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Abstract 
Objective: GBV-C is a virus transmissible via blood transfusion and sexual routes. 
Because of the shared transmission routes in GBV-C and hepatitis B virus (HBV) we 
have attempted to detect GBV-C in HBsAg-positive patients using the more sensitive 
semi-nested PCR. We used restriction fragment length polymorphism (RFLP) to 
determine genotype. 
Methods: A total of 100 serum samples were collected from HBsAg-positive patients 
from 1389-1390. After designing specific primers and optimizing the semi-nested PCR, 
sequences of PCR products were analyzed by Neb Cutter software. Restriction enzyme 
sites were determined and suitable enzymes selected for RFLP. 
Results: Semi-nested PCR shows acceptable sensitivity for the detection of GBV-C and 
its genotype determination. This technique is more affordable than other techniques. 
Conclusion: There appears to be a high rate of GBV-C infection among Iranian HBV 
patients. In this study, the majority of patients co-infected with GBV-C were of HBV 
genotype 2, which is similar to the pattern seen in the US and Europe. 
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  چكيده

جـا   هاي خوني و از طريق جنسي است و از آن          ي منتقل شونده از راه خون، فرآورده      ها  جزء ويروس  C ويروس   GB :هدف
  مثبت با روشHBsAgهاي عامل هپاتيت مشترك است، طي اين مطالعه ويروس را در بين افراد  كه راه انتقال آن با ويروس

 . تعيين شدRFLPهاي ويروس با روش   جداسازي كرده و ژنوتيپSemi Nested-PCRتر  حساس
 HBsAg نمونـه سـرمي افـراد        100، روي   1390 تـا    1389هاي   صورت مقطعي بين سال     در تحقيقي كه به    :ها مواد و روش  

، Semi Nested-PCRسـازي روش    و بهينـه C ويـروس  GBمثبت انجام شـد، پـس از طراحـي آغازگرهـاي اختـصاصي      
هاي   بررسي و آنزيمNeb Cutterافزارهايي مانند   براي تعيين ناحيه هضم آنزيمي با استفاده از نرمPCRهاي محصول  توالي

  . انتخاب شدRFLPمناسب براي عمل 
 و تعيـين    C ويـروس    GBكار رفته براي تشخيص و جداسـازي         دست آمده مشخص شد كه روش به        با توجه به نتايج به     :نتايج

  .به هزينه كمتري براي انجام آزمون نياز داردها  هاي آن از كارآيي قابل قبولي برخوردار بوده و در مقايسه با ساير روش ژنوتيپ
 در B در اين تحقيق مشخص شد كه ميزان آلودگي به اين ويروس در افراد مبتلا به عفونـت ويـروس هپاتيـت      :گيري نتيجه

دست آمده نـشانگر     نتايج به .  است 2 در جمعيت مورد مطالعه، ژنوتيپ       C ويروس   GBايران بالا بوده و ژنوتيپ در گردش        
   .هاي غالب در اروپا و آمريكا است مطلب است كه الگوي ژنوتيپ در اين مطالعه مشابه با الگوي ژنوتيپاين 

  
  Semi Nested-PCR، تعيين ژنوتيپ، RFLP مثبت، C ،HBsAg ويروس GB :كليدواژگان

  
  

  مقدمه
GB  ويـروس C) GB virus C: GBV-C (خـانواده  ر د
ــلاوي ــده ف ــنسو در ) Flaviviridae (ويري ــي ج ــروس پگ  وي

)Pegivirus (در ايـن جـنس تـاكنون        .]1[ .شـود  بندي مي  طبقه   
  ترتيب  بندي شده و به    طبقه D- و   GBV-A  ،-B  ،-C  ويروس 4

  

در . ]3-1 [شناسايي، با حروف لاتين نامگذاري شده است       زمان
 ـGBV-C ضاي اين جـنس، بين اع  دليـل ايجـاد آلـودگي در    ه  ب

 ژنوتيـپ از  6كنـون    تا.]4، 3 [انسان بيشتر مورد توجه قرار دارد 
 6 تـا    1 از   UTR5'اسـاس تـوالي       بـر  اين ويـروس شناسـايي و     

 هايي نيز هستند   تيپ ها داراي زير   نامگذاري شده و تعدادي از آن     

 91-81: ت، صفحا1391 بهار،1، شماره 15، دوره آسيب شناسي زيستي:درسمجله علوم پزشكي م
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 حس مثبـت     با RNA ةرشت اين ويروس داراي ژنوم تك    . ]5،  1[
از لحاظ ساختار ژنـومي داراي      . است كيلوباز   4/9و با طولي برابر     

   )Open Reading Frame: ORF (يــك قالــب بــاز خوانــدن
آمينـه    اسـيد  3000ين بـا طـول      ئپروت بلند بوده كه توليد يك پلي     

عنــوان  هبــ 2E  و1Eهــاي  ينئداراي پــروتكنــد و همچنــين  مــي
 و  5' سـوم انتهـاي      هاي سطحي ويروس در يـك      ينئگليكوپروت

