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در  H5N1بیان پروتئین هماگلوتینین ویروس آنفلوانزای فوق حاد پرندگان 

 حشره ای توسط یک سیستم غیر وابسته به باکلوویروسSf9سلول 

 
*مجید جمشیدیان مجاور

 

 سازي رازي، سازمان تحقيقات، آموزش و ترویج کشاورزي، شعبه مشهد، ایران. استادیار موسسه تحقيقات واکسن و سرم

 8/71/7991: رشیپذ خیتار 6/9/7991: فتایدر خیتار

 چکیده

و خانواده  آلفاآنفلوانزا متعلق به جنس  یسنس منف روسیو  RNAکیتوسط  ،یعفون يجد يماريفوق حاد پرندگان بعنوان ب يآنفلوانزا

 دازيني( و نورامHA)نينيگلوتسطح آنها شامل هما ینيکوپروتئيگل يژنها یبر اساس آنت Aنوع  يها روسیشود. و یم جادیا دهیریکسووياورتوم

(NAبه ز )پرندگان يآنفلوانزا روسیشوند. و یم يطبقه بند ییگروه ها ریH5N1 ( با حدت بالاHPAIاز طر ،)و پرندگان  یخانگ يمرغ ها قی

حشره  insect cells (Sf9) Spodoptera يدر سلولها H5 نيهماگلوتن انيمقاله به نحوه ب نیکشور منتشر شده است.  در ا 66از  شيدر ب یوحش

 یرانیا هیاز سو ن،ينيهماگلوت يدينوکلئوت یباشد. توال یم A/chicken/Iran/53-3/2008(H5N1) روسیپرداخته شده است که متعلق به و يا

ه، توسط سلول حشر ستميدر س انيب يکدون ها  برا يساز نهياستخراج شده و پس از به یاست، از بانک ژن clade 2.2به  قکه متعل روسیو نیا

باشد، داخل شد.  یم 6xHis-Tagو  AKH  یترشح ديپپت یتوال يکه حاو pIEx-3 ديدر پلاسم یتوال نیسنتز شد. ا GenScriptشرکت 

 یانيب ستميس نی. با استفاده از ادیگرد صيتخل لودالتونيک 99 یبا وزن مولکول یترشح H5شده و  انيب ،يحشره ا Sf9در سلول  نينيهماگلوت نيپروتئ

 صيتشخ تيانتخاب داروها و ساخت ک ن،يبر پروتئ ینمبت يمربوط به واکسن ها يدر مطالعات بعد ب،ينوترک H5 روس،یوابسته به باکلوو ريغ

 باشد. یفوق حاد پرندگان، قابل استفاده م يآنفلوانزا

 

 باکلوویروس به ستهواب ، غیرSf9، سلول حشره ای H5N1پرندگان، هماگلوتینین،  حاد فوق کلمات کلیدی: آنفلوانزای
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 مقدمه

 Aاز سویه هاي نوع ( ناشی AIآنفلوانزاي مرغی )

تک رشته منفی است،  RNAویروس آنفلوانزا، ویروس 

خانواده  ازکه متعلق به ویروس نوع آنفلوانزا 

Orthomyxoviridae  است. ویروس هاي نوعA  بر

سطح آنها شامل  یژنهاي گليکوپروتئيناساس آنتی

( به زیر گروه NA( و نورامينيداز )HAهماگلوتينين)

 و. هماگلوتينين به شانزده (6)شوندبندي می هایی طبقه

 زیرگروه طبقه بندي می شود.  9نورامينيداز به 

ليک مونوساکارید ( به اسيد سياHAهماگلوتينين )

