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  چکیده

 گرمسـیري  نیمـه  و گرمسـیري  منـاطق  در کـه  باشد و گاومیش می گاو توسط بندپایان در انتقال قابل ویروسی بیماري یک )BEF(گاوي  دوام بی تب
 تصـادي اق هاي بروز خسارت موجب هاي ایران نیز شایع شده و بیماري در بسیاري از استان هاي اخیر این در سال. است شده پراکنده افریقا و استرالیا آسیا،

کلون و تعیـین تـوالی    pTZ57R/Tدر ناقل  PCRگاوي پس از تکثیر با واکنش  دوام بی تب ویروس G گلیکوپروتئین در این مطالعه ژن. گردیده است
 یـانی تکثیـر و بـه پلاسـمید ب    BamHIهاي داراي جایگاه برشی آنزیم  با استفاده از آغازگر PCRسازي، محصول  پس از اطمینان از صحت همسانه. شد

pMalc2x هـاي   سـویه ( اشرشـیاکلی هاي پذیرا شده  انتقال داده شد و سپس به سلول DH5α  وRosetta (  هـاي  کلـونی  گـري  غربـال . منتقـل گردیـد 
ایـن مطالعـه   . داشـت  اشرشـیاکلی به  pMalc2x-Gآمیز سازه  هضم آنزیمی، نشان از ورود موفقیت و PCR روش با نوترکیب پلاسمید حاوي باکتریایی

 تولیـد واکسـن و سـاخت کیـت     بـراي  اي توانـد پایـه   گاوي در ایران است که می دوام بی تب ویروس G گلیکوپروتئین سازي ژن ن گزارش از همسانهاولی
 .آینده باشد مطالعات براي این بیماري در الایزا تشخیصی

 
 .زيسا ، همسانهG گلیکوپروتئین ، ژن)BEF(گاوي  دوام بی ، تباشرشیاکلی :هاي کلیدي واژه

 
   5 4 3 2  1 مقدمه

 انتقـال   قابـل  یک بیمـاري ویروسـی   6 (BEF)دوام گاوي تب بی
بیماري نامشـخص   أمنش. است غیر واگیردارو گیر  همهتوسط بندپایان، 

ها در اواسط قـرن نـوزدهم از شـرق افریقـا و      ولی اولین گزارش ،است
ر، سپس از رودزیا، کنیا، افریقـاي جنـوبی، انـدونزي، هندوسـتان، مص ـ    

دوام گاوي  تب بی. در ژاپن داده شد 1949فلسطین، استرالیا و در سال 
گـزارش نشـده و   ) آمریکاي شـمالی و جنـوبی  (هرگز از نیمکره غربی 
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6- Bovine Ephemeral Fever 

کـه کشـور نیوزیلنـد و جزایـر      انـد  هاي سرولوژیک نشـان داده  بررسی
 بیمـاري  نیـز ایـن   در ایران .)6(پاسیفیک عاري از این بیماري هستند 

 فارس، ایلام، تهران، هاي استان سطح در واقع هاي مداريدا در تاکنون
 یزد، خوزستان، گلستان، مازندران، البرز و اردبیـل  خراسان شمالی، قم،

ر گاو، گاومیش آبی نیـز بـه بیمـاري حسـاس     ب علاوه. است شده دیده
 نشـانه  اولین .دنک بروز میاین دو حیوان در  علایم بالینی صرفاًاست و 

 دو صـورت   به گراد درجه سانتی  40-5/41 ناگهانی تب بالینی بیماري،
 سـاعت   12-18 معمـولاً  که است اي مرحله سه هم گاهی و اي مرحله
 قطـع  و کـاهش  از پـس  ساعت چند علایم سایر اغلب. کشد می طول
 شـیر،  شـدید  کـاهش  و اشـتها  قطـع . کنـد  می بروز گاوها اکثر در تب

 ترشـحات  دیگر، هاي دام رد اسهال و ها دام از بعضی در شدید یبوست
 چشـم، جمـود   از آبکـی  سـروزي  ترشحات و بینی در چسبنده و غلیظ
حرکتی و  هاي اندام عضلات در ضعف با مأتو مفاصل و عضلات شدید

ات اقتصـادي  تأثیر. باشند از جمله علایم بالینی این بیماري می لنگش
لیـد و  شدید و دامنه آن از مرگ و میر تا کاهش تو دوام تب بیبیماري 

درصد شیوع ممکن اسـت  . بر روي تجارت داخلی و خارجی است تأثیر
کـاهش وزن در اثـر   . ولی درصد مرگ و میـر پـایین اسـت    ،بالا باشد

هفته بعد  2کاهش عضلات و چربی بسیار اندك است و وزن دام بیمار 
درصد   34-95کاهش میزان شیر . گردد حالت اولیه باز می از بهبودي به
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درصـد اسـت و میـزان شـیر تولیـدي در دوران        46وسـط  مت طور  بهو 
هاي ماده ممکـن   در دام. قبل از بیماري نخواهد رسید میزان بهنقاهت 

بنـابراین بیمـاري   . هاي نر نازایی موقت ایجاد شود است سقط و در دام
و  12، 7( تهدید مهمی براي تجارت داخلی و خارجی است دوام تب بی

