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  7991دوم آبان  ی /هفته494 ی /شمارهمو شش  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 1/1/8931تاریخ چاپ:  93/1/8931تاریخ پذیرش:  81/6/8931تاریخ دریافت: 

  

 در شرایط آزمایشگاهی HSV-1بر تکثیر ویروس  miR-101-5pبررسی تأثیر 

 
 6، لیلی موهبت5، آرزو میرزایی4مقیم شراره، 3، مهدی شعبانی2، بهار صادق اهدایی1احمد پیروزمند

 
 

چکیده

کند، در سراسر جهان شناخته  های مهلک آن و عفونتی که برای تمام عمر سیستم عصبی فرد را آلوده می به دلیل بیماری 8ویروس هرپس سیمپلکس تایپ  مقدمه:

مقاومت به داروی اصلی آن، ( در بیماران سرکوب ایمنی شده بسیار حایز اهمیت هستند و به دلیل افزایش روزافزون HSV-1) Herpes simplex virus 1است.  شده
کنند.  های ویروس و میزبان را پس از رونویسی تنظیم می ها، بیان ژن MicroRNA (miRNA)است.  آسیکلوویر، یافتن درمان جایگزین برای آن بسیار مورد نیاز

 .کند  نقش ایفا HSV-1تواند در عفونت  می has-miR-101-3Pای در گذشته، نشان داد که بیان  مطالعه

بررسی شود. سپس،  HSV-1ترانسفکت شد تا تأثیر آن بر تکثیر  HSV-1های آلوده به  سنتز شده درون سلول has-miR-101-5Pدر این مطالعه،  ها: روش

 .برداری شدند ها مشاهده و عکس سلول

 .سایتوپاتیک ویروس آن کاهش یافت، تیتر ویروسی کمتری تولید کردند و اثرات miR-101-5Pهای ترانسفکت شده با  سلول ها: یافته

تواند به ما در  باشد، این دستاورد می بدون این که اثر سمی بر سلول داشته  HSV-1در سرکوب تکثیر  has-MiR-101-5Pبا در نظر گرفتن تأثیر  گیری: نتیجه

 .کند کمک HSV-1رویکردهای نوین درمان 

 Herpes simplex،microRNA  ،hsa-mir-101ویروس  واژگان کلیدی:

 
 HSV-1بر تکثیر ویروس  miR-101-5pبررسی تأثیر  .پیروزمند احمد، صادق اهدایی بهار، شعبانی مهدی، مقیم شراره، میرزایی آرزو، موهبت لیلی ارجاع:

 8304-8303(: 434) 96؛ 8931مجله دانشکده پزشکی اصفهان . در شرایط آزمایشگاهی

 

 مقدمه

درصد از جمعیتت اناتانی    09بر اساس آمار سازمان جهانی بهداشت، 

انتد هت     آلتهد   Herpes viridea   هتا  متلفتخ نتانهاد     با ویروس

Herpes simplex type 1 (HSV-1 )هتا، ویتروس    تتری  آن  شتای  

هتایی هاتل د هت  دارا  شهشت  و      ویروس ،Herpes virideaاست.  

DNA  هتا  مهتا ایت  نتانهاد ،      یا  نطی هال د. از ویژگت  دو رشل

 مانتتد  استتت هتت  در تمتتاد عمتتر در مییبتتان بتتا ی متتی       عفتتهنلی 

(Latent infection( )1 .)HSV-1اناتتتفالیت ، (Encephalitisو ) 

هت    ه تد  متی  ایجتاد  را( Keratoconjunctivitis) هراتهههنژنکلیهیت

ا  را در  هتا  هنت د    تهاند از مادر ب  فرزند م لقل شهد و عفهنتت  می

تتری  عفتل نابی تایی در     ه تد. هراتیتت هرشاتی، از مهتا     نهزادان ایجاد

 Herpes simplex virusهنهرها  شینترفل  و اناتفالیت هرشاتی )   

