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Abstract 

Background: Influenza is a contagious respiratory infectious disease out breaking in cold 
seasons of the year. The outbreak of the new influenza A (H1N1) virus in 2009 involved large 
populations of the world with considerable mortality. Hemagglutinin (HA) molecule, the main surface 
glycoprotein of the influenza virus, is one of the key factors for serological diagnostic kits and vaccine 
development. Thus establishment of HA gene bank of the circulating influenza viruses is essential in 
gaining quick access to large amounts of protein. 

Materials and Methods: The first step in providing such a bank is detection and isolation of 
HA full genome and its subunits by using specific primers and cloning them in proper vectors. For this 
purpose, using standard virus genome (A/New Caledonia/20/99(H1N1)) cultured on MDCK cell, HA 
coding gene was proliferated  by RT-PCR using specific primers.  

Results:  Isolation and cloning of the HA gene was verified by RT-PCR, enzyme digestion 
and determining nucleotide synonymy. Through the use of specific cloning primers, different HA gene 
constructs were propagated for expression of the gene in insect cells and E.coli bacteria. 

Conclusion: The results indicated the complete compatibility of the extracted HA gene with 
the influenza (A/New Caledonia/20/99(H1N1)) hemagglutinin. It makes it possible to use the gene as a 
source of cloning in a variety of eukaryotic and prokaryotic expression systems. 
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                                                                                                 مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك               مقاله پژوهشی

  59-67، 1389، زمستان )53شماره پیاپی  (4، شماره 13                               سال                                                                                             
  

به  A(H1N1)جداسازي، کلونینگ وتعیین توالی ژن همآگلوتینین آنفلوآنزاي  
  منظور تهیه بانک ژن همآگلوتینین

  
   *7 معصومه توسطی خیري،6، مریم صالح5ورداري،  فرزانه برخ4، فاطمه فتوحی2فریدون مهبودي  ،3، مهوش خدابنده1بهرخ فرهمند

 
  انستیتو پاستور ایران،تهران،ایران،ي ژنتیک مولکولی ،واحد آنفلوآنزاادانشجوي دکتر -1

 ایران   و محیط زیست، پژوهشگاه ژنتیک و زیست فن آوري ، تهران ،صنعتي بیوشیمی، گروه بیوتکنولوژي ااستادیار،دکتر -2

  انستیتو پاستور ایران،تهران،ایران،بیوتکنولوژي، مرکز تحقیقات بیوتکنولوژي دکتراي دانشیار ،  -3

  انستیتو پاستور ایران،تهران،ایران،ي ویروس شناسی، واحد آنفلوآنزاااستادیار،دکتر -4

  انستیتو پاستور ایران،تهران،ایران،کارشناس میکروب شناسی، مرکز تحقیقات بیوتکنولوژي -5

  انستیتو پاستور ایران،تهران،ایران،واحد آنفلوآنزا ، شناسیوبکارشناس ارشدمیکر -6

  انستیتو پاستور ایران،تهران،ایران،استادیار، دکتري ویروس شناسی، واحد آنفلوآنزا -7

  
 29/2/89 ، تاریخ پذیرش 10/1/89تاریخ دریافت 

  چکیده
شیوع . شیوع پیدا می کند سرد سال  هايآنفلوآنزا بیماري مسري عفونت دستگاه تنفسی است که در فصل: زمینه هدف

میر قابل   که جمعیت کثیري از مردم جهان را درگیر کرد، مرگ و2009 در سال A(H1N1)آنفلوآنزا ویروس جدید 
ترین گلیکوپروتئین سطحی ویروس آنفلوآنزا است، یکی از ارکان مهم  مولکول همآگلوتینین که اصلی. داشت توجهی در پی
هاي شایع به منظور  لذا تهیه بانک ژن سویه. هاي موثر بر علیه این بیماري است تشخیصی و واکسنهاي  در تهیه کیت

