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 چکیذٌ
ٖ   ّبٕ ث٘بى ؿذُتخل٘ق اًَاع پشٍتئ٘ي ِ   ٕدثهب ٕ ٍٗشٍػٖ ثب اّذاف هختلف اص دولهِ تَی٘هذ تًته إ ٍ ته   ّهبٕ نٌهذ ّوؼهبً

ٕ ّهب ػهبتتبسٕ تًْهب، ؿٌبػهبٖٗ تهَایٖ تهٌ٘هَ اػه٘ذٕ ٍ تهَایٖ پات٘هذٕ ثهب اػهتوبدُ اص اًهَاع سٍؽ            ٕإ، هطبیؼِّوؼبًِ

 اٗهي تقی٘ه   دس ثبؿذ. صٗبد هٖ ّٕبٖٗ هؼتلضم كشف ّضٌِٗپزٗشد کِ ػوَهبً کبسثشد نٌ٘ي سٍؽكَست هٖ ،کشٍهبتَگشافٖ

تخل٘ق ٍ تبیق ػبصٕ پشٍتئ٘ي ث٘بى ؿذُ هَسد ًظهش   ٍٗشٍع هَصاٗ٘  ت٘بس،ػؼٖ ؿذ پغ اص ث٘بى طى پشٍتئ٘ي پَؿـٖ 

 ثهبکتشٕ   دس غ اص ث٘بى طى پشٍتئ٘ي پَؿـٖ ٍٗشٍع هَصاٗ٘  ت٘هبس پزٗشد. دس ّو٘ي ساػتب، پ اًذبماص طل پلٖ تکشٗل ته٘ذ 

Escherichia coli ،ثذػهت   كَست گشفت کِ ًتبٗخدس طل پلٖ تکشٗل ته٘ذ  ّبٕ اػتخشاح ؿذُ اص ثبکتشٕپشٍتئ٘ي ایکتشفَسص

، پشٍتئ٘ي ث٘بى ؿذُ دس حذن صٗبد طى هَسد ًظش . پغ اص ث٘بىشاح اص طل ثَدخػتاثشإ پشٍتئ٘ي هطلَة  تَی٘ذحبکٖ اص  تهذُ

هقهل ههَسد    ،پشٍتئ٘ي ث٘بى ؿذًَُاس ایکتشفَسص گشدٗذ. پغ اص ایکتشفَسص ٍ تؼ٘٘ي هقل  ته٘ذ دس ثبکتشٕ سٍٕ طل پلٖ تکشٗل

ػاغ،  پشٍتئ٘ي تخل٘ق ؿذُ اص طل ثِ هٌظَس اٗوٌهٖ صاٗهٖ ثهِ تشگهَؽ تضسٗه  ؿهذ ٍ       گشدٗذ.  تخل٘قثشٗذُ ٍ اص طل ًظش 

دِ ثِ ّضٌٗهِ ٍ  َثب تاٗي سٍؽ  .گشدٗذصهبى هٌبػت اػتقلبل ؿذ ٍ ػ٘بس تى هـخق  ػشم اٗوي ؿذُ پغ اص ػاشٕ ؿذى

. ّوچٌه٘ي  ثبؿهذ کبسا هٖ ٍ کن ّضٌِٗ  ،کشٍهبتَگشافٖتخل٘ق اص دولِ ّبٕ دس هیبٗؼِ ثب ػبٗش سٍؽ ،دػتشعقبثل اهکبًبت 

َاى ثهِ  داد کِ اص اٗي پشٍتئ٘ي ه٘ته  َؽ ًـبىصاٖٗ تشگثب اػتوبدُ اص پشٍتئ٘ي تخل٘ق ؿذُ ٍ اٗوي ٍ ٍػتشى ثلات ًتبٗخ دٗجب

 هٌظَس تَی٘ذتًتٖ ػشم ٍ تًتٖ ثبدٕ ثشإ سدٗبثٖ ٍٗشٍع هَصاٗ٘  ت٘بس اػتوبدُ ًوَد.

 .ٍٗشٍع هَصاٗ٘  ت٘بسًَتشک٘ت، ، پَؿـٖ پشٍتئ٘ي ،تخل٘ق ،ثبدٕتًتٖ :کلیذی َبیياصٌ

 مقذمٍ

دلهَگ٘شٕ اص گؼهتشؽ   دس ؿٌبػبٖٗ ػشٗغ ٍ ثِ هَقغ      

ٖ   ّبٕ گ٘بّٖث٘ـتش ٍٗشٍع -ٗ  اهش غ٘ش قبثل ادتٌهبة هه

ّبٕ هٌبػهت ٍ کهبسا اٗهي اههش سا     اػتوبدُ اص پبدتي ٍثبؿذ 

ٍاکهٌؾ ثه٘ي   ثهش  ٌهٖ  تّهبٖٗ کهِ هج  سٍؽ ًوبٗهذ. تؼْ٘ل هٖ

ٍ تػهبى  ّهبٕ  سٍؽدولِ طى ٍ تًتٖ ثبدٕ ّؼتٌذ اص تًتٖ

ٖ . ههٖ ثبؿهٌذ  ّهبٕ گ٘هبّٖ   هؼوَل دس سدٗبثٖ ٍٗشٍع  ٍیه

ّهبٕ گ٘هبّٖ کهِ    اص ٍٗهشٍع ػشم ثشإ ثشتٖ تَی٘ذ تًتٖ 

ّهبٕ گ٘هبّٖ ٍ ثهِ دػهت     ّهب اص پهشٍتئ٘ي  ػبصٕ تىتبیق

 ٖ ثبؿههذ ٗکههٖ اص تٍسدى غلظههت هٌبػههت اص تى هـههکل ههه

 ٖ ٕ هؼبئل ػوذُ دس تَی٘ذ تًته ّهبٕ اتتلبكهٖ ػل٘هِ    ثهبد

ثهش   (.2012)ی٘وهب ٍ ّوکهبساى    ّهبٕ گ٘هبّٖ اػهت   ٍٗشٍع

پَؿـهٖ    ٘يئپهشٍت  ه٘هضاى هٌبػهت اص   ٕتِّْ٘و٘ي اػبع 

إ ٍ  ّوؼههبًِ تهه  ّههبٕ پههبدتيثههشإ تَی٘ههذ   ٍٗههشٍع

، کهِ اههشٍصُ ثهب    ثبؿهذ اهشٕ هو٘ذ تَاًذ هٖإ نٌذّوؼبًِ
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ّهبٕ  دس ػ٘ؼهتن ٍٗشٍػٖ ّبٕ پشٍتئ٘ي پَؿـٖ ث٘بى طى

