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 چکيده
ساختار اندام تحركي موجود در ايمني، فلاژلين  هاي تول شكل است كه در سيستمهاي گيرندهيكي از اعضاي خانواده پروتئين( TLR5m)ام  5تي ال آر

( در اين ژن در افراد SNPنوكلئوتيدي ) تك چندشكلي. وجود شودميايمني اوليه و اكتسابي منجر به فعالسازي ها را تشخيص داده و بسياري از پاتوژن

 كمانرنگين آلايقزلماهي  ام 5 در اين مطالعه بخشخخي از ژن تي ال آرها گردد. پاتوژن تواند منجر به تفاوت در نحوه پاسخخد دهي ايمني بهمختلف مي

(Oncorhynchus mykiss) ستفاده از روش واكنش زنجيره سي قرار گرفتيابي و انطباق تواليايي پليمراز و تواليبا ا شش  ها مورد برر شكليو   چند 

(، C،C/T 2091)حذف/اضخخافه  حذف و اضخخافه چندشخخكلي و سخخه( T/A( ،)2415 T/A( ،)2385 G/A 2412) شخخامل سخخه تفاوت تك نوكلئوتيدي

با نحوه پاسد دهي ايمني در  هاچندشكليتوالي اين ژن شناسايي شد. براي بررسي ارتباط بين اين  در( C 2102(، )حذف/اضافه T 2566)حذف/اضافه 

بصخخخورت درون قخخخفاقي ترتي  داده شخخخد و   (Aeromonas hydrophila)هيدروفيلا   Aeromonasباكتريبا  الشچ ،كمانرنگين آلايقزل ماهي

شامل  ستمپارامترهاي خوني  سي سي  وي سي، ام(MCHC) سياچسيميزان ليزوزيم، ميزان هماتوكريت، هموگلوبين، ام، كمپلمان ميزان فعاليت جزء 

(MCV)  سي اچسيامو(MCHC) هاي شناسايي شدهچندشكلياندازه گيري قرار گرفت. نتايج حاقل از بررسي ارتباط بين پارامترهاي خوني و  مورد 

 ،جزء سي كمپلمان در افراد مورد آزمون با ميزان بالاتر فعاليت (T 2566)حذف/اضافه و  (C،C/T 2091حذف/اضافه ) چندشكليدادكه وجود دو  نشان

شان  ستگي معنادار ن ست آمده ميميهمب شنهاد داد كه تواندهد. با توجه به نتايج بد شكلي پي ضافه  چند ضافه نيز ( وC،C/T 2091)حذف/ا  حذف/ا

T 2566 مقاوم در برابر باكتري  ژنتيكي در انتخاب مولدين هاينشانگر بعنوانتوانند ميAeromonasبكار روند ،گزيني مولدين هاي به، در برنامه . 

هاي تول شكلتك نوكلئوتيدي، گيرندهچندشكلي ، Aeromonas hydrophilaكمان، آلاي رنگينقزل واژگان كليدي:

 

 Email: hfarahmand@ut.ac.ir فرحمند يد* نويسنده مسئول: حم



Journal of Fisheries 
Vol. 72, No. 2, Summer 2019 

pp. 144-155 
 

 

Correlation between SNPs in Toll-like receptor5 membrane form (TLR5m) 

gene and immune respond in Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) 

exposed to Aeromonas hydrophila 

K. Rahimi1, H. Farahmand2*, A. Mirvaghefi2, B. Majazi Amiri2, A.R. Abed Elm Doust3 

1-Msc. Student, Department of Fisheries, Faculty of Natural Resources, College of Agriculture & 

Natural Resources, University of Tehran, Karaj, Iran. 
2-professor, Department of Fisheries Faculty of Natural Resources College of Agriculture & 

Natural Resources, University of Tehran, Karaj, Iran. 
3-Assistant  professor Department of Fisheries Faculty of Natural Resources College of 

Agriculture & Natural Resources, University of Tehran, Karaj, Iran. 

 

Received: 20-Oct-2019  Accepted: 31-Dec-2019 

Abstract 
Toll-like receptors (TLRs) generally are involved in host immune responses against microbial invasions. Mono 

meric felagellin, the structure component of bacterial felagella is the agonist of TLR5m. After binding to 

felagellin, TLR5m initiates specific signal transduction pathways and triggers immune responses. Single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) in this gene regulate inflammatory pathways and are associated with 

susceptibility/resistance to infection. In this study using polymerase chain reaction, sequencing and aligning 

the sequences, we investigated TLR5m gene of Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) and identified 6 

polymorphisms consist in 3 SNPs: (2412, T/A), (2415,T/A) and (2385, G/A) and 3 insert/deletion: (inser/dele. 

C, C/T, 2091), (inser/dele. T, 2566) and (inser/dele. C, 2102). A bacterial challenge was performed to explore 

their association with humoral immune responses such as lysozym content and complement activity levels in 

serum. The results show that polymorphisms (inser/dele. C, C/T, 2091) and (inserldele. T, 2566) were 

significantly correlated with higher complement activity levels (p<0.05).These results suggested that these 2 

polymorphisms could be potential markers applied in future selection of Rainbow Trout with enhanced 

resistance to Aeromonas hydrophila. 

