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  چکیده
 در تیگاسـتروانتر  عامـل  تـرین  مهـم  و بـوده  يا رشته دو RNA ژنوم يدارا و دهیرویرئوو خانواده عضو ها روسیروتاو : هدف و زمینه
 یافتـه  شـکل  تغییـر  آمیـزي  رنـگ  روش دو با روتاویروس ژنوم تشخیص ارزیابی منظور به طالعهم این .است سال سه ریز کودکان و نوزادان
  شد. انجام نقره نیترات مرسوم آمیزي رنگ با مقایسه در آمید آکریل پلی ژل الکتروفورز از استفاده با نقره نیترات
 RF و انسانی RV4 ویروس دو با آلوده MA-104 ولیسل کشت استاندارد هنمون 6 از روتاویروس توصیفی مطالعه این در : بررسی روش

 در الکتروفـورز  روس،یروتـاو  ژنـوم  حضـور  صیتشـخ  يبرا و استخراج ها نمونه از روسیروتاو RNA .شد ستخراجا مجزا صورت هب گاوي
  شدند. ییشناسا RNA يباندها نقره تراتین يزیآم رنگ از استفاده با د.یگرد انجام درصد10 دیآم لیآکر یپل ژل

 دهنـده  نشـان  کـه  شد مشاهده بستر از ها سلول شدن کنده صورت به سلولی تخریب آثار ،ویروس تکثیر و سلول کشت از پس : ها هیافت
 در حرکـت  و مولکولی وزن افزایش براساس استاندارد RF  سویه روتاویروس dsRNA الکتروفورتیک حرکت .بود ها سلول در ویروس تکثیر
 بـا  کوچـک  قطعه دو و متوسط قطعه دو تایی، سه قطعه سه سنگین، قطعه چهار صورت به و شد جداسازي 1-11 ارهشم از آمید آکریل پلی ژل

 شـد.  مشـاهده  مـارکر  ژل يدوبرابـر  يهـا  رقـت  با روش تیحساس برآورد و نقره يزیآم رنگ شد. تایید روتاویروس A گروه ژنومی الگوي
 مطلـوب  طـور  بـه  يزیآم رنگ قهیدق 10 از کمتر در روش نیا با نیهمچن بود. یکوگرمپ هفت روش این توسط گیري اندازه قابل رقت کمترین
  گرفت. صورت
 هفت حد در هاي نمونه براي و کمتر زمان مدت در ها ویروس ژنومی الگوي تشخیص قابلیت نقره آمیزي رنگ جدید روش : گیري نتیجه
  داراست. را پیکوگرم
  هنقر تراتین يزیمآ رنگ ، دیآم لیآکر یپل ژل الکتروفورز ، روسیروتاو : ها واژه کلید
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  مقدمه
 و نـوزادان  در گاستروانتریت يماریب عامل نیتر مهم روسیروتاو
 در مـرگ  هزار 600 از شیب با و ایدن سراسر در سال سه ریز کودکان
 سـه  يدارا یروس ـیو ذرات .)2و1( اسـت  توسـعه  درحـال  يکشورها

 RNA ژنـوم  قطعـه  11 يحـاو  و نانومتر 100 قطر با یوجه ستیب هیلا
 در حرکـت  و یمولکـول  وزن شیافـزا  براساس که هستند يا دورشته

 .)2و1( دشــون یمــ يجداســاز 1-11 شــماره از دیــآم لیــآکر یپلــ ژل
 ؛اسـت  یالکترون ـ کروسـکوپ یم به یمتک روسیروتاو هیاول ییشناسا

 منوالکترونیا شامل متعدد يها آزمون از تر یتخصص مطالعات در اما
 آزمــون  زا،یـ ـالا منوفلورســانس،یا )،آزمــون IEM( یکروســکوپیم

ــ ــاز یخنث ــان و ELISPOT، RT-PCR و HI ،يس ــدها دادن نش  يبان
ــتول ــ اســتفاده آگــارز ژل توســط شــده دی  براســاس .)2و1( شــود یم

 G تــا A از گــروه هفــت يدارا هــا روسیروتــاو یژنــوم يبنــد میتقســ
ــاتیح در هــم و انســان در هــم C و A، B گــروه .هســتند ــتی وان  اف

