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Abstract 

 

Background and purpose: Influenza virus is one of the most important respiratory infectious 

agents. Viral antigenic variations are major problems for vaccine production process. At present, many 

researches have focused on conserved domains of influenza virus antigenic peptides for subunit vaccine 

development. Hemagglutinin small subunit (HA2) and the 23 amino acid extracellular N-terminal domain 

of proton selective ion channel (M2e) are highly conserved in all human influenza A strains and very 

attractive for broad-spectrum universal influenza vaccine production. 

Materials and methods: In this study, the synthetic 3M2e gene was cloned upstream of HA2 

gene following digestion by BamH1. Chimeric construct pET28a-3M2e-HA2 was transformed into E.coli 

(BL21) and the cells were grown overnight in LB broth media containing 50 mg/ml kanamycin after 

induction of isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG). Expression of chimer protein 3M2e-HA2 

was approved by sodiumdodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and western 

blot analysis using monoclonal specific antibody. Then, the recombinant protein was purified using Ni-

TED columns. 

Results: The result of colony PCR, restriction enzyme digestion and sequencing revealed that the 

3M2e gene was properly cloned into pET28a- HA2 and was in frame to histidin tag. 

Conclusion: 
Identification of antibodies against conserved epitopes of (HA2) and (M2e) is an 

important step toward development of influenza vaccine, hence, chimer protein (3M2e-HA2) prepared in 

this study could be an appropriate subunit vaccine candidate for preventing influenza virus infection. 
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واجد  (3M2e-HA2)بیان و خالص سازی پروتئین کایمر نوترکیب 
ویروس نواحی حفاظت شده هماگلوتینین و پروتئین ماتریکس 

 آنفلوانزا در راستای تولید واکسن زیرواحدی جهانی
 

 5بهرخ فرهمند      1عطیه اکبری      4فاطمه فتوحی      3رضوان توکلی      2نجمه طاهری      1ندا جلیلی

 

 چكیده
آن  ژنیه تغییهرا  آنیهيترين عوامل عفوني در سراسر جهان است که  ويروس آنفلوانزا يكي از مهم و هدف: سابقه

هاي زيرواحدي حاصل ها بر روي توسع  واکسنباشد. در حال حاضر اکثر پژوهشچالش بزرگي در مسیر تولید واکسن مي
و بخش  (HA2)ژنی  حفاظت شده ويروس میمرکز شده است. زير واحد کوچ  مولكول هماگلوتینین از پپییدهاي آنیي

انساني بسهیار حفاظهت  Aهاي آنفلوانزاي ید آمین ، در هم  ويروساس 32 با (M2e) آمیني خارج سلولي پروتئین کانال يوني
 ند.باشوسیع الطیف مي آنفلوانزايهدف مناسبي براي تولید واکسن  شده هسیند و

په  از  pET28a-HA2در سهازه  HA2بها  دسهت ژن  سهنییی ، 3M2e قطع  ژنهي در اين پژوهش، ها:مواد و روش
منیقهل شهد و  BL21سهوي   E.coliبهاکیري  ب  3M2e-HA2 سازه واجد کايمرد. ، کلون شBamH1هضم آنزيمي با آنزيم 

به   (IPTG)ايزوپروپیهل بیها دي تیهو گا کیوزيهد  بعد از القها بها (50mg/ml) کانامايسینحاوي  LBمحیط مايع ها در سلول
 آمیهدآکريهلپلهيوي ژل ب  وسیل  الكیروفهورز ر 3M2e-HA2صور  کشت شبان  رشد داده شد. بررسي و تايید بیان سازه 

PAGE SDS- پروتئین نوترکیب توسط  و سپ  هاي مونوکلونال اخیصاصي انجام شدباديبلا  با اسیفاده از آنیيوسیرن  و
 تخلیص گرديد. Ni-TEDسیون 

به  وهور  pET28a-HA2در وکیهور  3M2eو هضم آنزيمي و تعیین توالي نشان داد ک  ژن  PCRنیايج کلوني  ها:یافته
 و در قاب خواندني دنبال هیسییديني کلون شده است. صحیح

، گامي مهم ب  سوي ساخت واکسن جهاني M2eو  HA2شده هاي حفاظت بادي علی  اپي توپشناسايي آنیي استنتاج:
واکسن زير واحهدي مناسهبي  تواند کانديدمطالع  مي شده در اين  یته(3M2e-HA2)  ويروس آنفلوانزا است، بنابراين سازه

 اي پیشگیري از اين عفونت باشد.بر

 

 ، واکسن زير واحدي3M2e-HA2ويروس آنفلوانزا، کايمر  واژه های کلیدی:

 

 مقدمه
 آنفلوانزا ي  بیماري تنفسي جدي است ک  معمو ً

سازد و سهالیان  هزينه  در فصول سرد درگیر مي انسان را

 ويروس آنفلوانزا عامهل. کندهنگفیي را ب  جوامع تحمیل مي

 کشور ما همدر  باشد.مي در سراسر جهان ها مرگلیونمی
 

 E-mail: b_farahmand@pasteur.ac.ir                  هاي تنفسي  بخش آنفلوانزا و ساير ويروس ،انسیییو پاسیور ايران تهران: -بهرخ فرهمندمولف مسئول: 

