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Abstract 
 

Background and purpose: Highly Pathogenic Influenza A(H5N1) viruses cause vast economic 

losses throughout the world. They may circulate in animals and be able to spread from human to human. 

Therefore, launching diagnostic tests are highly essential to control the influenza infection. Studies on the 

amino acid sequence of the neuraminidase (NA) protein of influenza viruses revealed that NA is the most 

immunogenic protein in naïve animals which can simply stimulate the humoral immune system well. 

Materials and methods: Influenza virus NA gene (A/Indonesia/5/2005(H5N1) was cloned into 

pET21a and expressed in host E. coli (BL21) strains. Then, the expression level of NA protein was 

optimized for different IPTG inductor concentrations and times. 
Results: Findings showed the integrity of pET21a-NA construct. Emerging bands with the 

expected molecular weight (38KDal) on SDS-PAGE and WB analysis confirmed the successful 

expression of target protein in E.coli BL21 strain. In silico analysis showed integrity of major epitopes in 

the structure of fused version of NA produced in this work. 

Conclusion: The new recombinant NA has the potential to be used directly in serological tests.  

It could be also used in polyclonal antibody preparation which is employed as an essential material  

in western blot analyses and other immunological and serological studies, such as ELISA, 

immunocytochemistry, and immunohistochemistry. 
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  ـدرانـــازنـــی مـکـــــزشـــوم پـــلـــــگاه عـشــه دانـــلــمج
  )94- 102(   1400سال    فروردین   195م   شماره سی و یکدوره 

  95        1400، فروردین  195، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                دوره سی و یکم             

 گزارش کوتاه

  A (H5N1) بیان پروکاریوتی آنتی ژن نورآمینیداز ویروس آنفلوانزاي
  

      2و1فیزهرا لط
      3بهرخ فرهمند

     4صالح میمر
  5یزهرا برق

  چکیده
 سراســر باعث ایجاد خسارات اقتصــادي زیــادي در A (H5N1)پرندگان  فوق حاد يآنفلوانزا ویروس هدف:و  سابقه

انــدازي بنــابراین راه یوانات درگردش باشد وتوانایی انتشار از انسان به انســان پیــدا کنــد.ح جهان می شوند و ممکن است در
مطالعــات در مــورد تــوالی اســیدهاي آمینــه پــروتئین  هاي تشخیصــی بــراي کنتــرل عفونــت آنفلــوانزا ضــروري اســت.تست

توانــد سیســتم ر حیوانــات اســت و مــیدترین پروتئین زا ایمنی NAنشان داده است که  ) ویروس آنفلوانزاNAنورآمینیداز (
  ایمنی هومورال را تحریک نماید.

کلــون و در  pET21a) در A/Indonesia/5/2005: H5N1( ویــروس آنفلــوانزا در این مطالعه تجربــی ها:مواد و روش
  زي شد.سازمان بهینهو  IPTGاز نظر متغیرهاي غلظت القاگر  NAبیان شد. سپس میزان بیان   BL21(E. coliمیزبان (

 )KDal)38را نشان داد. بانــدهاي ظاهرشــده بــا وزن مولکــولی موردانتظــار  Pet21a-NAصحت ساختار  نتایج، ها:یافته
 بود. درتجزیه و E. coli BL21پروتئین هدف درسویه آمیز از با وسترن بلات تایید شد که بیانی موفقیت SDS-PAGEروي 

  .را نشان داد مطالعه دراینتولید شده NAدر ساختار نسخه  توپ عمدهاي، درستی اپیتحلیل درون رایانه
براي تشــخیص اســتفاده شــود. همچنــین  طور مستقیم در آزمایشات سرولوژيتواند بهنوترکیب جدید میNA استنتاج:

ســایر  وتحلیل وســترن بــلات  تجزیه و بادي پلی کلونال قرارگیرد، که به عنوان ماده اساسی درتواند در معرض تهیه آنتیمی
  ، ایمونوسیتوشیمی استفاده شده است.ELISAمطالعات ایمونولوژیک مانند 

