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 ویروس Core+1نوترکیب واجد ژن  باکولوویروستوسط  Sf9ترانسفکت سلول حشره 
 به منظور بیان این پروتئین 2aژنوتایپ  JFH1سویه هپاتیت سی

 7*، پونه رحیمی5فریده سادات سجادیان فرد

 تهران، -کارشناس ارشد، گروه میکروب شناسی، دانشکده علوم و فناوری های نوین، واحد علوم دارویی دانشگاه آزاد اسلامی1
  دانشیار، بخش هپاتیت و ایدز، انستیتو پاستور ایران، گروه ویروس شناسی پزشکی، تهران.2

 چکیده

+ در ناحیه 1گزارش شده است که به وسیله یک تغییر ریبوزومی  Core+1در سال های اخیر پروتئین جدیدی بنام  سابقه و هدف:

 باکولوویروس( تولید می شود. این مطالعه با هدف طراحی و ساخت وکتور (HCVهپاتیت سی  ویروس Coreکد کننده پروتئین 

Core+1 HCVواجد توالی  -2a (JFH1)  نوترکیب و تایید ترانسفکت آن در سلول های حشره انجام شد. باکولوویروستولید 

Core+1 HCVدر این مطالعه، از ژن مواد و روش ها:  -2a (JFH1)  که در پلاسمیدpUC57  به صورت تجاری سنتز شده بود استفاده

اشریشیا کلی همسانه سازی مجدد شد و توسط این وکتور انتقالی در میزبان   pFastBac-HTAگردید. ژن مورد نظر در پلاسمید 

DH10Bac  نوترکیب به دست آمد. سازه نوترکیب پس از تایید با واکنش زنجیره ای   باکولوویروسبا عمل ترانسپوزیشن، بکمید

در سلول  Core+1ترانسفکت گردید. وجود پروتئین نوترکیب  Sf9نوترکیب در سلول حشره  با کولوویروسپلی مراز، برای ساخت 

 و وسترن بلات مورد تایید قرار گرفت. SDS-PAGEحشره با روش 

با استفاده از برش آنزیمی و تعیین توالی تایید گردید.  pFastBacدر وکتور انتقالی  Core+1همسانه سازی صحیح ژن یافته ها: 

واکنش زنجیره ای پلی مراز نشان دهنده صحت طول نواحی تکثیر یافته هدف روی بکمید، ایجاد ترانسپوزیشن و نوترکیبی بکمید 

Core+1 HCVنوترکیب بود. پروتئین باکولوویروسنشان دهنده ایجاد  Sf9نوترکیب بود. اثرات سایتوپاتیک سلول  -2a (JFH1)   به

 طور موفقیت آمیز بیان گردید.

مشابه با پروتئین   Core+1نوترکیب می توان پروتئین  باکولوویروسو تولید  باکولوویروسبا طراحی و ساخت وکتور نتیجه گیری: 

 ساخته شده ویروسی را بیان نمود. این عمل پایه انجام مطالعات آینده خواهد بود.

 .باکولوویروس، سیستم بیانی Sf9، سلول حشره JFH1، سویه Core+1پروتئین  ،سی هپاتیت ویروسواژگان کلیدی: 

 49آذر ماه پذیرش برای چاپ:    49مهر ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکککاتکبکه: انسکتکیکتکو پکاسکتکور ایکران، بکخکش هکپکاتکیکت و ایکدز.

 prahimi@pasteur.ac.irپست الکترونیک:   12166464241تلفن:    

 م دمه     

یکی از          (HCV(هپاتیت سی             امروزه عفونت ناشی از ویروس                                  

مشکلات مهم سلامت عمومی در جهان به شمار می رود.                                              

در کشورهای مختل                       مطالعات در مورد شیو  این ویروس                              

 درصد از کل جمعیت جهان                          نشان می دهد که حدود                     

آلوده بوده و در حال حا ر این                                HCVمیلیون نفر( به                  1 1  

عفونت شای  ترین عامل بیماری پیشرفته و بدخیم کبدی در                                                     

 یکی از عوامل                HCV(.      1بسیاری از کشورها می باشد                            

ایجاد کننده بیماری های مزمن کبدی و کارسینوما هپاتوسلو ر                                                         

هپاسی       تنها ع و از جنس                   هپاتیت سی           (. ویروس        2است       

   فلاوی ویریده           و در خانواده                          H(      ویروس     

   6تا        می باشد. این ویروس دارای ابعاد                                                (  

تک رشته ای مثبت و دارای پوشش است.                                     A  نانومتر، حاوی               
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 به طوری که در درون هپاتوسیت ها و سلول های تک                                              

(.    9و      هسته ای خون محیطی، همانندسازی می نماید                                          

بوده و یک پلی                 6 4       دارای طول تقریبی                   HCVژنوم    

(. پلی         اسید آمینه ای( را کد می کند                                 111 پروتئین  حدود               

