
 Evaluation of Modification in M2 gene of Influenza H1N1
virus in expression in BL21 E-coli

Fatemeh Jafarinejad1, Mojgan Bandehpour2*, Shiva Sadat Gheflat3, Bahram Kazemi4,5

1. Department of Biology, Azad University of Ahar, Ahar, Iran
2. Department of Biochemistry, School of Advanced Technologies in Medicine, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran

3. Cellular & Molecular Biology Research Center, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran
4.  Cellular & Molecular Biology Research Center, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

5. Biotechnology Department, School of Advanced Biotechnologies, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran

Background: This research was carried out for a by considering gene sequence and each amino acid 
codon in host, which express protein in order of probable vaccine production against influenza A, a major 
cause of mortality in a year. M2 protein is conserved and it can be a proper candidate vaccine for influenza 
infection.
Materials and Methods: Present research was an experimental study. The sequence of M2 protein of 
Iran influenza virus H1N1 strain was modified and synthesized. It was subcloned into pET22b vector 
recombinant protein and expressed in BL21 E-coli and confirmed with specific antibody by western blot 
technique.
Results: The modified M2 gene was expressed in E-coli. The concentration of it was 300μg/ml and it was 
confirmed by western blotting with specific antibody.
Conclusion: Influenza M2 protein with modification in sequence could be expressed in BL21 E-coli host. 
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چكيده

مقدمه
امروزه تولید پروتئین های نوترکیب در علم بیولوژی، پزشکی و داروسازی یکی 
مختلف  سیستم های  از  استفاده  است.  داده  اختصاص  خود  به  را  مهم  ابعاد  از 
گرفته اند.  قرار  بهره برداری  مورد  منظور  این  به  پروکاریوتیک   و  یوکاریوتیک 
باکتری  از  بیان پروتئین نوترکیب، استفاده  از سیستم های پروکاریوت در  یکی 
درصد  چون  پدیده هایی  بین  است.  متفاوت  موتاسیون های  با  کولای  اشریشیا 
GC در DNA ژنومی، کدون های شناسایی شونده در هر میزبان و سطح بیان 
الگوی  روی  همکاران  و   Knight نام  به  محققی  دارد.  وجود  قوی  ارتباط  ژن 
استفاده کدون در تعداد زیادی از گونه ها  )311 پروکاریوت، 28 آرکی و 257 
را  نوترکیب  پروتئین  بیان  از  پیش بینی  قابل  و مدل  تحقیق کردند  یوکاریوت( 
از نظر  انتخاب صحیح کدون ها براساس میزبان هدف  به دست آوردند )1، 2(. 
 Alexander های موجود نیز اهمیت دارد. در تحقیقی که  از سویtRNA  نوع
Dana و Tamir Tuller انجام شد داده هایی براساس پروفایل ریبوزوم برای چهار 

ارگانیسم آنالیز شد که زمان مکس هر کدون در ترجمه و اثر ترافیک ریبوزوم ها 
زمان  و   tRNA غلظت  بین  معنادار  ارتباط   یک  بنابراین  می شود.  شامل  را 
در شرایط طبیعی  یوکاریوت ها  در  و هم  پروکاریوت ها  در  مکس کدون ها هم 
وجود دارد )3، 4، 5(. با این  توضیح هادر این مقاله  برای بیان بالای پروتئین 
تغییرهایی برای کدون های قابل شناسایی در  آنفلوانزا   M2 ویروس  نوترکیب 
نیمی  از  بیش  جهان  در  تنفسی  بیماری های  که  چرا  شد.  داده   Ecoli باکتری 
میکزوویریده   ارتو  میان  این  در  می دهند.  تشکیل  را  حاد  بیماری های  موارد  از 
)ویروس آنفلوانزا( عامل مهمی در ایجاد بیماری و مرگ ناشی از بیماری های 
تنفسی به شمار  می آید)6(. این پروتئین به عنوان هدفی برای تهیه واکسن های 
را  آنفلوانزا  مختلف  سویه های  برابر  در  ایمنی  القای  توانایی  که  است  مؤثر  
اسیدآمینه   97 با  غشایی  بین  پروتئین  یک   (M2)  2 ماتریکس  پروتئین  دارد. 
پلاسمایی  غشای  در  که  است  سولفید  دی  پیوند های  با  هموتترامر  شکل  به 
بیان  است   HA مولکول  شبیه  که  بالا  چگالی  با  ویروس  به  آلوده  سلول های 
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مقاله پژوهشی

