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 علمي پژوهشيفصلنامه

 نش ميكروب شناسيدا

 1388 پاييز،4، شماره اولسال

 در تشخيص ويروس LAMPمقايسه روش سايبرگرين با كدورت سنجي در شناسايي محصول
Bهپاتيت

2الهام مسلميو1* محمد حسن شاه حسيني

 واحد- استاديار دانشگاه آزاد اسلامي.shahhosseiny@yahoo.com 2 گروه ميكروبيولوژي- واحد شهر قدس-دانشيار دانشگاه آزاد اسلامي.1
 گروه زيست شناسي-)قيامدشت( شرق تهران

 چكيده
و كارسينوماي B(HBV)ويروس هپاتيت  يكي از عوامل بسيار مهم در پيدايش بيماريهاي كبدي

و مولكولي(روشهاي تشخيص اين ويروس. هپاتوسلولار مي باشد هر كدام داراي محدوديتهايي) سرولوژيك
د از.ر همه مراكز تشخيصي وجود نداردهستند، به همين دليل امكان استفاده از آنها در اين تحقيق استفاده

B در تشخيص ويروس هپاتيت LAMPسايبرگرين با كدورت سنجي براي بررسي محصول نهايي واكنش 
و مقايسه شده اند  جمعيت مورد بررسي قرار3 نمونه سرمي مثبت، متشكل از 200در اين مطالعه. بررسي

و ويژگي،. طراحي گرديدLAMPتكنيك پرايمر ويژه براي6. گرفتند پس از انجام تستهاي حساسيت
و LAMPمحصول. آزمون بر روي نمونه ها بهينه گرديد  بوسيله الكتروفورز، اضافه كردن سايبرگرين

و با تيترهاي متفاوت جمع 200از. اسپكتروفتومتري مورد بررسي قرار گرفت  نمونه با تعداد پارتيكل مشخص
مقايسه نتايج نهايي واكنش نشان داد كه الكتروفورز،. مثبت بودند LAMP)86(%نمونه 172آوري شده،

و اسپكتروفتومتري همگي داراي نتايج مشابهي مي باشند، بطوريكه با افزايش زمان  اضافه كردن سايبرگرين
افDNAواكنش به دنبال سنتز  زايش ميزان، منيزيوم پيروفسقات توليد شده نيز افزايش يافته كه منجر به

و ويژگي بالاتري (LAMP)تكنيك تكثير هم دما بوسيله لوپ. مي شود كدورت در واكنش  داراي حساسيت
مي باشد بعلاوه مقايسه سه روش تشخيصي نشان داد كه تشخيص نهايي با استفاده از سايبرگرين به

ا .لكتروفورز از بين مي رود تجهيزات كمتري نياز داشته بعلاوه احتمال ايجاد آلودگي نيز به دليل عدم

.، اسپكتروفتومتريB،LAMPهپاتيت: كليديواژگان

 قدمهم
يكي از اعضاء خانواده هپادناويريدهB ويروس هپاتيت

 نفر در اثر 1،200،000 تا 500،000سالانه حدود. است
و مزمن با هپاتيت در).1( از بين مي روندBعفونت حاد

يكهBحال حاضر عفونت هپاتيت مچنان به عنوان
مشكل مهم بهداشتي در سراسر دنيا باقي مانده است، 
بطوريكه مطابق آمار سازمان بهداشت جهاني در حال 

حدود يك سوم جمعيت( ميليارد نفر2حاضر بيش از 

 350 مبتلا گشته كه شاملBبه ويروس هپاتيت) جهان
در ايران نيز).2(ميليون ناقل مزمن ويروس مي باشند

 ميليون نفر5/2آخرين آمار رسمي در حال حاضر طبق 
به نظر مي رسد).2(باشندميBحامل ويروس هپاتيت

 ويروس مزمن توسط هاي هپاتيت درصد70-80كه
مي توان بيان كرد كه هپاتيت. شوندمي ايجادBهپاتيت

Bترين اصليو كبدي عامل بيماري ترين مهم تنهائيبه 
 ايران به شماردر تيتاز هپا ناشي ميرو مرگ علت
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و همكارمحمد حسن شاه حسيني/....LAMPمقايسه روش سايبرگرين با كدورت سنجي در شناسايي محصول 30
 سرولوژيك مهمترين مشخصهHBsAg).3و4( مي رود