پروتئین تولید شده توسط پروتئاز های سلولی و ویروسی به                                                      

( و پروتئین های  یر                     C  E2  E1  P7ده پروتئین ساختمانی                       

(   S2   S    S A   S B   S5A   S5B ساختمانی            

بر اساس فیلوژنتیک و                       HCVسویه های              (.   پردازش می شود                 

آنالیز توالی کل ژنوم های ویروسی، به هفت گروه شناخته                                                     

 (.      6طبقه بندی می گردند                         تا      1شده     

در اثر استفاده از مواد مخدر، خون و تزری  داخل                                                 هپاتیت سی         

وریدی فرآورده های خونی و به طور کمتری توسط مقاربت                                                   

جنسی، انتقال عمودی توسط مادران آلوده و کارکنان واحدهای                                                        

دارای         Core(. پروتئین             بهداشتی در معر ، منتقل می شود                                 

سه بخش اصلی است. بخش اول  بخش هیدروفیلی( که                                             

ویروس بوده و                A  دارای بار مثبت است، مربو  به ات ال                                    

بسیاری از اعمال و فعالیت های زیستی و یا پاتوفیزیولوژیک                                                        

این پروتئین توسط این بخش انجام می شود. هم نین حدود                                                    

درصد از این بخش را ریشه های لیزین و آرژنین تشکیل                                                    21

می دهند. بخش دوم هیدروفوبیک است و توانایی ات ال به                                                    

قطرات لیپید را دارد. بخش سوم نیز توسط پپتیدازهای سلولی                                                        

(. ژن کد کننده پروتئین هسته در                                 از پروتئین جدا می شوند                          

علاوه بر پروتئین یاد شده، پروتئین                                  هپاتیت سی             ویروس     

   F (ope  rea i  دیگری در یک  چارچوب خوانش باز(                                

frame)                                           جدید نیز تولید می کند. ترتیب قرار گرفتن 

پروتئین           F  نوکلئوتید ها در این پروتئین جدید نسبت به                                          

. پروتئین            (Core+1   F)+ تغییر می کند              1قبلی به صورت              

 ( A ter ati e  ea i   Frame Protei)جدید با نام های               

A FP           پروتئین ،(Frame shift) F      یاCore+1                 خوانده می شود

  HCV-JFH1سویه          (.  4که در شکل های متفاوتی وجود دارد                                   

است، نخستین بار از                      2a (GT2a)که سویه شاخ  ژنوتی                      

 یک بیمار ژاپنی مبتلا به هپاتیت بر  آسا به دست آمد.                                                   

که در           Huh7این سویه می تواند به طور موثر در سلول های                                           

 شرکت کردند تکثیر                    HCVاستقرار سیستم کشت سلولی                         

سیستم بیانی سلول های حشرات بر پایه                                        (.  11و     11نماید         

 (Ac  PV)(. به طور گسترده                  12ها است            باکولوویروس           

Auto raph ca ifor ica  u tip e  uc eo po  he ro  irus      به

عنوان یک وکتور بیان یوکاریوتی به منظور تولید پروتئین در                                                         

 سلول های حشرات مورد استفاده قرار می گیرد. این وکتور                                                     

 مورد استفاده برای بیان ژن می باشد                                     باکولوویروس           رای  ترین           

(. برخلاف سیستم های بیانی باکتریایی، سیستم پایه                                                19و      1  

، یک سیستم بیانی یوکاریوتی است. به همین دلیل                                              باکولوویروس           

از تغییر و تبدیل بسیاری از پروتئین ها، پردازش کردن و انتقال                                                             

 سیستم های حا ر در سلول های یوکاریوتی عالی استفاده                                                   

 به طور مستقل                باکولوویروس           می نماید. هم نین سیستم بیانی                              

می تواند در مقادیر با  در سلول های حشره در کشت های                                                    

سوسپانسیون تکثیر شود که برای به دست آوردن مقادیر زیادی                                                        

از پروتئین نوترکیب با سهولت نسبی آن را ممکن می سازد. در                                                         

مقایسه با پروتئین های نا محلول که ا لب از باکتری ها به دست                                                            

آمده، این پروتئین های بیش از حد تولید شده در سلول های                                                       

(. هم نین،             1حشرات، به صورت محلول باقی می مانند                                      

 پپتید ها و پروتئین هایی را بیان                                   باکولوویروس           سیستم بیانی             

می کند که از نظر تغییرات پسا ترجمه ای شبیه پروتئین های                                                        

(. مزیت دیگر این سیستم، نبود                              16سلول پستانداران هستند                         

 آلودگی با اجزای باکتریایی مانند لیپو پلی ساکارید می باشد                                                          

می تواند            باکولوویروس           (. تولید پروتئین نوترکیب در سیستم                                    1  

در تحقیقات تشخی ی آینده کمک کند. هدف از این مطالعه                                                    

 Core+1واجد توالی              باکولوویروس           طراحی و ساخت وکتور                    

HCV-2a (JFH1)         نوترکیب و تایید                   باکولوویروس           ، تولید

ترانسفکت آن در سلول های حشره و ارزیابی بیان این پروتئین                                                         

 در این سیستم بود.                 

