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چکيد ه 

در میان عملکردهای متابولیکی ضروری کبد، نقش این بافت به عنوان یک میانجی گر در سیستم ایمنی نیز مورد توجه قرار گرفته است. 
اگرچه حضور و نقش سیتوکین ها  و کموکین ها در سیستم ایمنی پستانداران به خوبی مورد ارزیابی قرار گرفته ولی مطالعات اندکی در این 
زمینه در ماهیان انجام شده است. ژن های دخیل در سیستم ایمنی مانند اینترلوکین 10 و TNF-α نقش مهمی در سیستم ایمنی سلول های 
مختلف دارند. در پژوهش حاضر، میزان بیان ژن های اینترلوکین 10 و TNF-α در ماهیان قزل آلای رنگین کمان در روز هشتم پس از 
چالش با ویروس VHS مورد ارزیابی قرار گرفت. تعداد شش نمونه از هر کدام از دو گروه کنترل و آلوده شده به ویروس VHS انتخاب و 
سپس استخراج RNA از بافت کبد نمونه ها انجام گرفت. بیان افتراقی ژن های اینترلوکین 10 وTNF-α بین دو گروه آلوده شده به ویروس 
و گروه کنترل با استفاده از Real-Time PCR مورد ارزیابی قرار گرفت. مقایسه تغییرات نسبی بیان ژن ها با استفاده از روش های آماری 
در سه تکرار از هر نمونه انجام شد. آنالیز داده ها نشان داد که بیان ژن های اینترلوکین 10 و TNF-α در پاسخ به عفونت ویروسی سپتی 
سمی خونریری دهنده افزایش یافت. در این مطالعه اگر چه بیان هر دو ژن اینترلوکین 10 و TNF-α، افزایش معنی داری داشته است، 
اما میزان بیان ژن اینترلوکین 10 در گروه تیمار 25 برابر بیشتر از گروه کنترل بوده است. افزایش بیان این دو سایتوکین، خصوصا القاء 
بیش از حد بیان اینترلوکین 10 توسط ویروس ممکن است منجر به تضعیف عملکرد سیستم ایمنی شود. به طور کلی بررسی تغییرات 
بیان نسبی ژن های سیتوکینی می تواند دانش ما در فهم مکانیسم مولکولی عملکرد سیستم ایمنی در مقابل پاتوژن ها را افزایش دهد. در 
این صورت می توان با توسعه نشانگرهای مولکولی به منظور افزایش مقاومت به بیماری های ویروسی در برنامه های به نژادی در صنعت 

پرورش ماهی بهره گرفت. 

VHS سیستم ایمنی، ماهی قزل آلای رنگین کمان، ویروس ،TNF-α ،10 كلمات كليدی: بیان ژن، اینترلوکین  
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Among the essential metabolic functions of the liver, the role of this tissue as a mediator in the immune system has 
also been considered. Although the role of cytokines and chemokines in mammalian immune systems has been well 
evaluated, few studies have been performed in fish. Genes involved in the immune system, such as interleukin 10 and 
TNF-α, play an important role in the immune system of various cells. In the present study, the expression of interleu-
kin 10 and TNF-α genes in rainbow trout was assessed following VHS virus treatment. Six samples from each of two 
control group and infected group with VHS virus were selected and then total RNA was extracted from liver tissue. 
The differential expression of interleukin 10 and TNF-α genes between the two studied groups (infected with the vi-
rus vs control) was assessed using Real-Time PCR. Comparison of relative changes in gene expression were assessed 
by statistical methods in three replications of each sample. Analysis of data showed that the expression of interleukin 
10 and TNF-α genes increased in response to VHS virus. In this study, although the expression of both interleukin 
10 and TNF-α genes were significantly increased, but the rate of interleukin 10 expression in the treatment group 
was 25 times higher than the control group. Increased expression of these two cytokines, in particular over induction 
of interleukin 10 expression by the virus may lead to impaired of immune function. As a final conclusion, studying 
the relative changes of cytokine genes expression can increase our knowledge on molecular mechanism of immune 
function against pathogens. In this case, it is possible to develop molecular markers in order to increase resistance to 
viral disease in breeding programs of industrial fish farming.
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مقدمه
پرورش و تکثیر ماهی قزل آلا در سال های اخیر به سرعت توسعه یافته 
است و در مزارع پرورشی میزان تولید در واحد سطح هم رشد چشمگیری 
داشته است. هم زمان با چنین توسعه ای که افزایش تراکم ماهی در واحد 
سطح را به همراه دارد، انواع بیماری های عفونی در ماهیان پرورشی نیز 
 بروز و گسترش می یابند. برای مثال ویروس سپتی سمی خونریزی دهنده 
)viral haemorrhagic septicemia virus : VHSV) به عنوان عامل اصلی و 
از بیماری های جدی در ماهیان پرورشی صنعتی و ماهیان حیات وحش در 
نیم کره شمالی گزارش شده است )11(. این بیماری بسیار مسری می باشد 
و عامل بیماری از خانواده رابدوویریده و جنس نووی رابدوویروس است. 
لحاظ  از   (a-e( زیرگروه های  و   VHS ویروس   (I-IV( ژنوتیپ  چهار 
III در  و   I, II جغرافیایی توزیع متفاوتی دارند. به طوری که ژنوتیپ 
اروپا در حالی که ژنوتیپ IV در آمریکای شمالی و آبهای اقیانوس آرام 

