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  9911چهارم خرداد  ی /هفته275 ی /شمارهمو هشت  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 82/0/1011تاریخ چاپ:  11/0/1011تاریخ پذیرش:  03/1/1011تاریخ دریافت: 

  
يوكاريوتيك  ی در رده انسانی H1N1كلون، بيان و تخليص پروتئين نوتركيب هماگلوتينين ويروس آنفلوانزا 

 استفاده از وكتور باكولوويروسبا  سلول حشره

 
 5راد ، رضا جلالی4مهدی مهدوی، 3نژاد محمدیپریسا ، 2زاده تقی مرتضی ،1نیلوفر راشدی

 
 

چکیده

 یماریو مهار ب گیری یشپ یثر براؤم یها از راه یناسیون،واکس .شود یانسان مطرح م یاتح ی کننده یدتهد و زا یماریبه عنوان عامل ب H1N1وانزا لآنف یروسو مقدمه:

 .ثر پیشنهاد شده استؤعنوان یك راهكار مه ب (Sf9) وانزا است. تولید پروتئین نوترکیب هماگلوتینین در سیستم بیانی باکولوویروس، در بستر سلول یوکاریوت حشرهلآنف

و پس از طراحی ( استنتاج NCBI) National Center for Biotechnology Information از H1N1ژن هماگلوتینین ویروس آنفلوانزا  توالی ها: روش

انتقال  DH10Bacو برای تولید یك بكمید نوترکیب به سلول  گردیدکلون  pFastBacHTA یددر پلاسم یمیبا استفاده از هضم آنز یپرایمر اختصاصی، توال
 روش  ، باSf9و بعد از بیان پروتئین توسط سلول  گردیدداخل سلول حشره ترانسفكت ه یید صحت کار، بأتپس از استخراج پلاسمید مربوط و  .داده شد

Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  وWestern blotشد  ییدأ، حضور پروتئین نوترکیب ت. 

ساب کلون گردید. سلول حشره بعد از دریافت  Xholو  BamHIبه کمك دو آنزیم  pFastBacHTAدر پلاسمید  باز جفت 416با طول  ژن هماگلوتینین ها: یافته

یید انجام گرفت و با أت Western blotو  SDS-PAGEهای  کیلودالتون را بیان نمود. پس از استخراج پروتئین، با روش 43بكمید نوترکیب، پروتئینی به وزن تقریبی 

 .گیری شد روتئین اندازه، غلظت پLowryروش 

توان به این نتیجه رسید که این پروتئین  هایی با ساختار پیچیده مفید است. به طور کلی، از این طرح می سیستم بیانی باکولوویروس برای تولید پروتئین گیری: نتیجه

دار در  های جنین مرغ تواند در آینده به عنوان جایگزین مناسب برای تخم می شود و به دلیل تشابه سیستم آن با سیستم انسانی، در سلول حشره به میزان بالایی بیان می
 .ی واکسیناسیون مورد استفاده قرار گیرد زمینه

 باکولوویروس ،Sf9 سلولهماگلوتینین،  ؛H1N1زیرگروه  ؛Aنوع  آنفلوانزا ویروس واژگان کلیدی:

 
کلون، بیان و تخلیص پروتئین نوترکیب هماگلوتینین ویروس آنفلوانزا  .رضا راد ی، جلالیمهد یمهدو، سایپر نژاد یمحمد، یمرتض زاده یتق ،لوفرین یراشد ارجاع:

H1N1 843-844 (:178) 02؛ 1011مجله دانشكده پزشكی اصفهان . با استفاده از وکتور باکولوویروس یوکاریوتیك سلول حشره ی در رده انسانی. 

 

 مقدمه

ه ن   اورتوميكس وویروس  ی از خ ننواه   یعضو مهم   ،Aآنفلوانزا  یروسو

 .(1) بنش    یهن م   بوه كه قنهر به ایجنه عفونت هر طيف وسيعی از ميزبنن

ك ه ب ر اس نس     استقطعه  منفی و قطعه  RNAهارای ژنوم این ویروس، 

( N1-N9) آميني  از و نور (H1-H16) هنی سطحی هم نللوتينين  ژن آنتی

، 2111آلوس ت   11. هر (2-3) ش وه  مختلفی تقسيم میهنی  زیرلونهبه 

، (WHO ی ن  World Health Organization) سنزمنن به اشت جهننی

فعنلي  ت  بي  نن ك  ره ك  هرا اع   م و  H1N1نزای ل  واآنف یلي  ر هم  ه

 پژوهشیمقاله 
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. بيش تر  (4) انزای جهننی به الگوی فصلی معمولی برلش ته اس ت  فلوآن

