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  چكيده
. دنشو  مرگ مي ۸۰۰۰۰۰حدود موجب  و سالانه هستند  سال۵زير  روتاويروسها عامل گاستروآنتريت كودكان :هدفزمينه و 

مرگ و مير كودكان به خصوص در قابل ملاحظه تواند باعث كاهش   مي در برنامه ايمن سازي كودكانواكسن روتاويروسافزودن 
 گيرنده خود توسط آن بهروتاويروس   كه بوده كپسيد خارجي روتاويروس خارVP4 پروتئين. كشورهاي درحال توسعه شود

 روتاويروس VP4ن ژ، ابا در نظر گرفتن موارد فوق م. شود كننده مي آنتي بادي خنثيتوليد  ب موجVP4پروتئين . شود متصل مي
 .  در آينده كلون كرديمVP4 پلاسميد به منظور بيان را در

نشان داد سه اويروس را امل روت كCPEشت سلولي كوقتي .  به صورت تك لايه كشت داده شدBSC-1سلول  : بررسيروش
 ۴ايمرهاي اوليگونوكلئوتيدي مخصوص قطعه رپ. گرديد خالص روتاويروس توسط اولتراسانتريفيوژ نسبتاً. مرتبه ذوب و فريز شد

 توسط cDNA ويروس استخراج و به عنوان الگو براي ساخت RNAژنوم . كند ساخته شد  را كد ميVP4ژنوم روتاويروس كه 
پلاسميد .  در ناقل پلاسميد كلون شدPCR تكثير داده و محصول PCR سپس به وسيله. گرديدس استفاده ترانس كريپتاز معكو

  . قرار گرفتحليلحاصل با آنزيمهاي محدودالاثر و تعيين توالي مورد ت
موجود در بانك روتاويروس  ۴با توالي قطعه شماره % ۱۰۰ تحليل شد كه BLASTعيين توالي به وسيله نرم افزار ت نتيجه :ها يافته
  .د بوهبشا مNCBIژني 

 در SA11 بعد از پاساژهاي طولاني روتاويروس VP4كند كه نوكلئوتيدهاي ژن  نتيجه تحليل توالي تاييد مي :گيري نتيجه
  .ثابت مانده استما آزمايشگاه 

  ، واكسن كلونينگ،VP4 روتاويروس، :ها  واژهكليد
  ۳۰/۴/۸۹:       پذيرش مقاله۳۰/۴/۸۹:       اصلاحيه نهايي۱۷/۳/۸۹: وصول مقاله

  
  مقدمه

عامل گاستروآنتريت شايعترين روتاويروس 
ک يم تا يبيش از ن. سراسر جهان استدر كودكان 

ون مرگ سالانه در سراسر جهان در اثر از دست يليم
 دهد رفتن آب بدن به علت عفونت با روتاويروس رخ مي

 يپزشکک پاتوژن مهم دامين يروس همچني روتاو).۱و۲(
 خوک و ، گوسفند، در گاويمارياست که باعث ب

  . )۲ (شود يان ميماک

  
رسد بهترين راه كاهش گاستروآنتريت  به نظر مي

 در جهان به خصوص در كشورهاي در يروتاويروس
  . )۳-۵ (حال توسعه واكسيناسيون باشد

واكسن خوراكي، زنده و تخفيف حدت يافته شامل 
 -  روتاويروس انساني)reassortant(ويروسهاي نوترتيب 

در . در كودكان آزمايش شد) ا گاوييميموني (حيواني 
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 .…پتانسيل واكسني پروتئين      ٢

  ۱۳۸۹تابستان / دوره پانزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان

 در Rotashield واكسن چهارگانه ميموني ١٩٩٨سال 
ايجاد  به علت اما. )٢و٦ (ايالات متحده مجوز گرفت

 مصرف آن در )intussusception(چسبندگي روده 
د ي مانند توليگرين راه ديبنابرا .)٦ (كودكان ممنوع شد

.  در نظر گرفته شودلازم استرزنده ي غيواکسنها
: روس عبارتند ازيد واکسن روتاويگر در تولي ديروشها

 )VP7 و VP4 (يد خارجي کپسينهاي پروتئ،يد خاليکپس
روس مانند ي ذرات و، مختلفيهاناقلان شده در يب

