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-اي  يك مرحلهNested PCRاندازي يك روش جديد سريع و حساس  راه
اي در سيستم بسته با استفاده از دو آغازگر متصل به هم براي  يك لوله
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  چكيده
شناسـي و تـشخيص مولكـولي        مينـه زيـست   ها در ز   ترين پيشرفت  واكنش زنجير پليمراز يكي از مهم      :هدف
 و  dNTPهاي پيچيده بين توالي هدف، آغازگرهـا،         با وجود سادگي در مفهوم اين روش نيازمند كنش        . است

 دار نيازمنـد اسـتفاده از       RNAهـاي    شناسايي ويـروس  . استمنظور تكثير و تشخيص موفق       آنزيم پليمراز به  
 تا حدي منجر بـه  Nested PCRراين تكثير براساس روش ، بناباستهايي با حساسيت و ويژگي بالا  روش

هاي احتمالي   اي كردن روش مذكور باعث كاهش آلودگي       ك مرحله ي ،ديگر سويبهبود حساسيت شده و از      
 Nested PCRكارگيري روش جديد، سـريع و حـساس    اندازي و به هدف از مطالعة حاضر راه. خواهد شد
  .استسته با استفاده از دو آغازگر به هم چسبيده اي در سيستم ب  يك لوله-اي يك مرحله

 يـك   -اي منظور يك مرحله   اي از طراحي آغازگر به      روش جديد و ويژه    ، در اين مطالعه   :ها مواد و روش  
هـاي   سـازي، روي نمونـه     اندازي و بهينه    طراحي شده پس از راه     روش. دشاي كردن واكنش استفاده      لوله

  .شدكنترل مثبت و منفي ارزيابي 
 5 كنترل منفي ژنوم انـساني و        C  ،10 نمونه مثبت ويروس هپاتيت      50اندازي شده، روي    روش راه  :نتايج

انجـام   و توركوتنـو     Gهپاتيـت   ، نقص ايمني اكتسابي انسان،      Bهاي هپاتيت    نمونه از هركدام از ويروس    
راحي شـده،  دست آمده از مجموع آزمايشات ميزان حساسيت و ويژگي روش ط           براساس نتايج به  . گرديد

هـاي   يك از نمونه    نمونه مثبت باند مورد انتظار مشاهده گرديد و در هيچ          50 مورد از    48در  . محاسبه شد 
  .كنترل منفي باندي مشاهده نشد

، آغازگرهـاي داخلـي     شد براساس سيستم ويژه طراحي آغازگر كه در مطالعه حاضر استفاده            :گيري نتيجه
احتمال اتـصال   . شوند ده به آغازگرهاي خارجي ساخته مي      و چسبي  PCRصورت مكمل حالت معمول      به

د و در نتيجـه     شو آغازگرهاي خارجي و داخلي به الگوهاي نادرست در هر دو دور واكنش غيرممكن مي             
ي بـه دليـل     برتري ديگر روش طراحي شده عدم وجود آلودگ       . باندهاي غيراختصاصي توليد نخواهد شد    

  .استها  تر شدن زمان واكنش و نيز كاهش هزينه اه كوت؛لاوه بر آناي شدن و ع ك مرحلهي
  

   سريعC ،PCR، ويروس هپاتيت Nested PCRاي،  ك مرحلهي -اي ك لولهي PCR :كليدواژگان
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   و همكارانشهاب فلاحي  اي در سيستم بسته  يك لوله-اي  يك مرحلهNested PCRاندازي روش  راه
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  مقدمه -1
 مولكولي شناسي زيست اخير در زمينه ةدو ده هاي پيشرفت
هـاي   آزمـايش   كارآيي و تكامل هـر چـه بيـشتر   يموجب ارتقا

اسـتفاده از  . ده اسـت ش ـدر علوم باليني  لئيكاسيدنوك وابسته به
راديواكتيو و اوليگونوكلئوتيـدهاي    غير(Markers) رهاينشانگ

از  DNA هاي ويـژه بازهـاي آلـي در        ها يا مترادف   مكمل با ژن  
 ـ         جمله پيشرفت  كـارگيري روزافـزون     ههـاي مـؤثر در بهبـود و ب

در طيف تشخيص باليني محسوب      DNA هاي وابسته به   آزمون
 يشناس ـ زيـست ها در زمينـه      ترين پيشرفت  يكي از مهم  . ودش مي

 واكـنش   ،مولكولي كه در عين حال كاربرد تشخيـصي نيـز دارد          
 است (Polymerase Chain Reaction: PCR)زنجير پليمراز 
 هـاي وابـسته بـه    آزمـايش انجام  عت در سر ايجادكه علاوه بر