ثبؿذ. پزٗش هٖاهکبى ،هختلف اص دولِ ػ٘ؼتن پشٍکبسَٗتٖ

إ اص طى هقذٍدُثشإ ّش تًتٖ دس ًظش داؿت کِ  ؼتٖثبٗ

سد کِ دس اٗي هقهذٍدُ ثبػهت تقشٗه     هیذاس ٍدَد دا ًظش

ؿَد کهِ ثهِ تى   ػ٘ؼتن اٗوٌٖ ه٘ضثبى ثِ ثْتشٗي حبیت هٖ

پٌذشُ اٗوٌٖ  ُٕدهقذٍ .ؿَداطلاق هٖ 1پٌذشُ اٗوٌٖ صاٖٗ

کهِ   (2001اػهتشٍثش  ) صٗبدٕ ٍاثؼتِ اػت ػَاهلثِ  صاٖٗ

اػتقلههبل ٍ اػههتخشاح ه٘ههضاى هٌبػههت اص  اص ثهه٘ي تًْههب 

اص طى ٖ ثِ ػٌَاى تًتٖپشٍتئ٘ي پَؿـٖ ث٘بى ؿذُ ٍٗشٍػ

 .اّو٘ت ثشتَسداس اػت

ّهب  ّبٕ اػتخشاح ٍ تبیق ػبصٕ پهشٍتئ٘ي اغلت سٍؽ    

ٖ   ثِ ٍٗظُثش اػبع کشٍهبتَگشافٖ   2کشٍههبتَگشافٖ توهبٗل

 ػهلاٍُ ثهش  ّهبٖٗ  کِ هؼوَلاً نٌه٘ي ػ٘ؼهتن   اػتَاس ّؼتٌذ

ِ   صهبى ٖ   ٕثش ثَدى هؼهتلضم كهشف ّضٌٗه  ثبؿهٌذ صٗهبد هه

 .  (2012کَسٗي ٍ اػکَف٘لذ  ،2005)ػجبع ٍ ّوکبساى 

ّب اص طل پلٖ تکشٗهل ته٘هذ   اص طشفٖ اػتخشاح پشٍتئ٘ي      

ّهب،  ثِ اّهذاف هختلوهٖ هبًٌهذ ؿٌبػهبٖٗ ؿه٘وٖ پهشٍتئ٘ي      

ّبٕ پشٍتئَی٘ت٘کٖ، تؼ٘٘ي تشک٘جهبت تهٌ٘هَ اػه٘ذٕ    ؿکؼت

تًْب ٍ ؿٌبػبٖٗ پلٖ پات٘ذّب ثب اػهتوبدُ اص ّمهن تَػه     

هههَاسد رکههش ؿههذُ  اًذههبم ه٘ر٘ههشد. ػههلاٍُ ثههش  تشٗاؼهه٘ي

کِ اص پشٍتئ٘ي تبیق ػبصٕ ؿهذُ   اًذتقی٘یبت ًـبى دادُ

ُ  اص طل پلٖ تکشٗل ته٘ذ هٖ ٖ  ٕتَاى ثِ ػٌهَاى ههبد صا اٗوٌه

. ّهش نٌهذ کهِ اههشٍصُ تهبیق ػهبصٕ       کهشد ً٘ض اػهتوبدُ  

ّهبٕ پشٍکهبسَٗتٖ ثهِ    ّهبٕ ًَتشک٘هت اص ػ٘ؼهتن   پشٍتئ٘ي

ّهبٕ  هٌظَس تَی٘ذ تًتٖ ثبدٕ دس كَست ٍدهَد ثشنؼهت  

 ّب ثب کبساٖٗ ثبلاٖٗ اهکبى پزٗشؼت٘ؼت٘ذٗي ٍ ػبٗش ثشنّ

ّهب، ٍدهَد   هوکي اػت ٍدَد اٌٗکلَطى ثبدٕ ٍیٖ ثبؿذهٖ

طً٘ه  ثبکتشٗهبٖٗ، ؿکؼهتِ ؿهذى     ّبٕ تًتٖػبٗش پشٍتئ٘ي

ّهبٖٗ کهِ ثلهَست ًهبقق     ّب ٍ ٗب ث٘هبى پهشٍتئ٘ي  پشٍتئ٘ي

                                                           
1
Window of immunogenicity 

2
Affinity chromatogarphy 

كَست گشفتهِ اػهت اس هـهکلات تهبیق ػهبصٕ نٌه٘ي       

   .(2012ي ٍ اػکَف٘لذ )کَسٗ ّبٖٗ ثبؿذسٍؽ

ّذف اص اٗي تقی٘  ثشسػهٖ سٍؿهٖ هٌبػهت ثهشإ     

پههشٍتئ٘ي پَؿـههٖ ٍٗههشٍع  ٍتههبیق ػههبصٕ اػههتخشاح

ٕ  ث٘هبى ؿهذُ دس  هَصاٗ٘  ت٘بس  اص طل پلهٖ   E.coli ثهبکتش

َی٘هذ  اٗوٌهٖ صا ثهشإ ت   ٕثِ هٌظَس تبه٘ي هبدُ تکشٗل ته٘ذ

 تًتٖ ثبدٕ ًَتشک٘ت هٖ ثبؿذ.

