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

 
 3ینورزاک هداز یونهد اضرملا   ،2ونشر دمحم ،2 بحم یلع ،1روپنابر  دوعسم ،*1یروپاش دابآیفیص اضر دوعسم
 

 ناریا ،واوها   ،واوها نارمد دیهش هاگشناد ،یکش پماد هدکشناد ،یژولویبوتاو هورگ دات ا -2
 ناریا ،واوها   ،واوها نارمد دیهش هاگشناد ،یکش پماد هدکشناد ،یژولویبورکیم یصصخت یرتکد یو شناد -1

 ناریا ،واوها ،واوها نارمد دیهش هاگشناد ،یکش پماد هدکشناد ،یمومع یارتکد هتخومآ شناد -3

394 دادرخ 29 :شریذپ خیرات       9394 رویرهش 24 :تفایرد خیرات 1 

  را ار  رد  روایط  یعناص رد    هاک یا ا روایط ریگاو رایسب ی وریو یاهیرامیب وا یکی ،ورورماگ ای ینوفع  روب یرامیب :هدیکچ
 رب اهیدابیتنآ سیلوا (IBDV) ینوفع  روب یرامیب  وریو اب ینوفع وا سو هک ییا نآ وا  دوشیم یداصتقا یاهنایو ثعاب ناهج
      ندواب راواشد هاب هاجوتاب  داشاب  یام  ا ایلا رد هدافت ا یارب یر انم نژ یتنآ سیئتورو سیا ،دنوشیم دیلوت VP3 ینامتخا  سیئتورودض
   یاراب یبوالطم نژیتنآ دناوت یم یلوک ایشرشا رد هدش نایب ویکرتون VP3 ، وریو هب هدولآ یاه لول  ای IBDV وا یعیرط VP3هیهت
  کای) pMal-C2X  دیما  و رد D78    ساسکاو  ورایو هیوا   VP3 نژ گانینولک فده اب رضاح هعلاطم  دوش بوسحم رو نم سیا
  رایثکت RT-PCR   شیااموآ ااب VP3  نژ سایا ربانب  دیدرگ ما نا ویکرتون سیئتورو یوا  صلاخ و نایب و (یتویراکورو ینایب دیم  و
      وا ناانیمطا و یلاوات سیایعت وا ساو  دایدرگ نولک pMal-C2X دیم  و رد و انم رگدودحم یاه می نآ اب مضه وا سو و هدش هداد
 نوت  وا هدافت ا اب ویکرتون سیئتورو همادا رد  دیدرگ دییات SDS-PAGE شیاموآ اب ویکرتون سیئتورو نایب ،نژ سیا قفوم گنینولک
     هاک داد نااشن گانیت بونومیا شیااموآ رد ویکرتون VP3 سیئتورو شنکاو ی ررب  دش صلاخ وولیمآ سیور یواح یفارگوتامورک
 یر انم یادیدناک هدش نایب سیئتورو ،متسی  سیا رد دیلوت ییاب نامدنار هب هجوت اب  دشاب یم لاعف ینژ یتنآ ر ن وا هدش دیلوت سیئتورو
   دشاب یم ینوفع  روب یرامیب  وریو هیلع یداب یتنآ رتیت ش ن  و ا یلا شیاموآ یحارط یارب
 pMal-C2X دیم  و ،گنینولک ،VP3 سیئتورو ،(IBDV) ینوفع  روب یرامیب  وریو :یدیلک تاملک
 یروواش دابآیفیص اضر دوعسم :لوئسم هدنسیون*
 23133225290 :هارمه 5123 یلخاد 0200333-92 :سفلت  یژولویبوتاو هورگ ،یکش پماد هدکشناد ،واوها نارمد دیهش هاگشناد ،واوها ،ناریا : ردآ
 masoudrs@scu.ac.ir :یکینورتکلا یسو
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 همدقم
 (Infectious Bursal Disease) ی  نوافع  رواب یرامیب
   یا ا روایط ریگاو رایسب یاهیرامیب وا یکی ورورماگ ای
 ی ااهنا ای   و ثاعاب نااهج را ار  رد رویط یعنص رد هک
   سایا اداننک دا یا لماع  (31 و 32 ،3) دوشیم یداصتقا
  یا ا (IBDV) ی  نوافع  رواب یرامیب  وریو ،یرامیب
 وا رتمک س  اب یاههجوج رد  وریو سیا اب ینوفع  (9)
 ی راامیب  ینیلااب ی احت مرف کی وجوم دناوتیم ،هتفه 3
   رواب  دراکلمع ستفر ی د وا یلع هب ارقاعتم هک ددرگ
  داما نا یام ی انمیا متسی  دیدش بوکر  هب  ویسیرباف
    تداح هاب هتاسب  ،هاتفه 3 وا رتگر ب یاههجوج رد  (22)
    ااب و دااح یراامیب کی هب ی ا سکمم ینوفع ، وریو
 IBDV  یانوفع لرتنک  (02 و 0) ددرگ ر نم یاب تافلت
  دواشی  ام لاصاح نوی ا انیسکاو  هلیا وب  راضاح لاح رد
 نوی ا انیسکاو بولطم وور سییعت یارب یژولور  و (32)
 یوآ سنج وا IBDV  وریو  (6) ی ا یرورض رایسب
  لمااش  موانژ  ی ا هدیریوانریب هداوناخ وا و  وریوانریب
  یا ا B و A  تااعطق مان هب ،یاهتشر ود RNA هعطق ود
 (VP1 )  ورایو وارمیلو RNA می نآ اهنت B هعطق  (62)
  والیک002  لواط اب یدیتپو یلو A هعطق اما دنک یم دک ار
   یایلاعف ااب و  دواخبدوخ روط هب هک دنکیم دک ار نوتلاد
 VP2، VP3 یاهسیئتورو و هدش هتسکش VP4 یوائتورو
 سیئتورااو VP2  دااندرگ یاام  ادااج رگیدااکی وا VP4 و
ی اتنآ ی حاوان ی  وااح هاک ی ا  وریو یلصا یراتخا 
 VP3  (0) ی ا هدننکیثنخ یدابیتنآ دا یا لوئسم ینژ

