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 چکیده 
از گونھ  یاریفوق العاده مسري در بس یبیماري نیوكاسل عفونت مقدمھ:

متعلق بھ خانواده  وکاسلین یماریب روسیو .باشد یھاي طیور م
است. از پوشش این ویروس دو نوع  دهیریو جنس رابولوو دهیریکسوویپاراما

ھا گلیكوپروتئین  زائده سطحي(خار) خارج شده است کھ یكي از آن
نفوذ ویروس است.  امتزاج سلولي، ھمولیز و ول) است و مسئFامتزاجي(

 درون طیور در ھا زایي ویروس خاصیت بیماري با FOشكست پذیري مولكول 
 یماریب روسیو Fژن  ییمطالعھ شناسا نیارتباط مستقیم دارد. ھدف از ا

 یھا ھیسو یدینواسیــو آم یدیئوتـــنوکل یھا یتوال نییو تع وکاسلین
 است. رانیا رد یماریب ریاخ یھای دمیجدا شده از اپ
ھا  آن RNAھا(شش سویھ) پاساژ داده شد و  ویروس :ھا روشمواد و 

تھیھ و تکثیر  RT- PCRبا استفاده از روش  cDNAاستخراج گردید. سپس 
ژنوم ویروس انجام گردید. ایزولھ ھا از طریق الکتروفورز و مشاھده 

نزیمی توسط آشناسایی شدند. بر روی نمونھ ھا واکنش ھضم  UVباندھا توسط
آنجام گردید. برای تایید نتایج تعدادی از نمونھ ھا برای  Pst Iنزیم آ

 ارسال گردید. )تعیین ترادف(سکوئینسینگ
نشان دادند کھ پس از  bp 935كلیھ نمونھ ھا باند  :پژوھشیافتھ ھای 

بھ دست آمد. آنالیز  bp 180و  bp720دو باند   PstIھضم آنزیمي با 
نوکلئوتیدی تفاوت قابل نوحھی در توالی اسیدآمینھ را نشان نداد و ھیچ 

 مشاھده نشد.   Fتغییر اسیدآمینھ ای در جایگاه شکست پروتئین 
شکست  گاهیگونھ جھش نقطھ در جا چیعدم وجود ھ بحث و نتیجھ گیری:

 نیشکست در ب گاهیجا ھیناح دیشد یحفظ شدگ تی، نشان دھنده اھمFنیپروتئ
 باشد. یمختلف مورد مطالعھ م یھا ھیسو
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 مقدمھ
 یسل عفونتكابیماري نیو

در فوق العاده مسري 
ي طیور ھا گونھبسیاری از 

اولین بار می باشد برای 
در جاوه  1926در سال 

ویروس این مشاھده گردید. 
پائیز ھمان سال بھ  در

انگلستان راه یافت و در 
نام نیوكاسل ھ اي ب  منطقھ

ھا  بعدتشخیص داده شد و 
 دروق ــفماري ــبی
اط ــاري از نقــسیــب

اھده ــمش نیزیا ــدن
 تاریخچھ .)1- 3(،ردیدـــگ

بیماري نیوكاسل توسط 
 در Panzooticحداقل سھ 

پرندگان اھلي مشخص شده 
ھا با ظھور  است. اولین آن

 ھاین بیماري در اواسط دھ
و شد آغاز  پرندگان در 1920

دور  خاورطور آھستھ از ھ ب
بھ سراسر دنیا(با انتشار 
خیلي سریع درون برخي 
كشورھا) گسترش یافت. 

 ھدر اواخر دھ panzooticدومین 
آشکار  خاورمیانھ در 1960
 با انتشار خیلي سریع و شد

 1973تر از اولي درسال 
تقریبا تمام كشورھا را 

. سومین )4(،فرا گرفت
panzootic  در ارتباط با

در  شده ایجادبیماري 
 بھ بافت کبوترھا با گرایش

. گزارش گردیدھاي عصبي 
این رویداد در كشورھاي 

 ھاواخر دھ درمیانھ و خاور
در  1980 ھو اواسط دھ 1970

اي،   سابقھمكبوترھاي 
نمایشي، گوشتخوار و شكاري 
در تمام دنیا گسترش یافت 
و در برخي كشورھا انتشار 
این بیماري بھ سایر 

ز ــیان و طیور نــدگــپرن
 .)4-6(،ده استــزارش شــگ

بیماري  panzooticاولین

ل بھ حدود زمان ــوكاســنی
شروع جنگ جھاني دوم باز 
مي گردد. آنالیز ژنتیكي 

شده قبل  جدا NDVسویھ ھاي
نشان دھنده  1960از دھھ 

وجود حداقل سھ تبار 
-IIژنتیكي مي باشد (ژنوتیپ 

IV از میان این ژنوتیپ .(
نقش مھمي در  IVھا، ژنوتیپ 

ھ گیري بیماري ــمــھ
 1970نیوكاسل قبل از دھھ 

بر عھده داشتھ و در اواخر 
بھ صورت پراكنده  1970دھھ 

ظھور یافتھ  و اندك، مجددا 
 Vویروس ھاي ژنوتیپ  است.

