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  1011اول خرداد  ی /هفته716 ی /شمارهو نهم  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 7/9/1011تاریخ چاپ:  19/1/1011تاریخ پذیرش:  82/11/1911تاریخ دریافت: 

  
حشره  يی سلول ايراني در رده ی خوکي سويه A (H1N1) پروتئين هماگلوتينين ويروس آنفلوانزانوترکيب بيان 

 يروسباکولوو سيستم با استفاده از

 
 5راد ، رضا جلالی4، ستاره حقیقت3زاده طرنابی ، مرتضی تقی2یمهدو یمهد، 1سارا زحمتی

 
 

 دهیچک

هدف  .حيواني و انساني مورد توجه بوده است  هاي سالانه در بين طيف وسيعي از ميزبان كه به علت ايجاد اپيدمي استعامل بيماري آنفلوانزا  ،ويروس آنفلوانزا :مقدمه

به كمك  Sf9 ي سلولي حشره ي خوكي در رده A(H1N1) ايراني ويروس آنفلوانزا ي ثر و قوي پروتئين نوتركيب هماگلوتينين سويهؤبيان م ،اين مطالعهانجام از 
 .بودسيستم بياني باكولوويروس 

توليد يك بکميد هاي برشي تکثير و كلون گرديد و سپس به منظور  حاوي توالي آنزيم پرايمر اختصاصي باخوكي  H1N1ژن هماگلوتينين ويروس آنفلوانزا  :ها روش

هاي مولکولي مورد  استفاده از تکنيك با در سلول پروتئين نوتركيبو فعاليت  . بيانانتقال داده شد  DH10Bacبه سلول  Bac-to-Bacنوتركيب با استفاده از سيستم 
 سنجش قرار گرفت.

را بيان نمود. كيلودالتون  66 سلول حشره بعد از دريافت بکميد نوتركيب، پروتئيني به وزن تقريبي باز تأييد و جفت 1711به طول  ژن هماگلوتينينتوليد  :ها یافته

ساعت از عفونت،  02پس از گذشت شدند. از سطح فلاسك كشت سلول جدا  ،ظاهر گرانولاربا ايجاد  و يافتها افزايش  آن  و هسته هاي آلوده شده سلول ي اندازه
نشان از صحت آزمون و مهار فعاليت همادسورپشن  ،عدم تشکيل كلامپ سلولي .به شکل تجمعات سلولي ظاهر شدند، هاي قرمز جوجه جذب گلبول اب ،هاي آلوده سلول

 . ليتر گزارش شد گرم/ميلي ميلي 1/1 ميکروليتر معادل 111ميکروگرم بر  76/11مقدار پروتئين حاصل معادل . بود

راه حل مناسبي براي جايگزين كردن آن به عنوان  ،قادر به بيان پروتئين نوتركيب در سلول حشره بود و بنابراين ،سيستم بياني باكولوويروس طبق نتايج :گیری نتیجه

 باشد. ني بر تخم مرغ و يا كشت سلول ميهاي مبت واكسنبه جاي نسل جديد واكسن 

 ؛ واكسنباكولوويروس ؛ حشره؛هماگلوتينين ؛H1N1ويروس آنفلوانزا  :واژگان کلیدی

 

 A (H1N1) پروتئین هماگلوتینین ویروس آنفلوانزانوترکیب بیان  .راد رضا جلالي حقيقت ستاره، طرنابي مرتضي، زاده تقي مهدوي مهدي، زحمتي سارا، :ارجاع

 .121-122 (:617) 91 ؛1011 اصفهان پزشکي دانشکده مجله .یروسباکولوو سیستم حشره با استفاده از يی سلول ایراني در رده ی خوکي سویه

 

 مقدمه

بيماري عفوني آنفلوانزا، يك بيماري بسيار مسري و شايع دستگاا   

ويترو    ،داراي اهميت جهاني است. عامل ايت  بيمتاري   وتنفسي 

علت طيف وسيع ميزبتاني )ييتوا ،   ه كه ب (1)باشد  مي Aآنفلوانزا 

سرعت انگشار بالا،  ،..( و همچني .خصوص پرندگا  و ه انسا  و ب

در سته رتر     .(2) اي در كل دنيتا برختوردار استت    از اهميت ويژ 

مورد آ  تنها در رتر    سهكه است اخير، بالغ بر د  پاندمي رخ داد  

 و 1191 (H2N2)(، H1N1) 1111 هتاي  بيسگم ميلادي و در ستا  

1191 (H3N3) ي يتك گونته   ،2001. در آپريتل  (2-3) بود  است 

هتتاي ويروستتي  جديتتد آنفلتتوانزا پديتتدار شتتد كتته تركي تتي از    

اي  گونه كته   ؛پرندگا ، خوك و انسا  را با خود داشت يآنفلوانزا

 يختتوكي را گر تتت بتتا نتتان آنفلتتوانزا يلقتتآ آنفلتتوانزا ،بگتتدادر ا
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H1N1/A  مريکتا و  آ ي ، براي اولي  بار در مکزيك، ايالات مگحتد

