
سازي شرايط بيان، تخليص و ارزيابي خواص ايمونولوژيك  ، بهينه(كلونينگ)همسانه سازي 
 شده زار، ابCويروس هپاتيت  Coreژن  بخش هيدروفيليك آنتي

 E.coliدر  T7-araBADتحت پروموتر  

 5وحوند، دكتر فرزين ر4آگاتابودكوسكا، دكتر 3دكتر صفيه اميني، 2 سيدمهدي سادات، 1يمحمدرضا آقاصادق
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

هاي ويژه در اهددا  تخيييدي و تحقيقدات     ، يك پروتئين چندكاره با ارزشCويروس هپاتيت  Coreژن  آنتي
ژن بوده و  اين آنتي( 2-122: مينو اسيدآ)اكثر اين خواص مربوط به بيش هيدروفيل . باشد پاتوفيزيولوژيك مي

در فدر  خدالو و يبي،دي، از اهميدت بده سدزايي        از اين پروتئيندسترسي به روشي براي توليد مقادير انبوه 
 .برخوردار است

پروتئين با بازدهي بالا، تيليو در فدر  يبي،دي و ارزيدابي خدواص      برازبه اين جهت با هد  كلونينگ ژن، ا
 ،تحت القدا آرابيندوز   T7در يك سيستم پروموتري  Cويروس هپاتيت  Coreايمونوژنيك اين بيش از پروتئين 

 .طال،ه حاضر صورت پذيرفتم
 ها مواد وروش

جهت كلونينگ ژن با استفاده  pIVEX2.3 حاملبراي جداسازي ژن و از  PCRدر اين مطال،ه تجربي، از روش 
، وسترن بلات و اليزا بر روي SDS-PAGEپروتئين توسط آناليزهاي . هاي مهندسي ژنتيك استفاده شد از روش

 (Ni-NTA)تيليو پروتئين به روش كروماتوگرافي جذبي بر روي نيكل  مثبت انجا  شد و HCVسر  بيماران 
 .صورت پذيرفت

 ها يافته
يدور مناسدد در    جداسدازي و بده   ،با موفقيت و با تراد  صدحي   HCV Coreژن مربوط به بيش هيدروفيل 

تئين نوتركيد با ساعت، قابليت توليد پرو 3يور مؤثر، پس از  سيستم القا آرابينوز به. كاست بياني كلون گرديد
 08و پروتئين توليد شده به سهولت و دريك مرحله قابليت تيليو شدن تاحددود   شتهرا دا mg/L5/3بازدهي 

پروتئين خواص آنتي ژنيك خود را در ساختمان يبي،ي  .باشد ميرا دارا  Ni-NTAدرصد بر روي ستون جذبي 
 .نمايد حفظ مي

 نتيجه گيری 
يور مؤثر، قابليت كاربرد در توليد بيش  نخان داده شده كه سيستم القا آرابينوز به در اين مطال،ه براي اولين بار

را دارد و پروتئين تيليو شده، احتمالًا در شرايط يبي،دي از لحداا ايمونولوژيدك،     Coreپروتئين هيدروفيل 
 .قابليت كاربرد براي اهدا  تحقيقي و تخيييي را داراست

 pIVEX 2.3، القا آرابينوز، Ni-NTA، كروماتوگرافي Cوس هپاتيت وير Coreژن  آنتي:  ات كليديكلم
 
 

 44/ 92/4  :تاريخ دريافت 
 44/ 94/4  :تاريخ پذيرش 
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1- Non-structural 
2- Multifunctional 
3- Apoptosis 
4- Steatosis 
5- Domain 
6- Ricombinant 
7- C-Terminal 

  مقدمه 
 Cهاي ناشي از ويروس هپاتيتت   در حال حاضر عفونت    

(HCV)عمده بهداشت جهاني بوده و بيش  ، يكي از مسايل
لتوده  آصورت مزمن به ايتن ويتروس    ميليون نفر به 171از 
بيشترين ميزان آلودگي مربوط به مناطق شتمالي و  . باشند مي

. باشد مي%( 11)مركزي آفريقا و شرق و جنوب شرقي آسيا 
ميزان شيوع اين آلتودگي در كشتورهاي خاورميانته حتدود     

تا كنتون  (. 1)حال افزايش است  درصد بوده و در 3تا  5/1
گونه واكسن پيشگيري كننده براي اين عفونتت فتراه     هيچ