ــر  ــروتئين غي ــد پ ــاختاري  چن -NS2-NS3-NS4a-NS4b(س

NS5a-NS5b ( است سوم باقيمانده ژنوم   در دو .UTR ´5  اين 
 از ايـن ناحيـه در    و ترين ناحيـه ژنـوم بـوده       ويروس حفاظت شده  

اسـاس   بر. ]6، 5، 3 [شود اغلب مطالعات و در تشخيص استفاده مي 
 )C) Hepatitis C Virus: HCVويروس هپاتيت  ،ساختار ژنومي

 HCV است با اين تفـاوت كـه         GBV-Cترين ويروس به     شبيه
ــك ــي  ) Hepatotropic (هپاتوتروپي ــوده ول ــك GBV-Cب  ي

انتقـال  . ]8،  7[اسـت   ) Lymphotropic (ويروس لنفوتروپيـك  
هاي خوني و تماس جنـسي   فرآورده،  از راه خون اغلبويروس  

ه و داراي انتـشار      شـايع بـود      نـسبتاً  GBV-Cعفونت با   . است
ــا    HCV، HBVجهـــاني اســـت و آلـــودگي همزمـــان آن بـ

)Hepatitis B Virus ( وHIV )Human Immunodeficiency  
Virus( محققــان همــين دليــل ه بــ ،]11-9 [ثابــت شــده اســت

متعددي در نقاط مختلف جهان، علاقمند به مطالعـه و بررسـي            
انـد و    زايـي در انـسان شـده       ارتباط بين اين ويـروس و بيمـاري       

 هـا همراهـي    صـورت گرفتـه كـه در اكثـر آن          تحقيقات فراواني 
GBV-C       عفونـت  . ]14-12 [ با بيماري در انسان رد شده است

 10 تـا    5  حاد خيلي خفيـف بـوده و در        مرحلهاين ويروس در    
شـكل مـزمن در     ه   سال ب  9 تا   1طور پايدار براي     هدرصد موارد ب  

 ـ   هماند و در بقيه موارد ب      بدن فرد باقي مي    خـودي از    هطـور خودب
انـد كـه تـشكيل       تحقيقـات نـشان داده    . شـود  سازي مـي   بدن پاك 

 ، مقـارن بـا از بـين رفـتن ويرمـي           2E بادي بر عليه پـروتئين     آنتي
)Viremia (  اند كـه   تحقيقات نشان داده   همچنين   .]16،  15[است 

سـودمند   HIVبـه عفونـت    براي فرد مبتلا    HIVعفونت همزمان   
 تر بيماري به سمت ايـدز      و پيشرفت آهسته  گهي بهتر   آ بوده و پيش  

)Acquired Immunedeficiency Syndrome: AIDS ( را
از طرفــي، نتــايج برخــي از تحقيقــات تفــاوت در . در پــي دارد

بـا   پاسـخ بـه درمـان      در   GBV-Cهاي مختلف    ژنوتيپتوانايي  
HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy) را 
هـا كنكـاش بيـشتر در مـورد          اين يافتـه   .]20-17[ اند نشان داده 

كند  عفونت همزمان اين ويروس با عوامل هپاتيت را تشديد مي         
كـه   شود مبني بر ايـن     الاتي در ذهن مي   ؤو منجر به برانگيختن س    

توانند اثري مثبت    هاي مختلف آن مي    آيا اين ويروس يا ژنوتيپ    
اران چه بر سير بيماري و روند مقاومت دارويي در بيم ـ          مانند آن 

HIV   در عفونت همزمان با    مثبت دارند راHBVداشته باشند؟ ! 
هاي مختلف ويروس در پاسخ به درمان برخـي از           نقش ژنوتيپ 

بنـدي آن را مـشخص        اهميت ژنوتيـپ   HIVها همانند    ويروس
 در مطالعات مختلف ارتباط ايـن ويـروس بـا          .]20 [كرده است 

ان كبـد   بـه سـمت سـرط      Bپيشرفت بيماران مبتلا بـه هپاتيـت        
هاي  پس نقش اين ويروس و ژنوتيپ     ؛  اند نتايجي متضادي داشته  

مولـد بيمـاري هپاتيـت،       هـاي  آن در عفونت همزمان با ويروس     
هاي دارويي، نيـاز بـه مطالعـات         روند پاسخ به درمان و مقاومت     

گونـه تحقيقـي در      در حال حاضر هـيچ    . ]23-21 [بيشتري دارد 
 ـ     GBV-Cخصوص عفونت     در  Bه هپاتيـت     در بين مبتلايـان ب

ايران انجام نگرفته است و عـلاوه بـر آن ژنوتيـپ غالـب و در                
هدف از اين مطالعـه     . گردش بين اين افراد شناسايي نشده است      

اين افراد و مشخص نمودن       در بين  GBV-Cتشخيص عفونت   
ژنوتيپ غالب و در گردش آن براي دستيابي به اطلاعات باليني           

