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Abstract 
Background and Objectives 

HTLV-1 is the only known oncogenic human retrovirus, linked to ATL and HAM/TSP. 

Serological methods like ELISA and Western blot have sensitivity limitations, whereas PCR-

based techniques offer more reliable detection. The HBZ gene, consistently expressed in ATL 

and asymptomatic carriers, correlates with proviral load. This study aimed to design specific 

primers targeting HBZ for a highly sensitive semi-nested PCR assay. 

 

Materials and Methods 

In a Cross-Sectional study, the HBZ gene sequence was identified using the NCBI GenBank 

database. Sequences from various viral isolates were aligned using MEGA6 bioinformatics 

software. Primers were designed from a conserved region shared by all HTLV-1 strains. 

Primer design and evaluation were conducted using Primer-BLAST, Primer3, OLIGO 

Analyze, SnapGene, and Gene Runner software. For the experimental phase, genomic DNA 

extracted from blood samples underwent a two-step semi-nested PCR. The PCR products were 

then analyzed using agarose gel electrophoresis. 

 

Results 

The primers designed for the HBZ gene successfully enabled the development of a semi-nested 

PCR assay. In silico predictions of primer performance were validated after synthesis and 

laboratory testing, with results aligning perfectly with the bioinformatics predictions. 

 

Conclusions   

This study demonstrates that the primers designed for the HBZ gene, combined with the semi-

nested PCR method, provide an effective means for detecting the HTLV-1 provirus. Both the 

bioinformatics and laboratory results confirmed the specificity and sensitivity of the method, 

underscoring its potential for rapid and accurate HTLV-1 detection. 
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 پژوهشیمقاله 

  

  HTLV-1 روسیو HBZ ژن یاختصاص یهاآغازگر کویلیس نیا یابیو ارز یطراح 

 semi-nested PCR  جهت راه اندازی روش
 

 0و، مهدی آجورل2، زهره شریفی1مهدی زندی

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

زای انسرانی اسرک  ره برا      تنها رتروویروس سرراا   (،HTLV-1) 1 انسانی نوع T ویروس لنفوتروپیک سلول
هرای   باشد. روش و فلج اسپاستیک گرمسیری مرتبط می (ATL) بالغین T لنفوم سلول هایی نظیر لوسمی/ بیماری

هایی  ابزارهای رایجی برای تشخیص این ویروس هستند اما محدودیک، سرولوژیکی مانند الایزا و وستر  بلات
 دهنرد. ژ   با شناسایی مستقیم ماده ژنتیکی ویروس، حساسیک بالاتری ارائه می PCR ی برهای مبتن روش. دارند
HBZ ه توسط رشته منفی پروویروس  ، HTLV-1 دارد و بررلالا    زایری  سراا شود، نقش مهمی در   د می

هرای  آغازگربررای اراحری    HBZ شود. در این مطالعه، ژ  های مداوم نمی های ویروسی، دچار جهش سایر ژ 
 .بررسی شد semi-nested PCRآزمایش الاتصاصی و توسعه 

 ها مواد و روش
و با  شد استخراج NCBIداده  گاهیاز پا روسیگوناگو  و یها زولهیاز ا HBZژ   یتوالدر یک مطالعه مقطعی، 

انجرام   هرا  هیسو یتمام نیشده مشترک ب  محافظک هیاز ناحآغازگر  ی. اراحگردید فیرد هم MEGA6 افزار نرم
 در مرحلره  .گردیرد اسرتفاده   SnapGeneو  OligoAnalyzer یافزارهرا  از نررم آغازگرهرا   یابیر ارز جهکشد. 
قرار گرفرک و   semi-nested PCRمورد وا نش  ،لاو  یها نمونه ازشده   استخراج یژنوم DNA ،یشگاهیآزما

 .گردید یابیمحصولات حاصل با روش الکتروفورز ژل آگارز ارز
 ها يافته
 جینترا  انجام شد. یزیآم کیبه اور موفق یکیوانفورماتیب یافزارها با استفاده از نرم HBZژ   یهاآغازگر یاراح
 جیشرد و برا نترا    دییتأ شگاهیدر آزما ،شده اراحی  آغازگرهای شیپس از سنتز و آزما کویلیس نیا یها یابیارز
 بودند. کسا ی یکیوانفورماتیب شده ینیب شیپ

 ينتيجه گير
با موفقیک انجام شد. نترایج آزمایشرگاهی،    semi-nested PCR آزمایشو توسعه  HBZ ژ  آغازگرهایاراحی 

ویروس نشرا     و سریع  یی این روش را برای تشخیص دقیقآیید  رده و  اراهای بیوانفورماتیکی را ت بینی پیش
 .داد
 ، لوسمی HTLV-1  ،Nested PCR :ات كليديكلم

 

 

 
 

 91/91/9011: تاريخ دريافت
 91/91/9011:  تاريخ پذيرش

  ـ ايران  ـ تهران   طب انتقال خون پژوهشیسسه عالی آموزشی و ؤم ـ خون سلامتمرکز تحقیقات فرآورده های بیولوژيک و ـ زيست فناوری  کارشناس ارشد -9
تهران ـ  ـ طب انتقال خون پژوهشیسسه عالی آموزشی و ؤم ـ خون سلامتمرکز تحقیقات فرآورده های بیولوژيک و شناسی ـ استاد  ويروس PhDمؤلف مسئول:  -1
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1- PhD ـ ايران ـ تهران  طب انتقال خون پژوهشیسسه عالی آموزشی و ؤم ـ خون سلامتمرکز تحقیقات فرآورده های بیولوژيک و استاديار ـ شناسی  ويروس   
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  مقدمه 
 (HTLV-1)9نـو    یانسان T سلول کیلنفوتروپ روسيو    

بار در دهـه   نیتعلق دارد و نخست ها روسيبه خانواده رتروو
 ـ. ا(9) کشف شد توسط پوئز 91۹1  بـا ادغـا    روسي ـو ني

مـزمن   یهـا  موجـب عفونـت   زبـان  یم DNA ژنو  خـود در 
ماننـد   یخطرنـاک  یها یماریبا ب یمیارتباط مستق و گردد یم

 مـرتبط بـا   یلوپـات ی  م(ATL) نیبـال   T /لنفو  سلولیلوسم
(HAM/TSP) HTLV-1  (1) دارد التهاب لايه میانی چشمو .

