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 چکیده
( ٚ اِحبق صْ٘ٛ ٚیزٚط در Human Papilloma Virus 16) 16افشایؼ ثبر ٚیزٚعی در س٘بٖ ثب ػفٛ٘ت ٔشٔٗ ٚیزٚط پبپیّٛٔبی ا٘غب٘ی تیپ : مقدمه

ا٘ذاسی پبُ٘ تؾخیصی عٙدؼ ثبر  غبِؼٝ ٔزاحُ راٜوزٚٔٛسْ عِّٛی ثب افشایؼ ؽیٛع ضبیؼبت پیؼ ثذخیٓ/ثذخیٓ در دٞب٘ٝ رحٓ ٔزتجظ اعت. در ایٗ ٔ
 تؾزیح ؽذٜ اعت. Multiplex Real-Time PCRثز رٚػ  HPV16 ٚیزٚعی ٚ ٚضؼیت فیشیىی صْ٘ٛ

ٚ تىثیز ثب رٚػ  CaSkiپظ اس اعتخزاج اس ردٜ عِّٛی  HPV16ٚیزٚط  E6  ٚE2ٞبی  در ایٗ پضٚٞؼ یه ٘بحیٝ ٔحبفظت ؽذٜ اس صٖ: هب مواد و روش
PCR  پلاعٕیذ ثبوتزیبیی درpJET1.2/blunt cloning vector  وّٖٛ ؽذٜ ٚ ٕٞزاٜ ثب پلاعٕیذ ٘ٛتزویت حبٚی ٘بحیٝ ٔحبفظت ؽذٜ اس صٖ عِّٛیRnaseP 

صٛرت وپی در ٞز عَّٛ ٚ در ٟ٘بیت تؼییٗ ٚضؼیت فیشیىی صْ٘ٛ ٚیزٚط ثب رٚػ  ػٙٛاٖ اعتب٘ذارد خٟت عٙدؼ وٕی ٔیشاٖ ثبر ٚیزٚعی ثٝ ثٝ
Multiplex Real-Time PCR .ٔٛرد اعتفبدٜ لزار ٌزفت 

دٞذ  ، ؽیت ٚ وبرایی در ٔحذٚدٜ ٔؼیبرٞبی پذیزػ لزار داؽتٝ وٝ ٘ؾبٖ ٔیR2ٞبی اختصبصیت، ضزیت  ؽبخص Real Time PCRدر ٘تبیح : نتبیج
در ٔغبِؼٝ  CaSkiٞبی  عَّٛدر  E2/E6ؽٛ٘ذ. ٘تبیح ٘غجت  ثب خغی ثٛدٖ خٛة ؽٙبعبیی ٔی RnasePٚ صٖ عِّٛی  HPV16 ٚیزٚط E2 ٚ E6 ٞبی صٖ

 ( در ایٗ ردٜ عِّٛی ثٛد.Mixedٞبی اپیشٚٔبَ ٚ اِحبق ؽذٜ ) ( ثیبٍ٘ز حضٛر تزویجی اس صE2/E6 ratio=0.15ْٛ٘) حبضز
ثز  HPV16 دٞذ پبُ٘ تؾخیصی عزاحی ؽذٜ ثزای عٙدؼ ثبر ٚیزٚعی ٚ ٚضؼیت فیشیىی صْ٘ٛ دعت آٔذٜ در ایٗ ٔغبِؼٝ ٘ؾبٖ ٔیٝ ٘تبیح ث: گیزی نتیجه
 اس خغی ثٛدٖ، حغبعیت ٚ اختصبصیت ٔٙبعجی ٔغبثك ٔؼیبرٞبی پذیزػ اس پیؼ تؼییٗ ؽذٜ ثزخٛردار ثٛد. Multiplex Real-Time PCRرٚػ 

 .یِٔٛىِٛ وّٛ٘یًٙ ،ای پّیٕزاس در سٔبٖ ٚالؼی ٚاوٙؼ س٘دیزٜ ،ثبر ٚیزٚعی، 16ٚیزٚط پبپیّٛٔبی ا٘غب٘ی تیپ : هبی کلیدی واژه
ْ پشؽىی ثبثُبٔس: مسئول  نویسنده* ٜ ػّٛ بٍ سٚ، دا٘ؾ ٙح افز  ٌٖ ُ، خیبثب ٖ، ثبث  Email: sadeghifarzin6@gmail.com ،32190181-011: نمببز، 09190213969: تلفن، ٘ذرا

اٶساظی دبٶ٭ سكريهي ؾٷدف ثبض  ضاٺ. ٞطظيٵنبز٢ي ٲ٣ساز، ثب٢طی ٞٽيٳٻ، ٶرؿشيٵ حؿيٵ، ٢طثبٶي يٹؾٝ، دٹض  يحييقبزی، ؾشبيكي : ارجبع
ٲدٯٻ زاٶف ٸ سٷسضؾشي زض . Multiplex Real-Time PCRثٻ ضٸـ  16ٸيٗيز ٞيعي٧ي غٶٹٰ ٸيطٸؼ دبديٯٹٲبی اٶؿبٶي سيخ  ٸيطٸؾي ٸ
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 مقدمه
(، اٲب زض 1ؾطَبٴ قبيٕ ظٶبٴ اؾز ) ؾطَبٴ زټبٶٻ ضحٱ چٽبضٲيٵ

زؾش٫بٺ ثٻ ٲٷ٣ُٻ خٛطاٞيبيي ايطاٴ، قبيٗشطيٵ ثسذيٳي  آٲبض ٲطثٹٌ
(. ؾطَبٴ زټبٶٻ ضحٱ ٶٹٖي ثسذيٳي 2) ضٸز سٷبؾٯي ظٶبٴ ثٻ قٳبض ٲي

زٮي٭ ضقس  ٪طزز. ايٵ ثيٳبضی ثٻ اؾز ٦ٻ اظ ٪طزٴ ضحٱ آٚبظ ٲي
ی ؾُح زاذٯي ضحٱ ايدبز  ټبی اديشٯيبٮي دٹقبٶٷسٺ ٚيطَجيٗي ؾٯٹ٬

( ٲٽٳشطيٵ ٖبٲ٭ HPVقٹز.ٖٟٹٶز ثب ٸيطٸؼ دبديٯٹٲبی اٶؿبٶي ) ٲي
ٶٹٔ  170قٹز. سب٦ٷٹٴ ثيف اظ  ٲيضحٱ ٲحؿٹة  ٲؿجت ؾطَبٴ زټبٶٻ

HPV  ٶٹٔ  40قٷبذشٻ قسٺ اؾز. ثيف اظHPV  اظ َطي١ سٳبؼ
ټبی  ټبی دبديٯٹٲبی اٶؿبٶي ؾٯٹ٬ (. ٸيطٸؼ3) قٹٶس خٷؿي ٲٷش٣٭ ٲي

ی ؾطٸي٧ؽ ضا ټسٜ ٢طاض  ثبظا٬ اديشٯيٹٰ ؾٷ٫ٟطقي چٷسلايٻ
 HPV-18 70% ٸ HPV16زټٷس.زض ايٵ ثيٵ زٸ غٶٹسبيخ دط ذُط  ٲي

٬ ٸ ث٣ب زض اٶش٣ب ثب ټب  غٶٹسبيخ ايٵ(. 4 ٸ 1) ٪طزٶس ٲي قبٲ٭ ضا اثشلا ٲٹاضز
ټبی اديشٯيٹٰ  ټبی اديشٯيب٬ ؾٷ٫ٟطقي، ذُط ٶئٹدلاظی ضا زض لايٻ ؾٯٹ٬

زض سٳبٰ ٲٷب١َ  (.6 ٸ 5) زټٷس ی ٲدبضی سٷبؾٯي اٞعايف ٲي دٹقبٶٷسٺ
سطيٵ سيخ دطذُط قٷبؾبيي قسٺ زض ؾطَبٴ  قبيٕ HPV16خٽبٴ، 

