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A B S T R A C T 

Background and Objectives 
Human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is the only human oncogenic retrovirus 

associated with adult T-cell leukemia/lymphoma and tropical spastic paralysis. Common 

serological methods for detecting this virus are ELISA and Western blot. The HBZ gene, 

encoded by the negative strand of the HTLV-1 provirus, does not undergo continuous 

mutations, unlike other viral genes. In this study, the HBZ gene of HTLV-1 was used to 

design specific primers and develop a semi-nested PCR assay. 

Materials and Methods 
In a cross-sectional study, HBZ gene sequences from various virus isolates were extracted 

from the NCBI database and aligned using MEGA6 software. Using Gene Runner 

software, the primer design was performed from the conserved region common to all 

strains. To evaluate the primers, parameters such as GC content, melting temperature, 

hairpin, and dimer structures were used calculated by OligoAnalyzer software. To examine 

the exact binding site of the primers, SnapGene software was used to simulate the PCR 

reaction and electrophoresis. Primers were screened and synthesized using the BLASTN 

tool in NCBI. In the laboratory stage, genomic DNA was extracted from blood samples of 

HTLV-1 positive and healthy individuals and electrophoresed for Semi-nested PCR 

reaction and evaluation of PCR products. 

Results 
First, the HBZ protein coding sequences from 43 viral isolates with different geographical 

origins were aligned, and then primers were designed from the most similar conserved 

regions. The primers lacked hairpin and dimer structures. The GC percentage was between 

45%-60%, and the melting temperature was between 64-67°C. BLAST results showed that 

the designed primers were 100% capable of identifying the target gene (HBZ), and no 

overlap with the genomic sequences of other viruses or humans was observed. After 

genomic DNA extraction and PCR, the length of the desired fragment was 493 bp in the 

first stage and 106 bp in the second stage, which was consistent with the predicted 

bioinformatics results. 

Conclusions   
The design of HBZ gene primers utilizing bioinformatics software and the successful 

development of a Semi-nested PCR assay were achieved. The laboratory results confirmed 

the bioinformatics predictions and demonstrated the effectiveness of this method for the 

accurate and rapid detection of the virus. 
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 هچكيد

است کـه بـا   یانسان  یزاسرطان  روسی(، تنها رترووHTLV-1)  1نوع    یانسان  Tسلول    کیلنفوتروپ  روسیو
 یهـا. روشباشـدیمـرتط  م  یریگرمسـ  کیو فلـ  اسااسـت  نیبـال   Tلنفوم سـلول  /یلوسم  یهایماریب

رشـته    ، که توسـ  HBZباشد. ژن    یو وسترن بلات م  زایالا  روس،یو  نیا  صیتشخ  یبرا   یرا  یکیسرولوژ
. در شودیمداوم نم یهادچار جهش  ، ی روس یو  یهاژن  ریبرخلاف سا  شود، یکد م  HTLV-1  روس یپروو   ی منف

-Semi  شیو توسـعه آزمـا  یاختصاصـ  یآغازگرهـا  یطراح  یبرا  HTLV-1  روسیو  HBZمطالعه، ژن    نیا

nested PCR .مورد استفاده قرار گرفت 

استخراج شد و با  NCBIداده  گاهیازپا  روس یگوناگون و  ی هازوله یاز ا  HBZژن    ی توال   ، ی مطالعه مقطع   کی  در
بـا   هاهیسو  یتمام  نیشده مشترک بمحافظت    هیآغازگر از ناح  ی. طراحدیگرد  فیردهم  MEGA6افزار  نرم

،  GCدرصـد  لیـاز قط ییپارامترهـاآغازگرها،  یابیانجام شد. جهت ارز Gene Runner افزاراستفاده از نرم
استفاده شد.  SnapGeneو  OligoAnalyzer یافزارهااز نرم مریدا و  یسرسنجاق  یذوب ، ساختارها  یدما
ــرا ــ یب ــل دق یبررس ــمح ــال  قی ــا،اتص ــت شططه آغازگره ــازجه ــنش  یس ــورز و PCRواک از ، الکتروف
در  و سنتز شدند. یبررس NCBIدر  BLASTNابزار  ازبا استفاده  هاآغازگر استفاده شد.    SnapGeneافزار نرم

مثطت و سـالم  جهـت    HTLV-1خون افراد    یهاشده از نمونه  استخراج  یژنوم  DNA  ،یشگاهیمرحله آزما
 ، الکتروفورز شد. PCRمحصولات  یابیو ارز  Semi-Nested PCRواکنش 

 فیردهم گریمختلف با همد  یی ا ی با منشا ج راف  ی روسیو  زوله یا  43  از  HBZ  ن ی کدکننده پروتئ   ی های توال   ابتدا 
 ی آغازگرها فاقد ساختارها شدند. یشطاهت طراح نیشتریشده با بمحافظت   ی شدند، ساس آغازگرها از نواح

 بـود.گراد درجه سـانتی 64-67 نیبذوب  یدما و %45-%60 نیب GCبودند .درصد   مریو دا  یسرسنجاق
و  ( بـودهHBZژن هـدف ) ییقادر به شناسـا %100شده،  یطراح ینشان داد که آغازگرها BLAST   ینتا
و انجام  یژنوم DNAپس از استخراج   ها مشاهده نشد. انسان   ای  ها روس یو  ریسا  ی ژنوم   ی های با توال  ی پوشان هم

PCR  ینیبشیپ  یجفت باز بود و با نتا 106و در مرحله دوم،  493 در مرحله اول، ، طول قطعه مورد نظر 
 مطابقت داشت. یکیوانفورماتیشده ب

 Semi-Nested شیو توسـعه آزمـا یکیوانفورماتیب یافزارهابا استفاده از نرم HBZژن  یآغازگرها یطراح

PCR  نیـا ییکرده و کارآ دییرا تا یکیوانفورماتیب  یهاینیبشیپ  ،یشگاهیآزما   یانجام شد. نتا  تیبا موفق 
 نشان داد. روسیو عیو سر قیدق صیتشخ یروش را برا

HTLV-1Nested PCR ی، لوسم
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 (HTLV-1)1نووو   یانسان T سلول کیلنفوتروپ روسیو    

بار در دهووه  نیتعلق دارد و نخست  هاروسیبه خانواده رتروو
بووا ادمووا    روسیوو و  نیوو . ا(1)  کشف شد  توسط پوئز  1۹۸۰

مووزمن  یهوواموجووع وفون   زبووا  یم DNA ژنو  خووود در
ماننوود   یخطرنوواک   یهایماریبا ب  یمیارتباط مستق  و  گرددیم

 موورتبط بووا یلوپوواتی  م(ATL) نیبووال  T لنفو  سلول/ یلوسم
(HAM/TSP) HTLV-1  (2) دارد التهاب لایه میانی چشمو .