چند كشور ديار پديدار شد كه سازما  بهداشت جهاني، وروع يك 

. (4) طتتور رستتمي اعتتلان كتترده بتت 2001 وئتت   11پانتتدمي را در 

و  هاي اصلي سطح ويرو ، دو گليکوپروتئي  هماگلوتيني     آنگي

كه در اتصتا ، نفتوو و انگشتار ويترو  دخالتت       ندنورآمينيداز بود

کي اي  ويرو  منجر به ي ن تغييرات آنگييي كه جا . از آ (3) دارند

از گذشتگه تتا بته امتروز      شتد  استت،  ظهور انواع مخگلف آنفلوانزا 

هتاي ايت  ويترو  و بتالا بترد        گيري هموار  براي مواجهه با همه

هتاي اخگصاصتي مخگلفتي بتا عملکترد       سطح ايمني جامعه، واكس 

منوط  ها، آ  ي  كه كارايي و اثرگذاري بهينه است وت توليد شد مگفا

شتايع در   ي واكس  و سويه ي تخليص شد  ي به تطابق بالاي سويه

 هاي مگداو  به نتوع ييتر   واكس  ز. ا(9)جمعيت انساني بود  است 

توا  اشار  كرد.  تخفيف يدت يا گه مي ي  عا  شد  و واكس  زند 

ايلتآ در ا تراد بتا    كامل بودند و هايي كه م گني بر ويرو   س واك

نقص سيسگم ايمني و يا ا تراد ستالخورد  ايجتاد عتوارن جتان ي      

ها، منجر بته بتروز يتك     تزريق اي  واكس  يو گاه اند شديد نمود 

هتا، صتر     . از ديار معايآ ايت  واكست   اند شد آنفلوانزاي شديد 

خطر تزريتق و يتا آلتر ي     ،ني بالاي توليد و همچ ي ورت و هزينه

. (1، 9) باشتند  ، رابل اسگفاد  و تهيه نميها پاندميكه در   بود  است

 Splitاز ويترو  كشتگه شتد  و     دو نوع واكس  تحت ليسانس كه

 ود  است زا ن اما عفونت ، ني بود  داراي خاصيت آنگي اند، شد تهيه 

مس ، بستيار   به ويژ  ا رادايجاد ايمني كوتا  مدت براي ا راد،  و با

 (.1، 9-1)ثر هسگند ؤم

را بته عنتوا    پروتئي  نوتركيآ  پژوهشارا  توليد ،به اي  ترتيآ

كته   انتد  معر تي كترد   يك را  يل سريع براي توليد واكست  ستالانه   

هتاي نتاميراي كشتت     متر  و رد   عوارن و اشکالات اسگفاد  از تخم

علاو  بر سرعت بتالاي توليتد، بستيار     ،سلولي را ندارند. اي  واكس 

رادر به تحريك سيسگم ايمني هومورا  و القتاي  است و ثر ؤايم  و م

و باعت  عتدن ايجتاد     باشتد  متي بادي بر عليه هماگلوتيني   توليد آنگي

به عنوا   Bac-to-Bac، از سيسگم مسير. در اي  (1)گردد  عفونت مي

و اي  سيسگم به توليد پتروتئي  بيشتگري    شود ميوكگور بياني اسگفاد  

و اي  عتاملي بتراي    است ني بالاتر  ي آنگيامحگو ،بنابراي  .انجامد مي

يتاكي از   هتا  گتزار  است و تر سيسگم ايمني  تحريك بيشگر و سريع

كتته سيستتگم ايمنتتي هومتتورا  و ستتلولي در برابتتر ايتت    استتتايتت  

 .(1، 1)كنتد   ايجتاد متي  ثر ؤو ايمني م شود ميگليکوپروتئي  تحريك 

بتا پتروتئي     يستاخگار بستيار مشتابه   پروتئي  ياصل از اي  سيسگم، 

مشتتابهت بتتالا در مرايتتل پتتس از ترجمتته و     ،اصتتلي و همچنتتي  

هتاي يوكاريوتيتك    گليکوزيلاسيو  مناسآ بر روي پروتئي ، با سلو 

 است. داشگه

 ها روش

انگقا  يك كاست بياني به درو  يك  كار در اي  پژوهش تجربي،اسا  

توانتد در بتاكگري    شاتل وكگور گر گه شد  از باكولوويرو  بود كته متي  

DH10Bac يتك وكگتور    ،تکثير پيدا كند. اولي  جزء اصلي اي  سيسگم

يتك كاستت    ه دارايكت استت   pFastBacHTAدهند  به نان پلاسميد 

در داخل آ  تحت كنگر  پروموتور پلتي   ،و    هماگلوتيني  بياني است

بازوهتاي   ،در دو طر  كاستت بيتاني پلاستميد   . شود دري  كلو  مييه

داراي    مقاومتت در برابتر    ،ررار دارد و همچنتي   Tn7چپ و راست

يتتك  ي باشتتد كتته مجموعتته متتي Aجنگامايستتي  و يتتك ستتيانا  پلتتي 

miniTn7  خاصتي از بتاكگري   ي ستويه  (.1دهتد )شتکل    ميرا تشکيل 

Escherichia coli  بتته نتتانDH10Bac عنتتوا  ميزبتتا  پلاستتميد ه بتت

داراي يتتك شتتاتل وكگتتور    ،. ايتت  بتتاكگري استتگفاد  شتتد  نوتركيتتآ

بکميتد  اي  باشد.  نان بکميد و يك پلاسميد كمکي ميه باكولوويروسي ب

مقاومتتت بتته نشتتانار و واجتتد يتتك  bMON14272بتتا نتتان تجتتاري 

است كته پتگيتد    DNAاي از  و رطعه mini-Fكانامايسي ؛ يك رپليکو  

lacZα  جهتتت اتصتتا    ،كنتتد و در درو  آ ، يتتك محتتل  را كتتد متتي

وجتتود دارد. ايتت  بکميتتد در   (mini att-Tn7) ترانستتتوزو  بتتاكگري

DH10Bac شود و عتلاو  بتر    ه صورت يك پلاسميد بزرگ تکثير ميب

وي ر lacZαتوانتتد  قتتدا   متتي ،كانامايستتي ايجتتاد مقاومتتت در برابتتر 

وجتود آورد كته در   ه هايي را بت  و كلني ندكروموزون باكگري را ج را  ك

ي  كننتتد   و القتتا Blue-galيتتا  X-gal يضتتور سوبستتگراي رناتتي  

Isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside (IPTG)   به رنگ آبتي

 . (10) شود ديد  

 

