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 مقاله پژوهشي 

 

 فاقد علائم  Bدر اهداکنندگان خون مبتلا به هپاتیت  Bتعیین ژنوتیپ ویروس هپاتیت 

 8931-8931در شهر تهران در سال 
 

 5، زهره شریفي7مریم قنبری مطلوب
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

عفونت با این ویروس  انتقال خون است. از راههای منتقل شونده  ترین بیماری یکي از عمده،  B عفونت هپاتیت
تشخیص داده شده است. هدف  Bهپاتیت ژنوتیپ برای  72شود. تاکنون  های گسترده کبدی مي منجر به آسیب
در  متخون بدون علا با روش تعیین توالي در اهداکنندگان Bتعیین ژنوتیپ ویروس هپاتیت  ،از این مطالعه

 بود. 91-9۹شهر تهران سال 
 ها مواد و روش

 ویروسژن سطحي  آنتيآزمایش  نفر از اهداکنندگان خون که از نظر 52در این مطالعه مقطعي، سرم خون 
 DNAمورد آزمایش قرار گرفتند. پس از استخراج  ،با روش الایزا مثبت تشخیص داده شده بودند Bهپاتیت 

تکثیر و ژنوتیپ ویروس با روش تعیین توالي تعیین  Nested-PCRبه وسیله روش  presویروسي، توالي ژن 
 نس مرتب شد. افرهای ر با توالي Clustal wافزار  توالي به دست آمده به وسیله نرم .شد

 ها يافته
نمونه اهداکننده  52در تمام  Bتعیین توالي شدند. ژنوتیپ ویروس هپاتیت  Nested-PCRاز انجام  ها پس نمونه

 تعیین گردید.  Dژنوتیپ B  ،722%خون مبتلا به هپاتیت 
 ينتيجه گير

 Bهای تشخیصي هپاتیت  تهیه کیتتوان در  از این نتیجه مي د.بو %722در افراد مورد مطالعه  Dشیوع ژنوتیپ 
 شرفتیپ شتریب خطربا  مارانیتواند به پزشکان کمک کند که ب يها م پیژنوت یيشناسا نیچن هم استفاده کرد.

 .رندیرا به کار گ یبهتر يدرمان یها ینموده و استراتژ یيرا شناسا یماریب
 اهداکنندگان خون ، ژنوتیپ، Bویروس هپاتیت  :ات كليديكلم

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 32/3/99: تاريخ دريافت
 33/4/99: تاريخ پذيرش
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 مقدمه
هـای ويروسـی در    ترين عفونـت  يکی از شايع Bهپاتیت     

هــای  انســان اســت و عامــا يکــی از شــديدترين عفونــت 
باشد. اين ويروس عاما اصلی  ويروسی کبدی در جهان می

سرطان کبد بوده و به عنوان دهمین عامـا مـرو و میـر در    
 جهان اعلام شده اسـت. در اـال اا ـر ايـن بیمـاری بـه      

ايـن   شـود.  تلقـی مـی  يک معضا بهداشتی در جهان  عنوان
بسیار مسری است و به طور عمده از طريـ  انتقـال    بیماری

های تزري  ناامن، تماس جنسی و انتقـال مـادر    خون، روش
توانـد   مـی  Bعفونت با هپاتیت  .(1)شود به کودک منتقا می

ه تـا  با نتايج بالینی متفاوتی از اامـا بـدون علامـت ترفت ـ   
. بـه طـور   همـراه باشـد   (HCCسیروز کبدی و سرطان کبد)

 Bدرصد از افراد مبتلا به عفونت هپاتیت  31متوسط ادود 
به خـاطر مشـکلات    ،تیرند مزمن که تحت درمان قرار نمی

جـان خـود    نومایهپاتوسلولار کارسناشی از سیروز کبدی يا 
 دارای چهـار  HBV ژنوم ويـروس . (3)دهند را از دست می

 شـاما  ،(ORF  :Open reading frame)قالـب خـوانب بـاز   
preS-S  ،precore-core  ،pol  وx ــه دارای ــ  ک ــانی  ه پوش

 .باشـد  ، مـی کننـد  پپتید را کد مـی  پلی 1هستند و در مجموع 
preS-S    از سـه ناایـهpreS2, preS1 وs     تشـکیا شـده کـه
و  M ,Lهـای   های پوشب ساختاری ويروس به نـام  ینئپروت

