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Abstract 

Objective 

The production of antibodies against the coat protein of Apple stem grooving virus (ASGV) and 

their application in diagnostic assays and biosensor design represents a crucial strategy for 

effective plant virus detection. ASGV is a significant pathogen affecting pome fruit trees and 

apples. The objective of this study was to express the coat protein gene of ASGV in E. coli, 

generate antibodies against the expressed protein, and assess their effectiveness in diagnostic 

assays. 

Materials and methods 

In the PCR, we successfully amplified a 714 bp fragment corresponding to the complete coding 

region of the ASGV coat protein gene. The amplified fragment was then cloned into the pTG19 

vector. Subsequently, the desired fragment was subcloned into the pET28a (+) expression vector 

using BamHI and EcoRI restriction enzymes. The resulting construct was then introduced into E. 

coli BL21(DE3) cells for gene expression. To determine the optimal conditions for protein 

expression, the transformed cells were induced with one mM IPTG for various durations (3, 4, 6, 

and 16 hours). The expression of the protein was confirmed through SDS-PAGE electrophoresis 

and western blot analysis. Following the purification of the expressed protein, it was utilized as 

an antigen for immunizing rabbits. Immunoglobulins (IgGs) were subsequently purified from the 
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rabbit serum, and some of them were employed for conjugate production. The efficacy of the 

conjugates was evaluated in serological assays. 

Results 

Sequencing analysis of the amplified fragments conclusively verified their correspondence to the 

ASGV coat protein gene. Moreover, PCR and enzymatic digestion of the resulting clone provided 

further evidence of the successful construction of pET28-ASGV-CP. Comprehensive sequence 

analysis of the constructed plasmid in both directions confirmed the accurate insertion of the coat 

protein gene into the expression vector, while also confirming the absence of any nucleotide 

mutations. Following optimization, the expression of the ASGV coat protein was successfully 

achieved, resulting in an approximate size of 27 kDa. This confirmation was attained through 

SDS-PAGE electrophoresis and subsequent western blotting, conducted four hours after 

induction. The direct, indirect, and dot-blot assays were performed to assess the efficiency of the 

conjugate. The results indicated that the optimal concentration of the conjugate was 

approximately 1:1000. 

Conclusions 

The generated and conjugated antibodies exhibit suitable titers relative to the antigen 

concentration and demonstrate specificity and effectiveness in the detection and identification of 

Apple stem grooving virus (ASGV). These antibodies can be utilized for various serological 

diagnostic kits, including ELISA, offering valuable applications in virus detection and 

identification. 
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  چکیده

سورهایب یمتنوع و طراح هایو کاربرد آن در آزمون بادییآنت دیتول هدف: سن شخ یاز راهبردها یکی و  هایروسیو صیمهم در ت

ست. و یاهیگ ش روسیا مهم درختان دانه هایروسیاز و یکی( Apple stem grooving virus (ASGV)) بیس یاریساقه 

شدمی بسی و دار ش نیئژن پروت انیب ق،یتحق نی. هدف از ابا ش  انیب نیپروتئ هیعل یباد یآنت دیو تول E. coliدر  روسیو نیا یپو

 است. یصیتشخ هایآن در آزمون یابیشده و ارز

 ASGV یپوشششششش نیجفت باز مربوط به ژن کامل پروتئ 714به طول  ایقطعه مراز،یپل ایرهیدر واکنش زنج :هاروشمواد و 

خارج و در حامل  EcoRIو  BamHI یبرش هایمیشد. سپس، قطعه مورد نظر با آنز سازیهمسانه pTG19 دیو در پلاسم ریتکث

سانه  pET28a یانیب سازه مورد نظر به سازیهم منتقل  BL21(DE3) هیسو  E. coli یژن هدف، به باکتر انیمنظور بشد و 

 دییساعت پس از القا صورت گرفت و تا 16سه، چهار، شش و  هایو زمان IPTGمولار  یلیم کیدر غلظت  انیب یساز نهیشد. به

شد. پروتئ یپس از الکتروفورز عمود انیب سترن بلات انجام   قیبه خرگوش تزر ژنیعنوان آنتو به صیشده تخل انیب نیو آزمون و
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 ت،یاستفاده شدند. در نها تیکانجوگ دیتول یاز آنها برا یو بخش صیاز سرم خون تخل هانیمنوگلوبولیسرم، ا یساز منیشد. پس از ا

 .شد یابیارز یکیسرولوژ هایآنها در آزمون ییکارا

 بیس یاریساقه ش روسیو یپوشش نیمربوط به ژن پروتئ آرسییدر پ افتهی رینشان داد قطعات تکث یابی یتوال نییتع جینتا :نتایج

سازه ساخته شده در  یتوال نییبود. تع pET28-ASGV-CPکننده ساخت سازه  دییتا یمیو هضم آنز یکلون آریسیپ جیاست. نتا

بود. پس از  یدیو  فقدان جهش نوکلئوت انیب دیدرون پلاسم حیدر قاب صح یپوشش نیاز قرار گرفتن ژن پروتئ یدو جهت حاک

چهار ساعت بعد از القاء در الکتروفورز  لودالتونیک 27 یبیبا اندازه تقر ینینوار پروتئ ،یپوشش نیو استخراج پروتئ انیب ،یسازنهیبه

 یبادیآنت 1:1000نشان داد غلظت حدود  جینتا با،ید زمونو آ میمستق ریغ م،یمستق یزیشد. در الا دییو وسترن بلات تا یعمود

 .را دارد.   ژنیواکنش مناسب با آنت ییواناژن ت یشده در غلظت مناسب آنت صیتخل

لازم  ییو کارا تیاختصاص ییژن توانا یشده و کانژوگه شده در رقت مناسب در تناسب با غلظت آنت دیتول یباد یآنت گیری:نتیجه

 یها تیانواع ک یدر طراح یباد یآنت نیا یاز کاربردها یکیدارد.  یرا بخوب بیس یاریساقه ش روسیو ییو شناسا یابیرد یبرا

 است. زایمانند الا یکیسرولوژ یصیتشخ

 .بیس یاریساقه ش روسیوسترن بلات، و روس،یلوویژن، کاپ انیب ،یباد یآنت: هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

 یباد یبر آنت یمبتن زایالا تیک ییکارا یو بررس یطراح (1402) امید عینی،  محمد حاجی زاده، داود کولیوند، مهسا محمدلو استناد:

  .1-24(، 3)15، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. Escherichia coliدر  بیس یاریساقه ش روسیو یپوشش نیپروتئ هیشده عل دیتول
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 مقدمه

 شودیمحسوب م مارگرهایباین خسارت  تیریمد ستمیاز شروط مهم در س یروسیو یهایماریب دقیقو  موقع به صیتشخ

(Martinelli et al. 2015)های قدیمی و پرکاربرد برای غربالگری اولیه در بسیاری از های سرلوژیک یکی از روش. روش

های جدید که های سرولوژیکی و همچنین تکنیکشود. روشکه امروزه نیز از آن استفاده وسیعی می های ویروسی است،بیماری

های قرنطینه ها و پستها و باغدر مبادی ورودی کشورها، استان مبتنی بر آنتی بادی هستند برای غربالگری تعدادی زیادی نمونه

های سرولوژیکی، خالص سازی از ها به عنوان معرف اصلی در الایزا و روشبادین روش تولید آنتیتریشوند . معمولیاستفاده می

هایی به دست آوردن ویروس خالص است، اما خالص سازی ژن ایمن شده است. شرط اینچنین روشسرم خونی است که در برابر آنتی
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ات ممکن است نتایج نامطلوبی در خصوصیات و غلظت داشته و گیر باشد و گاهی اوقویروس از گیاه ممکن است یک فرآیند زمان

های گیاهی باشد سرم ارائه دهد، زیرا ممکن است خلوص ویروس خالص شده متغیر و همراه با پروتئینویژگی متفاوتی از آنتی

(Fajardo et al.  2007) ها به ویژه در برخی آزمایشگاه. علاوه بر این تجهیزاتی مانند اولتراسانتریفوژ سرعت بالا ممکن است در

 کشورهای در حال توسعه در دسترس نباشد. 

 پروتئین پوششی را تسهیل های ویروسی مانندبادی در برابر ژنای نوترکیب، آماده سازی آنتیانپیشرفت در تکنولوژی دی

دی پروتئین با کیفیت بالاتر نسبتاً ساده، سریع و ارزان برای تولید مقادیر زیا E. coliهای خارجی  در سیستم کرده است. بیان ژن

رای ایمن سازی در بهای اختصاصی ژنهای نوترکیب به عنوان آنتیبه طور کلی پروتئین حداقل اصلاحات پس از ترجمه است.

این  .(Nickel et al.  2004)گیرند ده قرار میهای اختصاصی ویروسی با کیفیت مورد استفابادیحیوانات برای بدست آوردن آنتی

های بسیار حساس کنیکتها، در مطالعات مختلف و در های سرولوژیکی برای تشخیص ویروسها به طور گسترده در روشبادیآنتی

 مانند وسترن بلات کاربرد دارند. 

