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 Introduction: Infectious pancreatic necrosis (IPN) is a significant viral disease in the 

aquaculture industry that sometimes leads to widespread mortality in fish despite the 

lack of clinical signs, so the use of prevention methods including Vaccination is very 

important in this disease. 

Materials & Methods: In this study, the DNA template and template used to amplify 

the VP2 gene of PCR product from an Iranian IPNV isolate (IR-IPNV). NZ9000  

L. lactis strain was also used as host for cloning and as host for expression . 

Results: The results showed that cloning and gene expression were well done and after 

the use of lactobacillus containing genes in the patient's fishes, it increased the 

antibody level and the viral infection decreased significantly (P<0.05). In this study, 

for the first time, L. lactis has been used to clone a candidate gene from an infectious 

pathogen of fish for the production of recombinant live vaccine.  

Conclusion: It seems that this expression system can be used to deliver an oral vaccine, 

Potential is considered as a new platform for the development of oral vaccines in fish . 
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)  مقدمه:   پانکراس  عفونی  نکروز  آبزی  (IPNبیماری  در صنعت  توجه  قابل  ویروسی  بیماری  است که گاهاًیک  عدم    پروری  با وجود 

های پیشگیری از جمله واکسیناسیون در گردد، فلذا استفاده از روشای در ماهی میمشاهده علایم بالینی منجر به ایجاد تلفات گسترده

 ابد. یاین بیماری اهمیت بسیاری می

برای  DNA  الگوی  و  در این مطالعه قالب  ها:مواد و روش    IPNV  ایرانی  ایزوله  ، یکPCR  محصول  VP2  ژن   تکثیر  مورد استفاده 

(IR-IPNVبود و )  از Lactococcus lactis NZ9000  گردید استفاده بیان ژن و  کلونینگ میزبان  عنوانبه  . 

 حاوی   ها و علایم بیماری در نتیجه مصرف لاکتوباسیلوس لاکتیسبادیدار سطح آنتییدهنده افزایش معناین مطالعه نشان  نتایج   نتایج: 

لاکتوباسیلوس   باکتری  از  نوترکیب  نسل جدید  تولید واکسن  بار جهت  نخستین برای مطالعه  این   (. در>05/0Pبود )  بیمار  هایدر ماهی  ژن

  .شد  استفاده در ماهی عفونی پاتوژن از کاندید ژن  کردن کلون برای لاکتیس 

و   به  گیری: نتیجهبحث  نتایج  به براساس  آمده  اینمی  رسدمی   نظردست  از  به  سیستم  توان   توسعه  جهت  جدید  پلتفرم  یک   عنوانبیانی 

 باشد.استفاده نمود که در صنعت آبزی پروری بسیار حائز اهمیت می ماهی در خوراکی هایواکسن
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 قدمه م
        ( پانکراس  عفونی  از جمله شایعIPNنکروز  بیماری(  های  ترین 

در تعدادی  . این ویروس (1) جهان است  سطح  ویروسی آزادماهیان در

گونه آزادماهیاناز  قزلهب  ،های  رنگینویژه  قزل آلای  و  آلای  کمان 

شناخته شدههب  ،جویباری دوره کمون    خوبی  در  این  است.  بیماری 

ظهور   ئماولین علا  باشد.روز می  3-5 و بینبوده شرایط مساعد کوتاه 

IPN است از افزایش تلفات    کمان عبارتآلای رنگینبا در هچری قزل

انگشت ماهیان  و  نوزادان  بین  در  که  ناگهانی  اینقد،  ماهیان  جا  در 

و  بزرگ سالم  باتر  می  ظاهر  تلف  ویروس  (.  2)شوند  زودتر  پراکنش 

IPN    4)  اسکاتلندشیتلند    نروژ و جزایر  خصوص دربه  (3)  اروپادر  ،

،  12)  یجنوب، آمریکای  (11،  10،  9،  8)  یشمالآمریکای    ،(7،  6  ،5

ی آسیایی ازجمله  کشورها   برخی  و   (17،  16،  15)  یااسترال،  (14،  13

گزارش شده است. تلفات گسترده ناشی از این    (20،  19،  18)  یرانا

، طی یک شیوع گسترده  2016ای است که در سال  ویروس به گونه 

کمان در چین، این  آلای رنگینماهی قزل بچه  ی پرورشاستخرها   در

.  (21)  درصد از ماهیان شد100ویروس منجر به مرگ و میر حدود  

بیماری این  ترتیب،  این  ایجاد  به  به  و  جهانی  شیوع   ت اخسار دلیل 

صنعت تکثیر    توسعه  در  هاییمحدودیت  ایجاد  اقتصادی چشمگیر، باعث

این بیماری،    اتیولوژیک  عامل (.22) گرددیم  شیرینآب   آبزیان  پرورش  و

  Aquabirnavirus جنس و Birnaviridae خانواده به متعلق  IPN (IPNV)   ویروس

  15مدت  گراد بهدرجه سانتی  60در دمای    این ویروس  (.23)  است

است مقاوم  به ،  دقیقه  هوا  مجاورت  و  آزمایشگاه  محیط    5مدت  در 

فعالیت    گراد  سانتی درجه  10تا    4 در دمایو   زنده بماند تواندهفته می

  که حاوی   (24) یابدمی  کاهش  هفته قرارگیری کمی 10ویروس بعد از 

  باشد ( میdsRNA)  یارشتهدو   RNA( و  A-B)  یاقطعهژنوم دو    یک

  یبیتقربا طول    Aقطعه    در ژنوم این رویروس،  تربزرگ . قطعه  (25)

