
35  

از ويروس سرخك سوش  (F)كلونينگ ژن فيوژن جداسازي و 

 (AIK-C)واكسينال 
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  تهران ،)ع(دانشگاه امام حسين كارشناسي ارشد بيولوژي سلولي مولكولي،  - 1

  مركزتحقيقات بيوتكنولوژي كاربردي و محيط زيست تهران ،)عج... (ه او دانشگاه علوم پزشكي بقي )ع(امام حسين  دانشگاه ،دانشيار - 2

  كرج موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي، ،بخش بيوتكنولوژي ياراستاد - 3

  

  19395-5739 صندوق پستيتهران، *

Saadati_m@yahoo.com 
  )24/8/89: ، پذيرش مقاله31/4/89: دريافت مقاله(

  

 است هاها و از جنس موربيلي ويروس نواده پاراميكسو ويروسويروس سرخك عضو خا - چكيده

  .با قطبيت منفي است RNAكه داراي ژنوم 

كـه روي   AIK-Cهـاي سـرخك سـوش واكسـينال     ابتدا از محيط حاوي ويـروس  ،در اين تحقيق

ــوراً  RNAاز، اســتخراج شــد RNA ،رشــد كــرده MRC-5هــايســلول ــراي اســتخراج شــده ف  ب

 cDNA از .شـد بـرداري معكـوس اسـتفاده    با استفاده از واكـنش نسـخه   ايرشتهتك  cDNAساخت

اسـتفاده  PCR پرايمرهـاي اختصاصـي در واكـنش     با Fژن تكثير  برايعنوان رشته الگو هاي برشته تك

 (+)pET-22bو  (+)pET-28aدرون وكتورهـاي بيـاني    bp 1662 بـا طـول   PCRمحصول  .شد

 ـپلاسميد ،كلونينگ تأييد براي. شدكلون    E. coli DH5αهـاي مسـتعد  درون سـلول ههاي نوتركيب ب

 ـ كلوني. ترانسفورم شد سـپس  . غربـالگري شـدند   ،مسـتقيم  PCR بـا اسـتفاده از   ،دسـت آمـده  ههـاي ب

  .استخراج شدروش ليز قليايي  به هاي نوتركيبپلاسميد

انجام   HindIIIو NdeI با اثر محدودهاي با استفاده از آنزيم ،هاي نوتركيبپلاسميد هضم آنزيمي

شركت  با pET-28aFپلاسميد نوتركيب توالي  .جداسازي شد bp 1662 طولهب DNAقطعه  و شد

MWG  مقايسه اين تـوالي بـا تـوالي ژن    . شدآلمان تعيينF     سـوش  (ويـروس سـرخك از بانـك ژن

حاكي از همولوژي بـالا  Accession number: AF266286) با  (AIK-C) واكسينال ادمونستون 

   .استژن دو ن بين اي

تهيه  براي Fژن بنابراين مطالعه . استبسيار حفاظت شده و پايدار  Fژن اد نشان دتحقيق اين نتايج 

  . دارداهميت  ،واكسن نوتركيب

 
  .نگيكلون ،(+)pET-22bو  (+)pET-28aوكتورهاي بياني  ،Fژن  ،سرخكويروس  :كليدواژگان

مدرسزيستي و فناوري علوم   

1389، پاييز 1، شمارة 1دورة   
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  مقدمه -1

