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  Cويروس هپاتيت  Core تعيين ترادف و بيان ژن ،كلون سازي

  مبتلا به جدا شده از يك بيمار ايراني
  هپاتيت مزمن

  

  3فرزانه صباحي، *2علي كرمي ،1نسرين راستگو

  
  ، تهران، ايران دانشگاه تربيت مدرس كارشناسي ارشد بيوتكنولوژي پزشكي،-1
  ، تهران، ايراناالله بقيةپزشكي  گاه علوم دكتري تخصصي بيوتكنولوژي، دانشيار دانش-2
  ، تهران، ايران، دانشيار، دانشگاه تربيت مدرس دكتري تخصصي ويروس شناسي-3

  

  چكيده
مل ايجادكنندة هپاتيت حاد ومزمن، سيروز و سرطان كبد در سطح ا يكي از مهمترين عوCويروس هپاتيت  :مقدمه

ي در نقاط مختلف ا ه  در سطح دنيا تحقيقات گستردHCVبتلا به به دليل روند رو به رشد ا. شود ن محسوب ميهاج
  . ويروس در حال انجام استتعيين ژنوتيپي تشخيصي و روشها افزايش كيفيت براين هاج

اظـت  كه يك ناحيـه بـسيار حف      ) coreژن  ( نوكلئوكپسيد ويروس    پروتئيناين تحقيق ناحيه ژني مربوط به         در :روشها
سـازي در      جـدا شـده و پـس از كلـون          RT-PCR، از سرم يك بيمار ايراني با روش         ويروس است ل ژنوم   وشده درط 

ژن تعيين ترادف Core  نوتركيب پروتئينبه منظور توليد .  ي يونيورسال تعيين ترادف شدها  با پرايمرpUC 18وكتور 
  نتقــلم DE (21 BL 3 ( كلــون شــد و پلاســميد نوتركيــب حاصــل بــه بــاكتريA 28 PET شــده در وكتــور بيــاني

  .گرديد
 a1شباهت با سويه  درصد 96 جداشده از يك بيمار ايراني Coreادف نشان داد كه ژن ر نتيجه تعيين ت:نتايج و بحث

شده در اين زمينه  نتايج ساير تحقيقات انجام اين نتيجه با.  داردC  ويروس هپاتيتb1با سويه  درصد شباهت 95و 
ي مونوكلونال بيان هابادي و تست وسترن بلات با آنتيSDS-PAGE ر ژل كيلودالتون د5/23وجود باند  .مطابقت دارد

  . تشخيصي بهره جستكيتهاياستفاده در براي توان از آن  مي، پروتئينبا توليد انبوه اين .  را اثبات نمودCore پروتئين
  

  Coreين ئبيان پروت ، تعيين ترادف،Core، ژن Cت هپاتي: واژگان كليد
  

  ه مقدم-1
ن را آلـوده    هـا  جمعيـت ج    درصـد  1 كه تقريبا    Cهپاتيت  ويروس  

از پـس   B و Aغير ود آورنده هپاتيت وج ه، مهمترين عامل بكرده
 مـوارد    درصـد  75در بـيش از     . شـود    محـسوب مـي    ،تزريق خون 
بيماري پيـشرفت كـرده و بـه مرحلـة مـزمن و              ،HCVعفونت با   

 ـ  ،  موارد نيـز  درصد5حدود . رسد سيروز كبدي مي  ه خطـر ابـتلا ب
 Cويروس هپاتيت   . ]1،2[ان كبد براي فرد آلوده وجود دارد        طسر

ي مثبـت، متعلـق بـه خـانواده         ا ه دار تك رشت   RNAيك ويروس   
ژنوم اين ويروس بسيار متنوع بوده كـه بـر          . 1ستهافلاوي ويروس 
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1. Flaviviruses 
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در . شـود بنـدي مـي   هاساس اين تنوع به شش ژنوتايپ اصلي طبق       

