
 

                                                                77 

Arak Medical University Journal (AMUJ)                                                                                      Original Article   
              2013; 15(67): 77-84 
 

Differential diagnosis of various subtypes of influenza type A virus using 
RT-PCR-RFLP assay 

 
Goodarzi Z(M.Sc)1, Najafi A(M.Sc)2, Saberfar E(Ph.D)1* 

 
1- Applied Virology Research Center, Baqyatallah University of Medical Sciences, Tehran, Iran    
2- Molecular Biology Center, Baqyatallah University of Medical Sciences, Tehran, Iran    

 
 
Received: 3 Feb 2012, Accepted: 13 Jun 2012 
 
Abstract 

Background: Influenza type A virus is one of the most important viral agents in human 
respiratory diseases. The genetic variability of the influenza viruses leads to the incidence of new 
epidemics worldwide. Hence, there is a growing need for rapid and effective new methods capable of 
detection and differentiation of influenza virus circulating strains. This study was done to develop a 
method for rapid differentiation of the subtypes of influenza type A virus. 

Materials and Methods: In this experimental study, reverse-transcription and polymerase 
chain reaction (RT-PCR) were performed using a primer set based on M gene of H1N1, H3N2, H5N1, 
and H9N2 influenza subtypes. Then the amplified fragments were subjected to digestion using subtype 
specific restriction endonuclease enzymes. 

Results: The results of PCR reaction showed that the primer pair of the M gene was specific 
and capable of amplifying all influenza subtypes understudy. Also, different restriction fragment 
length polymorphism patterns (RFLP) were generated using enzyme digestion reaction on the 
amplified segment of M gene.   

Conclusion: RT-PCR and RFLP analysis of the M gene can be employed as a useful method 
for differentiating influenza virus subtypes. 
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 با استفاده از Aهاي مختلف ویروس آنفلوانزا تایپ  تشخیص افتراقی ساب تایپ 
 RT-PCR-RFLPروش 
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 چکیده
تغییرات ژنتیکی . هاي تنفسی است ترین عوامل ویروسی بیماري  یکی از مهمAتایپ  ویروس آنفلوانزاي :زمینه و هدف

از این رو وجود یک تکنیک تشخیصی دقیق به منظور . شود  در سرتاسر دنیا میجدیدهاي  این ویروس باعث بروزاپیدمی
با هدف به کارگیري یک روش سریع جهت افتراق  این مطالعه. باشد هاي در حال گردش ضروري می تشخیص سریع سویه

  .  انجام گرفتAهاي ویروس آنفلوانزا تایپ  ساب تایپ
استفاده از جفت پرایمر اختصاصی ژن ماتریکس بر روي  با RT-PCRجربی واکنش  در این مطالعه ت:ها روش و مواد

 تحت تاثیر هضم PCRسپس محصول . ویروس آنفلوانزا انجام شدH9N2   وH1N1 ،H3N2 ،H5N1هاي  ساب تایپ
  .هاي آندونوکلئاز اختصاصی هر ساب تایپ قرار گرفت آنزیمی آنزیم

صاصی  کاملا اختماتریکسجفت پرایمر مربوط به ژن نشان داد که  RT-PCR نتایج به دست آمده از واکنش :ها یافته
چنین در اثر واکنش هضم آنزیمی بر روي قطعات تکثیر  هم. باشد هاي مورد مطالعه می بوده و قادر به تکثیر کلیه ساب تایپ

به دست   (RFLP)طعاتهاي متفاوتی بر اساس طول ق هاي مختلف، الگوي  به ساب تایپماتریکس مربوطیافته از ژن 
  . آمد

تواند روش مناسبی   میماتریکس بر اساس ژن RFLP به همراه ویروس آنفلوآنزا RT-PCRواکنش  :گیري نتیجه
  . باشدAهاي مورد مطالعه ویروس آنفلوانزاي تایپ  جهت شناسایی ساب تایپ

 RFLPمراز، واکنش زنجیرهاي پلی ، Aویروس آنفلونزاي تیپ، افتراقی  تشخیص:واژگان کلیدي
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  مقدمه
 گسترش جهانی Aویروس آنفلوانزاي تایپ 

در  عدديهاي مت ساله موجب بروز اپیدمیداشته و همه 
 قطعه 8از A  ژنوم ویروس آنفلونزاي. شود میسراسر دنیا 

RNAهاي پلی مراز  تشکیل شده است که پروتئین(PB1, 

PB2, PA)نوکلئوکپسید ،)NP(هماگلوتینین ،)HA( نور ،
) M(، پروتئین هاي غیر ساختمانی و ماتریکس)NA(آمینداز