  .باشد میدسترسی سریع به مقدار انبوه این مولکول بسیار ضروري 
اولین قدم براي تهیه چنین بانکی، جداسازي ژن کامل .  کاربردي می باشد-این مطالعه از نوع پژوهشی :ها مواد و روش

در این راستا . گلوتینین و زیر واحدهاي آن با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی وکلونینگ آنها در ناقلهاي مناسب استهمآ
 MDCK کشت داده شده در سلول (A/NewCaledonia/20/99(H1N1))ابتدا با استفاده از ژنوم ویروس استاندارد 

  .اقل مناسب کلون گردید  تکثیر و در نRT-PCR، ژن کد کننده همآگلوتینین به روش 
با .  ، هضم آنزیمی و تعیین ترادف نوکلئوتیدي تایید گردیدPCR جداسازي و کلونینگ ژن همآگلوتینین با روش :ها یافته

 در سلول حشره  ژنهاي مختلف واجد ژن همآگلوتینین مورد نظر به منظور بیان استفاده از پرایمرهاي ویژه کلونینگ، سازه
  .کلی، تهیه گردیدو باکتري اشریشیا 

 نتایج به دست آمده نشان دهنده تطابق کامل قطعات ژنی استخراج شده با همآگلوتینین ویروس آنفلوآنزاي  :نتیجه گیري
20/99(H1N1) A/New Caledonia  است که استفاده ازاین منبع ژنی، اهداف خاص از قبیل کلون کردن در

  .سازد ی را امکان پذیر میوکتورهاي بیانی مختلف یوکاریوتی و پروکاریوت
   آنفلوآنزا، بانک ژن، همآگلوتینین :واژگان کلیدي

  
  
  
  
  انستیتوپاستور ایران، واحد آنفلوآنزا  تهران،: نویسنده مسئول*

                                 Email:mtkheiri@yahoo.com    
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  مقدمه 
آنفلوآنزا، بیماري عفونی دستگاه تنفسی است که 

مرکز . گردد می آن همه ساله با وقوع سرما شایع فرم فصلی
 گزارش 2004 درسال (CDC)ي آمریکا ها بیماريکنترل 

 درصد مردم آمریکا با نوع 20 تا 5کرده است که سالیانه 
 هاي گروه که براي شوند میفصلی این بیماري درگیر 

 سال، کودکان و افراد با 65پرخطرشامل افراد بالاي 
، مشکلات فراوانی را در اي زمینه خاص و هاي بیماري

عامل مولد این بیماري ویروس آنفلوآنزا از . )1(دارد پی
 قطعه ژنومی از 8خانواده ارتومیکسو ویریده است که داراي 

پروتئین آن را 11باشد که حداقل   می(-)RNAجنس 
هاي ویروس  ترین پروتئین اصلی. )2(کنند میرمزگذاري 

رامینیداز هستند که در ورود و آنفلوآنزا همآگلوتینین و نو
انتشار ویروس نقش دارند و هدف اصلی براي سیستم ایمنی 

 کیلو 70-75همآگلوتینین با وزن مولکولی حدود  .باشند می
ترین  دالتون، گلیکوپروتئین غالب غشایی است که اصلی

. ها به ویژه از نوع زیر واحدي است گزینه براي تولید واکسن
 داراي ساختار تریمري است که HA0فرم کامل آن یعنی 

فرم فعال . هر منومر آن از هشت ناحیه تشکیل یافته است
 (HA2) و کوچک (HA1)مولکول از دو زیر واحد بزرگ 

هر دو زیر واحد گلیکوزیله هستند ولی . تشکیل شده است
واحد بزرگ یا آنتی ژنیک، که بخش خارج غشایی  زیر

تا . )3(باشد می قندي مولکول است، داراي بیشترین واحدهاي
 ژن همآگلوتینین و زیرواحدهایش 6000 بیش از 2010سال 

این پروتئین . )4(در بانک ژن بین المللی به ثبت رسیده است
توسط قطعه چهارم ژنوم ویروس آنفلوآنزا رمزگذاري 

