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 ABSTRACT 
 

 Background:  Rabies is a deadly zoonotic disease that is caused by the rabies virus. The virus can infect and disrupt the 
central nervous system of a rabid patient. The rabies virus is a neurotropic single stranded RNA virus. Glycoprotein (G) is the 
most important protein that binds to the cellular receptors and also induces an immune response against the virus in the 
host. Using reverse genetics technology, the glycoprotein gene could be modified and a virus with higher immunogenicity 
or lower pathogenicity. 

 Materials & Methods:   In this study, we designed a mutation in the sequence of glycoprotein gene using a software, on the 
main antigenic site II of the Pasteur virus strain at the position of 42-34 amino acids. Agene fragment in the cloning vector 
containing the rabies virus genome was replaced by the synthesized construct containing the altered gene by two restricted 
enzymes, and then cloned. The T7-BHK cell under the T7 phage promoter control was transfected to express the glycoprotein 
gene, along with the construct and vectors expressing the N, P, and L genes of the rabies virus as well as the full genome. After 
expressing and confirming viral genes, it was cultured and amplified in BSR cell. 

Results:   after cloning and expression of the recombinant virus in the target cell, the vector containing the mutated gene 
led to the rescue of the recombinant virus. The recombinant virus cultured and propagated in the BSR cells, then the genome 
was extracted and finally confirmed by sequencing. 

Conclusion:   The rescued recombinant virus can be used for research studies or in the vaccines manufacturing, provide that 
the antigenicity is maintained or increased. 
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Introduction

Rabies is a deadly zoonotic disease caused by rabies 
virus, spread around the world and can infect all 
mammals, including humans. The virus infects the 
central nervous system and leads to disorders in central 
nervous system (1), with horrible and acute 
neurological symptoms in the clinical stage. The rabies 
virus belongs to the rhabdovirus family and lyssavirus 
genus. Their genetic material is a single-stranded RNA 

with a negative polarity and a length of about 12kb. The 
genome of virus encodes five proteins (N, P, M, G, and 
L) (2). The G protein (glycoprotein) binds to some 
specific cell’s receptors and also provokes immune 
response against the virus in the host. Antigenic sites on 
G protein are essential roles in this regard. The 
antigenic site I carries linear and three-dimensional 
epitopes located between226-231 amino acid residues. 
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Another major antigenic site II is located between the 
amino acids 34-42 (II_b) and 198-200 (II_a). The main 
antigenic site III is a continuous epitope located 
between the amino acids 330-338.Epitope IV consists of 

only one amino acid at position 251. The G1 (also called 
the antigenic site a) and G5 sub-antigenic sites are also 
in positions 342-343 and 261-264, respectively (3) 
(Figure 1).

 

 

Figure 1. Schematic view of the glycoprotein structure of rabies virus. The main antigenic sites and the location of the 
amino acids associated with them. 

 

The virus enters the cell via the endocytic pathway, and 
its replication and propagation cycle is entirely 
cytoplasmic (5). Once the virus genome is released into 
the cytoplasm, its genome is used as mRNA to express 
viral proteins genes, as well as to synthesisantigenome 
(positive polarity) in order to amplify the virus genome. 
The rabies virus polymerase complex is consisted of 
phosphoprotein and the polymerase protein (P and L 
respectively), which is responsible for transcription and 
replication of the virus genome (6). According to the 
above, in the construction of the recombinant rabies 
virus with reverse genetic technology, only N, P, and L 
proteins are necessary to form the virus-producing 
devices. Reverse genetics is a type of technology that 
manipulates and makes genetic changes in an organism 
in order to study the altered phenotype in the organism 
(7).In order to rescue a recombinant and active RNA 
virus, the cDNA clone from the virus should be prepared 
and converted into an RNA molecule inside the host cell 
(9).Genetic modification of the rabies virus toward 
improving its immunogenicity is one of the valuable 
applications of this technology. Accordingly, with the aim 
of establishing a suitable basis for this method in the 
country and using it in future research, genetic 
modification in the glycoprotein of rabies virus was done 
and its release of the active virus particle from the cell 
was shown. 

 

Materials and Methods 

Design and Manufacture of Mutated Glycoprotein 

The genetic sequence of the rabies virus glycoprotein 
strain of Pasteur virus (PV) was obtained from the NCBI 
database. To generate the desired genetic mutation, 
the Mega4 software was used to change the genetic 
code from glycine (GGG) to glutamic acid (GAG) at the 
main antigenic site II_b, amino acid number 40. 

Insertion of Mutated Glycoprotein into the 
Expression Vector 

The mutated glycoprotein-carrying plasmid of the 
rabies virus was cut by the two restricted enzymes Nco 
I and SnaB I (Thermo Fisher) and the glycoprotein gene 
was removed and replaced in the expressing construct 
of the rabies virus (PV strain) genome instead of the 
original gene. After cloning in the Top 10 bacteria, PCR 
was performed and send to gene sequencing.  

Animal Cell Culture 

After transfection of the T7-BHK cell with expression 
vectors of N,P, L and modified G genes by lipofectamin 
2000 (Invitrogen), the recombinant virus was rescued 
and inoculated to the BSR (Baby Syrian Related) cells. 

Confirmation of Mutant Virus Sequence After 
Recovery 

In order to compare the sequence of the mutated 
virus with other samples studied in this study, the cells 
of which were collected and RNA extraction was 
performed. cDNA was made from extracted RNA. The 
glycoprotein gene was then multiplied using PCR and 
specific primers and the PCR product was sent for 
sequencing. 

