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Luciferase Assay for Demonstrate the Competence of Selective 
MicroRNA of let-7b in Suppressing HCV Replication

[1] Engineered luciferases for molecular sensing in living cells [2] Bioluminescence imaging
of Hepatitis C virus NS3/4A serine protease activity in cells and living animals [3] Replication
of hepatitis C virus [4] Regulation of the hepatitis C virus genome replication by miR-199a
[5] New direct-acting antivirals in the development for hepatitis C virus infection [6] esign
of thermostable luciferases through arginine saturation in solvent-exposed loops [7]
miRBase: Integrating microRNA annotation and deep-sequencing data [8] Therapeutic
silencing of microRNA-122 in primates with chronic hepatitis C virus infection [9] Small
molecule modifiers of the microRNA and RNA interference pathway [10] Computational
approaches for microRNA studies: A review [11] MicroRNAs: Role in hepatitis C virus
pathogenesis [12] High-throughput luciferase reporter assay for small-molecule inhibitors 
of microRNA function [13] Hsinchu: National Chiao Tung University [14] Let-7b is a novel
regulator of hepatitis C virus replication [15] Control of developmental timing in animals
[16] Liver micro-RNAs and their role in different HCV genotype infections [17] The effective 
role of positive charge saturation in bioluminescence color and thermostability of firefly 
luciferase [18] Bioluminescence imaging allows monitoring hepatitis C virus core protein
inhibitors in mice [19] Regulation of gene expression by microRNA in HCV infection and
HCV-mediated hepatocellular carcinoma [20] Expression of microRNA miR-122 facilitates
an efficient replication in nonhepatic cells upon infection with hepatitis C virus [21]
Inhibition of microRNA-199a-5p reduces the replication of HCV via regulating the pro-
survival pathway [22] Design of vectors for optimizing transgene expression [23] Stabilizing
salt-bridge enhances protein thermostability by reducing the heat capacity change of
unfolding [24] Human Ago2 is required for efficient microRNA 122 regulation of hepatitis C 
virus RNA accumulation and translation

Aims The development of new antiviral agents is an appropriate approach to eradicate 
hepatitis C infection. Due to the lack of suitable animal models, there is always a barrier to the 
proper evaluation of antiviral compounds in vivo. The growing attention to microRNAs is a new 
strength in antiviral therapy. The aim of the present study was to use luciferase assay to confirm 
the specific interaction between miRNA and genomic RNA of hepatitis C virus (HCV) genotype 
1b to suppress the replication of the virus.
Materials & Methods The NS5B genomic fragments of the HCV genome were sub-cloned into 
the psiCHECK-2-TM vector as MRE. The relative expression of lentivirus vectors expressing 
miRNAs in Huh7.5 cells was assessed through fluorescence microscopy and real-time PCR. The 
lentivirus expressing let-7b was transduced to Huh7.5 cells. The NS5B-psiCHECK-2-TM (MRE) 
was transfected to the Huh7.5 cell. The relative expression of luciferase was measured using a 
luciferase dual assay kit.
Findings With the use of lentiviruses expressing let-7b, high and permanent expression of let-
7b was created in the target cell. On the other hand, the specific attachment of the responsive 
sequence (NS5B) to the microRNA of let-7b was shown by decreasing luciferase light.
Conclusion Lentiviral vectors are used to maintain high and stable expression of microRNAs 
in cells. The use of luciferase assay is one of the most appropriate methods to confirm the 
interaction between miRNA-mRNA that can be used for other viral genes with different 
microRNAs.
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 دادن صلاحیتبرای نشان روشیلوسیفراز سنجش 
	 RNAمیکرو let‐7bثیر انتخابی در سرکوب تک
  Cهپاتیت  ویروس
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  چکيده
شدن کنتوسعه عوامل ضدویروسی جدید رویکردی مناسب برای ریشه اهداف:
حیوانی مناسب همواره  هایمدلدلیل عدم وجود . بهاست C هپاتیت عفونت

وجود دارد. توجه  محیط زندهدر سدی برای ارزیابی مناسب ترکیبات ضدویروسی 
ضدویروسی  هایدرمانها نقطه قوت جدیدی در microRNAروزافزون به 

استفاده از سنجش لوسیفراز برای حاضر، هدف از مطالعه  .شودمیمحسوب 
 C (HCV)ژنومی ویروس هپاتیت  RNAو  miRNAکنش بین تایید میان

  .منظور سرکوب تکثیر این ویروس استبه 1bژنوتیپ 
عنوان ناحیه به Cهپاتیت از ژنوم ویروس  B5NSقطعات ژنومی  ها:اد و روشمو

MRE  درون وکتورTM-2-psiCHECK وکتورهای کلون شد. بیان نسبیساب 
از طریق میکروسکوپ  Huh7.5سلول  در miRNAکننده بیان ویروسلنتی
به  let-7bکننده بیان ویروسلنتی ی شد.بارزیا real-time PCRو  سنافلورس
ه ب )TM-2-psiCHECK-B5NS )MREترانسداکت شد.  7.5Huhهای سلول

