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Abstract 
Objective: Despite availability of an effective vaccine against hepatitis B virus (HBV), 
the global prevalence of this virus infection has not diminished significantly. Contrary to 
numerous other human viruses, HBV does not have the ability to propagate in cell culture. 
However, infectious virus has been produced by transfection of human hepatoma cells 
with plasmids that contain full length HBV genome. Generation and optimization of 
appropriate cell culture systems can help us in demonstrating the quality of genome 
replication by PCR as well as expression of surface antigen secretion. Interferon 
stimulating genes (ISGs) are usually produced in response to interferon and can be 
determined as a measure of response to IFN-therapy. Therefore, in pharmacological 
studies, in addition to assessing the effects of a medicine on viral determinants of 
replication, its’ effects on stimulation of various ISGs, as indicators of innate immune 
responses, can be achieved.  
Methods: In this study, we transfected the Huh-7 hepatoma cell line with pCH-9/3091. 
HBsAg production and viral mRNA transcription were subsequently evaluated. In this 
system, by using ISGs-specific primers, the ISG mRNAs recognition method was 
optimized and utilized. 
Results: Huh-7 cells supported HBV replication. The peak HBsAg secretion was 
observed at 72 h post-transfection. By using designed primers for the S and pg/pC 
regions, transcription and genome replication of the virus was shown. RT-PCR results for 
ISG production by transfected cells showed no role for HBV in enhancement of ISGs 
levels in Huh-7 cells.  
Conclusion: The results indicated that this system can be used for functional studies of 
HBV-specific genes as well as assessment of the effects of new drugs or new vaccines. In 
addition, it may be used to study the mechanisms of drug resistance that have resulted in 
difficulties in response to HBV antivirals, including IFN-α. 
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 و B كلون شده ويروس هپاتيت DNAوسيله  هاي كبدي به ترانسفكشن سلول
هاي  ارزيابي ميزان رونويسي و بيان نشانگرهاي اختصاصي ويروسي و ژن

 القا كننده اينترفرون
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  چكيده

وجود دارد، شيوع جهاني عفونـت بـا ايـن ويـروس كـاهش               B ثري عليه ويروس هپاتيت   ؤكه واكسن م    اين وجود با   :هدف
زا در انـسان قابليـت كـشت در          هـاي بيمـاري     برخلاف بسياري از ويروس    B روس هپاتيت يو .چشمگيري پيدا نكرده است   

 وسيله پلاسميد كد كننده ژنوم كامل ويروس هپاتيـت   ه انساني ب  أهاي كبدي با منش    كشن سلول  اما ترانسف  ؛آزمايشگاه را ندارد  
B سازي كشت سلولي، تكثير ژنـوم ويـروس در          اندازي و بهينه   در صورت راه  . دشوتواند منجر به توليد ويروس عفوني         مي

 ـ       تشخيص داد، همچنين ترشح آنتـي      PCRتوان با استفاده از      ها را مي   اين سلول  وسـيله الايـزا قابـل     هژن سـطحي ويـروس ب
شـود،    با داروي اينترفرون آلفا بيان مـي       B روس هپاتيت يو در پاسخ به درمان    هاي القا كننده اينترفرون    ژن. گيري است  اندازه

رويـي  در نتيجـه در مطالعـات دا      . ثر باشـد  ؤدهي به اين دارو م ـ     تواند در موارد عدم پاسخ     ها مي  گيري اين ژن   در نتيجه اندازه  
توان اثر دارو را نيز  مي هاي القا كننده اينترفرون هاي ويروسي، با سنجش ژن علاوه بر تشخيص اثر ماده مورد نظر بر شاخص

  .كرد بررسي B روس هپاتيتيسازي ايمني ذاتي عليه و در فعال
 انجام شد و سـپس      pCH-9/3091وسيله پلاسميد    ه ب Huh-7هاي كبدي     در اين مطالعه ترانسفكشن سلول     :ها مواد و روش  

علاوه بر اين، با استفاده از آغازگرهـاي  . شدهاي ويروسي بررسي   mRNA و همچنين توليد     B هپاتيت   ژن سطحي  بيان آنتي 
  .سازي شد اندازي و بهينه ها راه هاي القا كننده اينترفرون، روش شناسايي آن ژن

ها بيشترين ميزان    انجام الايزا روي مايع رويي سلول     . نندك  حمايت مي  Bويروس هپاتيت    از تكثير    Huh-7هاي    سلول :نتايج
 و  Sبا استفاده از آغازگرهايي كه براي نواحي        . كند ييد مي أ ساعت پس از ترانسفكشن ت     72 را در    B هپاتيت   ژن سطحي  آنتي

pg/pC          نتايج  .  طراحي شده، رونويسي و تكثير ژنوم ويروس نشان داده شدPCR     القـا كننـده      نژاي  ره ـآغازگ با استفاده از 
 در بـالا بـردن      B  ويروس هپاتيت  هاي ترانسفكت شده با پلاسميد ويروسي نشان داد كه ممكن است            روي سلول  اينترفرون

  . نقشي نداشته باشدHuh-7هاي   در سلولهاي القا كننده اينترفرون ژنميزان 
ها و  العه روي عملكرد ژنوم ويروس، آزمايش دارو مطبرايتواند راه حلي باشد  ها نشان داد اين سيستم مي  يافته:گيري نتيجه

هاي دارويي كه در حال حاضـر پاسـخ بـه داروهـاي كنـوني از                 هاي مقاومت  هاي جديد و همچنين بررسي مكانيسم      واكسن
  .جمله اينترفرون آلفا را با مشكل مواجه نموده است

  
  نترفرونيالقا كننده اهاي  ، كشت سلولي، ژنPCR، ترانسفكشن، B ويروس هپاتيت :كليدواژگان
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 B ژنومي كلون شده ويروس هپاتيت DNAوسيله  هاي كبدي به آلوده كردن سلول
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  مقدمه
 هـاي  بيمـاري  ترين شايع از يكي )B) Hepatitis B هپاتيت

 ويـروس  با عفونت آن كننده ايجاد عامل كه است جهان در كبد
 اگرچـه  .]1[اسـت  ) B) Hepatitis B Virus: HBVهپاتيـت  
 تخمـين  امـا  اسـت  دسترس در يبيمار اين براي مؤثري واكسن

