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  4، اسماعيل صابرفر3، ابوبكر مرادي2نظري ، علي حق1*محمد امين الماسي
  

  دانشگاه زنجانارشد دانشكده كشاورزي  ترتيب كارشناس به - 3و  1
  دانشيار دانشكده كشاورزي دانشگاه زنجان -2
   بقيه االله دانشكده پزشكياستاديار دانشگاه  -4

 aminalmasi66@gmail.com :الكترونيكي پست مكاتبات، مسئول نويسنده* 

 )10/2/91 :پذيرش تاريخ - 19/6/90 :دريافت تاريخ(

  
  
  

زميني است كه باعث  مهم در مزارع سيب هاي از بيماريزميني،  پيچيدگي برگ سيب بيماري
اين بيماري توسط ويروس پيچيدگي  .دشو زميني مي هاي سيب كاهش عملكرد و كيفيت غده

 هاي اوليه مديريت آلودگي در محصولات سيب يكي از روش .شود زميني ايجاد مي  برگ سيب
هاي  روش. عنوان غده بذري براي كاشت است هاي عاري از ويروس به غدهزميني، استفاده از 

سرولوژيك و  هاي آزمونتوان به  جهت تشخيص اين ويروس وجود دارند كه مي متعددي
ها  روش جديدي جهت تشخيص پاتوژن RT- LAMPروش . كردهاي مولكولي اشاره  روش
به . زميني به كار گرفته شد بكه در اين پژوهش جهت تشخيص ويروس پيچيدگي برگ سي است

هاي برگي با علايم مشابه به ويروس پيچيدگي برگ  سرولوژيك، نمونه آزمونمنظور انجام 
ا .ان.آرمولكولي،  هاي آزمونجهت انجام . آوري شدند زميني از سطح استان زنجان جمع سيب

انجام  هاي مختلفي جهت تأييد سپس روش. صورت گرفت RT-LAMPكل استخراج و واكنش 
محصول بر روي  بارگذارياين واكنش استفاده شدند و واكنش مثبت با ديدن كدورت حاصله، 

از مزاياي . سايبرگرين و اتيديوم برومايد تأييد شد تهاي فلورسن ژل آگارز و استفاده از رنگ
، سهولت و )دقيقه 75(توان به سرعت  مي پيشينهاي  اين روش جديد در مقايسه با ساير روش

  .كردني آن اشاره ايم
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

زميني چهارمين محصول مهم دنيا بعد از برنج، گندم و ذرت  سيب
همواره با چندين ويروس در خـلال فصـل رشـد آلـوده      است كه

صـورت مخلـوط يـا مجـزا در      توانند به ها مي اين ويروس. شود مي
ويروس پيچيـدگي   ).Agindotan et al.2007(مزرعه نمايان شوند 

هـاي   كه با نام) Potato leafroll virus )PLRVزميني يا  برگ سيب
اي  اي شدن برگ، نكروز بافت آبكشي و نكروز شبكه ويروس لوله

ــيب ــانواده     س ــي از خ ــت، ويروس ــده اس ــناخته ش ــز ش ــي ني زمين
Luteoviridae  و جنسPolerovirus  است)Gildow et al.2000 .(

اي  طيف وسيعي از گياهان دو لپـه  Luteoviridae اعضاي خانواده 
كننـد و اغلـب در بافـت آبكشـي تكثيـر       اي را آلوده مـي  و تك لپه

طور  دامنه ميزباني اين ويروس به). Johannes et al.1994(يابند  مي
،  Physalis oridanaيعنـي عمده به چند گياه از جـنس سولاناسـه   

Datura stramonium ،Lycopersicom esculentum  وSolanum 

tuberosum   شـود  محـدود مـي )Guyader et al.2002( .  ويـروس
PLRV     قـدي در گياهـان    هسبب پيچيـدگي بـرگ، كلـروز و كوتـا

ها سبب علامت تيپيكي بـه نـام    همچنين در بعضي واريته. شود مي
هـا   آسيب سـلول  كه سبب مرگ انتخابي و شود اي مي نكروز شبكه

