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Abstract 

Objective 

Bovine ephemeral fever (BEF) is an arthropod-borne viral disease of cattle and water buffalos 

which causes considerable economic and commercial losses in the cattle industry. The G 

glycoprotein of bovine ephemeral fever virus (BEFV) has been identified as a plausible candidate 

to product recombinant vaccines against this disease. The aim of this study was to investigate the 

immunogenicity of a eukaryotic plasmid expressing the G1 epitope of bovine ephemeral fever 

virus G glycoprotein as a possible DNA vaccine in mice.  

Materials and methods 

At first, a eukaryotic plasmid expressing the G1 epitope of bovine ephemeral fever virus G 

glycoprotein was constructed and designated as pEGFPN1-G1. After transfection of the 

pEGFPN1-G1 recombinant construct to human embryonic kidney 293 (HEK 293) cells, the 

expression of G1 protein was confirmed by indirect immunofluorescent staining (IFA). 

Immunization experiments were intramuscularly carried out by inoculating 6-8-week-old female 

mice in four groups with five repeats, including the pEGFPN1-G1 recombinant construct, bovine 

ephemeral fever-inactivated vaccine, pEGFP-N1 plasmid alone, and phosphate-buffered saline 
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(PBS) (1X) three times with 2-week intervals. Fourteen days after the last immunization, the 

animals were bled and the resulting sera were tested for anti-G1-specific antibodies by 

immunoblotting analysis, indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and virus 

neutralisation (VN) test. The optical density values of all the serum samples obtained from the 

ELISA assay were statistically analyzed in the form of a completely randomized design with four 

treatments and five replications using SAS software. 

Results 

Immunoblotting analysis and statistical analysis of serum samples obtained from the ELISA assay 

showed that the pEGFPN1-G1 recombinant construct was able to elicit specific antibodies against 

G1 antigen of bovine ephemeral fever virus in mice. However, the serum of mice inoculated with 

this plasmid could not neutralize the replicating bovine ephemeral fever virus in virus 

neutralization assay. 

Conclusions 

Since the pEGFPN1-G1 recombinant construct had the ability to produce specific antibodies 

against the G1 antigen of bovine ephemeral fever virus, the results of this study can be a step 

towards the development of new vaccines for bovine ephemeral fever in the future. 

Keywords: Bovine ephemeral fever, DNA vaccine, Immunogenicity, pEGFPN1-G1 recombinant 

construct.  
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  چکیده

اسییت که مو ب بروز  یآب یشدر گاو و گاوم یانقابل انتقال توسییب بندپا یروسیییو یماریب یک( BEF) یدوام گاو یب تب هدف:

( به BEFV) یگاو دوامیب تب یروساز و G یکوپروتئین. گلگرددیم یبر صنعت دامپرور یقابل تو ه یو تجار یخسارات اقتصاد

 یمطالعه، بررس ینشناخته شده است. هدف از ا یماریب یندر برابر ا یبنوترک ایهواکسن ید هت تول یاحتمال یدایکاند یکعنوان 

واکسن  یکبه عنوان  یگاو دوامیتب ب یروسو G یکوپروتئیناز ژن گل G1 یتوپکننده اپ یانب یوکاریوتی یدپلاسم یک زایییمنیا

DNA در موش بود. یاحتمال 

ساخته شد. پس از انتقال سازه  pEGFPN1-G1تحت عنوان  G1 یتوپکننده اپ یانب یوکاریوتی یدابتدا پلاسم :هاروشمواد و 

ایمونوفلورسنس  با استفاده از روش G1 ینپروتئ یان(، بHEK 293انسان ) یهکل ینی ن یهابه سلول pEGFPN1-G1 یبنوترک

ستقیم ) سپس به منظور انجام آزما یید( تاIFAغیر م شش تا هشت هفته در چهار ماده  یهاموش زایی،یمنیا یاهیششد.  سن  با 

ضلان یی،گروه پنج تا صورت داخل ع سازه نوترک یسه مرتبه و به  سن تجارpEGFPN1-G1 یببا   ی،دوام گاو یتب ب ی، واک

 یق،تزر خرینپس از آ روز 14قرار گرفتند.  یحمورد تلق یادو هفته یبا فواصیییل زمان PBS 1Xو بافر  pEGFP-N1 یدپلاسیییم

 هاییشدر آزما G1 ینپروتئ یهعل یاختصیییاصییی هایبادییآنت یدتول یها به منظور بررسیییشیییدند و سیییرم آن یریخونگ یواناتح
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سرمی  یهانمونه ینوری تمام یچگال یر( مورد استفاده قرار گرفت. مقادVN) یروسو یساز ی( و خنثELISA) یزاالا یمونوبلات،ا

 یزمورد آنال SASو پنج تکرار با اسییتفاده از نرم افزار  یماربا چهار ت یطرح کاملاً تصییادف یکدر قالب  االایز یشبدسییت آمده از آزما

 قرار گرفت. یآمار

ست آمده از آزما یهانمونه یآمار یزو آنال یمونوبلاتا هاییشآزما یجنتا :نتایج ش یزاالا یشسرمی بد سازهن  یبنوترک ان دادند که 

pEGFPN1-G1 ست مو ب القا ص بادییآنت یدو تول یمنیا یتوان صا شود. با ادر موش G1 ژنیآنت یهعل یاخت سرم ینها   حال، 

 کند. یرا خنث یردر حال تکث یدوام گاو یتب ب یروسو توانستن یدپلاسم ینشده با ا یحتلق یهاموش

از  G1ژن  یآنت یهعل یاختصیییاصییی هایبادییآنت یدتول ییتوانا pEGFPN1-G1 یبنوترک که سیییازه ییاز آنجا گیری:نتیجه

 یبرا یننو یهاسیییندر  هت توسیییعه واک یگام تواندیمطالعه م ینا یجداشیییت، نتا یوانیرا در مدل ح یدوام گاو یتب ب یروسو

