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 1401تیر    ریخ پذیرش:تا                                                     1400شهریور  تاریخ دریافت:  

 چکیده

باشد كه موجب كاهش توليد و خسارت اقتصادي شديدي در  در پرورش ميگو مي   هاسفيد يكي از مهمترين بيماريبيماري لكه

روز از شروع   3-10طي    % 100و مير ناشي از اين بيماري شديد و بسيار بالا و به  گرديده است. مرگ  از جمله ايران  كل دنيا  

  ،مثال  براي   .شودهزار تن ميگو بر اثر اين بيماري تلف مي  300اس آمارهاي جهاني سالانه در دنيا حدود  بر اس رسد.بيماري مي

ايران در سال هاي   توليد كنندگان وارد   1398و    1395،  1394,1387,  1386,1383در  به  ميلياردي  بيماري خسارات  اين  شيوع 

اين  با  .كرد به  ويروسي  توجه  پروتئين  از    28VPكه ژن  پروتئين مهميكي  و در ترين  لكه سفيد  بيماري  پوششي ويروس  هاي 

سلول به  نفوذ  و  داردچسبيدن  نقش  ميگو  آن هاي  از  مهمجاييو  ميكروجلبک  كه  لاروي  مرحله  در  ميگو  غذايي  منبع  ترين 

  ده شد تا از اين راه به ميكروجلبک انتقال دا  28VPدر اين تحقيق ژن    .تواند منبع مناسبي براي ساخت واكسن باشدمي،  باشدمي

لكهكمك بيماري  از  براي جلوگيري  واكسن خوراكي  توليد  تحقيق  ي در جهت  اين  در  انجام گيرد.  ميگو هانمونهسفيدميگو  ي 

(Penaeus indicus  )آبادان پرورشي  استخرهاي  از  سفيد  لكه  سندروم  بيماري  به  آزمايشگاه 1390مهرماه  )  مشكوک  به   )

و فنل/كلرفرم   Kژنوميک ويروس با استفاده از روش پروتئيناز    DNAشعبه اراک منتقل و  -زي ي راسازسرممؤسسه واكسن و  

منتقل و    pCAMBIA1304تكثير و به داخل وكتور    PCRبه روش    28VPبا طراحي آغازگرهاي اختصاصي ژن    استخراج شد.

هاي بسيار مناسب انتقال  يكي از ميزبان  كه خود  Chlorella vulgarisبه ميكروجلبک    نهايتاً طي فرايند تراواسازي الكتريكي

 منتقل گرديد. باشد،ميژن 

 

 الکتروپوریشن کلرلاولگاریس، میکروجلبک،  میگو، سفید لکه  ،28VP ژن لغات کلیدی:

 

 
 نویسنده مسئول*
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 مقدمه 
ریزجلبک  اخیر،  سالیان  گستردهدر طول  کاربردهای  ای ها 

پیدا بشر  زندگی  اولیکرده  در  موجودات،  این  ن  اند. 
کره هاسمیکروارگانیم سطح  در  اکسیژن  تولیدکننده  ی 

بوده ریزجلبکادستهاند.  زمین  از  نیتروژن، ی  تثبیت  با  ها 
و  آمونیوم  صورت  )به  را  عنصر  این  استفاده  قابل  شکل 

می قرار  گیاهان  اختیار  در  ی  هاگونهدهند.  نیترات( 
جلبک و  اسپیرولینا  مانند  متعددی  مثل  ریزجلبکی  هایی 

  ءمین غذای سایر جانداران ایفاأای در تنقش عمده  پورفیرا
علاوهمی و    ،براینکنند.  ارزشمند  خواص   دارایترکیبات 

تولید از  دارویی  علاقه  ی  کننده،  فتوسنتز  موجودات  این 
و   خواص  با  جدید  ترکیبات  یافتن  برای  را  محققین 

است  هاتیقابل داده  افزایش  مفید   ,.Cardozo et al)ی 

2007; Yang et al., 2016; Kiataramgul et al., 

2020) . 
سویی،   میریزجلبکاز  را  گیاهانی  ها  عنوان  به  توان 

تولید    میکروسکوپی جهت  آنها  از  و  گرفت  نظر  در 
جست.    بهره  های نوترکیب مانند گیاهان تراریختهپروتئین

 استتر ها بسیار راحتریزجلبککشت  با این مزیت که اولاً
با مواردی که   ًًثانیاً  ،گیردری صورت میهزینه کمت  و  در 

به نیستندگیاهان  رشد  به  قادر  شورزمین)  راحتی  ، (های 
بهریزجلبک  میها  رشد   ,.Cardozo et al)  کنندخوبی 

2007, Yang et al., 2016; Daliry et al., 2017 .) 
ساختمان پروتئینی    9ویروس عامل لکه سفید میگو دارای  