ــزايش اســيدنوكلئيك ــدد موجــب اف ــوارد متع حــساسيت   در م
اين روش منجر به توليد مقـادير       . ده است شها   گونه آزمايش  اين

 .]3-1[د  شـو   مـي  آينـده كافي از توالي مورد نظر بـراي مقاصـد          
صـــورت كـــاملاً   بـــهPCR (PCR Primers)آغازگرهـــاي 

 هـدف طراحـي     DNAاختصاصي و مكمل ناحيـه مـورد نظـر          
 در طراحي آغازگر از نظر بسياري از محققـين رعايـت            .شود مي

كنـد و     چند قانون ساده براي كسب نتيجه مطلـوب كفايـت مـي           
 PCR نوكلئوتيـد در واكـنش       30معمولاً از آغازگرهاي بيش از      

  .]6-4[شود  ياستفاده نم
هـاي بـا      دار نيازمنـد روش    RNAهـاي    تشخيص ويـروس  

دوز عفـوني پـايين     . ]7[حساسيت و قدرت تشخيص بالا است       
ررسـي  هـاي ب   ها نيازمند آن اسـت كـه روش        بسياري از ويروس  

هاي بـسيار كـم ژنـوم ويـروس در           قادر به تشخيص تعداد كپي    
رسيدن به اين سطح از حـساسيت       . ]8[هاي بيماران باشد     نمونه

ــه  ــروزه ب ــراي روش    ام ــي ب ــالش اساس ــك چ ــوان ي ــاي  عن ه
هـا    ويـروس  RNAاسيدنوكلئيك و مخصوصاً بـراي تـشخيص        

ها نيازمند يك مرحلـه اضـافي         چرا كه اين ويروس    ؛مطرح است 
صـورت   تكثير به . رونويسي معكوس در فرايند تشخيص هستند     

Nested PCR   اسيت تـشخيص   تا حدي منجر بـه بهبـود حـس
ــا اســتفاده از دو جفــت  . ]11-9[شــده اســت  در ايــن روش ب

رود، ايـن امـر       بالا مـي   PCRآغازگر، اختصاصيت و حساسيت     
امــا ايجــاد . دهــد  را تــشكيل مـي Nested PCRاسـاس روش  

وسـيله محـصولات دور      آلودگي متقاطع در تكثير مرحله دوم به      
ترين عامل ايجاد نتايج مثبت كاذب و كاهش اعتماد بـه            مهماول  

پديدة ايجاد آلودگي بـه دليـل انتقـال الگـو از            . اين روش است  
ترين مـشكل    واكنش مرحله اول به لولة دوم، را شايد بتوان مهم         

اي دانست   دو مرحلهNested PCRدر هنگام استفاده از روش 
هـاي كـاذب بـه علـت         جلوگيري از ايجاد جواب   . ]12 ،11 ،7[

تـرين    يكـي از مهـم     ،هـا  ايجاد آلودگي و كاهش زمـان آزمـايش       
. شناسـي مولكـولي اسـت      هاي محققين در زمينه زيست     خواسته
 با وجود تمـامي مزايـاي آن داراي زمـان    Nested PCRروش 

ل انتقال مواد   نسبتاً طولاني و احتمال بالاي ايجاد آلودگي، به دلي        
 PCRمنظـور اجـراي دور دوم    واكنش دور اول به لوله جديد به 

ــنش. اســت ــب واك ــنش   تركي ــك و دو در واك ــه ي ــاي مرحل   ه
Nested PCRهـاي مختلـف بـراي كـاهش آلـودگي        به روش

استفاده از دماهاي اتصال مختلـف  . ]17-13[گزارش شده است    
اي، از ايـن      يك لولـه   -اي صورت يك مرحله   بهجام آزمايش   و ان 

ــت  روش ــي  . ]14 ،10 ،9[هاس ــازي فيزيك ــر جداس روش ديگ
آغازگرها و ديگر مواد افزودني مورد نياز بـراي واكـنش دوم از             
مواد واكنش دور اول در يك لوله بدون انتقال به لوله دوم است             

]15، 18-20[.  
اندازي يـك روش جديـد سـريع و          هدف از اين مطالعه راه    

اي در سيـستم    يك لوله-اي  يك مرحلهNested PCRحساس 
 بـراي اولـين بـار       بسته با استفاده از دو آغازگر به هم چـسبيده،         

وري كه علاوه بر حساسيت و اختـصاصيت مناسـب،          ط  به ؛است
در طراحي  . ه شده نيز كاسته شود    ايهاي ار  از معايب ديگر روش   
 كاهش زمان واكنش و     برايه روشي   ي ارا ،اين روش هدف عمده   