 باشد. یندهدر آ یدوام گاو یتب ب یماریب

 .DNA، واکسن pEGFPN1-G1 یبسازه نوترک ی،گاو دوامیب تب زایی،یمنیا: هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله
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 مقدمه

سب بندپایان 2یک رابدوویروس( BEFV) 1گاوی دوامبی تب ویروس شونده تو ست منتقل  ها افمروویروس  نس در که ا

( BEFدوام گاوی )شود که تحت عنوان تب بیشود. این ویروس مو ب بروز نوعی بیماری در گاو و گاومیش آبی میبندی میطبقه

                                                      

1. Bovine ephemeral fever virus 

2. rhabdovirus 
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سه روزهبیماری دارای نام(. این  2019Leeشود )شناخته می و تب  3، تب دانگ گاوها2، بیماری سیخت1های مختلفی مانند تب 

 مزودرم هایبافت آماس این بیماری مشخصهترین نام مورد استفاده آن است. دوام گاوی معمولولی تب بی بوده 4گیری گاویهمه

 در بیماری این .(Tobin et al. 2020دهد )می نشییان را خود لنگش و مفصییلی  مود حالی،بی تب، ناگهانی بروز با که اسییت

سیعی هایبخش سمت  هان از از و سیا، شرق  نوب و  نوب تا خاورمیانه از نیل، رود دلتای تا آفریقا  نوبی هایق  و شمال در آ

 (. سییازمان George & Standfast 2019اسییت ) شییده ژاپن گسییترده  نوب و کره تایوان، چین، بیشییتر در و اسییترالیا شییرق

 یزد، شییمالی، خراسییان قم، ایلام، فارس، تهران، هایاسییتان سییطح در واقع هایدامداری را در بیماری وقوع این ایران، دامپزشییکی

ستان، ستان، خوز ست کرده گزارش اردبیل و البرز مازندران، گل و  هوایی و آب تغییرات تاثیر تحت طبیعت گسترش این ویروس در .ا

شرات نیش طریق از صورت می مناطق دام به تجارت با و نیز پرواز دور ح صدعاری از بیماری  دوام شیوع بیماری تب بی  گیرد. در

ست ممکن گاوی شد، بالا ا صد ولی با ست آن پایین میر و مرگ در  و نر گاوهای بالغ، گاوهای دامی تولیدات بر بیماری این آثار. ا

تجاری قابل تو هی بر  و به طور کلی این بیماری مو ب بروز خسییارات اقتصییادی .اسییت از همیت بالاتری برخوردار کار گاوهای

 (. Stokes et al. 2020) گرددصنعت دامپروری  هان می

شته تک RNA نوع از ویروس تب بی دوام گاوی ژنوم ست کیلو 9/14طول  با منفی ایر  ،L، G، N پروتئین پنج که باز ا

P و M سی: می کد را ستر شماره د ست سطحی ویروس گلیکوپروتئین یک G (. پروتئینNC_002526.1کند )  پنج دارای که ا

شد )می G4و  G1 ،G2 ،G3a ،G3b هایژنیک به نامآنتی  ایگاه یک  Dhillon et al. 2000; Hou et al. 2018.) G1با

سیون، دقیقاً قبل از ناحیه K503‑Y487سازی خطی ) ایگاه خنثی ست که در انتهای دومین ترایمریزا  Gانتهایی پروتئین  C–( ا

 واکنش تب بی دوام گاوی ویروس ضد هایبادیآنتی با به طور اختصاصی تنها G1 (. اپیتوپTrinidad et al. 2014قرار دارد )

سته هایویروس سایر با متقاطع هایواکنش پروتئین، این ژنیکآنتی هایبقیه  ایگاه که در حالی دهدمی شان خانواده این به واب  ن

ست که پ (.Cheng et al. 2019; Pasandideh et al. 2019) دهندمی شده ا شان داده  شین ن از  Gروتئین در مطالعات پی

صی علیه این ویروس و ایجاد ایمنی غیر فعال در مقابل  های خنثیبادیویروس تب بی دوام گاوی توانایی القای آنتی صا کننده اخت

( و نیز حفاظت گاو در مقابل تزریق داخل وریدی ویروس Cybinski et al. 1990های شیییرخوار )عفونت داخل مغزی در موش

 (. Johal et al. 2008; Hertig et al. 1990; Uren et al. 1996رت آزمایشگاهی را داشته است )تب بی دوام گاوی به صو

گیرد می صییورت آلوده حیوانات دارویی درمان و واکسیییناسیییون طریق گاوی از دوامبی تب بیماری کنترل و پیشییگیری

(Aziz-Boaron et al. 2013; Wallace & Viljoen et al. 2005در .) شین مطالعات ست شده مشخص پی  پروتئین که ا

                                                      

1. Three days sickness 

2. Stiff sickness 

3. Dengu fever of cattle 

4. Bovine epizootic fever 
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G باشد )می این ویروس کننده خنثی هایبادیآنتی هدف گاوی دوامبی تب از ویروسCybinski et al. 1992; Uren et al. 

سیار محافظتی هایویژگی این، بر علاوه (.1994 شان ویروس طبیعی G پروتئین بالای ب ست ممکن که داد ن  نوترکیب محصول ا

 ممکن اساس، این بر .(Johal et al. 2008; Uren et al. 1994باشد ) مفید ژنی،آنتی واکسن یک عنوان به بتواند پروتئین این

 Uren) باشند بیماری این متداول هایواکسن برای مناسب  ایگزین یک G پروتئین بر مبتنی نوترکیب یا و DNA واکسن است

et al. 1994 .)هایواکسن DNA ها ایجاد واکسن سایر به تری نسبتطولانی زاییممکن است ایمنی سوم نسل هایواکسن یا

 مورد سییلولی و خونی ایمنی هایپاسییخ القای بودن، پایداری و توانایی خطر بی و نظیر ایمن هابرخی از مزایای این واکسیین کنند و

عفونی در  عوامل برای مقابله با برخی طرفی از(. Gurunathan et al. 2000; Khan 2013) اسیت گرفته قرار گسیترده تو ه

