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تعیین هویت مولکولی و شجره شناسی بر اساس ژن نوکلئوکپسید ویروس 
برونشیت عفونی پرندگان جدا شده از گله های گوشتی در سال های 1394-1393 
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 چکیده 
زمینه مطالعه: برونشیت عفونی یک بیماری مهم از نظر اقتصادی در ماکیان بوده که به دلیل ظهور ژنوتیپ های جدید ویروس برونشیت 
عفونی، کنترل این بیماری بعنوان یک مشکل جدی در صنعت طیور در دنیا مطرح است و پیش از این، مطالعه جامعی برروری این ژن بر روی 
ژنوتیپ های سال های اخیر مختلف کشور انجام نگردیده بود. هدف: لزوم از انجام این مطالعه تعیین هویت مولکولی و شجره شناسی بر اساس ژن 
نوکلئوکپسید ویروس برونشیت عفونی جدا شده از گله های گوشتی ایران در سال های 1393-1394 می باشد. روش کار : در این بررسی ژن نوکلئو 
کپسید ده جدایه از چهار نوع ژنوتیپ متفاوت ویروس برونشیت عفونی با استفاده از پرایمر های اختصاصی تکثیر و با نرم افزار های مناسب شجره 
شناسی و تعیین ساختار مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. نتایج : از نظر شجره شناسی ویروس های برونشیت عفونی گروه ماساچوست، QX و 
B/793 در گروه خود قرار گرفتند و ژنوتیپ ویروس واریانت 2 در کنار سایر ویروس های جدا شده از ایران قرار داشتند. در صد تشابه بر اساس اسید 
آمینه، بین سویه های مختلف مورد مطالعه بین 89/97 تا 99/75% تشابه وجود داشت. بیشترین تشابه بین دو ژنوتیپ IBKG-1و IBKG-8 مورد 
مطالعه در گروه B/793 و کمترین تشابه بین دو ژنوتیپ QX و واریانت 2 )ویروس های IBKG-5 و IBKG-9( بوده، که این میزان تفاوت برای 
ژن نوکلئوکپسید )محافظت شده( نسبتاًً بالا می باشد. بررسی بیوانفورماتیک نشان داد که پروتئین در این ویروس ها بین 6 تا 7 صفحه بتا و بین 8 
تا 10 مارپیچ آلفا دارند. نتیجه گیری نهایی: نتایج حاصل از این مطالعه می تواند اطلاعات مناسبی در زمینه استفاده از اطلاعات این پروتیئن در تولید 
پروتئین های نو ترکیب جهت تولید کیت های الایزا و روش های تشخیص سریع، واکسن های نو ترکیب و همچنین اپیدمیولوژی مولکولی این 

بیماری ویروسی مهم در کشور نماید.

واژه های کلیدی: نوکلئوکپسید، ویروس برونشیت عفونی پرندگان، تعیین هویت مولکولی، شجره شناسی 

مقدمه
برونشیت عفونی )IB( پرندگان یک بیماری بسیار واگیر، حاد و درگیرکننده 

دستگاه تنفســی فوقانی ماکیان و همچنین دارای اهمیت اقتصادی است. 

برونشــیت عفونی برای اولین بار در ایالات متحده در داکوتای شــمالی در 

ســال 1930 مشاهده و نخستین توصیف مستند بیماری توسط Schalk و 

Hawn در سال 1931 ارائه گردید )IBV .)11،13 یک گاما کروناویروس در 

زیر خانواده کرونا ویرینه و خانواده کرونا ویریده است. ژنوم ویروس برونشیت 

-28 kb تک رشته ای قطب مثبت است که حدود RNA ,عفونی پرندگان

27/5 طــول دارد. ژنوم در انتهای ׳5 دارای کلاهک و در انتهای ׳3 واجد دم 

پلی آدنین و ســاختار ویروس شامل زائد گرزی شکل )S(، پروتئین کوچک 

 RNA است. رشته ژنی )N( و نوکلئوکپســید )M( ماتریکس ،)E( غشــایی

با فســفو پروتئین Nا)50kDa-60 بطول 409 اسید آمینه( همراه می باشد. 