 

Results 

Confirmation of the Mutated Glycoprotein Gene 
Sequence in the Expression Vector 

Mutated glycoprotein gene was transferred into the 
construct expressing the genome of the rabies virus by 
two restriction enzymes. The new cloned gene was 
generated by suitable PCR primers (Figure 2). 
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Transfected T7-BHK Cell by Expression Plasmids 
Containing Virus Genes 

The expression genes are depended on the T7-RNA 
polymerase promoter, produced in this cells. To 
ensure the correct function of the cells in polymerase 
expression, the cells were transfected with 4T7A 
construct and their presence of eGFP protein in 
microscopic evaluation was well confirmed (Figure 
3).Transfection of the above cells with full genomes 
and expression constructs of virus (N, P, and L) 
confirmed the expression of viral proteins in T7-BHK 
cells after specific staining (Figure 4). 

 

Figure 2. The PCR result on the mutated glycoprotein 
gene after cloning it into the expression vector. 1 kb 
marker (A), mutated glycoprotein gene (B), weight marker 
pattern used (C). 

 

 

 

     

Figure 3. T7-BHK cells transfection results. T7-BHK cells (right), T7-BHK cells transfected with 4T7A structure to confirm T7 
polymerase function (middle), the negative control cells with immunofluorescence staining (left).  

 

 

   

Figure 4. T7BHK cell transfected with expression plasmids. The cell containing the virus genome, with the expression vectors 
containing the L, P, and N genes of immunofluorescence staining with specific antibodies, shows the production of viral proteins 
(left). Negative control cells transfected with the same plasmids except L (right). 
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Infectivity of Recovered Viruses in the BSR Cells 

Microscopic observation of BSR cells after specific 
staining confirmed the ability of virus to infect the 
cells. It was also observed that the infectivity of the 

recovered virus improved during subsequent passages 
(Figure 5). RNA extraction was performed from the 
virus produced in the BSR cell and sequencing of the 
virus glycoprotein gene confirmed the presence of a 
mutation in the recovered virus (Figure 6).

 

    

Figure 5. Increasing the virus's ability to infect during consecutive cultures: The left side of the virus-infected cells in the 
first passage of the virus, compared to the cells infected in the second passage of the virus (right).  

 

 

Figure 6. Determination of glycoprotein sequence of non-mutated recovered virus (Rescued PV), control vaccine strain 
(PV) virus, mutated recovered virus (Rescued Modified PV). The location of the mutated nucleotide is shown in the 
figure with the arrow. 

 

Discussion 

In this study, using genetic engineering methods, 
molecular changes were created in the glycoprotein of 
rabies virus and the recombinant virus recovered. The 
virus has shown the ability to infect animal cell culture. 
In 2003, Nauto Ito et al. improved the recovery of 
rabies virus from cloned cDNA using reverse genetics 
without the vaccinia auxiliary virus (18). In the present 
study, the recombinant rabies virus was recovered 
using a similar system, the desired change in 
glycoprotein gene was first altered and then 
transfected to T7-BHK cell with others viral proteins 
encoding genes. Rabies virus glycoprotein (RVGP) is 
the main antigen of the virus and is the only viral 
component of all new rabies vaccines available. Many 
new methods have been used since recombinant DNA 
technology became available for the expression of 
recombinant immunogenic viral glycoproteins 
(rRVGP). Recent studies on the development of rabies 
vaccines have focused on the expression of rRVGP in 

vivo by transferring the viral vectors into the body. 
This method is considered as the basis of 
biotechnology for the new generation of rabies 
vaccines (27). 

Conclusion 

In this study, we tried to rescue the rabies virus by 
modifying  the structure of the protein  that is 
effective in the antigenicity and immunogenicity, so 
that it could be used in qualitative and quantitative 
tests required for rabies vaccine 
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ای است. این رشتهتک RNAژنوم  با عامل مولد آن ویروس هاری وبیماری زئونوز کشنده یک هاری  :زمینه و اهداف

مهمترین پروتئین در  (G)تواند سیستم اعصاب مرکزی فرد مبتلا به هاری را آلوده و مختل سازد. گلیکوپروتئین ویروس می

های سلولی و همچنین ایجاد پاسخ ایمنی بر ضد ویروس در میزبان است. با استفاده از فناوری ژنتیک اتصال ویروس به گیرنده

زایی کمتر زایی بالاتر و یا بیماریو ویروسی با توان ایمنی ایجاد گلیکوپروتئین ویروس ۀغییراتی در ژن کدکنندتتوان میمعکوس 

 کرد. تولید

افزار در توالی ژنتیکی گلیکوپروتئین ویروس هاری سویه پاستور جهشی در در این پژوهش با کمک نرم مواد و روش کار:

پس از سنتز، ژن تغییر یافته تعیین توالی گردید و  گردید طراحی 34-42 آمینه اسیدهای موقعیت در ،IIژنیک اصلی سایت آنتی

ین ژن اصلی در ژنوم ویروس زجایگمحدودالاثر  آنزیم دو بوسیله سازه حاوی ژن تغییریافتهد. یافته تأیید شو نوکلئوتید جهش

وکتورهای و  ژنی ۀساز، همزمان با ژن گلیکوپروتئینبرای بیان  T7 فاژ پروموتر تحت T7-BHK هاری شد و کلون گردید. سلول

