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 انـسان در جهـان      60,000 آنسفاليت حاد است كـه سـالانه سـبب مـرگ بـيش از                ك ي (Rabies) هاري:  و هدف  زمينه
 ـ  . ارآمد است كهاي   سنكموقع از وا    به ي  ه استفاد مارانيبتنها راه نجات    . شود مي  سيـستم  كهدف از اين مطالعه معرفي ي

جهـت ارزيـابي و     ايـن سيـستم     . باشـد   مـي هاري   ويروس   (N)ين  يمنظور بيان ژن نوكلئوپروت    بياني يوكاريوتي جديد به   
  .درو كار مي بهسن ضد هاري كساخت وا

 Reverse Transcriptase Polymerase Chainوش ر  ويـروس هـاري بـه   PV سـويه  Nامـل ژن  كتـوالي  : روش بررسـي 

Reaction (RT-PCR)ثير و در وكتور ك تpCDNA3.1(+)تعيـين  تور خـارج و  ك از هضم آنزيمي ژن از وپس.  كلون شد
.  خريـداري شـد    pGH/Nيـب   كصـورت وكتـور نوتر     ور بـه  ك توالي آن، ژن مذ    دليل وجود موتانت در    بهلكن  . توالي شد 

pGH/N ثير و پس از هضم آنزيمي آن، ژن         ك تN   بياني  در وكتور    مجددpCDNA3.1(+)      يـد شـد   يكلـون و كلونينـگ تا .
بـادي    بـا روش آنتـي     Nين  ي منتقل و بيان پـروت     ت داده شده   كش BSRهاي   به سلول  N pCDNA3.1/(+)وكتور نوتركيب   

  .شدو تاييد  بررسي (FAT)فلورسنت 
خارج شدن ژن     و هضم آنزيمي .  را مشخص نمود    جهش در ژن   وجود RT-PCRثير شده با    كژن ت تعيين توالي    :ها  يافته

N وكتور   از pGH/N  وكتور نوتركيب  و  خريداري شده (+)/N pCDNA3.1 ژن  كلونينگN  ثيـر  كتروفـورز ت نتـايج الك و
نتـرل  ك با روش هضم آنزيمـي و   (+)pCDNA3.1 در وكتور بياني     Nكلونينگ مجدد ژن    . يد كرد يين را تا  يژن نوكلئوپروت 

پ كوروس ـك با استفاده از پـادتن اختـصاصي و مي  BSRهاي   در سلولNين ييد و بيان پروتيتانيز  (Quick check)سريع 
  .فلورسنت مشاهده شد

 (+)pCDNA3.1، در سيـستم بيـاني يوكـاريوتي         PV ويروس هاري سـويه      Nين  يلعه نشان داد پروت   اين مطا : گيري  نتيجه
  .تواند بيان شود ميكلون شده و طراحي شده 

  .ژنيب، بيان كتور نوتركين، ويويروس هاري، نوكلئوپروت :ليديك لماتك

 
  

  از جنس ليساويروس،هاي متعدد توسط گونه (Rabies)بيماري هاري 
 هاري 1.شود ي مونونگاوايرال ايجاد مي رابدوويريده و ردهي  خانواده

خواران   بين انسان و دام است كه گوشتك بيماري ويروسي مشتركي
   هاري موجب 2.كنند اهلي و وحشي نقش مهمي در انتقال آن بازي مي

  
ه شد آلوده فرد مرگ محتومزي و كآنسفاليت حاد سيستم عصبي مر

ويژه در مناطق  ه شيوع بيماري هاري در حيوانات و انسان، ب3.شود مي
 تهديد جهاني كعنوان ي ان بهكماكشورهاي در حال توسعه، كفقير 

 هزار 60طور تخميني، سالانه بالغ بر  به. براي بهداشت عمومي است
 %60 حدود 5و4.كنند  به هاري در دنيا فوت مييدليل ابتلا نفر به
  7و6.افتد در آسيا اتفاق ميميرها  و مرگ

 مقدمه

 

  300 تا 294هاي  ، صفحه5 شماره،72دوره،1393مردادي تهران،كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل

