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 پیکیا پاستوریسدر مخمر  Cهپاتیت  ویروس 5بررسی بیان توالی کامل ژن گلیکوپروتئین سطحی 

 6، مهدی شکری2وهاب پورلله ، روح ا1، محمدرضا آقا صادقی9، غلامرضابخشی خانیکی5*، پونه رحیمی4راحله صولت
گروه  ،استادیار، بخش هپاتیت و ایدز، انستیتو پاستور ایران2کارشناسی ارشد، دانشگاه پیام نور، واحد تهران شرق، دانشکده علوم پایه، گروه زیست شناسی،  1

دانشیار، بخش هپاتیت و ایدز، انستیتو پاستور ایران، گروه 4واحد تهران شرق، دانشکده علوم پایه، گروه زیست شناسی،  استاد، دانشگاه پیام نور،3ویروس شناسی، 
 .دانشجوی دکتری تخصصی،  بخش ایمونولوژی، انستیتو پاستور ایران6دانشجوی دکتری تخصصی، بخش هپاتیت و ایدز، انستیتو پاستور ایران، 5ویروس شناسی، 

 چکیده

ویروس به گیرنده سطح سلول کبد انسان آغاز می شود. بنابراین به   E2با اتصال پروتئین Cهپاتیت عفونت ویروس   سابقه و هدف:

عنوان یکی از اهداف تحقیقات دارو و واکسن بر علیه این عفونت مطرح می باشد. این مطالعه برای اولین بار در ایران با هدف انتقال 

و بیان ژن یاد  KM71Hسویه پیکیاپاستوریس  مخمر به E2-pPICZAaنوترکیب توسط وکتور  HCV-2a (JFH1) E2تمام طول ژن 

 شده در این سیستم بیانی انجام شد.

به این ژن به طور تمام طول تکثیر شد.  XbaIو  EcoRI برش دهندهبا پرایمرهای واجد جایگاه آنزیم های   E2ژن  مواد و روش ها:

با روش  pPICZAa-E2منتقل گردید. وکتور نوترکیب  اشریشیا کلیوارد و سپس به باکتری   pPICZAaو T-PTG19وکتورهای 

در محیط شبانه روز  5توسط هضم آنزیمی و تعیین توالی بررسی گردید. مخمر به مدت شد. انتقال  منتقلالکتروپوریشن به مخمر 

 وسترن بلات بررسی شد.بیان ژن مورد نظر با روش  رشد کرد و متانول دار YNBکشت بیانی 

، انتقال به میزبان های باکتریایی و مخمری و نیز بیان pPICZAa-(JFH1) E2ساخت وکتور نوترکیب واجد ژن تمام طول   یافته ها:

 با موفقیت انجام شد.   KM71Hژن در سیستم مخمری 

)به عنوان سویه مدل در تحقیقات بر روی  JFH1سویه  Cهپاتیت ویروس   E2در این پژوهش امکان بیان ژن تمام طول نتیجه گیری:

گشای پژوهش های آینده جهت بررسی ساختار و عملکرد این   نتایج این مطالعه می تواند راهاین ویروس( با موفقیت انجام گرفت. 

 پروتئین باشد.

 .پیکیا پاستوریس،  pPICZAa، وکتور JFH1سویه  Cویروس هپاتیت ، E2گلیکوپروتئین  واژگان کلیدی:

 44شهریور ماه پذیرش برای چاپ:   44تیر ماه دریافت مقاله: 

 فروردین، انستیتو پااساتاور ایاران،  12*( آدرس برای مکاتبه: تهران، میدان انقلاب اسلامی، خیابان 

 prahimi@pasteur.ac.irپست الکترونیک:         121-66464241بخش هپاتیت و ایدز.    تلفن: 

 م دمه     

در      4 14برای اولین بار در سال                       C   (HCV   )ویروس هپاتیت                      

آمریکا شناسایی شد و سومین عامل هپاتیت ویروسی در ناظار                                                     

ویروس یاد شاده انساان را باه عاناوان                                   (.    1گرفته می شود )              

اختصا ی ترین میزبان طبیعی خود شناسایی کرده و عامل بروز                                                        

التهاب در کبد فرد آلوده و یا سرطانی شادن آن مای بااشاد.                                                     

 عاماده تاریان عاوامال                 بنابراین این عفونت به عنوان یکی از                                    

و مشکل سازترین عامل در سلامات افاراد                                   بیماری زای انسانی                   

  1 1آلودگی بیش از                 سراسر جهان تلقی می گردد. به طوری که                                   

را به همراه دارد.                   در د جمعیت جهان(                    3میلیون نفری )تقریبا                       

این در حالی است که از شای  ترین راه های انتقال یعنی خاون                                                         

،  درت نفو  باه بادن                    Cهپاتیت        و فرآورده  آلوده به ویروس                           

   (.  1- ) انسان را خواهد داشت                     

و     (    a       a  فلاوی ویاریاده )             ویروس جز  خانواده                   این     

(. از       2و     1( اسات )              H  ac)   هپاسی ویروس             جنس     

می توان به  طری در حادود                           Cویروس هپاتیت              ویژگی های           

تک رشته مثبت خطای                      Rنانومتر و ژنومی از جنس                          55-65
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  کیلوباز و در برگیرنده یک  اب خوانش باز طویال                                                     4 6با طول        

   (  F                                          متشکل از تمامی ژن هاای ویاروس اشااره ناماود ) 

با کمک پاروتائاازهاای                   . هم نین پلی پروتئین یاد شده                              (   3-1)   

پروتائایان باالا                 11ویروسی و سلول کبد برش خورده و به                                  

ویروسی تبدیل می شود. در این بین پروتئین های ساختماانای                                                      

،    Cژنوم ویروس، پروتئین نوکلئوکپسایاد هساتاه                                          ی در انتها        