  .نيز جلوگيري آلودگي متقاطع از منابع داخلي و خارجي است
  

  ها  مواد و روش-2
هاي مورد استفاده در اين تحقيق از بيماران آلـوده بـه             نمونه
 C (Hepatitis C Virus: HCV)ويـروس هپاتيـت   عفونـت  
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  شناســي بــاليني  ميكــروبمراجعــه كننــده بــه مركــز تحقيقــات 
ها  مثبت بودن تمامي نمونه   . تهيه شد )  ايران شيراز،(دكتر البرزي   

ــت   ــراي عفونــ ــا روش  HCVبــ   ، Real-Time PCRبــ
RIBA (Recombinant Immunoblot Assay) و الايـــزا 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA). 
هـا   نمونه و جداسازي پلاسما،     گيري بعد از خون  . يد شده بود  أيت

 HIV (Human Immunodeficiency Virus)به آزمايـشگاه  
 وشناسي دانشگاه تربيت مدرس منتقـل        گروه ويروس و هپاتيت   

. گراد تا زمان استفاده ذخيره شـد        درجه سانتي  70در دماي منفي    
RNA سما بـا اسـتفاده از كيـت        ميكروليتر پلا  140 ويروس از    ي

 ,QIAamp Viral RNA mini kit)كيـاژن   RNAاسـتخراج  

Qiagen)طبــق دســتورالعمل شــركت ســازنده اســتخراج شــد  .
 ايمني زيستي و اخلاق     هاي كميتهاجراي اين تحقيق به تصويب      

نامـه بـراي     فـرم رضـايت   . پزشكي دانشگاه تربيت مدرس رسيد    
  .ده بودشهيه كليه بيماران شركت كننده در تحقيق ت

  

   طراحي آغازگر-2-1
 2 و   1آغازگرهاي طراحي شده براي اين تحقيق در جدول         

ــده  ــشان داده ش ــد ن ــل ژن   . ان ــا در داخ ــن آغازگره  UTRاي

(Untranslated Region) ويروس HCV  طـول  .  قـرار دارنـد  
.  بــاز اســت350-300هــاي مختلــف از   در ژنوتيــپUTRژن 

ــم   ــاس ه ــصاصي براس ــاي اخت ــ آغازگره ــواليرديف ــاي  ي ت   ه
UTR)   از پايگاه   ) 1شكلGenBank       افـزار    بـا اسـتفاده از نـرم

Clustal Wاين آغازگرها قـادر بـه تكثيـر ناحيـه     .  طراحي شد
UTR   ويروس HCV  1هـاي     ژنوتيـپa  ،1b  ،1c  ،1j  ،2,3,3a ،

3b  ،3k  ،4,5,6,6a  ،6b  ،6d  ،6e  ،6f  ،6g  ،6h  ،6i  ،6j  ،6k ،
6l,6m  ،6n  ،6o  ،6p لاعات اوليـه از ژنـوم       و براساس اط   تاس
هـاي    كـه سـويه    نداي طراحـي شـد      به گونـه   ها، آغازگر ويروس

. ويروسي شايع در ايران را بـا دقـت بيـشتري تـشخيص دهنـد              
ي شـده بـا     آغازگرهاي حاصل از بين طيف آغازگرهـاي طراح ـ       

افزارهـاي   از نـرم  . هاي مورد نظـر انتخـاب شـد        توجه به ويژگي  
Oligo Analyzer ،Oligo6 ،Gen Runner ،Mega 4  بـراي 

تجزيه و تحليل خـصوصيات آغازگرهـاي طراحـي شـده نظيـر             
 (Topologic) طراحي آغازگر، تعيين خـصوصيت توپولوژيـك     

طـول  . ها استفاده شـد     آن (Thermodynamic) و ترموديناميك 
  بـاز    جفـت  200قطعه ايجاد شده توسـط آغازگرهـاي خـارجي          

  و طــول قطعــه ايجــاد شــده توســط آغازگرهــاي داخلــي       
  .باز است  جفت110

  
  هشد يطراح يرهاآغازگ يكل يها يژگيو 1 جدول

  
  توالي آغازگر  طول آغازگر  )گراد درجه سانتي(دماي ذوب  GCدرصد   نام آغازگر

  'TTC CGC AGA CCA CTA TGG CTC TCC C-3-'5  25  1/64   درصد60  خارجي پيشرو
  'CCT GGA GAT TTG GGC GTG CCC-3-'5  21  4/63   درصد7/66  خارجي پيرو

  'GTG TCG TGC AGC CTC CAG-3-'5  18  9/58   درصد7/66  مكمل داخلي پيشرو
  'CTG GAG GCT GCA CGA CAC-3-'5  18  9/58   درصد7/66  داخلي پيشرو

