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 چکیده 

هپاتیت   معضلات  ب بیماری  از  کننده بهداشت  یکی  تهدید  عفونت  یک  و  که  ی  است  می  HBVویروس    سطتو  زندگی   .شودایجاد 
آنت  یمنفرد  یدیپپت  یپل  رهی زنجاز    HBV  دینوکلئوکپس نام  است.  لیتشک  HBcAg  یا  ،coreژن    یبه  از   شده  متعدد  تحقیقات  در 
HBcAg    به عنوان یکی از نیز    آنآنتی بادی تولید شده بر ضد    و   شودهای زیستی استفاده میمولکولبه عنوان حامل داروها و سایر

، حاوی pColdIوکتور    بار  نیاول  یبرا،  این مطالعه  در  بیماری دارد.  این بررسی مواجه قبلی با  نقش مهمی در  نشانگرهای سرولوژیکی،  
سپس و   Tuner هیدر سو HBcAg انیسطح ب ن ی. بالاترمورد استفاده قرار گرفت  HBcAgسازی ژن کلونبرای ، ینیبرچسب هیستید

شد و   یخالص ساز   Ni-NTAبا استفاده از ستون  متصل به برچسب هیستیدین    HBcAg.  مشاهده شد  Rosetta-gamiو    BL21در
 د یتول  یبرا  بینوترک  HBcAgاز    سپس،شد.    دییو وسترن بلات تا  ELISAتوسط    ی عیآن با شکل طب  یژن   یو آنت  یشباهت ساختار

، از ستون HBcAgونال ضد  آنتی بادی های پلی کلتخلیص      یدر خرگوش استفاده شد و برا  HBcکلونال ضد    یپل   یهایباد  یآنت
نتاده شداستفا  HBcAg-CNBrمیل ترکیبی سفارز   آنت  جی.   ییاز خرگوش قادر به شناساآمده    دست  به  یها یباد ینشان داد که 

HBcAg  را    یزشمندمطالعه اطلاعات ار  نی بودند. ا  چیساندو  زایالا  شیدر آزما  تریلیلینانوگرم در م  15/0شده تا غلظت    دیتول  بینوترک
 دهد. یارائه م یصیتشخ  یو کاربردها شتریب قاتیتحق یبرا  یاختصاص یهایباد ی ب و آنتینوترک  HBcAg نیپروتئ دیتول یبرا

 HBcAg  ،Anti-HBc polyclonal antibody    (، HBVویروس هپاتیت ب )  کلیدی:گان  واژ
 

 دمه قم 

سالانه    یک معضل بهداشت جهانی است که1ویروس هپاتیت ب 

مرگ  ب میاعث  نفر  میلیون  یک  ویروس  (1)  شودتقریبا  ژنوم   .

خوانش قالب  چهار  از    2هپاتیت ب  کند.  می  کد  را  پوشان  هم 

دو پروتئین ویروس    Precore/coreمیان آن ها قالب خوانش  

را کد می کند. این دو آنتی    HBcAgو    HBeAgبه نام های  

  Nدر  اسید آمینه 10مشترک دارند اما در  اسید آمینه 149ژن 

و   آمینه  29-34ترمینال  در    Cدر    اسید  متفاوتند.  ترمینال 

HBeAg    بین مولکولی  درون  سولفیدی  دی  پیوند    اسید یک 

نقش اساسی در حفظ    61و    -7سیستئین در دو جایگاه  آمینه  

کند می  ایفا  پروتئین  در    .ساختار  حالیکه  پیوند    HBcAgدر 

 
1 HBV 

2 ORF 

سیستئین   اسیدآمینه  بین  مولکولی  بین  سولفیدی  از   61دی 

سیستئین   با  مولکول  مولک  61یک  دیاز  و  ول  است  برقرار  گر 

زمینه عامل  تهمین  ایجاد  ژنی  هفاوتساز  آنتی  ساختار  در  ایی 

 .  (5-2)آن هاست 

ژن   خوانش    coreو    precoreدو  قالب  توسط  که 

precore/core    می کدون    شوند، کد  در    ATGدو  آغاز 

محل  ندار  5'انتهای   از  رونویسی  به    ATGد.  منجر  بالادست 

پروتئین   )  25تولید  نام  p25کیلودالتونی  به   )precore 

precursor  توالی  می که  را    precoreآمینواسیدی    29شود 

قرارخود  ترمینال    Nدر   طبق  کدون  دارد.  اولین  و    coreداد 

precore   د.  نشماره گذاری می شو -29+ و 1به ترتیب 
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را به  آن  ،  precore  بتدایاآمینواسیدی در    19سیگنال پپتید  

می هدایت  ترشحی  مسیر  درون سمت  به  انتقال  طی  و  کند 

اندوپلا میشبکه  بریده  و سمی  پروتئین    منجر  شود  تولید  به 

precore   22بالغ با وزن موکلولی ( کیلودالتونp22  .می شود )

