
  زهره شريفي و همكاراندكتر                                                        در اشرشياكوليBژن سطحي ويروس هپاتيت  كلونينگ ژن كدكننده آنتي

109مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران                                                                                                    1386 پاييز/ 56شماره / دهمچهاردوره 

  

    در اشرشياكوليBژن سطحي ويروس هپاتيت  كلونينگ ژن كدكننده آنتي
    
 
 
  
  I دكتر زهره شريفي*
   II فاطمه ياريدكتر   

  III  شهرام سميعي 
  IV  دكتر محمود محموديان شوشتري 

   
     
  

  
  

  
  
  

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 چكيده
 ميليـون ناقـل ويـروس    350حـدود   . هان آنـدميك اسـت     در سراسر ج   Bعفونت ويروس هپاتيت    : زمينه و هدف      

 .شـوند    تلف مـي   Bحدود يك ميليون نفر در سال به دنبال عفونت ويروس هپاتيت            .  وجود دارد  ن در جها  Bهپاتيت  
 ا، انجامه  بيانجامد، وجود ندارد و تنها راه جهت كنترل اپيدمي       Bمتاسفانه دارويي كه بتواند به درمان كامل هپاتيت         

 ويروسي براي شناسايي افرادي كه داراي عفونت مزمن هـستند،           DNAگيري مقدار     اندازه. باشد  يون مي واكسيناس
بيني سير درمان بيماري و تاثير داروهاي ضد ويروسي     نين براي بررسي و پيش    ، همچ گيرد  مورد استفاده قرار مي   

گيـري   هـاي تـشخيص طبـي، انـدازه      در آزمايشگاهReal-time PCRبا معرفي . برد داردرهاي درماني كا در رژيم
 كلونينـگ   ،هدف از اين مطالعه   . داري توسعه پيدا كرده است      طور معني ه  هاي باليني ب     ويروس در نمونه   DNAكمي  

  .  به عنوان استاندارد خارجي استBژن سطحي ويروس هپاتيت  و شناسايي ژن كدكننده آنتي
، ابتدا ژنوم ويروس از نمونه سرم كه S براي تكثير ژن .باشد اين تحقيق يك مطالعه توصيفي مي: رسير    روش ب 

سـپس بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي     . مثبت بـود، اسـتخراج شـد   ) HbsAg)Hepatitis B surface Antigenاز نظر 
 از Sبـراي كلونينـگ ژن   . تكثير شد) PCR)Polymerase chain reaction با روش Sاي از ژن  اختصاصي، قطعه

 بـه داخـل وكتـور       PCRسازي، محـصول      پس از خالص  . استفاده گرديد ) فرمنتاس(pTZ-57Rيك كلونينگ وكتور    
بـاكتري حـاوي پلاسـميد      . ترانـسفورم شـد   ،  TG1 سـويه    E.Coliپلاسميدي كلون شد و به داخل سـلول مـستعد           

هـاي اختـصاصي و در نهايـت          ، برش با آنـزيم    PCRبيوتيك،    نوتركيب با روشهاي مختلف از قبيل مقاومت به آنتي        
 شمارش  يها   و محاسبه ميانگين تعداد كلني     tبراي آناليز آماري، از آزمون      .  مورد بررسي قرار گرفت    ،تعيين توالي 

  . بيوتيك و بدون آن، استفاده گرديد هاي حاوي آنتي شده بر روي پليت
كثيـر   تPCR بـا روش  S ويروسي با استفاده از آغازگرهـاي اختـصاصي، ژن           DNAپس از استخراج    : ها  يافته    

.  كلـون گرديـد  pTZ57R بـا اسـتفاده از پلاسـميد    S جفت باز حاصل گرديد، سـپس ژن  175اي شامل  شد و قطعه  
بـراي تاييـد نهـايي،    .  و بـرش آنزيمـي، مـورد تاييـد قـرار گرفـت      PCRپلاسميد نوتركيب استخراج شد و با روش    

  . پلاسميد نوتركيب تعيين توالي شد
 pTZ57R در پلاسـميد     Sبـازي ژن       جفـت  175دهد كه قطعه     ن مطالعه نشان مي   نتايج حاصل از اي   : گيري      نتيجه

هـا    يـا كنتـرل مثبـت در آزمـايش    Real-time PCRتـوان از آن، جهـت تهيـه اسـتاندارد       ميكلون گرديده است كه
   .استفاده نمود

             
  شياكولياشر – 3   استاندارد خارجي     – 2   كلونينگ     – 1      : ها كليدواژه

 Bژن سطحي ويروس هپاتيت   آنتي– 4                         

  14/11/85:تاريخ پذيرش، 19/7/85 :تاريخ دريافت

I(استاديار وPh.Dچمران، تهران، ايرانشناسي پزشكي، مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران، تقاطع بزرگراه شهيد همت و  ويروس )*مؤلف مسؤول.(  
II ( استاديار وPh.Dشناسي پزشكي، مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران، تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، تهران، ايران  ايمني.  

