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Background and Aim: H5N1 influenza viruses may acquire the ability to 

transmit between humans. thus, there is the possibility of a pandemic event. HA1 

protein has been shown to play a major role in binding the virus to its target cell and 

the main neutralizing antibody responses elicit against this region. Bacillus subtilis has 

been identified as a free endotoxin host for expression and secretion of heterologous 

proteins with immunological activity. Although the bacteria is not capable of making 

glycosylated proteins, it has been shown that glycosylation of HA is not much 

necessary for its immunogenicity. Here we produced secretory recombinant HA1 

protein in B. subtilis. 

Materials and Methods: HA1 sequence was cloned into pGEM® 5Zf(–)vector. 

It was then subcloned into shuttle vector PHT43 and transferred to E.coli for 

replication. The recombinant plasmid was extracted from E.coli and used to transform 

of B.subtilis by electroporation. After induction of recombinant B.subtilis by IPTG, 

total cell protein and the protein secreted into media were analysed through a time 

course using SDS-PAGE. 

Results: The accuracy of PHT43-HA1 construct was confirmed by sequencing 

and enzymatic digestion analysis. SDS-PAGE results showed that the recombinant 

HA1 protein was successfully expressed and secreted into medium. 

Conclusions: B.subtilis is a free endotoxin host which could be a favorite 

prokaryotic platform for production of the recombinant HA1 protein.The HA1 protein 

produced here could be considered and evaluated as a candidate vaccine which its 

immunogenicity potential needs to be assessed in animal models along with proper 

control groups. 
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بنابراین امکان ؛ تقال بین انسان ها را بدست آوردممکن است قابلیت ان H5N1 ویروس زمینه و اهداف:

نقش اصلی را در اتصال ویروس به سلول هدف بازی  HA1 وقوع یک بیماری همه گیر وجود دارد. پروتئین

می کند و پاسخ های آنتی بادی خنثی کننده عمدتاً علیه این ناحیه است. باسیلوس سوبتیلیس میزبانی بدون 

شح پروتئین های هترولوگ واجد فعالیت ایمونولوژیک شناخته شده است. اگر چه اندوتوکسین جهت بیان وتر

 HA این باکتری قادر به تولید پروتئین های گلیکوزیله نیست اما تحقیقات نشان داده است که گلیکوزیلاسیون

در باسیلوس  HA1برای ایمنی زایی آن چندان ضروری نمی باشد. در این مطالعه پروتئین نوترکیب 

 بتیلیس به صورت ترشحی تولید شد.سو

لون شد. سپس این توالی در شاتل کpGEM® 5Zf  (–) در وکتور  HA1توالی : روش کارمواد و 

پلاسمید نوترکیب استخراج شده از یاکلی منتقل گردید.ساب کلون وجهت تکثیر به اشریش PHT43وکتور 

 با روش الکتروپوریشن مورد استفاده قرار گرفت. باسیلوس سوبتیلیسبه منظور ترانسفورم  یشیاکلیاشر

های سلول و پروتئین ترشح شده درون ، کل پروتئینIPTG با نوترکیب باسیلوس سوبتیلیساز القای  پس

 .بررسی شد SDS-PAGEکشت طی یک بازه زمانی، با استفاده از  محیط

 SDS-PAGEبا تعیین توالی و هضم آنزیمی تایید شد. نتایج  HA1 -PHT43صحت ساختار : هایافته

 با موفقیت بیان و درون محیط کشت ترشح شده است.  HA1یبرکنوتنشان داد که پروتئین 

بستر  یکتواند به عنوان  یاست که م ینبدون اندوتوکس یزبانیم یلیسسوبت یلوسباس: گیرینتیجه

در این  پروتئین تولید شده .یردمورد استفاده قرار گ  HA1 یبنوترک ینپروتئ یدمناسب جهت تول یوتیپروکار

یی آن در پژوهش می تواند به عنوان کاندیدی برای واکسن مورد توجه قرار گیرد و لازم است توان ایمنی زا

 کنار مدل های حیوانی همراه با گروه های کنترل مناسب ارزیابی شود.