 به نجها سراسردر  نفر نمیلیو 11شــود  تخمــین زده مــی 
HTLV در منـاطق   ژهيطور و آن به و یش زانیم .هستند دهلوآ

 یکـا يآمر قـا  ياز آفر يیهـا  مانند جنوب ژاپن  بخـ   یبوم
ــز ــايآمر ی مرک ــوب یک ــهیو خاورم یجن ــت ان  .(1) بالاس

از  در شمال شرقی ايران شهرهای مشهد  نیشابور و سبزوار
انتقـال   .(1) آينـد  جمله مناطق اندمیک ويروس به شمار می

  یماننـد تمـاس جنس ـ   یمختلف ـ یهـا  راه قياز طر روسيو
مشترک  انتقال خون و از مـادر بـه نـوزاد     رنگس استفاده از

 صیتشـخ  (.0) شـود  ی( انجا  م ـیردهیش قي)معمولاً از طر
مـؤرر   تيريمـد  یبـرا  HTLV-1عفونت  قیهنگا  و دق زود

. (1) دارد یاتیح تیاز گسترش آن اهم یریشگیو پ مارانیب
و  زاي ـماننـد الا  یکنـون  یص ـیتشخ یهـا  حـال  روش  نيبا ا

و  تیاز نظـر حساس ـ  يیهـا  تيمحدود یدارا  وسترن بلات
هـا در دوره کمـون    روش نياهمچنین  هستند. تیاختصاص

 یبـاد  ینت ـآ تـر یکـه ت   زمانی ابتلا هیو در مراحل اول روسيو
مـد  آکار  سـت ین یریگ قابل اندازه یروسيو یها ژن ینتآضد 

 یاریاند در بس ـ گذشته نشان داده های ه. مطالع(1) باشند ینم
آزمـاي    جينتـا  زا ي ـالا جياز موارد  با وجود مثبت بودن نتا

 شـود   یاستفاده م یديیتأ آزماي وسترن بلات که به عنوان 
بـه   ازیدهنده ن موارد نشان نينامشخص گزارش شده است. ا

 یها روش(. 4) تر است و حساس تر قیدق یها توسعه روش
 یک ـیمـواد ژنت  میمسـتق  صیتشـخ  يیتوانا لیبه دل یمولکول

 صیدر تشــخ یا ژهيــو گــاهيجا  در ژنــو  میزبــان روسيــو
 ـ   PCRانـد.   کـرده  دای ـپهـای ويروسـی    عفونت  روش کي
اسـت کـه بـا اسـتفاده از      قی ـحسـاس و دق  اریبس یمولکول
را  DNA از یخاص ـ ینـواح  ریامکان تکث  يیدما یها چرخه

 یدی ـنقـ  کل  نـد يفرآ نيدر ا آغازگرها. (4) آورد یفراهم م
 لـعم DNA سـاخت یراـه عنوان نقطه شرو  بـبو  هـداشت

 DNA یانتهـا  1‘ به طور خاص از سمت آغازگرها .کنند یم
باعث  يیایمیوشیب یژگيو نيا کنند  یرا اضافه م دهاینوکلئوت

و قابل کنتـرل انجـا     قیبه صورت دق ریتکث نديفرآ شود یم
  محافظـت  یانتخـاب نـواح    آغازگرهـا  یطراحجهت شود. 

  يبـه منظـور افـزا    هـا  یتـوال  قی ـدق میشده در ژنو  و تنظ
ــاز اهم ت یو حساســ تیاختصاصــ ــالا تی برخــوردار  يیب

 یهـا  روشاز  یک ـيبه عنوان  Nested PCRباشند. روش  می
توانسـته    خارجی و داخلـی  آغازگر مجموعهبا دو  شرفتهیپ

 یهـا  با روش سهيرا در مقا یشتریب تیاست دقت و حساس
مختلــف   هــای همطالعــ در. (1) ارائــه دهــد PCRی معمــول
اند  اما در  شده یطراح روسيو Tax ژن یبرا غالباً هاآغازگر

با وجود مثبـت   د يجد موارد ابتلایدر  ژهيموارد به و یبرخ
 يیشناسا PCR با استفاده از Tax ژن ک يسرولوژ جيبودن نتا

 هـای متعـدد   به علت رخداد جهـ   تواند ینشده است که م
 یکـه بررس ـ  دهـد  یامـر نشـان م ـ   نيا(. ۹) ژن باشد نيدر ا
 نانیدقت و اطم  ياافز یبرا روسياز ژنو  و هیناح نيچند

 .است یضرور صیاز تشخ
بــا  هــاآغازگر یســاز نــهیو به یمطالعــه  طراحــ نيــدر ا    
انجـا    یکیوانفورمـات یب شـرفته یپ یافزارهـا  از نر  یریگ بهره

 ینـواح  قی ـدق یری ـگ و هدف يیشده است که امکان شناسا
از يک ناحیه بسیار  HBZ نیرا فراهم کرده است. پروتئ یژن

ــیشــته محافظــت شــده ر ــپروو منف ــد  HTLV-1 روسي ک
 یروس ـيبـار پروو  افـزاي  آن بـا   انی ـبشود  که افزاي   یم

نقـ  مهـم آن در    لیبه دل HBZ انتخاب ژن باشد. می همراه
/لنفو  یمـوارد ابـتلا بـه لوسـم     تمـامی رآن د انیپاتوژنز و ب

