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چکیده
 یک پستی يکه به وسیله استهاي ویروسی بسیار مهم این حیوان یکی از بیماري) Bovine Viral Diarrhea(اسهال ویروسی گاو 

هاي بسیاري را مثل نیز خسارتثیرگذاري بر روند تولیدأتبا BVDV. شودایجاد می ،فلاوي ویریده ياز خانواده) BVDV(ویروس 
 پژوهش،هدف از این . ویروس در القاي پاسخ ایمنی محافظت کننده استساختمانی این ترین پروتئین مهمE2پروتئین . شودموجب می

.Eدر باکتري  E2پروتئین ژن کلونینگ و بیان  coli با استفاده از ژن مورد نظر .بودRT-PCR  در پلاسمید تکثیر وpMAL-c2X 
بیان و  هیید قرار گرفتأکلون شده با تعیین توالی نوکلئوتیدي مورد ت ياهصحت ردیف نوکلئوتیدي محصولاز طرفی، . کلون گردید

.Eتوسط پروتئین  coli  با استفاده از روشSDS-PAGE ژنی پروتئین آنتیویژگی از طرف دیگر، .بررسی شدE2 نوترکیب در
محلول  پروتئین نوترکیب به شکل که مشخص گردیدهاي باکتري سلولن سونیکاسیو دادن و پس از انجام هیید گشتأآزمایش ایمنوبلات ت

.کندرا به صورت کارا بیان میE2پروتئین ،که پلاسمید نوترکیب فوقاستاین  يدهندهنشان  ،نتایجاین .باشدمی

E. coli، کلونینگ، بیان ژن، E2ویروس اسهال ویروسی گاو، پروتئین : کلمات کلیدي

مقدمه
هاي واگیردار، اسهال ویروسی گاو، در میان بیماري.

هاي گاو است که حتی در برخی ترین بیماريیکی از مهم
، این بیماري به عنوان آنياز کشورهاي پرورش دهنده

.Radostits et al(شود ترین بیماري گاو شناخته میمهم

يدر دهه راولین با ،بیماري اسهال ویروسی گاو). 2007
گاو با  يمیلادي به عنوان یک بیماري مبتلا کننده 1940

منشاء نامشخص، در کانادا مطرح و ابتدا با نام بیماري 
Childs(مجهول نامیده شد  بیماري اسهال ). 1946

هاي عفونی حاد و تحت یکی از بیماري ،ویروسی گاو
ایجاد  يواسطهه اگرچه این بیماري بحاد گاو است و 

شود، ضایعات گوارشی، اسهال ویروسی گاو نامیده می

دامپزشکی، دانشگاه شهید  يدانشکدهشناسی، تخصصی میکروب دکترايي آموختهدانش1
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ولی در واقع باید بیماري را یک بیماري تولیدمثلی مخرب 
زایی، بازگشت به دانست که با ایجاد سقط جنین، مرده

فحلی و کاهش تولید شیر، عملاً بازده مفید و سودآوري 
هاي برد و خسارتبین میهاي پرورش گاو را از گله

این بیماري توسط . شوداقتصادي هنگفتی را سبب می
و ویریده  فلاوييویروس اسهال ویروسی گاو از خانواده

شاخص  ياعضا .گرددمیایجاد  ویروسپستیاز جنس 
این جنس، ویروس اسهال ویروسی گاو، ویروس تب 

و ویروس بیماري مرزي ) وباي خوك(کلاسیک خوك 
Thiel(باشند د میگوسفن et al. علاوه بر گاو، ). 2005
و) گوسفند و بز(اهلی هاي دیگر نشخوارکنندگانگونه

اهوازچمران 
E-mail: masoudrs@scu.ac.ir)ي مسئولنویسنده(

دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز
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حتی نشخوارکنندگان وحشی در سراسر دنیا نسبت به 
بار حساس هستند و از این طریق، آثار زیان BVDویروس 

هاي گوشت و فرآورده ،شماري بر صنایع تولید شیربی
.Carlsson 1991, Depner et al(گردد آنان تحمیل می

1991, Hewicker-Trautwein 1994, Loken 1995, Van 
Campen et al. 2001, Goyal et al. 2002, Frolich et al.

