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Abstract  

Introduction: Hepatitis C virus has spread globally and is one of the main 

causes of liver cirrhosis and death worldwide. Currently, there is no suitable 

vaccine to prevent this virus. Glycoprotein E2 of this virus can stimulate the 

immune system. The main aim of this study was to construct an expression 

construct of the hepatitis C virus E2 gene in a bacterial host. In this study, 

glycoprotein E2 gene from serotype a1 was isolated and identified from 

patients, E2 gene was isolated by using RT-PCR and amplified Nested-

PCR. The gene expression construct was made in pET21α vector and 

transferred into susceptible bacteria (DH5-α) E. coli Colonies containing the 

desired vector were selected based on ampicillin resistance and using the 

Colony PCR method. For final analysis of E2 gene cloning, the cloned 

fragments were sequenced and the sequencing results were blasted in the 

NCBI database. The results obtained from this study showed the correctness 

of the testing and cloning of the second protected E2 gene in pET21α vector 

and the expression of this gene in E. coli DH5α bacteria. Considering the 

role of glycoprotein E2 in binding and entering the cell, as well as its ability 

to stimulate the humoral and cellular immune system, E2 is a good 

candidate to study for the preparation of a vaccine. The recombinant 

structure of this study should be studied in the next steps for further 

investigation and investigation of protein structure and immunogenicity 
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 برای a1 ژنوتیپ C تپاتیت ویروس E2 ژن نوترکیب سازة ساخت و راحیط

 واکسن   ب دی مطال ات
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  دهیچک

و از  یکباد روزیاباتلا باه سا یداشته و از علال اصال یگسترش  هان C تیتپات روسیو

 یبارا یدر سرتاسر  هان است. در حال حاضر واکسن مناساب رومیمرگ لیدلا نیترمه 

 تاانیپاروتئ نیااز ا یکی E2 ینروپروتئیگل .و ود ندارد روسیو نیاز ابتلا به ا یریشریپ

مطال اه  نیاا یاست. تادف اصال زبانیبه سلول م در اتصال و ورود یاست که عامل اصل

به منظور انجام . بود ییایباکتر زبانیدر م C تیتپات روسیو E2 از ژن یانیب سازهساخت 

شد. باا  ییو شناسا  داسازی مارانیاز ب a1 پیاز سروت E2 نیکوپروتئیمطال ه ژن گل نیا

 .شد ریتکث Nested-PCR شد و در ادامه با استفاده از یژن  داساز RT-PCR استفاده از

 دمساات  تاااییساااخته شااد و بااه درون باکتر pET21α ژن در وکتااور یانیااسااازه ب

 (DH5-α) E.colوکتور مدنظر را براسااس مقاومات باه  یحاو تایی  انتقال داده و کلن

و  یینهاا زیانتخاب شد. باه منظاور آناال Colony PCR و با استفاده از روش نیلسییآمپ

در  ی تاوال نیایت  جیشاد و نتاا یتاوال نییقط ات کلون شده ت  E2 نژ نگیکلون دأییت
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دتنده صاحت مراحال مطال ه نشاان نیدست آمده از اهب جینتا. بلست شد NCBI راهیپا

 نیاا انیو ب pET21α در وکتور E2 حفاظت شده ژن نیو کلون شدن دوم شیانجام آزما

در اتصاال و ورود  E2 نیپروتئکاویبا تو ه به نقش گل .بودE.coli DH5α ی ژن در باکتر

 دیکاند E2توسط آن   یتمورال و سلول یمنیا ست یس کیتوان تحر نیبه سلول و تمچن

 یبررسا یمطال اه بارا نیا بیواکسن است. سازه نوترک هیته یمطال ه برا یبرا یمناسب

ماورد مطال اه قارار  یدر مراحل ب اد دیبا زایییمنیو ا نیساختار پروتئ یو بررس شتریب

 . ردیبر
 

 سازی  کلونE2  Nested-PCR ئنیکوپروتی  گلC تیتپات روسیو :کلیدی تایواژه
 

 مقدمه 

در و  ]1[شاناخته شاده Bنان  Aعنوان تپاتیت نان به 1970در سال  Cویروس تپاتیت 

. طبق اعلام سازمان  هانی ]2[نامیده شد HCVبا گزارش توالی ژنوم ویروس 1989سال 

میلیاون  1.5تستند و ساالانه  HCVمیلیون نفر مبتلا  به  58د ( حدوWHO)بهداشت 

 290000ت داد  2019شود که در سال شود. تخمین زده مینفر به این ت داد افزوده می

اکثار افاراد باه ناوع  ؛]3[نفر بر اثر ابتلا به این بیماری  ان خود را از دست داده باشاند

