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تولید پروتئین نوکلئوکپسید نوترکیب ویروس برونشیت عفونی طیور 
H120ماساچوست  يسویه

2آبادشاپوريو مسعودرضا صیفی *1قاآمریم مهر

6/8/96: تاریخ پذیرش1/11/95:  تاریخ دریافت

چکیده
به علت ایجاد مشکلات تنفسی با حدت بالا، نفریت، کاهش و هاي ویروسی ماکیان است، که ترین بیماريبرونشیت عفونی یکی از مهم

بیماري درمان این  .کنداسر جهان وارد میتوجهی به صنعت پرورش طیور در سرت خسارات اقتصادي قابلهاي غیرعادي تولید تخم
 الایزاسرولوژیکی از جمله  ياهآزمایش يبه وسیله ایمنیت ضد برونشیت عفونی اکثراً. باشدواکسیناسیون میتنها راه پیشگیري ندارد و 

مثبت به طول  RNAداراي یک رشته ) کروناویریدهي، خانوادهکروناویروسجنس (ویروس برونشیت عفونی طیور . شودسنجیده می
 50تا  43فسفوپروتئین نوکلئوکپسید با وزنکد شده توسط ژنوم ویروس ساختاري هاي یکی از پروتئین. باشدباز میکیلو 6/27

هاي جهت استفاده در کیت کیبنوتر )Nucleocapsid(پروتئین نوکلئوکپسیديمطالعه تهیه این هدف از. باشدمی )KD(کیلودالتون
 1227bpژن مورد نظر با طول  ،ویروساز  RNAبراي این هدف بعد از استخراج . باشدبه عنوان جایگزین ویروس کامل میتشخیصی
يکلون شد و پلاسمید نوترکیب به سویه) pMAL-C2X(سپس این ژن در یک پلاسمید بیانی . تکثیر شدRT-PCRيبه وسیله
Rosetta  باکتريE.coliروش يبه وسیلهنوکلئوکپسیدبیان پروتئین. منتقل شدSDS-PAGE نتایج حاصل از این .بررسی شد

.باشداین پروتئین نوترکیب در سیستم باکتریایی می يبررسی حاکی از بیان با غلظت بالا

ویروس برونشیت عفونی طیور، پروتئین نوکلئوکپسید، بیان: کلمات کلیدي

مقدمه
وافزایش سریع جمعیت بهتوجهباحاضرحالدر.

موردغذاییکه مواد بر آن استسعیغذایی،کاهش منابع
این اساسبر ،شود تأمینتر کم يمردم با هزینهنیاز

 ،باشدمیمرغحیوانی،پروتئینتولیدبرايگزینهبهترین
تبدیلضریببهترینهاآني شدهاصلاحنژادهايزیرا

بدین منظور . دارندرارشدسرعتبالاترینوغذایی
هاي مختلف در تعداد و تراکم بالا در ماکیان از نژاد

این تعداد و . یابندهاي سراسر دنیا پرورش میمرغداري
تراکم بالا در کنار مزایا، معایبی نیز دارد که واگیري 

این بنابر. باشدهاي عفونی یکی از این معایب میبیماري
میزان تلفات ثر بر ؤمهاي بیماري داشتن درك صحیحی از

ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازاي، دانشکدهي حرفهادکتر يآموختهدانش*1
اهواز دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران يگروه پاتوبیولوژي دانشکدهاستاد 2

کیفیت پوسته و کیفیت درونی تخم در صنعت طیور و 
.اهمیت بسیار زیادي دارد

هاي بالایی دستگاه بخش رونشیت عفونیویروس ب
. کندتناسلی را درگیر می-تنفس و گاهی مجاري ادراري

Liu(گزارش شده که تمایل بافتی ویروس تغییر کرده et al. 

اندام تولید بر  معمولاًگذار تخم بیماري در مرغان ). 2006
نارسایی در هچ شدن گذارد که نه تنها منجر به اثر میمثلی 

نیز ها بلکه باعث کاهش کیفیت جوجه ،شودتخم می
تواند موجب توقف کامل تولید تخم یا تولید و میشودمی

هایی با شکل نامناسب نازك و زبر و تخم يتخم با پوسته
Sang(گردد et al. برونشیتواگیري بیماري). 2000

E-mail: mrymehragha@gmail.com)ي مسئولنویسنده(
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درصد گزارش شده در حالی که  100بیش از عفونی 
درصد است اما ممکن  25میزان مرگ و میر آن حدود 

تر، در پرندگان جوان برسددرصد و یا بیش 75است به 
)Anjum 1997 .(

نگرانی  هاي ناشی از تولید ناکارآمد معمولاًخسارت
هاي ناشی از مرگ و میر در بزرگتري نسبت به خسارت

Emikpe(است IBبیماري  et al. 2010 .(IB اولین بار در
در آمریکا به عنوان بیماري حاد تنفسی که  1930سال 
کند، توصیف شدهاي جوان را درگیر میجوجه عمدتاً