III ( راه شهيد همت و چمران، تهران، ايرانو كارشناس ارشد بيوشيمي، مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران، تقاطع بزرگو عضو هيات علمي مربي.  
IV ( استاديار وPh.Dشناسي پزشكي، مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران، تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، تهران، ايران  ويروس.  
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  مقدمه
 مــزمن بــه دود دو ميليــون مــردم در جهــان بــه طــورــــح    

، نهمــين عامــل مــرگ در Bهپاتيــت . آلــوده هــستند Bهپاتيــت 
ــان اســت  ــر جه ــيش از . سراس ــد  350ب ــورد جدي ــون م  ميلي

HBV)Hepatitis B virus (پيوندد در جهان بوقوع مي .  
 ،HBVروشهاي آزمايـشگاهي اسـتاندارد بـراي تـشخيص           

ــرولوژيكي    ــهاي س ــامل روش ــي  ELISAش ــر روي آنت ژن  ب
 ،)B)HbsAg=Hepatitis B surface Antigenسـطحي هپاتيـت   

ــي ــادي علي آنت ـــب ـــ، آنتHbsAgه ـ ـــژن مرك يـ ــت ـ زي هپاتي
B)HBV core Antigen ( وHbe Antigen باشد مي.)1-3(  

ــا توج ـــ    ب ــايش  ـ ــشخيص آزم ــدوديت در ت ــه مح ــاي  ه ب ه
ـــســرولوژي ب ــاريـ ــ راي بيم ـــاي عفونـه ـــي منتقلـ ه از راه ـ

هـاي     خطر باقيمانده از عفونـت     بالاترين،  HBVق خون،   ــتزري
باشد كه به دليـل پـايين          را دارا مي   630000/1ويروسي يعني   

در ) ليتـر    كپي در هـر ميلـي      100-200000(بودن بار ويروسي  
هاي  و عدم حساسيت آزمايش) Window Period(دوره پنجره

، HBV DNAراي شناســايي ــــرس بــــل دستــــي قابــــكيف
بل تشخيص باشـد، قابـل انتقـال        قا HbsAgها بدون اينكه      هفته
  )5و 4(.است

هاي پس از انتقـال خـون، نـشان               مطالعات در مورد هپاتيت   
 روز پــس از 50-60 حــدود HbsAgكــه آزمــايش اســت داده 

 به دليل ويرمي پايين،     ، هفته آن  2-4شود كه     عفونت، مثبت مي  
HbsAg   اسـت   مطالعـات نـشان داده   .شـود  تشخيص داده نمي

تواند باعـث عفونـت در        از ژنوم ويروسي مي    كپي   10-20ه  ـك
 ،ص اوليـه  ــدهد كه براي تـشخي      شامپانزه شود؛ اين نشان مي    

 در مرحلـه  HBV DNA. ها بايد حساس باشـند  چقدر آزمايش
 و  HbsAgاي كـه از نظـر         حاد عفونـت در خـون افـراد آلـوده         

HbeAgگيري  اندازه.  مثبت هستند، قابل شناسايي استHBV 

DNA   ترين ابزار براي شناسايي افـرادي اسـت          م در سرم، مه
تشخيص و ارزيابي كمـي     . كه تكثير ويروس در آنها بالا است      

HBV DNA  به طور وسيعي براي نظارت بر پيشرفت بيماري
شود تا مشخص شود آيـا         استفاده مي  HBVو درمان عفونت    

  )6-8(آميـز بـوده اسـت يـا خيـر؟           درمان ضد ويروسي موفقيت   
رس بــراي شناســايي ــــي قابــل دستــــتهــاي تجار شــــآزماي

HBV DNA ،105×7باشـد  ليتـر مـي   كپي در ميلي 5×109  الي. 
باشـند و     ها از حـساسيت پـاييني برخـوردار مـي           اين آزمايش 

   )9(.باشد ، محدود ميها در اين روشDNAدامنه شناسايي 
با توسعه و ورود داروهاي ضد ويروسي بهتر و جديـدتر،               

 چـون اسـتفاده از      ،يار اهميت يافته است   نظارت بر بيماران بس   
هاي ويروسي مقاوم بـه داروهـا    اين داروها باعث ايجاد سويه 