 مـرتبط بـا   یهـا  یمـار یب ريو سـا  (ATL) نیبـال   T سـلول 
HTLV-1 ژن  انی ـب ن يانجا  شده است. علاوه بر اHBZ  در

. بـا  اسـت  صیقابـل تشـخ   زین HTLV-1آلوده به یها حامل
اسـتفاده از  بـا     در ايـن مطالعـه   HBZ ژن تی ـاهم توجه به
 یـه ناح یبـرا  یاختصاص ـ یهـا آغازگر In Silicoهای  روش

 طراحی گرديـد.  HTLV-1 روسيو HBZ ژن شده  محافظت
ــت  ــارزجه ــر    از semi-nested PCR روش یابي ــزار  ن اف

SnapGene طيدر شـرا  هـا آغازگرعملکرد  یساز هیشب یبرا 
 روسي ـو صیتشـخ و در نهايـت   استفاده شـد  یشگاهيآزما

HTLV-1  ی شـده طراح یاختصاص یهاآغازگربا استفاده از 
   HTLV-1 روسيو HBZ ده ژنـش  تـمحافظ هــیناح یراـب
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 انجا  گرديد. آزمايشگاه در

 
  ها روشمواد و 

  آغازگر:اینسیلیکو  یاراح -1
مـورد   یهـا آغازگر یجهت طراح ـ یمختلف یافزارها نر     

( PCR) مـراز یپل یا رهی ـزنج یهـا  استفاده در انـوا  واکـن   
از جملـه   بسـیاری  کاربردهـای  افزارهـا  نر  اين .وجود دارد

سـاختار   ین ـیب  یپ ـ ن یو پروتئ DNA کاملتجزيه و تحلیل 
  یمولکـول  یسـاز  مـدل   آغـازگر  ی  طراح ـنیپـروتئ  هيرانو

ــلو  یســاز هیشــب یهــا یتوســعه اســتراتژ ــه و تحلی  تجزي
 .دارندکننده اندونوکلئاز  محدود یها ميآنز

 

 :هدف یتوال يیشناسا
ژن  یهـا  یتـوال   یاختصاص ـ یهـا آغازگر یطراحجهت     

HBZ داده  گاهياز پاNCBI GenBank  .استخراج شـدNCBI 

(National Center for Biotechnology Information) یک ـي 
 یاست که دسترس ـ یکيولوژیمنابع اطلاعات ب نيتر از بزرگ
 یو ابزارهـا  یکيولـوژ یب یهـا  داده  یک ـیژنت یهـا  یبه تـوال 

 بانـک داده شـامل   گـاه يپا ني. اکند یها را فراهم م آن لیتحل
را  هـا  سـم یانوا  ارگان یژن یها یکه توال باشد ای می گسترده

داده  گاهيپا نيا ن ي. علاوه بر اگذارد یو به اشتراک م رهیذخ
 گـر يسـاعت بـا د   10طور منظم اطلاعـات خـود را هـر      به
ــاهيپا ــا گ ــه   یه ــر از جمل  EMBL (Europeanداده معتب

Molecular Biology Laboratory)  وDDBJ (DNA Data 

Bank of Japan) هـا و منـابع    تـا داده  گـذارد  یبه اشتراک م ـ
کامل  یتوال ليفا 01  مطالعه نيدر ا تر باشند. روز و جامع به

مربـوط بـه    یهـا  یکه شامل تـوال  استخراج گرديد HBZژن 
 از سراسـر جهـان  بـه    HTLV-1 روسي ـو یهـا  گونه یتمام

 بودند. يیقايو آفر یليبرز  یرانيا یها گونه ژهيو 

 

 :ها یتوال یفيرد هم
 محافظـت  ینواح يیبه منظور شناسا ها یتوال یفيرد  هم    

 ـانجـا  شـد. ا    HTLV-1 روسي ـدر ژنـو  و  ریشده و مت    ني
 یو طراح ـ روسي ـمختلـف و  یها هيسو يیبه شناسا نديفرآ

 semi-nested یص ـیتشخ  آزماي  یبرا تر قیدق یهاآغازگر

PCR  1/4با استفاده از نسخه   در اين مطالعه. کند میکمک 

 یها ی  توالClustalW تميو به کمک الگور MEGAافزار  نر 
 یمختلـف بـا منشـأها    لي ـفا 01از  HBZ نیپـروتئ  کدکننده
 محافظـت  یتـا نـواح    شدند فيرد  مختلف هم يیایج راف

افزار به کمـک   نر  نيشوند. ا يیشناسا ها یتوالاين شده در  
و  ClustalWماننـد   یسـاز  في ـرد مختلف هم یها تميالگور

Clustal Omega یهـا  یتـوال  قی ـدق یساز فيرد   امکان هم 
DNA آورد یرا فراهم م .ClustalW ـ  مشـهور   تميالگـور  کي

 یاست که از روش ـ ها یتوال يیتا چند یساز فيرد هم یبرا
به طور  تميالگور ني. اکند یاستفاده م یجفت سهيبر مقا یمبتن

 گريکـد يرا بـا   نیپروتئ و DNA   RNA یها یخودکار توال
مشخص ها  آن بین های تفاوتتا  کند یم فيرد و هم سهيمقا

بـا اسـتفاده از    یتـوال  یها ابتدا جفت   ClustalWشوند. در 
 ـا نتیجـه سـسس   شـوند   یم سهيمشابهت مقا یها سيماتر  ني
 هـا  یتما  توال یفاصله برا یها سيصورت ماتر  به ها هسيمقا
 هـا   سيمـاتر  ني ـبر اساس ا ت ي. در نهاشود یداده م  ينما
فاصـله را   نيکه کمترشده انتخاب  یفيرد هم بیترت نيبهتر

ی تـوال  01یف ـيرد  با اسـتفاده از هـم    کند جاديا ها یتوال نیب
 یتمـام  نیشده و مشترک ب  محافظت ینواح  استخراج شده

آغـازگر   یطراح ـ یکه هدف اصـل  ديمشخص گرد ها هيسو
 قرار گرفت.

