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A B S T R A C T 

Background and Objectives 
Despite Significant advances in blood safety, the risk of infectious agent transmission 

remains a challenge for blood transfusion centers. To enhance blood safety, methods for 

removing or inactivating viruses have been developed. This study focuses on the 

inactivation of the herpes simplex virus type 1 (HSV-1) using methylene blue and visible 

light in plasma and compares the efficacy of the qRT-PCR and TCID50 methods. 

Materials and Methods 
In a experimental study, vero cells were cultured in DMEM with 1% penicillin-

streptomycin and 10% fetal calf serum at 37°C with 5% CO2. The virus thiter was 

determinded by infectivy these cells. Subsequently, the virus stock was added to  plasma at 

0.1 volume. The virus was added to five individual plasma units obtained from different 

blood donors. Five plasma samples containing virus were treated with 1 μM methylene 

blue and then irradiated for 10 min at 627 nm. Virus titration was performed in 96-well 

plates, and virus titer was measured before and after irradiation through 10-fold serial 

dilutions using the TCID50 method. The control group included plasma without virus, 

plasma containing virus irradiated without methylene blue, and plasma containing 

methylene blue without irradiation. After RNA extraction from the dilutions and cDNA 

construction, glycoprotein D expression was quantified by qRT-PCR. All experiments were 

repeated three times. Statistical analyses were performed using SPSS-26 and the Pearson 

correlation coefficient between the two tests was calculated. 

Results 
Before inactivation, the virus titer was determined by observing cytopathic effects in Vero 

cells as 107TCID50/mL. After inactivation with methylene blue and irradiation, the titer 

decreased to 102 TCID50/mL, representing a 5-log reduction. The mean threshold cycle (Ct) 

of the glycoprotein D gene in cell cultures containing non-inactivated HSV-1 

(107TCID50/mL) was 22.6 (Ct = 22.6)  whereas the mean Ct of the glycoprotein D gene in 

plasma samples after inactivation by methylene blue and visible light (102 TCID50/mL) was 

28 (Ct = 28). This indicates a 15-fold decrease in glycoprotein D expression (p= 0.001). 

Conclusions   
A correlation was observed between the logarithmic values of TCID50 and Ct values 

obtained by qRT-PCR assay. Molecular methods based on glycoprotein D (gD mRNA) 

expression may be served as a usefull approach for detecting of active HSV infection. 

Key words: Virus  Inactivation, Herpes Simplex Virus Infection, methylene blue, visible 

light, RT-PCR 
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  50TCIDکاهش  ی: همبستگیبلو و نور مرئ لنیبا مت HSV-۱ یسازرفعال یغ

 RT-qPCR با روش  D نی کوپروتئیگل RNA  انیبا ب
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 هچكيد

مراکز  یچالش برا کی چنانهم یخطر انتقال عوامل عفون ،ی قابل توجه در سلامت خونهاپیشرفت رغمعلی

  افتهیتوسعه  هاروس یکردن و  رفعالیغ ایحذف  یبرا ییهاسلامت خون، روش  شیافزا  یرا. بانتقال خون است

بلو و نور  لن یبا استفاده از مت( HSV-1  )  1ویروس هرپس سیمپلکس نوع      یسازرفعالیمطالعه بر غ  نی ا  است.

اثربخش  یمرئ و  دارد  تمرکز  پلاسما  فعالدر  غیر   سهیمقا  50TCIDو    PCR-qRT  یهاروش با    را  سازیی 

 . کندیم

  جنین  سرم   %10  و  استرپتومایسین-سیلینپنی  %1  با  DMEM  محیط  در  Vero  سلولدر یک مطالعه تجربی،  

ها سازی این سلول تیتر ویروس با آلوده   .شدند  داده  کشت  CO2  %5  با  گرادسانتی  درجه  37  دمای  در  گوساله

اضافه شد. ویروس به پنج واحد پلاسمای به آن  لاسما  پ  1/0حجم  در  ذخیره ویروس    ،آن  تعیین شد. متعاقب 

حاوی ویروس با   پنج نمونه پلاسمای  مختلف به دست آمده بود، اضافه شد.جداگانه که از اهداکنندگان خون  

قرار   پرتودهینانومتر تحت    ۶27دقیقه در طول موج    10میکرومولار تیمار شدند و سپس به مدت    1متیلن بلو  

تیتر  شد  انجام   چاهکی  ۹۶  هایپلیت   در  ویروس  تیتراسیونگرفتند.    از   از  بعد  و  قبل  ویروس   و    پرتودهی 

روش    10  سریالی  هایرقت  طریق با    بدون   پلاسمای  شامل  کنترل  گروه.  شد  گیریاندازه  50TCIDبرابری 

 پرتودهی  بدون  بلو متیلن پلاسمای حاوی    و   بلومتیلن   بدون  شده  پرتودهی  ویروس  حاوی   پلاسمای  ویروس،

بیان  cDNA  ها و ساختازرقت  RNA  استخراج  از  پس.  بود   . شد  گیریاندازه  qRT-PCRبا    D  گلیکوپروتئین  ، 

  2۶  افزارنرم   با  هاداده   تحلیل  و  تجزیه  و  آماری  گردید. در نهایت محاسبات  تکرار  مرتبه  3ها  آزمایش  تمامی

SPSS  گردید محاسبه آزمایش دو بین پیرسون همبستگی ضریب و شد انجام.   

  mL /50TCIDبه صورت   Veroهایسیتوپاتیک در سلولسازی، تیتر ویروس با مشاهده اثرات فعال  قبل از غیر
غیرفعال  710 از  پس  شد.  پرتودهتعیین  و  بلو  متیلن  با  بهیسازی  تیتر   ،  mL/50TCID  210    که یافت  کاهش 

های سلولی در کشت D ژن گلیکوپروتئین ( Ct) لگاریتمی است. میانگین چرخه آستانه 5دهنده کاهش نشان

میانگینmL/50TCID  710(،  ۶/22  (۶/22  Ct=  ))  نشدهغیرفعال   HSV- 1حاوی که  حالی  در  ژن    Ctبود، 

(، mL/50TCID  210)  های پلاسما پس از غیرفعال شدن توسط متیلن بلو و نور مرئیدر نمونه   Dگلیکوپروتئین

28 (28 Ct= ) ،برابری در بیان گلیکوپروتئین 15. این نشان دهنده کاهش  بود D است (001/0 p=.) 

