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Abstract 

Background & Objectives: Influenza virus is one of the most important causes of death due to    

respiratory diseases in poultry, which causes a lot of damage to the poultry industry worldwide 

every year. Hemagglutinin (HA) protein is one of the main factors in the pathogenesis of this      

virus. The aim of this research is cloning and expression of this gene in Sf9 cell using baculovirus. 

Materials & Methods: After isolating of the H9N2 influenza virus genome, the HA gene was       

amplified by specific primers by RT-PCR and PCR methods and transferred to Bakmid using 

pFastBac Dual vector. The recombinant HA gene was transferred to the DH10Bac host cell. By 

transfecting Sf9 cells with recombinant bacmid, the expression of recombinant protein was         

examined by SDS-PAGE, western blotting and Bradford methods. 

Results: The protein obtained from recombinant Bakmid was evaluated using SDS PAGE and its 

purity was confirmed. The concentration of recombinant protein in the supernatant of Sf9 cells 

infected with recombinant virus was estimated to be 138µg / ml and confirmed by western        

blotting. 

Conclusion: In the present study, the HA gene was successfully cloned on the PfastBacDual      

vector. With animal experiments, this protein could be used as a recombinant vaccine candida 

against influenza H9N2 virus. 
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 Sf9در سلول  H9N2کلون کردن و بیان ژن هماگلوتینین ویروس آنفولانزا 
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 چکیده

های تنفسی است که سالیانه خسارات زیادی ویروس آنفولانزا یکی از مهمترین عوامل مرگ و میر طیور بر اثر بیماری : سابقه و هدف

زایی این ویروس استت  از عوامل اصلی در بیماری  (HA)کند.پروتین هماگلوتینین را به صنعت پرورش طیور در سراسردنیا وارد می

 باشد. با استفاده از باکولوویروس می Sf9لذا هدف از پژوهش حاضر کلون کردن و بیان این ژن در سلول 

و   RT-PCRهتایتوسط پرایمرهای اختصاصی  با روش  HA، ژنH9N2بعد از جداسازی ژنوم ویروس آنفولانزا   : هامواد و روش

PCR تکثیر و با کمک وکتورpFastBac Dual   به بکمید منتقل گردید. بکمید نوترکیب واجد ژنHA به سلول متیتزبتانDH10Bac 

هتای       با بکمید نوترکیب، چگونگی بیان و میزان بیان پروتین نتوتترکتیتب بتا روش  Sf9انتقال داده شد. با ترانسفکت کردن سلول

SDS-PAGE ،western blotting  .و بردفورد بررسی شد 

بررسی و خلوص آن تائید شد. غلظت پروتین نتوتترکتیتب در   SDS PAGEپروتین حاصل از بکمید نوترکیب با استفاده از: هایافته

 تائید شد.  western blottingتخمین و توسط µg/ml 138آلوده به ویروس نوترکیب   Sf9هایمحلول رویی سلول

با موفقیت کلون شد و بعد از انتقتال بتر روی بتکتمتیتد و   PfastBacDualبر روی وکتور HAدر تحقیق حاضر ژن  : گیرینتیجه

های حیوانی، این پتروتتیتن بدست آمد. با انجام آزمایش  Sf9هایبیان مناسبی از ژن در محلول رویی سلول  Sf9ترانسفکت به سلول

 مورد استفاده قرار گیرد.  H9N2تواند به عنوان واکسن نوترکیب بر علیه آنفولانزا می

 ، واکسن نوترکیب. PfastBacDualویروس آنفولانزا، باکولوویروس، وکتور  :واژگان کلیدی
  

 11810201پذیرش مقاله:                                1188012028ویرایش مقاله:                                118800011دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: گروه میکروبتیتولتوژی، دانشتگتاه آزاد استلامتی، دامتغتان، ایتران.

  moghbeli552@gmail.comپست الکترونیک:             81122210112تلفن:  

