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Newcastle disease virus (NDV) is an infectious agent of a large variety of birds, including 
chickens, which poses a real threat to the poultry industry. This virus is a member of the avian 
Paramyxoviridae. NDV is enveloped with membrane-embedded spikes consisting of glycosylated 
hemagglutinin (HN) and fusion (F) proteins. The mean death time after vNDV infection is 
2-6 days, hence, the presence of preexisting antibodies prior to infection appears to be the 
most critical protection from this disease. Antibodies produced against the HN and F trans-
membrane surface glycoproteins are able to neutralize NDV upon subsequent infection and 
inhibition of viral fusion with the host cell membrane, respectively. In this experimental study, 
the immunogenic epitopes of the F protein of NDV were designed artificially and were expressed 
in the heterologous system (Escherichia coli), using the appropriate vector (pET32a). In order 
to evaluate the immunogenicity of the recombinant f fragment, the protein was injected into 
the animal model. Immune response and the rise of specific antibodies titers were determined 
in immune sera. The results showed that immunization of mice with this recombinant protein 
could elicit significant serum IgG antibody up to 1/204800 titer. We show that the recombinant 
F protein was recognized by the mice sera immunized with the commercial vaccine. Moreover, 
the reactivity of vaccine strain virus with sera from F protein immunized mice suggested that 
the F protein is able to present similar epitopes with viral vaccine strain and hopefully could 
stimulate the immune system of the animal against the infectious viruses.
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  چکيده
ویژه  هعامل عفونی طیف وسیعی از پرندگان ب (NDV) ویروس بیماری نیوکاسل

. این استیک خطر جدی برای صنعت مرغداری همواره ها است که  جوجه
بوده و بر سطح غشای ویروس  پارامیکسوویریده ویروس جزء خانواده

ساختارهای  (HN) و هماگلوتینین نورآمینیداز (F) های فیوژن گلیکوپروتئین
های حاد بیماری، زمان مرگ  د. از آنجا که در حالتده مانندی را تشکیل می زائده

ایجاد حفاظت و حضور  بنابراین روز است ۲- ۶پس از ابتلا تنها حدود 
منظور پیشگیری از بیماری بسیار  در بدن پرنده به کننده های محافطت بادی آنتی

های تولیدشده علیه  بادی که آنتی است حائز اهمیت است. مشخص شده
سازی  های سطحی هماگلوتینین و پروتئین فیوژن، قادر به خنثی گلیکوپروتئین NDV تجربی پژوهشدر این  شوند. و جلوگیری از گسترش و فعالیت آن می ،

طور مصنوعی ساخته شده  ویروس نیوکاسل به Fنوژن پروتئین ایمو های توپ اپی
 (pET32a) با استفاده از ناقل مناسب کلی اشریشیاو در میزبان پروکاریوتی 

زایی در حیوان مدل (موش) از طریق تزریق،  منظور بررسی ایمنی بیان و به
در  Fهای ویژه پروتئین  بادی . ایجاد ایمنی و افزایش تیتر آنتیندشداستفاده 
ها  زایی موش که ایمنی دادگیری شد. نتایج نشان  شده اندازه های ایمن سرم موش

و  شده IgG از کلاس بادی با این پروتئین نوترکیب منجر به افزایش تیتر آنتی
نیز قادر به شناسایی پروتئین نوترکیب  ۲۰۴۸۰۰/۱های سرمی تا رقت  بادی آنتی
شده با  توسط سرم موش ایمن Fوترکیب این تشخیص پروتئین ن  بر . علاوهبودند

ی ویروس سویه واکسن توسط سرم حیوان یواکسن تجاری و همچنین شناسا
نوترکیب توسط روش الایزا نشان داد که این پروتئین  Fشده با پروتئین  ایمن

های  نوترکیب ضمن توانایی تحریک سیستم ایمنی حیوان مدل علیه ویروس
  ه دهد.یهای مشابه با سویه واکسن را نیز ارا پتو عفونی محیطی، قادر است اپی

  زایی ی، ایمناشریشیا کلی، Fهای  توپ ویروس بیماری نیوکاسل، اپی :ها کلیدواژه
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  مقدمه

پرندگان خانگی و یک بیماری خطرناک در  (ND) بیماری نیوکاسل
این بیماری پس از  .[1]شود وحشی در سراسر دنیا محسوب می

عنوان دومین بیماری مهم طیور و دیگر پرندگان  آنفولانزای طیور به
طبیعت سخت بیماری، دلیل  در سراسر دنیا در نظر گرفته شده و به

قرار دارد.  (OIE) المللی بهداشت حیوانات سازمان بین A در لیست
در بعضی از مناطق انزوتیک (بیماری غالب و  نیوکاسل بیماری

و یک تهدید ثابت برای بسیاری از است بومی در آن منطقه) 
 ۴۰با توجه به رشد پرورش طیور طی  .[3 ,2]آید پرندگان به شمار می

سال اخیر، بیماری نیوکاسل در بسیاری از کشورها به یک مشکل 
رو  شده است و از همینتبدیل جدی برای صنعت مرغداری 