هـا و از  ويروسويروس سرخك عضو خانواده پاراميكسو 

 داراي آنپوشش غشايي  و استها جنس موربيلي ويروس

در جـذب   Hن يپـروتئ . باشـد  ميF وH دو گليكو پروتئين 

 ،روس سـرخك يو Fن يپروتئ و يرنده سلوليروس به گيو

روس بـه سـلول نقـش دارد و    يو وژن و وروديند فيادر فر

روس ي ـن ويا زاييبيماريعفونت و ايجاد در  يديعامل كل

تـرين  مهـم  ،علاوه بر نقش بيولوژيك هانين پروتئيا .است

   .]1،2[ هستندهاي ويروس سرخك  ژنآنتي

 يكـودك  دوران مربوط بـه  يماريك بيسرخك عموماً 

. شـود يگسـترده م ـ  يق دسـتگاه تنفس ـ ي ـاست كـه از طر 

و  اسـت روزه  14تـا   10ك دوره كمـون  ي يدارا يماريب

 3تـا   2 سپس تب، سرفه، زكام و التهاب چشم بـه مـدت  

ماكولوپـاپولار   يهاكشد و به دنبال آن راشيروز طول م

  .]3[ دوشيمظاهر 

طحـال،   مـوس، يمثـل ت  ييهاو بافت يلنفاو يهاارگان

روس ير ويتكث يگاه اصليها، جاس و لوزهيدها، آپانديلنفوئ

  .]4[ هستند

از جملـه   ،يشـگاه يآزما اين ويروس از طرق مختلـف 

 يابي ـرد روس،ي ـم ويص مسـتق يروس، تشـخ يو يساز اجد

RNA در ترشـحات،   يروس ـيو يهـا  ژنيا آنت ـي يروسيو

ــار هماگلوت ــيمه ــوت ، (HI)ون يناس ــان ثب و ، (CF)كمپلم

  . ]1[ دوشيم شناسايي ،روسيو يساز يخنث

بــه صــورت  ،واكســن ايــن ويــروس در حــال حاضــر 

بـا   مشكل اصـلي . سرخك زنده تخفيف حدت يافته است

هـاي  نايي ضعيف پاسـخ توا ،يف شدهعهاي تضاين واكسن

از اين رو . ]5[ باشد ميايمني در حضور آنتي بادي مادري 

 يتهيـه  بـراي هـاي زيـادي     تـلاش  ،براي حل اين مشـكل 

 Fو  Hهـاي   ژن تـي بـا اسـتفاده از آن   ،هاي نوتركيبواكسن

علت نقش  هسرخك ب روسيو Fن يپروتئ .است انجام شده

 ـ، در ايك و عملكـرد ي ـمونولوژنيمهم ا مـورد   قي ـتحقن ي

   .است قرار گرفته يبررس

  

  هامواد و روش -2

  روس يها و ويباكتر -2-1

ه يكه در ته  AIK-Cروس سرخك سوشيو يط حاويمح

سسه ؤم يروسيو يهاواكسن از بخش ،استفاده شدواكسن 

 ـته يراز يسـاز  مسر  سـوش ، E. coli يكتربـا از  .شـد ه ي

DH5α، شدنگ استفاده يكلون براي.  

  

   RNAاستخراج  -2-2

روس سرخك سـوش  يو يط حاوياز مح RNAاستخراج 

 ـپلوئيد يهـا سـلول  يكه رو AIK-Cواكسينال   يد انسـان ي

MRC-5 استخراج  .انجام شد، ه بودندرشد كردRNA  بـا 

  High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche )تيك

 ـا. شدانجام  له يوس ـ هب ـروس ي ـز وي ـن روش بـر اسـاس ل  ي

 يكننـده قـو   ده دنـاتوره ك مايد، كه يدروكلراين هيديگوان

 بـراي  فـوراً  ،اسـتخراج شـده   RNA. ]6[ دشانجام  ،است

 ـتول ومعكـوس   يبـردار نسـخه  واكـنش  -تـك  cDNAد ي

  . شداستفاده  يا رشته

  

   cDNAسنتز  -2-3

 AMV Reverseم يبا استفاده از آنز ، Fژن cDNAسنتز 

Transcriptase  با غلظتunit/l  25 (Roche)   انجـام

استخراج شده در مرحله  RNAب كه ابتدا يتن تريبه ا .شد

قـه در  يدق 3مدت  به ،هياز ساختار ثانو يريجلوگ براي ،قبل

ــا ــرار داده شــديســانت يدرجــه 65 يدم ســپس . گــراد ق

گراد  يسانتدرجه  42 يدر دما (RT)معكوس  يبردار نسخه
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ــه ــدتب ــا  يدق 60 م ــه ب ــاكرول 2ق   ،Random primerتر يم

ــاكرول 8/0  ــز تريم   ، AMV Reverse Transcriptase ميآن

ــاكرول 1 ــاكرول RNase inhibitor، 2  تريمــ   تريمــ

dNTP 10 تر بـافر يمـاكرول  2و  مـولار  يل ـيم x10  م يآنـز

AMV  م يسپس آنز .شدانجامAMV درجه  99 يدر دما

   .]7[ فعال شدريغ ، انكوبه وقهيدق 5مدت  به ،گراديسانت

  

