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سازي شرايط بيان، تخليصو ارزيابي خواص ايمونولوژيك بخش همسانه سازي، بهينه

ابC ويروس هپاتيت Coreژن هيدروفيليك آنتي  شدهزار،

 E.coli در T7-araBAD تحت پروموتر

������� ����������� ��! "�#��$! ���%$�  &$'� (�)��(�)� ��*!+)�+,�-�.���/+0�� 12�(3 (�)� �4

�����
و هدف  سابقه

��/� �5Core 6$-�78 9�(2� C:��  �, ���)�%; 1$<-�(= >2 ���?@$@�- � �?A$BC- D �?8  �� �E2� "�8

 �� >25+F+2G$3+-�= �	�, .I$3���$8 JB, &, K+,(� L +M 12  (N) )��$!  +%$� :�����(��/� 12  � ��+, �5

 �(= 12  �  �+P/  (2��@� �$F+- " (, �	�� &, �!(�!�1$<- �2 G?! &?, 6?$�8  �  ��?Q$PR � SF�?M T(?3 �� 

6!  � ��+M(,.D�8 �, 6#U 12  &,&/�
�8 "��!)�5 V%$/+W)( �� (, �� S$?WB- �X�?, �8���, �, 1$<-�(= 

1$<-�(?= �  JB, 12  >$/5+/+�2  L +M �,�2��  � �Q$PR T(3Core 6?$-�78 9�(?2� CY�?
$! >?2 �� 

"(-+��(=T7+%$, �� �@F  6�- ��63(2Z= ��+� (��0 &QF�[� .

ها مواد وروش
:�� �  ��,(\- &QF�[� 12  ��PCR � � �5 "��! �U " (,I��0 pIVEX2.3 ���'�!  �, �5 V%$/+W) 6#U 

:�� �  �	 ���'�!  >$�/5 �!�%#� "�8 ."�8G$F�/� ]!+- 1$<-�(=SDS-PAGE "�� (,  G$F  � �^, �(�!� �

� ���$, T(!HCV T�\/  6PN� I*$/ "�� (, �,ZU �3 (.+-���() :�� &, 1$<-�(= S$WB- � �	(Ni-NTA) 

63(2Z= ��+�.

ها يافته
I$3���$8 JB, &, K+,(� �5HCV Core _$�?� D� (- �, � 6$@3+� �, �&?, � "��?! �U �� `?!�%� �+?R

 �2�(. �+W) �/�$, 6!�) .&, �+%$, �� �@F  Y�
$! � a= �(bc� �+R��$F+- 6$W,�� �6d�! �, `$)(-+/ 1$<-�(= 

�8���,mg/L4/� �  � &�	 ���?0�- ��	 S$WB- 6$W,�� &W0(� >2�� � 6F+#! &, ��	 �$F+- 1$<-�(= ��f

�,ZU �+�! "�� (, ����Ni-NTA  � �  � ���	�,.�Q$PR ����M�! ��  � �+M >$/5 ��/� L +M 1$<-�(= 

�� g'0 �2��/.

 نتيجه گيري
1$F�  " (, &QF�[� 12  ��&, �+%$, �� �@F  Y�
$! &) ��	 �� � ��C/ ��, JB, �$F+- �� �(,��) 6$W,�� �(bc� �+R

 I$3���$8 1$<-�(=Core �>?25+F+/+�2  h�?�F �  �?Q$PR ]2 (	 �� iX���0  ���	 S$WB- 1$<-�(= � �� �  � 

6! � �  � �A$BC- � �@$@�- D �8  " (, �(,��) 6$W,��.

�:ات كليديكلم�/� �5Core 6$-�78 9�(2�C�Ni-NTA��+%$, �� �(-+��(= 

29/4/84:تاريخ دريافت
24/8/84:تاريخ پذيرش

 مربي انستيتو پاستور ايران-كارشناس ارشد ميكروبيولوژي-1
 ايرانانستيتو پاستور- مولكوليولوژيبيكارشناس ارشد-2
3-Ph.D ا– ويروس شناسي  يران استاديار انستيتو پاستور
4-Ph.D دانشيار انستيتو پاستور پاريس– ايمونولوژي 
مس-5  13164: پستيكد-69 پلاك- خيابان پاستور- ايران استاديار انستيتو پاستور- بيوتكنولوژيPh.D:ولؤمؤلف

www.SID.ir  



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

و ابر و همكارانC ويروس هپاتيتCoreژن آنتيازكلون  دكتر فرزين روحوند

224

1- Non-structural
2- Multifunctional 
3- Apoptosis 
4- Steatosis 
5- Domain 
6- Ricombinant 
7- C-Terminal

