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زا در صنعت ترين عوامل بيماریيکی از اصلی بيماری نيوکاسل يک بيماری ويروسی شناخته شده و

های ساختاری ويروس بيماری ( يکی از پروتئينMطيور در سراسر جهان است. پروتئين ماتريکس )

زنی ويروس دارد و همچنين پوشش زايی، تکثير و جوانهنيوکاسل است که نقش مهمی در بيماری

دهد. با توجه به نقش پروتئين ( پيوند میRNPويروسی را به کمپلکس ريبونوکلئوپروتئين )

ماتريکس، اين مطالعه با هدف فراهم نمودن اطلاعات تکميلی جهت تعيين هويت يک جدايه 

استان  یتجار گوشتی مرغهای شايع در گله CH/RT40/IR/2011ويروس بيماری نيوکاسل با نام 

ستفاده از پرايمرهای با ا RT40 کسيماتر نيژن کامل پروتئخراسان رضوی انجام گرفت. 

تجزيه  یدينوکلئوت یتوال نييتعکلون شد. پس از  PTZ57r/tدر پلاسميد  و سپس ريتکثاختصاصی 

انجام شد. درخت  CLC Main Workbench 5.5 افزارها با استفاده از نرمو تحليل داده

تعيين  رسم شد. MEGA6افزار با نرم Maximum likelihoodفيلوژنتيک با استفاده از روش 

بين  نوکلئوتيد(، درخت فيلوژنتيک و آناليز فواصل ژنتيکی1241توالی ژن پروتئين ماتريکس )

 های بيماری نيوکاسل ايرانیويروس VII.1.1 با تحت ژنوتيپRT40 که  ژنوتيپی نشان داد

(MF417546) و عراقی (MT370497,MT370499)  ی نيپروتئشباهت دارد. بررسی توالی

و ديگر نواحی  (247KKGKKVTFDKIEEKIRR263) ایمتمرکزکننده هسته یهاگناليس

های فوق حاد بيماری نشان داد که اين ويروس بسيار شبيه به ويروس RT40پروتئين ماتريکس 

لازم برای شناسايی کامل  کننده اطلاعاتهای حاصل از اين مطالعه تکميلنيوکاسل است. يافته

 ن يک سويه بومی ويروس بيماری نيوکاسل بود.عنواو معرفی آن به RT40جدايه 

 های کلیدیواژه
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پرورش ماکیان در ایران و انتشار آن از طریق این کشور 

ای بسیار کهن دارد. ایران )پرشیا( یک امپراطوری بزرگ تاریخچه

هند میلادی بود و از  7قبل از میلاد تا تقریبا قرن  5از قرن 

 .Nikbakhti et al) )دهلی( تا دریاهای سیاه و مدیترانه گسترده بود

2009; Mohammadifar and Mohammadabadi 2017).  در آن

ها زمان و بعد از آن، در قرون وسطی ایران در محل تقاطع راه

برای حمل و نقل محصولات، از قبیل ماکیان از شرق به غرب، هم 

های زیادی از طریق خشکی و هم از طریق دریا قرار داشت. جنگ

ها نیز در حوالی ایران و کشورهای همسایه در طی این دوره

های کیان را تسهیل کرد. حفاریهای ماتوسعه و گسترش جمعیت

های باستان تأیید باستان شناسی حضور ماکیان را در ایران در زمان

بر اساس تحقیقات . (Mohammadabadi et al. 2010)کرده است 

West and Zhou های یافت شده در ایران در سه منطقه استخوان

( )جنوب Tepe Yahyaدر تپه یحیی ) اند: دو کشفوجود داشته

قبل از میلاد و  3900تا  3800ترتیب متعلق به شرقی ایران( به

قبل از میلاد و دیگری در تخت سلیمان )شمال غربی  1000

 .Mohammadi Far et al)قبل از میلاد  1000ایران( متعلق به 

2014; Mohammadifar and Mohammadabadi 2018) . از

 اریبس یروسیوهای بیمارییکی از  (ND)بیماری نیوکاسل ، طرفی

که پتانسیل ایجاد  باشدمیپرورش پرندگان مسری در صنعت 

را  یعفونت در طیف وسیعی از پرندگان حیات وحش و صنعت

د خسارات وارده به صنعت طیور است. در خصوص ایجادارا 

آنفولانزا  یهاویروسبعد از  (NDV) ویروس بیماری نیوکاسل

 نیدر ا تیبا اهم روسیو نیسوم یعفون تیپرندگان و برونش

اساس بر  .(Miller and Koch 2013) باشدمی وریصنعت ط

 (ICTV) هاویروسالملی بندی کمیته بینآخرین دسته

 Avian (AOAV-1) بیماری نیوکاسل، در دستههای ویروس

orthoavulavirus 1  گیرندمیقرار (Ferreira et al. 2019) اگر .

نیوکاسل از لحاظ ژنتیکی و  بیماری ویروسهای جدایهچه 

ها به یک دارای تنوع بسیاری هستند اما همگی آنژنتیکی آنتی

 بیماری یهاویروسبر اساس تنوع ژنتیکی، دارند. سروتایپ تعلق 

بندی طبقه IIو کلاس  Iنیوکاسل به دو دسته اصلی کلاس 

باشند، می IIیی که متعلق به کلاس هاویروس. تمامی دشونمی

در پرندگان حیات  یی که توانایی ایجاد عفونتهاویروسعنوان به

دارای تنوع همچنین و  شوندمیوحش و صنعتی را دارند شناخته 

. اگر چه مطالعات تنوع باشندمیفراوانی  زاییبیماریژنتیکی و 

حال  امروزه نیز در اسلوکین یماریب یهاویروسژنتیکی بین 

بندی از لحاظ تنوع ژنتیکی در بررسی است، اما در آخرین دسته

تا  I ژنوتیپهای با نام ژنوتیپ 21را به  هاویروساین  2019سال 

XXI اند هشدبندی دسته(Ferreira et al. 2019)این  . همچنین

در  ییزایماریب درجهبا توجه به  یبندی دیگردر دسته ویروس

زا )فاقد علایم بیماری( پرندگان به چهار دسته غیر بیماری

متوسط( و  زاییبیماریکم(، مزوژنیک ) زاییبیماریلنتوژنیک )

 OIE 2012; Getabalew)شود بندی میزا( دستهولوژنیک )بیماری

et al. 2019) . 