گروه غیرساختمانای در                       E2    و     E1گلیکوپروتئین های پوششی                        

 (.    3و     2ژنوم ویروس  رار می گیرند )                              ی   انتها     

مای تاوان باه              Cهاپااتایات        از ویژگی های دیگر ویروس                         

هتروژنوس بودن آن و طبقه بندی ویروس به هفت ژناوتایا                                                   

تا      11در د واگرایی و چندین زیر تی  با                                   34تا      31مختل  با          

 (.  1در د واگرایی در سطح نوکلئوتیدها اشاره نمود )                                              31

با وجود داروهای درمانی، ساخت واکسن های متفاوتی علایاه                                                     

این ویروس در مراحل آزمایش های بالینی بر روی انساان و                                                     

(. یکی از مهم ترین عواملی کاه در                                  و      شامپانزه  رار دارد )                    

  E2ناکارآمدی داروها و واکسن ها مو ر می باشد وجاود ژن                                                

جای گرفته و               46 تا      4 3است که در محدوده آمینواسیدی از                                

جاایاگااه          11آمیاناواسایاد و                36نوکلئوتید،              1111دارای       

 ماناوز اسات           4گلیکوزیله با تعداد                    -گلیکوزیلاسیون از نو  ان                      

 (.  11و   11،   3،   2) 

این گلیکوپروتئین با اتصال به گیرنده های سطحی سلول کباد                                                       

کاه     (   H  -1با کمک منطقه مت یر اولیاه )                            C  1انسان به نام              

،  ادرت آلاوده              در سمت پایانه آمینی این پروتئین  رار دارد                                         

کردن سلول های انسان را در پی نافاو  ویاروس باا روش                                                

. بنابراین در یک محیاط                       (   4و     5،   3)   اندوسیتوز فراهم می نماید                          

اسیدی امکان آزادسازی ژنوم ویروس فراهم می گردد و تکثیر                                                       

هم نین          (.    11)   ژنوم و عفونت سلول های کبدی آغاز می شود                                        

وجود نواحی مت ییر در پروتئین یاد شده، امکان فرار از                                                     به دلیل         

 برای ویروس فراهم می گردد                            (   C- (سیستم ایمنی هومورال                     

پروتئین تاوساط جاایاگااه هاای                         از طرف دیگر             (.      4و     5،   3)   

 رارگیری گلیکان هایش در بر راری واکنش با آنتی بادی هاا                                                       

مو ر وا   می شوند. بنابراین می توان گفت این گلیاکاان هاا                                                       

نقش بیولوژیکی پروتئین را تعیین می کنند و جایگاه  رارگیری                                                          

آن در سلول مهم می باشند. این گلیکان ها که در سمت پایااناه                                                         

( پروتئین  رار گرفته اند می توانند به  ورت مستقیام                                                   Nآمینی )       

و غیرمستقیم بر روی فولدین  پروتئین یاد شده ا ر گذار باشند.                                                            

   N   (N 17) ،N2از مکان های گلیکوزیله می تاوان باه                                  

(N 2 )   ،N9  (N 7 )     وN1   (N  2)               .اشاره نمود 

که جز  تی  یک پروتئین های تارشاحای                                   E2از طرفی پروتئین                 

    33-334( خاود دارای             Cاست، در پایانه کرباوکسایالای )                          

آمینو اسید می باشد که به عنوان یک  سمت هیدروفوبایاک و                                                     

 تکیه گاه عمل کرده تا پایانه دیگر پروتئین )که تقریاباا  شاامال                                                           

 (.    2) آمینواسید می شود( از غشا خار  گردد                                      31

با این همه  پروتئینی که توسط ویروس ساخته می شود وزنای                                                      

کیلودالتون خواهد داشت کاه بار حساب                                   1 تا      5 36معادل       

گلیکوزیله شدن و یا عدم انجام این فرآیند در پروتئین، تعیایان                                                           

 خواهد شد.         

از آنجایی که پروتئین یادشده می تواند گلیکوزیالاه شاود در                                                       

شحی استفاده گردید                   تر    pPICZAaمطالعه حا ر از شاتل وکتور                           

(   پیکیا پاستاوریاس              تا در میزبان یوکاریوتی متیلوتروفیک )مخمر                                          

که  درت با یی در هیپرگلیکوزیلاسیون پروتئین نوترکیب دارد                                                        

انجام گیرد. هم نین ایان مایازباان                                 E2تولید پروتئین ترشحی                     

 A  1امکان دست ورزی ژنتیکی مناسب و دارای پروماوتاور                                            

 وی به به منظور  بیان ژن می باشد. اما تنها اشکال این میازباان                                                             

آن است که به  ورت طبیعی ترشح پروتئین به میزان کمی باه                                                      

 داخل محیط کشت دارد.                     

با هدف بررسی بیان تاوالای                           برای اولین بار در ایران                       این مطالعه            

در مخمر             Cهپاتیت          ویروس       2کامل ژن گلیکو پروتئین سطحی                            

 انجام شد.         پیکیاپاستوریس               

 مواد و رو  ها             

به  ورت کامل با                    HCV  aترادف ژنوم                ال ( طراحی پرایمر:                  

(   NCBIاز پایگاه اطلاعاتی داده )                          ( KF7   7(شماره دستیابی               

 در آن بررسی گردید.                      JFH1سویه      از      E2تهیه و توالی ژن                 

 و          R     طراحی پرایمرها باه کاماک نارم افازار                                 

C C  o  b  c                                سامات   انجام گرفت. به طوری کاه در        
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پرایمرهای جلویی و برگشتی جایگاه آنزیم محدودگر تاعابایاه                                                     

 گردید. این پرایمرها دارای توالی جلو:                                    
(Ec  IE2 )   -GGCACCACCACCGTGAATTC-    

 ژنوم( و توالی برگشت:                      1441آغاز از نوکلئوتید                   ) 
-GACCAACT T CT CCAATGCT CT AGA-  

