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Abstract 
BACKGROUND: The H9N2 avian influenza is one of the most important viral diseases of poultry in Asian countries. 

Continuous mutations in the hemagglutinin (HA) protein as the main viral antigen make interpreting the HA-based 

serology test results difficult.  

OBJECTIVES: In this experimental study, the ability of polyclonal antibodies against the conserved motif of HA 

protein in detecting heterologous H9N2 isolates was evaluated. 

METHODS: Based on the bioinformatics data, a conserved motif of HA protein was selected and expressed in the 

pET-28a(+) vector. The recombinant peptide was mixed with an oil adjuvant and injected into specified pathogen free 

(SPF) chickens to produce the polyclonal antiserum. Similarly, antiserum from the inactivated virus was prepared. The 

efficiency of the prepared antisera was evaluated in the cross hemagglutination inhibition (HI) test using the 

homologous and heterologous H9N2 viruses. 
RESULTS: The average titer of HI antibody against homologous and heterologous viruses using the polyclonal 

antiserum was equal to five. This titer was estimated to be seven for the homologous virus and much lower for 

heterologous viruses with inactivated virus antiserum. The difference was statistically significant.  

CONCLUSIONS: According to the evaluations, this antiserum has a suitable efficiency in identifying different isolates 

of the H9N2 virus, and compared to the usual antiserum, it detects different antigens of a subtype more accurately. The 

resulting polyclonal antiserum does not contain non-specific inhibitors, which may cause problems interpreting 

serological findings. The results showed that polyclonal antiserum could identify H9N2 viruses isolated in different 

years by HI test; however, its validation requires testing with more viruses.  
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Epitope of B Cells Predicted in the Hemagglutinin (HA) Glycoprotein Sequence of H9N2 Iranian Influenza Virus. 

Table 2. The Antigenicity, Hydrophilicity, and Available Surface of Conserved Hemagglutinin (HA) Glycoprotein Motifs of Iranian 

H9N2 Influenza Virus. 
Table 3. Physicochemical Characteristics of Conserved Hemagglutinin (HA) Protein Motifs of Iranian H9N2 Influenza Virus. 

Table 4. Prediction of the Binding of Hemagglutinin (HA) Protein Motif 2 of H9N2 Influenza Virus to Major Histocompatibility 

Complex (MHC) Class II Based on the Minimum IC50 Value. 

Figure 1. Phylogenetic Tree of Hemagglutinin (HA) Glycoprotein Sequence of Iranian H9N2 Influenza Viruses. The distance was 

calculated by the maximum composite likelihood method and based on substituting each nucleotide and one thousand repetitions. 
Figure 2. Prediction of the Second Structure of Conserved Hemagglutinin (HA) Protein Motifs of H9N2 Iranian Influenza Virus. The gray 

line shows the coil structure, yellow indicates the beta sheets, and pink indicates the alpha helix. A: motif 2 and B: motif 4. 
Figure 3. Optimizing and Increasing the Expression of Motif 2 at 0, 1, 2, 4, and 16 Hours After Induction With IPTG. 

Figure 4. Antibody Titer in Cross Hemagglutination Inhibition (HI) Test With Homologous and Heterologous H9N2 Influenza Virus.  

10.22059/jvr.2023.352766.3314 

 

 

20.1001.1.20082525.1402.78.4.5.3 

Heidariyan V, Karimi V, Shahsavandi S, Ghodsian N. Evaluation of the Efficiency of Polyclonal Antiserum Against 

the Conserved Motif of Influenza Virus Hemagglutinin in the Detection of Homologous and Heterologous Viruses. 

J Vet Res, 2023; 78(4): 289-302. doi: 10.22059/jvr.2023.352766.3314 

 

https://jvr.ut.ac.ir/
https://jvr.ut.ac.ir/
https://jvr.ut.ac.ir/
mailto:vheidarian@alumni.ut.ac.ir
mailto:vkarimi@ut.ac.ir
mailto:s.shahsavandi@rvsri.ac.ir
mailto:N.ghodsian@rvsri.ac.ir
https://jvr.ut.ac.ir/
https://ut.ac.ir/
https://doi.org/10.22059/jvr.2023.352766.3314
https://doi.org/10.22059/jvr.2023.352766.3314
https://dorl.net/dor/20.1001.1.20082525.1402.78.4.5.3
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.22059/jvr.2023.352766.3314


 

Journal of Veterinary Research 

092 

 172-241، 2441، 4، شماره 87دوره 

 

وانزا در آنفل یروسو ینینحفظ شده هماگلوت یفموت یهعل کلونالیسرم پل یآنت ییکارا یابیارز

 هومولوگ و هترولوگ هاییروسو یصتشخ
 

  2یان، ناصر قدس2یشهلا شاهسوند، 1یمیکر یدوح، 2یدریانح یداو

 یراندانشگاه تهران، تهران، ا ی،آموخته دانشکده دامپزشکدانش 1
 یراندانشگاه تهران، تهران، ا ی،پرندگان، دانشکده دامپزشک هاییماریگروه بهداشت و ب 0
 یرانکرج، ا ی،کشاورز یجآموزش و ترو یقات،سازمان تحق ی،راز یسازواکسن و سرم یقاتمؤسسه تحق 3

 

 1020 ماه مهر 3: پذیرشتاریخ ، 1020 ماه یرت 02تاریخ دریافت:  
 

                                                                                                                 چکیده

 

که در های متعددی جهش. رودیبه شمار م کشورهای آسیاییدر ماکیان ویروسی  یهایماریب نیتراز مهم H9N2تحت تیپ بیماری آنفلوانزای پرندگان  :مطالعه زمینه

 . کنندیم با مشکل مواجهرا  HAبرپایه های سرولوژی آزمایش ، تفسیر نتایجدهندژن اصلی ویروس رخ میآنتی عنوان به HAسطحی هماگلوتینین  پروتئینگلیکو

 قرار گرفت. یمورد بررس H9N2هترولوگ  یهاهیجدا ییدر شناسا HA نیحفاظت شده پروتئ فیموت علیه کلونالیپل یبادیآنت ییتوانا ،ی حاضردر مطالعه تجرب: هدف

 بینوترک دیکلونال، پپتسرم پلی یآنت دیتول یرابیان شد. ب pET-28aناقل )+(انتخاب و در  HAپروتئین  حفاظت شدهی بیوانفورماتیک، موتیف هادادهبر اساس : کارروش

ها در آزمایش ممانعت از یی آنتی سرمکارا شد. هیتهغیرفعال  روسیوحاصل از سرم  یبه طور مشابه آنت شد. قیتزر SPFهای مخلوط و به جوجه یبا ادجوان روغن

 مورد ارزیابی قرار گرفت.هومولوگ و هترولوگ  H9N2های متقاطع با ویروس HIهماگلوتیناسیون 

آنتی سرم ویروس  ااین عیار ب. دشبرآورد  5های هومولوگ و هترولوگ یکسان و برابر ویروسعلیه  HI بادیآنتیعیار گین میان کلونال،پلیدر واکنش با آنتی سرم  :نتایج