 و تغییر در توالی این ژن منجر به پیدایش )5(شود می
مکن است منجر  که مشود میهاي جدیدي از ویروس  سویه

 1918هاي خطرناکی نظیر پاندمی  به ایجاد اپیدمی یا پاندمی
 2009 وسویه H5N1هاي داراي پتانسیل پاندمی  و یا سویه

 هاي لذا به منظور تولید سریع واکسن وکیت. )6(شود
 لازم براي ارزیابی سرولوژیکی ویروس شایع، تشخیصی

ک ژنی، بسیار دسترسی فوري به منابع همآگلوتینین به فرم بان

ضروري بوده و اولین قدم در این راستا جداسازي، کلونینگ 
  .باشد میوتعیین وتایید توالی این ژن 

در این مطالعه، با طراحی پرایمرهاي اختصاصی 
براي ژنوم کامل همآگلوتینین سویه استاندارد 

(A/NewCaledonia/20/99(H1N1)) اقدام به ،
 pGEM-Tن در ناقل جداسازي و کلونینگ ژن همآگلوتینی

Easy  شد و بعد از تایید توالی آن، به عنوان الگو براي
براي بیان ( ، pETهاي ژنی دیگر از قبیل ناقل ساخت سازه

باکیلوویروس استفاده شد تا علاوه بر تهیه   و)دراشیرشیا کلی
بانک ژن، براي مطالعات بعدي به ویژه در رابطه با 

ر وعملکرد مولکول، گلیکوزیلاسیون و اثر آن بر ساختا
  .مورد استفاده قرار گیرد

  
  هامواد و روش 

ها و مواد زیر   کاربردي از سویه-در این مطالعه پژوهشی
  .استفاده گردید

 A/New)ویروس آنفلوآنزاي انسانی

Caledonia /20/99(H1N1))  در کشت تک لایه 
 MDCK(Madine Darby Canine Kidney)هاي سلول

رشد یافته ) ولی انستیتو پاستور ایرانتهیه شده از بانک سل( 
 سرم جنین گاوي، پنی  درصد10 حاوي DMEMدر محیط 

 (100µg/ml)و استرپتومایسین  G  (100 unit/ml)سیلین 
پس ازبروز آثار تخریب سلولی که . )8، 7(تلقیح گردید

تلقیح قابل مشاهده است، مایع   ساعت پس از48معمولاً
با روش همآگلوتیناسیون، رویی کشت سلولی برداشت شد و 

  .عیار ویروس تعیین گردید
 اشیرشیا کلیباکتري به منظور کلونیگ، 

Top10F ')  تهیه شده از شرکتNovagen (  با استفاده از
، کشت Louria Bertoni) (LBمحیط کشت جامد ومایع 

 داده شد و به عنوان میزبان براي تراریختی
(transformation)ه هاي کلونینگ  و تکثیر ناقلین و ساز

  .استفاده گردید
 1698با استفاده از توالی  ،جهت طراحی پرایمرها

 A/Newنوکلئوتیدي همآگلوتینین ویروس آنفلوآنزا
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caledonia/20/99(H1N1)   ثبت شده در بانک ژن بین
 DNASIS و نرم افزار (AJ344014)  با کد دستیابیالمللی

MAX 2.0) راي پرایمرهاي اختصاصی ب) شرکت هیتاچی

 نوکلئوتیدي 960تکثیر قطعه کامل ژن و زیر واحد بزرگ 
  ).1جدول (طراحی گردید

  
  پرایمرهاي بکار رفته در این مطالعه. 1جدول 

  Sequence (5-3) Plasmids  
HA 5'-CTCGAGACCTACTTTGGACACTC-3'     F HA-XhoI 

Amplification 
HA 5'- CTCGAGCCAGATGCATATTCTAC -3' R HA-XhoI 

Amplification 
HA1 5'-GCAAGCTTATGGACACAATATGTATA-3' F HA1-HindIII 

Ampilification 
HA1 5'-CACTCGAGACCTACTTTGGACACT-3' R HA1-XhoI 

Ampilification 
(2& 9 ) 5'- AGCAAAAGCAGG-3' (Uni 12) 