 .Corr et al. 1996; Fynan et al) اندمورد اسییتفاده قرار گرفته موفقیت با DNA هایواکسیین مختلف حیوانی، هایگونه

1993; Robinson et al. 1993; Sakaguchi et al. 1996.) ضر مطالعه از هدف رو، این از سی ایمنی حا کارآیی زایی و برر

 DNA واکسیین یک عنوان به گاوی دوامبی تب ویروس G گلیکوپروتئین ژن از G1 اپیتوپ کننده بیان یوکاریوتی پلاسییمید یک

 .بیماری بود علیه این احتمالی

 

 هامواد و روش

سی، لاین سمید هایسویه ویرو  مورد گاوی دوامبی تب ویروس سویه :باکتریایی سویه و بیانی سلولی، پلا

ستفاده سب مطالعه این در ا سه تو س سن تحقیقات مو شور از( ایران کرج،) رازی سازی سرم و واک شد ژاپن ک ساس نتایج. تهیه   بر ا

سویه این ژن هایسایر توالی با آن همترازی و ویروس از این G ژن یابیتوالی  شده ثبت گاوی دوامبی تب ویروس مختلف هایاز 

ستفاده مورد ویروسی گردید که سویه، مشخص NCBI ژن بانک پایگاه در   دا YHL هسوی با را قرابت بیشترین مطالعه این در ا

 ریه از لاین سلولی ویروس این منظور تکثیر به(. Pasandideh et al. 2016) داشت 1966 سال در ژاپن یاماگوچی شهر در شده

ستر شت محیب در 1(HmLu-1) هم صد 5 حاوی( ایران ،Bio Idea) 2RPMI سلولی ک شد گاو  نین سرم در ستفاده  لاین . ا

سان کلیه  نینی سلولی سفکشن هایآزمایش در 3( 293HEK) ان ستفاده و بیان ژن پلاسمید تران  هایرده این. قرار گرفت مورد ا

سته 4(NCBI) ایران سلولی بانک از سلولی ستیتو به واب ستور ان سمید .شدند تهیه پا  عنوان به 1N-pEGFP یوکاریوتی بیانی پلا

                                                      
1. Hamster lung (HmLu-1) cells 

2. Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium 

3. Human embryonic kidney 293 (HEK 293) cells 

4. National Cell Bank of Iran (NCBI) 
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ستا ساز تراژن شرکت از G1 ژن کلونینگ برای ناقل شیاکلی DH5α باکتریایی سویه و( ایران) وی شر   هت میزبان عنوان به ا

 .شدند خریداری( ایران) سیناژن شرکت از بیانی پلاسمید تکثیر و کلونینگ

 فت بازی  420در مطالعه پیشین یک قطعه  و تایید بیان پروتئین: G1آماده سازی سازه نوترکیب حاوی ژن 

یانی یوکاریوتی  G1از ژن  قل ب نا حت کنترل پروموتر pEGFP-N1در  گالوویروس ت  شییید کلون( CMV) انسیییانی سییییتوم

(Pasandideh et al. 2018)صه برای این منظور، ابتدا پرایمر صی های. به طور خلا صا  هاینوکلئوتید) G1ژن  تکثیرکننده اخت

سب محدودکننده هایآنزیم برش محل ( که توالی1588 تا 1168 سب نرم افزوده هاآن 5' انتهای به منا  Oligo افزارشده بود، تو

Analyzer 3.0 ست شرکت به ساخت سفارش و طراحی سیا دنازی سی بیان  (.1  دول) شد داده( ایران) آ سپس به منظور برر

 روش از با اسییتفاده پروتئین انسییان ترانسییفکت و بیان کلیه  نینی هایسییلول به این ژن حاوی نوترکیب ، سییازهG1 پروتئین

سنس ستقیم غیر ایمونوفلور سی (IFA) م سازه G1 پروتئین بیان تایید از پس .(Pasandideh et al. 2018شد ) برر سب   تو

 دارای LB کشیییت مایع محیب در و DH5α اشیییرشییییاکلی باکتری در پلاسیییمید ، اینpEGFPN1-G1 یوکاریوتی نوترکیب

سین، کشت سب سپس و شد داده شبانه کانامای ستخراج کیت تو شرکت ( )کیاژن، آلمان Endofree پلاسمید ا ستورالعمل  طبق د

 .شد استفاده هاموش به و برای تلقیح سازیخالص زیاد حجم سازنده در

 

و  KpnIهای محدودکننده آنزیم برشییی . زیر توالیG1ژن  تکثیر جهت G1R و G1F هایپرایمر .1 جدول

BamHI است شده کشیده خط های رفت و برگشتپرایمر 5' به ترتیب در انتهای 

Table 1. G1F and G1R primers used for amplifying of G1 gene. KpnI and BamHI restriction 

sequence is underlined 

 پرایمر

Primer 

 توالی

Sequence  

G1F 5'-GTGGGTACCGCCACCATGGTGAGAGCTTGGTGTGAATACA-3' 

G1R 5'-CATTGGATCCTCACCAACCTACAACAGCAGATA-3' 

 

 بینوترک دیلاسییمتوسییب پ G1بادی علیه اپیتوپ به منظور بررسییی ایمنی زایی و تولید آنتی :های مورد آزمایشگروه

برای هر تیمار طراحی شیید. به این  و پنج تکرار سییاخته شییده در این مطالعه، آزمایشییی در قالب طرح کاملاً تصییادفی با چهار تیمار

چپ و راسیت با  یو در هر دو پا یبه صیورت داخل عضیلان هفته هشیتتا  شیشبا سین  N-MARIماده نژاد  هایموشمنظور 

 در تزریق سه موش هر به کامل، شدن ایمن .  هت(2ند ) دول با غلظت مناسبی از پلاسمید تلقیح شد نیاستفاده از سرنگ انسول