مسئول ایجاد ھمھ گیري مھم 
بوده اند. طبق  1970سال 

بررسي ھا و مطالعات انجام 
ت كھ ــشده مي توان گف

پ ھاي ــاز ژنوتی Vپ ژنوتی
II-IV 1970ل از دھھ قب 

). 3(،اشتقاق یافتھ اند
مطالعات نشان داده است كھ 
فراواني ویروس ھاي ژنوتیپ 

IV  بسیار  1970قبل از دھھ
زیاد بوده اما پس از آن 

-IV)چندین ژنوتیپ دیگر
VIIa,VIIb)  در وقوع ھمھ گیري

ھا دخالت داشتھ اند. 
موارد بیماري نیوكاسل 

ش شده بین سال ھاي گزار
بھ وسیلھ ژنوتیپ  1993- 1995

بھ  )VIIa(اندمیك در غرب چین
 VIIIوجود آمده است. ژنوتیپ 

 1996-1999نیز طي سال ھاي 
مسئول ھمھ گیري بسیار 
گسترده در آفریقاي جنوبي 
و سپس در چین بوده 

ویروس بیماري . )4،5،(است
ویروس  RNAنیوكاسلیك 

س ــمتعلق بھ جن
روس و ــویوــسكــپارامی

انواده ــخ
 مي دهــوویریــكسپارامی

ان ــدر می د.ــباش 
ھاي  كزو ویروســپارامی
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سروتیپ مجزا از  9 طیور،
APMV-1  تاAPMV-9  شناسایي

سروتیپ  NDV و شده است
APMV–1 از . )6،7،(باشد  مي

وشش این ویروس دو نوع پ
(خار) خارج شده زائده سطحي

ھا  است. یكي از آن
اي است  گلیكوزیلھپروتئین 

و  (H)ینتینكھ شامل ھماگلو
 (N)نورامینیداز

) HNویریون(گلیكوپروتئین 
باشد و دیگري از   مي

 (F)امتزاجيگلیكوپروتئین 
تشكیل یافتھ كھ مسئول 

ولي، ــتزاج سلــام
روس ــنفوذ وی ولیز وــھم
 ).8-10(،است

ا ــروس ھــسوویــپارامیك
گروھي از ویروس  NDVیر ـنظ

ش دار ھستند كھ در ھاي پوش
PH  خنثي با غشاي پلاسمایي

سلول ھا امتزاج مي یابند. 
جایي كھ این امتزاج  از آن
خنثي صورت مي گیرد،  PHدر 

سلول ھاي آلوده با این 
ویروس ھا قادرند با سلول 

امتزاج  ھاي مجاور خود
نتیجھ سلول  در یافتھ و
ھستھ اي و بزرگ  ھاي چند

ھ یا سنسیشیوم ھا را ب
آورند. جھت انجام وجود 

یند امتزاج، پروتئین آفر
مي بایست  FOاز ــش ســپی

در محل آمینواسیدھاي 
از انتھای  116موقعیت 

آمیني شكستھ شده و منجر 
با اتصال  F2و  F1بھ ایجاد 

-14(،رددــدي سولفیدي گ
ویروسي  Fئین ــپروت ).11

بین غشاء  متزاجعمل ا
میزبان ویروس و غشاء سلول 

دھد و در   را انجام مي
نتیجھ ژنوم ویروسي بھ 

ده و ــدرون سلول وارد ش
ازي آن آغاز ــانند ســھم
این  بر بنا ).15(،گردد  مي

توان گفت كھ پروتئین   مي
ام ــت انجــجھ تزاجیــام

 دسازي ضروري است،ــھمانن
ول ــط در اــام
دا ــازي ابتــمانندســھ

  FOيگلیكوپروتئین پیشساز
 بھ دوكھ  شود ساختھ مي

ھ ــكستــشF2 و  F1 پپتید پلي
  پل ھیلــوسھ ب وده ــش

ھاي دي سولفیدي بھم متصل 
شكست این  .مانند  مي  باقي
توسط  ترجمھ و از بعد
تئازھاي سلول میزبان وپر