نوکلئو کپسید زمانیکه از پارتیکل آزاد می شود به شکل یک رشته لوله ای 

به طولnm 14 تا 16 به نظر می آید. نوکلئوکپسید متعاقباً با پروتئین M در 

رتیکولوم اندوپلاسم فعل و انفعالی داشته و به این ترتیب پارتیکل ویروس 

بســته بندی می شــود. با این حال، برخلاف نوکلئوکپسید های ویروس ها و 

پارامیکسو ویروس ها، پروتئین نوکلئوکپسید کروناویروس ها حفاظت برای 

ژنــوم آن ها در برابر اثــر ریبو نوکلئازها فراهم می کند. بخش عمده مونومر 

پروتئین نوکلئوکپسید از دو ناحیه مستقل شامل ناحیه اتصال به ژنوم پایانه 

آمینی )از اسید آمینه موقعیت 29 تا 160 بطول 132 اسید آمینه: NTD( و 

منطقه دایمریزاســیون C ترمینال )CTD، بطول 108 اسید آمینه، از اسید 

آمینه 226 -333( می باشد. همچنین منطقه غنی از سرین )بطول 26 اسید 

آمینه، 165-190( در پروتئین نوکلئوکپسید ویروس های برونشیت عفونی 

پرندگان شناســایی شده است. روش های زیادی برای تفریق و دسته بندی 

جدایه های برونشیت عفونی پرندگان استفاده و با هم کاملًا مقایسه شده اند. 

دسته بندی سروتیپ براساس استفاده از آنتی بادی های خنثی کننده و طبقه 

بندی ژنوتیپ براســاس تعیین توالی ژن S1 است )6(. نواحی نوکلئوکپسید 

کروناویروس ها، تورو ویروس ها و آرتری ویروس ها یک فسفوپروتئین پایه 

وابسته به RNA ژنومی می باشد که، ساختار نوکلئوکپسید راشکل می دهد. 

بنا به گزارش Seyfi Abad و همکاران در سال 2004 اولین گزارش انجام 

گردید )Vasfi-Marandi .)16 و Bozorgmehrifard در سال 2001 

برور مطالعه بر روی ویروس های برونشــیت عفونی طیوردر بین سال های 

79-1376 از مرغداری هــای صنعتــی ایران ، حضــور واریانت هایی از این 

 Email: ghalyana@ut.ac.ir   021-66933222 :نویسنده مسئول:  تلفن: 61117154-021  نمابر )*
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ویروس را در کشــور را اثبات نمودند )19(. طی مطالعات اخیر ژنوتیپ های 

ماساچوســت ،B/793،ا1494 /اIR ، 720/IS، IS-1 و IR-2 در ایران گزارش 

شــده اســت )10،13(. در حال حاضر از واکسن های زنده گروه ماساچوست 

)MA5 و H120( و گــروه B/793 )IB88 ،4/ 91 و 96/1( جهــت کنتــرل 

بیماری برونشــیت عفونی در مزارع پرورش طیور ایران استفاده می گردد. تا 

کنون مطالعه ای جامعی بر روی ژن نوکلئوکپسید ویروس برونشیت عفونی 

صــورت نپذیرفته بود و هدف از انجام این مطالعه تعیین هویت مولکولی و 

شجره شناسی بر اساس ژن نوکلئوکپسید ویروس برونشیت عفونی جدا شده 

از گله های گوشتی در سال های 1393-1394 می باشد. 

مواد و روش کار
نمونه هــای مــورد مطالعه: درآزمایشــگاه ویروس شناســی دانشــکده 

دامپزشــکی دانشــگاه تهران تعدادی ویروس برونشــیت عفونی پرندگان 

ازنمونه های بالینی )نای وکلیه،ازگله های گوشــتی مشکوک به برونشیت 

عفونی ( در ســال 1393-1394 جدا گردیدند. پس ازتأیید، ژنوتیپ جدایه ها 

براساس ژن اسپایک شناســایی )اطلاعات اورده نشده است( و جدایه های 

مورد اســتفاده در این مطالعه براســاس ژنوتیپ ویروس براساس جدول 1 

انتخاب شدند.

