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روي کشت  ویروس عامل بیماري نیوکاسل برV4 ایجاد پلاك توسط سویه 
برداري  و بررسی مولکولی با روش واکنش زنجیره پلیمراز نسخه سلولی

 )(RT-PCRمعکوس  
 *2مهربانپور محمدجواد ،1سبحانی ساناز

  
  چکیده

کشورهاي دنیا واکسـن کلـون شـده مـورد اسـتفاده قـرار        از امروزه در بسیاري
ها رشد ویـروس بـر روي    . جهت کلون کردن یک ویروس، یکی از راهگیرد می

ي مجزا و متفـاوت و بررسـی آنهـا از لحـاظ     ها پلاكکشت سلول و جدا کردن 
  مورفولوژي و ژنتیکی است. 

بصـورت    )Madin-Darby Canine Kidney  MDCK ( يهـا  سـلول دراین تحقیـق، ابتـدا   
ي هـا  سـلول ت هاي مختلف ویروس به تک لایه و بطور استاندارد کشت داده شد. رق

همراه با تریپسین، آگار و سـولفات منبزیـوم اضـافه شـد. ویـروس       MDCKتک لایه 
) و  پلاك نماید. CPEي فوق تکثیر و ایجاد اثر سایتوپاتیک (ها سلولتوانست بر روي 

پلاك که از لحاظ شکل و اندازه تفاوت داشتند برداشته شدند و  6تعداد  10- 6 در رقت 
سـاعت مـایع    48یح گردید. بعد از روزه تلق 9- 11جنین دار  مرغ تخمت تکثیر به جه

هـر پـلاك    RNAحاوي پلاك برداشت ونسبت بـه جداسـازي    مرغ تخملانتوئیک هر آ
-RTبـا تسـت     (Fusion)پروتئین ادغـامی (Cleavage site) اقدام گردید. منطقه شکست 

PCR  ل انجام شد و محصوPCR ردید. سکانس نوکلئوتیدها سازي وسکانس گ خالص
و آمینواسیدها براي هر پلاك با سوش هاي ثبت شـده در بانـک ژنـی مقایسـه شـد.      

 % همخوانی با ویروس 99تا  97 ،ي بدست آمدهها پلاكسکانس نوکلئوتیدهاي تمامی 

V4 در بانک ژنی را تایید نمود. هدف از این پژوهش ایجاد پلاك از سوشV4  ویروس
ي مجزا و در نهایت بررسی ها پلاكجهت ایجاد    MDCK يها ولسلنیوکاسل بر روي 

  باشد. ي ایجاد شده میها پلاكمولکولی 
بـرداري معکـوس،    ویروس نیوکاسل، واکنش زنجیره پلیمـراز نسـخه   واژگان کلیدي:

   کشت سلولی
 

  10/4/94تاریخ پذیرش:     23/12/93تاریخ دریافت: 
  

  مقدمه
هـاي ویروسـی مـورد     یی کلونهایی که جهت شناسا یکی از راه 

ي مختلـف  ها سلولگیرد کشت ویروس برروي  استفاده قرار می
  شود. در خصوص کار برده میبباشد که امروزه بطور وسیع   می
  
  گروه میکروبیولوژي، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد جهرم، جهرم، ایران -1
ــرم   -2* ــن و سـ ــات واکسـ ــه تحقیقـ ــروس  موسسـ ــش ویـ ــازي رازي، بخـ ــی،  سـ ــران.  شناسـ یـراز، ایـ شــ
)mehrabanpourj@yahoo.com(  

مخصوصا با منشا طیور  ها سلولویروس نیوکاسل انواع مختلف 
 ویـروس مـورد   و رده سلولی پستانداران جهت کشت و تکثیـر 

بـه علـت    ها روسآنجا که بعضی وی از بررسی قرار گرفته است.
ي ها ردهدن قادر نیستند به راحتی بر روي بسیاري از دیر رشد بو

