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A B S T R A C T 

Background and Objectives 

HTLV-1 is the first identified human oncogenic retrovirus, associated with 

ATL and HAM/TSP diseases. The HBZ gene, one of the key genes of this virus, 

plays an important role in disease progression due to its low immunogenicity 

and genetic stability. Despite the progress of diagnostic methods such as 

ELISA and Western blot, indeterminate results are occasionally reported. 

Moreover, measuring viral load is critical for prognosis of the disease. In this 

study, a sensitive system for determining HTLV-1 proviral load based on the 

HBZ gene was designed and implemented using the TaqMan Real Time PCR 

method. 

Materials and Methods 

In this experimental study, primers and probes were designed to amplify a 106 

bp region of the HBZ gene. Then, genomic DNA was extracted from PBMCs. 

After amplification of the HBZ gene, the PCR product was inserted into the 

TOPO TA vector and used as a standard to develop  the TaqMan Real Time PCR 

method. 

Results 

The logarithmic dilutions of 1.2×101-108 were prepared from the recombinant 

plasmid to draw the standard curve. The slope of the standard curve line was -

3.2 and R2 was 0.97, indicating the linearity and efficiency of the test. The 

results of the reproducibility of the reaction at the intra-assay and inter-assay 

levels (three replicates per step) and the average coefficient of variation CV of 

the standard samples were below 5.3% and 5.9%, respectively. Also, the Limit 

of Detection of this test was determined to be 1.2×101 Copies/µL, reflecting 

the high sensitivity of this assay. 

Conclusions   

Given its high sensitivity, rapid analysis and ease of use, the Real Time PCR 

method represents a suitable approach for determining the proviral load of 

HTLV-1 and assessing the prognosis of associated diseases.  
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 مقاله پژوهشی

 

 پرووایرال   بار  جهت تعیین میزانReal Time PCR   TaqManاندازی روشه را

 HBZژن  با استفاده از HTLV-1ویروس 
 

 4مهدی آجورلو ،     3دکتر محمودرضا پورکریم ،     2، زهره شریفی1ریحانه تیموری
 

 
 های بیولوژیک و سلامت خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ایرانفرآوردهـ مرکز تحقیقات  کارشناسی ارشد زیست فناوری پزشکی دانشجوی -1
2- PhD ـ ایرانـ تهران  طب انتقال خون پژوهشیسسه عالی آموزشی و ؤم ـ خون سلامتمرکز تحقیقات فرآورده های بیولوژیک و شناسی ـ استاد ویروس 
3- PhD لوون ـ بلژیک ـ گارشناسی شناسی ـ انستیتو تحقیقاتی بالینی و آزمایشگاهی اپیدمیولوژی ویروسویروس 
4- PhD های بیولوژیک و سلامت خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ایرانفرآوردهمرکز تحقیقات شناسی ـ استادیار ویروس 
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 هچكيد

  مرتبط   HAM/TSPو    ATL  یها ی مار ی است که با ب   ی انکوژن انسان   روسی رتروو  نی اول   HTLV-1  روسیو 
  ، ی ک ی ژنت   یدار ی و پا  ن یی پا  یی زا ی من ی ا  ل ی به دل   روس،یو   نی ا  ید ی کل   یها از ژن   ی ک ی عنوان  به   HBZ. ژن  باشد می 

  وسترن و    زای مانند الا  یص ی تشخ   ی ها روش   شرفتی . با وجود پ کند ایفا می   یمار ی ب   شرفت ی در پ   ی نقش مهم 
  ی آگه ش ی در پ ی  روس یو   بار  ی ر یگ اندازه   گر، ی د   ی. از سو شود ی نامشخص گزارش م   ج ینتا   در برخی مواردبلات،  

حساس    ی ستم ی س   ، TaqMan Real Time PCRمطالعه، با استفاده از روش    ن یدارد. در ا  تی اهم   ی مار ی ب 
 . اندازی شد راه و    یطراح   HBZبر اساس ژن   HTLV-1لود   رالی پرووا  ن یی تع   یبرا 

ی گردید. سپس  طراح   bp   106به طول  HBZژن  ای از هی ناح ی  و پروب برا آغازگرها    تجربی،   در این مطالعه 
DNA   یا   ای خون محیطی های تک هسته ژنومی از سلولPBMCs   استخراج شد. پس از تکثیر ژنHBZ   ،

اندازی  کلون گردید و از آن به عنوان استاندارد جهت راه    TOPO TA vectorدر پلاسمید   PCRمحصول  
 استفاده شد.   TaqMan Real Time PCRروش  

تهیه گردید. در این    1/ 2  ×110-810های لگاریتمی  رسم منحنی استاندارد، از پلاسمید نوترکیب رقت   برای
دهنده خطی بودن و  بود که نشان   0/ 97برابر با    2R و  - 3/ 2استاندارد برابر با   شیب خط منحنی   ،آزمایش 

  در قالب سه تکرار )   یسنج   نی و ب   ی سنج واکنش در سطح درون   ی ر ی تکرارپذ  ج ینتا   .باشدکارآیی آزمایش می 
و  %  5/ 3کمتر از به ترتیب  استاندارد،ی  ها نمونه برای  CVمیانگین ضریب تغییرات   در هر مرحله کاری( و

دهنده  بوده که نشان   Copies/µL   110×  2 /1این آزمایش برابر باکمترین حد تشخیص    چنین . هم بود   %  5/ 9
 باشد. حساسیت بالای این روش می 

