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  اشريشيا كلي باكتري در H1N1 انساني يآنفلوانزا ويروس M2 پروتئين بيان

  
، 1، سياوش چلبياني4، مريم صالح3امير قائميدكتر ، 2فاطمه فتوحيدكتر ، 1سيد محمد علي علوي اصفهاني

  2معصومه توسطي خيريدكتر ، 2بهرخ فرهمنددكتر 

  
  

  چكيده

كامل به طور  A هاي آنفلوانزاي ويروس ي در ميان همه ،باشد  ميسولفيدي  با پيوند دي شامتصل به غ كه يك پروتئين هوموتترامر M2 پروتئين :مقدمه

ويروس  M2 در اين مطالعه پروتئين. باشد الطيف مي واكسن آنفلوانزا با محافظت وسيع ي هدف مناسبي براي توسعه ه همين دليلب .حفاظت شده است

  .ان شددر سيستم پروكاريوتي بي Aآنفلوانزاي 

با ) PCR )Polymerase chain reactionپس از تكثير به روش  [A/NewCaledonia/20/99 (H1N1)]ويروس آنفلوانزا  M2ژن پروتئين  :ها روش

به سلول  pQE30-M2پلاسميد نوتركيب . سازي گرديد جاي pQE30استفاده از پرايمرهاي اختصاصي و هضم آنزيمي، در وكتور بياني پروكاريوتي 

   IPTGسيلين و كانامايسين بعد از القا با  مايع واجد آمپي LB ها در محيط منتقل شد و سلول M15 ي سويه E.coliشده   عدمست

)Isopropyl thiogalactoside (بيان پروتئين. به صورت كشت شبانه رشد كردند M2 الكتروفورز روي ژل آكريل آميد و سپس  ي به وسيله

Western blot يد شدأيت. 

 ي صحيح و در قاب خواندني دنبالهبه طور  pQE30در وكتور  M2 و هضم آنزيمي و تعيين توالي نشان داد كه ژن PCRني ونتايج كل :ها تهياف

 .يد گرديدأيت Western blotبه روش  M2 بادي اختصاصي ضد پروتئين آنتي هيستيديني كلون شد و توليد پروتئين نوتركيب با استفاده از

د حيوانات را در برابر چالش كشنده نتوان و مي شوند ميالطيف  باعث القاي ايمني وسيع M2 ي هاي بر پايه كه واكسن مايشات نشان دادآز :گيري نتيجه

در نظر گرفته شود و در  تواند به عنوان يك كانديد واكسن پس از تخليص مي M2 بنابراين پروتئين. ويروس، محافظت نمايد ي هاي چند گانه تحت تيپ

  .هاي حيواني مورد ارزيابي قرار گيرد هاي مختلف در مدل آينده همراه با ادجوانت لعاتمطا

  اشريشيا كلي ،آنفلوانزا، واكسن، بيان پروتئين، ويروس M2پروتئين  :واژگان كليدي
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  مقدمه

هـاي مهـم دسـتگاه     ويروس آنفلوانزا يكـي از پـاتوژن  

ميليـون   3-5اين ويروس هر سـاله   ).1(تنفسي است 

كنـد كـه در مـوارد     سراسر جهان مبـتلا مـي  نفر را در 

شـود   هـزار نفـر مـي    350تا 250شديد، منجر به مرگ 

نوزادان، افراد مسن و افراد با نقص سيستم ايمني ). 2(

 مقاله پژوهشي
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معرض خطر قـرار   عفونت آنفلوانزا بيشتر درنسبت به 

