
2222 2

17

مقدمه:
است  بیماری کبدی  عامل   )  HCV ( هپاتیت سی  ویروس      
به  منجر  نتیجه  در  کرده  ایجاد  سیروز1  آن  مزمن  عفونت  و 
، 23(. هپاتیت سی   10 ،3( نهایت مرگ می شود  در  و  سرطان 
باشد  می  ویریده3  فلاوی  جنس  و  ویروس2  هپاسی  خانواده  از 
)RNA ،)26 ، 11 ،2 ،1 خطی تک رشته ای مثبت آن 9600 
اسید  با حدود 3010  پروتئینی  پلی  واقع  در  که  دارد  نوکلئوتید 
آمینه را کد می کند )1، 17، 23 ، 26( و پس از ترجمه به 10 

 core پروتئین تقسیم می شود که شامل سه پروتئین ساختمانی 
) نوکلئوکپسید هسته ( ، E1 و E2 ) پوشش گلیکوپروتئینی ( 
ساختمانی  غیر  پروتئین  هفت  و   ) غشائی  پروتئین   (  P7  و 
 )NS3NS4A ،NS4B ،NS5A ،NS5B ،NS2 ،NS1 (
هستند نیاز  مورد  ویروسی  ژنوم  تکثیر  برای  که  باشد   می 

)6، 9 و 20(. طبق آمار سازمان بهداشت جهانی )WHO(4 حداقل 
170 میلیون نفر در سراسر جهان مبتلا بهHCV هستند )17-12(. 
عمده ترین راه های انتقال آن تزریق مواد مخدر ، تماس مستقیم با 
خون و سایر فراورده های خونی آلوده و غیره می باشد. هم چنین 
تشخیص در مراحل اولیه دشوار است و بر پایه شناسایی آنتی بادی 
هایی است که در برابر چندین پروتئین HCV تولید شده اند )23(. 
در حال حاضر هیچ واکسنی برای درمان آن وجود ندارد و تنها راه 
مقابله با  عفونت هپاتیت سی تجویز اینترفرون آلفا و بتا برای فعال 
از  استفاده  سپس  و  بدن  در  ذاتی  ایمنی  دفاعی  مکانیسم  کردن 
اینترفرون به صورت پگیله و ریباویرین5 می باشد )13، 14، 15، 22، 

همسانه سازی تمام طول ژن E2 از ژنوتیپ  2a استرین JFH1 ویروس هپاتیت سی درون 
DH5α و انتقال آن به باکتری اشریشیاکلی سویه pET28a(+) وکتور

سارا باقری ، پونه رحیمی* ، روح الاه وهاب پور ، سید مهدی سادات ، محمدرضا آقا صادقی ، فاطمه متولی 
1-بیوتکنولوژی میکروبی ) زیست فناوری ( ، گروه زیست شناسی دانشکده علوم پایه دانشگاه پیام نور تهران ، ایران

2-گروه ویروس شناسی ، بخش هپاتیت و ایدز ، انسیتوپاستور تهران ، ایران . 

چکیده:
سابقه و هدف: پوشش گلیکوپروتئینی E2 ویروس هپاتیت سی برای ورود ویروس به سلول های میزبان مورد نیاز است، هم چنین 
به دلیل اختلاف توالی نوکلئوتیدی در ناحیه C ترمینال ژن E2 تنوع ویروسی به وجود می آید که موجب پایداری عفونت می گردد، 
در نتیجه این ژن هدف اصلی برای تولید آنتی بادی های خنثی کننده و ساخت واکسن می باشد. در این تحقیق نیز جهت مطالعه های 
مقدماتی، تمام طول ژن E2 از ژنوتیپ 2a استرین JFH1 ویروس هپاتیت سی درون وکتور(+)pET28a قرار گرفته و به درون باکتری 

E-coli انتقال یافته است.
مواد و روش ها: ژن ناحیه E2 از ژنوتیپ 2a استرین JFH1 ویروس هپاتیت سی پس از طراحی پرایمرهای دارای جایگاه آنزیم 
های محدودگر EcoR1 و Nde1 توسط واکنش PCR تکثیر گردید و محصول آن پس از تائید درون وکتور(+)pET28a نوترکیب 

گشت، سپس به روش شوک حرارتی درون سلول باکتری E-coli سویه DH5α، ترانسفورم شده و تائید گردید. 
 pET28a –( با موفقیت انجام شد و سازه نوترکیب pET28a(+)به صورت تمام طول درون وکتور E2 یافته ها: همسانه سازی ژن

