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 مقاله پژوهشي 

 
  Molecular Beaconبا استفاده از  NASBA Real-timeبه كارگيري روش 

 HCVبراي تشخيص ويروس 

 1، سميرا محمدي يگانه6، مهدي فروزنده مقدم1مهدي پريان
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 
در مطالعهه  . باشد ترين بيماري ويروسي قابل انتقال از طريق خون، در ميان معتادان تزريقي مي ، شايعCهپاتيت 
 بهر اسهاپ پهرو      Real-timeب بها روش يه در ترک (NASBA)دمها  همک يد نوکلئير اسيتکثک روش يحاضر 

Molecular Beacon روپ يو يابيرد يبراHCV مورد استفاده قرار گرفت. 
 ها روش مواد و

 به طول  HCVروپيو NCR'5ه حفاظت شده يناح يو پرو  برا آغازگرجفت  يطراحدر يك مطالعه تجربي، 
bp 641 ص حضهور  يت تشخيحساس استاندارد،سه با نمونه يدر مقا. انجام شدي اختصاص يافزارها با نرمRNA 
 . بود يموارد قابل آشکارساز% 155در  copies/ml 055روپ تا يو

 ها يافته
منفي شد، لذا حساسيت  NASBAبا روش  HCVدر مطالعه انجام شده، تنها يك نمونه مثبت سرولوژيك از نظر 

نشهان داد اختصاصهيت    NCBI Nucleotide Blastيابي در پايگهاه   هم چنين توالي. بود% 2/92كلينيكي واكنش 
بررسي . داخلي نداشته استتبوده و با ژنوم هيچ يك از ويروپ ها يا توالي ژنوم انسان % 155آناليتيكي روش 

 . بود% 155دهنده اختصاصيت كلينيكي  نمونه منفي از نظر سرولوژي با روش جديد طراحي شده، نشان 15
 ينتيجه گير 

، روش  RNA ير اختصاصيتکث و ، سرعتدما همعت يعلت داشتن طبه ب  NASBA Real-timeت، روشيدر نها
پلاسهما داشهته    يدر نمونه هها  HCVروپيع ويص سريدر تشخ يعيتواند کاربرد وس يبوده و م يار مناسبيبس
 . باشد

 Cهاي هپاتيت  ، ويروپ NASBA  ،Real-Time PCR :ات كليديكلم

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 41/1/09  :تاريخ دريافت 
 41/1/09: تاريخ پذيرش 

 
 مركز تحقيقات بيوتكنولوژي انستيتو پاستور ايران ـ تهران ـ ايرانبيوتكنولوژي پزشكي ـ  PhDدانشجوي ـ 4
 41441-334: صندوق پستيايران ـ  ـ  تهرانبيوشيمي باليني ـ دانشيار دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس ـ  PhD: ـ مؤلف مسؤول2
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  مقدمه 
ابنـده ا   ين عفونت انتقـال  يتر عيشا ، Cويروس هپاتيت     
وه يش ـ(. 4، 2)باشـد  يم يقيان معتادان تزريق خون در ميطر
 گذاشـتن  اشـترا  بـ    ،ن افراديان ايدر م HCV انتقال ياصل
ران ي ـدر ا. استاستفاده ا  سرنگ مشتر   و يقيل تزريوسا

در  HCVو  HBV  ،HIV يهـا  يدميکاهش اپ يبرا يا برنام 
و اسـتفاده ا   متادون  ق درمان بايطر ا  يقيمعتادان تزرميان 

آغـا  شـده    هـا   ندان ا  ياريدر بس بار مصرف کيسرنگ 
شـرفت  يپ ين ـيب شيپ ـ يبـرا  شـاخص ن يتر مهم(. 2-1)است

مبتلا ب   و اند ک  تحت درمان قرار نگرفت  يدر افراد يماريب
. است HCVروسيو RNAر يسطح تکث باشند، يم C تيهپات
در  ياثـرات درمـان   يبررس ـ يبرا شاخصن يبهتر نيچن هم

در  يروس ـيو RNAحضـور   .باشد يز ميافراد تحت درمان ن
انتقـال   يبـرا  يعنوان شاهد  سرم نو ادان تا ه متولد شده ب