  ). 3(دارند 

ايمونولـوژيكي از ويـروس    ي گونهتا به امروز سه 

. شـناخته شـده اسـت    Cو  A ،B عانواآنفلوانزا شامل 

ــوانزا از   ــروس آنفل ــوم وي ــته RNAژن ــك رش اي  ي ت

 و Aهاي آنفلوانزاي  كه در ويروساست تشكيل شده 

B  كـه   در حـالي  ،دنباش ـ مـي  قطعه مجزا 8به صورت

 RNA ي واجد هفت قطعـه  Cهاي آنفلوانزاي  ويروس

ويروس، چنـدين پـروتئين    RNAقطعات ). 4( هستند

يـا   Hemagglutinin( گلوتينينساختاري از جمله هما

HA( نورامينيداز ،)NA  ياNeuraminidase( پروتئين ،

يــا  NP(، نوكلئــوپروتئين )Mيــا  Matrix(مــاتريكس 

Nucleoprotein (  هــاي غيــر    و همچنــين پــروتئين

هـاي   گليكـوپروتئين . كننـد  ساختاري را رمزگذاري مي

هـاي   تـرين پـروتئين   هماگلوتينين و نورآمينيداز، مهـم 

 دي بـر ي ـسطحي ويروس هستند كـه بـه صـورت زوا   

شوند و بيشترين ميزان  روي پوشش ويروسي ديده مي

   .شود ها ساخته مي آن ضدكننده بر   هاي خنثي بادي آنتي

كه داروهاي ضـد ويـروس آنفلـوآنزا     با توجه به اين

ــد،    ــاري ندارن ــن بيم ــا اي ــارزه ب ــداني در مب ــارايي چن ك

واكسيناسيون بهترين راه بـراي كنتـرل بيمـاري آنفلـوانزا     

صورت ويروس ه هاي تجاري موجود كه ب واكسن .است

در  )Whole inactivated virus(كامل غيـر فعـال شـده    

 ضـد بـر   هعمـد بـه طـور   شـود،   تخم مـرغ تهيـه مـي   

با توجه . كنند هاي فوق، ايمني ايجاد مي گليكوپروتئين

هـاي سـطحي    پي در پـروتئين  هاي پي در به موتاسيون

هـا در مقابـل    ويروس، اسـتفاده از ايـن نـوع واكسـن    

شـده  اپيدمي ويروس آنفلوانزا بـا محـدوديت روبـرو    

آنفلوانزا  ضداكسن واحد بر و ي و نياز به توسعهاست 

ويـروس بـه    ي شده  هاي حفاظت با استفاده از پروتئين

توليـد واكسـن آنفلـوانزا بـر     . شود مي احساسوضوح 

سـت و  ا هـايي روبـرو   تخم مرغ بـا محـدوديت   ي پايه

هـــاي واكســـن نوتركيـــب بـــر اســـاس  تكنولـــوژي

هاي مهم ويروسي، به عنوان يك راهكار مورد  پروتئين

هفـتم   ي قطعـه ). 5(ي قرار گرفته است تحقيق و بررس

 عـلاوه بـر پـروتئين مـاتريكس     آنفلوانزاژنوم ويروس 

)M1(پــروتئين كانــال يــوني ، )M2 ( را نيــز رمزدهــي

هاي اين ويـروس   كند كه در بين تمامي تحت تيپ مي

ــروتئين M2 پــروتئين .حفاظــت شــده اســت ، يــك پ

هوموتترامر است كه به عنوان كانال يـوني متصـل بـه    

هر مونومر ايـن  . كند ويروس آنفلوانزا عمل مي يغشا

كه شـامل   است اسيد آمينه تشكيل شده 97پروتئين از 

اي، يــك  هاســيد آمينــ 54يــك قســمت سيتوپلاســمي 

اي و يـك قسـمت    اسيد آمينه 19ي يقسمت عرض غشا

. )5- 6(باشد  مي) M2e(اي  اسيد آمينه 24خارج سلولي 

اري ويـروس  پوشش بـرد  ي مرحلهاين پروتئين كه در 

كند، به عنـوان   ها نقش مهمي ايفا مي در داخل اندوزوم

 آنفلــوانزايهــدف اختصاصــي بــراي داروهــاي ضــد 

پـروتئين  . شـود  آمانتادين محسـوب مـي   ريمانتادين و

شامل يك جفت دايمر متصل به هـم   M2 هوموتترامر

سـولفيدي   و يا يك تترامر پيوسته است كه با پيوند دي

 pHقـال پروتـون باعـث تنظـيم     گيرد و با انت شكل مي

  .)7-8(گردد  مي

 M2اساس پروتئين  بر آنفلوانزابراي توليد واكسن 

هاي گوناگوني استفاده شـده   مطالعات مختلف و روش

بيـان   ي براي مثال ابراهيمي و همكاران در زمينه. است

در سلول باكتري با هدف توليد واكسـن   M2پروتئين 

هـا موفـق    آن. دادنـد نوتركيب جهاني، تحقيقاتي انجام 

 در وكتـور بيـاني   M2 شدند پس از كلـون كـردن ژن  

pAED4    ــاكتري ــه ب ــال آن ب ــويه E.coliو انتق    ي س
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BL21 (DE3) بيان پروتئين ،M2   را در سلول بـاكتري

  ).9(گزارش كنند 

اسـتفاده از سـكانس    ي همچنين مطالعاتي در زمينه

M2e  براي توليد واكسن آنفلوانزا صورت گرفته است

ــي). 11-10( ــك ط ــه ي ــب  ،مطالع ــروتئين نوتركي  پ

onchocerca Volvulus )Ov-ASP-1(   ــوان ــه عنـ بـ

ــا ســكانس پيوســته  ــت، ب ــروس  M2e ي ادجوان از وي

نتــايج نشــان داد كــه . شــد ادغــام H1N1آنفلــوانزاي 

هـاي ايمنـي    پاسـخ بـود   واكسن نوتركيب فوق، قـادر 

را در مـدل   M2eسلولي و هومورال اختصاصي ضـد  

  ). 12(ت القا كند موشي به شد

 ي شـده  قسمت بسيار حفاظت M2e كه با وجودي

 23، اما به علت كوتاه بـودن تـوالي   )5( پروتئين است

 M2 اي آن، در اين مطالعه از طول كامل ژن اسيد آمينه

و توليد پروتئين  pQE30 سازي در پلاسميد براي جاي

 پـروتئين . استفاده شد M15 ي سويه E.coliدر باكتري 

M2 تواند پس از تخليص به عنوان يـك   شده مي يدتول

و در مطالعـات   ودكانديد واكسـن در نظـر گرفتـه ش ـ   

   .هاي حيواني مورد ارزيابي قرار گيرد آينده در مدل

  

