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 چکیده
قابل  DNA HBVبه عنوان عفونت با  Bعفونت نهفته بیماری هپاتیت 

غیرقابل شناسایی در خون بیماران  HbsAg ژن سطحی‏شناسایی و آنتی

به وسیله میزبان  Bعقیده بر این است که شناسایی ویروس هپاتیت . است

اما به دلیل فقدان . شود انجام می( HBSAg)از آنتی ژن سطحی  aدر منطقه 

. این فرضیه وجود ندارد، مدرکی برای HBsAgساختار سه بعدی 

ساختار سه بعدی توالی موتان یافته و وحشی از توالی اولیه،  پیشگویی

این مطالعه به منظور بررسی تغییرات . کند تغییرات ساختاری را آشکار می

 .های ایرانی است‏در حالت نهفته و وحشی در نمونه HBsAgساختاری 

بارز از بانک ژن  عفونت نهفته وایرانی مبتلا به  در بیماران HBsAgتوالی 

بعدی با استفاده از مدلسازی از نو و متد  3ساختار  پیشگویی. استخراج شد

L-TASSER سپس با استفاده از . انجام شدSPDBV ممان . مشاهده شد

هر دو توالی وحشی و . انجام شد CHIMERAدوقطبی توسط نرم افزار 

 CLC Mainافزار ‏مژنیک در نر‏مناطق آنتی پیشگوییموتان برای 

Workbenech نتایج نشان داد که موتان در حالت نهفته باعث  .بررسی شد

ژنیک و ‏این تغییر در شاخص آنتی. شود‏تغییر درخواص ساختاری آن می

. شده نشان داده شده است پیشگوییممان دوقطبی ساختار سه بعدی 

، aدر منطقه کند که علاوه بر موتاسیون ‏های این مطالعه تأکید می‏یافته

. شوند HBsAgتوانند باعث تغییر ساختاری ‏های دیگری هم می‏موتاسیون

 HBsAgپس در شناسایی و طراحی واکسن باید به ساختار سه بعدی 

 .توجه کرد

 

ساختار سه بعدی، عفونت  پیشگوییآنتی ژن سطحی،  :های کلیدیواژه

 .Bنهفته، هپاتیت 
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Abstract 

Occult hepatitis B infection (OHB) is defined as infection 

with detectable HBV DNA and undetectable surface antigen 

(HBsAg) in patients' blood. It is believed that detection of 

hepatitis B virus by host in “a” region of surface antigen 

(HBsAg) is performed. However, there have never been 

successful attempts to provide evidence for this hypothesis, 

partly because the 3D structure of HBsAg molecule has not 

been determined. Tertiary structure prediction of HBsAg 

solely from its primary amino acid sequence may reveal the 

structural changes of the mutant proteins. We carried out this 

study to analyze the predicted HBsAg conformation changes 

of OBH variant and wild isolated from Iranian patient blood. 

We extracted HBsAg sequences (OBH and wild) of Iranian 

from Gen Bank. Tertiary structures of the wild & occult 

HBsAg were predicted using “ab initio” modeling and I-

TASSER method. Then visualized using deep View/Siwss-

pdb Viewer. Dipole moments of 3D structures were 

determined by chimera software. Wild & occult HBsAg 

sequences were analyzed in CLC Main Workbench to 

prediction antigenic index of each sequence. Our results 

showed the single amino acid substitutions in OBH, may alter 

structural properties of variant HBsAg, which can be shown 

by both its antigenic index and dipole moment of predicted 3D 

conformation. This survey suggested that the moreover “a" 

region mutations, other mutations can be change structure of 

HBsAg. It suggested to detection and vaccine design should be 

pay attention to three-dimensional structure of HbsAg.  
 

Keywords: Tertiary structure, Prediction, Surface antigen, 

Latent infection, Hepatitis. 
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 مقدمه 
مطالعه شده است و هنوز  1395از سال  Bویروس هپاتیت 

تخمین . شود هم خطر مهمی برای سلامت جامعه محسوب می
شود که حدود دو میلیارد نفر شواهد سرولوژیک آلودگی  زده می

میلیون  955بیش از . را داشته باشند HBVقدیمی یا فعلی با 
این حاملین مزمن % 55 می باشند و HBVنفر حامل مزمن 

در  HBVشیوع . کنند ب اقیانوس آرام زندگی میدر آسیا و غر
های مختلف  در بین استان% 5تا بیش از % 5/1ایران بین 
عفونت منتهی به  این. (Gust, 1996)باشد  متغیر می