 انسیییو پاسیور ايران، تهران، ايران هاي تنفسي، آنفلوانزا و ساير ويروس گروه، . کارشناس ارشد ژنیی 1

 هاي تنفسي، انسیییو پاسیور ايران، تهران، ايران آنفلوانزا و ساير ويروسگروه .  کارشناس ارشد سلولي مولكولي، 3

 هاي تنفسي، انسیییو پاسیور ايران، تهران، ايران آنفلوانزا و ساير ويروسگروه . کارشناس ارشد میكروب شناسي، 2

 آنفلوانزا و ساير ويروسهاي تنفسي، انسیییو پاسیور ايران، تهران، ايرانگروه  اسیاد،. 4

 هاي تنفسي، انسیییو پاسیور ايران، تهران، ايران آنفلوانزا و ساير ويروسگروه ، اسیاديار .5

 : 2/13/1234تاريخ تصويب :           8/6/1234تاريخ ارجاع جهت اصلاحا  :          31/5/1234 تاريخ دريافت 
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 ، مهواردي1234چنین اپیدمي سال هاي گذشی  و همدر سال

اي به  دنبهال ههاي زمینه از مرگ را در افهراد بها بیمهاري

اين بیمهاري ويروسهي کهروي و  داشی  است. عامل مولد

باشهد که  به  دار از خانواده ارتومیكسووريده مهيپوشش

شوند. ويروس آنفلوانزا نوع تقسیم مي Cو A ،Bس  تیپ 

A  ههاي سهطحي باشد که  پهروتئینقطع  ژن مي 8داراي

هههاي ، پههروتئین(NA) دازیههنینورامو  (HA) نینیهمههاگلوت

، کمهپلك  (NP) نینوکلئهوپروتئ، (M1,M2) ك يماتر

 و دو پهروتئین ییرسهاخیاري (PB1,PB2,PA) يمهرازیپل

(NS1,NS2) کننههد. را کههد مههيRNA  پلیمههراز ويروسههي

 يههروس آنفلههوانزا را اي، وژنههوم قطعهه  مسههیعد خطهها، و

سههازد تهها میحمههل تغییههرا  آنیههي ژنههي از نههوع مههيقههادر 

antigenic drift  وantigenic shift  شههود کهه  موجههب

هاي سطحي ويروس ژني در گلیكوپروتئینتغییرا  آنیي

شده و باعث مي شهود ويهروس بیوانهد از سیسهیم ايمنهي 

هها به  علهت تغییهرا  مكهرر میزبان بگريزد. اين ويروس

دهد، در برابهر آنیهي رخ مي NAو HA ي ژني ک  در آنی

 شوند.هاي قبل مقاوم ميهاي تولید شده علی  ويروسبادي

 تغییر ماهیت ويروس آنفلوانزا باعث شده مراکز تحقیقها 

هههايي در زمینهه  پیشههگیري، مخیلههف بهه  تعريههف پههروژه

تشخیص و درمان آن بپردازنهد، ولهي هنهوز واکسهني بها 

هاي آنفلوانزا تهی  نگرديده ی  ويروسايمني بلند مد  عل

هدف اصهلي بهراي تهیه  واکسهن  HAآنیي ژن  (.1)است

 ههابهاديگردد ک  توسط آنیيعلی  اين بیماري محسوب مي

قابل شناسايي و تشخیص مي باشهد. ايهن گلیكهوپروتئین 

شهود شكسی  مي HA2و  HA1سطحي، ب  دو زير واحد 

یدي به  همهديگر ي پیونهد دي سهولفک  اين دو ب  وسیل 

ي زايهي ررهمیصل هسیند و شكسی  شهدن بهراي عفونهت

ويروسي و گسیرش عفونت در ارگانیسم میزبان ضروري 

ک  در انیهاي آمیني مولكول  HA1زير واحد  .(3،2)است

HA  قرار دارد، داراي ي  سر کهروي اسهت که  شهامل

ههاي اي اسهت که  به  عنهوان سهايتهاي گیرندهجايگاه

هههاي بههادييآنیهه انههد.وس شههناخی  شههدهژنههي ويههرآنیههي

کننده از اتصال ويروس ب  سلول میزبان جلهوگیري خنثي

ههاي هها بها جههش در ايهن سهايتکنند، ولي ويروسمي

ههاي موجهود باديسازي ب  وسیل  آنیيژني از خنثيآنیي

 کنند ک  منجر ب  شیوع آنفلوانزايدر میزبان جلوگیري مي

ژنهي مسهیمر در را  آنیهيتغییه شود. بها وجهودفصلي مي

هايي از آن در نژادههاي مولكول هماگلوتینین، اپي توپ

 هاتوپمخیلف ويروسي مشیرک هسیند ک  تعداد اين اپي

تهر بهوده و در بهیش HA1نسهبت به   HA2در زير واحد 

تواند عامل القاي ايمنهي راتهي علیه  نییج  اين قسمت مي

  .(4-7)باشدهاي گوناگون ويروس زيرگون 

HA2  از بخش انیهاي کربوکسیلHA   است که  به

باشهد. بخهش انیههاي شكل ي  ساخیار سهاق  ماننهد مهي

موسوم ب  پپیید الحاقي، نقش قابهل تهوجهي  HA2آمیني 

ويروس آنفلوانزا در سهلول میزبهان  ادیام هايدر فعالیت

