
 

شناسایی  عنوان روشبه  MBP-G1پروتئین الایزای مبتنی بر آزمایش معرفی 

 دوام گاوی های آلوده به ویروس تب بی گاومیش

 

 
 3آبادی شاپور صیفی ، مسعودرضا*2رضا پسندیده، 1محمدتقی بیگی نصیری
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  دهیچک
 نیمهه  و گرمسهیری  منهاق   کهه در  باشد گاومیش می و گاو در واگیردارغیر  یک بیماری( BEF) گاوی دوام بی تب

 همجهوش  پهروتئین  پهییری  واکنش بررسیهدف از مطالعه حاضر،  .پراکنده شده است افریقا و استرالیا آسیا، گرمسیری

MBP-G1 په  از   . بهه ایهن منرهور   بودخانگی مستقیم  غیر الایزای آزمایش یک در اشرشیاکلی باکتری در شده بیان

و متعاقباً بیهان پهروتئین در سهویه     pMalc2x ناقل دوام گاوی در ویروس تب بی Gاز گلیکوپروتئین  G1 کلونینگ ژن

Rosetta پروتئین نوترکیب اشرشیاکلی ،MBP-G1 ده کف پلیت در یک آزمایش ژن پوشانن تولید شده به عنوان آنتی

های ایمن شده بها   موش  که این پروتئین نوترکیب توانایی واکنش با سرماستفاده شد. نتایج آزمایش الایزا نشان داد  الایزا

تهوان پهروتئین    را داشهت. بنهابراین مهی    BEFهای ضد ویهروس   بادی دوام گاوی و شناسایی آنتی واکسن تجاری تب بی

ایی جهت قراحی کیت الایزا بهرای شناسه   به عنوان یک نامزد مناسبرا  اشرشیاکلیبیان شده در  MBP-G1همجوش 

 . نمودمعرفی  BEF آلوده به ویروس های گاومیش
 

 دوام یبه   تب روسیو ش،ی، گاومMBP-G1 بینوترک نیپروتئ زا،یالا شیآزما ،یاکلیاشرش کلیدی: کلمات

 (BEFV) یگاو
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   مقدمه
یرر  ( BEFV) گرراوی دوام برری ترر  ویرررو 