 .(Cieslinska, 2000) است Capillovirusو جنس  Betaflexiviridaeمتعلق به خانواده  بیس یاریساقه ش روسیو

مثبت  تیقطب با 1ایتک رشته ایآران ویروسژنوم  نانومتر است. 12-13آنها  رضو ع 1000تا  470 روسیو ندر ای هاطول رشته

را  یچند بخش نیک پروتئی( 1ORF) کیشماره  یقاب خواندن .وجود دارد 3`به 5`که از 2یسه قاب خواندن روسیو نیدر ا .است

است.  RNA dependent RNA polymerase هایفیو موت کازیترنسفراز، هل لیمت هایموتیف یحاو نیپروتئ نیا کند،یرمز م

. قاب کندیرا رمز م یحرکت نیاست، پروتئ لاو یاز آن بصورت همپوشان با قاب خواندن یادی( که بخش زORF2دوم ) یقاب خواندن

  .کندیم دیرا تول روسیو یپوشش نیاول قرار گرفته است که پروتئ یقاب خواندن یلیکربوکس ی( در ادامه انتهاORF3سوم ) یخواندن

این ویروس دارای ناقل ناشناخته است و انتقال  شوند.یم انیب یرژنومیز ایآران یتژاسترا قیدوم و سوم از طر یهر دو قاب خواندن

  .Adams et al.  2004; Chen et al)گیرد نشاهای آلوده صورت می و انتشار در این خانواده ویروسی عمدتاً از طریق پیوند و

و سبب  گذاردیم بیس یمحصول مهم و اقتصاد یروساقه شیاری سیب  روسیکه و یمهم ریو تاث یگستردگ لیبه دل. (2011

از جمله  .(Cieślińska et al. 2007) است یمذکور مهم و ضرور روسیو کنترل و یابیرد ،شودیآن م تیو کم تیفیکاهش ک

 یدگیچروک روسیبه و توانیشده است م دیتول یبادیآنتبا استفاده از بیان در سیستم های حد واسط ها آن یبرا راًیکه اخ هاییروسیو

 روسی(، و  .2021Kumar et al) 4ازیکوتوله زرد پ روسیو ( ,2021Thangaraj and Jayakrishnan)  3نیریش ینیزم بیس

 دیبه تول توانیانجام گرفته است م رانیکه در ا یاشاره کرد. در مطالعات ایدر دن ) .2020Kokane et al ( 5مرکبات ستزایتر

                                                      
1. Single Strand RNA (ssRNA) 

2. Open Reading Frame (ORF) 

1. Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV) 

2. Onion yellow dwarf virus (OYDV) 

3. Citrus tristeza virus (CTV) 
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 Safarnejad et) 2کوتولگی زرد لوبیا چشم بلبلی روسیو، ( .2018Masoudi et al) 1اس سیب زمینی روسیو یبرا یبادیآنت

2019al. ) 3برگ بادبزنی مو روسیو (2016; Koolivand et al. 2015; Bashir et al. 2014 Koolivand et al.) 

دار به ویژه سیب که یک با توجه به  اهمیت باغات درختان دانه اشاره نمود. ( .2017Koolivand et al) 4اریخ کییموزا روسوی

از طرفی با توجه به ها از اهمیت بسزایی برخوردار است. های ویروسی شناسایی ویروسمحصول صادراتی است و خسارات بیماری

بادی های سنتی وجود دارد و همچنین استفاده از یک جدایه بومی به منظور تولید آنتیبادی به روشهایی که در تهیه آنتیمحدودیت

های بومی و ساخت سازه ژنومی مناسب در این راستا است. هدف از این تحقیق، تولید آنتی گام اول در این راستا شناسایی جدایه

 ی اختصاصی علیه پروتیئن پوششی ویروس ساقه شیاری سیب و ارزیابی کارآیی آن است.باد

 

 هامواد و روش

بود استفاده شد. بدین  برای تهیه منبع ویروسی از یک جدایه شناخته شده این ویروس که قبلاً از روی سیب جداسازی شده

 cDNA ((Synthesis Kit Easy™ cDNA سنتز تیک توسط ای استخراج شده جدایه مورد نظرآران مکمل از ایانید منظور،

ین پوششی از آغازگرهایی . به منظور تکثیر ژن کامل پروتئشد سنتز تریکرولیم 10 ییبا حجم نها یدر واکنش )پارس توس، ایران(

 ایرهینج(. واکنش ز1به ترتیب در آغازگر مستقیم و معکوس داشتند )جدول  EcoRIو  BamHIهای استفاده شد که محل اثر آنزیم

 تریکرولیم 25/6ل شام تریکرولیم 5/12 ییدر حجم نها ساقه شیاری سیب روسیو ی طراحی شدهاختصاص یآغازگرها مراز بایپل

 مولار، دویلیم 10با غلظت  یو معکوس اختصاص میمستق یاز آغازگرها تریکرولیم 25/0، (Ampliqon, Denmarkمسترمیکس )

 هیاول سازیمرحله واسرشت کیبه صورت  آرسییانجام شد. برنامه پ زهیونیآب د تریکرولیم 75/3مکمل الگو و  ایانید تریکرولیم

 35 یبرا  C˚72 در  هینثا 30و بسط  C 56°در  هیثان 30، اتصال C 94°در  هیثان 30 سازیواسرشت قه،یدق 3 یبرا C 94°یدر دما

 . دیانجام گرد C 72° در قهیدق 10به مدت  ییمرحله بسط نها کیو  کلیس

محصول آر، سیپس از خالص سازی محصول پی: pTG19همسانه سازی قطعات تکثیر شده درون پلاسمید 

 میآنز و )ویوانتیس، مالزی( pTG19 مدیاز پلاسهمسانه سازی شد. به این منظور  pTG19خالص شده درون پلاسمید  آرسییپ

T4 DNA Ligase یشده از باکتر هیمستعد ته هایسلول دروناز محصول واکنش  تریکرولیم. سه ستفاده شدا Escherichia 

coli نیاستر DH5α  با استفاده از روش شوک حرارتی انتقال داده شد. برای کشت باکتری از محیط کشتLB  مایع حاوی آنتی

آر توسط سیبا استفاده از کلونی پی دیقرار گرفتن قطعه درون پلاسم دییپس از تااستفاد شد.  (µg/ml 100)بیوتیک آمپی سیلین 

                                                      
4. Potato virus S (PVS) 

5. Chickpea chlorotic dwarf virus (CpCDV) 

6. Grapevine fanleaf virus (GFLV) 

7. Cucumber mosaic virus (CMV) 
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طابق دستورالعمل م (GeneAll, South Korea) تیکآغازگرهای اختصاصی ویروس ساقه شیاری سیب، استخراج پلاسمید توسط 

جهت اطمینان از قرار  د. تعیین توالی همسانهانجام ش pTG19-ASGV-CPهای شرکت سازنده به منظور تعیین توالی همسانه

توسط شرکت پیشگام  pTG19گرفتن قطعه و جهت وارد شدن قطعه و حفظ قاب خواندنی، با استفاده از آغازگرهای عمومی پلاسیمد 

 انجام شد. 

 

 ASGV یپوشش نیژن پروتئ منطبق برمعکوس  و میمستق یآغازگرها یتوال.  1جدول  

Table 1. The sequence of forward and reverse primers based on ASGV CP gene 

 Primer   آغازگر Primer Sequence   توالی نوکلئوتیدی آغازگرها Amplicon size   اندازه قطعه

 

 714 bp 
5' –TGGGATCCATGAGTTTGGAAGACG -3' Forward 

 
5' –CGAATTCCAACCCTCCAGTTCCA -3' Reverse 

 

 

 هایمیاثر آنز گاهیجاطراحی با توجه به : بیان ژن پروتئین پوششی ویروس ساقه شیاری سیب تهیه سازه

EcoRI  وBamHI یسازهواکنش هضم آنزیمی  ،یپوشش نیژن پروتئ مستقیمو  معکوس یدر آغازگرها pTG19-ASGV-

CP  دیاز پلاسم یپوشش نیقطعه ژن پروتئ یآزاد ساز برایمذکور  هایمیآنزتوسط pTG19 به منظور قرار دادن  نی. همچنتهیه شد

و  EcoRI) یبرش هایمیآنز همان با نیز مذکور دیپلاسم pET28a)+( یانیب دی( در پلاسمیپوشش نیژن مورد نظر )ژن پروتئ

BamHI) دیپلاسم یبرا تریکرولیم 40 ییدر حجم نها هضمواکنش برش  .چسبنده برش داده شد یانتها جادیا یبرا pTG19-

ASGV-CP و )+(pET28a رصدد کیواکنش در ژل آگارز  نیمحصول ا ،هامیبرش با آنز جینتا یبررس یصورت گرفت. آنگاه برا 

 GeneAll, South) از ژل ایانیاستخراج د تی، با استفاده از کمذکور هایمیبا آنز افتهیقطعات مورد نظر و برش . الکتروفورز شد

Korea ) یانیب دیپس از استخراج قطعه مورد نظر و پلاسم شد. سازیاستخراج و خالص دستورالعمل کیتطبق pET28a از ژل 

مخلوط واکنش اتصال، انجام شد.  T4 DNA Ligaseبا استفاده از آنزیم  یانیب دیقطعات مورد نظر در پلاسم سازیهمسانهآگارز، 

های باکتری حاوی منتقل شد. به منظور تشخیص پرگنه DH5ᾳسویه   E.coliهای مستعد تکثیری به روش شوک حرارتی به سلول

آر استفاده شد. سیپی -، از آزمون کلونیجهت بررسی نتیجه تراریزش و وارد شدن صحیح قطعه در حاملو  پلاسمید نوترکیب

ها برش آنزیمی ههای مثبت حاوی پلاسمید بیان و ژن پروتئین پوششی پس از استخراج پلاسمید از پرگنهمچنین برای غربال پرگنه

آر و برش آنزیمی سیپیتهیه شده با روش کلونی غربال سازهبعد از  صورت گرفت و محصول برش در ژل آگارز الکتروفورز شد.