   یتلکاا ا سیئتورااو نوااتلاد واالیک 31  یلوااکلوم نوو اااب
 و   ورایو اب ینوفع وا سو و دهدیم لیکشت ار نویریو
-یتنآ سیلوا ،IBDV لاعف ریغ سسکاو اب نوی انیسکاو ای
  سایا  راگید یو  وا  دنوشیم رهاظ VP3 دض رب اهیداب
  یاتنآ دیلوت رد یمهمرایسب ش ن VP2 ف خ رب سیئتورو
   رد یبواخ هاب نآ ی  لاوات و درادان  هداننک  یاثنح یاهیداب

  سیارباانب  (5   ) یا ا هداش یاظافح IBDV  یااه هایادج
VP3 صی خاشت ی اراب  وا انم ینژ یتنآ ناونعب دناوتیم 

  دور راکب  وریو ط وت هدش ا لا یاهیدابیتنآ
 IBDV  داض ی داابی اتنآ صی خاشت ی اراب رضاح لاح رد
  تاارنم  یاا ا  رتاا د رد ELISA یرااا ت یاااه یاایک
  لاماک نو ایریو   اارلاغ ااهی ایک سیا یارب نژیتنآ لومعم
  نااایدارگ وا هدافتاا ا اااب هااک (11 و 21 ،01 ،12) یاا ا
  ااب  دوشیم یوا  صلاخ ژویفیرتنا ارتلوا و می   دیرلک
   لاماک  ورایو  یواا     صلااخ یاراب یااب هنی ه هب هجوت

IBDV، سی گیااج روا نم هاب یددعتم تاعلاطم نونکات    
 IBDV و ایکرتون  یااهسی ئتوراو اب لماک  وریو ندرک
   (31 و 92 ،32 ،22 ،2 ،1) ی ا هتفرگ تروص
 VP3 نژ نااایب و گاانینولک رااضاح هااعلاطم وا فدااه

 اااب ،یلوااک ایااشرشا رد ینواافع  روااب یرااامیب  وراایو
    سیئتوراو دایلوت یاراب ، pMal-C2X دیما  و وا هدافت ا

VP3 دشاب یم ا یلا رد هدافت ا لباق ویکرتون   
 
 راک شور و داوم
   هییغان رییثک ت یاریب RT-PCR و RNAجارختسا
 VP3 هدننکدکُک ینژ
      ساسکاو  ورایو هیوا  وا ،تاجرم  ورایو ناونع هب    

D78 (داانله ،توراتنیا یکراش) ینواافع   رواب یراامیب   
      لوالحم وا هدافتا ا ااب  ورایو سایا RNA   داش هدافت ا
 قاااارط (ناااااملآ ،شور یکرااااش) Tripure یرااااا ت
    ااب سپا   دایدرگ جارخت ا هدنوا  یکرش لمعلاروت د
                          هداااااااش یاااااااحارط یااااااااهرمیارو وا هدافتااااااا ا
(VP3F: GCGAGAATTCCGTTTCCCTCACAATCCAC 
 (VP3R: GCGAGTCGACTCACATCTCCATCGCAGTCAو

       یا رت د هراماش ااب)  ورایو سایا موانژ یلاوت  ا ارب
AF499929هدااننکدک نژ وا یا هاایحان ،(نژ کااناب رد 