  'CAC CCT ATC AGG CAG TAC CAC AA-3-'5  23  6/58   درصد2/52  مكمل داخلي پيرو
  'TTG TGG TAC TGC CTG ATA GGG TG-3-'5  23  6/58   درصد2/52  داخلي پيرو
  TTTTTTTT  -  -  -  ناحية لولا

  
  شيآزما در استفاده مورد صورت ها بهرتوالي آغازگ 2 جدول

  
در انجام  پيشرورهاي مورد استفاده آغازگ

 'TTC CGC AGA CCA CTA TGG CTC TCC C TTTTTTTT GTG TCG TGC AGC CTC CAG-3-'5  آزمايش

 در انجام  پيرومورد استفادهآزمايش هاي 
 'CCT GGA GAT TTG GGC GTG CCC TTTTTTTT CAC CCT ATC AGG CAG TAC CAC AA-3-'5  آزمايش
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  HCV محل قرارگيري آغازگرهاي طراحي شده روي ژنوم 1 شكل
  

  
  

 Nested PCR و شده يانداز راه روش كيشمات سهيمقا 2 شكل

  
   تركيب آغازگرها-2-2

  اجـراي روش مـورد نظـر براسـاس         طراحي آغـازگر بـراي      
يـك  طور همزمان و بـا اسـتفاده از           ناحيه از ژنوم مورد نظر به      4
 UTRآغازگر پيشرو بـراي ناحيـة       .  آغازگري استوار است   هستد

 شــامل تــوالي مكمــل اليگونوكلئوتيــد داخلــي HCVويــروس 
  عنوان ناحيـة لـولا       به Tپيشرو، يك توالي چندتايي از نوكلئوتيد       

  

 3'در اينجــا انتهــاي . لئوتيــد خــارجي پيــشرو اســتاليگونوك و
 آغـازگر خـارجي    5'آغازگر داخلي از طريق ناحية لولا بـه سـر           

منظور اطمينان از اتـصال آغازگرهـاي داخلـي          به. دوش متصل مي 
در مرحلــة بعــد از عملكــرد آغازگرهــاي خــارجي و در نتيجــه 

 صورت صـحيح، تـوالي نوكلئوتيـدي       اجراي فرايند مورد نظر به    
زگر پيـرو از    آغـا .  حالت معمـول سـاخته شـد       صورت مكمل  هب
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ــولا و     ــة ل ــرو، ناحي ــي پي ــد داخل ــل اليگونوكلئوتي ــة مكم ناحي
اصـول روش   . اليگونوكلئوتيد خارجي پيرو تشكيل شـده اسـت       

طراحي و ساخت براي آغازگر پيـرو شـبيه مراحـل مربـوط در              
  نوكلئوتيد 8طول قطعه لولا در اين مطالعه       . آغازگر پيشرو است  

منظور اتـصال دو تـوالي نوكلئوتيـدي و سـهولت در             است و به  
پذيري آغازگر داخلي، براي اتصال به ناحيه مكمل خود          انعطاف

پس از عمل كردن آغازگر خارجي، بين اين دو توالي قـرار داده             
به علت مكمل بودن آغازگر داخلي، ايـن        ). 2شكل  (شده است   

 متصل است، قـادر     آغازگر در زماني كه آغازگر خارجي به الگو       
  .ست نيDNAبه اتصال به الگو و ساخت 

  
   واكنش رونويسي معكوس-2-3

RNA            استخراج شـده بلافاصـله بـراي واكـنش رونويـسي 
 با استفاده از    (cDNA)  مكمل DNA. كار گرفته شد   همعكوس ب 

 M-MLV (Moloneyيك محلول واكنش شامل آنزيم پليمراز 

Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) 
(Promega)   طبـق دسـتورالعمل     رهاي خـارجي پيـرو    آغازگ و

سـازي شـرايط     منظـور بهينـه    شركت سازنده با كمي تغييرات به     
 5بـراي اجـراي تحقيـق       . براي آزمايش، سـاخته و تكثيـر شـد        

به محلول واكنش در    )  نانوگرم 150حدود  ( RNAميكروليتر از   
  غلظت نهايي   پيرو با  ر اختصاصي آغازگيك ميكروتيوب حاوي    

  درجه 70 دقيقه در دماي     5 اضافه شد كه به مدت        پيكومول 4/0
، X10 بــافراز  ميكروليتــر 4 قــرار گرفــت، ســپس گــراد نتيســا

 پيكـوگرم   8/0با غلظـت نهـايي       )مول  ميلي dNTP) 10مخلوط  
(Fermentas)   ممانعت كننده آنزيم     روليتر از و نيم ميك RNase 

(RNase Inhibitor)) 25واحـد 5/0ظـت نهـايي   غل) ( واحد  (
(Fermentas) درجـــه 37 دقيقـــه در 5مـــدت   و بـــهاضـــافه 

