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 چکیده
بیماري ترین  خطرناك  از  یكي  سفید  لكه  میگوهاي  بیماری  در  زیادي  تلفات  سبب  كه   است  ویروسي  هاي 

مي   پرورشي   ایران  وشدر سطح جهان  در  بیماري  این  پرورش  نیزد.   به  نمودخسارت جدي  وارد  میگو  ه دهندگان 
میگوهای است.   از  آبادان  منطقه چوئبده  استان خوزستان در  پرورش میگوی  مزارع  از  بازدید  تحقیق طی  این  در 

بودند  بالینی  علائم  دارای  که  سفید  لکه  بیماری  به   مبتلا 
عنوان الگو در آزمایشات بعدی  ای که دارای بالاترین حدت از بیماري لكه سفید بود بهبرداري انجام شد. نمونهنمونه

 VP28وسیله پرایمرهاي طراحي شده، ژن  ذاري شد. بهگنام   IRI-KHZ/904    مورد استفاده قرار گرفت و این جدایه
 نتایج نشان داد كهثبت گردید.    AB855742از ژنوم ویروس تكثیر گردید و توالي آن در بانك ژن با شماره دسترسي  

نوكلئوتیدي ایراني   VP28ژن    توالي  جدایه  جدایهدر  توالی  با   داراي  ،  جهان  مختلف  كشورهاي  از  بسیاري  هاي 
 درصد همساني داشت.  99جدایه از کشورهای چین، كره جنوبي و هند   4درصد بود و با  100همساني 

 
   ، استان خوزستانسفید غربي، ویروس لكه سفید، میگوي  VP28تعیین توالي، ژن  کلمات کلیدی: 

 
 مه مقد

یكيلكه  بیماری        بیماريخطرناك  از  سفید  هاي ترین 
میگوهاي   كه  است  جهان  ویروسي  سطح  در  را  پرورشي 

مي  قرار  تأثیر    و   Marks؛  Flegel  ،2007)  دهدتحت 
نقاط   .(2004همکاران،   تشكیل  سبب  كشنده  ویروس    این 

در   سفید كاراپاس مي   اسكلت  رنگي  نه  خارجي زیر  كه  شود 
دیگر سخت بلكه  پنائیده  و  تنها میگوهاي  پوستان آب شیرین 

آلوده مي  نیز  این    (. 1996و همکاران،    Lo)  كنددریایي را 
است  ویروس   بزرگ  غشاءدار  ویروس  سال    كه   یك  در 

ژاپني   1997 میگوي  از  موفقیت  با  ویروس   ژنوم 

(P. japonicus)   استخراج  (Yang    ،و 2001و همکاران  )  
شد.  ساخته  آن  ژنومی  جدایه    کتابخانه  سه  توالي  تعیین 

نوع   از  ویروس  ژنوم  كه  كرد  مشخص  ویروس  متفاوت 
DNA  اندازهرشته   دو با  حدوداي    باشد مي  Kbp300    اي 

(Marks  ؛  2004همکاران،    وVan Hulten  همکاران،    وb 

همکاران،    Yang  ؛2001 اطلاعات  رب   (. 2001و  اساس 
ب    جنس   یك  در   ویروس،  فرد و مورفولوژيهژنتیكي منحصر 

ویسپوویروسبهها  ویروس  DNA  از  جدید  نام 

(Whispovirusمي قرار  خانواده    گیرد (  به  متعلق  كه 
( استNimaviridaeنیماویریده   )  (Van Hulten   و  

لكه   (.a  2001همکاران،   بیماري    5  دارايسفید  ویروس 
اس  ساختاري  اصلی  كهپروتئین  و    VP28های  پروتئین  ت 

VP19    و ویروس  غشاء  در    VP26و    VP15  ،VP24در 
  22با وزن مولكولي تقریبي  VP28نوكلئوكپسید قرار دارند. 