روش    د توان ی کاربرد آسان م   و   آنالیز ،  بالا   ت ی با توجه به حساس   Real Time PCR  TaqManروش   استفاده از 
ها  بیماری   تری از بروزدقیق   آگهیپیش امکان  باشد و    HTLV-1  روسی وپرووایرال  بار    ن یی تع   برایمناسبی  

 به واسطه این ویروس را فراهم کند. 
 Real Time PCR  ،HTLV-1بار ویروسی،  

 

 28/11/1403تاریخ دریافت: 

 01/02/1404تاریخ پذیرش: 
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  HTLV-1  (Human T-Cell Leukemia Virus-1)ویروس      

طریق بررســی وســیله پو ز و همکاران از ه ب 1980در ســال  

ــیـت ه لنفو  لنفوسـ ار مبتلا بـ هـای خون محیطی از یـک بیمـ

لول  د  Tسـ تی یافت شـ با   2و   1نوع   HTLVویروس .(1) پوسـ

ــمی/ اری، لوسـ بیمـ ــلول    دو  )  Tلنفو  سـ الغین  ( و  ATLبـ

( در HAM/TSPپاراپارســـیس اســـپاســـتیک گرمســـیری )

ــت 10  باًیتقربوده، که  مرتبط انسـان را در نفر   ونیلیم  20ا ــ

ر جهان  راسـ ت سـ   ها هاز مطالع  یبرخ .(2،  3)درگیر کرده اسـ

ــان داده چون جنوب  هم  یدر منـاطق  روسیو  نیا  کـه  انـدنشـ

ربـ ش  یغـ خـ بـ ن،  یهــاژاپـ ر  یـ آفـ ر  قــا،یـاز    ن،یـلاتـ  یکــایـآمـ

ــرق ا  بیرکارا یجزا ــمال ش ــهرها رانیو در ش  ی از جمله ش

های  . راه(4) دارد  ییبالا  وعیشــ  شــابوریمشــهد، ســبزوار و ن

ــامل دریافت خون و یا فرآورده های خونی انتقـال ویروس شـ

ی،  یر آلوده، تماس جنسـ انتقال از مادر به کودک از طریق شـ

 .(5)باشــد  دادن، تزریق داروهای وریدی و پیوند عضــو می

 های سـاختاری اسـت که شـامل ژن kbp  9دارای   HTLVژنو  

gag    ،pol  و  env  ا بـب ه توالیه  وده و در دو انتهـ ــیلـ ای  وسـ هـ

  LTR′5 و   LTR  (Long terminal repeat) ′3  تکراری طویل

 envدارد که بین ژن   pxای موســو  به و ناحیه احاطه شــده

کننـدگی  کـه نقش تنییم  pxنـاحیـه  . (6)قرار دارد     LTR ′3و

-HBZ  (HTLVو   p30    ،p13    ،p12    ،rex   ،tax  را دارد شـامل

1 basic leucine zipper factor  )ــدمی در    taxژن  .(6)  بـاشـ

رونویســی  LTR ′5 ( ژنو  قرار دارد و ازsense) رشــته مثبت

شـود که نقش مرکزی در رونویسـی از ژن، همانندسـازی  می

ــلول از  .(7) های آلوده به ویروس را داردویروس و تکثیر سـ

کـه    آن ایمن  taxجـایی  ــیـار  ــلی  بسـ اصـ و هـد   بوده  زا 

های ســـیتوتوکســـیک اســـت، بنابراین ویروس لنفوســـیت

های متعددی را برای تنییم دقیق و کاهش بیان  اســتراتژی

تراتژیکار میه این پروتئین ب تفاده برد. یکی از این اسـ ها اسـ

است که با مهار رشته مثبت ژنو  ویروسی،    HBZاز پروتئین 

از   HBZ. ژن  (8)گردد  می  taxموجـب کـاهش تولیـد پروتئین  

رونویســی   LTR ′3 ( کد شــده و از antisense)  رشــته منفی

اتوژنز این ویروس می داو  و پـ دی در تـ ه نقش کلیـ ــود کـ شـ

ان(8) دارد ار  HBZ  ژن  . بیـ ب مهـ ــبـ ت ژنو   سـ ه مثبـ ــتـ رشـ

ــی و . با توجه  (9) گرددمی taxکاهش تولید پروتئین  ویروس

آلوده،    هـای خونیاز طریق فرآورده  HTLVبـه انتقـال ویروس  

ــیوع غربـالگری بر روی خون هـای اهـدایی، در منـاطقی کـه شـ

  EIAطور معمول روش ه شود. که بویروس بالاسـت انجا  می

(Enzyme Immunoassays)    ــایی ــنــاســ شـ برای  ابتــدا  در 

در خون اسـتفاده شـده و اگر آزمایش    HTLVهای  بادیآنتی

تفاده   ترن بلات برای تایید اسـ د، از تسـت وسـ اولیه مثبت باشـ

های  . وسـترن بلات روشـی اسـت که پروتئین(10) شـودمی

gag  ،p19  ،p24  ،p53    وrgp46  می ــخیص  تشـ در را  دهـد. 