ناحیه   در  بیشتر  پروتئولیتیکی  های  برش  پی  در   Cسپس 

پروتئی آرژنین،  از  غنی  نام    نترمینال  به    HBeAgترشحی 

 .    (8-6) شودتولید می

از   پروتئین    ATG در مقابل، ترجمه  تولید  باعث  پایین دست 

HBcAg    یا آنتی ژن هسته ویروس می شود که دایمریزه می

شود و بعد از اسمبل شدن با یکدیگر کپسید ویروس را تشکیل  

آمینه  183از    HBcAgمی دهند.   و وزن    اسید  تشکیل شده 

آن   د  21مولکولی  دو  از  پروتئین  این  است.  مین  و کیلودالتون 

د  یک  است،  شده  اسمبل  وتشکیل  که   149مین  آمینواسیدی 

یک   و  شود  می  کپسید  شدن  اسمبل  و  شدن  دایمریزه  باعث 

آرژینین   از  غنی  )  34دمین  آمینهآمینواسیدی  -183  اسید 

ویروس نقش    DNAیا    pgRNA( که در متصل شدن به  150

اما برای اسمبل شدن کپسید مورد نیاز ب  دارد  ,  6,  2)  اشد نمی 

  90در دو اندازه وجود دارند که از تعداد    HBVکپسیدهای   .(9

ترتیب ساختار    HBcAgدایمر    120یا   به  و  اند  تشکیل شده 

 . (11, 10)به خود می گیرند   T=4یا   T=3بیست وجهی 

اوج روی  ود  بر  متعدد  های  توپ  برلدلی  HBcAgپی    ی 

می تواند پاسخ های    نتیجه  در  که  است  ایمونوژنیسیته بالای آن

کند    B cellاختصاصی   تحریک  در    HBcAg  .(13,  12)را 

بادی  بیماران  سرم   آنتی  اما  باشد  نمی  شناسایی  قابل  عموما 

بر شده  آن  تولید  حضور    ضد  است.  ردیابی  ضد    IgMقابل 

HBcAg    حاد عفونت  تنها    HBVنشانگر  تواند  می  و  است 

  HBsAgعلامت در طول دوره پنجره )فاصله بین ناپدید شدن  

ظهور   تجمعی (14)باشد    ( HBs-antiو  خود  خاصیت   .3  

HBcAg    دیگر و  دارو  حامل  عنوان  به  آن  از  که  شده  باعث 

ها زیستیمولکول  و    ی  الیگونوکلئوتیدها  ها،  نوکلئاز  مانند 

SiRNA ( 16, 15)فاده شود است . 

به صورت نوترکیب در سلول های یوکاریوت    HBcAgتاکنون،  

های  سلول  در  آن  تولید  اما  است  شده  تولید  پروکاریوت  و 

ژنتیکی   دلیل دستکاری  به  تر، محیط کشت  پروکاریوت  راحت 

ب ترجیح داده    ه صرفه است و ارزان تر و رشد سریع تر، مقرون 

 . (18, 17)می شود 

.E میزبان    و در  pColdIدر وکتور    HBcAgدر این مطالعه  

coli  ویژگی  و   تولید شددر مقیاس آزمایشگاهی با بازده بالا 

 
3 assembly-self 

 

زایی آن در خرگوش های ساختاری و همینطور   ایمنی  قابلیت 

 .فتمورد بررسی قرار گر

 مواد و روش ها .  2

 . مواد و سویه های باکتری 1.2

پلاسمید استخراج  ژلو    کیت  از  استخراج  شرکت   کیت  از 

Favorgen  آنزیم  ،T4 DNA ligase   آنزیم های محدود    و

شرکت    الاثر آنزیم  Thermofisherاز   ،Taq DNA 

Polymerase  شرکت آنزیم  از  شرکت    pfu  سیناژن،  از 

Geneallبلات وسترن  نیتروسلولز  کاغذ  شرکت   ،  از 

Schleicher & schuell  بادی آنتی   ،mouse anti-

human Ig-HRP شرکت از  فروند  ناقص  و  کامل  ادجوانت   ،

Sigma-Aldrich   .شدند شرکت   Ni-NTAرزین    تهیه  از 

ب باکتری  های  سویه  شد.  تهیه  رفه  کیاژن  انجام  کار  در  ته 

 BL21(DE3) ،Rosetta-gami (DE3)شامل    کلونینگ

plysS، Origami (DE3) ،Novablue (DE3) ،Tuner 

(DE3)   وShuffle (DE3)   .از انستیتو پاستور تهیه شده اند  

TMB    طب پیشتاز  شرکت  شداز  از    .خریداری  بیماران  سرم 

 اند. مایشگاه قلهک تهران جمع آوری شدهآز

 نوترکیب  HBcAg. تهیه سازه  2.2

به    DNAتوالی     149تا    1  کدون شماره)از    HBcAgمربوط 

)اهدا    pT-HBV1.3( با استفاده از پلاسمید  Precoreناحیه  

پروفسور   توسط  کامل  (  Protzerشده  ژنوم  حاوی    HBVکه 

یک جفت پرایمر                                                                                         توسط    PCRبه عنوان الگو، طی واکنش  است  

(Forward 
: 5'-

GGTTTGTCATATGATGGACATCGACCCT

TATAA-3' )  و 

 (Reverse: 5'-

GGTTGTGAAGCTTAACAACAGTAGTCT

CC-3'  .تکثیر شد ترتیب حاوی  (  به  ریورس  و  فوروارد  پرایمر 

برش   واکنش    HindIII  و  NdeIجایگاه  در    PCRهستند. 