���	� 
Cهاي ناشي از ويروس هپاتيـت در حال حاضر عفونت

(HCV) ج و بيش، يكي از مسايل عمده بهداشت هاني بوده

به 170از  به ايـن ويـروس ميليون نفر لـودهآصورت مزمن

و. باشند مي بيشترين ميزان آلودگي مربوط به مناطق شـمالي

و جنوب شرقي آسيا  و شرق . باشدمي%)10(مركزي آفريقا

ميزان شيوع اين آلـودگي در كشـورهاي خاورميانـه حـدود

اس3تا5/0 و در حال افزايش تا كنـون).1(ت درصد بوده

گونه واكسن پيشگيري كننده براي اين عفونـت فـراهم هيچ

و درمــان در نيامــده  درصــد45هــاي ضــد ويروســي فقــط

اند، در نتيجه سـالانه حـدود بيماران، پاسخگوي درمان بوده

 نفر در جهان دچار عوارض ناشي از اين عفونـت 100000

و سرطان كبدي مي ).2(گردند مانند سيروز

اي ويـروس تـك رشـته RNA، يـكCروس هپاتيت وي

و عضوي از خـانواده فـلاويkb6/9مثبت با ژنومي حدود

ژنـوم ايـن ويـروس،. باشـد مـي (Flaviviridea)ها ويروس

 آمينواسيد اسـت، 3000كدكنندة يك پلي پروتئين با حدود 

عنـوان پـروتئين سـاختاريكه در نهايت چهار پـروتئين بـه

(P,E2,E1,C) و بقيـــــــه(Ns5b,Ns5a,Ns4b,Ns4a,Ns3,Ns2)