 مقدمه

ترین عوامل مرگ و میر بتر اثتر ویروس آنفولانزا یکی از مهم

(. این ویتروس بته زیترختانتواده 1های تنفسی است )بیماری

(. آنفولانزای 2آنفولانزا و خانواده ارتومیکسوویریده تعلق دارد )

ژنتیتک بستیتار تتغتیتیترپتذیتر بتوده و از نظر آنتی A  تیپ

(. ژنوم ویروس آنتفتولانتزا 1سرمنشاءآنفولانزا در طیور است )

ای قطعه قطعه استت کته بته عتنتوان تک رشته RNAشامل 

mRNA ژنتیتک  تواند منجر به تغییرات آنتتی کند و میعمل می

تواند موجب انتقال بتیتمتاری از (. این امر می2وسیعی شود )

پرنده به انسان و حتی پس از آن، انتتقتال انستان بته انستان      

، دارای یک غشاء لیتیتیتدی دو Aهای تیپ (. ویروس5گردد )

لایه، با سه نوع پروتین سطحی هستند، که شامل گلیکوپروتیتن 

( M( و متاتتریتکتس )NA(، نورامینیداز )HAهماگلوتینین )

تتریتن ( فتراوانHA(. گلیکوپروتین هماگلوتینین )1شود ) می

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت ختلاقتانته )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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پروتین داخلی و اولین ژن تعیین کننده بیمتاریتزایتی ویتروس 

باشد کته  می HA2و  HA1آنفولانزا است و دارای دو زیرواحد 

HA1 ژنی داشته و همچنین مسئتول اتصتال بته  خاصیت آنتی

گیرنده سطح سلول بوده و در انتشار ویروس و تحریک تولتیتد 

واکستیتنتاستیتون  (. 7پاسخ ایمنی در سلول نقش اساسی دارد )

باشد امتا بتا بتروز  بهترین راه برای کنترل بیماری آنفولانزا می

ها کتارایتی ختود را از دستت     ژنی این واکسن تغییرات آنتی

شتده،      های ویتروس غتیترفتعتال. معمولا واکسن( 1دهند ) می

بتا ایتمتنتی  IgAبادی های ایمنی موضعی خوبی از آنتیپاسخ

هتای زنتده      (. واکستن1کنتنتد )وابسته به سلول را تولید نمی

هتای کشتتته، توانند محافظت خوبی را در مقایسه با واکسنمی

ها علاوه بر ایمنی همورال، ایمنی سلولی ایجاد کنند. این واکسن

کنند اما تاکنون بدلیل امکان جهش متجتدد و را نیز تحریک می

 بتروزانتقال سریع بیماری و نیز ماهیت تغییر پذیری ویروس و 

اجازه مصرف در طتیتور  ژنی،آنتی  متعدد  هایودریفت  هاشیفت

های نوین تولید واکسن آنفولانتزا داده نشده است. یکی از روش

هایی استت های نوترکیب فیوژ شده با پروتئیناستفاده از واکسن

 HAژن  صورتیکه بتوان از در .  ( 2زایی زیادی دارند )که ایمنی

زایتی ایتن عنوان واکسن استفاده کرد، ایتمتنتیبطور خالص به

(. هدف از انجام این پژوهش، کلون 0یابد ) ها افزایش میواکسن

( با استتتفتاده از بتاکتولتو HAسازی و بیان ژن هماگلوتینین )

با هدف استفاده از پروتین نوترکیتب  Sf9های ویروس در سلول

تولید شده به عنوان واکسن علیه بیماری انتفتولانتزای طتیتور       

 باشد.می

 

 هامواد و روش

بصتورت  H9N2ویروس آنفولانزا، سویه   : RNAاستخراج الف( 

غیر فعال از موسسه واکسن و سرم سازی رازی )ایران( تتهتیته 

شترکتت  RNAتوسط کیت استتتختراج  RNAاستخراج شد. 

