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 Taxتعیین ردیف نوكلئوتیدي و قرابت فیلوژنتیكي ژن 

 در ایران ویروس لوسمي گاو

2بهنام عباسیان، 2پوریا امیني ،*8حسن ممتاز

 

 ، ايرانشهرکرد، گروه ميکروبيولوژي، دانشکده دامپزشکي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد شهرکرد. 1
  ، ايرانشهرکرد، واحد شهرکردآزاد اسلامي ، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه دامپزشکی هآموختدانش. 2

 hamomtaz@yahoo.com :نويسنده مسئول مكاتبات *

 (6/8/77 :پذیرش نهایي ،22/11/78 )دریافت مقاله: 

 

 

 

 چكیده
دون خانواده ارتورتروویرینه و جنس  ( از خانواده رتروویریده،BLVویروس لوسمي گاو )

-نندکننده هماو تعدادي ژن تنظیم env ،pol، gagني اصلي ژن ساختما 3رتروویروس واجد دلتا

 Taxبه منظور تعیین قرابت فیلوژني ژن . باشدمي  C IVو Tax، Rex ،III R سازي از جمله

 در  BLVویروس 

از چهار  Taxجفت بازي ژن  729 هاي آلوده به این ویروس در ایران در ابتدا قطعهنمونه

نتایج  تعیین ردیف نوكلئوتیدي سكانس گردید. جهتتکثیر و  PCRنمونه آلوده در سیستم 

 Tax حاصل از مقایسه ردیف نوكلئوتیدي تعیین شده در این مطالعه با سكانس شناخته شده ژن

كه تنوع ژنتیكي در این ژن بود  درصد 9/9تا  4/3در سایر كشورها نشانگر وجود  BLVویروس 

 AY98839108)سکانس (مریکا آدر  Taxدر این میان بیشترین قرابت با ردیف نوكلئوتیدي ژن 

درصد تشابه و بیشترین تفاوت مربوط به جدایه این ویروس در استرالیا )سکانس  6/76 با

AY98839708 ( و ژاپن )سکانسAY98831808 درصد قرابت مشاهده شد. 3/72( با 

 .288-273 ،2، شماره 3، دوره 1377تبريز، واحد مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي 

 ، قرابت فيلوژنتيكي، ايرانTaxژن  ،ويروس لوسمي گاو کلمات کلیدی:

 

 

 

 

 مقدمه
انزئوتيک گااو در  بيماری لوکوز     

 Bovine) اثاار ويااروس لوساامی گاااو

Leukemia Virus)   از جاااااااااان

دون  ،(Deltaretrovirus) دلتاااارترويروس

 خاااااانواده ارتورتروويريناااااه

(Orthoretrovirinae)  و خااااااااااانواده

يجاد ا (Retroviridae)     ه رتروويريد

-و به صورت رشد نئوپلاستيک لنفوسيت
اغلب اعضای بادن را درگيار  ها که

  ، اتفاااااااا کنااااااادمااااااای

 (.16و  5، 1افتد )می

ها ديپلوئيد و هار سيروژنوم رتروو

 RNAقطعه هاپلوئيدی آن يک مولکول 

تاا  8ای مثبت با انادازه تک رشته

-باشاد. رترووياروسکيلو باز می 11

 gagژن اصالی  3کامل واجد ساه  های

-که اختصاصی گروه بوده و باعث کاد

های هسته مرکزی ويروس شدن پروتئين

-)پلی مراز( که آنازي  polشود، می
های دخيل در تکثيار وياروس يعنای 

برداری معکوس را کاد نوشتآنزي  رو

کااه باعااث  env (envelope)کنااد و ماای

 کردنکااااااااااااااااااااااااااد

-غشاء وياروس مای هایگليکوپروتئين

 تعااااااااادادي ژن  ود وشااااااااا

، CVI مانندسازي نظيره كنندهتنظي 

RIII ،Rex  وTax هستند. اين وياروس-

ها قادر باه ايجاااد پرووياروس از 

های آلوده به خود در سلول DNAجن  

  (. پااروتئين22و  3، 2باشااند )ماای

Tax تاو  شناساايي داراي چندين اپي

 بااااااااااااااااااااااااااااراي 
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سيتوتوكساي  اسات و  Tهاي لنفوسيت