15.(  
طبیعت تنها از طریـق نـیش حشـرات دور    در  دوام تب بیویروس 

از خانواده  1افمروویروسدر جنس  ویروس این. یابد پرواز گسترش می
هـا،   مشـابه دیگـر رابـدویروس   . بنـدي شـده اسـت    رابدوویریده طبقـه 

. باشـند  مـی  3یا مخروطی شـکل  2شبیه گلوله تفنگ BEFهاي  ویرون
ــوم  ــروس ژن ــن وی ــوع ای ــته تــک RNAاز ن ــول  رش ــا ط ــی ب اي منف
کنـد   را کد می Mو  L ،G ،N ،P پنج پروتئینو  باز است  جفت 49001

 باشد که یک گلیکوپروتئین پیراگیر ویرونی می Gپروتئین . )16و  11(
 خود سطح در) ,G4G3a,G3bG1,G2,( ژنیک آنتی جایگاه پنج داراي

طبق مطالعات گذشـته مشـخص شـده اسـت کـه       .)13و  5(باشد  می
). 9 و 4، 3(کنـد   ظتی در گاو را القـا مـی  ایمنی حفا Gپروتئین سطحی 

کننـده خـاص ویروسـی را القـا      هاي خنثی بادي این پروتئین تولید آنتی
 4فعال در مقابل عفونت داخـل مغـزي   کرده و موجب ایجاد ایمنی غیر

و نیز حفاظت گاو در مقابـل تزریـق داخـل    ) 1(هاي شیرخوار  در موش
   ).9 و 3(است  آزمایشگاهی شده صورت به BEFوریدي ویروس 

 باشـد،  بیمـاري  ایـن  اوایل در دوام بی تب تشخیص که صورتی در
ــود خواهــد مــؤثر بســیار درمــان شــامل  ســرولوژي هــاي آزمــایش. ب

تشـخیص تـب    بـراي  6الایزاي مهاري و VN(5( سازي ویروس خنثی
 و اختصاصـی  روش الایزاي مهاري یـک  آزمایش .دارند دوام وجود بی

 اسـت کـه   هـایی  ویـروس  سـایر  ري ازاین بیما تشخیص جهت سریع
 نـوع از روش  بنـابراین ایـن   .)14(دوام دارنـد   تب بی با پادگنی قرابت
پـاراکلینیکی   مطلـوب  یـک آزمـایش   عنوان به خاصی از اهمیت الایزا،

 در دوام بـی  تـب  شناسی ایمنی ماهیت دلیل به از طرفی .برخوردار است
 در شـوند  آلـوده  ن ویـروس ای با بار یک که هایی دام تمامی تقریباً گاو،

 رو ایـن  از. باشـند  مـی  ایمـن  بیمـاري  تجربـی  و طبیعـی  چالش مقابل
 این علیه گیريپیش و جهت کنترل مؤثر روشی عنوان به واکسیناسیون

 زمینـه  در تلاشـی  حـال تـاکنون   با این. )10(است  شده عنوان بیماري
 امدو بی تب بیماري براي الایزا تشخیصی واکسن و ساخت کیت تولید

ــاوي ــران در گ ــورت ای ــه ص ــت نگرفت ــدف. اس ــن از ه ــه، ای  مطالع
در ناقل پلاسمیدي  BEF ویروس G گلیکوپروتئین ژن سازي همسانه

بـراي ایـن    الایـزا  تشخیصـی  کیـت  طراحـی  تولید واکسن و منظور به
                                                             
1- Ephemerovirus 
2- Bullet shaped 
3- Cone-shaped 
4- Intracerebral infection 
5- Virus neutralisation 
6- Blocking ELISA 

 .است آینده مطالعات بیماري در
  ها مواد و روش

  هاي ویروسی و باکتریایی سویه
ام گـاوي مـورد اسـتفاده در ایـن مطالعـه      دو سویه ویروس تب بی

از ) کـرج، ایـران  (رازي  سـازي  سرم و واکسن تحقیقات سسهؤتوسط م
هاي ریه همستر  سلول در ویروس این تکثیر. کشور ژاپن تهیه شده بود

)HmLu-1(7سلولی کشت ، کشت داده شده در محیط RPMI8 )Bio 

)Bio Ideaـ   جنین سرم درصد  پنج حاوي) ، ایران   .تگـاو صـورت گرف
 هـاي  میزبـان  عنـوان  به نیز Rosettaو  DH5α اشرشیاکلیهاي  سویه

 .شدند تهیه )ایران(شرکت سیناژن  از کلونینگ جهت پروکاریوتی
  

  طراحی آغازگر
 بانک از AB462028با شماره دسترسی  G ژن نوکلئوتیدي توالی

 بـا  سـپس . گردیـد  مشـخص  ژن ایـن  کدکننـده  ناحیه و استخراج ژن
هاي محـدودگر   محل برش آنزیم BioEdit آنلاین فزارا نرم از استفاده

 الگـوي  گـرفتن  نظر در با بعد مرحله در. روي این ژن مشخص گردید
 تـوالی  بـه  توجـه  بـا  نیـز  و محدودکننـده  هاي آنزیم با ژن این هضمی

 محل بـرش  ، توالیpMalc2xپروکاریوتی  بیانی پلاسمید نوکلئوتیدي
 ـ) امریکا ،BamHI )Fermentas  آنزیم  Gابتـداي آغازگرهـاي ژن    هب

)GR  وGF( طراحی شده توسط وانگ و همکاران ،)شـد  افزوده ،)12 .
ــوالی ــد  ت ــاي جدی ــا )GR+Bو  GF+B(آغازگره ــه  ب  Oligoبرنام

