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 ABSTRACT 
 

 Background:  Influenza viruses cause Avian Influenza (AI) is a serious infectious disease belonging to type A Orthomyxovirus. 
A viral RNA synthesis is due to an interaction of the nucleoprotein (NP) with the viral polymerase. In the present study, we 
have evaluated the immunogenicity of avian influenza virus nucleoprotein. 

 Materials & Methods:   An Influenza Virus N9H2 subtype A/Chicken Iran/259/2014 was selected. In order to perform 
electrophoresis and purification of nucleoprotein, the protein concentration of the samples was determined. SDS-PAGE and 
Native-PAGE electrophoresis on polyacrylamide gel were done and differences in gel bands in two methods were compared. 
Purification of the virus nucleoprotein performed by electroelution method and purified nucleoprotein were assayed by ELISA 
to obtain the produced antibody titers. Ouchterlony and western blot tests were used for final approval. 

Results:   By determining the molecular weight of each polypeptides, the molecular weights of H9N2 proteins were ranged from 
30 to 140kDa and the molecular weight of the nucleoprotein was 60kDa. The nucleoprotein was purified by electroelution 
method. Ouchterlony showed that in serum dilution of 1:2 and 1:4, the sediment lines were formed between the serum and 
the NP antigen. The NP-ELISA enables rapid serological diagnosis in 1:20.  Finally, the western blot test confirmed the 60kDa 
nucleoprotein band. 

Conclusion:   The nucleoprotein which was purified by electroelution retained its antigenic property and it could be applied 
in diagnostic kits. 
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Introduction

IInfluenza is a globally important respiratory viral 
infection in humans that is easily transmitted from 
person to person with high mortality and morbidity rates 
and profound economic impact (1). Almost every year, 
there are epidemics of 3-5 million cases of severe 
influenza worldwide, that there is an estimate of 
250,000-500,000 deaths annually (2). 

There are four types of influenza viruses: A, B, C, and D 
(3). Avian influenza (AI) is caused by the influenza A virus, 
which belongs to the Orthomyxoviridae family, genus 
Influenza virus A. It rapidly infects poultry when it breaks 
out (4). Many species of birds are susceptible to avian 
influenza virus (AIV). The widespread epidemic of AI in 
domestic birds increases the likelihood of mutational 
events and genetic reassortment, threatening a future 
pandemic of AI. Adequate surveillance, including 
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serologic detection of antibodies to AIV in birds, as well 
as other susceptible species, is of great importance in 
preventing and controlling AI (5). 

AIV is an enveloped virus (6). There are three viral 
proteins on the membrane: the hemagglutinin (HA), 
neuraminidase (NA), and the M2 proton channel (7,8). 
AIV bearing 16 antigenic subtypes of HA and 9 antigenic 
subtypes of NA, which have been isolated from 
waterfowl and shorebirds. Each virion contains eight 
segments of negative-sense viral RNA (vRNA) 
assembled as individual viral ribonucleoproteins. Each 
viral ribonucleoprotein contains the viral polymerase, 
which consists of PA, PB1, and PB2 subunits, the 
nucleoprotein (NP), and a single strand of vRNA (9,10).  

NP plays a central role in viral replication. As a 
structural protein with no intrinsic enzymatic activity, 
it is the most abundant viral protein in infected cells. 
NP is a critical component of the vRNA complex, and 
the recognized functions of NP include but are not 
limited to, organization of RNA packing, nuclear 
trafficking (11,12) and vRNA transcription and 
replication (10).  

A filtered and purified influenza A vaccine for humans 
has been developed, and many countries have stockpiled 
it to allow a quick administration to the population in the 
event of an AI pandemic. Researchers reported the 
discovery of an antibody effective against all types of the 
influenza A virus (13,14).  

Immunization with the whole virus induces mainly 
humoral immune responses to the viral surface 
glycoproteins, HA, and NA. However, this immunity is 
strain-specific and gives little protection against drifted 
variants of the virus (15). In contrast, immunization 
with NP induces a wide spectrum of immune responses 
(16,17). This immunity is cross-reactive and recognizes 
conserved epitopes within viral proteins (18,19), 
affording protection against different subtypes of 

influenza A virus, which contains multiple immuno -
dominant epitopes (20). Most probably, broadly 
protective influenza vaccines are based on conserved 
proteins, such as NP. NP is a vaccine target of interest as 
it has been shown to induce cross-reactive antibody and 
T cell responses (20). In this study immunogenicity of AIV 
nucleoprotein was evaluated. Therefore,  by identifying 
the role of NP immunity, it can be used for diagnostic kits. 

 

Materials and Methods 

Viruses 

The wild-type virus A/Chicken/Iran/259/2014 
(N9H2) was obtained from the poultry vaccine 
research department of the Razi vaccine and serum 
research institute (RVSRI). 

 

Determination of Protein Concentration  

To perform electrophoresis and purification of 
nucleoprotein, the protein concentration of the 
samples was determined by Lowry method. Protein 
concentration was measured by using bovine serum 
albumin (BSA) as standard (21). 

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE) Analysis 

Electrophoresis on 10% polyacrylamide gel was 
performed according to the method of Laemmli (22). 
Both SDS-PAGE and Native-PAGE electrophoresis were 
used and the differences in gel bands in the two 
methods were evaluated. Native-PAGE gel 
electrophoresis was performed in a 10% resolving gel 
(23). Gel and reservoir buffer did not contain SDS. The 
sample was prepared in sample buffer without β-
mercaptoethanol, SDS, or heating.  

Purification of the Virus Nucleoprotein  

Purification of the virus nucleoprotein was performed 
by the electroelution method (24). In this procedure, an 
SDS-polyacrylamide gel containing electrophoresed 
proteins was stained with Coomassie blue, the gel band 
of interest was excised, and the stained protein was 
electrophoretically eluted from the minced gel. An 
elution flow of 10 to 8 mA/tube was performed for 3-5 
hours. After the removal of most of the salt and SDS by 
dialysis, the protein  was concentrated with 
polyethylene glycol (PEG) and then analyzed. 

Mouse Immunization 

Immunogenicity studies in mice were conducted to 
evaluate the immunogenic potential of the H9N2 virus 
and to determine the minimal effective dose that 
generates protective correlates of immunity. Two sets 
of immunization experiments were performed using 
prime/boost strategy. In the first immunization, 
experimental groups of mice were vaccinated 
subcutaneously with 40 and 35 μg of NP antigen (mice 
A and B) and boosted twice at three-week intervals. 
Also, other mice were immunized subcutaneously with 
27 μg of the H9N2 virus. Control mice received 70 μL of 
PBS subcutaneously. Blood samples were collected 
seven days after the last injection from the corner of the 
eye. Mouse sera were collected; the antibody titers 
were measured by the Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay (ELISA).  