یبی قطعه قطعه بودن ژنوم توانایی نوترت. )1(کند را کد می
بنابراین آلودگی هم . ژنتیکی را به این ویروس داده است

د منجر به پدید توان میمیزبان با دو ویروس متمایز زمان یک 
بدین ترتیب تغییرات . )2-5(آمدن ویریون هاي هیبرید شود

ها پدیدار شده که با بروز  آنتی ژنی در سطح این ویروس
. مراه استهاي متعدد در سراسر جهان ه اپیدمی و پاندمی

که به 1968و 1957هاي  ل هاي آنفلوانزا مربوط به سا پاندمی
ترتیب در آسیا و هنگ کنک اتفاق افتاد، در اثر پدیده 

. هاي انسانی و پرندگان ایجاد شد یبی ژنتیکی بین سویهکنوتر
 NA و احیانا ژن PB1 وHAهاي  در طی این پدیده ژن
هاي ویروس  یههاي مربوطه ازسو ژن سویه انسانی به وسیله

 و بدین ترتیب ویروس )6(آنفلوانزاي پرندگان جایگزین شده
 NA  و HAهاي  یبی پدیدار شد که حاوي آنتی ژنکنوتر

  . جدید بوده و توانایی انتقال از انسان به انسان را کسب نمود
 بر اساس Aهاي آنفلوانزاي تایپ   ویروس

ي ها هاي ژنتیکی و آنتی ژنیتیکی گلیکوپروتین تفاوت
تا به . شوند هاي متفاوتی تقسیم می  به ساب تایپ،سطحی

 ساب تایپ بر 9ساب تایپ بر اساس هماگلوتنین و 15حال 
همه ساب . )8، 7(اساس نور آمینداز شناسایی شده است

هاي نامبرده تا به حال از پرندگان جدا شده است اما  تایپ
 از جوامع H3N2و H2N2, H1N1 هاي  فقط ساب تایپ

  .)9، 1(اند جدا شدهانسانی 
هاي آنفلوانزا در جامعه  پایش و مطالعه ویروس

 ساب توان میزیرا از این طریق است اهمیت حائز بسیار 
هاي در حال گردش را شناسایی کرده و به منظور  تایپ

جلوگیري از اثرات سوء اقتصادي و اجتمایی اقدامات لازم 

جود یک  در موارد بروز اپیدمی وچنین هم. را انجام داد
  .سیستم تشخیصی سریع و دقیق ضرورت پیدا خواهد کرد

هاي مولکولی متعددي به منظور  تا به حال روش
هاي مختلف  شناسایی و بررسی اختلافات ژنتیکی ساب تایپ

ویروسی به منظور تفکیک آنها از یکدیگر به کار گرفته 
هدف ما از انجام این مطالعه طراحی یک . )10-12(شده است
هاي رایج  ریع و ساده براي تعیین ساب تایپسیستم س

 که از طریق آن بتوان بر باشد می  Aویروس آنفلونزاي تایپ
هاي رایج و شایع را شناسایی  ویروس  ،Mاساس تغییرات ژن 

 . و تفکیک کرد

  
  ها  و روش مواد

هاي ویروس  در این مطالعه تجربی، استرین
احد از و) A A /Tehran/49/2001/(H1N1)آنفلونزاي

آنفلوانزاي انستیتو پاستور ایران و 
،  A/Tehran/82/79/(H3N2)هاي استرین

A/Chicken/Iran/11/99(H9N2)و  

A/Turkey/England/50-92/91(H5N1)  از آزمایشگاه
رفرانس سازمان دامپزشکی کشور دریافت شد و به عنوان 

  .هاي مرجع مورد استفاده قرار گرفت استرین
 RNXTM-Plusري با استفاده از کیت تجا

 میکرولیتر 100-150 ویروس از RNA، ) ایران-سیناژن (
 راجخسوسپانسیون ویروسی، طبق دستورالعمل کیت است

 میکرولیتر 50 استخراج شده در RNAگردید و در نهایت 
  . میلی مولار جدا شد1 به غلظت EDTA بافر

   اي پلی مراز واکنش زنجیره
در طی دو هاي مورد مطالعه   ویروسMتکثیر ژن 

واکنش رونویسی  .)10( انجام شدRT-PCR مرحله واکنش
 میکرولیتر انجام شد که 20معکوس در حجم کلی 

 10 استخراج شده، RNAمیکرولیتر /  نانوگرم200شامل
مولار،  میلی10 با غلظت dNTPپیکو مولار پرایمر پیشرو، 