 H5N1 ، بیان ترشحی، آنفولانزا،باسیلوس سوبتیلیس کلیدی کلمات 
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 مهمقد 

انسان  ینمشترک ب ییپاتوژن ها A یآنفولانزا یها یروسو

از جمله  یزبانم ینهستند که به طور دائم در چند یوانو ح

باشند. به  یم ییرپرندگان، خوک ها و انسان ها در گردش و تغ

 یها یهها، ظهور سو یروسو ینژنوم ا یقطعه ا یتعلت ماه

باشد،  نسانیا یها یپاندم یا یدمیاپ یجادکه قادر به ا یدیجد

 یهسو یپاندم یلپتانس یانم ین(. در ا3است ) یاحتمال جد یک

H5N1 یروسو ین(. ا9مستند شده است ) یانسان به خوب یبرا 

اندام  ییهمراه نارساها به  یماریاز ب یتوانند موجب شمار یها م

 یکوپروتئینگل ،ینینگلوت(. هما1, 4ها و مرگ افراد آلوده شوند )

شناخته  یدیژن کل یآنت یکس آنفولانزا و یروغالب در سطح و

 و یعیهم در عفونت طب یروسو ینبه ا یزبانم یشده در پاسخ ها

 ینپروتئ یکژن ابتدا به  یآنت ینباشد. ا یم یناسیونهم در واکس

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 
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و  HA1واحد ) یر( ترجمه شده و سپس به دو زHA0) یهاول

HA2یلتشک ییگردهما یط شود که متعاقباً یم یم( تقس 

 HAکه  یخاص ییدهد. در ساختار فضا یم یسه قسمت یساختار

( در یسر کرو یهناح) HAواحد  یردهد تنها ز یم یلبالغ تشک

 یآنت یهاشاخص یشترینکه ب ییجا یعنی یردگ یمعرض قرار م

اتصال به  یها یگاهشامل جا یهناح ین(. ا5شود ) یم فتیا یژن

 یروسدر مورد و ربی(. شواهد تج0است ) سلول هدف یرندهگ

ممکن  HA یکوزیلاسیوندهد که گل یم یشنهادآنفولانزا پ یها

 ،مهم باشد یزبانم یرندهگ ییمناسب و شناسا ینگفولد یاست برا

 یدر صورت ینابربنا؛ ندارد یچندان یتآن اهم ییزا یمنیاما در ا

 یکژن یهمان خواص آنت ،شود یانب یوتیپروکار یستمکه در س

 ینینقطعات هماگلوت یانب ین. همچنیدنما یخود را حفظ م

(HAدر س )یتواند استراتژ یبه طور بالقوه م یوتیپروکار یستم 

از واکسن آنفولانزا در مدت  یادیز یرمقاد یدتول یبرا یموثر یاربس

 یزبانیبه عنوان م یلیسسوبت یلوسباس(. 2باشد ) تاهکو یزمان

 یا ییبا خواص دارو یخارج یها ینپروتئ یانجهت ب یوتپروکار

 یباکتر ینا E.coliشناخته شده است. بر خلاف  یمونولوژیکا

رو  ینخود است. از ا ی( در غشا خارجLPS) ینفاقد اندوتوکس

 فرآیندهای یناز دشوارتر یکی)ین اندوتوکس یبه جداساز یازین

 یترشح یتظرف یدارا ینباشد. علاوه بر ا ی( نمینپروتئ یصتخل

کشت دارد که  یطبه درون مح ینپروتئ یمدر انتقال مستق ییبالا

اجسام  یلاز تشک یریو جلوگ یصتخل یندفرآ یلموجب تسه

 یجادالذا هدف از انجام این مطالعه  (.1, 0شود ) یم ینکلوژنا

آنفولانزا  یبواکسن نوترک یدجهت تول ینهمناسب و کم هز یبستر

 باشد. یم

 هاروشمواد و 

 HA1ژن  یرو تکث یجداساز

( Fermentas, Lithuania) یمرازپل Pfuتوسط  PCRواکنش 

 Rیمرو پرا BamHI یمبرش آنز یگاهبا جا Fیمر. پرایدبه انجام رس

 یستیدینی،و برچسب ه یاندون پا، کSmaI یمبرش آنز یگاهبا جا

 یداز پلاسم HA1 یهناح یرجهت تکث یرز یببه ترت

pFastBacIHNM1 (36و براساس استراتژ )حیطرا ینگکلون ی 

 F:5́GTTGGATCCGATCAGATTTGCATTGGTTAC3́شد.
R:5T́ATCCCGGGTTAGTGATGGTGATGGTGATGTC

TCTTTTTTCTTCTGCTCTC3’ یطشرا یرواکنش تکث یراب 

به  یقه،دق 3به مدت  C ° 93در  مرحلهیک  شد: اعمال یرز ییدما

 33 یبرا C ° 33 یقه،دق 1 یبرا C ° 93 چرخه در 33دنبال آن 

به مدت  C ° 22مرحله در  یکو  یهثان 93 یبرا C ° 22 یه،ثان

لکتروفورز و ژل ا یلهبه وس PCRپس از آن محصول  .یقهدق 13

 قرار گرفت. یورد بررسم یک درصدگارز آ

 

