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  چكيده

بيماري تب برفكي اولين بيماري ويروسي شناخته شده در حيوانات است كه با گذشت بيش از صد 
. نمايد مهمترين خطراتي است كه صنعت دامپروري دنيا را تهديد مي سال از شناخت آن، همچنان يكي از

پروتئين مبتلا به تب برفكي استفاده از يكي از مهمترين روش هاي شناسايي حيوان واكسينه شده از حيوان 
ويروس تب برفكي  3ABCرو، ژن  از اينبه عنوان آنتي ژن در كيت الايزا مي باشد. 3ABC غيرساختاري 

 BamHIاستفاده از واكنش زنجيره پليمراز و پرايمرهاي اختصاصي حاوي سايت هاي برشي  ابO سروتايپ 
 pTZ57R/T، ژن تكثير شده به ناقل نوكلوتيدي به منظور بررسي خصوصياتجداسازي شد.  HinDIIIو 

 هضم آنزيمي، PCRهاي كلوني با استفاده از روش pTZ57R/Tحضور ژن هدف در ناقل كلونينگ  وانتقال 
 و سپسوارد  (+) pET21aبياني  ناقل، ژن هدف به نوتركيببه منظور توليد آنتي ژن  تاييد شد. و توالي يابي

استفاده نوتركيب با  ناقلباكتري حاوي  .به عنوان ميزبان بيان منتقل شد BL21(DE3) اشرشياكليباكتري  به
تركيب با استفاده از الكتروفورز پروتئين پروتئين نوتوليد القا شد.  ميلي مولار 5/1در غلظت نهايي IPTGاز 

نتايج كيلودالتون مشخص شد.  50وزن مولكولي پروتئين توليد شده در حدود  تاييد شد.و وسترن بلاتينگ 
به عنوان آنتي ژن در كيت تشخيصي الايزا توليد شده مي توان به خوبي نوتركيب نشان داد كه از پروتئين 

  .شوداستفاده براي حيوانات 
  ، پروتئين نوتركيبFMDV، تب برفكي، 3ABC: ژن د واژه هاكلي
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 مقدمه

بيماري تب برفكي اولين بيماري ويروسي شناخته 
شده در حيوانات است كه با گذشت بيش از صد 
سال از شناخت آن، همچنان يكي از مهمترين 
خطراتي است كه صنعت دامپروري دنيا را تهديد 

ي و اهلي نمايد. اين بيماري حيوانات وحش مي
گوشت را و زوج سم به ويژه توليد كنندگان شير 

 ,.Qianet al؛Tullyet al., 2009( كند يمآلوده 

علاوه بر حيوانات  .)Doryet al., 2009 ؛2004
 30تواند بيش از اهلي، اين ويروس همچنين مي

گونه از حيوانات حيات وحش را آلوده نمايد 
)Thomson., 2003 .( تب ويروس عامل بيماري

برفكي از خانواده پيكورناويريده و از جنس 
، O ،Aآفتوويروس است كه داراي هفت سروتيپ 

Asia1 ،SAT1 ،SAT2  وSAT3 هاي و سويه
ي ). عواملHemaet al., 2009( باشد يممتعددي 

هاي ويروس،  ها و تحت تيپتعداد سروتايپ نظير
ين ويروس به جهش (در نتيجه استعداد بالاي ا

تغييرات سريع آنتي ژنيكي)، قابليت بقاء بالاي 
ويروس در طبيعت، قابليت شيوع سريع (شدت 

%)، دور ماندن علائم كلينيكي در اثر 100واگيري 
هاي خاص در بعضي ابتلا به بعضي از تحت تيپ

به خصوص گوسفند، قدرت انتقال  ،از حيوانات
حاملين، هزينه بسيار زياد گيري اي، شكلبين گونه

كنترل و مبارزه، هزينه زياد تشخيص و اعمال 
المللي براي كشورهايي كه مقررات سنگين بين
سبب افزايش اهميت بيماري  واجد بيماري هستند