د   انـ ک بـ ل یـ داقـ ــترن بلات حـ ایش وسـ د    gagآزمـ انـ ک بـ و یـ

envgp46   ود تا نتیجه ایی شـ ناسـ مثبت تلقی    HTLVباید شـ

ــایر الگوها، نتیجه وســترن بلات نامعلو  در نیر   گردد. در س

  ، کندشـود و تشـخیص صـحیح عفونت را مشـکل میگرفته می

ــخــــــب نیاز به   ،های نامعلو ه همین دلیل برای کاهش پاس

باشـد  اختصـاصـیت بالا می  های تشـخیصـی با حسـاسـیت وروش

(10.)  

العـ     اهدر برخی مطـ ــترن بلات    ،هـ ای وسـ ه الگوهـ انی کـ زمـ

مشــاهده    شــد، بررســی(  IND    ،Indeterminate)  نامشــخص

قابل شناسایی نبوده و دلیل حذ  این ژن   taxگردید که ژن

ــخص نبود به همین دلیل در مطالع ــده که أ ت  هاهمش کید ش

ژنو  را  ک بخش  از یـ بیش  د  ایـ بـ ــخیص ویروس  برای تشـ

لود مشـــخص شـــده تعیین   چنینهم .(11) کرد  جســـتجو

اری  HTLV-1  روسیو بیمـ اد  ایجـ ا،در پیش آگهی  ایج    هـ نتـ

ــرفـتیعفونـت و پ  ــد.دارای اهمیـت می  یمـاریب  شـ  ی برا  بـاشـ

 مطالعه حاضـر ی در  ماریب شـرفتینتایج عفونت و پ   ینیبشیپ 

ــآزم  ک ی یطراحبا هد   TaqMan Real Time PCR   ایشــ

ــاس   حســ ویروس  روش  لود  تعیین  منیور    HTLV-1بــه 

 اندازی شد.راه

 

 و پروب اختصاصی:  آغازگرطراحی 

یـر       نـ ورد  مـ روب  پـ و  رهــا  آغــازگـ از  ش  ژوهـ پـ ن  ایـ در 

و    Gene Runnerافزارهای  ه وســـیله نر ب که ،HBZ ژن برای

AlleleID ــتفاده گردید. طراحی ــده بود، اس ی توال ســپس ش

  گردید تا(  BLASTبلاســت ) NCBI  در بانک اطلاعاتها  آن

ا  یژگیاز و ازگرهـ ا ژ  ینواح  یبرا  و پروب  آغـ ل بـ   HBZن  مکمـ

 (.1)جدول شودحاصل  نانیاطم

 

ای خون محیطی های تک هســتهاز ســلول  DNAاســتخراج  
(PBMC)    و انجا  آزمایشPCR  : 

تجربی،       مطالعه  این  بررس  یافراد در  مورد  قرار   یکه 

اهداکنند  شامل  نت  گانگرفتند  آزمایش   Reactive  جهیبا 

  آزمایش  جهیو نت  HTLV-1/2  روسیو  یبرا  CLEIA  یغربالگر

ا  یدیتا  از نیر    اهداکنندگان  نیوسترن بلات مثبت بودند. 

     HIV،  HBV  ،HSVمنتقله از راه خون مانند    یهاروسیو  ریسا
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 ریحانه تیموری و همکاران                                                                           HTLV-1پرووایرال لود ویروس و  TaqMan Real Time PCRروش 

 

 

 TaqMan Real Time PCR: توالی آغازگرها و پروب مورد استفاده در 1جدول  

 

 ′3-′5توالی آغازگرها و پروب   نا  توالی 

 Forward HBZ GGAGTCCTTGGAGGCTGAAC توالی آغازگر  

 Reverse HBZ TTATTGCAACCACATCGCCTCزگر  اتوالی آغ 

 HBZ 6-FAM TCCCCTGCCAATAATTAACCTCTCC BHQ-1توالی پروب  

 Forward ERV-3 CATGGGAAGCAAGGGAACTAATG  آغازگر  یتوال

 Reverse ERV-3 CCCAGCGACCAATACAGAATTTآغازگر    یوالت

 ERV-3 HEX-TCTTCCCTCGAACCTGCACCATCAAAGTCA-BHQ-1توالی پروب  

 

ــب یمنف  HCVو ــودند. نمونــ   اهداکنندگان  فراخوان از  هاهــ

ــتان ــو هایاس ــان رض ــان جنوب  ،یخراس ــان    ،یخراس خراس

مال ماده   یبر رو لانیالبرز و گ ل،یاردب  ،یغرب جانیآذربا  ،یشـ

ــد ــلولدیگرد هیته  EDTAانعقاد    ضـ ــپس سـ های تک . سـ

ه ــتـ د.  هسـ دا شـــدنـ ایکول جـ ه روش فـ ای خون محیطی بـ

ای خون محیطی هستههای تک سلولاز  DNA جاســــتخرا

ه بـ آلوده  ان  دگـ داکننـ ت   HTLV-1  اهـ از کیـ اده  ــتفـ اسـ ا  بـ

ــتخرا ـــ نجا   ا  ایران(  - یکتا تجهیز آزما)شرکت  DNA جاسـ

ــد جهت  مثبت یهانمونهروی  بر PCRآزمایش  سـپس   .شـــ

 Master mix 2Xبا اســتفاده از HBZ اطمینان از حضــور ژن 

میکرولیتر    5/0میکرولیتر(، آغازگرها )  10))آمپلیکون، آلمان(

ده )  DNAاز هر کدا ( و   تخراج شـ میکرولیتر( در حجم  2اسـ

ــد   20نهایی   ــخص انجا  ش میکرولیتر، در چرخه دمایی مش

جهت تعیین توالی همراه  PCR(. سـپس محصـول  2)جدول  

ــب به شــرکت زیســت فناوری    HBZژن   جلوبرنده ا آغازگرـــ

 شد.    هپیشگا  فرستاد

 