درصتتد  45هتتاي ضتتد ويروستتي فقتت  در  نيامتتده و درمتتان
اند، در نتيجه ستاننه حتدود    بيماران، پاسخگوي درمان بوده

نفر در جهان دچار عوارض ناشي از اين عفونتت   111111
 (.9)ند گرد مانند سيروز و سرطان كبدي مي

اي  ويتروس تت  رشتته    RNA، يت   Cويروس هپاتيت     
و عضوي از ختانواده فتلاوي    kb9/2مثبت با ژنومي حدود 

ژنتو  ايتن ويتروس،    . باشتد  متي  (Flaviviridea)ها  ويروس
آمينواسيد استت،   3111كدكنندة ي  پلي پروتئين با حدود 

عنتوان پتروتئين ستاختاري     كه در نهايت چهار پتروتئين بته  
(P,E2,E1,C)  و بقيتتتتتتته(Ns5b,Ns5a,Ns4b,Ns4a,Ns3,Ns2) 

انتد   يا كارآ معرفي شتده  1هاي غيرساختاري عنوان پروتئين به
(3.) 

، ي  پتروتئين  Core (C)در اين ميان پروتئين ساختاري     
نقش اصلي در توليتد   يباشد كه علاوه بر ايفا مي 9چندكاره

ن سزايي هت  در پتاتوژنز ايت    بخش كپسيد ويروس، نقش به
هتاي دنتدريتي ،    بيماري داراست و از طريق تداخل با سلو

كته در تكثيتر    C1qهتاي لنفوتوكستين و    تداخل بتا گيرنتده  
طتور تتداخل بتا     اهميتت دارنتد و همتين    Tهتاي   لنفوسيت
 3متترس ستتلولي ي، در القتتاFas/TNFترانستتيني  سيستتت  

هتتاي  هتتاي متتوش در متتدل(. 4-7)تأثيرگتتذار خواهتتد بتتود 
منجر به خاموشي سيست  ايمنتي،   Core ، پروتئينCهپاتيت 

، 2)و سرطان كبدي شتده استت    4ها تجمع چربي در سلول
گر نقش وييه اين پتروتئين   نمايانها  هتمامي اين مشاهد(. 4

هايي كه   سباشد ولي مكاني مي Cدر پاتوژنز عفونت هپاتيت 
عهده دارد،  ايفاي چنين نقشي را به Core توس  آن پروتئين

اخته استت و بتراي ملالعته و تعيتين اجتزاي      چنان ناشن ه 
كنند، نيتاز بته    تداخل مي Core HCV سلولي كه با پروتئين

مقادير زيادي از اين پروتئين به صورت خالص و در شتكل  
 .طبيعي وجود دارد

هاي تشخيص عمومي مربتوط بته    از طرف ديگر، روش    
هاي موجود در سر   بادي ، بر پايه رديابي آنتيHCVعفونت 

جا كه اولتين   باشد و از آن هاي اين ويروس مي ليه پروتئينع
بادي قابل تشخيص عليه اين ويتروس در ستر  ختون     آنتي

شتود، در نتيجته    ساخته متي Core  فرد آلوده برضد پروتئين
هاي تشخيصي بوده  ژن جزء مهمي در ساخت كيت اين آنتي

ژن بتراي ستاخت    و در نتيجه نياز به مقادير فراوان اين آنتي
 (.11، 11)باشد  هاي تشخيصي مي كيت
بخش اول . اصلي است 5داراي سه بخش Coreپروتئين     
يا بخش هيدروفيلي ايتن پتروتئين كته    ( 1-199مينواسيد آ)

ويتتروس بتتوده و  RNAبختتش اصتتلي مربتتوط بتته اتصتتال 
هتتتاي بيولوژيتتت  و يتتتا  بستتتياري از اعمتتتال و فعاليتتتت

انجتتا  پاتوفيزيولوژيتت  ايتتن پتتروتئين توستت  ايتتن بختتش 
هاي شتناخته شتده در ستر  عليته ايتن       بادي شود و آنتي مي

مينواستيد  آ)بختش دو   . شتوند  بخش از پروتئين ساخته مي
روفوبي  بوده و توانايي اتصال بته قلترات   هيد( 174-193

( آمينواستيد  174-129)باشد و بخش ستو    ليپيد را دارا مي
ولي كه در طي مورفوژنز اين پروتئين، توس  پپتيدازهاي سل

 (.19)شوند  از پروتئين جدا مي
يتابي بته يت  سيستت       در ملالعه حاضر با هدف دستت     

