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 یکنــدگپرا زانیــبــا م دیهاي متوسط تا شدباعث عفونت A (H1N1)آنفلوانزا نوع  روسیو ریهاي اخسال :زمینه و هدف

 داراي هــاژنیآنتــ ییشناســا هیــپا بــر مــتیارزان ق و عیســر ،یافتراق صیتشخ نیشده است. بنابرا ایسرتاسر دن در عیوس

و پشــرفته  هیــپا قــاتیتحق در تیــموفق ياآنفلوانزا بر يهاژنیآنت هیعل یصاصاخت يبادیآنت دیتول نیاست. همچن تیاهم

 و 1 نینیتهمــاگلو رواحدیآنفلوانزا است که به دو ز روسیو یسطح نییکوپروتیگل نیمهمتر نینیاست. هماگلوت يضرور

 از يریــگد، بهرهنــقــرار دار 1 نینیهماگلوتناحیه در  یژنیآنت مناطق شتریکه ب ییجاآن شود. ازیشکسته م 2 نینیهماگلوت

  مطالعه قرارگرفت. پژوهش مورد نیا در يبادیآنت دیجهت تول ژن،یآنتعنوان هب نیدوم نیا

در  رانیــا تورپاس توینفلوانزا انستآبخش  يهمکار با یتجرب یپژوهش در 1 نینیهماگلوت بینوترک نییپروت :روش بررسی

شــد.  دیــتول 1394آن در تابســتان  هیعل یخرگوش کلونالیپل يبادیمه آنتادا شد. در صیو تخل انیب 1393دوم سال  مهین

در  BL21 یکلایشرشــیا یتیپروکــار زبــانیم رد pET28aHA1وکتــور  در (A/PR/8/34)آنفلــوانزا  1 نینیهماگلوت نییپروت

صــورت گرفــت.  انیــب يازسنهیبه ان،یب ي، زمان القاء و دماIPTGغلظت  مانند ییپارامترها رییشد. با تغ انیب ادیز اسیمق

  .شد صیتخل کلین یلیتما یبا استفاده از ستون کروماتوگراف نییسپس پروت

 اســاس بــرمراه ادجوانت فرونــد هبه ژنیآنت قیپس از تزر بینوترک نییپروت نیا هیعل کلونالیپل يبادیآنت دیتول ها:یافته

 ELISAبــا اســتفاده از روش  يبــادیآنتــ نیــا يسرم حاو ییکارا نیمشخص، در خرگوش انجام گرفت. همچن یپروتکل

 بــر ســرم، ینــمبت زایــخرگوش بــا اســتفاده از الا ازشده  يآورجمع يهادر سرم خون يبادیآنت زانیم نییشد. تع یابیارز

  د.انشان د ونیزاسیونیمیدوره ا یرا ط یاختصاص يبادیآنت شیافزا

راســت و خرگــوش را دا در دیــتول تیــظرف کلونــالیپلــ يبــادینتــآ نیشود ایها مشاهده متوجه به داده باگیري: نتیجه

 و یمیتوشــینوسمویمانند وسترن بلات، ا یمنیا يهاتست ریآنفلوانزا به مثابه سا صیتشخ يهاتست در ندهیآ در تواندیم

  .ردیمورد استفاده قرار گ یمیستوشیمونوهیا

  .کلونالی، پلHA1 نییپروت ن،ینیهماگلوت ،یآنفلوانزا انسان روسیو ،يبادیآنت :لیديک لماتک

 

  
 در تنها نه و بوده جهانی اهمیت داراي آنفلوانزا بیماري

 طی 1.باشدمی گسترش به قادر حیوانات در بلکه انسانی هايجمعیت

   از وردـم هـس که ادهـافت اتفاق آنفلوانزا بزرگ پاندمی 10 اخیر قرن سه

  