    25/04/1393:        آنلاين08/04/1393:        پذيرش01/03/1393: دريافت                     چكيده
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 غير قابل درمان ناشي از هاري آنسفاليت هرچند كه تا به امروز
راه مقابله  سن بهترينكاستفاده از وانسبت به بيماري و است، آگاهي 

هاي موثر قابل دسترسي وجود  سنك اگر چه وا8.باشد مياين بيماري با 
وليد و مديريت ي در طي تيدارد، براي مقابله با هاري هزينه بالا

هاي جديد  شف سويهكافزايش شيوع و . سن بايد پرداخت شودكوا
در حد هاي ايمن، موثر و  سنكهاي خانواده هاري، نياز به وا ويروس
ردهاي مورد توجه جهت كي از رويكي. طلبد تر را مي  ارزانامكان

يب ك شده از طريق ساخت انواع نوتربيانميت كيفيت و كدستيابي به 
  10و9.ري استسن هاكوا

صورت  هاي ضد هاري دامي فقط به سنكدر حال حاضر وا
شوند كه  استفاده ميتخفيف حدت يافته سن زنده كغيرفعال يا وا

 9و5.شود  را موجب مي توجه به ملاحظاتيردن آنكفرايند غيرفعال 
          خطي منفيRNAرشته  كژنوم ت كيمحتوي ويروس هاري 

(-ssRNA)است  .RNAژن پنجوس،  ژنومي وير N، P، M، G         
عنوان   ويروس هاري بهGين يوپروتك گلي11و4.ندك د ميك را Lو 
ننده ويروس را ك بادي خنثي ژن اصلي قادر است توليد آنتي آنتي

  .موجب شود
 Gژن  يب در مقابل هاري بر اساس آنتيكهاي نوتر سنكوا
سته به سطوح گذاري شده است، اما ايمني در مقابل هاري فقط واب پايه
 تنوع ،علاوه بر اين. باشد  نميGبادي القاشده توسط پروتيين  آنتي

هاي جغرافيايي مختلف و   بر اساس موقعيتG گليكوپروتيين ژنتيكي
بروز ايمني كامل در پوشش  ممكن است بالقوههاي ويروس هاري  گونه
انديد يك كعنوان  اين پروتيين را به Nژني  ثبات بالاي آنتي. ال نمايدكاش

  9و5.رده استك هاري معرفي  واكسنبراي توسعه ديگر 
آمينه  اسيد N 450ين ي نوكلئوتيد و پروت1353 محتوي Nژن 

كمپلكس  يني مهم ازي داخلي پروتو جزNين ي پروت12و7.دارد
 ساختار كين در يياين پروت. استويروس  (RNP)ين يريبونوكلئوپروت

يافته  صورت سازمان ژنوم بهشدت كپسيده در داخل  بسيار پايدار و به
 از نظر ساختاري و نيز از نظر N همچنين ژن 13و5.ارآمد قرار داردكو 

حفاظت در . ها حفاظت شده است ژنتيسيته بيشتر از ساير ژن آنتي
و در سطح توالي آمينواسيد %) 2/91(سطح توالي نوكلئوتيدي آن 

   14-17.باشد مي%) 96(حاصله 
 Nننده ژن ك  سازه بيانكو ساخت يهدف از اين مطالعه طراحي 

ويروس هاري و تاييد  )شده و واكسينال سكسويه في (PVاز سويه 

لوني از ك است كه BSRي ها سلولمدل يوكاريوتي بيان آن در 
  .باشد  ميBaby Hamster Kidney (BHK)هاي  لسلو
  

  
روس هاري  ويPVسويه : ويروس، پلاسميدها و سلول )الف

هاي ويروسي انستيتو پاستور واقع در شهر  سنكي از بخش واياهدا(
ثير كو با تزريق ويروس در مغز موش شيرخوار ت) شور ايرانكرج و ك

هاي بيمار جدا و   روز بافت مغز از موشهشتپس از حدود . شدند
   سوسپانسيون هموژنيزه شدكجهت ساخت ي

