
115. .........................................................................................................................1396/ بهار 15پژوهشهاي تولیدات دامی سال هشتم/ شماره 

ایرانOویروس تب برفکی سروتیپVP1هاي پروتئین توپاپیطراحی، ساخت و بیان 
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سازي رازي شعبه مشهدسسه تحقیقات واکسن و سرمؤم،استادیار-5
17/6/94تاریخ پذیرش: 20/4/94تاریخ دریافت: 

چکیده 
شود.یاي مهاي اقتصادي قابل توجهاست و باعث زیان، یک بیماري حاد بسیار مسري در حیوانات زوج سم(FMD)تب برفکی 

هدف از این مطالعه توسعه . ضروري است(FMDV)تر در برابر ویروس تب برفکیمدآتر و کاربنابراین، ساخت یک واکسن امن
ایران Oتب برفکی(FMDV)هاي سنتی غیرفعال، در برابر ویروسبه جاي واکسنتوپی نوترکیبایمن چند اپیکاملاًیک واکسن

زا بر علیه ویروس تب برفکی، ژن پروتئین نوترکیب متشکل از هاي نوترکیب ایمنیتوپاپین و بیاسازيسانههمبراي بود.
جفت بازي 1155سنتز شد. قطعه FMDکپسید ویرس VP1از پروتئینTهايو سلولBهاي هاي سلولتوپترکیبات مختلف اپی

.شدکلون pET-32Aخالص و در ناقل بیانی PCRصولبا استفاده از آغازگرهاي اختصاصی تکثیر و محPCRژن نوترکیب با روش
ید لبیان پروتئین نوترکیب توتأئیدالقا و (IPTG)گالاکتوزید -D-بتا-مولار ایزوپروپیل میلییکبیان پروتئین نوترکیب، با استفاده از 

ن پروتئین نوترکیب چند کلونینگ ژانجام گرفت. صحتو دات بلاتینگSDSPAGEپروتئین شده با استفاده از الکتروفورز
نشان داد که سیستم بیانی SDS-PAGEشد. تجزیه و تحلیل تأئیدین توالی یو هضم آنزیمی و تعPCRتوپی با روش اپی

و پروتئین نوترکیب کیلو دالتون کارایی دارد60تولید پروتئین نوترکیب هدف، با وزن مولکولی در حدود pET32a-RPپروکاریوتی 
توپی تولید ساختارهاي چند اپینتایج نشان داد سیستم بیانی پروکاریوتی جهت.صورت نامحلول بیان شدهتوپ بچند اپی

استفاده شوند.هاتوپاپیهاي پلیتواند به عنوان یک روش بالقوه براي سازهو میمؤثرویروس تب برفکی يزانوترکیب ایمنی

FMDنوترکیب، ویروس توپی، تب برفکی، پروتئین: چنداپیيکلیديهاواژه

مقدمه
foot-and-mouth(بیماري تب برفکی ویروس

diseaseاز جنس (Aphtovirus یکور پو از خانواده
است و عامل ایجاد این بیماري(Picornaviride)یدهناور

مانند گاو، گوسفندشدت واگیر در حیوانات زوج سمهعفونی و ب
، در آنهاي اساس توانایییروس بر و. این )23(استخوكو

ایجاد بیماري در حیوانات به هفت سروتیپ عمده شامل چهار 
و سه سروتایپ A,O,C, Asia-1یاییآس-ییاروپایپ سروتا

بندي تقسیمSAT3وSAT1،SAT2ی شاملجنوبیقاي آفر
در OوAسروتیپ،هادر بین این سروتیپ). 2شده است (

در عمده خسارت تند وایران داراي اهمیت بالاتري هس
دلیل جهش ژنتیکی این دو سویه در کشور هاي اخیر بهسال
را به سنگینیاقتصادي هايزیاناین بیماري ه است. بود

مین أیکی از موانع اصلی در تکند و صنعت دامپروري وارد می
در حال .)1(باشد میهاي دامیوردهآها و فربهداشت دام

هاي سازي دامایمنتأئیدده فعال شغیراز واکسن حاضر 
اکسنشود. واستفاده میحساس علیه بیماري تب برفکی 

ایجاد ایمنی پایدار و یا نسبتاً پایدار،تب برفکیشدهغیرفعال
و ممکن است در طی تولید واکسن، ویروس به طور کنند مین

چنینهمشده و خود باعث شیوع بیماري شود. غیرفعالناقص 
قادر به القائ پاسخ ایمنی سلولی الغیرفعهاي واکسن