 ــ  ــو اد م ــ  ن ــادر ب ــد،   يا  م ــباش ــور  يرا در نتي ــ  حض ج
 جير نتـا يي ـاختلال و تغدر سرم نو اد،  يمادر يها يباد يآنت

 ـا علاوه بر .شود ديده مي يباد يسنجش آنت يها شيآ ما ن، ي
 يگريد يها تيمحدود،  HCVا   يعفونت ناش يابيدر ار 

 يافـراد دارا  زيکـ  امکـان تمـا    نيجمل  ا ا . ز وجود داردين
 يکـ  دارا  يمـار يافت  ا  بيعفونت فعال و افراد کاملًا بهبود 

 يهـا  باشند، با استفاده ا  روش يم HCVضد  IgG يباد يآنت
 يهـا  ن رو استفاده ا  روشيا  ا. وجود ندارد ايمونولوژيك

،  NAT(Nucleic Acid Testing) اي ـک ي ـد نوکلئير اس ـي ـتکث
مـورد توجـ  قـرار    ار يبس ـ HCVو  HIV-1ص يتشـخ  يبرا

مرسـوم ا  جملـ     يصيتشخ يها روش(. 8-44)گرفت  است
ا  )يبـاد  يو آنت ـ ژن يآنت ـ سنجش براساس ک  هايي آ مايش

 هاي روشنسبت ب   يت کمتريحساس ،باشند يم( زايل الايقب
ــول ــا  قب يمولک ــد PCRل ي ــابرا(. 4)دارن ــا ن روشيبن  يه
احتمـال خطـر    با کـاهش دوره کمـون،   يمولکول يغربالگر

 يها وردهآفر ل  انتقال خون ويوس  ب يروسيانتقال عفونت و
 يغربـالگر ن يچن ـ و هـم  رسـاند  يرا بـ  حـداقل م ـ   يخون

ــدگان ــ اهداكنن ــ  خــون ب ــوژيوس ــتکث يل  تکنول ــي د ير اس
،  HCV يهـا  خطر انتقال عفونـت  يا ژهيطور و  ب ک،ينوکلئ
HIV وHBV دوره پنجره ير سرمييرا در طول تغ(window 

period) يربالگرـغ(. 42، 43)دهد يـکاهش مNAT  ن ـياول
  الـدر س European Plasma Manufactures  ـوسيل  ـب ارـب

 ـ مطـر  شـد   4001  ـ 4000آن در سـال   يو در پ  ل يوس ـ  ب
European Agency  ،حضــور ژنــوم آ مــايش HCV يبــرا 

باشـد،   يا منـد پلاسـما م ـ  يک  ن يمحصولات پزشک يابيار 
 ،انتقـال خـون  مـوارد  ا   يلين  مان در خيهمدر  .انجام شد
گـر  يمـوارد د  يو برخ ـ HIV-1  ،HCV يبرا NATآ مايش 

 يهـا  ا  روش مراكـز انتقـال خـون   ا   ياريبس ـ. مرسوم شد
اعتبـار   يخـانگ  يهـا  معتبر و در موارد نادر ا  روش يتجار

بـر اسـاس    يتجـار  يهـا  تي ـک اغلب. کنند يافت  استفاده مي
 خـا  روس ي ـو کي ـص يتشـخ  يهر دهنده برا يغربالگر

آلوده كننـده و قابـل    يها روسيتعداد و شيبا افزا. باشد يم
اد نمونــ ، يــتعــداد   نيچنــ و هــم ق خــونيــا  طر انتقــال
اسـاس   شـود کـ  بـر    يشنهاد ميپ ديگر نيگزيجا يها روش
. باشند يده و با با ده بالا ميچيپ يها يون و تکنولوژياتوماس

صــورت   چندگانــ  بــ PCR آ مــايش کيــ رُوش شــرکت
Cobas Taq screen multiplex (MPX) ،ــرا ــرد يب  يابي

 يف ـين روش کيا. جاد کرده استيروس اين وي مان چند هم
،  Mو  O گروه RNA يابيو رد يبوده و قادر است غربالگر

