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   تاسماهی ایرانیدر مولدین  )Iridovirus(مطالعه ایریدو ویروس 
 )Acipenser persicus(  با استفاده از روشPCR  

  
  ، 3، علیرضا شناور ماسوله2، محمد پورکاظمی1*سهیل بازاري مقدم

  5، فریدون چکمه دوز قاسمی4سمیه حقیقی کارسیدانی
   41635 - 3464  : ستیپندوق ص ،ایران  ،رشت ،یاي خزرمؤسسه تحقیقات بین المللی تاسماهیان در -3 و 2 ،1

  43145 -1451 : ستیپندوق ص ،ایران ،بندرانزلی ،دانشگاه آزاد اسلامی واحد بندرانزلی -4
    66: ستیپندوق ص ،ایران ،بندرانزلی ،هاي داخلیپژوهشکده آبزي پروري آب -5

  
  1392د خردا 20: تاریخ پذیرش    1391اسفند  19:  تاریخ دریافت

  
   چکیده

در و مگالوسـیتی ویـروس   لمفوسیسـتی ویـروس    ،جنس ایریدوویروس، کلریریدوویروس، راناویروس پنجها با دارا بودن ایریدوویروس
د هاي تجاري و بسیار ارزشـمن نظر به اینکه ماهیان خاویاري از گونه. نمایندهاي ماهیان آب شیرین و شور ایجاد بیماري میتعداد زیادي ازگونه

 هـاي مختلفـی از ماهیـان خاویـاري نظیـر تاسـماهی سـفید، تاسـماهی پـاروپوزه،          گونـه  دریاي خزر محسوب شده و ایریـدوویروس تـاکنون در  

تاسماهی روسی و تاسماهی پاروبینی سفید شناسایی شده است، لذا ایـن بررسـی بـراي اولـین بـار در ایـران بـر روي مولـدین تاسـماهی ایرانـی           
)Acipenser persicus( با توجه به جایگزین شدن و تکثیر سریع ایـن ویـروس در   . دریاي خزر صورت پذیرفت یصید شده از سواحل جنوب

. نگهداري گردیـد  -C°20 نمونه باله تهیه و در فریزر 150 از مولدین مشکوك به این ویروس،، ايسینه هاي اپی تلیال پوست و بویژه بالهسلول
هاي موجود در کیت اسـتخراج  ها با استفاده از روش و محلولنمونه DNA. استفاده شد IQ2000کیت تشخیصی  منظور انجام این مطالعه از هب

 PCR ،هاي مناسب سپس بـا پرایمرهـاي اختصاصـی    DNA. الکتروفورز شدند% 1ها بر روي ژل آگارز منظور ارزیابی کیفیت آن هگردیده و ب
آمیـزي  دیوم برومایـد رنـگ  یالکتروفورز و با ات ،%2بر روي ژل آگارز  PCRمیکرولیتر از محصول  5میزان ه ب ،براي اثبات وجود باند. گردیدند

تولید نمایند که در کلیـه   bp  655میزانه ب PCRبایست باند ایریدوویروس میفاقد  يها، تمامی نمونهمطابق نمونه ارائه شده در کیت. ندگردید
توان اعلام نمود که ایریـدوویروس در مولـدین بررسـی شـده تاسـماهی ایرانـی       تایج این تحقیق میبراساس ن. ها باند مذکور ایجاد گردیدنمونه

  . مشاهده نگردید
  

 .DNA، PCRایریدوویروس،  دریاي خزر، تاسماهی ایرانی، :کلیدي کلمات
  

                                 
 .(soheilbm274@gmail.com(دار مکاتبات عهده *
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  مقدمه
هاي بیست وجهی ها از جمله ویروسایریدوویروس

ــوم  ــا ژن ــزرگ هســتند کــه دارا دو رشــته DNAب ي اي ب
ایـن  . باشـند نـانومتر مـی   300الـی   120ضخامتی معـادل   

اي متحدالمرکز بوده که چنین ویروس داراي ژنوم دایره
هــاي خصوصــیات بیولــوژیکی و مولکــولی در ویــروس 

 ;Delius, et al.,1984( گـردد یوکاریوت مشـاهده مـی  

Darai, et al.,1983; He, et al., 2001( .   ایـن نـوع
جـــنس ایریـــدوویروس،  پـــنجویـــروس بـــا دارا بـــودن 

و  لمفوسیسـتی ویـروس   ،کلریریدوویروس، رانا ویروس
هاي ماهیـان  در تعداد زیادي ازگونهمگالوسیتی ویروس 