پنس   خ وبی   ض   ویروس ی   ه نی   هنی ایج نه ش    ب ه هرم نن     سویه

به علت انتشنر جهننی و تواننیی انطبنق ب ن  این ویروس، . (5) ههن  نمی

منجر به تغييرات ژنتيكی ب رای انتق نک كنرآم   از     ،هنی پستنن ار ميزبنن

ثر ب رای  ؤی   را  م    ،واكسيننسيون. (6-7)انسنن به انسنن ش   است 

هو نوع  ،هر حنک حنضر. (8)ليری و كنترک بيمنری آنفلوانزا است  پيش

م ر    ش    رای ا اس ت ك ه هر تخ م       ض عيف  ی و زن   Splitواكسن 

 ،امن به علت ایجنه آلرژی موضعی و سيستمی ،شون  هار تولي  می جنين

هر  نی تولي  ی ه   واكسناستفنه  از  ،و همچنيننيستن  مطلوب  چن ان

زای ی، كمت ر م وره     سلولی پستنن ارن به علت خنصيت س رطنن  ی ره 

هنی توصيه ش   توسط س نزمنن   اغلب واكسن .توجه قرار لرفته است

ی    ( و ی ن زن     ش   هنی غي ر فع نک )كش ته     به اشت جهننی، واكسن

ی ض عيف   موره واكس ن زن      9ش   هستن . هر حنک حنضر،  ضعيف 

نوع واكسن غير فعنک نيز س نخته   13 .(9)ش   هر حنک استفنه  هستن   

سنكنری هنی سنختنری  زا نظير پلی ان  كه اغلب از مشتقنت بيمنری ش  

بنش  . اول ين    هنی موجوه، نوتركيب می هستن . تنهن هو موره از واكسن

ژن خ نل  س ط     به عنوان آنت ی  Bواكسن نوتركيب، واكسن هپنتيت 

( از كش ت  HBS Agی ن   Hepatitis B surface antigenوی روس ) 

هنی  ( تولي  ش . یكی از مزیتSaccharomyces cerevisiaeمخمر )

بنش  .   هن م ی  زا هر آن ی بيمنری هنی نوتركيب، ع م وجوه منه  واكسن

 .(9)زایی ن ارن   بننبراین، احتمنک بيمنری

مس يرهنی   ه ن  ، بيوتكنولوژیس ت لفت ه  پيشهنی  برای غلبه بر چنلش

 ان    تر معرف ی ك ره   رت ر و م ؤث   هنی ایم ن  ج ی ی را برای تولي  واكسن

 یكی از این مسيرهنی پيش نهنهی، اس تفنه  از ارات نوتركي ب   . (11-11)

(Virus-like particles  ینVLPs )  ه نی   ج نی اس تفنه  از واكس ن   ه ب

هار است. هر این م ک واكسن، نينز ب ه وی روس    مر  جنين تخم وابسته به

س رعت و كيفي ت   همچن ين،  و  ن  اره و ع وار  آل رژی    نيس ت زن   

 . سيس   تم بي   ننی حش   ر    (12-13)هه      ه م   یی   ب   نيتری ارا

(The Baculovirus expression vector system   ی نBEVS  ب ه ،)

ه نی نوتركي ب پيچي    ك نربره      بزاری برای تولي  سریع پ روتيين عنوان ا

روه.  هاره. این بستر، ب ه ت نزلی ب رای تولي   واكس ن ني ز ب ه ك نر م ی         

 هلي ل  ب ه  ه ن  هس تن . آن  حش رات  زای ی  بيمنری عوامل هن، بنكولوویروس

 از هاران، مه ر   هر تكثي ر  توان نیی  ع  م  و (14) بنری  ميزبنن ی مح وه 

ی  هنی س لولی پيیرن      ره  بنشن . یكی از بهترین انسنن، ایمن می جمله

 انس ننی  واكس ن  اس ت. اول ين   Sf9ی سلولی حشر   بنكولوویروس، ره 

 2117 س نک  ب وه ك ه هر   Cervarix حش رات،  هنی سلوک هر ش   تولي 

ی ن   European Medicines Agency) اروپ نیی  هاروهنی آژانس توسط

EMA )متح       ای    نيت هاروی و غ    يا س    نزمنن و (FDA ی    ن  

Food and Drug Administration )(9) مجوز لرفت 2119 سنک هر. 

 از انس ننی  مص نر   است كه برای ®PROVENGE هوم، واكسن

FDA    اتول و   هرم ننی  محص وک  مجوز هرینفت كره. این واكسن، ی 

ی ن   Prostate-specific antigen) آن، هر ك ه  بنش    می پروستنت سرطنن

PSA )هنی سلوک هر Sf  (9)شوه  می تولي.   