تـر، آشـكار      هـاي حـساس     بنابراين نياز به آزمايش   . شده است 
آگهـي    ترين فـاكتور پـيش      سرمي، مهم  DNAمقدار  . شده است 

باشـد، همچنـين مقـدار         مي HBVدهنده سرطان كبد مرتبط به      
HBV DNA انـد مـاركر خـوبي بـراي بررسـي كـارآيي       تو مي

  . هاي مختلف باشد درمان
ــابي    ــايي و ارزي ــراي شناس ــدين روش ب  HBV DNA    چن

ر اسـاس اصـول     ـا ب ـ ــ ـب آنه ــ ـه اغل ــ ـد ك ــ ـان  توصيف شـده  
، Branched DNAباشــند و شــامل   ملكــولي مختلــف مــي  
دار ــ ـن مق ــ ـتعيي. دــهـستن  PCRم و   ــهيبريديزاسيون مستقي 

HBV DNAي بـا  ـل توجهــور قابــهاي باليني به ط ر نمونه د
بهبود يافتـه و ايـن آزمـايش، صـحت      Real-time PCR ورود
نـسبت بـه روشـهاي ديگـر         DNAتري در تعيـين مقـدار         بيش
، Real-time PCRهـا بـا روش    براي ارزيابي كمي نمونه. دارد

هـا را     نياز به استاندارد وجود دارد كه بتوان مقدار كمي نمونه         
  )11و 10(.اساس منحني استاندارد مشخص نمودبر

    هــدف از ايــن مطالعــه، كلونينــگ و شناســايي ژن كدكننــده 
 است تـا بـا توليـد انبـوه          Bژن سطحي ويروس هپاتيت       يــآنت

ــوان    ــه عن ــوان از آن ب ــدازه يكــسان، بت ــا ان ژن مــورد نظــر ب
ــروس در     ــوم وي ــي ژن ــداد كپ ــبه تع ــراي محاس ــتاندارد ب اس

بهـره   Real-time PCR با استفاده از دستگاه هاي باليني نمونه
   . برد

  
  روش بررسي

، DNAبراي تخلـيص    . باشد      اين مطالعه از نوع توصيفي مي     
 ميكروليتـر بـافر ليـز      20 ميكروليتـر نمونـه سـرم،        20ابتدا به   

مــولار، ســديم  لــيي م10كننــده حــاوي تــريس ـ هيدروكلريــد   
ك اســيد يــك آمــين تترااســتي  اتــيلن دي،%2دوســيل ســولفات 

 اضـافه   Kليتر پروتئيناز      ميكروگرم در ميلي   500مولار و     ميلي
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 60 سـاعت در دمـاي       2شد، پس از مخلوط كـردن، بـه مـدت           
به روش فنـل   DNAاستخراج . گراد انكوبه گرديد درجه سانتي 

  )12(.و كلروفرم انجام شد
 ميكروليتـر  5 و بـا اسـتفاده از       PCRبـا روش     DNA    تكثير  

مـراز،    پلي TaqDNAمولار     ميلي PCR  ،1ر غلظت    براب 10بافر  
 ميكروليتـر  5/0مـولار،    ميلـي  50 ميكروليتر كلريد منيـزيم      5/1

dNTP 10ــي ــولار   ميلـ ــاي  5/0 ومـ ــر از پرايمرهـ  ميكروليتـ
 1/دنـاتوره شـدن   (  پيكومـولار و طبـق برنامـه       10اختصاصي  

 ثانيه در   30گراد، اتصال پرايمرهاي      درجه سانتي  94دقيقه در   
 72ه در ــ ـمريـزه شـدن يـك دقيق    گراد و پلـي  رجه سانتي  د 56

 72 دقيقـه در  10مريـزه شـدن نهـايي       پلـي  ،گـراد  درجه سانتي 
براي بررسـي   . رمال سايكلر انجام شد   در ت ) گراد  درجه سانتي 

  . ، از روش ژل الكتروفورز استفاده شدPCRمحصول 
بـا اسـتفاده از كيـت        PCR     براي واكنش اتـصال، محـصول     
High pure purfication kitRoche ،بـراي  . سازي شـد  خالص

ــگ ژن  ــور  Sكلونين ــگ وكت ــاس(pTZ57RT، از كلونين ) فرمنت
 واحد از آنـزيم     1-5واكنش اتصال با استفاده از      . استفاده شد 

T4DNA 15 حـدود  ، برابـر غلظـت  10 ميكروليتر بافر 3 ، ليگاز 
  پلاســميديDNA ميكروليتــر 3و  PCR  محــصولميكروليتــر

)vector( ســپس .  ميكروليتــر انجــام شــد30 بــه حجــم نهــايي
گـراد    درجـه سـانتي    22 ساعت در دمـاي      14-16مخلوط فوق   

