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Abstract 

Objective 

Foot-and-mouth disease (FMD) is an acute highly contagious viral disease in susceptible cloven-

hoofed animals, which causes extensive economic loss in livestock industry. Recently, diagnostic 

methods have been developed to detect antibodies against non-structural proteins of this virus. 

Non-structural proteins 3ABC and 3D that provide linear B cells epitopes allow effective 

detection of virus-infected animals. In this study, immuno-dominant epitopes of 3ABD proteins 

were considered for the synthesis of a new gene sequence and assembling of 3AB and 3D 

fragments. 

Materials and Methods 

Overlap extension-polymerase chain reaction (OE-PCR) was used to synthesize 3ABD antigenic 

sequences. Viral RNA was isolate from BHK-infected cells and reverse transcribed. In order to 

remove 654 nucleotides of the middle 3C genomic sequence, a pair of internal primers with 29 
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overlapping nucleotides and two external primers were designed. The 3AB and 3D fragments 

were each amplified in separate PCR reactions and purified from the gel after electrophoresis. 

These fragments were used as templates in a one-step OE-PCR for the synthesis of 3ABD 

sequence by external primers and Pfu DNA polymerase. 

Results 

The results showed amplification of 3AB (418 bp) and 3D (557 bp) fragments with overlapping 

sequences at the end of 3' and 5', respectively. The OE-PCR experiment resulted in amplification 

of multiple fragments, and the 3ABD fragment with the desired length (946 bp) was confirmed 

after sequencing. Only by considering 29 homologous nucleotides in the design of overlapping 

primers and a high-fidelity, highly accurate DNA polymerase, two epitopic regions of non-

structural proteins of FMD virus (3'-3AB and 5'-3D) were linked together. 

Conclusions 

The new gene sequence synthesized by a one-step OE-PCR technique has the antigenic sites of 

3ABD non-structural proteins of FMD virus, obviates the need for expensive peptide synthesis, 

and can be a proper alternative for production of 3ABD recombinant protein for application in 

detection of FMD by Enzyme Linked Immunosorbent Assay. 
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  چکیده

س یماریب یک یتب برفک هدف: شدیسم مزوج یواناتدر ح یرانگرو یارب صاد با سارات اقت سترده یکه خ صنعت دامپرور ایگ  یدر 

 یتب برفک یروسو یرساختاریغ هایینپروتئ یهعل هایبادییآنت یابیرد یبرا یماریب ینا یصیتشخ یهاروش یراً. اخکندیم یجادا

 یصهستند، تشخ B یهاسلول یخط هایتوپیاپ یدهندهکه ارائه 3Dو  3ABC یرساختاریغ هایین. پروتئاندیافتهتوسعه یاربس

 3ABD هایینغالب از پروتئ زاییمنیا یخط هایتوپیاپ یق،تحق ین. در اکنندیم یرپذرا امکان یروسآلوده به و یهامؤثر دام

 شد.  فتهدر نظر گر 3Dو  3ABو اتصال قطعات  یدجد یژن یساخت توال یطراح یبرا
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 3ABD یسنتز توال ی( براOE-PCR) یمرازپل اییرههمپوشان به کمک واکنش زنج یگسترش نواح یکاز تکن :هاروشمواد و 

شد.  ژنییآنت ستفاده  سلول یروسیو RNAا ساز یروسآلوده به و BHK یهااز  شد. برا یسیو رونو یجدا  یحذف توال یمعکوس 

شااادند.  یطراح یجفت آغازگر خارج یکو  وشاااانهمپ یدنوکلئوت 29با  یجفت آغازگر داخل یک ، 3Cژن یدینوکلئوت 654 میانی

قطعات به  ینشدند. ا یصشدند و پس از الکتروفورز از ژل تخل یرتکث PCR یجداگانه یهاهرکدام در واکنش 3Dو  3ABقطعات 

مرحله یکواکنش  یکدر  یمرازپلPfu یمو آنز یخارج یبه کمک آغازگرها 3ABD یساانتز توال یبرا OE-PCRعنوان الگو در 

 مورداستفاده قرار گرفتند. ای

همپوشااان  هاییجفت باز( با توال 557)  3Dجفت باز( و  418)  3ABمطالعه نشااان داد که هرکدام از قطعات  ینا یجنتا :نتایج

 946با طول موردنظر ) 3ABD یقطعه شااد و قطعه ینچند یرمنجر به تکث OE-PCRشاادند.  یرتکث 5'و  3' یدر انتها یبترتبه

 یمآنز یکهمپوشاااان و  یآغازگرها یدر طراح یجفت باز همولوژ 29نظر گرفتن  رشاااد. تنها با د ییدتا یابییجفت باز( پس از توال

( به هم متصااال 3D-’5و  3AB-’3) یتب برفک یروسو یرسااااختاریغ هاییناز پروتئ توپییاپ ییهبا دقت بالا، دو ناح یمرازپل

 شدند.

