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 و یلوک ایشرشا رد ینوفع سروب یرامیب سوریو VP3 نژ نایب و گنینولک
 بیکرتون VP3 نیئتورپ صیلخت

 
 3ينورزاك هداز يونهد اضرملاغ ‏،2ونشر دمحم ،2تبحم یلع ،1روپنابرق دوعسم ،*1یروپاش دابآیفیص اضر دوعسم
 

 ناريا ،زاوها ‏‏،زاوها نارمچ دیهش هاگشناد ،كيشزپماد هدكشناد ،یژولویبوتاپ هورگ داتسا -1
 ناريا ،زاوها ‏‏،زاوها نارمچ دیهش هاگشناد ،كيشزپماد هدكشناد ،یژولویبورکیم یصصخت یرتکد یوجشناد -2

 ناريا ،زاوها ،زاوها نارمچ ديهش هاگشناد ،كيشزپماد هدكشناد ،یمومع یارتکد هتخومآ شناد -3

139 دادرخ 30 :شریذپ خیرات       1393 رویرهش 10 :تفایرد خیرات 4 

   سرارس رد رررویط   نعتص رد       ور است کهیط ریگاو رایسب سيوريو یاهیرامیب زا یکی ،وروبماگ ای ینوفع سروب یرامیب :هدیکچ
 رب اهیدابیتنآ نیلوا (IBDV) ينوفع سروب يراميب سوریو اب تنوفع زا سپ هک ییاجنآ زا .دوشیم یداصتقا یاهنایز ثعاب ناهج
           باتوجه به دشوار بودن د.شاب‌یییم   زایلا رد هدافتسا یارب یسبانم نژ یتنآ نیئتورپ نیا ،دنوشیم دیلوت VP3 ینامتخاس نیئتورپدض
     یاوبی برلطم نژیتنآ دناوت‌یم یلوک ایشرشا رد هدش نایب بیکرتون VP3 ،سوریو هب هدولآ یاه‌لولس ای IBDV زا یعیبط VP3هیهت
   کی) pMal-C2X   پلاسمید رد D78       سویه ویروس واکسن  VP3نننگ ژنینولک فده اب رضاح هعلاطم .دوش بوسحم روظنم نیا
   ریثکت RT-PCR      آزمایشاب VP3   ن ژنیا ربانب .دیدرگ ماجنا بیکرتون نیئتورپ یزاس‌صلاخ و نایب و (یتویراکورپ ینایب دیمپلاس
           پس از تعیین توالی و اطمینان از د.یدرگ نولک pMal-C2X دیمپلاس رد سبانم رگدودحم یاه‌میزنآ اب مضه زا سپ و هدش هداد
 نوتس زا هدافتسا اب بیکرتون نیئتورپ همادا رد .دیدرگ دییات SDS-PAGE شیامزآ اب بیکرتون نیئتورپ نایب ،نژ نیا قفوم گنینولک
         یش ایمونوبلاتینگ نشان داد کهامزآ رد بیکرتون VP3 نیئتورپ شنکاو یسررب .دش صلاخ زولیمآ نیزر یواح یفارگوتامورک
 یسبانم یادیدناک هدش نایب نیئتورپ ،متسیس نیا رد دیلوت یلااب نامدنار هب هجوت اب .دشاب‌یم لاعف ینژ یتنآ رظن زا هدش دیلوت نیئتورپ
  .دشاب‌یم ینوفع سروب یرامیب سوریو هیلع یداب یتنآ رتیت شجنس و ازیلا شیامزآ یحارط یارب
 pMal-C2X دیمپلاس ،گنینولک ،VP3 نیئتورپ ،(IBDV) ینوفع سروب یرامیب سوریو :یدیلک تاملک
 یروپاش دابآیفیص اضر دوعسم :لوئسم هدنسیون*
 09161133247 :هارمه 4126 یلخاد 3330010-19 :نفلت .یژولویبوتاپ هورگ ،یکشزپماد هدکشناد ،زاوها نارمچ دیهش هاگشناد ،زاوها ،ناریا :سردآ
 masoudrs@scu.ac.ir :یکینورتکلا تسپ
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 همدقم
 (Infectious Bursal Disease) ینننننعفو ورسب یرامیب
     ور استیط ریگاو رایسب یاهیرامیب زا یکی وروبماگ ای
 یاااهنایییزززززززسر جهان باعث ارس رد رویط تعنص رد هک
     دۀ اینننک داجیا لماع .(23 و 14 ،4) دوشیم یداصتقا
 تتتسا (IBDV) ینننننعفو ورسب یرامیب سوریو ،یرامیب
 زا رتمک سن اب یاههجوج رد سوریو نیا اب تنوفع .(9)
 یرررامیب   لینیاب تحححت مرف کی بجوم دناوتیم ،هتفه 3
   ورسب دددرکلمع نتفر ستد زا تلع هب ابقاعتم هک ددرگ
 دددماجنایییم ینننمیا متسیس دیدش بوکرس هب سویسیرباف
       ته به حدتسب   ه،تفه 3 زا رتگرزب یاههجوج رد .(17)
       با ری حاد وامیب کی هب ستا نکمم تنوفع ،سوریو
 IBDV   تنوفع لرتنک .(18 و 8) ددرگ رجنم لااب تافلت
 دددوشیمممممل صاح نویسسسانیسکاو هههسیلوب   رضاح لاح رد
 نویسسسانیسکاو بولطم زور نییعت یارب یژولورس و (14)
 یوآ سنج زا IBDV سوریو .(5) ستا یرورض رایسب
   ملاش مممونژ ست.ا هدیریوانریب هداوناخ زا و سوریوانریب
 تتتسا B و A تتتاعطق مان هب ،یاهتشر ود RNA هعطق ود
 (VP1))) روسیو زارمیلپ RNA میزنآ اهنت B هعطق .(15)
 ووولیک108 لللوط اب یدیتپپ یلپ A هعطق اما دنک‌یم دک ار
      فعالیتاب و دددوخبدوخ روط هب هک دنکیم دک ار نوتلاد
 VP2، VP3 یاهنیئتورپ و هدش هتسکش VP4 یزائتورپ
 نیئئئپروت VP2 .دددندرگ‌یییم      دیگر جداکی زا VP4 و
یتتتنآ یحححوان یوووووه حاک ستا سوریو یلصا یراتخاس
 VP3 .(8) ستا هدننکیثنخ یدابیتنآ داجیا لوئسم ینژ