 انجام شد. 2ها به صورت  دول بندی موشگروه. گرفت انجام 28 و 14 صفر، روزهای
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پس از تزریق سییوم، حدود  روز 14، هاموشسییطح ایمنی  یابیارزبه منظور ها: موش سرم آوری جمع و خونگیری

سانتی 37 یدر دما و یدم  مع آور یانتها متریسانت 2/0 دنیبر با میکرولیتر از خون هر حیوان 200 ساعت  2گراد به مدت  در ه 

. سرم گردید وژیفیسانتر rpm 2000 در دور قهیدق 10مدت  به سرم سازی دامنظور به خون  مع آوری شده سپس شد.  گرمادهی

های و تا زمان انجام آزمایش میتقسیی وبیکروتیبه صییورت  داگانه درون چند م تریکرولیم 10به دسییت آمده از هر موش در حجم 

 . شد یگراد نگهدار یدر ه سانت -20 دمایدر  یبعد

 

 های آزمایشی و مقدار تلقیح شده از هر تیمار به هر موش. گروه2جدول 

Table 2. Experiment groups and inoculated dose of the treatment per mice 

شماره 

 گروه

Group 

number 

 تیمار

Treatment 

 مقدار تلقیح شده از تیمار به هر موش

Inoculated dose of the treatment per mouse 

 pEGFP-N1 دیگروه پلاسم 1

pEGFP-N1 plasmid group 

 pEGFP-N1 دیپلاسماز  کروگرمیم 100

100 μg/animal of pEGFP-N1 plasmid 

 (شاهدبدون پلاسمید )گروه گروه  2

The group without plasmid (control 

group) 

 PBS 1X بافر از لیترکرویم 100

100 μL/animal of PBS (1X) 

 pEGFPN1-G1نوترکیب  دیگروه پلاسم 3

pEGFPN1-G1 recombinant plasmid 

group 

 pEGFPN1-G1 دیز پلاسما کروگرمیم 100

100 μg/animal of pEGFPN1-G1 plasmid 

 دوام گاویواکسن تجاری تب بیگروه  4

BEF commercial vaccine group 

دوام گاوی واکسن غیر فعال شده تب بیاز  لیترکرویم 200

(Kyoto Biken)ژاپن ، 

200 μL/animal of BEF-inactivated vaccine (Kyoto 

Biken 

Laboratories, Japan) 

 

سی تولید آنتی بادی صی علیه پروتئین برر صا سی تولید ایمونوبلات:  آزمایش با G1های اخت به منظور برر

صی علیه  هایبادیآنتی صا سب پلاسمیددر خون موش G1 پروتئیناخت ، از آزمایش ایمونوبلات pEGFPN1-G1نوترکیب  ها تو

کیلو دالتون که در مطالعه پیشیییین در  18با وزن مولکولی حدود  G1ابتدا یک پروتئین نوترکیب  ،اسیییتفاده شییید. به این منظور
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شرشیاکلی شده بود ) ا سازی  شاننده روی ژل (، به Pasandideh et al. 2018تولید و خالص   SDS-PAGEعنوان آنتی ژن پو

ولت به غشییا   60 تهیسیییالکتر انی رهای پروتئینی تفکیک شییده طی سییه سییاعت با ( الکتروفوروز شیید. سییپس بانددرصیید 15)

کننده گراد در محلول بافر بلاک در ه سانتی 4دمای  نیتروسلولزی انتقال پیدا کردند. پس از انتقال، غشا  نیتروسلولزی یک شب در

سطوحی از غشا  که عاری از پروتئین  درصد 5 ( و20توئین  درصد 05/0حاوی  PBS) PBSTحاوی  شد تا  شیرخشک قرار داده 

شوند. پس شانده  شو بار 3 از بودند، پو ست سرمPBSTبا بافر  ش ست آمده با رقت ،  صد 5 حاوی PBSTدر  20به  1های بد  در

ساعت در  1، غشا به مدت PBSTبار شستشو با بافر  3انکوباسیون در دمای اتاق و  ساعت 2 شیرخشک به غشا  اضافه شد. پس از

شیرخشک(  درصد 5 حاوی PBSTدر  3000/1، امریکا( )با رقت Bio-Radموش ) IgGمجاورت محلول کونژوگه پراکسیداز ضد 

با پروتئین  G1های ضیید پروتئین یباد،  هت مشییاهده واکنش آنتیPBSTبار شییسییتشییو با بافر  3قرار داده شیید. در انتها پس از 

 نوترکیب از محلول ظهور حاوی کلرونفتول استفاده شد.

 به منظور بررسیییی تیترآزمایش الایزا:  با G1های اختصییاصییی علیه پروتئین بررسییی تیتر آنتی بادی

صی علیه پروتئین بادیآنتی صا شد. در این در خون موش G1های اخت ستفاده   G1آزمایش پروتئین نوترکیب ها، از آزمایش الایزا ا

ژن پوشیاننده کف پلیت مورد اسیتفاده قرار گرفت. به این در مطالعه پیشیین، به عنوان آنتی اشیرشییاکلیپروکاریوتی تولید شیده در 

( تهیه و در =3/9pHمولار،  NaHO3/Na2CO3 5/0خالص شده در بافر پوشاننده کربنات ) G1از پروتئین  200/1رقت  ،منظور

گراد قرار گرفت. در ه سانتی 4ساعت در دمای  16میکرولیتر( ریخته و به مدت  50 میزان ای الایزا )هر گوده بهگوده 96 یک پلیت

سشو با محلول  شت سه مرتبه  صد تویین  05/0)حاوی  PBSTپس از آن،  شو(  300( )20در ست ش میکرولیتر در هر گوده در هر بار 

سپس گوده ش 5محلول میکرولیتر از  300های پلیت با صورت گرفت.  صد  شک بدون چرب ریدر  PBST 05/0)پس چرخ( در  یخ

های سرمی مورد نظر گراد بلاک شدند. پس از شستشو همانند مرحله قبل، نمونهدر ه سانتی 37ساعت در دمای  3به مدت درصد 