جه به روش  یژن یتوال گیری:نتی ته شاااده  له یک OE-PCRسااااخ  هایینپروتئ ژنییآنت یکه نواح ینعلاوه برا ای،مرح

 یینهگز تواندیرا ندارد و م یدسنتز پپت یبالا یینهمشکلات مربوط به هز باشد،یرا دارا م یتب برفک یروسو 3ABD یرساختاریغ

 باشد. یزابه روش الا یتب برفک یماریب یصدر تشخ تفادهامکان اس یو بررس یبنوترک ینپروتئ یدتول یبرا یمناسب

 همپوشان. یهدفمند، گسترش نواح ییزا، جهش B یهاسلول هایتوپیهمپوشان، اپ یآغازگرها: هاکلیدواژه

 : پژوهشی.نوع مقاله
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 مقدمه

ملی کشور هستند و حفظ و تکثیر آنها از ارزش و اهمیاات بساایاری برخوردار اساات  یعنوان ساارمایه حیوانااات بومی به

(Badakhshan and Mohammadabadi 2015ا .)و  یساااتز یطانساااان، حفامت مح یدر بقا یدینقش کل یواناتح ین
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 Kharrati koopaeiتمدن دارند ) یتوسعه یو حتخام  یرگوشت قرمز و ش یدبا هدف تول یواناتح ینا یریپذاز تطابق یمندبهره

and Mohammadabadi 2013در طول قرن ها، جهش، انتخاب،  یساااازیاهل یندگاو به علت فرا یدر نژادها یکی(. تنوع ژنت

در  یمختلف گاو بوم ی(. توده هاMohammadabadi and Ghasemi 2011باشااد )یم یکیو رانش ژنت یطبا مح یسااازگار

و امرار معاش  یو دام یمواد لبن ینوجود داشاااته و در ت م یرانمتفاوت در مناطق گوناگون ا یو با پراکندگ یمتماد یانساااال یرانا

مناطق مختلف  ییو آب و هوا یمیاقل یطها با شاارادام ین(. اGhasemi et al. 2010کشااور نقش دارند ) ییروسااتا یها یتجمع

سهدر مقا یکهکرده بطور یداپ یسازگار ص ینژادها با ی شور کمتر به ب یخارج یلا سترس  یدام یماریهایموجود در ک شده و ا مبتلا 

قل یا یااهو تغااذ یریتی)مااد یطیمح یهااا  ;Barazandeh et al. 2016) یناادنمااایتحماال م ی( را بااه راحتیمیو ا

Mohammadabadi et al. 2011شرا ین(. بنابرا س یدیتول یطبا توجه به  ست که برا یضرور ینده،آ ییراتتغ یلو پتان  یبقا یا

عه قرار داد )  یماری( بFMD) ی(. تب برفکMohammadabadi et al. 2004انها همه جوانب را در نظر گرفت و مورد مطال

عامل  یروس. وکندیوارد م یرا به صنعت دامپرور یادیز یکه خسارات اقتصاد باشدیزوج سم م یواناتدر ح یمسر یاربس یروسیو

شدیم هایروسو جنس آفتوو یکورناویریدهپ یخانواده بهآن متعلق   یروسو ینبه ا ی(. آلودگThomson and Bastos 2004) با

از  مهمی بخش هاآلوده در گله یها-دام یص. تشخدهدیکاهش م یریطور چشمگرا به دامی محصولات و هادام المللیینتجارت ب

 یتزودهنگام فعال یصتشااخ یبرا یدیجد های(. روشClavijo et al. 2004اساات ) یماریکردن مؤثر ب کردیشااهر یاسااتراتژ

 .اندیافتهآلوده توسعه هایموقع دامو حذف به یروسو

های ساااختاری( و )پروتئین L ،1A ،1B ،1C ،1Dاز  اندعبارتکند که پروتئین کد می 12ویروس تب برفکی  RNAژنوم 

2A ،2B ،2C ،3A ،3B  3وD پروتئین(( )های غیرسااااختاریClavijo et al. 2004دام .) های آلوده به ویروس تب برفکی

بادی علیه های واکساااینه تنها آنتیکه، دامیدرحالکنند؛ های سااااختاری و غیرسااااختاری تولید میبادی علیه هردو پروتئینآنتی

ها یک روش اختاری در سااارم دامهای غیرساااهای علیه پروتئینبادیکنند. بنابراین، ردیابی آنتیهای سااااختاری تولید میپروتئین

سب جهت تفکیک دام صی منا شخی سینه )های آلوده به ویروس از دامت شخیص آلودگی( و همDIVAهای واک های تحت چنین ت