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

The sera of immunized mice with NP were evaluated 
by the ELISA method to obtain the produced antibody 
titers. The ELISA protocol was performed as described 
previously (4). For this purpose, a checkerboard was 
designed using NP as an antigen and different dilutions 
of sera. At each stage, one negative and one positive 
serum were considered together as control samples. 
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One negative serum was tested in ELISA to establish 
endpoint cutoff. The antibody titer for unknown sera 
was calculated as the reciprocal of the highest dilution 
of the sera that gave a 450 nm greater than the mean 
450 nm of the one negative serum.  

Double-Immunodiffusion Assay (Ouchterlony)  

Double immunodiffusion is a simple gel-based assay 
for detecting antigen-specific antibodies. Agar gels 
prepared in phosphate buffer pH:7 and poured onto 
plates. Small wells were punched 0.5 to 0.75 cm apart 
in the analytical gel. Antigen sample (NP) was poured 
into the central well and serum samples were poured 
into other wells with different dilutions  and allowed to 
diffuse into the gel for 6 to 48 hr. As antibody and 
antigen form diffusion gradients that cross each other, 
a line of immune-precipitation may form between the 
wells, indicating the presence of specific antibodies. 
The gel was then stained and destained until precipitin 
lines are maximally visible (25,26). 

Western Blot  

After electrophoresis, the gel was cut into two parts. 
One part of the gel was stained and the other part 
transferred to nitrocellulose membrane for western 
blot detection (27). The second part of the gel was 
placed on a plate containing transfer buffer, at 4°C for 
30 min. Then the gel was applied to the nitrocellulose 
membrane and Western blotting was done for 30 min 

at 10 V. Nitrocellulose membrane was withdrawn and 
placed in a blocking buffer (BSA 3% in PBS) for 90 min. 
The nitrocellulose membrane was washed three times 
with washing buffer (PBST). After washing, the 
antibody (immune sera of injected mouse; 1:15 
dilution) was poured on the nitrocellulose membrane 
and incubated overnight at 4°C. The fixed plate was 
washed four times with PBS-Tween (PBST) washing 
buffer and then it was incubated with HRP-IgG (goat 
anti-mouse immunoglobulin G antibodies conjugated 
with horseradish peroxidase)  diluted at 1:500 for 1 hr. 
The plate was washed five times with washing buffer. 
After this step, the membrane was incubated in the 
precipitant chloronaphthol substrate (18mg 
chloronaphthol, 6mL methanol and, 9 μL hydrogen 
peroxide in 24 mL PBS). After 15 min of color 
development, the nitrocellulose membrane was 
photographed. 

Results 

The protein concentration of the H9N2 virus and NP 
were estimated at 30 and 0.2 mg/mL, respectively, 
using the linear curve obtained from BSA by Lowry 
procedures.  

The molecular weights of proteins from the H9N2 
ranged from 30 to 140 kDa in SDS-PAGE and Native-
PAGE (Figure 1). The NP contained a single band with 
a molecular weight 60 kDa (Figures 1 and 2). 

 

 

Figure 1. SDS-PAGE (left) and Native-PAGE (right) of N9H2 and its proteins (coomassie blue staining) 

 

 

                                         Figure 2. SDS-PAGE of N9H2 and its proteins (silver nitrate  staining) 

https://www.google.com/search?rlz=1C1GGRV_enIR751IR751&q=chloronaphthol&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjsqo_NiYvhAhUsU98KHZY3B0YQkeECCCgoAA
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Using the electroelution method, about 3 mL of a 
solution containing pure nucleoprotein was obtained.  

Ouchterlony showed that in serum dilution of 1:2, 
and 1:4, the sediment lines were formed between the 
serum and the NP antigen (Figure 3). 

By ELISA, the optimal concentration of NP antigen 
was about 1 µg/mL at a 1:20 dilution. Thus, the NP-
ELISA enables rapid serological diagnosis and is suited 
for influenza A antibody screening (Table 1). 

 

 

Figure 3. Ouchterlony of NP 

 

Table 1. Absorbance of the samples  

NP Ag 

2 µg/ml 

NP Ag 

1 µg/ml 

NP Ag 

0.5 µg/ml 

NP Ag 

0.25 µg/ml 
Serum of mice Dilution of sera 

0.968 0.991 0.799 0.532 Mice 1 

1:20 

1.000 0.932 0.854 0.630 Mice 2 

2.161 2.117 1.813 1.624 Control + 

0.471 0.322 0.308 0.298 Control - 

0.718 0.736 0.680 0.498 Mice 1 

1:40 

0.593 0.591 0.636 0.574 Mice 2 

1.217 1.183 1.139 1.010 Control + 

0.425 0.311 0.295 0.251 Control - 

0.366 0.470 0.407 0.358 Mice 1 

1:80 

0.337 0.588 0.495 0.399 Mice 2 

0.988 0.900 0.856 0.987 Control + 

0.361 0.229 0.207 0.200 Control - 

 

According to the results of ELISA, ouchterlony and 
immunity in the mice, a western blot test was 
performed. Figure 4 showed the band produced by 
western blotting of serum of mice, which immunized 
by 40 and 35 µg of NP. Figure 5 showed the results of 
western blot bands of the mice serum immunized 

with 27 µg of the H9N2 virus. According to the 
results, mice A and B (immunized with NP), showed 
an antigen-antibody response only with a band of 60 
kDa (Figure 5), and mice C and D (immunized with 
N9H2), have three NP, HA0 and,  HA trimer bonds 
(Figure 5). 
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Figure 4. Western blot of NP 

 

 

Figure 5. Western blot of N9H2 
 

Discussion 

Influenza viruses infect many animal species in 
addition to humans that infects more than 5 million 
people each year in the world. Influenza epidemics are 
estimated to cause approximately 500,000 deaths per 
year worldwide. In this case, AI is one of the most 
important viral diseases that is a syndrome of poultry 
caused by type A influenza virus (2,28).  

The accurate and prompt diagnosis of AIV infection 
in birds is a critical component of surveillance and 
disease control. Given the prevalence of AI subtype 
H9N2 as an infectious agent in the poultry industry, 
special attention has been always directed toward the 
development of vaccine production against this 
infection. Vaccination would be the best strategy to 

control AI with pandemic strains and is used in 
different countries, such as Iran, China, Pakistan, and 
Korea (29). 

But, it has to be noted that according to the 
antigenic shift in influenza viruses, prevention by 
vaccination has always been a problem. The world 
health organization (WHO) collects information on the 
prevalence of influenza worldwide every year to 
introduce a viral strain for vaccine production next 
year. Inactivated viral vaccines cannot induce local 
antibodies or stimulate cell-mediated immune 
responses. Because of culturing selected strains for 
vaccination in embryonated chicken eggs and the 
harvest of the virus from allantoic fluid, the presence 
of egg protein antigens also has side effects for people 
with a history of allergy to the egg protein. In contrast, 
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live attenuated viral vaccines can produce neutralizing 
antibodies and provide cell-mediated immunity, but 
this vaccine also has limitations, including the need for 
two doses of vaccine to induce optimal immune 
responses. This vaccine is not prescribed in children 
under the age of two years and adults over 51 years of 
age due to the potential risk of the presence of a live 
virus. Also, these vaccines are produced during 
difficult and time-consuming processes, similar to 
inactivated vaccines (30,31).  