 BSR سلول های ویروسی و تایید آن، درپس از بیان ژن .ترنسفکت شد هاری و فول ژنوم ویروس L و N, Pهای بیان کنندۀ ژن

 .شد کشت داده

، T7-BHK در سلولترنسفکت و  شدن پس ازکلون ۀ گلیکوپروتئین،یافتژن جهش حامل ویروس نوترکیببازیابی  :هایافته

 .تعیین توالی تأیید نهایی گردید ، بوسیلهآن از سلول پس از استخراج ژنومتکثیر پیدا کرد و  و کشت BSRدر سلول 

یروس ژنیسیتۀ وزایی یا کاهش قدرت بیماریزایی و همچنین حفظ یا افزایش آنتیبررسی بر روی توان ایمنی با گیری:نتیجه

 .جست ساخت واکسن بهرهدر  یتحقیقاتتوان از آن جهت مطالعات نوترکیب بازیابی شده می
 

 .هاری، ژنتیک معکوس، واکسن، گلیکوپروتئین، ویروس نوترکیب :هاواژه کلید

 
 دسترسی آزاد؛ کپی برداری، توزیع و نشر برای استفاده غیرتجاری با ذکر منبع آزاد است.: مجله میکروب شناسی پزشکی ایران ©رایت کپی

 مسئول: ۀنویسند

 ،یانسان یواکسن هار بخش ،علیرضا غلامی

استور پ تویانست ،یقاتیتحق یدیمجتمع تول

 رانیتهران، ا ران،یا

 a.gholami@pasteur.ac.ir  ایمیل:

 مهمقد    

هاری یک بیماری زئونوز کشنده است که غالباً جوامع محروم 

یروس هاری است دهد. عامل مولد بیماری هاری ورا هدف قرار می

تواند تمام پستانداران از جمله که در سراسر جهان منتشر بوده و می

انسان را مبتلا کند. این ویروس سیستم عصبی مرکزی را آلوده 

که  (1) شودکرده و منجر به اختلال در سیستم اعصاب مرکزی می

های هولناک و بروز علائم حاد عصبی در در مرحله بالینی با نشانه

گردد. ویروس هاری متعلق به خانواده حیوانات و انسان همراه می

رابدوویریده و جنس لیساویروس است. اعضای خانواده این ویروس 

شامل ویروس هاری  Iشود. ژنوتیپ ژنوتیپ می 14مشتمل بر 

ر و میر بر اثترین عامل مرگ و فراوان ترینکلاسیک است که عمده

رود. ویروس هاری، بیماری هاری در انسان و حیوانات به شمار می

ویروسی نوروتروپیک یا عصب دوست است که ماده ژنتیکی آن از 

است که  kb12، با قطبیت منفی و طول حدود رشتهتک RNAنوع 

ساخته  ( از روی آنLو  N ،P ،M ،Gهای پنج پروتئین )به نام

مهمترین پروتئین  (G). گلیکوپروتئین ویروس هاری (2)شودمی

های سلولی و همچنین ایجاد پاسخ ایمنی آن در اتصال به گیرنده

 ی پزشکی ایرانشناسکروبیممجله 
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ژنیک بر روی این های آنتیبر ضد ویروس در میزبان است. سایت

های اساسی در این ارتباط هستند. سایت پروتئین دارای نقش

های خطی و سه بعدی است که در توپ، حامل اپیIژنیک آنتی

ژنیک قرار دارد. سایت آنتی 226-231موقعیت اسیدهای آمینه 

( II_b) 34-42، در موقعیت اسیدهای آمینه IIاصلی دیگری به نام 

، IIIژنیک اصلی ( قرار گرفته است. سایت آنتیII_a) 198-200و 

 330-338توپ پیوسته است که بر روی اسیدهای آمینه یک اپی

 251تنها از یک اسیدآمینه در موقعیت  IVتوپ رار دارد. اپیق

نیز  G5( و a)یا  G1ژنیک فرعی های آنتیتشکیل شده است. سایت

 (3)قرار دارند 261-264و  342-343به ترتیب در موقعیت های 

زایی ویروس به تنهایی در بیماری 333(. اسیدآمینه شماره 1)شکل 

.(4) کندنقش کلیدی ایفا می

 

 
 ژنیک ویروس هاری.های آنتینمای شماتیک از گلیکوپروتئین و جایگاه . 1شکل 

 