لـذا لازم اسـت ایـن     ،تکثیر نماینـد  سلولی اولیه یا ثانویه رشد و
هــاي ســلولی ســازگار شــده و  بــر روي کشــت هــا روسویــ

ر ). د1، 3و  6هاي لازم در اختیار ویروس قرار گیـرد (  آنزیم
 ي سـویه هـا  روسوی 2005درسال    Madhan Mohanتحقیقات

ي فیبروبلاسـت جنـین جوجـه کشـت     ها سلولحشی بر روي و
د بررسـی قـرار   مور بار پاساژ 50داده شد و تغییرات آنها در طی 

گزارش کردند که  Hansonو    Barahona). از طرفی15گرفت (
هاي لنتوژنیک ویـروس بیمـاري    جهت ایجاد پلاك توسط سویه

ــر روي  ــا ســلولنیوکاســل ب ــه  ه ــین جوج ي فیبروبلاســت جن
)Chicken embryo fibroblast و (Vero  ــه تریپســین و ــاز ب نی

). توانایی ویروس بیماري نیـو کاسـل جهـت    8باشد( منیزیوم می
هاي سلولی بسـتگی بـه بیمـاریزایی ایـن      ایجاد پلاك در کشت

). تکثیر ویروس هـاي  بیمـاریزا (ولوژنیـک) در    7ویروس دارد(
گـر چـه   ا همـراه اسـت.   ها سلولمعمولا با انهدام  ،کشت سلول

زاي (لنتوژنیـک) ویـروس نیوکاسـل در     هاي غیـر بیمـاري   سویه
هاي اولیـه سـلولی قـادر بـه      ي سلولی یا کشتها ردهبسیاري از 

). سـویه هـاي ولوژنیـک و    7و10تکثیر و ایجاد پـلاك نیسـتند (  
تواننـد بـدون    مزوژنیک ویـروس عامـل بیمـاري نیوکاسـل مـی     

  در  .د نمایندپلاك ایجا رشد کرده و تریپسین در کشت سلولی
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هاي کشت سول جهـت   هاي لنتوژن در محیط صورتیکه سویه
ئازهـایی از جملـه   انتشار و تکثیر و ایجاد پلاك نیاز بـه پروت 

یم دارند که در واقع این مسـئله بـه ویژگـی    تریپسین و منیز
 cleavage)مولکولی و توالی اسید آمینه در منطقه شکستگی  

site)   پروتئین ادغـامی(Fusion)    شـود  ویـروس مـرتبط مـی 
هاي  ي ایجاد شده توسط سوشها پلاكشکل و اندازه  ).9و13(

زایـی آنهـا ارتبـاط دارد     متفاوت نیوکاسل نیز  مستقیما با بیماري
یی هـا  سـلول ). سلول فیبروبلاست جنین جوجه از جمله 6و11(

 ـ    است که می ، تکثیـر و  هـا  روستواند جهـت سـازگار کـردن وی
ري نیوکاسل مورد استفاده قرار گیرد اما نتشار ویروس عامل بیماا

ده ، جهــت تکثیرویــروس نیزاســتفا  MDCKي هــا ســلول از
جهـت شناسـایی    RT-PCR از 1991). در سـال  2و4گـردد(  مـی 

هـاي بعـد    ویروس نیوکاسل استفاده گردید پـس از آن در سـال  
تشخیص نیو کاسل توسط محققـین  جهت  RT-PCR استفاده از

هـاي مختلـف اسـتفاده     با اندازه صورت گرفت و از پرایمرهایی
را کـه منطقـه شکسـت را در بـر      Fگردید بیشـتر محققـین ژن   

 و از پرایمـري کـه تقریبـا    )12گیرد مورد بررسی قرار دادند ( می
  گرفت استفاده نمودند. را دربر می  Fطول ژن  90%