2002.(
تا  40دار کروي ، یک ویروس پوشینهBVDویروس 

 30داخلی متراکم در حدود  ينانومتري با یک هسته 60
 ايتک رشته RNAکژنوم آن از ی کهباشد نانومتر می

شده است  لیتشک لوبازیک 3/12با طول حدود  تمثب
)Lindenbach and Rice 2001 .( ژنوم ویروسBVDV 

شود که در ادامه پروتئین ترجمه میبه صورت یک پلی
هاي توسط پروتئازهاي سلولی و ویروسی به پروتئین

هاي غیر و پروتئین) E2و  C ،Erns ،E1(ساختمانی 
شود شکسته می) NS5و  NS2 ،NS3 ،NS4(ساختمانی 

)Collett et al. 1988, Collett et al. 1991, Meyers et al.

، پروتئین BVDهاي ویروس از میان پروتئین. )1992
گاو، نه تنها یکی ویروس اسهال ویروسی E2ساختمانی 

این ویروس است،  هاي ساختمانیترین پروتئیناز مهم
نقش بسیار کلیدي نیز  ویروسپستیبلکه در میان جنس 

ژن به عنوان آنتی و داردبادي خنثی کننده در تولید آنتی
-استفاده می ،ها در واکسنسازي دامایمن برايانتخابی 

.Bolin and Ridpath 1996, Bruschke et al(گردد 

1997, Harpin et al. 1999, Thomas et al. 2009.(
کیلودالتن به همراه  53این پروتئین با وزنی حدود 

هاي زاترین پروتئین، ایمنیNS3و  Ernsهاي گلیکوپروتئین
BVDV  بادي را در بدن قادرند پاسخ قوي آنتیهستند و

 Collett 1992, Zoth and Taboga(میزبان برانگیزند

عنوان یک  قابلیت استفاده به E2پروتئین  ،بنابراین؛)2006
را دارا  BVDژن تشخیصی مناسب یا تولید واکسن آنتی
گوناگون به عنوان یک  هايپژوهشباشد و همواره در می

سازي مورد بررسی قرار ژنی مهم در ایمنآنتی ينمونه

و بیان کلونینگ پژوهشهدف از این گیرد؛ بنابراین،می
.Eدر  E2ژن پروتئین  coli باشدمی.

مواد و روش کار
ویروسی  يسویه

گاو یروسیاسهال و روسیاز و ،قیتحق نیدر ا
)BVDV( ،کیتوپاتیسيهیسوNADL، از  که استفاده شد

به عنوان يراز يسازو سرم يسازواکسن يموسسه
 ،روسیو ریبه منظور تکث .گردیدهیته ،مرجع يسویه

حداقل  طیمحدر ) BT(گاو  ینیبوقک ب يهاکشت سلول
DMEM)Gibco،اسب درصد سرم  5به همراه  )اسکاتلند

قرار گرفتاستفاده مورد ) یرانا،شرکت کارن اطلس پژوه(
قفمتوآن،کشت  سلول، آثار تخریبيبا مشاهده و

-سانتی يدرجه - 40ها یک بار در دماي گردید و سلول

به  واق ذوب شدند تآن در دماي امنجمد و پس از ،گراد
ویروسی در  RNAعنوان منبع ویروس براي استخراج 

. ندداري شد،نگه ،گراد در فریزرسانتی يدرجه -70دماي

RT-PCRبا  E2تکثیر ژن پروتئین 

يسویه E2نوکلئوتیدي ژن  توالیطراحی پرایمر،  براي
NADL  ویروسBVDدسترسی  ي، از بانک ژن با شماره

"NC_001461.1" با استفاده از سپس .  گردید استخراج
ي، پرایمرهاي لازم براي تکثیر ناحیهPrimer3افزار نرم

بدون انتهاي کربوکسیلی مسئول اتصال (این ژن  يکدکننده
و در انتهاي پرایمرها توالی  شد طراحی) پروتئین به غشا

سپس .اضافه گردید BamHIيمحدودکنندهجایگاه آنزیم 
RNA ویروس با استفاده از محلول تجاري ژنومیTriPure

)Roche،شد استخراج ،طبق دستور شرکت سازنده) آلمان 
، cDNA)Revert Aidبا استفاده از کیت ساخت و 

Fermentas،5(و در حضور پرایمر معکوس) لیتوانی-

AGCGAAGTAATCGGATCCTAAAGCGGCCGC
CCGGTG -3( از روي ،RNA  شدهاستخراج ،cDNA 

با استفاده از هر دو پرایمر مستقیم سپس.شدساخته 
)3-CACTTGGATTGCAAACCTGAGGATCCCGC-5 (
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 PCRطی مراحل زیر، و هتکثیر یافتcDNAو و معکوس
2xمستر میکس میکرولیتر 25مقدار : انجام گرفت