 شوداین ویروس از طریق مسیر آندوسیتوزی وارد سلول می

. (5) و چرخه همانندسازی و تکثیر آن تماماً سیتوپلاسمی است

ژنوم ویروس پس از آزاد شدن در سیتوپلاسم، الگوی ساخت 

mRNA ژنوم های ویروسی و همچنین ساخت آنتیبرای بیان ژن

پلکس گیرد. کم)با قطبیت مثبت( برای تکثیر ژنوم ویروس قرار می

 (Pپلیمرازی ویروس هاری شامل فسفوپروتیین و پروتئین پلیمراز 

دار سازی را عهدهمانندبرداری و هاست که وظایف نسخه L)و 

نیز  (N)هستند. در این فرایندها حضور نوکلئوپروتئین ویروس 

نقش حساس و حیاتی دارد. در مجموع، این سه پروتئین به همراه 

ژنوم ویروس برای تکثیر پنج پروتئین ویروس و همانندسازی آن 

. بر همین اساس است که در (6) در سلول میزبان ضروری هستند

س هاری نوترکیب با فناوری ژنتیک معکوس، فقط به ساخت ویرو

بعنوان دستگاه سازنده ویروس نیاز است.  Lو  N ،Pهای پروتئین

ژنتیک معکوس نوعی فناوری است که با دستکاری و ایجاد تغییرات 

ژنتیکی در یک ارگانیسم، به مطالعه فنوتیپ تغییریافته آن 

ی از پردازد. یکمیارگانیسم براساس تغییرات ژنتیکی ایجاد شده 

های های مهم و کاربردی این فناوری، ساخت ویروسجنبه

سازی شده جهت ساخت واکسن، با کاهش دادن یا نوترکیب بهینه

زایی ویروس همزمان با حفظ از بین بردن قدرت بیماری

. استفاده از این فناوری به ویژه در مورد (7) ژنیسیته آن استآنتی

قطبیت مثبت، به دلیل سهولت دستکاری دار با  RNAهای ویروس

ای کوچک، و همچنین تکثیر های تا اندازهآنها و دارا بودن ژنوم

سریع آنها که منجر به پدیدار شدن سریع حالت فنوتیپی جدید در 

 RNA. برای بازیابی یک ویروس (8) گردد، مفید بوده استآنها می

وس تهیه و در حاصل از ویر cDNAدار نوترکیب و فعال باید کلون 

. فناوری (9) تبدیل شود RNAدرون سلول میزبان به مولکول 

برای ساخت  1978ژنتیک معکوس برای نخستین بار در سال 

 Qβبا موفقیت به کار گرفته شد. ویروس  Qβ (Qbeta)باکتریوفاژ 

حلقوی با قطبیت مثبت است که  تک رشته RNAفاژی با ژنوم 

. (10)کنده اشرشیاکلی را آلوده میاز جمل pilusهای دارای باکتری

این فناوری سپس حدود یک دهه بعد با استفاده از سیستم 

دار ارزیابی شد. سیستم  RNAهای ژنوم، بر روی ویروسمینی

های انتهایی یک قطعه از ژنوم ژنوم بر اساس رونویسی از توالیمینی

ویروس آنفلوانزا به همراه یک ژن گزارشگر بود که توسط 

 ,PA, PB1)های پلیمراز ویروس و پروتئین (NP)ئوپروتئین نوکل

PB2) شد و تشکیل یک ریبونوکلئوپروتئین پوشانده می(RNP)  را

نوترکیب به همراه  RNPداد. ترانسفکت کردن سلول با این می

برداری ویروس آنفلوانزا، بعنوان ویروس کمکی، اجازۀ رونوشت

ترتیب که ویروس کمکی این داد، به وترجمه از ژن گزارشگر را می

. (11) کردهای مورد نیاز برای تکثیر این سازه را فراهم میپروتئین

 Schnellو   Conzelmannژنوم ویروس هاری توسطساخت مینی

در ایران نیز برای  .(12) برای نخستین بار انجام شد 1994در سال 

ژنوم ویروس هاری توسط ساخت مینی 2016نخستین بار در سال 

. در تمام این سیستمها (13) آجورلو و همکارانش انجام شد

پروتئینهای مورد نیاز برای کپسیده کردن، رونوشت برداری و تکثیر 

ا و یا هکننده این پروتئینویروس باید توسط پلاسمیدهای بیان

. تغییر ژنتیکی در ویروس هاری به (9) شوندویروس کمکی فراهم 

ی آن، یکی از کاربردهای ارزشمند این زایمنظور بهبود توان ایمنی
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فناوری است. بر همین اساس و با هدف ایجاد بنیان مناسب برای 

های آتی، تغییر این روش در کشور و به کارگیری آن در پژوهش

ژنتیکی در گلیکوپروتئین ویروس هاری ایجاد و ظهور آن در ذرۀ 

 ویروسی فعال اثبات شد.
 

 روش پژوهش

 یافتهپروتئین جهشگلیکو طراحی و ساخت

ابتدا توالی ژنتیکی گلیکوپروتئین ویروس هاری سویه پاستور 

(PV) بانک اطلاعاتی  ازNCBI  استخراج شد. برای ایجاد جهش

در محل سایت  MEGA4افزار ژنتیکی مورد نظر، بوسیله نرم

 40و در موقعیت اسید آمینه شماره  II_bژنیک اصلی آنتی

( به کد ژنتیکی GGGتیکی گلایسین )گلیکوپروتئین، تغییر کد ژن

( طراحی شد. توالی ژنتیکی گلیکوپروتئین GAGگلوتامیک اسید )

دار ویروس هاری، با روش سنتز ژنی )شرکت بیومجیک( تهیه جهش

 دریافت شد. pUC57و بر روی پلاسمید 

 یافته در وکتور بیانیروتئین جهشوارد نمودن گلیکوپ

پلاسمید حامل گلیکوپروتئین جهش دار ویروس هاری بوسیله 

( Thermo Fisher)شرکت  SnaB Iو  Nco Iهای محدودالاثر آنزیم

برش داده شد و ژن گلیکوپروتئین از آن خارج و در سازه بیان کنندۀ 

( به جای ژن اصلی جایگزین گردید. PVژنوم ویروس هاری )سویه 

)اهدایی واحد واکسن  Top 10اکتری پس از استخراج سازه مذکور از ب

شدۀ هاری انسانی، انستیتو پاستور ایران(، برای ژن گلیکوپروتئین کلون

انجام شد و برای اطمینان از  PCRجدید به وسیله پرایمرهای مناسب 

وجود جهش مورد نظر تعیین توالی انجام شد )ژن فنآوران، ایران(. 