لگاریتمی مقادیر  مقادیر   50TCID بین  روش   Ctو  از  آمده  دست  شد.   PCR -qRTبه  مشاهده  همبستگی 

گلیکوپروتئینروش  بیان  بر  مبتنی  مولکولی  مفید  D  (gD mRNA  )  های  رویکرد  یک  عنوان  به  است  ممکن 

 . به کار گرفته شوند HSV برای تشخیص عفونت فعال

RT-PCR ،یبلو، نور مرئ لنی، متویروس هرپس سیمپلکس ،ویروس  یسازرفعالیغ

 21/10/1404تاریخ دریافت: 

 15/01/1405تاریخ پذیرش: 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

6-
06

-1
0 

] 

                             2 / 10

http://dx.doi.org/10.61186/bloodj.22.1.19
https://orcid.org/0000-0002-6600-910X
https://bloodjournal.ir/article-1-1609-en.html


 و همکاران  لیلا موسوی دهاقانی                                                                                                          بلو   لنیمت HSV-1 یسازرفعالیغ

 

   14 

 

 های قابل توجـه در سـلامت خـون وتوجه به پیشرفت  با    

 عوامـل  شناسـایی  هنـوز  مختلـ  موجـود   هایروش  وجود

 از  هـاویروس  انتقـال  احتمال  است و  نرسیده  صفر  به  عفونی

و  مهـ  هـایچالش از یکـی  آن هـایفرآورده  و  خون  طریق

بـرای افـزایش   .(1-3)  باشـدمی  خون  انتقال  مراکز  در  اصلی

 هـاویروس  سازیفعال  غیر  یا  حذف  هایروشسلامت خون   

 بـودن  ثرؤمـ  بررسـی  برای  (.4است )  گرفته  قرار  توجه  مورد

 سـلول  کشـت  در  تکثیـر ویـروس  از   سـازیفعال  غیر  روش

 در  تغییـرات  اسـاس  بـر  آزمـایش  نتـای   و  شـودمی  استفاده

 تخریـب  اثـر  اسـت  ممکـن  و  است  استوار  سلول  مورفولوژی

 قابــل هــ  از ویــروس ســایتوپاتیک اثــر بــا ســلول طبیعــی

 تکثیـر  کـه  هاییروش  از  استفاده  نتیجه  در  .نباشد  تشخیص

 بســیار توانــدمی دهــد نشــان ســلول کشــت در را ویــروس

 طبیعــی تخریــب از ویــروس تکثیــر تــا باشــد کننــدهکمک

  شود. داده تشخیص

    HSV-2)  ویروس هـرپ  سـیمکلک  نـوک یـک و دو     

HSV-1  ) به عنوان ویـروس هـرپ  انسـانی نـوک یـک و دو

(human herpesvirus 1 & 2, HHV-1, HHV-2)  نیــز

ــناخته می ــوندش ــاو ویروس(5) ش ــرپ  دارای . تم ــای ه ه

بزرگ خطی بـا  ای  دو رشته  DNA  های مشترک ژنووویژگی

پوشــش خــارجی لیکیــد دو یــه  ککســید بیســت وجهــی و

باشند. پوشش  ویـروس توسـت ت ـو منـت بـه ککسـید می

. (6   7)دهـد  ذره کامل ویریون را تشکیل می  و  متصل است

ــدین  ــت چن ــان توس ــلول میزب ــل س ــه داخ ــرپ  ب ورود ه

های سـطح گلی وپروتئین سطح پوشش ویروس بـه گیرنـده

 سـطح بـه ویـروس اتصـال از . بعـد(8)شود  سلول انجاو می

 با  ویروسی  پوشش  شدن  تلفیق  و  غشا  فیوژن  طریق  از  سلول

شـود. محتویـات ویروسـی بـه سـلول وارد می   سلول  یغشا

ــا دو گلیکــوپروتئین  ــه  gDو  gCویــروس هــرپ  ابتــدا ب ب

ــاران ســولفات ســطح ســلول متصــل می شــود. ســک  هک

تصاصی شناخته خحداقل به سه گیرنده ا  gDگلیکوپروتئین  

ورود   برای  D  (gD)  گلیکوپروتئین.  (9)گردد  شده متصل می

 دلیـل و ژن آن بـه اسـت ضـروری  HSV  عفونت  به سلول و

بـودن بـرای تشـخیص   و اختصاصـی  شـده  نواحی حفاظـت

HSV  رود به کار می  mRNA  gD  بـرای  مناسـب  هدف  یک 

 است.  HSV  فعال عفونت تشخیص

ــرای ویروســی هــایپاتوژن کــه جــایی آن از     ــر ب  و تکثی

 هسـتند  متکی  میزبان  سلول  هایمکانیس   به  خود  گسترش

 بــین تعــاملات مطالعــه بنــابراین  برنــدمی بهــره هــاآن از و

 بـه  ویـروس   زاییعفونـت  تعیـین  و  میزبان  سلول  و  ویروس

 بافـت  کشـت  %50عفـونی  دوز  هایسنجش   با  مثال   عنوان

(50TCID)   کمـی ویـروس  تیترهـای  تعیـین  .شودانجاو می 

 هستند  ویروس  تکثیر  و  زاییعفونت  تعیین  برای  مه   ابزاری

ثیر أ تـ  بررسـی  و  ارزیـابی  بـرای  حیـاتی  پارامترهای  دو  هر  و

 هایباشند. سـنجشها میسازی ویروسهای غیر فعالروش

 هــایآزمایش TCID)50( بافــت کشــت %50 عفــونی دوز

