  .  استفاده شدندRNAراج استخ
  

  ژن ويروس تب برفكي  تعيين سروتايپ آنتي-2-2
ــا اســتفاده از   ســروتايپ آنتــي ژن ويــروس تــب برفكــي ب

ــي ــي  پل ــال آنت ــادي كلون ــد (Polyclonal Antibody)  ب    ض
ژن دو بعـدي   سـازي آنتـي    آزمون خنثـي  .  سروتايپ تعيين شد   7

ه واكـسن   براي تعيين ارتباط بين ويروس جداسازي شده و سوي        
) سـازي رازي   واكسن مؤسسه تحقيقـات واكـسن و سـرم        (رايج  

ارتباط بين سويه واكسن و ويروس جداسـازي شـده          . انجام شد 
  ]. 4[شود   بيان ميr' ('r' value)'عنوان ارزش  به

  

   ويروسRNA استخراج -2-3
 عفـوني شـده بـا       (IBRS2)هـاي پايـدار كليـه خـوك          سلول

يم تخريب سـلولي را نـشان       ويروس جداسازي شده فوق، كه علا     
پـس از   . آوري و چندين بـار منجمـد و ذوب شـدند           دادند، جمع 
گراد   درجه سانتي  4 دقيقه در دماي     12مدت    به g 1000سانتريفوژ  

ــا اســتفاده از كيــت اســتخراج    RNA (RNeasy Mini Kit)ب
(Qiagen; USA)   ــام ــا دســتورالعمل آن تم  RNAو مطــابق ب

 (ND-1000)دستگاه نانودراپ   استخراج شد و غلظت آن توسط       
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  .گيري شد اندازه
  

ــره  -2-4 ــا و واكــنش زنجي  طراحــي آغازگره
  (RT-PCR) رونويسي معكوس -پليمراز

ــرم  ــتفاده از ن ــا اس ــزار  ب ــوالي ژن AlleleID6اف  VP1 و ت
 ايزولـه شـده از انگلـستان        Oويروس بيماري تب برفكي نـوع       

ــال  ــتيابي  (FMDV O/2001/UKG) 2001درس ــد دس ــا ك  ب
DQ165019.1   هاي ژن   و ساير توالي VP1    اين ويروس كه در  

 NCBI (National Center for Biotechnologyبانـك ژنـي   

Information)  پيــشرو و موجــود بــود، آغازگرهــاي اختــصاصي
 Metabionمعكوس براي كل قطعه ژني طراحي و توسط شركت          

(Germany) در آغــازگر پيــشرو . ســنتز شــد(Forward: F)   
 و سـه  KpnI نوكلئوتيد اول مربوط بـه جايگـاه بـرش آنـزيم         9

 است كه كارايي برش را افزايش       (Overhang)نوكلئوتيد گوشواره   
 و كدون شروع (Kozak Sequence)دهد، سپس توالي كوزك  مي

 نوكلئوتيد 9 (Reverse: R)در آغازگر معكوس . ترجمه قرار دارد
 و سـه نوكلئوتيـد      BamHIاول مربوط به جايگاه بـرش آنـزيم         

تـوالي  . گوشواره، سپس دو كدون خاتمه ترجمه قـرار داده شـد          
  : آغازگرها شامل

F: 
5'-CGGGGTACCACCATGGTTGACGCTCGCACGCAG-3',  
R: 
5'-CGCGGATCCCTATTACAGGTCAAAGTTCAAAAGC-3'. 

 رونويـسي   -با اسـتفاده از كيـت واكـنش زنجيـره پليمـراز           
 و (One-step RT-PCR-Bioneer)اي  معكوس يـك مرحلـه  

.  داده شــدتكثيــر اي  دو رشــتهDNAشــده هــاي ســنتز آغازگر
  .دست آمد باز به  جفت699محصول واكنش به طول 

  
  PCR به روش VP1كثير ژن  ت-2-5

   ميكروليتـر بـا اسـتفاده از        25اين واكنش در حجـم نهـايي        
 ميكروليتر بافر واكنش با غلظت   5 ميكرومول از هر آغازگر،      5/0
، (MgSO4) واجد سولفات منيزيم (PCR Buffer-5x) برابر 5
، (dNTP)مول از هر دزكسي نوكلئوزيد تري فـسفات           ميلي 2/0