 َبمًاد ي ريش

 يتئیه وًتزکیب بیبن ضذٌآمبدٌ سبسی پز

داسإ طى  pET21aCMVCPپلاػهههو٘ذ ًَتشک٘هههت  

 ٍٗههشٍع هَصاٗ٘هه  ت٘ههبس B13دذاٗههِ  پههشٍتئ٘ي پَؿـههٖ

 طى هبًٌهذ ّهبٕ هؼهتؼذ ث٘هبى     ٕثِ ثهبکتش  (2011)سػتوٖ 

هٌتیهل ؿهذًذ. ػهاغ     E. coliاص ثهبکتشٕ   Rossetta ػَِٗ

 ًَتشک٘ت پلاػو٘ذ ٍٕحب تبیق ٕثبکتشْٗب اص کلًَٖ ٗههه 

ثلهَست ؿهجبًِ کـهت     ٍتئٌٖ٘پش پَؿؾ طى ًٓذداسثشدس

ه٘لٖ 100سق٘  ػبصٕ کـت ؿجبًِ دس   دادُ ؿذ. سٍص ثؼذ

گشم ػلبسٓ  10م ًو  طؼبم، شگ 10)هبٗغ  LBی٘تش هق٘  

حهبٍٕ تًتهٖ   (  pH 7.4گشم تشٗاتَى دس ی٘تش ثب  پٌخهخوش، 

ه٘کشٍگهشم دس   100تهاٖ ػ٘ل٘ي  ثب غلظهت ًْهبٖٗ    ثَ٘ت٘ 

ثبکتشٕ نْهبس ػهبػت پهغ     َةسػ تًربُاًذبم ؿذ ٍ  ی٘تش

ثهِ ههذت    6000g دس ػهبًتشٗوَط  طشٗ اص IPTG ثبء اییباص 

 .دق٘یِ دوغ تٍسٕ ؿذ 15

ٍ ّن حذهن   TEؿذُ دس ثبفش  ذبدٗا ٖٗبٗسػَة ثبکتش      

 Tris-HCl 50mM, glycerol) ي٘تى ثبفش اػتخشاح پهشٍتئ 

10%, SDS2%, Bromophenol blue 0.1%, Mercapto 

ethanol دس تٍسدُ ؿهذ ٍ ًوًَهِ    َى٘ػَػابًؼ( ثِ حبیت

ػاغ  .دس تة دَؽ قشاس دادُ ؿذًذ یِ٘دق پٌخّب ثِ هذت 

 ٕدسدههِ نْههبس ٕدس دهههب یههِ٘دق پههٌخثههِ هههذت  ّههبوًَههًِ

 ٖٗؿهذًذ ٍفهبص ثهبلا    وَطٗػبًتش g1000  ٍ دٍس رشاد٘ػبًت

دٍ  نٗػهذ  ٕحبٍ ذ٘ته لٗاکش ٖایکتشٍفَسص دس طل پلهَسد 
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طل ثهب  سًه  ته٘هضٕ    ٍ ؿهذ  ٍاقهغ  1( ػَیوبتلٗ)لاس ل٘دػ

گهشٗي ٍ ػهوجشٍ    ) اًذبم گشفهت اػتوبدُ اص کَهبػٖ ثلَ 

2012). 

 استخزاج پزيتئیه بیبن ضذٌ اس صل

 ِ -SDSطل دس ّههبٕ پشٍتئٌ٘ههٖ  ایکتشٍفههَسص ًوًَهه

PAGE   5/12پغ (2012گشٗي ٍ ػوجشٍ  ) % اًذبم ؿذ .

 پهٌخ قجل اص سً  ته٘ضٕ ، طل ثِ هذت ٍ اص اتوبم ایکتشفَسص 

ّوشاُ ثب تکبى  (Na₂CO₃ 0.1M) ٗ فش ؿوبسُ دق٘یِ دس ثب

دق٘یِ  15تّؼتِ سٍٕ ؿ٘کش قشاسگشفت. ػاغ طل ثِ هذت 

( ّوشاُ  Imidazol 0.2M, SDS 0.1%) دٍدس ثبفش ؿوبسُ 

، طل ثب تة تًربُثب تکبى تّؼتِ سٍٕ ؿ٘کش قشاس دادُ ؿذ. 

 ثبً٘ههِ دس ثههبفش 30هیطههش ؿؼتـههَ دادُ ؿههذ ٍ ثههِ هههذت 

( قشاس گشفت تب ثبًهذّبٕ  ZnSO4.7H2O 0.1M) ػِ ؿوبسُ

دس هشحلهِ   .ظبّش گشدد ؿوبف دس صهٌِ٘ کذس طل پشٍتئٌٖ٘

ثؼذ، طل ثب تة هیطش ؿؼتـَ دادُ ؿذ ٍ ثبًذ ههَسد ًظهش   

ػهاغ، طل ثهِ ّوهشاُ ثهبفش       .ثِ ٍػه٘لِ ت٘هج دهذا گشدٗهذ    

ّورهي  اػتخشاح پشٍتئ٘ي دس ّبٍى ؿ٘ـِ إ کبهلاً تشد ٍ 

ثهِ   ml 50فبیکَى یَیٔ گشدٗذ ٍ ػَػابًؼَ٘ى حبكل دس 

هذت ٗ  ؿت سٍٕ ؿ٘کش قهشاس دادُ ؿهذ. ػَػابًؼهَ٘ى    

 ػهبًت٘رشاد  ٕدسدِ نْبسدق٘یِ دس دهبٕ  20فَق ثِ هذت 

ٍ  rpm  3800ثب دٍس ٖ کهِ حهبٍٕ   ٗه ػبًتشٗوَط ؿذ. فهبص س

دوهغ تٍسٕ ؿهذُ ٍ هذهذداً هیهذاسٕ ثههبفش      ،ثهَد پهشٍتئ٘ي  

اػتخشاح ثِ طل اضبفِ گشدٗذ ٍ ثِ هذت ٗه  ػهبػت سٍٕ   

. گشدٗهذ ػبًتشٗوَط تکهشاس   ٍٕ هشحلِدادُ ؿذ قشاس ؿ٘کش 

ثهبس   ؿهؾ تب  پٌخ ،هشحلِ قجل ثشإ دوغ تٍسٕ هبٗغ سٍٖٗ

پهشٍتئ٘ي اػهتخشاح ؿهذُ دوهغ     دس ًْبٗهت  تکشاس گشدٗذ ٍ 

 ,Eppendorf) ػاغ، ثب اػتوبدُ اص پ٘کهَدساح  .ؿذتٍسٕ 

Bio photometer, Germany) ّبٕ تخل٘ق غلظت پشٍتئ٘ي

 ذ. پههغ اص تؼ٘هه٘ي غلظههت پههشٍتئ٘يؿههذُ اًههذاصُ گ٘ههشٕ ؿهه

                                                           
1
Dodecyl sulfate sodium 

طًههٖ ثههِ هٌظههَس ثشسػههٖ تههَاف تًتههٖ ،اػههتخشاح ؿههذُ

 3ٍ ٍػهتشى ثهلات   2پشٍتئ٘ي اػتخشاح ؿهذُ تصههَى دٗجهب   

ضٕ ثب اػتوبدُ اص تًتٖ ثبدٕ تذهبسٕ  یسٍٕ کبغز ً٘تشٍػلَ

 ت٘بس اًذبم گشفت.  ٍٗشٍع هَصاٗ٘

اص  تهش ٘کشٍی٘ه 30پهغ اص اػهتخشاح،    اًذهبم دٗجهب،   ثشإ    

ثلهَست   ٕتشٍػهلَیض ٘کبغز ً ٕسٍ تخل٘ق ؿذُ٘ي پشٍتئ

  ٕیکِ قشاس دادُ ؿذ ٍ پهغ اص تـه  ؿهذى، هشاحهل ثؼهذ     

( ثههب اًههذکٖ  1990سٍؽ ّههبهاتَى ٍ ّوکههبساى ) هطههبث  

ٍ پهغ اص اضهبفِ    ٖبًٗه دس هشحلهِ پب  تغ٘٘شات اًذهبم ؿهذ.  