 مواد و رو  ها             

    C  درون ناقل وکتور                        Cال ( کلون سازی مجدد ژن                        

در این مطالعه، از توالی ککد                            :       H-        به وکتور انتقالی                  

، که به صورت تجاری توسط شرکت بیومتیکا                                       Core+1کننده ژن          
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 استفکاده گکردیکد.                   pUC57کانادا سنتز و کلون شده در وکتور                               

 پلاسمید حاوی ژن سنتز شده توسط کیت یکتا تجهکیکز آزمکا                                                

     TA P asmi  D A E tractio   i i  it    A     ،)

از پلاکسکمکیکد             Core+1استخرا  گردید. به منظور خرو  ژن                                 

pUC57                                       ه م آنزیمی توسط آنزیم های برش دهنده ، co      و

  a                                میکرولیتر بکه واسکطکه                        1 فرمنتاز(، هر کدام به مقدار

میکرولیتر پلاسمید استخرا  شده و بافر تانکگکو                                             11استفاده از            

میکرولیتر صورت گرفت. مخکلکو  یکاد                                  2 فرمنتاز( به مقدار                    

درجه سلیسکیکوس قکرار                       دقیقه در دمای                 41شده به مدت            

گرفت. در ادامه نمونه بکر روی ژل آگکاروز یکک درصکد                                               

 الکتروفورز شد و باند ژن مورد نظر بررسی و تاییکد گکردیکد.                                                       

بکاککتکری           DH5در گام بعدی پلاسمید برای تکثیر به سویه                                       

به روش شو  حرارتی ترانسفورم شکد. شکایکن                                        اشریشیا کلی           

یادآوری است که به منظور مستعد سازی سلول باککتکری یکاد                                                    

2.2H2Cac     G  cero     ( ops( متشکل از            FBشده از بافر             

 C                 نانومتر  استفکاده                    611در طول مو               9 1با جذب نوری

حکاوی ژن           pUC57گردید.پس از تکثیر و استخرا  پلاسمید                                    

Core+1                                      باکولوویروسی            ، ژن مورد نظر به وکتور انتقالی سیستم  

Bac-to-Bac              یعنی وکتورpFastBac-HTA                    .منتقل و کلون شد

 وکتور مکبکدا و وککتکور مکقک کد نشکان داده                                     1در شکل        

   pFastBac-HTAشده است. به منظور استخرا  پلاکسکمکیکد                                  

  TA P asmi  D A E tractio از کیت یکتا تجهیز آزما                          

 i i  it    A         ناقل )PFastBac-HTA                  استفکاده شکد. بکه

منظور خطی شدن و ایجاد دو پایانه چسبنده در هر دو انکتکهکا،                                                        

   co عمل ه م آنزیمی با استفاده از دو آنزیم برش دهنده ی                                                   

میکرولیتر بکا هکمکان                     2و بافر تانگو هر کدام به مقدار                                  a  و   

 لظت ارا ه شده در مطلب قبلی انجام شد. نمونه ها بکه مکدت                                                       

قرار داده شدند. برای اطمکیکنکان از                                          C دو ساعت در دمای               

خطی شدن، نتیجه توسط الکتروفورز افقی بر روی ژل آگکاروز                                                      

یک درصد بررسی گردید. پلاسمید خطی شده تکوسکط ککیکت                                              

  (  A uic  Ge  E tractio   it    A e   Germa  )کیاژن       

  1بکا اسکتکفکاده از                 ( i atio )تخلی  شد. فرآیند  یگیشن                         

و      co  پس از ه م آنکزیکمکی بکا                        Core+1میکروگرم ژن             

(  a    ، 11                  نانوگرم پلاسمیدPFastBac-HTA            ککه تکوسکط 

   Tمیکرولیتر آنزیکم                   1همان دو آنزیم برش  و تخلی  شده(،                                  

 فرمنتاز( در حجم نهکایکی                           T میکرولیتر بافر                2لیگاز  فرمنتاز(،                  

ساعت        16میکرولیتر انجام گرفت. مخلو  یاد شده به مدت                                              21

  D Aقرار داده شد. ژن مورد نظر در جایکگکاه                                       C    9 در دمای         

  11کلکون گکردیکد.               pFastBac-HTAپلاسمیدی، در پلاسمید                    

بکاککتکری           DH5میکرولیتر از مح ول واکنش ات ال به سویه                                        

 مستعد شده مطاب  آن ه در با  یاد شد( منتقل گکردیکد.                                                           

 B پس از آن به منظور  ربالگری، این باکتری ها بر روی محیط                                                     

 آگار حاوی آنتی بیوتکیکک آمکپکی سکیکلکیکن بکا  کلکظکت                                            

، کشت شکبکانکه                     C میکروگرم در هر میلی لیتر در دمای                                  1 