های تشخیصی روش (.De Diego et al. 1997; Höhlich et al. 2003های نامشخص ویروس خواهد بود )بالینی با سروتیپ

سیار های علیه پروتئینبادیبرای ردیابی آنتی ساختاری ویروس تب برفکی ب سعههای غیر (. De Diego et al. 1997اند )یافتهتو

شده از پروتئینپپتید شتق  سلولتوپی اپییت ارائهقابل با 3ABCهای های متعدد م شده Bهای های خطی  اند که قادر به سنتز 

 3Dهای علیه پروتئین بادیچنین ردیابی آنتی(. همShen et al. 1999اند )های واکسینه و آلوده به ویروس بودهدام مؤثرتفکیک 

 Yang et) قرارگرفته است موردمطالعهی غیرمستقیم آلودگی در مطالعات سرواپیدمیولوژیک عنوان مشخصهویروس تب برفکی به

al. 20073های علیه بادی(. آنتیD سیار بالا در دام سیت تشخیصی ب تر در دلیل ماندگاری طولانیغیرواکسینه بههای دارای حسا

ناحیه  30تا  16در گاو در آمینواسیدهای  3Dزای غالب در پروتئین های خطی ایمنیتوپاست که اپی شدهدادهباشند. نشان سرم می

N-  3ترمینال پروتئینD ( قرار دارندYang et al. 2007هم .)ی های زیادی در ناحیهتوپچنین اپی-C 3نال پروتئین ترمیA  و



   (1401 تابستان، 2، شماره 14مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

90 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 (.Shen et al. 1999; Höhlich et al. 2003قرار گیرند ) مورداستفاده مؤثرتوانند در تشخیص وجود دارند که می 3Bسرتاسر 

زایی های جهشگیرند. روشقرار می مورداستفادههای ژنی طور گسترده برای ایجاد تغییرات موردنظر در توالیزایی هدفمند بهجهش

زایی به کمک روش گسترش نواحی (. جهشLu et al. 2009دلیل سرعت و کارآیی بالا بسیار سودمند هستند )به PCRبه کمک 

های ژنی های جانشااینی، حذف و اضااافه در توالیزایی هدفمند برای ایجاد جهشروشاای برای جهش عنوانبه( OEهمپوشااان )

(Horton et al. 1990و یا ایجاد ژن )ی تصاااال دو یا چند قطعههای کایمریک با اDNA های برشااای بدون نیاز به آنزیم

(Kuwayama et al. 2009 معرفی شده است. روش )OE-PCR های زایی در مکاندلیل سادگی و کارآیی مناسب در جهشبه

شامل دو واکنش  ست. این روش  شده ا شناخته  ساخت قطعات اولیه می PCRمتعدد  شد که به  شان های با پایانه DNAبا همپو

ای (. در مطالعهDuan et al. 2013شوند )ی ساخته شده به هم متصل میشود و یک واکنش ثانویه که در آن دو قطعهمنتهی می

شان چندگانه  سترش نواحی همپو ست که گ شده ا شان داده  صال  (MOE-PCR)ن  50های متفاوت با قطعه با اندازه 8قادر به ات

 (.Kadkhodaei et al. 2016باشد )گرها میجفت باز توالی همپوشان در آغاز

های تشااخیصاای تجاری الایزا برای و یا در کیت in-houseهای غیرساااختاری ویروس تب برفکی به صااورت پروتئین

گیرند. یکی از روش هایی که برای به های آلوده و واکساااینه مورداساااتفاده قرار میتشاااخیص بیماری تب برفکی و یا تفکیک دام

ژنی پروتئین های غیرساختاری در آزمایشات الایزای تشخیص بیماری تب برفکی استفاده می شود، سنتز پپتید احی آنتیکارگیری نو

ست )های آنتی سب ولی با هزینهFu et al. 2014; Inoue et al. 2006ژنی موردنظر ا شی منا سنتز پپتید رو ی بالاست، (. 

کار مناساابی باشااد. هدف از هزینه مناسااب تر جهت اهداف بلندمدت تشااخیصاای راهرسااد جایگزینی روشاای با بنابراین به نظر می

عه ژنی از آنتی 3ABDجهت سااااخت توالی ژنی  OE-PCRزایی هدفمند به کمک ی حاضااار اساااتفاده از روش جهشمطال

ترمینال  -C یی ناحیه( اساات که کدکننده3ABCDاز توالی  3Cهای غیرساااختاری ویروس تب برفکی )با حذف توالی پروتئین

شناختهتوپعنوان اپیبه 3Dترمینال پروتئین  -N یو ناحیه 3B ، کل پروتئین3Aپروتئین  سیتشدههای  در گاو  Bهای ی لنفو

 باشد.می

 