(VLPs)ي واکسنها،روسيد شده در باکولووي تول DNA 
  .)۷(روس کشته يو و

. ه استرئوويريدس متعلق به خانواده روتاويرو
ويريون يك ذره بيست وجهي، بدون پوشينه است، ژنوم 

 است كه بوسيله سه لايه  dsRNA قطعه۱۱آن داراي 
اي   قطعه۱۱ژنوم . )۸ (پروتئيني پوشيده شده است

پروتئينهاي ساختماني و غيرساختماني ويروس را كد 
 (NSP1-NSP6)شش پروتئين غيرساختماني . كنند مي

شش . در تكثير و همانندسازي ويروس دخالت دارند
 ,VP1: پروتئين ساختماني كپسيد روتاويروس عبارتند از

VP2, VP3, VP4, VP6, VP7 . داخلي ترين لايه
 تشكيل شده  VP6 و لايه وسطي از VP2روس ازيو

 با  VP7 تريمر گليكوپروتئين۲۶۰لايه خارجي از . است
شده است كه فراوانترين  تشكيل kDa۳۷ وزن مولكولي 

پروتئين خارجي كپسيد است و سطح صاف ويريون را 
كه ) VP4)  kDa۸۸ خار دايمر ۶۰. دهد تشكيل مي

حساس به پروتئاز است از لايه صاف ويريون بيرون زده 
 در چند عمل مهم مانند VP4ن يپروتئ. )۲و۶ (است

 ،ونيناسي هماگلوت،نفوذ به سلول، يرنده سلولياتصال به گ
شکست . روس دخالت داردي ويساز ي و خنثييزايماريب

نو ي آميانتها (*VP8ر واحد ي به دو زVP4ک يتيپروتئول

kDa ۲۸ ( وVP5*) ل ي کربوکسييانتهاkDa ۶۰ (يبرا 
  ).۹ ( استيروس ضروري وييعفونتزا

 به طور (VP4, VP7) يد خارجي کپسينهايپروتئ
 شوند يکننده م ي خنثيهايباد يد آنتيمستقل باعث تول

روس براساس ي دوگانه روتاويبند ستم طبقهيس. )۱۰(
  وVP4 (P serotype)ن ي پروتئيکنندگ ي خنثيژگيو

 يهايباد ي آنت).۱۱ ( استVP7 (G serotype) پروتئين
ا ي *VP5ه هر کدام از قطعات يکننده منوکلونال عل يخنث

VP8*ن ي پروتئVP4روس را مهار يتوانند اتصال و ي م
 ندي نمايشگاه خنثيط آزمايرا در محروس يکرده و و

کلونال و  ي پليهايباد ين حال عدم وجود آنتيا  با).۱۲(
 ،ونيري در وVP4ار کم يمنوکلونال به علت مقدار بس

با مشکل ) P يپهايسروت(روسها را ي روتاويبند طبقه
 يواني و حي انسانيها هي از سوياريبس. مواجه کرده است

 ين توالييتع: نند ماي مولکوليله روشهايوس به
له يوس پ کردن به يا ژنوتيون يداسيبري ه،کيدنوکلئياس

RT-PCRپ کردن ي اگرچه ژنوتا).۱۳ (شوند ين ميي تع
ن يپ است و توافق کامل بين قابل اعتماد سروتايجانش

 اما ،)۱۴ (پ آن وجود دارديو ژنوتا) VP7) Gپ يسروتا
ژه يو يهايباد يبه آنت) VP4) P يپهاي سروتيژگيد وييتا
Pن يفراهم کردن پروتئ. اب استي کميلياز دارد که خي ن

 کلونال را آسان خواهد کرد يد سرم پلي تول،VP4خالص 
 در ي اصليدي ماده کلييها سرم ين آنتي چن).۲و۱۵(

ELISAپ ي سروتاي براPروس ي روتاوي محليها هي سو
  .د بودنخواه

 يروسي در ذرات وVP4با توجه به مقدار کم 
ر ين به روش تکثين پروتئي از ايد کافيل، تو%)۵/۱(
 ي براVP4 ي و خالص سازيروس در کشت سلوليو

واحد مشکل  ريه واکسن زيمطالعه ساختار، عمل و ته
 از يکيب ين نوترکيان كردن پروتئيکلون و ب. )۲ (است
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  ٣مظاهر خدابنده لو      

