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 مقدمه

( ازجمله VHSدهنده ویروسی )سمی خونریزیبیماری سپتی       

باشد که عامل آن در خانواده رابدوویریده می OIEهای لیست بیماری

س اگتوود نیز شناخته می شود و برای نخستین قرار دارد که با نام ویرو

بار با علائمی شامل تورم کلیه و دژنراسیون کبدی توسط 

Schaeperclause ( در دانمارک از مزارع قزل1938و همکاران ) آلا

پس از آن مواردی از بروز این بیماری در  .رنگین کمان گزارش گردید

، Ghittinoایتالیا )(، Besse ،1955؛ Bellet ،1965هلند، فرانسه )

های وحشی چنین تلفات شدیدی در  برخی جمعیت( و هم1965

 Schlotfeldt) مانند ساردین و هرینگ در سواحل آمریکا مشاهده شد

و همکاران،  Garver؛ Garver ،2008و  Hawley؛ 1991و همکاران، 

تمایل شدیدی به  VHS(. ویروس 2009و همکاران،  Kim؛ 2011

لیال دارد و منجر به  خونریزی گسترده در سطح بدن های آندوتسلول

همراه خونریزی شدید در چشم، پوست، می شود. این ضایعات به

و همکاران،  Brudeseth) شودهای داخلی دیده میماهیچه و اندام

(. انتقال ویروس از طریق افقی و تماس با دیگر ماهیان آلوده یا 2005

از طریق  س به بدن ماهی احتمالاًباشد. راه ورود ویروآب آلوده می

(. کیفیت پایین آب، 2005و همکاران،  Skallآبشش یا پوست است )

تراکم بالا، غذادهی زیاد بر دوره بیماری و شدت بیماری تاثیر دارند. 

 فرمیستوان به راسته سالمونیهای حساس به این ویروس میاز گونه

(Salmoniformes) ماهی و ماهی فلاندر  آلا( و کفشک)سالمون و قزل

 (.2013و همکاران،  Vinay؛ 2009و همکاران،  Kim) کرد ژاپنی اشاره

باشد. ژنوم این  ویروس به شکل یک ژنوتیپ می 4این ویروس دارای 

RNA ای به طول تک رشتهkb11 5باشد که از شش ژن )میʼ- N-P-

M-G-NV-L-3ʼ( تشکیل شده است )Vinay  ،2013و همکاران .)

کند ژن سطحی را کد میباشد که آنتیمی Gین ژن ویروس، ژن ترمهم

عنوان ژن هدف برای تهیه واکسن و آنالیزهای فیلوژنی مورد و به

 Thompson؛ 2005و همکاران،  Einer-Jensen) گیرداستفاده قرار می

چنین در تکثیر ویروس اهمیت زیادی (. این ژن هم2011و همکاران، 

ه ویروس به سلول نقش دارد که پس از اتصال، داشته و در اتصال اولی

و همکاران،  Assenberg) کندو تکثیر می شده میزبان سلول وارد ویروس

با توجه به برخی از مطالعات انجام  (.2012و همکاران،  Purcell؛ 2010

تواند دهنده میسمی خونریزیگلیکوپروتئین ویروس سپتی Gشده، 

-Lecocq) ویروس نقش داشته باشدزایی ماهی علیه این در ایمنی

Xhonneux  ،؛ 1994و همکارانChico  ،لذا هدف 2008و همکاران .)

از این مطاله شناسایی مولکولی ویروس و تعیین فیلوژنی آن و سپس 

مطالعه حاضر است.  بوده pTZ57r/tوکتور  در G کلون کردن ژن

س ویرو Gژن  منظورکلونینگتحقیقی است که در کشور به نخستین

دهنده در وکتورهای پلاسمیدی انجام شده  سمی خونریزیسپتی

 است.
 

 هامواد و روش

مشکوک  کمانآلای رنگینقزل ماهی قطعه 10تعداد  :گیرینمونه       

یکی از مزارع پرورش  از گرم، 70±2 وزنی ویروسی با میانگین به آلودگی

اورت یخ ماهی استان چهارمحال بختیاری، خریداری شد سپس در مج

به بخش آبزیان دانشکده دامپزشکی دانشگاه شیراز منتقل شدند. 