از افراد مبتلا  فرم حاد بیماری را  %20تنها  .]4[شوندمبتلا می ین بیماریا مزمن )پایدار(

نشاان عفونات ناشای از ویاروس را باه شاکل مازمن   از ماوارد %80و حدود  دادهنشان 

 .]5-7[شونداز بیماران به سیروز کبدی مبتلا می %5-%1. دتندمی

HCV  ویروسRNAمت لق باه خاانواده تپاسای   دارای پوشش  دار با پلاریته مثبت

. ژناوم ]8-10[اسات (Flavi varidae)ویریاده و  انس فلاوی (hepaci virus)ویاروس 

 3000پاروتئین باا نوکلئوتید دارد و تنها حاوی یک ژن است که یک پلی 9600ویروس 

 و 8 و 7[کنادشاود را کاد میاسید آمینه را که به چندین پروتئین ساختاری تبدیل می

زیرگونه مختلف از ایان ویاروس در سرتاسار  70ز . شش ژنوتیپ اصلی و بیش ا]10-12

این ویروس گسترش  هانی داشاته و بقیاه  2و  1تای دنیا شناسایی شده است. ژنوتیپ

سفانه ایران از لحاظ  غرافیاایی أتا مربوط به مناطق  غرافیایی خاص تستند. متژنوتیپ

زارت بهداشات در منطقه پرشیوع خاورمیانه قرار گرفته است و طبق آمارتاای رسامی و
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 1aترین ژنوتیاپ در ایاران درصد گزارش شده است. رایج 1در ایران  HCVمیزان شیوع 

 6/39و میازان  1aدرصد ژنوتیپ  9/44 کننده در مطال هشرکتنفر  56111 ازاست که 

باا دو یاا چناد  HCVدرصاد عفونات  5/2از این افراد  .بودند 3aدرصد مبتلا به ژنوتیپ 

. در ه بودندگزارش شدتای ژنوتیپترین رایج 3aو  1aوتیپ ترکیبی ژنوتیپ داشتند که ژن

در باین م تاادان  HCVشایوع  .تستند HCVایران م تادان تزریقی منبع اصلی عفونت 

در کال  .]14 و 13[درصد گزارش شاده اسات 90تا 40تای کشور بین تزریقی در زندان

در ایران تستند  HCVترین فاکتور خطر برای ابتلا به توان گفت م تادان تزریقی مه می

. ]15[در ایران سیر ص ودی دارد HCVو با تو ه به افزایش میزان این افراد روند ابتلا به 

عنوان یکاای از تهدیاادات بهداشاات عمااومی از  ملااه ایاان بااه Cپیشااریری از تپاتیاات 

در حال حاضر واکسن مناسبی برای پیشریری از ابتلا به این بیمااری  .]16[تاستاولویت

تا برای ساختن واکسن مناسب در سراسر دنیا ادامه دارد. اساتفاده و ود نداشته و تلاش

کننده سیست  ایمنای گزیناه مناسابی بارای سااخت و از نواحی با توالی ثابت و تحریک

دتنده اسااتفاده از طال ااات نشااانطراحاای واکساان در ایاان زمینااه تسااتند. شااواتد و م

  E2و  E1تاای . گلیکوپروتئین]17[ویروس در طراحی واکسن اسات E2گلیکوپروتئین 

تمچناین فارار از  تای ضروری ویاروس بارای ورود و ادماام در سالول میزباان پروتئین

عنوان یک ایمنوژن مناساب تواند بهویروس می E2. پروتئین ]18[سیست  ایمنی تستند

تاای محارا ایمنای تماورال  تاوپدر طراحی واکسن استفاده شود  زیرا علاوه بر اپای

  . با تو ه به موارد ذکر شده]17[استنیز داررا تایی برای تحریک ایمنی سلولار توپاپی

کاه ساویه شاایع در  HCV-1aاز ویروس  E2ای از ژن تدف مطال ه حاضر ساخت سازه

در ایران است و از بیماران مبتلا به این بیماری  داسازی و ت یین توالی و شناسایی شده 