2-4- PCR   

افـزار  فاده از نرمبا است، M-FRSو  M-FFS2 يمرهايپرا

OLIGO تـا   شدند يطراح يمرها طوريپرا. شد يطراح

ــناح ــه، Fژن  ORFه ي ــاز   ب ــل جداس ــور كام و در  يط

، بـا  يت برشيجاد سايا يبرا. كلون شود يانيب يوكتورها

در  NdeI يم برش ـيگـاه آنـز  يجا ،مـر يمناسب پرا يطراح

در انتهـاي ژن   HindIII يم برشيگاه آنزيو جاابتداي ژن 

 cDNAتر يمـاكرول  5بـا اسـتفاده از    PCR .رفـت قرار گ

 2 ،قبـــل يدر مرحلـــه ســـاخته شـــده يارشـــتهتـــك

مـولار از هـر   كرويمmM ) dNTP  ( 2.5، 0.1تريماكرول

تر يمـاكرول  1و  M-FRSو  M-FFS2 يمرهايكدام از پرا

ــز ــا غلظــت  Pfu DNA polymeraseم ياز آن  2.5ب

unit/µl 25 ييدر حجــم نهــا ،ســاخت شــركت فرمنتــاز 

   .]8[ شدانجام  ،تريماكرول

،  Fژن cDNAر ي ـمورد استفاده در تكث  PCRبرنامه

درجـه   95 يه در دمـا ي ـون اوليشامل مرحلـه دناتوراس ـ 

از اتصالات  يريجلوگ براي ،قهيدق 5مدت  گراد به يسانت

ون يكل شامل دناتوراسيس 20 ،و در ادامه ياختصاص ريغ

قـه و  يدق 1گـراد بـه مـدت    يسانت يدرجه 95 يدر دما

درجـــه  58در دمـــاي  (annealing)اتصـــال پرايمـــر 

دقيقـه و افـزايش طـول زنجيـره      1مـدت   گراد به سانتي

DNA (extention)  گــراد  درجــه ســانتي 72در دمــاي

مرحله نهايي افـزايش طـول    .دقيقه انجام شد 1مدت  به

 درجـه  72 دردماي DNA (Final extention) زنجيره

 PCRمحصـول  . نجام شدادقيقه  10مدت  گراد به سانتي

تروفورز و بـا اتيـديوم برمايـد    الك% 5/1روي ژل آگارز 

  . شدآميزي  رنگ

 

 PCRكلونينگ محصول  -3
طور مسـتقيم بـا    به PCRكه تخليص محصول  پس از آن

ــتفاده از كيــت    Product High Pure PCRاس

Purification Kit (Roche)  پلاســميدهاي انجــام و

pET-22b(+) وpET-28a(+) ــر ــايي در ب ــز قلي وش لي

، هضــم آنزيمــي روي  اســتخراج شــد حجــم زيــاد  

ــامبرده و محصــول  ــا) Fژن( PCRپلاســميدهاي ن دو  ب

زمـان  طـور هـم  هب HindIII و NdeI با اثر محدودآنزيم 

 3 بـه ايـن ترتيـب كـه هضـم آنزيمـي روي      . انجام شد

واحـد   20بـا   ،طور جداگانـه  هب ،كروگرم از هر وكتوريم

unit/μبا غلظـت   NdeIآنزيم  l 10  واحـد آنـزيم     10و

HindIII  با غلظتunit/μ l 10 ، ساخت شركت فرمنتاز

درجـه   37در دمـاي   ،مـاكروليتر  30و در حجم نهـايي  

همـين   بـه  .شـد انجـام   ،مـدت يـك شـب    به ،گراد سانتي

 محصـول  از كروگـرم يم 3 هضـم آنزيمـي روي   ،ترتيب

PCR )ژنF ( اين فرايند باعث ايجـاد   .]9[ گرديدانجام

شود كـه  تهاي چسبنده در هر دو انتهاي پلاسميدها ميان

 پس از هضم آنزيمـي  .]10[لازمه انجام كلونينگ است 

وكتورهاي مورد نظر بـا آلكـالين فسـفاتاز     كامل،ر طو به

  .دفسفريله شدند Rocheساخت شركت 

 ـ ،شـده سـازي انوگرم از هر وكتـور آمـاده  ن 100 طـور  هب

ــه ــرا ،جداگانـ  ــ 2/0ه همـ ــول از محصـ  PCRول پيكومـ

و  T4DNALigaseماكروليتر آنزيم  5/0 ،سازي شده آماده
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 20در حجـم نهـايي    ،)10X(ماكروليتر بـافر لايگيشـن    2

ــتفاده افر در ،مـــاكروليتر . ]11[شـــدينـــد لايگيشـــن اسـ

ــب  ــميدهاي نوتركيــ  pET-28aFو  pET-22bFپلاســ

 E. coliهاي مسـتعد  درون سلولوسيله شوك حرارتي  هب

DH5α نـگ  يكلون يو بررس ـ تأييـد براي  ترانسفورم شدند

. شـد انجـام   مسـتقيم  PCR دست آمده ههاي ب روي كلوني

 داراي LB-brothدر محـيط   ،مثبـت  PCRبـا   يها كلوني

روش  هپلاسميد ب كشت داده شدند و ،آنتي بيوتيك مناسب

    .]12[ استخراج شد ليز قليايي

ــا انجــام ژل ــورز، ب  ،مولكــولي راســاس وزنب الكتروف

جـدا   ،Fپلاسـميدهاي فاقـد ژن   نوتركيـب از سميدهاي پلا

هاي نوتركيب چنين هضم آنزيمي روي پلاسميد هم. شدند

pET-22bF  وpET-28aF وسـيله دو آنـزيم    هبNdeI و 

HindIIIكه پس از انجـام الكتروفـورز روي ژل    انجام شد

 ـ DNAه قطع ،آگارز آنـاليز  . جـدا شـد   bp 1662طـول   هب

 را درون F پلاســـميدهاي نوتركيـــب، كلـــون شـــدن ژن

  .هاي مورد نظر تأييد كرد دپلاسمي

  