 بود. داریاین اختلاف از نظر آماری معن. های هترولوگ بسیار کمتر برآورد شدویروسو برای  7برای ویروس هومولوگ  غیرفعال

باشد و در مقایسه با آنتی سرم می H9N2ویروس های متفاوت جدایهدر شناسایی  مناسبسرم دارای کارایی  آنتی این انجام شده یهایابیارزبا : نهایی گیرینتیجه

مکن است مکه  باشدمی یراختصاصیهای غبازدارنده حاصل فاقد کلونالسرم پلی آنتی. ددهیمی مختلف یک تحت تیپ را تشخیص هاژنیآنتبیشتری  دقت بامعمول 

با آزمایش های مختلف جدا شده در سال H9N2های ویروستوان شناسایی  کلونالپلینتایج نشان داد آنتی سرم ؛ این نماید مواجهمشکلاتی را با  های سرولوژیتفسیر یافته

HI  ی آن مستلزم انجام آزمایش با تعداد بیشتر ویروس است.معتبرسازدارد، هرچند را 

  H9N2هماگلوتینین،  آنفلوانزا، ویروس کلونال،پلیآنتی سرم  ،HI ایشآزم :کلیدی کلمات

 نویسندگان. ©، است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحقمجله  © تیرایکپ

 .دانشگاه تهرانناشر: مؤسسه انتشارات 

 یراندانشگاه تهران، تهران، ا ی،پرندگان، دانشکده دامپزشک هاییماریگروه بهداشت و ب ،یمیکر یدوح: مسئول سندهینو

 

 مقدمه

عامل کند. های جانوری را مبتلا میاهلی، وحشی و بسیاری از سایرگونهبیماری ویروسی حاد تنفسی است که پرندگان  آنفلوانزای پرندگان

 ایساویروس ،توگاتوویروسشامل آلفا، بتا، گاما، دلتا آنفلوانزا،  جنس هفتدر  که باشدمی رتومیکسوویریدهی از خانواده ااین بیماری ویروس

 رای پرندگان، پستانداران و انسانبترین بیماریزایی را یشب در جنس آلفا آنفلوانزا Aهای تیپ ویروس. شوندرده بندی می و کورانجاویروس

براساس خاصیت  Aهای تیپ های ویروستحت تیپ. (3-1) دنگردیدر بهداشت عمومی محسوب م زیآماز عوامل مخاطرهو داشته 

زیرواحد  11و  HAزیرواحد  12شوند. تاکنون ( تعیین میNAو نورآمینیداز )( HA) هماگلوتینین ژنیسیته دو گلیکوپروتئین سطحیآنتی

NA های تیپ در ویروسA هستند آور را دارا های مرگویروس توانایی جهش یا بازآرایی به اشکال عفونت. انواع این (0) اندشناسایی شده

های آنفلوانزا ویروس نیترعیشا H9N2های کم حدت . ویروس(1) دهندومیر در ماکیان نشان میدر سرایت و مرگ را تنوع چشمگیریو 
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 اقتصادی ضررهای درصد، 72مرغ تا و به دلیل کاهش تولید تخم نمودهماکیان را آلوده  یدمثلیتول یهااندام و شونددر ماکیان محسوب می

 .(5) یا ویروسی باشد باکتریایی ثانویه هایعفونت دلیل به تواندیم ویروس این از ناشی ومیرهایمرگ موارد. کنندمی ایجاد فراوانی

انسانی را نیز  یهاهیشبیه سو NeuAcα2,6Gal یهارندهیطیور، گ یاختصاص یهارندهیعلاوه بر توانایی اتصال به گ H9N2 هایویروس

 .(7 ،6) سرایت به انسان را دارد واست که این ویروس پتانسیل تهدید بهداشت عمومی ها بدین معنی اند. این یافتهکسب کرده

تحت تیپ  نیترجیعنوان رار بهدر طول بیست سال اخی و گزارش گردید 1990از ماکیان کشور چین در سال  H9N2اولین شیوع 

 شدنیدهنده بومدر طیور روستایی در مطالعات مختلف نشان H9N2شیوع سرمی بالای  اعلام شده است.کشورهای آسیایی در  در گردش

تهدید  و H9N2 وتیکئبه دلیل خسارت اقتصادی ناشی از ویروس آنز. (9 ،2 ،5) باشدیایران و کشورهای خاورمیانه مدر این ویروس 

مصر، ایران و امارات متحده عربی، اندونزی، سلامتی انسان و پرندگان، بسیاری از کشورها از جمله چین، کره جنوبی، مراکش، پاکستان، 

 با. (10-9) اندبیماری در طیور اتخاذ کردهاین عنوان یک رویکرد کلیدی برای جلوگیری از به واکسیناسیون را در سطح محلی و ملی

ژنیک، در نتیجه انواع آنتی پدیدار شدنهای مصرفی در بسیاری از مناطق به دلیل های اخیر عدم موفقیت واکسنحال در سالاین

 . (17-15 ،12) اند گزارش شده استبه وجود آمده HAژن اصلی ویروس یعنی پروتئین هایی که در آنتیجهش

ایجاد  HAعلیه هماگلوتینین کننده های خنثیبادیدنبال عفونت یا واکسیناسیون با تولید آنتیه ایمنی علیه ویروس آنفلوانزا ب

و ی کنترلی هاشیآن برای پا یریپذو واکنش HAاین به دلیل نقش محوری آن در بیماریزایی، تعیین تحت تیپ  افزون بر. شودمی

آمینه در اسید یهاینیگزیهای آنفلوانزا اغلب در نتیجه جاژنی در ویروستنوع آنتی. بسیار مهم است های اپیدمیولوژیک بیماریبررسی

بادی، سبب تصال آنتیبا اثر مستقیم بر ا هاینیگزیاین جا. (12 ،16) دهندرخ می HAپروتئین گلیکو یهارندهینزدیکی محل اتصال به گ

توانند با می HAهای جهش گریدعبارتشود. بهمکانیسم فرار از سیستم ایمنی قلمداد می نیترکه متداول شوندمیژنی ایجاد تغییر آنتی

 یانشدهی نیبشیبه دلیل تغییرات پ کننده را کاهش دهند.های خنثیبادیافزایش توان اتصال ویروس به گیرنده سطح سلول، فعالیت آنتی

های و یا آزمایش افتهی شدت کاهش به واکسن یدهد، ممکن است اثربخشژن اصلی ویروس رخ میآنتی عنوانبه HAکه در پروتئین 

 .(19 ،15) سرولوژی نتایج قابل قبولی در برنداشته باشند

اهمیت زیادی در باشد که میروش غربالگری آنفلوانزا  نیپرکاربردتراستاندارد طلایی و  HI هماگلوتیناسیون ممانعت از آزمایش

ز گلبول قرمو توده شدن  تجمعاز خاصیت بازدارندگی  اب ،ژنبادی یا آنتیآنتیوجود آزمایش . در این دی دارشناسی تشخیصویروس

اغلب از ویروس  HI. در آزمایش (00-02)ویروس آنفلوانزا و آنتی سرم است  HAو اساس آن واکنش بین پروتئین  شودمشخص می

