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Abstract 
Objective: Influenza virus A (H1N1) is an important subtype of the influenza respiratory 
viruses, which has important worldwide implications. Hemagglutinin (HA), an important 
viral antigen, is responsible for binding to human cell receptors leading to an onset of the 
disease process. Considering the critical role of viral attachment, this study focuses on the 
extraction and cloning of HA and its large subunit HA1 genes to generate recombinant 
baculovirus shuttle vectors (bacmid) in order to produce recombinant proteins in insect 
cells. 
Methods: Human influenza virus A/New Caledonia 99/20/(H1N1) was propagated in 
MDCK cell culture. Total viral RNA was extracted using easy-red solution. The full-
length HA genome and HA1 fragment were amplified by RT- PCR using specific 
primers, cloned into a pGEM®-TEasy vector, and then subcloned into a pFastBac HT 
plasmid. Finally, recombinant bacmids that contained the genes of interest were produced 
in E. coli DH10Bac™ cells.  
Results: Expected PCR products of HA genes were evaluated through gel electrophoresis 
and restriction enzyme analysis. Recombinant pGEM®-TEasy vectors and pFastBac HT 
donor plasmids were confirmed by PCR, digestion, and sequencing. Construction of 
recombinant bacmid DNA was verified by using blue-white colony screening, overnight 
electrophoresis, and PCR analysis that used either pUC/M13 or gene-specific primers.  
Conclusion: In this study, we have successfully constructed recombinant Bacmid DNA that 
encoded the full-length HA genome and its HA1 subunit. We intend to transfect sf9 insect 
cells with these constructs to generate recombinant baculovirus and produce large amounts of 
desired proteins for future studies. 
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  چكيده
هاي ويروس آنفولانزاست كه منجر بـه پيامـدهاي متعـددي در            ترين زيرگونه  از مهم  A (H1N1) ويروس آنفلوانزاي    :هدف
 .شـود  مـي  ايجـاد پاسـخ ايمنـي        باشد كه باعث   ميهاي اين ويروس     ژن ترين آنتي  هماگلوتينين يكي از مهم   . ده است شجهان  
  . دشو زايي مي هاي سلول ميزبان منجر به شروع فرايند بيماري رنده به گي اين پروتئيناتصال

سـازي ژن همـاگلوتينين و زيرواحـد         با توجه به نقش حياتي مرحله اتصال ويروسي، اين پژوهش درصدد استخراج و جاي             
هـاي   در سـلول   توليد پروتئين نوتركيب     براي) بكميد( با هدف توليد شاتل ناقل نوتركيب باكيولوويروس         (HA1)بزرگ آن   

  . استحشره 
ده ش ـ تكثير MDCK در كشت سلولي A/New Caledonia 99/20/(H1N1) انساني ويروس آنفلوانزاي :ها مواد و روش

 توسـط   HA1سـپس طـول كامـل ژن همـاگلوتينين و ژن            . دش تخليص   Easy–red كامل ويروسي توسط محلول      RNAو  
 pFastBac HT و سـپس در پلاسـميد   pGEM-TEasy ناقـل   درا و آغازگرهاي اختصاصي تكثير و ابتدRT-PCRروش 
  . شد توليد DH10Bacهاي ميزبان  هاي فوق در سلول در نهايت بكميد نوتركيب واجد ژن. دشسازي  جاي
ناقـل  . شـد هاي محدودالاثر ارزيابي   ژن هماگلوتينين با الكتروفورز روي ژل آگارز و هضم با آنزيم      PCR محصولات   :نتايج

، هضم آنزيمي و تعيـين تـرادف   PCR توسط روش pFastBac HT و پلاسميد دهنده نوتركيب pGEM-Teasyنوتركيب 
 درصـد،  7/0سفيد، الكتروفورز روي ژل آگـارز  -هاي آبي  نوتركيب بكميدي نيز توسط افتراق كلونيDNAتوليد  . شدد  يتأي

PCR با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي و آغازگرهاي pUC/M13ار گرفتد قري مورد تأي .  
در ادامـه  .  در اين پژوهش، بكميد نوتركيب واجد ژن هماگلوتينين و زيرواحد بزرگ آن با موفقيت ساخته شـد              :گيري نتيجه
 بـراي هاي نوتركيب   و پروتئينهشدهاي فوق ترانسفكت  منظور توليد باكيولوويروس نوتركيب با سازه هاي حشرات به   سلول

  .شد  خواهدمطالعات آتي توليد
  
  نوتركيب، باكيولوويروس، هماگلوتينين، واكسن زيرواحديDNA :يدواژگانكل

  
  
  

  49-39: ، صفحات1390، زمستان 4، شماره 14، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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   و همكارانزاده سمانه حسين
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  مقدمه
سابقه  است كه    هاي شايع دستگاه تنفسي    آنفولانزا از بيماري  

طور معمـول    بهاين بيماري   . گردد  بر مي  1650ظهور آن به سال     
و در برخـي مـوارد منجـر بـه           اسـت    در فصول سرد سال شايع    

طـي قـرن گذشـته      . ]1 [شـود  مـي ) ميپانـد (گيري جهـاني     همه
هـا در    تـرين آن   هايي از آنفلوانزا به وقوع پيوست كه مهم        پاندمي
 تـا   50 روي داده است و مرگ حـدود         1919 تا   1918هاي   سال
جديـدترين  . ]2[همـراه داشـت       ميليون نفـر در دنيـا را بـه         100

بـر خـلاف مـوارد      بود كـه     2009در سال    پاندمي مشاهده شده  
عامـل  . ]3[قبلي، گسترش و شيوع آن بسيار سريع اتفـاق افتـاد            