 .(Alter, 2003)شود  کارسینوم کبدی می
HBV  یک ویروس دارایDNA با ژنومی  ای دو رشته

 و S ،P ،Cئین جفت باز است که چهار پروت 9055در حدود 
X کند  را کد می(Alert, 2003) .مناطقی از ژنوم با استفاده 

های متفاوتی را کد  های متفاوت خواندن، پروتئین از قالب
 .(Sleisenger and Fortrans, 2006)کند  می

HBV ،8  ژنوتیپA, B, C, C, E, F, G این  .و دارد
تغییر یا بیشتر در توالی نوکلئوتیدی % 8تنوع ژنوتیپ بر اساس 

های  مطالعات اخیر تفاوت. (Yuh et al., 1992)است 
مهمی را در تظاهرات کلینیکی و ژنوتیپ نشان داده شده است 

(Miyakawa and Mizokami, 2003 .) مثلاً ژنوتیپC 
دهد  ینشان م Bتظاهرات بالینی کمتری را نسبت به ژنوتیپ 

(Norder et al., 2003). 

 و HBsAgبدون وجود  Anti-HBCبه حضور 
Anti HBs  ،در سرمAnti-HBC شود که  ایزوله اطلاق می

. مطرح باشد HBVتواند به عنوان مارکر عفونت مزمن  می
گردند  های این ناحیه در سراسر جهان مشاهده می موتاسیون

از نظر بالینی . شوند ولی به طور عمده در آسیا مشاهده می
به طور طبیعی . حائز اهمیت بسیار هستند Sهای ناحیه  موتانت

، سیستم ایمنی سلولی و هومورال علیه HBVدر عفونت 
های اختصاصی ویروس وارد عمل شده و موجب  پروتئین

 Sهای  در حالی که موتانت. گردند سازی ویروس می پاک
 رده واز شناسایی توسط سیستم ایمنی فرار ک HBVویروس 

تواند به سمت  گردند که می سبب بیماری مزمن کبدی می
به علاوه . نارسایی کبدی و یا سرطان کبدی پیشرفت نماید

ها از طریق انتقال خون، همودیالیز و پیوند  این جهش یافته
توانند به سایرین نیز منتقل شده و باعث گسترش  اعضا می

 . (Norder et al., 2004)شوند  می HBVعفونت 

های احتمالی عدم  های متعددی در مورد مکانیسم نظریه
در سرم است از  HBVبا وجود ویروس  HBsAgشناسایی 

ژنوم ویروس، کاهش  Sهای موجود در ناحیه  جمله جهش
viral load های موجود برای  و حساسیت ناکافی تست

 HBsAg (Grob et al., 2000 .)شناسایی 

از نظر شناسایی توسط  HBVهای  بنابراین واریانت
سیستم ایمنی میزبان، افزایش ویرولانس و تکثیر ویروس، 
مقاومت به داروهای ضد ویروس و تسهیل اتصال و نفوذ به 

 ها در بررسی جهش. سلولهای کبدی حائز اهمیت می باشند
های منجر به  دارای اهمیت بالینی در شناسایی سویه Sناحیه 

 .(Kaviani et al., 2006)است  HBVعفونت نهفته 
HBsAgترین بخش پوششی ویروس هپاتیت، مهم B 

 .شود بیان می Pتوسط ژن  آمینواسید دارد که 009است که 
 a، منطقه HBVیک منطقه مهم برای آنتی ژنیسیته 

. شود را شامل می 195تا  109است که از اسید آمینه 
پیشگویی شده است که این منطقه یک ساختار دو لوپی دارد 

بیرون زده است و گمان بر این است که  HBVاز سطح که 
 تواند پاسخ ایمنی را تغییرات آمینو اسیدی در این منطقه می

 .(Gerlich, 2004)تغییر دهد 
ها به صورت جایگزینی گلیسین به  ترین جهش شایع

. باشد می aدر منطقه ( G145R)195آرژنین در موقعیت 
های پایان نیز در  تغییرات خارج این منطقه و وجود کدون

اند و تغییرات  گزارش شده HBVبیماران دارای عفونت نهفته 
، 195، 190، 191، 199، 109های  های موقعیت در اسید آمینه

در سراسر  HBVدر بیماران دارای عفونت نهفته  199و  199
 ,.Zu, 2000; Yamamoto et al)اند جهان گزارش شده

1994; Araujo et al., 2008; Datta et al., 2007; .
Yang et al., 2003; Tang et al., 1998). 