پروتئین ساختاري موجود در غشاء  كیلودالتون فراوان ترین 
همکاران،    و  Tang؛  2011همکاران،    و  Braunig) باشدمي

هاي شناخته  سایر پروتئین  گونه شباهتي را بهكه هیچ  ( 2007
پروتئینبه شده   از  برخي  با  لكه جز  ویروس  ساختاري  هاي 

نظر  به  (. 2006همکاران،   و Robalino) دهدسفید نشان نمي
سلول مي به  ویروس  اتصال  موجب  پروتئین  این  هاي  رسد 

به ویروس  نفوذ  در  نیز  را  مهمي  نقش  و  شده  درون  میگو 
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مي  ایفا  میزبان  همسلول  كه  كند.  است  شده  مشخص  چنین 
مي باديآنتي پروتئین  این  برضد  شده  تولید  توانند هاي 

نمایند  ویروس را خنثي كرده و عفونت ویروسي را مهار 

(Yi   پروتئین  2004همکاران،    و .)VP28    و ژن کدکننده آن
لكهبه بیماري  كنترل  و  تشخیص  توجه  منظور  مورد  سفید 

)قرارگرفته تحقیقات    (،  2011همکاران،    و  Mavichakاند 
توان نوتركیب می   VP28  با تهیه پروتئیننشان داده است كه  

آنتي تولید  برای  آن  بهره  بادياز  كلونال  پلي  و  مونو  هاي 
آنتي  این  ایمونولوژیك  باديبرد.  تشخیص  آزمایشات  در  ها 

  و  Wang) هاي ایمونوكروماتوگرافي كاربرد دارندمانند كیت
Zhan  ،2006  توالی تعیین  حاضر  مطالعه  از  هدف   .)

پروتئین کدکننده  ژن  جدایه     VP28نوکلئوتیدی  یک  در 
سفید میگو و مقایسه آن با توالی  ایرانی ویروس بیماری لکه

نقاط دیگر جهانمربوطه در جدایه و حصول اطمینان    های 
ژن   توالی  حفاظت  ب   VP28از  ایرانی  جدایه  عنوان  هدر 

روشمقدمه طراحی  زمینه  در  آتی  مطالعات  برای  های  ای 
 بوده است. تشخیص یا ساخت واکسن 

 

 ها شمواد و رو
استخراج  نمونهمنظور  به        و  ویروس،    DNAگیری 

لکه بیماری  به  مبتلا  بالینی  میگوهای  علائم  دارای  که  سفید 
از مزارع پرورش میگوی استان خوزستان در منطقه    بودند

مهرماه   تا  )خرداد  آبادان   نمونه   عنوان به(   1390چوئبده 

، مقداری از هر نمونه  DNA. جهت استخراج  انتخاب شدند
لیتری  میلی  5/1)آبشش و پای شنا( درون یک میکروتیوب  

استخراج   شد.  داده    های محلول  از  استفاده  با  DNAقرار 

DTAB  و  CTAB    شرکت(Genereach،   و طبق    تایوان( 
استخراج شده    DNAجام شد.  ن دستورالعمل شرکت سازنده ا

در آب دوبار تقطیراستریل حل گردید و تا زمان آزمایش در  
نگهسانتیدرجه    -20دمای   آزمایش  گراد  از  پس  داری شد. 

ازها  نمونه استفاده  لکهبا  بیماری  مولکولی  تشخیص  -کیت 
( نمونه   ،Genereach  شرکت   Iq2000سفید  که  تایوان(  ای 

عنوان الگو در آزمایشات بعدی  بود به  1دارای بالاترین حدت 
گرفت.  قرار  استفاده  جدایه    مورد    IRI-KHZ/904این 

گردید.نام کدکننده    گذاري  ژن  اختصاصی  پرایمرهای 
توسطب   VP28پروتئین   شده  طراحی  پرایمرهای  اساس   ر 

Witteveldt (2006  ،) در  تفاوت كه    گردیدند. با این   انتخاب
   SalІهای محدودگراین پرایمرها مکان برش آنزیم 5' انتهای

محصول    HindІІІو   کلونینگ  امکان  تا  شد  قرارداده  نیز 
PCR  بیان پروتئین وVP28   .در مطالعات آینده فراهم گردد 
ژن        نهایی  در  PCR  وسیلههب   28VP  تکثیر    50  حجم 