 ،A مقدمه: با توجه به اهمیت توالی ژن و کدون های مربوط به هر اسیدآمینه در میزبان بیان کننده پروتئین، همچنین  برای تولید احتمالی واکسن علیه آنفلوانزا
یکی از عوامل اصلی مرگ ومیر سالانه در جهان، این تحقیق انجام گرفته است. پروتئین M2 حفاظت شده است و بعد از تغییر در توالی آن به نظر می رسد 

هدف مناسبی برای تولید واکسن آنفلوانزا در نظر گرفته شود. 
روش بررسی: تحقیق به روش تجربی انجام شد. توالی ژن M2 از ویروس سویه H1N1 ایران انتخاب و بعد از اعمال  تغییر برای بیان بهتر در باکتری 
ilocE سنتز شد. سپس در وکتور pET22b ساب کلون شد. پروتئین نوترکیب در باکتری iloc .E سویه BL21DE3 بیان و از آنتی بادی اختصاصی در روش 

وسترن بلات برای تأیید آن استفاده شد. 
یافته ها: Ecoli با تغییر اعمال شده قادر به بیان پروتئین M2 باغلظت 300 میکروگرم در هر میلی لیتر بود و با 

آنتی بادی اختصاصی نیز ماهیت آن تأیید شد. 
نتیجه گیری: پروتئین M2 ویروس آنفلوانزا با  تغییرهایی در توالی آن در باکتری Ecoli  سویه BL21 قابل بیان است. 

 pET22b ،تغییر ژنتیکی ،M2 واژگان کلیدی: کلونینگ، ویروس آنفلوانزا، بیان پروتئین، پروتئین

تاریخ پذیرش مقاله: 1394/11/14 تاریخ دریافت مقاله: 1394/7/28  
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 می شود.)7( و چگالی این پروتئین هنگام آزاد شدن ویروس های جدید کاهش 
حدود     ،M2 تترامر   10 شامل  آنفلوانزا  ویروس  هر  متوسط  به طور  می یابد. 
از  آگاهی  با  ترتیب  بدین   )9 است.)8،    NA تترامر   100 و   HA مر  400 تری 
آنفلوانزا در این تحقیق به تولید  اهمیت پروتئین M2 در طراحی واکسن علیه 

آن اقدام  کردیم. 
مواد و روش ها: 

این مطالعه به صورت تجربی انجام شد. به دلیل محدودیت کشت ویروس آنفلوانزا 
  )2010/14/A/Shiraz ایران H1N1 از ویروس سویه M2 در آزمایشگاه، توالی ژن
)از بانک ژن انتخاب و بعد از اعمال تغییر با توجه به کدن های قابل شناسایی در 

باکتری Ecoli برای سنتز به شرکت ندای فن سفارش داده شد. 
و  ترانسفرم   Top10 E. coli سویه  باکتری  در   M2 pGH حاوی ژن  پلاسمید 
تکثیرشد. بعد از تخلیص پلاسمید قطعه مورد نظر با استفاده از پرایمر عمومی 

M13 تکثیر شد. 
 M13 F 5’GTAAAACGACGGCCAGTG3’

 M13 R 5’GGAAACAGCTATGACCATG3’
PCR جدول 1: موادمصرفی و غلظت های آن ها در واکنش

واکنش PCR برای تکثیر ژن M2 به وسیله پرایمر های عمومی M13 به صورت 
زیر انجام شد: 

M2 برای تکثیر ژن PCR جدول 2: مراحل واکنش

ساب کلونینگ ژن M2 در وکتور بیان: 
وکتور نهایی برای بیان این پروتئین pET22b در نظر گرفته شد که بعد از هضم 
باآنزیم های SacI )فرمنتاس، لیتوانی( و SalI )فرمنتاس، لیتوانی( تخلیص شد. 
قطعه  M2 و وکتور بعد از آماده سازی با آنزیم T4 DNA ligase  )فرمنتاس- 
لیتوانی( به هم متصل شدند.  برای تأیید این مرحله از روش PCRn با پرایمرهای 
عمومی pET22b در دمای اتصال 54 درجه سانتی گراد و هضم آنزیمی استفاده 

شد.)10( 
pET22bF 5’TAATACGACTCACTATAG3’
 pET22bR 5’GCTAGTTATTGCTCAGC3’

سایبرگرین  رنگ  با  و  الکتروفورز  درصد   1/5 آگاروز  روی   PCR محصولات 
مشاهده شدند. نقشه پلاسمید pET22b که به عنوان وکتور استفاده شده است 

در شکل رو به رو آمده است. 

pET22b شکل 1: نقشه پلاسمید
بیان ژن M2 و تأیید آن:

کشت شبانه از کلونی باکتری حاوی پلاسمید نوترکیب M2/ pET22b انجام شد 
 100 mg/mL هایمدیا، هند( حاوی(  LB. broth 40، محیط mL و روز بعد با
استریل کشت  دوباره داده شد. در  ارلن  آلمان( در یک  آمپی سیلین )سیگما، 
انکوباتور شیکردار با سرعت 200 دور بر دقیقه به مدت  دو ساعت انکوبه شد. 