شكست  مي پذیرد. انجام
خاصیت  با FO پذیري مولكول

 در ھا زایي ویروس بیماري
ارتباط مستقیم  درون طیور

. مطالعات )16- 18(،دارد
انجام شده بر روي نتایج 

محل توالي آمینواسیدي 
 زاجیــت پروتئین امتــشكس

در سویھ ھاي بیماري زا 
نشان مي دھد كھ در این 

دھاي ــمكان آمینواسی
ود ــت بازي وجــجف

حضور  د.ــدارن
بازي در این  آمینواسیدھاي

است كھ  یبدین معن حلم
ایجاد شكست تحت تأثیر 
وجود پروتئاز یا 

داد ــپروتئازھا در تع
ھا و  تــادي از بافــزی
 ھاي میزبان مي دامــان

بیماري  ).19،20،(باشد 
ل از نظر حدت ــیوكاســن

ویروس عامل بیماري و 
در میان قابلیت انتقال آن 

طیور بھ اشكال مختلف بروز 
 موارد. در برخي مي كند

ماري كھ مخصوصا بی گسترش
  ھاي بالغ دیده مي  در جوجھ
بسیار  بالینيم یشود، علا

موارد  در د امامحدود دار
كھ بیشتر در طیور  دیگر

جوان بھ چشم مي خورد، 
میزان مرگ و میر بیماري 

رسد. قابلیت   مي درصد 25بھ 
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 پروتئینشكافتھ شدن 
ترین عامل  مھم امتزاجی
حدت ویروس  درمؤثر 

ھمراه باشد. بیماري حاد  مي
با علائمي نظیر اختلال 
درسیستم گردش خون، اسھال 
شدید و درگیري دستگاه 
عصبي مركزي است. مرگ و 
میر زیاد طیور در اثر 

مولد ھاي  بھ ویروس آلودگی
و نیز افت  نوع حاد بیماری

در وزن  کاھشو  تولید
مبتلایان بھبود یافتھ 

اری را اقتصادی بسیخسارات 
در  ).21(،ایجاد کرده است

ایران بیماري نیوكاسل 
براي اولین بار در سال 

بھ طور دقیق و  1329
آزمایشگاھي تشخیص داده 
شد. اولین کانون آلودگي 
از شھرستان تبریز گزارش 

سسھ وگردید و كارشناسان م
رازي ابتدا بھ وسیلھ 
تزریق بھ جوجھ ھاي حساس و 
سپس با كشت ویروس در تخم 

ن دار موفق بھ ــغ جنیمر
ساختن ویروس بیماري  جدا

ایي آن ــنیوكاسل و شناس
گردیدند. این زمان مصادف 
با توسعھ روزافزون صنعت 
مرغداري در ایران بود. از 
این رو بیماري طي مدت 

وتاھی در سایر استان ــک
ھاي كشور شیوع یافت و بھ 
خوبي در ایران مستقر 

آن  گردید. بھ طوري كھ از
تاكنون این بیماري  ھنگام

مھم ترین آفات  یكي از
بھ  مرغداري ھاي کشور ما

شمار مي آید. با توجھ بھ 
 NDVاھمیت ویروس ھاي 

ورھاي ــولوژنیك در كش
لف و كاربرد گسترده ــمخت

واكسن بر علیھ این ویروس 
ھا، در ایران نیز این امر 
مورد توجھ بسیاري از 
محققان قرار گرفتھ است و 

در این راستا اقدام بھ 
شناسایي و تولید واكسن بر 
علیھ این ویروس ھاي 

ھدف ولوژنیك گردیده است. 
از این مطالعھ شناسایی ژن 

F ماری ــروس بیــوی
نیوکاسل و تعیین توالی 
ھای نوکلئوتیدی و 
آمینواسیدی سویھ ھای جدا 

ھای اخیر  شده از اپیدمی
 بیماری در ایران است.