VP3 هاانیمآ دیاا ا 03  دااقاف هااک داایتوئلکون 062 لوااطب 
-RT  شیااموآ اب (31) دشاب یم لیسکوبرک هیحان ییاهتنا
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PCR 6/02      ادااتبا رد رواا نم ساایا هااب  داایدرگ راایثکت 
 61 ) راتیلورکیم 2    ااب هداش جارختا ا RNA وا رتیلورکیم
  لایلد هب) هدش یحارط یاهرمیارووا کیره وا (لوموکیو
 6     تدام هاب و اوالخم ( ورایو مو انژ ندوب یا هتشر ود
    بوایتورکیم سپا   داش هدادرارق C˚69 یامد رد ه یقد
    ای یور راب ه یقد 6 تدم هب و هلصاف ب داوم سیا یواح
  راتیلورکیم 3 اولخم سیا هب دعب هلحرم رد  دش هداد رارق
 1   ، واااکعم یرادراااب یاااشونور شناااکاو 5X رفااااب
  هااناگراهد یاهداایتوئلکون یااسکاد اواالخم رااتیلورکیم
(dNTP mix) راتیلورکیم 6/0  ،ریوام یلیم 02 ی لغ اب  
 - اااتنمرف  کرییش) RNase هدااننکراهم (دااحاو 01)
    رادراب هخاسن می انآ (دحاو 001) رتیلورکیم 2 و (یناوتیل
  کریییش)  RevertAidTM  M-MuLV واااکعم
      یرداراب هخاسن شناکاو  داش هفااضا (یناوتیل - اتنمرف
    کای تدام هاب و رتیلورکیم 01 ییاهن م ح رد  وکعم
 هااناخمرگ هاا یقد 02 اااب و مااا نا C˚13 یااامد رد یعااا 
   ماا نا وا ساو    داش هداد ناایاو C˚02  یاامد رد یراذگ
 (cDNA) لمکم DNA ، وکعم یردارب هخسن شنکاو
   هدافتا ا ااب و PCR شیاموآ اب هلحرم سیا رد هدش هتخا 
 PCR 6   شیااموآ رد  داش هداد ریثکت بوف یاهرمیارو وا
 وا کااایره وا لواااموکیو 61 ااااب cDNA وا راااتیلورکیم
 2X PCR سکیمرت  اسم راتیلورکیم 61  ،بواف یاهرمیارو
 3  نآ موای ینم دیرلک ی لغ هک (ناریا ،نژانی  یکرش)
 رااتیلورکیم 06 ییاااهن ماا ح رد دااشاب یاام ریواام یاالیم
 63  ،ها یقد3 تدمب هجرد 69 ییامد همانرب یط و اولخم
  هاجرد 05 رد ه یقد2 ،هجرد 69 رد ه یقد 2 ییامد هخرد
   ییااهن هاجرد 12    هالحرم کای و هاجرد 12رد ه یقد 2 و
  دش هداد ریثکت ه یقد 2 تدمب
 VP3 نژ هعط  نایب و گنینولک

  دروام DNAه   اعطق هاب یبایتا د و PCR ما نا وا سو
 یکرش ( pMAL-C2X دیم  و و PCR لوصحم ،ر ن

 رگ دوداحم یاهمی نآ ط وت (اکیرمآ ،ولویب ودنلگناوین
EcoRI و SalI را نرد ااهرمیارو  رد ااهنآ شرب لحم هک   

   یایک ااب  یواا  ص  لااخ وا ساو  و ماضه دوب هدش هتفرگ
    (ی لااام ،سیتناواایو یکرااش) لژ وا DNA جارختاا ا
 لوصحم و دیم  و سیب نوی اگیل شنکاو  دندش صلاخ

PCR وااگیل می نآ وا هدافت ا اب  T4 (ااتنمرف یکراش ،   
  هیو  سپ   دش ما نا می نآ لمعلاوت د قرط و (یناوتیل