           و دالتون پروتئین اسکلتیلیک 32       وزن مولکولیاب
 و سسسرویو اب تنوفع زا سپ و دهدیم لیکشت ار نویریو
-یتنآ نیلوا ،IBDV لاعف ریغ نسکاو اب نویسانیسکاو ای
   نیا رررگید یوس زا .دنوشیم رهاظ VP3 دض رب اهیداب
   یتنآ دیلوت رد یمهمرایسب شقن VP2 فلاخ رب نیئتورپ
     ه خوبی درب نآ یلللللادارد و تون هههدننک‌یییثنح یاهیداب

 نننبرایانب .(6))))))) ت شده استظافح IBDV   یاههههیادج
VP3 صیخخخشت یااارب   سبانم ینژ یتنآ ناونعب دناوتیم 

 .دور راکب سوریو طسوت هدش اقلا یاهیدابیتنآ
 IBDV   دض یدددابیتتتنآ صیخخخشت یااارب رضاح لاح رد
        سترس است. منبعد رد ELISA یررراجت یاااه‌تیییک
   لماک نویییریو      غالبااهتیییک نیا یارب نژیتنآ لومعم
        ز گرادیاناده استفا اب   هک (22 و 21 ،20 ،12)   ستا
   اب .دوشیم یزاس‌صلاخ ژویفیرتناسارتلوا و میسز دیرلک
     کامل روسیو یییزاس‌صصصصصصصی خالالا براب هنیزه هب هجوت

IBDV، نیه منظور جایگزب یددعتم تاعلاطم نونکات       
 IBDV بیییکرتون یییاهنیئئئپروت اب لماک سوریو ندرک
  .(24 و 19 ،13 ،11 ،7 ،2) ستا هتفرگ تروص
 VP3 نننن ژایب و گنننینولک ررررره حاضعلاطم   دف ازه

   اب ،ییییی کولایشرشا رد ییییییییینوروس بیماری بورس عفیو
       تئینورای تولید پرب ، pMal-C2Xدددپلاسمی زا هدافتسا

VP3 دشاب‌یم ازیلا رد هدافتسا لباق بیکرتون.  
 
 راک شور و داوم
     ر ناحیهیثکتتترای ب RT-PCR و RNAجارختسا
 VP3 هدننکدکُکُ ینژ
 نننننننننننس واکسومرجع، از سویه ویر روسیو ناونع هب    

D78 هلند(تنترویونی )شرکت افعسسسسسری بورامیب ،         
           ز محلولاستفاده ان ویروس با یا RNA   د.ش هدافتسا
     بقط (((((((((وش، آلمانررکت ش) Tripure     ریاجت
       سپس با د.یدرگ جارختسا هدنزاس تکرش لمعلاروتسد
                        ههههههههههههههههههههههههحی شدای طراهرمیاررررررررز پاده استفا
(VP3F: GCGAGAATTCCGTTTCCCTCACAATCCAC 
 (VP3R: GCGAGTCGACTCACATCTCCATCGCAGTCAو

 یییییییییییییره دسترساوم این ویروس )با شمنژ یلاوت ساسارب
AF499929دهننکدک نژ زا یا‌هیییحان ،،،ک ژن(ناب رد   