 
 Bac-to-Bacاجزاي وكتور بياني سيستم باكولوویروس  .1شكل 

 

 Complementary DNA ي و تهيتته RNAكشتتت ويتترو ، استتگخرا  

(cDNA):    ي ايرانتتتي  ابگتتتدا ويتتترو  آنفلتتتوانزا ختتتوكي ستتتويه

(A/Iran/14068/2009 (H1N1) GenBank: HM581923.1 ) از

تهيته و در  كتر   ستازي رازي   سترن واكست  و   ي سسهؤويرو  م بانك

كشتت شتد و بتا    Specific pathogen free (SPF )مر  د  روز   تخم

س از پو ،  نون ويرو  جدا RNA  (Roche)اسگفاد  از كيت اسگخرا  

با اسگفاد  از كيت اخگصاصتي  ، Oligo v760 طرايي پرايمر اخگصاصي
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، M-MuLVداراي آنتتزيم پليمتتراز معکتتو   cDNA (Roche) ستتنگز

، High fidelity DNA polymeraseمطابق بروشور و با كمك آنتزيم  

cDNA   ستتاخگه شتتد. بتتا رو  الکگرو تتورز بتتا استتگفاد  از    آگتتارز 

ييتد مولکتولي،   أنگيجه ارزيتابي گرديتد. بتراي ازديتاد    و ت     د،درص 1

بتراي كلونينتگ( و پرايمتر     Eco RIپرايمر  توروارد )يتاوي جاياتا     

و كدو  خاتمه( طرايي گرديتد. تتراد     Xholداراي جاياا  )ريور  

 است.آمد  زير پرايمرهاي طرايي شد  در 
 

F: 

5´GAATTCAAGGCCATCTTGGTGGTCCTGCTGTACACC 3´ 
R: 

5´CTCGAGTTAGATGCAGATGCGGCACTGCAGGGAGCC 3´ 
 

از    الکگرو تورز   ، نون كامل هماگلوتيني ، با اسگفاد  از كيت اسگخرا 

، بتتا ر (Fermentas) لياتتاز T4 DNAاستگخرا  گرديتتد و بعتتد بتتا آنتتزيم  

 ي درجته  4-1ساعت در دماي  11مخصوص و وكگور خطي شد ، به مدت 

رو   بتا  Top10هتاي   بعتد، ستلو    ي مريلته  گراد مجاور گرديد. در سانگي

ر تل، در   ي و مخلوط واكنش اتصا  در مريلته  رديدگ مسگعدكلسيم كلرايد، 

  Luria Bertani agar . بتتاكگري در محتتي  شتتد واردستتلو  بتتاكگري،  

(LB agar)  ستاعت در   بيوتيك كشت شد و پليت، به متدت يتك   آنگي  ارد

تور ررار داد  شد. پس از گذشتت  بر روي روتا گراد ي سانگي درجه 31دماي 

 LB agarروي محتي  كشتت    متدت، از محگويتات محتي  كشتت بتر     اي  

(HIMEDIA, India) (، ليگتتر گرن/ميلتتي ميلتتي 10تگراستتيکلي  ) يتتاوي

 ايزوپروپيتتل  ي و القتتا كننتتد   ليگتتر( گرن/ميلتتي ميلتتي 90) ستتيلي  آمتتتي

 ليگتر   گرن/ميلتي  ميلتي  X gal (100 وليگتر(   گرن/ميلتي  ميلي 40) تيوگالاكگوزيد

5-bromo-4-chloro-indoly1-β-D-galactopranoside ) در كتتل ستتطح

 ي صورت منگشر، كشت داد  شتد. ورود    همتاگلوتيني  در ناييته   ه پليت ب

، باع  ظهتور  X gal ي در وكگور نوتركيآ و عدن تجزيه lacZα ي كد كنند 

استگفاد    هتا  ايت  كلتوني  و براي استگخرا  پلاستميد از    شدهاي سفيد  يونكل

بتتا استتگفاد  از  Polymerase chain reaction (PCR) گرديتتد. آزمتتايش

 DNA ladderو  گفگته  پتيش پرايمرهاي طرايي شد  و پلاسميد يتاوي     

(Biofact 1kb plus cat.No.SM354-500) ييد، انجتان گر تت و   أجهت ت

 در پايا  براي تعيي  تراد  ارسا  گرديد.