 اثـرات  بررسـی  بـا  تواننـدمی  که  هستند  ویروس  تیتراسیون

 تلقـیح  میزبـان  سـلولی  کشـت  روی  بـر  ویروس  سیتوپاتیک

 . شـوند  اسـتفاده  ویـروس  تیترهای  کمیت  تعیین  برای  شده 

ــروس مختلــ  هــایرقت  50TCID هایســنجش در ــه وی  ب

 اضـافه  یکسـان  سـلول  تعـداد  با  میزبان  سلولی  هایجمعیت

 انکوبـه شـود  مشـاهده سـیتوپاتیک اثـر که زمانی  تا  و  شده

 ویـروس رقـت مقـدار دهندهنشـان 50TCID مقدار. شوندمی

ــورد ــاز م ــرای نی ــای ب ــرات الق ــیتوپاتیک اث  از %50 در س

 یـک  از  پـ   شـده  تلقـیح  سـلولی  کشت  حاوی  هایچاهک

 شمارش  با  50TCID  هایسنجش  .است  مشخص  زمانی  دوره

زنـده   هایسنجش  یا  دیده  آسیب  هایچاهک  تعداد  چشمی

 عنـوان  معکـوس بـه  میکروسـکو   از  استفاده  با  سلول  مانی

 .  (10)  شودمی نهایی ارزیابی نتیجه

 در  غیـره  یـا  طبیعـی  عوامـل  از  ناشی  تغییرات  بررسی  برای

 تـوانمی مختلفـی هایروش  از  سلول   بیولوژیک  فرآیندهای

 شده  ایجاد  تغییرات  بررسی  ها راه  این  از  یکی.  نمود  استفاده

 نشـانه کـه است( transcript) سلولی هایرونوشت میزان در

 بـا حاضـر حـال در. باشـدمی  سـلول  هـایپروتئین  تغییرات

-RT)  معکـوس  کریکتـاز  تـران   واکنش  از  زمانه   استفاده

PCR )رونوشت یک شناسایی RNA حـاوی اولیه هایژن از 

 (.11) است  پذیر امکان  پایین  ککی  تعداد

 غیــر روش بــودن ثرؤمــ بررســی بــرای پــژوهش ایــن در    

هـای بـه عنـوان ویـروس مـدل ویروس  HSV-1  سازیفعال

DNA  بلو و نـور مریـی با روش متیلن  دارپوشش  ایدو رشته

عفـونی ویـروس بـا روش  تیتر و شد استفاده سلول کشت  از

PCR  Real Timeو (50TCID)بافت  کشت %50 عفونی دوز

و همبسـت ی دو روش   بررسـی  سازیفعال  غیر  قبل و بعد از

زمان و  نظر از که  با   دقت  با  و  حساس  روشی  تا  مقایسه شد

   .شود ارایه  باشد صرفه به هزینه
 

 :کشت سلول
  ییقایسبز آفر مونیم هیکلبا منشا    VERO ین سلولی       
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مورد   بودشناسی موجود ویروسآزمایش اه  در تانک ازت  که  

 پ  از خـرو  از تانـک  الیو  ویابتدا کراقرار گرفت.    استفاده

 37  یسرعت در بن مـار  به  گراددرجه سانتی  -196  در  ازت

ــانتی ــه س ــد.گراد درج ــذف ذوب ش ــو و ح ــ  از شستش  پ

DMSO     شـمارش   بلوکانیمحلول ترو    ها با  و نئوبارسلول

ها در سـلول سک   و درصد سلول زنده محاسبه شد. دیگرد

 Dulbecco’s Modified Eagle Mediumت ـمحیــــ

(DMEM)     استرپتومایسـین تـا   -  سیلینبیوتیک پنیآنتی

( بـه Gibco) %10و سرو جنـین گوسـاله     %1غلظت نهایی  

 یو در انکوبـاتور حـاومنتقـل شـد    3cm  25  فلاسک کشت

قرار   2CO  5%و  گراد  درجه سانتی  37  یدر دما  %95رطوبت  

 داده شد.  

 

 :روسیو تیتراسیون 

کشـت   ایخانـه  96  هـایدر پلیت  Vero  یهاابتدا سلول    

اسـتوک  یـه سـلولی    %70از کامـل شـدن داده شد. پ   

ذوب گراد درجـه سـانتی  70  از فریزر منفی  HSV-1ویروس  

رای  بـ.  تهیـه گردیـد(  10-1-10-8)هشت رقـت از  شد و در  

 چهار چاهک کشت سلول  کشت سلول شده    هیته  یهارقت

در چهـار چاهـک سـلول و    به عنـوان کنتـرل  روسیبدون و

بـه عنـوان  رقت جادیبدون ا روسیو  کشت سلول  از استوک

پلیت  یهامحیت کشت از چاهکشد.    ختهیر  کنترل ویروس

بـا  سـه بـار ها به منظور حذف سرو شد و سطح سلول  خار 

μL  300  DMEM  رقت ویـروس   شسته شد. از هرμL 100 

سـاعت ویـروس در   1بـه مـدت    چاهک ریختـه شـد.  4در  

 طولانکوبه شد. در    گراددرجه سانتی  37  مجاورت سلول در

چرخانـده شـد تـا   تیـپل  بـار  کیـ  قهیدق  10  هر  مدت  نیا

  سـاعت کیـپ  از  .ردیها قرار گسلول  در تماس با  روسیو

μL  300  تیـپل  یهـاسـرو بـه چاهک  %2  بـا  کشت  تیمح 

قرار داده   گراددرجه سانتی  37  در انکوباتور  تیپل  .اضافه شد

 Cytopathogenic Effects(CPE)  کیتوپاتوژنیاثـر سـ شد.

