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چکیده
عموماً در ایجاد و ) BLV(ویروس لکوز گاوي  يوسیلهه بکه  استویروسی رترو بیماريیک ) EBL(يلکوز انزئوتیک گاو

. شودمیدر گله اقتصادي قابل توجههايخسارتبروز و کاهش توان تولید موجب این بیماري.شودمیمشاهدهصنعتیهايدامداري
. گرددم مثبت انجام میرجداسازي یا حذف حیوانات سهاي سرولوژي، شناسایی وبا انجام آزمایش BLVهاي ناشی از کنترل عفونت

يسویهدر منتقل و  pMalc2xپروکاریوتی ، به پلاسمید بیانیPCRتوسطپس از تکثیر BLVاز  p24پروتئین ژن ،این مطالعه در
DH5α  با استفاده از روش نوترکیبپروتئین بیان . بیان شداشرشیاکلیازSDS-PAGEنوبلاتوایم(و متعاقب آن وسترن بلات( 

آنالیز .مطابقت داشت،پروتئین فیوژن ازبا وزن مولکولی مورد انتظار )کیلودالتون 63(پروتئین بیان شده وزن مولکولی . بررسی شد
. دهدمیواکنش BLVبادي ضد سرم مثبت تجاري حاوي آنتییک با اختصاصی به طوربیان شده  p24پروتئین داد که  نشانوسترن بلات

بیان  اشرشیاکلیدر p24-pMalc2xنوترکیب  يسازهتوسط لکوز گاوي با موفقیت از ویروس  p24پروتئین در این مطالعه بنابراین 
.گردید

اشرشیاکلی، p24نوترکیب ، پروتئین )BLV(گاويلکوزویروس: کلمات کلیدي

مقدمه
هاي مهم یکی از بیماريEBL(1(ينزئوتیک گاوالکوز 

هاي متراکم و صنعتی در ایران و جهان است گاوداريدر
. شودهاي لنفاوي مشخص میبافتکه با ایجاد تومور در

گاوياین بیماري، ویروس لکوز يعامل ایجاد کننده
)BLV(2جنس دلتارتروویروس رتروویریده وخانواده از

در گاو ایجاد تنها غالباً طور طبیعیه ب این ویروس. است
گاومیش نیز گزارش کند، ولی موارد عفونت درعفونت می
تا آخر عمر  BLVگاوهاي مبتلا به عفونت . شده است

ها بدون علائم بالینی به آنترمانند و بیشآلوده باقی می
توانند موجب دهند، اما به عنوان حامل میمیه زندگی ادام

ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز، دانشکدهايحرفهدکتري  يدانش آموخته 1
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازاستاد گروه پاتوبیولوژي، دانشکده *2
ي علوم دامی و صنایع دانشکدهدام،نژاداصلاحوژنتیکدکتري يآموختهدانش3

گاوهاي آلوده از درصد 1تر از کم. انتقال ویروس گردند
طولانی به لکوز  نهفته نسبتاً يپس از یک دوره BLVبه 

ها ماه پس از ظهور اولین نشانه5تا1مبتلا شده و حدود
به  BLVاز گاوهاي آلوده به  درصد 30تقریباً. میرندمی

اثر بروز  این حیوانات در. شوندلنفوسیتوز پایدار مبتلا می
هاي مستعد ابتلا به عفونت ،هاي ایمنینظمی در پاسخبی
با توجه  .دارندتري کم يبازدهدر کل،  و باشندیه میثانو

هاي مرتبط با بیماري لکوز، لنفوسیتوز پایدار و به خسارت
رات گاو و اسپرم،در امر صاد ویژه ایجاد محدودیته ب

BLV محسوب  مهم گاو هاي نسبتاًیکی از ویروس

E-mail: masoudrs@yahoo.com)ي مسئولنویسنده(
خوزستانرامینطبیعیمنابعوکشاورزي، دانشگاهغذایی

1- Enzootic bovine leukemia
2- Bovine leukemia virus
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 ضددلیل فقدان واکسن بر ه شود و در حال حاضر بمی
شناسایی حیوانات حامل  ،این ویروس، تنها راه مقابله با آن

و جدا کردن و  PCRهاي سرولوژي یا با انجام آزمایش
ن حیوانات از سایر گاوهاي گله مدیریت جداگانه ای

 .Burridge et al. 1981, D'Angelino et al(باشد می

1998, EFSA AHAW Panel 2015, Hopkins and 
Digiacomo 1997(.