 کر   اسرت  منتقل شونده توسط بندپایان رابدوویرو 

ایرن   شرود   دی مری بنر  ها طبقر   افموویرو  جنس در

ویرو  موج  بروز ت  حاد در گاو و گراومی  ببری   

دوام گراوی   شود ک  تحت عنوان بیماری تر  بری   می

(BEFشناخت  می )  بیمراری   های محلی بن شود  نام

یررا و بنفرروزنزای گرراوی روزه، ترر  بررومی گرراوی،  3

 BEF ویررو    (6) باشند سخت می و سفت بیماری

 پررواز  دور حشررا   نری   طریر   از تنها طبیعت در

 هررا، رابرردویرو  دیگررر مشرراب   یابررد مرری گسررترش

 مخروطری  یرا  تفنر   گلول  شبی  BEF های ونیویر

 ت  RNA نوع از ویرو  این ژنوم  باشند می شکل

 پرن   و استجفت باز  00511طول  با منفی ای رشت 

 کند  پروتئین می کد را Mو  L ،G ،N ،P پروتئین

G  پرن   دارای کر   اسرت  سطحی گلیکوپروتئین ی 

( G1,G2,G3a,G3b,G4) ژنیرر  بنترری جایگرراه

سازی  ی  جایگاه خنثی G1 باشد  می خود سطح در

Yخطری ) 
487

-K
( اسرت کر  در انتهرای دومررین    503

انتهررایی  C–ترایمریزاسرریون، دقیقررال قبررل از ناحیرر  

تنهررا بررا  G1 تررو یاپ(  9قرررار دارد ) Gپررروتئین 

 دهرد  یواکرن  مر   BEF رو یضد و یها یباد یبنت

 نیررا یکرریژن یبنترر یهررا گرراهیجا ریکرر  سررا یدرحررال

 یهرا  رو یر و ریمتقاطع با سرا  یها واکن  ن،یپروتئ

تر   (  0) دهنرد  یخرانواده نشران مر    نیر وابست  بر  ا 

 بشکار نباشد بالینی نظر از است ممکن دوام گاوی بی

 ت  جمل  از شدید تا خفیف بالینی علائم ب  منجر یا

 بینرری، شررحا تر و چشررم بررزا ، ترشررح دو فررازی،

اشرتهایی شرود  طبر      بی و لنگ  عضلانی، گرفتگی

 بیمراری  های سازمان دامپزشکی ایرران، ایرن   گزارش

 هرای  اسرتان  سرطح  در واقرع  های دامداری در تاکنون

 یررزد، شررمالی، خراسرران قررم، ایررلام، فررار ، تهررران،

 دیرده  اردبیرل  و البررز  مازندران، گلستان، خوزستان،

   است شده

 ویروسرری هررای بیمرراری از یگرراو دوام یبرر ترر 

 مناسر   بسریار  بن بر   درمانی پاسخ ک  است نادری

در صورتی ک  تشرخی  بن در اوایرل بیمراری      است

صررور  گیرررد، درمرران بسرریار مرروثرتر خواهررد بررود  

سرازی ویررو     خنثری  سرولوژی شامل های  بزمای 

(VN)0 دوام  تشخی  ت  بی برای 2ازیزای مهاری و

 روش یرر  مهرراری یررزایدارنررد  بزمررای  از وجررود

 از بیمراری  ایرن  تشرخی   جهرت  سریع و اختصاصی

 تر   برا  پرادگنی  قرابرت  کر   است هایی ویرو  سایر

 اهمیت ازیزا، روش از نوع این بنابراین  دارند دوام بی

 پراراکلینکی  مطلرو   بزمرای   یر   عنوان ب  خاصی

با توجر  بر  اینکر  تراکنون تلاشری در زمینر          دارد

یررزا برررای بیمرراری ترر  سراخت کیررت تشخیصرری از 

دوام گاوی در ایران صور  نگرفت  است، هرد  از   بی

 همجروش  پروتئین پذیری واکن  بررسیاین مطالع  

MBP-G1  در اشرشرریاکلی براکتری  در شررده بیران 

در   برود  خرانگی غیرر مسرتقیم    ازیزای بزمای  ی 

در  نیپرروتئ  نیر ا یژنر  یبنتر  ا یک  خصوصر  یصورت

در از بن  توان یشود، م یابیمطلو  ارز زیزاا  یبزما

 یبررا  زایر از تیر ک یطراح ب  منظورمطالعا  بینده 

اسرتفاده   رو یو نیبلوده ب  ا های گاومی  ییشناسا

 نمود 

 

 

                                                 
1. Virus neutralisation 
2. Blocking ELISA 

 



 مواد و روش ها

در  MBP-G1بیههان پههروتئین همجههوش  

 باکتری اشرشیاکلی

از  G1تروالی کرد کننرده ژن     در مطالع  قبل،

قررل بیررانی  دوام گرراوی درون نا ویرررو  ترر  برری  

تحت کنترل پرومروتر قروی    pMalc2xپروکاریوتی 

lac   کلررررون و در سررررویRosetta  از برررراکتری

 سرازه  (  ب  طور خلاص ، ی 2بیان شد ) اشرشیاکلی

 Gگلیکرررررروپروتئین  ژن حرررررراوی نوترکیرررررر 

(pTZ57R/T-G)، گذشت  مطالع  در شده طراحی 

 کدکننررده ناحیر   تکثیرر  بررای  الگرو  عنروان  بر   ،(0)