  . استمفيد در مطالعات آينده 
  

 ها مواد و روش

  )Primers (طراحي آغازگرها
  NCBI) National Center for Biotechnologyدر  با بررسـي 

Information( هاي ثبت شده     توالي 44 تعدادGBV-C   انتخـاب
 شـامل   مرجعهاي   جدايهتعدادي از   . دشرديفي انجام     عمل هم  و

و  AF121950: 2، ژنوتيپ   AB013500و   U36380 :1ژنوتيپ  
AF309966 3، ژنوتيــپ :D87710 و AB008335 ژنوتيــپ ،

4: AB018667  وAB21287 5، ژنوتيــــپ: AF131117 و 
AF131112    6و ژنوتيپ: AB003292 نتايج نـشان    .باشند  مي
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داد كه بهترين ناحيـه از لحـاظ حفاظـت شـدگي بـراي طراحـي                
 اسـت؛ نـوم  ژ ابتـداي  UTR5 'در اين ويـروس ناحيـه    آغازگرها

  .استنيز مناسب  ها شناسايي ژنوتيپ براي هعلاوه بر آن اين ناحي
يد انتخـاب بهتـرين آغـازگر از    أي و تبراي طراحي آغازگرها  

 NCBI Blastو  4Mega افزارهـاي  نـرم هـاي متفـاوت    ويژگي
اســتفاده شــد و بهتــرين آغازگرهــا از نظــر حــساسيت و اتــصال 

در اين تحقيق با كمك دو جفت آغـازگر         . دشاختصاصي انتخاب   

سـازي   د و پس از بهينه    شاندازي   وش مورد نظر راه   طراحي شده ر  
ــا  أيو ت ــايي، آغازگره ــد نه ــنشي  Semi Nested-PCR در واك

 دو آغازگر خارجي مربوط به مرحلـه اول قطعـه         . دندشاستفاده  
بازي را سـنتز كردنـد و مرحلـه دوم بـا دو آغـازگر                 جفت 262

اي به طول    داخلي و خارجي ادامه يافت كه در اين مرحله قطعه         
آغازگرهـاي طراحـي شـده توسـط        . بـاز توليـد شـد       جفت 237

  ).1جدول ( ساخته شد) انگلستان( Alfa Sequencingشركت 
  

 GBV-C توالي، مكان اتصال و طول محصول آغازگرهاي طراحي شده براي تشخيص 1جدول 
  

 مكان اتصال طول محصول توالي آغازگر نام آغازگر
 '1IS 5'-GGTCGTAAATCCCGGTCACC-3/آغازگر خارجي

 '1OS 5'-CCCACTGGTCCTTGTCAACT-3/آغازگرخارجي
 400 تا 139 باز  جفت262

 '2IS 5'-TAGCCACTATAGGTGGGTCT-3/آغازگر داخلي

 '2OS 5'-ATTGAAGGGCGACGTGGACC-3/آغازگر داخلي
 400 تا 163 باز  جفت237

  
  ويروسي و  RNAها و استخراج     آوري نمونه  جمع
 برداري معكوس نسخه

  HBsAg )Hepatitis B surfaceسـرم   نمونـه  100تعداد 
Antigen(        د مثبـت  أيي ـ ت براي د كه شمثبت از مراكز انتقال خون تهيه
  Enzyme-Linked Immunosorbent( آزمـون الايـزا  هـا   بودن آن

Assay: ELISA( )با استفاده از Enzygnost 0.6 Kit، شركت 
Siemens،   يـد  أي پس از ت   .انجام گرفته بود  ) ساخت كشور آلمان

آوري و در    ها داخل ميكروتيـوب جمـع      نتايج سرولوژيكي سرم  
هـا   براي تهيه نمونـه   . گراد نگهداري شد    درجه سانتي  -80دماي  

از كميته ايمني و اخـلاق       مراحل مربوط به اخذ مجوزهاي لازم     
  .پزشكي دانشگاه تربيت مدرس انجام گرفت

بـا   (RNA ميكروليتر از هر نمونه سرم براي استخراج         140
 ساخت شـركت  QIAamp RNA Viral Mini Kitاستفاده از 

QIAgene اسـتفاده شـد و       ) آلمانRNA      ي اسـتخراج شـده از
 .دش استفاده cDNA ساخت  برايهاي مورد مطالعه نمونه

ــاخت  ــه س ــدا cDNAدر مرحل ــر از 10 ابت  RNA ميكروليت
 ) پيكومـول  OS1) 10 ميكروليتر از آغازگر اختـصاصي       2همراه با   

 ريخته شد و    RNase  ،DNase  عاري از  ل يك ميكروتيوب  داخ
گـراد داخـل دسـتگاه      درجـه سـانتي  70 دقيقه در دمـاي   5 براي

ترموسايكلر قرار گرفت و سپس به سرعت روي يـخ قـرار داده             
 . باز شوندRNAشد تا ساختارهاي ثانويه موجود در 