اینترون )کره جنوبی( و با استفاده از پروتکل استاندارد متوجتود 

  .در کیت انجام شد
 

ویتروس  HAپرایمرهای اختصتاصتی ژن   : cDNAب( سنتز 

موجود در بانتک ژن های با استفاده از سکانس H9N2آنفولانزا 

NCBI های بیوانفورماتیک طراحی گردید در ابتتدا و  افزار و نرم

طتراحتی  XbaIو  BamHIهای به ترتیب جایگاه HAانتهای ژن 

 (. 1شد )جدول

PCR -RT TMThermoScriptبا استفاده از کتیتت cDNAسنتز 

System   USA), TMInvitrogen)   .و پرایمر ریورس انجام شتد

درجه ستلتستیتوس بترای  12دقیقه در  18برنامه دمایی شامل 

درجته  37  دقتیتقته در 5فعالیت آنزیم ترانسکرییتاز معکوس، 

درجته  78دقتیتقته در  5برای تکمیل دوره سنتز، سلسیوس 

 درجه سلسیوس بود.  1دقیقه در  15سلسیوس و در انتها 

 .HAپرایمرهای مورد استفاده برای جداسازی و تکثیر ژن : 1جدول

Primer Name 

F: GGATCCATGGAAACAATATCACTAATAACTATAC 
R:AAGCTTTTATATACAAATGTTGCATCTGCAAGATC HA 

بتا استتتفتاده از   HA   ای پلیمراز برای تکثیر ژنواکنش زنجیره

( و پرایمرهای اختصاصتی انتجتام 2X)   Exprimeمستر میکس 

 1میکرولیتر مستتترمتیتکتس،  1205شد. مخلوط واکنش شامل 

پیکومول( از هر یک از پرایمرهای فتوروارد و  18میکرولیتر )

میکترولتیتتتر 1به میزان  cDNAریورس به صورت جداگانه و 

میکرولیتر بود. برنامه  25( و در حجم نهایی ng/µl  188) تقریباً 

دقیتقته بترای  3درجه سلسیوس به مدت  15دمایی به صورت 

درجته  51ثانیه،  38درجه سلسیوس به مدت  15یک چرخه، 

 1درجه سلسیوس به متدت  72ثانیه و  38سلسیوس به مدت 

درجه سلسیتوس  72چرخه و در انتها  32ثانیه برای  15دقیقه و 

 (.28دقیقه برای یک چرخه اجرا شد ) 5به مدت 

توسط   pTZ57Rکلونینگ وکتور TAمحصول واکنش در داخل 

روش استاندارد موجود در کیت کلون و توستط روش شتو  

 (.10) انتقال و ذخیره شد E. coliحرارتی به سلول پذیرنده 

بر روی تی :    pFast DualTMو وکتور  HAج( آماده سازی ژن 

 NcoIبا استفاده از دو آنزیم   PfastBacDualوکتور حامل ژن و 

 (y-tango 2X  )ThermoFisher Scientificو بتافتر  KpnIو 

درجته  37ساعت در دمتای  3به مدت   واکنش هضم آنزیمی

هتای هضتم سلسیوس انجام شد. بعد از الکتروفورز واکتنتش
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و  HAآنزیمی بر روی الکتروفورز ، ژل حاوی باندهتای ژن 

با اسکالیل جدا و با استفتاده از کتیتت  PfastBacDualوکتور 

ها استختراج پویا ژن آزما، ایران(، نمونه)از ژل  DNAجداسازی 

 (. 12و خالص شد )

  pFast DualTMو وکتور  HAمخلوط واکنش لایگیشن بین ژن 

 HA ،1میتکترولتیتتتر از ژن  5میکرولیتر وکتور،  205شامل 

 T4 DNA ligase  )Geneon, China) ،1میکرولیتتتر آنتزیتم 

میکرولیتر پلی اتیلن گلیتکتول  1و  X18میکرولیتر بافر لایگشن 

 128میکرولیتر بود. مخلوط واکنش به مدت  18در حجم کلی 

 DH5αبتاکتتتریاز درجه سلسیوس قرار گرفت.  22دقیقه در 

E.coli  .5به عنوان میزبان وکتور نوترکیب استتتفتاده گتردیتد 

 DH5αمیکرولیتر از محصول لایگیشن در داخل ناقل باکتریایی 

(. 18مستعد به روش استاندارد شو  حرارتی، ترانسفورم شتد)