 RNA با استفاده ازکیت استخراج RNA اســتخراج :RNA استخراج

شرکت سیناکلون )Cat. No.: PR891620( طبق دستور العمل سازنده کیت 

انجام گرفت.

واکنــش رونوشــت بــرداری معکــوس )RT- Reaction(: واکنش 

رونوشت برداری معکوس )RT( با استفاده از کیت ساخت cDNA شرکت 

فرمنتــاز )Cat No: K1622( و با اســتفاده از پرایمر تصادفی شــش تایی 

صورت گرفت. 

پلیمــراز  زنجیــره ای  واکنــش  از  اســتفاده  بــا   N ژن  تکثیــر 

׳5   پرایمر هــای  از  اســتفاده  بــا  نوکلئوکپســید  ژن   :)PCR(

׳5  و  ׳3   GAATTCCCGCGTGTACCTCTCTAGTA

GGATCCGCTAAC-TCTATACTAGCCTAT ׳3 و با استفاده از 

 )Cat No: PR8252C( شرکت سیناکلون PCR ا)2X( 2Xمســتر میکس ا

تکثیر گردید )20( .

 PCR توسط کیت PCR ترسیم درخت شجره شناســی: محصولات

AccuPrep® PCRا)Bioneer Co., South Korea( خالــص و توالی 

 Bioneer Co., south(اPCR یابی با پرایمرهای مورد استفاده در واکنش

Korea( انجام گردید. کروماتوگرام ها با نرم افزار Finch TV مورد بررسی 

قرار گرفت و درخت شــجره شناسی با استفاده از نرم افزار MEGA 5.1 با 

اســتفاده از روش Neighbor- Joining براساس توالی اسید های امینه 

ترسیم گردید. توالی های نوکلئوتیدی اسید آمینه ای بدست آمده با چند توالی 

ژن نوکلئوکپسید ویروس برونشیت عفونی پرندگان منتشر شده از بانک ژن 

مقایسه گردید )19( .

تعیین ساختار ثانویه: با استفاده از توالی اسید آمینه های ترجمه شده و 

 The PSIPRED Protein Sequence Analysis با اســتفاده از پایگاه

Workbenchا)http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred( ساختار دوم 

پروتئین تعیین گردید.

تعیین مکان های متمایل بــه اتصال به RNA: پیش بینی مکان هایی 

http://(اBindN ویروسی داشتند توسط پایگاه RNA که تمایل اتصال به

bioinfo.ggc.org/bindn/( گردیدند. 

نتایج
پس از ارسال قطعه مورد نظر به توالی یابی ، ویرایش اطلاعات و ترسیم 

درخت شــجره شناسی بر اساس اســید آمینه ، از نظر تکاملی ویروس های 

گروه ماساچوســت ، QX و B/793 در گروه خود قــرار و ژنوتیپ واریانت 2 

در کنار سایر ویروس های جدا شده از ایران قرار داشتند )تصویر 1(. در صد 

تصویــر 1. درخت مربوط به مطالعات شــجره شناســی ویروس های برونشــیت عفونی 
پرندگان )IBV( جدا شده از جوجه های گوشتی طی سال های 1393-1394 بر اساس 
توالــی اســید های امینه نوکلئوکپســید. درخت فوق بــا نرم افــزار MEGA5 با روش 
بــا روش Neighbor-Joining و ازمون ریشــــه ای 1000 تکرار ترســــیم شــــده اســــت 
جدایه های مورد بررسی در این مطالعه با دایره توپر مشکی مشخص گردیده است.
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تشــابه بر اساس اسید آمینه بین سویه ای مختلف مورد مطالعه بین 89/97 