Serological detection of AI is still the most important 
detection test. The standard method for serological 
detection of AIV infection [such as haemagglutination 
and neuraminidase inhibition (HI and NI) tests], has 
been shown to be less sensitive for the detection of 
antibodies induced by AIVs. Also, the HI assay is 
limited to various HA subtypes, and biosecurity is a 
concern when working with a live virus (32). Thus, it is 
important to develop serological detection assays for 
specific antibodies to all subtypes of AIV. 

Molecular methods, such as polymerase chain 
reaction (PCR) (33) and ELISA (34), have also been used 
for AIV diagnosis. Although these methods are rapid, 
sensitive, and specific, but the test results often need 
to be confirmed by additional tests, such as Western 
blot. In the present study, attempts were made to 
develop Western blot for detecting antibodies against 
NP of AI viruses. With the high degree of conservation 
and group-specificity of NP, the western blot with NP 
developed in this study could detect the H9N2 subtype 
of AIV, and we believe that it can detect AI antibodies 
to all subtypes.  

Concerns about the pandemic caused by the 
rearrangement of human viruses and highly acute 
avian viruses as well as the unexpected pandemics 
have led the researchers to detect AI using new 
serological methods based on conserved viral proteins 
(such as NP). The immune response generated by 
immunization with conserved proteins is expected to 
act as the first line of defense and protect society 
against acute influenza by launching a widespread 
immunization pending the preparation of a strain-
specific vaccine (16). 

Recent studies have shown that influenza virus 
proteins, including NP, can protect animals against 
different types of influenza by stimulating appropriate 
immune responses. These findings have set the hope 
for better detection and development of this type of 
vaccine against seasonal and pandemic influenza in the 
near future (35). The results of this study are consistent 
with the present study so that the western Blot test 
using NP and its immunodominant test revealed that 
NP has the potential to stimulate the immune system 
and can be used to manufacture diagnostic kits. 

In addition to the western blot, ELISA in this study is 
based on NP, which is highly conserved among AI and 
can be used as a candidate diagnostic antigen because 
of its group and type specificity. Accordingly, in this 
work, we developed an indirect ELISA adapted to 
detect AIV type-specific antibody based on the NP 
antigen. The NP antigen successfully blotted AI-
positive sera. These results indicate that NP antigen 
had immunological specificity and the NP-ELISA was 
successful for diagnosis. 

This study was planned because little information is 
available about the efficacy of AIVs NP. The NP is one 
of the most important internal proteins of the 
influenza virus, which is one of the specific antigens of 
the type and is used to detect all kinds of influenza 
viruses. Studies show that internal proteins, such as 
NP, are one of the most important determinants of the 
host spectrum of influenza A viruses. Therefore, it is 
necessary to examine the internal proteins in AIVs in 
order to determine the changes made in the world, 
including Iran. 

The present study utilized electrophoresis to detect 
protein bands from isolated influenza virus. According 
to the results, the nucleoprotein band had a molecular 
weight of 60kDa. This molecular weight for the 
nucleoprotein obtained from the present study is in 
line with previous studies, in which the molecular 
weight of nucleoprotein was reported to be about 56 
to 61kDa (36,37). 

The rapid diagnosis of any avian disease is not as 
important as acute AI. Different methods are available 
for the study of AI. Western Blot is one of the most 
important methods. Several reports have recently 
been made on the immunization of AI using 
techniques such as western blot, which indicates the 
importance of applying these methods (38). 
Accordingly, the immunodominancy of viral proteins 
and their immunogenicity was investigated and 
poultry serums for the presence of AIVs using 
nucleoprotein was analyzed for use in the 
development of diagnostic kits. The presence of AIV 
subtype H9N2 in the examined samples indicates that 
the poultry farming of the country faces this subtype 
despite heavy losses in some aviculture units. 

According to the results of electrophoresis and 
western blot, the immunodominant proteins of H9N2 
influenza virus were detected. It can be stated that the 
detection of influenza virus and its virulence 
determination are of the important priorities of 
prevention and control of the disease. In general, the 
efficacy of the western blot technique indicates that 
this method is effective for the detection of influenza. 

In this project, the immunogenic proteins were 
obtained by receiving inactivated virus and 
immunedominant NP, producing positive and 
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negative chicken serums using immunization and virus 
analysis and achieving the best concentration of NP 
purified from H9N2 virus as an antigen, which can be 
used to design and product a kit using the NP. The kit 
designed with these specifications has a higher 
diagnostic value and is more cost effective than 
commercially available kits. 

 

Conclusion 

The results of this study highlight the potential of 
NPs-based AIV antigens for promoting the induction of 
both systemic and mucosal immune responses against 
respiratory pathogens.  The Western blot with NP 
provides an alternative, inexpensive and rapid 
serological diagnostic tool and is suitable for influenza 
A antibody screening, especially in species that 
harbour several influenza subtypes. It can be used in 
the diagnosis and the serological epidemiological 
investigation of AI, especially in developing and 
undeveloped countries. 
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 08/1399/ 20  :ین نلاآ   انتشار 

   موضوع: 

 ویروس شناسي پزشکي 
 

 

 

کند که این ویروس متعلق به  میرا ایجاد    مرغی )طیور(ویروس آنفلوانزا، بیماری عفونی جدی آنفلوانزای  زمينه و اهداف:  

( با پلیمراز ویروسی  NPکنش نوکلئوپروتئین )با توجه به میان  Aویروسی    RNA. سنتز  است  Aخانواده ارتومیکیسوویریده نوع  

 بررسی شد. مرغیروتئین ویروس آنفلوانزای نوکلئوپ ایمنوژنسیتیگیرد. در مطالعه حاضر، صورت می

منظور انتخاب گردید. به  /N2H9  A/Chicken/Iran/259/2014سویه    مرغینمونه ویروسی آنفلوانزی    مواد و روش كار:

  Native-PAGEو    SDS-PAGEها مشخص شد. الکتروفورز  هسازی نوکلئوپروتئین، غلظت پروتئین نمونانجام الکتروفورز و خالص

سازی نوکلئوپروتئین ویروس با روش  آمید انجام گرفت و تفاوت بین باند ژل در دو روش ارزیابی شد. خالصآکریل بر روی ژل پلی

بادی تولیدشده دست آوردن تیترهای آنتی برای به  الیزاشده با استفاده از روش و نوکلئوپروتئین خالص  صورت گرفتالکتروالوشن 