شد. پس از شستشو همانند مرحله  45میکرولیتر به هر گوده به مدت  50به میزان  100/1 تبا رق ضافه  دقیقه در دمای آزمایشگاه ا

سیداز  50قبل،  سبت  (Goat Anti-Mouse IgG)میکرولیتر کونژوگه پراک شده به ن صد  5حاوی  PBSTدر  3000/1رقیق  در

های پلیت برای چهار مرتبه همانند زمایشگاه اضافه شد. پس از شستشوی گودهدقیقه در دمای آ 45شیر خشک، به هر گوده برای 

ها اضییافه و میکرولیتر به تمام گوده 50( + آب اکسیییژنه( به میزان TMBکروموژن )تترا متیل بنزیدین )-قبل، محلول سییوبسییترا

ضافه کردن  10واکنش پس از  سید کلریدریک  50دقیقه با ا شد. در نهایت مقادیر  مولار 1میکرولیتر محلول ا نوری  چگالیمتوقف 

 گرفت.نانومتر مورد خوانش قرار  450های پلیت الایزای مورد نظر با استفاده از دستگاه قرائت کننده الایزا در طول موج گوده

به ویروس:  سازیآزمایش خنثی های خنثی کننده ضد ویروس تب بی دوام گاوی بابررسی آنتی بادی

ستفاده روسیو سازییخنث گاوی از یک آزمایش دوام بی تب ویروس ضد کننده خنثی هایبادی یآنت منظور بررسی ابتدا در . شد ا

گرمادهی گراد در ه سییانتی 56 یدر دما قهیدق 30به مدت  یسییرم هاینمونه یتمام ،کمپلمانسیییسییتم  یسییازفعال ریغ ظورمنه ب
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سپس شدند  96 تیکروپلیمیک ستون( از  کیمجاور )در  گودهدر دو  شیمورد آزما یسرم هایاز نمونه کیاز هر  تریکرولیم 10. 

( و U/mL 100) نیلی سییی)پن کیوتبییآنت یبدون سییرم حاو RPMIکشییت  بیاز مح تریکرولیم 40. سییپسشیید ختهیر گوده

سترپتوما ضدmg/mL 1/0) نیسیا سپس شدافزوده  یسرم یهااز نمونه کیبه هر  ((B μg/mL  25/1 نیسیقارچ )آمفوتر ( و   .

سلول بیشده در مح قیشده و رق اریع نییتعگاوی  تب بی دوام روسیاز و تریکرولیم 50  ضد ک،یوتبییآنت یحاو RPMI یکشت 

به  تیکروپلی. پس از آن مدها اضافه گردیاز گوده کیبود، به هر  روسیو TCID50 100 یگاو که حاو نیدرصد سرم  ن 2قارچ و 

 تریکرولیم 50 ،انکوباسیون. بعد از اتمام زمان شد گرمادهیگراد و در انکوباتور کشت سلول در ه سانتی 37 یساعت در دما 1مدت 

گاو که به  نیدرصد سرم  ن 2قارچ و  ضد ک،یوتبییآنت یحاو RPMI یکشت سلول بیدر مح رشناو نهیپسیتر Veroهای از سلول

شد و میاز گوده کیسلول بود، به هر  15000 یحاو یبیطور تقر ضافه  سلول در دما تیکروپلها ا شت  در ه  37 یدر انکوباتور ک

با یک میکروسیییکوپ نوری معکوس  تیکروپلیدرصییید رطوبت قرار گرفت. م 88و  CO2درصییید  5/2در حضیییور  ،گرادسیییانتی

Olympus IX71 سی ساس و ود  5تا  3و پس از شد  برر عدم و ود  ای(، و ود CPEسلول ) بیعدم و ود آثار تخر ایروز، بر ا

  .گردیدمشخص  شیمورد آزما یسرم هایدر نمونه گاوی دوام بی تب ویروسکننده ضد  یخنث هایبادییآنت

آزمایش الایزا در قالب یک طرح  بدسییت آمده از سییرمی هاینمونه نوری تمامی چگالی مقادیرتجزیه و تحلیل آماری: 

( و بر اساس مدل آماری زیر در نرم افزار GLMتعمیم یافته ) یمدل خطبا استفاده از رویه  کاملاً تصادفی با چهار تیمار و پنج تکرار

SAS :تجزیه و تحلیل شد 

ijiij eTY  
 

شاهده Yijکه  شده در تکرار eijام و  i: اثر تیمار Ti: میانگین مشاهدات، µام،  iام از تیمار  j: م شی انجام  شتباه آزمای  j: ا

( LSDدار )کمترین تفاوت معنی های موش از آزموننوری گروه هایبه منظور مقایسییه میانگین دانسیییته باشییند.ام می iام از تیمار 

 دار در نظر گرفته شد.معنی 01/0( کمتر از P-value) P-آماری ارزش لحاظ استفاده شد. از

 

 نتایج و بحث

سط G1 پروتئین تایید بیان سنس روش تو ستقیم غیر ایمونوفلور ستفاده از  G1 پروتئین بیان: (IFA) م با ا

ها است، حضور فلورسنس در سلول شده داده نشان 1 شکلکه در  طورهمان. تایید شد (IFA) غیر مستقیم ایمونوفلورسنس روش

شان سازه نوترکیبن سلول pEGFPN1-G1 دهنده ورود موفق  سان کلیه  نینی هایبه  سم در G1 بیان پروتئین و ان  سیتوپلا

  (.1 شکل)باشد میزبان می هایسلول
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 هایبادی آنتی تولیدایمونوبلات:  آزمایش با G1های اختصییاصییی علیه پروتئین تایید تولید آنتی بادی

 با پروتئینی باند نشان داده شده است، ظهور 2 شکلطور که در ایمونوبلات تایید شد. همان آزمایش با G1 پروتئین علیه اختصاصی

 تجاری واکسن و pEGFPN1-G1 پلاسمید توسب شده تلقیح هایموش سرم با واکنش در دالتون کیلو 18 تقریبی مولکولی وزن