. به کمک کیت سنجش دوگانه مورد نظر ترانسفکت شد Huh7.5سلول 
  گیری شد.لوسیفراز بیان نسبی لوسیفراز اندازه

الا و یان بشرایط ب let-7bکننده های بیانویروسبا استفاده از لنتی ها:یافته
 اختصاصی تصالدر سلول مورد نظر ایجاد شد. از سوی دیگر ا let-7bاز می یدا

کاهش نور لوسیفراز با  RNA let-7bمیکروبه  (NS5B) توالی پاسخ دهنده
  نشان داده شد.

 وکتورهایها در سلول از RNAبرای حفظ بیان بالا و پایدار میکرو گیری:نتیجه
ترین کی از مناسبلوسیفراز یسنجش شود. استفاده از میاستفاده  ویروسلنتی
برای  تواندمیاست که  miRNA-mRNAکنش بین تایید میان هایروش
  های متفاوت استفاده شود.RNAویروسی دیگر با میکرو هایژن
 ویروس، لنتیmiRNA ،HCVلوسیفراز،  :هاواژهکلید
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  مقدمه
بیش از صد و هفتاد  (WHO)طبق آمار سازمان بهداشت جهانی 
 Cطور مزمن به ویروس هپاتیت میلیون نفر در سراسر جهان به

 (HCC)آلوده هستند که خود خطر ابتلا به سیروز و سرطان کبد 
استقبال پایین  .]1[دهدرا افزایش می Cهپاتیت  ناشی از ویروس

اینترفرون با  -های ترکیبی مبنی بر پگدر استفاده از درمان
های جدید و ریباورین در بین بیماران باعث شده است تا استراتژی

تا حد  Cتکثیر ویروس هپاتیت . ]2[مناسبی برای درمان مطرح شود
ویروسی است که  پروتئینپلیسازهای زیادی وابسته به بلوغ پیش

)3NS-2NS-7p-2E-1E-C-2NH-پروتئین ویروسی  ۱۰به 
NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH)  شود. در این میشکافته

مهم است  نزیم کلیدی وآ یک NS5Bغیرساختاری  میان پروتئین
 B5NS. ]3 ,4[در روند تکثیر ویروس نقش مهمی را بر عهده دارد که
در پردازش ژنوم ویروس  RNAمراز وابسته به پلی RNAعنوان به

رشته الگوی منفی دخالت دارد. ساختار این  و ایجاد Cهپاتیت 
شده است. های این ویروس حفاظتپروتئین در میان تمام ژنوتیپ

این آنزیم دارای دو جایگاه یکی برای اتصال به ترکیبات 
نوکلئوتیدی و دیگری برای اتصال ترکیبات غیرنوکلئوتیدی 

های حیوانی قوی، همواره مانعی برای . عدم وجود مدل]5[است
  .]6[بررسی و غربالگری داروهای ضدویروسی در داخل بدن است

یک رویکرد نوین در درمان  (miRNAs)ها RNAاخیراً میکرو
 RNA هایمولکولها RNAمیکرو .]7[شوندمحسوب می

 هستندنوکلئوتید  ۲۲ای با رشتهزا، تکغیرکدکننده کوچک، درون
هدف بیان و  mRNAاز  UTR ۳' با اتصال به ناحیه عمدتاً  که

 .]7[کنندمیعملکرد ژن را در یک توالی خاص تنظیم 
بخشیدن را از طریق مهار ترجمه یا سرعت هاژنها بیان RNAمیکرو

از ژنوم رونویسی  آنها .]8[کنندمیتنظیم  mRNAبه تخریب 
که مسیر  شوندمیو تحت فرآیند پس از ترجمه بالغ  شوندمی

کل  %۳۰ها بیش از RNAو. میکرشودمینامیده  miRNAتکامل 
یر در هر مس طور تقریبی، بنابراین بهکنندمیرا کنترل  هاژن

 فرآیندهای توسعه در هاmiRNA. ]9[ژنتیکی درگیر هستند
 در بیومارکر عنوانبه حاضر حال در و اندشده شناخته بیولوژیکی
 همچنین. شوندمی شناخته هابیماری به ابتلا ریسک و تشخیص

متابولیزم،  تکثیر، تمایز، نمو، و رشد بیولوژیکی، زمان فرآیندهای در
 عنوانبه. ]10[دارند کاربرد سرطان و سلولی مرگ پیری، ترمیم،
ویروس هپاتیت  ژنوم مستقیم طوربه که داروهایی از سری اولین