کشنده  بسیار  بیماری  ایجاد  باعث   Ia زیرگروه  می شوند.  یافت  شمالی 
آلوده  آزاد  آب های  مزارع   در  که  شده  کمان  رنگین  قزل آلای  برای 
شده با ویروس VHS در قاره اروپا پیدا می شود. زیرگروه Ib نیز باعث 
شده  سوئد  در  کمان  رنگین  قزل آلای  در   VHS بیماری  شیوع  و  بروز 
دانمارک  در  ماهی  از  نمونه های  در   Id و   Ic زیرگروه  همچنین،  است. 
اولین  برای   )2010( همکاران  و  دوساند   .)1( است  شده  جدا  نروژ  و 
بار ژنوتیپ III ویروس VHS از ساحل غربی نروژ را شناسایی نمودند. 
این ویروس دارای چهار ژنوتیپ است )GI-GIV). آنالیز توالی ژن های 
پروتیئن های G و N نشان داد که این ژنوتیپ متمایز از سایر ژنوتیپ های 
شناخته شده قبلی است و ژنوتیپ III بر خلاف دیگر ژنوتیپ ها کمتر 
 .)8( می شود  کمان  رنگین  قزل آلای  ماهیان  در  بیماری زایی  باعث 
عنوان  به  را  ویروسی  عفونت  القای    )2013( همکاران  و  چوهرتز 
مکانیسم فعل و انفعالات میزبان و پاتوژن در روند بیماری زایی ویروس 
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مورد بررسی قرار دادند. در این تحقیق دو گونه سپر ماهی و قزل آلای 
سازش یافته  ویروس  به  صفاقی  داخل  تزریق  طریق  از  کمان  رنگین 
آلوده  قزل آلا  به  سازش یافته  ویروس  همچنین  و  دریایی  گونه های  به 
شدند. در سپر ماهی هر دو مورد تکثیر و باعث بیماری زایی شدند اما 
قزل آلای رنگین کمان فقط با ویروس سازش یافته به قزل آلا واکنش نشان 
دادند. نتایج همچنین نشان داد که گونه های دریایی می توانند به عنوان 
 )2007( همکاران  و  کوییلت   .)19( باشند  ویروس  برای  ناقل  و  مخزن 
بررسی  به  کمان  رنگین  قزل آلای  ماهی  خون  هم  لاین های  بررسی  با 
استفاده  با  این محققین  پرداختند.  ویروس  به  نسبت  میزان حساسیت 
و  کرده  ایجاد  قزل آلا  ماهی  از  کلون  نه  کروموزومی،  دست ورزی  از 
ویروسی  عفونت  ایجاد  سنجیدند.  را  ویروس  به  آن ها  مقاومت  سپس 
با تزریق داخل صفاقی و آلودگی آب بررسی شد. پس از تزریق داخل 
صفاقی هیچ گونه بقا ثبت نشد در حالی که کلون هایی که از طریق آب 
دچار چالش شده بودند دامنه متنوعی از بقا را نشان دادند )18(. داله 
و  دریا  ماهیان  در  ویروس   III ژنوتیپ  بررسی  با   )2009( همکاران  و 
ماهیان قزل آلای رنگین کمان پرورشی موفق به یافته های جدیدی شدند. 
بائروال و همکاران )2013(، در تحقیقی حساسیت و مقاومت ماهیان 
را   Myxoboluscerebralis چالش  به  پاسخ  در  کمان  رنگین  قزل آلای 
 1Bمورد ارزیابی قرار دادند که در این پژوهش بیان ژن های اینترلوکین
روش  از  استفاده  با   iNOS و   KLF2, STAT3, STAT5, IFN-y, IRF1
که سطوح  داد  نشان  پژوهش  این  نتایج  بررسی شد.   RealTime-PCR
چالش  از  پس   iNOS و   IFN-y, IRF1  ,  1Bاینترلوکین ژن های  بیان 
در   )2014( همکاران  و  کاسترو   .)3( است  داشته  چشمگیری  افزایش 
با ویروس  از چالش  ایمنی ماهیان قزل آلا پس  پاسخ سیستم  پژوهشی 
نشان  محققین  این  مطالعه  نتایج  دادند.  قرار  بررسی  مورد  را   VHS
بیان  و  کبدی  ایمنی  روی   VHS ویروس  صفاقی  داخل  تزریق  که  داد 
از  اول، دوم و پنجم پس  ایمنی در روزهای  با سیستم  ژن های مرتبط 
لنفوسیت های  که  داد  نشان  آمده  بدست  نتایج  دارد.  ارتباط  تزریق 
کبد  در   VHSV به  ایمنی  سیستم  اولیه  پاسخ  در  کلیدی  نقش  یک   T
 CD4، Mx ژن های   mRNA سطوح  در  معنی داری  افزایش  و  داشته 
و  اینترلوکین10   ،6 اینترلوکین   IFN، TLR2، TLR3، Cxcl8،Perforin
نقش  نشان دهنده  که  است  گزارش شده   VHSV به  پاسخ  در   TNF-α
 .)5( می باشد  ویروسی  عفونت  به  کبد  پاسخ  در  فاکتورها  این  مهم 
شناسایی  زمینه  در  رایج  تکنیک  یک  ژن  بیان  پروفایل  بررسی  امروزه 
مارکرهای تشخیصی بیماری های مخنلف می باشد. از دیگر کاربردهای 
این تکنیک بررسی وجود پاتوژن ها حتی به میزان اندک در بدن میزبان 
مورد  در  بیشتر  فهم  برای  محققان  از  بسیاری  دیگر  از سوی  می باشد. 
مکانیسم سیستم ایمنی بدن در برابر پاتوژن ها، پروفایل ژنی را مورد 
مسیرهای  و  پروتئین ها  ژن ها،  این طریق،  از  تا  می دهند  قرار  بررسی 
بیولوژیک ژنی را شناسایی کنند. با توجه به اهمیت این موضوع و نقش 
ژن های کاندید و هم چنین عدم وجود گزارش در ماهیان قزل آلای رنگین 
  TNF-α و   10 اینترلوکین  ژن های  بیان  میزان  بررسی  ایران ،  در  کمان 
گرفت.  قرار  بررسی  مورد  مطالعه  این  در  ایمنی  سیستم  در  دخیل 