درصد34تا 31م وروي ژن موقعيت نوكلئوتيدي هابين اين ژنوتايپ

 تقسيم  گروهزير   ويروسي به چند     گروههر  . دهندتفاوت نشان مي  

 تفـاوت   درصـد 30تـا   20آنهاشود كه ترادف نوكلئوتيدي در      مي

از يــك  طــول دارد وbp9500حــدودمي ژنــوRNA.]3[ارنــدد

 بـا  پروتئينارچوب خواندني بزرگ تشكيل شده است كه يك         هچ

ترادف كدكننـدة   .]4،5[كند  كد مي را  يد آمينه   اس3033تا  3010طول

خـتم  UTRناحيـه    بـه نـام      3΄ و   5΄ژنوم به دو ناحيـه غيركدشـوندة        

 در HCV ويـروس  coreپـروتئين كدكننـدة  ميناحيه ژنو .]6[شودمي

 از طريـق    coreپروتئين.  قرار دارد  UTR ژنوم پس ازناحية     5΄ي  هاانت

بـه كمـك   ميدوپلاس ـيك سيگنال پپتيد موجـود در غـشاي شـبكه آن       

يك پروتئيناين  . ]7[شود  جدا مي پروتئيني سلولي از پلي     هاپروتئاز

ن را  آ  درصـد  20 مثبـت اسـت كـه حـدود          روفيل با بـا   درمولكول هي 

دهنـد كـه از طريـق ايـن اسـيد           ليزين و آرژنين تشكيل مي    هاي  ريشه

 متـصل   ،اسـت  كـه داراي بـار منفـي       ، مثبت بـه ژنـوم      با بار  يهاآمينه

 كـه   342 باز است كـه بـا نوكلئوتيـد          573 طول اين ژن     .]8[وندشمي

كـه  ، 914 است آغاز شده و تا نوكلئوتيـد  ATGوع راولين باز كدن ش  

دهنـد  ميمطالعات نشان   . ن است، ادامه دارد   ينرژآخرين باز باقيماندة آ   

 شـده  تظ ـا در ژنوم ويروس بسيار حفcoreپروتئينكه ناحية كدكنندة 

اين ناحيه بسيار كم است بنابراين در مطالعات        است و درصد جهش در      

 در ايجـاد  coreپروتئيناز طرفي . ]9[ اهميت است حايزتعيين ژنوتيپ

4در يـك بررسـي وجـود    . پاسخ ايمني هم بسيار مؤثر ظاهر شده است     

 شناسايي شده كه قادر به ايجاد پاسخ coreپروتئينژني در توپ آنتياپي

باشد ويروسي ميپروتئينادي ضد اين بد آنتيايمني همورال و القاي تولي

ــي. ]10[ ــوپهمچنـيـن اپ ــيهــات ــدة لنفوسـيـتي آنت ــي القاكنن Tي هاژن

 در coreپروتئيني كربوكسيل هاسيتوتوكسيك ضد ويروسي هم در انت

از طرفـي  . ]11[شناسايي شـده اسـت   140تا  121يهامحل اسيد آمينه  

 بـراي   شناسـي رمي س ـ اهچندين بررسي نـشان داده اسـت كـه در تـست           

 بـسيار حـساستر از      coreژن   آنتـي  HCVي ضـد    هـا باديتشخيص آنتي 

پـروتئين پپتيـد مـشتق از    (C-100 از جملـه  گـر ي موجـود دي  هاژنآنتي

4NS-3NS (   و نيـز بـه دليـل درصـد بـالاي           . ]12،13[كنـد   عمل مـي

ي تشخيـصي بـر پايـة       هاسيـستم تـوان   ميپروتئينشدگي در اين    حفظ

ار بـالاتري  ي طراحي كرد كه از حـساسيت و ويژگـي بـس   coreپروتئين

