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Abstract 

Background: Newcastle disease virus (NDV) is one of the major pathogens in poultry and 
vaccination is intended to control the disease, as an effective solution, yet. Fusion protein (F) on 
surface of NDV, has a fundamental role in virus pathogenicity and can induce protective immunity, 
alone. With this background, here our aim was to construct a baculovirus derived recombinant bacmid 
shuttle vector (encoding F-protein) in order to express it in insect cell line. 

Materials and Methods: In this experimental study, at first complete F gene from avirulent 
strain La Sota of NDV was amplified by RT-PCR to produce F cDNA. The amplicon was cloned into 
T/A cloning vector and afterwards into pFastBac Dual donor plasmid. After the verification of cloning 
process by two methods, PCR and enzymatic digestion analysis, the accuracy of F gene sequence was 
confirmed by sequencing. Finally, F-containing recombinant bacmid was subsequently generated in 
DH10Bac cell and the construct production was confirmed by a special PCR panel, using F specific 
primers and M13 universal primers. 

Results: Analysis of confirmatory tests showed that the recombinant bacmid, expressing of F-
protein gene in correct sequence and framework, has been constructed successfully. 

Conclusion: The product of this F-containing recombinant bacmid, in addition to its 
independent application in the induction of protective immunity, can be used with the other individual 
recombinant baculoviruses, expressing HN and NP genes to produce NDV-VLPs in insect cell line. 
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 وکتور شاتل در نیوکاسل بیماري ویروس پروتئین فیوژن ژن سازي ههمسان
  حشره سلولی لاین در بیان منظور به باکیولوویروس از مشتق بکمیدي

  
  3درستکار االله روح ،*2شفاعتی رضا محمد ،1زاده هاشم صادق محمد
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  چکیده
در طیور زا  ترین عوامل بیماري  از مهم(New Castle disease Virus)ویروس بیماري نیوکاسل : زمینه و هدف

 قرار (F)فیوژن پروتئین . چنان به عنوان راهکاري مؤثر براي کنترل این بیماري مطرح است است و واکسیناسیون هم
تواند به تنهایی باعث القاء   میزایی این ویروس نقش اساسی دارد و در بیماري، ویروس بیماري نیوکاسلگرفته روي سطح 

از شاتل وکتور ) F پروتئین کد کننده( هدف ما، تولید یک سازه نوترکیب زمینه،پیش با این . ایمنی محافظتی گردد
  .بکمیدي مشتق از باکیولوویروس به منظور بیان آن در لاین سلولی حشره بود

، به  بیماري نیوکاسلزاي لاسوتا ویروس سویه غیر بیمارياز  F ژن کامل ابتدا در این مطالعه تجربی، :ها مواد و روش
محصول تکثیر، در وکتور .  فراوان سازي گردیدRT-PCRبا تکنیک ، (cDNA)  مکملDNAته  رشمنظور تولید

بعد از تأیید فرآیند کلونینگ با دو .  همسانه سازي گردیدpFastBac Dual و سپس در پلاسمید دهنده A/Tکلونینگ 
 Fبکمید نوترکیب واجد ژن در نهایت .  و آنالیز هضم آنزیمی، صحت توالی با روش تعیین توالی تأیید شدPCRروش 

 با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی PCR تولید و سازه فوق با یک پنل اختصاصی Bac10DHمتعاقباً در سویه باکتریایی 
 . مورد تأیید قرار گرفت13M و پرایمرهاي عمومی Fژن 

با توالی و چارچوب  F  پروتئین بیان کننده ژن- هاي تأییدي نشان داد که سازه نوترکیب بکمیدي  تستتحلیل :ها یافته
  . با موفقیت ساخته شده است-صحیح
 به همراه تواند  می علاوه بر کاربرد مستقل در القاء ایمنی محافظتیF محصول این سازه نوترکیب واجد ژن :گیري نتیجه

-virus) ی ذره شبه ویروس براي تولیدNP و HNهاي   بیان کننده ژن-هاي نوترکیب محصول دیگر باکیولوویروس
Like particle,VLP)مورد استفاده قرار گیرد- ویروس فوق در لاین سلولی حشره  .  

