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E.Coli سویهTG1

4مرمضی، جاسم غفله3، رحیم پیغان2آبادشاپوري، مسعودرضا صیفی*1حسین هوشمند

5محمد افشارنسب و

16/7/93: تاریخ پذیرش26/1/93:  تاریخ دریافت

خلاصه
که در چند سال گذشته تلفات قابل توجهی را در  استپنائیده  يدر میگوهاي خانواده یزاي مهمسفید عامل بیماري يویروس لکه

هاي تشخیص سریع و ایجاد مقاومت در برابر  مطالعات لازم در خصوص ساخت کیت. میگوهاي پرورشی ایران ایجاد کرده است
 ،در راستاي این هدف، در این مطالعه. رسد هاي مختلف غشاء و کپسید ویروس ضروري به نظر می ویروس محلی با استفاده از پروتئین

یگوهاي پرورشی آلوده به ویروس در چوئبده آبادان از م bp528با طول) ایرانی يجدایه(ویروس لکه سفید  VP28اي از ژن  قطعه
کلون گردید و پروتئین مورد نظر در باکتري  pMal-c2Xسپس ژن مذکور در پلاسمید  ،تکثیر داده شد PCRجداسازي و با روش 

. را تأیید نمودKDa36/19وزنبا VP28یان شده ب ینپروتئوجود SDS-PAGEبررسی نتایج .بیان گردید TG1 اشریشیاکلی سویه
بیان موفق این  يو بررسی توالی ژن کلون شده نشان دهنده SDS-PAGEبا وزن مولکولی قابل انتظار در  مذکورپروتئین  يمشاهده

براي اولین بار از یک جدایه ویروس ایرانی جداسازي و پروتئین  VP28ژن ،در این تحقیق. بود TG1اشریشیاکلیپروتئین در باکتري 
.آن در یک سیستم بیانی پروکاریوتی بیان شده است

، کلونینگ و بیانVP28ویروس لکه سفید، پروتئین : کلیدي تکلما

مقدمه
زاي میگو ترین عوامل بیماريها به عنوان مهمویروس.

مراحل مختلف زندگی میگوها ممکن .مورد توجه هستند
است به عفونت ویروسی خاصی حساس باشد که سبب 

تا .  هاي آناتومیکی شودتلفات، رشد آهسته و بدشکلی
زاي میگوها گزارش شده ویروس بیماري 20کنون بیش از 

Tan(است et al. 2009, Walker and Mohan 2009.(
زاي مهم ريویروس لکه سفید به عنوان یک عامل بیما

 يکشورهاي تولید کننده ،این ویروس. مورد توجه است

دانشگاهدامپزشکی،  يدکتراي بهداشت آبزیان، دانشکده آموختهدانش*1
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اهوازي تحقیقات علوم شیلاتی کشور، دانشیار پژوهشی مؤسسه4
ي تحقیقات علوم شیلاتی کشور، تهراندانشیار پژوهشی مؤسسه5

میگو در آسیا مثل بنگلادش، کامبوج، چین، هند، اندونزي، 
ایران، ژاپن، کره، مالزي، میانمار، فیلیپین، سریلانکا، تایلند، 

آمریکا مثل  يتایوان، ویتنام و شمال، مرکز و جنوب قاره
بلیز، برزیل، کلمبیا، اکوادور، گواتمالا، هندوراس، مکزیک، 

اناما، پرو و آمریکا را تحت تأثیر قرار داده پنیکاراگوآ، 
,Bondad-Reantaso et al. 2005(است Lightner 1996,

FAO 2003, Rosenberry 2002.(
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 انواعبیماري لکه سفید موجب تلفات سنگینی در 
که در چین طوريشود به پنائیده می يمیگوهاي خانواده

 ، ژاپن،1997تا  1995هاي ، تایلند طی سال1992در سال 
سبب  1999در سال هند و اکوادور ،تایوان، اندونزي

Feigon(درات شده استخسارت در تولید، اشتغال و صا

2000, Flegel 2006, Huang et al. 1994, Rodriguez 
et al. 2003, Wang et al. 1995, Wongteera et al. 