زضنس اظ ٲٹاضز ؾطَبٴ  ٦50ٻ حسٸزاً زض  َٹضی ثبقس؛ ثٻ زټبٶٻ ضحٱ ٲي
 HPV16ټبی (. ثب ايٵ ٸخٹز ا٦ثط ٖٟٹٶز7) قٹز زټبٶٻ ضحٱ ضزيبثي ٲي

َٹض ذٹز ثٻ ذٹزی ثٽجٹزيبٞشٻ ٸ سٷٽب ٲٹاضز اٶس٦ي ثٻ ؾٳز ثسذيٳي  ثٻ
قٹز، ٖٹاٲ٭ زي٫طی اٖٱ اظ  ٦ٷٷس. ثٻ ټٳيٵ زٮي٭ سهٹض ٲي ديكطٞز ٲي

 HPV16ظايي  ی ٲيعثبٶي ٸ ٞب٦شٹضټبی ٸيطٸؾي زض ؾطَبٴٞب٦شٹضټب
ٶ٣ف زاقشٻ ثبقٷس. اظ ٞب٦شٹضټبی ٸيطٸؾي ٲٹضزسٹخٻ، ثبض ٸيطٸؾي ٸ 
ٸيٗيز ٞيعي٧ي غٶٹٰ )اديعٸٲب٬ يب اٮحب٠ قسٺ( اؾز. اذيطاً ٲُبٮٗبر 

ثب اٞعايف ذُط  HPV16ٶكبٴ زازٶس ٦ٻ اٞعايف زض ثبض ٸيطٸؾي 
(. ټٳچٷيٵ اٞعايف ثبض 8) ٍ اؾزديكطٸی ثٻ ؾطَبٴ زټبٶٻ ضحٱ ٲطسج

، ثب اٞعايف قيٹٔ يبيٗبر HPV16ٸيطٸؾي زض ظٶبٴ ثب ٖٟٹٶز ٲعٲٵ 
(. اظ َطٞي ي٧ي اظ 9) ديف ثسذيٱ/ثسذيٱ زض زټبٶٻ ضحٱ ٲطسجٍ اؾز

٦ٻ زض ثطٸظ ؾطَبٴ ٶيع ٶ٣ف ٲٽٳي ايٟب  HPV16ٸ٢بيٕ ٲٽٱ ٖٟٹٶز 
اٮحب٠ ٦ٷس، اٮحب٠ غٶٹٰ ٸيطٸؼ ثٻ زاذ٭ ٦طٸٲٹظٸٰ ؾٯٹٮي اؾز.  ٲي

غٶٹٰ ٸيطٸؼ ثٻ زاذ٭ ٦طٸٲٹظٸٰ ؾٯٹٮي ٦ٻ زض اثط ٶٹسط٦يجي ټٹٲٹٮٹ٨ 
ټبی  ی ٦ٯيسی ثطای اٞعايف ثيبٴ آٶ٧ٹغٴ زټس، ي٥ ٲطحٯٻ ضخ ٲي

Eٸيطٸؾي 
Eٸ  6

 ثبقس ٸ ثب قسر يبيٗبر اضسجبٌ ٲؿش٣يٱ زاضز ٲي 7
ټبی ؾٯٹٮي آٮٹزٺ ثب  ټب ٸ ضزٺ (. اٮحب٠ غٶٹٲي س٣طيجبً زض سٳبٲي سٹٲٹض10)

HPV-18 ٦ٻ زض ٲٹضز  زټس، زض حبٮي ضخ ٲيHPV16  ايٵ ٲيعاٴ ٦ٳشط
ثٻ ايٵ سيخ ٶيع  ټبی ٸاثؿشٻ ثٹزٺ ٸ حبٮز ادي ظٸٲب٬ غٶٹٰ زض سٹٲٹض

(. اٮحب٠ غٶٹٰ ٸيطٸؼ زض ٦طٸٲٹظٰ ؾٯٹٮي ٲٷدط 11) قٹز ٲكبټسٺ ٲي
E ثٻ حصٜ غٴ

اظ غٶٹٰ ٸيطٸؼ ٸ ٲشٗب٢ت آٴ اٞعايف ثيبٴ  2

E ټبی آٶ٧ٹغٴ
Eٸ  6

Eاً ٶؿجز ثبض ٸيطٸؾي غٴ ٪طزز. اذيط ٲي 7
E ثٻ 2

6 
ٖٷٹاٴ ٲٗيبضی ثطای سٗييٵ ٸيٗيز ٞيعي٧ي غٶٹٰ  ثٻ HPV 16زض 

ٸيطٸؼ )اديعٸٲب٬ يب اٮحب٠ قسٺ( ٲُطح قسٺ اؾز. ا٪ط ٶؿجز ثبض 
E ٸيطٸؾي غٴ

E ثٻ 2
زټٷسٺ ٸيٗيز اديعٸٲي  ثبقس ٶكبٴ 9/0ثيكشط اظ  6

 9/0سب  ٦001/0ٻ ا٪ط ايٵ ٶؿجز ثيٵ  آ٪بټي ذٹة(، زض حبٮي  ثٹزٺ )ديف
ټبی اديعٸٲب٬ ٸ اٮحب٠ قسٺ اؾز. ثب  ثبقس ثيبٶ٫ط حًٹض سط٦يجي اظ غٶٹٰ

ٲي٭ ايٵ ٲ٣بزيط ثٻ ؾٳز نٟط، ٸيٗيز ٞيعي٧ي غٶٹٰ ٸيطٸؼ ثٻ 
 ثبقس ٲيآ٪ٽي ثس زض ايٵ ثيٳبضاٴ  اٮحب٠ قسٺ سٛييطيبٞشٻ ٦ٻ ٶكبٶ٫ط ديف

ٸ سكريم  HPV 16(. اظ ايٵ ضٸ ؾٷدف ز٢ي١ ثبض ٸيطٸؾي 12)
ٞيعي٧ي غٶٹٰ زض ثبٮيٵ اظ اټٳيز ظيبزی ثطذٹضزاض اؾز. زض ايٵ ٸيٗيز 

اٶساظی دبٶ٭ سكريهي ؾٷدف ثبض ٸيطٸؾي ٸ  ٲُبٮٗٻ ٲطاح٭ ضاٺ
 Multiplex Real-Timeثط ضٸـ  HPV16ٸيٗيز ٞيعي٧ي غٶٹٰ 

PCR .سكطيح قسٺ اؾز 

 هب روش و مواد

 ی ثٹزٺ ٸ ثب ٦س اذلا٦٠بضثطز-يبزیثٷايٵ ٲُبٮٗٻ اظ ٶٹٔ 
IR.MUBABOL.HRI.REC.1398.305  زض ٲح٭ ٪طٸٺ ٲي٧طٸة

ٯٖٹٰ دعق٧ي ثبث٭ اٶدبٰ ٪طٞز.  قٷبؾي ٸ ثيٹس٧ٷٹٮٹغی دعق٧ي زاٶك٫بٺ 
ٖٷٹاٴ  ثٻ CaSki (CRL-1550™) زض ايٵ دػٸټف اظ ضزٺ ؾٯٹٮي

ټب،  اؾشٟبزٺ قسٺ اؾز. ٲٷكأ ايٵ ؾٯٹ٬ HPV16 ٦ٷشط٬ ٲثجز
 HPV16 ټب زاضای غٶٹٰ ثبقس. ايٵ ؾٯٹ٬ ٦بضؾيٷٹٰ ؾطٸي٧ؽ ٲي

 HPV16 ٦ذي اظ غٶٹٰ 600 سب 400 ټؿشٷس ٸ ټط ؾٯٹ٬ زاضای حسٸز

ضزٺ ؾٯٹٮي ٲٹضزٶٓط اظ ٲط٦ع ٲٯي شذبيط غٶشي٧ي ٸ ظيؿشي  .ثبقس ٲي
ټب زض ٲح٭  ايٵ ؾٯٹ٬ .سٽيٻ قس T25 زض ٞلاؾ٥ (IBRC) ايطاٴ

