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111-1396/120آذر و دي / دوره بیست و دوم / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان 

حاصل از نواحی حفاظت شده پروتئینهاي ویروس 3M2e-HA2-NPپروتئین کایمر سه تاییپروکاریوتی بیان 
فراگیرواکسن زیر واحدي دست یابی بهدر راستايA/H1N1نفلوانزايآ

3بهرخ فرهمند،1حدیث شکوهی،2و1الهه ناظري،1مریم صالح،2مهرداد هاشمی،1فاطمه فتوحی، 2و1شکوفه حاتمی

ایرانتهران،ایران،پاستورانستیتوتنفسی،ویروسهايسایروآنفلوانزاخشب.1
دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایرانگروه علوم نوین، واحد علوم پزشکی تهران،.2
b_farahmand@pasteur.ac.ir،021-64112183:، تلفن ثابت)مولف مسوول(ایرانپاستورانستیتوتنفسیهايویروسسایروآنفلوانزابخشاستادیار.3

چکیده
هـاي  مرگ و میر گسـترده در طـول اپیـدمی   بیماري و یک پاتوژن تنفسی مهم است که باعث Aویروس آنفلوانزا:و هدفزمینه

مختلـف ویـروس آنفلـوانزا را    هـاي سـویه در برابـر مؤثری ایجاد ایمنهاي رایج آنفلوانزا تواناییواکسن. دشوها میفصلی و پاندمی 
. باشداین محدودیت میي ویروس آنفلوانزا در جهت رفعهاي حفاظت شدهژنهاي فراگیر با استفاده از آنتیطراحی واکسن. ندارند
بسیار حفاظت شـده در  يابخشه(NP)و نوکلئوپروتئین (HA2)ساقه هماگلوتینین ،(M2e)آنفلوانزا M2پروتئین بیرونیناحیه

-3M2eي دوتـایی  بـه سـازه  NPبخشـی از ژن  افـزودن  این مطالعـه،  هدف. هستندAهاي مختلف ویروس آنفلوانزاهمیان زیرگون

HA2 تولیـد واکسـن   ژنی نوید بخشـی بـراي  این پروتئین نوترکیب کاندید آنتی. دبیان کایمر سه تایی در سیستم پروکاریوتی بوو
.دشومیفراگیر محسوب
و بـا اسـتفاده از   PCRبـا روش  A/H1N1(PR/8/34)ویروس آنفلوانزاي انسانی سویه  NPژن ابتدا بخشی از:روش بررسی

NPژن سـپس . دکلـون ش ـ pGEM-TEasyژن تکثیر شده در وکتـور کلونینـگ   . هاي اختصاصی طراحی شده تکثیر شدپرایمر

، کلونینـگ پس از تاییـد . کلون شدHA2ي در پایین دست قطعهpET28a-3M2e-HA2تایید شده در وکتور بیانی نوترکیب 
.بیان شدBL21(DE3)سویه E.coliدر باکتري پروتئین کایمر

در وکتـور نوترکیـب   NP، هضـم آنزیمـی و تعیـین تـرادف نشـان دادنـد کـه قطعـه انتخـابی ژن          Colony PCRنتـایج  :هایافته
pET28a-3M2e-HA2توسط پروتئین کایمربیان . ستجایسازي شده ابه درستیSDS-PAGE بررسی و با آزمایش وسترن

سـن  توانـد گـام مهمـی درجهـت تولیـد واک     مـی 3M2e-HA2-NPطراحی و تولید پروتئین نوترکیـب  :استنتاج.دبلات تایید ش
.هاي مختلف ویروس آنفلوانزا باشدهفراگیر به منظور مقابله با زیرگون

3M2e ،HA2 ،NP، نزا، پروتئین کایمرواکسن آنفلوا:واژه هاي کلیدي

21/5/96:پذیرش27/3/96:اصلاحیه نهایی18/11/95:وصول مقاله
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...بیان پرو کاریوتی پروتئین112

1396آذر و دي / دوره بیست و دوم / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان 

مقدمه

. آنفلوانزا یک عفونت حاد تنفسی و به شدت مسري است
را از جمعیت جهان% 20تا 10در حدود ویروس آنفلوانزا 

5تا 3کند که در هاي فصلی عفونی میدر طول اپیدمی
500تا 250یون از موارد بیماري شدید ایجاد کرده و میل

