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ید ویروس برونشیت سبادي مونوکلونال بر ضد پروتئین نوکلئوکپ تولید آنتی
)IBV(عفونی ماکیان 

3و مریم مهرآقا2مسعود قربانپور، 2آبادشاپوري، مسعودرضا صیفی*1بهاره رامش
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چکیده 
. باشدزاي ویروسی بسیار مهم است که داراي چندین سروتیپ میطیور یکی از عوامل بیماري) IBV(ویروس برونشیت عفونی 

پروتئین نوکلئوکپسید . هاي ناشی از این ویروس از طریق واکسیناسیون و تشخیص سریع بیماري قابل انجام استثر عفونتؤکنترل م
IBV)N (بادي هاي تشخیصی و تولید آنتیهاي ساختمانی حفاظت شده این ویروس است که براي طراحی کیتیکی از پروتئین

در  H120واکسن  يویروس برونشیت عفونی طیور سویهNپروتئین حاضر  يدر مطالعه. منوکلونال مورد توجه قرار گرفته است
Escherichiaباکتري coli 2. بادي منوکلونال مورد استفاده قرار گیردژن براي تولید آنتیعنوان آنتیه بیان و سپس خالص گردید تا ب 

ها با پروتئین طبیعی ویروس در کردند تولید و واکنش آننوترکیب را شناسایی می Nکه پروتئین ) 6C3و  1F9(بادي منوکلونال آنتی
در مایع آلانتوئیک تخم مرغ تلقیح  Nقادر به شناسایی پروتئین بادي هر دو آنتی. مونودات بررسی گردیدهاي وسترن بلات و ایآزمایش
همچنین قادر به  1F9بادي آنتی. مثبت بود 1F9بادي در آزمایش وسترن بلات بودند اما در آزمایش ایمونودات تنها آنتی IBVشده با 

داراي کاربرد تشخیصی بادي منوکلونال آنتیاین رسد نظر میه ب. در آزمایش ایمونودات بود QXIBVو  4/91هاي شناسایی سویه
.باشد

نوکلونالمباديویروس برونشیت عفونی طیور، پروتئین نوکلئوکپسید، بیان پروتئین، آنتی: کلیديکلمات 

مقدمه 
بیماري برونشیت عفونی یک بیماري ویروسی تنفسی .

العاده واگیر در ماکیان، با گسترش جهانی است  حاد و فوق
-هاي بسیاري را بر صنعت طیور تحمیل میکه خسارت

اهمیت اقتصادي این بیماري، کاهش  يدلیل عمده .کند
و همچنین  هاي ثانویه توزن، افزایش احتمال بروز عفون
اي که  گونهمرغ است، به کاهش میزان و کیفیت تولید تخم

خسارات اقتصادي ناشی از کاهش تولید توسط این 
تلفات  .تر از تلفات این بیماري است ویروس خیلی مهم

شود و  مشاهده می) هفتگی 2-6(اغلب در سنین پایین 
هاي ثانویه  تر در اثر عفونتمرگ در سنین بالاتر بیش

همچنین، برخی . دهد ریایی مجاري تنفسی رخ میباکت

ي دامپزشکی، دانشگاه شهیدشناسی، دانشکدهدکتراي تخصصی میکروب يآموختهانشد*1
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازاستاد گروه پاتوبیولوژي، دانشکده2
دانشگاه شهید چمران اهواز ،دامپزشکی يدانشکده، ايحرفهدکتراي  يآموختهانشد3

هاي این ویروس باعث ایجاد ضایعات شدید کلیوي  سویه
.ایجاد کنند درصد 30توانند تلفات بالاي  شوند که می می

العاده واگیر بیماري برونشیت عفونی و وجود  ماهیت فوق
هاي مختلف ویروس عامل این بیماري باعث  سروتیپ

تگیري و کنترل آن شده اسد پیشپیچیده شدن فرآین
)Cavanagh and Gelb 2008, Cavanagh and Naqi 

 Infectious(ویروس عامل برونشیت عفونی .)1997

Bronchitis Virus; IBV ( متعلق به جنس گاما
ژنوم آن .کروناویریده است يکروناویروس، از خانواده

اي مثبت با طول حدود  رشته تک RNAشامل یک قطعه 
پروتئین اصلی ویروس را کد  5کیلو باز است که  5/27

:E-mailچمران اهواز dvm.ramesh@yahoo.com)مسئول ينویسنده(
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ها شامل چهار پروتئین ساختمانی  این پروتئین. کند می
و غشایی)S(اسپایک،)N(نوکلئوکپسید،)M(ماتریکس

)E( و آنزیمRNAمراز پلی)pol( یک پروتئین عنوان ه ب
.Jackwood et al(باشندمیغیرساختمانی  2012.(