  ۱۳۸۹تابستان / دوره پانزدهم/ اه علوم پزشكي كردستانمجله علمي دانشگ

 مطالعه ي براVP4 يد مقدار کافي توليد براي مفيروشها
م با ي کرديسع ما ،يشگاهين مطالعه آزمايدر ا. است

 آن را به منظور مطالعه واکسن VP4کلون کردن ژن 
  .ميآماده کن
  
  بررسيروش 

رده سلولي فيبروبلاست  :كشت سلول و ويروس
 به صورت تك لايه (BSC-1)كليه ميمون سبز آفريقايي 

سرم جنين گاو، % ۱۰ داراي DMEMدر محيط كشت 
mM ۲گلوتامين، -  الU ۱۰۰ پنيسيلين و µg ۱۰۰ 
روتاويروس . تومايسين در ميلي ليتر كشت داده شداسترپ

 دقيقه ۶۰ تريپسين به مدت µg/ml ۱۰ با SA11ميموني
زايي ويروس فعال  در دماي اتاق قرار داده شد تا عفونت

 در محيط بدون BSC-1در سلول ويروس را شود، سپس 
.  تريپسين تكثير داده شدµg/ml ۵/۰سرم و داراي 

 روتاويروس را نشان CPE% ۸۰زمانيكه سلولهاي آلوده 
محيط  ه وفريز و ذوب كردسه مرتبه را  فلاسكهادادند، 

ين ئبا استفاده از سانتريفيوژ با سرعت پاحاوي ويروس 
با استفاده از سپس روتاويروس . شفاف شد

 rpm ۲۰۰۰۰در دور % ۴۰اولتراسانتريفيوژ روي سوكروز 
  . ساعت تغليظ گرديد۲به مدت 

 يك گريد از ويروس غليظ :ميكروسكوپ الكتروني
% ۲ه اسيد فسفوتنگستيك به وسيلتهيه شد و شده 
آميزي سپس در زير ميكروسكوپ الكتروني  رنگ

  .بررسي شد
 از رسوب RNA استخراج :RNAاستخراج 

 RNAروتاويروس به وسيله محلول استخراج 
(RNAfast) ساخت پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و 

 و در ل آن استخراج شدزيست فناوري، طبق دستورالعم
  .نگهداري شد - C°۲۰و دماي  DEPCآب مقطر 

 پرايمرهاي اوليگونوكلئوتيدي ويژه :طراحي پرايمر
كند، با استفاده از   را كد ميVP4 ژنوم كه ۴قطعه شماره 

  موجود در بانك ژنيSA11توالي ژنوم روتاويروس 
NCBI (Accession number: D16345)طراحي شد . 

 و پرايمر پسرو ۳۱ الي ۹ از نوكلئوتيد شماره پرايمر پيشرو
ژنوم  ۴ شماره قطعه ۲۳۴۱ الي ۲۳۱۷ از نوكلئوتيد شماره

 VP4 كامل ژن ORFبه اين ترتيب . روتاويروس بود
در دو انتهاي  (NTR)  غير قابل ترجمهبدون ناحيه انتهايي

تكثير خواهد  RT-PCRدر آزمايش  ژنوم ۴قطعه شماره 
  :وتيدي پرايمرها به صورت زير بودتواليهاي نوكلئ. شد

VP4 F2: 5'ATGGCTTCGCTCATTTATAGAC3'  
VP4 R2: 5'CTACAACCTGCATTGCATAATC3' 

استخراج شده  cDNA: dsRNAساخت 
 از هر دو cDNAروتاويروس به عنوان الگو براي ساخت 

واكنش رونويسي معكوس با . رشته ويروس استفاده شد
هر از  µM ۱۰۰ز  اµl ۱۰ dsRNA ، µl ۱استفاده از 

 به كه دقيقه ۵ به مدت C° ۹۵در حرارت : شاملپرايمر 
 سرد شد، سپس به مخلوط فوق، بافر C °۴سرعت در 
، dNTPs مخلوط mM ۵/۲ از 5X ، µl ۱انكوباسيون 

U/µl ۲۰ مهاركننده RNase (Fermantas) واحد ۴۰، و 
 M-MuL virus (Roche)  معكوسآنزيم ترانس كريپتاز