هدف از این تحقیق ایجاد پلاك توسـط سـوش اولیـه واکسـن     
بمنظور بررسـی  MDCK  يها سلول کشته شده نیوکاسل بر روي

هاي احتمـالی و   ي بدست آمده و یافتن تفاوتها پلاكمولکولی 
هـاي   مقایسه اطلاعات مولکولی بدسـت آمـده بـا دیگـر سـویه     

ویروس نیوکاسل ثبت شده در بانـک ژنـی و در نهایـت یـافتن     
ي کلون شـده در  ها واکسنمناسبترین پلاك به منظور دستیابی به 

  د.  باش میمطالعات بعدي 
  

  مواد و روش کار

بخـش   سوش اولیه ویروس بـه صـورت لیـوفیلیزه از    ویروس:
تهیه گردید سپس بـا   هاي طیورموسسه رازي شیراز تولیدواکسن

اسـتریل مخلـوط گردیـد پـس از آن اقـدام بـه       PBS سی  سی 2

روزه گردیـد   9- 11مرغ جنـین دار   تخم در تکثیرسوش موردنظر
  درجه سانتیگراد نگهداري شد. ـ 20وتا زمان استفاده در فریزر

  زایی ویروس تعیین تیتر عفونت
بـر   )EID50 )Embryonic Infective Dose 50جهـت محاسـبه   

 (Office International des Epizooties) اسـاس دسـتورالعمل  

OIE    با استفاده از روش رید و مانچ محاسبه انجام و بر اسـاس
 ).5اسبه گردید(هاي آلوده شده مح مرغ تخماین روش درصد 

به صورت استاندارد در پلیت مخصوص MDCK سلول سلول: 
بـا شـرایط    گرمخانه در دند وخانه تکثیرداده ش 6کشت سلولی 

5% Co2 اینکـه   سانتیگراد قرارداده شـد پـس از   درجه 37دماي  و
آمدنـد جهـت تلقـیح     درلایـه  تـک بـه صـورت    کاملا ها سلول

  ).  8گرفته شد( ویروس بکار
 شرکت سـیگما  DMEM محیط اختصاصی سلول:محیط کشت 

(D5523)     براساس دستورالعمل شرکت سـازنده تهیـه گردیـد و
% 5غیرفعال شده به میـزان   )(Fetal calf serum با سرم جنین گاو

ــیلین   ــی س ــد، پن ــی ش ــزان   )G)Sigmaغن ــه می ــد، 100ب  واح
سـی،   سـی  هـر  گـرم در  میلـی  2به میـزان   )Gibco(جنتامایسین 

میکروگـرم   5/2ریپسین به میزان ، ت%2م به میزان کربنات سدی بی
  تنظیم گردید. 4/7نهایی برابر pHسی اضافه شد و  سی هر در

  محیط کشت سلولی همراه با آگار
ــی  ــت اختصاص ــیط کش ــارز )DMEM)Sigma مح % 07/0، آگ

)Gibco،(  سـی، بیکربنـات    میکروگرم بازاء هر سی2/ 5تریپسین
سـی   میلی گرم در هر سـی  2نتا مایسین%، جSigma 2/0)( سدیم

 Sigma(  03/ 0(  و سولفات منیزیوم مخصوص کشـت سـلولی  
نیـز   1:10000با غلظـت    )Gibco(مولار تهیه گردید. نوترال رد 

  تهیه گردید.   
  ایجاد پلاك

در لایـه  تکبه صورت  MDCK يها سلولساعت که  48بعد از 
ملا از نظـر تـک لایـه    آمدند و در زیر میکروسکوپ معکوس کا

هـاي مختلفـی از    ) رقـت 1یید قرار گرفتنـد (نگـاره  بودن مورد تأ
 200) که قبلا تهیـه شـده بـود بـه میـزان      10-10تا  10-1( ویروس
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ي تک لایه تلقیح و به ها سلوللاندا بر روي هر حفره حاوي 
 37، دمـاي  Co2 %5 با شـرایط  مدت نیم ساعت در انکوباتور