 
 آغازگرها: یطراح

مشـترک حاصـل از    یهـا  یپس از مشخص کـردن تـوال      
-PCR  semi بـرای  آغـازگر    طراحـی مرحله قبل  یفيرد هم

nested  ــا ــد. انج ــه  Nested PCRدر روش  ش دو مجموع
کـه در   یخـارج  آغازگرجفت  کي. شود یاستفاده مآغازگر 

 ني ـو محصـول ا  ردی ـگ یواکن  اول مورد استفاده قـرار م ـ 
جفـت   کي ـتوسـط    تیتصاص ـخا  يمرحله  جهـت افـزا  

 ری ـتر ژن هدف را تکث یدرون یها که قسمت داخلی آغازگر
-semiشــوند. در روش  یم ـ PCRدر مرحلــه دو   کننـد  یم ـ

nested PCR ـ آغازگر کي  بـه طـور   هـر دو مرحلـه    نیدر ب
 کي ـمطالعـه   ني ـا یبرا .ردیگ یقرار م مشترک مورد استفاده

 کي ـو  یداخل ـ شـرو یپ آغازگر کي  یخارج شرویپ آغازگر
که به طـور مشـترک در هـر دو مرحلـه مـورد       رویپ آغازگر

بـا   آغازگرهـا  یتمـام  .ديگرد یطراح رد یگ یاستفاده قرار م
 یطراح ـ 101011نسـخه   Gene Runnerافـزار   استفاده از نر 
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 ـافـزار قابل  نر  نيشدند. ا   یطراح ـ یبـرا  یمتنـوع  یهـا  تی
دارد. از جملـه   DNA یها یتوال  يرايو و لیو تحل هيتجز

با توجه  آغازگر یبه  طراح توان یبرجسته آن م یها یژگيو
ذوب  یو دمـا  GCمختلف مانند طول  درصد  یارهایبه مع

(Tm)     افـزار  اشـاره کـرد. نـر Gene Runner   ـبـا   ین ـیب  یپ
در  یادي ـز ری( تـأر ای حلقه ی)مانند ساختارها هيساختار رانو

 ـرانو یدارد. اگـر سـاختارها   آغازگر یطراح  یبـه درسـت   هي
 اي ـآغـازگر   یمرهـا يدا لیاز تشـک  توان یم شوند  ینیب  یپ

 دقـت واکـن    اي ـ يیکه ممکن است کـارآ  یتعاملات جانب
PCR ین ـیب  یپ تیقابل نيا .کرد یریرا کاه  دهند  جلوگ 

 دهیچیپ ینواح یبرا آغازگرها یدر طراح ژهيبه و یساختار
 یطراح ـ آغازگرهـای جدول زيـر  دارد.  یاديز تیاهم یژن

 semi-nested آزماي  یانداز جهت راه HBZژن  یشده برا

PCR (9)جدول  دهد را نشان می. 
 

ویروس  HBZتوالی آغازگرهای اراحی شده برای ژ   :1جدول 
HTLV-1 

 

 توالی آغازگرهای اراحی شده

اول 

قطعه 

تکثیر 

 شونده

پیشرو 

 خارجی
5’-GCTTGACGGTTTGCTATCCTTA-3’ bp 010 

پیشرو 

 داخلی
5’-GGAGTCCTTGGAGGCTGAAC-3’ bp 914 

پیرو 

 مشترک
5’-TTATTGCAACCACATCGCCTC-3’  - 

 
 آغازگرها: یابيارز
 لی ـتحل OligoAnalyzerافـزار   با استفاده از نر  آغازگرها    

 یمانند دما یمهم یپارامترها یافزار به بررس نر  نيشدند. ا
 ( Hairpin) یسـر   سنجاق یساختارها لی(  تشکTmذوب )

( پرداخت. عد  تطابق در Self-dimerization) و ايجاد دايمر
از عوامـل مهـم    یک ـيو هـدف   (Mismatch) آغازگر یوالت

 1’هی ـدر ناح ژهي ـو  اسـت  بـه   PCRواکـن    يیآکاه  کار

 یضـرور  مرازیپل حیاتصال و عملکرد صح یبراکه آغازگر 
منظـور    بـه  شـده   یطراح یهاآغازگرمطالعه   نياست. در ا

 OligoAnalyzer ابــزارعــد  تطــابق بــا اســتفاده از  یابيــارز
 ری ـهرگونه اتصال غ يیامکان شناسا ابزار ني. اشدند یبررس

 یاحتمـال  یهـا  یو ناسازگار ه يرانو یساختارها  یاختصاص
 یمطالعـه  بـه منظـور بررس ـ    نيدر ا نیچن را فراهم کرد. هم

 وب تحـت شده  از ابـزار   یطراح یهاآغازگر تیاختصاص
NCBI- blastn (1)جدول  دياستفاده گرد . 