از هر کدام از ) پیکومول 20(میکرولیتر  1، )سیناژن، ایران(
در  cDNAمیکرولیتر 4، مستقیم و معکوسهاي پرایمر

میکرولیتر مخلوط و تکثیر ژن مورد نظر با  50حجم نهایی 
، Cْ94سیکل  30و سپس دقیقه Cْ95،5دمایی يبرنامه

،Cْ72دقیقه و در آخر  Cْ72،2ثانیه،  Cْ52،45ثانیه،  30
بر روي ژل PCRمحصول . دقیقه صورت گرفت 10

. الکتروفورز گردید DNAدرصد و در کنار مارکر  1آگارز 

.Eدر E2بیان ژن کلونینگ و coli

پلاسمید  و PCRمحصول، PCRپس از تایید صحت 
pMAL-c2X کیت استخراج پلاسمید خالص شده توسط

 Fermentas(Gene JETTM Plasmid Miniprepشرکت 

kit)يمحدودکنندهتوسط آنزیم BamHI )Fermentas ،
عد از الکتروفورز در ژل آگاروز ب وشد برش داده) لیتوانی

شرکت (از ژل DNAبا کیت استخراج درصد 1
Vivantisبین واکنش لیگاسیون  .گردیدندخالص  )، مالزي

لیگازبا استفاده از آنزیم PCRپلاسمید و محصول
T4)Fermentasانجام،العمل آنزیمرو طبق دستو) ، لیتوانی
 .Eباکتري DH5αيسویه، ازترانسفورماسیون براي.شد

Coli و در  شداستفاده ،پذیرا شده توسط کلرید کلسیم
کشت  ،دارسیلینجامد آمپیLBمحیط ها در پایان، باکتري

غربالگري هاي باکتریایی، کلونپس از رشد . گردیدند
با روش حاوي پلاسمید نوترکیب  اییهاي باکتریکلون
PCRشدانجام،محدودکنندههاي و هضم آنزیمی با آنزیم.

از سه پلاسمیدهاي نوترکیب با کیت استخراج پلاسمید 
و به منظور تعیین توالی به  گردیدنداستخراج ،کلونی

اطمینان از از پس .ارسال شدند ،شرکت تکاپوزیست
حاوي یک کلون باکتري، گصحت کلونین

مایع LBدر محیط  ،پس از کشت شبانهپلاسمیدنوترکیب 
بن حیان،ا، شرکت جابرμg/ml100(سیلینداراي آمپی

کشت داده 100به  1به نسبت ) درصد 2(و گلوکز) ایران
 در طول 6/0با رشد باکتري و رسیدن به کدورت .شد

IPTGبیان پروتئین،  نانومتر، به منظور القاي 600موج 

، Vivantisشرکت ، گالاکتوپیرانوزیدایزوپروپیل بتا دي(
و کشت  گردید اضافه mM1با غلظت نهایی) مالزي

هاي نمونه. ساعت ادامه یافت 2تا Cْ37باکتري در دماي 
، با الکتروفورز در IPTGتهیه شده پیش و پس از افزودن 

بخش درصد در 4با غلظت اکریلامید (آکریل آمید ژل پلی
-و رنگ) بخش جدا کنندهدردرصد 10متراکم کننده و 

از  )آلمان،AppliChem(آمیزي ژل با رنگ آبی کوماسی
بررسی حلالیت  براي.مورد ارزیابی قرار گرفتند ،نظر بیان

لیتر سوسپانسیون باکتري القا شده میلی 50پروتئین بیانی، 
مدت ه ب  5000gبا قدرت (سانتریفیوژ گردید  ، IPTGبا 
بافر  فسفاتلیترمیلی 3رسوب باکتري در و) دقیقه 10

باکتري مخلوط شده ،سپس. مخلوط شد) PBS(سالین 
ر گرفت دقیقه مورد سونیکاسیون قرا 20مدته ب PBSدر 

پس از . هاي محلول در فاز مایع وارد شوندتا پروتئین
ه ب g9000سونیکاسیون، سوسپانسیون باکتري با قدرت 

دست آمده از ه رسوب ب. دقیقه سانتریفیوژ شد 20مدت 
هاي نامحلول و مایع روي عنوان پروتئینه ب ،این مرحله