  ين توالييتع -2-6

ــدن ژن   ــون شــ ــس از كلــ ــم Fپــ   يدهايدرون پلاســ

pET-22b(+) و pET-28a(+) ،منطقه (موردنظر يمنطقه

 pET-28aFدر  )Nde Iو  HindIIIگـاه  ين دو جايواقع ب

  .ن شدييتع

ــرا ــيتع يب ــوالي ــرياز دو پرا ،ين ت   وT7-promoter م

T7-terminator  دسـت آمـده   هب يسپس توال. شداستفاده

 نال ادمونستون يسوش واكس(موجود در بانك ژن  يبا توال

(AIK-C)  بـاAccession number : AF266286 (ـ   اب

  .سه شديمقا، DNAMANافزار  نرم

  

  نتايج  -3

ــس از اســتخراج   ،AIK-C از ســوش واكســينال RNAپ

رشـد كـرده و    MRC-5 يهاسلول يروس سرخك رويو

دو  RT-PCRاقـدام بـه انجـام    سپس  .آزاد شد ،طيمحدر 

آميـزي  پس از انجام ژل الكتروفورز و رنـگ ، شداي مرحله

ــديوم   ــا اتيـ ــبرمابـ ــاركر   يمقا د ويـ ــا مـ ــه بـ  kb 1سـ

)Fermentase(، ن دو بانـد  يب ـ يك بانـد در منطقـه  يbp 

بانـد  ، 1شـكل  ( شـد مشـاهده   ،ماركر  bp 2000و  1500

بـا   مشـابه  ،انـدازه  از لحـاظ  ن بانديا ).2موجود در ستون 

DNA  ژن (مورد نظر ماF ( و حدودbp 1662 است.  

  

 
 M-FFS2,استفاده از پرايمرهاي با RT-PCRمحصول  1شكل 

.M-FR  1ماركر:  1ستونkb.  محصول : 2ستونPCR )ژنF  ( 

  

-pET  يدهايو پلاسـم  Fژن  يرو ،يميپس از هضم آنز

22b(+) و pET-28a(+) ،دو آنـــزيم  بـــا اســـتفاده از هـــر

ــ،  HindIIIو  NdeIمحــدودگر  ــمهب ــور ه ــا ط ن، ژل زم

 يباندها. شدد انجام يبرماآميزي با اتيديوم الكتروفورز و رنگ

 ـ يدهنده ا نشان ،مشاهده شده طـور   هن بود كه هضم آنزيمـي ب

   .)4 و 3، 2 هايستون 2 شكل(كامل انجام شده است 
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 ميدهايپلاس ـ وF ژن نتايج حاصـل از هضـم آنزيمـي    2 شكل

pET-28a(+)  و pET-22b(+)وسيله هر دو آنزيم بهNdeI  و

HindIII 1  ماركر :1ستون . زمانطور همبهkb ژن: 2 سـتون F 

طـور   بـه  HindIIIو  NdeIبـا هـر دو آنـزيم     برش داده شـده 

برش داده شـده بـا    (+) pET-22b پلاسميد  :3 زمان، ستون هم

: 4سـتون   .مـان زطـور هـم  بـه  HindIIIو  NdeIهر دو آنزيم 

  بــرش داده شــده بــا هــر دو آنــزيم (+) pET-28a د پلاســمي

NdeI  وHindIII طور همزمانبه. 

  