E2( به درون سلول باکتری E-coli DH5α منتقل شده و تائید گردید.
نتیجه گیری: ساخت وکتور نوترکیب (+)pET28a دارای ناحیه تمام طول ژن E2 از ژنوتیپ 2a استرین JFH1 ویروس هپاتیت 
سی و انتقال به درون باکتری E-coli این امکان را فراهم می کند تا جهت بیان ژن مزبور در سویه های بیانی از این وکتور نوترکیب 

استفاده شود.
.E- coli باکتری ،pET28a(+)وکتور ،،JFH1 2 استرینa ژنوتیپ ،E2 کلمات کلیدی: ویروس هپاتیت سی، تمام طول ژن
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1- گروه زیست شناسی دانشکده علوم پایه دانشگاه پیام نور تهران ، ایران
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24 ، 27(. از آنجا که ژنوم تک رشته ایی این ویروس چندین ناحیه 
متغیر دارد )9(، هفت ژنوتیپ از آن تا کنون شناخته شده که حدود 
30 درصد در ترتیب نوکلئوتیدی و در نتیجه در سطح اسید آمینه 
ایی تفاوت دارند و این اختلاف در زیرتیپ ها به حدود 10 تا 30 
درصد می رسد )17 و 23(. از مهم ترین مناطق متغیر در ویروس، 
پروتئین E2 با حدود 40-35 درصد اختلاف در توالی نوکلئوتیدی 
است و این تنوع ویروسی سبب پایداری عفونت HCV و مقاومت 
به اینترفرون و در نتیجه مزمن شدن بیماری می گردد )5(. پروتئین 
E2 دارای 370-363 اسید آمینه است که اسید آمینه های 384 تا 
746 را شامل می شود )9، 15، 17( و جرم مولکولی آن بین 25 تا 
31 کیلودالتون بوده که به همراه اضافه شدن الیگوساکاریدها وزنی 
حدود 70-60 کیلو دالتون خواهد داشت )2، 10، 15(. این پروتئین 
برای ورود به سلول میزبان و اتصال به رسپتور مورد نیاز است و این 
اتصال از طریق ناحیه HVR-1 که بیش ترین ناحیه متغیر پروتئین 
E2 است و در انتهای آمینی آن قرار دارد صورت می گیرد )16، 18، 
HVR-1  ،)21 ، 20 به CD81 انسانی که در سطح سلول های 
مختلف از جمله کبد بیان می شود متصل می گردد )1، 23( و از 
آنجا که این ناحیه در HCV بسیار حفاظت شده است، هدف اولیه 
و عمده دارویی و درمان از جمله طراحی واکسن ها و تولید آنتی 
بادی های خنثی کننده می باشد )5، 16، 18(.  تفاوت های جزئی 
در ژنوم HCV روی همانندسازی و تکثیر ویروس هم چنین روی 
بیماری زایی و پاسخ میزبان اثر دارد، بنابراین تا کنون در مواجهه با 
این بیماری با ژنوتیپ های متفاوت درمان قطعی صورت نگرفته و 
واکسن ها و درمان های کنونی موفقیت چندانی کسب نکرده اند، 
در نتیجه مطالعه ها هم چنان بر روی ساختار و عمل کرد این ژن 
 2a از ژنوتیپ  E2 بر روی ژن ادامه دارد )13(. مطالعه پیش رو 
JFH1(( صورت گرفته است که اولین بار این ژنوتیپ از یک بیمار 
ژاپنی با هپاتیت برق آسا جداسازی شد )14، 23(. این ژن به صورت 
تمام طول درون وکتور pET28a)+(که پلاسمیدی حلقوی به طول 
5369 جفت باز دارای ژن مقاومت به آنتی بیوتیک کانامایسین، 13 
جایگاه برای برش آنزیم های محدودکننده6 و هم چنین 6 برچسب 
هیستیدینی در انتهای N و C با پروموتور T7 می باشد نوترکیب 