  

  A )(H5N1 يهاي تشخیصی، ویروس آنفلوانزانورآمینیداز، سیستم پروکاریوت، تست واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 تنها نه و بوده جهانی اهمیت بیماري آنفلوانزا داراي

 قــادر حیوانات پرندگان و در بلکه انسانی هايدر جمعیت
 هــايپــروتئین تــرین. ازجملــه مهــم)2،1(باشــدمی گسترشبه

 اشــاره (NA)نورآمینیــداز  بــه تــوانویــروس مــی سطحی
 نمایــان لیپیــدي پوشش زوایدي روي صورت به که نمود

 يویــروس آنفلــوانزا ایمنی نسبت به پاسخ . اولین)1(شودمی
 تولیــد طریــق از عفونــت آنفلــوانزا درپــی بدن در Aنوع 
 .)3(گیــردمــی صــورت نورآمینیــداز برعلیــه هــاباديآنتی

 هــاي آلــودهنورآمینیداز موجب رها شدن ویــروس از ســلول
  بنابراین شودهاي سالم میدرگیرشدن سلول به عفونت و

  
 :farahmand.b2@gmail.com E-mail         تهران  پاستور انیستیتو،  69پلاك  ،خیابان پاستور :تهران -بهرخ فرهمند مولف مسئول:

 تهران، ایران وفناوري زیستی، دانشگاه صنعتی مالک اشتر، پژوهشکده علوم ،بیوتکنولوژي مولکولی کارشناسی ارشد. 1
  ایران تهران، تهران، پاستور بخش آنفولانزا وسایر ویروس هاي تنفسی، انستیتو. 2
  ایران تهران، تهران، رپاستو بخش آنفولانزا وسایر ویروس هاي تنفسی، انستیتو، . استادیار3
  ایران تهران، تهران، پاستور بخش آنفولانزا وسایر ویروس هاي تنفسی، انستیتومیکروبیولوژي،  دکتري. 4
  ایران تهران، تهران، پاستور بخش آنفولانزا وسایر ویروس هاي تنفسی، انستیتوبیوشیمی،  کارشناسی ارشد .5
 : 13/11/1399تاریخ تصویب :              3/9/1399یخ ارجاع جهت اصلاحات :تار            25/8/1399 تاریخ دریافت  
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  A يآنفلوانزا روسیو یوتیپروکار انیب
 

  1400، فروردین  195دوره سی و یکم، شماره                         کی مازندران                                                      مجله دانشگاه علوم پزش          96

 ها است.و واکسن هاي تشخیصیمناسبی براي تستکاندید 
 نشــان آنفلــوانزا هــايویــروس مــورد در شــواهد تجربــی

 اســت که گلیکوزیلاســیون نورآمینیــداز ممکــن دهدمی
 مهــم میزبان گیرنده و شناسایی مناسب گیريشکل براي
 بنــابراین چنــدانی نــدارد، اهمیت آن زاییایمنی در اما باشد،
 همــان خــواص شود، بیان پروکاریوتی سیستم در که زمانی

 نورآمینیــدازدر قطعات کند. بیانمی حفظ را خود آنتی ژنی
 بســیار راهبــرد تواندمی بالقوه طوربه پروکاریوتی سیستم

 درنورآمینیــداز از زیــادي مقــادیر بــراي تولیــد مــوثري
تشخیصــی و  هــايجهت استفاده در کیت کوتاهزمانیمدت

 (که نقطــه داغ ایــن ویــروس در ایرانها به خصوص واکسن
 نورآمینیداز تزریق . همچنین)5،4(شود) باشدمحسوب می

 ضد بادي آنتی تولید القاي موجب موش به شده خالص
 بین از به منجر نهایت در و شده هماگلوتیناسیون فعالیت
. )5(شــودمــی عفونــت ایجــاد در ویــروس نــاییتوا رفــتن