  مهـار كننـده ريبونوكلئـاز       از ميكروليتـر  5/0سپس به ميزان    
)Ribonuclease Inhibitor (آب دي اتيــل  ميكروليتــر5/3 و 

 dNTP مخلوط ميكروليتر 2و ) DEPC Water( پيرو كربونات
 به ازاي هر نمونـه      x1 RT بافر   ميكروليتر 2 و   )مولار ميلي 2/0(

   دقيقـــه در 5بـــه هـــر ميكروتيـــوب اضـــافه شـــد و بـــراي  
در مرحلـه   ت؛  گراد داخل ترموسايكلر قرار گرف     سانتي  درجه 37
 بردار معكوس   ميكروليتر از آنزيم نسخه    1به ازاي هر نمونه     عد  ب

M-MulV    دقيقـه   60د و مخلوط حاصل بـراي       ش وارد واكنش 
   دقيقـه در دمـاي      10سـپس    گـراد و    درجـه سـانتي    42در دماي   

فعال شدن آنزيم قـرار گرفـت تـا     گراد براي غير  درجه سانتي  70
 از ها يكروتيوبپس از پايان اين مراحل م     . پايان واكنش رخ دهد   

محصول ايـن   . ر خارج و روي يخ منتقل شد      لدستگاه ترموسايك 
مـورد   Semi Nested-PCRعنـوان الگـوي مراحـل     هواكنش ب

  .استفاده قرارگرفت
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، 4 هاي ستون ،GBV-Cهاي مثبت از نظر       نمونه )3،  2،  1هاي   ستون 1 شكل
 )8 سـتون  نفـي،  كنتـرل م   )7 سـتون  ،GBV-Cهاي منفي از نظر       نمونه )6 ،5

  بازي جفت100 وزني نشانگر
  

Semi Nested-PCR. 

 ريـزي شـده بـراي       طبق مراحل آزمايش برنامه    PCRبرنامه  
GBV-C   اي انجـام    صورت دو مرحله   ه اين واكنش ب   .دشتنظيم

 OS1 و IS1 آغازگرهــاي خــارجيز  در مرحلــه اول ا كــهشــد
 5/0: بـدين شـرح بـود     مخلوط واكنش مرحله اول     . دشاستفاده  

ميكروليتر  75/0،  )مولار ميلي dNTP 2/0مخلوط  (ميكروليتر از   
 ميكروليتـر از محلـول      5/2 و) مـولار  ميلـي 5/1(از كلريد منيزيم    

ــافر  ــدام   x1 PCRبـــ ــارجي هركـــ ــاي خـــ   و آغازگرهـــ
ــر و 4/0 ــر 3/0 ميكروليت ــزيم  ميكروليت  واحــد در Taq) 5از آن

مرحلـه  ساخته شده    cDNA ميكروليتر از    5همراه با   ) ميكروليتر
آب مقطـر دو    ) DEPC) Diethylpyrocarbonateقبل كه بـا     
 .رسيد ميكروليتر 25زده شده، به حجم نهايي       DEPCبار تقطير   

 5گـراد بـراي       درجه سانتي  95: بود به اين ترتيب     PCRمراحل  
 50در   گـراد   درجه سـانتي   94:  به اين ترتيب   چرخه 32دقيقه و   

گـراد    درجه سـانتي   72 ه و  ثاني 40گراد در    درجه سانتي  55،  ثانيه
گـراد و    درجـه سـانتي  72 دقيقه در 3 ثانيه و در نهايت     50براي  

 شداستفاده   OS1و   IS2سپس براي مرحله دوم از آغازگرهاي       
 1مقـدار    و مخلوط واكنش مشابه مرحله اول با اين تفاوت كـه          

 ميكروليتر از محصول مرحلـه اول وارد واكـنش شـد و مراحـل           
PCR     گـراد   سـانتي   درجـه  95:  بود ه اين ترتيب  بدر اين مرحله 
 دقيقه و   5گراد در     درجه سانتي  95 با   چرخه 32 دقيقه و    5براي  

گـراد در     درجه سـانتي   72 ثانيه و    50براي   گراد  درجه سانتي  64
سـپس  .  دقيقـه  3بـراي    گـراد   درجه سانتي  72 ثانيه و درآخر     40

ورز وسيله الكتروف  ه ب PCRدست آمده از مرحله دوم       همحصول ب 
ــارز  ــد2در ژل آگ ــگ  درص ــا رن ــد   ب ــديوم بروماي ــزي اتي  آمي

)Ethidium Bromide (مـورد   ماوراي بنفشو تحت اثر اشعه 
يد وجـود   أيبراي مقايسه قطعات تكثيري و ت      .ارزيابي قرارگرفت 

بـازي سـاخت      جفـت  100 وزنـي    نشانگرقطعات مورد نظر، از     
  .)1شكل ( استفاده شد) كانادا( Fermemtasشركت 
  
  هاي محدود كننده خاب آنزيمانت

ــپ  ــين ژنوتي ــراي تعي ــا روش ) Genotyping (ب  RFLPب
)Restriction Fragment Length Polymorphism (