 بـر اسـاس روش  50TCID  تریشد و ت  بررسیروز    7به مدت  

Reed-Muench .محاسبه شد 

 

 :Fresh Frozen Plasma (FFP)  تازه منجمد  یپلاسما
 O  یتازه منجمد شده با گروه خـون  یپلاسما  نمونهپن        

. دیـگرد هیـوصـال ته  ـاهیپا  مثبت از سازمان انتقال خـون

 گراددرجه سـانتی  -30  ها تا زمان استفاده در فریزرفرآورده

ــدار ــا ین ه ــاو آزم ــد. هن  ــرآورده در  شیش ــه  37ف درج

  (cc 10) ای کوچکترـهحج و در   دیردـذوب گگـراد  سانتی

     .دش  یتقس
 

  :بلو لنیمت
 (product number 1592700010بلـو از شـرکت لنیمت    

Merk)  بلـولنیمتـ  ی. با توجه به جرو مولدیگرد  هیته   cc 1 

(g/moL  319/85  )بلو با غلظت  لنیاز محلول مت  µM  500 

 رهیــذخگراد درجـه ســانتی 4 در کیــتار یدر ظرفــتهیـه و 

 .دیگرد
 

ــغ  ــال ری ــروسســازفع ــا روش HSV-1 ی وی ــی ب ــو و لنمت بل
   ی:مری با نوری  پرتوده

 ی  ازبلــو و پرتــودهلنیاســتفاده از روش متــ منظــور بــه    

 غیـر  .(12)  اسـتفاده شـد  یبـا نـور مریـ  یدست اه پرتـوده

زیـر   دسـتورالعملطرفـه طـی    سازی ویروس با نور دوفعال

ــزر ابتــدا انجــاو گرفــت. ــه پلاســما از فری درجــه  -30 نمون

ــانتی ــای  گرادس ــا دم ــاری ب ــن م ــار  و در ب ــه  37خ درج

 .  ذوب گردیدگراد  سانتی

تـا زمـان   ییپلاسـما  لیتر فـرآوردهلیمی  50حاوی  کیسه    

شــد.  ین هـدارگراد درجـه سـانتی -30 اسـتفاده در فریـزر

ذوب گراد  درجه سانتی  37  دمای  فرآورده در  شیهن او آزما

در زیر هود   .دیگرد   یتقس(  cc  10)  های کوچکترحج و در  

 رابت استریل و دست اه اتصالاز  با استفاده    2کلاس     مینار

لیتر پلاسـما از میلی 50( CompoDock Fresenius)آلمان  

و لیتری تقسـی   میلی  10کیسه به حج     5  کیسه  اصلی به

با اسـتفاده از تـرازو  شد وها منتقل  بدون باز کردن به کیسه

حرارتـی   ها توسـت یـک دسـت اه سـیلرکیسـه.  توزین شـد

(Fresenius.از هـ  جـدا شـدند )سـک  بـه کمـک     آلمان

لیتـر میلی 9بـه ازای هـر  از طریـق کـورد     سرنگ اسـتریل

متـیلن بلـو بـا و    اسـتوک ویـروس    از  لیتـرمیلی  1   پلاسما

و با سیلر موجود در کیسه اضافه    یبه پلاسما  µM  1غلظت  

ضخامت پلاسما در کیسه  به نحوی که گردیدحرارتی سیل 

 متر شد.  حدود یک میلی

شـده در دســت اه بــرای کیســه در محـل تعبیــه سـک      

 دقیقـه بـه  10  پرتودهی گذاشـته شـد. پرتـودهی در زمـان

 قـرار shakingو  تحـت تـابش nm 627  درطرفه    صورت دو

منظور تعیین کاهش تیتر ویروس از پلاسما پ    به  .گرفتند

پـ  از ضـد عفـونی کـردن برداری شـد. از پرتودهی نمونـه

اده از قیچی ـا استفـب  2کیسه پ  از تابش  زیر هود کلاس  

استریل کورد بریده شد و محتویات آن بـه آرامـی بـه یـک 

 .دـل شـری منتقـلیتمیلی  15فالکون 
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 Real Time PCR: برنامه چرخه دمایی برای انجام 1جدول 

 

 نوع تجزیه و تحلیل چرخه تعداد  مدت درجه حرارت   مرحله

 Pre-Incubation 94 10  1 دقیقه - 

Amplification 

Denaturation 
95 

 ثانیه  10

45 

Quantification 
 ثانیه  10 

Annealing 58 25 
 

Extension 72 0 

Melting Curve 
95 

0 1 Melting Curve 
65 

 Melting 95 Ramp Rate ºC/sec 1/0 Continuouce  

Cooling  40 30  1 ثانیه - 

 