ٕ ٕثبد ٖکشدى تًت  ٕهشحلهِ تؿکبسػهبص   ،ٖاتتلبكه  ّهب

ِ  ش٘٘م ٍتغاًذب BCIP/NBTّب ثب اػتوبدُ اص -یکِ -سً  یکه

 .گشدٗذّب ثجت 

 تبیق ي٘پشٍتئ ایکتشٍفَسصپغ  ،ٍػتشى تصهَى ٕثشا

ِ ؿذُ اص طل پلٖ تکشٗل ته٘هذ،    ٗه   ٖكهبف  کبغهز  ػهذد  ػه

ُ  ثِ ٕتشٍػلَیضً٘ غـبء  ٗ ٍ هتشٕٖل٘ه  ذُٗه ثش طل اًهذاص

ِ ٘دق دٍ هذت ثِ ٕتشٍػلَیضً٘ غـبء ٍ ٖكبف کبغز. ؿذ  یه

 غ٘ته  ٖثخهَث  بته  ؿهذًذ  دادُ قهشاس  لٗاػهتش  هیطش تة دس

 دسٍى یِ٘دق دٍ هذت ثِ ٕتشٍػلَیضً٘ غـبء ػاغ. ؿًَذ

ِ  اًتیهبل  ؼهتن ٘ػ ٍ ؿذ دادُ قشاس  اًتیبل ثبفش  اص ت٘ه تشت ثه

 غـههبء طل، ،ٖكههبف کبغههز ػههذد دٍ ؿههبهل يٗ٘پههب ثههِ ثههبلا

ُ  ٖكهبف  کبغهز  دٍػذد ،ٕتشٍػلَیضً٘  ؼهتن ٘ػ. ؿهذ  تههبد

 هقکهن  ٖثخهَث  يٗ٘پهب  ٍ ثهبلا  كهوقبت  ي٘ثه  سا ؿذُ تهبدُ

 قهشاس  هخلَف تبً  دسٍى ؿذُ ذبدٗا چٗػبًذٍ ٍ کشدُ

ِ  ؿذ، دادُ ٕ ثه ِ  طهَس ِ  ٕتشٍػهلَیض ً٘ غـهبء  که  ػهوت  ثه

 ػهاغ، . ثبؿهذ  ٖهٌو ایکتشٍد ػوت ثِ طل ٍ هججت ایکتشٍد

ِ ٗس تبً  دسٍى ػشد اًتیبل ثبفش ِ  کهل  ٍ ؿهذ  خته  هذوَػه

 ٍیتهبط  دس ػاغ. ؿذ دادُ قشاس خچبلٗ بٗ خٗ دسٍى( تبً )

 طل اص ّهب ثبًهذ  اًتیهبل  ػبػت ِػ حذٍداً هذت ثِ ٍیت 100

 ٕػهاش  اص ثؼهذ . گشفهت  كهَست  ٕضتشٍػهلَی ً٘ غـهبء  ثِ

                                                           
2
Dot-immunobinding assay 

3
Western Blot 
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 ٕهشحلِ ٍ ؿذ دذا دقت ثِ کبغز ،هزکَس صهبى هذت ؿذى

 غـهبء  اثتهذا . ؿهذ  اًذهبم  شٗه ص هشاحل طج  ٕػبص هؼذٍد

 دٍ ٕحههبٍ PBS دس ػههبػت دٍ هههذت ثههِ ٕتشٍػههلَیضً٘

َ  ػهاغ . ؿهذ  دادُ قشاس BSA  دسكذ  +PBS ثهب  ؿؼتـه

0.2% Tween 20   ِثهبس  ّش ٍ ثبس ػ  ِ ِ ٘دق 10 ههذت  ثه  یه

 CMV (Agdia,USA) ٖاتتلبكه  ٕثهبد  ٖتًت. ؿذ اًذبم

ِ ٗس غـهبء  ٕسٍ ٍ  ٘سق PBS دسٍى 1:1000 ًؼجت ثِ  خته

 دس ػهبػت  دٍ حهذٍداً  ههذت  ثِ ٕتشٍػلَیضً٘ غـبء ٍ ؿذ

 .  ؿذ دادُ قشاس یشصاى اًکَثبتَس ٕسٍ اتبق ٕدهب

 Alkalin) ٖػوهَه  ت٘کبًذَگ هقلَل دس غـبء ػاغ

Phophsphatase-Conjugated( )Goat anti-Rabbit )ِْ٘ت 

ِ  ٍ ؿذُ  ٘سق PBS دس 1000 ثِ 1 ًؼجت ثِ ؿذُ  ههذت  ثه

 کش٘ؿه  ٕسٍ ٍ اتهبق  ٕدههب  دس قجل هشحلِ ّوبًٌذ ػبػت 1

 5 ههذت  ثِ ثبس ّش ٍ ثبس نْبس ؿؼتـَ ػاغ. گشفت قشاس

 BCIP ثهب  ٖبثٗه سد تٗه ًْبدس . ؿهذ  اًذهبم  PBST ثب یِ٘دق

\NBT  غـههبء ٕسٍ ؿههذُ تهههبدُ هقلههَل. گشفههت اًذههبم 

 ص تىاپغ  یِ٘دق 30 تب حذاکجشٍ  ؿذ ختِٗس ٕتشٍػلَیضً٘

 سًهه  ش٘٘ههتغ دس تَقههف دْههت. ثجههت ؿههذ  سًهه  ش٘٘ههتغ

PBS+20mM EDTA ٍسٗختِ ؿذ غـبء ٕس  . 

