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   .��ا �پذ�، ای ���بان دو�ت دا���ی    پایان �ود �پاس ��ف �ی

  

ن ا�ــن پایـاـن �� � پایــان ر�ــیده ��ــود لازم  باــ و�ــد ��� یـاـری  �ــی      ا��ــون � � ��ــف �دا �ــی � �ــ�ا � ا�جــام آن  دا�م از ��ــه ��ا

  .���� �ما�م ا�د، �قد� و ��وده

  :با �پاس ��اوان از

  ر ���ی�ناب آ�ی�� ا��ورو �ناب آ�ی  د د را��ما�ی پایان د��ر ��ب اص و دا�ش �بار �و ، � با ��ر و �وص�ه ��اوان، د�� ��� خ

��  ���ر را �و�ش �ی ارز�ده ��واره با را��ما�ی �� ا��جا�� را �ذ�ا �د�د و ا�د و � �ما�ی ��ا�ل �ت �ود ��ار داده���ون ��ف و 

ر ��وده   .ا�دا�جام ا�ن ����ق از � تلا�ی ��و�ذا

  ر �یا�ی�ناب آ�ی�� �ھدیو �ناب آ�ی  د ا�د و ���و��ت �ؤالا�م �وده اسا�ید ��ا�قدرم � ��واره با �تا�� پا�خ�وی د��ر�ور

�ذ��   .�شاوره پایان �� �نده را 



  ر م�و��ناب آ�ی�� ��ر�ور��ش، �ناب آ�ی دید با �ر�واری  � د��ر ج�ودارو �ناب آ�ی  د��ر ����ی، �ناب آ�ی د

���ل  �مام،
 .داوری ا�ن پایان �� را �ذ��

  با ��ه صدر �ظارت پایان �� را � �ھده ���  را�ی جلا�ی د��ر�ناب آ�ی �. 

  ا��خار شا��دی  � شان دا� �ناب آ�ی د��ر ���ود ���یدیان،  شان وخا�واده ���رم. م� ����ر ا�  با آرزوی سلا��ی �ای ا�

 رم دا�ه ��ید ���ان ا�واز���  �ناب آ�ی د��ر ��و�ی، ریا�ت 

 ناب آ�ی د��ر ��غان، ریا�ت ���رم ���یلات ت��ی�ی دا�ه ��ید ���ان ا�واز� 

  رم آ�وز�ی دا�ه دا��زش�ی ا� �ناب آ�ی د��ر��� ��  وازآو�ه، �عاو

 ی ا�واز�  �ناب آ�ی د��ر ���ی، �عاو�� ���رم �و��ی دا�ه دا��زش

 ،د����رم ��وه پا�و��و�وژی  �ناب آ�ی د��ر را�ی جلا�ی� 

 وه ز��ت��   �نا�ی دا�ه ع�وم�ناب آ�ی د��ر ���مدی، �د����رم 

  ناب آ�ی د��ر ع��شا�ی، ���ول ���رم �تا�خا� دا�ه دا��زش�ی� 



 د، د��ر ���رم �ج�ه دا��زش�ی ا�ان�ی د��ر ���ی�ناب آ�� 

 زاده، د��ر��نده، د��ر ا�ما��ل د��ر ���یاری، د��ر ��ف  �جات، د��ر زار�ی، د��ر ��مدی، د��ر ا��رزی، د��ر ��یدی انآ�ی

ف، د��ر �د�ی،د��ر ��  ،زاده � ��ی، د��ر �ص�ی �اد، د��ر �دا ، د��ر��باح، �ا�یر م���ی، د��ر، د�� آرا د��ر ��ل �ر خا�سار، د

 د��ر رضا�ی خا�م و د��ر ��مدیان

 ا��ی �ای ز�ده ز وبا آرزوی ���ان  ی دا�ه دا��زش�ی دا�ه ا�واز � ا یاد د��ر ا�مد ع�ی پا��ن، ا�تاد ��ید ��ش ��ز�و�وژ

  .��غ او ��یار ���ه ����م �ی �یرا��ما�ی

  

  

  

  

  

  

  