سیلین،  آگار حاوی آمیی LBهای نوترکیب بر روی محیط کلونی

X-gal  وIPTG   روش کشت داده شد. صحت کلونتیتنتگ بتا

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی و هضم آنزیمی  PCRکلونی 

 (.  11مورد تائید قرار گرفت )

بتا  pfastHA  پلاسمید نوتترکتیتبد( ساخت بکمید نوترکیب: 

استفاده از کیت تخلیص پلاسمید )پویا ژن آزما،ایران( و طتبتق 

پروتکل استاندارد موجود در کیت استخراج و با استتتفتاده از 

 E.coliروش استاندارد شو  حرارتی به ستلتول مستتتعتد 

DH10Bac متحتیتط   منتقل شد و بر رویLB  آگتار حتاوی

های کانامایسین، تتراسایکلین  و جنتامتایستیتن )بتا  بیوتیک آنتی

( کشتت داده شتد. از µg/ml58 ،18 ،7های به ترتیب غلظت

کیلوباز(،  135بکمید بزرگ است )حدود  DNAآنجائیکه اندازة 

بته  PCRباشد. لذا از واکنش  هضم آنزیمی آن بسیار مشکل می

تائید بکمید نوترکیب استفاده گردید. بکمید واجد توالتی منظور 

در دو سوی محل ترانسیوزون در نتاحتیت   M13های آغازگر 

Lacza باشد لذا از پرایمرهای اختصاصی  میM13  برای انتجتام

PCR (.2استفاده گردید)جدول  

 Buffer(10X)  ،805متیتکترولتیتتتر 502مخلوط واکنش شامل 

میکرولیتر از هر یتک  dNTP Mix (10mM each) ،1میکرولیتر 

، DreamTaq DNA Polymeraseمیکرولیتر آنزیم 1از پرایمرها، 

میکرولیتر  25میکرلیتر از پلاسمید نوترکیب و در حجم نهایی  5

 1درجه سلسیوس به مدت  11تهیه گردید. برنامه دمایی شامل 

درجه سلسیوس بته  11دقیقه برای واسرشتی اولیه  یک سیکل، 

ثتانتیته بترای  15درجه سلسیوس به مدت  55ثانیه،  15مدت 

 5درجه سلسیوس به متدت  72اتصال پرایمرها به ژن هدف و 

دقیقه  7درجه سلسیوس به مدت  72سیکل و در انتها  35دقیقه 

 (.  18برای یک سیکل تنظیم شد )

به منظور بیان پتروتتیتن  : Sf9ه( بیان پروتین نوترکیب در سلول 

هتای استفاده شد. پس از تهیته ستلتول Sf9نوترکیب از سلول 

 088×    118از بانک سلولی انستیتو پاستور ایران ،   Sf9حشرات

خانه ای حاوی   1سلول جوان در فاز لگاریتمی در پلیت کشت 

 Grace, s insect medium)محیط کشت گریس دارای مکمل 

(1X) Supplemented)  18و حتتاوی   %FBS  1، و %

درجه  37های پنی سیلین و استرپتومایسین در دمای  بیوتیک آنتی

میکروگرم  1و   میکرولیتر سلفکتین 0سلسیوس پاساژ داده شد. 

