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Abstract Aim: The aim of this study is to produce a recombinant antigen from the envelope
protein of dengue virus serotype 1, as a dengue vaccine candidate. Therefore, we
intend to study expression efficiency of domain III in a bacterial host.
Materials and Methods: We used the following software: Megalign (sequence
alignment); Modeller (protein structure prediction), and Optimizer (coding gene
sequence optimization). The optimum coding sequence was synthesized and cloned
in a pET21 expression vector. Stable protein expression and optimization of antigen
production was performed in an Origami strain of E. coli.
Results: A consensus sequence for the domain III of dengue virus serotype 1 was
produced by multiple alignment of sequences and named EDIII1. Next, we predicted
EDIII1 properties by using bioinformatic software. To achieve a high expression
level in the bacterial host, the coding sequence of this protein was optimized for
appropriate CAI and GC content. The optimized gene was synthesized and cloned at
the NdeI and XhoI sites of the pET21 expression vector in an E. coli DH5α strain. In
order to have efficient protein expression and the formation of disulfide bounds, we
optimized expression of EDIII1 in the Origami strain. Protein purification, using His-
tag affinity chromatography columns was performed and the results identified by
Western blot analysis.
Conclusion: The results of this study showed the efficiency of a bacterial system to
highly express domain III of the dengue virus envelope protein.
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صورت نوترکیببه) 1سروتیپ (ب دانگ پروتئین پوششی ویروس تIIIبیان دومین 
1پور، مهشید محمدي3، سیامک حیدري*2زاده، مجید صادقی1حسین فهیمی

دانشجوي دکتري ژنتیک مولکولی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران. 1
استاد گروه ژنتیک، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران. 2
کارشناس ارشد بیوشیمی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران. 3

90مرداد ماه : تاریخ پذیرش90خرداد ماه : تاریخ دریافت

منظور دستیابی به کاندیداي واکـسن      ویروس، به  1ژن نوترکیبی از پروتئین پوششی سروتیپ       هدف این مطالعه ایجاد آنتی     :هدفچکیده
.شداین پروتئین در باکتري بررسی IIIبنابراین قابلیت تولید دومین . گ استدان

افـزار  بـا نـرم  IIIهـاي مختلـف مربـوط بـه دومـین      ردیفی توالیبه منظور دستیابی به یک توالی مورد توافق، هم     :هامواد و روش  
Megalign  افـزار  بینـی سـاختار پـروتئین از نـرم     براي پیش . انجام شدModeller بیـان در بـراي سـازي تـوالی ژن   بـراي بهینـه  و

E. coliافزار از نرمOptimizerپس از سنتز و کلونینگ ژن در وکتور بیانی . استفاده شدpET21،سـازي بیـان   انتقال وکتور و بهینه
.Eبیانی پروتئین در سویه coli هـا و  روفـورز پـروتئین  هـاي اسـتاندارد الکت  تأیید بیان پـروتئین نوترکیـب از روش  براي. دشانجام

.گذاري وسترن استفاده شدلکه
دیفی چندگانـه رویروس دانگ با استفاده از روش هم1پروتئین پوششی سروتیپ    IIIیک توالی مورد توافق براي دومین      :هایافته
هـاي  روش هـاي پـروتئین هـدف بـا       بینـی ویژگـی   پـیش . نامیـده شـد    EDIII1هاي مختلف به دست آمد که تحت عنـوان          توالی

GCبه منظور بیان حداکثري پروتئین نوترکیب در باکتري، توالی ژن از لحـاظ الگـوي کـدونی و درصـد     . بیوانفورماتیک انجام شد  

بـه منظـور   . انجام شدXhoIو NdeIهاي در جایگاه  pET21سازي ژن هدف پس از سنتز، در وکتور بیانی          همسانه. دشسازي  بهینه
در نهایـت پـس از   . انجـام شـد  Origamiدر میزبان بیانی EDIII1سازي بیان در ساختار پروتئین، بهینه   سولفیدي  ایجاد پیوند دي  

. گذاري وسترن استفاده شدبراي شناسایی آن از آزمون لکه،سازي پروتئین هدف با استفاده از ستون کروماتوگرافی تمایلیخالص
.پروتئین پوششی ویـروس دانـگ نـشان داد        IIIاکتریایی را در بیان دومین      نتایج این مطالعه کارایی سیستم بیانی ب      :گیرينتیجه