های زیادی در جهت کنترل این بیماری و شناخت ویروس  شتلا
براساس علایم  NDV های هسوی .[5 ,4]مولد آن صورت گرفته است
) ۱شوند:  یزایی به سه گروه تقسیم م کلینیکی و قدرت بیماری
 ؛مزوژنیک (ملایم) )۲ ،ومیر بالا با مرگ ؛ولوژنیک (خیلی خطرناک)

لنتوژنیک  )۳ ،ومیر کمتر تنفسی و عصبی همراه با مرگبا علایم 
 .[7 ,6]با عفونت کم یا نامعلوم مجاری تنفسی ؛(غیرپاتوژنیک)

های خطرناک ویروس بیماری نیوکاسل  هابتلای پرندگان به سوی
  .[8 ,4]شود یهای مستعد م هجوج %۱۰۰ومیر  باعث مرگ

به ه است ک (NDV) عامل اصلی این بیماری، ویروس نیوکاسل
 تنها عضو خانواده ویروس نیوکاسل. [10 ,9]تعلق داردسروتیپ یک 

که میزبان اصلی آن پرندگان است و در  پارامیکسوویریده بوده
از نظر  .[11]کند زایی خاصی را ایجاد نمی پستانداران بیماری

های سطحی  ژن آنتی ءجز HNو  Fساختاری دو گلیکوپروتئین 
ویروس هستند که در بدن حیوان نقش حفاظتی را نیز بر عهده 

اولین مرحله در بروز عفونت، اتصال ویروس به سطح  .[12]دارند
شروع  HNسازی با واسطه مولکول  هسلول میزبان است. این آلود

اسیدی (گانگلوزید) سطحی  کهای سیالی شود که به گیرنده یم
ی و عفونت از طریق الحاق یند. اتصال نهاشو یمیزبان متصل م

صورت  (F) ویروس به غشای سلولی توسط پروتئین فیوژن
 Fهای ویروس نیوکاسل، پروتئین  از میان پروتئین .[13]گیرد یم

به شکل  Fکند. پروتئین  برای شروع عفونت نقش اساسی ایفا می
شود که از طریق شکست توسط  ساخته می F0ساز  پیش

-F2 )HR-A ،HRو  F1های میزبان به قطعات  سلولپروتئازهای  B( شود. این شکست پروتئولیتیکی برای فعالیت  یتقسیم م
 F1انتهای آمینی قطعه  .[14 ,12]الحاقی و عفونی ویروس لازم است

کند و  یعنوان پپتید ورودی عمل م شدت هیدروفوب است و به به
  .[15 ,14]عهده دارد ردر واقع وظیفه الحاق ویروس با غشاهای سلولی را ب

هر دو در حفاطت و  (CMI) ایمنی هومورال و ایمنی سلولی
دلیل اینکه زمان مرگ بعد از ابتلا  هنقش دارند. ب NDVسازی  پاک

روز  ۲-۶مدت  به (vNDV) های ولوژنیک به عفونت توسط سویه
ها قبل از بروز عفونت، برای  بادی یاست، ایجاد حفاظت و حضور آنت

 .[16 ,10]های کلینیکی حائز اهمیت است یبیمارحفاظت از 
غشایی  های درون نعلیه گلیکوپروتئی های تولیدشده بر یباد یآنت

نقش حفاظتی داشته و قادر به  (F)و فیوژن  (HN) هماگلوتینین
  .[18 ,17]هستند NDVسازی  یخنث
در  LaSotaو  Hitcher B1مانند  NDVهای لنتوژنیک  هسوی

های زنده بر علیه بیماری نیوکاسل  نن واکسعنوا سراسر دنیا به
 مناسبیهای موجود حفاطت  ناینکه واکس   شوند. با یاستفاده م

طور کامل  کنند ولی به ینسبت به بیماری را در پرندگان ایجاد م
مساله بسیار یا  زا بیماری بسیار های توانند از عفونت با سویه نمی
آورند و به همین  عمل آزادسازی ویروسی جلوگیری به تر،  مهم

مشاهده  شده مجدداً  تواند در پرندگان واکسینه یدلایل بیماری م
علت عدم  های مختلف دنیا به شبخ در NDهای اخیر  عشود. شیو

های جدید این  شده و ظهور سویه های استفاده نیی کامل واکسآکار
از طرف دیگر توجه ویژه نسبت به  .[19 ,7]له را ثابت کرده استامس
دیگر در پرنده به پرنده اهش میزان آزادسازی ویروس از یک ک

 یک تولیددر های مهم و تاثیرگذار  هشده از شاخص پرندگان واکسینه
 های  سویهکه در آنها کشورهایی ویژه در  است. این مساله به واکسن

وجود دارند، بسیار بومی  NDVصورت  زا (ولوژنیک) به بسیار بیماری
استفاده از رویکرد جدید تکنولوژی ژن  .[5]حایز اهمیت است
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های  توپ سازی از طریق تشخیص اپی نوترکیب در صنعت واکسن
جای استفاده از کل ویروس که  (بهژن  مهم و ایمونولوژیک آنتی