مواد و روش ها

طراحی آزمایش
مراحل کلی پرورش ماهیان مورد استفاده در این پژوهش، در پژوهش 
به  قسمت  این  در  فلذا    .)10( است  آمده  و همکاران  قادرزاده  آقای 
اختصار راجع به آن توضیح داده می شود. در این پژوهش 310 قطعه 
پس  که  شد  تهیه  آمریکایی  تروتلاج  کمان نژاد  رنگی  قزل آلای  ماهی 
ماهیان  کل  تعداد  تلفات،  کسر  و  عادت دهی  دوره  شدن  سپری  از 
باقیمانده 281 قطعه بود. کل 281 قطعه ماهی در مجموع در 18 عدد 
 60  cm طول   ،45  cm )عرض  ابعاد  با  فایبرگلاس  ماهی  پرورش  تانک 
ولی  شد  نگهداری  ماهی  قطعه   15 تانک  هر  در  و   )70  cm ارتفاع  و 
گروه کنترل در دو عدد تانک ) با 21 و 20 قطعه( نگهداری شدند. این 
تعداد ماهی با متوسط وزن gr 3.38±88، به مدت پنج هفته نگهداری 
kg 1/7 بود. تانک  استفاده در هر  شدند. مقدار توده ی پرورش مورد 