تا 99/75% بوده است. همچنین بیشترین تشابه بین دو ژنوتیپ IBKG-1و 

IBKG-8 مــورد مطالعه در گروه B/793 بوده و کمترین مشــابهت ها بین 

 ) 9-IBKG 5 و-IBKG و واریانــت 2 )ویروس هــای QX دو ژنوتیپ هــای

مشاهده شد، که نسبتاًً برای ژن نوکلئوکپسید )N( تقریباً محافظت شده ، بالا 

می باشد. ویروس های ایرانی این مطالعه در گروه QX دارای شباهت 92/66 

تا 93/64 درصدی با پروتوتیپ ویروس QXا)KF853202( بودند. همچنین 

 1-UR برای ســویه های واریانت 2 جدایه های مورد مطالعه با سویه ایرانی

تصویر 2. همردیفی توالی های اســید آمینه ای در منطقه ناحیه اتصال به ژنوم N ترمینال )از اســید آمینه موقعیت 29 تا 160 بطول 132 اســید آمینه: NTD( در پروتئین نوکلئوکپســید 
ویروس های برونشیت عفونی پرندگان )IBV( جدا شده از جوجه های گوشتی طی سال های 1394-1393. 

 ،CTD( ترمینال C تصویر 3. همردیفی توالی های اسید آمینه ای منطقه دایمریزاسیون
بطول 108 اسید آمینه، از اسید آمینه 226 -333( در پروتئین نوکلئوکپسید ویروس  های 
برونشــیت عفونی پرندگان )IBV( جدا شــده از جوجه های گوشــتی طی ســال های 

.1394-1393

تصویر 4. همردیفی توالی های اســید آمینه ای منطقه غنی از ســرین )بطول 26 اســید 
آمینــه ، 165-190( در پروتئیــن نوکلئوکپســید ویروس هــای برونشــیت عفونی پرندگان 

)IBV( جدا شده از جوجه های گوشتی طی سال های 1394-1393.

مطالعه شجره شناسی ویروس برونشیت عفونی بر اساس ژن نوکلئوکپسید 
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)HQ 607365( بین 28/98 تا 99% شــباهت داشــتند. میزان این شباهت 

بــا ســویه )IS )EU350552-1494 بین 93 تا 94/86% بوده اســت. میزان 

شــباهت سویه ماساچوســت این مطالعه با H120 برابر 100% و همچنین 

میزان شباهت ویروس های گروه B/793 با سویه واکسن و بیماریزای 91/4 

برابر با 98/02% بوده اســت. همردیفی توالی های اسید آمینه ای در منطقه 

ناحیه اتصال به ژنوم N ترمینال )از اســید آمینه موقعیت 29 تا 160 بطول 

132 اسید آمینه : NTD و منطقه دایمریزاسیون C ترمینال ) CTD ، بطول 

108 اسید آمینه ، از اسید آمینه 226 -333( و منطقه غنی از سرین )بطول 

26 اسید آمینه ، 165-190( در پروتئین نوکلئوکپسید بترتیب در تصاویر 2، 

3و4 آورده شــده و مقایسه شــده است. تعداد صفحات بتا )Beta Sheet( و 

مارپیچ آلفا )Alpha-Helix( در سویه های مختلف تخمین زده شد که در 

جدول 3 آورده شده است. ویروس های مورد مطالعه بین 6 تا 8 صفحات بتا و 

بین 8 تا 10 مارپیچ آلفا داشتند. ساختار ژنوتیپ QX بعنوان نمونه در تصویر  

6 آورده شده است. نمونه نواحی که دارای اتصال به RNA با ویژگی بالای 

80% بودند در همه توالی های مورد برررســی قرار گرفت. تفاوت چندانی در 

چهار ژنوتیپ مورد مطالعه مشــاهده نگردید و نواحی متمایل به اتصال به 

RNA در انتهای N و انتهای C پروتئین وجود داشت. 