 ,Chinchar(  نمایندآب شیرین و شور ایجاد بیماري می

et al., 2005 .(ها در صـنعت  درسالیان اخیر این ویروس
بســـیاري از کشـــورهاي دنیـــا و بـــویژه پـــروري آبـــزي

-جنـوبی، هنـگ  کـره  ،ورهاي آسیایی از جمله ژاپـن کش

مخاطرات اکولـوژیکی  کنگ، سنگاپور، تایوان و تایلند 
 تلفــــات شــــدید و اقتصــــادي زیــــادي را بــــا ایجــــاد

 Chao, et( اسـت سبب شـده  و خسارات جبران ناپذیر  

al., 2002; Miyata, et al., 1997(.   ایریـدوویروس
خاویـاري دنیـا   هـاي مختلفـی از ماهیـان    تاکنون در گونه

، (Acipenser transmontanus)نظیــر تاســماهی ســفید
، تاسـماهی  (Polyodon spathaula)تاسماهی پاروپوزه 

ــی ــماهی  (Acipenser guldenstaedtii) روسـ و تاسـ
ــاروبینی ســفید شناســایی  (Scaphirhynchus albus) پ

 ,.Lapatra, et al., 1994; Hedrick, et al( انـد شـده 

مــاهی هــاي اســتخوانی نظیــر گونــه همچنــین در .)1990

 وف دریـایی بـزرگ  ، س)Epinephelus hybrid(هامور 
)Lates calcarifer( ،بــــــاس دهــــــان بــــــزرگ 
)Micropterum salmoides(،  هـــــامور پادشـــــاه 
)Epinephelus lanceolatus( ،ســـیم دریـــایی قرمـــز 
)Pagrus major( ايو ســیم صــخره )Oplegnathus 

fasciatus ( مشاهده شده است)Do, et al., 2004.(  
کــه ازمهمتــرین نظــر بــه اینکــه در تاســماهی ایرانــی

هاي تجاري دریاي خزر محسوب شده و هـر سـاله   گونه
بیشترین میزان تکثیر و رهاسازي بچه ماهیان خاویاري را 
ــاري    ــان خاوی ــایر ماهی ــر و بازســازي ذخ از مراکــز تکثی

اي گونه مطالعهدهد هیچمیکشورمان به خود اختصاص 
بنی بر وجـود و یـا عـدم وجـود ایـن ویـروس صـورت        م

  لــــــذا ایــــــن مطالعــــــه بــــــراي  ،نپذیرفتــــــه بــــــود
 منظـور شناسـایی ایریـدوویروس در   هدر ایران ب اولین بار

ــا اســتفاده از روش     ــدین تاســماهی ایرانــی  ب هــاي مول
با اسـتفاده از کیـت تشخیصـی      PCRمولکولی مبتنی بر 

IQ2000 انجام گردید . 

  
  هاروشمواد و 

مولـد تاسـماهی    150اي سینههاي بالهر این مطالعه د
ســانتیمتر و  7/167±49/3بــا میــانگین طــول کــل ایرانــی 

طـی تکثیـر بهـاره    کیلـوگرم   9/21±87/2میانگین وزنی 
در سه استان شمالی ) سه سال( 1388الی  1386هاي سال

ــتان (کشـــور  ــیلان، مازنـــدران و گلسـ آوري جمـــع) گـ
  ).1جدول ( ندگردید
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 3  ...در مولدین  )Iridovirus(مطالعه ایریدو ویروس 

  1388الی  1386هاي آوري شده جهت مطالعات ایریدوویروس طی سالهاي جمعنمونه :1جدول
  استان 

  سال  
  جمع کل  گلستان  مازندران  گیلان

1386  30  15  14  59  
1387  18  14  12  44  
1388  20  15  12  47  

  150  38  44  68  جمع کل
  

آوري گردید که عمـدتاً  عجم ینمولدی نمونه باله از
هـــاي ظیـــر زخـــم در نـــواحی پـــلاكداراي علائمــی ن 
هـا  بدین منظـور بخشـی از بالـه    .ها بودنداستخوانی و باله

در شـرایط اسـتریل    cc 5/1داخل تیوپ در  پس از برش
  .نگهداري گردید گراد سانتی -20در فریزر در دماي 

ــس از ــل  پ ــام مراح ــه انج ــردارينمون ــ ،ب ــور ه ب منظ
ــتخراج  ــام DNAاس ــل از  PCR و انج کیــت پروتک

جهــت بــدین منظــور . اســتفاده شــد IQ2000ی تشخیصــ
میلـی گـرم از    100حـدوداً مقـدار   ،کـل  DNAاستخراج 