  بیماري نیوکاسل باکیولوویروس، فیوژن پروتئین، ویروس:  کلیديگانواژ
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  مقدمه
ــروس ــاري وی ــل بیم ــصادي از  از نیوکاس ــر اقت  نظ

 بـه  واکـسیناسیون  .اسـت  طیـور  در زا بیمـاري  عوامل ترین مهم
 گرفتـه  نظـر  در بیماري این کنترل براي مؤثر راهکاري عنوان

 فزاینده تهدید یک عنوان به ویروس این حال این با شود؛ می
 بیمـاري  ویـروس  .)1(شـود  مـی  سوبمح ـ طیـور  صـنعت  براي

 پارامیکــسو خــانواده از و  روبــولاویروسجــنس از نیوکاســل
 ژنوم و مارپیچ نوکلئوکپسید داراي ویروس این .است ویریدا
RNA ــا اي رشــته تــک ــوم انــدازه .اســت منفــی قطبیــت ب  ژن

 غیــر و ســاختمانی پــروتئین 6 داراي و بــاز کیلــو 15 ویــروس
 محـصول  .)2 ،3( (NP ,P ,M ,F ,L ,HN) است ساختمانی

 مهـم  فاکتورهـاي  از و گلیکوپروتئین جنس از HN و F ژنی
 F پروتئین .)5،  4(باشد می ویروس زایی بیماري و زایی عفونت

 و شـود  می ساخته F0 ساز پیش صورت به ویروس پوشش در
 محــل در گلــژي دســتگاه دراز طریــق آنــزیم فــورین  ســپس

 وسـیله  بـه  که 2F و 1F پپتید پلی دو وشود   می شکسته شکاف
 ایـن  .کنـد  مـی  ایجـاد  را هـستند  متـصل  بهم سولفیدي دي باند

 F ژن .)6(اسـت  لازم زایـی  عفونـت  و فعالیت براي شکستگی
 1662 ) بیمـاري نیوکاسـل    ویروس فیوژن پروتئین کننده کد(

 کــد را اي آمینــه اســید 553 پــروتئین یــک و دارد بــاز جفــت
 دارد زیـادي  هـاي  هسوی نیوکاسل بیماري ویروس .)5(کند می
 .هـستند  متفـاوت  باهم زایی بیماري حدت و شدت نظر از که
 جـدا  هـاي  سویه طیور، در شده ایجاد بیماري شدت اساس بر

 و مزوژنیـک  ولوژنیـک،  گـروه  سـه  در ویـروس  ایـن  از شده
 تعـداد  در گـروه  سـه  این تفاوت .اند شده داده قرار لنتوژنیک

 هـاي  پاتوتایپ .)7(است شکاف محل در بازي هاي آمینه اسید
 بـه  توجـه  بـا  .)7(باشند کشنده درصد 100 توانند می ولوژنیک

 بـه  توانـد  می بیماري نیوکاسل   ویروس فیوژن پروتئین که این
 بـه  آن بیـان  ،)8(شود ایمنی سیستم تحریک موجب مؤثر طور

 حاصله از واکسن و است کافی ایمنی پاسخ القاء براي تنهایی
 چنــین هـم  .)8(بـه کـاربرد   سـازي  ایمـن  بـراي  تـوان  مـی را  آن
 سـاختار  در تغییراتـی  ژنتیـک  مهندسـی  هـاي  روش با توان می

 پاسـخ  سـازي  بهینـه  بـه  منجـر  کـه  کـرد  ایجاد فیوژن پروتئین
  .)8(گردد ایمنی

 بـا  گلیکـوپروتئین  ایـن  انبوه مقدار به دستیابی براي
 ،واحـد  زیـر  ي،ها واکسن تولید جهت صحیح فضایی ساختار

ــاز دکارآمــ سیــستمی بــه ــا مــشابهت بــر عــلاوه تــا اســت نی  ب
 هــا، پــروتئین پــردازش و تولیــد در یوکاریوتیــک هــاي ســلول
 انـدك  زمـان  مـدت  در را پـروتئین  بـالاي  حجم تولید قابلیت
 از هـدف  ایـن  بـه  دسـتیابی  بـراي  ،مطالعه این در .باشد داشته

  .)9(شد استفاده باکیولوویروس بیانی سیستم
ــاس ــد روش اس ــروتئین تولی ــاي پ ــبن ه  در وترکی

 هـدف  ژن قراردهـی  و جاسازي باکیولوویروس، بیانی سیستم
در مراحــل پایــانی تکثیــر  .اســت 10p پرومــوتر کنتــرل تحــت

 خـودش  طبیعی میزبان در زیاد میزان به پروتئین اینویروس،   
 در را ویـروس  پروتئینـی  پوشـش  یک ایجاد با و شود می بیان
 ایـن  وجـود  .نمایـد  می محافظت محیطی نامساعد شرایط برابر