ايـن  ). Alvarez et al.2005(د شـو  هـا مـي   در بافت آبكشـي غـده  
شـود   ها منتقل مي ويروس از طريق پيوند، كاشت غده آلوده و شته

انتقـال توسـط شـته بـه     . تواند انتقال يابـد  اما با عصاره گياهي نمي
اي به وسيله تغذيـه از آونـد آبكشـي صـورت      طريق پايا و چرخه

هايي ماننـد شـته سـبز هلـو      شته). Guyader et al.2002(گيرد  مي
)Myzus persicae( ــيب ــته سـ ــي  ، شـ  Macrosiphum(زمينـ

euphorbiae (  و شته پنجه روبـاهي)Acyrthosiphom solani ( از
 Singh et(رونـد   تـرين نـاقلين ايـن ويـروس بـه شـمار مـي        مهم

al.1995 .(  ن.آرژنوم اين ويروس يـكا. رسـان تـك    سـنس پيـام  ا
) VPg(ي است كه داراي يك پروتئين متصل شده بـه ژنـوم   ا رشته
 ).Zhang et al.2011( است

و از  اسـت ويروس  تشخيصجهت كنترل اين بيماري، اولين قدم 
هـاي ويروسـي بـه هـم شـباهت زيـادي        آنجايي كه علايم بيماري

نظر در امـر كنتـرل    مورددارند، تشخيص دقيق و درست ويروس 
هاي  ويژه الايزا، آنتي بادي بادي به آنتيهاي بر پايه  روش. استمهم 

. گيرنـد  كلونال يا تركيبي از هر دو را به كار مـي  مونوكلونال يا پلي

مهـم   هـاي  تأمين كيفيت بالاي آنتي سرم جهت اطمينان از آزمايش
سازي مواد كافي براي توليـد   است اما بايد توجه داشت كه خالص

سرم  موفقيت در تهيه آنتي اولين. استبر و پرهزينه  سرم، زمان آنتي
گزارش شد كه توانستند  توسط كوجيما و موري ياما PLRVبراي 
 ;Al-mrabeh et al.2009(سرم نسبتاً خالصي را بدست آورند  آنتي

Alvarez et al.2005 .(هاي مختلفي با ايـن روش   بعد از آن آزمون
اسـميت   -روحاني و اسـتاك . صورت پذيرفت پژوهشگرانتوسط 

)Rowhani & Stace-Smith(  با اين روش توانستند خصوصـيات ،
المرابـه  ). Rowhani et al.1979( كننـد اين ويـروس را مشـخص   

)Al-Mrabeh ( و همكارانش، روش الايزاي نوتركيب را با استفاده
كه با بيـوتين نشـاندار شـده بـود،      V3HCLبادي نوتركيب  از آنتي

ه نتـايج  به كار گرفتنـد و نشـان دادنـد ك ـ    PLRVجهت تشخيص 
   اسـت تـر   حاصل از اين روش نسبت بـه الايـزاي معمـولي دقيـق    

)Al-mrabeh et al.2009 .( هــاي اخيــر اســتفاده از     در ســال
بـراي   ويـژه  بـه هـا،   هاي مولكولي براي تشـخيص ويـروس   تكنيك

 ). Klerks et al.2001. (هاي بذري توسعه يافته اسـت  گواهي غده
ــدو  ــارانش، روش ) Gildow(گيل را  Northern blottingو همك

براي تشخيص اين ويروس به كار گرفتند و بـا اسـتفاده از انتقـال    
هاي ناقل و گياهان آلـوده بـه غشـاي     استخراج شده از شتها .ان.آر

بـرداري،   توانستند بعد از عكس نشانگرنايلوني و نشاندار كردن با 
ــد    ــخيص دهن ــروس را تش بيشــتر ). Gildow et al.2000(وي

. هسـتند  RNAزمينـي داراي ژنـوم از نـوع     هاي مهم سيب ويروس
توســط آنــزيم ) cDNA(. ا.ان.ديبنــابراين ســاخت رشــته مكمــل 

برداري معكـوس، در گذشـته بـراي تشـخيص ايـن نـوع از        نسخه
). Nie 2006(به كار رفته اسـت   RT-PCRها با استفاده از  ويروس
به كار گرفت  PLRVاين روش را براي تشخيص ) Singh(سينگ 