بحث
ویروس برونشــیت عفونی پرندگان در تمامی کشــورهایی که صنعت 

پرورش طیور متراکم دارند ، شایع بوده و میزان بروز این نوع عفونت در اکثر 

مناطق دنیا تا 100% نیز می رسد. ویروس برونشیت عفونی )IBV( می تواند 

موجب ایجادبیماری تنفســی، نارســایی کلیوی و اختــلالات تولید مثلی 

شــود. گرچه برخی کشورها دارای تیپ های آنتی ژنی مشترک هستند، اما 

سویه های IBV در یک ناحیه جغرافیایی، مثل اروپا، ایالات متحده امریکا و 

استرالیا منحصر به فرد بوده و لذا ارزیابی برای محدود کردن ورود سویه های 

IBV خارجی به منطقه باید مد نظر قرار گیرد )7،8(. پروتئین نوکلئوکپسید 

با ژنوم ویروس همراه اســت و نقش مهمی در تکثیر  ویروس و همچنین 

تداخل با ایمنی دارد. مســتندات اخیر نشان می دهد پروتئین نوکلئوکپسید 

می توانــد، علاوه بر گلیکوپروتئین S1 ، نقش مهمی در پیشــگیری از همه 

گیری های برونشیت عفونی داشته باشد )3(. اگرچه پروتئین نوکلئوکپسید 

 IBV در میــان کروناویروس های مختلــف تنوع دارد، اما بین ســویه های

بســیار حفاظت شده اســت که احتمالًا به علت نقش حیاتی آن در اتصال 

به RNA و تشکیل ذرات ویروس است. مقایسه آمینواسیدی پروتئین های 

نوکلئوکپســید ویروس های برونشــیت عفونی مختلف مشخص نمود که 

آن ها دارای تشابه 7/89 تا 94/1 % با سویه بودت )Beaudette( می باشند. 

تصویر 5. پیش بینی محل تمایل اتصال نوکلئوکپسید به RNA با استفاده از نرم افزار آنلاین Bind N نشان داده شده در سویه QX( 5-IBKG( بعنوان مثال آورده شده است.

 IBKG-5 (QX)
*** Prediction: binding residues are labeled with ‹+› and in red; non-binding residues labeled with ‹-› and in green.
*** Confidence: from level 0 (lowest) to level 9 (highest).
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پروتئین نوکلئوکپســید می تواند به عنوان یک ایمونوژن نقش ایفا کند، و 

تنها تغییر شناخته شده بعد از ترجمه در مورد آن، فسفوریلاسیون می باشد 

)12(. مطالعه ســاختاری ویروس برونشــیت عفونی و تهیه تابلوی دقیق از 

ویژگی های ویروس موجود کشــور مستلزم انجام تحقیقات هدفمند جهت 

کامل نمودن نقشــه ژنتیکی جدایه های در حال چرخش در کشور می باشد. 