ــد  ــه گردي ــگ   PCRمحــصول . انكوب ــاه كلونين  DNAدر جايگ
ــميد   ــميدي، در پلاس ــد  pTZ57RTپلاس ــون ش ــصول . كل مح
براي  .منتقل شد  TG1 سويه   E.coliواكنش اتصال، به باكتري     

 ميكروليتـر از واكـنش      5-10باكتري،  انتقال پلاسميد به درون     
به سلول مستعد، اضافه و به آرامـي بـا هـم            ) ligation(اتصال

بـه  .  دقيقـه در يـخ گذاشـته شـد         30مخلوط گرديد و به مـدت       
 ثانيـه   90گراد به مدت       درجه سانتي  42مخلوط فوق در دماي     

ــل    ــخ منتق ــر روي ي ــي داده شــد و بلافاصــله ب شــوك حرارت
   )13(.گرديد

هـاي   هاي حاوي پلاسميد نوتركيب، كلني  انتخاب كلون     براي  
يـك كلنــي ســفيد  . سـفيد و آبــي مـورد بررســي قـرار گرفتنــد   

كـشت داده شـد و     ) L.B(ليتر محيط لوريـا      ميلي 10باكتري در   
 درجـه   37به صورت شبانه در انكوباتور شيكردار در دمـاي          

ــرار داده شــد ســانتي ــز  DNA. گــراد ق ــه روش لي پلاســميد ب
. استخراج شد) Mini-Prep Plasmid DNA extraction(قليايي

 PCR، از روش    B ويـروس هپاتيـت      Sبراي تاييد كلونينگ ژن     
 .با پرايمرهاي اختصاصي ژن و بـرش آنزيمـي اسـتفاده شـد            

، از روش بـرش آنزيمـي بـر روي          Sبراي تأييـد كلونينـگ ژن       
DNA   3 مقـدار  ،بـراي انجـام واكـنش    . پلاسميدي استفاده شد 

پلاسـميدي   DNA ميكروگـرم از     X10  ،3-1ز بافر   ميكروليتر ا 
 مخلوط گرديد و با آب مقطر بـه       HindIIIو يك واحد از آنزيم      

 ميكروليتر رسانده شد و پس از مخلـوط كـردن، بـه             30حجم  
گـراد     درجـه سـانتي    37 ساعت يا يك شب در دماي        1-2مدت  

، بريـده و    HindIIIپلاسميد نوتركيب توسط آنزيم     . انكوبه شد 
 كنار مـاركر بـا اسـتفاده از ژل آگـارز، الكتروفـورز          سپس در 

  . براي تاييد نهايي، پلاسميد نوتركيب، تعيين توالي شد. شد
براي محاسبه پارامتر پايداري پلاسـميدي، درصـد نـسبت              

بيوتيـك بـر تعـداد        ها بر روي محـيط حـاوي آنتـي          تعداد كلني 
 tز آزمون   بيوتيك با استفاده ا     ها بر روي محيط فاقد آنتي       كلني

  .محاسبه گرديد
براســاس ســنتز نــاقص    DNA    تعيــين تــوالي مولكــول   

هـاي    براي تعيين تـوالي نوكلئوتيـد     . باشد   مي DNAهاي    رشته
ژن كلون شده، باكتري حاوي پلاسـميد نوتركيـب كـشت داده            
شد و عاري از هر گونه آلودگي استخراج شد و توسط روش            

 تعيـين   ،ئورسـنت نـشاندار بـا رنـگ فلو       DNAزنجيـره   خاتمه  
   ).آوران توسط شركت ژن فن(توالي شد

  
  ها يافته

ويروسـي وبـه كمـك آغازگرهـاي       DNA    پس از اسـتخراج     
 PCRمحـصول   . تكثيـر شـد    PCR با روش    Sاختصاصي، ژن   

مـورد  % 1در كنار ماركر وزن مولكـولي بـر روي ژل آگـارز             
 مشاهده  1 كه در شكل شماره       گونه همان. بررسي قرار گرفت  

 و پرايمرهـاي اختـصاصي      Sردد، با توجه بـه تـوالي ژن         گ  مي
CACATCAGGATTCCTAGGACC21 bp forward و 
CAACCCTCCAATCACTCACC 20bp reverse و 

 جفـت بـاز،     50همچنين بـا اسـتفاده از مـاركر وزن مولكـولي            
  .  جفت باز تعيين شدPCR ،175اندازه محصول 
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 بر HBV ويروس S، ژن PCRالكتروفورز محصول  -1شكل شماره 