 هامواد و روش

های گاوی که علائم بیماری تب برفکی را از وزیکول OpanAsiaی ویروس تب برفکی سااویه :جداسااازی ویروس

دقیقه مجاورت  30)کلیه نوزاد همستر( تلقیح شد و پس از  BHKی سلولی ی ردهبود، جداسازی شد و بر روی تک لایهنشان داده 

آلبومین جنین گاوی افزوده شد  %10دارای  Eagle’s maintenance mediumدرجه سانتیگراد، محیط کشت  37در دمای 

سانتیگراد انجام 37ساعت در دمای  36و کشت به مدت  ساژ اول علایم در که هایی سلول شد. درجه  شان  را سلولی تخریب پا ن

سروتیپ آوری جمع دادند ستفاده با برفکی تب ویروس ژن آنتی شدند.   روش به سروتیپ هفت ضد کلونال بادی پلی از آنتی ا
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جهت انجام ادامه  Oهای کشاات ساالول آلوده به ویروس با سااروتیپ نمونه. (Motamedi et al. 2011شااد ) الایزا تعیین

 ی سانتیگراد منتقل شدند.درجه -70لیتری ریخته شده و به دمای میلی 5/1های آزمایشات در ویال

از  RNAآلوده به ویروس به کمک مینی کیت استخراج  BHKهای ویروسی از سلول  RNA :ویروسی cDNAتهیه 

سنتز  سی معکوس نیز به کمک کیت  شد. واکنش رونوی ستخراج  سازنده ا شرکت  ستور  ساس د سلول )فیورژن بیوتک، تایوان( بر ا

cDNA  .فیورژن بیوتک، تایوان( صورت گرفت( 

 برفکی تب ویروس O سااروتیپ دسااترس در هایتوالی اساااس بر 7-اولیگو افزارنرم کمک به آغازگرها :طراحی آغازگر

 3Cنوکلئوتید از توالی  654زایی هدفمند )حذف برای جهش. شدند طراحی( AH012985.2 دسترسی کد با) PanAsia سویه

جفت باز همپوشانی طراحی شد: یک آغازگر  29در ژنوم ویروس قرار دارد(، یک جفت آغازگر داخلی با  3Dو  3Bهای که بین ژن

انتهای آویزان، و یک آغازگر داخلی  عنوانبه 3ABاز توالی  3'ی به همراه بخشااای از ناحیه 3Dداخلی )رفت( برای تکثیر توالی 

چنین دو آغازگر انتهای آویزان. هم عنوانبه  3Dاز توالی 5'ی همراه بخشاای از ناحیهبه 3ABدیگر )برگشاات( برای تکثیر توالی 

سایی آنزیم وبرگشترفتخارجی  شنا شدند. همههای برشی برادارای جایگاه   ازنظری آغازگرها ی اهداف کلونینگ در آینده طراحی 

بررساای شاادند. توالی آغازگرها و  7-افزار اولیگوسااری توسااط نرم، تشااکیل دایمر و ساااختارهای ساانجا GCدمای ذوب، درصااد 

 است. شدهارائه 1ها در جدول اطلاعات مربوط به آن

 هاو اطلاعات مربوط به آن AH012985.2توالی آغازگرها با کد دسترسی  .1جدول 

Table 1. Primer sequences and their related information 

 Primers آغازگرها
  (’3-’5) والیت

Sequence 

  طول

جفت )

 باز(
Length 

(bp) 

دمای ذوب 

 گراد)سانتی
Tm (C) 

 *اندازه محصول

 باز(جفت )
Product length 

(bp) 

 1-داخلی همپوشان

(Internal overlap-1) 

GTCAACTATCAATCCGTTCTTTGCTTT

CACTTTCAAA 37 63.8 418  

 خارجی رفت
(External forward) 

AGCAGAATTCATGGTGAACGAGTACA 26 61.8 418 946 

 خارجی برگشت
(External reverse) 

TATAAGCTTAGTCTTGCCGGCACG 24 62.3 557 946 

 2-داخلی همپوشان

(Internal overlap-2) 

TGAAAGCAAAGAACGGATTGATAGTT

GACA CC 
32 64.2 557  

برگشت، و در  و خارجی 2-، داخلی همپوشانخارجی رفت و 1-ی محصولات واکنش با آغازگرهای داخلی همپوشان* منظور اندازه

 باشد.می برگشت و خارجی نهایت خارجی رفت

*Product length refers to the products of Internal overlap-1 and External forward primers, Internal 

overlap-2 and External reverse primers, and External forward and External reverse primers. 
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تدا واکنش :OE-PCRآزمایش  باز و  418به طول  3ABقطعات  از یکهر  یرتکث برای PCR اب به طول  3Dجفت 

