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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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 مقاله پژوهشی

 Polymerase Cycling Assembly  با استفاده از روش HSV-2کنترل مثبت سیلیکو این سنتز 
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 هچكيد

برای اطمینان از صـحت آزمای  رـروری اسـت   Real-Time PCRهای  اسـتفاده از کنترل مبتت در آزمای 
های  شــوند. زمانی که دســترســی به نمونه ها در حال حارــر عمدتاا از منابب بالینی تهیه میکه این کنترل 

ــتفاده از رو  ــد اس ــاخت    Polymerase Cycle Assemblyیا    PCA  مبتت بیولوژیک فراهم نتاش برای س
ــنتز آنزیمی برای تولیـد   ــا خواهـد بود. هـدی از این پژوه  تعیین کـارآیی رو  سـ کنترل مبتـت، راهششـ

ــی کارآیی  ژنومیک جهت کاربردهای بیولوژی مولکولی بود. تاکنون مطالعه DNAقطعات   ای پیرامون بررس
عمدتاا برای مونتاژ توالی   انجام نشرفته اسـت و این رو   HSV-2ور تولید کنترل مبتت  ظبه من  PCAرو   

 استفاده شده است. 

که برای آن این    HSV-2ای در ژنوم  پوشـان بود. ناحیهاولین قدم در این مطالعه تجربی، طراحی قطعات هم
نشر  بود. این ناحیه از طریق یک مطالعه گذشـته   US6ای منحصـر به فرد به نام  قطعات طراحی شـدند، ناحیه

ان با نرم اختارهای وانویه و پارامترهای ترمودینامیکی قطعات هم وشـ د. سـ س سـ   AllelelDافزار  انتخاب شـ
تفاده از نرم افزار   بررسـی شـد. ، طراحی آغازگرها برای ناحیه ای منحصـر به فرد در  11نسـخه    MEGAبا اسـ

ــورت گرفت. ژنوم    HSV-2در ژنوم    US6ژن   ــی قرار گرفت.    SnapGeneبا نرم افزار    HSV-2ص مورد بررس
افزار، توالی  این نرم  صورت گرفت.   MFoldانویه با  وبررسـی تکمییی خود آغازگرها و محصـول آنها از ساحتار  

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

گیری شدید  های هم ردیفی، با سخت در بررسی   HSV-2و    HSV-1های  با توجه به درجه بالای شتاهت توالی 
پوشان طراحی شد. نتایج  ، آغازگر و قطعات هم US6برای نواحی با بیشترین تفاوت طتیعی در محل ژن  

محصول   برای  محیط    PCRبلاست  برای    in silicoدر  امتیاز  بالاترین  حصول  اختصاصیت    HSV-2و 
، اندازه قطعه تکبیر 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 مناستی برای ساخت کنترل مبتت داشته باشد و در  نتایج حاصیه نشان داد رو  سنتتیک می 
از منظر محتوای توالی   HSV-2های طراحی شده به عنوان کنترل مبتت توالی   in silicoحقیقت در محیط  

معادل کاربرد    PCAدهد نتایج رو   های طتیعی این ویروس بودند که این مهم نشان می مشابه با توالی 
 کنترل بالینی مبتت است. 

 2، هرپس ویروس  Real-Time PCRالیگونوکلئوتیدها،  

 28/11/1403تاریخ دریافت: 

 10/02/1404تاریخ پذیر : 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
07

-1
6 

] 

                             2 / 11

https://doi.org/10.18502/avr.v34i2.18052
mailto:https://orcid.org/0000-0002-2871-6305
mailto:https://orcid.org/0000-0003-1092-7726
mailto:https://orcid.org/0000-0002-6600-910X
https://bloodjournal.ir/article-1-1572-en.html


 

 1404، تابستان 2شماره  ،22دوره                                                        

 

 