 است كه بـه دليـل       Aاصلي مولد بيماري آنفلوانزا، ويروس نوع       
هـاي   از جمله انسان، پرندگان و انواع گونـه  دامنه ميزباني وسيع

عـضو   تـرين  پستانداران شامل خوك، اسب، سگ و غيـره، مهـم  
شـمار   بـه  (Orthomyxoviridae) اورتوميكـسوويريده خانواده  

  .]4[آيد  مي
ــه ــاكنون ب ــا   از گذشــته ت ــراي مواجهــه ب منظــور آمــادگي ب

هـاي   هـا و بـالا بـردن قـدرت ايمنـي افـراد، واكـسن               گيري همه
هـاي اثربخـشي مختلـف عليـه         روشاختصاصي گونـاگوني بـا      

هـا،   هاي آنفلوانزاي شايع توليد شده است كه كارايي آن         ويروس
اساس تطابق بالاي بين سويه درحال چـرخش در جمعيـت و             بر
 .]5[د  شـو  يه تخليص شـده موجـود در واكـسن تعيـين مـي            سو

هـاي   واكسن  رايج براي ويروس آنفلوآنزا عبارتند از      يها واكسن
. هــاي زنــده تخفيــف حــدت يافتــه غيرفعــال شــده و واكــسن

 ـ           واكسن ده تخفيـف   هاي حاوي ويـروس كامـل يـا ويـروس زن
افته در افراد با نقص سيستم ايمني و افراد سالمند ايجاد           يحدت  

هـا   حتي تزريـق ايـن نـوع واكـسن        . نمايند عوارض شديدي مي  
همچنـين توليـد چنـين      . شـود  آنـان    يممكن است باعث ابـتلا    

پذيري تزريق، نيازمند صرف وقت و       هايي علاوه بر خطر    واكسن
هاي جهـاني    گيري    همه  كه در شيوع ناگهاني    استهزينه زيادي   
 توليـد   براي ارك ترين راه  اين مناسب  بنابر. ]6[يست  قابل استفاده ن  

 زمان كـم و قابـل اسـتفاده در     درواكسن كارآمد در مقياس زياد    
هــاي ويروســي ماننــد  واحــد زيــركــارگيري   بــه،افــراد مــستعد

هـاي   در قالـب واكـسن    شاي خارجي   هاي موجود در غ    پروتئين
  .]7[است زيرواحدي 

دار و داراي ژنوم     ، ويروس پوشش  Aويروس آنفولانزاي نوع    
RNA               تك رشته با قطبيت منفي است كه در هـشت قطعـه ژنـي 

ساختماني را براي     و ده پروتئين ساختماني و غير      ستا توزيع شده 
هـاي سـطحي ويـروس       ترين پـروتئين   از مهم . كند ويروس كد مي  

 :Hemagglutinin)توان به دو گليكـوپروتئين همـاگلوتينين    مي

HA) و نورآمينيداز (Neuraminidase: NA)  كـه  نمـود  اشـاره 
  .]8[شود  مي ظاهر ليپيدي پوشش دي روييزوا صورت به

 عنـوان  بـه  HAمطالعات نشان داده است كه گليكـوپروتئين        
سـاز   صورت يـك پـيش   ويروس، به سطحي پروتئين ترين فراوان

 و  (HA1)واحـد بـزرگ      پروپپتيدي توليد شده و داراي دو زيـر       
 ليپيـدي لنگـر   ي در غـشا  HA2بخـش . است) HA2(كوچك 

د شو  متصل مي  HA1غيركووالانسي به بخش    انداخته و با پيوند     
 سطحي هاي ساكاريد اليگو شناسايي  باHAواحد بزرگ   زير].9[

هـاي   هاي سـطحي سـلول   انتهايي گيرنده سياليك اسيد به متصل
هـدف  ؛ بنـابراين    دشـو  ميزبان، باعث ورود ويروس به سلول مي      

اي كـه   گونـه   بـه .رود شمار مـي    تحقيقات واكسن به   برايمناسبي  
 خالص شده به موش     HAنشان داده شده است تزريق عضلاني       

 ونبـادي ضـد فعاليـت هماگلوتيناسـي        موجب القاي توليد آنتـي    
 (Hemagglutination)  نهايت منجر به از بين رفـتن   در  شده و

 با  ؛علاوه بر آن  . ]10[ شود ميتوانايي ويروس در ايجاد عفونت      
، استژنيك مهمي    هاي آنتي   واجد جايگاه  HA1كه   توجه به اين  

 القاي پاسخ ايمني كافي است و واكـسن         برايبيان آن به تنهايي     
 ايمني مخـاطي مـورد اسـتفاده        برايتواند   حاصل شده از آن مي    

هـاي مهندسـي پـروتئين،        بـا روش   توان  همچنين مي  .دريقرار گ 
تغييراتي در ساختار هماگلوتينين به وجـود آورد كـه منجـر بـه              

 . گرددهاي ايمني سازي پاسخ بهينه

 ـ براي دست  ابي بـه مقـدار انبـوه ايـن گليكـوپروتئين بـا            ي
بـه  رواحدي  هاي زي   توليد واكسن  برايساختار فضايي صحيح    

هـاي    تا علاوه بر مشابهت با سلول      استسيستمي كارآمد نياز    
هـا، قابليـت توليـد       يوكاريوتيك در توليد و پيـرايش پـروتئين       
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 در  .حجم بالاي پروتئين را در مدت زمان اندك داشـته باشـد           
بـه ايـن هـدف از سيـستم بيـاني           دسـتيابي   اين مطالعه بـراي     

شكل  ((Baculovirus Expression System)باكيولوويروس 
  .]11[د ش استفاده )1

  