ویروس آنفلوانزا از ). 1و2(شودهزار مرگ را باعث می
اي قطعه تک رشتهRNAخانواده ارتومیکسوویریده داراي 

از Cو A ،Bگونه 3تاکنون . باشدقطعه با قطبیت منفی می
RNAآنزیم ).  3(ویروس آنفلوانزا شناسایی شده است

وجود و ویروس مستعد خطا استRNAوابسته به پلیمراز
این Aبه ویژه گونه هاي آنفلوانزاژنوم قطعه قطعه به ویروس

ه طور فراوان جهش یابند و نوترتیبدهند که بامکان را می
ژنیک و شوند که به ترتیب منجر به دریفت آنتی)بازآرایی(

هاي به این ترتیب ویروس. شوندژنیک میشیفت آنتی
ي سیستم ایمنی را لوانزا، توانایی فرار از حذف به وسیلهآنف

نزا بهترین راه پیشگیري از آنفلوا،کسنوا). 4(کنندپیدا می
در برابر باديهاي موجود از طریق القاي آنتیواکسن. است

دو گلیکوپروتئین بزرگ سطحی ویروس، هماگلوتینین 
(HA) و نورامینیداز(NA)این ). 5(کنندایجاد ایمنی می
دارجنینتخم مرغدرآنفلوانزاویروسبا کشت ها واکسن

واکسناینکارایی.شوندمیتهیهو غیرفعال کردن ویروس 
ي هاواکسن.باشدمی% 75ازکمترشرایطبهتریندرها

آنفلوانزاي موجود توانایی ایجاد حفاظت در برابر 
دلیل ن آنفلوانزا را ندارند، به همیهاي دیگر ویروسزیرگونه

هاي مربوط به زیرگونهي واکسن تازه هاست که هر ساللازم
یز این رو نیاز به واکسنا. جدید ویروس تولید شود

وجود دارد که به تغییر هر ساله نیاز کارامدتر و فراگیر
).6و7(نداشته باشد

براي .هاي نسل دوم هستندهاي زیرواحدي، واکسنواکسن
مختلف ساختار ویروس را ترکیباتها تولید این واکسن

با ژنهاي مفیدي ه و بخشهایی را که حاوي آنتیکردجدا 
هستند تهیه بادي محافظت کنندهتوانایی تحریک آنتی

هاي تئینتوان با عمل تخلیص، پروبا این شیوه می. دکننمی
طلوب هاي نامرا حذف و امکان واکنشغیراختصاصی

اخیر محققان در سالهايهمچنین . واکسن را کاهش داد
هاي زیرواحدي نوترکیب کنند که با تولید واکسنتلاش می

با استفاده از پپتیدهاي حفاظت شده ویروس نیاز به تجدید 
ترا پروتئینکیM2پروتئین). 8(هرساله برطرف شود

انتهاي ).9(اسیدآمینه دارد97ت که اسIIIغشایی نوع 
ن در میا(M2e)پروتئین اینآمینی خارج سلولی

انسانی به شدت حفاظت شده Aهاي آنفلوانزاي زیرگونه
است که در اياسیدآمینه23یک پپتید M2eژن آنتی. است

هاي آنفلوانزا بنابراین واکسن. بیماریزایی ویروس نقش ندارد
ها علیه باديآنتی. زایی پایینی دارند، ایمنیM2eبر پایه 

M2e10و11(نددر سرم انسان به سختی قابل ردیابی هست .(
هاي مختلفی بر همین اساس در مطالعات پیشین استراتژي

، با هدف تولید M2eژن زایی آنتیبراي افزایش ایمنی
براي ویروس آنفلوانزا، به کار گرفته شده واکسن مؤثر

ها افزایش دانسیته پپتید از طریق از جمله این استراتژي. است
هاي حامل مانند ها یا پیوستن مولکولافزایش تعداد نسخه

Bویروس هپاتیتهستهآنتی ژنگلوتاتیون ترانسفراز،

(HBcAg) ، هموسیانین صدف کوهی و کمپلکس پروتئین
غشاي خارجی نایسریا مننژیتیدیس و یا همراهی با 

). 4(باشدمیژلین و توکسین ویبریوکلرا ها مانند فلاادجوانت
وششپسطحدرپروتئینترینفراوان)(HAهماگلوتینین

استویروسزاییعفونتدرپروتئینترینمهمویروسی و
تشکیل HA2و HA1از دو زیرواحد هماگلوتینین). 12(