ها را القا خ اين سلولتواند پاسمي

واسطه اهميت اين ژن به  (.21) كند

امروزه اساتفاده  ها،در رتروويروس

 در طراحااااااااااااااي  Taxاز ژن 

-وياهه در عفوناتبه DNAهاي واكسن
هاي انساني نظير بيماري ناشاي از 

HTLV-1  مورد توجه قرار گرفته است

و مشخص شده كه واكسيناسيون علياه 

ستفاده با ا HTLV-1عفونت ناشي از 

تواناد مي Taxاز پروتئين نوتركيب 

 Tهاااي پاسااخ قااوي از لنفوساايت
و  7) سيتوتوكسااي  را تيرياا  كنااد

گاوي امروزه به عنوان  (. لوكوز23

صانعتي در  هایمعضل سيست  گاوداري

ه بوده و هار كجااي جهان مورد توج

 مادرنهاي گااوداري دنيا كه سيست 

در پرورش گاوهاي شيري وجود دارد، 

گاوي باه عناوان يا  معضال  لوكوز

ظر قارار گرفتاه اسات و ناساسي مد

-هاي فراواني جهات دساتامروزه تلاش

يابي به يا  روش پيشاگيري مناساب 

 انجام شده يا در حال انجاام اسات

(. در ايران تاكنون اقدامي در 16)

جهت پيشاگيري از بيمااري باه روش 

يون و يا سااخت واكسان و واكسيناس

ماري صاورت هاي تشخيص بيطراحي روش

. همت زاده و ممتاز در نگرفته است

هاي اخير اقادام باه شناساايي سال

هاي در بافت BLVهاي ويروس پروتئين

توموري شده توسا  وياروس كارده و 

وع پروتئينااي ويااروس را مشااخص تناا

هااي . در اداماه پاادگننادانموده

دخياال در تيرياا  پاسااخ ايمنااي 

به روش وسترن بلات مشخص و  مورالوه

هااي در بافات gp51و p22هااي پادگن

-و ژنمبتلا به لنفوساركوم شناسايي 

 E.coliويروس در سلول  Taxو  gagهاي 

، 8، 6) سازي و بيان شده اساتكلون

از آنجااايي كااه تنااوع  (.12و  12

لوكاوز گااوي  ويروسTax ژنتيكي ژن 

هاي ايران شناساايي نشاده در سويه

لذا مطالعاه حارار باا هاد   ،است

در  Taxنوكلئوتيادي ژن تعيين رديف 

مقايساه ردياف  هاي اياران ونمونه

نوكلئوتياادي اياان ژن بااا ساااير 

 ريزي شده است.كشورها طرح

 كارمواد و روش

تخليص شده  DNA :هانمونه-8     

تعدادي و عقده لنفاوي كوت از بافي

از گاوهاي آلوده به لوكوز گاوي 

كه در مطالعات قبلي از نظر سرمي 

مثبت نشان داده  و مولكولي پاسخ

به همراه نمونه  (12و  2) بودند

 رشد کرده در کشت سلولي  BLVويروس

(Fetal Lamb Kidney) FLK  (Svanova 

Biotech, Uppsala, Sweden) 

 به عنوان نمونه کنترل مثبت.

 Taxجهت تكثير ژن  :PCRآزمایش -2

شده از تخليص DNAدر  BLVويروس 

 هاي مورد مطالعه از زوجنمونه

 رايمرهاي نشان داده شده در جدولپ

ويروس  Taxكه بر اساس سكان  ژن  1

ثبت شده در بان  ژني طراحي شد 

 گرديد:استفاده 

 

BLVويروس  Taxپرايمرهاي مورد استفاده جهت آناليز ژن  -8جدول 

Accession 

number 

Size of 

Product 

(bp) 

Primer sequence 
Primer 

name 

AY88838701 728 5`-GCAAGTGTTGTTGGTTGGGG-3` BLV-Tax-F 

5`- TCAAAAAAGGCGGGAGAGCC-3` BLV-Tax-R 
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و تکثير PCR جهت انجام آزمايش 

 Master cyclerاز دستگاه  Tax قطعه ژني 

gradient 

(Eppendorf Germany Co.)   58با حج 

 PCRميکروليتر  5ليتر واجد ميکرو

buffer 18x ،2 مول ميليMgcl2، 288 

مول از ميکرو dNTP ،2مول يکروم

-BLV-Taxو  BLV-Tax-F زوج پرايمرهاي

R ،1   واحدي 1واحد آنزي 

  Tag DNA Polymerase(Roche applied 

science گرم از ميکرو 1( و DNA هر 

نمونه استفاده شد. برنامه حرارتي 

 مورد استفاده عبارت بود از:

 33 دقيقه، 2درجه  72يک سيکل 

 57 دقيقه، 1درجه  72سيکل تکراري 

ثانيه  58درجه  82دقيقه و  1درجه 

 دقيقه 6درجه  82و سيکل انتهايي 

(18.) 