و  شدند برداشت ،هاي محلولعنوان پروتئینه رسوب ب
. قرار گرفتند SDS-PAGEمورد آزمایش 

ایمونوبلاتینگ
ژنی پروتئین حاصل از بیان آنتیشناساییمنظوربه

پروتئین هاي باکتري حاوي پلاسمید ،E2پروکاریوتی ژن 
نوترکیب و باکتري حاوي پلاسمید بدون ژن پس از القا 
بیان پروتئین و در دو تکرار در ژل پلی اکریلامید 

ساعت و با  3طی ها درسپس پروتئین. الکتروفورز شدند
پس  .انتقال داده شدندنیتروسلولزيبه غشاولت 60ولتاژ

محلول ساعت در 2مدت ه ولز بنیتروسل ياز انتقال، غشا
به ،20درصد توئین 2/0حاوي)PBS(سالینبافرفسفات

 شستبار3ازپس. عنوان بافر بلوك کننده، قرار داده شد
ه ب ؛به دو قطعه تقسیم گردید ء، غشاPBSبا بافرشوو 

هاي یک ستون حاوي پروتئین ،شکلی که در هر قطعه
باکتري داراي پلاسمید نوترکیب و یک ستون حاوي 
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در . هاي باکتري داراي پلاسمید بدون ژن باشدپروتئین
از  150/1در رقت  ءیکی از این قطعات غشا ،بعد يمرحله

، رقیق BVDVبادي ضد یک نمونه سرم گاو داراي آنتی
و ) 20درصد توئین 05/0داراي  PBST)PBSشده در بافر 

از یک  نمونه سرم گاو فاقد  150/1گر در رقت دی يقطعه
مثبت و منفی بودن  .قرار داده شد BVDVبادي ضد آنتی

-تجاري آنتیالیزاي با استفاده از یک کیت  ها قبلاًاین سرم

یید شده أسازي ویروس تآزمایش خنثیو BVDVبادي 
هاي  باديگیري از واکنش احتمالی آنتیبراي پیش . بود

 PBSTهاي باکتري، به ها با پروتئینموجود در این سرم
 يدرصد عصاره 5ها مورد استفاده براي رقیق کردن سرم

. ن پلاسمید سونیکه شده نیز افزوده شده بودوباکتري بد
شو با و  بار شست 3انکوباسیون و سپس ساعت1پس از

ساعت در  1مدت ه نیتروسلولز ب يقطعات غشا PBSTبافر 
گاو  IgGاز یک کنژوگه پراکسیداز ضد  1000/1رقت 

در . قرار داده شدند PBSTدر بافر ) شرکت سیگما، آمریکا(
واکنش  ينتیجه PBSTشو با و  بار شست 3پس از  ،آخر

با استفاده از محلول کروموژن سوبستراي کلرونفتول 
. ظاهر گردید ،و آب اکسیژنه) شرکت سیگما، آمریکا(

نتایج
 ،PCRواکنش  دادن انجامو  cDNAساخت پس از 

در کنار مارکر درصد 1در ژل آگاروز PCRمحصول
Kb1)Fermentasبه عنوان استاندارد) ، لیتوانی، 

نشان داد که آزمایش  ،نتایج الکتروفورز. الکتروفورز شد
PCR يهبا موفقیت منجر به ساخت قطعDNA  مورد نظر

انجام  پس از).1تصویر(است گردیده bp1023با طول 
-pMALو پلاسمید  PCRاتصال محصول  يحلهمردادن 

c2X  نزیم محدودکنندهآبرش داده شده توسط،
يدر سویهیافته اتصال  ياهترانسفورماسیون محصول

DH5α باکتريE. coli  هاي رشد کلونیظهور  و شدانجام
ي دهندهنشان ،دارسیلینآمپی LBیافته روي محیط جامد 

سیلین در ورود موفق پلاسمید حاوي ژن مقاومت به آمپی
 با ،کلونینگپس از اطمینان از صحت  .ها بودباکتري

، )1تصویر(هضم آنزیمی وPCRيغربالگري به وسیله
-SDSدر E2بیان پروتئین  PAGE مورد بررسی قرار

مشخص شده است،  2تصویرگونه که در همان. گرفت
در مقایسه با زمان پیش از  IPTGباکتري مجاور شده با 

 80يی جدید در محدوده، حاوي پروتئینIPTGافزودن 
که با وزن مولکولی قابل انتظار براي  استکیلودالتون 

کیلودالتون براي 5/37با احتساب وزن(پروتئین بیانی 
کیلودالتون براي  42و  E2پروتئین انتخاب شده از  يناحیه