کوتاه     ORFبوده که (ORF) ی خواندن بازهاقالب و دارای    کیلوباز  1/3

پپتید پوشانی داشته و تولید یک پلیبلند هم  ORF  انتهای آمینی  با

در   (.26)  کندرا می  VP5کیلودالتون یا همان    17-12غیرساختاری  

–NH2) یلودالتونیک  106ساز پروتئین پیش  یکبلندتر  ORF  کهحالی

VP2–VP4 VP3–COOH)  کوترانسلیشنال  طوربه  که  کندمی  رمزگذاری  را 

  را   VP4از طریق یک پروتئاز ویروسی موجود در درون پلی پروتئین،  

کند.  یمتقسیم    کیلودالتونVP3(31  )کیلودالتون( و    62)  pre-VP2  به

تولید شده از طریق  pre-VP2 کپسید،    (Assembly)  گردایش  پس از

پروتئین کپسید   یک  تولید  باعث  و  شده  پردازش  میزبان  سلول  پروتئازهای

که این بخش در    (27)  گرددکیلودالتون( می  54)  VP2خارجی بالغ  

متصل   RNAپلیمراز  (.28) دهدی م  ویریون را تشکیل درصد  60  حدود

قطعه   توسط  رمزگذاری شده  فرعی  داخلی VP1پروتئین   ویریون یک  به

B یلودالتون ک 94  طول  به  (2777 bp )  پروتئین   5  میان  در  . (29)  باشد می

که    است  اختصاصی  ژنآنتی  یک  VP2پروتئین کپسید   ،IPNویروس  

القای آنتی    بوده و باعث  IPNکننده ویروش  خنثی یهاتوپ اپی حاوی

موثرترین شیوه برای  (.  30)  شوددر میزبان می   کنندههای خنثیی باد

توسعه   فلذا  است،  واکسیناسیون  عفونی  بیماری  این  از  پیشگیری 

های ویروسی  یکی اولویت مهم در مواجهه با بیماری  مؤثری  هاواکسن 

مورد بررسی    هایواکسن  . ازجمله(31) شودی م  محسوب  در آبزیان  مهم

ی نوترکیب ازجمله ذرات  هاواکسن توان به برخی  ، میIPNدر برابر  

، ذرات شبه  (32  ،33  ،34)  (SVP: Subviral particles)  ریز ویروسی

،  DNA  (18  ،19  ،20ی  هاواکسن   و(  35  ،36  ،37)(  VLP)  یروسو

ها این  اشاره نمود. مشکل اصلی در استفاده از این واکسن(  22،  21

درصد( این    70است که با توجه به واگیری و تلفات بالا )نزدیک به  

، این  (38،  37،  36)  است  (Hatchery)  ی تفریخاستخرها ویروس در  

را  یون فرمولاس واکسن  بهی نمهای  به  صورتتوان  یا  و  روش  خوراکی 

خوراکی برای واکسیناسیون    که تجویزاستفاده کرد، درحالی  محلول

های اخیر  در سال  .(41،  40،  39)  استتر  اولیه و زود هنگام مناسب

نوترکیب زنده  وکتور  واکسن  ویروس    نوعی  به  صورت  به  IPNمقاوم 

تولید شد    چین در  Lactobacillus casei (L. casei)براساس    آزمایشی

  خوراکی قادر به القای پاسخ ایمنی حفاظتی در  که از طریق تجویز

که  مطالعه با توجه به آن  در این  .(44، 43، 42) کوچک بود  هایی ماه

ی ایمنی با تجویر خوراکی  هاپاسخالقای   ای بررویمطالعه   هیچ  تاکنون

به    L. caseiدر    IPNمحصول حاصل از کلونینگ ژن کاندید ویروس  

که  انجام نشده است، درحالی  منظور بیان محصول پروتئین در ماهی

  ها با استفاده از یک میکروارگانیسم ی ماهبچه  واکسیناسیون خوراکی

جالب توجهی    نوآوری (L. lactis) ژنتیکی نظر شده از اصلاح  و قوی ایمن

القای ژن    پروری خواهد بود، در این مطالعه با هدف،در صنعت آبزی

IPNV VP2  وکتور بیان    بهpNZ8150    تحت کنترل پروموتورNICE  

 ، پرداختیم.  L. lactisو کلونینگ آن در  

 

 ها روش مواد و  
تحقیقاتی    مجموعه در  آزمون  این  :سویه باکتری  و  ویروس  ایزوله       

الگوی   و  انجام شد. قالب  این مطالعه    DNAرازف  استفاده در  مورد 

(  PCR)  یمرازپلای  یرهزنج  ژنی واکنش  محصول  VP2تکثیر ژن    برای

به طول    ATG  از) از  1350تا کدون خاتمه،  باز(  ایزوله    جفت  یک 

  ( 11)دادار  دکتر  ( اهدا شده توسطIRIPNV  سویه) IPN   ویروس ایرانی

  2010-2012های  طی سال  IPNVکه این ایزوله در طی شیوع    بود

ی پرورش ماهی در شمال )مازندران( و غرب )چهارمحال  استخرها   در

آلای رنگین  یان قزلماهبچه   وکهگیلویه و بویراحمد( ایران، از  بختیاری
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بیمار جمع بود. سویه  کمان  و بهآوری شده  میزبان کلونینگ  عنوان 

بود. تهیه    ، آلمانNZ9000 L. lactis   (MoBiTec GmbH)  بیان  میزبان 

L. lactis لیتر میلی 10کشت باکتری در محیط حاوی   باSGLM17B  

الدریخ، ایالات متحده(    ، سیگما =8/6pH) ثبرا v/v M17 %50دارای 

ساکاروز  مول    5/0لاکتوز،    w/vدرصد    5/0گلوکز،    w/v  درصد  5/0  با

  د اگرسانتی درجه  30 دمای و انکوباسیون در پلیت( برای آگار درصد 5/1)

 ذخیره شدند.   %15 گلیسرول در ها سلول  آمد و سپس  دستشب، به طی
انجام           و  پرایمر  با    ،pNZ8150بیان    وکتور  در:  PCRطراحی 