VP3 سید آمینها 40        قداد که فیتوئلکون 750   ولطب     
-RT   یشامزآ اب (24) دشاب‌یم لیسکوبرک هیحان ییاهتنا
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PCR 5/10                  این منظور در ابتدا . بهدر گردییثکت 
 25)))ر تیلورکیم 1       ستخراج شده باا RNA زا رتیلورکیم
   لیلد هب) هدش یحارط یاهرمیارزپا کیره زا (لوموکیپ
 5         به مدت روس( مخلوط ویو مونننژ ندوب یا‌هتشر ود
       سپس میکروتیوب د.ش هدادرارق C˚95 یامد رد هقیقد
     ر روی یخب هقیقد 5 تدم هب و هلصافلاب داوم نیا یواح
   رتیلورکیم 4 طولخم نیا هب دعب هلحرم رد .دش هداد رارق
 2               ری معکوس،انش رونوشت بردکاو 5X    فراب
            نهارگار مخلوط داکسی نوکلئوتیدهای چهتیلورکیم
(dNTP mix) رتیلورکیم 5/0   ولار،م یلیم 10 ظتلغ اب   
 -سسساتنمرف   رکتش) RNase     د( مهارکنندهحاو 20)
       رازیم نسخه بردنآ (دحاو 200) رتیلورکیم 1 و (یناوتیل
    رکتش)  RevertAidTM  M-MuLVسسسسوکعم
           سخه برادرینفه شد. واکنش اضا (یناوتیل -ساتنمرف
       ه مدت یکب و رتیلورکیم 20 ییاهن مجح رد سوکعم
     قه گرمخانهیقد 10     با م واجنا C˚42     عت در دمایاس
     پس از انجام .....ن داده شدایاپ C˚70   یامد رد یراذگ
 (cDNA) لمکم DNA ،سوکعم یردارب هخسن شنکاو
      استفادهاب و PCR شیامزآ اب هلحرم نیا رد هدش هتخاس
 PCR 5     در آزمایش د.ش هداد ریثکت قوف یاهرمیارپ زا
       هریک از ول ازموکیپ 25    اب cDNA    زار تیلورکیم
 2X PCR سکیمرتسسسسسر متیلورکیم 25   وق،ف یاهرمیارپ
 ۳   وم آنیزینم دیرلک ظتلغ هک (ناریا ،نژانیس تکرش)
   رتیلورکیم 50       نهایی ر حجمدد شاب‌یییم     ی مولارلیم
 35   قه،یقد3 تدمب هجرد 95 ییامد همانرب یط و طولخم
   هجرد 60 رد هقیقد1 ،هجرد 95 رد هقیقد 1 ییامد هخرچ
     ه نهاییجرد 72 هههههههه و یک مرحلجرد 72رد هقیقد 1 و
 .دش هداد ریثکت هقیقد 7 تدمب
 VP3 نژ هعطق نایب و گنینولک

   وردم DNAهعععععععستیابی به قطد و PCR ماجنا زا سپ
 كترش ( pMAL-C2X دیمپلاس و PCR لوصحم ،رظن

 رگددددوحم یاهمیزنآ طسوت (اکیرمآ ،بلویب زدنلگناوین
EcoRI و SalI درنظراهرمیارپ ررر داهنآ شرب لحم هک      

      کیتاب یییزاس‌صلللللپس از خا وووم ضه دوب هدش هتفرگ
 ((((((((((انتیس، مالزیورکت ویش) لژ زا DNA   ستخراجا
 لوصحم و دیمپلاس نیب نویساگیل شنکاو .دندش صلاخ

PCR زاگیل میزنآ زا هدافتسا اب   T4 (رکت فرمنتاس،ش     
  هیوس سپس .دش ماجنا میزنآ لمعلاوتسد قبط و (یناوتیل

TG1اب و   سیوناگیل      محصولاب یییولک ایشرشا یرتکاب   
       وک حرارتیش و مممممممد کلسییرلک زا هدددداستفا شور
   ل ازصاح یییاهینننننلگری کلوابرغ .(3)))د ش همروفسنارت
 LB         وی محیط آگارره بر تفای دشر ،نویسامروفسنارت
 .دش ماجنا PCR شور اب ،نیلیسیپمآ μg/ml100 یاراد
         نظر پلاسمید نوترکیب انتخاب و از یواح ینولک هس
 VP3 نژ یدیتوئلکون یلاوت و MBP-VP3 نیئتورپ نایب
             یان پروتئینب یبررس فتند. جهترگرسی قرارربدروم
     ی لیترلیم 3     ب هریک درختنم یاااه‌ینولک ،بیکرتون
     ن بطوریسیلیییپمآ μg/ml100   یایع دارام LB   یطحم
   بتسن هب هنابش یاه‌تشک سپس .دندش هداد تشک هنابش
-یییپمآ μg/ml100   یایع دارام LB   یطحم رد 100/1
 600     ول موجط رد 5/0          رسیدن به کدورتات نیلیس
           لقاءا ن مرحله به منظوریا رد .دندش هداد دشر رتمونان
-یییییییییییی دال بتیپورپوزیا) IPTG            ن پروتئین،ایب
     فه شد واضا mM 1   ییاهن ظتلغ اب (دیزوناریپوتکلااگ
     مهاعت اداس 2     ه تاجرد 37        دمایرت باکتری دشک
              افزودن پس از پیش و ه شدهی تهیاههههههت. نمونفای