 .شدبررسی  Mega4توالی ژنتیکی با استفاده از نرم افزار 

 های جانوریکشت سلول

 BSR (Babyتکثیر و تعیین عیار ویروس هاری بر روی سلول 

Syrian Related)  کلونی از سلول(BHK اهدایی واحد تولید ،)

واکسن هاری دامی انستیتو پاستور ایران، انجام شد. سازه ژنی بیان 

است که  قرار داده شده T7ی ویروس هاری تحت پروموتر فاژ کننده

استفاده  T7-BHKدر نتیجه، برای بیان ژن گلیکوپروتئین از سلول 

را به صورت پایدار بیان  T7 RNA Polymeraseشد. این سلول آنزیم 

کند. سلول مذکور از بخش بانک سلولی انستیتو پاستور ایران می

 DMEM (Dulbeccoتهیه شد. برای کشت سلول از محیط

Modified Eagle's Medium)  سرم جنین گوساله  %10بهمراه

(FBS) سلسیوسدرجه  37گذاری در دمای استفاده شد و گرمخانه 

 انجام شد. 2COگاز  %5و 

 به درون سلول با روش لیپوفکشن DNAانتقال 

ویروس هاری در  Lو  N ،Pهای وکتورهای بیان کنندۀ ژن

های پیشین تهیه شده بود و برای ساخت ویروس هاری پژوهش

. این وکتورها (13) ته در اختیار این کار قرار داده شدجهش یاف

بهمراه وکتور حامل گلیکوپروتئین تغییر یافته برای انجام 

ترانسفکشن مورد استفاده قرار گرفتند. برای اطمینان از صحت 

ها ، ابتدا سلولT7-BHKدر سلول  T7 RNA Polymeraseعملکرد 

ننده پروتئین ترانسفکت شد که بیان ک 4T7A (14)با سازه 

باشد. مشاهده رنگ فلورسنت می T7تحت پروموتر  EGFPفلورسنت 

دهای کند. پلاسمیبیان آنزیم پلیمراز توسط سلول مذکور تایید می

بطور همزمان و  (Invitrogen) 2000پیشگفت بوسیله لیپوفکتامین 

منتقل  T7-BHKبر اساس دستورالعمل شرکت سازنده به سلول 

میکرولیتر  4میکروگرم پلاسمید با  2شدند. بطور خلاصه، 

میکرولیتر محیط کشت سلول فاقد  250لیپوفکتامین در 

دقیقه به پلیت حاوی کشت  20بیوتیک مخلوط شد و پس از آنتی

افزوده شد. در روزهای دوم و سوم پس از  T7-BHKتک لایه سلول 

های کوچک حجمترانسفکشن، محیط کشت سلول برداشت و در 

آوری و متعاقباً جهت وجود ویروس ارزیابی شد. تأیید بازیابی جمع

ویروس هاری نوترکیب و تعیین عیار آن با استفاده از روش 

بادی اختصاصی انجام آمیزی ایمونوفلورسنت به کمک آنتیرنگ

های ویروسی، میکرولیتر از برداشت 100گردید. برای این کار، مقادیر 

کشت شده افزوده و یک روز بعد با استن سرد  BSRی هابه سلول

روس بادی فلورسنت ضد نوکلئوکپسید ویتثبیت و سپس توسط آنتی

ها با استفاده از مجاور شد. در نهایت، سلول (Bio-Rad)هاری 

میکروسکوپ ماوراء بنفش جهت وجود ویروس هاری بررسی شدند. 

 ند.رانسفکت شدوکتورهای بیانی ویروس اصلی نیز با همین روش ت

 شت سلول جانوری با ویروس نوترکیبتلقیح ک

کنندگی هر سه نوع ویروس مورد برای بررسی قابلیت آلوده

مطالعه )سویه واکسینال، ویروس بازیابی شده اصلی و سویه بازیابی 

تلقیح شدند.  BSRهای شده جهش یافته( بطور جداگانه به سلول

مناسب بین سلول و سازی و بدست آوردن نسبت جهت بهینه

 ,MOI)های مختلف بین ویروس و سلول ویروس، نسبت

Multiplicity of Infection)  بررسی و در نهایتMOI  10/1برابر 

 . شداستفاده 
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 ی ویروس جهش یافته پس از بازیابیتأیید توال

های یافته با سایر نمونهبه منظور مقایسه توالی ویروس جهش

آلوده به  BSRهای ، از هر گروه از سلولمورد بررسی در این مطالعه

ها انجام پاساژ مطابق شرایط گفته شده در قسمت روش 3ویروس، 

ها استخراج آوری شدند و از آنها جمعشد. در مرحله بعد سلول

RNA  انجام شد )یکتا تجهیز آزما، ایران(. بوسیله پرایمرRandom 

Hexamer  ازRNA ی استخراج شدهcDNA ( سیناژن، ساخته شد

و پرایمرهای اختصاصی ژن  PCRایران(. سپس با استفاده از 

برای تعیین توالی ارسال گردید  PCRگلیکوپروتئین تکثیر و محصول 

 )زیست فناوری پیشگام، ایران(.

 هایافته

 تأیید توالی ژن گلیکوپروتئین جهش یافته در وکتور بیانی

باکمک برش دو انتهای ژن گلیکوپروتئین هاری دارای جهش، 

، انتقال این ژن به SnaB Iو  Nco Iهای محدودکننده توسط آنزیم

( انجام شد. از PVداخل سازه بیان کنندۀ ژنوم ویروس هاری )سویه 

انجام شد  PCRشدۀ جدید به وسیله پرایمرهای مناسب روی ژن کلون

د وجود جهش در سازه ژنی، از روی (. متعاقباً برای تأیی2)شکل

تعیین توالی صورت گرفت و بررسی توالی، جایگزینی  PCRمحصول 

 اسیدآمینه گلایسین با گلوتامیک اسید را تأیید نمود.