  ).Fry et al., 2005(تب برفكي مي شوند 

ي متداول تب برفكي با استفاده از كشت ها واكسن
. ويروس تكثير شوند يمتهيه  (BHK21)سلولي 

 ،ي شيمياييها روشتوسط  ها سلولشده در اين 
فعال ر ) غيBEI( اتيلن ايمين مضاعفمانند روش 

). در بعضي موارد Song et al., 2005( شود يم
ويروس به شكل كامل غير فعال نشده و در نتيجه 

 Kim et(گردد يممنبعي براي آلودگي محسوب 

al., 2006 ؛Pengyan et al., 2008 ؛YI et al., 

جدا كردن حيوانات واكسينه  در اين ميان،). 2004
شده و غير واكسينه ممكن است به علت فقدان 

 Brown et(مشكل باشد  ،تكنولوژي تفريقي لازم

al.,2003; Priyadharshini et al., 2007.(  با
جه به معايب ذكر شده در واكسن ها، اولين گام تو

در كنترل بيماري تب برفكي، تشخيص دقيق و 
باشد. براي  سريع بيماري و سروتايپ عامل آن مي

هاي تشخيص دقيق و درست آن به آزمون
كه توانايي  استتشخيصي سريع و حساس نياز 

تفكيك حيوانات واكسينه از حيوانات ناقل را دارا 
بادي عليه  ال حاضر سنجش آنتيدر ح د.نباش

هاي غيرساختاري به خصوص پروتئين  پروتئين
برفكي  ويروس بيماري تب  3ABCغيرساختاري 

تفكيك حيوانات واكسينه  جهتابزار كارآمد تنها 
 گزارش شده است از حيوانات آلوده

)Priyadharshini et al., 2007( .سنتتيك  توليد
و نيازمند  بر پپتيدهاي غيرساختاري بسيار هزينه

 از طرفي در اين روش .است تكنولوژي خاص
 سبب كاهش توليد مي شودكهتوپ  تنها يك اپي

از حيوان واكسينه شده  احتمال تفرق حيوان مبتلا
، نظر از اين .)Clavijo et al., 2004( مي شود
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در  يتوليد نوتركيب پروتئين هاي غيرساختار
يص و سهولت در تخلبه دليل  اشرشياكليباكتري 

ويروس مربوطه  ارزان بودن پيشنهاد شده است.
هاي  در بدن حيوانات ناقل توليد پروتئين

غيرساختاري مي نمايد، در صورتيكه در حيوانات 
واكسينه شده اين پروتئين ها وجود ندارند. با 

 3Cو  3A  ،3Bتوجه به نقش مهم ژن هاي 
 در توليدپروتئين) 3ABC(ناحيه ژني 
ر مي رسد كلونينگ و بيان اين غيرساختاري، به نظ

به عنوان پروتئين  آناستفاده از  و ناحيه ژني
نوتركيب جهت تحريك سيستم ايمني ميزبان و 
جهت استفاده به عنوان آنتي ژن در كيت 
تشخيصي الايزا براي حيوانات مورد نظر امكان 

 3ABCدر اين مقاله ژن بنابراين،  پذير مي باشد.
به عنوان ژن ي ويروس تب برفك Oسروتايپ 

با و بيان ژن توالي يابي و كلونينگ جهت  اكانديد
 توليد كيت تشخيصي الايزااستفاده از آن در هدف 

 در آينده انتخاب شد.

 
  مواد و روش ها

  ويروس تب برفكي 
از موسسه  Oويروس تب برفكي سروتيپ 

تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي شعبه شمال 
  تهيه گرديد. BHK-21بر روي محيط كشت  شرق

سويه هاي باكتري، پلاسميدها و محيط كشت 
  ها

 BL21(DE3)و  DH5ɑاشرشيا كلي  سويه هاي
به ترتيب به عنوان ميزبان كلونينگ و بيان انتخاب 

) pTZ57 R/T  )Fermentasپلاسميدهاي شدند. 