(  aIE2 )     (                   بودند.        ژنوم       261آغاز از نوکلئوتید ) 

ناوم     ژ    Eب( واکنش زنجیره ای پلی مراز به منظور تکثیر ژن:                                                

به  ورت کلون شاده                    Cویروس هپاتیت               JFH1 کامل ژنوتی            

تاهاران         -، از بانک ژن انستیتو پاستور ایران                                 p C- 7در وکتور          

 تهیه و به عنوان الگو در مرحله تکثیر ژن به کار گرفته شد.                                                         

میاکارولایاتار             51در حجم نهایی                 PCدر این مطالعه واکنش                     

، یاک      پالای ماراز             آنزیام           1میکرولیتر بافر                  5شامل      

 میکرولیتر از هر پرایامار                          NTPs mi         (11 Mm    ،)2 میکرولیتر         

 (، یاک مایاکارولایاتار آنازیام                     پیکو مول در میکرولیتر                       11)   

  NA میکرولیتر از                2واحد در میکرولیتر(،                       5 2)       پلی مراز               

میکرولیتر آب مقاطار                      3نانوگرم در میکرولیتر( و                           2 13الگو )      

 دوبار تقطیر انجام شد.                       

 در دسااتااگاااه تاارمااوسااایااکاالاار                       PCواکاانااش       

   (Auth ri e  Therma  C c er  Epe   r   Germa       )    بااا

 د یقه واسرشت شادن اباتادایای در دماای                                    5شرایط دمایی             

چرخه شامال واسارشات                    35درجه سلیسیوس و در ادامه                           44

 انیه، اتصاال                45درجه سلیسیوس به مدت                       44شدن در دمای             

 انیه، گستارش در                   45درجه سلیسیوس به مدت                       61در دمای         

د یقه و در ناهاایات                    5درجه سلیسیوس به مدت                       2 دمای      

  11درجه سلیسیوس باه مادت                       2 گسترش نهایی در دمای                     

با روش الکتروفورز و باا                         حت فرآیند تکثیر                      د یقه انجام شد.               

 در د مورد بررسی  رار گرفت.                              1ژل آگارز          

 میاکارولایاتار آنازیام                 1در ادامه به منظور تکثیر  انویه ژن از                                      

Ta              ،آنزیم           1میکرولیتر بافر                  5 2پلی مرازTa              ،پلی ماراز

مایاکارولایاتار             12( و     1  Mm)     NTPs mi میکرولیتر             5 1

محصول واکنش زنجیره ای پلی مراز مرحله اول استفاده شد و                                                       

چرخه تکثیر مشابه  بل تکرار گردید. در این مرحله نیز  حت                                                        

 با روش الکتروفورز مورد بررسی  ارار گارفات.                                         فرآیند تکثیر              

   Puri icati   Kit  Germaدر نهایت محصول توسط کیت )                         

 IA uic  PC                   .خال  سازی گردید ) 

 بارای ایان ماناظاور از                     : ( ساخت وکتور نوترکیاب اولایاه                           

T       (PC  C   i    ect r PTG 19   )میکرولیتر وکتور خطی                       11

نانوگرم بر میکرولیتر )تاهایاه شاده از شارکات                                          25با غلظت         

 i a tech     ies     )   میکرولیتر محصول خالا  ساازی                             11و

میکرولیتر اساتافااده                     5نانوگرم در              42شده مرحله  بل با غلظت                         

 و      Tمیکرولیتار آنازیام لایاگااز                         1شد. به مخلو  یاد شده                      

میکرولیتر بافر لیگاز ا افه گردید و به منظور اتصال در دماای                                                             2

 ساعت نگهداری شدند.                    16درجه سلیسیوس به مدت                       4

در مرحله بعد محصول یاد شده در مجاورت سلول مستعد شاده                                                     

E-co    H a                                             رار گرفت. وکتور خطی اولیه نوترکیب با روش 

 شو  حرارتی به درون سلول منتاقال گاردیاد. باه ماناظاور                                               

،   2H2   شاامال      FBمستعد سازی سلول باکتری یاد شده از بافر                                        

  در    4 1با جذب نوری               گلیسرول، کلرید کلسیم و کلرید پتاسیم                                   

 استفاده شد.           نانومتر           611 طول مو        

گار باا        آ     B سپس به منظور غربالگری سلول ها از محیط کشت                                           

میکروگرم در هر میلی لیتر آنتی بیوتیک آمپی سیلین و کشات                                                         51

استفاده گردید. در ادامه هر کلانای رشاد                                        C    3 شبانه در دمای               

ی   با هاماان             ما      B یافته در پلیت یاد شده در محیط کشت تازه                                        

ر ت آنتی بیوتیکی کشت شد. سپس استخرا  پلاسمید به کماک                                                    

 انجام گرفات.               (     IAprep spi  Mi iprep Kit  Germa کیت )     

به منظور بررسی نوترکیبی وکتور خطی اولایاه از روش هاای                                                    

و هضم آنزیمی اساتافااده                      واکنش زنجیره ای پلی مراز تک کلنی                                  

میکرولیتر پلاسمید استخرا  شاده                                21شد. به طور خلا ه مقدار                       

 بارش دهاناده           میکرولیتر از آنزیم                      5 2،     56          با غلظت           

XbaI   ،2 5                                                 میکرولیتر بافر تانگو با یکدیگر مخلو  و باه مادت 

سپاس     درجه سلیسیوس  رار داده شدند.                                 3ساعت در دمای                16

میکارولایاتار               2و     EcoRIیک میکرولیتر آنزیم                      به نمونه یاد شده                  

   C    3 به مدت یک ساعت در دماای                            ا افه گردید و               سری     بافر      

 رار گرفت. نمونه ها بر روی ژل آگارز  یک در د الکتروفاورز                                                         

 شدند. در نهایت باناد ژن ماورد ناظار باه کاماک کایات                                            

   ( IA uic  Ge  E tracti   Kit  Hi  e   Germa     ) 
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 استخرا  گردید.              