سولفیدي به هم این دو زیر واحد توسط پیوند دي. شده است
ساقه ناحیه حفاظت شده HA2زیرواحد ). 13(مرتبط هستند

آید که سبب هماگلوتینین ویروس آنفلوانزا به شمار می
هاي مختلفواکنش حفاظتی متقاطع در بین زیرگونهجادای

ژنی کاندید آنتیHA2براین اساس . گرددمیویروس
). 12-14(خواهد بودفراگیرمناسبی براي تولید واکسن 

آنفلوانزاداخلی ویروس،  پروتئین(NP)نوکلئوپروتئین
پروتئیناین. پوشاندویروس را میژنومیRNAکهاست
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1396آذر و دي / دوره بیست و دوم /مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان 

آنفلوانزاویروسگونهتعیینبراياختصاصیيهاژنآنتیاز
ژنومو همانندسازيرونویسیتسهیلبهمنجروباشدمی

بازهادادنقرارمعرضدرواسطهبهشود کهمیویروس
همچنین این. ویروسی استپلیمرازبراي دسترسی آنزیم

ازوسیعیطیفبامیانکنشتواناییپروتئین
نوکلئوپروتئین . را داردولیسلوویروسیماکرومولکولهاي

هاي ویروسدر بین زیرگونهاز حفاظت شدگی بالایی
برخوردار است و تحقیقات پیشین نشان داده است آنفلوانزا

تواند منجر به میNPهاي حاوي ژن که استفاده از واکسن
توپ مناسب انتخاب اپی. القاي ایمنی حفاظتی متقاطع گردد

NPمناسب را تسهیل نمایدکایمرتواند تولید پروتئینمی .
هایی در نوکلئوپروتئین وجود دارد که از بین رفتن توپاپی

. هاي آلوده و کاهش جمعیت ویروسی را در پی داردسلول
یکی از CTLسیتوتوکسیکTهاي لنفوسیتالقاي پاسخ

اهداف مطالعات در زمینه تولید واکسن فراگیر آنفلوانزا به 
).15-17(رودشمار می

پیش از این در آزمایشگاه M2e-HA2ي دوتایی سازه
تحقیقات آنفلوانزاي انستیتو پاستور ایران در وکتور 

pET28aهدف ما در این مطالعه، ). 18(کلون شده است
3M2e-HA2ي دوتایی به سازهNPافزودن بخشی از ژن 

. و بیان پروتئین کایمر سه تایی در سیستم پروکاریوتی بود
ژن نوید بخشی براي تولید وترکیب آنتیاین پروتئین ن

.شودواکسن فراگیر آنفلوانزا محسوب می

روش بررسی
سویه NPدر این پژوهش از ژن 

A/H1N1(PR/8/34)3ي دوتایی و سازهM2e-HA2

که پیش از این در آزمایشگاه تحقیقات آنفلوانزاي انستیتو 
کلون شده بود، استفادهpET28aپاستور ایران در وکتور 

گیري از در آغاز با مطالعه مقالات پیشین و بهره). 18(دش
از ) bp300(450تا 150هاي بیوانفورماتیک توالی افزارنرم

ي انتخابی با استفاده از روش قطعه. انتخاب شدNPژن 
PCR توسط پرایمرهاي اختصاصی حاوي سایت برش

فزار اپرایمرها با استفاده از نرم. آنزیمی مناسب تکثیر یافت
Gene Runner توسط شرکت سیناژن ساخته طراحی و

.دتوالی پرایمرها به ترتیب زیر بو. شد
ºC58=Tmنوکلئوتید و  22به طول Forwardپرایمر 

:،HindIIIداراي سایت برش آنزیمی 

F: 5'-GAAGCTTGATTATGAGGGACGG- 3'

Tm=3/55نوکلئوتید و 21به طول Reverseپرایمر 

:XhoIآنزیمی برشسایتداراي 

R: 5'-GCTCGAGCCTCTGATAAGTTG- 3'

جهت HindIIIسایت برش آنزیم Fتوالی پرایمر در 
و نیز در .دطراحی گردی3M2e-HA2اتصال به انتهاي 

اي به گونهXhoIسایت برش آنزیم Rتوالی پرایمر 
کدون اختتام بعد از هنگام بیان پروتئین از طراحی شد تا 

pET28aواقع در توالی وکتور بیانی His-Tagتوالی 

:PCRمواد در مخلوط مقادیر. استفاده شود
0/5µl dNTP(10mM), 0/75µl MgCl2(50mM ,)
2/5µl PCR buffer(10X), 1µl Template 100( ng) ,