. علاوه بر این، حیوانات واکسینه شده با )14(باشند نمی
توان از حیواناتی که به طور طبیعی واکسن غیرفعال را نمی

اند تشخیص داد، لذا با توجه به این مشکلات تلاش آلوده شده
هاي نوترکیب هاي جدید از جمله واکسنبراي توسعه واکسن

واکسن، DNAهاي پپتیدي مصنوعی، دي، واکسنزیر واح
هاي وکتوري و واکسنشدهحذفژنومباهاي زنده واکسن

توپی اپیهاي چند . در این میان واکسن)19باشد (میضروري 
هاي مهم توپاپیهاي ایمنی بر با متمرکز کردن پاسخ

تحریک سیستم ایمنی علیه تأئیدویروس، پتانسیل خوبی 
زمان به طور همTیا Bهاي توپ منحصر به سلولچندین اپی

ها بخشی از ساختار یک توپو اختصاصی را دارا هستند. اپی
شناخته Tیا Bهاي سلولوسیلهبهژن هستند که آنتی
مطالعات ایمونولوژیکی ویروس تب برفکی نشان شوند.می

هاي غالب اصلی که مسئول القاي پاسخ توپداده است که اپی
VP1هستند، در پروتئین ساختمانی Tیا Bهاي سلولایمنی

پروتئین ساختمانی Bهاي توپ سلول). دو اپی15قرار دارند (
VP1 200- 213و 161تا 141شامل (اسیدهاي آمینه شماره (

. )7باشند (کننده در گاو را دارا میبادي خنثیتوانایی پاسخ آنتی
141هاي آمینه (اسیدG-Hویروس در لوپ VP1در پروتئین 

یک باشدمیBهاي هاي سلولتوپ) که مربوط به اپی161تا 
منطقه کاملاً حفاظت شده شامل سه اسید آمینه آرژنین، 

) وجود دارد. این Arg,Gly Aspگلایسین و اسید آسپارتیک (
اسیدهاي آمینه نقش مهمی در اتصال ویروس به گیرنده 

شامل (اسید Tي هاهاي سلولتوپاپی). 17سلول ندارد (
ي به مؤثربه طور VP1) پروتئین 20و40، 66، 88آمینه
کننده ویروس تب بادي خنثینتیأدر القاي پاسخ Bهاي سلول

گران براي تقویت . پژوهش)11،14،20کنند (میبرفکی کمک 
توپی، پروتئین زنجیره سنگینهاي پلیزایی واکسنایمنی
IgG) و یا ماکروفاژ )9(ینترفرون بزي یا با آلفا ا)14،19خوکی

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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ها متصل و افزایش پاسخ ایمنی توپ) را به اپی7(گرانولوسیت
با ساخت حامل حاوي )18مورگان و مور (اند.را گزارش کرده

هاي سرولوژکی ویروس تب برفکی که توپترین اپیغالب
کننده و بادي خنثیهایی باعث القاي پاسخ آنتیحاوي توالی

هاي هندي و علیه ویروس تب برفکی در خوکچهنی ایجاد ایم
) با طراحی 20ها شدند. شائو و همکاران (برخی از گوساله

VP1هاي توپتوپی با استفاده از اپیواکسن نوترکیب چند اپی

و بیان آن در میزبان باکتریایی باعث ایجاد ویروس تب برفکی
ایمنی در خوك شدند.

مبنی بر کلونینگ، بیان، طراحی در ایران تاکنون گزارشی 
انجام Oتوپی ویروس تب برفکی سروتیپ ساختارهاي اپی
هاي هاي پروتئینتوپبا توجه به شناسایی اپینشده است، لذا 

). هدف از این مطالعه طراحی و 2مختلف ویروس تب برفکی (
هاي توپی نوترکیب، شامل نسخهاپیژن چند بیان یک آنتی

VP1از پروتئین Tو Bهاي هاي سلولوپتاپیمتعددي از 

ویروس تب برفکی بود. 