Analyzer همراه با آغازگرهاي اولیه  و بررسیGR  وGF  به شـرکت 
Bioneer )ــره ــوبی ک ــد ) جن ــاخت داده ش ــفارش س ــوالی .س ــاي  ت ه

  .اند نشان داده شده 1 استفاده در جدول هاي مورد آغازگر
  

  RT-PCRو واکنش  RNA استخراج
 توسـط ویـروس،   HmLu-1هـاي   سـلول  تخریب آثار مشاهده با
مـایع محـیط کشـت     از RNA اسـتخراج . گردید متوقف سلول کشت
 محلـول تجـاري   از هـاي تلقـیح شـده بـا ویـروس بـا اسـتفاده        سلول

RNXplus )مل شرکت سـازنده صـورت   طبق دستورالع) سیناژن، ایران
 بـرداري  نسـخه  ي مرحلـه  انجـام  بـراي  شده، استخراج RNA .گرفت

ــوس ــاخت و معکـ ــط cDNA سـ ــت توسـ  ®AccuPower کیـ
RocketScript™ RT PreMix kit شرکت ساخت Bioneer )کره 

ایـن واکـنش در حجـم نهـایی     . گرفـت  قـرار  اسـتفاده  مـورد ) جنوبی
 RNAمیکرولیتر از   10 :میکرولیتر و طبق دستور زیر صورت گرفت 20

میکرولیتر آب دو  5/9و  GFپیکومول آغازگر رفت   5/0استخراج شده، 
لیـوفیلیزه شـده    RT PreMixبار تقطیر در یک میکروتیـوب حـاوي   

                                                             
7- Hamster lung 
8- Roswell Park Memorial Institute 
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سپس . گراد انکوبه شد درجه سانتی   50مخلوط و یک ساعت در دماي 
 یک مدت  بهگراد  درجه سانتی  95جهت توقف واکنش، این مخلوط در 

  .دقیقه انکوبه گردید
 ، تکثیـر GRو  GFآغـازگر   دو هـر  از اسـتفاده  بـا  بعـد  مرحله در

cDNA از طریق واکنش PCR مقـدار  به این منظـور  .گرفت صورت 
هـاي   آغـازگر  از کـدام  هر از پیکومول  cDNA ،8/0 میکرولیتر از پنج

ــت،   ــت و برگش ــر  5/12رف ــتر میکرولیت  ،Ampliqon( مــیکس مس
 میکرولیتر آب دو بار تقطیـر  پنجو  MgCl2مولار  یلیمیک ، )دانمارك

دمایی  برنامه با cDNA تکثیر و مخلوط میکرولیتر  25 نهایی حجم در
 سـپس  و )سازي اولیه واسرشت(دقیقه چهار  گراد براي درجه سانتی  94
  45گراد بـراي   سانتی درجه  94 سازي در واسرشت صورت بهسیکل   35

درجه   72 ثانیه، بسط در  60 گراد براي ه سانتیدرج  52 ثانیه، اتصال در
 72 آخر یک مرحلـه بسـط نهـایی در    در و ثانیه  105گراد براي  سانتی

محصول تکثیر شده . گرفت صورت دقیقه هفت گراد براي درجه سانتی
 بر) ، امریکاFermentas(کیلوباز  یک نردبان ژنی کنار در PCR توسط
آمیـزي ژل بـا    دلیل رنگ  به .شد ورزدرصد الکتروف  5/1 آگارز ژل روي

DNA safe stain ــتگاه ژل ــورز در دس ــه الکتروف داك و در   ، نتیج
 ،PCR صـحت  تأییـد  از پس. مشاهده بود  معرض اشعه فرابنفش قابل

 & GF-1 AmbiClean kit (Gel(توسـط کیـت    PCR محصـول 
PCR )Vivantisــالزي ــازنده،    ) ، م ــرکت س ــتورالعمل ش ــق دس طب
  .گراد نگهداري شد درجه سانتی  -20دماي  سازي و در خالص

  
زیر توالی برشی این آنزیم . باشند می BamHI داراي توالی برشی آنزیمکه  GR+Bو  GF+Bو آغازگرهاي  Gجهت تکثیر اولیه ژن  GRو  GFهاي  آغازگر -1جدول 

 خط کشیده شده است
Table 1- GF and GR primers used for the primary amplifying of G gene and GF+B and GR+B primers containing the 

BamHI restriction endonuclease sequence. BamHI restriction sequence is underlined 
  آغازگر

Primer 
  توالی

Sequence 
GF 5'-ATGTTCAAGGTCCTMATAATTACC-3' 
GR 5'-TAATGATCAAAGAAYCTATCATCAC-3' 
GF+B 5'- GTCTGGATCCGATATGGCTAAGGTCCTCATAATTACC-3' 
GR+B 5'- GTCGGGATCCTTAATGATCAAAGAACCTATCATCAC-3' 

  
 و تعیین توالی  pTZ57R/Tدر ناقل  Gسازي ژن  همسانه

بـه ناقـل    T/Aسازي  با روش همسانه Gسازي، ژن  پس از خالص
pTZ57R/T )Fermentasایـن   بـراي انجـام  . منتقـل شـد  ) ، امریکا