C به توانمی دهندمی قرار هدف را Miravirsen که کرد اشاره 
 miR-122 آنتاگونیست، دارو این. است microRNA نوع یک
 (IIa) ۲ فاز شود و درمی ویروس ژنوم ترجمه مهار سبب که است

 miR-122برد. می سر به) بالینی آزمایشات( تریال کلینیکال
 اتصال ویروس ژنوم UTR ۵ˈناحیه  به اختصاصی صورتبه
 ویروسی هایپروتئین سنتز افزایش و ویروسی تکثیر به و یابدمی
 سنسآنتی الیگونوکلئوتید Miravirsen داروی. کندمی کمک
 کاهش سبب مسیر این مسدودکردن با که است miR-122 برای
 با Cویروس هپاتیت  مزمن هایعفونت در ویروسی RNA سطح
های ها با بسیاری از بیماریRNA. میکرو]11[شودمی ۱ ژنوتیپ

های ویروسی مرتبط هستند و انسانی از جمله سرطان و عفونت
عنوان یکی از اهداف بالقوه برای کشف دارو لحاظ آنها بهشناسایی 
  .]12[شده است
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تکثیر و  ]ViTa ]13های پایگاه بیوانفورماتیک با توجه به داده
توسط  Huh7.5های در سلول Cهمانندسازی ویروس هپاتیت 

. ]4[یابدسرکوب یا کاهش می b7-letانتخابی  RNAمیکرو
های کننده منفی در سلولیمعنوان یک تنظبه RNA let-7bمیکرو
 شامل Cتعامل بین دو ناحیه از ژنوم ویروس هپاتیت  کبد با
 را ویروسی ذرات تجمع ،NS5B و UTR ۵ˈ کدکننده نواحی
ه ب RNA b7-letساز میکرو. شناسایی پیش]14[دهدمی کاهش

های RNAمرتبط است که بعداً در خانواده  elegans	C.مطالعات 
. ]15[بندی شدها طبقهmicroRNAکوچک غیرکدکننده به نام 

 ژنوم سرکوبگر هایRNAمیکرو که دادند نشانو همکاران  شفاعتی
 متصل ژنوم از متفاوتی ناحیه به ژنوتیپ هر در Cهپاتیت  ویروس
مختلف  هایژنوتیپ در کبدی هایRNAمیکرو عملکرد و شوندمی

 آزمون دوگانه لوسیفراز. ]16[است متفاوت Cویروس هپاتیت 
(dual luciferase assay) کنشتعیین میان هاییکی از راه 

 هدف هایژن UTR ۳ناحیه ' با هاRNAبین میکرو مستقیم
(MRE: miR responded element) اگر اتصال به این  .است

هدف  mRNAناحیه با جفت بازهای بالایی رخ دهد، ترجمه 
شده کمتری رخ شود، اما اگر اتصال با بازهای جفتتخریب می

. ]17[شودهدف جلوگیری می mRNAدهد از ترجمه یا رونویسی 
در مطالعه حاضر، از یک سیستم سنجش دوگانه گزارشگر مبتنی بر 

تاب استفاده شد. هدف از این مطالعه استفاده از لوسیفراز کرم شب
کنش اختصاصی بین دن میانداروش لوسیفراز برای نشان

miRNA  وmRNA  هدف است. در نهایت هدف از این مطالعه
 Huh7.5 های ردههای انتخابی در سلولRNAاستفاده از میکرو
 نامیده شدند) HCVccطور بالقوه (که به HCVآلوده به رپلیکون 

  است. Cیت منظور کاهش همانندسازی ویروس هپاتبه
  

  هامواد و روش
 یو مقالات قبل ViTa یکیوانفورماتیب گاهیپا یهاداده یبررس
  یانتخاب RNAکرویهدف م هیناح افتنیمنظور به

های موجود در منابع در دسترس از با بررسی مقالات پیشین و داده
آن دسته از  TargetScan و miRBaseپایگاه اطلاعاتی  جمله
صورت بالقوه سبب کاهش تکثیر ویروس هایی که بهRNAمیکرو

اند، در نظر گرفته شد. با درنظرگرفتن امتیاز شده Cهپاتیت 
چنین انتخاب شد. هم let-7bها، RNAبه میکرو ViTaهای داده

 NS5Bبر روی دو ناحیه از ژنوم ویروس ( let-7bمشخص شد که 
  را دارد. هار ژنوم ویروسصورت بالقوه توانایی م) بهUTR ۵' و

  Huh7.5 یکشت رده سلول
(نیویورک؛  مایک پیرس دکتر یآقابا توافق  Huh7.5رده سلولی 

(دانشگاه علوم پزشکی شیراز؛  حسینیایالات متحده) توسط دکتر 
در محیط  Huh7.5/mockو  Huh7.5/let-7bایران) اهدا شد. 