 " سـنتز ژن"سـنتتیک که به طور عام به آن  DNAسـاخت      

نتز توالیلاق میطا ود، به فرآیند سـ به طول   DNAهایی از شـ

ای  جفت باز از اولیشونوکیئوتیدهای تک رشـته  2000تا   250

DNA  با    سـنتتیک اشـاره دارد. این اولیشونوکیئوتیدها عمدتاا

شـوند  های شـیمیایی فسـفرآمیدیت تولید میاسـتفاده از رو 

ــتفاده از   ــ س با اس ــاختارهای  رو و س های مختیفی به س

 (.1)  گردندبزرگ تر مونتاژ می

ــهـای موجود بدر میـان رو       ــــــ رو  ز ژن،  نترای سـ

“Polymerase Cycle Assembly” ــبه عنوان یک ن وآوری ـــ

تواند جایشزین مناسـتی برای شـود که میبرجسـته شـاخته می

تر نظیر ســـنتز های قدیمیهای ســـنتی باشـــد. رو رو 

ــشیمیایی ب هایی در زمینه تولید کنترل مبتت ا محدودیتــ

ــمواجه هســتندب ب ه ویژه زمانی که طول قطعه مورد نظر ـــ

ها کاه   یی این رو آنوکیئوتید باشــد، کار 300بیشــتر از 

ــیمی تشی به حلالــ های آلی در این ابد. علاوه بر این، وابسـ

 ویرات منفی بر محیط زیست داشته باشد. أ تواند تها میرو 

این محدودیت     بر  غیته  با همان    DNAها و ساخت  برای 

درآکار که  تکنولوژی   DNAخوان     یی  دارد،  های  وجود 

ای  هرو و  شامل مونتاژ مولکولی    و   اندجایشزین توسعه یافته

الشو، میکرو از  رایه و  آ کیونینگ، رو  سنتز آنزیمی مستقل 

به طور کیی،   .(2)باشند  می  توسعه یافته حیقه چرخان    تکبیر

سنتتیک، به ویژه با    DNAهای اخیر در زمینه سنتز  پیشرفت

،  Polymerase Cycle Assemblyهای نوین مانند  رو  ظهور  

یی فرآیندها را افزای  داده بیکه به حفظ محیط  آنه تنها کار

 . کندزیست نیز کمک می

ز       تـ ــنـ سـ کــاربـردهــای  ــالای  ب ــیــل  پـتــانسـ عـیــت  ــه  ب

یب، پیشـرفت ابل  ـــــهای قاولیشونوکیئوتیدها در مقیاس وسـ

شناسی های زیستتوجهی در عیوم تجربی، به ویژه در زمینه

ســنتتیک، مهندســی پروتئین، مهندســی ژنوم و مهندســی  

با توجه به اندازه کوچک  .(3)  متابولیک حاصـل شـده اسـت

اتی آنویروس ا و نق  حیـ ت و  هـ ــلامـ ت سـ ــرفـ ا در پیشـ هـ

های های چشـمشیری در سـنتز ژنومبیوتکنولوژی، پیشـرفت

 .(4) ویروسی مشاهده شده است

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

ت که حدود  عفونت ی اسـ  4۹1های منتقیه از راه رابطه جنسـ

ســال در ســراســر  4۹تا   15( از افراد بین  %13میییون نفر )