1995( .
در استان  1383تا1381هاي  در ایران نیز طی سال

در استان بوشهر اغلب استخرها و  1384خوزستان و سال 
مزارع آلوده و کل صنعت با خطر تعطیلی مواجه و در 

وارد  تخساربه پرورش دهندگانمیلیارد تومان  10حدود 
آمارنامه شیلات ایران  ،1388افشارنسب و همکاران (شد

1384(.
هاي سفید با قطر ویروس لکه سفید نام خود را از لکه

آلوده میکرونی روي اسکلت خارجی میگوي  3تا  5/0
نقاط کلسیفیه  ،هاي سفیدرسد لکهبه نظر می.گرفته است

اي هستند که در نتیجه نقص عملکرد درست پوشش شده
Lo(کندخارجی میگو بروز می et al. 1996, Wang Q 

et al. 1999(.
 DNAویروس لکه سفید یک ویروس غشاءدار با ژنوم 

دم  ياي شکل با یک زائدهمرغی تا میلهاي، تخمدو رشته
van Hulten(باشدمانند در یک انتها می et al. 2001,

Yang et al. 2001 .( گونه  78ویروس براي حداقل این
تر سخت پوستان ده پا شامل میگوهاي دریایی و از بیش

میگوي سفید چینی، میگوي سفید : مانند آب شیرین
هندي، میگوي موزي، میگوي ببري سیاه، میگوي سفید 

Lo et(شمالی، میگوي آبی غربی و میگوي سفید غربی  al. 

1996, Wang et al. ، خرچنگ پهن، خرچنگ دراز )1999
Flegel(زا است آب شیرین و لابستر بیماري 2006,

Lightner 1996.(
 DNAسفید یکی از بزرگترین  ویروس لکه

Filee(اندهایی است که تا کنون تعیین توالی شدهویروس

and Chandler 2008 .(هاي ویروس بیضی تا ویریون
.قابل توجهی دارند يشکل بوده و اندازهاي  میله

نانومتر اندازه  240-340نانومتر در  70-138ها ویریون
شکل اينوکلئوکپسید میلهاین ویروس شامل یک . دارند

نانومتر است 70-90×200-350يبا اندازه
)Kasornchandra et al. 1998, Wang et al. 1999.(

پروتئین ساختاري و یک پروتئین غیر  50بیش از 
در ویروس لکه سفید شناسایی شده است VP9ساختاري 

)Liu et al. اساس وزن ها را براین پروتئین). 2006
یا بر اساس  SDS-PAGEها در آزمایشات تخمینی آن

Huang(اندها نامگذاري کردهتعداد اسید آمینه پروتئین

et al. 2002a,b, Li et al. 2006, Li L. et al. 2006, Li 
L.J. et al. 2006, Tsai et al. 2004, Tsai et al. 2006,
van Hulten et al. 2000, van Hulten et al. 2001, van 
Hulten et al. 2002, Wu et al. 2005, Xie et al. 2006,
Yi et al. 2004, Zhang et al. 2002, Zhu et al. 2005, 

2006.(
هاي سازي مشخص شد که پروتئیندر آزمایشات خنثی

، VP24 ،VP28 ،VP31 ،VP36B ،VP68 ،VP76(غشاء
VP281  وVP466 (برداري رونوشت يدر مراحل اولیه

Huang(ویروس لکه سفید نقش دارند et al. 2005, Li et 

al. 2006, Li L. et al. 2006, Li L.J. et al. 2006, van 
Hulten et al. 2001, Wu et al. 2005, Xie and Yang

2006.(
و هادر اتصال و نفوذ ویروس به سلول VP28پروتئین 

.van Hulten et al(عفونت عمومی دخالت دارد 2001,

Wu et al. 2005, Yi et al. پرایمرهاي طراحی . )2004
تولیدي علیه این  هايباديو آنتی VP28شده براي ژن 

استفاده هاي این ویروس پروتئین در تشخیص جدایه
Mushtaq(اندشده et al. 2006, Poulos et al. 2001.(

هدف از  ،ایرانبا توجه به وجود این ویروس در
از  VP28بررسی امکان جداسازي ژن  حاضر يمطالعه

بیان  در ایران، ویروس جدا شده از میگوهاي بیمار
بوده است تا  اشریشیا کلیپروتیئن مربوط در باکتري 

غشاء  يهاي عمده ضمن دستیابی به یکی از پروتئین
) سازيایمن(ایجاد مقاومت ضد ویروس  ویروس نسبت به

 به منظورعلیه این پروتئینبادي مونوکلونال  تولید آنتی و
.اقدام گردد هاي تشخیصی سرم شناسی استفاده در روش
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مواد و روش کار
DNAگیري و استخراج نمونه 