و هر ده دقیقـه  % قرار داده شد 85 درجه سانتیگراد و رطوبت
شیک گردید. سپس محیط کشت سلول تهیه شده همـراه بـا   

% 85دار بـا رطوبـت    co2آگاراضافه گردیـد و در انکوبـاتور   
هـا   ساعت) پلیت 12). بطور مرتب (هر 5و  8نگهداري شد (

در زیر میکروسکوپ از لحاظ وجود تغییرات سلولی، ایجـاد  
قرار گرفتند. پلاك، اندازه پلاك و شکل پلاك  مورد بررسی 

سـاعت بعـد از تلقـیح ویـروس      MDCK ،48ي ها سلولدر 
سـاعت بعـد از    60تـا   50تغییرات سلولی مشاهده گردید و 

مجـددا از نظـر ایجـاد پـلاك مـورد       ها سلولتلقیح ویروس، 
 10-6بررسی قرار گرفتند. بهترین پلاك بدست آمده در رقت 

ازه ز لحـاظ شـکل و انـد   پـلاك مجـزا کـه ا    6بود که تعداد 
 ـ     ه روشبایکدیگر تفاوت داشنند توسـط سـرنگ انسـولین ب

  ) 2استریل و در زیر هود ازمایشگاه بر داشت گردید.(نگاره
  

    
  MDCKي طبیعی از ها سلول -1نگاره 

  

   
  ساعت 80پس از  MDCKي ها سلولپلاك ایجاد شده بر روي  -2نگاره 

  ها از چاهک ها پلاكبرداشت 
ر میکروسکوپ اقدام بـه برداشـت   در زی ها پلاكپس از مشاهده 

در آن وجـود داشـت    هـا  پلاكپلاك از چاهکی که واضح ترین 
 100ي برداشت شده بطـور مجـزا هـر کـدام در     ها پلاكگردید. 

استریل حل شدند و هـر پـلاك جداگانـه     PBS/BSAمیکرولیتر 
ساعت نگهـداري در   48روزه تلقیح و پس از  9هاي  مرغ تخمبه 

برداشت مـایع آلانتوئیـک گردیـد سـپس بـه       انکوباتور، اقدام به
اقدام به انجـام   ها پلاكمنظور حصول از تکثیر ویروس و وجود 

گردیـد، پـس    (Hemagglutination test) گلوتیناسیونآتست هم
 MDCKي هـا  سـلول از آن تمام مراحل ایجـاد پـلاك بـر روي    

  بار انجام گرفت. 3براي هر پلاك تا  مجددا 
  

ویـروس نیوکاسـل از   RNA اسازي جهت جد :RNAاستخراج 
) High pure viral nucleic acid kit( مـایع آلانتوئیـک از کیـت   

  آلمان استفاده گردید. Roushشرکت 
  

-RT)بـرداري معکـوس   اي پلیمراز بـا نسـخه   واکنش زنجیره

PCR)   
اي پلی مراز بصورت یک مرحلـه و همزمـان بـا     واکنش زنجیره

انجـام گرفـت. در    ها مونهناستفاده از یک جفت پرایمر بر روي 
هـاي مربـوط بـه همـان      و آنـزیم   RT-PCRاین بررسی از کیت

شرکت استفاده گردید. از یک جفت پرایمر با مشخصـات ذیـل   
   )1جدول .(باشد استفاده گردید می bp 1349که محصول آن 
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 نیوکاسل ویروس F ژن ردیف نوکلئوتیدي پرایمرهاي مورد استفاده جهت تکثیر ـ 1جدول 