 ثيٹس٧ٷٹٮٹغی زاٶك٫بٺ قٷبؾي ٸ آظٲبيك٫بٺ ٦كز ؾٯٹ٬ ٪طٸٺ ٲي٧طٸة
ٞشٻ قسٺ ٸ ثلاٞبنٯٻ دؽ اظ سٗٹيى سحٹي٭ ٪ط ٖٯٹٰ دعق٧ي ثبث٭

-Roswell Park Memorial Institute (RPMIثب  ٲحيٍ ٦كز

1640 (GIBCO))  10ثٻ ايبٞٻ% Fetal Bovine Serum 

(FBS(GIBCO))  1ٸ %Penicillin-Streptomycin(GIBCO)  ثٻ
زضخٻ  37زٲبی ، زض 2CO %5سض اٶ٧ٹثبسٹض ؾبٖش 24ٲسر ٦ٳشط اظ 

 ثٻ يسٴټب ٸ ضؾ . ثب سٹخٻ ثٻ ؾطٖز ضقس ؾٯٹ٬اٶ٧ٹثٻ قسٶس ؾبٶشي٫طاز
 DNAټب خٽز اؾشرطاج  ؾبٖز ؾٯٹ٬ 48، دؽ اظ %80سطا٦ٱ ؾٯٹٮي

 ٲٹضز اؾشٟبزٺ ٢طاض ٪طٞشٷس.
 Blood اظ ٦يزCaSki ياظ ضزٺ ؾٯٹٮDNA ثطای اؾشرطاج

Genomic DNA Extraction Mini Kit  ٸ َج١ زؾشٹضاٮٗٳ٭
 َٹض ذلانٻ ٻقس. ثاؾشٟبزٺ  (Favorgen, Taiwan) قط٦ز ؾبظٶسٺ

ثبض قؿشكٹ ثب  ، دؽ اظ زٸ%80 سطا٦ٱ ؾٯٹٮيثب  CaSki يضزٺ ؾٯٹٮ
ml5 Phosphate-buffered saline (PBS(GIBCO)) ثب ،µl500 
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Trypsin-EDTA(GIBCO)  اظ ثؿشط ٞلاؾ٥ خسا قسٺ ٸ ثب ضٸـ
ثط ضٸی ضؾٹة  DNAاؾشرطاج  ثٯٹ، قٳبضـ قس. يذبٴسط يعیآٲ ضٶ٩

 .(13) اٶدبٰ قس ؾٯٹ٬ 3×106ؾٯٹٮي حبٸی 
اظ  E6ٸ E2 یټب غٴ DNAاظ  ييزؾز آٸضزٴ ذٯٹل ثبلا ثٻ یثطا

 mi-Pfu DNAيٱثب آٶع PCRٸا٦ٷف  ٪طزيس.اؾشٟبزٺ  PCRضٸـ 

Polymerase (Metabion) یټبيٷسخٽز ٞطآ ياذشهبن يٱ٦ٻ آٶع 
طاح قسٺ ٸ ثب دطايٳطټبی اذشهبني َ ثبقس ٲي يٷ٦٩ٯٹٶ يزؾش ييٵدب

اٶدبٰ  ٲي٧طٸٮيشط 50سٹؾٍ سيٱ دػٸټكي ٸ ثب حدٱ ٶٽبيي ٲي٧ؽ ثطاثط 
ثطٶبٲٻ  ٸ PCR ٦بض ضٞشٻ زض ٸا٦ٷف اخعا ثٻ يت. سط٦(1 )خسٸ٬ ٪طٞز

 E6 ٸ E2 یټب غٴ يطس٧ث یثطا ي٧ٯطٲٹضز اؾشٟبزٺ زض زؾش٫بٺ سطٲٹؾب
 اسٳبٰ دؽ اظ ٶٳبيف زازٺ قسٺ اؾز. 3 ٸ خسٸ٬ 2 سطسيت زض خسٸ٬ ثٻ

زضنس اٮ٧شطٸٞٹضظ  5/1غ٬ آ٪بضظ  یثطضٸ PCRر ٲحهٹلا ،ٸا٦ٷف
E  یټب غٴ DNA س٧ثيط ٢ُٗبر حبن٭ اظ . دؽ اظ اٮ٧شطٸٞٹضظٶسقس

 ٸ2
E

ٲكبټسٺ اقٗٻ ٲبٸضاء ثٷٟف  يطی٦بض٪ ٻٸ ثب ث Safe stainثب ضٶ٩  6
 .(14) قسٶس

 E2 ٍ E6 ّبی کبس سفتِ ثشای تکثيش طى پشايوشّبی ثِ -1 جذٍل

 غٴ ټسٜ ٶبٰ دطايٳط سٹاٮي
5`- CAGTAACTGTGGTAGAGGGTCA -3` E2 Forward 

HPV16 E2 
5`-CGTCCTTTGTGTGAGCTGTT -3`  E2 Reverse 

5`- CGAAACCGGTTAGTATAAAAGCA -3` E6 Forward 
HPV16 E6 

5`- GCTGGGTTTCTCTACGTGTTC -3` E6 Reverse 

 

 E2  ٍE6ّبی  ثشای طى PCRکبس سفتِ دس ٍاکٌص  تشکيت اجضا ثِ  -2 جذٍل

µl 5 10X Reaction Buffer with MgCl 

4µl dNTP Mix (2/5mM each) 

2µl Forward Primer 10 pmol/µl 

2µl Reverse Primer 10 pmol/µl 

5/0 µl mi-Pfu DNA Polymerase ( 5/2 u/µl) 

100ng Template DNA 

Fill up to 50 µl PCR Grade H2O 

µl 5 10X Reaction Buffer with MgCl 

 
 ّبی بهِ هَسد استفبدُ دس دستگبُ تشهَسبيکلش ثشای تکثيش طىثشً -3جذٍل 

E2 ٍ E6 

 ٶبٰ ٲطحٯٻ زٲب سٗساز ؾي٧٭ ظٲبٴ
2min/cycle 1 95℃ Initial Denaturation 
20sec/cycle 30 95℃ Denaturation 

30sec/cycle 30 7/53 ℃ Annealing 

2min/cycle 30 73℃ Extension 

5min/cycle 1 73℃ Final Extension 

 PCRی ٲٹخٹز زض ٲحهٹ٬  ټب زايٳط ٦ٻ دطايٳطټب ٸ دطايٳط يياظ آٶدب
 یټب غٴ PCR ر٦ٷٷس، ٲحهٹلا زض ٲطاح٭ ٦ٯٹٶيٷ٩ ايدبز سساذ٭ ٲي

E
E ٸ 2

6
ثبيس ٢ج٭ اظ ٦ٯٹٶي٩ ثٻ ٶحٹٺ ٲؤثطی ذبٮم ٪طزز. ثٻ ايٵ  

 ExpinTM PCR SV ثٻ ٶبٰ PCRٲٷٓٹض اظ ٦يز سرٯيم ٲحهٹ٬ 

kit (Gene All, Korea) اؾشٟبزٺ  َج١ زؾشٹضاٮٗٳ٭ قط٦ز ؾبظٶسٺ
 ثبقس. ٲي ٢bp100بزض ثٻ حصٜ ٢ُٗبر ٦ٳشط اظ  ايٵ ٦يز قس

E يٻثٻ ٶبح قسٺ ٲطثٹٌ يمسرٯ PCRٲحهٹ٬ 
E ٸ 2

 يطٸؼٸ 6
HPV16  ثب ضٸـBlunt End Cloning ٸ ثب اؾشٟبزٺ اظ ٦يز 

CloneJET™ PCR Cloning Kit  َج١ زؾشٹضاٮٗٳ٭ قط٦ز
 pJET1.2/bluntزض ٸ٦شٹض (Thermo Scientific, USA) ؾبظٶسٺ

vector .ٸا٦ٷف ذلانٻ قبٲ٭  َٹض ٻيٷ٩ ث٦ٯٹٶ ٲطاح٭ ٦ٯٹٴ قسٶس
 ، َج١ثٻ ٸ٦شٹض PCRٲحهٹ٬  1ثٻ  3ٶؿجز  ثب( Ligationاٮحب٠ )