 1918،1957 (H1N1) هايسال در و بیستم قرن در هاپاندمی این

)2N2H( و) 2N3H( 1968 به متعلق آنفلوانزا، ویروس 2.است بوده 

 ژنومی قطعههشت  داراي که 1باشدمی ویریده، اورتومیکسو خانواده

 رمزگذاري )- ( جنس RNA را آن ینیپروت 11 حداقل که است

 میان ژنینتیآ هايتتفاو اساس بر آنفلوانزا هايویروس. کنندمی

  مقدمه

 
  

 

  592تا  585هاي ، صفحه8شماره  ،75دوره ، 1396 آبانی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  30/08/1396آنلاین:      29/08/1396پذیرش:      21/08/1396: ویرایش     20/02/1396دریافت:          چکیده

 
  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
3-

13
 ]

 

                               1 / 8

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-8390-fa.html


  

              و همکاران خسروي نودهفاطمه                     586

 
  592تا  585 ،8، شماره 75، دوره 1396 آبانی تهران، کاه علوم پزشی، دانشگکده پزشکمجله دانش

 

 و A، B نوع سه به (NP) ینینوکلئوپروت و (M) ماتریکس هايینیپروت

C ویروس سطحی هايینیپروت مهمترین از 3.گردندمی بنديطبقه 

 و (Hemagglutinin, HA) هماگلوتینین ینیگلیکوپروت دو به توانمی

 ایديزو صورتبه که نمود اشاره (Neuraminidase, NA) نورآمینیداز

 هايویروس ایمنی پاسخ اولین 1.شودمی نمایان لیپیدي پوشش روي

 تولید طریق از آنفلونزا عفونت دنبالبه بدن در A نوع آنفلوانزاي

 4.گیردمی صورت نورامینیداز و هماگلوتینین علیه باديآنتی

 رمزدهی ریبونوکلئیک اسید 4 شماره قطعه توسط هماگلوتینین

 ینیگلیکوپروت کیلودالتون، 75 تا 70 حدود کولیمول وزن با و 2شودمی

 میزبان هايپاسخ در شده شناخته کلیدي ژنآنتی یک و 3غشایی غالب

 5.باشدمی واکسیناسیون در هم و طبیعی عفونت در هم ویروس، این به

 به سپس و شده ترجمه (HA0) اولیه ینیپروت یک به ابتدا ژنآنتی این

در  که شودمی تقسیم 2 و هماگلوتینین 1 هماگلوتینین واحد زیر دو

 ساختار در .دهدمی قسمتی سه ساختاري تشکیل گردهمایی طیادامه 

 واحد زیر تنها دهد می تشکیل بالغ هماگلوتینین که خاصی فضایی

 جایی یعنی گیردمی قرار معرض در) کروي سر ناحیه( 1 هماگلوتینین

 شامل ناحیه ینا. شودمی یافت ژنیآنتی هايشاخص بیشترین که

 5.است هدف سلول گیرنده به اتصال هايجایگاه

 سطحی ینیپروت فراوانترین عنوانبه هماگلوتینین ینیگلیکوپروت

 با) 1 هماگلوتینین( آن بزرگ واحد زیر که است آنفلوانزا ویروس

 هايگیرنده انتهایی سیالیک اسید به متصل الیگوساکاریدهاي شناسایی

، شودمی سلول به ویروس ورود باعث ،میزبان هايسلول سطحی

 شواهد 6.رودمی شماربه واکسن تحقیقات براي مناسبی هدف بنابراین

 که دهدمی نشان آنفولانزا هايویروس مورد در تجربی

 و مناسب گیريشکل براي است ممکن هماگلوتینین گلیکوزیلاسیون

 چندانی همیتا آن زاییایمنی در اما باشد، مهم میزبان گیرنده شناسایی