جوشی  پیوند و هم  برای  ScaI  مکان  در  nisAپروموتور  که  توجه به آن

، MoBiTec GmbH) دارد( قرار  ATGآغاز )کدون   یقاً دردقی،  اترجمه 

( وکتور  MCSچندین مکان کلونینگ )  ازرا    IPVN VP2آلمان(، ژن  

پرایمر    '5  انتهای  در )  ScaIمحدودکننده    یهامکان   بین  ، pNZ8150  بیان

. در این مرحله  ادیمبرگشت( قرار د  پرایمر  '5 در انتهای)SpeI رفت( و  

قطعه انتهایی کرده    تولید یک ScaI که آنزیم محدودکنندهآن  با وجود

پرایمر   '5  انتهای  در ScaIسایت محدودکننده  توالی  و نیازی به افزودن 

بود    مکند و لذا لازی مایجاد یک انتهای چسبنده    SpeIنیست،    رفت

پرایمر برگشت در نظر   '5انتهای  در SpeIسایت محدود کننده  توالی

(  western blot analysis)  بلات  وسترن که آنالیزجاییشود. از آن  گرفته

های  روش  از یکی (anti-histag) نیدیستیهآنتی بادیآنتی  با استفاده از

در   متداول  میزبان    دییتأآزمایشی  در  نوترکیب  پروتئین  است  بیان 

)دقیقاً  پرایمر  '5  انتهایدر    histag-6توالی    (،45) از    برگشت  قبل 

در   و  گرفت  قرار  استفاده  مورد  سنس(  رشته  روی  بر  خاتمه  کدوم 

اختصاصی طراحی    با استفاده از پرایم های  IPVN-PV2ژن    نهایت،

بر این اساس  .  (46)  تکثیر  گردید  (Oligo)افزار لیگو  شده توسط نرم

رنگ نشان    صورت حروف بولد و پربه)  پرایمر رفت حاوی کدون آغاز

با  )  Speiمکان محدودکننده    شامل  برگشت  داده شده است(، پرایمر

است(، کدون   شده  داده   شده است نشان   خط کشیده   حروفی که زیر آن

  Histag-6نشان داده شده است( و   رنگ  پر حروف  صورتکه به)  خاتمه

 (. 1  داد شده است( بود )جدول ایتالیک نشان  صورت حروفبه)
 

 پرایمرهای مورد استفاده در آزمون  :1جدول

 

برای    DNAقالب    کهبرای این منطور با توجه به آن:  تکثیر ژن       

چهار    تا کدون خاتمه(،  ATGاز  بود )  PCR، محصول  VP2تکثیر ژن  

ی  هاغلظت   میکرولیتر حاوی  50در حجم نهایی  متفاوت  PCR واکنش

میکرولیتر( که    48و    1  ،5  ،10)  PCRمحصول    مختلف بر  نانوگرم 

  واحد/ واکنش   d-NTP،  1میکرو مول از هر    200بافر واکنش،    شامل

  از هردو   مولمیلی  mgcl2  ،3/0مول  میلی  KOD DNA  ،5/1پلیمراز  

میکرولیتر( بود، انجام    50دوبار تقطیر )تا  آب  رفت و برگشت و  پرایمر

بیوراد،  )   یک ترموسایکلر  توسط  PCRی  هاواکنش شد. در این مرحله  

دناتوراسیون    صورتبه  گرمایی  چرخه مشخصات با  آمریکا( ،CA  هرکلوس،

دمای    دور، در  30دقیقه در    2مدت  گراد بهدرجه سانتی  95اولیه در  

درجه    70ثانیه و    10مدت  درجه به  53ثانیه،    20مدت  درجه به  95

  10مدت  درجه به  72نهایی در دمای    ثانیه و اکستنشن  27مدت  به

انجام محصولات    دقیقه،  مشاهده  بر  به  PCRشد.  الکتروفورز  وسیله 

آمیزی  و سپس رنگ  TAE 1Xبا استفاده از بافر    %2ژل آگاروز    روی

صورت   آمریکا( ،VWRبیوتیوم،)™GelRed ژل اسیدنوکلئیک  رنگ  با

درنهایت و  از    گرفت  استفاده  با  امریکا( )  ChemiDocتصویر    بیوراد، 

بعد، محصول   مرحله  در  قالب   از طریق  PCRتهیه شد.  تهیه    کیت 

PCR  ( دیاگنوستیک،  خالص  وآ روشه  شده  تخلیص  زمان    لمان(  تا 

   (.47)  داری شددرجه نگه  -20استفاده در دمای  

مراحل مختلف هضم، لیگاسیون،   شامل مرحله این: ژن کلونینگ       

و    تخلیص شده  PCRترانسفورماسیون است. در مرحله اول محصول  

آنزیم محدود کننده    با  SPeIدارای مکان محدود کننده   از  استفاده 

SPeI  بافر محدود   ترکیب با واکنش هضم خلاصه این  طور هضم شد. به

تاکارابیو،  )SPeI واحد   PCR  ،20محصول    میکروگرم  1X  ،2/0کننده  

میکرولیتر و سپس    100حجم نهایی    و رساندن به  O2ddHژاپن( و  

  10ساعت، سپس افزودن    5مدت  درجه، به  37انکوباسیون در دمای  

ساعت در   2 مدتبه مجدداً به ترکیب و انکوباسیون SPeIواحد دیگر 

انجام شد. هضم  37دمای   بیان    درجه،  صورت  به  pNZ8150وکتور 

از   استفاده  با  ی محدودکننده  هامیآنزتاکارابیو، ژاپن( و  )  ScaIمجزا 

Spei ( شرایط بافر متفاوتی هستند و امکان هضم دارای میآنزاین دو  

طور هم زمان وجود ندارد( انجام پذیرفت. قابل  دو آنزیم به  مجدد با

واکنش هضم  هر دو  است که  ترکیبات   ذکر  با  و  با شرایطی مشابه 

  م یآنزواحد  10وکتور،  میکروگرم 1x ،1/0محدود   بافر حاوی  واکنشی

(ScaI    یاSpeIو )    میکرولیتر با آب مقطر    60رساندن به حجم نهایی

ساعت   2و مدت  درجه 37دمای  دوبار تقطیر و سپس انکوباسیون در

نهایت   در  شد.  از    10اانجام  دیگر  به  SpeIیا    ScaI)  میآنزواحد   )