 E.coli DH5α (Competent) يز، سٽيٻ ثب٦شطی ٲؿشٗسدطٸس٧٭ ٦
ثب  (IBRC) اظ ٲط٦ع ٲٯي شذبيط غٶشي٧ي ٸ ظيؿشي ايطاٴسٽيٻ قسٺ اظ 

ټب  یثب٦شطٸ سطاٶؿٟطٰ ٦طزٴ  ٲٹلاض 1/0 يٱ٦ٯؿ يساؾشٟبزٺ اظ ٲحٯٹ٬ ٦ٯط
حبٸی  pJET1.2/blunt . ٸ٦شٹض(15) ثبقس ٲيي ثب ضٸـ قٹ٤ حطاضس

زض  PCRٲحهٹ٬ ي٥ غٴ ٦كٷسٺ ثٹزٺ ٸ زض ٶشيدٻ اٮحب٠ نحيح 
زټس. اظ ايٵ ضٸ  ٲيٲح٭ ٦ٯٹٶيٷ٩، ذبنيز ٦كٷس٪ي ذٹز ضا اظ زؾز 

ټبی حبٸی دلاؾٳيس ٶٹسط٦يت ٢بزض ثٻ س٧ثيط ثٹزٺ ٸ ٦ٯٷي  ٣ٍٞ ثب٦شطی
ؾٟيس -زټٷس ٸ زي٫ط ٶيبظی ثٻ اٶدبٰ ٚطثبٮ٫طی آثي ٲيسك٧ي٭ 

 PCRٶٓط زض ٸ٦شٹض، ٸا٦ٷف ٸخٹز ٢ُٗٻ ٲٹضز ييسسأ ثبقس. ثطای ٳيٶ
٦بض ضٞشٻ  اخعاء ثٻ يتسط٦اٶدبٰ قس ٦ٻ ضقس ٦طزٺ  یټب ياظ ٦ٯٷ يٱٲؿش٣

ٲُبث١  ي٧ٯطٸ ثطٶبٲٻ ٲٹضز اؾشٟبزٺ زض سطٲٹؾبPCR ٦ٯٹٶي زض ٸا٦ٷف
 ثبقس. ٲي 3سب  1خساٸ٬ 

سطيٵ ثبٶس ثطای ټط  ټبی زاضای ٦ٳشطيٵ اؾٳيط ٸ قبضح اظ ٦ٯٷي ٶٳٹٶٻ
نٹضر  ؾيٯيٵ ثٻ حبٸی آٲذي LB Brothزض ٲحيٍ ٦كز غٴ 

Overnight زؾز آٲسٺ  ټبی ثٻ ٦كز زازٺ قس ٸ زض ٶٽبيز اظ ٦ٯٷي
 GeneAll® ExprepTMاؾشرطاج دلاؾٳيس ثب اؾشٟبزٺ اظ ٦يز

Plasmid SV mini  نٹضر ٪طٞز.َج١ زؾشٹضاٮٗٳ٭ قط٦ز ؾبظٶسٺ 
ٷديسٺ اؾشرطاج قسٺ ثب زؾش٫بٺ ٶبٶٹزضاح ؾ DNAٚٯٓز ٸ ٦يٟيز 
ييس ٦يٟيز ٸ ٚٯٓز ٲُٯٹة خٽز سٗييٵ سٹاٮي ثٻ أقسٺ ٸ دؽ اظ س

 اضؾب٬ ٪طزيس. Pishgam Biotech ثٻ قط٦ز Sanger ضٸـ
ثبيس اظ  Real Time PCR يفآظٲب ثطای ضؾٱ ٲٷحٷي اؾشبٶساضز زض

ٲٹضز ٲُبٮٗٻ(   ټبی ٶٹسط٦يت حبٸی غٴ ټبیٶٳٹٶٻ اؾشبٶساضز )دلاؾٳيس
 Real Timeټب ٸا٦ٷف سٳبٲي ض٢ز ض٢ز ؾطيبٮي سٽيٻ ٦طزٺ ٸ ثطای

PCR  اٶدبٰ قٹز. زض ايٵ سح٣ي١ اظ دلاؾٳيس ٶٹسط٦يت حبٸی ٶبحيٻ
ٶٹسط٦يت حبٸی  ټبیٸ دلاؾٳيس RnasePٲحبٞٓز قسٺ اظ غٴ ؾٯٹٮي 

E ٶبحيٻ
E ٸ 2

اؾشٟبزٺ قس. دلاؾٳيس ٶٹسط٦يت  HPV16ٸيطٸؼ  6
 سٹؾٍ قط٦ز RnasePٲحبٞٓز قسٺ اظ غٴ ؾٯٹٮي  بحيٻحبٸی ٶ

Shanghai Gene ray Biotech Co., Ltd طزيس.ييس أؾٷشع ٸ س٪ 
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ټبی ٶٹسط٦يت، سٗساز  ثطای سٽيٻ ض٢ز ؾطيبٮي اظ دلاؾٳيس
ټبی دلاؾٳيس ٶٹسط٦يت زض ټط ٲي٧طٸٮيشط ثطاؾبؼ زؾشٹضاٮٗٳ٭  ٲٹٮ٧ٹ٬

حبن٭  اثشسا ٸظٴ ٲٹٮي دلاؾٳيس ٶٹسط٦يت ثب اؾشٟبزٺ اظقس.  ظيط ٲحبؾجٻ
زض ٸظٴ ٲشٹؾٍ ټط  Insertٻ سٹاٮي سٹاٮي دلاؾٳيس ثٻ ايبٞ يطة اٶساظٺ

٪طزيس. ؾذؽ ٸظٴ ٲٹٮ٧ٹٮي دلاؾٳيس ٲحبؾجٻ  (Da 660) خٟز ثبظ
 ٶٹسط٦يت ثب س٣ؿيٱ ٸظٴ ٲٹٮي ثٻ ٖسز آٸٸ٪بزضٸ ٲحبؾجٻ قس.

(3-1) Weight in Daltons (g/mol) = (bp size of plasmid+insert) 

× (660Da) 
 

(2-3)          

                   
  

          

ثب سٗييٵ ٚٯٓز دلاؾٳيس اؾشرطاج قسٺ سٹؾٍ زؾش٫بٺ ٶبٶٹزضاح 
((ng/µl ( ٸ س٣ؿيٱ ٦طزٴ آٴ ثط ٸظٴ ٲٹٮ٧ٹٮيg/molecule سٗساز )

 قس.ټبی دلاؾٳيس ٶٹسط٦يت زض ٸاحس حدٱ ٲحبؾجٻ  ٶؿرٻ

(3-3) 

 
 یحبٸ يتٶٹسط٦ يساظ دلاؾٳ يبٮي زٺ ثطاثطیض٢ز ؾط يٻدؽ اظ سٽ

 Real Timeٸا٦ٷف RnaseP يٲحبٞٓز قسٺ اظ غٴ ؾٯٹٮ يٻٶبح

PCR ي اذشهبن یټبيٳطثب دطا يتٶٹسط٦ يسدلاؾٳ یټب ض٢ز یثط ضٸ
 اٶدبٰ ٪طٞز )خسٸ٬ ٲي٧طٸٮيشط 25قط٦ز سٹٮيس٦ٷٷسٺ ٸ زض حدٱ ٶٽبيي 

ٸ ثطٶبٲٻ  Real Time PCR ٦بض ضٞشٻ زض ٸا٦ٷف اخعا ثٻ يت(. سط4٦
 يتسطس ثٻ RnaseP غٴ يطس٧ث یثطا ي٧ٯططٲٹؾبٲٹضز اؾشٟبزٺ زض زؾش٫بٺ س