صورت رسوب در  ه سلولي بسوسپانسيون سانتريفيوژكمك  به
 تا زمان مورد -Cº 70آمده و محلول رويي محتوي ويروس در فريزر 

ي از ياهدا (TOP10تري ايشرشياكلي سويه كبا. نياز ذخيره گرديد
، پلاسميد )رجك ،هاي ويروسي انستيتو پاستور بخش واكسن

pCDNA3.1(+)) سلولي دانشگاه تربيت مدرسكي از بانياهدا ، 
 pGH/N (GENE-RAY, Hong Kong, China)و پلاسميد ) تهران

  .هاي استاندارد تكثير شدند تهيه شده و بر اساس تكنيك
ي از بخش ياهدا (BHKهاي  ل كلوني از سلوBSRهاي  سلول

تهيه و در محيط كشت ) كرج، هاي ويروسي انستيتو پاستور سنكوا
DMEM (Gibco-Invitrogen) با FBS 5% در شرايط استريل كشت 

  .داده شدند
 از RNA لك:  ويروس هاريPV سويه Nكلونينگ ژن  )ب
ويروس هاري، با  PVشده با سويه  هاي بافت مغز موش عفوني نمونه

 و بر RNX-PLUS (Cinna Gen Inc., Tehran, Iran)يت كاستفاده از 
هاي  همه نمونه. استخراج گرديدت سازنده ك شراركاساس دستور

RNA در Cº 70- تا زمان استفاده براي Reverse Transcriptase 

Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) سنتز . ذخيره شدcDNA با 
 Random Hexamer (Fermentas UAB, Vilnius, Lithuania) پرايمرهاي
 ويروس با RNA ويروس هاري از PV سويه N ژن ORF .انجام شد
 F: 5′- AAAAAACTAGCTAGCGTAACACCTCTA)پرايمرهاي

CAATGGATGC- 3′)،(R: 5′- AAAAAACGGGATCCTTCTTA 

TGAGTCACTCGAATATG- 3′) وسيله  بهPCRثير شدك ت.  
 ويروس هاري در PVين سويه ي نوكلئوپروتcDNAتمام طول 

 N pCDNA3.1/(+) در پي آن كلون شد و (+)pCDNA3.1پلاسميد 

  بررسيروش
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نترل سريع انجام كيد كلونينگ با روش هضم آنزيمي و يتا. ناميده شد
يب كتور نوتركهاي حاوي و تريك از باكني تلوكشت مجدد ك. شد

pCDNA3.1(+)/Nهاي نوكلئوتيدي  توالي.  انجام شدcDNA داخل 
 PV سويه Nاين توالي با توالي ژن . شده توسط شركت مشخص شد
(Gene bank no: JX276550.1)ي در يها  مقايسه شده و وجود موتانت

ر مراحل ين بيان شده دينظر به اهميت صحت پروت. آن مشخص شد
 خريداري pGH/Nصورت وكتور   بهPV سويه Nبعدي اين مطالعه، ژن 

هاي استاندارد انجام شد و هضم آنزيمي با  كلونينگ با روش. شد
صورت  pGH/N روي وكتور نوتركيب BamHI و NheIهاي  آنزيم
 از Nپس از الكتروفورز محصول هضم آنزيمي مرحله قبل، ژن . گرفت

.  مجددا كلون شد(+)pCDNA3.1وكتور در روي ژل بازيافت شده و 
  .يد شديكلونينگ با روش هضم آنزيمي و كنترل سريع تاآن دنبال  به

 BSRهاي  دو روز قبل از عمل انتقال ژن سلول: انتقال ژن به سلول )ج
 .(trypsin-EDTA, Invitrogen %0.25)كشت داده شده تريپسينه شدند 

خانه مخصوص كشت  شهاي ش  تريپسينه شده به پليتهاي سلول
      ساعت در دماي48مدت   منتقل گرديدند و به(Greiner)سلولي 

Cº 37ها پر شدند   از مقطع چاهك%75-90هنگامي كه .  انكوبه شدند
 با استفاده از N pCDNA3.1/(+)به تعدادي از آنها وكتور نوتركيب 

