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هـاي   ژن  بـه اسـتفاده از آنتـی   پژوهشگران . استدر جهان بالا  ومیر   ی از عوامل مرگ   ک ی نزاآنفلوآویروس  : زمینه و هدف  

سن و  ک ـمنظـور سـاخت وا     بـه ) نینیهمـاگلوت ین  یول گلیکـوپروت  ک مول کوچک زیرواحد   مانند( شده این ویروس   حفاظت

یی اارک ـ بـا  HA2لیه کلونال ع هاي پلی  بادي  این پژوهش با هدف تولید آنتی     .  توجه خاص دارند   ک سرولوژی هاي  پژوهش

  .لازم اجرا شد

 در بخـش    1393 تـا خـرداد      1392 و از مهر     بود) در زمینه تولید فرآورده   (  از نوع علوم پایه    پژوهشاین  : روش بررسی 

همـراه ادجوانـت فرونـد از طریـق عـضلانی بـه               بـه  HA2 نوترکیـب     ینیپـروت . نزا انستیتو پاستور تهران انجام شد     آنفلوآ

 و (Radial immunodiffusion, RID) نفـوذ شـعاعی   هـاي  وسـیله تـست   یی سرم خرگوش بهاراکخرگوش تزریق شد و 

  .بلاتینگ بررسی شد وسترن

  . مثبت بودHA2سرم  بلاتینگ براي آنتی همچنین نتایج وسترن.  خط و هاله رسوبی مشاهده شدRID  در تست :ها یافته

خـوبی القـا      تولید و پاسخ ایمنی هومـورال بـه        HA2ین  یه پروت بادي علی   آنتیه  کنتایج این پژوهش نشان داد      : گیري  نتیجه

  .گردیده است

  .، هماگلوتینین، ایمونودیفیوژن، وسترن بلاتینگکلونال  پلی،بادي ، آنتیHA2ین ینزا، پروتآنفلوآویروس  :لیديک لماتک

 

  
ه کروس این وی.  عامل بیماري حاد تنفسی استآنفلوآنزاویروس 

هاي   مسئول پاندمی، از انسان جدا شد1933بار در سال  اولین

 میلیارد نفر در کسالانه ی. باشد هاي فصلی می اسپورادیک و اپیدمی

 میلیون نفر 3-5ه از این تعداد کشوند  جهان به این بیماري مبتلا می

 1.انجامد نفر هم به مرگ میهزار  500 تا 300دچار بیماري شدید و 

 و A ،Bروس جز خانواده اورتومیکسوویریده و داراي سه نوع این وی

Cه نوع کباشد   میA رنج وسیعی از پستانداران و پرندگان را آلوده 

ها را  هاي فصلی انسان ه در اپیدمیکهایی  ند، بیشترین زیرگونهک می

 از نظر آنفلوآنزاویروس .  هستندH1N1، H2N2، H3N2نند ک آلوده می

    قطبیت با رشته ک تRNA قطعه هشتشش لیپیدي و ساختاري داراي پو

  

  و نورآمینیداز(HA) نینیهماگلوت. هاي مختلف است ینیمنفی و پروت

(NA)ه در سطح پوشش این کهایی هستند  ینی مهمترین گلیکوپروت

 2.ویروس قرار دارند

صورت  ول تریمر است، هر زیرواحد آن بهک مولک یهماگلوتینین

 HA2 و HA1ه توسط پروتئازها به کشود   میین ساختهیپروت  پیشکی

سولفیدي به یکدیگر متصل  وسیله پیوندهاي دي هشکسته شده ولی ب

باشد و در ادغام غشا   میHA در انتهاي کربوکسیل HA2. هستند

 2.ویروس با سلول هدف در هنگام ورود ویروس به سلول نقش دارد

HA2شده   قسمت حفاظتHAمنطقه این پپتید داراي سه .  است

 (Fusion peptide) دهنده پیوند پپتید  ژنیک است، این مناطق شامل ناحیه آنتی

 HA2، ناحیه اکتودمین ) ترمینالN از سمت 38-1هاي  اسید آمینه(

و قسمت ایمونوژنیک ) ترمینال Nسمت  185-23هاي  اسید آمینه(

  مقدمه
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این سه منطقه منجر به . هستند) 175-125هاي  اسید آمینه( داخلی