 داده شدند. پس از رشد کلنی ها، چکنکد ککلکنکی مکقکاوم بکه                                                 

  B آنتی بیوتیک آمپی سیلین انتخاب گردید و درون مکحکیکط                                                 

مای  با همان رقت آنتی بیوتیکی کشت داده شد. نمونه هکا بکه                                                        

گرماگذاری شدند. در نهایکت،                                    C ساعت در دمای              29مدت     

 (. 1 وکتور مبدا و وکتور مق د پس از همسانه سازی : 5شکل 
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 استخرا  پلاسمید با استفکاده از ککیکت یکککتکا تکجکهکیکز                                             

 (.  14آزما انجام پذیرفت                     

-        در پلاسمیکد                Cب( تایید همسانه سازی ژن                         

H        :       میکرولیتر از پلاسمید نوترکیب استخرا  شده                                           11مقدار

  1هر کدام به مکیکزان                     co توسط آنزیم های برش دهنده ی                            

 مکیکککرولکیکتکر  بکا هکمکان                      2میکرولیتر به همراه بافر تانگو                               

  41 لظت های یاد شده در مطالب قبل( ه م شد. پکس از                                              

  1، الکتروفورز بر روی ژل                              C دقیقه گرماگذاری در دمای                         

درصد انجام گرفت. هم نین پس از انجام واکنش تکایکیکدی،                                                   

تا وجود قطعه الحاقی مورد نکظکر                                  تعیین توالی صورت گرفت                     

تایید شود و از جهت گیری صحیح ژن در پلاسمید اطمکیکنکان                                                   

 حاصل شود که بدین منظور به شرکت ژن فناوران ارسال شکد                                                  

  14  .) 
برای این منظکور، ابکتکدا پکس از                                  ( تولید بکمید نوترکیب:                       

   Core+1حکاوی ژن           pFastBac-HTAاستخرا  وککتکور               

  DH10Bac         در مقادیر یاد شده در با (، در باککتکری                                       

ترانسفورم گردید تا به وسیله عمل ترانسپوزیشن ژن مربکوطکه                                                       

شامل یک حامکل شکاتکل                     DH10Bacدرون بکمید قرار گیرد.                       

  بکمید( و یک پلاسمید کمکککی مکی بکاشکد.                                     باکولوویروس           

عمل ترانسپوزیشن به همان روش شو  حکرارتکی صکورت                                             

 گرفت. با این تفکاوت ککه بکه جکای یکک سکاعکت، بکه                                          

 قکرار                C ساعت در انکککوبکاتکور شکیکککردار                           9مدت     

 گرفت. متفاوت بودن این زمان در این قسکمکت، بکه دلکیکل                                                 

 (.    14شرو  بیان ژن های مقاومت به آنتی بیوتیک می بکاشکد                                                  

د(   ربالگری همسانه سازی و روش واکنش زنجیره ای پکلکی                                                    

باکتری های ترانسفورم شده بر                             :              C -C  مراز تک کلنی              

 حکاوی        (uria-Berta i me ium A ar )  آگار    B  روی محیط        

(، جنتامایسین               m       1   آنتی بیوتیک های کانامایسین   لظت                                

(، القاگر           m     11   ( ، تتراسایکلین   لظت                       m   91     لظت         

 PTG           لظت     m   91   ))   itro e   USA)            ککرومکوژن ،

 - a          لظت     m      1     ))   itro e   USA)           در دمکای 

 C                                                     کشت داده شدند. از آنجایی که ژن هدف در بککمکیکد

می شود، بکمیکدهکای یکاد                         ac موجب تخریب شدن اپرون                      

شده به دلیل عدم فعالیت این ژن به رن  سفید در می آیند. پس                                                          

ساعت چندین کلنی نوترکیب سفید رن  انتخاب گردید.                                                   9از    

صحت آن با روش واکنش زنجیره ای پلی مراز تک کلکنکی بکا                                                   

 CTa  2   1.5 m    -( aster  i   e 2  مکککحکککلکککول     

Amp i o    o)  aster  i   e                و پکککرایککمکککرهکککای ، 

 و       -CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-  رفککت     

   -AGCGGATAACAATTTCACACAGG-  برگشککککتی:           

 ( تککایککیککد شککدنککد. واکککنککش                     14         1 یککونککیککورسککال           

زنجیره ای پلی مراز با استفاده از دسکتکگکاه تکرمکوسکایکککلکر                                                    

(Authori e  Therma  C c er  Epe  orf  Germa  )        و بکا

 دقیقه واسرشت شکدن ابکتکدایکی در دمکای                                     شرایط دمایی             

چرخه شکامکل واسکرشکت                    1 درجه سلیسیوس و در ادامه                           49

ثانیه، ات ال در                    9درجه سلیسیوس به مدت                       49شدن در دمای             

ثانیه، گسترش در دمکای                         9درجه سلیسیوس به مدت                         دمای      

دقیقه و در نهکایکت گسکتکرش                           درجه سلیسیوس به مدت                       2 