انـد يا كارآ معرفي شـده1هاي غيرساختاري عنوان پروتئين به

)3.(

، يك پـروتئين Core (C) در اين ميان پروتئين ساختاري

 نقش اصلي در توليـديباشد كه علاوه بر ايفا مي2چندكاره

سزايي هـم در پـاتوژنز ايـن بخش كپسيد ويروس، نقش به

و از طريق تداخل با سلو بيماري داراس  هـاي دنـدريتيك،ت

و تداخل بـا گيرنـده   كـه در تكثيـر C1qهـاي لنفوتوكسـين

و همـينTهـاي لنفوسيت طـور تـداخل بـا اهميـت دارنـد

3 مــرگ ســلوليي، در القــاFas/TNFترانســژنيك سيســتم 

هــاي هــاي مــوش در مــدل).4-7(تأثيرگــذار خواهــد بــود

به Core، پروتئينCهپاتيت  خاموشي سيستم ايمنـي، منجر

،9(و سرطان كبدي شـده اسـت4ها تجمع چربي در سلول 

گر نقش ويژه اين پـروتئين نمايانهاهتمامي اين مشاهد).8

كهمسباشد ولي مكاني ميCدر پاتوژنز عفونت هپاتيت  هايي

عهده دارد، ايفاي چنين نقشي را به Core توسط آن پروتئين 

و بـرا هم و تعيـين اجـزاي چنان ناشناخته اسـت ي مطالعـه

كه با پروتئين كنند، نيـاز بـه تداخل ميCore HCV سلولي

و در شـكل  مقادير زيادي از اين پروتئين به صورت خالص

.طبيعي وجود دارد

هاي تشخيص عمومي مربـوط بـه از طرف ديگر، روش

هاي موجود در سرم بادي، بر پايه رديابي آنتي HCVعفونت 

ميها عليه پروتئين  آني اين ويروس و از كه اولـين باشد جا

بادي قابل تشخيص عليه اين ويـروس در سـرم خـون آنتي

شـود، در نتيجـه ساخته مـي Core فرد آلوده برضد پروتئين

هاي تشخيصي بوده ژن جزء مهمي در ساخت كيت اين آنتي 

ژن بـراي سـاختو در نتيجه نياز به مقادير فراوان اين آنتي 

).11،10(باشدميهاي تشخيصي كيت

سه بخش Coreپروتئين بخش اول. اصلي است5داراي

يا بخش هيدروفيلي ايـن پـروتئين كـه)2-122مينواسيدآ(

و RNAبخــش اصــلي مربــوط بــه اتصــال   ويــروس بــوده

و فعاليـــت و يـــا بســـياري از اعمـــال هـــاي بيولوژيـــك

پاتوفيزيولوژيــك ايــن پــروتئين توســط ايــن بخــش انجــام 

و مي هاي شـناخته شـده در سـرم عليـه ايـن بادي آنتي شود

مينواسـيدآ(بخـش دوم. شـوند بخش از پروتئين ساخته مي 

و توانايي اتصال بـه قطـرات هيد)174-123 روفوبيك بوده

مي  و بخش سـوم ليپيد را دارا ) آمينواسـيد174-192(باشد

كه در طي مورفوژنز اين پروتئين، توسط پپتيدازهاي سلولي

مياز پروتئين ).12(شوند جدا

يـابي بـه يـك سيسـتم در مطالعه حاضر با هدف دسـت

و ساده  و خـالص پـروتئين ارزان  Core بـراي توليـد انبـوه

HCV با بازدهي زياد، براي نخستين بار بخـش هيـدروفيل 

به اين آنتي و در6نوتركيبصورت ژن  تحـت القـا آرابينـوز

اي(T7-araBADسيســتم پرومــوتري در) وژنويترنــكمپــاني

اب E.coli BL21-AIباكتري و با ايجـاد يـك برچسـب راز،

ــتيديني ــيدي (6X His Tag)هيس ــاي اس 7 در بخــش انته

 در(+Ni)وسـيله كرومـاتوگرافي جـذبي نيكــل پـروتئين بـه

و خواص ايمونولوژيـك آن مـورد شرايطي طبيعي تخليص

).13(ارزيابي قرار گرفته است 
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7- Tight regulation
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هــاي روش.ه انجــام شــده از نــوع تجربــي بــود مطالعــ

 Core پـروتئين در ايـن پـژوهش ژن مربـوط بـه: مولكولي

1 توسط يك جفت آغـازگر2-122 از ناحيه HCVويروس

:صورت زير بود طراحي شده به
(Forward):ر جلوبرآغازگ

5َgtg cacc ATG ggc acg att ccc aaa cct 3 َ
Ncol 

 (Reverse):سر معكوآغازگ
5َgtg tatc ga tat cct tac cca aat tgc gcg a 3 َ

EcoR V 
) بيولـب نيـو انگلنـد(.VentR DNA polبه كمك آنزيم 

 از روي ژن اصـلي كـه مربـوط بـه،2داراي خواص اصلاح

و در ســكانس 1bتيــپ ــرداري ــوده كپــي ب  هــاي برشــي ب

Ncol-SmaI در پلاسميد pIVEX 2.3)كلون گرديد) روش

اوليـه بـه با مرحلـه دناتوراسـيون PCR انجام مراحل).14(

در3مدت   آغـاز (Hot Start)گـراد درجه سـانتي94 دقيقه

و با انجام گـراد درجه سـانتي95( سيكل متوالي30گرديده

به مـدت درجه سانتي60 ثانيه،45مدت به و60گراد  ثانيـه

د) ثانيـه60گراد به مـدت درجه سانتي 72 و ر ادامـه يافتـه

در10نهايت با مرحله نهـايي بـه مـدت  درجـه72 دقيقـه

به صورتي بـوده. گراد خاتمه يافت سانتي طراحي آغازگرها

كه دو مكان برشي  ها آن5َ، در ابتداي Ncol ،EcoR Vاست

ــا ضــمن آن  در ATGكــه كــدون آغــازي طراحــي شــود ت

امتـداد در3خـوان طـور هـم قرار گيرد، بـه Ncolخود محل

هـاي تمـامو سـكانس (6X His tag) هيسـتيديني برچسب 

T7) كننده Terminator)لازم به ذكر است. نيز مستقر گردد

ــرش، EcoR Vو SmaIهــاي برشــي كــه مكــان  بعــد از ب

و قابـل جـوش در يكـديگر4صورت انتهاي صاف به  بـوده

 وكتور نوتركيب حاصل، پـس از انجـام).1شكل(باشند مي

 ترانسـفورمE.coli DH5 α، به سـوي5هاي جوشي واكنش

و استخراج پلاسميد براي تأييد حضور و پس از تكثير شده

و پلاسميد، مورد بررسي هضم آنزيمـي قـرار  گرفـت قطعه

ــكل( ــف-2ش ــه روش). ال ــق كلي ــر طب ــولي ب ــاي مولك ه

و هاي سازنده كيت هاي شركت پروتكل  هـا انجـام پـذيرفت

سـميد كورپلاپ پـريمعين ـبراي استخراج پلاسميد از كيت

و براي انجام واكـنش جـوش از كيـت) ساخت بيوسيستم(

شد) روش( T4 DNAليگاز از).13(استفاده براي اطمينان

ــاني،  ــرادف كاســت بي و صــحت ت ــروز موتاســيون عــدم ب

) Sanger(پلاسميد استخراج شده توسط روش سكانسينگ 

و با كيت بر طبـق روش شـركت سـازنده انجـام پـذيرفت 

 ـدر نهايـ).ب-2شـكل(  پـروتئين، پلاسـميد رازت بـراي اب

)اينـويتروژن(6 توانـا شـده BL21-AIنوتركيب به بـاكتري

اين باكتري قابليـت. توسط كلريد كلسيم، ترانسفورم گرديد

هاي خصوص براي پروتئين به7ژن خارجي كنترل دقيق بيان 

به وسـيله يـك كپـي كرومـوزومي از   پليمـراز RNAسمي،

كara BADمربوط به ه قابل القـا توسـط آرابينـوز پروموتر

).15(باشد را داراست مي

I*	j:�/�$, �+�)� ���M�!pIVEX2.3 HCV-Core C-122 I�� �
�5 "($.� (�Core��*� I��3 �0 �� �	(, "�8(EcoR V)

