
 

 

 

 

 

 

 

37 

 

 فناوری زیست و زیستی علوم مطالعات

 1041 بهار، 1، شماره 8دوره 

 37 -88 صفحات

Online ISSN: 6742-7744  

Print ISSN: 6342-6262  

www.irijournals.com 

 

جهت شناسایی کمی  Dual-probe Real Time PCRطراحی و توسعه  

 Bویروس هپاتیت 
 

 2، ملیکه پورهاشم1علی ناظمی

 واحد تنکابن دانشگاه آزاد اسلامی علمی هیئت 1

 واحد تنکابن دانشگاه آزاد اسلامی ژنتیک-و سلولی مولکولی شناسی زیستکارشناسی ارشد  2

 

 چکیده

 های فراورده. اغلب از راه تزریق خون آلوده و سازد میرا متورم کرده و فعالیت آن را مختل  یک بیماری است که کبد هپاتیت

تأثیر زیادی بر سلامت عمومی  B. با وجود در دسترس بودن واکسن جهانی، عفونت ویروس هپاتیت شود خونی آلوده منتقل می

تشخیصی و  های روشاست. تحولات سریعی در  مورد نیاز HBVعفونت  موقع بهدر سراسر جهان دارد و تشخیص دقیق و 

  Bسرولوژی و مولکولی ایجاد شده است. آزمایش کیفی سطح آنتی ژن هپاتیت های روش ازجمله، HBVپایش عفونت 

(HBsAg)  یک نشانگر تشخیصی برای افراد آلوده به  عنوان بهمدت طولانی است کهHBV  اخیراً، از سطح کند میعمل .

HBsAg  شناسایی موارد مثبت حال باایننتیجه درمان در اوایل درمان استفاده شده است.  بینی پیشبرای ،HBV DNA  که

HBsAg  قابل تشخیص ندارند، استفاده از آزمایشات مولکولی را تشویق کرده است همچنین از سوی دیگر تشخیص کمی

 Dual-probe Realاز تحقیق طراحی و توسعه  هدف ما ،رو ازاین. باشد می مؤثرویروس در روند درمان و دارویی بسیار 

Time PCR  جهت شناسایی کمی ویروس هپاتیتB .نمونه هپاتیت  5این مقاله ابتدا  یبرا بوده استB  از مراکز

-Realtimeتهیه گردید و تکنیک  144،1444،14444ها و کالیبراتور مناسب با رقت  پروب تهیه و پرایمرها، آزمایشگاهی

PCR از تحقیق ما با کیت مورد  آمدهایی بهینه شده و مقادیر واکنش مناسب انجام شد و در نهایت نتایج بدست با برنامه دم

سیستم پرایمر و پروب طراحی شده حاصل از کار ما نشان داد که  یجنتا مقایسه گردید. ها آزمایشگاهدر  Genrproofاستفاده 

طراحی و ساخت کالیبریتور  دارد و همچنین Bویروس هپاتیت  با فرمت هیدرولیز کارایی خوب و مناسبی برای تشخیص کمی

در مراکز  Viral Loadاز این سیستم در شناسایی  توان میو  باشد میو تبدیل عددی آن هم از صحت مناسبی برخوردار 

 بالینی استفاده نمود.
 

 کالیبراتور ساخت ،B یتهپات ،Dual-probe Real Time PCRتکنیک هاي کلیدي:  واژه
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 دمهمق

برای ایجاد محیطی مطلوب برای تکثیر به سلول میزبان احتیاج دارند.  ها ویروسداخل سلولی اجباری،  های انگلی عنوان به

اغلب سازوکارهایی را برای براندازی فرایندهای سیگنالینگ سلولی میزبان در پیش می گیرند. گرچه  ها ویروس، درنتیجه

فرایند های ویروسی از روند سیگنالینگ سلولی میزبان  اما ر ویروسی مفید است،فرایندهای سیگنالینگ برای چرخه تکثی

، برای ازجملهد منجر به بیماری زایی مرتبط با ویروس شود، توان مید برای فیزیولوژی سلول میزبان مضر باشد و توان می

) Bی سرطان زا، تبدیل سلول و پیشرفت سرطان. ویروس هپاتیت ها ویروس
1
HBV) ی سرطان زا است. ها ویروساین  ازجمله

آلوده شده اند و  HBVمیلیون نفر در سراسر جهان به طور مزمن به  HBV ،754-544با وجود در دسترس بودن واکسن 

2های کبدی ) تعداد قابل توجهی از این افراد مبتلا به سرطان سلول
HCC مبتلا می شوند. مطالعات اپیدمیولوژیک نشان می )

دومین علت مرگ و میر ناشی  HCCاست. در سطح جهانی،  HCCعامل اصلی خطر ابتلا به  HBVمن با دهد که عفونت مز

 HBVتأکید دارند.  HBVمرتبط با  HCCو توسعه  HBVاز سرطان است، و بر لزوم درک مکانیسم هایی که برای تکثیر 

زبان های محدودی دارند و عمدتا سلول های کبدی را می ها ویروساست. اعضای این خانواده از  هپادناویریدهنمونه اولیه خانواده 

، آرایش منحصر به فرد قاب های باز هپادناویریدهدر میزبان های خود آلوده می کنند. ژنوم بسیار کوچک و جمع و جور 

ی از ویژگی ها DNAبرای تولید ژنوم  RNAخواندن، و یک استراتژی تکثیر با استفاده از رونویسی معکوس از یک واسطه 

 متمایز هپادناویریده است.