با  دارای پوششیک ویروس گرد و رشتهویروس عامل بیماری 

 و (Shtykova et al. 2019) نانومتر است 500تا  150قطری بین 

ای با سنس منفی، یکپارچه با تک رشته RNAدارای ژنوم از نوع 

-NP-P-3) که شش ژن باشدمی دینوکلئوتاندازه تقریبا پانزده هزار 

M-F-HN-L-5) نوکلئوپروتئین (NP)فسفوپروتئین ، (P) ،

و  (HN) نورآمینیداز-، هامگلوتینین(F) ، فیوژن(M) ماتریکس

RNA مرازپلی (L)  کند میرا کد(Gaikwad et al. 2019) . اگرچه

چند ژن مربوط به عملکرد  وکاسلین یماریب روسیو حدت در

در عملکرد نهایی ویروس نقش دارند  هاژنو تمامی این  باشدمی

نورآمینیداز و ماتریکس  -گلوتینینااما به سه پروتئین فیوژن، هم

دلیل نقش ، بهشوندمیرا شامل  یغشای ویروسهای پروتئینکه 

ت بیشتری در مطالعات میتکثیر ویروس اهها در اتصال، نفوذ و آن

کمک پروتئین فیوژن، یک گلیکوپروتئین است که به .شودمیداده 

نورآمینیداز باعث اتصال و نفوذ ویروس به  -گلوتینیناپروتئین هم

 قدرت و توانند ژنوتیپمیژن با بررسی این  .شودمیسلول میزبان 

این سه پروتئین در میان  را مشخص نمایند. ویروسزایی بیماری

را  ساختاری ویروس پروتئین ماتریکس کمترین وزن مولکولی

 یروسیپوشش و یدر سطح داخلکیلو دالتون(  40)تقریبا  داشته

 دیدر اطراف نوکلئوکپس یرونیب ینیپوسته پروتئ کیقرار دارد و 

 دیو نوکلئوکپس یروسیپوشش و نیب یکه پل دهدیم لیتشک

 .(Harrison et al. 2010; Duan et al. 2022) دهدیم لیتشک

پروتئین ماتریکس باعث حفظ ساختار در سطح داخلی پوشش 

  مقدمه
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 ژناز آنجا که این . (Plemper et al. 2001)شود میویروس 

ژنتیکی قرار گرفته است  اتدستخوش کمترین تغییرساختاری 

بندی ویروس و ژن دسته جهتاستفاده از این ژن  ایپیشنهاداتی بر

ارائه  ویروس به روش مولکولی و ردیابی کاندید برای شناسایی

علاقه محققان ی . این پایداری ژن(Seal et al. 2000)شده است 

های تشخیصی در ساخت کیت ماتریکس برای استفاده از پروتئین

 دی را به خود جلب کرده استبه روش آنتی ژن آنتی با

(Faaberg and Peeples 1988). 

 نیارتباط بمطالعاتی انجام شده است که به  ر،یاخ هایسالدر 

ویروس بیماری نیوکاسل  زاییبیماریو  ریو تکث ماتریکس نیپروتئ

در ژن ماتریکس  نیپروتئاند. چندین ناحیه خاصی کردهتوجه 

ویروس بیماری نیوکاسل مورد بررسی قرار گرفته است که ارتباط 

زنی ویروس را ثابت با حدت بیماری، تکثیر و جوانه نیپروتئاین 

 23FPIV26ترمینال  Nکرده است. برای مثال نقش موتیف ناحیه 

 Cهای ناحیه موتیف R42(Duan et al. 2014)  آمینهاسیدو 

 247KKGKKVTFDKIEEKIRR263 (Coleman andترمینال 

Peeples 1993; Duan et al. 2018)  275وLGP277 (Yu et al. 

ماتریکس ثابت شده  نیپروتئبر حدت و تکثیر ویروس در  (2016

ماتریکس در  نیپروتئاست. علاوه بر این در مطالعات دیگر تاثیر 

زایی بیماریسلول میزبان که برای تکثیر و  هایپروتئینتعامل با 

ویروس بیماری نیوکاسل ضروری هستند بررسی شده است و 

های با کمک بازدارنده نیپروتئهمچنین ثابت شده است که این 

های پروتئینعوامل رونویسی سلول میزبان باعث کاهش رونویسی 

 .Li et al. 2013; Duan et al. 2014; Duan et al)شود میمیزبان 

2018; Li et al. 2020) در مطالعات جدیدتر توجه خواصی به .