عنوان کاندیاد واکسان در ارزیاابی ب ادی باه ۀبود تاا در مطال ا E.coli DH5αباکتری 

 منولوژیکی مورد بررسی قرار بریرد. ای
 

 تامواد و روش

کننده به درمانراه بیمارستان شاهدای مرا  ه Cدر این تحقیق بیماران مبتلا به تپاتیت 

 باا تو اه باه شایوععنوان  م یت مورد مطال ه در نظر گرفته شدند  آباد  بهخرم عشایر
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 فات. روش کاار در ایان پاروژهاین ژنوتیپ ماورد بررسای قارار گر  در ایران a1ژنوتیپ 
 (RT-Nested PCR) Reverse Transcriptase-Nested Polymerase Chain Reaction 

 بود. 

اساتخراج ژناوم ویاروس از پلاسامای  RT-Nested PCRاولین مرحلاه بارای انجاام 
مطابق پروتکال )ایتالیا(  QIAamp Viral RNA Miniبیماران بود که با استفاده از کیت 

اساتخراج شاده نسابت باه  RNAشد. با تو ه به حساسیت باالای  انجام ندهشرکت ساز
انجام شد. در  cDNAمرحله سنتز   ویروس RNAبلافاصله ب د از استخراج   محیطدمای 

این پژوتش  برای  لوگیری از خطای احتمالی در طی واکنش از پرایمر رنادوم ترزامار 
 C° 65دقیقاه در دماای  10مادت باه  RNAاستفاده شد. مخلوط حاصل از پرایمرتا و 

 30اضاافه شاده و باه مادت  DDWو  dNTPs RT  RNasinانکوبه شد. در ادامه باافر  
سازی آنزی  انکوباسیون صورت گرفت. در انتها به منظور میرف ال C° 37دقیقه در دمای 

RT  دقیقه در دمای  5مخلوط واکنش به مدتC° 95  انکوبه شد. تا زمان انجام مرحلاه
 قرار داده شد.  -C° 20آزمایش  محصول در فریزر ب د 

استفاده شاد. بارای  Nested PCRو  PCRدر ادامه برای تکثیر ژن مدنظر از واکنش 

باه  C° 94دقیقاه   4باه مادت  C° 94با شرایط دماایی  PCRاین منظور ابتدا واکنش 

 35 دقیقاه )باه ت اداد 1باه مادت  C° 72ثانیاه   45به مادت  C° 61ثانیه   45مدت 

دقیقه انجام شد. محصول این مرحله برای اداماه آزماایش و  5به مدت  C° 72سیکل(  

تای مشاخ  عنوان الرو مورد استفاده قرار گرفت. مواد با ملظتبه Nested-PCRانجام 

باه  C° 94تای واکنش مطابق شارایط دماایی انجام شد و سیکل µl 25در حج  نهایی 

 1به مادت  C° 72ثانیه   45به مدت  C° 61ثانیه   45به مدت  C° 94دقیقه   4مدت 

دقیقه انجام شد. کیفیت محصول نهایی  7به مدت  C° 72سیکل(   30دقیقه )به ت داد 

تاای بر روی ژل آگارز مورد بررسی قرار گرفات. باا اساتفاده از آنازی  PCRتای واکنش

NdeI  وBamHI  تض  آنزیمی بر روی محصولPCR وکتاور  صاورت گرفات. در اداماه

pET21α  تای ذکر شده خطی گردید. در نهایت قط ه مذکور با استفاده نیز توسط آنزی

وارد شد. در ادامه وکتورتاای حااوی ژن  pET21αبه وکتور  T4 DNA Ligaseاز آنزی  

( DH5-αتاای مسات د )خار ی را با استفاده از روش شوا حرارتای باه درون بااکتری



 C                                                           .....11 تپاتیت ویروس E2 ژن نوترکیب سازة ساخت و طراحی

E.coliسیلین و ای حاوی وکتور مدنظر را براساس مقاومت به آمپیت  انتقال داده و کلنی

. در مرحله نهایی آزمایش به منظور آنالیز کنی انتخاب  Colony PCRبا استفاده از روش 

  تضا  آنزیمای بار روی پلاسامید pET21αدر وکتاور  E2نهایی و تایید کلونیناگ ژن 

pET21α-HCV1α تاای محدودکنناده با آنازمNdeI  وBamHI ام شاد و قط اات انجا

ب اد از دریافات نتاایج حاصل  هت ت یین توالی به شرکت ژن فنااوران ارساال گردیاد. 