 اضافه شد و مخلوط حاصل در µl ۲۰ حجم كل در
  . شده دقيقه انكوب۶۰ به مدت C °۳۷ترموسايكلر 

 در حجم PCR مخلوط :PCRتكثير با استفاده از 
 10X بافرcDNA ، µl ۵مخلوط  µl ۵:  دارايµl ۵۰كل 

PCR  ،µl ۱ از µM ۲۰ پرايمرها و µl ۴ از مخلوط mM 
۱۰ dNTPs واحد آنزيم۵/۲ و  pfu DNA polymerase  

(Fermantas)برنامه انكوباسيون .  بودPCR شامل تقليب 
 به مدت C °۹۵ دقيقه، سپس ۵ به مدت C°۹۵اوليه در 

 ۲ به مدت C °۷۲و  ثانيه ۳۰ به مدت C °۶۰ ثانيه، ۳۰
سپس طويل شدن تكرار شد،  رخهچ ۳۵دقيقه، دركل 
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 .…پتانسيل واكسني پروتئين      ٤

  ۱۳۸۹تابستان / دوره پانزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان

محصول نهايي در . دانجام ش C °۷۲ دقيقه در ۱۰نهايي 
و با اتيديوم برومايد لكتروفورز ا% ۱روي ژل آگارز 

  .شدآميزي  رنگ
آمپليكون وزن مولكولي  :RT-PCRتاييد محصول 

 مقايسه با درتوليد شده به وسيله الكتروفورز آگاروز 
 PCRمحصول سپس  تاييد و DNA مولكولي ماركر وزن

 توسط سپس.  خالص شد(Roche)با كيت خالص سازي 
  .تاييد شد Nde I هضم با آنزيمهاي محدودالااثر

 ناقل و خالص شده PCRمحصول  :ليگاسيون
، كه با آنزيم pGEM®-5Zf(-) (Promega)پلاسميد 

 T4آنزيم  همراه ، بريده شده بودEcoR Vمحدوالاثر 

DNA Ligase (Roche)  ميكروتيوب يك شب يك در
گذاشته آنزيم،  سازنده  روش كارقبط ،در دماي اتاق

  آن قرار گرفت در VP4 كه ژن پلاسميد حاصل. شد
VP4s-pGEMناميده شد .  

 و (competent) پذيراتهيه باكتري  
براساس  DH5-α پذيرا سلول باكتري :ترانسفورماسيون

 شدو ترانسفورماسيون انجام روش مندل و هيگا تهيه 
 از µl ۲  در يك ميكروتيوب به طور خلاصه،).۱۶(

 سلول µl ۱۰۰به فوق را پلاسميد يا مخلوط ليگاسيون 
 دقيقه ۳۰ ، اضافه كرده و در روي يختازهيراي پذ

 دقيقه گذاشته و ۱ به مدت C °۴۲سپس در . گذاشته شد
 µlسلولها را در .  دقيقه نگهداري شد۳۰ در روي يخ فوراً
  ساعت در۱ شناور ساخته و LB محيط كشت مايع ۹۰۰

 µl ۵۰سپس .  تكان داده شدC °۳۷ انكوباتور شيكر دار
  دارايLBرا روي پليت آگار فوق از سوسپانسيون 

µg/ml ۵۰آمپيسيلين ، µl ۴۰  ازx-gal 2% و ،µl ۷  از
IPTG 20%  پخش كرده و درC °۳۷انكوبه شد .  

رنگ از روي  هاي بي  كلني:ها غربال كردن كلني
 و مجدد در محيط كشت ند انتخاب شدLBپليت آگار 

سپس از . ندسيلين كشت داده شد  داراي آمپيLBمايع 
 با استفاده از كيت استخراج ، كشت شدههاي باكتري

 ,Miniprep plasmids extraction kit)پلاسميد 

Roche)  پلاسميدهاي استخراج . پلاسميد استخراج شد
با آنزيم هاي ابتدا  VP4شده از نظر وجود ژن 

.  تاييد شدندBgl II (Roche) و DdE Iمحدودالاثر 
 از سپس پلاسميدهاي تاييد شده فوق با استفاده

 در دستگاه ژن آناليز SP6 و T7پرايمرهاي عمومي 
 با استفاده از كيت (ABI 3130XL)اتوماتيك 