شدند  ابزار نيوارد ا شده یطراحآغازگرهای  یها یتوال    
 یبررس ـ NCBIموجود در  یژنوم یها و در برابر بانک داده

 رديفـی  هـم  از اطمینان  تجزيه و تحلیل اين از هدفشدند. 
غیــر  نــواحی شناســايی ( وHBZهــدف ) ژن بــا هــاآغازگر

 .احتمالی بود اختصاصی

 

 HBZ: لاصوصیات آغازگرهای اراحی شده برای ژ  2جدول 
 HTLV-1ویروس 

 

 %GC دمای ذوب اول قطعه آغازگر

 bp 11 0/44 1/01% پیشرو خارجی

 bp 19 1/40 41% پیشرو داخلی

 bp 19 ۹/41 4/01% پیرو مشترک

 

 یبـرا  10109نسـخه   SnapGeneافـزار   از نـر   ت يدر نها    
 یشــگاهيآزما طيدر شــرا هــاآغازگرعملکــرد  یســاز هیشــب

  افزار نر  نيژل الکتروفورز ا یساز هیشب تیاستفاده شد. قابل
بـه کـار    آغـازگر بـا   شـده  ریطول قطعات تکث یبررس یبرا

و  PCRمحصـول   قی ـدق ین ـیب  یامکان پ یژگيو نيرفت. ا
 را فراهم کرد.  یشگاهيآزما یواقع جيآن با نتا سهيمقا

 

 بررسی در آزمایشگاه: -2

 آغازگرها: یساز رهیو ذخ ساخت

اطلاعات مربـوط بـه    ها آغازگراز صحت  نانیاطم یبرا    
قرار گرفت  یدوباره مورد بررس ساختاز   یها پ آن یتوال

ــو در نها  شــدند ســاخته ه شــد یطراحــ یهــاآغازگر  تي
   هاآغازگر  ساختاز  سـپ .ندای فن  تهران  ايران( شرکت)
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درجه  -11 ی( در دماکرومولاریم 911) یغلظت مشخصبا 
 ها آن يیآو کاه  کار بيشدند تا از تخر رهیذخ گراد یسانت

 شود.  یریجلوگ یبعد یندهايدر فرآ
 

 ا:ه از نمونه DNAاستخراج 
 HTLV-1 هخـون اهداکننـد    نمونـه  1از در اين مطالعـه       

ــی   ــه 1منف ــد   نمون ــون اهداکنن ــه  HTLV-1 هخ ــت ک  مثب
با اسـتفاده   HTLV-1اولیه برای شناسايی ويروس غربالگری

 آزمـاي  و نتـايج ايـن    ه بـود انجا  شـد  ELISA آزماي از 
يیـد  أت MPت دياگنوسـتیکا  توسط روش وسترن بلات با کی

 ريافـراد مبـتلا بـه سـا     مربـوط بـه   نمونـه  0 ه بـود و گرديد
  اسـتفاده  HSV)و HIV)   HCV   HBVیانسان یها روسيو

ت نمونــه خــون افــراد در وکــ یژنــومی از بــاف DNA. شــد
 DNJia plusبـا اسـتفاده از کیـت     EDTAهای حـاوی   لوله

Blood and Cell kit (LOT: 506923112710040) تولیــد 
ــرکت ــوژی ش ــت   روژه تکنول ــد. غلظ ــتخراج ش  DNAاس
ــتخرا ــانو درا       جاس ــسکتروفتومتر ن ــتگاه اس ــا دس ــده ب ش

  گرديد. گیری اندازه
 

 : PCR انجا  واکن 

آماده از شـرکت   کسیبا استفاده از مستر م PCR واکن     
و  یطراح ـآغازگرهـای   هـــوسیل به و )دانمارک( کونیآمسل

 الگـو در هـر واکـن  بـه     DNA سنتز شده انجا  شد. مقدار
اتصـال   یدمـا  یساز نهیبه یبرا. ديگرد میتنظ قیصورت دق 

ــاآغازگر ــوگ ه ــال غ یریو جل ــاز اتص ــ ری از   یاختصاص
و  یغلظتـ ـ بیشــ انيــبــا گراد کلريترموســا مــاتیتنظ

صورت   روش به نياستفاده شد. ا  Touchdown PCRروش
 یبـالا را بـرا   یدر ابتـدا دمـا   .دمـا را کـاه  داد   یا مرحله

دما  تينهاو در ه به کار گرفت هاآغازگر تیاختصاص  يافزا
هـر دو مرحلـه از    یبـرا  يیدمـا  مراحلگرديد.  تیتثب نهیبه

 واسرشـت مشـابه بـود و شـامل     semi-nested PCRواکن  
اتصـال و گسـترش و     واسرشـت  یتکرار یها چرخه ه یاول

 قی ـدق جيبه نتـا  یابیدست یبرا .بود يیگسترش نها تيدر نها
هــا بــر اســاس  و غلظــت يیدمــا مــاتیتنظ  اعتمــاد و قابــل

 گرديـد  یسـاز  نـه یبه و نیـی تع  هی ـاولمتعـدد   یهـا   يماآز
 (.0و  1 )جداول

 :PCR  محصول لیتحل
تحـت   ت ی ـفیصـحت و ک  یبررس ـجهت  PCR محصولات

 یبـرا  % قرار گرفتند.901ژل الکتروفورز با ژل آگارز  لیتحل
 قـه یدق 01ولت بـه مـدت    911قطعات  از ولتاژ  یجداساز

  کـه طـول   semi- nested PCRمرحلـه اول  در.اسـتفاده شـد  
جفت باز بود  محصولات با استفاده از  011قطعه مورد نظر 

 ـالکتروفورز شدند. در مرحله دو   به دل bp 911نشانگر   لی
 یبـرا  bp 11جفت باز(  نشـانگر   914تر بودن قطعه ) کوتاه
 Green  از رنـگ   یآشکارسـاز  جهـت .کار رفـت  به یابيارز

Viewer  ژل بـه آن   یسـاز  مـاده آدر مرحلـه  استفاده شد که
بـا دسـتگاه ژل داک و    جينتا يینها یافزوده شده بود. بررس

 . افزار مربوطه انجا  شد نر 
 

-semi: حجم مواد مورد نیاز در هر دو مرحله آزمایش 0جدول 

nested PCR 
 

 حجم مواد

 میکرولیتر x1 91 مسلیکونآمستر میکس 

 میکرولیتر 1/1 میکرومولار( 91آغازگر جلوبرنده )

 میکرولیتر 1/1 میکرومولار( 91آغازگر معکوس )