 . خوانی داردهم) کد شده توسط پلاسمید MBPپروتئین 
توسط پرایمرهاي پلاسمید نوترکیب تعیین توالی چنین هم

M13یونیورسال  F  وMalE صحت تکثیر و کلونیگ ژن
E2 بررسی حلالیت .ه استیید قرار دادأرا مورد ت

روش با روش ذکر شده در بخش مواد و پروتئین بیانی 
فاز مایع قرار دارد در که این پروتئین کاملاً هنشان داد ،کار

سازي قابل خالص ،و به سهولت است محلول ،در نتیجهو
.باشدمی

و پلاسمیدهاي  RT-PCRالکتروفورز محصول : 1تصویر 
pMAL-c2Xمارکر  3و  2هاي ستون. استخراج و هضم شده

DNA1  مارکر بر حسب  ي برخی از قطعاتاندازه(کیلوباز
 RT-PCRمحصول  1، ستون )نشان داده شده است ،زوج باز
به ترتیب  پلاسمیدهاي بدون ژن و  5و  4هاي و ستون

.دهندنشان می BamHIحاوي ژن را پس از هضم با آنزیم 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


. . .ویروس اسهال  E2ي پروتئین بیان ژن کد کننده

139431پاییز، 3مجله دامپزشکی ایران، دوره یازدهم، شماره 

بهشده،بیانپروتئینژنیکآنتیویژگیاز سویی، 
،منظوربدین. شدبررسیایمونوبلاتینگآزمایشکمک

و باکتري حاوي پلاسمید  E2پروتئینيسازندهباکتري
هاپروتئینسپسوگرفتندقرارالکتروفورزبدون ژن مورد

وانتقالازپس .شدنددادهنیتروسلولز انتقاليغشابه
 يیک نمونهکهگردیدمشخص ،ایمونوبلاتینگمراحلطی

 ،با پروتئین بیان شده BVDVبادي ضد داراي آنتی،سرمی
سرم منفی فاقد يدر حالی که یک نمونه ؛واکنش داده بود

پروتئین  نسبت بهگونه واکنشی هیچBVDVبادي ضد آنتی
بنابراین پروتئین بیان شده از لحاظ نداشت؛مورد نظر 

.باشدژنیک ویروسی میهاي آنتیتاپحاوي اپی ،ساختاري

ویروس  E2آزمون بیان  ياهمحصولالکتروفورز : 2تصویر 
BVD . قسمتa ( کلونی حاوي پلاسمید : 1ستونpMAL-

c2X)با  ، قبل از القا)شاهد منفیIPTG . کلونی : 2ستون
: 3، ستون IPTGحاوي پلاسمید نوترکیب، قبل از القا با 

، بعد از )شاهد منفی(pMAL-c2Xکلونی حاوي پلاسمید 
کلونی حاوي پلاسمید نوترکیب، بعد : 4، ستون IPTGالقا با 

هاي استاندارد بر ، موقعیت برخی از پروتئینIPTGاز القا با 
نشان داده شده  ،حسب کیلو دالتون در سمت راست ژل

رسوب و مایع  ،به ترتیب  2و  1هاي ستون) bقسمت . است
باکتري  يسونیکه شده يرویی حاصل از سانتریفیوژ عصاره

هاي در قسمت.  دهدرا نشان می E2تئین نوترکیب حاوي پرو
a  وb  پروتئین نوترکیبE2  نشان داده شده  ،)←(پیکان با

.است

هاي بیان شده با سرم E2واکنش پروتئین نوترکیب : 3تصویر 
در ) BVDVبادي ضد از لحاظ وجود آنتی(مثبت و منفی 

گر نشان ،به ترتیب 2و  1هاي ستون. آزمایش ایمنوبلات
هاي با باکتري BVDVبادي ضد واکنش سرم مثبت داراي آنتی

. باشندو فاقد این پروتئین می E2حاوي پروتئین نوترکیب 
گر واکنش یک سرم فاقد نشان ،به ترتیب 4و  3هاي ستون
هاي حاوي پروتئین با باکتري BVDVبادي ضد آنتی

.باشندو فاقد این پروتئین می E2نوترکیب 

بحث
-یابی به واکسنهاي بسیاري براي دستتاکنون تلاش

گیري از مشکلات ناشی از ویروس براي پیشثرتر ؤهاي م
هاي تشخیص و یا ساخت کیتاسهال ویروسی گاو 