DMEM )Gibco سرم جنین گاوی  %۱۰؛ ایالات متحده) حاوی
(FBS)، HEPES ۱/۰ مولار)Invitrogen۵/۰، )؛ ایالات متحده% 

استرپ بیوتیک پنآنتی لیتر)واحد بر میلی۱۰۰( %۱گلوتامین و  -ال

)Invitrogenکشت داده شد و درون انکوباتور  )؛ ایالات متحده
2CO  در دمایC°۳۷ بار محیط نگهداری شد. هر دو تا سه روز یک

  کشت سلول بررسی شد.
  pCon‐1 یانیب دیپلاسم یساز آماده

   Cاز ویروس هپاتیت  1bحاوی ژنوتیپ  pCon-1وکتور 
(دانشگاه تربیت مدرس تهران؛ ایران) اهدا شد.  روانشادتوسط دکتر 

	.Eپرپ از وکتور به روش ماکسی coli  سویهDH5α  استخراج  
شده به کمک ژل الکتروفورز استخراج DNAشد. کیفیت و غلظت 

ر نانومت۲۸۰به  ۲۶۰در طول موج  (OD)گیری جذب نوری و اندازه
  ؛ ایالات متحده) تایید Thermoبه کمک دستگاه نانودراپ (

 شد.
  MRE یهاسازه یساز آماده
  NS5Bژن  ریتکث منظوربه مریپرا یطراح

 :ACCبا  1bژنوتیپ  Cاز ژنوم ویروس هپاتیت  NS5Bتوالی ژن 
AJ238799  از پایگاهNCBI افزار گرفته شد. به کمک نرمGene 
Runner 6 سنس برای این ژن طراحی پرایمرهای سنس و آنتی

شدند. کارآزمایی پرایمرهای مورد نظر تایید و در نهایت بلاست شد. 
-  ٣'به ترتیب شامل  NS5Bاز ژن  MREتوالی پرایمرهای ناحیه 

CTCGAGCTTGTCGTTATCTGTGAAAG -'٥ :F (NS5B)  و
'٣ -CTCGAGGGCCATGGAGTCGTTG -'٥ :R (NS5B) 

؛ Xho-1 )Invitrogenحاوی سایت برشی آنزیم محدودالاثر 
 با برنامه PCRبه کمک روش  هاژنتکثیر بود.  )ایالات متحده

ثانیه) و  ٤٥( C٥/٦٢°ثانیه)،  ٤٥( C٩٤°دقیقه)،  ١٠( C٩٤°دمایی 
°Cکلونینگ سیکل انجام شد. مطابق روش ٣٥ثانیه) در  ٤٥( ٧٢ 

TA  قطعات تکثیریNS5B  درون وکتورpTZ57R/T  پس از
سفید انجام  - آبی هایکلونیهضم آنزیمی کلون شدند و غربالگری 

(ماکروژن؛ کره  M13یابی به کمک پرایمرهای و در نهایت توالی
  شد.تایید جنوبی) 
  psiCHECK‐2‐TMدرون وکتور  NS5Bژن  نگیکلونساب
وکتور  ،NS5B/psiCHECK-2منظور ایجاد سازه ژنتیکی به

TM-2-psiCHECK شده از کلونینگ وکتور خراجو قطعه ژنی است
 آنزیمی ایجادشده در مرحله قبل در مقیاس بالا تحت فرآیند هضم
کلون شد و قرار گرفتند و مطابق پروتکل درون وکتور مذکور ساب

یابی کلون صحت با چرخش صحیح و توالی PCRدر نهایت توسط 
  انتخاب و تایید شد.

 

 یهاروسیویلنت یحاو Huh7.5 یرده سلول یساز و آماده هیته
و  let‐7b (Huh7.5/let‐7b)ی هاRNAکرویکننده مانیب

  (/mock	Huh7.5) سلول کنترل آن
ه ب mockو  let‐7bکننده انیب یهاروسیویداکشن لنتترانس

  Huh7.5درون سلول 
 

ویروس و وکتور لنتی RNA let-7bمیکرو کنندهبیان ویروسلنتی
mock )Biosettiaطبق دستورالعمل توسط  ایالات متحده) ؛

برن به درون سلول ترانسداکت شدند. لیتر پلیمیکروگرم بر میلی۸
های RNAها با بیان پایدار از میکروویروسحاوی لنتی هایسلول
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ایزوله و  لیتر)میکروگرم بر میلی۷۵/۱پرومایسین ( مذکور در حضور
به ازای هر  ۳برابر  (MOI)کشت داده شدند. شاخص تعدد عفونت 

ویروس لیتر برای هر یک از وکتورهای لنتیمیلیسلول در یک ۱۰۰۰
منظور تایید در نظر گرفته شد. به(سیگما آلدریچ؛ ایالات متحده) 

ها به سلول از میکروسکوپ رد ویروسداکشن لنتیترانس
به  ٥٧٨ در طول موج ؛ ایالات متحده)BioTekفلورسانس (

 Real time با روش هاویروساستفاده شد. تیتر لنتی نانومتر٦١٠
PCR  میربن به کمک کیت کمیو q-PCR (stem cell stech) 