شامل الگو،  میکرولیتر  2  میکرولیتر    میکرولیتر0/ 4  ژنوم 

در  Pfu  (5/2آنزیم   بافر    5  میکرولیتر(،  واحد  میکرولیتر 

 
كیت  بر.    1 دستورالعمل  مورد    Iq2000اساس  نمونه  در  آلودگي  سطح 

بندي  تقسیم   Severeو  Very light ، Light ،Moderateسطح    4آزمایش به  
میگو    شود.مي از مزرعه پرورش  این پژوهش  جدایه مورد بررسي در 

تلفات كیت  نمونه  ،داراي  با  بررسي  در  و  شده  داراي    Iq2000گیري 
 ( بود.Severe) آلودگي شدید

 

  1/ 5مولار،  میلی  dNTP  10میکرولیتر    Pfu  ،1آنزیم  
  20میکرولیتر )   1مولار،  میلی  50میکرولیترکلرید منیزیوم  

دوبار تقطیر  میکرولیتر آب 38/ 1پیکومول( از هر پرایمر و  

 انجام شد.  استریل
با برنامه دمایی دناتوره شدن ابتدایی در    PCRواکنش         
سانتی  95دمای   بهدرجه  به  2مدت  گراد  و  آن  دقیقه   دنبال 
-درجه به 48ثانیه،  45مدت درجه به 94سیکل حرارتی  35

به  72دقیقه و    1مدت   بود.  در  2مدت  درجه  پایان    دقیقه  
دمایی   مرحله  به  72یک  نیز  اجرا    7مدت  درجه  دقیقه 

محصول   آگارز    PCRگردید.  ژل  رنگ  5/1در  حاوی   %

Safe Stain ماركر )سیناژن، ایران(، در کنار یک bp  100  

(Fermentas الکتروفورز شد و )با دستگاه ترانس    ، لیتواني
 مشاهده گردید.  لومیناتور

تجاری    PCRمحصول          کیت  یک  از  استفاده  با 
)  DNAاستخراج   مطابق  Bioneerاز ژل  و  جنوبی(  کره   ،

به گردید.  خالص  سازنده  شرکت  تعیین   منظور دستورالعمل 
ژن   شركت    VP28توالي  به  شده  تخلیص  محصول 

از   پس  شده  مشخص  توالي  گردید.  ارسال  تكاپوزیست 
-هم در بانك ژن ثبت گردید.   Blastبررسی اولیه با برنامه  

برنامه   از  استفاده  با  تعداد    Bioeditچنین  با  توالي  این 
ثبت شده در بانك ژن از مناطق    VP28توالي دیگر ژن  14

   . جغرافیایي مختلف مورد مقایسه قرارگرفت 

 

 نتایج
توصیف شده   PCRآزمایش          پرایمرهای  از  استفاده    با 

(.   1)شكل    شد  bp528 محصولي به اندازه    تکثیرمنجر به  

در بانک    AB855742دست آمده با شماره دسترسي  هتوالی ب 
جدایه    10نتایج نشان داد که جدایه ایرانی با ژن ثبت گردید.  

چین،   جنوبي،  كره  كشورهاي  آمریكا،    هند،از  ژاپن، 
برزیل   و  ویتنام  تایلند،  تایوان،  درصد    100اندونزي، 

داشت.    همساني 
با  هم مقایسه  در  كره    4چنین  كشورهاي  از  دیگر  توالي 

ترازی  هم  درصد بود.   99جنوبي، هند و چین داراي همساني 

   نشان داده شده است.  2ها درشکل توالی
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 IRI-KHZ/904لكه سفید جدایه   ویروس VP28ژن   PCRالکتروفورز محصول : 1شکل 

 

 بحث
-های ویروس لكه هاي ساختاري و پروتئینمطالعه ژن        

هاي تكنیكمنظور طراحی و توسعه  ها بهسفید و عملكرد آن 
هاي جدید كنترل بیماري رو به  تشخیصي و تدوین استراتژي 