 7/0(، مولارمیلی 10) dNTP یکرولیترمیک PCR (X10 ،)بافر  یکرولیترم 5/2شامل  یکرولیتریم 25 هایحجم در جفت باز 557

غازگر ) یکرولیترمیک (، مولارمیلی 50) 2MgCl یکرولیترم پنج ) Pfu یمآنز یکرولیترم 2/0( و یکرولیتردر م یکومولپ 10از هر آ

 داخلی و برگشااات خارجی آغازگرهای و ،3AB یتوال یرتکث یبرگشااات برا یرفت و داخل یخارج ی(. آغاز گرهامیکرولیتر در واحد

با توجه به دمای ذوب آغازگرها و طول قطعات موردنظر واکنش  یطمورداساااتفاده قرار گرفتند. شااارا 3D یقطعه تکثیر برای رفت

 C˚94 یدر دما سازیواسرشت شامل سیکل C˚94 ،35 دمای در اولیه سازیواسرشت دقیقه پنج: صورت زیر در نظر گرفته شدبه

 یقهپنج دق یتو درنها یقه،دق یک مدتبه C˚72 یدر دما یرو تکث یهثان 40 مدتبه C˚59 یاتصاال آغازگر در دما یه،ثان 30 مدتبه

پس از الکتروفورز در ژل آگارز  واکنش محصااولات شاادند، تکثیر 3D و 3ABکه قطعات  ینازا پس .C˚72 یدر دما یینها یرتکث

صد  شدند.  آمیزیرنگیک در شاهده  صولات تکثیر، صحت تایید از پسو م -OEتا در واکنش  شدند تخلیص ژل از واکنش مح

PCR  صال قطعات ستفاده 3ABD یساخت توال برای 3D و 3ABجهت ات شکل  واکنش انجام ی. نحوهگیرند قرار موردا  1در 

 شده است. داده نشان

میکرولیتر بافر  5/2(، Dو  AB) PCRنانوگرم از هر محصاااول  20میکرولیتری شاااامل  50در حجم  OE-PCRواکنش 

PCR (X10 یک میکرولیتر  ،)dNTP (10 یک میکرولیتر میلی غازگر میلی 2MgCl (50مولار(، یک میکرولیتر از هر آ مولار(، 

)پنج واحد درمیکرولیتر( بود. شرایط واکنش با توجه  Pfuمیکرولیتر آنزیم  2/0پیکومول در میکرولیتر( و  10خارجی رفت و برگشت )

سرشتی موردنظر بهبه دمای ذوب آغازگرها و طول قطعه شد: پنج دقیقه وا ، C˚94 سازی اولیه در دمایصورت زیر در نظر گرفته 

ثانیه و تکثیر در دمای  90مدت به C˚59ثانیه، اتصال آغازگر در دمای  30مدت به C˚94سازی در دمای سیکل شامل واسرشت 35

C˚72 دقیقه تکثیر نهایی در دمای  10ثانیه، و در نهایت  110مدت بهC˚72 محصاااولات .OE-PCR  پس از الکتروفورز در ژل

 آمیزی و مشاهده شدند.رنگ safe stainآگارز یک درصد به کمک 

ضر در روش :توالی یابی شخ ییدقت بالا یسنجر دارا یابییتوال ،یابی یتوال یهادر حال حا ست و در ت  یپزشک یهاصیا

س نیها و همچنژنصحت  دییتا یبرا. هم کاربرد دارد شده، توال یرهاییو تغ یاحتمال یهاجهش یبرر هر دو ژن  یبرا یابییاعمال 

شد. ست و تمام توال دهایتعداد خوانش نوکلئوت نکهیا لیبه دل انجام  از دو  یابییتوال دهد،یژن را پوشش نم یدر هر خوانش محدود ا

 .ها انجام شدژن یابتدا و انتها یسو برا
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 3ABDی برای ساخت قطعه 3Dو  3ABصورت شماتیک. قطعات به OE-PCRی انجام نحوه .1شکل 

 کمک آغازگرهای همپوشان به هم متصل شدندبه

Figure 1. A schematic drawing of OE-PCR. 3AB and 3D fragments were assembled to 

produce 3ABD fragment using overlapping primers 

 

 نتایج و بحث

به طول  3Dجفت باز، و  418به طول  3ABدر ژل آگارز یک درصااد نشااان داد که قطعات  PCRالکتروفورز محصااولات 

(. محصولات واکنش از ژل تخلیص شدند 2شدند )شکل تکثیر  5'و  3'های های همپوشان در پایانهترتیب با توالیجفت باز به 557

صی در مرحله صا شوند و از تکثیر غیراخت شود. تا دایمرهای آغازگرها حذف  منجر به تکثیر چند قطعه  OE-PCRی بعد جلوگیری 