های جدید،  شدن از حیوان واکسینه و شیوع سویه احتمال پراکنده
ظهور منجر به های وحشی) را دارد،  ناشی از نوترکیبی با سویه

های زیرواحدی موثر و قوی شده است که اثرات جانبی  واکسن
  .[21 ,20]های موجود) دارند کمتری (در مقایسه با واکسن

زایی و انتشار  ها نشان داده است که عامل اصلی عفونت گزارش
 (F) ویروس نیوکاسل از یک سلول به سلول دیگر پروتئین فیوژن

 Fهمچنین براساس مطالعات صورت گرفته مولکول  .[5]است
شناخته شده است که و موثر عنوان یک ایمونوژن قوی  تنهایی به به

و حفاظت بخش قادر به ایجاد پاسخ ایمنی مخاطی و خونی مناسب 
ود با ایجاد اختلال ر یانتظار مبنابراین  .[23 ,22]در مدل حیوانی است

های مختلف از جمله  با روش دهپرندر عملکرد این مولکول در بدن 
بادی) اختصاصی بر علیه این  یایجاد ایمنی هومورال (تولید آنت

ژن، بتوان از بروز بیماری، شیوع آن و همچنین عواقب بعدی  آنتی
ومیر وسیع در بین طیور باشد،  تواند مرگ احتمالی آن که می

سه زایی که حاصل مقای های ایمنی پیشگیری نمود. استفاده از بخش
توالی سویه مرجع با توالی بیش از صد سویه در حال گردش 

کارگیری پروتئین کامل یا کل  جای به به است، NDVویروس 
صورت هدفمند  تواند سیستم ایمنی را به شده می ویروس ضعیف

حاصل از شیوع  های نگرانیتر از آن،  مهمتحریک نموده و 
را ) در محیط های جدید بیماری (در واکسیناسیون سنتی ژنوتیپ

های  توپ بیان اپی ، انتخاب،کاهش دهد. هدف این تحقیقنیز 
در سیستم پروکاریوتی و  (F2-F1) ژن دوقسمتی اصلی این آنتی
زایی پروتئین نوترکیب در حیوان مدل (موش  بررسی ایمنی

زایی آن با ویروس سویه واکسن  آزمایشگاهی) و مقایسه ایمنی
  است.

  
  ها مواد و روش

و سویه  Fتوالی کامل پروتئین مصنوعی در پژوهش تجربی حاضر 
و  P35743ترتیب شماره دسترسی:  (به NDV LaSotaمرجع  P33614 های پروتئینی  پایگاه داده) ازNCBI برای استخراج شد .

 کلی اشریشیای های باکتر سازی و بیان ژن، سویه مراحل همسانه
از شرکت  Rosetta-gami (DE3) و سویه αDH5سویه 

 pUC57. پلاسمید شدندتهیه  ؛ ایالات متحده)اینویتروژن(
و (فرمنتاز؛ ایالات متحده) سازی و تکثیر  عنوان یک ناقل همسانه به

 کلی اشریشیاعنوان ناقل بیانی باکتری  به pET-32aپلاسمید 
(نواژن؛ ایران)  پروکاریوتیشده در سیستم  برای بیان قطعه کلون

ژن مصنوعی و وکتورهای موردنظر از  ورزی دستمنظور  به شد. تهیه
لیگاز،  T4  های و آنزیم Xho I و BamH I های محدودکننده آنزیم
pfuمتحده الاتیا (فرمنتاز؛مراز  پلی (و Taqمراز  پلی)؛ دانش فرادید

ای  واکنش زنجیره استفاده شد. کیت استخراج محصول ایران)
واکسن (روچ؛ سوئیس) و کیت استخراج پلاسمید ، (PCR) مراز پلی

 موسسه تحقیقات واکسن و(شده ویروس نیوکاسل  زنده ضعیف
  .شدندتهیه  ؛ کرج؛ ایران)سازی رازی مسر

منظور تکثیر سازه مصنوعی و  به: PCRبا استفاده از  Fتکثیر ژن 
که توسط یک لینکر  HR-Bو  HR-Aواجد دو قطعه  Fدوقسمتی 

 پیش اند از ساختار از پپتیدی کوتاه به همدیگر متصل شده
برای تکثیر ژن و تاییدهای مولکولی،  .[24]شدشده استفاده  طراحی

و پرایمر ) برای کلونینگ BamH Iحاوی جایگاه (پرایمرهای رفت 
) طراحی شد. ترادف و کدون خاتمه I Xhoدارای جایگاه (برگشت 

ها نیز  ارایه شده و جایگاه شناسایی آنزیم ۱پرایمرها در جدول 

  دار مشخص شده است. صورت زیرخط به
  

  از ساختار اصلی Fترادف پرایمرهای رفت و برگشتی برای تکثیر قطعه  )۱جدول 
نام 
 طول پرایمر  جایگاه آنزیمی  توالی  آغازگر

 pETFF 5'TGTTCGGATCCAAAAACATCTCCATCCAAGA G↓GATCC ۳۱  (باز)

pETFR 5'CTATTGCTCGAGTTATGAATCGTACAGGATTGGGT C↓TCGAG ۳۵ 

  
شده و پلاسمید  با استفاده از آغازگرهای طراحی PCRواکنش 

عنوان الگو) انجام شد. واکنش با استفاده  حاوی ژن دوقسمتی (به
برای  C۶۰˚و دمای  Mg+۲مولار  میلی۵/۲مراز،  پلی pfuاز آنزیم 