 و Taq (Taq DNA Polymerase)يمراز  پلDNA واحد آنزيم 2
-RT محـصول واكـنش      VP1ژن  ( الگو   DNA نانوگرم از    300

PCR (  درجـه   95 دقيقـه در     5صـورت    واكـنش بـه   . انجام شـد 
   ثانيـه در    45گـراد،     درجـه سـانتي    94 ثانيـه در     45گـراد،    سانتي

  گـراد بـراي      درجه سـانتي   72 ثانيه در    45گراد،    درجه سانتي  56
گراد انجـام    درجه سانتي72  دقيقه در20هايت  چرخه و در ن35

ســپس محــصول واكــنش بــا اســتفاده از كيــت اســتخراج . شــد
.(Silica Bead Extraction-Fermentas #K0513) 

  .سازي شد خالص
  

 در ناقل  VP1 ژن   (Cloning) كلون كردن    -2-5
PTZ57R/T و ناقل بياني pcDNA3.1+  

اقــل ، يــك نPTZ57R/T (Fermentas #K1213) ناقــل
خطي بوده كه در دو انتهاي آن بازهـاي آويـزان از نـوع تيمـين                

(3'-ddT)               دارد و در الحاق قطعات ژني تكثيـر يافتـه بـا آنـزيم 
DNA   پليمراز Taq   ابتدا محصول  .  درصد بازده است   90 داراي

 با استفاده از دو آنـزيم برشـي         VP1واكنش زنجيره پليمراز ژن     
KpnI   و BamHI       درصـد   2/1 آگـارز     برش داده شـد و در ژل 

پس از استخراج ژن هضم شده از ژل آگارز، طبـق           . الكترفورز شد 
 و با InsTAclone PCR Cloning (Fermentas)دستور كيت 

، درون ناقـل فـوق   (T4 DNA Ligas)استفاده از آنزيم ليگـاز  
ــد  ــاق ش ــي    . الح ــشيا كل ــستعد اشري ــاكتري م ــپس درون ب س

(Escherichia Coli DH5α)بــراي تأييــد . ترانــسفورم شــد 
درون ناقل، پس از كـشت بـاكتري حـاوي    VP1سازي ژن    كلون

ناقل فوق و استخراج ناقـل كلـون شـده، هـضم دو آنزيمـي بـا             
 همچنـين ناقـل الحـاق       . انجام شد  BamHI و   KpnIهاي   آنزيم

 بــا اســتفاده از PCR الگــو در واكــنش DNAعنــوان  شــده بــه
  . آغازگرهاي طراحي شده مورد استفاده قرار گرفت

 الحاق شـده بـا      PTZ57R/Tپس از هضم دو آنزيمي ناقل       
بـاز از ژل جداسـازي        جفت 700 حدود   DNA، قطعه   VP1ژن  

 كـه  pcDNA3.1+ (Invitrogen; USA)شد و با ناقـل بيـاني   
. ، الحاق شد  ليگاز آنزيم   باتوسط همان دو آنزيم بريده شده بود        
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 كـه بـه روش شـوك        DH5αسپس باكتري اشريشيا كلي سويه      
تي و كلريد كلسيم مستعد دريافت ناقل شـده بـود، بـراي             حرار

هـاي مثبـت بـاكتري توسـط         كلون. كار رفت  ترانسفورماسيون به 
ژن .  مورد تأييد قرار گرفتند    PCRروش هضم آنزيمي و كلوني      

VP1          الحاق شده با استفاده از آغازگر پيـشرو T7     بـراي تعيـين
 (pcDNA3.1+-VP1)اين ناقل بيـاني     ]. 6-5[ شد   توالي ارسال 
هـاي    واكسن براي ايجاد پاسخ    DNAعنوان   ، به VP1حاوي ژن   

  . هاي موشي مورد استفاده قرار گرفت ايمني در مدل
  

-pEGFP در ناقل    VP1 كلون كردن ژن     -2-6

N1و تأييد آن   
 RT-PCRمنظور تأييد بيان ژن هدف، محـصول واكـنش     به

تمـه  هاي خا  آغازگر معكوس كه در آن كدون      با آغازگر پيشرو و   
ــنش    ــي واك ــده، ط ــذف ش ــزيم  PCRح ــا آن ــراز pfu ب    پليم