اتفاق افتاد، تحقیقات اخیر نشان داده  1694نامیده می شود، در دهه  HBV انسان، که از این پس HBV در حالی که کشف

شناخته شده  Bدر حقیقت، اولین ویروس هپاتیت  .واقعاً از زمان دایناسورها وجود داشته اند B ی هپاتیتها ویروساست که 

(. اگرچه نظریه های متعددی 17پرندگان آلوده از دوره مزوزوئیک شناسایی شد ) DNAیلیون سال قدمت دارد و از م 82تقریباً 

جهش در انسان  ؛ و(10وجود دارد، اما به نظر می رسد که عفونت پستانداران یک اتفاق جدید است ) HBVدر مورد منشا 

مدرن به طرز چشمگیری شبیه  HBVرغم جدول زمانی تکاملی، سال پیش بوده باشد. علی 04،444ممکن است تنها در حدود 

جهت  Dual-probe Real Time PCRطراحی و توسعه (. هدف از این مقاله 17است ) Bی قدیمی هپاتیت ها ویروسبه این 

 .باشد می Bشناسایی کمی ویروس هپاتیت 

 

 مبانی نظري

 HBVساختار ژنوم 

HBV دارای یک ژنوم DNA  کیلو بیس پری( است که چهار 7.2رشته ای )حلقوی کوچک و دو ORF  کند میرا رمزگذاری 

 (.1)شکل

 

                                                           
1 - Hepatitis B virus 

2 - Hepatocellular carcinoma 
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 .B (HBV)مولکولی ویروس هپاتیت  شناسی زیست -1شکل

 

( است که اولین رشته ژنوم RTکننده پلیمراز ویروسی است که دارای فعالیت ترانس کریپتاز معکوس ) کد ،ORFبزرگترین 

DNA  را از یک واسطهRNA  دومین  .کند میتولیدORF  آنتی ژن سطح کند میبزرگ سه پروتئین پاکت ویروسی را کد :

آنتی ژن  عنوان به، همچنین کند میدیگری پیش ماده را رمزگذاری  ORF .(S( ) HBsAg( و کوچک )M(، میانی )Lبزرگ )

HBV E (HBeAg) نهایت، کوچکترین  در ؛ وو پروتئین اصلی شناخته می شود که کپسید ویروسی را تشکیل می دهد

ORF  پروتئینHBV X (HBx)  یک پروتئین تنظیم کننده کوچک که نشان داده شده است برای تکثیر کند میرا کد ،

HBV  هم در شرایطin vitro ( 25-26و هم در داخل بدن مورد نیاز است.) ORF های ویروسی درRNA  های مشخص

نسخه های رونویسی زیر  ه نسخه های ژنومی و زیر ژنومی تقسیم شوند.ند بتوان میکپ و پلی آدنیله کدگذاری می شوند که 

کیلو بیس پری، کد کننده  4.3عمل می کنند و به ترتیب از رونوشت  HBVالگوهای پروتئین های  عنوان بهژنومیک فقط 

HBx و رونوشت های ،HBsAg 2.1  کیلو بیس پری به ترتیب  2.0کیلو بیس پری وM  وS-HBsAg  وHBsAg 

رونوشت ژنومی که  برای پیش ماده، هسته و پلیمراز عمل می کنند. mRNA عنوان بهرونوشت های ژنومی  شکیل شده اند.ت

 ( یاد می شود.pgRNAپراژنومیک ) RNA عنوان بهچند منظوره است و از آن  کند میهر دو هسته و پلیمراز را رمزگذاری 

pgRNA  الگویی برای همانندسازیHBV لید ژنوم است و برای توHBV DNA .از آنجا که  رونویسی معکوس می شود

کپی نهایی از ژنوم ویروسی بزرگتر  pgRNAکیلو بیس پری است،  pgRNA 3.5کیلو بیس پری و  7.2ژنوم ویروسی فقط 

دارای سایت پلی آدنیلاسیون یکسان هستند و هر یک از رونوشت های  HBV RNAهمه رونوشت های  از طول واحد است.

در  HBxاین بدان معنی است که توالی رونوشت  هر یک از رونوشت های بزرگتر را تشکیل می دهند.' 7ر انتهای کوچکت

موجود است، در حالی که بزرگترین رونوشت نسخه ویروسی است که حاوی توالی  mRNA HBVهمه نسخه های ' 7انتهای 

از توالی های پروموتر  HBVهای  RNAرونویسی  (.11،74،71است که با سایر رونوشت ها به اشتراک گذاشته نمی شود )

به فعال سازی  توان میرا  HBVحداقل برخی از محدودیت های هپاتوتروپیک  خاص در ژنوم ویروسی هدایت می شود.

 / Enhancer Iمثال، فعال سازی پروموتر  عنوان به رونویسی توسط عوامل رونویسی اختصاصی سلول های کبدی نسبت داد.

HBx ین قدم ضروری در رونویسی ویروسی است، زیرا اعتقاد بر این است که رونویسی را از پروموترهای پایین دستی اول
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 ازجملهترسیم شده اند، مختص کبد هستند،  EN1 / HBxتعدادی از فاکتورهای رونویسی که به پروموتر  افزایش می دهد.

 0سیاری از سایت های اتصال فاکتور رونویسی که در ب .HNF4و  1 ،HNF3 (HNF)فاکتور هسته ای سلول های کبدی 

فعال می شوند،  HBVمشخص شده است، برای فاکتورهای رونویسی است که توسط پروتئین های  HBVمنطقه پروموتر 

با واسطه فاکتور رونویسی با جزئیات بیشتری  HBVتنظیم رونویسی  (.72، حاکی از آبشار خاص رونویسی است )HBxاغلب 

 (.11،77ی دیگر بررسی شده است )در جاها

 

Realtime-PCR 

آیند.  های زیستی و ژنتیکی به شمار می ترین ابزارهای پژوهش های نوکلئیک از مهم های تکثیر و شناسایی اسید امروزه تکنیک

ر طیف ها د شرو ازاین …های علوم زیستی، بیوتکنولوژی، پزشکی، پزشکی قانونی، تشخیصی و  دانشمندان در همه زمینه

کنند. برای برخی از کاربردها، تشخیص کیفی اسید نوکلئیک کافی است. در حالی که  ای از کاربردها استفاده می گسترده

تواند برای تجزیه و تحلیل کمی و  می Time PCR  –. Realها نیاز به تجزیه و تحلیل کمی دارند تحقیقات در سایر زمینه

تکثیر شده یا آمپلیکون در یک تحلیل   DNAمعمولی، محصول  PCRدر .رار گیردکیفی اسیدهای نوکلئیک مورد استفاده ق

 در زمان واقعی، تجمع محصول ایجاد شده را در طی روند پیشرفت واکنش  PCRشود. در حالی که نقطه انتهایی شناسایی می

PCR دهد به طوری که کمیت محصول پس از هر بار انجام چرخه به طور همزمان نشان میPCR  شود گیری می اندازه. 