HIV-1  ،HIV-2  ،HCV  وHBV DNA   نمونــ  ک يــرا در
 (.42، 43)ديمشخص نما

    NASBA اسـت   دمـا  همک ينوکلئ دير اسيک روش تکثي
ايـن روش   .دهـد  يرا انجـام م ـ  RNA يک الگـو ير يک  تکث

 ـ  ،در ايـن روش . تکثير بر اساس رونويسـي اسـت     ابتـدا ب
مناسـب   آغـا گر و  (RT)وسيل  آنـزيم رونويسـي معکـوس   

الگو،  RNAا  روي  DNA، يک رشت   T7 آغا گرمتصل ب  
-DNAمحصول اين واکـنش يـک هيبريـد    . شود ساخت  مي

RNA     خواهد بود ک  نسـبت بـ  آنـزيمRNase H   حسـاس
متصـل   RNAاي خود،  RNaseاين آنزيم با خاصيت  .است
تـک   DNAرا تخريب کرده و ب  اين ترتيب يـک   DNAب  

دوم در ايـن شـرايب بـ  آن     آغـا گر ماند کـ    رشت  باقي مي
 DNAدر اين شرايب بـا فعاليـت    RTآنزيم . شود متصل مي

dependent DNA Polymerase   ،خـودDNA    تـک رشـت  را
اي  دو رشت  DNAاين . کند اي تبديل مي دو رشت  DNA   ـب

باشـد، در   مـي  T7 آغـا گري در يک سـرخود داراي تـوالي   
بــا شناســايي ناحيــ   T7 RNA Polymeraseنتيجــ  آنــزيم 

خود، کار رونويسي را انجام داده و تعداد  يـادي  آغا گري 
RNA 4999الي  499ر رشت  ـدوداً ا  هـح)شود يـد مـتولي  
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RNA حال هر کدام ا   .(شود ساخت  ميRNA  سـاخت  هاي 
توانند الگو قرار بگيرند و اين سيکل مجدداً تکـرار   شده مي

ــيــا. (41)شــود  يآشکارســا  يخصــو  بــرا  ن روش ب
ب   يا يگر نيرا ديباشد   يدار، مناسب م RNA يها روسيو

 .جداگان  نداردصورت   معکوس ب يبردار مرحل  رونوشت
 NASBA Real-time ک روشيتوسع   ،ن مطالع يهدف ا  ا

 .بود HCVروسيو يآشکارسا  يبرا

 
  ها روشمواد و 
 :يکينيکل يها نمون 

 ينمونـ  پلاسـما   19 در مجموع ،تجربي  مطالع يك در    
 HCVنمون   39مختلف مورد استفاده قرار گرفت ک  شامل 

ــودمثبــت  ــ. ب ــت اياختصاصــ يمنظــور بررســ  ب ن روش ي
 يمنف ـ HCV ينمون  ک  ا  نظر سرولوژ 49 ،شده ياندا  راه

 .نيز مورد بررسي قرار گرفتند ،بودند
 

 : RNA استخراج
    RNA تي ـل  کيوس  تر پلاسما بيکروليم 419 روس ا يو 
مطابق با دستور شرکت سا نده   Qiamp viral RNA(كياژن)

 .استخراج شد
 

 : آغا گرطراحي پروب و 
 MB (Molecular Beacon) و پـروب  آغا گرک جفت ي    
 .شـد  يطراح ـ NCR´5  ي ـناح يرو بـر  HCVروس يو يبرا
ن منطق  يثبت شده مربوط ب  ا يها ين منظور، تمام تواليبد
 NCBI تيا  سـا  Mega 1 افـزار  روس با استفاده ا  نرميو ا 

دست   ب يها يتوالدر  ،افزار ن نرميبا استفاده ا  ا .گرفت  شد
 ن منطقـ  يانجـام شـد تـا بهتـر     يف ـيرد هم روسيو آمده ا 

  .ديآ دست  حفاظت شده ب
و  آغـا گر  يبررس ـ يانتخاب شده بـرا  يها يسپس توال    

 Beacon (Palo Alto,CA)افـزار  پـروب بـا اسـتفاده ا  نـرم    

designer7 ـثانو يسـاختارها  .قـرار گرفتنـد   يمورد بررس    ي
ــوال ــا يت ــا گر يه ــا  و آغ ــروب ب ــرمپ ــتفاده ا  ن ــزار اس  اف

(www.bioinfo.mfold/old/ma) Mfold  ــي شـــدند  .بررسـ
 ـ يا  ـقطع ، HCVيراـانتخاب شده ب آغا گرهاي طـول    ـب

bp 214 5  يا  ناح´NCR (4 جدول)نمودند يم ريرا تکث. 

