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A B S T R A C T 

Background and Objectives 

The use of positive controls in Real-Time PCR experiments is crucial for 

ensuring assay accuracy and reliability. Traditionally, such controls are 

derived from clinical resources. However, in situations where access to 

biological samples is limited, Polymerase Cycle Assembly (PCA) provides a 

reliable alternative for creating positive controls. The aim of this study was to 

evaluate the efficiency of the enzymatic method for producing genomic DNA 

fragments suitable for molecular biology applications. To the best of our 

knowledge, while PCA has been primarily employed for assembling 

sequences, its utility in constructing HSV-2 positive controls has not yet been 

investigated.  

Materials and Methods 

In this experimental study, the first step involved designing overlapping DNA 

fragments targeting the US6 region of the HSV-2 genome, a unique and well-

characterized sequence selected as a suitable target. The selection of the US6 

region was based on a literature review analysis. The overlapping fragments 

were evaluated for secondary structures and thermodynamic parameters using 

AlleleID software. Primer design for the US6 region was performed using 

MEGA version 11, ensuring specificity to the HSV-2 genome. The 

evaluation of the genome HSV-2 with the SnapGene software has been 

carried out. A comprehensive examination of the primers and their products 

from the secondary structure was conducted using MFold. This software 

analyses the sequence intended for primer design in terms of its secondary 

structure. 

Results 

Alignment analysis revealed a high degree of sequence similarity between 

HSV-1 and HSV-2. Therefore, primers and overlapping fragments were 

designed to target a region exhibiting the greatest natural variation. The 

results demonstrated that the in silico positive controls were comparable to 

natural controls, and the specificity of designed primers was confirmed.  

Using SnapGene software, the size of reproduced DNA segment was 

estimated to be approximately 70 base pairs, providing a suitable template for 

future studies. 

Conclusions   

The results demonstrate that  PCA is an effective and highly reliable method 

for synthesizing positive controls for molecular diagnostics. Targeting the 

HSV-2 US6 region ensured specificity and structural integrity of the synthetic 

fragment. 
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 هچكيد

برای اطمینان از صحت آزمایش ضروری است   Real-Time PCRهای  استفاده از کنترل مثبت در آزمایش 
های شوند. زمانی که دسترسی به نمونـهها در حال حاضر عمدتاً از منابع بالینی تهیه میکه این کنترل

بـرای سـاخت  Polymerase Cycle Assemblyیـا  PCA مثبت بیولوژیک فراهم نباشد استفاده از روش
کنترل مثبت، راهگشا خواهد بود. هدف از این پژوهش تعیین کارآیی روش سنتز آنزیمی بـرای تولیـد 

ای پیرامون بررسی کارآیی ژنومیک جهت کاربردهای بیولوژی مولکولی بود. تاکنون مطالعه DNAقطعات  
عمدتاً برای مونتاژ توالی  انجام نگرفته است و این روش  HSV-2ور تولید کنترل مثبت  ظبه من  PCAروش  

 استفاده شده است. 

که برای آن این   HSV-2ای در ژنوم  پوشان بود. ناحیهاولین قدم در این مطالعه تجربی، طراحی قطعات هم
نگر بود. این ناحیه از طریق یک مطالعه گذشته  US6ای منحصر به فرد به نام  قطعات طراحی شدند، ناحیه

 AllelelDافزار انتخاب شد. سپس ساختارهای ثانویه و پارامترهای ترمودینامیکی قطعات همپوشان با نرم
، طراحی آغازگرها برای ناحیه ای منحصر به فرد در 11نسخه    MEGAبا استفاده از نرم افزار   بررسی شد.

مورد بررسی قرار گرفـت.  SnapGeneبا نرم افزار  HSV-2صورت گرفت. ژنوم   HSV-2در ژنوم    US6ژن  
افزار، توالی این نرم  صورت گرفت.   MFoldانویه با  ثبررسی تکمیلی خود آغازگرها و محصول آنها از ساحتار  

 کند.که قرار است برای آغازگر طراحی شود از نظر ساختار ثانویه بررسی می

توالی  بالای شباهت  به درجه  توجه  بررسی   HSV-2و    HSV-1های  با  با سخت در  ردیفی،  گیری  های هم 
پوشان طراحی شد.  ، آغازگر و قطعات هم US6شدید برای نواحی با بیشترین تفاوت طبیعی در محل ژن  

اختصاصیت    HSV-2و حصول بالاترین امتیاز برای    in silicoدر محیط    PCRنتایج بلاست برای محصول  
، اندازه قطعه تکثیر یافته در این مطالعه  SnapGeneافزار  توسط نرم   آغازگرهای طراحی شده را تایید کرد. 