ميصول  تعیین ردیف نوكلئوتیدي:-3

PCR  نمونه از  2مربوط به

 PCRهاي مثبت شده در آزمايش نمونه

جهت تعيين رديف نوكلئوتيدي قطعة 

به شركت  PCRتكثيريافته در 

Macrogen  د. كره ارسال گردي 

 تعیین قرابت نوكلئوتیدي:-4

هاي سكان  شده در اين نمونه

ويروس  Taxمطالعه با سكان  ژن 

BLV  در ساير كشورها )ثبت شده در

( با استفاده از NCBIبان  ژني 

مقايسه  Njplotو  ClustalXنرم افزار 

، Sequence identity matrixو رمن تعيين 

 درخت فيلوژني مربوطه رس  شد. 

 نتایج

 Taxرديف نوكلئوتيدي ژن      

نمونه از  2مربوط به  BLVويروس

 PCRهاي مثبت شده در آزمايش نمونه

 سكان  و با استفاده از نرم افزار

ClustalX  با رديف نوكلئوتيدي اين

 National) ژن ثبت شده در بان  ژني

Center for Biotechnology Information NCBI 

،Alignment )يسه گرديد و پ  از مقا

هاي رديف ها و تفاوتشباهت

نوكلئوتيدي با استفاده از نرم 

ها قرابت فيلوژنتيكي آن  Njplotافزار

ترسي  شد كه درخت فيلوژني حاصله 

و ميزان قرابت بين ژن  1نگاره در 

Tax ويروسBLV  در ايران با ساير

نشان داده شده  2كشورها در جدول 

 است

 

 
 

به رديف درخت فيلوژنتيكي مربوط  -8نگاره

در ايران با  BLVويروس Taxنوكلئوتيدي ژن 

هاي ثبت شده اين ژن در تعدادي از سكان 

بان  ژني
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در ايران با تعدادي از  BLVويروس Taxنتايج حاصل از مقايسه رديف نوكلئوتيدي ژن  -2جدول

 هاي ثبت شده اين ژن در ساير كشورهاسكان 

 (Sequence Identity Matrix) 

 

 

 گیريبحث و نتیجه
های تشخيص و مطالعه عفونت     

-يروسی از جهات مختلف میرتروو
تواند مورد توجه قرار گيرد. 

نتايج مطالعات زيادی که روی 

( HIVويروس نقصان ايمنی انسان )

ی وسيع انجام گرفته زمينه بسيار

 ،را پيرامون مطالعه تنوع ژنتيکی

چگونگی تشخيص، مطالعات 

های کارراه اپيدميولوژيک و نهايتا  

های مناسب برای پيشگيری از عفونت

در  .ی فراه  آورده استتروويروسر

 ها،های رتروويروسی دامبين عفونت

لوکوزانزئوتيک گاوها در صدر 

دارد و از همين رو  اهميت قرار

ای است که تيقيقات بسيار گسترده

 های تشخيص، کنترل و در مورد روش

 

 

 
يماری با پيشگيری از اين ب

های سرولوژيک و استفاده از روش

ک انجام گرفته و کولار بيولوژيمول

 گيرد.می

ها به واسطه خصلت طبيعی رتروويروس

 که ناشی از 

برداری معکوس از ژنوم رونوشت

نتيجه در  آنهاست وقوع موتاسيون و

ها از تنوع ژنوتيپی و فتوتيپی آن

همين  وفور بالايی برخوردار است و

خصلت است که ارزش تشخيصی بسياری 

های آزمايشگاهی را زير از آزمون

-مقالات زيادی را می برد.وال میس
توان يافت که به اعداد و ارقام 

خاصی تيت عنوان حساسيت و ويهگی 

-های تشخيصی اشاره نمودهدر تست

تکرار همين آزمون توس   اند.