S بـه طـور خـام، منـاط      .کنند را کد می preS1 و preS2 

های  بجه .رسند متغیرترين توالی ژنوم ويروسی به نظر می
ويـروس هپاتیـت     preSهای  اذف و ا افه در ژن ای، نقطه

B ناایـه   انـد.  های غیر فعـال شناسـايی شـده    در میان ااما
preS  بـــا پلیمـــراز ويـــروس دارای همپوشـــانی اســـت و

توانـد در   مـی  ،افتـد  اتفـاق مـی   preSهايی کـه در   موتاسیون
 .(2)فعالیت آنزي  پلیمراز تاثیر بگذارد

بـه نحـوه انتقـال، عوامـا ژنتیکـی      HBV  نتیجه عفونت    
چنـین   های سازتار و هـ   جهبمیزبان، ژنوتیپ ويروسی و 
 یولوژیدمی ـمطالعـه اپ  نيچنـد  .عواما محیطی وابسته است

مختلـف   جيو نتـا  HBV یهـا  پی ـژنوت نیارتباط ب یمولکول
ــاپ ــي، ویکيولوژیدمی ــال یروس ــزارش   ینیو ب ــت را ت عفون

ــرده ــد ک ــ HBV(. 4)ان ــوان در اــداقا ده ژنوت یرا م ــت  پی
ی اصـل  رتـروه يو چهـار ز  A–J یهـا  کرد، با نـام  یبند طبقه
ayw، ayr  ،adw  وadr    يیایــجغراف عي ـکـه مربـوط بـه توز 

مبتلا به عفونـت   مارانیب نیدر ب HBVغالب  پیاست. ژنوت
HBV قـا ياروپـا و آفر  ی، شمال غرب ـیشمال یکايدر آمر A 

و ژاپـن   نیغالبـا  در چ ـ  Cو  B پی ـکه ژنوت یاست، در اال
است که بـه   یپیژنوت نيمشهورتر D پیشود. ژنوت یم افتي

و  انـه یخاورم، ترانـه يمد یدر کشورها ژهيطور تسترده به و
در بیمـاران   Cژنوتیـپ   .(1)شـود  یم ـ عي ـتوز ایجنوب آس ـ

اغلب منجر به مزمن شـدن   Aسیروزی شايع است. ژنوتیپ 
کننـدتان   در مصـرف  معمـولا   Dشود و ژنوتیـپ   بیماری می

پاسخ بـه درمـان    Cمواد مخدر تزريقی شايع است. ژنوتیپ 
بـه نظـر    دهـد.  کمتری به داروهای  د ويروسی نشـان مـی  

بر الگوهای بالینی  Bی ويروس هپاتیت رسد تنوع ژنوتیپ می
پیشرفت بیماری و پاسخ  شدت بیماری، متفاوت از عفونت،

از  HBVهای  ثر بوده و آتاهی از توزيع ژنوتیپؤبه درمان م
هـای  ـد    اهمیت بالايی در برنامه واکسیناسـیون و درمـان  

ــی، ــوردار   ويروس ــاری برخ ــگیری از بیم ــخیو و پیش تش
 Bهای ويروس هپاتیـت   برای تعیین ژنوتیپ .(4، 1)باشد می

 PCRيابی، شود مانند توالی های مختلفی استفاده می از روش

RFLP  وPCR Probe-Assay    ــای ــتفاده از آغازتره ــا اس ب
دقیـ  تـرين    ،اختصاصی که در اال اا ـر تعیـین تـوالی   

تعیین ژنوتیپ ويروس  ،باشد. هدف از اين مطالعه روش می
 بود. Bدر اهداکنندتان مبتلا به هپاتیت  Bهپاتیت 

 
  ها روشمواد و 

مطالعه انجام ترفتـه يـک مطالعـه مقطعـی بـود کـه در           
شناسی مرکز رشد سـازمان انتقـال خـون     ويروسآزمايشگاه 

صورت ترفت. در اين مطالعـه   1291-1291 تهران در سال
غربـالگری   های های خونی که جهت انجام آزمايب از نمونه

از افـراد دريافـت    EDTAهـای اـاوی    خون در لوله یاهدا
کننـدتان در ايـن    شده بود، استفاده شـد. از تمـامی شـرکت   

های مورد استفاده  نمونه کتبی ترفته شد.نامه  مطالعه ر ايت
مثبت و به صـورت تصـادفی سـاده جهـت      HBsAgهمگی 

کــوت و  مطالعــه انتخــاب شــدند. پــس از جداســازی بــافی
تـراد   درجـه سـانتی   -1۷های سرم در دمـای   نمونه پلاسما،

 نگهداری شدند.