 و وسترن بلات استفاده شد. اشترلونیبرای تأیید نهایی از آزمون  .دارزیابی گردی

کیلو دالتون و    140تا    30بین    H9N2های  ن، وزن مولکولی پروتئیپپتیدها با تعیین وزن مولکولی هر یک از پلی :هایافته

نوکلئوپروتئین   مولکولی  خال  60وزن  الکتروالوشن  روش  با  نوکلوپروتئین  بود.  دالتون  شد.  کیلو  در   اشترلونیص  که  داد  نشان 

تشخیص سرولوژی سریع را    الیزا-NPایجاد شده است.    NP، خطوط رسوبی بین سرم و آنتی ژن  1:2و    1:4های سرم خام،  رقت

 .شدکیلو دالتونی نوکلئوپروتئین تایید  60آزمون وسترن بلات، باند با کرد. در نهایت، امکان پذیر  1:20در رقت 

توان از آن جهت نوکلئوپروتئین خالص شده با روش الکترولوشن  قابلیت تحریک سیستم ایمنی را دارد که می   : گيری نتيجه 

 های تشخیصی استفاده نمود.ساخت کیت 
 

 وسترن بلات، ، آنفلوانزای مرغی، نوکلئوپروتئینویروس آنفلوانزا :هاواژه  كليد

 

 دسترسی آزاد؛ کپی برداری، توزیع و نشر برای استفاده غیرتجاری با ذکر منبع آزاد است. :  مجله میکروب شناسی پزشکی ایران   ©رایت  کپی 

 مسئول: ۀنویسند

مدني پروتوم  ،رسول  و    کسی بخش 

تحق  ،یمیوشیب و    قاتیمؤسسه  واکسن 

سازمان تحقیقات، آموزش و    ،یراز   یسازسرم

 رانیترویج کشاورزی )تات(، کرج، ا

  ایميل:
  madanirasool@gmail.com 

 مه مقد     

است   انسان  در  تنفسی مهم  ویروسی  عفونت  آنفلوانزا یک 

نرخ مرگ و میر بالا انتقال  که به راحتی از فردی به فرد دیگر با  

هر ساله در سراسر  (.  1) یابد و تأثیرات اقتصادی عمیقی دارد  می 

میلیون مورد آنفلوانزای شدید وجود    5- 3گیرى تقریباً  جهان همه

مرگ در   250000- 500000شود سالانه  دارد که تخمین زده می 

 . ( 2)   اتفاق بیفتد این زمینه 

(. 3)   است   Dو    A   ،B   ،Cویروس آنفلوانزا شامل چهار نوع  

آنفلوانزای   ویروس  توسط  شود که  ایجاد می   Aآنفلوانزای مرغی 

خانواد  به  آنفلوانزا    ۀ متعلق  ویروس  جنس    Aارتومیکسوویریده، 

 (. 4) شوند  است و با شیوع آن طیور به سرعت آلوده می 

گونه  از  آنفلوانزای  بسیاری  ویروس  به  پرندگان    Aهای 

گسترد  شیوع  هستند.  پرندگان    ۀحساس  در  مرغی  آنفلوانزای 

دهد و  خانگی احتمال وقوع جهش و تجدید ژنتیک را افزایش می 

شود. نظارت کافی  ی گیری آینده آنفلوانزای مرغی م منجر به همه 

  Aآنفلوانزای    های ویروس بادی از جمله تشخیص سرولوژیکی آنتی 

، در پیشگیری و  های حساسدر پرندگان و همچنین سایر گونه 

 .( 5) کنترل آنفلوانزای مرغی از اهمیت بالایی برخوردار است  

زیرگروه آنتی ژنی هماگلوتینین   A  ،16ویروس آنفلوانزای  

 (HA  و )9   ( زیرگروه آنتی ژنی نورآمینیدازNA دارد )    از پرندگان  و

یک   Aجدا شده است. ویروس آنفلوانزای  آبزی و مرغان ساحلی  

 ي پزشکي ایرانشناسکروبيممجله 

 1399آذر و دی ـ  6 ـ شماره 14سال 

www.ijmm.irJournal homepage:  

مقاله 

 پژوهشي

http://ijmm.ir/
http://www.ijmm.ir/
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سه پروتئین ویروسی و    ( 6) دار )غشاء دار( است  ویروس پوشش 

در   M2( و کانال پروتون  NA(، نورآمینیداز ) HAهماگلوتینین ) 

شامل هشت بخش   ویروس هر  (. 8، 7)  غشاء ویروس وجود دارد 

 ریبونوکلئوپروتئین  عنوان به   که   است (،  vRNA)  منفی RNA   با 

پروتئین   هر   . اند شده   جمع   منفرد   سی ویرو   ویروسی  ریبونوکلئو 

  و  PA  ،  PB1های واحد   زیر   از   که  است   ویروسی   مراز پلی   حاوی 

PB2 ،   نوکلئوپروتئین   (NP  ) منفرد   رشته   یک   و  vRNA  تشکیل  

  (. 10 ، 9)   است   شده 

دارد و    ویروس   تکثیر   در   اصلی  نقش   ( NP)   نوکلئوپروتئین 

  ذاتی،   آنزیمی   فعالیت   بدون   ساختاری  پروتئین   یک   عنوان به 

 از  NP  . است   آلوده   های سلول   در  ویروسی   پروتئین   ترین فراوان 

  شدۀشناخته   عملکردهای   و   است   vRNP  کمپلکس   مهم   های مؤلفه 

،  11)   ای هسته   تبادل   ، RNA  بندی بسته   بسیاری مانند سازماندهی 

 .( 10) را دارد    vRNA  همانند سازی   و   رونویسی   ، ( 12

 تولیدشده است  انسان   برای   A  آنفلوانزای   شدۀ خالص  واکسن 

 به  ابتلا   صورت   در   تا   اند کرده   ذخیره   را   آن   کشورها   از   بسیاری   و 