  
هاي حاصل  ویروس نیز RNAبه منظور استخراج 

 واحد 512ل  که واجد عیار معاد MDCKاز کشت سلولی 
 RNAاستخراج . همآگلوتینین بود مورد استفاده قرار گرفت

) شرکت سیناژن (RNXTM-Plusبا استفاده از محلول 
از میکرو لیتر  250به این ترتیب که . صورت گرفت

 RNXTM-Plusاز میکرو لیتر  750سوسپانسیون ویروسی با 
.  دقیقه در دماي محیط قرار داده شد5مخلوط و به مدت 

درجه  4کلروفرم، در دمايمیکرولیتر  200 با افزودن سپس
سانتریفوژ  x g  12000 دقیقه و با دور15 به مدت گراد سانتی

آوري شده از لایه بالایی،   جمعRNA حجم معادل. گردید
 دقیقه انکوباسیون روي 15ایزوپروپیل الکل افزوده و بعد از 

 به x g  12000  و با دورگراد درجه سانتی 4یخ در دماي
 دقیقه سانتریفوژ شد و رسوب بعد از سه بار شستشو 15مدت 

 DEPC( Diethyl ( در آب تیمار شده با ،جه در75با اتانل 

pyrocarbonateحل گردید .  
 : به شرح زیر صورت گرفتRT- PCRمراحل 

 cDNA، ازکیت سنتز cDNAبراي ساخت 
) شرکت فرمنتاز (M-MuLVداراي آنزیم پلیمرازمعکوس 

، مطابق 1 جدول  شده در ذکر(Uni12)مر یونیور سال و پرای
 و به ترتیب زیر استفاده )9، 2(دستورالعمل شرکت سازنده

  :شد
 استخراج شده مخلوط و RNAدر ابتدا پرایمر و 

 دقیقه 5گراد به مدت  درجه سانتی 70دماي  در
و بعد از خروج از دستگاه،  درترموسایکلر قرار داده شد

، dNTP ی ازآن مخلوطبه شد و تقل منبلافاصله روي یخ 
طبق ) RNaseمهارکننده  (Ribolock و  اختصاصیبافر

 دقیقه 5سپس به مدت . دستورالعمل کیت افزوده شد
گراد در دستگاه ترموسایکلر قرار   درجه سانتی25دردماي 
 ضافها (RT)در انتها آنزیم ترانس کریپتاز معکوس. داده شد

گراد و   درجه سانتی25ر  دقیقه د10شد و ابتدا به مدت 
  .گراد قرار داده شد  درجه سانتی42سپس یک ساعت در 

 cDNA از PCR  واکنشدر ادامه براي انجام 
جدول در ساخته شده و پرایمرهاي اختصاصی طراحی شده 

 Taq high  وsmartTaq ، pfu و سه آنزیم پلیمراز 1

fidelity ) هاي معمول مطابق روش) شرکت فرمنتاز  
(Sambrook & Russell 2001)  10(استفاده گردید(. 

  با استفاده از دستگاه ترموسایکلر PCRهاي کلیه واکنش
در تمام موارد .  اجرا گردید22331شرکت اپندرف مدل 

 با PCRو نتایج  ابتدا آزمایش در گرادیان دمایی انجام شد
 مورد درصد 1 استفاده از روش الکتروفورز روي ژل آگارز

بهترین شرایط براي مراحل بعدي مورد . ر گرفتارزیابی قرا
 PCRبهترین ترکیب واکنش و شرایط . استفاده قرارگرفت

  Taqهاي   با آنزیم HA1 و HAکه در تمامی موارد تکثیر 
  :به صورت زیر می باشدقابل اجرا بود