 به  جها سراسردر  نفر  میلیو  25شوووود تخموووین  ده می
HTLV  در منوواطق  ژهیطور وآ  به و یش زا یم  .هستند  دهلو آ

 یکووایآمر  قووا یا  آفر  ییهووامانند جنوب ژاپوون  بخ   یبوم
 .(2) بالاسوو   انووهیو خاورم یجنوووب یکووایآمر ی مرکووز

ا    شهرهای مشهد  نیشابور و سبزوار در شمال شرقی ایرا 
انتقووال   .(3)  آینوودجمله مناطق اندمیک ویروس به شمار می

  یماننوود تموواس جنسوو   یمختلفوو   یهوواراه  قیا  طر  روسیو
مشترک  انتقال خو  و ا  مووادر بووه نووو اد  رنگس استفاده ا 

 صیتشووخ  (.4)  شووودی( انجووا  میردهیش  قی)معمولاً ا  طر
موور ر     یریموود  یبوورا  HTLV-1وفون     قیهنگا  و دق   ود

. (5)  دارد  یاتیح    یا  گسترش آ  اهم  یریشگیو پ  مارا یب
و   زایوو ماننوود الا  یکنووون  یصوو یتشخ  یهوواحووال  روش  نیبا ا

و     یا  نظوور حساسوو   ییها  یمحوودود  یدارا   وستر  بلات
هووا در دوره کمووو  روش  نیاهمچنین    هستند.    یاختصاص

 یبووادینتآ  تووریکووه ت   مانی  ابتلا  هیو در مراحل اول  روسیو
موود آکار   سوو  ین  یریگ قابل اندا ه  یروسیو  یهاژ ینتآضد  
 یاریاند در بسوو گذشته نشا  داده  هایه. مطالع(5)  باشندینم

آ مووای    جینتووا  زا یوو الا  جیا  موارد  با وجود مثب  بود  نتا
 شووود یاستفاده م  یدییتأ  آ مای وستر  بلات که به ونوا   

به   ا یدهنده نموارد نشا   نینامشخص گزارش شده اس . ا
 یهاروش(.  6)  تر اس  و حساس  ترقیدق  یهاتوسعه روش

 یکوو یمووواد ژنت  میمسووتق  صیتشووخ  ییتوانا  لیبه دل  یمولکول
 صیدر تشووخ یاژهیوو و گوواهیجا  در ژنووو  میزبووا  روسیوو و

 روش کیوو    PCRانوود. کرده دایوو پهووای ویروسووی وفون  
اسوو  کووه بووا اسووتفاده ا    قیوو حسوواس و دق  اریبس  یمولکول
را  DNA ا  یخاصوو  ینووواح ریامکا  تکث  ییدما یهاچرخه

   یدو ی  کلو نق  دو نیفرآ نیدر ا  آما گرها. (6) آوردیراهم مف
 لو وم DNA سواخ    یراو ه ونوا  نقطه شرو  بو بو   هو داشت
 DNA یانتهووا 3‘ به طور خاص ا  سم    آما گرها  .کنندیم

باوث   ییایمیوشیب  یژگ یو  نیا  کنند یرا اضافه م  دهاینوکلئوت
 ا  وو و قابل کنترل انج  قیبه صورت دق ریتکث ندیفرآ  شودیم

 محافظوو    یانتخوواب نووواح   آما گرها  یطراحجه   شود.  
  یبووه منظووور افووزا  هووایتوال  قیوو دق  میشده در ژنو  و تنظوو 

برخوووردار  ییبووالا   یوو ا  اهم   یو حساسوو    یاختصاصوو 
 یهوواروشا   یکوو یبه ونوا   Nested PCRباشند. روش می
توانسووته    خارجی و داخلووی  آما گر  مجمووهبا دو    شرفتهیپ

 یهووابا روش  سهیرا در مقا  یشتریب    یاس  دق  و حساس
مختلووف   هایهمطالعوو  در. (7) ارائووه دهوود PCRی معمووول
اند  اما در شده یطراح روسیو Tax ژ  یبرا مالباً هاآما گر
با وجود مثب    د یجد  موارد ابتلایدر    ژهیموارد به و  یبرخ

 ییشناسا PCR با استفاده ا  Tax ژ  ک یسرولوژ جیبود  نتا
 هووای متعووددبه ول  رخداد جه   تواندینشده اس  که م

 یکووه بررسوو   دهوودیاموور نشووا  م  نیا(.  ۸)  ژ  باشد  نیدر ا
 نا یدق  و اطم   یاافز  یبرا  روسیا  ژنو  و  هیناح  نیچند

 .اس    یضرور صیا  تشخ
بووا  هوواآما گر یسووا نهیو به یمطالعووه  طراحوو  نیوو در ا    
انجووا    یکیوانفورموواتیب  شوورفتهیپ  یافزارهوواا  نر   یریگ بهره

 ینووواح  قیوو دق  یریگ و هوود   ییشده اس  که امکا  شناسا
ا  یک ناحیه بسیار   HBZ  نیرا فراهم کرده اس . پروتئ  یژن

کوود  HTLV-1 روسیوو پروو منفوویشووته محافظوو  شووده ر
 یروسوو یبووار پروو  افووزای آ  بووا    ا یوو بشود  که افزای   یم

نقوو  مهووم آ  در  لیبه دل HBZ انتخاب ژ  باشد.می همراه
لنفو  / یموووارد ابووتلا بووه لوسووم  تمووامیرآ  د  ا یپاتوژنز و ب