شکل  شد. توالی 946(. باند دارای طول موردنظر )2شد ) ساخت قطعجفت باز( از ژل جدا و تخلیص  شد و   3ABDی هیابی انجام 

های تشخیصی الایزا بر اساس پروتئین زایی هدفمند به روش گسترش نواحی همپوشان تایید شد. چون اغلب کیتبه کمک جهش

3ABC توپ های لنفوسیت هستند در حالی که مشخص شده، اپیB ،ی در ناحیه گاویC  3ترمینالA  سر پروتئین  3Bو سرا

 3C. پروتئین (Höhlich et al. 2003)یافت نشااده اساات  3Cی پروتئین ناحیهدر  Bتوپ لنفوساایت وجود دارند، هیچ اپی

اثر گذاشااته و منجر به  E.coliساااخته شااده در  3ABCرسااد برروی پروتئین نوترکیب خاصاایت پروتئازی دارد که به نظر می

به کمک جهش زایی هدفمند حذف شد.  Cدر نتیجه قطعه ی  .(Sariya et al. 2011)شود  3ABCشکسته شدن پروتئین 

ترمینال  -N( و  ناحیه 3ABبه صاااورت یکپارچه ) 3Bو کل پروتئین  3Aترمینال پروتئین  Cاخیرا در مطالعه ای توالی های 
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صورت جداگانه در میزبان  3Dپروتئین  شدند و هر کدام از دو پروتئین  E.coliبه  شات بیان  شده جداگانه در آزمای نوترکیب تولید 

توپی خصااوصااا پروتئین الایزا برای تشااخیص بیماری تب برفکی در گاو مورد بررساای قرار گرفتند و قابلیت بالای این نواحی اپی

3AB 3های بیمار مورد تایید قرار گرفت در تشخیص سرم دامB (Moghaddam et al, 2021). 

 

-OEیک درصد. از راست به چپ: نشانگر اندازه یک کیلوباز، محصول  TAEژل آگارز/الکتروفورز در  .2شکل 

PCR3ی ، قطعهD 3ی و قطعهAB 

Figure 2. Electrophoresis in 1% agarose/TAE. Right to left: 1 Kb DNA ladder, OE-PCR 

product, 3D fragment and 3AB fragment 

 

شناسی ها یک دستیافت بزرگ در علم زیستهای محدودکننده و اتصال مجدد آنمکمک برش آنزیبه DNAاتصال قطعات 

 DNAی اتصااال سااریع چندین قطعهDanna and Nathans, 1971; Smith and Welcox, 1970). قرن بیسااتم بود )

در برخی شاارایط  های کلونینگ رایج و آداپتورها ممکن اسااتنوترکیب موردنیاز اساات. روش DNAاغلب در بساایاری از مطالعات 

سیک به ست: در مرحله OE-PCRخوبی عمل نکنند. روش کلا سترش عمدتاً دارای دو مرحله و دو ترکیب مجزای واکنش ا ی گ

 DNAی تکثیر ی بعد است. در مرحلهتر از مرحلهنواحی همپوشان احتیاجی به آغازگرهای خارجی نیست و دمای اتصال نسبتاً پایین

صل از ای جدید درنظر گرفته میهمراه آغازگرهای خارجی و برنامهجدیدی به شده، ترکیب واکنشفیوز شود. در واقع محصولات حا

ستفاده میعنوان الگو برای مرحلهی قبل بهمرحله ضر این دو مرحله با که در مطالعه(. درحالیLi et al. 2013شوند )ی بعد ا ی حا

به واکنش افزوده شااده و یک دمای اتصااال  OE-PCRخارجی از ابتدای واکنش اند، به این معنی که آغازگرهای هم ادغام شااده

 (. Zhang et al. 2013برای کل واکنش در نظر گرفته شد. این امر نقش مؤثری در کاهش زمان واکنش خواهد داشت )
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صال قطعات مختلف به کمک نوترکیبی هومولوگ، یکی از روش شد که در مطالعهمی SLICهای ات سترش  ایبا با روش گ

نواحی همپوشان موردمقایسه قرار گرفت و نشان داده شد با اینکه نتایج هر دوآزمایش برای اتصال قطعات مختلف با موفقیت همراه 

تری است که های آنزیمی و مراحل تخلیص کماست، نیازمند واکنش PCRبود، ولی روش گسترش نواحی همپوشان که مبتنی بر 

ضر، به کمک یک روش Kadkhodaei et al. 2016تر خواهد بود )صرفهمقرون به از نظر زمان و هزینه  PCR(. در تحقیق حا

 3Dو  3ABی حذف شاااد و دو قطعه 3ABCDپروتئین ی پلی( از توالی کدکنندهCنوکلئوتیدی )ژن  654معمولی، یک توالی 