 
یافته، پس از کلون بر روی ژن گلیکوپروتئین جهش PCRنتیجه   .2شکل 

شده  PCRپروتئین (، ژن گلیکوAکیلوبازی ) 1کردن آن در وکتور بیانی. مارکر 

(B.الگوی مارکر وزنی استفاده شده ،) 

 

های حاوی ژن برای بیان سازه T7-BHKترانسفکشن سلول 

 ویروس

های بیانی ژن ویروس، برپایۀ پروموتر آنزیم ها در سازهبیان ژن

گردد. برای تولید می T7-BHKاستوار هستند که در سلول  T7پلیمراز 

ها اطمینان از صحت عملکرداین سلول در بیان پلیمراز ذکر شده، سلول

در آنها در  EGFPترانسفکت شدند و حضور پروتئین  4T7Aبا سازه 

(. 3ارزیابی میکروسکوپی به خوبی مورد تأیید قرار گرفت )شکل

ۀ ژن دهای بیان کننهای ژنومی و سازهترانسفکشن سلول مذکور با سازه

های ویروسی در ویروس هاری، بیان پروتئین Lو  N ،Pهای پروتئین

.(4آمیزی اختصاصی تأیید نمود )شکلرا پس از رنگ T7-BHKسلول 

 

     
)وسط(، همان  T7برای تأیید عملکرد پلیمراز  4T7Aترانسفکت شده با سازه  T7BHK)راست(، سلول  T7BHK. سلول  T7BHKنتایج ترانسفکشن سلول   .3شکل 

 .است 4T7Aدر سلول حاوی سازه  EGFPبرای بیان ژن پروتئین  T7آمیزی ایمونوفلورسنت )چپ(. نتایج نشان دهنده عملکرد آنزیم پلیمراز سلول بدون ترانسفکشن با رنگ
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. رنگ آمیزی ایمونوفلورسنت Nو  L ،Pهای ی بیانی حاوی ژنترانسفکت شده با پلاسمیدهای بیانی. سلول حاوی ژنوم ویروس، بهمراه وکتورها T7BHKسلول   .4شکل 

 )راست(. Lدهد. )چپ(. سلول کنترل منفی ترانسفکت شده با همان پلاسمیدها بجز های ویروسی را نشان میبادی اختصاصی، تولید پروتئینبا آنتی

 

 BSRهای بازیابی شده در سلول زایی ویروسعفونت

با محیط کشت حاوی  BSRهای نتایج مجاور نمودن سلول

های بازیابی شده در مرحله قبل نشان داد که محیط کشت ویروس

 BSRهای مذکور حاوی ویروس هاری با توان عفونی نمودن سلول

آمیزی پس از رنگ BSRهای بوده است. مشاهده میکروسکوپی سلول

موضوع را تأیید کرد. همچنین مشاهده شد که توان اختصاصی این 

آلوده سازی ویروس بازیابی شده در طی پاساژهای بعدی بهبود یافته 

 BSR(. در مرحله بعد، از ویروس تولید شده در سلول 5است)شکل 

انجام شد و تعیین توالی ژن گلیکوپروتئین ویروس  RNAاستخراج 

(.6ید نمود )شکل وجود جهش در ویروس بازیابی شده را تأی

 

      
های آلوده به های آلوده به ویروس در اولین پاساژ ویروس، در مقایسه با سلولهای متوالی: سمت چپ سلولسازی ویروس در طی کشتافزایش توان آلوده . 5شکل 

 پاساژ دوم ویروس )سمت راست( را نشان می دهد.

 
یافته ، ویروس بازیابی شده جهش(PV)، ویروس سویه واکسینال شاهد (Rescued PV)یابی شده بدون جهش تعیین توالی گلیکوپروتئین ویروس باز  .6شکل 

(Rescued Modified PV)شکل با پیکان نشان داده شده است. یافته در. محل نوکلئوتید جهش 
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 بحث