دقیقه انجام شد.                    درجه سلیسیوس به مدت                       2 نهایی در دمای               

از مح ول بکر روی ژل                      21  پس از انجام این عمل، مقدار                              

  الکتروفورز شد. بکمید نوترکیب شده توسکط ککیکت                                             1آگارز       

 D A  i iprep  (Pure i   Hi hPure P asmiاینویتکروژن          

 it     itro e   USA)                              استخرا  و  لظت نکمکونکه هکا بکا

  (a o  rop 1000  Thermo scie tific  USA )نککانککودراپ          

 (.  14قرا ت گردید               

ه( کشت سلول و وارد کردن پلاسمید نوترکیب حاوی ژن                                                

C                          سلول های حشرات                :      به درون سلول حشره(Sf9) 

Spo optera Fru ipe ra                                       از بانک سلولی انستیتو پاستور تهیه و

 با استفاده از حامل لیپیدی کاتیونیک سلفکتین                                          

(   itro e   USA)                              ترانسفکت شدند. در این فرآیند 
 سلول جوان در فاز لگاریتمی  در پلیت کشت                                        11   11 

 خانه ای( در محیط کشت گریس دارای                                   6

   Grace s   sect  e ium (1 ) Supp eme te)مکمل    

Gi co   ife tech o o ies  USA)        سرم جنین            11حاوی  

   آنتی بیوتیک های                   1و     (Gi co     itro e   USA)گاوی      

 در دمای          (itro e   USA   (پنی سیلین و استرپتومایسین                         
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 C    2                                       دقیقه،          1 کشت داده شدند. پس از چسبیدن به مدت

میلی لیتر             1  ، با مخلو  کردن                   P atiمیلی لیتر محیط                  11

 محیط کشت سلول حشره گریس دارای مکمل و بدون                                           

میلی لیتر محیط کشت سلول حشره گریس                                        آنتی بیوتیک و               

 آماده گردید.              FBSبدون مکمل و بدون آنتی بیوتیک و بدون                                     

     2محیط کشت حاصل از مرحله اول دور ریخته شد و                                           

ا افه           چاهک    حاصل در هر                P atiمیلی لیتر محیط کشت                    

میکرولیتر             11گردید. تشکیل کمپلکس با استفاده از تلفی                                          

بکمید، که هر کدام به طور                            D Aمیکروگرم            1سلفکتین و           

میکرولیتر محیط کشت سلول حشره گریس                                     111جداگانه در            

بدون مکمل و بدون آنتی بیوتیک و سرم رقی  شدند، صورت                                                    

گرفت. پس از تلفی  این دو ترکیب رقی  شده، آنها به آرامی                                                        

دقیقه در دمای اتا                        1مخلو  گردیدند. سپس به مدت                           

لیپید یا همان مخلو                      – D Aانکوبه شدند. مخلو  کمپلکس                         

میکرولیتر( قطره قطره به سلول ا افه و                                        211ترانسفکشن             

ساعت نگهداری                 به مدت           C    2 سلول ها در دمای                 

ساعت پس از عمل ترانسفکشن، مخلو                                     گردیدند.          

میلی لیتر محیط کشت کامل،                            2ترانسفکشن حذف شد و با                       

جایگزین            FBS  11سلول حشره گریس دارای مکمل و                             

روز        به مدت           C    2 گردید. در نهایت، سلول ها در دمای                                  

 گرماگذاری شدند. سلول ها هر روز در مقایسه با سلول                                                  

  یرآلوده مورد بررسی قرار گرفتند. برای افزایش تیتر                                                   

 ویروس به دست آمده، شش پاساژ متوالی نیز بر روی                                               

 انجام پذیرفت. بدین صورت ذخیره                                 (Sf9)سلول های          

 ویروس نوترکیب با تیترهای مناسب به دست آمد و در                                                

 C  9                   14نگهداری گردید  .) 

برای این منظور از فلاسک های                              و( جم  آوری پروتئین:                    

با تراکم            (Sf9)میلی لیتری( حاوی سلول های                               بزرگتر          
 برای آلوده ساختن با ویروس های نوترکیب با عیار                                               2  11 

1111 TC D50                                              استفاده گردید. پس از  هور اثرات سایتوپاتیک

در روز سوم پس از آلوده کردن، سلول ها جم  آوری گردید.                                                      

سلول ها با سه بار انجماد و ذوب در ازت مای  لیز شدند و با                                                          

سانتریفیوژ مای  شفاف رویی از زایده های باقی مانده سلولی                                                         

جداسازی گردید. پروتئین نوترکیب برای بیان پس از حرارت                                                      

دیدن و مخلو  شدن با رن  لودین  به چاهک های ژل                                               

  SDS-PAGEدرصد منتقل و روش                     1کوچک پلی آکریل آمید                     

انجام پذیرفت. قسمتی از آن برای رن  آمیزی با کوماسی بلو و                                                          

به کا ذ           (Bio  a   USA)بخش دوم برای وسترن بلات تر                           

   BSA (Bo i  Serum A  umi )نیتروسلولز منتقل گردید و با                             

 با ح ور           TBS-Tدرصد بلوکه شد. پس از شستشو با                                  

 11111 1به نسبت            His-ta   آنتی بادی اولیه                 

(A cam   s mA  to    His Ta   100   (1m  m ))     و

   11111 1به نسبت           G-H P     آنتی بادی ثانویه                  

  A cam   s mA   100                               گرماگذاری گردید. در نهایت )

 Dio-ami o)مشاهده باند پروتئین با استفاده از سوبسترای                                          

 e  i i e) DAB                14انجام گرفت  .) 

