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ر ایران ) دAlfalfa mosaic virus, AMVویروس موزاییک یونجه (

ود، بر ش ) میMedicago sativaیونجه ( که سبب بیماري در محصول

اساس خصوصیات مورفولوژیکی و بیان علایم شناسایی تشخیص داده 

 که دارند وجود ویروس این تشخیص جهت هاي متعدديشود. روشمی

آزمون  .کرد اشاره مولکولی هايو روش سرولوژیک هايآزمون به توانمی

 revers( به حلقه وابسته دمايبرداري معکوس تکثیر همنسخه

transcription loop mediated isothermal amplification( 

اختصاصیت،  دما، باتحت شرایط هم RNAجدیدي جهت تکثیر  روش

 تشخیص جهت پژوهش این رد کارایی بالا است که و حساسیت، سرعت

 آزمون انجام شد. به منظور گرفته کار به ویروس موزاییک یونجه

 ویروس به مشابه معلائ با نمونه) 100( برگی هاينمونه سرولوژیک،

 .شدند آوريجمع همدان و کردستان هاياستان سطح از موزاییک یونجه

 ) بهBIPو  F3 ،B3 ،FIP(شامل  RT-LAMPچهار آغازگر واکنش 

) بر اساس توالی Bو  F(شامل  RT-PCRهمراه آغازگرهاي واکنش 

 ) طراحی شدند. جهتCP( اي از ژن پوشش پروتئینبسیار حفاظت شده

هاي مولکولی واکنش و استخراج کل RNA مولکولی، هايآزمون انجام

 مزایاي این . ازو در نهایت شش نمونه مثبت تشخیص داده شد انجام شدند

اختصاصیت  به توانمی پیشین هايروش سایر با یسهمقا در جدید روش

ایمنی، سهولت، عدم نیاز به  بالا، حساسیت بالا، سرعت بالا، کارآیی بالا،

تجهیزات پرهزینه جهت تکثیر، عدم نیاز به کارهاي تشخیصی بعد از 

  .کرد اشاره آن اي و کاربردوستیتکثیر، تشخیص مشاهده

 

، DAS-ELISA ،RT-PCR ،RT-LAMP هاي کلیدي:واژه

  ک یونجه.ویروس موزایی

  
  

Alfalfa mosaic virus (AMV) causing a disease in 

Alfalfa (Medicago sativa) crop in Iran has been 

identified on the basis of determination of symptom 

expression and morphological properties. There are 

several techniques to detect the virus including 

serological test and molecular methods. Reverse 

transcription Loop-mediated isothermal amplification 

(RT-LAMP) assay is a novel technique for amplifying 

RNA under constant temperature, with high specificity, 

sensitivity, rapidity and efficiency that is used in this 

study for detection of Alfalfa mosaic virus. Leaf 

samples (100 samples) with symptoms similar to AMV 

were collected from Hamedan and Kurdestan provinces 

and were subjected to a serological test. All four RT-

LAMP reaction primers (i.e. F3, B3, FIP and BIP) 

together with RT-PCR reaction primers were designed 

on the basis of the highly conserved sequence of coat 

protein (CP) gene. Total RNA was extracted and 

molecular reactions were carried out and finally was 

detected six positive sampled The advantages of this 

new method in compare to other methods include the 

high specificity, high sensitivity, high rapidity, high 

efficiency, safety, fascinatingly, no requirement of 

expensive and tools for amplification, no post-

amplification treatment of the amplicons, visual 

detection and user friendly. 
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    مقدمه