DNA  بکمید نوترکیب(Bac-infHA)  38مخلوط و به متدت 

دقیقه در دمای اتاق قرارداده شد. مخلوط ترانسفکشتن قتطتره 

درجه سلسیوس به  27اضافه و در دمای   Sf9هایقطره به سلول

ساعت نگهداری شدند. پتس از حتذف متختلتوط  5مدت 

لیتر محیط کشت کامتل حتاوی میلی 2ها ترانسفکشن، به سلول

18 %FBS   درجه سلسیوس انکوبه شدند.  27اضافه و  در دمای

( در  (cytopathic effect CPEپس از ظهور اثرات سایتوپاتیک

روز سوم پس از آلوده کردن، محلول رویی جدا و برای حتذف 

دقتیتقته در  38به مدت  g2000ها، محلول در باقی مانده سلول

درجه سانتریفوژ شد. با توجه به وجود سیگنال پیتید در  1دمای 

ابتدای ژن و انتظار ترشح پروتین نوترکیب به داختل متحتیتط 

، محلول رویی برای وجود پروتیتن بته  VLPکشت، و یا تولید

 (.  12بررسی گردید )  SDS-PAGEروش استاندارد

 و( بررسی پروتین با وسترن بلاتینگ:
به وسیلته   SDS-PAGEهای پروتین نوترکیب از روی ژلنمونه

 .M13پرایمرهای اختصاصی : 2جدول

Primer Name 

F: CCCAGTCAC GAC GTT GTA AAA CG 
R: AGCGGA TAA CAA TTT CAC ACA GG 

M13 
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، بر روی غشاء نیتروسلولزی انتتتقتال semi driروش استاندارد 

 PBSبتافتر  ml15یافت. فرایند هم یوغی با اضافه نتمتودن 

 (AP)بادی موشی کونژوگه با آلکالین فسفاتازآنتی  μl 5/7دارای

انجام و به مدت یک ساعت در دمای آزمایشگاه به آرامتی هتم 

  μl 35و μl  45 NBTدارای   PBSبافر  ml15زده شد. غشاء به 

 X-Phosphate  انتقال و در محل تاریک قرار داده شد. به منظور

بررسی میزان پروتین نوترکیب تولید شده از روش استتتانتدارد 

 (.13بردفورد استفاده گردید)

 

 هایافته

بر روی  HAبا پرایمر ریورس اختصاصی ژن  Cdnaدر بررسی 

ژل آگاروز حالت اسمیر دیده شد که البته با توجه این که فتقتط 

ای از پرایمر ریورس استفاده شده بود، انتظار چنتیتن نتتتیتجته

 (.1رفت )شکل می

بر   KpnIو  NcoIهایو هضم آنزیمی با آنزیم  PCRانجام کلنی

نوترکیب که تحت پترومتوتتر   pFastBacTM Dualروی وکتور

در  HAباشد نشان دهنده صتحتت وجتود ژنپلی هیدرین می

 3باشد. همانطور که در شتکتل می  pFastBacTM Dualوکتور

مشخص است، پس از انجام هضم آنزیمی دو باند ایجتاد شتد، 

و وکتتتور   HAکه به ترتیب مربوط به ژن kb 5و  kb 7/1باند

pFastBacTM Dual باشد.می 

سنتتز شتده بتا   cDNA: 1چاهک  .cDNAالکتروفورز نمونه  سنتز :  1شکل

:         2بر روی ژنوم ویتروس آنتفتولانتزا، چتاهتک   HAاستفاده از پرایمر ژن 
1kb ladder . 

 kbیک باند به اندازه   HAژن   PCR، محصول 2با توجه به شکل

 باشد.می PCRبود که نشان دهنده صحت انجام واکنش  107

 1kb : 1بر روی ژل آگتاروز. چتاهتک PCRالکتروفورز محصول   : 2شکل 

ladder محصول 2چاهک :PCR  ژنHA. 