 : PCRکلونینگ محصول 
ــول        ــیله کیته  ب  HBZژن   PCRمحصـ  TOPO TA وسـ

Cloning Kit    ا، اینویتروژن( درون وکتور   TOPO TA)آمریکـ

(PCR 2.1 TOPO  )  حت کلونینگ با  colonyقرار گرفت و صـ

PCR .کیت رُوش  وسـیلهه پلاسـمید نوترکیب ب  سـنجیده شـد

تخراج)آلمان(  پس    %1و در ژل آگارز    اسـ د. سـ الکتروفورز شـ

مید نوترکیب ب یله آنزیمه  پلاسـ ده و  BamH Iوسـ   ، خطی شـ

 :محاسبه شدآن بر اساس فرمول زیر تعداد کپی  

 

 

 

 

 : TaqMan Real Time PCRاندازی آزمایش سازی و راهبهینه
  :Ampliqon) مسترمیکسدستـورالعمــل ه ـه بـا توجـب     

Cat.No: A314402)  ،واکنش اجزاک  غلیــت  و  حجم  دمــا،   ،

سـازی و تعیین شـد  نیر، بهینه مورد  آزمایشاندازی  جهت راه

 (.  4و   3ول ا)جد
 

 PCR: برنامه زمانی و دمایی در آزمایش 2جدول  
 

 مرحله 
 دما 

درجه  
 گراد سانتی 

 چرخه  زمان 

 95 واسرشت اولیه
5  

 دقیقه 
1 

 95 (Denaturation)واسرشت
45  
 ثانیه

 62 (Annealing) اتصال   40
45  
 ثانیه

طویل سازی  
(Extension) 

72 
45  
 ثانیه

 72 طویل سازی نهایی 
5  

 دقیقه 
1 

 
  TaqMan Real-Time PCR: حجم مورد نیاز برای واکنش 3جدول  

 HBZژن 
 

 حجم )میکرولیتر(  اجزا 

 میکرولیتر   Low Rox2X 5/7مستر میکس  
   HBZآغازگر جلوبرنده ژن  

 میکرومولار(   10)
 میکرولیتر   5/0

   HBZآغازگر معکوس ژن  
 میکرومولار(   10)

 میکرولیتر   5/0

 میکرولیتر   HBZ 1/0پروب  
 میکرولیتر   4/4 آب مقطر استریل 

DNA   میکرولیتر   2 الگو 
 میکرولیتر   15 حجم نهایی

                 OD Plasmid  ×2310  ×022/6 

                Plasmid length  × (910  ×1 )650 

 

 DNAتعداد کپی  =

58  ×2310  ×022/6 

4393 ( ×910  ×1 )650 
Lµ/copy  910×12= 
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 TaqMan Real Time PCRروش   Two-step: برنامه زمانی 4جدول  

 

 چرخه  زمان چرخه  چرخه 

 دقیقه   15 1
درجه    95

 گرادسانتی 

40 
 ثانیه  45

 ثانیه  45

درجه    95

 گرادسانتی 

 گرادسانتی درجه    62

 

تاندارددر مرحله بعد جهت رسـم منحنی       مید  اسـ ، از پلاسـ

تهیه، ســپس  110-810های ســریالی  خطی نوترکیب رقت

و    آغازگرهابا اسـتفاده از  Real Time PCR TaqManواکنش  

ــی ژن   ــاصـ ه عنوان کنترل   ERV-3و    HBZپروب اختصـ )بـ

ــده انجا    ــاس چرخه دمایی و زمانی بهینه ش داخلی(، بر اس

 گردید.
 

 :    Real Time PCR آزمایش (Validation)معتبرسازی 
ــحـت        ارزیـابی صـ منیور  از آزمـایش  (Accuracy)بـه   ،

دارد انـ ــتـ ــورت  (  LµCopy/  810-  LµCopy/  110)  اسـ ه صـ بـ

جهت  .(12) روز متفاوت استفاده شد  3تایی در  3های تکرار

ــت حســـــاســـــی ــی  ــاب (  Analytical Sensitivity)  ارزی

ــتـانـدارد از آزمـایش بـه (  LµCopy/ 310-  LµCopy/ 110)  اسـ

ــورت تکرار ــد  3تایی در  3های ص ــتفاده ش  روز متفاوت اس

بودن(.  12) خطـی  محــدوده  تعـیـیـن  ــت نمـودار    برای   تســ

(Linearity)، دارد انـ ــتـ ایاسـ   /LµCopy/  810-  LµCopy)  هـ
ورت تکرار  (110 دــــت 3های به صـ   ایی در یک روز انجا  شـ