Seq 
AY38873007 

USA 

AY38870707 

Japan 

AY38870807 

Belgium 

AY38873087 

Costa Rica 

AY38873087 

Australia 

Iran 

7 

Iran 

0 

Iran 

7 

Iran 

4 

AY38873007 

USA 
ID 464/4 466/4 474/4 474/4 466/4 467/4 469/4 469/4 

AY38870707 

Japan 
464/4 ID 454/4 479/4 479/4 496/4 49/4 499/4 494/4 

AY38870807 

Belgium 
466/4  454/4 ID 457/4 45/4  459/4 45/4 474/4 459/4 

AY38870007 

Costa Rica 
474/4  479/4 457/4 ID 499/4  469/4 469/4 454/4 469/4 

AY38873007 

Australia 
474/4  479/4  45/4  499/4  ID 495/4  494/4  499/4  494/4  

Iran-7 466/4  496/4  459/4  469/4  549/4  ID 449/4  444/4  449/4  

Iran-0 467/4  49/4  45/4  469/4  494/4  449/4  ID 449/4  446/4  

Iran-7 469/4  499/4  474/4  454/4  499/4  444/4  447/4  ID 445/4  

Iran-4 469/4  494/4  459/4  469/4  494/4  449/4  446/4  445/4  ID 
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با نتايج  ميققين ديگر معمولا  

علت متفاوتی همراه بوده است که 

توان در تنوع اين مسئله را می

 جو نمود.ژنتيکی اين ويروس جست

 BLVهای ساختمانی ويروس در بين ژن

-ازجمله ژن envو  gag  ،pol هایژن
حفاظت شده هستند که  های نسبتا  

تنوع ژنی در بين آنها کمتر ديده 

به واسطه همين خصلت طبيعی  شده و

های تشخيص بيولوژی امروزه از روش

کلونينگ  ،PCRپايه  مولکولی بر

با استفاده از رديابی  و...

 و يا  BLVوويروس پر

-های ساختمانی مذکور طراحی شدهژن

های پيچيده علاوه رتروويروس اند.

های ژن ساختمانی ژن 3اين  بر

 RIIIوRex وTax ای نظير کنندهتنظي 

کنند که در را نيز کد می CIVو

 همانندسازی ويروس دخالت داشته و

-همين امر پايداری و قدرت بيماری

، 7) دهدمیها را افزايش نزايی آ

 (.23و  21

کند که پروتئينی را کد می Taxژن 

سازی ويروس رروری بوده در همانند

از طرفی  شود.می و باعث تورم غدد

اين ژن باعث تيريک همانندسازی از 

-2چند ژن سلولی از جمله ژن مولد 

IL (.15و  11) شودمی Tax نوان عبه

 گيرنده برای 

عمل مراز های آلفا و بتا پلیآنزي 

مطالعات جديد  ( و17و  18) کندمی

زايی دهد که در سرطاننشان می

های سرطان سلول ها خصوصا  رتروويروس

 Tax(. پروتئين 21) خونی نقش دارد

تو  شناسايی برای دارای چندين اپی

وتوکسيک است و سايت Tهای فوسيتنل

ها را تواند پاسخ اين سلولمی

کند. به واسطه اهميت اين  القاء

ها امروزه ژن در رتروويروس

ستفاده از اين ژن در طراحی ا

-به ويهه در عفونت DNAهای واکسن
های انسانی نظير بيماری ناشی از 

HTLV-1  مورد توجه قرار گرفته است

و مشخص شده که واکسيناسيون عليه 

با استفاده  HTLV-1عفونت ناشی از 

تواند می Taxاز پروتئين نوترکيب 

 Tهای يتپاسخ قوی لنفوس
، 7) سايتوتوکسيک را تيريک کند

 (.23و  28، 17

 Tax مطالعه حارر با هد  رديابی ژن

، تعيين رديف BLVويروس 

نوع نوکلئوتيدی اين ژن و بررسی ت

گونه ژنتيکی آن انجام گرفت و همان

که در قسمت نتايج ذکر شد يکی از 

اهدا  اصلی اين بررسی يعنی 

لوده های آدر نمونه Taxرديابی ژن 

برای اولين بار در ايران  BLVبه 

وجود ژن مذکور  به تيقق پيوست و

با توسل به روش تعيين رديف 

( قطعه Sequencingنوکلئوتيدی )