ویروس دانگ، پروتئین پوششی، واکسن:هاکلید واژه

مقدمه
هـا و از خـانواده     ویـروس ویروس دانگ متعلـق بـه جـنس فـلاوي         

ایـن  . استهاي منتقل شونده توسط پشه      از ویروس  وویریدهفلاوي
شـود،  دن انسان توسط پشه منتقل مـی      ویروس که از راه گزیده ش     

عامل بیمـاري شـدید و بـسیار گـسترده در نـواحی گرمـسیري و                
ویروس دانگ داراي چهار سروتیپ مـشخص       . گرمسیري است نیمه

به لحاظ ژنوتیپی است که با ورود به بدن انـسان موجـب بیمـاري               
تـا حـالات   خفیـف هاي بیماري دانگ از یـک تـب         نشانه. دشونمی

تب خونریزي دهنده و سندرم شوك دانـگ    ید و کشنده  بسیار شد 
250و  تـب دانـگ      میلیون مورد  100تا   50سالیانه  . متفاوت است 

. دهـد رخ مـی  دانـگ    تب خونریزي دهنـده    هزار مورد  500هزار تا   
چنانچـه در    ؛در کشورهاي مختلف متفاوت اسـت     میزان کشندگی   

در .اسـت %1و در برخی دیگـر کمتـر از   % 15تا  10مناطقبرخی  
. حال حاضر دارو یا واکسن مؤثري علیه این ویـروس وجـود نـدارد             

درك اي در زمینـه هـاي بـسیار گـسترده    ولی در عین حال تـلاش     
هـاي مـؤثر در     زایی و نیـز طراحـی واکـسن       دقیق مکانیسم بیماري  

]. 1[حال انجام است 
، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایرانگروه ژنتیک: هبآدرس مکات*

sadeghma@modares.ac.irE-mail:
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با مفهوم مثبـت تـشکیل شـده         RNAاز یک    ژنوم این ویروس  
ORF(Openرت یـک  است که بـه صـو   reading frame)  ترجمـه

هـاي سـاختاري و غیـر سـاختاري ویـروس را کـد              شده و پروتئین  
پـروتئین  (مهمترین پروتئین ساختاري پروتئین پوشـشی       . کندمی
E (هـاي  اصـلی در اسـتراتژي     که امـروزه بـه عنـوان گزینـه         است

.]2[طراحی واکسن مورد توجه قرار گرفته است 
کیلـو دالتـون و حـدود        53مولکـولی حـدود      با وزن  Eپروتئین  

ویـروس اسـت کـه    آمینواسید، پروتئین اصلی موجود در سطح  495
گـري  وظیفه اتصال ویروس به گیرنده و الحـاق بـه غـشا را میـانجی              

Iاز سـه دومـین تـشکیل شـده اسـت؛ دومـین               Eپروتئین  . کندمی

مـین  دو). Bدومین  (IIIو دومین   ) Aدومین  (II، دومین   )Cدومین  (
III           که فولدینگ شبیه ایمونوگلوبـولین دارد؛ شـامل آمینواسـیدهاي

در ایجـاد تغییـر شـکل فـضایی لازم     IIIدومـین  . است400تا   300
کنـد و   براي الحـاق غـشاها بعـد از اتـصال ویـروس نقـش ایفـا مـی                 

ورود توانـد مرحلـه  ایـن دومـین مـی    هـاي خنثـی کننـده     باديآنتی
در اتصال بـه گیرنـده       IIIابراین دومین   بن]. 3[ویروس را خنثی کنند     

بـه  . کننـده اسـت   هاي خنثـی  باديدخالت داشته و هدف اصلی آنتی     
IIIشـود دومـین     بینی می سولفیدي، پیش دلیل وجود پیوندهاي دي   

. انـد سـولفیدي وابـسته   هایی باشد که به ایجاد باند دي      توپداراي اپی 
ــدهاي دي  ــت بان ــروتئی   اهمی ــضایی پ ــکل ف ــولفید در ش و Eن س

بادي از مطالعاتی حاصل شـد کـه   آنتی سازي ویروس با واسطه   خنثی
احیا شده و نیز پپتیدهاي سنتتیک قادر بـه          Eداد پروتئین   نشان می 

عـلاوه بـر    ]. 4[کننده در مـوش نیـستند       هاي خنثی باديالقاي آنتی 
IIIدومـین    هـاي منوکلونـال ویـژه     بـادي این؛ مشخص شده که آنتی    

]. 5[هـا اسـت     جذب سطحی ویروس به سلول    کننده  ترین بلوکه قوي
نــشان Eتــاخوردگی مــستقلی را در ســاختار پــروتئین IIIدومــین 