دتان خون پايگاه انتقال خون تهـران  نمونه از اهداکنن 3۷    
ــرولوژی   ــاو س ــه از لح ــد HBsAgک ــت بودن ــت  ،مثب جه
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 Nested-PCR: لیست آغازگرهای مورد استفاده در روش 7جدول 

 

 طول محصول %TM GC طول توالي آغازگر نام ژن

S out 
F:   GGGTCACCTTATTCTTGGGA 3۷ 11/14 1۷ 

111 
R:   CCCGCCTGTAACACGAGC 11 41/4۷ 41/44 

S in 
F: TTGGGAACAAGATCTACAGC 3۷ ۷4/11 41 

121 
R:  GTCCTGATGCGATGTTCTCC 3۷ 43/11 11 

 
 .ويروسی استفاده شدند DNAاستخراج 

ويروسی به منظور تولیـد مقـدار    DNAپس از استخراج     
استفاده شد.  Nested-PCRزيادی از ژنوم ويروس، از روش 

جفـت  از دو به ترتیب مرااا اول و دوم  PCRجهت انجام 
 (.1)جدول استفاده شد S inو  S out آغازتر

 میکرولیتــر صــورت31در اجــ  نهــايی  PCRواکــنب     
ــام    ــور انج ــه منظ ــت. ب ــاز د ،  PCRترف ــورد نی ــواد م ر م

ريخته شـد و در دسـتگاه    mL 3/۷ های استريا میکروتیوپ
  PCRپـس از اتمـام   .(3)جـدول  ترمال سايکلر قـرار ترفت 

میکرولیتر از محصول آن بـه عنـوان الگـو جهـت      1/1اول، 
 دوم استفاده شد. PCRانجام 
شـاما دناتوراسـیون    PCRچرخه دمايی در مرالـه اول      

. دقیقـه بـود   1به مدت تراد  درجه سانتی 94اولیه در دمای 
شاما دناتوراسـیون بـه مـدت     چرخه 21سپس واکنب طی 

تراد، اتصال آغازترها بـه   درجه سانتی 94ٍثانیه در دمای  41
، طويـا شـدن   تراد سانتیدرجه  42ثانیه در دمای  21مدت 

و در نهايت  تراد سانتی درجه 13ثانیه در دمای  11به مدت 
 13دقیقـه در   1شـده بـه مـدت     اختهطويا شدن رشته س ـ

 ادامه يافت.تراد  سانتیدرجه 
 چرخهبا همان  Nested-PCRچرخه دوم در مراله دوم     

مرالـه   PCRپس از اتمـام   دمايی مراله اول انجام ترفت.
% الکتروفورز 1/1دوم محصول مورد نظر بر روی ژل آتارز 

ترديد و پس از اطمینان از تکثیر صحیح قطعه مـورد نظـر،   
جهت تعیین توالی ارسال شد. جهت تعیـین   PCRمحصول 
يــابی توســط  هــای تــوالی فايــا ،هــای ويــروس موتاســیون

و  Chromas  ،DNA Baser   ،NCBI BLASTافزارهـای  نـرم 
 مورد بررسی قرار ترفت. Genaforسرور آنلاين 

با  Nested-PCR: مواد مورد نیاز جهت انجام مرحله اول 5جدول 
 µL 52حجم نهایي 
 

 Lµحجم/ استفادهماده مورد 

Master mix (Amplicon) 1/13 

S out Forward Primer (10 picomol/µL) 1 

S out Reverse Primer (10 picomol/µL) 1 

DNA (100-300 ng /µL) 2 

DW H2O 1/1 

 
 ها يافته
نفـر   3و  %(9۷)نفر مـرد  11جمعیت مورد مطالعه شاما     
سـال   1/24 ± 1 بود که همگی در محدوده سـنی  %(1۷)زن

 HBsAg ،ژن سـطحی ويـروس   قرار داشتند و از نظـر آنتـی  
با استفاده از آغازترهـای اختصاصـی بـر روی     مثبت بودند.