دوره ی سازگاری ماهیان 18 روز بود و غذا  دهی ماهیان بر اساس وزن 
و  موجود  استاندارد های  اساس  بر  آب  دمای  و  ماهیان  زنده  توده ی 
نوبت در شبانه روز  انجام شد. غذا دهی ماهیان سه  راهنمای غذادهی 
بار )صبح و  پرورشی دو  تعویض آب مخازن  )صبح، ظهر و غروب( و 
و  بود  مداربسته  سیستم  بصورت  آزمایش  واحدهای  شد.  انجام  شب( 
تعویض و جایگزینی آب هر سه ساعت یک بار بصورت خودکار انجام 
به وسیله ی سنگ  هوا  تانک  می گرفت. هوادهی ماهیان در داخل هر 
این  شد.  انجام  ماهیران(  )شرکت  بیوفیلتر  و  پمپ(  با  شده  )تغذیه 
پژوهش در بخش پرورش آبزیان، مرکز رشد و کارآفرینی دانشگاه آزاد 
واحد رودهن واقع در شهرستان رودهن از توابع استان تهران انجام شد. 

چالش ویروسی
به  غذادهی  ویروس،  تزریق  از  قبل  ساعت   24 پژوهش،  این  در 
ویروس  چالش  تحت  ماهیان  پرورش،   18 روز  در  و  شد  قطع  ماهیان 
قرار گرفتند. در این مرحله ماهیان به پنج گروه عبارتند از گروه اول 
ml 0/03 ویروس  با  تیمار  VHS، گروه دوم  ml 0/06 ویروس  با  تیمار 
چهارم  گروه  فیزیولوژی،  سرم   0/06  ml با  تیمار  سوم  گروه   ،VHS
تیمار با ml 0/03 سرم فیزیولوژی، گروه پنجم تیمار کنترل بدون تزریق 
ویروس  تزریق صفاقی  شدند.  داده  قرار  تانک  داخل  در  و  دسته بندی 
شد.  انجام  انسولین  مخصوص   1  ml سرنگ  توسط   ،)5˟105  PFU/ml(
مرجع  آزمایشگاه های  تشخیص ،  ملی  مرکز  از   Ia سویه   VHS ویروس 
واقع  کشور  کل  دامپزشکی  سازمان  به  وابسته  کاربردی  مطالعات  و 
پژوهش  این  در  استفاده  مورد  ماهیان  کلیه  شد.  تهیه  البرز  استان  در 
مطابق  آبزیان  آسایش  و  حقوق  راهنمای  دستورالعمل،  به  توجه  با 
در  ویروسی  چالش  یافتند.  پرورش  کشور  دامپزشکی  سازمان  منشور 
زیر  زیستی  ایمنی  موارد  و  مستقیم  نظارت  به  توجه  با  پژوهش  این 
نظر متخصصان بیماری های آبزیان سازمان دامپزشکی کشور انجام شد.

نمونه برداری
در این پژوهش در روز هشتم بعد از تزریق ویروس، نمونه بافت کبد 
 0/03 )تزریق  بیمار  گروه  تلف شده  ماهیان  گروه  دو  از  تنها  ماهیان 
سی سی ویروس(، و گروه کنترل )تزریق 0/03 سی سی سرم فیزیولوژی(، 
جدا سازی و به فریزر 20- درجه سانتی گراد انتقال داده شد. از هر کدام 

بررسی بیان ژن های اینترلوکین  ...
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تزریق 0/03 سی سی  )تزریق 0/03 سی سی ویروس و  این دو گروه  از 
پولد  تا 10 نمونه  پنج  از  تعداد شش نمونه )هر کدام  فیزیولوژی(  سرم 
بود  این  ویروس  0/03 سی سی  گروه  انتخاب  دلیل  شدند.  تهیه  شده(، 
نبود. بالاتر  غلظت  به  نیازی  و  شده  بیمار  غلظت  این  در  ماهیان  که 

cDNA و سنتز RNA استخراج
طبق  بیوزول  محلول  از  استفاده  با  کبد  بافت   100  mg از  کل،   RNA
روش  با  کل   RNA کیفیت  شد.  استخراج  سازنده  دستورالعمل شرکت 
الکتروفورز، روي ژل آگارز 1% انجام شد. جهت حذف هر گونه باقیمانده 
DNA ژنومی در نمونه های RNA، از آنزیم DNase I، استفاده شد. در 
ادامه با استفاده از آنزیم نسخه بردار معکوس کیت سنتز cDNA شرکت 
یکتاتجهیز و بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده، RNA کل به cDNA تبدیل 
شد و cDNAهای سنتز شده در فریزر 20- درجه سانتی گراد قرار گرفتند.