تام با  RNAپس از استخراج آن،  cDNAو همچنین کیت سنتز 
TriZol )Invitrogenکیت با  .تعیین شد) ؛ ایالات متحده

 BON-miR 1st-strand cDNA synthesis kit میرسنتزی بن
 رونویسی سپس و آدنیلاسیونپلی واکنش یاخته؛ ایران)،(بن

 cDNA به آدنیلهپلی RNA وها انجام RNAمیکرو معکوس
 کیت از استفاده با نهایت، در و شد تبدیل QPCRآماده  مربوطه

High-Specificity miRNA QPCR Core Reagent Kit 
BON-miR رفت اختصاصی  با کمک پرایمر یاخته؛ ایران) و(بن

در کیت  .شد انجام نظر مورد miRNA برای qRT-PCR موجود،
ها یونیورسال RNAپرایمر برگشت برای تمام میکرومورد استفاده، 
نگهدار در (ژن خانه U6از طرف دیگر کنترل داخلی شود. طراحی می
ها RNAگیری بیان نسبی میکرو) برای اندازهmiRNAsبیان نسبی 
  استفاده قرار گرفت.مورد  CTΔΔ−2به روش

 و NS5B/psiCHECK‐2 بینوترک یدهایترانسفکشن پلاسم
GAPDH/psiCHECK‐2 ی سلول یهابه رده

Huh7.5/let7b ،Huh7.5/mock  وHuh7.5 نرمال  
؛ ایالات Invitrogen( ۲۰۰۰لیپوفکتامین به کمک دستورالعمل 

 /GAPDHو  NS5B/psiCHECK-2 های ژنتیکیسازه )متحده
psiCHECK-2  از دانشگاه تربیت  آتشی(اهدایی توسط آقای دکتر

های سلولی به رده کنترل داخلی عنوانمدرس تهران؛ ایران)، به
Huh7.5/mock ،Huh7.5/let7b  وHuh7.5 ترانسفکت  نرمال

  شدند.
  فرازیآزمون سنجش دوگانه لوس

 dual Luciferaseبرای انجام آزمون دوگانه لوسیفراز از کیت 
reporter assay system )Promegaاستفاده ؛ ایالات متحده (

های از هر کدام از رده ۱×٤١٠طور خلاصه یک روز قبل از القا شد. به
کشت داده ای خانه٩٦پلیت شده در دو ردیف از یک سلولی تهیه

مراحل مختلف آزمایش  طبق دستورالعمل کیت لوسیفرازشد. 
انجام شد و در نهایت میزان نور منتشرشده با کمک دستگاه 

 ؛ آلمان)POLARstar Omega )BMG LABTECHلومینومتر 
لوسیفراز از تقسیم نسبت کرم  مورد سنجش قرار گرفت. سنجش

  ها آنالیز شد.سازی دادهتاب به رنیلا و نرمالشب
آماری  هایآزمونتکرار به کمک  بار تمام آزمایشات با حداقل سه

 Graph Padو  SPSS 16در  ویتنی و آنووا، منمستقلتست تی
prism 6 دار بینیاختلاف معن هاآزمون. در تمام ندانجام شد 
  در نظر گرفته شد. ٠١/٠>p>۰۵/۰ قبولبازه مورد 

  هایافته
  let‐7bهدف  یهایشامل توال C تیهپات روسیژنوم و
مذکور در ژنوم تام  RNAمیکرو با منظور پیداکردن ناحیه مکملبه

 1b (pCon-1 Gene Bankژنوتیپ  Cویروس هپاتیت 
Accession No: AJ238799 in ViTa virus miRNA 

target) پایگاه بیوانفورماتیک  هایداده ازViTa استفاده شد 
  ).۱(شکل 
 روسیو 1b پیاز ژنوت NS5Bدر ژن  miRNAهدف  یتوال
استخراج شد.  ViTa کیوانفورماتیب یهاداده گاهیاز پا C تیهپات

-RNA letکرویم انی، بViTa یهاداده گاهیبا توجه به اطلاعات پا
7b  آزاد  یدر بافت کبد با حداقل انرژ(Mfe) ۲۰-بر مول  یلوکالر یک
-letکه  NS5Bشده از ژن کلون هیبود. ناح ViTaاز  ۱۶۹ ازیبا امت

7b ۸۹۶۲ یدینوکلئوت یشامل توال دهدیآن را مورد هدف قرار م 
 ۲شکل در  miRNA-mRNA کنشانیم هیاست. ناح ۸۹۸۰تا 

  نشان داده شده است.
  NS5B/psiCHECK‐2 بینوترک دیپلاسم هیته

ابتدا طی  ،NS5B/psiCHECK-2برای تهیه پلاسمید نوترکیب 
با  NS5Bجفت بازی از ژن ۴۶۵، قطعه ژنومی PCRواکنش 