تا آنها  اسائی شدهحال شنبه  است که  اندازه  براساس  و  اند 
گردیده  SDS-PAGEروی   های  ینپروتئاند.  تعیین 

و    19VP  ،22VP،28VP  ،281VPشامل    )VP(1ویروسی  

466VP  درحالی دارند  قرار  ویروس  پوشش  ،  15VPکه  در 

24VP  ،26VP    35 وVP   قرار ویروس  نوکلئوکپسید  در 
که    مشخص نموده است  WSSVی  هاژن اند. ترجمه  گرفته

،  28VP  ،26VP  ،24VPهای ویروسی، شامل  ینپروتئی  هاژن 

19VP  15و VP     ظاهر تأخیر  با  بیماری  ایجاد    شده هنگام 
این  درحالی از  زودتر  اسیدها  ریبونوکلئو  ردکتاز  آنزیم  که 

می  هاژن  بهظاهر  سایر    شوند.  آن  شبیه    هاژن دنبال 
ریدکتاز،   کلاژنینپروتئریبونوکلئوتید  شبیه  و   های 

 
1 Viral Proteins 

گردیدهپر مطالعه  و  شناسائی  کینازها  اند.  وتئین 
است    24VPو    28VP  ،26VPهای  ینپروتئ تکرار    باممکن 

اینها    ها ژن  همه  یابند.  تکثیر  و    SORF  وسیلهبهرشد 
ب  رمزگذاری و  حدود  ه  شده  آنها  اندازه  تقریبی    206طور 

اسید آمینه برآورد گردیده است. مطالعات بعدی نشان داده  
که   مهمک  28VPاست  ویروس ه  پوشش  پروتئین  ترین 

بیماری ،  باشند می سیستمی  عفونت  در  کلیدی  نقش 
و مشاهده شده است که پروتئین    داشتهسفید در میگو  لکه 

28VP   به سلول نفوذ  و  دارد  در چسبیدن  نقش  میگو  های 
(Soltani et al., 2006; Kiataramgul et al., 2020)  . 

ویروس پروتئین  ژن  اینکه  به  توجه  از   28VPی  با  یکی 
پروتئینمهم لکه سفید   های ترین  بیماری  پوششی ویروس 

ترین منبع غذایی میگو که مهمجاییباشد و از آنمیگو می
می میکروجلبک  لاروی  مرحله  درصد در  بیشترین  و  باشد 

لکه   بیماری  میر  و  اتفاق    سفید مرگ  لاروی  مرحله  در 
این   ،(Yi et al., 2004; Du et al., 2006)افتد  می  در 

ژن   از    VP28تحقیق  تا  شد  داده  انتقال  میکروجلبک  به 
برای  خوراکی  واکسن  تولید  جهت  در  کمکی  راه،  این 

 میگو انجام گیرد.  سفیدجلوگیری از بیماری لکه 

 

 کار  مواد و روش
و  سفید  لکه  بیماری  به  آلوده  میگوهای  تهیه 

 DNAاستخراج  
 بیماری  مشکوک به (Penaeus indicus)  ی میگوهانمونه 

استخرهای  از  بیماری  علامت  دارای  و  سفید  لکه  سندروم 

( جهت انجام این تحقیق به  1390پرورشی آبادان )مهر ماه 

و   واکسن  رازیسازسرم مؤسسه  منتقل -ی  اراک  شعبه 

ژنومیک ویروس با استفاده از روش پروتئیناز   DNAشدند. 

K استخراج و مورد ارزیابی قرار گرفت.  و فنل/کلرفرم 

 

 Vp28برای ژن    زگرآغای  احطر
ژن   توالی  از  استفاده  ژن    Vp28با  بانک  در  موجود 

(http://web.expasy.org/translate  افزار نرم  و   )

(primer primer  ،)بهآغازگرها برگشت  و  رفت  ترتیب ی 

زیر طراحی و از طریق شرکت تکاپو زیست سفارش ساخت  

دف لازمبه ترتیب دارای ترا  آغازگرها   کهطوری بهداده شد  
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آنزیم با  برش  و  شناسایی   .باشند EcoRIو    BamHІهای  برای 

 

5’-ATAGGATCCAGGATGGATCTTTCTTTCACT-3’  :Forward 

5’-ATAGAATTCTTACTCGGTCTCAGTGCCA-3’ :Reverse 

 
PCR  تکثیر ژن    جهتVp28 

و بر    µl  25در حجم    PCR  واکنش   28vp  برای تکثیر ژن
دمای    35نامه   با  م  29دناتور  سیکل  ثانیه،    60دت  به 

)اتصال(   درجه   72و دمای    گراددرجه سانتی  57آنالینگ 
دقیقه تکمیل پلیمریزاسیون انجام   10به مدت    گرادسانتی

 .درصد الکتروفورز گردید 2/1و روی ژل آگارز 

 

 pTZ57R/T همسانه سازی ژن در پلاسمید
های  با آنزیم  های برشی در طرفین حاوی سایت  28Vpژن  