 مواد و روش ھا
 مع آوری نمونھج

اي ــونھ ھــنم
 نظر وردــی مــویروس

 روســــــامل ویــش
 KND/20 ايــــھ

 KND/30   ن)، ــزویــــ(ق
 KND/35اه)، ــرمانشــ(ك
 KND/40تان)، ــوزســ(خ

 (نیشابور) KND/45(كرج) و 
سویھ مي باشند. این تعداد 

طي سال  NDVویروس از شیوع 
از گونھ  1378تا  1375ھاي 

ھاي متفاوت طیور در نقاط 
مختلف کشور بھ دست آمده و 
در موسسھ سرم سازي رازی 

 و بھ صورت ھداری می شودنگ
ویروسی در  بانک تنھا

 دسترس بھ كار گرفتھ شد.
 پاساژ ویروس

 2- 3جھت پاساژ ھر ویروس 
 9عدد تخم مرغ جنین دار 

عاری از عوامل  روزه
 زا استفاده گردید. بیماري
ھا را بھ کمک نرمال  ویروس

فسفات  سالین و یا
 1بھ نسبت  (PBS)بافرسالین

رقیق كرده، سپس حدود  10بھ 
cc2  ویروس بھ حاوي محلول

ھاي جنین دار  تخم مرغ
وامل بیماري ــعاري از ع

 تزریق گردید. تخم مرغ زا
ھا درون انکوباتور در 

درجھ قرار داده شد  37دماي 
ساعت تخم مرغ  24و پس از 
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ھاي تلف شده  نینواجد ج
حذف و بقیھ تخم مرغ ھا بھ 

 37درون انكوباتور با دماي 
درجھ سانتي گراد انتقال 

ساعت مایع  48یافت. پس از 
آلانتوئیک حاوي ویروس بھ 

ھا  کمک سرنگ از تخم مرغ
 برداشت گردید. 

تعیین پرایمر مناسب جھت 
 cDNAتولید 

در این مطالعھ از ھر 
اختصاصي و  دو نوع پرایمر

یراختصاصي استفاده غ
ل ـگردید. اما بھ دلی

ر بودن باندھای ــبھت
ط ــــده توســــتشکیل ش

مرھای ــــــپرای
غیراختصاصی در این 

رحلھ از این نوع ــــــم
 پرایمرھا استفاده شد.
 طراحی پرایمر اختصاصی

پرایمر با استفاده از 
طراحي  GenBankرفرانس ھاي 

) 1 شماره (جدول.ردیدــگ
بھ  KF200F  مرــپرای

 Forwardر ــمــوان پرایــعن
عیت ــوقــو در م

با  943- 962نوكلئوتیدي 
ئوتید ــنوكل 20ول ــــط
 KF200Rپرایمر رار دارد. ــق

رایمر ــــپ نوانــــبھ ع
Reverse  در موقعیت

 1713-1732دي ــئوتیــوكلــن
 20بھ طول یز ــــن

 نوكلئوتید مي باشد.
 

 PCR پرایمرھای مورد استفاده در آزمایش .1شماره  جدول
Primer Sequence 

KF200F 5/-TGCCACCTACTTGGAGACCT-3/ 
KF200R 5/-GATACCTCCGCCTCTCATCT-3/ 

 
 

 RTواکنش 
نسبت  cDNAجھت تھیھ 

ھم  مواد مورد نیاز با
 ترموسایكلر در مخلوط و

 جھت انجام واكنش قرار
، این نسبت ھاي داده شد

طراحي شده مواد مورد نیاز 
از  X1 (µl 6(عبارتند از: 

RT Buffer MULV) ،mM 5/4( µl5/1 
 Randomاز  dNTP) ،pm3( µl1از 

Primer) ،U/µl37/0( µl 5/0  از
RNAase inhibitor) ،U/µl 075/0( 

µl5/0  ازMULV ، µl5  ازRNA 
 .RNAase free Waterاز  µl 5/15و 

فاده ــــاست رــپرایم
 با cDNA  ده جھت تولیدـش
دوم ــــناوالي رــــت
ر بھ ــــزامــــگــــھ

از  ’AGCAAAAGCAGG3’5صورت 
آلمان تھیھ  MWGركت ــــش

  .گردید
 PCRواکنش 

نیز پس از PCR واکنش 
 )X3بھینھ سازی بھ صورت (

µl3  ازPCR Buffer) ،µM300( µl1 
 Taqاز  dNTP) ،U/µl3( µl5/0از 

polymerase) ،ng15( µl5  ازcDNA ،
)pm3+3( µl1+1  ازSpecific Primer 

. سیکل شدانجام آب  µl5/18و 
با توجھ بھ نوع  PCRحرارتي 

  Taو  Tmپرایمر و 
 

 4صورت بھ محاسبھ شده و 
 درجھ سانتی 95دقیقھ دمای 

 94دقیقھ دمای  1راد، گ
دقیقھ  1راد، گ سانتیدرجھ 
راد، گ درجھ سانتی 58دمای 

درجھ  72دقیقھ دمای  1
 10 گراد، و در پایان سانتی

درجھ  72دقیقھ در دمای 
 گراد انجام گردید. سانتی

 الکتروفورز
 PCRنمونھ ھاي حاصل از 

درصد  2/1بر روي ژل آگارز 
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 TBEX 5/0 حاوي بافر
الکتروفورزگردید. رنگ 
آمیزي ژل نیز بھ كمك 
اتیدیوم بروماید و درون 
ژل انجام گرفت. جھت 
قراردادن نمونھ ھاي حاصل 