های  رشته  PCRهای . در اولین مرحله، اجزای واکنش(2) در زمان واقعی در شکل زیر مشخص شده است  PCRمراحل انجام

های  با توجه به پروتکل مشخص، در لوله  PCR شوند. سپس اجزای واکنش هدف به همراه پرایمرهای اختصاصی آماده می

 گیرند. پس از تنظیم دستگاه، واکنش در زمان واقعی قرار می  PCRها درون دستگاه لولهشوند و  با هم ترکیب می  واکنش

PCR های شود. همزمان با شروع چرخه شروع میPCR  های جمع آوری شده توسط نرم افزار یا ابزار اختصاصی دستگاه  داده

 .گیرند مورد تجزیه و تحلیل قرار می

 

 در زمان واقعی  PCRمراحل انجام -2شکل
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 PCR گزارشگر به محصولات عنوان بهدر زمان واقعی، با اضافه کردن یک مولکول فلورسنت  PCR تشخیص به وسیله تکنیک

تولید شده در هر چرخه، فلورسانس  DNA گیرد، به طوری که با پیشرفت واکنش و افزایش مقدار در هر لوله واکنش انجام می

 مواد .یابد که این افزایش با حسگرهای دستگاه قابل شناسایی است یش میایجاد شده به وسیله مولکول گزارشگر نیز افزا

های پرایمر یا پروب نشان دار  و توالی DNA های متصل شونده به شیمیایی فلورسانس به کار رفته برای این منظور شامل رنگ

های ترموسایکلر  دار شده، دستگاههای نشان  شده با فلورسانس هستند. برای ردیابی و نظارت بر سیگنال فلورسانس این پروب

ها، طراحی شده  و تولید محصولات آن PCR های تخصصی مجهز به حسگرهای تشخیص فلورسانس همزمان با پیشرفت چرخه

تکثیر شده است. تغییر فلورسانس به مرور زمان  DNA گیری شده متناسب با مقدار کل آمپلیکون یا است. فلورسانس اندازه

در زمان واقعی   PCRترین مزیت مهم .گیرد آمپلیکون تولید شده در هر چرخه مورد استفاده قرار می برای محاسبه مقدار

الگو )توالی   DNAهای دهد، تعداد اولیه نسخه در زمان واقعی به شما امکان می  PCRمعمولی این است که  PCRنسبت به

تواند کیفی  در زمان واقعی می  PCRنتایج .یین کنیدهای واکنش تع هدف( را با دقت و حساسیت بالا در روند انجام چرخه

در زمان واقعی کمی، نیز  PCR .های توالی هدف( باشد )تعیین حضور یا عدم وجود یک توالی( یا کمی )تعیین تعداد نسخه

 .شود شناخته می Quantitative real-time PCR یا qPCR روش عنوان به

PCR ها را به صورت کیفی )با استفاده از تکنیک ژل الکتروفورز( ارائه دهد.  یج واکنشتواند نتا معمولی در بهترین حالت می

در  PCR در زمان واقعی بدون نیاز به انجام ژل الکتروفورز قابل ارزیابی هستند، به همین دلیل با PCR های علاوه بر این، داده

 های این نوع از تکنیک نهایت، از آن جایی که واکنش شود. در های انجام واکنش صرفه جویی می زمان واقعی، در زمان و هزینه

PCRها در یک سیستم ها قابل ردیابی هستند؛ داده ، همزمان با پیشرفت واکنش qPCR  یکپارچه، با لوله بسته )بدون نیاز به

های  یاز به دستکارییابد و ن ها کاهش می شوند و به این ترتیب امکان ایجاد آلودگی در واکنش ها( ارزیابی می دستکاری واکنش

 .وجود ندارد qPCR در تجزیه و تحلیل Postamplification بعد از تکثیر یا

های اسیدهای  در زمان واقعی به ابزار انتخابی جهت شناسایی سریع، حساس و اختصاصی رشته  PCR /qPCRآزمون

 تکنیک .مختلف بیولوژیکی مشخص کند های تواند مقادیر کمی اسیدهای نوکلئیک را در نمونه نوکلئیک است و همچنین می

Real-time PCR های  های کاربردی متنوعی همچون تجزیه و تحلیل بیان ژن، تشخیص و شناسایی ارگانیسم در برنامه

 .گیرد های دخیل در سرطان مورد استفاده قرار می اصلاح شده ژنتیکی در مواد غذایی و ژن

های ژن یا به اصطلاح دوز  به طور گسترده برای اندازه گیری کمی تعداد کپی qPCR های های تحقیقاتی، واکنش در آزمایشگاه

-Real گیرند. چنانچه تکنیک های جهش یافته در نمونه مورد استفاده قرار می های سلولی مختلف و یا حضور ژن ژن در رده

time PCR در کنار روش PCR با رونویسی معکوس (RT-PCR) گیری  توان برای اندازه میها  انجام شود، از این تکنیک

مثال، افزایش یا کاهش بیان یک ژن در پاسخ به شرایط مختلف محیطی یا  عنوان بهدقیق تغییرات در بیان ژن استفاده کرد. 