امروز ، آنفلوانزا انتخنب ج ی ی برای تولي  واكسن بن اس تفنه  از  

هر ای ن  ش وه.   و سلوک حشر  هر نظر لرفته م ی  Bac-to-Bacسيستم 

سيستروني  تولي  ش  ك ه ح نوی ژن    ی  بنكولوویروس مونو ،هعمطنل

 بوه. انسننی A (H1N1)آنفلوانزا  همنللوتينين ویروس

 

 ها روش

 IR.IAU.SHK.REC.1398.046ك   اخ  ق    هرینفتبن  مطنلعه ینا

س لوک  ب  ین منظ ور،    .انجنم پيیرفت اخ ق هر پژوهش ی هر مصوبه

ب نكتری   و (ی ران ا یس تی و ز يك ی ژنت یراخ ن  ی)مركز مل   Sf9حشر  

DH10BAC  )لرهی . تهيه)انستيتو پنستور ایران 

RNase (Roche ،)(، AVLاستخراج از كي ت كي نژن )  به منظور 

و complementary DNA (cDNA )(Roche )س    نتز  كي    ت

و Xhol I (Jena Bioscience )ه نی   از آنزیم موره ژن سنزی همسننه

BamHI (Fermentas, JenaBioscience،) آن  زیمPfu م  راز پل  ی 

(Roche،) Taq مراز و  پلیT4 ليگنز (Fermentas) هر نهنیت برای  و

 استفنه  لرهی .   بيوفكتكيت  ،پ سمي استخراج 

 : SPF مر  هر تخم H1N1 ی یهآنفلوانزای سو یروسو ینهازه

 ی  روز  11مر   روی تخم H1N1ی  یهآنفلوانزای سو ویروس

Specific-Pathogen-Free (SPF) ش  و  ي جهت انجنم كشت تلق

 هنی مره  و زن   هر نور، روزانه  مر  پس از ج اسنزی تخم

 يوتي ب یآوری و پس از افزوهن آنت جمع یوآينتویي كور یعمن

قرار هاه   لراه یسننت ی هرجه 4 یخچنک هر یسينو استرپتومن سيلين یپن

  به روش یسنجينرآوری و پس از ع هن جمع وسیرو ینش . ا

Egg infective dose 50 (EID50) ي  برای تولcDNA . استفنه  ش 

ينژن و هر ك يتك طبق هستورالعمل :یروسو RNA استخراج

 RNAيلترهار، كنلوم فهن و استفنه  از  كرهن محلوک نهنیت بن اضنفه

 ویروسی استخراج ش .

  Reverse transcription polymerase chain reaction انجنم

(RT-PCR) ي تول یبرا cDNA: یعموم یهنیمربن استفنه  از پرا U12 

 T ع ه ینهارای چن  یمر،پرا ینا انجنم لرهی . cDNA ، تولي U13و 

ع ه  12آنفلوانزا  یروسهنی و خوه است. انتهنی ژن یهر انتهن

جن  به آن توان  یم یمرپرا ینا از این رو،. بنش  یم يلاوراس ي نوكليوت

و  U12یورس ر یمرهن همننن سنزی شون . پرا متصل شوه و تمنم ژن

خلوص  نظر،بن استفنه  از تكني  موره . بنش  یم U13 فوروارهپرایمر 

ه ب cDNAب ین معنن كه  ؛  ش ینه خواههست آم   زه قطعنت ب
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خواه  بوه  ی سنس مثبت موره نظر از رشتهبه طور كنمل  ،هست آم  

 .شوه یم يریش   جلول ي هنی تول رشته یرو از حضور سن

یي    أب رای ازهی نه ژن و ت   :PCRتكثير ژن همنللوتينين بن استفنه  از 

ب رای كلونين  (    BamHIپرایمرهنی فورواره )حنوی جنیگن   مولكولی،

. ش  ن  و ك ون خنتمه( طراحی  XhoIو پرایمر ریورس )هارای جنیگن  

 .آم   است 1تراه  پرایمرهنی طراحی ش   هر ج وک 

 

 های اختصاصی جهت انجام واکنش  . پرایمر1جدول 

Polymerase chain reaction (PCR) 

نوع 
 آغازگر

 تیموقع یتوال
 ژنوم

HA 
Forward 

5'-AAGCTCAGCAAATCCTACA-3' 547-529 

HA 
Reverse 

5'-TCCCTCACTTTGGGTCTT-3' 716-699 

 

ش   انجنم لرهی .   بن استفنه  از پرایمرهنی طراحی PCR آزمنیش

موير( و هر  ميلی 5/2مراز و یون منيزیم ) پلی Pfuواكنش توسط آنزیم 

 تكرار لرهی . چرخه 31لراه هر  سننتی ی هرجه  68همنی 

 زینفته از روی ژک آل نر   تكثير ی قطعه ابت ا: تولي  بكمي  نوتركيب

هر  Xhol Iو  BamHIه نی   توس ط آن زیم   و پ س از هض م  تخلي  

كل ون   TOP10هاخل ب نكتری  و واره  pFastBACHTAوكتور بيننی 

پس از تأیي ، وكتور ههن   استخراج و به منظور ایج نه بكمي      لرهی .