 409وپروتئین متشکل از پروتئین نوکلئوکپسید یک فسف
به خوبی حفظ  IBVهاي است که در میان سویهاسیدآمینه 

Williams(است شده et al. 1992 .( بررسی توالی
از آمریکا، هلند،  IBVسویه مختلف  27از  Nپروتئین 

ها بیش سعربستان سعودي و ژاپن نشان داد که این ویرو
 Nهاي پروتئین درصد تشابه در سطح اسید آمینه 94از 

Zwaagstra(داشتند  et al. 1992.(
سروتیپ از این ویروس در جهان  50کنون بیش از تا

هاي یک سروتیپ تا  شناخته شده است و حتی بین جدایه
.Lee et al(شود ژنی مشاهده می حدي اختلاف آنتی

در ژنوم  و نوترکیبی موتاسیونبروز که به دلیل  )2003
هاي ناشی ازتشخیص عفونت.بزرگ این ویروس است

IBV  بر مبناي علائم بالینی، جداسازي ویروس، جستجوي
بررسی حضور ، RT-PCRژنوم ویروس با استفاده از 

هاي  ژن ویروس و شناسایی آنتیهاي اختصاصی ضدپادتن
). Ignjatovic and Sapats 2000(د گردانجام میویروسی

هاي ویروس در  ژن معمولاً براي بررسی مستقیم آنتی
بادي مانند  آنتی يپایههایی بر از روشها، بافت

شود که به  استفاده میایمونوپراکسیدازایمونوفلورسانس و
-هاي غیراختصاصی معمولاً تفسیر این آزمون دلیل واکنش

ه بIBVهاي مونوکلونال ضد بادي آنتی .ها دشوار است
توانند در امر  بادي ضد پروتئین نوکلئوکپسید میویژه آنتی

پروتئین نوکلئوکپسید . تشخیص بسیار مفید واقع گردند
شده و  العاده حفاظت فوقIBVهاي مختلف  در میان سویه

این  ،بر این اساس. است زانیاز سوي دیگر بسیار ایم
ژنی معتبر در  عنوان یک منبع آنتیتواند به پروتئین می

همچنین . طراحی آزمایش الایزاي غیرمستقیم استفاده شود
بادي  ردیابی آنتی هدفاطراحی الایزاي رقابتی ب منظوربه

ژن این و ردیابی آنتی IBVهاي مختلف  ضد سروتیپ
بادي  توان از آنتیهاي بالینی میویروس در نمونه

.Chen et al(ستفاده نمود ا Nمونوکلونال ضد پروتئین 

2003, Wainright et al. بنابراین با توجه به ). 1989
بادي ضد آن در امر اهمیت پروتئین نوکلئوکپسید و آنتی

-بادي تهیه و ارزیابی آنتی ،تشخیص، هدف از این مطالعه
باشد تا در آینده می NIBVهاي مونوکلونال ضد پروتئین 

هاي تشخیص و ساخت کیتها براي طراحی  بتوان از آن
.شودستفاده اهاي ناشی از این ویروس عفونت

مواد و روش کار
تولید پروتئین نوکلئوکپسید نوترکیب

Escherichiaباکتري  ییک کلون coli،يسویهRoseta 
داراي ژن پروتئین  pMAL-c2xکه حاوي پلاسمید 

در  و قبلاًبودزوج باز  1227با طول IBVنوکلئوکپسید 
، )منتشر نشده(دانشگاه شهید چمران اهواز تهیه شده بود 

µg/ml100مایع حاوي  LBصورت شبانه در محیطبه
روز بعد، مقداري از این . کشت داده شدسیلین آمپی

مایع حاويLBوارد محیط 1:100کشت شبانه به نسبت 
µg/ml100 گردید و در  گلوکز  درصد 2/0سیلین و آمپی
گراد کشت داده شد تا کدورت  سانتی يدرجه 37دماي 

براي القاء بیان . رسید 5/0به  600موج  محیط در طول
مولار میلی 1به میزان IPTGپروتئین به کشت باکتري

ساعت  4تا IPTGاضافه شد و کشت باکتري در حضور
صورت ه نوترکیب که بدر ادامه پروتئین. ادامه یافت

 Maltose(فیوژن با پروتئین متصل شونده به مالتوز 

binding protein; MBP ( تولید شده بود با استفاده از
و شد ستون کروماتوگرافی حاوي رزین آمیلوز خالص 

Bradford(آن با روش برادفورد تعیین گردید غلظت

1976, Harlow et al. 1988(.

