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هسته اي پروتئين  مجتمع شدن درون سلوليبيان و  مطالعه آزمايشگاهي و نرم افزاري 
  اشرشيا كلي در Cهپاتيت نوتركيب 

 1يميكرسودابه  و 1مظاهري اسديمهناز ، 2كارخانهعلي اصغر  ،2يخچاليباقر  ،*1همت جعفر

 يست فناوريزپژوهشكده  ،سازمان پژوهشهاي علمي و صنعتي ايرانتهران،  1

 ستيط زيو مح عتنص يست فناوريزپژوهشكده ، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوريهران، ت 2

  1/8/91 :تاريخ پذيرش  31/2/91 :تاريخ دريافت
  چكيده

در  رانيموجود در ا يروسيو a پيزوتيمنطبق با ا) C (HCVC173 تيهپات روسيبالغ و يهسته ا نيپروتئ انيب قيتحق نيدر ا
 انيب يزبانيم نيپروتئ درصد 18به مقدار قابل توجه تا  لودالتونيك 20 مولكوليمزبور با وزن  نيپروتئ. ديگرد يبررس يكل اياشرش
به تجمع شدن  ليتما. مشاهده شد يباكتر توزوليدر س) يباد نكلوژنيبه صورت ا( ولكه به طور عمده به صورت نامحل. ديگرد

 يهسته ا نيپروتئ ينرم افزار يابيارز. قابل انتظار بود ريغالب غ دهيمحلول شده پد نيپروتئ يبازتاخوردگ نديبه هنگام انجام فرآ
 نيبنابرا. مجتمع شدن آن باشد لياست از دلا مكنكرد كه م ينيب شيرا پ HCVC173 نيدر پروتئ ينظم يمستعد ب هيدو ناح
را به تجمع  نيپروتئ نيبل توجه اقا ليتواند تما يم افتهي نيا. بدون ساختار است يپروتئينهاانواع  يهايژگيو يهدف دارا نيپروتئ

فرم بالغ  انيب تيمحدود رغلبه ب ايبر يپژوهش حداقل راه حل نيبه علاوه راهكار ارائه شده در ا. كند هيتوج يبازتاخوردگ نيح
  .است نيپروتئ نيا

  ، مجتمع شدن پروتئينهسته اي، پروتئين C هپاتيت: كليدي واژه هاي

    j.hemmat@gmail.com :يكيالكترون پست ،02156276636: تلفن مسئول، سندهينو* 

  مقدمه
ن يع تريشا يكي از به عنوان) C )HCVت يروس هپاتيو

 درصد 3 يروسيو يل آلودگو عاممزمن خون  هايعفونت
دز يفرصت طلب ا يماريب بااست كه  يجمعيت جهان

عث آلودگي تمام عمركبد روس باين ويا .شده است ههمرا
 و نهايتاً (HCC)  ، سرطان كبدييو بيماري سيروز كبد

توليد  ل مشكلاتيبه دل. )15 و 10، 8( دشو مرگ مي
تنها به عنوان  )HCVC( نوتركيب بالغاي  هسته پروتئين
روس، ين ويد واكسن اين كاندين با ثبات و تنها پروتئيپروتئ

و ت يدودمح وجودو وجود اطلاعات اندك از آن، 
 يهنوز واكسن آن بيان ين دستييپا يند هايمعضلات فرآ

عدم وجود سيستم بياني  .ه نشده استيته يمارين بيا يبرا
مناسب جهت بيان مورد انتظار فرم بالغ پروتئين هسته اي 

ن يپس از آنكه مسجل شد ا. ستتهاين محدودياز جمله ا
د از ن تلاش كردنيمحقق يشود، برخ يله نميوزين گليپروتئ

وجودي كه  با .ان استفاده كننديجهت ب يا كليستم اشرشيس
بيان  - اسيد آمينه اي 191- ن ابتدا به شكل نابالغ ياين پروتئ

اسيدآمينه اي در مي  173مي شود و سپس به صورت بالغ 
ن در حالت كوتاه شده يان پروتئياكثر گزارشات به ب اماآيد 

در  .)3 جدول( )22و  21، 20، 19( تمعطوف گشته اس
ن كامل، هدف بوده است، يز كه پروتئين يحالات محدود