حااوی        اشریشیاکلی          باکتری            د( ساخت وکتور نوترکیب ا لی:                           

تهیاه شاد.            انستیتو پاستور ایران                    از بانک ژن              pPICZAaوکتور       

  m      25   ماایا  حااوی           B در محیط کشت             سلول یاد شده              

آنتی بیوتیک ز وسین در محیطی بدون نور به مدت یک شباناه                                                      

 تاکاثایار یاافات.                C    3 روز در انکوباتور شیکردار با دمای                                  

 به منظور استخرا   شاتل وکتور، از کیت استخرا  پلاسامایاد                                                     

   ( IAprep spi  MA Iprep Kit  Hi  e   Germa     )

   استفاده شد. در ادامه وکتور یاد شده تاوساط آنازیام هاای                                                 

هر کادام باه ماقادار یاک                       XbaIو     EcoRIبرش دهنده ی             

به مادت        و با همان غلظت ارا ه شده در مرحله  بل،                                          میکرولیتر         

 باه فارم خاطای تابادیال شاد.                         C    3 د یقه در دمای                 31

 نااناوگارم در              41میکرولیتر از وکتاور )غالاظات                            5مقدار       

 میکارولایاتار از ژن باه دسات آماده                               11میکرولیتر( با                 5

میکرولیتر( از مرحله  بل ماخالاو                                  5نانوگرم در              45)غلظت       

امکان نوتارکایاب شادن                      Tگردید تا در حضور آنزیم لیگاز                              

)مستعد شده              E-co    H aفراهم شود. سپس انتقال به سلول                               

با کلرید کلسیم مطاب  آن ه در مرحله  بل  کر شد( باه روش                                                       

 (    m   )       25شو  حرارتی و غربالگری در محایاط حااوی                                    

( در محیطای بادون                 I  itr  e     Aآنتی بیوتیک ز وسین )                    

اناجاام       درجه سلیسیاوس                 3نور به مدت یک شب در دمای                          

گرفت. سپس کلنی ها در محیط کشت تازه ای با همان غلظت                                                    

آنتی بیوتیکی رشد یافتند و پلاسمید آن هاا تاوساط کایات                                                 

 . استخرا  در مقیاس کم شرکت کیااژن اساتاخارا  گاردیاد                                            

پلاسمیدهای اساتاخاراجای در                           :ه( تایید سازه نوترکیب ا لی                          

 از آنزیم هاای عامال کاناناده ساریا                                میکرولیتر           1حضور      

EcoRI     وXbaI      مخصو  آنها باا هاماان                    بافر          میکرولیتر             2و

 د یاقاه در دماای               31به مدت        غلظت یاد شده در مرحله  بل                           

 C  3                                                رار گرفتند. نمونه های حا ل بار روی ژل آگاارز  

  در د الکتروفورز شدند. هم نین  حت نوترکیبی وکاتاور                                                 1

pPICZAa                   و عادم جاهاش در ژنE2            باا روش هاای 

PC - C                               توسط پرایمر عمومای جالاویایA  1      باا

پرایمار        و          -GACTGGTTCCAATTGACAAGC-  توالی     

   -GCAAATGGCATTCTGACATCC-  برگشتی با توالای               

Bi NEE )                                              )کره جنوبی( و تعیین توالی )شرکت ژن فانااوران ،

 مورد بررسی  رار داده شد.                          

هم راستا باا اناجاام فارآیاناد                              و( استفاده از آلکالین فسفاتاز:                              

نوترکیبی وکتور ا لی به منظور فسفات دار کردن آن، ماقادار                                                       

میکرولیتر بافر آنزیم                          1و       یک میکرولیتر آنزیم آلکالین فسفاتاز                                  

 از پلاسمایادی کاه تاوساط                      میکرولیتر            1آلکالین فسفاتاز به                    

هضم شده بود، ا افه گردید و باه                                 XbaIو    EcoRI آنزیم های         

 د یقه در دماای               15و سپس          C    3 مدت یک ساعت در دمای                     

 C    65                                                      رار داده شد. بنابراین فرآیند اتصال وکتور باه ژن باا 

 میکرولایاتار وکاتاور فسافاات دار شاده:                                  5)       2به      1نسبت      

میکرولیتر ژن(  ورت گرفت. در ادامه ترانسفورم کردن باه                                                       11

بررسی کلنی های ایاجااد                        و     E-co    H aدرون سلول باکتری                  

شده در این مرحله مطاب  آن ه که در مراحل  بل اشااره شاد،                                                       

 انجام گرفت.           

 ز( نوترکیب ساختن ژنوم مخمر پیکیا پاستوریس :                                           

: سلول        acI نوترکیب با آنزیم                    pPICZAaخطی شدن وکتور                 -1

 B حاوی شاتل وکتور نوترکیب در محیط کشات                                     اشریشیا کلی           

آنتی بیوتیک ز وسین به مدت یک شبانه                                      m     25   مای  حاوی           

 روز رشد یافت. پلااسامایاد مارباوطاه باه کاماک کایات                                        

   ( IAprep spi  MA Iprep Kit  Hi  e   Germa     )

میکرولیتر از پلاسمید استخراجی باا                                   44استخرا  گردید. سپس                    

  acI میکرولیتر از بافار آنازیام                           11و     acI میکرولیتر آنزیم                   3

  ارار گارفات.               C    3 ترکیب و به مدت یک شب در دماای                              

 در نهایت با ژل آگارز یک در د الکاتاروفاورز اناجاام شاد.                                                   

 تااک بااانااد مااربااوطااه از ژل بااه کاامااک کاایاات                                 

   (YTA P asmi    a E tracti   Mi i Kit  I AN            استخرا )

 میکروگرم تعیین گردید.                       35 2و غلظت نمونه معادل                    

ماخامار            و   KM71Hآماده ساازی ساویاه هاای                       -2

: هر دو سویه در محیط کشت های کنترلی مانند                                           پیکیاپاستوریس             

M H   ،M    وYP               111آگار حاوی     m                آنتی بایاوتایاک

شبانه روز در دماای                       3ز وسین و بدون آنتی بیوتیک، به مدت                                   

 درجه سلیسیوس  رار گرفتاناد و تاایایاد شادناد.                                          31تا       2
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در طول          5 1تا      3 1سپس از سویه هایی که دارای چگالی نوری                                      

نانومتر بودند سلول های مستعد با سوربیتول ساختاه                                                    611مو      

 شد.   