 کشت شرایط در ویروس سازي همانند و تکثیر براي پروتئین
  .)11، 10(ندارد ضرورتی سلول

 از اسـتفاده  با F ژن کامل طول حاضر، پژوهش در
 تولیــد منظــور بــه و شـد  جداســازي اختــصاصی آغازگرهـاي 

 High  یا  و 9SF، 21SF( حشره سلول در نوترکیب F پروتئین

Five(، ــاتل در ــور شــ ــ وکتــ ــشتق ديبکمیــ ــده مــ  از شــ
  .گرفت جاي باکیولوویروس

  
  ها روش و مواد

 )آزمایـشگاهی ( تجربی روش به که مطالعه این در
بیمــاري  ویــروس لاســوتا بیمــاریزاي غیــر ســویه شــد، انجــام

  .گردید تهیه ایران رازيانستیتو  از نیوکاسل
  c-DNA تهیه و ویروس RNA استخراج

 با RNA استخراج کیت از استفاده با ویروس ژنوم
ــوص ــالا خل ــرکت( ب ــان روش ش ــابق )آلم ــتورالعمل مط  دس
 استفاده با مکمل DNA رشته و شد استخراج سازنده شرکت

 تـرنس  ریـورس  آنـزیم  حـاوي  مکمـل  DNA سـنتز  کیت از
 RT-PCR  Thermo Script و به کمـک تکنیـک   کریپتاز

 دسـتور  بـا  مطـابق  )هـاي زنـدگی آمریکـا      شرکت فن آوري  (
 سـاخته  مناسـب  دمـایی  شرایط حتت و سازنده شرکت العمل

 10 غلظت با( اختصاصی آغازگرهاي از منظور این براي .شد
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 بافرهـاي   و )مـولار  میلی 10 غلظت با( dNTP ،)مولار میکرو
 RNA کننـده  محافظـت  یـک  و آنزیمـی  واکنش مخصوص

 در کـه  اسـت  ذکر به لازم .شد استفاده )RNase مهارکننده(
 از عـاري  سرسـمپلرهاي  و ها میکروتیوپ از فوق مراحل کلیه

RNAase و DNase )    اسـتفاده  )شرکت اکـستراژن آمریکـا 
  .شد

  پلیمراز اي زنجیره واکنش در F ژن تکثیر
 شـده  تهیـه  c-DNA قطعـه  اختـصاصی  تکثیر براي

 اختـصاصی  آغازگرهاي از پروتئین، فیوژن کامل ژنوم حاوي
شرکت فـن   (  پلاتینوم Taqپلیمراز   DNA آنزیم و هدف ژن

ــاي آوري ــدگی آمریکــاه ــلاح خاصــیت داراي کــه ) زن  اص
ــت، ــتفاده خطاس ــد اس ــصول و ش ــد مح ــده تولی ــق ش  از طری
 تـرادف  .گردیـد  بررسـی  درصد 1 آگاروز ژل با الکتروفورز

 ژنـوم  طول کامل جداسازي براي که اختصاصی آغازگرهاي
F هـاي  آنـزیم  اثر محل .است آمده 1 جدول در شد، طراحی 

 رفـت  آغازگرهاي در رتیبت به KpnI و NcoI الاثر محدود
  .است شده گرفته نظر در برگشت و

  
 ویـروس  F ژن تکثیـر  در اسـتفاده  مـورد  آغازگرهاي .1 جدول

  نیوکاسل بیماري
  نام آغازگر  توالی

5  GGT ACC TCA TGT TCTTGTAGTG 3  NC-R  
5  CCA TGG ATG GGC TCC AAA CCT 3  NC-F  

  
 نتعیی و کلونینگ ناقل در F ژن سازي همسانه
   ترادف

 T/A ناقل در یافته تکثیر قطعه بعدي مرحله در
 منظور بدین .شد سازي همسانه )رویال بانک کانادا، آمریکا(

 دماي با ژل از استخراج کیت از استفاده با F کامل قطعه ابتدا
 و تشگ استخراج )شرکت ویوانتیس، کره( پایین ذوب
 مآنزی ؛شد خطی وکتور با ،سازنده شرکت توصیه مطابق

DNA Ligase4T مخلوط الحاق، واکنش مخصوص بافر و 
 قرار گراد سانتی درجه 4  دمايدر ساعت 18 مدت به وشد 
  .شد داده

 α5 E. coli باکتریایی سویه کردن مستعد از پس

DH 2 از استفاده باCaCl ،با الحاق واکنش محصول سرد 

 منتقل میزبان باکتري به گرمایی - سرمایی شوك روش
 .دش حاصل )تراریخت( شده ترانسفورم کتريبا وگردید 