). در ۳تهیه شد (شکل  pCon-1پلاسمیدی  DNAالگوقراردادن 
کلون  pTZ57R/Tمرحله دوم ژن مذکور به درون وکتور کلونینگ 

ین در درون ا NS5Bشد که نتایج حاصل از بررسی حضور ژن 
نشان داده شده است. در نهایت نتایج  ۴وکتور پلاسمیدی در شکل 

 و NS5B/psiCHECK-2حاصل از هضم آنزیمی سازه ژنتیکی 
با چرخش صحیح در  MREعنوان ژن به NS5Bتایید وجود ژن 

نشان داده شد. نتایج حاصل از الکتروفورز بر روی ژل  ۵شکل 
  تایید کرد.آگارز تولید پلاسمیدهای نوترکیب را  ۵/۱%
کننده انیب یهاروسیویبا لنت Huh7.5سلول  یالقا دییتا

let7b  وmock یسلول یهارده جادیو ا Huh7.5/let7b  و
Huh7.5/mock  

 - انکننده رنگ فلورسانس قرمز (دلیل وجود ژن بیانبه
ویروس ) در ساختار ژنی وکتورهای لنتیترانسفرازپرومایسینلیاست

و  Huh7.5/let7bهای سلولی شرکت بیوستیا، ایجاد رده
Huh7.5/mock در طول  با کمک میکروسکوپ رد فلورسانس

  ).۶نانومتر مورد تایید قرار گرفت (شکل ٥٨٧/٦١٠موج 
 NS5B انیو مهار ب Huh7.5 یهادر سلول let‐7b انیب ادیازد

  فرازیسنجش لوس قیاز طر
سبب کاهش  Huh7.5در سلول  let-7bو  NS5Bکنش بین میان

را  NS5Bنور لوسیفراز شد. کاهش نور گزارشگر رنیلا، بیان ژن 
طور چشمگیری کاهش داد و نشان داد که اتصال مناسب بین به

مذکور وجود دارد. فعالیت رنیلا  RNAو میکرو MREناحیه ژنی 
بر روی پایداری ترجمه  UTR ۳ˈعنوان شاخص اثر لوسیفراز به

عنوان کنترل داخلی برای تاب بهمحسوب شد. گزارشگر کرم شب
دار ها دارای اختلاف معنیسازی متغیرها استفاده شد. دادهنرمال

ها با سه بار تکرار به کمک سازی داده). نرمال>۰۰۰۱/۰pبودند (
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  ).۲) فاقد نشر لوسیفراز بودند (نمودار Huh7.5ه های پستانداران (در این مطالعویتنی انجام شد. سلولآزمون من
  

 
  Cبر روی ژنوم ویروس هپاتیت  let-7bسلولی  RNAنواحی هدف میکرو )۱شکل 

  

  
	C تیهپات روسیژنوم و یبر رو let-7b یسلول RNAکرویهدف م ینواح )۲شکل 

  
  

  
جفت ۴۶۵برابر  NS5Bاندازه قطعه ژن ؛ PCRبا روش  NS5Bتکثیر ژن  )۳شکل 

  جفت باز بود.۵۰در ستون سوم  DNA ladderباز (ستون دوم) و اندازه 

  

  

 
 ؛T.A-NS5Bبرای کلون  Xho-1هضم آنزیمی با آنزیم محدودالاثر  )۴شکل 
ا اندازه ب DNA ladder ۱و ستون  TA-NS5Bدهنده کلون نمایش ۳ستون 
  بود. باز جفتTA (pTZ57R/T) ،۲۸۸۶کیلوباز و اندازه باند وکتور یک

  

۱ ۲ ۳ ۱ ۲ ۳ 
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آنزیم  ؛MREهای ازهسهای محدودالاثر و تولید هضم آنزیمی با آنزیم) ۵شکل 
 ان داده شد.) نش۲(ستون  B5NS-TM-2pSiCHEEKبرای کلون  Xho-1برشی 
دهنده نشان ۴کیلوباز و ستون با اندازه یک DNA ladder ۳و  ۱های ستون
بدون هضم آنزیمی بود (حالت خطی). اندازه  B5NS-TM-2pSiCHEEKکلون 

  از بود.جفت ب٦٢٧٣برابر با  TM-2-psiCHEEK ند وکتوربا

  

 
شده با ترانسداکت Huh7.5ی هاسلولتصویر میکروسکوپ فلورسنت از ) ۶شکل 

let-7b  و وکتورmock ؛A  وBمورفولوژی و صحت ترانسداکت میکرو :RNA ها
: سلول کنترل Cبه سلول از طریق نشر نور قرمز فلورسانس نشان داده شد؛ 

Huh7.5  .بدون نشر نور فلورسانس قرمز بودD ی هاسلول: مورفولوژیHuh7.5 
  دهد.می در زیر میکروسکوپ معکوس را نشان