)Singh et al.1995 .( با اين وجود روشRT-PCR   چندين عيـب
 مشخص مانند نياز به ترموسايكلر و مواد خطرناك آشكارساز دارد

)Fukuta et al.2003.(  روشReal-time RT-PCR    روشـي مـؤثر
، اما نياز به تجهيزات و مـواد  استزا  براي تشخيص عوامل بيماري

جونز -مورتيمر). Caipang et al.2009(شيميايي گران قيمت دارد 
)Mortimer-Jones (    و همكارانش ايـن روش را بـراي تشـخيص

PLRV تـوان پـي بـه     رفتند و دريافتند كه با اين روش ميبه كار گ
ــرد  ا.ان.ديكميـــت  روش  ).Mortimer-Jones et al.2009(بـ

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
91

.1
.1

.1
.8

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-0

8-
02

 ]
 

                               2 / 7

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1391.1.1.1.8
https://gebsj.ir/article-1-220-fa.html


امين الماسي و همكاران محمد  ... RT-LAMPهاي مختلف تأييد واكنش  به كارگيري روش
 

 1391 و تابستان بهار/ 1شماره / اولدوره / و ايمني زيستيژنتيك مهندسي  3

 

multiplex AmpliDet RNA   ــركس ــط كلـ و ) Klerks(توسـ
هاي بـذري بـه    زميني در سيب PLRVهمكارانش جهت تشخيص 

در اين روش خطر آلودگي در خلال تشـخيص بـه   . كار گرفته شد
و وجـود   شـود  مـي دليل انجام واكنش در تيوب در بسـته حـذف   

ها با استفاده از نشانگرهاي رنگي انتخـاب شـده    ويروس در نمونه
). Klerks et al.2001( گيـرد  مـي براي يك توالي خـاص صـورت   

 Nucleic(ي سيستم تكثير بر پايه توالي اسـيدنوكلئيك  اخيراً تواناي

Acid Sequence-Based Amplification ( براي تشخيص مستقيم
PLRV زميني نيز ثابت شده اسـت كـه قـادر بـه      هاي سيب در غده

هـاي اسـتفاده    تر در مقايسه با تكنيـك  تر و سريع تشخيص حساس
ط توســ LAMPروش ). Leone et al.1997(شــده قبلــي اســت 

ــومي  ــت   ) Notomi(نوت ــادر اس ــده، ق ــي ش ــارانش معرف و همك
بـا  ) 60-65(اسيدنوكلئيك را با كارايي بسـيار زيـاد در يـك دمـا     

آغازگر اختصاصـي   4در اين روش از . كنداختصاصيت بالا تكثير 
كننـد،   ناحيه مشـخص از تـوالي ژن هـدف را شناسـايي مـي      6كه 

 Bst DNAروش، آنـزيم مـورد اسـتفاده در ايـن     . شـود  استفاده مي
پليمراز است كـه داراي خاصـيت جـايگزيني رشـته و مقـاوم بـه       

  ).Nagamine et al.2002; Notomi et al.2000( استحرارت 
براي تشـخيص ايـن ويـروس     RT-LAMPدر اين پژوهش روش 

واكنش عـلاوه بـر كـدورت     انجام تأييد. براي اولين بار انجام شد
، توســط بــردن حاصــل از تشــكيل رســوب پيروفســفات منيــزيم

ــگ    ــتفاده از رنـ ــارز و اسـ ــر روي ژل آگـ ــول بـ ــاي  محصـ هـ
و اتيـديوم برومايـد نيـز      SYBR® Premix Ex TaqTM Iتفلورسن

  .صورت گرفت
  

 هاروشومواد

  ها  و نحوه انتخاب نمونه برداري نمونه -1
زمينـي كـاري    از منـاطق عمـده سـيب    1389-90طي سال زراعي 

هاي با علايمي  عمل آمد و برگ بوته برداري به ، نمونهزنجاناستان 
و   اي شــدن بــرگ، كاغـذي شــدن بــرگ  ، لولـه  ماننـد زردي بــرگ 