 .گیری است در سطح سلولی قابل اندازه .mRNA گیری تغییرات درمان دارویی، با اندازه

 

 پیشینه تحقیق

 پرداختند. Bویروس هپاتیت  DNAبه تعیین میزان  Real-time PCRستفاده از روش ( با ا2413چاوو لو و همکاران )

محافظت شده  Cو  Sایجاد کردندکه از دو جفت آغازگر و دو پروب بر اساس مناطق  real-time PCRمضاعف انها یک روش 

و نتایج آزمایش های  را انجام دادند HBVنمونه های  HBV DNAاستفاده شده است. انها تشخیص کمی  HBVاز ژنوم 
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Real-time PCR  را با آزمایش هایCOBAS TaqMan HBV  و تست های  2نسخهReal-time PCR  مقایسه

 Real-timeو آزمون  2نسخه  COBAS TaqMan HBVمطابق با آزمون های  Real-time PCRنتایج تست  کردند.

PCR .مطابقت داشت 

در بیماران  Bدر تشخیص عفونت مخفی ویروس هپاتیت  PCRثیر پرایمرهای ( تأ2418فرانسیسکا سوسا جورادو و همکاران )

 مکزیکی را بررسی کردند.

منفی با یا بدون  HBsAgدر کبد افراد  B (HVB)ویروس هپاتیت  DNAوجود  عنوان به B (OBI)عفونت پنهان هپاتیت 

DNA  .ویروسی قابل تشخیص در سرم تعریف می شودOBI یرا با بار ویروسی بسیار کمی یک چالش تشخیصی است ز

ند به بیماری مزمن کبدی، توان می OBIمشخص می شود که به طور متناوب در طول زمان قابل تشخیص است. افراد مبتلا به 

 OBIسیروز کبدی و کارسینوم سلولهای کبدی مبتلا شوند. هدف از این کار تولید ابزارهایی برای بهبود تشخیص  ازجمله

و  PCR nestedدر نمونه های سرمی توسط  OBIرا برای شناسایی  پرایمرها انها رایج در مکزیک بود. HVBژنوتیپ های 

real-time PCR  طراحی و آزمایش کردند. سایت های محافظت شده در ژنوم ویروسی با ترازبندی متداول ترین ژنوتیپ های

HBV ( در مکزیکG/H, F و Dتعیین شد و پرایمرهای پوشاننده کل ژن ) وم ویروسی برای اولین بار وPCR nested  طراحی

نفری مورد آزمایش قرار  119، از یک گروه HIVیا  Cبیمار آلوده به ویروس هپاتیت  05شدند. پرایمرها در نمونه های سرمی 

 / (-) HBsAgحاصل از  PCR nestedمزمن آزمایش شدند. محصولات  HBVگرفتند. پرایمرها نیز در یک گروه کنترل با 

anti-HBc (+)  توالی یابی شدند و برای طراحی پرایمرهایreal-time PCR .موثرترین جفت  مورد استفاده قرار گرفتند

 Cو  ORF PCR nested PCR: PreS2 / P ،S / P ،X / PreCتوسط مناطق  HBVپرایمرها برای شناسایی محصولات 

بیمار  05را هدف قرار دادند. از  .Cو  ORF PreS2 / P ،S / P ،Xآنها مناطق  real-time PCRبودند؛ در حالی که توسط 

HBsAg (-) /  ضدHBc (+)  مورد با  70و  28آزمایش شده، ژنوم ویروسی به ترتیب درnPCR  وreal-time PCR 

مکزیکی را، با یا  OBIاز بیماران مشکوک به  ٪35.5تا  real-time PCRپرایمرهای طراحی شده برای  تشخیص داده شد.

 است. PCRون بیماری کبد، شناسایی کردند که نشان دهنده پیشرفت نسبت به استراتژی های قبلی بد

و آزمایشات  Real Time PCR ،Chemilluminicensce ،ELISA های روش( 2418سنا عرفان و همکاران )

 را با یکدیگر مقایسه کردند. Bایمونوکروماتوگرافی سریع برای تشخیص عفونت ویروس هپاتیت 

یکی از دلایل اصلی هپاتیت مزمن در کشورهای در حال توسعه است. مطالعه حاضر به منظور ارزیابی اثر  Bیروس هپاتیت و

در بیماران داخل و  Bبرای تعیین تشخیص ویروس هپاتیت  RT_PCRشیمی درمانی، الایزا و آزمایش کروماتوگرافی ایمنی به 

بیمار انجام شد.  035مقطعی بر روی  -این مطالعه توصیفی  انجام شد.خارج گروه پزشکی، موسسه علوم پزشکی راجندرا 

و  ELISA ،ICTاطلاعات دموگرافیک و نمونه های سرمی بیمار از افراد جمع آوری شد. نمونه ها توسط شیمی لومینسانس، 

RT-PCR  برایHBV .مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند 

برای  RT PCRتوسط  97و  ICTتوسط  91توسط الایزا،  Chemilluminicensce ،90 34در مطالعه حاضر، از مجموع 

HBV .با استفاده از  مثبت تشخیص داده شدRT PCR  وChemilluminicensce 97 .بیمار از  2در کل  نمونه مثبت بودند

 RT-PCRبیمار از نظر  3منفی بودند در حالی که  Chemilluminicensceمثبت و از نظر  RT PCRتوسط  HBVنظر 

منفی  ELISAمثبت و با  HBVاز نظر  RTPCRبیمار از نظر  8در کل  مثبت بودند. Chemilluminicensceمنفی و با 

توسط  HBVبیمار از نظر  11در مجموع  مثبت بودند. ELISAمنفی و از نظر  RT-PCRبیمار از نظر  5بودند در حالی که 
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RT PCR  مثبت و از نظرICT  بیمار از نظر  7منفی بودند در حالی کهRT-PCR  منفی و از نظرICT .بیماران  مثبت بودند

HBsAg  منفی همچنین باید با آنتی بادی کلHBc  به دلیل مشکوک به قرار گرفتن در معرض غربالگری شوند که بعداً باRT 

PCR .روش  تأیید می شودRT-PCR یک روش خاص و قابل اعتماد مناسب برای غربالگری  عنوان بهHBV عتبر شناخته م

 شده است و باید برای تعیین دقیق و نهایی تشخیص این بیماران توصیه شود.

