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چکیده:
سابقه و هدف: ویروس انفلوانزا A یکي از عوامل اصلي مرگ ومیر سالیانه مي باشد و از سال 1960 میلادي بر علیه آن واکسن موثر 
در دسترس بوده است. تغییرات مداوم آنتي ژنیک ویروس چالش بزرگي در مسیر تولید سالیانه واکسن مي باشد. در حال حاضر محققین 
روی آنتي ژنهاي ثابت ویروس مطالعه می کنند. پروتئین M2 یک کانال یوني درون پوشش ویروس انفلوانزاي A تشکیل مي دهد که در 

عفونت زایی آن موثر است. این پروتئین حفاظت شده است و هدف مناسبي براي تولید واکسن انفلوانزا میباشد.
مواد و روش ها: با توجه به محدودیت کشت ویروس انفلوانزا در آزمایشگاه توالی ژن M2 از ویروس سویه H1N1  ایران انتخاب 
و سنتز شد. ژن M2 در وکتور pET22b ساب کلون گردید. پروتئین نوترکیب در باکتری E.coli سویه BL21DE3 بیان و از آنتی بادی 

اختصاصی در روش SDS-PAGE و وسترن بلات برای تایید آن استفاده شد.
یافته ها: غلظت پروتئین حاصل 300 میکروگرم در هر میلی لیتر بدست آمد و با آنتی بادی اختصاصی تایید گردید.

نتیجه گیری: پروتئین M2 ویروس آنفلوانزا در باکتری  Ecoliسویه BL21 (DE3) قابل بیان است.
کلمات کلیدی: کلونینگ، ویروس آنفلوانزا، بیان ژن
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مقدمه
بیماری های تنفسی در جهان بیش از نیمی از موارد بیماری های 
حاد را تشکیل می دهد در این میان ارتو میکسوویریده (ویروس 
انفلوانزا) عامل مهمی در ایجاد بیماری و مرگ ناشی از بیماری 
های تنفسی به شمار میاید. درچند سال اخیر4 پاندمی انفلوانزا  
A به وسیله ویروس های جدید از میزبان های پرندگان یا خوک 
انفلوانزای  اپیدمی  انسانی منتقل شده است. کانون  به جمعیت 
است(8)  شده  گزارش  شمالی  آمریکای   H1N1 2009 خوکی
قطعه 7 ژنوم ویروس انفلوانزا دو پروتئین M1 و M2 را کد می 
کند. پروتئین M1 غشاء لیپیدی ویریون را از داخل پوشانده و 
باعث استحکام آن می شود. پروتئین M2 یک پروتئین داخل 
 غشایی با وزن مولکولی 28 کیلودالتون بوده و به عنوان کانال 

به  ها  پروتون  هدایت  با   M2 یونی کانال  کند.  می  عمل  یونی 
 pH داخل اندوزوم باعث ایجاد شرایط اسیدی می شود که این
منجر به جدا شدن پروتئین M1 از ریبونوکلئوپروتئین شده و 
این مجموعه به داخل هسته انتقال می یابد(7) . این پروتئین 
سویه  برابر  در  ایمنی  ایجاد  توانایی  هومورال  ایمنی  تحریک  با 
 (M2)  2 ماتریکس  پروتئین  دارد(5).  را  انفلوانزا  مختلف  های 
یک پروتئین بین غشایی با 97 اسید آمینه به شکل هموتترامر 
سلول  پلاسمایی  غشاء  در  که  است  سولفید  های دی  پیوند  با 
های آلوده به ویروس با چگالی بالا که شبیه مولکول HA است 
ویروس  شدن  آزاد  هنگام  پروتئین  این  چگالی  شود.  می  بیان 
انفلوانزا  ویروس  متوسط  طور  به  میابد.  کاهش  جدید  های 
شامل 10 تترامر M2، حدود 400 تری مر HA و 100 تترامر 
و  دانشمندان  توجه  اخیرا"  میباشد(6،3).  ویریون  هر  در   NA

فارماکولوژیستها به این پروتئین جهت طراحی واکسن معطوف 
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شده است. این پروتئین هدف اختصاصی داروهای ضد انفلوانزا، 
آمانتادین و ریمانتادین است. هدف این تحقیق کلون و بیان این 