ها مواد روش
هاي ژنی و پروتئینیآنالیز توالی

Oویروس تب برفکی سروتیپ VP1توالی ژن و پروتئین 
) FMDV O/2010/IRN(2010ایزوله شده از ایران در سال 

از پایگاه اطلاعات ژنتیک HQ663879با کد دسترسی 
)NCBI ساخت پروتئین نوترکیب تأئید) استخراج شد. سپس

هاي شماره اسید آمینه(Bهاي هاي سلولتوپاپیمصنوعی 
توپ اپیو ) 200-213هاي شمارهو اسید آمینه140- 160

هاي و اسید آمینه44- 16هاي شماره اسید آمینه(Tهايسلول
جه به ها استخراج شد. با تو) از این توالی66AA-80شماره 

که شامل Cو A ،Bهاي انتخاب شده سه قطعه توپاپی
بودند، طراحی و از چیدمان Tو Bهاي هاي سلولتوپاپی

A-B-A-B-A-B-C-Cاین قطعات توالی پروتئین نوترکیب 
شود ساخته شد. در که در اینجا پروتئین نوترکیب نامیده می

ها توپ) بین اپی-GG-گلیسین (-این سازه از لینکر گلیسین
نوترکیب و بینی ساختار پروتئین). پیش1استفاده شد (شکل 

انجام شد و Swiss Modelبا استفاده از پایگاه سازي آنمدل
ویروس تب VP1با پروتئین طبیعی بینی شده ساختار پیش

:PDB code(برفکی با شماره دسترسی  1FOD chain با)1
زیه و تحلیل شد. مقایسه و تجPyMOLافزار استفاده از نرم

5.5افزارنرمباتوالی پروتئین نوترکیب مصنوعی مورد نظر، 
CLC Main Workbench به توالی ژنی، تبدیل و

افزار آنلاین شرکت نرمبااین سازه ژنی 1سازي کدونبهینه
.E) براي میزبان بیانی Gene Script)25ژن  coli انجام و

) و در GeneScriptسازه ژنی طراحی شده، سنتز (شرکت 
سانه شد.همpUC57وکتور حد واسط 

افزار طراحی با استفاده از نرمتکثیر ژن پروتئین نوترکیب: 
Primer primierپرایمر  v5 و توالی ژن پروتئین نوترکیب

کلون شده بود، آغازگرهاي لینکر دار pUC57که در وکتور 
با سازي کلونینگ ژن پروتئین نوترکیببیهند. ششدطراحی 

انجام و پس از 5.5CLC Main Workbenchنرم افزار 
و بیان صحیح پروتئین 2اطمینان از صحیح بودن قالب خواندن

نوترکیب مورد نظر، آغازگرها توسط شرکت ماکروژن (کره 
EcoRو سایت برشی آنزیمجنوبی) سنتز شد. در آغازگر پیشر

Iسایت برشی آنزیم و در آغازگر برگشتXho I طراحی شد و
در ابتداي هر آغازگر از توالی سه نوکلئوتید به عنوان 

افزایش کارایی برش آنزیمی استفاده شد.تأئید3گوشوارك

'5F:3CGGGATCCGATACTTACCATGGAATTCCCG
'3TGGGCCAGCTGCATGCTATACACTCGAG' CCG5R:

در حجم PCRتکثیر ژن پروتئین نوترکیب به روش 
10X ،10میکرولیتر بافر 5میکرولیتر، حاوي50نهایی 

dNTP ،4از هر مولارمیلی2/0پیکومول از هر آغازگر، 
پلیمراز (شرکت فرمنتاز) و pfuنزیم آMgCl2 ،1Uمولار میلی
. ) انجام شدpUC57-rPالگو (DNAنانوگرم از 100

چرخه 32شامل PCRهاي حرارتی براي انجام واکنش چرخه
درجه 94سازي در دماي مرحله اي شامل واسرشت3حرارتی 

60ثانیه، اتصال آغازگرها در دماي 30گراد به مدت سانتی
درجه 72ثانیه و تکثیر در دماي 30گراد به مدت درجه سانتی

تأئیدخه ثانیه و در نهایت یک چر60گراد به مدت سانتی
دقیقه دهگراد به مدت درجه سانتی72تکثیر نهایی در دماي 
درصد یکبر روي ژل آگارز PCRانجام شد. محصول 
biotium) شرکت (Gel Redرد (الکتروفورز و با ژل

آمیزي شد.انگلستان) رنگ

میکروگرم از دو:پروتئین نوترکیبژن سازيسانههم
pET-32aانی تخلیص شده و ناقل بیPCRمحصول 

)Novagen امریکا) با دو آنزیم برشیEcoR I وXho I

ششگراد به مدت درجه سانتی37صورت جداگانه در دماي هب
ساعت هضم آنزیمی شدند. محصولات حاصل از هضم، بر 

درصد الکتروفورز شده و پس از آن قطعات 7/0روي ژل اگارز 
ل شرکت مورد نظر از ژل بریده و با کیت استخراج از ژ

)Thermos 20) تخلیص شدند. واکنش الحاق در حجم
90و pET32aنانوگرم از وکتور 160میکرولیتر با غلظت 