انجـام شـد.   هـا   بر روی آن Nested-PCR آزمايب presژن 
جفـت بـاز    121با طول قطعه Nested-PCR محصول نهايی 

 (.3و  1های  )شکاو سپس تعیین توالی صورت ترفت بود
ايزوله با  3۷تمامی  ،افزار ها توسط نرم پس از آنالیز توالی    

بانـک ژن مـورد بـــررسی   در BLAST افزار استفاده از نرم
قرار ترفتند. با استفاده از بیشترين امتیاز بـر اسـاس جفـت    

 HBVهـــای   تـــوالی ايزولـــه  ( بازهــا،matchingشــدن)
بـــلاروس،   هـــايی از کشـــورهای  اهداکننــدتان بــا ايزولــه

قزاقستان، ازبکستان، هند و چـین بـه طـور نزديکـی يعنـی 
از نظر توالی نوکلئوتیدها شباهت داشـتند  %11-%11ادود 

 .قرار ترفتند D1ژنوتیپ  ، ساپ Dدر تروه ژنوتیپ  و
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ویروس  presژن Nested-PCR الکتروفورز محصول نهایي :  7شکل 
 که طول قطعه با استفاده از آغازگرهای اختصاصي Bهپاتیت 
 .بود جفت باز PCR 237محصول 

 
 
 
 
 

ویروس  presژن  PCRکروماتوگرام قسمتي از محصول  :5شکل 
 که تعیین توالي شده است.  Bهپاتیت 

 
 بحث
دارای  ،مطالعـه ايـن  های مـورد بررسـی در    تمامی نمونه    

ای کـه   بودنـد. در مطالعـه   D1ژنوتیـپ   و سـاپ  Dژنوتیپ 
در مشـهد در   HBVتوسط نوده و همکـارانب  از ژنوتیـپ   

تنها ژنوتیپ تـزارش شـده    ،صورت ترفت نیز 3۷11سال 
بـود کـه بـا نتـايج مـا هـ  راسـتا         Dدر اين منطقه ژنوتیپ 

دی و همکـارانب در  . در مطالعه ديگری کـه خیرآبـا  (1)بود
ژنوتیپ تزارش شده  ،در بندرعباس انجام دادند 3۷11سال 
 ـ D1ژنوتیپ  بساو  Dژنوتیپ  HBVاز  ه بود که با نتايج ب

ای که  در مطالعه .(1)باشد دست آمده از مطالعه ما همسو می
روی اهداکننـدتان   رب 3۷14پورکري  و همکارانب در سال 

 ،فاقد علائ  در شهر تهران انجـام دادنـد   B مبتلا به هپاتیت
تنها ژنوتیپ شايع در تروه مورد مطالعه تزارش  Dژنوتیپ 

 .  (9)باشد ه  راستا می ،شد که با نتايج مطالعه ما
 خام جغرافیايی پراکندتی،  B ژنوتیپ ويروس هپاتیت   

دارد که ابـزار   در يک ناایه در مناط  مختلف دنیا و اتـی
 نانتقــال ايــ لگوهــایی ابررسـ ـ بـــرای بسـیار بــا ارزشـــی 

سـاختار و   . مطالعـه اسـت مولکـولی هـای با روش ويروس

 HBV مختلـف   هــای  ژنوتیـپ نمختلـف بـیی کارکردهـا
بررسی شدت بیماری ايجـاد   ،ها در مورد هر يک از ژنوتیپ

شده، عوارض بیماری، پاسخ به درمان و پاسخ به واکسن را 
ثری ؤتواند کمک م ـ نمايد و در کنترل بیماری می تر می آسان
بـا   HBVهـای   . توزيع جهانی خاصی از ژنوتیـپ (1۷)باشد
ژنوتیپ در های مختلف انتقال همراه است برای مثال  االت

C و B انتقال  ،که شیوع بیشتری در کشورهای آسیايی دارند
دارد در  HBVمادر بـه کـودک نقـب مهمـی در پراکنـدتی      

شـوند کـه    ها در مناطقی مشاهده مـی  که ساير ژنوتیپ االی
انتقال از طري  ارتباط جنسی و انتقـال خـون مسـیر شـايع     

نمـای آسـیب شناسـی بـالینی و      .(11)انتقال عفونت هستند
هـای   در ژنوتیـپ  B نتیجه عفونت مزمن با ويروس هپاتیت

طرفـی تـزارش مـی شــود نـوع   از  مختلف متفاوت است.
 نتـوان از اي و می است  مه ها آن بالینی ها در پیامد ژنوتیپ

 ن و ســیر امانند پاسـخ بــه درمـ ـ   هايی به مثال موارد،ا قبی
تعیـین   .(13)کــرد  شــدن اشــاره   نبیماری به طـرف مـزم  