 T4DNAلیص گردید و نهایتا با آنزیم  ضم و تخمرتبط ه

ligase  فرمنتاز وکتور   )(Fermentas  شرکت  در 
pTZ57R/T    بر اساس پروتکل شرکت سازنده کلون و در

سانتی  ۴دمای   یک    گراددرجه  مدت  گرما   روزشبانهبه 
انجام گردید به وکتور  . گذاری  به   pTZ57R/T  انتقال ژن 

ژ تکثیر  برای  مخزن  یک  داشتن  بررسی   28VPن  علت  و 
  برشده  یطراحهای برشی  های آنزیمکارکرد صحیح جایگاه

به باکتری   انجام شد. سپس وکتور نوترکیب شده  آغازگرها
αDH5  حرارتی شوک  روش  به  شده  شد.    مستعد  منتقل 

های  یکلنیید انتقال وکتور نوترکیب به باکتری، از  تأ جهت  
 .صورت گرفت PCR آزمایش سفید رشد کرده

 

  Vp28ی پلاسمیدی به منظور انتقال ژن سازه تخسا
 Chlorella vulgaris به میکروجلبک

تکثیر شده در   pTZ57R/Tابتدا از روی وکتور    Vp28ژن  
آنزیم  DH5αباکتری   از  استفاده  به    منطبق،  های برشی با 

انتقال داده شد و سپس ژن مورد نظر    pBI121پلاسمید  
پروموتور همراه  ترمی)  به  و  گر(  دهنده(  )  ناتورآغاز  پایان 

پلاسمید   در  پلاسمید    pBI121موجود  کلون  جایگاه  به 
pCAMBIA1304  .شد داده  آنزیمی    انتقال  هضم  برای 

ناقل   PCRمحصولات   و  ژل(  روی  از  شده    )خالص 
pBI121  آنزیم برشی  از    Sac1و    BamH1های 

(FastDigest    ومطابق استفاده  فرمنتاز(  شرکت 
  37خلوط واکنش در  وتاه، مدستوالعمل و بعد از ورتکس ک

مدت    گرادسانتیدرجه   پایان،    5به  در  شد.  آنکوبه  دقیقه 
یقه  دق  10به مدت    گرادسانتیدرجه    ۸0واکنش در دمای  

 متوقف شد. 

 

 (Ligation)اتصال  مراحل واکنش  

اتصال   اساسمخلوط  در    1  جدول   بر  اتصال  عمل  و  تهیه 
شد و  ساعت انجام    1گراد به مدت  درجه سانتی  22دمای  

یخچالمح در  شب  یک  مدت  به  درجه   ۴)  صول 
شدگرادسانتی داده  قرار  شوک  (  روش  با  اتصال  محصول   .

های مستعد  به سلول (Sambrook et al., 1989حرارتی )
E. coli   سویه DH5  منتقل و در محیط مناسب و حاوی

نوترکیب تأ برای    کانامایسین کشت داده شد. مولکولی  یید 
باکتری،   با  و    Colony PCRبودن  آنزیمی  هضم  واکنش 

 صورت گرفت. SacIو  XbaIهای برشی آنزیم

 pBI121ناقل به  Vp28قطعه : واکنش اتصال 1جدول 

Table 1: Ligation reaction of Vp28 fragment into 

pBI121 vector 

 حجم  اجزای واکنش 

 6µl ناقل 

 PCR 7µlمحصول هضم آنزیمی 

 µl 3 ( 10)×  اتصالبافر 

ATP 5/0  µl 

O2Hdd 5/12  µl 

DNA T4 ( لیگازu/µl2 ) 1µl 

 µl 30 حجم کل 

سازه ژن    pBI121  انتقال  پلاسمید   به  Vp28دارای 
pCAMBIA1304 

پلاسمید از  قسمتی  انتقال  ژن   pBI121  برای  حاوی 
Vp28  پلاسمید    بهpCAMBIA1304    دو هر  ابتدا 

 2و مطابق جدول     EcoRI  و HindIIIبا دو آنزیم پلاسمید 
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دقیقه برش داده  5به مدت    گرادسانتی درجه    37دمای    و در
برش   شد. پلاسمید  سپس  و  الکتروفورز  واکنش  محصول 

قطعه   pCAMBIA1304خورده   ژن   pBI121  و  حاوی 
Vp28   آغاز گر(  )   متصل به پروموتورCaMV 35S   از روی

قطعات تخلیص شده از ژل   .ژل جداسازی و تخلیص گردید 
 1گراد به مدت انتی درجه س  22و در دمای  3مطابق جدول 

اتصال  همدیگر  به  جهت   ساعت  اتصال  محصول  شد.  داده 
استفاده شد.  های میکروجلبک کلرلاولگاریس انتقال به سلول 