های استخراج شده سازه تهیه شده به منظور بررسی حفظ قاب صحیح ژن و اطمینان از توالی قطعه مورد نظر از هر دو طرف پلاسمید

  شد.تعیین توالی 
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 یحاو  BL21(DE3)هیسو ییاباکتریپرگنه : یوتیپروکار ستمیدر س  ASGVیپوشش نیژن پروتئ انیب

 کیوتیب یآنت یحاو طیمح کیکه  LB عیما یتری لیلیکشت پنج م طی، در محpET28a-ASGV-CP بینوترک دیپلاسم

 یلیم کی ،د. روز بعد، کشت داده ش (rpm) 200 درجه سلسیوس با دور 37شب در انکوباتور لرزان  کی، به مدت بود کانامایسین

کشت شد. سپس به منظور  دیتجد کانامایسین کیوتبی یآنت یکشت تازه، حاو طیمح ترلی یلیم 50در  ییایباکتر ونیاز سوسپانس ترلی

-5/0به  طیمح نیا یاهسلول یجذب نور کهیانکوباتور لرزان قرار گرفت و زمان یرو مناسب (nm 600OD) یبه جذب نور دنیرس

اء( برداشته شد. سپس عمل القا زمان به اصطلاح صفر )قبل الق یبه عنوان نمونه ییایباکتر ونیاز سوسپانس ترلی یلیم کی د،یرس 6/0

 وسه، چهار، شش  هایزمان یصورت گرفت.  ط ییایباکتر طیمح یحاو هایدر ارلن مولار کی ییدر غلظت نها IPTGبا افزودن 

 صورت گرفت. یساعت پس از القا نمونه بردار 16

دی و قبل از رنگ عمو الکترفورز ، پس از اتماموسترن یانجام لکه گذار یبرا: وسترن بلات یمراحل انجام لکه گذار

 قرار گرفتندرتیب روی همدیگر تبرای انتقال باندهای پروتئینی به  یصاف یو کاغذها الکتروفورز شده ، ژلنیتروسلولوزی غشاءآمیزی، 

در طول زمان حدود  ،یروسلولزتیانتقال باندها از ژل به غشا ن وسترن بلات حاوی بافر انتقال منتقل شدند وتانک  این مجموعه به و

انجام شد.  یله مسدود سازشدن مدت زمان مذکور کاغذ به دقت جدا شد و مرح ی. بعد از سپرشدولت انجام  80سه ساعت و با ولتاژ 

شده در  هی)ته Anti-His Tag َهیاول یاختصاص بادییوسترن بلات از آنت یشده در آزمون لکه گذار انیب نیپروتئ یابیرد یبرا

 یاتاق رو یر دمادبه مدت حدوداً دو ساعت  یتروسلولزیو غشاء ن شد( استفاده PBSشده در  قی)رق 1:2000خرگوش( با رقت 

در مرحله بعد، غشاء  د.ششستشو داده  PBST باغشاء چهار  ،یاختصاص بادییآنت یانکوباتور لرزان قرار داده شد. پس از جمع آور

 به1که  به نسبت  GAM (mouse anti rabbit) (Alkalin Phosphatase-Conjugated)ی عموم تیدر محلول کانجوگ

 تیکانجوگ یابیدر ،شستشو پس ازلرزان قرار داده شد.  کریش یاتاق، رو یساعت در دما کیشده به مدت  قیرق PBSدر  5000

 تریکرولیم 50و  NBTاز  تریکرولیم 100صورت که،  نیانجام شد. بد BCIP/NBT همراه بافسفاتاز  نیآلکال مینشان دار با آنز

BCIP  رنگ حاصل شود ریید تا تغش ختهیر یتروسلولزیغشاء ن یمحلول رو نیا شده و فسفاتاز اضافه  نیبافر آلکال یلی لیترم 15به.  

 ونیحالت سوسپانس به 1نیاز بافر استخراج پروتئ تریکرولیم 100در  ییایباکتر رسوب: یاز باکتر نیپروتئ استخراچ

از آن  تریکرولیم 40-20قرار داده شدند. سپس  -70 زریدر فر قهیدق 15در آب جوش  و  قهدقی پنج مدت به هانمونه نیدرآورده شد. ا

به  یژل فوقان یبه عنوان ژل جدا کننده و غلظت پنج درصد برا یژل تحتان یدرصد برا 12شد. غلظت  یبررسالکترفورز عمودی  در

شده با نشانگر  انیب نیپروتئ یبلو استفاده شد. وزن مولکول یژل از کوماس یزیآمکننده استفاده شد. به منظور رنگ کمعنوان ژل مترا

Unstained protein marker  ( فرمانتاس )ستمیشده در س انیب نینامحلول بودن پروتئ ایمحلول و  نییبه منظور تع .شد نییتع  

                                                      
1. NaH2PO4 50mM, NaCl 300Mm, Tris-Hcl 20Mm, Imidazole 10mM 
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، چهار ساعت پس از القا برداشته IPTGکشت القا شده با  طیاز مح ترلییلیم میو ن کی، E.coliسویه   BL21(DE3) ییایباکتر

مذکور،  هیشده در سو لیرسوب تشک بهشد و  ختهیدور ر ییشد. سپس فاز رو فوژیسانتر قهیدق 10به مدت  g   13000شد و در دور

 بترتی به هاسلول ،یکننده به رسوب سلول زیمنظور پس از افزودن بافر ل نیاضافه و مخلوط شد، بد 1کننده زیبافر ل  تریکرولیم 500

به مدت  13000 (rpm) دور درحاصله  ونیانکوبه شدند. سپس سوسپانس سلسیوسدرجه  42 یو در حمام سلول زیفر عیما تروژنیدر ن

بافر  ،ییبرابر فاز رو زانیمنتقل شد و به م دیجد وپیبه ت ییشدند، سپس محلول رو فوژیسانتر سلسیوسچهاردرجه  یدر دما قهیده دق

 به هانمونه نیاضافه شد. ا نمونه بافر تریکرولیم 500 بود یباکتر ینیپروئ یمحتوا یحاو زیکه ن یریبه فاز ز .به آن اضافه شد 2نمونه

سدیم دو دسیل سولفات ژل پلی آکریلامید حاوی از آن در  تریکرولیم 40-20شدند، سپس  دهیدر آب جوش جوشان قهدقی پنج مدت

 الکتروفورز شدند.

 طیمح ترلییلیم 100از  ،ییایباکتر هایابتدا سلول ،ییایباکتر هایسلول زیجهت ل :شده انیب نیپروتئ یسازخالص

 هاسلول نیس به ابرداشت شدند. سپ قهیبه مدت پنج دقدور در دقیقه  5000در دور  BL21(DE3) پرگنهکشت شبانه مربوط به 

و  ییایباکتر ایهسلول زیجهت ل زوژنیل رباف گرمیلیاضافه شد. سپس هشت م Native binding bufferبافر  ترلییلمی هشت

های لیز ناک بودن سلولدر صورت چسبانکوبه شدند.  خیدر  قهدقی 30 مدت به هااضافه شد و نمونه یمواد داخل سلول یآزاد ساز

انکوبه  قهیدق 15-10به مدت  خی روی هااضافه شد و سپس نمونهبه آنها  DNAse (µg/ml 5و )  RNAse(µg/ml 10) شده،

به لوله ییشدند. فاز رو ژفویشده سانتر لیتشک یحذف ذرات سلول یبرا قهیدق 15به مدت  g 3000 دور با هاشدند. در ادامه نمونه

های از ستون نیپروتئ یخالص ساز یبرا شد. ینگه دار سلسیوسدرجه  -20شده در  یمنتقل شد. محلول جمع آور دیجد های

 لهیبوس ینیل پروتئغلظت محلو نییدر مرحله بعد تعمطابق دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد.  (Ni-NTA)  کلین -نیحاوی رز

 .    دانجام ش دیآم لیآکر یالکتروفورز در ژل پل ن،یپروتئ یدستگاه اسپکتروفتومتر صورت گرفت. پس از استخراج و خالص ساز

با  لندییوزیاز دو عدد خرگوش ماده ن قیانجام تزر جهت: خالص شده نیخرگوش با استفاده از پروتئ ییزایمنیا

 نیاز پروتئ کروگرمیم 400غلظت  ق،یشده بود، استفاده شد. برای تزر هیتهران ته -رانیا توپاستوریکه از انست لوگرمیدو ک یبیوزن تقر

دوم، سوم، چهارم به  یهاقیتزر و یرجلدیاول به صورت ز قیخالص شده در تزر نیشده مورد استفاده قرار گرفت و از پروتئ صیتخل

شده همراه با  صیتخل بینوترک نیاز پروتئ تریل یلیگرم در م کرویم 100اول  قیبا فواصل ده روزه انجام شد. در تزر یصورت عضلان

 100از  یبعد هایقیشده استفاده شد و در تزر صیتخل بینوترک نیبرابر حجم پروتئ (Sigma-Aldrich, USA) ادجوانت کامل

ستفاده شد. دو هفته ا (Sigma-Aldrich, USA) همراه با هم حجم آن ادجوانت ناقص بینوترک نیپروتئ تریل یلیدر م کروگرمیم