 –MBPبادي منوکلونال ضد پروتئین فیوژن تولید آنتی
)MBP-N(نوکلئوکپسید

هفته، هر  6با سن Balb/cنژاد  يسه سر موش ماده
میکروگرم از  50با  35و 14صفر، هاي بار در روز 3یک 

یکسان حجمی که به نسبت  خالص شدهMBP-Nپروتئین 
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از طریق داخل ،مخلوط شده بودبا ادجوانت فروند 
در تزریق اول از ادجوانت فروند . صفاقی تزریق شدند

کامل و در دو تزریق بعدي از ادجوانت فروند غیرکامل 
 داراي 45روز دریکی از این حیوانات که. استفاده شد

 آزمایشدر MBP-Nبادي ضد پروتئین بالاترین عیار آنتی
.بادي منوکلونال انتخاب شدبود براي تولید آنتیالایزا 

هاي آن با روش برداشت طحال و استحصال لنفوسیت
.Ausubel et al(مرسوم  ها مورد و سلول شد انجام) 1992

عدد از  108بعد  يدر مرحله. شمارش قرار گرفتند
هاي میلوماي موشی عدد از سلول 107هاي طحال با سلول

SP2/0 میلی 1مخلوط شدند و ادغام سلولی با استفاده از-

) ، آلمانRoche(درصد 150050گلیکولاتیلنپلیلیتر 
ایده (RPMIهاي ادغام شده در محیط سلول. انجام شد

)Gibco(سرم جنین گاو درصد 10حاوي) زیست، ایران
100(هیپوگزانتین شامل) ، آمریکاHAT)Sigmaو  µM( ،

0.4(آمینوپترین µM(تیمیدین و)16 µM( مخلوط و
-ایی داراي سلولحفره 96سپس در چندین میکروپلیت 

. توزیع شدند) سلول در هر حفره 104(هاي تغذیه دهنده 
هاي مرسوم از طریق هاي تغذیه دهنده با روشسلول

صفاق چند سر موش غیر ایمن تهیه  يشستشوي حفره
 يدرجه 37روز در انکوباتور  5ها به مدت پلیت. شدند
در روز . شدند نگهداريCO2درصد5گراد واجد سانتی

از محیط  lμ100روز  2هر  يپنجم و سپس به فاصله
 lμ100جاي آن ه کشت داخل هر حفره برداشت و ب

پس از  .افزوده شد HATمحیط کشت جدید داراي 
، HT)Sigmaهفته محیط کشت حاوي2گذشت حدود 

100(هیپوگزانتینشامل ) آمریکا µM ( تیمیدینو)16

µM ( جایگزین محیط دارايHATتعویض . گردید
درصد 50تا  10هاي هیبریدوما که سلولمحیط تا زمانی

هیبریدوماهاي رشد . سطح حفره را بپوشانند ادامه یافت
در محیط  Nبادي ضد پروتئین آنتی یافته از نظر ترشح

هیبریدوماهاي مثبت . کشت با روش الیزا غربالگري شدند
-همسانهبار مورد  3شده در آزمایش غرباگري هر یک 

قرار گرفتند تا از منوکلونال بودن جمعیت سلولی  سازي

.Ausubel et al(هر هیبریدوما اطمینان حاصل گردد 

1992.(

آزمایش الیزا
با  نوترکیب MBP-Nابتدا پروتئین  ،این آزمایشدر 
کربنات (در بافر پوشاننده لیتر در میلی میکروگرم2غلظت 
مولار  034/0کربنات سدیممولار و بی016/0سدیم 

6/9=pH( میکرولیتر در حفره در  50رقیق شد و به میزان
. ریخته شد) ایران ،کاریزمهر(حفرات یک پلیت الیزا 

. ساعت در یخچال قرار داده شد 15سپس پلیت به مدت 
درصد  05/0حاوي  PBSبافرپس از سه مرتبه شستشو با 

براي بلوك کردن حفرات پلیت به ، )PBS-T(20توئین 
میکرولیتر از محلول شیرخشک 300ازاي هر حفره، 

)Skim milk powder (5 تهیه شده در  درصدPBS-T 
ساعت در دماي  2اضافه گردید و پلیت به مدت

پلیت پس از این مدت، مجدداً  .آزمایشگاه قرار گرفت
هاي بعد سرم يدر مرحله. قرار گرفتشستشو مورد 
سرم در  2000/1و  200/1هاي رقت(هاي ایمن شده موش

PBS-T یا مایع محیط و) درصد شیرخشک 2حاوي
به )صورت رقیق نشدهه ب(هاي هیبریدوما کشت سلول

پس از . یکرولیتر به هر حفره اضافه گردیدندم 50میزان 
یک ساعت نگهداري در دماي آزمایشگاه، پلیت سه مرتبه 

بعد کونژوگه  يدر مرحله. شستشو گردیدPBS-Tبا 
 Goat Anti-mouse IgG(موش  IgGضد پراکسیداز

proxidase()Komabiotechبه نسبت )، کره جنوبی
درصد شیرخشک رقیق  2حاوي PBS-Tدر  4000/1