شناسایی ویروس 
شناسایی ویروس با استفاده از یک جفت پرایمر اختصاصی )جدول 1(، 
جهت تکثیر یک قطعه 505 جفت بازی مربوط به ناحیه N-gene و تکنیک 
RT-PCR انجام شد. در این تست از نمونه های بافت کبد از ماهیان گروه 
تزریق شده با ویروس و گروه تزریق شده با سرم فیزیولوژی استفاده شد. 

تکثیر قطعات ژنی مورد مطالعه 
از پرایمرهای  با استفاده  qPCR و  با کمک واکنش  تکثیر قطعات ژنی 
اختصاصی برای هر ژن و ژن کنترل EF1-α )جدول 2( انجام گرفت. طبق 
دستورالعمل استاندارد واسرشته سازی اولیه به مدت پنج دقیقه در دمای  
95 درجه سانتی گراد، واسرشته سازی ثانویه در 95 درجه سانتی گراد برای 
15 ثانیه، دمای اتصال پرایمرها در 60 درجه سانتی گراد به مدت  30 
ثانیه در 40  به مدت 30  تکثیر در دمای 72 درجه سانتی گراد  ثانیه و 
سیکل انجام گرفت. لازم به ذکر است که با استفاده از منحنی های ذوب  
اختصاصی بودن قطعات تکثیری و هم چنین وجود پرایمر دایمرها مورد 
بررسی قرار گرفت. علاوه بر این کارایی تکثیر قطعات مورد نظر نیز 
فرمول  از  و  گرفت  قرار  بررسی  مورد  استاندارد  منحنی  از  استفاده  با 
حصول  جهت  شد.  استفاده  ژن  بیان  میزان  برآورد  جهت   ΔΔCT-2
با   PCR محصولات  تکثیری،  قطعات  طول  صحت  از  بیشتر  اطمینان 

استفاده از روش الکتروفورز روی ژل آگارز %2 مورد بررسی قرار گرفتند.

آنالیز آماري
نسخه   SAS آماری  نرم افزار  از  استفاده  با  آماری  آنالیزهای 
استفاده  توکی  روش  از  میانگین  مقایسه  برای  شد.  انجام   9.1
شد.  گرفته  نظر  در  معنی داری  سطح  عنوان  به   %5 سطح  و  شد 

نتایج
 VHS کل از نمونه های گروه کنترل و آلوده به ویروس RNA استخراج
شده  استخراج  RNA های  کیفیت  و  کمیت  و  گرفت  انجام  خوبی  به 
گرفت.  قرار  تایید  مورد   %1 آگارز  ژل  الکتروفورز  روش  از  استفاده  با 
بعد از انجام استخراج و سنتز cDNA تمامی نمونه ها در سه تکرار با استفاده 
  RT-PCR تکثیر شدند. با توجه به نتیجه تست Real time PCR از روش
حضور ویروس در نمونه های گروه تزریق شده با ویروس مورد تائید قرار 
فیزیولوژی و  با سرم  تزریق شده  از گروه های  اما در هیچ یک  گرفت 
گروه کنترل )بدون تزریق( اثری از ویروس مشاهد نشد. اختصاصی بودن 
قطعات تکثیری نیز با استفاده از دو روش آنالیز منحنی ذوب )شکل 1( 
و روش الکتروفورز ژل آگارز )شکل 3( بررسی و مورد تایید قرار گرفت 
و هم چنین  بود  پیک  دارای یک  منحنی ذوب هر نمونه  آنالیز  در  که 
در ژل آگارز یک باند شارپ داشته و باند های غیر اختصاصی مشاهده 
نشد. لازم به ذکر است که صحت انجام آزمون Real time PCR نیز با 
استفاده از منحنی استاندارد )شکل 2( مورد بررسی قرار گرفت و پس 
از تایید نتایج، داده های حاصله جهت آنالیز مورد استفاده قرار گرفتند.