پروتئین  ژنیآنتی اتتغییرهای ناخواسته و نیز شود. وجود پروتئینمرغ برای تهیه آنتی سرم اختصاصی استفاده میدر تخم افتهی ریتکث

HA های ژنومی، بر واکنش بین پروتئین در نتیجه جهشHA  ویروس و آنتی سرم اثر نامطلوب داشته و موجب کاهش حساسیت آزمایش

 ایشاین آزماستفاده در  ی پلی کلونال برایهایبادیآنتمرجع در مقایسه با های مونوکلونال بادیهزینه تولید آنتی. (03 ،19) شوندمی

ی تولید راهکار مناسبی برا HAاستفاده از قطعه حفاظت شده پروتئین معتبر،  HI؛ بنابراین، برای انجام آزمایش (00) باشدیم الاب

شده از  های تهیهسرم. آنتی های ویروس آنفلوانزا و عیارسنجی استکلونال با میل ترکیبی بالا در تعیین هویت جدایهبادی پلیآنتی

ادی در بویروس عامل و نیز ارزیابی میزان آنتی پیتحت تتعیین هویت  های مختلف ویروس آنفلوانزا درتحت تیپ HAپروتئین نوترکیب 

 یبادیآنت صیتشخ یبرا بینوترک پتیدبا استفاده از پ HIآزمایش  ،مطالعه حاضر. در (06 ،05 ،11)ای سرمی کاربرد دارند هنمونه

بینی شد. سپس قطعه پیش HAپروتئین پتید مناسب از پطراحی شد. ابتدا با ابزارهای بیوانفورماتیک  H9N2ویروس  اختصاصی علیه

 HI آنتی سرم حاصل در آزمایش تیو حساس یژگیومورد نظر در سیستم یوکاریوتی بیان شده و آنتی سرم با تزریق به جوجه تهیه شد. 

 شد. یابیارزهای هومولوگ و هترولوگ متقاطع با ویروس

 مواد و روش کار

 NCBIداده  از پایگاهبا طول کامل ایران  H9N2ویروس آنفلوانزا  HAهای توالی: های حفاظت شدهشناسایی توالی

((https://www.ncbi.nlm.nih.gov ترین میزان دگرگونی بر مبنای با پردازش کمدرخت فیلوژنی  ه ودش استخراجMaximum 

Composite Likelihood هزار بار تکرار با الگوریتم  و یکNeighbor-Joining افزار در نرمMEGA 

https://jvr.ut.ac.ir/
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%87%D9%85%D8%A7%DA%AF%D9%84%D9%88%D8%AA%DB%8C%D9%86%D8%A7%D8%B3%DB%8C%D9%88%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%87%D9%85%D8%A7%DA%AF%D9%84%D9%88%D8%AA%DB%8C%D9%86%D8%A7%D8%B3%DB%8C%D9%88%D9%86
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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(https://www.megasoftware.net/)  های خنثی که جهش بررسیبا هدف در نتیجه فشار انتخابی  هاواگرایی توالید. میزان شرسم

در مجموع چهار توالی برآورد شد.  P>221/2در  Tajima ((Tajima's Neutrality طرفیی بر دگرگونی ویروس ندارند، با آزمون بیاثر

تعیین ( 0تا  1های )به ترتیب موتیف 010-020، و 302-321، 006-022، 70-122های در موقعیتها حفظ شده در تمام توالیپپتیدی 

 .شدند

در  B یاهسلول های خطیتوپبینی وجود اپیبادی با پیشقابلیت اتصال به آنتی: های حفاظت شدهتوالی یهایژگیو بررسی

ژنیک ( ارزیابی شد. پتانسیل آنتیhttp://tools.iedb.org/bcell) IEDB داده در پایگاه 5/2فرض و پیش BepiPredتوالی هر موتیف با 

در  Parkerدوستی با ، و میزان آبEminiژن با ، سطح دسترس آنتیTongaonkerو  Kolaskarها با الگوریتم موتیفهر یک از بودن 

IEDB بینی گردید. خصوصیات فیزیکوشیمیایی هر موتیف شامل ترکیب اسیدهای آمینه، نقطه یشپ 2/1گرفتن حد آستانه  نظر با در

با  GRAVY، شاخص آلیفاتیک و میانگین کل هیدروپاتی E.coliهای یوکاریوتیک، مخمر و عمر در سلول، نیمهpIایزوالکتریک نظری 

، B یهاو سلول بادییآنتکنش بررسی برهم ی( ارزیابی شد. براhttp://web.expasy.org/protparam) ProtParam استفاده از برنامه

 گردید.بینی پیشPSIPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred )ساختمان دوم پروتئین با 

 

 ایران. H9N2ویروس آنفلوانزا  HAبینی شده در توالی گلیکوپروتئین پیش Bهای وپ سلولاپیت. 2جدول 
 طول پپتید پایان آغاز شماره

1 31 30 TE 0 

0 00 72 VPVTHAKELLHTEHNEMLCATNLGRPLIL 09 

3 20 90 SCDLLLGGR 9 

0 125 125 N 1 

5 111 153 GNVENLEELRTLFSSSSSYQRIQIFPDTIWNVTYTGTSKSCSD 03 

6 163 121 TQKNGLYPIQDAQYTNNRG 19 

7 195 027 TDTAQTNLYTRTD 13 

2 019 036 RTFKPLIGPRPLVNGQIG 12 

9 070 025 SHGRILKTDLNSGN 10 

12 091 326 QPEKGGLNSTLPFHNI 16 

11 329 329 F 1 

10 317 301 YIGVK 5 

13 303 332 LKLAIGLRNVPAKSSR 16 

10 350 320 WPGLVAGWYGFQHSNDQGVGMAADRDSTQKAVD 33 

15 327 322 TS 0 

16 399 012 KQYEIIDHEFSE 10 

17 000 005 IDDQ 0 

12 000 055 KTLDEHDANVNN 10 

19 069 072 ME 0 

02 020 025 DQ 0 

01 027 519 METIRNGTYNRRKYKEESRLKRQKIEGVKLESE 33 

 
 .ایران H9N2های آنفلوانزا ویروس HAگلیکوپروتئین های حفظ شده موتیف در دسترس سطح، آب دوستی و ژنیسیتیآنتیمیزان . 1جدول 

 موتیف
Tangaonkar  وKolaskar (ژنیسیتیآنتی) Parker (دوست آب)ی Emini (سطح در دسترس) 

 میانگین کمینه بیشینه میانگین کمینه بیشینه میانگین کمینه بیشینه

1 152/1 930/2 201/1 022/0 022/1- 015/2 129/3 010/2 22/1 

0 113/1 932/2 209/1 222/6 610/1- 536/1 617/5 112/2 22/1 

3 271/1 919/2 996/2 522/5 703/0- 273/2 570/2 006/2 067/2 

0 125/1 220/2 227/1 326/5 371/0- 222/1 996/0 100/2 22/1 

 

 

 

https://www.megasoftware.net/
http://tools.iedb.org/bcell
http://web.expasy.org/protparam
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred
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 .ایران H9N2های آنفلوانزای ویروس HAهای حفظ شده پروتئین خصوصیات فیزیکوشیمیایی موتیف .2جدول 