عـد از افـزودن يـك       ب آخـر    ةدر مرحل . قرار داده شد  گراد   سانتي
)  واحـد  8 غلظت نهـايي  ( ) واحد M-MLV) 200 ميكروليتر از 
(Promega) گـراد    درجه سـانتي   42 دقيقه در دماي     60مدت   به
  .قرار گرفت

 Nested PCRسازي واكنش   بهينه-2-4
سازي غلظـت اجـزا و شـرايط يـك           هنگامي كه هدف بهينه   

كـار گرفتـه     واكنش باشد، يك روش تجربي آزمـون و خطـا بـه           
هـاي   بيني كارايي ويژگي   شود، چرا كه هيچ روشي براي پيش       مي

  .]21[ود ندارد انتخاب شده وج
هـاي كنتـرل مثبـت و        آغازگرهاي اين پژوهش روي نمونـه     

منفي و نيز براي ارزيابي احتمال اتصال غيراختصاصي بـه ژنـوم            
ــروس ــ وي ــساني  HBV ،HIV ،TTV ،HGVايه ــوم ان  و ژن

 غلظــت ،MgCl2 از قبيــل PCRديگــر اجــزاي . ارزيــابي شــد
هـاي واكـنش توسـط        دماي اتـصال و تعـداد چرخـه        ،آغازگرها

  .اكنش بهينه شدندچندين گراديان و
  

  انجام شده PCR طيشرا خلاصه 3جدول
  

  زمان  دما  مرحله
   دقيقه5  گراد  درجه سانتي90  جدا شدن اوليه دو رشته

   ثانيه50  گراد  درجه سانتي90  جدا شدن دو رشته
   ثانيه40  گراد  درجه سانتي65-62  دو رگه شدن آغازگر و الگو

   ثانيه50  گراد  درجه سانتي72  پيشروي
  40  -  عداد چرخهت

   دقيقه7  گراد  درجه سانتي72  پيشروي نهايي
  

در حجـم    PCRبهترين شـرايط     سازي واكنش،  از بهينه  بعد
 رهـاي ، آغازگ  الگـو  DNA  از  نانوگرم 150 شامل ميكروليتر،   25

ــشرو  ــرو و پي ــدامپي ــا غلظــت هرك ــايي ب  5،  پيكــوگرم2/0 نه
 Taq  پليمراز DNA،  )مول  ميلي dNTP) 10ميكرومول مخلوط   

 MgCl2  از  ميكروليتـر   يـك  ،المللي  واحد بين  4با غلظت نهايي    
 بـا غلظـت اوليـه       PCRبافر   از    ميكروليتر 5/2و  ) مول  ميلي 10(

X10 (Fermentas)  واكـنش تكثيـر تحـت شـرايط         .دتعيين ش 
 گـراد   درجه سانتي  90 دقيقه در  5مدت   واسرشتي اوليه به   :دمايي

گراد   درجه سانتي90ه در ثاني 50 مدت  دور به40براي يك دور،   
درجـه   72 ثانيه در    50و گراد  درجه سانتي  65-62  ثانيه در  40و  

عنـوان   بهاد  گر سانتي درجه   72 دقيقه در    7گراد و در پايان      سانتي
مرحله آخر محصول    در. )3جدول   (گسترش نهايي قرار گرفت   
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PCR       جداسـازي و    درصد 2توسط الكتروفورز روي ژل آگارز  
  در(Ethidium bromide) ي اتيـديوم برمايـد  آميز توسط رنگ
  .بنفش آشكارسازي شد ياشعه ماورا حضور نور

  
   آماري تجزيه و تحليل-2-5

، اسـت اين مطالعه يك بررسي از نـوع توصـيفي و تجربـي             
 نمونه كنترل منفـي     10 نمونه مثبت،    50ها تعداد      كل نمونه  تعداد

ــه از هركــدام از ويــروس5و تعــداد  ، HBV ،HIVهــاي   نمون
TTV ،HGVروش هــاي حاصــل از داده بــراي بررســي . بــود 

افـزار   از نـرم   آماري بـا اسـتفاده       تجزيه و تحليل  اندازي شده    راه
SPSS گرفتانجام 13 نسخه .  
  