های اخذ نمونه شد. طحال و قلب ماهیان انجام قدامی، کلیه از گیرینمونه

گراد درجه سانتی -70 دمای در شده تا زمان انجام آزمایشات مولکولی

 (.2016و همکاران،  Ahmadivand) شدند دارینگه

ابتدا ترکیب هموژنی   cDNA:و ساخت ویروس RNA استخراج       

 های کلیه قدامی، طحال و مغز ماهی ساخته شد. استخراجاز بافت

RNA های هموزن شده براساساز بافت گرممیلی 50 روی بر 

 کانادا انجام BIO Basicشرکت  RNAدستورالعمل کیت استخراج 

 ذخیره ادگرسانتی درجه -70 دمای در شده استخراج RNA سپس، .شد

 Thermoدستگاه نانودراپ ) توسط شده استخراج RNA خلوص. شد

scientific Nanodropسنتز. شد گیری( اندازه cDNA  برای هر نمونه

پرایمر  از استفاده با RNAمیکرولیتر  4از  میکرولیتر 20 کل حجم در

forward ژنمربوط به  اختصاصیG  سمی سپتی گلیکوپروتئین ویروس

مربوط به شرکت   cDNAکیت سنتز طبق دستورالعمل دهدهنخونریزی

TAKARA  .ژاپن انجام شد 

ویروس  Gیص ژن خو تش منظور شناساییبه: RT-PCRآزمایش        

طراحی  Primer3 برنامه از استفاده با پرایمرها دهندهخونریزی سمیسپتی

 در بانک اطلاعاتی، oligo analyzerگردید و پس از بررسی با برنامه 

blast .5 فوروارد پرایمر توالی شدندʼ-ATGGAATGGAACACTTT-3ʼ 

باشد. می -3ʼ GACCATCTGACTTCTG 5ʼ-و توالی پرایمر ریورس

الگو،   cDNAمیکرولیتر از  G ،3منظور تکثیر ژن به PCRجهت انجام 

میکرولیتر  5پیکومول،  10میکرولیتر از هر کدام پرایمرها با غلظت  1

مولار میلی 5/1لیتر مسترمیکس قرمز با غلظت میکرو 10آب مقطر و 

منیزیم استفاده گردید. برنامه دستگاه ترموسایکلر با مرحله واسرشت 

 96چرخه  35دقیقه و با انجام  5مدت درجه به 96سازی در دمای 

درجه  72ثانیه و  40مدت درجه به 7/58ثانیه،  40مدت درجه به

دقیقه در  5مدت ایی بهمدت یک دقیقه و با مرحله گسترش نهبه

 PCRگراد به پایان رسید. در نهایت محصول درجه سانتی 72دمای 

 PCR(. سپس محصول 1)شکل  الکتروفروز شد %1روی ژل آگاروز 

کانادا خالص  Bio Basicمورد نظر با استفاده از کیت استخراج از ژل 

سازی شد و برای تعیین توالی ارسال گردید. پس از دریافت نتایج 
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های حاصل از تعیین توالی، ترسیم درخت فیلوژنی با استفاده از توالی