 NCBIبررسای شاد و در پایرااه  Bio Edithافزار تا با استفاده از نرم  توالیت یین توالی

دتنده صحت مراحل انجام آزمایش و کلون شدن دومین حفاظات بلست شد. نتایج نشان

  بود. E2شده ژن 

 

 نتایج

 HCVاز ویاروس  E2این آزمایش به منظور ساخت سازه برای دومین حفاظت شاده ژن 

کنناده باه بیمارساتان شاهدای عشاایر شاهر  داسازی شده از بیماران مرا  ه α1تیپ 

محصول آن بر روی  PCRو انجام  cDNAآباد انجام شد. ب د از استخراج ژن و سنتز خرم

انجاام شاد و نتیجاه آن روی ژل  Nested-PCRواکنش  در ادامه .ژل آگارز مشاتده شد

 نشان داده شده است.  1آگارز بررسی شد که نتایج آن در شکل 
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 : کنترل منفیNested-PCR 3محصول : kb1  2: مارکر Nested-PCR :1محصول  .1شکل 

 E.Coliدار ازتاای صالاحیتسلول  pET21 وکتور  E2پس از مراحل لیراسیون ژن 

DH5α  رشاد کلنای  ه شد. سپس ترانسفورماسیون وکتور به درون بااکتری و نهایتااًتهی

 pET21-E2یید حضور أسیلین صورت گرفت. برای تحاوی آمپی LBباکتری روی محیط 

عنوان الرو برای واکنش هکلنی رشدیافته ب 8استفاده شد. تمامی  Colony PCRاز روش 

PCR  .ترانسفورماسیون موفق  6 و 3  2تای کلنیتنها در نتایج نشان داد که قرار گرفتند

عنوان آخارین مرحلاه (. در اداماه و باه2وکتور و ژن تدف صورت گرفته اسات )شاکل 

یید حضور ژن در پلاسمید  داسازی شده صورت گرفت و محصول أبرای ت PCRواکنش 

دتنده بلست شد کاه نتاایج آن نشاان NCBIواکنش ت یین توالی شد و نتایج در پایراه 

 .(3ثبت شده در این پایراه بود )شکل  Cاز ویروس تپاتیت  E2با ژن  %95اتت شب
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-8تای کلون 1-8تای چاتک  درصد 1بر روی ژل آگارز  Colony PCRبررسی نتایج . 2شکل 

 : کنترل منفی10  چاتک شماره kb 1: مارکر9چاتک شماره   1
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 NCBIای مو ود در پایراه تتوالی و مشابهت ژن با توالی BLASTنتیجه  .3شکل 
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 گیریو نتیجهبحث 

 باه عنوان یک م ضل مه  کلینیکی در سراسار  هاان روبه Cعفونت با ویروس تپاتیت 

و اود   HCVمیلیون مورد  دیاد عفونات 4تا  3طور تقریبی تر سال به گسترش است.

عفونات  درصد از مردم  هان دارای 3دتد که حداقل دارد و برآوردتای کنونی نشان می

درصد کل  م یت کشور طبق آمارتای  1در ایران کمتر از  باشند.مزمن این ویروس می

تای ایجادکننده این ترین ژنوتیپرایج 3aو   1aتایبوده و ژنوتیپ HCVرسمی مبتلا به 

 HCVابتلا باه  م رض خطر تستند. ترین افراد درباشد. م تادان تزریقی مه بیماری می

اماا میازان  اسات افراد مبتلا به تالاسمی  تموفیلی و دیالیزی نیزشایع در ایران در بین 

شیوع آن در مقایسه با کشورتای تمسایه مثل عربستان  عراق و پاکستان بسایار کمتار 

ترین راه انتقال این ویاروس در ایاران اساتفاده از سارنگ مشاترا در باین است. عمده

 . استم تادان تزریقی 

ترچنااد در  ؛و ریباااویرین اساات peg IFN-αکارگیری هد باادرمااان رایااج و اسااتاندار
با اثربخشی بالاتر و  Ledipasvirو  Sofosbuvirتای اخیر داروتای  دیدی از  مله سال

تاا تزیناه تارین مشاکل در اساتفاده از آناماا مه   اندعوارض  انبی کمتر م رفی شده
ینه درمان با این داروتا بسایار سفانه در حال حاضر تزأدرمانی بالای این داروتا است. مت