(pfu DNA polymerase)پس از هضم محـصول  .  تكثير شد
، در ناحيه بالادسـت     BamHI و   KpnIهاي   اين واكنش با آنزيم   

 Green Fluorescent)ژن مربوط به پروتئين سبز فلوئورسنت 

Protein: GFP) در ناقل pEGFP-N1سپس ناقل .  الحاق شد
pEGFP-N1-VP1        درون باكتري اشريشيا كلي سـويه DH5α 

هاي مثبت باكتري با هضم دو آنزيمـي تأييـد           ترانسفورم و كلون  
به اين ترتيب اگر ژن هدف بيـان شـود چـون داراي كـدن               . شد

 قـرار دارد،    GFPخاتمه نيست و در بالادسـت ژن مربـوط بـه            
  .شوند بنابراين اين دو پروتئين با هم بيان مي

  
 و pEGFP-N1-VP1فكـشن ناقــل   ترانس-2-7

pcDNA3.1+-VP1  هاي پايـدار كليـه       در سلول
 و تأييـد بيـان      (BHKT7-C534)بچه هامـستر    

  VP1پروتئين 
هـاي حـاوي ژن هـدف        يك از ناقـل    چهار ميكروگرم از هر   

)pcDNA3.1-VP1   و pEGFP-N1–VP1 (  ميكروگرم از   4و 

-pEGFP و +pcDNA3.1(هاي بدون ژن هدف  يك از ناقل هر

N1 ( 2000با استفاده از ليپوفكتامين (Lipofectamine 2000) 
(Invitrogen; USA)  سـاعته رده  48 در چهار خانه از كـشت 

اي   خانـه  6سلولي پايـدار كليـه بچـه هامـستر كـه در فلاسـك               
هـاي    سـاعت سـلول    48پـس از    . سازي شده بود وارد شد     آماده
–pEGFP-N1 و   EGFP-N1هـاي    هاي مربوط بـه ناقـل      خانه

VP1        با استفاده از ميكروسكوپ معكوس ايمونوفلوئورسنت از 
 بررسـي شـدند،     VP1 ملحق شـده بـا پـروتئين         GFPنظر بيان   

ها نـشان دهنـده بيـان پـروتئين          هاي سبز درون سلول    وجود لكه 
 و  +pcDNA3.1هـاي    كـه بـا ناقـل     هـايي    سـلول  .الحاقي است 

pcDNA3.1-VP1   ها آن ترانسفكت شده بود پس از شستشوي 
ــس ــا ف ــافر ب  (Phosphate Buffered Saline: PBS)فات ب

مول كلريد    ميلي 150[ ميكروليتر بافر ليز     200استريل، با افزودن    
 50، (Nonidet-P40) 40پـــي -نونيـــدت درصـــد 1ســـديم، 

، و ممانعـت    ](Tris-HCl) كلريدريك اسـيد     -تريسمولار   ميلي
، به كمك پاروي پلاسـتيكي اسـتريل        (PMCSF)كننده پروتئاز   

مدت يك دقيقه در     هاي فوق به    سلول .آوري شدند  ها جمع  سلول
 شـدند و  (Sonication)گراد سونيكاسيون     درجه سانتي  4دماي  

 g  16000هـا بـا دور   مايع رويـي حاصـل از سـانتريفوژ سـلول    
گراد براي بررسي بيان      درجه سانتي  4 دقيقه در دماي     20مدت   به

مــودي   بــا اســتفاده از روش الكتروفــورز ع  VP1پــروتئين 
.(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis: SDS-PAGE)ــه ــترن    و لك ــذاري وس گ
  .استفاده شد

  
  (Western Blotting)گذاري وسترن   لكه-2-8

دهي پـروتئين نوتركيـب حاصـل از         منظور بررسي واكنش   به
بـادي چنـد      با آنتـي   +pcDNA3.1 در ناقل بياني     VP1بيان ژن   
گذاري وسترن   آزمون لكه  O سويه ويروس تب برفكي     تبار ضد 