TG1ااب و  نویا اگیل   لواصحم ااب  یلواک ایشرشا یرتکاب  
 یاااترارح کواااش و میاااسلک دااایرلک وا هدافتااا ا شور
  وا لاصاح  یااهی  نوالک یرگلاابرغ  (3 ) داش همروفسنارت
 LB     رااگآ طیاحم یور راب هاتفای دشر ،نوی امروفسنارت
  دش ما نا PCR شور اب ،سیلی یپمآ μg/ml002 یاراد
     را ن وا و بااختنا وایکرتون دیما  و یواح ینولک ه 
 VP3 نژ یدیتوئلکون یلاوت و MBP-VP3 سیئتورو نایب
 سیئتورااو نااایب یاا ررب یااهج  داانتفرگرارق یاا رربدروم
   راتیل یالیم 3   رد کایره واختنم ی ااه ینولک ،ویکرتون
 روااطب سیلیاا یااپمآ μg/ml002 یاراد تیااام LB طیااحم
  یراسن هب هنارش یاه یشک سپ   دندش هداد یشک هنارش
-یااپمآ μg/ml002 یاراد تیااام LB طیااحم رد 002/2
 005   جوام لواط رد 6/0     تروداک هاب ندیا ر اات سیلی 
      ءاا لا روا نم هاب هالحرم سایا رد  دندش هداد دشر رتمونان
- ید ااااااتب لااااایووروو یا) IPTG  ،سیئتوراااااو ناااااایب
   و داش هفااضا mM 2  ییااهن ی لغ اب (دیووناریووتکیاگ
 هاامادا یعااا  1 ااات هااجرد 23 یااامد رد یرتکاااب یااشک
  ندو اافا وا سااو و شیااو هدااش هاایهت یاااههاانومن  یاافای

IPTG، گانر و دایمآ لیرکآیلو لژ رد وروفورتکلا اب  -
     سیئتوراو ناایب را ن وا ،یا اموک یبآ گنر اب لژ ی یمآ
   یاهدیماا  و  داانتفرگ رارااق یبااایورا درواام واایکرتون
 یاایک اااب سیئتورااو هدااننک نااایب ینواالک هاا  وا واایکرتون
  هاب و جارخت ا (اداناک ،نادلف یکرش) دیم  و جارخت ا
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   لاا روینوی یااهرمی  ارو وا هدافتا ا ااب یلاوت سییعت رو نم
M13 F و malE دش لا را یسیو وواکت یکرش هب  

 
 MBP-VP3 بیکرتون ایئتورپ یزاسصلاخ

    دیماا  و یواااح ییااایرتکاب یاااه نواالک وا یااکی
   یاراب راا تنا لباق یلوکلم نوو اب ینیئتورو هک ویکرتون
    و یاشک یاراب دوامن  یام  دایلوت ار MBP-VP3 سیئتورو
 هنارش یشک  دش باختنا ویکرتون سیئتورو یوا  صلاخ
    طیاحم راتیل یالیم 006 رد 002/2   یراسن هاب یرتکاب سیا

LB یاراد تیااام μg/ml002 ااات و اواالخم سیلیاا یااپمآ 
   داشر رتموناان 005 جوم لوط رد 6/0 ترودک هب ندی ر
        لارق داننامه ،سیئتوراو ناایب ءاا لا یاراب سپا   دش هداد

IPTG ییاهن ی لغ اب mM 2 داعب یعا  ود  دش هفاضا  
 g رود رد ییاااایرتکاب نویاااسناپ و  ،IPTG ندو ااافا وا
   بوا ر هاب و دیدرگ ژویفیرتنا  ه یقد 02 تدم هب 0005
 ،mM01 Tris یواح) یوا  صلاخ نوت  رفاب ییایرتکاب

mM001 NaCl و  mM2 EDTA اب pH 3/2) یراسن هب  
 یااالیم 00  بوااا ر یاراااب نوتااا  رفااااب راااتیل یااالیم 6
 نویااسناپ و   دااش  هدو اافا ییااایرتکاب نویااسناپ و رتیل
    ر ایرف رد داام نا هارترم 6  وا ساو نوت  رفاب رد یرتکاب
  هاب g 00002   ترداق ااب در  بآ رد بوذ و هجرد -02
      داش ژویفیرتناا  دارگیتناا  هاجرد 3 رد ه یقد 03 تدم
 ی ااه  سیئتوراو واف ناونع هب ییور تیام ،ژویفیرتنا  وا سو
        یوااح نوتا  وا اات داش لا تنم یراگید هالول هب لولحم
    دوش هداد رورع وولیمآ سیور

    سایور راتیل یالیم 3    ،ووالیمآ سایور نوتا  هیهت یارب
 کاای رد (اااکیرمآ ،واالویب وداانلگناوین یکرااش) وواالیمآ
 نآ یجورخ یاهتنا هک یرتیل یلیم 02 یکیت  و گنر 
       داش هاتخیر ،دواب هداش دوداسم هشیش مشو فایلا ط وت
  سیداند هدش هیهت نوت  ،گنر  رد سیور بو ر وا دعب
       واااف سپاا   دااش هداد وااشتسش نوتاا  رفاااب اااب هاارترم