زایــی علاوه بر بیماري H5N1ویروس فوق حادپرندگان 
زایی در انســان وحیوانــات نیــز در پرندگان باعث بیماري

، )6(شود و انتقال انسان به انسان هم مشاهده شده استمی
بنابراین مطالعه حاضر بر روي این نوع ویــروس از انــواع 

ــورت گر ــوانزا ص ــدف آنفل ــا ه ــت و ب ــروتئین ف ــد پ تولی
 درمدت زمان پروکاریوتینوترکیب نورآمینیداز در سیستم 

  انجام گردید. هاي تشخیصیکوتاه جهت استفاده درتست

  
  مواد و روش ها
ـــــالیز ـــــدا آن ـــــاتیکی ابت ـــــوالی روي بیوانفورم    ت

صــورت گرفــت و NA  پــروتئین اياســیدآمینهژنومی و 
 لــــوانزاآنف ویــــروس NA ژن نوکلئوتیــــدي تــــوالی

)(A/Indonesia/5/2005:H5N1  ــــــی ــــــد دسترس باک
EU146623.1  از پایگاه دادهNCBI توالی)7(آمد دستهب . 

برش  هايآنزیم اثر مناطق نوکلئوتیدي موردنظر ازجهت
 افتنیــ منظــور بــه NEBcutter(v2-0) افزارنرم در دهنده
 در مــورد نظــر ژن کردن کلون جهت هاي مناسبآنزیم

 ایــن .)9،8(گرفــت قــرار بررســی مورد pET21a پلاسمید

انستیتو پاستور ایــران  يآنفلوانزا بخش تجربی در مطالعه
ــمید  ــر روي پلاس ــگاه  pFastBacIHNM1ب ــه از دانش ک

  انجام شد. )10(مالک اشتر گرفته شده بود
نورآمینیداز کــه در  ژن تکثیر به منظور PCRفرایند 

 يقرار داشت توسط پرایمرهــا pFastBacIHNM1 پلاسمید
 طراحــی ). بــراي1(جدول شــماره شد انجام NAاختصاصی 

 )Gene Runner6.5.51)  version افــزارنــرم از پرایمــر
ــن اســتفاده شــد و ویژگــی هــاي بیوشــیمی و فیزیکــی ای

پرایمرها بررسی گردید، سپس براي سنتز به شرکت سینا 
  ژن فرستاده شد.

  
  سیناژن توالی پرایمرهاي دریافت شده توسط شرکت :1جدول شماره 

  

  )bpاندازه (  دماي ذوب  GC%  توالی پرایمر نام پرایمر
F-BamH1  5′- CTAGGATCCATGATCTCAATATG 1/39 08/57  23  

R-Xho1  5′- TATCTCGAGCATTTCAAAGCC 9/42 92/55  21  

  
  یافته ها

 و مخلوط واکــنش PCR واکنش دمایی و برنامه زمانی
PCR  ــداول شــماره ــب در ج ــه ترتی ــت.  3و2ب ــده اس آم

master mix  برايPCR  میکرولیتر  20نیز شاملdNTPs، 
ــافر100 ــر ب ــر  PCR)10x،(30 میکرولیت  Mgcl2میکرولیت

میکرولیتر آب مقطر اســتریل بــود.  350 میلی مولار)،25(
  الگو انجام شد. DNAاز  100/1در رقت  PCRواکنش 

  
 NA ژن تکثیر براي ستفادها وزمانی مورد ییبرنامه دما: 2 جدول شماره

  PCR واکنش در
  

  تعداد چرخه  زمان  (درجه سانتی گراد) دما مرحله
  1  دقیقه 5  94  اولیه واسرشتگی

    ثانیه 30  94  واسرشتگی
35  
  

  ثانیه 30  47  اتصال
  دقیقه2  72  گسترش

  1  دقیقه5  72  گسترش نهایی

  
  PCRمخلوط واکنش  :3 جدول شماره

  