 شرایط ذیل انجام شد: 

به مدت   اولیه  در    3دناتوراسیون  گراد    94دقیقه  درجه سانتی 

 C94ºسیکل متوالی ) 35آغاز گردید و با انجام 

به مدت   C72ºثانیه و    30به مدت    C54ºثانیه،    30به مدت  

)به    Final extensionبا مرحله    ثانیه( ادامه یافت و نهایتا    60

   خاتمه یافت. ( C72ºدقیقه در  10مدت 

آنزیم  بریده شد و  محصول تکثیر شده توسط  الاثر  های محدود 

پایی در  دست  سپس  جایگاه    histidine tag-6توالی  ن  بین 

 کلون شد.   pColdIدر وکتور  HindIIIو   NdeIهای 
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توالی    ،بنابراین نوترکیب،  وکتور  در   histidine tag -6در 

گیری مناسب و نیز  صحت قراردارد.  قرار    HBcAgژن    Nپایانه  

 یابی تایید شد. توسط توالی  HBcAgسکانس 

 .coli E  نوترکیب در  HBcAg. بیان  3.2

نوترکیب   در    HBcAg-pColdIپلاسمید  سویه   6همزمان 

باکتری   از  -BL21(DE3)  ،Rosettaشامل:    E. coliبیانی 

gami (DE3) plysS،  Origami (DE3) ،  Novablue 

(DE3)  ،Tuner (DE3)    وShuffle (DE3)   شد و    بیان 

و مقایسه ش  سنجمورد  ها  در آن  HBcAgمیزان بیان پروتئین  

گرفت.   پلاسمید  قرار  با  شده  ترنسفرم  های  سویه  از  یک  هر 

در   مذکور  ل  5نوترکیب  کشت  میلی  محیط    LB brothیتر 

با    ug/ml100حاوی   شیکردار  انکوباتور  درون  سیلین،  آمپی 

ساعت کشت داده    16به مدت    C37ºو دمای    RPM250دور  

محیط    ml10میکرولیتر از کشت شبانه به    600سپس  شدند.  

ا  ug/ml100حاوی   درون  و  شد  اضافه  سیلین  کوباتور نآمپی 

دمای   در  ج  C37ºشیکردار  تا  شد  محیط انکوبه  نوری  ذب 

(O.D  بین )شود. در این هنگام    0.9-1IPTG    با غلظت نهایی

mM1    انکوباتور شیکردار در دمای در  و  افزوده شد  به محیط 

C15º    مدت شد.  24به  انکوبه  های  ساعت  محیط   ی نمونه  از 

ساعت بعد از القا    24و    6،  4،  2،  0کشت در زمان های مختلف  

بیشترین   بررسی  منظور  نوترکیب    نزامیبه  پروتئین  تولید 

  x2آوری شدند. نمونه ها به میزان یکسان در سمپل بافر  جمع 

ژل   روی  و  شدند  شدند.    SDS-PAGE  12حل  لود  درصد 

 کوماسی بلو رنگ آمیزی شدند. با سپس ژل ها  

افزایش   تولید  برای  پارامترهای اثر    ،نوترکیب  HBcAgبازده 

مانند   غلظت  انواع  مختلفی  د   IPTGمحیط کشت،  بهینه و   ما 

 .شد سازی

 نوترکیب HBcAg. تخلیص  4.2

محیط    ml10ترنسفورم شده ی مورد نظر در    .coli E  یسویه 

آمپی سیلین تلقیح و در انکوباتور شیکردار   ug/ml100حاوی  

آن    C37ºبا دمای   از  داده شد. سپس  به صورت شبانه کشت 

استفاده شد.    ug/ml100محیط حاوی    ml250برای تلقیح در  

برسد. سپس    0.9-1آن به    O.Dانکوبه شد تا    C37º  ت درکش

IPTG  نهایی    با در  mM1غلظت  و  افزوده  محیط    دمای   به 

C15º    مدت شد.  ساعت    24به  توسط  باکتریانکوبه  ها 

در   مدت  RPM4000  (g2665سانتریفیوژ  به   دقیقه  20( 

شدند داده  در  رسوب  بادی  انکلوژن  حاوی  ها  باکتری  پلت   .

ml7.5  باف لیزمحلول   mM NaCl100  ،mM)   1ر 

NaH2PO4100 ،mM Tris-HCl30 ،pH=7.8  حل شد ) 

 

شد  40و   داده  قرار  یخ  روی  سپس    دقیقه  به   سونیکاسیونو 

شد:   انجام  زیر  های    20سیکل    12شرح  وقفه  با  ای    40ثانیه 

. در تمام  cycle  0.7و    amplitude 90%ثانیه بین هر سیکل،

بعد از آن محلول روی یخ قرار می گیرد.    ،سونیکاسیونمراحل  

در   سلولی  مدت   g12850لیزات  در    20به    C4ºدقیقه 

 2بافر لیز  ml7.5سانتریفیوژ شد. پلت حاصل از این مرحله در  

(mM NaCl300  ،mM NaH2PO4100  ،mM Tris-

HCl10  ،mM imidazole10  ،M urea6    وpH=7.8  حل )

به  g16000دقیقه روی یخ انکوبه شد. سپس با دور    30شد و  

پلت حاصل دور ریخته شد و    20  مدت دقیقه سانتریفیوژ شد. 