ده درون کیسه مخصـو  اتـوکلاو ـش  یـه خالـکیس  سک 

 تهیه گردید.  تایی 10 از هر نمونه سریال رقت.  شدقرار داده  

 CPEای بـرده شـد و هـخانـ 96ت ـر روی پلیـت بـاز هر رق

اثـر  منظـور بررسـی بـه .شـدبررسـی قـرار  مـوردها سـلول

فاقـد ویـروس  یپلاسـماشامل    های شاهدپرتودهی از نمونه

شده حاوی ویـروس فاقـد   پلاسما پرتو داده   بدون پرتودهی

 پلاسما همراه ویروس و متیلن بلو بدون پرتودهی   متیلن بلو

. مرتبـه تکـرار گردیـد 3 هـاتمـامی آزمایش.  دیاستفاده گرد

 96هـای  در پلیت  یسازفعال  ریغ پ  از    روسیوتیتراسیون  

-Reed روشانجاو شـد و کـاهش تیتـر ویـروس بـا   یاخانه

Muench (.13  14)  محاسبه گردید 
 

Real Time RT-PCR 

 : RNA استخرا 
استخرا  اسید نوکلئیک  با اسـتفاده از کیـت اسـتخرا      

RNA  شــرکت(Roche ) و مطــابق بــا دســتور کــار شــرکت

لیتـر در در میلیمیلیـون سـلول    5. حدود  شد  انجاوسازنده  

ها قبل و بعـد نمونه  اهکی کشت داده شد وچ  24ی  هاپلیت

 هـاپلیت     CPEها اضافه شدند. پ  ازاز پرتودهی به چاهک

محتویـات        RNA  اسـتخرا در روز سوو فریز شدند. برای  

 ازو   شـدسانتریفیوژ  دقیقه    5  به مدت  g  300در  هر چاهک  

 یجهت بررسآن جهت استخرا  استفاده شد.    سوسکانسیون

شده  از دسـت اه نـانو درا  اسـتفاده  صیتخل RNA  تیفیک

 RNA  خلـو (   OD  280/260)  شد. با اسـتفاده از نسـبت

غلظـت چنـین  ه   قرار گرفـت .  مورد استفاده   9/1بیش از  

RNA  دمـایو در محاسـبه نیز نانومتر    260یجذب نور  در 

   شد. دارین هگراد درجه سانتی  -70

 :  cDNAتهیه 
. یکتا تجهیز آزما استفاده شد از کیت cDNA برای سنتز    

لـوده بـه آ  یهااستخرا  شده از سـلول  RNAاز    μL  5ابتدا  

رانـدوو  آغازگراز  μL  1  و کنترل سلول با استفاده از  روسیو

اضافه و به محلـول فـوق   و یت  کرویبه م  dT   ویه زامر و ال

μL 4  ازDEPC Water  هیـثان 3-5افزوده شد. مخلوط فوق 

درجـه   65  یدر دمـا  قـهیدق  5سک  به مدت    سانتریفیوژ و

منتقـل  Cool Box بـه الیگراد انکوبه شده و سک  وینتسا

افـزوده  RT premixاز  μL 10شد. سک  به محلـول فـوق 

 قـهیدق 10مخلوط فوق بـه مـدت      cDNAسنتز    یشد. برا

 47 یدر دمــا قــهیدق 60گراد؛ یدرجــه ســانت 25 یدر دمــا

درجـــه  70 یدر دمـــا قـــهیدق 10گراد و یدرجـــه ســـانت

بـا کمـک سک   قرار داده شد.    کلریگراد در ترمال سایسانت

 و گلیکـوپروتئین GAPDH هـایهای اختصاصـی ژنآغازگر

(GPD  )D  (  با شماره دسترسیOZ349004)  رای ویـروسبـ 

HSV  رویبر ؛ cDNA   Real Time RT-PCR انجـاو شـد 

(15.) 

 هـای؛ شـامل ژنهای مـورد اسـتفاده  ژن  آغازگریتوالی      

GAPDH گلیکوپروتئین و D (GPD )بـرای ویـروس HSV  

 :باشدمی
HSV, Forward (5'-CATCACCGACCCGGAGAGGGAC),  

HSV, Reverse (5'-GGGCCAGGCGCTTGTTGGTGTA) ,  

GAPDH F, 5' CGCTCTCTGCTCCTCCTGTT 3' 

GAPDH R, 5' CCATGGTGTCTGAGCGATGT 3'.  

 Fast) برای انجاو آزمـایش مطـابق دسـتور عمـل کیـت    

SYBR® Green Master Mix )ُشـد. ش عمـل وشـرکت ر

ــک از ویال ــر ی ــوای ه ــای محت ــزی   Reaction Mixه و آن

Reaction Mix  بر اسـاس  شد. وژیفیثانیه سانتر 20به مدت
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هـا؛ تعـداد مشـخص مـورد نیـاز کـاپیلاری تعداد کلی رقت

LightCycler  در داخــــلPre cooled lightCycler 

Centrifuge Adapters هـا قرار داده شد. چیدمان کاپیلاری

هـای شـاهد؛ در گروه  GAPDHو    HSVبـرای  با سه تکـرار  

در  قــرار داده شــد. 10-8تــا  10-1هــای از ویروســی؛ و رقت

 µL  4  از پیش سرد شـده  LightCyclerداخل هر کاپیلاری  

 Forward آغـازگر µL 5 ؛cDNAاز  µL 5 ؛Master Mixاز 

 شــد.افــزوده  o2ddHاز  Lµ 9و  Revers آغــازگراز  Lµ 1و 

 lightCyclerداخـل دسـت اه     کـاپیلاریسانتریفیوژ      ازپ 

برنامـه   lightCyclerقرار داده شد. مطابق جدول به دست اه  

  .(1)جدول   داده شد

هـای ها با استفاده از رقتیی تکثیر ژنآجهت بررسی کار    

رســ  منحنــی   هــای مــورد مطالعــهژن cDNAســریالی از 

هـایی از سـری رقت   استاندارد انجاو شد. برای ایـن منظـور

cDNA تهیه شـد. واکـنش  های نمونه مورد مطالعهq PCR 

 2R  و  slopeرگرسیون    تجزیه و تحلیلو بر اساس    انجاو شد

 تجزیــه و تحلیــلبــرای  ژن محاســبه گردیــد. بــرای هــر دو

استفاده شـد.  RESTافزار از نرو Real Time PCRهای داده

-SPSSافزار  ها با نروداده  لیو تحل  هیو تجز  یمحاسبات آمار

 مـایشدو آز  نیب  رسونیپ   یهمبست   بیانجاو شد و ضر  26

 .دیمحاسبه گرد

  
 