 مرجع )3به  5توالی ( (bp)اندازه محصول  نام پرایمر

NDV (F gene)-F 1349 5 TCA CTC TAT CCG TAG GAT ACA AGA GTC TG3  15 

NDV (F gene)-R  1349 5 GAT CTA GGG TAT TAT TCC CAA GCC A 3  15 

  
  قطعه 

bp1349  تئین دربرگیرنده نوکلئوتیدهاي ناحیه شکست  پـرو
F  .با توجه به برنامـه دمـایی مـورد اسـتفاده      ها نمونهمیباشند

قـرار داده   PCR تنظیم و در دسـتگاه   RT_PCRجهت انجام 
 RT-PCRشدند. برنامه دمایی مـورد اسـتفاده جهـت انجـام     

درجـه سـانتیگراد بـه     94دقیقه،  30درجه به مدت  50شامل 
 ـ    68و  55، 94دقیقه،  2مدت  ک بـه  درجـه سـانتیگراد هـر ی

درجه به مـدت   68بار تکرار و سپس  40مدت یک دقیقه با 
 دقیقه انجام شد. 10

آگارز  %1از ژل    PCRسپس جهت مشاهده اندازه محصول 
آمیزي با اتیدیوم برماید استفاده و قسمت تکثیر شده  در رنگ

گردید، و در نهایت توسط دسـتگاه   جاريبر روي ژل آگارز 
اي تفکیک شده با مارکر مقایسه الکتروفورز و ژل داك، بانده

  و تائید شدند.
ــلاك ــا پ ــه و    ه ــدازه مقایس ــکل و ان ــاظ ش ــین از لح همچن
از لحاظ  ها پلاكهاي احتمالی بررسی و در نهایت این  تفاوت

  ملکولی با یکدیگر مقایسه گردیدند.
   RT-PCRل سازي محصو خالص

پس از تأیید بـا اسـتفاده از   RT-PCR   محصول بدست آمده
آلمـان  بـا    Roushشرکت  PCRلص سازي محصولکیت خا

قرابـت آنهـا در    سازي شـد.  خالص X 1 غلظت TAXروش 
سویه هاي موجود در بانک ژنـی مقایسـه و تفـاوت آنهـا از     

  لحاظ ملکولی مورد ارزیابی قرار گرفت.
  تعیین توالی

ي خشک شده همراه با پرایمرهاي مربوط به شرکت ها نمونه
MWG-Biotech  کت فرایند دانش) ارسـال  شرآلمان (توسط

تعییین توالی نوکلئوتیـدي شـدند.     Comfort readو با روش
 Seqscap  افزار آنالیز نوکلئوتیدها و اسیدهاي آمینه توسط نرم

هاي پیشین و پسین اضافی و  انجام گردید و حذف بخش 2.5
آزمـون   ،در باند ژن هاي مشابه صورت گرفت. تطبیق قسمت

BLAST مـورد   هـا  نمونهوس نیوکاسل بودن ویر انجام شد و
پروتئین به اسید  Fتایید قرار گرفت، توالی نوکلئوتیدهاي ژن 

گـذاري اسـیدهاي آمینـه انجـام      شـماره  آمینه تبدیل گردید و
گرفت و تفاوت نوکلئوتیدي و اسیدهاي آمینه مربوط به هـر  

. درصـد تشـابه   گردیـد نمونه با یکدیگر بررسـی و مقایسـه   
ي نیوکاسل ثبت شـده در دنیـا از   ها روسبا دیگر وی ها نمونه

  ی نیز مورد بررسی قرار گرفت.طریق بانک ژن
  

  نتایج
هاي کشت سلولی  نتایج بدست آمده از مشاهده روزانه پلیت

ویـروس   V4تلقیح شده با سوش  MDCKي ها سلولحاوي 
ساعت اول بعد از  72عامل بیماري نیوکاسل نشان داد که در 

 ـ  مشـاهده   MDCK يهـا  سـلول ه تغییـري در  تلقـیح هیچگون
ي کنترل منفی کـه ویروسـی   ها نمونهنگردیده و در مقایسه با 