بھ درون چاھك ھاي  PCRاز 
 X6ژل از بافر نمونھ گذاري 

پس از پایان  استفاده شد و
الكتروفورز، باند مورد 

 UVنظر بھ كمك دستگاه 
 مشاھده گردید.

ود کننده ھضم با آنزیم محد
PstI 

پس از بررسي ترتیب ژن 
امتزاجی ویروس بیماري 
نیوكاسل در پایگاه ژني و 
با بررسي آنزیمي آن توسط 

بھترین آنزیم  NEB Cutterسایت 
 PCRدر موقعیت مناسب محصول 

شناسایي و جھت تایید 
تولید شده مورد  PCRمحصول 

 (جدول.استفاده قرار گرفت
 )2 شماره

 

 PstIھضم با آنزیم محدود کننده  .2شماره  جدول
)X1( µl2 PstI Buffer(10X) 

)Reaction /U1( 
µl5/0 

PstI (10U/µl) 

µl5 PCR Product 
µl12 DEPC Water 
µl20 Total 

 
 

جھت توالی  PCRتھیھ محصول 
 یابی

برای این قسمت واکنش 
تھیھ  µl 100 در حجم PCRھای 

شد تا حجم نھایي بیشتري 
 دست آید.ھ ب PCR از محصول

این محصولات پس از بررسي و 
تایید با الكتروفورز جھت 
خالص سازي نھایي استفاده 

 گردید. 

 PCRخالص سازی محصول 
  خالص سازي مستقیم

DNAمحصول از PCR  بھ کمک
 High Pure PCR Product Purificationکیت

آلمان) انجام  Roche(شركت 
شد و جھت توالی یابی بھ 
کشور آلمان ارسال 

 ) 3 شماره (جدول.گردید

 
 Gen Bankسویھ ھای مورد مطالعھ ثبت شده در  .3جدول شماره 

Source Accesion No Strain 
Gen Bank AY928933 MK13/75 
Gen Bank AY928934 KND/20 
Gen Bank AY928935 KND/30 
Gen Bank AY928936 KND/35 
Gen Bank AY928937 KND/40 
Gen Bank AY928938 KND/45 

 
 

 یافتھ ھای پژوھش
 HIپاساژ ویروس و تست 
 ساعت، 24پس از گذشت 
در برخي  پاساژ ویروس ھا

از جنین ھاي موجود در تخم 
مرغ ھا ضایعات خونریزي 
بسیار زیادي مشاھده گردید 
كھ سبب از بین رفتن جنین 

ھا شده بود.  ھا و حذف آن
ساعت و برداشت  48پس از طي 

مایع آلانتوئیك از تخم مرغ 
ھا، نتیجھ تست 
ھماگلوتیناسیون مثبت بود 

تمامي سویھ ھاي ویروس  و
ھ كردن بھ آگلوتین قادر
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گلبول ھاي خون جوجھ 
 بودند.
 RTمرحلھ 

ازی ــس بھینھدر 
زیم ــاز دو آن RTش ــواکن

M-MULV  وAMV  استفاده
گردید کھ محصولات ھر دو 

قرار گرفتھ  PCRواکنش مورد 
و در مرحلھ الكتروفورز در 

 bp 900ھر دو واكنش باند 
مشاھده گردید. اگرچھ باند 

مورد واکنش  مشاھده شده در
 AMVانجام شده با آنزیم

قابل رؤیت بود با این 
 M-MULV وجود در مورد آنزیم

مناسب  و باندھا واضح تر
تر تشخیص داده شد، لذا از 

 cDNAاین آنزیم جھت تھیھ 
چنین  ھماستفاده گردید. 

 cDNA و تولید RTجھت انجام 
ویروس از پرایمر  RNAاز 

ندوم ھگزامر استفاده ار
یین تع RTگردید. در واكنش 

 برای دماي اتصال مناسب
 ازپرایمر غیراختصاصي 

 گراد درجھ سانتي 25حرارت 
درجھ  42دقیقھ و  10 بھ مدت
  گراد سانتي

 
 