 همان شود، بیان پروکاریوتی سیستم در که صورتی در بنابراین ،ندارد

 در هماگلوتینین قطعات بیان. نمایدمی حفظ را خود ژنیآنتی خواص

 براي موثري بسیار راهبرد تواندمی بالقوه طوربه پروکاریوتی سیستم

 5.باشد کوتاه زمانی مدت در آنفولانزا واکسن از زیادي مقادیر تولید

 هايجایگاه واجد 1 هماگلوتینین که این به توجه با، آن برافزون

 کافی ایمنی پاسخ القاي براي تنهایی به آن بیان است، مهمی ژنیکآنتی

 مورد مخاطی ایمنی براي تواندمی آن از شده حاصل واکسن و است

 ین،یپروت مهندسی هايروش با توانمی همچنین. گیرد قرار استفاده

 سازيبهینه به منجر که آورد وجودبه هماگلوتینین ساختار در یراتیتغی

 6.گردد ایمنی هايپاسخ

 خالص هماگلوتینین عضلانی تزریق است شده داده نشان همچنین

 فعالیت ضد باديآنتی تولید القاي موجب موش به شده

 ویروس توانایی رفتن بین از به منجر نهایت در و شده هماگلوتیناسیون

 مناسبی ابزارهاي هاباديآنتی واقع در 6.شودمی عفونت یجادا در

 استفاده مورد تحقیقات درپژوهشگران  از بسیاري توسط که باشندمی

 7.اندشده پزشکی علم در بسیاري پیشبرد به منجر و گیرندمی قرار

 طوربه که مناسب حیوان یک کردن ایمیونیزه با کلونالپلی باديآنتی

 همراهبه نظر مورد ژنآنتی. گرددمی تولید باشدمی رپستاندا معمول

 کلاس از هاییباديآنتی. شودمی تزریق حیوان به مناسب ادجوانت

IgG هايلنفوسیت توسط حیوان بدن در ژنآنتی علیه B ،اختصاصی 

. گردندمی تخلیص حیوان سرم از هاباديآنتی این .شوندمی تولید

 اختصاصی B هايلنفوسیت از روش این با شده تولید هايباديآنتی

 نامیده کلونالپلی بنابراین. شوندمی مشتق متفاوت هايتوپاپی علیه

 و ویروس ياجزا تفکیک با تلاشند در پژوهشگران امروزه 8.شوندمی

 ژنیکتینآ هايقسمت تخلیص با غیراختصاصی، هايینیپروت حذف

 هايواکسن لیدتو سمتبه ویروس، مختلف هايسویه بین مشترك

 قرار پوشش تحت را هاسویه تمام که بردارند گام تريامن و دایمی

 9.دهد

کلونال علیه بادي پلیمطالعه حاضر با هدف تولید آنتی

  نفلوانزا انجام شد.آویروس  1 هماگلوتینین

  

  
 هماگلوتینین ینیپروت کروي بخش ژن واجد بیانی سازه

 مورد ، pET28aوکتور در شده کلون نفلوانزاآ ویروس )1 وتینین(هماگل

 مالک صنعتی دانشگاه درپیشین  پژوهش در پژوهش، این در استفاده

 انستیتو نفلوانزايآ بخش در این مطالعه تجربی ادامه 10.شد تهیه اشتر

 بیانی میزبان در مذکور نوترکیب ینیپروت بیان .گردید اجرا ایران پاستور

BL21  براي. گرفت انجام 1393تخلیص آن در شش ماهه دوم سال و 

 گذشت از پس هاباکتري حاوي مایع کشت محیط سلولی، رسوب تهیه

 ،(IPTG) تیوگالاکتوزید ایزوپروپیل وسیلهبه القا از پس ساعت 16

C دماي در  10000rpm دور با فالکن درون
 دقیقه 10 مدتبه 4 °

  بررسیروش 
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 هايینیپروت جداسازي براي ابتدا حاصله رسوب. شد سانتریفیوژ