 Core بتراي توليتد انبتوه و ختالص پتروتئين     ارزان و ساده 
HCV    با بازدهي زياد، براي نخستين بار بختش هيتدروفيل

تحتت القتا آرابينتوز و در     9نوتركيبصورت  ژن به اين آنتي
 در( ويتروژننتتكمپتتاني اي) T7-araBADسيستتت  پرومتتوتري

و بتا ايجتاد يت  برچستب      راز، ابE.coli BL21-AIباكتري 
 7در بختتش انتهتتاي استتيدي  (6X His Tag)هيستتتيديني 
Ni)وستيله كرومتاتوگرافي جتذبي نيكتتل     پتروتئين بته  

+
در  (

شرايلي طبيعي تخليص و خواص ايمونولوژيت  آن متورد   
 (.13)ارزيابي قرار گرفته است 
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1- Primer 
2- Proof Reading 
3- In frame 
4- Blunt end 
5- Ligation 
6- Competent 
7- Tight regulation 

  هاروش مواد و 
هتتاي  روش. ملالعتته انجتتا  شتتده از نتتوع تجربتتي بتتود     

 Core پتروتئين در ايتن پتيوهش ژن مربتوط بته     : مولكولي
 1توس  ي  جفت آغتازگر  9-199از ناحيه  HCVويروس 

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

 5‍‍َ gtg cacc ATG ggc acg att ccc aaa cct 3‍‍َ 

Ncol 

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

EcoR V 

( بيولتب نيتو انگلنتد   ) .VentR DNA polبه كم  آنزي      
از روي ژن اصتلي كته مربتوط بته      ،9داراي خواص اصلاح

 هتتاي برشتتي بتتوده كپتتي بتترداري و در ستتكانس  1bتيتت  
Ncol-SmaI  در پلاسميدpIVEX 2.3 (روش )ن گرديد كلو

با مرحلته دناتوراستيون اوليته بته      PCRانجا  مراحل (. 19)
آغتاز   (Hot Start)گتراد   درجه ستانتي  24دقيقه در  3مدت 

o)ستيكل متتوالي    31گرديده و با انجتا   
C25  45متدت   بته 

درجته   79ثانيته و   91گراد به متدت   درجه سانتي 91ثانيه، 
نهايتت بتا    ادامته يافتته و در  ( ثانيته  91گراد به مدت  سانتي

گتراد   درجته ستانتي   79دقيقته در   11مرحله نهايي به مدت 
طراحي آغازگرها به صورتي بوده است كه دو . خاتمه يافت
ها طراحي شود  آن‍‍‍5َ ، در ابتداي Ncol ،EcoRVمكان برشي 
قرار  Ncolدر خود محل  ATGكه كدون آغازي  تا ضمن آن
 تيديني امتتداد برچستب هيست    در 3ختوان  طتور هت    گيرد، به

(6X His tag) هاي تما  كننده  و سكانس(T7 Terminator) 
هتاي برشتي    نز  به ذكر استت كته مكتان   . نيز مستقر گردد

SmaI  وEcoR V 4صتورت انتهتاي صتاف    بعد از برش، به 
وكتتور   (.1شتكل  )باشند  بوده و قابل جوش در يكديگر مي

، بته  5هتاي جوشتي   نوتركيب حاصل، پس از انجا  واكتنش 
ترانستفور  شتده و پتس از تكثيتر و      E.coli DH5 سوي 

استخراج پلاسميد براي تأييتد حضتور قلعته و پلاستميد،     
كليه (. الف-9شكل)گرفت  مورد بررسي هض  آنزيمي قرار

هتاي   هتاي شتركت   هاي مولكتولي بتر طبتق پروتكتل     روش
براي استخراج پلاستميد از   ها انجا  پذيرفت و سازنده كيت

و بتراي  ( ساخت بيوسيستت  )ميد كورپلاس پپر يمعينكيت 
( روش)  T4 DNAليگتاز انجتا  واكتنش جتوش از كيتتت    

براي اطمينان از عد  بتروز موتاستيون و   (. 13)استفاده شد 

صحت ترادف كاست بياني، پلاسميد استخراج شده توست   
و بتتا كيتتت بتتر طبتتق روش  ( Sanger)روش سكانستتين  

در نهايتت  (. ب-9شتكل  )شركت سازنده انجتا  پتذيرفت   
 BL21-AIپروتئين، پلاسميد نوتركيب به باكتري  رازبراي اب