جهت  خطی  و  حلقوی  صورت  دو  به  نوترکیب  پلاسمید 
 .انتقال به میکروجلبک آماده گردید

: ترکیب و مقدار واکنشگرها برای هضم آنزیمی 2جدول  

پلاسمید  و Vp28دارای ژن  pBI121 دیپلاسم
pCAMBIA1304 

Table 2: Composition and reagents for enzymatic 

digestion of plasmid pBI121 bearing Vp28 gene and 

plasmid pCAMBIA1304 

 حجم  اجزای واکنش 

یا   Vp28دارای ژن  pBI121 یدپلاسم

 pCAMBIA1304پلاسمید 
6 µl 

 µl 2 ( 10)×  یبرشبافر آنزیم  

 Hin dΙΙΙ 1µl آنزیم

 Eco RΙ 1µlآنزیم 

O2ddH 10µl تا حجم    

 

 

 pCAMBIA1304ناقل به   Vp28قطعه : واکنش اتصال 3جدول 
Table 3: Ligation reaction of Vp28 fragment into 

pCAMBIA1304 vector 

 حجم  اجزای واکنش 

 pCAMBIA1304 6µlپلاسمید 

قطعه ژن به همراه پروموتور و  

 ورترمینات
7µl 

 µl 2 ( 10)×  اتصالبافر 

ATP 5/0  µl 

O2ddH 5/3  µl تا حجم    

DNA T4 ( لیگازu/µl2 ) 1µl 

 µl 20 حجم کل 

سازی   روش   جلبک   کرویم آماده  با  ژن  انتقال  برای 
 تراواسازی الکتریکی

از   به    Chlorella vulgaris  جلبک  یکرومدر این تحقیق 
مح  جلبک یکرومعنوان   در  کشت  یوکاریوتی  و  یط  مایع 

زاروک شد  Zarrouk`s medium)  جامد  استفاده   )
(Borowitzka, 1999).    دمای در  کلرلا  جلبک    25رشد 

ساعت    16)  لوکس  ۸200و با شدت نور    گرادسانتیدرجه  
دور در دقیقه   200ساعت تاریکی( و با تکان    ۸روشنایی،  

 انجام گرفت:  به شرح ذیل
دور    هاجلبک   یکرومنمونه   .1 یقه قد  10در    g۴500با 

 سانتریفیوژ شد.

بر رسوب حاصل   .2 و  ریخته شده  رویی دور   ۴0محلول 
 لیتر آب استریل ریخته شد.یلیم

 سانتریفیوژ شد.  1نمونه مطابق مرحله  .3

  حذف   ها نمکبار انجام شد تا کلیه    2مرحله شستشو   .4
ایجاد   ودش اختلال  الکترپوریت  دستگاه  عملکرد  در  و 

پلا  هانمونه  نکند. و حلقوی    سمیدهایبه همراه  خطی 
کووت شد.  در  ریخته  الکترپوریت  شامل:    هانمونههای 

+  ل  یکروم  ۸00 کلرلا  پلاسمید ل  یکروم  2یتر  یتر 
و   +  ل  یکروم  ۸00حلقوی  کلرلا  یتر  ل  یکروم  20یتر 

حدود   ولتاژ  با  و  بود  اماده  خطی  ه ب  1710پلاسمید 
 الکتروپورت شد. ثانیه ۴ مدت

تراواسازی    ها نمونه  .5 از  قرار داده  الکتریک بعد  ی روی یخ 
 شدند. 

مقدار   .6 نمونه  هر  داخل  ل  یکروم  270از  به   25یتر 
لیتر از محیط کشت زاروک مایع انتقال داده شد  یلیم
 .(نمونه 12  هانمونهتکرار، کل  3از هر نمونه )

رشد    هانمونه  .7 شرایط   2۴به مدت    جلبک  یکرومطبق 
 ساعت کشت داده شد. 

 
 سفورم شده ی ترن هاجلبک  کرو یم انتخاب و رشد  

تراواسازی   Chlorella vulgaris   جلبک  یکروم از  بعد 
 مذکورالکتریکی در محیط کشت زاروک و شرایط رشدی  

هاگرومایسین بیوتیک  آنتی  شد.  1حاوی  داده     انتقال 

DNA  روش  هانمونه طبق  و  کلرلا  استخراج    ذکرشدهی 

 
1 Hygromycin 
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وسیله   به  و  شدن    PCRگردید  تراریخته    ها نمونه صحت 
 شد. اثبات 

 
 تایج ن

کننده   کد  ژن  های    PCRبوسیله    VP28تکثیر  پرایمر  و 
روی ژل آگارز   bp615حدود    ژنطول  اختصاصی انجام و  