 mM50 (NaH2PO4 ،NaCl( حاوي بافرلیز وسیلهبه محلول

)mM300( 7 وpH= درون ساعت یک مدت به و شد سوسپانسیون 

 در بافرلیز و رسوب محلول سپس. گرفت قرار استیرر روي بر یخچال

 سونیکه دستگاه میانی قدرت با ثانیه 15 مدتبه مرحله هر و مرحله 10

. گرفت انجام یخ در استراحت ثانیه 15 سونیکه، بار هر فاصل حد. شد

C دماي در شده سونیکه محلول
 30 مدت به rpm10000 دور با 4 °

 سپس. گردید جدا رسوب از رویی محلول. گردید سانتریفیوژ دقیقه

 از هستند بادي اینکلوژن صورتبه که هاییینیپروت کردن خارج براي

  . شد استفاده لارمو هشت اوره داراي بافرلیز

 مدتبه شده ذکر بافر در رسوب نمودن حل از پس مرحله این در

 دماي در سپس. گرفت قرار استیرر روي بر یخچال درون ساعت یک

C° 4 دور با rpm10000از رویی محلول و سانتریفیوژ دقیقه 30 مدتبه 

 رویی هايمحلول در ینیپروت وجود احراز براي 11.گردید جدا رسوب

 دسیل دو سدیم حاوي ژل در ینیپروت الکتروفورز از شده، جدا

 وزن اینکه به توجه با. شد استفاده %12 (SDS-PAGE) سولفات

 کیلودالتون 40 به نزدیک 1 هماگلوتینین نوترکیب ینیپروت تقریبی

    جهت به اما شد مشاهده ژل از ناحیه آن در محرزي باند و است

 از استفاده با است هیستیدینیپلی دم داراي که مدنظر ینیپروت تایید

 وسترن ین،یپروت هیستیدینیپلی دم علیه HRP با کنژوگه باديآنتی

 ینیپروت در هیستیدینیپلی دنباله وجود به توجه با .شد انجام بلات

 تمایلی کروماتوگرافی ستون از نوترکیب، 1 هماگلوتینین

 Protino® Ni-TED columns (MACHEREY-NAGELنیکل

GmbH & Co KG, Düren, Germany) شد استفاده تخلیص جهت .