ترین ) یکی از قدیمیMedicago sativaیونجه (

اي روي کره زمین بوده که مرکز اولیه گیاهان علوفه

 Massumi and Hosseini( پیدایش آن ایران است

Pour, 2007.(  این گیاه به عنوان بهترین گیاه

اي، به طور نسبی مقاوم به سرما و گرما، علوفه

دوست است متحمل به شوري و خشکی و آهک

)Massumi et al., 2009هاي  ). از بین ویروس

 Alfalfa mosaic virusکننده این گیاه، آلوده

)Alfamovirus، Bromoviridae  وAMV یکی (

-زا به گیاهان علوفههاي خسارت از مهمترین ویروس

 ,.Al-Suhaibani et al( باشدونجه میاي به ویژه ی

2010; Frosheiser, 1974 این ویروس براي .(

عنوان به 1931 در سال Weimerاولین بار توسط 

عامل بیماري موزاییک یونجه گزارش شد 

)Massumi and Hosseini Pour, 2007 در .(

توسط منوچهري  1347یران اولین بار در سال ا

از روي گیاه یونجه گزارش  AMVویروس  ،کاشانی

این  ).Manouchehri-Kashani, 1968شد (

هاي میزبانی را در ترین دامنهویروس یکی از گسترده

هاي گیاهی دارا بوده و قادر به بین ویروس

خانواده  70متعلق به  گونه 600سازي بیش از  آلوده

اهی است گی

)https://en.wikipedia.org/wiki/Alfalfa_mo 

saic_virus.(  چهار خانوادهCompositae ،

Umbelliferae ،Leguminosae  وSolanaceae 

هاي گیاهی میزبان این ویروس ترین گونهاز اصلی

 ;Ahoonmanesh et al., 1990هستند (

Hajimorad and Francki, 1988 به طور .(

م بیماري بر روي گیاهان مختلف معمول علائ

متفاوت است. بر روي یونجه سبب موزاییک و تاولی 

) سبب زردي Pisum sativumشدن، در نخود (

) Solanum tuberosumزمینی ( ها، در سیببرگ

 ابلقی ها و زرد وها و غدهسبب نکروزه شدن رگبرگ

) Nicotina tabacumها و در توتون (شدن برگ

شود سبب بروز علایم مختلفی می

)Ahoonmanesh et al., 1990; Massumi et 

al., 2012 .(گونه شته به خصوص شته سبز  چهارده

) به صورت ناپایا از انتقالMysus persicaeهلو (

هاي این ویروس هستند. علاوه بر این انتقال دهنده

گونه سس، انتقال مکانیکی و نیز  5حداقل  توسط

زمینی نیز گزارش انتقال از طریق بذر و غده سیب

 ,Barker et al., 1983; Bolشده است (

1999;Schmelzer et al., 1973; Frosheiser,. 

1969; Zschau and Janke, 1962 در سال .(

اي این براي اولین بار طبیعت چند پیکره 1958

 Tو  B ،Mهاي سه پیکره به نام ویروس مشاهده و

با پوشش پروتئینی یکسان تشخیص داده شدند 

)Hull, 1969 ژنوم این ویروس از نوع .(RNA  تک

، RNA1هاي اي مثبت سه قسمتی با نامرشته

RNA2 وRNA3   است که به ترتیب پروتئین

و  P2، پروتئین همانندسازي P1همانندسازي 

) را رمزگذاري CP) و پوششی (MPپروتئین حرکتی (

 ,.Bol et al., 1971; Brederode et al( کنندمی

1980; De Graaff et al.,. 1995; Pesic and 

Hiruki, 1988یابی انجام شده ). مطالعات توالی

در نژادهاي مختلف  CPبروي ترادف نوکلئوتیدي ژن 

در بررسی  CPاین ویروس نشان داد که ناحیه 

خوردار بوده و فیلوژنتیکی از اهمیت خاصی بر

هاي موجود در بانک ژن مربوط به بیشترین ترادف

ویروس ). Parrella et al., 2000این ناحیه است (

AMV  هاي بسیار معمول و شایع در از ویروس

دلیل مجاورت ه باشد. بیزراعت یونجه و شبدر م

هر ساله موارد  ،زمینیهاي یونجه و مزارع سیبکشت

ه ویروس موزائیک یونجه متعددي از وقوع آلودگی ب

هاي کردستان و همدان استانزمینی در مزارع سیب

  گردد.مشاهده می

 بزرگترین از یکی اسیدنوکلئیک تکثیر

 دهه چند طول در. است 21 قرن دستاوردهاي
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هاي تشخیصی بر پایه اسیدنوکلئیک روش گذشته،