. میکرولیتر اضافه شد 50گردید و به هر حفره به میزان 
پس از یک ساعت نگهداري در دماي آزمایشگاه،  مجدداً

–سپس محلول کروموژن. پلیت مورد شستشو قرار گرفت

میکرولیتر  50به میزان ) H2O2-متیل بنزیدینتترا(سوبسترا
مدت ده دقیقه در ه به تمام حفرات اضافه شد و پلیت ب

در نهایت  .تاریکی در دماي آزمایشگاه قرار داده شد
میکرولیتر محلول اسید  50واکنش با اضافه کردن 

مولار متوقف شد و پلیت با استفاده از  1کلریدریک 
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نانومتر  450الایزا در طول موج  يکنندهدستگاه قرائت
، در هیبریدوماهاي مثبت شده در این آزمایش.  شد قرائت

مورد  MBPآزمایش الیزاي دیگر با استفاده از پروتئین یک
بادي منوکلونال با بررسی قرار گرفتند تا از واکنش آنتی

.اطمینان حاصل گردد Nپروتئین 

Nهاي مونوکلونال با پروتئین باديبررسی واکنش آنتی

ویروس با آزمایش وسترن بلات طبیعی
مایع آلانتوئیک تخم  ،براي انجام آزمایش وسترن بلات

موسسه رازي، (H120IBVيهاي تلقیح شده با سویهمرغ
هایی که هیچ ویروسی مرغتخمکیو نیز مایع آلانتوئ) ایران
-در یک ژل پلی) شاهد منفی(ها تلقیح نشده بود به آن

درصد در حفرات جدا الکتروفورز شده و  10اکریلآمید 
ها از ژل به غشاي نیتروسلولز انتقال داده سپس پروتئین

به مدت یک  غشاي نیتروسلولز ،بلوك شدن براي. شدند
در  PBS-Tدر  درصد 5شب در محلول شیرخشک 

در روز بعد غشاي نیتروسلولز سه .یخچال قرار داده شد
پس از شستشو، قطعات . شستشو گردیدPBS-Tمرتبه با 

نتوئیک لاو مایع آغشاي نیتروسلولز مربوط به ویروس 
هاي باریکی برش صورت نواره فاقد ویروس هر یک ب

سپس مایع محیط کشت هر یک از . داده شدند
طور جداگانه با یک ه هیبریدوماهاي مثبت شده در الیزا ب

 1مدت ه نوار واجد ویروس و یک نوار فاقد ویروس ب
بعد از اتمام این . مجاور گردید ،ساعت و روي شیکر

اول انجام شد و نوارها  يشستشو همانند مرحلهمرحله، 
 IgGساعت در محلول کونژوگه پراکسیداز ضد  1به مدت 
درصد  2حاوي  PBS-Tدر  2000/1رقت (موش 

پس از انجام . بر روي شیکر قرار داده شدند) شیرخشک
و یک مرحله  PBS-Tمرحله شستشو با  2شستشو شامل 

ول ظهور قرار داده ، نوارها در محلPBSشستشوي نهایی با 
Aمحلول ظهور از مخلوط کردن دو محلول  .شدند

 10گرم کروموژن آلفا کلرونفتول در میلی 30حاوي (
H2O2میکرولیتر  100حاوي (Bو ) لیتر متانول سردمیلی

بلافاصله قبل از مصرف ) PBSلیترمیلی 50درصد در  30

ظهور به مدت  براينوارهاي نیتروسلولز . گردیدتهیه 
دقیقه در این محلول قرار داده شده و در آخر با  15-10

. شدندآب معمولی شسته 

Nهاي مونوکلونال با پروتئین باديبررسی واکنش آنتی

با آزمایش ایمونودات  طبیعی
میکرولیتر از مایعات آلانتوئیک حاوي هر  10میزان 

QXو) هلند، H120 ،4/91)Intervetهاي سویهیک از

میکرولیتر  10و  IBV)جدا شده از طیور بیمار در اهواز(
روي یک  )منفی شاهد(از مایع آلانتوئیک فاقد ویروس 

پس از خشک شدن  .قطعه غشاي نیتروسلولز منتقل شدند
 3غشاي نیتروسلولز به مدت  ،ك شدنوها، براي بللکه

قرار   PBS-Tدرصد در  5ساعت در محلول شیرخشک 
ك کردن، سه بار وبل يبا پایان یافتن مرحله. گرفت

در . صورت گرفت PBS-Tبا ) دقیقه 5هر بار (شستشو 
بعد مایع محیط کشت هر یک از هیبریدوماهاي  يمرحله