 موورتبط بووا یهووایماریب ریو سووا (ATL) نیبووال  T سوولول
HTLV-1    . ژ   ا یوو ب ن یولاوه بر اانجا  شده اسHBZ  در

. بووا اسوو    صیقابوول تشووخ  زین  HTLV-1آلوده به  یهاحامل
اسووتفاده ا  بووا    در ایوون مطالعووه HBZ  ژ     یوو اهم  توجه به
 یووهناح یبوورا یاختصاصوو  یهوواآما گر In Silicoهای روش

 طراحی گردیوود.  HTLV-1  روسیو  HBZ  ژ   شده  محافظ  
افووزار نر    ا  semi-nested PCR روش یابیوو ار جهوو  

SnapGene  طیدر شوورا  هوواآما گروملکرد    یسا هیشب  یبرا 
 روسیوو و  صیتشووخو در نهایوو     استفاده شوود  یشگاهیآ ما

HTLV-1     ی شوودهطراح  یاختصاص  یهاآما گربا استفاده ا 
   HTLV-1  روسیو HBZ ده ژ و ش    و محافظ  هوو یناح  یراو ب

 انجا  گردید.  آ مایشگاه در
 

  آغازگر:اینسیلیکو   یطراح -1
مووورد   یهوواآما گر  یجه  طراحوو   یمختلف  یافزارهانر     

( PCR) موورا یپل یارهیوو  نج یهووااسووتفاده در انوووا  واکن 
ا  جملووه   بسوویاری  کاربردهووای  افزارهووانر   این  .وجود دارد

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
bl

oo
dj

.2
2.

1.
19

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
07

-1
2 

] 

                             3 / 11

http://dx.doi.org/10.61186/bloodj.22.1.19
https://bloodjournal.ir/article-1-1567-en.html


 همکارا مهدی  ندی و                                                                                                  HTLV-1ویروس   HBZ آما گرهایسیلیکو این

 

   22 

 

سوواختار   ینوو یب یپ  ن یو پروتئ  DNA  کاملتجزیه و تحلیل  
  یمولکووول یسووا مدل  آمووا گر ی  طراحوو نیپووروتئ هیوو  انو 

 تجزیووه و تحلیوولو  یسووا هیشب یهایتوسووعه اسووتراتژ
 .دارندکننده اندونوکلئا    محدود یهامیآنز

 

 :هد  یتوال  ییشناسا
ژ    یهووایتوال   یاختصاصوو   یهوواآما گر  یطراحجه       

HBZ داده  گاهیا  پاNCBI GenBank .استخراج شوودNCBI 

(National Center for Biotechnology Information) یکوو ی 
 یاس  که دسترسوو   یکیولوژیمنابع اطلاوات ب  نیترا  بزرگ
 یو ابزارهووا یکیولوووژیب یهوواداده  یکوو یژنت یهووایبووه توال

 بانووکداده شووامل    گوواهیپا  نی. اکندیها را فراهم مآ   لیتحل
را   هاسوومیانوووا  ارگان  یژن  یهایکه توال  باشدای میگسترده

داده   گاهیپا  نیا  ن ی. ولاوه بر اگذاردیو به اشتراک م  رهیذخ
 گووریسوواو  بووا د 24طور منظم اطلاوووات خووود را هوور   به
 EMBL (Europeanداده معتبووور ا  جملوووه  یهووواگاهیپا

Molecular Biology Laboratory)  وDDBJ (DNA Data 

Bank of Japan) هووا و منووابع تووا داده گووذاردیبه اشووتراک م
کامل   یتوال  لیفا  43   مطالعه  نیدر ا  تر باشند.رو  و جامعبه

مربوووط بووه  یهووایکه شووامل توال استخراج گردید  HBZژ   
 ا  سراسوور جهووا   بووه  HTLV-1  روسیوو و  یهاگونه  یتمام
 بودند.  ییقایو آفر  یلیبر   یرانیا  یهاگونه  ژهیو
 
 :هایتوال یفیردهم
 محافظوو    ینواح  ییبه منظور شناسا  هایتوال  یفیرد  هم    

 نیوو انجووا  شوود. ا  HTLV-1روسیوو در ژنو  و ریشده و مت 
 یو طراحوو   روسیوو مختلووف و  یهاهیسو   ییبه شناسا  ندیفرآ

 semi-nested یصوو یتشخ آ مای  یبرا ترقیدق یهاآما گر

PCR    6/ ۰با استفاده ا  نسخه     در این مطالعه.  کندمیکمک 
 یهای  توالClustalW  تمیو به کمک الگور  MEGAافزار  نر 

 یمختلووف بووا منشووأها  لیوو فا  43ا     HBZ  نیپروتئ  کدکننده
 محافظوو    یتووا نووواح   شدند  فیرد  مختلف هم  ییایج راف

افزار به کمووک نر   نیشوند. ا  ییشناسا  هایتوالاین  شده در  
و   ClustalWماننوود    یسووا فیردمختلووف هم  یهاتمیالگور

Clustal Omega یهووایتوال قیوو دق یسووا فیرد  امکا  هم 
DNA  آوردیرا فراهم م  .ClustalW  مشووهور   تمیالگووور  کی

 یاس  که ا  روشوو   هایتوال  ییتا  چند  یسا فیردهم  یبرا
به طور   تمیالگور  نی. اکندیاستفاده م  یجفت  سهیبر مقا  یمبتن

 گریکوودیرا بووا    نیپروتئ  و  DNA     RNA  یهایخودکار توال

مشخص ها  آ   بین  هایتفاوتتا    کندیم  فیردو هم  سهیمقا
بووا اسووتفاده ا    یتوووال  یهاابتدا جف       ClustalWشوند. در  

 نیوو ا  نتیجووهسوو س    شوند یم  سهیمشابه  مقا  یهاسیماتر
 هووایتما  توال یفاصله برا  یهاسیصورت ماتر  به  هاهسیمقا
 هووا سیماتر نیوو بر اسوواس ا   ینها. در شودیداده م   ینما
فاصووله را   نیکه کمترشده  انتخاب    یفیردهم  ع یترت  نیبهتر

ی توووال  43یفوو یرد  با استفاده ا  هووم   کند  جادیا  هایتوال  نیب
 یتمووام  نیشده و مشترک ب  محافظ    ینواح   استخراج شده

آمووا گر   یطراحوو   یکه هد  اصوول  دیمشخص گرد  هاهیسو 
 قرار گرف .