را  Nested PCRدر بیماران همودیالیزی با استفاده از  B( شیوع عفونت ویروس هپاتیت 2424الهام صمدی و همکاران )

 بررسی کردند.

ویروسی داخل کبدی، و  DNAم، علی رغم وجود قابل تشخیص در سر HBsAgمخفی به دلیل عدم وجود  Bعفونت هپاتیت 

 Hepتعریف می شود. از آنجا که بیماران همودیالیزی اگر ناقل  (cccDNAحلقوی بسته شده کووالانسی ) DNAسطح پایین 

B  د منجر به توان میباشند، در معرض خطر بیشتری قرار دارند، زیراOBI  شود، این مطالعه برای تعیین شیوعOBI ن در بیمارا

نمونه بیمار همودیالیزی  199بر روی  HBc (ELISA) یک آزمایش ضد انها همودیالیزی ساکن زنجان، ایران طراحی شده بود.

HBsAg  .منفی انجام دادندOBI با استفاده از nested PCR .از کل بیماران همودیالیزی نمونه گیری شده،  بررسی شد

 ± 0/23سال بود و تقریباً  86/58 ± 06/15سن گروه مطالعه از  زن بود. شرکت کنندگان ٪91.01مرد و  ٪58.0مطالعه شامل 

درصد در  58.0درصد بیماران سابقه انتقال خون داشتند، در حالی که  5.0علاوه بر این،  سال دیالیز دریافت کرده بودند. 23/28

مثبت بودند، در حالی که  HBcران ضد درصد بیما 27.5علاوه بر این،  واکسینه شده بودند. B (HBV)برابر ویروس هپاتیت 

از نظر  ٪77.3مثبت بودند، در حالی که  HBاز بیماران از نظر ضد  ٪99.7سرانجام،  درصد بیماران آزمایش منفی داشتند. 39.5

افرادی که علیه  ٪2/1در  HBV DNAبود و  OBI 6٪به طور کلی، این مطالعه نشان داد که شیوع  منفی بودند. HBsضد 

به سن بیماران، جنس، مدت دیالیز  OBIاگرچه تفاوت معنی داری بین شیوع  تشخیص داده شد. واکسینه شده بودند B هپاتیت

 پیدا شد. HBVبه واکسیناسیون  OBI، یک رابطه قوی بین شیوع حال بااینیا سابقه انتقال خون مشخص نشد، 

 

 نتایج انالیز کیفی اسید نوکلئیک ویروسی استخراج شده

آلمان طبق درستورالعمل  Rocheشرکت  High Pure Viral Nucleic acidنمونه با استفاده از کیت  5ل قبل در مراح

 شرکت سازنده استخراج انجام شد.

که در شکل  همانطور (.7در ادامه تعدادی از نمونه ها به طوری تصادفی روی ژل آگارز مورد بررسی کیفی قرار گرفتند )شکل 

که نمونه ها به  باشد میونه های استخراج شده باندهایی شارپ و واضح دارند که نشان دهنده این مشاهده می شود تمامی نم

 خوبی استخراج شده اند و قابلیت استفاده در تحقیق را دارند.
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نشانگان وزن مولکولی  3ژنومی ویروسی نمونه هاي بالینی. ردیف  DNAتصویر ژل آگاروز تعدادي از  -3شکل

 نمونه هاي بالینی. 5و 4، 2، 1زي. ردیف هاي جفت با 111-3111

 

 B)هیدرولیز پروب( براي ژنوم هپاتیت  Taqmanتوالی هاي پرایمري و پروب طراحی 

طراحی پرایمری و پروب مناسب برای شناسایی  NC_003977با کد دسترسی  B بر اساس سکانس ژنوم ویروس هپاتیت

ارزیابی و توالی های  n-Blastو  Oligoanalyzer On lineطراحی و با کمک نرم افزار بطور دستی  HBVویروس 

 (.1پرایمری و پروب مناسب زیر بدست آمد )جدول 

 B)هیدرولیز پروب( براي ژنوم هپاتیت  Taqmanتوالی هاي پرایمري و پروب  -1جدول 

CAA CCT CCA ATC ACT CAC CAA C 

 
HB1 Primer: 

 

ATA TGA TAA AAC GCC GCA GAC AC 

 
HB2 Primer: 

FAM-TCC TCC AAT TTG TCC TGG TTA TCG CT-BHQ1 Probe: 
 

سنتز گردید و طبق بطور شیمیایی توسط شرکت متابیون آلمان  OD 3-5توالی های پرایمری و پروب در در ادامه 

 ن واکنش در فریزر ذخیره گردید.پیکومول حل و سپس رقیق سازی انجام شد و تا زما 144دستورالعمل ارسالی در غلظت 

 

 طراحی و سنتز کالبریتور

. این توالی که در باشد میکه محل اتصال توالی های پرایمری و پروب  دباش می HBVتوالی کالیبریتور بخشی از ژنوم ویروس 

 (.2زیر نمایش داده شده است )جدول 
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 توالی کالیبراتور-2جدول 

AACCTCCAATCACTCACCAACCTCTTGTCCTCCAATTTGTCCTGGCTATCGCT

CGATGTGTCTGCGGCGTTTTATCATAT 
 

بطور توسط شرکت متابیون آلمان  8OD-5نوکلئوتیدی بوده که بطور سنتتیک در غلظت  84در این تحقیق توالی کالیبراتور 

زی به پیکومول حل و سپس به واسطه فرمول زیر رقیق سا 144سنتز گردید و طبق دستورالعمل ارسالی در غلظت شیمیایی 

نسخه ای از کالیبریتور تهیه گردید و تا زمان واکنش در  14444و 1444، 144گونه ای انجام شد که در نهایت غلظت های 

 فریزر ذخیره گردید.