کامل  یریخونگ وان،یشدن ح منیاز ا نانیاز گوش خرگوش انجام گرفت و پس از اطم یریخونگ یمقدار کم قیتزر نیپس از آخر

ساعت قرار داده شد و پس از  5/1درجه سلسیوس به مدت  37 یدر دما دهش منیسرم، خون خرگوش ا یجدا ساز یانجام شد. برا

                                                      
2.  Lysis buffer 

3.  Sample Buffer 
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 20به مدت  قهیدور در دق 3500در دور  فوژیشدن زمان مورد نظر سانتر یقرار داده شد. پس از سپر خچالی یشب در دما کیآن 

( در بافر  فسفات 1:65536تا  1:512) تلفمخ هایشده رقت هیاز سرم ته ییزا یمنیا یبررس یانجام و سرم خون جدا شد و برا قهیدق

 یهاحاصل از خرگوش یهاسرم یمختلف انجام گرفت. پس از بررس هایبا رقت PTA-ELISA آماده شد و آزمون  (PBS) نیسال

 دهمطابق دستورالعمل شرکت سازن  Protein A IgG Purification  تیبا استفاده از ک G نیمنوگلوبولیا یشده، خالص ساز منیا

 نیآلکال میشده با استفاده از آنز صیتخل یهاIgG دار کردنانجام شد. جهت نشان (Thermo scientific, U.S.A) تیک

سازنده عمل شد. پس از  شرکتمطابق دستورالعمل   (EasyLink Alkaline phosphatase Conjugation Kit)فسفاتاز

 میمستق ریو غ میمستق یزایشده از سنجش الا هیته یهاتیکانجوگ ییکارا یدارشده، به منظور بررسنشان یاختصاص یبادیآنت هیته

 .شداستفاده 

 یمنظور بررس به: Plate Trapped Antigen- ELISA میمستق ریغ یزایالا-هایباد یآنت ییکارا یبررس

، 1:2000، 1:1000های، نسبت شده به صیتخل یادب یآنتبا استفاده از  میمستق ریغ یزایشده الا صیتخل هاینیمنوگلوبولیا ییکارا

 (AP-conjugated) عمومی تیکانجوگ µl100  سپسپس از اتمام مراحل اولیه،  انجام شد. یبافر پوشش رقیق شده در  1:3000

(Sigma-AldrichUSA) ساعت نگهداری شد.  دوبه مدت  درجه سلسیوس 37 یبه هر چاهک افزوده شد و تشتک الایزا در دما

فسفات مورد استفاده قرار گرفت  لیتروفنین-سوبسترای پی و شدند داده شستشو شستشو، بافر با هاچاهک کانجوگیت آوریپس از جمع

 .گرفت قرار سنجش مورد هارنگ چاهک رییتغ زانیسه مولار م (NaOH) اضافه کردن محلول توقف ایو پس از توقف واکنش 

 200ابتدا   ،میمستق یزایالابه منظور انجام : Double Antibody Sandwich-ELISA میمستق یزایالا

شد. سپس،  ختهری تکرار سه در هادر چاهک 1:2000و  1:1000به نسبت  یشده در بافر پوشش هیشده ته قیرق یباد یاز آنت تریکرولیم

. سپس انجام شدشستشو  ها،یباد یآنت یپس از جمع آور و شد ینگهدار درجه سلسیوس 37 یدو ساعت در دما مدتتشتک به 

 وسیسلس جهدر 4 یشد و تشتک به مدت شبانه در دما ختهیر تریکرولیم 100 زانیمورد نظر به م ژنآنتی هااز چاهک کیدرون هر 

به هر چاهک افزوده شد  1:1000به نسبت  اختصاصی تهیه شده تیکانجوگ µl 100قرار داده شد. پس از شستشو مانند مرحله قبل، 

 آوریساعت نگهداری شد. پس از جمع سهبه مدت  درجه سلسیوس 37یدر دما لمیو تشتک الایزا پس از پوشانیده شدن با پاراف

فسفات مورد استفاده قرار گرفت و پس از توقف  لیتروفنین-پی سوبسترای و شدند داده شستشو شستشو، بافر با هاچاهک گیتکانجو

  .گرفت قرار سنجش مورد هارنگ چاهک رییتغ زانیسه مولار م (NaOH) اضافه کردن محلول توقف ایواکنش 

 ترویغشاء ن ابتدا ،آزمون نیا در: Dot immunobinding assay (DIBA) (بای)د اینقطه یلکه گذار آزمون

شده قرار داده  دهیظرف در ابعاد کاغذ بر کی ای یپتر کیدرون  لیدر داخل آب مقطر دو بار استر قهیدق 15تا  10به مدت  یسلولز

قطره به  کیاز هر نمونه به اندازه  یشده و شاهد منف یخالص ساز نیو پروتئ ییایباکتر یاز نمونه ها نیاز استخراج پروتئ پس .شد

بافر مسدود   یسیس 10به مدت دو ساعت در  یتروسلولزیغشاء ن  ریخت شو و پس از خشک شدن، یتروسلولزیغشاء ن یرو بیترت



 1402و همکاران،  محمدلو

11 

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

 هاینیمنوگلوبولیاز ا سییر دو سشستشو داده شد. به مقدا یتروسلولزیکاغذ ن ، سپسقرار داده شد  لیاستر یپتر کیدرون  %2کننده 

ساعت،  دوانکوباتور لرزان قرار داده شد. بعد از  یاتاق  رو یدو ساعت در دما ت، و به مدروی کاغذ ریخته شد( 1:1000شده ) قیرق

 یعموم تیکانجوگ سییس دواز اضافه نمودن  پساز شستشو،  بعد . شستشو داده شد یتروسلولزیشد و کاغذ ن آوریجمع یباد یآنت

اتاق قرار داده شد.  یساعت در دما کیبه مدت  1:1000شده به نسبت  قیخرگوش رق هایبخش ثابت پادتن هیشده در بز عل هیته

 تریکرولیم 5/16و  NBT تریکرولیم 33فسفات به همراه  نیاز بافر آلکال سییساعت غشاء شستشو داده شد. پنج  س کیبعد از 

BCIP یتروسلولزیغشاء ن قهیدق 15از حداکثر  بعد .حاصل ثبت شد هایلکه یشده رو جادیا هایرنگ رییشد و تغ ختهیکاغذ ر یرو 

استفاده شد و غشاء با استفاده از  NaOHمولار  5/0کاغذ از محلول  یتوقف واکنش و نگهدار یشستشو داده شد برا لیبا آب استر

 آب مقطر شسته شد تا واکنش متوقف شود.

 

 نتایج و بحث

و طراحی جفت آغازگرهایی که برای تکثیر قطعه مربوط به ژن کامل پروتئین  cDNAپس از ساخت : ویروسیمنبع 

نمونه مورد نظر جفت باز در  714به طول  مورد انتظار   قطعه آر حاکی از تکثیرسینتایج الکتروفورز آزمون پی پوششی استفاده شد،

 (. 1بود )شکل 

 

، bp 100: مارکر 1چاهك  ASGVR.و ASGVF آر با جفت آغازگرهای سیالکتروفورز محصول پی.  1شکل

 آر تکثیر یافتهسی: محصول پی3و  2چاهك 

Figure 1. Electrophoresis of PCR Products amplified by ASGVF/ASGVR primers .1: DNA 

Ladder 100 bp, 2 and 3: PCR Products 

 

714 bp 

3            2          1  3            2          1  
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ای با اندازه انآر که یک قطعه دیسیپس از همسانه سازی محصول پی: آرسیپی سازی محصولنتایج همسانه

اده شد. پس از دانتقال  E.coli DH5α، پلاسمید نوترکیب به باکتری pTG19سازی بود به پلاسمید همسانه bp 714حدود 

ر روی پتری با استفاده از های موجود دهای سفید ظاهر شدند. نتایج بررسی کلونی، کلونیجامد LBها به محیط انتقال باکتری

نشان دهنده قرار گرفتن قطعه  ( که این امر2تکثیر شد )شکل  bp 714ای با اندازه انآر کلونی نشان داد که یک قطعه دیسیپی

 مورد نظر درون پلاسمید بود.  

 

آر با استفاده از آغازگر اختصاصی ژن پروتئین پوششی ویروس ساقه شیاری سیب سی. کلونی پی2شکل 

 های مختلف بررسی شده( کلونی6تا  100bp DNA Ladder ،1( مارکر pTG19-ASGV-CP .Mبرای 

Figure 2. Colony PCR by specific primers of ASGV Coat Protein. M. DNA Ladder 100bp, 

1-6: Different Colonies  

 

 همچنین ، وpTG19-ASGV-CP ( در سازه bp714) ایاندی قطعه و pTG19(bp 2500) حامل   یاندازه به توجه با

سازه  برش از پس که رفتمی انتظار است، قرار گرفته خارجی ایاندی انتهای دردو کهEcoRI و  BamHl آنزیم دو اثر محل

pTG19-ASGV-CP های با دو آنزیم مذکور، دو قطعه به اندازهbp2500  حامل( و(bp714  پروتئین پوششی(ASGVمشاهده ) 

 مشاهده شدند bp714 و bp2500های تقریبی پلاسمیدهای نوترکیب مطلوب، مطابق انتظار دو قطعه به اندازه از بنابراین، گردد.

ها درون پلاسمید (. علاوه بر این نتایج تعیین توالی قطعه مورد نظر حاکی از قرار گرفتن قطعه در جهت مناسب یکی از کلون3)شکل 

  با حفظ قاب مناسب بود.