در و  ده غالب بوده استيز پديان ناچيا بي ان ويعدم ب
 به صورتن يپروتئ ان گزارش شده، عمدتاًيز كه بين يموارد

بوده ) MBPو GST( يگرين ديا پروتئيد يمتصل به پپت
 يا كلياشرشسيستم بياني ن در يهمچن. )3جدول (است
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 بوده استحالت غير محلول موارد در اغلب بياني ن يئپروت
ز يان ناچيب يا رده سلولي يمخمر يانيستم بيدر س. )2(

  .)14( اما محلول، گزارش شده استشكل بالغ 

واكنش دهنده  يدين نوكلئوكپسي، پروتئ HCVCن يپروتئ
ن با يهمچنروس يو   E2و   E1يپوشش يپروتئينهابا 

 RNA يخود در حضور ساختار ها يهمتا يپروتئينها
د همراه يپپت يپل به صورتن ين پروتئيدر ابتدا ا. ) 3(است

سپس تحت اثر . شود يترجمه م يروسيو يپروتئينهاگر يد
به ،  E1در قسمت  پروتئينهاه ياز بق يزبانيم يدازهايپپت

شود كه از  يجدا م يا نهيد آمياس 191د يپپت يپل صورت
- اندو يبه غشا يكربوكسيل ينه انتهايد آمياس 22ق يطر

داز يسپس تحت اثر پپت. باشد يمتصل م يكولوميپلاسم رت
دهد و به  يد خود را از دست ميگنال پپتيس يگريد

 ديآ يدرم)  HCVC173( يا نهيد آمياس 173صورت بالغ
وفيل با يك پروتئين هيدر هسته در هر حال پروتئين. )13(

ليزين و آرژنين است كه از  درصد 20بار مثبت با حدود 
هاي مثبت به ژنوم كه داراي بار منفي  طريق اين اسيد آمينه

متفاوت  ين نقشهاين پروتئيا يبرا. گردد  است متصل مي
  .)18 و 8 ،1( شناخته شده است

گزارشات اندك و  HCVC ن بالغيان فراتر پروتئيدر مورد ب
ن ياكثر گزارشات موجود در مورد فرم نابالغ و كوتاه شده ا

وجود  ه تمركزيبا توج كه عمدتاً. باشند ين ميپروتئ
آن انجام  يآمين ين در انتهايپروتئن يا يتوپياپ يشاخصها
ان فرم بالغ پروتئين يبه دليل اينكه باما در واقع . شده اند

 يآورد، محققين ترجيح م يرا فراهم م يويروس مشكلات
با توجه  .دهند كه فرم كوتاه شده اين پروتئين را بيان كنند

ه شده اين پروتئين كلون و بيان ابه اينكه بيشتر فرم كوت
تا فرم كامل  گرديدتلاش  تحقيقن يدر ا گرديده است،

با توجه به  .گرددبيان  E. coliپروتئين ويروس در 
 مولكوليخصوصيت تجمع شدن آن اين ويژگي نيز از بعد 

  .مورد بررسي قرار گرفت

  روشها مواد و

مراحل  يدر تمام) LB )Luria-Bertani  كشت طيمحاز 
و به منظور كشت  يانين در مراحل بينگ و همچنيكلون
 از .استفاده شداشرشيا كلي  يمتفاوت باكتر يه هايسو

زبان در يبه عنوان م DH5αه يسوا كلي اشرشي  يباكتر
 DNA ير و نگهداريز جهت تكثيو ن يمراحل كلون ساز

  BL21(DE3)اشرشيا كلي  يانيب يها هيسو واز يديپلاسم

 يانيزبان بيافتن مي يدر راستا BL21(DE3)plysS و \
 بين نوتركياز پروتئ يزان مناسبيد ميمناسب جهت تول

 pBluescript II KS (+)Apr lacZ يوكتور ها .استفاده شد
نگ و يكلون يب به عنوان ناقلهايبه ترت (+)pET-26b و
از  عمدتاً برشي يمهايآنز .كارگرفته شدنده ب يانيب

  .ه شدنديتهرش ا ي و فرمنتاز يشركتها

 بين نوتركيان پروتئيب يجهت بررس: يكيژنت يدستورز
HCVC173 ، ير ژن از رويو تكث يالگوبردارپس از 

cDNA  )رهشما AF512996 يقطعات ژن ،)بانك ژن 
ntCore  وPelB-Core و  His-Core در حامل كلونينگ 

pBluescript II KS (+) د ييأپس از ت. ديگرد يكلون ساز
 يميبرش آنز و تعيين توالي با روش ،يسازهمسانه صحت 