 40 و Ribonulease Inhibitor واحد آنزیم x5 ،20بافر 
 45م رونوشت بردار معکوس بوده و به مدت واحد آنزی

  . گراد قرار داده شد  درجه سانتی42دقیقه در دماي 
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-´P1:5در این مطالعه از جفت پرایمر 

CTCATGGAATGGCTAAAGACA-3´وP2:5´-

CGATCAAGAATCCACAATATC-3´  استفاده
 را Mاي از ژن  پرایمرهاي مورد استفاده  قطعه). 5(گردید 

 ین ناحیه از ژن ماتریکس، به صورت تقریباًا. نمایند تکثیر می
 موجود Aهاي آنفلونزاي  ت شده در تمامی ویروسظحفا

هاي این  تواند جهت جدا سازي اکثر ساب تایپ بوده و می
ویژگی و . ویروس به خوبی مورد استفاده قرار گیرد

افزارهاي مولکولی  اختصاصیت این پرایمرها با استفاده از نرم 
BLAST و Oligo  و دیگر نرم افزارهاي بیوانفورماتیکی

 در اینترنت در دسترس هستند، مورد Onlineکه به صورت 
نقشه برشی منطقه تکثیر شده در هر . بررسی قرار گرفت

مشخص  Geneiousچهار ساب تایپ توسط نرم افزار
هاي برش دهنده مختلف بر  گردید و پس از ارزیابی آنزیم

 HindIIهاي برشی  آنزیمهاي مورد مطالعه، روي ساب تایپ

 AgeI ,ScaI , و Csp6I براي هر ساب تایپ انتخاب 
 تکثیر DNAسپس واکنش هضم آنزیمی قطعات . گردید

 1یافته مربوط به هر ساب تایپ طبق دستورالعمل جدول 
طعات به دست آمده روي ژل در نهایت ق. انجام گرفت

  منتقل گردید و بعد از رنگ آمیزي با ژل درصد2آگارز 
اتیدیوم بروماید توسط دستگاه ترانس لومیناتور مشاهده 

  .گردید
  

   واکنش هضم آنزیمی مواد لازم براي.1جدول 
  زمان  دما  حجم  مواد

   میکرولیترPCR  6 محصول
   میکرولیتر1  آنزیم برش دهنده

(10x)میکرولیتر5/2   بافر  
  میکرولیتر5/15 آب مقطر

  ولیتر میکر25  حجم نهایی

ºC65  3ساعت   

  
  یافته ها

هاي ویروسی  در این مطالعه از استرین
A/Tehran/82/79/(H3N2)،A /Tehran/49/2001/(H1N1) 

A/Chicken/Iran/11/99(H9N2) و 

A/Turkey/England/50-92/91(H5N1) به عنوان 

 مربوط  Mژن تکثیر  از. گردیدهاي مرجع استفاده استرین
و H1N1، H3N2، H5N1، H9N2هاي  به ساب تایپ

 جفت 699اي به طول  ، قطعهRT-PCRالکتروفروز محصول 
  ).1شکل (باز به دست آمد

  

  
  RT-PCRژل الکتروفرزمحصول . 1شماره

M : ژن : 2 ستونکنترل منفی، : 1ستون ،کیلوبازي100مارکر
M   ساب تایپH1 ، ژن : 3 ستونM ساب تایپ H3 ، ستون 

. H9 ساب تایپ  M ژن: 5 نستو ، H5 ساب تایپ M ژن :4
  )جفت باز699طول همه قطعات(

 
   برش آنزیمینتایج 

تکثیر یافته مربوط به M  نتیجه برش آنزیمی قطعه
 با هر H1N1، H3N2، H5N1، H9N2هاي  ساب تایپ

 HindIII ، ScaI ، AgeI ، Csp6Iهاي یک از آنزیم
 توسط آنزیم  H1N1 در ساب تایپMقطعه . مشخص شد

HindIII جایگاه  درA'AGCT_T)181 ( برش خورده و
قطعه .  حاصل شد جفت باز518 و181هاي  دوقطعه به طول

 ScaI توسط آنزیم H3N2هدف در ساب تایپ 
 برش داده و دو قطعه 555 را در جایگاه  AGT'ACTتوالی

 در Mقطعه .  ایجاد شد جفت باز144و  555هاي  به طول
ی  توالAgeI به وسیله آنزیم H5N1ساب تایپ 
A'CCGG_T برش خورده و دو قطعه به 238 در جایگاه 