  مقادیر موردنظر (میکرولیتر) مواد مورد استفاده
 master mix (  5/12(  لول کاريمح

DNA 1  الگو  
  1  پرایمر پیشرو

  1  پرایمر معکوس
  4  آب مقطر استریل

  Taq  5/0آنزیم 
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  و همکاران فیزهرا لط     

  97        1400، فروردین  195دوره سی و یکم، شماره                        مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                      

 گزارش کوتاه

 با استفاده از کیت استخراج PCRسازي محصولخالص
DNA  شرکتQIAquick® PCR Purification Kit انجــام 

 ،PGEM-TEasy وکتور در سازيانجام همسانه براي .شد
 وکتــور آمــاده شــده و PCRمحصول  اسیون بینلیگ واکنش

 PGEM-Teasy )PGEM-TEasy Promega تکثیــري 

REF.A137A Lot.No.0000287313کــه ) با توجه به این
 هــر بــراي معمــولا و باشدمی کیلوباز 3000 وکتور اندازه

لازم  وکتــور T از نــانوگرم 50 حــداقل ligation واکــنش
 هــدف ژن قطعه مولی نسبت مطالعات تربیش در و باشدمی

 4 است، طبق جــدول شــماره بوده 1 به 3 نسبت وکتور به
  آنــزیم از کــدیگری بــه هاآن اتصال انجام گرفت. جهت

T4DNA Ligase شرکتFermentase .استفاده شد  
  

 مخلوط تهیه براي آن ها از موردنیاز مقادیر و مواد :4جدول شماره
  وکتور T به ژن اتصال واکنش

  )میکرولیتر( مقدار نیاز مورد مواد
D.W  4  

PGEM-T-easy Vector(50ng)  5/0  
T4 DNA ligase  1  

Sample (PCR product)  5/0  
2x rapid ligation buffer  4  

  
 'TOP10fباکتریــایی  میزبان هب Tvector-NAسپس 

 LB-Agar هــايدر پلیــت شده انتقال پیــدا کــردو مستعد
شــد،  هداد کشــت IPTG و X-Gal ســیلین،آمپــی داراي
 رشــد هايکلنی از نوترکیب هايپلاسمید شناساییبراي 
انجام شــد.  rapid miniprebها تست پلیت روي بر کرده
 اســتخراج بود، مثبت هاآن که نتایج هاییکلنی از سپس

 BamH1 آنزیمــی هضم با سپس گرفت و صورت پلاسمید
 سازيهمسانهبراي  .تایید شد نوترکیب پلاسمید Xho1 و

 از استفاده با ژنی قطعه pET-21 بیانی وکتور در NA ژن
 وکتــور وارد و جــدا اولیه وکتور از گفته شده يهاآنزیم

 نیز انجــام pET-21وکتور  آنزیمی همچنین هضم بیانی شد،
 NA -Tvectorبرش قطعه ژنــی  و pET21شد. هضم آنزیمی

 صورت گرفت. ســپس Xho1 و BamH1 هايتوسط آنزیم
 شــد. تخلــیص انجام شدهخطی  pET21 وکتور تخلیص

 QIA quick کیــت بــا Gel extraction روش بــه NA ژن

 pET-21 بیــانی وکتور به NA ژن گرفت و اتصال صورت
بــه  1 مــولی در دو نسبت 5 شده طبق جدول شماره خطی

  انجام شد. وکتور به هدف ژن قطعه از 3 به 1و  1
  

 وکتور هب NA ژن اتصال براي نیاز مورد مواد میزان :5 جدول شماره
  شده خطی pET-21 بیانی

  

  3به 1  1به 1 مواد
 75/0 5/0 )نانوگرم(NA )هدف(ژن قطعه ي

 5/6 5/6 )نانوگرم (pET21a) (قطعه وکتور 
 1 1 )لیتر میکرو( 10X بافر

T4DNA Ligase  1 1  )میکرولیتر(آنزیم 

 75/0  1  اب مقطر(میکرولیتر)