دارد ک  اين توالي آمینواسیدي در واقع جزئهي از ناحیه  

 HA2و  HA1ي دو زيهر واحهد حفاظت شده ارتباط دهنده

ههاي گردد ک  توسط گروهمي محسوب HAمولكول از 

 (.8-4،10)استمطالعاتي مخیلفي مورد بررسي قرار گرفی  

ههاي واکسهین  شهده بها ايهن دريافیند که  مهوش نیمحقق

تهر و مهرگ و میهر ژني، بیمهاري خفیهفهاي آنیيبخش

 .(10،11)انهدتري بر اثر چهالش بها ويهروس نشهان دادهکم

ويروس آنفلوانزا، ي  هموتیرامر اسهت که   M2پروتین 

ب  عنوان کانال يوني در داخل یشا ويهروس قهرار گرفیه  

است. هنگامي ک  ويروس ب  سلول میزبان وارد مي شود، 

ايههن کانههال در آزاد شههدن ژنههوم ويههروس بهه  داخههل 

ايهن  در (.13)دارد يمهمهسییوپلاسم سلول میزبهان نقهش 

 M2e مولكهول آمینواسیدي انیههاي آمینهي 32 يتوالمیان ب  

ههاي اين ناحی  در تمامي سهوي  .بسیاري شده است توج 

بههه  میههزان زيهههادي ثابههت بهههوده و دچهههار  Aآنفلههوانزا 

يه   نيبراگردد؛ بناهاي شیفت و دريفت نميموتاسیون

ههاي کهار آمهد علیه  واکسهن کانديد مناسب براي تهیه 

اين آنیي ژن ب  تنههايي . (12)باشدمي Aويروس آنفلوانزا 

 زايي بسیار کمي دارد. در بسیاري از تحقیقا ،قدر  ايمني

DNA ههاي کونژوگه  بها اسهیفاده از ها و واکسنواکسن

ايهن  در ، مهورد بررسهي قهرار گرفیه  اسهت.M2پروتئین 
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 و همکاران ندا جلیلی     
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 پژوهشی

به  تنههايي  M2مطالعا  مشخص شده است ک  پروتئین 

ي كي (.14)تکننده نیسهاي خنثيباديقادر ب  ايجاد آنیي

هاي نهوين تولیهد واکسهن آنفلهوانزا، اسهیفاده از از روش

ههايي که  شهده بها پهروتئین هاي نوترکیب الحاقواکسن

ههاي زايي زيادي دارند و يا اسیفاده از تعهداد کپهيايمني

بنابراين در اين پژوهش  باشد.يم M2eتوپ میفاو  اپي

 3M2eژن مناسب، سازه يابي ب  ي  آنیيب  منظور دست

بخههش آنفلههوانزا ) يقبلهههههاي ي شههده در پههژوهشوراحهه

 میصل گرديهد و پهروتئین HA2ب  زير واحد ( انسیییو پاسیور

  کايمر تولید شده پ  از تائید، تخلیص گرديد.
 

 مواد و روش ها
در ايهههن پهههژوهش، از ژن زيهههر واحهههد کوچههه  

که   A/H1N1 يآنفلهوانزاويروس ( (HA2 ینینهماگلوت

تحقیقا  آنفلهوانزاي انسهیییو پاسهیور قبلاً در آزمايشگاه 

کلون شده بود و ژن سهنییی   pET28aايران در وکیور 

3M2e  وکیور وراحي شده و کلون شده درpUC 57  در

انجام  هاي انفورماتیكيو بررسياين آزمايشگاه اسیفاده شد 

، بر روي خواص Expasy prort paramشده با نرم افزار 

 ايمر ک  بهراي انجهام مراحهلک فیزيكوشیمیايي اين مولكول

 مههورد نیههاز بههود، و تخلههیص آن ارزيههابي کمههي و کیفههي

  زير اجرا شد. وبق توضیحا  مراحل کلونینگ و بیان آن
 

   pET28a-HA2 در وکیور نوترکیب   3M2eجاي سازي ژن
از وکیهور  3M2eبدين منظور جهت جداسازي ژن 

PUC 57  و خطي شدن وکیور نوترکیهبpET28a- HA2، 

ک  در دو سهر  BamHIآنزيمي با اسیفاده از آنزيم  هضم

تعبی  شده است، صور  گرفت. به  منظهور  3M2eقطع  

(، عمهل الحهاق 1شماره  تصويرساخت سازه کايمري  )

خطههي  pET28a-HA2 و وکیههور نوترکیههب 3M2eژن 

گرفهت. بهدين  شده، با اسیفاده از آنهزيم لیگهاز صهور 

 ههايبتبه  نسه 3M2eمنظور وکیهور خطهي شهده و ژن 

شب در  در کنار آنزيم لیگاز ب  مد  ي  مولي میفاو 

سپ  ب  منظور  گراد انكوب  گرديد.سانیي درج  4دماي 

 Top10 F́سوي   E. coliتكثیر، محصول الحاق در باکیري 

هاي ترانسفورم شده در محیط ترانسفورم گرديد. باکیري

بیوتیهه  تیراسههايكلین و آگههار حههاوي آنیههي LBکشههت 

 ( ب  صور لییررم در میليگمیلي 50با یلظت )سین کاناماي

جهت تايیهد کلونینهگ، په  از  شبان  کشت داده شدند.