  
  

  ]Bac-to-Bac ]12 ناقل بياني سيستم باكيلوويروس ي اجزا1شكل 

 ياني ـب سيستم در نوتركيب هاي پروتئين توليد روش اساس
سـازي ژن هـدف تحـت كنتـرل پرومـوتر            جاي،  باكيولوويروس

  بـه ني پـروتئ نيا .است (Polyhydrin Promoter)هيدرين  پلي
 ـ وري ـ تكثياني مراحل پادر زياد ميزان  يع ـي طبزبـان ي در مروسي

 ها ويروسي  پروتئين پوشش   كي جادي و با ا   شود يم انيبخودش  
 ـنما ي محافظت م  يطي نامساعد مح  طيشرارا در برابر      وجـود . دي

 ـ و يسـاز   هماننـد  و ري ـ تكث ياين پروتئين بـرا     در كـشت    روسي
  ]. 14، 13 [ت نداردسلول ضرور

واحد بـزرگ     و زير  HA طول كامل ژنوم      حاضر در پژوهش 
 اختـصاصي جداسـازي     (Primers)آن با استفاده از آغازگرهاي      

هاي حشره، در    منظور توليد پروتئين نوتركيب در سلول       و به  شد
پـس از    تـا در مراحـل بعـدي    شد سازي شاتل ناقل بكميد جاي   

ــروتئين  ــب، پ ــاكيولوويروس نوتركي ــاي هــدف در  ســاخت ب ه
 .شودهاي حشرات توليد  سلول
  

  ها مواد و روش
  .انجام شد (Experimental) ه روش تجربيمطالعه ب

  

  كشت ويروس
ــصلي     ــوية ف ــساني س ــوانزاي ان ــروس آنفل  A/Newوي

Caledonia/20/99(H1N1)      هـاي   در كشت تـك لايـه سـلول 

MDCK (Madin Darby Canine Kidney cell line)  كـه 
 در محـيط     و هاز بانك سلولي انستيتو پاسـتور ايـران تهيـه شـد           

.DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) 
 Gسـيلين     واحـد پنـي    100 درصد سرم جنين گاوي،      10حاوي  

(Penicillin G) ــسين 100 و ــرم استرپتومايـــ   ميكروگـــ
(Streptomycin)    رشد يافته   ليتر محيط كشت    به ازاي هر ميلي 

پس از بروز آثار تخريب سلولي، مايع رويـي          .دشلقيح  تبودند،  
يـين عيـار ويـروس بـا        كشت سلولي برداشت شده و پس از تع       

  .شدعنوان منبع ژنوم ويروسي استفاده  روش هماگلوتيناسيون، به
  

 cDNA و تهيه RNAاستخراج 
 ,Easy-RED (iNTRONژنوم ويروس با استفاده از محلول 

South Korea) د ش مطابق دستورالعمل شركت سازنده، استخراج
زيم  داراي آن  cDNA مكمل با استفاده از كيت سنتز        DNA رشته   و

ــراز ــوس  پليمـ ــابق M-MuLV (Fermentas, EU)معكـ  مطـ
دستورالعمل شركت سازنده، تحت شرايط دمـايي مناسـب سـاخته        

ــد ــار  . ش ــن ك ــراي اي ــازگرب ــد از آغ ــا غلظــت  (Uni12) واح   ب
هـا، بـافر مخـصوص       ، دزاكسي نوكلئوتري فـسفات     ميكرومول 10

لازم به ذكـر    . دش استفاده   RNAواكنش آنزيمي و محافظت كننده      
هـاي عـاري از      ها و سر سمپلر    ميكروتيوبست در كليه مراحل از      ا

DNase  وRNase دش استفاده.  
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  )(PCRاي پليمراز   در واكنش زنجيرهHAتكثير ژن 
 حـاوي ژنـوم كامـل       cDNA تكثير اختصاصي قطعـه      براي

  و آنزيم ، از آغازگرهاي اختصاصي ژن هدفHAگليكوپروتئين 
.High fidelity DNA Polymerase (Fermentas, EU) 

  د و نتيجه حاصل از آن توسط الكتروفـورز در آگـارز            شاستفاده  
ترادف آغازگرهاي اختـصاصي كـه بـراي        . شد درصد ارزيابي    1

. ده اسـت  مد، در زير آ   ش طراحي   HAسازي طول كامل ژن      جدا
ترتيب در   بهHind III و Xho Iهاي محدودالاثر  محل اثر آنزيم

صـورت   ظر گرفته شـد كـه بـه       آغازگرهاي رفت و برگشت در ن     
  .ايتاليك نشان داده شده است

.F: 5'GCCTCGAGATGAAAGCAAAACTAC3'  
R: 5'GGAAGCTTTCAGATGCATATTCTACA3' 

  

  در ناقل كلونينگ و تعيين ترادفHAسازي ژن  جاي
ــل   ــه در ناق ــر يافت ــه تكثي ــه بعــدي قطع  T-Easyدر مرحل

)Promega, USA ( كامـل  بدين منظور ابتـدا ژنـوم   . دشكلون
HA بــا اســتفاده از كيــت اســتخراج (Qiagen, USA) از ژل 

مطابق توصيه شركت سازنده با ناقل      الكتروفورز استخراج شد و     
 و بـافر مخـصوص   T4 DNA Ligaseآنـزيم  خطـي شـده و   

 8 تـا    4 سـاعت در دمـاي       18مدت   واكنش اتصال، مخلوط و به    
  .گراد قرار داده شد درجه سانتي

 بـا اسـتفاده از كلريـد     ' Top10fبا مـستعد كـردن بـاكتري   
 ترانسفورمكلسيم سرد، مخلوط واكنش اتصال در باكتري ميزبان         