1µl Forward primer(47/7µM),

1µl Reverse primer(55/2µM)

با (ترموسایکلر واکنش تکثیر در دستگاه. در نظر گرفته شد
.انجام شد1برنامه دمایی جدول مطابق ) میکرولیتر25حجم 

به 90درصد با ولتاژ 2بر روي ژل آگارز PCRمحصول 
سپس با استفاده از . دقیقه الکتروفورز گردید40مدت 

نانومتر مورد بررسی 260دستگاه آشکارساز در طول موج 
PCRصول براي تشخیص اندازه مولکولی مح. قرار گرفت

استفاده Fermentasشرکت DNAbp100از نشانگر 
. شد
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تنظیم شده در دستگاه ترموسایکلرPCRبرنامه . 1جدول 

سیکلزمان(˚C)دما PCRفاز 
1دقیقه945دناتوره شدن اولیه

ثانیه9430دناتوره شدن
35 ثانیه5445اتصال

دقیقه722طویل شدن
1دقیقه7210طویل شدن نهایی

pGEM-TEasyدر ناقل NPژنکلونینگ

با استفاده از )PCRمحصول (تکثیر شدهNPابتدا قطعه ژن 
تخلیص و پس از ) شرکت کیاژن(کیت استخراج پلاسمید 

ي دستگاه به روش جذب نوري به وسیلهسنجش غلظت
در ناقل T4DNA Ligaseبه کمک آنزیم نانودراپ

pGEM-TEasy مخلوط واکنش شامل . گردیدکلون
، پلاسمید µl5/0حجمخالص شده به PCRمحصول 

، آب µl2، بافر µl5/0به حجمPGEM-TEasyخطی 
µlبه حجمT4DNA Ligaseو آنزیم µl6مقطر 

برابر با دستور Promegaکیت لیگاسیون شرکت (5/0
. قرار داده شدC°4ساعت در دماي 24به مدت )سازنده

سویه مستعد E.coliنش اتصال در باکتري محصول واک
'Top10F به روش شوك حرارتی ترانسفورم شد و

حاوي LB Agarدر محیط باکتري ترانسفورم شده 
-IPTG/Xسیلین و هاي تتراسایکلین و آمپیبیوتیکنتیآ

Galبا استفاده از روش غربالگري سپس . کشت داده شد
ه احتمال زیاد هاي سفید که بسفید، کلنی-هاي آبیکلنی

هاي سفیداز کلنی. دندشواجد پلاسمید هدف بودند انتخاب 
ساعت در 18به مدت تلقیح وLB Brothکشت به محیط

rpmپس از سانتریفیوژ با دور . انکوبه شدC37°دماي 

)شرکت کیاژن(با استفاده از کیت استخراج پلاسمید 180
. گردیدپلاسمید استخراج و تخلیص ،از رسوب باکتري

با Colony PCRهاي روشاز براي تایید کلونینگ 
و XhoIهاي آنزیمتصاصی و هضم آنزیمی باپرایمرهاي اخ

HindIIIداستفاده ش .

در وکتور بیانی نوترکیبNPکلونینگ 
pET28a-3M2e-HA2

براي این . جدا شدpGEM-NPاز وکتور NPژن ابتدا
و XhoIهاي هدف از هضم آنزیمی کامل توسط آنزیم

HindIIIسپس تخلیص ژن مزبور با استفاده . استفاده شد
پس از الکتروفورز ) شرکت کیاژن(خراج از ژل تاز کیت اس

بطور همچنین . انجام گرفتمحصول واکنش هضم آنزیمی 
آماده pET28a-3M2e-HA2همزمان وکتور نوترکیب 

بدین منظور استخراج وکتور نوترکیب نیز با کیت . شد
به روش جذب نوريانجام و غلظت آن) کیاژنشرکت(

سپس به کمک واکنش هضم آنزیمی با . گیري شداندازه
. وکتور نوترکیب خطی شدHindIIIو XhoIهاي آنزیم

به وکتور بیانی نوترکیب NPدر این مرحله الحاق ژن 
pET28a-3M2e-HA2آنزیم خطی شده با

T4DNA Ligaseالاتصواکنش مخلوطد و انجام ش
پس از آن . قرار گرفتC°4ساعت در دماي24به مدت 

سویه E.coliبه داخل باکتري مستعد شده سازه جدید 
'Top10F ترانسفورم شده و در محیطLB Agar حاوي
.  یکلین و کانامایسین کشت داده شدهاي تتراسابیوتیکنتیآ

Colonyاز سه روش کلونهاي حاصلبه منظور تایید نهایی

PCR هاي پرایمرهاي اختصاصی، هضم آنزیمی با آنزیمبا
XhoI وHindIII و تعیین توالی وکتور نوترکیب

pET28a-3M2e-HA2-NPاستفاده گردید.