های متعددی نشـان . گزار (5)  جهان به آن متتلا هسـتند

ــور   دهنـد کـهمی ممکن در خون   HSVمرتتط بـا    DNAحضـ

ال   ال انتقـ ابراین، احتمـ بنـ دب  از طریق   HSVاســـت ره دهـ

محصـولات خونی وجود دارد. با این حال، این پدیده محدود  

ــت و در عفونتفونتع به  ــاهده  های اولیه اس های راجعه مش

ــود.نمی ــتند    ش از این رو، افرادی که دچار عفونت اولیه هس

 .(6) بیندازدباید اهدای خون را به تعویق 

     Real Time PCR  یی برای تشـخی  یکی از رو های اصـ

ــاین عفون گیری ها برای اندازهرو ت و از پرکاربردترین  ــــ

ای پویا و حسـاسـیت مناستی دارد و بیان ژن اسـت، زیرا دامنه

ی برای هر توالی عمل کندمی اصـ    .(7-۹)  تواند به طور اختصـ

ییدی کیفی  أ به عنوان یک اقدام ت  PCRهای مبتت در  کنترل

روند تا اطمینان حاصـل شـود که شـرایط واکن   به کار می

عیت ) تی عمل میچرخهمواد و ورـ کنند و نتایج  ها( به درسـ

های آزمای   هدی در نمونه DNAمنفی تنها به دلیل فقدان  

های سـنتتیک با اسـتفاده از رو  تولید کنترل  .(10)  اسـت

ــسـنتز آنزیمی نیاز به کیونینگ ی ا تجهیزات خاص فراتر از ــ

های تشــخی  مولکولی ندارد. این رو  وســایل آزمایشــشاه

های مبتت کاذب  احتمال آلودگی یا گزار  اشـــتتاه واکن 

اه  می ت کـ ا مواد کنترل مبتـ بـ ت آلودگی  ه عیـ د را بـ   دهـ

ده با این رو  در همه کنترل  (.11) نتتیک تولید شـ های سـ

های تشــخی  مولکولی و صــری نظر از این که ما  آزمای 

شــوند. از مزایای  ارگانیســم را داریم یا خیر به کار گرفته می

را  11  ییی بالاآکار  توان سـهولت، اختصاصیت ومی رو این 

به   HSV-2متذکر شـــد اما در زمینه ســـاخت کنترل مبتت 

ت. با ذکر محدودیت   ی قرار نشرفته اسـ طور کامل مورد بررسـ

های موجود، این پژوه  منجر به دقت تشـخیصـی  در رو 

شــد. هدی ما از این  HSV-2بهتر و اعتتار در شــناســایی  

نتـایج    ،پژوه  بودن  اعتمـاد  قـابـل  و  دقـت  از  اطمینـان 

ایی  کنترل ناسـ ده به رو  آنزیمی در شـ نتز شـ های مبتت سـ

HSV-2  های بالینی بود که در حال حارـر نسـتت به کنترل

اخت  امل سـ ت. رو  آنزیمی شـ برای این ویروس موجود اسـ

ــابه با توالی دارای همDNA HSV-2 قطعات   ــانی و مش پوش

DNA   برای سـنتز آنزیمی قطعه اسـتویروسـی .DNA   نیاز به

ت in silico  هایهمطالع ه ژنوم  اسـ ورت که با مقایسـ بدین صـ

  HSV-2نقـا  وـابـت ژنوم ویروس ،    HSV-2و    HSV-1ویروس  

 د.  وشجهت تعیین مکان سنتز ژن تعیین 

 

   بود.این پژوه  یک مطالعه تجربی 

 در این پروژه استفاده از اطلاعات فردی انسانی یا استفاده      
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 همكارانزهرا شریف زندیه و                                                            HSV-2کنترل مثبت  in silicoسنتز 

 

 

 نداشت.زمایششاهی وجود آاز حیوان 

      

 :  AlleleIDافزار طراحی آغازگر با نرم
های فرآیند انتخاب ناحیه مناســـب برای تفکیک ســـویه     