 عفونـت  بـه  نفـر  ميليـون  400 تا 350 بين جمعيتي شود مي زده
 انجـام  مطالعـات . ]3،  2[باشـند    دچـار  HBVويروس   با مزمن
 بـا  نفـر  ميليـون  5/1 كـه  اسـت  ايـن  نشان دهنده  ايران در شده

 در هـا  آن درصـد  40 تـا  15 كـه  كنند مي زندگي HBV عفونت
ــرض ــر مع ــاد خط ــيروز  ايج ــلولار و )Cirrhosis(س  هپاتوس

 ساليانه. ]4[هستند  )Hepatocellular Carcinoma(كارسينوما 
 هـاي  بيمـاري  علـت  بـه  جهـان  سراسر در نفر ميليون يك از بيش

   .]6، 5[دهند  مي دست از را خود جان HBV به وابسته
 )Hepadnaviridae(هپادناويريـده    خانواده جزء HBV ويروس

 ايجـاد  را حلقـوي  اي رشـته  ود DNA يـك  آن ژنـوم  كه است
قالب خواندني بـاز     4 از نوكليوتيدي 3200 فشرده ژنوم. كند مي

)Open Reading Frames: ORFs(  پوشـان   هـم)Overlap (
 و نمايـد  مي mRNA 4 توليد رونويسي از پس كه شده تشكيل

، HBeAg) Hepatitis B e Antigen( ،Core هـاي  پـروتئين 
Pol ،HBsAg) Hepatitis B Surface Antigen( ،HBxAg 

)Hepatitis B x Antigen( شود  مي حاصل ترجمه از پس نيز
 توليد با و معكوس رونويسي مكانيسم طريق از ژنوم  تكثير .]7،  6[

 )pgRNA) Pregenomic RNA نـام  بـه  حدواسـط  RNAيك 
 بـه  pgRNA ايـن؛  بـر  علاوه. ]9،  8[گيرد   مي صورت صورت
 نيـز  core  ،pol  ،HBeAg هاي پروتئين ترجمه براي الگو عنوان
 HBsAg  ،HBeAg هـاي  ژن آنتي  حضور .]10،  8[گيرد   مي قرار
 زايي عفونت و بالا تيتر با ويروس توليد نشانگر معمولاً خون در

 مهـار  اهميـت  نشان دهنده متعدد  مطالعات .]10[است   آن بالاي
 HBV مـزمن  عفونـت  عـوارض  خطر كاهش در ويروس تكثير

 بـراي  حاضـر  حـال  در كه شده تأييد ايداروه. ]12،  11[است  
 اينترفـرون آلفـا    شـامل  شـود       مـي   استفاده HBV عفونت درمان

)Interferon alpha: IFN-α (ايمنومودوليتور  يك عنوان به كه

)Immunomodulator (هـــاي و آنـــالوگ كنـــد مـــي عمـــل 
نوكلئوتيـدي   و )]Lamivudine(لاميوودين   مانند[نوكلئوزيدي  

 را ويروسي پليمراز مهار نقش كه )]Adefovir (آدفووير مانند[
 بـار  موفـق  طور به داروها اين اگرچه. ]14،  13،  2[است   دارند،

 كـاهش  تـشخيص  قابـل  غيـر  حد تا را) Viral Load(ويروسي
  Sustained Virologic (ويروسـي  پايدار هاي پاسخ اما دهد مي

Responses (6[نيستند  بخش رضايت[.   
ــشان مطالعــات ــه ســتا داده ن  از HBV كــشت گرچــه ك

 امـا ترانـسفكش    اسـت  نبـوده  آميـز  موفقيـت  بيماران هاي نمونه
)Transfection (ژنوم با كبدي هاي سلول HBV  بـه  قـادر  كـه 

 عفوني هاي ويروس ترشح و توليد به منجر تواند مي باشد تكثير
هـاي سـلولي كبـدي       از كاربردهاي ترانسفكشن رده   . ]15[شود  
 با استفاده از پلاسميدهايي كه حـاوي        Huh-7 يا   HepG2مانند  

: تـوان بـه ايـن مـوارد اشـاره كـرد             هستند مي  HBVژنوم كامل   
هاي دارويي ناشي از عفونت بـا ايـن ويـروس،            مطالعه مقاومت 

، بررسي تأثير ضد    ]18-16[مطالعه روي عملكرد ژنوم ويروس      
 HBVهاي مختلف گياهي روي تكثيـر ويـروس          ويروسي عصاره 

 HBVهـاي مختلـف      ، بررسي تجويز اينترفرون بـر ژنوتيـپ       ]19[
علاوه بر موارد فوق از سيستم كشت سـلولي بـراي بررسـي           ]. 20[

]. 22،  21[ ودش ـ هاي جديد نيز اسـتفاده مـي       تأثير داروها و واكسن   
) Gene Silencing (ژن هاي درماني جديد خاموشي يكي از شيوه

 RNA هـاي  مولكـول  از اسـتفاده  شـامل  نوكلئيـك  اسيد پايه بر
 siRNAاز قبيـل   )RNAi يا RNA interference(گر  مداخله
كارهـاي موجـود بـراي بررسـي ميـزان           يكـي از راه   ]. 13[است  
تفاده از روش ترانسفكـشن     هايي نيز اس   گذاري چنين درمان   تأثير

، 8[ و پلاسميد كد كننده ژنوم ويـروس اسـت       siRNAهمزمان  
هـاي مولكـولي همچـون      توان با استفاده از روش     سپس مي ]. 23

PCR  كـه  جـايي  آن از. گذاري دارو را بررسي نمـود       ميزان تأثير 
siRNA صورت به RNA  و شـود  مـي  سلول وارد اي دو رشته 

، ]8[ شـود  اينترفرون پاسخ القاي باعث تواند مي RNA نوع اين
شود؛ بنابراين با استفاده از      بررسي نيز نامطلوب اثر اين بايد پس