 

 آما گرها: یطراح

مشووترک حاصوول ا   یهووایپس ا  مشووخص کوورد  توال    
-PCR  semi بوورای آمووا گر   طراحوویمرحله قبل  یفیردهم

nested  در روش  شوود. انجوواNested PCR  دو مجمووووه
کووه در   یخووارج  آما گرجف     کی.  شودیاستفاده مآما گر  

 نیوو و محصووول ا  ردیوو گ یواکن  اول مورد اسووتفاده قوورار م
جفوو    کیوو توسووط       یتصاصوو خا   یمرحله  جهوو  افووزا

 ریوو تر ژ  هد  را تکثیدرون  یهاکه قسم    داخلی  آما گر
-semiشوووند. در روش یم PCRدر مرحلووه دو   کننوودیم

nested PCR بووه طووور هوور دو مرحلووه  نیدر بوو  آما گر کی
 کیوو مطالعووه   نیوو ا  یبرا  .ردیگ یاستفاده قرار ممشترک مورد  

 کیوو و    یداخلوو   شوورویپ  آما گر  کی   یخارج  شرویپ  آما گر
که به طووور مشووترک در هوور دو مرحلووه مووورد   رویپ  آما گر

بووا   آما گرهووا  یتمووام  .دیگرد  یطراح  رد یگ یاستفاده قرار م
 یطراحوو  5.۰.33نسووخه  Gene Runnerافووزار استفاده ا  نر 

  یطراحوو   یبوورا  یمتنوووو  یهووا  یافووزار قابلنر   نیوو شدند. ا
دارد. ا  جملووه   DNA  یهایتوال   یرایو و  لیو تحل  هیتجز
با توجه   آما گر  یبه  طراح  توا یبرجسته آ  م  یهایژگ یو

ذوب   یو دمووا  GCمختلف مانند طول  درصد    یارهایبه مع
(Tm)  افووزاراشوواره کوورد. نر Gene Runner  ینوو یب یپبووا 

در   یادیوو    ری( تووأ ایحلقه  ی)مانند ساختارها  هیساختار  انو 
 یبووه درسووت  هیوو  انو   یدارد. اگوور سوواختارها  آما گر  یطراح

 ایوو آمووا گر    یمرهووایدا  لیا  تشووک  توا یم  شوند   ینیب یپ
 دقوو  واکوون   ایوو   ییکه ممکن اس  کووارآ  یتعاملات جانب

PCR   ینوو یب یپ    یقابل  نیا  .کرد  یریرا کاه  دهند  جلوگ 
 دهیچیپ  ینواح  یبرا  آما گرها  یدر طراح  ژهیبه و  یساختار

 یطراحوو   آما گرهووایجدول  یوور  دارد.    یادی     یاهم  یژن
  semi-nested  آ مای   یاندا جه  راه  HBZژ     یده براو ش
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PCR (1)جدول  دهدرا نشا  می. 
 

ویروس   HBZتوالی آغازگرهای طراحی شده برای ژن  :1جدول 
HTLV-1 

 

 توالی آغازگرهای طراحی شده 

طول  
قطعه  
تکثیر  
 شونده

پیشرو  
 خارجی 

5’-GCTTGACGGTTTGCTATCCTTA-3’ bp  4۹4 

پیشرو  
 داخلی 

5’-GGAGTCCTTGGAGGCTGAAC-3’ bp  1۰6 

پیرو  
 مشترک 

5’-TTATTGCAACCACATCGCCTC-3’  - 

 
 آما گرها:  یابیار 
 لیوو تحل OligoAnalyzerافووزار  با استفاده ا  نر   آما گرها    

 یمانند دما  یمهم  یپارامترها  یافزار به بررسنر   نیشدند. ا
 ( Hairpin)  یسوور  سنجاق  یساختارها  لی(  تشکTmذوب )

( پرداخ . ود  تطابق در Self-dimerization)  و ایجاد دایمر
ا  وواموول مهووم   یکوو یو هوود     (Mismatch)  آما گر  یوالت

 3’هیوو در ناح  ژهیوو و  اسوو   بووه  PCRواکوون     ییآکاه  کار
 یضوورور  مرا یپل  حیاتصال و وملکرد صح  یکه براآما گر  

منظووور   بووه  شووده  یطراح  یهاآما گرمطالعه     نیاس . در ا
 OligoAnalyzer ابووزارووود  تطووابق بووا اسووتفاده ا   یابیوو ار 

 ریوو هرگونه اتصال م  ییامکا  شناسا  ابزار  نی. اشدند  یبررس
 یاحتمووال  یهایو ناسووا گار  ه ی انو   یساختارها   یاختصاص

 یمطالعه  بووه منظووور بررسوو   نیدر ا  نیچنرا فراهم کرد. هم
 وب  تحوو  شده  ا  ابووزار    یطراح  یهاآما گر    یاختصاص

NCBI- blastn (2)جدول   دیاستفاده گرد . 
شدند   ابزار  نیوارد ا  شده  یطراحآما گرهای    یهایتوال    

 یبررسوو   NCBIموجود در    یژنوم  یهاو در برابر بانک داده
 ردیفوویهم  ا   اطمینووا    تجزیه و تحلیل  این  ا   هد شدند.  
میوور  نووواحی شناسووایی ( وHBZهوود  ) ژ  بووا هوواآما گر

 .احتمالی بود  اختصاصی
 یبوورا 7.2.1نسووخه  SnapGeneافووزار ا  نر    یوو در نها    
 یشووگاهیآ ما طیدر شوورا هوواآما گروملکوورد  یسووا هیشب

  افزارنر   نیژل الکتروفور  ا  یسا هیشب    یاستفاده شد. قابل
بووه کووار   آمووا گربووا    شووده  ریطول قطعات تکث  یبررس  یبرا

و   PCRمحصووول    قیوو دق  ینوو یب یامکا  پ  یژگ یو  نیرف . ا
 را فراهم کرد. یشگاهیآ ما  یواقع جیآ  با نتا سهیمقا