تاهت توالی  ااــــهرپس عمدت ها در خانواده  به دلیل درجه شـ

هرپس ویریده دشــوار بود. اســتراتژی ما شــامل شــناســایی  

ها را میان  ای بود که نه تنها تفاوتهای حفاظت شـــدهتوالی

ــان دهند بیکه این ویروس را از تایپ های هرپس ویروس نش

ــایر  های هم خانواده ودیشر ویروس ها تمیز ویروس  DNA س

ــتهدهد. در  ــت با یک مطالعه گذشـ به   نشراین ارتتا  نخسـ

 رسیدیم.    US6انتخاب ناحیه

ــاولی      ه در این پژوه ــــ برای آغـازگر  طراحی    ،ن مرحیـ

بود.   HSV-2در ژنوم  US6ای منحصر به فرد در ژن احیهــــن

صـورت   11نسـخه    MEGA  افزاراین تصـمیم با اسـتفاده از نرم

که  HSV-1و  HSV-2گرفت و با آن حداقل دو توالی مجزا از  

ــده بودنـد، مورد هم ردیفی قرار گرفتنـد.    NCBIاز  گرفتـه شـ

توالی کردن  وارد  از  نرم  DNAهــای  پس    AlleleIDافزار  در 

ــخه  های  آغازگرافزار، های پایه نرمبا توجه به الشوریتم 7نسـ

نهاد شـد. با این حال، تصـمیم ما   متعدد و پروب مناسـب پیشـ

ها و پروب طراحی شـده به صـورت دسـتی  آغازگربه کارگیری 

نهادهای نرم تفاده از پیشـ از این   افزار مربوطه بود.به جای اسـ

ه از جمیه سـاختارهای  افزار برای بررسـی سـاختارهای وانوینرم

ــر،   ــنجـاق سـ ه   cross dimerو    self-dimerسـ بـ توجـه  ا  بـ

تفاده می ود.پارامترهای ترمودینامیکی مربوطه اسـ با توجه    شـ

ه انرژی آزاد   ام  ،(ΔGگیتس )بـ داری  میزان انجـ ایـ ذیری و پـ پـ

 شود.  ساختارهای وانویه تعیین می
 

 : SnapGeneافزار با نرم HSV-2بررسی ژنوم 

ا ان      ــبـ اب  ــــ دهتخـ ازگر جیوبرنـ افزار  در نرم  معکوس  و  آغـ

SnapGene    ،یافته در این مطالعه  دازه قطعه تکبیرــان  PCR 

in silico  و با انتخاب آغازگرها  تخمین زده شــد. با توجه به

simulate agarose gel  در قسمتtools  ،اندازه قطعه تکبیر  

 تخمین زده شد. %2افته و موقعیت آن در ژل ی

مورد جست و جوی بلاست   in silico PCRمحصول    نهایتاا     

این   قرار گرفت. HSV-2برای اطمینان از اختصـاصـیت برای 

  SnapGeneاســت که در محیط آغازگر  عمل مکمل بلاســت 

و  آغازگر انجام گرفتب بدین صـــورت که با وارد کردن توالی 

ه   اب گزینـ ازگرو اجرای بلاســــت برای    toolsانتخـ ای  آغـ هـ

به ارگانیسـم هدی  آغازگر  انتخاب شـده، از اتصـال اختصـاصـی 

 اطمینان حاصل شد.

نیز تمام نتایج گزار  شـده   in silico PCRبرای محصـول      

  HSV-1بودند. حتی زمانی که ارگانیســم   HSV-2مربو  به 

ــد   NCBIدر هم ردیفی  inای برایهیچ نتیجـه  ،انتخـاب شـ

silico PCR    .ــد توالی آغـازگرهـا در جـدول قـابـل  گزار  نشـ

نیز   HSV-2های  آغازگرترادی   .(1مشـاهده هسـتند )جدول  

های پایه  الشوریتم و 11 نسـخه  MEGAافزار با اسـتفاده از نرم

ــنسـتت ب مورد بررسـی   HSV-2و   HSV-1ه ژنوم ویروس ـــ

multiple sequence alignment گرفت. قرار 
 

 : MFold افزارنرم  بررسی تکمییی ساختارهای وانویه با

ــول آنآغازگرخود        ــاختار وانویه با  ها و محص ها از نظر س

MFold .چک شــدندMFold   یک ابزار تحت وب اســت که

یا    DNAهای اسـید نوکیئیک مانند  انویه توالیـــــسـاختار و

RNA  امیکی پی را بر اســــاس ویژگی ترمودینـ ای  بینی  هـ

که  ســکانســی را یتوال MFoldافزار  نرمکند. در حقیقت، می

ازگر  آن    یقرار اســــت برا از نظر وجود   یطراحآغـ ــود  شـ

 کند.یچک م هیوانو  یساختارها

ــورت که انواع پ   نیبد   ی هالیرا در فا یتوال  یهاو تاب  چیصـ

ــی)  دهدیمختیف ارائه م   چیمختیف پ   یهابا حالت یتوال  کـ

انیخوردگ ه پ   ی(. زمـ ه و  یخوردگ  چیکـ   GC  ینواح  در  ژهیبـ

  بتائیناز  PCR  یبراشــود که  پیشــنهاد میباشــد   ادیهدی ز

بالا   ینواح نیرا در چن  ریتکب زانیمبتائین شــود.  اســتفاده  

 برد.یم

 
 : توالی آغازگرهای طراحی شده 1جدول  

 