 و بیوتیک آنتی فاقد LB محیط در ساعته 1 کشت از پس
 ،)شرکت پارس دارو( سیلین آمپی برابر در مقاومت ژن بیان

 آگار LB  کشتمحیط روي شده ترانسفورم باکتري
 لیتر میلی در میکروگرم 50 حاوي )شرکت لیوفیلکم ایتالیا(

 ایزوپروپیل لیتر میلی در رممیکروگ 40 سیلین، آمپی
 در میکروگرم 100 والقا کننده  (IPTG) تیوگالاکتوزید

 دي بتا ایندولیل -3 کلرو -4 برومو -5 لیتر میلی
، شکرت ترموساینتیفیک، X-Gal (گالاکتوپیرانوزید

 به هدف ژن ورود علت به .شد داده کشت ،)اتحادیه اروپا
-X تجزیه عدم و قفو وکتور در lacZ اپران کننده کد ناحیه

Gal ساعت 18 گذشت از پس اپران، این تخریب نتیجه در 
کشت جداگانه اي با روش غربال  درجه، 37 انکوباتور در

 سفید از کلنی هاي سفید تک موجود در پلیت به -گري آبی
 قطعه حضور سپس ،شد استخراج آنها پلاسمید وعمل آمد 

 و PCR روش دو با نوترکیب پلاسمیدهاي در شده وارد
 وکتور این .گرفت قرار بررسی مورد آنزیمی هضم آنالیز

 ژن تک آریا( ایرانی شرکت یک توسط چنین هم نوترکیب
 توالی و  گردیدارسال آلمان  ام دابلیوجیشرکت به )آزما

 نرم از استفاده با آمده دسته ب توالی سپس .آن تعیین شد
 بانک در و بررسی )استرالیا( 5/1 نسخه پرو کروماس افزار

 و توالی تعیین به مربوط نتایج( گردید بلاست ژن جهانی
  ).است نشده آورده بلاست آنالیز
 دهنده وکتور در هدف ژن سازي همسانه زیر

pFastBac Dual  
 پلاسمید در هدف ژن جاسازي بعدي قدم

pFastBac Dual 10 پروموتور جلوي درp این براي .بود 
 و F ژن ويحا نوترکیب کلونینگ T/A وکتور منظور

 هايآنزیم کمک به pFastBac Dual دهنده پلاسمید
 ژن خروج ضمن تا شدند هضم KpnI و NcoI الاثر محدود

 و هدف ژن انتهاي دو نوترکیب، کلونینگ وکتور از هدف
  .شوند هم مکمل شده خطی دهنده پلاسمید

 ذوب دماي تحت آگاروز ژل  به کمکهدف ژن
 خطی دهنده پلاسمید با الحاق واکنش و شد استخراج پایین
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 18 مدت به ها نمونه و صورت گرفت قبلی روش  طبقشده
 سپس .گرفتند قرار گراد سانتی درجه 4  دمايدر ساعت

 انتقال α5 E. coli DH باکتري به الحاق واکنش محصول
 .شد داده کشت بیوتیک آنتی حاوي LB محیط در و یافت
 ژن حاوي نوترکیب pFastBac Dual وکتورهاي تولید

   .شد تأیید آنزیمی هضم و PCR با هدف
 بکمیدي وکتور شاتل از نوترکیب سازه تولید
   باکیولوویروس از مشتق

 بیانی سیستم اندازي راه براي نهایی و اصلی مرحله
 دهنده پلاسمید از هدف ژن انتقال باکیولوویروس،

pFastBac Dual شاتل به بیانی کاست حاوي نوترکیب 
 این که( است )باکیولوویروس از مشتق( بکمید وکتور
 تحت و )دارد قرار Bac10 E. coli DH باکتري در وکتور
 با کار این ؛شود می شناخته Bac-to-Bac سیستم عنوان

 Bac10 E. coli باکتري .رسید انجام به اي ویژه مکانیسم

DH مارکر داراي( کمکی پلاسمید یک حاوي چنین هم 
 بین انتقال واکنش انجام براي )تتراسایکلین بیوتیکی آنتی

 بکمید و )جنتامایسین بیوتیکی آنتی مارکر با( دهنده وکتور
بر طبق  میزبان این .است )کانامایسین بیوتیکی آنتی مارکر با(