پس از گذشت  دو ساعت و رسیدن به mL 1 ،OD600=0/6-0/9 از آن به عنوان 
IPTG  (1mM)  )سیگما،  از  با 40 میکرولیتر  نمونه صفر برداشته شد، سپس 

آلمان( القا شد. نمونه ها 3 تا 5 ساعت و شبانه جمع آوری شد. 
لیزات باکتری های القا شده در زمان های متفاوت به همراه کنترل سلول روی ژل 
12 درصد SDS-PAGE بررسی شد. پس از انتقال باند از ژل به کاغذ نیتروسلولز  

برای تأیید آن از تکنیک وسترن بلاتینگ استفاده شد،)7( 
ازآنتی بادی اول mouse Anti M2 Antibody  (Abcam,UK) و از آنتی بادی 
Anti mouse کونژوگه با آلکالن فسفاتاز به عنوان آنتی بادی دوم استفاده شد. 

باندها با استفاده از کروموژن و سوبسترای NBT/BCIP مشاهده شدند. 
یافته ها: 

در مراحل مختلف کلونینگ ژن M2 تأیید آن به ترتیب زیر انجام شد. 
تأیید کلون اولیه ژن M2: واکنش PCR به وسیله پرایمر عمومی M13 انجام 
و قطعه مورد نظر تکثیر شد. محصول PCR، روی ژل 1/5 درصد الکتروفورز  

شدکه باند bp 971 در شکل زیر مشاهده می شود. 

DNA کنار مارکر100 جفت باز M2 ژن PCR  (971bp) شکل 1: الکتروفورز محصول
تهیه قطعه M2 برای کلون در وکتور بیان

محصول PCR با استفاده از آنزیم های  کم اثر SacI ,SacI برش داده شد و هر 
مرحله روی ژل آگارز 1/5 درصد در کنار مارکر bp 100 الکتروفورزشد. با توجه 
به نتایج حاصله قطعه M2 با 771 جفت باز از پلاسمید pGE خارج  شد)شکل 2(. 

Min 5 C º94Initial Denaturation

 Sec 30 C º94Denaturation

 Sec 40 C º54Annealing

Min 1 C º72Extension

Min 5C 72ºFinal extension

مواد مورد استفاده درواکنشمقدار مصرفی در واکنشغلظت مصرفی در واکنش

 ng 1μl 1Plasmid  (1ng/ μl)

 Mm 0. 2 5 µldNTP  (10mM)

 Mm 101.5 µlMgCl2 (50mM)

 Pmol 1. 52 µlPrimers 20pmol 

X 1μl 3Buffer PCR10x

u 1.25μl 0.25Taq  (5unit/ μl)

 Up to 30 µl D. W. 

71 / مژگان بنده پور و همکاران
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شکل 2: قطعه برش خورده با آنزیم های  کم اثر SacI و SalI و محصول اولیه در کنار مارکر 
100 bp

:pET22b در وکتور M2 تأیید ساب کلونینگ قطعه
هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب حاصل  با آنزیم های SalI و SacI انجام شد که 
نتیجه به صورت خروج ژن M2 از پلاسمید نوترکیب کنار مارکر روی ژل 1/5 

درصد در شکل زیر مشاهده می شود. 

100 bp بعد از هضم آنزیمی کنار مارکر M2 771 ژن bp :3 شکل
M2 بیان پروتئین

لیزات باکتری های القا شده در زمان های متفاوت به همراه لیزات سلول بدون 
 M2 12 درصد بررسی شدند. باند 28 پروتئینSDS-PAGE پلاسمید، روی ژل

در مقایسه با موارد کنترل در شکل زیر مشاهده می شود. 
  D C B A 

 M2 12 حاصل از الکتروفورزپروتئین% SDS-PAGE شکل 4: ژل
ستون A: سلول BL21 بدون پلاسمید نو ترکیب، ستون B: نمونه ساعت صفر، 

ستون C: 3 ساعت پس از القا، ستون D: 5 ساعت پس از القا
از مراحل  استفاده شد. پس  از تکنیک وسترن بلاتینگ   M2 باند  تأیید  برای   
آشکار سازی با آنتی بادی ثانویه کونژوگه با آلکالن فسفاتاز باند پروتئین بیان شده 

در شکل پایین مشاهده شد. 