 توالی آغازگر  آغازگرها  ژن 
 PCRمحصول 

 )جفت باز( 
 GCدرصد 

 دمای ذوب 

 گراد( )درجه سانتی 

US6 
CGCCAAATACGCCTTAGCA جیوبرنده 

70 
%53 56 

 AAGGTT CTT CCC GCG AAA%50 57 معکوس 
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 : HSV-2پوشان برای کنترل مبتت طراحی قطعات هم
دا باید به محل جفت ـابت نپوشاات همـی قطعـدر طراح     

توجه کرد. محل قطعات  معکوس   و  رندهــــجیوبهای  آغازگر

پوشــانی باید در مجاورت این دو باشــد. طول این دارای هم

این  قطعـات در   دمـای ذوبنوکیئوتیـد و    50  قطعـات حـدود

ــت حدودهم محل ــانی بهتر اس ــانتی  66  پوش  گراددرجه س

د. در حدود   ر  4-5باشـ یک از قطعات از  هر  ′3  نوکیئوتید سـ

ــنظر درصــد ب بایســتی  ازهای پورینی و پیریمیدینی میـــ

 متناسب باشند.  

 

 :  AlleleIDافزار طراحی آغازگر با نرم

ــاهده می 2همـان طور که در جدول        ــودمشـ امتیـاز   ،شـ

ــنهـادی در نرمآغـازگر خوب تیقی    AlleleIDافزار  هـای پیشـ

  self-dimerار وانویه ــــساخت antisenseرشته  تنها در  شد.

ته  اختار در رشـ د و این سـ اهده شـ ت   senseمشـ   وجود نداشـ

کل   تن (1)شـ کسـ . از آن جایی که مقدار انرژی لازم برای شـ

اختارها بی  از ت  -Kcal/moL  5 این سـ (، از منظر ΔG) اسـ

 پایدارای، تشکیل این ساختار وانویه قابل قتول است. 

ــتن   ،(ΔGانرژی آزاد گیتس )      ــکسـ انرژی لازم برای شـ

دهنده  باشد و مقادیر بسیار منفی آن نشانساختار وانویه می

تر   ال به یکدیشر اسـت و چون  آغازگرتمایل بیشـ ها برای اتصـ

ار   ــاختـ ل    cross dimerاین انرژی برای سـ ــکـ ، از 2در شـ

kcal/moL6-  دهنده قابل قتول بودن این بیشتر است، نشان

 . (2)شکل    باشدپارامتر می

انتخــاب        نرم  معکوسو    جیوبرنــده  آغــازگربــا  افزار  در 

SnapGene    ،ه تکبیر دازه قطعـ ه    انـ العـ ه در این مطـ افتـ  inیـ

silico PCR   ــجفت ب 70میزان که تخمین زده شد  از بودــ

ــکل   ــان بتوالی قطعات هم .(3)ش ــپوش ا توجه به قطعه ـــ

 آمده است.  3جیوبرنده 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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ا       دی در این ارتتـ دم بعـ ل  ،  قـ ه و تحییـ  in silico  تجزیـ

د. در این ها و پروب در رابطه با ترادی متناظر میآغازگر باشـ

ــد. علاوه بر تعیین   Snap geneافزاررابطه از نرم ــتفاده ش اس

 in silicoحاصــیه در محیط   PCRتجزیه و تحییلموقعیت،  

متناظر با واقعیت تعیین گردید. طول قطعات، محاسـته شـده  

ل از تجزیه و تحییلو   د.   PCR  الکتروفورز حاصـ خ  شـ مشـ

 بلاست  افزار به انجامن با استفاده از قابییت این نرمآعلاوه بر  

 قطعه مورد نظر پرداخته شد. 