 انجام  مردم   برای   را   سریع   تجویز   ، آنفلوانزای مرغی   گیر همه   بیماری 

 انواع  علیه   موثر   بادی آنتی   کشف   از   در این راستا، محققان   . دهند 

 . ( 14، 13)   دادند   خبر   A  آنفلوانزای   ویروس 

  عمدتاً   ایمنی   های پاسخ  باعث  ویروس  کل   با   سازیایمن 

.  شودمی  NA  و  HA  ویروسی،  سطح  هایگلیکوپروتئین   به  هومورال

  محافظت  و   است  های خاصیگونه  مختص  ایمنی  این  حال،  این  با

  در  .( 15)   کندمی  را ایجاد  ویروس  یافتهجهش  انواع  برابر  در  کمی

  های پاسخ  از  ایگسترده  طیف   ایجاد  باعث   NP  با  سازیایمن  مقابل، 

دارد  واکنش  ایمنی  این  .( 17،  16)   گرددمی  ایمنی   و   متقاطع 

 (19،  18)   ویروسی   هایپروتئین   در  را  شدهمحافظت  هایتوپاپی

  توپاپی  چندین   شامل   که  A  آنفلوانزای  ویروس  مختلف  انواع  در

  هایواکسن  زیاد،  احتمال  به  (. 20)   دهدمی   است، تشخیص  ایمنی

  NP  مانند   شده  محافظت  هایپروتئین  اساسبر   اختصاصی آنفلوانزا

بهمی NP از .اندشده  ساخته در جهتتوان  ابزاری  طراحی   عنوان 

متقاطع    واکنش  که  است  شده   داده  نشان  استفاده کرد، زیرا  واکسن

 مطالعه  این   در  (. 20)   کند می  القاء  را  T  سلول  پاسخ  و   بادی آنتی

 بررسی   مورد  A  آنفلوانزای  ویروس  نوکلئوپروتئین  یتیسی مونوژنیا

 آن   از  توانمی  ،NP  پروتئین  ایمنی  نقش  شناسایی  با  گرفت که  قرار

 .کرد  استفاده تشخیصی هایکیت برای

 

 
 

 روش پژوهش 

 ویروس 

  A/Chicken/Iran/259/2014 (N9H2)  وحشی  نوع  ویروس

  واکسن   تحقیقات  موسسه  در  طیور  های واکسن  تحقیقات  بخش  از

 . آمد دست به 1396در سال ، ایران ( RVSRI) رازی سرم و

 پروتئين   غلظت  تعيين

 غلظت  نوکلئوپروتئین،  سازیخالص  و  الکتروفورز  انجام  برای

  سرم   از  استفاده  با  پروتئین  غلظت.  گردید  محاسبه  هانمونه   پروتئین

 . (21)  شد گیریاندازه استاندارد عنوانبه(  BSA) گاوی آلبومین

  دودسيل   سدیم  آميد  آكریلپلي   ژل  الکتروفورز

 (SDS-PAGE)  سولفات

  روش  طبق  آمید   آکریلپلی  %10  ژل  روی  بر  الکتروفورز

Laemmli  الکتروفورز به روش  از.  (22)  شد  انجام  SDS-PAGE   و  

Native-PAGE   روش  دو   در   ژل  باندهای   اختلاف  و  شد   استفاده  

 ژل  با  Native-PAGE  الکتروفورز.  گرفت  قرار  بررسی  مورد

  SDS  حاوی   مخزن  بافر  و   ژل.  (23)  گرفت   انجام   %10  جداکننده

حرارت   یا   SDS  مرکاپتواتانول،-β  نمونه، بدون  بافر  در   نمونه.  نبود

 . شد تهیه دادن،

 ویروس  نوكلئوپروتئين   سازیخالص

  انجام   الکتروالوشن   روش   با   ویروس   نوکلئوپروتئین   سازی خالص 

  های پروتئین   حاوی   SDS-PAGE  ژل   یک   روش   این   در   . (24)  گرفت 

شد، سپس باند    آمیزی  رنگ   بلو وسیله رنگ کوماسی به   شده   الکتروفورز 

  روش   پروتئین جداشده از ژل با   و   شد   داده   پروتئینی مورد نظر در ژل برش 

  5- 3  مدت   به   آمپر/لوله میلی   8  تا   10  شستشوی   الکتروالوشن با جریان 

  سولفات   دودسیل   سدیم   و   نمک   حذف   از   سازی گردید. پس خالص   ساعت 

 (SDS  ) گلیکول   اتیلن   پلی   با   ها پروتئین   دیالیز،   توسط   (PEG  ) شدند   تغلیظ  

 مورد بررسی قرار گرفتند.   و 

 ها موش  سازی ایمن

  ارزیابی   برای  هاموش  در  یتیسیمونوژنیاایجاد    مطالعات

 موثر ایجاد   دوز  حداقل  تعیین  و  H9N2  ویروس  زاییایمنی  پتانسیل

  یسازمنیا  شی. دو مجموعه آزماشد  انجام  محافظتی،   کننده ارتباط

استراتژ از  استفاده  گرفت   prime/boostیبا  اول  .صورت   ن یدر 

( به  Bو    A  ی هاها )موشموش  ی شیآزما   یها، گروهونیناسیواکس

و   نهیواکس  NPژن    یآنت  کروگرمیم  35و    40با    یجلد  ریصورت ز

ها  موش  ری، سانی. همچنتقویت شدنددو بار    یادر فواصل سه هفته 

ز  H9N2  روسیو  کروگرمیم  27با   صورت   من یا  یجلد  ریبه 

ز  PBS  تریکرولیم  70  ،شاهد   یهاموش  .گردیدند  صورت   ر یبه 
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 ق یتزر  نیهفت روز پس از آخر  ،خون  نمونه  کردند.  افتیدر  یجلد

بادی  آنتی تری. تها تهیه شدش مو سرمو  یآوراز گوشه چشم جمع

 . دست آمدبه الیزابا روش 

 ( اليزاسنجش ایمونوسوربنت متصل به آنزیم )

با استفاده از روش   NP  نیشده با پروتئمنیا  یهاسرم موش 

بررس  الیزا ت   یمورد  و  گرفت  به  آنتی  یترهایقرار  تولیدشده  بادی 

آمد.  قبلاً   به صورتی  الیزا  روش   دست  بود، داده شد   حیتوض  که    ه 

برا4)  گرفتانجام   از    چکربوردمنظور،    نیا  ی(.  استفاده    NPبا 

آنتبه رقتیعنوان  و  طراح  یهاژن  سرم  هر    شد.   یمختلف  در 

عنوان نمونه شاهد در  مثبت با هم به کیو  یسرم منف کیمرحله، 

با استفاده از یک سرم منفی کاتاف نقطه پایانی    رفته شدند. نظر گ

آمد.  به   الیزا تنظیم و    نانومتر  450دستگاه روی طول موج  دست 

 .  شد ها قرائت جذب نمونه

 (اشترلونيسنجش ایمونودیفيوژن دوگانه )

ی دوگانه  مبتن  کایمونودیفیوژن  ساده  برا  یروش  ژل   یبر 

آنتیآنتی   صیتشخ و  بافر    ژل  است.  اختصاصیادی  بژن  در  آگار 

  یهاک. چاهشد  ختهیر  هادرون پلیتو    هیته  7برابر با    pHبا  فسفات  

  شدند.  پانچ در ژل  از هم  متر  یسانت  75/0تا    5/0کوچک به فاصله  

داخل    یسرم  یهاو نمونه  یدر چاهک مرکز(  NP)ژن  ینمونه آنت

ده شد  اجازه داشد و    ختهیمختلف ر  یهابا رقت  گرید   یهاچاهک

ژن  یو آنت  یبادیآنت  .گردندساعت در ژل پخش    48تا    6به مدت  که  

انتشار   شیب  اساس  است  بر  ا  کیممکن  رسوب    نیب  یمنیخط 

تشککچاه نشاندهند  لیها  که  آنت  ۀدهند،    یهایبادیوجود 

که    ی شد تا زمان  بریو رنگ  یزیآم است. سپس ژل رنگ  اختصاصی

 . (26  ،   25)باشند   دهقابل مشاه  وضوحبه رسوبیخطوط 

 وسترن بلات 

قسمت از    ک ی پس از الکتروفورز، ژل به دو قسمت برش داده شد.  