 

دقیقھ استفاده  60 بھ مدت
مشخص گردید كھ دماي  و شد

اتصال پرایمر در 
رایمر ، براي پRTھ ــلــمرح

 درجھ سانتي 25غیراختصاصي 
 . می باشدگراد مناسب 

RT-PCR 
 و RT-PCR پس از انجام

مشاھده نمونھ ھاي مورد 
بررسي بر روي ژل آگاروز، 

كھ ھر شش نمونھ  مشخص شد
مورد بررسي داراي باند 

bp935  .بر روي ژل مي باشند 
ھضم با آنزیم محدود كننده 

PstI 
اي ــي ھـپس از بررس

یوانفورماتیكي بر روي ــب
توالی ھای گزارش شده، 

یند ھضم آنزیمي توسط آفر
 انجام گرفت و PstI آنزیم

كلیھ نمونھ ھا پس از ھضم 
 bpو  bp720آنزیمي دو باند 

 ند. بناخترا نمایان سا 180
وجھ بھ ــن با تــای بر

انتشار  DNAی ھاي ــتوال
یافتھ و یافتھ ھاي قبلي 

ونھ ھاي ــص شد كھ نمـمشخ
مورد بررسي داراي جایگاه 

ود ــیكساني از نظر وج
عھ ــبر روي قط PstI آنریم

bp935  ژنF .مي باشند 
مقایسھ توالی سویھ ھای 

 مورد نظر
 (F)يــزاجــژن امت

، KND/20 ،KND/30ھ ھاي ــویـس
KND/35 ،KND/40  وKND/45  بھ

ت ــجھMEGA5 كمك نرم افزار 
والي ــن تــتعیی
و  وتیديــنوكلئ

یدي مورد ــنواســآمی
 (تصویر.ي قرار گرفتــبررس
 )1 شماره

 
 

 
 
                     10         20         30         40         50         60         70                    
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Consensus MGSKPSTRIPVPLMLITRVMLILSCIRLTSSLDGRPLAAAGIVVTGDKAVNIYTSSQTGSIIVKLLPNMP 
KND/45      .......... .......... .......S.. .......... .......... .......... ..........   
MK13/75   ...........................S.......................................... 
KND/40      .......... .......... .......S.. .......... .......... .......... ..........   
KND/20      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/35      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/30      .......... .......... .......S.. .......... .........I .......... ..........   
                     80         90        100        110        120        130        140               
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Consensus KDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSIRRIQGSVSTSGGRRQRRFIGAVIGSVALGVATAAQITAAAA 
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KND/45      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
MK13/75   ...................................................................... 
KND/40      ....V..... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/20      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/35      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/30      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
                    150        160        170        180        190        200        210             
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Consensus LIQANQNAANILRLKESIAATNEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQQFVNDQFNNTARELDCIKITQQVGVEL 
KND/45      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
MK13/75   ...................................................................... 
KND/40      .......... .......... .......... .......... .........L .......... ..........   
KND/20      .......... .......... .......... .......... .........L .......... ..........   
KND/35      .....H.... .......... .......... .......... .........L .......... ..........   
KND/30      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
                    220        230        240        250        260        270        280             
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Consensus NLYLTELTTVFGPQITSPALTQLTIQALYNLAGGNMDYLLTKLGVGNNQLSSLIGSGLITGHPILYDSQT 
KND/45      .......... .......... .........T .....V.... .......... .......... ..........   
MK13/75   ...................................V.................................. 
KND/40      .......... .......... .......... .....V.... .......... .......... ..........   
KND/20      .......... .......... .......... .....V.... .......... .......... ..........   
KND/35      .......... .......... .......... .....V.... .......... .......... ....G.....   
KND/30    T.D...P... .....S.... .......F.I .....V.... .......... .......... ......S...   
                    290        300        310        320        330        340        350             
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Consensus QLLGIQVTLPSVGNLNNMRATYLETLSVSTTKGFASALVPKVVTQVGSVIEELDTSYCIESDLDLYCTRI 
KND/45      .......L.. .......... L......... .......... .......... .......... ..........   
MK13/75   ...A.................................................................. 
KND/40      .......... .......... L......... .......... .......... .......... ..........   
KND/20      ........F. .......... S......... .......... .......... .......... ....P.....   
KND/35      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/30      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
                    360        370        380        390        400        410        420             
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Consensus VTFPMSPGIYSCLSGNTSACMYSKTEGALTTPYMALKGSVIANCKITTCRCADPPGIISQNYGEAISLID 
KND/45      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
MK13/75   ...................................................................... 
KND/40      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/20      .......... .......... ....I..... .......... .......... .......... ..........   
KND/35      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/30      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
                    430        440        450        460        470        480        490             
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Consensus RHSCNVLSLDGITLRLSGEFDATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLAESNGKLDK 
KND/45      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
MK13/75   ...................................................................... 
KND/40      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/20      .......... .......... .......... .....M.... .......... .......... ..........   
KND/35      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/30      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
                    500        510        520        530        540                 
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|... 
Consensus VNVRLISTSALITYIALTVISLVFGALSLVLACYLMYKQKAQQKTLLWLGNNTLDQMR 
KND/45      .......... SS........ .......... .......... .......... ....S...  
MK13/75   ......................................................S... 
KND/40      .......... .......... .......... .......... .......... ....IH..  
KND/20      .......... .......... .......... .......... .......... ....S...  
KND/35      .......... .......... .......... .......... .......... ....S...  
KND/30      .......... .......... .......... .......... HNK....... ....S...  
 