 HBZ: خصوصیات آغازگرهای طراحی شده برای ژن 2جدول 
 HTLV-1ویروس 

 

 %GC دمای ذوب طول قطعه آغازگر

 %   bp  22 4/66 5/45 پیشرو خارجی

 bp  21 ۹/64 6۰% پیشرو داخلی 

 %   bp  21 ۸/67 6/47 پیرو مشترک 

 

 بررسی در آزمایشگاه: -2

 آما گرها:  یسا رهیو ذخ  ساخ  

اطلاوات مربوووط بووه   ها آما گرا  صح     نا یاطم  یبرا    
قرار گرف    یدوباره مورد بررس  ساخ  ا      یها پآ   یتوال

  دو شدن  هو ساخت ه دو ش  یطراح  یاووو هآما گر     و یو در نها
   هاآما گر   ساخ  ا   سو پ .ندای فن  تهرا   ایرا (  شرک  )
 درجه   -2۰ ی( در دماکرومولاریم 1۰۰) یملظ  مشخصبا  
 هاآ  ییآو کاه  کار  ع یشدند تا ا  تخر  رهیذخ  گرادیسانت

 شود.   یریجلوگ  یبعد یندهایدر فرآ
 

 ا:ها  نمونه DNAاستخراج  
 HTLV-1  هخووو  اهداکننوود  نمونووه  5ا   در این مطالعووه       

 مثبوو  کووه HTLV-1 هخووو  اهداکننوود نمونووه 5منفووی  
با اسووتفاده   HTLV-1اولیه برای شناسایی ویروس  مربالگری

 آ مووای و نتووایج ایوون    ه بووودانجا  شد  ELISA  آ مای ا   
ییوود أت  MP  دیاگنوسووتیکا  توسط روش وستر  بلات با کی

 ریافووراد مبووتلا بووه سووا  مربوووط بووه  نمونووه  4  ه بووود وگردید
  اسووتفاده HSV)و  HIV)     HCV     HBVیانسان  یهاروسیو

ت نمونووه خووو  افووراد در و ک یژنووومی ا  بوواف DNA. شوود
 DNJia plusبووا اسووتفاده ا  کیوو   EDTAهای حوواوی لوله

Blood and Cell kit (LOT: 506923112710040) تولیوود 
 DNAاسووتخراج شوود. ملظوو   روژه تکنولوووژی شوورک  

شووده بووا دسووتگاه اسوو کتروفتومتر نووانو درا   اسووتخراج
  گردید.  گیریاندا ه

 

 : PCR انجا  واکن 

آماده ا  شوورک   کسیبا استفاده ا  مستر م PCR واکن     
و   یطراحوو آما گرهووای    هووو وسیل  به  و  )دانمارک(  کو یآم ل

 الگووو در هوور واکوون  بووه DNA سنتز شده انجا  شد. مقدار
اتصووال   یدمووا  یسا نهیبه  ی. برادیگرد  میتنظ  قیصورت دق

ا    یاختصاصوو  ریوو ا  اتصووال م یریو جلوووگ  هوواآما گر
و  یملظتوو  ع یشوو  ا یوو بووا گراد کلریترموسووا موواتیتنظ
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صورت  روش به نیاستفاده شد. ا  Touchdown PCRروش
 یبووالا را بوورا یدر ابتوودا دمووا .دمووا را کوواه  داد  یامرحله
دما     یو در نهاه  به کار گرفت  هاآما گر    یاختصاص   یافزا
 گردید.    یتثب  نهیبه

-semiهوور دو مرحلووه ا  واکوون     یبوورا  ییدمووا  مراحل     

nested PCR  یهاچرخه ه یاول واسرش  مشابه بود و شامل 
گسووترش    یاتصال و گسترش و در نها   واسرش    یتکرار
  اوتمووادو قابل قیوو دق جیبووه نتووا  یابیدسووت  یبوورا  .بووود  یینها
متعوودد   یهووا یها بر اسوواس آ ماو ملظ    ییدما  ماتیتنظ
  (.4و   3 )جداول گردید  یسا نهیبه و نییتع  هیاول
 

-semi: حجم مواد مورد نیاز در هر دو مرحله آزمایش 3جدول 

nested PCR 
 

 حجم  مواد

 میکرولیتر  x2 1۰ م لیکو آ مستر میکس 

 میکرولیتر 5/۰ میکرومولار(  1۰آما گر جلوبرنده ) 

 میکرولیتر 5/۰ میکرومولار(  1۰آما گر معکوس ) 

 میکرولیتر 7 آب مقطر استریل 

DNA  ( 1-1۰۰الگو  ) میکرولیتر 2 نانوگر 

 میکرولیتر  2۰ حجم نهایی
 

: برنامه دمایی دستگاه ترموسایکلر برای هر دو مرحله  4جدول 
 semi-nested PCRآزمایش 

 
 تعداد چرخه زمان دما  مرحله

دناتوراسیو  
 اولیه 

درجه   ۹5
 گراد سانتی

 1 دقیقه 5

 دناتوراسیو 
درجه   ۹5

 گراد سانتی
  انیه  45

 آنیلینگ  4۰
درجه   62

 گراد سانتی
  انیه  45

 گسترش
درجه   72

 گراد سانتی
  انیه  45

گسترش 
 نهایی

درجه   72
 گراد سانتی

 1 دقیقه 5

 :PCR  محصول لیتحل
تحوو     یوو فیصووح  و ک  یبررسوو جه   PCR محصولات

 یبرا  قرار گرفتند.  %  1/ 5ژل الکتروفور  با ژل آگار     لیتحل
 قووهیدق  45ول  بووه موودت    1۰۰قطعات  ا  ولتاژ    یجداسا 

  کووه طووول semi- nested PCRمرحلووه اول در.استفاده شوود

جف  با  بود  محصولات با استفاده ا    4۹3قطعه مورد نظر  
 لیوو الکتروفور  شدند. در مرحله دو   به دل bp 1۰۰نشانگر 
 یبوورا bp 5۰جف  با (  نشووانگر  1۰6تر بود  قطعه )کوتاه
 Green ا  رنووگ  یآشکارسووا  جهوو  .کار رفوو  به یابیار 