 وکاتاور           ح( فرآیناد ناوتارکایاب شادن سالاول ماخامار:                                

 نوتارکایاب خاطای شاده  باه روش الاکاتاروپاوریشان                                      

   (Bi   a     A  Ge  Pu ser   Ce                  و باا ویاژگای هاای ) 

میکرو فاراد، مقااومات:                        25ولت،  رفیت خازنی:                     2111)ولتاژ:         

 مایالای  اانایاه( باه                  5اهم، مدت زمان بر راری جریان:                                211

سلول های مخمر مستعد شده وارد شد و بر روی محیط کشات                                                   

YP                       2111و     1111،   511،   111آگار حاوی غلظت هاای  

 میکروگرم در میالای لایاتار آناتای بایاوتایاک ز اوسایان                                          

میکروگارم در               1511و     111( و غلظت های                 )برای سویه            

شبانه روز در دمای                     3( به مدت          KM71Hمیلی لیتر )برای سویه                      

 درجه سلیسیوس و در تااریاکای رشاد یاافاتاناد.                                        31تا       2

هر کلنی رشد یافته در مارحالاه                                 ( تایید نوترکیبی ژنوم مخمر:                            

 مایاکاروگارم در               111مای  حاوی              YP بل به محیط کشت                 

میلی لیتر آنتی بیوتیک ز وسین وارد شد و به مدت دو شابااناه                                                        

 درجه سلیسیوس گرماگذاری گاردیاد.                                 31تا       2روز در دمای             

 سپس استخرا  ژنوم مخمر هار دو ساویاه تاوساط باافار                                            

   (TEN  T  ET                      و مهره های شیشه ای )میکرونی           11 و     311

   ( IGMA G ass Bea s 71 -1  1   micr  s    A          با روش )

به          PC -Cدستی انجام گرفت. در نهایت نمونه ها با روش                                           

عمومی و روش تعیایان                     A  1واسطه پرایمرهای ژن و پرایمر                             

 توالی مورد ارزیابی  رار گرفتند.                               

  H    در ساویاه            Eی( بررسی امکان بیان توالی کامل ژن                                   

سویه یاد شده به مدت یک شبااناه روز                                  مخمر پیکیاپاستوریس:                     

 درجه سلیسیوس گرماگذاری گردید و درون                                       31تا       2در دمای         

 ماایا  بادون حضاور                   YPاز محیاط کشات             میلی لیتر             5

 آنتی بیوتیک رشد نمود. سپس از نمونه رشد یاافاتاه باا دور                                                   

 رسوب گیری انجام شد. رسوب  به دست آماده باا                                            13111     

ماخالاو          BMGYمیلی لیتر محیط کشت گلیسرول دار                                  21

گردید. سپس از نمونه یاد شده تا رسیدن به جذب ناوری در                                                     

 در حارارت              m     611 در طاول ماو             11تاا      2محدوده        

 نگهداری شد.           درجه سلیسیوس                31

میلی لیتر از محیط کشت به عنوان نموناه رشاد                                            2مقدار       سپس       

 یافته )اما فا د بیان پروتئین( برداشاتاه شاد تاا در فارآیاناد                                                     

   -PAGE                                             درت مقایسه نمونه ها از لحا  بیان پاروتائایان 

فراهم آید. هم نین از با ی مانده محیط کشت رسوب گیری باا                                                       

  YNBمیلی لیتر از محیط کشت                           21مقدار       دور با  به عمل آمد.                     

در د به رسوب به دست آمده ا افه گردید.                                       یک    حاوی متانول             

شبانه روز در                5سلول های مخمر در محیط کشت بیانی به مدت                                        

درجه        31تا       2در دمای           گرمخانه شیکردار و با هوادهی مناسب                                 

از ناماوناه              میلی لایاتار           2سلیسیوس  رار گرفتند. روزانه مقدار                                   

گیری به عمل آمد. در نهایت هر یاک از                                        برداشت شد و رسوب                

شبانه روز توسط روش دساتای                           5نمونه های تهیه شده در مدت                           

اسید خال ، جداسازی پروتئین ترشحی موجود                                          TCAبا واسطه          

 در مای  روماند، از سایر مواد ماحایاط کشات اناجاام شاد.                                                   

در د به ماایا  رومااناد                       11اسید       TCA در روش یاد شده از                 

سپس نمونه باه              استفاده شد.               حا ل از رسوب گیری نمونه بیانی                             

د یقه بر روی ی   رار گرفت و با دور باا  و دماای                                                 21مدت     

د یقه سانتریفوژ شد. در نهایت رسوب حا له                                           15اتاق، به مدت              

د یقه سااناتاریافاوژ                   2میکرولیتر از اتانول سرد به مدت                                  111با    

گردید. خشک شدن رسوب حا له در دمای اتاق انجام گرفات                                                   

 و با آب مقطر شستشو شد.                      