Ncol-SmaI 
Ori :  ،مبدأ همانندسازيT7 :  پروموترفاژT7،

AmpR : سيلين ژن كدكننده مقاومت به آمپي 

I*	k:lF :�!�(, &C@/ ��2G/� �+�)�pIVEX2.3 HCV-Core C-122 
Y2G/� ]!+- �� �$2m- ���%%)����� "�8 

 NcoIو BmaHIوكتور بيـاني هضـم شـده بـا آنـزيم:2و1هاي ستون
و Core ژن PCR، مربـوط بـه محصـول bp422هـاي قطعات با اندازه(

bp3443 ماركر:3ستون) باشد، بازمانده پلاسميدمي (Roche)kb 4، ستون:
ــه ــده شــدهpIVEX2.3پلاســميد اولي ــه(Cut) بري ــزيم ب ــيله آن ــاي وس ه

اسـت باشد كه فاقد قطعه كلون شـده مي(BamHI, NcoI)سازي همسانه
)bp3865.(
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1- Native Conformation

I*	�:n:D� (-)a/�*! (HCV-Core (2-122aa) �$�!^= �� pIVEX2.3�/�$, 6!�) 6�� �$2m- �

 `$)(-+/ 1$<-�(= ��$, �,�2��  � "��! &%$#, "�@F 

وسـيلهبه BL21-AIهاي پس از ترانسفورماسيون باكتري

هـاي، تعدادي از تك كلـون pIVEX2.3پلاسميد نوتركيب 

بيوتيــك حــاوي آنتــيLBحــادث بــر روي محــيط كشــت 

در آمپي و ابتدا يك كشت اوليه از ميلي5سيلين انتخاب ليتر

از حاوي آمپي 2XTYمحيط كشت  و پـس سيلين تهيه شـد

گـراد بـا چـرخش درجه سانتي37يك شب انكوباسيون در 

rpm120 رقيق شـد،100/1، در محيط كشت تازه، به ميزان 

و رسـيدن بـه جـذب نـوري به در6/0دنبـال انكوباسـيون

nm600 2/0بـا غلظـت نهـايي) سـيگما(، القاكننده آرابينوز

 سـاعت ديگـر3و براي مدت درصد به محيط افزوده شده

از. انكوباسيون در همان شرايط قبلي ادامـه پيـدا كـرد پـس

ليتر از كشت مذكور جهت بررسي ميلي1گذشت اين زمان، 

ــه ــيله ب ــر روي آن SDS-PAGEوس و ب  رســوب داده شــد

هـاي كنتـرل، در مـورد نمونـه. الكتروفورز صورت گرفـت

به  صـورت صـورت بيـان شـده در بـالا شرايط كشت كاملاً

و تنها مرحله اضافه كردن آرابينوز كاملاً حذف شـده  گرفته

ســازي بيــان پــروتئين نوتركيــب، بــه منظــور بهينــه. اســت

و مـدت  پارامترهايي نظير نوع محيط كشـت، دمـاي رشـد

زمان القا بررسي شـدند تـا بهتـرين شـرايط بيـان از لحـاظ 

 يـابي بـه بهتـرين كلـون پس از دسـت. تجربي تعيين گردد 

و شـرايط بهينـه بيـان پـروتئين، توليـدك بيان  ننـده پـروتئين

بـراي. ليتـر انجـام شـد ميلي500و50پروتئين در مقياس

ها از لحاظ ميزان ابراز پروتئين، اي بين نمونه بررسي مقايسه 

گيـري ها با اندازه ها پس از تعيين دانسيته باكتري كليه نمونه 

 در ژل SDS-PAGEو بـه روش nm600جذب نـوري در 

و مقايسه گرديدند 15 جهت يكسان سـازي. درصد بررسي

و بعد از القـا جهـت غلظت كلي پروتئين در نمونه  هاي قبل

در بــاكتري600OD، جــذب نــوري SDS-PAGEانجــام  هــا

و با ضرب كردن در عدد  ، ميزان71محيط كشت ثبت شده

بـه) براسـاس ميكروليتـر(SDS-PAGEافزودن بافر نمونـه

به همان ميزان. دست آمدبهها رسوب باكتري  در مرحله بعد

به نمونه  آب مقطر ها افـزوده شـده، بـه ايـن ترتيـب بـا نيز

مي12ريختن مقدار  تـوان ميكروليتر از هر نمونه در چاهك

كه غلظت كلي پروتئين  هاي ايجـاد ها در ستون انتظار داشت

و تنها در بانـد مربـوط  شده بر روي ژل تقريباً يكسان باشد

.وتئين بيان شده تفاوت ديده شودبه پر

�Q$PR :�� &, `$)(-+/ 1$<-�(= S$WB-(Native) 