 یافته ها        

در وکتور              Core+1در این مطالعه موفقیت کلون سازی ژن                                   

pFastBac                                             پس از ه م آنزیمی با آنزیم های برش دهنده ی

 co       و  a                      مربو  به وکتور( و                      11 9، با مشاهده دو باند  

  مربو  به ژن مورد نظر( جفت بازی ت یید گردید                                                 9

(. هم نین در کنار تایید برش آنزیمی، تعیین توالی                                                 2 شکل      

تخلی  شده نیز نتیجه                       pFastBac-Core+1پلاسمید نوترکیب                

یاد شده را تایید نمود. برای اطمینان از ت یید انتقال صحیح ژن                                                             

Core+1                                                   از پلاسمید نوترکیب دهنده، به درون بکمید موجود در

، واکنش زنجیره ای پلی مراز با                               DH10Bac        میزبان        

بر روی بکمیدهای حاصل از                            1 پرایمرهای یونیورسال                     

 (.     استخرا  کلنی های سفید انجام گردید  شکل                                        

آثار سایتوپاتیک به وجود آمده در اثر فعالیت تکثیری بکمید                                                         

های نوترکیب به دنبال                        باکولوویروس           نوترکیب نشان از تکوین                       

با بکمید نوترکیب یاد شده داشتند. این آثار                                             Sf9ترانسفکت          

گرانوله شدن  اهر                  ،   افزایش قطر و اندازه هسته سلول                                 شامل    

سلول، توق  رشد و جدا شدن سلول ها از سطح فلاسک و در                                                   

 (. جداسازی پروتئین                    9نهایت لیز سلول بودند  شکل                           

حاوی        باکولوویروس           برداشت شده از نمونه سلول های آلوده با                                       
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و نمونه سلول  یر آلوده کنترل در کنار مارکر                                              Core+1ژن    

انجام شد. تعیین هویت                        SDS-PAGEپروتئینی به وسیله                   

پروتئین بیان شده به صورت ایمونولوژیکی به روش وسترن                                                    

صورت         Hista   بلات با آنتی بادی منوکلونال هیستیدینی                                      

کیلو دالتونی نشان دهنده                            1گرفت. وجود باند پروتئینی حدود                               

 (.   بیان این پروتئین بود  شکل                           

 

 بح    

   o  A- o  B در گروه           سی      هپاتیت      تا مدت ها ویروس                 

   به عنوان ویروس                4 14دسته بندی می شد. اما در سال                             

(. این ویروس یکی از عوامل مهم                               21شناخته شد               هپاتیت سی         

مر  و میر در دنیا است که عوار ی مانند سیروز، فیبروز و                                                       

   ویروس       F(. پروتئین            21سرطان کبد ایجاد می نماید                            
به دست آمده               اشریشیا کلی           تاکنون در سیستم بیانی                         هپاتیت سی         

مورد استفاده قرار گرفته است.                                Fو در سنجش آنتی بادی                     

Core+1              یا پروتئینF                               پروتئین جدید شناخته شده ویروس ،  
 Coreمی باشد. توالی کد کننده آن با توالی پروتئین                                           هپاتیت سی           

هم پوشانی دارد. بنابراین توسعه و تولید آنتی بادی منوکلونال                                                            

متمایز کند، به                  Coreرا از پروتئین                 Core+1اخت اصی که بتواند                   

منظور استفاده در تشخی  و تحقی  ها حا ز اهمیت می باشد.                                                       

در      Core+1چندین مطالعه نشان داده اند که آنتی بادی های  د                                                

وجود دارد. هم نین پاس                           هپاتیت سی         برخی افراد مبتلا به                    

ایمنی سلولی بر علیه این پروتئین نیز در بیماران گزارش شده                                                          

  هپاتیت سی           ویروس       Core+1(. در مطالعه حا ر، ژن                       22است       

برای نخستین بار در ناقل یوکاریوتی کلون و بیان گردید.                                                      

 کیلو دالتونی                 1، یک پروتئین              هپاتیت سی           Core+1پروتئین         

 می باشد که در طول عفونت طبیعی توسط برخی از ریز                                                

تولید شده و پاس  های ایمنی                              هپاتیت سی           تای  های ویروس              