PCRهاي القا كننده اينترفرون  ، ژن)Interferon Stimulating  
Genes: ISGs (24[توان مورد بررسي قرار داد  را مي.[  
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 كـه منـشأ     Huh-7هاي   در اين مطالعه نشان داده شد سلول      
 را درون   HBVارند، توسط پلاسميدي كه ژنـوم كامـل         كبدي د 

خود جاي داده است ترانسفكت شده و از توليد ويروس كامـل            
هـاي مختلـف حـضور       بـا اسـتفاده از روش     . كننـد  حمايت مـي  

توان اثبات   ها و همچنين مايع رويي را مي       ويروس در اين سلول   
 هـا  ايـن سـلول     در HBVوسـيله    به ISGs القاي ضمن در. كرد
تواند به عنوان روشي بـراي بررسـي       اين سيستم مي   .شد سيبرر

ويروس مورد اسـتفاده    و همچنين تكثيرHBVهاي  عملكرد ژن
 در  HBVهمچنين با استفاده از بيـان گـذراي ژنـوم           . قرار گيرد 

توان ميزان اثر گذاري تكثير ويـروس بـر           مي Huh-7هاي   سلول
  . ايمني ذاتي را بررسي نمود

  

  ها مواد و روش
  سميدهاي ويروسيپلا

اندازي سيـستم كـشت      جايي كه هدف از اين تحقيق راه       از آن 
 اسـت، بنـابراين در اولـين قـدم بايـد            HBVسلولي براي تكثيـر     

 در كـشت    Bويروس هپاتيـت    ذرات  پلاسميدي كه قادر به توليد      
بدين منظور از بـين پلاسـميدهاي متعـدد         . سلول است، تهيه شود   
  ، ]29-25،  23[ اسـتفاده شـده بـود        ها از آن  كه در مقالات مختلف   

پروفـسور ميـشل ناسـال     [ pCH-9/3091هـاي     پلاسميد با نـام    2
)Michael Nassal(آلمان ، [ وpCH-eGFP ]  پروفسور پاتريـك

انتخـاب و   )، آفريقـاي جنـوبي  ]Patrick Arbuthnot(اربوتنات 
  .ها از سازندگان انجام شد اقدامات لازم براي دريافت آن

 ژنـوم  حاوي pCH-9/3091 پلاسميد كه تاس ذكر به لازم
 بـه  ترانسفكـشن  از پـس  كـه   اسـت  B هپاتيـت  ويـروس  كامل

 قادر) in vitro( و آزمايشگاهي) in vivo( صورت درون بدني
 پلاسـميد ]. 30 [)، الـف  1 شكل(است   وسيوير ذرات دتولي به

pCH-eGFP مــشابه كــاملاً ســاختار لحــاظ از pCH-9/3091 
 نژ تـوالي  preS2/S ORF جـاي  بـه  كـه  تفـاوت  اين با است

eGFP 31 [)، ب1 شكل(است  شده داده رقرا.[  

  
  

 و pCH-9/3091، pCH-eGFP پلاســميدهاي از شــماتيك  نمــايي1شــكل 
ايـن سـاختار بـا    ) الـف . (هـا  هاي معادل آن   RNAها و    ORF گيري قرار محل

 از لحاظ عملكردي مـشابه ژنـوم حلقـوي    cccDNA و سپس   pgRNAتوليد  
HBV بـه علـت تخريـب       ) ب(.  استORF         پليمـراز، ايـن پـروتئين سـاخته 
ايـن پلاسـميدها تحـت كنتـرل        . شود و در شكل نشان داده نـشده اسـت          نمي

  ].27[قرار دارد ) CMV) Cytomegalovirusپروموتر 
  

پلاسميدها به ميزان زياد تكثير و با استفاده از كيـت تخلـيص            
 كمـي  انميـز . اسـتخراج شـد    )، آلمـان  Maxi )Qiagenپلاسميد  

 نـانودراپ  دسـتگاه  از اسـتفاده  نيز بـا   شده استخراج پلاسميدهاي
)Thermo Scientific، تأييـد  براي ادامه در. شد خوانده) آمريكا 

، BamHI الاثر محدود آنزيم 5 با شده ارسال پلاسميدهاي درستي
EcoRI  ،XhoI  ،XbaI   وPstI )Fermentase  ،اساس بر) آمريكا 
  . زيمي صورت گرفتآن هضم پلاسميدها نقشه

  
پلاسميد  انتقال روش سازي بهينه و سلول كشت

  هاي يوكاريوت درون سلول به
 و هـستند  مـداوم  تكثيـر  بـا  هايي سلول Huh-7 هاي سلول

 كبـد  كارسـينوم  از شـده  گرفته هپاتوسيت هاي سلول ها آن منشأ
 DMEM )Dulbecco’s Modified محيط در كه است انساني

Eagle Medium (گـاو،  جنـين  سـرم   درصـد 10 بـا  هشـد  غني 
 استرپتومايـسين  و) ليتر  ميلي /واحد Penicillin() 100(سيلين   پني

)Streptomycin() 100 ــرم ــي/ ميكروگ ــر ميل ــشت) ليت  داده ك
 اهـدايي  پـژوهش  ايـن  در استفاده مورد سلولي  رده .]32[شدند  
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 پاسـتور  انـستيتو  هپاتيـت  و ايـدز  بخـش  (روحوند فرزين دكتر
 و eGFP پـروتئين  توليـد  بررسـي  منظـور  بـه . شـد با مي) ايران
 بـا  Huh-7 هاي سلول ترانسفكشن، در دخيل عوامل سازي بهينه

 ايــن در همچنــين. شــدند ترانــسفكت pCH-eGFP پلاســميد
 2000 ليپوفكتامين نام به ليپوزومي از ترانسفكشن براي پژوهش

)Lipofectamine 2000 ()Invitrogen، شد استفاده) آمريكا.  
ها  آن سازي بهينه به نياز كه متغير 3 پلاسميد انسفكشنتر در

 ميـزان  پلاسـميد،  ميـزان  سـلول،  تعـداد  از عبارتنـد  وجود دارد 
 العمـل  دسـتور  طبـق  فوق متغيرهاي مقادير ابتدا در. ليپوفكتامين
 هـا  آن تغييـر  بـا  سـپس  گرفته شـد و    نظر در 2000 ليپوفكتامين