به    با وسترن بلات   ص ی تشخ   ی برا   گر ی و قسمت د   گردید   ی ز ی آم ژل رنگ 

  پلیت  ک یقسمت دوم ژل در    (. 27)   انتقال یافت   تروسلولزیغشا ن

 قهیدق  30به مدت    سلسیوسدرجه    4  یبافر، در دماترانسفر    یحاو

و وسترن قرار گرفت    تروسلولزینء غشا رویسپس ژل    .گذاشته شد

بعد از سپری   . گرفتولت انجام    10در    قهیدق  30بلات به مدت  

است، به مدت  کاغذ که باندها به آن منتقل شده  فوق،  شدن زمان  

بافر    90 درون  کنندهدقیقه  قرار    ،(PBSدر    BSA  %3)  مسدود 

نیتروسلولز غشاء  ادامه  در  شستشو،  گرفت.  بافر  مرتبه   3-4  با 

نیتروسلولز  داده شد.شستشو   انجام شستشو، غشاء  از  درون   پس 

روی غشاء    1:15به همراه بافر رقت با رقت  رم  پلیت گذاشته شد. س

قرار   سلسیوسدرجه    4در دمای  و به مدت یک شب  ریخته شد  

(  PBST)   تویین-بافر فسفات  با   مرتبه  چهارکاغذ    روز بعد  گرفت.

  با رقت    HRP-IgGهگوژبا کنگردید و سپس روی غشاء  شستشو  

یک ساعت روی شیکر مدت  بهه  گوژکنپوشانده شد. غشاء و    1:500

 شستشو به دقت  پس از طی زمان مربوطه پنج مرتبهو  گرفتقرار 

( شده  تهیه  سوبسترای  فوق،  مراحل  انجام  از  پس  شد.    18داده 

آب   9متانول،    لیتر  میلی  6و    لرومفتولک  گرممیلی  میکرولیتر 

( روی کاغذ بلات ریخته شد و در  PBSلیتر  میلی  24در  سیژنه  اک

اند  دقیقه باندهایی که با سوبسترای واکنش داده  15تاریکی، پس از  

 کنند. ظهور پیدا می

 

 هایافته 

  یبا استفاده از منحن  NPو    H9N2  روسیو  نیغلظت پروتئ

از  هب  یخط لور  BSAدست آمده  ترت  یبا روش    2/0و    30  بیبه 

 برآورد شد.  تریلیل یگرم در میلیم

دالتون   لویک  140تا    30از    H9N2  ی هانیپروتئ  یمولکول  وزن

  ی حاو  NP(.  1بود )شکل    ریمتغ  Native-PAGEو    SDS-PAGEدر  

 (. 2و    1دالتون بود )شکل    لویک  60  یبا وزن مولکول  منفردباند    کی

از محلول   تریلیلیم  3، حدود  الکتروالوشنبا استفاده از روش  

 دست آمد. هخالص ب نینوکلئوپروتئ یحاو

، خطوط 1:4و    1:2نشان داد که در رقت سرم خام،    اشترلونی

 . (3شده است )شکل  لیتشک NPژن  یسرم و آنت نیب یرسوب

آنت  ،الیزاتوسط   رقت    NPژن  یغلظت مطلوب  در    1:20در 

م  کروگرمیم  1حدود   آمدبه  تریلیل یبر   الیزا -NP  ، نیبنابرا.  دست 

م  یسرولوژ  عیسر  صیتشخ فراهم  برایرا  و   یگرغربال  یکند 

 (. 1مناسب است )جدول  Aبادی آنفلوانزا آنتی
 



9139دی  –اذر ▐ 6 شمارۀ 14 سال▐شناسی پزشکی ایران مجلۀ میکروب  

653 

 

 
 ( بلوکوماسی یزیآمآن )رنگ یهانیو پروتئ N9H2)راست(  Native-PAGE)چپ( و  SDS-PAGE. 1شکل       

 

           
 NP اشترلونی  .3شکل           نقره(  تراتین  یزیآن )رنگ آم یهانیو پروتئ N9H2برای    SDS-PAGE .2شکل     

 

 ها جذب نمونه  زانیم. 1جدول 

 NPژن آنتي

µg/ml 2 

 NPژن آنتي

µg/ml 1 

 NPژن آنتي

µg/ml 5/0 

 NPژن آنتي

µg/ml 25/0 
 های سرم رقت های موش سرم 

 1موش  0/ 532 0/ 799 0/ 991 0/ 968

1:20 
 2موش  0/ 630 0/ 854 0/ 932 1/ 000

 کنترل +  1/ 624 1/ 813 2/ 117 1/ 161

 - کنترل  0/ 298 0/ 308 0/ 322 0/ 471

 1موش  0/ 498 0/ 680 0/ 736 0/ 718

1:40 
 2موش  0/ 574 0/ 636 0/ 591 0/ 593

 کنترل +  1/ 010 1/ 139 1/ 183 1/ 217

 - کنترل  0/ 251 0/ 295 0/ 311 0/ 425

 1موش  0/ 358 0/ 407 0/ 470 0/ 366

1:80 
 2موش  0/ 399 0/ 495 0/ 588 0/ 337

 کنترل +  0/ 987 0/ 856 0/ 900 0/ 988

 - کنترل  0/ 200 0/ 207 0/ 229 0/ 361
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نتایج   به  توجه  مو   اشترلونی ،  الیزا با  در  ایمنی  ها،  ش و 

شد.  انجام  بلات  وسترن  تولیدشده  4شکل   آزمایش  باند   ،

موش  سرم  بلات  وسترن  می توسط  نشان  را  با  هایی  که  دهد 

، نتایج  5اند. شکل  ایمن سازی شده   NPمیکروگرم    35و    40

میکروگرم ویروس    27را که با  هایی  وسترن بلات سرم موش 

H9N2   شده سازی  می اند ایمن  نشان  را  نتایج ،  طبق  ،  دهد. 