ههاي ، ابیدا ي  کلني از کشهت کلنهيPCRانجام کلني 

، تكثیهر و پلاسهمید عيمها LBمثبت برداشی  و در محهیط 

)ساخت شرکت  Miniprepنوترکیب با اسیفاده از کیت 

BIONEER) .سپ  براي هضم آنزيمهي، اسیخراج گرديد 

تخلیص شده  pET28a-3M2e-HA2 بینوترکپلاسمید 

بههرش داده شههد تهها  HindIIIو  BamHIهههاي بهها آنههزيم

آن خارج گهردد و  از( 3M2e و HA2هاي مورد نظر )قطع 

 ،pET28a-3M2e-HA2 بینوترکپلاسمید  جهت تايید نهايي

 ترمینهاتور T7و  پروموتهور T7 يههابا اسهیفاده از پرايمر

  تعیین توالي شد. pETوکیور 
 

 
 .pET28a-3M2e-HA2تصويرشماتی  سهازه کايمريه   :1شماره تصویر

 داده شده است قرار 3M2eهاي  بین توالي GGKGGلینكر آمینواسیدي 

 

 3M2e-HA2سازه بیان 

پلاسهمید نوترکیهب ، 3M2e-HA2 سازهجهت بیان 

pET28a-3M2e-HA2 شهده هاي مسیعديب  داخل باکیر 

E. coli   سويBL21  ترانسفورم شد و سپ  در محهیطLB 

بیوتی  کانامايسین تلقهیح گرديهد و در مايع حاوي آنیي

گراد در انكوبهاتور شهیكردار قهرار درج  سانیي 27دماي 

نانومیر به   600داده شد تا زماني ک  جذب نوري آن در 

ايزوپروپیهل ، با اسیفاده ازبرسد. سپ  تولید پروتئین 6/0

مهو ر به  میلهي يه  بایلظهت(IPTG)  ديیوزتیو گا ک

 2، 3، 1 يههاو در زمهان القا گرديدسوسپانسیون باکیري 
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هها از وريهق میزان رشهد بهاکیريساعت پ  از القا،  4و 

 ارزيهابيبا دسیگاه اسپكیروفوتومیر گیري میزان جذب اندازه

دور  3000دقیقه  سهانیريفیوژ در  2رسوب باکیريايي با  و

  .جدا گرديدگراد سانیيدرج   4دماي  در دقیق  و در
 

 SDS-PAGEبا روش  3M2e-HA2سازه  ررسي بیانب
، سهازه جهت بررسي بیهاندر اين قسمت از مطالع ، 

 Lameli et alروش  بهه  SDS-PAGEالكیروفههورز  از

 ههابهاکیريرسهوب براي اين منظور  .(15)گرديد اسیفاده

 نمونه  بها بهافر بهود، هاي مخیلف تهی  شدهک  در ساعت

(sample buffer.مخلهوط گرديهد تها لیهز شهوند )  بهدين

ههها بههر حسههب نههانوگرم بهه  صههور  کهه  یلظههت نمونهه 

د. بهافر يهمحاسهب  گردوريهق نرمالیزاسهیون از میكرولییر 

گهرم  2ب  اين ترتیب که   )تهی  شد،  5xنمون  ب  صور 

میلي لییر آب مقطر حل شده په  از  20پودر تري  در 

فوق  ب  محلول SDSگرم  5 رسید، 8/6آن ب  pH  ک  آن

گلیسرول ب  صور  قطره  لییرمیلي 50. سپ  شد(اضاف  

بهر موفنهول بلهو نیهز در چنهد  گرم 02/0چنین قطره و هم

میلهي لییهر  100مرحل  ب  محلول افزوده و حجم نهايي ب  

سولفیدي ب  ازا رسانده شد. جهت باز شدن پیوندهاي دي

مرکاپیو اتهانول افهزوده  -3 ولییرمیكر 30هر میلي لییر بافر، 

درصهد پلهي  13بر روي ژل سازي ها پ  از آمادهنمون  شد.

آکريل آمیهد وبهق پروتكهل اسهیاندارد، الكیروفهورز شهد و 

باندهاي پروتئیني با رنگ آمیهزي بها محلهول کوماسهي بلهو، 

   آشكار گرديد.
 