)Schalk and Hawn 1931 .(
هاي طیور ایران در سال در گلهIBVاولین شیوع 

Aghakhan(شد گزارش 1994 et al. 1994.(
پرندگان متعلق به ) IBV(ویروس برونشیت عفونی 

باشدمینیدوویرالز  وراستهکروناویریده يخانواده
)Cavanagh شامل  کروناویرینهيخانوادهزیر). 1997

چهار جنس آلفا، بتا، گاما و دلتا کروناویروس است 
)MacLachlan et al. 2011 ( وIBV عنوان یکی از ه ب

-اعضاي مهم این خانواده در جنس گاماکروناویروس طبقه

ها داراي پوشش، کروناویروس. بندي شده است
Pleomorphic نانومتر با زوائد  220- 80و داراي قطر

Siddell(باشند شان میچماقی در سطح 1995 .(
ترین سروتیپ ویروس برونشیت عفونی رایجماساچوست

Seify abad Shapouri(طیور در جهان است et al. 

2002.(
نوع پروتئین ساختاري را 4ویروس برونشیت عفونی 

با وزن مولکولی ) S)Spikeگلیکوپروتئین:کندکد می
200-150kDa پروتئین غشایی ،E  4/12با وزنkDa،

با وزن ) M)integralmembraneگلیکوپروتئین ماتریکس 
Nنوکلئوکپسید پروتئینو فسفو30kDa-20مولکولی 

)Nucleocapsid ( 43-50با وزن مولکولیkDa)Saif

پروتئین نوکلئوکپسید یک فسفوپروتئین متشکل . )1993
به  IBVهاي اسیدآمینه است که در میان سویه 409از 

Williams(است خوبی حفظ شده et al. 1992.(

ژنومی ویروس واکنش RNAبا  نوکلئوکپسیدپروتئین 
همچنین . دهد تا نوکلئوکپسید ویروس ساخته شودمی

ویروسی نقش داشته باشد RNAممکن است در سنتز 
)Compton et al. 1987 .(ًپروتئین نوکلئوکپسید احتمالا 

زایی ویروس نقش دارد و در داخل ویریون در بیماري
گیرد و ارتباط نزدیکی با ژنوم ویروس دارد و با قرار می
هاي ویروسی سلول میزبان و پروتئین يستههاي هپروتئین

Ignjatovic(دهد واکنش می and Sapats 2005 .( پروتئین
ممکن است منجر به پاسخ ایمنی سلولی علیه  نوکلئوکپسید

IBV  شود)Boots et al. 1992.(ژن این پروتئین یک آنتی
هایی باديزاي غالب است که باعث القاي تولید آنتیایمنی

Ignjatovic(شودواکنش متقاطع در تیتر بالا میبا  and 

Galli 1993.( طبق نتایج حاصل از تحقیقات پیشین
ممکن است براي  نوکلئوکپسیدمشخص شده کهکلون ژن 

هاي تولید پروتئین نوترکیب براي استفاده در کیت
Ndifuna(تشخیصی استفاده شود et al. 1998 .( شناسایی

ترین محصول آسان است چون بیش نوکلئوکپسیدپروتئین
زایی ویروس عفونت يپروتئینی مشتق شده در طی پروسه

آل به قابلیت ایجاد یک عامل سرولوژي ایده.باشدمی
Kant(پاسخ ایمنی قوي نیاز دارد  et al. 1992 .(پروتئین-

هاي ژنیکی نوترکیب بیان شده در سیستمهاي آنتی
ات یک هاي حشرپروکاریوتی، مخمري و یا ویروس

مخصوص  يژن پوشانندهتمایل جدید براي ساخت آنتی
Niesters(هاي الایزا شده براي کیت et al. 1986.(

 به این بیماري هفتگی به بعد 3پرندگان جوان از سن 
 يهفته 3بادي مادري پرندگان در شوند زیرا آنتیمبتلا می

برخی از علائم . کنداول زندگی عفونت را کنترل می
رال : کلینیکی بیماري برونشیت عفونی طیور شامل

وقتی مجاري تولید. تنفسی، خفگی، سرفه و عطسه است
مرغ شوند کاهش تولید و کاهش کیفیت تخمثر میأمثلی مت
Ignjatovic(دهدرخ می يدر گله and Sapats 2005 .(

افزایش ترشحات بینی و چشم، کاهش وزن و کاهش 
هاي بیماري استها نیز از نشانهغذا در جوجه بازدهی

)Jakwood et al. 2007 .(ًبه مدت  علائم بالینی معمولا
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این بیماري وقتی که با . کشندروز طول می 10-14
و  اشریشیاکلايهاي باکتریایی ثانویه مثل عفونت

همراه شود مرگ و میر بالایی در پرندگان  مایکوپلاسما
.کندجوان ایجاد می

هاي طیور در ایران واکسنی که به طور عادي در گله
 H120شود، واکسن زنده تخفیف حدت یافته استفاده می