- ژن (، یک پاسخ آنتی NP)واکسینه شده با    Bو    Aهای  موش 

(  5کیلو دالتون نشان دادند )شکل    60بادی فقط با باند  نتی آ 

 NP( سه باند N9H2)ایمن سازی شده با    Dو    Cهای  و موش 

 ،  HA0    وHA   (. 5رند )شکل  تریمر دا
 

               
 N9H2وسترن بلات برای  . 6شکل                       NPوسترن بلات برای . 5شکل      

 

 ثبح

نفر را در جهان   ونیلیم  5از    شیآنفلوانزا سالانه ب  یهاسرویو

نیز درگیر  را    یجانور  ی هاهاز گون  یاریعلاوه بر انسان بسو  آلوده  

می م  نیتخم  کنند. خود  که  یزده  آنفلوانزا   یهاگیریهمهشود 

،  حال  نیا  در   مرگ در سراسر جهان داشته باشد.   500000سالانه  

سندرم    و  ی روسیو  یهایماریب  نیاز مهمتر  ی کیآنفلوانزای مرغی  

 ،  2)شود  یم  جادیا  Aآنفلوانزا نوع    روسیاست که به علت و  وریط

28) . 

عفونت آنفلوانزای مرغی در پرندگان    عیو سر قیدق صیتشخ

  با   است.  یماریکنترل ب  یمهم نظارت و استراتژ   ی هالفه ؤاز م  یکی

  یعامل عفون  کیعنوان  به  H9N2آنفلوانزای مرغی    وعی توجه به ش

ووریدر صنعت ط توجه  تولبرای    ژهی،  عل  دیتوسعه    ن ی ا  هیواکسن 

کنترل   یکار براراه   نیبهتر  ونیناسیواکس  .ایجاد شده استعفونت  

 ی مختلف  یاست و در کشورها  ریگ همه  یهاهیآنفلوانزای مرغی با سو

 . (29)شود ی، پاکستان و کره استفاده منی، چران یمانند ا

آنتیاما تغییرات  ویژگی  به  توجه  با  ویروس،  در  های  ژنی 

واکسیناسیون   روش  با  پیشگیری  امر  مشکل  همواره  آنفلوانزا،  با 

بوده   جهانیاست.  روبرو  بهداشت  سازمان  ساله    (WHO)  هر 

شیوع   به  مربوط  گردآوری آاطلاعات  را  جهان  سراسر  در  نفولانزا 

ساخت واکسن در   برایبا استفاده از آن، سویه ویروسی    کند ومی

توانند  ینم  روسیو  فعال  ریغ   یهاواکسنکند.  سال آتی را معرفی می

را    ی سلول  یمنیا  ی هاپاسخ  ا ی کنند    ء را القا  یموضع  یهابادیآنتی

نژادهاینمایند  کیتحر اینکه  علت  به  همچنین  برای    .  منتخب 

واکسن، در تخم مرغ جنین دار کشت داده شده و ویروس نیز از  

های پروتئینی تخم  ژن شود، وجود آنتیمایع آلانتوئیک برداشت می

افراد با سابقه آلرژی به پروتئین موجود در  مرغ عوارضی را برای 

به   مرغ،  واکسنتخم  مقابل،  در  دارد.  زنده  همراه  ویروسی  های 

شده   آنتی  توانایی ضعیف  خنثیتولید  پاسخ  بادی  ایجاد  و  کننده 

نیز   واکسن  این  اما  دارد.  را  سلولی  هایی  محدودیتدارای  ایمنی 

نوبت  های ایمنی مطلوب دو  از جمله اینکه برای ایجاد پاسخ  است،

وجود   یخطر احتمال لیواکسن به دل نیواکسن لازم است. ا تجویز

سال    51  ی دو سال و بزرگسالان بالا  ریزنده در کودکان ز  روسیو

ان یهمچن  شود.ینم  زیتجو فرآواکسن  نی،  و    یندهایها در  دشوار 

 (.31،   30)شوند یم دیتول رفعالیغ  یها، مشابه واکسنبرزمان

مهمتر  یکیسرولوژ  صیتشخ هنوز  مرغی   ن یآنفلوانزای 

نشان داده شده است که روش استاندارد    است.  یصیتشخ  شیآزما

آنفلوانزای مرغی )مانند    ویروس  عفونت  کیسرولوژ  صی تشخ  یبرا
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شده توسط ءالقا  یهابادیآنتی  صی تشخ  ی( براNIو    HI  شاتیآزما

، روش  نیهمچن  دارد.  یکمتر  تیآنفلوانزای مرغی حساس  ویروس

HI  های گروه  ریمحدود به انواع مختلف ز  HA  ی ستیز  تیامن  است و  

با و )نیز  زنده    روسیهنگام کار  ،  نیبنابرا  (.32نگران کننده است 

روش که  است   یهابادیآنتی  یبرا  یسرولوژ  صیتشخ  یهامهم 

 نییآنفلوانزای مرغی تع  ویروس  یهارگروهیهمه ز  یبرا  اختصاصی

از روش گردد ن(34)  الیزا( و  33)  PCR، مانند  یمولکول  یها.    زی، 

 اگرچه   آنفلوانزای مرغی استفاده شده است.  ویروس  صیتشخ   یبرا

  ش یآزما  جیاما نتا   ،هستند  ی، حساس و اختصاصعیها سرروش   نیا

 مانند وسترن بلات دارند.  ی اضاف یهایشآزما د ییبه تأ  ازیاغلب ن

حاضر مطالعه  تا  در  است  شده  تلاش  توسعه  ،  و  استفاده  با 

بلاتتست   علآنتی،  وسترن    ی هاروس یو  NP  نیپروتئ  هیبادی 

 نیدر ا NPوسترن بلات با  یی گردد. انجام  ، شناساآنفلوانزای مرغی

را   آنفلوانزای مرغی  یهاروسیو   H9N2گروه  ریتواند زیمطالعه م

آنفلوانزای   یهابادیتواند آنتییکه م   می دهد و ما معتقد  صیتشخ

   . شناسایی کندها همه تحت تیپ یرا برا مرغی

های ویروس  نگرانی ناشی از بروز پاندمی حاصل از بازآرایی ژن 

  گیر  همه  موارد  همچنین  و و   انسانی و ویروس فوق حاد پرندگان

روش محققین را بر آن داشته است تا با استفاده از  منتظره،    غیر

های حفاظت شده ویروس  پروتئینهای سرولوژی جدید مبتنی بر  

انتظار  را تشخیص دهند   آنفلوانزای مرغی)مانند نوکلئوپروتئین(    .