 تائید پروتئین بیان شده با روش وسیرن بلا 
درصهههد  13  شهههده بهههر روي ژل ههههاي تفكیهههپروتئین

آکريل آمید، با اسیفاده از دسهیگاه الكیروترنسهفر به  پلي

 3M2e-HA2سهازه روي یشا نییروسلولز منیقل شد. بیان 

بهههادي بههها اسهههیفاده از آنیهههي BL21در بهههاکیري بیهههاني 

 abcam.coبها کهد M2مونوکلونال موشي علی  پهروتئین 

(ab5416) 500به   1 تب  عنوان آنیي بادي اولی  بها نسهب 

علیه  کسهیداز ابهادي نشهاندار شهده بها پرو آنیي PBSدر 

وان عنهبه  Sigma.co (A 8924) بادي موش بها کهدآنیي

از  PBS در 5000بهه   1بههادي ثانويهه  بهها نسههبت آنیههي

 آمیزيجهت رنگ (DAB)سوبسیراي دي آمینو بنزيدين 

چنهین از هم باندهاي پروتئیني، مورد بررسي قرار گرفت.

دي ضد هیسییدين نشاندار نیز بهراي آشكارسهازي باآنیي

  پروتئین کايمر واجد دنبال  هیسییديني اسیفاده شد.

 
 اسیخراج و تخلیص پروتئین نوترکیب

، از کشهت 3M2e-HA2تولید پروتئین کهايمر براي 

تلقهیح بهراي BL21 (DE3) سهوي  E. coliشبان  باکیري 

 بهها اسههیفاده گرديههد و  LBمحههیط تههازه  لییههرمیلههي 350

IPTG 1 درجه   27سهاعت در  2مو ر القا و ب  مهد  میلي

 هها بها سهانیريفیوژ داري شد. سهپ  سهلولنگ  گرادسانیي

حاصهل،  رسوب رويآوري شدند و جمع 3000در دور 

 گرديهد.  پیپیهاژ شهد و بهافر لیزکننهده ريخیه  لییرمیلي 10

 مهههو ر سهههديم فسهههفا  و میلهههي 50بهههافر فهههوق واجهههد 

 LEWاسهت و به  اخیصهار  ر کلريد سهديممو میلي 200

(lysis equilibration wash) سوسپانسیونشود. نامیده مي 

  آب در و فريههز مههايع نییههرژن تانهه  در بههار 2 حاصههل

  مهد  به  بهار ههر و بهار 3 گرديد و بعهد روب درج  27

ثانی ،  30 هر از بعد .شد سونیك  وا  80 توان با ثانی  30

شهد  داشی  نگ  يخ آب در ق دقی 1 مد  سوسپانسیون ب 

 سههانیريفیوژ دقیقهه  30 مههد  بهه  و 1000دور  بهها و بعههد

روي  سهپ شهد.  جهدا رسهوب از رويهي مهايع و گرديد

 حههاوي اوره  LEWبههافر لییههر میلههي 4رسههوب حاصههل 

اضاف  گرديد و همانند مراحل با ، سونیكاسیون مو ر  8

ي نهاي مرحل  از حاصلانجام شد و در نهايت مايع رويي 

 3M2e-HA2حهاوي پهروتئین نوترکیهب  که  سانیريفیوژ

  آوريجمهههع نیكهههل سهههیون بههها تخلهههیص جههههت بهههود،

 بههها  3M2e-HA2تخلهههیص پهههروتئین نوترکیهههب  .شهههد

 protino® Ni-TED 2000 packedاسهیفاده از سهیون 

(MACHERY-NAGEL) صهور  انجام گرفت. بهدين

هاي آماده شده حاصهل از اسهیخراج به  سهیون ک  نمون 

لییهر بهافر میلهي 13  شدند. سپ  در ادام  سهیون بها اضاف

لییههر میلههي 3شسیشههودهنده شسههی  شههد و در نهايههت بهها 
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 پژوهشی

Eluting buffer (LEW+Im)  مو ر میلي 350ک  حاوي

 ايمیدازول بود، شسی  شد تا پروتئین مورد نظر خهارج شهود.

ههاي سهیون در مراحهل مخیلهف، به  در پايهان، خروجهي

 گرديد. سهرانجامصد بررسيدرSDS-PAGE 13 کم  ژل

براي حذف ايمیدازول، محلهول پروتئینهي در برابهر بهافر 

 ديالیز شد. p)5/8فسفا  نمكي )
 

 هایافته
نیايج آنهالیز انفورمهاتیكي خهواص فیزيكوشهیمیايي 

نشهان داد  Expasy protparamدر  3M2e-HA2کهايمر 

اسهیدي و   pHاسهید آمینه  داراي 261ک  اين کهايمر بها 

 pHچنههین هههم ودالیههون  6/23604ولي حههدودوزن مولكهه

 بینهي شهد که  پهروتئینشاست و پهی 83/5  يزوالكیريا

باشد. با توجه  به  نیهايج مورد نظر پ  از بیان محلول مي

 مربوط ب  نیم  عمر پروتئین مهورد نظهر در مهدل انسهاني،

تواند براي واکسن انساني کانديهد مناسهبي کايمر مي نيا

ا روي شهاخص ناپايهداري نشهان هبررسي نیچنهم باشد.