Keywords: Single nucleotide polymorphism (SNP); Toll-like receptor (TLR); Oncorhynchus mykiss; 

Aeromonas hydrophila; complement, lysozyme 
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 مقدمه. 1
عنوان به (Oncorhynchus mykiss) كمانرنگين آلايقزل

شده شناخته  شييكي از  سوبدر دنيا  ترين آبزيان پرور  مح

تكثير و  آنرامقياس گسخخخترده در در كشخخخور ما  شخخخود ومي

بالاتر بردن ظرفيت پرورش و به  هاو تلاش نددهمي پرورش

ست سود بالاتر معطوف د ستشيابي به  شيوع .ده ا  اما با 

هاي مختلف ويروسخخخي، باكتريايي، قارچي و انگلي به بيماري

براي  .اسخخت فصخخلي مورد تهديد قرارگرفته يا ايشخخكل دوره

شكل فايق برابر عوامل ماهيان در سازي ايمن، آمدن بر اين م

اقتصخخاد مهمترين فاكتورهاي موثر در  بيماريزا بعنوان يكي از

 .(Henryon et al. 2005) شودتوليد مطرح مي

كه  ماهيانآنجا كه امكان اسخختفاده از واكسخخن براي  از

سيستم ايمني  دسترس به  از نيستند دورپيشرفته داراي 

ستفاده بي رويه ازمينظر  سد و ا منجر به  هابيوتيكآنتي ر

هاي بيماريزا و آلودگي محيط زيسخخت مقاوم شخخدن سخخويه

س  بعنوان راه حلي  هايتوليد لاينشود، مي مقاوم و منا

يد مطرح  ما مف نه اسخخخت. ا چالش در اين زمي مهمترين 

هاي لذا روش .سخخختهابودن اين روش هزينهو پر گيروقت

هاي روش از كييبهگزيني با اسخخختفاده از دانش مولكولي 

هسخخختند  مناسخخخ  براي انتخاب افراد كه عموما مولدين

. (Gjedrem and Robinson, 2014) گيرندمدنظر قرار مي

 هخخايبخخه كخخمخخك مخخاركخخر يخخا روش انخختخخخخخاب

MAS (Marker Assisted Selection) هاي يكي از روش

ه ب مورد جانواران پرورشيت در موفقيبا  كه مولكولي است

 .(Lush, 1949)است كار رفته 

ر بها چندشخخكلي كه مطالعات زيادي روي تاثيررحاليد

بيماري در انسخخان، موش و  ابتلا يا مقاومت بهبه اسخختعداد 

ست، شده انجام (Zaccone et al., 2005) ساير جانوران  ا

در مورد ماهيان نياز به اين گونه مطالعات به شخخكل جدي 

هاي مرتبط با سيستم ايمني با اينكه ژن .شوداحساس مي

هاي متناظر در ماهيان تا حد زيادي شخخخناخته و پروتئين

آنها به ندرت مورد مطالعه قرار  چندشخخخكلياما  ،اندشخخخده

ته اسخخخخت ندشخخخكلي. گرف يدي چ  (SNP) تك نوكلئوت

طهجهش يك  يا ايهاي نق يدي در  تك نوكلئوت تغيير

ساز كه  هستند DNAخاص در توالي  جايگاه لي به نسل ن

 (Lewis and Knight, 2012) شخخخونخخدميبعخخد منتقخخل 

تك نوكلئوتيخديجهش يكي از متخداولترين انواع  هاي 

ست آمده ها در توالي ژنومجهش اند تا جاييكه در نتايج بد

هاپ يابي كه توالي (HapMap)مپ  در پروژه بين المللي 

ون ليبيش از يك مي ،گيردتمامي ژنوم انسخخخان را در بر مي

يك اسخخخنيپ به ازاي هر چندشخخخكلي تك نوكلئوتيدي )

باز  مشخخخخص شخخخخده اسخخخخت در ژنوم انسخخخخان (كيلو
(The International HapMap Project, 2003) 