شدند و توالی به صل  شد. نتایج توالی 3ABDهم مت شان داد ساخته  شد. یابی ن ستی انجام  که حذف نوکلئوتیدهای موردنظر به در

و یک دمای  PCRطور همزمان در یک واکنش یافته بهاتصااال DNAهمراه تکثیر کامل قطعات گسااترش نواحی همپوشااان به

خواهد بود. ( Luo et al. 2013یا دو دمای اتصال متفاوت )( Li et al. 2013تر از دو واکنش مجزا )تر و سادهاتصال، بسیار سریع

ی اختصاصی و یک برنامه DNAنوکلئوتید همولوژی در نواحی همپوشان در  50نشان داد که با  MOE-PCRاخیراً یک آزمایش 

Touchdown-PCR ی توان تا هشاات قطعهمیDNA ( را با موفقیت به هم متصاال کردKadkhodaei et al. 2016.)  در

های توپی از پروتئینی نواحی اپیهمولوژی در طراحی آغازگرهای داخلی، دو توالی کدکنندهنوکلئوتید  29ی حاضااار، تنها با مطالعه

اندازی و راه 3ABDژنی نوترکیب تواند برای تولید پروتئین آنتیغیرساختاری ویروس تب برفکی به هم متصل شدند. این توالی می

 گیرد. های تشخیصی بیماری تب برفکی در آینده مورداستفاده قرار روش

رساااند مدت طولانی به ساااختار مولکول آساایب میدر معرض اتیدیوم بروماید و پرتو فرابنفش به DNAقرارگرفتن قطعات 

(Shevchuk et al. 2004 به همین منظور هنگام تخلیص محصاااولات .)PCR  الگوهای( اولیهOE-PCR از ژل، به جای )

تر از یک دقیقه و تحت تابش در کم DNAچنین برش ژل حاوی زی استفاده شد. همآمیبرای رنگ safe stainاتیدیوم بروماید از 

عوامل متعددی همچون آغازگرها، دمای اتصال، کیفیت الگو،  نانومتر( انجام شد. 254جای به 312موج بلندتر پرتوی فرابنفش )طول

صولات  پلیمرازDNAشرایط یونی و آنزیم  صال موفقیتمؤثر ا PCRبر کیفیت و کمیت مح به  DNAآمیز قطعات ست. برای ات

(. در این مطالعه آغازگرهای داخلی طراحی شده دارای دمای ذوب Luo et al. 2013کنند )ای پیدا میهم این شرایط اهمیت ویژه

(mTبالایی نبودند و در دامنه ) ی دمای ذوب آغازگرهای خارجی قرار گرفتند و این نکته در تنظیم شااارایط واکنشOE  اهمیت

اولیه ساااخته شاادند، این  PCRهای مجزای های همپوشااان در واکنشدارای توالی 3Dو  3ABکه قطعات زیادی دارد. هنگامی

کنند. ی دیگر را نیز ایفا میکنند، نقش آغازگر برای سااااخت رشاااتهعنوان الگو عمل میکه بهعلاوه بر این OE-PCRها در توالی

( نقش مؤثری در انجام دقیق این high fidelityعنوان آنزیمی با قابلیت ویرایش و قدرت بالا )راز نیز بهپلیم Pfuاستفاده از آنزیم 

 . (André et al. 1997)واکنش داشته است 

سازی واکنش را مرتفع ، حتی اگر چندین قطعه ساخته شده باشند، نیاز به بهینهOE-PCR ی صحیح محصولاتبرآورد اندازه

سبت به بهینهتوان قطعهاین مواقع میکند. در می سیدن به تک باند ی موردنظر را از ژل جدا و تخلیص کرد که ن سازی واکنش تا ر
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ساده سیار  شان و آنزیم  3D و 3ABی ی جداگانهتر خواهد بود. در این تحقیق، دو قطعهب عنوان به Pfuبه کمک آغازگرهای همپو

روشی سریع، مطمئن و قدرتمند در اتصال  OE-PCR(. روش 2هم متصل شدند )شکل موفقیت بهیک آنزیم پلیمراز با دقت بالا با 

باشاااد. این تکنیک خصاااوصااااً در ژنی میهای آنتیتوپی پروتئینی نواحی اپیهای کدکنندههای متعدد ژنو سااارهم کردن توالی

 ر پرکاربرد خواهد بود.های تشخیصی بسیاهای نوترکیب و استفاده در کیتتکنولوژی تولید پروتئین

ضر تنها نواحی اپی ساختاری توپی پروتئیندر تحقیق حا شد و از تکثیر کل توالی کدکننده 3ABDهای غیر ی در نظر گرفته 

ها و یا بادیاختصاااصاای با آنتیتواند باعث واکنش غیرهای موجود در یک پروتئین بزرگ میتوپآن هاخودداری شااد. زیرا تعدد اپی