حاوی   بادی(  HBcAgسوپرناتانت  انکلوژن  از    )استخراج شده 

استفاده گردید.   برای تخلیص  ادامه  پروسه تخلیص به شرح در 

آگارز   رزین  شد:  انجام  با  شرکت  )  Ni-NTAزیر  کیاژن( 

لیز بافر  از  سوپرناتانت    2استفاده  افزودن  از  بعد  و  شد  همگن 

مدت   به  نوترکیب  پروتئین  اتاق    3-4حاوی  دمای  در  ساعت 

اروی   لیزشیکر  بافر  با  با  و    2نکوبه شد. سپس رزین  از آن  بعد 

شستشو ،  mM NaCl300  ،mM NaH2PO4100)  بافر 

mM imidazole40  ،M urea6  ،8=pH)  شد تا    شسته 

پروتئین  پروتئین رزین جدا شود. سپس  از  اختصاصی  غیر  های 

الوشن  HBcAgنوترکیب   بافر  ، mM NaCl500)بوسیله 

mM NaHCO3100  ،mM imidazole50  ،M urea2  ،

8.3=pH)  شد )و    تخلیص  دیالیز  بافر  ، mM NaCl500در 

mM NaHCO3100  ،M urea2  ،8.3=pH .شد دیالیز   )  

فرکشن  حاوی  خلوص  شده  تخلیص  نوترکیب   HBcAgهای 

 . تعیین شد SDS-PAGEبوسیله 

 HBcAg  ک. بررسی ساختار آنتی ژنی 5.2

نوترکیب   پروتئین  ساختار  صحت  بررسی  منظور    HBcAgبه 

حاوی   بیماران  سرم  با  آن  واکنش  در   anti-HBeتولید شده، 

سرم   شد.بررسی  مستقیم و نیز وسترن بلات  آزمون الایزای غیر

آزمایشگاه قلهک تهران تهیه شد و حاوی تیتر بالای  بیماران از  

anti-HBe  شد و برای انجام   طمخلو  بودند. سرم ها با یکدیگر

 مطالعه استفاده شد. 

 

  آنالیز وسترن بلات.  5.2.1

از   غیر احیا درون  نوترکیب به حالت    HBcAgیک میکروگرم 

  110و در ولتاژ  لود شد  درصد    13چاهک ژل پلی اکریل امید  

مدت   شد.  دقیقه  75به  انجام  از    سپس  الکتروفورز  استفاده  با 

الکترو  BioRad, Hercules, California)بلات  سیستم 

USA)   ه کاغذ نیتروسلولز دقیقه ب 75و به مدت    110در ولتاژ 
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، به  PBSتهیه شده در    skim milk5%کاغذ در  منتقل شد.  

 PBSسپس سه مرتبه با  انکوبه شد.    C4ºساعت در    16مدت  

با  Tween20  (PBST  %0.05حاوی   از آن  ( شسته شد. بعد 

بیماران   رقت    anti-HBeحاوی  سرم  مدت    1000/1با    2به 

و   شد  انکوبه  اتاق  دمای  در  محلول سپس  ساعت  با  مرتبه  سه 

PBST    شسته شد. در نهایت با آنتی بادیIgG    آنتی هیومن

با   شده  کنژوگه  و  موش  در  شده  -HRP  (HRPتولید 

conjugated mouse anti-human  (IgG    مدت یک  به 

بعد از شستشو، باندها بر روی   ساعت در دمای اتاق انکوبه شد.

  ECL Prime  ((Thermo Scientific, USAکاغذ توسط  

   .گرفتندمورد بررسی قرار 

 مستقیم . الایزای غیر5.2.2

  anti-HBe  یحاو  مارانیبا سرم ب  بینوترک  HBcAgواکنش  

خلاصه،  یابیارز  میرمستقیغ   ELISA  کیدر   طور  به    شد. 

و    1.25،  2.5،  5،  10)  بینوترک  HBcAgمختلف    یغلظت ها

0.62  ug/mlدرجه به    4  یدما  پلیت الایزا کوت شد و در  ( در

شسته و    PBST  با ها    پلیت . سپس  شد  انکوبهساعت    16مدت  

  یساعت در دما  1درصد به مدت    skim milk  3  بابلاکینگ  

سانت  37 هاشد   انجام   گرادیدرجه  سرم   تریت  یحاو  مارانیب  ی . 

و نیز  قلهک(    ینیبال  شگاه یشده از آزما  هی)ته  anti-HBe  یبالا

نرمال   افراد  رقت  سرم  دما  1به مدت    1000/1با  در    ی ساعت 

-mouse anti،  در نهایت.  ندشد  اضافهد  راگ  یدرجه سانت  37

human    با  کنژوگه شدهHRP    ساعت    1اضافه شد و به مدت

افزودن تترا    یدرجه سانت  37  یدر دما از  انکوبه شد. پس  گراد 

در  OD)  ینور  جذب(،  TMB)  نیدیبنز  لیمت نانومتر   450( 

 ,Biotek, Winooski)در یر  ELISA  دستگاه توسط  

USAشد.  یریگ( اندازه 

آنتی بادی پلی کلونال ضد و ارزیابی    ص یتخل  د، یلتو.  6.2
HBcAg  

سفید   خرگوش  سازی دو  سرم  و  واکسن  )انیستیتو  نیوزلندی 

کرج(   رقیق  نوترکیب    HBcAgمیکروگرم    50با  هریک  رازی 

در   با    PBSمیکرولیتر    500شده  شده  امولسیفای    500و 

شدند.   ایمن  فروند،  کامل  ادجوانت  بعد    4میکرولیتر  هفته 

با  گوش خر با    HBcAgمیکروگرم    25ها  شده  امولسیفای 

ادجوانت ناقص فروند ایمن شدند و هر دو هفته یکبار این تزریق  

تیتر    به پلاتو برسد.  HBcAgتکرار شد تا تیتر آنتی بادی ضد  

ضد   کلونال  پلی  بادی  الایزا    HBcAgآنتی  آزمون  توسط 

 ال  آنتی بادی پلی کلونسپس به منظور تخلیص  سنجیده شد.