 فاقـد  LBپـس از كـشت يـك سـاعته بـاكتري در محـيط           . شد
 درجـه و بيـان ژن مقاومـت در برابـر      37بيوتيك در دمـاي      آنتي
هاي ترانـسفورم شـده روي       ، باكتري (Ampicillin)سيلين   آمپي

 (Luria Bertani Agar, HIMEDIA, India) آگار LBپليت 
، (Tetracycline)ليتر تتراسايكلين   ميلي  ميلي گرم در   10حاوي  

ليتـر   ميلـي  گرم در  ميلي40سيلين،   ليتر آمپي  گرم در ميلي    ميلي 50
-Isopropyl-Beta-D) ايزوپروپيـل تيوگالاكتوزيـد   القـا كننـده  

Thiogalactopyranoside: IPTG) گـــرم در   ميلـــي100 و
ايندوليل بتا دي گالاكتوپيرانوزيـد     -3كلرو  -4برومو  -5ليتر   يميل

.(5-bromo-4-chloro-indolyl-β-D-galactopyranoside: X gal) 
 .دشوسيله پيپت پاستور در سرتاسر پليت پخش  هكشت داده شد و ب

 در  laczبه علت ورود ژن هدف به ناحيه كد كننـده اپـران             
 ساعت 18س از گذشت ، پX galناقل نوتركيب و عدم تجزيه 

 -هـاي آبـي     درجه، با روش غربـالگري كلـوني       37در انكوباتور   
هاي سفيد تك موجـود در پليـت، كـشت جـدا             سفيد، از كلوني  

بـا   نوتركيـب پلاسـميدهاي   . دشها استخراج    و پلاسميد آن   تهيه
 در  د و ي ـو هـضم آنزيمـي تأي      PCRتكثير ژن هـدف بـه روش        

  .د تعيين ترادف فرستاده شبراينهايت 
  

  HA1تكثير و جداسازي ژن 
با استفاده   ژنوم،طول كامل    تكثير   درستيپس از اطمينان از     

ــصاصي ژن   ــاي اخت ــره HA1از آغازگره ــنش زنجي اي   در واك
 تـا در مرحلـه      شـد  نيز تكثير    HAپليمراز، ژن زير واحد بزرگ      

طـور همزمـان     صورت جداگانه و به     به HAبعدي همراه با ژنوم     
براي تكثير ژن .  انتقال يابدpFastBac HTbبه پلاسميد دهنده 

در ايـن   . فوق از آغازگر برگشت بـا تـرادف زيـر اسـتفاده شـد             
ن خاتمـه  و، كـد Hind IIIآغازگر عـلاوه بـر محـل اثـر آنـزيم      

)TTA ( دشنيز تعبيه.  
R-HA1: 5'GGAAGCTTTTACTTTGGACACTC3' 

  
  pFastBacهاي هدف در پلاسميد  جاسازي ژن

ي هـدف در پلاسـميد دهنـده        هـا  قدم بعـدي جاسـازي ژن     
pFastBac HTbــايين ــود  ، در پ ــستيديني ب ــة هي . دســت دنبال

و   HA  حاوي ژنوم كامـل -Easy T منظور ناقل نوتركيب بدين
 HAژن زير واحـد بـزرگ    و pFastBac HTbپلاسميد دهنده 

ــره  ــه حاصــل از واكــنش زنجي ــه كمــك  در نمون اي پليمــراز، ب
 تـا دو  دش ـ هـضم  Hind III و XhoIهـاي محـدودالاثر    آنـزيم 

 . مكمل يكديگر شوند هاي هدف و پلاسميد انتهاي ژن

 اتـصال بـه   بـراي هاي هـدف از ژل آگـارز اسـتخراج و          ژن
د و  ش ـعمـل   پلاسميد دهنده خطي شده، مطابق با روش قبلـي          
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گـراد قـرار      درجه سـانتي   4 ساعت در دماي     18مدت   ها به  نمونه
ــا ســپس محــصول واكــنش. داده شــد ــه ب كتري هــاي اتــصال ب
ــان ــيط    ' Top10fميزب ــه و در مح ــال يافت ــاوي LBانتق  ح

 .سيلين كشت داده شد هاي تتراسايكلين و آمپي بيوتيك آنتي

هـاي    هـاي نوتركيـب حـاوي ژن   pFastBac HTbتوليـد  
  نهايـت   در هضم آنزيمـي تأييـد شـد و        و   PCRهدف با روش    

گيـري صـحيح ژن در       د تا از جهـت    شعيين توالي ارسال    براي ت 
 ـ       .  اطمينان حاصل شود   پلاسميد  ه دليـل  لازم به ذكر اسـت كـه ب

وجود دنبالة هيستيديني، تعيـين تـرادف در ايـن مرحلـه بـسيار              
  .ضروري است

  
   نوتركيب(Bacmid)ساخت بكميد 

مرحله نهايي كلونينـگ در سيـستم بيـاني بـاكيولوويروس،           
 بـه  pFastBac HTbهاي هـدف از پلاسـميد دهنـده     انتقال ژن

ــي  ــل ويروس ــاتل ناق ــد ش ــا بكمي ــاكتري اســت ي ــه درون ب  ك
DH10Bac E.Coli  ايـن بـاكتري در پليـت آگـارز         . قرار دارد
ترتيـب بـا     هاي كانامايسين و تتراسايكلين بـه      بيوتيك حاوي آنتي 

. شـود  ليتر كشت داده مي    گرم در ميلي    ميلي 10 و   50هاي   غلظت
 كـه  اسـت اين ميزبـان همچنـين واجـد يـك پلاسـميد كمكـي            