3M2e-HA2-NPالقاي بیان پروتئین کایمر
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وکتور 3M2e-HA2-NPپروتئین کایمربراي بیان 
هاي به باکتريpET28a-3M2e-HA2-NPنوترکیب 

و ترانسفورمBL21(DE3)سویه E.coliي  مستعد شده
کانامایسین بیوتیکنتیحاوي آLB Agarدر محیط کشت 

10به هاي حاصل یک کلنی از کلنی. شدکشت داده
بیوتیک واجد آنتیLB Brothکشت لیتر محیطمیلی

C°37دمايتلقیح و در انکوباتور شیکردار درکانامایسین
در طول موج 6/0وري پس از حصول جذب ن. قرار داده شد

، القاگر )به کمک دستگاه اسپکتروفتومتر(نانومتر600
مولار میلی1با غلظت (IPTG)ایزوپروپیل تیوگالاکتوزید

سپس در فواصل . به سوسپانسیون باکتري اضافه گردید
ساعت بعد از القا با برداشت یک 4و 3، 2، 1زمانی 

آن در طول لیتر از سوسپانسیون باکتري جذب نوري میلی
در 9000و دور C°4موج مذکور مشخص شد و در دماي 

.گیري شددقیقه سانتریفوژ و رسوب3دقیقه به مدت 

3M2e-HA2-NPبررسی بیان پروتئین کایمر

انجام SDS-PAGEبا روش بررسی بیان پروتئین کایمر
آوري شده هاي باکتریایی جمعبدین ترتیب که رسوب. شد

بافر ابتدا با مقادیر معین آب مقطر و هاي مختلف در ساعت
38/3ابتدا :ترکیب بافر نمونه((sample buffer)نمونه 

راpHوحل شدهمیلی لیتر آب مقطر30گرم تریس در 
میلی 50سپس ومی افزاییمSDSگرم5تنظیم و 8/6روي 

وگرم برموفنول بلو افزوده 03/0لیتر گلیسرول و در انتها 
5مخلوط و )می رسانیممیلی لیتر 100هرا بحجم نهایی

لیزات باکتریایی حاصل بر الکتروفورز .دقیقه جوشانده شد
90ساعت با ولتاژ3درصد به مدت 12ریل آمید روي ژل اک

گرم پودر 3ترکیب بافر الکتروفورز شامل (.دشانجام ولت
میلی لیتر آب 500گرم پودر گلایسین در 4/14تریس و

به آن اضافه نموده و در SDSرم پودر گ1مقطر است که 
لیتر 1تنظیم  و حجم نهایی به 8/8آن را روي pHانتها 

آمیزي محلول باندهاي پروتئینی با رنگ.)شودرسانده می

ها وزن مولکولی پروتئین. نمایان شدندR-250بلو کوماسی
.تخمین زده شدFermentasبا نشانگر پروتئین شرکت 

ین با روش وسترن بلاتتایید بیان پروتئ

با استفاده از ژل الکتروترانسفر ي الکتروفورز شده هاپروتئین
آمید به غشاي اکریلدر شرایط نیمه خشک از ژل پلی

20نیتروسلولز به مدت غشا سپس . نیتروسلولزي منتقل شدند
گرم 5/0((Blocker)دقیقه در محلول مسدودکننده

BSA لیتر میلی20درPBS(1X)(یخچالدرC°4 قرار
بافر شستشو شامل(با بافر مرتبه شستشو3پس از .گرفت

TWEEN20میکرولیتر50کهPBS(1X)لیترمیلی100

دقیقه در دماي10به مدت ،.)به آن اضافه شده است
برچسبویژه بادي مونوکلونال با آنتیآزمایشگاه