هاي ناقل) به عنوان pET21a(+) )Novagenو 
 .ندكلونينگ و بيان ژن مورد استفاده قرار گرفت

دستورزي شده بر روي  ناقلحاوي سلول باكتري 
درصد Luria Broth )1محيط كشت مايع 

كلريد  5/0درصد عصاره مخمر،  5/0تريپتون، 
آمپي سيلين كشت  µg/ml100 سديم) حاوي 

تنظيم و سلول ها  5/7محيط كشت  pHداده شد. 
درجه سانتيگراد به شكل هوازي كشت  37در 

  داده شدند. 
 3ABCنينگ ژن تكثير و كلو

ژنومي از محيط كشت سلول  RNAاستخراج 
BHK-21  با استفاده از كيت استخراجNucleic 

Acid Kit High Pure viral  ساخت شركت)
Roche ( .ساخت انجام شدcDNA  با ژنومي

 RevertAidTM First Strandاستفاده از كيت

cDNA Synthesis Kit/ Thermo  صورت
بودن ويروس  Oتيپ به منظور تأييد سرو گرفت.

) با PCRواكنش زنجيره پليمراز (مورد استفاده، 
استفاده از جفت آغازگرهاي 

5`GCTGCCTACCTCCTTCAA3  و
5`AGCTTGTACCAGGGTTTGGC3` 

به  1D/2Bجفت بازي  402جهت تكثير قطعه 
 ويروس تب برفكي Oمنظور تاييد سروتايپ 

با  3ABCژن  .)Reidet al., 2001( انجام گرديد
 '5اختصاصي رفت آغازگرهاياده از استف

GCGATCTCAATTCCTTCCCGGATCC

AAAAGTC 3'  5و برگشت' 

AAGCCCTGAACCACAACACGAGCCC

3' TT  آنزيم هاي  جايگاه برشيكه حاوي
BamHI  و  آغازگر رفت '5در انتهايHindIII  در
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تكثير شد. واكنش آغازگر برگشت بود،  '3انتهاي 
 5/2تفاده از ) با اسPCRزنجيره اي پلي مراز (

 Pfu )Fermentas ،(25/1بافر آنزيم  ميكروليتر
 Fermentas ،(1پلي مراز ( Pfuواحد از آنزيم 

 dNTPميكروليتر  5/2ژنومي،  cDNAميكروگرم
از آغازگرها در حجم نهايي  ميكرومول 25/0و 
برنامه حرارتي جهت ميكروليتر انجام شد.  25

با استفاده از دستگاه  3ABCتكثير ژن 
) ساخت آلمان به T-Personalموسايكلر (تر

ثانيه  60صورت زير انجام شد: واسرشت سازي 
 30و بسط  C˚60ثانيه در  30، اتصال C˚94در 

سيكل. يك مرحله 35براي  C˚72ثانيه در 
 3براي  C˚94واسرشت سازي اوليه در دماي 

دقيقه  10دقيقه و يك مرحله بسط نهايي به مدت 
 ناقلبه  PCRد. محصول نيز انجام گردي C˚72در 

اشرشيا وارد و سپس به  pTZ57R/Tكلونينگ 
  منتقل شد.  DH5α كلي

  
  3ABCتوالي يابي ژن 

به  3ABCحاوي ژن  pTZ57R/Tنوتركيب  ناقل
كره  Bioneerمنظور تعيين توالي به شركت 

ميكروليتر از هر  30مقدار جنوبي ارسال گرديد. 
رفت و برگشت به  يك از آغازگرهاي عمومي

با غلظت  T7 terminatorو T7 Primerترتيب 
جهت توالي يابي ها پيكومول به همراه نمونه 10

ها با استفاده از دستگاه  فرستاده شد. اين نمونه
ABI 3130 يابي  به روش اتوماتيك سانگر توالي

در پايگاه  blastnو رويه  BLASTشدند. ابزار 
NCBI ها استفاده  جهت تعيين همولوژي توالي

 PHRED)Ewing يد. از الگوريتم و نرم افزار گرد

and Green, 1998(  به منظور اصلاح نوكلئوتيدي
توالي ها استفاده شد. وزن مولكولي پپتيد قابل 