     یااب رد نآ هایهت شور هاک یرتکااب لولحم یاه سیئتورو
   هاب و هداش قیقر نوت  رفاب اب 6 هب 2 یرسن اب دیدرگ رکذ
     ،هامادا رد  داش هداد روارع ووالیمآ سیور نوت  وا یمارآ
 وااشتسش نوتاا  رفاااب اااب ساایور ماا ح راابارب 12 اااب نوتاا 
- یالیم 02    یوااح نوتا  رفااب هلحرم سیرخآ رد  دیدرگ
-      تامج هاب ماداقا و دایدرگ هفااضا نوتا  هب ووتلام ریوم
 نورد نوت  یجورخ وا یرتیل یلیم 6/2 هنومن 62 یروآ
    روااضح رااخآ رد  داایدرگ لیرتاا ا یاااهبواایتورکیم
   ااب ،هداش یروآ  تامج یااه  هانومن رد وایکرتون  سیئتوراو

SDS-PAGE دیدرگ ی ررب  
 
 گنیتلابونومیا

  ااب هدش نایب ویکرتون سیئتورو شنکاو ی ررب یهج
 (IBDV   داض یدااب یتنآ ر ن وا) یفنم و یرثم یاه مر 
   شیااموآ سایا رد  دش هدافت ا گنیت بونمیا شیاموآ وا
  صلااخ ویکرتون سیئتورو وا یا هنومن وروفورتکلا وا سو
 یاالو لژ رد MBP   هدااش صلاااخ سیئتورااو  ااین و هدااش
   یااشغ هاب لژ وا  ااه سیئتورو ،(SDS-PAGE) دیم یرکا
       لولا ورتین ءااشغ سپا   دنداش هداد لاا تنا  لول ورتین
 PBS   لوالحم رد یعاا  3    تدام هاب نداش ک ب یارب
 رارااق روتاااتور یور رااب کااشخ ریااش دااصرد %6 یواااح
   لواالحم ،ندرااک ک ااب هاالحرم نااایاو وا سااو  یاافرگ
   ،هارترم ها   لول ورتین ءاشغ و دیدرگ هیلخت هدننکک ب
 01  سیئوات دصرد 60/0 یواح PBS اب ،ه یقد 6 هرترم ره
(PBST) یاااه  مراا  ،وااشتسش وا سااو  داایدرگ وااشتسش 
  داض یدابیتنآ دوجو ر ن وا   رق هک یغرم یفنم و یرثم

IBDV سکدایآ یکراش) یراا ت یا یلا ییک کی اب،    
 PBST رد 006/2 یرسن هب دندوب هدش شیاموآ (اکیرمآ
       ءااشغ یور و هداش قایقر کاشخ ریاش داصرد 1 یواح
 تدم هب لولحم سیا رد اشغ نوی ابوکنا  دندیدرگ هفاضا
   سایا ماامتا وا دعب  دش ما نا روتاتور یور رب و یعا  2
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      سپا  و داش ماا نا لوا هالحرم داننامه وشتسش ،هلحرم
 هااگوژنوک 0003/2 یااقر رد یعااا  2 تداام هااب ءاااشغ
  ،امگیاا  یکرااش)  Anti-Chicken IgGوادیااسکارو
   یور ،کاشخ ریاش دصرد 1 یواح PBST رد (اکیرمآ
 1       لمااش واشتسش ماا نا وا ساو  داش هداد راراق روتاتور
   ییااهن یواشتسش هلحرم کی و PBST اب وشتسش هلحرم
   لوالحم رد ها یقد 02     تدام هاب ءااشغ ،یلوامعم PBS اب
  هداد راراق (02 ) هنژیاسکا بآ و لوتفنورلک یواح روهظ
  هاب و هیلخت روهظ لولحم ،ینیئتورو دناب ندشرهاظ اب  دش
     یلوامعم بآ ااب  لولا ورتین ااشغ ،شنکاو  قوت رو نم
  دش هتسش
 
 جیاتن

 RNA یور RT-PCR  شنااااکاو مااااا نا وا سااااو
    لوااصحم ،سااسکاو  وراایو هیواا  وا هدااش جارختاا ا
 002    رکراام کای راانک رد %6/2  ورااگآ لژ رد شنکاو
  درادناتاا ا ناواانع هااب (یناوااتیل ، اااتنمرف) یواااب یاافج
 شیاموآ هک داد ناشن وروفورتکلا جیاتن  دش وروفورتکلا

PCR هااعطق یخااا  هااب راا نم یاای فوم اااب DNA درواام 
 راایغ یاااه یلاواات باااستحا اااب bp322  لوااط اااب) رااا تنا
    یا ا هداش (ااهرمیارو ’5   رد هداش هدادراراق یصاصتخا
 PCR  لواصحم لاصتا و مضه لحارم ما نا اب  (2لکش)
 لاصتا لوصحم لا تنا سپ  و pMAL-C2X دیم  و و
- ینوالک  رواهظ ، یلواک ایشرشا یرتکاب TG1 یهیو  هب
 راد سیلیا یپمآ LB دماج طیحم یور رب هتفای دشر یاه
    هاب یاموا م نژ یوااح دیم  و قفوم دورو هدنهدناشن
   یحاص وا ناانیمطا وا سو  دوب اهیرتکاب رد سیلی یپمآ
 نآ رد  ااه سیئتورو نایب ، PCRاب یرگلابرغ اب اه نژ دوجو
      یافرگ راراق یا ررب دروام SDS-PAGE رد  ااهنولک
     یرتکااب ،یا ا هداش صخاشم 1 لکش رد هک هنوگنامه
   ندو افا وا شیاو نامو اب هسیا م رد IPTG اب هدش روا م