، با (+)pET28a انیب دیو پلاسم pTG-ASGV-CP بینوترک دیپلاسم نتیجه برش: حامل بیان ساختبررسی 

و خطی شدن پلاسمید  pTG-ASGV-CPحاکی از خارج شدن قطعه از سازه   EcoRIو  BamHIی هامیاستفاده از آنز

pET28a(+) های مذکور بود. نتایج الکتروفورز استخراج از ژل محصولات برش یافته حاکی از تخلیص قطعات برش یافته با آنزیم

های باکتریایی ترانسفورم سلول،(+)pET28aاومت به کانامایسین در حامل بیانبه دلیل وجود نشانگر انتخابی مق از ژل آگارز بود.

های کانامایسین منتقل شدند که از نظر تئوری فقط سلولحاوی  LB انتخابی روی محیط کشتبر شده با پلاسمیدهای بیان نوترکیب 

به حامل بیان، ASGV پوششی نتقال ژن پروتئین ی پلاسمید نوترکیب روی این محیط کشت رشد یافتند. برای اطمینان از اپذیرنده

714 bp 

M M      1        2        3       4        5       6         7       8      9 
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های رشد کرده با استفاده از آغازگرهای اختصاصی مربوط به ژن پروتئین پوششی ویروس ساقه شیاری آر روی کلونیسیکلونی پی

که در ژل الکترفورز  ی ژن پروتئین پوششی بودباز مربوط به قطعهجفت 714ای به اندازه سیب انجام شد و نتایج حاکی از تکثیر قطعه

 (. 4مشاهده  شد )شکل 

 

 bp 100( مارکر EcoRI M و  BamHlبا  pTG19-ASGV-CP. الکتروفورز محصول واکنش برش 3شکل 

DNA Ladder ،1   محصول واکنش برشpTG19-ASGV-CP 

Figure 3. Electrophoresis of double digestion products by BamHl and EcoRI. M: DNA 

Ladder 100 bp, 1: Product of double digestion of pTG19-ASGV-CP 

 

 مورد ژن که شد مشخص های مربوطهتوالی بررسی از پس بیان انجام گرفت. پلاسمید در شده داده قرار قطعه  توالی تعیین

 در مورد نظر ژن گرفتن قرار صحت این امر به منظوربررسی قابل بیان بود گرفته و قرار پلاسمید خواندنی قاب در درستی به نظر

شود ضروری عدم جهش اساسی مانند اضافه یا حذف شدن نوکلئوتید که سبب تغییر در قاب و محصول پروتئینی می مناسب و قاب

 است،. 

 با نوترکیب هایباکتری از  آمده دست به پروتئینی الگوهای در: ASGV پوششی ینپروتئ بیان از حاصل نتایج 

pET28-ASGV-CP   کیلو دالتون مشاهده شد که این اندازه براساس ترکیب آمینواسیدی پروتئین پوششی  27باندی در حدود 

ASGV  .های با غلظتهای مختلف مقادیر پروتئین در زمانتمامی و با توجه به وزن مولکولی هرکدام از آمینواسیدها بدست آمده بود

ساعت پس از  16و  6 4های به صفر، میلی مولار یک بار قبل سانتریفیوژو بار دیگر بعد سانتریفیوژ الکتروفورز شدند. زمان 3و  2، 1

عت پس از القا و غلظت یک سا 16و  6، 4، 2های نشان داد میزان بیان پروتئین قبل و بعد سانتریفیوژ در زمان IPTGالقاء با 

هایی استفاده های بعدی از سوسپانسیون باکتری، تفاوت محسوسی نداشت به همین جهت برای بررسی در آزمون IPTGمیلیمولار 

 .(5القا شده باشند )شکل  IPTGشد که با چهار ساعت پس از القا با استفاده از غلظت یک میلی مولار 

714 bp 

2500 bp 

M         1              
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آر با استفاده از آغازگر اختصاصی ژن پروتئین پوششی ویروس ساقه شیاری سیب سیکلونی پی .4 شکل

های مختلف بررسی رشد ( کلونی3و  100bp DNA Ladder ،1 ،2( مارکر pET28-ASGV-CP  .Mبرای 

 محیط کشتکرده در 

Figure 4. Colony PCR by specific primers of ASGV Coat Protein for pET28-ASGV-CP, M. 

DNA Ladder 100bp, 1-3: Different Colonies  

 

: به ترتیب 5و  4، 2، 1 پروتئینی: مارکر Mهای مختلف بعد از القا. های در زمانپروتئینبیان  . نتایج 5شکل 

ون القا ساعت بعد از زمان صفر بد 6و  4: به ترتیب 6و  IPTG ،3با  ساعت بعد از القا 16چهار ، شش و سه، 

 . IPTGبا  : زمان صفر قبل از القا7

Figure 5. The result of protein expression in different time after induction. M: Protein 

Marker, 1, 2, 4, and 5: 3, 4, 6, and 16 hours after induction by IPTG, respectively. 3 and 6: 

4 and 6 hours without induction (non-induced), 7: non induced  

 

M         1             2           3           

M       1        2        3        4        5        6        7             

30 

KDa 

27 KDa 

M         1             2           3           
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 یبرا هیاول یباد یموردنظر به عنوان آنت روسیو یاختصاص یتجار یبادیاز آنت: وسترن یمربوط به لکه گذار جینتا

فسفاتاز با  نیآلکال میمتصل به آنز تیاستفاده شد. پس از اضافه نمودن کانجوگ 1:2000با غلظت  یپوشش نیژن پروتئ انیب یبررس

در کاغذ  بیس یاریساقه ش روسیو یپوشش نیئ، باند مربوط به پروتBCIP و NBT یدارا یو بافرسوبسترا 1:5000غلظت  

مشاهده  یباند (IPTGقبل از اضافه نمودن) شده در زمان صفراستخراج  نیپروتئ یآزمون برا نیا یمشاهده شد. در ط یتروسلولزین

 (6نشد )شکل 

 

: پروتئین بیان 1: مارکر پروتئینی pET28-ASGV-CP ،Mوسترن بلات پروتئین بیان شده سازه  .6شکل 

 : پروتئین استخراج شده از باکتری حاوی پلاسمید بدون قطعهIPTG 2ساعت پس از القا با  4شده 

Figure 6. Western Blotting of expressed protein of pET28-ASGV-CP construct in E. coli, 

M: Protein Marker, 1: Expressed protein 4 hours after induction by IPTG, 2: Extracted 

protein from pET2 without ASGV-CP insert  

     

کردن و شکستن  زیمورد استفاده فاقد اوره بوده و جهت ل یروش بافرها نیا در: یعیبه روش طب نیپروتئ صیتخل

 یباندها 7. شکل دیگرد هانیپروتئ یعیاستفاده شد که منجر به حفظ ساختار طب عیکننده و ازت ما زیاز بافر ل یباکتر یهاوارهید

 نی. همچندهدیرا در مراحل مختلف نشان م یلودالتونیک 27 یبا اندازه حدود ینیدیستیمتصل به دنباله ه بینوترک نیمربوط به پروتئ

 تخلیص پروتئین با غلظت مناسب بود.  که نتایج حاکی ازشد  یریحاصل با نانودراپ اندازه گ یهانیغلظت پروتئ

شد. نتایج در  انجامهای تهیه شده  آزمون الایزای غیرمستقیم سرمعیین عیار آنتیبه منظور ت: سرمتعیین عیار آنتی   

 مطابق نتایج جذب نوری در مقایسه با ساقه شیاری سیبدر مورد پروتئین پوششی ویروس  1:32766غلظت  این آزمون نشان داد

تهیه شده علیه پروتئین  شد. نتایج حاصل از جذب نوری در آزمون الایزای غیر مستقیم با استفاده از سرم ایمن حاصلسرم غیر

 هست.قابل مشاهده  8 شکلنوترکیب بیان شده در باکتری در مقایسه با نمونه سرم غیر ایمن در 

 یزایمربوط به الا جینتا :نوترکیب تهیه شدههای بادیبا آنتیو مستقیم نتایج حاصل از الایزای غیرمستقیم 

 ژنیبا آنت 1:3000و  1:2000، 1:1000شده در هر سه رقت  صیتخل نیمنوگلوبولیمختلف مشخص نمود که ا هایبا رقت میمستق ریغ

در  یجذب نور زانیمختلف متفاوت است. شدت واکنش بر اساس م هایرقتهر چند که شدت واکنش در  دهدیمربوطه واکنش م

M        1         2                      

27 KDa 
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 یبهتر تیقابل 1:1000  در رقت یپوشش نیپروتئ هیشده عل صیتخل هاینیمنوگلوبولینشان داد ا جیشد که نتا یرگیازهنانومتر اند 405

رقت  استفاده شد که 1:2000و  1:1000الایزای مستقیم دو رقت ( و اما در مورد 9مربوطه دارد )شکل  هایژنیآنت صیدر تشخ

 (.9)شکل  داشتنانومتر  405در  یجذب نور یپس از بررس ژنیآنت صیتشخ یبرا بهتری واکنش 1:1000

 

: پروتئین بیان شده ASGV-CP 1-4 ( الکتروفورز مراحل خالص سازی و پروتئین تخلیص شده A. )7شکل 

( وسترن بلات پروتئین تخلیص شده B: پروتئین تخلیص شده ) 6و  5موجود در ستون قبل از شستشو، 

ASGV-CP ،M پروتئین تخلیص شده1: مارکر پروتئینی : 

Figure 7. (A) Electrophoresis of purified protein of ASGV-CP, 1-4: Expressed protein 

before washing, 5 and 6: Purified protein of ASGV-CP, (B) Western Blotting of purified 

protein of ASGV-CP.  M: Protein Marker, 1: Purified protein 

 

 

دو Bو  A  در الایزای غیر مستقیم ASGV. تیتراسیون آنتی سرم تولید شده علیه پروتئین پوششی 8شکل 

 تکرار خرگوش ایمن شده

Figure 8. Titration of antiserum prepared against coat protein of ASGV by the use of 

indirect ELISA. A and B represent two rabbits as replicates. The purified protein was used 

as antigens 

M    1      2    3     4     5     6                 

30 

KDa 

M     1                            

27 

KDa 

27 

KDa 
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 یاهیبا نمونه گ سهینانومتر در مقا 405در  یجذب نور زانیمهر چند که کارایی ان نسبت به الایزای غیر مستقیم کمتر بود. 