 يهـا  يكلـون برخـي   از ،كلونينـگ  تأييدبررسي و  براي

ــل ــ حاصـ ــاياز ترانسفورماسـ ــنوترك يون وكتورهـ   بيـ

(pET-22bF, pET-28aF)  ــلول ــه س ــاب ــتعد يه   مس

E. coli DH5  از  ديپلاسم استخراج پس از. شداستفاده

بعد از . ژل الكتروفورز انجام شددست آمده،  هب يها يكلون

، kb 1سه بـا مـاركر  يد و مقايوم برمايديژل با ات يزيآم رنگ

 يهاستون 3 شكل(ب ينوترك يدهايكه پلاسم شدمشاهده 

 يهـا ستون 3 شكل( فاقد ژن يدهاياز پلاسم بالاتر) 3و 1

تـر شـدن    نيده سـنگ دهنن نشانياند كه ا هقرار گرفت )4 و 2

درون  Fل كلـون شـدن ژن   ي ـدل ب بـه ينوترك يدهايپلاسم

ن اسـت  يبه خاطر ا ،وجود دو باند در هر ستون .هاست آن

و  يحلقـو  ،ليتواند به سه حالت سـوپركو يد ميكه پلاسم

د يپلاسـم  ،وجود داشته باشد كه بر اسـاس سـرعت   يخط

 يسپس شكل خط ـ ،گريد يها عتر از حالتيل سريسوپركو

ز يآنـال  بـراي چنـين  هـم . كنـد يحركـت م ـ  يد حلقـو و بع

 يمرهـا يپرا م با استفاده ازيستقم  PCRب،يد نوتركيپلاسم

 Taq DNAميوآنــز M-FRSو  2M-FFS ياختصاصــ

Polymerase ت مربوط يپل( تياز هر پل يچند كلون يرو

 و bF22-pETب ي ـد نوتركيپلاسـم  يحـاو  يها يبه كلون

  بي ـد نوتركيمپلاس ـ يحـاو  يهـا  يت مربوط بـه كلـون  يپل

pET-28 aF(  پس از انجـام ژل الكتروفـورز و   . شدانجام

 ـبرماآميزي با اتيـديوم   رنگ  kb 1سـه بـا مـاركر    يمقا د وي

)Fermentase(، ن دو باند يك باند در منطقه بي bp1500 

، باندهاي موجـود  4 شكل( ماركر مشاهده شد bp2000 و 

 ـا). 11تـا   6 و 5تا  2هاي در ستون ز لحـاظ  ا ،هـا ن بانـد ي

 وحـدود  ) Fژن ( انتظـار مـا   مورد DNAمشابه با  ،اندازه

bp1662 بيـــنوترك يدهايچنـــين پلاســـمهـــم. اســـت  

pET-22bF  وpET-28aF   ــز ــتفاده از آن ــا اس ــاميب  يه

سـپس   .شـدند  يميهضم آنز HindIIIو  NdeIمحدودگر 

بـا   ،ديوم برمايديبا ات يزيآمانجام ژل الكتروفورز و رنگ با

در هر ستون دو بانـد مشـاهده   . شدندسه يمقا kb1 ماركر 

از بانـدها مربـوط بـه     يكيكه ) 5 و 2 ستون 5 شكل( شد

ــم  ــ( ديپلاس ــد ب ــاركر bp 6000و  bp 5000ن يبان و ) م

 ـ( Fمربوط به ژن  يگريد  )bp2000 و  bp 1500ن يباند ب

قبل  ،بينوترك يدهايمربوط به پلاسم 4 و 3تون سو است 

بـه   Fدهـد كـه ژن   ين نشـان م ـ يا .است يمياز هضم آنز

 ،يميدرون وكتورها كلون شده كه پس از هضم آنز يدرست

 ـينوترك يوكتورها  ـاز ا ،م نـامبرده يله دو آنـز يوس ـهب ب ن ي

  .وكتورها جدا شده است
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پلاسـميدهاي   باه آناليز پلاسميدهاي نوتركيب و مقايس 3شكل 

pET-22b(+)  وpET-28a(+) سـتون  . از لحاظ وزن مولكولي

-pET پلاسـميد :  2سـتون  22bF-,pETنوتركيب  پلاسميد : 1

22b(+) )1, مــارك : 3 ،  ســتون)كنتــرل منفــيkb  4 ســتون : 

پلاســميد  : 5 ســتون ,)كنتــرل منفــي( (+)pET-28aپلاســميد 

  .pET-28aF. نوتركيب

 

 
 مسـتقيم  PCRاز اسـتفاده  نوتركيـب بـا   آناليز پلاسميد 4شكل 

 ـ  ):2-5(، سـتونهاي k 1ر مارك :1ستون .  ه محصـولات مربـوط ب

PCR هاي حاويمستقيم كلوني bF22pET- 6( هـاي ، سـتون-

مســتقيم كلونيهــاي   PCR مربــوط بــه محصــولات  ): 11

  pET-28aF.حاوي

 
. اسـتفاده از هضـم آنزيمـي    آناليز پلاسميد نوتركيب با 5شكل 

بعد از هضـم آنزيمـي   pET-28aF: 2، ستون 1kbمارك:1ستون 

- pET :3 سـتون ،  HindIII و NdeIبـا اسـتفاده از دوآنـزيم    

28aF ،4ستون  قبل از هضم آنزيمي:bF 22pET-  قبل از هضم

بعد از هضم آنزيمي با اسـتفاده    pET-22bF-5ستون  آنزيمي،

 HindII و NdeIاز دوآنزيم 

  

  بحث -6

ــدر ا ــدا  ،ن طــرحي ــو يط حــاوياز محــ RNAابت روس ي

 يهـا سـلول  يكـه رو  AIK-Cسرخك سوش واكسينال  

. شـد استخراج ، بودندهرشد كرد MRC-5 يد انسانيپلوئيد

ــام  ــد از انجـ ــه RT-PCRبعـ ــام ژل  و يادو مرحلـ انجـ

  .شد يت جداسازيبا موفق Fالكتروفورز، ژن 

در مراحل  ،از سلول RNAاستخراج  براين زمان يبهتر

جاد شده در كشت يا CPEزان يها است كه معفونت سلول

ــلول ــد  10-20 يس ــد باش ــدر ا .درص ــل تكثي ــن مراح ر ي

شوند و سپس  يم ساخته يروسيو يها mRNA، يروسيو

 .كننديدا مير پييد ژنوم تغيسمت تول به
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از  ،استخراج شده RNA ياز رو cDNA براي ساخت