 Escherichia coliاز ب نكتری   DH10Bacی  نوتركيب هاخ ل س ویه  

  لههن     و عنم    ي پ س  م MiniTn7 عنم  ل ينب   كل  ون لرهی   . 

Mini att-Tn7 جنبهعمل  ي ،بكم  ( ج نییTransposition)   ص ورت

 . لرفتقرار  ي رون بكمهر هوره نظر واج  ژن م يننیلرفت و كنست ب

انتق  نک وكت  ور ح  نوی ژن  ب  رای :(Transformationتغيي  ر ش  كل )

ب ه روش   DH10مس تع    یهاخل سلوک بنكتری، ابت ا ب نكتر ه نوتركيب ب

پ س   .انجنم ش   ی اجرا،  ننمه شيو و انتقنک وكتور طبق  يهته ی كلر يمكلس

 یه ن  یكلن ،فكتيوب يتبن استفنه  از ك (،ي مسپ  ير)تكث یبنكتر ینهاز ازه

اس تخراج   یب را  Luria-Bertani agar (LB agar) يطمح   یرو ي س ف 

 پ س مي   كيفي ت و كمي ت  و پس از تخل ي ،   ش  ج اسنزی ي مسپ 

 .سنجي   ش هرص   1ژک آلنرز و بن هستگن  نننوهراپ استخراجی 

 ب  رای :(Transfectionس  نزی ) آل  وه و  Sf9 یس  لول ی كش  ت ره 

تخم   ان حش  ر    ی س  لولی ره ) Sf9 یس  لول ی ره  ،س  نزی آل  وه 

Spodoptera frugiperda) ی ران ا یستیو ز يكیژنت یراخن یاز مركز مل 

( كشت هاه  ش  .  Gibco)یس لر یاختصنص يطش  و هر مح ی اریخر

پ س مي   ( Electroporation) ریشنبن استفنه  از روش الكتروپو ،سپس

 هر هم نی  آل وه  ش   ،   ه نی   سلوک شوه. می Sf9هنی حشر   واره سلوک

تن ویروس هر سلوک  ن روز انكوبه ش  6لراه به م ت  سننتی ی هرجه 26

قنب ل اك ر اس ت ك ه      قرار لرفتن  .  یموره آلوهل ،و سپس يرحشر  تكث

، از نظ ر  (15)ه نی هیگ ر انتق نک     روش الكتروپوریشن نس بت ب ه روش  

 بنش . تر می تر و راحت اقتصنهی و زمنن به صرفه

 ب نر  5-11از  پ س : هر س لوک حش ر    ش   تخلي  پروتيين بينن

و همچن ين،   كشت سلوک حشر  و اطميننن از ازهینه پ روتيين مرب و   

، ب ن اس تفنه  از كي ت    بررسی اثرات سنیتوپنتي  هر زیر ميكروس كوپ 

ش    و غلظ ت آن ب ن      تخلي  پروتيين، پروتيين موره نظ ر اس تخراج  

س لوک   یليری ش . محتوی نت ف س   ح نو    هستگن  نننوهراپ ان از 

از  ليت ر  يلیم 4 ،منن   ش  و به رسوب بنقی یفيوژسننتر یروسآلوه  به و

 یب را  يكروتيوپهر م به هست آم  محلوک  ،سپسش . افزوه   يزبنفر ل

و عمل سونيكنسيون توسط هس تگن    ش  انتقنک هاه  يكنسيونانجنم سون

 ي  ه، ثنن 11 و 8مرتب  ه ب  ن فواص  ل  11)  ننم  ه ش  يو اس  نس  مرب  و  ب  ر

هر مطنلعنت قبلی، تخلي  پروتيين مس تقيم   ( انجنم لرفت.يتوهامپل 81

  .(15)انجنم ش   است 

ی حنضر، بن انجنم سونيكنسيون و استفنه  از س رن    امن هر مطنلعه

پ س از   ی سلوک قبل از تخلي  پروتيين تسهيل ش . تجزیه 21بن ليا 

. استفنه  از ش  یختههر ستون ر آمنه  Ni-NTAژک  ،اتمنم كنر هستگن 

ه نی تخل ي  هس تی     تر از روش این روش بسينر سریع، آسنن و هقيق