)کیاژنشرکت(نشاندار با آنزیم پراکسیداز هیستیدینی 
باندهاي پروتئینی موردنظر با استفاده از .شدانکوبه

mg/mlبا غلظت(DAB)سوبستراي دي آمینو بنزیدین 

.آشکار گردید) Sigmaشرکت(6/0

یافته ها
Expasyافزارهاي هاي انجام شده توسط نرمپس از بررسی

 ،UniProt وImtech توالیbp300)bp450-150( از
H1N1(PR/8/34)سویهآنفلوانزاي انسانی NPژن

-pET28a-3M2eجهت کلونینگ در وکتور نوترکیب 

HA2ي انتخابی از ژن جداسازي و تکثیر قطعه. انتخاب شد
NPنتیجه . گرفتاز پرایمرهاي ذکر شده انجام با استفاده

درصد در 2بر روي ژل آگارز PCRالکتروفورز محصول 
در Fermentasشرکت bp DNA100مجاورت نشانگر

باند 3و 2در ستون شماره . نشان داده شده است1ل شک
bp300باشدنمایان می.

-pGEMپس از تخلیص در وکتور PCRمحصول 

TEasyوکتور نوترکیب . دکلون شpGEM-NP

.شدترانسفورمTop10F'سویه E.coliبه باکتري ،حاصل
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مورد تایید و منتخبکلونپس از تایید محصول کلونینگ، 
-pET28aخلیص و در پلاسمید نوترکیب تبرش داده،

3M2e-HA2پلاسمیدهاي نوترکیب . دکلون ش
pET28a-3M2e-HA2-NP پس از انتقال به باکتري

E.coli سویه'Top10Fهاي با روشColony PCR و
به این ترتیب در روش . هضم آنزیمی بررسی و تایید شدند

Colony PCR قطعهNP )bp300 ( تکثیر و در هضم
جداسازي HindIIIو XhoIهاي می با آنزیمآنزی
).3و2شکل (شد

تاییدتعیین ترادفبه کمک پلاسمیدهاي نوترکیب در پایان
آمید براي اکریلنتایج الکتروفورز روي ژل پلی. شدند
حاکی از ) ساعت4(هاي پیش از القا و پس از القا نمونه

ئین در این پروت. باشدافزایش تدریجی یک باند پروتئینی می
کیلودالتون مشاهده گردید که با وزن 51اي حدود ناحیه

بدین ترتیب ) 4شکل.(بینی شده مطابقت داردمولکولی پیش
.تایید گردیدبیان پروتئین کایمر

د نهایی پروتئین نوترکیب از آزمایش وسترن به منظور تایی
وسترن بلات با استفاده از در آزمایش. بلات استفاده شد

Anti-His3تولید پروتئین کایمرM2e-HA2-NP در
). 5شکل (تایید شدBL21(DE3)سویه E.coliباکتري 

آنزیم با سوبسترايواکنشو Ag-Abدر اثر واکنش 
ی کیلودالتون51رنگزا یک باند پروتئینی با وزن مولکولی 

.دیده شد

DNA100نشانگر: 1ردیف:د درص2بر روي ژل آگارز NPژنPCRنتیجه الکتروفورز محصول :  1شکل  bp(Fermentas) محصول : 2و3ردیفPCR بخشی از
کنترل منفی: 4ردیف NPقطعه

bp 100نشانگر: 1ردیفدرصد 2بر روي ژل آگارز PCRنتیجه الکتروفورز محصول کلنی :2شکل DNA(Fermentas)10تا3کنترل منفی ردیف: 2ردیف  :
دهندرا نشان میNPقطعات تکثیر شده بخشی از ژن 10تا 3هاي در ردیف1،2،3،4،5،6،7،8هاي شماره کلنیبه ترتیب براي PCRحصولات کلنی م
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bp100کنار نشانگر درNPجفت بازي  300و جداسازي قطعه XhoIو HindIIIبا دو آنزیمpET-3M2e-HA2-NPهضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب : 3شکل 
bp 100نشانگر: 1ردیف DNA(Fermentas)8و 5هاي شماره نیوکلاز پلاسمید هضم شده : 3و 5ردیف 8و 5هاي شماره نیوکلازپلاسمید هضم نشده: 4و2ردیف

BL21هاي در سلول5مربوط به کلنی شماره 3M2e-HA2-NPو رنگ آمیزي با کوماسی بلو براي بررسی بیان کایمر (SDS-PAGE)الکتروفورز پروتئین : 4شکل 