 در مطالعه حاضر، با هـدف تخلـيص پـروتئين محلـول

و بـا توجـه بـه حضـور برچسـب1در شكل فضايي طبيعي
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1- Metal Chelated Affinity Chromatography
2- Western blotting 
3- Phosphate buffer Salin-Tween20 
4- Coating 
5- Ribosome binding site 
6- T7 Termination Sequence 
7- in Frame

6X His tag در پروتئين نوتركيب، از روش كرومـاتوگرافي 

و براسـاس روش Ni-NTAجذبي با اسـتفاده از ژل آگـارز

ــومي ــازندهMCAC1عم ــركت س ــل ش ــق پروتك ــر طب ، ب

(QIAgen) طـور خلاصـه با كمي تغييرات استفاده شـد، بـه

، pH=8(رسوب باكتريايي پس از القا، در محلـول ليزكننـده 

mM300 Nacl ،mM50 (NaH2PO4-مــول ميلــي5 حــاوي

و پس از اضافه كـردن محلـول  ايميدازول كاملاً محلول شد

 دقيقــه انكوباســيون در يــخ،30و)mg/mL1(ليــزوزيم 

 پـالس، بـا6وسـيله روش سونيكيشـن توسـط ها بـه سلول

به60قدرت و بـا تنـاوب20مدت مگاهرتز 15هـاي ثانيـه

متري خرد شد، جـرم سـلولي ميلي14اي توسط پروب ثانيه

در10(وسيله سـانتريفوژ به  درجـه4وrpm000/10 دقيقـه

 محلول به سـتون مايع رويي سپس. جدا گرديد) گراد سانتي

و پس از خروج كامـل محلـول Ni-NTAآگارز  اضافه شده

مشـابه محلـول ليزكننـده،(از انتهاي ستون، محلول شستشو

اضافه گرديـد) مول ايميدازول است ميلي20كه فقط حاوي 

و پس از خروج كامل، پروتئين نوتركيب با محلـول الوشـن 

ميزان. از ستون تخليص شد مول ايميدازول ميلي250حاوي

ــه روش  ــيص ب ــس از تخل ــب پ ــروتئين نوتركي ــد پ تولي

در اندازه و همـين 280گيري جذب نوري طـور بـا نـانومتر

در روش فـوق. تعيـين شـد) پيـرس(BCA استفاده از كيت

و طور خلاصه، پس از تهيه رقت به هاي متناسـب در نمونـه

در هاي مشـخص شـده با نسبتBو A هاي افزودن محلول

به مدت  در30كيت، و درجه سانتي37 دقيقه گـراد انكوبـه

و براسـاس نمـودار nm562ODسپس در   عمل قرائت انجـام

.استاندارد ميزان غلظت پروتئين خالص شده محاسبه گرديد

��/� L +M �,�2��  1$<-�(= >$/5Core`$)(-+/ 

و بررسـي احتمـال براي ارزيـابي خـواص آنتـي ژنيـك

 نوتركيـب، از Coreبردهاي تشخيصـي پـروتئين قابليت كار 

و وسترن بلاتينگ در تحقيـق. اسـتفاده شـد2دو روش اليزا

حاضر، وسترن بلاتينگ بـه روش اسـتاندارد بـا اسـتفاده از 

 بـه نـام Core HCV بادي اختصاص عليـه مونوكلونال آنتي

VT)Val طور خلاصـه،به).16،14(انجام پذيرفت) بيوتك

با  و پس از انتقال ندهاي پروتئيني بـه غشـاي نيتروسـلولزي

هـاي متصـل بـادي، آنتـي)2000/1رقت(VTانكوباسيون با 

 از محـيط عمـلPBS-T3نشده توسط شستشو بـا محلـول 

و آنتي بادي ثانويه كونژوگه با پراكسيداز با رقت خارج شده

و پس از افزودن سوبسـتراي رنـگ5000/1 زا اضافه گرديد

(DAB) بـراي. يني مورد نظر مشاهده شـدند، باندهاي پروتئ

و جهـت انجـام  بررسي قابليت تشخيص پروتئين نوتركيب

- در بافر كربنـاتµg/ml3ژن خالص با غلظت اليزا، از آنتي 

ته پليت اليـزاي4كربنات، براي چسباندن بي اي خانـه96 در