 و تشک پلاسمید دریافت مستعد شد، گفتهروشی که قبلاً 
 نوترکیب، pFastBac Dual پلاسمید نانوگرم 100 سپس

 انجام براي .دش منتقل باکتري به ترانسفرماسیون فرآیند طی
 نیز و بکمید و دهنده وکتور دو بین ژن جابجایی فرآیند
 هاي سلول بیوتیکی، آنتی مقاومت هاي ژن بیان شروع

 37 شیکردار انکوباتور در ساعت 6 مدت به شده ترانسفرم
 آگار LB پلیت روي بر سپس و شدند گرماگذاري درجه،
 جنتاماسین و تتراسایکلین ین،کاناماس هاي بیوتیک آنتی واجد

 به لیتر میلی در میکروگرم 7 و 10 ،50 هاي غلظت با ترتیب به
 100( X-Gal و )لیتر میلی در میکروگرم IPTG )40 همراه

 48 به مدت  وشدند داده کشت )لیتر میلی در میکروگرم
 به لازم .گرفتند قرار گراد سانتی درجه 37  دمايدر ساعت

 کانامایسین، هاي بیوتیک آنتی به متمقاو ژن که است ذکر
 پلاسمید بکمید، در ترتیب به جنتامایسین و تتراساکلین

 .دارند وجود pFastBac Dual دهنده پلاسمید و کمکی

 بوده نوترکیب بکمید حاوي احتمالاً سفید هاي کلنی ادامه در
 و شدند ایزوله فوق هاي بیوتیک آنتی حاوي پلیت در که

 واجد مایع محیط دراج بکمید به منظور استخر سپس
 گرفتن نظر در با .شدند داده کشت فوق، هاي بیوتیک آنتی
 باشد، می باز کیلو 135 از بیش که بکمید مولکولی وزن

 طبق و دستی روش با بزرگ بسیار پلاسمید این استخراج
شرکت فن ( سازنده شرکت شده توصیه دستورالعمل

 انتقال تأیید براي .رسید انجام به )هاي زندگی آمریکا آوري
 PCR ویژه پنل یک از بکمید، در ژن صحیح گیري جهت و
 دو در آنها مکمل ناحیه که( 13M عمومی آغازگرهاي با

 به ،)شده تعبیه بکمید lacZ ناحیه در ترانسپوزون محل سوي
 در .شد استفاده ژن خود اختصاصی آغازگرهاي همراه
 روي بر روفورزالکت انجام با آمده دسته ب محصولات نهایت

  .گرفتند قرارتحلیل  مورد درصد 1 آگارز ژل
  

  ها یافته
 تکثیر و c-DNA سنتز ،RNA استخراج از پس

 از F کننده کد ژن اختصاصی آغازگرهاي از ه وسیلهب آن
 از حاصل نتیجه .شد انجام پلیمراز اي زنجیره واکنش طریق
 جفت 1662 باند و PCR روش به شده سنتز c-DNA تکثیر

 1 تصویر در درصد، 1 آگارز ژل روي بر شده مشاهده يباز
  .است آمده

 تخلیص از پس -شده تکثیر قطعه ،بعد مرحله در
 کلونینگ وکتور در -پایین ذوب نقطه با آگارز ژل روي از

T/A با گرفته انجام فرآیند صحت و گردید سازي همسانه 
 نتایج ).2 تصاویر( شد تأیید آنزیمی هضم و PCR روش دو

 باند و اختصاصی پرایمرهاي با نظر مورد ژن PCR از لحاص
 است آمده الف 2 تصویر در شده مشاهده بازي جفت 1662

 باند دو وجود و نوترکیب وکتور آنزیمی هضم نتایج نیز و
 با آنزیمی هضم واکنش از حاصل بازي جفت 1662 و 2700

 .است مشاهده قابل ب 2 تصویر در KpnI و NcoI آنزیم دو
 وکتور در را نوترکیب سازه تولید صحت فوق، نتایج

  .دهند می نشان T/A کلونینگ
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 جفت 1662 باند مشاهده و RT-PCR روش به نیوکاسل بیماري ویروس پروتئین فیوژن کدکننده ژن تکثیر از حاصل نتیجه .1 تصویر
 اندازه :2 ستون .پلیمراز اي زنجیره واکنش منفی کنترل :1 ستون .اختصاصی آغازگرهاي کمک به c-DNA تکثیر محصول به مربوط بازي
   F ژن تکثیر به مربوط بازي جفت 1662 محصول :3 ستون ).فرمنتاز(  DNAبازي کیلو یک نماي

  
  
  
  