 

 

 HBcAg  (HBcAg-purified anti-HBcضد  

polyclonal antibodies  سرم از  ستون  خرگوش (  از  ها، 

این ستون،   HBcAgنوافینیتی  وایم برای ساخت  استفاده شد. 

از    2 گرم  به    HBcAgمیلی  شده  رزین   1تخلیص  گرم 

CNBr-activated Sepharose4B  (GE Healthcare  )

 طبق دستور آن متصل شد.  

ا  منظور  کلونال  به  پلی  بادی  آنتی  اختصاصی  فعالیت  رزیابی 

ضد   با    HBcAgاختصاصی  شده  آزمون  HBcAgتخلیص   ،

طراح ساندویچ  شد.ـــــالایزای  بر    رمـــــــکروگیم  20  ی 

  لیصـــــتخ  HBcAgکلونال ضد    یپل  یباد  یآنت  تریل  یلیم

با   کروماتوگرافـــــــــــافینیتستون  شده  ی  ـــــی 
HBcAg-Sepharose4B  (HBcAg-purified anti-

HBc polyclonal antibodies)  کوت  زایالا  پلیت  یبر رو 

دما در  و  سانت  4  یشد  مدت    گرادیدرجه  انکوبه    16به  ساعت 

با   ها  چاهک  شستشو،  از  پس  در   هیته  BSA  %2شد.  شده 

0.05%  PBST  غلظت  بلاک سپس  مختلف    یهاشدند. 

HBcAg  نانوگرم   097/0و    39/0،  25/1،  25/6  ،25)  بینوترک

م دما  (تریلیلیدر  در  و  شد  سانت  37  یاضافه  به    گرادیدرجه 

شستشو،    1مدت   از  پس  شد.  انکوبه  بادی  ساعت  ضد  آنتی 

HBc  باتخلی شده  کروماتوگرافی    ستون  ص    افینیتی 

HBcAg-Sepharose4B    بیوتین با    شده   کونژوگهکه 

((Biotin-conjugated HBcAg-purified anti-HBc 

polyclonal antibody    ،و بود شستشو  از  پس  شد.  اضافه 

استرپت و    HRP  ،TMB-نیدیاووافزودن  شد    ODاضافه 

 . شد گیریچاهک ها اندازه

 نتایج .  3

 نوترکیب   HBcAg. کلونینگ، بیان و تخلیص 3.1

آمینه)حاوی    HBcAgژن   درون 149-1  اسید  و  تکثیر شد   )

بیانی   آنزیمی   بین   pColdIوکتور  برش  جایگاه  و    NdeI  دو 

HindIII   ژن سکانس  تایید  و  یابی  توالی  از  بعد  گرفت.  قرار 

HBcAg ،  نوترکیبپلاسمید 

 HBcAg-pColdI    بیانی  های  درون سویهRosettagami  

 ( 2و  1)شکل  ترنسفورم شد. E. coliباکتری  BL21و 
M N H K V H H H H H H I E G R H M M D I 

D P Y K E F G A T V E L L S F L P S D F F 

P S V R D L L D T A S A L Y R E A L E S P 

E H C S P H H T A L R Q A I L C W G E L 

M T L A T W V G V N L E D P A S R D L V 

V S Y V N T N M G L K F R Q L L W F H I 

S C L T F G R E T V I E Y L V S F G V W I 

R T P P A Y R P P N A P I L S T L P E T T V 

V K L V D L Q S R 
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 مشتق شده است. pColdIآخر از وکتور  اسید آمینه 8اول و  اسید آمینه 17. لعه( مورد استفاده در این مطا 149-1) HBcAg: سکانس 1ل شک

 

 

          A  

 

 
 

 

 

 

 

 
 

  PCRول  : الکتروفورز ژل آگارز محص3تا  1 ردیف. pfu میتوسط آنز  PCRبا   HBcAg ژن ری: تکثA. بینوترک HBcAg-pColdI سازه ی ساخت  :2شکل 

  یهاهیدر سو  HBcAg-pColdI دیپلاسم ترانسفورماسیون  پس از  PCR ی: کلنB. ی: کنترل منف4 ردیفجفت:   473با اندازه   بینوترک HBcAgشده  تکثیر

Rosetta-gami   وBL21. M : DNAکلونی های انتخاب شده از  1-5، ردیف سایز مارکر :Rosettagami کلونی های انتخاب شده از  6-10، ردیف :BL21 ،

های تشخیص آنزیم  جایگاهاز نقشه  کیشمات ش ی: نما C. ی: کنترل منف12 ردیف ،  pT-HBV1.3 دیشده از پلاسم کثیر شده ت HBcAg: کنترل مثبت، 11ردیف 

 . دهد یرا نشان م HBcAg وارد کردن ی استفاده برا های موردجایگاه ت ی. فلش ها موقعpColdI ( مربوط به وکتورMCS)  های محدود الاثر

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 
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کل لیزات سلولی نشان داد که    SDS-PAGEتجزیه و تحلیل  

باعث افزایش    IPTGمیلی مولار    1کشت باکتریایی القا شده با  

در نمونه قبل از القاء هیچ    در حالی که  می شود  HBcAgبیان  

پروتئین   از  در شکل  بیانی  که  همانطور  نشد.  نشان   3مشاهده 

با جرم مولکولی  پروتئین  داده شده است، یک نوار واضح از بیان  

-Hisحاوی یک نشان    کیلو دالتون مشاهده شد که   19تقریبا  

tag    درN -  ترمینالHBcAg    میزبان شش  میان  در  است. 