ایــن مطالعه به منظور توالی یابی ژن نوکلئوکپســید بــر روی جدایه های 

برونشیت عفونی ایران صورت گرفت . در این تحقیق ویروس های برونشیت 

عفونــی از ژنوتیپ هــای مختلــف ایران بر اســاس توالی اســید آمینه ، در 

گروه های ماساچوست ، QX و B/793 و واریانت 2 قرار داشتند. همچنین با 

توجه به شیوع از انواع تنوع ویروس های برونشیت در کشور، تنوع بالایی در 

این ژن با توجه به ثابت بودن آن دیده می شود و نشان داده شده که دارای 

تفاوت های قابل ملاحظه ای در ســطح اســید آمینه می باشد، که این مورد 

می تواند در تشــخیص ، طراحی واکسن های نو ترکیب و مسایل مربوط به 

ویروس شناسی قابل توجه باشد. William و همکاران در سال 1992 رو 

ژن های نوکلئوکپســید سویه های مختلف ویروس برونشیت عفونی و بقیه 

کروناویروس ها مطالعه نمودند. تنوع توالی ژن های نوکلئوکپسید سویه های 

Gray، Arkansas99 وHolland52 ویروس برونشیت عفونی مشخص 

شــد. توالی نوکلئوتیدی ویروس برونشیت عفونی همه این توالی ها بسیار 

محافظت شده ، با شــباهت 91/1% تا 96/5% هستند. با این همه دو ناحیه 

)1138تا1166( و )800 تا370( که به نظر بیشــتر محافظت شــده هستند ، 

وجود دارند . درخت شجره شناسی پروتئین نوکلئوکپسید از کروناویروس های 

گوناگون نشان داد که، کروناویروس ها به سه گروه آنتی ژنی عمده تقسیم 

می شوند: هرچند،یک درخت شجره شناسی نوکلئوکپسید ویروس برونشیت 

 IBV عفونی ، نشان دادکه این ها برای گروه های آنتی ژنی اختصاصی تیپ

صدق نمی کنــد )Boursnell .)21 وهمکاران در ســال 1985 توالی های 

ژن هــای نوکلئوکپســید دو جدایــه ویروس برونشــیت عفونــی پرندگان 

)Beaudette و M41( را بررســی نمودند. توالی آمینواســید شباهت قابل 

 JHM-A59 توجه با نوکلئوکپســید های سویه های ویروس هپاتیت موش

نشــان داد. تفــاوت عمده بین توالی های معین برای دو ســویه IBV ناحیه 

غیر قابل ترجمه ׳3 ســویه Beaudette شامل 184بازی بود ، که در جدایه 

M41 حاضر نبود )Shieh .)4 و همکاران در سال2003 توالی نوکلئوتیدی 

کامل ژن هایS1 و N ویروس برونشــیت عفونی جدا شده از ژاپن وتایوان 

را منتشــر کردند. این ســویه های ژاپنی توالی هایS1 مشــابه ســویه های 

اســترالیایی وتوالی های N مشابه سویه های آمریکای شمالی را دارا بودند. 

نتایج نشــان دهنده این مورد بود که ســویه های ژاپنــی می توانند حاصل 

نوترکیبی ویروس های مرتبط با اســترالیا وآمریکای شــمالی باشــند )17(. 

Abreu و همکاران در سال 2006 به آنالیز مولکولی جدایه های برونشیت 

عفونی برزیلی توسط RFLP_RTPCR پرداختند. با استفاده از پروتئین ژن 

N بعنوان هدف، ویروس برونشیت عفونی توسط RT-PCR/RFLP )توسط 

آنزیم هــای محدودکننــده Hphl,  Avall, Sau961, Tsp5091( تعیین 

توالی آنالیز شــد. در درخت شجره شناســی ، جدایه های برزیلی ایجاد یک 

گروه مجزا نمودند. ترکیب آمینواســیدی پروتئین N از45% الی99% متغیر 

بود و در مقایسه با سایر ویروس های برونشیت عفونی، تشابه آمینواسیدی 

از 42% الی97% بود )1(. مطالعه ای توسط Mardani و همکاران  در سال 

2011 بر روی آنالیز مولکولی ژن نوکلئوکپســید و ناحیه غیر ترجمه شــده 

انتهــای ׳3 دو ویروس برونشــیت عفونی جدا شــده از مرغداری های ایران 

انجــام گردید. توالی های نوکلئوتیــدی ژن N و ناحیه  UTR ׳3 جدایه های 

ویروس برونشیت ایران دارای تشابه 90 درصدی با سویه های واکسنی مورد 

اســتفاده در مرغداری های ایران شــامل H52 و H120 بودند. اما براساس 

آنالیزهای شــجره شناسی ، جدایه های ویروســی ایران در گروهی مجزا از 

سویه های واکسنی مورد استفاده در ایران و نیز سویه های جدا شده در چین، 

استرالیا و امریکا قرار گرفتند. با توجه به نتایج بدست آمده مشخص گردید 

که ویروس های برونشیت عفونی در حال گردش در مرغداری های ایران از 

نظر ژنتیکی از سویه های واکسن ویروس که سال ها در مرغداری های ایران 

 Nosrati استفاده می شوند، مجزا می باشند )21(. در یک مطالعه ای توسط

و همکاران در سال 2013، توالی های آمینواسیدهای سه پروتئین ساختاری 

M، N، S1 بــرای پنج جدایه ویروس برونشــیت عفونی در ایران در طول 

تصویــر 6. ســاختار دوم پروتئیــن در ســویه QX( 5-IBKG( با اســتفاده از نرم افزار 
.The PSIPRED Protein Sequence Analysis آنلاین
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ســال های 1998-2011 مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. برای پروتئین 

N، بالاترین شــباهت بین Ur 09/1 و آرکانزاس DPI وجود داشت. چهار 

منطقه حفاظت شــده برای پروتئین های M و N شناخته شد. نتایج نشان 

داد که احتمالًا جدایه ویروس برونشــیت عفونی پرندگان در کشور از سویه 

ماساچوست منحرف شده که ممکن است به عنوان سویه واکسن به ایران 

آورده شده باشد)14( که بنظر نویسندگان تحقیق حاضر بعید بنظر می رسد. 