گردید و سپس به باکتری E-coli انتقال یافت.
1

1-cirrhosis 

2-hepacivirus 

3-flaviviridae 

4-world health organization

5-ribavirin    

6-restriction enzyme  

مواد و روش ها:
   2aژنوم کامل ویروس هپاتیت سی ژنوتیپ cDNA مولکول    
قبل   از  نوترکیب  صورت  به   pUC57 وکتور  درون  که   JFH1
ساخته شده بود از بانک ژن انستیتو پاستور تهران تهیه گردید. از 
 Gene و CLC این الگو برای طراحی پرایمر توسط نرم افزارهای
Runner به منظور تکثیر ناحیه E2 استفاده شد، هم چنین جایگاه 
آنزیم های محدودگر موردنظر از قبل در طراحی پرایمرهای جلویی 
و برگشتی7 قرار گرفتند، و جهت ساخت به شرکت تکاپو زیست 
سفارش داده شدند. تکثیر ژن کامل E2 به طول 1101 نوکلئوتید 
توسط روش PCR انجام شد و مقادیر استفاده شده جهت انجام 
ژنوم  و  برگشتی  و  جلویی  پرایمرهای  است:  این شرح  به  واکنش 
کامل ویروسی به عنوان الگو با مقادیر هر کدام 2 میکرولیتر، آنزیم 
Pfu پلی مراز با واحد آنزیمی U/µl 2/5، مخلوط دی نوکلئوتید 
 Thermo scientific, Fermentas,(  10 mM تری فسفات
بافرx10 آنزیم pfu پلی   ،  1 µl هر کدام به مقدار)Lithuania
به   )Thermo scientific, Fermentas, Lithuania( مراز 
مقدار µl 5 و در نهایت µl 37 آب مقطر دو بار تقطیر برای حجم 
ترموسایکلر دستگاه  در  و  گشته  ترکیب  مواد  همه   .50  µl  کلی 

)Mastercycler eppendorf, Germany( قرار گرفت. برنامه 
دمایی PCR به ترتیب عبارت است از 94 درجه سانتی گراد به مدت 
5 دقیقه واسرشتگی اولیه)initial denaturation(، 94 درجه به 
مدت 45 ثانیه واسرشتگی اصلی، 60 درجه به مدت 45 ثانیه اتصال 
پرایمرها، 72 درجه به مدت 90 ثانیه طویل سازی، سپس 35 بار 
تکرار چرخه تکثیر و در نهایت 72 درجه به مدت 5 دقیقه به منظور 
دمای انتهایی طویل سازی. محصول PCR روی ژل آگارز 1 درصد 
حاوی µl 3 اتیدیوم بروماید تایید شد سپس باند ژن مورد نظر از روی 
 QIA quick Gel extraction( ژل توسط کیت شرکت کیاژن
 PCR خالص گردید. در مرحله بعد محصول )kit, Germany
به مقدار µl 26 جهت هضم آنزیمی توسط آنزیم های محدودگر 
 Thermo scientific, Fermentas,(Nde1 و EcoR1 سریع
Green  x10 بافر  و   1  µlمقدار به  کدام  هر   )Lithuania 

به    )Thermo scientific, Fermentas, Lithuania(
انکوبه  ساعت   2 مدت  به  درجه   37 دمای  در   2µl مقدار 
باکتری  از  شده  استخراج   )+(pET28aوکتور سپس  گردید. 
کیاژن  شرکت  کیت  توسط   DH5α سوش   E-coli 
 µl به مقدار  )QIAprep spin Miniprep kit, Germany(
آنزیم های محدودگر سریع EcoR1 و Nde1 هر  با همان   15
کدام µl 1 و بافر Green به مقدار µl 3 طی 2 ساعت گرمخانه 
و  آمده  در  به صورت خطی  در 37 درجه   )incubation(گذاری
آماده پذیرش ژن E2 می گردد. وکتور نوترکیب با ورود ژن E2 بین 
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جایگاه برش آنزیم های محدودگر درونpET28a)+(  توسط آنزیم 
 T4 DNA ligase )Thermo scientific, Fermentas,
X10 )Ther- 1 و بافر لیگاز µl به مقدار )Lithuania, 200U

به مقدارµl 2 و   )mo scientific, Fermentas, Lithuania
قرارگیری در دمای 4 درجه به مدت یک شبانه روز به دست آمد. 
باکتری E-coli ) DH 5α(  از طریق افزودن FBbuffer )حاوی 
Glycerol ،  Mops KClو CaCl 2-2H2O ( و پس از رسیدن 
به فاز لگاریتمی OD600=0,6که توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر8 
)Milton Roy-USA501( سنجیده شد، مستعد پذیرش وکتور 
گردید. سپس وکتور نوترکیب )pET28a-E2( به درون باکتری به 
روش شوک حرارتی9 ترانسفورم شد و باکتری ها در پلیت آگار حاوی 
کانامایسین به غلظت mg/ml 50 کشت داده شدند و پس از یک 
شبانه روز گرم خانه گذاری در 37 درجه از کلونی های رشد کرده 
 )50 mg/ml( 10براث حاوی کانامایسین  LB در محیط کشت تازه
کشت داده و روز بعد جهت اطمینان از حضور پلاسمید نوترکیب 
ژن  برگشتی  و  پرایمرهای جلویی  با   PCR کلنی  باکتری،  درون 
E2 انجام گردید. هم چنین پس از استخراج پلاسمید توسط کیت 
 )QIAprep spin Miniprep kit, Germany(شرکت کیاژن
 fastNde1 و fastEcoR1 با روش هضم آنزیمی توسط آنزیم های
هر کدام µl 1 و بافر 10X Green به مقدار µl 2 و گرمخانه گذاری 
به مدت 30 دقیقه در دمای 37 درجه، حضور ژن E2 درون پلاسمید 
پس از بررسی روی ژل آگارز 1 درصد تایید گردید، و تایید نهایی 
وکتور نوترکیب برای اطمینان از عدم جهش)Mutation( در ژن 
E2 درون وکتورpET28a)+(   به روش تعیین توالی سنجر11 توسط 