  گرفت. صورتسیکل  ۳۵اتصال پرایمرها و 
پس از : و بیان ژن (pET-32a)سازی ژن در ناقل  همسانه
سازی قطعه تکثیرشده از روی ژل آگارز و هضم آنزیمی با  خالص
-pETدر ناقل بیانی مورد نظر  I Xho/BamHI ،DNA های آنزیم 32a شدها هضم شده بود کلون  ایی که با همین آنزیم .

 وارد باکتری مستعدپلاسمیدهای نوترکیب با روش شوک حرارتی 
 های نوترکیب روی محیط شده و کلنی DH5α سویه اشریشیا کلی
سیلین انتخاب و پس  بیوتیک آمپی حاوی آنتی (LB)لوریا برتانی 
و هضم آنزیمی، ناقل  PCRهای نوترکیب با روش  از تایید کلون

 E. coli های مرسوم به باکتری نوترکیب خالص و با روش
منتقل شد. تعدادی از  Rosetta-gami (DE3)مستعدشده سویه 

های حاوی سازه نوترکیب در محیط کشت مایع حاوی  کلنی
؛ C۳۷˚کشت شده ( )لیتر گرم بر میلی میلی۱۰۰( سیلین آمپی rpm۱۸۰ ۶۰۰مناسب () و پس از رسیدن به غلظتOD=۶/۰ با (
تحریک صورت گرفت. در  (IPTG) مولار ماده القاکننده میلی یک
ها  برداری از باکتری  پس از القا، نمونهساعت ۱۶و  ۶، ۴، ۲ های زمان

آمید  آکریل ها روی ژل پلی ها، نمونه انجام و پس از تخریب سلول
لیز بلو آنا آمیزی با کوماسی و پس از رنگ (SDS-PAGE) دناتوره
بلات با  منظور تایید پروتئین تولیدشده از روش وسترن شد. به

 (His tag×6) بادی علیه دنباله هیستیدینی استفاده از آنتی
  استفاده شد.

ها با سانتریفوژ از  پس از القا، باکتری: Fتخلیص و دیالیز پروتئین 
دقیقه) و رسوب در بافر ۱۵ ؛rpm۸۰۰۰شده ( محیط کشت جدا

مولار، ۸اسید  مولار، اوریک میلی۱۰۰فسفات  سدیم (دیدناتوره 
دقیقه ۳۰) حل شد (۸برابر  pHمولار و میزان  میلیHCL ۱۰ -تریس

کردن محلول سانتریفوژ  بعد از مخلوطدمای اتاق/حرکات دورانی). 
) و محلول رویی به ستون ، دمای اتاقدقیقهrpm۸۰۰۰، ۲۰شده ( Ni-NTA روش استاندارد انجام و شو طبق و برده شد. مراحل شست
 %۱۲آمید  آکریل شده از ستون روی ژل پلی های خارج نمونه

  الکتروفورز شد.
حجم از  منظور حذف اوره موجود در محلول پروتئین، مقدار هم به

کلرید  (سدیم کننده گلیسرول بافر واسرشتگی حاوی تثبیت
- ۲مولار،  میلی۱۰۰مولار، تریس  میلی۱۰۰مولار، گلیسین  میلی۱۰۰

برابر با  pH% و میزان ۵/۲مولار، گلیسرول  میلی۱۴۰مرکاپتواتانول 
صورت تدریجی  شدن به به محلول پروتئین در حال مخلوط) ۵/۸

بافر فسفات سالین  محلولهم حجم آن سپس با  .اضافه شد (PBS) دیالیز شدند. در نهایت  (با دو بار تعویض) ساعت۱۲ مدت به
پروتئین حاصل برای نگهداری شد.  - C۷۰˚ پروتئین در دمایمحلول 

  سازی قابل استفاده است. مصارف ایمن
سر  ۱۳تعداد : سازی حیوان آزمایشگاهی با پروتئین نوترکیب نایم
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شده با سویه واکسن  تزریق تایی۵ماده (یک گروه  بالب/سیموش 
به  Fژن  شده با آنتی تزریقتایی ۵ ، یک گروهمثبتکنترل  عنوان به

ای به شکل سه  هفته۷تا  ۶نترل منفی) با سن سرموش ک ۳همراه 
، واکسن Fشده  صژن تخلی ها با آنتی گروه مجزا انتخاب شدند. گروه

) تزریق منفی (کنترل PBS) و بافر مثبت ویروس نیوکاسل (کنترل
نظر به همراه  ژن مورد یمیکروگرم آنت۸شدند. در تزریق اول 
د. تزریفات دوم و صورت زیرجلدی تزریق ش ادجوانت کامل فروند به
ژن و با استفاده از ادجوانت ناقص فروند و  سوم با همان مقدار آنتی