بـه علـت   . آوري و به آزمايشگاه منتقل شدند ، جمع كوتولگي بوته
حضور ويروس در آوند آبكش، در مورد هـر بوتـه مشـكوك بـه     

تعداد . آوري شدند  ها جمع و برگ  هاي منتهي به برگ  بيماري، ساقه
هاي پلاستيكي به طور جداگانه و با ذكر   نمونة برگي در كيسه 145

  .گراد نگهداري شدند درجه سانتي 4برداري در   محل نمونه
  
  سرولوژيك آزمون-2
سـرولوژيك بـر روي    آزمـون ، PLRVمنظور شناسايي ويـروس   به

اي  سرم چنـد همسـانه   آوري شده با استفاده از آنتي  هاي جمع  نمونه
PLRV )ده از مؤسسه تهيه شBioreba به روش الايـزاي  ) سويس

و بر اساس روش كـلارك و آدامـس    (DAS-ELISA)ساندويجي 
)Clark & Adams (   انجـام شـد)Clark et al.1977 .(  1/0مقـدار 

گيـري،   ليتر بافر عصاره گرم بافت برگي در هاون چيني با يك ميلي
اي ه ـ  عصاره حاصل تا زمان ريخـتن در چاهـك  . گيري شد  عصاره

مورد نظـر بـه نسـبت     (IgG)ابتدا . پليت در يخچال نگهداري شد
در بـافر پوششـي   ) 1000/1(توصيه شده توسـط كمپـاني سـازنده    

. هاي پليت ريخته شـد  ميكروليتر آن در چاهك 100رقيق و مقدار 
درجــه  37پليــت بــه مــدت دو الــي چهــار ســاعت در انكوبــاتور 

لازم پليت تخليـه و  پس از گذشت زمان . گراد نگهداري شد سانتي
. بـا بـافر شستشـو شسـته شـد     ) هر بار به مدت سه دقيقه(سه بار 

ميكروليتـر از   100طور كامل خشك شد و به اندازه  سپس پليت به
هاي شـاهد مثبـت     هاي گياهي از قبل آماده شده شامل نمونه  نمونه

، شـاهد  )سـويس  Biorebaتهيه شده از موسسه  PLRV-Cايزوله (
) سـويس  Biorebaاقد ويروس تهيه شده از موسسه نمونه ف(منفي 

پليـت مـوردنظر بـه    . ها ريخته شـد  گيري در چاهك و بافر عصاره
روز بعـد  . گراد قـرار گرفـت   مدت يك شب در چهار درجه سانتي

پليت به روش ذكر شده در قبل شسته و اين بـار پـس از خشـك    
اي  بـادي چنـد همسـانه    ميكروليتر از آنتـي  100كردن كامل پليت، 

 Conjugateمتصل شده به آنزيم آلكالين فسفاتاز رقيق شده در بافر

ها اضافه و پس از آن پليت به مـدت چهـار سـاعت در     به چاهك
پـس از  . گراد در انكوبـاتور قـرار داده شـد    درجه سانتي 37دماي 

گـرم   ميلـي  5/6شستشو و خشك كردن پليت همانند قبـل مقـدار   
راي آنزيم آلكالين فسفاتاز است پارانيتروفنيل فسفات را كه سوبست

ــدازه   ميلــي 5/6در  ــه ان ــافر سوبســترا حــل كــرده و ب ــر ب  100ليت
براي مشاهده تغيير رنگ . ميكروليتر از آن به هر چاهك اضافه شد

پـس از  . گـراد قـرار گرفـت    درجـه سـانتي   37پليت در انكوباتور 
ها با چشـم غيرمسـلح    دقيقه تغيير رنگ چاهك 45الي  30گذشت 
  .و مشاهده شد بررسي
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  زميني آلوده هاي سيب كل از برگا .ان.آر استخراج -3
و همكـارانش  ) Rowhani(كل به روش روحـاني  ا .ان.آراستخراج 

در پايـان مرحلـه اسـتخراج،    ). Rowhani et al.1979(انجام شـد  
شركت ( DEPCميكروليتر آب تيمار شده با  50رسوب حاصل در 

گراد تـا قبـل    درجه سانتي -70ماي حل شد و در د) سيناژن، ايران
  .از استفاده قرار گرفت