 10  10  حجم کل(میکرولیتر)

  
 'TOP10fباکتریــایی  میزبــان به pET21-NA آنگاه

 ترانســفورم هــايشده انتقال پیــدا کــرد و بــاکتري مستعد
 تتراســایکلین ســیلین وآمپی حاوي هايپلیت روي شده،

 نوترکیــب پلاســمیدهاي شناســاییجهت  شدند، داده کشت
 حــاوي هــايپلیــت روي بــر کــرده رشــد هــايکلنــی از

انجام  rapid miniprebتست  و PCR سیلین، کلونیآمپی
 مثبت هاآن که نتایج هاییکلنی از گردید. سپس مانند قبل

 هضــم بــا ســپس گرفــت و پلاسمید انجام استخراج بود،
 نهایی تایید نوترکیب پلاسمید Xho1 و BamH1 آنزیمی

 جهت بررسی بیان ژن و تولید پــروتئین مــوردنظر، بایــد .شد
 E. Coliنوترکیب به داخل میزبان پروکاریوتی  پلاسمید

 از کلون تک کیانتقال یابد، بنابراین  BL21ویه بیانیس
 میزبان به پلاسمید انتقال مرحله در شده ایجاد کلنی هاي

 از را حرارتی شوك وسیله شده به مستعد پروکاریوتیک
 لیتــرمیلی 10 حاوي هايلوله به رقیق کشت هايپلیت سطح

 انتقال سیلینآمپی بیوتیکآنتی حاوي مایع محیط کشت
 درجــه 37 شــیکردار انکوبــاتور در هــاود. فــالکونشــمی

 600nm OD بــه کــه زمانی تا می گیرند قرار گرادسانتی
 عنــوان بــه آن از لیترمیلی 1 سپس برسند. 6/0تا  4/0بین 

 القــاي سازيجهت بهینه شود وبرداشت می غیرالقا نمونه
 هــايغلظــت با(IPTG)  تیوگالاکتوزید ایزوپروپیل بیان،

1mM، 0.5mM 0.1  وmMو مورد آزمایش قرار گرفت 
 القــاگر، مختلــف غلظــت بــا لولــه هــر بــراي نهایــت در
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 و 5 تا 0 زمان از رسوب باکتري حاوي هاییمیکروتیوب
داشــت.  ) خــواهیمOver night( ســاعته 16 نمونــه کیــ

اکریل آمید بــرده و از ســدیم دو  ژل روي هاسپس نمونه
 شــد بعــد درصد اســتفاده12(SDS-PAGE) دسیل سولفات 

 نمونه هر از میکرولیتر 15 سازي،آماده و نرمالیزاسیون از
 SDS-PAGE در نظــر مــورد پــروتئین بیــان تاییــد جهت

 پــروتئین وسترن بلات جهــت تاییــدو  است شده استفاده
 اســتفاده بــا اســت پلــی هیســتیدینی دم داراي کــه مدنظر
 دم علیــه6000/1رقــت  بــا HRPهیس کنژوگــه بــاازآنتی

 استفاده از سوبستراي تترامتیلبا پروتئین و ینیهیستیدپلی
 نجــاما 110M1427(SIGMAاز شــرکت ( TMB)( بنزیدین

 Prestained Protein Ladder مــارکر مــورد نظــرشــد. 
  .بودناکلون یشرکت س

  

  بحثیافته ها و 
در بخش  1398-1399هاي پژوهش حاضر طی سال

 تصــویر رانیستیتوپاستور تهران انجام شده است. د يآنفلوانزا
 محصــول توســط الکتروفــورز از  آمده دستهباند ب 1شماره 
PCR ژن که شامل NA آنزیم دو برش هايجایگاه همراه به 

BamH1/Xho1 شده اســت،  طراحی پرایمرها توسط که
  است. bp975 توالی این باشد. اندازهبه خوبی نمایان می

  
        3             2           1  

   
  