همسانه   (+)pET26b يانيد بيدر پلاسم هدفژن آنها 
 DNAواجد  يانيسازه به سه يجه عمل تهينت .ديگرد سازي

 يسازه ها(HindIII  McsI/يتهايهدف در موقع
 يانيب يسازه ها( NdeI/HindIIIا ي)  pelBcoreيانيب

Ntcore & Hiscore ( پلاسميد بيانيpET26b(+)  بود. 
كتاب مرجع  يلازم طبق روشها يروشها و اعمال كنترلها

  ).17(سمبروك انجام شد

واجد  يانيه بيسو:  C هپاتيت ويروس هسته پروتئينبيان 
 ه واجدي، سو)pelbcore  سازه( pelB يترشحگنال يس

و  )hiscore سازه( يديپپت يتوال يدر ابتدا ينيديتيهس دنباله
ساخته شده  )ntcore سازه(زه فاقد هرگونه قطعه اضافه سا

استفاده  هسته اين يان پروتئيب يابيدر بخش قبل جهت ارز
كردار با يش مخانهرگدر  وLB طيمح كشت شبانه در. شدند
ه يته rpm 200و با دور همزن درجه سانتي گراد  37 يدما
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 ييبه غلظت نها IPTGبا افزودن  ان پروتئينيب يالقا .شد
0.4 mM و  ييط دمايدر شراآن پس از. انجام شدط يبه مح

و  درجه سانتي گراد 30 يدما(ان يب يدور همزن مناسب برا
 يماندر فواصل ز .شد انكوبه) rpm 150دور همزن 

وژ يفيسانترتوسط و  صورت گرفته يريمشخص نمونه گ
8000 rpm  ه شديته يقه رسوب سلوليدق 5به مدت .
 درجه سانتي گراد - 20حاصل از آنها در  يرسوب سلول

طبق  SDS-PAGEميزان بيان توسط ژل  .نگهداري شدند
 ).9( ديگرد يگزارش شده بررس روش قبلاً

  BL21(DE3) plysS ياسلوله :نيپروتئ استخراج
، ساخته شده فوق ساختار هاي نوتركيبشده با خت يترار

 يانيب يسلولهارسوب . كشت داده شد LB ط كشتيدر مح
ون در آمده يزكننده به صورت سوسپانسي، در بافر لشده القاء

دستگاه  باخ ي يو متعاقب آن محلول به دست آمده رو
با دورة  s 30× 9به مدت   وات و 75توان  التراسونيك با

  .)7 ( گرديدليز يه ايثان 30استراحت 

 18000قه يدق 20مدت  يط يون سلوليمحصول سوسپانس
رسوب حاصل كه واجد  .وژ شديفيقه سانتريدور بر دق

با قه يدق 30مدت ه ببافر شستشو با  دبو مورد نظرن يپروتئ
تكرار  وژ شستشويفيپس از سانتر .همزن برقي هم زده شد

تون دو مرتبه يشو با بافرشستشو فاقد ترشتسپس  ديگرد
زر يدر فر يرسوب حاصل جهت مراحل بعد. دشتكرار 

  .شد ينگهدارگراد  يسانت  - 20

نين همچ دير بيشتر پروتئين مورد نظراتهيه مق منظور به
 يهادما اثر افزايش بخش محلول پروتئين بيان شده،

بر بيان  )گراد يدرجه سانت 37و 30، 25، 5/22( مختلف
  .)15( .شد يبررس هسته اي روتئينپ

ن يت پروتئيمحلول يبررسجهت : پروتئين يمحلول ساز
ب در ين نوتركيان پروتئيكه ب ييسلولهاب رسوب ينوترك

ون يز كننده به صورت سوسپانسيدر بافر ل بودآنها القاء شده 
جهت محلول سازي فرم تجموع  يبرا. ندشددر آورده 

-Xتون يتر يونير يغ يجنتهااز دتر يافته پروتئين مورد نظر

و  استفاده شد )%0.5 ( 20ن يو توئ)  0.1% ( 100
با دورة  s 30× 6به مدت حاصل ون يسوسپانس همچنين