های ایرانی دارای عفونت نهفته، تنها  تا به حال برای نمونه
های توقف گزارش شده  یا کدون aتغییرات خارج از منطقه 

 ,.Arababadi et al., 2011; Norouzi et al)است 

 های ژنتیکی باعث هنوز واضح نیست که کدام تفاوت. (2010
زیرا . شود تغییر در ژنوتیپ و در نتیجه نهفته بودن بیماری می

تا بحال دانشمندان به علت عدم موفقیت در تهیه بلور این 
 . اند پروتئین؛ قادر به تعیین ساختار سه بعدی آن نشده

برای در این تحقیق ما از ابزارهای بیوانفورماتیکی 
پیشگویی ساختار سه بعدی نمونه وحشی و نمونه جهش یافته 

های  پروتئین استفاده کردیم و سپس با بررسی ویژگی
 های سازی فیزیکوشیمیایی هر دو نمونه، برای تفسیر جانشین

را در بیماران ایرانی  Sامینواسیدی که احتمالاً ساختار پروتئین 
دهد و باعث تغییر  یمبتلا به عفونت نهفته تحت تأثیر قرار م

 .شود، استفاده کردیم می Sدر عملکرد پروتئین 
 

  هامواد و روش
مربوط به بیماران ایرانی  HbsAgبا بررسی توالی پروتئینی 
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 51 ... تغییرات کنفورماسیونی پروتئین پیشگویی :صوفیان 

ثبت شده در بانک ژن، دو توالی با با  Bمبتلا به هپاتیت 
 ADG63312 و( عفونت نهفته) ABY66902کدپروتئینی 

 Arababadi et)خراج شد از بانک ژن است( سویه وحشی)

al., 2011; Norouzi et al., 2010) . با استفاده از
Blast p (Weinberger et al., 2000)  و جستجو در

بانک اطلاعات ساختار سه بعدی پروتئین نشان داده شد که 
باید از  پیشگوییبنابراین برای . هیچ توالی مشابه وجود ندارد

 ,Zhang)کرد  استفاده de novoیا  abinitioروش 

2008). 
به کار گرفته شد  که بر  I_TASSERدر این جا روش 

تجمع قطعات و تکرار  ،Threadingاساس الگوریتمی که از 
. کند برای به دست آوردن ساختار با حداقل انرژی استفاده می

ها و نوع وحشی به طور  همه ساختارهای موتانت پیشگویی
 ;Zhang, 2007)انجام شد  I-TASSERمجزا با 

Zhang, 2008; Wu et al., 2007). 
 Deepافزار گرافیکی  نمایش و آنالیز ساختارها با نرم

View/Swiss-Pdb Viewer (Guex et al., 1997)  و
Bigger (Palma et al., 2000) مدل . انجام شد
 شده، مدل قابل قبولی است زیرا با بررسی مدل پیشگویی

، ساختار اعتبارسنجی شد What IFسازی شده در سرور  شبیه
(Vriend, 1990). ژنیک، مناطق حفظ شده و  خواص آنتی

متغیر، نقطه ایزوالکتریک و خصوصیات فیزیکوشیمیایی 
بیماران ایرانی استخراج شده از  HbsAgهای پروتئین  توالی

 CLCmain workbench6افزار  بانک ژن با استفاده از نرم
 . انجام شد EXPASYو سرور 

 

 ایجنت
داده موجود در بانک ژن مربوط به بیماران ایرانی مبتلا  999از 

کد مربوط به بیماران ایرانی مبتلا به عفونت  B ،15به هپاتیت 
که چهار تا از آنها کاملاً مشابهند . نهفته است

(ACN29393, ACN29392, ACN29390, 

ACN29389) به آسپاراژین تبدیل  055، و در آن سرین
مورد دیگر موتاسیون در نوکلئوتیدها منجر  5ر و د. شده است

شده است و  Gly 10و  Leu15به کدون توقف در موقعیت 
مورد آخر . اسید آمینه است 011تا  135ها از  تعداد اسید آمینه

اسیدآمینه که  009دارای  ABY66902با کد پروتئینی 
ها، نقطه ایزوالکتریک،  اطلاعات مربوط به تعداد اسیدآمینه

برای مقایسه با  1حلالیت، پایداری، وزن مولکولی در جدول 
سازی دو توالی با  ردیف. شده است سویه وحشی ارائه
CLUSTAL w (Hamkar et al., 2010) ( 1شکل )