 BLVبراي شناسایی گاوهاي آلوده به  PCRآزمایش 
پس از  7تا  5ه از روز آزمایشی بسیار حساس است ک

 EFSA AHAW Panel(تواند مثبت گردد آلودگی می

در سطح وسیع در حال کاربرد این آزمایش با این). 2015
از میان . استهاي سرولوژي دشوار مقایسه با آزمایش

اولین آزمایش سرولوژي  AGIDهاي سرولوژي،آزمایش
بودBLVهاي ضد باديتفاده شده براي ردیابی آنتیاس
)Miller and Olson هاي آزمایش ،تدریجه اما ب) 1972

یزا طراحی و مورد استفاده قرار ویژه آزمایش الاه ب يدیگر
آزمایشی ساده و با ویژگی بالا  AGIDآزمایش . گرفتند

شود، اما محسوب می BLVبراي تشخیص عفونت 
همچنین بر خلاف . تر استکم الایزا حساسیت آن از

 ،گردد، مثبت میپس از آلودگی 3تا 2يیزا که از هفتهالا
با . داردهفته زمان نیاز 12تا  3به  AGIDپاسخ مثبت به

یزا در حال حاضر این آزمایش توجه به سهولت انجام الا
ترین آزمایش سرولوژي براي شناسایی گاوهاي آلوده رایج
براي ).EFSA AHAW Panel 2015(باشد می BLVبه 

عنوان ه ویروس بساختاري  هايیزا از پروتئینانجام الا
ژنوم ویروس لکوز گاوي داراي . گرددژن استفاده میآنتی

 Sagata(هاي تنظیم کننده است ژنو gag،pol ،envژن 3

et al. 1985.(هاي ساختاريتر پروتئینبیشBLV ه که ب
شوند ایمونوژن کد می envو  gagهاي ژن يوسیله

 ،BLVهاي طبیعی با طی عفونت هستند، اما در
کد (gp51و  gp30هاي پروتئینتر علیه ها بیشباديآنتی

کد شده توسط ژن (p24و  p15و ) envشده توسط ژن 
gag (شوند تولید می)Deshayes et al. 1980 .( بر این

ها در طراحی ژنتوان از هر یک از این آنتیمی ،اساس

نظر ه استفاده نمود، اما ب BLVهاي سرولوژیک آزمایش
 gp51مرکزي ویروس و  يهسته p24رسد پروتئین می

باشند برخوردار براي این منظور از قابلیت بهتري غشایی 
)Bex et al. 1979 (هاي تجاري و در حال حاضر کیت

. شوندتهیه می p24یا  gp51استفاده از با BLVیزاي الا
Bicka  پروتئین توانستند  2000و همکاران در سال

p24  را توسط ناقل بیانیpT7This  ي سویهدرBL21

(DE3)در ایران . کلون و بیان کننداشرشیاکلیMomtaz

را با p24پروتئینیژنآنتی 2008در سال همکارانو
BL21ي در سویهو pET-28(a)بیانی ناقلازاستفاده

(DE3)آنالیز خصوصیات . کلون و بیان کردنداشرشیاکلی
ژنیکی این پروتئین بیان شده با استفاده از وسترن آنتی

بلات، نشان از اختصاصیت و حساسیت بالاي آن در 
هاي آلوده در سرم گاو BLVبادي ضد اتصال به آنتی

 2013و همکاران در سال  Larsenهمچنین . داشت
یروس و وولوبا استفاده از سیستم بیانی باک را p24پروتئین 
بیان نمودند که از آن به عنوان  1Sf21هاي حشره در سلول

بر اساس . کف پلیت الایزا استفاده شد يژن پوشانندهآنتی
 p24مطالب گفته شده و اهمیت کاربردي پروتئین 

هاي الایزاي تشخیصی براي نوترکیب در طراحی آزمایش
BLV ،این این مطالعه کلونینگ مولکولی و بیان هدف از

. بودپروتئین در یک سیستم بیانی پروکاریوتی 

کار مواد و روش
با مبتلا به عفونتدر این مطالعه از خون یک گاو 

تایید  الایزا که عفونت آن با آزمایشویروس لکوز گاوي 
مثبت . آزمایشی استفاده شد يبه عنوان نمونه،شده بود

اختصاصی براي هاي بودن این نمونه با استفاده از پرایمر
OIEدستورالعمل طبق، PCRو انجام  ویروس لکوز گاوي