 . (1شکل ) نشان داده شده است
 

 
ی  اختصاص  یآغازگرهابا استفاده از  Vp28: تکثیر ژن 1 شکل

 1kbو لدر  درصد 2/1روی ژل آگارز  

Figure 1: Amplification of Vp28 gene using specific 

primers on 1.2% agarose gel,Ladder 1kb 

 
 Vp28نوترکیب حاوی ژن    pBI121ساخت پلاسمید  

پلاسمید   هضم  برشی    pBI121با  آنزیم  دو  و    SacIبا 
BamHI  به مربوط  حذف  GUS  (1۸9۴bpژن    قطعه   )

 (. 2 شکل ) گردید

ژن    سپس آنزیم    28Vpقطعه  دو  با  شده  و   SacIهضم 
BamHI  د  پلاسمی  به درونpBI121    منتقل و برای تایید

از   پلاسمید  به  ژن  کرده  کلونیانتقال  رشد  مقاوم  های 

Colony PCR    28و هضم آنزیمی برای مشاهده ژنVp    به
صورت گرفت. با توجه به شکل  همراه پروموتور و ترمیناتور

نظر    bp  615قطعه    Colony PCRدر    3 مورد  ژن 
 . و تأیید شد  مشاهده

 

 
هضم  2شکل   ژن    pBI121  دپلاسمی:  منظور خروج  و    GUSبه 

آنزیم   دو  بین  آن  همراه  طول    BamHΙو    SacΙتوالی    bpبه 

پلاسمید    -3و    2  هایچاهک  .1894 منظور    pBI121هضم  به 

ژن   آنزیم    GUSخروج  دو  بین  آن  همراه  توالی  و   SacΙو 

BamHΙ  به طولbp 1894 ، 1 چاهک -DNA Ladder 1Kbp 

Figure 2: Digestion of plasmid pBI121 , removing  the 

GUS gene and its accompanying sequence between 

two enzymes SacΙ and BamHΙ with a length of 1894 

bp; LaneS 2 and 3 digestion of pBI121 plasmid , 

extracting the GUS gene and its accompanying 

sequence between two enzymes SacΙ and BamHΙ with 

a length of 1894 bp, Lane 1 DNA Ladder 1Kbp 

 
ژنی   قطعه  آنزیمی  به    pBI121  داخل  Vp28هضم 

 S35همراه پروموتور و ترمیناتور  
پلاسمید   ژن در  تایید وجود قطعه  ، هضم  pBI121جهت 

آنزیم با  صورت گرفت.    Eco RΙو    Hin dΙΙΙهای  آنزیمی 
ژن   پروموتور    28Vpقطعه  همراه  ت  S35به  از و  رمیناتور 
جدا و بر ژل اگاروز    bp152۴به اندازه    pBI121پلاسمید  

 (. ۴شکل ) دمشاهده گردی 
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حاوی یباکتراز    PCR Colony:  3شکل   شده  ترنسفورم  های 

 -1چاهک    .bp  615به طول    Vp28دارای ژن    pBI121پلاسمید  

  . Vp28کلنی مثبت داری ژن    -3و    2  های مثبت، چاهک  کنترل

(DNA Ladder,1Kbp  شرکتfermentase) 

Figure 3: Colony PCR of transformed bacteria 

containing plasmid pBI121 bearing Vp28 gene with a 

length of 615 bp, Lane 1 positive control, Lanes 2 and 

3 positive colony containing Vp28 gene. (DNA Ladder 

1Kbp, Fermentase Company) 

 
پلاسمید کلونی  دییتأ از  نوترکیب  های 

pCAMBIA1304   دارای ژنVp28 
به همراه پروموتور و ترمیناتور خارج شده    Vp28ژن  قطعه  

پلاسمید   پلاسمید    pBI121از  درون  به 
pCAMBIA1304   صحت آزمون  برای  و  گردید  منتقل 

از   پلاسمید  به  ژن  به  کلونیانتقال  کرده  رشد  مقاوم  های 
آنزیم  28Vpژن  از     PCRColony  روش با  هضم  های  و 
ژن   برشی مشاهده  و    28Vpبرای  پروموتور  همراه  به 

نتیجه    شدند.   است؛  ترمیناتورت قطعه   Colony PCRدر 
bp  615    ژن به  روش  28VP مربوط  در  وهمچنین  تکثیر 

  28Vp، ژن ΙEco Rو  ΙΙΙHin dهای آنزیم هضم آنزیمی با 
جدا و بر    bp  152۴طول  به همراه پروموتور و ترمیناتور به  

 (. 6 و 5  های ژل آگارز مشاهده شد )شکل

 
ژنی  4شکل   قطعه  آنزیمی  هضم   :Vp28  داخل  pBI121    به

ترمیناتور   و  پروموتور  چاهکS35همراه  هضم    -3و    2  های. 