واحد دونانوگرم از قطعه ژنی پروتئین نوترکیب هضم شده و 
درجه 16در دماي 1xو بافر T4DNA ligaseآنزیم 

محصول الحاق با ساعت انکوبه شد.16به مدت سانتیگراد
سوش E.coliوش شوك حرارتی به باکتري مستعدر

BL21(D3)هاي دریافت اکتريگري بانتقال یافت و غربال
لیتر میکروگرم بر میلی100روي محیط کشت کننده وکتور 

سیلین انجام شد. به منظور صحت کلونینگ از روش آمپی
) و هضم دو T terminatorو T7(با پرایمرهاي PCRکلونی 

EcoRهاي نزیمآنزیمی (با آ I وXho I استفاده شد و براي (
صحت ترادف و صحیح بودن قالب خواندن ژن وکتور 

pET32-rPیابی به شرکت ماکروژن کره فرستاده توالیتأئید
شدند. 

1- Codon Optimization 2- Inframe 3- Overhang

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
ra

p.
8.

15
.1

15
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 r
ap

.s
an

ru
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
8-

23
 ]

 

                               2 / 9

http://dx.doi.org/10.29252/rap.8.15.115
https://rap.sanru.ac.ir/article-1-763-fa.html


117........................................ ........................................................................................................1396/ بهار 15پژوهشهاي تولیدات دامی سال هشتم/ شماره 

-pET32بررسی بیان سازه ژنی  rP :لیتر از محیط میلییک
لیتر از محیط میلیدههاي نوترکیب به کشت شبانه باکتري

LB مایع حاوي غلظتμg/ml100د و شسیلین تلقیح آمپی
کشت داده rpm250گراد در دوردرجه سانتی37در دماي 

شد و پس از رسیدن جذب نوري محیط کشت در طول موج 
مولارمیلی1/0در غلظت نهایی 5/0IPTGنانومتر به 600

به محیط کشت اضافه شد تا عمل القا انجام گیرد، سپس در 
از محیط لیترمیلی1ساعت هر بار 4و 2، 1، 0اي هزمان

دقیقه سانتریفیوژ 5به مدت g8000کشت برداشته و با دور 
100شد. مایع رویی را حذف کرده و به رسوب حاصله 

) 2x Laemmli sample bufferمیکرولیتر لاملی بافر (
دقیقه در پنجاضافه کرده و رسوب در آن حل شده و به مدت 

درجه سانتیگراد انکوبه شد.85دماي 

ي پروتئینی، تحت هانمونهو بلاتینگSDS Pageالکتروفورز 
به 120درصد با ولتاژ 12روي ژل اکریل آمید شرایط دناتوره

بلو دقیقه انجام شد و سپس با روش کوماسی90مدت 
بررسی محلولیت پروتئین نوترکیب، از تأئیدآمیزي شدند. رنگ

ساعت 4بعد از IPTGالقا شده با محیط کشت باکتري 
gها با دور برداشته و سلوللیترمیلییکانکوباسیون 

دقیقه رسوب داده شد، رسوب حاصل در 3به مدت 8000دور
PBS 1Xها به روش به خوبی حل شده و باکتري

دقیقه) بر روي دهو به مدت 80سونیکاسیون (آملیفیکاسیون 
دهبه مدت g8000در دور حاصل یخ لیز شده و سوسپانسوین

دقیقه سانتریفیوژ شد و سپس محلول رویی و رسوب حاصل بر 
الکتروفورز و با کوماسی بلو SDS-PAGEدرصد 12روي ژل 

.زي شدآمیرنگ

هاي سلول هاي توپاپیتوپی براي ساخت پروتئین نوترکیب که قطعات شاملساختار شماتیک از پروتئین نوترکیب. (الف) قطعات اپی- 1شکل 
T وB پروتئینVP1اند. (ب) ساختار  نهایی پروتئین نوترکیبگلسین جدا شده–وسیله لینکرهاي گلیسینویروس تب برفکی که به

Figure1. The schematic structure of six of recombinant proteins (a). Fragments were used for constructing the
recombinant proteins. Each square represents B cell epitope or T cell epitope of VP1 of FMDVwhich have

been separated using Gly-Gly linkers.(b) Recombinant proteins final structure.