ویروس لکه سفید براي  ژنومبه منظور دستیابی به
مزارع پرورش  مراجعه بهاستفاده در این پژوهش، طی 

خرداد (چوئبده آبادان  يمیگوي استان خوزستان در منطقه
میگوهاي بیمار و داراي علائم بالینی از ) 1390تا مهرماه 

گیري نمونه،این منطقهاز سطح مزارع پرورش میگوي 
، مقداري از هر نمونه DNAاستخراج  به منظور.شد

لیتري میلی 5/1درون یک میکروتیوب ) آبشش و پاي شنا(
هاي محلول ازاستفادهبا DNAاستخراج  .قرار داده شد

DTAB  وCTAB) شرکتGenereach،طبق و) تایوان
استخراج  DNA. جام شدندستورالعمل شرکت سازنده ا

استریل محلول گردید و تا زمان شده در آب دوبار تقطیر
 .گراد نگهداري شدسانتیي درجه-20آزمایش در دماي 

کیت تشخیص ها با استفاده از پس از آزمایش نمونه
) تایوان،Iq2000،Genereach(ی بیماري لکه سفید مولکول
براساس (اي که داراي بالاترین حدت بود نمونه

به عنوان الگو در  )Genereachدستورالعمل شرکت
-IRIاین جدایه .شدبعدي استفاده  ياهآزمایش

KHZ/904 گذاري گردیدنام.

PCRآزمایش 

 VP28پروتئین  يپرایمرهاي اختصاصی ژن کدکننده
Witteveldtبراساس پرایمرهاي طراحی شده توسط 

و به منظور انجام کلونینگ در انتخاب گردید) 2006(
هاي محدودگر این پرایمرها مکان برش آنزیم 5'انتهاي

SalІ  وHindІІІ تا امکان انتقال و بیان در قرارداده شد
با . )1جدول (فراهم گرددسیستم بیانی پروکاریوتی 

الگوي  DNAز پرایمرهاي طراحی شده و استفاده ا
در  PCRيوسیلهه ب VP28تکثیر ژن ، استخراج شده
ژنوم الگو، میکرولیتر 2میکرولیتر شامل  50حجم نهایی 

 Pfu ،5آنزیم ) واحد در میکرولیتر5/2(میکرولیتر 4/0
-میلی dNTP10میکرولیتر  Pfu ،1میکرولیتر بافر آنزیم 

 1مولار، میلی 50کلرید منیزیوم میکرولیتر 5/1مولار، 
میکرولیتر 1/38از هر پرایمر و ) پیکومول 20(میکرولیتر 

با  PCRاکنش و. شد استریل انجام ،آب دوبار تقطیر
 يدرجه 95دمایی دناتوره شدن ابتدایی در دماي  يبرنامه
سیکل  35دقیقه  و به دنبال آن  2گراد به مدت سانتی

 1درجه به مدت 48ثانیه،  45درجه به مدت  94حرارتی 
یک  ،پایاندر.  دقیقه بود 2درجه به مدت  72دقیقه و 

.دقیقه اجرا گردید 7درجه نیز به مدت  72دمایی  يمرحله

تحقیق این پرایمرهاي مورد استفاده در : 1جدول 
GCCGTCGACCACAACACTGTGACCA (Sal I)VP28F 5'

GCGAAGCTTACTCGGTCTCAGTGCCAGA (Hind III)VP28R 5'

با الکتروفورز در ژل آگارز PCRبررسی محصول 
میکرولیتر  1به همراه PCRمیکرولیتر از محصول  5

درصد حاوي رنگ  5/1در ژل آگاروز بافر بارگذاري 
چنین هم. بارگذاري شد) سیناکلون، ایران(سیف استین

نشانگرتکثیر شده از  ياطمینان از صحت طول قطعه براي
و با استفاده گردید)فرمنتاس، لیتوانی(جفت باز  100

تکثیر یافته از نظر  DNAتابش نور فرابنفش روي ژل، باند 

محصول قابل .صحت طول مورد بررسی قرار گرفت
.جفت باز بود 528اي به طول انتظار قطعه

VP28ژن  یانکلونینگ و ب

هضم (بعدي  ياهبراي انجام آزمایشPCRمحصول 
 استفاده ازبا از ژل آگارز یک درصد ) آنزیمی و کلونینگ