ب ن روش فراپ نيیش   ش       پ روتيين تغل ي   بنش  .   بن سنخت بنفر م ی 

(Ultrafiltration ) بع  از تعيين غلظت بن روش اسپكتروفوتومتری هر

 ن       ننومتر و بررس       ی كم       ی و كيف       ی ب       ن   281

SDS-PAGE  تن بن روش  نگه اری ش ن لراه  ننتیس ی هرجه -71هر

Western blot    .آزم نیش  انج نم  ه    از   موره ارزی نبی ق رار لي ره

Western blot، ژنيس يته و خصوص ينت    ي   بي نن و ارزی نبی آنت ی    أیت

  بنش   . پ  روتيين نوتركي  ب از ژک ایمونولوژی    پيل  ين نوتركي  ب م  ی

SDS-PAGE    لي  ین  ویني ب ه كنغ ي پل ی    بن سيستم انتقنک نيمه خش

خش  منتقل ش . برای  مهيهر شرایط ن منژورفلوری  توسط هستگن   هی

هنی  استفنه  و غشن به صورت نوار كنترک انتقنک پروتيين از رن  پننسو

ب ن   ش ن ش   بری   ش . مس وهس نزی غ  هنی منتقل ننزک حنوی پروتيين

 سنعت انجنم ش . 1به م ت  محلوک آلبومين سرم لنوی

 ب ن رق ت   His taq 6 ب نهی ب ر علي ه    ب ن آنت ی   غش ن  ،بع  ی هر مرحله

نمك ی   Trisسنعت مج نور ش  ن . شستش و ب ن ب نفر       2به م ت  استنن اره

 ب نهی ثننوی ه   غشن بن آنت ی  ،سپس انجنم ش . 21هرص  توئين  15/1محتوی 

Anti mouse IgG و Anti Human IgG   ب رای  پراكس ي    كونژول ه ب ن

محل وک  هر مج نورت  غش ن پ س از شستش و     .سنعت مجنور ش  2م ت 

فنص له   و بق رار لرف ت   تحت شرایط استنن اره  سوبسترای كميلومينسننت

 لرهی .بنن هنی فلورسنت روی غشنی راهیولرافی ثبت و ظنهر 

یك ی از  ، Lowry روش: Lowryلي ری پ روتيين ب ه روش     ان از 

 Biuretكه هر واقع اسنس آن، روش است هنی سنجش پروتيين  روش
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 ی ن هر ا .شوه است. از معر  فولين برای شننسنیی پروتيين استفنه  می

اوک به عنوان ب ن     ی لوله .برهاشته ش  یشآزمن ی ع ه لوله 6 ،روش

ب ه   يببه ترت Bovine serum albumin (BSA)یگر ه یهن و هر لوله

 ی .اضنفه لره ميكروليتر 111و  81، 41، 21 ،11 مقنهیر

  ه   ن ب   ن اض   نفه ش    ن  لول   ه ی هم   ه ،بع     ی مرحل   ه هر

deionized distilled water (DDW) ليت  ر  ميل  ی 111 ب  ه حج  م

مقطر و  ميكروليتر آب 51مق ار  ی ی،ج  ی هر لوله ،سپس رسنن   ش .

 ی ب ه هم ه   ،هر انته ن  .لرهی   موره نظر اض نفه   ی ميكروليتر نمونه 51

مخل و   س مقط ر اض نفه و س پ    ميكروليت ر آب  111لول ه(   7ه ن )  لوله

 ه  ن  لول  ه ی هم  ه یرو اس  تراحت، ب  ر  يق  ههق 11. پ  س از لرهی   

 ،مرحل ه  ی ن افزوه  و مخلو  ش ن . هر ا ينميكروليتر محلوک فول 211

ب ن   ،هر محيط تنری  انكوبنسيون انجنم ش  و سپس يقههق 21به م ت 

ه ن   لول ه  یرن ننومتر، مق نه   751هر طوک م وج   یفتومترروهستگن  اسپكت

 موره خوانش قرار لرفت.