 مطالعـه  .)2و1( ددارن وجود واناتیح در تنها ها گروه هیبق و شوند یم
ــو ــگاهیآزما در روسی ــدین ش ــو کشــت ازمن ــاریت و روسی ــط م  توس

 اسـت.  روسی ـو یـی زا عفونـت  شیافـزا  يبرا کیتیپروتئول يها میآنز
 يگـاو  C و A يها گروه يها روسیروتاو جز به ها روسیروتاو اغلب

 و هی ـاول صیتشـخ  يبـرا  کننـد.  ینم ـ رشـد  یسلول کشت در یانسان و
 یص ـیتشخ يهـا  روش نی ـا از هرکـدام  روسیروتـاو  يها گروه زیتما

 توجـه  با ).2و1( هستند يا ژهیو زاتیتجه ازمندین و بوده نهیپرهز نسبتاً
 کودکـان  در اسهال یروسیو عامل عنوان به ها روسیروتاو تیاهم به
 پ)ی ـتروفوروتا(الک یژنوم متعدد يها انتیوار قیطر از که نوزادان و

 حـال  نیع ـ در و حسـاس  یص ـیتشخ يهـا  راه یطراح ـ ؛افتد یم اتفاق
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 کی ـالکتروفورت حرکـت  مطالعـه  بـا  .)4و3( است تیاهم حائز ع،یسر
dsRNA گروه یژنوم يالگو روس،یروتاو در A با قطعه 4 صورت هب 

 است. کوچک قطعه دو و متوسط قطعه دو ،ییتا سه قطعه 3 بالا، وزن
 و A گـروه  پرنـدگان  روسیروتاو معرف تواند یم نیا از ریغ ییالگو

 يهـا  گـروه  يهـا  روسی ـو نیب ـ کـه  یکیژنت یبینوترت ،A گروه ریغ ای
 و یمن ـیا نقص با مارانیب در قطعات ییبازآرا ای و دهد یم رخ کسانی

 روسیروتـاو  بـا  یگآلـود  می ـعلا بـدون  کارآمدنا یمنیا با یکودکان
 و صیتشــخ نظــر از سرویوروتــا یژنــوم يالگــو مطالعــه لــذا .باشــد

 طیشـرا  در کـه  RNA یع ـیرطبیغ يهـا  لیپروفا و یژنوم تنوع یابیرد
 جنبــه  از د؛شــو  یمـ ـ افــتی روسیروتــاو  یبینــوترت  ماننــد  خــاص

 نیتـر  شـده  شـناخته  از الکتروفـورز  است. توجه مورد کیولوژیدمیاپ
 در کـه  اسـت  هـا  ومولکولیب يجداساز يبرا یشگاهیآزما يها روش

 معمـولاً  کینوکلئ يدهایاس کیتفک يبرا شوند. می انجام محلول فار
 تـر  عیسر مراتب به آن با کار و ژل هیته د.شو یم استفاده آگارز ژل از
 قطعـات  کی ـتفک يبرا معمولاً است. دیآم لیاکر یپل ژل از تر آسان و
 امـا  ؛شـود  یم ـ استفاده آگارز ژل از کیتفک و یفیک یبررس هدف با
 RNA ای ـ DNA قطعات و يا رشته دو کوچک قطعات کیتفک يبرا

 و نوکلئوتیـد  یـک  حـد  در تفکیک به ازین صورت در و يا رشته تک
 ژل از نوکلئوتیــد 20-30 حــدود طــول بــا ییهــا مولکــول جداســازي

 کی ـتفک بـه  ازی ـن کـه  یصـورت  در .شـود  یم ـ استفاده دیآم لیاکر یپل
 واسرشـت  مـواد  از ؛باشد يا رشته تک صورت به کینوکلئ يدهایاس

 الکتروفـورز  بـا  همزمان ژل در دیفرمام ای دیفرمالده وره،ا رینظ کننده
 دی ـآم لی ـآکر یپل ـ يهـا  ژل در مطالعـه  بـا  .)5-7( گـردد  یم ـ استفاده

 و الکتروفـورز  کـرد.  مطالعـه  را هـا  روسیروتاو تنوع و تشابه توان یم
 يبـردار  نقشـه  يبـرا  يقـو  ابـزار  کی نقره تراتین در ژل يزیآم رنگ