encephalitis  یتتاHSVE  تتتری  عفتتل اناتتفالیت   (، یکتتی از شتتای

ناتتا  و اناتفالیت در    هتا  شتر    است و عفهنت  اسپهرادیک در جهان

 .(2)تهاند م جر ب  مرگ و میر شهد  یافراد  ه  نقص ایم ی دارند، م

. (3)باشتتد  ، آستتیکفهویر متتیHSV-1دارو  اصتتفی در درمتتان 

استت هت  ایت       ملأسفان  مییان مقاومت ب  ای  داروها رو بت  افتیای   

مقاومت در بی  افراد سرههب ایم ی شد  و مبللایان ب  ایدز، بتاتتری   

هتا  اتاد    بیمتار  مقدار را دارد. مصرف ای  دارو، با عهارضی شامل 

(. ب تابرای ، بت    4-5)استت    هفیه  و عتهار  شتدید عصتبی همترا     
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استت. امتروز ،    ها  جایگیی  درمتانی اتایی اهمیتت     هارگیر  روش

MicroRNA (miRNA    ها در درمتان باتیار  از بیمتار)    هتا متهرد

 .(6)اند  تهج   رار گرفل 

miRNA ،هاRNA ا  هال د ه  بیتان   ها  ههچک غیر هد ه  د

ن را در بایار  از مراال و فرای دها  متلفتخ فیییهلهژیتک مهتار    ژ

  شتروتیی    ها  هد ه  تد   تهان د بیان ژن ها، میmiRNA(. 3ه  د ) می

را در سطح بعد از ترجم  ت ظیا ه  د و ای  هار را با ایجاد جفتت بتاز   

 mRNA( از UTR-'3  غیتر ترجمت  شتد  از )    از ناایت   33با انلهتا   

 .(7)ده د  هدف انجاد می

عفهنتتت  mir-122انلصاصتتی هبتتد،   miRNAبتترا  ملتتا ،  

Hepatitis C virus (HCVرا القا می )      ه تد. شتهاهد باتیار  ننتان

ها  نهدشتان  miRNAتهان د  ها  ویروسی میmiRNAده د ه   می

ها  نهد و مییبان را از ای  طریق ت ظیا ه  تد و   را هد ه  د و بیان ژن

از سیالا ایم ی مییبان فرار ه  د هت  ایت  نتهد در شتاتهژنی ویتروس      

 .(8)نق  دارد 

Has-miR-101   یتکmiRNA  هتتا  شتت انل  شتتد  در انتهاا ستترطان

مرااتل  استت هت  بیتان آن در     باشد. در مطالعات شینی  گیارش شتد    می

و همکاران، ننتان دادنتد هت      Wangشهد.  القا می HSV-1  عفهنت  اولی 

Infected-cell polypeptide 4 (ICP4 ویتتروس )HSV-1   بتت  طتتهر

شتهد و بیتان آن را افتیای      ملصل متی  has-miR-101مالقیا ب  شرومهتر 

 هتت  یکتتی از انتتهاا  hsa-miR-101-5Pدهتتد. در ایتت  مطالعتت ، تتتأ یر  متتی

has-miR-101    است، بر تکلیترHSV-1     ا  هت  در   بررستی شتد. مطالعت

بتر همان دستاز     ICP4القا شتد  تهست     miR-101راسلا  بررسی تأ یر 

HSV-1  ااضر بهد، امتا تتأ یر    صهرت گرفت، مرج  اصفی برا  مطالع  

miR-101-5P   (0)است  بر همان دساز  همچ ان ناش انل. 

 