مشــاهده  در شــکل  PCRنتیجه بلاســت برای محصــول      

ــودمی ــکل   ش ــت، این ؤ. همان طور که قابل ر(4)ش یت اس

ــول غیر   HSV-2ایج همشی مربو  بـه  ـــــــنت  بوده و محصـ

 شود.ها شناسایی نمیآغازگراختصاصی با این 

ای اطلاعـات موجود در        نواحی وتـت ،    Gene Bankبر متنـ

ویه ده از سـ انتخاب و مورد  HSV-2و    HSV-1های مختیف شـ

تحییـل و  ــط   multiple sequence alignment  تجزیـه  توسـ

خه  Mega  افزارنرم رور  11 نسـ د.    ClustalWو سـ قرار داده شـ

ــکل  های  آغازگرمیان    MEGAنتیجه هم ردیفی در  5در شـ

قابل   HSV-2و   HSV-1ا توجه به ژنوم  ـب معکوسو   جیوبرنده

ــت، در جایشاه  ؤر ــی اس ــت. همان طور که قابل بررس یت اس

دکی  ــــــهـای ان، ژنوم این دو ویروس تفـاوتآغـازگرطراحی 

 بهره گرفته شد. آغازگردارند که از این مهم در طراحی 

ــی      ــیار کمی را از بررس ــده تیییرات بس های مدل ارائه ش

ان می کل میخود نشـ نمودب به داد و این مورد انتخاب را مشـ

ــت ــاهده اس میزان تیییرات از   ،طوری که در نتایج قابل مش

درصد کمی بین دو گونه ویروس برخوردار بود. بر این اساس 

ــبیشتر توج ،های موجودو پروب  آغازگرهنشام طراحی  ه به ـ

ــمت ها و پروب معطوی گردید. این آغازگر ’3 تیییرات در س

مورد اختصـــاصـــیت و تمایز بین دو گونه را به بالاترین حد  

تجزیه ها مورد ترادی خود رســانید به طوری که هنشامی که

در   alignmentگرفتنـد نتیجـه نوع  قرار می  BLAST  و تحییـل

 (.6مشخ  بود )شکل   کاملاا با بالاترین امتیاز HSV-2 مورد

که در نتیجه بلاســـت قابل مشـــاهده اســـت،   طورهمان     

رفاا  آغازگر ده صـ ایی کرد و طتق   HSV-2  طراحی شـ ناسـ را شـ

ــال غیرآغـازگر  این نتیجـه،   اه اتصـ ــی در   جـایشـ ــاصـ اختصـ

 های دیشر نداشت.  ارگانیسم

 

 : MFoldبررسی تکمییی ساختارهای وانویه با  

کل        اهده می 7همان طور که در شـ ود، تعداد  مشـ   3GCشـ

loop   در محصــولPCR  ــپ شــود که برای بینی میی ــــ

ها در شرایط آزمایششاه پیشنهاد شد  جیوگیری از تشـکیل آن

 استفاده شود.   بتائینکه از 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

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

 
 

 پوشان : توالی قطعات هم 3جدول  

 

 توالی قطعه  قطعه  عنوان 
اندازه محصول  

PCR 
 )جفت باز( 

 GCدرصد 

 دمای ذوب 

)درجه  

 گراد( سانتی 

 پوشان قطعات هم
 قطعه جیوبرنده 

CGC CAA ATA CGC CTT AGC AGA 
CCC 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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 بود هدی این مطالعه ســاخت قطعات اولیشونوکیئوتیدی      