 حاصل شد و در نهایت آنزیم جفت باز 461 و238هاي  طول
Csp6Iدر ساب تایپ  ، قطعه مورد مطالعهH9N2 توالی ،

G'TA_Cبرش داده و بدین 415 و 514 را در دو جایگاه
 ایجاد  جفت باز185و  99 ، 415هاي  ترتیب سه قطعه به طول

  ).2 و شکل 2جدول (شد
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  A هاي ویروس آنفلوانزا تایپ  ساب تایپ برش دهندهآنزیم هاي اختصاصی. 2جدول 
  آنزیم هاي برش دهنده  ساب تایپ

  اختصاصی ساب تایپ
  طول قطعات  محل برش

H1N1 HindIII A'AGCT_T 181جفت باز518 و  
H3N2 ScaI AGT'ACT 555  جفت باز144و   
H5N1 AgeI A'CCGG_T 238جفت باز 461 و 

H9N2 Csp6I G'TA_C 
 جفت 185و  99 ، 415

 باز
  

  
 به وسیله آنزیم هاي اختصاصی نوع H9N2 و H1N1 ،H3N2،H5N1مربوط به ساب تایپ هاي M الگوي هضم آنزیمی ژن . 2شکل 

  .ساب تایپ
A; M  : ژن: 2 ستونکنترل منفی، : 1  ستونبازي، کیلو 100مارکرM  پ ساب تایH1 ژن : 3 ستونهضم آنزیمی،  بعد ازM ساب تایپ 

H3)  bp699( ،ژن :4 ستون M ساب تایپ H5) bp699(، ژن: 5 ستون M  ساب تایپH9 )bp699 ( 
B; M  : ژن: 2 ستونکنترل منفی، : 1ستون  ،کیلوبازي100مارکرM  ساب تایپH1)bp699( ،ژن: 3 ستون M  ساب تایپ H9 ) 

bp699( ،ژن :4 ستون Mب تایپ  ساH5) bp699(، ژن : 5 ستونM ساب تایپ H3بعد ازهضم آنزیمی . 
C; M  : ژن: 2 ستونکنترل منفی، : 1 ستونکیلوبازي، 100مارکرM  ساب تایپH1)bp699( ،ژن : 3 ستونM ساب تایپ H5بعد از  

  .)bp699 ( H9 ساب تایپ  M ژن: 5 ستون، )H3)bp699 ساب تایپ Mژن  : 4 ستونهضم آنزیمی، 
D; M  : ژن: 2 ستونکنترل منفی، : 1  ستونکیلوبازي،100مارکرM  ساب تایپH1)bp699(، ژن : 3 ستونM ساب تایپ H3)bp699(، 

  .بعد ازهضم آنزیمی H9 ساب تایپ  Mژن: 5 ستون، )H5 )bp699 ساب تایپ M ژن :4 ستون
  

 بحث
هاي عظیم تحقیقاتی و  گذاري علیرغم سرمایه

ه ویروس آنفلونزا، هنوز هاي متعدد علی ساخت واکسن

هر چند . بیماري ناشی از این ویروس کنترول نشده است
سال یک بار نوع جدیدي از ویروس آنفلونزا در اثر پدیده 
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یابد به نحوي  نوترکیبی پدیدار شده به سرعت گسترش می
 شود میگیري جهانی  که قبل از هر گونه اقدامی موجب همه

  .)13(اندازد ر میها نفر را به خط و زندگی میلیون
تعیین خصوصیت  تشخیص زود هنگام و

هاي جدید آنفلونزا یکی از اهداف سازمان بهداشت  واریانت
هاي سریع که  از این رو، دست یابی به تست. باشد جهانی می

هاي جدید و غیر معمول را شناسایی کند  بتواند ویروس
هاي متفاوت  از آنجا که روش الگوي. کند ضرورت پیدا می

از لحاظ هزینه ) RFLP(ول قطعات ناشی از هضم آنزیمیط
 در این پروژه از این باشد میو سرعت انجام کار به صرفه 

هاي اصلی و مهم ویروس  تکنیک براي افتراق ساب تایپ
 استفاده H9N2 و H1N1 ،H3N2 ،H5N1آنفلوآنزا یعنی 

 را به Mکه ما در این پروژه قطعه ژنی  علت این. شده است
دف انتخاب کردیم این است که این قطعه نسبت به عنوان ه

هاي ویروس آنفلوانزا کمتر دستخوش تغییرات و  سایر ژن
ها و   سایتچنین هم. )14(گیرد اي قرار می هاي نقطه موتاسیون

 در نواحی منحصر به فردي در این ژن وجود دارد که احتمالاً
ب تروپیسم ویروس به میزبان نقش داشته و در هر یک از سا