 CLCبيني جهت توليد با استفاده از نرم افزار پيش

Workbench 5  محاسبه گرديد. ساختار پروتئيني
3ABC  با استفاده ازSwiss-pdbv -

http://www.expasy.ch/spdbv) مدل سازي و (
  مشخص شد.
 3ABCبيان پروتئين 

با استفاده  pTz57R/T+3ABCاستخراج پلاسميد 
صورت  Thermo، شركت Miniprepاز كيت 
هضم آنزيمي براي پلاسميدهاي گرفت. 

pTz57R/T+3ABC  بياني  ناقلوpET21a(+)  با
 HindIIIو  BamHIآنزيم هاي برشي  ه ازاستفاد

كيت با استفاده از  . سپس محصول هضمانجام شد
#K0513  ساخت شركتPromega  از روي ژل

واكنش الحاق با استفاده از  استخراج گرديد و
) صورت گرفت. Rocheليگاز ( T4 DNAآنزيم 

پلاسميد نوتركيب حاصل به منظور تكثير به 
و بر روي ارد شد و DH5α اشرشيا كليباكتري 

 µg/ml100حاوي  LB-Agarمحيط كشت 
كشت داده شد. غربالگري و انتخاب  سيلين آمپي
حاوي ژن هدف با استفاده از روش  كلني
 ناقلانجام گرديد. و هضم آنزيمي  PCRكلني

بياني جهت بررسي چارچوب خوانش صحيح با 
 T7 و T7 Primerاستفاده از پرايمرهاي عمومي 

terminator توالي يابي به شركت  جهت
Bioneer  .بياني  ناقلسپس كره جنوبي ارسال شد

 BL21(DE3) اشرشياكلينوتركيب به ميزبان بيان 
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 16به مدت  نوتركيب كلنيتك و  منتقل گرديد
 LBميلي ليتر محيط كشت مايع  3ساعت در 
ميلي ليتر  يكسيلين كشت داده شد.  حاوي آمپي

ليتر محيط  يميل 100از محيط كشت تهيه شده به 
كشت مايع حاوي آمپي سيلين اضافه و تا رسيدن 

درجه سانتيگراد  37نانومتر در دماي  OD ،620به 
شد. در اين مرحله،  انكوبهشيكردار  انكوباتوردر 

در غلظت  IPTGنمونه صفر برداشته و سپس 
ميلي مولار به محيط كشت اضافه شد.  5/1نهايي 

به  4 و3، 2 ،1صفر، نمونه برداري در ساعت هاي
 3ABCآنتي ژن بيان  مشخص كردنمنظور 

 rpm 8000در  نوتركيب صورت گرفت. سلول ها
كروليتر يم 100سانترفيوژ و پس از اضافه كردن 

ب جوشانده آدقيقه در  10به مدت  لامليبافر 
و  سانترفيوژ rpm 8000در . محصول شدند
ر روي ژل اكريل آميد ي و انتهايي بيرو لمحلو

  لكتروفورز شدند.درصد ا 12
  

  بلاتينگوسترن 
پس از الكترفورز پروتئين، وسترن بلاتينگ با 

 غشااستفاده از كاغذ نيترو سلولز صورت گرفت. 
درصد  BSA (5با استفاده از آلبومين سرم گاوي (

غشا در بلوكه گرديد. سپس  TBSمحلول در 
 TBSTدر  His-tagآنتي آنتي بادي اوليه  محلول

)TBSرصد د 1با  همراهTween20 با رقت (
درجه  37در دماي براي يك ساعت  1:1000

سه بار شستشو با  سپسانكوبه شد.  سانتيگراد
TBST  آنتي بادي  غشا در محلولانجام گرفت و

در دماي براي يك ساعت  1:1500ثانويه با رقت 

انكوبه گرديد. بعد از شستشو  درجه سانتيگراد 37
محلول ه از با استفاد غشاآنتي بادي ثانويه، 