Random hexamer مـر اسـتفاده شـد كـه     يعنـوان پرا  هب

 يروس ـيك وي ـقطعات ژنوم يجداساز برايمتداول  يروش

 . است

ــاخت  ــراي س ــي cDNA ب ــزيم  م ــر دو آن ــوان از ه ت

اسـتفاده  ، M-MuLV و AMVبـرداري معكـوس    هنسـخ 

و هم بـراي   RNAهم براي الگوهاي  ،AMVم يآنز. كرد

مـر  يوابسته به پرا 35 يمرازيت پليفعال DNAالگوهاي 

 است و AMVم يه آنزيشب"كاملا  M-MuLVميآنز. دارد

در ايـن طـرح   . كنديعنوان الگو استفاده مهب RNA از فقط

ايـن آنـزيم    از AMVيم به علـت در دسـترس بـودن آنـز    

  .]7[ استفاده شد كه نتيجه خوبي هم حاصل شد

، از ياهرشــتتــك cDNA يرو PCRانجــام  يبــرا

ــايپرا ــتفاده  M-FFS2و  M-FRS يمره ــداس ــا. ش ن ي

 Fژن  ORFه يشدند كه بتوان ناح يطراح يمرها طوريپرا

 در. استفاده كرد يانيب يوكتورها نگ دريكلون برايرا جدا 

هـاي  سـايت  ،چسـبنده  يجـاد انتهـا  يا بـراي  ،مرهاين پرايا

قـرار   HindIIIو  NdeIهاي محـدودگر  برشي براي آنزيم

ــد ــا. داده ش ــ NdeIت يس ــداد ز NcoIا ي ــدرتع از  يادي

نـگ بـه درون كـدون شـروع     ينوكل يبرا، pETوكتورهاي

AUG يكه در انتها 5 كننـده ژن هـدف وجـود    كـد  يتوال

ا ي ـو  NdeIت يهدف كـه سـا   يهاژن. دارد، موجود است

شـان   ORF يسازگار در ابتـدا  Overhangكه  ييهاتيسا

. ]19[ شوندور كلون ميوكت NdeIت يدرون ساهرا دارند، ب

جـاد  يشدند كـه باعـث ا   يطراح يمرها طوريپرا ،رو نيا از

ت در ين سـا ي ـشـوند كـه ا   Fدر ژن  NdeI يت برش ـيسا

 يت برش ـيجاد سايا يبرا ؛قرار داده شد M-FFS2مر يپرا

HindIII  ،مريپرا M-FRS يشد كه حـاو  يطراح يطور 

 ـ مناسـب در  يهـا رميپرا يطراح ـ. ت باشـد ين سايا  نيچن

تـوان   يمثـال م ـ  بـراي . اسـت همراه  يبا مشكلات ،يطيشرا

-M مريپرا در يدينوكلئوت 9 دارينسبتاً پا اي وجود حلقه به

FFS2 از روش شـروع   ،ن مشـكل يحل ا براي .اشاره كرد

 يريجلوگ ين روش برايترساده. استفاده شد PCRداغ در 

ط اتصال يو بهتر كردن شرا ياختصاصريه غياز اتصالات اول

 (Hot-Start)مر، استفاده از روش شـروع داغ  يح پرايصح

  .است

ــزDNAن ســاخت يدر حــ  ــ DNAم ي، آن ــراز يپل  ،م

كند يمر انتخاب ميافزودن به پرا يح را برايد صحينوكلئوت

اس قـانون جفـت شـدن    را بر اس DNA يرهيتا طول زنج

  .ش دهديك افزايكر -واتسون

 برايلازم مراحل  ،)Fژن ( PCRجاد محصول يپس از ا

ن مراحـل شـامل   ي ـشـد كـه ا  آغـاز  نگ يند كلونيانجام فرآ

 ـبـه ا  .اسـت  وكتورهـا و ژن هـدف   يساز آماده  ،منظـور  ني

 يهـا ميآنـز با  (+)pET-22b و (+)pET-28a يوكتورها

زمان برش داده طور هم به HindIIIو  NdeI محدود ربا اث

   .)يميهضم آنز( شدند

از  يريجلـوگ  بـراي طور كامـل،   به يميبعد از هضم آنز

Self-Ligation نـــد يافر ،شـــده يخطـــ يدر وكتورهـــا

ص ي، تخلFژن  يساز آماده براي .شدانجام ون يلاسيدفسفر

مرهـا و  يو پرا dNTPحذف  براي PCRم محصول يمستق

و پـس از   انجـام شـد   PCRها از نمونه محصول  يناخالص

همـان دو   و يط بـافر يبا همان شرا Fژن  يميآن هضم آنز

جـاد  ين عمل باعث ايا .انجام شد HindIIIو  NdeIم يآنز

ن ژن درون ي ـنـگ ا يكه لازمه كلونشود  ميچسبنده  يانتها

  ].9[ ذكر شده است يوكتورها

 ـا، Fسازي وكتورها و ژنپس از آماده در هـر دو   ن ژني

 ـب يوكتورهـا  كلـون    (+)pET-28aو (+)pET-22b ياني

ن يان پـروتئ ي ـك ابـزار ب ي pETستم يكه سنيا علت به .شد

ن را بـا پرومـوتر   يان پـروتئ ي ـم بيتوان يم ،است يار قويبس

T7/T7lacيها زباني، م pLysS ا يpLysE  و اضافه كردن
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 ،ن هـدف ياز پـروتئ  ياتيط بر اساس خصوصيگلوكز به مح