 ساعت 48 منظور    بدين .دست آمد  به ترانسفكشن حالت بهترين
 ترانسفكـشن  ميـزان  بررسـي  بـراي  ها سلول ترانسفكشن از پس
   .شد ارزيابي فلوئورسنت ميكروسكوپ وسيله به

 در ادامه از مقادير بهينه شده بالا براي ترانسفكشن پلاسميد         
pCH-9/3091  پلاسـميد  كارآيي بررسي منظور به. استفاده شد 

 مولكـولي،  يـابي ارز روش سـازي  بهينـه  طـور  همين و نظر مورد
ــد ــشت در HBV تولي ــلول ك ــا دو س ــزا  PCR روش ب و الاي

)Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA (
  .آزموده شد

  
  HBsAgارزيابي ميزان توليد 

شود،   پس از تكثير از سلول خارج مي       HBVكه   با توجه به اين   
  را ) HBsAg(توان ميـزان پـروتئين سـطحي ويـروس           بنابراين مي 

  

 هـاي  مايع رويي سلول منظور بدين.  آزمايش كرد ELISAله  وسي به
Huh-7 پلاســميد بــا شــده ترانــسفكت pCH-9/3091 كنــار در 
و  48 ،24 هـاي  ساعت در) Mock (نشده ترانسفكت هاي سلول

 بـا اسـتفاده از      .شدند آوري جمع ترانسفكشن از پس ساعت 72
 ميـزان ) ، اسـپانيا HBsAg ) Biokitالايـزاي  دستورالعمل كيـت 

 از اوليه حاصـل   نتايج. ژن در مايع رويي سلول ارزيابي شد       آنتي
ELISA طبـق  اسـتفاده  مـورد  مـايع رويـي    ميـزان  كه داد نشان 

 Optical(هـاي نـوري      جـذب  و اسـت  يادز كيت دستورالعمل

Density: OD( هـا  نمونه بودن اشباع نشان دهنده آمده دست به 
 ايع رويـي  م ـ مـشكل  ايـن  رفع براي است؛ بنابراين  HBsAg از

 با بافر فسفاته سالين    10/1 ،5/1 ،2/1 هاي نسبت با استفاده مورد
)Phosphate Buffered Saline: PBS (بهتـرين  تـا  شد رقيق 

 هـا   روي نمونـه   ELISAانجـام    از پـس . شـود  مـشخص  رقت
ــشخص ــد م ــت ش ــي 2/1 رق ــد م ــه در توان ــراي ادام ــام ب  انج

  .شود استفاده  HBsAgالايزاي
  

 هاي ويروسي و روي ژن  PCRروش اندازي راه
  شرايط آن سازي بهينه

 دو از آن هـاي  ژن بيـان  و HBV ذرات توليـد  يبررس براي
كــه  pg/pC آغــازگر. شــد اســتفاده )Primer(آغــازگر  جفــت

pgRNAآغازگر و ]23[كند   مي تكثير را S  كـه mRNA ژن S 
 1 جـدول  در شـده  ذكر آغازگرهاي توالي. ]33[كند   مي زياد را

  . تاس شده آورده

  HBV آغازگرهاي توالي 1 جدول
  

  نام آغازگر  )5´ → 3´(توالي  *HBVگيري بر روي ژنوم  محل قرار  )باز جفت(طول قطعه 
1845 - 1828  CAC CTC TGC CTA ATC ATC pg/pC F 149  
1976 - 1957  GGA AAG AAG TCA GAA GGC AA  pg/pC R  
384- 364  CCT GGT TAT CGC TGG ATG TGT  S F  116  
479- 458  GGA CAA ACG GGC AAC ATA CCT T  S R  

  
  .است) J02203يابي  شماره دست (HBV2 در ژنوتيپ 1 به عنوان نوكلئوتيد EcoRIاساس جايگاه برش آنزيمي   برHBVتوالي * 
F : جلويي)Forward( ،R : برگشتي)Reverse(  
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 بيمار سرم از استخراج شده  DNAاز   استفاده با PCR ابتدا
 و pg/pC آغازگرهـاي  و ويروسي B هپاتيت مزمن فرم به مبتلا

S مثبـت  كنتـرل  نمونـه  از اسـتفاده  بـا  مرحله اين در. شد انجام 
 دست به هاي mRNA روي ادامه در تا شد سازي بهينه آغازگرها

 pCH-9/3091 پلاسـميد  با شده ترانسفكت هاي سلول از آمده
ــز،  ــودPCRني ــام ش ــنش .  انج ــتفاده در واك ــورد اس ــادير م    مق

مـولار از     ميلـي  MgCl2  ،2/0مـولار     ميلي 5/1 ميكروليتر الگو،    1
 Taq واحـد آنـزيم      1 پيكومـول از هـر آغـازگر،         dNTP  ،5هر  

 درجـه   94( چرخـه    40تكثير طـي    . بود) سيناژن، ايران (پليمراز  
  گـراد بـه مـدت      درجـه سـانتي  55 ثانيـه،   30گراد به مدت   سانتي

پـس از يـك     )  ثانيـه  45گراد به مدت      درجه سانتي  72 ثانيه،   30
گراد به مـدت      درجه سانتي  94مرحله واسرشتگي اوليه در دماي      

 بـراي . صورت گرفت) آمريكا ،PCR) ABI دقيقه در دستگاه   5
  . شد انجام دمايي طيف آغازگر جفت دو هر

 200 ترانسفكــشن، انجــام ســاعت از 72 گذشــت از پــس
 رزيـابي ا بـراي . شد آوري جمع ها سلول ييرو مايع از ميكروليتر

DNA HBV 175ــر ــايع از  ميكروليت ــي م ــا روي ــد 2 ب  واح
 دمـاي  در دقيقه 15 مدت به) آلمان ،DNase I ) Qiagenآنزيم

 كـه  اضـافي  پلاسـميدهاي  تـا  شـد  انكوبه گراد سانتي درجه 20
 بـين  از اسـت،   مانـده  بـاقي  كـشت  محيط در ترانسفكشن هنگام
 بردن بين از در DNase I آنزيم توانايي است ذكر به لازم. برود