 هاي تك نوكلوتيديچندشخخكلي ،بسخخته به محل وقوع

 سخخخطوح مختلف زيسخخختيدر توانند اثرات متفاوتي را مي

 جاندارقفت در يك ي مختلفي براي هاالل و ايجاد نمايند

جاد  نداي باعث بروز كه در  كن افراد مختلف يك جمعيت 

از آنجا كه . شخخودهاي فردي در قخخفات مختلف ميتفاوت

در پرورش يت به ارث رسخخخيدن را دارند، قابل هااين تفاوت

انتخاب دقيق تر افراد توانند در ي مهم اقتصادي ميهاگونه

لدين( باشخخخ )مو ته  وجود  زيرا، .دنتاثير مهمي داشخخخ

تك چندشخخخكلي يديهاي  با در ژن نوكلئوت هاي مرتبط 

در ميزان و نحوه بيان آن  تواند به تفاوتسيستم ايمني مي

متعاقبا بر ميزان و نحوه ايجاد پاسخخخد  فرد انجامد ودر ژن 

گذارد تاثير  فاوت داراي  به اين .ايمني  ي  افراد مت ترت

مشابه خواهند  شرايط در استعداد ابتلا يا مقاومت متفاوتي

 .(Cole et al., 2009) بود

سي وجود ارتباط  موارد متعددي در منابع علمي به برر

هاي مرتبط در ژن چندشخخكلي تك نوكلئوتيديبين وجود 

س و همينطور   (Seiki et al., 2018)يبا ايمني مثل ام اچ 

 (Ogorelkova et al., 2001) (PRNP) پخخي آر ان پخخي

 گزينهي درگير در پاسخخد ايمني هاچراكه ژن اندپرداخته 

 عوامل بيماريزاهاي مقاومت به نشخخخانگرمناسخخخبي بعنوان 

تواند ظرفيت ايمني افراد مي هاهاي آنچندشكليهستند و 

دهند كه برخي از اين تحقيقات نشخخخان مي د.نهتغيير دا ر

دارند  بالايي چندشخخكليمهرگان  داران و بيمهره ها درژن

يپ آن تا فاوت در ژينو يادي ها و ت به  برتاثير ز مت  قاو م

انتخاب  كانديد هايژن تواند به عنوانكه مي دارد بيماري

 گيرند مورد مطالعه مورد مقايسخخخه قرار هايدر جمعيت و
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(Kongchum et al., 2010). 

يان ژن از با ايمني تي ال آرهام  TRLs هاي مرتبط 

(Medzhitov, 2001)  ها سي ام اچو(Kurtz et al., 2004) 

هاي پروتئيني ويژه نقش مهمي در كد كردن مولكول با

عهده بر تشخخخيص پاتوژن و توليدات حاقخخل در آن از بدن

ي شناساگر بعد از تشخيص پاتوژن با هااين مولكول .دارند

يل مي ند آن كمپلكس تشخخخك كل طي  به اينو ده شخخخ

سخخيسخختم دفاعي اوليه را براي  ،مسخخيرهاي بيوشخخيميايي

مختلف  انواع .انگيزنخخدزه بخخا عوامخخل مهخخاجم بر ميمبخخار

ند مولكول با كه  هاي تي ال آر بر اسخخخاس نوع پروتئيني 

 چند گروه به شخخد وجود دارد و اختصخخاقخخي هاآن با شخخدن

سيم  شدهشماره 13يك تا و از تق برخي از آنها  .اندگذاري 

يدات ويروسخخخي و برخي ديگر در با تول هه  برابر  در مواج

ندها واكنش نشخخخخان ميباكتري  ,.Hayashi et al) ده

هاي چندشخخكليبين وقخخف با اثبات رابطه  اين. با (2001

هاي درگير در سخخخيسخخختم ايمني در ژن تك نوكلئوتيدي

ارزشخخمند در اين زمينه دسخخت  توان به يك شخخاخصمي

آلوده  كمانرنگين آلايقزلدر ماهي  ،در اين مطالعه. يافت

ماهيان و هاي ژنتيكي تفاوت، Aeromonas hydrophilaبا 

با  تي ال آربدسخخخت آمده در ژن  هايچندشخخخكليارتباط 

با تا  دهاي ايمني افراد بررسخخخي شخخخنحوه و ميزان پاسخخخد

تايج  فاده از ن به  اين پژوهش واسخخخت بالگري افراد  با غر

ي دارند ترمولديني دست يافت كه پتانسيل ايمني مناس 

نسخخل برتر براي پرورش مورد اسخختفاده  و براي ايجاد يك

 هاي ديگرامتياز اين روش در مقايسخخخه با روش. قرارگيرند

كاهش قابل توجه در  مورد اسخخختفاده در بهگزيني مولدين،

 .زمان انجام آن است

 