طور جداگانه با یک ه مثبت شده در الیزا و وسترن بلات ب
لکه واجد  3(قطعه غشاي نیتروسلولز داراي هر چهار لکه 

ساعت و  1مدت ه ب) اقد ویروسویروس و یک لکه ف
بعد از اتمام این مرحله سایر . مجاور گردید ،روي شیکر

با این تفاوت  مراحل آزمایش مانند وسترن بلات انجام شد
-ظهور از کروموژن دي يکه در این آزمایش در مرحله

.آمینوبنزیدین استفاده گردید

نتایج
بررسی بیان پروتئین نوکلئوکپسید

مشخص شده است، باکتري 1شکل گونه که در همان
در مقایسه با زمان پیش از افزودن  IPTGدر معرض 

IPTG97تا  71بین  ي، حاوي پروتئینی جدید در محدوده 
 5/87(که با وزن مولکولی قابل انتظار ،کیلودالتون بود

 45با احتساب (براي پروتئین بیان شده ) کیلو دالتون
کیلودالتون  5/42ن نوکلئوکپسید و کیلودالتون براي پروتئی

سازي پروتئین خالص براي.خوانی داردهم) MBPبراي 
N آمیلوز شکل . نوترکیب از رزین آمیلوز استفاده شد
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هرا ب MBPتواند پروتئین متفاوتی از مالتوز است که می
پروتئین نوترکیب  4در ستون  1شکل. خود جذب کند

-رزین آمیلوز را نشان می سازي شده با استفاده ازخالص
سازي و انجام الکتروفورز در ژل پس از خالص.دهد
ه بسازي شده امید پروتئین نوترکیب خالصاکریلپلی

هاي با وزندو باند پروتئینی نزدیک به یکدیگر صورت 
.مشاهده گردید کیلودالتون 80و  87ملکولی حدود 

سازي آن و خالصMBP-Nبررسی بیان پروتئین نوترکیب :1شکل 
SDS-PAGEبا 

باکتري حاوي  ،گر مارکر پروتئینیترتیب نشانه ب4تا1هاي ستون
باکتري حاوي پلاسمید ، IPTGاز افزودن پلاسمید نوترکیب قبل 

.باشندو پروتئین خالص شده می IPTGاز افزودن پسنوترکیب 

نوترکیب Nشده با پروتئین  هاي ایمنارزیابی موش
، 45ها در روزهاي صفر و گیري از موشخون پس از

بادي ضد پروتئین هاي سرمی از نظر میزان آنتینمونه
نتایج . نوترکیب با آزمایش الیزا مورد بررسی قرار گرفتند

. نشان داده شده است 1حاصل از این آزمایش در جدول
موش در روز صفر در  3سرم هر  )OD(نوري يدانسیته

عنوان ه ب(سرم  يي بافر رقیق کنندهنور يحد دانسیته
بادي ضد بود و این حیوانات فاقد آنتی) شاهد منفی

نوري  يدانسیته 45پروتئین نوترکیب بودند اما در روز 
 2000/1و  200/1هاي هاي تلقیح شده در رقتسرم موش

بنابراین در هر سه . به شکل قابل توجه افزایش یافته بود
موش تلقیح شده پاسخ ایمنی مطلوبی در برابر پروتئین 

سرم موش شماره یک . نوکلئوکپسید برانگیخته شده بود
 نوري نسبتاً يدر مقایسه با دو موش دیگر داراي دانسیته

بادي بالاتري بود و در نتیجه این حیوان براي تولید آنتی
.منوکلونال انتخاب گردید

در آزمایش الیزا MBP-Nهاي ایمن شده با پروتئین نوترکیب سرم موش )OD(نوري يدانسیته:1جدول 

ر       صفدر روز ODسرمیهاينمونه
)200/1رقت (

OD  45در روز
)2000/1رقت ()200/1رقت (

108/016/286/1موش 
209/081/167/1موش 
307/073/155/1موش 

شده هاي منوکلونال تولیدباديهاي هیبریدوما و ارزیابی آنتیسلول يتهیه
پس از برداشت طحال موش ایمن شده با پروتئین 

MBP-N با هاي میلوماا سلولبهاي آن و ادغام سلول
ایی حفره 96پلیت  5مجموع حفرات ، از PEGاستفاده از 

هاي ادغام یافته مورد کشت سلولی که براي کشت سلول
 172هاي هیبریدوما در استفاده قرار گرفتند رشد کلون

درصد سطح  50تا  10هنگامی که . حفره مشاهده گردید

هاي هیبریدوما پوشیده شد مایع رویی حفره با سلولهر 
با آزمایش Nضد پروتئین باديها از نظر وجود آنتیسلول

هیبریدوماهایی که مایع . الیزا مورد بررسی قرار گرفتند
نواکنش مثبت و با پروتئی MBP-Nها با پروتئین رویی آن