. به حساب مي آيدBهپاتيت عفونت براي تشخيصي
HBsAg  ًبا تماس اوليناز بعد هفته10تا2 معمولا

HBVبيماران سرمدر كبدي هاي آنزيم افزايشاز قبلو 
مهمترين مشكل در كشورهاي در حال. شودمي ظاهر

 تأخير در درمان اين بيماران است،،و توسعه يافتهتوسعه 
و بنابراين ايجاد يك روش تشيخص حساس تر، سريع تر

دقيق تر نسبت به روشهاي قبلي مدتهاست ضروري به نظر 
).5(رسد مي

شامل، روشهاي تكثير اسيدهاي نوكلئيك هم دما
روشهاي مختلفي منجمله تكثير بر مبناي توالي نوكلئيك 

و اسيد، تكث ير به واسطه رونويسي، تكثير چرخه غلطان
در).6( همانند سازي سكانس خود نگهدارنده مي شود

 براي اولين بار Notomi، دانشمندي به نام2000سال
از) LAMP(تكنيك تكثير هم دما به واسطه حلقه كه

و سرعت بسيار بالايي برخوردار است  ويژگي، اختصاصيت
 يك روش تكثير ژن LAMPتكنيك).7( را ابداع نمود

 مي تواند در DNAمنحصر به فرد بوده كه در اين روش
و و تنها با استفاده از يك آنزيم تكثير يابد شرايط هم دما

اين).8( الگو ندارد DNAنيازي به اعمال دناتوراسيون 
 پرايمر ويژه سايت هدف تحت عنوان4تكنيك از 

 خارجيو پرايمرهاي) FIP, BIP(پرايمرهاي داخلي
)F3,B3 (نيزوDNA پليمراز با خاصيت جابه جا سازي 

استفاده كرده) Bst large fragment(رشته سنتز شده
غلظت. حلقه مي شود-و سبب شكل گيري ساختار ساقه

DNA تكثير يافته را مي توان با اندازه گيري كدورت 
ايجاد شده طي واكنش در اثر تشكيل منيزيوم پيروفسفات،

طراحي دو پرايمر ويژه حلقه سبب).9(دبدست آور
در واقع وجود. مي شود LAMPافزايش سرعت واكنش 

در6اين   پرايمر ويژه، سبب شناسايي هشت ناحيه مجزا
در)B3وF3(پرايمرهاي خارجي. ژن هدف مي شود تنها

و پرايمر هاي  مرحله غير چرخه ايي وارد واكنش مي شوند
بو) BIPوFIP(دروني  و با دارا دن هر دو توالي سنس

 حلقه كمك- در شكل گيري ساختار ساقه، آنتي سنس
به) BLPوFLP(دو پرايمر ويژه لوپ. مي كنند با اتصال

مي، توالي در ساختار حلقه و تسهيل واكنش  سبب تسريع
با).10(شوند تكثير اسيدهاي نوكلئيك در اين واكنش

سازي پليمراز با خاصيت جابه جا DNAاستفاده از 
).11(قطعات سنتز شده صورت مي گيرد

، در مرحله اول با استفاده از پرايمرهاي داخلي
DNAشكل-ي با ساختار ساقه  حلقه در هر دو انتها

در مرحله. مي گيرد كه به عنوان آغازگر به حساب مي آيد
به قسمتي از حلقه متصل) FIP(بعد يك پرايمر داخلي 

و سنتز رشته  شونده را آغاز مي كند جانشين DNAشده
حلقه جديد مي شود-كه سبب ايجاد يك ساختار ساقه

-كه مكمل ساختار آغاز گر است، در حاليكه ساختار ساقه
به علاوه در اين. حلقه اوليه همچنان باقي مانده است

مرحله ساختارهايي با نواحي داراي تكرارهاي وارونه نيز 
 ارها طويلدر مرحله آخر اين ساخت. بوجود مي آيند

-ي با ساختار ساقهDNA مي شوند، در نهايت قطعات
و ساختارهاي گل حلقه به همراه تكرارهاي معكوس متعدد