ه ارتباط ها کنیپروتئماتریکس و ریبوزومال  نیپروتئارتباط 

 ;Chen et al. 2016) مستقیم با تکثیر ویروس دارند شده است

Miller et al. 2021) .گیری نتیجه توانمیها افتهی با توجه به این

چند  یتوپلاسمینوکلئوس نیپروتئ کی ماتریکس نیکه پروتئ کرد

ویروس بیماری  یدر چرخه زندگ یمنظوره است و نقش مهم

متمرکزکننده  یهاگنالیسدر این میان  .کندمی فاینیوکاسل ا

 و هستند یکوتاه یدیپپت ی توالیطور کلبه که( NLS) یاهسته

ها از نیکه واسطه انتقال پروتئ ی،گنالیس توالی کیعنوان به

، که با باشدمیها ترین آناز مهم کنندمیعمل  به هسته توپلاسمیس

به  نیپروتئدر حمل  هاویروسکسویپارامتوجه به اهمیت آن در 

داخل هسته سلول و همچنین در حفظ چرخه سلولی بسیار حیاتی 

سنتز  میتنظ ماتریکس در نیپروتئ NLSعفونت،  لیدر اوا. باشدمی

ایفای  زبانیسلول م یسیو مهار رونو یروسیو RNA یسیو رونو

زنی که در طول دوره عفونت در جوانهحالی در کندمینقش 

ای است که در ویروس نقش دارد. اهمیت این توالی به اندازه

ای نشان داده شده است که تغییر این موتیف موجب تغییر مطالعه

 (.Duan et al. 2019) شودمیویروس زایی بیماریدر شدت 

های زای ویروس در همه گیریجدید بیماریهای ژنوتیپظهور 

 آنجهانی، و تغییرات سال به سال گزارش شده در توالی ژنومی 

جدید درحال ظهور هستند و این های ژنوتیپکه دهد مینشان 

های جغرافیایی مختلف در سراسر جهان در حال ویروس در مکان

. با (Dimitrov et al. 2019; Liu et al. 2019)باشد میتکامل 

توجه به فراوانی گزارشاتی که هر ساله از نقاط مختلف کشور از 

بر کسی پوشیده نیست که  شودمیشیوع بیماری نیوکاسل داده 

است. شاید آمده دربومی صورت هببیماری نیوکاسل در ایران نیز 

های مرغداری های گسترده واکسیناسیون دربا وجود اجرای برنامه

تجاری و تا حدودی در روستاهای کوچک در چند دهه گذشته 

یافته  در کشور کاهش بیماری گیری سراسریتعداد شیوع همه

هنوز بالا  یخسارات مال جادیتوجه به ابا حال  با ایناست. 

ن در امرغدارهای ترین نگرانیبیماری نیوکاسل یکی از جدی

، که این خود نیاز به شناسایی شودمحسوب میسراسر کشور 

کند بیشتر میکشور را مختلف ویروس در حال گردش در نقاط 

(Makki et al. 2021) . 

این  ایهای نقطهشده از شیوعارائه فراوانی گزارشات  توجه بهبا 

هایی نگرانی (Allahyari et al. 2019)های اخیر ویروس در سال

آیا  از قبیل اینکه ،های مورد استفادهواکسن کافی در جهت کارایی

با ویروس در حال گردش در کشور سازگاری دارند؟ یا ها واکسن

ظهور آیا با اینکه آیا روش واکسیناسون قابل قبول است؟ یا 

کارایی لازم را های نسل گذشته هنوز واکسنژنوتیپ جدید 

امپزشکان میدانی و محققین و ؟ را در کشور در میان ددارند

طور که همان وجود آورده است.ههمچنین صاحبان مزارع صنعتی ب

یوکاسل در اشاره شد نقش پروتئین ماتریکس ویروس بیماری ن

ی آن به اثبات رسیده است. با این حال زایتکثیر و قدرت بیماری
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ماتریکس و نواحی اختصاصی  نیپروتئهنوز توجه بسیار زیادی به 

آن چه در خارج و چه در داخل ایران  NLSخصوص ناحیه هبآن 

مطالعه با هدف  نیلذا، در ا .(Duan et al. 2018) نشده است

 هیجدا کی تیهو نییجهت تع یلیفراهم نمودن اطلاعات تکم

استان  وریط یصنعت هایگلهدر  عیشا وکاسلین یماریب روسیو

، مقایسه ژن و پروتئین ماتریکس این جدایه با یخراسان رضو

واکسن های سویهویروس بیماری نیوکاسل و های ژنوتیپ سایر

  انجام گرفت.رایج در ایران 

 

قرار گرفت از بانک  یمورد بررس این مطالعهکه در  یروسیو

واکسن و  قاتیموسسه تحق وکاسلین یماریب روسیو یروسیو

 انتخاب شد CH/RT40/IR/2011 ه نامب مشهد یراز یسازسرم

استفاده خواهد  هیجدا نیا یبرا RT40 ی)در ادامه از نام اختصار

 وژنیف نیشکاف پروتئ هیاطراف ناح نهیآم یدهایاستوالی شد(. 

 یهاویروسدر دسته  جدایه نینشان داد که ا RT40 ویروس

 تکثیر .(Toroghi 2014) ردیگیقرار م بیماری نیوکاسل کیولوژن

وسیلة سازمان طبق استانداردهای تعیین شده به RT40 ویروس

و از طریق تلقیح ویروس ذخیره شده  (OIE)جهانی بهداشت دام 

اجرام مرغ جنین دار عاری از عدد تخم سهنتوئیک لابه حفرة آ

( Venkateshwara Hatcheries, India) (SPF) زای خاصبیماری

توئیک مربوط به لانروزگی انجام گرفت. مایع آ 9-10در سن 

روز شده بودند  3-7هایی که باعث مرگ جنین پس از نمونه

 مورد (HA) با آزمون هماگلوتیناسیون و سپس شد آوریجمع

  قرار گرفت. HAارزیابی فعالیت 

منظور برداشت شده به کیآلانتوئ عیاز ما یروسیو RNA استخراج

 (Roche, German) تیبا استفاده از ک RT-PCR واکنش انجام

High Pure Viral Nucleic Acid Kit  و طبق پروتکل شرکت

 -C˚70 زریدر فر یبعد یکارها یسپس برا کننده انجام و دیتول

ماتریکس بر اساس  نیپروتئ منظور تکثیر کامل ژنبه شد. رهیذخ

گزارش  VII ژنوتیپنیوکاسل متعلق به بیماری های ویروس توالی

 :Fیک جفت پرایمر اختصاصی NCBIشده در بانک ژنی 

ATCATGGACAACGGAAGGAG وR: 