 مذکور شرکت توسط شده ارایه پروتکلبر اساس  تخلیص مراحل

   11.گرفت انجام

 (Elution) خروج مرحله در ناخالص باندهاي وجود به توجه با اما

 مرحله دو در 1 هماگلوتینین نوترکیب ینیپروت ممتد خروج همچنین و

 pH تغییر اثر شد، مشاهدهSDS-PAGE  سیلهوبه که خروج و شستشو

 اولیه pH بر علاوه. گرفت قرار بررسی مورد وضعیت بهبود در بافرها

 جهت همچنین. شد ارزیابی نیز 7 و 5/7 در بافرها pH بود 8 برابر که

 کروماتوگرافی ستون نیکل ذرات به شده متصل ینیپروت بارهیک خروج

 ایمیدازول غلظت ستون، از خروجی ینیپروت رقت کاهش راستاي در

 ینیپروت تخلیص از پس .یافت تغییر mmol 400 تا 250 بازه بین

 به ینیپروت تزریق منظور به دار،نیکل کروماتوگرافی ستون وسیلهبه

 حاوي بافر علیه دیالیز کیسه وسیلهبه ایمیدازول و اوره حذف حیوان،

)mM 5/15 (NaH2PO4 و )mM2( Na2HPO4 7 درpH= انجام 

  12.گرفت

 تجربی در آزمایشگاه حیوانات انستیتو پژوهش این حیوانی مرحله

 ازانجام شد. بدین منظور  1394ایران در شش ماهه اول سال  پاستور

 ابتدا در. شد استفاده ايهفته 6-8 نیوزلندي سفید نر خرگوش سر دو

 خرگوش، گوش ورید از سرنگ وسیلهبه خونگیري اول، تزریق از پیش

  . شد انجام شاهد یا صفر خون نعنوابه

 تا 400 غلظتبه نوترکیب ینیپروت از µl 500 اول تزریق در

µg/ml 600 از برابري حجم همراه به خرگوش سر هر ازاي به 

 ناحیه سه در اول تزریق. گرفت صورت کامل فروند ادجوانت

 عضله در عضلانی تزریق صورت به ناحیه دو و جلدي زیر صورتبه

 اول، تزریق از هفته سه گذشت از پس. گرفت رتصو پا دو هر

 مدت به rpm 4000 دوردر سانتریفوژ  با سرم و شد انجام خونگیري

  . گردید جدا خون از دقیقه 15

 اول تزریق از پس ماهیک یادآور عنوانبه تزریق بعدي نوبت

 هر ازايبه µg/ml 600 تا 400 غلظت به نیپروتی از µl 250 میزانبه

 سه در ناقص فروند ادجوانت از برابري حجم همراهبه خرگوش سر

 و چهارم سوم، هاينوبت. گرفت صورت جلدي زیر صورتبه نقطه

 هر در. گرفت انجام تزریق قبل ازپس  هفته دو فاصلهبه تزریق، پنجم

 هاسرم و گرفت انجام آن از پس هفته یک خونگیري یادآور، تزریق بار

   13.شد جدا بعدي هايبررسی براي

      میزان شده، جدا هايسرم در باديآنتی میزان بررسی منظوربه

µg 1 ساعت 16 مدت به ،چاهک هر ازاي به شده تخلیص ینیپروت از 

 با هاچاهک خالی هايظرفیت شدن مسدود از پس و شد انکوبه

 و 1:50 هايرقت با سرم ،PBS بافر در BSA 3% محلول از استفاده

  . شد داده ارقر هاچاهک در 1:100

-Goat Anti) خرگوشی سرم ضد ثانویه باديآنتی شستشو، از پس

Rabbit HRP Conjugate) با کنژوگه سرمآنتی عنوانبه مناسب رقت با 

 تترامتیل يسوبسترا انتها در. گردید افزوده هاچاهک به ،HRP آنزیم

  . شد اضافه هاچاهک به نتایج مشاهده براي (TMB) بنزیدین

 H2SO4از نرمال 2 محلول وسیلهبه آنزیم فعالیت قفتو از پس

 14.شد خوانده nm 450 موج طول در ریدر الایزا دستگاه توسط نتایج
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 نشان استخراج مرحله در SDS-PAGE توسط آمده دستهب نتایج

 یسلول رسوب از اوره، حاوي لیز بافر توسط نظر مورد ینیپروت داد

 قرار سانتریفیوژ از پس باکتري رسوب رویی محلول در و شتهگ جدا

 بنوترکی ینیپروت بیان نیز بلات وسترن نتایج) 1(شکل  است گرفته

  ). 2(شکل  است نموده تایید را نظر مورد 1 هماگلوتینین

 نتیجه بهترین pH=7 در نیکل کروماتوگرافی ستون وسیلهبه تخلیص

 در نوترکیب ینیپروت روجخ حذف و ینیپروت خلوص لحاظ از را

 ستون به شده متصل نوترکیب ینیپروت همچنین. داشت شستشو مرحله

 با مولار 8 اوره حاوي (Elotion) 2 شستشو بافر توسط کروماتوگرافی،

 مناسب غلظت با و بارهیک صورتبه ایمیدازول mmol 400 غلظت

 اب الایزا تست نتایج) 3(شکل  شد جمع ستون انتهاي از و شد شسته

 mg/ml 1/0 غلظت با 1 هماگلوتینین نوترکیب ینیپروت از 1:100 رقت

 نییپروت با شده ایمونیز خرگوش سرم از 1:100 و 1:50 رقت تهیه و

 شده داده نشان 1 جدول در 1 هماگلوتینین شده تخلیص نوترکیب

 رکیبنوت ینیپروت علیه باديآنتی تولید افزایشی روند آن نتایج. است

 جدول طبق. داد نشان را هاخرگوش به شده تزریق 1 هماگلوتینین

 توانمی و شتدا معناداري نتایج سرم، 1:100 و 1:50 رقت دو هر زیر،

  .کرد استفاده تشخیصی تست این در رقت دو هر از

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  صیپس از تخل )HA1( 1 نینیهماگلوت نییپروت SDS-PAGE جهی: نت1شکل 

 HA1اج پس از استخر ییمحلول رو: 2، ناکلونیاز شرکت سشده  هیته یمارکر وزن ملکول: 1

بافر  لهیوسبه HA1پس از استخراج  یی: محلول رو3 ،مولار هشتبه همراه اوره  زیبافر ل لهیوسبه