که   از آنجایی3.شوند کلونال می بادي پلی  پاسخ ایمنی و تولید آنتیيالقا

HA2نوع آنفلوآنزاهاي   در طیف وسیعی از ویروس A حفاظت شده 

 براي HA2کلونال ضد  هاي پلی بادي توان از آنتی است، بنابراین می

مطالعات  و پژوهشیهاي تشخیصی و  اندازي سیستم سن و راهکتولید وا

هاي  تکشر 4و3.ردکها استفاده   انسان در پاندمیسرولوژیک سرم

به تولید اقدام  در دنیا Biorbytو  eENZYMEتولیدي مانند 

عنوان   براي اهداف پژوهشی بهHA2کلونال ضد  هاي پلی بادي آنتی

   6و5.اند  محصول تجاري نمودهکی

 و ویروس آن، در ایران نیز آنفلوآنزابا توجه به اهمیت بیماري 

ه این امر کشود   بر روي این ویروس انجام میگوناگونی هاي پژوهش

هاي  ینیکلونال علیه ویروس و پروت هاي پلی بادي لزوم استفاده از آنتی

 هاي تکها از شر بادي  در حال حاضر این آنتی8و7.بخشد را ضرورت می آن

توجه به اهمیت  با. بر است هزینهبسیار ه کشود  خارجی خریداري می

سازي ساخت   مطالعه بومیاین، هدف آنفلوآنزاس  در ویروپژوهش

  .بودشور ک در HA2کلونال ضد  هاي پلی بادي آنتی

  

  
 در بوده از نوع علوم پایه و در زمینه تولید فرآورده کاین مطالعه 

 انستیتو پاستور آنفلوآنزا در بخش 1393 تا خرداد 1392مدت زمان مهر 

 تخلیص شده مورد استفاده در این HA2پپتید .  گردیدتهران انجام

 HAامل کشده از توالی  مطالعه حاصل از بیان قطعه ژنی جداسازي

 هاي ه در پژوهشک است (A/Tehran/18/2010/H1N1) آنفلوآنزاویروس 

تخلیص شده و از آن  ثیر وک انستیتو پاستور، تآنفلوآنزا بخش پیشین

بادي  براي تولید آنتی 9.نال استفاده گردیدکلو بادي پلی براي تولید آنتی

. اي استفاده شد  هفته4-8کلونال از دو خرگوش نر سفید نیوزلندي  پلی

  با) µg/ml 400غلظت ( HA2  یبکین نوتری پروتml 1 در تزریق اول

ml 1  امل فروندکادجوانت(Complete Freund's Adjuvant, CFA, 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany)صورت   مخلوط و به

 از تزریق اول پس روز 30تزریق دوم . جلدي تزریق شدعضلانی و زیر

 Incomplete Freund's)با نصف میزان ادجوانت فروند ناقص

adjuvant, IFA, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany)ژن   و آنتی

بار تا چند ماه ادامه  ک روز ی14هاي یادآور هر  تزریق. صورت گرفت

اي گوش در فواصل زمانی  گیري از رگ سیاهرگ حاشیه خون. افتی

  10.مشخص صورت گرفت و جداسازي سرم انجام شد

کلونال در خرگوش از  بادي پلی منظور بررسی تولید آنتی به

 (Radial Immunodiffusion, RID) هاي مختلفی مانند نفوذ شعاعی روش

  و دوبعدي(Single RID, SRID) بعدي کبه دو صورت ت( در ژل

(Double RID, DRID)استفاده شد .  