رنگ آميزي  )Sigma، امريكا(  DABزاي  رنگ
  شد. 
  و بحث نتايج

 pTZ57R/T ناقلدر  3ABCكلونينگ ژن 

سروتايپ  ،1D/2Bپرايمرهاي  PCRنتايج 
O  ويروس تب برفكي استفاده شده در اين

 1D/2Bژني   براي قطعهپژوهش را تاييد كرد. 
روي ژل آگارز باز  جفت 402 باندي به طول

 3ABCناحيه كد كننده . )1شد (شكل مشاهده
درصد نشان داد كه قطعه  1بروي ژل آگارز 

جفت باز، به خوبي  1320اختصاصي به طول 
عدم حضور باند در . )2تكثير شده است (شكل

كنترل منفي و حضور قطعات اختصاصي، نشان از 
 حضور ژندقت و صحت انجام واكنش داشت. 

3ABC  ناقلدر pTZ57R/T ي با روش كلون
PCR در  ).3و هضم آنزيمي تاييد گرديد (شكل
ويروس تب  3ABC، پژوهشگران ژن 2004سال 
 1303را به طول  برزيل Oتايپ وسر برفكي

. )Clavijo et al., 2004( جداسازي نمودند
اولين گزارش مربوط به توليد پروتئين همچنين 

پيشيا در مخمر غيرساختاري ويروس تب برفكي 
است كه در آن  2007ال مربوط به س پاستوريس

بيان جفت باز  670را به طول  3ABمحققان ژن 
گزارش ). Priyadharshiniet al., 2007( كردند

باعث تحريك   3C  غير ساختاري  ينپروتئشده كه 
و  Tي ها سلول، القا تكثير  پاسخ ايمني هومورال 

 DNAكاهش حساسيت شديد به واكسن 
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 ر پژوهشد ).Barron et al., 2001شوند ( مي
)1994(Rodriguez et al. هاي ايمن زايي پروتئين

، Leader ،2C ،3A ،3B ،3C ،3AB غيرساختاري
3ABC 3وD  را در خوك ارزيابي نمودند و

هاي ضد ويروس بادياختصاصي بودن آنتي
هاي برفكي را عليه اين پروتئين بيماري تب

هاي آلوده يا غيرساختاري موجود در سرم خوك
نتايج به دست آمده  .ه بررسي نمودندواكسينه شد

زاترين پروتئين ايمن 3ABCپپتيد داد كه پلينشان 
تواند براي تشخيص مؤثر  غيرساختاري بود و مي

هاي واكسينه شده به كار هاي آلوده از خوكخوك
  ).Rodriguez et al., 1999گرفته شود (

   

  
  1D/2Bاي  الگوي الكتروفورز ژل آگارز تكثير قطعه - 1شكل 

Figure 1- Agaros electrophoresis pattern of 1D/2B gene PCR products. 
 

  
ويروس تب برفكي  3ABCاي ژني  تكثير قطعه (يك درصد) الگوي الكتروفورزي ژل آگارز -2شكل 

كنترل  4و ستون  1Kbماركر  2، ستون 3ABCاي ژني  قطعه 3و 1هاي  ستون. با آغازگرهاي لينكر دار
  منفي.

Figure 2- Electrophoresis of PCR products 3ABC FMDV with linker primer on agarose 
gel (1%). S1and S3:3ABC PCR Product (1320bp), S2:M = 1kb DNA Ladder, S4: 
negative control. 
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 3، ستون PCRكلوني  2و1، ستون PCRالگوي الكتروفورزي ژل آگارز كلوني  -Aشكل  -3شكل 
: هضم آنزيمي  2و ستون  1kbماركر  1ستون  - Bشكل. 1kbماركر  4ل منفي و ستون كنتر

pTZ57R/TP1-3ABC.  
Figure 3- Figure A- Agaros electrophoresis of Colony PCR. S1 and S2:Clony PCR, 
S3:negative control, S4:1kb DNA Ladder, Figure B- S1: 1kb DNA Ladder, S2: Double 
digest of pTZ57R/TP1-3ABC. 