میلـی لیتـري اسـتریل     2هاي بافت باله را در داخل تیوب
قـــرار داده و  DTABمیکرولیتـــر محلـــول  600حـــاوي 

 75هـا در دمـاي   سـپس نمونـه  . توسط قیچی خرد گردید
ده و پـس از  دقیقه انکوبه ش 5مدت ه ب گراد سانتیدرجه 

میکرولیتـر کلروفـرم بـه آن     700مقدار ،همزدن تیوب ها
صورت یکنواخـت بـه   ه پس از هم زدن ب اضافه نموده و

 دور 12000دقیقـه در   5بـه مـدت    سپس ،ثانیه 20مدت 
) فاز فوقانی(محلول رویی . نددر دقیقه سانتریفوژ گردید

منتقـل  لیتـري اسـتریل جدیـد    میلـی  2 هايداخل تیوببه 
ــده ــدار و ش ــر محلــول   100مق  900و  CTABمیکرولیت

پـس از   و میکرولیتر آب مقطر استریل به آن افزوده شـد 
مدت ه ب  گراد سانتیدرجه  75در دماي  ،هاهمزدن نمونه

در را ها نمونه ،این مرحله پس از. گردیددقیقه انکوبه  5
ــه بـ ـ 12000 ــدت ه دور در دقیق ــانتریفوژ  10م ــه س   دقیق

 150کردن محلـول رویـی مقـدار    نموده و پس از خارج 
میکرولیتر از محلول حلال کیت به پلت حاصله اضافه و 

دقیقـه انکوبـه    5 مـدت  بـه  گراد سانتیدرجه  75 در دماي
دور در دقیقـه سـانتریفوژ    12000سپس نمونه ها در . شد

   5/0داخـــل تیـــوب بـــه رویـــی  هـــايشـــده و محلـــول
جهــت رســوب . نــدمیلــی لیتــري اســتریل منتقــل گردید 

DNA  میکرولیتر اتانل خالص اضـافه و پـس    300مقدار
ــراي حــل   ،از ســانتریفوژ محلــول رویــی دور ریختــه و ب

ــت  ــدار  ، DNAنمــــودن پلــ ــرآب  100مقــ میکرولیتــ
  .مقطراستریل افزوده گردید

ــ  ــی    هب ــی و کیف ــابی کم ــور ارزی هــاي  DNAمنظ
ــده ا ــتخراج شـ ــول اسـ ــپکتروفتومتري در طـ ز روش اسـ

ــوج ــاي  مــ ــانومتر  280و  260هــ ــتگاه نــ ــط دســ توســ
و ژل آگــارز  ND1000اسـپکتروفتومتر نــانودراپ مـدل   

پـس از  . و رنگ آمیزي اتیدیوم بروماید استفاده شـد % 1
هـاي اسـتخراج شـده،     DNAتشخیص کمیت و کیفیت 

  بمنظور تشخیص وجود و یا عدم وجود ایریـدوویروس،  
 طـی دو مرحلـه  ) PCR(اي پلیمـراز  هاي زنجیـره واکنش

  :رفتانجام پذی ح ذیلربش
  

   First PCR reaction -الف
 5/7مواد مورد استفاده در این مرحله شامل 

 میکرولیتر First PCR preMix ،5/0 میکرولیتر
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IQzyme DNA polymerase میکرولیتر  2 وDNA 
 C°94هاي دماییاین مواد طی سیکل. استخراج شده بود

 مدت به C°72، ثانیه 20 مدت به C°62 ثانیه، 20 مدت به
، سپس این مواد )مرتبه 15تکرار این مراحل ( انیهث 30
 طی زمان C°20و  ثانیه 30 مدت به C°72 در

  .خواهند رسید) first(به خاتمه مرحله اولیه  ثانیه 30 
  

  Nested PCR reaction -ب
 Nested PCRمیکرولیتر14 در این مرحله از

preMix ،1 میکرولیتر IQzyme DNA polymerase و
این مواد در . استفاده گردید PCRمحصول اولیه 

 مدت به C°62 ثانیه، 20 مدت به C°94 هاي دمایی سیکل
 30تکرار این مراحل ( ثانیه 30 مدت به C°72، ثانیه 20

ثانیه به  30 مدت به C°20 ، سپس این مواد در)مرتبه
  .انتهاي این مرحله خواهند رسید

و  229(ویروسی  DNAمنظور اثبات وجود باند هب
یروس در وکه نشاندهنده وجود این ) ت بازجف 440

میکرولیتر از  5باشد مقدار می بافت ماهیان مورد نظر
برده و % 2را بر روي ژل آگارز  PCRمحصول 