 اخت اصی  به خ و  ایمنی هومورال( را تحریک می نماید                                                   

درصد از افراد آلوده به                          4 الی       91(. این پروتئین در حدود                        4  

در مطالعات              Core+1(. پروتئین            4این ویروس بیان می شود                         

قبلی در سیستم سلولی پستانداران نشان داده شده است. استفاده                                                           

  باکولوویروس           از سلول های حشرات به عنوان میزبان و سیستم                                           

 HCV (JFH1)-Core+1نوترکیب شده با ژن pFastBacتایید وکتور :  7شکل 

( 1، سکتکون 1     مارکر    .  co و   a  توسط آنزیم های برش دهنده ی 

  co و   a  ( نمونه تاییدی ه م شده با آنزیم های 2چاهک خالی، ستون 

 جفت بازی ژن مورد نظر.   9جفت بازی وکتور و باند  11 9و مشاهده باند 

تایید بکمید نوترکیب حاصل از واکنش زنجیره ای پلی مراز. ستکون :  9شکل

 ( نمونه بکمید نوترکیب تایید شده با بکانکد 2و  1( کنترل منفی، ستون های  

جکفکت  1 29خالی با باند  pFastBac( پلاسمید  جفت بازی، ستون   241

 .   1( مارکر  جفت بازی،  11 ( بکمید خالی با باند 9بازی، ستون 
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به عنوان ناقل ژن های هدف از جمله سیستم هایی هستند که                                                      

(. از        2مزایای بیشتری نسبت به سیستم های قبلی دارند                                              

با انجام اصلاحات پس                      باکولوویروس           آنجایی که سیستم بیانی                       

از ترجمه به بیان پروتئینی کاملا  مشابه پروتئین ویروسی که در                                                            

طی عفونت فرد با ویروس ایجاد می شود منجر می گردد، این                                                      

سیستم به سیستم بیانی باکتریایی مزیت دارد. برای انجام                                                      

ترانسفکشن در سلول های یوکاریوتی روش های مختلفی                                                

مانند استفاده از الکتروپوریشن، رسوب کلسیم فسفات، دکستران                                                          

و لیپید های کاتیونی وجود دارد. لیپید های کاتیونی سلفکتین                                                          

برای ترانسفکت کردن سلول های حشرات نسبت به روش های                                                   

 دیگر برتری داشته و آسان نیز می باشد.                                      

رده های مختل  سلولی حشرات بدین منظور به کار می رود.                                                       

علاوه بر ترانسفکشن                     Sf21و     Sf9با این وجود، سلول های                       

برای شناسایی پلا  های نوترکیب توصیه می گردد. هرچند                                                   

نوترکیب می توان از رده های دیگر                                   باکولوویروس           پس از تولید             

برای        imic Sf9 یا       (Hi h Fi e)مانند سلول های های فایو                       

(. در این مطالعه، بروز علایم                              2مطالعات بیان استفاده نمود                             

نشان        Sf9آشکار آسیب شناختی سلولی در سلول های حشرات                                           

دهنده افزایش تیتر ویروس های عفونت زا و کارآیی مناسب                                                     

 فرآیند ترانسفکشن در این رده سلولی می باشد. تاکنون                                                   

به دست          باکولوویروس           پروتئین های بسیاری در سیستم بیانی                                   

  Core، تنها پروتئین                هپاتیت سی           آمده است. اما در مورد ویروس                           

بیان شده و مورد                   E2و     E1و گلیکوپروتئین های سطحی                         

ارزیابی قرار گرفته اند. به طوری که در مطالعاتی که انجام شده،                                                              

(،     P70       Sپروتئین  یر ساختاری فر ی،                             (S )پردازش از           

p        S A    ،)P27 ( S B)   ،p5   p5  ( S5A)     وp   

( S5B)                    در سلول های             هپاتیت سی             ، از نو  ژاپنی ویروس

 تجزیه         باکولوویروس           حشرات با استفاده از یک سیستم بیان                                   

 (.    29و تحلیل شده است                   

هم نین خوا  ساختاری و آنتی ژن از نو  محلول باقی مانده                                                       

 نوترکیب. باکولوویروسآلوده با  Sf9سالم و آلوده نشده، سمت راست( سلول های  Sf9. سمت چ ( سلول های Sf9نمای میکروسکوپی  یه سلولی: 4شکل 

در سکیکسکتکم  HCV (JFH1)-Core+1تایید نهایی بیان پروتئیکن :  1شکل 

( نکمکونکه 1( مارکر پروتئینی، ستون  با روش وسترن بلات.  باکولوویروس

مکربکو  بکه  VP1کنترل صحت انتقال نمونه ها در وسترن بلات، پروتئیکن 

کیلو دالتون تهکیکه شکده از  1 ویروس پولیوماویروس با وزن تقریبی حدود 

بکیکان  Core+1( پروتئین  بخش هپاتیت و ایدز انستیتوپاستور تهران، ستون 

 کیلو دالتون.  1شده با باند حدود 
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هپاتیت          ویروس        E2پروتئین پوشش              (E2  1)دومین خارجی             
  باکولوویروس             در مقادیر زیاد در یک سیستم سلول حشره                                      سی  