 ـ   آنزيم راي انتقـال ژن بـين ناقـل دهنـده و بكميـد را       هاي لازم ب
  .سازد پذير مي امكان

مستعد دريافت  قبل   با روش گفته شده      DH10Bacباكتري  
 pFastBac هاي نانوگرم از پلاسميد100ده و سپس شپلاسميد 

HTb     شروع بيـان    براي .شود  نوتركيب به باكتري ترانسفورم مي 
وباسـيون در    سـاعت انك   4بيوتيـك،    هاي مقاومـت بـه آنتـي       ژن

 درجـه الزامـي   37 (Shaker Incubator) انكوبـاتور شـيكردار  
هــاي  بيوتيــك هــا در محــيط واجــد آنتــي آنگــاه بــاكتري. اســت

 ليتر جنتامايـسين   گرم در ميلي    ميلي 7كانامايسين، تتراسايكلين و    
(Gentamicin)  ــده ــا كنن ــز الق ــسترش Xgalو  IPTG و ني  گ

 درجـه قـرار داده      37اتور   ساعت در انكوب   48مدت   يابند و به   مي
هـاي   بيوتيك لازم به ذكر است كه ژن مقاومت به آنتي        . شوند مي

ترتيـب در بكميـد،      كانامايسين، تتراسـايكلين و جنتامايـسين بـه       

ــي و  ــميد كمكـ ــود داردpFastBacپلاسـ ــه.  وجـ  از در ادامـ
، در  هـستند هاي سفيد كه احتمالاً حاوي بكميد نوتركيب         كلوني

 برايهاي فوق كشت ايزوله تهيه شده و         وتيكبي پليت واجد آنتي  
كشت باكتري در محيط مايع و جداسازي بكميد از آن اسـتفاده            

   با درنظر گرفتن انـدازه مولكـولي بكميـد كـه بـيش از               .شود مي
 DH10Bac بـاكتري  استخراج آن از  باشد،   باز مي   هزار جفت  130

 و بـه  (Invitrogen, USA) مطابق دستورالعمل شركت سـازنده 
  . گيرد مي روش دستي انجام

 به درون بكميد، HA1  و HAد انتقال صحيح ژنيبراي تأي
 ـا يبـرا . كار گرفته شـد     به PCRروش    يآغازگرهـا  از كـار  ني

 مكمـل  ناحيه كه M13 يها آغازگر و هدف يها ژن ياختصاص
در ناحيـة   ) Transposon( دو سوي محـل ترانـسپوزون        در آن

Laczα       ،نهايـت بـراي    در  . دش ـ ادهاسـتف  در بكميد تعبيه شـده
اطمينان از سالم بودن و عـدم شكـست بكميـدهاي نوتركيـب،             

مدت   و به25 درصد با ولتاژ 7/0نتيجه استخراج روي ژل آگارز   
  . ساعت الكتروفورز شد18

  

  
  

 بانـد   ؛RT-PCRبـه روش     HAژنـوم كامـل     جه حاصل از تكثيـر      ي نت 1 شكل
زگرهـاي اختـصاصي    آغا بـه كمـك      cDNA تكثيرمحصول  بازي    جفت 1700

 ، كنترل منفـي   )2رديف   ( كيلوبازي DNA 1 نشانگر وزن مولكولي  ،  )1رديف(
PCR) 3رديف(  

  

  جينتا
 A/New ويــروس آنفلــوانزاي انــساني ســويه فــصلي    

Caledonia/20/99(H1N1)           پس از تكثير در كـشت تـك لايـه 
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 .شـد به عنوان منبع ژنوم ويروسـي اسـتفاده          MDCKهاي   سلول
ــا cDNA ژنــومي ويــروس و ســنتز RNAپــس از اســتخراج   ب

 با واكـنش    HAهاي اختصاصي، ژنوم كد كننده      آغازگراستفاده از   
 سـنتز   cDNAنتيجه حاصل از تكثيـر      . دشاي پليمراز جدا     زنجيره

ــه روش  ــده ب ــد  PCRش ــشاهده بان ــازي  جفــت1700و م ــا ب  ب
  .ه استمد آ1در شكل   درصد1الكتروفورز روي ژل آگارز 

ورد نظـر پـس از تخلـيص از ژل          در مرحله بعدي قطعه م ـ    
. دشهاي مختلف تأييد      كلون و با روش    T-Easyآگارز در ناقل    

 داراي ژنوم    نوتركيب T-Easyد توليد ناقل    ينتايج حاصل از تأي   
 بـا  PCRنتـايج  .  نـشان داده شـده اسـت      2 در شكل    HAكامل  

 )الـف  (بازي  جفت 1700آغازگرهاي اختصاصي و مشاهده باند      
 و  3000ناقل نوتركيب و مـشاهده دو بانـد         و نيز هضم آنزيمي     

بازي بر اثر هضم آنزيمي ناقل تخليص شـده بـا دو           جفت 1700
-T، نشانگر صـحت توليـد ناقـل     )ب( HindIII  و XhoIآنزيم  

Easy است نوتركيب.  
  