   نتايج-3
، روش  )3 و   2شـكل   (سـازي اجـزاي واكـنش        پس از بهينه  

 كنترل منفي ژنوم    HCV  ،10 نمونه مثبت    50 روي   هطراحي شد 
، HBV ،HIVهــاي  نـه از هركـدام از ويـروس    نمو5انـساني و  

 ويروس توركوتنـو  ،G (Hepatitis G Virus: HGV)ت هپاتي
(Totque Teno Virus: TTV)عنوان كنترل منفي ويروسي   به

 هـا،   آزمـايش  ست آمده از مجمـوع    د براساس نتايج به  . انجام شد 
ميزان حساسيت و ويژگـي روش طراحـي شـده محاسـبه شـد              

  ).4جدول (
  

 
  

، 2،  1هاي كنتـرل؛      همراه نمونه  به PCR در شده مشاهده باند ريصوت 3 شكل
 DNA نشانگر انـدازه     )6  كنترل منفي انساني،   )5 كنترل منفي ويروسي،     )4،  3
 65 آزمـايش در دمـاي       )10،  8،  گراد  سانتي  درجه 62 آزمايش در دماي     )9،  7

  گراد  سانتيدرجه

انـدازي شـده بـا       وش راه ر يابي ـارز از آمـده  دسـت  هب جينتا خلاصه 4 جدول
  هاي مثبت و منفي نمونه

  
نمونه مورد   دست آمده هنتايج ب

مثبت   منفي واقعي  مثبت واقعي  مطالعه
  كاذب

منفي 
  كاذب

 2 0 0 48 كنترل مثبت
  0 0 5  0  كنترل منفي

HIV  0 5 0 0  
HBV 0 5 0 0  
HGV  0 5 0 0  
TTV 0 5 0 0  

   48  مجموع
 ) درصد96(

30   
 ) درصد5/97(

0   
 ) درصد100(

2   
  ) درصد5/2(

  
.  نمونه مثبت باند مورد نظر مشاهده شـد        50 مورد از    48در  
هاي كنترل منفي انـساني و ويروسـي هـيچ           يك از نمونه   در هيچ 

هـاي مثبـت بانـد غيراختـصاصي         در نمونه . باندي مشاهده نشد  
ــشد  ــشاهده ن ــه. م ــورز    در نمون ــس از الكتروف ــت پ ــاي مثب ه

 باز مشاهده   50اند با فاصله حدود      دو تا سه ب    PCRمحصولات  
. شـد  هاي كنترل منفـي ايـن بانـد مـشاهده نمـي            شد و در نمونه   

آغازگرهاي طراحـي شـده در ايـن مطالعـه براسـاس تجزيـه و               
افزارهاي بيوانفورماتيـك قـادر بـه        هاي انجام گرفته با نرم     تحليل

، 1a ،1b ،1c ،1j ،2,3,3a ،3b ،3kهــاي  تــشخيص ژنوتيــپ 
4,5,6,6a  ،6b، 6d  ،6e  ،6f  ،6g  ،6h  ،6i ،6j ،6k ،6l,6m ،6n ،

6o ،6p ويروس HCVهستند .  
  

انـدازي شـده بـا روش         مقايسه روش راه   -3-1
Nested PCRمعمولي   

 Nested PCRاندازي شده بـا روش   منظور مقايسه روش راه به
 ديگـر در مطالعـة شـاهزماني و    آغـازگر معمولي از يـك سـري     

صورت آغازگر خـارجي     ها به  آنهمكاران استفاده شد كه توالي      
ــشرو ، 'AGC GTC TAG CCA TGG CGT-3–'5: پي

، 'GCA CGG TCT ACG AGA CCT-3–'5: خارجي پيرو
، 'GTG GTC TGC GGA ACC GG-3–'5: داخلي پيـشرو 
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 'GGG CAC TCG CAA GCA CCC-3–'5: داخلـي پيـرو  
لازم به ذكر است كه شرايط انجام واكنش نيز مانند شـرايط            . است

  .]22 [ شده در مقالة شاهزماني و همكاران انجام شدگزارش
 نمونة سـنجش شـده بـا        50منظور مقايسه اين دو روش،       به

پـس از   . دش ـاي با روش معمولي نيـز آزمـايش          روش يك لوله  
انـدازي شـده     هايي كه بـا روش راه      ها، كليه نمونه   انجام آزمايش 
  با روش معمولي نيـز مثبـت و دو مـورد منفـي             ،مثبت شده بود  

  .اي در روش معمولي نيز منفي شد شده در روش يك لوله
  

  
  

 )2، 1 نمونـه )1 معمولي؛ Nested PCRتصوير باند مشاهده شده در  4شكل 
  بازي  جفت100 نشانگر )4، 3 نمونه)3، 2نمونه

  

   بحث-4
ــاي   ــصال آغازگره ــراي ات ــف، ب ــاي مختل اســتفاده از دماه

 داخلـي در    خارجي در دماي بالاتر و سپس اتصال آغازگرهـاي        
اي  منظور يك مرحله   هاي مورد استفاده به    تر از روش   دماي پايين 

روش ديگر جداسازي . ]14، 10، 9[ است Nested PCRدن كر
فيزيكي آغازگرها و ديگر مواد افزودني مورد نياز براي واكـنش           