  
  
  
  
  

    
  

 T/A نگیکلون وکتور حاوي شده انتخاب سفید کلنی 5 روي بر یاختصاص هايمریپرا با نظر مورد ژن PCR از حاصل جینتا :الف .2 تصاویر
 بازي جفت 1662 قطعه وجود دهنده نشان :2-6 هاي ستون ).فرمنتاز( DNA بازي کیلو یک نماي اندازه :1 ستون .احتمالی نوترکیب

 :1 ستون .NcoI و KpnI هاي آنزیم توسط آنزیمی هضم از حاصل نتایج :ب .باشند می اختصاصی آغازگرهاي با F ژن PCR از حاصل
 جفت 6 و 5 هاي ستون .فوق هاي آنزیم از کدام هر با نوترکیب وکتور برش تک :2-4 هاي ستون ).فرمنتاز( DNAبازي کیلو یک نماي ازهاند

   .فوق آنزیم دو هر با نوترکیب وکتور برش
  

 نتایج نوترکیب، وکتور ترادف تعیین از پس
 این که داد نشان نظر مورد توالی بلاست آنالیز از حاصل

 نیوکاسل  بیماري ویروس پروتئین فیوژن ژن به متعلق لیتوا
 توجه با بنابراین . شباهت داردفوق توالی با  درصد98 و است

 جدایه عنوان به توالی این ، درصد100 شباهت وجود عدم به
K1392IRI شماره با ژن جهانی بانک در و  شدگذاري نام 

 ثبت ایران بومی توالی عنوان به 176996KJ دسترسی
  .گردید

 ب

1 2 3 4 5 6 

1 2 3 4 5 6 

3  2 1 
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 وکتور در F قطعه سازي زیرهمسانه ادامه در
 ها روش بخش در آنچه مطابق pFastBac Dual دهنده
 مشابه حاصل، نوترکیب سازه و پذیرفت انجام شد، گفته

 تأیید مورد آنزیمی هضم و PCR روش دو با قبل مرحله
 تکرار ازدر اینجا ( آمد دسته ب مشابهی نتایج و گرفت قرار

   ).کردیم نظر صرف مشابه نتایج
 حاوي pFastBac Dual نوترکیب پلاسمید نهایتاً

 حاوي Bac10 E. coli DH مستعد میزبان درون به F ژن

 شاتل از نوترکیب سازه تولید از پس و شد منتقل بکمید
 F ژن حاوي باکیولوویروس از شده مشتق بکمیدي وکتور

 و نتقالا تأیید براي بکمید، استخراج و )جابجایی مکانیسم با(
 با PCR ویژه پنل یک از بکمید، در ژن صحیح گیري جهت

 اختصاصی آغازگرهاي همراه به 13M عمومی آغازگرهاي
 دسته ب محصولات درنهایت .گردید استفاده ژن خود

 مورد درصد 1 آگارز ژل روي بر الکتروفورز انجام با آمده،
  ).3 تصویر( گرفتند قرار تحلیل

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 کیلو یک نماي اندازه :8 و 1 هاي ستون .F ژن حاوي نوترکیب بکمید تأیید براي PCR  شده انجام پنل از آمده دسته ب تایجن .3 تصویر
 کلنی یک از شده تخلیص غیرنوترکیب بکمید روي بر 13M عمومی پرایمرهاي از حاصل PCR محصول :2 ستون ).فرمنتاز(  DNA بازي
 نوترکیب بکمید روي بر 13M عمومی پرایمرهاي از حاصل PCR محصول :3 ستون ).باز جفت 300 حدود( منفی کنترل عنوان به آبی

 ریورس و F ژن اختصاصی پیشرو پرایمر از حاصل PCR محصول :4 ستون ).باز جفت 4200 حدود( سفید کلنی یک از شده تخلیص
 در ژن صحیح گیري جهت دهنده نشان که باز فتج 1500 حدود( سفید کلنی همان از شده تخلیص نوترکیب بکمید روي بر 13M عمومی
 تخلیص نوترکیب بکمید روي بر F ژن اختصاصی ریورس و 13M عمومی پیشرو پرایمر از حاصل PCR محصول :5 ستون ).است بکمید
 PCR محصول :6 ستون ).است بکمید در ژن صحیح گیري جهت بر دیگري تأیید که باز جفت 2500 حدود( سفید کلنی همان از شده

  .)باز جفت 1662( سفید کلنی همان از شده تخلیص نوترکیب بکمید روي بر F ژن اختصاصی پرایمرهاي از حاصل
  