 ـاز ا نـگ يكلون بنـابراين  .ميكنترل كن  ـب ين وكتورهـا ي  ياني

قـات  يتحقدرن ژن يان ايب از بهيصورت نتا در  شداستفاده 

   .]9، 13[ نگ نباشديبه انجام ساب كلون يازين ،يبعد

هـــر دو  ،(+)pET-22bو  (+)pET-28a يوكتورهـــا

 ـكنتـرل ب  يهستند كه بـرا   T7lacيپروموتر قو داراي ان ي

گرفته شده  T7از فاژ  T7 يپروموتر قو( .ترنده مناسبيپا

ن يــا ).بــرداري دارداســت كــه كــارايي بــالايي در نســخه

ن دسـت  ييدر پا lacاوپراتور  يك توالي يدها حاويپلاسم

 lac (LacI)رپرسـور   يكننده براكد يو توال T7پرو موتر 

  . هستند

LacI، ــراي ــار ب ــردارنســخه مه  T7 RNAژن  يب

Polymerase ــا ــ ب ــراز م يپل ــانيم ــور  روي ،زب پروموت

LacUV5  چنــين در هــم. اثــر دارددر كرومــوزوم ميزبــان

 يبـردار از نسـخه  يريجلوگ براي ،وكتور T7lacپروموتر 

مؤثر اسـت و   T7 RNA Polymeraseلهيوس هژن هدف ب

 ـان پاي ـرسـاندن ب  ب در بـه حـداقل  ين ترتيبه ا ه دخالـت  ي

  .]9[ كند يم

هم pGEXو pQEالبته پلاسميدهاي بياني ديگري مثل 

 و پرومـوتر T5 رتيب حاوي پرومـوتر  ت جود دارند كه بهو

Tac )ـيترك  هسـتند كـه در    )  laو  trpياز پروموترهـا  يب

ــا وكتــور  ــد يتــرفيپرومــوتر ضــع pETمقايســه ب . دارن

كـه دارنـد    ،يپروموتر قـو داشتن علت  به pETوكتورهاي 

 يادي ـز يبـاكتر  يها هيسواز  ترند و مناسب ،ان ژنيب براي

باعـث  ل ي ـن دليهم ـ به كردها استفاده ان آنيب يتوان برايم

 دليـل  شوند و بهبررسي مي تر شدن زمينه تحقيق وگسترده

 انتخـاب در اين طرح ايـن وكتورهـا    ،ذكر شده يهاتيمز

  . ]9[اندشده

 يهاكلون كردن ژن ييتوانا ،pETستم يس يساختار قو

 ـا. دارد ،ار انـدك يبس ـ يبـردار نسخه طيشرادرهدف را  ن ي

انجــام  T7 RNA polymeraseاب منبــع يــعمــل در غ

كه  نگيكلون يهازبانيم نگ ازيكلون براي رونيااز .شود مي

�recA  و�endA ن يــا .]9، 13[اســتفاده شــد  ،هســتند

قادر  و بالا دارند )ونيترانسفورماس(انتقال  ييها توانازبانيم

د يپلاســم ير بــالايد مقــاديــد و توليپلاســم يبــه نگهــدار

 است Iآندونوكلئاز آنزيم  endAرا محصول ژن يهستند، ز

ــزيــو ا ــ يا دو رشــته DNAم ين آن عنــوان سوبســترا هرا ب

 ـبنـابراين در ا  ؛شـود  يم ـشناسد و باعـث هضـم آن   يم ن ي

 شـود و  اين آنزيم توليد نمـي  ،هستند �endAها كه زبانيم

اسـتخراج   بـراي ن يبنـابرا . شـود مي DNAباعث پايداري 

ن ي ـجملـه ا از . شـود يها استفاده مزبانين مياز ا ،ديپلاسم

 K12 E. coli يهـا  توان به سوشينگ ميكلون يهازبانيم

اشاره كرد كـه مـا در    DH5و  NovaBlue ،JM109از 

  .]13[ مياستفاده كرد DH5ن طرح از يا

-pETپلاسـميد نوتركيـب   تـوالي  كلونينـگ،   تأييـد از  بعد

28aF  توسط شركتMWG ج يسـپس نتـا  . ن شـد ييآلمان تع

روس يو F يبا توال DNAMANزار اف دست آمده توسط نرم هب

ــك ژن   ــه از بان ــرخك ك  ــ(س ــوش واكس ــتونيس   نال ادمونس

(AIK-C)  باAccession number:AF266286(   اسـتخراج