ناقل،  میکرولیتر  2 خالص شده، PCRمحصول  میکرولیتر سه واکنش،
و ) X10(میکرولیتر بـافر لیگـاز     5/1لیگاز،  T4 DNAواحد آنزیم   40
میکرولیتر مخلـوط    15میکرولیتر آب دو بار تقطیر در حجم نهایی   5/7
واکـنش اتصـال   . ساعت در دماي محیط قـرار گرفـت  یک  مدت  بهو 
. گراد ادامه پیدا کـرد  جه سانتیدرچهار یک شبانه روز در دماي  مدت به

سپس محصول اتصال با اسـتفاده از روش شـوك حرارتـی بـه سـویه      
DH5α منتقـل گردیـد   کلسـیم  کلریـد  توسـط  شده پذیرا اشرشیاکلی .
و  X-galسفید بـا اسـتفاده از   /آبی گري غربالهاي مثبت توسط  کلونی

IPTG )Sigmaــا ــت  ) ، امریکـ ــیط کشـ ــر روي محـ ــد LBبـ  جامـ
تأییـد   منظور  به. جداسازي شدند )حیان، ایران  جابر ابن(ار د سیلین آمپی

نیـز   PCR-هـاي سـفید، از روش کلـونی    حضور ژن هـدف در کلـونی  
 اسـتخراج  اسـتفاده از کیـت   بـا  نوترکیـب  پلاسـمیدهاي . استفاده شد

، GF-1 plasmid DNA extraction kit )Vivantis پلاســمید
 بـه  و اسـتخراج  کلونی سه طبق دستورالعمل شرکت سازنده از) مالزي

 شـرکت  به براي تعیین توالی احتمالی هاي جهش وقوع بررسی منظور 
 از اسـتفاده  بـا  تـوالی  تعیـین  .گردید ارسال )تهران، ایران(تکاپوزیست 

. گرفـت  انجام M13 (-40) R و M13 (-40) F 1عمومی آغازگرهاي
ع بینی شده ژن هدف با تـوالی مرج ـ  توالی آمینواسیدي پیش ترازي هم
افـزار   با استفاده از نـرم  NCBI2موجود در پایگاه  BEFویروس  Gژن 

MEGA 5 گرفت صورت.  
  

  pMalc2xدر ناقل بیانی  Gسازي ژن  همسانه
 مجدد سازي براي همسانه pMalc2x بیانی ناقل در این مطالعه از

به این منظور لازم بـود کـه تـوالی برشـی آنـزیم      . استفاده شد G ژن
BamHI صول در انتهاي محPCR   بنـابراین از یـک   . قـرار داده شـود
 تأییـد   که حضور ژن هـدف در آن  pTZ57R/T-Gنوترکیب   پلاسمید
هـاي   در حضـور آغـازگر   PCRالگو بـراي واکـنش    عنوان  بهشده بود 

 صـورت   بهاین واکنش . استفاده شد BamHIداراي توالی برشی آنزیم 
، pTZ57R/T-G میکرولیتر از پلاسـمید نوترکیـب   یک: زیر انجام شد

 یـک ، GR+Bو  GF+Bهـاي   آغـازگر  از کـدام  هر از پیکومول  32/0
 10Xمیکرولیتر بـافر    U5( ،5/2(پلیمراز  Pfu DNA میکرولیتر آنزیم

Pfu PCR ) بـــدونMgSO4( ،4/0   مـــولار  میلــیdNTPs ،پـــنج 
میکرولیتـر آب دو بـار تقطیـر در حجـم       2/16و  MgCl2مـولار   میلی

درجـه    94چرخه دمـایی    35مخلوط و تکثیر طی  میکرولیتر  25نهایی 
                                                             
1- Universal primers 
2- National Center for Biotechnology Information 
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درجـه    72دقیقـه و   یـک گـراد   درجه سـانتی   52ثانیه،   45گراد  سانتی
  مراحل دمایی پیش و پس از تکثیـر بـه  . دقیقه انجام شد  2گراد  سانتی

گـراد   درجه سانتی  72دقیقه و چهار گراد  درجه سانتی  94ترتیب شامل 
 GF-1 AmbiClean Kit(توسط کیت  PCR محصول. دقیقه بود 10

(Gel & PCR )Vivantisطبق دستورالعمل شرکت سازنده، ) ، مالزي
، ابتـدا  pMalc2x بیـانی  سازي ناقـل  آماده منظور  به. سازي شد خالص

 LBو در محـیط مـایع    DH5α اشرشـیاکلی این پلاسمید در بـاکتري  
 خراجاست سیلین، کشت شبانه داده شد و سپس توسط کیت داراي آمپی
، GF-1 plasmid DNA extraction kit )Vivantis پلاســمید

  .سازي گردید خالص) مالزي
تخلیص شده  PCR به ناقل، ابتدا محصول Gانتقال ژن  منظور  به

ــزیم توســط دو ، هــرpMalc2x پلاســمید و ــا  BamHI آن هضــم و ب
 مجـدد  اتصـال  از جلـوگیري  براي. سازي شدند استفاده از کیت خالص

 از اسـتفاده  با شده هضم پلاسمید خود، به پلاسمید خورده برش ناحیه
 سـاعت  سه طی SAP(1( میگو از آمده دست  هب فسفاتاز  آلکالین آنزیم

 ایـن  از پـس  .شـد  دفسفریله گراد درجه سانتی 37 دماي در انکوباسیون
 T4 DNAآنـزیم   از استفاده با DNA و اتصال پلاسمید مرحله، عمل