IPTG، گگگگگد و رنیمآ لیرکآیلپ لژ رد زروفورتکلا اب-
         سی، از نظر بیان پروتئیناموک یبآ گنر اب لژ یزیمآ
               پلاسمیدهای ر گرفتند.ابی قرازیرب مورد ایکرتون
       پروتئین با کیت هههدننک‌نننننننننکلونی بیا ب از سهیکرتون
   هب و جارختسا (اداناک ،نادلف تکرش) دیمپلاس جارختسا
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     ی یونیورسالاهرمیااااا استفاده از پراب یلاوت نییعت روظنم
M13 F و malE دش لاسرا تسیز وپاکت تکرش هب. 

 
 MBP-VP3 بیکرتون ينئتورپ يزاسصلاخ

            دیی حاوي پلاسمیي باکتریااهننننننيكي از كلو
     یار براظتنا لباق یلوکلم نزو اب ینیئتورپ هک بیکرتون
       ی کشت واود برمن‌یییم   دیلوت ار MBP-VP3 نیئتورپ
 هنابش تشک .دش باختنا بیکرتون نیئتورپ یزاس‌صلاخ
       ی لیتر محیطلیم 500 رد 100/1     ه نسبتب یرتکاب نیا

LB یایع دارام   μg/ml100 ن مخلوط و تایسیلیییپمآ       
     نومتر رشدان 600 جوم لوط رد 5/0 ترودک هب ندیسر
               ی القاء بیان پروتئین، همانند قبلاسپس بر .دش هداد

IPTG ییاهن ظتلغ اب mM 1 دعب تعاس ود .دش هفاضا   
 g    ورد يي درايرتكاب ننننيوسناپسوس ،IPTG    زودنفا زا
     ه رسوبب و ديدرگ ژویفيرتناس هيققد 10 تدم هب 6000
 ،mM20 Tris یواح) یزاس‌صلاخ نوتس رفاب ييايرتكاب

mM200 NaCl و  mM1 EDTA اب pH 4/7) بتسن هب   
    یلیم 80                    رسوب فر ستون برایاتر بیی للیم 5
   يونسناپسوس .دددش        فزودهای ییون باکتریاسناپسوسرتیل
       ر فريزردبه انجماد ترم 5   پس از نوتس رفاب رد یرتکاب
   هب g 18000      قدرتاب درس بآ رد بوذ و هجرد -70
         ه سانتيگراد سانتریفیوژ شد.جرد 4 رد هيققد 30 تدم
 یاااه‌نننپروتئی زاف ناونع هب ييور يعام ،ژویفيرتناس زا سپ
               ویاح  از ستونات شد ه ديگري منتقللول هب لولحم
   .دوش هداد روبع زولیمآ نیزر

       زینری لیتر لیم 3       ستون رزین آمیلوز، هیهت یارب
   کی رد (ااااااااا، آمریکبلوركت نیوانگلندز بیش)))وز لیمآ
 نآ یجورخ یاهتنا هک یرتیل یلیم 10 یکیتپلاس گنرس
           دود شده بود، ریخته شد.سم هشیش مشپ فایلا طسوت
   دیننچ هدش هیهت نوتس ،گنرس رد نیزر بوسر زا دعب
                       د. سپس فازشفر ستون شستشو داده ابه با بترم

         بالا در  آنهکتری که روش تهیاب لولحم یاه‌نیئتورپ
     ده و بهش قيقر نوتس رفاب اب 5 هب 1 بتسن اب دیدرگ رکذ
         ادامه، رده شد. دوز عبور دالیمآ نیزر نوتس زا یمارآ
               رزین با بافر ستون شستشو ر حجمبارب 12     ستون با
-يييليم 10       فر ستون حاوياب هلحرم ينرخآ رد .ديدرگ
-عععععععععععععم به جما و اقددستون اضافه گردی هب زوتلام رلاوم
 نورد نوتس یجورخ زا یرتیل یلیم 5/1 هنومن 15 يروآ
              ي استريل گرديد. در آخر حضوراهبببيوتوريكم
     ده، باش يروآعععععي جماههههههكيب در نمونرتون نننپروتئی

SDS-PAGE ديدرگ سيررب. 
 