IPTG، ناااایم هدوداااحم رد دااایدج یااانیئتورو یوااااح  
  داشاب  یام  نواتلادولیک 29 و 6/55 درادنات ا یاه سیئتورو
 02  ) یناایب سیئتوراو یارب را تنا لباق یلوکلوم نوو اب هک
 هیحان یارب نوتلادولیک 6/21 نوو باستحا اب نوتلادولیک
  سیئتورااو یارااب نوااتلادولیک 6/13 و VP3  هدااش نواالک

MBP دراد یناواخمه ااریر ت (دیما  و ط وت هدشدکُک     
      نوتا  وا هدافتا ا ااب هاک داهد یم ناشن سیننمه 1 لکش
     و نامدانار ااب هداش ناایب ویکرتون سیئتورو وولیمآ سیور
  نژ یلاوات  سیایعت  ی ا هدش صلاخ یییاب اترسن  ولخ

VP3 یااهرمیارو وا هدافت ا اب ویکرتون یاه دیم  و رد  
  ااا ارب .داایدرگ مااا نا malE و M13 F لااا روینوی
  یلاوات هک دش صخشم ی  ب  یلانآ و یلاوت سییعت جیاتن
  و هدواب VP3 ی هدنواا  نژ هب اوبرم هدش ریثکت یهعطق
  رد  یا ا هدش دراو دیم  و رد حیحص لکش هب نژ سیا
  شناکاو   رگنااشن گانیت بونومیا شیاموآ ه یتن ،3لکش
 مدع و یرثم مر  اب هدش صلاخ ویکرتون سیئتورو ییثم
   دشاب یم یفنم مر  اب نآ شنکاو

 

 
 

 کهاچ .زراگآ لژ رد RT-PCR لوصحم زروفورتکلا -1 کش
-RT لوصحم 2 هرامش کهاچ و یزاب جوز 331 رکرام 1 هرامش

PCR یزاب جوز 3331 و 335 ،331 تاعط  لوط .دنهد یم ناشن ار 
 . سا هدش هداد ناشن اه نآ رانک رد رکرام
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 :(SDS-PAGE) دیملایرلا یلپ لژ رد زروفورتکلا شیامزآ -2  کش
 نزو درادناتسا هدنهد ناشن بیترتب 4 یلا 1 هرامش یاه کهاچ
 زا  ب  بیکرتون دیمسلاپ یواغ یرتکاب یاه ایئتورپ ،یلوکلم
 دعب بیکرتون دیمسلاپ یواغ یرتکاب یاه ایئتورپ ،IPTG ندوزفا
 ایزر نوتس اب هدش صلاخ بیکرتون ایئتورپ و IPTG ندوزفا زا
 بسغرب درادناتسا یاه ایئتورپ یلوکلم یاه نزو .دنشاب یم زولیمآ

 .دنا هدش هداد ناشن لژ پچ  مس رد نوتلادولیک
 

 
 

 1 یاه نوتس B و A یاه شخب رد .گنیتلابونومیا شیامزآ :3 کش
 4 و 2 یاه نوتس و MBP-VP3 بیکرتون ایئتورپ یواغ 3 و
 مرس اب A شخب رد زلولسورتین اش  .دنشاب یم MBP ایئتورپ یواغ
 . سا هدش رواجم یفنم لرتنک مرس اب B شخب رد و  بثم لرتنک

 
 ثحب

 وا هدافتاا ا  وااصخ رد یاافلتخم تاااعلاطم نونکااات
 یاااه   نژ یااتنآ داایلوت یارااب واایکرتون DNA یروااانف