 ها روش

   ستتتفهلی  رد  ویههه:و  وسهههی   کشههه محهههی یتهیههه 

Hela ATCC CCL-2  از اناتتلیله شاستتلهر ایتتران تهیتت  شتتد. رد   

 Dulbecco's modified eagle's mediumدر محتی    Helaسفهلی 

(DMEM   و در غفظت بات  گفتههی و در اوتهر )Fetal bovine serum 

(FBS )19  بت    اسلرشلهمایاتی   لیلتر و   وااد/میفی 199درصد ب  مییان

 گتراد در اوتهر      سانلی درج  37لیلر در  میکروگرد/میفی 199مییان 

 رار داد  شتد.   (CO2یا  Carbon dioxideاهاید هرب  ) درصد د  5

ش اسی داننگا  عفهد شیشکی ایتران   از گرو  ویروس HSV-1   سهی 

ساعت آلتهد  شتدند. در    1ها تهس  ویروس ب  مدت  تهی  شد. سفه 

 انیت  فلاستک تکتان داد      15د یق  یک بار ب  مدت  15ای  مدت، هر 

 شتتتتد تتتتتا جتتتترب ویروستتتتی صتتتتهرت بگیتتتترد. شتتتت  از    

 DMEMساعت، تعهیض محی  صهرت گرفت. ای  بار نیی از محی   1

استتلهو ویروستتی،     استتلفاد  شتتد. شتت  از تهیتت    FBSدرصتتد  2بتتا 

 Tissue Culture Infectious Dose %50 هتتا بتتا روش ویتتروس

(TCID50)  استتلفاد  در فریتتیر   شتتهند و تتتا زمتتان  تعتتی  تیلتتر متتی 

 .(19)دار  شدند  گراد نگ    سانلی درج  -79

 miR-101-5P Mimicهه اه (سی لTransfectionت:انسفکشن)

MiR-101-5P mimic   استتتلفاد  شتتتد  در ایتتت  مطالعتتت ، یتتتک 

microRNA 2  ا  بهد ه  ب  صتهرت شتیمیایی تهست  شترهت      رشل

، دارا  تتتتهالی miRNAاگییکتتتهن ستتتانل  شتتتد  بتتتهد. ایتتت     

5'CAGUUAUCACAGUGCUGAUGCU3', باشد. می 

Mock    استلفاد   ترار گرفتت. یتک      ب  ع هان شاهد م فتی متهرد

RNA است ه  هیچ گهن  ژنی را مهرد هدف  رار نمی دهتد.    ههچک

شتدند.   Seed ا  نانت   24در شفیت  Triplicateب  صهرت  Helaسفه  

و  miR-101-5Pدرصتد رستیدند، تهست      89ش  از ای  ه  ب  غفظت 

Mock فکتت و طبتق    نانهمه  تهست  شفتی   199و  59ها   در غفظت

هتا   ساعت، سفه  24  شرهت سازند  تراسفکت شد. ش  از  نام  شیه 

 1، 1/9 ( برابرMOI) Multiplicity of infection تهس  ویروس در

د یق  یک بار  15ساعت آلهد  شدند. در ای  مدت، هر  1ب  مدت  5و 

 انی  فلاسک تکان داد  شد تتا جترب ویروستی صتهرت      15ب  مدت 

ساعت، تعهیض محی  انجاد شد. ای  بار نیی از محی   1گیرد. ش  از 

DMEM  درصد  2باFBS   درج  37اسلفاد  گردید و در انکهباتهر   

 ترار گرفتتت. ا تتر مهتتار    درصتتد CO2 5در اوتتهر گتتراد و  ستانلی 

miRNA   بتتر رو  رشتتد و تکلیتتر ویتتروسHSV-1  بتتا مقایاتت   

Cytopathogenic effect (CPE در سفه )   ها  ترانافکت شتد  در

 .(11)روز س جید  شد  2ش  از  Mockمقایا  با 

بتر رو  ستفه     -miRا تر ستمیت     سهی لرویا:سمی اث:

Hela 3استتتتتتلفاد  از   بتتتتتتا-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT   ستت جید  شتتد. ستتفه )