توان اين کايمر را ب  عنوان پروتئین پايهدار در داد ک  مي

 -HA2و  pUC 57-3M2eهههاي سههازه نظههر گرفههت.

pET28a  پ  از ازدياد و تخلیص با هدف کلون کهردن

توسههط آنههزيم  HA2در پها يههین دسههت قطعهه   3M2eژن 

BamHI  برش داده شدند. قطعا  مورد انیظار، برحسهب

درصهههد الكیروفهههورز  1-3ههههاي آگهههازر زه در ژلانهههدا

الف(، ژن سهنیز شهده  3شماره  تصويرگرديدند. مطابق )

3M2e (bp370)  از سههازهpUC 57/3M2e  جههدا شههد و

ب(.  3شهماره  تصهويرخطي گرديد ) pET28a-HA2سازه 

در  3M2eجهههت اومینههان از کلههون شههدن قطعهه   سههپ 

و از هضههم آنزيمههي  pET28a-HA2نوترکیههب پلاسههمید 

PCR شد. نیايج ب  دسهت آمهده از کلهوني  اسیفادهPCR 

هضم الف( و  2شماره  تصويرپلاسمیدهاي حاوي سازه )

( ک  منجر به  BamHIو  Hind IIIهاي )آنزيمي با آنزيم

و يهه   3M2eبههازي جفههت 370جداسههازي يهه  قطعهه  

 تصههويراز پلاسههمید شههد ) HA2بههازي جفههت 700قطعهه  

ژن در ناقهل پلاسهمیدي ب(، نشان داد ک  ايهن  2شماره 

-3M2eچنهین تعیهین تهوالي سهازه ههم .کلون شده است

HA2  3تائید کرد که  دو ژنM2e  و HA2 به  يكهديگر

وکیهور  MCSمیصل شهده و در فهريم مناسهب در ناحیه  

pET28a  نیايج حاصل از بررسي بیان  د.ناکلون گرديده

آکريل آمید، بیهان يه  کايمر ساخی  شده روي ژل پلي

کیلو دالیوني را نشان  48تا  25در محدوده وزني پروتئین 

کیلهو دالیهون  40دههد که  بها وزن مولكهولي حهدود مي

(. 4شهماره  تصهويرخهواني دارد )شده کايمر، ههمبیني پیش

از بررسهي تايیهد بیهان کهايمر توسهط آنهالیز  نیايج حاصل

بادي مونوکلونال ضد هیسهییدين وسیرن بلاتینگ با آنیي

لههف( و نیههايج حاصههل از بررسههي بهها ا 5شههماره  تصههوير)

 تصهويردر ) M2مونوکلونال موشي ضد پروتئین بادي آنیي

نشان داده شده است ک  هر دو نیايج، تايیهد  ب( 5شماره 

چنههین نییجهه  بررسههي کننههده بیههان کههايمر اسههت و هههم

، 3M2e-HA2الكیروفههورزي تخلههیص پههروتئین کههايمر 

شهده از  حاکي از یلظت قابل توج  اين پروتئین پا يش

  (.6شماره  تصويرباشد )هاي باکیري ميساير پروتئین
 

 
 

)الف( الكیروفورز حاصل از هضم آنزيمي وکیور  :2ره شما تصویر
pUC-3M2eمارکر 1 . سیون :DNA (Fermentas)100bp3 . سیون :

 .  BamHIبا آنزيمشده هضم نمون   :2 . سیوننمون  هضم نشده
-pETخطي شدن وکیور نوترکیب الكیروفورز حاصل از : )ب(

28a/HA2. با آنزيموکیور نوترکیب خطي شده : 1 سیونBamHI . 
 نمون  هضم نشده :2 سیون (.DNA vivantis) 1Kb: مارکر 3 سیون

 

 
هاي  ک  از روي کلني PCRکلني  ج )الف( نیی :3شماره  تصویر

 DNA 100 bp (Fermentas.)مارکر :1گذاشی  شده است. سیون ماتريك 
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نییج  ي هضم : (ب). : کنیرل منفي2. سیون PCR نمون  : 3سیون 
 :1سیون . HindIIIو  BamHI آنزيمي پلاسمید نوترکیب با دو آنزيم

 DNA : مارکر2: نمون  هضم شده. سیون 3سیون  نمون  هضم نشده.
1kb (vivantis.)  

 

 
 

درج   27در دماي  يي از الكیروفورز عمودينما :4شماره  تصویر
: 1سیون در ساعت سوم.  IPTGمیلي مو ر  1ي گراد، یلظت سانی

: نمون  ساعت سوم بعد از 3قبل از القا )ساعت صفر(. سیون نمون  
  (vivantis) ماکر پروتئین: 2القا. سیون 

 

 
 

 از آزمايش وسیرن بلاتینگ بیان سازه نمايي)الف(  :5 شماره تصویر
3M2e-HA2 مارکر 1سیون  .یدينبا اسیفاده از آنیي بادي ضد هیسی :

 ساعت 2: رسوب پروتئیني 2و  3(. سیون Fermentase) 1kbپروتئین 
: نمون  قبل از القا )شاهد منفي(. )ب( نمايي از 4بعد از القا. سیون 

با اسیفاده از  3M2e-HA2آزمايش وسیرن بلاتینگ بیان سازه 

مارکر  :1سیون  .M2بادي مونوکلونال موشي ضد پروتئین آنیي

: نمون  قبل از القا )شاهد منفي(. 3(. سیون Fermentas)1kbتئین پرو
  .ساعت بعد از القا 2ي نیپروتئ : رسوب2سیون 