از   : با ���� و �دردا�ی 

�ق و ک��  ����ش دا�ه دا��زش�یه کار�نان صد
  : ز

، خا�م ارزا�ی کار�ناس �نا�یو و�وس �نا�ی�ور کار�ناسان ���رم ��ش �ی��بغ��م�رکار خا�م ����ور، �رکار خا�م دا�ی و �ناب آ�ی 

�س���ی و ��دو�ی
�م  ر�نان ���رم ��ش �و��ی دا�ه، �رکا    ���رم آ�وزش دا�ه ،�رکار خا ا�م ���ی، ���یکا و �ھا�ی کار�نان ���رم  ، ��زامر خ

  ج�ودارکار�ناس ���رم ��ش ��ز�و�وژی، �رکار خا�م ا��ھا�ی �نا�ی، �رکار خا�م��ش ا��ل کار�ناس ���رم �رکار خا�م �وا� �تا�خا� دا�ه،

�ی، �رکار خا�م ما�د�ی س ���رم ��ش �نا� �ذا س ���رم ��ش   �شا�ی��و�وژی،�ناب آ�ی ا�اکار�ناس ���رم ��وه پا�و زادهکار�نا کار�نا

س ���رم ��ش �رما�و�وژی،   �رکار خا�م �یا�ی�ناب آ�ی ��ی�ی  کار�ناس ���رم ��ش ��و ���ی ،�نا�ی، با��  �رکار خا�م �با�یکار�نا

�� دا�ه، �ناب  ���ول د��ر �وزه ریا�ت، �رکار خا�م  خا�م صا��ی�رکار  ،دا��زش�ی ا�ان کار�ناس ���رم �ج�ه ا��ریان ���ول سا�� کا

����ش دا�ه  آ�ی باردل
وی کار�نان ز   .���ول ز�ا�س دا�ه و آ�یان غ��م �ور، ا��ری و ��شدا

ن از   :با �پاس ��اوا

�م���ت کار��یار ��ا�ی �رکارخا و�د خا�واده ���رمسلا��ی، �و���ت، و �و��ق روز ا��ون ا�شان  و . د��ر ���یاری  �ی ���ما� �� شان را از �گاه �دا

  .��عال �وا�تارم

�تان و ��ان   :با ���� از سا� دو

���ودی ،د��  و �رکار خا�م د��ر طلا زاده 
یان د��ر   زادهو آ�ی ا��ل،  زادهر�ب د��ر ر��و، رآ�

  

پایانو��ه م ا�ن  ����ل و ا�جا
شانی �سا�ی�ه � �ول دوران  سا�د� کاری و � ��   .�ند ��دیدم���ه �� از 
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 چکیده پایان نامه

 

  جایدري :نام خانوادگی  نامی :نام

   اشرشیاکلی در H9N2ویروس آنفلوانزاي پرندگان تحت تیپ  NPکلونینگ و بیان ژن  :نامه عنوان پایان

   آبادينجفدکتر مسعود قربانپور  - آباد شاپوري دکتر مسعود رضا صیفی: استاد راهنما

  میکروبیولوژي راي تخصصیدکت :درجه تحصیلی  دامپزشکی  :رشته

   شهید چمران اهواز :دانشگاه

  دامپزشکی :دانشکده

 17/3/1390 :تاریخ فارغ التحصیلی  166 :تعداد صفحه

 NP- ELISA  ،H9N2   پروتئین،نوکلئوویروس آنفلوانزاي پرندگان،  :کلیدواژه

  :خلاصه فارسی

خسـارات مـالی قابـل تـوجهی بـه       کـه هانی اسـت  با اهمیت ج و خطرناكعفونی آنفلوانزاي پرندگان یک بیماري 

ــور  ــنعت طی ــیص ــل م ــدتحمی ــروس  .کن ــوانزايوی ــدگان آنفل ــوانزاویروس  پرن ــنس آنفل ــانواده  Aاز ج و از خ

هـاي تولیـد شـده بـر     باديجستجوي سرولوژیکی آنتیمانند مناسب  یک برنامه مراقبتی .باشدارتومیکسوویریده می