(Fermentasنشانگر پروتئینی شرکت فرمنتاز: 1درصد  ردیف 12آمید گراد روي ژل آکریلدرجه سانتی37در  دماي ) mM1غلظت (IPTGقبل و بعد از القا با 

ساعت بعد از القا4، 3، 2، 1هاينمونه: 6تا3هايي قبل از القا ردیفنمونه: 2ردیف 

هیستیدینبرچسب ضدبادي مونوکلونالآنتیازاستفادهباکیلودالتونی51کایمرتئینپروبلاتینگوسترننتیجه:  5شکل 
در ساعت 5شماره هاينیوکلحاصل از3M2e-HA2-NPنمونه سازه: 3ردیف )  نمونه قبل از القا(شاهد منفی : 2نشانگر پروتئینی شرکت فرمنتاز ردیف : 1ردیف 

و سوبستراي دي آمینو بنزدیننشاندار شده با آنزیم پراکسیدازAnti-Hisستفاده از چهارم، ظهور باند پروتئین کایمر با ا
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بحث
ویروس آنفلوانزا داراي توانایی بالقوه در وقوع اپیدمی و 

ویژگی دریفت و شیفت . باشدهاي گسترده میپاندمی
هاي ور سویهژنیک در ویروس آنفلوانزا موجب ظهآنتی

چگونه ایمنی نسبت به سویه هیشود که مردممیيجدید
ن سبب با سرعت زیاد در میان مردم نوظهور ندارند و به همی

که در سال 21نخستین پاندمی قرن ). 14-19(دشوپخش می
A/H1N1به علت شیوع سویه جدیداتفاق افتاد2009

سویه آنفلوانزاي 3بیندرژنتیکیبازآرایی). 20(بود
H1N1 ،خوکیH3N2 انسانی وH5N1رندگان سویه پ

آمار بالاي مرگ و میر در . مزبور را به وجود آورده بود
لزوم تحقیقات گسترده در خصوص 2009پاندمی سال 

هایی واکسن). 21(تر کردواکسن فراگیرآنفلوانزا را برجسته
هایی از جمله داراي محدودیتشوندکه امروزه تولید می

شی پایین عوارض جانبی، چرخه تولید طولانی مدت، اثربخ
که با کمک در حالی. باشندو عدم ایجاد ایمنی متقاطع می

مهندسی ژنتیک امکان تولید انواع واکسن فراگیر آنفلوانزا 
هاي نوین استفاده از یکی از روش. فراهم شده است

در این نوع واکسن . هاي زیرواحدي نوترکیب استواکسن
شده هاي حفاظتژنیک از ژنبا استفاده از نواحی آنتی

توان به واکسنی دست پیدا کرد که قادر به ایجاد ویروس می
نتایج ). 22(باشدهاي نوظهور ایمنی متقاطع در برابر سویه

غشاییاي دمین خارج اسیدآمینه23مطالعات در مورد توالی 
17نشان داده است که (M2e)پروتئین ماتریکس 

ن بنابرای. حفاظت شده است% 97اسیدآمینه آن بیش از 
M2e یک کاندید مناسب براي تولید واکسن فراگیر به

ژن اصلی آنتی(HA)هماگلوتینین ). 23(آیدشمار می
تواند سیستم قوي است که میایمونوژن ویروس و یک 

در HA2زیرواحد پروتئینی . ایمنی همورال را تحریک کند
از حفاظت شدگی بیشتري HA1مقایسه با زیرواحد 

ن دلیل قادر به ایجاد واکنش حفاظتی به همی. برخوردار است
Junwei). 12(باشدهاي مختلف میمتقاطع در بین سویه

Liتایی ، سازه سه2014در سال و همکارانCTB-

3M2e-HA2 را با هدف تهیه واکسن زیرواحدي طراحی
در این سازه براي افزایش ایمنوژنیسیتی واکسن از دو . کردند

مراه ادجوانت به ه3M2eو HA2پپتید ایمنوژن 
نتایج ارائه شده از . استفاده شدB(CBT)کلراتوکسین 
زایی با پروتئین نوترکیب مذکور حاکی از چالش ایمنی

هاي واکسینه ار قوي در موشپاسخ ایمنی همورال بسی
آنالیز . ژن داخلی ویروس آنفلوانزا استآنتیNP). 24(دبو

در % 90نشانگر حفاظت شدگی بیش  از NPتوالی ژنومی 
به طوري که . باشدهاي آنفلوانزا میمیان انواع ویروس