 يٲٷحٷ. زض ٶٽبيز زازٺ قسٺ اؾز يفٶٳب 6 ٸ خسٸ٬ 5 زض خسٸ٬
 .(16) ټبی دلاؾٳيسی ٞٹ٠ ضؾٱ ٪طزيس ثب اؾشٟبزٺ اظ ض٢ز اؾشبٶساضز

 Real Time PCRپشايوشّب ٍ پشٍة هَسد استفبدُ دس ٍاکٌصتَالی  -4 جذٍل

 Rnase P کوی ثشای طى سلَلی

Sequences (5'-3') غٴ ټسٜ ٶبٰ دطايٳط ٸ دطٸة 
5'- ATGGCGGTGTTTGCAGATTT -3' RNP-F  

Human 

RnaseP 
 

5'- TGTCTCCACAAGTCCGCG -3' RNP-R 

FAM- GGTTCTGACCTGAAGGCTCT -

BHQ1 RNP-P 

 

کوی طى  Real Time PCRکبس سفتِ دس ٍاکٌص  تشکيت اجضاء ثِ -5  جذٍل
RnaseP 

 ٲٹاز حدٱ

5/12  µl Taq Man Master Mix 2X 

2/1  µl Primers & Probe Mix(100pmol/ µl) 

3/6  µl Nuclease Free Water 

ng≈100 DNA template 

25 µl Total Volume 
 

جْت  Real Time PCRدُ دس دستگبُ ثشًبهِ هَسد استفب  -6 جذٍل

 RnasePسٌجص کوی طى سلَلی 

 ٲطاح٭ (C˚) زٲب ظٲبٴ س٧طاض
 Initial Denaturation 95 ز٢ي٣ٻ 5 1

40 15 95 Denaturation 
Annealing/ Extension 

 ثبٶيٻ
30 
 ثبٶيٻ

60 

 یحبٸ يتٶٹسط٦ ټبی يساظ دلاؾٳ یزٺ ثطاثط يبٮيض٢ز ؾط يٻدؽ اظ سٽ
E یټب غٴ

E ٸ 2
 Real Time PCRٸا٦ٷف  HPV16يطٸؼٸ 6

ثب  يتٶٹسط٦ يسټبیدلاؾٳ یټب ض٢ز یثط ضٸنٹضر ٲبٮشي دٯ٧ؽ  ثٻ
َطاحي قسٺ سٹؾٍ سيٱ دػٸټكي ٸ زض حدٱ  ياذشهبن یټبيٳطدطا

٦بض  اخعا ثٻ يت(. سط8٦ٸ  7 ٸ٬ااٶدبٰ ٪طٞز )خس ٲي٧طٸٮيشط 25ٶٽبيي 
زؾش٫بٺ ٸ ثطٶبٲٻ ٲٹضز اؾشٟبزٺ زض  Real Time PCRضٞشٻ زض ٸا٦ٷف 

E یټب غٴ يطس٧ث یثطا ي٧ٯطسطٲٹؾب
 يتسطس ثٻ HPV16يطٸؼٸ E6 ٸ 2

 يٲٷحٷ يززازٺ قسٺ اؾز. زض ٶٽب يفٶٳب 10 ٸ خسٸ٬ 9 زض خسٸ٬
E یټب غٴ ثطای اؾشبٶساضز

E ٸ 2
 يسیدلاؾٳ یټب ثب اؾشٟبزٺ اظ ض٢ز 6

 .(16) يسٞٹ٠ ضؾٱ ٪طز
 Real Time PCR ّبی هَسد استفبدُ دس ٍاکٌص پشايوشّب ٍ پشٍة -7جذٍل 

 E2  ٍE6کوی ثشای ًَاحی 

'(3-'5) Sequences غٴ ټسٜ ٶبٰ دطايٳط ٸ دطٸح 
5'- TGAAATTATTAGGCAGCACTTGG -3' E2 F-Primer 

HPV16-E2 5'- GTCTGTGTTTCTTCGGTGCC -3` E2 R-Primer 
5' HEX- ATACCAAAGCCGTCGCCTT -BHQ13` E2 Probe 

5'- GACCCAGAAAGTTACCACAGTTA -3' E6 F-Primer 
HPV16-E6 5'- ATTAGAATGTGTGTACTGCAAGC -3`̀ E6 R-Primer 

5'- FAM- GCACAGAGCTGCAAACAACT -BHQ1-3` E6 Probe 

 

کوی  Real Time PCRکبس سفتِ دس ٍاکٌص  تشکيت اجضاء ثِ -8  جذٍل

 HPV16 يشٍسٍ E2 ٍ E6ی ّب طى

 ٲٹاز حدٱ
5/12  µl Taq Man Master Mix 2X 

2/1  µl Primers & Probe Mix(100pmol/ µl) 

3/6  µl Nuclease Free Water 

ng≈100 DNA template 

25 µl Total Volume 

 

جْت  Real Time PCRثشًبهِ هَسد استفبدُ دس دستگبُ   -9 جذٍل
 HPV16 يشٍسٍ E2 ٍ E6 یّب سٌجص کوی طى

 ٲطاح٭ (C˚زٲب) ظٲبٴ س٧طاض
 Initial Denaturation 95 ز٢ي٣ٻ 5 1

40 
 ثبٶيٻ 15
 ثبٶيٻ 30

95 
60 

Denaturation Annealing/ 

Extension 

زض ايٵ ٲُبٮٗٻ ثطای ؾٷدف سٗساز ٦ذي غٶٹٰ ٸيطٸؼ زض ټط ؾٯٹ٬، 
اؾشٟبزٺ قس. غٴ ٦س٦ٷٷسٺ  RNasePاظ ٲحبؾجٻ سٗساز ٦ذي غٴ ؾٯٹٮي 

RnaseP  ثبقس. ايٵ  زض ټط غٶٹٰ ټبدٯٹئيس ٲٹخٹز ٲيثٻ سٗساز ي٥ ٦ذي
ثٹزٺ ٸ  PCRٖٷٹاٴ ٦ٷشط٬ زاذٯي ٸا٦ٷف  غٴ ٦بٶسيسای ذٹثي ثٻ

٦ذي(  2زٮي٭ ايٷ٧ٻ سٗساز ٦ذي آٴ زض ټط ؾٯٹ٬ زيذٯٹئيس اٶؿبٶي ) ثٻ
ټب ٸ سرٳيٵ سٗساز ٦ذي  ٲكرم اؾز ثطای سٗييٵ ٦ٳي سٗساز ؾٯٹ٬

ز. اظ آٶدبيي ٦ٻ غٴ ضٸ ٦بض ٲي ټبی ٸيطٸؾي زض ټط ؾٯٹ٬ اٶؿبٶي ثٻ غٴ
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٦ذي ٸخٹز  2زض ټط ؾٯٹ٬ زيذٯٹئيس اٶؿبٶي ثٻ سٗساز  RNasePؾٯٹٮي 
زض ټط  HPV16زاضز، ثب س٣ؿيٱ ٦طزٴ سٗساز ٦ذي غٶٹٰ ٸيطٸؼ 

زض ټط ٲي٧طٸٮيشط، سٗساز  RnasePٲي٧طٸٮيشط ثٻ ٶهٝ سٗساز ٦ذي غٴ 
 زض ټط ؾٯٹ٬ ٲحبؾجٻ قس. ٦HPV16ذي اظ غٶٹٰ ٸيطٸؼ 

                             ج

                        
                              

 نتبیج
Eټبی  ٶٹاحي حٟبْز قسٺ غٴ PCR ٸا٦ٷف نحز

Eٸ  2
ٸيطٸؼ  6

HPV16 ٲحهٹلار  زض اٮ٧شطٸٞٹضظPCR 399 ييس ٪طزيس. ثبٶسټبیأس 
سطسيت  ٦ٻ ثٻ قسزضنس ٲكبټسٺ  5/1زض غ٬ آ٪بضظ ی بظخٟز ث 503 ٸ