(BigDye Terminator V3.1 cycle Sequencing 
Kit)نتيجه توالي با استفاده از نرم .  تعيين توالي شدند
  . مورد تحليل قرار گرفتBLASTافزار 

  
  ها يافته

 ويرتص ۱ شكل : روتاويروسRNA تحليل
 خالص شده را ميكروسكوپ الكتروني روتاويروس نسبتاً

  را روتاويروسdsRNA اتقطع ۲شكل . دهد نشان مي
 نشان ، است خالص استخراج شدهكه از ويروس نسبتاً

در  (loading buffer)ويروس در محلول ليز . دهد مي
شده  استخراج RNA  يا، حرارت داده شدC °۱۰۰دماي 

 روي ژل پلي RNAهر دو حالت در . در بافر حل گرديد
كه ديده  الكتروفورز شد، همانطوري% ۱۰اكريل آميد 

 يالگو مربوط به dsRNAباند عدد  ۱۱شود  مي
(Pattern)روتاويروس  يکي الکتروفوروتSA11 ديده 

  .)۲شكل  (شوند مي
RT-PCR :محصول RT-PCR نشان ۳ در شكل 

دارد جفت باز  DNA VP4، ۲۳۳۳داده شده است، باند 
درستي . شود مشاهده مي% ۱الكتروفورز ژل آگاروز ر دو 

 تاييد شد زيرا Nde Iاين باند توسط آنزيم محدودالاثر 
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در جفت باز  ۵۳۷و جفت باز  ۱۹۰۰با اين آنزيم دو قطعه 
  .شود  حاصل ميVP4 ژن DNAاثر هضم 

 ۴قطعه اصل از ح DNA كول مول:VP4كلونينگ 
كه  (-)pGEM®-5Zfپلاسميد درون ژنوم روتاويروس به 

  بودبرش خورده EcoR Vآنزيم محدودالاثر قبلا با 
. كلون شد (blunt) توسط ليگاسيون كند، )۴شكل (

نقشه پلاسميد  . ناميده شدpGEM-VP4كلون حاصل 
pGEM-VP4 درستي  . نشان داده شده است۵شكل  در

  باتوسط هضم آن و جهت قرار گرفتنژن كلون شده 
 .تاييد شد Bgl II و DdE Iآنزيمهاي محدودالاثر 

 محصولات برش يافته از پلاسميد ۷ و ۶هاي  شكل
pGEM-VP4دهند  را نشان مي.  

 كلون تاييد شده با آنزيمهاي :تعيين توالي
نتيجه توالي وقتي با نرم .  تعيين توالي شد،محدودالاثر

 ۴با قطعه شماره % ۱۰۰ تحليل شد حدود BLASTافزار 
 يل تواليجه تحلين نتي همچن.بود مشابه ژنوم روتاويروس

د يژن کلون شده نشان داد که ژن قرار گرفته در پلاسم
pGEM قالب خواندن (ORF)حدود و   دارد درست

  .كرد دها خودكنه را يد آمياس ۷۷۶

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
  
  

  
  
  
 
 

 
  ×۹۰۰۰۰رنگ آميزي منفي، بزرگ نمايي . عكس ميكروسكوپ الكتروني روتاويروس نسبتا خالص شده: ۱شكل 
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مولكولهاي . الكتروفورز شده است% PAGE ۱۰ كه در (dsRNA)اي   دورشتهRNA قطعه SA11 . ۱۱الكتروفوروگرام ژنوم روتاويروس : ٢شكل 
dsRNA مقدار .  قطعه بزرگ در بالا، دو قطعه متوسط، سه قطعه مجاور هم و دو قطعه كوچك در پايين۴ به ترتيب وزن مولكولي شاملRNA در 

 .ستون سمت راست چند برابر بيشتر از سمت چپ است
 
 
 
 
 
 

 
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

   مربوط به كنترل منفي، ۱ستون %. ۱ در ژل آگاروز VP4 ژن PCRمحصول : ٣شكل 
  .DNA جفت باز، ستون سوم ماركر ۲۳۳۳ با طول VP4ستون دوم ژن 

  