  ها روش

تجربـي   ي اين پژوهش از نـوع مطالعـات علـوم پايـه    

)Experimental( و در آزمايشـــگاه تحقيقـــات  بـــود

انجـام   1390در سـال   آنفلوانزاي انستيتو پاستور ايران

ــد ــا، .شـ    ،MgCl2 ،PCR Buffer10 X پرايمرهـ

dNTP Mix آنــزيم ،Taq polymeraseهــاي  ، آنــزيم

Hind III  وBamHI ،6 X Loading Buffer و 

. تهيـه شـد  ) ايـران (اتيديوم برومايد از شركت سيناژن 

  آكريل آميـد و آگـارز از شـركت سـيگماي آمريكـا و      

LB Broth  وLB Agar هـاي مـدياي هنـد،     از شركت

كاغـذ نيتروسـلولز از شـركت    همچنين . خريداري شد

از شركت  DNA سارتريوس آلمان و ماركر پروتئين و

ــداري  ــاز خري ــدفرمنت ــن مطالعــه جهــت . گردي در اي

تخليص پلاسميد، از كيت استخراج پلاسميد شـركت  

 . اينترون استفاده شد

اي  بـا واكـنش زنجيـره    M2ن ژتكثير و جداسازي 

 )PCR يا Polymerase chain reaction( زپليمرا

ــل   ــه از ژن كام ــن مطالع ــويه M2 در اي  H1N1 ي س

)A/NewCaledonia/20/99(  در  پــيش از ايــن كــه

آزمايشگاه تحقيقات آنفلوانزاي انستيتو پاسـتور ايـران   

 ژن. بود، اسـتفاده شـد   كلون شده pcDNA در وكتور

M2  توسطPCR   با استفاده از پرايمرهاي اختصاصـي

هاي آنزيمي مناسب در دو انتهاي  كثير يافت تا سايتت

بـا   pQE30 و در وكتـور بيـاني  شـود  ژن هدف ايجاد 

ــه ــون   ي دنبال ــتيديني كل ــردهيس ــور   .دگ ــدين منظ ب

به همـراه   M2پرايمرهايي كه شامل ابتدا و انتهاي ژن 

و  HindIII هاي مبرش آنزي ي ترادف اختصاصي ناحيه

BamHI ندبودند، طراحي و ساخته شد.  
Forward-BamH I:  
5' TCGGATCCATGAGTCTTCTAAC 3' 
Reverse–HindIII:  
5' GC AAGCTTCTTCAACTCTATGC 3' 
 با استفاده از پرايمرهاي فـوق و مـواد مـورد نيـاز    

PCR تكثير ژن M2 غلظت پرايمرهـا  . صورت گرفت

پيكومول از هر يك  10: شامل PCRو مواد مورد نياز 

مـولار   ميلـي  5/1الگو،  DNAنانوگرم  50از پرايمرها، 

MgCl2 ،5/2 مـولار   ميليdNTP mix بـافر ، PCR   بـه

پليمـراز   Taq DNAو يك واحد آنـزيم   X 1صورت 

ميكروليتـر   25مخلوط با آب مقطر، به حجم اين  .دبو

دقيقـه   5دمايي مورد نياز شـامل   ي برنامه. رسانده شد

دقيقـه   1(چرخه  35، گراد سانتي ي هدرج 95در دماي 
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  دقيقـه در دمـاي    1، گـراد  ي سـانتي  درجه 95ماي در د

  ثانيـــه در دمـــاي  30و  گـــراد ي ســـانتي درجـــه 55

دقيقــه در  10نهايــت در و ) گـراد  ي ســانتي درجـه  72

بـر   PCR محصـول . بود گراد ي سانتي درجه 72دماي 

ــريس   2روي ژل  ــافر ت ــارز در ب ــد آگ ــيد  -درص اس

 40تـا   30و بـه مـدت    80با ولتـاژ   EDTA -بوريك

 ي جهــت بررســي نتيجــه  . يقــه الكتروفــورز شــد  دق

ــد    ــديوم بروماي ــول اتي ــا محل ــارز ب ــورز، ژل آگ الكتروف

 Gel documentation استفاده از دستگاه آميزي و با رنگ

نـانومتر   260در طول موج  )Viber lourmatشركت (

  .دشمشاهده 

ــدازه   ــخيص ان ــراي تش ــين ب ــولي  ي همچن مولك

تــاز  شــركت فرمن  DNAاز مــاركر   PCRمحصــول 

)SM1153 (استفاده شد .  

  pQE30سازي پلاسميد  آماده

در  pQE30تك از باكتري واجد پلاسـميد   نيوكليك 

تلقيح شد و به مدت يـك   LB ليتر محيط مايع ميلي 5

در انكوبـاتور   گـراد  ي سـانتي  درجه 37دماي شب در 

سپس جهت تخلـيص  . قرار داده شد Shakerمجهز به 

سميد شـركت اينتـرون   كيت استخراج پلا پلاسميد، از

  .استفاده شد

  pQE30سازي ژن هدف در پلاسميد  جاي

ترتيب اين به  pQE30در پلاسميد  M2كلون كردن ژن 

و همچنـين   M2 جهـت بـرش دو سـر ژن   : انجام شـد 

، هضم آنزيمي با اسـتفاده  pQE30 خطي شدن پلاسميد

  . صورت گرفت BamH Iو  Hind IIIهاي   ماز آنزي

ــس از  خطــي و پلاســميد PCRمحصــول  شــده پ

هاي مختلف مولي با يكديگر مجاور  تخليص با نسبت

و با افزودن آنزيم ليگاز به مدت يـك شـب در    ندشد

تـا بـه    ندقرار داده شـد  گراد ي سانتي درجه 4-8دماي 

 هـاي مسـتعد   سـپس در سـلول  . يكديگر متصل گردند

E.coli ي سويه Top10 F′ ترانسفورم گرديد .  