 جفت باز باشد.     70های بعدی  برای مطالعه   که   تخمین زده شد 

تواند کیفیت مناسبی برای ساخت کنترل مثبت داشته باشد و  نتایج حاصله نشان داد روش سنتتیک می 
از منظر محتوای    HSV-2های طراحی شده به عنوان کنترل مثبت  توالی   in silicoدر حقیقت در محیط  
توالی  با  نتایج روش  های طبیعی این ویروس بودند که این مهم نشان می توالی مشابه  معادل    PCAدهد 

 کاربرد کنترل بالینی مثبت است. 
 2، هرپس ویروس  Real-Time PCRالیگونوکلئوتیدها،  
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 "سنتز ژن"سنتتیک که به طور عام به آن  DNAساخت      

به طول   DNAهایی از  شود، به فرآیند سنتز توالیلاق میطا

ای جفت باز از اولیگونوکلئوتیدهای تک رشته  2000تا    250

DNA  ًبـا   سنتتیک اشاره دارد. این اولیگونوکلئوتیدها عمدتا

شوند های شیمیایی فسفرآمیدیت تولید میاستفاده از روش

هـای مختلفـی بـه سـاختارهای روشو سپس با اسـتفاده از 

 (.1)  گردندبزرگ تر مونتاژ می

ــان روش     روش ز ژن، نتهــای موجــود بــرای ســدر می

“Polymerase Cycle Assembly”  بـه عنـوان یـک نـوآوری

تواند جایگزین مناسبی برای شود که میبرجسته شاخته می

نظیـر سـنتز تر  هـای قـدیمیهای سـنتی باشـد. روشروش

هایی در زمینه تولیـد کنتـرل مثبـت شیمیایی با محدودیت

مواجه هستند؛ به ویژه زمـانی کـه طـول قطعـه مـورد نظـر 

هـا کـاهش یی این روشآنوکلئوتید باشد، کار  300بیشتر از  

هـای آلـی در ایـن یابد. علاوه بر این، وابستگی بـه حلالمی

ثیرات منفـی بـر محـیط زیسـت داشـته أ تواند تها میروش

 باشد.

این محدودیت     بر  غلبه  با همان    DNAها و ساخت  برای 

درآکار که  تکنولوژی   DNAخوانش    یی  دارد،  های  وجود 

یافته توسعه  مولکولی    و  اندجایگزین  مونتاژ  و  شامل 

الگو،  هروش از  مستقل  آنزیمی  سنتز  روش  کلونینگ،  ای 

تکثیرآمیکرو و  چرخان    رایه  یافته حلقه  باشند  می  توسعه 

 DNAهای اخیر در زمینه سنتز  به طور کلی، پیشرفت  .(2)

ظهور   با  ویژه  به  مانند  روشسنتتیک،  نوین  های 

Polymerase Cycle Assemblyیی فرآیندها را  آ، نه تنها کار

 . کندافزایش داده بلکه به حفظ محیط زیست نیز کمک می

ــنتز      ــای سـ ــالای کاربردهـ ــیل بـ ــت پتانسـ ــه علـ بـ

های قابــل اولیگونوکلئوتیــدها در مقیــاس وســیع، پیشــرفت

شناسی های زیستتوجهی در علوم تجربی، به ویژه در زمینه

سنتتیک، مهندسی پـروتئین، مهندسـی ژنـوم و مهندسـی 

با توجه به انـدازه کوچـک   .(3)  متابولیک حاصل شده است

ــاتی آنویروس ــا و نقــش حی ــا در پیشــرفت ســلامت و ه ه

هـای های چشمگیری در سـنتز ژنومبیوتکنولوژی، پیشرفت

 .(4) ویروسی مشاهده شده است

 ( یکی از HSV-2) 2وع ـــس نـس سیمپلکـروس هرپ ـوی     

 4۹1های منتقله از راه رابطه جنسی است که حدود  عفونت

سـال در سراسـر   4۹تـا    15( از افراد بین  %13میلیون نفر )