 میکرولیتر 1 آب مقطر استريل

DNA ( 9-911الگو ) میکرولیتر 1 نانوگر 

 میکرولیتر 11 حجم نهايی
 

: برنامه دمایی دستگاه ترموسایکلر برای هر دو مرحله 1جدول 
 semi-nested PCRآزمایش 

 
 تعداد چرلاه زما  دما مرحله

دناتوراسیون 
 اولیه

درجه  11
 گراد سانتی

 9 دقیقه 1

 دناتوراسیون
درجه  11

 گراد سانتی
 رانیه 01

 آنلینگ 01
درجه  41

 گراد سانتی
 رانیه 01

 گسترش
درجه  11

 گراد سانتی
 رانیه 01

گسترش 
 نهايی

درجه  11
 گراد سانتی

 9 دقیقه 1
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  ها يافته
 ی:کیوانفورماتیب جینتا -1

از ابـزار   هـا   یتوال یها ها و تفاوت شباهت یبررس یبرا    
 یف ـيرد هم جينتا استفاده شد. MEGA6 يیچندتا یفيرد  هم

 در ژن آغازگرهـا  یطراح یرامورد نظر ب هینشان داد که ناح
HBZ   01 انی ـشـباهت را در م  نيشـتر یبپس از هم رديفـی 
 یهـا  یژگ ـيحفظ و لیبه دل هیناح نيمختلف داشت. ا  یتوال

 یعنـوان تـوال   بـه  روس يمختلف و یها در گونه یکيولوژیب
هـدف    هیاز انتخاب ناح پس. (9)شکل  هدف انتخاب شد

 Gene Runner افـزار  بـا اسـتفاده از نـر     آغازگرهـا  یطراح

(ver.5.0.33) یهـا شـامل دمـا    آن یهـا  یژگ ـيو و انجا  شد 
 هي ـو سـاختار رانو  GC غلظـت   آغـازگر   طـول  (Tm) ذوب
 یطراح ـ یهاآغازگر شتریب یابيارز منظور  به. ديگرد یبررس

داده  گـاه يدر پا blastnاز ابـزار  بـا اسـتفاده    آغازگرهـا  شده  
NCBI جيشــدند. نتــا یبررســ BLAST نيــنشــان داد کــه ا 

 ريسـا  یژنوم یها یبا توال یتوجه قابل یپوشان هم آغازگرها
بـا   سـه يدر مقا ژهي ـو  هـا ندارنـد. بـه    انسـان  اي ـ هـا  روسيو
 ری ـغ یهـا  یبا توال یمشابه  تطابق اي ادهخانو هم یها روسيو

 نشد.  دایپ هدف
 یانتخـاب  تیدهنـده دقـت بـالا و خاص ـ    نشـان  جهینت نيا    

 جهتبود.  HTLV-1 روسيو قیدق يیشناسا یبرا هاآغازگر
اسـتفاده   SnapGeneافـزار   از نـر     PCRعملکرد  ینیب  یپ

ــشــد. در ا ــه  نقشــه  ني ــرا PCRمرحل ــه  یب هــر دو مرحل

semi-nested PCR مرحلـه اول کـه    ی. بـرا دي ـگرد یطراح
 ی نـر  افـزار  ن ـیب  یبود  پ دینوکلئوت 011طول قطعه هدف 

 بـه  یشـگاه يآزما طيدر شـرا  PCRنشان داد کـه محصـول   
مرحله دو   کـه هـدف   چنین  همشد.  اهدخو درستی تکثیر

 .(1)شکل  شد یساز هیدقت شب  بود  به دینوکلئوت 914
 
 آزمایشگاهی:نتایج  -2

مـورد نظـر در    یکه باندها يید کردأت یشگاهيآزما جينتا    
 مثبـت در هـر دو مرحلـه     هـای  نمونـه  یژل الکتروفورز برا

PCR در مرحله اول  باند مربوط به قطعـه  اند قابل شناسايی .
و در مرحله دو   بانـد مربـوط بـه قطعـه      یباز جفت 011
. (0)شـکل   شـدند  يیبـه وضـوش شناسـا    یجفت باز 914
مثبـت   PCR در هـر دو مرحلـه   حیطور صح  مثبت به  نمونه
روش  یامر صحت و دقت بـالا  نيداده شدند و ا صیتشخ
آزمـاي  بـر روی    در ن یچن ـ هم .کرد ديیأشده را ت یطراح
سـالم کـه   اهداکنندگان  یها که شامل نمونه یمنفهای  نمونه
 یهـا  نمونـه  چنـین  منفی بودند هم HTLV-1 روسيو از نظر

   HIV)   HCVیانسـان  یهـا  روسي ـو ريافراد مبـتلا بـه سـا   
HBV و(HSV کـه  گـزارش شـد   یمنف ـموارد  یتمام جينتا  
ــده و نشــان ــالای یژگــيدهن ــا  آزمــاي  ب و عــد  تقــاطع ب

 .بود گريد یها روسيو

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ها برای اراحی  های حفاظک شده در تمام ایزوله ردیفی توالی اساس هم . بر MEGA6افزار  با استفاده از نرم HBZژ   ردیفی نتایج هم :1 شکل

 انتخاب شدند.  آغازگر
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 ،شود اور  ه در شکل مشاهده می . هما  NCBI-BLAST نلاینآافزار توسط نرم HBZهای اراحی شده برای ژ  آغازگرنتایج بلاسک  :2 شکل

 داشتند. تشابه HTLV-1ویروس  HBZ% موارد ژ  99های اراحی شده با بیش از آغازگر

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

های آغازگربا semi-nested PCR آزمایشساز ژل الکتروفورز محصول هر دو مرحله  ، شبیه SnapGeneافزار  شده توسط نرم ائهتصویر ار :0شکل

مرحله دوم  یجفک باز 141مربوط به قطعه  2ی مرحله اول و ستو  جفک باز 190مربوط به قطعه  1، ستو  bp  04اراحی شده در  نار نشانگر