سرمی بر تشخیص  .ت زیادي در پیشگیري و کنترل آنفلوانزاي پرندگان دارداهمی ضد ویروس آنفلوانزاي پرندگان،

حفاظـت  آنفلوانزا  Aهاي که در میان همه ویروس  (NP)بادي تولید شده بر ضد نوکلئوپروتئیناساس بررسی آنتی

 .داسـتفاده گـرد  آنفلـوانزا   Aهـاي ویـروس   ضد همه تحت تیـپ  تواند براي نشان دادن سطح ایمنیشده است، می

کننـده ژن  بـدین منظـور ناحیـه کد    .و طراحـی الیـزا بـا آن بـود     NP هدف از این مطالعه تولید پروتئین نوترکیـب 

  بـا آزمـایش    A/chicken/Iran/AH-1/06(H9N2) اي از ویـروس آنفلـوانزاي پرنـدگان   نوکلئوپروتئین جدایـه 

RT-PCR پروکاریوتی  -تکثیر وبه درون وکتور بیانی(pMal-C2x) کلـی  اشرشیابه داخل باکتري  کلون شده و 



 ز 
 

با کمک ستون  کلی اشرشیابیان شده در MBP-NP  پروتئین نوترکیب .ترانسفورمه گردیدBL21(DE3)   سویه

یک الیزاي غیرمستقیم  طراحیصی به منظور ژن تشخیه عنوان یک آنتیو بخالص شد  آمیلوز-رزین کروماتوگرافی

در ویـروس آنفلـوانزاي پرنـدگان    هاي تولید شده باديئین، جهت بررسی آنتیلئوپروتنوک اساساختصاصی تیپ بر

طراحی شده با کیـت الیـزاي تجـاري ویـروس آنفلـوانزاي       NP-ELISA. سرم ماکیان ، مورد استفاده قرار گرفت

 .(k= 0.95)گردید  مشاهدهکیت الیزاي تجاري  و NP-ELISA بین) 93%( عالیتوافق . دگان مقایسه گردیدپرن

ماکیـان آلـوده شـده بـا      در باديآنتی نسبت به کیت الیزاي تجاري در تشخیص  NP-ELISAنشان داد که  تایجن

ی از آن است کحا هااین یافته. دار نبودداشت اما این اختلاف معنی ، حساسیت بیشتريویروس آنفلوانزاي پرندگان

     حسـاس و اختصاصـی اسـت و      مایشـی آز، NPاسـاس پـروتئین نوترکیـب    بر طراحی شده که الیزاي غیرمستقیم

کنتـرل ویـروس آنفلـوانزاي     بـه منظـور پیشـگیري و    هاي سـرواپیدمیولوژیکی  تواند در امر تشخیص و بررسیمی

  .پرندگان در دراز مدت استفاده گردد

  

  

  

 



 

 أ 

 

  ����ت �طا�� 
                                                                                                                                       صفحه                                                     وان                           عن 

  

  مقدمه و هدف: فصل اول

  2..  ................. ................................................................................................  مقدمه و هدف

  مروري بر منابع موجود: فصل دوم

 7..............................................................................تاریخچه بیماري آنفلوانزاي طیور -الف

  H9N2.................................................................................................8 تحت تیپ -1-الف

  11.......................................................................................................سبب شناسی -2-الف

  11.......................................................................................................طبقه بندي - 1-2-الف

  12.................................................................................................ساختار ویریون -2-2-الف

  14.................................................................................................هماگلوتینین - 1-2-2-الف

   15...................................................................................................نورآمینیداز - 2-2-2-الف

  17..............................................................................................نوکلئوپروتئین - 3-2-2-الف

  RNA..........................................................................19فعالیت اتصال به  - 1- 3-2-2-الف

  



 

 ب 

 

                              صفحه                                                          عنوان                              

  

  21  ...........................................  کمپلکس پلیمرازي ویروسبا  NPواکنش  -2-3- 2-2-الف

   M1  .............................................................................  21با  NPواکنش  -3-3- 2-2-الف

  21  .......................................................  در چرخه تکثیر ویروس NPنقش  -4-3- 2-2-الف