سالم بود. همانطور که در  یاهیحدود دو برابر نمونه گ یجذب نور زانیم نوع الایزادر مورد هر دو  یسالم انجام شد که جذب نور

 درقابل قبولی دارند. نش اکو ASGVی پوشش نیپروتئ هیشده عل هیته نیمنوگلوبولیدر مورد ا کنشوا هایرقت شودیم دهید جینتا

رنگ در محل اضافه کردن  رییخالص شده پس از اضافه نمودن سوبسترا تغ هاینیمنوگلوبولیا 1:1000با استفاده از غلظت  بایآزمون د

 .مختلف مشاهده شد هایبا شدت ژنیآنت

 

 

 کارایی بررسی منظور به DAS-ELISA (B)( و A) PTA-LESA در نوری جذب ضرایب .9شکل 

  ،(شده تخلیص پوششی پروتئین) A. نوترکیب پوششی پروتئین علیه شده تهیه نوترکیب هایبادیآنتی

B(در شده بیان پروتئین  ،)باکتری C نمونه( به آلوده برگی ASGV ،)D (صفر زمان در شده بیان )پروتئین، E 

 بافر) G ،(پوششی پروتئین ژن فاقد پلاسمید حاوی باکتری از شده استخراج پروتئین) F ،(سالم برگی نمونه)

 (سوبسترا) H ،(پروتئین استخراج

Figure 9. Absorbance coefficients in PTA-ELISA (A) and DAS-ELISA (B) to evaluate the 

efficiency of recombinant antibodies prepared against ASGV-CP. A (purified coat protein), 

B (protein expressed in bacteria), C (leaf sample infected with ASGV), D (protein expressed 

before induction), E (healthy leaf sample), F (protein extracted from bacteria containing 

plasmid without CP insert), G (protein extraction buffer), H (substrate) 

 

  .Ling et al)ساختاری  هایهای ویروسی که پروتئینسازی و بیان ژنبیولوژی مولکولی، همسانههای با گسترش تکنیک

است  مربوطه ژنآنتی از زیادی حجم آوردن دست به جهت مهم روش یک عنوان به کنند،و غیر ساختاری را رمز می (2000

(Barbieri et al.  2004; Nickel et al.  2004). یهاخالص شده از بافت یروسیاز ذرات و یاهیگ یهاروسیاز و یاریدر بس 

با  ژنیآنت دیتول ییاز جمله عدم توانا یمشکلات یاهیگ یهاروسیاز و یاما در برخ. استفاده شده است ژنیآنت نوانآلوده به ع یاهیگ

 Ling et)ی روسیذرات و یخالص ساز تیفیبودن ک نییپا ،یاهیگ یهادر بافت روسیو نییبالا به علت غلظت پا تیفیحجم و ک
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al.  2000)، وجود  زبانیم یهاژنیبا آنت یو آلودگ یروسیذرات و یخالص با استفاده از خالص ساز ژنیآنت یکاف ریعدم وجود مقاد

ی بادیآنت به دست اوردن آنتی ژن در تهیهجهت  یوتیپروکار ستمیدر س ویروس یپوشش نیپروتئبیان ژن دارد که سبب استفاده از 

ها که اغلب مشکل هایی مانند خالص سازی ویروس. در بسیاری از موارد تکنولوژی نوترکیب در مقایسه با روششودیم استفاده

 E.coliهای نوترکیب در سیستم باکتریایی مشکلات را با بیان پروتئین این. (Tatineni et al.  2013)تر است باشد راحتمی

گیرند. در تحقیق حاضر از تکنیک ای مورد استفاده قرار میبادی چند همسانهها برای تولید آنتیاین پروتئینتوان برطرف کرد می

 ژن مناسب جهت تولید انتی بادی استفاده شد.مذکور برای به دست آوردن آنتی

 انیب نیز پروتئاشد که استفاده  pET28a انیب دیاز پلاسم بینوترک یپوشش یهانیوتئپر دیبه جهت تول قیتحق نیدر ا

برچسب  یدارا دیپلاسم نیا کنند،یاستفاده م ژنیآنت یابیبه منظور رد یبادیآنت دیتول یبرا زایمنینوع وکتور بعنوان ماده ا نیشده در ا

روفورز علت در الکت نیبه هم(، Gulati-Sakhuja et al.  2009است ) هیستیدین دو طرفه در بالا دست و پایین دست ژن درج شده

 یمقدار هانیوتئپر یوزن مولکول ASGV یپوشش نیژن پروتئ یدارا انیحامل ب یحاو یهایاستخراج شده از باکتر یهانیپروتئ

های ل تاثیر برچسبهایی در مورد احتما. ممکن است نگرانیداده شده است شینما ASGV یپوشش نیپروتئ یاز وزن واقع شتریب

نتهایی آمینی و کربوکسیلی ها که در بخش ابیانی ایجاد شود، نکته قابل توجه این است که این برچسبهای فیوز شده به پروتئین

زایی تفاوت قابل توجهی در ایمنی توان گفت هیچبادی تولیدی ندارد. بنابراین میژن یا آنتیحضور دارند، اثراتی در ایمن زایی آنتی

  .Mutasa‐Gottgens et al.  2000; Kumari et al) نداردهای تجاری وجود ژنهای نوترکیب در مقایسه با آنتیژنآنتی

2001; Gulati-Sakhuja et al.  2009)  . 

 1 غلظت با ساعت چهار مدت به ها، مشاهده شد که القاء باکتریتحقیق نیا یانجام شده در ط شاتیبه آزما هبا توج

پس از این مدت با غلظت ذکر شده، باکتری وارد مرحله ایستایی  رای، زاستبرای تولید پروتئین نوترکیب مورد نظر کافی  مولاریلمی

 و غلظت افزایش بنابراین،. است رفته بین از هایسلول تعداد با برابر محیط در کرده رشد هایسلول تعداد مرحله این در که شودمی

 نیپروتئ دیبدست آمده برای تول جیمشابه نتا جینتا نیاداشت.  نخواهد شده تولید پروتئین میزان افزایش در تأثیری القاء زمان مدت

سه ساعت پس از القاء دانستند و  بینوترک نیاستخراج پروتئ یزمان را برا نیبود. آنها بهتر 1ویروس کوتولگی هسته دارن  یپوشش

شده  دیتول نیپروتئ شیبر میزان افزا یچندان ریساعت هم تاث 16 به مدت  لقاءا زمان مدت افزایش که داد نشان آنها هاینتایج بررسی

 انیدر ب یریمولار تاث یک میلیاز  شیغلظت ب شینشان داد که افزا زین IPTG مختلف یغلظتها یبررس نینخواهد داشت. همچن

نیم میلی مولا به  از IPTG غلظت در همین راستا مشخص شد افزایش   ،(Abou-Jawdah et al. 2004)  ژن مورد نظر ندارد

ویروس موزاییک خفیف گل  علیه آنتی بادی دیتول یبرا همچنین . پروتئین ندارد انیب زانیدر م یدار یاثر معن دو میلی مولار

                                                      
1. Prunus dwarf virus (PPV) 
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استخراج  ین زمان برایرا بهتر IPTG  با یباکتر ی. آنها چهار ساعت پس از القاء سلولهااستفاده شد یژن در باکتر انیاز ب 1ایتکمه

 یپوشش نیواکنش پروتئ یابیو ارز دیبا هدف تول گرید ی. در مطالعه(Chu et al.  2014) اندرا اعلام داشته بینوترک نیپروتئ

 یصیمقاصد تشخ یبرا یبادیآنت دیجهت تول ژنیبعنوان آنت 3برنج یتانگرو یکرو روسیو و 2برنج یتانگرو یلیباس روسیو بینوترک

 ستمیدر س 4کاهو کیموزائ روسیو یپوشش نیژن رمز کننده پروتئ انی، ب2016در سال  نیهمچن (2017et al.  Yee) استفاده شد

 ایچند همسانه بادییآنت دیو تول نیپروتئ یساز، به منظور خالصpET28یانیتوسط حامل ب  E. coli BL21 (DE3)ییایباکتر

 . (Sharma et al. 2016) صورت گرفت بینوترک

 یها نیپروتئ دیسبب تول باشد و یمقرون به صرفه و موثرتر م بینوترک هاینیپروتئ انیدر ب ،ییایباکتر یها ستمیکاربرد س