شابه باند ظهور عدم و تب بی دوام گاوی سمید  گروه در م شان ،PBS 1X با شده تزریق گروه و pEGFP-N1پلا  تولید دهنده ن

 (.2 شکل) بود هااین گروه در G1 پروتئین ضد بادیآنتی

صی علیه پروتئین تیتر آنتی بادی صا نتایج آزمایش الایزا بر اسییاس میانگین در آزمایش الایزا:  G1های اخت

سرم گروه چگالی ست. همان 3در  دول  های مختلف موشنوری  شده ا ست، تیتر آورده  شخص ا طور که از نتایج این آزمایش م

به طور معنی داری از  pEGFPN1-G1نوترکیب  شییده با پلاسییمیددر گروه تلقیح  G1 پروتئین علیه اختصییاصییی هایبادی آنتی

 هایبادی (. بیشیییترین میزان تیتر آنتی>01/0Pبالاتر بود ) PBS 1Xبا  شیییده تزریق و گروه pEGFP-N1گروه پلاسیییمید 

 (.>01/0Pهای ایمن شده با واکسن تجاری تب بی دوام گاوی تولید شد )در سرم موش G1 پروتئین علیه اختصاصی

 

انسییان  کلیه های جنینی( سییلولAتوسییط روش ایمنوفلورسیینس. ) G1. بررسییی بیان پروتئین 1شییکل 

سازه  شده با  سفکت  سلولBنوترکیب. ) pEGFPN1-G1تران سفکت نشده به  کلیه های جنینی(  انسان تران

 عنوان کنترل منفی

Figure 1. Verification of G1 protein expression by immunofluorescence staining. (A) Image 

of the transfected human embryonic kidney 293 (HEK 293) cells with the pEGFPN1-G1 

recombinant construct. (B) Untransfected HEK 293 cells as negative control 

 

 هایبادیدر القای آنتی pEGFPN1-G1رکیب نوت به منظور بررسی توانایی پلاسمیدویروس:  سازیخنثی آزمایش

ستفاده شد روسیو سازییخنث از آزمایش گاوی دوام بی تب ویروس ضد کننده خنثی شد که  .ا در بررسی میکروسکوپی مشخص 
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ش یسلول بیآثار تخر ،PBS 1X با شده و گروه تزریق pEGFP-N1پلاسمید  مربوط به گروه هایگودهدر   روسیو ریاز تکث ینا

های خنثی کننده ضیید ویروس تب بی دوام گاوی بادیها فاقد آنتیرفت، این گروهطور که انتظار میگردید. بنابراین همانمشییاهده 

سن تجاری تب بی دوام گاوی،  در گروه ،بودند. در مقابل سب واک شده تو ش یسلول بیآثار تخرایمن  شاهده  روسیو ریاز تکث ینا م

های موش های خنثی کننده ضد ویروس را داشت. اما سرمتب بی دوام گاوی توانایی تولید آنتی بادی . بنابراین واکسن تجارینشد

سمید نوترکیب  شده با پلا ست ویروس تب بی دوام گاوی در حال تکثیر را خنثی کند و آثار تخریب  pEGFPN1-G1ایمن  نتوان

شد )سلولی در گوده سمیدوه(. این تفاوت بین گر3 شکلهای مربوطه دیده  شده با پلا و  pEGFPN1-G1نوترکیب  های تلقیح 

های دریافت کننده بادی تولید شییده در سییرم موشواکسیین تجاری تب بی دوام گاوی ممکن اسییت به دلیل پایین بودن تیتر آنتی

 پلاسمید نوترکیب باشد.

 
سرم گروه .2شکل  سی با پروتئین نوترکیب واکنش   : عدم2و 1ایمونوبلات.  در آزمایشG1 های مورد برر

: 4و  3؛ pEGFP-N1 و پلاسمید PBS 1X با شده های به ترتیب تزریقگروه برای سرم پروتئینی باند ظهور

 پلاسییمید با شییده های به ترتیب تلقیحگروه کیلو دالتون برای سییرم 18با وزن تقریبی  پروتئینی باند ظهور

 پروتئینی )سیناکلون، ایران( نشانگر: 5ام گاوی؛ واکسن تجاری تب بی دو و pEGFPN1-G1نوترکیب 

Figure 2. Serum reaction of the studied groups with G1 recombinant protein in 

immunoblotting assay. 1 and 2: Absence of protein band for serum of the injected groups 

with PBS 1X and pEGFP-N1 plasmid, respectively; 3 and 4: Appearance of protein band 

with an approximate molecular weight of 18 kDa for serum of the inoculated groups with 

pEGFPN1-G1 and inactivated BEF vaccine, respectively; 5: marker polypeptides (sinaclon, 

Iran) 
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های گزارش دهد و هان رخ می نقاط از برخی در گسیییتردهدوام گاوی به طور بیماری تب بی گیریهمه حاضیییر حال در

سارات زیادی از صادی خ دارد. از آنجایی که عفونت طبیعی ویروس تب بی دوام گاوی مو ب ایمنی  و ود این بیماری تجاری و اقت

سیون (،Mackerras et al. 1940شود )طولانی مدت در حیوانات می سینا شگیری در روش موثر یک عنوان ه ب از این رو واک پی

شده؛  ضعیف های زنده( واکسن1اند: دوام گاوی ساخته شدهتاکنون چهار گروه واکسن برای تب بی .باشدمطرح می این بیماری علیه

وترکیب. در حال حاضیییر های ن( واکسییین4و  Gهای زیر واحدی مبتنی بر پروتئین ( واکسییین3های غیرفعال شیییده؛ ( واکسییین2

سن سن ضعیف های زندهواک سنشده، واک شده و واک ستفاده میهای غیرفعال   & Walkerشوند )های زیر واحدی در مزرعه ا

Klementet al. 2015 با این حال، مطالعات محدودی در خصوص طراحی یک واکسن .)DNA  با استفاده از ژنG1  از ویروس