MBP عنوان هیبریدوماي تولیدهواکنش منفی داشت ب-
و هیبریدوماهایی که  Nبادي ضد پروتئین آنتی يندهنک
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عنوان هپروتئین واکنش داشت بها با هر دو مایع رویی آن
 MBPبادي ضد پروتئین آنتی يندهنهیبریدوماي تولید ک

بر این اساس از میان تمام حفرات داراي . محسوب شدند
يحفرهدر دو Nي ضد پروتئین دباهیبریدوما وجود آنتی

1F9  6وC3 سازيهمسانهبار  3پس از . نشان داده شد، 
دوماها از یاین هیبر طده توسبادي منوکلونال تولید شآنتی

بلات طبیعی با آزمایش وسترن Nنظر واکنش با پروتئین 
بر اساس نتایج این آزمایش . مورد بررسی قرار گرفت

وکلونال تولید شده پروتئینی نمبادي آنتیهر دو ) 2شکل(
در مایع آلانتوئیک واجد را کیلودالتون  45حدود به وزن

اما فاقد هر نمودند،  شناساییویروس برونشیت عفونی 
در . گونه واکنشی با مایع آلانتوئیک شاهد منفی بودند

-منوکلونال تولید شده با سویههايباديادامه واکنش آنتی
دات ایمونوبا آزمایش  QXIBVو  H120 ،4/91هاي 

بادي نشان داد از میان دو آنتینتایج. بررسی گردید
در این آزمایش  1F9ل منوکلونا ،منوکلونال تولید شده

داراي واکنش مثبت و قادر به شناسایی هر سه ویروس 
فاقد واکنش مثبت در این  6C3بادي منوکلونال بود اما آنتی
.)3شکل(آزمایش بود

.نتایج آزمایش وسترن بلات :2شکل 
ه ب 8و  6، 4، 2هاي مارکر وزن ملکولی، ستون 1ستون 

، 6C3و  1F9هاي منوکلونال باديگر واکنش آنتیترتیب نشان
کنترل (محیط کشت کلونال موش ایمن شده و سرم پلی

و  7، 5، 3هاي و ستون IBVحاوي با مایع آلانتوئیک ) منفی
و  1F9هاي منوکلونال باديگر واکنش آنتیترتیب نشانبه 9

6C3محیط کشت کلونال موش ایمن شده و ، سرم پلی
.باشنداهد منفی میشبا مایع آلانتوئیک ) کنترل منفی(

)الف(

)ب(
.نتایج آزمایش ایمونودات :3شکل

با ) ب(6C3و ) الف(1F9منوکلونال هاي باديآنتیواکنش 
) H120)1( ،4/91)2هاي مایعات آلانتوئیک حاوي ویروس

).4(و با مایع آلانتوئیک شاهد منفی ) QX)3و 

بحث
هاي باديآنتی هدف تولیدمطالعات مختلفی با کنون تا

 Nو ) S1بخش (Sهاي موکلونال اختصاصی پروتئین
با توجه . ویروس برونشیت عفونی طیور انجام شده است

هاي در میان سروتیپ S1ژنی پروتئین هاي آنتیبه تفاوت
 S1هاي اختصاصی پروتئین باديمختلف این ویروس، آنتی

ن هاي ایتر براي شناسایی و متمایز کردن جدایهبیش
در تحقیق براي مثال . ویروس از یکدیگر کاربرد دارند

 این 1992در سال و همکاران Karacaشده توسط انجام
مونوکلونال ضد  هايبادي محققین موفق به ساخت آنتی

-ویروس برونشیت عفونی گردیده و توسط آن S1پروتئین 

قادر به که  کردندیک الیزاي غیرمستقیم را طراحی ها 
و متمایز کردن چند سروتیپ از اختصاصی شناسایی 

 با 1993در سالNaqiو  Karacaهمچنین . یکدیگر بود
قدام به طراحی یک مونوکلونال، اهاي بادي آنتی استفاده از

هاي  بادي آنتیبراي ردیابی الیزاي مهاري  آزمایش
، S1بر خلاف پروتئین . نمودنداختصاصی سروتیپ 

هاي مختلف ویروس در میان سروتیپ Nپروتئین 
برونشیت عفونی تا حد بسیار زیادي محافظت شده است 

ژن انتخابی به عنوان آنتیطوري که این پروتئین بهبه
منظور طراحی آزمایش الیزاي غیر مستقیم براي استفاده در 
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هاي ناشی از روند پایش و تشخیص سرولوژیک عفونت
 و Zhang. این ویروس مورد توجه قرار گرفته است

Nو بیان ژن  سازيهمسانهپس از 2005در سال همکاران

IBV باکتري درEscherichia coli از محصول تولیدي به
-مقایسه. منظور طراحی الایزاي غیرمستقیم استفاده کردند 