ها را بیماري پیش روي تشخیص هايبرخی از چالش

ها در مواجه با برخی از این چالش اند.محدود کرده

ها و ویروس از ناشی عفونی هاي تشخیص بیماري

 و بر بودن کشت میکروبزا، زمانبیماري هايباکتري

 هابیماري از ايگسترده طیف به ابتلا خطر همچنین

 Hosseini et( ایمونوسرولوژیکی است هاي روش در

al., 2014; Notomi et al., 2000 .(روش واکنش 

هاي گذشته که در دهه (PCR)اي پلیمراز زنجیره

بسیار مورد توجه دانشمندان علوم زیستی قرار گرفته 

تواند تعداد است، روشی سریع و حساس است که می

را تا سطحی که توسط  DNAهاي اندکی از نسخه

د ژل الکتروفورز قابل تشخیص است، تکثیر کن

)Almasi et al., 2015; Moradi et al., 2012 .(

هاي بسیاري است اما گرچه این روش داراي مزیت

توان هایی است که از آن جمله میداراي محدودیت

هاي حرارتی زیاد جهت تکثیر از چرخهاستفاده  به

بر است)، نیاز به دستگاه ترموسایکلر (زمان

هاي آشکارسازي و قیمت است) و نیاز به روش (گران

د خطرناکی مانند تشخیص محصول تکثیریافته (از موا

 Ahmadiشود) اشاره کرد (اتیدوم بروماید استفاده می

et al., 2012; Almasi, 2015; Nagamine et. 

al., 2002; Haghnazari et al., 2011;. 

Moradi et al., 2014( . سال گذشته،  10در طی

-Loopدماي وابسته به حلقه ( روش تکثیر هم

Mediated Isothermal Amplification ( که به

به علت سادگی، گویند می LAMPاختصار به آن 

فرد، به  منحصربهسرعت، کارآیی بالا و اختصاصیت 

اي در آنالیز اسیدنوکلئیک به کار گرفته طور گسترده

 Fukuta et al., 2004; Almasi etشده است (

al., 2015; Inacio et. al., 2008; Hirayama et 

al., 2006.(  ي دستیابی به برا یمتق  گرانتجهیزات

نیاز نیست و مراحل آن در مقایسه با دقت بالا، مورد

PCR ) معمولی کمتر استAlmasi et al., 

2012a; Notomi et al., 2000; Fukuta et al., . 

2003 .(LAMP  روشی ساده، سریع، اختصاصی و

که  استمقرون به صرفه براي تکثیر اسیدنوکلئیک 

 کشور ژاپن است Eiken امتیاز آن در اختیار شرکت

)Haghnazari et al., 2011; Horibe et al., 

2006; Lee et al., 2010( . متدولوژي این روش بر

پایه استفاده از چهار آغازگر مختلف است که به طور 

کنند اختصاصی شش ناحیه از ژن هدف را شناسایی می

و پیشروي فرآیند واکنش در یک دماي ثابت و پیوسته 

گیرد ده از واکنش جایگزینی رشته صورت میبا استفا

)Notomi et al., 2000تکثیر و شناسایی ژن می .( -

وسیله حمام آب داغ مخلوط تواند تنها در یک مرحله به

ها، آغازگرها، آنزیم و اجزاي مورد عمل، در یک نمونه

گراد کامل شود درجه سانتی 65تا  60دماي ثابت 

)Almasi, 2015.( ی، محصولات نهایDNAاي ه

از توالی هدف و  سحلقه با چندین تکرار معکو- ساقه

 هستنداي چندگانه ه با حلقه مانند هاي کلم گلساختار

)Fukuta et al., 2003; Notomi et al., 2000.( 

را از ) cDNAرشته مکمل ( تواندمی LAMPروش 

تکثیر  RNAد و با این روش کنالگو سنتز  RNAروي 

 RT-LAMPه به این روش ک و تشخیص داده شود

است با این  DNA . این روش، مشابه تکثیرگویندمی

برداري معکوس به مخلوط آنزیم نسخه تفاوت که

 ;Almasi et al., 2012b( دشومیاضافه نیز واکنش 

Fukuta et al., 2003(. هاي تاکنون روش

سرولوژیکی و مولکولی زیادي براي تشخیص ویروس 

AMV توان به اند که از آن جمله میبه کار گرفته شده

 Xuآزمون زیستی و میکروسکوپ الکترونی انتقالی (

and Nie, 2006هاي سرولوژیکی مبتنی بر )، روش

 Moreira et al., 2010; Zitikaite andپایه الایزا (

Samuitiene, 2008هاي تشخیص مولکولی ) و روش

) RT-PCRاي پلیمراز معکوس (مانند واکنش زنجیره

)Gillaspie et al., 2006; AL-Saleh and Amer, 

) RFLP( )، چندشکلی طولی قطعات برشی2013

)Pesic and Hiruki, 1988اي ) و واکنش زنجیره

 IC-RT-PCR) (Culalسنجی ( پلیمراز معکوس ایمنی
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Kilic and Yardimci, 2015.هر چند  ) اشاره کرد