و به  Mega 6افزار جفت باز با نرم 1523به طول تقریبی  Gکامل ژن 

با تکرار هزار بار  Bootstrapو با آزمون  Maximum likelihoodروش 

 (.2)شکل  صورت گرفت

ازی محصول سپس از خالص :پلاسمید استخراج و ژن کلونینگ       

PCR مربوط به ژنG  واکنش اتصال طبق دستورالعمل کیت ،TA 

Cloning  شرکتThermo scientific fisher   انجام شد و ژنG  در

 3کلون شد. با توجه به دستورالعمل کیت میزان  pTZ57r/tوکتور 

 5X Ligationمیکرولیتر از  pTZ57r/t ،6میکرولیتر از پلاسمید 

Buffer ،2 از محصول خالص شده  میکرولیترPCR ،1  میکرولیتر آنزیم

T4 DNA Ligase ط شده و آب دوبار تقطیر استریل به لوبا هم مخ

میکرولیتر رسانده شد. سپس میکروتیوب حاوی مخلوط  30حجم 

داری شد. پس از گراد نگهدرجه سانتی 4ساعت در دمای  18واکنش 

م، مخلوط واکنش  سازی آنزیمنظور غیرفعالگذشت این مدت زمان، به

گراد قرار داده شد. در درجه سانتی 65دقیقه در دمای  15مدت به

روش شیمیایی به سلول مرحه بعد پلاسمید نوترکیب سنتز شده، به

و همکاران،  Li) ( منتقل شدDH5αسویه  E.coliمیزبان )باکتری 

های حاوی پلاسمید روی محیط جامد حاوی آنتی (. باکتری2010

کشت داده شد و سپس به مدت  IPTGو  X-galی سیلین، بیوتیک آمپ

ساعت  24مدت گراد بهدرجه سانتی 37باتور با دمای وساعت در انک 24

ها در محیط کشت که در واقع نشان قرار داده شد. پس از رشد باکتری

های باشد، انتخاب کلونیدهنده وجود پلاسمید در داخل باکتری می

باشند براساس تشکیل می Gواجد ژن حاوی پلاسمید نوترکیب که 

فاقد پلاسمید  رنگ های آبیکلونی و سفید صورت گرفت. آبی هایکلونی

را  X-gal( تولیدی LacZنوترکیب هستند زیرا آنزیم بتاگالاکتوزیداز )

های سفید حاوی پلاسمید کند. کلونیبه محصول آبی هیدرولیز می

به جایگاه  DNAقطعه  باشند زیرا با ورودمی Gنوترکیب واجد ژن 

کلونینگ، توالی کد کننده آنزیم بتاگالاکتوزیداز مختل شده و باکتری 

تجزیه نخواد  X-galباشد و در نتیجه دیگر قادر به تولید این آنزیم نمی

و  Sambrookشوند )ها به رنگ سفید نشان داده میشد و کلونی

Russell ،2001 3()شکل).  

  Gکلونینگ ژن بررسی 

و سفید  های آبیکلونی مشاهده پس از :PCRگری با کلونی غربال       

عدد کلونی سفید انتخاب  10تا  5بر روی پلیت های کشت باکتری، بین 

سیلین، بیوتیک آمپیصورت خطی در پلیت جدید حاوی آنتیشد و به

X-gal  وIPTG ساعت در انکوباتور با دمای  24مدت کشت داده و به

شد. مقداری از کلونی با استفاده از سر سمپلر استریل  یدارنگه درجه 37

با استفاده از پرایمرهای  PCRالگو در واکنش  عنوانبهبرداشته و 

با الکتروفورز در ژل  PCRاستفاده شد. نتایج کلونی  Gژن  اختصاصی

 مورد بررسی قرار گرفت. درصد 1آگارز 
میکرولیتر از  30مقدار : نوترکیبتعیین توالی پلاسمیدهای        

پلاسمید نوترکیب برای تعیین توالی به شرکت ژن فناوران ارسال شد. 

 M13تعیین توالی با استفاده از پرایمرهای عمومی رفت و برگشت 

Forward  وM13 Reverse ها در پلاسمیدکه توالی نوکلئوتیدی آن  

pTZ57r/t ،صورت دوطرفه انجام شد. پس از دریافت به وجود داشت

،  با pTZ57r/t -G glycoprotein ید نوترکیبپلاسمج تعیین توالی نتای

موجود در پایگاه اینترنتی  blastافزار بیوانفورماتیک استفاده از نرم

NCBI توالی محصول ،PCR مربوط به ژنG  سمی ویروس سپتی

های نوکلئوتیدی وجود تشابه و اختلافات با توالی نظر از دهندهخونریزی

منظور ترسیم درخت فیلوژنی بهمقایسه شدند.   Gه ژندیگر مربوط ب

و تعیین نوع ژنوتیپ ویروس شناسایی شده با کد دسترسی ثبت شده 

 های مطالعات پیشین استفاده شد(، از توالیMH794504در بانک ژن )

( Kahns ،؛2012و همکاران Einer-Jensen  ،؛2004و همکاران 

Nishizawa  ،شد.( استفاده 2006و همکاران 

 