 هاي هاي ژنوميك ويروس كه تفاوت     ضروري است كه موقعيت   
هـاي   جايگـاه كند و همچنـين حـاوي        ها را مشخص مي    ژنوتيپ

 پيـدمي ات ااين روش در مطالع .شودبرش هستند با دقت تعيين     
هـا مناسـب     براي تشخيص سريع و واقعي حجم بالايي از نمونه        

روش   بـا  GBV-Cژنوتيـپ    6 تعيين   برايبنابراين  . ]24[است  
RFLP    هاي ذخيره شده موجود در       ژنوتيپ ابتدا كليهNCBI  را 

 افزارهـاي  ها را بـا نـرم    آنUTR5 'انتخاب و يك به يك ناحيه 
Web cutterو  Neb cutterهاي برش دهنـده    آنزيم بررسي و

هاي برش دهنده     تا حداقل تعداد آنزيم    شدناحيه محصول مقايسه    
 انتخاب   آنزيم 3در نهايت   . شود ژنوتيپ انتخاب    6و تعيين كننده    

 كه شـامل    شت ژنوتيپ ويروس را دا    6شد كه قابليت شناسايي     
 ،)BanII) FriOI( ،DraII) ECO 0109I آنزيم محدود كننده 3

AvaII) Bme18I ( بود) 2جدول.(  
  
  GB ويروس UTR´5 كننده و نوع برش در ناحيه هاي محدود نام آنزيم 2 جدول

  
  مكان شناسايي  نام آنزيم

DraII) ECO 0109I( 
5'RG↓GNCCY3' 

3'YCCNG↑GY5' 

AvaII) Bme18I(  5' G↓GWCC3' 

3'CCWG↑G5' 

BanII) FriOI(  5'GRGCY↓C3' 

3'C↑YCGRG5' 
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  كنندههاي محدود  برش با آنزيم
 هاي محدود  هاي هضم با آنزيم    در اين مطالعه، روند واكنش    

  :ريزي شد مرحله برنامه كننده، در سه
دسـت   ه ب PCR ميكروليتر از محصول     10ابتدا در مرحله اول     

   شــركت ســازنده آنــزيم، بــا برنامــهآمــده در مرحلــه قبــل طبــق 
  ميكروليتـر  2 و    واحد در ميكروليتر   DraII 10م   ميكروليتر آنزي  1

ميكروتيوب مخلوط   داخل) Tango(مخصوص آنزيم    x10 بافر
زده شـده بـه حجـم        DEPCوسيله آب مقطر دو بار تقطير        هو ب 

هـا،    و بـراي تعيـين ژنوتيـپ       رسـانده شـد    ميكروليتر   20نهايي  
گـراد    درجه سـانتي   37 ساعت در دماي     16ها براي    ميكروتيوب

ي صـورت  افـزار  هاي نرم در مرحله اول طبق بررسي . شدانكوبه  
 به سه صورت   DraIIرفت كه استفاده از آنزيم       مي گرفته، انتظار 

 و ايجـاد   225ايجاد برش در موقعيت نوكلئوتيدي       )1: عمل كند 
 . اسـت  2بازي كه نشان دهنده ژنوتيپ        جفت 15 و 225 قطعات

 ـ        عدم) 2   صـورت حـضور قطعـه       هايجـاد بـرش در محـصول ب
 5 و 4 و 1هـاي    نشان دهنده ژنوتيپ   بازي در ژل كه     جفت 237

 و 102و  35هــاي نوكلئوتيــدي  بــرش در موقعيــت) 3 اســت و
بازي كـه نـشان دهنـده         جفت 100 و 102 و 35 ةايجاد سه قطع  

  . است6 يا 3هاي  ژنوتيپ
 واحـد  30 در مرحله دوم روند هضم آنزيمي محصول با آنزيم        

 برنامـه مخصوص آنزيم طبـق      x10 همراه با بافر     AvaII در ليتر 
 و پـس از سـپري شـدن         يافـت ه آنزيم قبل ادامـه      شركت سازند 

) 1بينـي شـد كـه        با استفاده از اين آنزيم پيش      زمان انكوباسيون، 
) 2 ؛ اسـت  5برش محصول، نشان دهنده حـضور ژنوتيـپ          عدم

 و 33  و35 ةتوليـد سـه قطع ـ    و 68 و 35هاي   برش در موقعيت  
برش در  ) 3 در نهايت   و 1بازي نشان دهنده ژنوتيپ       جفت 172
ــتموق ــاي  عي ــات    و169 و 68ه ــاد قطع  71 و 101 و 68ايج

  .است 4 بازي نشان دهنده ژنوتيپ جفت
 واحد در ليتر    30  سوم و نهايي، محصول با آنزيم      ةدر مرحل 

BanII     همراه با بافرx10    مخصوص آنزيم و آب مقطـر دو بـار
ــر  ــ10و   زده شــدهDEPCتقطي ــه ميكروليت ــوط  ،ر نمون  ومخل