  . سه شديمقا ،شده بود

سه مناطق مختلف يدست آمده حاصل از مقاهج بيدر نتا

 ـا. شـد مشـاهده   ييبالا يموارد همولوژ يژن، در تمام ن ي

دادن ســوش   اســت كــه عــادتن يــدهنــده ا ج نشــانينتــا

بـه   ،ن جوجهيبروبلاست جنياز سلول ف AIK-Cنال يواكس

د ياس ـ يدر سـطح تـوال   يرييگونه تغ چيه، MRC-5سلول 

  . جاد نكرده استيا Fنه در مورد ژن يدآمياس ك وينوكلئ

ــوم كامــل  ،در يــك مطالعــه ويــروس  RNAاز   F ژن

هـاي ميمـون رشـد     كه روي سلول Halleسرخك سوش 

درون  Fسـپس ژنـوم كامـل    . شـد د، جداسـازي  كرده بـو 

 پلاسميدهاي نوتركيـب بـه   و كلون شد  pCD-1پلاسميد 
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ترانسفورم شـدند، پـس از     MC1061  E. coliهاي  لسلو

پلاسـميد  تـوالي  كلونينـگ،   تأييـد هـا و  غربالگري كلـوني 

نوكلوئيد  2384، حاوي DNA. نوتركيب تعيين توالي شد

 ـ   حاصـل از   F ا تـوالي ژن بود كه در مقايسه ايـن تـوالي ب

كـه   شـد مشـاهده   Edmonstonويروس سرخك سـوش  

چنـين  هـم . بسيار حفاظت شده است)  F( توالي ژن فيوژن

-ديگر پاراميكوويروس Fدر مقايسه اين توالي با توالي ژن 

ها مشاهده شده و نشان دهنده همولوژي زيادي بين آن ،ها

ت كـه  بسيار حفاظت شده و پايدار اس ـ Fاين است كه ژن 

باعث اهميت بررسي ايـن ژن در تهيـه واكسـن نوتركيـب     

  . ]14[ شده است

كننـده پـروتئين فيـوژن از    كدناحيه  ،در مطالعاتي ديگر

ويروس سرخك سـوش ادمونسـتون در وكتـور كلونينـگ     

pBR322   و در بـاكتريE. coli   سـوشHB101   كلـون

مشخص شـد كـه ايـن پـروتئين      ،بعد از تعيين توالي. شد

د يدرصــد از اســ 64/81نــه اســت ويد آماســي 550حــاوي 

   .]15[ هستند ا بدون باريك يدروفوبيها ه نهيآم

كـه در   است   F1يدر انتهاي آمين يا شدهحفاظت ناحيه

   هــــاي فرآينــــد فيــــوژن دخالــــت دارد و از ويژگــــي

  . استها پاراميكسو ويروستربيش

 پــارا بــا ســاير  Fتــوالي ژن پــروتئين  يمقايســه در

ژي زيادي ولوهم) SV5,،Sendai,RSV( اكسوويروسهيم

سيستئين مشاهده شـده   9و  F1 يدر انتهاي حفاظت شده

    .]15[ است

ن يپـروتئ  كـو ير نشـان داده اسـت كـه گل   ي ـمطالعات اخ

 ـبـه علـت اهم   Hن يپروتئ كويبه همراه گل Fب ينوترك ت ي

ب ي ـواكسن نوترك يدايعنوان كانده ب ،كيمونولوژيا يبالا

كلونينـــگ ژن   ،مطالعـــاتي  در. ]16[ مطـــرح هســـتند  

ــاگلوتينين  ــوژن   H)(هم ســوش ادمونســتون )  (Fو ژن في

انجـام شـده     pJW4303ويروس سرخك در وكتور بياني 

پلاسـميدهاي بيـاني در    ءجـز   pJW4303پلاسميد . است

 ،بعـد از انجـام كلونينـگ   . هاي نوتركيب استواكسن تهيه

پـس از  . شـدند پلاسميدهاي نوتركيـب بـه مـوش تلقـيح     

اي در رابطـه   ركنندنتايج اميدوا ،هاي ايمونولوژيكيرسيبر

 ـ  هاي نوتركيب ويروس سرخكبا توسعه واكسن دسـت  هب

  . ]17[ آمده است
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