ژنی   قطعه  و   pBI121  داخل   Vp28آنزیمی  پروموتور  همراه  به 

قطعه    S35ترمیناتور   مشاهده  چاهک  bp  1524و   ،1-  DNA 

Ladder 1Kbp 
Figure 4: Enzymatic digestion of Vp28 gene fragment 

inside pBI121 along with S35 promoter and 

terminator; Lanes 2 and 3 Enzymatic digestion of 

Vp28 gene fragment inside pBI121 along with S35 

promoter and terminator and observation of 1524 bp 

fragment. Lane 1 DNA Ladder 1Kbp 

 
PCR    ژنGUS    وHygromycin    ازDNA 

 ی تراریختها جلبککرویم   شدهاستخراج
تراریخت  از میکروجلبک   DNAاستخراج   یا  نوترکیب  های 

پلاسمید  به ژن    pCAMBIA1304وسیله  دارای  که 

28Vp ،  ژنGUS  وHygromycin   در داخل این پلاسمید
با ژن    PCR  دهد کهمینشان    7باشد، انجام شد. شکل  می

GUS    وHygromycin    ازDNA    استخراج شده از کلرلا
وسیله ( تراریخت شده به Chlorella vulgarisولگاریس )
دهنده وجود  نشان  الکتریکی با پلاسمید حلقوی  تراواسازی

نمونه   Hygromycinو    GUSژن   تراریخت در  های 
 باشد. می
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های ترنسفورم شده حاوی ی باکتراز  PCR  Colony :5 شکل

 bpبه طول  Vp28دارای ژن  pCAMBIA1304پلاسمید 

، Vp28ی مثبت داری ژن کلن  -4و  3 ، 2 هایچاهک .615

 DNA Ladder1Kbp -1چاهک 

Figure 5: Colony PCR from transformed bacteria 

containing plasmid pCAMBIA1304 bearing Vp28 

gene with 615 bp length; Lanes 2, 3 and 4 Vp28 gene 

positive colony, Lane 1 DNA Ladder 1Kbp 

 
های یم آنزبا  pCAMBIA1304: هضم آنزیمی پلاسمید 6شکل 

Hin dΙΙΙ  وEco RΙ . هضم آنزیمی قطعه ژنی  -2چاهکVp28  

و   S35به همراه پروموتور و ترمیناتور  pCAMBIA1304 داخل

 DNA Ladder 1Kbp -1چاهک ، bp 1524مشاهده قطعه 

Figure 6: Enzymatic digestion of plasmid 

pCAMBIA1304 using Hind ΙΙΙ and EcoRΙ enzymes; 

Lane 2 digestion of Vp28 gene fragment(1524bp) inside 

pCAMBIA1304 along with S35 promoter and 

terminator, Lane 1 DNA Ladder 1Kbp 
 

میکروجلبک تأیید  و  با  بررسی  تراریخت  -RTهای 

PCR 
بامیکروجلبک  مرحله های  در  شده  انتخاب  تراریخت  لقوه 
های مولکولی مورد مطالعه قرار گرفته و ادغام  قبل با روش

ژن انتقالی مربوطه در ژنوم میکروجلبک تأیید گردید. پس  
برای تأیید حضور   RT- PCR، واکنش  cDNAاز ساخت  

های بالقوه تراریخت، با  درمیکروجلبک  Vp28قطعات ژنی  
آمده  دسته، انجام شد. نتایج بVp28  تخصصی ژن  آغازگر

میکروجلبک  که  داد  مطالعههای  نشان  مورد   تراریخت 
ژن    دارای به  مربوط  RT-  ۸  شکلدر    بودند.  28Vpباند 

PCR  Chlorella vulgaris  به شده  وسیله تراریخت 
نشان   حلقوی  و  خطی  پلاسمید  با  الکتریکی  تراواسازی 

نمونه    جزبه های تراریخت  در نمونه  28Vpدهنده وجود ژن  
Chlorella vulgaris  به شده  تراواسازی تراریخت  وسیله 

 باشد. الکتریکی با پلاسمید خطی می
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ژن    -1 . چاهکختیترار   یهاکروجلبکیم  شدهاستخراج   DNA  از  Hygromycin  و  GUS  ژن  PCR:  7شکل   مثبت  پلاسمید    Hygromycinکنترل  از 

pCAMBIA1304  کنترل مثبت ژن    -2 ، چاهکGUS  ز پلاسمید  اpCAMBIA1304 کنترل منفی ژن  -3 ، چاهکHygromycin    ،از نمونه کلرلا شاهد

( تراریخت Chlorella vulgarisاز نمونه کلرلا ولگاریس )   Hygromycin  -9و    7،  5های  از نمونه کلرلا شاهد، چاهک  GUSکنترل منفی ژن    -4 چاهک

با پلاسمید حلقوی، چاهک الکتریکی  با تراواسازی  ،    GUS  -8و    10،  6  یهاشده  با تراواسازی الکتریکی   DNAاز نمونه کلرلا ولگاریس تراریخت شده 