  
  RT-LAMPآزمون  -4

بـر اسـاس ژن    RT-LAMPطراحي آغازگرها جهت انجام تسـت  
مـوردنظر بـا شـماره شناسـايي      ويـروس ) CP(پوشش پروتئينـي  

Genbank: U73777.1 افـزار   و با استفاده از نرمPrimerExplorer 

V3 )افزار  نرمonline ت طراحـي آغازگرهـاي   ويژه جه ـLAMP (
طور همزمـان و   به RT-LAMPواكنش ). 1جدول (صورت گرفت 

عنـوان الگـو در يـك تيـوب      بـه ا .ان.آراي با استفاده از  يك مرحله
تهيـه شـده از    PLRV-Cايزولـه  ا .ان.آر(شـاهد مثبـت   . انجام شد

كل بافـت برگـي    RNA(و شاهد منفي ) سويس Biorebaمؤسسه 
 Biorebaعاري از ويروس تهيه شـده از مؤسسـه    زميني گياه سيب
لازم به توضيح است كه ايزوله ويـروس مـوردنظر   . بودند) سويس

بود و از آنجا كه تشخيص بـر اسـاس   ) PLRV-C(ايزوله كانادايي 
گرفت كـه در   ژن بسيار حفاظت شده پوشش پروتئيني صورت مي

. ي نبـود ها وجود داشت، نوع ايزوله داراي اهميت چندان كل ايزوله
ميكروليتـر حـاوي    25جهت انجام واكنش در ابتدا حجـم نهـايي   

ــي 02/0 ــولار  ميل ــل،  RNAم ــي 04/0ك ــولار  ميل  dNTP ،04/0م
مـولار   ميلـي  RNasin ،06/0مـولار   ميلـي  DDT ،02/0مـولار   ميلي

مــولار  ميلــي BIP ،04/0مــولار آغــازگر  ميلــي FIP ،06/0آغــازگر 
، F3مولار آغازگر  ميلي LB ،02/0مولار آغازگر  ميلي 04/0آغازگر، 

ــايين،  ميلــي B3 ،08/0مــولار آغــازگر  ميلــي 02/0  04/0مــولار بت
ــي ــولار  ميل ــي MgSO4 ،1/0م ــافر   ميل ــولار ب  1/0و  Bst(10X)م
 3گراد به مـدت   درجه سانتي 72در دماي ) مولار آب استريل ميلي

  مـولار آنـزيم   ميلـي  2/0دقيقه قـرار گرفـت و بعـد از ايـن مـدت      
  

  
  

  
Primer 
 آغازگر

Type 
 نوع

Position 
 موقعيت 

Length 
 طول

Sequence 
  توالي

F3 Forward outer 
 پيشرو خارجي

61-78 18 nt AGAAGGCAATCCCTTCGC

B3 Backward outer 
 پسرو خارجي

245-264 20 nt GGTGAAACTTCCTTGGGTGT

FIP Forward inner 
 پيشرو داخلي

139-159 and 
79-96 

43 nt GCCTCCTCTTCTGCGTCTTCG
TTTTAGGCGCGCTAACAGAGT

T 

BIP Backward  inner 
 پسرو داخلي

161-182 and 
223-241 

45 nt ATCGCCGCTCAAGAAGAACT
GGTTTTCCACGAGGTTGTCCT

TTGT 

LF Loop forward outer 
 پسرو حلقه اي خارجي

97-118 22 nt CCGTGACCATAACCACTGGCT
G 

LB Loop backward outer 
 خارجي پسرو حلقه اي

191-210 20 nt GAGGACGAGGCTCAAGCGAG

  
  
  
  
  

    

 . RT-LAMPبراي انجام واكنش PLRVآغازگرهاي اليگونوكلوتيدي براي ژن پوشش پروتئين ويروس -1جدول 

Table 1- Oligonucleotide primers used for RT-LAMP of coat protein gene of PLRV 
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M-Mulv RT  مولار آنزيم ميلي 04/0وBst DNA     پليمـراز اضـافه
دقيقـه،   45گراد بـه مـدت    درجه سانتي 45شد و واكنش در دماي 