1               2             M 

3000275
0250022
5020001
7501500
1250100
0750 
500 

250 

1 
2 
3 
4 

5 
6 

7, 8, 9 

10 
11 
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pGEM-VP4
5332 bp

BglII - 678 - A'GATC_T

DdeI - 1508 - C'TnA_G
DdeI - 1551 - C'TnA_G

DdeI - 1933 - C'TnA_G
DdeI - 1978 - C'TnA_G

DdeI - 2180 - C'TnA_G
DdeI - 2260 - C'TnA_G

BglII - 2286 - A'GATC_T
DdeI - 3109 - C'TnA_G

DdeI - 3518 - C'TnA_G

DdeI - 3684 - C'TnA_G

DdeI - 4224 - C'TnA_G VP4
Am

pR

  
  
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
  

 هضم شده با آنزيم pGEM، ستون اول ماركر وزن مولكولي، ستون دوم DNAستون اول ماركر %. ۱ آگاروز  در ژلDNAالكتروفورز : ٤شكل 
  ).حلقوي( بدون برش pGEM كه پلاسميد را كند برش داده و به صورت خطي در مي آورد، ستون سوم پلاسميد EcoR Vمحدودالاثر 

  
  
  

  
  

  
  
  
  

  
  
  

  
  
  

  
  

  
  

  ، VP4 كامل ژن ORF جفت باز، ۵۳۳۳۲ل ، به طوpGEM-VP4نقشه پلاسميد : ٥شكل 
  Dde I و Bgl IIژن مقاومت به آمپيسيلين، مكان برش آنزيمهاي محدودالاثر 

1            2             

3000
2750
2500
2250
2000
1750
1500
1250
1000
750 
500 
250 
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 محصولات ۵ و ۲، ستون Dde I با آنزيم محدودالاثر VP4 (pGEM-VP4)هضم پلاسميد داراي ژن %. ۱ در ژل آگاروز DNAالكتروفورز : ۶شكل 
 .هضم نشده مربوط به اين دو ستون تعيين توالي شدندپلاسميد .  با جهت دلخواه در پلاسميد قرار گرفته استVP4ارد، يعني ژن مورد انتظار را د

  .DNA ماركر Mستون .  هضم نشدهpGEM-VP4 پلاسميد ۶ستون 
  
  

 
 
 
 
 

 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  

  
   . Bgl IIحدودالاثر  با آنزيم مpGEM-VP4هضم پلاسميد %. ۱ در ژل آگاروز DNAالكتروفورز : ٧شكل 
 .هضم نشده مربوط به اين دو ستون تعيين توالي شدندپلاسميد .  محصولات مورد انتظار را دارد۴ و ۱ستون 

1          2           3            4           5           6         12216 
11198 
10180 
9162 
8144 
7126 
6108 
 
5090 
4072 
3054 
 
2036 
 
1636 

1           2          3          4          M 

2286 

 
 

678 
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  بحث
اهميت روتاويروس به عنوان عامل گاستروآنتريت 

 ).۱۷ ( اثبات شده استيخوببه در انسان و حيوان 
 شده است تا مرگ و مير در اثر عفونت يتلاشهاي

ثر ؤويروس را با توليد و به كارگيري يك واكسن مروتا
 اين تلاشها شامل ).۱۵ (كنترل يا شايد حذف نمايند

ساخت واكسن زنده ويروسي، واكسن زيرواحد و ديگر 
 اين حال در استفاده از  با).۱۸ (ها است واكسن
 در پيشگيري گاستروآنتريت  زندهيها واكسن

 روده يمانند چسبندگمهمي چالشهاي روتاويروس 
 خطر عوارض ناخواسته ).۱۵ (وجود داشته است

مشكلات : عبارتند ازهاي زنده و ضعيف شده  واكسن
هاي  باليني، برگشت بيماريزايي، ميانكنش ژنتيكي با سويه

بنابراين تحقيقات بعد از توليد و مصرف  ).۱۹ (وحشي
همچنان اند  كه امروزه مجوز هم گرفتهواكسنهاي زنده 

ثر در ؤه از يك واكسن مآل استفاد  ايدههدف. ادامه دارد
 ما ).۱۸ ( اثرات جانبي استنيکمتراشتن پيشگيري و د

به  كنيم كه در اتصال ديولي را تيها يم پروتئينارسعي د
ها  ي باديتوسط آنتويروس روتاو خنثي شدن سلول 