 یژنوم قطعات صیتشخ يبرا یپیفنوت و یکیولوژیب يها شاخصه ریسا
 نمونـه،  یک ـیالکتر بـار  زانی ـم جملـه  از يمتعـدد  عوامل ).6و5( تاس

 در يزی ـآم رنـگ  و يسـاز  آمـاده  نحـوه  ژل، نوع نمونه، وزن و اندازه
  ).9و8( دارند اثر الکتروفورز تیفیک

 جملــه از کی ـنوکلئ يدهایاس ـ يزی ـآم رنـگ  مختلـف  يهـا  روش
 در مختلـف  بیمعا و ایمزا با تیرو قابل یآل رنگ نقره، فلورسانس،

 بـا  ).10و9( شـود  یم استفاده قاتیتحق در سرعت و تیامن ت،یحساس
ــ گــــرفتن درنظــــر ــگ تیحساســ   ســــطح در نقــــره يزیــــآم رنــ
ng/band 1-01/0 يبـرا  عیسـر  اریبس ـ و ارزان نسـبتاً  حسـاس،  یروش 
ــخ  يهـــا ژل در کیـــنوکلئ يدهایاســـ و نیپـــروتئ همـــه صیتشـ

 رفتـار  روش، تیحساس ـ بـردن  بـالا  بـا  ).8-10( تاس دیآم لیآکر یپل
 يهـا  ژن توان یم لذا و کند یم رییتغ تر حساس طیشرا در زین مولکول
 مراحــل و اصــول .نمــود مطالعــه يشــتریب دقــت بــا را افتــهیرییتغ
 اشـباع  و ثبـوت  از پـس  يساز حساس شامل نقره تراتین يزیآم رنگ
  یزمـان  بـازه  در توانـد  یم ـ کـه  اسـت  ریتصـو  گرفتن تینها در و نقره

 انجـام  کی ـالکتروفورت يجداسـاز  انیپا از پس روز کی تا ساعت 2
 محلـول  رد ژل نقره، تراتین يزیآم رنگ معمول روش در .)10( شود
 کـاهش  مرحلـه  تشـو سش از پـس  کـه  شـود  یم داده قرار يزیآم رنگ
 منظـور  بـه  مطالعـه  ایـن  .شـود  یم ـ انجـام  دهنـده  توسعه محلول توسط
 تغییـر  آمیـزي  رنـگ  روش دو بـا  روتـاویروس  ژنوم تشخیص ارزیابی
 آمیـد  آکریـل  پلـی  ژل الکتروفورز از استفاده با نقره نیترات یافته شکل

  .شد انجام نقره نیترات مرسوم آمیزي رنگ با مقایسه در
  بررسی روش

 کشـت  اسـتاندارد  نمونـه  6 از روتاویروس توصیفی مطالعه این در
 ویـروس  دو با آلوده )نمونه هر در سلول MA-104 )500000 سلولی
RV4 و انســانی RF گــروه آزمایشــگاه در مجــزا صــورت بــه گــاوي 

 سـال  در مـدرس  تربیـت  دانشـگاه  پزشـکی  دانشـکده  شناسی ویروس
  گردید. استخراج 1391

  سرویو ریتکث و سلول کشت
 هی ـلا تـک  کشـت  در هـا  روسیروتـاو  از RF و RV4 يهـا  نیاستر
 کی( نیپسیتر حضور در و (MA104) مونیم هیکل ینیجن يها سلول

  .)12و11( دشدن داده کشت تر)یکرولیم در کروگرمیم
  dsRNA یابیرد و صیتشخ يبرا الکتروفورز و استخراج

 و يآور جمــع روز دو از پــس یســلول کشــت آلــوده يهــا سـلول 
 قـه یدق 5 مدت به g 4000 رد وژیفیسانتر .ندشد ذوب و منجمد دوبار

 در موجـود  يهـا  روسی ـو و شد انجام یسلول يایبقا حذف منظور به
 از روسی ـو RNA ابتـدا  .دی ـگرد اسـتفاده  اسـتخراج  يبـرا  ییرو عیما