در ایران و جهان براي شناسایی  LAMPکه روش 

  Potato leafroll virusهاي زیادي مانند ویروس

)PLRV) (Ahmadi et al., 2012; Almasi et 

al., 2012a ،( Potato virus Y)PVY) (Almasi 

and Dehadadi, 2013،(Curly top virus  

)CTV) (Almasi et al., 2013a ،(Tomato 

yellow leaf curl virus )TYLCV) (Almasi 

et al., 2013b،(Beet curly top virus  

)BCTV) (Almasi et al., 2014 ،(Grapevine 

fanleaf virus )GFLV) (Almasi, 2015 و (

Japanese yam mosaic virus )JYMV (

)Fukuta et al., 2003 به کار گرفته شده است اما (

از آنجایی که تاکنون کارآیی این روش در شناسایی 

ش در این پژوه بررسی نشده است، AMVویروس 

براي اولین بار کارآیی آن جهت تشخیص ویروس 

  مذکور ارزیابی شد.

  

  هامواد و روش

  هابرداري و انتخاب نمونهنمونه

به منظور شناسایی و بررسی ویروس موزاییک یونجه، 

از مناطق اصلی کشت  1393- 94طی سال زراعی 

برداري به هاي کردستان و همدان نمونهیونجه در استان

، یکهاي با علایمی مانند موزائبوته عمل آمد و برگ

یک زرد روشن (ابلقی)، موزاییک خفیف، زردي، موزائ

تاولی، بدشکلی و پیچیدگی انتخاب و به آزمایشگاه 

نمونه برگی در  100). تعداد a1(شکل  منتقل شدند

هاي پلاستیکی به طور جداگانه و با ذکر محل کیسه

ژیکی و هاي سرولوبرداري جهت انجام آزموننمونه

گراد نگهداري  مولکولی در دماي چهار درجه سانتی

  شدند.

  