Abdel-Moneim(باشدمی et al. 2006 .( بسیاري از
تیپ  يهاي زندهدهند واکسنها فقط اجازه میکشور

.استفاده شودH120به عنوان مثال ماساچوست
 Grayيویروس برونشیت عفونی سویه Nپروتئین 

در سیستم بیانی باکتریایی بیان و همکارانش  Zhouتوسط 
Zhou(شد  et al. 1996 .(ها به براي بررسی پاسخ جوجه

دست آمده علیه ه بادي بتعیین تیتر آنتی IBVواکسیناسیون 
IBV هاي سرولوژیکی بر اساس ویروس تعدادي از تست

Marquardt(کامل  et al. 1981( پروتئین ،S1)Wang et 

al. 2002 (و پروتئین نوترکیبN)Ndifuna et al. 1998 (
نوکلئوکپسید ژنو همکارانش توالی Breslin. گزارش شده

کروناویروس 3´انتهاي 1غیرترجمه شونده يو ناحیه
بوقلمون را بررسی کردند و گزارش کردند این ویروس 

.نزدیک با ویروس برونشیت عفونی طیور دارد يرابطه
واکسن ویروس برونشیت  يکه سویهبا توجه به این

هاي تجاري در ایران سویه عفونی استفاده شده براي گله
H120ثر ؤهاي تشخیصی ارزان، ماست به کارگیري روش

 و قابل اعتمادتر بر اساس پروتئین نوترکیب این سویه
.باشندمیارزشمند  بسیار

مواد و روش کار
به عنوان منبع ویروس، :RNAاستخراج ویروس و 

این  .تهیه شد H120يواکسن برونشیت عفونی سویه
دوزي بود، که به  2500واکسن به شکل ویال لیوفیلیزه و 

استریل اضافه RPMI1640محیط کشتلیترمیلی5آن 
استفاده  RNAمیکرولیتر از آن براي استخراج  200شد و 

1- Untranslated region(UTR)

RNAکیت استخراج يبه وسیله RNAاستخراج . گردید

)Roachو طبق دستورالعمل کیت و با استفاده از  )، آلمان
در آخرین . هاي موجود در کیت، انجام شدمحلول
خالص  RNAمایع عبوري از فیلتر کیت به عنوان  يمرحله

.آوري شداستریل جمع لیترمیلی 5/1در میکروتیوب
تا پیش از )چند ساعتو  موقتاً(براي نگهداري نمونه

گراد سانتی يدرجه -20در دماي  RT-PCR،RNAانجام 
.نگهداري گردید

Nنوکلئوتیدي ژن  توالیجهت طراحی پرایمر،     

، از بانک ژن IBویروس H120يسویه) نوکلئوکپسید(
NCBI  با شماره دسترسی"AM260960"  استخراج

هاي لازم ، پرایمرPrimer3افزار استفاده از نرمگردید و با 
 RT-PCRاین ژن در  يکدکننده يبراي تکثیر ناحیه

. طراحی شدند
-5: توالی پرایمر مستقیم

GTCGAATTCATGGCGAGCGGTAAGACAA -3
-5: توالی پرایمر معکوس

GTCGTCGACTTACAACTCATTTCTTCCAAGT
GC-3

ردیف نوکلئوتیدي سپس با توجه به توالی این ژن و 
، pMAL-c2Xپلاسمید بیانی پروکاریوتیMCSي ناحیه

به این پرایمرها براي تسهیل کلون محصول در وکتور، 
EcoRوISalيهاي محدود کنندهجایگاه برش آنزیم I

.نیز افزوده شد
براي  RT-PCR، جهت انجام RNAپس از استخراج 

-RTلیوفیلیزه  Master mixاز  Nتکثیر ژن 

PCRAccuPower)Bioneer، استفاده شد) کره جنوبی .
،)20pmol /l(از پرایمر مستقیم lμ1به این منظور مقدار 

lμ1 20(از پرایمر معکوسpmol/l( ،lμ10 ازRNA  و
lμ8 آبDEPC)Diethyl pyrocarbonate(بار تقطیر دو

AccuPowerمخصوص کیت لیترمیلی2/0به میکروتیوپ 

.اضافه شدبود RT-PCR premixکه حاوي 
میکروتیوپ حاوي مواد به مدت  cDNAبراي ساخت 

قرار گرفت پس از این زمان دقیقه در حمام آب گرم 45
 14000rpmثانیه در دور  30به مدت  بمیکروتیو
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 Thermal cyclerسانتریفیوژ شد و بلافاصله در دستگاه 
-RTدمایی استفاده شده در آزمایش يبرنامه.قرار گرفت

PCR براي تکثیر ژنNبراي ساختcDNA  45دماي 
در دماي (سیکل دوم ثانیه،  60گراد به مدت سانتی يدرجه