متصل می شود که بر روي سطح سلول هاي ميزبان 

. سپس دیواره سلولی، ویروس را از قرار داردهدف 

 طریق اندوسيتوز در بر می گيرد و اندوزوم تشکيل 

دهد. این سلول پس از آن تلاش می کند تا  می

محتویات اندوزوم را با اسيدي کردن محتویات داخل 

ه یک ليزوزوم تبدیل می کند. ن هضم کند و آن را بآ

 ادغام شده و غشاي ویروس  درسپس، غشاي اندوزوم 

باعث می شود که این دو به هم متصل شوند. هنگامی 

وارد  RNAکه این اتفاق می افتد، ژنوم ویروسی 

 .(7)پروتوپلاسم سلول می شود

توليد پروتئين هاي نوترکيب  ،بيوتکنولوژي بواسطه علم

. این (17)براي انسان و حيوانات امکان پذیر شده است

جدیدي از  روه، گشده توليدپروتئين هاي نوترکيب 

آزمایشات تشخيصی و داروهایی براي بسياري از 

سرطان، آنفلوانزا و  يماري ها مانند اختلالات ژنتيکی،ب

و پروتئين ها  DNA. استفاده از را شامل می گرددایدز 

 نياز رو به رشد کاربرد  ودر تشخيص بيماري ها 

آنها  هترولوگپروتئين هاي نوترکيب می تواند با سنتز 

 .(79)ودرفع ش

کلی  شيوهسيستم هاي پروکاریوتی و یوکاریوتی دو 

 کاملهستند. هيچ سيستم بيان  پروتئين سيستم هاي بيان

براي پروتئين هاي هترولوگ وجود ندارد.  بی نقصیو 

 . (79, 6)تمام سيستم هاي بيان مزایا و معایبی دارند

ات به عنوان یک سيستم استفاده از سلول هاي حشر

متداول براي توليد پروتئين هاي نوترکيب در سلول 

در موارد بسياري مورد استفاده قرار  ،هاي یوکاریوتی

کاربرد بالاي سلول . چندین عامل به (79)گرفته است

سلول هاي حشره اي، در  کمک کرده اند. حشرات،

داخل سلولی و انتقال  پردازش پروتئين، تغيير و تبدیل

که . سلول هاي حشره (9)گيرد بخوبی صورت میها آن

، شده اندسازگار معلق،  براي رشد در محيط هاي کشت

وردن مقادیر زیادي از پروتئين هاي آباعث به دست 

پروتئين آنتی  ،(HAهماگلوتينين ) نوترکيب می شوند.

است که آنتی بادي  ویروس آنفلوانزا اصلی یژنی سطح

ن توليد می شوند. پروتئين آاي خنثی کننده برعليه ه

HA بيان شده است.  ،از سيستم ها زیادي در تعدادي

بيان این گليکوپروتئين در برخی از سيستم هاي بيان 

مانند سيستم پروکاریوتی منجر به یک محصول با 

وضعيت گليکوزیله شدن متفاوت نسبت به ویروس 

سب براي شده است. گليکوزیله شدن منا وحشی

 بودن ژن پردازش، یکپارچگی عملکردي و آنتی

, 77, 76, 1, 9)محصول ژن هماگلوتينين مهم است

76). 

ویروس  پروتئين هماگلوتينين در این پژوهش،

سلول در سيستم بيان  ،H5N1آنفلوانزاي فوق حاد 

تم سيسبه نام عاري از باکولوویروس ه حشر

InsectDirect
TM  آمریکایی توسعه یافته توسط شرکت 

 گردید.بيان  Sf9سلول هاي و در ن ژنوا
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 مواد و روش ها

 نوترکیب H5بیان 

 :H5N1 (AC numberژن هماگلوتينين ویروس توالی 

FJ445017.1) پایگاه ، از  باز 7168بطول  1متعلق به کلاد

 سلولبيان در  براي انتخاب گردیده و NCBIداده 

بهينه سازي  GenScriptییآمریکا بوسيله شرکت حشرات

سيستم  متعلق به، pIEx-3 وکتور و در سنتز ، کدون

InsectDirect
TM ،آمریکا( کلون شد. حامل  )نواژن

pIEx-3  یک پپتيد سيگنال ترشح هورمون آدیبوکينتيک

(AKH و توالی کدگذاري )6xHis-Tag دسترا در بالا 

رکيب پروتئين هماگلوتينين مکان کلونينگ براي بيان ت

 کد گذاري  N-terminalنوترکيب با برچسب هاي 

توالی آنفلوانزا، پلاسميد حاوي  HAبراي بيان  می کند.