وزن  موتیف

 مولکولی

های باقیمانده

دارای شارژ 

 مثبت

های باقیمانده

دارای شارژ 

 منفی

شاخص 

آلیفاتیک 

 نظری

شاخص 

 بی ثباتی

شاخص 

 آلیفاتیک

میانگین کل 

 هیدروپاتی
GRAVY 

 نیمه عمر تخمین زده

های رتیکولوسیت 

 پستانداران

اشریشیا  مخمر
 کلای

 <02 ساعت 0/7 259/2 10/120 27/09 01/0 0 0 71/3052 1

 ساعت

12> 

 ساعت

 <02 ساعت 32 -052/2 20/93 51/17 50/12 0 7 23/6103 0

 ساعت

12> 

 ساعت

سه  ساعت 5/5 -102/2 26/60 29/00 66/0 0 0 26/0010 3

 دقیقه

 دو دقیقه

دو  یک ساعت -655/2 22/91 50/00 16/5 11 2 21/7996 0

 دقیقه

 دو دقیقه

 

  SMM_align 1.1بینی اتصال، روش مبنای پیشبررسی شد.  IEDBداده  در پایگاه IIکلاس  MHCتوانایی اتصال هر موتیف به 

 یبیترک لیم ریروش مقاداین  ی. خروجکندفراهم میوزن مخصوص  سیرا از نظر ماتر متصل شونده فیموت ییامکان شناساباشد که می

شونده رتبه صدک آن برای شناسایی پپتیدهای متصل است که IC50 (half maximal inhibitory concentration ) بر اساس اتصال

یر ز غمتصل شونده ا فیموتاین آستانه بهترین مقدار توصیه شده برای تفکیک  .نانو مولار در نظر گرفته شد 522برابر  Tهای به سلول

 باشد.متصل شونده می

پس از تعیین بهترین موتیف در ارزیابی بیوانفورماتیک، ویروس آنفلوانزا با شناسه کلونینگ و بیان موتیف حفظ شده: 

A/chicken/Iran/SS7/2011(H9N2)  برای انجام مطالعه حاضر انتخاب شد. توالی ژنHA  این ویروس با شماره رهگیریJX456181.1 

با استفاده  (+) pET-28aبرای تکثیر و کلونینگ آن در وکتور بیانی برگشت اختصاصی  و پرایمرهای رفتتهیه شده و  GenBankثبت شده در 

ویروس  RNA .در نظر گرفته شد رهاتوالی پرایم 5'در دو انتهای  HindIII و BamHIهای طراحی گردید. جایگاه برش آنزیم oligoافزار از نرم

 RT-PCR (Next generation of یامرحلهکی واکنششد. قطعه ژنی طی  استخراج Ribospin™ ((GeneAll, Korea با استفاده از کیت

premix; iNtRON, Korea 5( با پرایمر رفت′-GGATCCGGCTGACTCAAAAGAACGGG-3′  5و پرایمر برگشت′-

AAGCTTTCAGAATTCTCCCGTGGCT-3′ .محصولوکتور و  ،نظر قطعه مورددرستی  دییپس از تأ تکثیر شد PCR های با آنزیم

. پلاسمید نوترکیب انجام شد یک شببه مدت گراد درجه سانتی 0 در دمای T4لیگاز  DNA آنزیماتصال با و عمل  هرش داده شدب محدود اثر

حاوی کانامایسین  LBمحیط کشت در شده  باکتری ترانسفورمشد.  ترانسفورم BL21سویه  E.coliپذیرای باکتری های سلولحاصل درون 

درجه  37 دمایساعت در  16تا محیط اضافه شده و  تریلیلیهر م یازا بهمولار میلی 1با غلظت  IPTG، افزایش بازده بیانبرای  کشت داده شد.

 دیآملیاکریپلساعت پس از القا نمونه گرفته شده و نتیجه القا با الکتروفورز در ژل  16و  0، 0، 1های صفر، در زمانقرار داده شد. گراد سانتی

 کیلودالتون ارزیابی شد. 122تا  0/3( با طیف Thermo Fisherدرصد در کنار مارکر پروتئین ) 10( SDS-PAGEسدیم دودسیل سولفات )

( خالص شد. مقدار پروتئین خالص شده ™Macherey-Nagel)  Protino Ni-TEDز ستون نیکل کیت تجاری پروتئین بیان شده با استفاده ا

 .(07)ی شد ریگاندازهبا روش برادفورد 

 H9N2آنفلوانزا از سوسپانسیون حاوی ویروس لیتر میلی 1/2مقدار  :H9N2ژن ویروس آنفلوانزا تهیه آنتی

A/chicken/Iran/SS7/2011(H9N2) نیلیسیشامل پن کیوتیبیبه همراه محلول آنت G مرغ و استرپتومایسین به حفره آلانتوئیک تخم

یک  گراد به مدتدرجه سانتی 37دمای  ها درمرغ. پس از تزریق تخمو محل تلقیح با پارافین مسدود شد تزریق گردیدروزه  12 دارجنین

ودند، حذف شدند. در پایان مدت ساعت اول مرده ب 00شان در هایی که جنینها روزانه بررسی شده و آنمرغشدند. تخم دارینگه هفته

ی خونی جنین بسته شود. سپس در زیر هود هارگگراد نگهداری شدند تا درجه سانتی 0ساعت در دمای  0ها مرغنگهداری، تخم

 0222بقایای جامد با سانتریفیوژ در  .گردید یآورو در ظرف استریل جمع هشدبرداشت  هامرغتخممایع آلانتوئیک  IIبیولوژیک کلاس 

( Sigma Aldrichبا افزودن بتاپروپیولاکتون )محاسبه شده و  ml50EID 23/9 12/دقیقه برداشته شد. عیار ویروس برابر با  02دور به مدت 

https://jvr.ut.ac.ir/
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ویروس،  شدن رفعالیغ ندیفرابرای اطمینان از گردید.  رفعالیغگراد درجه سانتی 37دمای  در PBSدر  درصد 1/2در غلظت نهایی 

با  آلانتوئیکی، عدم وجود ویروس زنده در مایع اهفتهکمرغ تزریق شد و در پایان دوره یعدد تخم 5ژن همانند روش ذکر شده به آنتی

 .(02)آگلوتیناسیون سریع  بررسی شد  آزمایشانجام 

با  جداگانه PBSمیکروگرم از پروتئین نوترکیب محلول در  122ژن غیرفعال و مقدار محلول آنتی: سرم اختصاصی تهیه آنتی

کننده جوجه در سن سه هفتگی به طور تصادفی در سه گروه مساوی دریافت 32ی، تعداد سازمنیابرای ند. شدادجوان روغنی مخلوط 

ها داری جوجهعنوان شاهد منفی تقسیم شدند. موارد اخلاقی نگهبه PBSکننده کننده پروتئین نوترکیب و دریافتویروس غیرفعال، دریافت