 از سرم يك بيمار ايراني با coreدر اين تحقيق ژن . ]14[برخوردار باشند 

و بـا   هپاتيت مزمن جداسازي و رديف نوكلئوتيدي آن تعيين شده است           

 و  كـردن  ادامـه كلـون   . ترادف ژني موجود در بانك ژنـي مقايـسه شـد          

تشخيـصي نيـز انجـام      هاي  تفاده در سيـستم    به منظور اس ـ   Coreبيان ژن   

.گرفت

روشهامواد و -2

RNAاستخراج -2-1

مي سر ها هپاتيت مزمن كه با تست      مبتلا به   بيمار  يك  از  سرم نمونه

ي هـا بادي وجود آنتـي RIBAو ELISA تجاريكيتهايو شناسي 

. تأييد شده بود، تهيه شدمثبت وآنها در HCVضد 

 مثبـت   anti-HCVد بيمـار    فررماز س مي ژنو RNAاستخراج  

RNXTM-plus به نام تجـاري      RNAبا استفاده از كيت استخراج      

روش انجام كار به اين ترتيب بود كه        . انجام شد ) شركت سيناژن (

µl50    نمونه سرم به µl450ج سـرد اضـافه شـد و    ا محلول استخر

. داده شـد   دقيقه روي يخ قـرار     10بعد از ورتكس كردن به مدت       

بـه مخلـوط اضـافه      ) 24:1 (لكلاايزوآميل-رمفرول ك µl100سپس  

 دقيقـــه5 بـــه مـــدت g12000شـــده و پـــس از هـــم زدن در 

بي يك حجم ايزوپروپانل اضافه شـده و بـا       آبه فاز . سانتريفوژ شد 

-C20° دقيقـه در     20هم زده شـد و      لوله آزمايش   واژگون كردن   

 سـانتريفوژ   g12000 دقيقـه در     15قرار داده شد و پس از مـدت         

 و درصـــد75پـــس از شستـــشوي رســـوب بـــا اتانـــل . دشـــ

 حـل   DEPCخشك كردن آن در آب مقطر تزريقي تيمار شده با           

.شد

cDNAساخت-2-2

 و  bext1(ي ويژه ها با پرايمر  core مربوط به ژن     cDNAساخت

ext4(   ژنـوم    از روي نقـشه ژنتيكـي      هـا ايـن پرايمـر   .  انجام شـد 

تـرادف  .  شـده بـود  يح طراC ويروس هپاتيت 4 و b1يهاسويه

C ويروس هپاتيت    core مكمل ناحية فرودست ژن      هااين پرايمر 

 حاصـل دو سـري پرايمـر حـاوي     cDNAبه منظـور تكثيـر      . بود

ــرش آنزي ــراي آنزيممــيجايگــاه ب ــاب  و EcoRIي محــدودگر ه

BamHI  پرايمر  .  طراحي شدForward       كه داراي جايگـاه بـرش 

خـود بـود، مكمـل      درجـه   5ي  ها در انت  EcoRIمخصوص آنزيم   

 حفظ شده در    ةكه ناحي ) UTR5΄ناحيه   (coreناحيه فرادست ژن    

كـه داراي جايگـاه بـرش       معكـوس   ي  هـا پرايمر. بودم است، وژن

core بود، مكمل ناحيه فرودست ژن       BamHIبراي آنزيم   ميآنزي

 طراحـي شـدند     4 و   b1ي  هـا و بر اسـاس نقـشه ژنتيكـي سـويه         

 و Fي ها پرايمر باcDNAتكثير . )2Rو1Rي هاترتيب پرايمربه(

1R و نيزF 2 وRانجام گرفت.