یر تغیهای مهندسی ژنتیک، در این پژوهش، با استفاده از روش

کمک فناوری همولکولی در گلیکوپروتئین ویروس هاری ایجاد و ب

ژنتیک معکوس ویروس نوترکیب حاوی این گلیکوپروتئین بازیابی 

زایی در کشت سلول جانوری شد. ویروس بدست آمده توانایی عفونت

 همکاران و BEN P. H. PEETERS 1999 را از خود نشان داد. در

 بقط وکاسلین روسیو یابیباز یابر معکوس کیژنت ستمیس از

 RNA نیتأم یبرا یکمک یروسیو و شده داده حیتوض ستمیس

 یابیباز یبرا فوق ستمیس از. (15) کردند استفاده T7فاژ  پلیمراز

 Leeuw توسطاز نوع بیماریزا  یمنف رشته مختلف یروسیو یهاگونه

 و ترسیپ ،2009 در همکاران و دورتمنس ،2005 در همکاران و

 سال در. (16) است شده استفاده کارآمد بطور 1999 در همکاران

2018 Ginés Ávila-Pérez روسیو همکارانش و Zika از که را 

 با را بوده کایآمر در ریاخ یدمیاپ مسئول و دهیریویفلاو خانواده

 به انندبتو آن کمک به تا کردند یابیباز معکوس کیژنت از استفاده

 و بدهند پاسخ کایز روسیو یولوژیب مورد در سوالات از یبرخ

 مواد و ابزار توسعه ،یماریب ینیبال علائم گرفتن نظر در با نیهمچن

 دیجد یدرمان موارد توسعه یبرا و کایز روسیو پاتوژنز مطالعه یبرا

 و تویا نااوتو 2003 سال در. (17) کنند اقدام یاورژانس یازهاین و

 ا،ینیواکس یکمک روسیو بدون معکوس کیژنت از استفاده با همکاران

. (18) دندیبخش بهبود شده کلون cDNA از را یهار روسیو یابیباز

پژوهش حاضر با استفاده از سیستم ژنتیک معکوس مشابهی ابتدا  در

تغییر مورد نظر در ژن گلیکوپروتئین ایجاد شد و سپس با ترنسفکت 

ری بردارا برای نسخه T7پلیمراز فاژ  RNA، که T7-BHKسلول 

کند، با پلاسمیدهای حاوی ژن گلیکو پروتئین ویروس فراهم می

وس های ویروسی، ویرهای کد کنندۀ پروتئینتغییر یافته و سایر ژن

 IIIو همچنین  IIژنیک های آنتینوترکیب هاری بازیابی شد. سایت

س های فضایی و خطی مهم ویروتوپگلیکوپروتئین، به ترتیب از اپی

های از اسیدهای آمینه در میان این سایت هاری هستند. برخی

د های واکسینال وجوژنیک گلیکوپروتئین ویروس هاری سویهآنتی

های مختلف ویروس هاری بسیار حفظ شده دارند که در بین سویه

ادی بهستند، به نحوی که جهش در آنها باعث مقاومت در برابر آنتی

های مختلف یهشود. ولی برخی دیگر در میان سوخنثی کننده می

ها همه متفاوت هستند. با این وجود، ایمنی ایجاد شده توسط آن

 1988در سال دهد. هاری را پوشش می 1های ژنوتیپ ویروس

Christophe Prehaud  و همکاران بر روی ساختار جایگاهII ژنی آنتی

گلیکوپروتئین ویروس هاری و نقش آن در شدت بیماریزایی ویروسی 

ه، کنندبادی مونوکلونال خنثیآنتی 12ها با استفاده از کار کردند. آن

ژنی گلیکوپروتئین ویروسی را تعیین خصوصیت آنتی IIجایگاه 

سازی توسط های ایجاد کننده مقاومت به خنثیکردند. جهش

مجموعۀ  2در  IIجایگاه مونوکلونال اختصاصی های بادیآنتی

و  42و  34ای قرار دارند، اولین مجموعه بین اسیدهای آمینه خوشه

هستند. دو  200و  198دومین مجموعه در بین اسیدهای آمینه 

 184و  147های جهش دارای اهمیت متوسط نیز در موقعیت

جهش که موجب کاهش بیماریزایی  4اند. تعداد مشخص شده

. جهش (19)شد نیز شناخته شدندهای بزرگسال میویروس در موش

 IIژنی ای ایجاد شده در پژوهش حاضر نیز در جایگاه آنتینقطه

ژنی یهای آنتگلیکوپروتئین ویروس هاری قرار دارد که یکی از سایت

اصلی این پروتئین است. گلیکوپروتئین اولیه متعلق به سویه پاستور 

(PV) ی بوده و اسید آمینۀ تغییریافته بر اساس تفاوت از ویروس هار

 (PM)مور -با سویه پیتمن PVبین  II_bژنیک ژنتیکی در سایت آنتی

های ویروسی در ساخت واکسن هاری انتخاب شد. هر دو این سویه

گیرند. ویروس بر روی کشت سلول جانوری مورد استفاده قرار می

بیش از چند دهه در انواع زایی علیه هاری در ایمنی PMهاری سویه 

های ضد هاری در انسان با موفقیت مورد استفاده قرار گرفته واکسن

در موقعیت اسیدآمینه  II_b. لذا جهش ژنتیکی در سایت (20) است

کننده آن نیز با توان بر همین اساس ایجاد و ویروس حمل 40شماره 

 تتکثیر در کشت سلول جانوری بدست آمده است. ایجاد تغییرا

کدکنندۀ اسیدهای آمینه  مولکولی در نوکلئوتیدهای ژن

ه، ژنیسیتگلیکوپروتئین ویروس جهت بررسی تغییرات آنتی

زایی با فناوری ژنتیک معکوس توسط محققین بیماریزایی و ایمنی

و همکارانش بر  Lihong Tao 2010در سال بکار گرفته شده است. 