 بسیار اندازه به توجه با که است ذکر به لازم
 روي بر آنزیمی هضم واکنش انجام امکان د،بکمی بزرگ

 پرایمرهاي با PCR واکنش انجام اصرف و نداشت وجود آن
 ژن جابجایی فرآیند تأیید موجب توانست نمی هم اختصاصی

 وکتور حضور دلیل به که چرا گردد، بکمید داخل به هدف
 این انجام عدم صورت در حتی pFastBac Dual نوترکیب

 نظر مورد ژن سازي فراوان نتیجه هم باز نوترکیبی، واکنش
  .دیمش استاندارد ویژه پنل این انجام به ناگزیر ما و بوده مثبت

  بحث
 با مقابله هاي راه مؤثرترین از یکی امروز به تا

 بیشتر .است بوده واکسیناسیون ویروسی، هاي بیماري
 سطحی هاي گلیکوپروتئین براساس نوترکیب هاي واکسن
 .)13، 12(اند شده تولیدهاي ویروسی  بر علیه بیماري ویروس

 ویروس سطحی هاي گلیکوپروتئین از یکی پروتئین فیوژن
 ایمنی سیستم تحریک توانایی که باشد می سلنیوکا زا بیماري

 زایی بیماري در این پروتئینبا توجه به اهمیتی که  .دارد را
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 ایمنی سیستم تحریک براي مناسبی کاندید ، داردویروس
 بر علاوه حشره سلول در گلیکوپروتئین این تولید .)8(است

 جمله از ترجمه از پس تغییرات بالا، کارایی و خوب بازدهی
 را ساخت حال در پروتئین به قندي هاي شاخه کردن فهاضا

   .سازد می پذیر امکان پستانداران سلول به شباهت بیشترین با
 تولید بومی روش وجود عدم به توجه با مطالعه این

 بررسی براي اي زمینه عنوان به تواند می کشور، در واکسن
 بنابراین .شود گرفته نظر در واکسن تولید بهینه آوري فن

 در تا شد جاسازي بکمید اخلد در F پروتئین ژن کامل طول
 حشره سلول در مربوطه نوترکیب پروتئین تحقیق این ادامه
 اولین .دگرد بررسی آن کارایی و زایی ایمنی و  شودتولید

 کامل ژنوم استخراج نوترکیب، پروتئین این تولید در قدم
 آغازگرهاي از طریق هدف ژن قطعه جداسازي و ویروس

 ویرس ژنوم که نکته این گرفتن نظر در با .است اختصاصی
 بایست می آن استخراج از پس است، RNA نوع از نیوکاسل
cDNA کامل ژن سپس و شده ساخته آن مکمل F  به وسیله

 این که است ذکر شایان .شود تکثیر اختصاصی آغازگرهاي
 زیرا رود، می شمار به کار کلیدي مراحل از یکی مرحله
 صحیح انتخاب و بوده هدف ژن جداسازي رحلهم اولین
 و مناسب دمایی برنامه ،بندي زمان ،استفاده مورد آنزیم

 توجه با .است اهمیت حائز بسیار اختصاصی آغازگر طراحی
 DNA آنزیم از پژوهش این در مرحله، این بالاي اهمیت به

 .شد استفاده سازي فراوان واکنش براي پلیمراز با دقت بالا
 زمان کاهش ،بالا پردازش توانایی ،آنزیم این تخابان دلیل

 پلیمرازها سایر با مقایسه در بالا بازدهی بودن دارا  وواکنش
 مورد آنزیم حداقل و تولیدي محصول میزان بیشترین دلیل به

 مقاوم پلیمرازهاي ترین دقیق از یکی آنزیم ایناست؛  استفاده
 اورهنگ ایجاد باعث آنزیم این چنین هم .باشد می حرارت به
A براي بنابراین شود، می تکثیري فرآورده انتهاي در 

 از پس ترتیب بدین .است مناسب T/A ناقل در جاسازي
 از استفاده با هدف ژن تکثیر و جداسازي صحت از اطمینان
 قطعه کلونینگ، مرحله سه از پس ،Bac to Bac سیستم
 در تا گردید جاسازي بکمیدي وکتور شاتل در F ژن کامل
 بکمید .گردد تولید حشره سلول در شده ذکر  پروتئین ادامه

 شده مشتق باکیولوویروس ژنوم از و است بزرگ پلاسمیدي
 را هایی ویروس تواند می حشره سلول به ورود از پس و است
 بیان 10p پروموتر کنترل تحت را هدف ژن که کند تولید