  آزمون سرولوژیک

سرولوژیک  آزمون، AMVمنظور شناسایی ویروس به

سرم  آوري شده با استفاده از آنتی هاي جمع بر روي نمونه

 ,AMV )Bioreba, Suisseاي چندهمسانه

No.140522, No.140512 به روش الایزاي (

 Clark and( انجام شد) DAS-ELISA(ساندویجی 

Adam, 1977(. گرم بافت برگی در هاون  1/0 مقدار

گیري  گیري، عصاره لیتر بافر عصارهچینی با یک میلی

هاي پلیت شد. عصاره حاصل تا زمان ریختن در چاهک

موردنظر به نسبت  IgGدر یخچال نگهداري شد. ابتدا 

بافر  ) در1000/1توصیه شده توسط کمپانی سازنده (

- میکرولیتر آن در چاهک 100پوششی رقیق و مقدار 

هاي پلیت ریخته شد. پلیت به مدت دو الی چهار ساعت 

گراد نگهداري شد. درجه سانتی 37 خانه در دماي گرمدر 

پس از گذشت زمان لازم پلیت تخلیه و سه بار (هر بار 

به مدت سه دقیقه) با بافر شستشو شسته شد. سپس 

میکرولیتر  100مل خشک شد و به اندازه طور کاپلیت به

هاي ههاي گیاهی از قبل آماده شده شامل نموناز نمونه

، )Bioreba, Suisse, No.140553( شاهد مثبت

و  )Bioreba, Suisse, No.180043( شاهد منفی

ریخته و بدون تکرار ا ه گیري در چاهکبافر عصاره

ر چها دماي شد. پلیت موردنظر به مدت یک شب در

گراد قرار گرفت. روز بعد پلیت به روش  درجه سانتی

ذکر شده در قبل شسته و این بار پس از خشک 

بادي میکرولیتر از آنتی 100کردن کامل پلیت، 

اي متصل شده به آنزیم آلکالین فسفاتاز چندهمسانه

ها اضافه و  به چاهک  Conjugateرقیق شده در بافر

 37در دماي پس از آن پلیت به مدت چهار ساعت 

قرار داده شد. پس از  گرمخانهگراد در درجه سانتی

 5/6 شستشو و خشک کردن پلیت همانند قبل مقدار

گرم پارانیتروفنیل فسفات را که سوبستراي آنزیم  میلی

لیتر بافر سوبسترا  میلی 5/6 در آلکالین فسفاتاز است

میکرولیتر از آن به هر  100حل کرده و به اندازه 

ه شد. براي مشاهده تغییر رنگ پلیت در چاهک اضاف

گراد قرار گرفت. درجه سانتی 37 خانه و در دماي گرم

ا ه دقیقه تغییر رنگ چاهک 45الی  30پس از گذشت 

  با چشم غیرمسلح بررسی و مشاهده شد.
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 آلوده هاياز برگکل  RNAاستخراج 

هاي برگی آلوده به ویروس که به روش از نمونه

انجام کل  RNA استخراجشده بودند، شناسایی الایزا 

در . )Rowhani and Stace-Smith, 1979( شد

میکرولیتر  50در  صلرسوب حاپایان مرحله استخراج، 

(سیناژن، ایران) حل شد و در  DEPCآب تیمار شده با 

گراد تا قبل از استفاده قرار درجه سانتی - 70دماي 

  گرفت.
  

  

  

  

 
   ؛آوري شدههاي جمعبرگعلایم بیماري بر روي  )a. 1شکل

b شکل شماتیکی از موقعیت آغازگرهاي استفاده شده براي تشخیص (AMV.  

  

 طراحی آغازگرها

بر  هاي مولکولیآزمونطراحی آغازگرها جهت انجام 

ویروس موردنظر  )CPپوشش پروتئینی (اساس ژن 

با  و Genbank: K02703.1با شماره شناسایی 

(جهت واکنش  Oligo 7هاي استفاده از نرم افزار

RT-PCR و (PrimerExplorer V3  نرم افزار)

online  ویژه جهت طراحی آغازگرهايRT-

LAMP (جدول  صورت) دماي ذوب . )1گرفت

)Tm(یزان ، پایداري انتهاي هر آغازگر، م

و ساختار ) GC( نوکلئوتیدهاي گوانین و سیتوزین
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هاي ثانویه، چهار فاکتور کلیدي در طراحی آغازگر

 .)Notomi et al., 2000( هستند  LAMPنش واک

) FIPپیشرو ( از دو آغازگر داخلی LAMPدر روش 

و ) F3پیشرو ( دو آغازگر خارجینیز و ) BIPپسرو ( و

 شودراي انجام واکنش استفاده می) بB3پسرو (

)Nagamine et al., 2002( . در مرحله نخست

در شوند اما بعد واکنش، هر چهار آغازگر استفاده می

طی چرخه اصلی واکنش، تنها آغازگرهاي داخلی 

. به گیرندمورد استفاده قرار می DNAبراي سنتز 

غلظت  LAMPهاي همین دلیل در واکنش

آغازگرهاي داخلی همیشه بیشتر از آغازگرهاي 

 ,.Notomi et al( شودخارجی درنظر گرفته می

2000; Haghnazari et al., 2011; Nagamine 

et al.,. 2002.(  در شکلb1  موقعیت قرارگیري

نشان داده  CPآغازگرهاي طراحی شده بر روي ژن 

  شده است.

  

  AMV. آغازگرهاي الیگونوکلوتیدي یراي تکثیر ژن پوشش پروتئین ویروس 1جدول 

Primer 
Length of 

primer 
Length of 
product 

Sequence (5-3) 

F 21 nt 
445 bp 

GCTCAACTGCCGAAGCCTCCG 
B 21 nt GCGCGTCGAAGTCCAGACAGA 
F3 20 nt 

Ladder-
like 

CGTGAGATTCCTCTACAGTT 
B3 20 nt CGAACTTCTCATTAGCGTGA 

FIP (F1c 
and F2) 

47 nt CGGTGTTATGGAAAACACCATTTTTACCTCGGATCCTCGAAGAGGAT 

BIP (B1c 
and B2) 

47 nt GTCTCACTGATGACGTGACGTTTTTAATTCTTGCATGGGATTACCAT 

  