به آنها تلقیح نشده بود از نظر ظاهري در زیر میکروسـکوپ  
تفاوتی مشاهده نگردید و کلیه گروها به صورت سلول تـک  

شـروع   هـا  سلولساعت  72لایه مشاهده گردیدند، اما بعد از 
د و کم کم حالت گـرد شـدن در آنهـا پدیـدار     به تغییر کردن

ي آلـوده  ها سلولساعت بعد از تلقیح  80گردید در حالی که 
شده با ویروس حالـت گرانولـه شـدن در سیتوپلاسـم آنهـا      

به چشـم مـی    ها سلولمشاهده گردید و حالت گرد شدن در 
در آنها مشاهده گردید در حالی که در  ها پلاكخورد و میکرو



 (RT-PCR)برداري معکوس  ویروس عامل بیماري نیوکاسل بر روي کشت سلولی و بررسی مولکولی با روش واکنش زنجیره پلیمراز نسخه V4ایجاد پلاك توسط سویه 
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). 2و1کنترل تغییري مشاهده نگردیـد(نگاره   ي گروهها سلول
از ویــروس  )10- 10تــا   10 -1( در تلقــیح رقتهــاي مختلــف

 6تعـداد   10-6 تنها در رقت MDCKي ها سلولبه  V4 شسو
 -5تـا   10-3هـاي    پلاك واضح و مجزا بدست آمد. در رقـت 

ي واضـح و قابـل شمارشـی مشـاهده نگردیـد.      هـا  پلاك 10
از نظر شکل و انـدازه   10 -6رقت  ي بدست آمده درها پلاك

  با یکدیگر متفاوت بودند.
  PCRنتایج انجام 

پلاك جدا شده از کشت سلولی  6حاصل از تمام  PCR نتایج
بـود   bp1349نشان دهنـده بانـد    MDCKي ها سلولبر روي 

سوش واکسن غیر فعـال نیوکاسـل    (که در کنار نمونه مثبت 
شـان داد کـه تمـامی    رازي) مورد تایید قرار گرفـت. نتـایج ن  

وهمچنین کنترل مثبت باند واضح ومشخصی ایجـاد   ها نمونه
 bp1400و bp1300نمودند  که با توجه به مـارکر بـین بانـد    

و  هـا  نمونـه جهـت   bp 1349باشد و در نتیجه بانـد  مارکر می
  ).3کنترل مثبت  تایید گردید(نگاره

  

    
هاي مورد  سویرو RT-PCRالکتروفورز ژل آگاروز محصول  ـ3نگاره 

ي ها نمونه 6تا  1. ستون bp100همراه با مارکر  pb1349مطالعه با اندازه 
سوش واکسن غیر فعال نیوکاسل رازي)  (کنترل مثبت  7ویروس، ستون 

  کنترل منفی. 8و ستون 
  

 6سـکانس نوکلئوتیـدهاي تمـامی     BLAST با استفاده از برنامه
تـا    97رفـت و   و مقایسه قرار گپلاك بدست آمده مورد بررسی 

 موجـود در بانـک ژنـی بـه شـماره      V4% شباهت با سـوش  99
EF464163.1    مورد تایید قرار گرفت و بدین ترتیـب مشـخص

 ـ ي لنتـوژن بـوده و کلیـه    هـا  روسگردید که این ویروس جز وی
ي نیوکاسل نقـاط مختلـف   ها روسپلاك هاي بدست آمده با وی

تـایج آنـالیز   جهان که در بانک ژنی ثبت شده شباهت داشـتند. ن 
سکانس اسید آمینه  نشان داد که در منطقه شکستگی اسید آمینـه   

هیچگونه تغییري مشاهده نگردیـد و سـکانس اسـید     117- 111
 ـ     ي هـا  روسآمینه  تأیید کرد که تمامی پـلاك هـا متعلـق بـه وی

لنتوژنیک ویروس نیوکاسل بود و ردیف اسـید آمینـه بصـورت    
117G-G-R-G-G-R-L  111  .بود  