توس  كلريتد كلستي ، ترانستفور      (اينويتروژن) 9توانا شده
 7ژن ختارجي اين باكتري قابليت كنترل دقيتق بيتان   . گرديد

هاي سمي، بته وستيله يت  كپتي      خصوص براي پروتئين به
پرومتوتر   ara BADپليمراز مربوط به  RNAكروموزومي از 

 (.14)باشد را داراست  قابل القا توس  آرابينوز ميكه 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
و محل  pIVEX2.3 HCV-Core C-122ساختار وكتور بياني : 1شكل

 (EcoRV)هاي برشي در حد فاصل مكان Coreقرارگيري ژن 
Ncol-SmaI 

Ori :  همانندسازي، مبدأT7  : پروموترفاژT7 ، 
AmpR  :سيلين ژن كدكننده مقاومت به آمپي 

 
 
 
 
 
 
 
 

 pIVEX2.3 HCV-Core C-122وكتور آنزيمي نقخه بررسي:الف:2شكل
 هاي محدودكننده و تأييد آن توسط آنزيم

 NcoIو  BmaHIوكتور بيتاني هضت  شتده بتا آنتزي       :  9و 1هاي  ستون
 و Coreژن  PCR، مربتوط بته محصتول    bp499هتاي   قلعات با اندازه)

bp3443، اركرم: 3ستون( باشد بازمانده پلاسميدمي(Roche)kb4، ستون :
هتتاي  آنتتزي  وستتيله بتته (Cut)بريتتده شتتده pIVEX2.3اوليتته پلاستتميد
استت   قلعه كلون شتده  كه فاقد باشد مي (BamHI, NcoI) سازي همسانه

(bp3495.) 
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1- Native Conformation 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 يانيو تأييد صحت كاست ب pIVEX2.3در پلاسميد  HCV-Core (2-122aa)( سكانس)تراد  : ب: 2شكل 
 

 بهينه سازي و ارزيابي بيان پروتئين نوتركيد يالقا
وستيله   به BL21-AIهاي  پس از ترانسفورماسيون باكتري    

هتاي   ، تعدادي از ت  كلتون pIVEX2.3پلاسميد نوتركيب 
بيوتيتت   حتتاوي آنتتتي LBحتتادب بتتر روي محتتي  كشتتت 

از  ليتر ميلي 5 سيلين انتخاب و ابتدا ي  كشت اوليه در آمپي
سيلين تهيه شتد و پتس از    حاوي آمپي TY2Xي  كشت مح

گتراد بتا چترخش     درجه سانتي 37ي  شب انكوباسيون در 
rpm191رقيق شتد،   111/1 ، در محي  كشت تازه، به ميزان
در  9/1دنبتال انكوباستيون و رستيدن بته جتذب نتوري        به

nm911 9/1بتا غلتتت نهتايي    ( ستيگما )، القاكننده آرابينوز 
ستاعت ديگتر    3وده شده و براي مدت درصد به محي  افز

پتس از  . انكوباسيون در همان شراي  قبلي ادامته پيتدا كترد   
از كشت مذكور جهت بررسي ليتر  ميلي1گذشت اين زمان، 

رستتوب داده شتتد و بتتر روي آن   SDS-PAGEوستتيله  بتته
هتاي كنتترل،    در متورد نمونته  . الكتروفورز صورت گرفتت 

در بتان صتورت   صتورت بيتان شتده     شراي  كشت كاملًا به
گرفته و تنها مرحله اضافه كردن آرابينوز كاملًا حذف شتده  

ستتازي بيتتان پتتروتئين نوتركيتتب،  بتته منتتتور بهينتته. استتت
پارامترهايي نتير نوع محي  كشتت، دمتاي رشتد و متدت     
زمان القا بررسي شتدند تتا بهتترين شتراي  بيتان از لحتا        

ن بهتترين كلتو   بته  يتابي  پس از دستت . تجربي تعيين گردد

كننتده پتروتئين و شتراي  بهينته بيتان پتروتئين، توليتد         بيان
بتراي  . ليتتر انجتا  شتد    ميلي 511و  51پروتئين در مقياس 

پروتئين،  ازها از لحا  ميزان ابر اي بين نمونه بررسي مقايسه
گيتري   ها با اندازه ته باكترييها پس از تعيين دانس كليه نمونه

در ژل  SDS-PAGEو بته روش   nm911جذب نتوري در  
جهت يكسان ستازي  . درصد بررسي و مقايسه گرديدند 15