بیان ،  BL21  ،gami-Rosettaشامل    .coli E  ی مختلف 

Origami  ،Novablue  ،Tuner    وShuffle  بالاترین سطح ،

از آن  Tunerی    نوترکیب در سویه  HBcAgبیان    در   و بعد 

Rosetta-gami  وBL21   (. 3به دست آمد )شکل   

 
 

 

 

 

A                                       B                                                                                          

 
 

ساعت   24: 3و 1. ردیف Rosettagamiو  BL21سویه های  در  HBcAg: بررسی بیان A. شکل SDS-PAGEنالیز آدر  HBcAgبررسی بیان  :3شکل 

پروتئین.  سایز مارکر: BL21 ،Mو  Rosettagami: قبل از القا در باکتری 4و   2ردیف  ،BL21و  Rosettagamiبه ترتیب در باکتری   C15ºد از القا در عب 

قبل از القا در باکتری  : 3، ردیف Tunerدر باکتری   C15ºاز القا در  ساعت بعد   6:  2، ردیف Tunerدر باکتری  C15ºعد از القا در ساعت ب  24: 1: ردیفBشکل 

Tuner . 

 

 

HBcAg  یحاو  بینوترک  his-tag  پایانه در  N   توسط آن 

حضور این   شایان ذکر است  شد.  یخالص ساز  Ni-NTA  نیرز

ترشحی و هم به صورت در سوپ  پروتئین هم به صورت محلول  

بادینا انکلوزیون  در  شدمحلول  مشاهده  که    . ها  آنجایی  از  اما 

پر این  هیستیدینی  قابلیت  دنباله  ترشحی  فرم  در  وتئین 

برای   انکلوزیون    Ni-NTAدسترسی  فرم  از  فلذا  نداشت  را 

ادامه در  علاوه  کار  بادی  شد.  ا  استفاده  جداسازی    ن،یبر 

HBcAg    ن شدتجمع و اگریگه  بافر بدون اوره منجر به    کیدر

 این امر اوره در بافر شستشو از    مولار  2  استفاده ازکه با    آن شد

 شد. یریجلوگ

خالص  کشن های  فر  SDS-PAGE  لیو تحل  هیتجز  4شکل   

از مقدار   محاسبه شده  . بازدهمی دهد را نشان    HBcAgشده  

  هر  گرم در  یلیم  4  با یخالص شده تقرنوترکیب    HBcAgکل  

 . محیط کشت باکتری می باشد تریل
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   یباکتر اتزی: ل2خط  ن،یپروتئ سایز مارکر: 1 ردیف . Ni-NTA یبیترک  لیم ی توسط کروماتوگراف HBcAg  ی خالص ساز SDS-PAGE :4شکل 

Rosettagami  ترنسفورم شده باHBcAg-pColdI با  ی پس از القاIPTG  ،شو شست یها کشنفر :4-8  ردیف، متصل نشده به رزین یهانی: پروتئ3 ردیف  

 Ni-NTAتخلیص شده از ستون میل ترکیبی  بینوترک HBcAg یحاو

 
 

 

 نوترکیب   HBcAg  کساختار آنتی ژنی   ارزیابی  .3.2

در سرم    HBcضد    یهایبادیآنت  یریپذواکنش  ،طبیعی خالص شده با نمونه    بیرکنوت  HBcAg  یشباهت ساختار  د ییتأ   ه منظورب

به عفونت مزمن  مارانیب نتیجه وسترن بلات در شد. همانطور که    یبررس  ELISAدر وسترن بلات و    بینوترک  HBcAgبا    ، مبتلا 

در سرم   طبیعی  HBc  هیشده عل  دیتول  HBcضد    یها  یباد  یتوسط آنت  مریدا  و   در اشکال مونومر  HBcAgدهد،    ینشان م   5  شکل

  سپس   شد و  4های مختلف کوتتخلیص شده با غلظت  AgcHBطراحی شد که در آن    آزمون الایزا  یک  سپسشد.    ییشناسا  مارانیب

بیمار بالای  حاویکه    انسرم  همینطور    anti-HBe  تیتر  شد  (  anti-HBc)و  اضافه  سرم  بودند،  از  کنترل فرد  و  عنوان  به  نرمال 

از  استفاده ش ثانویه  بادی  آنتی  عنوان  به  داد  6نتایج شکل  .استفاده شد  1:10000رقت  با    anti-human.HRPد.  -antiکه    نشان 

HBc  در سرم بیماران قادر به شناسایی HBcAg می باشد در آزمون الایزا  نوترکیب . 

 
4 Coat 
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  یاه یباد  یتوسط آنت مریدر اشکال مونومر و دا  HBcAg. در وسترن بلات anti-HBcوی نوترکیب با سرم بیماران حا  HBcAgبررسی واکنش دهی  :5شکل

 .شد یی شناسا ماران یدر سرم ب  یعیطب HBc هی شده عل دیتول HBcضد  
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شده با   صیتخل HBcAg. در الایزای غیر مستقیم anti-HBe تیتر بالای حاوی اننوترکیب تولید شده با سرم بیمار  HBcAgبررسی واکنش دهی  :6لشک
  ی باد  یاضافه شد و از سرم فرد نرمال به عنوان کنترل استفاده شد. به عنوان آنتبودند،   anti-HBc یکه حاو  مارانیمختلف کوت شد و سپس سرم ب  ی غلظت ها

 .استفاده شد anti-human.HRPاز   هی ثانو
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 anti-HBcتولید، تخلیص و بررسی واکنش پذیری  .  3.3

polyclonal antibody   
با  خرگوش  تخلی  HBcAgها  انوترکیب  شده  و    منیص  شدند 

از  اصتصخا  یهایباد  یآنت خرگوشی    ستون   توسط  سرم 

HBcAg-CNBr  واکنش  تخلیص   یاختصاص  یریپذشد. 