 یترشح سمیفقدان مکان از جمله یبیمعا یدارا یوتیپروکار ستمیدر س نیپروتئ دیتول ی. از طرفشوندیم عیوس اسیدر مق بینوترک

 یوتیوکاری یسلول ها امکانات دلیل فقدان به  یانسان یعیطب یحاصل با فرآورده ها یکشت، اختلاف فرآورده ها طیموثر به مح

به  انیو ب نیپروتئ انیممکن است عدم ب نیمچن.  ه(Yusibov et al. 2011)باشد میجهت انجام اصطلاحات پس از ترجمه 

 از. دهدرخ  ستمیس نیدر ا یدیسولف ید هایباند حیصح یرگیعدم شکل ای یکدون تیارجح ای نیپروتئ تیسم لیکم به دل زانیم

تا بتوان  باشدیم یزاتیه تجهب ازیکه ن شودیم هانیپروتئ نییپا تیباعث تا شدن نادرست و حلال زین یباد نکلوژنیا یرگیشکل طرفی

یم ازیپس از ترجمه ن راتیتغی هاکه در آن یوتیوکاری هاینیپروتئ یبرخ یبرا لیدل نهمی به  درآورد، محلول صورت به را هاآن

های یان در مخمر و یا سلولب، در همین راستا از سیستم های دیگر مانند نخواهد بومناسب    E.coli یانیب ستمیاستفاده از س باشد،

ابل قبول در مدت زمان کوتاه، ق انیه کم و بنیهز ،یباکتر عیاما همانطور که ذکر شد با توجه به رشد سر شود،پستاندارن استفاه می

 باشد بادییآنت دیتول بینوترک نیپروتئ انیکه هدف از ب یبخصوص زمان است،مناسب  ی در اغلب مواردوتیپروکار ستمیدر س انیب

(Abou-Jawdah et al. 2004). 

بدون اوره  یبافرها یاستفاده شد که دارا یعیتحت عنوان روش طب یاز روش نیپروتئ یسازخالص یحاضر برا قیتحق در

مشاهده شد که نشان از عملکرد  نیاز پروتئ یکه پس از انجام نانودراپ غلظت مناسب دیگرد نیپروتئ یعیبوده و سبب حفظ ساختار طب

سرم استفاده  یآنت هیته یزا برا یمنیشده به عنوان ماده ا صیتخل نیپروتئ قیتحق نیدر ا بود. یبادیآنت دیتول یمناسب برا ییزایمنیا

استفاده شده به منظور تولید آنتی بادی از موارد  یاریشده در بس صیتخل بینوترک نیاز پروتئ زین گرید یهاقیدر تحق خواهد شد که

 Fitchen et al. 1995; Verch et al. 1998; Liu et al. 2001; Cervoska et al. 2006; Folwarczna et) است

al. 2008; Plchova et al. 2011; Cerovska et al. 2012; Sivaprasad et al. 2015; Hamdayanty et al. 

2016; Hamdayanty et al. 2016; Yee et al. 2017; Thangaraj and Jayakrishnan, 2021) جیکه نتا همانطور 

                                                      
2. Tuberose mild mosaic virus (TMMV) 
3.  Rice tungro bacilliform virus (RTBV) 
4.  Rice tungro spherical virus (RTSV) 

5. Lettuce mosaic virus (LMV) 
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 تیاستفاده شد، حلال یعیاز روش طب زین یدر فاز محلول قرار داشت و در خالص ساز شتریشده ب انیب نینشان داد پروتئ قیتحق

شده بصورت محلول است  انیب نینشان داد که پروتئ( https://www.expasy.org) یکیماتروانفویب شده بصورت  انیب نیپروتئ

 .(10) شکل 

 

شده با رنگ روشن نشان داده  انیب نیپروتئ تیحلال زانیشده )م انیب نیپروتئ تیحلال زانیم( A) . 10شکل

 .آمینو اسیدها ای و شکلبار اسیدآمینه ،ای ( خصوصیات جمعیت اسیدآمینهB) شده(

Figure 10. (A) Solubility of expressed protein (the expressed protein solubility showed by 

gray color) (B) Amino acid Population Average, Amino acid charge, and Amino acid Fold 

 

و نقطه  2اینهیدآمی، بار اس1اینهیدآمیاس تیو جمع بیبه ترک یشده بستگ انیب نیپروتئ تیحلال زانیبه ذکر است م لازم

شده انجام  انیب نیپروتئ یژگیسه و نیکه در مورد ا یمتفاوت است. با توجه به بررس هااسیدآمینه  لشک نیهمچن و یکیزوالکتریا

نشان داده شده  10در شکل  یبررس نیا جیخواهد شد. نتا نیپروتئ شتریب تیسه مورد مذکور منتج به حلال بینشان داد ترک جیشد نتا

کند.  ییشناسا ELISAدر آزمون  یرا به طور اختصاص بیس ساقه شیاریلکه  روسیشده توانست و هیته بینوترک بادییآنت .است

 شود،یو به کف چاهک متصل م شودیپوشش داده م زایتشتک الا هایدر چاهک ژنیآنت زا،ینوع از آزمون الا نیدر ا نکهیبا توجه به ا

. استفاده از شودیتوسط م ژنیآنت ییشده که منجر به شناسا ژنیآنت یدر ساختار ظاهر کلش رییباعث تغ یاتصال تا حد نیا

 یکه گزارش نیشیپ قاتیاز تحق یاریبرخلاف بس ELISAدر آزمون  یپوشش بادییآنتشده به عنوان  دیتول بینوترک هایبادییآنت

 یخوب نسبتا(، عملکرد Cerovska et al. 2006) داشترا  DAS-ELISAدر آزمون  بینوترک هایبادییاز عملکرد ناموفق آنت

ندارند،  یعملکرد خوب ELISAدرآزمون  بینوترک هایبادییامر که آنت نیحاضر با ا قیتحق جیداشت. نتا روسیو نیا یابیدر رد

شده در  هیته بینوترک هایبادییامر را به اثبات شده است و از آنت نیها قبلا هماز پژوهش یاریمطابقت نداشت؛ همانطور که بس

اند بهره برده یزآمیتیآزمون به طور موفق نیا یآلوده ط اهیدر عصاره گ روسیو یابیبه منظور رد یاهیگ هایروسیاز و یاریبرابر بس

                                                      
1.  Amino acid Population Average 
2. Amino acid charge 

A B 
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(Nickel et al. 2004; Koolivand et al. 2017; Safarnejad et al. 2019). یابیعدم رد لیاز جمله دلا هشگرانپژو 

موجود  روسیشده به جاندار خون گرم با و قیدناتوره تزر نینبودن ساختار پروتئ هیشب بینوترک هایبادییبا آنت زایالادر داس روسیو

 انیب زایالا-سدر دا بادییامر و کاهش عملکرد آنت نیا لیرا دل یاهیدر عصاره گ روسیآلوده و کم بودن غلظت و یاهیدر عصاره گ

مو  یبرگ باد بزن روسیو یپوشش نیشده در برابر پروتئ هیته بادییآنت یرا برا 1:8192 تر. تی(Folwarczna et al. 2008) کردند

 بینوترک یپوشش نیکه از پروتئ یگرید قیدر تحق. (Bashir et al. 2015) استگزارش شده  PTA-ELISA بر اساس آزمون

 PTA-ELISA در آزمون بادییآنت 1:4096 تریت ز،یاستفاده شده بود ن یاختصاص بادییآنت هیته یبرا اریخ کیموزائ روسیو

 اریخ کیموزائ روسیآلوده به و یاهیدر عصاره گ روسیو یابیدر جهت رد بادییآنت 1:1000 تریپژوهش از ت نیگزارش شد. در هم

 یپوشش نیپروتئ دیتول یکاربردها ز. ا(Koolivand et al. 2017) ت به دست آمدنتیجه مثب  DAS-ELISA   آزمون یط

را  یابیزمان آزمون رد ت،یحساس شیبه نانوذرات اشاره کرد که علاوه بر افزا بادییبه اتصال آنت توانیم یبادیآنت هیو ته بینوترک

و اتصال آن به نانو ذرات  قیتحق نیشده در ا هیته بینوترک نیتوسط پروتئ یبادیآنت دی. تولدهدیکاهش م یریبه طور چشمگ زین

 .در کشور باشد هاروسیو یبرخ یابیرد یبرا وسنسورینانوب کیو ارائه  یطراح یبرا یعلاوه بر فوائد ذکر شده، مقدمه خوب تواندیم

کرده و به  جادیا رتغیی هاآن یجذب فیدر ط تواندیبه سطح نانوذرات طلا م ژنیو آنت بادییمشخص شده است که اتصال آنت امروزه

است  یرگیقابل اندازه یسنج فیبا ط دهیپد نیکه ا رودیم شیپ شتریب هایموج به سمت طول یجذب کیپ زیسا شیعلت افزا

(Petryayeva and Krull, 2011)، می شود استفاده  ژنیآنت عیسر ییبه منظور شناسا یژگیو نیا زا(Davatgaran 

Taghipour et al. 2018). 