 هامواد و روش. 2

 آماده سازي ماهيان مورد تحقيق .2.1

 آلايقزلتخخايي مخخاهي  40در اين طرح دو دسخخختخخه 

)گروه  كارگاه متفاوت پرورشخخيدو پرورشخخي از  كمانرنگين

ماهي سخخخراي كرگ وگروه از دوم اول از مجتمع پرورشخخخي 

وزن متوسخخط با هشخختگرد(  -مزرعه پرورش ماهي نظر آباد 

سط با و گرم 20±200 سانتيمتر  cm  21±4كل طول متو

ليتري با  1000بصورت تصادفي به مخازن  و خريداري شد

ند.  قل شخخخد تازه منت خازنآب  بل از ورود  م ته ق يك هف

 و بعد از آبگيري، ها شخخسخختشخخو و ضخخدعفوني شخخدماهي

راه اندازي  مخزنهاي هوادهي و تهويه براي هر سخخخيسخخختم

گرديد. غذادهي در حد مصرف ماهيان يكبار در روز قورت 

دماي  و مخازن تعويض شدآب از در قد  10گرفت و روزانه 

 كنترل گرديد. درجه سانتيگراد C° 14-16 در آب حد

 آماده سازي باكتري .2.2
 Aeromonas hydrophilaسخخخوش اسخخختاندارد باكتري 

سازي رازي تهيه بصورت اسلنت از موسسه تحقيقات و سرم

گرديد. سخخپس در محيط كشخخت مايع تي اس بي )شخخركت 

1010285Merck) شدند شد داده  شت با . ر تهيه محيط ك

پس از و توجه به پروتكل موجود در محصخخخول انجام شخخخد 

ستريل شدآماده كنار در سپس زير هود  .سازي در اتوكلاو ا

شد ،شعله ضافه  شت مايع ا  مدتبه  و باكتري به محيط ك

درجه  37 دماي رسخخخاعت در انكوباتور شخخخيكردار د 24

 24 از بعد .كند رشخخد باكتريتا  شخخد داده قرار سااااگراد   د

شعله ساعت شت تي  700 ،در كنار  ميكروليتر از محيط ك

اسخختريل وارد  5/1اس بي حاوي باكتري درون ميكروتيوب 

آن افزوده به درقخخد  87ميكروليتر گليسخخرول  300 و شخخد

سپس درب ميكروتيوب با پارافيلم به دقت مسدود شد  .شد

فاده از ورتكس محلول درون ميكروتيوب بخوبي  و با اسخخخت

يد.  نههمگن گرد باكتريهانمو كافي ي  عداد به روش  به ت

 .گرديد ذخيره -70در دمايو گفته شده تهيه 

 تزريقو رقيق سازي باكتري  .2.3
 100نهايتا و  روش سخخخريالي رقيق شخخخدندبه  هانمونه

شده  شت تي اس اي بر ميكروليتر از نمونه رقيق  محيط ك

در  هاپلت .شخخدداده  ت( كشخخM290. Himedia)شخخركت 

سخخاعت قرار داده  24به مدت درجه سخخانتيگراد  30دماي 

شد كنند. كلونيهاشدند تا كلوني ساس بر  هاي باكتري ر ا

 واحد تشكيل دهنده سي اف يو شمارش گرديدند و غلظت
710 mg/CFU  ساس  اين غلظت بر . شداز باكتري تهيه ا
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LD50  بهمراه و باكتري مورد تحقيق انتخاب شخخخدcc  1 

ستريل براي تزريق به ماهيان  شدسرم فيزيو لوژي ا  آماده 

(Yin et al., 2009) .شامل  تيمار آزمايشي در اين تحقيق 

يان بود  20چهار گروه  ماه سخخخه گروه مورد كه تايي از 

شاهد تزريق با باكتري قرار گرفت و  گروه چهارم به عنوان 

باكتري با  .شخخخد بدون مجاورت با باكتري در نظر گرفته

تزريق به ماهيان غلظت تعيين شده بصورت درون قفاقي 

زن ابلافاقخخخله به مخ وعلامت گذاري ماهيان بعد و شخخخد 

 شدند. آزمايشي وارد

 نمونه برداري .2.4
شتهاي ماهيان  تزريق همچنان غذادهي در حداز بعد  ا

گرديد. آب مخازن تعويض  درقخخخد10دامه يافت و روزانه ا

مام گروه ماهيان ت نه برداري ازخون  ها اعم از تيمار و نمو

تزريق از سخخخاعت بعد  48كنترل قبل از تزريق باكتري و 

جام مل ميزان و شخخخد  ان براي تعيين موارد مختلف شخخخا

فاكتورهاي خوني از  C3جزء، ليزوزيم مان و ديگر  از كمپل

استفاده قرمز و سفيد  هايقبيل هماتوكريت و تعداد گلبول

و با هاي اسخختريل تشخخري  ماهيان مرده روي سخخيني شخخد.