جدا شده   NDVبین سویھ ھای مختلفمقایسھ توالی آمینو اسیدی  .1شماره  تصویر
 از شیوع بیماری در ایران
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 و نتیجھ گیری بحث
ل در ــاسـیروس نیوکو

خانواده پارامیکسوویریده 
قرار دارد و پروتئین 

این ویروس عامل  امتزاجی
اصلی اتصال غشای ویروس و 
ورود ویروس بھ داخل سلول 
می باشد. نیوکاسل کھ یک 
عامل بیماری زای مسری در 
طیور بوده، زیان ھای 
اقتصادی فراوانی را در 

داری سبب می  صنعت مرغ
گردد. گفتنی است کھ این 
ویروس تحریک کننده سیستم 
ایمنی و فعالیت آنتی 
توموری را دارا می 

برای مقایسھ  ).21،23(،باشد
دقیق اطلاعات ژنتیکی و 

ھای  مشخص نمودن تفاوت
 احتمالی، ترادف ژن ھای

ویھ ــشش س امتزاجی
، KND/20 ،KND/30روسی ــوی

KND/35 ،KND/40 وKND/45  با
استفاده از نرم افزار 

MEGA5  مورد آنالیز قرار
گرفت. مقایسھ ژن امتزاجی 

نوکلئوتید  1655بھ طول 
ناحیھ نشان داد کھ در 

امتزاجی  جایگاه شکست ژن
یعنی موقیعت نوکلئوتیدی 

بین شش سویھ  347تا  330
ویروسی مورد مطالعھ ھیچ 
گونھ جھش نقطھ ای وجود 
ندارد. این امر نشان 
دھنده اھمیت و میزان حفظ 
شدگی بالای ناحیھ جایگاه 
شکست در بین سویھ ھای 
مختلف مورد مطالعھ می 
باشد. بررسی ھا نشان می 

کھ در طول توالی ژن  دھد
امتزاجی، جھش ھای نقطھ ای 
در برخی مناطق اتفاق 

ان ــافتاده است. در می
سویھ ھای مورد نظر 

ش در ــترین میزان جھــبیش
-890ئوتیدی ــطقھ نوکلــمن

بھ وقوع پیوستھ است.  820
از شش سویھ ویروس نیوکاسل 
مورد مطالعھ بیشترین 
فراوانی جھش مربوط بھ 

و کمترین  KND/30سویھ 
فراوانی نیز مربوط بھ 

ی ــمی باشد. طMK13/75 سویھ 
کاملی جھش ھای ــروند ت

نقطھ ای کھ ممکن است در 
 طول توالی ژن امتزاجی

اتفاق افتد، می تواند 
جایی ھ ب منجر بھ جا

آمینواسیدھا از جملھ در 
ناحیھ شکست پروتئین 

و در نتیجھ تبدیل  امتزاجی
یک ویروس با بیماری زایی 

م بھ ویروس با شدت ک
بیماری حاد گردد. بھ 
عبارت دیگر تغییر در 
موتیف آمینواسیدی جایگاه 
 شکست پروتئین امتزاجی