Hela  ب  صهرتTriplicate  ا  نان  06در شفیت Seed   .193شتدند 

ها  متلفتخ   ها با غفظت سفه  در هر چاهک ریتل  شد. سفه  15 ×

،  نام  فکت و طبق شیه  و تهس  شفی microRNAنانهمهتر  199و  59

ساعت در انکهبتاتهر  ترار    72و  48، 24ترانافکت شدند و ب  مدت 

ب  هتر چاهتک اضتاف      MTTمیکرولیلر از محفه   19گرفل د. سپ ، 

 199و  نتتارگ گردیتتد  MTTستتاعت، محفتته    4گردیتتد. شتت  از  

ب  هر چاهک اضاف  شد و شفیت بت    Dimethyl sulfoxideمیکرولیلر 

ها  د یق  در دما  اتاق  رار داد  شد. مییان زند  ماندن سفه  15دت م

 Enzyme-linked immunosorbent assay reader تهستت  دستتلگا 

(ELISA reader در طه  مهگ )نانهملر نهاند  شد. میتیان زنتد     549

 :(12)ها با اسلفاد  از فرمه  زیر محاسب  گردید  ماندن سفه 
 

199  ×Absorbance of transfected cell/absorbance of control cell 

https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl


 

 

 
http://jims.mui.ac.ir 

 و همکاران احمد پیروزمند HSV-1 ویروس تکثیر بر mimic miR-101-5pتأثیر 

 1026 1397دوم آبان  ی/ هفته494ی / شماره 36سال  –مجله دانشکده پزشکی اصفهان 

 ها افتهی

ت:انسفکشهنازپه هه سهی لم ندگ ریا:miR-101-5Pتأثی:

(Transfection )    برا  ست حیدن میتیان ستمیتmiR-101-5P   بتر

استلفاد  گردیتد. میتیان مانتدگار        MTT assayهتا، از روش   ستفه  

( بتدون  نتانهمه   199و  59ها  متلفتخ )  غفظتدر  Helaها   سفه 

 تغییر با ی ماند.

استت،   چ  زمانی miR-101-5Pبرا  بررسی ای  ه  بهلری  تأ یر 

ستاعت   72و  48، 24ها زیر میکروستکه  ففهرست ت شت  از     سفه 

هتا   بردار  شدند. همچ ی ، مییان ترانافکن  ستفه   مناهد  و عک 

  (.1مناهد  و عک  بردار  شد )شکل 
 

 
(.Transfection(میزانک رآمدیت:انسفکشن)a.)1شکل

FAM- labeled miRNA(111ا سی ل)ه ین ن م لارHela

ت:انسفک شدند.میزانت:انسفک انج مشدها ا:رس میک:وسک پ

وmiR-101-5pازن ن م ل111و01ه یفی رسن درغیظ 

(م ردمط  ع bس ع پ ازت:انسفکشن)24و42،24همچنین،در

ق:ارگ:ف .



هه یسهی لرویا:CPEاث:اتایج دا:miR-101-5Pاث:

Helaویه:و اه شدهآ  دهHSV-1   هتا    ستفهHela    تهست

miR-101-5p  وMock نانهمه  بت  متدت    199و  59ها   در غفظت

در  HSV-1ساعت ترانافکت شتدند و ستپ ، تهست  ویتروس      24

آلهد  شدند و تغییترات ایجتاد شتد  بتر رو       1/9و  1، 5ها   غفظت

ساعت ش  از آلتهدگی، بتا میکروستکه      24با گرشت  Helaسفه  

ستاعت، هتیچ گهنت  تغییتر ناصتی در       6ای هرت مناهد  شد. ش  از 

و  miR-101-5Pهتتا  تراناتتفکت شتتد  بتتا   ش استتی ستتفه  ریتتتت

ا ترات   miR-101-5P ساعت، 24ها  شاهد دید  نند. ش  از  سفه 

 دهد. سایلهشاتهلهژیک ناشی از ویروس را وابال  ب  دز هاه  می

نتانهمه    199در غفظت  miR-101-5Pتهس   Helaها   سفه 

هتا    ساعت، تهس  ویروس در غفظت 24ترانافکت شدند و ش  از 

ستاعت شت  از آلتهدگی تیلتر ویتروس در       24آلهد  شد.  1/9و  1، 5

هتا  شتاهد و    ترانافکت شد  در مقایا  بتا ستفه    Helaها   سفه 

Mock  (.2بایار هاه  یافت )شکل 

 