 برا  تکثیرر   شرد  اسرتفاده  PCR توسرط  G1 اپیتو 

 دارای برگشررت و رفررت هررای پرایمررر از اسررتفاده

 EcoRI ترتی  ب  های بنزیم برای برشی های جایگاه

 بنزیمری  هضرم  انجرام  از پرس   گرفت صور  SalI و

 ،pMalc2x پلاسرررمید و PCR محصرررول بررررای

 شرو   روش توسرط  انتقال ادام  در و اتصال واکن 

 صررور  اشرشرریاکلی زا DH5α سرروی  برر  حرارترری

پس از تایید صحت کلونین ، سازه نوترکیر     گرفت

منتقل و سپس بیران   اشرشیاکلی Rosettaب  سوی  

مرروزر برر  محرریط  IPTG 0/1پررروتئین بررا افررزودن 

کشت حاوی کلونی باکتری و انکوباسریون بر  مرد     

پروتئین بیان شرده برا    القا شد  C33°ساعت در  01

مورد بررسری قررار    SDS-PAGEاستفاده از روش 

 گرفت 

 

 MBP-G1سازی پروتئین همجوش  خالص
انتهررایی ژن  -Nدر بخرر   pMalc2xناقررل 

بیان شده، پروتئینی را ب  نام پروتئین متصل شرونده  

کنرد  در ایرن ناقرل برا      بیان مری  0(MBPب  مالتوز )

                                                 
1. Maltose-binding protein 

بررای   MBPهای مهندسی ژنتی ،  استفاده از روش

اسرت  بنرابراین    تر ب  بمیلوز بهین  شده اتصال محکم

بررا  MBP-G1پررروتئین همجرروش  سررازی خررال 

استفاده از ی  ستون رزین بمیلوز انجرام گرفرت  بر     

باکتریایی در  رسو این منظور پس از بیان پروتئین، 

میلرری مرروزر،  TrisHCl 21بررافر سررتون )شررامل  

NaCl 211  ،میلی موزرEDTA 0   میلی مروزر و

ل( مخلرو  شرد    مرکاپتواترانو -میکرولیتر از بتا 311

هرای باکتریرایی    سپس ب  منظور بزادسازی پرروتئین 

دقیقرر   21داخررل سررلولی، ایررن مخلررو  برر  مررد  

بر    rpm 01111سونیک  شد  ایرن مخلرو  برا دور    

دقیق  سانتریفیوژ و سپس مرایع رویری بر      21مد  

با بافر ستون مخلو  و از ستون رزیرن   6ب   0نسبت 

ن همجرروش بمیلرروز عبررور داده شررد  سررپس پررروتئی

MBP-G1     با استفاده از بافر سرتون حراوی مرالتوز

جداسرازی شرد  در   از رزیرن بمیلروز   میلی موزر  01

برا   نوترکیر  سرازی پرروتئین    نتیجر  خرال    ،نهایت

 بررسی شد  SDS-PAGEاستفاده از روش 

 

 واکسن تجهاری  ها توسط سازی موش ایمن

 دوام گاوی تب بی
 سرت د بر   جهت ها موش سازی ایمن منظور ب 

ضرد ویررو     برادی  بنتری  عنوان ب  ها بن سرم بوردن

BEF ،211 تر   شده غیرفعال واکسن از میکرولیتر 

برر   (ژاپررن ،KYOTO BIKEN) گرراوی دوام برری

 نررداد مرراده مرروش سررر دو ناحیرر  پشررت پررا و شررکم

Balb/c مرتب  س  تزری   هفت  تزری  شد 6 سن با 

 از پرس  هفت  ی   شد هفت  تکرار دو زمانی فواصل با

 سررم  و شد گرفت  خون حیوانا  از سوم، سازی ایمن

 در BEF ویررو   ضرد  برادی  بنتری  عنروان  ب  ها بن

  شد ازیزای غیر مستقیم خانگی استفاده  بزمای 

 

 



       1315/بهاروتابستان1شمارهچهارم //سال "یدامپزشک یولوژیستوبیه "یتخصص-یدوفصلنامه علم     

 

4 

 