، PCRني وسـه روش كل ـ  يد كلونينگ، ازأيجهت ت

هضـم آنزيمـي و بررسـي تـوالي پلاسـميد نوتركيــب      

، مشـابه  PCR نيوبـراي انجـام روش كل ـ  . استفاده شد

با ايـن   ؛روشي كه پيشتر به آن اشاره گرديد، عمل شد

تفاوت كه در ميكروتيوپ حاوي مخلوط مـواد مـورد   

، بخش DNAي  به جاي اضافه كردن نمونه PCR نياز

توسـط لـوپ جـدا شـد و در      نيوكوچكي از يك كل ـ

   .ديگرد مخلوط وارد 

ــراي  ــب  بـ ــميد نوتركيـ ــي، پلاسـ ــم آنزيمـ   هضـ

pQE30-M2 هـاي  با آنزيم HindIII  وBamHI   بـرش

مـورد نظـراز آن خـارج گـردد و      ي داده شد تا قطعـه 

 pQE30-M2 يد نهـايي، پلاسـميد نوتركيـب   أيجهت ت

 .تعيين توالي گرديد

 M2 بيان پروتئين يالقا

پلاسـميد نوتركيـب    M2 يـان پـروتئين  ب يجهت القـا 

pQE30-M2   هـاي مسـتعد   به داخـل بـاكتري E.coli ،

 LBسـپس در محـيط    .ترانسفورم شـد  M15ي  سويه

سيلين و كانامايسـين   هاي آمپي بيوتيك مايع حاوي آنتي

ليتر تلقيح گرديـد و در   گرم در ميلي ميلي 50با غلظت 

 بـه  مجهـز گراد در انكوبـاتور   سانتي ي درجه 37دماي 

Shaker  قرار داده شد تا زماني كه جذب نوري آن در  

توليـد   يسـپس بـراي القـا   . برسد 6/0نانومتر به  600

ــروتئين ــد  ،پ ــو گالاكتوزي ــل تي ــا  IPTG( ايزوپروپي ي

Isopropyl thiogalactoside (هاي مختلـف   غلظت با

مــولار بــه سوسپانســيون بــاكتري  ميلــي 2/0 و 5/0، 1

ساعت پـس از   4و  3، 2، 1 هاي اضافه شد و در زمان

ليتر از سوسپانسيون باكتري برداشت شد  القا، يك ميلي

ــا دســتگاه اســپكتروفوتومتر معلــوم  ي و دانســيته آن ب
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 9000 دقيقه سـانتريفوژ در  3رسوب باكتريايي با . گرديد

  .دشجدا  گراد ي سانتي درجه 4دور در دقيقه و در دماي 

  SDS-PAGEبا روش  M2بررسي بيان پروتئين 

هـا كـه در    يجهت بررسي بيان پروتئين، رسوب باكتر

 بـا بـافر نمونـه    ،هاي مختلـف تهيـه شـده بـود     ساعت

)Sample buffer (غلظت . مخلوط گرديد تا ليز شوند

ها بـر حسـب نـانوگرم بـه ميكروليتـر محاسـبه        نمونه

 1/0 بـه طـور مثـال اگـر غلظـت بـافر نمونـه       (گرديد 

 وليتر از بافر نمونـه ميكر 10 د،ونانوگرم در ميكروليتر ب

X 5  بـافر نمونـه   ي  براي تهيه). گرديدبه آن اضافهX 

ليتر آب مقطـر حـل    ميلي 30 گرم پودر تريس در 3 ،5

 گـرم  5رسـيد،   8/6آن بـه   pH كـه  پـس از آن  و شد

SDS )Sodium dodecyl sulfate(  بــه محلــول فــوق

ليتر گليسرول به صورت قطره قطـره   ميلي 50.دشاضافه 

گرم برموفنول بلو نيز در چند مرحلـه   03/0و همچنين 

ليتـر   ميلـي  100به محلـول افـزوده و حجـم نهـايي بـه      

سولفيدي بـه   هاي دي جهت باز شدن پيوند. دشرسانده 

ميكروليتـر بتامركـاپتو اتـانول     20ليتر بافر،  هر ميلي يازا

آب جـوش   دقيقـه در  10ها به مدت  نمونه. دشافزوده 

هـا بـر روي    ليزات بـاكتري . ندقرار داده شدند تا ليز شو

درصد پلي آكريل آميد طبق پروتكل اسـتاندارد،   15ژل 

آميـزي بـا    الكتروفورز شد و باندهاي پروتئيني بـا رنـگ  

  .، آشكار گرديدR-250محلول كوماسي بلو 

  Western blotشده با روش  بيانيد پروتئين أيت

درصــد  15شـده بــر روي ژل    هــاي تفكيــك پـروتئين 

ميد، با استفاده از دستگاه الكتروترنسفر بـه  آكريل آ پلي

در  M2بيان پروتئين . روي غشا نيتروسلولز منتقل شد

بادي مونوكلونـال   با استفاده از آنتي M15 باكتري بياني

 )ab5416 )Abcam.co با كد M2پروتئين  ضدموشي 

 PBSدر  1000/1 بادي اوليـه بـا نسـبت    به عنوان آنتي

)Phosphate buffered saline (دار بادي نشـان  و آنتي 

 A 8924 بادي موش با كد آنتي ضدشده با پروكسيداز  

)Sigma.co(   بـادي ثانويـه بـا نسـبت      به عنـوان آنتـي

و اســتفاده از سوبســتراي دي آمينــو  PBSدر  5000/1

جهـــت  )Diaminobenzidineيـــا  DAB(بنزيـــدين 

   .ديدآميزي باندهاي پروتئيني، بررسي گر رنگ

  