این کلون شد ،pET32-aژن مورد نظر در ناقل بیانی 
ب هیستیدنی پروتئین نوترکیب برچسپلاسمید به انتهاي 

و His tagبادي ضد بنابراین با استفاده ازآنتی.کنداضافه می
قرار داد. تأئیددات بلاتینگ وجود پروتئین مورد تأئیدروش
میکرولیتر از پروتئین استخراج شده بر دودات بلاتینگ تأئید

روي کاغذ نیتروسلولوز نقطه گذاري شد. کاغذ نیتروسلولز با 
به مدت یک ساعت در BSAدرصد یکحاوي TBSبافر 

ها پس از سه بار شستشو به مدت د. نمونهشدماي اتاق بلاك 
، به مدت یک ساعت به ترتیب با TBSTدقیقه با بافر پنج

، Anti-His tag)Rochبادي اولیه با آنتی10000/1رقت 
انکوبه و پس از HRPآلمان) و ثانویه ضدموشی کنژوگه با 

DABشکارسازي پروتئین از سوبسترايآتأئیدسه بار شستشو 
استفاده شد. 

و بحثنتایج
هاي هاي تحریک کننده سلولتوپاپیدر این مطالعه از 

سایر محققین گزارش از سويکه VP1پروتئین Tو Bایمنی 

هاي توپاپیاز اتصال و چیدمان )3،25(شده بود استفاده شد 
طراحی شد، زیرا CوA ،Bبه یکدیگر سه قطعه TوBسلول

- B)140هاي سلول توپاپیوقتی به Tهاي سلول توپاپی
160AA تري ایجاد شوند، پاسخ ایمنی شدیدمی) متصل
ها به توپاپیتر براي دسترسی بیشچنینهم. )10(کنند می

- پذیر گلیسینترمینال هر قطعه لینکر انعطاف-Nانتهاي 
م قرار گرفتند و ساختار گلیسین متصل و قطعات پشت سره

فضایی سه بعدي پروتئین نوترکیب حاصل از چیدمان 
VP1پروتئین Tو Bهاي هاي سلولتوپاپیهاي توالی

کننده ساختار بینیافزار آنلاین پیشویروس تب برفکی با نرم
PyMOLافزار آن با نرمPDB) و مشاهده فایل 27پروتئین (

کرد. تأئیددر ساختار فضایی ها راتوپاپیدر دسترس بودن 
141(اسیدهاي آمینه G-Hدهد که ناحیه لوپنتایج نشان می

) که نقش مهمی در اتصال ویروس به گیرنده سلول 161تا 
دارد، در پروتئین نوترکیب تولید شده و پروتئین طبیعی 

). 2باشند (شکل ویروس کامل بر هم منطبق می
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بینی شده است این شکل پیشSwiss Modelافراز طبیعی و نوترکیب ویروس تب برفکی که با نرمVP1ن ساختار سه بعدي پروتئی-2شکل 
ایجاد شده است که پروتئین نوترکیب به رنگ PyMOLافزار از قرار دادن ساختار پروتئین نوترکیب و طبیعی بر روي هم توسط نرم

باشد.قرمز و پروتئین طبیعی به رنگ آبی می
Figure 2. 3D structure of recombinant proteins and the VP1 of FMD virus The structure of the recombinant proteins

was predicted with Swiss Model software. This figure showed the structure superimposition between the recombinant
protein and the VP1 of FMDV by PyMOL software. The natural VP1 of FMDV was shown by blue line and the

recombinant protein was shown by red line.

یابی به بالاترین میزان بیان پروتئین، منظور دستبه
.Eها براي بیان در میزبانسازي کدونبهینه coliاز سوي

انجام شد که شاخص ارجحیت کدون Gene scriptشرکت
و بعد از بهینه 68/0سازي ژن پروتئین نوترکیب قبل از بهینه

بیان شده است. بر اساسیکسازي با شاخص بیانی بالاي 
باشد، یکافزاري در صورتی که این شاخص هاي نرمشاخص

بیان دهندهباشد نشان8/0ایدال بوده و در صورتی که بالاي 
با توجه به .)3مناسب یک ژن در داخل میزبان است (شکل

هاي جانوري و استفاده ما از میزبان در سلولVP1بیان ژن 
ها و ها و تغییر کدونبررسی ارجحیت کدونباکتریایی، 

هاي میزبان باعث افزایش بیان نها به کدونآجایگزینی 
میزبان عامل tRNAشود، زیرا در این حالت میپروتئین 

گرانپژوهش).5(ها نیستندمحدود کننده در سنتز پروتئین
ها با توجه به میزبان بیانی سازي کدوناند که بهینهنشان داده

).22(شودمیVP1باعث افزایش میزان بیان پروتئین 
پروتئین نوترکیب با بررسی بیان مجازي ژن

نشان داد که 5.5CLC Main Workbenchافزار نرم
آغازگرهاي لینکردار به درستی طراحی شده و قالب خواندن 