هاي قبل و بعد از القتا جهتت    غلتت كلي پروتئين در نمونه
هتتا در  بتتاكتري 911OD ، جتتذب نتتوريSDS-PAGEانجتتا  

ميزان ، 71محي  كشت ثبت شده و با ضرب كردن در عدد 
بته  ( براستاس ميكروليتتر  ) SDS-PAGEبافر نمونته  افزودن 
در مرحله بعد به همان ميزان . دست آمد ها به كتريرسوب با

ها افتزوده شتده، بته ايتن ترتيتب بتا        نيز آب مقلر به نمونه
تتوان   ميكروليتر از هر نمونه در چاه  مي 19ريختن مقدار 

هاي ايجتاد   ها در ستون انتتار داشت كه غلتت كلي پروتئين
وط شده بر روي ژل تقريباً يكسان باشد و تنها در بانتد مربت  

 .به پروتئين بيان شده تفاوت ديده شود
 

 (Native)تيليو پروتئين نوتركيد به روش يبي،ي 
در ملالعه حاضر، با هدف تخليص پروتئين محلتول در      

 و بتتا توجتته بتته حضتتور برچستتب 1شتتكل فضتتايي طبيعتتي
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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 كرومتاتوگرافي
و براستاس روش   Ni-NTA جذبي با استتفاده از ژل آگتارز  

MCACعمتتومي 
، بتتر طبتتق پروتكتتل شتتركت ستتازنده   1

(QIAgen)  طتور خلاصته    ، بته استفاده شتد با كمي تغييرات
، pH=4)رسوب باكتريايي پس از القا، در محلتول ليزكننتده   

mM311 Nacl ،mM51 (NaH2PO4-  متتول ميلتتي 5حتتاوي 
ايميدازول كاملًا محلول شد و پس از اضافه كتردن محلتول   

دقيقتته انكوباستتيون در يتتخ،    31و ( mg/mL1)يتتزوزي  ل
پتالس، بتا    9وستيله روش سونيكيشتن توست      ها بته  سلول
 15هتاي   ثانيته و بتا تنتاوب    91مدت  بهمگاهرتز  91قدرت 
خرد شد، جتر  ستلولي    تريم ميلي 14اي توس  پروب  ثانيه
درجته   4و  rpm111/11دقيقته در   11)وسيله ستانتريفوژ   به

ستپس ستوپ محلتول بته ستتون      . ا گرديدجد( گراد سانتي
 اضافه شده و پس از خروج كامتل محلتول    Ni-NTAآگارز 

ابه محلتول ليزكننتده،   مشت )از انتهاي ستون، محلول شستشو 
اضافه گرديتد  ( ايميدازول استمول  ميلي 91كه فق  حاوي

و پس از خروج كامل، پروتئين نوتركيب با محلتول الوشتن   
ميزان . از ستون تخليص شد ايميدازولمول  ميلي 951حاوي

توليتتد پتتروتئين نوتركيتتب پتتس از تخلتتيص بتته روش     
ا بت طتور   و همتين  نتانومتر  941گيري جذب نوري در  اندازه

در روش فتوق  . تعيتين شتد   (پيترس )BCA استفاده از كيت
هاي متناستب در نمونته و    طور خلاصه، پس از تهيه رقت به

در  هاي مشتخص شتده   با نسبت B وA هاي  افزودن محلول
گتراد انكوبته و    درجه سانتي 37دقيقه در  31كيت، به مدت 

قرائت انجتا  و براستاس نمتودار    عمل  nm599OD سپس در
 .استاندارد ميزان غلتت پروتئين خالص شده محاسبه گرديد

 
 نوتركيد Core ژنيك پروتئين ارزيابي خواص آنتي

ژنيت  و بررستي احتمتال     براي ارزيتابي ختواص آنتتي       
نوتركيتب، از   Core ربردهاي تشخيصتي پتروتئين  قابليت كا

در تحقيتق  . استتفاده شتد   9دو روش اليزا و وسترن بلاتين 
وسترن بلاتين  بته روش استتاندارد بتا استتفاده از     حاضر، 

 بته نتا    Core HCV  بادي اختصاص عليته  مونوكلونال آنتي
VT(Val  بيوت )طور خلاصته،   به. (15، 19)انجا  پذيرفت

اندهاي پروتئيني بته غشتاي نيتروستلولزي و    پس از انتقال ب
هتاي متصتل    بتادي  ، آنتتي (9111/1رقت) VTانكوباسيون با 