pUC18 در پلاسميد Coreسازي ژن كلون-2-3

سازي با روش فنل پس از خالص cDNAقطعات  PCRمحصول  



1385بهار،  1  شماره ،9دورهمجله علوم پزشكي مدرس

١١

بـه ايـن   . بريـده شـد  BamHI و EcoRIيآنزيمهـا كلروفرم، بـا  

يك  تخليص شده PCRمحصول ميكروليتر ترتيب كه به ازاي هر   

4ي فـوق اضـافه شـده و بـه مـدت             آنزيمهـا از هر يك از     حد  وا

محـصول هـضم حاصـل بـا     . قرار داده شدºc37ساعت در دماي   

 نيـز بـا دو      18pUCپلاسـميد   . كلروفرم تخليص شـد   -روش فنل 

1آنزيم فوق برش داده شد و محصول هضم از روي ژل آگـاروز         

و برش  محصول 1:3سپس به نسبت مولي .  تخليص گشتدرصد

DNAلاسميدي توسط آنزيم  پDNA ligase4T   به هـم متـصل

 انجـام  ºc 16 سـاعت در دمـاي  16واكنش اتصال به مدت . شدند

 شـد و در پليـت   منتقلα 5DH باكتريبهمحصول الحاق . گرفت

LB 7 آگــار حــاويµl از IPTGw/v)%20(وµl40 از X-Gal

w/v)%20( و آنتي بيوتيكAmpicilin از آنجـا  .  كشت داده شد

 قـرار گرفتـه     LacZ در وسـط ژن      18pUCسايت كلونينگ وكتـور     كه  

ي سـفيد  هـا ي نوتركيب به دليل عدم فعاليت ايـن ژن كلوني         هااست، كلون 

ي آبـي   هـا ي طبيعي ترانسفورم نشده يا كلون نـشده كلوني        هارنگ و كلون  

 كلـون نوتركيـب    چندين. كنندرنگ بر روي اين محيط افتراقي ايجاد مي       

 سفيد ظاهر شده بودند انتخاب شده و صحت         كه در اين محيط به رنگ     

b 1ي اختــصاصيهــابــا پرايمــر PCR  بــا روش آنهــاكلونينــگ در 

BamHIو  EcoRIي محـدودگر آنزيمهـا و هضم آنزيمي با UTR5’و

ي نوتركيـب  هـا پلاسـميد يكـي از ،ييد توالي صـحيح أ تبراي.تاييد شد

pUC reverse/يهـا با پرايمـر حاصل  sequencing primer13M

شـركت  (تعيين تـرادف شـد  pUC sequencing primer13M/و 

Primm ي موجـود در بانــك ژنـي مقايــسه   هــابـا ترادف و) ايتاليـا

.گرديد

در باكتريCore  نوتركيب پروتئينبيان 

 وكتـور بيـاني   EcoRIو HindIIIهاي  در سـايت HCV Coreژن 

A28 pET ي هـا ييـد حـضور پلاسـميد   أ از تپس. دشساب كلون

ــا  نوتر ــب بـ ــضم آنزي PCRكيـ ــاليز هـ ــي و آنـ ــميد مـ پلاسـ

A-Core28pET   3(به سويهDE(21BL   باكتري كشت داده شد .