ــتاندارد آزمایش  (Precision)جهت تعیین دقت    .(12) ، از اس

(LµCopy/ 810- LµCopy/ 110) 3ای ـهورت تکرارـه صـب 

در   ایی  منیور   3تـ ه  بـ روز  ک  متفـاوت در یـ ت کـاری    نوبـ

تایی در یک نوبت   3های و تکرار Intra assay  یســـنجدرون

 Inter assayی ســـنج نیب  روز متفاوت به منیور 3کاری در 

 .(13) استفاده گردید

ی        ژگـ ویـ ی  ــابـ ارزی ور  یـ نـ مـ ــه    (Analytical Specificity)ب

ــکـانسآغـازگر،  آزمـایش  هـای موجود در بـانـک ژنی بـا  هـا بـا سـ

رور  تفاده از سـ ایت   BLASTاسـ ه    NCBIدر سـ چک و مقایسـ

دند.   ده ژنو    آغازگرهاشـ که   HTLV-1از مناطق محافیت شـ

کانس دند. این با بقیه سـ د، انتخاب شـ ته باشـ باهت نداشـ ها شـ

ایر  ه گونهـــــب  آغازگرها ده بودند که با ژنو  سـ ای انتخاب شـ

ند. به همین منیور از ویروس ته باشـ  ها واکنش متقاطع نداشـ

DNAــتخراج شـــده ویروس اسـ ای  ایهـ ،    HBV    ،HCVهـ

HIV،HSV  افراد ســالم( از لحاح حضــور   نمونه منفی12  و(

ــاده شــایی استفــت 5ای ــهورت تکرارــه صــویروس ب   د ــ

ار  .(13) ابی کـ از طریق فرمول (Efficiency)یی تکثیر  آارزیـ  ، 

slope/1-10  E=  ــبـه می ــود. در این فرمول  محـاسـ  Slopeشـ

ــیـب خط نمودار و   ــد.  یی تکثیر میآکـار  Eشـ خطی   2Rبـاشـ

 .(12) دهدبودن نمودار را نشان می

 

 

 : HBZو کلونینگ ژن  PCR  آزمایش

ه تعیین   PCRپس از        و تعیین توالی ژن مورد نیر، نتیجـ

و تایید شـــد. ســـپس ژن   NCBI   ،BLASTتوالی در پایگاه  

HBZ    وکــتــور کــلــون    TOPO TA (PCR 2.1 TOPO)در 

ــجهت ت و گردید با روش  ایید کلونینگ، پلاسمید نوترکیبـ

خطی شد )شکل   BamH I و با استفاده از آنزیم  PCRکلونی  

1.) 

 

 

 

 BamH I: وکتور هضم شده با  1شکل 

،  BamH Iمربوط به وکتور هضم شده با آنزیم  1چاهک شماره 

ـــماره  ـــماره  Ladder 1kbمربوط به  2چاهک ش  3و چاهک ش

 باشد.مربوط به وکتور هضم نشده می
 

 . HBZ ژن PCR Real-Timeالکتروفورز محصول  2شکل 

شامل نمونه  3و  2، چاهک  Ladder 50bpحاوی  1چاهک 

HTLV  مثبت )باند مورد نیر، قطعهbp106 مربوط به ژنHBZ 
مربوط به نمونه کنترل منفی  4دهد( و چاهک را نشان می

 باشد.می
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   TaqMan Real-Time PCR  به روش  HBZژن   (Standard Curve)منحنی استاندارد :    3شکل  

  تعیین شد. 06/1آن نیز  Efficiencyیی آزمایش بوده وآدهنده خطی بودن و کارکه نشان 97/0برابر با  2R و - 3.2شیب خط منحنی استاندارد برابر با 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 TaqMan Real-Time PCRبه روش    HBZهای استاندارد ژن سیگمو یدی نمونه منحنی تکثیر :    4شکل  

حد آستانه  از   رتر یبا غلیت کمتر د  یهانمونه  که یحال دارند، در  یکمتر Ctو  کنندی( عبور مThreshold) حد آستانه با غلیت بالاتر زودتر از  یهامونهن 

 استاندارد(.  از نمونه  110استاندارد تا رقت   از نمونه 810)از چپ به راست به ترتیب: رقت   دارند ی بالاتر Ctو  کنندیعبور م

 
 :  TaqMan Real Time PCRسازی آزمایش بهینه
ازی  پس از بهینه      ، TaqMan Real Time PCR  آزمایشسـ

  (.2الکتروفورز شد )شکل  %5/1وی ژل آگارز ر نتایج آن بر

 

 Real Time PCR    :TaqMan probeاندازی آزمایشراه
ده و  رقتپس از تهیه        مید خطی شـ های مختلف از پلاسـ

تگاه ه )ب Real Time PCR  آزمایشانجا   یله دسـ  Rotorوسـ

Gene RG-3000 یب خط د. شـ م شـ تاندارد رسـ (، منحنی اسـ

ــمنحنی استاندارد برابر ب که بود    97/0برابر با    2R و  -3.2ا  ـ

ــان کــارنشــ و  ودن  بـ طـی  خـ نــده  وده  آدهـ بـ آزمــایـش  ی  یـ

  ج ینتا .(4و  3 اشکال) تعیین شد 06/1آن نیز    Efficiencyو

 یسـنج نیو ب  یدر سـطح درون سـنج  واکنش یریتکرارپذ

  استاندارد، ی  هانمونه  CVو میانگین ضریب تغییرات    یبررس

  بود.   ینترااسـیا یبرا  %9/5و    ینتراسـیا یبرا %  3/5کمتر از 

اهدات حاکی از آن بود که LOD  (Limit of detection )  مشـ

ــا  آزمــایـشایـن   ب کــه   Copies/µL    110× 2/1بـرابـر  بـوده 

این   LODباشـد.  دهنده حسـاسـیت بالای این روش مینشـان

   FDA یاـراهنمود در ـارهای موجـاس معیـبر اس  آزمایش

ی تعیین گردید  کیتینالآویب  یهاروش یســـنج اعتبار جهت

(14). 