 گنیتلابونومیا

   اب هدش نايب بیکرتون ينئتورپ شنكاو سيررب تهج
 (IBDV     دی ضداب یتنآ رظن زا) یفنم و بتثم یاه‌مرس
     ن آزمایشیا رد .دش هدافتسا گنیتلابونمیا شيامزآ زا
   لصاخ بیکرتون نیئتورپ زا یا‌هنومن زروفورتکلا زا سپ
   یلپ لژ رد MBP             نیز پروتئین خالص شده ده وش
 یییییه غشاب لژ زا اااه‌نیئتورپ ،(SDS-PAGE) دیملایرکا
           . سپس غشاء نيتروسلولزدل داده شدناقتنا زلولسورتین
 PBS     عت در محلولاس 3       دن به مدتش لاكب يارب
             قرار روبر روی روتات د شیر خشکصرد %5   وياح
                 بلاك كردن، محلول يان مرحلهاز پات. پس فرگ
     سه مرتبه، زلولسورتين ءاشغ و ديدرگ هيلخت هدننكلاكب
 20   وئینت دصرد 05/0 یواح PBS اب ،هيققد 5 هبترم ره
(PBST) یاااه‌ممممممممممممرس ،وتشساز ش . پسدو گرديشتسش 
   دض یدابیتنآ دوجو رظن زا لاًلاًبق هک یغرم یفنم و بتثم

IBDV ری )شرکت آیدکس،اجت یازیلا تیک کی اب       
 PBST رد 500/1 بتسن هب دندوب هدش شیامزآ (اکیرمآ
             و روي غشاء د شیر خشک رقیق شدهصرد 2 یواح
 تدم هب لولحم ينا رد اشغ نوسيابوكنا .دنديدرگ هفاضا
     م اينامتا زا دعب .دش ماجنا روتاتور يور رب و تعاس 1
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           و سپس د مرحله اول انجام شدننامه وشتسش ،هلحرم
   هگوژنوك 4000/1     قترعت در اس 1       ء به مدتاشغ
      ،ارکت سیگمش)  Anti-Chicken IgGزززيداسكارپ
 يييييیر خشک، روش دصرد 2 يواح PBST رد (اکیرمآ
 2             شستشو شامل مانجا زارار داده شد. پس ق روتاتور
     وي نهاييشتسش هلحرم يك و PBST اب وشتسش هلحرم
     يقه در محلولقد 10         ولي، غشاء به مدتمعم PBS اب
   رار دادهق (10)))یژنه سکا بآ و لوتفنورلک یواح روهظ
   هب و هيلخت روهظ لولحم ،ينيئتورپ دناب ندشرهاظ اب .دش
         معمولي ز با آبل نيتروسلواشغ ،شنکاو فقوت روظنم
  دش هتسش
 
 جیاتن

 RNA یور RT-PCR              کنشاز انجام واپس 
                محصول اکسن،و ویروس ز سویهاستخراج شده ا
 100       ر یک مارکرانک رد %5/1   رزاگآ لژ رد شنکاو
                رداستانداوان نت بازی )فرمنتاس، لیتوانی( به عفج
 شیامزآ هک داد ناشن زروفورتکلا جیاتن .دش زروفورتکلا

PCR موفقیت منجر به ساخت قطعهاب              DNA وردم   
   ریغ یاااه‌یییییییحتساب توالا اب bp773        ر )با طولاظتنا
       ( شده استاهرمیارپ ’5     رارداده شده درق یصاصتخا
 PCR   ولصحم لاصتا و مضه لحارم ماجنا اب .(1لکش)
 لاصتا لوصحم لاقتنا سپس و pMAL-C2X دیمپلاس و
-یییونلک   ورهظ ،یییولک ایشرشا یرتکاب TG1 یهیوس هب
 رادنننسیلییپمآ LB دماج طیحم یور رب هتفای دشر یاه
       وی ژن مقاومت بهاح دیمپلاس قفوم دورو هدنهدناشن
     ن از صحتانیمطا زا سپ .دوب اهیرتکاب رد نیلیسیپمآ
 نآ رد اااه‌ينئتورپ نايب ، PCRاب یرگلابرغ اب اه‌نژ دوجو
         فت.رسي قرار گرورد برم SDS-PAGE رد   اهنولک
         خص شده است، باكتريشم 2 لکش رد هك هنوگنامه
     پيش از افزودن نامز اب هسياقم رد IPTG اب هدش رواجم

IPTG، ه میاندوي پروتئينی جدید در محدواح                 
   دشاب‌یییم   ونتلادولیک 97 و 5/66 درادناتسا یاه‌نیئتورپ
 70)))))پروتئين بياني  يارب راظتنا لباق يلوكلوم نزو اب هك
 هیحان يارب نوتلادولیک 5/27 نزو باستحا اب نوتلادولیک
        ون براي پروتئينتلادولیک 5/42 و VP3 ههههههون شدلک

MBP ُدپلاسمید( تقریبا همخواني دار طسوت هدشدکُک.       
           نوز ستاستفاده اد که با هد‌یم ناشن نینچمه 2 لکش
         ندمان وان شده با رایب بیکرتون نیئتورپ زولیمآ نیزر
   والی ژنت   ینیعت ست.ا هدش صلاخ ییلااب اتبسن صولخ