Insect GeneJuiceهماگلوتينين با استفاده از 
®
 

Transfection Reagent  )سلول هاي به  )نواژن، آمریکا

 18 و در دماي اضافه شددر محيط بدون سرم  Sf9حشره 

جدول  مورد اشاره در هاي نسبت بادرجه سانتيگراد به 

 .گردید ه( انکوب7)

 نوترکیب  H5خالص سازی 

ساعت، سلول هاي ترانسفکت شده از محيط 11بعد از 

از محيط کشت  H5-Hisکشت جمع آوري شد. پروتئين 

 Purification Bindبا استفاده از کيت و  Sf9سلول هاي 

Insect RoboPop ™ Ni-NTA  ،)نواژن، آمریکا(

 ®PopCulture. به طور خلاصه، تخليص گردید

Reagent  وBenzonase® Nuclease  به طور مستقيم به

-His Niهر یک از محيط هاي کشت اضافه شدند. رزین 

NTA رزین شسته شد و با . سپس به ليزات اضافه شد

تخليص پروتئين ، هاي موجود در کيت ستوناستفاده از 

 .وتينين کامل گردیدنوترکيب هماگل

 نوترکیب  H5 آنالیز

در الکتروفورز  صحت هماگلوتنين تخليص شده توسط

 بررسی( SDS-PAGE ٪76) ٪76ژل پلی آکریل آميد 

. بيان گردیدشد و به غشاي نيترو سلولز )سيگما( منتقل 

H5-His با استفاده از و ت لانوترکيب توسط وسترن ب

آمریکا( مورد  )نواژن، His•Tag AP بلات کيت وسترن

تجزیه و تحليل قرار گرفت. به طور خلاصه، غشا در یک 

 ٪9که حاوي  Tris-buffered saline ( TBSساعت در )

 .قرار گرفت در دماي اتاق،و ( BSAآلبومين سرم گاو )

با آنتی و ساعت  7به مدت  دماي اتاقسپس غشاء در 

وبا موش )نواژن، آمریکا(  Hisنتیآبادي مونوکلونال 

انکوبه شد. غشاء  BSA-TBS ٪9در بافر  7666به7 رقت

شسته شد. بعد از  TBS-0.05% Tween 20 دو بار با

بزي   IgGساعت با آنتی بادي 7به مدت غشاء شستشو، 

رقيق  9666به7که به نسبت  AP ضد موش کنژوگه با

باند مورد نظر  انکوبه شد. پس از شستشو،شده بود،  سازي

 طبق دستور، NBT و BCIPحاوي  AP توسط بافر

 شد. مشاهدهسازنده، 

 نتایج 

، (HPAI) با حدت بالا H5N1ویروس آنفلوانزاي مرغی 

از طریق مرغ هاي خانگی و پرندگان وحشی در بيش از 

منجر به زیان  HPAIشر شده است. اپيدمی تکشور من 66

سلامت همچنين مخاطرات هاي هنگفت اقتصادي و 

در ، 1وس هاي کلاد ، ویر1669. از سال ه استانسان شد

 پرندگان چين و اندونزي پخش شدند و در طول 

، به خاورميانه، اروپا و آفریقا 1666-1669هاي  سال

از اواخر  1. ویروس هاي کلاد (76, 9, 1)ندگسترش یافت

 هاي انسانی بوده اند. ، عامل اصلی عفونت1669سال 

شامل واکسيناسيون  H5N1رل اپيدمی کنتروش هاي 
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 موثر، درمان دارویی ضد ویروسی، استفاده از آزمایش

. می باشد موثرهاي غربالگري و همچنين مدیریت 

اطمينان حاصل شود که واکسن در حال باید همچنين 

و کاهش بار ویروسی  جوجه هادر حفاظت از  ،حاضر

تيب، با ، موثر است. به این ترمنتشر می شودکه به محيط 

استفاده از پروتئين هاي نوترکيب، راه هاي جدیدي براي 

 محققان هموار شده است.