 DNase آنزيم كردن فعال غير براي. شد آزمايش قبلاً پلاسميد

I گـراد  سـانتي  درجـه  70 دمـاي  در دقيقـه  10 مدت به واكنش 
   QIAampكيـت  از اسـتفاده  با HBV DNA سپس. شد انكوبه

  

DNA Blood) Qiagen، و طبـق دسـتورالعمل كيـت،    ) آلمان
ــتخراج ــتخراج .شــد اس ــراي اس ــRNA ،72 ب ــاعت پ س از  س

 ،RNeasy Plus )Qiagen كيــت از اســتفاده ترانسفكــشن بــا
 بـه  سـپس . شد استخراج ها آن تام RNA و ليز ها ، سلول )آلمان
 ســاخت بــراي شــده اســتخراج RNA از نــانوگرم 500 ميــزان

cDNA دستورالعمل كيت از استفاده باQuantitect Reverse 

Transcription  )Qiagen ايـت نه در. شـد  اسـتفاده  )، آلمـان 
PCR  رويcDNA ــا شــده ســاخته  آغازگرهــاي از اســتفاده ب
HBV            و مطابق مقادير و شرايط مـورد اسـتفاده درPCR  روي 
DNA            استخراج شده از سرم بيمار انجام شد به استثناي مقـدار 

 رقيـق شـده بـا آب مقطـر بـه            cDNA ميكروليتـر از     5الگو كه   
   . استفاده شد50/1نسبت 
  

PCR   روي ISG      ارزيـابي پاسـخ     ها به منظـور
  ايمني ذاتي

 ترانـسفكت  هـاي   در سـلول   HBVتكثيـر    بررسي اثر  براي
، MX1 هـاي  نـام  بـه  اصـلي  ISG 4 اينترفـرون  توليـد  بـر  شده

OAS1) 2´,5´-Oligoadenylate Synthetase( ،STAT-1 
)Signal Transducer and Activator of Transcription 1( 
 بررسـي درسـتي      همچنين بـراي   .]34[شد   انتخاب ISG-15 و

ــتخراج   ــل اس ــاخت RNAمراح ــاي cDNA و س  از آغازگره
Hprt-1       مشخـصات .  انساني به عنوان كنترل داخلي استفاده شد 

   .است شده آورده 2 جدول در شده ذكر آغازگرهاي

   ها و كنترل داخليISG آغازگرهاي توالي 2 جدول
  

 نام آغازگر )5´ → 3´(توالي  گيري روي ژن محل قرار )باز جفت(طول قطعه 
248- 228 GTT TCC GAA GTG GAC ATC GCA MX1-F 280 507- 488 GAA GGG CAA CTC CTG ACA GT MX1-R 
134- 113 GAT CTC AGA AAT ACC CCA GCC A OAS1-F 142 254- 235 AGC TAC CTC GGA AGC ACC TT OAS1-R 
411- 389 ATG TCT CAG TGG TAC GAA CTT CA STAT1-F 107 495- 475 TGT GCC AGG TAC TGT CTG ATT STAT1-R 
66- 44 CAG CGA ACT CAT CTT TGC CAG TA ISG15-F 95 138- 119 CCA GCA TCT TCA CCG TCA GG ISG15-R 
201- 183 CCT GGC GTC GTG ATT AGT G h-Hprt-1-F 125 307- 285 TCA GTC CTG TCC ATA ATT AGT CC h-Hprt-1-R 
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 كشت خانه 24 پليت در 5/0×105 تعداد به Huh-7 هاي سلول
 IFNα-2a از  واحـد بـين المللـي      1000 ميـزان  به سپس. شد داده

)Peprotech گذشـت  از پـس  و شـد  اضـافه  هـا  آن به) ، انگلستان   
 RNeasy Plus كيـت  از اسـتفاده  تام سلولي بـا  RNA ساعت 24

)Qiagen، يبـرا  مثبـت  كنتـرل  عنـوان  بـه  تا شد استخراج) آلمان 
 سپس با استفاده از     .شود گرفته كار به ISGs آغازگرهاي سازي بهينه
، )، آلمـان Quantitect Reverse Transcription )Qiagenكيت
پـس  .  تبديل شد  cDNA استخراج شده به     RNA نانوگرم از    500

 ميكروليتر از آن در     5، مقدار   50/1 به نسبت    cDNAسازي   از رقيق 
  . استفاده شدISGsگرهاي  با استفاده از آغازPCRواكنش 
  

  نتايج
  هضم آنزيمي

 آنــزيم 3بــه دليــل دارار بــودن يــك جايگــاه بــرش بــراي 
-pCH، هضم پلاسميدهاي    PstI و   EcoRI  ،XhoIمحدودالاثر  

ها  ها باعث خطي شدن آن     با اين آنزيم   pCH-eGFP و 9/3091
 نيـز قابـل مـشاهده اسـت،         2طور كـه در شـكل        همان. شود  مي

  و BamHIهاي محدودالاثر    وسيله آنزيم   به تفاوت جايگاه برش  
XbaI               به علت توليد قطعات متفاوت منجـر بـه تمـايز ايـن دو 

 .شود پلاسميد از هم مي

  
  

؛ باند pCH-9/3091هضم آنزيمي روي پلاسميد ) الف(؛ pCH-eGFP و pCH-9/3091 آنزيم محدودالاثر روي پلاسميدهاي 5هضم آنزيمي با استفاده از      2شكل  
 151 و   1288،  4899 قطعـات    XbaIمحصول هضم با آنزيم     ) 3شود، باند      نوكلئوتيدي مي  766 و   912،  4660 باعث ايجاد قطعات     BamHIوسيله آنزيم    ش به بر) 2