 محصـول  سـپس . گرفت صورت آنزیم عملدستورال طبق) X10(لیگاز 
با روش شوك حرارتـی   حلقوي، پلاسمیدهاي تشکیل فرض اتصال، با

پذیرا شده با کلریدکلسیم انتقـال   DH5α سویه اشرشیاکلی به باکتري
 کشت دار سیلین آمپی جامد LB محیط در ها باکتري پایان، در .داده شد

 هـاي  کلونی گري بالغر باکتریایی، هاي کلونی رشد از پس. داده شدند
صـورت   هضـم  و PCR روش بـا  نوترکیـب  پلاسمید حاوي باکتریایی

پلاسـمید نوترکیـب    سـازي،  همسانه صحت از اطمینان از پس .گرفت
سـویه   اشرشـیاکلی استخراج و با استفاده از روش شـوك حرارتـی بـه    

Rosetta انتقال داده شد.  
 

  نتایج 
بـر   PCR محصول ،PCR واکنش انجام و cDNA ساخت از پس

 کیلوباز الکتروفـورز یک  نردبان ژنی کنار در درصد 5/1آگارز  ژل روي
 بـه  منجر موفقیت با PCR واکنش که داد نشان الکتروفورز نتایج. شد

اسـت   شـده بـاز   جفـت  1823 طول با انتظار مورد DNA قطعه ساخت
 ناقـل  و PCR بـین محصـول   اتصـال  مرحلـه  انجام از پس). 1شکل (

pTZ57R/T، ي سـویه  بـه  یافتـه  اتصـال  محصـولات  انتقال DH5α 
 روي بـر  سـفید  هـاي  کلـونی  ظهور. صورت گرفت اشرشیاکلی باکتري
ــد داراي  LB محــیط ــده نشــان Xgalو  IPTGجام  موفــق ورود  دهن

-بـا اسـتفاده از روش کلـونی   . ها بود در باکتري Gپلاسمید حاوي ژن 
PCRفید هاي س سازي و حضور ژن هدف در کلونی همسانه صحت ، از

 هـاي  سـه کلـونی حـاوي پلاسـمید     .)1 شـکل (اطمینان حاصل شـد  
                                                             
1- Shrimp Alkaline Phosphates 

 تـوالی  تعیـین  تکاپوزیست توسط شرکت ،PCR با شده تأیید نوترکیب
یـابی ایـن سـه کلـونی و      آمده از توالی دست بهبندي نتایج  جمع. شدند

BLAST هاي ژن  کردن آن با توالیG هاي مختلف از ویـروس   سویه
BEF   ـ  نشـان داد کـه سـویه     NCBIک ژن ثبت شـده در پایگـاه بان

قرابـت را بـا سـویه     تـرین  بـیش ویروسی مورد استفاده در این مطالعه 
YHL ) ،با این وجود چهـار جـایگزینی   . داشت) 1966یاماگوچی، ژاپن

بینی شده ژن هـدف در مقایسـه بـا سـویه      در توالی آمینواسیدي پیش
YHL  دي در آمینواسـی    هـاي  هـا، جـایگزینی   از بـین آن . مشاهده شـد

در برخی ) Rبه  K( 333و ) Tبه  G( ،170 )Nبه  E( 75هاي  موقعیت
ولی جایگزینی در  ،نیز مشاهده شدند BEFهاي ویروس  دیگر از جدایه

تنها در سویه مورد مطالعه در این تحقیق وجـود  ) Tبه  I( 19  موقعیت
 شـده  بینـی  پـیش  آمینواسـیدي  هاي توالی ترازي همحال  با این. داشت
 شـده  کلـون  G ژن G3 و G1، G2 ژنیکی آنتی هاي جایگاه به مربوط

 در شـده  ثبت BEF ویروس هاي سویه برخی با pTZ57R/T ناقل در
گـذاري در  تأثیرنشـان داد کـه هـیچ جهـش      NCBI اطلاعاتی پایگاه

با اسـتفاده از  ). 2جدول (ها رخ نداده است  در این جایگاه PCRنتیجه 
آمده  دست بهو بررسی توالی  ExPASy ProtParamافزار آنلاین  نرم

آمینواسـید    608از شرکت تکاپوزیست مشخص شـد کـه ایـن ژن بـا     
توانـد پروتئینـی بـا وزن     باشد و می می 25/6داراي نقطه ایزوالکتریک 

  .کیلو دالتون را کد کند  456/70مولکولی 
 GR+Bو  GF+Bهـاي   با استفاده از آغـازگر  PCRانجام واکنش 
حاوي ژن هدف، منجر به تکثیـر   pTZ57R/T-G  روي یک پلاسمید

باز گردیـد کـه داراي تـوالی برشـی       جفت  1823طول   محصولاتی به
شـکل  (بودنـد   pMalc2x بیـانی  جهت انتقال به ناقل BamHIآنزیم 

 نوترکیـب  پلاسـمید  حـاوي  باکتریـایی  هـاي  کلـونی  گـري  غربـال ). 2
pMalc2x-G ــا ــی  و PCR روش ب ــم آنزیم ــحت   ،هض ــان از ص نش

داشـت   DH5α ي سـویه  اشرشـیاکلی  در باکتري Gسازي ژن  نههمسا
هـاي   نوترکیـب از کلـونی   هـاي  در پایان استخراج پلاسمید .)2شکل (