، با وزن E2.صورت گرفته استBVDVهاي عفونت
، پروتئین )پس از گلیکوزیله شدن(KDa53مولکولی 

هاي باديایمنوژن اصلی ویروس است و سبب القاي آنتی
به . گرددمحافظت کننده در حیوانات ایمن یا آلوده می

اصلی براي تولید  ينمونهعنوان ه بE2همین دلیل 
ژن براي عنوان یک آنتیه دید و یا بجنسل هاي واکسن

مورد توجه قرار گرفته  ،تشخیصیهاي استفاده در آزمایش
مبارزه گامی ابتدایی در راه ي حاضر که  در مطالعه.است
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با استفاده E2، ژنباشدمی BVDVهاي ناشی از با عفونت
صورت فیوژن ه بpMal-c2Xوکتور بیانی پروکاریوتیاز

 Maltose(متصل شونده به مالتوز پروتئینهمراه با

binding protein; MBP ( توسط این پلاسمید بیان که
تاکنون در چندین . بیان شدE. Coliدر باکتري،گرددمی

در  اما؛ شدهE2دیگر نیز اقدام به کلونینگ ژن يمطالعه
مورد استفاده قرار  pMal-c2Xها پلاسمید هیچ یک از آن

در سال و همکاران  Westburyبراي مثال. نگرفته است
صورت یک ه ب E. coliرا در E2ژن کامل پروتئین 1994

ترانسفراز  -اس  -پروتئین فیوژن همراه با پروتئین گلوتاتیون
يچنین یک قطعه از ناحیههم ،نااین محقق.بیان کردند

N-TerminalپروتئینE2 کیلو دالتون وزن  28که را
 ،نتایج آن مطالعه. به صورت جداگانه بیان کردند ،داشت

 ،هاي نوترکیب باکتریاییئینحاکی از این بود که پروت
خصوصیات ایمونولوژیک مشابهی با پروتئین طبیعی 

توانند ابزار تشخیصی مفیدي محسوب و می رندویروس دا
را با  E2ژن  1996در سال Ridpathو  Bolin. شوند

بیان  ،هاي حشرهاستفاده از سیستم باکولوویروس در سلول
ها این پروتئین را براي ایمنی کردن گوساله سپسکردند و 

هاي ایمن شده با این گوساله. مورد استفاده قرار دادند
 کردندویروس را تولید  يبادي خنثی کنندهآنتی ،پروتئین

مقاوم  BVDو تا حدي نسبت به عفونت با ویروس 
نیز از پروتئین  2009در سال و همکاران  Thomas.شدند

E2 لوویروس و ونوترکیب بیان شده در سیستم بیانی باک
استفاده  ،زایی در گوسالهسلول پستانداران براي ایمنی

قادر به  ،این پروتئین نوترکیبکه و نشان دادند  ندنمود
.باشدهاي مواجهه شده با ویروس میمحافظت گوساله

 يزمینه ساختنمنظور فراهم ه ب ،در تحقیق حاضر
 E2تر روي این ویروس در ایران، ژن مطالعات بیش

باکتري DH5αيسویهدر BVDویروس  NADLيسویه
E. Coli بیان پروتئین با  القاي.بیان گردیدIPTG  نشان

ه ب ،داد که باکتري ترانسفورمه شده با پلاسمید نوترکیب

پروتئین بیان  باشد ومی E2خوبی قادر به بیان پروتئین 
بر اساس نتایج .گرددمیشکل محلول تولید ه ب شده کاملاً

ژنیک لازم ساختار آنتیاین پروتئین داراي  ،بلاتینگوایمون
هاي تولید شده در طی عفونت باديبراي واکنش با آنتی

استفاده pMALc2xپلاسمید .استنیز طبیعی با ویروس 
داراي پروموتري قوي است که  ،شده در این تحقیق

پروتئین در مقایسه با بسیاري از تر موجب بیان بیش
یکی از معایب . گرددپلاسمیدهاي بیانی پروکاریوتی می

تولید اشکال E. Coliهاي هترولوگ در بیان پروتئین
 شکل گنجیدگی است که نسبتاًه نامحلول پروتئین بیانی ب

اما استفاده از پلاسمید  ؛دهدروي می ،فراوانیه ب
pMALc2x جب رفع این مشکل مو ،تا حد بسیار زیاد

ه توسط این پلاسمید بکد شونده  MBPزیرا،؛شودمی
هاي پروتئین يثرترین عوامل محلول کنندهؤعنوان یکی از م