هـاي پايـدار     ابتدا سوسپانسيون حاصل از ليـز سـلول       . انجام شد 
 pcDNA3.1+-VP1كليه بچه هامستر ترانسفكت شده با ناقـل         

ــه روش  ــوديSDS-PAGEب ــورز عم ــپس   الكتروف ــد، س  ش
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باندهاي پروتئيني از ژل اكريل آميد به كاغذ نيتروسلولز با ولتاژ            
بـادي چنـد تبـار     كاغذ نيتروسلولز با آنتـي .  ولت منتقل شد  100

(Guinea pig anti FMDV type O) (Pirbright; England) 
بادي ثانويه    با آنتي  VP1 باند اختصاصي پروتئين      و آميزي شده  رنگ

  . نمايان شدHRP كونژوگه شده با آنزيم اوليهبادي  ضد آنتي
  

   واكسيناسيون-2-9
 هفتـه   5-4 با سـن     BALB/c موش   در اين قسمت هيجده   

ــوش  ــد، م ــتفاده ش ــه    اس ــروع برنام ــل از ش ــه قب ــك هفت ــا ي ه
بـه هـر مـوش      .  تايي تقسيم شـدند    6واكسيناسيون به سه گروه     

 ميكروليتـر، بـه     100گروه اول، فسفات بافر اسـتريل بـه ميـزان           
 بدون ژن هدف و به گروه سـوم         +pcDNA3.1گروه دوم ناقل    

 ميكروگـرم ناقـل     100 هر موش    به(ناقل بياني حاوي ژن هدف      
ــر100در  ــه)  ميكروليت ــد   ب ــق ش ــتي تزري ــر پوس ــورت زي . ص

بار انجام   ها در سه دوز با فاصله دو هفته يك         واكسيناسيون گروه 
شد و ده روز پس از آخرين تزريق واكسن، خونگيري از قلـب             

همچنـين طحـال ايـن      . حيوانات بعد از بيهوشي كامل انجام شد      
  .هاي طحال كشت داده شدند نفوسيتحيوانات جداسازي و ل

  
  سرم خنثي كننده  تعيين تيتر آنتي-2-10

سازي كمپلمـان    فعال پس از جداسازي سرم حيوانات و غير      
سرم  گراد، تيتر آنتي    درجه سانتي  56مدت نيم ساعت در دماي       به

ــه  ــن نمون ــده در اي ــي كنن ــر   خنث ــه روش كرب ــا ب  (Karber)ه
صورت تـك لايـه       به BHK21هاي   ابتدا سلول . گيري شد  اندازه

 خانه تـه صـاف كـشت داده    96هاي يك ميكروپليت    در چاهك 
 از سـرم هـا تهيـه و بـا           128/1 تـا    2/1هـاي    شدند، سپس رقت  

 TCID50 (Tissue 100با تيتـر   (Oويروس تب برفكي سويه 

Culture Infection Dose)مخلوط شد ) ليتر  به ازاي هر ميلي
 خانـه ميكروپليـت تلقـيح       و مخلوط مربوط به هر رقت در سـه        

  هـاي   هـا در زمـان     ظهور علايم تخريب سلولي در چاهـك      . شد
ظهور علايم تخريب   .  ساعت بعد از تلقيح بررسي شد      48 و   24

سـرم   سلولي به معني عدم خنثي شدن ويـروس بـا رقـت آنتـي             

بنابراين عكس ضريب رقت در آخرين رقتي از سرم كـه           . است
سـرم   عنـوان تيتـر آنتـي      ده به علايم تخريب سلولي را ايجاد نكر     

  .خنثي كننده تعيين شد
  

   ايمني سلولي-2-11
 طحـال   Tهـاي    بررسي ايمني سلولي با روش تكثير لنفوسيت      

ژن ويروسـي بـا اسـتفاده از كيـت تجـاري        تحريك شده بـا آنتـي     
MTT (Roche; Germany) انجــام شــد و ضــريب شــاخص 

  ].7[ه شد ژن ويروسي محاسب ها نسبت به آنتي تحريكي لنفوسيت
  

   تجزيه و تحليل آماري-2-12
سـرم خنثـي كننـده و ضـريب          براي مقايسه ميانگين تيتر آنتـي     

شاخص تحريكي در سه گروه حيوانـات واكـسينه شـده از روش             
 (Duncan Method) (ANOVA-One way)آنوواي يك سويه 

  .تفاده شد اس16 نسخه SPSSافزار  ده از نرمبا استفا
  

   نتايج-3
، 1386زي شــده از شــهر ري در خــرداد ويــروس جداســا

ايـن ويـروس بـا سـويه      r Value را نـشان داد و  Oسروتايپ 
 FMDVاين ويـروس  .  تعيين شد88/0واكسن رايج در كشور 

type O/IRN/1/2007گذاري شد  نام.  
  