شده صحیح بوده و بیان پروتئین مورد نظر به درستی انجام 
).4است (شکل 

ها (ب) شاخص ) ژن قبل از بهینه سازي کدونCAI: codon adaption indexها (الف) شاخص ارجحیت کدونی (بهینه سازي کدون-3شکل
.هاسازي کدونها بعد از بهینهارجحیت کدون

Figure 3. codon usage optimization. (A) Before codon adaption index (B) After codon adaption index
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.Tو Bهاي ساخت پلاسمید حاوي پروتئین نوترکیب شامل اپی توپ هاي سلول-4شکل 
Figure 4. Construction of the recombinant plasmid including B cell and T cell epitope

pETپروتئین نوترکیب در سازيسانههمتکثیر و 

32a(+) :با طول ژن پروتئین نوترکیبbp1155 توسط
آنزیم وسیلهبهآغازگرهایی طراحی شده به صورت اختصاصی 

pfu 5تکثیر شد (شکل .(
وکتور نوترکیب PCRنتایج مربوط به کلونی 

pET32a(+)-rP با آغازگرهايT7 وTterminator و ظهور

نشان از حضور ژن پروتئین نوترکیب در وکتور bp1830باند 
با pET32a(+)-rPنزیمی چنین نتایج هضم آباشد هممی

Xhoهاي جفت آنزیم I وEcoR I نیز الحاق ژن پروتئین
تأیید کرد pET32a(+)-rPنوترکیب را در وکتور بیانی 

).6(شکل 

گر کیفیت مناسب رصد، نشاند5/1آگاروز وي ژل ي ربازجفت1155پروتئین نوترکیب تکثیربرايPCRالکتروفورز محصولات - 5شکل
.)kb1گر وزنی و نشانPCRمحصولات 2و 1ردیف جفت بازيگر وزنی کیلونشان(باشد تکثیر شده میهقطع

Figure 5. Electrophoresis of PCR products on 1% agarose gel: Lan1-2: recombinant protein gene (1155 bp). Lane 3:
1kb DNA Ladder. Lane4: Negative control

1830باند2و 1ستون Tterminatorو T7با آغازگرهاي PCRکلونیحضور ژن پروتئین نوترکیب با استفاده از روشتأئید:A-6شکل
EcoRهاي با آنزیمpET32a(+)-rP: هضم دو آنزیمی وکتور kb1Bلدر 3DNAو ستون مثبتکلونیدربازيجفت I و
Xho Iو وکتور هضم نشده3هضم وکتور بدون قطعه نوترکیب، ستون 2ترکیب، ستون بازي پروتئین نوجفت1155باندحضور

DNA لدرkb1.
Figure 6. (A) Electrophoresis of colony PCR of the ligated constructs into Pet32a. Primers used in the ligation of

pET32a vectors were the T7 Forward and T7 Reverse (terminator) primers (1830bp). (B) Double
digestion of recombinant pET32a(+)-rP vector. Lane 1 and 2: double digested pET32a(+)-rP vector. Lane

3: undigested pET32a(+)-rP vector and Lane 4: 1kb DNA ladder.
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با pET32a(+)-rPیابی وکتور آنالیز نتایج توالی
کلون و CLCافزار با نرمTterminatorو T7اي آغازگره

هاي کرد آنالیز پروتئینتأئیدصحیح بودن قالب خواندن ژن را 
هاي قبل و در نمونهSDS-PAGEنوترکیب تولید شده با ژل 

کیلو 60بعد از القا، حضور باند پروتئین نوترکیب در محدوده 
کتري ). سیستم بیانی با7دهد (شکل دالتونی را نشان می

هاي نوترکیب در مقادیر بالا اشرشیاکولی قادر به تولید پروتئین
pETهاي بیانی ناقلچنینهمباشد، بوده و کم هزینه می
قرار دارند و با توجه به داشتن راه T7تحت کنترل پروموتور 

IPTGهاي خود القا با براي کنترل بیان ژنLacOانداز 
نتیجه تولید پروتئین شوند که درمیT7باعث رونویسی ژن 

به هر حال بیان بالاي ). 10کنند (ژن هدف را فعال می
شود کهمیباعث E.coliها در سیستم بیانی پروتئین
تولید شوند. پلاسمید ها به صورت توده متصل به هم پروتئین

pET32a یک پروتئین تیرودوکسین را به ابتداي پروتئین
فزایش حلالیت پروتئین کند و باعث امینوترکیب اضافه 