  ها افتهي

ي  سـويه  يآنفلـوانزا  M2ژن كامـل  اين مطالعه، از در 

H1NI )A/NewCaledonia/20/99 ( ــون ــت كلـ جهـ

  . استفاده شد pQE30كردن در پلاسميد 

 افـزار  هـاي انجـام شـده توسـط نـرم      طبق بررسي

Expasy معلوم گرديد كه پروتئين M2     بـا توجـه بـه

شـد  اسيد آمينه  112افزودن توالي هيستيديني، واجد 

همچنـين  . دبـو  81/12ن مولكولي حدود و داراي وز

pH  داشتن ايـن   .دبو 28/6ايزوالكتريك اين پروتئين

كيفـي   اطلاعات، براي انجام مراحل ارزيابي كمـي و 

توالي پروتئين . دبوپروتئين و تخليص آن، مورد نياز 

M2  هيسـتيديني، در زيـر ارائـه     6 ي به همراه دنبالـه

  .شده است
M R G S H HHHHH G S M S L L T E V E 

T P I R N E W G C R C N D S S D P L V V A 
A S I I G I V H L I L W I I D R L F S K S I Y 
R I F K H G L K R G P S T E G V P E S M R 
E E Y R E E Q Q N A V D A D D G H F V S I 
E L K K L N Stop  

، بـه  PCRنتايج حاصـل از الكتروفـورز محصـول    

 2همراه مـاركر شـركت فرمنتـاز بـر روي ژل آگـارز      

در سـتون   .نشـان داده شـده اسـت    1 شكلدرصد در 

 M2جفـت بـازي ژن    300بانـد   1شـكل   2 ي شماره

  .باشد مشخص مي

، M2-pQE30به منظور توليد پلاسميد نوتركيب 

سازي شد و جهت جاي pQE30 در پلاسميد M2 ژن
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  M2 تكثير ژن ي ژل الكتروفورز، نتيجه .1شكل 

  DNA يباز جفت 100 ماركر: 1 ستون

 M2 ژن يباز جفت 300 ي قطعه: 2 ستون

  

در پلاسـميد و   M2 يد اين فرايند، بعد از الحاق ژنأيت

   ي ســويه E.coli انتقــال محصــول آن بــه بــاكتري   

Top10 F′ وش از ر ني مـورد نظـر،  وانتخاب كل، براي

 ي قطعـه  ي پـس از مشـاهده  . استفاده شد PCRني وكل

مربوط در محـيط مـايع   ي ونكلمورد نظر،  ي تكثيريافته

كشــت داده شــد و پلاســميد آن اســتخراج گرديــد و 

هضــم  BamH I و Hind IIIهــاي  آنــزيم ســپس بــا

فوق كـه   هاي نيواز كل نيوكل 3هضم  ي نتيجه. گرديد

بـازي از  جفـت   300 ي منجر به جداسازي يك قطعـه 

  .نشان داده شده است 2شكل در شد، پلاسميد 

ــروتئين  ــه منظــور بررســي بيــان پ  ي ، ســازهM2 ب

انتقـال   M15بياني  ي سويه E.coliيدشده به باكتري أيت

ــروتئين  ــان پ ــه منظــور بررســي بي ، M2 داده شــد و ب

 از القـا بـا  ) ساعت 4و  3، 2، 1(هاي قبل و بعد  نمونه

IPTGــروتئي ــه همــراه مــاركر پ ــاز ، ب ن شــركت فرمنت

)SM0671 (   درصـد   15بر روي ژل پلي آكريـل آميـد

سديم دو دسيل سولفات الكتروفـورز شـد    در حضور

   .نشان داده شده است 3شكل آن در  ي كه نتيجه

  
  M2 - pQE30ي  هضم آنزيمي سازه الكتروفورز حاصل از. 2شكل 

 يمنف شاهد: 1 ستون

  M2 ژن فاقد يها نمونه: 3 و 2 يها ستون

  M2 ژن واجد ي نمونه: 4 ستون
 

  
 توسط قبل و بعد از القا M2بررسي بيان پروتئين  ي نتيجه .3شكل 

IPTG )Isopropyl thiogalactoside (  

  .روي ژل آكريل آميد) مولار ميلي 5/0غلظت (

  القا از بعد ساعت 4 و 3 ،2 ،1 يها نمونه: 1-4 يها ستون

  )M2 فاقد سميدپلا( القا از قبل ي نمونه: 5 ستون

  پلاسميد فاقد ي نمونه: 6 ستون

  

ــده،     ــاكتري القانش ــده و ب ــاكتري القاش ــوب ب رس

و سپس بـه كاغـذ نيتروسـلولز منتقـل     شد الكتروفورز 

 مونوكلونـال مطـابق  بـادي   گرديد و با استفاده از آنتـي 

1 2 3 4 

1 2 3 4 5 6 
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طـور كـه    همان. )4شكل (شد  تأييدشده،   روش گفته