Ladder Mix    درصد  2/1بر ژل آگارز 

Figure 7: PCR of GUS and Hygromycin gene from extracted DNA of transgenic microalgae; Lane 1 Positive control of Hygromycin 

gene from plasmid pCAMBIA1304, Lane 2 Positive control of GUS gene from plasmid pCAMBIA1304, Lane 3 Negative control of 

Hygromycin gene from control sampl, Lane 4 Negative control of GUS gene from control sample, Lanes 5,7, and 9 Hygromycin from 

sample of Chlorella vulgaris  transformed by electroporation, Lanes 6,10, and 8 GUS circular plasmid from Chlorella vulgaris 

sample transformed by electroporation, DNA Ladder Mix on 1.2% agarose gel 

 
از میکروجلبک  cDNA  از  Vp28  ژن  RT-PCR:  8شکل   تراریخت. چاهک  سنتز شده  ژ  -2های  نمونه   -3، چاهک  Vp28ن  کنترل مثبت  کنترل منفی 

کلرلا تراریخت با تراواسازی الکتریکی با پلاسمید خطی   -5وسیله تراواسازی الکتریکی با پلاسمید حلقوی، چاهک  کلرلا تراریخت به -4  شاهد، چاهک

چاهک)نشان مربوطه(،  ژن  وجود  عدم  با    -6و    8،  7های  دهنده  الکتریکی  تراواسازی  با  تراریخت  چاهک کلرلا  حلقوی،   DNA  -9و    1های  پلاسمید 

Ladder Mix   درصد اگارز  2/1ژل بر 

Figure 8: RT-PCR of Vp28 gene from cDNA synthesized from transgenic microalgae; Lane 2 Positive control of Vp28 gene, Lane 3 

Negative control of the control sample, Lane 4 Chlorella transformed by electroporation with circular plasmid 5 Chlorella 

transformed by electroporation with linear plasmid (indicating the absence of the relevant gene); Lnaes 7, 8 and 6 Chlorella 

transformed by electroporation with circular plasmid; Lane 1 and 9 DNA Ladder Mix on 1.2% agarose gel 
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 بحث
فرآورده بیماریویروس از مختلف هایتولید   خطر  زاهای 

محیط، و آلوده شدن محصولات  در ویروس انتشار و انتقال
به  را  دارد.تولیدی   تولید برای امروزه ،بنابراین دنبال 

ازفرآورده ویروس هایی    هایروش  از بیشتر ها این 
در   .گرددیم استفاده فناوریزیست  منظور  همین  به 

های مختلف  های اخیر تلاش برای جداسازی، بیان ژن سال
پروتئین این  تخلیص  و  ویروس  اقدامات  این  شد.  آغاز  ها 

زمینه   این  در  اساسی  و  توالی مهم  و  گرفت  های  صورت 
از این ژن تکثیر و بررسی شده است. تمامی این    متفاوتی 

پروتئینتلاش این  بیان  بر  مبنی  بررسی در خصوص  ها    و 
دهنده یکسان  آن، نشان  خاصیت آنتی ژنی(آنتی ژنیسیته )

و مشترک بودن نتایج حاصل از تحقیقات بوده و بیانگر بالا  
ژن   بیان  از  حاصل  پروتئین  ژنیسیته  آنتی    28Vpبودن 

 .(Kiataramgul et al., 2020) باشدمی

ژن   حاضر  تحقیق  منش  28Vpدر  انتخاب    أ با  ویروسی 
به منظور بررسی امکان ایجاد مقاومت در جلبک در  گردید. 

این ژن تحت کنترل     ، ناحیه کدکننده28Vp  اثر بیان ژن
که خود یکی    C. vulgarisبه میکروجلبک    35Sپروموتر  
  ، باشدهای مناسب برای مهندسی و انتقال ژن میاز میزبان

تراریخته   .(Yang et al., 2016)منتقل شد   سازی جهت 
C. vulgaris    دوتایی )حامل(  وکتور  از 

pCAMBIA1304 ژنی  واجد توالیVp28  .استفاده شد 

پروتئین این  آنتیاین فرضیه که  توانند  ژن مناسبی  ها می 
در  نوترکیب  صورت  به  یا  باشند  ملکولی  تشخیص  جهت 
ساخت واکسن برای جلوگیری از بیماری لکه سفید ایجاد 

ویروس  گونه  وسیلهبهشده   این  مختلف  بروند،  بههای  کار 
است  نموده  آشکار  را  زمینه  این  در  بررسی  اهمیت 

Chaisvisuthangkura  همکاران   ، (200۴)  و 
Namikoshi  (200۴)  همکاران  و،  Makesh   همکاران  و 

(2006) ،  Caipang    وFagutao  (2013)   و  van Hulten 

  5غیرهمپوشان،    ORF  1۸1ز بین  ا  (2001)و همکاران   
( مهم  در  Vp26, Vp42, Vp19, Vp15Vp ,28ژن  دخیل   )

بیماری   در    وسیلهبهایجاد  کردند.  شناسایی  را  ویروس 
ژن   بعدی  مهمه  ب  28Vpتحقیقات  در عنوان  ژن  ترین 

  .زایی بیماری لکه سفید میگو معرفی گردیدفرآیند بیماری
Yi  و ( 200۴)و همکارانTang  نشان   (2007)و همکاران

یتیکی بالایی  دارای خاصیت آنتی ژنس  Vp28دادند که ژن  
 در بیماری لکه سفید است.