 يافت ساعت ادامه    16گراد براي    سانتي  درجه 37 انكوباسيون در 

 )2و    بـود  6عدم برش به منزله وجود ژنوتيپ       ) 1كه در نهايت    
  و29و  106 و ايجـاد قطعـات   135  و106هـاي   برش در موقعيت 

  .)1نمودار (بود  3بازي، نشان دهنده ژنوتيپ   جفت105
  

 
  

  هاي محدود كننده  مربوط به مراحل انتخاب آنزيم1نمودار 
  

  نتايج
، Semi Nested-PCRكـارگيري روش   هدر اين مطالعه با ب

هاي  آنزيم استفاده از   و با  RFLPهاي ويروس به روش      ژنوتيپ
 Bme18I(، DraII (AvaII  و )BanII) FriOIمحدود كننـده    

)ECO 0109I(هـاي مـورد    الگوي ژنـوتيپي نمونـه    و شناسايي
هـضم آنزيمـي در ايـن مطالعـه          نتـايج . شـد مطالعه، مـشخص    

 ـ 100از تعداد   : دست آمد  هب ترتيب زير  به  HBsAg  سـرم  ةنمون
 مثبت بودند كه    GBV-Cژنوم ها از نظر    عدد آن  12مثبت، تعداد   
 بـرش   DraII عـدد بـا آنـزيم        12 در مرحله اول،   از اين تعداد،  

بازي كردند كـه نـشان        جفت 15 و 225ايجاد قطعات    خورده و 
 ي تعيين ژنوتيـپ   در ادامه كار، برا   .  بود 2دهنده حضور ژنوتيپ    

برشـي   DraIIكـه بـا آنـزيم         باقيمانده از مرحله قبل    ةتنها نمون 
هـا داشـت، طبـق روش طراحـي شـده       متفاوت از سـاير نمونـه     

كــه نتيجــه شــد اســتفاده  BanII، از آنــزيم )5-2مرحلــه اول (
بـازي و نـشان       جفـت  105  و 29و   106حاصل، توليد قطعـات     

نمونـه در    12آنزيمي هر    با توجه به برش   .  بود 3دهنده ژنوتيپ   
 در بـين    5 و   4،  1 هـاي  مرحله اول، مشخص شـد كـه ژنوتيـپ        

 نداشته و نيازي به اسـتفاده     حاضر وجود  ةهاي مورد مطالع   نمونه
هاي نـامبرده    يد حضور ژنوتيپ  أي براي برش و ت    AvaIIاز آنزيم   
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 مـورد   11 بـا تعـداد      2طي اين پژوهش، ژنوتيـپ       بنابراين. نبود
مجمـوع  )  درصـد  3/8(  مـورد  1 بـا    3وتيپ  و ژن  ) درصد 6/91(

بـراي  . تـشكيل داد   هـاي مـورد آزمـايش      ها را درنمونـه    ژنوتيپ
،  درصد 3سازي ژل آگارز     افزايش دقت كار، پس از تهيه و آماده       

عنوان كنتـرل منفـي، از نمونـه         ه زده شده ب   DEPC از آب مقطر  
 نـشانگر عنـوان كنتـرل مثبـت و از          همثبت بدون هضم آنزيمي ب    

هاي ژل ريخته شد و      داخل چاهك  بازي  جفت 50 و   100 وزني
آميزي اتيديوم برومايـد نتـايج       رنگ پس از گذشت زمان لازم و     

هـاي   ژنوتيپ دست آمده تعيين  هبا مقايسه باندهاي ب   . بررسي شد 
GBV-C  يـد نتـايج كـار     أيدر انتها براي ت    .)2شكل   ( انجام شد، 

 تـوالي اسـتفاده     ها براي تعيـين    نمونه طور تصادفي تعدادي از    هب
كاررفته را مشخص  ه و دقت روش بدرستيشد كه نتايج حاصل   

 Fermentasشـركت     از DraIIلازم به ذكر اسـت آنـزيم        . كرد
  .خريداري شد) مالزي( Vivantis از شركت BanIIو ) كانادا(

  

  
  

، 7،  6،  4،  3،  2هـاي    ستونبازي،    جفت 100 نشانگر وزني    )1تون   س 2شكل  
 حـضور  )5سـتون  ، 2بـازي و نـشانگر ژنوتيـپ      جفـت 225 حضور بانـد    )8

 كنترل منفـي،    )9ستون  ،  3بازي و نشانگر ژنوتيپ       جفت 106 و   105باندهاي  
  عنوان كنترل مثبت  نمونه بدون هضم آنزيمي به)10ستون 
 

  بحث
بـه دليـل     بـوده و    در تمـام جهـان فراگيـر       GBV-C شيوع

  و HCV، HBVآلودگي همزمان آن با     هاي انتقال مشترك و      راه
HIV        هـاي   جداسازي و بررسي عملكرد اين ويروس و ژنوتيپ

مطالعات . ها اهميت دارد   آن در عفونت همزمان با ساير ويروس      
متعددي در رابطه با نقش اين ويروس در ممانعـت از پيـشرفت             