از  .شــودکه به عنوان اجزای کییدی ســنتز ژن اســتفاده می

ارب ــکـ د ــــ دی، تولیـ ات اولیشونوکیئوتیـ ــنتز قطعـ ای سـ ردهـ

ــاخت   PCR (qPCR،)کمی    هایکالیتراتورها برای واکن  س

بهتود  ک و  ژنتیـ ــی  دسـ برای مهنـ ه  ایـ پـ ژنتیکی  ــر  اصـ عنـ

د  ویژگی ا پروتئین و تولیـ ک آنزیم یـ ای مورد نظر یـ   RNAهـ

antisense  اری اهنجـ ان نـ ه منظوردرمـ ــکیتی و ..  بـ اسـ ای  هـ

 باشد.  می

ــی      در تولید  PCAرو  ،   in silicoهای  با توجه به بررسـ

ل قتولی به ارمیان آورد. این ــنتایج قاب  HSV-2کنترل مبتت 

نتتیک با انقلاب در   تواندامر می پایه پیشـرفت در بیولوژی سـ

سـازی سـنتز دقیق و  های مولکولی از طریق فراهمتشـخی 

اد کنترل اعتمـ ل  ابـ ه هیوز و  قـ الـ ــود. در مقـ ت شـ ای مبتـ هـ

مونتـاژ   نق  حیـاتی  این   DNAهمکـاران  ــنتتیـک در  سـ

های  ها برجســته شــده اســت. در این مطالعه رو پیشــرفت

ــنتز   ددی برای سـ ب   DNAمتعـ ه ترکیـ ک از جمیـ ــنتتیـ سـ

یمیایی مانند رو  رو  و رو  آنزیمی   microarrayهای شـ

های  به علاوه به رو   (.1) برای اصـلا  خطا بیان شـده اسـت

PCA (Polymerase Chain Assembly )مونتاژ از جمیه انواع 

ات   ــاخـت قطعـ اربردترین رو  برای سـ ه عنوان پرکـ بزرگ بـ

اره شـده اسـت. بر این اسـاس مطالعه ما   اولیشونوکیئوتیدی اشـ

رد ز    Polymerase  Cycle Assemblyکــاربـ تـ ســــنـ رای  بـ را 

ه و تحییـلدر    HSV-2هـای مبتـت  کنترل مولکولی   هـایتجزیـ

 in  هایهدر مطالع های ما نشـان داد کهکند. یافتهبررسـی می

silico     روPCA  های جایشزینی قدرتمند برای سنتز کنترل

رایط محدود از نظر منابب    HSV-2مبتت  اسـتب به ویژه در شـ

 که دسترسی و هزینه معقول به صرفه حیاتی هستند.

اران از رو         ات و همکـ ه ترمـ الـ  PCA  Integratedدر مقـ

د که این مطالعه دارای  شبرای ساخت کنترل مبتت استفاده 

ــکوت آنییینگشرایط بهینه نظیر زمان    Thermal cyclerاه،  ــ

غیظـت و  ــریب  اولیشوهـای سـ دا  انـ   5-10)حـدود    هـای 

ــن زمان و تکبیر . این پارامترها مونتاژ هم(12بود ) انومولار(ــ

هیل می نمایند. نقطه تلاقی این پژوه  با پژوه   ژن را تسـ

ما موفقیت در طراحی اولیشو و شــرایط بهینه واکن  اســت 

ر به فرد  دمیکه برای هریک منحصـ کید مقاله ترمات  أ . تباشـ

تر ژنی  هـای طویـلبر اهمیـت تنظیم غیظـت اولیشو برای توالی

 یا زمان به کارگیری تعداد بیشتری از قطعات اولیشو است.

ها و  آغازگره دلیل رقابت  ـــــن رو  بـــــذا از ایـــــل     

misannealing  ل ژن طویـ ات  ت قطعـ ر تتر کمبرای ســــاخـ

ــتفاده می ــود. با  اسـ توجه به اندازه کوچک کنترل مبتت شـ

ــنتز  ــی که در س ــده در پژوه  ما، چنین چالش طراحی ش

اهی  ـــــهای طویل ژنی وجود دارد، در بخ  آزمایشـشتوالی

 پژوه  ما دیده نخواهد شد. 

در مقاله هوز و همکاران شــکای تکنولوژی برای ســاخت      

لتوالی ای طویـ ه منعکسبحـ  می  DNAهـ ــود کـ ده  شـ کننـ

ــاخت کنترلچال  ــت که های مونتاژ برای س های دقیق اس

تا می  PCAاین با کاربرد   ی نوین همراسـ د به عنوان روشـ   باشـ

مسـتقیم توان    به علاوه قابییت دسـترسـی نیز به طور غیر  (.2)