  .آمیزي گردیدرنگدیوم بروماید یبا اتالکتروفورز 
  

  نتایج
ــتخراج    ــایج حاصــل از اس ــه نت ــن مطالع  DNAدر ای

هاي اسـتخراج   DNAبافت باله مولدین و ارزیابی کیفی 
بـر اسـاس پروتکـل کیـت     %  1آگـارز    شده بر روي ژل

حـاکی  نتـایج حاصـله   . اجرا گردید IQ 2000تشخیصی 
بـوده   PCR جهت انجام مراحل DNAازکیفیت مناسب 

  ).1 شکل(است 
    

  
  
  
  
  
  
  
  

 %1هاي استخراج شده بر روي ژل آگارز  DNAارزیابی کیفی   :1شکل
  

انجام نسبت به ، اسببا کیفیت من DNAپس از اخذ 
PCR   ــدام ــل  اقـــ ــامل مراحـــ ــه  شـــ ــده کـــ   گردیـــ

 First PCR reaction   وPCR reaction Nested  بوده

اطلاعـات موجـود در کیـت    بر اساس   ).2جدول ( است
ــی  ــورتی IQ2000تشخیص ــل از   در ص ــایج حاص ــه نت ک

 bpو bp  229در محـدوده بانـدي   بررسی ایـن ویـروس  
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بوده باشد می توان به وجود ایریدوویروس اطمینان  440
 bp 665در محـدوده بانـدي    که نتـایج یافت و در حالتی

ــروس   ،مشــاهده گــردد ــن وی حــاکی از عــدم وجــود ای
  ).2 شکل(. خواهد بود

  

  
  IQ2000چند نمونه مثبت و منفی درکیت  PCRنتایج  :2 شکل    

  )ویروس DNAکپی از  200( 2+ل کنتر -2      )ویروس DNAکپی از  2000( 3+کنترل  -1
 نمونه با آلودگی شدید به ایریدوویروس -4      )ویروس DNAکپی از  20( 1+کنترل  -3

 )bp 665باند (نمونه فاقد ایریدوویروس  -6      نمونه با آلودگی خفیف به ایریدوویروس -5

 ) bp 333- bp 630 - bp 848( M-مارکر -8        ) آب مقطر استریل(کنترل منفی  -7
  

مولـدین تاسـماهی   بـر روي   انجـام شـده   سـی در برر
در (PCR  حاصـل از وجود باندهاي تولیـد شـده    ،ایرانی

ویـروس  تکثیـر ژنـوم   از عـدم  نشـان   ،)bp 665محدوده 

ــا اســتفاده از پرایمرهــاي تخصصــی کیــت    مــورد نظــر ب
IQ2000 3 شکل( بوده است.(  

  
  
  
  
  
  
  
  

  
 %2بر روي ژل آگارز  PCRمحصول   :3شکل

  
  بحث
ــدوویروس در  نظــر  ــه شــیوع جهــانی بیمــاري ایری ب

ماهیـان  آن در بروز امکان  ،خاویاري ماهیان استخوانی و

هـاي هـر   علیـرغم رهاسـازي   .دریاي خزر نیز وجود دارد
ــاله   ــس ــه ماهی ــر و    انبچ ــز تکثی ــط مراک ــاري توس خاوی

کاهش میزان صید ماهیـان خاویـاري در   ،بازسازي ذخایر

 

440 bp  
  

229 bp  

 

630 bp 
 

848 bp 
 

333 bp 
 

665 bp 
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وه بر عوامل اکولـوژیکی بـه   دریاي خزر را می توان علا
طـی   .ها مـرتبط دانسـت  عوامل بیماریزا از جمله ویروس

ــی ــوص  بررسـ ــه در خصـ ــام گرفتـ ــاي انجـ ــاري بب هـ مـ
مشــخص  ،)WSIV( ایریدوویروســی تاســماهی ســفید  

هـاي اپـی تلیـالی    بیماري متمایل به بافـت که این  گردید
را درگیـر  این ماهیـان   هايو مخصوصاً باله پوست ،بوده
هـاي  اپـی تلیـوم انـدام    عفونت مخـاط دهـان و   .دنمایمی

در نهایـت  کـه   ،بویایی موجب توقف دریافت غذا شـده 
قابـل  منجر به لاغـري شـدید عـلاوه بـر علائـم خـارجی       

 ,.Watson, et al( گـردد بیمـاري مـی  مشـاهده در ایـن   

در  %95بــالاي  و تلفــات شــدیدایــن بیمــاري بــا . )1998
-عفونـت ایجاد  آن ضمنطی  کهنیز همراه بوده هچري 