افزوده شده و مجدداً   ساعت دیگر در   1مدت  انکوباسیون به  ترکیب 

دفسفوریلاسیون با استفاده    پس از  درجه صورت پذیرفت.  37دمای  

کیت   با لیگاسیون آلمان(،  دایگنوستیک  روشه) یاییقلفسفاتاز   از آنزیم

  شرکت تاکارابیو، ژاپن ( به این صورت انجام شد   )DNA لیگاسیون  

ابتدا،   واکنش    03/0که  وکتور  انحلال  ) خطی    pNZ8150پیکومول/ 

( با  Tris-HCl pH= 8.0, 1 mM EDTAمول  میلی  TE،  10یافته در  

  ( TEانحلال یافته در    PCRمحصول  )  یقتزرپیکومول/واکنش    09/0

  میکرولیتر ترکیب شد، سپس حجم برابر و یکسان   5در حجم کلی  

محلول    5) نهایت،   DNAترکیب    به  Iمیکرولیتر(  در  و    افزوده شد 

 'ATGAACACAAACAAGGCAACC3 پرایمر رفت 

GTGA TGGTGA TTA ACTAGT5'AAAATT پرایمر برگشت 

TGGTGAT GGACTATGTCTCTCCAGCACCA3' 
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در    دقیقه انکوبه گردید.  30 مدتدرجه به  16 دمای در  محلول ترکیبی

 L. lactisی پذیرا هاسلول  مرحله ترانسفورماسیون ترکیب پیوندی به

NZ9000  پذیرای   یهاسلول شد.   ترانسفورم  از الکتروپوریشن استفاده  با

L. lactis NZ9000  تولیدکننده  شرکت  دستورالعمل  براساس  (MoBiTec 

GmbH)لیترمیلی  5، به این صورت که ابتدا،  شدندتهیه    ، آلمانG-

SGLM17B  حاوی v/v M17 50%  درصد  5/2  دهی شده بامکمل  براث

  ساکاروز با   مول  5/0لاکتوز و    درصد  5/0درصد گلوکز،    5/0گلیسین،  

هوازی در  طی شب در محفظه بی  شده و در تلقیح   L. lactisگلیسرول  

انکوبه شدند.  30دمای     G-SGLM17Bلیتر  میلی  50،  سپس   درجه 

در طی شب در دمای    تلقیح شده و  1:100به محیط کشت با رقت  

محیط کشت    لیترمیلی  50درجه بدون تهویه رشد یافت، سپس  30

که  شده و تا زمانی  افزوده  G-SGLM17Bمحیط    میلی لیتر  400به  

OD600 چهار   هاسلول برسد رشد ادامه یافت. در نهایت،  2/0-3/0  به

از طریق پیوسته در    بار  به  4و     6000سانتریفیوژ   20مدت  درجه 

مول    5/0آب یخ حاوی    استریل  دقیقه شسته شده و در یک محلول

تعلیق شدند. در دومین شست و شو،    درصد گلیسرول  10ساکاروز و  

به  EDTAمول  میلی  50 شد  نیز  افزوده  الذکر  فوق  .  ( 48)  محلول 

( حاوی ژن  TE  یافته در  انحلال نانوگرم  500) یبنوترکپلاسمید بیان 

IPNV VP2  پذیرای   یهاسلول   به  L. lactis  (40  )با   میکرولیتر  

Genepulser  (BioRad, USA  )  سیستم  یک  استفاده از با  و  الکتروپوریشن

 ثانیه میلی 5و زمان پالس  V ،25 Μf،200 Ω 20000ی پارامترها و 

شده، ترانسفورم  سرما دهیپیش  متریدو میلی الکتروپوریشن کووت در

مول  میلی  20دهی شده با  مکمل  GLM17B  لیترمیلی  1شد. سپس  

ی الکتروپوریته  هاسلول کلسیم کلرید به  مولمیلی 2منیزیم کلرید و 

داشته شده  نگه  دقیقه بر روی یخ  2مدت  به  شده و کووت  شده افزوده

ی  ها سلول در نهایت    شد.  درجه انکوبه 30 دمای در ساعت  5/1 مدتبه  و

L. lactis پلاسمید از طریق    ین رونوشتتربزرگ   شده حاوی  ترانسفورم

صفحات   روی  بر  غلظت    SGLM17انکوباسیون  )حاوی    100بالا 

 Chemie GmbH الدریخ سیگما) یکولمفنا( کلرلیترمیکروگرم بر میلی

 غربالگری شدند.   درجه  30در  روز    2مدت  آلمان( به

       PCR  برای پلاسمیدتأ  کلنی  مرحله  :  نوترکیب  یید  این  در 

که   PNZVP2وکتور نوترکیب  هشت کلنی حاوی چندین رونوشت از

  بودند، در ابتدا یافته    رشد  +SGLM17کلرامفنیکول  هایبر روی پلیت

ای که همه شرایط  یید و انتخاب شدند. به گونهتأکلنی    PCR  توسط

PCR    چرخه گرمایی،    پروفایل  علاوهبه هاآن  یهاغلظت ازجمله مواد و

با  DNAقالب    جزبه بود. سپس قالب  فوق  اصلی  PCR، مشابه  الذکر 

DNA  های تبدیل شده و از طریق یکلنپلاسمید از    بدون استخراج

 فراهم شد.  دقیقه   15مدت  درجه به  96در    هاسلول جوشش  

شده با    ییدتأهای  یکلن:  استخراج و هضم پلاسمید نوترکیب       

پلاسمید استخراج   آنزیم محدودکننده و هضم کلنی PCRاستفاده از 

محصولات    بررسی شدند، که براساس نتایج  Speiشده با استفاده از  

الکتروفورز در  هضم بافر    1ژل آگاروز    از طریق  از  استفاده  با  درصد 

1x TAE  ژل اسید نوکلیک    بودند که توسط  قابل رویتGelRed™ 

  انجام شد.   ChemiDocتهیه تصاویر با استفاده از    میزی شده وآرنگ

به   L. lactisهای یکلن پیش از واکنش هضم، استخراج پلاسمیدها از

ی  هاسلول  با SGLM17Bلیتر میلی 5این صورت انجام شد که ابتدا، 

L. lactis    و تلقیح شده    30در طی شب در دمای  ترانسفورم شده 

انکوبه شدند و دور   5000دقیقه و    10مدت  به  محیط کشت  درجه 

 THM  (30 mMمیکرولیتر بافر   250پلت در  سانتریفیوژ شد. سپس

2HCl pH=8, 3 mM MgCl-Tris،  25    +)گرم  میلی  2درصد ساکاروز

میلی لیزوزیمبر  قرار گرفت  لیتر  واکنش  لوله  به  در یک    10مدت  و 

دمای   در  سپس،   37دقیقه  شد.  انکوبه   μl of 0.2 N 500درجه 

NaOH + 1% SDS  شد    زده هم  طور دقیق به ترکیب افزوده شده و به

دقیقه بر روی یخ انکوبه گردید.    5مدت  به   ( ومیکسر ورتکس  بدون)