  
  

 PCR محـصول  )الـف ( بـا آغـازگر اختـصاصي    PCR نتايج حاصـل از   2 شكل
كنتـرل منفـي    ،  )2 رديـف (يلوبازي   ك DNA 1 ، نشانگر وزن مولكولي   )1 رديف(

PCR) ناقـل نوتركيـب پـس از        )ب( و هضم آنزيمي ناقل نوتركيـب      ؛)3 رديف 
  )2 رديف(  كيلوبازيDNA 1 نشانگر وزن مولكولي، )1 رديف(هضم آنزيمي 

  
 تـرادف  تعيـين  براي نوتركيب هاي نمونه اوليه، يديتأ از پس
 را HA ژن تكثيـر  درستي كامل طور به حاصل نتايج. دش ارسال
 اسـتفاده  الگـو  عنوان به فوق نوتركيب ناقل ادامه در. كرد معلوم
. دش تكثير نيز HA1 ژن اختصاصي، آغازگر كارگيري به با و شد

 در آنچـه  مطابق pfastBac ناقل در HA1 و HA ژن جاسازي
 بـا  نوتركيـب  هـاي  ناقـل  و دش ـ انجام شد، گفته ها روش بخش
PCR شـد  يـد يتأ تـرادف،  ينتعي ـ نهايـت در   و آنزيمي هضم و 

  ).است نشده آورده نتايج(
 pfastBac HTb-HA1 در مرحله نهايي پلاسميدهاي نوتركيب

ــستعد   pfastBac HTb-HAو  ــان م ــاكتري ميزب ــه درون ب  ب
بكميد . ، ترانسفورم شداست بكميد ي كه حاو DH10Bacشده

 و بـا اسـتفاده از       PCRنوتركيب پس از استخراج، توسط روش       
 تأييد شـد و نتـايج       M13صاصي يا آغازگرهاي    آغازگرهاي اخت 

  .  نشان داده شده است3حاصل در شكل 
  

  
  

 1000 بانـد  ؛بكميد نوتركيب  با آغازگرهاي اختصاصي از      PCR ) الف 3 شكل
 بانـد ، )3 رديـف (  كيلوبـازي Ladder 1، )2 و 1 رديف(HA1 بازي ژن جفت
زگرهـاي   بـا آغا   PCR )، ب )5 و 4 رديف (HA بازي ژنوم كامل   جفت 1700
M13، Ladder 1   واجـد ژنـوم     يبـاز  جفت 4130 باند ،)1 رديف( كيلوبازي
 ،)5 و 4 فيرد( HA1 ژن واجد يباز جفت 3430 باند ،)2 فيرد (HA كامل
  )7 فيرد (PCRكنترل منفي  ،)6 فيرد (بينوترك ريغ ديبكم

  

  بحث
تا به امروز مؤثرترين راه براي مقابله بـا بيمـاري آنفـولانزا،             

اي اسـت كـه    ون عمومي با استفاده از واكسن سه گانه    واكسيناسي
 سال اسـت    50ها بيش از     اين واكسن . شود در تخم مرغ تهيه مي    

انـد ولـي بـا وجـود اثربخـشي بـالا و              كار رفته  كه با موفقيت به   
نداشتن عوارض جانبي، چرخه توليد طولاني داشته و در مقابـل    

گـويي   اسـخ  قـادر بـه پ     2009گيـري    ها از جمله همـه     گيري همه
هاي جايگزين مورد مطالعه قـرار       در ساليان اخير واكسن   . نبودند
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بايست حداقل بـه همـان انـدازه واكـسن تخـم             اند كه مي   گرفته
خطر و از نظر اقتصادي مقرون بـه صـرفه           مرغي قابل اعتماد، بي   

هـا را تهيـه      بوده و در زمان كوتاه بتوان مقادير مـورد نيـاز از آن            
واحـدي   هـاي زيـر    هـا واكـسن    ترين آن  يكي از مهم  . ]15[نمود  

كننـد و    هاي ويروسي را رمزدهي مي     نوتركيب است كه پروتئين   
، 16[شـوند     تهيـه مـي    DNAبا استفاده از تكنولوژي نـوتركيبي       

هـاي تخـم     ها نسبت به واكسن    از جمله مزاياي اين واكسن    . ]17
ژنيكي اسـت كـه در بـافر نمكـي       مرغي، دارا بودن پروتئين آنتي    

بيوتيـك و    شود و نيازي به مواد محافظـت كننـده، آنتـي           تهيه مي 
به علت عدم استفاده از ويـروس       .  ندارد (Adjuvant)ادجوانت  

، نيازي بـه تـسهيلات زيـستي        ها زنده در مسير تهيه اين واكسن     
خاص يا مواد شيميايي نظير فرمالدئيد نبوده و شـايد بـه همـين              

هاي بـاليني عـوارض      ها در كارآزمايي   علت است كه اين واكسن    
ه بـا خطـر     ه ـهمچنين در مواج  . دنشو جانبي كمتري را سبب مي    

 HAتـوان بـا توليـد        ، مـي  H5هاي خطرناك نظير     پاندمي سويه 
سـاخته شـدن واكـسن اختـصاصي سـويه،          تـا زمـان     نوتركيب،  

  . ]18[ عوارض باليني را كاهش داد
تـرين پـروتئين سـطحي ويـروس         ، مهم HA نيكوپروتئيگل

 بـا  شـود و  مـي  ديـده  پوشـش   رويدييزوا صورت است كه به
ليـه  هاي خنثي كننـده ع  بادي بيشترين ميزان آنتيتوجه به اين كه   

شمار   تحقيقات واكسن به   برايشود، هدف مناسبي     آن ساخته مي  
نفـولانزا در   آ انـواع مختلـف ويـروس        HA تا به امروز     .رود مي

ــستم ــه  سي ــاريوتي ب ــاريوتي و يوك ــدد پروك ــاي متع صــورت  ه
ه شـد ها بررسـي     زايي آن  واحدي توليد و ايمني    هاي زير  واكسن
  . ]19، 18[است 

پتيـدي  ساز پروپ صورت يك پيش  به اگليكوپروتئين فوق ابتد  
 HA1تر يا توليد شده و پس از تكامل مولكول، زير واحد بزرگ