شود و استفاده ازمحسوب می ،با قابلیت تشکیل گنجیدگی
ویژگی دلیل اینه تاحد زیادي ب pMALc2xپلاسمید 

MBP باشد می)Fox et al. 2003 .( استفاده ازمزیت دیگر
ضمن کمک به MBPاین است که pMALc2xپلاسمید 

محلول، امکان شکله هاي هترولوگ ببیان پروتئین
سازي پروتئین بیانی را نیز با استفاده از رزین خالص
یکی  ،رزین آمیلوز. کندمیسر  می ،نحو مطلوبه آمیلوز ب
سازي خالصهاي مورد استفاده برايترین رزیناز ارزان
این . شودمحسوب می E. Coliهاي بیانی درپروتئین
خوبی ه بMBPيداراي دنبالههاي با جذب پروتئینرزین 

 بیانیهايسازي پروتئینخالصموجب با بازده بالا و
. رددگمی

در  E2با توجه به بیان موفق پروتئین و کلیطوره ب
نزدیک پروتئین تولید شده پس از  ياین مطالعه، در آینده

بادي تخلیص در جهت طراحی آزمایش الیزا یا تولید آنتی
مورد ارزیابی قرار خواهد  BVDمنوکلونال ضدویروس 

.  گرفت

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


. . .ویروس اسهال  E2ي پروتئین بیان ژن کد کننده

139433پاییز، 3مجله دامپزشکی ایران، دوره یازدهم، شماره 

منابع
Bolin, S. and Ridpath, J.F. (1996). Glycoprotein E2

of bovine viral diarrhea virus expressed in insect 
cells provides calves limited protection from 
systemic infection and disease. Archives of 
Virology, 141(8), 1463-1477.

Bruschke, C.J.; Moormann, R.J.; van Oirschot, J.T. 
and van Rijn, P.A. (1997). A subunit vaccine 
based on glycoprotein E2 of bovine virus 
diarrhea virus induces fetal protection in sheep 
against homologous challenge. Vaccine, 15(17-
18):1940-5.

Carlsson, U. (1991). Border disease in sheep caused 
by transmission of virus from cattle persistently 
infected with bovine virus diarrhea virus. The 
Veterinary Record, 128: 145-147.

Childs, T. (1946). X disease in cattle-
Saskatchewan. Canadian Journal of Comparative 
Medicine and Veterinary Science, 10: 316-319.

Collett, M.S. (1992). Molecular genetics of 
pestiviruses. Comparative Immunology, 
Microbiology and Infectious Diseases, 15: 145-
154.

Collett, MS.; Wiskerchen, M.; Welniak, E. and 
Belzer, SK. (1991). Bovine viral diarrhea virus 
genomic organization. Archives of Virology. 
Supplementum, 3: 19-27.

Collett, M.S.; Larson, R.; Gold, C.; Strick, D.; 
Anderson, D.K. and Purchio, A.F. (1988). 
Molecular cloning and nucleotide sequence of 
the pestivirus bovine viral diarrhea virus. 
Virology, 165 (1): 191-199.

Depner, K.; Hubschle, OJB. and Liess, B. (1991). 
BVD-virus infection in goats-experimental 
studies on transplacental transmissibility of the 
virus and its effect on reproduction. Archives of 
Virology. Supplementum, 3: 253-256.

Fox, JD., Routzahn, KM., Bucher, MH. and 
Waugh, DS. (2003). Maltodextrin-binding 
proteins from diverse bacteria and archaea are 
potent solubility enhancers. FEBS Letter, 537:
53-57.

Frolich, K.; Thiede, S.; Kozikowski, T. and Jakob, 
W. (2002). A review of mutual transmission of 
important infectious diseases between livestock 
and wildlife in Europe. Annals of the New York 
Academy of Sciences, 969: 4-13.

Goyal, S.M.; Bouljihad, M.; Haugerud, S. and 
Ridpath, J.F. (2002). Isolation of bovine viral 
diarrhea virus from an alpaca. Journal of 
Veterinary Diagnostic Investigation, 14: 523-
525.

Harpin, S.; Hurley, D.J.; Mbikay, M.; Talbot, B. 
and Elazhary, Y. (1999). Vaccination of cattle 
with a DNA plasmid encoding the bovine viral 
diarrhoea virus major glycoprotein E2. Journal 
of General Virology; 80, 3137-3144.