گلیکوپروتئین  R333Qروی اهمیت و تأثیر پلیمراز و جهش 

واکسن هاری در شدت بیماریزایی  HEPو  Flury LEPهای گونه

و همکاران با ایجاد  Milosz Faber 2005. در (21) تحقیق کردند

گلیکوپروتئین ویروس هاری،  333تغییری واحد در اسیدآمینه 

آسپارتیک اسید یا گلوتامیک اسید بجای آرژینین، ویروسی را بازیابی 

های مستعد ایمنی حتی پس از تزریق داخل موشکردند که برای 

گزارشات مختلفی نیز در حمایت . (22) ای غیربیماریزا بودجمجمه

منتشر شده است. در  PVو  PMهای زایی سویههای ایمنیاز ویژگی

توانایی بالاتری از  PVیک گزارش نشان داده شده است که سویۀ 

های دیگر در ایجاد ایمنی بر علیه ژنوتیپ LEPو  PMهای سویه

. مطالعات دیگر از (23) دارد DUVویروس هاری از جمله 

اند. زایی ضد هاری حمایت نمودهدر ایمنی PMهای بالای ویژگی
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های تک دودمانی برپایۀ بادیتحقیقات نشان داده که آنتی

های توانایی شناسایی شاخص PMواکسیناسیون موش با سویه 

بر روی گلیکوپروتئین ویروس  (Conformational)ژنیک فضایی یآنت

. در پژوهش دیگری نیز گزارش شده (24) سازی آن را دارندو خنثی

های تهیه شده بر  ISCOM (Immune Stimulating Complex)که 

ایمنی کافی در مقابل دوزهای کشندۀ  CVSو  PMهای پایۀ سویه

. در (25) اندایجاد نموده ویروس هاری در حیوان آزمایشگاهی

واریانت  5زایی بر علیه و همکاران در ایمنی Okohپژوهشی که 

وحشی هاری در نیجریه انجام دادند نشان داد که واکسن ساخته 

اد ها ایمنی ایجتوانست تنها بر علیه یکی از این واریانت PMشده با 

ایمنی واریانت  5توانست بر علیه هر  LEPکند در حالی که سویه 

های ذکر شده از نظر توالی اسیدآمینه . البته سویه(26) ایجاد نماید

در جایگاه مورد بحث در مطالعۀ حاضر باهم یکسان هستند. چنین 

ی زایتوانند پیشنهاد کنند که تجمیع توان ایمنیمطالعاتی می

تواند روشی زایی آن میهای واکسن هاری برای بهبود در ایمنیسویه

 نیکوپروتئیگلهای موثرتر باشد. ننده در ساخت واکسنامیدوار ک

است و  یهار روسیو یژن اصلیآنت (RVGP) یهار روسیو پوشش

است که  یهار دیجد یهاواکسن هیموجود در کل یروسیو جزءتنها 

نوترکیب برای بیان  DNAاز زمانی که تکنولوژی  شود.یارائه م

در دسترس  (rRVGP) گلیکوپروتئین ویروسی نوترکیب ایمونوژنیک

 نیدتریجد است.شده گرفته  بکارهای بسیاری ، روشقرار گرفت

درون  rRVGP انیب بر پایه یتوسعه واکسن هاردر زمینه مطالعات 

ز متمرکبه داخل بدن  یروسیو وکتورانتقال  سطهاوب (in vivo)تنی 

 دینسل جد یبرا زیست فناوری هیبه عنوان پااین روش  .شده است

 .(27)در نظر گرفته می شود یهار یهاواکسن

های ویروسی مبدأ و مقصد با در نظر گرفتن بی خطری سویه

در مطالعه حاضر و محدود نمودن تغییر ایجاد شده در سایت 

ژنیک مورد نظر، از ظهور فنوتیپ مضر و ناخواسته پرهیز و آنتی

اطمینان حاصل شد. براساس اظهارات کارشناسان سازمان جهانی 

موفقیت در کنترل هاری در هر منطقه یا کشور سه رکن  بهداشت،

( آموزش، آگاهی 2( مشارکت جامعه، 1اساسی دارد که عبارتند از 

( در دسترس بودن 3ها، عمومی و انجام واکسیناسیون انبوه سگ

درمان پس از مواجهه برای مردم. با توجه به اینکه هاری بیماری 

ان و در عین حال کارآمد، جوامع محروم است، وجود یک واکسن ارز

یک نکته مهم در این  مؤثرترین راه برای کنترل بیماری است.

های زایی واکسنخصوص این است که، ملاک اصلی درتعیین ایمنی

ضد هاری تولید شده یک آزمون حیوانی پرهزینه و غیر انسانی است. 

 این آزمون علیرغم اتلاف تعداد زیاد حیوانات آزمایشگاهی، هنوز با

معتبر جایگزین نشده است. علت اصلی  (in vitro)روش برون تنی 

یی زااین است که مطالعات گذشته نشان داده است که خواص ایمنی

 (.29 ، 28) یابندژنیک آن کاهش میویروس زودتر از خواص آنتی

ه ای طراحی کرد کلذا چنانچه بتوان به کمک ژنتیک معکوس، سویه

ی آن از همبستگی خوبی برخوردار باشند، زایژنیسیته و ایمنیآنتی

 زایی واکسن،حیوانی برای تأیید ایمنی توان امیدوار بود که آزمونمی

 تر بدهند.تر و کم هرینههای برون تنی سریعجای خود را به آزمون

 گیرینتیجه

در این پژوهش سعی شده با ایجاد تغییر در ساختار پروتئین 

ای ایمونوژنیسیتی ویروس هاری سویهژنیسیتی و موثر در آنتی

های کیفی و کمی بازیابی شود که بتوان از آن برای  طراحی آزمون

 . مورد نیاز واکسن هاری استفاده کرد

 سپاسگزاری

ارائه نظرات ارزشمند،  با تمامی اشخاصی که وسیله، از بدین

 .کنیمقدردانی میما را یاری کردند 

 تعارض در منافع 

این مقاله پژوهشی مستقل است که بدون حمایت مالی 

 نویسندگان حاضر، مطالعۀ انجام شده است. در سازمانی انجام

.اندنداشته منافعی تضاد گونههیچ
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