 جفت 50 ماركر وزن مولكولي 1ستون شماره %. 1روي ژل آگار 
 با پرايمرهاي S، ژن PCR محصول 2ستون شماره ). فرمنتاس(باز

  .  جفت باز طول دارد175باشد كه  اختصاصي ژن مي
  

ــون  ــب،       جهــت انتخــاب كل ــو تركي هــاي حــاوي پلاســميد ن
هــاي  تــــر روي پليـا بــدــــابت) Ligation(الــمحــصول اتــص

 ايزوپروپيـل ـ   دهسيليــن، القاء كننــ بيوتيــك آمپي نتيحاوي آ
-IPTG=Isopropyl-Beta-D(بتـا ـ دي ـ تيوگالاكتوپيرانوزيـد     

thiogalactopyranoside ( و سوبسترايX-Gal)5-bromo -4 

-chloro- 3- indolyl-beta- D-galactopyranoside)(5 ـ    
ـــبرم ــ4و ـ    ــ ــ ـ    3رو ـ    ـكلـ ـــѧѧѧ ل ـايندوليـ ـѧѧѧ  دي ـѧѧѧا ـبتـ

ل ـها از نظـر تـشكي       پليت. دـت داده ش  ــ كش )دـگالاكتوپيرانوزي
شـكل  (رار گرفتنـد  ــ ـي ق ــ ـهاي سفيد و آبـي مـورد بررس         كلني

   .)2شماره 
هاي سفيد همـراه بـا            جهت بررسي پلاسميد نوتركيب، كلني    

 LBيك كلني آبي به عنوان كنترل، انتخـاب و بـر روي محـيط              
ــشت داده شــدند حــاوي ــي ســيلين ك  پلاســميدي DNA.  آمپ
ها به روش ليزقليايي، استخراج و بـر روي ژل آگـارز              باكتري

پلاســميدهايي كــه نــسبت بــه  DNA. الكتروفــورز گرديــد% 1
وزن مولكولي  ) بدون قطعه خارجي   pTZ-57Rپلاسميد  (كنترل

بالاتري داشتند، انتخاب و با روشـهاي ديگـر مـورد بررسـي             
    .قرار گرفتند

  
  
  
  
  
  
  

  
  

هاي باكتري داراي پلاسميد  پليت حاوي كلني -2شكل شماره 
سلولهاي باكتري دريافت كننده محصول ). كلني سفيد رنگ(نوتركيب

سيلين،   آگار حاوي آمپيL.Bبر روي محيط ) Ligation(واكنش اتصال
IPTG و X-Galهاي سفيد حاوي پلاسميد  كلني.  كشت داده شدند

هاي آبي،  كلني.  در آنها كلون شده استS كه ژن باشند نوتركيب مي
  . باشند كه فاقد قطعه خارجي است  ميpTZ-57Rحاوي پلاسميد 

  
، )كلني سفيد (هاي نوتركيب    در كلون  S    براي تاييد ورود ژن     

.  اسـتفاده شـد    S با پرايمرهاي اختصاصي ژن      PCRاز روش   
DNA  تركيــب، بــا آب پلاسـميدي اســتخراج شــده از كلــون نو

آنگاه بـه كمـك پرايمرهـاي    . قطر به رقت مناسب رسانده شد م
همانطور كه در    .انجام گرديد  PCR، واكنش   Sاختصاصي ژن   

، 1-3هـاي شـماره       شـود، سـتون      مشاهده مـي   3شكل شماره   
 S پلاسميد نوتركيب حاوي ژن      DNA بر روي    PCRمحصول  

باشد كه با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي انجـام شـده             مي
 DNAماركر وزن مولكـولي  ) 4ستون شماره  (ر كنار است و د  

  .  جفت باز طول دارد175، )فرمنتاس باز  جفت100(
 در  S، وجـود ژن     PCRهاي سفيد كه با روش           از ميان كلون  

هاي بـرش     پلاسميدي آنها با آنزيم    DNAآنها تاييد شده بود،     
مكـان شناسـايي جهـت    ، Sدر ژن . بريده شد، Hind IIIدهنده 

ود نـدارد و در پلاسـميد، فقـط يـك         ــ ـرش دهنـده وج   آنزيم ب ـ 
جايگاه جهت شناسـايي آنـزيم وجـود دارد؛ بنـابراين در اثـر              

 Sبرش با اين آنزيم، پلاسميدهــاي نوتركيـب كـه حـاوي ژن             
باشند به اندازه قطعه ژن خارجي نـسبت بـه كنتـرل يعنـي                مي

انـد، وزن مولكـولي        را دريافـت نكـرده     Sپلاسميدهايي كه ژن    
  .تري دارندبالا
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هاي نوتركيب بر   كلونPCRالكتروفورز محصول  -3شكل شماره 
 بر روي PCR، محصول 1-3هاي شماره  ستون%. 1روي ژل آگارز 