لكه بیماري  ویروس  است.  شامل  فزوني  پروتئین   5سفید 
( ساختاري    ( VP15, VP19, VP24,VP26, VP28عمده 

آن است میان  از  وزن  VP28ها  که    22  تقریبي  مولكولي  با 

پروتئین ساختاري موجود در غشاء  كیلودالتون فراوان ترین 
  در   كلیدي  نقش  VP28(.  2007و همکاران،    Tang)  باشدمي

-سفید ایفا ميبیماري لكه   عفونت عمومي در آلودگي میگو به
خصوص    (. a  2001همکاران،    و   Van Hulten)  كند در 

، عموماً اعتقاد بر این بوده است  گوی پوستان از جمله مسخت
ا نت   نی كه  در  و  نیستند  اكتسابي  ایمني  داراي    جه ی موجودات 

  ن ی ا  ی هایماری کنترل ب   یتواند براینم  ونی ناسی راهکار واکس

موثر باشد. اخیراً این نكته مورد ابهام قرار گرفته    واناتی ح
محقق و  داده  ن ی است  پروتئین  که اند  نشان  از  استفاده  هاي با 

و توان  مي  د ی سفلکه  ی ماری ب   ویروس  یغشای  ایمني    پاسخ 
لكه بیماري  برابر  در  را  مناسبي  میگوها  محافظت  در  سفید 

نمود  واکس2011و همکاران،    Dehghan)  ایجاد   ونی ناسی (. 
م ژاپون   یگوهای مؤثر   و  از    کوسی مونودون  استفاده  با 

ن   رفعالی غ  یوی بری و محقق  ی اری سب   توسط  زی شده    ن ی از 
 (. 2004و همکاران،  Witteveldt)  گزارش شده است

فعال        پلاسما   روس ی و  ی سازیخنث   ت ی حضور    ی در 
و  یگوهای م به  تا    20از    روسی آلوده  از    2روز  پس  ماه 

مشاهده   است عفونت  اگردیده  که    جی نتا  نی .  است  شده  سبب 
ا  نی محقق ضدو  ه ی فرض  نی به  پاسخ  القاء  شا  روس ی که    د ی و 
   هی برعل ونی ناسی واکس
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نوکلئوتیدهای  . درصدی بودند 99جدایه ایرانی با چهار توالی دیگر که با ویروس ایرانی دارای شباهت  VP28همترازی توالی ژن : 2شكل  

 متفاوت در باکس های کوچک مشخص شده اند. 

 
 Witteveldt)  توجه کنند  تر شی باشد ب   یروش مناسب   روس ی و

همکاران،   برهم2004و  اهم  نی (.  به  توجه  با  و    ت ی اساس 
م  ی برا   روسی و  نی ا پرورش  تحق  گوی صنعت    قات ی تاکنون 

ا  یمتعدد انجام    روس ی و  نی در جهت ساخت واکسن بر ضد 
ا در   است.  و    VP19  ی سطح  یهاژنیآنت   قات ی تحق  نی شده 

VP28   در اول  که  سلول  روس ی و  ه ی واکنش   زبانی م  ی هابا 
گرفته    توجه قرار  مورد  (2004و همکاران،    Yiنقش دارند )

به کاندهب   VP28  نی پروتئ   ژهی وو  واکسن    دی عنوان  ساخت 
است.  بی نوترک شده  تفاوت   مطرح  دیگر  سوی  ای  هاز 

جدایه میان  در  در  ژنتیكي  بالایي  اهمیت  ویروسی  های 
همه  مطالعات  و  دارد تشخیص  و    Mavichak)  گیرشناسي 

-ای در توالی ژنهای نقطهوقوع جهش    (. 2011همکاران،  
مي مراحل  ها  در  هدف  توالي  به  پرایمرها  اتصال  از  تواند 
PCR جلوگیري نماید (Kwok   ،1990و همکاران.)   