 نوترکیهب  پهروتئین  پییری ارزیابی واکنش

MBP-G1 الایهههزای غیهههر   آزمهههایش در

 مستقیم خانگی
در اولین مرحل  برای انجام این بزمای ، پلیرت  

دهری   نوترکیر  پوشر    MBP-G1 زیزا با پروتئینا

 0/1نوترکیر  برا غلظرت     شد  ب  این منظور پروتئین

میکرولیتررر بررافر   91ژن در هررر  میکروگرررم بنترری 

پوشاننده رقی  شد  سپس در هر حفره پلیرت ازیرزا،   

اضاف  گردیرد  همزمران    میکرولیتر از این مخلو  91

نیرز   پروتئینفاقد ، بافر پوشاننده ژن بنتیب  عنوان شاهد 

در تعرردادی حفررره برر  تعررداد سرررم مررورد بزمررای   

دهی شرد  سرپس پلیرت داخرل یر   رر         پوش 

درجر  سرانتی    0مرطو  ب  مد  ی  ش  در دمای 

گراد قرار داده شد  پس از طی زمران انکوباسریون در   

یخچال، محتویا  پلیت کاملال تخلی  و س  مرتبر  برا   

 21درصرررد تررروئین  19/1حررراوی  PBSمحلرررول 

(PBST( شستشو شد )میکرولیتر ب  ازای هرر   311

حفره(  در مرحل  بعد ب  منظور پوشاندن سطوحی از 

ژن پوشانده نشده بودند، پلیت  کف حفرا  ک  با بنتی

 PBSTدرصد تهی  شرده در   9با محلول شیرخش  

گرراد   درجر  سرانتی   33سراعت در دمرای   3ب  مد  

ه(  پس از میکرولیتر ب  ازای هر حفر 311بلو  شد )

های  موش  س  مرتب  شستشو مانند مرحل  قبل، سرم

و نیز سرم مروش    BEFتلقیح شده با واکسن تجاری 

حراوی   PBSTدر  011/0تا  91/0 های رقتمنفی در 

 91درصد شیرخش ، بر  حفررا  اضراف  شردند )     9

هرا،   میکرولیتر ب  ازای هر حفره(  پس از افزودن سرم

ای اترا  انکوبر  و   دقیقر  در دمر   09پلیت بر  مرد    

سپس محتویا  پلیت تخلی  شد و حفرا  س  مرتب  

مانند دفعا  قبرل، شستشرو گردیرد      PBSTتوسط 

موش ب   IgGدر مرحل  بعد کوندوگ  پراکسیداز ضد 

درصررررد  9حرررراوی  PBSTدر  3111/0نسرررربت 

 91شیرخشرر  رقیرر  و برر  حفرررا  اضرراف  شررد )  

میکرولیتر ب  ازای هرر حفرره(  پرس از یر  سراعت      

انکوباسیون در دمای اتا ، محتویا  پلیرت تخلیر  و   

حفرا  مانند قبرل شستشرو شردند  سرپس محلرول      

سوبسترا )تترامتیرل بنزیردین ا اسرتا      –کروموژن 

یترر بر    میکرول 91سدیم ا ب  اکسیدن ( بر  میرزان   

تمام حفرا  اضاف  و ده دقیق  در تراریکی، در دمرای   

اتا  قرار داده شد  در نهایت واکن  با اضراف  کرردن   

مرروزر  0میکرولیتررر محلررول اسررید کلریرردری    91

)محلررول توقررف( متوقررف شررد  در پایرران، پلیررت بررا  

 091استفاده از دستگاه خوان  ازیزا در طرول مرو    

  نانومتر خوان  شد

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 نتایج 
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سازی پروتئین نوترکیب  بیان و خالص
MBP-G1 