از این رو . )15، 14(هاي آنفلوآنزا تقریباً ثابت هستند تایپ
طور که در قسمت نتایج دیده شد هر یک از ساب  همان
ها داراي یک نقشه برشی آنزیمی مخصوص به خود  تایپ

 با انتخاب آنزیم مناسب، از توان میبه این ترتیب . باشد می
هاي  این تکنیک براي تشخیص اختصاصی ساب تایپ

 .  آنفلونزا استفاده نمودویروس

 ویروس Mاگرچه میزان تغیرات ژنتیکی ژن 
ولی در  .)6(پایین استNA و   HAهاي آنفلونزا نسبت به ژن

طول زمان توالی این ژن ممکن است دست خوش تغییرات 
به همین دلیل لازم است که در انتخاب پرایمر و . گردد
مزایاي به هر حال از . هاي آندونوکلئاز دقت شود آنزیم

روش مورد استفاده این است که از ناحیه حفاظت شده ژن 
M به منظور تکثیر ویروس استفاده شده است در نتیجه 
هاي آنفلونزاي در گردش   طیف وسیعی از ویروستوان می

 توان می  با استفاده از این تستچنین همرا شناسایی کرد و 
س ژن هاي جدا شده از بیماران را بر اسا ساب تایپ ویروس

Mها  بنابراین با انجام این تست در آزمایشگاه.  تعیین کرد
 .  با هزینه کمتر ویروس جدا شده را مشخص کردتوان می

هاي مختلف ویروس  جدا سازي ساب تایپ
ها مثل کشت سلول و  آنفلونزا بر اساس انواع روش

 multiplexجمله سکانسینگ و  هاي مولکولی از روش

RT-PCR)10( کشت سلول زمان بر است . است امکان پذیر
و در موا قعی که شناسایی سریع نوع ویروس اهمیت دارد 

 و بودهروش سکانسینگ پر هزینه . فاقد ارزش است
 از آن به عنوان روش روتین براي شناسایی توان مین

 multiplexتکنیک . هاي در چرخش استفاده کرد ویروس

RT-PCRرایمر زمان چند پ ، روشی است که به طراحی هم
 با وجود PCRنیاز داشته و در نتیجه بهینه کردن شرایط 

هاي سریع، مانند  روش .پرایمرهاي مختلف کار سختی است
که براي تشخیص آنزیم ایمونواسی نس و اایمونوفلورس

 مورد استفاده قرار بالینیهاي  هاي آنفلونزا در نمونه ویروس
 حساسیت متغیري برخوردار گیرند از اختصاصیت و می

  . هستند
گونه که قبلاً ذکر گردید ویروس آنفلوآنزا  همان

 که این موضوع باعث باشد میداراي تغییرات ژنتیکی زیادي 
هاي متعددي از این ویروس مهلک  شده است تا ساب تایپ

هاي ایجاد شده را  موتاسیون. و خطراك پدیدار گردد
 علاوه بر روش سکانسینگ با استفاده از تکنیک توان می

 .  آنزیمی مورد ارزیابی و تشخیص قرار دادبرش

مطالعات مشابه دیگري بر اساس این روش براي 
هاي عوامل میکروبی در داخل و  ها و زیر گونه تفکیک سویه

 در مورد ویروس .)16-19(خارج کشور انجام شده است
آنفلوآنزا در داخل کشور از این روش تا به حال استفاده 

 مطالعات مشابه جهت تشخیص نشده ولی در خارج از کشور
هاي   جهت تشخیص ساب تایپچنین همها و  ساب تایپ

هاي حساس به دارو  مقاوم به دارو و افتراق آنها از ساب تایپ
ها و نتایج  این تست همگی. )20، 17، 16(انجام گردیده است

حاصل از آنها حاکی از مورد تائید و کارآمد بودن روش 
RT-PCR-RFLP باشد می.  
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  جه گیرينتی
 نتیجه گرفت توان میبر اساس نتایج به دست آمده 

 جهت تشخیص ساب RT-PCR-RFLPکه واکنش 
 ، روش آسان و Mهاي ویروس آنفلونزا بر اساس ژن  تایپ
 جهت تشخیص و توان میاي بوده و از آن   کم هزینهنسبتاً

  .هاي آنفلونزا در سطح کشور استفاده کرد پایش ویروس
  

  تشکر و قدردانی 
نویسندگان این مقاله از کلیه همکاران محترم 
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حمایت مالی با  و 86-404در قالب طرح تحقیقاتی به شماره 
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