مـستقل  توان این دومین را به صورت یک قطعه   دهد؛ بنابراین می  می
].6[در سیستم بیانی مناسب تولید کرد 

هاي مختلفی به منظور ساخت واکسن علیـه ویـروس تـب      روش
توان به ایجـاد ویـروس تخفیـف        که از آن جمله می     دانگ وجود دارد  

هاي کشت سـلولی، جهـش ژنتیکـی یـا تیمـار            با روش (حدت یافته   
، ایجاد ویروس نوترکیب با استفاده از یـک سـویه واکـسن             )شیمیایی

هاي زیرواحدي بـا اسـتفاده از       ، ایجاد واکسن  YF17Dویروسی مانند   
پلاسمیدي حاوي این هايهاي ساختاري یا استفاده از حامل  پروتئین

هـاي  هـر کـدام از روش  . عنوان واکسن ژنتیکـی اشـاره کـرد     ها به ژن
ــایبی دارد  ــا و مع ــگ مزای ــشکل . طراحــی واکــسن دان ــرین م مهمت

تخفیف حدت یافته ایجاد پاسـخ ایمنـی نـامتوازن،           هاي زنده واکسن
از . پذیري به حالت وحشی و خطـر تـداخل ویروسـی اسـت            برگشت

نوترکیب خطرات DNAاي مبتنی بر پروتئین و هطرف دیگر؛ واکسن
هاي ویروسی زنده تخفیف حدت یافته یا بیولوژیکی موجود در واکسن

هـاي پروتئینـی    علاوه بر ایـن؛ تولیـد واکـسن       . غیرفعال شده را ندارد   
تـر اسـت کـه باعـث        ها راحـت  زیرواحدي و افزایش مقیاس تولید آن     

شـود  هاي قبلـی مـی  مقرون به صرفه بودن این روش نسبت به روش  
بنابراین در این مطالعه کارایی سیستم باکتریایی در بیان قطعـه          ]. 1[

.ویروس دانگ، بررسی شده است1اصلی پروتئین پوششی سروتیپ 

هامواد و روش
سازي توالی آمینواسیدي و تـوالی ژن  ایجاد و بهینه 

Eپروتئین IIIدومین کنندهکد

و به دست آوردن توالی مورد توافق،       ردیفی چندگانه   براي انجام هم  
بـه  . استفاده شدClustal Wبا روش Megalignافزار معمول از نرم

انجـام   BlastPحاصل شده آنـالیز      منظور اطمینان از ماهیت توالی    
homologyبینی ساختار پـروتئین هـدف از روش   براي پیش. شد

modeling  بینـی کننـده     افزار پیش و نرمModeller  ده شـد  اسـتفا .
وPymolافزارهــاي هــاي ســاخته شــده بــا اســتفاده از نــرم مــدل

Swiss-Pdb Viewerتـوالی سـازي منظـور بهینـه  بـه . بررسی شد
ــده ــروتئینژن کدکننـ ــرمپـ ــن  از نـ ــزار آنلایـ Optimizerافـ

)http://genomes.urv.es/OPTIMIZER/ (دشده استفا.

سازي در حاملتهیه توالی ژنی و همسانه
تـوالی ژنـی   . آوران سـاخته شـد  ژن هدف توسـط شـرکت ژن فـن     

XhoIو   NdeIهـاي و در جایگـاه    pET21حاصل در حامل بیـانی      

یـابی  درستی توالی ژن کلون شده با روش توالی       . سازي شد همسانه
هـاي  یمسپس با انجام هضم آنزیمـی بـا اسـتفاده از آنـز            . شدتأیید  

ــرکت    ــی ش ــضم آنزیم ــتاندارد ه ــق روش اس ــده و طب محدودکنن
Fermentaseــاي ، درســتی کلونینــگ در جایگــاه XhoIو NdeIه

LBکـشت  هـا از محـیط    در همه مراحل کشت باکتري    . تأیید شد 

بیوتیـک  بیوتیک بود، آنتـی   در مواردي که نیاز به آنتی     . استفاده شد 
Millipore)2/0ي  مورد نظـر پـس از سـترون کـردن بـا فیلترهـا             

.دشاضافه محیط، به )میکرون

ــاده ــازيآم ــاکتريس ــسفورماسیون وE.coliب تران
حامل پلاسمیدي

DH5αسـویه  E.coliنگهداري پلاسمیدها از باکتري      تکثیر و رايب
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LBمحـیط   در  E.coliکشت جامـد  کلونی در   کیاز  . استفاده شد 