PBS-Tنشده توس  شستشو بتا محلتول   
از محتي  عمتل    3

بادي ثانويه كونيوگه با پراكسيداز با رقت  خارج شده و آنتي
زا  اضافه گرديد و پس از افزودن سوبستتراي رنت    5111/1

(DAB)بتراي  . ئيني مورد نتر مشاهده شتدند ، باندهاي پروت
بررسي قابليت تشخيص پروتئين نوتركيب و جهتت انجتا    

 -در بافر كربنتات  µg/ml3ژن خالص با غلتت  اليزا، از آنتي
اي  خانته  29در ته پليت اليتزاي   4براي چسباندن ،كربنات بي

گراد استتفاده   درجه سانتي 37به مدت ي  ساعت در دماي 
وستيله   افتزوده شتدن ستر  بيمتاران بته     ها قبل از  د، پليتش

درصتتد، شستشتتو و  91Twee ،15/1حتتاوي  PBSمحلتتول 
آوري و  جمتع )مثبتت،   HCVستر  بيمتار    9ها، شامل  سر 

و ستر  فترد   ( تأييد شده توس  سازمان انتقال ختون ايتران  
، ليون بيوتت   LTD)غيرآلوده، تأييد شده با كيت استاندارد 

، بته  9411/1التي   111/1هتاي   بتا رقتت  ( Anti-HCVآسيا، 
گتراد درون   درجته ستانتي   37مدت ي  ستاعت در دمتاي   

پليت پوشانده شده و انكوبه شد، پس از شستشوي نهتايي،  
بادي ضدايمونوگلوبولين انساني متصل بته   با استفاده از آنتي

، پاسخ در طتول متوج   TMBآنزي  پراكسيداز و سوبستراي 
nm451     ستال    قرائت گرديد و نتايج حاصتل بتا ستر  فترد

 .مقايسه شد
 

 يافته ها
و ( التف -9شتكل  )حاصتل از آنتاليز آنزيمتي    نتايج     

 گر  نمايان( ب-9شكل ) Core تعيين ترادف سكانس ژن
، محتل  T7آن بود كه كاست بيتاني بته همتراه پرومتوتر     

، قلعتته ژن (ATG)، كتتدون آغتتازي 5اتصتتال ريبتتوزو 
(199-9 Core)سب هيستتيديني چ، بر (6X His tag) و 

صتورت   و بته  7، در ترادف مناستب 9هاي پاياني سكانس
 .اند ت سره  قرار گرفتهشپ

گر آن بود  بررسي و آناليز الكتروفورز پروتئين نمايان    
پتس از   (HCV Core) نوتركيبكه ميزان توليد پروتئين 

رستد و   آرابينوز به حداكثر ختود متي   يساعت از القا 3
 (.الف-3شكل)ماند پس از آن ميزان توليد نسبتاً ثابت مي
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 56 

1- Leaking 

bp 5/62 
bp 2/62 
bp 4/24 

bp 5/62 
bp 2/62 

 
bp 4/24 

bp 5/62 
 

bp 2/62 
 

bp 4/24 

گراد و دانستيته ستلولي    درجه سانتي 37طور دماي  همين    
بيشترين بازدهي را در اين سيستت  داشتته    nm911ODدر  9/1

الف -3طور كه در شكل همان (.نتايج نشان داده نشده)است 
پروتئين  ازآرابينوز، ابر يشود، پس از القا به وضوح ديده مي

يت  ستاعت كتاملًا قابتل مشتاهده       نوتركيب آغاز و پس از
و يا با حداقل نشتي كتار   1است و سيست  تقريباً بدون نشتي

اندازه بانتد ايتن پتروتئين از لحتا      (. الف-3شكل )كند  مي
. شتود  بينتي متي   پتيش  K.D17تئوري و محاسباتي با انتدازه  

شود، تخليص پروتئين  ب ديده مي-3طور كه در شكل  همان
باشتد   ممكتن متي  % 41حتدود   نوتركيب در ي  مرحلته تتا  

كه ( Lab Works, software SDS-PAGEدانستيومتري ژل )
ايتتن ميتتزان تخلتتيص بتتراي اكثتتر كاربردهتتاي تحقيقتتي و   

هتاي انجتا  شتده بته      گيتري  انتدازه . استتشخيصي مناسب 
گتر   و كيت پروتئين سنجي، نمايان 941ODگيري  روش اندازه

توليتد پتروتئين   آن است كه با استفاده از اين سيست  امكتان  
 .وجود دارد mg/L5/3تخليص شده به ميزان 