 HCVهاي آغازگر و پرو   توالي: 1جدول 
 

5' CATGGCGTTAGTATGAGTG 3' F-HCV 
5' AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT 
AGG GCT ATC AGG CAG TAC CAC 
AAG 3' 

AR-HCV 
FAM 5' CCG ATC GCT AGC CGA GTA 
G(I)G TTG GG GAT CGG 3'  
BHQ-1 

BP-HCV 
A )    حروفي ك  ب  شكل ايتاليك نوشت  شـده تـوالي آغـا گرT7 
 .باشد مي
B )    باشـد سـاق  پـروب     دار مـي  حروفي ك  بـ  شـكل  يـر خـب

molecular beacon باشد مي . 
I )  باشد مي اينو ينمخفف با . 
 

 :  HCVساخت و تهي  پلاسميد 

روس يو ر قطع  مورد نظريبا تکث HCVد يساخت پلاسم    
اتصـال آن قطعـ  در وکتـور     و RT-PCRل  واکـنش  يوس  ب

PTZ57R/T فرمنتـا  )تي ـمطابق دستور ک ،T/A cloning kit 

k1213 )قطع  کلون شده مربوط ب   .بودHCV  ، ـ يا قطع    ب
ــول  ــود NCR´5ا   bp 214طـ ــ  ا   بـ ــر PCRکـ  يرو بـ

بـا   HCVد يپلاسـم  .آمـده بـود   دسـت   مثبت ب HCVنمون 
 ژل يرو درآمده، سپس بـر  يصورت خط  ب ECORIم يآنز
 .ده شـد ي ـآن قطع  بر قيز دقياساس سا برده شد و بر 8/9%

 اژن ، قطع  مورد نظر بريص ا  ژل کيت تخليبا استفاده ا  ک
. ص شـد يشـرکت سـا نده ا  ژل تخل ـ   دسـتورالعمل اساس 

قرائـت   يد خط ـيپلاسـم  OD سپس با استفاده ا  نانودراپ،
 In vitroشــده در واکــنش يد خطــين پلاســميــا  ا .شــد

transcription  استفاده شد. 

 
 :و تهي  استاندارد  In vitro transcriptionواکنش

باشـد و   يم T7آغا گر  يچون دارا PTZ57R/T ديپلاسم    
پس بـا   ،ا  قطع  کلون شده قرار دارد قبل ،يقوآغا گر ن يا

مطـابق بـا    T7 RNA Polymerase( فرمنتـا  )مياستفاده ا  آنز
ــا نده   ــتاندارد بـ ـ RNA ،دســتور شــرکت س دســت   اس

کـ  در واکـنش    يدين بردن پلاسميا  ب يبرا (.2جدول)آمد
in vitro   ميآنـز  بـا اسـتفاده ا    يم ـيوجـود دارد، هضـم آنز 

ــاژن) ــ و DNaseI (كي ــا اســتفاده ا  RNA صيســپس تخل   ب
 غلظـت . سا نده انجام شد دستورالعملطبق  (كياژن)تريزول
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RNA دست آمده بـا اسـتفاده ا  نـانودراپ قرائـت شـد       ب .
دسـت    ب 1 * 492تا  1 * 496ا   يتميلگار يها سپس رقت

 ـ tRNA   شـده ا  ي ـته ياستانداردها يداريپا يبرا. آمد   ـب
 .استفاده شد mg/mL4/9 دارکننده با غلظت يپاوان ـعن
 