دناتوره شدن در دقیقه، 5گراد به مدت سانتی يدرجه 95
ثانیه، اتصال  30گراد به مدت سانتی يدرجه 95دماي 

 60گراد به مدت سانتی يدرجه 53پرایمرها در دماي 
 1گراد به مدت سانتی يدرجه 72ثانیه، سنتز در دماي 

و سیکل سوم ) بار تکرار سیکل دوم 35با ثانیه  45دقیقه و 
 5گراد به مدت سانتی يدرجه 72در دماي ) سنتز نهایی(

.باشدمیدقیقه 
با استفاده از کیت  RT-PCRکلونینگ محصول جهت     
TA در ابتدا محصول ،کلونینگRT-PCR  با هدف

هایی همچون باند سازي و بر طرف شدن آلودگیخالص
اضافی تکثیر شده، پرایمرها و سایر مواد موجود، محصول 

 DNAروي ژل آگارز منتقل شد و باند RT-PCRواکنش 
درصد بریده و با  5/1نظر از روي ژل آگارز با طول مورد

کشور  Vivantisژل شرکت استفاده از کیت استخراج از
 PCRمالزي و طبق دستور کیت تخلیص شد و محصول

استخراج شده از ژل آگارز براي کلون در وکتور استفاده 
.شد

، از Nدر این تحقیق به منظور کلونینگ ابتدایی ژن 
 TAکیت )، لیتوانیPTZ57R/T)Fermentasوکتور 

.استفاده شد  Fermentasکلونینگ محصول شرکت
کیت،  يخالص شده به وسیله RT-PCRمحصول 

، آنزیم لیگاز و بافر لیگاز با یکدیگر  PTZ57R/Tپلاسمید 
ساعت انکوباسیون در دماي  1مخلوط شده و پس از 

محیط و سپس به مدت یک شب در یخچال محصول 
که با روش DH5αي سویهE.coliلیگاسیون به باکتري

. پذیرا شده بود، انتقال داده شدکلرید کلسیم
هاي حاصل از پس از ظاهر شدن کلونی

کلونینگ از TAترانسفورماسیون محصول لیگاسیون کیت 
پس از . گري سفید و آبی استفاده شدروش غربال

هاي سفید درجه کلونی 37انکوباسیون شبانه در انکوباتور 

براي تکثیر ها آن يرنگ شناسایی شده و از کلونی اولیه
E.coliباکتري .باکتري و استخراج پلاسمید استفاده شد

لیترمیلی3نوترکیب در داراي پلاسمید DH5αيسویه
37بیوتیک به صورت شبانه در مایع حاوي آنتی LBمحیط 
سپس . با شیک متوسط کشت داده شدگراد ي سانتیدرجه

کیت استخراج  يها به وسیلهپلاسمید نوترکیب از باکتري
.استخراج شد) ، کاناداFeldon(پلاسمید

حاوي ژن کلون شده پس از  PTZ57/R/Tپلاسمید 
استخراج از باکتري در یک واکنش هضم مضاعف تحت 

این .قرار داده شدSal Iو EcoR Iهاي ثیر آنزیمأت
گراد و سانتی يدرجه 37ساعت در  3مخلوط به مدت

 80دقیقه در  5ها به مدت آنزیمسپس براي غیرفعال شدن 
براي اطمینان از صحت . گراد قرار گرفتسانتی يدرجه

میکرولیتر از  3واکنش هضم، کارایی واکنش با الکتروفورز 
-براي خالص.  ید قرار گرفتأیپلاسمید هضم شده مورد ت

از ترکیب با پلاسمید براي انجام  Nسازي محصول ژن 
درصد و  1از ژل آگارز ) کلون کردن(بعدي  ياهآزمایش

مطابق  )Vivantis(کیت استخراج از ژل شرکت ویوانتیس 
العمل شرکت سازنده استفاده گردید و محصول دستور

گراد نگهداري سانتی يدرجه -20خالص شده در دماي 
.شد

به پلاسمید بیانی  Nبراي انجام عمل اتصال ژن 
pMalc2x)New England Biolabsابتدا باید )، آمریکا
و  EcoR Iهاي نیز با استفاده از آنزیمpMalc2xپلاسمید 

Sal I شد تا داراي نواحی انتهایی قابل اتصال به هضم می
. باشد PTZ57Rجدا شده از پلاسمید  Nژن 

خالص شده طبق ترکیبات در  pMalc2xپلاسمید 
قرار داده شد وSal IوEcoR Iهاي با آنزیمشرایط هضم 

 PCRسازي محصول از کیت خالصسپس با استفاده
ژن  میزان. سازي شدخالص)Vivantis(شرکت ویوانتیس

N  و پلاسمید با الکتروفورز تخمین زده شد و فرایند
T4)T4اتصال با استفاده از آنزیم لیگاز  DNA Ligase-