 

 ها افتهی

: pFASTBAC HT A ی ههن     پ س مي   هر همنللوتينين ژن كلونين 

پرایمرهنی اختصنصی برای ژن هم نللوتينين طراح ی ش    و توس ط     

موره هضم آنزیمی قرار لرف ت. پ س از    BamHIو  Xholهنی  آنزیم

ی  قطع ه  .(a-1بر روی ژک آلنرز تأیي  ش  )شكل  PCR آن، بن آزمون

ه ن واره   جفت بنز( توس ط هض م آنزیم ی ب ن هم نن آن زیم       654ژن )

 (. b-1ش  )شكل  pFASTBAC HT Aپ سمي  

 

 
باز،  جفت 456به وزن حدود  1در ردیف  هماگلوتينين ( باند ژنa. 1شکل 

b باز  جفت 5515 باند 2 و ردیف باند حاصل از پلاسميد 1( ردیف

 BamHI و Xhol با آنزیمی هضم از پس هماگلوتينين ژن حاوی پلاسميد

 

پ س از  نوتركي ب:   پ سمي  غلظت تعيين و نوتركيب بكمي  تأیي 

بكمي   نوتركي ب ب ن     LB agar از محيط رن سفي هنی  ج اسنزی كلنی

وكت ور ش نتل    تأیي  ش . PCRآزمون  استفنه  از كيت استخراج و توسط

هر هرون  mini-att Tn7سنیت  هر فورواره و M13/pUCبكمي  هارای 

LacZ  غلظ ت پ س مي  اس تخراج ش         (.2)ش كل   هر ریورس اس ت

 نننولرم/ميكروليتر بوه. 68/19توسط اسپكتروفتومتر برابر 

 

 
( انجام شده با پرایمر PCR) Polymerase chain reaction. 2شکل 

(کلون A) 1-6های  و ردیف 5اختصاصی. نشانگر وزن مولکولی در ردیف 

 4-15های  باز و ردیف جفت 6554ی  خالی )فاقد ژن مورد نظر( با اندازه

(B ژن )HA باشد. باز می جفت 5515ی  کلون شده در وکتور با اندازه 

 

بكمي   نوتركي ب   س نیتوپنتي :   اث رات  بررسی سنزی و آلوه  تأیي 

ش  ، بن روش الكتروپوریشن واره سلوک حشر  ش  و پ س از    ج اسنزی

ی  مقرر انكوبنس يون، از نظ ر اث رات س نیتوپنتي  ب ه طریق ه      م ت زمنن 

ميكروسكوپی، موره بررسی قرار لرفت. حض ور و ت راكم ك م س لولی،     

ه نی   ی تخریب ش  ، معلق ش ن سلوک هر محيط كشت و س لوک  هیوار 

 ی تكثي  ر وی  روس هر س  لوک اس  ت     ب  زر  ش    ، نش  نن ههن       

 (.3)شكل 

 

 
. 15نمایی  یر ميکروسکوپ با بزرگهای حشره در ز نتایج سلول .3شکل 

سلول  ،bشکل  .های سالم( سازی )سلول آلودهقبل از  Sf9سلول  ،aشکل 

Sf9  شده با ویروس( های آلوده  )سلول شده با بکميدآلوده 

 

 یفيوژب ن س ننتر  ه نی آل وه     سلوک :نوتركيب پروتيين حضور تعيين

سونيكنس  يون كنم  ل س  لولی ی  ، ب  رای تجزی  هاز آنس  نزی و پ  س ج ا

 SDS-PAGEبن تكني  الكتروفورز پروتيين  ،. پس از استخراجن لرهی 

بنن     ی (. ان  از  a-4)شكل  ش هرص  انجنم  12آمي   آكریل روی ژک پلی

  ی كيلوهالت   ون ب   وه. ژک حنص   ل از مرحل   ه  62پروتيين   ی ح    وه 

SDS-PAGE  ب  رای انج  نم آزم  ونWestern blot یب  ر روی غش  ن 
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 (.b-4شكل ) موره شننسنیی قرار لرفتو ش   نيتروسلولز بره 

 

 
-Sodium dodecyl sulfate نمای باند پروتئين در آزمون( a .6شکل 

Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE ،)b بررسی و )

 Westernدر روش  Sf9های  های توليد شده در سلول ی پروتئين مشاهده

blot مولکولی و به ترتيب باندهای . ردیف سمت راست نشانگر وزن

 ی اصلی سلول آلوده حاصل از شاهد مثبت و نمونه

 

ب ن اس تفنه  از    :Lowry روش ب ن  نوتركي ب  پ روتيين  غلظت تعيين

 ی ش   و هر برننم ه   خوان    جيب نوری نمون ه   ،هستگن  اسپكتروفتومتر

Excel     بن استفنه  از فرموک زیر غلظت محنسبه لرهی  . مق  ار پ روتيين

  ميكروليت  ر ب  وه ك  ه مع  نهک 111ميكرول  رم ب  ر  6/11حنص  ل، مع  نهک 

ب وه، بن نبراین ع  ه     2/1. از طرفی چون رقت ليتر بوه لرم/ميلی ميلی 1/1

 و مق   ار پ  روتيين مرب  و  مع  نهک    ل  رهه م  یض  رب  2حنص  ل هر 

 .(5)شكل  شوه میليتر  لرم/ميلی ميلی 2/1

 

 
y = 0.0043 x + 0.0167 

x=
           

      
 

x = 10.06 

 ی به دست آمده برای غلظت پروتئين . نمودار و معادله5شکل 

 

 بحث

اس ت ت ن    لرفت ه  ص ورت  ارزشمن ی هنی ت ش ليشته، ی ههه چن  هر

 ك ه  ویروس ژن از بخشی تنهن هن، واكسن این هر رون  تولي  تسریع ینب .