گراد اسـتفاده درجه سانتي37به مدت يك ساعت در دماي

ا شد، پليت  وسـيله فـزوده شـدن سـرم بيمـاران بـه ها قبل از

و20Tween ،05/0 حـاوي PBSمحلول   درصـد، شستشـو

و جمـع( مثبـت، HCV سـرم بيمـار6ها، شامل سرم آوري

و سـرم فـرد) تأييد شده توسط سازمان انتقال خـون ايـران 

، ليون بيوتـك LTD(غيرآلوده، تأييد شده با كيت استاندارد

، بـه6400/1 الـي100/1هـاي بـا رقـت ) Anti-HCVآسيا،

گـراد درون درجـه سـانتي37مدت يك سـاعت در دمـاي

و انكوبه شد، پس از شستشوي نهـايي،  پليت پوشانده شده

بادي ضدايمونوگلوبولين انساني متصل بـه با استفاده از آنتي 

و سوبستراي  ، پاسخ در طـول مـوج TMBآنزيم پراكسيداز

nm450 و نتايج حاصـل بـا سـرم فـرد  سـالم قرائت گرديد

.مقايسه شد

�� ����� 
و تعيـين) الـف-2شـكل(حاصل از آناليز آنزيمي نتايج

 گـــر نمايــان)ب-2شــكل(Core تــرادف ســكانس ژن

كه كاست بياني به همراه پروموتر ، محـل اتصـالT7آن بود

،)2Core-122(، قطعه ژن (ATG)، كدون آغازي5ريبوزوم

،6هاي پايـانينسسكاو(6X His tag) سب هيستيدينيچبر

پو به7در ترادف مناسب .انـدت سرهم قرار گرفتهشصورت

و آناليز الكتروفورز پروتئين نمايـان گـر آن بـود كـه بررسي

3 پــس از (HCV Core) نوتركيـب ميـزان توليــد پــروتئين 

مييساعت از القا به حداكثر خود از آرابينوز و پـس رسـد

).الف-3شكل(دمان آن ميزان توليد نسبتاً ثابت مي
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�������

bp5/26

bp 6/21

bp 4/14

bp 5/26

bp 6/21

bp 4/14

����

4- Leaking

و دانسـيته سـلولي درجه سانتي37طور دماي همين گراد

 بيشـترين بـازدهي را در ايـن سيسـتم ODnm600در6/0

شكل همان.داشته است الف به وضـوح ديـده-3طور كه در

نواز آرابينوز، ابريشود، پس از القا مي تركيب آغـاز پروتئين

و سيسـتم  و پس از يك ساعت كاملاً قابـل مشـاهده اسـت

شـكل(كنـدو يا با حداقل نشتي كار مي1تقريباً بدون نشتي

ــف-3 و). ال ــوري ــروتئين از لحــاظ تئ ــن پ ــد اي ــدازه بان ان

مي پيش K.D17محاسباتي با اندازه  طور كـه همان. شود بيني

مي-3در شكل  كيب در شود، تخليص پروتئين نوترب ديده

مي%80يك مرحله تا حدود  ژل(باشد ممكن دانسـتيومتري

Lab Works, software SDS-PAGE ( ــزان ــن مي ــه اي ك

و تشخيصي مناسـب  تخليص براي اكثر كاربردهاي تحقيقي

گيـري هـاي انجـام شـده بـه روش انـدازه گيري اندازه. است

280OD گـر آن اسـت كـه بـاو كيت پروتئين سنجي، نمايان

ا  ز اين سيستم امكان توليد پروتئين تخليص شده بـه استفاده

. وجود داردmg/L5/3ميزان

I*	��lF  :��$, ]2 (	 "��! &%$#,��@F  ���� ��� �!�(, 
نمونه:3نمونه در زمان القا، ستون:2نمونه قبل از القا، ستون:1ستون
:5نمونه دو ساعت پس ازالقا، ستون:4ساعت پس از القا، ستون يك

نمونه چهارساعت پس از القا،:6نمونه سه ساعت پس از القا، ستون
 Fermentasماركر پروتئيني:7ستون

I*	��n:&/+�/��+3�(�*F  "�8 IP� a=� 1$<-�(= "�@F �  S$WB- ��	 
:3نمونه در زمان القا، ستون:2نمونه قبل از القاپ، ستون:1ستون