جانمايي     :pFast Bac HTAوتيني  در پلاسميد جانمايي    هماگل

در پايي  دستت هيستگيديني     pFast Bac HTA ي هد  در پلاسميد دهند 

و پلاستميد   PCRياصتل از   ي .    همتاگلوتيني  در نمونته  صورت گر ت

 و Xhol (Jena Bioscience) هتتاي محتتدود الاثتتر دهنتتد  توستت  آنتتزيم

Eco RI (Fermentas, Jena Bioscience)   هضتتم شتتد تتتا دو انگهتتاي

پليمتراز،   ي ها با يکديار مکمل گردند. پس از انجان واكتنش زنجيتر    تراد 

در ، Top10بته بتاكگري ميزبتا     پس از انگقا  اسگخرا  و  ،ها از    آگارز   

 بيوتيتتك كشتتت داد  شتتد. يضتتور پلاستتميد    يتتاوي آنگتتي   LBمحتتي  

pFastBac HTA    با رو   ،ياويPCR گرديد. ييدأت 

 بتتا مستتگعد شتتد ،  DH10Bacستتلو   :توليتتد بکميتتد نوتركيتتآ 

)ياصتتتل از  pFastBacHTA ي دهنتتتد  نتتتانوگرن از پلاستتتميد 100

گرديتد.   سازي آلود كه ياوي يك پلاسميد كمکي است، ي ر ل(  مريله

پلاستميد دهنتد  و    miniTn7 بي  عامتل  ،انگهايي كلونينگ ي در مريله

( Transpositionجتتايي ) جابتتهبکميتتد، عمتتل  mini att-Tn7عامتتل 

ورت گر ت و كاست بياني واجد    همتاگلوتيني  در درو  بکميتد   ص

هتاي ستفيد ياصتل، در پليتت      كلتوني ي ر ل،  مانند مريله. گر تررار 

متورد   ،(BioFactجداسازي بکميتد )  ها كشت و براي بيوتيك آنگياي  داراي 

بکميتد، از   داختل  هتد  ييد انگقتا  صتحيح      أاسگفاد  ررار گر گند. براي ت

 بتتا استتگفاد  از پرايمرهتتاي اخگصاصتتي    و پرايمرهتتاي    - PCRرو  

(Signagen) M13 طتر  محتل ترانستتوزو      مکمل آ  در دو ي كه ناييه

   اسگفاد  شد. -در بکميد نوتركيآ ررار دارد lacZα ي در ناييه
 

pUC/M13 Forward:  
.5´-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG- 3´ 
pUC/M13 Reverse:  

.5´-AGCGGATAACAATTTCACACAGG- 3´ 

 

 ي رد  (:Transfectionي )ستتاز آلتتود و  (Sf9)ستتلولي يشتتر   ي رد 

 (Spodoptera Frugiperda ي تخمتدا  يشتر    ي سلولي رد ) Sf9 سلولي

و در محتي    از مركز ملي وختاير  نگيکتي و زيستگي ايترا  خريتداري     

بتتتا رو   كشتتتت داد  شتتتد. Gibco, UK)  اخگصاصتتتي گتتتريس

بته منوتور    شتد و  Sf9هاي  ، پلاسميد وارد سلو (11) الکگروپوراسيو 

روز انکوباستيو  در دمتاي    9 ،شد  عفونيهاي  سلو تکثير ويرو  در 

هتا از نوتر بتروز     سلو ، وزانهطور ره ب گراد اعما  و ي سانگي درجه 29

 بررسي شدند.  اثرات سايگوپاتيك، 
يي جتا  از آ  ي:ستطح  جتذب و ممانعت از  يسطح جذبسنجش 

همتاگلوتيني  ستطحي، رتادر بته جتذب       ي كننتد    هتاي بيتا    كه ستلو  

( Hemadsorptionستطحي )  آزمتايش جتذب  از  هستگند، اريگروسيت 

هتاي   محلتو  رويتي  لاستك    شتد.   جهت بررسي و ارزيابي آ  اسگفاد 

سته  آلود  به باكولوويرو  نوتركيتآ   Sf9كشت سلولي محگوي سلو  

معتاد    pHاسگريل بتا   Phosphate buffered saline (PBS)مرت ه با 

 آلود  با گل تو  ررمتز جوجته    هاي آلود  و يير شسگه شدند. سلو  1/1

ه و ساعت انکوب 1به مدت گراد  ي سانگي درجه 31 دماي در درصد 9/0

سترد، شستگه و توست      PBSمرت ته بتا    9پس از گذشتت ايت  زمتا ،    

مشتاهد  شتدند. بتراي    ( Olympus, Japanمعکتو  ) ميکروستکو   

، ابگتدا بتاكولوويرو  نوتركيتآ، بتا     جذب ستطحي بررسي ممانعت از 

 مجتاور گرديتد    (Harbin, China) كلونتا   پلتي  Anti H1بتادي   آنگتي 

ل، بتراي تزريتق بته ستلو      ستس مخلوط ياص ؛درجه( 31، دريقه 10)

Sf9  با استگفاد  از ختو     جذب سطحي ممانعت ازميزا  و شد  اسگفاد

 روز با ميکروسکو  بررسي گرديد. 2جوجه بعد از 
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ميکروليگتر   90 :هماگلوتيناسيو  و ممانعت از هماگلوتيناستيو   شسنج

صتورت ستريالي   ه بت  PBSاز محلو  ليزات سلو  آلود  با مقدار مساوي از 

جوجته در   Red blood cells (RBCs) و بتا همتا  مقتدار از    ستازي  رتر

و ستتس  ه انکوبت  ،دريقه در دماي اتتا   30و به مدت  طخانه مخلو 19پليت 

كته در   يآگلوتيناسيو  گل و  ررمز جوجه گزار  گرديد. بالاتري  ررگ ميزا 

. در بررستي تستت   است آ  آگلوتيناسيو  رابل مشاهد  باشد، تيگر مورد نور

 نوتركيتتآ ميکروليگتتر از پتتروتئي   90ممانعتتت از هماگلوتيناستتيو ، ميتتزا   

(8 HAU) سرن  با دو برابر آنگيH1 و بته متدت    سازي طور سريالي ررته ب

 ختتو  جوجتته  پتتس از ا تتزود  .دريقتته در دمتتاي اتتتا  انکوبتته گرديتتد 30

آختري  ررتت  ارتد آگلوتيناستيو  رابتل      انکوباستيو  مجتدد،   و  درصد 9/0

 عنوا  تيگر محاس ه گرديد.ه ب ،مشاهد 

پس از چند ستري كشتت    تخليص پروتئي  بيا  شد  در سلو  يشر :