 .   semi-nested PCR آزمایش
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های اراحی شده از چپ به راسک ستو  اول مربوط آغازگربا  semi-nested PCR آزمایشتصویر ژل الکتروفورز محصول هر دو مرحله  :1شکل 
 آزمایشمرحله دوم  یجفک باز 141ی مرحله اول و ستو  سوم مربوط به قطعه جفک باز 190ستو  دوم مربوط به قطعه ،  bp  04به نشانگر

semi-nested PCR 

 
 بحث
 کي ـعنوان   را به HBZ استفاده از ژن لیمطالعه پتانس نيا    

نشان داد و  HTLV-1 ويروس صیتشخ جهت کارآمدهدف 
کـار    بهکمی و کیفی  PCRهای   آزماي طراحی در  تواند یم

 semi-nestedروش  اسـتفاده از  مطالعـه  نيا  چنین . همرود

PCR یصــیابـزار تشخ  کي ـعنـوان    بـه انـدازی شـده را    راه 
 HTLV-1 روسي ـوپرو جهت بررسـی  یحساس و اختصاص

 محصـول    PCR آزماي  دو مرحلههر در  کند. پیشنهاد می
جفـت   914و  011) شـده   ین ـیب  یپ یها در اندازه یدیتول

کـه   یمثبت مشاهده شدند  در حـال  یها باز( در تما  نمونه
 ريســا یحــاو یهــا و نمونــه یمنفــ یهــا هنمونــ یتمــامدر 
 . ديده نشد یواکن  مثبت چیه انسانی عيشا یها روسيو

 عنـوان   بـه  هـا آغازگر ی  طراح ـهـا  هاز مطالع یاریبسدر     
مختلف مـورد   یها عفونت قیدق صیتشخ یبرا ابزاری مهم

 ها روسيو يیدر شناسا هاآغازگر زتوجه قرار گرفته است. ا
اسـتفاده   PCR هـای مبتنـی بـر    طريـق روش از  هـا  یو باکتر

 منتشـر  و همکـاران  گو یتوسط بای که  در مطالعه. شوند یم
 انوا  يیشناسا یبرا ژهيو یهاآغازگر یبه طراح شده است 

 ـادر  .انـد  پرداختـه  SARS-CoV-2 دلتـا  روسيمختلف و  ني
 یهـا  یتـوال  بیوانفورمـاتیکی  یمطالعه با اسـتفاده از ابزارهـا  

 یکرده و بـه طراح ـ  يیرا شناسا روسيشده ژنو  و محافظت
 ـا تـر  عيسـر  صیتشخ یمناسب برا یهاآغازگر  روسي ـو ني
 یبـرا  یکیوانفورمـات یب یهـا  از دادهچنـین   هـم ند. ه اپرداخت

و  قـت اسـتفاده کردنـد تـا د    هـا آغازگرانتخـاب   یساز نهیبه
  (.1د )ابيبهبود  PCR آزمون تیحساس

 بیوانفورمـاتیکی  یها روشاز نظر استفاده از مطالعه  نيا    
کنـونی بـود و    مشابه مطالعه  هدفمند یهاآغازگر یو طراح

 قي ـاز طر صیدقـت تشـخ   در هر دو مطالعه  هدف ارتقـا  
ژنـو  ويـروس    شده  محافظت ینواحبرای  آغازگر یطراح
است که  نيا در  ی هدف اين دو مطالعه. اما تفاوت اصلبود

 یبرا يیهاآغازگرانتخاب  روی بر شتریو همکاران  ب گو یب
 ـانوا  مختلـف و  يی و تمیز دادنشناسا -SARS دلتـا  روسي

COV-2  هـدف   مـا که در مطالعه  ی  در حالاند کردهتمرکز 
 HTLV-1 ويـروس  HBZ  ومیژنبرای ناحیه  آغازگرطراحی 

در معـر  جهـ  قـرار    کـم تـر   کـه در طـول زمـان      بود
 ا  ـهای مرتبط ب چال  تواند یآن م قیقد يیو شناسا گیرند می
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 را برطرف کند.   HTLV-1تشخیص قطعی ويروس 
انجـا    همکـاران  ساندرا گالگو و که توسط یا در مطالعه    

 یهـا  روسي ـوپر يیشناسـا  یبـرا  tax/rex یهـا  شـد  از ژن 
HTLV-1  وHTLV-2  خـون  ای هـای تـک هسـته    سلولدر 
 آزمـاي  ه ـان داد ک ــمطالعـه نش ـ  نياستفاده شد. ا محیطی

PCR Nested ـا يیدر شناسـا  یبـالاتر  تیدقت و حساس   ني
 ـا جينتـا  دارد. PCR گريد یها نسبت به روش ها روسيو  ني

 Nested PCR آزمـاي   کـه اسـتفاده از   دهد یمطالعه نشان م
غیـر  در منـاطق   HTLV صیتشـخ  یبـرا  ژهي ـو  بـه  تواند یم

 ـبا علائم خف مارانیو در ب نيیپا یروسيبا بار واندمیک   فی
 ني ـا ن یچن ـ باشـد. هـم   دی ـمف اریعفونت بس هیمراحل اول اي

 صیتشـخ  يیتوانـا ای  تک مرحلـه  PCRبا  سهيروش در مقا
 و DNA غلظت کـم  با يیها در نمونه تر پروويروس را یقدق

هـای وسـترن بـلات نامشـخص      هايی با جـواب  نمونه حتی
   (.91) کند فراهم می

ای که توسط کـاترينو دو اروجـو و همکـاران     در مطالعه    
ــد   ــا  ش  TAX و LTR  env یها ژن نخو نمونه 41در انج

 ينا نتیجه. ارزيابی گرديـد  PCR آزماي با  HTLV وسيرو
ــه اردمواز  برخیداد در  ننشا مطالعه ــه  در نمونـ ــايی کـ هـ