 باا روش            :میزبان یاوکااریاوت                 در       E ( تایید امکان بیان ژن                        

   -PAGE     ژل( es   i               در ااد و          12یااا بااا یاای 

 در اد( ناماوناه بایاانای                     5یاا پاایایانای               tac i ژل    

 مورد بررسی  رار گرفت. به دناباال آن تاایایاد ناهاایای باا                                                  

 بااا حضااور           (Bi   a     A(روش وسااتاارن باالات               

 ، 2111 1بااه نسااباات             His-Ta   آنااتاای بااادی اولاایااه               

)A cam  Ms MA  t     His Ta   1     (1m  m ))     و  

   11111 1باه نسابات           a M I G-H Pآنتی بادی  ااناویاه                  

 (   1   A cam  Ms Ma            ورت گرفت  ).     
 

 یا ته ها        

  15تاا      11در این مطالعه از                    :   C  a   ال ( نوترکیبی وکتور                     
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کلنی به دست آمده در هر یک از نسبت های به کار رفاتاه و                                                     

متفاوت از ژن هضم شده و وکتور خطی شده با آنازیام هاای                                                   

و     5:1،   3:1،   2:1،   1:1)نسبت های             EcoRIو     XbaIبرش دهنده           

)وکتور: ژن((، در نهایت وکتور نوترکیب تولید شد. از بیان                                                         1: 

کلنی مورد بررسی در همین نسبات و باا روش هضام                                             11

کلنی نوترکیب ژن مورد نظر را در جایگاه درساتای                                               2آنزیمی،         

(. به منظور اطمیاناان از                        1درون وکتور به همراه داشتند )شکل                                 

فقدان جهش در ژن از روش تعیین توالی استفاده شد و هر دو                                                       

 نمونه مورد تایید  رار گرفت.                           

در یک باررسای ماوازی باا                      ب( تا یر آنزیم آلکالین فسفاتاز:                                 

لکالین فسفاتاز، به وکتور خطی شده این آنزیم                                            آ استفاده از آنزیم                  

  11مرحله اتصال سپری شد. تعاداد                              2:1ا افه شد و با نسبت                    

کلنی به دست آمده از این مرحله نیز مورد بررسی  رار گرفات.                                                         

بانادی در ماحادوده                 ،       PC -Cاما پس از تکثیر به روش                        

جفت باز دیده نشد. این امر حاکی از آن اسات                                            1411تقریبی        

که در این مطالعه، عدم نوترکیبی وکتور ا لی در هر یاک از                                                       

نسبت های وکتور و ژن که در مرحله  بل به آن اشاره شد، باه                                                        

تاخوردگی وکتور بر روی خود و حلقوی شدن مجدد آن بادون                                                    

 حضور ژن، بستگی ندارد.                     

رشد کلنی هاای                  : ( نوترکیبی سویه های مخمر پیکیاپاستوریس                                       

  سویه )      
    Mut     ( و )Mut s KM71H                       همان گونه که انتاظاار )

می رفت از ر ت کم آنتی بیوتیک به زیاد کاهش یاافات و باه                                                     

تاا      11تعداد کلنی های نوترکیب در مرحله تایید افزود. هم نین                                                     

میاکاروگارم در               2111و     1511،   1111کلنی در ر ت های                   21

میلی لیتر در هر دو سویه به دست آمد. با بررسی آنها در ماورد                                                           

 کلنی از سلول های نوترکیب شده از بایان                                       6تعداد            سویه      

دو کالانای           KM71Hکلنی، به دست آمد. هم نین در سویه                                    11

 مثبت در ر ت با ی آنتی بیوتیک یافت شد.                                       

در هر دو سویاه فارآیاناد                        پیکیاپاستوریس             هم نین برای مخمر                  

PC -C                 با پرایمرA  1         انجام گرفت. مشااهاده                    عمومی

جفت باز امکان وارد شدن دو                             2511باندهایی با طول در حدود                         

جفت باز نشان دهاناده                      2211نسخه از ژن، باندهای در حدود                             

و عدم حضور ژن در ژناوم ماخامار،                               A  1تکثیر پروموتر               

کاه باا         E2جفت باز مربو  به ژن                       1411باندهای در حدود                 

 تکثیر شده می باشد.                      A  1مقداری از پروموتر                   

هم نین باندهایی با اندازه پایین تر از آن ه یاد شد نشان دهناده                                                              

تکثیر برخی از  سمت های ژنوم مخمر می باشد که در شارایاط                                                      

PC                                                       با در دسترس  رار نگرفتن مواد واکنش، به  ورت نا

رونویسی شده اند. بنابراین وجود باندهای دیگر، دلایالای بار                                                       

نادرست بودن فرایند کار و عدم تایید نوترکیبی ژناوم ماخامار                                                       

جفت باز باا              1411زیرا باند مورد نظر در محدوده                                  نخواهد بود.           

 . ( 2شکل     تعیین توالی مورد بررسی  رار گرفته است )                                       

از      KM71Hسویه      در این مطالعه                   د( امکان بیان ژن و تایید آن :                             

نظر بیان ژن مورد بررسی  رار گرفت. در محیط کشات حااوی                                                    

با همان طول مو                    2 5تا      2گلیسرول این سویه در جذب نوری                              

 .   بررسی گردید           یاد شده برای ادامه کار                        

مشخ  گردیاد کاه از روز                        PAGE-   با استفاده از روش                   

سوم بیان و  درت بیان ژن مورد نظر با افزایش همراه بوده است                                                           

تا اینکه در روز پنجم به خوبی  ابل رویت شد. این در حاالای                                                        

ویاروس         E2است که در روزهای اول و دوم، بیاانای از ژن                                         

 تارکایاب شاده باا ژنناو pPICZAa تایید ناهاایای وکاتاور:  4شکل 

HCV 2a (JFH1)-E2  سط آنزیم های برش دهاناده توXbaI  وEcoRI . 