 و  GBV-Cو   HIVبيماري در افراد آلوده به عفونـت همزمـان          

 ضـد ويروسـي     هاي ويروس در پاسخ بـه درمـان        نقش ژنوتيپ 
هـاي بـه عمـل آمـده،         طي پـژوهش  . ]20،  11[انجام  شده است     

 در   درصـد  4تـا    1اهداكنندگان سـالم خـون        در GBV-C شيوع
 تـا   5/5  در آسـيا و     درصد 6 تا 2 آمريكاي شمالي و اروپا و ژاپن،     

ــين و در درصــد5/14 ــاي لات ــشورهاي   در آمريك برخــي از ك
سـت، همچنـين در      گزارش شـده ا     درصد 18 تا   10 آفريقايي از 
،  درصـد 2/18ها تا     مثبت HIV، در    درصد 8/6ها تا    همودياليزي

 8/28تا   و در معتادين تزريقي درصد4/24ها تا   مثبتHCVدر 
، 25[  گزارش شـده اسـت     درصد 2/35 ها در هموفيلي   و درصد

 ميزان شيوع اين ويروس طي مطالعات انجام شـده در ايـران           . ]26
  و در مبتلايان بـه      درصد 5/15تا   HIV به افراد آلوده  بين جمعيت 

HCV ــا ــد6/43 ت ــوفيلي  و درص ــا  در هم ــد4/41ه در   و درص
 اهداكنندگان سالم خون تا    درجمعيت  و  درصد 4/33ها   تالاسمي

  ].28، 27، 11 [ گزارش شده استدرصد 6/8
هاي نوين مولكـولي و طراحـي آغازگرهـاي          با كمك روش  

 و دقيق بوده     ساده GBV-C هاي تشخيص ژنوم   روش حساس،
پـروتئين سـطحي     بادي عليـه گليكـو     گيري آنتي  و با كمك اندازه   

توان به حضور سابق ويرمي ويروس و مـزمن       مي) E2 (ويروس
هاي متعددي براي تعيين     روش همچنين. بودن فرد آلوده پي برد    

 ـ           كـارگيري روش    هژنوتيپ ويـروس موجـود اسـت از جملـه ب
ويـروس توسـط     UTR´5 كل ژنوم يا ناحيـه     زنجيره پليمراز از  

ــوالي و    ــين ت ــصاصي، تعي ــاي اخت ــل آغازگره ــه و تحلي  تجزي
فيلوژنتيك ويـروس، اسـتفاده از روش تعيـين تـوالي مـستقيم،             

 ـ UTR´5 اختـصاصي ناحيـه    كاوشگر روش سنتز  كـارگيري   ه، ب
هاي اختصاصي يـا روش      بادي روش سرولوژيك و ساخت آنتي    

RFLP    كـدام از ايـن      هـر . هاي محدود كننده    و استفاده از آنزيم
هاي نامبرده فوايد و معـايبي دارنـد بـراي مثـال در روش               روش

 از فوايد و فقدان اختـصاصيت   آزمونسرولوژيك سهولت انجام    
از معايـب تعيـين تـوالي     آينـد و  حساب مي هلازم از معايب آن ب  

اسـتفاده   عدم دسترسي آسان و    :توان به نكات زير اشاره كرد      مي
گير و پر زحمت      بالا، وقت  ةهزين ها،در تمام كشور   اين روش  از

يافتـه در   هـاي جهـش   بودن آن و عدم قابليت تـشخيص سـوش    
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 و عـدم    يافته جهشجمعيت ناهمگون متشكل از سوش وحشي و        
 نسبت  RFLP مزاياي روش    .]29،  24[تشخيص عفونت همزمان    

قابـل  و دقـت لازم و      سـرعت عمـل      عبارتنـد از     ها به ساير روش  
ها از جمله روش تعيين توالي، عدم        ر روش قبول در مقايسه با ساي    

هـاي   براي مطالعه در زمـان    بودن  اي، مناسب    به پردازش رايانه   نياز
قابليـت  ،  بـاليني  هـاي   كارآمدي در مقياس بـالاي نمونـه       واپيدمي  

 و توانـايي    هـاي جديـد    هـا از جملـه ژنوتيـپ       تعيين تمام ژنوتيپ  
  .]30، 29 [رديابي چندين سوش در يك جمعيت ناهمگون

 كـه   ايران در GBV-C در مطالعات انجام شده در ارتباط با      
، از بــوده HIVاكثــراً روي آلــودگي همزمــان ايــن ويــروس بــا 

 فيلوژنتيـك   تجزيـه و تحليـل  هاي تعيين توالي مـستقيم و   روش
هاي ويـروس اسـتفاده شـده اسـت كـه بـا              براي تعيين ژنوتيپ  

نظـر  هـاي مثبـت از       از آغازگرهـاي اختـصاصي، نمونـه       استفاده
ــروس  ــا اســتفاده از  GBV-Cوي  را انتخــاب كــرده و ســپس ب