 

 
 

 بر روي   (3M2e-HA2)نیايج تخلیص پروتئین کايمر :6شماره  تصویر
 

: 1ژل پلي آکريل آمید رنگ آمیزي شده با کوماسي بلو. سیون 
: لیزا  باکیري واجد 3سیون  .(vivantis) مارکر مولكولي پروتئین

هاي حاصل از شسیشوي  : نمون 4و  2پروتئین نوترکیب. سیون 
 (3M2e-HA2): پروتئین 5. سیون (LEW+Urea)سیون با بافر 

  .(LEW+Urea+Im)تخلیص شده با بافر 

 

 بحث
 آنفلهوانزا واکسن پاندمي، وقوع از جلوگیري جهت

 در سهانيان جمعیهت کهردن ايمن هايراه بهیرين از يكي

 که  آنفلهوانزايي هايباشد. واکسنويروس مي اين مقابل

 وريهق تلقهیح از عمدتاً شوند،مي مصرف و تولید امروزه

شهوند. مهي تهیه  دار جنین مرغ تخم ب  آنفلوانزا ويروس

 درصد 75 از ترکم شرايط، بهیرين در هاواکسن اين کارايي

 ويروس، ژنی آنیي مكرر تغییرا  ب  توج  با و باشدمي

 با را ترين شباهتبیش تا شوند تجديد بايستمي سال  هر

 اخیهر ههايسهال در .باشهند داشهی  گهردش در هايسوي 

 نوترکیب هاي زيرواحديواکسن تولید ب  محققین توج 

 شده معطوف ويروس شده حفاظت هايژن از اسیفاده با

فرمو سیون ثهابیي  ک د تولیدکنن واکسني بیوانند تا است

ههاي واکسهن باشد نداشی  سال  هر تجديد ب  نیاز و  داشی

ژن نیهيآي  يا چنهد  واجد ،از نظر محیوي زير واحدي

فاقهد و  باشهندمهيهاي مجهاز و افزودنيخالص پروتئیني 

خطر، مؤثر و هاي بيزايي بوده و ب  عنوان واکسنبیماري

  آينهد که  باعهث بهژنی  ب  شمار ميپايدار از نظر آنیي

ن پاسخ ايمني سلولي و همورال مؤثر، مناسب مدآوجود 

 هاتولید آن فرآيندشوند، در عین حال و وو ني مد  مي

 ب  توج  با .(16)استنیز مقرون ب  صرف  از نظر اقیصادي 

شده، ناحیه  خهارج سهلولي  انجام مطالعا  و هاآزمايش

 مناسهب کانديد ي  ( آنفلوانزاM2eپروتئین ماتريك  )

ا از امه باشهد،مي آنفلوانزا ويروس علی  واکسن تهی  براي

 زايههيايمنههي موجههب و دارد کههوچكي سههايز جاکهه نآ

 هايروش آن، زاييايمني براي بهبود شود،مي مخیصري

 و بهیهرين تولیهد ب  موفق تا شده گرفی  کار ب  گوناگوني

ايهن  جمل  از گردند. ويروس اين علی  واکسن وثرترينم

آنفلههوانزا بهها  M2eئین هههاي اخیههر، پههروتپههژوهش در کهه 
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 و فلاژلهههین سهههالمونلا، TLR5ههههايي نظیهههر پهههروتئین

 HSP و CPG-ODN،CTA1-DDيي نظیههر هههاادجوانههت

زايهي آن مايكوباکیريوم توبرکلهوزي  ترکیهب و ايمنهي

همكهاران در  ابراهیمهي ودر ايهران،  ارزيابي شده اسهت.