بتا استگفاد  از كيتت تخلتيص پتروتئي ، پتروتئي  متورد نوتر         ، سلو  يشر 

 (Epoch, BioTek U.S) استتگخرا  و يلوتتت آ  بتتا دستتگاا  نتتانودرا  

 ،گيري شد. محگويات  لاسك يتاوي ستلو  آلتود  بته ويترو       انداز 

 اضا ه گرديتد. ليگر از با ر ليز  ميلي 4سانگريفيو  و به رسوب باري ماند ، 

توس  دسگاا  مربتوط   ،عمل سونيکاسيو  ، تحتمحلو  ياصل ،ستس

تتود(   آمتلتي  10 ثانيته،  10 و 1مرت ه با  واصتل   10)نامه  شيو اسا   بر

 Ni-NTA   از ، Sf9هاي  از سلو براي تخليص پروتئي   .ررار گر ت

به  g  ×3000ر و پروتئي  ياصل، با دواسگفاد  در سگو  كروماتوگرا ي 

مرت ه شسگشتو و   3سرد،  PBSبا  ،ستس .دريقه سانگريفيو  شد 9مدت 

 متتو  كلريتتد ستتديم،   ميلتتي 300شتتامل  پلتتت انگهتتايي در بتتا ر ليتتز 

 درصتتد و  Tris HCl (1  =pH ،)Triton X-100 1متتولار  ميلتتي 20

 

Protease inhibitor cocktail  ×1 و پتس   به شکل سوستانسيو  تهيه

 ه متتدت بتت g  ×12000ر بتتا دوروي يتت،(،  دريقتته 30انکوباستتيو  ) از

روي     ،هاي آلتود   پلت باري ماند  از سلو شد. دريقه سانگريفيو   10

نيگروستلولزي   يروي يشا ،جداسازي و ستس درصد 12آميد  آكريل پلي

  His tag بتتتادي آنگتتتيبتتتا  Western blotبتتتراي انجتتتان آزمتتتو  

بتادي ثانويته(    )آنگتي  HRP بادي كونژوگته بتا   اوليه( و آنگيبادي  )آنگي

بتراي ستنجش ميتزا      منگقتل شتد.   ،ييتد پتروتئي   أجهت بررستي و ت 

 پروتئي ، رو  لوري بتا استگفاد  از استتکگرو وتومگر در طتو  متو       

 نانومگر، انگخاب گرديد. 190

 

 ها یافته

   رطعه  :pFastBacHTAكلونينگ رطعه هماگلوتيني  به پلاسميد 

نارل د  از سگفاابا و  صتتتتتتيخگصاي ايمرهاابا پرهمتتتتتتاگلوتيني  

جفت باز( روي  1101نور ) ردمو ي رطعهو صلي تکثير ي اپلاسميد

هتاي   آنتزيم با   تکثير شد ي رطعه .(a2 )شتکل  ييد شتد أرز تگا   آ

EcoRI  وXhoI  هضم شد و درpFastBac HTA    گرديتد كلتو .

 ستس با هضم و  ييتتدأت PCRصتتحت كلونينتتگ توستت  آزمتتو    

ييد أترد مو ،كلونينگد  در سگفارد اموي نزيمهاهمتتتتا  آنزيمي با آ

 (. در ادامتته، پتتس از انگقتتا  پلاستتميد    b2  تتت )شتتکل گرار رر

pFastBac HTA  به داخل باكگريDH10Bac ،هاي ستفيد   نيوكل

توس  كيتت  . پس از اسگخرا  وكگور (c2 )شکلتأييد شد  PCRبا 

بتر  تجاري، يلوتت محصتو  استگخرا  شتد  در استتکگو گومگر برا     

 بود. نانوگرن/ميکروليگر 11/11

  جفت باز، cDNA H1N1، 1111در  HA: ژن Polymerase chain reaction (PCR) .a .1 سازي نتایج تكثير و شبيه .2شكل 

Mلدر : (Biofact 1kb plus cat.No.SM354-500؛) b. 1: هضم  :2جفت باز(،  6584) شاهد وكتورpFast Bac HTA  نوتركيب باXhoI و  

EcoRI 4856bp ژن  باز جفت 1111 مراهه به(HA) ؛c .1:  تأیيدPCR سازي شده با ژن  ناقل شبيهHA ،M لدر (Biofact 1kb plus cat.No.SM354-500) 
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م ستتايگوپاتيك در يتتعلا (:Transfectionي )ستتاز آلتتود  دأييتتت

بکميد نوتركيآ، به وضتو  رابتل مشتاهد      بهآلود   ي هاي يشر  سلو 

هتا   رشتد ستلو    سازي، آلود  ساعت او  پس از 24(. در 3)شکل  است

و ي كلتي   مگورتف شتد. انتداز     يتقري ت بته طتور   در مقايسه بتا شتاهد   

گرانتولار پيتدا كترد و     ا زايش و ظتاهر  ها آ  ي هسگه ي انداز  ،همچني 

 .  شدنداز سطح  لاسك كشت سلو  جدا ها  سلو 

 

 
 ترانسفكت شده با بكميد Sf9: سلول b ؛قبل از ترانسفكت شدن a :Sf9 .3شكل 

 

هاي بيولو يکي پروتئي  نوتركيآ هماگلوتيني  بيا   ارزيابي  عاليت
هماگلوتيني   ي كنند   هاي بيا  كه سلو  ييجا از آ  :شد  در سطح سلو 

جهت  جذب سطحي رو از  باشند، ميسطحي، رادر به جذب اريگروسيت 

آلود  در مجاورت  هاي يير . سلو (12) شد  بررسي و ارزيابي آ  اسگفاد 

 )شکل شدگونه تغييري مشاهد  ن و هيچ ندجوجه، سالم ماند RBCsبا 

a4 هاي آلود   ساعت بعد از عفونت، سلو  41(، اما پس از گذشت

ظاهر و به شکل تجمعات سلولي  را جذب نمودند هاي ررمز جوجه گل و 

هماگلوتيني  (. اي  نگايج نشا  داد كه پروتئي  ريکام يننت b4شدند )شکل 

را  جذب سطحيبيا  شد  در سلو ، از نور بيولو يك  عا  بود  و رابليت 

با  نوتركيآهاي آلود  با پروتئي   ييد اي  نگايج، سلو أداشگه است. براي ت

سلولي  جمعتو عدن تشکيل شد مجاور   Anti H1سرن اخگصاصي  آنگي

 (.c4بود )شکل  جذب سطحينشا  از صحت آزمو  و مهار  عاليت 

 