تـب    ويروس VP1 توالي نوكلئوتيدي ژن     -3-1
جداسازي شده از ايران در سال       Oبرفكي سويه   

1386 (FMDV/O/IRN/2007)  
 الحاق شده، طول ناحيـه كـد        VP1پس از تعيين توالي ژن      

 باقيمانده آمينواسيدي تعيين    213 نوكلئوتيد و    639كننده اين ژن    
توالي نوكلئوتيدي فوق در پايگاه اطلاعاتي بانك ژني با كد          . شد

  . نام ايران به  ثبت رسيد  بهJF288761دستيابي 
آغازگرهاي طراحـي    با استفاده از     RT-PCRنتيجه واكنش   



   و همكارانسده فرحناز معتمدي  آن و ارزيابي O سويه ويروس تب برفكي VP1ساخت ناقل بياني حاوي ژن 
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 نوكلئوتيد است كه    700شده در اين تحقيق، يك باند نزديك به         
  . شود  مشاهده مي1در شكل 

  

  
  

 700 قطعـه حـدود      نـشانگر حـضور    كـه    RT-PCR محـصول واكـنش      1شكل  
 بـا   Fermentas از شـركت     DNAنشانگر  . )4،  3،  2رديف هاي    (استباز   جفت
  )1رديف  (SM0403 كد

  

  
  

 استخراج شده از چهار كلـوني بـاكتري پـس از الحـاق ژن               هاي  ناقل 2شكل  
VP1    در ناقل PTZ57R/T   2،  1هاي    مربوط به كلوني آبي و رديف      3، رديف 

  .استهاي سفيد   مربوط به كلوني4و 
  

هاي استخراج شده از چهار كلوني بـاكتري          ناقل 2در شكل   
. شـود   ديـده مـي    PTZ57R/T در ناقل    VP1پس از الحاق ژن     

 مربوط به   4 و   2،  1هاي   بوط به كلوني آبي و رديف      مر 3رديف  

بـا توجـه بـه محـل قـرار گـرفتن بانـد              . هاي سفيد است   كلوني
 قرار  3 كمي بالاتر از رديف      4 و   2،  1هاي شماره    ها، رديف  ناقل

 در  VP1تواند نـشان دهنـده وارد شـدن ژن           گرفته است كه مي   
  .ناقل باشد

  

  
  

  
  

  
  

ها با استفاده از هـضم قطعـه ژنـي     ه در ناقل الحاق شدVP1 تأييد ژن   3شكل  
هـضم  ) 9-8 و   6-1هـاي     رديـف  )الف ؛BamHI و   KpnIبا دو آنزيم برشي     

 +pcDNA3.1 هضم ناقـل  ) 7 بدون ژن هدف، رديف      +pcDNA3.1هاي   ناقل
) 5 و 2، 1هاي   رديف)ب، DNAنشانگر ) 10، رديف VP1الحاق شده با ژن 

، DNAنـشانگر   ) 3 هدف، رديـف     الحاق شده با ژن    pEGFP-N1 هضم ناقل 
نـشانگر  ) 1 رديـف    )جبدون ژن هـدف،      pEGFP-N1 هضم ناقل ) 4رديف  
DNAهضم ناقل) 3 و 2هاي  ، رديف PTZ57R/T  الحاق شده با  ژنVP1  
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  سازي  كلوني-3-2
 ،PTZ57R/Tهــاي   الحــاق شــده در ناقــلVP1تأييــد ژن
pcDNA3.1+   و pEGFP-N1           كه بـا اسـتفاده از هـضم قطعـه

ترتيـب    انجام شده بـه    BamHI و   KpnI دو آنزيم برشي     ژني با 
  . شود  مشاهده مي3در شكل 