و  pGEM یدر وکتورها HA1 یکردن توال کلون

PHT43  و انتقال آن بهE.coli  وB.subtilis: 

 pGEM   (Promega, USA)ابتدا در وکتور PCRمحصول 

 یتوال یینتع M13 یعموم یها یمرکلون و سپس با استفاده از پرا

(Macrogen, Korea )یدشد. پلاسم pGEM-HA1 شده  یصتخل

همزمان دو  ( با برشBioneer, Korea) یداستخراج پلاسم یتازک

 یقرار گرفته و توال یمیمورد هضم آنز SmaIو  BamHI یمآنز

HA1 یتک یلهبه وس ( استخراج از ژلInvitrogen, USA) 

 PHT43با شاتل وکتور  HA1 یاتصال توال یندشد. فرآ یسازجدا

MoBiTec, Germany(MoBiTec, Germany )یمتوسط آنز T4 

DNA ligase  (Fermentas, Lithuania) محصول واکنش یدبه انجام رس .

 LB agar یطمح یرو یزبانمو منتقل  E.coli (DH5α)به  اتصال

 یها یکلون ییدبال تاکشت داده شد. به دن یلینس یآمپ یحاو

 با برش PHT43-HA1 ، ساختارColony PCR یط یبنوترک

 یها یمو تک برش آنز SmaIو  BamHI یمهمزمان دو آنز

BamHI وHindIII  (Fermentas, Lithuania) هضم  یبررس مورد

 یکاز  استخراج شده یبنوترک یدقرار گرفت. پلاسم یمیآنز

 یلیسسوبت یلوسباسسفورم به منظور تران E.coli یبنوترک یکلون

(WB600با روش الکتروپور )یشن (Bio-Rad, USA.استفاده شد ) 

 تقالاز صحت ان یشترب یناناطم یبرا یشن،از الکتروپور پس

 LB یطمح یرو یافته یرتکث B.subtilis یها یکلون ید،پلاسم

agar توسط  یکل،کلرامفن یحاوColony PCR شدند. یبررس 

 (WB600) یلیسوبتس یلوسباسژن در  یانب 

( واجد WB600) یلیسسوبت یلوسباساز  یکلون یک

 یحاو LB broth یطمح یترل یلیم 3در  PHT43-HA1 یدپلاسم

μg/ml 3 شب در  یکبه مدت  یکلکلرامفن°C 32 یگرماگذار 

 یطمح میلی لیتر 13از آن به  یترل یلیم 3/3. مجددا یدگرد

کشت در  طیمح یجذب نور که میمنتقل شد. هنگا یدکشت جد

 IPTGمولار  یلیم 1/3 یدرس 2/3به حدود  nm 033طول موج 

کشت با  یطاز مح یبه آن افزوده شد. نمونه بردار یانجهت القا ب

 یکهر ساعت ) یترل یلیم 8قبل از القا و  یترل یلیم 1برداشت 
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نمونه ها توسط  ی. رسوب سلولیافت( پس از آن ادامه یترل یلیم

جدا  ییرو یع( از مایقهدق 1به مدت  g 1333×)با دور یفیوژسانتر

هر بخش به طور جداگانه  یبرا ینپروتئ یشد و روند آماده ساز

اشباع  یط ییرو یعاز ما ینپروتئ یبترس یند. فرآیرفتصورت پذ

به  g 1333×)با دور  یفیوژو به دنبال آن سانتر NaClآن با  یساز

 یبا بررس ینتئپرو یانب . متعاقباً یدبه انجام رس (یقهدق 13 مدت

وسترن بلات مورد مطالعه قرار  و SDS-PAGE در نمونه ها

 گرفت.

 هایافته

 یدپلاسم یبرا PCRالکتروفورز محصول  ازس پ

pFastBacIHNM1  باندkb 1 (یمعادل اندازه توال HA) شاهده م

کامل  یهمخوان ی،توال یینحاصل از تع یداده ها یسهمقاشد. 