متعـددی نشـان های . گزارش(5) جهان به آن مبتلا هستند

ممکـن در خـون  HSVمرتبط بـا  DNAحضور   دهند کهمی

از طریــق  HSVاســت رد دهــد؛ بنــابراین، احتمــال انتقــال 

محصولات خونی وجود دارد. با این حال، این پدیده محـدود 

هـای راجعـه مشـاهده های اولیه است و در عفونتفونتع به  

از این رو، افرادی که دچار عفونـت اولیـه هسـتند   شود.نمی

 .(6) بیندازدباید اهدای خون را به تعویق 

    Real Time PCR های اصلی برای تشخیص یکی از روش

گیری بیان ها برای اندازهروشاین عفونت و از پرکاربردترین  

ای پویـا و حساسـیت مناسـبی دارد و ژن است، زیـرا دامنـه

  .(7-۹)  تواند به طور اختصاصی برای هر توالی عمل کندمی

ییـدی أ بـه عنـوان یـک اقـدام ت PCRهای مثبـت در کنترل

روند تا اطمینان حاصـل شـود کـه شـرایط کیفی به کار می

کنند ها( به درستی عمل میچرخهواکنش ) مواد و وضعیت  

های هدف در نمونه  DNAو نتایج منفی تنها به دلیل فقدان  

های سنتتیک با استفاده از تولید کنترل  .(10)  آزمایش است

روش سنتز آنزیمی نیاز به کلونینگ یا تجهیزات خاص فراتر 

های تشخیص مولکولی ندارد. ایـن روش از وسایل آزمایشگاه

های مثبـت کـا ب احتمال آلودگی یا گزارش اشتباه واکنش

 دهـدرا به علت آلودگی با مـواد کنتـرل مثبـت کـاهش می

های سنتتیک تولید شده با این روش در همـه کنترل  (.11)

های تشخیص مولکولی و صرف نظر از ایـن کـه مـا آزمایش

شـوند. از مزایـای ارگانیسم را داریم یا خیر به کار گرفته می

را 11 ییی بالاآکار توان سهولت، اختصاصیت ومی  روشاین  

بـه  HSV-2متذکر شد اما در زمینه سـاخت کنتـرل مثبـت 

طور کامل مورد بررسی قرار نگرفته است. با  کر محـدودیت 

های موجود، این پژوهش منجر به دقت تشخیصـی در روش

شـد. هـدف مـا از ایـن  HSV-2بهتر و اعتبـار در شناسـایی  

ــایج  ،پــژوهش ــودن نت ــل اعتمــاد ب اطمینــان از دقــت و قاب

های مثبت سنتز شده به روش آنزیمـی در شناسـایی کنترل

HSV-2  های بالینی بود که در حـال حاضـر نسبت به کنترل

برای این ویروس موجود است. روش آنزیمی شامل سـاخت 

پوشـانی و مشـابه بـا تـوالی دارای همDNA HSV-2 قطعات 

DNA    برای سنتز آنزیمی قطعه  استویروسی .DNA   نیاز به

بدین صورت که با مقایسـه ژنـوم  است in silico هایهمطالع

 HSV-2نقاط ثابت ژنوم ویروس  ،    HSV-2و    HSV-1ویروس  

 د.  وجهت تعیین مکان سنتز ژن تعیین ش

 

   بود.این پژوهش یک مطالعه تجربی 
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در ایــن پــروژه اســتفاده از اطلاعــات فــردی انســانی یــا     

 نداشت.زمایشگاهی وجود آاستفاده از حیوان 

      

 :  AlleleIDافزار طراحی آغازگر با نرم
های تفکیـک سـویهفرآیند انتخاب ناحیه مناسـب بـرای      