با  خالص  HBcکلونال ضد    یپل   یهایبادیآنت   HBcAgشده 

شده    بینوترک این    شد.  یابیارز  زایالا  آزمون  درتولید  برای 

غلظت     HBc-purified anti-HBcابتدا    ،منظور با 

µg/ml10    نوترکیب پروتئین  سپس  شد.  با    HBcAgکوت 

اضافه شد و در    0.15و    ng/ml20  ،10  ،2.5  ،0.6غلظت های  

اختصاصی   ی  کنژوگه  -HBc-purified antiنهایت 

HBc.Biotin    رقت شد.   1:8000با  شکل    استفاده    7نتایج 

شده، در    و تخلیصهای پلی کلونال تولید  نشان داد آنتی بادی

واکنش الایزا  نوترکیب   HBcAgبا    اختصاصیپذیری  آزمون 

 دارند. 
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-HBc .در الایزای ساندویچ HBcAg ستون افینیتی خالص شده با HBcکلونال ضد  یپل یهایباد  یآنت توسطنوترکیب  HBcAgتشخیص  :7شکل 

purified anti-HBc غلظت  باµg/ml10 بی نوترک نیکوت شد. پروتئ HBcAg یهابا غلظت ng/ml20 ،10 ،2.5 ،0.6  تی اضافه شد و در نها 0.15و  

 استفاده شد.  HBc-purified anti-HBc.Biotin  یاختصاص یهکنژوگ

 
 

 

 گیری حث و نتیجهب

HBcAg  کپسید شناخته می   اصلی ساختار  پروتئین به عنوان

تشکیل ویروس  بسته به سویه    اسید آمینه  183-185شود و از  

شود.   )  Nانتهای  می  آمینهآن  اسبمل 1-149  اسید  برای   )

 اسید آمینه)  Cشدن و تشکیل کپسید ضروری است و انتهای  

به  185یا    183-150 شدن  متصل  در   )pre-RNA   ویروس

 . (19, 17)نقش دارد 

 اسید آمینه از سکانس مربوط به    HBcAgژن    ،در این مطالعه

حامل ژنوم کامل ویروس هپاتیت ب  پلاسمید  از یک    149تا    1

(pT-HBV1.3  شد تکثیر  وکتور  (  در  سپس  ،  pColdIو 

  مربوط بهبرش  ی هیستیدینی و بین نواحی  لهپایین دست دنبا

قرار گرفت. شایان ذکر    HindIIIو    NdeI  دو آنزیم محدوالاثر

کلون شد   pET22bدر وکتور    HBcAgژن  است که در ابتدا  

.E اما به دلیل بیان بسیار کم آن در سویه های بیانی مختلف  

coli،  از وکتورpColdI  .اگر چه برای اولین بار استفاده کردیم 
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و در    pET22b( در  1-183  اسید آمینه)  HBcAgکلونینگ  

بیانی   است   Bl21(DE3)سویه  شده  گزارش  اما   (15)  قبلا 

بیان   میزان  که  داد  نشان  ما  مطالعه  اسید  )  HBcAgنتایج 

میزبان  pET22b( کلون شده در  149-1آمینه   بیانی  در  های 

، لذا تصمیم بر این شد که این ژن در  بود  ناچیزبسیار  مختلف  

 کلون شود.     pColdIوکتور 

ب م   HBcAg  انیسطح  از جمله   ی انیب  زبانیدر شش  مختلف، 

BL21 (DE3)  ،Rosetta-gami (DE3) plysS ،

Origami (DE3) ،Novablue (DE3) ( ،DE3) Tuner 

سطح    نیقرار گرفت و بالاتر  یاب ی، مورد ارزShuffle (DE3)و  

سو  نیپروتئ  انیب در  و   Tuner  هیدر  آن  از  و    BL21  بعد 

Rosetta-gami مشاهده شد   

سبب   به    بینوترک  HBcAgمناسب    فولدینگکه    اینبه 

دو    نیب  یمولکول  نیب  یدیسولف  ید  یوندهایپ   لیتشک

شماره   آنت  ازین  61سیستئین   یسویه   در  نوترکیبژن    یدارد، 

Rosetta-gami  چراشد  انیب اکسیداتیو   که؛   شرایط 

 ی دیسولف  ید  یوندهایپ   بهتر  لیتشکباعث    ،آن  در  توپلاسمیس

 . ( 22-20) می شود

HBcAg    لیز بافر  در  بادی  انکلوژن  به صورت  به    2هم  و هم 

آزاد شد. اما    1فرم طبیعی در فضای پری پلاسمی و در بافر لیز  

آنجا پروتئین  که    از  طبیعی    دراین  در  فرم  دلیل  به  خود 

-Niقادر به اتصال به رزین  بودن دنباله هیستیدینی  دسترس ن

NTA  بافر  انکلوزیون بادی توسط  ، تخلیص این پروتئین از  نبود

برا  مولار  6  یحاو  که      2لیز   های   حل شدن  یاوره  پروتئین 

بادی انکلوژن  در  اتصال    بود،  انباشته شده  از  پس  استفاده شد. 