 RT-PCRآزمون 

هاي آلوده به ویروس که به نمونه CPتکثیر ژن 

 RT-PCRروش الایزا شناسایی شده بودند با روش 

و با استفاده از جفت آغازگرهاي طراحی شده انجام 

مولار میلی 2/0ابتدا  cDNAشد. جهت سنتز رشته 

RNA  گراد به مدت درجه سانتی 75کل در دماي

ها بلافاصله بر ، لولهسه دقیقه قرار داده و بعد از اتمام

 25روي یخ قرار داده شد و واکنش در حجم نهایی 

 dNTP ،05/0مولار میلی 06/0میکرولیتر حاوي 

 RNasinمولار میلی DDT ،02/0مولار میلی

)Fermentas, USA, No. EO0381 ،(02/0 

مولار میلی B ،(5/0مولار آغازگر پسرو (میلی

Buffer RT (5X)  آنزیم  مولارمیلی 2/0وAMV 

RT ) پلیمرازFermentas, USA, No.EP0641 (

گراد به مدت یک ساعت درجه سانتی 60در دماي 

اي پلیمراز پس از اضافه انجام شد. واکنش زنجیره

، dNTPمولار میلی 02/0کردن مواد موردنیاز شامل 

 Bufferمولار میلی MgCl2 ،1/0مولار میلی 04/0

PCR (10x) ،02/0 آغازگر پسرو (مولار میلیB ،(

مولار میلی F ،(2/0مولار آغازگر پیشرو (میلی 02/0

cDNA ،01/0 مولار آنزیم میلیTaq DNA  پلیمراز

ایران) به لوله و در دستگاه ترموسایکر مدل ، (سیناژن

iCycler )BIO RAD, USA, No.170-8720( 

انجام شد. واسرشتی اولیه به مدت سه دقیقه در دماي 

چرخه  30در طی  PCRگراد انجام و یدرجه سانت 94

ثانیه در  30سازي به مدت شامل مرحله واسرشت

ثانیه  30گراد، اتصال به مدت درجه سانتی 94دماي 

گراد و ساخت رشته ثانویه درجه سانتی 58در دماي 

ثانیه انجام  90گراد به مدت درجه سانتی 72در دماي 

جه در 72دقیقه در دماي  5و در انتها به مدت 

گراد تکمیل ساخت رشته ثانویه انجام شد. سانتی

درصد  1جهت انجام الکتروفورز محصول، از ژل آگارز 

استفاده شد و سپس جهت  TBE (1X)و بافر 

مدل  Gel documentationبررسی، ژل در دستگاه 

Bio-Doc )Biometra, Germany.قرار داده شد (  
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 RT-LAMPآزمون 

اي ن و یک مرحلهبه طور همزما RT-LAMPواکنش 

انجام  لولهدر یک و به عنوان الگو  RNAبا استفاده از 

درجه  75کل در دماي  RNAمولار میلی 2/0ابتدا  شد.

گراد به مدت سه دقیقه قرار داده و بعد از اتمام، سانتی

ها بلافاصله بر روي یخ قرار داده شد و واکنش در لوله

مولار میلی 1/0میکرولیتر حاوي  25حجم نهایی 

dNTP ،05/0 مولار میلیDDT ،02/0 مولار میلی

RNasin  ،02/0 مولار آغازگر پسرو (میلیB ،(02/0 

 Bufferمولار میلی F ،(5/0مولار آغازگر پیشرو (میلی

RT (5X) ،2/0 مولار آنزیم میلیAMV RT  ،پلیمراز

آغازگر مولار میلی FIP ،06/0آغازگر مولار میلی 06/0

BIP ،02/0 آغازگر مولار لیمیF3 ،02/0 مولار میلی

 مولارمیلی 04/0 ،مولار بتایینمیلی B3 ،08/0آغازگر 

MgSO4 ،1/0 مولارمیلی Buffer Bst (10X) و 

 New(پلیمراز   Bst DNAآنزیممولار میلی 04/0

England Biolabs, UK درجه  60در دماي ) و

امه اددر یک حمام آبگرم دقیقه  90گراد به مدت سانتی

ها خارج گشت و لولهیافت. به محض اتمام واکنش 

همچنین  د.شکدورت حاصل از واکنش مثبت مشاهده 

درصد الکتروفورز  1محصول در ژل آگارز میکرولیتر از  5

 Gel documentationآمیزي با دستگاه و پس از رنگ

 بررسی )Bio-Doc )Biometra, Germanyمدل 

-RTام واکنش . علاوه بر این جهت تأیید انجشد

LAMP مولار از رنگ هیدروکسی میلی 1/0، مقدار

) نیز HNB( )Lemongreen, Chinaنفتول بلو (

استفاده شد، به این ترتیب که قبل از شروع واکنش 

مولار از این رنگ به مخلوط واکنش میلی 1/0مقدار 

اضافه شد. بعد از اتمام واکنش، بررسی نتایج با چشم 

ها همراه بود انجام غیرمسلح که با تغییر رنگ در لوله

  شد.