DNA پلاسميد نوتركيب حاوي ژن Sباشند كه با استفاده از   مي
ستون .  جفت باز طول دارد175پرايمرهاي اختصاصي انجام شده است و 

) فرمنتاس( جفت بازDNA 100ي ــر وزن مولكولـ مارك4شماره 
  . باشد مي

  
گـردد، سـتون       مشاهده مي  4ور كه در شكل شماره      ـ    همانط
 Sپلاســميد كلــون نوتركيــب حــاوي ژن     DNA، 4شــماره 

 جفت باز طـول     3061باشد كه با آنزيم بريده شده است و           مي
 pTZ-57R پلاسـميد  DNA، 2دارد، در مقابل، سـتون شـماره        

 2886باشد كه با آنزيم بريده شـده و           بدون قطعه خارجي مي   
      .جفت باز طول دارد

 pTZ-57Rكـه در پلاسـميد       B ويروس هپاتيت    Sتوالي ژن       
كلون شده بود، توسط روش خاتمـه زنجيـره توسـط شـركت         

، بـا   Sequencingتـوالي حاصـل از      . آوران تعيـين شـد      ژن فن 
هاي موجـود در بانـك ژنـي          الي، با تو  Blastاستفاده از برنامه    

بـاز از      جفت 175مورد بررسي قرار گرفت و آشكار گرديد كه         
در ايـن   ) B)Sژن سـطحي ويـروس هپاتيـت          ژن كد كننده آنتي   

طي فواصل زماني معين، باكتري     . پلاسميد كلون گرديده است   
هـاي حـاوي محـيط        هاي نوتركيب، بر روي پليـت       حاوي كلون 

سـيلين كـشت داده شـد و     يـك آمپـي  بيوت  لوريا با و بدون آنتي    
گـراد بـه مـدت        درجه سـانتي   37پس از انكوباسيون در دماي      

 تا  100ها كه حدود      ها بر روي پليت      ساعت، تعداد كلني   16-12
هـاي     كلني بودند، شمارش گرديدند و ميانگين تعداد كلني        350

  .شمارش شده بر روي سه پليت، مبناي محاسبه قرار گرفت
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 پلاسميد و DNAالكتروفورز محصول برش آنزيمي  -4ل شماره شك
، 1ستون شماره %. 1 بر روي ژل آگارز Sكلون نوتركيب حاوي ژن 

DNA2ستون شماره .  پلاسميد بريده نشده ،DNA پلاسميد كه با آنزيم 
 پلاسميد DNA، 3ستون شماره .  جفت باز طول دارد2886بريده شده و 

 پلاسميد نوتركيب كه با DNA، 4ن شماره ستو. تركيب بريده نشدهنو
، 5ستون شماره .  جفت باز طول دارد3061آنزيم بريده شده است و 

  . ماركر وزن مولكولي است
  

  بحث
 هاي ژنومي از قبيـل      گيري كمي هدف        بطور كلي براي اندازه   

DNA ژنــومي HBV  يــك اســتاندارد معتبــر و صــحيح لازم ،
پلاسـميد يـا     DNA اغلـب    ،DNAبراي تهيـه اسـتاندارد      . است

، انتخاب اول هستند، چون تهيـه آنهـا سـاده و            PCRمحصول  
اولــين مرحلــه در تهيــه اســتاندارد، داشــتن . باشــد آســان مــي

باشـد كـه در       اي يكسان و يكنواخت از ژنوم ويروس مي         قطعه
تمام موارد آزمايش بـه طـور ثابـت در واكـنش وارد شـده و                

 نظـر در وكتورهـاي      كلونينـگ قطعـه ژنـي مـورد       . تكثير شود 
پلاسميدي و توليد يكـسان و انبـوه ژن، بهتـرين روش بـراي              

 ايــن .اســت Real-time PCRتهيــه اســتاندارد جهــت واكــنش 
 PCRروش داراي مزايايي بر اسـتفاده از تكثيـر ژن بـا روش         
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ــا  PCRدر روش . باشــد مــي ، احتمــال وجــود قطعــات ژنــي ب
 منفـي در تهيـه      تواند اثـر    هاي مختلف وجود دارد كه مي       اندازه

استاندارد داشته باشد، بعلاوه در روش كلونينگ، توليد انبـوه          
پـذيرد و فقـط بـا         تر صورت مي    تر و ارزان     آسان ،قطعات ژني 

تــوان  كــشت كلــوني بــاكتري حــاوي پلاســميد نوتركيــب مــي 
ب را خالص سـاخت و مـورد اسـتفاده قـرار            ـپلاسميد نوتركي 