VP3 یاهرمیارپ زا هدافتسا اب بیکرتون یاه‌دیمپلاس رد   
   ساسارب .دددددم گردیاجنا malE و M13 F   لاسروینوی
   والیت هک دش صخشم لاستب زیلانآ و یلاوت نییعت جیاتن
   وده وب VP3 یهههزنداس نژ هب طوبرم هدش ریثکت یهعطق
   در ست.ا هدش دراو دیمپلاس رد حیحص لکش هب نژ نیا
   كنشاو     گ نشانگرنیتلابونومیا شیامزآ هجیتن ،3لکش
 مدع و بتثم مرس اب هدش صلاخ بیکرتون ينئتورپ تیثم
  .دشاب‌یم یفنم مرس اب نآ شنکاو

 

 
 

 کهاچ .زراگآ لژ رد RT-PCR لوصحم زروفورتکلا -1لکش
-RT لوصحم 2 هرامش کهاچ و یزاب جوز 100 رکرام 1 هرامش

PCR یزاب جوز 1000 و 500 ،100 تاعطق لوط .دنهد‌یم ناشن ار 
 .تسا هدش هداد ناشن اه‌نآ رانک رد رکرام
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 :(SDS-PAGE) دیملایرلا یلپ لژ رد زروفورتکلا شیامزآ -2 لکش
 نزو درادناتسا هدنهد ناشن بیترتب 4 یلا 1 هرامش یاه‌کهاچ
 زا لبق بیکرتون دیمسلاپ یواح یرتکاب یاه‌نیئتورپ ،یلوکلم
 دعب بیکرتون دیمسلاپ یواح یرتکاب یاه‌نیئتورپ ،IPTG ندوزفا
 نیزر نوتس اب هدش صلاخ بیکرتون نیئتورپ و IPTG ندوزفا زا
 بسحرب درادناتسا یاه‌نیئتورپ یلوکلم یاه‌نزو .دنشاب‌یم زولیمآ

 .دنا‌هدش هداد ناشن لژ پچ تمس رد نوتلادولیک
 

 
 

 1 یاه‌نوتس B و A یاه‌شخب رد .گنیتلابونومیا شیامزآ :3لکش
 4 و 2 یاه‌نوتس و MBP-VP3 بیکرتون نیئتورپ یواح 3 و
 مرس اب A شخب رد زلولسورتین اشغ .دنشاب‌یم MBP نیئتورپ یواح
 .تسا هدش رواجم یفنم لرتنک مرس اب B شخب رد و تبثم لرتنک

 
 ثحب

           زا دهالفی در خصوص استفت مطالعات مخنکنوات
 یاااه‌نننننننننننب برای تولید آنتی ژیکرتون DNA   وریانف

IBDV ند صورتشاب ازیلا شیامزآ رد هدافتسا لباق هک     

                االیزرز ویروس کامل دا دهارا استفیه است، زتفرگ
       هابا دستگ روسیو یییزاس‌صصصلاخ لحارم ماجنا مزلتسم
               بر است. بطورکلی روشی هزینه وژ وینتریفاسارتلوا
               از دهاقبت درنگهداری و استفامر لاوه براین عدمع
   لماک سوررررررررررروی ه شده باد داششوزای پیلا یاااه‌تیلپ
   از د.شاب هتشاد یپ رد ار تنوفع عویشرطخ ستا نکمم
   کیژولویب رطخ دقاف بیکرتون یاه‌نیئتورپ رگید یوس
   رب .دنوش دیلوت لااب نامدنار و صولخ اب دنناوت‌یم و هدوب
 VP3 IBDV و VP2   بیکرتون یاااه‌نیئتورپ ساسا نیا
   زایلا نژ یتنآ ناونعب و دیلوت ینایب فلتخم یاه‌متسیسرد
 ای VP2 نیئتورپ دیلوت یارب .دنا‌هتفرگ رارق یبایزرا دروم
 رد سوریوولکاب ینایب متسیس زا VP2 (VPX) زاس شیپ
 .تتتسا هدش هدافتسا (7) رمخم و (13 و 11) هرشح لولس
 ،2) یلوک ایشرشا رد ار بیکرتون VP3 نیئتورپ نینچمه
  .دنا‌هدرک نایب (13) هرشح لولس و (24 و 19

Jackwood ن یک بخشایب اب (1996) ناراکمه و       
     ت تیپحت VP2 نژ هههدننک‌دک هیحانزا یزاب جوز 944
     تمسیس رد IBDV     روسیو Del-A ییییییییییی ژنتنآ
           استفاده از پروتئین بیان شده در الیزا و سوریوولوکاب
                 بطور ه این بخش پروتئین تا حد زیادیک دنتفایرد
   بیایدر ار پیت تحت نیا دض یاه‌یداب یتنآ یصاصتخا
   .(11) دنک‌یم