 H5N1متعلق به  HA کنندهدر این مطالعه، توالی ژن کد

سلول هاي حشرات بهينه سازي بيان در ، براي 1/1کلاداز 

بر اساس توالی  GenScript توسط شرکتکدون شده و 

سنتز شد. ژن  NCBIهاي پایگاه داده  آنفلوانزاي 

متعلق به سيستم  وکتوریک در هماگلوتينين سنتز شده 

InsectDirect
TM  ساعت بعد از  11)نواژن( کلون شد. در

 مایع روییبه  H5-His، پروتئين نوترکيب ترانسفکشن

 Insectترشح شد و توسط کيت  Sf9محيط هاي کشت 

RoboPop™ Ni-NTA His Bind Purification  خالص

از نسبت هاي مختلف ترکيب بين معرف . ما گردید

Transduction GeneJuice پلاسميد براي بهينه  حشره و

 6. ترکيبکردیماستفاده  ترانسفکشنسازي شرایط 

 1 و Genejuice Transfection Reagent ميکروليتر

بيان پروتئين  براي، شرایط مطلوب پلاسميد  ماکروگرم

H5 باند تک  خالص. پروتئين در این سيستم بود نوترکيب

 SDS-PAGEدر  کيلودالتون 99با وزن مولکولی نسبی 

، پروتئينی دیگرباند عدم وجود و  (چاهک اول، 7)شکل 

. در نشان دهنده خلوص پروتئين تخليص شده است

خالص با آنتی بادي مونوکلونال  H5-His، بلات وسترن

 شد. تایيد( چاهک سوم، 7)شکل  Hisتی آن

 

 
در مایع رویی سلولهای  (A/chicken/Iran/53-3/2008(H5N1))ن پروتئین نوترکیب هماگلوتینین مربوط به ویروس آنفلوانزای فوق حاد  ( آنالیز بیا1شکل 

SF9  ترانسفکت شده با پلاسمیدH5-pIEx-3  توسطSDS-PAGE .و وسترن بلات 
 

 کیلودالتون 59به وزن  SDS PAGEدرصد 11بر روی ژل  SF9لول ترانسفکت شده : پروتئین نوترکیب هماگلوتینین تخلیص شده از مایع رویی کشت س1چاهک شماره 

 : مارکر مولکولی پروتئینی2چاهک شماره 

 : باند وسترن بلات پروتئین نوترکیب هماگلوتنین تخلیص شده3چاهک شماره 

 : مارکر مولکولی پروتئینی4چاهک شماره 
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 استفاده شده در این پژوهش جهت بهینه کردن  Insect GeneJuice Transfection Reagent (µl)/ Plasmid (µg)( نسبت 1جدول 

 شرایط ترانسفکشن

8 6 4 8 6 4 8 6 4 
Insect GeneJuice Transfection Reagent 

(µl) 

3 3 3 2 2 2 1 1 1 Plasmid (µg) 

 

 بحث
در ساليان اخير علاوه  H5N1ي آنفلوانزاي فوق حاد بيمار

خسارات فراوانی را در صنعت  بر مرگ و مير انسانی،

نشان  موجودمطالعات و تجربيات  طيور ایجاد نموده است.

که حرکت پرندگان، حضور پرندگان وحشی،  داده است

تجارت قانونی یا غير قانونی پرنده زنده و توليدات طيور، 

پرندگان زنده عواملی هستند که خطر  رع و بازاراتراکم مز

ورود آنفلوانزاي طيور به کشور و گسترش متعاقب آن را 

 تحت تاثير قرار می دهد.

در این  هماگلوتينين، جهت بيان پروتئين نوترکيب

 (SF9)پژوهش از سيستم بيان در سلول هاي حشره 

 codonاستفاده شد. نکته قابل توجه در این پروژه 

optimization ناسب با متcodon  هاي ویژه حشرات 

وي ميزان که این عمل بر راست  فرض بر این. می باشد

  .ه استواقع شد، فولدینگ و عملکرد پروتئين موثر بيان

واکسن هاي ویروسی نوترکيب به وسيله ي مهندسی تهيه 

روشی   کننده، در وکتورهاي بيان ننتيک ژن هماگلوتينيژ

یا پاتوژن کامل و  هه بامواجسریع و بدون خطر  ،خطر بی

زادسازي تصادفی ویروس آغيرفعال سازي ناکامل و با 

واکسن هاي نوترکيب با پایه  .می باشد طی توليد واکسن

فایده  ،را بيان می کنند نهماگلوتيني ژن ي نيوکاسل که

يوکاسل نعليه بيماري  ايدیگري دارند که حمایت دوگانه

  .ندنزا در جوجه ها ایجاد می کنانفلوآو 

آبله مرغی و ویروس  H5با هر دو واکسن  ،به هر حال

 ،را بيان می کند H5ربوط به م  HAنيوکاسل نوترکيب که

مشکل اصلی زمانی است که جمعيت هدف قبلا با این 

ویروس ها برخورد داشته باشد.  هردوي ایمنی غير فعال 

مادري و ایمنی فعال در پرندگانی که با ویروس وکتور 

خواهد  تند از کارایی این واکسن ها بشدبرخورد دار

د کرد. به علاوه واکسن نن ممانعت خواهآیا از و  کاست

بله مرغی براي کاربرد در جوجه طراحی شده و آویروس 

 .(16-71, 79, 8)در اردک موثر نخواهد بود

تکنولوژي نوترکيب همچنين اجازه می دهد ژن 

ماگلوتينين ویروسی بدون خطر در سلول هاي حشره ه

محل آنتی ژنی اوليه براي آنتی بادي هاي  HA بيان گردد.