 یک پلاسیییمید طراحی مطالعه، این از زی علیه این بیماری انجام گرفته اسیییت. بنابراین هدفسیییادوام گاوی برای ایمنتب بی

یب کاریوتی نوترک یان یو نده ب گاوی ویروس G گلیکوپروتئین ژن از G1 اپیتوپ کن یابی منظور به تب بی دوام   و زاییایمنی ارز

سن یک عنوان به آن کارایی سازهنتایج آزمایش .بود حیوانی مدل در احتمالی DNA واک شان دادند که   های ایمونوبلات و الایزا ن

 ها شود.در موش G1ژن بادی علیه آنتینوترکیب طراحی شده در این تحقیق توانست مو ب القای ایمنی اختصاصی و تولید آنتی

یانس داده3جدول  یه وار مار. تجز به اثرات تی مایش الایزا مربوط  ید های مورد بررسییی بر توهای آز ل

 های مختلف موشدر گروه G1ضد پروتئین  هایبادیآنتی

Table 3. Variance analysis of ELISA data related to the effects of the studied treatments 

on produced antibodies against G1 protein in different groups of mice  

 انحراف معیار ±نوری چگالیمیانگین 

Mean of optical density (OD)±SD 

 گروه مورد بررسی

The studied group 

0.307±0.073a BEF Vaccine 

0.199±0.024b pEGFPN1-G1 

0.076±0.009c pEGFP-N1 

0.056±0.002c PBS (1X) 

 (.>01/0Pدار دارند )هایی که دارای حروف مشترک نباشند، با یکدیگر تفاوت معنیمیانگین
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سلول3شکل  سکوپی  سی میکرو سطه تکثیر ویروس تب بی دوام گاوی  Veroهای . برر شده به وا تخریب 

(A( و سالم )Bدر آزمایش خنثی سازی ویروس ) 

Figure 3. Microscopic examination of the Vero cells for evidence of viral cytopathic effects 

(A) and absence of viral cytopathic effects (B) in virus neutralisation assay 

 

اسییت که اپیتوپ  G4و  G1 ،G2 ،G3a ،G3bژنیک دوام گاوی دارای پنج  ایگاه آنتیویروس تب بی Gگلیکوپروتئین 

G1 شد. بهها میتنها  ایگاه خطی در میان آن سیدی آمینو  ایگزینی یک  ز با محدود، اپیتوپ  سویه چند برای 499 موقعیت در ا

G1 های ویروس تب بی دوام گاوی حفاظت شده است )و آمینو اسیدی در سایر سویه از لحاظ نوکلئوتیدیKato et al. 2009; 

Zheng & Qiu 2012های ایگاه در شده شناسایی اسیدی آمینو (. از طرفی در مطالعات پیشین مشخص شده است که تغییرات 

صیات روی G پروتئین ژنیک آنتی صو ستند ) ها ایگاه این سازی خنثی خ  به تو ه (. بنابراین باTrinidad et al. 2014موثر نی

 ویروس این مختلف هایسیییویه میان در ژنیکیآنتی و ژنتیکی لحاظ از G1 اپیتوپ که واقعیت این و G پروتئین بالای زاییایمنی

ست، شده حفاظت سن  این آنتی ژن از ویروس تب بی دوام گاوی ا سی کارآیی آن به عنوان یک واک  احتمالی در DNA هت برر

 .انتخاب شد حیوانی مدل

شین توانایی پروتئین  سخ Gدر مطالعات پی ست. یورن و از ویروس تب بی دوام گاوی در القای پا شده ا های ایمنی اثبات 

ست الایزای مهاری و اندازه ستفاده از ت سطوح آنتیهمکاران با ا سیون گاو با های خبادیگیری  سینا شان دادند که واک نثی کننده ن

 .Uren et alاسیییتخراج شیییده از ویروس تب بی دوام گاوی مو ب القای ایمنی در مقابل این ویروس گردید ) Gگلیکوپروتئین 

سب قطعه پروتئینی 1994 سیون تو سینا شده مو ب  G(. در چین، واک ست آمده از یک ویروس تب بی دوام گاوی نیمه خالص  بد

 Gگردید. در اسییترالیا، یک واکسیین زیر واحدی مبتنی بر پروتئین  درصییدی گاوها 50کننده و حفاظت بادی خنثیلقای پاسییخ آنتیا
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(. تاکنون هیچ Uren et al. 1994درصدی گاوها در مقابل چالش آزمایشی شد ) 100مو ب حفاظت  Quil Aهمراه با اد وانت 

 و ایمن هاواکسن این که رسدمی نظر به اما ،اندنجام نشده و به شکل تجاری نیز تولید نشدهای برای این دو واکسن اارزیابی مزرعه

از ویروس تب بی دوام گاوی  Gهای ویروسی نوترکیب بیان کننده پروتئین های واکسیناسیون با استفاده از ناقلباشند. آزمایش موثر

سویه  سیون با چهار دوز از  سینا ست. واک شده ا سکینبیماری ویروس  Neethlingنیز انجام   Gبیان کننده پروتئین  گاو لمپی ا

سخ ست پا سلول را القا کندویروس تب بی دوام گاوی توان سطه  صی و ایمنی به وا صا ولی ایمنی  ،های آنتی بادی خنثی کننده اخت

شده با ویروس  شابه Wallace & Viljoen et al. 2005ه پس از آخرین دوز از بین رفت )هفت 10گاوهای موا هه  (. به طور م

سیون گاوها با پروتئین  سویه  Gواکسینا شده توسب  ویروس واکسینیا توانست  NYBHنوترکیب ویروس تب بی دوام گاوی بیان 

(. در یک مطالعه دیگر Hertig et al. 1996د )کننده اختصاصی را القا کند ولی نتیجه این آزمایش قطعی نبوهای خنثیآنتی بادی

سازه شد که   ویروس ضد کننده خنثی هایبادیآنتی تولید توانایی G1بیان کننده پروتئین  pcDNA3.1-G1 نوترکیب مشخص 