NASBA Real-time : 
 يبرا Real-time PCR Rotorgene 3000( كوربت)ستميس    

ــرار  NASBA Real-timeانجــام واکــنش  مــورد اســتفاده ق
ــت ــا . گرف ــم نه ــنش  ييحج ــود يکروليم 21واک ــر ب  48 .ت

 1/8)مـولار  يل ـيم 19شامل  pre-reaction mixture تريکروليم
pH: )Tris-Hcl ،19 مولار يليم KCl  ،3 مولار يليم MgCl2  ،
 NTP  ،2مـولار ا  هـر   يل ـيم dNTP  ،2 مولار ا  هـر  يليم 4
ميكرومـولار   dTT ،(vol/vol )41 %DMSO  ،1/9 مولار يليم

ــر ــا گر ا  ه ــروبيم 2/9و ( HCV)آغ ــولار ا  پ  1 و کروم
وب ي ـسپس ت. ص شده بوديروس تخليو RNAتر ا  يکروليم
بـ  منظـور با شـدن سـاختمان      ºC61  قـ  در يدق 1مدت   ب

 ºC19 يقـ  در دمـا  يدق 1مدت   و پس ا  آن ب RNA  يثانو
 6/2 يکـ  حـاو   يميمخلوط آنز ا  تريکروليم 2 .شدانكوب  

ا   T7 RNA  ،IU 8مرا   ا  پلي BSA ، IU 19 کروگرم ا يم
AMV RT   ،IU RNase H 2/9 و IU RNasin 1/42 ب   ،بود

 يق  در دمـا يدق 429مدت   وب بيسپس ت .لول  افزوده شد
ºC 14  ش ياطلاعـات مربـوط بـ  شـدت افـزا     . انکوب  شـد

 .شد يم يآور ق  جمعيفلورسانس در هر دق
 

 :NASBA Real-timeتعيين حساسيت و اختصاصيت واکنش 
    RNA شــده بــ  روشيــته  in vitro روس در يــو يبــرا

ن ا  يچن ـ مه وتهي  شد  1*  491تا  19 مختلف يها غلظت
کـ    يطـور   استفاده شد، ب HCVعفونت  يک نمون  داراي
بـار   3 ، حاصـل ا   HCV ينمونـ  دارا  ين تعداد کپ ـيانگيم

 ، Artus HCV RGيهـا  تي ـل  کيمجزا ب  وس ـ يت سنجيکم
copies/mL 4191401 ـبا استفاده ا  ا .بود  ک ي ـن نمونـ  و  ي

ا   19تا copies/mL491*1  يها ، رقتيمنف ينمون  پلاسما
 2)تکـرار   1رقـت   سـپس ا  هـر   .  شـد يته HCV روسيو

ــف ــورد اســتخراج( تکــرار در دو رو  مختل ــرار  RNA م ق
شـد تـا    يشـده بررس ـ  يانـدا   ل  روش راهيوس  گرفت و ب

 ن دو ـيها توسب ا ا  نمون  يريگ ن رقت قابل اندا هيتر نييپا

 . ن گرددييروش تع
  يـ، بررسيـصيروش تشخ يکيتيآنال يژگين وييتع يبرا    

 ورد ــم يو پروب ب  الگوآغا گر  يصحت اتصال اختصاص
 يبـرا . شد انجام NCBI nucleotide BLAST گاهينظر در پا

ــيتع ــ  ا    49 ،يکــينيت کلين اختصاصــي ــ  پلاســما ک نمون
روس ين چند ويچن هم داشتند و يمنف يسرولوژ HCVنظر

 .قرار گرفت يبررسق خون مورد يابنده ا  طريانتقال 
 

 به منظور اجزاي لازم براي فرآيند رونويسي در آزمايشگاه: 6جدول 
 HCVبراي سنجش ويروپ  RNAتهيه استاندارد از جنس 

 
 

 اجزا غلظت
µL 1 x transcription Buffer 1 
mM 4 NTP Mix 

Unit 1/42 RNase inhibitor 

Unit 29 T7 RNA Polymerase 

µg 4 PCR Product 

µL 19 Up to DEPC-Treat water 

 ساعت 2ب  مدت  ºC 31انكوباسيون در دماي 
 

 ها يافته
 NASBA Real-time:ت واکنش يحساس

ک  بـا   ييها ا  نمون  19تا copies/mL491 * 1 ي ها رقت    
 ـي  شده بودند، پـس ا  تخل ـ يدو روش بالا ته ل  يوس ـ  ص ب