 Jha  همکاران و 2006)  و   )  Witteveldt   همکاران  و 
ژ  (2006) باکتری 28Vp  نتوانستند  در  بیان   E. coli  را 

همکاران    Duکنند.   در (  2006)و  را  ژن  این  توانستند 
کنند.  سلول  بیان  حشرات  همکاران    Jhaهای   (2007)و 

ژن   سلول   28Vpتوانستند  در  کنند.  هرا  بیان  مخمر  ای 
سیستمپروتئین در  شده  بیان  و  های  پروکاریوت  های 

داد. این  یوکاریوت تفاوت ساختاری و عملکردی نشان نمی
تغییرات   نبودن  و  گلیکوزیدی  پیوندهای  نداشتن  بیانگر 

  28Vpهای بیان شده از ژن  پس از ترجمه زیاد در پروتئین
)  Witteveldt.  باشدمی همکاران  نش2006و  دادند  (  ان 

مقدار پروتئین مورد نیاز برای تحریک سیستم ایمنی میگو 
واکسن   عنوان  یک    ۴به  در  پروتئین  این  از  میکروگرم 

از   پسبررسی نشان داد    میگوی بالغ می باشد و نتایج این
  2درصد و در    65  ،استفاده از واکسن قبل از شروع بیماری

از   جلوگیری  باعث  آلودگی  اول  تلفات  33روز   درصد 
همکاران    Duشود.  می از    ( 2006)و  استفاده  دادند  نشان 

از   شده  بیان  سلول  E. coliپروتئین  به و  حشرات  های 
واکسن معنی  ،عنوان  بیماری  اثرات  از  جلوگیری  در  داری 

 لکه سفید میگو دارد.
شده   اخیراً انجام  زیادی  تحقیقات  نشان    است  نیز  که 

نوترکیب    ،دهندمی پروتیِئن  بمی  28Vpهمچنان  ه تواند 
روش  از  یکی  ویروس عنوان  مهار  در  موثر  و  کنترلی  های 

WSS    گردد  ,.Taengchaiyaphum et al )استفاده 

2017; Dyo and Purton, 2018, Ma et al., 2020 .)
از  استفاده  با  نزدیک  آینده  در  است  امیدوار  نویسنده 

ژن حاوی  ژنتیکی  تحقیق،    28vp  ساختار  این  در    حاصل 
در   در   in-vivoتکمیلی    هایمایشزآبتواند  موثری    نقش 

 . نماید ءکنترل بیماری لکه سفید ایفا
کننده   کد  ژن  پژوهش  این  لکه    28VP در  عامل  ویروس 

 C. vulgaris  طور کامل در میکرو جلبکه  ب  ،سفید میگو
گلایکوزیلیش  میزان  به  توجه  با  و  شد  منتقل 

احتمالاً  (گلیکوزلاسیون) ژن،  نوترکی  پایین  جلبک  ب  این 
مصونیت  می ایجاد  و  بیان  برای  مناسبی  کاندیدای  تواند 

 علیه ویروس لکه سفید در میگو به صورت خوراکی باشد. 
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Abstract 

White spot disease (WSD) is one of the most important diseases in shrimp farming, which has 

caused a decrease in production and severe economic damage all over the world, including 

Iran. Mortality caused by this severe disease is very high and reaches 100% within 3 to 10 

days from the onset of the disease. According to global statistics, about 300,000 tons of 

shrimp are lost due to this disease every year in the world. For example, within the years 

2004, 2006, 2007, 2015, 2016 and 2019, the outbreak of this disease caused millions of dollar 

losses to the producers in Iran. Since the VP28 viral protein gene is one of the most important 

white spot disease virus envelope proteins and plays a role in sticking to and penetrating 

shrimp cells, and since microalgae is the most important source of food for shrimp in the 

larval stage, So it can be a suitable host for making  a vaccine. So in this study, samples of 

shrimp (Penaeus indicus) suspected of white spot disease from Abadan (Khuzestan province) 

breeding ponds were transferred to the laboratory of Razi Vaccine and Serum Institute of 

Arak branch and the genomic DNA of the virus was extracted using proteinase K and 

phenol/chloroform methods. The VP28 gene was proliferated by PCR method, inserted into 

pCAMBIA1304 vector and finally transferred to Chlorella vulgaris microalgae using 

electroporation method. 
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