  
  بحث

کشت سلولی یکی از بهترین روشها جهـت سـازگار کـردن،    
ست. ایجاد پلاك توسط سویه هاي ها روستکثیر و انتشار وی

مختلف ویـروس نیوکاسـل ارتبـاط مسـتقیم بـا بیمـاریزایی       
ــاریزا  7و11ویــروس دارد ( ــر چــه ســویه هــاي غیربیم ). اگ

(لنتوژنیک) براحتی ایجاد پلاك نمـی کننـد و جهـت ایجـاد     
به شرایط خاصـی از جملـه حضـور تریپسـین      پلاك احتیاج

دارند ولی سویه هـاي بیمـاریزاي ولوژنیـک براحتـی ایجـاد      
درسـال    Madhan Mohan). در تحقیقـات  3پلاك می کنند(

ــر روي هــا روسویــ 2005 ي هــا ســلولي ســویه وحشــی ب
فیبروبلاست جنین جوجه کشت داده شد و تغییرات آنهـا در  

ار گرفت، قطر پلاك ها بر بار پاساژ مورد بررسی قر  50طی 
میلیمتـر   4-2ي فیبروبلاسـت جنـین جوجـه    هـا  سلولروي 

سویه هاي بیمـاري   1997در سال  kant). 15گزارش گردید(
مورد  RT-PCRزا وغیر بیماري زا را بوسیله روش مولکولی 

بررسی قرار داد و توانست با این روش این سـویه هـا را از   
 Kournikakisگـزارش  ). براساس 12یکدیگر تفکیک نماید(

به علت اینکه به تریپسین حساس هستند  MDBKي ها سلول
ي نیوکاسل با تریپسین مناسب ها روسجهت کشت سلولی وی

یی که از حساسیت کمتـري  ها سلولنیستند لیکن توانستند با 
). محققـین  14به تریپسین بر خوردارند پلاك ایجـاد نماینـد(  

هاي مختلـف   سوشبسیاري اندازه پلاك تشکیل شده توسط 
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نهـا  آزایـی   ویروس بیماري نیوکاسـل را مـرتبط بـا بیمـاري    
ي هـا  پـلاك هـاي بیمـاریزا    دانند و گفتـه انـد کـه سـوش     می

کننـد   اري زا ایجـاد مـی  بزرگتري نسبت به سوشهاي غیر بیم
هاي غیر بیماري زاي ویروس نیوکاسل خیلی  بطوریکه سوش

ایط خاصـی  پلاك تولید نمیکنند مگر آنکـه شـر   "کم یا اصلا
مهیا گردد که بطور مشخص اضافه کردن تریپسین در محـیط  

ي ایجاد شده توسـط  ها پلاك). در این تحقیق 1کشت است(
ساعت پس از تلقیح ویروس سازگار شده به  80ویروس در 

 ـ   ها سلول وضـوح مشـاهده   هي فیبروبلاسـت جنـین جوجـه ب
و همکـاران   Kournikakisگردیدند، این در حالی است کـه  

ساعت پس از تلقیح ویـروس هـاي کـم     48م کردند که اعلا
بطـور مشـخص    هـا  پلاك LLC-MK2ي ها سلولبیماریزا به 

 3) . در عین حال ماکزیمم عیار ویروس را 14مشاهده شدند(
). در واقـع تفـاوت در   14روز پس از تلقیح گزارش کردند.(

ي ایجاد شده در نتیجه حضور ویروس ها پلاكشکل و اندازه 
به نوع سلول مـورد اسـتفاده در کشـت سـلولی و      نتوا میرا 

همینطور نوع سویه ویروس مورد استفاده مرتبط دانست کـه  
اینها در زمان ایجاد پلاك نیز نقش دارند. براساس مطالعـات  