  
ر د Huh7.5/let7b یدر رده سلول let‐7b انیسطح ب ادیازد
  نرمال Huh7.5و  Huh7.5/mock یبا رده سلول سهیمقا

ا در مقایسه ب Huh7.5/let7bدر رده سلولی  let-7bسطح بیان 
برابر  ۵/۶نرمال  Huh7.5و  Huh7.5/mockهای سلولی رده

  ).۱نمودار ؛ CTΔΔ−2 روش بهافزایش یافت (
  

	
 RNAرو؛ آنالیز بیان نسبی میکHuh7.5های در سلول let-7bبیان ) ۱نمودار 

نشان داد که سطح بیان  Real-time PCR Relativeمذکور در سلول با 
به  در حالت پس از القا چندین برابر بیشتر از حالت قبل از القا RNAمیکرو

  سلول است.

  

  
کنش سنجش گزارشگر لوسیفراز در شرایط آزمایشگاهی و میان )۲نمودار 

NS5B-let-7bقطعه بین لوسیفراز دوگانه سنجش :)۱ کنترل( اول ؛ ستون 
 سنجش :)۲ کنترل( دوم ؛ ستونmock ویروسلنتی وکتور و NS5B شدهکلون
 سنجش سوم: ؛ ستونlet-7b با GAPDH ژن mRNA بین لوسیفراز دوگانه
 Huh7.5 سلول): ۳ کنترل( چهارم ستون ؛NS5B-let-7b بین لوسیفراز دوگانه

 ).>۰۱/۰pاست ( یدار یاختلاف معندهنده طبیعی؛ ** نشان

  
سنجش گزارشگر لوسیفراز در شرایط آزمایشگاهی و  ۲نمودار 
دهد. بیان نسبی سنجش را نشان می NS5B-let-7bکنش میان

تاب به رنیلا لوسیفراز به دست لوسیفراز از نسبت لوسیفراز کرم شب
)، ١ (کنترل mockویروس حاوی لنتی Huh7.5 آمد و با سلول

 )٢ کنترل( GAPDH/psiCHECK-2حاوی سازه  Huh7.5سلول 
دار مقایسه شد. اختلاف معنی )٣(کنترل  نرمال Huh7.5و سلول 
و آنووا سازی همه داده با سه بار تکرار از طریق آزمون و نرمال
، ستون اول (کنترل ٢. در نمودار محاسبه شد )>۰۱/۰pویتنی (من
و وکتور  NS5B شدهقطعه کلون )، سنجش دوگانه لوسیفراز بین١

ط بود که با افزایش فعالیت لوسیفراز ارتبا mockویروس لنتی
)، سنجش دوگانه لوسیفراز بین ٢ستون دوم (کنترل داشت. 
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  ۷۳ ...انتخابی درRNA  let‐7bمیکرو دادن صلاحیتبرای نشان روشیلوسیفراز سنجش  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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mRNA  ژنGAPDH  باlet-7b دلیل عدم را نشان داد که به
با افزایش فعالیت لوسیفراز ارتباط  miRNA-mRNAاتصال 

 NS5B-let-7bسنجش دوگانه لوسیفراز بین داشت. ستون سوم 
سیفراز فعالیت لو miRNA-mRNAدلیل اتصال را نشان داد که به

) دارای ٣ستون چهارم (کنترل کاهش چشمگیری مشاهده شد. 
  طبیعی بود. Huh7.5سلول 

  

  گیریبحث و نتیجه
ای با حس مثبت رشتهتک RNAاز جنس  Cژنوم ویروس هپاتیت 

کند. تخریب و الگوی تکثیر عمل می mRNAعنوان است که به
RNA های ویروسی و ویروس سبب عدم تولید مستقیم پروتئین

اند که . مطالعات نشان داده]18[شودهمانندسازی آن می
توانند بر روی مسیر می ssRNAها با ماهیت RNAمیکرو

که این  ]19[گذارندبها و دیگر مسیرها تاثیر همانندسازی ویروس
نچه در مورد بت باشد (مانند آتواند به شکل تنظیم مثاثر گاهی می

122-miR  وجود دارد و سبب افزایش تکثیر ویروس هپاتیتC 
کنند و و گاهی نیز در قالب تنظیم منفی عمل می ]11 ,20[شود) می

. در ]21[شوندمی HCVسبب سرکوب یا کاهش تکثیر ویروس 
تایج نبا توجه به  let-7bشده انتخاب RNAمطالعه حاضر، میکرو

ه اول مطالعه انجام شد، دارای اثر بیوانفورماتیک که در مرحل
بود.  Cکاهشی یا سرکوبگری بر روی ژنوم ویروس هپاتیت 

کنندگی منفی بر روی همانندسازی های دارای تنظیمRNAمیکرو
، خود کاندیدی برای داروهای ضدویروسی در Cویروس هپاتیت 