( به ترکیب =5/5PH) مول 3  استات  پتاسیم  از میکرولیتر 375سپس، 

یخ انکوبه    دقیقه روی 5  مدتبه شدند   زدههم  طور دقیقو به  شده  افزوده

  زده شدند. در مرحله بعدی، سوپرناتانت هم  دیگر  دقیقه  5  مدتبه  و شده

مدت ده دقیقه  به  نهایت، ترکیب  افزوده شده و در  واکنش جدید  لوله  به

درصد شسته شده،    70سانتریفیوژ گردیده و پلت با استفاده از اتانول  

 حل شدند.   TEمیکرولیتر    50در خلاء خشک شده و در  

این مرحله    در  :نوترکیب  پلاسمید  ییدتأ  جهت   DNA  یابیتوالی       

شدند،    ییدتأ  DNA  یابیاز توالی  با استفاده شده مجدداً  ییدتأ های یکلن

یابی برای دو نمونه در هر دو جهت با استفاده  به این ترتیب که توالی

  یابی چرخه شده، کیت واکنش توالی  از پرایمرهای اختصاصی ژن ذکر

آنالیزور  )بیوسیستم  BigDyeترمیناتور یک  و  امریکا(  کاربردی،  های 

ABI 3730 XL DNA  (،ماکروژن    )شدند و سپس   دییتأکره جنوبی  

توالی آمینو    و  IPNV VP2رمزکننده    ژن  توالی نوکلئوتیدی حاصله

Bio Edit  (, Hall   BioEdit v7.0.5  )افزار  اسیدی آن با استفاده از نرم

 (. 49)  شدندو تحلیل    آنالیز
 

 نتایج 
که حاوی    IPNV  در  VP2  ژن  رمزکننده  PCR  محصول :  PCR نتایج      

توالی    Scaiمکان محدودکننده   رشته سنس    در  histag-6و  انتهای 

از یک محصول   با استفاده  بود،    الگو و یک   عنواناصلی به  PCRآن 

الکتروفورز بر روی    دست آمد و انجامهاختصاصی ژن ب  ژن پرایمر  جفت

ی مختلف  هاغلظت   متفاوت حاوی  PCRژل آگار برای چهار واکنش  
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بر میکرولیتر(، همه    48و    10،  5،  1)  یاصل  PCRمحصول   نانوگرم 

 (. 1شکل  کرد )  دییتأکیلوباز را    5/1ها تا  آملیکون
 

 
در لاکتوکوکوس   IPNویروس  VP2: بیان پروتئین کپسید 1شکل 

 لاکتیس 
 

ی محدود  هامکان  بین  PCR  محصول  مرحله  در این ژن:   کلونینگ       

(.  2شکل  شد )تزریق    pNZ8150به وکتور بیان    ScaI و SpeIکننده  

  VP2-IPNVنشان داده شده است، ژن    2چه در شکل  با توجه به آن

جفت باز( که یک پروموتور قوی    183)PnisA نوترکیب تحت کنترل  

،  histag-6چنین در انتهای ژن  هم  نیسین است قرار دارد.  Aژن    از

(.  2شکل  )  مشاهده گردید  SpeIمکان محدودکننده    کدون خاتمه و

جفت    pepN  (52پایان ژن   توالی  ،pNZ8150که در   حالی است این در

شود.  ی م( استفاده 2شکل شده ) الحاق   خاتمه زن رونویسی باز( برای

های  یکلن  ترانسفورم شده از  هاییکلن  سازیمنظور غربال جا بهدر این

یک نشانگر    عنوانبه  cm(Cat)  کلرامفنیکل،  مقاومت  ژن  نشده،  ترانسفورم

  pNZVP2 نوترکیب  ساختار  اگرچه .شد  استفاده pNZ8150در   انتخاب  قابل

باز    4537دارای طول    ظاهراً جفت    pNZ8150  ،3163است )جفت 

باز، کدون خاتمه،    جفت Histag ،18-6باز،   جفت VP2 ،1347  باز، ژن

و  جفت  3 محدودکننده    باز  ذکر    spei  ،6مکان  به  باز(، لازم  جفت 

  pNZ8150جفت بازی    27از وکتور    MSCاست که بخشی از منطقه  

حذف    با کمک واکنش هضم و با استفاده از دو آنزیم محدود کننده

جفت   4510نونرکیب برابر با   نهایی ساختار  ( و طولSpeiو  Scai)   شد

نوترکیب    .باز گردید لیگاسیونف ساختار  از  نهایت    ، به pNZVP2در 

ی ترانسفورم شده با  هاسلول   ترانسفورم شده و  L. lactisی  هاسلول 

شدند  بیوتیک بالا انتخاب  چندین رونوشت با استفاده از غلظت آنتی

های غربالگری نسبت  پلیت  در  کلرامفنیکول  افزایش ده برابری غلظت)

 های اولیه(. به پلیت
 

 
: الکتروفورز محصول هضم آنزیمی پلاسمیدهای نوترکیب 2 شکل

VP2 
پلاسمید هضم نشده   -bp 1347 2به طول VP2 پلاسمید هضم شده حاوی ژن -1

 VP2ژن  -VP2 3حاوی ژن 
 

      PCR    :ساختار نوترکیب  کلنیpNZVP2    با استفاده از در ابتدا  

دو کلنی  یهاسلول  جوشاندن  دست آمد و باهب  PCR توسط DNA قالب

و یک    +SGLM17های کلرامفنیکولشده بر روی پلیت کشت  متفاوت

یید شد. در نهایت الکتروفورز بر روی  تأ اختصاصی VP2جفت پرایمر 

آگاروز اندازه    ژل  با  را  آملیکون  کرد یید  تأ  کیلوباز  5/1برای هر دو 

 (. 3شکل  )
 