پروتئین شاخص ویروس از سویه بومی ایران بوده است.
مواد و روش ها

 :M2 تایید وکتور حاوی ژن
توالی  آزمایشگاه،  در  انفلوانزا  ویروس  کشت  محدودیت  بعلت 
انتخاب  ژن  بانک  از  ایران    H1N1 سویه  ویروس  از   M2 ژن 
مصرفی  کدونهای  نظر  از  توالی  این   .(HQ606474)گردید
 SalI و   SacI آنزیمهای  اثر  دو محل  و  داده شد  تغییر  باکتری 
در دو انتهای تعبیه گردید. در نهایت این توالی  برای سنتز به 

شرکت ندای فن سفارش داده شد.
پلاسمید pGE حاوی ژن M2در باکتری E.coli سویهTop10  با 
روش هاناهان ترانسفرم و تکثیرشد. بعد از تخلیص پلاسمید(کیت 
بایونیر، کره) قطعه مورد نظر با استفاده از پرایمر های عمومی 
M13 (توالی دو طرف محل کلون ژن هدف در پلاسمید) تکثیر 

گردید. 
M13 F     5’GTAAAACGACGGCCAGTG3’

            M13 R     5’GGAAACAGCTATGACCATG3’
PCR جدول شماره 1: موادمصرفی و غلظتهای آنها در واکنش

غلظت 
مصرفي در واکنش

مقدار 
مصرفي در 

واکنش

مواد مورد استفاده 
درواکنش

1 ng  1 μl
Plasmid(DNA)

(1ng/ μl)
 m M

0.2
 5 µldNTP (10mM)

 m
10 M

 1.5
µlMgCl2(50mM)

 pmol
1.5

2 µl Primers 20pmol

1 X3 μlBuffer PCR10x
 u

1.25
 μl

0.25
 Taq DNA

polymerase(5 unit/ μl)
 Up

to 30 µlD.W.

واکنش PCR براي تکثیر ژن M2 به وسیله پرایمر هاي عمومی 
M13 به صورت زیر انجام گرفت:

M2 براي تکثیر ژن PCR جدول شماره 2:مراحل واکنش
5 Min94  ̊C Initial

Denaturation
30  S94  ̊C   Denaturation
40  S54  ̊CAnnealing

1 Min72  ̊CExtension

5 Min72 ̊C Final
extension

ساب کلونینگ ژن M2 در وکتور بیان :

گرفته  نظر  در   pET22b پروتئین  این  بیان  برای  نهایی  وکتور 
شده است که بعد از هضم باآنزیمهای SacI ( فرمنتاس، لیتوانی) 
و SalI ( فرمنتاس، لیتوانی) از ژل آگارز (بایونیر، کره) تخلیص 

گردید.
 T4  و وکتور بعد از آماده سازی با یک واحد آنزیم M2 قطعه
DNA ligase (فرمنتاس- لیتوانی ) در دمای 22 درجه سانتی 

گراد به هم متصل شدند. جهت تایید این مرحله از PCR قطعه 
با پرایمرهای عمومی pET22b و هضم آنزیمی استفاده شد(1) .

پرایمر هاي طراحي شده براي تکثیر ژن کلون شده در پلاسمید 
pET22b با دمای اتصال 54 درجه سانتی گراد به ترتیبی که در 

جداول 1 و 2 ذکر گردید از قرار زیر است:
pET22bF    5’TAATACGACTCACTATAG3’
pET22bR   5’GCTAGTTATTGCTCAGC3’  

رنگ  با  و  الکتروفورز   %  1/5 روی آگاروز  بر   PCR محصولات 
سایبرگرین مشاهده  گردیدند. 

بیان ژن M2 و تایید آن
 /M2کشت شبانه با یک کلوني باکتري حاوي پلاسمید نوترکیب
هند)  هایمدیا،   )  LB.broth کشت  محیط   2ml در   pET22b

 100 mg/mL باmL 40 محیط حاوي  بعد  روز  و  انجام گرفت 
آمپی سیلین( سیگما، آلمان) در یک ارلن استریل کشت مجدد 
داده شد. در انکوباتور شیکردار با سرعت 200 دور در دقیقه به 

مدت 2 ساعت انکوبه گردید.
به   1 mL  ،  0/6 به   600ODرسیدن و  از گذشت 2 ساعت  پس 
عنوان نمونه صفر در نظر جمع آوری شد، سپس با 40 میکرولیتر 
القاء گردید. نمونه های 3 و5  IPTG (1mM) (سیگما، آلمان) 

ساعت نیز جمع آوري شد.