دانـسیته  یک کـشت جدیـد بـا    پسس.شدتهیهکشت شبانه   مایع  
و CaCl2بـا  پس از دو مرحله شستـشو  .دشه دآما5/0حدود   نوري

پلاسـمید  یـک میکرولیتـر از    اییباکتری ـ مخلوطبه   تیمار سرمایی، 
تیمـار سـرمایی، شـوك      نـیم سـاعت      پس از . دشاضافه  آماده شده   
اعمـــالºC41دمـــايدقیقـــه در یـــکبـــه مـــدتحرارتـــی

مخلـوط   بـه  مـایع  LBلیتـر محـیط     میلـی  5/0سپس حدود . شد
و دور ºC37باکتري اضافه شد و به مدت یـک سـاعت در دمـاي              

rpm200   هـاي  سپس بـه منظـور انتخـاب بـاکتري        . قرار داده شد
LBرم شده، تعلیق باکتریایی حاصـل روي محـیط کـشت            وترانسف

هـاي حاصـل،    نیوکل ـ. داده شـد   جامد حاوي آنتی بیوتیک کـشت     
د نظر، با روش هضم     براي بررسی حضور پلاسمید حاوي قطعه مور      

.شدندآنزیمی بررسی 

استخراج پلاسمید
.Eاز باکتري کلونییک  coli  لیتـر  میلـی 10حـاوي پلاسـمید در

. کـشت شــبانه داده شــد بیوتیــکحـاوي آنتــی مــایعLBمحـیط  
اسـت،  سـیلین آمپیعامل مقاومت به    حاوي ژن pET21پلاسمید  

غلظـت بـا نسـیلی آمپـی بیوتیـک  به محیط مـذکور آنتـی     بنابراین
 µg/ml100 ـ    .اضافه شد  ا اسـتفاده از کیـت    اسـتخراج پلاسـمید ب

پس س ـ. انجام شـد   Miniprepروش   به Bioneerاستخراج شرکت   
.دشنگهداري - ºC20نمونه پلاسمید در دماي 

DNAو الکتروفورز هضم آنزیمی پلاسمید

XhoIو   NdeIهاي  سازي در جایگاه  با توجه به اینکه همسانه    

ده اسـت، بنـابراین بـراي تأییـد کـار از روش هـضم          انجام ش ـ 
. هاي محدودکننده اسـتفاده شـد     آنزیمی حامل با همان آنزیم    

محصول شـرکت   (ها  شرایط هضم طبق دستور کاتالوگ آنزیم     
Fermentase (ــاي ــاعت ºC37 و در دم ــک س ــدت ی ــه م ب

اثــرقطعــات مــورد انتظــار در   تأییــد بــه منظــور  .بــود
الکتروفـورز  هـضم،  وط واکـنش  ، مخل ـ پلاسمید هضم آنزیمی 

در بــافر% 1بــراي انجــام الکتروفــورز از ژل آگــارز   . دشــ
TAE(Tris base, acetic acid and EDTA buffer) استفاده

منتقـل شـده و بـراي   هـا به چاهکهضم محلول واکنش . شد
ــی ــات از بررس ــشانگقطع ــولی رن (1kb ladder)وزن مولک

.استفاده شدFermentaseمحصول شرکت 

هاي نوترکیبژنبیان آنتی
سـویه  E.coliبه منظـور بیـان پـروتئین هـدف از میزبـان بیـانی               

Origami (DE3)پلاسـمید بیـانی سـاخته شـده بـه      . استفاده شد
هـاي  ایـن سـویه داراي ژن     . ترانسفورم شـد   Origamiدرون سویه 

هاي تتراسایکلین و کانامایـسین اسـت کـه        بیوتیکمقاومت به آنتی  
، )Novagenمحصول شـرکت    (pETکاتالوگ سیستم    طبق دستور 

هـاي ها بـا غلظـت  بیوتیکدر محیط کشت حاوي این آنتی      باکتري
µg/ml5/12 وµg/ml15 ــد ــشت داده شـ ــاب  . کـ ــراي انتخـ بـ

نــوع 3هــاي ترانــسفورم شــده از محــیط کــشت حــاوي  بــاکتري
. سیلین، کانامایسین و تتراسایکلین استفاده شـد      بیوتیک آمپی آنتی
سـازي بـاکتري،   ها با هدف آمـاده   ، از این کلونی   از ایجاد کلونی  پس  

% 1مقـدار   سپس از سوسپانسون حاصل بـه     . کشت شبانه تهیه شد   
حجــم محــیط کــشت هــدف، بــاکتري بــه محــیط جدیــد       