به همان صورت تزریق شد. تزریق انتهایی بدون ادجوانت 
صفاقی انجام شد. گروه کنترل منفی، بافر صورت  میکروگرم) و به۴( PBS  و ادجوانت کامل را برای تزریق اول و برای تزریقات دوم و

دریافت کردند. در مورد  را به همراه ادجوانت ناقص PBSسوم بافر 
میکرولیتر از واکسن ۱۰۰سر موش با  پنجهای کنترل مثبت  موش
ها  شده ویروس در چهار دوره تزریق شدند. خونگیری از موش ضعیف

  م شد.یک هفته بعد از هر تزریق انجا
گیری  بعد از اندازه :(ELISA)بادی به روش الایزا  یتعیین تیتر آنت

نانوگرم ۵۰۰ ، میزانمیزان پروتئین نوترکیب محلول با روش برادفورد
کربنات  بی (سدیم در بافر پوشاننده (F)شده  خالصاز پروتئین 

حل و در هر ) ۸/۹برابر  pHمولار و میزان ۲/۰کربنات  مولار، سدیم۲/۰
شده با  های ایمن گرفت. سرم موش از میکروپلیت قرار چاهک

بادی  یبادی اولیه و آنت عنوان آنتی به Fپروتئین باکتریایی 
بادی ثانویه استفاده شد.  عنوان آنتی به HRPضدموش کونژوگه با 

آزمایش با سه تکرار انجام و نتایج در نمودار استاندارد قرار داده 
بادی  آنتی واکنش. براساس آنالیزها میزان تیتر سرم و قدرت ندشد

  ژن نوترکیب به دست آمد. علیه آنتی
  

  ها یافته
: یید آناو ت pET- 32aدر ناقل پلاسمیدی  fسازی قطعه  همسانه
با پرایمرهای اختصاصی و با استفاده از ناقل پلاسمیدی  f ژن قطعه

بازی) روی ژل آگارز  جفت۸۷۸نظر ( اصلی تکثیر و قطعه مورد
 و BamHIهای  ). قطعه تکثیرشده با آنزیمa -۱آنالیز شد (شکل 

XhoI  هضم و در ناقلpET-32a ها هضم شده  که با همین آنزیم
) و b -۱(شکل  PCRشدن با روش  بود کلون شد. صحت کلون

های مورد استفاده در کلونینگ)  سپس با هضم آنزیمی (با آنزیم
  ).c - ۱فت (شکل مورد تایید قرار گر

سویه  E.coliهای تاییدشده به درون میزبان مستعدشده  کلنی Rosetta-gami (DE3) های  منتقل و بیان پروتئین در کلنی
  مورد ارزیابی قرار گرفت. ،حاوی ژن

های نوترکیب حاوی پلاسمید بیانی به  باکتری: بیان ژن نوترکیب
-Niسازی پروتئین نوترکیب با استفاده از ستون  ). پس از خالصa - ۲آنالیز شد (شکل آمید  همراه نمونه قبل از القا روی ژل آکریل NTAکارگیری شرایط دناتوره و استفاده از گرادیان  ، با بهpH  شکل)

۲ ،bبادی علیه دنباله  بلاتینگ با کمک آنتی ) واکنش وسترن
سازی از ستون،  ). پس از خالصc -۲هیستیدینی انجام شد (شکل 

هر لیتر محیط  یگرم به ازا میلی۳۶تولید پروتئین نوترکیب میزان 
  کشت برآورد شد.
منظور تعیین تیتر  به: بادی به روش الایزا یارزیابی تولید آنت

بادی علیه پروتئین نوترکیب و همچنین تعیین تیتر  یآنت
شده از روش الایزا استفاده شد.  سازی در سرم حیوانات ایمن یخنث

دهد که  یآزمایش الایزا با پروتئین نوترکیب نشان منتایج حاصل از 
در  ODبادی و افزایش  یپس از هر مرحله از تزریق افزایش تیتر آنت

  ).۱نمودار کنترل وجود داشته است (های  نمونهمقایسه با 

 مشخص است پس از تزریق اول و دوم تفاوت چنانچه در شکل
  شود. مشاهده نمی IgGبادی  در سطح آنتی  قابل توجه

  

  
 )a؛ تایید آنو  pET- 32aدر ناقل پلاسمیدی  fسازی قطعه  همسانه) ۱ شکل

) الگوی الکتروفورز محصول b، ) محصول تکثیر ژن۲ستون :fتکثیر ژن مصنوعی  PCR های حاوی قطعه  از کلونf  در ناقلpET-32a  ستون  %:۱/۰روی ژل آگارز
 DH5α E.coli: ۳(کنترل مثبت)، ستون  fحاوی سازه  pUC57: پلاسمید ۲

های حاوی پلاسمید  کلونی ۷تا  ۴های  نشده (کنترل منفی)، ستون تراریخت
تایید کلونینگ ژن موردنظر، با استفاده از روش هضم  )c، (pET32a) نوترکیب