. ییدکردتا pGEMشده در وکتور  کلون یرا با توال HA1سکانس 

 یالگوها یو بررس PCR Colonyبا انجام  یبصحت وکتور نوترک

مشخص شد. پس از هضم همزمان  یمیبرش حاصل از هضم آنز

 دو باند SmaIو  BamHI یها یمبا آنز PHT43-HA1ساختار 

kb 4  معادل(PHT43 و )kb 1 ( معادلHA1.حاصل شد ) 

 باند یک BamHI یمتوسط آنز رساختا ینبا تک برش ا ینهمچن

kb 9  و با تک برش آن توسطHindIII (در  شبر یگاهدو جا یدارا

PHT43دو باند ) kb 2  وkb 2 یج(. نتا1شکل ) یدگرد مشاهده 

ساعت(  8پس از القا )تا  ینمونه ها یبرا SDS-PAGEحاصل از 

 یلودالتونیک 83در شدت باند  یجیتدر یشینشان دهنده افزا

باند در نمونه  ین( است. وجود همHA1 ینن پروتئمعادل وز)

 ینپروتئ رشحیت یانکشت، ب یطاز مح یافته یبترس ینیپروتئ

HA1 ینوسترن بلات در ا یها ی(. بررس2کند )شکل یم ییدرا تا 

 ینمونه کنترل حاو یمثبت برا یجهرغم نت یپژوهش عل

His- Tagدر بر نداشت.  ی، حاصلHA1 یز، آبگرییغشا ینیپروتئ 

ها موجب شده  یژگیو ینرفت ا ی(. احتمال م2است ) یو کرو

درون  ین،پروتئ ینالترم-C متصل به یستیدینیاست تا برچسب ه

 یستیدینه یشده و از دسترس آنت یآن مخف ییساختار فضا

به دست آمده از انجام پروتکل  یجهاما نت؛ خارج شده باشد

بلات پروتکل وسترن  یککه  Bachhawatو  Kaur یشنهادیپ

 یها ینپروتئ یصدر تشخ یتحساس یشافزا یبرا یافته ییرتغ

 (.3شکل نکرد ) ییدرا تا یهفرض ین( ا33باشد ) یم ییغشا

 

 

 

 1)ستون های  PHT43-HA1ساختار  بررسی هضم آنزیمی :1شکل 

ستون درصد.  1در ژل آگارز  (0و  3)ستون های  PHT43 و پلاسمید (3تا 

: تک 2. ستون BamHIر نوترکیب با آنزیم : باند حاصل ازتک برش وکتو1

دو باند بدست آمده از برش همزمان  :3. ستون HindIII برش آن با آنزیم

PHT43-HA1  باBamHI و IamS . یمولکول: نشانگر 8ستون 

(Fermentas ستون .)تک باند حاصل از هضم همزمان پلاسمید غیر 3 :

و ستون  HindIII ا: تک برش آن ب0. ستون IamS و BamHIنوترکیب با 

 نشده را نشان می دهد. هضم PHT43 پلاسمید 2

 

 

در HA1 (kDa83 ) یبنوترکو ترشح پروتئین  بیان بررسی :2شکل 

درصد. ستون  12نمونه های رسوب سلولی و محیط کشت با ژل آکریل آمید 

تا  1: افزایش تدریجی بیان به ترتیب از 3تا  2: بیان قبل از القا. ستون های 1

: 2ستون  (SinaClon) یمولکول: نشانگر وزن 0ستون  .ساعت پس از القا 8

: ترشح پروتئین 4 عدم ترشح پروتئین در محیط کشت قبل از القا. ستون

 ساعت پس از القا. 8نوترکیب در محیط کشت 
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نتیجه حاصل از انجام وسترن بلات تغییر یافته برای افزایش : 3شکل 

 ای غشاییحساسیت در تشخیص پروتئین ه

: نمونه مربوط به 2ستون : نمونه مربوط به بیان قبل از القا. 1ستون 

ستون  (SinaClon) یمولکول: نشانگر وزن 3ساعت پس از القا. ستون  8بیان 

 با وزن His-Tag: پاسخ مثبت وسترن بلات به نمونه پروتئینی واجد 8

KD32. 

 

 بحث

 یانیب یستمدر س HA یهایپاز ساب ت یانواع گوناگون

( 31حشرات ) یاز جمله سلول ها یوکاریوتی( و 39) یوتیپروکار

 یهمدرن عل یانواع واکسن ها یهدر ته HAشده است. ژن  یانب

 یروسیو یها(، واکسن34) یواحد یرز یهاواکسن یرنظ آنفولانزا

( 32) یروسیو ذرات شبه و DNA (30) یهبر پا یواکسن ها (،35)

تایج بدست آمده از وسترن بلات در با تحلیل ن استفاده شده است.