  

  
  

  
  

 خاصيت فلورسنت از خـود نـشان         كه VP1-GFPروتئين الحاقي    بيان پ  4شكل  
 1500×با بزرگنمايي ) BHKT7( هامستر   نوزاددهد در رده سلولي پايدار كليه        مي
 )ب ،VP1 حـاوي ژن     pEGFP-N1هاي ترانسفكت شده بـا ناقـل          سلول )الف
  VP1 بدون ژن pEGFP-N1هاي ترانسفكت شده با ناقل  سلول

  
   بيان پروتئين-3-3

چهل و هشت ساعت پس از ترانسفكت رده سلولي پايـدار           
 عكـس   VP1 حاوي ژن    pEGFP-N1كليه بچه هامستر با ناقل      

ها با ميكروسكوپ معكوس فلورسـنت تهيـه شـد كـه در              سلول
هده نقاط سبز درخشان بيـشتر در       مشا. شود  مشاهده مي  4شكل  
 نـسبت  pEGFP-N1-VP1هاي ترانسفكت شده با ناقـل    سلول

هاي ترانسفكت شده بـا ناقـل بـدون ژن هـدف نـشان               به سلول 
  . استGFP-VP1دهنده بيان پروتئين الحاقي 

  

  
  

 بيان پروتئين در رده سلولي پايدار كليه بچه هامستر ترانسفكت شـده             5شكل  
ترانسفكت شـده بـا ناقـل       ؛  )3رديف   (VP1حاوي ژن    +pcDNA3.1با ناقل   

pcDNA3.1+  بـدون ژن VP1)  ســلول كنتــرل ترانــسفكت نــشده ) 2رديــف
  SM0441 Fermentasبا كد ) 1رديف (، نشانگر پروتئيني )4رديف (

  

  
  

بادي چندتبار ضد ويروس تب  گذاري وسترن با آنتي    نتيجه آزمون لكه   6شكل  
 +pcDNA3.1اي ترانسفكت شده با ناقـل       ه  سلول )1رديف  ،  Oبرفكي سويه   

 +pcDNA3.1هاي ترانسفكت شده با ناقـل         سلول )2رديف  ،  VP1بدون ژن   
   سلول بدون ترانسفكشن ناقل)3رديف ، VP1حاوي ژن 
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هاي پايـدار كليـه بچـه        همچنين سوپ حاصل از ليز سلول     
 VP1حاوي ژن    +pcDNA3.1هامستر ترانسفكت شده با ناقل      

هـاي نوتركيـب      از نظر وجـود پـروتئين      SDS-PAGEبا انجام   
بـا توجـه بـه      . شود  مشاهده مي  5بررسي شد كه نتايج در شكل       

ــروتئين    ــي پ ــدازه تقريب ــي   VP1ان ــب برفك ــروس ت  25( وي
 نيـز بانـد     6در شـكل    . ، باند مورد نظر مشاهده شـد      )كيلودالتون

ــروتئين ــال پ ــه كاغــذ   حاصــل از انتق ــد ب ــل آمي ــا از ژل اكري ه
بـادي   آميـزي اوليـه و ثانويـه بـا آنتـي           نـگ نيتروسلولز پس از ر   

  .شود  ويروس تب برفكي مشاهده ميOاختصاصي سويه 
  

  هاي ايمني  پاسخ-3-4
سرم خنثـي كننـده و ضـريب شـاخص تحريكـي             تيتر آنتي 

نتـايج  .  آمـده شـده اسـت      1 طحال در جـدول      Tهاي   لنفوسيت
سرم خنثي كننـده و هـم ضـريب          دهد كه هم تيتر آنتي     نشان مي 

هاي واكسينه شده بـا ناقـل بيـاني          ريكي گروه موش  شاخص تح 
داري  حاوي ژن هدف نسبت به دو گروه كنتـرل افـزايش معنـي            

  ).P>05/0(داشته است 
  

بادي خنثي كننده و ضريب شاخص تحريكي   ميانگين تيتر آنتي1جدول 
   خطاي استاندارد± در سه گروه موشي Tهاي  لنفوسيت

  