HBcAg  ستون    بینوترک پروتئNi-NTAبه    حل  یهانی، 

با حذف تدر از    یجیشده   ی شستشو  یمولار در ط   0به    6اوره 

فولد  ستون به    ندیفرآ  ن یا  اام   شدند.  مجددا  آنتی منجر  رسوب 

و   ستون  روی  بر  آنتژن  اکثر  دادن  در طول   یاز دست  ها  ژن 

حذف   شد.  ح  6شستشو  در  اوره  به   زین  ز یالید  ن یمولار  منجر 

شدن بنابرا   ی آنت  اگریگه  شد.  حفظ  ،نیژن  در    مولار  2  با  اوره 

د بافر  و  شستشو  پروتئ  زیالی بافر  تجمع  . دش  یر یجلوگ  نیاز 

گل  ، گرید  یهانیگزیجا افزودن  نیز    SDS  ای  سرولیمانند 

شدن  از  توانست  ن تخلیص   کند.  یریجلوگ  نی پروتئاگریگه  در 

ستون   با  پلت  Ni-NTAپروتئین  ازای  به   ،cc500    کشت

از   بیش  میانگین  طور  به  دست  ه  ب  mg2  HBcAgباکتری، 

تولید شده با    بینوترک  HBcAg  ایکه آ  شد  بررسی  ،سپس.آمد

  دهد ینشان م  یکیمونولوژیو ا  یشباهت ساختار  فرم طبیعی آن

  مارانیدر سرم ب  HBcضد  یها یبادیاساس، آنت نی. بر اریخ ای

 

و هم    زایرا هم در الا  بینوترک  HBcAgمبتلا به عفونت مزمن،  

تشخ بلات  وسترن  )شک  صیدر  نشان    ( 6و    5  یهالدادند  که 

آنت  ساختاریخواص    بینوترک  HBcAg  دهدیم   ی ژنیو 

س در  را  خود  شباهت    یوتیپروکار  ستمیمناسب  و  کرده  حفظ 

خود  یادیز طبیعی  فرم  از    با  سپس    بینوترک  HBcAgدارد. 

خرگوش در    HBcکلونال ضد    ی پل  یهایباد  یآنت  دیتول  یبرا

محلول   بینوترک  HBcAgبا    تیبا موفق  واناتیاستفاده شد. ح

حاو بافر  ا  مولار  2  یدر  م   منیاوره  نشان  که  اوره  یشدند  دهد 

یا تداخلی در تحریک   شودنمی  وانیح  یمنیا  ستمیسمهار    باعث

 .  نداردسیستم ایمنی 

ضد   اختصاصی  کلونال  پلی  های  بادی  آنتی  جداسازی  برای 

HBcAgافینیتی از  ، ستون  پروتئین    کروماتوگرافی با استفاده 

مولار اوره در   2تهیه شد. علی رغم وجود    HBcAg  بنوترکی

به خوبی    CNBrبافر حاوی پروتئین، فرایند اتصال آن به رزین  

آزاد، با پروتئین    NH2اوره با وجود دارا بودن گروه  انجام شد.  

بروماید   سیانوژن  رزین  به  اتصال  کندرقابتی  در  حدودا  نمی   .

mg2    ازHBcAg     به یک گرم رزین سیانوژن بروماید متصل

خرگوش شد.   با  سرم  شده  ایمن  ستون    HBcAgهای  از 

شد.    کروماتوگرافیِ  افینیتی داده  عبور  شده  از تهیه  استفاده  با 

افینیتی آنتی    mg5حدودا    ،HBcAg  کروماتوگرافی  ستون 

ضد   که  .  شدتخلیص    HBcAgبادی  داد  نشان  آنتی  نتایج 

  ، ساندویچدست آمده از خرگوش در آزمون الایزای    ههای ببادی

HBcAg    غلظت تا  را  باکتری  در  شده  تولید  نوترکیب 

ng/ml0.15  د.کنمی  شناسایی   

کلی طور  هدف    نیا  ،به  با  ب  یساز  کلونمطالعه  ژن    انیو 

HBcAg  مختلف    ی هاهیدر سو E. coliتخلیص   یسازنهیو به

ژن   شد.  انجام  موفق  HBcAgآن  وکتور    تیبا    pColdIدر 

  یابیمختلف مورد ارز  هیدر شش سو  آن  انیکلون شد و سطح ب

ب گرفت.  سو  انیب  نیشتریقرار  و  Tuner   هیدر  شد  مشاهده 

  Ni-NTA  ی کروماتوگراف  رزین  از  دهبا استفا  نوترکیب  نیپروتئ

  بینوترک  HBcAgنشان داده شد که  همچنین،  شد.    تخلیص

ساختار  دیتول نظر  از  ا  یشده   فرمبه    هیشب  یکیمونولوژیو 

کلونال    یپل   ی هایباد  ی آنت  دیتول  یبرا  از آن  آن است و   یعیطب

کلونال    یپل  یهایباد  یدر خرگوش استفاده شد. آنت  HBcضد  

سازی یک پس از تخلیص برای بهینه   HBcAgضد    یاصتصخا

ساندویچ   الایزای  و  گرفتند  قرار  استفاده  مورد  ساندویچ  الایزای 

 بینوترکبه هردو فرم    HBcAg  ییقادر به شناساطراحی شده  

 . است و طبیعی
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