 RNA (.3جــدول)شــد يشــده بررسـ ـ يانــدا  روش راه
 مـوارد % 499در  copies/mL199  در غلظـت  HCVروسيو

 39 ،يک ـينيت کليحساس يب  منظور بررس. شد يآشکارسا 
بـا   .قـرار گرفتنـد   يابي ـمورد ار  HCVعفونت  يدارا ن نمو

 ينمون  بـرا  39نمون  ا   20 ،شده ياستفاده ا  روش طراح
 ـا  ا .مثبت شـد  HCVروس يو  يک ـينيت کلين رو حساس ـي

در نظـــر گرفتـــ  % 6/06شـــده معـــادل يانـــدا  روش راه
 (.1جدول )شد
 

 NASBA Real-time:اختصاصيت واکنش 
 يهـا  پيتمام ژنوت يبرا،  Mega 1 افزار استفاده ا  نرم با    

HCV و پـروپ  آغا گر يها يک  توال انجام شد يفيهم رد، 
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روس ي ـو يهـا  بي ـرا بـا تمـام ژنوت   ييار بالايبس يهمولوژ
HCV افـزار   با استفاده ا  نـرم ن يچن هم .نشان دادندBlast  ،

GeneBank چ ژنـوم  يو پـروب بـا ه ـ   آغا گر يها ين تواليا
 ـنشان ندا يو تداخل يهمولوژ ،يژنوم انسان و يروسيو  .ددن

 يمنف ـ نمونـ   49ا   ،روش يکينيکل يژگين وييب  منظور تع
 يهـا  هـا بـا اسـتفاده ا  روش    آن در HCV ک  عـدم وجـود  

 و هـم  د شـده بـود  ييامعتبر ت يتجار يلکولوو م يسرولوژ
شوند  يق خون منتقل ميها ک  ا  طر روسيو ين ا  برخيچن

اســتفاده  (HIV-1و  HSV1/2  ،EBV  ،CMV  ،HBV)ماننـد 
ا  . مشـاهده نشـد   يمثبت ـ جـ  ينت ،ک ا  مواردي چيه در .شد

در نظـر  % 499شـده معـادل    ياندا  روش راه يژگيرو و نيا
 .گرفت  شد

 
 حساسيت آناليتيكتعيين : 3جدول 

 
 HCV HCVتعداد موارد مثبت 

(Copies/mL) 
 19999 1ا   1

 1999 1ا   1

 199 1ا   1

 19 1ا   4

رونويسـي   RNAتعيين حساسيت آناليتيك تسـت بـا اسـتفاده ا     
 . ب  دست آمدشده 

 
 NASBA Real-timeحساسيت و اختصاصيت واكنش : 4جدول 

 

 
مثبت از نظر 

 HCVويروپ 
منفي از نظر ويروپ 

HCV 

 49 39 تعداد كل نمون 
 9 20 نتايج مثبت
 49 4 نتايج منفي
  %6/06 حساسيت
 %499  اختصاصيت

 
  :طراحي آ مايش

صورت   ن مطالع  بيا يبرا NASBA Real-timeواکنش     
 يبـرا . کند يم يابيرا رد HCVروس يو RNAحضور  ،يفيک

 ـبـا  Molecular Beacon پـروب   ،روسي ـو يآشکارسا  ک ي

ن رنگ فلورسـانس  يچن منحصر ب  فرد در لوپ و هم يتوال
FAM ــ ــت    ب ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــور م ــوان فلورف  .عن

قـ   يش فلورسانس در هر دقياطلاعات مربوط ب  شدت افزا
ژل  ير بـر رو يتکث ج بعد ا ينتا .(4شکل (شد يم يآور جمع

 ـبـا ات  يزي ـآم همراه با رنگ% 2آگار    µg/mL)دي ـبرما وميدي
 ،bp214 وجـود بانـد بـا طـول     . نشان داده شده است( 1/9
 (.2شکل(باشد يم HCV  روسير ويانگر تکثيب
 