صورت گرفت که  Rosettaسویه  اشرشیاکلیها به  مذکور و انتقال آن
دار نشـان   سیلین آمپی جامد LB هاي باکتریایی روي محیط رشد کلونی

  .به این سویه داشت pMalc2x-Gآمیز سازه  از ورود موفقیت
 
 بحث

گسـترش   ایـران  در گـاوي  دوام بـی  تب بیماري اخیر هاي سال در
هـاي   در برخی از گـاوداري  اقتصادي هاي موجب بروز خسارت یافته و

 هـاي  سـویه  در ژنیـک  آنتـی  هاي وجود تفاوت اگرچه .کشور شده است
 مونوکلونـال  هـاي  بـادي  آنتـی  کمـک  مختلف ویروس این بیماري بـه 

 منـاطق  از ویـروس  ایـن  مختلـف  هـاي  سویه اما است،  شده مشخص
 یگرعلیـه یکـد   کننـده  محافظـت  ایمنـی  موجـب  متفاوت، جغرافیایی

جهـت   مـؤثر  روشـی  عنـوان  بـه  بنابراین واکسیناسیون ).10( شوند می
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: 2کیلوباز؛ ستون  1نردبان ژنی : 1ستون %. 5/1روي ژل آگارز  بر DH5αهاي سفید  روي کلونی PCRو نتیجه  Gل از تکثیر ژن جفت بازي حاص 1823باند  - 1شکل 

 .کلونی منفی: 5هاي سفید مثبت؛ ستون  کلونی: 4و  3هاي  ؛ ستونGجفت بازي ژن  1823محصول 
Figure 1- The 1823 bp band of G gene and colony PCR from random selected DH5α white colonies on 1.5% agarose gel. Lane 1: 1 

Kb DNA Ladder; Lane 2: 1823 bp product of G gene; Lanes 3 and 4: positive colonies; Lane 5: negative colony. 
  

 هاي برخی سویه با pTZ57R/T ناقل در شده کلون G ژن G3و  G1 ،G2ژنیکی  هاي آنتی بینی شده مربوط به جایگاه پیش هاي آمینواسیدي توالی ترازي هم - 2جدول 
  .اند مشخص شدهدار  به صورت برجسته و زیر خطهاي آمینواسیدي با سویه مورد مطالعه،  تفاوت. NCBIثبت شده در پایگاه اطلاعاتی  BEF ویروس

Table 2- Alignment of the predicted amino acid sequences corresponding to the antigenic sites of G1, G2 and G3 of G gene cloned 
into the pTZ57R/T vector with some strains of BEFV in NCBI. The residues differing from the sequence of the studied strain are 

bolded and underlined. 
 G3a (49-63) G2 (168-189) G3b (215-231) G3c (262-271) G1 (487-503) 

Studied 
strain QAHHNLAKDEHYNKI FLTPCTINDSKTKGCPLKDITG KSFRSELNDTERLWEAP IENQTESDFQ YEEDEKFKPVNLSPHEK 

CS1818 QAHHNLAKDEHYNKI FLTPCTINDSKTKGCPLKDITG TSFRSELNDKERLWEAP IKNQTESDFQ YEEDEKFKPVNLNPHEK 
YHL QAHHNLAKDEHYNKI FLNPCTINDSKTKGCPLKDITG KSFRSELNDTERLWEAP IENQTESDFQ YEEDEKFKPVNLSPHEK 
HL-2002 QAHHNLAKDEHYNKI FLTPCTINDSKTKGCPLKDITG KSFRSELNETERLWEAP IENQTESDFQ YEEDEKFKPVNLSPHEK 
2008/TR/
CP62 QAHHNLAKDEHYNKI FLTPCTINDSKTKGCPLKDITG KSFRSELNDTERLWEAP IENQTESDFQ YEEDEKFKPVNLSPHET 
ISR 10/3 QAHHNLAKDEHYNKI FLTPCTINDSKTKGCPLKDITG KSFRSELNDTERLWEAP IENQTESDFQ YEEDEKFKPVNLSPHET 

  

تواند کمک شایانی به  موقع این بیماري می  تشخیص به چنینهم
بنابراین هدف از ایـن مطالعـه،   . هاي درمانی مناسب کند اجراي دستور

ــر G گلیکــوپروتئین ژن ســازي همســانه هــاي  در ناقــل BEF وسوی
pTZ57R/T و pMalc2x سـاخت واکسـن و    جهت اي پایه منظور به

 .بود آینده مطالعات براي این بیماري در الایزا تشخیصی کیت طراحی
توسـط ناقـل باکولوویروسـی     BEFویـروس   G  در تحقیقی، پـروتئین 

BacPAK6  محققان با توجه به خصوصیات این ). 4(کلون و بیان شد
، پیشنهاد کردند که احتمالاً ایـن پـروتئین   G  الاي پروتئینمحافظتی ب

اي بـر   در مطالعـه ). 4(واکسن استفاده شود  عنوان بهتواند  نوترکیب می
، ایـن ژن در ناقـل پلاسـمیدي    BEFویـروس   Gروي گلیکوپروتئین 

pUCI8 ایــن ). 3(انتقــال داده شــد  1کلــون و بــه ویــروس واکســینیا
هـاي   بـادي  توانست تولید آنتـی  Gئین محققان گزارش کردند که پروت