 

ــعمدتاً از طریق انتقال عمودی م  HTLVویروس       ـــ ادر  ـ

 هـب

  نوزاد در دوران شـــیردهی، انتقال افقی، تماس جنســـی و  

فرآورده منتقـل تزریق  ویروس  این  حـاوی  ــلولی  سـ هـای 

  HTLV-1  ویروس یصــیتشــخ یهاروش  .(15) شــودمی

امل آزما رولوژ  یهاشیعمدتاً شـ تند که به یکیسـ دنبال   هسـ

ادیآنت ایبـ ا  عل  یهـ اژنیآنت  هیـخـ   HTLV-1مختلف    یهـ

دیم اگردنـ آزمـ اشی.  الگر  یهـ ل الا  یغربـ  زایمعمولاً شـــامـ

(ELISA  )ــ وتـ  ای لـ ــیـآگـ نــد.  (PA)  ذرات  ونیـنــاسـ ــتـ هسـ

ــامـل ا  یدییـتـأ   یهـاشیآزمـا ــانسیشـ و    (IFA)  مونوفلورسـ

  وســترن بلات از ، اما عمدتاً  باشــد می( WBوســترن بلات )

ــتفاده  ــویماسـ بهبودها در دقت   یبا وجود برخ  .(16) دشـ

ا ــترن بلات  شیآزمـ ه، هم  یط  وسـ ــتـ ه گـذشـ ان  دو دهـ چنـ

  وسـترن بلات  لینامشـخص پس از تحل  یکیسـرولوژ  یالگوها
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ــتند جیرا ــنجش از  متعددی  هایمقاله . در(17) هس  لود س