هـا بـر    يک شاخو ژنتیکی برای ژنوم بوده که ژن ،ژنوتیپ
ا ـافه شـدن و جانشـینی نوکلئوتیـدها      پايه اـذف شـدن،  

های ويـژه   شوند. اين اطلاعات ژنوتیپی، تونه بندی می طبقه
نمايـد و   ويروسی و رفتارهای مولکولی تونه را تعیـین مـی  

 .(12)باشد کی مفید و سودمند مییبرای نتايج کلین

 یمولکــول یولوژیدمیــاپاز  یکــاف یاطلاعــات یهــا بانــک    
HBV اریبس ـ یدرمان یها از عفونت و برنامه یریشگیپ یبرا 

تـوان جهـت تهیـه     های اين مطالعه مـی  از يافته مه  هستند.
های غربالگری در کشور  های تشخیصی و بهبود برنامه کیت

تواند بـا نتـايج    که نوع ژنوتیپ می یيجا آن از .استفاده کرد
تعیین نوع ژنوتیـپ ويـروس    ،کی متفاوتی همراه باشدیکلین
بینـی رونـد    تواند به عنوان بیومارکر ويروسی جهت پیب می

های مـورد   تعداد نمونه بیماری مورد استفاده قرار تیرد البته
 تنها محدود به شـهر تهـران   بررسی در مطالعه ما ک  بوده و

تر  دست آوردن نتايج دقی ه بديهی است که برای ب .باشد می
لازم است از جامعه آماری بزرتتری در منـاط  مختلفـی از   

 کشور استفاده کرد.

 
گيري نتيجه
 ها   زولهـی ايـه در تمامـده در مطالعـن شـپ تعییـژنوتی     
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 پی ـنـوع ژنوت  کـه  با توجـه بـه ايـن   . تعیین شد  Dژنوتیپ 
تواننـد در   های رخ داده در ژنوم آن می موتاسیونويروس و 

بنابراين   ،ثر باشندؤنتايج بالینی و انتخاب نوع روش درمان م
جهـت تعیـین ژنوتیـپ شـايع      هـا  هنتايج ايـن تونـه مطالع ـ  

ــه ارزشــمند   ــروس در جامع ــت   اســت.وي ــلاوه جه ــه ع  ب
بـه   Bايمونولوژيکی و ژنتیکی ويروس هپاتیـت  و یختشـ

،  Bیصـی ويــروس هپاتیــت    خهای تش منظـور تهیـه کیت
هـای کنتـرل کیفـی جهـت ارزيـابی       تهیــه پانـا   چنین هـ 
تـوان از نتـايج ايـن     مـی  ،یصــی ويـروس  خهـای تش روش
 اده نمود.ــاستف ها همطالع

    تشكر و قدرداني
نامه مصوب در مرکز تحقیقـات   نتايج اين مطالعه از پايان    

آموزشی و پژوهشی طـب انتقـال    سسه عالیؤانتقال خون م
کمیتـه   تأيیـد خون ايران در مقطع کارشناسی ارشد پـس از  

سسـه ااصـا   ؤم IR.TMI.REC.1397.039 اخلاق به شماره
در نهايـت از خـان  پـاز کارشـناس آزمايشـگاه       شده است.
ت ـشناسی و پرسنا پايگاه انتقال خون تهـران جه ـ  ويروس

 .آيد ها تشکر به عما می ه نمونهـک در تهیـکم
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Abstract 
Background and Objectives 

Hepatitis B virus (HBV) infection remains a serious global health challenge. Hepatitis B 

infection is one of the major diseases transmitted by blood transfusion. Infection with the virus 

can cause extensive liver damage. So far, 10 genotypes have been identified for hepatitis B. 

The aim of this study was to do Hepatitis B virus genotyping in asymptomatic HBV blood 

donors in Tehran

 

Materials and Methods 

In this cross-sectional study, 20 HBsAg positive blood donors tested by ELISA were 

examined. After viral DNA extraction, the pres gene was amplified by Nested-PCR method 

and the virus genotype was aligned with the references sequence by Clustal w software.

 

Results 

Samples were sequenced after Nested-PCR was done. Hepatitis B virus genotype was 

determined in all 20 blood donors with hepatitis B to be genotype D.

 

Conclusions   

Prevalence of genotype D in study subjects was 100% . This result can be used in preparation 

of hepatitis B diagnostic kits. Identifying genotypes can also help physicians identify patients 

at higher risk for disease progression and adopt better treatment strategies. 
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