 نتایج
ویروس  Gشناسایی و تکثیر ژن   G:شناسایی و فیلوژنی ژن        

VHS  با روشPCR  منجر به تکثیر قطعه اختصاصی شد که به شکل

)شکل  در ژل آگاروز یک درصد ظاهر گردید bp1523باندی در اندازه 

منظور تایید نهایی قطعه مورد نظر، تعیین توالی توسط شرکت (. به1

ن انجام شد و توالی ژن مورد مطالعه با شماره دسترسی ژن فناورا

MH794504  های مربوط درصد با سایر توالی 99-100و با مشابهت

در بانک ژن ثپت گردید. درخت فیلوژنی ترسیم شده حاصل  Gبه ژن 

جدا شده در این مطالعه  نشان داد که ایزوله Gهای کامل ژن از توالی

های ت شده در بانک ژن با شمارهانی ثبیرهای اهمراه دیگر ایزولهبه

در  KP866927و  KP866928 ،KP861241 ،KP866926دسترسی 

ویروس  Nقرار گرفتند. در این بررسی توالی ژن  Ia-2گروه ژنوتیپ 

VHS نوع  (.2)شکل  نظر گرفته شدعنوان توالی خارج گروهی دربه

درخت فیلوژنی دست آمده با توجه به نتایج حاصل از ترسیم هژنوتیپ ب

 (.2 )شکل درنظر گرفته شد  Ia-2نشان داده شده است، 1که در شکل 

بررسی اولیه کلونینگ ژن  شد طورکه ذکرهمان : Gکلونینگ ژن       

G  ویروسVHS های های آبی و سفید بر روی پلیتبا مشاهده کلونی

کشت باکتری انجام شد. بر این اساس با توجه توضیحات داده شده، 

های حاوی پلاسمید نوترکیب عنوان باکتریهای سفید رنگ بهنیکلو

های سفید رنگ، (. در ادامه بر روی کلونی3)شکل  درنظر گرفته شدند

 4انجام گرفت. که نتایج مربوط به آن در شکل  PCRآزمایش کلونی 
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، Gمنظور تایید نهایی کلونینگ ژن به نشان داده شده است. نهایتاً

 اج شده تعیین توالی شدند.پلاسمیدهای استخر

 
 های سفید و آبی باکتری پذیرا: تصویر مربوط به کلونی3شکل 

(E. coli) 
 

 
در وکتور  Gمربوط به کلونینگ ژن  PCR: نتایج کلونی 4شکل 

pTZ57r/t  .1-  مثبت  شاهد -2منفی  شاهد -2نردبان ژنیPCR 

، 6هستند   Gپلاسمیدهایی که فاقد ژن   PCRنتیجه  -9و  5، 4

 هستند.  Gپلاسمیدهایی که واجد ژن   PCRنتیجه  -8و  7

 

 بحث 

های ترین بیماریاز مهم (VHS) دهندهخونریزی سمیپتیس بیماری       

ویروسی است که به لحاظ تلفات رتبه نخست بیماریزایی را در بین 

 Ahmadivand) کمان داردآلای رنگینعوامل عفونی در ماهی قزل سایر

آلای پرورش ماهی قزل شدت صنعتبه (. این ویروس2016 و همکاران،

قرار داده و باعث خسارات سنگین اقتصادی کمان را تحت تاثیر رنگین

 درنظر صنعت این توسعه برای تهدید یک عنوانبه شده است. بنابراین

نخستین گزارش از بروز این بیماری در ایران مربوط  شود.می گرفته

از گیلان بوده است و پس از آن بیماری به دیگر مناطق  2005به سال 

و  Haghighi) یافته استآلا در کشور گسترش پرورش ماهی قزل

(. در این مطالعه ضمن 2016و همکاران،  Ghorani؛ 2008همکاران، 

های فیلوژنی نشان داد که ، بررسیVHSتشخیص مولکولی ویروس 

 

 
نردبان ژنی  -VHS :1ویروس  Gمربوط به ژن  PCR: نتیجه واکنش 1شکل 

 Gمونه مربوط به ژن ن -3نترل منفی ک-2
 

 
ویروس  Gدرخت فیلوژنی ترسیم شده براساس توالی کامل ژن  :2شکل 

VHS 
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( متعلق به ژنوتیپ MH794504جدایه مطالعه حاضر با کد دسترسی)

Ia  و زیر شاخهIa-2 باشد. مقایسه توالی نوکلئوتیدی ژن میG  ویروس

VHS ترین جدایه مطالعه حاضر با سایر مطالعات نشان داد که بیش

 Kahns) و لهستان بوده است های ویروسی آلمان، فرانسهتشابه با ایزوله

ایران و  (. با توجه به تشابه ژنوتیپی که بین جدایه2012و همکاران، 

های ویروسی که میزبان تمامی جدایهو این دارد وجود اروپایی کشورهای

رسد نظر میکمان بوده است، بهآلای رنگینشورهای ذکر شده، قزلک

منشاء ورود ویروس به ایران در اثر تجارت افراد با کشورهای اروپایی 

 منظوربه ژن ژن به معنای انتخاب و ازدیاد یک کلونینگ بوده است.

تواند مصارف مختلفی است که می DNA مولکول یک از حفظ قسمتی

 تکثیر توانایی از مولکولی شناساناین روش زیستدر  داشته باشد.