رو پروتئين  Fermentasماركر:4، ستونNativeش هاي تخليص شده به

بلاتينگ در نهايت آناليزهاي ايمونولوژيك توسط وسترن

كه پروتئين نوتركيـب بـه نمايان خـوبي توسـط گر آن است

 Core ،VTژن مونوكلونال اختصاصي عليـه آنتـي بادي آنتي

)Val مي) بيوتك و خواص آنتي شناسايي را شود ژنيك لازم

).4شكل(باشد دارا مي

بادي ژن براي تشخيص آنتي همچنين استفاده از اين آنتي

كه بـا اسـتفاده از Coreعليه   موجود در سرم مثبت انساني،

و نتـايج حاصـل كـه در رقـت آزمايش و بـه3200/1 اليزا

كه اين تايي انجام شد، نمايان صورت تكرار سه گر آن است

در آنتي  مصارف تشخيصـي ژن احتمالاً قابليت امكان كاربرد

).1نمودار(باشد را دارا مي

I*	��lF  :��+3�(�*F SDS-PAGE 

I*	��n:V%$-^, �(�!� 

I*	�:&/+�/ V%$-^, �(�!� � ��+3�(�*F  �@F  �  a= � IP� "�8 

پروتئين تخليص شده بـه:2، ستون Pre-Stainedماركر پروتئين:1ستون
 نمونه قبل از القا:5و4نمونه پس از القا، ستون:3ون، ستNativeروش 

�����

bp 5/26

bp 6/21

bp 4/14
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M: 0.08  SD: 0.003  Cut off:0.009 1-6: سرم بيماران
7: سرم نرمال

O
D

45
0

nm

1- Isopropyl β-D-1- Thiogalactopyranoside 
2- maLtose binding protein 
3- Glutathione S- Transferase 
4- Ribosomal Release 
5- C-Terminal 

� �+�/�:� ���$, T(!  G$F  J2���� p2��/HCV1$<-�(= �, 
`$)(-+/ C122 

��� 
 در مطالعه حاضر بنا بـه اطـلاع مـا، بـراي نخسـتين بـار

 در يـك سيسـتم HCV Coreامكان ابراز پروتئين نوتركيب

عـلاوه بـر ايـن، نتـايج. نوز ارايه شده است القا توسط آرابي

حاصل از ايـن تحقيـق امكـان توليـد بخـش هيـدروفيليك 

و تخلـيص آن بـه فـرم طبيعـي آنتي ژن را بـا بـازدهي بـالا

(Native)سازد، ميسر مي.