 آسمًن ایمىی سایی ي تًلیذ آوتی سزم

اػتخشاح ٍ تهبیق ػهبصٕ پهشٍتئ٘ي پَؿـهٖ     پغ اص 

 پهشٍتئ٘ي  اصاص طل پلٖ تکشٗل ته٘ذ ٍٗشٍع هَصاٗ٘  ت٘بس 

ٖ  اٗوٌٖ ثشإ طىتًتٖ ػٌَاى ثِ ؿذُ تخل٘ق ُ  صاٗه  اػهتوبد

ساػههتب پههشٍتئ٘ي تخلهه٘ق ؿههذُ )ثههب     ّوهه٘ي دس. گشدٗههذ

ِ  (ی٘تش ه٘لٖ دس ه٘کشٍگشم100غلظت  تشگهَؽ  ػهذد  دٍ ثه

ِ  تضسٗه  . تضسٗ  ؿهذ  صاٖٗ اٗوٌٖ ثشإ هبدُ  دٍ فَاكهل  ثه

 100 اٍل تضسٗ  دس. ؿذ اًذبم دلذٕ صٗش ثلَست ٍ ّوتِ

ٖ  دس گشم ه٘کشٍ  تخله٘ق  ًَتشک٘هت  پهشٍتئ٘ي  اص ی٘تهش  ه٘له

 (Sigma-Aldrich, USA)ؿذُ ّوهشاُ ثهب اددَاًهت کبههل     

 گشدٗذثشاثش حذن پشٍتئ٘ي ًَتشک٘ت تخل٘ق ؿذُ اػتوبدُ 

ه٘کشٍگههشم دس ه٘لههٖ ی٘تههش  100ٍ دس دٍ تضسٗهه  ثؼههذٕ اص 

پشٍتئ٘ي ًَتشک٘ت ّوشاُ ثب ّن حذهن تى اددَاًهت ًهبقق    

ػتوبدُ ؿذ. دٍ ّوتِ پغ اص تتهشٗي تضسٗه  هیهذاس کوهٖ     ا

گ٘ههشٕ اص گههَؽ تشگههَؽ اًذههبم گشفههت ٍ پههغ اص  تههَى

گ٘هشٕ کبههل اص قلهت    اطوٌ٘بى اص اٗوي ؿذى ح٘هَاى، تهَى  

 تههَى ػههشم، ػههبصٕ دههذا ثههشإ تشگههَؽ اًذههبم ؿههذ.

ٕ  دس ؿذُ اٗوي تشگَؽ ِ  37 دههب ِ  ػهبًت٘رشاد  ٕدسده  ثه

ى ٗه  ؿهت دس   دادُ ؿذ ٍ پهغ اص ت  قشاس ػبػت 5/1 هذت

دهبٕ ٗخچبل قشاس دادُ ؿذ. پهغ اص ػهاشٕ ؿهذى صههبى     

 ّههبٕدس یَیههِ g 3500 ػههبًتشٗوَط دس دٍس ، هههَسد ًظههش

ِ  ی٘تشٕه٘لٖ 50 فبیکَى ِ  20 ههذت  ثه  ػهشم  ٍ اًذهبم  دق٘یه

ثشإ تؼ٘٘ي ػ٘بس تًتٖ ػشم تَی٘ذ ؿذُ اص  ٍ ؿذ دذا تَى

 ى تضسٗه  طثب اػتوبدُ اص تًتٖ  هؼتی٘ن غ٘ش الاٗضإ تصهَى

ِ  ػهشم  اص ثِ ّو٘ي هٌظَس، .گشدٗذؿذُ اػتوبدُ  ُ  تْ٘ه  ؿهذ

تهب   1:512)( PBS) ػبی٘ي فؼوبت ثبفش دس هختلف ّبٕسقت

اًذههبم  PTA-ELISAٍ تصهههَى  ُتهههبدُ ؿههذ  )1:32766

 ػشم .ؿذ هـخق ؿذُ تِْ٘ ػشم اص ًْبٖٗ سقت ٍ گشدٗذ

ُ ػهبًت٘رشاد   ٕدسدِ  -20 دهبٕ دس ؿذُ دذاػبصٕ  ّوهشا

 ٕ ؿذ.ثب گل٘ؼشٍل ًرْذاس

 وتبیج

-SDSطل پلههٖ تکشٗههل ته٘ههذ ) دس ًتههبٗخ ایکتشٍفههَسص       

PAGE ) طى پههشٍتئ٘ي پَؿـههٖ  ث٘ههبى  ًُٕـههبى دٌّههذ

ثههَد ٍٗههشٍع هَصاٗ٘هه  ت٘ههبس دس ػ٘ؼههتن پشٍکههبسَٗتٖ  

(. دس اػهههتخشاح پهههشٍتئ٘ي اص ػَػابًؼهههَ٘ى  1)ؿهههکل 

نْبس ػبػت پغ اص اییب پشٍهَتَس ثهب اػهتوبدُ    ،ثبکتشٗبٖٗ

اص یقهب   ثْتشٗي ًتهبٗخ   IPTGَلاس اص اص غلظت ٗ  ه٘لٖ ه

، پلاػو٘ذ اًتظبس طج (. 1حبكل ؿذ )ؿکل ه٘ضاى ث٘بى طى 

)قجههل اص اییههب   دس صهههبى كههوش ًظههش، طى هههَسد  حههبٍٕ

ًوًَِ ؿبّذ )پلاػهو٘ذ فبقهذ قطؼهِ(    ّوچٌ٘ي پشٍهَتَس( ٍ 

 .ًذث٘بى ًـذ
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% روگ آميسي شدذٌ ثدب کًمبسدی ثلدً      11وًترکيت ريي شل پلی آکريل آميذ  الکتريفًرز پريتئيه کل استخراج شذٌ از ثبکتريُبي -1شکل 

: پريتئيه ثبکتري حبيي پلاسميذ ثيبن فبقدذ شن پدريتئيه   Unstained Protein Molecular Weight Marker  1: مبرکر M)الف( 

: پريتئيه ثبکتري حبيي پلاسميذ ثيبن 4ي  3 ،: پريتئيه ثبکتري حبيي پلاسميذ ثيبن داراي شن پريتئيه پًششی قجل از القبCMV ،1پًششی 

: پريتئيه ثبکتري حبيي پلاسميذ PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 1: مبرکر Mداراي شن پريتئيه پس از القب )ة(، 

: پريتئيه ثدبکتري حدبيي   3قب پريتئيه ثبکتري حبيي پلاسميذ ثيبن داراي شن پريتئيه پس از ال: 1 ثيبن داراي شن پريتئيه پًششی قجل از القب