 با درصد مناسب (CinnaGen, Iran) آگارز، ژل DRIDبراي 

 از mm 5/4 و فاصله mm 3/5 در آن با قطر ک چاههفتتهیه و 

هاي مختلفی از  ژن و رقت ها آنتی به چاهک. دیگر ایجاد گردیدکی

   در ساعت انکوباسیون48پس از گذشت . نترل اضافه شدکسرم و 

C 25زدایی با محلول  و رنگ% 5/0بلو  آمیزي با کوماسی ، رنگ

بر انجام شد و در نهایت ژل براي مشاهده خط رسوبی بررسی  رنگ

ه دماي آن ک زمانی آگارز از تهیه محلول  پسSRIDاما در . گردید

بقیه مراحل مانند . سرم به آن اضافه گردید  رسید، C 56به کمتر از 

DRID11. انجام شد  

کلونـال تولیـد شـده از تکنیـک      سرم پلی  ارایی آنتی کبراي بررسی   

 و  HA2( هـا    نمونـه  SDS-PAGEبلاتینگ اسـتفاده شـد، ابتـدا         وسترن

انجام و سـپس بانـدهاي      % 15در ژل   ) 3M2e-HA2ین نوترکیب   یپروت

 بـا  Semidry electro-transfer (Applex, 016932)وسـیله   هینی بیپروت

  از بـلاك   پـس . ردک ـ انتقال پیدا    غشا نیتروسلولز ه  آمپر ب    میلی 10ولتاژ  

 سرم اضافه و با گذشت زمان مناسب        1:10، رقت   BSA 5/1%با   کردن

 (Goat Anti-Rabbit HRP Conjugate) بـادي ثانویـه کونژوگـه    آنتـی 

(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany)     با رقـت مناسـب اضـافه

ار شـدن   ک براي آش ـ  (DAB) آمینوبنزیدین  در آخر سوبسترا دي   . گردید

 . ریخته شدغشاباندها بر روي 

  

  
 و HA2بادي ضد  نش بین آنتیکدهنده برهم  نشانRIDنتایج 

. است بالایی ویژگی و اختصاصیت این تست داراي، بود HA2پروتیین 

یل کتش سرم ژن و آنتی  بین آنتیرسوبی و هاله خط SRID و DRIDدر 

  ).1شکل  (گردید

ه ک یهای ینی با پروتHA2سرم  براي بررسی واکنش متقاطع آنتی

  بلاتینگ  ، تست وسترن هستندHA2 مشابه ژنی هاي آنتی گاهـ جایداراي

  ها یافته

 
  

  بررسی روش 
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  )%5/1 آگارز ژل( HA2 سرم آنتی براي RID تست: 1شکل 

1 (DRID :     مـشاهده شـد      1:8خط رسوبی تا رقت )Ag :   پـروتیینHA2  ،C :  کنتـرل

  )کنترل منفی: C (ک در هر چاه)g( HA2هاي مختلف  غلظت: SRID) 2    )منفی

  
پـذیري   نشکوا  حاصل قابلیت   سرم و آنتی  نتایج مثبت بود  . انجام شد 

  .)2شکل  (شتدا  را3M2e-HA2 و HA2هاي  ینیبا پروت

  

  
 با آمده دست هبکلونال   پلی سرم نش آنتیکوا کنونیدر مطالعه 

.  سرولوژیکی بررسی شدگوناگونهاي   از طریق روشHA2  ینیپروت

یکدیگر برخورد نمایند،  غلظت مناسب بابا که دو ماده   جاییRIDر د

بادي   آنتی-ژن هاي آنتی سکمپلکل از کرسوبی متشیا هاله خط 

. ندعلت بزرگی قادر به عبور از منافذ ژل نیست ه بهکشود  یل میکتش

، ولی آنها بستگی داردک ژل به غلظت و اندازه مولیبات درکترنفوذ 

 در مطالعه 12و11. ضروري استآگارزبنابراین، توجه به درصد ژل 

ه بر کاي مشاهده شد  صورت دوحلقه هاي رسوبی به ل هالهک شکنونی

دلیل همخوانی  این وضعیت به و همکاران Vodeiko اساس پژوهش

  سرم  بلاتینگ آنتی ه وسترننتیج 13.ژن مربوطه است سرم با آنتی آنتی
  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