)OIE 2013 ( همچنین در این . مورد تایید قرار گرفتنیز
pMalc2xبیانی پروکاریوتی پلاسمید تحقیق از 

)NewEngland Biolabs, USA ( يسویهو ازDH5α

1- Spodoptera frugiperda
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و کلونینگجهتپروکاریوتیمیزبانعنوانبهاشرشیاکلی
.استفاده گردیدبیان ژن 
دسترسیيشمارهباp24ژننوکلئوتیديتوالی

M10987براي طراحی پرایمر وشد استخراجژنبانکاز
استفاده قرار مورد Primer3خط برافزاربا استفاده از نرم

استفادهبااین ژن توالیهضمیهمچنین الگوي. گرفت
نظر سپس با در .گردیدمشخص BioEditافزارنرماز

قابل استفاده براي يکنندهمحدودهايآنزیمگرفتن 

، توالی مکان برش pMalc2xکلونینگ این ژن در پلاسمید 
وکلئوتید همراه با چند ن HindIIIو  EcoRIي هاآنزیم

 '5يهاي آنزیمی در ناحیهمنظور تسهیل برشه اضافی ب
توالی  متعاقباً. داده شدقرار ،پرایمرهاي طراحی شده

مورد  Oliganalyzerافزار با نرم) 1جدول (نهایی پرایمرها 
ها به شرکت تکاپوزیست ارزیابی قرار گرفته و ساخت آن

. سفارش داده شد) ایران(

توالی نوکلئوتیدي پرایمرهاي رفت و برگشت، به ترتیب . BLVویروس  P24توالی پرایمرهاي طراحی شده براي تکثیر ژن : 1جدول 
باشندمی HindIIIو  EcoRIهاي محدودکننده داراي جایگاه برشی آنزیم

پرایمر توالی
p24F 5' -GCACTCCGAGAATTACAAGAGAATTCAATG-'3

p24R 3'-TATGAAGCTTTTATGCACAAGCCTGCAGTTTT-5'

 يلیتر نمونهمیلی 5/0از  ابتداPCRبراي انجام آزمایش 
خون گاو مبتلا به عفونت با ویروس لکوز، با استفاده از 

استخراج ) سیناکلون، ایران(CinnaPure-DNAکیت 
DNAپرایمرهاي ازاستفادهسپس با.صورت گرفت

،2XPCR)Ampliconطراحی شده و مسترمیکس
5مقدار:انجام شدزیر شرحه بPCRواکنش،)دانمارك

میکرولیتر25،استخراج شده DNAاز میکرولیتر
یک از هر از) پیکومول20(میکرولیتر5/0مسترمیکس،

5/18و) MgCl2)mM50میکرولیتر 5/0،هاپرایمر
میکرولیتر 50نهاییحجمدرتقطیرباردوآبمیکرولیتر

-درجه94دماییيبرنامهبانظرموردژنتکثیرومخلوط

شاملتکثیر يچرخه30،دقیقه3گراد به مدتسانتی ي
يدرجه52ثانیه،45برايگراد سانتیيدرجه94

1براي گراد سانتیيدرجه72و ثانیه45برايگراد سانتی
به گراد سانتیيدرجه72انتهادرودر هر چرخهدقیقه
ژلرويPCRمحصول. پذیرفتصورتدقیقه7مدت
.دشالکتروفورزDNAکشخطکناردرودرصد1آگارز

توسط کیت  PCR، محصولPCRپس از تایید صحت 
)GF-1 AmbiClean Kit (Gel & PCR)Vivantis ،

سازي طبق دستورالعمل شرکت سازنده، خالص) مالزي
.شد

و براي کلونینگ pMalc2xبیانیناقلدر این مطالعه از
 ،این پلاسمید. استفاده شداشرشیاکلی درp24ژنبیان

مالتوزبهشوندهمتصلبه نام پروتئینرا پروتئینی 
)MBP(1آمینی در انتهاي فیوژنکند که به صورتکد می

سازي ناقلمنظور آمادهبه .گیردپروتئین بیانی قرار می
اشرشیاکلیباکتري DH5αيسویه، ابتدا pMalc2xبیانی

سیلینمایع داراي آمپیLBدر محیط حاوي این پلاسمید 
)µg/ml(کشت شبانه داده شد و سپس توسط کیت ،

GF-1پلاسمیداستخراج plasmid DNA extraction kit

)Vivantisگردیدپلاسمید انجام سازي خالص) ، مالزي.
PCRبه ناقل، ابتدا محصول p24انتقال ژن  براي

توسطدو، هرpMalc2xپلاسمیدتخلیص شده و
،HindIII)FermentasوEcoRIيهاي محدودکنندهآنزیم

GF-1(هضم و با استفاده از کیت )امریکا AmbiClean 

Kit (Gel & PCR)Vivantisسازي شدندخالص) ، مالزي. 