 Invitrogen تی ـک براسـاس  یسـلول  کشت عصاره از تریکرولیم 200
ــاخت ــه سـ ــاس و (PureLink® RNA Mini Kit) فرانسـ  براسـ

 افتیباز يبرا که تفاوت نیا با .شد استخراج آن سازنده دستورالعمل
 يدمـا  در شـده  گـرم  شیپ ـ از شستشو بافر تریکرولیم RNA 30 بالاتر

ــگرد اســتفاده گــراد یســانت درجــه 80 ــا SDS-PAGE د.ی  slab ژل ب
 شـد.  انجـام  متـر  یل ـیم 2/0 ضخامت و متر یسانت 10 طول به )يا (تخته
  دالکتـرو  (بـافر  نیس ـیگل-سیتـر  بـافر  در یلامل ـ روش براساس ها ژل
M 25/0( 3/8=pH نیســـیگلا د،یـــدروکلرایه سیتـــر M 192/0، 

EDTA )M 001/0( شد آماده )از تـر یکرولیم 10 سسپ .)7و2 RNA 
ــر در ــذار ژل چاهـــک هـ ــگ از پـــس و شـــد يبارگـ ــآم رنـ  ،يزیـ

 بـا  سـاعت  14 یط ـ الکتروفـورز  د.یگرد تیرو ابلق پیالکتروفوروتا
  شد. انجام مپرآ یلیم 20 ثابت انیجر

  نقره يزیآم رنگ
 شـد.  انجـام  قـره ن تراتین روش با يزیآم رنگ الکتروفورز از پس

 سـه  تـا  دو زهیونید آب با ژل ، staining محلول با يزیآم رنگ از بعد
 مرحلـه  نی ـا در رد.ی ـگ رنـگ  کمتـر  ژل نـه یزم تا شد داده شستشو بار
 تـوان  یم ـ زین developer محلول از زهیونید آب يجا به شستشو يبرا

 نمـود.  نیگزیجـا  تـازه  developer بـا  را آن بلافاصـله  و کرد استفاده
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 RNA يبـرا  الکتروفـورز  طیشـرا  بـه  هیشـب  مطالعه، کنترل ژل طیشرا
  باشد. آن به میتعم قابل جینتا تا است روسیروتاو
ــول روش در ــگ معم ــآم رن ــراتین يزی ــره، ت ــول در ژل نق  محل
 وسـته یپ خـوردن  تکـان  حـال  در و سـاعت  2 مـدت  بـه  يزی ـآم رنگ

(shaking) و قطـر م آب در مرتبـه  سه ها ژل سپس شود. یم داده قرار 
 افـزودن  توسـط  کـه  کـاهش  مرحلـه  شوند. یم شسته هقیدق 5 مدت به

 نی ـا در بانـدها  شـود.  یم ـ انجـام  shaking بـا  و دهنـده  توسعه محلول
 آشـکار  کـاملاً  بانـدها  تـا  ابدی یم ادامه مرحله نیا و شده ظاهر مرحله
 توســط دهنــده توســعه محلــول ینیگزیجــا بــا کــاهش مرحلــه شــوند.

 جدا يباندها مثبت، موارد در شود. یم وقفمت درصد، 5 کیداستیاس
  .)7( شوند یم ظاهر ژل در شده

 ییشناسـا  و یابی ـرد ،یمیقـد  روش در یرات ـییتغ با مطالعه نیا در
 از پـس  شد. انجام نقره تراتین يزیآم رنگ از استفاده با RNA باندها

ــورز ــه الکتروف ــان طــور ب ــ در ژل همزم ــول کی ــانو يحــاو محل   لات
 مـدت  به درصد AgNO3 1/0 و درصد کی کیترین دیاس درصد، 5
 نی ـا شد. ختهیر دور محلول سپس و شد يزیآم رنگ و ثابت قهیدق 5

 هی ـثان 10 مـدت  بـه  ری ـتقط بـار  چنـد  آب بـا  بـار  3 مختصر طور به ژل
 Na2CO3 5/0 ،درصـد  3/1 دسو از محلول کی با سپس و شد شسته
 نشـد  ظـاهر  تـا  قهیدق 1-2 مدت به درصد HCOH 30 4/0 و درصد
 افـت. ی ادامـه  نـه یزم پس يرو زرد رنگ به رهیت يزیآم رنگ يباندها
 مـدت  بـه  درصد کی کیتریدنیاس و درصد 5 لاتانو محلول با سپس