درجه  4 يدر دما و شد لتراسونيكوا يه ايثان 30استراحت 
قه يدق 20به مدت  rpm 15000با دور  سانتي گراد

ن يز اروشناور و رسوب حاصل ا. )16( دگرديوژ يفيسانتر
محلول و  يپروتئينهاعنوان ب به يوژ به ترتيفيسانتر

 يين دو قسمت نمونه هاياز ا. نددنامحلول در نظر گرفته ش
   .ه شديته SDS-PAGE توسط  زيآنال يبرا

ن در ساختار يآغاز AUGت يموقع: يمطالعات نرم افزار
، ثبات  mRNAم به وبوزي، مكان اتصال ر mRNA يثانو

ساخته شده  يسازه ها ييابتدا ي، توالmRNA ساختار
 MFOLD(http://mfold.bioinfo.rpI.edu/)توسط نرم افزار 

ك ينوكلئ 126 يتوال يمورد بررس ينواح ).23( دش يبررس
به منظور  .گرفت ين را در بر مين آغازود بود كه كدياس

ان در سطح ترجمه، يب ثر برؤعوامل م يبرخ يبررس
 يسازه ها در گروهها ك ازيهر ينهاوع كديتوز يپراكندگ

و شاخص تطابق  يكدن يع فركانس كاربري، توزيكدن يفيك
سازه ها توسط نرم افزار   GCن درصدي، همچن(CAI)يكدن

Genscript )http://www.genscript.com/codon_opt.html( 
تواليهاي احتمالي توالي يا جهت جستجوي  .شد يبررس

ن با استفاده از نرم افزار پروتئي كانديد مجتمع شدن
DisEMBL )http://dis.embl.de( بررسي شد.  

  جينتا
زان يم يسه ايمقا يبررسو  يبراساس مطالعات نرم افزار

شده  يطراح يانين سه سازه بياز ب ،نادر ينهاووفور كد
(  ntcore دوبرابر  pelBcore سازه مورد انتظاران يزان بيم

. شد ينيش بيپ )درصد 8در مقابل  درصد 16ان يفركانس ب
اما  ان اندكيب ntcore و  hiscor دو سازهمشاهدات،  يطاما 

با توجه با تفاوت  .ان فراتر نشان داديب   pelBcore سازه
ن مشاهدات يا ييابتدا يهايهم در توال اندك سه سازه و آن
ش سطح ير در افزاگيعوامل د ياحتمالنشان دهنده دخالت 

گاه يجا، مانند انيب ثر برؤگر ميد يلذا شاخصها. دوبان آن يب



 1393، 3، شماره 27جلد                                                                           )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

456 

 mRNA ن دريآغاز AUGت يو موقع موبوزيمحل اتصال ر
سه سازه   mRNAهيثانو ساختار منظور نيبد. شدند يبررس

توسط نرم افزار ) mRNAد اول ينوكلئوت 126( يانيب
Mfold نشان  )1جدول (ج يطور كه نتا همان. شد يبررس

) قرار گرفتن درلوب بزرگ(نين آغازوت كديموقع دهد يم
ن وجود يگر، همچنينسبت به دو سازه د pelBcoreسازه 

 يانيد بيپلاسمدرنه شده يبه گناليس در مناسب ينهاوكد
pET26  يابتدادر mRNA  سازه pelBcore ممكن است ،

سه يآن در مقا يرا برا يتر ل شدهيشروع ترجمه بهتر وتسه
 CAIلحاظ شاخص ن يهمچن .ه كنديگر توجيو سازه دبا د
سازه   mRNAبهتر  يداريافته، برپايكاهش  deltaG و

pelBcore  دلالت كنند. 