ساختاری غیر پروتئینپلیاز  یبخش 3B و 3Aهای  نیپروتئ(. Neitzert et al.1991ی پیکورناویروس شود )اعضای خانوادهسایر 

سروت هستند ویروس تب برفکی سیار  FMDVی هاپیکه در همه  شدهب  .Gao et al. 2012; Grubman et al) اندحفامت 

1987; Höhlich et al. 2003 دنکنیم جادیا یتب برفک روسیبه و یپس از آلودگ ییبالا ییزایمنیا تیقابل( و (Clavijo et 

al. 2004, De Diego et al. 1997 3(. توالیD  3نیز به این علت انتخاب شاااد که طبق گزارشاااات، پروتئینD  بسااایار

ست وحفامت سو شده ا ستقل از نوع  سط هیم سروتیپ ویروس تب آلوده هایسرم دامی ویروس، تو سا برفکی به هر هفت   ییشنا

ساختاری های غیری زمانی کوتاهتری نسبت به سایر پروتئینبادی علیه آن پس از آلودگی در سرم دام آلوده در فاصلهشود و آنتییم

O'Donnell et al. 2015et al. Mahajan ; 1993 et al. Bergmann ;تری نیز دارد )شود و ماندگاری طولانیایجاد می

در تکنولوژی پروتئین نوترکیب و درنهایت آزمایشات الایزا، ضمن اینکه از توالی  ی جدیداستفاده از این توالی سنتز شده(. با 1996;

تواند در گردد و میهای مربوط به ساانتز پپتید جلوگیری میشااود، از هزینههای اضااافی اسااتفاده میژنی موردنظر بدون توالیآنتی

 ستفاده قرار گیرد.تشخیص بیماری تب برفکی موردا

به کمک طراحی آغازگرهای  3Dو  3ABهای غیر سااااختاری توپی پروتئینی حاضااار نواحی اپیدر مطالعه :گیرینتیجه

توپی هرکدام بصورت جداگانه قابلیت های اپیتکثیر شدند. مطالعات نشان داده که این توالی PCRاختصاصی همپوشان در واکنش 

. توالی (Moghaddam et al, 2021)ویروس تب برفکی را در آزمایشات الایزا دارا می باشند  های آلوده بهتشخیص سرم دام

3AB  3به دلیل قدرت بالاتر در تشاااخیص ویروس و توالیD  به دلیل ماندگاری طولانی مدت در سااارم دام آلوده برای آزمایش

OE-PCR  انتخاب شدند. توالی ژنی ساخته شده به روشOE-PCRهای غیرساختاری ژنی پروتئینکه نواحی آنتی ، علاوه براین

3ABD ی مناساابی تواند گزینهی بالای ساانتز پپتید را ندارد و میباشااد، مشااکلات مربوط به هزینهویروس تب برفکی را دارا می

 د.برای تولید پروتئین نوترکیب و بررسی امکان استفاده در تشخیص بیماری تب برفکی به روش الایزا باش

سگزاری ستا یقتحق ینا :سپا سرم یقاتتحق یمصوب موسسه یپروژه یدر را کرج با کد مصوب  یراز سازیواکسن و 

همایون دکتر  یاز آقا همچنین .گرددیم یپروژه سپاسگزار ینهمکاران ا یانجام شده است، لذا از تمام 950024-001-18-18-2
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سرم یقاتتحق یموسسهتب برفکی، تولید واکسن مهروانی بهبهانی، عضو هیات علمی بخش  به خاطر  کرج یراز سازیواکسن و 

 .شودیم یتشکر و قدردان های کشت سلول آلوده به ویروسنمونهتهیه 

    

 منابع

استفاده از روش رگرسیون متغیر های ماهری برای پیش بینی مقدار تولید شیر ( 1392خراتی کوپایی حامد، محمدآبادی محمدرضا )

 .17-28(، 2)5زی . مجله بیوتکنولوژی کشاورو چربی در جمعیت گاوهای هلشتاین ایران

. ISSRارزیابی تنوع ژنتیکی گاوهای هلشتاین و بومی استان کرمان با نشانگرهای ( 1390مریم ) قاسمی محمدرضا، محمدآبادی

 .45-51 ،(1) 6ژنتیک نوین 

ویروس  VP1 ( ساخت ناقل بیانی حاوی ژن1390مهروانی همایون ) میررضا،ا جلیلیان حوریه، جاهی سلیمان فرحناز، سده معتمدی

 ، تایید پروتئین تولید شده در سلول های کلیه بچه هامسترO (FMDV type O/IRN/1/2007) تب برفکی سویه

(BHKT7)   69-79(، 3)14و ارزیابی پاسخ ایمنی در مدل موشی. مجله علوم پزشکی مدرس: آسیب شناسی زیستی. 
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