و ریبااورین اسات. ایان  peg IFN-αحال حاضر درمان روتین برپایه  بنابراین در ؛بالاست
. ژنوتیپ ]19[تا اثر درمانی قط ی نداردروش درمانی کارآمد نبوده و بر روی تمه ژنوتیپ

1a ب لاوه این روش درمانی عوارض  ؛دتدبیشترین مقاومت را به این نوع درمان نشان می
خونی و لنفاوپنی اشااره توان به افسردگی  ک می تاآن ۀ انبی شدیدی دارد که از  مل

کارگیری یک روش پیشریرانه برای مقابله با هتای بسیاری برای ب. امروزه تلاش]20[کرد
HCV تای زیاادی از ژناوم و حال انجام است. بخش در سراسر  هان توسط محققین در

اناد. از  ملاه تای ویروس برای این تدف مورد بررسای و آزماایش قارار گرفتاهپروتئین
ی انولاوپ ویاروس  پروتئازتاای ویروسای و تااپروتئین کپسید ویروس  گلیکاوپروتئین

دارای بیشاترین  E2میان تمامی ماوارد ذکرشاده گلیکاوپروتئین  پلیمراز ویروس که در
 . ]21[قابلیت برای تولید واکسن است

شود. این پاروتئین تادف ایجاد می E2ترین پاسخ ایمنی در بدن در برابر ناحیه قوی
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و  1تاوپ شود. در این ناحیاه دو بخاش باه ناام اپایاصلی ایمنی تومورال محسوب می

  E2تاای حفاظات شاده تساتند. گلیکاوپروتئین و ود دارد که دارای تاوالی 2توپاپی

ش ویروس برای ورود به سلول تدف بوده و اولاین گاام در سایر پیادایش ترین بخاصلی

متصل  SR-B1و  CD-81تایی مثل رود. این گلیکوپروتئین به گیرندهشمار میعفونت به

نقش  NS5Aاز  PKR-bdو بخش  E2از گلیکوپروتئین  pePHDگردد. در واقع بخش می

ازتای داخل سلولی است که پاس   یکی از کینPKR. کنندایفا می PKRاساسی در مهار 

شود. این کیناز مو ب فسفریلاسیون یکی از عوامل از ورود اینترفرون به سلول تولید می

دنبال آن گشته و باه سازی مهار که پروتئینطوریشود. بهمی elF2αنام شروع تر مه به

کای از ی PKRواقاع القاات تولیاد در  شاود.تای آلوده متوقف میتکثیر ویروس در سلول

تااای آلااوده دار در ساالول RNAتااای راتکارتااای مهاا  اینترفاارون در حااذف ویااروس

نوترکیب در حوزه تولید واکسن بارای ایان  DNAتای تولیدی برپایه واکسن .]22[است

کاه خاصایت  E2در ایان مطال اه ژن سااختاری بیماری مورد تو ه ویاژه قارار دارناد. 

و در مطال اات  ]23[نی سلولی و تمورال آن ثابت شده استمکنندگی سیست  ایتحریک

تاا  باه تاا و اد واناتئینتمراه سایر پاروتتای مختلف این پروتئین  بهمختلف از بخش

عنوان کاندید مناساب به و ]25و  24[منظور تحریک بهتر سیست  ایمنی تهیه شده است

کلون شده و  آمیزی در وکتورطور موفقیت هت تهیه واکسن زیرواحدی انتخاب شد و به

رساد بایاد در اداماه نظر مایدست آمده بههدر میزبان نهایی وارد شد. با تو ه به نتایج ب

لیه این ساازه بیان پروتئین و ساختار پروتئین تولیدی و میزان پاسخ ایمنی ایجاد شده ع

تواند گاامی بارای توسا ه ساخت این وکتور می مورد بررسی قرار بریرد.  در بدن میزبان

ترین ژنوتیپ شناسایی شده در ایران( باشد  که )شایع a1واکسن اختصاصی برای ژنوتیپ 

تای مست د بررسای شود در ادامه این مسیر  بیان این وکتور بیانی در سلولپیشنهاد می

زایای آن ختار پروتئین تولیدی مورد بررسی قرار گرفته و در ادامه میزان ایمنیشده و سا

 مورد بررسی قرار بریرد.
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