 و  NcoIهتای هضم شده با آنزیم pFastHAالکتروفورز نمونه وکتور : 3شکل

KpnI 1: 1. چاهکkb plus ladder  وکتور هضم شده با دو آنزیم.2، چاهک : 

با بررسی وجود ژن بر روی  بکمید نوترکیب با استتتفتاده از 

PCR هایو پرایمرهای اختصاصی ژنHA  وM13  دو باندkb 

بدست آمد و نشان داد که بکمید نوترکیتب  kb  3و حدود  701

 (.1باشد )شکلمی HAدارای ژن 

بکمید نوترکیب و کنترل منفی. چتاهتک:  PCRالکتروفورز محصول : 1شکل

1kb ladder  محصول 2، چاهک :PCR  بکمید نوترکیب بتا پترایتمترهتای

بکمید کنترل منفی با پرایتمترهتای  PCR: محصول 3، چاهک  M13عمومی 

 .M13عمومی 

 Sf9هتای نوترکیب در مقایسه با سلتول Sf9های بررسی سلول

آلوده شده بتا ویتروس  Sf9های طبیعی، نشان داد که در سلول
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اند که داده CPEنوترکیب، تقسیم سلولی متوقف شده و تشکیل 

هتا             نشان دهنده وجود وکتتور نتوتترکتیتب در ایتن ستلتول

 (.5باشد )شکلمی

( در حالی که در نمونه محلول روئتی 7بلات ایجاد نمود )شکل

های ترانسفکت شده با بکمید بدون ژن هیچگونه بتانتدی سلول

. این مسئله نشان دهنده صحت ترانسفکتت و ظاهر نشده است

  باشد.می Sf9های در سلول HAبیان صحیح پروتین 

و آلوده شتده  (A)آلوده نشده  Sf9های تصویر میکروسکیی از سلول:  5شکل

(B)های . در سلولSf9  آلوده شده با ویروس نوترکیب تقسیم سلولی متوقف

 اند.ها بزرگتر شدهو سلول

هتای در محلول رویتی ستلتول HAبررسی پروتین نوترکیب 

وجود پروتین بتا انتدازه  SDS-PAGEبه روش  Sf9نوترکیب 

را نشان داد که مربوط به پروتتیتن هتدف در  KD  18تقریبی 

 (.1باشد )شکلمی Sf9های نوترکیب محلول رویی سلول

: لتدر 1. چاهک SDS-PAGEهای نوترکیب بر روی بررسی پروتئین:  1شکل

های ترانسفکت شده با بکمید بدون : محلول رویی سلول2پروتئینی، چاهک 

های ترانسفکت شده با بکمید حامتل ژن : محلول رویی سلول3ژن، چاهک 

HA. 

شود در محلول رویی فقتط مشاهده می 1همانطور که در شکل 

 18یک باند با رنگ آمیزی کوماسی برلیانت بتلتو بته انتدازه 

کیلودالتون مشخص است که نشان دهنده ختلتوص پتروتتیتن 

باشد. میزان پروتین نوترکیب در محلتول رویتی بتا روش  می

اتصتال   بتود. HA ،µg/ml  130بردفورد توسط وکتور حامل ژن 

در وستتترن  kD 18به پروتین نوترکیب یک باند  HAآنتی سرم 

های ترانسفکت شده با بکمید بتدون : محلول رویی سلول1چاهک :  7شکل

های ترانسفکت شده با بکمید نوترکتیتب، : محلول رویی سلول2ژن، چاهک 

 .: مارکر پروتئین3چاهک 

 بح    

های مهم تتنتفتستی و                 بیماری آنفولانزای طیور یکی از بیماری                                   

بتاشتد.       واگیر دار طیور است که دارای قدرت انتشار سریع متی                                               

های آنفولانزای طیور در خانواده ارتومیکسوویتریتده و                                                 ویروس     

ای بتا       جنس آنفولانزا قرار داشته و دارای ژنوم هشت قتطتعته                                             

های آنفولانزای پرندگان                       (. بروز اپیدمی              13پولاریته منفی هستند )                    

های گذشته در طتیتور                   در طی سال             H9N2حاصل از تحت تیپ                 

صنعتی و بومی برخی کشورها احتمال وجود آلودگی و گتردش                                                    

های متختتتلتف در              ویروس آنفولانزای پرندگان از تحت تیپ                                  

این بیماری هرچتنتد                  پرندگان اهلی و وحشی را بالا برده است.                                        