هـا در خـانواده به دلیل درجـه شـباهت توالی  هرپس عمدتاً

هرپس ویریده دشوار بـود. اسـتراتژی مـا شـامل شناسـایی 

هـا را میـان ای بود که نه تنها تفاوتهای حفاظت شدهتوالی

های هرپس ویروس نشان دهند بلکه این ویـروس را از تایپ

ها تمیـز ویروس  DNA  سایر  های هم خانواده ودیگر ویروس

بـه   نگردهد. در این ارتباط نخست با یـک مطالعـه گذشـته

 رسیدیم.    US6انتخاب ناحیه

بــرای آغــازگر طراحـی  ،اولـین مرحلــه در ایـن پــژوهش    

بـود.  HSV-2در ژنـوم  US6ای منحصر به فـرد در ژن ناحیه

صـورت  11نسخه  MEGA افزاراین تصمیم با استفاده از نرم

 HSV-1و  HSV-2گرفت و با آن حـداقل دو تـوالی مجـزا از 

گرفتـه شـده بودنـد، مـورد هـم ردیفـی قـرار   NCBIکه از  

افــزار در نرم DNAهــای گرفتنــد. پــس از وارد کــردن توالی

AlleleID    افـزار، هـای پایـه نرمبا توجه به الگوریتم  7نسخه

های متعدد و پروب مناسب پیشنهاد شد. با این حال، آغازگر

ها و پـروب طراحـی شـده بـه آغازگرتصمیم ما به کارگیری  

افـزار صورت دستی بـه جـای اسـتفاده از پیشـنهادهای نرم

افزار برای بررسی ساختارهای ثانویـه از این نرم  مربوطه بود.

 cross dimerو  self-dimerاز جمله ساختارهای سنجاق سر، 

بـا توجـه بـه پارامترهـای ترمودینـامیکی مربوطـه اسـتفاده 

ــبس ) شــود.می ــرژی آزاد گی ــه ان ــا توجــه ب ــزان  ،(ΔGب می

 شود.  پذیری و پایداری ساختارهای ثانویه تعیین میانجام
 

 : SnapGeneافزار با نرم HSV-2بررسی ژنوم 
ــاب      ــا انتخ ــدهب ــازگر جلوبرن ــوس و آغ ــزار در نرم معک اف

SnapGene  ،مطالعـهیافته در این  اندازه قطعه تکثیر PCR 

in silico  و بـا انتخـاب آغازگرها تخمین زده شد. با توجه به

simulate agarose gel  در قسمتtools  ،اندازه قطعه تکثیـر 

 تخمین زده شد. %2یافته و موقعیت آن در ژل 

مــورد جســت و جــوی  in silico PCRمحصــول  نهایتــاً    

قـرار   HSV-2بلاست بـرای اطمینـان از اختصاصـیت بـرای  

است کـه در محـیط آغازگر  این عمل مکمل بلاست    گرفت.

SnapGene   انجام گرفت؛ بـدین صـورت کـه بـا وارد کـردن

و اجـرای بلاسـت بـرای   toolsو انتخاب گزینه  آغازگر  توالی  

بـه آغـازگر  های انتخاب شـده، از اتصـال اختصاصـی  آغازگر

 ارگانیسم هدف اطمینان حاصل شد.

نیز تمام نتایج گزارش شده  in silico PCRبرای محصول     

 HSV-1بودند. حتی زمانی کـه ارگانیسـم   HSV-2مربوط به  

 inای بـرایهـی  نتیجـه ،انتخاب شـد  NCBIدر هم ردیفی

silico PCR  .تـوالی آغازگرهـا در جـدول قابـل گزارش نشد

نیـز  HSV-2هـای آغازگرترادف  .(1مشاهده هستند )جدول 

های پایه الگوریتم  و  11  نسخه  MEGAافزار  با استفاده از نرم

مــورد بررســی  HSV-2و  HSV-1نســبت بــه ژنــوم ویــروس 

multiple sequence alignment گرفت. قرار 
 

 : MFold افزارنرم  بررسی تکمیلی ساختارهای ثانویه با
ها از نظر سـاختار ثانویـه بـا ها و محصول آنآغازگرخود      

MFold .چک شدندMFold   یک ابـزار تحـت وب اسـت کـه

یـا  DNAهـای اسـید نوکلئیـک ماننـد ساختار ثانویـه توالی

RNA بینــی هــای ترمودینــامیکی پیشرا بــر اســاس ویژگی

کـه   سکانسـی را  یتوال  MFoldافزار  نرمکند. در حقیقت،  می

شــود از نظــر وجــود  یطراحــآغــازگر آن  یقــرار اســت بــرا

 کند.یچک م هیثانو  یساختارها

 یهـالیرا در فا  یتـوال  یهاو تاب   یصورت که انواع پ   نیبد

  یمختلـف پـ  یهابا حالت  یتوال  کی)  دهدیمختلف ارائه م

 GC  ینـواح  در  ژهیـبـه و  یخوردگ   یکه پ   ی(. زمانیخوردگ

 بتـائیناز    PCR  یبـراشود کـه  پیشنهاد میباشد    ادیهدف ز

بـالا   ینـواح  نیرا در چنـ  ریتکث  زانیمبتائین  شود.  استفاده  

 برد.یم
 

 : توالی آغازگرهای طراحی شده 1جدول  

 