  
  3ABCآناليز توالي آنتي ژن 

 3ABCتوالي نوكلوتيدي و پروتئيني ژن 
 4در شكل  ايران Oبرفكي سروتايپ  بويروس ت

بيان شده  3ABCنمايش داده شده است. ژن 
مي اسيد آمينه  455جفت باز و  1362شامل 

باشد. همانطور كه در شكل مشخص شده 
اشد كه مي ب 1+چارچوب خوانش صحيح 

همچنين پروتئين ها را به درستي بيان كرده است. 
توالي ژني اين ناحيه به منظور درك روابط بين 

- هاي مختلف در حال گردش با تواليسروتايپ

، A ،O ،Asia1هاي سروتايپ 3ABCهاي 
SAT1 ،SAT2  وSAT3  ثبت شده در پايگاه

اطلاعاتي بانك ژن مورد مقايسه قرار گرفت. 
به دست آمده از اين مقايسه،  براساس نتايج

-SAT2درصد) با ايزوله  7/63كمترين شباهت (

Uga 1-07  آفريقاي جنوبي و بيشترين شباهت
هند Asia1-IND 148-01 درصد) با ايزوله  9/93(

تب برفكي  3ABپژوهشگران ژن  به دست آمد.
بيان كردند و  pTZ57R/Tرا در ناقل  Oسروتايپ 

 ها ديگر سروتايپ را باارتباط فيلوژنتيكي اين ژن 
با  ).Ahmadpoor, 1391بررسي كردند (

آناليزهاي مجازي توليد پروتئين، با ترجمه ناحيه 
و با استفاده از پايگاه  3ABCكدكننده آنتي ژن 

انجام شد. پروتئين نوتركيب  Expasyاطلاعاتي 
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وزن مولكولي  دارايتوليد شده در اين پژوهش 
. ساختار سه بعدي دالتون است كيلو  50در حدود 

  ).5اين پروتئين پيش بيني شد (شكل

    

  
 . 3ABCتوالي نوكلوتيدي و پروتئيني ژن  -4شكل 

Figure 4- Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of 3ABC gene.  
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  . Swiss-pdbvپروتئيني پيش بيني شده توسطساختار  -5 شكل

Figure 5- The secondary structural model of 3ABC in Swiss-pdbv. 

  
  اشرشياكليدر  3ABCبيان آنتي ژن 

به شكل  3ABCناحيه كدكننده آنتي ژن 
 pTZ57R/T+3ABCموفقي از پلاسميد نوتركيب 

ورده تكثير آفرشد.  از ژل تخليصو  هضم
هاي برشي براي  جايگاهحاوي  سازي شده خالص
گاه در جاي بود HindIIIو  BamHI هاي آنزيم

الحاق با موفقيت  (+)pET21a ناقل سازي همسانه
 محصول الحاق به شكل موفقي به .شد

منتقل گرديد و نتيجه  BL21(DE3) كلي اشرشيا
 BamHIو هضم آنزيمي با آنزيم هاي  PCRكلني 

صحت انجام واكنش را تاييد كرد  HindIIIو
 IPTG). پس از القاي بيان ژن با استفاده 6(شكل 

باند ر، الكتروفورز محصولات القا ميلي مولا 5/1
كيلو  50پروتئيني بزرگي را در وزن مولكولي 

 وزن مولكولي آنتي ژن). 7دالتون نشان داد (شكل 
 CLCدر نرم افزار  هبا مقدار تخمين زده شد

Workbench 5  وSwiss-pdbv  .همخواني داشت
وسترن بلات  دات بلات وآناليزهاي  با استفاده از
منتقل و ئيني به غشاي نيتروسلولز باندهاي پروت

كيلودالتون توليد آنتي  50تشكيل باند در ناحيه 
در سال  ).8ژن نوتركيب راتاييد نمود (شكل 

را در  3ABCمحققان پروتئين نوتركيب  2004
 62بيان نمودند و وزن ملكولي آن را  اشرشياكلي

. )Clavijo et al., 2004كيلودالتون تخمين زدند (
اضافه توليد شده  مولكولي وزنتون كيلودال 13