ه مربوط به ياول ينه هايد آمياس Mfoldتوسط نرم افزار ) mRNAد اول ينوكلئوت 126( يانيه سه سازه بيساختار ثانو يسه ايمقا يبررس -1جدول
  .شده نشان داده شده است يه سازه به صورت خط كشدر س ن كريپروتئ

ΔG kcal/mol موقعيت rbs  موقعيت AUG سازه اسيد آمينه هاي آغازين 

38/28-  Stem Big loop MKYLLPTAAAGLLLLAAQ pelBcore 

19/20-  Stem Loop MSTNPKPQRKTMHHHHHH Hiscore 

-20/19-  Loop-Stem(1+4) loop MSTNPKPQRKTKRNTSRR Ntcore  

 بيان پروتئينثير شرايط محيطي برأتبا هدف  :پروتئينبيان 
 يدمااز قبيل ان يبر ب مورد نظر، اثر عوامل مختلف محلول

 و ميزان پروتئين مورد نظر تا، )1شكل (بررسي شد  القاء
   ).1شكل ( افزايش يافت زبانين تام ميپروتئ درصد 18

  

    
، يلكولووزن مماركر: ب از چپ به راستيبه ترت 10تا  1ستون 4 .متفاوت ين محلول در دماهايو پروتئ يديتول ينكلوژن باديا يسبرر -1 شكل

 يدرجه سانت 37( هين تام اوليو پروتئ گراد يسانتدرجه  37ي، دما 5/22 و 25درجه،  30يدر دما يديتول  ياستحصال ينكلوژن بادين محلول و ايپروتئ
 .IPTG   mM 4/0 در غلظت يگهم  )گراد

بتا در نوع  مستعد مجتمع شدن يهايوجود توال يبررس
زان مجتمع شدن يبا توجه به غالب بودن م: يانيسه سازه ب

 ينكلوژن باديان شده به صورت ايب مورد نظرن يپروتئ
 ، )اطلاعات منتشر نشده( يند تاخوردگيفرآ يط نيهمچن

د مجتمع شدن يكاند ياحتمال يهايا توالي يتلاش شد توال

ن يدر ا. شود يبررس DisEMBLآن با استفاده از نرم افزار 
وجود  از نظر PelB::coreب  ين نوتركيپروتئ يمطالعه توال

تاخوردن غير معمول ( مجتمع شدن مستعد بتا يهايتوال
 يبررس )پروتئين است كه منجر به نامحلول شدن مي شود

 و HCV )(HCVcore191شكل نابالغ يهايشدند و با توال

    1   2    3     4   5     6  .  7      8 ..   10..9  

20 kd 

10 kDa 
15 kDa 

20 kDa 
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قسمت  ينيآم ينه انتهايد آمياس 18كه با حذف  بالغ آن
  .سه شديمقاشود،  يحاصل م HCVcore173)(يگناليس

شش  يك تواليوجود  ين بررسينكته قابل توجه در ا
فرم بالغ است كه در شكل  35-30 يدر توال ينه ايدآمياس

شدن  مجتمعو مستعد بتا  ز موجودين ر بالغيغ نيپروتئ
در  HCVcore191فرم نابالغ  ين تواليعلاوه برا .است
 ينظم يكه احتمال ب است يتوالن ياواجد  185-174 يتوال
ر يان حالت غين بيبنابرا .دهد ينشان م درصد 100ك ينزد

 شدن  مجتمعمستعد  يبا داشتن دو توالن يبالغ پروتئ
اما در شكل . داشته باشد ديبا يشتريشدن ب مجتمعاحتمال 

 درصد 50تا حد  ينظم ياحتمال ب ين تواليف ابالغ با حذ
با  PelB::core پروتئين هيبريدمورد  رد. ابدي يكاهش م

مربوط مستعد مجتمع شدن  ياختصاصتوالي  افزوده شدن
ن سه سازه يمشترك ب يتوال هب )(AGLLLLAA گناليسبه 

)IVGGVYL  ( تا بيش از آگريگه شدن بي نظمي واحتمال
  ). 2شكل و 2 جدول(. دافزايش مي ياب درصد 50

 
  .PelBcore173 وHCVC173،  HCVC191 مقايسه تواليهاي بي نظم و موقعيت آنها در سه توالي متفاوت مربوط به -2جدول

 توالي هاي بي نظم موقعيت نام سازه

HCVC173 35-30 IVGGVYL 

PelBcore 58-5210-17و  AGLLLLAA,IVGGVYL 

HCVC191 185-17430-35و  IVGGVYL,FSIFLLALLSCL 

 

  

  الف
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 )ب

 DisEMBLله نرم افزار يوسه ب HCVcore  متفاوت مربوط به يتوال دومجتمع شدن در  مستعد بتا يهايتوال يزان وجود احتماليم يبررس -2شكل
ت يو موقع ينظم ياحتمال ب ،)(PelBcore173گنال يبالغ واجد س يتوال) بو  ،)HCVcore191(نابالغ  يمربوط به  توال ياحتمال يهايتوال )الف