 PCRدرصد ازمحصول1الکتروفورز روي ژل اگارز  :1ماره ش تصویر
  . NAبراي ژن 
  ، kb DNA ladder (Cinnagen Cat.NO.PR901644) 1-1چاهک 
   ،)الگو بدون PCRانجام (منفی کنترل -2 چاهک

  .باشد یم bp975با اندازه  NAبراي قطعه  PCRواکنش  -3چاهک 

 آنزیمــی نتایج حاصــل از هضــم 2شماره  تصویردر 
 هــايآنزیم وسیله بهpET21-NA نوترکیب سمیدهايپلا

BamH1 و Xho1 خــروج تصویر کنید که دررا مشاهده می 
 باشــد.مــی سازيدهنده صحت همسانهنشان bp 975 قطعه

کار رفته دراین پــژوهش به pET21نقشه  3 شماره تصویر
  دهد.را نشان می

  

                 
  
  آنزیمــی  هضــم نتیجــه بــه مربــوط الکتروفــورز :2شــماره تصــویر

PET21-NA 1-1چاهک  درصد 1 آگارز ژل روي kb DNA ladder 

(Cinnagen Cat.NO. PR901644) بــا هضــم محصــول -2چاهک  و 
   و NA ژن bp 975 قطعـــه خـــروج و Xho1 و BamH1آنـــزیم  دو

  PET21  وکتور bp5443 ي قطعه

  
 موردنظرتوســط پــروتئین بیــان نتایج حاصل از تایید

SDS-PAGE  ارائــه شــده اســت، بــا 4 شــماره تصویردر 
نوترکیـــب  پــروتئین وزن تقریبــی کــهایــن بــه توجــه

مشخصــی  بانــد کیلودالتون است، 38حدودا  نورآمینیداز
پــروتئین حاصــل از  شــد و مشــاهده ژل از ناحیــه آن در

ســاعت 16و مدت زمــان  IPTGمولاز از میلی 5/0غلظت 
رین بیــان پــروتئین دن القــاگر، بــه عنــوان بهتــبعداز افــزو

  مربوطه انتخاب گردید.
 بــا بلات وسترن از نتایج حاصل 5 شماره تصویر در
 ابتــداي در کــه His تــوالی علیــه آنتــی بــادي از استفاده
 باند فیوژن شده است را ملاحظه می نماییدکه NAتوالی 

 KD 38وزن مــورد انتظــار  بــا NA پــروتئین بــه مربــوط
  .نمایان است

 975 bp 

 5443bp 

 975bp 
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  pET21نقشه وکتوربیانی  :3هشمار تصویر
  

  
  

 و پــیش BL21 باکتري رسوب هاي نمونه SDS-PAGE :4شماره تصویر
 القــاگر مــولار میلــی 5/0 غلظــت بــا NA نوترکیــب پــروتئین بیــان القاي از پس

IPTG دماي در °C 37تــون یــش پــروتئین نمونــه - 1، س  - 6 تــا 2 القــا، سـتـون از پ
 پروتئینــی ينمونــه  - 7بیــان، سـتـون القا از پس 5 تا 1ساعات  پروتئینی نمونه هاي

 پــروتئین مولکــولی وزنمی باشد. بیان  القا از پس) Over nightساعت(16
  .است کیلودالتون 38موردنظر نوترکیب

  
 مارکر -1است. نورآمینیدازوسترن بلات پروتئین نوترکیب  :5 شماره تصویر

باکتري فاقد ( فیکنترل من -2وزن مولکولی تهیه شده از شرکت سیناکلون، 
  NAنمونه حاوي پروتیین نوترکیب   -3پلاسمید بیانی)، 

  
  

 38 KD 
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ــا 2020ســال  در ــداللهی و همکــارانش ب مــیلادي عب
درحــال گــردش  H5NXنــوع ژنــوم ویــروس 28بررســی 

درایران، اذعان داشتند که شواهدي از انتشار این ویروس 
از ایران به خاورمیانه وجود دارد، بنــابراین ایــران ممکــن 