IBDV ترواص دناشاب ا یلا شیاموآ رد هدافت ا لباق هک   

  ا اایلارد لااماک  وراایو وا هدافتاا ا اراایو ،یاا ا هااتفرگ
    هاگتا د ااب  ورایو  یواا   صلااخ لحارم ما نا م لتسم
    یاا ا رااب هاانی ه یااشور یلکروااطب و ژویفیرتنااا ارتلوا
   وا هدافتاا ا و یرادااهگنرد یاارقارم مدااع سیارااب هو ااع
  لاماک  و     رایو ااب هداش هداد شاشوو یا ایلا ی ااه ییلو
  وا  داشاب هتشاد یو رد ار ینوفع  ویشرطخ ی ا سکمم
  کایژولویب رطخ دقاف ویکرتون یاه سیئتورو رگید یو 
  راب  دنوش دیلوت یاب نامدنار و  ولخ اب دنناوت یم و هدوب
 VP3 IBDV و VP2  وایکرتون ی ااه سیئتورو  ا ا سیا
  ا ایلا نژ یتنآ ناونعب و دیلوت ینایب  لتخم یاه متسی رد
 ای VP2 سیئتورو دیلوت یارب  دنا هتفرگ رارق یبایورا دروم
 رد  وریوولکاب ینایب متسی  وا VP2 (VPX) وا  شیو
 . یا ا هدش هدافت ا (2) رمخم و (32 و 22) هرشح لول 
 ،1) یلوک ایشرشا رد ار ویکرتون VP3 سیئتورو سیننمه
   دنا هدرک نایب (32) هرشح لول  و (31 و 92

Jackwood شاخب کای ناایب اب (5992) ناراکمه و    
   پایت یاحت VP2 نژ  هداننک دک هیحانوا یواب جوو 339
 متااااسی  رد IBDV  وراااایو Del-A  یاااانژ یااااتنآ
      ا ایلا رد هداش ناایب سیئتوراو وا هدافتا ا و  وریوولوکاب
         رواطب یداایو داح اات سیئتوراو شاخب سایا هاک دنتفایرد
  یباایدر ار پیت یحت سیا دض یاه یداب یتنآ یصاصتخا
    (22) دنک یم

  Martinez-Torrecuadrad ااب (0001) ناراکمه و  
 و VPX ویکرتون یاه سیئتورو ، وریوولکاب وا هدافت ا

VP3 سپااا و هدراااک ناااایب هراااشح یااااه لولااا  رد ار 
  ااب ار  ااه  سیئتوراو سیا اب هدش یحارط یا یلا یاه شیاموآ
 شیاموآ و (لماک  وریو  ا ارب) یرا ت یا یلا ییک
     داد نااشن هاعلاطم سایا جیااتن  دندومن هسیا م یوا  یثنخ
 یناوخمه VP3 اب هسیا مرد VPX اب هدش یحارط یا یلا
  یاشاد  یواا   یاثنخ شیاموآو یرا ت یا یلا اب یرتشیب
(32)   
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Dey هداننک  داک نژ نایب اب (9001) ناراکمه و   VP2رد 
 داایلوت هااب قاافوم Saccharomyces cerevisiae راامخم
 (Virus like particles; VLP) یاا وریو هرااش تارذ
   وا هدافتا ا ااب سپ   دندش VP2 سیئتورو وا هدش لیکشت

VLPیارااب ا اایلا شیاااموآ هدااش داایلوت یاااه  IBDV ار 
    اااب هااسیا م رد هداش یااحارط شیااموآ  دااندومن یاحارط
 و 99 ییاا اسح یاراد  وراایو یوااا  یااثنخ شیاااموآ
   (2) دوب دصرد 39 یگژیو

 سیئتورااو (31) ناراااکمه و Wang ،0001 لااا  رد
VP3 هیواا  رد ار  BL21(DE3) نااایب یلوااک ایااشرشا 

    هاب هداش هفااضا ینیدیتسیه 5 هلارند وا هدافت ا اب و هدومن
 لااکین یلیااامت یفارگوتااامورک نوتاا  اااب ار نآ سیئتورااو
     ااب هداش یاحارط یا ایلا شیاموآ سپ   دندومن صلاخ
       ااب هداش یاحارط یا ایلا ،یراا ت یا ایلا اب سیئتورو سیا
 هسیا م یوا  یثنخ شیاموآ و VP2 ی وریو هرش تراذ
   ا ایلا شیااموآ هک دوب ییعقاو سیا یایوگ جیاتن  دیدرگ
 هااب یرااسن ،یلوااک ایااشرشا رد هدااش نااایب VP3 یااانرمرب
 شیاااموآ اااب هااسیا م رد ،یرااا ت یا اایلا و VP2 یا اایلا
 درااکلمع وا (درادناتاا ا شیاااموآ ناواانعب) یوااا  یااثنخ
 ه     داش هدهااشم ف تاخا سیا  حم  دواب رادروخرب یرتهب
 و Martinez-Torrecuadrad    جیااتن و دواخ جیااتن نایم
 وا رااتهب ار VPX  یا اایلا نآ رد هااک ار (32) ناراااکمه