 يدرجه22ساعت در دماي  1مدت هب) فرمنتاز، لیتوانی
گراد سانتی يدرجه 4گراد و سپس یک شب در سانتی
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طبق دستورالعمل آنزیم لیگاز، پس از  .صورت گرفت
سپري شدن زمان فوق براي غیرفعال کردن آنزیم از دماي 

.دقیقه استفاده شد 10مدت گراد بهسانتی يدرجه 65
سپس محصول اتصال با فرض تشکیل پلاسمیدهاي 

E.coliبراي ترانسفورماسیون باکتري  Nحلقوي حاوي ژن

هاي براي غربالگري کلونی. کار رفتبهRosettaيسویه
استفاده PCRباکتري حامل پلاسمید نوترکیب از روش

.شد
-عدد از کلونیIPTG ،3بیان پروتئین با  يالقابراي     

صورت شبانه در ها به هاي مثبت انتخاب شدند کلونی
.سیلین کشت داده شدندمایع حاوي آمپی LBمحیط 

وارد محیط  100/1باکتري به نسبت  يهاي شبانهکشت
LB گردیده ) درصد 2/0(سیلین و گلوکز مایع حاوي آمپی

گراد با چرخش متوسط تا سانتی يدرجه 37و در دماي 
) 6/0حدود  ODبراي رسیدن به (ساعت  5/3حدود 

براي یک نمونه از هر کشت تهیه شد سپس . انکوبه شدند
IPTGهاي باکتري القاي بیان پروتئین به کشت

)isopropyl-B-D-thiogalctopyranoside (اضافه شد.
 .ها اخذ شدپس از گذشت سه ساعت نمونه از کشت

ید پلاسم يحاو يباکتر کهمزمان به عنوان شاهد منفی ی
pMAL-c2X  در حضور  آن يبر رو نیپروتئ انیب القايکه

IPTG، ها در این نمونه. استفاده شد نیز بود دهیاعمال گرد
يتهیه(مورد بررسی قرار گرفتSDS-PAGEآزمایش

 10درصد و10جدا کننده آمید آکریللیتر ژل پلیمیلی 30
بر اساس درصد،  4کننده آمید متراکمآکریللیتر ژل پلیمیلی

تهیه  1992در سال همکاران  وAusubelهاي دستوالعمل
درصد جهت تفکیک  10در این بررسی از ژل . شد

هاي مورد رسوب نمونه.باندهاي پروتئینی استفاده شد
دقیقه با  1محیط کشت حاوي باکتري به مدت (نظر 

دور در دقیقه سانتریفیوژ شد و مایع رویی  14000سرعت 
و همچنین مارکر پروتئینی با حجم ) دور ریخته شد

 10ها به مدت نمونه. مساوي از بافر نمونه مخلوط شدند
براي بارگذاري .ماري جوش قرار گرفتنددقیقه در بن

میکرولیتر از  30تا  20ها، بین ا در داخل چاهکهنمونه

-ها با استفاده از سمپلر به آهستگی در داخل چاهکنمونه

در داخل مخزن بالا و پایین، بافر حرکت . ها تخلیه گردید
سپس الکترود بالایی تانک به قطب . دهنده ریخته شد

منفی و الکترود پائینی به قطب مثبت منبع برق مستقیم 
ولت تنظیم  100و میزان شدت جریان بر روي  وصل شده

.گردید
 4تا  3با این شدت جریان، الکتروفورز در زمانی بین 

با ردگیري مسیر حرکت رنگ  .ساعت انجام شد
الکتروفورز و سرعت آن  يبروموفنل بلو در ژل، نحوه

ترین زمانی که رنگ برومو فنل بلو به پائین. بررسی شد
ید، عمل الکتروفورز خاتمه داده سطح خود در ژل رس

 يبه وسیله SDSآمید حاوي اکریلسپس ژل پلی.)شد
.آمیزي شدکوماسی بلو رنگ

هاي توسط کلونیپروتئینبیان پس از بررسی
ها انتخاب شده و پلاسمید آن با نوترکیب، یکی از کلون

با  Nکیت تجاري خالص شد و جهت تعیین توالی ژن 
pMalc2xپلاسمید ياستفاده از پرایمرهاي ویژه

از دو جهت تعیین توالی ) malEو M13F-20پرایمرهاي (
.گردید

دست آمده با ه هاي بپس از دریافت نتایج، توالی
 4ينسخه CLC Free Workbenchافزاراستفاده از نرم

مورد ارزیابی قرار گرفتند و با توالی مرجع مربوط به ژن 
N يویروس برونشیت عفونی سویهH120 موجود در

مقایسه AM260960دسترسی  يبا شماره NCBIبانک ژن 
هاي احتمالی شدند تا صحت کلونینگ و وجود جهش

.بررسی گردد PCRناشی از 
نوترکیب و کسب نتایج  بعد از اطمینان از بیان پروتئین

با  پروتئینسازي این بعدي خالص يتعیین توالی، مرحله
مراحل  يکلیه. آمیلوز بود-ستون کروماتوگرافی رزین