-pET: ناقل ۲ستون  :fنوترکیب حاوی ژن  pET-32aکلونی یک آنزیمی روی  32a  حاوی قطعهf ناقل ۳؛ ستون قبل از هضم آنزیمی :pET-32a  حاوی قطعه
f های  خورده با آنزیم برشBamHI  وXhoI نشانگر  یکها ستون  در همه شکل؛

  .بازی) است جفتDNA )۱۰۰اندازه 
  

  
-SDS) الگوی a؛ و ارزیابی آن fژن نوترکیب سازی  و خالصبیان  )۲شکل  PAGE  بیان پروتئین نوترکیبF های مختلف  در شرایط بهینه در کلنی(DE3) Rosetta-gami کلنی ۵تا  ۲ : کلنی حاوی پلاسمید قبل از بیان، ستون۱؛ ستون :

: نشانگر وزن مولکولی ۶های مثبت حاوی پلاسمید نوترکیب بعد از بیان، ستون  
از ستون  Fتئین ) ارزیابی تخلیص پروb، کیلودالتون)۱۷۰تا  ۱۰( پروتئین

: خروجی ۱ستون ؛ SDS-PAGEوسیله  (روش دناتوره) به Ni-NTAکروماتوگرافی 
شو، ستون و : خروجی ستون با بافر شست۳ و ۲های  ستون کروماتوگرافی، ستون

: خروجی ستون با بافر ۸: خروجی ستون با بافر استخراج، ستون ۷تا  ۴
واکنش ) بررسی c، ین: نشانگر وزن مولکولی پروتئ۹احیاکننده، ستون 

بادی علیه دنباله  مقابل آنتی شده در بلاتینگ پروتئین تخلیص نوستر
: ۲، ستون Fشده  : پروتئین نوترکیب تخلیص۱؛ ستون (6His-tag) هیستیدینی

  نشانگر وزن مولکولی پروتئین
  

  
) علیه پروتئین IgGبادی (از کلاس  یمنحنی الایزا برای تعیین تیتر آنت )۱نمودار 
قابل  چنانچه در شکل مشخص است پس از تزریق اول و دوم تفاوت؛ نوترکیب
  .شود مشاهده نمی IgGبادی   در سطح آنتی توجه
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با تکنیک  Fبادی تولیدشده علیه پروتئین  تایید آنتی
و  F ی پروتئین نوترکیبیزا منظور اثبات ایمنی به: بلاتینگ وسترن

بلات  واکنش وسترنبا سویه واکسن، از آن مقایسه عملکرد 
های  با سرم موش Fاستفاده شد. برای این منظور پروتئین نوترکیب 

شده سویه واکسن  های ایمن و سرم موش Fشده با پروتئین  ایمن
پس از ویروس واکسن تجاری مجاورت تجاری مجاور شد. در ادامه 

شده با پروتئین  با سرم موش ایمن الکتروفورز روی ژل الکتروفورز
بادی  بلات نشان داد که آنتی . نتایج وسترنصورت گرفت F نوترکیب

ایجادشده توسط پروتئین نوترکیب قادر به شناسایی سویه واکسن 
های تولیدشده توسط سویه واکسن هم  بادی و برعکس، آنتیبوده 

  ).cو  a ،b - ۳(شکل دهد  قادر است پروتئین نوترکیب را مورد شناسایی قرار
  

   
با تکنیک  Fبادی تولیدشده علیه پروتئین  آنتی واکنش تایید )۳کل ش

شده با  های ایمن بادی سرمی موش بلاتینگ آنتی ) وسترنa؛ بلاتینگ وسترن
علیه  Fشده با پروتئین  های ایمن بادی سرمی موش ) وسترن بلاتینگ آنتیb ؛Fشده  : پروتئین نوترکیب تخلیص۱ ستون :Fعلیه پروتئین نوترکیب  Fپروتئین 

: نمونه پروتئینی واکسن ویروس ۱ستون  :سویه واکسن ویروس نیوکاسل
شده با نمونه  های ایمن شبادی سرمی مو بلاتینگ آنتی ) وسترنc، نیوکاسل

نوترکیب  : پروتئین۱ستون  :Fپروتئینی واکسن نیوکاسل علیه پروتئین نوترکیب 
  نشانگر وزن مولکولی پروتئین است. ۲ها ستون  در همه شکل ؛Fشده  تخلیص

  
  بحث

ویروس بیماری نیوکاسل دامنه وسیعی از پرندگان خانگی و وحشی 
را در بسیاری از کشورها آلوده کرده است و اثر مخربی بر تولید 

ای بسیاری در ه شتلا بنابراین .[26 ,25]تجاری طیور داشته است
گیرشناسی و  جهت کنترل این بیماری و شناخت آن از نظر همه

  .[4]شناسی صورت گرفته است ویروس
(هماگلوتینین  HNدر کنار پروتئین سطحی  Fگلیکوپروتئین 
های سطحی  ترین پروتئین عنوان یکی از اصلی نورآمینیداز) به