ــايع كــــشت  1:100رقــــت ــيط كــــشت در مــ XTY2محــ

)g/L NaCl5g/L tripton,16g/L yeast extract,10 (  حـاوي

 قـرار داده شـد و در    درصـد 1و گلـوكز  )uL/m)50 كانامايسين 

اعت قــرار گرفــت و ســپس در دور  ســ2بــراي ºc37انكوبــاتور 

g4000 رسـوب بـا محـيط    .  دقيقه سانتريفوژ شد5برايXTY2

 B-D-thiogalactopyranoside اضـافه نمـودن   باشسته شده و 

(IPTG) يي به ها و رساندن غلظت نmM1 در مرحلـه  . دشآماده

 باكتري به مدت يك شبانه روز در انكوبـاتور شـيكردار در    ،بعدي

ــاي  ــرار گºc28دم ــت و  ق ــهرف ــيلة ب ــانتريفوژ و  وس ــل س عم

 محلول رويي ورسوب حاصل براي توليد پـروتيين         ،سونيكاسيون

Core     به طـور خلاصـه     . آوري گرديد  با آناليز وسترن بلات جمع

5/12ژل پلـي آكريـل آميـد        هـاي    بـه چاهك   پروتئينـي هاي  نمونه

سـپس بـر روي  .  انجام گرفـت SDS-PAGE وارد شده و  درصد

يـلة بـه  غـشا  كـردن  از بلوكه  پس. وترانسفر شد  الكتر PVDFيغشا وس

non-fat dry milkبـادي مونوكلونـال اختـصاصي     با آنتيCore

)Biogenesis, UK ( بـادي ضـد   و آنتـي(Roche, Germany) His

از بــا اســتـفاده پروتئينــي ي هــا انكوبــه گرديــد و مــشاهده بانــد    

 انجــام HRP (DAKO, Denmark)بــادي كونژوگــه شــده بــا آنتــي

. پذيرفت

نتايج-3

بيمــار فــرد  از ســرم coreجداســازي ژن -3-1

anti-HCV   ي هـا تيپژنوي ويژه   ها مثبت با پرايمر

b1 ويروس4 و 

RNA ژنومي از سرم بيمارanti-HCV    مثبت  اسـتخراج شـد و 

ي هابا پرايمر سپس  . گيري شد  اندازه 260ن در طول موج     آجذب  

ext4 و bext1 cDNA به روش  وسنتز شد PCRي هـا  با پرايمر

F1 وR  و نيـز F 2 وR الكتروفـورز محــصول  . تكثيـر شــدPCR

ي تايـپ هـا  از پرايمـر  كـه ايPCR نشان داد كـه فقـط واكـنش    

1b   شـده بـود، جـواب مثبـت داده و بـراي           اسـتفاده  براي تكثيـر 

همـانطور كـه در     . )1شـكل    ( نتيجه منفي بود   4ي تايپ   هاپرايمر

درbp680 يبـــاً شـــكل مـــشخص اســـت وجـــود بانـــد تقر

آنهـا cDNA بـراي سـنتز      bext1ي  هـا  از پرايمـر    كـه  ييهانمونه

شـد،  تكثيـر  b1ي يونيورسـال و  هـا  شده و بعد با پرايمـر     ستفادها

 هـيچ بانـدي  .سـت ها با ايـن پرايمـر   Coreتكثير ژن نشاندهنده 

ــه پرايمــر PCRهــاي در لاين ــوط ب ــده ext4 مرب ــر روي ژل دي  ب

.شودنمي

 و  18pUC در وكتور  coreي ژن   سازكلون-3-2

تعيين ترادف ژن

تور و نيز وك  Core ژن   PCRهمانطور كه قبلاً اشاره شد محصول       

18pUC  ي آنزيمها باEcoRI و BamHI    هـضم شـده و واكـنش 

 از چندين كلوني سفيد و نيز       . انجام شد   و ترانسفورم كردن   الحاق

رتيك كلوني آبي به عنوان كنترل منفي استخراج پلاسـميد صـو          
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ايراني از سرم بيمارcore  جدا سازي ژن 1شكل 

 ساخته شده باcDNA:2چاهك ، b 1'UTR,5يها و تكثير شده با پرايمرbext1 ساخته شده با پرايمرcDNA:1چاهك 

 ساخته شدهcDNA:4چاهك  جفت بازي، 250 نشانگر وزن مولكولي:3چاهك ، UTR,5'4ي هاو تكثير شده با پرايمرbext1پرايمر

و تكثير شده باext4 ساخته شده با پرايمرcDNA:5چاهك ، UTR,1b5'يها و تكثير شده با پرايمرext4با پرايمر

UTR,5'4يهاپرايمر

.)2شــكل ( بــرده شــد يــك درصــدگرفــت و روي ژل آگــاروز 

بيـشتري  يي كه نسبت به كنترل منفي داراي وزن مولكـولي           هاكلون

 ـ     هابودند به عنوان كلون    PCRا روش   ي نوتركيب انتخاب شده و ب

وجـود بانـد    .  تأييـد شـد    آنهاصحت كلونينگ در    ميو هضم آنزي  

bp680 در محــصول PCR ي آنزيمهــا و نيــز هــضم آنزيمــي بــا

EcoRIو BamHIيــت كلونينــگ بــوده اســتفقدهنــده مو نــشان

 مخـصوص   يهـا  با پرايمـر    نوتركيب يهاكلونيكي از   . )2شكل  (

 و نتايج كروماتوگرام     تعيين ترادف شد   نظر از دو    18pUCوكتور  

 نـشان   تعيين ترادف  نتيجه   .دست آمده مورد بررسي قرار گرفت     هب

core همولوژي بين ايـن تـرادف بـا ژن            درصد 96داد كه حدود    

 وجـود دارد b1 سـوية  core شباهت با ژن  درصد95 و  a1سوية  

) بوالف -3شكل(

Bp680

KL٣٢١
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 و هضم آنزيميPCRييد صحت كلونينگ با روش أ ت2شكل 

 با 18rpUCمي محصول هضم آنزي:4چاهك  جفت بازي، 100 نشانگر وزن مولكولي :3چاهك ،Core ژنمحصول: 2چاهك كنترل منفي، : 1چاهك 

 هضم نشده18rpUC پلاسميد :6چاهك ، EcoRI ,BamHIي آنزيمها با 18pUC محصول هضم آنزيمي:5چاهك ، BamHI وEcoRIي آنزيمها

pUC  sequencing primer13M/  با پرايمرCore نتيِجه تعيين ترادف پلاسميد نوتركيب حاوي ژن الف - 3شكل 