  NP  ......................................................................................  30ساختمان  -5-3- 2-2-الف

   35  ...........................................................................  پلیمراز RNAکمپلکس  -4- 2-2-الف

  PB1  ......................................................................................  35پروتئین  -1-4- 2-2-الف

  PB2  ......................................................................................  36پروتئین  -2-4- 2-2-الف

   PA  ........................................................................................  36پروتئین  -3-4- 2-2-الف

  37  .....................................................................................  پروتئین ماتریکس -5- 2-2-الف

   38  ...............................................................................  ساختمانیپروتئین غیر -6- 2-2-الف

  39  .............................................................  تشخیص آزمایشگاهی ویروس آنفلوانزا -3-الف

  39  ...............................................................................  روش جداسازي ویروس - 1-3-الف

   43  ......................................................  ژن هاي ویروسهاي تشخیص آنتیروش - 2-3-الف

  43  ................ ................................................................  ايهاي مشاهدهروش -1- 2-3-الف

  

  



 

 ج 

 

  صفحه                                                 عنوان                              

  

                                                             Antigen capture-Enzyme Immunoassay (AC-EIA)  .......  44 -2-2-3-لفا

   45  ......................................................................................  هاي سرولوژيروش -3-3-الف

  48  ..............................................................................  اي پلیمرازواکنش زنجیره - 4-3-الف

  مواد و روش کار :سومفصل 

 53  .........................................................................................  مواد و وسایل مورد نیاز -الف

 53  ..................................................................................................................  مواد -1-الف

   57  ................................................................................................وسایل مورد نیاز -2-الف

  58  ..............................................................  هاي مورد استفادهطرز تهیه بافرها و محلول -ب

  RNase free  ......................................................................  58طرز تهیه آب مقطر  - 1-ب

  59  .......................................................................  افر بارگذاري براي ژل آگارزتهیه ب - 2-ب

  TAE  ............................................................................................  59طرز تهیه بافر  - 3-ب

  59  .....................................................................  تهیه محلول استوك اتیدیوم بروماید - 4-ب

   60  .........................................................  براي ترانسفرماسیون TSS 2Xتهیه محلول  - 5-ب

  60  ......................  )روش لیزآلکالاین( Miniprepهاي لازم براي انجام تهیه محلول - 6-ب

  

  



 

 د 

 

                                                                                                                             صفحه                                                                                     عنوان                              

  

  LB......................................................................................61هاي طرز تهیه محیط - 7-ب

  IPTG  .........................................................  62مولار  1/0طرز تهیه محلول استوك  - 8-ب

  XGal  ................................................................ ..........  62طرز تهیه محلول استوك  - 9-ب

  SDS-PAGE  ........................................................  62هاي لازم براي تهیه محلول -10-ب

  62  .........................................................  درصد اکریل آمید 30ل طرز تهیه محلو -1-10-ب

  x1(  .................................................................  63(طرز تهیه بافر حرکت دهنده  -2-10-ب

 SDS – PAGE Sample buffer 2x  ......................................  63طرز تهیه  -3-10-ب

  63  .....................................................  طرز تهیه محلول رنگ آمیزي کوماسی بلو -4-10-ب

  63  ...............................................................................  طرز تهیه محلول رنگ بر -5-10-ب

 64............نده کنهاي جداکننده ومتراکممواد و مقادیر لازم براي ساخت ژل -6-10-ب

  65.......................................................طرز تهیه بافر انتقال براي وسترن بلاتینگ -7-10-ب

  65.....................................................................درصد 10طرز تهیه استوك گلوکز  -11-ب

  PBS-T  ...........................................................................................66 طرز تهیه -12-ب

  PBS (1x).........................................................................................66طرز تهیه  -13-ب

  PBS-T – skim milk (%5)........................................................66طرز تهیه  -14-ب

  



 

 ه 

 

  صفحه                                                                 عنوان                             

                                                                                                                                                                                                                                   

                            66.  ...........................................................................................  ستونطرز تهیه بافر  -15-ب

  Coating Buffer.............................................................................66طرز تهیه  -16-ب