رشـد بـاکتري     ODپس از رسـیدن     . بیوتیک تلقیح شد  بدون آنتی 
یـک   با غلظت نهـایی   (IPTGعمل القا توسط     6/0تا   5/0به حدود   

هاي به دست آمـده پـس از گذشـت       باکتري. انجام شد ) مولارمیلی
آوري سـاعت از طریـق سـانتریفیوژ جمـع         8و   6،  4،  2هـاي   زمان

به منظور بررسـی بیـان   سپس. نگهداري شدند-C70 °و در دماي
SDS-PAGEهــــاي نوترکیــــب از روش اســــتانداردژنآنتــــی

(Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis)در ایـن  . هـاي باکتریـایی اسـتفاده شـد      پروتئین

بیـانی بـا حجـم یـک         هـاي سوسپانـسیون بـاکتري     مرحله نمونـه  
دور در دقیقـه جـدا و پـس از لیـز             5000لیتر و با سانتریفوژ     میلی

ثانیـه ورتکـس،   10شدن از طریق جوشاندن به مدت پنج دقیقه و        
.بررسی شدندSDS-PAGEدر ژل 

ــ گــذاري و آزمــایش لکــهEDIII1پــروتئینیصتخل
وسترن

هیـستیدینی در انتهـاي     توجه به وجـود تـوالی بـر چـسب پلـی            با
ــت حــاوي     ــروتئین هــدف، از کی ــسیلی پ ــتونکربوک هــايس

Ni-NTA    محصول شرکتQiagen      براي تخلیص پـروتئین طبـق
گـذاري وسـترن    آزمـون لکـه   . دستور کارخانه سازنده، استفاده شد    

شــرکت (بــادي آنتــیاندارد شــرکت تولیدکننــدهطبــق روش اســت
abCam ( طــور خلاصـه پــس از انجــام الکتروفــورز  بــه. انجـام شــد

پروتئین، عمل انتقال پـروتئین بـه غـشاي نیتروسـلولزي بـا روش              
غــشا بــه مــدت یــک شــب در محلــول . خــشک انجــام شــدنیمــه

شامل پنج درصد شیر خشک بدون چربـی در بـافر           (مسدودسازي  
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PBS(Phosphate buffered saline)  در دمـايCº4  قـرار گرفـت .
، غشا به مدت دو سـاعت در      PBSپس از سه بار شستشو با محلول        

برچـسب هیـستیدینی،     شناسـایی کننـده   (بادي اولیه   محلول آنتی 
همـراه  ) PBSدر   1000به   1و با غلظت     abCamمحصول شرکت   

 ـ     . با تکان دادن آرام در دماي محـیط قـرار گرفـت            ار پـس از سـه ب
، غشا به مـدت  20درصد توئین  1/0حاوي   PBSشستشو با محلول    

کونژوگه با آنزیم پراکـسیداز     (بادي ثانویه   دو ساعت در محلول آنتی    
بــا ) PBSدر 2000بـه  1و بـا غلظــت  abCamمحـصول شــرکت  

پس شستشو و به منظور ظهور باند       . شرایط مرحله قبل قرار گرفت    
5/0شـامل   (ول سوبـسترا    مورد نظر، غشاي نیتروسلولزي در محل ـ     

1/0آمینوبنزیـدین محـصول سـیگما و آب اکـسیژنه         گرم دي میلی
.قرار گرفت) PBSدرصد در 

هایافته
Eپـروتئین  IIIایجاد توالی مورد توافق براي دومین   

افزاري آننرمو بررسی
از بانـک ژن     1مربـوط بـه سـروتیپ        Eدر این مرحله توالی پروتئین      

NCBI  هـا یـک    توجه بـه اینکـه در مـورد اغلـب ژن          با  . جستجو شد
حالت تکراري بودن در مورد اطلاعات موجـود در بانـک ژنـی وجـود          

هاي اخـذ شـده بررسـی شـد و پـس از مطالعـه              دارد، بنابراین توالی  
هـاي سـنتتیک    هاي مشابه، اضافی و توالی    اطلاعات ثبت شده، توالی   

راي تــوالی بــ48در نهایــت تعـداد  . یـا مهندســی شـده حــذف شـد   
ها سعی شد تـا حـد امکـان         در انتخاب توالی  . انتخاب شد  1سروتیپ

هـایی از منـاطق   بالاترین تنوع لحاظ شود؛ به این ترتیـب کـه تـوالی          
توالی آمینواسیدي مربوط به دومـین      . جغرافیایی مختلف انتخاب شد   