و مشااهاده  EcoRIو  XbaI( نمونه تاییدی هضم شده با آنزیم های 1ستون 

جفات بااز(،  3611و باند وکتور برش خورده )(  جفت باز 1111باند ژن )

( نمونه های تایید نشده به دلیل درست نبودن سایز هر دو بااناد، 2ستون 

( مارکار 4( وکتور نوترکیب بدون ا ر آنزیم های برش دهنده، ستون 3ستون 

K 1 پلاسمید 6( چاهک خالی، ستون 5، ستون )pPICZAa  بدون ژن، برش

 .XbaIخورده با آنزیم 
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دیده نشد. هم نین روش وسترن بلات نیز در روز                                             هپاتیت سی         

کیلو دالاتاون               5 تا      51را در محدوده                E2پنجم حضور پروتئین                   

کیلو دالتونی                5 36به و وح تایید می نماید. از آنجایی که وزن                                          

کیلو دالتاونای بارای فارم                         4 تا       5برای فرم غیرگلیکوزیله و                         

گلیکوزیله این پروتئین امکان پذیر می باشد، بناابارایان بااناد                                                         

مشاهده شده در روز پنجم بیان، می تواند دلیل  احات بایاان                                                     

 (.  3پروتئین ترشحی و گلیکوزیله شده باشد )شکل                                         

 

   بح    

 باا ژن کاامال            pPICZAaدر مطالعه حا ر نوترکیبی وکتور                               

HCV-E2        ( سویهJFH1(2a                                در کلون سازی سایت وکتور میسار

باا      اشریشیا کالای           گردید. هم نین انتقال این وکتور به سلول                                        

روش شو  حرارتی مورد بررسی و تایید شد. هم نین  ابلیات                                                     

بیان گلیکوپروتئین مورد نظر به شکل ترشحی و با ساایازی در                                                       

کیلودالتون توسط وکتور نوترکیب در محیاط                                         4 تا       5محدوده        

 کشت مخصو  سویه بیانی بررسی گردید.                                   

تحقی  حا ر این امر را در مورد بیان این ژن در روز پاناجام                                                       

در محیاط کشات               KM71Hسویه      پیکیاپاستوریس               کشت مخمر        

 درجه سلیسیوس فراهم نماود.                          31تا       2حاوی متانول در دمای                     

  با توجه به این نکته که تاکنون هی  واکسانای ناتاوانساتاه در                                                    

ا ار       Cهپااتایات        درمان عفونت ناشی از ویروس                           پیشگیری یا            

بخشی کاملی داشته باشد و هنوز عفونت با ایان ویاروس باه                                                    

عنوان یک مشکل سلامت جهانی مطرح می باشد، تحقیقات بار                                                   

 روی امکان استفاده از ژن های مختل  ویروسای از جامالاه                                                

 ژن های ساختمانی آن در طراحی واکسن ادامه دارد.                                               

از      423تاا      412آنتی ژناتایاک              جایگاه های              E2در پروتئین            

مهمترین بخش های این پروتئین هستند و بیان این پروتئین در                                                         

میزبان های گوناگون شامل سلول یوکاریوتی و یا پروکاریاوتای                                                        

ین پروتئین جز  تایا                     ا   همواره مورد توجه محققین بوده است.                                 

  یک پروتئین های غشایی و یک هترودایمر است که در پاایااناه                                                    

آمینو اسید به شدت گلیکوزیالاه شاده                                   334  33خود با        آمینی       

است. به طوری که این ویژگی نقش مهمی در شاکال گایاری                                                

هم نین این پاروتائایان در پاایااناه                              .     پروتئین ایفا می نماید                     

 KM71Hو     سویه های  پیکیا پاستوریستایید نوترکیبی مخمر :  5شکل 

 1ستون .      سویه:  Aعمومی.  A  1با پرایمر      PC -Cتوسط روش 

جفت باز نشان دهاناده ورود  1411( نمونه تاییدی با سایزی در حدود 4و 

( نمونه های تاییاد 3و  2، ستون یک نسخه از ژن به درون ساختار ژنوم است

 جافات بااز،  2211با باندی در حدود   A   1نشده و حاوی ژن کامل 

( نمونه هاای تاایایاد  و  6:  ستون KM71H، سویه   1K( مارکر 5ستون 

( 2( نمونه تایید نشده، ستاون 1: ستون  B( نمونه تاییدشده.   نشده، ستون 

 ( کنترل منفی.3، ستون  K 1مارکر 

مخمر  KM71Hدر سویه  E2-HCVتایید نهایی بیان ژن تمام طول :  9شکل 

حاوی متانول یک در د با  YNBو محیط کشت بیانی  پیکیا پاستوریس

( روز پنجم کشت در محیط بیانی مخمر همراه 1روش وسترن بلات. ستون 

و  2، ستون E2کیلو دالتونی به نشانه بیان ژن  5 تا  51با باندی در محدوده 

( روز  سوم و چهارم کشت مخمر در محیط بیانی بدون نشانه ای از بیان 4

( نمونه کنترل  حت انتقال 5( مارکر پروتئین، ستون 3ژن در سلول، ستون 

 وزن تقریبی فاز حاد التهابی با  C P، پروتئین بلاتنمونه ها در وسترن 

کیلو دالتون تهیه شده از گروه بیوشیمی دانشگاه علوم پزشکی شهید   2

( نمونه کنترل فرآیند وسترن که در هنگام انجام فرآیند فا د 6ستون   بهشتی،

 تهیه شده از محیط  القانشده( نمونه  پروتئین بوده است، ستون 

 .BMGYکشت 
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آمینواسید دارد دارای خا ایات                              31کربوکسیلی خود که تقریبا                           

(. در مطالعه حا ر یک شاتل وکتاور                                 11هیدروفوب می باشد )                  

ساخته شد تا آماده ورود به                             E2نوترکیب شده با طول کامل ژن                            

میزبان های یوکاریوتی و یا پروکاریوتی باشد. ایان ماو او                                                       

 پژوهش حا ر را از سایر مطالعات اناجاام شاده ماتاماایاز                                                

وجه دیگر این تحقی  طراحی و سااخات وکاتاور                                         .می سازد       