 
 استخراج شده  pNZ8150: الکتروفورز پلاسمید 3شکل 

 kb 1مارکر  -3:پلاسمید استخراج شده، 2، 1های  ستون
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  pNZVP2  نوترکیب، بیان وکتور ساخت محدودکننده: آنزیم هضم       

شده از دو    با استفاده از هضم آنزیم محدودکننده وکتورهای استخراج

با آنزیم محدود   یید شد(تأ PCRکه ابتدا با استفاده از  متفاوت )  کلنی

براساس شکل  گردیید  تأ   SPeiکننده   بر روی ژل  4ید.  الکتروفورز   ،

( از هر دو کلنی  pNZVP2)  یخطنوترکیب    آگاروز تائیدکننده وکتور

(  pNZ8150)   یخط  غیرنوترکیب  وکتورهای  از  تریبیش  طول   دارای  که  بود

(  2شکل  )   یلوبازک  2/3( در برابر  4و    2شکل  )   یلوبازک  5/4میزان  و به

 (. 6و  5  های)شکل بودند  و غیرنوترکیب  نوترکیب ترتیب وکتورهایو به
 

 
وکتور هضم شده   -PCR 2محصول هضم  -1: الکتروفورز 4شکل 

 kb 1مارکر -4وکتور حلقوی -3
 

 
های باکتری لاکتوکوکوس  کلونی PCR: الکتروفورز محصول 5 شکل

 VP2 حاوی ژن
 bp1347به طول   VP2های حاوی ژن کلون -5و  kb1  ،3 ،4مارکر -1

 
: الکتروفورز محصول هضم آنزیمی پلاسمیدهای نوترکیب 6شکل 

(pNZ8150) VP2 
 bp 1347به طول VP2 پلاسمید هضم شده حاوی ژن  4، 3، 2، 1

 

نیز توسط    pNZVP2وکتور بیان    تشکیل:  DNAتحلیل توالی         

 DNAیید گردید. به این ترتیب که تحلیل توالی  تأ  DNAیابی  توالی

  جفت باز   1374یقاً دارای اندازه  دق  آمپلیکون  دهنده آن بود کهنشان

جفت    histag  (18-6جفت بازSPEI  (6    ،)مکان محدودکننده    ازجمله

  IPNV VP2توالی ژن    جفت باز( و رمزگذاری  3خاتمه )  باز(، کدون

باز(  1347) بانک    جفت  توالی رسوب شده در  از    یژنگزارش شده 

 باشد.  ی م(  KC489465  شماره اکسشن)
 

 بحث 
ژنیسیتههاگزارش          آنتی  عملکرد  بر  مبنی  بسیاری  پروتئین    ی 

یک آنتی   عنوانوجود دارند، زیرا این پروتئین به  VP2  IPNVکپسید  

. در  (51،  50،  48)  استشناسایی شده    غالب ایمنی و غیرعفونی  ژن

از این ژن برای تولید واکسن  یمتتر  راستا، بیشاین   های تحقیقاتی 

، 56،  55،  54،  53،  52)  انداستفاده نموده  IPNVنوترکیب در برابر  

از جمله پروتئین   های نوترکیبIPNV SVP برخی از  اگرچه  .(58، 57

VP2    نیز  (61،  60،  59)  مخمربیان شده توسط نوترکیب   VLP  و 

سیستم    و  (62)  پستاندارانی سلولی ماهی و  هارده   تولید شده توسط

از   هاحفاظت  ، اما ایناند شده حفاظت  (63) بیان حشره باکولوویروس

  شود. ی محاصل   صفاقی  داخل   مسیرهای غیرخوراکی نظیر تزریق  طریق

  موکوسی   سطوح  در   عمدتاً  IPNV پاتوژن همانندسازی  و اولیه  عفونت چون

در  (64) می  مراحل  و  پیدا  بروز  این  (65)  کندبچگی    ی راهبردها، 

واکسیناسیون    مناسب نبوده وتر  کوچک های  ی ماه  تجویز واکسن در

نوترکیب تجاری،   IPVN  یهاواکسن  با  رابطه.در  است.  ترمطلوب   خوراکی

نوترکیب    VP2  اساسبر   شده  تولید   واکسن  که  است  ذکر  به  لازم
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(Norvax® Protect-IPN(NP-INP))  یلیش، کانادا و  ( 66) نروژدر    که  

بوده که براساس مطالعات    تزریقی  واکسن  دارای مجوز است، یک (67)