III)  از توالی کامل پـروتئین  ) 400الی 300آمینواسیدE  جـدا شـد .
ردیفی چندگانه و به دست آوردن توالی مـورد توافـق،           براي انجام هم  

در نهایـت  . اسـتفاده شـد  Clustal Wو روش Megalignافـزار  از نرم
تعیـین شـد کـه       1سـروتیپ    IIIیک توالی مورد توافق براي دومین       

دو ریـشه   % 100حفظ شـدگی    . شودنامیده می  EDIII1تحت عنوان 
).1ل شک(شود دیده می39و 8سیستئین در موقعیت 

.EDIII1توالی آمینواسیدي به دست آمده به عنوان .1شکل

homology modelingبینی سـاختار سـوم از روش   براي پیش

هـاي  مـدل . اسـتفاده شـد    Modellerبینی کننـده    افزار پیش و نرم 
Swiss-Pdbو Pymolافزارهـاي  ساخته شـده بـا اسـتفاده از نـرم    

Viewer   ایجـاد  . شـود پروتئین تعیین   تا ساختار نهایی     شدبررسی
اسـت  Eپروتئین IIIبتا که ویژگی مشخص دومین      چندین صفحه 

هـا در   بینـی نتـایج ایـن پـیش     . شدها تأیید   بینیدر اغلب این پیش   
پروتئین پوشـشی ویـروس      IIIتوافق با ساختار دوم و سوم دومین        

).2شکل ] (7[استدانگ 

EDIII1سوم پروتئین ساختاربینینتایج حاصل از پیش.2شکل 

.شدبررسی Spdbvو Pymolافزار توسط نرم

هاي بیگانه در   از جمله عوامل مهم در بالا بردن میزان بیان ژن         
بیان در میزبان    برايسازي توالی ژن هدف     هاي بیانی، بهینه  میزبان

مورد ارزیابی قرار   در این زمینه    دو شاخص عمده که     . استانتخابی  
هـر  . اسـت GCبازهاي کارگیري کدون و درصد   هبالگوي   ،گیردمی

هاي استفاده شـده بـه الگـوي تـرجیح کـدونی میزبـان              چه کدون 
. میزان بیان پروتئین نوترکیـب بیـشتر خواهـد شـد           ،نزدیکتر باشد 
ــه ــراي بهین ــام  ب ــه ن CAI)codonســازي کــدون از شاخــصی ب

adaptation index (عـلاوه بـر ایـن درصـد     . شـود استفاده میGC

. کار رفته در ژن هدف نیز بـر میـزان بیـان پـروتئین تـأثیر دارد                هب
ژنـوم  GCژن هدف به درصد GCحالت بهینه این است که درصد      

هـا از   سـازي ایـن شـاخص     به منظـور بهینـه    .میزبان نزدیکتر باشد  
و  CAIهـاي   شـاخص . ]8[شداستفاده   Optimizerافزار آنلاین   نرم

به ترتیـب بـه      EDIII1تئین  پرو در مورد ژن کد کننده     GCدرصد  
.بهینه شد%4/50و 00/1صورت 

هدفپروتئینکنندهکدژنسازيو کلونسنتز
حامـل  . انجام شد  pET21aدر حامل بیانی    EDIII1سنتز توالی ژن  
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ساخته شده از دو نظر بررسی شد؛ ابتدا درستی توالی ژنـی کلـون              
سپس با انجـام  و ) توالی ژنی نشان داده نشده است (شده تأیید شد    

تأیید  XhoIو   NdeIهاي  هضم آنزیمی درستی کلونینگ در جایگاه     
ژنبه منظور تسهیل در شناسایی و تخلـیص آنتـی         ). 3شکل  (شد

سازي ژن در وکتور بیانی به نحوي صـورت گرفـت           نوترکیب، کلون 
وکـسیلی پـروتئین وجـود    در انتهـاي کرب    6His-tagکه یک تـوالی     

.داشته باشد

نمونه : 1چاهک . pET21EDIII1نتیجه هضم آنزیمی پلاسمید .3شکل
، )XhoIبا آنزیم (پلاسمید هضم شده : 2پلاسمید هضم نشده، چاهک 

که خروج NdeIو XhoIپلاسمید هضم شده با دو آنزیم : 5و 4چاهک 
ر وزن مولکولی نشانگ:3چاهک ،قطعات ژنی مربوط مشخص شده است