زيـر  . دشـو   متـصل مـي    HA2 با پيوند غيركووالانسي به بخش      
ژنيك  هاي آنتي  واحد بزرگ يا همان سر كروي، واجد اكثر مكان        

از طـرف ديگـر زيـر       . اسـت جايگاه اتصال به گيرنده سلولي      و  
دهـد،   تشكيل مـي  اصلي ساقه مولكول را       كه بخش  HA2واحد  

ژنيك، واجد توالي عرض غشايي      ضمن دارا بودن خاصيت آنتي    

(Transmembrane) كه نقش مهمي در تثبيت مولكول در        است 
تـوان در طراحـي      از اين خاصيت مي   . ساختار ليپيدي دو لايه دارد    

 (Virosomal Vaccine)هـاي ليپـوزومي و وايروزومـي     واكسن
ز مولكـول نـسبت بـه سـر     همچنين ايـن بخـش ا  . استفاده نمود 

كه معلـوم    طوري  به استهاي حفاظت شده     كروي واجد ترادف  
  اسـت   حاوي سه زنجيره اليگو ساكاريدي     HAناحيه ساقه   ده  ش

هاي  كه جايگاه گليكوزيلاسيون در اين سه مكان در تمامي گونه         
HA   از H1   تا H16     ويروس آنفلـوآنزاي نـوع  A    اسـت  ثابـت .

هاي ايمني   تمالاً در ايجاد پاسخ   وجود اين ساختارهاي يكسان اح    
  . استهاي مختلف اين ويروس مؤثر  متقاطع در بين سويه

 جايگـاه بـا     6طـور متوسـط      مطالعات نشان داده است كه به     
  و يـك جايگـاه در  HA1 در N پتانسيل گليكوزيلاسيون از نوع 

HA2            وجود دارد كه نقش مهمي در ايجاد تـاخوردگي صـحيح
هـاي فـضايي مناسـب بـراي بـروز           توپ مولكول و پيدايش اپي   

. ]20[ژنيكي در اين پـروتئين را بـه عهـده دارنـد              خاصيت آنتي 
هـاي حـشرات كـه        توليد اين گليكـوپروتئين در سـلول       بنابراين

اي از   تغييرات پس از ترجمـه    علاوه بر كارايي و بازدهي خوب،       
 پروتئين در حال سـاخت      هاي قندي به   جمله اضافه كردن شاخه   

پـذير   هـاي پـستانداران امكـان      را با بيشترين شباهت بـه سـلول       
  . استيي اين پروژه  نهاسازد، هدف مي

 شـده  يبـوم  روش وجـود  عـدم  بـه  توجه با پژوهش نيا در
هـاي   تـوپ   اپـي  نظرگـرفتن  در بـا  زي ـن و كـشور  در واكسن ديتول

 ـو با يفصل يآنفلوانزا يها روسيو انيمسازي متقابل    خنثي  روسي
 از ،novel A/H1N1 يعن ـي يري ـگ همـه  نيآخر مولد يآنفلوانزا

 براي A/New Caledonia/20/99(H1N1)ايآنفلوانز روسيو
 طـول  بنـابراين    .دش استفاده واكسن ديتول نهيبه يآور فن يسبرر

 بكميـد  در آن بـزرگ  واحـد  ريز همچنين و HA مولكول كامل
 مربـوط  نوتركيـب  هاي پروتئين بعدي مرحلة در تا دش جاسازي

 هـا  آن كـارآيي  و زايـي  ايمنـي  و توليـد  حـشرات  هاي سلول در
  .دشو بررسي
 ژنـوم  اسـتخراج  هـا،  واكسن گونه نيا ساخت در قدم نياول
 يآغازگرهـا  توسـط  هدف ژن قطعه يجداساز و روسيو كامل
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 نـوع  يآنفلـوانزا  كه نكته نيا نظرگرفتن در با. است ياختصاص
A ژنوم يدارا RNA  ،ـبا ابتـدا  آن اسـتخراج  از پـس  اسـت   دي

DNA كامـل  ژنـوم  سـپس  و شـده  ساخته مكمل HA  توسـط 
 اسـت  كرذ انيشا. دشو ريتكث و يجداساز ياختصاص يآغازگرها

 ـز رود يم ـ شـمار  بـه  كار يديكل مراحل از يكي مرحله نيا كه  راي
 ميآنز حيصح انتخاب و بوده هدف ژن يجداساز در مرحله نياول

 برنامـه  و يبنـد  زمـان  مراز،يپل يا رهيزنج واكنش در استفاده مورد
 بـا  اريبـس  ياختصاص يآغازگرها حيصح يطراح و مناسب ييدما
ت بـالاي ايـن مرحلـه، در ايـن           با توجـه بـه اهمي ـ      .است تياهم

 بـراي  High fidelity DNA Polymerase از آنـزيم پـژوهش  
ــره ــزيم داراي . دشــاي پليمــراز اســتفاده  واكــنش زنجي ــن آن اي

هايي است كه آن را از ساير پليمرازهاي موجـود متمـايز             قابليت
تـوان بـه بـالاترين ميـزان صـحت           نمايد كه از آن جمله مـي       مي

قايـسه بـا سـاير پليمرازهـاي مقـاوم بـه          واكنش پليمـرازي در م    
هاي ناموفق،   حرارت و درنتيجه دارا بودن كمترين ميزان واكنش       

توانايي پردازش بـالا و كـاهش دادن زمـان واكـنش، دارا بـودن               
بالاترين بازده در مقايسه با ساير پليمرازهـا بـه دليـل بيـشترين              