   زیل

  
 نفلوانزاآ عفونت تشخیص در 1 هماگلوتینین علیه باديآنتی

 سرولوژیک هايروش سایر یا و الایزا روش به H1N1 سویه توسط

  10.است استفاده قابل

تري بسازي بیان به نتایج مطلودر این مطالعه تلاش شد با بهینه

 نفلوانزا درآویروس  1 ین نوترکیب هماگلوتینینیدر تخلیص پروت

 ود بیان دماي یا و دست یابیم. مدت زمان BL21میزبان پروکاریوتی 

 با انبتو بود امید. هستند سازيهینهب جهت کلیدي پارامترهاي از مورد

 صورتبه بادياینکلوژن حالت از ینیپروت بیان مذکور پارامترهاي تغییر

 فضایی شکل درستی از صورت این در زیرا. یابد تغییر محلول

 ینیپروت شکل بازیابی به نیاز دیگر و شودمی حاصل اطمینان ینیپروت

 زا اوره به نیاز بدون ینیپروت استخراج، مرحله در همچنین. نیست

 پژوهش مسیر از اوره حذف مرحله نتیجه در و گردد جدا رسوب

  . گردد خارج

 جلوگیري منظور به حاضر پژوهش در ینیپروت یصلتخ مرحله در

 ستون،شستشوي  زمان در کروماتوگرافی ستون از ینیپروت خروج از

 ،7 به pH شدن نزدیک با شد مشاهده و گرفت صورت pH تغییر

 زا نتیجه در. یابدمی کاهش ستون از مرحله، این در ینیپروت جخرو

  .شودمی جلوگیري ستون به شده متصل ینیپروت میزان کاهش

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 1 هماگلوتینین نوترکیب ینیپروت بلات وسترن نتیجه :2 شکل

 میدپلاس فاقد باکتري) منفی کنترل: (2، سیناکلون شرکت از شده تهیه لکولیوم وزن مارکر: 1

  نوترکیب ینیپروت حاوي نمونه: 3، بیانی

  بحث

 
  

  هایافته
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 نوترکیب ینیپروت با شده هایمونیز خرگوش سرم از 1:100 و 1:50و ژنآنتی عنوانبه 1 هماگلوتینین نوترکیب ینیپروت از )µg/ml 1( رقت با الایزا تست نتایج: 1 جدول

  باديآنتی حاوي 1 هماگلوتینین شده تخلیص

  )µg/ml 1( ژنآنتی عنوانبه 1 ینینهماگلوت نوترکیب ینیپروت 

 5 سرم 4 سرم 3 سرم 2 سرم 1 سرم صفر سرم سرم رقت خرگوش

 727/0 312/0 389/0 212/0 182/0 229/0  1:50 الف

1:100 163/0 139/0 166/0 308/0 205/0 535/0 

 020/1 581/0 313/0 190/0 184/0 148/0 1:50 ب

1:100  165/0 165/0 185/0 267/0 480/0 880/0 

  
 
 
 
 
 
 
 

  

 نیکل کروماتوگرافی ستون وسیلهبه تخلیص نتیجه: 3 شکل

 ستون از شده خارج هايفرکشن: 7تا  2، سیناکلون شرکت از شده تهیه لکولیوم وزن مارکر: 1

 خروج ترتیببه ستون از شده خارج هايفرکشن: 15تا  8، شستشو مرحله در خروج ترتیببه

 (Elution) خروج مرحله در

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  1:50و رقت سرم  1:100ژن یآنت نییبا رقت پروت زایالا جینتا :1نمودار 

  
 خروج مرحله در ستون از ینیپروت خروج اینکه به توجه با همچنین

   ورتـص رـافـب رـلیتیـمیل دـچن ازاي در و دـممت ورتـصبه ین،یپروت

  

  

  

  

  

  

  