 ييد قرار گرفت.أمربوطه مورد ت

 728تعيين رديف نوکلئوتيدی قطعه 

در  PCRجفت بازی تکثير يافته در 

 نوکلئوتيد از چهار 788تقريبا 

در انجام گرفت.  شدهنمونه سکان 

قسمت ديگر اين تيقيق به منظور 

و  Taxييد رديف نوکلئوتيدی ژن أت

 مقايسه تنوع ژنتيکی اين ژن در 

های های ايران با ساير ويروسنمونه

موجود در دنيا اقدام به مقايسه 

 رديف نوکلئوتيدی تعيين شده اين

-ژن در ايران با تعدادی از سکان 
بانک های شناخته شده اين ژن در 

های گرديد. مقايسه رديف NCBIژنی 

 1/2تا  5/1 ژنی حاکی از وجود

-درصد تنوع در چهار نمونه سکان 
صد در 8/8تا  2/3شده در ايران و 

های ايران با ساير تنوع بين نمونه

که در اين  (1 کشورها بود )جدول

ميان بيشترين قرابت مربوط به 

سکان  شناخته شده اين ژن در 

( با AY 88838701  آمريکا )سکان

درصد قرابت و بيشترين تفاوت  6/76

مربوط به جدايه اين ويروس در 

( و AY 88838701استراليا )سکان  

( با AY 88837101 ژاپن )سکان  

با  درصد قرابت مشاهده شد. 3/72

و  X  Clustalاستفاده از نرم افزار 

Njplot های ژنی درخت فيلوژنيک رديف

يد و همان مقايسه شده ترسي  گرد
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-مشاهده می (1) نگارهگونه که در 
های ايران در شاخه سويه ،شود

سکان  آمريکا قرار دارد و تفاوت 

داری را با سکان  شناخته شده معنی

در استراليا و ژاپن نشان  Taxژن 

در مطالعه انجام شده توس   دهد.می

ممتاز و همکاران که به منظور 

 ويروس  gagتعيين قرابت ژنتيکی ژن 

BLVتا  1ايران انجام گرفت نيز  در

 gagصد تنوع ژنتيکی در ژن در 8/7

ويروس مشاهده شد که در اين ميان 

های بيشترين قرابت با سکان 

خته شده اين ژن در آمريکا شنا

( NC 88121201و M 1877801 های)سکان 

و بيشترين تفاوت مربوط به جدايه 

 Dاين ويروس در استراليا )سکان  
 (.13) مشاهده شد (8862801

چندان چشمگير رديف مشاهده تنوع نه

-را می BLVويروس  Taxژنتيکی ژن 

اساس گسترش جغرافيايی  توان بر

با توجه به  ويروس توجيه نمود.

از گاوهای بسياری  اينکه منشاء

يران های ااصيل موجود در گاوداری

، گرددبه کشورهای آمريکايی باز می

اصله در اين لذا شباهت ژنتيکی ح

تواند مويد اين ادعا تيقيق نيز می

نقل و انتقال دام  ،از طرفی .باشد

بين کشورهای شر  دور )ژاپن و 

با ايران سابقه تاريخی  استراليا(

های ژاپنی ندارد لذا استقرار سويه

و استراليايی ويروس در شاخه ديگر 

درخت فيلوژنی نشانگر تفاوت بيشتر 

بين ايران  ساين ويرو Tax رديف ژنی

 باشد.با کشورهای مزبور می
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Abstract 
    

Bovine Leukosis Virus (BLV) belongs to the genus Deltaretrovirus ,subfamily Orthoretrovirinae of 

the family Retroviridae comprising 3 main genes of gag, pol and env and a number of replication 

regulatory genes such as Tax, Rex, R III, C IV. For determination of genetic relationship of Tax gene 

of BLV in Iran with those in other countries fragments 728bp corresponding to Tax from four 

infected samples were amplified in PCR system and sequenced for determining nucleotide sequence 

and compared with identified nucleotide sequence of this gene in other countries.A comparison made 

on Tax gene in Iran with other countries demonstrated 302 to 8087 variability in Tax gene, of which 

the greatest sequence similarity exists between sequences of Tax in Iran with USA 

(AY88838701)with 76067 similarity and the least relationship exists between sequences of this 

virus in Iran with Australia (AY88838701) and Japan (AY88837101) with 72037 similarity 
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