NKL٣٢١
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pUC reverse sequencing primer13M/ربا پرايمCore نتيجه تعيين ترادف پلاسميد نوتركيب حاوي ژن ب -3شكل

a28pETور در وكت  core ژن    كردن كلون-3-3

E.Coli بيان در و

EcoRIمـي آنزيهاي   تعيين ترادف شده در محـل سـايت        Coreژن  

PCRوسـيلة   به كلون شد و نتيجه      a28pET در وكتور    BamHIو

پـس از تاييـد پلاسـميد       ). 4شـكل   (ييد گرديـد    أتميو هضم آنزي  

3DE (21BL( ترانسفورماسيون در سـويه      ،a28rpETنوتركيب  

در ايـن بـاكتري و بـا اسـتفاده از     .  انجام گرفـت E. Coliباكتري 

a28pET،       فيوز شده با قطعـه      پروتئين ژن كلون شده به صورت 

Coreپـروتئين در نتيجـه    . گـردد بيـان مـي   His6-پپتيدي حاوي   

ــب داراي  ــايي  His-tagنوتركي نتيجــه . بــودN در ناحيــه انته

SDS-PAGE   پروتئينوجود يكKD5/23     شـكل  ( را نشان داد
 و  Hisضـد   (مونوكلونـال   هاي   آنتي بادي  باو آناليز وسترن بلات     ) 5

).6شكل (را تعيين نمود Core پروتئينبيان ) Coreاختصاصي 

بحث-4
 بسيار متنوع است كه بـر       Cهمانطور كه ذكر شد، ژنوم ويروس هپاتيت        

. شـود بندي مي طبقه زيرگروه70تايپ و حدود     ژنو 6اساس اين تنوع به     

ــوتيپي ناحيــه ــراي تعيـيـن اي و منطقــهمطالعــات ژن زيرگروههــاي اي ب

زيـرا  ؛   بسيار حايز اهميت است    ،ويروسي رايج در يك منطقه جغرافيايي     

. شدت بيماري و الگوي درمان با توجه به نـوع ژنوتايـپ متغيـر اسـت               

توان روش درمـاني  ر يك منطقه مي بنابراين با تعيين نوع ژنوتايپ رايج د      

يـاي ميانـه كويـت،           . ]15[مناسب را انتخاب كرد    ژنوتايـپ رايـج در آس

 در حـالي كـه در       ]16[ اسـت  4عراق و عربستان صـعودي ژنوتايـپ        

بـا  ]. 17[ شـايع اسـت  b1تركيه و جنوب شرقي اروپا بيـشتر ژنوتايـپ   

 ـ      توجه به اين اطلاعات پرايمر     رادف ژنـي   هايي كه طراحي شد از روي ت

بـود،   همـسايگان ايـران شـايعتر         در ميـان   اين دو نوع سوية ويروس كه     

core تعيـيـن تــرادف ژن وPCR نتــايج  در ايــن مطالعــه.ســاخته شــد
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و هضم آنزيمي PCRبا روشa28pETدر Core ييد كلونينگ ژن أ ت4شكل 

ي هابا پرايمرa28rPET وكتور  PCR نتيجه:2چاهك ،Coreي اختصاصي ژن هار با پرايمa28PET وكتور  PCRكنترل منفي، نتيجه:1چاهك 

، BamHI وEcoRIي آنزيمها با a28rPET محصول هضم آنزيمي:4چاهك  جفت بازي، 100 نشانگر وزن مولكولي :3چاهك ،Coreاختصاصي ژن 

EcoRI ,BamHIي آنزيمهابا a28PET محصول هضم آنزيمي:5چاهك 

نوتركيبCoreپروتئينSDS-PAGE آناليز 5شكل 

، IPTG پس از القا با a28rPETمربوط بهپروتئين نمونه :2چاهك ، )KD)5/19-26-33-46-85-118از بالا به پايين(نشانگر وزن مولكولي : 1چاهك 

)كنترل منفي(IPTGپس از القا با a28PETمربوط بهپروتئيننمونه : 3چاهك

NKL٣٢١

٣٢١
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 نوتركيبCore آناليز وسترن بلات ژن 6شكل 

پروتئيننشانگر وزن مولكولي : 3چاهك  كنترل منفي، :2چاهك ، a28rPETاز پروتئين  نمونه :1چاهك 