Akrami و همکاران در سال 2013 در این مطالعه ای آزمایش لکه گذاری 

نقطه ای بر اساس پروتئین نوترکیب نوکلئوکپسید ویروس برونشیت عفونی 

برای تشخیص سرولوژیک برونشیت عفونی پرندگان بهینه سازی نمودند. 

نتایج نشان می دهد که آزمایش لکه گذاری نقطه ای بهینه شده در این مطالعه 

یک آزمایش قابل انجام، حســاس و اختصاصی است و می تواند به عنوان 

یک جایگزین مناســب برای آزمایش الایزا جهت تشــخیص سرولوژیک 

برونشیت عفونی و پاسخ به واکسن مورد استفاده قرارگیرد )Breslin .)2 و 

همکاران در سال 1999 ، ژن پروتئین نوکلئوکپسید کروناویروس بوقلمون 

 TCVرا مورد تجزیه و تحلیل قرار کردند. این پروتئین ویروسی در )TCV(

409 اســید آمینه با جرم مولکولی kDa 45 دارد. پروتئین نوکلئوکپسید در 

کروناویروس بوقلمون بیشــتر از 90 % شباهت اسید آمینه ای با توالی های 

پروتئین نوکلئوکپسید برونشیت عفونی و کمتر از 21% شباهت با پروتئین 

نوکلئوکپسید کروناویروس گاوی و ویروس گاستروانتریت قابل انتقال دارد 

)Seo .)5 و همــکاران در ســال1997 ثابت کردند که انتهای کربوکســیلی 

120باقیمانــده پلــی پپتیــدی نوکلئوکپســید ویروس برونشــیت عفونی، 

لمفوسیتTسیتوتوکســیک را کاهش می دهد وجوجه هــا را ازعفونت حاد 

محافظــت می کند )Lugovskaya .)15 و همکاران در ســال 2006 آنتی 

ژن نوترکیب پروتئین نوکلئوکپسیدIBV در ایشریشیا کولی برای تشخیص 

آنتی بادی های اختصاصی ویروس برونشیت عفونی در سرم جوجه ها توسط 

الایزای غیرمستقیم را تولید نمودند. از سنجش 1524 نمونه سرمی، ویژگی 

و حساســیت تشخیصی الایزای طراحی شــده در مقایسه با الایزای کامل 

از 81 /93% تــا 87/36% تعیین گردید )15(. همچنین Han و همکاران در 

سال2013 روی موضوع نقشه اپی توپ و آنالیزحفاظتی دو اپی توپ خطی 

B-cell جدید پروتئین نوکلئوکپسید کروناویروس برونشیت عفونی پرندگان 

مطالعــه و بعد از غربالگری ، دو اپی توپ B-cell خطی شناســایی نمودند 

که مرتبط با توالی آمینواســیدی FGPRTK و DLIARAAKI در پروتئین 

نوکلئو کپسید برونشیت عفونی است )9(. 

نتیجه گیری کلی: نتایج حاصل از این مطالعه می تواند اطلاعات مناسبی 

در زمینه استفاده از اطلاعات این ژن در تولید پروتئین های نو ترکیب جهت 

تولید کیت الایزای تشخیص و روش های تشخیص سریع ، واکسن های نو 

ترکیب و همچنین همه گیر شناسی مولکولی این بیماری ویروسی مهم در 

کشور نماید.

تشکر و قدردانی
نویســندگان لازم می داننــد از حمایت هــای مالی معاونت پژوهشــی 

دانشــکده دامپزشکی دانشــگاه تهران در قالب پایان نامه دکتری عمومی 

)شــماره 13/6/7508013 ( قدردانــی نمایند. قســمتی از انجــام این طرح 

تحقیقاتی با اســتفاده از پژوهانه 22/ 39007 ســازمان دامپزشــکی کشور 

صورت گرفته اســت و بدینوســیله از سازمان دامپزشکی کشــور قدردانی 

می گردد. همچنین از همکاری جناب آقای مهندس احمد واحدی و سرکار 

خانم دکتر نجفی در طول این تحقیق قدردانی و تشکر می گردد.