 یهابا رقت  vero  یهاسلول   روسیو  تریت  نییتع  یبرا        

    CPE  اثـر  .اندمجـاور شـده  HSV-1  روسیـاز و  یبرابر  10

ها در مقابـل سـلول شـاهد بـدون شامل گرد شـدن سـلول

مشاهده  نورتیا کروسکو یبا استفاه از م  روسیمجاورت با و

 محاسـبه شـد  mL/  50  TCID  710  ویـروس  تیتـرو     دیگرد

 (.1)شکل 

 

 

 ب                                الف                                                      

 

 
 

 

 

 

 
 

های تک لایه بدون  دهد که سلولرا نشان می  vero  یهاسلولالف(    .  معکوس  کروسکوپیز مادر کشت سلول با استفاده    CPEاثر    :1شکل  

می کنترل  سلول  عنوان  به  و  ویروس  با  مجاورت  بدون  و  سلولی  تخریب  سلولاثر  ب(  رقت  veroهای  باشد.  ویروس  10های  با  با    برابری 

ها در مقابل سلول کنترل بدون مجاورت ویروس  که شامل گرد شدن سلول  CPEآثار  معکوس  اند و در میکروسکوپ  هرپس مجاور شده 

 مشاهده گردید.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ویروس  کنترل    به عنوان  HSV-1ویروس  های مختلف  با رقت   vero  یهاروز بعد از آلودگی سلول  سه  (Amplification)نمودار تکثیر    :2شکل  

مرئی.فعال  بدون غیر نور  و  بلو  متیلن  با روش  در طول موج    سازی  را  نمونه  فلورسانس هر  نانومتر نشان    530محور عمودی شدت رنگ 

 شود. گزارش می  Ctهای هر نمونه  که از خط آستانه عبور کرده و به صورت چرخهدهد و محور افقی تعداد  می
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 و همکاران  لیلا موسوی دهاقانی                                                                                                          بلو   لنیمت HSV-1 یسازرفعالیغ

 

   18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
. محور عمودی شدت رنگ فلورسانس هر  جهت اختصاصی بودن واکنش  Real Time PCRواکنش     melt curve analysisنمودار    :  3شکل  

موج   طول  در  را  می  نانومتر   530نمونه  مینشان  نشان  را  نمونه  هر  ذوب  دمای  افقی  محور  و   ت یاختصاص  نییتع  یبراکه    دهددهد 

 گراد نشانه درجه سانتی  85در دمای    از هم  هاکونیآمپلاستفاده شده است. جدا شدن دو رشته     Real Time PCRدر واکنش   هاکونیآمپل

 باشد.می Real Time PCRی بودن واکنشاختصاص

 

بلو با روش متیلن  HSV-1  روسیو  سازیپ  از غیر فعال    

 و نورمریی  تیتراسیون مجـدد ویـروس قبـل و بعـد از غیـر

 سازیفعال  ها پ  از غیر  ویروس  سازی انجاو شد. تیترفعال

mL/  50  TCID  210     ل ـاریتمی  شــــد. کاهـه شـمحاسب 

  لوگ گزارش شد.  5  ؛HSV-1 روسیو  تیتر

 Realزایی ویـروس بـا روش برای بررسـی تیتـر عفونـت    

Time PCR     روسیوبه در روز سوو بعد از آلودگی HSV-

برابـری قبـل و بعـد از غیـر   10های  بدون رقت و با رقت   1

و   RNAاسـتخرا   بلو و نـورمریی   سازی با روش متیلنفعال

 هـایاختصاصـی ژن آغازگرهـایبا کمـک    cDNA ساخت

GAPDH و گلیکوپروتئین D (GPD) بـرای ویـروسHSV   

Real Time RT-PCR انجاو شد. براساسCt  دست ه ی بها

نمودار منحنی استاندارد برای هـر   های مختل مده از رقتآ

تجزیـه و تحلیـل دو ژن مورد بررسی قرار گرفت و بر اساس 

 بژن به ترتیـ  برای هر دو  2R  و  slopeبرای    رگرسیون نتای 

. برای (2)شکل  گزارش شد %5/99و  %99و   -2/3و    -15/3

ــنش  ــایش در واک ــودن آزم ــی ب ــی اختصاص  از PCRبررس

analysis  curve melt   (.  3استفاده شد)شکل 

و بـا اسـتفاده   برای هر رقت ویروسی سه تکرار انجاو شد    

مقابــل ژن  درD گلیکــوپروتئینبیــان ژن  Restافــزار از نرو

آســتانه ژن  چرخــهرفــران  محاســبه شــد.  میــان ین 

 HSV-1در کشت سـلول حـاوی ویـروس    D  گلیکوپروتئین

ــر (  mL/ 50 TCID 710) ســازیبــدون غیــر فعال  6/22براب

(6/22  =Ct  و میان ین )گلیکـوپروتئینآستانه ژن    چرخه  D 

بلـو و سازی با روش متیلندر نمونه پلاسما پ  از غیر فعال

 هکـ  ( بود Ct=28)  28  برابر  (mL/50  TCID  210)  نور مریی

 D  (mL/50  TCIDن  گلیکـوپروتئیبیـان ژن    داراکاهش معنـ
 های حاصله و  Ctبر اساس .(=p 001/0) مشاهده شد (210

)قبـل گروه کنترل در  Dین ئگلیکوپروت   بیانRest  افزارنرو

گـروه درمـان )بعـد از غیـر نسـبت بـه    سـازی(از غیر فعال

   (. p=  001/0کاهش یافته بود )برابر  15    سازی(فعال

 Realبه دلیل استفاده از رنـگ سـایبرگرین در واکـنش     

Time PCR  و به علت اتصال غیر اختصاصی ایـن رنـگ بـه

ای  برای اطمینان از اختصاصـی های دورشته  DNAتمامی  

اسـتفاده شد)شـکل   melt curve analysisبودن واکـنش از

لـوگ   mL/50 TCID 5   تـا PCR-Time Real اکـنشو (.3

کشـت  تیدر محـ را D (GPD) گلیکـوپروتئینکاهش بیان 

 mL/50ی )ـــسازی ویروسپ  از غیر فعال  Vero  یهاسلول

TCID  2-10) .نشان داد 

 