  بهار ،  1، شماره  هفتمسال                                                  فصلنامه علمی پژوهشی محیط زیست جانوری                 

1394 

 

103 
 

با        رویداد  تولید    این  یا  و  كاذب  منفي  نتایج  ایجاد 
در   غیراختصاصي  در    PCRمحصولاتي  محدودیت  سبب 

از   كیت  PCRاستفاده  از  در  بعضي  در  تشخیصي  هاي 
ویروس سویه  ميهاي  از  .  شودها  پس  حاضر  مطالعه  در 

نوكلئوتیدي ژن   توالي  و مقایسه  ایراني  جدایه    VP28تعیین 
جدایه  در  مربوطه  توالی  با  كشورهاي  آن  از  بسیاري  هاي 

داراي   ایرانی  جدایه  که  گردید  مشخص  جهان  مختلف 
با    100همساني   جدیدترین  10درصد  از  هاي  توالي   جدایه 

با   ایراني  جدایه  توالي  بین  بود.  ژن  بانك  در  شده    4ثبت 
نیز   بانك ژن  در  ثبت شده  دیگر  درصد همساني    99جدایه 

 وجود داشت.  
-آن  VP28چهار جدایه ویروس که میزان شباهت ژن         

ایرانی   جدایه  با  کشورهای    99ها  به  متعلق  بود  درصد 
( و کره  AY682926(، چین )EF534254هندوستان )جدایه  

های   )جدایه  بودند.  AF380842و    GQ328029جنوبی   )
توالي ژن   با  ایراني  ب این جدایه  VP28توالي  در  هها  ترتیب 

هند،   Aجاي  به   G)باز    38  هایموقعیت جدایه  توالی  با   )
توالی جدایه چین،   Cجاي  به  T)باز    147 با    C)باز    32( 

)  357و  جنوبی  کره    GQ328029( با توالی جدایه  Tجاي  به
کره Cجاي  به  Tباز   دیگر  جدایه  توالي  با    جنوبی   ( 

(AF380842 اختلاف داشت. در دو مورد از این جهش )  ها
(AF380842    وAY682926  به منجر  نوکلئوتیدی  تغییر   )

اسیدآمینه ولي در جدایه تغییر  بودند  نشده    GQ328029   ای 
   EF534254جاي پرولین و در جدایه  اسیدآمینه هیستیدین به
-جاي گلیسین قرار گرفته بودند. توالیاسیدآمینه آسپارتات به 

جدایه به  متعلق  مطالعه  این  در  مقایسه  مورد  از  های  هایی 
جدایه نیز  و  آسیایی  بودند.  کشورهای  آمریکا  قاره  از  هایی 

بالای ژن   بسیار  این جدایه  VP28شباهت  نشان  در میان  ها 
از ژنوم  می قسمت  این  در  احتمال وقوع موتاسیون  دهد که 

مي پایین  بسیار  ژن  ویروس  حفاظت  بالای  میزان  باشد. 
VP28  جدایه ویروس  در  این  مختلف    توسط های 

Kasornchandra   ( نیز مورد تایید قرار  1998همکاران )  و
   گرفته است.

دست آمده در این مطالعه  طورکلی براساس نتایج بهبه        
به  زمینه  این  در  تحقیقات  سایر  ميو  ژن  نظر    VP28رسد 

لكه بالا  هب سفید  ویروس  بسیار  حفاظت  میزان  كاندید  دلیل 
بررسیمناسبي   نمیبرای  اپیدمیولوژی  در  های  اما  باشد 

 مقابل 
ژن  می این  از  توسعه  توان  براي  آن  از  حاصل  پروتئین  و 

لكه روش  بیماري  تشخیص  پایه  هاي  بر  یا   PCRسفید 
منظور تحریك  هاي نوتركیب بهبادي و نیز تولید واكسنآنتي

   . استفاده نمودسیستم ایمني میگوها 
 

 تشکر  وقدردانی 
در          تحقیق  پایانقاین  شهید  الب  دانشگاه  دکتری  نامه 

اعطای   از  است.  گرفته  اهواز صورت  مالی چمران    منابع 
-مربوطه توسط دانشگاه شهید چمران تشکر و قدردانی می

 گردد.  
چنین ازمؤسسه تحقیقات علوم شیلاتي كشور که در انجام  هم

    . شودسپاسگزاری می ، این تحقیق همکاری زیادی نمودند
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