ت سازنده ك شرارك طبق دستور(Invitrogen) 2000ليپوفكتامين 
  .سفكت شدتران

 در PVين ويروس هاري سويه يآناليز بيان ژن نوكلئوپروت )ه
هاي  سلول: (FAT)بادي فلورسنت  با روش آنتي BSRهاي  سلول
BSRيب ك حاوي وكتور نوتر(+)/N pCDNA3.1 در شرايط استريل 

نترل كعنوان  به.  انكوبه شدCº 37  ساعت در48شت داده شده و ك
ليه كسپس . وكتور اضافه نگرديدها  كمنفي، به تعدادي از چاه

 كپس از خش. س شدندك ساعت با استون سرد فيدو تا يكها  نمونه
بادي ضد ريبونوكلئوكپسيد كونژوگه با  ها با آنتي شدن استون، نمونه

FITC (BioRad cat no:357-2112)ساعت درك ي  Cº 37 انكوبه 
فلورسنت  پكوسوركها پس از شستشو با آب تامپون با مي نمونه. شدند

 .مشاهده گرديد

  

  
  نتايج : RT-PCR با روش PVروس هاري سويه ـ ويNر ژن ـثيكت

 ويروس هاري سويه Nنشان داد ژن % 1الكتروفورز روي ژل آگارز 
PV روش  بهRT-PCR نحوي كه باند مربوطه  ثير شده بهكت)bp 

 .ن ژن مشاهده شده بوددر حوالي طول مورد نظر مربوط به اي) 1353
 با روش PVين ويروس هاري سويه ييد كلونينگ ژن نوكلئوپروتيتا
نتايج الكتروفورز بر روي ژل آگارز، كلونينگ ژن : نترل سريعك

 يل وكتور نوتركيبك و تش(+)pCDNA3.1ين در وكتور ينوكلئوپروت
pCDNA3.1(+)/Nنترل سريع قرار گرفتن كدر روش .  را نشان داد

 در باند بالاتر نسبت به وكتور خطي شده حاكي از كلونينگ ها نمونه
يد بعدي كلونينگ با هضم يتا.  بود(+)pCDNA3.1 در وكتور Nژن 

 نيز روي ژل الكتروفورز N pCDNA3.1/(+)آنزيمي وكتور نوتركيب 
 از N حاكي از خارج شدن ژن bp 1353مشاهده باند . مشخص شد

  .اشدب  ميN pCDNA3.1/(+)وكتور نوتركيب 
نتايج تعيين توالي وجود موتانت را در ژن تكثير شده مشخص 

 جهت سنتز به pGH/Nصورت وكتور نوتركيب   ژن بهرو از ايننمود، 
هضم آنزيمي روي وكتور نوتركيب .  ارسال گرديدGenerayشركت 
pGH/N خارج شدن ژن ،N را از وكتور pGH/N روي ژل آگارز ،
  ).1ل كش( نشان داد

 در وكتور Nفورزي روي ژل آگارز كلونينگ مجدد ژن نتايج الكترو
pCDNA3.1(+)يب ك و حاصل شدن وكتور نوتر(+)/N pCDNA3.1 را 

  ).2ل كش(با دو روش هضم آنزيمي و كنترل سريع نشان داد 

  
                                     2              1      

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 از Nردن ژن ك  جهت خارجBamHI و NheIهاي   هضم آنزيمي با آنزيم:1شكل 
  ماركر از پايين به بال- PGH/N.   2شده از وكتور   خارجN ژن -PGH/N.    1 وكتور

  .باشد  باز مي1500، 1000، 500ترتيب،  به

 هايافته

1500 bp 
 

1000 bp 

 
  500 bp 

PGH/N

 
1353 bp 
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                             5       4       3       2      1  

  
  

  
  
  نترل سريعك با روش pCDNA3.1 (+) در وكتور Nيد كلونينگ ژن يتا: 2ل شك

  .باشد  ميN pCDNA3.1/(+)  كلوني تك كشت داده شده5  و4و  2و  1هاي  نمونه
  .شده قبل از كلونينگ است  محصول وكتور خطي3نمونه 