 :  mL/50TCIDو   PCR-qRT  نیب یهمبست 
 یروسیهر رقت ودست آمده از  ه  ب  Ct  ریمقادارتباط بین      

 شـدند.  بررسـی Log 10 (اسی)در مق mL/50  TCID  تیتر  با

از غیـر   بـه دسـت آمـده  qRT-PCRبـه    تبتمـر  Ct  ریمقاد
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پ  محاسبه شده    mL/50  TCID  تیتر  با  سازی ویروسفعال

  بـا یکـدی ر  Reed-Muench طبق روشسازی از غیر فعال

           (.>r=    001/0 p 98/0) ندداشت یهمبست 

 

 خــون طریــقمنتقلــه از  یهــاعفونت شــتریکــاهش ب یبــرا

(TTIs)ثر ؤبرای بررسـی مـراهبرد است.    کی  ییزداروسی  و

ــر فعال ــودن روش غی ــازی ب ــیوس ــر ی  از روس  یرو CPEاث

 یروش سـنت در شـوند.یاسـتفاده م کشت شـده یهاسلول

و   یانیـنقطـه پا  ونیتراسـیت   یعفون  تریت  تیکم  نییتع  یبرا

 هــر در بافــت کشــت کننــدهآلوده درصــد 50محاســبه دوز 

کـه بـه عنـوان   شـودفاده می( استmL/50  TCID)  تریلیلمی

 جـادیدر واحد حج  که قادر بـه ا  یروسیو  یبار ذرات عفون"

 "آلوده هستند  یسلول  یهااز کشت  یمیدر ن  کیتوپاتیاثر س

در  وسیعبه دانش   ازین  ندیفرآ  نیا  (.16-18)  شودیم   یتعر

دارد  پر زحمت اسـت  یکشت سلول یو ن هدار  ریتکث  نهیزم

 لیـتـا تکم  کشدمی  طول  روز  چهار  تا  سهو به طور متوست  

 بـا  شـ اهیآزما کیدر  دیبا یعفونت سلول  ن یشود. علاوه بر ا

 لیـد  انجاو شود. با توجـه بـهمناسب    یستیز  یمنیسطح ا

ممکن اسـت   یانینقطه پا  ونیتراسیخا   ت  تیفوق  در شرا

 یالـذکر  عملـاز حـداقل الزامـات فوق   یکـیفقدان    لیبه دل

 یبه راحت  تواندیم  یکیولوژیب  ست یتنوک سچنین  . ه نباشد

نیـز   تیـنوک کم  نیا  یب ذارد و استانداردساز  ریتأث   یبر نتا

در  یدشـوار لیـبه دل  یکیولوژی. در واقع  تنوک باستدشوار  

از   یکسـانیها  افـزودن مقـدار  از سلول  یکسانیکشت تعداد  

 یهایاسـتراتژ  اسـت.  ادیزمان عفونت  زو توق  ه   روسیو

ممکـن   RT-PCR  یعنـی  ک یـنوکلئ  دیاس  ریو تکث  صیشخت

در نمونـه  یکمـ مـهینیـا  یروسـیبار و یکم نییاست به تع

 مهین یهاروش منجر شود. حساسمورد نظر به همان اندازه 

و   هیـتجز  انیـکـه در پا  یاجـهیاز نظر دقت نت  یو کم  یکم

 یهـامتفـاوت هسـتند. در روش  آورنـد یبه دست م  لیتحل

  شدت فلورسان  ساطع شده پ  (qRT-PCR)  یکم  مهین

 نییهدف تع  یتا مقدار نسب  شودیثبت م  ریاز هر چرخه تکث

به دست   بیترت  نی( که به اCtآستانه چرخه )  ریمقاد  وشود  

نسـبت معکـوس دارنـد  امـا  یروسـیبا مقدار بـار و  ند یآیم

ژنـوو   یتعـداد ککـ  یهابه معادل  ماًیها را مستقآن  توانینم

هدف با اسـتفاده از   یهایکک  ینسب  یکم  نییکرد. تع  لیتبد

qRT-PCR  استاندارد است.  یمنحن کی دیمستلزو تول 

هـا در ناشـی از ویروس  CPE  ییشناسـا  که    جایی  از آن    

اسـت و گـاهی بـا روز(    5-7مـدت )  یطـو ن  کشت سـلول

هـای  روش بنابراین استفاده از   شودتخریب سلول اشتباه می

بـا تکثیــر  ســهیمقادر  Real Time RT-PCRدی ـر ماننـد 

 با  CPEمشاهده و VERO یهاسلول یبر رو هرپ  روسیو

 ایـن درمـورد بررسـی قـرار گرفـت. معکـوس    کروسکو یم

 %90 یپرشـــدگ زانیـــبــا م VERO یهامطالعــه ســـلول

(Confluency )ــاورت رقت ــادر مج ــ  و یه ــمختل  روسی

پلاسما حـاوی ویـروس   نمونه  ی درتمیل اررقت    8هرپ  با  

مریـی  بلو و نـورسازی با روش متیلنقبل و بعد از  غیر فعال

 Real و CPEبـا روش مشـاهده  قرار گرفت و تیتر ویـروس

Time RT-PCR  قرار گرفت  یابیو ارز یمورد بررس. 