 توالی آغازگر  آغازگرها  ژن 
 PCRمحصول 

 )جفت باز( 
 GCدرصد 

 دمای  وب 

 گراد( )درجه سانتی 

US6 
CGCCAAATACGCCTTAGCA جلوبرنده 

70 
%53 56 

 AAGGTT CTT CCC GCG AAA%50 57 معکوس 
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 : HSV-2پوشان برای کنترل مثبت طراحی قطعات هم
دا بایـد بـه محـل ـابتـ نپوشـاات همـی قطعــدر طراح    

توجـه کـرد. محـل معکـوس    و  جلوبرندههای  آغازگرجفت  

پوشانی بایـد در مجـاورت ایـن دو باشـد. قطعات دارای هم

ایـن    دمـای  وبنوکلئوتیـد و    50  طول این قطعات حدود

درجـه   66  پوشانی بهتـر اسـت حـدودهم  قطعات در محل

یک از  هر  ′3  نوکلئوتید سر  4-5باشد. در حدود    گرادسانتی

ــدینی  ــورینی و پیریمی ــای پ ــر درصــد بازه ــات از نظ قطع

 بایستی متناسب باشند.  می

 

 :  AlleleIDافزار طراحی آغازگر با نرم
امتیـاز  ،شـودمشـاهده می  2همان طور کـه در جـدول      

خـوب تلقـی   AlleleIDافـزار  های پیشنهادی در نرمآغازگر

 self-dimerسـاختار ثانویـه    antisenseرشـته    تنهـا در  شد.

 وجـود نداشـت senseمشاهده شد و این ساختار در رشـته 

. از آن جایی که مقدار انرژی لازم برای شکسـتن (1)شکل  

(، از منظـر ΔG) است  -Kcal/moL  5  این ساختارها بیش از

 پایدارای، تشکیل این ساختار ثانویه قابل قبول است. 

انــرژی لازم بــرای شکســتن  ،(ΔGانــرژی آزاد گیــبس )    

باشــد و مقــادیر بســیار منفــی آن ســاختار ثانویــه می

ها برای اتصال به یکـدیگر آغازگردهنده تمایل بیشتر  نشان

در شکل  cross dimerاست و چون این انرژی برای ساختار 

دهنده قابـل قبـول بیشتر اسـت، نشـان  -kcal/moL6، از  2

 . (2)شکل    باشدبودن این پارامتر می

ــا انتخــاب      ــده آغــازگرب ــزار در نرم معکــوسو  جلوبرن اف

SnapGene  ،یافتـه در ایـن مطالعـه  اندازه قطعه تکثیرin 

silico PCR  جفـت بـاز بـود 70میزان که تخمین زده شد 

پوشـان بـا توجـه بـه قطعـه تـوالی قطعـات هم  .(3)شکل  

 آمده است.  3جلوبرنده و قطعه معکوس در جدول 

 

 AlleleIDافزار های آغازگرهای پیشنهادی نرم ی گ : بررسی ویژ2جدول 

 

 موقعیت  توالی  امتیاز  موقعیت 

 طول 

)جفت  

 باز( 

Tm 

)درجه  

 گراد( سانتی 
GC (%) 

Hairpin 

ΔG 

(kcal/moL) 

Self dimer 

ΔG 

(kcal/moL) 

رشته  
sense 

3/60 CCGTACCACCAGCACC 814 18 1/6۹ 7/66 1.2- 2.1- 

رشته  
antisense 

66 TCTGCGAAGACACCGT ۹43 18 3/68 1/61 1.2- 1.2- 

محصول  
PCR 

1/66   130 1/87    

 در آغازگرهای دو رشته   self-dimer: 1شکل  

   در آغازگرهای دو رشته   self-dimer: 1شکل  
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 در آغازگرهای دو رشته   cross-dimer: 2  شکل  

 

 
 

 
 

 in silico PCR  : 3  شکل

PCR productنتیجه بلاست   : 4شکل  
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 in silico تجزیـه و تحلیـل ، قدم بعـدی در ایـن ارتبـاط    