یابد که موجب              سال یکبار پدیدار شده و به سرعت گسترش می                                       

های بزرگ به صنعتت پتروش طتیتور                            گیری وسیع و زیان                همه   

شود. همچنین این افزایش احتمال  بیماری شامل کشورهایتی                                                      می  

شتود  بته           ها یافت شده نیز می                    که برای اولین بار ویروس در آن                             

رود ویتروس             دلیل محدوده جغرافیایی گسترده، احتتمتال متی                                       

H9N2      های اقتصادی بیشتری به پرورش طیور در سراسر                                             آسیب

براین، در چهار سال گذشته نسبت به دو                                         جهان وارد کند. علاوه                   

هتا      در انستان          H9N2های     دهه قبل تعداد بسیار زیادی از عفونت                                  
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ها حاکی از تهدید فزاینده ویتروس                                  است. این واقعیت                 دیده شده        

H9N2                               ( 1برای سلامت انسان و حیوان است  .) 

  در      زیتادی         متطتالتعتات         آنفولانزا          بیماری        بالای      شیوع      به    توجه        با  

واکسیناستیتون             .     است       انجام         حال       در      آن      درمان         و     پیشگیری           زمینه     

  هتای   بتیتمتاری          از      پیشتگتیتری         روش     ارزشمندترین             و     موثرترین        

هتای     پروتئین           براساس          ها  واکسن         این       از      باشد. بسیاری            عفونی می        

NA   و HA      در      ها  چالش        ترین    مهم       از      یکی       شوند.     می      تهیه      ویروس  

  آنفولانزا، ناپایداری                       زیرواحدی            نوترکیب           های   واکسن         تولید         زمینه     

(. هماگلوتتیتنتیتن                15باشد )      می    NA    و    HAهای   پروتئین           ژنتیکی        

ترین پروتین داخلی در پوشش ویروس است که هتدف                                              فراوان      

بته عتنتوان یتک               HA(.    13باشد )      اصلی برای ایجاد ایمنی می                        

شود که توسط پتروتتئتازهتای                          ( ساخته می          HA0پروتین اولیه )              

(.    5شتود )       شکسته متی          HA2و     HA1سلولی به زیر واحدهای                      

متحتافتظتت          HA1به طور قابل توجهی بیشتر از                              HA2منطقه       

های متعددی برای تتولتیتد                         های اخیر، تلاش               شود و در سال              می  

  HA1های متقابتل              و بخش       HA2    جهانی واکسن آنفولانزا برپایه                           

    هتای بترپتایته            (. به تازگی واکستن                 11و 15و 1انجام شده است )               

mRNA                      استت       های عفونی ایتجتاد شتده                     که برای کنترل بیماری

هتا      اند و چنین مطالعاتی نشان داده که این واکسن                                            پیشرفت کرده           

های ایتمتنتی             پتانسیل ایجاد ایمنی هومورال و همچنین میانجی                                           

 (.  10و 1سلولی را دارند )                

ژن واکستن و نتوع                  مقدار آنتتتی          های طیور          در ساخت واکسن             

زایتی واکستن                      ادجوان به کار رفته، اهمیت بیشتری در ایتمتنتی                                         

(. بنابراین در پژوهش حاضر با استفاده از کلونیگ ژن                                                   11دارد )      

HA                                                       در باکولوویروس هم میزان بیان پروتین بالاتر برده و هتم

با استفاده            های زنده ضعیف شده را ندارد. همچنین                                    خطر واکسن         

در باکولوویروس نیازی به مواد محتافتظتت                                       HAاز کلونیگ ژن              

بیوتیک و ادجوانت نیست و عوار  جانبی کمتتری                                           کننده، آنتی           

و هتمتکتاران ژن                Subathra    2812شوند. در سال              را سبب می         

کتلتون        pRSETAرا در وکتتور               H5N1هماگلوتینین آنفولانزا                      

و     Subathraانتقال دادند.                 اشریشیا کلی           کردند و سیس به سلول                     