(. علاوه بر این، گلیکوپروتئین های                                   2به دست آمده است                   

، به      E2و     E1،   (HCV)    هپاتیت سی           معروف پوشش ویروس                

در      Sf9عنوان پروتئین های ترشحی نوترکیب در سلول حشره                                              

(.    26نوترکیب نیز بیان شده است                              باکولوویروس           عفونت با          

در فرم          (HCV)هپاتیت سی             ویروس       E1هم نین بیان پروتئین                     

به      باکولوویروس           نوترکیب جدید را با استفاده از وکتور انتقال                                            

-کربوکسی گلوتاتیون                 –دنبال بیان پروتئین های مت ل به پایانه                                     

S-           ترانسفراز(GST)                    در این پ وهش،                   2ارا ه کرده اند .)

برای نخستین بار در دنیا در سیستم                                    Core+1پروتئین         

بیان شده است. در این مطالعه، بررسی امکان                                            باکولوویروس           

 که این           JFH1سویه        هپاتیت سی           ویروس       Core+1بیان ژن         

 سویه به عنوان سویه مدل در تحقیقات بر روی این                                              

و ترانسفکت              باکولوویروس           ویروس می باشد( در سیستم بیانی                               

بود که در نهایت این امر با موفقیت                                     Sf9آن در سلول حشره                 

 صورت گرفت.            

 

 نتیجه  یری          

در بیماریزایی، پاس                        Core+1از آنجایی که نقش پروتئین                          

کاملا            هپاتیت سی         ایمونولوژیک و مقاومت به درمان بیماری                                      

شناخته نشده است، تحقی  حا ر می تواند مقدمه ای برای                                                    

 تحقیقات بعدی در زمینه شناخت بیشتر پروتئین در                                              

 به دست آوردن روشی برای تشخی  و پیش بینی                                         

 پاس  به درمان علیه این ویروس باشد. در این مطالعه،                                                   

  Core+1واجد توالی              باکولوویروسی            طراحی و ساخت وکتور                    

 نوترکیب           باکولوویروس           و تولید           ویروس هپاتیت سی               

 برای نخستین بار در دنیا انجام شد و در نهایت منجر                                                  

به تولید پروتئین مربوطه با ساختاری کاملا  مشابه پروتئینی که                                                            

 در حین عفونت طبیعی با ویروس در بدن فرد ساخته                                              

می شود خواهد شد. این امر می تواند پایه انجام مطالعات آینده                                                            

باشد. در ادامه تحقی ، تولید وتخلی  بیشتر پروتئین های                                                      

 هدف در مقیاس و حجم با تر  پیشنهاد می گردد.                                          

 

 تشکر و  دردانی              

 نویسندگان این مقاله از همکاران بخش هپاتیت و ایدز                                                  

به وی ه جناب آقای دکتر رو  ا  وهاب پور و همکاران                                                  

آزمایشگاه تحقیقات آنفلوآنزا به وی ه سرکار خانم دکتر فاطمه                                                           

فتوحی چاهوکی در انستیتو پاستور ایران به دلیل همکاری                                                     

 صمیمانه در اجرای این پ وهش کمال امتنان را دارند.                                                
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Abstract 

Background & Objectives: Recently, a new protein, named Core+1, has been reported to be  

expressed through a +1 ribosomal frame shift in the Core protein coding region of Hepatitis C  

virus. The purpose of this study was to design a recombinant Baculovirus vector containing HCV-

2a (JFH1) Core+1 sequence, and also, to verify the production of this recombinant Core+1 protein 

in Baculovirus expression system.  

Materials & Methods: Core+1 gene of HCV-2a (JFH1) was synthesized into pUC57 plasmid. The 

synthesized target gene was sub-cloned into the plasmid pFastBac-HTA. The recombinant vector 

was used to transform the competent E. coli DH10Bac containing the donor clone. The  

recombinant Baculovirus bacmid was produced following transposition. Recombinant bacmid was 

verified by PCR and then was transfected into Sf9 insect cells to package a new recombinant  

Baculovirus. SDS-PAGE and Western blotting was used to confirm the expression of Core+1  

protein in insect cells. 

Results: Sequence analysis and white-blue colony selection confirmed a successful cloning of the 

Core+1 sequence of HCV (JFH1) into the pFastBac-HTA vector and transformation of E. coli 

DH10Bac. Production of recombinant Baculovirus. The HCV-2a (JFH1) Core+1 protein was  

successfully expressed and confirmed in SDS-PAGE and Western blot. 

Conclusions: Baculovirus expression system provides a high yield post-translational modification 

tool for HCV Core+1 protein expression, which is similar to Core+1 protein produced during  

natural infection with HCV.  

Keywords: Hepatitis C virus, Protein Core +1, JFH1 strain, Insect cells (Sf9), Baculovirus  

expression system. 
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