 
Cytopathogenic effectا:میزانmiR-101-5P.تأثی:4شکل

(CPEایج دشده.سی ل)ه یHela ت سmiR-101-5PوMock

ن ن م لت:انسفک شدندوسپ ،ت س 111و01ه یدرغیظ 

Multiplicity of infectionس ع در42پ ازHSV-1وی:و 

(MOI:ا:اا)1/1(a،)1(bو)0(c آ  دهشدند.تغیی:اتسی   پ)

ا ط رمشخص درگ:وهش هدوCPEا:داریشد.س ع عک 42از

Mock. افزایشی فCPEه یپیک:درسی له یغ لوسی ل

ا ط رواضح ک هشی ف .miR-101-5Pت:انسفک شدها 

 

 بحث

هتا نقت  مهمتی در     miRNAدهد ه   شهاهد رو ب  افیاینی ننان می

هتتا  فیییهلهژیتتک و شاتهلهژیتتک شتتامل ستترههب تهمتتهر و   فرای تتد

ا هت  ده د. بایار  از ویتروس  ها  ویروس و مییبان ننان می ه   میان

ها  ستفه  مییبتان را تغییتر     miRNA، شروفایل HSV-1ب  نصهص 

. مطالعتات انتدهی   (13)ده د تا همان دساز  نهد را تاهیل ه  تد   می

را متهرد   HSV-1ها برا  درمتان عفهنتت بتا     miRNA   تأ یر بالقه 

اند هت  یکتی از    و همکاران، گیارش هرد  Wangاند.  بررسی  رار داد 

 miR-101-2 (-3p)، بت  شرومتهتر   HSV-1، ICP4  فتهر    ها  اولی  ژن

  گتتردد.  ستتاز  بیتتان آن متتی شتتهد و باعتتا فعتتا  ستتفهلی ملصتتل متتی

MiR-101-3P  تکلیرHSV-1  را از طریق سرههبGRSF1   هتاه،

 GRSF1 G-rich RNA sequence binding factor 1دهتد.   متی 

(GRSF-1    مهلکه  هدف جدیتد بترا ،)mir-101-2    شت انل  شتد  

 (.0باشد ) را  تکلیر ویروس ضرور  میاست و ب

miR-101-1  miR-101-1                           سلول         ویروس 
  نانو مول( 833)          نانو مول( 03)   

 (a       ساعت پس از ترانسفکشن 04     ساعت پس از ترانسفکشن 41        ساعت پس از ترانسفکشن 10

 

 

miR-101-1  (833 نانو مول) miR-101-1     (03 نانو مول)       شاهد 
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 یع تتی  miR-101  ااضتتر، تتتأ یر نتتها دیگتتر  از   در مطالعتت 

(-5p)miR-101-5P  ااضتر   مهرد بررسی  رار گرفت. نلایج مطالع  

 هتت  از  بتتل بتتا    HSV-1هتتا  آلتتهد  بتت     ننتتان داد هتت  ستتفه   

hsa-miR-101-5P    درصتتد هتتاه   00تراناتفکت شتتد  بهدنتتد، تتا

 و Umbach تهست   منتابهی  ده تد. نلتایج   را ننان می CPEتنکیل 

 .(15آمد ) دست ب  همکاران

da Silva   استلفاد  از  و همکتاران، بتا Small interfering RNA 

(siRNA)  هتتتتا-UL39-1 ،39-2  زیروااتتتتد بتتتتیرگ   ،3-39و

 آنتتییا ضتترور  در ویتتروس   هتت  یتتک  ریبهنههفهتیتتد ردوهلتتاز  

Herpes simplex  هتا     آن . نلتایج مطالعت   دادنتد را هدف  رار است

( همان دستاز   siRNA) Small interfering RNAداد هت  ایت    ننتان  

  . ایتتت  یافلتتت  بتتتا استتتلفاد  از روشه تتتد ویتتتروس را ستتترههب متتتی

Real time polymerase chain reaction (Real time PCR)  

 HSV-1درصد هاه  در تکلیتر ویتروس    69درصد و با روش شلاو  00

  تتأ یر ممانعتت    (. تیلر ویروسی ملفاوتی بترا  مطالعت   16تأیید شد )

املحان  HSV-1در مراال اولی  و تأنیر  عفهنت  miRNAه  دگی 

 miR-199a-3p هت   دادنتد  ننتان  و همکتاران،  Santhakumar شتد. 