هاي  : سلولaسنجش فعاليت همادسورپشن و مهار همادسورپشن.  .6شكل 

هاي  : سلولb (؛PBS) Phosphate buffered saline آلوده در غير

  ؛آلوده با باكولوویروس ریكامبيننت و جذب سطحي اریتروسيت جوجه

c هاي قرمز جوجه  از هماگلوتيناسيون و مهار جذب سطحي گلبول: ممانعت

هاي آلوده و غير آلوده به  ساعت بعد از عفونت. سلول 65پس از گذشت 

، پس از سه ندانكوبه شددرصد  8/1 ساعت با گلبول قرمز جوجه 1مدت 

هاي قرمز آزاد حذف و با ميكروسكوپ  ، گلبولPBSمرتبه شستشو با 

 بي شد.اینورتر نتایج ارزیا

 بتتراي تجزيتته و تحليتتل بيشتتگر  عاليتتت بيولتتو يکي همتتاگلوتيني 

از رو  هماگلوتيناسيو  آلود   آلود  و يير Sf9هاي  سلو در آنفلوانزا، 

انکوبته   درصتد  9/0 ها با خو  جوجته  سلو  ،كار براي اي  اسگفاد  شد.

( در Bو  Aهتاي   فرديت  9هتاي آلتود  )شتکل     شدند. در رديف سلو 

هتتيچ  امتتا ،آگلوتيناستتيو  مشتتاهد  گرديتتد ، 19/1چاهتتك بتتا ررتتت  

( Dو  Cهتاي   رديتف  9آلتود  )شتکل    ييتر  ي آگلوتيناسيوني در نمونته 

طتور  ه بت  بتادي اخگصاصتي   كته آنگتي  اي  نگايج نشا  داد نشد. مشاهد  

و  شتود  متي  نيك مولکو  هماگلوتيني  بانتد   هاي آنگي انگخابي به سايت

گتردد. بتراي ارزيتابي     سازي ويترو  آنفلتوانزا متي    عفوني منجر به يير

ممانعتت از   آزمتايش ختوكي،   H1N1 نيستيگي ويترو     خاصيت آنگي

هتاي آلتود  بتا مقتادير استگاندارد از       ستلو   هماگلوتيناسيو  انجان شد.

ثر رتادر بته ممانعتت از    ؤطور مت ه و گل و  ررمز جوجه، ب H1سرن  آنگي

ي  نوتركيآ سطح سلولي بتود      هماگلوتين عمل هماگلوتيناسيو  آنگي

 (.Eرديف  9 )شکل را ايجاد نمود  است 912/1و تيگر بالاي 

 

 
 و  Aهاي  هماگلوتيناسيون و ممانعت از هماگلوتيناسيون. ردیف .8 شكل

B: هاي آلوده در مجاورت گلبول قرمز جوجه فعاليت هماگلوتيناسيون سلول  

دهد.  را نشان مي 14/1تيتر و طور سریالي رقيق شده است ه كه بدرصد(  8/1)

 گلبول قرمز جوجه ي علاوهه منفي )سلول غير آلوده ب : شاهدDو  Cهاي  ردیف

هاي  ممانعت از هماگلوتيناسيون )سلولآزمایش : سنجش E. ردیف درصد( 8/1)

كه تيتر درصد(  8/1ه )و گلبول قرمز جوج H1سرم  آلوده در حضور آنتي

صورت دوپليكيت ه ب شاهد ي و نمونه HA آزمایشدهد ) را نشان مي 812/1

 گذاشته شده است(.

 

تئي  وپرزي سا صخالاز پس : SDS PAGEو  Western blotهتتاي  رو 

براي انجتان   درصد 12ميد آ كريلآ ، به    پليNTA-Ni  سگود  از سگفاانوتركيآ با 

 Sodium dodecyl sulphate–polyacrylamide gel electrophoresis.ايشآزم

(SDS PAGE) ،شتتتد و بانتتتد بتتتا وز  مولکتتتولي تقري تتتي  منگقتتتل 

 يبته يشتا   ،( و ستتس a9 )شکل كيلودالگو  روي    نمايا  شد 99

  انگقتتتا  داد  شتتتد  Western blotنيگروستتتلولز بتتتراي انجتتتان  

 .(b9)شکل 
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–Sodium dodecyl sulphate و Western blotهاي  روش .4 شكل

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS PAGE) . 

a :SDS PAGE  ردیفM پروتئين نوتركيب 1 لدر و ردیف  

مثبت،  شاهد 1لدر، ردیف  Mردیف  b :Western blot كيلودالتون(؛ 46)

 پروتئين نوتركيب 2ردیف 

 

پتس از تخلتيص    :تعيي  يلوت پتروتئي  نوتركيتآ بتا رو  لتوري    

ياصتل   ي نگيجته ، جذب نوري توس  استکگرو وتومگر و خوانشپروتئي  

 (. 1شکل ) با اسگفاد  از  رمو  زير محاس ه گرديد Excelي  در برنامه
 

y=0.0043x+0.0167; x=
            

      
; x=10.76 

 