ي کشـت سـلولی هـم    ها سلولبارهونا مدت زمان نگهداري 
تأثیر داشته باشد، میزان تریپسین و  ها پلاكتواند در اندازه  می

ي کشت سلولی ها سلولمدت زمان حضور ویروس بر روي 
). در مطالعـات  8هم در این خصوص بی تأثیر نخواهد بود (

Kournikakis       مشخص گردیـد کـه میـزان تریپسـین جهـت
میکروگـرم بـر    5ایجاد پلاك ضروري است، بطوریکه میزان 

میلی لیتر تریپسین در محیط کشت باعـث از هـم پاشـیدگی    
میکـرو گـرم بـر میلـی لیتـر       5/2میـزان   میگـردد و  هـا  سلول

تریپسین بر اساس مطالعـات محققـان جهـت ایجـاد پـلاك      
ــط ویـ ـ ــا روستوس ــد (  ه ــب میباش ــل مناس ). 14ي نیوکاس

ــ ــروتئین  هــا روسوی ــوژن در محــل شکســتگی پ در  Fي ول
دو زوج اسـید امینـه بـازي    116به 115و113به 112موقعییت 

 117موقعیـت   ن درلیزین و یا آرژنین و اسید آمینه فنیل آلانی

 ـ 6دارد( قرار ي هـا  روس). وجود این اسید آمینه بـازي در وی
ولوژنیک باعث میشود پروتئازهـاي میزبـان کـه در بسـیاري     

تبدیل به دو زیر واحد گردد.  F0ازبافتهاي بدن یافت میشوند 
بنابر این در کشتهاي سلولی جهت تکثیر و رشد به آنزیمهاي 

نتایج بررسی مولکولی بدسـت   ).5شبه تریپسین نیاز ندارند (
آمده در این مطالعه از هر کلون، بطـور مجـزا نشـان داد کـه     
تفاوتهایی در سکانس ژنی و ردیف نوکلئوتیدها و اسیدهاي 
آمینه، وجود دارد اما با وجـود تفاوتهـاي مشـاهده شـده در     
ردیف اسیدهاي آمینـه و نوکلئوتیـدي، مشـاهده گردیـد کـه      

ها در منطقه  لئوتیدي تمامی کلونردیف اسیدهاي آمینه و نوک
شباهت دارنـد و ایـن     EF 464163.1با ویروس  Fپروتئین 

نشان دهنده این است که ویروس واکسن یقیناٌ جـزء لنتـوژن   
ها بوده و در نتیجه استفاده متمادي از سوش اولیه جهشی که 

گـردد بوجـود    Fمنجر به تغییر در منطقه شکستگی پـروتئین  
کلون مورد بررسی اسید هاي آمینه  6امی نیامده است. در تم

-117G-G-R-G-G-Rبصـورت   Fدر  منطقه شکننده پروتئین 

L 111  .بدست آمد  
در این تحقیق هدف اصلی در مرحله اول تهیه پلاك و یـا    

ایجاد آن توسط ویروس سوش واکسن بوده و در مرحله بعد 
بررسی این پلاك ها ازنظرظاهري و مولکولی بود، براسـاس  

تایج بدست آمده از این تحقیق  مـی تـوان از پـلاك هـاي     ن
نیوکاسل بـه   V4ایجاد شده توسط سوش واکسینال ویروس 

منظور تولید واکسن کلون شده استفاده کرد. از طرفی در این 
تحقیق نشان داده شد که گرچه نتایج مولکولی بدسـت آمـده   

-ن دهنده تفاوتهاي جزئی در نوکلئوتیدها میاز هر پلاك نشا

باشد لـیکن ردیـف اسـیدهاي آمینـه در منطقـه شکسـت در       
تمامی پلاك ها بیـانگر عـدم تغییـر در ایـن منطقـه علیـرغم       
پاساژهاي صورت گرفته جهـت تکثیـر سـوش ویـروس بـه      

                باشد.      منظور تولید واکسن می
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