AGCCCATATTGCGTCCTGA  در نواحی حفاظت شده ژنوم

گرفت طراحی می را در بر کسیماتر نیپروتئکه کل توالی ژن 

ی صورت برایمر نیز توسط شرکت بایونیر کره جنوشد. سنتز این پ

استخراج شده با استفاده از پرایمر  RNAاز  cDNAسنتز . گرفت

 Superscript II RT mixآنزیم با استفاده از اختصاصی رفت 

(Invitrogen UK )واکنش انجام شد .PCR  با استفاده ازDNA 

 PrimeSTAR HS DNA(Takara, Japan) پلیمراز با اطمینان بالا

Polymerase,   و با استفاده از سیکل حرارتی: دناتوراسیون اولیه

سیکل شامل  35دقیقه سپس  5به مدت  C˚94 در دمای

ثانیه، آنیلینگ  25به مدت  C˚94 )دناتوراسیون اولیه در دمای

C˚54 سازی ثانیه و طویل 15مدت  بهC˚72  دقیقه( و  2به مدت

 2117محصول  دیتول یبرا C˚72دقیقه  10سازی نهایی طویل

  .دشانجام  ینوکلئوتید

 ,Bioneerبا استفاده از کیت ) PCR لمحصوسازی خالص

German )Ron's Agarose Gel mini perp kit,  بر طبق

 PCRت شد. اتصال محصولاسازنده انجام دستورالعمل شرکت 

وکتور کلونینگ  درکلونینگ  T/Aروش  هخالص شده ب

PTZ57R/T صورت گرفت مربوطه بر طبق دستورالعمل شرکت 

(Thermo, USA.) های برای تکثیر پلاسمید ساخته شده از سلول

استفاده شد و ترنسفورمیشن در  DH5αمستعد میزبان اشرشیاکلای 

صورت گرفت. برای  Sambrook and Russellروش ادامه آن با 

ل حاوی ژن به داخ PTZ57R/Tهای تایید از انتقال وکتور

های باکتری رشد از کلنی DH5αهای میزبان اشرشیاکلای سلول

با استفاده از  PCRکرده بر روی محیط انتخابی، از روش کلنی 

حاوی پلاسمید دارای های کلونیاستفاده شد.  M13پرایمرهای 

قطعه تکثیر شده که مورد تایید قرار گرفتند در محیط مایع کشت 

 Ron's plasmid miniوسط کیتها تداده شدند و پلاسمیدهای آن

kit (Bioneer, German استخراج شدند. جهت اطمینان نهایی از )

وجود قطعه مورد نظر در پلاسمید قبل از ارسال پلاسمید برای 

 یابی، پلاسمید استخراج شده با عمل هضم آنزیمی مجددا  توالی

با توجه به انداره قطعه کلون شده در مورد تایید قرار گرفت. 

نوکلئوتید( امکان خوانش این توالی با یک جفت  2117ور )وکت

یابی کامل این قطعه از سه پرایمر وجود نداشت و برای توالی

 M13جفت پرایمر استفاده شد. اولین خوانش وکتور با پرایمرهای 

  هامواد و روش

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-1
2-

09
 ]

 

                             4 / 13

https://mg.genetics.ir/article-1-1765-en.html


 محمدرضا محمدآبادی و همکاران  ...کلونينگ و تعيين توالی نوکلئوتيدی ژن کامل پروتئين

 

 1401تابستان  /2شماره  /هفدهمژنتیک نوین/ دوره  117

 

رفت و برگشت که دارای جایگاه مکمل بر روی وکتور بودند 

دست آمده از نتایج توالی اولین هصورت گرفت. بر اساس توالی ب

 :Fخوانش یک جفت پرایمر رفت و برگشت اختصاصی 

CAGGCTTGAGCCAGACACT  وR: 

TCAAACGTCTTGCGCTGA  برای دومین خوانش طراحی

 :Fشد و خوانش سوم نیز با پرایمرهای اختصاصی 

GAGTTCATCTTGGTGCAAT  وR: 

ATTGAAAGTGTCTGGCTCA  طراحی شده با استفاده از

ها دست آمده از خوانش دوم صورت گرفت. خوانشهج بنتای

  توسط شرکت بایونیر کره جنوبی انجام شدند.

 یهاتوالی BioEditو  Chromas Liteافزارهای با استفاده از نرم

مورد بررسی قرار گرفت و  از سه بار خوانش دو طرفه یافتیدر

شد. ام انجها توالیسرهم چینی  ها،خوانشبعد از ارزیابی کیفیت 

ی هاتوالیمنظور اطلاع از میزان همولوژی قطعه تکثیر شده با به

پایگاه  در blastnروش  و BLASTابزار  ثبت شده در بانک ژنی از

NCBI آمده سنجیده دستهتوالی ب هومولوژی و میزان همپوشانی 

افزار نرم وسیلههب مطالعه، مورد جدایهفیلوژنتیکی  رابطه بررسی .شد

MEGA V.6 با استفاده از روش حداکثر درست نمایی و (ML)  و

ترین مدل برای این دلیل اینکه این مدل مناسببه GTRمدل 

برای انجام شد.  نگیوت استراپب 1000درخت بود با استفاده از 

 CLC Mainافزاراز نرم یپروتئین و یدینوکلئوت هایبررسی تفاوت

Workbench 5 شد.  استفاده 

ی دست آمده برای بانک ژنهتوالی ب ژنی: شماره دسترسی بانک

 .به آن تعلق گرفت OM681335ارسال شد و شماره دسترسی 

 