  

  نتایج و بحث

ها، در اولین قدم جهت آوري نمونهبعد از جمع

و اطمینان از  هاي آلوده به ویروستشخیص نمونه

آزمون الایزا انجام شد و از  ،هاحضور ویروس در آن

 6( نمونه مثبت 6نمونه آزمایش شده،  100بین 

اي که از قبل اختصاص که بر اساس شماره درصد)

(از شهر دهگلان  AMV7هاي داده شده بود با نام

، AMV18 ،AMV22در استان کردستان)، 

AMV26  وAMV38  از شهر قروه در استان)

در استان (از شهر بهار  AMV53و  کردستان)

 چشمیات . مشاهد)a2(شکل  همدان) شناسایی شدند

دهنده غلظت بالاي ها نشانبا توجه به رنگ نمونه

به علت وضوح بالاي تغییر  بود و هاآن در ویروس

 ELISAنیازي به استفاده از دستگاه  رنگ، عملاً

Reader سرولوژیک بر  آزمون نبود. روش الایزا یک

ژن است که هزینه بالاي نتیبادي و آپایه اتصال آنتی

 بر بودن از مشکلات این روشزمانو  سرمآنتیتهیه 

هاي . شاید بتوان گفت یکی از برتريباشندمی دقیق

در مورد  .است RNAاین روش عدم نیاز به استخراج 

با استفاده از جفت آغازگر  RT-PCRانجام واکنش 

) منجر به تکثیر F( ) و پیشروBاختصاصی پسرو (

). b2جفت باز شد (شکل 445اي به طول قطعه

به عنوان  RNAبا استفاده از  RT-LAMPواکنش 

ها و واکنش مثبت با خارج کردن لوله و الگو انجام شد

طبق  ).c2دیدن کدورت حاصل شده تأیید شد (شکل

در  و همکارانش، Notomiبررسی انجام شده توسط 

 از یا بیشترمیکروگرم  10مقدار  LAMPواکنش 

DNA  تولید میمیکرولیتر از مخلوط واکنش  25در-

 منیزیم یون پیروفسفات تولید شده با ،شود بنابراین

که به دنبال آن د کنواکنش داده و رسوب ایجاد می

واکنش که عملکرد . در حالیشودکدورت مشاهده می

میکروگرم در  DNA ،2/0در تولید اي پلیمراز زنجیره

و در نتیجه میزان است مخلوط واکنش  میکرولیتر 25

رسد میمولار  میلی 02/0 یون پیروفسفات به حدود

 منیزیمکه در نتیجه قادر به تولید رسوب پیروفسفات 

واکنش بوسیله  DNAبنابراین در تکثیر و نیست 

شود. به هیچ رسوبی مشاهده نمی اي پلیمراززنجیره

به  ،شودعلاوه پیروفسفات در دماي بالا هیدرولیز می
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به علت  اي پلیمرازواکنش زنجیره ل درهمین دلی

 ،سازياستفاده از دماي بالا جهت واسرشت

 ,.Notomi et al( دشوپیروفسفات هیدرولیز می

 کدورتو  DNA. همبستگی مثبتی بین سنتز )2000

در واکنش  DNAوجود دارد. با افزایش سنتز 

LAMP، افزایش میبه صورت خطی نیز  کدورت-

-ر نشان داد که کدورتنتایج پژوهش حاضیابد. 