تب بادی اختصاصی علیه ویروس (. تولید آنتیPasandideh et al., 2018های تلقیح شده داشت )موش در را تب بی دوام گاوی

طراحی شده در این تحقیق با نتایج مطالعات ذکر شده که توانایی  pEGFPN1-G1نوترکیب  بی دوام گاوی در موش توسب سازه

را اثبات کرده بودند، مطابقت داشییت. با این  Gهای زیر واحدی و نوترکیب مبتنی بر پروتئین زایی و حفاظت توسییب واکسیینایمنی

نتوانست  pEGFPN1-G1های تلقیح شده با پلاسمید نوترکیب موش یروس نشان داد که سرمو سازیخنثی حال، نتایج آزمایش

تواند به های مربوطه دیده شیید. این نتیجه میویروس تب بی دوام گاوی در حال تکثیر را خنثی کند و آثار تخریب سییلولی در گوده

شده در این گروه از موشدلیل پایین بودن تیتر آنتی ضد آنتی ژن  هابادی تولید  شد. در این مطالعه بالاترین تیتر آنتی بادی   G1با

شده می سن از نوع ویروس غیر فعال  شد. این واک سن تجاری تب بی دوام گاوی دیده  شده با واک شد در حالی که در گروه تلقیح  با

کند. معمولاً ی را بیان میسیییازه نوترکیب طراحی شیییده در این مطالعه تنها یک آنتی ژن سیییاختاری از ویروس تب بی دوام گاو

زای زنده تضیعیف شیده یا غیرفعال شیده که کل در مقایسیه با عوامل بیماری ژنهای بیانی یوکاریوتی کدکننده یک آنتیپلاسیمید

شامل میپیکره آن عامل بیماری سخزا را  ن (. بنابراین پایین بودShah et al. 2011کنند )های ایمنی کمتری را القا میشوند، پا

سازه نوترکیب  سب  شده تو سن تجاری تب بی  pEGFPN1-G1تیتر آنتی بادی تولید  سبت به واک شده در این مطالعه ن طراحی 

 دوام گاوی از لحاظ علمی قابل تو یه است.

سن سیوناگرچه واک شی و تجاری با فرمولا شدههای مختلفی برای تب بیهای آزمای های اما گزارش ،انددوام گاوی تولید 

ها برای مدت رسیید که ایمنی محافظتی برای بیشییتر واکسیینها در مزرعه و ود دارد. به نظر میاندکی در مورد ارزیابی کارایی آن

ماه تا  6مگر اینکه دوزهای تقویت کننده اضافی در فواصل زمانی  ،ها ممکن است ناچیز باشدیابد و نیز کارایی آنمحدودی ادامه می

ها در مزرعه به مطالعات تر از عملکرد این واکسیینتجویز شییوند. بدیهی اسییت به منظور بدسییت آوردن اطلاعات  امع یک سییال

 (.Walker & Klementet al. 2015بیشتری نیاز است تا تعداد دوزهای تجویز واکسن کاهش و مدت ایمنی افزایش یابند )

http://kurd-vet.rozblog.com/post/22


   (1402 تابستان، 2، شماره 15مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

60 

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

 

نایی تولید آنتیpEGFPN1-G1نوترکیب  نتیجه کلی این مطالعه نشیییان داد که سیییازه: گیرینتیجه های بادی، توا

از ویروس تب بی دوام گاوی را در مدل حیوانی داشیییت. با این حال احتمالاً به دلیل تیتر پایین  G1ژن اختصیییاصیییی علیه آنتی 

سرمآنتی شده،  ست ویروس تب بی دوام گاوی در حاموش بادی تولید  سمید نتوان شده با این پلا ل تکثیر را خنثی کند. های تلقیح 

های سییایتوکاینی یا هایی نظیر ادغام کردن بعضییی از ژنتوان از روشنوترکیب می زایی این سییازهبنابراین به منظور بهبود ایمنی

 چندگانه در مطالعات آینده استفاده نمود.  DNA واکسن یک ژن مورد نظر و طراحیهای مربوط به سیستم کمپلمان با آنتیژن

شکده دامپزشکی و همکاران محترم  کارکنان یاز تمام دانندنگارندگان بر خود لازم می :اریسپاسگز شگاهدان شهید  دان

 یم،مند شییدشییان بهرهارزنده یشیینهاداتپهمکاری و از  تحقیق ینا انجام یکه برا شییناسییی چمران اهواز به ویژه بخش میکروب

متن مقاله و  یابیبه خاطر ارز ی،کشاورز یوتکنولوژیار مند مجله ب یداز داوران محترم و اسات ین. همچننمایند یسپاسگزار یمانهصم

 .گرددیم یتشکر و قدردان یو علم ختاریارائه نظرات سا

 

 منابع

ضا؛ سندیده ر صیری محمدتقی؛ بیگی پ ضا آباد صیفی ن سعودر  ویروس G گلیکوپروتئین ژن از G1 اپیتوپ بیان( 1398) شاپوری م

 .15-24، 15ایران  مجله دامپزشکی. اشرشیاکلی در pET24-G1 نوترکیب سازه توسب گاوی دوامبی تب

سندیده رضا؛ صیری محمدتقی؛ بیگی پ  توالی تعیین و مولکولی سازیهمسانه( 1395) و همکاران شاپوری مسعودرضا آباد صیفی ن

 . 511-520، 8ایران  دامی علوم هایپژوهشمجله . اشرشیاکلی در گاوی دوامبی تب ویروس G گلیکوپروتئین ژن

 کننده بیان یوکاریوتی پلاسمید طراحی (1396) و همکاران شاپوری مسعودرضا آباد صیفی نصیری محمدتقی؛ بیگی پسندیده رضا؛

ایران  مجله دامپزشییکی. انسییان کلیه  نینی هایسییلول در گاوی دوامبی تب ویروس G گلیکوپروتئین ژن از G1 توپاپی

13 ،27-19. 
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