در طي اين. كلمي با لوپهاي فراوان بوجود مي آيند
از،واكنش  كپي از توالي109 ساعت حدود1 در كمتر

).13و12(هدف تكثير مي يابد
ويژه واكنش خصوصياتاز بطوريكه بيان شد يكي

LAMPمقدار زيادي سنتزدرآن، تواناييDNA است 
در محصول بعنوان)PPi(پيروفسفات يون بعلاوه فرعي

زيادي در طي واكنش بوجود به ميزان dNTPاثر مصرف 
تركيب)MgSo4(بافردر موجود با منيزيومكه مي آيد
و را)منيزيوم پيروفسفات(رنگ سفيد رسوب شده
به ميزان كدورت ايجاد شده در واكنش.ددهمي تشكيل

چه ميزانهر).14(بستگي دارد شده سنتزDNAميزان
DNAنيز كدورت توليد شده باشد بيشتر شده سنتز 

  DNAبه حضور رسوب اين تشكيل.بود خواهد بيشتر
درDNAالگو وابسته است يعني اگر  واكنش مخلوط الگو

بنابراين.شدهدنخوا مشاهده كدورتي باشد نداشته حضور
يا انجام تواندمي رسوب سفيد رنگ، حضور عدميا حضور

).14و9(كند را بيانLAMPواكنش انجام عدم
كه نكته است اينLAMPواكنشدر توجه قابل نكته

سنتز شده DNAبا كدورت توليد شده ما بين ميزان
 بيشترDNAميزانچههر يعني رابطه خطي وجود دارد،

).13و10(بود خواهد بيشتر نيز ورتكد ميزان باشد
 حدودLAMPواكنشدرDNAسنتز ميزان

20 µg/25µl حاوي واكنش مخلوط كدورت. است
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31 1388 پاييز،4ه سال اول، شمار دانش ميكروب شناسي علمي پژوهشيفصلنامه

DNAواكنش به تدريج شروعازپس دقيقه15، الگو 
مي آراميبهو شده آغاز ).14و13و10(يابد افزايش

 ما بين روش،هدف از اين مطالعه بررسي مقايسه اي
 با كدورت سنجي در شناسايي محصول سايبرگرين
LAMP و معايب اين روشها و همينطور بررسي مزايا در،

درBتشخيص ويروس هپاتيت و ارائه الگوي مناسب ،
بكارگيري اين تكنيك در روشهاي تشخيصي عوامل

.بيماريزا است

و روش ها  مواد
:نمونه ها

 نمونه سرم جمع آوري گرديد، 200در اين مطالعه
 گروه تقسيم3 هاي مورد آزمايش در اين مطالعه به نمونه
از66جمعيت اول شامل. شدند  نمونه هاي سرمي، كه

 Cobasداراي سيستم(آزمايشگاه ويروس شناسي كيوان
لود. جمع آوري شده بودند) آمريكاFDAو مورد تايئد

جمعيت دوم. ويروسي اين نمونه ها كاملا مشخص بود
و آزادي نمونه بودند36شامل  كه از آزمايشگاه رسالت

و تست اليزا براي آنتي ژن ويروس هپاتيت Bتهيه گرديده
هم. در آنها مثبت گزارش شده بود  نمونه98گروه سوم

از) با تعداد پارتيكل مشخص( را شامل مي گرديد كه
.آزمايشگاه قلهك جمع آوري شده بودند

  : LAMPواكنش
 تكثير هم دما به يكي از مهمترين عوامل در واكنش

 عنوان آغازگر باشند كه به واسطه لوپ، پرايمرها مي
در. كنند واكنش تكثير در شرايط آزمايشگاهي عمل مي

 با كمك نرم افزارLAMPاين مطالعه، پرايمرهاي
Primer explorer V4 ويژه آنتي ژن سطحي ويروس 

در اين مطالعه از ترادف شايع. طراحي گرديدBهپاتيت
موجود در بانك) awy2 ،سروتايپDژنوتايپ(ران در اي
شد(Accession No. AY741794)ژن  . استفاده

 مايكروليتر حاوي25 در حجم كلي LAMPواكنش
0.2 هر كدام به غلظتB3وF3پرايمرهاي µM،
1.6 هر كدام به غلظت BIPو FIPپرايمرهاي µM،