 یــک نقطــه داغ بــراي انتشــار ویــروس فــوق حــاد اســت
مــورد . ژن )5(باشــدژنتیکی جدید پرندگان و ایجاد تنوع 

ـــن مطالعـــه  ـــود کـــه  NAژن بررســـی در ای ـــروس ب وی
 است پاسخ ایمنــی هومــورال هاي ساختاري آن قادرژنآنتی

بسیاري بر ایــن باورنــد  . محققان)10،7،1(تحریک کندرا 
ــه روش ــوانزاک ــی آنفل ــاي تشخیص ــی(ه ) H5N1ي مرغ
هــاي مونوکلونــال وپلــی کلونــال بســیار بــاديبرپایه آنتی

هاي ســنتی از قبیــل روش مفیدتر بوده و مشکلات روش
 هــاي ایمونوفلورســانس) و روشHIمهــار هماگلوتیناســیون (

ــد ــه واکســن .)12،11(را ندارن ــد ک ــان دریافتن ــاي محقق ه
توانــد بســیار ویــروس، مــی NAآنفلوانزا برپایه آنتــی ژن 

هاي فعلــی را بــا مفید بوده و عقیده دارند که باید واکسن
NA یا باید از آن به عنوان یک واکســن  بهبود ببخشند و

هــاي غیرفعــال فعلــی بــراي جــایگزینی واکســنبالقوه براي 
 و تجزیــه دنبال. به)13- 17(استفاده کرد AIجلوگیري از بروز 

 نظــر از NA روي ژن اولیــه بیوانفورمــاتیکی هــايتحلیــل
 NA مولکــول کــه مشاهده کردیم مختلف، هايشاخص

 میزبــان یــک در پایــدار صــورت بــه و خوبی به تواندمی
 تــوپیاپــی هاينبراساس مکا و شود بیان پروکاریوتیک

 ایمنــی سیســتم تحریک به قادر بالقوه طوربه شده، بینیپیش
طــور مســتقیم در توانــد بــهو مــی اســت ویروس علیه بدن

 دلایل .براي تشخیص استفاده شودآزمایشات سرولوژي 
 این اصلی وکتور از استفاده از قبل وکتور TA از استفاده

 شــودانجام می سرعت به روش این با کلونینگ که است

 انتهاي در A Overhang داشتن دلیل به موردنظر توالی و
 شــودمــی ایجاد Taq polymerase آنزیم توسط که خود

 بــه کلونینگ و شده صلمت وکتور در T نوکلئوتیدهاي به
 تــرینقــوي از یکــی pET شــود. سیســتممی انجام راحتی
 هــايپروتئین بیان و کلونینگ براي شده شناخته هايسیستم

باشد، بنابراین دراین می نوترکیب درباکتري اشرشیاکلی
جهــت کلــون  pET21مطالعه ما از سیســتم پروکــاریوتی 

 میزبــان ريکه باکتجایی. ازآن)6(استفاده کردیم NAژن 
 نــام بــا شــده مهندســی E.coli بــاکتري وکتــور این براي

BL21 ،سویه در از تکثیر بنابراین پس است TOP10f' به 
 توجــه قابــل بیان و شد منتقل خوبی به BL21 بیانی سویه

 از مــولارمیلــی 5/0 میــزان ســاعت و16 زمان در پروتئین
 یــدتول بــراي را بیــانی سیستم این بودن مناسب IPTG القاگر

 بــه توجه به نتایج می کند. با پروتئین تایید این نوترکیب
 وآنالیز غلظت پــروتئین بانــدها SDS-PAGE از آمده دست

مــولار میلــی 5/0 در غلظــت بیــان هتــرین، بImageتوسط 
 القــا از پــس ســاعت)16یک شــبانه روز (درمدت زمان و

 دنبالــه داراي نوترکیب پروتئین تایید شد وجهت انتخاب
  شد. استفاده بلات وسترن روش از شده ی بیانهیستیدین
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