 وميکروليگتر   100/ميکروگترن  19/10 مقدار پتروتئي  ياصتل معتاد    

بنتابراي    ،بتود  2/1چو  ررت  ،بود. از طر يليگر  گرن/ميلي ميلي 1/0 معاد 

 2/0و مقتتدار پتتروتئي  مربتتوط معتتاد  شتتد ضتترب  2عتتدد ياصتتل در 

 .ليگر محاس ه شد گرن/ميلي ميلي
 

 
 . غلظت پروتئين هماگلوتينين به دست آمده پس از تخليص 1شكل 

 

 بحث

باشتد.   واكسيناسيو  يك را  مؤثر براي م ارز  با بيماري عفوني آنفلتوانزا متي  

مر  با كتارايي مناستآ    هاي م گني بر تخم سا  است كه از واكس  90بيش از 

هتا در   شود. با اي  وجود، ايت  واكست    و عوارن جان ي محدود، اسگفاد  مي

  به دن تا  كشتف   جواباو ن ود و به همي  دليل، دانشمندا 2001پاندمي سا  

هاي جايازي ، مطالعات جديدي را آياز نمودنتد تتا بته واكستني بتا       واكس 

ي ارگصتادي و زمتا  كمگتر     كارايي و اطمينا  مناسآ و در عي  يا  با صر ه

آوري بتومي   توليد، دست يابند. در اي  مطالعه، با توجه بته عتدن وجتود  ت     

 آنفلتوانزا آختري  پانتدمي     توليد واكس  در ايرا ، براي اولي  بار از ويترو  

–(H1N1 )A/Iran/14068/2009- ي  جهتتت بررستتي يتتك  راينتتد بهينتته

   همتاگلوتيني ، در   توليد واكس  اسگفاد  گرديتد. زيتر وايتد بتزرگ آنگتي     

و ميتزا    Sf9ي ستلولي   بکميد نوتركيآ كلو  و بيا  و توليد پروتئي  در رد 

تتوا  بته متواردي از     سيستگم متي  از مزاياي اي  و كارايي پروتئي ، بررسي شد. 

زايتي مناستآ، ميتزا      جمله به امکا  مديريت توليد، ايم  بود  نست ي، ايمنتي  

از نور ايمنتي بستيار مناستآ     Sf9 سلوليي  رد . (13) محصو  بالا اشار  نمود

،  ولتدينگ  شتود  متي ايجتاد تغييترات در  نتون متورد نوتر       مانعاست؛ چرا كه 

و بنتابراي  پتروتئي  بيتا  شتد       ا گد ميپروتئي  به شکل مناسآ و صحيح اتفا  

كتتارايي متتورد نوتتر بتتراي تحريتتك سيستتگم ايمنتتي ميزبتتا    ،در ايتت  ستتلو 

اي  ميزا  بالاي بيا ، در ايت  سيستگم بته انتداز      يوكاريوتيك را دارا خواهد بود.

زد  نمود كه بيش از نيمي از پروتئي  بيتا  شتد  را پتروتئي      محققي  را شافت

كته رتادر بته     دليتل ايت   ه سيسگم بياني باكولوويرو  ب. (14)دانند  نوتركيآ مي

ي  رادر به تکثير در ميزبا  دريا تت كننتد   نيست، هاي پسگاندارا   رشد در سلو 

اصلايات مناستآ پتروتئي  پتس از ترجمته      . همچني ،(19) باشد واكس  نمي

هتاي   در اي  سيسگم، كه ثابت شد  است ساخگار و  عاليت بيولتو يکي پتروتئي   

   .(19)شود كند، به عنوا  يك مزيت برجسگه رلمداد مي بيا  شد  را يفظ مي

از آ  جايي كه توليد ورات ش ه ويروستي آنفلتوانزا هتد  اصتلي ايت       

در ايت   باشتد.   مطالعه است، بنابراي  اولي  گان، توليد بکميد نوتركيآ آ  متي 

تحتت كنگتر  رونويستي پرومتوتر      HA H1N1 Swineمطالعته، پتروتئي    

بتا استگفاد  از سيستگم بيتا  بتاكولوويرو        Sf9هتاي   دري  در سلو يه پلي

Bac-to-Bac اي براي توليد واكس  زيتر   با هد  اسگفاد  از آ  به عنوا  پايه

دري  مشتگق  يت ه . پروموتر پليشدبا مو قيت بيا   H1N1 swineوايد عليه 

 Autographa californica nucleopolyhedrovirus شتتتتتتد  از

(AcMNPV)بتتا استتگفاد  از سيستتگم بيتتاني  ، بتتراي بيتتا  پتتروتئي  ختتارجي

بيا  مو ق پروتئي  علاو  بتر يتك    ،يا  . با اي گرديدباكولوويرو  اسگفاد  

هتاي    ختارجي نيتز     ستلولي مناستآ و ويژگتي    ي بته رد   ،پروموتر روي

هتاي عملکتردي    براي به ود توليد پروتئي راه رد . چندي  (11) بسگاي دارد

به عنتوا  مثتا ، اصتلايات وكگورهتاي      .هاي يشرات وجود دارد در سلو 

توانتد باعت     مي ،بيا  پروتئي   راينددخيل در  DNAبياني، با ا زود  عناصر 

دليتل  ه بت  هيتدري ،  پلتي  هاي نوتركيآ گردد. پرومتوتر  ا زايش توليد پروتئي 

هتاي يشترات    سلو  ي عناصر يوكاريوتيك، داراي  عاليت بالا در رد داشگ  

توليتد   ي به عنوا  يك پروموتر روي در زمينته  ،بنابراي  .باشد دارا  مي و مهر 

ستت. ظهتور تغييترات    ا  وكگورهاي بياني م گني بر باكولوويرو  شناخگه شد 

ي  سايگوپاتيك ستلولي در ميزبتا  يشتر ، يتاكي از رونتد مطلتوب پديتد        

زا بتود  استت. پتس از بررستي      ترانسفکش  و ا زايش عيار ويرو  عفونت

ي  باند پروتئينتي بتا انتداز     يضوردر اي  مطالعه، هاي اسگخرا  شد   پروتئي 

ي   ، نشتتا  از بيتتا  متتؤثر و رتتوي پتتروتئي  نوتركيتتآ، در رد كيلودالگتتو 99

y = 0.0043x + 0.0167 

R² = 0.9926 
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 شد.با هيدري  مي سلولي ميزبا  يوكاريوت تحت كنگر  پروموتر پلي