در جنین دار، تلفات های مرغتخم به  RT40 ویروس پس از تلقیح

 ریمقاد. مایع آلانتوئیک حاوی مشاهده شد بعد از سه روز هاجنین

قطعه قابل  PCR-RTواکنش  (. 10HA-8) ویروس بود از یادیز

بود  کسیکامل ژن ماتر یتوال یکه حاو ینوکلئوتید 2117انتظار 

وجود یک باند اختصاصی نشان داد که توالی  .نمود ریرا تکث

های مشابهی برای جفت شدن آغازگرهای مورد استفاده در محل

قطعه تکثیر شده در داخل وکتور  .دیگر ژنوم وجود نداشته است

پس از عمل  و وفقیت کلون شدبا م PTZ57R/Tکلونینگ 

های کلونیهای مستعد، ترنسفرماسیون به داخل سلول

میزبان که وکتور را دریافت کرده بودند بر  DH5αاشیرشیاکلای 

با استفاده از روش  .روی محیط اختصاصی با موفقیت رشد کردند

ها کنترل وجود یا عدم وجود قطعات در پلاسمید PCRکلونینگ 

رشد کرده مورد انتخاب قرار گرفتند. برای های کلونی و سپس

که دارای  M13های پرایمرانتخابی از های کلونی PCRانجام 

  .جایگاه مکمل در وکتور بودند استفاده شد

 کلونی مثبت تایید شده در محیط کشت مایع رشد داده شد و

ی آن انجام گرفت. وکتور حاوی قطعه استخراج پلاسمید سپس

صورت یابی بهیط کشت مایع جهت توالیاستخراج شده از مح

دست آمده هنتایج ب .خوانش دوطرفه به شرکت بایونیر ارسال شد

ز سنجی، با استفاده اپس از ارزیابی و کیفیت هاخوانشاز 

سرهم چینی شدند. نتایج  ,BioEdit Chromas Liteافزارهای نرم

گ ژن دست آمده از توالی نهایی نشان داد که طول ناحیه کدینهب

آن  و توالی پروتئین دینوکلئوت RT40 1095 سس ویروماتریک

. باشدمی یان()بدون در نظر گرفتن کدون پاآمینه اسید 364دارای 

کردن بیشترین  برای پیدا MegAligو برنامه  BLASTاز ابزار 

ی ماتریکس هاژنشباهت و همولوژی ژن ماتریکس با دیگر 

ثبت شده در بانک ژنی استفاده شد.  ویروس بیماری نیوکاسل

 دست آمدههنهایی بدست آمده از زیر هم چینی توالی هنتایج ب

، RT40ژن ماتریکس ویروس بیشترین همولوژی  نشان داد که

 یاین توال مقایسهبود.  MF417546درصد با توالی ایرانی  45/99

 26/98و  54/98شباهت بیشترین  ی خارجی ثبت شدههاتوالیبا 

 MT370497و  MT370499ترتیب با دو توالی صدی را بهدر

نشان  را از کشور عراقگزارش شده  های بیماری نیوکاسلویروس

 داد. 

با توالی نواحی مشابه  نوکلئوتیدی 1241توالی کامل ژن ماتریکس 

ز اآن  شناخته شدةهای ژنوتیپهر یک از  در از نمایندگان ویروس

 و (B1, LaSota) ایرانر های واکسن متداول دجمله سویه

منظور دارند به RT40 ویروس یی که بیشترین شباهت را باهاتوالی

مورد  RT40 ویروس ستگاهاهای شجره شناسی و خانجام ارزیابی

دست آمده ه(. توالی ب1مقایسه و تحلیل قرار گرفت )شکل 

 نشان VII.1.1 ژنوتیپو تحت  VII ژنوتیپبیشترین شباهت را با 

  نتایج 
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دست همنظور بعلاوه بر این ماتریکس فاصله ژنتیکی نیز بهداد. 

ی ژن ماتریکس با نمایندگان دینوکلئوتآمدن درصد تفاوت 

( 1 )جدول وکاسلین یماریب روسیو ژنوتیپی هر هاویروس

رسم شد که نشان داد اختلاف ژنتیکی بسیار بالایی بین سویه در 

دارد. توالی  وجود II ژنوتیپی هاواکسنحال گردش در کشور و 

NLS ژن ماتریکس  نیپروتئ

247KKGKKVTFDKIEEKIRR263  ویروس RT40 نیز با

ویروس بیماری نیوکاسل های ژنوتیپی نماینده تمامی هاویروس

مورد مقایسه قرار گرفت که نتایج این مقایسه نشان داد که تفاوت 

واکسن رایج مورد استفاده های سویهبا  RT40زیادی بین ویروس 

(. همچنین هیچ جهشی در توالی 2در ایران وجود دارد )شکل 

ترمینال و موتیف  Nواقع در ناحیه  R42و  23FPIV26موتیف 

275LGP277  واقع درC  ترمینال ویروسRT40  .مشاهده نشد

عبارتی بررسی توالی تمامی نقاط حساس پروتئین ماتریکس به

RT40 باشدمیی این ویروس بالا یزابیماری نشان داد که قدرت. 

 

 

 
 

 ی بیماری نیوکاسل گزارش شده از کشورهای همسایه ایرانهاویروسهمراه هب RT40ماتریکس  درخت فیلوژنتیکی ژن -1شکل 
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 ی نیوکاسلویروس بیمارهای ژنوتیپو سایر  (VII.1.1) گردش در کشوراتریس فواصل ژنتیکی، بیانگر فاصله ژنتیکی ژن ماتریکس ژنوتیپ در حال م -1جدول 

Genotype   

RT-40 (M Protein)                     

VII 0.011                    

XVII 0.077 0.079 
                  

XIV 
0.086 .0.88  0.071 

                 

XVIII 0.088 0.093 0.045 0.090 
                

XIII 0.089 0.089 0.059 0.082 0.085                

XX 0.095 0.100 0.071 0.096 0.094 0.087               

VI 0.102 0.105 0.097 0.105 0.116 0.101 0.055              

XII 0.111 0.111 0.082 0.103 0.106 0.099 0.099 0.106             

XXI 0.118 0.120 0.108 0.118 0.135 0.124 0.073 0.078 0.129            

VIII 0.125 0.130 0.111 0.127 0.139 0.116 0.101 0.108 0.133 0.134           

Herts33 IV 0.131 0.132 0.126 0.131 0.153 0.136 0.107 0.109 0.138 0.130 0.099          

I 0.160 0.149 0.142 0.152 0.163 0.158 0.123 0.125 0.149 0.123 0.122 0.089         

III 0.160 0.160 0.144 0.159 0.172 0.152 0.121 0.136 0.161 0.145 0.134 0.081 0.093        

IX 0.169 0.175 0.152 0.162 0.172 0.157 0.136 0.139 0.166 0.160 0.130 0.087 0.098 0.075       

XIX 0.174 0.175 0.172 0.188 0.191 0.171 0.150 0.156 0.197 0.173 0.149 0.141 0.161 0.170 0.174      

XVI 0.196 0.199 0.174 0.185 0.199 0.183 0.148 0.151 0.182 0.178 0.163 0.152 0.174 0.176 0.187 0.191     

LaSota II 0.196 0.193 0.191 0.198 0.215 0.203 0.178 0.180 0.197 0.177 0.178 0.133 0.097 0.129 0.135 0.227 0.213    

V 0.203 0.209 0.207 0.226 0.225 0.217 0.182 0.179 0.232 0.225 0.185 0.170 0.201 0.211 0.229 0.171 0.256 0.262   

X 0.205 0.211 0.196 0.199 0.217 0.192 0.174 0.178 0.215 0.171 0.170 0.122 0.103 0.131 0.136 0.205 0.216 0.120 0.259  

XI 0.206 0.209 0.196 0.192 0.209 0.206 0.163 0.162 0.198 0.173 0.168 0.127 0.175 0.179 0.182 0.231 0.227 0.207 0.291 0.202 