 PCR(10X)  ،1 میکرولیتر بافر 5: ترکیب
 فتی میکرولیتر پرایمر رdNTP(10mM) ،1میکرولیتر 
(10pmol) ،1میکرولیتر پرایمر برگشتی(10pmol)پلیمراز ، 
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آب مقطر  و cDNA(50ng/ml) میکرولیتر 1 واحد،5/0
  .افزوده شد میکرولیتر 25 تا حجم نهاییاستریل 

، گراد  درجه سانتی94 دقیقه در دماي 5: شرایط
 درجه 54  ثانیه در45، گراد  درجه سانتی94  ثانیه در30

 تا 2 که مراحل گراد  درجه سانتی72 یقه در دق2، گراد سانتی
 72  دقیقه در10 بار تکرار شد و در پایان به مدت 30 براي 4

  . قرار داده شدگراد درجه سانتی
  pGEM-T Easyکلونینگ در ناقل 

براي این منظور پلی نوکلئوتیدهاي تکثیر شده با 
استخراج و ) شرکت کیاژن(استفاده از کیت استخراج از ژل 

طبق ) شرکت پرومگا(  pGEM-T Easy ر ناقل سپس د
  .)11(دستورالعمل مربوطه کلون گردیدند

  :'Top10Fمستعدسازي و تراریختی 
 براي این منظوریک کلنی از کشت شبانه باکتري

 مایع تلقیح LBمحیط  لیتر میلی 5 در 'Top10F اشیرشیاکلی
در دقیقه تا رسیدن  180با دور گراد  درجه سانتی 37و در 

 کشت داده شد و به OD600=0.6کم سلولی به حدود ترا
 گراد  درجه سانتی4 هاي باکتري در منظور جداسازي سلول

 . در دقیقه سانتریفوژ گردید9000 دقیقه با دور 3به مدت 
 CaCl2(0.1mM) رسوب طی سه مرحله با محلول سرد

هاي مستعد شده ضمن  در مرحله آخر سلول. تیمار گردید
و به مدت ) ng  1حدودا(ناسب سازه مجاورت با غلظت م

ثانیه  90( دقیقه انکوباسیون بر روي یخ و شوك حرارتی 30
ترا ریخت گردیده و بر روي ) گراد درجه سانتی 42 در

هاي آمپی سیلین و  محیط جامد حاوي آنتی بیوتیک
 کشت Xgal و معرف رنگی IPTGتتراسایکلین، القا کننده 

 . داده شدند

روش  با استفاده ازلونها، به منظور آنالیز ک
هاي واجد پلاسمید   سفید، کلنی–هاي آبی  گري کلنی غربال

مورد نظر انتخاب گردید و پلاسمیدهاي آنها پس از 
مورد استخراج از نظر وجود یا عدم وجود ژن مورد نظر 

ابتدا با استفاده از براي این منظور در . ارزیابی قرار گرفتند
 و سپس با هضم PCR پرایمرهاي اختصاصی با روش

 مورد HindIII و   XhoIهاي  آنزیمی به وسیله آنزیم

هاي نوترکیب تایید شده، جهت  ناقل.  بررسی قرار گرفتند
 ارسال Gene service .UKتعیین توالی به شرکت 

  .گردیدند
ساخت وآنالیز سازه هاي بیانی اختصاصی 

  یوکاریوتی وپروکاریوتی
  تایید pGEM-TEasyHAبا استفاده از سازه 

با  شده به عنوان الگو، پرایمرهاي اختصاصی طراحی شده و
 در شرایط Taq high-fidelityاستفاده از آنزیم پلیمراز 

PCRهاي بیانی   بهینه شده، سازهpETHA ، pETHA1 
 و pFastBac-HA، )همراه و یا بدون سیگنال پپتید(

pFastBac-HA1 هاي   و به کمک روشندساخته شد
PCR12، 11(ندلیز آنزیمی تایید گردید و آنا(.  