 PAGEبررا اسررتفاده از   G1بیرران پررروتئین  

SDS-     مورد بررسی قرار گرفرت  نترای  الکتروفرورز

حاوی سرازه   روی ژل اکریلامید نشان داد ک  باکتری

در مقایسر  برا زمران     IPTGمجاور شده با  نوترکی 

جدیرد در   پروتئین، حاوی ی  IPTGپی  از افزودن 

کر  برا وزن مولکرولی     کیلو دالتون برود  91محدوده 

قابل انتظار بررای پرروتئین بیرانی )برا احتسرا  وزن      

کیلررو دالتررون برررای پررروتئین  06مولکررولی تقریبرری 

کیلررو  02و  G1حاصررل از ناحیرر  کلررون شررده ژن  

کررد شررده توسررط   MBPدالتررون برررای پررروتئین  

بررسی   (0)تصویر  پلاسمید( تقریبال همخوانی داشت

حلالیت پروتئین بیانی نشان داد ک  این پروتئین بر   

میزان بیشتری در فاز مایع قررار داشرت و در نتیجر     

سرازی برود )تصرویر     محلول و ب  سهولت قابل خال 

 ایررن در شررده اسررتفاده pMalc2x (  پلاسررمید0

 موجر   کر   اسرت  lac قروی  پروموتر دارای تحقی 

 از بسریاری  برا  س مقای در پروتئین بیشتر و موثر بیان

 دیگرر  مزیت  شود می پروکاریوتی بیانی پلاسمیدهای

 کرر  اسررت ایررن pMalc2x پلاسررمید از اسررتفاده

MBP بررا را بیررانی پررروتئین سررازی خررال  امکرران 

 فررراهم مطلررو  نحررو برر  بمیلرروز رزیررن از اسررتفاده

 مرورد  های رزین سایر ب  نسبت بمیلوز رزین  کند می

 در بیرانی  هرای  ئینپرروت  سرازی  خال  برای استفاده

 جررذ  بررا و داشررت  تررری ارزان قیمررت ،اشرشرریاکلی

 برازده  با و خوبی ب  MBP دنبال  دارای های پروتئین

    (3شود ) می ها پروتئین این سازی خال  موج  باز

 

 
: مهارکر  1. سهتون  pMALc2x-G1القای بیان پروتئین در باکتری حهاوی سهازه نوترکیهب     -1تصویر 

قبهل و بعهد از    pMALc2x: به ترتیب باکتری حاوی پلاسهمید  3و  2های  (؛ ستونژنپروتئینی )سینا

قبهل و بعهد از بیهان؛     pMALc2x-G1حاوی سازه نوترکیب   : به ترتیب باکتری5و  4های  بیان؛ ستون

په  از   MBP-G1بیهان کننهده پهروتئین    : به ترتیب رسوب و مایع رویهی بهاکتری   7و  6های  ستون

 .MBP-G1: پروتئین خالص 8و ستون  سونیکاسیون
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-MBP نوترکیب پروتئین پییری واکنش

G1 الایزای غیر مستقیم خانگی  آزمایش در 

پررذیری پررروتئین  برر  منظررور بررسرری واکررن 

بیررران شرررده در بررراکتری   MBP-G1همجررروش 

ازیرزای غیرر مسرتقیم      از یر  بزمرای    اشرشیاکلی

خرانگی اسررتفاده شررد  در ایررن بزمررای  از پررروتئین  

ژن  بیان شده ب  عنروان بنتری   MBP-G1ش همجو

شده با  ایمنهای  موش  پوشاننده کف پلیت و از سرم

در ب  عنوان بنتی برادی اولیر     BEFواکسن تجاری 

اسرتفاده شرد  نترای      011ب   0تا  91ب   0 های رقت

شرده   ایمرن های  بزمای  ازیزا و دانسیت  نوری موش

اده شرده  نشان د 0در نمودار و موش منفی با واکسن 

مشرخ  اسرت    0است  همران طرور کر  از نمرودار     

شده با  ایمنهای  دانسیت  نوری مربو  ب  سرم موش

واکسن در مقایس  با سرم موش منفی افرزای  قابرل   

نشران داد کر     ازیرزا  توجهی داشت  نترای  بزمرای   

توانرایی واکرن  برا     MBP-G1پروتئین نوترکیر   

تر    های ایمن شرده برا واکسرن تجراری     موش  سرم

های ضد ویررو    بادی دوام گاوی و شناسایی بنتی بی

BEF توان پروتئین همجروش   را داشت  بنابراین می

MBP-G1  بر  عنروان   را  اشرشریاکلی بیان شده در

جهت طراحری کیرت ازیرزا بررای      ی  نامزد مناس 

 BEF بلرروده برر  ویرررو  هررای گرراومی شناسررایی 

معرفرررررررررررررررررررری نمررررررررررررررررررررود   

 