سازي مطابق با پروتکل راهنماي استفاده از خالص
باکتریایی تعیین  بدین منظور کلون. پلاسمید انجام شد

. کشت داده شد) لیترمیلی 250(توالی شده در حجم زیاد
ها همانند آنچه که قبلاً شرح داده شد، القاء بیان پروتئین

 ، سوسپانسیونIPTGساعت بعد از افزودن  4. گردید
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دقیقه سانتریفیوژ  10به مدت  g6000باکتریایی در دور 
به (گردید و به رسوب باکتریایی بافر ستون اضافه شد 

-میلی 5رسوب باکتري کشت داده شده،  لیترمیلی 80ازاي 

).شدافزوده میبافر ستون  لیتر 
 -20به مدت یک شب در فریزر  این سوسپانسیون    

بعدي جهت  يدر مرحله  .شدگراد منجمد سانتی يدرجه
 9ها باکتري ياز بین بردن استحکام و شکستن دیواره

به منظور سهولت  . مرتبه ذوب و انجماد متوالی انجام شد
ها، قبل ها و جلوگیري از تخریب پروتئینعمل لیز باکتري

از انجام عمل ذوب و انجماد متناوب، موادي نظیر 
نیز به  PMSF، مرکاپتواتانول و X-100لیزوزیم، تریتون 

پس از سانتریفیوژ   .شدندباکتریایی اضافه  سوسپانسیون
دیگري منتقل شده و اقدام به انتقال  يمایع رویی به لوله

مایع   .گردیدآمیلوز  -آن روي ستون کروماتوگرافی رزین
هاي لیز شده که با رویی حاصل از سانتریفیوژ باکتري

 5/0با بافر ستون رقیق شده بود، با سرعت  5به  1نسبت 
لیتر در دقیقه و به صورت قطره قطره روي رزین میلی

سازي، خالص يآخرین مرحله  .شسته شده، اضافه گردید
هاي متصل شده به رزین جدا نمودن و استحصال پروتئین

مولار میلی 10آمیلوز بود که با استفاده از بافر ستون حاوي 
به محض ریختن این محلول، اقدام به   .مالتوز انجام شد

-لیتري درون میکروتیوبمیلی 5/1هاي آوري نمونهجمع

در آخر حضور این پروتئین   .هاي استریل گردید
 SDS-PAGEآوري شده، با هاي جمعنوترکیب در نمونه

.یدبررسی گرد

نتایج
در بسیاري از کشورها صنعت طیور یک صنعت مهم     
-باشد و محصولاتش بخش مهمی از منبع غذاي روزانهمی

قرار دارد که نشان دهنده  B، OIEدر لیست  IBV . اند
ویروس برونشیت  . اهمیت اقتصادي این ویروس است

عفونی عامل یک بیماري حاد تنفسی با واگیري بالا در 
ها با قابلیت درگیر کردن کلیه و مجاري تناسلی جوجه

Cavanagh(است  و در سرتاسر جهان برونشیت ) 1997
ها منجر عفونی طیور با اثرات شدید اقتصادي در جوجه

گذار منجر به کاهش وزن و مرگ و میر و در پرندگان تخم
شود کیفیت میهاي بیبه کاهش تولید تخم و تولید تخم

)Ignjatovic and Sapats 2005 .(
ژن پروتئین نوکلئوکپسید در  حاضر يدر مطالعه    

بر اساس نتایج الکتروفورز   .تکثیر شد RT-PCRآزمایش 
به  DNAبا استفاده از پرایمرهاي طراحی شده یک قطعه 

جفت بازي  200و یک قطعه ) bp(جفت باز 1200طول
 . یابی نشدتر توالیکوچک يولی قطعه( ساخته شده بود

 در مطالعات مشابه نیز دو باند حاصل شده بود از جمله
Tripti  و همکارانش ژنN  ویروس برونشیت عفونی را

 ياز جدایه Nژن  . در سیستم پروکاریوتی بیان کردند
 E.coliو باکتري  PQE30در وکتور  IBVمحلی ویروس 

 45و  52دو باند  SDS-PAGEآنالیز  . کلون و بیان شد
تر شود پروتئین کوچکتصور می  .کیلودالتونی را نشان داد

 پروتئین کامل یا توقف زود هنگام ترجمه ياز تجزیه
جفت بازي با 1200که تولید قطعه  )منشا گرفته است

).1تصویر (خوانی داشت نتیجه قابل انتظار هم

روي ژل آگارز RT-PCRمحصول : 1 شکل
RT-PCR محصول -1

100bpمارکر وزن مولکولی  -2

در پلاسمید  Nبه منظور تایید صحت کلونینگ ژن     
pTZ57RT  و اطمینان از عدم بروز جهش در این ژن در