 اسـت كـه در      دوم از واكنش دور اول در يك لولـه بـه روشـي            
 مـواد بـه محـيط واكـنش         ،هنگام نياز بدون باز كردن درب لوله      

ها داراي مزايا و معايب خـاص        هركدام از اين روش   . وارد شود 
در طراحي   از نظر بسياري از محققين    . ]20-18 ،15[ استخود  

جـه مطلـوب     رعايت چند قانون ساده بـراي كـسب نتي         ،آغازگر
 نوكلئوتيد در   30كند و معمولاً از آغازگرهاي بيش از          كفايت مي 
كــه از  گــاميهن. ]23 ،6 ،5[شــود   اســتفاده نمــيPCRواكــنش 

دماهاي مختلـف بـراي اتـصال آغازگرهـاي پيـرو و پيـشرو در               
كـه آغازگرهـا     ينشود، با توجه به ا     هاي متفاوت استفاده مي    زمان

در يك محدودة دمايي قادر به اتصال به الگو هـستند و اتـصال              
 احتمال اتصال   ست،ها به هدف وابسته به يك دماي خاص ني         آن

صـورت نامناسـب در دماهـايي     آغازگرهاي داخلي و خارجي به    
براي رفع ايـن مـشكل،      . غير از دماي تعيين شده نيز وجود دارد       

ــاي پ  ــه آغازگره ــن مطالع ــهدر اي ــشرو ب ــولي و  ي صــورت معم
صـورت مكمـل حالـت معمـول طراحـي و            آغازگرهاي پيرو به  

با اين روش امكان اتصال هر دو جفت آغازگري در       . ساخته شد 
رود و در    طـور كامـل از بـين مـي         يك زمان و در يك مرحله به      

نتيجه احتمال ايجاد محصولات ناخواسته به دليل دمـاي اتـصال           
ي كـه از سـدهاي فيزيكـي بـراي          هاي در روش . رسد به صفر مي  

 امكان  ،دشو هاي داخلي و خارجي استفاده مي     جداسازي آغازگر 
 .آيـد  ايجاد مشكل در واكنش مورد انتظار در دو حالت پيش مي          

 احتمال ورود آلودگي از منبع خارجي تهيه كننده         ؛ حالت اول  در
 احتمال عدم توانايي سـد فيزيكـي        ؛ مورد دوم   در سد فيزيكي و  
وجـود   كامل از مخلوط شدن مـواد در دو مرحلـه       در جلوگيري 

 از طريـق روش ويـژة        حاضـر  ، كه اين دو مسئله در مطالعه      دارد
هـاي قبـل     ها كـه در بخـش      طراحي آغازگر و نحوة عملكرد آن     

طراحي آغازگرهاي مورد مطالعـه     .  برطرف شد  ،توضيح داده شد  
طبق اصول عمـومي طراحـي آغـازگر صـورت گرفـت، امـا در               

طـور كـه در    منظور اجراي فرايند مورد نظر، همان   همراحل آخر ب  
هــا ذكــر شــد، تغييراتــي در طــول، نحــوة  بخــش مــواد و روش

تـرين تغييـرات     ها اعمـال شـد كـه مهـم         قرارگيري و تركيب آن   
صـورت   ساخت آغازگر داخلي به   : صورت گرفته عبارت بود از    

مكمل حالت معمول، استفاده از ناحية لولا و اتصال آغازگرهاي          
منظور بـالا بـردن كـارايي روش، از طريـق            خلي و خارجي به   دا

افزايش احتمال اتصال آغازگرهاي داخلـي بـه الگـو در مرحلـه             
 با توجه به نـوع واكـنش صـورت گرفتـه براسـاس              .دوم واكنش 
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 امكـان   ،PCRسيستم ويژه طراحي آغازگر در بررسي محصولات        
 ـ     . مشاهده دو يا سه باند وجود دارد       ا سـه   در توضيح حـضور دو ي

توان گفـت، در صـورتي كـه آغازگرهـاي           باند در يك واكنش مي    
 يـك رشـته   ،خارجي بـه الگـوي خـود در واكـنش متـصل شـود         

واكنش مربوط به خـود     سازد؛ حال اگر آغازگرهاي داخلي نيز        مي
شود، اما در صورتي كـه       د، ساخت اين رشته كامل مي     را انجام ده  

 بـسازد، رشـتة اوليـه    اين آغازگرها نتواند رشتة مربوط به خـود را      
ماند، به اين ترتيب امكان حضور حداقل دو بانـد وجـود             باقي مي 

هايي كـه از لحـاظ سيـستم طراحـي آغـازگر             يكي از روش  . دارد
 اسـت، روش     حاضـر  مشابه آغازگرهاي مورد استفاده در مطالعـه      