و  Casadaban) گیرندمی بهره هاژن تکثیر برای شده کشت هایسلول

Cohen ،1980). دلیل اهمیت ژنبهG   ویروسVHS کلونینگ و بیان ،

این ژن در وکتورهای مختلفی نظیر وکتورهای پروکاریوتی، یوکاریوتی 

(. در مطالعه 1995و همکاران،  Bearzotti) و ویروسی انجام شده است

دست آمده از هویروس ب  Gحاضر، هدف شناسایی و کلون کردن ژن

توان بوده است که می pTZ57r/tاستان چهارمحال بختیاری در وکتور 

واکسن  DNAپروتئین،  Gمنظور انجام تحقیقاتی نظیر تولید از آن به

ی ویروس استفاده کرد. لازم در تیتراسیون مولکول چنین استانداردو هم

، از شش ژن تشکیل شده VHSطورکه ذکر شد ژنوم ویروس همان

باشد. مطالعات نشان داده است که می  Gها ژن ترین آنماست که مه

زایی هستند، همانند ایمنی نقش که دارای VHS هایی از ویروساپیتوپ

وی ( بر رIHNساز)رابدوویروس عامل بیماری نکروز عفونی بافت خون

و همکاران،  Lecocq-Xhonneux) اندویروس واقع شده پروتئین G سطح

منظور کلون کردن و بیان (. پیش از این مطالعات مختلفی به1994

انجام گردیده است  E. coliخصوص در باکتری هب VHSویروس  Gژن 

(Lorenzen  ،مطالعات دیگر نشان داد که تولید و 1993و همکاران .)

های پروکاریوتی نظیر تولید شده در سیستم  Gئین سازی پروتخالص

و تزریق پروتئین نوترکیب سنتز شده به ماهی، منجر  E. coliباکتری 

-Lecocq) گرددکننده در بدن ماهی میهای خنثیبادیبه تولید آنتی

Xhonneux  ،در تحقیق حاضر ژن 1994و همکاران .)G  ویروس

آن با استفاده  cDNAلونینگ ک و دهنده شناساییسمی خونریزیسپتی

انجام شد. با استخراج پلاسمید  E. coliدر باکتری  pTZ57r/tاز وکتور 

، تایید  Gدست آمده، کلونینگ ژن هنوترکیب و تعیین توالی محصول ب

های سایر ویروس محلی با جدایه  Gشد و سپس توالی نوکلئوتیدی ژن

بوده که  bp 1523ویروس   Gکشورها مقایسه شد. توالی کدکننده ژن

های اروپا تر ذکر شد با جدایهطورکه پیشترین تشابه را همانبیش

در حشرات و دیگر  VHSویروس  Gداشته است. کلونینگ و بیان ژن 

 Acosta) های یوکاریوتی نیز انجام شده استسلول

منظور تولید به Gای که کلونینگ ژن (. در مطالعه2006و همکاران، 

DNA واکسن برای VHSV ،نشان داده شد که حتی توالی  انجام گرفت

تواند در بروز پاسخ اند، میپلاسمیدهایی که به این منظور استفاده شده

(. 2008و همکاران،  Chico) ار باشدذتاثیرگ VHSVایمنی ماهی علیه 

Acosta ( نیز نشان دادند که کلونینگ و بیان ژن 2006و همکاران )

G وتی نظیر سلول های یوکاریدر سطح سلولRTG-P1 تواند منجر می

 Acosta) های مجاور گرددبه القای تولید اینترفرون نوع یک در سلول

ویروس این است که   Gهای ژن(. از دیگر اهمیت2006و همکاران، 

های عنوان یک ادجوانت مولکولی علیه دیگر بیماریتوان از آن بهمی

( 2014و همکاران ) Martinez-Lopezمطالعه  در کرد. استفاده ویروسی

عنوان یک تواند بهویروس می  Gنشان داده شد که اجزای اصلی ژن 

( عمل SVCادجوانت مولکولی علیه بیماری ویرمی بهاره کپورماهیان )

واکسن علیه  DNAعنوان به  Gکند. علاوه بر این در مواردی که از ژن 

وان از تسمی هموراژیک استفاده شده است، میبیماری سپتی

  Gمنظور افزایش پاسخ ایمنی ماهی علیه های مولکولی بهادجوانت

(. مطالعه حاضر 2017و همکاران،  Lazaret) پروتئین استفاده کرد

، VHSنخستین تحقیقی در کشور است که ضمن تشخیص ویروس 

ویروس در داخل وکتورهای پلاسمیدی  Gدر زمینه کلونینگ ژن 

 انجام گرفته است.  
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