1- Maltose binding protein
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PCRمحصول وتصال پلاسمیدمرحله، عمل ا اینازپس

T4آنزیم ازاستفادهبا DNA  لیگاز)X10 (طبق
اتصال، محصولسپس. گرفتصورتآنزیمدستورالعمل

با روش شوك حلقوي،پلاسمیدهايتشکیلفرضبا
پذیرا شده  ،اشرشیاکلیباکتريDH5αيسویهحرارتی به 

درهاباکتريپایان،در.انتقال داده شد ،با کلریدکلسیم
ازپس. شدندداده کشتدارسیلینآمپیجامدLBمحیط
باکتریاییهايکلونیغربالگريباکتریایی،هايکلونیرشد

آنزیمی هضموPCRروشبانوترکیبپلاسمیدحاوي
کیت استفاده از پلاسمیدهاي نوترکیب با .صورت گرفت

استخراج و به مثبت استخراج پلاسمید از سه کلونی 
.شدندبه شرکت تکاپوزیست ارسال منظور تعیین توالی

و  M13Fهاي عمومی رپرایمتعیین توالی با استفاده از 
MalE اطمینان از صحت پس از . صورت گرفت
یک کلون باکتري حاوي پلاسمید نوترکیب پس ، گکلونین

سیلین مایع داراي آمپیLBاز کشت شبانه، در محیط 
)μg/ml100،2(و گلوکز) ایران، شرکت جابرابن حیان 

با رشد . کشت داده شد 100به  1به نسبت ) درصد
 600در طول موج  7/0باکتري و رسیدن به کدورت 

ایزوپروپیل (IPTGنانومتر، به منظور القاء بیان پروتئین، 
اضافه شد و  mM1با غلظت  )گالاکتوپیرانوزیدبتا دي

 5/4تا  گرادسانتی يدرجه 37کشت باکتري در دماي 
با الکتروفورز  بیان ژن مورد نظر. ساعت ادامه یافت

در ژل IPTGهاي تهیه شده پیش و پس از افزودن نمونه
آمیزي ژل با رنگ و رنگ) SDS-PAGE(مید کریلااپلی

. بررسی شد)آلمان،AppliChem(آبی کوماسی
، MBP-P24بررسی حلالیت پروتئین بیانی به منظور

به IPTGلیتر سوسپانسیون باکتري القا شده با میلی 100
و شدسانتریفیوژ rpm5000دقیقه و با قدرت  10مدت 

mM20(تریس لیتر بافر میلی 10رسوب باکتري در 
TrisHCl،mM200NaCl ،mM1EDTApH 7.4 ,( 
سونیکاسیون قرار مورد  ساعت 1مدته ب ومخلوط 

 rpm12000سوسپانسیون باکتري با قدرت سپس. گرفت
دست آمده ه رسوب ب. دقیقه سانتریفیوژ شد 20مدت ه ب

نامحلول و مایع فاز هاي ینعنوان پروتئه مرحله باز این 
 آوريجمعمحلول فاز هاي ه عنوان پروتئینروي رسوب ب

همچنین طبق .آنالیز شدSDS-PAGEتوسط و 
 ,NewEngland Biolabs(دستورالعمل شرکت سازنده 

USA(یک ستون حاوي رزین آمیلوز،  ، با استفاده از
.رویی انجام گردیدسازي پروتئین بیانی از مایع خالص
نوترکیب ژنی پروتئین آنتیتعیین خصوصیات  منظوربه

-MBPخالص شده هايپروتئین،p24ژنحاصل از بیان 

P24 وMBP ،ید الکتروفورز شدنداکریلامدر ژل پلی .
60جریان الکتریسیتهساعت و با  3ها طی سپس پروتئین

پس از انتقال،  .شدند منتقلي نیتروسلولزيبه غشاولت 
محلول فسفاتساعت در 2مدت ه ب ينیتروسلولز يغشا
حاوي) PBST(20درصد توئین 05/0داراي سالینبافر