حاکی از این کیت تجاري الیزاي طراحی شده با یک ي
تشابه، در تشخیص موارد مثبت وجود درصد  7/95بود که
2009در سال و همکاران Xin-Well.است داشته

انجام دادند و Nمشابهی را با استفاده از پروتئین  يمطالعه
 Nها نشان داد که الیزاي طراحی شده با پروتئین نتایج آن

حساسیت و ویژگی در مقایسه با کیت تجاري داراي 
نیز 2006در سال و همکاران Lugavskaya.ي بودبالاتر

درNتوالی از ژن  2و بیان  سازيهمسانهپس از 
Escherichia coli ،پروتئینی ت محصولا با استفاده از

که در مقایسه با الایزاي سنتی از را طراحی نمودند ی یالیزا
در . حساسیت و ویژگی بالاتري برخوردار بوده است

 Nپروتئین  2004و همکاران در سال  Haqshenasایران 
Escherichiaا در ر H120واکسن  يویروس سویه coli  

نشان داد  2013در سال  Haqshenasمتعاقباً. بیان نمودند
که الیزاي طراحی شده با پروتئین تولیدي از نظر تفکیک 

هاي مثبت و منفی بسیار مشابه کیت تجاري آیدکس سرم
در  Nبا توجه به میزان بالاي حفاظت پروتئین . باشدمی

هاي منوکلونال باديآنتی، IBVهاي مختلف میان سویه
اختصاصی این پروتئین بالقوه از قابلیت بالایی براي 

هاي ویروس و یا استفاده در الیزاي شناسایی تمام سویه
محققینی نیز  ،این اساسبر. باشندرقابتی برخوردار می
هاي منوکلونال ضد این پروتئین باديسعی در تولید آنتی

ن در سال و همکاراWainrightدر این رابطه. اندنموده
بادي مونوکلونال علیه پروتئین  آنتی 2موفق به تولید  1989

N در بررسی واکنش . ندویروس برونشیت عفونی گردید
ایمونوپراکسیداز  هايایشها با آزم بادي آنتی این

و ایمونودات  ایمونوفلورسانس غیرمستقیم ،غیرمستقیم
ها قادر به باديمشخص گردید که یکی از این آنتی

8هاي ویروس برونشیت عفونی شامل شناسایی تمام سویه

 Souza. جدایه از موارد بیماري بود 18وسویه غیرمشابه 
بادي  آنتییک تولید  با2001در سال  و همکاران

بادي مونوکلونال  آنتییک  و Nمونوکلونال ضد پروتئین
نشان دادند که ویروس برونشیت عفونی S2پروتئین  ضد
هاي ویروس اکثر سویه Nبادي ضد پروتئین آنتی

 S2بادي ضد برونشیت عفونی را شناسایی نمود اما آنتی
در یکی از مطالعات . ها بودقادر به شناسایی تمام سویه

مشخص 2013در سالو همکاران Hanتوسط  جدیدتر
Nپروتئین تولید شده ضد بادي مونوکلونال  که دو آنتی شد

از پروتئین اختصاصی توالی  شناسایی یک قادر به هر یک
N هاي مختلف ویروس  باشند که در میان سویه می

باشند، بنابراین  شده می برونشیت عفونی کاملاً حفاظت
 يتوسعهها در  بادي این آنتیاز توان  میعنوان گردید که 

هاي تشخیص عفونت ویروس برونشیت عفونی  روش
توان نتیجه عات میاز مجموع این مطال. استفاده نمود

هاي حفاظت شده و توپداراي اپی Nگرفت که پروتئین 
 يمطالعه. باشدغیر حفاظت شده می) هاي(توپ نیز اپی

-باديحاضر براي اولین بار در ایران با هدف تولید آنتی

. صورت پذیرفت Nهاي منوکلونال اختصاصی پروتئین 
نیاز، ژن  ژن موردبه این منظور براي دستیابی به آنتی

با استفاده از  که قبلاً H120IBVيسویه Nپروتئین 
Escherichiaدر  pMAL-c2Xپلاسمید بیانی پروکاریوتی 

coli  نوترکیب فیوژن کلون شده بود بیان و پروتئین
حاصله با ستون کروماتوگرافی رزین آمیلوز خالص 

سازي و انجام الکتروفورز در ژل پس از خالص. گردید
ه بسازي شده پروتئین نوترکیب خالص ،اکریلامیدپلی

بین دو باند پروتئینی نزدیک به یکدیگر در صورت 
مشاهده  کیلو دالتون 97و  71هاي ملکولی وزن يمحدوده

صورت دو باند نزدیک به ه ب Nبیان پروتئین .گردید
و همکاران در  Haqshenasیکدیگر پیش از این توسط