  . داد
اي مختلف ژن ويروس هپاتيت     ه   از اندازه  ،    مطالعات مختلف 

B  ــه اســتاندارد  و وكتورهــاي پلاســميدي مختلــف بــراي تهي
ــد  ــتفاده كردن ــاران PAS. اس ــود، از  )14(و همك ــه خ  در مطالع

 بــه عنــوان وكتــور اســتفاده كردنــد، آنهــا PBR322پلاســميد 
 را بـه درون ايـن پلاسـميد         HBV جفت باز از ژنوم      2/3×103

ــه عن  ــرده و از آن ب ــون ك ـــكل ـــتاندارد خارجوان اســـ ي در ـ
ــنش  ــد Real-time PCRواك ــتفاده كردن ــراي   )14(. اس ــا ب آنه

 منحنـي اسـتاندارد پلاسـميدي       ،استاندارد كردن آزمايش خود   
ليتر رسم كردند و براي        كپي در ميلي   373-7×106را در دامنه    

ــازي ــميد نوتركيـــب، از پانـــل ) validation(معتبـــر سـ پلاسـ
VQC)Viral quality control (ده كردنداستفا .  

    Leb  جفت باز از ژن      173 حدود   )15(و همكاران HBV   را به 
ــور پلاســميدي   ــور  (PCR11-TOPOداخــل وكت ــك وكت ــه ي ك

ــارتي اســت  ــد ) تج ــون كردن ــب را  . كل ــميد نوتركي ــا پلاس آنه
برش دادنـد تـا    Hind IIIسازي كرده و سپس با آنزيم  خالص

را بــا روش  DNAبــه صــورت خطــي در آيــد، ســپس غلظــت 
، VQCهـاي     تروفتومتري تعيـين كـرده و بـه كمـك پانـل           اسپك

  )15(.منحني استاندارد آن را رسم نمودند
    Sum ــاران ــتاندارد  )16(و همكـ ــه اسـ ــراي تهيـ ، از HBV بـ

 111به عنوان وكتور اسـتفاده كردنـد، آنهـا           M13باكتريوفاژ  
 ژن را 127-164هــاي  د آمينــهـ كــه اسيــSت بــاز از ژن ـجفــ

 كلـون كردنـد و بـه داخـل سـويه            M13شد، در فاژ      شامل مي 
101JM    اسـتفاده از   .  باكتري اشرشياكولي ترانسفورم نمودند
 در تهيه استاندارد خارجي، داراي ايـن مزيـت اسـت            M13فاژ  

لازم نـدارد و براسـاس تعـداد واحـدهاي           DNAكه اسـتخراج    
تـوان مقـدار كپـي ژنـوم را شـمارش        تشكيل دهنده پـلاك مـي     

  )16(.كرد

ـــ    در اي ـــن مطالعـ ـــه بـ ــه اســتاندارد خــارجي، از  ـ راي تهي
ـــاســتفاده ش pTZ57Rوكتــور پلاســميدي   175دود ـد و حـــ

ل وكتور پلاسميدي كلون گرديـد و       ــ به داخ  Sجفت باز از ژن     
ورم ــترانـسف  TG1ه  ــ ـي سوي ــ ـبه داخل بـاكتري اشرشياكول    

  .شد
ــه  ــاوت ژن  )16(Sum و )PAS)14    در دو مطالع ــول متف ، از ط

HBV  بــراي تهيــه اســتاندارد اســتفاده شــده بــود، در هــر دو
هـــا و طـــي يـــك نوبـــت  مطالعـــه تغييـــرات بـــين آزمـــايش

دار نبـود كـه نـشان دهنـده      معنـي ) intra&inter assay(كـاري 
باشد و در هر دو مطالعه از پانل          آزمايش مي ) precision(دقت

VQC             براي اسـتانداد كـردن پلاسـميدها اسـتفاده شـده بـود  .
 كپـي در  Sum ،100در آزمـايش   HBV DNA دامنه سـنجش 

. باشـد  ليتر سرم بود كه بالاترين حساسيت را دارا مي    هر ميلي 
 كپـي  HBV DNA ،1010-373، دامنه سنجش PASدر مطالعه 
ليتر بود كـه نـشان دهنـده حـساسيت بـالاي ايـن                در هر ميلي  

 بـه ترتيـب از      Sumو   PASبا توجه بـه اينكـه       . باشد  روش مي 
 B جفت باز، ژنوم ويـروس هپاتيـت         111و  باز  كيلو جفت    2/3

را جهت تهيه استاندارد كلون كردنـد، هـر دو مطالعـه از نظـر               
، حساسيت، ويژگي و خطي بـودن  HBV DNAسنجش مقدار 