 .CMVپلاسميذ ثيبن فبقذ شن پريتئيه پًششی 

ّبٕ اػهتخشاح ؿهذُ اص   پغ اصایکتشٍفَسص پشٍتئ٘ي           

طل پلٖ تکشٗل ته٘ذ، ًتبٗخ حبکٖ اص ظَْس ثبًذّبٕ هشثَط 

سٍٕ طل پلهٖ تکشٗهل    ثهش  ثِ پشٍتئ٘ي اػتخشاح ؿذُ اص طل

ِ    ّوچٌه٘ي  ته٘ذ ثهَد.  پهشٍتئ٘ي ثهذٍى    ًتهبٗخ ًـهبى داد که

حمَس ثبًذّبٕ اضبفٖ اص طل قبثل دذا ػبصٕ اػت ٍ ثهب  

تَدههِ ثههِ ه٘ههضاى اػههتوبدُ ؿههذُ اص پههشٍتئ٘ي ثههِ هٌظههَس  

)ؿهکل   ایکتشٍفَسص غلظت هٌبػت اص پشٍتئ٘ي حبكل ؿهذ 

2)  . 

ٖ    جهب ٗد تصهَى ٕ ثهب اػهتوبدُ اص تًته ّهبٕ تذهبستٖ   ثهبد

(Agdia, U.S.Aٍٗشٍع هَصاٗ٘  ت٘بس ) ًٍوًَِ ٕس ٕ  ّهب

٘ق ؿذُ اص طل ًـهبى داد کهِ پهشٍتئ٘ي ث٘هبى ؿهذُ ٍ      تخل

تبیق ؿذُ ٍٗشٍع هَصاٗ٘  ت٘بس اص طل، قبثل سدٗبثٖ ٍ 

ؿٌبػبٖٗ اػت. ثطَسٗکِ پغ اص اضبفِ کشدى ػَثؼتشإ 

تغ٘٘هش   BCIP/NBT))ثبدٕ هشثَط ثِ تًضٗن هتلل ثِ تًتٖ

 کبغهههز اص ،ٗ ػهههشٍیَط صهههَى دس تسًهه  اًذهههبم ؿهههذ.  

ِ  ثهب  ٍ گشدٗذ اػتوبدُ ٕتشٍػلَیضً٘ ِ  تَده ٕ پهبدتي  ثه  ّهب

ٖ ًوًَِ دس ؿذُ، اػتوبدُ ِ  ّهبٗ ٍ تَاًهبٖٗ   ثَدًهذ  هججهت  که

پهشٍتئ٘ي   قشاسدادى هقل دس سً  ش٘٘تغ صاٖٗ داؿتٌذ،اٗوٌٖ

 .تهذ ٍدَدِث اػتخشاح ؿذُ اص طل پلٖ تکشٗل ته٘ذ

ٍ  ٖهٌوه  ٍ هججهت  ًوًَِ ثب ؼِٗهیب دس تصهَى يٗا خًٗتب

ِ  سًه   ش٘٘ه تغ ٕهجٌهب  ثش ؿهذُ سٍٕ کبغهز    ّهبٕ اٗذهبد  یکه

 (.3گشدٗذ )ؿکل  ش٘توؼ ٍ ٖبثٗاسصً٘تشٍػلَیضٕ، 

صاٗهٖ تَػه  پهشٍتئ٘ي تخله٘ق     ًتبٗخ حبكل اص اٗوٌٖ

ؿههذُ حههبکٖ اص اٗوههي ؿههذى تشگههَؽ تَػهه  تًتههٖ طى  

قذست اٗوٌٖ صاٖٗ پهشٍتئ٘ي   ٕهشثَط ثَدُ کِ ًـبى دٌّذُ

 (. 4ثبؿذ )ؿکل تخل٘ق ؿذُ هٖ

طى تضسٗه   ًتبٗخ الاٗضإ غ٘ش هؼتی٘ن ثب اػتوبد اص تًتٖ

ؿذُ ًـبى داد کِ ػ٘بس تًتٖ ػشم تَی٘هذ ؿهذُ دس حهذٍد    

ثبؿذ. دس اٗي تصهَى ضشٗت دزة حهذٍد دٍ  هٖ   1:8000

ًهبًَهتش   405ثشاثش ًوًَِ ػشم اٗوي ًـذُ دس طهَل ههَح   

 (.4ثِ ػٌَاى ٍاکٌؾ هججت دس ًظش گشفتِ ؿذ )ؿکل 

الف   

35 KDa 

     1      2      3     4 M        1       2       M        3  

  

پزوتئین 

 مورد نظز

ة   
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(: مبرکر (Mتصًير الکتريفًرز ي يسترن ثلات پريتئيه تخليص شذٌ از شل پلی آکريل آميذ الف( وتبيج يسترن ثلات  -1شکل 
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 1  پريتئيه استخراج شذٌ از  :1: پريتئيه تخليص شذٌ  از شلpET ٍثذين قطع 

: پريتئيه ثبکتري حبيي پلاسميذ ثيبن داراي شن پريتئيه پس PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 1(: مبرکر Mة( )
 .پًششی ييريس مًزاييک خيبر تخليص شذٌ از شل پلی آکريل آميذ : پريتئيه3ي  1 ،از القب قجل از تخليص

 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 

 َبي تجبرتیاييک خيبر از شل ثب آوتی ثبديوتبيج ديجب ثب استفبدٌ از پريتئيه پًششی ثيبن شذٌ ي تخليص شذٌ ييريس مًز -3شکل 
 الف(پريتئيه تخليص شذٌ از شل ، ة(  ومًوٍ شبَذ مىفی )پريتئيه از ثبکتري داراي پلاسميذ ثيبن فبقذ شن پريتئيه پًششی(

 .)تکرار( َبي  استخراج شذٌ از ثبکتري داراي پلاسميذ ثيبن حبيي شن پريتئيه پًششی ييريس مًزاييک خيبر(  پريتئيه ج ،د، ٌ
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 عيبر آوتی سرم تُيٍ شذٌ عليٍ پريتئيه پًششی ييريس مًزاييک خيبر تخليص شذٌ از شل تعييهوتبيج  -4شکل 
A)  ٌ1خرگًش ايمه شذٌ شمبر   B1مه شذٌ شمبرٌ ي( خرگًش ا  Not-immune ٌخرگًش ايمه وشذ ). 