 1:100 سرم رقت و 1:100 ژنآنتی ینیپروت رقت با الایزا نتایج: 2 نمودار

  
 ایمیدازول، میزان تغییر با که بودیم ینیپروت شدن رقیق شاهد گرفت،می

 خارج ستون از بارهیک به ایمیدازول mmol 400 غلظت در ینیپروت

 بالاي غلظت. یافتیم دست ینیپروت از بالایی غلظت به نتیجه در. شد

 حیوان، به تزریق لهمرح در که است اهمیتداراي  جهت آن از ینیپروت

 در که باشد µg/ml 600 تا 400 بین باید ینیپروت محلول غلظت

  . گیرد صورت تغلیظ باید ینییپروت محلول نبود تررقیق صورت

بز، مانند هاي حیوانی متفاوتی بادي از میزبانبراي تولید آنتی

 مناسب، اندازه لیدلبه خرگوششود. گوسفند و خرگوش استفاده می

 مناسب زانیم دیتول نیهمچن و يریخونگ و يورز دست در سهولت

 از یکی کوتاه، زمان مدت در بالا اتصال دقت و تریت با سرمیآنت

در نتیجه در  51.ستي ابادیآنت دیتول در پستانداران پرکاربرد يهاگونه

 پس عنوان میزبان حیوانی استفاده شد.حاضر از خرگوش به پژوهش

 استفاده سرم بررسی جهت الایزا تست دو از حیوانی مرحله طی از

 شود،می مشاهده الایزا نتایج از حاصل نمودارهاي در که همانطور .شد
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 هايتزریق از پس ها،خرگوش بدن در باديآنتی تولید افزایشی روند