-ژن کلون شده در یکی از کلونی ي، قطعهPCR يمرحله



آبادشاپوريقا و مسعودرضا صیفیآمریم مهر

1397، تابستان 2مجله دامپزشکی ایران، دوره چهاردهم، شماره 100

دست آمده ه بر اساس توالی ب.هاي سفید تعیین توالی شد
 يمشخص شد که قطعهو پس از آنالیز توسط بلاست 

باشد و هیچ می IBویروس  Nتکثیر شده مربوط به ژن 
همچنین محل . روي نداده است PCRجهشی در اثر 

 بالا دست ژن کاملاً يبرش آنزیمی وکدون آغاز در ناحیه
 18يدر فاصله .درست و در قاب ترجمه پروتئین بود

نوکلئوتید پس از آخرین کدون، توالی محل برش آنزیم 
SalI  متعلق به پلاسمید وجود داشت که ازآن براي برش

. ژن و انتقال آن به پلاسمید بیانی استفاده شد
در مقایسه با زمان  IPTGباکتري نوترکیب در معرض 

ی جدید در محدوده ، حاوي پروتئینIPTGپیش از افزودن 
که با وزن مولکولی قابل  کیلودالتون بود 97تا  70بین 

با احتساب (براي پروتئین بیان شده ) KDa5/87(انتظار 
ن براي وکیلودالت 5/42و  Nکیلو دالتون براي پروتئین  45

MBP (خوانی داردهم.

-SDSبا  MBP-Nبررسی بیان پروتئین نوترکیب: 2تصویر 

PAGE
گر باکتري حاوي پلاسمید ترتیب نشانه ب -6تا 1هاي ستون

IPTGقبل و بعد از افزودن  pMAL-Nنوترکیب 

باند پروتئین 5مارکر پروتئینی با -7

سازي در این مطالعه از رزین آمیلوز جهت خالص
آمیلوز شکل متفاوتی از . نوترکیب استفاده شدNپروتئین 

چون پلاسمید مورد استفاده در این تحقیق . مالتوز است
(pMAL-c2X)  یک پروتئین متصل شونده به مالتوز

)MBP(  در انتهاي آمینی پروتئین نوترکیب بیانی اضافه

هاي فیوژن پروتئین"توان کند، از این طریق میمی
-MBP("تولیدي N(آمیلوز، جذب و از -را با کمک رزین

. جدا نمود E.coliهاي سایر پروتئین
آوري شده با هاي جمعحضور پروتئین در فرکشن

. مورد بررسی قرار گرفتSDS-PAGEاستفاده از آزمایش 
به طور کلی نتایج این آزمایش حاکی از خالص شدن 

 97تا  70بین  يدر محدوده نوترکیب مطلوب پروتئین
 5/87(که با وزن مولکولی قابل انتظار  کیلودالتون بود

.خوانی داردبراي پروتئین بیان شده هم) کیلودالتون
هاي تصاویر مربوط به الکتروفورز تعدادي از فرکشن

نوترکیب در تصویر زیر ارائه  متوالی خالص شده پروتئین
.شده است

پروتئین خالص یمتوال هايالکتروفورز فرکشن: 3تصویر 
آمیلوز –شده با ستون کروماتوگرافی رزین

هاي متوالی پروتئین خالص شدهفرکشن: 7تا  1هاي ستون

بحث 
ها براي ترین روشمناسب ELISAوHIهاي تست

روش  ELISAآزمایش . هاي سرولوژي هستندبررسی
ها تیتر سرولوژي حساسی است و نسبت به سایر تست

Mockett(دهد تري میبادي بالاتر و واکنش بیشآنتی and 

Darbyshire محبوبیت روش الایزا در شرایط ). 1981
مزرعه ناشی از آسانی، سرعت، قیمت کم و امکان آزمایش 

مناسب،ژنداشتن آنتی. چندین نمونه در یک زمان است
در دسترس، ارزان قیمت و قابل اعتماد از ضروریات این 

هاي تجاري الایزا که در کیت. گرددروش محسوب می
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-س کامل به عنوان آنتیاز ویرو باشند، معمولاًدسترس می

سازي ویروس خیلی گران خالص. کنندژن استفاده می
. است و مهارت و امکانات زیادي نیاز دارد

در رابطه با بیماري برونشیت عفونی طیور، از آنجایی 
هاي درصد تشابه بین سویه IBV-N ،94-99که پروتئین 

Huang(مختلف این ویروس دارد  et al. 2004 ( داراي و
Ignjatovic(باشد زایی بالایی نیز میقدرت ایمنی and 

Galli هاي ، این پروتئین کاندید مناسبی براي تست)1993
تشخیصی براي ارزیابی پاسخ واکسیناسیون و تشخیص 

کارگیري این ه ب يلازمه. باشدعفونت با ویروس می
پروتئین در موارد ذکر شده وجود پروتئین به صورت 

باشد که تحقیق حاضر با این ا غلظت بالا میخالص و ب
دست ه بخشی بهدف اجرا گردید که نتایج بسیار رضایت