به عنوان بافر بلوك کننده قرار،پودر شیر خشکدرصد  5
تا سطوحی از غشا که عاري از پروتئین بودند،  داده شد

داراي  PBSبا بافرشستشوبار3ازپس. پوشانده شوند
کنترل مثبت یک سرم ، )PBST(20درصد توئین 05/0

، رقیق شده)نسهفرا، BLV)IDVetیزاي الاتجاري کیت 
پس . شد روي غشا اضافه ،PBSTدر بافر  50/1نسبت  اب

 ،PBSTبار شستشو با بافر  3انکوباسیون و ساعت1از
از یک کنژوگه  1000/1ساعت در رقت  1مدت ه غشا ب

) جنوبی يکره، Komabiotech(گاو  IgGپراکسیداز ضد 
بار  3پس از  انتهادر  .قرار داده شد PBSTدر بافر 

، از واکنش ينتیجهجهت رویت ، PBSTبافر شستشو با
و ) مریکا،اSigma(محلول کروموژن سوبستراي کلرونفتول 

. استفاده شدآب اکسیژنه 

نتایج
محصول،PCRواکنشتوسط p24تکثیر ژن ازپس

PCRکش خطکناردردرصد 1آگارز ژلبر رويDNA

واکنشکهدادنشانالکتروفورزنتایج. شدالکتروفورز
PCRيقطعهساختبهمنجرموفقیتباDNAمورد
پس).1تصویر(است شدهجفت باز 567طولباانتظار

ناقلوPCRبین محصولاتصاليمرحلهانجاماز
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pMalc2x، ي سویه به یافته اتصال محصولات انتقال 
DH5α ظهور  . صورت گرفت اشرشیاکلی باکتري
جامد  LBهاي رشد یافته بر روي محیط  کلونی
پلاسمید  آمیز یتورود موفق يدهنده نشان ،دار سیلین آمپی

  .ها بود سیلین در باکتري حاوي ژن مقاومت به آمپی
 PCR روش بامذکور  باکتریایی هاي کلونی غربالگري

 DH5α ي در سویه p24نشان از صحت کلونینگ ژن 
سه کلونی حاوي   .)1 تصویر(داشت  اشرشیاکلی باکتري

 توالی تعیین ،PCR با شده تایید نوترکیب هاي پلاسمید
دست آمده با توالی مرجع ژن ه هاي ب بررسی توالی  .شدند
p24  ثبت شده در بانک اطلاعات ژنی، نشان از عدم بروز

.ها داشت جهش در این توالی

و  PCRالکتروفورز محصول تکثیر شده توسط : 1تصویر 
  DNAکش خط: 1ستون . پلاسمیدهاي استخراج شده

کش ژنی برحسب جفت باز  قطعات خطي برخی ازاندازه(
جفت بازي  567محصول : 2، ستون )نشان داده شده است

 pMalc2x به ترتیب پلاسمید : 4و  3هاي  و ستون p24ژن 
پلاسمید داراي   .دهند را نشان می p24بدون ژن و داراي ژن 

فاقد ژن قرار گرفته است   بالاتر از پلاسمید p24ي ژنی قطعه
).ها به صورت دو باندي مشاهده شدند پلاسمید(

 p24بیان پروتئین پس از اطمینان از صحت کلونینگ،     
 . مورد بررسی قرار گرفت -PAGE SDS با استفاده از

باکتري نتایج الکتروفورز روي ژل اکریلامید نشان داد که 
در مقایسه با زمان پیش از افزودن  IPTGمجاور شده با 

IPTG 63 يجدید در محدوده پروتئینیک ، حاوي 
که با وزن مولکولی قابل انتظار براي  کیلودالتون بود
 55/20 تقریبی مولکولی با احتساب وزن(پروتئین بیانی 

 کلون شده ژن يپروتئین حاصل از ناحیهکیلودالتون براي 
p24  کیلودالتون براي پروتئین  42وMBP  کد شده توسط

بررسی   .)2 تصویر( شتخوانی داهم تقریباً) پلاسمید
به میزان حلالیت پروتئین بیانی نشان داد که این پروتئین 

تیجه محلول و به و در ن شتفاز مایع قرار داتري در بیش
 ویژگی . )2 تصویر( بودسازي  سهولت قابل خالص

وسترن  آزمایش کمک به نیز شده بیان پروتئین ژنیک آنتی
 کهنتایج وسترن بلات نشان داد  . شد بررسی بلات