ز نيدر ايران   ي  تحقيق.  نشان داد  b1 و   a1هاي   با سويه   را بيشترين شباهت 

 نشان داد PCRكي و نيز  انجام شده و با تستهاي سرولوژي2000در سال 

در ايـن تحقيـق ژن      . ]18[ند هست b1 و   a1رايج در ايران    هاي  كه ژنوتايپ 

core    پـروتئين علت اين امر اين بود كه       .  براي مطالعه انتخاب شدcore

 طـوري كـه در      ، بـه   بسيار حفظ شـده    HCVهاي مختلف   در بين سويه  

 در ايجاد coreپروتئيناز طرفي . مطالعات ژنوتايپينگ حايز اهميت است

تـوپ   اپي 4شود در يك بررسي وجود      پاسخ ايمني بسيار مؤثر ظاهر مي     

 در يـك تحقيـق ديگـر يـك      ، گـزارش شـده    coreزيرگروهژن در   آنتي

يـتهاي سيتوتو   هتوپ ب اپي coreپـروتئين  در   كـسيك وجودآورندة لنفوس

زيرگـروه دهـد كـه     اين بررسيها نشان مي   . ]19،20[ت  شناسايي شده اس  

core و سلولي راتحريك كند و از طرفي هموژالقادر است پاسخ ايمني 

 با  coreسنتتيك  پروتئين، ساخت   گليكوليزاسيونبه دليل نداشتن جايگاه     

.ي ميسر استبيعطپروتئينژني مشابه با آنتيخواص 

باديهاي از طرف ديگر در تستهاي سرولوژيكي براي تشخيص آنتي        

ژنهاي موجود ديگر مثل ر از آنتي بسيار حساست  coreژن   آنتي HCVضد  

100-C  يـها نـشان مـي     . كنند عمل مي  از coreژن آنتـي  دهنـد كـه   بررس

بـادي  حساسيت و ويژگي بالاتري برخوردار بوده و به دليل اين كه آنتـي  

پس هفته 4ها يعني حدود باديآنتير خيلي زودتر از سايزيرگروهضد اين 

 عفونـت    وجود بنابراين. شوداز ورود ويروس به بدن در خون ظاهر مي        

HCVبنابراين در طراحي .]21،22[شود خيلي سريعتر تشخيص داده مي 

در . شـود مناسب محسوب ميي   كانديد coreژن   تشخيصي آنتي  كيتهاي

به صورت نوتركيب در سلول باكتري و پروتئينتوان با بيان اين نتيجه مي

 در مقياس ص كرده وتخليژن را مرسوم اين آنتييروشهااستخراج آن با 

 بـا  براي اهداف تشخيصي و نيـز پيـشگيري از عفونـت   د وكربالا توليد   

HCV23[ردر ب به كا از طريق واكسيناسيون[.

منابع-5
[1] Kiyosawa K, Sodeyama E, Tanaka Y, Gibo K, 

Koshizama Y, Nakano S, et al. Interrelationship 

of blood transfusion non A non B hepatitis and 

hepatocellular carcinoma:analysis by detection of 

antibody to hepatitis C virus. Hepatology. 1999, 12: 

671-675.

٣٢١



1385بهار،  1  شماره ،9دورهمجله علوم پزشكي مدرس

١٧

[2] Saito IT, Miyamura A, Ohbayashi H, Harada T, 

Katayama S, Kikuchi Y, et al. Hepatitis C virus 

infection is associated with the development of 

hepatocellular carcinoma.. Proc. Natl. Acad. Sci.

USA. 1990, 87: 6547-6549

[3] Kay R, mengji LU, Bellers S, Fumiko C, Yoshida

M. Hepatitis C virus variability: sequence 

analysis of an isolate after 10 years of chronic 

infection. Virus Genes. 2000, 21(3): 179-188

[4] Choo QL, Richman KH, Han JH, Berger K, Lee 

C, Dong C, Gallegos C. Genetic organization 

and diversity of the hepatitis C virus. Proc. Natl. 

Acad, Sci.USA. 1991, 88:2451-55

[5] Grakoui A, Wychowski C, Lin C, Feinstone SM,

Rice C. Expression and identification of hepatitis 

C virus polyprotein. J Virol. 1993, 67:1385-1395

[6] Han JH, Shyamala V, Richman KH, Braver MJ,

Irvine B, Urdea MS, Tekamp P. Characterization 

of the terminal region of hepatitis C viral RNA:

identification of conserved sequences in the 5

untranslated region and polyA tails at the 3 end. 

Proc Natl Acad Sci. 1991, 88:1711-1715

[7] Selby MJ, Choo QL, Berger K, Kuo G, Glazer E,

Eckart M, Lee C. Expression identification and 

subcellular localization of the proteins encoded 

by the hepatitis C viral genome. J Gen Virol.