Viewer  ژل بووه آ   یسووا آمادهدر مرحلووه استفاده شد کووه
بووا دسووتگاه ژل داک و   جینتا  یینها  یافزوده شده بود. بررس

 . افزار مربوطه انجا  شدنر 

 

 ی:کیوانفورماتیب جی نتا -1
ا  ابووزار   هووا یتوال  یهاها و تفاوتشباه    یبررس  یبرا    
 یفوو یردهم  جینتا  استفاده شد.  MEGA6  ییچندتا  یفیرد  هم

 در ژ  آما گرهووا یطراح یرامورد نظر ب هینشا  داد که ناح
HBZ    43  ا یوو شووباه  را در م  نیشووتریبپس ا  هم ردیفووی 
 یهووایژگ یحفووو و  لیبه دل  هیناح  نیمختلف داش . ا  یتوال
 یونوا  توووالبووه  روس یوو مختلف و  یهادر گونه  یکیولوژیب

هوود     هیا  انتخاب ناح  پس.  (1)شکل    هد  انتخاب شد
 Gene Runner افووزاربووا اسووتفاده ا  نر  آما گرهووا یطراحوو 

(ver.5.0.33) یهووا شووامل دموواآ  یهووایژگ یو و انجا  شد 
 هیوو سوواختار  انو و  GC ملظوو    آمووا گر  طووول (Tm) ذوب
 یطراحوو   یهاآما گر  شتریب  یابیار   منظور  به.  دیگرد  یبررس
داده   گوواهیدر پا  blastnا  ابووزار  بووا اسووتفاده    آما گرها  شده 

NCBI  جیشوودند. نتووا یبررسوو BLAST نیوو نشووا  داد کووه ا 
 ریسووا  یژنوم  یهایبا توال  یتوجهقابل  یپوشانهم  آما گرها

بووا  سووهیدر مقا ژهیوو و ها ندارنوود. بووهانسووا  ایوو  هوواروسیو
 ریوو م یهووایبا توال  یمشابه  تطابق  ای  ادهخانو هم  یهاروسیو

 نشد.  دایپ هد 
 یانتخوواب    یدهنده دقوو  بووالا و خاصوو نشووا   جهینت  نیا    

 جه  بود.    HTLV-1  روسیو  قیدق  ییشناسا  یبرا  هاآما گر
 اسووتفاده   SnapGeneافووزار  ا  نر      PCRوملکوورد    ینیب یپ

-semiهوور دو مرحلووه    یبرا  PCRمرحله  نقشه    نیشد. در ا

nested PCR مرحلووه اول کووه طووول  ی. بوورادیوو گرد یطراح
نشووا   ی نوور  افووزارنیب یبود  پ  دینوکلئوت  4۹3قطعه هد   

درسووتی   بووه  یشووگاهیآ ما  طیدر شرا  PCRداد که محصول  
 1۰6مرحلووه دو   کووه هوود  چنووین  همشوود.    اهدخو   تکثیر

 .(3)شکل   شد  یسا هیدق  شب بود  به  دینوکلئوت
 
 نتایج آزمایشگاهی: -2

مووورد نظوور در   یکه باندها  یید کردأت  یشگاهیآ ما  جینتا    
 مثبوو  در هوور دو مرحلووه  هاینمونووه  یژل الکتروفور  بوورا
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PCR  در مرحله اول  باند مربوط به قطعووه اندقابل شناسایی .
و در مرحله دو   بانوود مربوووط بووه قطعووه   یبا   جف    4۹3
. (4)شووکل    شوودند  ییبووه وضوووا شناسووا  یجف  با   1۰6
مثبوو   PCR در هوور دو مرحلووه حیطور صح مثب  به نمونه
روش   یامر صح  و دق  بووالا  نیداده شدند و ا  صیتشخ
آ مووای  بوور روی   در  ن یچنوو هم  .کرد  دییأشده را ت  یطراح

سووالم کووه اهداکنندگا     یهاکه شامل نمونه  یمنفهای  نمونه
 یهانمونووه  چنووینمنفی بودند هم  HTLV-1  روسیو  ا  نظر

    HIV)     HCVیانسووان  یهوواروسیو  ریافراد مبووتلا بووه سووا
HBV  و(HSV  کووه گووزارش شوود  یمنفوو موارد    یتمام  جینتا  
و ووود  تقوواطع بووا  آ مووای  بووالای یژگوو یدهنده ونشووا 

 .بود  گرید  یهاروسیو

 

 

 

 

 

ها برای طراحی  ایزوله های حفاظت شده در تمام ردیفی توالی اساس هم . بر MEGA6افزار با استفاده از نرم HBZژن  ردیفی نتایج هم :1 شکل

 انتخاب شدند.   آغازگر

 

  ،شودطور که در شکل مشاهده می  . همان NCBI-BLAST نلاینآافزارتوسط نرم HBZهای طراحی شده برای ژن آغازگرنتایج بلاست  :2 شکل

 داشتند.  تشابه   HTLV-1ویروس   HBZموارد ژن  %99های طراحی شده با بیش از آغازگر
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های آغازگربا semi-nested PCR آزمایشساز ژل الکتروفورز محصول هر دو مرحله ، شبیه  SnapGeneافزار شده توسط نرم  ائه تصویر ار :3شکل

مرحله دوم   یجفت باز  106مربوط به قطعه  2ی مرحله اول و ستون جفت باز  493مربوط به قطعه  1، ستون bp  50طراحی شده در کنار نشانگر

 . semi-nested PCR آزمایش

 

های طراحی شده از چپ به راست ستون اول مربوط آغازگربا  semi-nested PCR آزمایشتصویر ژل الکتروفورز محصول هر دو مرحله  :4شکل 
 آزمایشمرحله دوم  یجفت باز  106ی مرحله اول و ستون سوم مربوط به قطعه جفت باز  493ستون دوم مربوط به قطعه ،  bp  50به نشانگر

semi-nested PCR 
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 کیوو ونوا   را به HBZ استفاده ا  ژ  لیمطالعه پتانس  نیا    
نشا  داد و  HTLV-1 ویروس صیتشخ جه   کارآمدهد  