داراي  سرم تجاريپروتئین بیان شده به طور اختصاصی با 
این در حالی است که .  واکنش داد BLVبادي ضد  آنتی

بیان شده توسط پلاسمید  MBPهیچ واکنشی با پروتئین 
پروتئین آنالیز وسترن بلات، در   .)3 تصویر( دیده نشد

p24  که این امر به  شدبیان شده به صورت دو باند دیده
. بودسازي  دلیل شکستگی این پروتئین حین فرآیند خالص

داراي  اشرشیاکلیقاي بیان پروتئین در باکتري ال: 2 تصویر
سیناژن، (گر پروتئینی نشان: 1ستون  .pMALc2x-p24ي سازه
کلونی حاوي پلاسمید نوترکیب قبل از القا : 2ستون ، )ایران

کلونی حاوي پلاسمید نوترکیب بعد از : 3، ستون IPTGبا 
 به ترتیب مایع رویی و :5و  4هاي  ، ستونIPTGالقا با 

سونیکه شده باکتري  يرسوب حاصل از سانتریفیوژ عصاره
پروتئین نوترکیب :  6 ستون، p24حاوي پروتئین نوترکیب 

p24 سازي پس از خالص.
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 MBPو  MBP-P24هاي الکتروفورز پروتئین: 3تصویر 
و وسترن بلاتینگ ) الف(خالص شده روي ژل پلی اکریلامید 

گر به ترتیب نشان 3تا  1هاي در این تصویر ستون). ب(
گر خالص شده و نشان MBP-P24 ،MBPهاي پروتئین

.باشندپروتئینی می

بحث
P24 هاي ساختاري و عنوان یکی از پروتئینه ب

هاي و در سیستم گوناگوندر مطالعات  BLVایمونوژن 
هدف کلی  .بیان و مورد تحقیق قرار گرفته است ،متفاوت

ژن تر موارد دستیابی به آنتیدر بیش از این مطالعات
. رولوژي بوده استهاي سمناسب براي استفاده در آزمایش

زایی بالاي این پروتئین، یکی از دلایل مهم علاوه بر ایمنی
در آینده  احتمالاً این بوده است که p24توجه به 

با استفاده از BLVهاي نوترکیب ضد واکسن
خواهند شد و در این صورت  ساخته gp51گلیکوپروتئین 

یزا باید قادر به متمایز نمودن حیوانات هاي الاآزمایش
 Larsen(آلوده به ویروس از حیوانات واکسینه شده باشند 

et al. 2013 .( از جمله مطالعات صورت گرفته در
توان به موارد زیر اشاره نوترکیب می p24صوص بیان خ

: نمود
را در  p24و همکاران پروتئین  1989Dumontدر سال 

این محققین . بیان نمودند یسس سرویسیهاساکاروممخمر 
بیان شده در این مخمر از مقاومت بالایی  p24دریافتند که 

و  Zajac. در برابر تخریب پروتئولیتیک برخوردار بود
هاي ه ترتیب در سالو همکاران ب Bickaهمکاران و 

را در سیستم  p24امکان بیان پروتئین  2000و  1989
باکتریایی بررسی نموده و نشان دادند که پروتئین بیان شده 

سرم  يه وسیلهدر آزمایش وسترن بلات باشرشیاکلیدر 
نوکلونال وهاي مباديآنتیو BLVهاي مبتلا به عفونت گاو

و  Juliarena.  باشدطبیعی قابل شناسایی می p24ضد 
 ،اشرشیاکلیدر  p24پس از بیان 2007در سال همکاران 

در مرغ استفاده نموده  p24بادي ضد از آن براي تولید آنتی
به پلیت  p24جاي اتصال مستقیم ه و نشان دادند که ب

عنوان واسطه ه بادي مرغی ضد آن بتوان از آنتییزا میالا
-متصل نمودن آنتی ،نظر این محققین طبق. استفاده نمود

تواند از مخفی بادي میآنتی يیزا با واسطهژن به پلیت الا
پروتئین مورد نظر ممانعت ژنی هاي آنتیتوپشدن اپی

ایی از قطعه 2008و همکاران در سال  Momtaz. نماید
بر کیلودالتون که در 39با وزن  gagBLVپلی پروتئین 

بیانی ناقلازاستفادهبابود را  p24توالی پروتئین  يگیرنده
pET-28(a) در سویهوBL21 (DE3) بیان  اشرشیاکلیاز