 

 

 
های ژنوتیپدر  263تا  247های آمینهاسیدموقعیت  ماتریکس نیپروتئخط کشیده شده است( )زیر آن  (NLS) ایمتمرکزکننده هسته یهاگنالیسمقایسه توالی  -2شکل 

 مختلف ویروس بیماری نیوکاسل

 

 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-1
2-

09
 ]

 

                             7 / 13

https://mg.genetics.ir/article-1-1765-en.html


 محمدرضا محمدآبادی و همکاران  ...نوکلئوتيدی ژن کامل پروتئين کلونينگ و تعيين توالی

 

 120 1401تابستان  /2شماره  /هفدهمژنتیک نوین/ دوره 

 

 

در  بیماری نیوکاسلاست که از زمان شناخت  بیش از هفت دهه

این  هنوزولی  گذردمی میلادی در جاوه اندونزی 1926سال 

های ویروسی پرندگان است که ترین بیماریمهماز  ییک بیماری

کند را تهدید میصنعت پرورش طیور تجاری در سراسر دنیا 

(Dimitrov et al. 2017) . عملیات انجام د کشور ما نیز با وجودر

 اعمال و بر علیه بیماری واکسیناسیونگسترده و فشرده 

صورت بومی در اکثر هب هنوز بیماری ،گیرانه های سختقرنطینه

ایجاد خسارات ساله شاهد  و هروجود داشته نقاط کشور 

در نقاط  بیماریاین  های مکرراقتصادی سنگین ناشی وقوع

 .Hosseini et al. 2014; Kiani et al) باشیممختلف کشور می

2016; Makki et al. 2021) . 

شواهد گواه بر این دارند که ژنوم ویروس از زمانی که مورد 

صورت مدام در حال تغییر هب شناسائی قرار گرفته است تاکنون

های جدیدی از بوده است و این عامل باعث پدیدار شدن واریانت

حتی با وجود  ،وسویر IIو   Iویروس در هر دو کلاس اصلی

. (Ferreira et al. 2019)های پیشگیرانه شده است راه اعمال

 نمایندنیز تایید می های فیلوژنتیکیمطالعات قبلی بر پایه آنالیز داده

مختلفی در اروپا و آسیا در های ژنوتیپها و تحت ژنوتیپکه 

 Ansori and Kharisma 2020; Joshi et)باشند میحال گردش 

al. 2021; Karamendin and Kydyrmanov 2021)  که این امر

های ویروس ژنتیکی منظم و پیوسته هایارزیابی ،باعث شده است

ها در آن ماندگاریظهور و  جهت بررسی در حال گردش

شباهت  هر چه. های حساس پرندگان صورت گیردجمعیت

 واکسن مورد استفاده و سویه ویروس در حال گردش ژنتیکی بین

در نتیجه و بوده  بیشترواکسن  عملکرد ایمنی زایی بیشتر باشد

احتمال دفع ویروس فیلد پس از چالش توسط پرنده کمتر خواهد 

اطلاعات ژنتیکی  بودندر دسترس  رسدنظر میبود. از این منظر به

 عنوانتواند بهمی جغرافیاییدر حال گردش هر منطقه  هایویروس

 .Sultan et al. 2020; Wang et al) شود محسوبالزامی  یک امر

2020; Sultan et al. 2021). 

ی مختلف در هاواکسنسه هدف اصلی برای استفاده از  معمولا 

هدفی که  نیاولباید در نظر گرفته شود.  ببیماری نیوکاسلکنترل 

درگیر که بعد از  است این شوددنبال می هااده از واکسندر استف

را  ینیبال میعلا نیمبتلا کمتر پرندگان ،یماریب عامل با گله شدن

و  ریمرگ م زانیم نیکمتر دامداران نیز شاهد د وناز خود نشان ده

ناشی از آن باشند. مرحله بعدی استفاده از واکسن در خسارت 

واکسن مورد استفاده آنچنان نظر داشتن این موضوع است که 

سطح ایمنی بالایی را ایجاد کند که علاوه بر، برآورده شدن هدف 

اول مقدار دفع ویروس توسط پرندگان مبتلا به حداقل میزان 

ممکن کاهش پیدا کند که این خود آغاز راه جلوگیری از انتقال 

باشد. سومین هدفی ویروس با استفاده از واکسن مناسب نیز می

شود ایجاد سطح ایمنی مناسب ر استفاده از واکسن دنبال میکه د

های بالاتر ویروس است که باعث شود پرندگان در مواجهه با دز

در اوایل مراحل درگیری با ویروس مقاومت مناسب را از خود 

  نشان دهند.

 عنوان هدفمتاسفانه از میان این سه هدف تنها هدف اول به

. شاید به شودمیکنترل بیماری در نظر گرفته  استفاده از واکسن و

که دامپزشکان میدانی و صاحبان صنایع مرغداری  باشد این دلیل

ندارند را در دست دوم و سوم  هایابزار کافی برای ارزیابی هدف

میر و  ی موجود اثر خوبی در کاهش مرگ وهاواکسنو از طرفی 

کشور از خود علایم بیماری در مقابل سویه در حال گردش در 

صاحبان صنایع و  ند. این مهم باعث شده استانشان داده

داشته رضایت  ها در بیشتر مواقعواکسندامپزشکان از عملکرد 

فیلد در پرندگان  ویروس دفع فاکتور میزان ای بهو توجه باشند

که خود باعث پخش گیرند ای که مورد چالش قرار میایمن شده

شود نداشته میجدید در دراز مدت های ژنوتیپویروس و ظهور 

 Miller et al. 2013; Izquierdo-Lara et al. 2019; Sultan)باشند 

et al. 2022) با توجه به مطالعات گسترده انجام شده این باور به .