طور کامل طبق مجوز  گیری و واکسیناسیون بهخون به هنگامجاد تنش در دوره آزمایش شامل دریافت کافی و مناسب آب و غذا، عدم ای

های هر گروه نمونه جوجه .رعایت شد IR.UT.VETMED.REC.1401.011صادره از دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تهران به شماره 

ی اتههف دو فاصله باها، یک تزریق یادآور لیتر با تزریق درون عضله سینه دریافت کردند. برای همه گروهمیلی 0/2مربوطه را به میزان  

ها به مدت نیم ساعت شد. سرمآوری ها جمعهای آنهای خون هر هفته تا پایان هفته هفتم نگهداری گرفته شده و سرمتجویز شد. نمونه

 داری شدند.گراد نگهدرجه سانتی -02گراد غیرفعال شده و تا زمان انجام آزمایش در دمای درجه سانتی 56در دمای 

تولید شده در شناسایی اختصاصی تحت  سرمبرای ارزیابی ویژگی آنتی  :HIهای تولید شده در آزمایش سرم برآورد ویژگی آنتی

عنوان ویروس هومولوگ ( بهJX456181.1) 0211تعیین هویت شده شامل جدایه سال  H9N2های متقاطع با ویروس HI، آزمایش H9تیپ 

های سرم های هترولوگ انجام شد. برای هر یک از آنتیعنوان ویروس( بهFJ794817.1) 1992( و سال JX456179.1) 0229های سال و جدایه

 .(02)شد بر اساس دستورالعمل انجام تهیه شده ردیف جداگانه در میکروپلیت در نظر گرفته شده و آزمایش به طور یکسان 

صورت گرفت. بیشینه خطای مورد  00، نسخه SPSSافزار نرم طرفهکیپردازش آماری با استفاده از آزمون آنووا : ارزیابی آماری

 در نظر گرفته شد.  25/2، برابر درصد 95ضریب اطمینان پذیرش، با درنظرگرفتن 

 
 .IC50 بر اساس کمینه مقدار IIکلاس  MHCبه  H9N2آنفلوانزا  ویروس HAپروتئین  0بینی اتصال موتیف پیش .4جدول 

 IC50 توالی پپتید توالی مرکزی طول پایان آغاز

10 02 15 WSVLKPGQT NYYWSVLKPGQTLRV 22/73 

15 09 15 WSVLKPGQT YYWSVLKPGQTLRVR 22/73 

16 32 15 LKPGQTLRV YWSVLKPGQTLRVRS 22/101 

17 31 15 LKPGQTLRV WSVLKPGQTLRVRSN 22/105 

13 07 15 WSVLKPGQT INYYWSVLKPGQTLR 22/106 

10 06 15 WSVLKPGQT RINYYWSVLKPGQTL 22/130 

11 05 15 INYYWSVLK GRINYYWSVLKPGQT 22/106 

00 36 15 TLRVRSNGN PGQTLRVRSNGNLIA 22/155 

12 30 15 LKPGQTLRV SVLKPGQTLRVRSNG 22/159 

03 37 15 VRSNGNLIA GQTLRVRSNGNLIAP 22/161 

05 39 15 VRSNGNLIA TLRVRSNGNLIAPWY 22/190 

00 32 15 VRSNGNLIA QTLRVRSNGNLIAPW 22/022 

06 02 15 VRSNGNLIA LRVRSNGNLIAPWYG 22/030 

02 30 15 TLRVRSNGN LKPGQTLRVRSNGNL 22/030 

37 51 15 YGHVLSGES PWYGHVLSGESHGRI 22/002 

19 33 15 LKPGQTLRV VLKPGQTLRVRSNGN 22/050 

36 52 15 YGHVLSGES APWYGHVLSGESHGR 22/062 

01 35 15 TLRVRSNGN KPGQTLRVRSNGNLI 22/072 

33 07 15 IAPWYGHVL NLIAPWYGHVLSGES 22/090 

35 09 15 YGHVLSGES IAPWYGHVLSGESHG 22/325 

30 02 15 YGHVLSGES LIAPWYGHVLSGESH 22/317 

32 50 15 VLSGESHGR WYGHVLSGESHGRIL 22/351 

39 53 15 VLSGESHGR YGHVLSGESHGRILK 22/375 

12 05 15 INYYWSVLK IGRINYYWSVLKPGQ 22/056 
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 نتایج

گرفته از دو نیای  منشأ IIو  I اصلیبه دو کلاد  ،HAگلیکوپروتئین  درصد 97همسانی بر اساس ایران  H9N2های آنفلوانزا ویروس

های جدا شده همچنین ویروس ،در ایران شناسایی شدند بار نیاولی که برای هایتقسیم شدند. ویروس 0223و  1992های متفاوت سال

 و 0222 تا 0223 سال از شده جدا هایویروس گیرند.قرار می Iکلاد در گروه دو در  0229تا  0222های و برخی جدایه 0220تا سال 

توالی  60نشان داد که در  Tajimaطرفی نتایج آزمون بی (.1 تصویر) گیرندقرار می IIکلاد در گروه دو در تاکنون  0229 هایجدایه

ی های نوکلئوتیدمیانگین تعداد تفاوت یعنیمحل جهش با تنوع نوکلئوتیدی  005ایران،  H9N2های آنفلوانزا ویروس HAگلیکوپروتئین 

 آزمونر . مقادیاستها زیاد تنوع نوکلئوتیدی با تناوب کم بین این توالی یعنیشناسایی شد؛  252930/2در هر مکان بین دو توالی برابر با 

که  نشان داد( منحرف شده است. این نتیجه P>221/2از صفر ) یتوجهبه طور قابلاین مقدار منفی بوده و  -127760/1برابر با تاجیما 

 . باشدمیبوده و احتمالاً ناشی از فشار انتخابی واکسیناسیون  ها کممیزان واگرایی در این ویروس

 

و بر اساس  Maximum Composite Likelihoodفاصله با روش ایران.  H9N2آنفلوانزا  هایویروس HAدرخت فیلوژنی توالی گلیکوپروتئین  .2تصویر 

 بار تکرار محاسبه شده است. هزار کجایگزینی هر باز نوکلئوتیدی و ی

 

 

https://jvr.ut.ac.ir/
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 (. در موتیف1جدول شناسایی شد ) H9N2ویروس آنفلوانزا  HAدر توالی پروتئین  B سلول اپیتوپ 01، تعداد BepiPredبر اساس آنالیز 

توالی  3، در موتیف SHGRILKTDو  GPRPLVNGQIGدو توالی  0در موتیف ، SCDLLLGGRتوالی  1

WPGLVAGWYGFQHSNDQGVGMAADRDSTQK  سه توالی  0و در موتیفIDDQ ،KTLDEHDANVNN  وME عنوان به

آورده شده  0جدول ها در موتیف سطح در دسترسدوستی و ، آبژنیسیتیآنتی بینینتایج پیش تعیین شدند. B سلول های ایمنوژنیکاپی توپ

های قطبی بیشتر در سطح اسیدآمینه Parkerالگوریتم بر اساس  .ها تقریباً مشابه بودسایر موتیف ژنیسیتیآنتی، میزان 3موتیف  بجزاست. 