و  وجود دارد 185و  5نشان داد که دو موتان مهم در موقعیت 
مقادیر . آرژنین تبدیل شده است اسیدآمینه گلیسین به

سازی  دهد که جانشین نشان می( 0شکل)ه ژنیسیت آنتی
باعث تغییر  5و  185آمینواسیدی با آرژنین در موقعیت 

 .شود ژنیسیته می آنتی
ژنیسیته توالی سویه وحشی نشان داد که  آنتی پیشگویی

 5/5تا 95/5بین  5ژنیسیته در موقعیت  شدت تغییرات آنتی
که  در حالی. است 55/5تا  5/5بین  185است و در موقعیت 

برای موتانت، اندیکس آنتی ژنتیک اسید آمینه در موقعیت 
ژنتیک اسید  اندیکس آنتی. است 95/5تا  55/5بین  5( 5±)

 99/5تا  09/5در نوع موتانت بین  185( ±5)آمینه در موقعیت 
ژنیک در دسته تغییرات منفی این تغییرات آنتی. است
 .شود بندی می طبقه

گویی شده شسه بعدی پیترسیم ممان دو قطبی ساختار 
گیری ممان  نشانگر تفاوت جهت 9برای هر دو توالی در شکل 

 . دوقطبی و میزان آن است
 

 یافته و وحشیموتان H BsAgخصوصیات فیزیکوشیمیایی پروتئین  .1جدول  
 کد ژنی کد پروتئینی نقطه ایزو الکتریک اندیکس آلیفاتیک اندیکس هیدروپائیسیته وزن مولکولی هاتعداد اسیدآمینه

226 25566.3 0.586 98.76 8.56 ABY66902 EU346890.1 
226 25387.1 0.649 99.60 8.21 ADG63312 GU938362.1 
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( موتانت)در  Sسازی توالی پروتئین سطحی ژن ‏ردیف .1شکل 

افزار ‏با نرم (ADG63312.1) و سویه وحشی (ABY66902)عفونت نهفته 
Clustalw 

 

 

 
ژنیسیته توالی سویه وحشی و موتانت با  آنتی پیشگویی .2شکل 

CLC main workbench6  نشان داد که شدت تغییرات
ژنیسیته در  باعث کاهش آنتی 185و  5ژنیسیته در موقعیت  آنتی

 .شود سویه موتان یافته می
 

 
و سویه ( آبی)ممان دوقطبی در ساختار سویه وحشی  .3شکل 

 Chimeraزار اف‏ترسیم شده با نرم( قرمز)موتانت 

 
سویه  شده سویه وحشی و پیشگوییمقایسه ساختار  .4شکل 

تا  31موقعیت  دهد که در سویه موتان یافته در موتان یافته نشان می
 15شود که از نظر فضایی در  ساختار هلیکس تشکیل می 155

ترمینال نیز ساختار  cدر ناحیه . قرار دارد aآنگسترومی منطقه 
 .یابد ادامه می 005تا تیروزین  015هلیکس از لوسین 

 

ساختار سوم توالی موتانت نشان داد که نوع  پیشگویی
وحشی از موتانت در منطقه لوپ یکسان است و ساختار اصلی 

ترمینال و  Cکه هلیکس است در توالی موتانت در منطقه 
 .شکل گرفته است 155تا  31موقعیت 

 

  بحث
واسطه است  RNAشامل یک  HBVمکانیسم همانندسازی 

پلیمراز رونوبسی  RNAکه به طور معکوس به وسیله 
دهد به  وجود این مراحل احتمال موتان را افزایش می. شود می

5102341 طوری احتمال موتان  منطقه از  در هر //
 Higgins et al., 1996; Okamoto et)ژن وجود دارد

al., 1987) .سازی آمینواسیدی ممکن است پایداری  جانشین
و باعث تغییر خواص  و ساختار پروتئین را تحت تاثیر قرار بدهد

 . آن و میانکنش آن با ذرات دیگر شود
شمار نشان داده است که ساختار سه بعدی  مطالعات بی

سازی  ها نمایانگر عملکردشان است و جانشین پروتئین
ری و ساختار پروتئین با تغییر در خواص آمینواسیدی روی پایدا

گذارد  ها تأثیر می و میانکنش آن با دیگر ماکرومولکول
(Zaaijer et al., 2008). سازی پروتئینی، اطلاعات  مدل

در سطح مولکولی  HBsAgمهمی در مورد اساس تغییر 
را به  HBsAgرسد و این که چطور این موضوع تشخیص  می

 . دهد تأثیر قرار می بادی خاص تحت وسیله آنتی
گویند که تغییر آمینو اسیدی منجر به  بعضی مطالعات می

توانند  ها نمی بادی شود و در نتیجه آنتی ژنیسیته می تغییر آنتی
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HBsAg  را تشخیص دهند(Fairchild et al., 1995) . 
ها در دومین لوپ از لوپ دوتایی  سازی بیشتر جانشین

یعنی لوپ دوم خیلی مهم است و گمان بر این . است aمنطقه
شود  بادی پیوند می به آنتی 95 -91است که اسیدآمینه 

(Ponsel, 2003). 