 7شـود، بانـد     صورت گرفته كه باعث خطي شدن پلاسـميد مـي     PstI و   EcoRI  ،XhoIهاي   به ترتيب هضم با آنزيم    ) 6 و   5،  4هاي   كند، باند   نوكلئوتيدي ايجاد مي  
-pCHهـضم آنزيمـي روي پلاسـميد        ) ب. ( است كه اندازه باندهاي آن در سمت چپ تصوير آورده شده است            DNAنشانگر  ) 1باند  . پلاسميد هضم نشده است   

eGFP   هضم با آنزيم    ) 1؛ باندBamHI     هضم با آنزيم 2 در باند شود؛ در حالي كه     نوكلئوتيدي مي  1678 و   4868 باعث ايجاد قطعات XbaI  151 و 6395 قطعـات 
 پلاسـميد   7كند، باند     آورده شده است كه پلاسميد را خطي مي        6 و   5،  4هاي   ترتيب در باند    به PstI و   EcoRI  ،XhoIهاي   كند، هضم با آنزيم    نوكلئوتيدي توليد مي  

  . استDNA نشانگر 3باند . هضم نشده است
  

 پلاسـميد  بـا  Huh-7هـاي    سـلول  ترانسفكشن
pCH-eGFP  

  ، pCH-eGFPهـاي ترانـسفكت شـده بـا پلاسـميد            سلول
 تعـويض   DMEMبـا محـيط      ترانسفكـشن  از ساعت پـس   24

 سـاعت ديگـر در انكوبـاتور قـرار داده           24محيط شدند و براي     
  ها   ساعت پس از ترانسفكشن سلول48پس از گذشت . شدند

 ميكروسـكوپ  بيان پـروتئين فلوئورسـنت سـبز زيـر    از لحاظ   
در  0/1×105هـا    ابتدا تعداد سلول  . دشدن مشاهده فلوئورسنت

. نظر گرفته شد و مقادير پلاسـميد و ليپوفكتـامين متغيـر بـود             
شـود بهتـرين نتيجـه بـا          مشاهده مي  3طور كه در شكل      همان

 ميكروليتـر ليپوفكتـامين     6/0 ميكروگرم پلاسميد و     2/1مقدار  
  .دست آمد به
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 ميكروگـرم پلاسـميد و      8/0هاي ترانسفكت شده با      سلول)  الف -1(وسيله ميكروسكوپ فلوئورسنت؛      به pCH-eGFPهاي ترانسفكت شده با پلاسميد       مشاهده سلول  3شكل  
هـاي   سـلول )  ب -2( ميكروليتر ليپوفكتـامين و      6/0 ميكروگرم پلاسميد و     2/1هاي ترانسفكت شده با      سلول)  الف -2(هاي كنترل،    سلول)  ب -1( ميكروليتر ليپوفكتامين و     6/0

  بـا  هـاي ترانـسفكت شـده      سـلول )  الـف  -4(هاي كنتـرل،     سلول)  ب -3( ميكروليتر ليپوفكتامين و     1 ميكروگرم پلاسميد و     8/0هاي ترانسفكت شده با      سلول)  الف -3(كنترل،  
 ميكروليتر ليپوفكتـامين و     2 ميكروگرم پلاسميد و     8/0هاي ترانسفكت شده با      سلول)  الف -5(هاي كنترل،    سلول)  ب -4( ميكروليتر ليپوفكتامين و     1 ميكروگرم پلاسميد و     2/1
  )×10بزرگنمايي  (. استاوراي بنفشمهاي ترانسفكت بدون تاباندن نور  هاي كنترل همان ناحيه از سلول منظور از سلول. هاي كنترل سلول)  ب-5(
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هـا كـاهش داده      پس از مشاهده نتايج در ادامه تعداد سـلول        
 ميكروليتر ليپوفكتـامين و     6/0 سلول با استفاده از      5/0×105. شد

ــدند 2/1 و 8/0 ــسفكت ش ــميد تران ــرم پلاس ــد .  ميكروگ درص

ــه24ترانسفكــشن در چاهــك  ــا   خان ــه ب ــرم 2/1اي ك  ميكروگ
هـا بـود     ت شده بود، بيـشتر از سـاير چاهـك         پلاسميد ترانسفك 

  ). 4شكل (
  

                    
  

                     
  

 ميكروگـرم  8/0هـاي ترانـسفكت شـده بـا      سـلول )  الـف -1(وسيله ميكروسكوپ فلوئورسـنت؛    بهpCH-eGFPهاي ترانسفكت شده با پلاسميد   مشاهده سلول 4شكل  
   ميكروليتـر ليپوفكتـامين و      6/0 ميكروگـرم پلاسـميد و       2/1هاي ترانسفكت شده بـا       سلول)  الف -2(هاي كنترل،    سلول)  ب -1(تامين و    ميكروليتر ليپوفك  6/0پلاسميد و   

  )×10بزرگنمايي ( .استماوراي بنفش هاي ترانسفكت بدون تاباندن نور  هاي كنترل همان ناحيه از سلول منظور از سلول. هاي كنترل سلول)  ب-2(
  

    
  هاي مختلف پس از ترانسفكشن  در زمانHBsAg ميزان توليد 5شكل 

  

   Huh-7هاي   توسط سلولHBsAgبيان 
هاي ترانسفكت   روي مايع رويي كه از سلول     ELISAنتايج  

ژن سـطحي ويـروس،      دست آمده نشان دهنده بيان آنتـي       شده به 
 5طور كـه در شـكل        همان.  ساعت پس از ترانسفكشن اسن     24

 قـادر بـه     Huh-7هـاي     در سـلول   HBVشود ويروس    ديده مي 
ژن سطحي ويـروس در زمـان        تكثير است و بيشترين ميزان آنتي     

  .شود  ساعت مشاهده مي72
  
  HBV آغازگرهاي سازي بهينه

 طــول ،S و pg/pC آغازگرهــاي از اســتفاده بــا PCR انجــام
  درجه 55(است   شده ذكر 1 جدول در PCR محصولات قطعات
 از شده استخراج DNA استفاده دمور نمونه). =Tmگراد   سانتي
 دمايي انجام   طيف در ادامه براي هر دو آغازگر        .است بيمار سرم

د ش ـ ران صددر 1 آگارز ژل روي نيز PCR محصولات. گرفت
  ).6شكل (

 بـود  شـده  بهينـه  فـوق  بند در كه آغازگرهايي از استفاده با
PCR و RT-PCR روي RNA   تام سلولي و DNA  اسـتخراج 