ش وه.   م ی  بي نن  و كل ون  اس ت،  ب ن ایمنی سيستم مؤثر تحری  به قنهر

 سيس تم  هر نوتركي ب  پ روتيين  تولي    همچنين، لزارش ش   اس ت ك ه  

 كن ، امن ب ه  می ایجنه آزمنیشگنهی حيواننت هر خوبی ایمنی پروكنریوتی،

 ب ه  قنهر ترجمه، تغييرات برخی وجوه ع م و لليكوزی سيون عمل هليل

 از نيس تن . یك ی   انس نن  هر م  ت  بلن    مح نفظتی  ه نی  بنهی آنتی تولي 

 س لوک  بنكولوویروس ی،  سيستم هر همنللوتينين هنی تولي  را  ترین موفق

 زینهی مقنهیر روش، این هر. است ش   عرضه بنزار به كه است حشرات

 از ب نيتری  سط  شوه و می ترش  كوتنهی زمنن م ت هر همنللوتينين از

 كن  ؛ هر  یم  ایجنه  تخم  هر ویروس تولي  زمنن به نسبت همنللوتينين

 ی ج ی  واكس ن  ننمه شيو . كن  می ایجنه مؤثرتری و ارزان واكسن نتيجه،

 مش ترک  تولي    بننبراین، است. فعلی هنی واكسن از پيیرتر انعطن  بسينر

 و لي ری  پ يش  هر م ؤثری  ل نم  فصلی، هنی واكسن بن جهننی هنی واكسن

 مه يا  زم نن  آین   ،  هنی سنک. است سنينه هنی اپي می هر آنفلوانزا كنترک

 .(16)است  آنفلوانزا واكسن تولي  برای

ب رای س نتز    آمي زی  ي ت طور موفقه ب ولوویروسی،بنك يننیب يستمس

و  Huحنک استفنه  ش    اس ت.    ه ب متع هی تن هنی یروسو هنی ي كپس

هو ژن  Baculovirus/insect cell يس  تمسن اس  تفنه  از ب   ،همك  نران

HA ی یهآنفلوانزای سو یروسو H5N2 (17) نموه يننرا ب. 

 يننکواكس   ی روس و VLP همكنران، و Powersیگری، ه يقتحق هر

ن وع   ی ن ا .(18) س نختن   یروسب نكولوو  يستمرا بن س H1N1آنفلوانزای 

 يش رفت ح نک پ  روز ب ه روز هر  ب وه ك ه   یروس ی حنمل بنكولوو يستم،س

از  یك  ی یروس  یبنكلوو يس  تمس ،س  نک ليش  ته  21 یاس  ت. هر ط   

 .(19-21) بوه  است يبنوترك ينپروتي لي تو هنی يستمس ینتربرهپركنر

 یروس ی بنكولوو يننیب يستمش   هر سي  تول يبهنی نوترك پروتيين

 يلموجوه هر سلوک را تش ك  هنی ينهرص  كل پروتي 1-51بين  ،حشر 

 ی ن ا ی ينه. قنبل اكر است كه مطنلعنت انجنم ش   هر زم(21)ههن   یم

 یپس از ترجمه به خ وب  این هنیفر ،آن است كه هر آن يننگرب يستم،س

 يكوزیل ه، حنص ل لل  ي ب نوترك ينك ه پ روتي   وریطه ب شوه؛ یانجنم م

مننس ب   ین فول    ،نيو همچن  ش وه   م ی  يله و اس ت  یز مريپل یله،فسفر

 يتوپ سمیس یطشرا ،. هر ضمن(21)شوه  یم يلهن تشك هر آن ينپروتي

 يليزم ب رای تش ك   ي ت اس ت ك ه موقع   یهنی حشرات به شكل سلوک

ش      ي    ن توليپ روتي  ین،. بننبراكن  یرا فراهم م ي یسولف بنن هنی هی

 يع ی طب ينمشنبه پ روتي  توان  یو م كن  میخوه را حف   یسنختنر اصل

 ي ب نوترك ينپ روتي  ي   برای تول يق،تحق ینهر ا .(21-21)ی  عمل نمن

و  Luckowك  ه  یه  نی حش  رات از روش    هم  نللوتينين هر س  لوک

Summers (21 ) استفنه  ش . ،اب اع كره  بوهن 

Kitts و Possee  بينن و تخلي  پروتيين همنللوتينين را ني ز هر ،

ی  ی حنض ر، از س ویه   امن هر مطنلعه (،22سلوک حشر  بررسی كرهن  )