Eٲجيٵ ٶٹاحي 
Eٸ  2

 .(1 ٭ق٧( ثبقس ٲيٸيطٸؼ  6

 
 دسصذ 5/1طل آگبسص  دس E2 ٍ E6 یّب حفبظت ضذُ طى یًَاح PCRالکتشٍفَسص هحصَلات ًوبی  -1 ضکل

 

E ٶٹاحيقسٺ  يمسرٯ PCRٲحهٹ٬  ٦ٯٹٶيٷ٩ دؽ اظ
E ٸ 2

6 
ټبی  ٦ٯٷي ثب٦شطی، E.coli DH5α ټبی ثب٦شطیزض  HPV16 يطٸؼٸ

ييس ٶشبيح حبن٭ اظ أخٽز س .(2 )ق٧٭ خساؾبظی ٪طزيس ٶٹسط٦يت
ٲٹضز  PCR ٦ٯٷي آظٲٹٴؾيٯيٵ ثب  ټبی ٲ٣بٸٰ ثٻ آٲذي ٦ٯٹٶيٷ٩، ٦ٯٷي

E  ټبی حبٸی غٴ ثطضؾي ٢طاض ٪طٞشٷس. ٦ٯٷي
 503 ثبٶس زاضایٸيطٸؼ  6

E ټبی حبٸی غٴ ٦ٯٷي ی ٸخٟز ثبظ
2
زض ی بظخٟز ث 399 زاضای ثبٶس 

ييس ٶٽبيي ٦ٯٹٶيٷ٩ أزض ٶٽبيز س .(3 ثٹزٶس )ق٧٭زضنس  5/1غ٬ آ٪بضظ 
 .(4 )ق٧٭ يبثي دلاؾٳيسټبی ٶٹسط٦يت نٹضر ٪طٞز ثب سٹاٮي

 inنٹضر  ٻحبيط اثشسا ث Real-Time PCRاذشهبنيز آظٲبيف 

silico ټب ثب اؾشٟبزٺ اظ  ثب يبٞشٵ ٶٹاحي زاضای سكبثٻ ثيٵ دطايٳط ٸ دطٸة
 قس. سٗييٵ.BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) دبي٫بٺ

ٸ دطٸة  يٳطدطاخٟز ٦ٻ ټط  ٶكبٴ زاز BLAST سدعيٻ ٸ سحٯي٭ يحٶشب
Eټبی  غٴ اذشهبنيَٹض  ثٻ

E ٸ 2
 يچضا ثسٸٴ ټ HPV16يطٸؼٸ 6

 ټب ط دبسٹغٴيب ؾبي HPVټبی  ٲش٣بَٕ ثب ؾبيط غٶٹسبيخ٪ٹٶٻ ٸا٦ٷف 
٦ٻ ثب  ييټب ثب ٶٳٹٶٻ ټٳچٷيٵ اذشهبنيز آظٲبيفزټٷس.  ټسٜ ٢طاض ٲي

قسٶس  قٷبذشٻ ٲي يٲٷٟ (Line probe assay)ي٫عيٵ ضٸـ ٲطخٕ خب

-Real ي زض آظٲبيفٲثجش ي٫ٷب٬ؾ يچټ يٲٷٟ یټب ٶٳٹٶٻ يٵقس. ا ييسسأ

Time PCR ٶ٧طزٶس. يدبزا 

 
  E2 ٍ E6يِ ًبح يتًَتشک يذپلاسو یحبٍ یّب یثبکتشًوبی کلٌی  -2ضکل 

 

نٹضر  ثٻ Real-Time PCR يفآظٲب (Linearity) ثٹزٴ يذُ
 يتٶٹسط٦ ټبی يسدلاؾٳ یزٺ ثطاثط ض٢ز ؾطيبٮي يفثب آظٲب يسدطث

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).تعیین
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).تعیین


 8412 تببستبى، 2، شوبرُ 81دٍرُ            پسشکیهجلِ داًش ٍ تٌذرستی در علَم پبیِ 

14 

E یټب غٴ یحبٸ
E ٸ 2

 RnasePيغٴ ؾٯٹٮٸ  HPV16 يطٸؼٸ 6

ٲحبؾجٻ  یټب ثطا زازٺ یثط ضٸ يٹٶيض٪طؾ ي٭سحٯ ي٥قس. ؾذؽ  ييٵسٗ
R يتيط

 ييٵسٗ یلاظٰ ثطا (Efficiency)يي آٸ ٦بض (Slope)يت ق، 2
 ييٵسٗ يفاظ د يطـدص يبضټبیثب ٲٗ يؿٻزض ٲ٣ب يذُ يٹٴثطاظـ ض٪طؾ

 یټب قبذم ي٦ٻ سٳبٲ زازٶكبٴ  يح. ٶشب(10 )خسٸ٬ قسٺ اٶدبٰ قس
 یټب غٴ زټس ي٢طاض زاضٶس ٦ٻ ٶكبٴ ٲ يطـدص يبضټبیزض ٲٗ يٹٴض٪طؾ

E
E ٸ 2

ذٹة  ي ثٹزٴذُ ثب RnasePيٸ غٴ ؾٯٹٮ HPV16 يطٸؼٸ 6
 .(7سب  5)اق٧ب٬  قٹٶس ٲي ييقٷبؾب

 يعي٧يٞ يزٸيٗزض ايٵ ٲُبٮٗٻ خٽز ثطضؾي نحز ؾٷدف 
E یټب غٴسٗساز ٦ذي  Real-Time PCRضٸـ  ثب HPV16غٶٹٰ

 ٸ 2
E

غٶٹٰ اؾشرطاج قسٺ اظ  زض RnasePيغٴ ؾٯٹٮٸ  HPV16 يطٸؼٸ 6
 سٗييٵ قس ٸ (HPV16 ٦ٷشط٬ ٲثجز)ضزٺ ؾٯٹٮي  CaSki يضزٺ ؾٯٹٮ

E ٶؿجز
2
/E

6
 (E

2
/E

6
 ratio )يس. ٶشبيح ٶكبٴ زاز زض ٲحبؾجٻ ٪طز

E ٶؿجز CaSki یټب  ؾٯٹ٬
2
/E

6
حًٹض  يبٶ٫ط٦ٻ ثاؾز  15/0ثطاثط  

 .اؾز (Mixed) ٸ اٮحب٠ قسٺ يعٸٲب٬اد یټب اظ غٶٹٰ يجيسط٦
 

 

 
 a) E6  ٍb) E2طى  یحبٍ یثبکتش یکلٌ یّب اص ًوًَِ PCR یکلٌهحصَلات الکتشٍفَسص  یًوب -3 ضکل

 

 
 forward/reverse 2/1 pJET ّبیثب پشايوش E2 ٍ E6 یّب طىی پلاسويذّبی ًَتشکيت حبٍی تَال يييتؼالکتشٍگشام  ًوبی -4ضکل 

 



 ٍ ّوکبراى شبدی ستبیشی HPV16پبًل سٌجش ببر ٍیرٍسی ٍ ٍضعیت فیسیکی شًَم 

15 

 
ٍ  Rnase P) ًوًَِ استبًذاسد )پلاسويذ ًَتشکيت حبٍی ًبحيِ هحبفظت ضذُ طى سلَلی یدُ ثشاثش يبلیثش سٍی سقت سش Real Time PCR آصهبيص ًتبيج حبصل اص -5ضکل 

 سسن هٌحٌی استبًذاسد

 
-HPV ٍيشٍس E2 ًوًَِ استبًذاسد )پلاسويذ ًَتشکيت حبٍی ًبحيِ هحبفظت ضذُ طى یدُ ثشاثش يبلیسقت سش یثش سٍ Real Time PCR ًتبيج حبصل اصآصهبيص -6 ضکل