و مطابق  )، کره جنوبیبایونیر(کیت استخراج از روي ژل 
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گردید و محصول در خالص دستورالعمل شرکت سازنده 
ر این تحقیق به د. گراد نگهداري شدسانتی يدرجه -20

، از وکتور بیانی VP28منظور کلونینگ و بیان ژن 
محصول شرکت (، pMal-c2Xپروکاریوتی

به منظور تکثیر و ازدیاد .استفاده شد )نیوانگلندبیولب
این پلاسمید توسطTG1سویه  E. Coliباکتري،پلاسمید

ترانسفورماسیون با .قرار گرفتترانسفورماسیون مورد 
با سپس .شوك حرارتی انجام شدکلسیم وروش کلرید 

 ویوانتیس،شرکت (از کیت استخراج پلاسمیداستفاده 
.شد استخراج پلاسمید ،ي باکتريهاکلونی از)مالزي

و  PCRبراي انجام کلونینگ روي هر دو محصول 
. عمل هضم آنزیمی صورت گرفتپلاسمید تکثیر یافته 

توجه به طراحی و وکتور با VP28براي هضم آنزیمی ژن 
Salو Hind IIIيهاي محدود کنندهپرایمر، از آنزیم I 

به این منظور . استفاده شد)شرکت ینابایوساینس، آلمان(
VP28ژنوها طور مستقل با هر یک از آنزیمه بپلاسمید 

پس از هضم، کارآیی .هضم شدندمضاعف  یدر واکنش
هضم شده سمیدپلامیکرولیتر از  1واکنش با الکتروفورز 

Ausbel(ید قرار گرفتأیمورد ت et al. 1992.(
پلاسمید به یکدیگر، هر وPCRبراي اتصال محصول 

خالص سازي از دو محصول هضم شده با استفاده از کیت 
 وDNAمیزان . خالص شدند)کره جنوبیبایونیر، (ژل 

و اتصال با استفاده از  هپلاسمید هضمی تخمین زده شد
 يدرجه22دقیقه در دماي  70به مدت T4آنزیم لیگاز 

گراد سانتی يدرجه 4گراد و سپس یک شب در سانتی
پس از سپري شدن زمان فوق براي . صورت گرفت

گراد به سانتی يدرجه 65غیرفعال کردن آنزیم از دماي 
.Ausbel et al(دقیقه استفاده شد 10مدت  سپس . )1992

محصول اتصال با فرض تشکیل پلاسمیدهاي حلقوي 
.کار رفته براي ترانسفورماسیون ب VP28حاوي ژن 

مجدداً با استفاده از روش شوك حرارتی و به کمک کلرید 
میکرولیتر از محصول واکنش اتصال به باکتري 10کلسیم 

E. Coli  سویهTG1 پس از انجام .انتقال داده شد
ترانسفورماسیون براي بررسی حضور پلاسمید حاوي ژن 

VP28 ها، از دو روش غربالگري شامل در کلونPCR و
. بررسی بیان پروتئین استفاده گردید

به روش TG1هاي باکتریایی پس از غربالگري کلون
PCR و تأیید وجود پلاسمیدهاي حاوي ژنVP28 بیان ،

.ها بررسی شد توسط کلون، VP28پروتئین نوترکیب 
IPTGمولار  1/0از محلول بیان پروتئین  براي القاء

 يباکتر کزمان به عنوان شاهد منفی یهم.استفاده شد
که بدون ژن مورد مطالعه pMAL-c2Xدیپلاسم يحاو
اعمال  ،IPTGدر حضور  آن يرو نیپروتئ انیب القاء
ها در آزمایشاین نمونه. استفاده شد نیز بود دهیگرد

SDS-PAGE هاي باکتري قبل از نمونه.ندشدبررسی
 در کنار نشانگرIPTGهاي بعد از و نمونهIPTGافزودن 

فرمنتاس، (وزنی مولکولی مورد استفاده در این مطالعه
 KDa 4/14يمحدودهباند پروتئینی در 7از  که )مریکاآ
.بارگذاري گردید ،در ژل تشکیل شده بود KDa 116تا

اي حاصل از ه پس از غربالگري کلون
حاوي  PCRترانسفورماسیون، سه کلونی که در آزمایش 

ژن بوده و در بررسی بیان نیز پروتئین با وزن مولکولی 
براي اطمینان از عدم  مورد انتظار را بیان نموده بودند