 
 
 
 
 
 
 

 بررسي مدت زمان القا -هينه سازي شرايط بيانب: الف-3شكل
نمونته  : 3نمونه در زمتان القتا، ستتون   : 9نمونه قبل از القا، ستون: 1ستون
: 5نمونته دو ستاعت پتس ازالقتا، ستتون     : 4ساعت پس از القا، ستون ي 

نمونته چهارستاعت پتس از القتا،     : 9القا، ستون نمونه سه ساعت پس از
ماركر پروتئيني : 7ستون Fermentas 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 شده تيليو پروتئيني ازالقا وپس قبل هاي الكتروفورزنمونه: ب-3شكل
: 3نمونته در زمتان القتا، ستتون    : 9، ستتون پنمونه قبتل از القتا  : 1ستون

 Fermentasر مارك: 4، ستون Nativeهاي تخليص شده به روش  پروتئين

بلاتين   در نهايت آناليزهاي ايمونولوژي  توس  وسترن    
ختوبي توست     گر آن است كه پروتئين نوتركيتب بته   نمايان
 Core ،VTژن  مونوكلونال اختصاصي عليته آنتتي    بادي آنتي
(Val  بيوت )ژني  نز  را  شود و خواص آنتي شناسايي مي

 (. 4شكل)باشد  دارا مي
بادي  ژن براي تشخيص آنتي اده از اين آنتيهمچنين استف    

موجود در سر  مثبت انساني، كه بتا استتفاده از    Coreعليه 
و بتته  3911/1تستتت اليتتزا و نتتتايج حاصتتل كتته در رقتتت 

گر آن است كه اين  تايي انجا  شد، نمايان صورت تكرار سه
ژن احتمانً قابليت امكان كاربرد در مصارف تشخيصتي   آنتي

 (.1نمودار)اشد ب را دارا مي
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 SDS-PAGEالكتروفورز : الف -4شكل 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 وسترن بلاتينگ: ب -4شكل 
 

 هاي قبل و پس از القا الكتروفورز و وسترن بلاتينگ نمونه: 4شكل 
پروتئين تخليص شده به : 9، ستونPre-Stainedماركر پروتئين : 1ستون
 نمونه قبل از القا: 5و4ن نمونه پس از القا، ستو: 3، ستون Nativeروش 
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 با پروتئين HCVسر  بيماران اليزا نتايج آزمايش : 1نمودار

 C122نوتركيد  

 
    بحث
در ملالعه حاضر بنا بته اطتلاع متا، بتراي نخستتين بتار           

در يت  سيستت     HCV Coreپروتئين نوتركيب  رازامكان اب
وه بتر ايتن، نتتايج    عتلا . القا توس  آرابينوز ارايه شده است

حاصل از ايتن تحقيتق امكتان توليتد بختش هيتدروفيلي        
ژن را بتا بتازدهي بتان و تخلتيص آن بته فتر  طبيعتي         آنتي

(Native)سازد ، ميسر مي. 
هتاي   پتروتئين  ازآرابينوز تاكنون بتراي ابتر   يالقاسيست      

تقريبتاً،  (. 14، 17)انجا  پذيرفته استت   p53ديگر از جمله 
 داراي آنتي ژنيسيته شناخته شده در پتروتئين  تمامي نواحي
HCV Core   در بختتش هيتتدروفيلي  آن قتترار دارنتتد و ،

بسياري ديگر از خواص بيولوژي  و پاتوفيزيولوژيت  ايتن   
 Fcy,IgGيا بر ه  كتنش بتا    RNAپروتئين مانند اتصال به 

هتا   انساني مربوط به اين بخش بوده كه تحقتق و انجتا  آن  
در (. 19)باشتد   طبيعي اين پروتئين متي وابسته به ساختمان 

اي ايتن   ملالعه حاضر امكان تخليص طبيعي ويت  مرحلته  
ارايته   mg/L5/3پروتئين به صورت محلول و بازدهي برابتر  

گرديد كه امكتان بته كتارگيري ايتن پتروتئين را در متوارد       
در . ختوبي ميستر ستاخت    تحقيقي و احيانتاً تشخيصتي بته   

هتاي   در ستلول  HCV Coreپتروتئين   رازگذشته امكتان ابت  
هاي حيواني بررستي شتده بودنتد كته بتا       اي و سلول حشره

 (.14، 12)اند  و بازدهي ك  همراه بوده ازميزان ابر
و  E.coliهمچنين امكان بيان ايتن پتروتئين در بتاكتري        