هـاي   هاي تعيين توالي مستقيم موفق به شناسايي ژنوتيـپ         روش
 توسـط قنبـري و     انجام شده    ة مطالع راز جمله د   .ويروس شدند 

تـري از     از طـول كوتـاه     حاضر ةهمكاران كه در مقايسه با مطالع     
د و ژنوتيپ در    ها استفاده ش    براي تعيين ژنوتيپ   UTR´5ناحيه  
 تعيـين   HCVبـه عفونـت       بين جمعيت مبتلا   GBV-C گردش

 توسـط   همچنين در مطالعات انجام گرفته    . ]31،  25 [شده است 
 تجزيــه و تحليــلو همكــاران روش ) Muerhoff(موئرهــوف 
 ـ  براي تعيين ژنوتيپ  فيلوژنتيك كـار رفتـه و در    ههاي ويـروس ب

 بــراي RFLPو همكــاران، از روش ) Oubina( ة اوبينــامطالعــ
 استفاده شده كـه در زمـان انجـام ايـن            GBV-Cتعيين ژنوتيپ   

    شناســايي شــده بودنــد3 و2 و 1هــاي  مطالعــه، تنهــا ژنوتيــپ
  ميزوكــاميوهش صــورت گرفتــه توســط  ي پــژطــ. ]8، 5[
)Mizokami (    تجزيه و تحليـل   دو روش    و همكاران نيز از هر 

 اسـتفاده  GBV-C براي تعيين سه ژنوتيپ     RFLPفيلوژنتيك و   
  ].32، 24، 5[شده است 

در مطالعات اوليه بـراي تـشخيص ژنـوم ايـن ويـروس از              
 و  NS3آغازگرهايي براي نواحي غيـر سـاختماني ژنـوم ماننـد            

NS5a   بـراي   بررسـي حاضـر   طـي   ]. 34،  33[شـد     استفاده مـي 
 ،Semi Nested-PCRبا استفاده از روش  ،GBV-Cتشخيص 

ــوالي ــت237 ت ــازي  جف ــ ب ــط  UTR´5ة ناحي ــروس توس  وي
 مطالعـات  طبـق    .آغازگرهاي حساس شناسـايي و تكثيـر يافـت        

باعــث افــزايش  Semi Nested-PCRصــورت گرفتــه، روش 
 برابر شده كـه قابـل       104حساسيت تشخيص محصول به ميزان      

 ـ       بنابراي ؛توجه است  عنـوان يـك روش      هن ايـن روش همـواره ب
سريع و قابل اعتماد موجب افزايش حـساسيت و اختـصاصيت           

]. 35 [رود كـار مـي   هب PCRيد محصول   أيت براي شده و  آزمايش
هـاي بـرش دهنـده       آنزيمو   RFLP با استفاده از روش      در ادامه 

 ، موفق به شناسـايي ژنوتيـپ غالـب موجـود در           GBV-Cژنوم  
 شـديم و     مثبت HBsAgافراد   جمعيت   گردش اين ويروس در   

يد حاصل از روش تعيين توالي، مـشخص شـد كـه روش             أيبا ت 
از كـارايي   ) PCR-RFLP ( تعيـين ژنوتيـپ    بـراي استفاده شده   

  .قابل قبولي برخوردار است
دست آمده در مقايـسه      در پايان با توجه به نتايج پژوهش به       

هـا از     آن با نتايج ساير مطالعات داخلي و خـارجي كـه در اكثـر            
تعيين توالي و تجزيه و تحليـل فيلوژنتيـك اسـتفاده شـده و بـا                

بـراي   RFLPاز روش   در ايـران    كنـون    تـا توجه با اين نكته كه      
، سادگي اين روش     استفاده نشده است   GBV-C تعيين ژنوتيپ 

و عدم نياز به صرف هزينه و زمان كاري زيـاد، اسـتفاده از ايـن         
 نمونة سرم آلوده    100لعه از   در اين مطا  . روش را منطقي ساخت   

-GBVها داراي آلودگي همزمان با        عدد از نمونه   HBV  ،12به  

C       3 مورد ژنوتيپ    1 و   2 مورد ژنوتيپ    11بوده و از اين تعداد 
 GBV-C بنابراين نتايج حاصل، شيوع بالاي       .تشخيص داده شد  

 از  .دهـد  در ايران نـشان مـي      HBVرا در جمعيت افراد مبتلا به       
هـاي ايـن ويـروس        از تعيين ژنوتيپ   دست آمده  هيج ب طرفي، نتا 

الگوي ژنوتيپ در اين مطالعه مشابه       نشانگر اين مطلب است كه    
  .غالب در اروپا و آمريكا استي با الگوي ژنوتيپ

  

  تشكر و قدرداني
نامه دانشجويي كارشناسي    مقاله حاضر حاصل پژوهش پايان    

مـدرس  ارشد مصوب دانشكده علوم پزشـكي دانـشگاه تربيـت       
  .است كه با حمايت مالي آن دانشگاه به انجام رسيده است
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