  ).2و  1(نمودار  است گرفته صورت متوالی

 ینیپروت علیه باديآنتی گفت توانمی الایزا نتایج بر اساس

 از پس و شده تولید خرگوش دو هر در 1 هماگلوتینین نوترکیب

 خرگوش دو هر در باديآنتی سطح افزایش یادآور، متوالی تزریقات

 نیز باديآنتی سطح یادآور، متوالی تزریق با و است شده مشاهده

 طی جسمی ناخوشی الف، خرگوش مورد در. است یافته افزایش

 نمودارها در را آن اثر توانمی که داد رخ دهم تا هشتم هايهفته

 ایمنی سیستم قدرت کاهش را آن دلیل بتوان شاید. کرد مشاهده

 در که همانطور. کرد معنا جسمی ضعف اثر در الف خرگوش

 نتیجه 1:100 و 1:50 رقت دو است، شده آورده بالا نمودارهاي

 رقت دو هر گرفت نتیجه توانمی. دهدمی نشان را مشابهینسبت به

 یمصرف حجم کاهش براي توانمی و قبولند قابل تست این انجام براي

  . کرد استفاده 1:100 رقت از سرم

 ،My Bio Source، Sino Biological جمله از زیادي هايشرکت

eENZYME،Biorbyt  ،Abcam تولید به اقدام دنیا در غیره و 

 هايیهوس هماگلوتینین ینیپروت علیه منوکلونال و کلونالپلی باديآنتی

 تجاري محصول یک عنوانبه و پژوهشی اهداف براي آنفلوانزا مختلف

 به میانگین طوربه هاشرکت این توسط شده هیارا هايقیمت 13.اندنموده

. باشدمی دلار 300 تا 250 بین محصولات این از gµ 100 هر ازاي

 و تولید روند بودنطولانی محصول، بودن قیمت گران دلایل از یکی

 نوع این حیوانی مرحله کهطوريبه. است آن حیوانی فاز چنینهم

    و شده تخلیص ینیپروت. انجامدمی طولبه ماهدو  حداقل هاپروژه

 µg 100 هر ازايبه دلار 300 حدود قیمت با نیز حیوان به قـتزری قابل

 17و16.گرددمی عرضه هاشرکت این توسط

 در آنفلوانزا کروي سر لیهع کلونالپلی باديآنتی است ذکر قابل

 این تخلیص و تولید با است امید و گرددمی تولید بار اولین براي ایران

 از استفاده و ملی خودکفایی جهت در ارزشمندي گام بتوان باديآنتی

 و تشخیصی هايکیت جمله از مختلف آزمایشگاهی هايعرصه در آن

 هايواکسن لیدتوارزیابی  بعدي، هايگام در همچنین و سرولوژیک

 .برداشت زیرواحدي

 به بیشتر یادآور تعداد تزریق باشود نهایت پیشنهاد می در

 در ترطولانی فواصل در باديآنتی تولید تغییرات میزان ها،خرگوش

 به توجه با مطالعه این در هرچند. گردد بررسی نیز ژنآنتی با مواجهه

 شده استفاده خرگوش راس دو از فقط آزمایشگاهی، هايمحدودیت

 تولید کرد دریافت توانمی آمده دستهب نتایج هب توجه با اما است،

 . است پذیرامکان خرگوش میزبان در باديآنتی

 و بز مانند دیگري آزمایشگاهی حیوانات از توانمی همچنین

 جهت خرگوش، جاي به هستند خون بیشتر حجم داراي که گوسفند

  . نمود فادهاست باديآنتی این بیشتر تولید

کلونال پلیبادي طور کلی نتایج این مطالعه نشان داد تولید آنتیبه

با  در میزبان خرگوشی H1N1نفلوانزا آ 1 ژن هماگلوتینینعلیه آنتی

  موفقیت صورت گرفته است.

نامه تحت عنوان : این مقاله حاصل بخشی از پایانسپاسگزاري

نفلوانزا و آنین ین نوترکیب هماگلوتییتخلیص بخش کروي پروت"

در  "بادي علیه آن جهت استفاده در مصارف سرولوژیکتولید آنتی

باشد که با حمایت دانشگاه می 1394مقطع کارشناسی ارشد در سال 

 یتنفس يهاروسیو ریو سا نفلوانزاآو در بخش صنعتی مالک اشتر و 

 مصوب یطرح پژوهش یبا استفاده از امکانات مال رانیپاستور ا تویانست

  .انجام گرفت 759مرکز به شماره  نیا
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Background: Each year, Human influenza A (H1N1) virus causes moderate to severe 

infections with a high prevalence throughout the world. Accordingly, the rapid, 

sensitive and cost-effective laboratory diagnosis based on viral antigen detection is 

important. Moreover, the generation of specific antibodies directed against Influenza 

antigens is essential to the success of both basic and applied research programs. 

Hemagglutinin (HA) is the major surface envelope glycoprotein of influenza virus, 

which is subsequently cleaved into two subunits, HA1 and HA2. Since most antigenic 

sites are in the HA1 domain of HA, HA1 domain of influenza virus was studied as 

antigen to produce polyclonal antibody. 

Methods: In this experimental study we expressed and purified the recombinant HA1 

protein in the second half of 2015 at department of influenza and other respiratory 

viruses, Pasteur Institute of Iran and then prepared the polyclonal rabbit antibody 

against it. The vector of pET28aHA1 expressing HA1-His tagged protein of H1N1 

influenza A/PR/8/34 virus was used for large scale production of HA1 into E. Coli 

(BL21). By changing expression conditions such as IPTG (Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside) concentration, time and temperature of incubation, the 

expression conditions for HA1 were optimized. The total cell protein harvested and 

purified by nickel affinity chromatography. All above mentioned experiments 

monitored by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). 

Results: The efficiency of HA1 recombinant protein was high, equal to 400-600 mg/ml 

of cell lysate. The polyclonal antibody was prepared by immunizing the rabbits using 

recombinant HA1 with Freund’s adjuvant according to standard protocols. Efficiency 

of the antiserum evaluated by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). 

Determination of antibody level in the collected antiserum using serum-based ELISA 

showed that the specific antibody has risen well through the immunization schedule. 

Conclusion: Our data shows that this polyclonal antibody has potential to be produced 

in rabbit. It will also be used in the future in influenza diagnosis as well as in other 

immunological applications such as western blot analyses, immunocytochemistry, and 

immunohistochemistry. 
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