  :هاي محدودگر  با آنزیم ها بررسی سازه
هاي محدودگر از  ها با آنزیم به منظور بررسی سازه

هاي ژنی که با استفاده از نرم  نقشه آنزیمی توالی
هاي   به دست آمده است، آنزیمDNASIS MAXافزار

 براي NcoI کامل و HA براي pstI(مورد نظر انتخاب
HA1 (هاي هضم آنزیمی طبق دستورالعمل  و واکنش

  .ها، اجرا گردید شرایط استفاده از آنزیم
  

   ها یافته
نتایج حاصل از آزمایشات جداسازي و تکثیر ژن 
کامل همآگلوتینین ویروس آنفلوآنزاي انسانی نوع 

(A/NewCaledonia/20/99(H1N1)) و کلونینگ و 
 در روش. ده است نشان داده شb 1  وa 1تایید آن در شکل 

RT-PCR  بهینه شده با آنزیم پلیمرازTaq high fidelity ،
ردیف  b 1 شکل( گونه باند غیراختصاصی مشاهده نشد هیچ

نوکلئوتیدي حاصل 1100 و 580با مشاهده قطعات ژنی ). 2
 با آنزیم HA ژن RT-PCR از هضم آنزیمی محصول 

PstI) شکل b 1،  1680 و 3000قطعات و) 3ردیف 
 با pGEM-T-HAلئوتیدي حاصل از هضم سازه نوک

، )5ردیف  ،b 1 شکل( HindIII/XhoI هاي آنزیم
  . مورد تایید واقع شدT جداسازي وکلونینگ ژن درناقل
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                                                             ( a)                                                                     (b)      
    درصد1بر روي ژل آگارز HA  ، و ارزیابی هضم  آنزیمی ژن HA  نتایج الکتروفورز مراحل تکثیر ژن. 1شکل

a (  نتایجPCRباگرادیان دمایی ژن  HAپرایمرهاي اختصاصی و ز با استفاده اcDNAبه عنوان الگو ) دماي 1ردیف C° 52 دماي  2 ، ردیف C°53 ،  
  DNA(100bp)   مارکر5 کنترل منفی و ردیف 4، ردیف  C°54  دماي 3ردیف 

 b (   آنالیز آنزیمی ژنHA با استفاده از آنزیم PstI و هضم آنزیمی سازه ژنی  pGEMT-HA )  مارکر  1ردیف DNA(1Kb)    2، ردیف 
 با pGEMT-HA  هضم آنزیمی5 هضم نشده  و ردیف pGEMT-HA  4ردیف     ،PstI با آنزیم محدودگر HA هضم آنزیمی ژن  3 ، ردیف HAژن  

   )HindIII/XhoIآنزیمهاي 
  

همچنین نتایج تکثیر ژن زیر واحد بزرگ 
 با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی (HA1)همآگلوتینین 
آنالیز آنزیمی ژن این زیر واحد  ،a2ل شکدر طراحی شده 

 و 2، ردیف b 2 شکلدر  NCoIبا آنزیم محدودگر 
 HindIII/XhoIهاي  تایید آنزیمی آن با آنزیم کلونینگ و

 b2شکل .  نشان داده شده است3، ردیف b 2 در شکل
 است که داراي یک  NcoI مربوط به اثر آنزیم 2ردیف 

ژن درون برش در جایگاه برش در وکتور و یک جایگاه 

 3 است و ردیف bp 800 که قطعه برش یافته حدود باشد می
 است که قطعه HindIII و XhoIهاي  مربوط به اثر آنزیم

  .کند تولید می نوکلئوتیدي 960
هاي  هاي تعیین ترادف شده با توالی توالیدر پایان 

 برنامه نوکلئوتیدي موجود در بانک ژن از طریق
BLASTN  نتایج تطابق صددرصد را نشان  مقایسه شد و

  .داد

  

                                       
                                           ( b )                                                                                                                     ( a) 

    درصد1بر روي ژل آگارز   pET در وکتور HA1 وآنالیز آنزیمی کلونینگ ژن HA1 ج الکتروفورز مراحل تکثیر ژن  نتای.2شکل
a (  نتایجPCR ژن  HA1 با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی و سازه مرجعTHAبه عنوان الگو ) 1ردیف PCR با آنزیم Taq کنترل 2معمولی، ردیف 