پروتین خالص هماگلوتینین                           SDS PAGEهمکاران با استفاده از                       

KD    15                                                       حاصل از بیان وکتور نوترکیب را مورد تائید قرار دادند

  HAژن          و همکتاران             Bidram    2817همچنین در سال                   (.  28)   

     pHT43و     pET-28aرا با استفاده از وکتور                                    H3N2آنفولانزا          

انتقال دادند. میزان بیان پتروتتیتن                                   BL21    اشریشیا کلی           به سلول         

 (.    21بود )       µg/ml  05نوترکیب در این پژوهش                      

در پژوهش حاضر از ویروس غیر فعال شده آنفولانزا  به عنتوان                                                        

بعد از تکثیر بر روی وکتتتور                               HAمنبع ژن استفاده شد و ژن                         

pFastBacDual                                    کلون شد. وکتور نوترکیب حامل ژنHA        بتر

  Sf9روی بکمید کلون گردید و بکمید نوترکیب بته ستلتول                                              

  HAترانسفکت شد. این پژوهش برای اولین بار به کلونتیتنتگ                                                  

در سیستم بیانی باکولوویروس پرداخته                                      H9N2ویروس آنفولانزا                

های حیتاتتی           سیستم واجد بسیاری از فعالیت                           است. چرا که این                 

بتاشتد        های یوکاریوتیک نظیر پردازش و انتقال پروتئین می                                                  یاخته     

کتنتد.        و در واقع پروتئین تولید شده ماهیت خود را حفت  متی                                               

سولفیدی، التیتگتومتریتزاستیتون،                            بطوریکه تشکیل باندهای دی                        

هتا     گلیکوزیلاسیون، فسفریلاسیون و فولدینگ صحیح روی آن                                              

گیرد و پروتئین حاصله هم از نظر ساختاری و هم از                                                  صورت می       

میزان بتیتان، در                  باشد.       نظر کار کردی مشابه پروتئین طبیعی می                                   

  Sf9   ،µg/mlهای ترانسفکت شتده                  محلول رویی حامل سلول                    

های قبلی بیشتتر                بدست آمد که این میزان نسبت به گزارش                                     130

بوسیتلته          HAباشد. با توجه به اثبات وجود پروتین نوترکیب                                            می  

تواند بته          وسترن بلاتینگ و میزان بیان بالای آن، این پروتین می                                                

ای برای واکسن علیه بیماری آنتفتولانتزای طتیتور                                            عنوان گزینه           

 مورد استفاده قرار گیرد.                       
 

 گیری    نتیجه     

ها رسیتدن          ترین خواسته           برای بهبود واکسن آنفولانزا یکی از مهم                                    

هتا    تر و پایدارتر در برابتر ویتروس                            به یک پاسخ ایمنی گسترده                       

های جدیتد،           های واکسن نوترکیب به عنوان روش                              است. فناوری           

کند. طبق نتتتایت                 های فصلی و فراگیر را آسان می                            تولید واکسن           

به درستی جداسازی و به ستلتول حشتره                                   HAاین پژوهش ژن              

منتقل شد. همچنین نتای  وسترن بلات نشان دهنده بیان متوفتق                                                       

این پروتین در سلول حشره بود. با تولید پروتین هماگلوتینتیتن                                                          

توان امید داشت تا در آیتنتده نتزدیتک بتتتوان                                        نوترکیب می          
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 های زیر واحدی بر علیه آنفولوانزا تولید نمود.                                              واکسن     

 

 م   ات ا   ی            

نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل عدم سرقت ادبی، انتشار                                                       

سازی را در این مقتالته رعتایتت                            ها و داده         دوگانه، تحریف داده                  

 اند.    کرده    

 

 ت کر و  دردانی              

از دانشگاه آزاد اسلامی واحد مرودشت و شرکت پویاژن آزما به                                                         

 دلیل همکاری و مساعدت، کمال تشکر و قدردانی را داریم.                                                   

 

 تعار  و منافع             

 وجود ندارد.           
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