.آمد
Zhou  و همکارانش ژنN  ویروس برونشیت عفونی

را در سیستم بیانی باکتریایی و وکتور  Grayيسویه
pQE8  بیان نمودند و پروتئینN  50خالص شده با وزن 

دست آمده را در آزمایش وسترن بلات ه کیلودالتون ب
-نوترکیب با سرم حاوي آنتی Nاستفاده کردند و پروتئین 

.واکنش داد IBVبادي ضد 
Zhang  و همکارانش یک آزمایش الایزا بر اساس

پروتئین نوکلئوکپسید به دست آمده از طریق بیان در
E.coli يسویهLM194در این مطالعه . ، طراحی کردند

ویروس برونشیت عفونی که در چین  Xيویهس Nژن 
 Nجدا شده در سیستم پروکاریوتی بیان و پروتئین 

نوترکیب با استفاده از ستون کروماتوگرافی نیکل خالص 
و وسترن  SDS-PAGEدست آمده در ه پروتئین ب. گردید

کیلودالتون داشت، به علاوه یک  50بلات وزنی حدود 
کیلودالتونی و چند باند پروتئینی با وزن  46باند تقریباً

.تر نیز مشاهده شدکم
Gibertoni  و همکارانش ژنN يسویهM41  ویروس

برونشیت عفونی را پس از کلون کردن در مخمر 

با (بیان کردند و پروتئین نوترکیب  ساکارومایسز سرویسه
سازي را پس از خالص) کیلودالتون 5/49وزن مولکولی 

براي ) Y-N-ELISA(استفاده در آزمایش الایزا  براي
نتایج  هبه کار بردند و با توجه ب IBVعلیه Abتشخیص 

دست آمده گزارش کردند که این آزمایش یک روش ه ب
 -در سرم Abسریع، حساس و اختصاصی براي تشخیص 

. باشدهاي تجاري الایزا میدر مقایسه با کیت IBVهاي 
هاي الایزاي تجاري و کیت Y-N-ELISAهمبستگی بین 

Gibertoni(باشد دار مییبود که معن 9188/0 et al. 2005.(
ژن نوکلئوکپسید پس از کلون شدن حاضر در تحقیق 

ود که ب 200bpو  1200هاي داراي دو باند به اندازه
تر مربوط به کوچک يعلت وجود قطعه احتمالاً

-شده میغیراختصاصی عمل کردن پرایمرهاي طراحی 

که هدف کلون در این پژوهش با توجه به این .باشد
در  موجود کردن کل ژن نوکلئوکپسید بود و محدودیت

طراحی پرایمرها این احتمال هست که اتصال به توالی 
تر مشابه دیگري نیز رخ داده که باعث ایجاد باند کوچک

از روي ژل آگارز  1200bpشده، به همین علت فقط باند 
سازي شد و با تعیین توالی از صحت کلون خالص بریده و

 يدست آمد و در ادامهه ژن مورد نظر اطمینان خاطر ب
.نظر استفاده گردیدتک باند مورداز پژوهش

پس از طی مراحل شرح داده شده، صحت کلون و بیان  
در . یید شدأسازي پروتئین تژن نوکلئوکپسید و خالص

به  Nخلاف مطالعات گذشته پروتئین این پژوهش بر
پروتئینی  MBPچه اگر. بیان شد MBPصورت فیوژن با 

 است اما مزیت آن این) کیلودالتون 5/42(بزرگ  نسبتاً
هاي متصل به سازي پروتئینخالص يست که هزینها

MBP هاي داراي سازي پروتئینخالص يتر از هزینهکم
شده در مطالعات استفاده (هگزا هیستیدین  يدنباله

.باشدمی) گذشته
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Abstract
Infectious bronchitis (IB) is one of the most important viral diseases of poultry that causes 

significant economic loses to chicken industry worldwide. Infectious Bronchitis Virus causes 
a contagious and acute respiratory disease. Some nephrotropic serotypes of IBV cause 
nephritis. IBV is responsible for decrease of egg production and laying abnormal eggs. IB has 
no treatment and the only way to protect the chicken flocks is vaccination against the virus. 
Immunity to IBV has most often been assessed using serological assays; like enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA).IBV (genus Gamacoronavirus, family Coronaviridae) 
contains a 27.6 kb single stranded positive sense RNA. The genome encodes three major 
structural proteins; the spike (S) glycoprotein, the integral membrane glycoprotein (M), and 
the 43 to 50 kDa nucleocapsid (N) phosphoprotein. The aim of this study was to prepare 
recombinant nucleocapsid protein. For this purpose after RNA extraction the corresponding 
gene with a length of 1227 bp was amplified by RT-PCR. Then this gene cloned into 
expression plasmid (pMAL-C2X) and recombinant plasmid was transferred to strain Rosetta 
of E.coli. Expression of protein N was detected by SDS-PAGE. The results of this study 
showNucleocapsid recombinant protein could be expression whit high concentration in 
bacterial system.
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