های تجاری  . واکسن(69،  68)  است کرده ایجاد را متفاوتی ایمنی سطوح

  مرک انیمال هلث، ) IPN Oral *AquaVac که در شیلی  IPNVدیگر 

استفاده را گرفته است، واکسن خوراکی بر    مجوز  نیوجرسی امریکا(

باشد که از طریق سیستم ی م VP3 و VP2 ی نوترکیبهاژنآنتی  اساس

تولید   مخمر  این(70)  گرددی مبیان  با  در  .  هنوز  بیماری  این  حال، 

  درصد   30حدود    ،2015زیرا در    ،(73،  72،  71)  استشایع    شیلی

دربیماری شده  شناسایی  سالمون  مراکز  های  پرورش  و  در   تکثیر 

بروز تلفاتی با نرخ   نسبت داده شده که موجب IPNبه بیماری  شیلی

. در اینجا لازم به ذکر هست که در (76،  75،  74)  درصد گردید  8

تولید   نیز  واکسن تجاری  این  از  قبول  قابل  ایمنی  ایجاد که  صورت 

هزینه از  یندهای اضافی و پرفرا  دلیل برخیبه  بوده و  واکسن پیچیده

صرفه  سازی، مقرون بهنانوکپسوله   ژن وتخلیص آنتی  سلولی، جمله لیز

های کوچک در  یماهازی  سدر جهت ایمن  راهبرد دیگر  .(77)  نیست

، 80،  79،  78)  باشدخوراکی می  DNAواکسیناسیون    ،IPNVبرابر  

جهت حفاظت    ذرات نانو و میکرو  باید درون  DNA  یهاواکسن .  (81

. در این رابطه در  (81، 66، 65، 64) شوندکپسوله   گوارش دستگاه  در

ویروس نکروز هماتوپویتیک    برای  DNAنخستین واکسن    2005 سال

مجوز    آکوا هلث(، در کانادا  ، شرکتAppex-IHN)(  IHNV)  یعفون

مطالعات  (46)  گرفتاستفاده   براساس  وجود  بااین  اما  ی  هاواکسن ، 

DNA  رابدوویروس موجب کاهش حفاظت در ماهی   بیماری غیر  برای

از(50،  49،  48،  47)  شودیم برخی  اگرچه  واکسن    ،  پلاسمیدهای 

DNA    رمزکننده پروتئینVP2    برابر بالا را در    IPNVیک حفاظت 

  با   معمولاً  هاواکسن . علاوه براین این  (52،  48،  36)  ه استداد نشان  

مساله   مواجه بوده و این ایمنی زیستی  از حیث مسائل اخلاقی برخی

شود. در  ی مموجب محدود شدن کاربرد این فناوری در سطح تجاری 

    یزبان متوان در ژنوم سلول یمرا  DNAواکسن   پلاسمید  حقیقت، یک

طور بالقوه منجر  به  شده و  که منجر به موتاژنز افزایشی  (51)  قرار داد

  گردد یمتومور   کنندهمهار  یهاژن  سازیفعالغیر  یا  انکوژن  سازیفعال  به

ایده  یک  (.77) برابر    آلواکسن  به    باید  IPNVدر  مقرون  و  ایمن 

و بوده  یا    صرفه  القای    ورییرهای غوطه مسبا تجویز خوراکی  باعث 

خصوص،  . در این(78)  مراحل اولیه رشد گردد  مدت درحفاظت بلند

  قابلیت وکتور   دارای  زنده   یهاواکسن  (،LAB)  لاکتیکیداسهای  ی باکتر

از    هستند. استفاده  از  صنعتی    LABپیش  تولید  ی  هاواکسن برای 

باکتری  (،80،  79)  یبنوترک به   مدتبه  ها این  قرن  عنوان  چندین 

داری تعداد  پروبیوتیک( برای تخمیر و نگه)  یدمفهای  یکروارگانیسم م

شدند  لبنیات صنعتی و سایر محصولات غذایی استفاده می   زیادی از

بدون ایجاد اثرات جانبی   LAB  های یه سوتر یشب. (71، 70، 69، 68)

ها  . این باکتری(71، 69)  هستند روده  در  قادر به بقا و تکثیر   میزبان،  در

  عنوان به  که  شوندی م  بندیطبقه  غذایی  هاییکروارگانیسم م  جزو

  ( FDA)  یکاامر غذا و داروی  سازمان  توسط  (GRAS) یمنا  هاییسم ارگان

 :QPS) یمنیا معتبر بینیپیش یاستانداردها  و یارهامع و اندشده  شناخته

Qualified Presumption of Safety)  اروپا  اداره ایمنی غذایی    طبق بر

(EFSA را دارا )های تاکنون از سویه  (. 55)  د نباشی مLAB  برای القای  

طریقهاپاسخ  از  موضعی  موکوسی  و  سیستمیک  ایمنی  انتقال    ی 

  ی ماهو   (63)  خوک ،(75) موش به سطح موکوسی در برونزا ژنآنتی

وکتور   L. caseiاند. صورت خوراکی تجویز شدهبه (63، 43، 42، 41)

کپسید    دهنده پروتئینکننده و تحویلعنوان بیانشده به  زنده انتخاب

IPNV VP2-VP3  ایمنی    در اشکال مجزا و ترکیبی برای القای پاسخ

بچه در  خوراکی  مسیر  طریق  از  کرده  هایماهحفاظتی    اند. انتخاب 

 IPNVهایینپروتئ  و شکل مجزا و ترکیبی د  براساس گزارشات هر

VP2/VP3  بیان   طبیعی ژنیسیتهلاکتوباسیلوس با آنتی موفق در طوربه

آنتی القای  به  قادر  و  برابر  ی باد شده  و کاهش   IPNVها در  طبیعی 

تاکنون موفق  ها  واکسن دار بار ویروسی بوده است، هرچند این  معنی

جمله دیگر  از  .(75،  63،  55)  اندبه کسب مجوز تولید تجاری نشده 

(  L. lactisها، لاکتوباسیلوس لاکتیس )اعضای خانواده لاکتوباسیلوس

  باکتریومی که محصول نهایی )  یتیوهموفرمنت  یک باکتریوم  که  است 

پنیر    باکتری شناخته شده در تولید  آن، لاکتات است( بوده و  تخمیر

. در حال حاضر، اطلاعات ژنومی  (69)  باشدمی  لبنی محصولات و سایر

  .https://www.ncbi.nlm)   است  موجود  L. lactis  سویه  چندین  کامل

nih.gov/nuccore/?term=lactococcus+lactis+complete+genome.)  

های  لاکتوکوس در زمینه به استفاده از  عظیم منجر  دانش و تجربه  این

ی باکتریایی و ویروسی در  هاژنآنتی  خصوص بیانبه  بیوتکنولوژی و

،  39،  38،  37،  36،  35)  سیموکوسازی  جهت واکسیناسیون با ایمن

دسترسی    (.22)  استها شده  و  تولید سیتوکین  (43،  42،  41،  40

کنترل    بیان) NICEشده و آسان،   کنترل کاملاًژن   بیان  سیستم  یک به

ها مهم بوده است. با  ینهزماین    بسیاری از  برای توسعه  شده نیسین(

این سیستم، از  بالای    استفاده  بیان  از ین پروتئسطوح  استفاده  با    ها 

    PnisA عنوان القاگر برای پروموتورنیسین( به)  ییغذاگرید    مولکول

  یکاییآمر  اختراع ثبت  یک  اخیراً  آید.می  دستبه  (79، 78، 77، 76 ،75)

ی  هاواکسن مخترعان    عنوانبه  (US 20130004547 A1  شماره انتشار:)