              1                2            M  

 ثبند پزوتئینی خبلص شده

            1            2            3    M  
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 بحث

اص ّهبٕ ٍٗشٍػهٖ   اهکبى تِْ٘ ٍ تهبدُ ػبصٕ پهشٍتئ٘ي 

-ّب ثِ ػٌَاى هبدُدولِ پشٍتئ٘ي پَؿـٖ ٍ ػبٗش پشٍتئ٘ي

-ثبدٕصا دس ؿشاٗ  تصهبٗـربّٖ ثشإ تَی٘ذ تًتٖاٗوٌٖ ٕ

-هٌبػت ٍ کبسا هّٖبٕ سٍؽّبٕ هٌبػت ٍ هَثش ٗکٖ اص 

 ِههَسد ثشسػهٖ قهشاس گشفته    هتؼهذد  ثبؿذ کِ دس تقی٘یبت 

ٖ   سٍؽثؼ٘بسٕ اص هقیی٘ي اص اٗي  .اػت -ثشإ تَی٘هذ تًته

ّبٕ گ٘بّٖ ً٘هض اػهتوبدُ   ثشتٖ اص ٍٗشٍع ثشاثش سثبدٕ د

ػشٍٍػههکب ٍ ّوکههبساى  ،2008یههٖ ٍ نبًهه  )کههشدُ اًههذ 

اثَدذاح ٍ ّوکبساى  ،2005د٘ي ٍ ّوکبساى  ،2006، 2003

، کَسٍهج٘کههههَع ٍ 2003ّههههَساًٖ ٍ اثَدههههذاح  ،2004

، یٌ٘ههه  ٍ 2001ٕ ٍ ّوکهههبساى َههههبس، ک2002ّوکهههبساى 

ٍسٕ تکبى ػٌذٖ فهش دس تقی٘  هزکَس اه .(2000ّوکبساى 

 هٌبػت اٗي هبدُ اٗوٌٖ صا هَسد ثشسػٖ قشاس گشفت.

ثب ّبٕ گ٘بّٖ ث٘بى طى ّبٕ ٍٗشٍع ػوذُ دسهـکلات 

تـک٘ل اٌٗکلَطى ثبدٕ ّب ، ػ٘ؼتن پشٍکبسَٗتٖ اػتوبدُ اص

ٖ    ،ثبؿذهٖ -کِ هقلَل کشدى اٗي ًَع پهشٍتئ٘ي دؿهَاس هه

 دُ اصثب اػتوب، ثؼ٘بسٕ اص هقیی٘ي اٗي ٍدَدثب  ٍیٖثبؿذ، 

تـک٘ل اٌٗکلَطى ثبدٕ ً٘ض هَف   ٍ ثبػ٘ؼتن پشٍکبسَٗتٖ 

ثِ ػٌَاى ههبدُ   تىثِ تبیق ػبصٕ پشٍتئ٘ي ٍ اػتوبدُ اص 

، 2006، 2003)ػشٍٍػههکب ٍ ّوکههبساى  اًههذصا ؿههذُاٗوٌههٖ

ٕ ٍ ّوکههبساى َهههبس، ک2002کَسٍهج٘کههَع ٍ ّوکههبساى 

2001.)   

ّههبٖٗ کههِ ثههشإ ؿههذ اغلههت سٍؽ ث٘ههبىّوههبًطَس کههِ 

ّهبٕ ث٘هبى ؿهذُ اص    ّبٍ ّوچٌ٘ي پهشٍتئ٘ي شٍتئ٘يتخل٘ق پ

ّهبٕ پشٍکهبسَٗتٖ   ّبٕ هختلهف اص دولهِ ػ٘ؼهتن   ػ٘ؼتن

ؿَد ثش هجٌهبٕ اًهَاع هختلهف کشٍههبتَگشافٖ     اػتوبدُ هٖ

ّبٖٗ هؼتلضم كشف ثبؿذ کِ اغلت کبسثشد نٌ٘ي سٍؽهٖ

 ٖ ػوهذُ نٌه٘ي    تثبؿهذ کهِ اص هؼبٗه   ّضٌِٗ ٍ صهبى صٗبد هه

ٖ هقیی٘ي هختلف ً٘ض اص ث٘هبى  ثبؿذ. اص طشفّبٖٗ هٖسٍؽ

ّهبٕ هتٌهَع اص دولهِ    ّهبٕ ًَتشک٘هت دس ػ٘ؼهتن   پشٍتئ٘ي

ٍ ثههش اػههبع اًههذ کههشدُ اػههتوبدُػ٘ؼههتن پشٍکههبسَٗتٖ 

ثشنؼت ّ٘ؼت٘ذٗي هتلهل   نَىّن ،ّبٕ هختلفثشنؼت

کشٍهههبتَگشافٖ "ثههب اػههتوبدُ اص  ،ثههِ پههشٍتئ٘ي ث٘ههبى ؿههذُ

 .اًهذ وَدُّبٕ ًَتشک٘ت ًپشٍتئ٘يتخل٘ق اقذام ثِ  "توبٗلٖ

نهِ ّهذف اص تهبیق ػهبصٕ پهشٍتئ٘ي هطبیؼهِ       نٌبىٍیٖ 

ػبتتبس ٍ ػبتتوبى پشٍتئ٘ي، ثشسػهٖ فؼبی٘هت تًضٗوهٖ ٍ    

ِ   ّبٕ ت  ّوؼبًِثبدٕتًتٖتَی٘ذ  إ إ ٍ ٗهب نٌهذ ّوؼهبً

ّهبٕ  طً٘ه ، پهشٍتئ٘ي  تًتٖ ّبٕثبؿذ، ٍدَد ػبٗش پشٍتئ٘ي

ّهبٖٗ کهِ ثهِ كهَست کبههل دس      ؿکؼتِ ؿذُ ٍ پهشٍتئ٘ي 

ُ ػ٘ؼتن ه ػهجت ثهشٍص هـهکلات     ،اًهذ َسد ًظش ث٘بى ًـهذ

دس كَست ث٘هبى پهشٍتئ٘ي    ثِ ػجبستٖ،فشاٍاًٖ تَاّذ ؿذ. 