1993. 74:1103-1113

[8] Houghton M, Weiner A, Han J, Kuo G, Choo 

QL. Molecular biology of the hepatitis C viruses: 

implications for diagnosis, development and 

control of viral disease. Hepatology, 14:381-388.

[9] Yasui K, Wakita T, Tsukijama K, Funahashi SI,

Ichikawa M, Kahara M, Kajita T, Moradpour D,

Wands R. The native form and maturation 

process of hepatitis C Virus core qrotein. J Virol.

72(7):6048-6055. (1998)

[10]Ferroni P, Mascolo G, zaninetti M, Colzani F,

Pirisi M, Barbone F, Gasparini V.Identification 

of four epitopes in hepatitis C virus core protein. 

J Clinical Microbiol. 1993, 31(2): 1586-1591.

[11]Chen Z, Berkower I, Ching WM, Wang RY,

Alter HJ, Shin JW. Identification of a murine 

CD4 T-lymphocyte response site in hepatitis C 

virus core protein. Mol Immunol.1996, 33(78): 

703-709. 

[12]Alberti A, Benvegnu L. Management of hepatitis. J 

Hepatology, 2003, 38:s104-s118

[13]Muerhoff AS, Jiang L, Shach Do. Detection of 

HCV Core antigen in human and plasma with an 

automated chemiluminescent immunoassay.

Transfution, 2002, 42:349-356

[14]Stuyrer L.Typing of hepatitis C virus isolates 

and characterization of new subtypes using a line 

probe assay. J Gen Virol.1993, 74: 1093-102. 

[15]Yoshioka K, Kakumu S, Wakita T, Ishikawa T,

Itoh Y, Takayanagi M, etal. Detection of 

hepatitis C virus by polymerase chain reaction 

and response to interferon alpha therapy: 

Relationship to genetype of hepatitis C virus.

Hepatology, 1992, 16:293-299. 

[16]Simmonds P. Classification of hepatitis C virus 

into six major genotypes and series of subtypes 

by phylogenic analysis of the NS5 region. J Gen 

Virol. 1993, 74: 2391-2399.

[17]Lau JY. Signification of serum hepatitis C virus 

RNA levels in chronic hepatitis C. Lancet. 1993, 

341:1501-1504.

[18]Zali MR, Mayumi M, Raoufi M, Noroozi A.

Hepatitis C virus genotypes in the Islamic 

Republic of Iran: A preliminary study. Eastern 

Mediterranean Health Journal. 2000, 6:372-377. 

[19]Kamei A, Tamaki S, Taniyama H, Takamura S,

Nishimura Y, Kagawa Y, et-al. Induction of 

hepatitis C virus-specific cytotoxic T 

lymphocytes in mice by an intrahepatic 

inoculation with an expression plasmid. 

Virology. 2000, 273: 120-126.

[20]Nishimura Y, Kamei A, Furuta S, Tamaki S,

Kim G, Adaeli Y, Kuribayashi Y, Matsuura Y,

Yasutomi Y. A single immunization with a 

plasmid encoding hepatitis C virus structural 

proteins under the elongation factor 1-a promoter 



كاران و همنسرين راستگو...جدا شده C ويروس هپاتيت Coreسازي، تعيين ترادف و بيان ژن كلون

١٨

elicits HCV-specific cytotoxic T-lymphocytes. 

Vaccine. 2000, 18:675-680. 

[21]Tobias G, Hubert M, Muller, Jin YE, Eberhard 

P, Lorenz T. Characterization of antigenic 

determinants in the core antigen of the hepatitis 

C virus. Virology. 1994, 205: 462-469. 

[22]Fabrizio F, Giovanna L, Flippo A, Mangano S, 

Barbisoni F, Bisegna S, et al. Novel assay using 

total hepatitis C virus (HCV) core antigen 

quantification for diagnosis of HCV infection in 

dialysis patients. J Clin Microbiol. 2005, 43: 

414-420.

[23]Masahiko T, Hidetsugu S., Makiko H, Kazuhiro 

A, Hiromasa I.  Benefit of hepatitis C virus core 

antigen assay in prediction of therapeutic 

response to interferon and Ribavirin combination 

therapy. J. Clin. Microbiol. 2005, 43: 186-91.