می تواند موجبات افزایش تلفـات را فـراهم    ،ثانویههاي 
ــازد ــات .س ــط  در مطالع ــده توس ــام ش و  Watson انج

هاي تجربی متوسط تـا شـدید   عفونت ،)1998(همکاران 
 17 دمايهفته پس از تماس با ویروس در  3تا 2در طول 

  .دیردگمشاهده گراد سانتیدرجه  19 تا
شـامل خـونریزي بـر روي    ري این بیمـا علائم بالینی 

هـیچ گونـه علامـت     بـوده و  هـا سطح پوست و بویژه باله
ــاري وجـــود نـــدارد   اختصاصـــی داخلـــی در ایـــن بیمـ

(Watson, et al., 1998) .     لـذا تشـخیص آن بـه کمـک
ــکوپ  ، مولکــولیهــاي روش ــت شناســی و میکروس باف

رولوژیکی وکشـــت ســـلول امکانپـــذیر الکترونـــی وســـ
و  Kwakت انجام شـده توسـط   بر اساس مطالعا .باشد می

که بمنظور بررسـی آلـودگی مولـدین     )2005(همکاران 
بــه  ) Acipenser transmontanus(تاســماهی ســفید  

اي پلیمراز هاي زنجیرهایریدوویروس  با استفاده از روش
)PCR ( انجـام شـد   اختصاصـی و استفاده از پرایمرهاي، 

را  PCR هاي ژنتیک مولکولی مبتنی بر استفاده از روش
عنوان یک روش سریع جهت تشخیص ایریدوویروس  هب

 )2003(و همکاران  Raverty. در این ماهیان اعلام نمود
میکروسکوپ الکترونی براي  از دو روش پاتولوژیک و

ســفید تاســماهی پــاروبینی  تشــخیص ایریــدوویروس در
(Scaphirhynchus albus) تاســـماهی و پرورشـــی 

استفاده نمودنـد کـه    (Polyodon spathaula)پاروپوزه 
بافت شناسـی  روش هاي مالپیگی بزرگ در وجود سلول

ــروس و ــت  ویــ ــاي درشــ ــی را  20هــ ــطوجهــ  توســ
ــد  ــی گــزارش نمودن ــه در  .میکروســکوپ الکترون مطالع

که براي اولین بار در ایران بمنظور بررسی وجـود   حاضر
روش ایریدوویروس در ماهیـان خاویـاري بـا اسـتفاده از     

PCR   یصـی  کیــت تشخ توسـط  IQ2000در مولــدین 
 باند مشاهدهحاکی از  ،صورت پذیرفتتاسماهی ایرانی 

bp 665    بوده که بر اساس کیت مذکور حاکی از عـدم
ــی  ــدوویروس مـــــــ ــود ایریـــــــ ــدوجـــــــ   . باشـــــــ

Do  بـا  و روش مولکـولی   توسـط بـا   )2004(و همکاران
، ایریدوویروس را بـر  IQ2000کیت تشخیصیاستفاده از

مـــورد  )Epinephelus hybrid(گروپـــر روي مـــاهی 
نتـایج بدسـت آمـده از مطالعـات بـر       .مطالعه قرار دادنـد 

گویـاي ایــن   ،در ماهیـان خاویـاري   روي ایریـدوویروس 
تاسماهیان سبب مرگ و میر ه این ویروس کمسئله است 

ــوان در  ــی ج ــفید پرورش ــاره  س ــورهاي ق ــی از کش  برخ
 Lapatra, 1994; Georgiadis, et(  شده استآمریکا 

al., 2000; Georgiadis, et al., 2001(.  پیشـنهاد   لـذا
اي در خصـوص ماهیـان   گردد که مطالعات گسـترده می

   .در کشورمان صورت پذیردنیز خاویاري جوان 
  

  سپاسگزاري 
بدینوسیله ازمساعدت آقایان مهنـدس جلیـل جلیـل    
پور، دکتر مهدي معصوم زاده، مهنـدس مهـدي علیـزاده    

تقـدیر و  اري نمودنـد،  انجام ایـن تحقیـق مـا را ی ـ    که در
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ایـن مقالـه بخشـی از نتـایج طـرح      . آیدعمل میه تشکر ب
بررسی وضعیت بهداشتی مراکز تکثیـر و پـرورش   "ملی 

د ک ـا ب ـ "هـاي شـمالی کشـور   ماهیان خاویاري در اسـتان 
بوده که  0 -100 – 20000 -05 – 0000 - 84030مصوب

بـه   ی کشورشیلاتعلوم سسه تحقیقات ؤبا حمایت مالی م
  .ام رسیده استانج
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