 
 
 
 
 
 
 

بر  NASBA Real-timeنمودار تكثير و شدت فلورسانس : 1شكل 
  حسب دقيقه

 Mg  ،15مول  ميلي 3 -6. ميكرومول پرو  Mg  ،65مول  ميلي 3 -1
 3 -4. پيكومول پرو  Mg  ،65مول  ميلي 3 -3. پيكومول پرو 

 NTC -0. پيكومول پرو  Mg  ،15مول  ميلي

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ، %6بر روي ژل آگارز  NASBAالكتروفورز محصولات : 6شكل 
 يها نمونه NASBAمحصول : 6-0 ستون، يکنترل منف: 1 ستون
HCV  ،مارکر: 2 ستونمثبت RNA  اندازهbp 155 

 
 بحث
 يبـرا  RT-PCRماننـد   يمولکـول  يها روش يريکارگ  ب    

ا  چرخـ    يا ها کـ  مرحلـ    روسيا  و يبعض يسنجش کم
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باشـد، ممکـن اسـت     يروس ميها ب  صورت پروو ر آنيتکث
کـ    RNA هـا عـلاوه بـر    ن روشي ـرا در ايجاد کند  يخطا ا

 DNA روس ک يدهد، پروو يروس را نشان مير ويزان تکثيم
، -PCR RTب ي ـگـر معا يد ا  .کنـد  ير م ـي ـز تکثي ـنرا است 

ک ي ـد نوکلئير اسيجهت تکث يحرارت يها کليب  سوابستگي 
 ـ کلر دارنـد، يا  ب  دستگاه ترموسين نيبوده و بنابرا کن در يل

 ـن ن  بالا ويبودن هز ها ب  علت دارا شگاهيا  آ ما بسياري ا  ي
ر و ي ـتکث يهـا  روش .شود يانجام نم PCR ،ن ماهريب  تکنس

 ،ب  صرف  بـوده  نمقرو،  NASBAمانند  RNA يآشکارسا 
بـودن   يا ن مرحل يو مشکل چند دوش يدر  مان کم انجام م
ــودگ  ــان آل ــا روش يو امک ــد  ييه ــل  RT-PCRمانن را ح

بـا اسـتفاده ا     NASBA Real-timeروش (. 41، 41)کنند يم
 MB .شـوند  يار آسان و راحت انجام م ـيبس MB يها پروب
داراي هســتند کــ   يا رشــت  تــک يدهايــگونوکلئوتياولهــا، 

پـروب   يتـوال . باشند يم  (Stem-loop)ساق  و لوپساختار 
هـدف   يباشد ک  مکمـل تـوال   يم لوپنام   ب يقسمت يدارا

ک   استپروب  يانتها کوتاه در دو يک توالي ساق  است و
پـروب و   '5يک فلوروفـور در انتهـا  ي. باشد ميمکمل با آن 

ن پـروب  ي ـگـر ا يد يها بخش،  '3 يانتها در ک خاموشگري
مشـاب   ک ساختار يل يتشک ،واکنشموجود در  MB. هستند

فلوروفـور را در   ،ساق  يتوال. دهد يم (hair pin)سنجاق سر
ک خاموشـگر نگـاه داشـت  و موجـب خـاموش شـدن       ينزد

 FRET ( Fluorescence Resonance ل يوس ـ  فلوروفـور ب ـ 

Energy Transfer) يوقت. شود يم MB هدف خـود   يب  توال
 ييکرده ک  موجب جدا دايپ ييرات فضاييتغ ،ابدي ياتصال م

ج  آن، فلوروفـور ا   يشود و در نت يفلوروفور و خاموشگر م
 سنجاق سر ک  ب  شکل ييها پروب. کند يخود نور ساطع م

نســبت بــ   يار بــالاتريت بســياختصاصــ يدارا ،باشــند يمــ
ن ي ـدر ا سـاق  هستند ک  علت آن، حضور  يخط يها پروب
ا ي ـس  و يقابل مقا NASBAر يقدرت تکث. باشد يها م پروب