ه  ویروس ک  عنوان  بـ اکتور  یـ ایش  و  آگهیپیش  فـ اران  پـ  بیمـ

اســت. به همین دلیل بررســی   شــده برده  نا   درمان تحت

  .…HBZ, tax, polهایویروس با اســتفاده از ژنمیزان لود  

خ تواند مزایای زیادی از جملهویروس می یو   صیتشـ  بررسـ

، ارزیابی  HTLV-1های مرتبط با ویروس  یماریب شـــرفتیپ 

ــ ان  یاثربخشـ ادرمـ ــیو  ضــــد  یهـ از ی،  روسـ بهتر  درک 

ــمیمکـان ــعـه و در نهـایـت    روسیو  ییزایمـاریب  یهـاسـ توسـ

 .(18)داشته باشد    دیجد  یهادرمان

ــر روش        اضـ ه حـ العـ   Real Time PCR  TaqManدر مطـ

به منیور  روش حساس    کی  یطراحبا هد     HBZژن   یبرا

دازی  طراحی و راه  HTLV-1تعیین پرووایرال لود ویروس   انـ

تاندارد، از  م منحنی اسـ د. بدین منیور در ابتدا جهت رسـ شـ

اوی ژن   ب حـ د نوترکیـ ــمیـ ت  HBZپلاسـ ای  ویروس، رقـ هـ

رایط آزمایش،   دن شـ لگاریتمی تهیه گردید. پس از بهینه شـ

ــن هــــ از آن بود کـ اکی  ایج حـ ایشاین     LODتـ برابر   آزمـ

یت  بوده که نشـان Copies/µL   110×  2/1با دهنده حسـاسـ

 باشد.بالای این روش می

بواترز         خود  کـه   انیـو همکـاران در مطـالعـه  د  کردنـ

ــده، بــــــه  qPCR (Quantitative PCR)  آزمایش معتبر ش

ــک آزمایش کارآمد که قادر به اندازه ــوان یـــ  یریگعنـــ

ـــــد و هم  یتکرارپـــــذیر  تیقابل  نیچنپرووایرال لود باشـ

که هنوز یک   یاست. از آن جای  ــازیداشــته باشــد، مــورد ن

ــرا  یــاختصاص ومارکریب در  یماریب شرفتیپ   ینبیشیپ  یب

ــود ندارد و از طرف ــت وجـ ــدون علامـ ــراد بـ   زانیم  یافـ

ــود   HTLV-1 هیعل یاختصاص  یبادیآنت ــرال لـ ــا پرووایـ بـ

ــتگ ــروس همبس ــ یوی ــوانیدارد، م از پرووایرال لود به  ت

ــ ــرفـتیو پ   نتـایج عفونـت  ینیبشیپ   یبرا  یعنوان روشـ  شـ

 .(19) استفاده نمود یماریب

ــط مطـالعـه      ــایتموای توسـ و همکـاران، جهـت  مانیکی سـ

ان ژن   ــی میزان بیـ ا لود ویروس   HBZبررسـ اط آن بـ و ارتبـ

HTLV    .اســتاندارد    یهایمنیور رســم منحن بهانجا  شــد

ــب  روسیو  HBZو    Tax  یهـاژن  انیـب  زانیم  نییتع  یراــــ

HTLV-1  هـم مـرجـع    نیـچـنـ،   hypoxanthine guanineژن 

phosphoribosyltransferase (HPRT)  ،cDNA  دههیته از  شـ

لول رکه به  HTLV-1آلوده به   MT-2  یهاسـ   ی الیصـورت سـ

ازقیرق تفاده یسـ ده بود، اسـ د  شـ ریب   .شـ در این مطالعه ضـ

 .(81)گزارش شد   2R= 99/0همبستگی یا  

ــط  مطالعه      ــال   کلودیا کازولیای توسـ و همکاران در سـ

د. در   HTLV-1/2جهت بررسـی لود ویروس  2014 انجا  شـ

مطــالعــه  یبرا یاجــداگــانــه  single-plex یهــاآزمون  این 

  HTLV-2از    pol-2و    tax-2و    HTLV-1  از  -1tax یهــاژن

 به  HTLV-2 و  HTLV-1  یروســیشــدند تا بار پروو یطراح

ود.  یریگاندازه  یطور کم یت  شـ اصـ  tax-2ی هاآزموناختصـ

، که 10Cشـده از سـلول    اسـتخراج  DNA  شیبا آزما  pol-2  و

عنوان کنترل  اسـت و به  -1HTLV  بهآلوده  یرده سـلول کی

د، تأ   یمنف تفاده شـ   HTLV-2. در مورد آزمون دیگرد  دییاسـ

طور    که به 344C یهاســلول  شیبا آزما اختصــاصــیت،  

تند، بررسـ  HTLV-2به   داریپا د.   یآلوده هسـ   ی کم نییعتشـ

ــیبـار پروو ا انجـا  منحن  HTLV  یروسـ ــتـانـدارد   یهـایبـ اسـ

ازترق  قیمرجع از طر ر یسـ تخراج DNA  یالیسـ شـده از  اسـ

ــلول ــد، با اC 344و  10C  یهاس فرض که هر  نیانجا  ش

 344Cهر سـلول  و یروسـیژنو  پروو  کی  یدارا 10Cسـلول 

ت یروسـیدو ژنو  پروو  یدارا و   Slop= -4/3نموداری با   اسـ

99/0 =2R دو    یکه دارا  یانســان  نی. ژن آلبومرســم شــد

ــت، برا ــلول اس ــازطبیعی ینســخه در هر س در   جینتا یس

  هایی هدر اکثر مطالع  .(20) شـد یریگها اندازههمان واکنش

که مورد بررســی قرار گرفته اســت، جهت رســم منحنی 

اسـتاندارد از رده سـلولی اسـتفاده شـده بود، اما در مطالعه  

 حاضـــر به دلیل عد  دســـترســـی به این رده ســـلولی، از

جهت   HTLV-1 ویروس  HBZپلاسـمید نوترکیب حاوی ژن 

رسـم نمودار اسـتاندارد اسـتفاده شـد. رسـم منحنی اسـتاندارد 

نشـــان داد که این روش با    HBZاز طریق وکتور حاوی ژن  

ا   ب خط برابر بـ ــیـ ــخیص   2R= 97/0 و  -3.2شـ د تشـ و حـ
ت که  2/1×110 یت بالاسـ اصـ یت و اختصـ اسـ ی با حسـ روشـ

ه با نتایجی اسـت که در آن برای رسـم   نتایج آن قابل مقایسـ

  نمودار استاندارد از رده سلولی استفاده شده است.

  زادگان ه وسـیله حمیده قاسـمبای مطالعه 2019در سـال      

 طراحی هد  با مطالعه این شـد. انجا  ایران در همکاران و

ایش ت   Real Time    PCRآزمـ ــایبرگرین جهـ ه روش سـ بـ

اندازی  راه  Taxبا استفاده از ژن    HTLV-1تعیین لود ویروس  

ه همین منیور   ــد. بـ ــلول  از  ژنومی  DNAشـ ایسـ ک  هـ  تـ

ته تخراج محیطی  خون  ایهسـ پس  اسـ ول سـ ژن   PCRمحصـ

Tax    درون پلاسمیدpTZ57 R/T  سازی، و با رقت قرار گرفت

رسم  2R=99/0  و  Slop=  3/3منحنی استاندارد با شیب خط  

ت   ه جهـ العـ ــد. در این مطـ ایج از ژن طبیعیشـ ــازی نتـ سـ

GAPDH    (12)استفاده شد. 

یله ه ــــمطالعه دیگری ب      و همکاران در  هومین جیوسـ

آزمون   کی یتوســعه و اعتبارســنج  و  هد با    2023ســال  

TaqMan qPCR یروسیبار پروو یریگاندازه یبرا  HTLV-1  
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 ریحانه تیموری و همکاران                                                                                 HTLV-1 پرووایرال لود ویروس  و TaqMan Real Time PCRروش 

 

 