كليه نمونه برداري بافت از  از تجهيزات اسخختريلاسخختفاده 

گرديد تا روي محيط كشخخخت بلاد آگار تسخخخت بتا هموليز 

با از بافت نيز و ي باله هاانجام گيرد. نمونه ماهيان بيمار 

مايش مان دقيق مرگ براي آز بت ز ته  هايث ژنتيكي گرف

ي هابيت گرديد. الكل نمونهثتدرقخخد  90الكل در  و شخخد

درجه  4 دمايو در ساعت تعويض شد  24گرفته شده بعد 

 تا مراحل بعدي ذخيره گرديد.سانتيگراد 

 تحقيقات مولکولي .2.5
شده براي ژن تي ال آر  شناخته  ساس توالي  ، 5ام بر ا

اطمينان از  از بعدو هاي اختصخخاقخخي طراحي شخخد پرايمر

ستفاده از بانك ههاي مربوطاختصاقي بودن توالي ي هابا ا

اطلاعاتي موجود نظير ان سخخخي بي آي براي سخخخاخت به 

 (.1سفارش داده شدند )جدول  كلونشركت سينا

ستخراگ  شركت  DNAبراي ا ژنوميك از كيت تجاري 

 (DNA EXTRACTION Kit DNP EX6071) نكلوسينا

شد. ستفاده  شده با انجام هاDNAكيفيت  ا ستخراگ  ي ا

مورد بررسي قرار گرفت درقد  1الكتروفورز روي ژل آگارز 

ستگاه تعيين و براي  شده از د ستخراگ  صول ا كميت مح

طول  در (NanoDrop- ND1000)نانودراپ طيف سخخخنج 

شد260موگ  ستفاده  ستخراگ . ميكرومتر ا و  DNAبعد از ا

( 5ژن تي ال آربراي تكثير قطعه مورد نظر ) سازي آنرقيق

پليمراز با برنامه اختصاقي مندرگ در  ايواكنش زنجيرهاز 

فاده شخخخد 2جدول  به ميزان . اياسخخخت با توجه  مه  نا ن بر

ده اسخختفابا و دماي ذوب پرايمرها تنظيم و  CGهاي پيوند

 )شركت سيناژن( اجرا گرديد. PCRاز كيت تجاري 

موفقيت  ،پس از پايان عمليات تكثير قطعه مورد نظر

سطه الكتروفورز محصولات واكنش زنجيره اي اين عمل بوا

سخخپس  بررسخخي گرديد. درقخخد 2روي ژل آگارز  پليمراز

به منظور توالي  PCRاز محصخخخولات نمونه( 40) هانمونه

استفاده از آن با نتايج و  شدشركت فزاپژوه منتقل  يابي به

چنخخدشخخخكلي تخخك براي آنخخاليز  X- Clustalنرم افزار 

يدي يه مورد ،نوكلئوت كه  و تجز جا  يل قرارگرفت. ازآن تحل

ته اي ،ي حاقخخخلهاداده بود براي تعيين  از نوع دورشخخخ

چندشكلي تك نوكلئوتيدي معنادار بودن ارتباط بين وجود 

تي ال آر در حوه پخخاسخخخد ام 5ژن  ن ني بخخا  م ي هي ا  د

  در مخخاهي از روش آمخخاري همبسخخختگي بخخاي سخخخريخخال

(Biserial correlation) عيين معني ت براي  بودن و  دار 

 t-TESTهاي تيمار و شخخخاهد از روش اختلاف بين گروه

 استفاده گرديد.

 .کمانرنگین آلایقزل ام5پرایمر طراحی شده برای ژن تی ال آر - 1جدول 

5’- CTCCGTGGATTCCTCTTCA<A >- 3’ Forward primer 

5’-CCTTAAGAATCTTGGACATGAG <C>-3’ Reverse primer 
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 .مراحل واکنش زنجیره ای پلیمراز- 2ول دج

 زمان )دقيقه( دما )درجه سانتي گراد(  مراحل 

 10 96 واسرشت اوليه

 1 94 واسرشت ثانويه

 1 5/61 اتصال آغازگر

 1 72 توسعه اوليه

 10 72 توسعه ثانويه

 

 نتايج. 3

 نتايج حاصل از تعيين فاكتورهاي خوني .3.1

هاي خوني در  فاكتور حاقخخخل از تعيين  تايج  گروه ن

شاهد در نمودارهابشده با  ماهيان مواجه  ياكتري و گروه 

ست 1شكل  شده ا ليزوزيم در خون ن ميزا .نمايش داده 

طور معنا به اند تزريق باكتري را دريافت كرده ماهياني كه

سرم فيزيولوژي( با داري بالاتر از گروه شاهد )تزريق شده 

نيز بين دو  (HMC) شخخاخص ام سخخي اچ (.>05/0p) بود

بطوريكه  ،دادگروه شخخاهد و تيمار اختلاف معنادار نشخخان 

 (HMC)سي اچ را  ام از هيان گروه تيمار ميزان كمتريما

شان  شده در . دهندمين سيت اندازه گيري  ميزان ترومبو

 بيشخختر از گروه تيماربه قخخورت معني داري گروه شخخاهد 

ستم كمپلمان  C3ميزان فعاليت جزء .(>05/0p)بود سي از 

باكتري در مقايسخخخه با ماهيان با  در ماهيان مواجه شخخخده

 فاكتورهاي خونيت. افزايش معنادار داشخخخ شخخخاهده گرو

هاي ماهيان مقايسخه شخد عبارت ميان گروه در ديگري كه

 (، امMCHC) سي اچ سيام بودند از ميزان هماتوكريت، 

ي معنادارتفاوت كه ميزان هموگلوبين ( و MCV) وي سي

 .(<05/0p) نداشتند هابين گروه

 هاي مولکولينتايج بررسي. 3.2
در شخخكل  DNAاسخختخراگ  هايكيفيت و كميت نمونه

ست 2 شاهده ا سط . قابل م شي از ژن تي ال آر كه تو بخ

 آلاي رنگبن كمانقزلاز ژنوم كه هاي اختصخخاقخخي پرايمر

( 3)شكل بود ، داراي دو باند نزديك به هم اندطراحي شده

 ژل متافور )با درقخخخد تفكيك بالاترروي دو باند اين  كه

سبت به ژل آگارز شدندن شكل ( بهتر نمايان  از بعد  .(4 )