نیز گزارش 1996و همکاران در سال  Zhouو  2004سال 
شده است و به پروتئولیز یا خاتمه زودرس ترجمه نسبت 

ها و تولید سازي موشپس از ایمن. داده شده است
هاي باديهاي هیبریدوما، دو هیبریدوما که آنتیسلول
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ها با پروتئین نوترکیب تولیدي آن) 6C3و  1F9(منوکلونال 
MBP-N با پروتئین  داراي واکنش مثبت وMBP  داراي

متعاقباً اختصاصی . واکنش منفی بودند شناسایی گردید
با  Nهاي منوکلونال براي پروتئین باديبودن واکنش آنتی

یید شد، زیرا در این آزمایش هر أآزمایش وسترن بلات ت
هاي مرغبادي پروتئینی را در مایع آلانتوئیک تخمدو آنتی

عفونی شناسایی نمودند  تلقیح شده با ویروس برونشیت
 45حدود (Nکه وزن آن با وزن قابل انتظار براي پروتئین 

هاي منوکلونال که باديآنتی. همخوانی دارد) کیلودالتون
هاي نوترکیب بیان شده دربا استفاده از پروتئین

Escherichia coli  تهیه گردند ممکن است علیرغم
در (واکنش با پروتئین طبیعی در آزمایش وسترن بلات 

، قادر به شناسایی پروتئین طبیعی )وضعیت دناتوره شده
علت این مسئله این است . در وضعیت غیر دناتوره نباشند

صورت پنهان ه توپ مورد نظر در پروتئین طبیعی بکه اپی
رد اما پس از دناتوره است و در معرض محیط قرار ندا

لذا . شودصورت سطحی و در دسترس نمایان میه شدن ب
هاي تولید باديتوپ آنتیبراي پی بردن به وضعیت اپی

-در این آزمایش آنتی. شده آزمایش ایمونودات انجام شد

با مایع آلانتوئیک حاوي ویروس واکنش مثبت  1F9بادي 

این نتیجه .  بود منفی 6C3بادينشان داد اما واکنش آنتی
 1F9بادي توپ آنتیضمن اثبات در دسترس بودن اپی

هاي مورد شناسایی توسط توپگر متفاوت بودن اپیبیان
در این آزمایش همزمان واکنش . باشدبادي میدو آنتی

نیز ) QXو  IBV)4/91ها با دو سروتیپ دیگر باديآنتی
تر اما قادر اگرچه با شدت کم 1F9بادي آنتی. بررسی شد

نظر ه بنابراین ب. به شناسایی دو سروتیپ دیگر نیز بود
بادي در توپ مورد شناسایی توسط این آنتیرسد اپیمی

حفاظت شده باشد اما پی بردن  IBVهاي دیگر سروتیپ
هاي به این مسئله نیازمند انجام آزمایش با سایر سروتیپ

عنوان هحاضر ب يطور کلی مطالعهه ب. باشدویروس می
بادي منوکلونال ضد اولین مطالعه در ایران براي تولید آنتی

IBV  بادي ضد پروتئین آنتی 2منجر به تولیدN  گردید که
هاي ها بالقوه داراي قابلیت استفاده در آزمایشیکی از آن

گردد در ادامه این تحقیق تلاش می. باشدتشخیصی می
هاي سایر سروتیپبادي با ضمن بررسی واکنش این آنتی

IBVویژه در عفونته بادي ب، کاربرد تشخیصی این آنتی-

هاي پیچیده در دستگاه تنفسی طیور مورد بررسی قرار 
. گیرد

تشکر و قدردانی
. رددگانجام این پژوهش تشکر میدلیل فراهم کردن امکان از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه شهید چمران اهواز به
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Abstract
Infectious bronchitis virus (IBV) is an important viral pathogen of chickens with several 

serotypes. Efficient control of the infections caused by IBV relay on the vaccination and rapid 
diagnosis of infections. The nucleocapsid (N) protein of the virus is a conserved structural 
protein, considered as a candidate antigen for developing diagnostic kits and production of 
monoclonal antibodies. In the present study the N protein of infectious bronchitis virus, H120
vaccine strain was expressed in Escherichia coli in order to be used as antigen for the 
production of monoclonal antibodies. Two monoclonal antibodies (1F9 and 6C3) reactive 
against the recombinant N protein were produced and tested for their reaction with the native 
viral N protein by Western blotting and immunodot. Both antibodies recognized the N protein 
in Western blotting but only 1F9 antibody was positive in immunodot. 1F9 antibody also 
reacted with 4/91 and QX stains of IBV. It appears this monoclonal antibody possess the 
diagnostic application.

Key words: Infectious bronchitis virus, Nucleocapsid protein, Protein expression,
Monoclonal antibody
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