د تاندارد از  .انجا  شـ م منحنی اسـ  در این مطالعه جهت رسـ

PcDNA3.1(-)HTLV-1RPPH1 plasmid  .د تفاده شـ ژن اسـ

ــان ــیاز و  taxو    pol  یهـاو بخش  RPPH-1  یانسـ   روس ــــ

HTLV-1  اده از  ـــا استفـــب  gDNA،  102 یاـــهسلولHut 

ــتکثی ــسـپ  ر و اسـتخراج شـده،ـــ ـــــ  وکتوردرون   ســـ

pcDNA3.1(-)-Rluc-Fluc verctor  د ت  .قرار گرفتنـ ای رقـ هـ

دارد ــــسریالی از وکتور مورد نیر جهت رسم منحنی استان

ا   ه و نموداری بـ   003/103  و   slope   ،99/0=2R =  2/3تهیـ

=efficiency  ــت آمد.  ه  ب ــخدس این ( در LOD)  صیحد تش

ــمطالع ــبه  ـــ معادل    ، 102Hut یهاغلیت ســلول  یراـــ

تا   % 0179/0 نبی %95  ناناطمی  فاصـله  اـــــب)  %  0218/0

ــب(  %  0298/0 مطالعه جهت بررسـی  نیر اد.  آمد دسـت هــ

 یهاشده از نمونهاستخراج gDNA  ،اختصاصیت این واکنش

،   HBVه مبتلا به  ــنمون 3)که شامل    HTLV-1  یبرا  یمنف

ه    3 ه مبتلا بـ ه    HCV  ،3نمونـ ه مبتلا بـ  Treponemaنمونـ

pallidum ،3  ه مبتلا به ـــنمونHIV   نمونه افراد سالم   12و

-HTLV بهآلوده )  MOT  یهاسـلولرده   نیچنبودند( و هم

تفاده ـــــ( ب2   قرار گرفتند  یمورد بررسـ  شیآزما نیا ازا اسـ

(102 Hut ژنو   یکه حاو HTLV-1  عنوان کنترل  هــبود ب

 .  (مثبت استفاده شد

هتمـامی        رده   نیچنو هم  HTLV-1  ی منفی برایهـانمونـ

را با    1RPPH، تنها ژن (  HTLV-2)آلوده به   MOT یســلول

ان ریروش تکث نیا یت  دهندهدادند که نشـ اصـ  %100  اختصـ

   .(13)این واکنش می باشد  

ر از       ی، همانند مطالعه حاضـ در هر دو مطالعه مورد بررسـ

وکتور جهت رسـم منحنی اسـتاندارد اسـتفاده شـده با این 

تفاوت که ژن کنترل داخلی مورد اســـتفاده در این مطالعه  

ERV-3  ایر مطالعــــک  بوده، در حالی های از ژن  هاهه در سـ

GAPDH  ،RPPH1  عنوان ژن مرجع اســتفاده  ه و آلبومین ب

 polو  Taxهای  ، ژنهاهچنین اکثر مطالعشـــده اســـت. هم
ی قرار دادن  HTLVویروس د اما در مطالعه  ــــرا مورد بررسـ

ر ژن   ی قرار   HBZحاضـ جهت تعیین لود ویروس مورد بررسـ

ر با مطالع قبلی    هایهگرفت که این وجه تمایز مطالعه حاضـ

 رود.  به شمار می

العـ      ایهمطـ ــتریب  هـ دیم  شـ ه درک عم  توانـ از   یترقیبـ

خ یروسـیو  یهاعفونت ود.  یمنیا  یهاو پاسـ مرتبط منجر شـ

،  LTRاز جمله   یهایژن  شودیم شنهادیراستا، پ  نیدر هم

Env  روسیو  های کلیدیو سایر ژن HTLV  یورـــمن  هـ، ب  

 مورد   ،ییزایماریارتباط آن با ب  یو بررس یروسیبار و  نییتع

 .رندیگ قرارمطالعه  
  

  (LOD)این آزمایش با دارا بودن کمترین حد تشـخیص       

ه   چنین در هر واکنش بود و هم  Copies/µL  110× 2/1کـ

ها و  که نقش اسـاسـی در تنییم فعالیت  HBZاسـتفاده از ژن 

گزینه   به عنوان  دـــتواندارد، می  HTLVکوژنز ویروس  ـــان

ا  اط آن بـ ــبی جهـت تعیین میزان لود ویروس و ارتبـ اسـ منـ

 زایی ویروس مورد استفاده قرار گیرد. بیماری
 

 حمایت مالی

مرکز تحقیقات انتقال خون، مؤسـسـه  این پروژه توسـط      

تأمین    ایران  عالی آموزشـــی و پژوهشـــی طب انتقال خون

     مالی شده است.
 

 ملاحظات اخلاقی

  IR.TMI.REC.1402.016  اخلاق   کد  دارای  حاضر  مطالعه     

 طب  پژوهشــی  و  آموزشــی  عالی  مؤســســه  اخلاق   کمیته از

 .است ایران ، تهران خون انتقال

 
 منافععدم تعارض  

منافعی در گونه تعارض  کنند هیچمینویسـندگان اههار     

 این مطالعه وجود نداشته است.
 

     نقش نویسندگان

 نگارش اولیه مقاله و تحلیل اطلاعات ریحانه تیموری:

ــریفی: ــی و    دکتر زهره شـ ارت بر اجرای طر  پژوهشـ نیـ

 نگارش مقاله

طراحی مطالعه، نیارت بر اجرای طر    دکتر مهدی آجورلو:

 و نگارش نهایی مقاله

ل پایان     ت این تحقیق حاصـ د زیسـ ی ارشـ ناسـ نامه کارشـ

فناوری پزشـکی مؤسـسـه عالی آموزشـی و پژوهشـی طب 

وسـیله نویسـندگان مقاله از باشـد. بدینانتقال خون ایران می

های مالی، تشــکر و قدردانی  این مؤســســه به دلیل حمایت

 نمایند.می
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