 هتاي بيولو يتك   پروتئي  هماگلوتيني  ويرو  آنفلتوانزا داراي  عاليتت  

هتاي همتاگلوتيني  و همادسورپشت      با اسگفاد  از آزمو  جا، در اي كه است 

هتاي   بيتا  شتد  در ستلو     همتاگلوتيني  كه پروتئي  نوتركيآ  مشخص شد

Sf9 و  هتتاي بيولو يتتك داراي  عاليتتت، لوويرو  نوتركيتتآوآلتتود  بتته بتتاك

. (11)بتود  استت   هاي آنفلوانزا  ويرو  با هماگلوتيني  يخصوصيات مشابه

هتاي يشترات بتا ايت  هتد  استگفاد         هاي ستلولي مگفتاوتي از ستلو     رد 

گردند. هر چنتد   وصيه ميبيشگر ت Sf21و  Sf9ي سلولي  شوند، اما دو رد  مي

( بته عنتوا  ميزبتا     Highfive) Fiveي  در مطالعاتي ديد  شد  است كه رد 

 Sf21و  Sf9باكولوويرو  نوتركيآ، يساسيت بستيار بتالاتري نست ت بته     

شتود. بته    دارد، اما به دليل توليد پروتئاز بيشگر، منجر به تخريآ پتروتئي  متي  

برابترSf9 (100   )ي ستلولي   ر رد همي  دليل، ظر يت توليتد بتالاي ورات د  

. براي عملياتي شد  ايت  طتر ، بايتد    (11)بود  است  Fiveي  بيشگر از رد 

تخليص پروتئي  در مقيتا  ان تو  صتورت بايترد. ورات تکتوي  شتد  بتا        

گتردد بررستي    نانومگر داراي ارز  است و پيشتنهاد متي   100-120ي  انداز 

 تحريتتك سيستتگم ايمنتتي ييتتوا  توستت  ايتت  ورات، ستتنجيد  و بتتا ستتاير  

هاي تركي تي از ستاير    مطالعات مقايسه گردد. علاو  بر اي ، اسگفاد  از كاست

هتاي مخگلتف و در    هتاي ويترو  آنفلتوانزا و استگفاد  از ادجوانتت         آنگي

ها در ييوا  آزمايشااهي رابتل   زايي ياصل از آ  نهايت، بررسي سطح ايمني

ي  ويهختوكي ست    H1N1باشد. در اي  طتر ، ويترو  آنفلتوانزاي     اجرا مي

ستازي رازي استتگفاد    ي واكست  و سترن   ايرانتي از بانتك ويترو  مؤسسته    

 H1N1بالا و رتوي    همتاگلوتيني  ويترو  آنفلتوانزا     بيا   گرديد  است.

هتاي آلتود  بته بکميتد      ي ايراني و اسگخرا  پتروتئي  از ستلو    خوكي سويه

نوتركيآ، نشا  داد كه بکميد نوتركيتآ ستاخگه شتد ، يتك ابتزار مفيتد در       

 ي اسگري  خوكي بود  است. راسگاي توليد ورات ش ه ويرو  آنفلونزا ويژ 

 

 کر و قدردانیتش

شناستي ستلولي    ي زيست ي مقطع دكگري رشگه نامه اي  مقاله برگر گه از پايا 

بتا كتد   بود كته   (22530507961010كد )مولکولي گرايش ميکروبيولو ي 
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Abstract 

Background: Influenza virus, which is a decisive agent of influenza, attracted interest because of the event of the 

annual epidemic among a wide range of animal and human hosts. This study aimed to express the hemagglutinin 

protein of Iranian swine Influenza A (H1N1) through a baculovirus system in SF9 cells to produce a new 

recombinant vaccine. 

Methods: Hemagglutinin gene of Swine H1N1 virus was amplified with specific primers containing restriction 

enzymes site, and then cloned. Afterward, the vector was transformed to DH10Bac using Bac-to-Bac system in 

order to produce a recombinant bacmid. Hemagglutinin expression and its biological activity were assessed using 

molecular and immunization tests.  

Findings: The target rHA in length, 1710 bp, was produced and expressed in transfected SF9 cells with a size of 

~66 kDa. The infected cells expanded in size and their nucleus, and desiccated from the surface of the cell culture 

as a granular. They could absorb chick red blood cells (RBCs), and appear as cell aggregates forty-eight post-

infection. The fact that infected cells were unable to form cell clamp showed the test's accuracy and inhibition of 

hemodesorption activity. The amount of protein obtained was 10.76 µg/100 µl, equal to 0.1 mg/ml.  

Conclusion: The baculovirus expression system could express the recombinant protein in the insect cell. Therefore, 

it may be a well-suited alternative to produce a new generation of the vaccine instead of egg-based and cell-culture-

based generation vaccines.  
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Citation: Zahmati S, Mahdavi M, Taghizadeh-Tarnabi M, Haghighat S, Jalalirad R. Recombinant Expression 

of Hemagglutinin Protein of Iranian Swine influenza A (H1N1) in the Insect Cells Using Baculovirus 

System. J Isfahan Med Sch 2021; 39(617): 181-8. 

 

 

Original Article 

http://dx.doi.org/10.22122/jims.v39i617.13912