هاي بدست دن باندهاي متناظر براي هر نمونه تواليجداكر

 98ميزان ( بااس 5)تي ال آر با هاي آزمايشينمونه آمده از

هاي ژنتيكي در پايگاه داده Blastهمساني در فضاي درقد 

ستفاده ازو )ان سي بي آي( تاييد شد  نرم افزار  سپس با ا

Clustal X1.83 هاي مورد نظر با يكديگر تطابق داده توالي

در افراد مورد  هاي تك نوكلئوتيديچندشخخكليشخخدند تا 

ند بررسخخخي يان داده. مشخخخخص گرد هاي نرم افزار و ازم

مشخخخاهده دقيق  زاها ي مشخخخخص شخخخده بعد اسخخخنيپ

 يديتك نوكلئوت هاييچندشخخكل ،يابيكروماتوگراف توالي 

ده بودند از بين در اثر خطاي نرم افزاري مشخخخص شخخ كه

كه شامل سه  چندشكلينتايج حذف شدند تا نهايتا شش 

و سخخه حذف/اضخخافه بود، در  يديتك نوكلئوت يچندشخخكل

 هاي تاييد شخخده بهيها تاييد شخخوند. چندشخخكلميان توالي

 ترتي  زير نامگذاري شدند:

 (T،2566)حذف/اضافه  شماره يك: چندشكلي

 (A/T, 2412شماره دو: )ي چندشكل

 (A/T, 2415) :شماره سهي لچندشك

 (A/G, 2385) :شماره چهاري چندشكل

 (2091C,T/Cشماره پنج: )حذف/اضافه ,ي چندشكل

 (C ،2102 شماره شش: )حذف/اضافهي چندشكل

 با شده ي يافتچندشكل وجود بين ارتباط بررسي براي

)شخخخامل ايمني  دهيپاسخخخد تغييرات از حاقخخخل هايداده

ضخخخريخخ  از ( نكمپلمخخا پخخارامترهخخاي خوني: ليزوزيم و

سريال ) ستگي باي  ستفاده Biserial correlationهمب ( ا

 .قابل مشاهده است 10و  9نمودار  گرديد و نتايج آن در
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 گیری شده در ماهیان مواجه با باکتری و گروه شاهد. اندازههای خونی فاکتورنمودارهای  -1شکل 

 .ویسی، ز( هموگلوبین و ح( امسی، و( هماتوکریتاچسی، ه( امC3اچ، ج( ترومبوسیت، د( کمپلمان سیب( امالف( لیزوزیم، 
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 درصد. 1 بر روی ژل آگارز DNAنتایج حاصل از الکتروفورز محصولات حاصل از استخراج تصویر - 2شکل 

 
 

 
 

 درصد. 2ایی پلیمراز بر روی ژل آگارز کنش زنجیرهنتایج حاصل از الکتروفورز محصولات واتصویر  -3شکل 

 

 

 
 متناظر بخوبی تفکیك شده اند . ایی پلیمراز بر روی ژل متافور. باندهاینتایج حاصل از الکتروفورز محصولات واکنش زنجیرهتصویر  -4شکل 
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  .شده شناساییهای و پلی مورفیزم C 3نتایج حاصل ازبررسی معناداری همبستگی بین سطح فعالیت الف(  -5شکل 

 ،و بنابراین این همبستگی معنادار نیست ها بیشتر ازمقادیر جدول نبودهمورفیزممحاسبه شده برای هیچ یك از پلی tهمانطور که در شکل پیداست 

 .مقایسه میزان معناداری همبستگی بین سطح لیزوزیم و پلی مورفیزمب( 

 

 گيريبحث و نتيجه . 4
هاي چندشخخكلينتايج حاقخخل از بررسخخي ارتباط بين 

 دهي ايمني در ماهيانشخخناسخخايي شخخده با نحوه پاسخخد

باكتري  ماريزاي  با دوز بي هه  كه در مواج مايشخخخي  آز

Aeromonas hydrophila   شان داد شده بودند ن قرارداده 

ميزان تغييرات ليزوزيم با ها چندشكلييك از اين  كه هيچ

توان گفت كه اداري ندارد . ميارتباط معندر خون ماهيان 

ام (  4هاي شناسايي شده در ژن )تي ال آريچندشكلد يشا

 كمخخانرنگين آلايقزلبخخا تغييرات ليزوزيم در مخخاهي 

 يهاچندشكليارتباط بوده است . عدم وجود ارتباط بين بي

عات علمي طال فات مورد نظر در م با قخخخ  مورد تحقيق 

شده ست. براي مثال دور از ذهن ني اينتيجه شان داده  ن
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لپتين و ميزان چربي  در ژني چندشخخخكلبين اسخخخت كه 