باشد. در این ها و پروب در رابطه با ترادف متناظر میآغازگر

استفاده شد. عـلاوه بـر تعیـین   Snap geneافزاررابطه از نرم

 in silicoحاصـله در محـیط   PCRتجزیه و تحلیلموقعیت، 

متناظر با واقعیت تعیین گردید. طول قطعات، محاسبه شده 

مشـخص شـد.  PCR  الکتروفورز حاصل از تجزیه و تحلیلو 

 افـزار بـه انجـامن بـا اسـتفاده از قابلیـت ایـن نرمآعلاوه بر  

 قطعه مورد نظر پرداخته شد.  بلاست

مشـاهده در شـکل    PCRنتیجه بلاسـت بـرای محصـول      

یـت اسـت، ایـن ؤ. همان طور کـه قابـل ر(4)شکل    شودمی

ــه  ــوط ب ــایج همگــی مرب ــر HSV-2نت ــوده و محصــول غی  ب

 شود.ها شناسایی نمیآغازگراختصاصی با این 

نواحی ثبـت ،  Gene Bankبر مبنای اطلاعات موجود در     

انتخاب و مورد   HSV-2و    HSV-1های مختلف  شده از سویه

ــل ــه و تحلی ــط  multiple sequence alignment تجزی توس

قـرار داده شـد.  ClustalWو سرور  11 نسخه Mega  افزارنرم

هـای آغازگرمیـان    MEGAنتیجه هم ردیفی در    5در شکل  

قابل   HSV-2و    HSV-1با توجه به ژنوم    معکوسو    جلوبرنده

یت است. همان طور که قابـل بررسـی اسـت، در جایگـاه ؤر

های اندکی دارند ، ژنوم این دو ویروس تفاوتآغازگرطراحی  

 بهره گرفته شد.  آغازگرکه از این مهم در طراحی 

های مدل ارائه شـده تیییـرات بسـیار کمـی را از بررسی    

نمود؛ بـه داد و این مورد انتخاب را مشکل میخود نشان می

میـزان تیییـرات از   ،طوری که در نتایج قابل مشاهده اسـت

درصد کمی بین دو گونـه ویـروس برخـوردار بـود. بـر ایـن 

بیشـتر   ،هـای موجـودو پروب  آغـازگراساس هنگام طراحی  

هـا و پـروب معطـوف آغازگر  ’3  توجه به تیییرات در سـمت

گردید. این مورد اختصاصـیت و تمـایز بـین دو گونـه را بـه 

هـا ترادف بالاترین حد خود رسانید به طوری که هنگامی که

گرفتنـد نتیجـه نـوع قرار می  BLAST  تجزیه و تحلیلمورد  

alignment در مورد HSV-2 مشخص  کاملاً با بالاترین امتیاز

 (.6بود )شکل  

کـه در نتیجـه بلاسـت قابـل مشـاهده اسـت،   طورهمان    

را شناسایی کرد و طبـق   HSV-2  طراحی شده صرفاً  آغازگر

ــن نتیجــه،  ــازگر ای ــرآغ ــاه اتصــال غی اختصاصــی در  جایگ

 های دیگر نداشت.  ارگانیسم

 

 : MFoldبررسی تکمیلی ساختارهای ثانویه با  
 3GCشود، تعـداد  مشاهده می  7همان طور که در شکل      

loop  در محصــولPCR شــود کــه بــرای بینــی میپیش

ها در شرایط آزمایشگاه پیشنهاد شد جلوگیری از تشکیل آن

 استفاده شود.   بتائینکه از 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 HSV-2و   HSV-1: هم ردیفی میان آغازگر جلوبرنده و معکوس طراحی شده و ژنوم 5شکل  
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 شده تعیین   آغازگر بلاست    نتیجه   : 6  شکل

 

 

 

 

 

 

 
 است.    GC loop  3دارای    آغازگر . همان طور که مشاهده می شود محل طراحی  آغازگر ساختارهای ثانویه در محل طراحی    : 7شکل  

 
 

 پوشان هم : توالی قطعات  3جدول  

 