پس از ارزیابی نتایج به دست آمده، داده های حاصله با استفاده از روش 
آماری ΔΔCT-2  آنالیز شدند و نتایج نهایی در شکل 5 آمده است. با انجام 
RT-PCR و بررسی CT )چرخه آستانه( افزایش بیان دو ژن اینترلوکین 
به  نسبت   VHS ویروس  به  آلوده   cDNA در نمونه های   TNF-α و   10
سیستم  پاسخ  بیانگر  امر  این  که   )4 )شکل  شد  دیده  سالم  نمونه های 
ایمنی و واکنش آن را نسبت به آلودگی ویروسی نشان می دهد. در این 
پژوهش نشان داده شد که بیان ژن های مورد مطالعه در گروه تیمار شده 
.)P>0/05( افزایش معنی داری داشتند به گروه سالم  با ویروس نسبت 

بحث

جدول 1- توالی و مشخصات پرایمرهای اختصاصی جهت شناسایی ویروس.

ژنپرایمرتوالی منبع

قادرزاده و همکاران )10(
5-ATGGAAGGAGGAATTCGTGAAGCG-3

5-GCGGTGAAGTGCTGCAGTTCCC-3

Forward
Reverse

VHSV N
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بیماری های  شناخته شده ترین  از  خونریزی دهنده،  سمی  سپتی  ویروس 
ویروسی در ماهیان قزل آلای رنگین کمان محسوب می شود که خسارات 
زیادی را به مزارع پرورش ماهی وارد می کند )21(. مطالعات بسیاری در 
جهت یافتن و درک مکانیسم های آلوده شدن بدن ماهی به این ویروس، 
و  مبارزه  هم چنین  و  آن  برابر  در  ماهیان  بدن  ایمنی  سیستم  ارزیابی 
پیشگیری بر علیه آن انجام گرفته است از جمله: لورنزن و همکاران در 
سال 2001 ماهیان قزل آلای رنگین کمان با وزن متوسط gr 0/5 را با تزریق 
VHSV در دو مرحله  واکسن حاوی پلاسمید دارای ژن گلیکوپروتئین 
واکسینه کردند. واکسیناسیون مرحله ی دوم نشان داد که سیستم ایمنی 
ماهی در مرحله ی دوم بسیار فعال و ایمن در برابر ویروس می شود )14(. 
 VHSV مطالعه ی آونوج و همکاران در سال 2011، ثابت کرد که تزریق
در Olive flounder باعث تغییر بیان ژن اینترلوکین 6 می شود؛  گرچه 
پایین  غلظت  با  دوزهای  در   6 اینترلوکین  ژن  بیان  آونوج  مطالعه  در 
ویروس VHS کم بوده و با افزایش دوز تزریقی افزایش بیان در این ژن 
مشاهده شده است )2(. پوئنت مارین و همکاران در سال 2018 ثابت 
کردند که گلبول های قرمز ماهی قزل آلای رنگین کمان در هنگام تزریق 
واکسن VHSV، گلیکوپروتئین G این ویروس را بیان می کنند. همچنین 
این سلول ها می توانند پاسخ های ایمنی در برابر این ویروس را در بدن 
ماهی فعال کنند )17(. هلوپاینن و همکاران در سال 2007، آنالیز بیان 
ژن های مرتبط با سیستم ایمنی در سلول های اپی تلیال پس از چالش با 
Ranavirus سبب افزایش بیان ژن اینترلوکین 1B و TNF-α شده بود و 
محققان بیان کردند که سلول های اپی تلیال می توانند به عنوان یک مدل 
در شیشه )In vitro) برای بررسی مکانیسم های سیستم ایمنی در پاسخ به 
چالش های ویروسی به کار گرفته شوند )12( که با نتایج مطالعه حاضر 
کاملا مطابقت دارد. دورسون و همکاران )1995( میزان وراثت پذیری 
میزان  به  که  دادند  قرار  بررسی  مورد  را   VHS بیماری  به  مقاومت 
این تحقیق نشان داد که تفاوت  نتایج  0.26±0/63 گزارش شده است. 
قابل ملاحظه ایی در میزان رشد باله در گروه سالم و عفونی دیده شد )7(. 
و   TNF-α دوژن  بیان  تغییرات  بار  اولین  برای  مطالعه  این  در 