عنوان به. بادی داردآنتی -ژن آنتی کنشانیاند و از پراکندگی بهتری برخوردارند، این ویژگی اهمیت زیادی در مقرار گرفته 0و  0های موتیف

بین این  بادی و تشکیل کمپلکسآنتی -ژن کنش آنتیها و همچنین چگونگی برهمشاخص کلیدی برای تعیین تاخوردگی و پایداری پروتئین

 های دیگر از پراکندگی و توزیع بهتری برخوردارند.نسبت به موتیف 0سطح در دسترس در موتیف  یهاکیدو مولکول، پ

 ییهابا آن سهیدر مقا (Lysو  Arg)های با بار مثبت نشان داد که تعداد اسیدآمینه (3جدول نتایج بررسی خواص فیزیکوشیمیایی )

تا  01/0ها از موتیف pI. مقدار بودهای دیگر موتیفبسیار بیشتر از  0و  0های در موتیفباشند می (Gluو  Aspی )بار منف یکه دارا

های (، نسبت به موتیف02)کمتر از حد آستانه  51/17و شاخص ناپایداری برابر با  pIبا بیشترین مقدار  0و موتیف شد برآورد  50/12

بسیار کمتر از  3برای موتیف  ،ها استی حرارتی پروتئیندیگر پایداری بیشتری نشان داد. شاخص آلیفاتیک که بیانگر افزایش پایدار

، 0در ساختمان دوم موتیف است.  0و  0های نیز موید واکنشگری بیشتر موتیف GRAVYشد. مقادیر منفی های دیگر برآورد موتیف

 (.0تصویر ) دهدیا تشکیل مرا مارپیچ آلف 0بیشتر این ساختمان در موتیف  کهی حال در ؛بینی شدصفحات بتا و ساختار کویل پیش

 یریپذنعطافمناطقی با ا در بادی اغلبژن و آنتیی آنتیهانیدومکه  جاییباشند و از آنمیپذیرتر انعطافآلفا  چینسبت به مارپصفحات بتا 

یی گوپیش. رسدمیبادی به نظر کنش با آنتیتری در برهمگزینه مناسب 0دهند، موتیف شده و کمپلکس تشکیل میبالا به یکدیگر متصل 

  .نبود ریپذبه دلیل کوتاه بودن طول توالی، امکان 3و  1های برای موتیف

 

A 

B 
ایران. خط خاکستری نمایشگر ساختار کویل، رنگ زرد صفحات  H9N2های آنفلوانزا ویروس HAپروتئین های حفظ شده گویی ساختار دوم موتیفپیش .1تصویر 

 .0: موتیف Bو  0: موتیف Aبتا و رنگ صورتی مارپیچ آلفا است. 



 

2441، 4شماره  87دوره ▐ تحقیقات دامپزشکی مجله           

 

 097 

نظر از طول است. صرفآورده شده  0جدول در  IC50 بر اساس کمینه مقدار IIکلاس  MHCها به توانایی اتصال موتیفنتایج 

و چهار توالی  3، دو توالی در موتیف 0، چهار توالی در موتیف 1(، تعداد یک توالی در موتیف coreهای مرکزی )یکسان و با تجمیع توالی

بسیار  0و  0های دارند. به طور نسبی این مقدار برای موتیف نانو مولار 522 تا مقادیررا  IIکلاس  MHCقابلیت اتصال به  0در موتیف 

 های دیگر برآورد گردید.کمتر از موتیف

ی هانهیگز 0و  0های های بیوانفورماتیک، موتیفبر اساس داده تر و بهتر آللی است.به معنای امکان اتصال قوی 522مقادیر کمتر از 

و همسانی زیاد آن  HAروتئین پ HA2 واحد ریزدر  0موتیف  گرفتن قراردلیل ؛ اما به باشندبهتری برای تهیه آنتی سرم اختصاصی می

رمزگذار موتیف  حاصل از تکثیر ژن RT-PCRبرای ادامه مطالعه انتخاب شد. محصول  0های ویروس آنفلوانزا، موتیف با دیگر تحت تیپ

 6حدود  ProtParamبرآورد بر اساس پروتئین مولکولی وزن (. 3تصویر بیان شد ) (+)pET-28aجفت باز در وکتور  361به طول  0

ساعت به  16میزان بیان پس از بیانگر این است که  SDS-PAGE بارگذاری شده روی ژلپروتئین ی ها. ارزیابی نمونهبودکیلودالتون 

 برآورد گردید.لیتر گرم در میلیمیلی 32/5بیشترین مقدار رسیده است. مقدار پروتئین خالص شده برابر با 

نوترکیب به  0موتیف غیرفعال و  H9N2ها با ویروس سازی جوجهآمده از ایمن دست سرم به یهانمونهدر  HIبادی عیار آنتی

 HIتحت تیپ با آزمایش این های تولید شده در شناسایی اختصاصی سرم (. ویژگی آنتی0 تصویر) دشبرآورد  959/0و  260/7ترتیب 

به  260/7برابر با  HIبادی ، عیار آنتی0211هومولوگ  رفعالیدر واکنش با آنتی سرم حاصل از ویروس غ (.0 تصویر) متقاطع ارزیابی شد

این تفاوت برآورد شد.  295/0برابر با  1992 هترولوگو برای ویروس  622/0برابر با  0229هترولوگ  . این عیار برای ویروسآمد دست

هومولوگ و  H9N2نوترکیب، نتیجه مشابه با هر سه ویروس  0موتیف (. در آزمایش با آنتی سرم P>25/2دار بود )یمعن به لحاظ آماری

ویروس حاصل از سرم به دست آمد. بدین ترتیب برخلاف آنتی  5در محدوده کمتر از تقریباً یکسان  HIد و عیار شهترولوگ مشاهده 

  .های مختلف را داردجدا شده در سال H9N2های توان شناسایی ویروسنوترکیب کامل، آنتی سرم 

 

 
 .IPTGپس از القا با  ساعت 16و  0، 0، 1های صفر، در زمان 0موتیف و افزایش بیان  یسازنهیبه .2تصویر 

 

 

 
 هومولوگ و هترولوگ. H9N2های آنفلوانزا متقاطع با ویروس HIبادی در آزمایش عیار آنتی. 4تصویر 
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 بحث

لوانزا های آنفویروس کاهش خسارات ناشی از عفونتو های بیشتر گزینه برای جلوگیری از شیوع عفونتبهترین تشخیص سریع 

H9N2 اند، اما هنوز از ویروس آنفلوانزا مطرح شده یهاپیهای مولکولی برای تعیین تحت تاخیر روش یهااگرچه در سالباشد. می

جلوگیری از اتصال ویروس به  HIآزمایش  مبنای .(32 ،09) شودو الایزا به طور گسترده استفاده می HIمانند های سرولوژی روش

ا های ویروس آنفلوانزا، در بز یهای مرجع برای بسیاری از تحت تیپنتی سرمباشد. آاختصاصی میهای بادیآنتیتوسط قرمز  یهاگلبول