( را HA0این پژوهش و تحقیقاتی که تقسیم هماگلوتینین اولیه )

پروتئاز های برخی باکتری  توسط HA2 و HA1به دو زیر واحد 

به اثبات رسانده است، می توان علت پاسخ منفی وسترن بلات  ها

به پروتئین بیان شده را توصیف نمود. پس از شروع فعالیت یک 

اسید  R-X-R/K-R (Xبرش  با جایگاه شبه تریپسین پروتئاز

های که درسویه آمینه پایه محسوب نمی شود( و مشتقات آن

یافت می شود، یک رزیدوی  H5های مشخصی نظیر ویروس

از طرفی  (31، 30) از دست رفته است HA0 در ( (R329 ینینآرژ

 لیسباسیلوس سوبتیحداقل دو پروتئاز مهم درون سلولی در 

پروتئاز سوبتیلیسین ) شناخته شده است: سرین پروتئاز اصلی نوع

I( و پروتئاز شبه تریپسین ) پروتئازII) 

 ویروس آنفولانزا نوع منشأ از HA1 در توالی پروتئین 

A/Indonesia/5/2005(H5N1)  جایگاه برش حاوی یک اسید

طراحی شده است و پرایمر پایین دست  (R330)نین یآمینه آرژ

را دقیقاً پس از این اسید آمینه به  His-Tagدر این پژوهش توالی 

می کند. توالی این پروتئین که در  حاصل اضافه HA1پروتئین 

 نشان می دهد. را 333نین یزیر آمده است، موقعیت آرژ

 

 
برش،  یهناح یتموقع یتوال ین. درایستیدینبه همراه برچسب ه A/Indonesia/5/2005(H5N1)نوع  یآنفولانزا یروسازمنشا و HA1 ینپروتئ ی: توال8شکل 

 .استحذف شده باشد نشان داده شده  یزبانم یپسینشبه تر یکه ممکن است توسط پروتئازها یستیدینیبرچسب ه ین( وهمچنR330) ینآرژن ینهآم یداس
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 C–برچسب هیستیدینی متصل به  این به نظر می رسدبنابر

ترمینال پروتئین توسط پروتئازهای شبه تریپسین میزبان حذف 

 شده است.

واکسن های سنتی آنفولانزا برای پاسخ گویی سریع به این  

از  (93) استدر حوادث پاندمی بیش از حد کند  بیماری به ویژه

اجسام اینکلوژن  نیز اغلب به شکل HAطرفی پروتئین نوترکیب 

شود و بدست آوردن پروتئین فعال طی فرآیند یافت می

 (. سیستم99شود )تاخوردگی مجدد، چالشی بزرگ محسوب می 

که واجد ویژگی های  (WB600) سوبتیلیس باسیلوسبیانی 

نداشتن اکثر پروتئاز ( 91) جمله: عدم تمایل کدونیمطلوبی از 

( و اندوتوکسین، ظرفیت بالا در ترشح 94) یسلولهای برون 

شکل محلول و فعال پروتئین به درون محیط کشت و جلوگیری 

بستر مناسبی برای  (95، 0) از تشکیل اجسام اینکلوژن است

اندمی در پاسخ گویی سریع به پ HA1تولید پروتئین ایمونوژنیک 

بنابراین ؛ آوردفراهم می H5N1احتمالی ویروس آنفولانزای 

پروتئین تولید شده در این پژوهش می تواند به عنوان کاندیدی 

برای تولید آسان و کم هزینه واکسن آنفولانزا مورد توجه قرار 

گیرد و لازم است توان ایمنی زایی آن در کنار مدل های حیوانی 

 مناسب ارزیابی شود. با گروه های کنترل همراه

 

 تقدیر و تشکر 

بیمارستان از کلیه کارکنان مرکز تحقیقات ویروس شناسی 

که با مساعدت خود در پیشبرد این پژوهش همکاری  بقیه الله

 داشته اند، صمیمانه سپاسگزاری می نمایم.

 

 تعارض منافع:

پزشکی ایران هیچ  شناسیمیکروببین نویسندگان و مجله  

 وجود ندارد. نافعیگونه تعارض م
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