0.8 هر كدام به غلظتLBوLFپرايمرهاي لوپ µM،
،Tris-HCl (20 mM) حاوي1Xبافر آنزيم به غلظت

KCl(10 mM)،(NH4)2SO4(10 mM) 

MgSO4(9 mM), وdNTP 1.4 به غلظت mM ،
0.8به غلظت بتايين Mواحد آنزيم8و در نهايت 

Bst)New England BioLabs;Lot:33/110806 (
).16(بهينه گرديد

:شناسايي محصول
ر وش اضافه كردن براي تعيين محصول واكنش به

 مايكروليتر1رنگهاي فلوئورسنت، به هر لوله واكنش مقدار 
 كه با آب ده INVITROGENسايبرگرين يك كمپاني

 اضافه كرده، سپس لوله ها بر روي برابر رقيق شده بود
دستگاه ترانس ايلومينيتور با طول موج اشعه ماوراء بنفش

مو 302 رد نانومتر جهت بررسي خاصيت فلوئورسانس
و لوله هاي لوله. كنكاش قرار گرفت  هاي مثبت، سبز رنگ

براي. منفي به رنگ نارنجي خيلي كم رنگ ديده شدند
تعيين مقدار منيزيوم پيروفسفات توليد شده در فواصل 

، از ابتداي واكنش، جذب LAMPزماني مختلف واكنش 
و تعداد اي با نوري نمونه نمونه كنترل يك پارتيكل مشخص،

ب  Spectrophotometerا استفاده از دستگاه منفي،
Bio-RAD شد400 در طول موج . نانومتر اندازه گيري

 توليد شده طي واكنش، به وسيله اندازه DNAميزان
گيري جذب نوري نمونه در فواصل زماني مشخص با
و در طول موج  استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر اپندورف

 DNAترتيب غلظت بدين. نانومتر مشخص گرديد260
توليد شده در طي مراحل مختلف واكنش بدست آمد، در

اين حالت نيز به منظور مقايسه، واكنشي متشابه با 
).16(استفاده از كنترل منفي، نيز مورد بررسي قرار گرفت

و بحثنتايج
DNA ويروس هپاتيت Bاز ، از سرم تهيه شده

 ميليون4آزمايشگاه ويروس شناسي كيوان با لود ويروسي
، DNPپارتيكل در هر ميلي ليتر، با استفاده از كيت

 LAMPبا الكتروفورز محصول واكنش. استخراج گرديد
 با اندازه هاي DNA، قطعات%2ژل آگارز در بهينه شده

).1شكل( مختلف ديده شد
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و همكارمحمد حسن شاه حسيني/....LAMPمقايسه روش سايبرگرين با كدورت سنجي در شناسايي محصول 32

:2 در ژل آگارز  LAMPالكتروفورز محصول.1شكل  لاين%
.100bp DNA Ladder PLUs ،2.سايز ماركر فرمنتاس.1

 كنترل منفي.LAMP،3كنترل مثبت واكنش

و مشاهده در زير با افزودن سايبر گرين به لوله واكنش
، واكنش مثبت به رنگ) نانومتر302طول موج( U.Vنور 

و واكنش منفي به رنگ نارنجي ديده مي شود شـكل. سبز

و منفي را در زير نـور LAMP نمونه هاي2  U.V مثبت
. نشان مي دهد

واكنش:1-3لوله هاي. LAMPنتايج واكنش.2شكل
 واكنش منفي:4لوله. مثبت

منيزيوم پيروفسفات ايجاد شده در طي واكنش سبب ايجاد
، كدورت ايجاد شده در فواصل  كدورت در لوله واكنش مي شود

اندازه گيري توسط دستگاه اسپكتروفتومتر مورد) دقيقه يكبار5(زماني
با افزايش زمان واكنش ميزان توليد منيزيوم پيروفسفات. قرار گرفت

. افزايش مي يابد تا در پايان واكنش به حداكثر مقدار خود مي رسد
 مقدار جذب نوري منيزيوم پيروفسفات توليد شده در واكنش1جدول