گراد بـه   درجه سانتي 80دقيقه و  30گراد به مدت  درجه سانتي 60
بـه  ). يـك سـيكلي بودنـد   تمـام دماهـا   (يافت دقيقه ادامه  2مدت 

ها خارج گشت و كـدورت حاصـل از    محض اتمام واكنش تيوب
محصـول بـه   ميكروليتـر از   5همچنين . شدواكنش مثبت مشاهده 

 Gene Ruler, TM  100bp DNA)همـراه يـك مـاركر نردبـاني     

Ladder)  درصد الكتروفورز و پس از رنگ آميـزي   1در ژل آگارز
ــا دســتگاه  ــد ب ــديوم بروماي ــا اتي ــرداري شــد ژل داك عكــس ب . ب

، از رنـگ  RT-LAMPبـراين جهـت تأييـد انجـام واكـنش       عـلاوه 
ساخت شركت تاكـارا،  (  SYBR® Premix Ex TaqTM I تفلورسن
از محصول  lμ10به  lμ5از اين رنگ مقدار . نيز استفاده شد) ژاپن

و بعـد از يـك ورتكـس كوتـاه،      شـد اضـافه   RT-LAMPواكنش 
واكنش مثبت با تغيير رنـگ  . داده شدند قرار UVها زير نور  تيوب

واكـنش مثبـت بـا بكـارگيري رنـگ      . شـد از قرمز به سبز مشاهده 
و ) Tsai(اتيديوم برومايد به روش توضيح داده شده توسط تسايي 

از رنـگ   lμ1مقـدار  ). Tsai et al.2009(نيز تأييـد شـد   همكاران 
و  شـد از محصـول اضـافه    lμ25اتيديوم برومايد بهينـه شـده بـه    

  .قرار داده شدند UVها زير نور  تيوب
  
 بحثوجينتا

هــا، در اولــين قــدم جهــت تشــخيص  آوري نمونــه بعــد از جمــع
از حضور ويروس در آنهـا،   اطمينانهاي آلوده به ويروس و  نمونه

هاي آزمايش شده، دو نمونه  آزمون الايزا انجام شد و از بين نمونه
از قبـل داده بـوديم،    اي كه كه بر اساس شماره شدمثبت مشخص 

PLRV10  وPLRV16  مشـاهدات چشـمي بـا    ). 1شـكل  (بودند
هـا نشـان دهنـده غلظـت بـالاي ويـروس در        توجه به رنگ نمونه

ها، عملاً  ها بود و به علت وضوح بالاي تغيير رنگ در نمونه نمونه
ايـن نتـايج   . نبـود  ELISA Readerنيازي بـه اسـتفاده از دسـتگاه    

-Al(بـود   پژوهشـگران آمده توسـط ديگـر    مشابه با نتايج بدست

mrabeh et al.2009; Leone et al.1997; Rowhani et al.1979 .(
بـادي و   سرولوژيك بـر پايـه اتصـال آنتـي     آزمونروش الايزا يك 

سرم يكي از مشكلات ايـن   ژن است كه هزينه بالاي تهيه آنتي آنتي
دارد  علاوه بر اين، روش حاضر نياز به دقـت بـالايي  . روش است

اي كه هر اشتباه كوچكي به هنگام انجام آن موجب اخلال  به گونه
بر بودن يكي ديگر از معايب اين روش است  زمان. شود در كار مي

شـايد  . روز كار مداوم و پشـت سـرهم دارد   2طوري كه نياز به  به
هاي اين روش عدم نيـاز بـه اسـتخراج     بتوان گفت يكي از برتري

اي نيز بـا اسـتفاده از    يك مرحله RT-LAMPواكنش . استا .ان.آر
واكـنش مثبـت بـا خـارج كـردن      . عنوان الگو انجام شـد  بها .ان.آر

طبـق   ).a2شكل ( شدها و ديدن كدورت حاصل شده تأييد  تيوب
و همكـارانش، در  ) Notomi(بررسي انجام شده توسـط نوتـومي   

 25در ا .ان.ديميكروگــرم يــا بيشــتر،  10مقــدار  LAMPواكــنش 
ــد مــي  ــر از مخلــوط واكــنش تولي ــون  ميكروليت ــابراين ي شــود، بن