 ,CinnaGen) ینیی مارکر پروت-HA2 1 سرم نتیجه وسترن بلاتینگ با آنتی: 2شکل 

Iran) ،2-ین ی پروتHA2 ،3 -3ین ی پروتM2e-HA2  

  
 بادي شده آنتی مقایسه با نتایج گزارشآمده در مطالعه کنونی در  دست به

  مانندهاي مختلف تکشده توسط شر  تولیدHA2کلونال ضد  پلی

eENZYME LLC (Gaithersburg, USA)با توجه به 5.، مناسب است 

ارایی لازم ککلونال حاصل داراي  سرم پلی شده آنتی هاي انجام ارزیابی

باشد و براي  ژنیک می هاي آنتی  و جایگاهHA2ین یدر شناسایی پروت

  .نزا مناسب استآنفلوآ پژوهشیارهاي ک

 تولید" نامه تحت عنوان از پایان این مقاله بخشی: سپاسگزاري

 شده بیان HA2 و M2 نوترکیب هاي ینیپروت علیه کلونال پلی بادي آنتی

 سرولوژیک هاي روش اندازي راه راستاي در پروکاریوتی سیستم در

و  1392ارشناسی ارشد در سال کدر مقطع  "نزاآنفلوآ تشخیص براي

نزا انستیتو پاستور آنفلوآایت بخش ه با حمکاست  126295 شمارهبا 

 حدیثه شکوهی طرقی و  مراتب سپاس از خانم. ایران انجام شد

  .گردد نزا اعلام میآنفلوآاران آزمایشگاه تحقیقاتی کهم
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Background: The influenza virus is one of the most important factors for higher mor-

bidity and mortality in the world. Recently, researchers have been focused on influenza 

conserved antigenic proteins such as hemagglutinin stalk domain (HA2) for vaccine 

production and serological studies. The HA2 plays a major role in the fusion of the vi-

rus with host cells membrane. The immunity system enables to produce antibody 

against HA2. The aim of this study is polyclonal antibody production against influenza 

HA2. 

Methods: This study was done in the Influenza Research Lab, Pasteur Institute of Iran, 

Tehran for one year from September 2013 to October 2014. In the present study, re-

combinant HA2 protein was produced in prokaryotic system and purified using Nickel 

affinity chromatography. The purified HA2 was mixed with Freund’s adjuvant (com-

plete and incomplete) and injected into two New Zealand white rabbits by intramuscu-

larly and subcutaneously routes. Immunization was continued for several months with 

two weeks interval. Before each immunization, blood was drawn by venous puncture 

from the rabbit ear. Function of rabbit's sera was evaluated using radial immunodiffu-

sion (RID) in both forms, Single RID (SRID) and Double RID (DRID). Finally, antise-

rum activity against HA2 was evaluated using western blotting as serological assay. 

Results: Sedimentary line and zone was observed in RID assays (SRID and DRID) rep-

resent interaction between HA2 protein and anti- HA2 antibody. As well as, western 

blotting results was positive for HA2 protein. Therefore, these results showed that 

polyclonal antibody produced against HA2 protein can identify HA2 protein antigenic 

sites. 

Conclusion: These findings show that humoral immune responses have properly been 

stimulated in rabbits and these antibodies can identify HA2 protein and may be suitable 

for other serological methods. 

 
Keywords: antibody, HA2 protein, hemagglutinins, immunodiffusion, influenza virus, 
polyclonal, western blotting. 
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