ه این محققین نشان دادند که پروتئین بیان شده ب. نمودند
در آزمایش وسترن  BLVخوبی توسط سرم گاو آلوده به 

در یکی از آخرین مطالعات . بلات قابل شناسایی بود
و  Larsen،نوترکیب p24صورت گرفته در راستاي تولید 
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اقدام به تولید این پروتئین در 2013در سال همکاران 
دست آمده ه نتایح ب. سیستم بیانی باکولوویروس نمودند

هاي ز ویژگیاین سیستم انشان داد پروتئین تولید شده در
در  BLVبادي ضد ژنی مناسب براي شناسایی آنتیآنتی

.یزا برخوردار بودهاي وسترن بلات و الاآزمایش
DH5αيسویهدر p24پروتئین ،حاضر يدر مطالعه

نشان از وسترن بلات،نتایج .بیان گردیداشرشیاکلی
هاي ضد باديبراي جذب آنتیپروتئین بیان شده قابلیت
BLV ژنیک ویروسی داشتهاي آنتیتوپدارا بودن اپیو.

هاي متعددي است و به دلیل توپیک پروتئین داراي اپی
کلونال که سرم استفاده شده در این تحقیق از نوع پلیاین

، شده استهاي مختلف ایجاد توپبود که طبیعتاً علیه اپی
 رغم شکسته شدنبیان شده علی p24بنابراین پروتئین 

بادي سازي، توانست با این نوع آنتییند خالصآحین فر
دو  يتوجیه کنندهتواند این موضوع می .واکنش دهد

آزمایش وسترن بلات باندي دیده شدن این پروتئین در 
ژن این پروتئین به عنوان آنتیبه منظور معرفی . باشد

کف پلیت جهت طراحی آزمایش الایزاي  يپوشاننده

در  حیوانات آلوده به ویروس لکوزتشخیصی براي 
نوترکیب با این پروتئین واکنش لازم است ، مطالعات آینده

هاي تولید شده طی عفونت طبیعی با ویروس باديآنتی
شده در این استفاده pMalc2xپلاسمید.شودبررسی 

بیانموجبکهاستlacپروموتر قوي دارايتحقیق
بسیاري ازبامقایسهدرپروتئینترثر و بیشؤم

دیگرمزیت.شدخواهد پروکاریوتیبیانیپلاسمیدهاي
امکانMBPکهاستاینpMalc2xپلاسمیدازاستفاده
به آمیلوزرزینازاستفادهبارابیانیپروتئینسازيخالص

نسبت به سایر آمیلوزرزین. کندمیمطلوب فراهم نحو
هايپروتئینسازيخالصبراياستفادهموردهايرزین
جذبباتري داشته و، قیمت ارزاناشرشیاکلیدربیانی

بالابازدهباوبه خوبیMBPيدنبالهدارايهايپروتئین
با توجه به .شودمیها این پروتئینسازيخالصموجب

 هايتحقیقدر  ،در این مطالعه p24بیان موفق پروتئین 
را در طراحی  نوترکیباین پروتئین توان کارایی آینده می

بادي یک آزمایش الایزاي تشخیصی و یا تولید آنتی
. بررسی نمود BLVضد ویروس بر مونوکلونال 
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Abstract
Enzootic bovine leukemia (EBL) is a retroviral disease which is caused by bovine leukemia 

virus (BLV) and typically occurs in the industrial farms. The disease reduces the productivity 
of animals and therefore causes considerable economic losses in herd. BLV infections control 
program is consisted on serological assays, identification and isolation or culling the 
seropositive animals. In this study, the gene encoding p24 protein of BLV was amplified by 
PCR, ligated into the prokaryotic expression vector, pMalc2x, and subsequently expressed in 
DH5α strain of Escherichia coli. Expressed recombinant protein was analyzed using SDS-
PAGE and western blotting (immunoblot) assay. Molecular weight of the expressed protein 
(63 kDa) was consistent with the expected molecular weight of maltose binding protein-p24
fusion protein. Western blotting analysis showed that the expressed p24 protein specifically 
reacted with a positive anti-BLV commercial serum. Thus, in this study the p24 protein of 
BLV was successfully expressed by the pMalc2x-p24 recombinant construct in Escherichia 
coli.

Key words: Bovine leukemia virus (BLV), p24 recombinant protein, Escherichia coli
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