  .ط گشته استيره محيكه در داخل دا نشان داده شده است ينارنج يمستعد بتا مجتمع شدن با منحن يتوال

  بحث
 Cويروس هپاتيت  هسته نيان پروتئيب يوكم يفيسه كيمقا

ن يان پروتئيبه ب پژوهشهااكثر  كه )3جدول (دهد ينشان م
در حالات  .در حالت كوتاه شده معطوف گشته است

ز يناچيا ان ي، هدف بوده، ببالغن يز كه پروتئين يمحدود
موارد اغلب نقطه مشترك . استمنفي بوده  يا اساساًبوده 

ا يد يمتصل به پپت به صورتن يپروتئبيان گزارش شده،  انيب
سيستم  در. بوده است) MBPو GST( يگرين ديپروتئ

 در نيپروتئبودن ر محلول يحالت غ يا كلياشرشبياني 
ستم يكه س يدر موارد. )2( حاكم بوده است يانيموارد ب

اما بوده ز يان ناچيب گرچهبوده  يرده سلول اي يمخمر يانيب
ن يدر ا ).3جدول  ()13( ، گزارش شده استمحلولحالت 
پ يزوتيا Cويروس هپاتيت بالغ  هسته اي پروتئين پژوهش

قابل  به صورت بخشي محلول و بخشي نامحلول اما يرانيا
راهكار ارائه ن يرابناب. ديان گرديب اشرشيا كلي درملاحظه 

 غلبه بر ايبر يلحراه ن پژوهش حداقل يشده در ا
  .ن استين پروتئياان فرم كامل يت بيمحدود

از  HCVC173 يديتول ينكلوژن بادير معمول ايحالت غ
 يپروتئينهاغير منتظره  يار و همراهجنبه خلوص مورد انتط

يك  :متفاوت قابل بحث است جنبهدو با آن از  يانبزيم
نقش محوري اين پروتئين در تشكيل ساختار  جنبه

ف يتعر يهايژگيو ديگر جنبهاز  نوكلئوكپسيدي ويروس و
با توجه به  )5(  (IUP)نظم يب ذاتاً يپروتئينها يشده برا
اين پروتئين در پايه گذاري و نقش محوري  عملكرد

به نظر مي رسيد كه از يكسو  ،ساختار نوكلئوكپسيد ويروس
خود را داشته باشد و از مشابه  يت اتصال به واحد هايقابل

 يپروتئينهاگر يبرهمكنش با د ييتوانابايست مي سويي 
 باشد را داشتههمچنين ژنوم   E1 , E2از جمله  يساختار

 .ل دهديروس را تشكيد وينوكلوكپسدر مجموع تا بتواند 
كه  نشان داده شده يمتعدد ين در گزارشهايعلاوه بر ا

HCVC كند از  يارتباط برقرارم يزبانين مين پروتئيبا چند
 كازيهل نيپروتئ و،  p53نيپروتئ Cانه يپا: آن جمله

DEAD-box )DBX ()12( .ستوفر و ي، كرعلاوه بر اين
كوتاه  ين فرمهايهمچن HCVC ن كامليرانش پروتئهمكا

ك يد نوكلئياس يقو يرا چاپرونها Cانه يشده آن در پا
شديد برهمكنش تمايل براين اساس  .)4( كرده اند يمعرف
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ي پيراموني و پروتئينهاخود و ديگر  با HCVC173پروتئين 
 يط. در شرايط آزمايشگاهي قابل توجيه و انتظار است

پستانداران كه  ياثبات شده كه در رده سلول يپژوهش
HCVC  موارد  شتريشود در ب يان ميبDBX يدر فرمها 
رد يگ يم قرار يشبكه اندوپلاسم يشده در غشا مجتمع

)12.(  
ثيرگذار بر ويژگي غير معمول رفتار پروتئين أتدوم جنبه 
خصوصيت  و تمايل به تجمع شدن ، HCVC173اي  هسته

 است IUPsي پروتئينهاخصوصيات ذاتي آن در دارا بودن 
)5(. IUPs نها هستند كه ممكن ياز پروتئ يخانواده مهم