  .VP7 و VP4 هاي  پروتئيندخالت دارند، مانند
زبان در يم يمنيت و اين که حساسيبا توجه به ا

 شناخته نشده  کاملاًيروسيد روتاويت شديگاستروآنتر
 و يپي هموتيمني ايها ن نقش پاسخيهمچن. است
د ي در ارتباط با توليماريه بي در حفاظت عليپيهتروت

 از ييا قسمتهايد تک تک يتول. واکسن هنوز مبهم است
 و ي مطالعه ساختار مولکوليروس براي روتاويها نيپروتئ

 يگريروس راه دي عفونت وي آنها در طيمالاعمال احت
  ).۱۵ (ها است الؤن سيدا کردن پاسخ به اي پيبرا

 شناخته شده يهاروتاويروسها تنها ويروس
 قطعه ۱۱پستانداران و پرندگان هستند كه داراي 

dsRNA در بيشتر موارد الگوي. باشند مي (Pattern) 
ار  از چهAي ژنوم روتاويروسهاي گروه پيوتالكتروفور

 دو قطعه با ,)۴ تا ۱( با وزن مولكولي بالا dsRNAقطعه 
) ۹  و۸، ۷ (ه باهمقطعسه  ،)۵ و۶(وزن مولكولي متوسط 
زمانيكه . اند تشكيل شده) ۱۰و۱۱(و دو قطعه كوچكتر 

ممكن است يك ، اين الگوي اصلي ديده نشود
 Aويروس غيرگروه روتا ايپرنده  Aروتاويروس گروه 

 ي و جانوري مختلف انسانياروسهيدر روتاو. باشد
ص يگر قابل تشخيهمد  از نيزهاي الكتروفوروتيپيالگو

 ، آسانبررسي الكتروفوروتايپي ژنوم روشي نسبتاً. ندسته
 مطالعات درسريع و معمول براي تعيين ويروس 

 ).۲ و۲۰- ۲۲ ( طغيانها استواپيدميولوژي مولكولي 
نوم  الكتروفوروتايپي ژي الگوما همگرام والکتروفور

  .)۲شکل  (دهد ينشان مخوب  ار SA11روس يوتاور
تر از روشهاي گذشته اما با  روش كلونينگ ما ساده

 در آزمايشگاه با mRNAمانند ساخت . همان نتيجه بود
 يا استفاده از استفاده از ترانس كريپتاز داخل ويروسي

ر ساخت دريبوآدنيل ترانسفراز انتهايي براي ساخت الگو 
cDNAهاي و اين به علت پيشرفت،)۲۳و۲۴ (امل با طول ك 

در مقايسه .  امروزه استRT-PCR  روش مانند،جديد
 كه هدد مينشان  ما لعها مط،با توالي موجود در بانك ژن

 بعد از پاساژهاي ۴  شمارهژنقطعه تواليهاي نوكلئوتيدي 
 ، در آزمايشگاه ماSA11طولاني و مداوم روتاويروس 

 RNAرا ژنوم روتاويروس  زي.خيلي محفوظ مانده است
اي در برابر  هاي دو رشته وماي است و ژن دو رشته

 نوكلئوتيدهاي ،ما ).۲۵ (تر هستند موتاسيونها مقاوم
  را از ژن كلون شده '5 و '3انتهاي هر دو غيركد دهنده 

 به پروموتر VP4يم ژن ستخوا حذف كرديم، زيرا مي
   .تر باشد ناقل بياني مناسب آينده نزديك
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  گيري جهنتي
از كه ، VP4اين كار در آينده براي بيان پروتئين 

 ، استخيلي شبيه به روتاويروسهاي انسانيژني  نظر آنتي
با بيان بالاي . مطالعه آن دنبال خواهد شداستفاده شده و 

ژني،   و خالص كردن آن، مطالعه آنتيVP4پروتئين 
  وتر خواهد بود ايمونوژني و اعمال بيولوژي آن راحت

ثر روتاويروسي ؤن است در توليد يك واكسن مممك
  .كمك نمايد

  
  تشكر و قدرداني

گروه ويروس شناسي دانشگاه اساتيد و كاركنان ما از 
علوم پزشكي ايران و پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و 

كنيكي تشكر و قدرداني تزيست فناوري به خاطر پشتيباني 
  .كنيم مي
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