هاي گران قیمت سنجی، نیاز به استفاده از دستگاه

کند را حذف می و الکتروفورز) PCR(مانند ژل داك، 

جویی در هزینه و که خود این مسئله سبب صرفه

مشابه مطابقت دارد شود که با نتایج زمان می

)Notomi et al., 2000; Nagamine et al., 

ن محصول واکنش بر روي ژل ). همچنین با برد2002

درصد و الکتروفورز آن، الگوي نردبانی شکلی  1آگارز 

هاي مختلف  دیده شد که ناشی از تولید قطعات با اندازه

  ). d2است (شکل

  

  

  

  
و  3B ،4G ،5E ،6C ،8Cهاي : نمونه شاهد منفی، چاهک6F: نمونه شاهد مثبت، چاهک 6E ) نتایج آزمون الایزا. چاهکa. 2شکل

10F هاي به ترتیب: نمونهAMV7 ،AMV18 ،AMV22 ،AMV26 ،AMV38  وAMV53  .هستندb نتایج حاصل از الکتروفورز (

) نتایج حاصل از الکتروفورز بر روي ژل آگارز MgSO4 d ) کدورت حاصل از تشکیلRT-PCR cبر روي ژل آگارز محصولات 

هاي به ترتیب: نمونه 8و  7، 6، 5، 4، 3، 2، 1هاي خطوط و لوله .HNB) نتایج حاصل از اضافه کردن رنگ RT-LAMP eمحصولات 

AMV7 ،AMV18 ،AMV22 ،AMV26 ،AMV38 ،AMV53 نمونه شاهد مثبت، نمونه شاهد منفی و ،M مارکر :bp100 .هستند  

  

با  RT-LAMPعلاوه بر این نتایج مثبت واکنش 

) که با HNBاستفاده از رنگ هیدروکسی نفتول بلو (

گ از بنفش به آبی آسمانی همراه بود تغییر رن

اي و ). تشخیص مشاهدهe2مشاهده شد (شکل 

 LAMPهاي تأیید مولکولی براي الکتروفورز، روش

ایجاد ساختاري  LAMPهستند زیرا در آغاز واکنش 

با دو حلقه در انتهاي قطعه تولید شده بوسیله 

براي ادامه واکنش لازم  BIPو  FIPآغازگرهاي 

رت عدم اتصال حتی یکی از آغازگرها، است و در صو

اي ایجاد نشده و به دنبال آن واکنش ساختار حلقه

LAMP شود و در نهایت هیچگونه  نیز انجام نمی

شود کدورت و الگوي نردبانی شکلی نیز مشاهده نمی

)Notomi et al., 2000; Haghnazari et al., 

اختصاصی  مچنین از آنجایی که آغازگرها). ه2011
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کنند، ند و با همدیگر در تولید محصول عمل میهست

امکان تولید قطعات غیراختصاصی در این واکنش 

اي و الگوي وجود نداشته و بنابراین تشخیص مشاهده

هستند   LAMPنردبانی تأییدي مطمئن در واکنش

)Nagamine et al., 2002 .( به علاوه آنزیم مورد

خاصیت  با پلیمراز Bst DNA، استفاده در این روش

درجه  80جایگرینی رشته و مقاوم به حرارت (تا دماي 

-گراد) است که بدون نیاز به دماي واسرشتسانتی

از همدیگر  DNAسازي سبب جداسازي دو رشته 

  .)Nagamine et al., 2002(گردد می

از زمان  LAMPتوان گفت که روش در کل می

توسط نوتومی  2000پیدایش خود از سال 

)Notomi(  هاي ممتاز خود از جمله دلیل ویژگیبه

سادگی، سرعت، ایمنی، اختصاصیت بالا، حساسیت 

از جایگاه برتري بالا و هزینه پایین تاکنون توانسته 

هاي تشخیصی برخوردار در مقایسه با دیگر روش

 Hayashi et al., 2007; Boubourakasa( دشو

et al., 2009;. Obura et al., 2011; Lin et 

al., 2009;. Almasi et al., 2013a-f; Alamsi 

and. Dehadadi, 2013 با وجود تمامی مزایاي .(

ذکر شده براي این روش، باید گفت که این روش 

- خالی از ایراد هم نیست و از معایب این روش می

توان به این موارد اشاره نمود: اولاً این روش فقط 

یت جنبه تشخیصی دارد، ثانیاً قطعه تکثیرشده قابل

یابی ندارد و جهت تکثیر آن نیاز به طراحی توالی

هاي ممکن است جدایهباشد و ثالثاً چندین آغازگر می

 ,.Suzuki et alویروس قابل ردیابی نباشند (

2006; Moradi et al., 2014; Almasi et al., 

2014.(  
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