.ا کیلو بایت استاز نوع 

هاي نوترکیبژنبیان آنتی
به منظور دستیابی به بیان بالا و محلول پروتئین هـدف از میزبـان              

ــاکتري  ــانی بـ .Eبیـ coliــویه Origamiسـ (DE3) ــتفاده اسـ
ــا اســتفاده از روش اشــاره شــده pET21EDIII1پلاســمید. شــد ب

ــویه  ــه درون س ــد ب ــسفورم ش ــانی تران ــک  . بی ــاد ت ــس از ایج پ
IPTGکــشت بیــانی، عمــل القــا توســط محــیطو تهیــهکلــونی

(Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside)پـس  . صورت گرفت
از بررسی شرایط مختلف بیـان، از لحـاظ بهتـرین دانـسیته نـوري            

)OD و نیـز آزمـون چنـدین    جهت القا، زمان لازم براي بیان    ) رشد
. سـازي شـد   هـدف بهینـه    ژنر نهایت بیان آنتـی    ، د کلونی مختلف 

ساعت و القا در دانـسیته نـوري       4، زمان بیان    C37°ط دمایی شرای

6/0)OD600 nm=0.6 (  ــت ــی داش ــه را در پ ــرین نتیج ــق . بهت طب
کیلـو دالتـون     12افزاري وزن ایـن پـروتئین حـدود         آنالیزهاي نرم 

ر نـشانگ تـر از    تعیین شده است که در ژل الکتروفورز اندکی پـایین         
).4شکل (گیرد قرار میکیلو دالتون14وزن مولکولی 

پروتئین حاصل از :1ستون . هاي کل باکتريالکتروفورز پروتئین.4شکل 
دو نمونه کشت: 4و 3هاي، ستونقبل از القالیز سوسپانسیون باکتري 

از بالا به پایین (ر وزن مولکولینشانگ: 2، ستون IPTGپس از القا با یکلون
)کیلو دالتون14و22، 29، 42، 51، 62، 70، 95، 130، 175به ترتیب 

انتهـاي  توجه به وجود توالی بر چـسب پلـی هیـستیدینی در            با
Ni-NTAهـاي   سـتون  کربوکسیلی پروتئین هدف، از کیـت حـاوي       

سپس خلـوص بـالاي پـروتئین       . براي تخلیص پروتئین، استفاده شد    
). 5شکل (تخلیص شده به روش الکتروفورز تأیید شد 

تخلیص شده با EDIII1کیلودالتونی 12ین الکتروفورز پروتئ.5شکل 
Ni-NTAاستفاده از روش کروماتوگرافی تمایلی کیت 

54321

327
bp
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میکروگـرم در    500غلظت پروتئین به دست آمـده در حـدود          
با توجه به وجـود برچـسب       . دشلیتر به روش برادفورد تعیین      میلی

آزمون  برايبادي اختصاصی این برچسب     پلی هیستیدینی، از آنتی   
ي وسترن استفاده شد که ظهور بانـد مـورد نظـر درسـتی          گذارلکه

).6شکل (د کربیان و تخلیص پروتئین هدف را تأیید 

حاوي برچسب پلی هیستیدینی به EDIII1تأیید پروتئین .6شکل
(kD)اندازه وزن مولکولی بر حسب کیلودالتون . گذاري وسترنروش لکه

.مشخص شده است

گیريبحث و نتیجه
هـاي بیـانی مختلفـی      نوترکیب و مشتقات آن در سیستم      Eپروتئین  

.Eشامل  coli]13 -9[ مخمر ،]بیـان  ] 17[و باکولوویروس ] 14- 16
بیان شـده    Eنتایج نشان داده است که پروتئین       . وتخلیص شده است  

و باکولوویروس به نامحلول شدن گـرایش دارد و بیـان در            E.coliدر  
سازي بیـشتر  شکلات بر لزوم بهینه  این م . مخمر نیز بازده پایینی دارد    

هـاي  در سـال  . تري تأکید دارد  هاي تخلیص قوي  شرایط بیان و روش   
هـاي زیرواحـدي   طراحی واکسناخیر شاهد گرایش زیادي در زمینه   

چنـین  ). 7شـکل   (هـستیم    Eاز پروتئین    IIIدانگ بر مبناي دومین     
رویکردي با مشخص شدن ایـن واقعیـت تقویـت شـد کـه چنـدین                

دومـین  . وابسته اسـت IIIبه ساختار دومین    Eی اصلی پروتئین    ویژگ
III      شکل فضایی به شکلβ-Barrel        بدون مارپیچ آلفـا و تـاخوردگی ،