 
X = amount of amplicon (ng)  
N = length of dsDNA amplicon 
660 g/mole = average mass of 1 bp dsDNA 

 

 روي سه رقت کالیبریتور اجرا واکنش بهینه شده بر

کپی  1444کپی،  144رقت از کالیبریتور با تعداد نسخ های  7پس از تبدیل غلظت کالیبریتور به تعداد نسخه برای کالیبریتور، 

R( و Slopeکپی از کالیبریتور تهیه و واکنش برای تعیین شیب خط ) 14444و 
(. نتایج حاصله نشان 0،5انجام شد )اشکال  2

 .باشد میکالیبریتور تهیه شده از مطابقت عددی مناسبی برخوردار می دهد که 

 
 کالیبریتور روي کانال گرین. 11111و  1111،111تصویر نمودار هاي تکثیري سه رقت  - 4شکل
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نمودار شیب خط استاندار هاي ساخته شده در این تحقیق. همانطور که مشاهده میشود شیب خط در  -5شکل

 .باشد می R2:1و  3.2-محدوده استاندارد 

 

 اجرا واکنش بهینه شده بر روي نمونه هاي مشخص استخراج شده

آنها استخراج شده بود به صورت  DNAنمونه ای که قبلا تهیه و  5در این مرحله طبق شرایط بهینه شده فوق ازمایش بر روی 

 (:9،3زیر انجام گرفت )شکل

 
نمونه بالینی در حضور کالیبریتور و کنترل  5کانال گرین براي  نمودار تولید سیگنال هیدرولیز پروب در -6شکل

 مثبت و منفی.
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 نمونه بالینی مجهول. 5نمودار شیب خط استاندار ها همراه با  -7شکل

 

 مشاهده کرد. 7در جدول  توان مینمونه را  5از بررسی  آمدهدر ادامه نتایج کمی بدست 

 شده بر پایه کالیبریتور تهیه شده در این پروژه. نمونه بالینی محاسبه 5نتایج کمی  -3جدول

 

 

 54میکرولیتر سرم انجام شده است و در نهایت در  244با توجه به اینکه استخراج بر طبق پروتوکل استخراج از 

باید  حل گردیده. نتایج عددی حاصله برای تبدیل به تعداد نسخه های موجود در هر میلی لیتر سرم Elutionمیکرولیتر بافر 

 ضرب گردند. 254در عدد 
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 0در جدول  ها آزمایشگاهنمونه توسط کیت های تجاری توسط سایر  5نتایج نهایی این تبدیل و مقادیر عددی تعیین شده آن 

 ارائه شده است:

 ها آزمایشگاهمورد استفاده در  geneproofاز این پروژه و کیت هاي تجاري  آمدهمقایسه نتایج بدست -4جدول 

 

کنید میزان انحراف نتایج عددی محاسبه شده در این پروژه با نتایج حاصله از کیت  ملاحظه می 0نطور که در جدول هما

د به دلایل دیگری همچون ذخیره طولانی نمونه های سرمی که منجر به کاهش لود ویروس توان میتجاری بسیار اندک بوده و 

در این تحقیق نه تنها نشان از  آمدهدر مجموع نتایج بدست  شده اشاره نمود.برای بررسی ثانویه تعداد نسخه ها در این پروژه 

کارایی مناسب سیستم پرایمری و پروب طراحی شده با فرمت هیدرولیز پروب در این پروژه دارد بلکه نشان می دهد طراحی و 

 Viralز این سیستم در شناسایی ا توان میو  باشد میساخت کالیبریتور و تبدیل عددی آن هم از صحت مناسبی برخوردار 

Load .در مراکز بالینی استفاده نمود 

 

 بحث و نتیجه گیري

عامل آن است. بیشترین آسیب این بیماری  HBVویروس است که انسان در ویروسی بیماری عفونی نوعی B هپاتیت

انسان و میمون را نیز  کلیه و پانکراس بافت هدف این بیماری و میزبان آن محدود و فقط در کبد، گاهی بیمار است. کبد متوجه

انتقال این ویروس با قرار گرفتن در  و آن شود مزمن یا حاد تواند سبب هر دو حالت ویروس این بیماری می .کند آلوده می

است، این  زاد بوم گیرد. در مناطقی که این بیماری شایع و دن فرد آلوده صورت میآلوده ب مایعات بیولوژیکی یا خون معرض

است. در مناطقی که  B ترین راه انتقال هپاتیت ایعانتقال در زمان تولد یا از راه تماس با خون افراد دیگر در دوران کودکی ش

وریدی مواد مخدر، و مقاربت  ترین شیوه انتشار این عفونت از مسیر استفاده کاربران تزریق درون این بیماری نادر است، متداول

است و میلیون مرگ ناشی از هپاتیت ب در سراسر جهان وجو داشته  1.70حدود  2415طبق امار در سال  جنسی است.

( مورد مرگ ناشی از هپاتیت به دلیل سیروز کبدی و به دنبال آن سرطان اولیه کبد یعنی کارسینوم 324،444بیشترین )

 Bبا عفونت مزمن هپاتیت  2415میلیون نفر در سال  253مرگ( بوده است. در سطح جهانی، حدود  034،444هپاتوسلولار )

(HBV)  زندگی می کردند و شیوع جهانی عفونتHBV  است. ٪7.5در جمعیت عمومی 

HBV  از خانوادهHepadenaviridae  باشد و این ویروس کوچک، دارای پوشش، دارای میDNA   دو رشته و حلقویست

نوکلئوتید و ژنوم رشته کوتاهتر دارای  7424-7724ای است و طول ژنوم رشته کامل دارای  که قسمتی از آن تک رشته

است که این آنزیم چسبیده به ژنوم   (RTase)مچنین دارای آنزیم ریورز ترانس کرپیتازنوکلئوتید است؛ه 2844-1344