. ژنوم انسان را شامل شوند يپروتئينهادرصد از  30است تا 
مختلف از  يلكولهاوبا م IUPsمشخص شده است كه 

ا ي ا غشاها ويو  گريد يپروتئينهاك، ينوكلئ يدهايجمله اس
 يك برهمكنش داده و بكوچ يگاندهاياز ل يعيدامنه وس

 پروتئينهان يمهم ا يهايژگياز و يريو انعطاف پذ يشكل

پيش بيني نواحي DisEMBL  با استفاده از نرم افزار .هستند
ي متعددي از پروتئينهادر خصوص  پروتئينهاغير معمول 

 30S ، پروتئين ريبوزوميH1.2 پروتئين هيستوني جمله

اسيد  82اختار در يك مطالعه س ).11( مطالعه شده است
شواهد  .بررسي شدداويگناد توسط ) HCV )C82آمينه اول 

در محلول آبي   C82تجربي بر اين مطلب دلالت دارد كه 
دلالت بر منتسب بودن  وشكل بسيار بي نظم است داراي 

ي پروتئينهاآن به خانواده  Nاين پروتئين يا نيمه ابتداي 
ر رفتار مشابه ن انتظايبنابرا ).5(ذاتي است بدون ساختار

زبان يدر م HCVC173ن يپروتئ يت ذاتيمتناسب خصوص
تحقيقات ر است گرچه مطلوب يز اجتناب ناپذين يانيب

 يبرا يراه حلبه واسطه غير محلول بودن  يول. نباشد
ت به پروتئاز ين در مقابل حساسيپروتئ يداريش پايافزا

در مقابل  يشه ايط درون شيتواند در شرا يكه م هاست
  .آن از آن بهره برد يداريناپا

  .انيزان بيو م يانيستم بيك طول قطعه، سيبه تفك يدر گزارشات قبل HCVC ژن يان آنتيب يو كم يفيسه كيمقا - 3جدول
Author Expression Expression 

form  
Exp 

Vector  
HCVC 

Form/Amino acid  
 6 >1mg/3-4mg/ml MBP/ GST 

inclusion body 
prokaryotic 
expression 

163/141 

20   Cytoplas/Nucleus monkey COS 
cells 

SR alpHa 
promoter/ 

22kD/Truncate 

18 IB/440mg/ 3.5L  tac  promoter 113 

19   Exp- 
Exp+ 

GST_fusion pGEX-3X 
 

Mature 
Truncate123 

21  low Exp               
Exp 

GST  HCVC191  

2  Low expression His tag pT7-7 HCV169/ 
124(1b) 

14  Low expression Fused sucrose 
invertase 2  

AOXI 120 aa, 176 aa 

  يسپاسگزار

و پژوهشگاه   رانيا يو صنعت يعلم يسازمان پژوهشها از
 يبانيبه خاطر پشت يست فناوريو زك يژنت يمهندس يمل

  .گردد يم يپژوهش سپاسگزار

رحلت دانشمند فقيد و استاد فرزانه دكتر فريدون : يادبود
و يكروبيولوژي مم ور توسعه علملكزاده كه نقش بارزي د

داشتند به جامعه علمي كشور  ايرانبيوتكنولوژي ميكروبي 
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Lab and In silico study of expression and aggregation of 
recombinant core protein of Hepatitis C virus in  Escherichia coli 
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Abstract 
In this study, expression of mature Hepatitis C virus core protein (HCVC173), 
consistent with a viral isotype isolated in Iran, was studied in E. coli. The 20 kDa- 
HCVC173 protein was expressed while it contains 18% of total expressed proteins in 
which a part was partially soluble but the main part was expressed in insoluble inclusion 
body. However, the produced inclusion body has not shown the expected purity and 
HCVC173 has been aggregated with the host proteins. Moreover, during refolding of 
insoluble HCVC173, notable aggregation of the protein was undesirable phenomena. 
Intramolecular evaluation of target expressed protein predicted two irregularity area in 
the HCVC173 which may aggregate the expressed protein. Consequently, HCVC173 
has the features of the intrinsically unstructured proteins. This character may justify its 
aggregation during refolding.  Overall, the approach presented in this paper is an 
alternative solution to overcome the expression limitation of mature form of the HCVC 
protein. 
Key words: Hepatitis C Virus, core protein, Inclusion body, Aggregation   