 دور کننـده  متوقـف  محلـول  و شـد  متوقـف  يزی ـآم رنگ قهیدق کی
  ).14و13و9( دش ختهیر

  نقره يزیآم رنگ تیحساس برآورد
 GeneRuler ™ 100bp Plus DNA Ladder مخلـوط  مـارکر  کی از

  دی ـآم لی ـآکر یپل ـ ژل در روش یکم ـ تیحساس نییتع يبرا (فرمنتاز)
 نشــانگر يبرابــر دو رقــت از منظــور نیبــد شــد. اســتفاده درصــد 10

ــگرد اســتفاده ــوم د.ی ــاو RNA ژن  آن غلظــت و اســتخراج روسیروت
 هـر  غلظت که نیا لیدل به شد. هیته برابر دو یالیسر رقت و مشخص

 مرحلـه  نی ـا در ؛اسـت  نشـده  مشخص مارکر ثلم الکتروفورز در باند
  .شد گرفته نظر در RNA توتال غلظت
  ها یافته
 بـه  یسـلول  بی ـتخر آثـار  ،یـروس و ری ـتکث و سلول کشت از پس
 ریتکث دهنده نشان که شد مشاهده بستر از ها سلول شدن کنده صورت

  ک).ی (شکل است ها سلول در روسیو
 استاندارد RF  هیسو روسیروتاو dsRNA کیالکتروفورت حرکت

 از دی ـآم لی ـآکر یپل ـ ژل در حرکت و یمولکول وزن شیافزا براساس
 سـه  ن،یسـنگ  قطعـه  چهـار  صـورت  هب ـ و شد يساز جدا 1-11 شماره
 یژنـوم  يالگـو  با کوچک قطعه دو و متوسط قطعه دو ،ییتا سه قطعه
 برآورد و نقره يزیآم رنگ .)2 (شکل شد دییتا روسیروتاو A گروه

 نشـان  مـارکر  ژل يدوبرابـر  يهـا  رقت با 3 شکل در روش تیحساس
 روش نی ـا توسـط  يری ـگ انـدازه  قابـل  رقت نیکمتر است. شده داده

 قــهیدق 10 از کمتــر در روش نیــا بــا نیهمچنــ بــود. کــوگرمیپ هفـت 
  گرفت. صورت مطلوب طور به يزیآم رنگ

در مـدت   RNAردیابی و شناسایی بانـدهاي  در روش تغییریافته، 
  .انجام شد قه و با حساسیت بالاییدقی 10تا  8زمان 
  
  
  
  
  
  
  

  روسیروتاو به آلوده MA104 کشت از یینما : 1 شکل
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 RV4 یانسان و RF يگاو روسیروتاو يالکتروفورز يالگو : 2 شکل
  درصد 10 آمید آکریل پلی ژل در یعیطب يالگو با

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  DNA مارکر يالکتروفورز يالگو : 3 شکل
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  بحث
ــد روش ــگ جدی ــزي رن ــره آمی ــا نق ــرفتن ب ــیت درنظرگ  حساس
 نسـبتاً  حسـاس،  روشـی  ng/band 1-01/0 سطح در نقره آمیزي رنگ
ــیار و ارزان ــریع بس ــراي س ــخیص ب ــه تش ــروتئین هم ــیدهاي و پ  اس

 قابـل  رقـت  کمتـرین  .اسـت  آمیـد  آکریـل  پلـی  هاي ژل در نوکلئیک
وي ژنـومی  بـه منظـور تشـخیص الگ ـ    روش ایـن  توسـط  گیـري  اندازه

 روشایـن   هـاي  مزیـت  از یکـی  بـود. پیکوگرم  هفت ها، روتاویروس
 طـور  بـه  آمیـزي  رنـگ  دقیقـه  10 از کمتر در که بود آن عمل سرعت
و در مقایسـه بـا روش مرسـوم قـدیم کـه در       شـد  پذیر امکان مطلوب

  شود؛ در زمان کمتري قابل انجام است. ساعت انجام می 2مدت 
 يالگـــو روسیروتـــاو ونـــهگ هـــر در کـــه نیـــا بـــه توجـــه بـــا