منتشر شده است که    L. lactisی  هاهیسوخوراکی تولید شده توسط  

به  آنفلوانزای پرندگان را    HAژن    کنندهبیان  L. lactisدر یک مورد  

  H5N1عفونت ویروسی  عنوان واکسن خوراکی برای حفاظت در برابر

صورت یک واکسن  به L. lactisدیگری،   مطالعه   کرده است و در   معرفی

ادجوانت  همراه  خوراکی در    (.64)  شد  تجویز  B  نیتوکس  نظیر  هاییبا 

ژن   حاضر،  ایرانی    از  VP2مطالعه  بین به  IPNVایزوله  موفق    طور 
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تحت    pNZ8150وکتور بیان    از  SpeIو    ScaIکنندهی محدودهامکان 

  pNZVP2  نوترکیب،  بیان  وکتور  ،سپس  گرفت.  قرار  PnisA  پروموتور  نترلک

وکتور بیان نوترکیب   شد. ساخت  کلون  و  تبدیل L. lactis NZ9000 به

pNZVP2  محدود آنزیم  هضم  از  استفاده  ژن    PCRکننده،  با  کلنی 

VP2  توالی همتأ  DNAیابی  و  شد.  یک  یید  بررسی  این  در  چنین 

پروتئین    cمتناظر با انتهای   سنس رشته  '3 انتهای به  را  Histag-6 توالی

VP2    یید بیان پروتئین در سلول میزبان  تأبرایL. lactis NZ9000  

تحلیل وسترن بلات در مطالعات بیان    در  Anti-histag  با استفاده از

وکتور بیان    از  طور مشابه،آینده افزوده شد. این در حالی است که به

pNZ8150  تبدیل ژن    برایHA    ویروس آنفلوانزاH5N1  به  L. lactis  

  نوترکیب  وکتور بیان هاآن و برعکس مطالعه حاضر،   است شده  استفاده

pNZ8150-HA  طریق از  ژن    را  محدود  هامکان در    HAافزودن  ی 

بیان   SpeI/HindIIIکننده   کردند.    pNZ8150 وکتور  اساس  بر ایجاد 

  و   در کار فعلی  IPNV VP2  تکثیر و کلون شدهژن    بین  توالی  تحلیل

 VP2کننده  ژن رمز  در  جهشی  گونه، هیچهمکارانو    Dadar  مطالعه

بالای    تصحیحی  فعالیت  که تائیدی بر(  10) مشاهده نگردید  INPVاز  

ی  هاجهش   که برخیجاییاز آن  .(11)  باشدمی  KOD DNAپلیمراز  

بهانقطه  موسوم  یا  هاجهش   ی  سنس  میس  بدمعنی هاجهشی    ی 

(Missense mutations)   توالی  در  DNA  ( کدونCDS  ) به   منجر   هاژن  

دقت    حالبا این  شوند،یم  هاینپروتئاسیدی در توالی  آمینو  جانشینی

بیان    برای  PCRپلیمراز در    DNAتکثیر شده با استفاده از    توالی ژن

پلیمرازها نظیر   DNAباشد. برخی از نوترکیب بسیار مهم می  پروتئین

Taqکه برخی دیگر  حالیدر  باشندیم '5-'3 فعالیت اگزونوکلئاز  ، فاقد

، 78،  77)  هستندانجام فعالیت تصحیحی    قادر به KOD و  Pfu نظیر

توسعه    نوکلوتیدهای  تعداد  ،(Processivity)  پروسسیتیویته  علاوهبه  .(79

مقایسه   در  KOD برای  تربزرگ برابر    5-20 جدایی پلیمراز، از یافته قبل

با فعالیت   همراه ویژگی . این(74،  73،  72،  71) باشدمی  KODو   Pfuبا

ها در گمارش غلط نوکلئوتید شانس  موجب کاهش KOD اگزونوکلئاز

  2-5بالا )نرخ گسترش  علاوه،. به(81، 80) شودیم PCRطی تکثیر 

و کاهش زمان تکثیر    منجر به  Pfuو  Taq   در مقایسه با  KODبرابر(  

در این مطالعه،   ین،بنابرا .(59) شود ی ممقدار معادلی آمپلیکون   تولید

که در با توجه به آن  استفاده گردید.  vp2ژن    تکثیر  این آنزیم برای

تکثیر شده    VP2 PCRمحصول    PCRبرای    DNAاین مطالعه قالب  

ی  هامکان غیر از  با این وجود به  ،(10)  بود  همکارانو    Dadarتوسط  

جانبی ژن،    مناطق  افزوده شده به Histag-6های ی توال کننده ومحدود

  DNA. مقایسه توالی نشددو توالی مشاهده   گونه تفاوتی بین اینهیچ

رسوب یافته در ژن   تکثیر شده در این مطالعه و ژن  VP2ژن    بین

  ( 10)همکاران  و    Dadar( توسط  KC489465شماره اکسشن:بانک )

این مساله موید فعالیت   که  را درون توالی نشان نداد  گونه جهشیهیچ

است. مطالعه حال حاضر   KOD DNAبالای پلیمراز  کنندگیتصحیح

زنده نوترکیب    وکتور  واکسن گرفته برروی تولید  صورت  بررسی  نخستین

بوده   برای کلون کردن ژن کاندید از پاتوژن عفونی ماهی L. lactisاز 

بروز تلفات گسترده در  خصوص گزارشات متعدد دراست، که با توجه 

ها در ایران و سطح جهان، بر آن  یماهدر    IPNVنتیجه آلودگی به  

( از این ویروس  VP2ژنیک )شدیم تا با استفاده از یک پروتئین آنتی

توان  که می  رسدی منظر به حال،تمرکز کنیم. با این عنوان یک مدلبه

جز  ی دیگری بههاژناز این سیستم برای بیان و انتقال خوراکی آنتی

IPNV  ترتیب که برای هر عامل عفونی از طریق   استفاده نمود. به این

 شود و این سیستم به استفاده می  pNZ8150/L. lactisسیستم بیان  

خوراکی    یهاواکسن برای توسعه  پلتفرم جدید یک  عنوانبه طور بالقوه

 ها قابل استفاده خواهد بود. یماهدر  
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