پيروفسفات توليد شده بـا منيـزيم واكـنش داده و رسـوب ايجـاد      
در حـالي كـه   . دشـو  كه به دنبال آن كدورت مشـاهده مـي   كند مي

 2/0ا .ان.ديدر توليــد واكــنش زنجيرهــاي پليمــراز   عملكــرد 
در نتيجـه  ميكروليتـر مخلـوط واكـنش اسـت و      25در  ميكروگرم

رسـد كـه در    مولار مـي  ميلي /.02ميزان يون پيروفسفات به حدود 
نتيجه قادر به توليد رسوب پيروفسفات منيـزيم نيسـت و بنـابراين    

. شود هيچ رسوبي مشاهده نميآر .سي.پيبوسيله ا .ان.ديدر تكثير 
شود، به همين دليل  علاوه پيروفسفات در دماي بالا هيدروليز مي به

به علت استفاده از دماي بالا جهـت  زنجيرهاي پليمراز واكنش در 
بـرخلاف واكـنش   . دشو واسرشت سازي پيروفسفات هيدروليز مي

LAMP  انجـام  ) گـراد  درجـه سـانتي   60(كه در يك دماي پيوسته
هاي دمايي را داريـم   چرخهواكنش زنجيرهاي پليمراز گيرد، در  مي

. هسـتند نيـزيم  كه خود مانعي جهت انجام واكنش پيروفسفات با م
بـا  . و كـدورت وجـود دارد  ا .ان.ديهمبستگي مثبتـي بـين سـنتز    

، كدورت نيز به صـورت  LAMPدر واكنش ا .ان.ديافزايش سنتز 
حاضـر بـا نتـايج سـاير      پـژوهش نتـايج  . يابـد  خطي افـزايش مـي  

نشـان داد كـه كـدورت سـنجي، نيـاز بـه اسـتفاده از         پژوهشگران
كه خود ايـن مسـئله سـبب     كند ميهاي تشخيصي را حذف  روش
 ;Nagamine et al.2002(شـود   جويي در هزينه و زمان مـي  صرفه

Notomi et al.2000 .(  همچنين با بردن محصول واكنش بـر روي
درصد و الكتروفورز آن، الگوي نردبـاني شـكل ديـده     1ژل آگارز 

شـكل  ( اسـت هاي مختلـف   شد كه ناشي از توليد قطعات با اندازه
b2 .(هــاي تأييــد مولكــولي بــراي  لكتروفــورز، روشكــدورت و ا

LAMP  هستند زيرا در آغاز واكنشLAMP  ايجاد ساختاري با دو  
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 BIPو  FIPحلقه در انتهاي قطعه توليد شده بوسـيله آغازگرهـاي   
لازم است و در صورت عدم اتصال حتي يكـي  براي ادامه واكنش 

نشده و بـه دنبـال آن واكـنش     اي ايجاد از آغازگرها، ساختار حلقه
LAMP  گيـرد و در نهايـت هيچگونـه كـدورت و      نيز انجام نمـي

همچنين از آنجايي كـه  . شود نميشكل نيز مشاهده الگوي نردباني 
آغازگرها خيلي اختصاصي هستند و با همديگر در توليد محصول 

كنند، امكان توليد قطعات غيراختصاصي در ايـن واكـنش    عمل مي
نابراين كدورت و الگوي نردباني تأييدي مطمئن در صفر است و ب

مشـاهده واكـنش مثبـت بـا     ). Nie 2006(هسـتند    LAMPواكنش
در زيـر    SYBR® Premix Ex TaqTM Iتاستفاده از رنگ فلورسن

، نشان داد كه تيوبي كه تكثير در آن صورت گرفته بود، به UVنور 
رمـز رنـگ   رنگ سبز و تيوبي كه تكثيـري در آن رخ نـداده بـود ق   

اين نتايج مشابه با نتايج به دست آمده از زهانگ ). c2شكل (است 
)Zhang ( و همكارانش بود)Zhang et al.2011 .(   واكـنش مثبـت

 UVمستقيم اتيديوم برومايد بهينه شده در زير نـور   كردنبا اضافه 
و همكـارانش مطابقـت   ) Tsai(نيز ديده شد كه بـا نتـايج تسـايي    