ویروس، موجب نفوذ ویروس به داخل سلول میزبان، الحاق ویروس 
. در صورت مقابله با شود نهایت تخریب آن می سلول و در با غشای

زایی ویروس (یعنی ممانعت از اتصال و ورود به  مرحله اول بیماری
توان سد محکمی در برابر بیماری و مراحل بعدی  داخل سلول) می

تواند هدف  آن ایجاد نمود. به عبارت دیگر این پروتئین سطحی می
یزبان برای مقابله با ویروس مهمی برای ایجاد پاسخ ایمنی م

) قادر به تولید Fو  HNژن ( اگرچه هر دو آنتی .[25]باشد
کننده در بدن حیوان هستند اما تنها پروتئین  های خنثی بادی آنتی F هایی را تحریک کند که انتشار سلول به  بادی یآنت تولید تواند می

  .[8]سلول ویروس را کاهش دهد
ای بیان و تولید پروتئین کایمریک، انتخاب یک میزبان مناسب بر

های  نلی است که در تحقیقات در زمینه واکسییکی از مسا
عنوان یکی از  به E.coliزیرواحدی حائز اهمیت است. میزبان 

های  تولید پروتئین برایها  ترین میزبان هزینه ترین و کم جرای

. اگرچه این سیستم بیانی قادر به اجرای استنوترکیب مطرح 
اما  ،[28 ,27]های یوکاریوتی نیست اصلاحات پس از ترجمه پروتئین
بعدی و  های یوکاریوتی، ساختار سه ناز آنجایی که بسیاری از پروتئی

فعالیت کامل زیستی خود را در شکل غیرگلیکوزیله نیز حفظ 
 Fدر خصوص پروتئین  .[29]بیان شوند E.coliتوانند در  یکنند، م یم

رغم عدم  له صدق نموده و علیایز این مساز ویروس نیوکاسل ن
های قندی)  شدن مولکول وجود تغییرات پس از ترجمه (نظیر اضافه

و قادر است   ژنیک خود را حفظ کرده های آنتی هنوز هم ویژگی
منظور بیان  به .[8]سیستم ایمنی را به نحو مناسبی تحریک نماید

های  با ویژگیهای متعددی  سویه E.coliهای نوترکیب در  پروتئین
اند. در این  مختلف و متناسب با احتیاجات تولیدی طراحی شده

مراز از  پلیRNAکه دارای ژن کدکننده  E.coli های ویژه میان سویه
شوند.  برای بیان پروتئین هدف استفاده می هستند T7باکتریوفاژ 

) T7، (دارای پروموتر قوی با منشا فاژ pETهای سیستم  ناقل
سازی  ها هستند. در مواردی که بهینه بیان در این سویهمناسب برای 

منطبق نباشد از  E.coliهای میزبان  خوبی بر کدون های ژن به کدون
شود. سویه  های خاصی برای بیان ژن مورد نظر استفاده می سویه Rosetta-gami (DE3)  حاویtRNAهای  های مربوط به کدون

 .[30]گیرند ستفاده قرار میمورد ا E.coliدرت در ن نادری است که به
در خصوص  گزارشگرفته، تحقیق حاضر اولین  طبق مطالعات صورت

در سیستم  NDویروس  Fزای پروتئین  های ایمنی پتو بیان اپی
E.coli بوده است. در تحقیقی مشابه بیان ژن نوکلئوکپسید (N) 

 .[31]انجام شده است E.coliباکتری  TOP10Fر سویه د ،pET SUMOبا استفاده از ناقل و  E.coliویروس نیوکاسل در باکتری 
ویروس در میزبان  (MP)در تحقیقی دیگر بیان پروتئین ماتریکس 

E.coliسویه ، (DE3) Rosetta  با استفاده از ناقلpET28a 
  .[32]صورت گرفته است
رفت که  ، انتظار میFگرفته روی ژن  صورتسازی  با توجه به بهینه

میزان بیان در میزبان پروکاریوتی افزایش یابد. میزان بیان پروتئین 
پس از تخلیص پروتئین با  Rosetta-gami (DE3)در سویه 

از محیط کشت لیتر  میلی۱۰۰در گرم  میلی۶۱/۳ستون نیکل برابر با 
در گرم  میلی۴/۵برابر با  E.coliهمین ویروس در سیستم  (NP) . در تحقیقی مشابه میزان بیان پروتئین نوکلئوکپسیدشدمحاسبه 

آمده  دست نتایج به .[31]از محیط کشت بوده است لیتر میلی۱۰۰
را در این سیستم بیانی  Fمیزان بیان قابل قبول پروتئین نوترکیب 

به فرم نامحلول بیان  E.coliهایی که توسط  تایید نمود. پروتئین
ها به فرم طبیعی و محلول  ترجنتشوند در صورت دیالیز با د می

 Fانجام دیالیز و حذف اوره پروتئین  با .[34-32]شوند خود تبدیل می
شده توسط آنالیزهای  بینی بازآرایی شده و با فلدینگ طبیعی پیش

  بیوانفورماتیکی به حیوان تزریق شد.
کلونال تولیدشده  های پلی بادی گیری آنتی منظور تشخیص و اندازه به