 را به  H9N2 ويهروس آنفلهوانزا M2eپپییهد  ،3010 سال

HSP70 یري مايكوبههاکیريم توبرکلههوزي  میصههل بههاک

 و پهروتئینکلهون  pPICZαAبیاني  را در وکیور نآ کرده و

 Pichia Pastoris KM71Hهاي مخمهر در سلولمربوو  را 

تمهامي ايهن مطالعها ، سهطح بها يي از  در .کردنهدبیان 

فیوز شده به   M2eسیسیم ايمني توسط پروتئین  تحري 

چنهین بها ههم (.17-33)تاسهها گزارش شده ساير پروتئین

در تحريه  سیسهیم ايمنهي علیه   HA2توج  ب  اهمیهت 

توان از اين پپییهد به  عنهوان حامهل ويروس آنفلوانزا، مي

که  خهود اسیفاده کهرد  3M2eزايي جهت تقويت ايمني

ههاي داراي توالي نوکلئوتیدي است ک  در تمامي سهوي 

غییرا  با وجود تب  میزان زيادي ثابت است.  Aآنفلوانزا 

ههايي از آن در تهوپ، اپهيHAدر  ژنهي پهي در پهيآنیي

ويروس مشیرک هسیند ک  تعهداد ايهن  نژادهاي مخیلف

تهر اسهت و در بهیش HA1نسبت ب   HA2ها در توپاپي

تواند القاگر ايمني راتي علی  تحهت نییج  اين قسمت مي

ههايي  بهاديآنیهي .(32)باشهدهاي گوناگون ويروس تیپ

تواننهد دهنهد، مهيرا هدف قرار مهي HA2 ک  زير واحد

حفاظههت گسههیرده را علیهه  عفونههت فصههلي و پانههدمی ، 

 هاي مخیلف ويهروسهاي خاص و يا تحت تیپتحت تیپ

ممانعت  کار از وريقايجاد نمايند. اين A آنفلوانزاي نوع

 پذيرد و کانديهد امیدبخشهيانجام مي HA2از فعالیت ادیام 

  .(34،35)دباشمي HA2مبناي سازي واکسن بر براي آماده

افهههزايش  ،3015صهههادقي و همكهههاران در سهههال 

را در کنهار پهروتئین شهوک حرارتهي  HA2زايهي ايمني

 زادهلیشمانیا ماژور مطالع  نمودند. در همان سال، مقهدس

را ويروس آنفلوانزا  M2e توالي ي  کپي ازو همكاران 

ن بیها E.coliبهاکیري در  HA2ب  فهرم کهايمر میصهل به  

، 3015شهكوهي و همكهاران در سهال چنهین . ههمکردند

آنفلهوانزا را در  ويهروس M2eزايي توالي س  تايي ايمني

ارزيهابي  Balb/c ههاي مخیلهف در مهوشکنار ادجوانت

به  3M2e-HA2 در اين پژوهش، کايمر  .(36-38)نمودند

يابي ب  يه  کانديهداي واکسهن نوترکیهب منظور دست

تهیه   Aههاي آنفلهوانزاي تیهپ الطیف علی  ويروسوسیع

به   HA2 و M2eبا توج  ب  عدم نیاز هر دو پروتئین شد. 

تغییههرا  پهه  از ترجمهه  )گلیكولیزاسههیون، اسییلاسههیون 

ژن پروتئیني، از سازي آنیيو....( و سادگي بیان و خالص

سیسیم بیاني پروکاريوتي براي تولید پهروتئین نوترکیهب 

در وکیههور  3M2eمنظههور قطعهه  اسههیفاده شههد. بههدين

pET28a  در با  دستHA2  .کلون شد 

گونه  عمهل شهد که   در قسمت وراحي سهازه ايهن

دنبال  هیسییديني در دو سر پروتئین قرار گیرد تها بیهوانیم 

-Niاز روش تخلیص با اسهیفاده از سهیون تجهاري شهده 

TED  وور سريع پروتئین را جداسهازي کنهیم. در ايهن ب

ههاي نیكهل به  يه  بسهیر تكنی  کروماتوگرافي، يهون

 ها با برچسهبگردند و براي اتصال پروتئینرزيني میصل مي

رونهد که  ايهن رزيهن داراي چههار هیسییديني ب  کار مي

جايگاه کوئورديناسیون است ک  ب  وور محكم به  يهون 

گردد. باردار شدن رزين با نیكهل باعهث نیكل میصل مي

يهون آزاد  شود دو تا از شش جايگاه کوئورديناسیونمي

توانند با حلق  ههاي ايمیهدازول ها ميبماند ک  اين سايت

هاي جانبي زير واحدهاي میهوالي هیسهییديني در زنجیره

پپییدي میانكنش محكمهي دهنهد. حهداقل در زنجیره پلي

شش باقي مانده هیسییدين مورد نیاز است تا میل ترکیبي 

دار   زم براي اين اتصال فراهم گردد و پروتئین برچسب

بهه  وههور محكههم بهه  سههیون میصههل شههود و در نهايههت 

هاي مورد نظر با اسیفاده از ايمیدازول ک  بها پهل پروتئین

کنهد، هیسییديني براي چسبیدن ب  نیكل سیون رقابت مي

براي  M2eجدا شوند. در اين پژوهش از تكرار س  تايي 

فراوانهي نشهان  تهی  کايمر اسیفاده شد، زيرا در مطالعا 

 ،M2e میعهدد ههايکپي ب  کارگیري ک  ه استداده شد

 صور  ب  افزايش اين ولي شود،مي بهیر زاييايمني موجب

 تهوالي از زيهاد ههايکپهي لزومهاً يعنهي باشهد،نمي خطي

M2e، چ  شود؛ چناننمي تربیش بخشي حفاظت موجب
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 در آزمايشا  انجام شده نیهز نشهان داده شهده اسهت که 

درصد، براي  صفر کپي، 1 تعداد با بخشي حفاظت میزان

درصهد و  5/13تهايي میهزان افهزايش  13و 6،3ههاي کپي

  .(37)باشددرصد مي 5/27هاي س  تايي، براي کپي

هاي احیمهالي در کارهاي بعدي و حذف توکسی 

زايههي، ايههن پههروتئین تخلههیص شههده در مطالعهها  ايمنههي

حیواني مورد بررسي واقع خواهد شد تا گامي به  سهوي 

سن زير واحدي حفاظت بخش در برابر ویهف تولید واک

  هاي آنفلوانزا باشد.وسیعي از ويروس
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