 در تـلاش  زی ـن و کیژنت يزهایآنال لذا ؛است متفاوت کیالکتروفورت
ــر درك جهــت ــیو بهت ــا یژگ ــات يه ــوم قطع ــاو یژن  در روسیروت
ــهیا صیتشــخ ــف يهــا زول  مطالعــه و یبــیترک يهــا عفونــت در مختل
 و الکتروفـورز  ژل .دارد ییسزا هب نقش آنها کیلوژ ویدمیاپ يها جنبه
 مــورد يهـا  روش از یک ـی نقـره  تــراتین يزی ـآم رنـگ  معمـول  روش

 مطالعـه  يبـرا  زی ـن و روسیروتـاو  RNA ژنـوم  صیتشخ يبرا استفاده
 اسـت.  قـات یتحق از ياریبس ـ در روسی ـو نی ـا یمولکول يولوژیدمیاپ
 دی ـمف يا گونه درون متنوع يها نیاستر صیتشخ در تنها نه روش نیا

 یبینـوترک  و هـا  هگون ـ زیتما ،يا گونه نیب انتقال کشف در بلکه ؛است

 عیسـر  يها روش توسعه تیاهم به توجه با .است دیمف يا گونه درون
 هفـت  هـر  مـوثر  و هی ـاول زیآنـال  ،عیسر ستمیس کی توسعه ،یصیتشخ
 نظـر  از کـه  سـازد  یم ـ ریپـذ  امکـان  را هـا  روسیروتـاو  از مجـزا  گروه

  ).15( است تیاهم حائز کیولوژیدمیاپ مطالعات
 يسـاز  نـه یبه و يبـازنگر  و تر قیدق ياه یبررس با حاضر مطالعه در

 يزیــآم (رنــگ روسیروتــاو يهـا  ژن يزیــآم رنــگ در مــوثر عوامـل 
ــراتین ــره) ت ــه نق ــرا ک ــارز يب ــالص یابی ــاز خ ــوم يس  dsRNA ژن

 ؛شـود  یم ـ اسـتفاده  آمیـد  آکریـل  پلـی  ژل الکتروفورز در روسیروتاو
  گردد. لیتسه )17و16( موجود يزیآم رنگ روش تا دیگرد تلاش

  گیري نتیجه
ــا ــا جینتـ ــان مطالعـــه نیـ ــا کـــه داد نشـ  الکتروفـــورز روش بـ

 نی ـا در شـده  یمعرف ـ نقـره  نیتـرات  آمیزي رنگ و آمید آکریل پلی ژل
 بـا  و تـر  نییپـا  نـه یهز ،کمتـر  زمـان  در معمـول  روش به نسبت مطالعه
  .داد صیتشخ را روتاویروس ژنوم توان یم شتریب تیحساس
 قدردانی و تشکر

 درجه اخذ يبرا يموریت یعل يآقا نامه انیپا از یبخش مطالعه نیا
 یپزشـک  علـوم  دانشـکده  از پزشکی یشناس روسیو رشته در يدکتر

 انجـام  دانشـگاه  آن یمـال  تی ـحما بـا  و بـود  مـدرس  تی ـترب دانشگاه
 .دیگرد
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Abstract 
Background and Objective: Rotaviruses are the members of the Reoviridae family containing double-
stranded RNA (dsRNA) genome which are the main cause of gastroinentritis particularly in children less 
than three years. This study was designed to evaluate the detection of rotavirus genome by new silver 
staining method using polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). 

Method: In this descriptive study, the samples were collected from infected MA-104 cell culture and the 
RNA electrophoresis was performed in 10% polyacrylamide slab gels after RNA extraction. 

Results: According to polyacrylamide gel electrophoresis and sensitive staining analysis, rotavirus RNA 
segments were divided into 4 groups and single-nucleotides differences were clearly detected rapidly. 

Conclusion: New silver staining method using polyacrylamide gel electrophoresis has the capacity to 
detect the rotavirus electeropherotype within a few minutes even in small DNA/RNA pieces up to 
7 picograms. 

Keywords: Rotavirus, Polyacrylamide gel electrophoresis, Silver staining 
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