 ستمسی از استفاده مورد در گزارشات اولین .نمایند می
 بر 1987 سال به پروتئین تولید منظور به باکیولوویروس

 آنفولانزا ویروس نورآمینیداز ژن سال این در که گردد می
 روي آن زایی ایمنی خاصیت و  گردیدبیان سیستم این در

 بیانی سیستم از استفاده علت .)14(شد داده نشان موش
 تا .هاست روش سایر به نسبت آن بودن بهینه باکیولوویروس،

براي تولید  بیانی هاي سیستم از ،1993 سال از قبل
 که شد می استفاده هاي ویروسی در سلول حشرات پروتئین
 و ندبود نوترکیب ویروس تکثیر و سازي خالص نیازمند

 گرفتن نظر در بدون -ویروس بالاي تیتر رسیدن به براي
 تا 3 نیاز به یک دوره زمانی -فراوان مشکلات و ها پیچیدگی

 انتقال جدید روش معرفی از پس اما . ماهه بود6
 باکتري در اختصاصی جایگاه طریق از )ترانسپوزیشن(

 باکیولوویروس مؤثر تولید ،)15(لوکو توسط اشرشیاکلی
 از استفاده با متعددي هاي پروتئین و یافت تحقق نوترکیب

 پروتئین تولید .)17، 16(دش تولید حشرات سلول در روش این
 است مهم ویژگی چند داراي حشرات سلول در نوترکیب

 در .سازد می متمایز یوکاریوتی هاي میزبان سایر از را آن که
 تکثیر حشره سلول در نوترکیب  باکیولوویروس سیستم، این
 اعمال و پردازش از بعد شده، تولید پپتیدهاي و یابد می

 هاي سلول دیگر با مشابه اي ترجمه از پس تغییرات
 .کنند می گیري جاي سلول هدف هاي محل در یوکاریوتی،

 يعملکرد و ساختار داراي نوترکیب هاي پروتئین ،نتیجه در
 هایی پروتئین خصوصه ب ،هستند طبیعی هاي پروتئین با مشابه
 اهمیت داراي عملکرد از لحاظ آنها فضایی شکل که F مانند
 سایر با مقایسه در که است داده نشان مطالعات .است

 سیستم این در پروتین تولید کارایی وکاریوتی،ی هاي سیستم
 از نیمی محققان از بعضی که طوري به است، بیشتر

 پروتئین به را حشره سلول در شده تولید هاي پروتئین
 گستره ها ویروس این چنین هم .دانند می  مرتبطنوترکیب

 بند از خاصی گونه به مختص که دارند محدودي میزبانی
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 زا بیماري غیر گیاهان و تاندارانپس براي و است پایان
 قرار توجه مورد مسئله این حاضر مطالعه در .)18(هستند
 براي باکیولوویروس بیانی سیستم از توان می که است گرفته

 استفاده نیوکاسل بیماري ویروس علیه مناسب واکسن تهیه
 مورد منظور بدین تواند می پژوهش این محصول و نمود

  .گیرد قرار استفاده
  

  گیري نتیجه
 بیماري ویروس پروتئین فیوژن ژن مطالعه این در

 دسترسی شماره با و K1392IRI عنوان تحت نیوکاسل
176996KJدر  براي اولین بار به عنوان جدایه بومی ایران 

 نوترکیب سازه یک چنین هم .گردید ثبت ژن جهانی بانک
 کننده کد -باکیولوویروس از مشتق بکمیدي وکتور شاتل از
 سلولی لاین در بیان منظور به -فوق پروتئین (F) وژنفی

 سازه این بیانی محصول .شد ساخته موفقیت با حشره،
 زمینه در کاربرد بر علاوه باکیولوویروسی، نوترکیب
 دیگر همراه به یا و تنهایی به تواند می واکسن، تحقیقات

 HN هاي ژن کننده کد باکیولوویروسی نوترکیب هاي سازه
 ویروس (VLPs) ویروسی شبه ذرات تولید يبرا ،NP و

  .)19-22(بگیرد قرار استفاده مورد بیماري نیوکاسل
  

  قدردانی و تشکر
 مرکز محترم ریاست از است لازم اینجا در

 در گرامی همکاران و کاربردي شناسی ویروس تحقیقات
 ...ا بقیه پزشکی علوم پژوهشگاه مولکولی بیولوژي بخش

 خاطر به بهزادیان دکتر خانم رکارس چنین هم وتهران  )عج(
  .نماییم قدردانی و تشکر هایشان مساعدت
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