شرکت زیست فناوری پیشگام صورت گرفت.
یافته ها:

پرایمرهای  با   PCR واکنش  توسط   E2 ژن  تکثیر  از      پس 
اختصاصی که توالی آن ها به همراه جایگاه آنزیم های محدودالاثر 
تایید  جهت  بار  یک   PCR محصول  است،  آمده  )جدول1(  در 
برروی ژل آگارز مشاهده شد، تا از نظر اندازه با ژن مورد نظر هم 

خوانی داشته باشد )تصویر 1(.

 

7-forward and reverse primers
8- spectrophotometer
9-  heat shock method 
10-luria bertani 
11-sanger 

محل اتصال 
پرایمر

نام آنزیم 
محدودالاثر

نام توالی پرایمر
پرایمر

از ابتدای 
ژنوم 

ویروس)بدون 
کدون آغاز( 
از نوکلئوتید 

1489

 Nde1
 (CAT
ATG)

 5’-CAT ATG
 GGC ACC
ACC GT-3’

پرایمر 
جلویی 
E2 ژن

از انتهای 
ژنوم ویروس 
از نوکلئولید 

2590

 EcoR1
 (CAA
TTC)

 5’-GAA TTC
 TTA CAA
 CTT CTC
 CAA TGC

TGC-3’

پرایمر 
برگشتی 
E2 ژن

جدول شماره 1: پرایمرهای استفاده شده در واکنش زنجیره ای پلیمراز: 

پرایمرهای اختصاصی سنتز شده برای ژن E2 ویروس هپاتیت سی که 6 

نوکلئوتید ابتدای سمت ‘5 محل قرارگیری توالی آنزیم های محدود الاثر می 

باشد. 

تصویر 1: محصول PCR )ژن E2 ویروس هپاتیت سی( تائید شده توسط 

الکتروفورز. ردیف1:  باند نمونه تکثیر شده ژن E2  تمام طول 1101 جفت باز 

نوکلئوتید. ردیف 2 : مارکر 1 کیلو جفت بازی.

سپس همسانه سازی ژن E2 درون وکتور (+)pET28a انجام 
وکتور  حجم  برابر  چهار   E2 ژن  حجم  که  صورتی  به  گرفت 
باکتری  به  نوترکیب  پلاسمید  و  گرفته شد  نظر  در  خطی شده 
نتیجه  بار دیگر  نهایت یک  یافت، در  انتقال   E-coli(DH5α)
هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب بر روی ژل الکتروفورز نشان داد 
که ژن E2 درون پلاسمید حضور دارد )تصویر2(، و تایید نهایی 
ژن  با  موردنظر  ژن  تطبیق  به صورت  توالی  تعیین  روش  با  نیز 

توالی یابی شده انجام گرفت.
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تصویر 2: تائید حضور ژن E2 درون پلاسمید pET28a)+( توسط هضم آنزیمی 

با آنزیم های محدودالاثر EcoR1 و Nde1 . ردیف 1: باند 1101 جفت بازی 

ژن E2 . باند 5369 جفت بازی در بالا مربوط به وکتورpET28a)+(  می باشد 

که بعد از برش با آنزیم های محدودالاثر به دست آمده اند. ردیف 2 :مارکر 1 

کیلو جفت بازی.