در سرم  Fهای  توپ مختلف و علیه اپی Bهای  توسط لنفوسیت
گرچه بلات استفاده شد.  کمی و وسترن موش از روش الایزای نیمه

های غالب در تحریک سیستم ایمنی مورد  توپ در این روش اپی
صل از چهار دوره تجویز با نتایج حاشناسایی قرار نگرفت اما 

خالص نشان داد که پروتئین مورد نظر موجب تحریک  Fپروتئین 
سرمی  IgGبادی از کلاس  یهای ایمنی و تولید تیتر بالای آنت خپاس

دهد این پروتئین یک  از همان تزریق اول شده است که نشان می
ایمونوژن بسیار خوب با قابلیت بالای تحریک سیستم ایمنی تا 

. این بادی بوده است منظور تولید آنتی ) به۲۰۴۸۰۰/۱( های بالا رقت
توانسته از اولین تزریق، موجب تولید میزان بالایی از  پروتئین

a b c 
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رود که در مدل  بادی اختصاصی شود. بنابراین احتمال می آنتی
بادی برای  ژن، میزان مناسبی از آنتی اصلی نیز در برخورد اول با آنتی

سازی  ویژه در ایمن له بهاتولید شود. این مس مقابله با ویروس
  ای حائز اهمیت است. حیوان در شرایط مزرعه

های مناسب در پروتئین  توپ منظور بررسی حضور اپی در نهایت به
یی این آنوترکیب تولیدشده در سیستم پروکاریوتی و همچنین کار

از روش  NDVپروتئین برای ایجاد ایمنی متقاطع با ویروس 
شده  بادی تولید بلات استفاده شد. نتایج نشان داد که آنتی وسترن

خوبی قادر به شناسایی پروتئین  در بدن حیوان مورد آزمایش به
پروتئین متناظر  کیلودالتون) و همچنین۷/۴۹(حدود  Fنوترکیب 

شده واکسن (تجاری) بوده است. علاوه بر آن،  ویروس زنده ضعیف
شده با سویه  نگ با استفاده از سرم حیوان ایمنبلاتی انجام وسترن
بادی  نشان داد که این آنتی Fعلیه پروتئین نوترکیب  واکسن و بر

دهد. با  خوبی پروتئین نوترکیب را نیز مورد شناسایی قرار می به
ه یرود این پروتئین قادر به ارا آمده، انتظار می دست توجه به نتایج به

منظور ایجاد  م ایمنی و تحریک آن بههای مناسب به سیست توپ اپی
بخش  حفاظتمناسب و در صورت تکمیل مطالعات، ایمنی ایمنی 

  سازی آن در مدل حیوانی اصلی (طیور) باشد. علیه ویروس و خنثی
شدن  توان به عدم فراهم های مطالعه حاضر می از محدودیت

 زایی روی مدل امکانات و تجهیزات لازم برای انجام آزمایش ایمنی
(عاری از پاتوژن)  SPF های حیوانی اصلی بیماری نیوکاسل، جوجه

و همچنین انجام آزمون چالش با ویروس استاندارد نیوکاسل اشاره 
  کرد.

شود که در مطالعات آتی علاوه بر ایمنی همورال،  پیشنهاد می
، Fشده با پروتئین نوترکیب  های ایمن ایمنی سلولی نیز در موش

گیری از نانوذرات  توان با بهره مورد ارزیابی قرار گیرد. همچنین، می
به سیستم ایمنی  Fکردن و تحویل پروتئین نوترکیب  در کپسوله

منظور ساختن یک کاندیدای  حیوان مدل، پتانسیل این روش را به
  واکسن علیه بیماری نیوکاسل مورد بررسی قرار داد.

  
  گیری نتیجه

های اختصاصی را  بادی تواند سطح آنتی می Fپروتئین نوترکیب 
 شده افزایش دهد های ایمن ای در سرم موش طور قابل ملاحظه به
تواند در طراحی یک کیت تجاری برای شناسایی  طوری که می به

  .کاربرد داشته باشدویروس نیوکاسل در طیور 
  

وسیله از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و  بدینتشکر و قدردانی: 
فناوری برای تامین منابع مالی این تحقیق (پروژه شماره  زیست
  آید. ) تشکر و قدردانی به عمل می۴۴۷

زایی روی  مراحل ایمنی طیشود که  گواهی میاخلاقی:  تاییدیه
کلیه نکات اخلاقی رفتار با حیوانات  (موش بالب/سی) حیوان مدل

  رعایت شده است.
گونه تعارض  دارند که هیچ مینویسندگان اعلام تعارض منافع: 

 منافعی وجود ندارد.
(نویسنده اول)، نگارنده  سمیه تکریم سهم نویسندگان:
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(نویسنده سوم)،  محیات جعفری %)؛٢٥(دوم)، پژوهشگر کمکی 
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(نویسنده  هاتف سلمانیان لیع %)؛١٠کمکی/تحلیلگر آماری (

  %)١٠شناس/نگارنده بحث ( )، روشپنجم
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