اسات کاه باه             JFH1نوترکیب واجد ژن مورد نظر در سویه                                  

 عنوان یک ژنوتی  استاندارد در امار ماطاالاعااتای ویاروس                                                 

 کاربرد فراوان دارد.                       Cهپاتیت        

( و همکاران اکتشافاات                      a ita میلادی واکیتا )                2115در سال        

خود در مورد  درت همانندسازی در سیستم کشات سالاول                                               

 (.  11را ارا ه نمودند )                    2aژنوتی          JFH1سویه    توسط      

جایگاه بالقوه برای ا افه شدن                                11از طرفی این پروتئین دارای                           

دنباله های  ندی می باشد که و یفه آنها در شاکال گایاری                                                   

 حیح، پاس  دهی در برابر سیستم ایمنی و ورود ویروس باه                                                     

(. هم نین گازارش شاده                     11و     2سلول حا ز اهمیت است )                     

 است که این ژن دارای یک گالایاکاان ویاژه در جاایاگااه                                            

N 1(N 2 )      باشد که کمک کننده شکل گیری  احایاح                                   می

 ساختار پروتئین خواهد بود. از طرف دیگر نیز جایگااه هاای                                                    

N17 (N   )   وN2 1(N 2 )                              به طور مستقیم در فولدیانا

کاه      رساد   (. بنابراین به نظر مای                       2مو ر هستند )              E2پروتئین         

استفاده از طول کامل این ژن یا لحا  نمودن این بخش ها در                                                        

طراحی وکتور نوترکیب بیانی به دستیابی ساختار  حیحای از                                                      

در مطالعات گذشته مشاهده شاده                               .پروتئین کمک خواهد نمود                      

با ژن هاای دیاگار و از                       JFH1 ژنوتی         E2که از ادغام ژن                

  ساازی    در فرایند کالاون                Cهپاتیت        ژنوتی  های دیگر ویروس                       

      Hاستفاده شده است و توسط میزبان هایی مانند سلاول                                             

 (.  12 حت نوترکیبی آنها تایید شده است )                                 

هم نین ساختار این ژن در کشت سلولی و بیان آن در محیاط                                                     

کشت سلول های پستانداران و یا آنالیزهای ایمنی شنااسای آن                                                       

 (.      13های یوکاریوتی انجام گرفته است )                                 درون سلول         

هم نین گزارشی مبنی بر کلون سازی این ژن در وکاتاورهاای                                                    

) که فا د فاکتور آلفا به منظور ترشح پروتئین                                               p Cدیگری مانند           

(. در مطالعه دیگری ناوتارکایابای                             11هستند( نیز وجود دارد )                      

با چند ژن دیگر از این ویاروس در وکاتاور                                        E2بخشی از ژن            

pPICZAa          تنها          (.    14بررسی شده  است )                    پیکیا پاستوریس              در

پژوهشی که در مورد ژن تمام طول این پروتئین انتشار یافته، از                                                            

نظر اهداف تحقی  و نتایج آن  ابل  یاس با مطالعه حا ر نمای                                                         

باشد. زیرا که در آن تحقی  از هورمون رشد برای بیان کامل ژن                                                           

و در محیط کشت سلولی استفاده شده بود. هم نین وکتور باه                                                      

 (.      15کار رفته نیز متفاوت از وکتور مطالعه حا ر می باشد )                                                  

 در مطالعه حا ر تا یر آنزیم آلکالین فسفاتاز در جالاوگایاری                                                       

از حلقوی شدن وکتور خطی بررسی گردید. با این وجود نتایاج                                                       

بنابراین می توان این اماکاان                            .     حاکی از عدم چنین تا یری بودند                             

 را محتمل دانست که کلنی رشد یاافاتاه بادون حضاور ژن                                               

 (.      11بوده است )          

 نتیجه گیری          

  Cهپاتیت        ویروس          E2در این پژوهش امکان بیان ژن تمام طول                                   

)به عنوان سویه مدل در تحقیقات بار روی ایان                                            JFH1سویه      

 نتایج این مطالعه می تاواناد                           ویروس( با موفقیت انجام گرفت.                              

باررسای سااخاتاار و                  به منظور        گشای پژوهش های آینده                          راه   

 عملکرد این پروتئین باشد.                        

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از تمامی همکاران بخش هپاتیت و ایادز                                                        

ایران به دلیل همکاری  میمانه در اجرای                                       -انستیتو پاستور تهران                    

 این پژوهش کمال امتنان را دارند.                               
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Abstract 

Background & Objectives: Hepatitis C virus infection initiates through binding of E2 glycoprotein to 

its specific human liver cell receptor. Therefore, this glycoprotein is considered as one of the  

important targets in drug and vaccine researches against this infection. This project was  

accomplished for the first time to transfer the full length of E2 gene by using recombinant pPICZAa-

E2 (HCV-2a, JFH1) vector into Pichia pastoris yeast KM71H strain, and to evaluate the possibility of 

its expression in this expression system. 

Materials & Methods: The E2 gene was amplified by using primers containing the EcoRI and XbaI 

restriction sites and was inserted into the (T-PTG 19) and (pPICZAa) vectors to be transferred into the 

E. coli. The recombinant pPICZAa-E2 vector was transferred into the yeast through electroporation, 

and it was evaluated by digestion and sequencing. The yeast was grown in YNB medium contained 

methanol for five days. Gene expression was studied by western blot. 

Results: Construction of a recombinant vector pPICZAa-(JFH1)E2, transforming the yeast and its  

expression in  KM71H strain were successfully done. 

Conclusion: In this study, the whole length of E2 Ag of HCV JFH1, as the protype strain of this virus, 

was successfully expressed. The result of this study can be used for further analysis of the structure 

and function of this protein. 
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