). در تحقیق حاضر پروتئین نوترکیب تولید شده 13شود (می

بود که با گزارشات سایر محققین صورت توده متصل به همهب
ویروس تب برفکی را در این وکتور بیان VP1که پروتئین 

تواند به علت عدم می) که این 20کرده بودند مطابقت داشت (
ن نوترکیب در میزبان باشد. تاخوردگی کامل پروتئی

میزان آبگریزي پروتئین نوترکیب با استفاده از چنینهم
و میزان 5.5CLC Main Workbench50/0افزارنرم
تواند علت عدم محلولیت آن میبود که 22/0دوستی آن آب

ز طریق تغییر خواص عوامل وابسته به توالی پروتئین، اباشد. 
پذیري بر ساختار آن، انحلالتأثیربیوفیزیکی پروتئین و 
از ،هاد. انحلال پروتئیننسازمیثر أپروتئین نوترکیب را مت

فاکتورهایی از قبیل پایداري تأثیراختاري، تحت دیدگاه س
هاي مینه، انواع ساختمانآگرمایی پروتئین، تعداد اسیدهاي 

، پایداري پروتئینآب گریزيدرصد ،ندوم موجود در پروتئی
سازي خالصبرايبنابراین .)13(باشدمیو ... دمایی

شوند، تولید میه صورت توده متصل به همهایی که بپروتئین
باید از مواد شیمیایی مانند اوره که باعث باز شدن پیوندهاي 

).24استفاده کرد (،شوندمیهایدروژنی و حل شدن آنه

(کنترل pET32aهاي اشرشیاکولی حاوي سلولها ازعصاره سلول:1ردیفپروتئین نوترکیبSDS-PAGEتجزیه و تحلیل -7ل شک
قبل از القاءpET32a-RPهاي اشرشیاکولی حاوي سلولها ازعصاره سلول:2باشد ردیف نشان از القا میTrx.tagمثبت) که بیان 

60بیان و تولیدپروتئین نوترکیب .پس از القاءpET32a-RPهاي اشرشیاکولی حاوي ها از سلولولعصاره سل:5و3،4ردیفبیان.
10، 15، 20، 25، 30، 40، 50، 60، 70، 85، 100، 120، 150، 200(باند 14: نشانگر مولکولی وزنی پروتئین6ردیف کیلودالتونی

.کیلودالتون)
Figure 7. Expression of recombinant protein in E. coli., Lane 1: induced pET32a Lane 2: un-induced pET32a-RP,

Lane 3: 2 hours post-induction sample, Lane 4: 3 hours post-induction sample, Lane 5: 4 hours post-
induction, , lane 6: Protein ladder.

کننده تولید یدتأئAnti-His tagنتایج دات بلاتینگ با 
است که با نتایج توالی یابی pET32aپروتئین نوترکیب در 

هاي مربوط به مطابقت دارد. در دات بلاتینگ، شدت رنگ لکه
هاي حاوي پلاسمید نوترکیب القاء شده و تفاوت سلول

هاي غیرترنسفکت شده (کنترل هاي سلولمشخص آنها با لکه
ها توپ در این سلوللیهاي پدهنده بیان پلاسمیدمنفی) نشان
).8بود (شکل 

: وکتور بیان حاوي ژن 2لکه IPTG: وکتور بیان فاقد ژن پروتئین نوترکیب بعداز القا با 1بیان ژن توسط روش دات بلات. لکه تأئید-8شکل 
IPTGوکتور حاوي ژن پروتئین نوترکیب بعد از القا با 4، 3لکه IPTGقبل از القا با 

Figure 8. Dot blotting analysis: 1: IPTG induced pET32a 2: IPTG un-induce pET32a-RP 3-4: IPTG induced
pET32a-RP
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ترین ویروس تب برفکی عامل یکی از مهم
تب بیماري،2001سالهاي احشام می باشد و دربیماري

دامصنعتروياقتصادي زیاديتأثیرانگلستانبرفکی در
گیريپیشوکنترلهايباعث ایجاد سیاستوستداشته ا

هنوزواکسیناسیون.)21شد (سر سختی در برابر این بیماري
(معادل ازگیريپیشوکنترلبرايمهمهايراهازیکیهم

واکسنحال،ایناست، باFMDفارسی استفاده شود) 
معایبی دلیلبهیافتهتوسعهکشورهايتربیشدرغیرفعال

صورت ناقص ه، بایمنی پایدار و یا نسبتاً پایدارعدم ایجاد مانند 
شدن، عدم القائ پاسخ ایمنی سلولی عدم تشخیص غیرفعال