بحث:
 ( 2a از ژنوتیپ E2 یک وکتور نوترکیب حاوی ژن تمام طول   
 )Kato( تهیه شد، طبق بررسی این ژنوتیپ توسط کاتو ) JFH1
و همکاران در سال 2003، نشان داده شد که تمام طول ژنوم 
این ویروس قادر به تولید ذرات عفونی با تیتر متوسط در کشت 
سلولی می باشد که البته دلایل آن هنوز نامعلوم است )14(. از 
آنجا که تا کنون دارو و واکسنی در سراسر جهان ساخته نشده 
بیماری هپاتیت سی مقابله کند )15، 24،  با  به طور کامل  که 
این ویروس  بر روی  بنابراین تحقیق های هم چنان   )27 ،  25
ادامه دارد. با توجه به اینکه ژن E2 دارای ناحیه بسیار متغیر در 
انتهای آمینی با سایت آنتی ژنیک 412 تا 423 است هدف اولیه 
ویروس  ژنتیکی  تنوع  با  مقابله  و  واکسن  طراحی  برای  عمده  و 
E2 پوشش گلیکوپروتئینی ویروس هپاتیت سی  باشد. ژن  می 
را به وجود می آورد که برای ورود به سلول میزبان و اتصال به 
از  پروتئین  این  ، 23(، هم چنین  است )11  نیاز  مورد  رسپتور 
در  گلیکوزیلاسیون  جایگاه   11 دارای   )  JFH1  (  2a ژنوتیپ 
باشد که سبب  تا 337  اسید آمینه می  با 334  انتهای آمینی 
شکل گیری صحیح پروتئین و ورود ویروس به درون سلول می 
 C در انتهای )hydrophobic( ناحیه آب گریز ،)شود )9، 19
)کربوکسی ترمینال( پروتئین E2 قرار دارد که شامل 31 اسید 
آمینه از 716 تا 746 می باشد که به عنوان لنگر غشایی12 نامیده 
می شود و حذف این ناحیه منجر به ترشح پروتئین می گردد )4، 
7، 8(  که در مطالعه های گذشته این ناحیه حذف شده تا بیان 
آن راحت تر صورت گیرد ولی هدف این تحقیق قرارگیری ژن 
E2 به صورت تمام طول در وکتور می باشد تا با بیان طول کامل 
آینده  در  بتواند  یوکاریوتی  یا  و  پروکایوتی  های  میزبان  در  ژن 
اطلاعات ساختاری صحیحی را از این پروتئین به دست آورد. هم 

چنین وکتور نوترکیب به دست آمده در این تحقیق حاوی تمام 
هپاتیت  ویروس   JFH1 استرین   2a ژنوتیپ  از   E2 ژن  طول 
سی می باشد که به عنوان مدل استاندارد و پرکاربرد در مطالعه 
ویروس هپاتیت سی در نظر گرفته شده است و می توان ویژگی 
های ایمونولوژیکی این استرین را نیز پس از بیان در میزبان های 
پروکاریوتی و یوکاریوتی بررسی نمود، که در گذشته نیز سیستم 
های کشت سلولی بر اساس JFH1 برای مقابله با HCV توسعه 
داده شدند ولی ژن E2 به صورت نوترکیب با ژنوتیپ های دیگر 
در کشت سلول هپاتومای انسانی بررسی گردیده است )22(، هم 
چنین این ژن به صورت کوتاه شده با حذف ناحیه هیدروفوبیک 
و با هدف بیان پروتئین به صورت ترشحی بررسی گردیده است 
 pUC 8(. ژن مورد نظر هم چنین در وکتورهای دیگری چون(
وpPic9k  نیز کلون گردیده است )14، 19 ،25( ولی تاکنون 
مطابق با تحقیق پیش رو پژوهشی صورت نگرفته است که قابل 

مقایسه باشد. 
نتیجه گیری:

    کلون ژن E2 تمام طول از ژنوتیپ JFH1( 2a( درون وکتور
(+)pET28a و انتقال به سلول E-coli (DH5α) با موفقیت 
انجام شد، پیشنهاد می شود که برای مطالعه های بعدی جهت 
بیان تمام طول این پروتئین در سیستم های بیانی مختلف، این 
وکتور نوترکیب مورد استفاده قرار گیرد تا با ساخت آنتی بادی 
 E2 کامل  پروتئین  به  شباهت  ترین  بیش  دارای  کننده  خنثی 
ایمنی سازی بهینه و بیش از پیشی را در برابر ویروس هپاتیت 

سی با این ژنوتیپ به دست آورد. 
سپاسگزاری:

    پژوهش حاضر با استفاده از منابع و امکانات بخش هپاتیت و 
ایدز انستیتو پاستور تهران، ایران انجام گردیده است ،لذا مراتب 

سپاس و قدر دانی خود را از همکاران محترم آن بخش اعلام 
می داریم.

12-Anchore
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