  67..................................................................................طرز تهیه بافر استات سدیم -17-ب

  67.........................%.......................................................3تهیه استوك آب اکسیژنه  -18-ب

  67.......................................................................)....درصد TMB )1تهیه استوك  -19-ب

  67.....................................................................سوبسترا براي الیزا –تهیه کروموژن  -20-ب

  68...................................................................................................................روش کار -ج

  68.  .......................................................................................................  مراحل تحقیق - 1-ج

  69.  ..................................................................................................  سویه ویروسی -1- 1-ج

  69.  ..................................................................................................  طراحی پرایمر -2- 1-ج

  69.  ...................................................................................................  تکثیر ویروس -3- 1-ج

  RNA  ..............................................................................................  .70استخراج  -4- 1-ج

   cDNA ....................................................................................................  .71 تهیه -5- 1-ج

  PCR  .............................................................................................................  .72 -6- 1-ج

  PCR  ..................................................................................  .73برنامه حرارتی  -1-6- 1-ج

  



 

 و 

 

  صفحه                                                                                                        عنوان     

                                                                                                                                                   

  73  .............................  با الکتروفورز در ژل آگارز RT-PCRبررسی محصول  -2-6- 1-ج

  RT-PCR  ..............................................................  74سازي محصول خالص -3-6- 1-ج

  74  .............................................................................  سازي وکتورتکثیر و خالص -7- 1-ج

  77  .............................................................................................استخراج پلاسمید -8- 1-ج

  Miniprep  ......................................................................................  77روش  -1-8- 1-ج

 78  ............................................................  استخراج پلاسمید با استفاده از کیت -2-8- 1-ج

  78  ...............................................................................................  مراحل کلونینگ -9- 1-ج

   78  ...............................................................................................  هضم آنزیمی -1-9- 1-ج

  79  .......... ................................................................................................  اتصال -2-9- 1-ج

  80  ...........................................................................................  ترانسفورماسیون -3-9- 1-ج

  80  .......... ................................  هاي حاصل از ترانسفورماسیونغربالگري کلونی -4-9- 1-ج

  80  ...................................................................  آبی –روش غربالگري سفید  - 1-4-9- 1-ج

  81  ................................................................  هابر روي باکتري PCRانجام  - 2-4-9- 1-ج

  82  ...........................................................................................  هضم آنزیمی - 3-4-9- 1-ج

  82  .............................................................................  تعیین توالی ژن کلون شده -10- 1-ج

  



 

 ز 

 

صفحه                                                                                                                                                                                           عنوان                             

  

  82  .........................................................................................  آنالیز فیلوژنتیک -1-10- 1-ج

  NP................................................................ ................  83بررسی بیان پروتئین  -11- 1-ج

  IPTG  ......................................................................  83القاء بیان پروتئین با  -1-11- 1-ج

  SDS-PAGE  .........................................................................................  84 -2-11- 1-ج

  84  ...................................................................................  سازي قالبآماده - 1-2-11- 1-ج

 84  ........................................................................  تهیه ژل پلی اکریل آمید - 2-2-11- 1-ج

  85  ............................................  ها و مارکر وزن مولکولیسازي نمونهآماده - 3-2-11- 1-ج

  86  .................................  هاسازي تانک الکتروفورز و بارگذاري نمونهآماده –4-2-11- 1-ج

  87  ......................  هاي الکتروفورز شده با آبی کوماسیرنگ آمیزي پروتئین - 5-2-11- 1-ج

  88  ..........................................................................................  وسترن بلاتینگ -3-11- 1-ج

  89  ................. ................................................................  سازي پروتئینخالص -4-11- 1-ج

  91  ......................................................................  آزمایش الیزا با کیت تجاري -5-11- 1-ج

   91  ........................................  نوترکیب NPده از طراحی آزمایش الیزا با استفا -6-11- 1-ج

  92  .................................  هاي مناسب در آزمایش الیزابه دست آوردن رقت - 1-6-11- 1-ج

  93  .................................  هاروش آزمایش الیزاي استاندارد شده براي نمونه - 2-6-11- 1-ج

  