محاسـبه   mL/50TCID  710  ویروس  در این مطالعه تیتر    

ــو ســازیشــد. پــ  از غیــر فعال ــا روش  HSV-1 روسی ب

بلو و نورمریی  تیتراسیون مجدد ویروس قبل و بعد از متیلن

هــا پــ  از غیــر ویروس ســازی انجــاو شــد. تیتـرفعال غیـر

ــازیفعال ــد. mL/50TCID 210 سـ ــبه شـ ــاهش محاسـ  کـ

در  لـوگ گـزارش شـد. 5 ؛HSV-1 روسیـو  تیتر  ل اریتمی

های مختل   ویروس بر روی رقت  RealTime-PCR  اکنشو

 از ســـازی در کشـــت ســـلولفعال قبـــل و بعـــد از غیـــر

mL/50TCID 210 ــ ــاهش معن ــادیر  در داراک ــان Ctمق  و بی

  Vero یهاکشت سلول تیدر مح D (GPD)گلیکوپروتئین 

 mL/50 TCID  5 سـازی ویروســی یعنــیپـ  از غیــر فعال

 .مطابقت داشت  TCID  50  که با نتای  روشنشان دادرا  لوگ  

 بلو و نوربا روش متیلن HSV-1 روسیو سازیتاثیر غیر فعال

ــا مطالعــه الیکــایی و همکــاران مطابقــت داشــت و  مریــی ب

    28/6  مقـدار  بـه  HSV  بـرای  ل ـاریتمی  کـاهش  بیشترین

 (.12) دقیقه بود 45  پرتودهی  زمانلوگ با  

-qRTبه    تبتمر  Ct  ریمقادچنین در این مطالعه بین  ه     

PCR  تیتـر بـا سـازی ویـروساز غیـر فعال  به دسـت آمـده 

mL/50  TCID    سازی ویـروس  پ  از غیر فعالمحاسبه شده

دو  نیبـ کـه ایکه بـا مطالعـه  ندداشت  یهمبست با یکدی ر  

 RNA یهـایکک قیتعداد دقبرای تعیین  qRT-PCR روش

 و (  SARS-CoV-2)  2  یکرونـا سـندرو حـاد تنفسـ  روسوی

 یسـلول  یهاکشـت  یرو  ینعفـو  کرونـا  روسویـ  ونیتراسیت

بـار موافقت داشت که  نشان داده بودند بین    نجاو شده بودا

بـا ی ویـروس  عفـونو تیتر    یروسیو   RNA  (  Ct)  یهانسخه

ــت دوز آلوده ــده کش ــر مکنن ــت در ه ــریلیلیباف  mL/50) ت

TCID)از طرف دی ر    (.11) وجود داشته است   همبست ی

و همکـاران نشـان داده شـد بـین میـزان   لوگان  در مطالعه

ــا روش فلوســایتومتری تعیــین  گرانولوســیتی ســلول کــه ب

داری اشود با تیتر ل اریتمی ویروس عفـونی ارتبـاط معنـمی

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

6-
06

-1
0 

] 

                             8 / 10

https://bloodjournal.ir/article-1-1609-en.html


 و همکاران  لیلا موسوی دهاقانی                                                                                                          بلو   لنیمت HSV-1 یسازرفعالیغ

 

   20 

 

و شناســایی بــدون فلورســنت غلظــت ویــروس  ود داردجــو

تواند ابزار سـریع و دقیـق عفونی از طریق فلوسایتومتری می

 (.19) گرفته شود   برای تعیین تیتر ویروس در نظر

  تریت یابیارز یراــبو همکاران  ونـگوستافس  هـدر مطالع     

 هایروشبا استفاده از     (HHV-6)  6ی  هرپ  انسان  روسیو

PCR-q  50  و TCID  بـا ی روسیو یهانیپروتئ انیب یبه خوب

 یبـرا  ییبـا   یژگـیو از و  شتدا  یهمبست   TCID  50روش

 (.10بود )برخوردار   یدوز عفونتعیین 
 

 گیرینتیجه

 mL/50)  تیتـر ویـروس  نیبـ  یقو  یما همبست   یهاداده    

TCIDریمقاد  ( با  Ct    بیان(گلیکوپروتئینDدر )  روش qRT-

PCR  داد  نشان  .mL/50  TCID  از  تنـوک اسـتفاده  لیـبـه دل 

ب ـذارد   ریتأث   یبر نتا  یبه راحت  تواندیم  یکیولوژیب  ست یس

 یهـاروش. کنـدرا دشـوار  تینوک کم  نیا  یو استانداردساز

D  (mRNA gD )  گلیکـوپروتئینی مبتنـی بـر بیـان  مولکول

عفونـت فعـال   صیتشـخ  یهدف بـرا  کتواند به عنوان یمی

HSV     قرار گیرد. استفادهمورد 
 

 حمایت مالی

این پروژه توست مرکز تحقیقات انتقـال خـون  مؤسسـه     

عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون تأمین مالی شده 

 است.

 
 ملاحظات اخلاقی

مؤسسـه شورای تجصیلات تکمیلـی این مطالعه به تایید     

 عالی آموزشی و پژوهشی انتقال خون ایران رسیده است.
 

 عدم تعارض منافع

رد.تعارض منافعی در مطالعه حاضر وجود نداگونه هیچ    

 
 نقش نویسندگان

هـا انجـاو آزمایشو    پایان نامه: ن ارش  لیلا موسوی دهاقانی

  ها و کمک در اجرای آنروشزهرا پاز: آموزش 

بـر اجـرای   نظـارتدکتر زهره شریفی: طراحـی مطـالعــه   

 و ن ارش مقاله  پایان نامه

     
 تشکر و قدردانی

نامـه کارشناسـی ارشـد زیسـت تحقیق حاصل پایاناین      

فناوری مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی انتقال خون ایـران 

هـای وسیلـه از ایـن مـؤسسه به خـاطر حمایتاست. بدیـن

شود.مالی آن تشکر می
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