تحت  وکاسلین یماریب یهاویروسشکل محکمی وجود دارد که 

ت ژنتیکی و تکامل و دستخوش تغییرا ،ثیر عوامل مختلفأت

. همچنین (Ferreira et al. 2019)شوند میسازگار شدن با محیط 

پلیمراز  RNAو  باشدمی RNAدلیل اینکه ژنوم ویروس از نوع به

احتمال  بنابراین ،آن دارای عملکردی با ضریب خطا بالایی است

باشد میبالا  کاملا های جدید و پیدایش سویه ایجاد موتاسیون

(Jadhav et al. 2020)جمعیتی  . از طرف دیگر افزایش فشار ایمنی

 شودهای فشرده و گسترده حاصل میقب واکسیناسیونمتعاکه 

های ژنوتیپها و تحت ژنوتیپگیری بر شکل دیگر خود دلیلی

  بحث
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تواند جدید میهای سویهباشد. عامل دیگر ایجاد  تواندمی جدید

ژنوتیپ نتیکی بین واکسن مصرف شده و ژدلیل اختلاف به

. (Dimitrov et al. 2017)درحال گردش در منطقه باشد  ویروس

تمامی این موارد باعث شده است که بررسی ژنتیکی و شناسایی 

اولیه و  یکی از نیازهایعنوان به در حال گردشهای ویروسکامل 

 بیماری محسوب شود.ا مقابله ب مبرم

گزارش شده  ژنوتیپویروس نیوکاسل بزرگترین  VII ژنوتیپ

به  مربوط های اولیه آنکه گزارش باشدمیمتعلق به این ویروس 

 ژنوتیپعنوان به ژنوتیپ. این باشدمی 1990تا  1980 هایسال

 ;Dimitrov et al. 2016) شده است معرفیغالب آسیا و اروپا 

Joshi et al. 2021) .در حال گردش  و غالب ژنوتیپ گفتنی است

 Ghalyanchilangeroudi et) باشدمی VII ژنوتیپ ما نیز کشور

al. 2018; Sabouri et al. 2018; Molouki et al. 2019; Makki 

et al. 2021).  رسم شده بر اساس ژن  فیلوژنتیکیدرخت

و  باشدمی VII ژنوتیپمتعلق به  RT40ماتریکس نشان داد که 

ترسیم دست آمده از درخت فیلوژنتیکی هاین نتایج مشابه با نتایج ب

 گزارشاتاگرچه . (Toroghi 2014) این ویروس بودF  ژن شده با

ی هاویروسژن ماتریکس  معدودی برای تعیین توالی نوکلئوتیدی

ژن  بیشترین شباهتایران وجود دارد با این حال در حال گردش 

ملوکی و  شده توسط رشاگز ویروس با RT40ویروس  ماتریکس

در آن مطالعه نیز بر اساس درخت  اتفاقا  که ملاحظه شدهمکاران 

 VII.1.1 ژنوتیپدر  هامورد مطالعه آن سویرو Fرسم شده با ژن 

رسد نظر میعبارتی بهبه .(Molouki et al. 2019) قرار گرفته بود

حیه محل شکاف پروتئین شاید ناحیه متغیر ژن ماتریکس همانند نا

های ویروس بیماری ای مناسب برای تفریق ژنوتیپفیوژن ناحیه

د. شاید برای اثبات این ادعا نیاز است که شونیوکاسل محسوب 

های ژنی ارائه تعداد بیشتری سکانس ماتریکس پروتئین در بانک

های در بررسیشود تا بتوان به راست آزمائی این مهم پرداخت. 

ی ثبت شده در بانک ها توالیین توالی ژن ماتریکس و همولوژی ب

با RT40 مشخص شد که بیشترین شباهت ویروس  NCBI ژنی

لازم به  باشد.میکشور عراق  گزارش شده از دو ویروس توالی

در کشور عراق  هاویروسکه زمان جداسازی این  یادآوری است

است که این خود  میلادی بوده 2005و  2004 هایسالدر 

خاستگاه  احتمالا مبنی بر این که  ما قبلی یگوئشیپتواند می

 ایران با منشاء 2009بیماری نیوکاسل در اپیدمی سال  ویروس

 .Toroghi et al) ربی بوده است را تایید کندغکشورهای همسایه 

2020) . 

ط توس بیماری نیوکاسل گزارشات زیادی از انتقال ویروس اگرچه

با این  (Usachev et al. 2006)وجود دارد پرندگان وحشی مهاجر 

 هدپرن اد زیادیتعد ورودکه شاهد بیشتر کشورهای دنیا  در حال

ای قرنطینه قوانین و ضوابط مهاجر به کشورشان هستند با رعایت

این  بر اندافراد توانسته رفت آمد گیرانه و همچنین کنترلسخت

انتقال  گزارش شده است که دیگری . از طرففائق آیند مشکل

ز ااری در بسیبیماری از طریق افراد و یا از طریق تبادلات تجاری 

زای ی بیماریهاویروسترین عامل انتشار عنوان محتملموارد به

 (Munir et al. 2012)باشد میدر سراسر دنیا  بیماری نیوکاسل

برای عدم ی کشور عراق دلیلایران و های جدایهتشابه ژنتیکی بین 

ر و های ورود و خروج افراد در ارتباط با صنعت طیووجود کنترل

 .شودمیعدم کنترل تجارت پرندگان بین دو کشور محسوب 

های بیماری ویروس و پیوسته  منظم و بررسی ژنتیکی جداسازی

 موجب ارتقاء در حال گردش ایران و کشورهای همسایهنیوکاسل 

های سویهگیری تکامل و شکل خصوصما در  اطلاعات

 .شدمنطقه خواهد  بیماری درزای بیماری

دریافت که  توانمیماتریکس  نیپروتئبا بررسی نواحی حساس 

بیشترین توجه را در مطالعات به  نیپروتئواقع در این  NLSناحیه 

ای نشان دادند با تغییر در خود جلب کرده است. در مطالعه

ویروس و تولید  NLSبیسیک ناحیه  آمینه تعدادی اسیدهای

(، 247AAGAAVIFDKIEEKIAA263یافته )جهش ویروس

تکثیر، کارایی رونویسی و پاتوژنیسیتی ویروس در 

. گفته (Duan et al. 2019)یابد کاهش می  SPFهایمرغتخم

علت وجود توالی غنی از که عملکرد بالای ویروس بهشود می

. (Miyamoto et al. 2016) باشدمیآرژنین و لیزین در این ناحیه 

مختلف مشخص های ژنوتیپ NLSدر نتایج زیر هم چینی توالی 

گروه  IIو ژنوتیپ  VIIشد که بیشترین اختلاف بین ژنوتیپ 

خصوص اینکه یکی از ه. بباشدمیواکسینال مربوط به این ناحیه 

 R263Sاین تغییرات حساس در تغییر اسیدآمینه بیسیک موقعیت 

و لاسوتا اتفاق افتاده است. احتمال اینکه  B1در هر دو واکسن 

های سرنوشت ساز همانند اسیدآمینهآمینه اسیدیک آمینه اسیداین 
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. با توجه به نقش باشدمیباشد بسیار زیاد  Fناحیه شکاف پروتئین 

ممکن است ارتباطی بین زایی بیماریماتریکس در  نیپروتئ

 Duan et)باشد وجود داشته  NLSویروس و توالی زایی بیماری

al. 2019). 