ی قابلیت بیان در سیستم پروکاریوتی به مقدار مناسب دارد پوشش نیحاضر نشان داد پروتئ قیتحق تیدر نها: گیرینتیجه

با رقت مناسب به منظور  سرمیآنتدر همین راستا،  د.خونگرم را دار وانیح کیدر بدن  ییزا یمنیا ییتوانا و از طرفی این پروتئین

 یبه خوبکه  نشان داد ا کیسرولوژ هایدر تست و کانژوگه شده شده صیتخل نیمنوگلوبولیا ییکارا جی. نتانمودرا فراهم  صیتخل

 هیشده عل هیته نیمنوگلوبولیپاسخ در ا نزایهر چند که م داردرا  ویروس ساقه شیاری سیبآلوده به  هاینمونه صیتشخ ییتوانا

 دیتولدر نوع آزمون سرولوژی ممکن است متفاوت باشد. بطوریکه الایزای غیر مستقیم میزان کارایی بالاتری دارد.  یپوشش نیپروتئ

که  یتواند در موسسات و مراکز یم ویروس ساقه شیاری سیبآنها در مورد  یابیو ارز صیو تخل یوتیپروکار ستمیدر س نیپروتئ نیا

شده  هیته رانیاز ا یبوم جدایه کی هیشده عل دیتول یباد یآنت رایباشد ز دیدهند مف یانجام م قاتیتحق روسیو نیا صیتشخ یبرا

 است.

 . شودیم یپژوهش حاضر سپاسگزار یمال یتبه خاطر حما زنجاندانشگاه  یاز معاونت محترم پژوهش :سپاسگزاری

  



   (1402 پاییز، 3، شماره 15مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

22 

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

 

References 

Abou-Jawdah Y, Sobh H, Cordahi N, et al. (2004) Immunodiagnosis of Prune dwarf virus using 

antiserum produced to its recombinant coat protein. J Virol Methods 121, 31-38.  

Adams M, Antoniw J, Bar-Joseph M, et al. (2004) Virology Division News: The new plant virus 

family Flexiviridae and assessment of molecular criteria for species demarcation. Arch 

Virol 149, 1045-1060. 

Barbieri MR, Carvalho MGD, Zambolim EM, Zerbini FM (2004) Expressão em Escherichia coli 

da proteína capsidial do Watermelon mosaic virus e produção de anti-soro. Fitopatol Bras 

29, 215-219. 

Cerovska N, Filigarova M, Pečenková T (2006) Production of polyclonal antibodies to a 

recombinant potato mop‐top virus non‐structural triple gene block protein 1. J Phytopathol 

154, 422-427. 

Cerovska N, Moravec T, Plchova H, et al. (2012) Production of polyclonal antibodies to the 

recombinant potato virus m (pvm) non‐structural triple gene block protein 1 and coat 

protein. J Phytopathol 160, 251-254. 

Chen J, Xiong J, Yang J, et al. (2011) Nucleotide sequences of four RNA segments of a reovirus 

isolated from the mud crab Scylla serrata provide evidence that this virus belongs to a new 

genus in the family Reoviridae. Arch Virol 156, 523-528. 

Cieślinska M, Borisova A, Komorowska B (2007) Some molecular properties of several isolates 

of Apple chlorotic leaf spot virus from Bulgaria. J Fruit Ornam Plant Res 15, 125-131. 

Davatgaran TY, Kharrazi S, Amini S (2018) Antibody conjugated gold nanoparticles for detection 

of small amounts of antigen based on surface plasmon resonance (spr) spectra. Nanomed 

Res J 3, 102-108. 

Fajardo TV, Barros DR, Nickel O, et al. (2007) Expression of Grapevine leafroll-associated virus 

3 coat protein gene in Escherichia coli and production of polyclonal antibodies. Fitopatol 

Bras 32, 496-500. 

Fitchen J, Beachy RN, Hein MB (1995) Plant virus expressing hybrid coat protein with added 

murine epitope elicits autoantibody response. Vaccine 13, 1051-1057. 

Folwarczna J, Plchova H, Moravec T, et al. (2008) Production of polyclonal antibodies to a 

recombinant coat protein of potato virus y. Folia Microbiol 53, 438-442. 

Hamdayanty H, Hidayat SH, Damayanti TA (2016) Expression of recombinant sugarcane streak 

mosaic virus coat protein gene in Escherichia coli. J Bio 23, 111-116. 



 1402و همکاران،  محمدلو

23 

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

Gulati-Sakhuja A, Sears JL, Nunez A, Liu HY (2009) Production of polyclonal antibodies against 

Pelargonium zonate spot virus coat protein expressed in Escherichia coli and application 

for immunodiagnosis. J Virol Methods 160, 29-37. 

Kokane A, Lawrence K, Surwase D, et al. (2020) Development of reverse transcription duplex 

pcr (rt-d-pcr) for simultaneous detection of the citrus tristeza virus and indian citrus 

ringspot virus. Agron Sustain Dev 9(2), 131-138. 

Koolivand D, Sokhandan Bashir N, et al. (2016) Production of polyclonal antibody against 

grapevine fanleaf virus movement protein expressed in escherichia coli. Plant Pathol J 32, 

452-461. 

Koolivand D, Sokhandan-Bashir N, Behjatnia SAA, Jafari-Joozani R (2016) Detection of 

grapevine fanleaf virus by immunocapture reverse transcription-polymerase chain reaction 

(ic-rt-pcr) with recombinant antibody. Arch Plant Pathol Protec 47, 2070-2077. 

Koolivand D, Sokhandan Bashir N, Rostami A (2017) Preparation of polyclonal antibody against 

recombinant coat protein of cucumber mosaic virus isolate b13. J Crop Protec 6, 25-34. 

Kumari S, Makkouk K, Katul L, Vetten H (2001) Polyclonal antibodies to the bacterially 

expressed coat protein of Faba bean necrotic yellows virus. J Phytopathol 149, 543-550. 

Ling KS, Zhu HY, Jiang ZY, Gonsalves D (2000) Effective application of DAS-ELISA for 

detection of grapevine leafroll associated closterovirus-3 using a polyclonal antiserum 

developed from recombinant coat protein. European J Plant Pathol 106, 301-309. 

Liu W, He R, Xue ZJP, Letters P (2001) Expression of the n-terminal segment of qbrn-2 in e. Coli 

and tips on preparation of a recombinant protein. Protein Pept Lett 8, 27-32. 

Martinelli F, Scalenghe R, Davino S, et al. (2015) Advanced methods of plant disease detection- 

A review. Agron Sustain Dev 35, 1-25. 

Masoudi N, Rouhibakhsh A, Asareh MH, et al. (2018) Identification of dominant isolate of potato 

virus s in iran and heterologous expression of its coat protein. J Genetic Eng Biotechnol 7, 

153-162. 

Mutasa‐Gottgens E, Chwarszczynska D, Halsey K, Asher M (2000) Specific polyclonal 

antibodies for the obligate plant parasite Polymyxa—a targeted recombinant DNA 

approach. Plant Pathol 49, 276-287. 

Nickel O, Targon M L, Fajardo T V, et al. (2004) Polyclonal antibodies to the coat protein of 

Apple stem grooving virus expressed in Escherichia coli, production and use in 

immunodiagnosis. Fitopatol Bras 29, 558-562. 

Petryayeva E, Krull U (2011) Localized surface plasmon resonance: Nanostructures, bioassays 

and biosensing—a review. Anal Chim Acta 706, 8-24. 



   (1402 پاییز، 3، شماره 15مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

24 

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

 

Plchova H, Moravec T, Dedic P, Cerovska N (2011) Expression of recombinant potato leafroll 

virus structural and non‐structural proteins for antibody production. J Phytopathol 159, 

130-132. 

Safarnejad MR, Bananej K Sokhansanj Y (2019) Developing of specific antibody against 

chickpea chlorotic dwarf virus (cpcdv) through recombinant coat protein. J Crop Protec 8, 

179-190. 

Sharma P, Sharma S, Singh J, et al. (2016) Incidence of lettuce mosaic virus in lettuce and its 

detection by polyclonal antibodies produced against recombinant coat protein expressed in 

escherichia coli. J Virologica Methods 230, 53-58. 

Sivaprasad Y, Bhaskara Reddy B, Sujitha A, Sai Gopal D (2015) Expression and production of 

polyclonal antibodies against recombinant coat protein of peanut bud necrosis virus. J Plant 

Pathol Microbiol S1, e2. 

Sokhandan-Bahir S, Koolivand D Behjatnia SAA (2015) Preparation of polyclonal antibodies to 

grapevine fanleaf virus coat protein expressed in Escherichia coli. Biotechnol 14, 173-180. 

Thangaraj M, Jayakrishnan J (2021) Expression of recombinant protein of coat protein gene of 

sweet potato feathery mottle virus in bacterial expression system and production of 

polyclonal antiserum for its diagnosis. Res Squ 1, 1-32. 

Tatineni S, Sarath G, Seifers D, French R (2013) Immunodetection of Triticum mosaic virus by 

DAS-and DAC-ELISA using antibodies produced against coat protein expressed in 

Escherichia coli: potential for high-throughput diagnostic methods. J Virol Methods 189, 

196-203. 

Verch T, Yusibov V, Koprowski H (1998) Expression and assembly of a full-length monoclonal 

antibody in plants using a plant virus vector. J Immunol Methods 220, 69-75. 

Yee SF, Chu CH, Poili E, Sum M (2017) Expression and the antigenicity of recombinant coat 

proteins of tungro viruses expressed in escherichia coli. J Virol Methods 240, 69-72. 

Yusibov V, Streatfield SJ, Kushnir N (2011) Clinical development of plant-produced recombinant 

pharmaceuticals: Vaccines, antibodies and beyond. Hum Vaccines 7, 313-321. 