ی آنتی ژن سطحی، آنتی ژن مرکزی ها مهم به نام آنتی ژن نوع 7این ویروس دارای  .ویروس و دارای فعالیت ریبونوکلئاز است

 های اصلی شامل سه پلی پپتید به صورت همپوشان است که پروتئین  Bپوشش ویروس هپاتیت .و یک آنتی ژن دیگر است

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B9%D9%81%D9%88%D9%86%D8%AA
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%88%DB%8C%D8%B1%D9%88%D8%B3
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%88%DB%8C%D8%B1%D9%88%D8%B3
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D9%86%D8%B3%D8%A7%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%88%DB%8C%D8%B1%D9%88%D8%B3_%D9%87%D9%BE%D8%A7%D8%AA%DB%8C%D8%AA_%D8%A8%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%A9%D8%A8%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%A7%D9%86%DA%A9%D8%B1%D8%A7%D8%B3
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%A9%D9%84%DB%8C%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AD%D8%A7%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D8%B2%D9%85%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AE%D9%88%D9%86
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D9%85%D8%A7%DB%8C%D8%B9_%D8%A8%DB%8C%D9%88%D9%84%D9%88%DA%98%DB%8C%DA%A9%DB%8C&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D9%88%D9%85%E2%80%8C%D8%B2%D8%A7%D8%AF%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D9%86%D8%AA%DB%8C_%DA%98%D9%86
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Small (S) ،Middle (M) وLarge (L)  های ژنی آورد و به ترتیب توسط سکانس را به وجود میS  ،S1 -PreوS2 -Pre 

 .شوند کدگذاری می

از سایر  HBVبرای تشخیص عفونت  و امروزه از مهمترین مشکلات بهداشتی جهانی است B (HBV) ویروس هپاتیتعفونت 

 .باشد می، آزمایشات بالینی ضروری رو ازاین تشخیصی خاصی لازم است ؛ های روشهپاتیت ها که عامل بیماری زایی هستند، 

نتی بادی های انسانی در برابر این آنتی ژن ها و همچنین ، آHBV اساساً مبتنی بر تشخیص آنتی ژن های HBV تشخیص

است که در درجه اول در خون و به دنبال آن کبد و در سایر نقاط کبدی  (HBV DNA) وجود اسیدهای نوکلئیک ویروسی

 .در شرایط خاص وجود دارد

را  HBV/ مزمن، مداوم / گذشته با بر اساس وجود یا عدم وجود ترکیبی از آنتی ژن ها / آنتی بادی ها، عفونت های حاد  

تا حد زیادی بر اساس تشخیص  HBVعفونت  آزمایشگاهیدر میان نشانگرهای مختلف، تشخیص  تشخیص داد. توان می

به دلیل جهش های فرار تشخیصی در اپی توپ ها یا به  HBsAgبا این وجود مسئله عدم شناسایی  است. HBsAgایمنی 

بسیار تأکید  HBVمیت استفاده از ابزارهای بیولوژیک مولکولی قوی را برای تشخیص کارآمد دلیل سطح آنتی ژن پایین، اه

را تا حد زیادی تقویت کرده  HBVبا این وجود، پیشرفت سنجش های مولکولی همچنین زمینه تشخیص مولکولی  کرده است.

، مانند واکنش زنجیره ای HBV DNAمولکولی شامل تکنیک های مبتنی بر چرخه حرارتی برای تکثیر  های روش است.

از دهه گذشته، با افزایش یافته های گروه  و غیره است. NASBA ،TMA ،LAMP ،RCAیا  qPCR، (PCR)پلیمراز 

بر مبنای اسید نوکلئیک در زمینه  DNAسرولوژیکی منفی و ظهور جهش های تشخیصی، سنجش های  HBVهای عفونت 

 های روش عنوان بهمبتنی بر اسید نوکلئیک  های روشفت فن آوری و کاهش هزینه ها، بالینی اهمیت پیدا کرده اند. با پیشر

مبتنی بر اسید نوکلئیک در تعیین کمی سطح  های روشتکمیلی یا تشخیصی تکمیلی یا جایگزین شده اند. علاوه بر این، 

HBV DNA در این تحقیق هدف  ؛ ومهم است در بیماران، برای ارزیابی مرحله تکثیر و اثربخشی درمان ضد ویروسی بسیار

بود که شناسایی کمی این  Bجهت شناسایی کمی ویروس هپاتیت  Dual-probe Real Time PCRطراحی و توسعه ما 

 .باشد میبسیار مهم  Bویروس در مراحل درمانی بیماران هپاتیت 

ر پیشرفت بیماری و درمان آن استفاده به طور گسترده ای برای نظارت ب HBVعلاوه بر ژنوتیپ، تجزیه و تحلیل کمی عفونت 

تحقیقاتی توسط دیگر محققان صورت گرفته که در زیر به انها اشاره  Bمی شود. در زمینه تشخیص کمی ویروس هپاتیت 

 خواهیم کرد.

 در با استفده از روش تشخیص رنگ سنجی را گسترش داد. B کمی برای ویروس هپاتیت PCRمیکو اووسی  1667در سال 

که در  B (HBV)یق یک آزمایش رنگ سنجی حساس و جدید برای تعیین کمیت تعداد اولیه ژنوم ویروس هپاتیت این تحق

PCR .ژنوم های ویروسی همراه با یک استاندارد داخلی برای تغییر ضریب کارایی تقویت  تکثیر شده است، توصیف شده است

برای تشخیص کمی به صفحات میکروتیتر کوت شده  IS DNAو  HBVیکی از دو پرایمر بیوتینیله بود و مخلوط  می شوند.

 DNAمولکول  14 <تا 14تشخیص رنگ سنجی کمی، سریع و دقیق با دامنه پویایی از حدود  با استرپتاویدین متصل شدند.