  Martinez-Torrecuadrad اب (2000) ناراکمه و   
 و VPX بیکرتون یاه‌نیئتورپ ،سوریوولکاب زا هدافتسا

VP3 ره بیان کرده وسپسشح یااااه‌للللسلو رد ار             
   اب ار اااه‌نننپروتئی نیا اب هدش یحارط یازیلا یاه‌شیامزآ
 شیامزآ و (لماک سوریو ساسارب) یراجت یازیلا تیک
         دا دنیج این مطالعه نشااتن .دندومن هسیاقم یزاس‌یثنخ
 یناوخمه VP3 اب هسیاقمرد VPX اب هدش یحارط یازیلا
   تشاد یییزاس‌یییثنخ شیامزآو یراجت یازیلا اب یرتشیب
(13).  
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Dey هههدننک‌دددک نژ نایب اب (2009) ناراکمه و  VP2رد 
       ق به تولیدفوم Saccharomyces cerevisiae   رمخم
 (Virus like particles; VLP))))) به ویروسیش تارذ
      استفاده ازاب سپس .دندش VP2 نیئتورپ زا هدش لیکشت

VLPیا براآزمایش الیز ی تولید شدهاه              IBDV ار 
               با ی نمودند. آزمایش طراحی شده در مقایسهحارط
 و 99     یتسی حسااروس داریو یییزاس‌ییییییش خنثامزآ
  .(7) دوب دصرد 94 یگژیو

   پروتئین (24)))ن اراکمه و Wang ،2008   لاس رد
VP3 سویه رد ار    BL21(DE3) نایب ییییی کولایشرشا   

       فه شده بهاضا ینیدیتسیه 6 هلابند زا هدافتسا اب و هدومن
      نیکلییلامت یفففتوگراامورک نننننننپروتئین آن را با ستو
         زای طراحی شده بایلا شیامزآ سپس .دندومن صلاخ
             اب طراحی شده زای تجاری، الیزاییلا اب نیئتورپ نیا
 هسیاقم یزاس‌یثنخ شیامزآ و VP2 یسوریو هبش تراذ
     ایش الیزامزآ هک دوب تیعقاو نیا یایوگ جیاتن .دیدرگ
     بت بهسن ،ییییی کولایشرشا     ن شده درایب VP3   یانبمرب
           ی تجاری، در مقایسه با آزمایشازیلا و VP2   یازیلا
         رد( از عملکرداستاندان آزمایش اونعب) یییزاس‌یییثنخ
 هدددددددددددمحققین اختلاف مشاهده ش ود.ب رادروخرب یرتهب
 و Martinez-Torrecuadrad       نتایج یج خود واتن نایم
   ر ازتهب ار VPX      ه در آن الیزایک ار (13) ننناراکمه

VP3 وثرمریغ یییزاس‌صصصلاخ دنور زا یشان ،دندوب هتفای   
VP3 دندومن ناونع هرشح لولس رد هدش نایب.  
 و Alfonso ،(24) ناراکمه و Wang هعلاطم زا سپ
 VP3 نایب اب زین (19) ناراکمه و Singh و (2) ناراکمه
   یحارط سپس و یلوک ایشرشا رد یندیتسیه هلابند یاراد
   بیایدر یارب ار نیئتورپ نیا یلااب تیلباق ،ازیلا شیامزآ
     ت بالاییلباق .دندومن دییات IBDV دض یاه‌یداب یتنآ

VP3 هک دشاب لیلد نیا هب دناوت‌یم ازیلا رد هدافتسا یارب 
       و بودن در روند محافظتن ریگرد مغریلع نیئتورپ نیا

     یت ایمنیصاخ زا ،هههدننک‌یییثنخ یاااه‌یییداب یتنآ دیلوت
              ساس شواهد موجودای بالای برخورداراست. بریاز
 IBDV     ت بانوفع هب سخاپ رد هک ییاه‌یداب یتنآ نیلوا
         تئین واکنشو این پراب دنوش‌یم دیلوت نویسانیسکاو ای
   ست.ا VP3 یلااب ییاز‌ینمیا رگناشن نیا و (6) دنهد‌یم
 ظتفاحم اب نیئتورپ نیا طابترا مدع لیلدب رگید یوس زا
 زا VP3 هدننکدکُکُ نژ ،سوریو لخادرد نآ روضح زین و
     جه احتمالیتن رد و ستا رادروخرب ییلااب یکیتنژ تابث
 VP2              درهک سید آمینه ایی ناشی از جهشا تارییغت
   ست.ا رتمک رایسب VP3 رد دننک‌یم زورب