پروتئينـي   ي شـود در نمونـه   مشـاهده مـي   4شكل در 

ــه  ــاكتري در ناحي ــدود  ي حاصــل از رســوب ب  13ح

 در حـالي شـد،  كيلودالتون يك باند پروتئيني مشـاهده  

  .نبودچنين باندي شاهد  ي كه در نمونه

در بـاكتري   M2 در اين مطالعه براي بيان پـروتئين 

جهـت   IPTG هـاي مختلـف   ، از غلظتM15 ي سويه

صـل نشـان   نتايج حا .توليد پروتئين استفاده شد يالقا

داد كه بالاترين ميزان توليـد پـروتئين در غلظـت نـيم     

طـور كـه در    همـان . دگردي، حاصل IPTGمولار  ميلي

شود بالاترين ميزان توليد پروتئين  مشاهده مي 4شكل 

البتـه بيـان پـروتئين    . شـد ساعت پس از القا حاصل  4

پس از گذشت يك شب هم مورد مطالعه قرار گرفـت  

رز آن كـاهش بيـان پـروتئين را    الكتروفـو  ي كه نتيجـه 

  .نشان داد

 
  M2پروتئين  Western blot ي نتيجه .4شكل 

  IPTG با القا از بعد ساعت 4 پروتئيني رسوب: 1 ستون

 )M2 فاقد پلاسميد( منفي شاهد ي نمونه: 2 ستون

  

  بحث

 هـاي  عامل اصلي ايجاد بيمـاري  هاي آنفلوانزا، ويروس

. آينـد  تنفسي و مرگ و مير ناشي از آن به حساب مـي 

موارد عفونت گاهي به طور اپيدمي در سراسـر جهـان   

ثرترين راه پيشـگيري از  ؤهـا م ـ  واكسن. يابد انتشار مي

امـا بـا توجـه بـه      ،ويـروس آنفلـوانزا هسـتند   عفونت 

ــي  ــرات آنت ــي تغيي ــي  ويژگ ــتيدرژن ــيفت در  ف و ش

ــروس ــگيري   وي ــر پيش ــوانزا، ام ــاي آنفل ــا روش  ه ب

). 5(واكسيناسيون همواره با مشكل روبرو بوده اسـت  

هر ساله سازمان جهاني بهداشت اطلاعات مربـوط بـه   

كند و  در سراسر جهان را گردآوري مي آنفلوانزاشيوع 

ي ويروسـي جهـت سـاخت     با اسـتفاده از آن، سـويه  

هـاي   واكسـن . كنـد  واكسن در سال آينده را معرفي مي

 ي هاي ويـروس زنـده   واكسن شده و ويروس غير فعال

هاي مرسوم آنفلـوانزا بـه شـمار     شده از واكسن ضعيف

بـار، فرمولاسـيون    براي اولـين  1940در سال . آيند مي

شده مورد آزمايش قرار  فعال واكسن ويريون كامل غير

واكسـن غيـر   . شـود  گرفت و تا امروز نيز مصرف مـي 

موضـعي   IgAبادي  تواند آنتي ويروس نمي ي شده فعال

هـاي ايمنـي سـلولي را تحريـك      و يا پاسخكند ايجاد 

كه نژادهاي منتخـب بـراي    همچنين به علت اين. كند

و  شـوند  ميدار كشت داده  واكسن، در تخم مرغ جنين

شود، وجود  يك برداشت مييويروس نيز از مايع آلانتو

هاي پروتئيني تخم مرغ عوارضي را براي افراد  ژن آنتي

ي به پروتئين موجود در تخم مرغ، بـه  آلرژ ي با سابقه

 ي هـاي ويروسـي زنـده    در مقابل، واكسن. همراه دارد

كننـده و   بـادي خنثـي   شده توانايي توليـد آنتـي   ضعيف

اما اين واكسـن نيـز   . ايجاد پاسخ ايمني سلولي را دارد

كه بـراي   از جمله اين ،باشد ميهايي  داراي محدوديت

وبـت تجـويز   هـاي ايمنـي مطلـوب، دو ن    ايجاد پاسـخ 

همچنـين ايـن واكسـن بـه دليـل      . واكسن لازم اسـت 

پتانسيل خطر ناشي از حضور يك ويـروس زنـده، در   

سـال تجـويز    50بـالغين بـالاي   سال و  2كودكان زير 

هـا نيازمنـد طـي     علاوه، توليد اين واكسن هب. شود نمي
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باشد و از نظر طول مدت توليد نيز،  مراحل دشواري مي