  
                    2                        1  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  ش هضم آنزيمي با روpCDNA3.1 (+) در وكتور Nتاييد كلونينگ ژن : 3شكل 
  pCDNA3.1 (+)شده  همراه وكتور خطي شده به  خارجN ژن -1
  .باشد  باز مي1500، 1000، 500ترتيب،   ماركر از پايين به بالا به-2

  
 Nتور، ژن كها روي ژل در مقايسه با و محل قرارگيري نمونهبر اساس 
  ).3 لكش( كلون شده است (+)pCDNA3.1 در وكتور

 در PVژن نوكلئوپروتيين ويروس هاري سويه تاييد بيان پروتيين 
مشاهدات با ميكروسكوپ فلورسنت :  FAT با روش BSRهاي  سلول

داد  نشان FITCبا بادي ضد ريبونوكلئوكپسيد كونژوگه  با استفاده از آنتي
   BSRهاي   در سلولPVكه پروتيين نوكلئوپروتيين ويروس هاري سويه 

  
  
  
  
  
  
  
  

  

بادي ضد ريبونوكلئوكپسيد   با آنتيBSRهاي   در سلولNين ييد بيان پروتيتا: 4شكل 
 )FATتست  (FITCكونژوگه با 

A:هاي   سلولBSRحاوي وكتور نوتركيب  pCDNA3.1(+)/N  
B: هاي  نترل منفي سلولك نمونهBSR  

  
گونه   هيچBSRهاي  هاي كنترل منفي در سلول در نمونه. بيان شده است

  ).4شكل (دي نشاندار مشاهده نشد با بيان پروتيين و اتصال با آنتي
  

  
 داشتن خواص (N)ين ويروس هاري ياز مزاياي نوكلئوپروت

هاي لنفوسيت  كردن سلول ي قابليت فعاليتنها ژني است كه به آنتي سوپر
Bهاي  بادي ثير آنها و توليد آنتيك جهت ت(IgM)در نتيجه هم .  را دارد

هاي ايمني هومورال قوي،  يمني سلولي و هم پاسخهاي قوي ا پاسخ
گونه  همان. ندك مدت را عليه ويروس هاري القا مي اختصاصي و طولاني

 ي، القاN شده ين خالصي يا پروتNيب كهاي ويروسي نوتر سنككه در وا
ها تاييد  ها و سگ شنده هاري، در موشكايمني حفاظتي عليه عفونت 

   18و15و12.شده است
 را Nين ي پروت،ارانك و همFUتوسط  1991لعه در سال  مطاكدر ي

ين با يروش كروماتوگرافي گرايشي خالص و آناليز بعدي پروت به
 در مطالعه بعدي 13.بلات انجام شد و وسترن SDS-PAGE الكتروفورز

هاي باكتري  يني تمام پروت1995اران در سال ك و همGotoتوسط 
بلات   و وسترنSDS-PAGE زالكتروفور  باNننده ژن ك ايكلاي بيان

  18.آناليز شد
يد بيان ي نبود و تاN ينيسازي پروت در اين پژوهش نيازي به خالص

 Fluorescent Antibody Test در داخل سلول با روش N ينيپروت

 بحث

pCDNA3.1(+) 

pCDNA3.1(+)/N 

pCDNA3.1(+) 
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(FAT)ي و ارزان، براي تشخيص ياين روش استاندارد طلا.  انجام شد
 World و WHOهاي ويروس هاري توسط  ژن آلودگي سلول به آنتي

Organization for Animal Health (OIE) طور گسترده  توصيه شده و به
 %95-99 شود كه در استفاده مي (Rabies)واكسن هاري براي تشخيص 

  .آيد دست مي هموارد، نتيجه قابل اعتماد در عرض چند ساعت ب
صورت مستقيم روي اسمير و نيز براي  ن است بهكاين روش مم

شت يا در بافت مغز موش، ك در محيط Rabiesژن  تييد حضور آنيتا
منظور تشخيص تلقيح شده، استفاده شود و در انسان سريعترين،  كه به