 پلاسـميد  بـا  شـده  ترانـسفكت  هـاي  ويي سـلول  شده از مايع ر   
pCH-9/30917شكل (. شد  آزمايش(  
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  ISGs آغازگرهاي سازي بهينه
 ،IFN-α بـا  شـده  تيمار هاي سلول از RNA استخراج از پس

 انجـام  RT-PCR 2 جدول در شده ذكر آغازگرهاي از استفاده با
هـا و در     ISG باعث افزايش بيان     IFN-α 8 با توجه به شكل      .شد
. يجه باندهاي مورد نظـر روي ژل آگـارز قابـل مـشاهده اسـت              نت

هـاي ترانـسفكت شـده بـا پلاسـميد            سـلول  cDNAسپس روي   
pCH-9/3091)  ــميد توليــد كن  HBV(، PCR ذراتنــده پلاس

رسـد   انجام شد اما برخلاف انتظار نتيجه منفي بود و به نظـر مـي              
 Huh-7هاي   ها در سلول   ISG باعث بالا رفتن ميزان      HBVتكثير  

  ).نتايج نشان داده نشده است(شود  ترانسفكت شده نمي
  

  

  
  

 كنتـرل  1باند .  استpg/pC با استفاده از آغازگر 9 الي 6 و S با آغازگر PCR 5 الي 3 دمايي با استفاده از آغازگرهاي ويروسي روي نمونه بيمار؛ باندهاي     طيف 6شكل  
  .طيف دمايي مورد استفاده در زير تصوير آورده شده است.  در سمت چپ تصوير آورده شده است است كه اندازه باندهاي آنDNA نشانگر 2 و PCRمنفي 

  

 
  

هـاي    و باندS با استفاده از آغازگر PCR 5 و 3، 1هاي  ؛ باندpCH-9/3091هاي ترانسفكت شده با پلاسميد   استخراج شده از سلول   DNA و   RNA روي   PCR 7شكل  
 استخراج شده از سرم بيمـار       DNA 4 و   3هاي   باند. هاي ترانسفكت شده است     سلول RNA روي   RT-PCR 2 و   1باندهاي  .  است pg/pC با استفاده از آغازگر      6 و 4،  2
.  اسـت pg/pC و S بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي    PCR نيز به ترتيب كنترل منفي      9 و   8هاي   باند.  ويروسي استخراج شده از مايع رويي كشت سلول است         DNA 6 و   5و  

  .در سمت چپ تصوير آورده شده است) 7باند  (DNAه باندهاي نشانگر انداز
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، STAT-1 3، بانـد  ISG-15 2، بانـد  Hprt-1 با استفاده از آغـازگر  PCR 1؛ باند IFN-α سلول تيمار شده با cDNA روي  ISG با استفاده از آغازگرهاي  PCR 8شكل  
در سمت چپ تـصوير آورده  ) 6باند  (DNAاندازه باندهاي نشانگر .  است Hprt-1 با استفاده از آغازگر      PCRي   كنترل منف  7باند  .  است OAS-1 5 و باند    MX-1 4باند  

  .شده است
  

  بحث
با توجه به تخمين سازمان بهداشت جهاني، در حـال حاضـر            

 آلـوده هـستند     HBV ميليون نفر به صورت مزمن با        300بيش از   
ر كارسينوما قـرار    كه در معرض خطر ابتلا به سيروز و هپاتوسلولا        

 شـامل   HBVهاي درماني كنوني عفونت بـا        شيوه]. 35[اند   گرفته
هاي نوكلئوتيدي ماننـد لاميـوودين و         و آنالوگ  IFN-αاستفاده از   

آدفووير است كه البته فقط در بعـضي از افـراد پاسـخ قطعـي بـه                 
يكي از دلايل كاهش پاسخ به درمـان        ]. 8[شود   درمان مشاهده مي  

مقاوم به درمان   ) Mutant(يافته   هاي جهش  ن ويروس وجود آمد  به
 فنــوتيپي هــاي تجزيــه و تحليــل. در خــلال رونــد درمــان اســت

)Phenotypic (  هاي آزمايـشگاهي اسـت كـه بـا          از بهترين روش
هاي ويروسي كلون شده كـه داراي        DNAاستفاده از ترانسفكشن    

هاي مشخص در ژنوم ويروس اسـت، در كنـار دارو بـراي            جهش
. ]36،  16[شـود     اسـتفاده مـي    HBVعات مقاومـت دارويـي      مطال

 بـا   Huh-7هاي سـلولي كبـدي ماننـد         بنابراين ترانسفكشن رده  
پلاسميدهايي كه حاوي ژنوم كامل ويروس است معمولاً بـراي          

]. 16[شـود     اسـتفاده مـي    HBVهـاي دارويـي      مطالعه مقاومـت  
ــه ــي   گون ــات همچــون شــامپانزه وحت ــددي از حيوان ــاي متع ه
  ي نوتركيب، موش خرما و اردك به عنـوان مـدل بـراي             ها موش

  

بـادي عليـه     شود امـا بـا توليـد آنتـي          استفاده مي  HBVعفونت  
]. 38،  37[رود   سرعت از بين مي    هاي ويروس عفونت به    پروتئين

توان به در دسـترس نبـودن،        از مشكلات استفاده از شامپانزه مي     
 از آلوده شـدن     گران بودن و عدم ايجاد بيماري مزمن كبدي بعد        

است كـه دو     مطالعات قبلي نشان داده   ]. 39[ اشاره كرد    HBVبا  
 مناسب  HBV براي بيان موقتي     Huh-7 و   HepG2رده سلولي   

 عفوني را توليد كنند كـه       ذراتها قادر هستند     اين سلول . هستند
شـوند، قابـل تمـايز نباشـند        كه در بدن انسان توليد مي      ذراتاز  

ر مراحل مختلف توليد ويروس همچـون      كه د  لت اين به ع ]. 40[
هـاي تشخيـصي     سازي ژنـوم، روش    رونويسي، ترجمه و همانند   

دهد تا بتوان مطالعات     وجود دارد، بنابراين اين سيستم اجازه مي      
هاي ويروسي كـه در هـر        يافته عملكردي سريعي را روي جهش    