Hewicker-Trautwein, M.; Liess, B.; Frey, HR. and 
Trautwein, G. (1994). Virological and 
pathological findings in sheep fetuses following 
experimental infection of pregnant ewes with 
cytopathic bovine viral diarrhoea virus. Journal 
of Veterinary Medicine, Series B, 41: 264-276.

Lindenbach, BD. and Rice, CM. (2001). 
Flaviviridae: the viruses and their replication. In: 
Knipe DM, Howley PM, eds. Fields Virology. 
Philadelphia: Lippincott-Raven Publishers, Pp: 
991-1041.

Loken, T. (1995). Ruminant pestivirus infections in 
animals other than cattle and sheep. The 
Veterinary Clinics of North America. Food 
Animal Practice, 11: 597-614.

Meyers, G.; Tautz, N.; Stark, R.; Brownlie, J.; 
Dubovi, E.J.; Collett, M.S. and Thiel, H.J. 
(1992). Rearrangement of viral sequences in
cytopathogenic pestiviruses. Virology, 191 (1): 
368-386.

Radostits, O.M.; Gay, C.C.; Hinchcliff, K.W. and 
Constable, P.D. (2007). Veterinary Medicine. 
10th ed., W.B. Saunders, London, Pp: 1248-1277.

Thiel, H.J.; Collett, M.S.; Gould, E.A.; Heinz, F.X.; 
Houghton, M. and Meyers, G, (2005). Family 
Flaviviridae. In: Fauquet CM, Mayo MA, 
Maniloff J, et al., eds. Virus Taxonomy. 8th

Report of the International Committee on 
Taxonomy of Viruses. San Diego, Academic 
Press, 979-996.

Thomas, L.; Young, N.J.; Heaney, J.; Collins, M.E. 
and Brownlie, J. (2009). Evaluation of efficacy 
of mammalian and baculovirus expressed E2
subunit vaccine candidates to bovine viral 
diarrhoea virus. Vaccine; 27: 2387-2393.

Van Campen, H.; Ridpath, J.F. and Williams, E. 
(2001). Isolation of bovine viral diarrhea virus 
from a free-ranging mule deer in Wyoming. 
Journal of Wildlife Diseases, 37: 306-311.

Westbury, H.A.; Morrissy, C.J. and Gould, A.R. 
(1994). High level expression of the envelope 
glycoprotein (gp53) of bovine viral diarrhea 
virus (Singer) and its potential use as diagnostic 
reagent. Virus Research, 34 (2): 178-186.

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


آبادشاپوري و همکارانمحمد رشنو، مسعودرضا صیفی

1394پاییز، 3مجله دامپزشکی ایران، دوره یازدهم، شماره 34

Yu, M.; Gould, A.R.; Morrissy, C.J. and Westbury, 
H.A. (1994). High level expression of the  
envelope glycoprotein (gp53) of bovine viral 
diarrhoea virus (Singer) and its potential use as 
diagnostic reagent.Virus Research, 34(2): 178-
186.

Zoth, C.S. and Taboga, O. (2006). Multiple 
recombinant ELISA for the detection of bovine 
viral diarrhoea virus antibodies in cattle sera. 
Journal of Virological Methods, 138: 99-108.

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


Vol. 11, No. 3, Autumn, 2015

Iranian Veterinary Journal 122

Expression of the gene encoding E2 protein of bovine viral 
diarrhea virus in E.coli

Rashno, M.1; Seyfi Abad Shapouri, M.R.2; Ghorbanpoor, M.2; Lotfi, M.3; 
Moori Bakhtyari, N.4 and Ghoreishi, S.M.5

Received: 27.11.2014 Accepted: 25.02.2015

Abstract
Bovine viral diarrhea is one of the most important diseases of cattle caused by a pestivirus 

(BVDV) within the family Falviviridae. BVDV also affects reproduction system and results 
in a great loss. E2 protein is the most important structural protein of the virus for induction of 
protective immunity. The purpose of this study was to clone and express the E2 protein gene 
in E.coli. The gene was amplified by RT-PCR and cloned into pMAL-c2x plasmid. The 
identity of the cloned gene and the accuracy of cloning were confirmed by sequencing and the 
protein expression in E.coli was assessed by SDS-PAGE. Antigenic nature of the recombinant 
E2 was determined by immunoblotting and the protein was shown to be soluble, after 
sonication of bacterial cells. Results indicate that the aforementioned recombinant plasmid 
expresses the E2 protein, efficiently. 

Key words: Bovine viral diarrhea virus, E2 protein, Cloning, Expression, E. coli
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