خنثی کننده است و به این ترتيب واکسيناسيون با واکسن 

قادر به ایجاد ایمنی حمایتی می باشد. چنين  HAپروتئينی 

 ،بيان می شوند in vitroواکسن هاي زیر واحدي که در 

داراي  ،in vivoواکسن هاي بيان شده در برخلاف 

، نمی باشد. مطالعات قبلی نشان يمحدودیت هاي کاربرد

 باکولوویروسداده است که پروتئين هاي بيان شده توسط 

زمانی که به جوجه هاي یک روزه با دوز بالا در ادجوانت 

پایدار و  anti H5داده شدند، پاسخ آنتی بادي  یروغن

و انتشار ویروس از کلواک را  هکردحمایت بالينی ایجاد 

 .(16-71, 79, 8)نمود کم

، احتياجات و انتظارات بيشتري به منظور حال حاضردر 

ایجاد شده  کوتاه ترتوليد پروتئين هاي بيشتر و در زمان 

بدین منظور پس از مطالعات تئوري و بيوانفورماتيکی اند. 
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مورد نظر از توالی هاي گزارش شده  H5توالی ژنی  لازم،

تا زمان انجام مطالعات اوليه انتخاب گردید. توالی این ژن 

ارسال و بهينه سازي و سنتز شد.  GeneScriptبه شرکت 

مستندات ارائه شده توسط این شرکت معتبر، نشان دهنده 

صحت سنتز ژن هاي مورد نظر می باشد. توالی برشی 

حذف گردید تا از خطرات زیستی  H5 موجود در ژن

pIEx3 وکتوراحتمالی اجتناب گردد.
TM  و معرف

GeneJuice Transfection  پروتئين بيان  درباعث تسریع

نتایج بيان  وسلول حشرات شد، در  نوترکيب هماگلوتينين

رد ت بدست آمد. علاوه بر این، عملکساع 11-68در 

یک  ی ليتر تاميل 76پروتئين هدف، زمانی که مقياس از 

در نهایت، این  .(71) ليتر افزایش یافت، تأثير منفی نداشت

 SF9مطالعه توانایی بيان سریع هماگلوتينين در سلول هاي 

 باکولویروس نشان می روشرا به عنوان جایگزینی براي 

تست  توسعه نوترکيب می تواند در H5دهد. هماگلوتينين 

هاي تشخيصی و همچنين به عنوان یک واکسن بالقوه 

 مبتنی بر پروتئين استفاده شود.
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Abstract 

Highly Pathogenic Avian influenza (AI) is a serious infectious disease caused by negative sense 

single stranded RNA viruses that belong to the genus Alphainfluenzavirus in the family 

Orthomyxoviridae. The type A viruses are classified into subtypes based on their surface 

glycoprotein antigens including hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA). Highly pathogenic 

avian influenza (HPAI) virus of the H5N1 subtype has spread through domestic poultry or wild 

birds in more than 60 countries.  This article reports heterologous expression in Sf9 insect cells 

of H5-Hemagglutinin derived from avian influenza virus A/chicken/Iran/53-3/2008(H5N1). The 

HA nucleotide sequence of an Iranian strain of H5N1 virus from clade 2.2, (A/chicken/Iran/53-

3/2008), was obtained from Genbank. The nucleotide sequence data was codon optimized for 

insect cells. Using pIEx-3 vector a molecular construct, encoding a secretion signal peptide of 

adipokinetic hormone (AKH) and 6xHis-Tag coding sequence, upstream of the cloning site for 

expressing fusion recombinant HA protein with N-terminal tags, were designed and ordered for 

synthesis by GenScript, Recombinant H5-Hemagglutinin was expressed in Sf9 insect cells as a 

95kDa secreted protein. This insect-based Baculovirus-Free heterologous expression system 

provided functionally recombinant H5-Hemagglutinin that should be useful in anti-influenza 

drug screening, detection, and diagnostic tests and also as a potential protein-based vaccine. 
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