 . کننده را القا کند و موجب حفاظت در مقابل عفونت تجربی گردد خنثی
پروموتر قـوي   داراي شده در این تحقیق استفاده pMalc2x پلاسمید

lac سـایر   بـا  مقایسـه  در پـروتئین  و بیشتر مؤثر بیان موجب که است
 بیـان  مشـکلات  از ییک ـ .خواهد شـد  پروکاریوتی بیانی پلاسمیدهاي

 پروتئین نامحلول اشکال تولید ،اشیرشیاکلی در هترولوگ هاي پروتئین
آمدن بر این مشکل،  براي فایق .است 2اجسام متراکم صورتبه  بیانی

                                                             
1- Vaccinia virus 
2- Inclusion bodies 
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زیـرا   ،استفاده شـد  Gسازي ژن  جهت همسانه pMalc2xاز پلاسمید 
 MBP(1( مـالتوز  بـه  شونده متصل این پلاسمید قادر به بیان پروتئین

شود و  پروتئین نوترکیب بیان می با همراه فیوژن صورت بهباشد که  می
 تواند قابلیت حلالیـت بـه آن دهـد و بنـابراین از تشـکیل اشـکال       می

 مزیـت ). 2(جلـوگیري خواهـد کـرد     اشیرشیاکلی در پروتئین نامحلول
 امکـان  MBP کـه  اسـت  ایـن  pMalc2x پلاسـمید  از استفاده دیگر

مطلوب  نحو  به آمیلوز رزین از استفاده با را یانیب پروتئین سازي خالص
 استفاده مورد هاي نسبت به سایر رزین آمیلوز رزین. فراهم خواهد کرد

تري  ، قیمت ارزاناشرشیاکلی در بیانی هاي پروتئین سازي خالص براي
 بـازده  بـا  و به خوبی MBP دنباله داراي هاي پروتئین جذب با داشته و

   .ها خواهد شد این پروتئین سازي خالص موجب بالا
ژنیکـی   جایگـاه آنتـی   پـنج کننـده در   ژنی خنثـی  هاي آنتی اپیتوپ

یـک   G1. اند واقع شده Gدر اکتودومین پروتئین ) G4تا  G1(مستقل 
  انتهایی از اکتودمین اسـت کـه در موقعیـت   -Cجایگاه خطی در ناحیه 

ی غیر یک جایگاه فضای G2. واقع شده است 503تا  487آمینواسیدي 
رسد در دمین فیوژن مجاور به دو آمینواسـید   می نظر بهخطی است که 

  قـرار گرفتـه اسـت و در موقعیـت     ،شدت حفاظـت شـده   سیستئینی به
یک جایگـاه فضـایی پیچیـده     G3. باشد می 189تا  168آمینواسیدي 

هـاي   در موقعیـت  ترتیـب  بـه  G3cو  G3a ،G3bاست که از سه جزء 
. تشکیل شده است 271تا  262و  231تا  215، 63تا  49آمینواسیدي 

G3  از پـروتئین   1غنی از سیسـتئین  "سر"درG     واقـع شـده اسـت و
، گیرنده اتصالی دمین همولـوژي پلکسـترین    رسد این ناحیه می نظر به
)PH(2 ژنیـک   موقعیت جایگـاه آنتـی  . دهد را تشکیل میG4   تـاکنون

 بینـی  پـیش  سیديآمینوا  توالی ترازي هم). 8،12(مشخص نشده است 
 ویـروس  هـاي  سـویه  برخـی  این مطالعه بـا  در شده کلون G ژن شده

BEF  هـا و بنـابراین    در ایـن جایگـاه   مـؤثر نشان از عدم وقوع جهش
 . حفاظت شدن این نواحی داشت

 در G ژن موفـق  سـازي  همسانه از اطمینان از در این مطالعه پس
ــاکتري  در و pMalc2x پلاســـمید ــیاکلیبـ ــویه اشرشـ  ،DH5α سـ

از ایـن بـاکتري    Rosetta سویه به شده غربال نوترکیب پلاسمیدهاي
 برخـی    کدکننده هاي ژن حاوي Rosettaسویه  زیرا ،انتقال داده شدند

جهت بیـان یـک پـروتئین     نایاب هاي کدون براي ناقل هاي RNA از
گیري سـاختار   و شکل مؤثراین خصوصیات براي بیان . نوترکیب است

 و کننـده  عمـل  حالـت  یک آن به ین نوترکیب، کهتر یک پروتئ طبیعی
  .باشند کند، ضروري می القا می زیستی را وظیفه داراي

                                                             
1- Maltose binding protein 
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نردبان ژنی : 1ستون . pMalc2x-Gو نتیجه هضم آنزیمی سازه نوترکیب  BamHIهاي داراي جایگاه برشی آنزیم  با آغازگر Gحاصل از تکثیر ژن  PCRمحصول  - 2شکل 

 Gحاوي ژن  pMalc2xپلاسمید : 4؛ ستون BamHIقبل از هضم با آنزیم  Gحاوي ژن  pMalc2xپلاسمید : 3  ؛ ستونGجفت بازي ژن  1823محصول : 2ن کیلو باز؛ ستو 1
 بعد از هضم آنزیمی