 پلاسميد 19.باشد ترين روش تشخيصي مي حساسترين و اختصاصي
 حاوي پروموتربوده كه  pcDNA3.1استفاده شده در اين پژوهش 

باشد  مي  ColE1 به  مربوطOrigin و Aهاي پلي   و تواليCMV قوي
سيلين، امكان  پي آمOpen reading frame (ORF)علت داشتن   بهو

. سازد  را فراهم ميمربوطههاي حاوي پلاسميد  گزينش باكتري
 و يوكاريوتيپروكاريوتي  همانندسازي مبداوكتور داراي همچنين اين 

حاوي ژن هدف در سيستم پروكاريوت  وكتورترتيب  بدين. است
ين در داخل سيستم يوكاريوت از آن ي براي بيان پروته،تكثير نمود

  .شداستفاده 
هاي حشرات  شده از سلول يب خالصك نوترLiu، N پژوهشدر 

% 60 است و حدود In vitro  ويروس درRNAقادر به باند شدن به 
دليل   به16.اشدب حشرات مي mRNA ل نوكلئوكپسيد و همراه باكش به
هاي بياني  شده در سيستم ين بيانيان عدم پردازش صحيح پروتكام

 در اين پژوهش در Nين يها، تاييد بيان پروت تريكحشرات و با
هاي ويروسي  سنكثر واكهمچنين، ا.  صورت گرفتBSRهاي  سلول

با توجه به . شود هاي پستانداران توليد مي شده در سلول  توليدكلاسيك
 استفاده و توسط Nر شده جهت بيان كع، از سلول ذاين موضو

ي از معايب كي. كلونال بيان آن ارزيابي شد بادي اختصاصي پلي آنتي
م سلولي بسيار كثر تراكهاي سلول جانوري سرعت رشد و حدا سيستم

  .ها است متر از ساير سلولك
يب با محدوديت مواجه كين نوتريبنابراين، بازده توليد پروت

هاي بياني و  منظور افزايش بازدهي در اين موارد، از حامل به. شود مي
شود   پروموتر قويتر استفاده ميكنترل يكلون شده تحت كهاي  ژن

(REF) .يب با اين روش بسيار كين نوترياز طرف ديگر، توليد پروت
هاي جانوري  گران است، زيرا تاييد عدم همراه شدن احتمالي ويروس

يفيت گسترده كنترل كهاي  به آزمايشسازي شده،  با محصول خالص

ين حاصل در سيستم جانوري و تاييد با پادتن ي بيان پروت20.نياز دارد
با توجه . شود  با درستي پردازش ميNاختصاصي مويد اين است كه 

هاي پروكاريوت انجام  ثير كاست ژني مربوطه در سيستمكه تكبه اين
هاي جانوري فرا روي  مشده براي توليد در سيست بيانشود، معايب  مي

  .اين روش نخواهد بود
Iseniين ياران به اين نتيجه رسيدند كه پروتك و همPين ي پروتN 

ي يتنها  بهNين ي، پروتPدارد و در غياب  را در حالت محلول نگه مي
ل حلقوي و كش شود و به  بيان ميRNAل پليمريزه و بدون كش به

 در 21.موم استاين نتيجه مورد توافق ع. رسوب وجود دارد
 با هم P و Nهاي  معمول بيان ژنطور  بهژنومي  هاي بياني ميني سيستم

، Nين ينش با پروتك از طريق واPين يشود، زيرا پروت در نظر گرفته مي
ين ي ژنومي را جهت كپسيده شدن توسط پروتRNAمناطق اختصاصي 

Nين يدر واقع پروت. ندك آن عرضه مي ، بهPو  چاپرون كعنوان ي  به
ين يمحلول، مانع از تجمع پروت N ينيننده كانفورماسيون پروتك تعيين

N(N-N)اختصاصي به   و باند شدن غيرRNAشود  سلولي مي.  
شود و از فسفريلاسيون   برهنه باند ميNين ي به پروتPين يپروت
 تاييد رو از اين 16.كند  پيشگيري ميهاي سنتز شده جديدNفوري 
يب منوط كسن نوتركصورت وا هاين سيستم بارآيي استفاده از كبيشتر 