به عنـوان    EDIIIشود که   خصوصیات فوق باعث می   . دارد IgGشبیه  
. معرفـی شـود    Eسلولی در پروتئین     دومین متصل شونده به گیرنده    

تواند اتصال ویروس بـه     این دومین می   هاي القا شده توسط   باديآنتی
هـایی در  تـوپ سلول را بلوکه کنند و اینکار اساساً بـا اتـصال بـه اپـی         

هـاي تـک ظرفیتـی     بنابراین واکسن ]. 4[گیرد  صورت می  IIIدومین  
هـاي نوترکیـب،   ژنمبتنـی بـر آنتـی      EDIIIآزمایشگاهی  ) منووالان(

. اسـت اد شـده  ایج] 19- 21[و ویروسی ] 18[هاي پلاسمیدي   حامل
.Eدر IIIطور ویژه در برخی از این مطالعات از بیـان دومـین   به coli

امکـان انجـام ایـن راهکـار در          دهنـده استفاده شده است کـه نـشان      
و ) Jaiswal(بــه عنــوان مثــال جیــسوال . سیــستم باکتریــایی اســت

را بـا کـارایی      2ویـروس دانـگ سـروتیپ        EDIIIهمکاران توانستند   
محصول پروتئینی به لحاظ بیولـوژیکی  . بیان کنندE. coliبالایی در 

هـاي  ویروس بـه سـلول     2تواند اتصال سروتیپ    عملکرد داشته و می   

BHK     اغلب تحقیقات اشـاره شـده کـه در آن از           ]. 22[را بلوکه کند
استراتژي واکسن پروتئینی استفاده شده اسـت، بـا مـشکلاتی نظیـر          

همـراه  (inclusion body)حلولمیزان بیان پایین و ایجاد اجسام نـام 
.استبوده

طراحی واکسنبرايEپروتئین پوششی IIIانتخاب دومین .7شکل 

1پروتئین پوشـشی سـروتیپ     IIIدر این مطالعه توالی دومین      
بـراي پوشـش    . آوري شـد  جمـع  NCBIویروس دانگ از بانک ژن      

دادن تنوع موجود توالی مورد توافقی تعیـین و بـراي طراحـی ژن             
راي بــه دســت آوردن بــالاترین بیــان، تــوالی ژن بــ. اســتفاده شــد

.Eبراي بیان در باکتري کدکننده coliبه دسـت  . سازي شدبهینه
بسیار مهم است تا مراحـل تولیـد   سطح بالاي بیان پروتئین آوردن  

بـا توجـه بـه اینکـه در         . و تخلیص پروتئین مقرون به صرفه باشـد       
سـولفیدي بـراي تـاخوردگی      يوجـود پیونـد د     IIIساختار دومین   

صحیح پروتئین لازم است، بنابراین به منظور تسهیل تشکیل ایـن           
Origamiپیوند و بیـان پـروتئین محلـول از میزبـان بیـانی سـویه      

(DE3)   هـاي مهندسـی    بیانی داراي جهش   این سویه . شداستفاده
سـولفیدي  پیونـدهاي دي   هاي احیاکننده هاي آنزیم اي در ژن  شده

اسـت کـه بـه ایجـاد        ) اتیون ردوکتاز و تیوردوکسین ردوکتاز    گلوت(
. کنـد سولفیدي در محیط سیتوپلاسم باکتري کمک مـی   پیوند دي 

ژن، تأیید دوباره پروتئین بیان شده با اسـتفاده       پس از تخلیص آنتی   
.و نیز آزمون وسترن انجام شدSDS-PAGEاز الکتروفورز در ژل 

ژن در حد مطلـوب و      ان آنتی نتایج این مطالعه نشان داد که بی      
که سـاختار ژنـی طراحـی شـده        شدمشخص  . استدر فاز محلول    

را به صورت    EDIII1تواند با کارایی خوبی بیان شود و پروتئین         می
انجام  برايژن  در نهایت حجم مطلوبی از آنتی     . نوترکیب تولید کند  
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هــاي آزمــونفرمولاســیون مناســب، تزریــق بــه حیــوان و انجــام  
رود پـروتئین بیـان شـده بتوانـد         انتظـار مـی   . دشیی تولید   زاایمنی

.ویروس ایجاد نماید1پاسخ ایمنی خوبی را علیه سروتیپ 

تشکر و قدردانی
نویسندگان از معاونت پژوهشی دانشگاه تربیت مـدرس بـه خـاطر            

.کنندحمایت مالی این تحقیق تشکر و قدردانی می
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