 توالی قطعه  قطعه  عنوان 
اندازه محصول  

PCR 
 )جفت باز( 

 GCدرصد 

 دمای  وب 

)درجه  

 گراد( سانتی 

 پوشان قطعات هم
 CGC CAA ATA CGC CTT AGC AGA CCC قطعه جلوبرنده 

CTC GCT TAA GAT GGC CGA TCC CA 70 
57% 75 

 AAG GTT CTT CCC GCG AAA TCG ATT قطعه معکوس 

GGG ATC GGC CAT CTT AAG CG 52% 73 
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 بـودهدف این مطالعه ساخت قطعات اولیگونوکلئوتیـدی     

از   .شـودکه به عنوان اجزای کلیدی سـنتز ژن اسـتفاده می

کاربردهـــای ســـنتز قطعـــات اولیگونوکلئوتیـــدی، تولیـــد 

سـاخت   PCR  (qPCR،)کمی    هایکالیبراتورها برای واکنش

ــود  ــک و بهب ــی ژنتی ــرای مهندس ــه ب ــی پای ــر ژنتیک عناص

 RNAهای مورد نظر یک آنزیم یـا پـروتئین و تولیـد  ویژگی

antisense ــان ناهنجاری ــه منظوردرم ــکلتی و .. ب ــای اس ه

 باشد.  می

در تولیـد  PCAروش ،  in silicoهای با توجه به بررسـی    

نتایج قابل قبولی به ارمیان آورد. ایـن   HSV-2کنترل مثبت  

پایه پیشرفت در بیولوژی سنتتیک با انقلاب در   تواندامر می

سازی سـنتز دقیـق و های مولکولی از طریق فراهمتشخیص

هــای مثبــت شــود. در مقالــه هیــوز و قابــل اعتمــاد کنترل

ــاژ  ــاتی مونت ــش حی ــاران نق ــن  DNAهمک ــنتتیک در ای س

هـای ها برجسته شده اسـت. در ایـن مطالعـه روشپیشرفت

ــرای ســنتز  ــه ترکیــب  DNAمتعــددی ب ســنتتیک از جمل

و روش آنزیمی   microarrayهای شیمیایی مانند روش  روش

های به علاوه به روش  (.1)  برای اصلاح خطا بیان شده است

PCA (Polymerase Chain Assembly )انواع مونتاژ از جمله 

به عنوان پرکاربردترین روش بـرای سـاخت قطعـات بـزرگ 

بر این اساس مطالعه مـا   اولیگونوکلئوتیدی اشاره شده است.

ــاربرد ــنتز  Polymerase Cycle Assemblyکـ ــرای سـ را بـ

مولکـولی   هایتجزیه و تحلیلدر    HSV-2های مثبت  کنترل

 in هایهدر مطالع های ما نشان داد کهکند. یافتهبررسی می

silico  روشPCA  ــنتز ــرای سـ ــد بـ ــایگزینی قدرتمنـ جـ

است؛ به ویژه در شرایط محـدود   HSV-2های مثبت  کنترل

از نظر منابع که دسترسی و هزینه معقول به صـرفه حیـاتی 

 هستند.

ــاران از روش      ــات و همک ــه ترم  PCA Integratedدر مقال

د کـه ایـن مطالعـه شـبرای ساخت کنترل مثبـت اسـتفاده  

 Thermalکوتـاه،  آنیلینـگدارای شرایط بهینه نظیر زمـان 

cycler  5-10)حـدود    های اندک اولیگوهای سریع و غلظت 

زمـان و تکثیـر . این پارامترها مونتـاژ هم(12بود ) نانومولار(

نمایند. نقطه تلاقی این پژوهش با پژوهش ژن را تسهیل می

ما موفقیت در طراحی اولیگو و شرایط بهینه واکـنش اسـت 

کید مقاله ترمـات أ . تباشدمیکه برای هریک منحصر به فرد  

تر ژنی های طویلبر اهمیت تنظیم غلظت اولیگو برای توالی

و ـیا زمـان بـه کـارگیری تعـداد بیشـتری از قطعـات اولیگـ

 ت.ــاس

ا و ـهـــازگرـآغ لـــذا از ایـــن روش بـــه دلیـــل رقابـــت     

misannealing ــل ــات ژن طوی ــرای ســاخت قطع ــتر کمب ر ت

شود. با توجه به انـدازه کوچـک کنتـرل مثبـت استفاده می

طراحی شده در پژوهش مـا، چنـین چالشـی کـه در سـنتز 

های طویـل ژنـی وجـود دارد، در بخـش آزمایشـگاهی توالی

 پژوهش ما دیده نخواهد شد. 