 B5NS. از آنجا که محصول توالی ژنی ]13[ای نزدیک هستندآینده
نقش پررنگی دارد، انتخاب  Cدر همانندسازی ویروس هپاتیت 

هایی که این توالی ژنی را مورد هدف قرار دهند و از RNAمیکرو
داشته  Cطرفی خود نقش سرکوبگری در تکثیر ویروس هپاتیت 

  در این مطالعه بود. let-7bباشند از دلایل مهم انتخاب 
ژن مدت ترانسنیویروس سبب بیان طولاوکتورهای مبتنی بر لنتی
های مغز استخوان، ها مانند سلولدرون بسیاری از سلول

توانند طیف شوند. آنها میای و غیره میهای کبدی، ماهیچهسلول
شونده را آلوده یمشونده و غیرتقسهای تقسیمبسیاری از سلول

کوچک مانند  RNAهای . از این خواص برای انتقال ژن]22[کنند
siRNA  وmiRNA شود. در این مطالعه نیز برای تفاده میاس

  ویروس استفاده شد.از وکتور لنتی let-7bالقای 
های در سیستم آزمون دوگانه لوسیفراز یا تولید نور بیولومینسانس

بودن دلیل حساسشود. بهزیستی توسط آنزیم لوسیفراز کاتالیز می
در آن  ماده لوسفرین استفادهآنزیم فوق به دما و سطح پایین پیش

دلیل کاربرد فراوان به .]23[رو استبا محدودیت روبه محیط زنده
بیشتر مطالعات بر روی این آنزیم صورت  تابشب کرملوسیفراز 
دوگانه گزارشگر  آزمون سیستم از همکاران و وانگ .گرفته است

سلول کبدی  .]2[کردند استفادهتاب کرم شب یفرازبر لوس یمبتن
Huh7.5  فاقد نشر نور لوسیفراز است. در این مطالعه از
استفاده شد که نقش بازدارنگی بر روی تکثیر  RNA let-7bمیکرو

داشت. به همین منظور درون وکتور  Cویروس هپاتیت 
psiCHECK-2 دهنده به بعد از ژن گزارشگر رنیلا یک توالی پاسخ

به  let-7bگیری سطح بیان درج شد تا امکان اندازه RNAمیکرو
و عملکرد آن فراهم  Cتوالی هدف خود روی ژنوم ویروس هپاتیت 

 miRNAاتصال  یبرا یفرازاز روش لوس و همکاران موراکامیشود. 
. استفاده کردند Cهپاتیت  یروسخود در ژنوم و مکمل یبا نواح

عنوان یک به miR-199aآنها نشان دادند که استفاده از 
ژنوتیپ  Cکننده منفی سبب کاهش تکثیر ویروس هپاتیت تنظیم

b1  وa2 کاهش که و همکاران نشان دادند  ویلسون .]4[شودمی
آرگونات از  ینپروتئ یانوابسته به سطح ب یفرازلوس یانب
و  وانگ .]21[شودمی HCV-RNA یشباعث افزا RNA ۱۲۲یکروم

 تکثیر کاهش سبب miR-199a-5p که همکاران نشان دادند
یکی از مزایای استفاده از گزارشگر . ]24[شودمی Cهپاتیت  ویروس

ها به دوگانه لوسیفراز کارآیی تغییرات در زمان ترانسفکشن ژن
های توان برای سایر ردهراحتی میسلول است. از این روش به

. کاهش نور ]22[های دیگر استفاده کردRNAسلولی و میکرو
دهنده اتصال صحیح بین شده نشانفراز اندازه گیریلوسی

miRNA-mRNA .در رده  یفرازاز روش لوس و همکاران کنلی است
گزارشگر  یستمس یدارطور پااستفاده کردند که به Huh7 یسلول

miR-122 به پایدار سلولی رده این از استفاده با. کردمی یانرا ب 
 هم و داشت را کمتری هزینه و هم زمان گذرا ترانسفکشن جای

 را اضافی هایدستکاری و موقت ترانسفکشن به مربوط تغییرات
 یرده سلول ینا یجادگزارش کردند که ا آنها همچنین. کردمی حذف

 برای بلکه شودنمیمعطوف  miR-122و  Huh7تنها به سلول 
 یجاز نتا .]12[قابل انجام است دیگری RNAمیکرو و سلولی رده هر

ویروس هپاتیت کاهش لود  یبرا مطالعه یندر ا یفرازسنجش لوس
C ژنوتیپ b1 یدر رده سلول HCVcc/7.5Huh 21[استفاده شد[ .

درنتیجه روش آزمون دوگانه لوسیفراز امکان نظارت کنتیک 
های زنده های هدف خود را در سلولmRNAهای ویروسی با ژن

ش برای کند. از این رومانند شرایط کشت آزمایشگاهی فراهم می
غربالگری ترکیبات ضدویروسی به ناحیه هدف خود نیز استفاده 
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