دهد در نمونه نهفته ایرانی،  ولی نتایج مطالعه ما نشان می
، با این 185و  5جانشین سازی گلیسین با آرژنین در موقعیت 

ییر خصوصیات است، منجر به تغ aکه خارج از ناحیه 
 . گردد ژنیک می آنتی

بادی  آنتی-ژن پروتئین یا آنتی-تشکیل کمپلکس پروتئین
تشخیص . به واسطه حذف آب از سطوح بین پروتئینی است

آب  بادی نیازمند آن است که به وسیله آنتی HBsAgپروتئین 
پنج هیدروژن موجود در . روی سطوح پروتئینی حذف شود

دهد  گروه گوانیدین آرژنین اغلب با آب واکنش می
(Tonekaboni et al., 2000).  

خواص فیزیکوشیمیایی توالی هر دو نمونه وحشی و 
تقریباٌ مشابه است ولی در جهت و  1جهش یافته طبق جدول 

به ( وح الکتروستاتیکناشی از تغییر سط)اندازه ممان دوقطبی 
شده تفاوت وجود دارد  پیشگوییدست آمده از ساختار 

در حالت  HBsAgتوان علت عدم تشخیص  می(. 9شکل)
موتان را تغییر سطوح الکتروستاتیک و در نتیجه تغییر 

 .سازی با آرژنین دانست جانشین ژنیسیته در اثر آنتی
بگیرد  آرژنین تمایل دارد در آخرین ترن آلفا هلیکس قرار

(Fasman, 1989) . آرژنین پل نمکی قوی با
هایی با بار منفی مثل اسیدهای نوکلئیک برقرار  ماکرومولکول

های غیراختصاصی مانند انتهاهای  کند و در واکنش می
 های پروتئینی ویروس  های نامنظم در پوشش لوپ

 شود می  RNAیا    DNAوجود دارد و باعث اتصال  آن  با  
 

(Fasman, 1989) .زنجیره کناری آرژنین به طور اتفاقی 
ممکن است که نامنظم باشد و بیشتر در داخل پروتئین قرار 

پذیر است و زنجیره  انعطاف. دارای بار مثبت است. گیرد می
های واندروالسی  میانکنش اکثراً. کناری آن هیدروفوب است

 تواند سطح هیدروفوب خوبی را در حد اسید کند و می ایجاد می
با توجه به . (Fasman, 1989)آمینه ایزولوسین ایجاد کند 

رسد علت  های آرژنین و نتایج این تحقیق به نظر میویژگی
پروتئین  aژن تنها موتاسیون در منطقه  عدم تشخیص آنتی

 طبق نتایج . نیست، بلکه نوع موتاسیون مهم است
مطالعه حاضر، در صورتی که موتاسیون به نوعی باشد که 

تغییر سطوح الکتروستاتیکی شود، تغییر سطوح  باعث
تغییر در ممان دو قطبی و در نتیجه تغییر  الکتروستاتیکی باعث

شود و باعث عدم شناسایی آن توسط  ژنیسیته می آنتی
 . گردد بادی می آنتی

 

 نتایج
ها وحشی و نهفته نشان  نتایج مقایسه مدلسازی ساختاری توالی

مینه آرژنین باعث تفاوت در ممان داد تغییر گلیسین به اسید آ
ممان تغییر خواص . گردد ژنیک می دوقطبی و خواص آنتی

دوقطبی در اثر تغییر یک آمینو اسید باعث عدم شناخت آن در 
پس در شناسایی و طراحی واکسن باید به . شود آزمایشگاه می

. و ممان دوقطبی آن توجه کرد  HBsAgساختار سه بعدی 
 .البته این فرضیات باید توسط تجربیات آزمایشگاهی تائید شود

 

  سپاسگزاری
ها از  پی که در استخراج داده نویسنده از سرکار خانم الهام نیک

 .کند اند، تشکر و قدردانی می بانک ژن کمک کرده
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