  ).2- 4(گير است  ر فعال وقتهاي غي همانند واكسن

نگراني ناشي از بروز پانـدمي حاصـل از بـازآرايي    

هاي ويروس انساني و ويروس فوق حاد پرنـدگان   ژن

ــل انتظــار   ــر قاب ــدمي غي ــروز پان ــين ب ، 2009و همچن

هـاي   محققين را بر آن داشت تا با استفاده از پـروتئين 

انتظـار  . ويـروس بـه مقابلـه برخيزنـد     ي شده حفاظت

واكسيناسـيون بـا    ي واسطهه شده ب د ايمني ايجادرو مي

عنوان اولـين سـد دفـاعي عمـل     ه هاي فوق ب پروتئين

الطيف تا آماده شدن  اندازي ايمني وسيع و با راه كند مي

ي سويه، جامعه را در برابر بيمـاري حـاد    واكسن ويژه

ــوانزا ــد  آنفل ــت نماي ــان . محافظ ــروتئيناز مي ــاي  پ ه

هــاي مختلــف  گونــهن در بــي M2ويــروس، پــروتئين 

ويروس بسـيار حفاظـت شـده اسـت و در مطالعـات      

 مختلف پيرامون توليد واكسـن واحـد، بـه گسـتردگي    

ايــن ). 5، 13-14( مــورد بررســي قــرار گرفتــه اســت

هـاي ايمنـي ضـعيفي     پروتئين در عفونت طبيعي پاسخ

ولـي در   ،)8(بخش نيسـت   كند كه محافظت ايجاد مي

بـادي   سـت كـه آنتـي   عين حال مطالعات نشـان داده ا 

ترمينال اين پروتئين  N ي مونوكلونال اختصاصي ناحيه

تواند حيوانات را در برابر چالش كشنده با ويروس  مي

هـاي   اندازي پاسخ راهپس ). 6(آنفلوانزا حفاظت نمايد 

توانـد بـه    ايـن پـروتئين ويروسـي مـي     ضـد ايمني بر 

نفلــوانزاي آهــاي  حفاظــت ميزبــان در برابــر ويــروس

  . هاي نوپديد منجر شود و نيز ويروسموجود 

 M2 كـه پـروتئين   اسـت  مطالعات اخير نشان داده

هاي ايمنـي   تواند با تحريك پاسخ ويروس آنفلوانزا مي

هـاي   مناسب، حيوانات مورد مطالعه را در مقابل تيـپ 

اين نتـايج اميـدهايي   . مختلف آنفلوانزا محافظت نمايد

واكسـن در  ايـن نـوع    بيشـتر  ي توسـعه  ي را در زمينه

بـراي مقابلـه بـا آنفلـوانزاي فصـلي و      نزديك  ي آينده

  ).13-16(پاندميك، ايجاد كرده است 

هـاي   اين پروتئين به شـكل نوتركيـب در سيسـتم   

و  يوكــاريوتي و پروكــاريوتي مختلــف تهيــه گرديــده

. است شدهيد أيهاي حيواني ت ها در مدل زايي آن ايمني

ــاران ژن   ــقايي و همك ــروس  M2اس  را در H1N1وي

و بيـان پـروتئين را در    ندكلون كرد pcDNAپلاسميد 

  ). 17( هاي مختلف يوكاريوتي ارزيابي كردند سلول

يــك واكســن ويــروس  2009همچنــين در ســال 

ــراي مطالعــه)SIV( آنفلــوانزاي خــوكي يي اكــار ي ، ب

تنها يا در تركيب با يك واكسـن   M2واكسن پروتئين 

H1N1ايه ـ ، براي محافظت در مقابل ويروس H1N1 

در اين مطالعـه  . ، در مدل خوكي استفاده شدH1N2و 

هاي  شده در سلول توليد M2مشخص شد كه پروتئين 

ــد از بيمــاري آنفلــوانزاي خــوكي در  حشــره مــي توان

موش، مـوش خرمـا و ميمـون    (شده  حيوانات واكسينه

 ).16(عمل آورد ه ممانعت ب) رزوس

 بـه تغييـرات   M2با توجه به عـدم نيـاز پـروتئين    

توان از سيستم پروكاريوت  گسترده پس از ترجمه، مي

بيان پروتئين نوتركيب در اين . براي توليد آن بهره برد

سيستم ساده، از نظر اقتصادي مقرون به صرفه و بسيار 

در ايـن   بـه همـين دليـل   ). 18-19(باشـد   كارآمد مـي 

به عنوان ميزبان، براي توليد  E.coliپژوهش از باكتري 

  .ستفاده شدا M2پروتئين 

هـاي پروكـاريوتي    تاكنون اين پروتئين در سيسـتم 

و همكاران موفق بـه   Wang. متعددي بيان شده است

ويروس آنفلوانزاي  H3N2 ي سويه M2توليد پروتئين 

هـا پـس از    آن. در سـلول پروكـاريوتي شـدند    Aنوع 

و  (+) pET28aدر وكتـور بيـاني    M2 كلون كردن ژن

 ـ     ي سـويه  E.coli اكتريانتقال وكتـور نوتركيـب بـه ب
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BL21 (DE3) پــروتئين حاصــله را جهــت ارزيــابي ،