اده و  ميزان محصول توليد شده با حداقل ميزان آنزيم مورد استف         
دارا بودن عنوان دقيق ترين پليمـراز مقـاوم بـه حـرارت اشـاره               

همچنين اين آنزيم باعث اضافه شدن نوكلئوتيد واجد باز         . نمود
 ، بنـابراين بـراي    دشو آلي آدنين به انتهاي فرآورده تكثير شده مي       

  . ]21[ است مناسب Tجاسازي در ناقل هاي 
بدين ترتيب پس از اطمينان از صحت جداسـازي و تكثيـر            

-Bac-to)ژن هدف، با استفاده از سيستم بياني بـاكيولوويروس          

Bac)          پس از سه مرحله فرايند كلونينگ، ژنوم كامل ،HA   و نيز 
سازي گرديـد تـا      د بزرگ آن در شاتل ناقل بكميد جاي       زيرواح

. هاي حشره توليد گردد    هاي ذكر شده در سلول     در ادامه پروتئين  
بكميد، پلاسميد بزرگي است كه از ژنوم باكيولوويروس مـشتق          

ــي     ــشره م ــلول ح ــه س ــس از ورود ب ــت و پ ــده اس ــد  ش توان
 هايي را توليد كند كه ژن هدف را تحت كنترل پروموتر           ويروس

علت استفاده از اين سيستم بياني، بهينه       . هيدرين بيان نمايند   پلي
ــاكيولوويروس  بــودن آن نــسبت بــه ســاير روش هــاي توليــد ب

هـاي    جهـت توليـد پـروتئين      1993تـا قبـل از سـال        . باشـد  مي
هـاي بيـاني اسـتفاده     هاي حشرات از سيـستم  ويروسي در سلول  

تركيب بـوده   سازي و تكثير ويروس نو     شد كه نيازمند خالص    مي
و جهت به دست آوردن تيتر بالاي ويروس بدون در نظرگرفتن           

 مـاه   6 تـا    3ها و مشكلات فراوان، مدت زماني معادل         پيچيدگي
امــا پــس از معرفــي روش جديــد انتقــال . گرديــد صــرف مــي

 ـاز طريق جايگاه اختصاصي در باكتري اشر      ) ترانسپوزيشن( شيا ي
، توليد مؤثر بـاكيولوويروس     ]22[ (Luckow)كلي توسط لوكو    

 هاي متعددي با استفاده از ايـن       نوتركيب تحقق يافت و پروتئين    
  . ]24، 23[هاي حشرات توليد گرديده است  روش در سلول

هاي حشرات واجد چنـد      توليد پروتئين نوتركيب در سلول    
هـاي يوكـاريوتي     ويژگي مهم اسـت كـه آن را از سـاير ميزبـان            

هاي نوتركيب در    در اين سيستم، باكيولوويروس   . سازد متمايز مي 
يافته و پپيتدهاي توليـد شـده پـس از         هاي حشرات تكثير     سلول

هـاي پـستانداران، در      سـلول اي مـشابه بـا       تغييرات پس ترجمـه   
ــري مــي هــاي هــدف ســلولي جــاي  محــل ــد گي در نتيجــه . كن
هـاي   هاي نوتركيب، ساختار و عملكرد مـشابه پـروتئين         پروتئين

 ـ     هـايي   خـصوص در مـورد پـروتئين       هطبيعي خواهد داشت كه ب
ها نقش حياتي دارد،     كه اشكال فضايي در عملكرد آن      HAمانند  

داده اسـت كـه در مقايـسه بـا       مطالعات نـشان     .استبسيار مهم   
در ايـن      هاي يوكاريوتيك، كـارايي توليـد پـروتئين        ساير سيستم 

طوري كه بعضي از محققين نيمـي        سيستم بسيار بيشتر است، به    
از پروتئين توليد شده در سلول را مربوط به پروتئين نوتركيـب            

ها گسترة ميزباني محدودي     همچنين اين ويروس  . ]25[دانند    مي
طـور    و بـه   اسـت هاي خاصي از بندپايان       دارند كه مختص گونه   

طوري كه   به هستند،   زا بيماري كلي براي پستانداران و گياهان غير     
مقدار زيادي از آن در طبيعـت روي سـبزيجات كـه بخـشي از               

  .]18[شوند  ، يافت ميستاغذاي روزانه 

 مـورد نظـر كـه از        يهـا  ني پروتئ رود ي انتظار م  ب،يترت نيبد
هـاي حـشرات توليـد خواهـد         در سلول  ياني ب ستمي س ني ا قيطر

 مـشابه بـا سـلول     يا  پس ترجمـه   راتيي و تغ  شيراي پ يشد، دارا 
ــوتيوكاري ــي مراحــل تع از گــذر ازپــس.  باشــدكي  درســتي ني
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 تخلـيص  و ياختـصاص  يباد يآنت از استفاده با فوق   هاي نيپروتئ
ــا، آن ــسن ه ــيپروتئ واك ــه ين ــوان ب ــدل عن ــاول م ــه هي ــح ب  واني
 حفاظـت   آثـار زايـي و     ايمني وه  شد تزريق مناسب يشگاهيآزما

هـاي رايـج     بخشي اختصاصي و متقاطع هر يك در برابر سـويه         
  .شداهد  بررسي و مقايسه خوآنفولانزا

  

  تشكر و قدرداني
اين تحقيق با حمايت مالي و مساعدت معاونت پژوهشي و          

 انجام  411براساس طرح مصوب انستيتو پاستور ايران با شماره         
نويسندگان از زحمات كارشناسان محترم آزمايشگاه      . ه است شد

  .تحقيقاتي آنفولانزا كمال تشكر را دارند
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