،نیستتأئیدمورد . )14(باشند حیوانات واکسینه شده می
واکسنجايبهمؤثرخطر و بیواکسنیکبنابراین توسعه

رسراسدربرفکیتبکنیریشهوکنترلبرايسنتیهاي
مبتنیپروتئین نوترکیبیمطالعه،ایندر.استجهان ضروري

ویروس تب برفکی سویه VP1نوترکیب پروتئین توپاپیبر
Oفانگ و توپی طراحی و بیان شد ساخت واکسن اپیتأئید

زاي هاي ایمنیتوپهمکاران مطابق با تحقیق حاضر اپی
ند که را بصورت پپتید سنتز کرده و نشان دادVP1پروتئین 

).11باشد (ژنیک قادر بر ایجاد پاسخ ایمنی میاین ساختار آنتی
VP1مطالعات متعدد نشان داده است که پروتئین 

باشد زا میهاي ایمنیتوپویروس تب برفکی حامل غالب اپی
). 1،3،12کننده را القا کند (توانند پاسخ آنتی بادي خنثیکه می

VP1حیواناتی که با پروتئین تحقیقات نشان داده است که 

اند در برابر ویروس تب برفکی محافظت واکسینه شده
هاي توپ. سایر محققین نیز اپی)5(شوند می

ویروس تب برفکی در VP1زاي انتخاب شده پروتئین ایمنی
کلون و بیان کردند کهpETاین تحقیق را در پلاسمید 

ایمنی محافظتی در پروتئین نوترکیب تولید شده قادر به ایجاد 
توپی که از اپیهاي استفاده از واکسن). 20باشد (خوك می

کنند، باعث میتوپ ایمونوژن در ساختار خود استفاده اپیچند 
هاي مختلف، ژنگرفته از آنتیزمان پاسخ ایمنی برتحریک هم

متمرکز ساختن پاسخ ایمنی و ممانعت از بروز اثرات ناخواسته 
). نتایج 20شوند (میهاي کامل ژنگیري آنتیرکاهناشی از ب

ها در این میزبان توپاین پژوهش نشان داد که بیان این اپی
دست باکتریایی و پلاسمید بازه بالایی دارد. امید است نتایج به

گشایی براي تولید یک واکسن نوترکیب آمده از این تحقیق راه
العات آینده بر علیه ویروس تب برفکی باشد. در مطمؤثر
توان این پروتئین نوترکیب را به حیوانات آزمایشگاهی می

ژنسیته آن را مورد بررسی قرار داد. تزریق و میزان آنتی

تشکر و قدردانی
از معاونت پژوهشی دانشگاه فردوسی که امکانات انجام 
این پایان نامه را فراهم نموده اند کمال تقدیر و تشکر را دارم.
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Abstract
Foot-and-mouth disease (FMD) is an extremely infectious and occasionally fatal viral

disease with a rapid onset and a short course that affects cloven-hoofed animals and results in
considerable financial losses. For this reason, availability of more reliable and efficient vaccines
against Foot-and-mouth disease virus (FMDV) is felt as a necessity. The purpose of this study is
to develop a perfectly safe immunogen in order to supplant the usual inactivated vaccine. A
tandem repeat multiple-epitope recombinant vaccine against foot-and-mouth disease (FMD)
virus (FMDV) type O was developed. In order to develop recombinant epitope vaccines against
foot-and-mouth disease virus (FMDV), multiple-epitope recombinant vaccine (rP) comprising
various combinations of B cell and T cell epitopes from VP1 capsid protein were synthesized. A
1155-bp gene fragment was amplified by PCR using specific primers. The amplicon was
purified and then cloned into expression vector pET-32a. For expression of recombinant
protein, pET32a-rP plasmid was transformed into Escherichia coli BL21 (DE3) cells.
Recombinant protein was overexpressed with isopropythio-beta-D-galctoside (IPTG).
SDSPAGE and DOT blotting were performed for protein determination and verification.The
multiple-epitope recombinant was validated by colony-PCR and enzymatic digestion. IPTG
with a dosage of 1.0 mmol/L could effectively promote protein expression.  SDS-PAGE
analysis demonstrated that our constructed prokaryotic expression system pET32a-rP efficiently
produces a target recombinant protein with a molecular weight of about 60 kDa. Results showed
that prokaryotic expression system is effective in producing the multiple-epitope recombinant
immunogen for FDM virus and can be used as a potential method for poly epitope constructs.

Keywords: Foot and Mouth Disease, FMDv viruse, Multiple Epitope, Recombinant Vaccine
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