ها با کیت انتخاب شده و پلاسمید آن ،موتاسیون در ژن
خالص شده  يسپس پلاسمیدها. شد و تخلیص خراجاست

به شرکت تکاپوزیست  VP28جهت تعیین توالی ژن 
ارسال شدند تا با استفاده از پرایمرهاي ویژه پلاسمید 

تعیین توالی  ،از دو جهت) MalEFو  M13پرایمرهاي (
.گردند

نتایج
تشخیص ویروس لکه سفید در بافت میگوي سفید غربی 

برداري از مزارع پرورش میگوي انجام نمونهپس از 
استان در چوئبده آبادان تعدادي نمونه با آزمایش کیت 

اي که براساس مثبت بودند، نمونه Iq2000تشخیصی 
بود به عنوان  )sever(دستورالعمل کیت داراي حدت بالا

به IRI-KHZ/904ایرانی ویروس لکه سفید با نام يجدایه
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 یشات بعدي مورد استفاده قرار گرفتعنوان الگو در آزما
.)1تصویر(

کیت تشخیص  PCRالکتروفورز محصول   :1تصویر 
Iq2000مولکولی 

M : ،مارکرN : ،نمونه مثبت حاد،: 56نمونه منفی P :کنترل مثبت

VP28ه ژن سازند یرتکث يبراPCRنتایج

با استفاده از پرایمرهاي توصیف شده  PCR آزمایش    
  .دش bp 528 يساخت محصولی به اندازهمنجر به 

حاوي  درصد 5/1در ژل آگاروز محصول ژن تکثیر یافته 
 bp100 رنگ سیف استین، در کنار یک نردبان ژنی

نور ماوراء بنفش مشاهده  يوسیلهه الکتروفورز شد و ب
.)2 تصویر( خوانی داشتکه با نتایج قابل انتظار هم گردید

ویروس لکه  VP28ژن  PCRول الکتروفورز محص :2 تصویر
IRI-KHZ/904سفید جدایه 

و انجام  PCRمورد نظر در  DNAدنبال تکثیر ه ب    
و پلاسمید PCRمراحل هضم، اتصال محصول 

pMAL-c2X  محصول اتصال در  یونترانسفورماسو سپس

هاي باکتري روي محیط آگار  ظهور کلونی ،TG1باکتري 
LB ورود موفق پلاسمید  يسیلین نشان دهنده حاوي آمپی

براي  . سیلین در باکتري بود حاوي ژن مقاوم به آمپی
از لحاظ دارا بودن  شده تولید  کلون 10 ،تراطمینان بیش

.)3تصویر ( ندشد یبررس PCR توسط ژن يوکتور حاو

الکتروفورز پلاسمید نوترکیب حاوي ژن  : 3 تصویر
TG1استخراج شده از باکتري 

نمونه کنترل : 11 هاي حاوي ژن، ستون کلون : 10-1ستون 
VP28ژن : 12منفی، ستون 

 VP28ي موفق ژن سازنده ینگاز کلون یناناز اطم پس    
 ینوجود پروتئ IPTG حضوردر ، pMal-c2X یددر پلاسم

 SDS-PAGE با استفاده از ها يباکتر ینشده در ا یانب
 هاي یاز کلون یکی يرو یبررس ینا یجنتا  .شدبررسی 

 4تصویر داده شد در  تشخیصکه مثبت  یشمورد آزما
گونه که در شکل مشخص  همان . نشان داده شده است

 شده استفاده ینیشده است، با توجه به استاندارد پروتئ
با  یسهدر مقا IPTG مجاور با ي، باکتر)فرمنتاس، آمریکا(

وزن  داراي پروتئینی با IPTG از افزودن یشزمان پ
 ینپروتئ . بود یانیب ینپروتئ يبل انتظار براقا یلکولوم
 ینپروتئ و VP28 يبرا KDa36/19 با احتساب وزن یانیب

MBP )42 حدود KDa ( حدود یوزن يداراباید
KDa36/61 چنین در بررسی نتایج تعیین توالی هم  .دباش

مشخص گردید که قطعه ژن کلون شده بدون هیچ گونه 
.متصل شده بود ،به پلاسمید مربوطحذف و جهشی 
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- SDS: 4تصویر  PAGEین پروتئ یانالقاي بVP28 در
TG1ي یهسو یشیاکلیاشر يباکتر