 وجودد در گوشخخخت گوسخخخاله هيچ ارتباط معناداري موجو

پيش از  اين درحالي بود كه.  (Pannier et al. 2009)ندارد

هخخاي تخخك چنخخدشخخخكليآن وجود ارتبخخاط بين همين 

با ميزان چربي در شير گاو معنادار نشان داده  نوكلئوتيدي

يد توجه از طرف ديگر با. (Fitzsimmons et al. 1998) بود

 هاي تك نوكلئوتيديچندشخخكليداشخخت كه بسخخياري از 

بيماري وجود دارند  مرتبط با اسخخختعداد ابتلا يا مقاومت به

كه خودشخخخان به تنهايي در تغيير و تنظيم فنوتيپ تاثير 

ارتباط بسخخخيار نزديكي با  گذارند ولي در عين حال درنمي

كنند كه موجود در ژنوم عمل ميهاي چندشخخخكليديگر 

. به اين شخخودميفته گ پيوسخختگيط اقخخطلاحا به اين ارتبا

جاد يك يل واقعي اي ي  كاملا محتمل اسخخخت كه دل  ترت

خاص بلكه به مشخخخاركت  يچندشخخخكلفنوتيپ، نه به يك 

متنوع  ي ژني متفاوت وهادر جايگاه يچندشخخخكلچندين 

در ژن ليپاز  -C/T 2 يچندشخخكلبراي مثال  .مربوط باشخخد

باط اسخخخت در با بيماري عروق كرنري در ارت منطقه  كه 

شده قرار شناخته  شده  تنظيمي  ست ولي ثابت  نگرفته ا

در پيوسخختگي  چندشخخكلي تك نوكلئوتيدياسخخت كه اين 

 .(Su et al., 2003) اسخخخت+ G/A 886ا عملكردي قوي ب

شكلگزارش ديگري وجود دارد كه  با  ZNRD1-C2 يچند

اين در حاليسخخخت كه الل  .در ارتباط اسخخخت بيماري ايدز

ZNRD1-C  اثر مسخخختقلي ندارد و تاثير آن در پيشخخخرفت

 ستا HLA-A10 يچندشكلپيوستگي با  بيماري به دليل

(Catano et al., 2008) .بنابر اين يك توضي  احتمالي ديگر 

تي  يچندشكلبراي ديده نشدن ارتباط بين ميزان ليزوزيم با 

بخخا  مربوط بخخه وجود پيوسخخختگي بين اين جخخايگخخاه 5ال آر

ديگري باشخخد كه در تظاهر فنوتيپي تغيير ايجاد  يچندشخخكل

براي بررسي  5دليل اقلي و مهم انتخاب تي ال آر .كرده است

ماهيان به نقش پررنگ اين خانواده در سيستم ايمني  ،حاضر

غشخخخايي هاي اي از پروتئينگردد. تي ال آرها خانوادهميباز 

را تشخخخيص ها هسخختند كه سخخاختارهاي حفه شخخده پاتوژن

هاي موثر در سخخخيسخخختم ايمني اوليه را دهند و مولكولمي

بنخخابراين  .(Rødland et al., 2011) كننخخدتحريخخك مي

به مي مت  قاو به م عات ژنتيكي مربوط  طال ند در م توان

ماري ند. ها بعنوان ژنبي ته شخخخو نديد در نظرگرف كا هاي 

باكتريايي در بيماري 5تحقيقات روي نقش تي ال آر هاي 

تي ال آر دروزوفيلا در  از زمان شناخته شدن اورتولوگهاي

 5تي ال آر، ميان اين خانواده در .آغاز شخخخدديگر جانداران 

اختصاقي فلاژلين شناخته  بعنوان گيرنده غشايي با ليگاند

شخخده اسخخت و مطالعات زيادي در مورد مسخخيرهاي فعال 

به دنبال آن مسيرهاي  و فلاژلين شدن اين گيرنده توسط

نشخخان  .دهي سخخلولي قخخورت گرفتسخخيگنالينگ و علامت

يايي را  5كه تي ال آر ه شخخخده اسخخختداد باكتر فلاژلين 

شخيص مي سيتوكيندر دهد و ت ضروريتوليد  براي  هاي 

پاسخخخد ايمني موثر را واسخخخطه گري مي جاد يك   كنداي

(Hayashi et al., 2001) .هاي گرم منفي و باكتري در هم

ها ي باكتري در هم فاكتور بت   فلاژلين آر 5هاي گرم مث

راه اندازي كرده و توليد را  kB-NF شناسايي شده و ايهسته

α-TNF  كندميرا تحريك (Kaisho and Akira,  2001). 