                                                            DNA (1Kb)مارکر  5 کنترل منفی و ردیف  4،ردیف Taq high fidelity با آنزیم PCR 3منفی  ،ردیف 
 b  (   آنالیز آنزیمی سازهpETHA1 ) هضم سازه با آنزیم2 سازه هضم نشده ، ردیف 1ردیف  NCoI هضم سازه با آنزیمهاي 3، ردیف HindIII/XhoI 

   DNA (1Kb)  مارکر4و ردیف 
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  بحث
آوري  گونه فن در حال حاضر در کشور ما هیچ

هاي   اي براي تولید واکسن آنفلوآنزا و کیت شده میبو
گیري و ارزیابی سرمی افراد  تشخیصی به منظور پیش

تهیه بانک . واکسینه شده و در معرض ویروس وجود ندارد
ائز هاي ویروس به ویژه همآگلوتینین در این راستا ح ژن

ترین پروتئین درگیر  زیرا همآگلوتینین مهم. باشد میاهمیت 
است که ساختمان  در ایجاد ایمنی بر علیه ویروس آنفلوآنزا

 به نحوي که نه تنها )13(آن به خوبی شناسایی شده است
 بلکه یکی از باشد میواکسن مناسبی براي تولید کاندید 

لعات وسیع هاي مولکولی انتخاب شده براي مطا بهترین مدل
هاي بیوشیمی، بیوفیزیک و بیولوژي مولکولی  در زمینه

اقدام به تولید فرم نوترکیب آن  لذا تحقیق و. )15، 14(است
 میلادي تولید فرم 1980از سال . باشد میامري ضروري 

هاي آنتی ژنیک همآگلوتینین ویروس  نوترکیب شاخص
 سپس با گسترش فن  آغاز گردید وE.Coliآنفلوآنزا در 

هاي  هاي نوترکیب، در  سایر میزبان آوري تولید پروتئین
هاي  مخمر، سلول حشرات، گیاهان و سلول(یوکاریوتی 

نیز بیان شده است که هر کدام با توجه به مزایا و ) پستانداران
معایبی که دارند براي اهداف خاصی به کار برده 

در جهت رسیدن به تولید همآگلوتینین . )16-21(دشون می
تکثیر ژن به   ،cDNA ، سنتز RNAتخلیص  رکیب،نوت

 و کلون کردن آن در یک RT-PCR روش
هاي اولیه در تهیه واکسن  وکتورکلونینگ مناسب گام

نوترکیب بر علیه هر سویه جدید ویروسی شناخته شده 
  .باشد می

در این تحقیق نتایج به دست آمده نشان داده است 
 cDNA ، سنتز RNAکه چنانچه بلافاصله بعد از استخراج 

  زیرا ذخیره سازيگردد میانجام شود، بهترین نتیجه حاصل 

RNA  باعث تخریب  گراد  درجه سانتی-70حتی در دماي
.  را به دنبال داردcDNAآن گشته و کاهش شدید میزان 

 از PCRاین مطالعه براي تکثیرژن به وسیله  همچنین در
شان داده شد هاي پلیمراز مختلف استفاده گردید و ن آنزیم

مورد استفاده، فقط براي pfu   (fermentase)که آنزیم 

نتایج ( تکثیر قطعات کوتاه ژنی همآگلوتینین مناسب است
 Taqهاي  این آنزیم بر خلاف آنزیم). نشان داده نشده است

که واجد (T، دنباله آدنوزین که لازمه کلونینگ در ناقل 
در . کند می، در محصول ایجاد نباشد می) تیمیدین است

 ، آنزیمی است که Taq high  fidelityکه آنزیم  حالی
هاي واجد نوکلئوتید   قادر است رشتهاین کهعلاوه بر 

انتهایی را ایجاد کند، توانایی تصحیح رشته در ) A(آدنین
 و تکثیر ژنوم را با کمترین باشد میحال سنتز را نیز دارا 