رد با استفاده از یک منحنی استاندا HBV / ISدر یک نمونه بالینی از نسبت سیگنال  HBVتعداد اولیه ژنوم های  بود و

 میکرولیتر سرم کمی سازی شد. 14ژنوم ویروسی از  15در این روش  تفسیر می شود.

با پروب  Real-Timeبا استفاده از روش  Bویروس هپاتیت  DNAسول یاتس و همکارانش تشخیص کمی  2441در سال 

اسایی ویروس هپاتیت برای شن DNAاین تحقیق انها یک سیستم شناسایی و کمی سازی  در را توسعه دادند. Beaconهای 
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B (HBV) مبتنی بر NASBA  وreal-time  با پروب هایBeacon .در این کار انها نشان دادند که با  را ایجاد کردند

هدف  DNAرا برای تکثیر  NASBAروش  توان میتغییراتی مانند طراحی پرایمر، روش استخراج نمونه و دناتوراسیون الگو، 

مزیت عمده روش انها ماهیت ایزوترمال یک لوله ای است که اجازه می دهد  یک مناسب کرد. RNAایجاد آمپلیکن  درنتیجهو 

 HBVنسخه  146تا  147روش دارای محدوده تشخیصی  ینا برنامه ای با توان بالا برای تشخیص اسید نوکلئیک باشد.

DNA .میلی لیتر از پلاسما یا سرم، با تکرارپذیری و دقت خوب است / 

در ناقلین مزمن  Bویروس هپاتیت  DNAبرای تعیین کمیت  real-time PCRمیمونا مندی و همکارانش از  2449در سال 

و آغازگرهای  SYBR-Greenبا استفاده از تشخیص سیگنال  real-time PCRسنجش کمی  در گامبیا استفاده کردند.

بود و در  HBeیروس نسبت به آنتی ژن شاخص قابل اعتماد تری از وجود و HBV DNA انجام شد. Sاختصاصی برای ژن 

33.4٪ HBeAg  منفی و در همه ناقلینHBeAg .مثبت تشخیص داده شد 

برای تشخیص کمی ویروس هپاتیت ب برای شناسایی همه  real-timeروبرتا سیتنیک و همکارانش از روش  2414در سال 

با  HBV DNAبرای کمی سازی  real-time PCRاین تحقیق انها از سنجش  در استفاده کردند. HBVژنوتیپ های 

آغازگرها و پروب ها با استفاده از ترازبندی و تنظیم توالی از همه  استفاده کردند. MGBو پروب های  TaqManتکنیک 

روش انها کنترل داخلی بود و با یک پانل بین المللی  به منظور تکثیر یکسان همه آنها طراحی شده بودند. HBVژنوتیپ های 

HBV مقادیر  ؛ واندارد شده بوداستCV  این روش برای تقویت همه  بود. 4.46و  4.12در این روش به ترتیب  آمدهبدست

یک روش معمول، با یک پروتکل  عنوان به DNA HBVکارآمد بوده و گزینه خوبی برای تعیین کمیت  HBVژنوتیپ های 

 ارزان و قابل اعتماد ارائه داد.

مقرون به صرفه را برای شناسایی طیف گسترده  real-time PCRو همکارانش توسعه آزمایش الکیون دالیورا  2410در سال 

هدف از این مطالعه توسعه یک روش داخلی مبتنی  در منطقه آمازون غربی برزیل استفاده کردند. HBV DNAای از غلظت 

برای آزمایش اسید نوکلئیک بود، که هم بسیار حساس و هم کارآمد باشد و یک روش جایگزین  real-time PCRبر 

(NAT.ارائه دهد ) از پلاسمید  جفت باز کلون سازی و رقیق شد. 146این تحقیق یک قطعه توالی پیش هسته به طول  در

حد تشخیص برای سنجش با استانداردهای  نسخه در میلی لیتر تهیه کردند. 146×  2تا  147×  2داخلی رقت های سریالی 

pHBVRO 2444 کار انها نشان داد که  جینتا میکرولیتر بود. 74در حجم کل واکنش  / میلی لیترqHBVRO PCR 

در هر مرحله از بیماری نشان دهد که ظرفیت بالایی برای غربالگری  Bرا در افراد مبتلا به هپاتیت  HBV DNAد توان می

NAT  در اهدا کنندگان هپاتیتB .را نشان می دهد 

 Bیک های مورد استفاده توسط این محققین به خوبی توانسته تشخیص کمی ویروس هپاتیت نتایج تحقیقات بالا نشان داد تکن

 در و طراحی پرایمرها و پروب های مناسب انجام شده اند. real-time PCRرا انجام دهند که همه انها با استفاده از تکنیک 

 real-timeرا برای تشخیص کمی توسط سیستم  تحقیقاتی که توسط ما انجام شد پرایمر ها و پروب ها و کالیبراتور مناسبی

PCR  نمونه با این سیستم بررسی و با کیت  5تهیه گردید و  144،144،14444رقت  7طراحی کردیم که کالیبراتوذ در

Geneproof  از نظر کارایی مقایسه شد و نتایج نشان داد که سیستم پرایمر و پروب طراحی شده با فرمت هیدرولیز کارایی

طراحی و ساخت کالیبریتور و تبدیل عددی آن هم از  دارد و همچنین Bمناسبی برای تشخیص کمی ویروس هپاتیت خوب و 

در مراکز بالینی استفاده نمود که در  Viral Loadاز این سیستم در شناسایی  توان میو  باشد میصحت مناسبی برخوردار 

 .مراحل درمان این بیماری از اهمیت بالایی برخوردار است
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 پیشنهادات

 از نمونه های سرمی بیشتر جهت بررسی سیسیتم طراحی شده ما و مقایسه ان با سایر کیت های موجود در بازار. استفاده .1

داده شود و نتایج ان در مقایسه با سایر کیت ها از طریق این  ها آزمایشگاهطراحی شده به منظور چک کردن به سایر  یستمس .2

 مراکز اعلام شود.
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