. نانومتر نشان مي دهد400را در طول موج

ن.1جدول  وري منيزيوم پيروفسفات در طي واكنشمقدار جذب

123456789101112 نمونه

51015202530354045505560 زمان

جذب نوري در طول
 نانومتر400موج 

032/0044/0076/0152/0264/028/0336/0388/0476/0552/0792/0024/1

ــوم ــت منيزي ــر غلظ ــان ب ــزايش زم ــا اف ــدريج ب ــه ت ب
پيروفسفات حاصله افزوده گشته، بطوريكه بيشترين ميزان 

. ديده شـد)S12( دقيقه60منيزيوم پيروفسفات در پايان 
منيزيوم( نمودار ميله اي ميزان كدورت توليد شده3شكل

ــده  ــد ش ــسفات تولي ــي) پيروف ــشان60در ط ــه را ن  دقيق
با افزايش زمان واكنش، بر ميزان كـدورت ايجـاد. مي دهد

 له كمپلكس هـاي منيزيـوم پيروفـسفات افـزوده شده بوسي 
.مي شود

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

Min 0 Min 5  Min 10 Min 15 Min 20 Min 25 Min 30 Min 35 Min 40 Min 45 Min 50 Min 55 min 60

Series1

 
.نمودار ميله اي ميزان كدورت ايجاد شده در طي واكنش.3 شكل

 نانومتر400محور افقي زمان هاي اندازه گيري، محور عمودي ميزان جذب نوري واكنش در طول موج

1 2 3 4
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 در طي واكنش DNAبا افزايش زمان، ميزان توليد
زايش مي يابد كه با اندازه گيري ميزان بصورت تصاعدي اف

هاي نانومتر در زمان260جذب نوري واكنش در طول موج
شدDNAمتناوب، غلظت هاي متفاوت  . توليد شده، ديده

در( توليد شده DNA ميزان2جدول 25ميكروگرم
با افزايش. در طي واكنش را نشان مي دهد) ميكروليتر

شDNAزمان واكنش، مقدار  ده در واكنش نيز توليد
.افزايش مي يابد

 توليد شده در طي واكنشDNAمقدار.2 جدول

123456789101112 نمونه

51015202530354045505560 زمان

 بر حسب DNAغلظت
 ميكروگرم در ميكروليتر

5/09/045/29/5785/735/968/946/147/1414/1502/16

و غلظت رابطه مي  توليد DNAزان كدورت ايجاد شده
 به تصوير كشيده شده4شده در طي واكنش، درشكل

و كدورت افزوده DNAبا افزايش زمان بر غلظت. است
.مي شود

.و كدورتDNAنمودار خطي رابطه غلظت.4شكل

ايجاد شده بر محور افقي ميزان جذب نوري كدورت
 400اثر كمپلكس منيزيوم پيروفسفات در طول موج 

 توليد شده در DNA، محور عمودي غلظت)IU(نانومتر
)ميكروگرم بر ميكروليتر(طي واكنش

 نمونه سرم مثبت گرفته شده از آزمايشگاه66از
 بهينه شده در اين LAMP مورد در تست61كيوان،

و ه در اين گروه منفي نمون5مطالعه مثبت گزارش شدند
 مورد LAMPبا توجه به نتايج، حساسيت تست. بود

36از. محاسبه گرديد%42/92مطالعه در جمعيت اول
 مثبت بودند؛ در LAMP مورد24نمونه سرم اليزا مثبت،

، منفي PCR نمونه اين گروه نتيجه تست12حاليكه در
وجود مثبت كاذب در روشهاي سرولوژيكي، انكار. بود

و حساسيت تست نا  در گروه دوم، LAMPپذير بوده
 نمونه سرم مثبت گرفته98از. محاسبه گرديد6/66%

، LAMP مورد در تست87شده از آزمايشگاه قلهك،
و فقط نتيجه تست  نمونه اين11مثبت گزارش شدند؛

 در جمعيت LAMPحساسيت تست. جمعيت، منفي شد
.محاسبه گرديد%7/88سوم

 يكي از روشهاي تكثير ژن LAMP تكنيك نوظهور
 بسيار ساده است كه از آغاز تا پايان در يك دما صورت
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و همكارمحمد حسن شاه حسيني/....LAMPمقايسه روش سايبرگرين با كدورت سنجي در شناسايي محصول 34
و. مي گيرد اين تكنيك علي رغم سادگي داراي حساسيت