هاي مورد  زیمی ژندر مورد آنالیز آن. سازد  ممکن می،اشتباه
هاي محدودگر نیز نتایج حاصله با آنچه که به  نظر با آنزیم

بینی شده به دست آمده بود مطابقت  وسیله نرم افزارهاي پیش
  .دارد

 مهندسی و ساخت وکتورهاي 1994 سال در
 – βبا تعداد کپی بالا، ژن  (Tکلونینگ خانواده 

منجر به سهولت ) اختصاصی MCS گالکتوزیداز و
 و  Taqهاي تکثیر یافته با پلیمرازهایی از قبیل  ونینگ ژنکل

Taq high fidelityدر این مطالعه با توجه به . )22( شد
-pGEM ارزش چنین سیستمی مبادرت به کلونینگ در

TEasyنتایج به دست آمده از تعیین ترادف وآنالیز . شد
، نشان pGEM-TEasyآنزیمی قطعه کلون شده در وکتور 

ق کامل قطعات ژنی استخراج و کلون شده با دهنده تطاب
 (H1N1)20/99 همآگلوتینین ویروس آنفلوآنزاي 

A/New Caledoniaاین تایید، استفاده ازاین منبع .  است
ژنی را براي اهداف خاص از قبیل کلون کردن در 

  راE.coliوکتورهاي بیانی ویژه مانند ناقل باکیلوویروس و 
شده در سلول حشره با استفاده محصول بیان . سازد مقدور می

خطر بوده و  از باکیلو ویروس براي تهیه واکسن و دارو، بی
ها در سطح  بسیار مورد توجه است زیرا باکیلو ویروس

گیاهان خوراکی وجود دارند و براي مصارف انسانی مضر 
 pETهمچنین وکتورهاي پروکاریوتی نظیر انواع . باشند نمی

وکاریوتی مانند اشیریشیا کلی هاي پر براي بیان در سلول
(E.coli) و تولید صنعتی همآگلوتینین به منظور تولید انبوه با 

هاي تشخیصی، از  امکانات ارزان قیمت جهت تهیه کیت
  .)23(اهمیت بالایی برخوردار است

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.nitropdf.com/
www.sid.ir


 و همکاران                                                                         بهرخ فرهمند     ...و تعیین توالی ژن همآگلوتینین جدا سازي، کلونینگ 
 

 66                                                                                                1389  ، زمستان4زدهم، شماره سی،  سال كمجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی ارا

  نتیجه گیري
با توجه به اهمیت تهیه بانک ژن همآگلوتینین و 

ه  که با بشود یمنتایج به دست آمده، چنین نتیجه گیري 
کارگیري دستاوردهاي این تحقیق، در صورت تامین بودجه 

هایی را تهیه نمود تا در  توان چنین سازه مناسب به راحتی می
صورت بروز اپیدمی یا پاندمی آنفلوآنزا، با سرعت بیشتري 

. هاي تشخیص سرمی دسترسی داشت به واکسن موثر وکیت
هاي ویروس  ئینهمچنین با تعمیم کار براي سایر پروت

که در حال حاضر در واحد  ( NP و M2آنفلوآنزا  نظیر 
ها،  ژن و سایر) اند شدهو پاستور ایران تهیه تآنفلوآنزاي انستی

بانک ژنی ویروس آنفلوآنزا دایر گردد تا در اختیار سایر 
  .گران و تولید کنندگان قرار گیرد پژوهش

  
  قدر دانی تشکر و

بائیان که مسئولیت از سرکار خانم منصوره طباط
 و جناب آقاي اند بودهدار  کشت ویروس در سلول را عهده

علی ترابی جهت همکاري در تهیه برخی مواد و امکانات 
امکانات  این پروژه با استفاده از .گردد میتقدیر و تشکر 

با همکاري  پاستور ایران ونیستینو ا411مالی طرح پژوهشی
 زیست فن آوري علمی پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و

  .اجرا شده است
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