 نظیتر  ماتیرهایی  م فتی  ت ظتیا  بتا  را HSV-1 ویتروس  تکلیتر  مییبان

.Extracellular-signal-regulated kinase/Mitogen activated protein kinase 

(Erk/MAPK)  وPhosphoinositide 3-kinase/Protein kinase B 

(PI3K/AKT) عفهنتت بتی     ه د. دور  می مهار  MOI    هتا  بتات و

بتات، تتأ یر    MOIشایی  ویروسی، بت  طتهر هامتل ملفتاوت بتهد و در      

 (.14است )  ها  آلهد  ب  طهر هامل منتص سفه عفهنت ویروس در 

( برا  مراال بررستی عفهنتت در   1/9ها  شایی  ) MOIب ابرای ، 

 مرااتتل اولیتت  بتت  هتتار بتترد  شتتد. ننتتان داد  شتتد هتت  ترانافکنتت   

miR-101-5P mimic  تیلرHSV-1  را در هر دوMOI    بات و شتایی

هتا  بتات     MOI  آلتهد  شتد  بتا    Helaها   دهد. سفه  هاه  می

ده تد. در ایت  مطالعت ،     را ننان می CPEها  ویروسی، در بینلر سفه 

MOI  تر ب  هار گرفل  و مناهد  شد ه   شاییmiR-101-5P تهاند  می

ه د. بهلتری    شایی  جفهگیر  MOIها نیی در  از آلهد  شدن سایر سفه 

ساعت ش  از ترانافکن  مناهد  شد. ب  ای   48و  miRNA 24ا ر 

تهلیتد ویتروس را در مرااتل اولیت  و      miR-101-5Pدلیل هت  بیتان   

ه د. ش  ای  االما  وجهد دارد هت  یکتی از      عفهنت مهار می  انهی 

Transactivators هتا  اولیت  و    شرومهتر مهرد نیاز برا  بیتان ژن  ها

باشد هت  ایت     مهرد هدف  رار گرفل   در ای  فرای د HSV-1    انهی 

 .(14) باشد تهاند مهضها مهرد بررسی در مطالعات آی د   امر، می

 hsa-miR-101-5Pدر مجمها، ای  مطالع  رویکرد واضحی از تتأ یر 

ها  ایجاد  ه د و ب  درو بهلر بیمار  فراها می HSV-1بر مهار تکلیر 

هتا  درمتانی    فل  روشه د و ای  امر، در یا همک می HSV-1شد  با 

 مفید نهاهد بهد. HSV-1نهی  و هارامد برا  ویروس 

 

 تشکر و قدردانی

 06161  هارش اسی ارشد با هتد طتر     نام  ااضر، برگرفل  از شایان    مقال 

م هر  متدیر محلترد   امیدرضا دهلر آ ا  از  باشد. نهیا دگان ای  مقال   می

داننگا  عفتهد شیشتکی ایتران بابتت فتراها نمتهدن       ش اسی  ویروسگرو  

 .دارند نهایت  دردانی را ابراز می HSV-1  ویروس  سهی 
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Abstract 

Background: Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is known worldwide for its serious disease and a kind of 

infection that involves nervous system throughout human lifelong. HSV-1 infection is much more considerable 

in immunocompromised patients and due to the growing resistance to its main drug, acyclovir, alternative 

treatments are required. MicroRNAs (miRNAs) regulate host and viral gene expression, post-transcriptionally. 

One previous study has shown that mir-101-3p expression may play role in HSV-1-infected cells.  

Methods: In this study, synthesized mimic hsa-miR-101-5p was transfected to HSV-1-infected Hela cells to 

observe its effect on HSV-1 replication via microscopic observation. 

Findings: Hela cells transfected by hsa-miR-101-5p produced less viral progeny, and expressed less  

cytopathic effects. 

Conclusion: Considering the effect of hsa-miR-101 in suppressing HSV-1 replication without affecting cell 

viability, this achievement can give us new insights in treatment of HSV-1 infection. 
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