 ایران  ی آنفل  وانزا اس  تفنه  لرهی    و سيس  تم بي  ننی هر ای  ن مطنلع  ه   

Bac-to-Bac      بوه كه هر نهنیت، مق ار پ روتيين بيش تر ب ن پنی  اری و

ه نی بيش تر ب ه     توان  ب ن بررس ی   خلوص بيشتر تخلي  لرهی  كه می



 

 

 
http://jims.mui.ac.ir 

 و همکاراننیلوفر راشدی  H1N1 آنفلوانزا ویروس هماگلوتینین پروتئین تخلیص و بیان، كلون

 1399 چهارم خرداد ی/ هفته572 یشماره/  38 سال –اصفهان  یمجله دانشکده پزشک

 

265 

 زا هر ایران بنش .عنوان جنیگزین مننسبی برای سنخت واكسن آنفلوان

 

 گیری نتیجه

 ،بنش ن   یهار م   ينمر  جن   كه هر تخم یتجنر یهن واكسنبه طور كلی، 

هر اف راه ب ن س ن ب ني ك ه       ین،بننبرا كنن . یمایجنه  یو آلرژ يتحسنس

ب ه  بينن این پروتيين امن  ،ن اره يریتنث ،هارن  یتر يفضع یمنیا يستمس

 .مشكل را نخواه   هاش ت   ینابنش ،  میهر سلوک حشر   ین كها يلهل

چ ون س لوک    ی،طرف   . ازب وه  خواه   ثرتر ؤبنيتر م ينهر سن ین،بننبرا

ثر واقع ؤتوان  م یم ی،تشنبه بن سلوک انسنن يلبه هل بنش ، می یوكنریوتی

 ينمش ترک ب    يم نری ب ی   آنفل وانزا   يمنریقنبل اكر است كه ب. شوه

 ي  ا پ يوعش   يم نری ب ی ن ا یوقت   . از ای ن رو، انسنن و پرن لنن اس ت 

بر  شون  و سنخت واكسن زمنن یهار كمتر م ينجن یهن مر  تخم كن ، یم

مشكل حل خواه  ش   و   ینا ،هر سلوک حشر  يننامن بن ب وه،خواه  ب

و مس تلزم ص ر  زم نن كمت ر     ت ر   مقرون به صرفه ی،از لحنظ اقتصنه

بي نن  . این مطنلعه، نشنن هاه پروتيين همنللوتينين ق نهر ب ه   خواه  بوه

توان  هر آین   جنیگزین مننس بی   بنش . پس می بني هر سلوک حشر  می

 .هار برای تولي  واكسن بنش  هنی جنين مر  برای تخم

 

 تشکر و قدردانی

هر پژوهشينر تأیي  ش   است. بن س پنس   182638ی حنضر بن ك   مقنله

س  نزی رازی ك  ه ب  ن   ی تحقي  ق واكس  ن و س  رم  ف  راوان از مؤسس  ه

 .هر این مطنلعه همكنری نموهن پژوهشگران 
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Abstract 

Background: The H1N1 influenza virus is a highly pathogenic virus that threatens human life. Vaccination is an 

effective way of preventing and controlling influenza. Production of recombinant hemagglutinin in the baculovirus 

expression system, in the insect eukaryotic cell substrate (Sf9), has been suggested as an effective strategy. 

Methods: The H1N1 influenza virus hemagglutinin gene sequence was prepared from National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). After designing a specific primer, the sequence was provided using 

restriction digestion, cloned into pFastBacHTA plasmid, and transferred to the DH10Bac cell to produce a 

recombinant bacmid. After extracting the relevant plasmid, it was transfused into the insect cell; and after the 

expression of the protein by Sf9 cell, the presence of recombinant protein was confirmed using sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blot methods. 

Findings: The hemagglutinin gene (654 bp) was cloned in pFastBacHTA plasmid using the two enzymes of 

BamHI and Xhol. Sf9 cell expressed a protein weighing approximately 60 kDa after receiving the recombinant 

bacmid protein. The extracted protein was identified and confirmed using SDS-PAGE and Western blot 

methods; and protein concentration was measured by Lowry method.  

Conclusion: The baculovirus system is useful for the production of proteins with complex structures. Generally, it 

can be concluded that this protein is highly expressed in insect cells. Due to the similarity of this system with the 

human system, it can be a suitable alternative for embryonic eggs in the future, and can be used in vaccination. 
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