LAMP (Loop mediated Isothermal Amplification). 
با مقايسه مواد و اجزاي مورد اسـتفاده در ايـن           . ]24 ،22[است  

 زمان انجـام    ،شود كه در هر دو آزمايش      دو واكنش مشخص مي   
يابـد و نيـز بـا شناسـايي چنـد            واكنش تا حد زيادي كاهش مي     

طور همزمان، اختـصاصيت روش تـا        ناحيه از ژنوم مورد نظر به     
 با توجه به تعداد بـسيار زيـادتر         ولي. يابد حد زيادي افزايش مي   

ــاي روش  ــي  LAMPآغازگره ــد طراح ــك فراين ــه داراي ي  ك
 و نيـز نـوع آنـزيم مـورد          اسـت پيچيده، طولاني و هزينه بالاتر      

نظـر    پليمـراز اسـت، بـه      Taqتر از آنزيم     استفاده كه بسيار گران   
رسد كه روش طراحي شده مناسب و داراي صرفه اقتـصادي      مي

شـود كـه      مقايـسه كلـي مـشخص مـي        بـا يـك   . اسـت بيشتري  
 ـها بـراي     ترين روش  عمده اي كـردن يـك واكـنش        ك مرحلـه  ي

Nested،           دمـاي    استفاده از آغازگرهـاي داخلـي و خـارجي بـا 
 مختلف و اسـتفاده از سـدهاي فيزيكـي بـراي        (Tm) واسرشتي

. ]10 ،9 ،7[جداسازي مواد و اجزاي مرحلـه اول و دوم اسـت            
 حـضور بانـدهاي     ،تـرين نقـص مـشترك ايـن دو روش          معمول

 اســت كــه بــه دليــل PCRغيراختــصاصي در محــصول نهــايي 
 بالاتر از دماي    Tmاحتمال اتصال آغازگرهاي خارجي حتي در       

  اتصال آغازگرهاي داخلي در روش اول يا به دليل احتمال نشت         
  

-13 ،10 ،9 ،7[ اسـت مواد مربوط به مرحلة دوم به مرحله اول         
با توجه به سيستم ويژه طراحي آغازگر در مطالعـه حاضـر      . ]17

صورت مكمـل حالـت معمـول        كه در آن آغازگرهاي داخلي به     
PCR  اتصال  ،دشو  به آغازگرهاي خارجي ساخته مي      و چسبيده 

ي آغازگرهاي خارجي و داخلـي بـه علـت عـدم وجـود الگـو              
 و در رحلــة غيرمــرتبط در دور اول يــا دومهــا در م مناســب آن

. ستپذير ني  نتيجه ايجاد باندهاي ناخواسته از لحاظ عملي امكان       
گيري از آلـودگي، عـدم       برتري ديگر روش مورد بحث در پيش      

استفاده از مواد با منشا خـارجي در روش ايجـاد سـد فيزيكـي               
. بـرد  بع را از بين مـي     است كه احتمال ايجاد آلودگي از ديگر منا       

 معمـول  Nested PCRبا توجه به حذف مرحله دوم از واكنش 
توسط روش ابتكاري محققـين، زمـان مـورد نيـاز بـراي انجـام               

اي به حدود نـصف زمـان مـورد نيـاز بـراي              واكنش يك مرحله  
  . يابد اي كاهش مي  دو مرحلهNested PCRروش 

 بـا روش    براساس مطالـب ذكـر شـده در بـالا و نيـز مقايـسه              
Nested PCRرسد روش پيشنهادي اين مطالعه  نظر مي  معمولي، به

اي، اختصاصيت   داراي حساسيتي حداقل به اندازه روش دو مرحله       
. آلـودگي بـسيار كمتـر اسـت       بيشتر و مدت زمان اجرا و احتمـال         

 ـطور خلاصه روش جديد، بسيار آسان و مـؤثر ارا          به طـور   بـه و  ه  ي
هاي پلاسـماي انـساني     از نمونه HCVآميز براي تشخيص     موفقيت

توانـد بـراي      روش مـورد بحـث، مـي       رسـد   مي نظر به. ارزيابي شد 
  .كار گرفته شود ها به تشخيص حساس و سريع ديگر ويروس

  

   تشكر و قدرداني-5
ــأمين    ــراي ت ــدرس ب ــت م ــشگاه تربي ــيله از دان ــدين وس ب

 و نيـز از كليـه   شـود  اي اين طرح تشكر و قـدرداني مـي        ه هزينه
 ما را در اجراي اين پروژه       خويشعلمي  هاي    با كمك   كه كساني
  .كنيم اري ميز سپاسگنمودندياري 
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