VP3 رثوامریغ  یواا   صلااخ دنور وا یشان ،دندوب هتفای  
VP3 دندومن ناونع هرشح لول  رد هدش نایب   
 و Alfonso ،(31) ناراکمه و Wang هعلاطم وا سو
 VP3 نایب اب  ین (92) ناراکمه و Singh و (1) ناراکمه
  یاحارط سپ  و یلوک ایشرشا رد یندیتسیه هلارند یاراد
  یباایدر یارب ار سیئتورو سیا ییاب ییلباق ،ا یلا شیاموآ
   ییااب یایلباق  دندومن دییات IBDV دض یاه یداب یتنآ

VP3 هک دشاب لیلد سیا هب دناوت یم ا یلا رد هدافت ا یارب 
    و یا فاحم دانور رد ندوارن ریگرد مغریلع سیئتورو سیا

   یانمیا ییاصاخ وا ، هداننک  یاثنخ ی ااه  یدااب یتنآ دیلوت
  دوااجوم دهاوااش  ااا ارب  یاا ارادروخرب ییاااب یاایاو
 IBDV   ااب یانوفع هب   او رد هک ییاه یداب یتنآ سیلوا
     شناکاو سیئتوراو سایا ااب دنوش یم دیلوت نوی انیسکاو ای
   یا ا VP3 ییاب ییاو ینمیا رگناشن سیا و (5) دنهد یم
 ی فاحم اب سیئتورو سیا اارترا مدع لیلدب رگید یو  وا
 وا VP3 هدننکدکُک نژ ، وریو لخادرد نآ روضح  ین و
   لاامتحا ها یتن رد و ی ا رادروخرب یییاب یکیتنژ تارث
 VP2       رد هاک شاهج وا یاشان یایا هانیمآ دیا ا تارییرت
    ی ا رتمک رایسب VP3 رد دننک یم وورب

    و نارایا رد ورورمااگ یراامیب ییاب  ویش هب هجوت اب
      یانمیا حطا  یا ررب یاراب ا ایلا شیاموآ ندش لوادتم
  سایا رد ،نوی انیسکاو و انم س  سییعت و رویط یاه هلگ
       ،ورورمااگ یا ایلا یایک یخاا  ییااهن فداه اب قی حت
  و گانینولک قیرط وا واین دروم نژ یتنآ ات دیدرگ ش ت
  یتویرااکورو ی  ناایب دیما  و وا هدافت ا اب VP3 نژ نایب

pMAl-C2X دیما  و سایا بااختنا یالع  ددرگ دیلوت     
 (lac رتومورو) رتومورو وا دیم  و سیا یوا هک ی ا سیا
   اااایناث  یااا ا رادرواااخرب نژ ناااایب یاراااب یدااامآراک
  هاب لصتم تروصب متسی  سیا رد هدش دیلوت یاه سیئتورو

MBP هاالارند  دنوااش یاام داایلوت MBP یاانیئتورو هاادرگا 
 یلخادت (2) یلرق تاعلاطم  ا ارب اما ی ا گر ب اترسن
   داا یا جرام یاه مر  وا هدافت ا اب ا یلا شیاموآ ما نا رد
 دیماا  و ساایا باااختنا رد هااک رااگید یاای م  داانک یاامن
 یوااا  صلاااخ هاانی ه ندوااب یداااصتقا یاا ا راذااگریثات
     ووالیمآ سایور  یا ا ووالیمآ سیور وا هدافت ا اب سئیتورو
 MBP  هالارند یاراد ی ااه  سیئتوراو یوا  صلاخ یارب هک
    یاتینیفا یفارگوتاامورک نوتا  اب هسیا م رد دور یم راکب
  دانا ه داد نااشن یلرق تاعلاطم  ی ا رت یمیق ناورا لکین
      وروالیمآ سایور هاب یا رت د مداع  ترواص رد یتح هک
 جنرب درآ هدافت ا اب و هنی ه مک رایسب یا هویش اب ناوت یم
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  اات ار  ااه  سیئتوراو     وان سایا داشاب یم وولیمآ وا یعرنم هک
   (52) دومن صلاخ یدح

  نااشن رضاح قی حت رد هدمآ ی دب جیاتن یلک روطب
  همروفاسنارت ،TG1  هیوا    یلواک ایاشرشا یرتکاب هک داد
  یبواخبVP3   نژ یوااح pMAL-C2X دیم  و اب هدش
 (MBP-VP3) ینایب سیئتورو  دنک یم نایب ار سیئتورو سیا
  روالیمآ سیور نوت  وا هدافت ا اب و لولحم  ین هدش دیلوت
   شیاااموآ رااگید یواا  وا  یاا ا صیاالخت لااباق  ماااک
    رااا ن وا سیئتورااو سااایا هااک داد نااااشن گاانیت بونومیا
      مرا  کای طا وت و یا ا لااعف ینژ یتنآ تایصوصخ
  ددرااگ یاام ییااا انش IBDV  دااض یداااب یااتنآ یاراد
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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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