هـاي سيستم القاي آرابينوز تاكنون بـراي ابـراز پـروتئين

تقريبـاً،.)17،15( انجام پذيرفته اسـت p53ديگر از جمله 

 تمامي نواحي داراي آنتي ژنيسيته شناخته شده در پـروتئين 

HCV Core و ــد ــرار دارن ــدروفيليك آن ق ، در بخــش هي

و پاتوفيزيولوژيـك ايـن بسياري ديگر از خواص بيولوژيك

به   Fcγ,IgG يا بر هم كـنش بـا RNAپروتئين مانند اتصال

و انجـام آن به اين بخش بوده كه تحقـق هـا انساني مربوط

به ساختمان طبيعي اين پروتئين مـي  در).14(باشـد وابسته

و يـك مرحلـه اي ايـن مطالعه حاضر امكان تخليص طبيعي

و بازدهي برابـر  به صورت محلول  ارايـهmg/L5/3پروتئين

كه امكـان بـه كـارگيري ايـن پـروتئين را در مـوارد گرديد

و احيانـاً تشخيصـي بـه  در. خـوبي ميسـر سـاخت تحقيقي

هـاي در سـلول HCV Coreه امكـان ابـراز پـروتئين گذشت

و سلول حشره هاي حيواني بررسـي شـده بودنـد كـه بـا اي

و بازدهي كم همراه بوده ).19،18(اند ميزان ابراز

و E.coli همچنين امكان بيان ايـن پـروتئين در بـاكتري

 بـا قـراردادن PQE30هـاي در سيسـتمIPTG1تحت القاي

و يا سيستم برچسب هيستيديني هاي فيوژني در ناحيه آميني

(MBP)2يا (GST)3بررسي شـده بـود كـه داراي بـازدهي 

ــدود ــتmg/L3-1ح ــوده اس ــام).21،20( ب ــا در تم ام

به روش و بـا هاي قبلي، تخليص پروتئيني صـورت دنـاتوره

و در نتيجـه  كاربرد غلظت بالايي از اوره صـورت پذيرفتـه

ر  . داده اسـتا از دسـت مـي پروتئين ساختمان طبيعي خود

هاي قبلي، حضور محصولات نيمه تمام علاوه در گزارش به

 گـزارش شـده4به دليل رهاسازي ريبـوزوم HCV Coreاز 

و كاربرد سيسـتم  در تحقيـق pIVEX2.3است، اما طراحي

كه برچسب هيستيدين را در انتهـاي اسـيدي  تعبيـه5حاضر

 پروتئينـي كند، منجر به تخليص تنها محصـولات كامـل مي

كه انـدازه مي و نتايج تحقيق حاضر هم گواه آن است گردد

به  بيني شـده از طريـق وجود آمده، با اندازه پيش محصولات

خواني داشته همLab Works (17kD)افزاري محاسبات نرم

بـلات هـم فقـط يـك بانـدو علاوه بر اين در آناليز وسترن 

 نتـايج عـلاوه مربوط بـه قسـمت تخلـيص وجـود دارد، بـه 

و اليزا، دارا بودن خواص مناسب آنتي وسترن ژنيـك بلاتينگ

.كنند اين محصول را هم تأييد مي

طور خلاصه مطالعـه حاضـر روش جديـدي را بـراي به

ــدروفيليك  و تخلــيص طبيعــي بخــش هي )2-122(توليــد

ژنيك با بازدهي با خواص مناسب آنتيHCV Coreژن آنتي

و احيانــاً بســيار زيــاد جهــت كاربردهــا ي وســيع تحقيقــي

هـاي چـه در سـاخت كيـت چنان. تشخيص ارايه داده است

و سوم اليـزا، پـروتئين  ، Core (c22-3)تشخيصي نسل دوم

تعيـين).22(هـا را تشـكيل داده اسـت جزو مهم اين كيت

اي دقيق، احتمال كاربرد تشخيصي اين پـروتئين بـا مطالعـه 

به هپ و مقايسه آنCاتيت جامع بر روي سرم بيماران آلوده

آن با كيت هاي استاندارد تشخيصي، در آينده امكان كـاربرد

.هاي تشخيصي ميسر خواهد ساخت را در كيت

����� ���� 
ژن نتايج حاصل از مطالعه حاضر نمايان گر آن بـود كـه

به بخش هيدروفيل آنتي  C ويروس هپاتيت Coreژن مربوط

به به ي طراحـي شـده مـا قابـل رهاآغازگوسيله طور مناسب
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و جاسـازي در و ايـن مـي pIVEX2.3 حامـل تكثير باشـد

 راز، قابليت ابـT7 آرابينوز در پروموتريسيستم القاو حامل

و در E.coli BL21-AIژن را در باكتري اين آنتي  دارا بـوده

و مـيmg/L5/3شرايط بهينـه ميـزان بـازدهي برابـر باشـد

ب  بهه سه پروتئين نوتركيب حاصله اي روش يك مرحله ولت

ــاتوگرافيو در ــه روش كروم ــي ب ــاختار طبيع  Ni-NTAس

ــل را قاب ــود ــك خ ــواص ايمونولوژي و خ ــوده ــيص ب  تخل

و  خـوبي احتمالاً تشخيصـي بـه جهت كاربردهاي تحقيقي

.نمايدميحفظ

������� 
 ���  
دريـغ هـاي بـي از حمايت وسيله نويسندگان مقاله، بدين

رخ دكتر تقي  و همچنـينياني يس سابق انستيتوپاستور ايران

و دكتر بهـروز وزيـري  همكاري صميمانه دكتر سيما رأفتي

كه ما را در انجام تحقيق حاضر ياري فرمودند كمال تشـكر 

.و تقدير را دارند
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Cloning, optimization of expression condition, purification and 
immunological characterization of hydrophilic section of HCV 

core Ag, expressed in E.coli by T7-araBAD promoter 
 

Aghasadeghi M.R. 1 (MS), Sadat S.M.1 (MS) , Amini S. 1(PhD),  
Budkowska A. 2 (PhD), Roohvand F. 1(PhD) 

1Hepatitis and AIDS Dep, Pasteur Institute of Iran 
2Unite Hepacivirus, Institut Pasteur Paris, France 

Abstract 
Background and Objectives 
The capsid or core Ag of Hepatitis C virus is a multifunctional protein which has the principal 
pathogenesis and diagnostic role in HCV related infections and most of these properties are 
attributed to the hydrophilic section (amino acids 2-122) of this protein. For different research 
and diagnostic applications, high amounts of this protein in pure and original form are 
required. So, the aim of this study was to clone the gene, optimize the expression condition, 
purify it in the original form, and immunologically characterize hydrophilic section of HCV 
Core Ag, expressed by T7-araBAD promoter system in E.coli.

Materials and Methods 
The PCR amplified region corresponding to 2-122 section of this Ag from genotype Ib was 
cloned in pIVEX 2.3, a T7 promoter derived vector. The proper construct after digestional 
analysis and sequencing confirmations was transformed into BL21-AI E.coli, and protein 
expression under control of araBAD promoter by addition of 0.2% Arabinose was induced. 
 
Results 
After optimization of expression condition, purification of protein by NI-NTA agarose gel 
chromatography in native condition by immidazole yielded about 3.5mg/L of HCV core Ag. 
Immunological studies by western blotting through application of core specific mAbs and 
results of ELISA tests indicated that the protein is with desired immunological properties. 
 
Conclusions 
AraBAD promoter can be perfectly utilized to produce the hydrophilic section of HCV core in 
high yields, and purification through NI-NTA in native condition may provide the antigen for 
different research and diagnostic applications. 
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