  ).20(كار بردند ه زايي در مدل حيواني رت ب ايمني

جهـت   pQE30بياني  حاضر از وكتور ي در مطالعه

هـاي بـاكتري    در سـلول  M2توليد پروتئين نوتركيـب  

E.coli كارگيري اين وكتور بياني ه علت ب. استفاده شد

 كوچـك  ي لاوه بر برخورداري از انـدازه كه ع بوداين 

. بـود كـاري آن نيـز آسـان     ، دسـت )دالتـون  كيلو 4/3(

 ي ژن كدكننـده ساختار اين پلاسميد شامل رپليكون و 

و  T5 ، پروموتـور قـوي فـاژ   PBR322 سـيلين از  آمپي

هـدف   در اين وكتور ژن. باشد هيستيديني مي ي دنباله

هــا  تيديني هيســ كدكننــده ي بلافاصــله بعــد از ناحيــه

در مقايسـه بـا سـاير    بنـابراين  . گـردد  سازي مـي  جاي

اي كـه بـه    مشـابه، تعـداد اسـيدهاي آمينـه    وكتورهاي 

شـود بسـيار انـدك     اضـافه مـي   به دست آمدهپروتئين 

 ـ M15ي  سويه E.coliباكتري . است عنـوان سـلول   ه ب

به طور اختصاصـي   ،پروتئين خارجي ميزبان براي بيان

شـده   پروتئين بيان. ده استمنطبق ش PQE30 با وكتور

داراي پايـداري خـوبي    لمعموبه طور در ميزبان فوق 

است و به آساني توسط پروتئازهاي باكتريايي تجزيـه  

 و به سهولت با روش كرومـاتوگرافي رزيـن  شود  نمي

Ni-NTA 21(گردد  تخليص مي .( 

توليد پروتئين نوتركيـب بـا اسـتفاده از     ي در زمينه

ات مختلفـي صـورت گرفتـه    مطالع ـ pQE30پلاسميد 

و همكاران توانستند بـا اسـتفاده از وكتـور     Xu. است

ــاني ــد   pQE30 بيـ ــد هيبريـ ــالايي از پپتيـ ــان بـ   ، بيـ

Cecropin A magainin 2  بــا يــكرا Ubiqitin  در

بيان اين . دست آورنده ب M15 ي سويه E.coliباكتري 

 ييباكتريـا  به عنوان اولين مورد بيـان پپتيـد آنتـي    پپتيد

گـزارش   E.coliدر  Ubiqitinشـده بـا     ريد ادغـام هيب

  ).22( دگردي

خيرانديش و همكاران بـا كلـون كـردن ژن آنـزيم     

Pteridine reductase 1  در پلاسميدpQE30  و بيـان ،

به عنوان ميزبان،  M15 ي سويه E.coliاين پروتئين در 

موفق شـدند بعـد از فراينـد تخلـيص پـروتئين، از آن      

ــراي  ــد تحقي ي ادامــهب ). 23(قــات خــود اســتفاده كنن

ــين بو ــان    اهمچن ــراي بي ــز ب ــاران ني ــني و همك لحس

ويـروس   GP96و  HPV16 E7 نوتركيب هاي پروتئين

هـا   آن. پاپيلوماي انساني، از اين وكتور استفاده كردنـد 

 ي اي در زمينه را در مطالعه به دست آمدههاي  پروتئين

تعيــين و جســتجو بــراي ماركرهــاي ســرولوژيك در 

رحم مرتبط با پاپيلوما  ي ران مبتلا به سرطان دهانهبيما

 ).24(كار بردند ه ويروس ب

ميـزان توليـد    Quantity oneافزار  با استفاده از نرم

درصـد از كـل    5/7پروتئين در اين مطالعه در حـدود  

هاي بعـدي   در گام. تخمين زده شد ،پروتئين باكتريايي

 ي ا ناحيـه و ي M2هاي كايمر واجد ژن  پروتئينمطالعه 

ايمني  ي هاي واسطه خارج سلولي آن همراه با پروتئين

ــتوليــد خواه HSP70نظيــر  ــا اســتفاده از ن د شــد و ب

يـد، در مـدل حيـواني مـورد     أيهـاي مـورد ت   ادجوانت

اميد اسـت بـا اسـتفاده از    . د گرفتنبررسي قرار خواه

بتـوان راه رسـيدن بـه     M2هاي مختلف پروتئين   هساز

  .نمود نزا را هموارترآنفلوا ،واحدواكسن 

  

  تشكر و قدرداني

 كارشناسـي  دانشـجوي  ي نامـه  پايـان  حاصل مقاله اين

 طـرح  مالي پشتيباني با و باشد مي ميكروبيولوژي ارشد

 ي شـماره  بـه  ايـران  پاسـتور  انستيتو مصوب پژوهشي

  .است گرديده اجرا 611
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Abstract 
Background: Influenza A virus is an orthomyxovirus capable of infecting humans. The virus genome 
consists of eight negative single-strand RNA segments that encode structural and nonstructural viral 
proteins. M2, a disulfide-linked homotetramer and a membrane-bound protein, is conserved among all 
influenza A viruses. Therefore, it is an appropriate target for the development of influenza vaccine 
with broad-spectrum protection. In this study, M2 protein of influenza virus A was expressed in a 
prokaryotic system.  

Methods: M2 gene of influenza virus A (New Caledonia/20/99, H1N1) was amplified by polymerase 
chain reaction (PCR) using specific primers. It was then digested with appropriate enzymes and cloned 
into the prokaryotic expression vector pQE30. The Escherichia coli (M15) competent cells were 
transformed with recombinant plasmid (pQE30-M2) and grown in LB broth media overnight after 
being induced by isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG). The media were supplemented with 
50 mg/ml ampicillin and 50 mg/ml kanamycin. Expression of the M2 protein was approved by sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and western blot analysis. 

Findings: The results of colony PCR, restriction enzyme digestion, and sequencing revealed that M2 
gene was cloned in pQE30 properly in frame to histidine tag. Protein expression was confirmed in 
western blotting using specific monoclonal anti-M2 antibody.  

Conclusion: Experiments in animal models have shown M2-based vaccines to induce broad spectrum 
immunity against various influenza A viruses. Thus, the M2 protein prepared in this study will be a 
suitable vaccine candidate to be evaluated in further studies on animal models. 
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