کووار   بهکمی و کیفی    PCRهای  آ مای طراحی  در    تواندیم
 semi-nestedروش  اسووتفاده ا  مطالعووه نیا  چنین. همرود

PCR  یصوو یابووزار تشخ  کیوو ونوووا     بووهاندا ی شووده را  راه 
 HTLV-1 روسیوو وپرو جه  بررسووی  یحساس و اختصاص

 محصووول   PCR آ مای  دو مرحلههر در  کند.پیشنهاد می
جفوو    1۰6و    4۹3)  شووده  ینوو یب یپ  یهادر اندا ه  یدیتول

کووه   یمثب  مشاهده شدند  در حووال  یهابا ( در تما  نمونه
 ریسووا یحوواو یهاو نمونووه یمنفوو  یهاهنمونوو  یتمووامدر 
 . دیده نشد  یواکن  مثبت چیه  انسانی  عیشا  یهاروسیو

 ونوووا   بووه  هوواآما گر  ی  طراحوو هاها  مطالعوو   یاریدر بس    
مختلف مووورد   یهاوفون    قیدق  صیتشخ  یبرا  ابزاری مهم

 هاروسیو  ییدر شناسا  هاآما گر   توجه قرار گرفته اس . ا
اسووتفاده  PCR هووای مبتنووی بوورطریووق روشا   هووایو باکتر

 منتشوور  و همکووارا   گو یتوسط بای که  در مطالعه.  شوندیم
 انوا   ییشناسا یبرا  ژهیو  یهاآما گر  یبه طراح  شده اس  
 نیوو ادر  .انوودپرداخته SARS-CoV-2 دلتووا روسیوو مختلف و

 یهووایتوال  بیوانفورموواتیکی  یمطالعه با اسووتفاده ا  ابزارهووا
 یکرده و به طراحوو   ییرا شناسا  روسیشده ژنو  ومحافظ  
 روسیوو و  نیوو ا  ترعیسوور  صیتشخ  یمناسع برا  یهاآما گر
 یبوورا  یکیوانفورموواتیب  یهوواا  دادهچنووین  همنوود.  ه اپرداخت

و  قوو  اسووتفاده کردنوود تووا د هوواآما گرانتخوواب    یسا نهیبه
  (.۹د )ابیبهبود  PCR آ مو     یحساس
 بیوانفورموواتیکی  یهاروشا  نظر استفاده ا   مطالعه    نیا    

کنووونی بووود و  مشابه مطالعه   هدفمند  یهاآما گر  یو طراح
 قیوو ا  طر  صیدر هر دو مطالعه  هد  ارتقوواد دقوو  تشووخ

ژنووو  ویووروس   شده  محافظ    ینواحبرای    آما گر  یطراح
اس  که  نیا در   ی هد  این دو مطالعه. اما تفاوت اصلبود
 یبرا  ییهاآما گرانتخاب    روی  بر  شتریو همکارا   ب  گو یب

-SARS  دلتووا  روسیوو انوا  مختلووف و  یی و تمیز داد شناسا

COV-2    هوود    موواکه در مطالعه    ی  در حالاندکردهتمرکز 
 HTLV-1 ویووروس HBZ ومیژنبرای ناحیه  آما گرطراحی  

در معوورج جهوو  قوورار کووم توور  که در طووول  مووا      بود
 ا  و های مرتبط بچال  تواندیآ  م  قیقد  ییو شناسا گیرندمی

 را برطر  کند.    HTLV-1تشخیص قطعی ویروس 
انجووا   همکووارا  ساندرا گالگو و که توسط یادر مطالعه    

 یهوواروسیوپر ییشناسووا یبوورا tax/rex یهوواشوود  ا  ژ 

HTLV-1  وHTLV-2  خووو  ایهای تووک هسووتهسوولولدر 
 آ مووای ه  و ا  داد کوو و مطالعووه نشوو   نیاستفاده شد. ا  محیطی

PCR  Nested  نیوو ا  ییدر شناسووا  یبالاتر    یدق  و حساس 
 نیوو ا جینتووا دارد. PCR گرید یهانسب  به روش هاروسیو

 Nested PCR آ مووای  که اسووتفاده ا  دهدیمطالعه نشا  م
میوور در منوواطق    HTLV  صیتشووخ  یبوورا  ژهیوو و  به  تواندیم

 فیوو با ولائم خف  مارا یو در ب  نییپا  یروسیبا بار واندمیک  
 نیوو ا  ن یچنوو باشوود. هم  دیوو مف  اریوفون  بسوو   هیمراحل اول  ای

 صیتشووخ  ییتوانوواای  تک مرحله  PCRبا    سهیروش در مقا
 و  DNA  ملظ  کووم  با  ییهادر نمونه  تر پروویروس رایقدق

هووای وسووتر  بوولات نامشووخص هایی بووا جوابنمونه  حتی
   (.1۰) کندفراهم می

ای که توسط کوواترینو دو اروجووو و همکووارا  در مطالعه    
 TAX و LTR  env هایژ   خو  نمونه 6۹در انجووا  شوود  

 ینا نتیجه. ار یابی گردیوود  PCR  آ مای با    HTLV  وسیرو
هایی کووووه در نمونووووه اردمو ا   برخیداد در   نشا مطالعه

 قابل TAXژ   دارنوووود  نامشخص تبلا  ستروجووووواب 
و   ذبکا  منفی  ابجو   دیجاا  میتواند ول  و    هدنبو   شناسایی

 به سیویرو هایژ  سایر که حالیدر   باشووود نامشخص یا
 تشخیص یابر نتیجه در دارنوود و دجو و هشد حفاظ   رطو 
ناحیوووه ا   بخ  یکا   بی  که س  ا  نیا HTLV وسیرو

 .  (۸) دکر  جستجو  را  وسیرو ژنی
 بر اساس HTLV-1 یصیتشخلکولی و م یهاروش شتربی    

اند کووه شده  یطراح  LTRو    TAX  چو هم  ییهاژ   شناسایی
  پاتوژنز ویروسو    ریها در تکثژ   نیا  ینق  اساس  لیبه دل