در  ایران  در  تروتلاچ  کمان  رنگین  قزل آلای  ماهی  در  اینترلوکین10 
تیمار با ویروس VHS مورد بررسی قرار گرفت. مطالعه ی حاضر نشان 
داد که بیان ژن های TNF-α و اینترلوکین 10 پس از تزریق VHSV در 
گروه تیمار نسبت به گروه کنترل به طور معنی داری افزایش یافته است 
می باشد  پیش  التهابی  سایتوکاین های  جز   TNF-α پروتئین   .)P>0/001(
شده  فعال  ماکروفاژهای  عمدتا  و  ایمنی  سیستم  سلول های  توسط  که 
و  ماهی  در  التهابی  فرایندهای  تقویت  و  شروع  در  و  می شود  تولید 
افزایش   .)9( ایمنی در مقابل عوامل عفونی نقش دارد  تنظیم سیستم 
این  پروتئین  در سطح  بیان  افزایش  باعث  می تواند  ژن  در سطح  بیان 
ژن شده و در نتیجه سیستم ایمنی ماهی را علیه ویروس VHSV فعال 
توسط  که  است  دیگری  پیش التهابی  سایتوکاین  نیز  اینترلوکین6  کند. 
چندین گروه سلولی شامل سلول های T، B، ماکروفاژها، فیبروبلاست ها، 
سلول های عصبی، سلول های اندوتلیال و سلول های گلیال تولید می شود 
همانند  حاد  مرحله ی  پروتئین های  رهایی  باعث  سایتوکاین  این   .)13(
هم چنین  و   می شود  کبدی  سلول های  از   (CRP) C-reactive protein
در بیان ژن TNF-α نقش دارد و باعث افزایش بیان آن می شود )21(.      
تعداد  روی  مستقیم  اثر  ویروسی  ضد  درمان های  مبنای  کلی  طور  به 
برای ریشه کنی  این روش گرچه  T اختصاصی ویروس دارد.  سلول های 
ریشه کنی  برای  موارد  اکثر  در  اما  بوده  موثر  عفونت ها  از  تعدادی 
عفونت های ویروسی مزمن موثر نبوده است. ویروس ها با استفاده از 
ایجاد  واسطه  به  ایمنی  سیستم  سرکوب  جمله  از  مختلف  راهکارهای 
سیستم  توسط  خود  شناسایي  از  مانع   ،T سلول  عملکرد  در  نقصان 
ایمنی مي شوند. علاوه بر اين با انحراف سيستم ايمني به سمت توليد 
سلول  عملکرد  تضعیف  به  منجر   10 اینترلوکین  چون  سیتوکین هایي 
یک  اینترلوکین10  تولید  القاء  که  است  شده  )6(. مشخص  می شوند   T
راهکاری است که توسط ویروس های مختلف جهت سرکوب و فرار از 
ایمنی ضدویروسی اعمال می شود. تحقیقات نشان داده اند که  سیستم 
خنثی کردن اثر اینترلوکین10 موجب بهبود عفونت مزمن ویروسی شده 
است، بنابراین درمان سایر عفونت های مزمن که با تیتر بالای اینترلوکین 

جدول 2- توالی و مشخصات پرایمرهای اختصاصی.

* از این ژن به عنوان ژن رفرنس استفاده شد. 

ژنپرایمرتوالیدمای اتصالمنبع

کاسترو و همکاران، 2014 )5(

60
TCTTACCGCTGACACAGTGCForward

TNF-a
AGAAGCCTGGCTGTAAACGAReverse

60
CTGCTGGACGAAGGGATTCTACForward

اینترلوکین 10
GGCCTTTATCCTGCATCTTCTCReverse

60
GATCCAGAAGGAGGTCACCAForward

*EF1-a
TTACGTTCGACCTTCCATCCReverse

بررسی بیان ژن های اینترلوکین  ...
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شکل 1- نمونه ای از تکثیر قطعات مورد نظر با استفاده از Real time PCR و بررسی صحت تکثیر )ژن اینترلوکین 10(: سمت راست نشان دهنده متحنی ذوب و سمت چپ 

منحنی تکثیر را نشان می دهد. 