دقت بسيار بالايي بوده، بعلاوه از آنجايي كه نياز به سخت 
افزارهايي مانند ترموسايكلر ندارد با حداقل هزينه انجام 

 يكي LAMPان گفت كه تكنيك شايد بتو).7(مي گيرد
از بهترين روشهاي تشخيص عوامل بيماريزا به ويژه در

اين تكنيك كه بسيار. كشورهاي در حال توسعه مي باشد
 پرايمر ويژه،6هوشمندانه طراحي شده، با بكار گيري 

توانست بر مشكلاتي كه در مورد ساير روشهاي تكثير هم
غ(دما وجود داشت  ير اختصاصي، نتايج مانند تكثير توالي

و ايجاد ماده اي كاذب يكي از مهمترين. فايق آيد) زمينه
عوامل بازدارنده توسعه روشهاي تكثير هم دماي موجود، 
نتايج غير اختصاصي است كه دراثر دماي پايين انجام 

اما در تكنيك تكثير).15(تكثير هم دما، بوجود مي آيد
مر سبب افزايش پراي6هم دما به واسطه لوپ، با طراحي 

و بنابراين نتايج غير اختصاصي  اختصاصيت واكنش شده
با بررسي ميزان كدورت ايجاد).16و17(بوجود نمي آيد

و غلظت   توليد DNAشده به وسيله منيزيوم پيروفسفات
كه رابطه مستقيمي توان متوجه شد درطي واكنش، مي شده

و ايجاد كدورت در طي واكنش وجود DNAما بين سنتز 
 در طي واكنش، با DNAبطوريكه با افزايش سنتز. دارد

افزايش سنتز. آزاد مي شوندPPi يونهاي dNTPمصرف
DNA با افزايش ميزان PPi آزاد شده در واكنش همراه 

هاي برغلظت كمپلكسPPiبه دنبال افزايش ميزان. است
غلظت منيزيوم شود، افزايش پيروفسفات افزوده مي منيزيوم

باعث افزايش كدورت در واكنش مي شود كه پيروفسفات 
با اندازه گيري جذب نوري كدورت ايجاد شده در طول 

).18-20( نانومتر اين امر تاييد مي گردد400موج 
مطالعات نشان مي دهد كه تكنيك تكثير هم دما علي رغم
و عدم نياز به تجهيزات پيشرفته از حساسيت  سادگي

 برخوردار بوده PCRبسيار بيشتري نسبت به واكنش 
بطوريكه مي تواند جايگزين مناسبي براي آن محسوب

).20-22(شود
 قادر LAMPنتايج اين مطالعه نشان داد كه تكنيك

به شناسايي ويروس حتي در نمونه هاي قديمي با كمترين
لود ويروس در خون بوده، در عين حال علي رغم دقت بالا 

 پيشرفته نيازو حساسيت زياد، اين تكنيك به تجهيزات
و واكنش با استفاده از يك  ساده قادر  Dry-Plateنداشته

و. به انجام است انجام واكنش با افزودن سايبر گرين

بهU.Vمشاهده در زير نور   به سادگي بدون نياز
و نياز به الكتروفورز در زمان بسيار كوتاهي تاييد گرديد

 در اين تكنيك بطور  Post Amplificationمراحل
بعلاوه از آنجايي كه نتايج. وسيعي مرتفع شده است

كدورت سنجي، مويد نتايج بدست آمده از سايبر گرين 
بود، بدين ترتيب مي توان بيان كرد با كمك اين تكنيك، 
و حساسيت بسيار بالا  امكان تشخيص مولكولي با دقت

 بدونBبراي تشخيص زود هنگام ابتلا به ويروس هپاتيت 
ت پيشرفته با حداقل قيمت، در تمامي نياز به تجهيزا

.مراكز تشخيصي فراهم خواهدگرديد
 نشان LAMPمقايسه سه روش تشخيصي در آزمون

داد هر سه روش داراي حساسيت نزديكي مي باشند ولي
تشخيص محصول با استفاده از روش اضافه كردن 

 به تجهيزات كمتري نياز داشته بعلاوه احتمال،سايبرگرين
. گي نيز به دليل عدم الكتروفورز از بين مي رودايجاد آلود
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