Figure 2- The PCR product of G gene amplified using primers containing the BamHI restriction endonuclease sequence and the 
result of enzyme digestion of pMalc2x-G construct on 1.5% agarose gel. Lane 1: 1 Kb DNA Ladder; Lane 2: 1823 bp product of G 
gene; Lane 3: pMalc2x-G containing G gene before enzyme digestion with BamHI; Lane 4: pMalc2x-G containing G gene digested 

with BamHI 
  

                                                             
1- Cysteine-rich “head” 
2- Receptor-binding pleckstrin homology (PH) domain 
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Introduction Bovine ephemeral fever (BEF) is an arthropod-borne viral disease of cattle and water buffalo, 

spanning tropical and subtropical zones in Asia, Australia, and Africa continents. The clinical signs of BEF 
disease in cattle are acute febrile reaction, stiffness, lameness, depression, cessation of rumination, and 
constipation. This disease was caused by Ephemerovirus of the Rhabdoviridae. Bovine ephemeral fever virus 
(BEFV) has a negative single stranded RNA genome and viral particles are bullet or cone-shaped. Five structural 
proteins of BEFV have been described comprising a nucleoprotein (N), a polymerase-associated protein (P), a 
matrix protein (M), a large RNA-dependent RNA polymerase (L) and a surface glycoprotein (G) spanning the 
viral envelope. The G protein is a class I transmembrane glycoprotein that forms clear projections on the virion 
surface. The protein G is main protective antigen and there are four antigenic sites (G1, G2, G3, and G4) on its 
surface. The G glycoprotein of BEFV is a type-specific neutralizing antigen and induces protective immunity in 
cattle. It has been shown to induce virus-specific neutralizing antibodies that confer passive protection against 
intracerebral infection of suckling mice and protect cattle against experimental intravenous BEFV challenge. In 
recent years, BEF has been distributed in many provinces of Iran such as Tehran, North Khorasan, Golestan, 
Mazandaran, Ardebil, Ilam, Khuzestan, Fars, and Yazd and caused economic losses. Treatment will be very 
effective if BEF is diagnosed early. The blocking ELISA test is preferred for the diagnosis and monitoring of 
clinical bovine ephemeral fever. On the other hand, vaccination has been suggested as an effective approach for 
control and prevention against to BEF. Nevertheless, no effort has yet been accomplished for production of a 
vaccine and development of an ELISA kit for BEF diagnosis in Iran. Hence, the aim of this study was molecular 
cloning and sequencing of G glycoprotein gene of bovine ephemeral fever virus (BEFV) in Escherichia coli. 
These findings provide the basis for the production of a vaccine and development of an ELISA kit for BEF 
diagnosis in future studies. 

Materials and method The strain of BEFV used in this study was provided of Razi Vaccine and Serum 
Research Institute (Hesarak, Karaj, Iran). BLAST analysis based on G gene sequence showed that this strain had 
the most identity with the YHL strain isolated in Japan’s Yamaguchi prefecture in 1966. DH5α and Rosetta 
Strains of E. coli were used for cloning of G gene. Total RNA was extracted from the supernatant of BEFV-
infected cells and reverse-transcribed into cDNA. The cDNA template was amplified by PCR using the primer 
pairs GF and GR in order to amplify the full length of G gene. The amplified G fragment was cloned into 
pTZ57R/T vector and then transferred into E. coli DH5α. Insert-positive clones were isolated by blue/white 
screening of bacterial colonies using X-gal and IPTG on LB ampicillin plates. The transformed colonies were 
screened for desired gene performing colony PCR. In order to confirm of cloning accuracy, the recombinant 
plasmids were sequenced. Then a recombinant pTZ57R/T plasmid (pTZ57R/T-G) was used as the template for 
PCR amplification using primers containing the BamHI restriction endonuclease sequence. A pMalc2x vector 
was used in this study. In order to introduce the amplified gene into pMalc2x vector, plasmid DNA and purified 
PCR products were digested with BamHI restriction enzyme through the sites created by the primers. After 
ligation, pMalc2x-G construct was transformed into susceptible E.coli (DH5α and Rosetta strains) cells. 

Results and Discussion The 1823 bp fragment of G gene was successfully amplified in RT-PCR and 
visualized on 1.5% agarose gel. The transformed DH5α colonies (with recombinant pTZ57R/T vector) were 
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confirmed and selected for having 1823 bp fragment using colony PCR method. The result of sequencing of 
pTZ57R/T-G showed that the predicted amino acid sequence of G gene had four amino acid substitutions in 
sequence that have no significant effect on antigenic sites. Amplification of a recombinant pTZ57R/T plasmid 
(pTZ57R/T-G) using primers containing the BamHI restriction endonuclease sequence produced an amplified 
fragment of G gene to introduce into pMalc2x vector. After verification, the recombinant plasmid was extracted 
and then transformed into E. coli Rosetta competent cells. Screening of bacterial colonies containing 
recombinant plasmid by PCR and restriction enzyme digestion showed that pMalc2x-G construct was 
successfully transformed into E.coli. 

Conclusion This study is the first report of cloning of G glycoprotein gene of bovine ephemeral fever virus 
using pTZ57R/T and pMalc2x vectors into E.coli in Iran. The pMalc2x-G construct can be used for production 
of G recombinant protein for development of an ELISA kit for diagnosing BEF in future studies. Furthermore, 
each of these recombinant plasmids can be used as the basis for transformation and expression of G gene into a 
eukaryotic expression system in order to production of a vaccine for BEF in future studies. 
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