باکتري حاوي پلاسمید قبل از بیان، : 1ستون 
باکتري حاوي پلاسمید غیرنوترکیب بعد از بیان،: 2ستون

کلون مثبت حاوي پلاسمید نوترکیب بعد از بیان، : 3ستون 
پروتئینمارکر : 4ستون 

بحث
 ،کیلودالتون 22با وزن مولکولی تقریبی VP28پروتئین 

ویروس ترین پروتئین ساختاري موجود در غشاء  فراوان
گونه شباهتی را به سایر که هیچباشد میلکه سفید 

هاي  هاي شناخته شده به جز برخی از پروتئینپروتئین
Robalino(دهد ساختاري ویروس لکه سفید نشان نمی

et al. 2006, Tang et al. 2007.(
هاي میگو  این پروتئین موجب اتصال ویروس به سلول

شده و نقش مهمی را در نفوذ ویروس به درون سلول 
چنین مشخص شده است که هم. کند میزبان ایفا می

توانند  هاي تولید شده بر ضد این پروتئین می باديآنتی
ویروسی را مهار نمایندویروس را خنثی کرده و عفونت 

)Yi et al. 2004(. پروتئینVP28 آن به  يو ژن کدکننده
منظور تشخیص و کنترل بیماري لکه سفید مورد توجه 

Mavichak(اندقرارگرفته et al. 2011.(
در مطالعات  VP28تجزیه و تحلیل رونویسی از ژن 

بیان ژن نشان داده است که این پروتئین محصول یک ژن 

باشد و واکسیناسیون با  زا می بیانی تأخیري است و ایمنی
این پروتئین سبب محافظت میگوها در برابر بیماري لکه 

Witteveldt(گردد سفید می et al. 2004a,b.(
با استفاده از پرایمرهاي PCRآزمایش،در این مطالعه

اي که انتهاي آمینی پروتئین حذف  به گونهشده طراحی
 امنجر به ساخت محصولی ب براي این پژوهشد شده باش

ژن يسازاز خالص پس. دشجفت باز 528ياندازه
VP28 ید پلاسم وpMal-c2Xهاي  آنزیمر دو توسط ، ه

Salو Hind IIIيمحدود کننده I  به صورت جداگانه
و محصول پلاسمیدیمیاز هضم آنز پس.هضم شدند

PCRتکثیر یافته، ژنVP28 پلاسمید واردpMal-c2X 
و PCRو ورود آن به داخل پلاسمید با انجام آزمایش شد 

.تعیین توالی تأیید شد
در ایران براي  ،براساس اطلاعات نویسندگان مقاله

از یک جدایه ویروس ایرانی  VP28ژن است که اولین بار 
سازي و پروتئین آن در یک سیستم بیانی پروکاریوتی جدا

.بیان شده است
-IRIجدایه  VP28پس از تعیین توالی نوکلئوتیدي ژن 

KHZ/904 ژن  يشد که قطعهبررسی آن مشخص و
VP28 هاي مورد انتظار برش خورده و بدون هیچ از محل

گونه حذف و جهشی به پلاسمید مورد نظر متصل شده 
. است

ی مختلفی هاي بیاندر سیستم VP28پروتئین نوترکیب 
، BL21ي سویه E.Coliمانند  گرم منفیاز قبیل باکتري 

هاي حشرات، مخمر و کرم باکتري گرم مثبت، سلول
Caipang(ابریشم بیان شده است et al. 2008, Du et al.

2006, Jha et al. 2006a,b, Jha et al. 2007, Mavichak 
et al. 2009, Namikoshi et al. 2004, Witteveldt et al. 

2004a,b, Witteveldt et al. 2006, Xu et al. 2006.(
در سیستم  VP28در این پژوهش پروتئین نوترکیب 

يسویه E.Coli و باکتري pMal-c2Xبیانی پروکاریوتی
TG1 پروتئین با استفاده از . بیان گردیدVP28  بیان شده
سیستم پروکاریوتی محافظت میگو در برابر ویروس در 

.لکه سفید مشاهده شده است
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حاضر پس از بیان پروتئین نوترکیب  يدر مطالعه
VP28 با توجه به این که قسمت آمینی پروتئین به منظور

وزن در سیستم بیانی پروکاریوتی حذف شده بود بهتر بیان 
کیلو دالتون بود که در آزمایش  36/19مورد انتظار حدود 