 .(31) شوند( در نظر گرفته میmonospecificیک جدایه تهیه شده و تک اختصاصی ) HAها با ین آنتی سرمگوسفند تهیه شده است. ا

شده از  مرجع معرفی آنتی سرم. شوندکلونال پیشنهاد میپلی یهادر مواردی که آنتی سرم تک اختصاصی در دسترس نباشد، آنتی سرم

مطالعات فیلوژنی بیانگر همسانی بسیار کمی . (01) شودتهیه می A/turkey/WI/66، از سویه H9N2های برای ویروس WHOطرف 

دودمان آمریکای شمالی این ویروس که از با  ،دارند تعلق سیاییآ - اروپاییبه دودمان  کهجدا شده از آسیا  H9N2های ویروس HAبین 

ن و سویه واکس ژهیوبهمختلف  یهاهیژنیک سوآنتی سرم مرجع پیشنهادی در ارزیابی ارتباط آنتی نیبنابرا ؛(30 ،11)وجود دارد است 

 کلوناللیپ های در گردش و همچنین ارزیابی پتانسیل ایمنی بخشی واکسن کارایی نخواهد داشت. یک راهکار استفاده از آنتی سرمویروس

امه برن پیامد و پرندگان یآنفلوانزا روسیو یژنآنتی)دریفت( متعدد رانش به دلیل  حال این است. با HIسنجش در ژن اختصاصی آنتی

 یهاهو یا تعیین تحت تیپ جدایدر تشخیص ی معمول هاسرمآنتی و فشارهای منفی ایمنی، ممکن است ونیناسیواکس مدتی طولان

سرم اختصاصی آنتی . (30 ،33 ،02) غیراختصاصی عمل کنندباشند، های پیشین متفاوت میی با ویروسژناز نظر آنتیکه احتمالاً  دیجد

آید. در این روش چون از کل پیکره ویروس شود، از تزریق ویروس زنده یا غیرفعال شده به جوجه میاستفاده می HIکه در آزمایش 

، در واکنش HIمرغ در آنتی سرم مورد استفاده در آزمایش ناخواسته ویروس و نیز تخم یهانیشود، ممکن است وجود پروتئاستفاده می

 .(35 ،32)ند و آنتی سرم اثر نامطلوب داشته و موجب کاهش حساسیت آزمایش شوویروس آنفلوانزا  HAاصلی بین پروتئین 

در تعیین تحت تیپ  HIهای آزمایش کلونال که بتواند از محدودیتتولید آنتی سرم پلیبرای ارائه روشی  هدف حاضر با طالعهمدر 

ادی چهار بهای هومولوگ و هترولوگ در گردش با سویه واکسن بکاهد، ابتدا پتانسیل القای آنتیویروس یهاکیژنیو تعیین ارتباط آنت

های پبینی اپی توایران با ابزارهای بیوانفورماتیک بررسی شد. بر اساس نتایج پیش H9N2های آنفلوانزا وسویر HAموتیف محافظت شده 

های دوست بودن، خصوصیات فیزیکوشیمیایی، ساختمان دوم و توالیژنیک بودن، سطح در دسترس، میزان آب، پتانسیل آنتیBهای سلول

ند. ژنیک بیشتری برخوردارنسبت به دو موتیف دیگر پایدارتر بوده و از پتانسیل آنتی 0 و 0های ، موتیفIIکلاس  MHCشونده به متصل

پذیرتر بوده و انعطاف 0تر و بهتر را دارند، اما از نظر ساختاری موتیف بادی احتمال برقراری اتصال قویآنتی -ژن در ایجاد کمپلکس آنتی

ده تولید کننهای خنثیبادیها آنتیژنی که علیه آنهای آنتیتر مکانی است. بیشبادکنش با آنتیتری در برهمبه نظر گزینه مناسب

هدایت  HA1بادی روی زیر واحد های اصلی آنتیبیشتر به سمت اپی توپ HI یهااند و پاسخجای گرفته HAشود، در سر کروی می

آنفلوانزا  های مختلف ویروسهای آن بین تحت تیپنیک دارد، اما توالیژهای آنتیهم تعدادی مکان HA2. اگرچه زیر واحد (36) شوندمی

آنتی سرم اختصاصی ، وترکیبن 0موتیف  بیانبا . (37 ،36)باشند می امعاند؛ بنابراین کاندید مناسبی برای تولید واکسن جمحافظت شده

. آنتی سرمی که از متقاطع ارزیابی شد HIدر آزمایش از کل پیکره ویروس  آمده دست بهه و کارایی آن با آنتی سرم تولید شد آنعلیه 

های هترولوگ را در مقایسه با آنتی سرمی که از کل پیکره ، با حساسیت و ویژگی بیشتری ویروسبودموتیف حفاظت شده تهیه شده 

 نوترکیب پس از تزریق پروتئین 0217در سال  و همکاران Sączyńska. در مطالعات مشابه، کرد، شناسایی بودآمده  دست ویروس به

HA  ویروس آنفلوانزاH5N1 های به جوجهSPFبه میزان بالا تولید کردند و ایمنی مناسبی  راکننده علیه این قطعه بادی خنثی، آنتی

بادی در ارتباط با تولید آنتی مطالعهایجاد نمودند. اگرچه این  درصد 72و  122میزان  بهبه ترتیب های هومولوگ و هترولوگ علیه سویه

نوترکیب و ایجاد پاسخ ایمنی  HAبود تا برای واکسیناسیون پرندگان مورد استفاده قرار گیرد، اما تولید  H5N1کننده علیه محافظت

کلونال لیهای پبادیبرد پروتئین نوترکیب برای ایجاد عیار بالای آنتیهای همولوگ و هترولوگ، بیانگر کارمناسب حفاظتی علیه ویروس

ایمنی سلولی  یهاهای دندریتیک، تحریک پاسخبلوغ سلول ءعلاوه بر ارتقا HAنوترکیب  پروتئین .(06 ،05) حفاظتی علیه بیماری است

های آثار قوی ممانعت از هماگلوتیناسیون علیه سویه نموده کهبادی سرمی تولید الای آنتیو جلوگیری از گسترش ویروس، سطوح ب

 یهاHAهای خالص شده علیه این پروتئین نوترکیب، به بادی. افزون بر این آنتیدهدمینشان را  H3و  H1های هترولوگ تحت تیپ

 HA1و نیز  HAویژگی و حساسیت آنتی سرم تولید شده علیه پروتئین نوترکیب . (37 ،03) ندوشمیمختلف با میل ترکیبی بالا متصل 
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در ارزیابی پنج درصد  122بیانگر حساسیت زیاد و ویژگی  H9N2ویروس و مقایسه آن با ویروس غیرفعال وبیان شده در سیستم باکول

ویروس وبیان شده در باکول HNسل، پروتئین در مطالعه روی ویروس نیوکا. (35 ،06) های آنفلوانزا استمختلف ویروستحت تیپ 

استفاده  HIهای اختصاصی در سرم جوجه و سرم بوقلمون با موفقیت در آزمون بادیژن، برای شناسایی و عیارسنجی آنتیعنوان آنتیبه