ٍ ًَتشک٘ت ثِ ه٘ضاى هٌبػهت  تهبیق ػهبصٕ    ، دذاػهبصٕ 

تَاًذ ثِ ػٌَاى ٗه   ثبًذ پشٍتئ٘ي اص طل پلٖ تکشٗل ته٘ذ هٖ

 .صا اػتوبدُ ؿَدٕ اٗوٌٖهٌبػت ثشإ تِْ٘ هبدُ سٍؽ

هـکلات تَی٘ذ ٍ تـک٘ل اٌٗکلَطى ثب تَدِ ثِ اص طشفٖ 

ٖ  ّبٕ ٍٗشٍػٖثبدٕ دس ث٘بى طى تَاًهذ ٗه  هـهکل    کِ هه

ّههبٕ ًَتشک٘ههت ثههب همههبػف دس تههبیق ػههبصٕ پههشٍتئ٘ي

ّههبٕ هجٌههٖ ثههش کشٍهههبتَگشافٖ توههبٗلٖ اػههتوبدُ اص سٍؽ

ػبصٕ اص طل پلٖ تکشٗل ته٘ذ سٍؽ هزکَس ٍ تبیق ثبؿذ،

دُ اٗوٌٖ ػبصٕ ٍ ثِ دػت تٍسدى هبتَاًذ ثشإ تبیقهٖ

ُ  ضويدس  .پ٘ـٌْبد گشددکبسا  ٍ صا سٍؿٖ هٌبػت  ٕههبد

ٖ تبیق ٕصااٗوٌٖ تَی٘هذ  تَاًهذ ثهِ هٌظهَس    ػبصٕ ؿذُ هه

  ٖ ٍٗهشٍع ههَسد    تًتٖ ثبدٕ ثِ ّذف سدٗهبثٖ ٍ ؿٌبػهبٗ

 .قشاس گ٘شداػتوبدُ هَسد  ًظش

ّههبٕ ( پههشٍتئ٘ي2010) ٍ ّوکههبساى  اص طشفههٖ پ٘چههَا

ٍٗهههشٍع  (RdRp) ( ٍ غ٘هههش ػهههبتتبسCPٕ) ػهههبتتبسٕ

ثِ كَست ًَ تشک٘ت دس کِ پ٘چ٘ذگٖ ثشگ ػ٘ت صهٌٖ٘ سا 

قجهل اص تهبیق ػهبصٕ ٍ     ،ؿذُ ثَدًذث٘بى  E.coliثبکتشٕ 

ثهب اػهتوبدُ   ػبصٕ ثِ سٍؽ کشٍهبتَگشافٖ پغ اص تبیق

ِ  اص تکٌ٘  ( اص قج٘هل  immunoblotگهزاسٕ اٗوٌهٖ )   ّهبٕ یکه

. ثش اٗي ثشسػٖ ًوَدًذ الاٗضا ٍ دٗجب ٍ یکِ ثشداسٕ ٍػتشى
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ثب تَدِ ثِ سدٗبثٖ ؿذى  ًوَدًذ کِث٘بى  ػبع ًبهجشدگبىا

ّههبٕ هههزکَس، ّههبٕ تخلهه٘ق ؿههذُ دس تصهههَى پههشٍتئ٘ي

طً٘  تهَد سا ثهِ   ّبٕ تخل٘ق ؿذُ تبك٘ت تًتٖپشٍتئ٘ي

ٖ  ثهبدٕ حوه   هٌظَس تَی٘ذ تًتٖ . ػهلاٍُ ثهش اٗهي    ًوبٌٗهذ هه

( پهشٍتئ٘ي پَؿـهٖ ٍٗهشٍع    1995) ٍ ّوکهبساى  َلاٍاً٘ک

دس ثبکتشٕ تَی٘ذ ٍ دس یکهِ ثهشداسٕ   تشٗؼتضإ هشکجبت سا 

رسّات ٍٗشٍػههٖ  ّوچههَىٍػههتشى تههَاى پههبدگٌٖ تًههشا   

ثههب تَدههِ ثههِ ًت٘ذههِ  .ًوَدًههذتؼ٘هه٘ي  تشٗؼههتضإ هشکجههبت

تبیق ػهبصٕ ؿهذُ اص طل دس   هقیی٘ي ٍ سدٗبثٖ پشٍتئ٘ي 

ٖ  تصهَى یکِ گزاسٕ ًیطِ ٕ إ ثب اػهتوبدُ اص تًته ّهبٕ  ثهبد

ّبٕ کِ پشٍتئ٘ي تَاى نٌ٘ي ث٘بى ًوَدهٖ (3تذبسٕ )ؿکل 

ُ تخل٘ق ؿذُ تبك٘ت تًتٖ ٍ اًهذ  طًٖ تَد سا حو  ًوهَد

  ٖ صاٗهٖ دس ثههذى ح٘هَاى ٍ دس ًْبٗهت سدٗههبثٖ    قبثل٘هت اٗوٌه

ٖ  سا تَاٌّذ داؿت ٍٗشٍع ثهِ هٌظهَس   تهَاى اص تًْهب   ٍ هه

 ثبدٕ اػتوبدُ ًوَد.تَی٘ذ تًتٖ

 گشاریسپبط

تهبًن   اصهشاتهت تـهکش تهَد سا     ههَیو٘ي ثذٗي ٍػه٘لِ  

ثَایقؼٌٖ ػمَ ّ٘ئت ػلوهٖ اًؼت٘تَپبػهتَس   ا دکتش هشٗن

   اٗشاى اػلام هٖ داسًذ.
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Abstract 

Purification of expressed proteins is done to pursue different goals such as preparation of mono- and 

polyclonal antibodies, structural studies of the expressed proteins, identification of the amino acids 

and polypeptide sequences by chromatography which are generally costly and time- consuming. In 

this research, after expression of the coat protein (CP) gene of Cucumber mosaic virus (CMV) in 

Escherichia coli, purification of the expressed protein was done from polyacrylamide gel. To this 

aim, recombinant plasmid containing the CP gene was transformed into E. coli, induced by 

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) and followed by polyacrylamide gel electrophoresis 

of the extracted protein. The result showed that the yield of the recombinant protein was optimized 

to purification. After express the recombinant plasmid in large volume of LB, extracted protein was 

electrophoresed on the polyacrylamide gel. The location of the expressed protein was determined, 

and then the expected protein band was separated from the polyacrylamide gel before subjecting to 

protein purification. Next, the recombinant purified protein was injected to two rabbits to raise the 

antiserum. Titration of the prepared antiserum was performed by the use of an indirect ELISA. It 

appeared that the method applied in this study to purify the expressed protein was more efficient 

than other purification methods such as chromatography. Also, results of DIBA and rabbit 

immunization showed that the purified protein could be used as the antigen to prepare the antiserum 

and antibody for detection of the CMV isolates.     

Keywords:  Cucumber mosaic virus, Coat Protein, Polyacrylamide gel, Recombinant antibody. 
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