SDS-PAGE از این پروتئین به .بررسی و تأیید شد
زا براي ایجاد محافظت میگوها در برابر ایمن يامادهعنوان 

. استفاده خواهد شد در مطالعات بعدي ویروس لکه سفید
Witteveldt  به منظور تولید پروتئین  2006نیز در سال

براي استفاده در محافظت میگو در برابر  VP28نوترکیب 
نی بیماري لکه سفید از روشی استفاده کرد که از انتهاي آمی

سازي و چالش پروتئین حذف شد و در آزمایش ایمن
.نتایج قابل قبولی را به دست آورد

Braunig با استفاده از  2011در سال  و همکاران
را  PCRمحصول  VP28پرایمرهاي طراحی شده براي ژن 

با وزن ی کلون نمودند و پروتئین pET-14bدرون وکتور 
این  يبه گفته.ندرا بیان نمودکیلودالتون  21تقریبی 

محققین براي اولین بار است که در کشور برزیل این کار 
خوانی صورت گرفته است که نتایج آن با تحقیق حاضر هم

.دارد
در چندین پژوهش، موفقیت ایجاد حفاظت در برابر 
بیماري لکه سفید در میگوهاي مختلف با استفاده از 

هاي نوترکیب ویروسی هاي ویروسی و یا پروتئینپروتئین
VP19 ،VP26 ،VP28 ،VP31وVP292  گزارش شده
.Du et al(است 2006, Jha et al. 2006a,b, Jha et al.

2007, Namikoshi et al. 2004, Rout et al. 2007,
Vaseeharan et al. 2006, Witteveldt et al. 2004a,b,

Witteveldt et al. 2006.(
غذایی  يدر جیره VP28ن نوترکیب پروتئیاستفاده از

میگوي ببري سیاه و خرچنگ دراز آب شیرین در کاهش 
 Jha(تلفات ناشی از ویروس لکه سفید مؤثر بوده است

et al. 2007, Witteveldt et al. 2004a.(باديآنتی 
بادي یا آنتی VP28علیه پروتئین نوترکیب  مونوکلونال

VP28+VP19هاي نوترکیب کلونال در برابر پروتئین پلی

 ,Li(خنثی کندزایی ویروس لکه سفید راتواند عفونیمی

H-X et al. 2005, Musthaq et al. 2006, Natividad et al. 
2007.(

در  دست آمده در این تحقیقه نوترکیب بپروتئین 
بیان شده در  شکلسازي و یا حتی به صورت خالص

بیوتکنولوژیک به منظور استفاده در چندین کاربرد ،باکتري
و  بادي مونوکلونال علیه این پروتئین مثل تولید آنتی
قابل استفاده هاي تشخیصی سرم شناسی  استفاده در روش

چنین با توجه به تحقیقات متعدد صورت هم. باشدمی
توان از پروتئین غشاء ویروس لکه سفید می رويگرفته 

واحد و یا حتی  رواکسن نوترکیب زی آن به عنوان یک
استفاده  DNAهاي استفاده از ژن مورد نظر در واکسن

رود که با دستیابی به چنین ترکیباتی در  امید آن می.کرد
لکه سفید را در مزارع  يکشندهآینده بتوان بیماري 

.پرورش میگوي کشورمان مهار نمود
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Cloning and expression of VP28 gene of white spot virus (Iran 
isolate) in E. coli, TG1
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Abstract
White spot virus is concerned as a major pathogen in shrimp Penaeids family. In recent 

years, heavy mortalities in cultured shrimps Iran and other countries necessitate doing studies 
to construct kits for rapid detection and eliciting resistance against the virus by using different 
membrane proteins. For this purpose, in this study, a piece of VP28 gene of white spot virus 
with 528 bp length was isolated and amplified by PCR from the infected shrimps in Choebdeh 
Abadan. After cloning of the gene in the plasmid pMal-c2X, the protein was expressed in E. 
coli strain TG1. Target protein with a molecular weight of 19.38 kDa was evaluated by SDS-
PAGE. Expression of protein with the expected molecular weight in SDS-PAGE 
accompanied with evaluation of the cloned sequences revealed the successful expression of 
the protein in Escherichia coli TG1. This study for the first time succeeded in cloning and 
experssion of VP28 in a prokaryotic organism. 
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