  .(32)ه است شد

در مزارع پرورشی مورد استفاده قرار گرفته است. در ایران، واکسن غیرفعال به طور گسترده  H9N2های از زمان تشخیص ویروس

ناشی از فشار  اغلب پیشین هایژنی کمتر با سویهتطابق آنتی و کندژنی وارد میواکسیناسیون، فشار انتخاب مثبت برای ظهور انواع آنتی

که به تغییر در ناحیه سر کروی  است یانقطه هایها دارای جهشبیشتر این ویروس HA. توالی (30 ،12)باشد میانتخابی واکسیناسیون 

HA1ژنیک های آنتی، مکانH9-A  وH9-Bمنجر  012تا  190 هایبادی در محل اسیدآمینهدادن اپیتوپ آنتی دست ، و همچنین از

 یکه حاو H9N2 هایی ویروسبادیفرار آنت یها، جهشHA یمونوکلونال اختصاص یهابادیبا استفاده از آنتی. (15 ،11 ،7) شودمی

 جهش یهاروسیواین که ه شد نشان داد شدند. ییشناسابودند،  HA ندهریاتصال گ یهاکانمدر  002در حلقه  نهیآم یدهایحذف اس

 یاختصاص یهایبادیآنت در مطالعات مشابه اعلام شده است .(39 ،30 ،16)باشند میکلونال سرم پلی ینتقادر به فرار از اتصال آ افتهی

H9 های از واکسن یناشH9N2 در یهاهیدر برابر سو یفیضع یاثر محافظت ،چیندر  1992های جدا شده در دهه شده با ویروس دیتول 

 یهاهمراه با داده HA یهانیکوپروتئیگل یبعدسه یو اطلاعات ساختار یتوال. در دو مطالعه (02 ،13 ،6) کنندیارائه م یکنون گردش

بیانگر  هاداده( ارزیابی شد. H1N1 09)مرجع  روسی( و و0229-1997)انسانی  H1N1 روسیو یهاهجدای یبرا HI آزمایشمربوط به 

به طور  H1N1 09 روسیو HA یژنآنتیاصلی های ( در مکانN156K ایو/ N125Dتا دو اسیدآمینه ) کاین است که جایگزینی ی

های که برخی جهشازآنجایی. (01 ،39) گذاردیم اثر HI آزمایشدر  H1N1های ویروس صیتشخ در هایبادیآنت ییبر توانا یریچشمگ

HA  های ویروسدرH9N2  مانندS145N ،Q164L ،A168T ،A198V ،M224K  وQ234L ژنیک توانند بر خاصیت آنتیمی

 ،15) شوند HIبادی اثر بگذارند و سبب ایجاد عیارهای متفاوت های آنتیاتصال گیرنده و تغییر پاسخهای آنفلوانزا با تغییر تمایل ویروس

های در معرض فشار انتخاب مثبت باشد تا که فاقد این مکان شداستفاده  H9N2ویروس  HAپروتئین  در این مطالعه از بخشی از ،(12

کلونال بودن کلونال تولید شده علیه پپتید حفظ شده ایجاد شود. پلیبادی پلیمحدوده حساسیت بالاتری در سنجش سرولوژی با آنتی

تر ساسهای هدف حنجش علیه انواع پروتئینبادی در سکند تا این آنتیژنیک را فراهم میبادی امکان اتصال چندین عامل آنتییک آنتی

ها تحت ژنی و حتی اگر برخی از این اپی توپآنتی یهاانتیژن را در انواع وارباشد. این ویژگی اتصال چند اپی توپی امکان تشخیص آنتی

کلونال ممکن بادی پلیمگون، آنتیبه دلیل ماهیت ناه. (31 ،0) کنددسترسی قرار گیرند، را فراهم میسطح ثیر تغییر ساختار سوم یا أت

های ابر پروتئینکلونال در بربادی پلیبادی مونوکلونال نیاز داشته باشند. بسیاری از آنتینسبت به آنتی یترقیدق یاست به اعتبارسنج

ها تئینکنش با دیگر پرواحتمال برهم نیدهند؛ بنابراهای متعدد را تشخیص میایجاد شده و اپی توپ پروتئینیبزرگ طبیعی یا قطعات 

کلونال و لیهای پبادیها در تولید آنتیتوانند همانند پروتئینکند. پپتیدها میبسیار زیاد است که یک پاسخ ایمنی ناخواسته ایجاد می

بالای  تیفیک اناخواسته ایجاد کنند. تولید مناسب و ب یهاهای مونوکلونال به طور مؤثر استفاده شوند؛ بی آن که واکنشبادیآنتی

مورد استفاده،  دجوانابادی علیه پپتید به انتخاب توالی پپتید، موفقیت در سنتز و بیان پپتید، پاسخ ایمنی هومورال در حیوان میزبان، آنتی

 .(31) بستگی دارد یسازدوز پپتید تجویز شده، روش تزریق و خالص

 ه، مطالعاتو واکسیناسیون گسترد در ایران H9N2ویروس بومی بودن  ،به اهمیت بیماری آنفلوانزا توجه باگیری نهایی: نتیجه

خاب انتکند. می دوچندانرا کلونال علیه ویروس پلی یهایبادیاستفاده از آنتاهمیت این امر  .شودگوناگونی روی این ویروس انجام می

توانند در بیشتر شدن می Bبینی اپیتوپ سلول های محاسباتی پیشبادی است. روشمرحله در تولید آنتی نیتریاتیتوالی پپتیدی ح

خطی سلول  یهاتوپیبینی وجود اپبادی با پیشقابلیت اتصال به آنتی حاضر کمک کنند. در مطالعه های مؤثرتربادیال تولید آنتیاحتم

Bزیر واحد قطعه حفاظت شده  دوستی و خواص فیزیکوشیمیاییآبمیزان  ،ژنیک بودن، سطح دسترس، پتانسیل آنتیHA1  پروتئین

HA  ویروسH9N2 بینی شد. افزون بر این توانایی و میل ترکیبی اتصال به پیش ی بیوانفورماتیکهاتمیبا الگورMHC  کلاسII  برای

کلونال پلی رمسژن نیز بررسی شد تا بهترین توالی پپتیدی برای تزریق به حیوان و تولید آنتی با آنتی یبادیآنت یهاکنشانیآنالیز م

با  .بررسی شد HIهای همولوگ و هترولوگ با آزمایش ویروسآمده با  دست بهکلونال سرم پلی واکنش آنتی سپسانتخاب شود. 

است و در مقایسه با آنتی  H9N2ویروس های متفاوت جدایهدر شناسایی  مناسبسرم دارای کارایی  آنتی این انجام شده یهایابیارز

https://jvr.ut.ac.ir/
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های بازدارنده حاصل فاقد کلونالسرم پلی آنتی. کندیمژنی یک تحت تیپ را مشخص بیشتری اختلاف آنتی بادقتسرم معمول 

 ی آن مستلزم انجاممعتبرساز؛ هرچند نماید مواجهمشکلاتی را با  های سرولوژیممکن است تفسیر یافتهکه  باشدمی یراختصاصیغ

 آزمایش با تعداد بیشتر ویروس است.
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