هاي سطحی ویروس باعث ایجاد پاسخ ایمنی پروتئین
این در حالی است که . شوندهمورال در میزبان می

هاي داخلی ویروس ایمنی سلولی را تحریک پروتئین
ایجاد (CTL)سیتوتوکسیک Tهاي لنفوسیت. کنندمی

بوده و +CD8، بیشتر از نوع NPن شده در برابر پروتئی
همچنین علاوه . گزارش شده است+CD4میزان کمتري از 

در پاکسازي ویروسی NPهاي بادي، آنتیCD8+CTLبر 
در سال ). 17-25(کنندشرکت میADCCبا واسطه 

2013 ،xioa Gaoتوپ انتخابی از یک اپیو همکاران
NP3تایی در سازه سهM2e-HBc-NPند تا بهره گرفت

ریک پاسخ ایمنی سلولی به همراه پاسخ ایمنی همورال تح
زایی سازه مذکور بواسطه بررسی ایمنی. دهم ایجاد شو

وجود دو پپتید ایمنوژن به همراه ادجوانت پوشش ویروس 
هاي ایمنی همورال و افزایش چشمگیر پاسخBهپاتیت 

ن پژوهش براي افزایش در ای). 4(سلولی را نشان داده است
سه یعنی . استفاده شداز افزایش دانسیتهM2eزاییمنیای

. در وکتور جایسازي شدبه طور متوالیM2eژننسخه
یک و در نتیجه افزایش توپهمچنین به منظور تنوع اپی
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و در . استفاده شد3M2eدر کنار HA2پپتید زاییایمنی
نهایت با هدف تحریک پاسخ ایمنی سلولی در کنار پاسخ 

-3M2eبه سازه دوتایی نیز NPتوپ رال اپیایمنی همو

HA2ي انتخابی ژن قطعه. اضافه گردیدNPاي در به گونه
جایسازي شد pET28a-3M2e-HA2وکتور نوترکیب 

در انتهاي ) برچسب هیستیدینی(که یک توالی هیستیدینی 
آمینی و توالی هیستیدینی دیگري در انتهاي کربوکسیل 

همچنین توالی هیستیدینی .پروتئین نوترکیب قرارگیرد
و پیش NPانتهاي کربوکسیل به طور دقیق در انتهاي قطعه 

از کدون اختتام وکتور واقع شده است، بنابراین هیچ 
اي از توالی وکتور به انتهاي پروتئین نوترکیب اسیدآمینه

هاي نوترکیب علاوه بر اینکه پروتئین. اضافه نخواهد شد
-Niهاي به سهولت توسط ستونهاي هیستیدینی واجد دنباله

NTAدر ادامه این مطالعه اقدام به بیان . گردندتخلیص می
از . گردیدBL21(DE3)این پروتئین نوترکیب در میزبان 

هاي مطلوب این میزبان کنترل آسان و راندمان بالا ویژگی
این سیستم فاقد . هاي نوترکیب استدر تولید پروتئین

در این حالت پلاسمیدي که . باشدیهاي اندونوکلئاز مآنزیم
مهمترین مزیت این . گرددوارد باکتري شده، تجزیه نمی

باشد که میT7RNAPolي میزبان لیزوزیم مهارکننده
IPTGرا بدون حضور T7اجازه بیان پروتئین از پروموتر 

بیان پروتئین موردنظر IPTGبر این اساس حضور . دهدنمی
.)26-27(نمایدرا کنترل می

نتیجه گیري 
-3M2eدر این پژوهش نشان داده شد که  سازه نوترکیب 

HA2-NP با قابلیت بیان در سیستم پروکاریوتی به خوبی
سنتز شده و همچنین وزن مولکولی مشاهده شده با مقدار 
پیش بینی شده با استفاده از نرم افزارهاي بیو انفورماتیکی 

.مطابقت دارد

تشکر و قدردانی 
شکوفه حاتمی دانشجوي خانمنامه له نتیجه پایاناین مقا

رشته ژنتیک دانشگاه آزاد اسلامی واحد پزشکی تهران 
باشد که با حمایت مالی طرح پژوهشی مصوب انستیتو می

بدین وسیله . یی شده استاجرا759ي پاستور ایران به شماره
ي کارکنان بخش تحقیقات از مساعدت و همکاري کلیه

.گرددانستیتو پاستور ایران تقدیر میآنفلوانزاي
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