تایید بیان ژن  با روش  SDS-PAGE و وسترن بلاتینگ
همراه  به  متفاوت  های  زمان  در  شده  القا  باکتری های  لیزات   
 12SDS-PAGE  % ژل  روی  بر  پلاسمید،  بدون  سلول  لیزات 
از  انتقال  از  مقایسه گردید. پروتئین مورد نظر با kDa 28پس 
ژل SDS-PAGE به کاغذ نیتروسلولز با تکنیک وسترن بلاتینگ 

تایید گردید(1) 
ازآنتی بادي  mouse Anti M2 Antibody (Abcam,UK)  به 

1393، کلونینگ... پانزدهم، تابستان  - مولکولی دوره چهارم، شماره  تازه های بیو تکنولوژی سلولی 
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عنوان آنتی بادی اول و از آنتی بادی Anti mouse کونژوگه با 
آلکالن فسفاتاز بعنوان آنتی بادی دوم استفاده شد. جهت رویت 

باند از کروموژن و سوبسترای NBT/BCIP بهره گرفته شد(2).
یافته ها 

تایید کلون اولیه ژن M2 :  واکنش PCR به وسیله پرایمر 
عمومی M13  انجام شد و قطعه مورد نظر تکثیر گردید. محصول 
در   bp971 باند که  گردید  الکتروفورز   %1/5 ژل  روی   ،  PCR

شکل 1 مشاهده می شود.

شکل شماره 1: الکتروفورز محصول PCR (971bp)ژن M2 کنار مارکر100 

DNA جفت باز

تهیه قطعه M2جهت کلون در وکتور بیان
 SalI ,SacI با استفاده از آنزیم های محدود الاثر PCR محصول
کنار  در   %1/5 آگارز  ژل  روی   مرحله  هر  و  شده  داده  برش 
مارکر bp 100 الکتروفورز گردیده است. با توجه به نتایج حاصله 
قطعه 771 جفت بازی از پلاسمید اولیه و سنتتیک pGE خارج 

گردید( شکل شماره2).

SacI و  الاثر  آنزیم های محدود  توسط  شکل شماره 2: قطعه برش خورده 

100bp و محصول اولیه در کنار مارکر SalI

pET22b در وکتور M2 نتایج ساب کلونینگ قطعه
 SalI و SacI وکتور مذکور با استفاده از آنزیم های محدود الاثر
انکوبه گردید و سپس بر روی ژل آگارز 0/8 % الکتروفورز شد( 

شکل شماره3).
آنزیم های  توسط  شده  نوترکیب سنتز  پلاسمید  آنزیمي  هضم 
SalI و SacI انجام شدکه حاصل آن بصورت خروج ژن M2 از 

پلاسمید نوترکیب کنار مارکر روي ژل 1/5 % در شکل شماره 
4 مشاهده میشود.

شکل شماره 3: وکتور pET22b خطی شده، B: وکتور pET22b کنترل

100bpخارج شده از وکتور کنار مارکر M2 771 ژنbp :4شکل شماره

نتایج حاصل از بیان پروتئین پس از القاي سلول با   
IPTG 1mM

همراه  به  متفاوت  های  زمان  در  شده  القا  باکتری های  لیزات 
 12SDS-PAGE  % ژل  روی  بر  پلاسمید،  بدون  سلول  لیزات 
مورد بررسی قرار گرفتند. باند پروتئین M2 در مقایسه با موارد 

کنترل در شکل شماره 5 مشاهده می شود 

A      B     C      D                   

 M2 12 حاصل از الکتروفورزپروتئین% SDS-PAGE شکل شماره5: ژل

 :B ترکیب،ستون  نو  پلاسمید  بدون   BL21 سلول   :A ستون 
 5 :D 3 ساعت پس از القا ،ستون :C نمونه ساعت صفر،ستون

ساعت پس از القا
نیتروسلولز  کاغذ  به   SDS-PAGE ژل  از  باند  انتقال  از  پس 
استفاده  بلاتینگ  وسترن  تکنیک  از   M2 باند  تایید  منظور  به 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره پانردهم، فاطمه جعفری نژاد و همکاران
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ثانویه کونژوگه  بادی  آنتی  با  از مراحل آشکار سازی  شد. پس 
 6 شماره  شکل  در  شده  بیان  پروتئین  باند  فسفاتاز  آلکالن  با 

مشاهده گردید.