  گروه واكسن
سرم خنثي  تيتر آنتي

 خطاي ± ندهكن
  استاندارد

ضريب شاخص 
 خطاي ±تحريكي

  استاندارد
 98/0±113/0  6/0 ± 10/0  فسفات بافر

  03/1±113/0  6/0 ± 10/0  ناقل بياني بدون ژن هدف
 23/1±113/0  1 ± 10/0  ناقل بياني حاوي ژن هدف

  

   بحث-4
هاي غيرفعال بيماري تب برفكي تجاري       هر چند كه واكسن   

سازي كامل داراي نواقصي است      وجود دارد ولي فرايند غيرفعال    
اين بيماري  ) Sporadic  :اسپوراديك(گير   كه منجر به شيوع تك    

هاي سـالم و كارآمـد از        شود، بنابراين تهيه واكسن    در منطقه مي  

. راي اهميت است  يونيت واكسن دا    واكسن و ساب   DNAجمله  
 DNAدر تحقيقات قبلي مشخص شـده كـه واكـسيناسيون بـا             

 منجر به پاسخ ايمنـي حفـاظتي در   (DNA Plasmid)پلاسميد 
هـاي حيـواني     ژن بيان شده از آن پلاسـميد در مـدل          مقابل آنتي 

ژن  اين پاسـخ بـه ايـن دليـل اسـت كـه آنتـي              ]. 11-8[شود   مي
هـاي   ژن اري به آنتي  صورت درون سلول توليد و از نظر ساخت        به

ها  ژن اين آنتي . تر است  حاصل از عفونت طبيعي ويروس نزديك     
 MHC (Major Histocompatibility Complex)از مـسير  

هـاي ايمنـي     سـازي پاسـخ     و باعث فعـال    پردازش 2 و   1كلاس  
هــاي  وجــود قــسمت]. 14-12[شــود  هومــورال و ســلولي مــي
Unmethylated CpG در DNA پاسـخ  منجـر بـه    پلاسـميد 

ــي   ــان م ــي در ميزب ــي ذات ــود  ايمن ــن]. 16، 15[ش  و (Fan)  ف
 ويروس  VP1 واكسن مربوط به ژن      DNA) 2007(همكارانش  

هاي هندي تزريق     را به خوكچه   O/ES/2001تب برفكي سويه    
. هاي ايمني هومورال و سلولي را بررسي كردنـد         نمودند و پاسخ  

ونده بـه   هـاي متـصل ش ـ     بـادي  ها متوجه شدند كه تيتر آنتـي       آن
 4و توليـد اينترلـوكين   ) ELISAگيري به روش     اندازه(ويروس  

(Interleukin 4) و اينترفرون گاما (Interferon Gamma) در 
هـا    بـه آن   VP1گروهي از حيوانات كه پلاسميدهاي حاوي ژن        

 و (Choudary) چـادري ]. 17[تزريق شده افزايش يافته اسـت    
 واكـسن مربـوط     DNAگزارش نمودند كه    ) 2008(همكارانش  

 كــه A ويــروس تــب برفكــي ســويه VP1بــه قــسمتي از ژن 
هاي هندي تزريق شده بود،      صورت درون عضلاني به خوكچه     به

 و ضـريب    ELISA در آزمون    5/1سرم   منجر به توليد تيتر آنتي    
 شـد كـه افـزايش    29/1هاي طحـال   شاخص تحريكي لنفوسيت 

  ].7[هاي كنترل منفي داشت  داري نسبت به گروه معني
 O/IRN/1/2007در اين تحقيق ويروس تب برفكـي سـويه          

با توجـه   . اي در شهر ري جداسازي شد       از گوساله  1386در سال   
كــه هــدف اصــلي در ايــن تحقيــق توليــد كلــون بيــاني   بــه ايــن

pcDNA3.1-VP1       عنـوان يـك واكـسن        است تا بتوان از آن بـه
DNA  ژن هاي حيواني استفاده نمود؛ بـدين منظـور ابتـدا      در مدل

 كلون شده و سپس ژن هـدف        PTZ57R/Tهدف در ناقل خطي     
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ناقـل   (+pcDNA3.1از اين ناقل برش يافتـه و درون ناقـل بيـاني             
منظـور كنتـرل بيـان       بـه . كلون شـد  ) هاي پستانداران  بياني در سلول  