لازم به توضـيح اسـت كـه    ). d2شكل ) (Tsai et al.2009(داشت 
نيـز  زنجيرهـاي پليمـراز   هاي فلورسـانس فـوق، در واكـنش     رنگ
تواننــد اســتفاده شــوند امــا گــاهي بــه دليــل وجــود بانــدهاي  مــي

هـا مـدنظر    غيراختصاصي در اين واكـنش، اسـتفاده از ايـن رنـگ    
دانشمندان نيسـت زيـرا بـه بانـدهاي غيراختصاصـي نيـز متصـل        

بـه دليـل اطمينـان از     LAMPكـه در واكـنش    حـالي  در. شوند مي
اختصاصي بودن واكنش و عـدم وجـود بانـدهاي غيراختصاصـي،     
. استفاده از مواد فلورسانس در اين واكنش در حال افـزايش اسـت  

، عدم نياز به الكتروفـورز بـر   تهاي فلورسن مزيت استفاده از رنگ
از مشاهده كدورت ناشي  .استروي ژل و كاهش زمان تشخيص 

رسوب پيروفسفات منيزيم يك روش تشخيص سـريع اسـت كـه    
، ايمني بـالا، سـهولت   )دقيقه 75(سبب بالارفتن سرعت تشخيص 

) عدم نيـاز بـه ترموسـايكلر و الكتروفـورز    (ها  كار و كاهش هزينه
  اختصاصيت ايـن روش نسـبت بـه   همچنين حساسيت و . شود مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 5B,7D,6Fبه ترتيب چاهك هاي . نتايج آزمون الايزا -1شكل
 6D,9F,8E، چاهك هاي )PLRV-C( نمونه هاي شاهد مثبت 

نمونه هاي  5C,5F,7Eنمونه هاي شاهد منفي، چاهك هاي 
PLRV10  6و چاهك هايE,9C,11C  نمونه هايPLRV16 

 .هستند

Figure 1- The results of ELISA assay. The slots are 
respectively: 6F, 7D and 5B positive control (PLRV-
C); 8E, 9F, and 6D negative control; 7E, 5F and 5C 
PLRV10; 11C, 9C and 6E PLRV16.  

كدورت حاصل از ) RT-LAMP .aتأييد انجام واكنش  -2شكل
نتايج حاصل از الكتروفورز ) bتشكيل رسوب پيروفسفات منيزيم 

 ®SYBRاستفاده از رنگ فلورسانس ) cبر روي ژل آگارز 

Premix Ex TaqTM  I  .d ( استفاده از رنگ فلورسانس اتيديوم
، PLRV-Cبه ترتيب نمونه  4و  3، 2، 1خطوط و تيوب . برومايد

PLRV10 ،PLRV16  و نمونه عاري از ويروس وM  ماركر
bp100 هستند.  

Figure 2-  Confirm of RT-LAMP reaction. (a) 
Electrophoresis of the RT-LAMP product on agarose 
gel (b) Turbidity due to the formation of precipitate of 
magnesium pyrophosphate. (c) Using Ethidium 
Bromide fluorescence dye. (d) Using SYBR® Premix 
Ex TaqTM I fluorescence dye. Lines and tubes 1, 2, 3 
and 4 are respectively: PLRV-C, PLRV10, PLRV16 
and free virus sample; M: 100 bp marker. 
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است كه آن هـم بـه آغازگرهـاي    بيشتر  هاي تشخيصي قبلي روش
تـوان   در كل مي. شود مربوط ميبسيار اختصاصي طراحي شده آن 

توسط  2000از زمان پيدايش خود از سال  LAMPگفت كه روش 
هـاي ممتـاز خـود از جملـه      بـه دليـل ويژگـي    )Notomi(نوتومي 

سادگي، سرعت، ايمني، اختصاصيت بالا، حساسيت بـالا و هزينـه   
در مقايســه بــا ديگــر  برتــرينون توانســته از جايگــاه پــايين تــاك

 ;Nagamine et al.2002( شـود هاي تشخيصـي برخـوردار    روش

Notomi et al.2000(.  
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