منظور کـاه     PCAرو    ه  بـ ــنتتیـک  بیولوژی سـ در  را 

کند. کاربرد مطالعه ما به طور پیچیدگی ذکر شــده تایید می

به حوزه تشـخی  ذکر شـده اسـت در حالی   خاص محدود  

ــترده ا گسـ اربردهـ ه هوز این کـ الـ ه در مقـ د  کـ تر بوده و رونـ

ها بیان شـده است. و رقابت تجاری آن  DNAهای سـنتز  رو 

ــا مبالی از یدر حقیقت مطالعه م ک راه حل هدفمند برای ــ

  تر است.ای گستردهمشکیی در زمینه

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

کردند اما  را شناسایی می UL52هایی اسـتفاده شـد که آغازگر

ــایی  آغازگردر مقاله ما جفت  ــناسـ طراحی  US6ها برای شـ

ــده بود ــازی این ویروس  UL52. ناحیه (13) ش در همانندس

های  آغازگردخالت دارد و در چرخه ویروس رــروری اســت.  

ــانه ــده برای این ناحیه فعالیت ویروس و نش های  طراحی ش

ــکند. در حهمانندســازی را شــناســایی می  US6الی که  ـــ

ــرا ک Dگییکوپروتئین  کند که نقشـی حیاتی در ورود  د میــ

ــویروس ب ها و  های میزبان دارد و هدی واکســنه ســیولـــ

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

حسـاسـیت و    ،کنند اما انتخاب ناحیه هدیرا شـناسـایی می

دهد.  اختصــاصــیت رو  تشــخیصــی را تحت تاویر قرار می

های گریز سـیسـتم ایمنی به درا در مکانیسـم US6ناحیه 

پاتوژنیسـیتی ویروس و تعاملات آن با سـیسـتم ایمنی میزبان 

ــکند. بکمک می د که تفاوته نظر میــ های دو ویروس رسـ

HSV-1   وHSV-2   درUS6  هنشام بررسیAlignment   بیشتر

ه برای طراحی   احیـ ذا توان افتراقی این نـ لـ ازگربوده و  و    آغـ

 بهتر است.  پروب احتمالاا

ت      دودیـ ه از محـ ــی بـ ــترسـ دم دسـ عـ این پژوه   ای  هـ

اینرم اتیکی نظیر  افزارهـ ت بیوانفورمـ  DNASTARگران قیمـ

Lasergene Suite اژ ـرای مونتـکه یک پکیج کامل ب  باشدمی 

 هاست. آنتجزیه و تحییل ها، هم ردیفی و  توالی

 شود این پژوه  با تمرکز بر طراحی کنترل پیشنهاد می     

  non-tuberclosis  هـــــــــها از جمیاتوژنـر پ ـت دیشـمبت
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 همكارانزهرا شریف زندیه و                                                            HSV-2کنترل مثبت  in silicoسنتز 

 

 

mycobacteria  ها ادامه یابد.  حتی کنترل مبتت سرطان و 

 

های مبتتی که با رو  کنترل in silicoهای  طتق بررسـی     

PCA د، از منظر طول قطعه و محتوای توالی ـــطراحی شدن

اخت کنترل قابل مقایسـه با کنترل های طتیعی بودند. در سـ

ان  ت قطعات همظتنظیم غی تر با این رو ،مبتت طویل پوشـ

کوچک کنترل مبتت   با توجه به اندازهائز اهمیت بود اما  ـــح

در پژوه  مـا، این چـال  برای این انـدازه از قطعـات پررنـگ 

ت. لذا به نظر می ی به نیسـ ترسـ رایطی که دسـ د که در شـ رسـ

توان از نمونه سنتتیک استفاده نمونه بالینی فراهم نتاشد می

 کرد.  

 

 حمایت مالی

این پروژه توســط مرکز تحقیقات انتقال خون مؤســســه     

عالی آموزشـی و پژوهشـی طب انتقال خون تأمین مالی شـده  

     است. 
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 طب  پژوهشی  و وزشیـآم  الیـع  ؤسسهـم لاق ـاخ هـکمیت از

 .است ایران ، تهران خون انتقال
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ســســه  ؤهای زیســت پزشــکی مدر پژوه  اخلاق گروه    کار

 ی طب انتقال خون تایید شـده اسـت. شـموزشـی و پژوهآعالی  

سـسـه عالی آموزشـی و پژوهشـی  ؤبودجه این تحقیق توسـط م

 مین شده است. أ طب انتقال خون ت
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