البتـه  . مرحله از چرخه تكثيـر دچـار نقـص هـستند، انجـام داد             
يگري نيز وجود دارند كه به طور مـستمر ويـروس           هاي د  سلول

هـا نگهـداري و      كنند اما يكي از معايب مهم آن       عفوني توليد مي  
ها  هاي در مواقعي است كه آزمايشي روي آن        پاساژ چنين سلول  

بنابراين بايد هميشه موارد ايمني را هنگـام كـار          . شود انجام نمي 
يـن در حـالي     ا. هاي به شدت رعايت نمود     كردن با چنين سلول   

است كه در روش ترانسفكشن گذرا فقط طي چند روز ويروس         
  .عفوني توليد خواهد شد
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 با پلاسميد ويروسـي     pCH-eGFPجايي كه پلاسميد     از آن 
ــه  ــط در ناحي ــه جــاي آن از ژن  preS2/Sفق ــاوت دارد و ب  تف

eGFP  ــه ــابراين بهين ــت، بن ــده اس ــتفاده ش ــرايط   اس ــازي ش س
تواند در ادامه پژوهش    مي pCH-eGFPترانسفكشن با پلاسميد    

بـا  .  اسـتفاده شـود    pCH-9/3091براي ترانـسفكش پلاسـميد      
 درصد كاهش يافت    70سازي مقدار ليپوفكتامين مصرفي تا       بهينه
   ميكروليتر طبق توصيه شـركت سـازنده ليپوفكتـامين بـه            2و از   

ــر رســيد6/0 ــي.  ميكروليت ــزان آنت ــا   مي ــروس ي ژن ســطحي وي
HBsAg   ده   سرمي منعكس كننDNA   هـاي    ژنومي داخل سلول

 ژنـومي بـراي     DNAتوانـد در كنـار بررسـي         كبدي است و مي   
بنابراين توليد  ]. 41[پيگيري بيماران مزمن كبدي ارزشمند باشد       

HBsAg    هاي    در مايع رويي سلولHuh-7     نشان دهنده تكثيـر 
 5 در مايع رويي تـا       HBsAgحضور  ]. 40[فعال ويروس است    

نتـايج نـشان داده      (Huh-7هـاي    سلولروز پس از ترانسفكشن     
) Transient(سيستم ترانسفكشن گذرا     بيانگر مفيد بودن  ) نشده

در بسياري از مطالعات دارويي است كـه نيازمنـد تيمـار دارو و            
  .ويروس تا چندين روز است

سـازي و همچنـين اسـتفاده از آغازگرهـاي           هدف از بهينـه   
باز، مـساعد    ت جف 200تر از     كوتاه PCRويروسي با محصولات    

-Real كردن شرايط براي استفاده از اين آغازگرها در آزمـايش         

Time PCR دمايي بـراي هـر   طيف با توجه به اين مطلب .بود 
 59ها انجام شد تا دمـاي        ISGطور   دو آغازگر ويروسي و همين    

 Real-time PCRگـراد كـه دمـايي مطلـوب در      ي سـانت هدرج
  .است، استفاده شود

 هستند، درمان با    HBVدچار عفونت مزمن    در بيماراني كه    
IFN-α   هـاي سـرمي     سـازي شـاخص     درصد توانايي پاك   40 تا
HBV      اي ارتباط بـين     در مطالعه .  و بهبود عملكرد كبدي را دارد
 در جلوگيري از پاسخ اينترفرون    HBeAg و   Coreهاي   پروتئين

  و ) Keskinen(مطالعـات كِـسكينن     ]. 42[مشاهده شده اسـت     
  

 نـشان داد    HepG-2 و   Huh-7هاي    نيز روي سلول   همكارانش
و سـندايي  ) A) Influenza Aهـاي آنفلـوانزا    تلقـيح ويـروس  

)Sendai ( هاي تيپ    هاي ذكر شده توليد اينترفرون     روي سلولI 
البتــه درمــان ضــد ويروســي بــا داروي ]. 43[كنــد  را القــا نمــي

ر هاي ويروسي و جلوگيري از تكثي      لاميوودين با كاهش بيان ژن    
HBV تواند به طور موقت بيـان          ميISG         هـا را بـه حالـت اول

 بر ميزان   HBVهاي   اي ديگر تأثير پروتئين    در مطالعه . بازگرداند
 ترانسفكت شده بررسي شـد و       Huh-7هاي    در سلول  Mxبيان  

ها به طور خاصي      در اين سلول   ISGمشاهده شد القاي بيان اين      
 PCRفـوق و نتيجـه      با توجه به مطالب     ]. 44[شود    سركوب مي 

هاي ترانسفكت شـده    بر سلولISGدست آمده با آغازگرهاي     به
هـاي    در سـلول   HBVبا پلاسميد ويروسي، ممكن است تكثير       

Huh-7       باعث بالا رفتن ميـزان ISG        هـايي كـه در ايـن مطالعـه
 HBVرسـد كـه       طور به نظـر مـي      اين. است، نشود  بررسي شده 

طـوري كـه     خل ايجاد كند؛ به   ها تدا  ISGتواند در ميزان بيان       مي
 HBVهاي سلولي در حضور و عدم حـضور           در رده  ISGبيان  

  ].44[متفاوت خواهد بود 
 HBVبنابراين اين مطالعه نشان داد كه بيان گـذراي ژنـوم            

 روشي ساده و در عين حال دقيـق بـراي           Huh-7هاي   در سلول 
هــاي  ، واســطهHBVمطالعــات مولكــولي روي ژنــوم ويــروس 

همچنـين بـراي    . هاي ويروسـي اسـت     وليد پروتيئن تكثيري و ت  
هاي دخيـل در     هاي گياهي و مكانيسم    بررسي اثر داروها، عصاره   

  .شود هاي دارويي استفاده مي ايجاد مقاومت
  

  تشكر و قدرداني
تحقيق حاضر بخـشي از رسـاله دانـشجويي دكتـري رشـته        

شناسي مصوب دانشكده علوم پزشكي دانـشگاه تربيـت          ويروس
  . كه با حمايت مالي آن دانشگاه انجام شده استمدرس است
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