. RT-PCR شکل 2- منحنی استاندارد جهت ارزیابی صحت انجام  آزمون

اینترلوکین10  عملكرد  موقتي  خنثي كردن  با  مي تواند  است  مرتبط   10
ممكن شود که در این صورت چون افت فعاليت سيستم ايمني ميزبان به 
صورت گذرا اتفاق می افتد، بيماري هاي خود ایمنی )اتوايميون( در ميزبان 
بروز نمي کند )20(. در مطالعهراي نشان داده شده است عفونت لیشمانيا 
در موش هایی که اینترلوکین10 را تولید نمی کردند يا در موش هایي كه 
اینترلوکین10 در آنها بلوکه شده، ريشه كن شده است )15(. در مطالعه 
تزریق  اثر  در  تیمار  گروه  در  اینترلوکین10  ژن  بیان  افزایش  حاضر، 
VHSV نسبت به نمونه ی تیمار نشده مشاهده شد )P>0/01( که ممکن 
است باعث تضعیف و سرکوب سیستم ایمنی توسط ویروس شده باشد.

TNF-α به صورت عمده توسط ماكرفاژهاي فعال شـده توليـد مي شود 
ويژه اي  تاثير   Th1 گروه زير  به   T لنفوسيت هاي  تبديل  و  تكامل  بر  و 
دارد. ايـن زيرگـروه از لنفوسـيت هـاي T هـم در تنظيم تكثير سلول هاي 
ايمني و پاسخ ضد ويروسي نقش دارند )4(. مهم ترین عمل فیزیولوژیکی

عوامل  بودن  با  بطوري که  می شود  ایمنی  سیستم  به  مربوط   TNF-α
میکروبی مثل لیپوپلی-ساکاریدها، تولید شده و باعث می شود سلول هاي 
اندوتلیال عروق در محل عفونت، مولکول هاي چسبان مانند سلکتین ها 
را بیان کنند. بنابراین لکوسیت هایی مانند نوتروفیل ها و مونوسیت ها 
و  شوند  وارد  عفونت  محل  به  و  چسبیده  عروق  سطح  به  می توانند 
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شوند.  ماکروفاژها  و  نوتروفیل ها  فاگوسیتوزي  فعالیت  افزایش  باعث 
تا  می کنند  تحریک  را  ماکروفاژها  و  اندوتلیال  سلول هاي  فرایند  این 
کموکاین ترشح نمایند. کموکاین های تولیدی باعث افزایش میل پیوندي 
لکوسیت ها  کموتاکسی  و  خود  لیگاند  براي  لکوسیتی  اینتگرین هاي 
باعث  و  گذاشته  اثر  نیز  تک هسته اي  فاگوسیت هاي  روي  و  می شوند 
تحریک ترشح اینترلوکین 1 می شود که اعمالی مشابه TNF-α دارد )16(. 

نتیجه گیری کلی
ماهی  به   VHSV تزریق  مطالعه   این  در  آمده  بدست  نتایج  طبق 
قزل آلای رنگین کمان تروتلاچ آمریکایی منجر به افزایش معنی دار در 

است.  اینترلوکین  10    شده  و   TNF-α التهابی  پیش  سایتوکاین های  بیان 
افزایش میزان بیان این ژن ها خصوصا القاء بیش از حد بیان اینترلوکین 
10 ممکن است باعث تضعیف و سرکوب سیستم ایمنی توسط ویروس 
منظور کسب  به  آتی  تحقیقات   در  می شود  پیشنهاد  فلذا  باشد.  شده 
ناشی  پاسخ های  در  سایتوکاینی  ژن های  سری  از  جامع تر  اطلاعات 
شود. اقدام  شبکه ایی  آنالیز  از  استفاده  با  ویروسی  عفونت های  از 

تشکر و قدردانی
رنگین کمان  پرورشی  ماهیان  تامین  در  که  مبارک اندیش  گروه  از 
جناب  از  همچنین  و  پرورش  دوره  هزینه های  تمامی  تقبل  و  تروتلاچ 
پژوهش  این  در  آزمون  مورد  نمونه های  که  قادرزاده  مهندس  آقای 
داریم. را  سپاسگزاری  و  قدردانی  کمال  داده اند  قرار  ما  اختیار  در  را 

پاورقی
1 - Subtype.
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