        ن واایر ی بیماری گامبورو درلااب عویش هب هجوت اب
           یمنیا سطح ی بررسیازا بریلا شیامزآ ندش لوادتم
   نیا رد ،نویسانیسکاو سبانم سن نییعت و رویط یاه‌هلگ
             ی گامبورو،ازیت الیدف نهایی ساخت که اب قیقحت
   گ ونینولک قیرط زا زاین دروم نژ یتنآ ات دیدرگ شلات
   ریوتیاکورپ ینننننپلاسمید بیا زا هدافتسا اب VP3 نژ نایب

pMAl-C2X ت انتخاب این پلاسمیدلع .ددرگ دیلوت         
 (lac رتومورپ) رتومورپ زا دیمپلاس نیا لاوا هک ستا نیا
                     ااست. ثانی دی برای بیان ژن برخوردارمآراک
   هب لصتم تروصب متسیس نیا رد هدش دیلوت یاه‌نیئتورپ

MBP وند. دنبالهش‌یییم   دیلوت     MBP یتئینوچه پررگا     
 یلخادت (1) یلبق تاعلاطم ساسارب اما ستا گرزب اتبسن
     رغ ایجادم یاه‌مرس زا هدافتسا اب ازیلا شیامزآ ماجنا رد
                پلاسمیدنانتخاب ای رد. مزیت دیگر که دنک‌یییمن
 یییزاس‌صصصصصصصصصصصصصدی بودن هزینه خالاقتصا ر استاذگریثات
         وز است. رزین آمیلوزلیمآ نیزر زا هدافتسا اب نئیتورپ
 MBP   هلابند یاراد یاااه‌نننپروتئی یزاس‌صلاخ یارب هک
       یتیستون کروماتوگرافی افین اب هسیاقم رد دور‌یم راکب
 دددنا‌هدددن دااشن یلبق تاعلاطم ست.ا رت تمیق نازرا لکین
           دم دسترسی به رزین آمیلورزع تتتورص رد یتح هک
 جنرب درآ هدافتسا اب و هنیزه مک رایسب یا‌هویش اب ناوت‌یم
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   ات ار اااه‌نننپروتئی عععععععد این نوشاب‌یم زولیمآ زا یعبنم هک
  .(16) دومن صلاخ یدح

   ناشن رضاح قیقحت رد هدمآ ستدب جیاتن یلک روطب
   فورمهسنارت ،TG1   سویه ییییییا کولشرشا یرتکاب هک داد
   وبیخبVP3    وی ژناح pMAL-C2X دیمپلاس اب هدش
 (MBP-VP3) ینایب نیئتورپ .دنک‌یم نایب ار نیئتورپ نیا
   ورلیمآ نیزر نوتس زا هدافتسا اب و لولحم زین هدش دیلوت
                 آزمایش دیگر یسو یص است. ازلملا قابل تخاک
                   رد که این پروتئین از نظاگ نشان دنیتلابونومیا
           سرم یک توسط ل است واعف ینژ یتنآ تایصوصخ
   ردد.گ‌یییم   ییاسانش IBDV        دی بادی ضتنآ یاراد
   وردم ینایب متسیس هک دومن یریگ‌هجیتن ناوت‌یم نیاربانب
         برای تولید ق از کارآمدی لازمیقحت     ستفاده در اینا

VP3 ربرخوردا ای الیزحارط یارب زاین دروم بیکرتون       
     .دشاب‌یم
 
 ركشت و ريدقت

       هشيوت محترم پژنواعم زارضاح هلاقم ناگدنسیون
   قيقحت ينا يارجا هنزيه هك زاوها نارمچ ديهش هاگشناد
  .ددرگ يم ركشت دومن مهارف ار
 عبانم
    روسیو NP        گ و بیان ژننینولک .(1390)))) دری، ا.یاج .1

 ،ییییییا کلشیرشا رد H9N2       دگان تحت تیپنرپ یازناولفنآ
 ،یکشزپماد هدکشناد ،یژولویبورکیم یصصخت یرتکد هلاسر
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Abstract: Infectious bursal disease or Gumboro, is a highly contagious viral disease of 
poultry which causes economic losses in the poultry industry, worldwide. Following infection, 
the first antibodies are produced against the structural VP3 protein of the Infectious bursal 
disease virus (IBDV); therefore, VP3 is a suitable antigen for use in ELISA. Given the 
difficulty of purifying native VP3 from IBDV or virus-infected cells, recombinant VP3 
expressed in E. coli can be considered for this purpose. This study was performed with the 
aim of cloning the VP3 gene of D78 vaccine strain of the virus in pMal-C2X plasmid (a 
prokaryotic expression plasmid) and the expression and purification of the recombinant 
protein. Thus, VP3 gene was amplified by RT-PCR and cloned in plasmid pMal-C2X, after 
digestion with appropriate restriction enzymes. After sequencing to ensure the successful 
cloning of the gene, the expression of recombinant protein was confirmed by SDS-PAGE. In 
the following, the recombinant protein was purified using amylose resin chromatography 
column. Evaluation of the recombinant VP3 protein in immunoblotting showed that the 
produced protein was antigenically active.  Considering the high efficiency of protein 
production in this system, the expressed protein is a good candidate for the design of ELISA 
to measure antibody titers against infectious bursal disease virus (IBDV). 
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