 استفاده شد كـه     pEGFP-N1نام    از ناقل ديگري به    VP1پروتئين  
همچنين بيـان پـروتئين     .  است GFPداراي ژن گزارشگر مربوط به      

VP1 الحاق شده در ناقل بياني pcDNA3.1+ از طريق ترانسفكت 
هـاي پايـدار كليـه بچـه       در سلولVP1نمودن اين ناقل حاوي ژن   

بادي اختصاصي ضد اين  گذاري وسترن با آنتي هامستر به روش لكه
هاي ايمني همـورال و سـلولي    بررسي پاسخ. ويروس مشخص شد 

واكسينه شده با ناقل بياني حـاوي ژن هـدف،          هاي موشي    در گروه 
  .داري نسبت به دو گروه كنترل نشان داد افزايش معني
نيـز بـا سـاخت      ) 1990( و همكارانش    (Morgan)  مورگان

هاي سرولوژيكي ويـروس تـب       توپ ترين اپي  ناقل حاوي غالب  
 VP1200-213 و VP1 141-160اسـيدي   هاي آمينـو  برفكي كه توالي
هـاي   بادي خنثي كننـده در خوكچـه       ي پاسخ آنتي  بوده باعث القا  

  ]. 18[ها شدند  هندي و برخي از گوساله
 VP1 و همكـارانش ژن      (Park)در تحقيق مشابهي پـارك      

 جداسازي شده از كره شـمالي در        O سويهويروس تب برفكي    
ــال  ــاني  2002س ــل بي ــوتر  pSLIA را در ناق ــه داراي پروم  ك

 الحاق نمـود و   است،   (Cytomegalovirus)سيتومگالوويروس  
براي بررسي بيان پروتئين، ايـن ناقـل را در رده سـلولي پايـدار               

بادي گـاوي     ترانسفكت نموده و با آنتي     (MA104)كليه ميمون   
 FITC (Fluoresceinضد اين ويروس كه با ماده فلوئورسنت 

Isothiocyanate)       مـشاهده  .  كونژوگه شده بود، رنـگ نمودنـد
  .  بــودVP1نــده بيــان پــروتئين نقــاط ســبز درخــشان نــشان ده

  

هاي  تر بيان پروتئين، سوپ سلول     منظور بررسي دقيق   همچنين به 
ترانسفكت شده با ناقل حاوي ژن هدف را پـس از الكتروفـورز     
به روش دودسيل سولفات پلي اكريـل آميـد و انتقـال بانـدهاي              

گذاري وسـترن    پروتئيني به غشاي نيتروسلولز، با استفاده از لكه       
لازم بـه ذكـر     ]. 19[بادي ضد اين ويروس تأييد نمودنـد         و آنتي 

 ويـروس  VP1كـارگيري ژن   بـه است كه نتايج مطالعه حاضر با     
  . ايران با مطالعه پارك مطابقت داشت(Isolate) جدايه

كه توليد واكسن در مورد بيماري تب برفكي         با توجه به اين   
 VP1  است لازم بود كه ژن     هاي بومي هر منطقه    منوط به جدايه  

هاي ذكر شده براي مطالعه واكـسن در ايـن تحقيقـات     با ويژگي 
نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد       . كلون و بيان آن تأييد شود     

علـت حـضور ناحيـه كـد         هاي ذكر شده به    كه اين ژن با ويژگي    
 كه واجد   VP1علت كامل بودن طول ژن        و به  G-Hكننده لوپ   

عنـوان كانديـد     تواند به  هاي مهم سرولوژيكي است، مي     توپ پلي
  .واكسن بيماري تب برفكي مطرح شود

  

   تشكر و قدرداني-5
اين تحقيق براساس رساله دكتري مصوب دانـشگاه تربيـت          
مدرس و با حمايت هاي مالي معاونت پژوهشي دانشكده علوم          
پزشكي دانشگاه تربيت مدرس و معاونت تحقيقات پژوهـشگاه         

ــسته   ــون ه ــوم و فن ــت پژوهـ ـ عل ــات اي و رياس شكده تحقيق
كشاورزي، پزشكي و صنعتي كرج و موسسه تحقيقات واكـسن          
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