ــواب  ــد  نامشخص تبلا نستروجــ  قابل TAXژن  دارنــ
و  ذبکا منفی ابجو ديجاا اند علتمیتوو  هدنبو شناسايی

 به سیويرو یها ژن ساير که حالیدر   باشـــد نامشخص يا
 تشخیص یابر نتیجه در دارنــد و دجوو هشد حفاظت رطو
ناحیـــه از  بخ  يکاز  بی  که ستا زنیا HTLV وسيرو

 .  (۹) دکر جستجو را وسيرو ژنی
 بر اساس HTLV-1 یصیتشخلکولی وم یها روش شتربی    

اند کـه   شده یطراح LTRو  TAX چون هم يیها ژن شناسايی
  پاتوژنز ويروسو  ریها در تکث ژن نيا ینق  اساس لیبه دل

حـال    ني ـهسـتند. بـا ا   دی ـمف اریبس ـ روسي ـو يیدر شناسا
 يیها تيمحدود HTLV-1 صیها در تشخ ژن نياستفاده از ا
بگـذارد.   ریتـأر  جينتـا  تیبر دقت و حساس تواند یدارد که م
 جهــت یطقاعنــوان منــ  بــه env و LTR هــای ژن انتخــاب

داشـته  ن اختصاصـیت لاز  را ممکـن اسـت   آغازگر  یطراح
واکـن    بـا احتمـال ايجـاد    ینـواح  ني ـاستفاده از ا باشد و
همــراه  HIV-1هماننــد  هــا  روسيــرتروو ريبــا ســا متقــاطع

 چنـین   هـم  را کاه  دهـد.  جينتادقت  تواند یکه م باشد می

ممکــن اســت عملکــرد  نيیپـا  یروســيبارو ی بــادر مـوارد 
های تشخیصـی   آزماي در حال حاضر  داشته باشد. یفیضع

PCR ًبر پايه تشخیص و تکثیـر ژن   کمی و کیفی اکثراTAX 
ايــن ژن چــه  اگــرانــد.    طراحــی شــده HTLV-1 ويــروس
رود کـه ژنـو     بـوده و انتظـار مـی    HTLV روسيمختص و

 یقبل ـ هـای  همطالع ـ  ويروس با اختصاصیت بالا تکثیر شـود 
هـای   روشتوسـط   TAXژن  یانـد کـه در مـوارد    نشان داده

 دی ـمنجـر بـه تول   تواند یکه م ستین يیقابل شناسالکولی وم
 . (۹  99) نامشخص گردد ايکاذب  یمنف جينتا
کـه   یگريد یها مشکلات  استفاده از ژن نيتوجه به ا با    

تـر هسـتند و کمتـر تحـت      مقاو   یتوال یها در برابر جه 
دقـت و    يدر افـزا  توانـد  یم رند یگ یقرار م راتییت  ریتأر

 ـاز ا یک ـيمـؤرر باشـد.    یص ـیتشخ یها روش تیحساس  ني
منفـی  رشـته   یاز رو HBZ نیپـروتئ باشـد.   می HBZ ها  ژن

طـور رابـت در طـول عفونـت       و به شود یکد م پروويروس
کـه   انـد  باعث شـده  خصوصیات نيا گردد. یم انیب یروسيو

ــه HBZژن  ــوان   ب ــعن ــرا کي  یطراحــ یهــدف مناســب ب
 در. ردی ـمورد توجه قرار گHTLV-1  صیدر تشخآغازگرها 

و رفع مشکلات  صیمنظور بهبود دقت تشخ  مطالعه  به نيا
 یهـا آغازگرموجـود در   یهـا  مچ سیها و م مربوط به جه 

 بـه  HBZ  از ژن  LTRو  TAX یهـا  ژن یشـده بـرا   یطراح
 یاختصاص ـ یهـا آغازگر یطراح ـ یبـرا  یعنوان هدف اصل 

 بررسـی  نـده  يآ های‎هدر مطالع شود یم شنهادیاستفاده شد. پ
ــدر مق ی طراحــی شــده هــاآغازگر ــال یهــا اسی و در  ینیب
 بررسـی  ن یچن ـ تـر انجـا  شـود. هـم     بـزرگ  یهـا  تیجمع

هـای افـراد مبـتلا     در نمونـه  HBZلود و بیـان ژن   پرووايرال
هـای نامشـخص    در درک بهتر دلايل ايجاد جـواب  تواند یم

 .باشد دیمفوسترن بلات  آزماي 
 

‌گیری‌نتیجه

 روسي ـو  عفونـت  بـرای تشـخیص    HBZژن اسـتفاده از     
HTLV ــه دل ــ  بـ ــاتوژنز و لیـ ــ  آن در پـ ــنقـ و  روسيـ
 ـا زينقطـه تمـا  به عنوان   آن فرد  به منحصر اتیخصوص  ني

ژنو  ويروس  های که ساير بخ  نیشیپ قاتیمطالعه با تحق
در هـر دو   آمـده   دسـت   بـه  جياست. نتا اند  را بررسی کرده
 و بررسـی در محـیط آزمايشـگاه    اينسـیلیکو مرحله بررسی 
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 HBZی شـده بـرای ژن   طراح ـ هایآغازگرکه  دهد مینشان 
مثبت  یها مونهن زيژن هدف بوده و در تما يیقادر به شناسا

 semi-nested PCRآزمـون   چنـین  هم .است کارآمد یاز منف
روش  کي ـعنـوان    بـه تواند  طراحی شده در اين مطالعه می

 مـورد اسـتفاده   HTLV روسيو  عفونت يیشناسا یمؤرر برا
 .قرار بگیرد

‌
‌حمایت‌مالی

ه مؤسس خون  انتقال تحقیقات مرکز توسط پروژه اين    
 مالی شده تأمین خون انتقال طب پژوهشی و آموزشی عالی
 .است
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