زایش ــت در افــن اســممک
روس ھا ــاری زایی ویــبیم

 ).24،25(،نقش داشتھ باشد
توالی ھای نوکلئوتیدی 
حاوی ناحیھ جایگاه شکست 

شش سویھ  امتزاجی ژن
برای ی ــورد بررســم

 GeneBankاه داده ــپایگ
 ارسال و ثبت گردید. بر

اساس مطالعات انجام شده، 
اری ــویروس ھای بیم

ل نوع ولوژنیک ــوکاســنی
 در جایگاه شکست پروتئین

-R-Qامتزاجی دارای توالی 
K/R-R116 113  در انتھایC 

(فنیل  Fو  F2پروتئین 
 117آلانین) در بنیان 

خود می باشند.  N انتھای
در این مطالعھ نیز سویھ 
ھای مورد نظر ھمگی دارای 
موتیف آمینواسیدی سویھ 

 R-RQ-R-Rھای حاد با ترادف 
واسیدھای ــدرحد فاصل آمین

و فنیل آلانین در  112- 116
می  117یدی ــموقعیت اس
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باشند. وجود آمینواسیدھای 
جفت بازی در جایگاه شکست 

از  پروتئین امتزاجی
 NDVات انواع اختصاص

ولوژنیک بوده و امکان 
ھا را  توزیع گسترده آن

 )22،26،27م ساختھ است.(فراھ
در بررسی آمینواسیدی 
جایگاه شکست پروتئین 

ویھ ــامتزاجی در بین س
ھای مورد مطالعھ ھیچ گونھ 

ین ــتغییر آمینواسیدی ب
سویھ ھا مشاھده نگردید. 
در تمامی سویھ ھای مورد 

سید نظر جایگاه آمینوا
 )R(و آرژینین) Q(گلوتامین 

بھ ترتیب در موقعیت ھای 
یکسان می باشند.  116و  114

مقایسھ میان ویروس ھای 
مورد نظر تعدادی جابجایی 

ھا  آمینواسیدی بین ویروس
ت کھ ــمشاھده شده اس

 13تلاف با ــترین اخــبیش
وط بھ ــید مربــآمینواس

 جدا KND/30ویروس نیوکاسل 
کرمانشاه شده از استان 

مشاھده گردید. براساس 
ال ــمطالعات این احتم

ق ــھ مناطــوجود دارد ک
یا توالی ھای دیگری ھم در 

نقش داشتھ  F0شکست پذیری 
باشد. از آن جملھ می توان 

جایی سرین موجود ھ ب بھ جا
 486در موقعیت آمینواسیدی 

بھ آرژینین، تبدیل 
گلوتامیک اسید موجود در 

یا  430 موقعیت آمینواسیدی
بھ گلایسین  195آمینواسیدی 

اشاره نمود ولی در واقع 
می توان گفت کھ نقش 
تغیرات آمینواسیدی در 
اطراف جایگاه شکست موثرتر 

 می باشد.
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Abstract 
Introduction: Newcastle disease is an extr-
emely contagious disease that infects many 

species of birds. Newcastle Disease Virus 
(NDV) belongs to the paramyxoviridae fa-

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


ھای اخیر بیماری در  ویروس بیماری نیوکاسل جدا شده از اپیدمی Fشناسایی ژن 
 لی احمدی و ھمکارانعنایب-ایران

 136

mily and genus Rubulavirus. The mem-
brane of the virus particle contains HN and 
F glycoproteins. Cleavage of the F glycop-
rotein has a direct relation with the patog-
enicity of the virus.  The aim of this study 
was to determine the gene and protein 
sequences of F glycoprotein in virus strains 
isolated from recent outbreaks in Iran. 
 
Materials & Methods: Six NDV Viruses 
were passaged and their RNA isolated. 
Using RT- PCR technique, cDNA prepar-
ation and amplification of the gene were 
done. Isolates were assessed by electropho-
resis and observed with UV. The isolates 
were digested with restriction enzyme Pst I. 
Finally, in order to corroborate the ampl-
ified PCR product, DNA of isolates were 
purified, dried and sequenced. 

 
Finding: In this study all of the NDV 
strains contained a 935 bp band that after 
digestion with Pst I, produce two bonds 720 
bp and 180 bp. Nucleotide analysis showed 
single base mutations but that was not 
significant amino acid sequence and anal-
ysis indicated no amino acid change in the 
cleavage site of F protein. 
 
Discussion & Conclusions: Absence of 
point mutations in the cleavage site of F 
protein illustrated the importance of the 
maintained cleavage site of protein F 
among the strains studied. 
 
 Keywords: newcastle disease virus, F gene 
identification, mutation, Iran 
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