سي ضاي خانواده تي ال آر در برر هاي ژنتيكي روي اع

بيشخختر  اما ،خوردزياد به چشخخم ميميان تحقيقات گرچه 

يان اين ژن عات بر ميزان و نحوه ب طال مولكول ها و اين م

كمتر به اند و متمركز شخخده هامحصخخولات پايين دسخختي آن

ست. براي  هاژن ساختار و ماهيت خود اين پرداخته شده ا

عه ندام در ايمثال در مطال  لنفوئيدي ماهي قزل آلاهاي ا

مقابل  دركه  در ماهي تي ال آر كه بيان ه شخخدنشخخان داد

دهد از آلودگي باكتريايي مقاومت بيشخخختري نشخخخان مي

بررسخخي در  .(Zhang et al., 2011)ديگران بيشخختر اسخخت 

بخخاكتري  ه بخخامواجخخ ديگري روي گربخخه مخخاهي روگخخاهي

طي  بيان ژن تي ال آركه ديده شخخخد ادواردزيلا ايكتالوري 

سيد  سه تا پنج بعداز مواجهه به اوگ ميزان خود ر روزهاي 

به نزديك ميزان نرمال بازگشخت. اين  21در روز و سخپس 

الگو با زمان لازم براي توسخخعه و فعاليت سخخيسخختم ايمني 

قي در توافق صا ست اخت نكته  .(Baoprasertkul, 2006) ا

در مورد  q-PCRمهم در مورد تفسخخخير نتايج حاقخخخل از 

كل آزاد ماهيان لزوم توجه به تاثيرات و درآلا  ماهي قزل

در  يشخخخن در ژنوم اين موجوداتد داپليكحاقخخخل از رويدا

ماهيان اسخخخت.  زمان يان ژن در اين  به ميزان ب محاسخخخ

ي طراحي شخخده براي اندازه گيري ميزان بيان ژن هاروش
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كافي حسخخاس باشخخند تا بتوانند تعيين كنند كه  بايد بقدر

واقعا آيا  هامقادير ام آر ان اي ژن اختلاف مشاهده شده در

ست يا اينكه اثر بالارفتن ميزان در  سي اتفاق افتاده ا رونوي

سخه شاهده ايبه دليل دو ن  بودن آن ژن خاص در ژنوم م

ست  سي. (Palti, 2011)شده ا شان داده ي تكاملي نهابرر

خانواده ژن كه  جداسخخخت  كه  بل از اين  هاي تي ال آر ق

پسخخختانداران از جد ماهيان بدون آرواره جدا شخخخود ظاهر 

ندشخخخده يدي . (Oshiumi et al., 2008) ا توالي نوكلئوت

ي هادر پايگاه كمانرنگين آلايقزل 5تي ال آر  مربوط به

ست و هرچند اين ژن ژنتيكي موقت هاي داده شده ا ثبت 

سيار  در سان به خوبي مورد مطالعه قرار گرفته و تعداد ب ان

سايي و چندشكلي تك نوكلئوتيدي زيادي  شنا در اين ژن 

 .(/https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) ثبت شده است

شكلياما تا امروز هيچ  نوكلئوتيدي براي اين ژن  تك چند

شناسايي و ثبت نشده است.  كمانرنگين آلايقزلدرماهي 

ديگر نظير سخخخگ، جوجه و موش نيز ن دارادر مورد مهره

در اين ژن ثبت  تك نوكلئوتيدي يلچندشخخخكمي ك تعداد

تا با ر سخخعي شخخد ضخخرحال در تحقيق حاهبه .شخخده اسخخت

تفخخاده از روش لياسخخخ توا بيهخخاي  بق يخخا تطخخا هيو   د

موجود در بخشخخي از ژن هاي تك نوكلئوتيدي چندشخخكلي

مانرنگين آلايقزل 5تي ال آر در اين  .كشخخخف گردد ك

عه براي كشخخخف  طال ندشخخخكليم يدي چ از  تك نوكلئوت

شد يابيتوالي ستفاده  ي هايكي از روش گرچه اين روش .ا

شكليپرهزينه براي تعيين  شمار تك نوكلئوتيدي  چند به 

 عين حال دقيق ترين روش شخخناخته شخخدهاما در  ،رودمي

شود درقد خطا در اين روش چيزي گفته مي نيز هست و

قد 5 از كمتر ست  در البته به  .(Liao and Lee, 2010)ا

يل اينكه  عه تعداد ژن نيدر ادل مورد  يمحدود هايمطال

فت  فاده قرار گر به بو اسخخخت مت  قاو  كي بعنوان يماريم

مالا يكم يژگيو تأث احت حت  اسخخخت،  ياديز هايژن ريت

شنهاد مي ساشود پي سل  يابي يمثل توال كردهايرو رياز  ن

قخخخدها تا هزاران جهش تك  تواندي( كه مNGS) ديجد

سا يواكنش برا كيرا در  يدينوكلئوت شنا كند  ييهر فرد 

 يهاجهش ييشخخناسخخا يمناسخخ  برا ينوان روشخخبه ع

 ييو شخخناسخخا يماريمرتبط با مقاومت به ب نوكلئوتيديتك

حل ف ها برا هايو ژن يكيزيم با آن  آلايقزل يمرتبط 

 شود. استفاده كمانرنگين
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