جدول 1. جدایه های مورد استفاده در این مطالعه بر اساس ژنوتیپ ویروس برونشیت عفونی.

نام جدایه نوع گله اندام نمونه گیری شده ژنوتیپ

IBKG-1 گوشتی نایی 793B

IBKG-2 گوشتی نایی Variant 2

IBKG-3 گوشتی کلیه Variant 2

IBKG-4 گوشتی نایی Variant 2

IBKG-5 گوشتی کلیه QX

IBKG-6 گوشتی نایی QX

   IBKG-7 گوشتی نایی QX

   IBGK-8 گوشتی نایی 793B

   IBGK-9 گوشتی کلیه Variant 2

   IBGK-10 گوشتی نایی Mass

جــدول 2. تعــداد صفحــات بتــا )Beta Sheet( و مارپیــچ آلفــا )Alpha-Helix( در 
ســویه های مختلــف ویروس هــای برونشــیت عفونــی پرنــدگان )IBV( جدا شــده از 

جوجه های گوشتی طی سال های 1394-1393.

گروه ویروس های مورد 
مطالعه 

صفحات بتا
)Beta Sheet(

   مارپیچ  آلفا
)Alpha-Helix(

610گروه ماساچوست

B/793  79گروه

810گروه وارایانت 2

QX 68گروه
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Abstract:
BACKGROUND: Avian infectious bronchitis (IB) is an economically important poultry 

disease. The emergence of new infectious bronchitis virus genotypes has complicated IB 
control programs. OBJECTIVES: This is the first comprehensive molecular analysis of the 
Nucleocapsid (N) gene of Iranian IBVs. METHODS: The nucleocapsid gene of ten IBV 
isolates (which belonges to four different genotypes) was amplified using specific primers. 
The phylogenetic trees were constructed based on nucleotide and amino acid sequences of 
“N” gene. RESULTS: IBV genotyping based on “N” gene showed similar IBV classifica-
tion which was obtained from spike gene analysis and ten isolates  belonged to Massachu-
setts, QX, 793/B and Variant-2 genotypes. Different strains had 89.97- 99.75% homology 
in their amino acid sequences. The highest nucleotide sequence similarity was observed 
between IBKG-1 and IBKG-8 (793/B type IBVs), while the lowest was seen between 
IBKG-5 and IBKG-9 (QX- type and Variant-2 type) IBV isolates. This low similarity 
is of an interest because the N protein is highly conserved among different IBV strains. 
“N” Protein structural analysis revealed that the isolates has 8to 10 alpha helices and 6 to 
8 beta sheets. CONCLUSIONS: The present study provided basic information to develop 
recombinant nucleocapsid proteins that are applicable in rapid diagnostic tests and ELISA 
and recombinant vaccines.
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Figure Legends and Table Captions
Figure 1. Phylogenetic tree of infectious bronchitis virus isolates from broiler chickens during the years 1393-1394 based on the 
amino acid sequence of the nucleocapsid.
Figure 2. Alignment of amino acid sequences of the DNA binding domain in the N-terminal (amino acid position 29 to 160 amino acids 
in length 132: NTD) in the viral nucleocapsid protein of avian infectious bronchitis (IBV).
Figure 3. Alignment of amino acid sequences of C-terminus of dimerization region (CTD, a length of 108 amino acids, amino acid 226 
-333) in the viral nucleocapsid protein of avian infectious bronchitis (IBV) isolates from broiler chickens during the years 1393-1394.
Figure 4. Alignment of amino acid sequences of   serine rich region (length of 26 amino acids, 165-190) in the viral nucleocapsid 
protein of avian infectious bronchitis (IBV) isolates from broiler chickens during the years 1393-1394.
Figure 5. Predict the location of the nucleocapsid binding affinity for RNA using the online application Bind N shown in the way 
IBKG-5 (QX) is given as an example.
Figure 6. Secondary structure of  Nucleocapsid protein  in IBKG-5(QX) IBV isolate e using online software (The PSIPRED Protein 
Sequence Analysis).
Table 1. Isolates used in this study based on infectious bronchitis virus genotype.

 Table 2. Number of beta sheets and alpha helix on different strains of avian infectious bronchitis virus (IBV) isolates.