 ٍ سسن هٌحٌی استبًذاسد 16
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 HPV16 ٍيشٍس E6 ًوًَِ استبًذاسد )پلاسويذ ًَتشکيت حبٍی ًبحيِ هحبفظت ضذُ طى یدُ ثشاثش بلیيثش سٍی سقت سش Real Time PCR آصهبيص ًتبيج حبصل اص -7 ضکل

 ٍ سسن هٌحٌی استبًذاسد
 

 Real Time PCRی آصهبيص خغ يلتحل یثشا يششپز يبسّبیهؼ  -10 جذٍل

 قسٺ سٗييٵ ديف اظ دصيطـ ٲٗيبضټبی قبذم

R2 97/0  ≤ x ≤ 0/1  

Slope - 9/3 ≤ x ≤ 9/2-  

Efficiency (%) 80 ≤ x ≤ 120 
 

 بحث
ٖٷٹاٴ ٦ٷشط٬ ٲثجز ٸ اٮ٫ٹی  ثٻ CaSkiضزٺ ؾٯٹٮي  زض ايٵ ٲُبٮٗٻ

PCR ٶٹاحي خٽز س٧ثيط E
E ٸ 2

ٲٹضز  HPV16غٶٹٰ ٸيطٸؼ  6
ؾبظی،  ٸ ذبٮم PCRييس ٲحهٹ٬ أاؾشٟبزٺ ٢طاض ٪طٞز. دؽ اظ س

E ٶٹاحي حٟبْز قسٺ
E ٸ 2

 pJET1.2/blunt cloning vectorزض  6
س. زض اٸٮيٵ ٪بٰ ثطای ؾبذز ٸ٦شٹض ٶٹسط٦يت اثشسا ٶٹاحي غٴ ٦ٯٹٴ قسٶ

س٧ثيط قسٺ ٸ ؾذؽ ثب  ظدٯيٳطا Taq DNAٸيطٸؾي ٲٹضزٶٓط ثب آٶعيٱ 
ٲٹضز ٞٹ٠ اٮص٦ط خٽز اسهب٬ ثٻ ٸ٦شٹض  چؿجٷسٺدطٸسٹ٦٭ ٶٹاحي 

اؾشٟبزٺ ٢طاض ٪طٞشٷس. دؽ اظ ثطضؾي ٶشيدٻ اسهب٬، ٶٹاحي ٸيطٸؾي ٲٹضز 
هب٬ ٶيبٞشٻ ثٹز. ثٻ ټٳيٵ خٽز اظ آٶعيٱ ٶٓط ثٻ ٸ٦شٹض ٦ٯٹٶيٷ٩ اس

DNA ثبلاٲطاظ ثب نحز  دٯي mi-pfu  اؾشٟبزٺ ٪طزيس ٸ ثب دطٸس٧٭
اسهب٬ غٴ ذبضخي ثٻ دلاؾٳيس ثب ٲٹ٣ٞيز اٶدبٰ ٪طٞز.  اٶشٽبی نبٜ

ؾبظی ٦كز ٲؿشٗسخٽز  E.coli DH5α َٹض ٲٹاظی ضزٺ ثب٦شطيبيي ثٻ
شٹضټبی ٶٹسط٦يت زازٺ قسٺ ٸ ثب ضٸـ ٦ٯطيس ٦ٯؿيٱ آٲبزٺ زضيبٞز ٸ٦

ؾبظی اؾشٟبزٺ قس ٲؿشٗسټبی ٦ٯطيس ٦ٯؿيٱ خٽز  قس. اثشسا اظ ٪طاٶٹ٬
ټب اظ زؾز ضٞشٻ ٸ زض اٶشٽبی  ٦ٻ زض ايٵ ضٸـ خٳٗيشي اظ ثب٦شطی

ٲي٧طٸسيٹة سك٧ي٭ ضؾٹة زازٶس. ثطای ضٕٞ ايٵ ٲبٶٕ اظ دٹزض ٦ٯطيس 
 ټبی ٦بض ثب ايٵ ضزٺ اؾشٟبزٺ ٪طزيس. اظ زي٫ط چبٮف ٦ٯؿيٱ آة دٹقيسٺ

ټب ثٹز ٦ٻ  ثب٦شطيبيي ٦ٱ ثٹزٴ ٢بثٯيز زضيبٞز دلاؾٳيس زض ثًٗي ؾٹيٻ
ټبی ٲرشٯٝ ثٽشطيٵ ؾٹيٻ ثطای اؾشٟبزٺ ٲس  ثب اؾشٟبزٺ ٲٹاظی اظ ؾٹيٻ

زؾز  ټبی ثٻ ييس ٦ٯٷيأخٽز س ٦PCRٯٷي  آظٲٹٴٶٓط ٢طاض ٪طٞز. 
E ټبی آٲسٺ زض ټط دٯيز ثطای غٴ

E ٸ 2
اٶدبٰ قس. ثط اؾبؼ  6

 400ثب  E2 ټبی ټبی ٲٹضزٶٓط ثطای غٴ ، ثبٶسدطايٳطټبی َطاحي قسٺ
Eخٟز ثبظ ٸ 

ٲكبټسٺ ٪طزيس. زض اٮ٧شطٸٞٹضظ ٲحهٹ٬ خٟز ثبظ  600ثب  6
E غٴ ٦PCRٯٷي 

خٟز ثبظ ٸ ٦ٳي ثبلاسط  500زٸ ٶٹٔ ثبٶس زض اٶساظٺ  6
سٹاٶس  ٲي HPV16 ٲكبټسٺ ٪طزيس. اظ آٶدبيي ٦ٻ خٟز ثبظ 500اظ 
زٮي٭  ٳ٧ٵ اؾز ايٵ سٟبٸر ثٻنٹضر ٸاضيبٶز ٸخٹز زاقشٻ ثبقس، ٲ ثٻ

E زض ٶبحيٻ HPV16 ټبی ٲرشٯٝ ٸخٹز ٸاضيبٶز
. (18 ٸ 17) ثبقس 6

E زؾز آٲسٺ ثطای ټط زٸ غٴ ٶٳٹٶٻ دلاؾٳيسټبی ٶٹسط٦يت ثٻ
E ٸ 2

6 
 NCBI Mega سٗييٵ سٹاٮي قس. زض ثطضؾي ٶشبيح حبنٯٻ ثب اثعاض

BLAST ييس ٪طزيس.أټبی ٦ٯٹٴ قسٺ س سنحز دلاؾٳي 
E یټب غٴ يزض ثطضؾ يطٸؾيثبض ٸ طيٲُبٮٗبر ٪صقشٻ، ٲ٣بز زض

Eٸ  2
6 

 يٷيث فيد یثطا يٖٷٹاٴ قبذه ثٻ 16 خيسب ياٶؿبٶ طٸؼيٸ ٯٹٲبيدبد
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 ي٧ي. زض (20ٸ  19ٸ  8) ؾطَبٴ زټبٶٻ ضحٱ ٲُطح قسٺ اؾز یكطٸيد
ثبض  یطي٪ اٶساظٺ یثطاHPV16 غٶٹٰ یحبٸ سيدلاؾٳ ٥ياظ ٲُبٮٗبر اظ 

 يطٸؾيثبض ٸ طيٸخٹز ٲ٣بز ٖسٰ بيٸ ثطاؾبؼ ٸخٹز  قسٺاؾشٟبزٺ  يطٸؾيٸ
Eغٴ يزض ثطضؾ

2
E غٴ يزض ثطضؾ يطٸؾي، ٲ٣ساض ثبض ٸ 

6
 ثب ضٸـ 

Multiplex Real Time PCR ثب دطٸة Taqman سٺيٲحبؾجٻ ٪طز 
 یحبٸ ي٧ي سينٹضر ٪طٞشٻ، اظ زٸ دلاؾٳ ١يسح٣ ٫طي. زض ز(8) اؾز
E غٴ یسٷٽب حبٸ ی٫طيٸ ز HPV16 غٶٹٰ