 

 
با سرم  سهیدر مقا BEFتجاری شده با واکسن  منیا یها بوط به سرم موشمر ینور تهیدانس -1نمودار 

ژن  بهه عنهوان آنتهی    MBP-G1از پهروتئین نوترکیهب   . در این آزمایش ی در آزمایش الایزاموش منف

 .استفاده شد 455به  1تا  55به  1ها در چهار رقت  سرم موش و از پوشاننده کف پلیت
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 بحث

 

مینر  کلونینر  و بیران    تاکنون دو مطالع  در ز

ب  منظور طراحی کیت تشخیصی ازیزا برای  G1ژن 

ژن  ،تحقیقری صور  گرفت  اسرت  در   BEFویرو  

G1   از ویررروBEF ناقررل بیررانی  وندرpGEX–

4T-1   کلررررون و در سررررویBL21 (DH3)  از

(  وزن مولکرولی پرروتئین   5) شرد بیران   اشرشیاکلی

برا وزن   کیلو دالتون بود کر   02بیان شده در حدود 

 ~06مورد انتظار بررای پرروتئین همجروش )شرامل     

کیلرو دالترون    ~26و  G1کیلو دالتون برای پروتئین 

بیران شرده توسرط پلاسرمید      GSTبرای پرروتئین  

pGEX-4T-1    همخوانی داشت  ایرن محققران برا )

موفقیت توانستند از ایرن پرروتئین نوترکیر  جهرت     

طراحرری کیررت تشخیصرری ازیررزا برررای شناسررایی   

اسرتفاده کننرد    BEFهرای ضرد ویررو      بادی یبنت

 ویررو   از G1 اپیترو   (  در مطالع  دیگرر، ژن 01)

BEF بیانی ناقل درون pPIC9K و در مخمر کلون 

ایررن   (1) گردیرردبیرران  GS115 پاسررتوریس پیکیررا

 مولکرولی  وزن برا  پروتئینری  نشان دادند ک  محققان

 زهاندا از بزرگتر بسیار ک  بمد بدست دالتون کیلو 26

 امرا پرس از دلگلیکوزیلاسریون     برود  شده بینی پی 

 06ب   پروتئین وزن مولکولی Endo Hتوسط بنزیم 

 انتظرار  مورد مولکولی کیلو دالتون کاه  یافت  وزن

 ولری  است دالتون کیلو 06 حدود G1 پروتئین برای

 جایگراه  سر   شرامل  ژن ایرن  تروالی  اینک  ب  توج  با

 قطعررال (،0) باشررد مرری گلیکوزیلاسرریون برررای بررالقوه

یر    G1کر  پرروتئین    نمرود  گیرری  نتیج  توان می

بیران   نوترکیر   G1 پرروتئین   گلیکوپروتئین اسرت 

 ژن بنتری  عنروان  بر   پاستوریس پیکیا شده در مخمر

 غیرمسرتقیم بررای   ازیزای کیت تولید برای پوششی

 برا موفقیرت مرورد اسرتفاده     BEF تشخی  ویرو 

    (3قرار گرفت )

 

 

 گیری نتیجه

تررای  ایررن مطالعرر  نشرران داد کرر  پررروتئین  ن

 اشرشرریاکلیبیرران شررده در  MBP-G1نوترکیرر  

هرای ایمرن شرده برا      مروش   توانایی واکن  برا سررم  

دوام گرراوی و شناسررایی   واکسررن تجرراری ترر  برری 

را داشت  بنرابراین   BEFهای ضد ویرو   بادی بنتی

ب  عنوان ی  نامزد توان این پروتئین نوترکی  را  می

طراحری کیرت ازیرزا بررای شناسرایی       جهت مناس 

در مطالعرا    BEF بلروده بر  ویررو     های گاومی 

  نمودمعرفی بینده 
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