بمی ایجاد شده  ایمنی  پروتئینهرود  با  واکسیناسیون  های  واسطه 

ب عمل  هفوق  دفاعی  سد  اولین  ایمنی    کندعنوان  اندازی  راه  با  و 

وسیع الطیف تا آماده شدن واکسن ویژه سویه، جامعه را در برابر  

 . (16)  نفولانزا محافظت نمایدآبیماری حاد 

اخیر   که  مطالعات  است  داده  ویروس  های  نپروتئینشان 

های ایمنی  با تحریک پاسختواند  از جمله نوکلئوپروتئین میآنفلوانزا  

مختلف  های  مقابل تحت تیپالعه را در  مناسب، حیوانات مورد مط

امیدهایی   آنفلوانزا نتایج  این  نماید.  زمین  محافظت  توسعه   ۀرا در 

  ، بیشتر این نوع واکسن برای مقابله با آنفلوانزای فصلی و پاندمیک

است کرده  ایجاد  نزدیک  آینده  این   (.35)  در  از  حاصل  نتایج 

که با انجام آزمون  طوری خوانی دارد بهتحقیقات با مطالعه حاضر هم

وسترن بلات با استفاده از نوکلئوپروتئین و همچنین بررسی غالب  

قابلیت تحریک سیستم ایمنی آن، مشخص شد که نوکلئوپروتئین  

های تشخیصی کیتساخت  از آن جهت  توان  که می  ایمنی را دارد

 .استفاده نمود

 بر   الیزا مشخص شد که    بلات،   وسترن   بر  مطالعه، علاوه  این   در 

 به   و   شده است   محافظت  بسیار آنفلوانزا  ویروس    در  که  NP  اساس 

 ژنآنتی   یک  عنوان به   تواندمی   آن   نوع   و  گروه   اختصاصی بودن  دلیل 

 .قرار گیرد  مورد استفاده   تشخیصی 

یک  اساس،  این  بر پژوهش  این   مستقیم   غیر  یالیزا  در 

شد اختصاصیبادیآنتی  تشخیص  برای  که  طراحی  س  ویرو  های 

  نشان  نتایج.  گردید  بهینه  NP  ژنآنتی  اساس  بر  ی مرغیآنفلوانزا 

کارگیری به  و   است  مناسبی  ویژگی  دارای  الیزا-NP  که  دهدمی

 .بود آمیزموفقیت  تشخیص برای NP ژنآنتی با الیزاتست 

که  برنامه بود  دلیل  این  به  حاضر  پژوهش   اطلاعاتریزی 

آنفلوانزای پرندگان در دسترس  ویروس  NPکارایی  مورد در اندکی

اینمی جزء است  حالی در باشد.  نوکلئوپروتئین  ترین  مهم  که 

ویروسپروتئین داخلی  ز  ا  یکیه  کطوری به  است  آنفولانزا های 

  های ویروسنواع    تشخیص  در  و  است  تیپ  های اختصاصیژن آنتی

داخلی    های پروتئین  دهد می نشان رود. مطالعاتبه کار می  آنفولانزا

میزبانی   طیف  کننده تعیین  عوامل  ترینمهم  جزء  NP  پروتئین  مانند 

 داخلی  پروتئین بررسی بنابراین  هستند،  A  آنفولانزای هایویروس

 ایجاد  تغییرات  تعیین  راستای در پرندگان های آنفلوانزایویروس  در

 .رسدمی ظرن به ضروری و لازمو همچنین ایران  جهان در شده

برایدر   حاضر  ویروس   ۀمشاهد   مطالعۀ  پروتئین  باندهای 

گردید  یآنفلوانزا  انجام  الکتروفورز  به  .  جداشده،  توجه  نتایج  با 

 60 وزن مولکولی ، داراینوکلئوپروتئینباند حاصل از  آمدۀدستبه

در تحقیق نوکلئوپروتئین    برای  وزن مولکولیاین    .بود  کیلودالتون

انجام شده   آنها وزن گذشته  حاضر مطابق تحقیقات  است که در 

  گزارش شده است دالتون  کیلو  61تا    56حدود  در  نوکلئوپروتئین  

(36  ،37) . 

 تشخیص به در  سرعت پرندگان هایبیماری  از هیچ یک در

اهمیتااندازه  آن ق  فو پرندگان آنفلوانزای بیماری در که ندارد ی 

 آنفلوانزای  بررسی برای متفاوتی هایروش   .است مطرح حاد

بلات   است مطرح پرندگان وسترن  ها  روشن  مهمتری از یکیکه 

می اخیراًشودمحسوب  بررسی   خصوص  در  متعددی  گزارشات  . 

مانند وسترن  ییهاروش  از  استفاده با  پرندگان آنفلوانزای زاییایمنی

  هاستروش این  از  اهمیت استفاده  بیانگر   که  است  شده   مطرحبلات  

های ویروس  همین اساس، با بررسی غالب ایمنی پروتئین  بر  (. 38) 

از نظر آنفلوانزای   های طیورسرم زایی آن،  و همچنین بررسی ایمنی

با   ازپرندگان  برای بررسی  نوکلئوپروتئین    استفاده  آن  از  تا  شد 

 های تشخیصی بهره جست. ساخت کیت
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 شده  بررسی هاینمونه  در آنفلوانزا  2N9Hساب تایپ   وجود

 ،ها داری مرغ ز  ا برخی  در  سنگین تلفات با وجود که  است این بیانگر

 توجه با  .است شده مواجه ساب تایپ ما با این کشور طیور صنعت

پروتئین به بلات،  وسترن  و  الکتروفورز  از  حاصل  های  نتایج 

توان اظهار میردیابی شد.    2N9Hویروس آنفلوانزای  ایمنودومیننت  

شخیص ویروس آنفولانزا و تعیین حدت آن  ردیابی و تداشت که  

ا از  بیماری  ویکی  این  علیه  مبارزه  و  پیشگیری  مهم  های  لویت 

می بهمحسوب  کلیشود.  بلاتروش   کارایی طور  نشانگر    وسترن 

تشخیص   جهت ،مناسب  روش  یک عنوانبه   روش بودن این کارآمد

 است.  آنفلوانزا 

 گيرینتيجه  

مطالعه، این  آنفلوانزای   هایژنآنتی  انسیلپت   نتایج   ویروس 

  ایمنی  هایپاسخ  القای  تقویت  برای  را  NP  بر  مبتنی  مرغی

 برجسته   تنفسی  زایبیماری   عوامل  برابر  در  مخاطی  و  سیستمی

 سرولوژیکی   تشخیصی  ابزار  یک  NP  با   بلات  وسترن  .کند می

 گری غربال  برای  که  آوردمی  فراهم  سریع  و  ارزان  جایگزین،

  زیرگروه  چندین   که  هاییگونه  در   ویژهبه  ،A  آنفلوانزا  بادیآنتی

می.  است  مناسب  ،دارند  آنفلوانزا تست    و  تشخیص  در  توانداین 

  در   کشورهای  در  خصوصبه  مرغی  آنفلوانزای  گیریهمه  بررسی

 . گردد استفاده نیافتهتوسعه و توسعه حال

 سپاسگزاری 

آنها را    قیتحق  نیکه در انجام ا  یکسان  یاز تمام  سندگانینو

 .کنندیم ی کردند، تشکر و قدردان یاری

 تعارض در منافع 

مالی   حمایت  بدون  که  است  مستقل  پژوهشی  مقاله  این 

انجام در  سازمانی  است.   نویسندگان حاضر، مطالعۀ انجام شده 

 .اندنداشته منافعی تضاد گونههیچ
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