منحني استاندارد، نتايج مشابهي داشتند؛ به همين دليل در اين          
ــه از  ــاز از ژن  175مطالع ــت ب ــگ   HBV S جف ــت كلونين جه

   .استفاده گرديد
    در اين مطالعه براي بررسي پايداري پلاسميد نوتركيب بـه          

 درجـه  4و  25، 37عنوان استاندارد، كلنـي بـاكتري در دمـاي     
 ساعت انكوبه گرديـد، سـپس       8و  12 ،24گراد، به مدت      سانتي
DNA  خالص سازي شـد و وجـود ژنـوم          ، پلاسميد نوتركيب 

  مـورد  ، و بـرش آنزيمـي     PCRويروسي در آنها با روشـهاي       
  . بررسي و تأييد قرار گرفت

داري پلاسـميد و حـضور      ــي پاي ــت بررس ــن جه ــ    همچني
 بـار بـه طـور       10ژن در آن، باكتري حاوي پلاسميد نوتركيب        

ك هفتـه، يـك     ــ ـي ي ــهمچنين پس از ط   . مكرر پاساژ داده شد   
هــاي باكتريــايي حــاوي پلاســميد  د، كلنــيــــ مــاه بع6مــاه و 

ـــنوتركيـــب در محي ــاويــ ـــبيوتي  آنتـــيط حـ ــدون ــ ك و بـ
پلاسميد آنها اسـتخراج شـد      . ت داده شدند  ــك كش ــبيوتي  آنتي
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 و بـرش آنزيمـي، مـورد بررسـي قـرار            PCRو با روشـهاي     
  . گرفت

  
  گيري نتيجه

 pTZ57Rدهـد كـه پلاسـميد             نتايج اين مطالعـه نـشان مـي       
اســتفاده از . باشــد  مناســب مــيHBV Sبــراي كلونينــگ ژن 
ــرا ــگ ب ــوان   روش كلونين ــه عن ــب ب ــه پلاســميد نوتركي ي تهي

همچنـين پلاسـميد   . باشـد  ي ساده و ارزان مي   دارد، روش استان
توان   توانايي حفظ ژن را دارا است و مي،حاوي ژنوم ويروس  

 Real-timeاز آن براي تهيه اسـتاندارد خـارجي در واكـنش    

PCRاستفاده نمود .  
  

  تقدير و تشكر
مــالي مركــز تحقيقــات     ايــن تحقيــق بــا اســتفاده از حمايــت 

شـماره  (سازمان انتقال خون ايـران در قالـب طـرح تحقيقـاتي           
ــت ــيله      ) خ/20126: ثب ــدين وس ــه ب ــت ك ــده اس ــام گردي انج
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  .دارند آن مركز ابراز مي
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Abstract 
    Background & Aim: Hepatitis B virus(HBV) infection is endemic worldwide. It is estimated every year more than 350 
million people become infected with HBV(new cases) worldwide. Unfortunately, there are no satisfactory drugs to cure HBV 
and related diseases and the only way to control it is through vaccination. Measurements of HBV DNA levels are routinely 
used to identify infectious chronic carriers and to predict and monitor the efficacies of antiviral treatment regimens. The 
quantification of HBV DNA in clinical specimens has significantly improved with the introduction of real-time PCR into 
routine diagnostic laboratories. The aim of this research is to study cloning and identify hepatitis B virus surface 
antigen(HbsAg) encoded gene as external standard.  
    Material and Methods: A descriptive study was done on hepatitis B virus sufrace antigen encoded gene. Genomic DNA 
was extracted from HbsAg positive serum sample and amplified by PCR. The amplified segments were cloned in pTZ57R 
plasmid vector. After purification the PCR product was cloned in plasmid vector and transformed into susceptible E.coli(TG1 
strain) cell. The bacteria containing the new combination plasmid was than evaluated for antibiotic resistance, PCR, 
enzyme cleavage and sequencing. The mean of colony numbers that grew in plates with and without ampicilin and also 
statistical analysis, T-student test was used. 
    Results: After extraction of viral DNA, Sgene was amplified by PCR; 175 bp fragment was generated. S gene was than 
cloned by PT2 57R plasmid. The new plasmid was extracted and was confirmed by enzyme cleavage and PCR. For final 
confirmation it underwent sequencing. 
    Conclusion: According to the results the 175 bP fragment of s gene was cloned into PT257R Plasmid. It can be used as 
external standard for real time PCR or as a positive control in laboratory. 
 
 
 
Key Words:     1) Cloning      2) External Standard     3) E.Coli      4) Hepatitis B Surface Antigen 
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