 و همچنين ارزيابي و تعيين P و Nين يبه بررسي بيان همزمان پروت
 به حيوان آزمايشگاهي N/pCDNA3.1 با تزريق N ژنتيسيته ژن آنتي

شدت  شده خيلي سريع است و به هاي ضعيف ثير سويهكت. خواهد بود
 بنابراين، تحقيقات 4.ندنك هاي ايمني ذاتي و تطبيقي را القا مي پاسخ

ز گردد، كامل ويروس متمرك بايد روي تضعيف هعمدطور  بهمربوطه 
ها حتي براي اشخاصي كه دچار نقص شديد  سنكطوري كه اين وا به

  .امل ايمن باشدكطور  بهدر سيستم ايمني هستند، 
  :شود در ادامه پژوهش حاضر اقدامات زير پيشنهاد مي

 ژنتيسيته ژن ش جهت تعيين آنتي به موN/pCDNA3.1 تزريق -1
Nسازه جهت بررسي بيان همزمان ك طراحي ي-2 . در مرحله بعد 

  .هاي حشرات  با هم و ارزيابي سازه در سلولP و Nين يپروت
نامـه تحـت عنـوان        از پايـان    اين مقاله حاصل بخشي    :سپاسگزاري

يب ژن نوكلئـوپروتيين ويـروس      كتور نوتر كطراحي، ساخت و بيان و    "
باشـد كـه بـا         مي 1391-92در مقطع كارشناسي ارشد در سال        "هاري

مجتمع توليدات انستيتو پاستور ايران، در آزمايشگاه پـژوهش         حمايت  
  .سن هاري انساني انجام شده استكو ساخت وا
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Background: Rabies is an acute encephalitis that causes more than 60,000 deaths 

worldwide. The only way to save individuals bitten by a rabies-infected animal is the 

timely use of effective vaccines. Treatment with new generation vaccines is expensive. 

Therefore, there is a global movement towards the production of less expensive vac-

cines which retain and improve upon the quality and effectiveness of the vaccine. Pro-

duction and evaluation of non-classical vaccines is one of the approaches taken in this 

regard. In this study, we describe a new eukaryotic expression system to express the 

nucleoprotein N gene of rabies virus which, if suitable, may be evaluated for anti-rabies 

vaccine production. 

Methods: The complete sequence of the N gene of rabies virus PV subtype was ampli-

fied by real-time polymerase chain reaction and cloned into the pCDNA3.1(+) vector. 

The cloned gene was excised from the vector by restriction enzyme digestion and se-

quenced. Due to mutations detected in the N gene, the gene coding sequence was pur-

chased as a recombinant pGH/N vector. Vector pGH/N was amplified and following 

enzymatic digestion, the excised N gene was once again cloned into vector pCDNA3.1(+). 

Successful cloning was confirmed using restriction digests and quick check. The re-

combinant vector pCDNA3.1(+)/N was transformed into cultured BSR cells and protein 

N expression was analyzed using fluorescent antibody test (FAT). 

Results: Electrophoresis confirmed amplification of the nucleoprotein N gene and sub-

sequent restriction enzyme digestion showed that the N gene had been successfully 

cloned into the recombinant pCDNA3.1(+)/N vector. However, DNA sequencing re-

vealed the presence of mutations within the N gene. Restriction digest of the commer-

cial pGH/N vector showed that the N gene had been excised from the vector. Success-

ful cloning of the N gene into the pCDNA3.1(+) expression vector was confirmed using 

restriction digests and quick check. Protein expression in BSR cells was assayed by 

immunostaining with anti-ribonucleocapsid FITC-conjugated antibody and visually 

confirmed by fluorescence microscopy. 

Conclusion: This study showed that the protein N of rabies virus subtype PV can be 

expressed in a eukaryotic expression system using the pCDNA3.1(+) expression vector. 

 

Keywords: FAT, rabies virus, ribonucleoproteins, sequence, vaccines. 
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