ماتریکس  نیپروتئترمینال  Nدر ناحیه  23FPIV26ارتباط موتیف 

ویروس مورد تایید قرار گرفته است. زایی بیماریزنی و با جوانه

تواند میآمینه به تنهائی طوری که تغییر هر یک از این چهار اسیدهب

زنی ویروس شود. با این باعث کاهش عملکرد تکثیر و جوانه

نقش  P24Aو  F23Aهای موقعیت آمینهاسیدوجود تغییر در 

که  طوریهب .(Duan et al. 2014) دهندتری را نشان میپررنگ

های موتانت در ویروس ICPIو  MDTهای حدت تغییر اندیس

ساعت  84و  102ترتیب به P24Aو  F23Aایجاد شده با تغییرات 

که این دو اندیس در ویروس مادری بود در حالی 70/1و  64/1و 

چنین تغییر حدتی  .(Duan et al. 2014) بود. 91/1ساعت و  54

 R42Aآمینه موقعیت که وابسته به یک اسیدآمینه باشد در اسید

که  طوریهپروتئین ماتریکس این ویروس نیز گزارش شده است ب

MDT  وICPI رسید  64/1ساعت و  115ترتیب به آن به( Duan 

et al. 2014)ویروس سه موقعیت برای  . هیچ گونه جهشی در این

RT40 ها شبیه های این موقعیتآمینهملاحظه نشد و اسید

چنین تغییر  حاد بیماری نیوکاسل بود. یهاهای ویروساسیدآمینه

و  Fهای آمینه در گلیکوپروتئیناندیس حدتی وابسته به یک اسید

HN  آمینه اسید در رییتغقبلا به اثبات رسیده بود. برای مثال

Y526Q گلیکوپروتئین HN  یک ویروس حاد بیماری نیوکاسل

 Khattar)شد  98به  62از  افتهیجهش  روسیو MDT باعث تغییر

et al. 2009). 112-117آمینه و یا تغییر در اسیدهای (Gould et 

al. 2003).  یاگر توالاز طرفی مشخص شده است که 

شاخص اصلی که  F گلیکوپروتئیندر محل برش  یهاآمینهاسید

 ی، جهش برخاست تغییر نکند وکاسلین یماریب روسیحدت و

اثر گذار در  یروسیو یهانیپروتئ سایر در یدیکل نهیآمیدهایاس

 ICPIو  MDT ریدر مقاد همسو رییتغ جادیاحتمالا  باعث ا حدت

ممکن است تغییر  MDTاگر چه مقادیر  حال نیا با .نخواهد شد

 افتهیجهش یهاروسیو ICPI ریمقادمحسوسی داشته باشد اما 

نتایج روی از این .کنندیرا حفظ م هیحدت اول یهایژگیهنوز و

نسبت  ICPIکه تست پاتوژنسیتی  دارندبر این  دست آمده گواههب

 ;Duan et al. 2014)باشد میدارای اعتبار بیشتری  MDTبه تست 

Duan et al. 2014)اری ی ویروس بیمیزا. حدت و قدرت بیماری

ترین توجه و تاکنون بیش شودمینوکاسل توسط چند ژن کنترل 

بوده است.  HNو سپس  Fمعطوف به دو گلیکوپروتئین سطحی 

ها در حدت در واقع اطلاعات کمی در مورد نقش سایر ژن

های ژنی وجود دارد این در حالی است که هر ویروس در بانک

عملکرد نهایی تواند های اثرگذار میگونه تغییر در سایر ژن

نیاز به در دسترس امروزه  رسدنظر میرا تغییر دهد. به ویروس

های در حال ویروسی هاژن یبودن اطلاعات کامل از تمام

در . تلقی شود امری ضروری یک اولویت و در منطقهگردش 

 وکاسلین یماریب روسیومطالعه حاضر ژن ماتریکس یک جدایه 

 های مرغ گوشتیگله های در حال گردش درنمایندگی ویروس که

 به شکل کامل تعیین توالی شد. نمودرا می شمال شرق کشور

دست هب همسو با نتایجی که از آنالیز ژن فیوژن این ویروس قبلا 

آمده بود، آنالیز فیلوژنتیکی ژن ماتریکس آن نیز نشان داد که 

RT40  ژنوتیپمتعلق به VII  وتیپژنوتحت VII.1.1 باشد. می

های بیماری بیشترین شباهت ژن ماتریکس این ویروس با ویروس

نیوکاسل کشور همسایه عراق بود که ظن قبلی ما مبنی بر احتمال 

ورود ویروس از این کشور به ایران را تقویت نمود. بررسی نقاط 

نشان داد که این ویروس تمامی  RT40حساس پروتئین ماتریکس 

کنون برای این پروتئین گزارش شده حدت بالا که تا فاکتورهای

روی تعلل در اقدامات کنترلی و باشد. از ایناست را دارا می

تواند منجر به پیشگیرانه در سطح مرغدارها در شرایط موجود می

شدیدی شود. با توجه با اهمیت بودن  ایجاد خسارات اقتصادی

شود تعیین توالی یهای این ویروس پیشنهاد ماطلاعات سایر ژن

های بیماری منظور مقایسه با سایر ویروسبه RT40کامل ژنوم 

نیوکاسل گزارش شده از کشورهای همسایه و سایر نقاط دنیا 

عنوان توان این جدایه را بهانجام گیرد. از طرفی با تکمیل نتایج می

 یک سویه بومی معرفی نمود.
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