حووال    نیوو هسووتند. بووا ا  دیوو مف  اریبسوو   روسیوو و  ییدر شناسا
 ییها  یمحدود  HTLV-1  صیها در تشخژ   نیاستفاده ا  ا
بگووذارد.  ریتووأ  جینتووا   یبر دق  و حساس تواندیدارد که م
 جهوو   یطقاونوووا  منوو  بووه env و LTR هووایژ  انتخوواب

داشووته ن اختصاصووی  لا   راممکوون اسوو  آما گر    یطراح
واکوون    بووا احتمووال ایجوواد  ینووواح  نیوو استفاده ا  ا  باشد و
همووراه  HIV-1هماننوود  هوواروسیرتروو ریبووا سووا متقوواطع

 چنووین هم  را کوواه  دهوود.  جینتادق     تواندیکه م  باشدمی
ممکوون اسوو  وملکوورد   نییپووا  یروسوو یبارو  ی بووادر موارد

های تشخیصووی آ مای در حال حاضر   داشته باشد.  یفیضع
PCR  ًبر پایه تشخیص و تکثیوور ژ     کمی و کیفی اکثراTAX 

ایوون ژ  چووه  اگووراند.   طراحووی شووده HTLV-1 ویووروس
رود کووه ژنووو  بوووده و انتظووار مووی  HTLV  روسیمختص و
 یقبلوو   هایهمطالعوو    اختصاصی  بالا تکثیر شووودویروس با  
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هووای روشتوسووط  TAXژ   یانوود کووه در مووواردنشا  داده
 دیوو منجوور بووه تول تواندیکه م  س  ین  ییقابل شناسالکولی  و م
 . (۸  11)  نامشخص گردد ایکاذب   یمنف  جینتا
کووه   یگرید  یهامشکلات  استفاده ا  ژ   نیتوجه به ا  با    

تر هسووتند و کمتوور تحوو  مقوواو   یتوال  یهادر برابر جه 
دقوو  و    یدر افووزا  توانوودیم  رند یگ یقرار م  راتییت   ریتأ 

 نیوو ا  ا  یکوو یموور ر باشوود.    یصیتشخ  یهاروش    یحساس
منفووی رشووته    یا  رو  HBZ  نیپووروتئباشوود.  می  HBZ  ها ژ 

طووور  ابوو  در طووول وفونوو    و به  شودیکد م  پروویروس
کووه  اندباوث شووده خصوصیات نیا گردد.یم ا یب یروسیو

 یطراحوو  یهوود  مناسووع بوورا کیوو ونوووا   بووه HBZژ  
 در. ردیوو مورد توجه قرار گ HTLV-1  صیدر تشخآما گرها 

و رفع مشکلات   صیمنظور بهبود دق  تشخ  مطالعه  به  نیا
 یهوواآما گرموجووود در    یهامچسیها و ممربوط به جه 

 بووه  HBZ  ا  ژ     LTRو    TAX  یهوواژ   یشده بوورا  یطراح
 یاختصاصوو  یهوواآما گر یطراحوو  یبوورا یونوا  هد  اصل
 بررسووی  نووده یآ  هایهدر مطالع  شودیم  شنهادیاستفاده شد. پ

و در  ینیبووال یهووااسیدر مق طراحووی شووده ی هوواآما گر
 بررسووی ن یچنوو توور انجووا  شووود. همبزرگ یهووا  یجمع

های افووراد مبووتلا در نمونووه  HBZلود و بیووا  ژ     پرووایرال
هووای نامشووخص در درک بهتر دلایل ایجوواد جواب  تواندیم

 .باشد دیمفوستر  بلات  آ مای 
 

 گیرینتیجه

 روسیوو و وفونوو   بوورای تشووخیص  HBZژ  اسووتفاده ا     
HTLV و  روسیووو نقووو  آ  در پووواتوژنز و لیووو   بوووه دل
 نیوو ا  زینقطووه تمووابه ونوا      آ   فرد  به  منحصر  اتیخصوص

ژنو  ویروس  هایکه سایر بخ  نیشیپ قاتیمطالعه با تحق
در هوور دو  آمووده  دسوو    بووه  جیاس . نتا  اند را بررسی کرده
 و بررسووی در محوویط آ مایشووگاه  اینسوویلیکو مرحله بررسی  

 HBZی شووده بوورای ژ  طراحوو  هایآما گرکه   دهدمینشا   
مثب    یهامونهن  زیژ  هد  بوده و در تما  ییقادر به شناسا

 semi-nested PCRآ مووو   چنووینهم .اس   کارآمد یا  منف
روش   کیوو ونوووا     بووهتواند  طراحی شده در این مطالعه می

 مووورد اسووتفاده  HTLV  روسیو  وفون    ییشناسا  یمر ر برا
 .قرار بگیرد

 
 حمایت مالی

ه مرسس  خو    انتقال  تحقیقات  مرکز  توسط  پروژه  این    
 مالی شده   تأمین  خو   انتقال  طع   پژوهشی  و  آمو شی  والی
 . اس  

 
 ملاحظات اخلاقی

آمو شووی  والی مرسسه  اخلاق  کمیته  ییدأت  به  مطالعه  این    
 اخوولاق:  )کوود  اسوو    رسوویده  خووو   انتقال  طع   پژوهشی  و

IR.TMI.REC.1402.017). 
 

 عدم تعارض منافع

گونه تعارج منافعی در مطالعه حاضر وجود نداشته هیچ    
 اس .

 
 نقش نویسندگان

نگووارش اولیووه مقالووه و تجزیووه و تحلیوول  مهوودی  نوودی:
 اطلاوات

طراحی مطالعه  نظارت بر اجرای طوورا   دکتر  هره شریفی:
 و نگارش نهایی مقاله
نظارت بوور اجوورای طوورا پژوهشووی و   دکتر مهدی آجورلو:

 نگارش مقاله 
     

 تشکر و قدردانی

 یسوو    ارشوود  کارشناسووی  نامووهپایا   حاصل  تحقیق  این    
ایرا    خو   انتقال  پژوهشی  و  آمو شی  والی  مرسسه  فناوری
 هایحمای    خاطر  به  مورسسه  ایون  ا   وسیلوه  بدیون  اس .

 شود.  می تشکر مالی آ 
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