 شکل 5: باند KD 28 حاصل از تأیید پروتئین با آنتی بادی اختصاصی
بحث: 

برای بیان پروتئین نوترکیب  به طور معمول از سلول های باکتریایی مشخصی استفاده 
می شود که علاوه بر بیان بالا هیچ گونه تغییری در ساختار آن ایجاد نکنند. متداول ترین 
میزبان بیانی از سویه های E. coli، BL21 است. این سویه از B E. coli دارای مزایای 
 DNA در GC زیادی برای تولید پروتئین نوترکیب است. بین پدیده هایی چون درصد
ژنومی، کدون های شناسایی شونده در هر میزبان و سطح بیان ژن ارتباط قوی وجود دارد. 
 محققی به نام Knight و همکاران روی الگوی استفاده کدون در تعداد زیادی از گونه ها  
)311 پروکاریوت، 28 آرکی و 257 یوکاریوت( تحقیق کردند و مدل قابل پیش بینی 
از بیان پروتئین نوترکیب را به دست آوردند.)1، 2، 3( انتخاب صحیح کدون ها براساس 
میزبان هدف از نظر نوع  tRNAهای موجود نیز اهمیت دارد. در تحقیقی که  از سوی 
Alexander Dana و Tamir Tuller انجام شد داده هایی براساس پروفایل ریبوزوم 
ترافیک  اثر  و  نرجمه  در  کدون  هر  تأخیر  زمان  که  آنالیز شد  ارگانیسم  چهار  برای 
ریبوزوم ها را شامل می شود. بنابراین یک ارتباط  معنادار بین غلظت tRNA و زمان 
تأخیر کدون ها هم در پروکاریوت ها و هم در یوکاریوت ها در شرایط طبیعی وجوددارد.

)5، 4( بنابراین در این تحقیق با تغییر توالی ژن کد کننده پروتئین M2 و کلون آن در 
 codon usage را براساس M2 کدون های ژن lac T7 با پروموتور pET22b پلاسمید
باکتری Ecoli تنظیم کرده و میزان بیان پروتئین به 300 میکروگرم در میلی لیتر 
رسیدکه در مقایسه با پروژه دیگر نویسنده که این  تغییرها در آن اعمال نشده بود این 

میزان به سه برابر افزایش یافته است.)11( 
سیستم  با  راحتی  به  شده  طراحی  سیستم  این  در  حاصل  نوترکیب  پروتئین   
کروماتوگرافی تمایلی قابل خالص سازی  است که قبل از آن با آنتی بادی اختصاصی 
M2 تأیید  شد. چنان که  در  تحقیق های مشابه این سیستم، بیان یالا و خلوص قابل 
توجهی از سوی نویسنده به اثبات رسیده است. در تحقیقی که در سال 2014 به چاپ 
 pQE30 همین سویه از ویروس از وکتور NS1 رسیده این سیستم  برای بیان پروتئین
در سلول BL21 (DE3) استفاده شده است. میزان بیان پروتئین در مقایسه با سیستم 
مورد استفاده در این مقاله کارایی کمتری داشت و میزان بیان پروتئین نسبت به حجم 

کشت باکتری مورد مطالعه کم تر به دست آمد.)11(
 به تازگی توجه دانشمندان و فارماکولوژیست ها نیز روی پروتئین M2 معطوف شده 
است، چرا که در بین همه ویروس های آنفلوانزای A حفاظت شده بوده و همچنین 
ایمونوژن است، بنابراین یکی از اهداف مناسب برای تولید واکسن آنفلوانزا با ایمنی 
وسیع الطیف است.)12( در این تحقیق به دنبال پروتئینی مناسب به این منظور از ژن 
ویروس گزارش شده از اپیدمی آنفلوانزا در ایران استفاده شد که بعد از کلون آن در 
وکتور مناسب و دستیابی به پروتئین خالص در مرحله بعد با طراحی کمپلکسی مناسب 

ایمونوژنیسیتی آن در موش بررسی شود. 
قدردانی و تشکر: 

این تحقیق در آزمایشگاه مرکز تحقیقات بیولوژی سلولی و مولکولی دانشگاه علوم 
پزشکی شهید بهشتی انجام  شده است. تأمین بودجه آن مشترک بین این مرکز و 
مرکز ژنومیک دانشگاه بوده است. به این وسیله از مسئولان محترم این مراکز تشکر 
و قدردانی می شود. همچنین از راهنمایی آقای مهندس ولایی در تدوین این مقاله 

تشکر  می شود. 
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