 
M2 28 پروتئین KD شکل شماره6: نتیجه وسترن بلات و باند

بحث:
HA وNA گلیکوپروتئین هایی هستند که درون پوشش ویروس 

میکند.  تغییر  راحتی  به  آنها  ژنی  آنتی  ساختار  و  دارند  قرار 
های  ویروس  درهمه    M2 غشایی  پروتئین  ایندو،  خلاف  بر 
انفلوانزای انسانی همولوژی بالایی را نشان می دهد(10). بعضی 
از جهش های M2 ویروس انفلوانزا ضعیف است(8) . پروتئین 
های تشکیل دهنده کانال یون M2 در ویریون  ورود یونها را از 
به درون ذره ویروس مقدور می سازد و تغییر ترکیب  اندوزوم 
دانشمندان  توجه  اخیرا"  تقویت می کند(14).  را   HA ساختار 
و فارماکولوژیستها به این پروتئین معطوف شده است. چرا که 
و  بوده  شده  حفاظت   A انفلوانزاي  هاي  ویروس  همه  بین  در 
همچنین ایمونوژن میباشد، بنابراین یکی از اهداف مناسب براي 
 . باشد(12)  مي  الطیف  وسیع  ایمني  با  انفلوانزا  واکسن  تولید 
  E.Coli BL21 (DE3)سویه از  استفاده  با  تحقیق  این  در 
در   M2 پروتئین کننده  کد  ژن  کلون کردن  با  مهندسی شده 
در  میکروگرم   300 شده  تنظیم  شرایط  در    pET22b وکتور 
میلی لیتر بدست آمد. در خصوص انتخاب ژن M2 به عنوان یک 
ایمونوژن بر علیه ویروس انفلوانزا تحقیقات بسیاری انجام شده 
 A. در تحقیق DNA vaccine است که از جمله آنها می توان به
Ihataو همکارانش در سال 2001(9)، و یا بصورت VLP بهمراه 

نمود. در سال  B(11،13)اشاره  هپاتیت  ویروس   core پروتئین 
 M2 دمین خارج سلولی Frace AM, Klimov AI1999 توسط
ویروس را مطرح نمودکه در مدل های حیوانی منجر به ایمنی 
در مقابل ویروس گردید(6). متداول ترین میزبان بیاني از سویه 

هاي BL21(DE3) ،E.coli مي باشد. این سویه از E.coli داراي 
مزایاي زیادي براي تولید پروتئین نوترکیب مي باشد. BL21 از 
سویه ي E.coli B مشتق شده است. یکي از روشهاي کنترل پایه 
بیان، استفاده از وکتورهایي مي باشد که حاوي lac T7 پروموتور 
است.   pET22b وکتور مورد استفاده در این تحقیق  هستند. 
استفاده   DE3 وقتي این نوع از وکتورها در میزبانهاي لیزوژن
رپرسور در کروموزوم میزبان فعالیت نموده و   lac شوند،  مي 
رونویسي از ژن هدف را با مهار تولیدT7 RNA  پلیمراز مهار 
مي کند(4) . بدین ترتیب در ادامه این تحقیق پروتئین بدست 
ایمونولوژیکی  ارزیابی  مورد  پروکاریوتی،  بیان  در سیستم  آمده 

قرار خواهد گرفت.
 E.Coli BL21نتایج این تحقیق نشان داد که با استفاده از سویه
با کلون کردن ژن کد کننده پروتئین   (DE3) مهندسی شده 
بیان  pET22b  می توان آن را در مقادیر زیاد  M2 در وکتور 
نمود. مقدار بدست آمده در شرایط تنظیم شده در این تحقیق 

300 میکروگرم در میلی لیتر میباشد.

سپاسگزاری:
و  سلولی  بیولوژی  تحقیقات  مرکز  آزمایشگاه  در  تحقیق  این 
مولکولی دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی انجام گرفته است. 
تامین بودجه آن مشترک بین این مرکز و مرکز ژنومیک دانشگاه 
بوده است. بدین وسیله از مسئولین محترم این مراکز تشکر و 

قدردانی میشود.

1393، کلونینگ... پانزدهم، تابستان  - مولکولی دوره چهارم، شماره  تازه های بیو تکنولوژی سلولی 
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