به دليل  ،اين پروتئين نسبت به تحقيق حاضر
ي است كه در پايان محلول كنندهحضور توالي 

اگرچه  در نطر گرفته شده است. 3ABCژن 
در مخمر مقدار  3ABمحققان توانستند با بيان ژن 

اما از آنجا كه بيشتري توليد كنند، پروتئين 
ز ترجمه اي شديدي را بر مخمرها تغييرات بعد ا

بررسي هاي باليني كنند،  روي پروتئين تحميل مي
جهت موفق عمل كردن پروتئين بايستي انجام 

   .)Priyadharshiniet al., 2007گردد (
  

  تشكر و قدرداني
اين پروژه در آزمايشگاههاي دانشكده 
كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد و موسسه 

ي شعبه شمال تحقيقات واكسن و سرم سازي راز
شرق انجام گرفته و بدين ترتيب از مسولان 

  مربوطه كمال تشكر را داريم.
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هضم  3و  2، ستون 1kbماركر  1ستون  -A. شكل پلاسميد نوتركيب PCRو كلوني  هضم -6شكل 

 .PCRكلوني  6و 5 ،1،2،4، ستون هاي 1kb: ماركر 3ستون  - Bآنزيمي. شكل 

Figure 6- Electrophoresis of colony PCR and double digestion. Figure A- 1kb DNA 
Ladder, S1,S2: Double digest of pET21-ABC. Figure B- S1-S6 colony PCR, S3: 1kb 
DNA Ladder. 

  
استخراج شده از  3ABCنوتركيب  پروتئين SDS-PAGE -7شكل 

به ترتيب مربوط به زمان هاي  5 تا 1ستون . (رنگ آميزي كوماسي بلو)BL21(DE3)اشرشياكليباكتري
 باشد.مي 4و  3، 2، 1(ساعت) صفر، 

Figure 7- SDS-polyacrylamide gel electrophoresis analysis of the recombinant 3ABC in 
E. coli BL21 (DE3).S1:Negative control, S2, S3, S4,S5 cell extracts from E. coli BL21 
(DE3) cultured for 1, 2, 3 and 4 h after 1 mM IPTG induction and lane S6, Molecular 
mass markers. 
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: نمونه S1ستون  - Aشكل. نوتركيب 3ABC آناليز دات بلات و وسترن بلات پروتئين -8شكل 

BL21/3ABC ستون ،S2 :BL21/pET21  وS3كنترل منفي. شكل :B-  ستونS1  وS2 : عصاره سلولي
  : ماركر پروتئيني.S3، 5و 1كشت داده شده در زمان هاي  نوتركيب اشرشيا كلي

Figure 8- Dot blot and western blot analysis of 3ABC. Figure A- Lane S1: BL21/3ABC,  
S2: BL21/pET21, S3: negative control. Figure B- S1 and S2: cell extracts from E. coli 
BL21 (DE3) cultured for 1and 5, S3: molecular mass markers. 
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Abstract 

After about one hundred year after its identification, Foot and Mouth Disease (FMD) is 

the first viral disease in animals that impose a major risk to  the world's livestock industry. 

The main method to identify animals vaccinated from animals infected with FMD is using of 

non-structural 3ABC protein as antigen in the ELISA kit. Hence, 3ABC gene of FMDV 

serotype O was isolated with PCR using specific primers containing BamHI and HinDIII 

restriction sites. The isolated fragment was then inserted in pTZ57R/T vector for cloning and 

nucleotide characterization. In order to produce recombinant antigens, 3ABC was inserted in 

pET21a (+) vector and then transform to E. coli BL21 (DE3). Recombinant protein 

production was induced with 1.5 mM IPTG. Production of recombinant proteins confirmed 

with SDS electrophoresis and Western blotting. The molecular weight of recombinant protein 

was determined approximately 50 kDa. The results showed that the produced protein can be 

used as an antigen in the ELISA kit for animals. 

Keywords: 3ABC Gene, FMDV, Foot and Mouth Disease, Recombinant Protein. 
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