IPTGتحت القاي 
بتا قتراردادن    PQE30هتاي   در سيستت   1

هاي فيوژني  ت برچسب هيستيديني در ناحيه آميني و يا سيس
(MBP)
(GST)يا  9

بررسي شتده بتود كته داراي بتازدهي      3
امتتا در تمتتا   (. 91، 91)بتتوده استتت   mg/L3-1حتتدود 
صتورت دنتاتوره و بتا     هاي قبلي، تخليص پروتئيني به روش

كاربرد غلتت بانيي از اوره صتورت پذيرفتته و در نتيجته    
. داده استت  پروتئين ساختمان طبيعي خود را از دستت متي  

هاي قبلي، حضور محصونت نيمه تما   علاوه در گزارش هب
گتزارش شتده    4به دليل رهاسازي ريبتوزو   HCV Coreاز 

در تحقيتق   pIVEX2.3است، اما طراحي و كاربرد سيستت   
تعبيته   5حاضر كه برچسب هيستيدين را در انتهتاي استيدي  

كند، منجر به تخليص تنها محصتونت كامتل پروتئينتي     مي
يج تحقيق حاضر ه  گواه آن است كه انتدازه  گردد و نتا مي

بيني شتده از طريتق    وجود آمده، با اندازه پيش محصونت به
خواني داشته  ه  Lab Works (17kD)افزاري  محاسبات نر 

بتلات هت  فقت  يت  بانتد       و علاوه بر اين در آناليز وسترن
عتلاوه نتتايج    مربوط بته قستمت تخلتيص وجتود دارد، بته     

ژنيت    اليزا، دارا بودن خواص مناسب آنتيبلاتين  و  وسترن
 .كنند اين محصول را ه  تأييد مي

طور خلاصه ملالعته حاضتر روش جديتدي را بتراي      به    
( 9-199)توليتتد و تخلتتيص طبيعتتي بختتش هيتتدروفيلي   

ژني  با بازدهي  با خواص مناسب آنتي HCV Coreژن  آنتي
 بستتيار زيتتاد جهتتت كاربردهتتاي وستتيع تحقيقتتي و احيانتتاً 

هتاي   چته در ستاخت كيتت    چنان. تشخيص ارايه داده است
، Core (c22-3)تشخيصي نسل دو  و سو  اليتزا، پتروتئين   

تعيتين  (. 99)هتا را تشتكيل داده استت     مه  اين كيت وجز
اي  دقيق، احتمال كاربرد تشخيصي اين پتروتئين بتا ملالعته   

و مقايسه آن  Cجامع بر روي سر  بيماران آلوده به هپاتيت 
هاي استاندارد تشخيصي، در آينده امكان كتاربرد آن   يتبا ك

 .هاي تشخيصي ميسر خواهد ساخت را در كيت
 

 گيري نتيجه
گر آن بتود كته ژن    نتايج حاصل از ملالعه حاضر نمايان    

  Cويروس هپاتيت Coreژن  مربوط به بخش هيدروفيل آنتي
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 رهاي طراحتي شتده متا قابتل    آغازگوسيله  طور مناسب به به
باشتد و ايتن    متي  pIVEX2.3 حامتل تكثير و جاستازي در  

 راز، قابليت ابت T7آرابينوز در پروموتر  يسيست  القا و حامل
دارا بتوده و در   E.coli BL21-AIژن را در باكتري  اين آنتي

باشتد و   متي  mg/L5/3شراي  بهينته ميتزان بتازدهي برابتر     
اي  روش ي  مرحله ه سهولت بهپروتئين نوتركيب حاصله ب

قابل  Ni-NTAساختار طبيعي به روش كروماتوگرافي و در 
 تخلتتيص بتتوده و ختتواص ايمونولوژيتت  ختتود را جهتتت 

 

 ختوبي حفت    كاربردهاي تحقيقي واحتمتانً تشخيصتي بته    
 .نمايد مي

 

 تشكر و قدرداني
دريت    هتاي بتي   از حمايتوسيله نويسندگان مقاله،  بدين    

پاستتور ايتران و   يس محتر  ستابق انستيتو يخاني ر دكتر تقي
همچنين همكاري صميمانه خان  دكتر سيما رأفتتي و دكتتر   
بهتروز وزيتري كتته متا را در انجتا  تحقيتتق حاضتر يتتاري      

 .فرمودند كمال تشكر و تقدير را دارند
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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 1-122) 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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