ــ ــوارد بهتــر ا    يدر برخ ــت PCRم روش ت يــموفق .اس
NASBA  يدر آشکارســا mRNA مختلــف و  يهــاRNA 

(. 46، 41)ده اسـت يب  اثبات رس ـ يروس و باکترين ويچند

 يبـرا ن روش ي ـا يريکـارگ   ا  ب ـ يمحـدود  هـاي  گزارش
موجـود   صورت چندگان ،  ب ها سمي مان ارگان ص هميتشخ

ا   و همکـارانش  جين در مطالع  انجام شده توسب .باشد يم
ــرا NASBAروش  ــ  ب ــا روسيــص ويتشــخ يچندگان  يه
در مطالع  (. 48)استفاده شد ييت غذايعامل مسموم يا روده

 يابيــرد ين روش بــرايــو همکــاران ا  ا لــو يگــريد
ــو ــا روسي  ــ يه ــتگاه تنفس ــت دس ــل عفون ــتفاده  يعام اس

و  لـوئنز  ک  توسب يگريق دين در تحقيچن هم (.41)کردند
ــده   ــام ش ــارانش انج  Real-time NASBA ا  روش ،همک

ا يديــ ، کلاميــکوپلاســما پنومونيما يابيــرد يچندگانــ  بــرا
اسـتفاده   يتنفس ـ يهـا  ونلا در نمون يلژ يها گون    ويپنومون

 ياسـاس متـدولوژ   بر يصيتشخ يها روش(. 41)شده است
NASBA گــرا  جملــ يد روسيــن ويچنــد يبــرا HIV-1  ،

ــانتروو روس،يتومگالوويســ ــاراآنفولانزا گــزارش  و روسي پ
 ـا  ادر  مينـ  اســتفاده   .شـده اسـت   ر يــتکث يبـرا  روشن ي

  .وجود ندارد يهنو  گزارش،  HCVروس يو

 
 گيري نتيجه
يـك ابـزار   ،  NASBAو  Real-timeدو سيسـتم  ب يترک    

ايجــاد  HCVپــذير را در تشــخيص عفونــت  قابــل انعطــاف
عدم نيا  بـ  تجهيـزات    و ك  ب  علت سهولت انجام كند مي

. باشـد  حساسيت و اختصاصيت بـالا مـي  داراي  ،قيمت گران
ب  علاوه اين سنجش روشي مفيد و سريع بـراي تشـخيص   

هــاي پلاســماي بيمــاران  هــاي مختلــف در نمونــ  عفونــت
هاي ويروسي  توان براي ار يابي عفونت ن را ميباشد و آ مي

 . هاي تشخيصي استفاده كرد در انتقال خون و نيز آ مايشگاه
    

 تشكر و قدرداني
هاي مالي دانشگاه تربيت مـدرس   اين پژوهش با حمايت   

هم چنين ا  آ مايشگاه بيمارسـتان دي  . انجام پذيرفت  است
سميعي بـ   هرام شو خانم دكتر حوري رضوان و آقاي دكتر 

خاطر همكاري و تهيـ  نمونـ  كمـال تشـكر و قـدرداني را      
 . داريم
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Abstract 
Background and Objectives 

Hepatitis C is the most common viral disease among intravenous drug users transmitted mainly 

through blood transfusion. In this study, we used an isothermal nucleic acid sequence-based 

amplification (NASBA) in combination with a molecular beacon probe-based real-time assay 

for detection of HCV.  

 

Materials and Methods 

In this experimental study, the conserved 5’NCR region with the length of 241 bp was used for 

probe and primers design. In comparison with the standard, RNA virus detection sensitivity of 

the method was 100 percent for up to 500 copies/ ml. 

 

Results 

No serological positive sample was detected with this assay; the clinical sensitivity of reaction 

was 96.6%. NCBI Nucleotide Blast showed 100% analytical specificity and no cross was 

observed with viruses or human genome. Investigation of 10 serological negative samples 

showed the clinical specificity to be 100%. 

 

Conclusions 

In summary, due to its isothermal nature, its speed, and its use for RNA specific amplification, 

NASBA real-time assay will have broad applications for the rapid detection of HCV in plasma 

samples. 
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