در مقاله هوز و همکاران شکاف تکنولوژی بـرای سـاخت     

کننـده شـود کـه منعکسبحـ  می  DNAهای طویـلتوالی

های دقیـق اسـت کـه های مونتاژ برای ساخت کنترلچالش

 باشـدبه عنوان روشی نوین همراسـتا می PCAاین با کاربرد 

مستقیم توان  به علاوه قابلیت دسترسی نیز به طور غیر  (.2)

ــاهش  PCAروش  ــور ک ــه منظ ــنتتیک ب ــوژی س را در بیول

کند. کاربرد مطالعه ما به طـور پیچیدگی  کر شده تایید می

به حوزه تشخیص  کر شده اسـت در حـالی   خاص محدود  

تر بـوده و رونـد که در مقالـه هـوز ایـن کاربردهـا گسـترده

ها بیان شده است. و رقابت تجاری آن  DNAهای سنتز  روش

در حقیقت مطالعه ما مثالی از یک راه حـل هدفمنـد بـرای 

  تر است.ای گستردهمشکلی در زمینه

از جفت   HSV-2در مقاله چن و همکاران برای شناسایی      

کردند اما را شناسایی می  UL52هایی استفاده شد که  آغازگر

طراحـی   US6هـا بـرای شناسـایی  آغازگردر مقاله ما جفت  

در همانندسـازی ایـن ویـروس  UL52. ناحیه (13)  شده بود

هـای آغازگردخالت دارد و در چرخه ویروس ضروری اسـت. 

های طراحی شده برای این ناحیه فعالیـت ویـروس و نشـانه

ــایی می ــازی را شناس ــه همانندس ــالی ک ــد. در ح  US6کن

کند کـه نقشـی حیـاتی در ورود را کد می  Dگلیکوپروتئین  

ــان دارد و هــدف واکســنویــروس بــه ســلول ها و های میزب

 HSV-2با موفقیت  آغازگر  جفت    مداخلات درمانی است. هر

حساسـیت و  ،کنند اما انتخاب ناحیـه هـدفرا شناسایی می

دهـد. اختصاصیت روش تشخیصی را تحـت تـاثیر قـرار می

های گریز سیستم ایمنـی بـه درک در مکانیسم  US6ناحیه  

پاتوژنیسیتی ویروس و تعاملات آن با سیستم ایمنی میزبان 

هـای دو ویـروس رسـد کـه تفاوتکند. به نظر میکمک می

HSV-1  وHSV-2  درUS6  ــی ــام بررســ  Alignmentهنگــ

بیشتر بوده و لذا تـوان افتراقـی ایـن ناحیـه بـرای طراحـی 

 بهتر است.  و پروب احتمالاً  آغازگر

ــدودیت     ــه از مح ــی ب ــدم دسترس ــژوهش ع ــن پ های ای

 DNASTARگران قیمت بیوانفورماتیکی نظیـر افزارهاینرم

Lasergene Suite اژ ـرای مونتـکه یک پکیج کامل ب  باشدمی 

 هاست. آنتجزیه و تحلیل ها، هم ردیفی و  توالی
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 شود این پژوهش با تمرکز بر طراحی کنترل پیشنهاد می     

 non-tuberclosis هــــا از جملــــهمثبــــت دیگــــر پاتوژن

mycobacteria  ها ادامه یابد.  حتی کنترل مثبت سرطان و 
 

های مثبتی که با روش کنترل in silicoهای طبق بررسی    

PCA   طراحی شدند، از منظر طول قطعه و محتـوای تـوالی

های طبیعی بودند. در ساخت کنتـرل قابل مقایسه با کنترل

پوشان ت قطعات همظتنظیم غل  تر با این روش،مثبت طویل

کوچک کنتـرل مثبـت  حائز اهمیت بود اما با توجه به اندازه

در پژوهش ما، این چالش برای این اندازه از قطعات پررنـگ 

رسد که در شرایطی که دسترسـی بـه نیست. لذا به نظر می

تــوان از نمونــه ســنتتیک نمونــه بــالینی فــراهم نباشــد می

 استفاده کرد.  
 

 حمایت مالی

این پروژه توسط مرکز تحقیقـات انتقـال خـون مؤسسـه     

عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون تأمین مالی شده 

   است. 
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