6
ثبض  طياؾشٟبزٺ قسٺ ٸ ٲ٣بز 

E یټب غٴ يزض ثطضؾ يطٸؾيٸ
E ٸ 2

6
-SYBR Green Real ثب ضٸـ 

Time PCR (9) قسٺ اؾز یطي٪ ټط غٴ اٶساظٺ یَٹض خسا٪بٶٻ ثطا ٸ ثٻ .
نٹضر  ثٻ يؾطٸياظ ٶ٣بٌ يٗٝ زٸ ٲُبٮٗٻ ٞٹ٠، ٲحبؾجٻ ثبض ٸ ي٧ي
 يطٸؾيٸثبض  ٦ٻ یَٹض ٻث ثبقس، يٲ Non-Normalized بي َجيٗيطيٚ

ثبض  ٭يٶكسٺ، ٦ٻ سحٯ یطي٪ ٲٹضز ٲُبٮٗٻ اٶساظٺ یټب ثٻ سٗساز ؾٯٹ٬ ٶؿجز
. اظ ٦ٷس يزقٹاض ٲ یٳبضيث یكطٸيد عاٴيٲ يٷيث فيد یضا ثطا يطٸؾيٸ

ٸ  ياذشهبنطيٚ طيس٧ث ٭يزٮ ثٻ SYBR Green اؾشٟبزٺ اظ ضٸـ يَطٞ
 يضٸق ٳطيزا-ٳطيدطا طياظ س٧ث يٞٯٹضؾٷز ٶبق یټب ٫ٷب٬يٹز ؾٸخ

نٹضر ٪طٞشٻ  ي. زض ثطضؾثبقس يٶٳ يطٸؾيثبض ٸ ٵييسٗ یاٲٷبؾت ثط
 يثطاؾبؼ سٗساز ٦ذ يطٸؾيثبض ٸ (21) ٸ ټٳ٧بضاٴ Saunier سٹؾٍ

E یټب غٴ
2
E ٸ 

 ثب ضٸـ ٵيثب غٴ آٮجٹٲ طيٲ٣بز ٵي٦طزٴ ا َجيٗيٸ  6

Multiplex Real Time PCR   دطٸةٸ Taqman  نٹضر ٪طٞشٻ
ثبقس،  pseudogeneیزاضا سٹاٶس يٲ ٵي٦ٻ غٴ آٮجٹٲ يياؾز. اظ آٶدب

زض ټط  ينٹضر ٦ذ ثٻ يطٸؾيٶطٲب٬ ٦طزٴ ثبض ٸ یغٴ ثطا ٵياؾشٟبزٺ اظ ا
 يٶبزضؾز سٗساز ٦ذ ٭يثبٖث سحٯ سٹاٶس يٸ ٲ قٹز يٶٳ ٻيؾٯٹ٬ سٹن

زض اٶؿبٴ  RNase-P ٷسٺ٪طزز. غٴ ٦س٦ٷ يطٸؾيٶطٲب٬ قسٺ غٶٹٰ ٸ
زض ټط غٶٹٰ  ي٦ذ ٥يثٹزٺ ٸ ثٻ سٗساز   ٥Single Copy Geneي

ٖٷٹاٴ  ثٻ يذٹث یساي، ٦بٶس RNase-P. غٴثبقس يٲٹخٹز ٲ سييټبدٯٹ
 ټطآٴ زض  يسٗساز ٦ذ ٷ٧ٻيا ٭يزٮ ثٹزٺ ٸ ثٻ PCR ٸا٦ٷف ي٦ٷشط٬ زاذٯ

سٗساز  ي٦ٳ ٵييسٗ ی( ٲكرم اؾز، ثطاي٦ذ 2) ياٶؿبٶ سييذٯٹيؾٯٹ٬ ز
 . قط٦زضٸز ي٦بض ٲ ثٻ Real-Time PCR ي٦ٳ یټب آظٲٹٴټب زض  ؾٯٹ٬

Applied Biosystems بي ABI  یټب زي٦ ك٫بٲبٴياظ د ي٧ي٦ٻ 
 اظ غٴ قٹز يزض خٽبٴ ٲحؿٹة ٲ Real-Time PCR يهيسكر

RNaseP یټب آظٲٹٴ٦طزٴ  َجيٗي یثطا Real Time PCR  ثب ضٸـ
ٲُبٮٗٻ  یز ٶٹآٸضاظ ٲٹاض ي٧ي. ٦ٷس يٲُٯ١ اؾشٟبزٺ ٲ يؾٷد زي٦ٳ

ٶطٲب٬  یثطا RNaseP ثٻ ٲُبٮٗبر ٪صقشٻ اؾشٟبزٺ اظ غٴ حبيط ٶؿجز
 .ثبقس يٲ HPV16 يطٸؾيثبض ٸ یټب ٦طزٴ زازٺ

زض ٦طٸٲٹظٰ ؾٯٹٮي ٲٷدط ثٻ  HPV16 اظ آٶدبيي ٦ٻ اٮحب٠ غٶٹٰ
Eحصٜ غٴ 

Eاظ غٶٹٰ ٸيطٸؼ ٸ ٲشٗب٢ت آٴ اٞعايف ثيبٴ آٶ٧ٹغٴ  2
6 

Eٸؾي غٴ ٪طزز. اذيطاً ٶؿجز ثبض ٸيط ٲي
Eثٻ  2

ٖٷٹاٴ  ثٻ HPV16زض  6
ٲٗيبضی ثطای سٗييٵ ٸيٗيز ٞيعي٧ي غٶٹٰ ٸيطٸؼ )اديعٸٲب٬، اٮحب٠ 
قسٺ ٸ سط٦يجي( ٲُطح قسٺ اؾز. ثطاؾبؼ ٲُبٮٗبر ديكيٵ خٽز 

٪يطی ٶؿجز ثبض  اظ اٶساظٺHPV16 ثطضؾي ٸيٗيز ٞيعي٧ي غٶٹٰ
Eٸيطٸؾي غٴ 

Eثٻ  2
 ثطاؾبؼ ٦ٻ سطسيت ثسيٵ. ٪طزز ٲي اؾشٟبزٺ 6

E ٶؿجز ثب ټبی ٶٳٹٶٻ ٲُبٮٗٻ، چٷسيٵ ٶشبيح
Eثٻ  2

 9/0سب  001/0ثيٵ  6
(، Mixزاضای ٸيٗيز ٞيعي٧ي سط٦يت اديعٸٲب٬ ٸ اٮحب٠ قسٺ )

Eټبی ثب ٲ٣بزيط  ٶٳٹٶٻ
2
/E

نٟط اظ ٶٓط ٞيعي٧ي زاضای ٸيٗيز اٮحب٠  6
زټٷسٺ ٸيٗيز غٶٹٲي اديعٸٲب٬ زض  ٶكبٴ9/0قسٺ ٸ ٲ٣بزيط ثعض٪شط اظ 

Eٶؿجز  ٶشبيح. (19ٸ  9، 8) ٶٓط ٪طٞشٻ قسٶس
2
/E

 یټب ؾٯٹ٬زض  6
CaSki زض ٲُبٮٗٻ حبيط (E2/E6 ratio=0.15 )يجيحًٹض سط٦ يبٶ٫طث 
زض ايٵ ضزٺ ؾٯٹٮي  (Mixed) ٸ اٮحب٠ قسٺ يعٸٲب٬اد یټب اظ غٶٹٰ

. ايٵ (23 ٸ 22) ثبقس٦ٻ ثب ٶشبيح ؾبيط ٲُبٮٗبر ټٳرٹاٶي زاضز ٲي
 HPV16 غٶٹٰ يعي٧يٞ يزنحز ؾٷدف ٸيٗزټٷسٺ   ټٳرٹاٶي ٶكبٴ

 يذُټطچٷس  ثبقس. زض ٲُبٮٗٻ حبيط ٲي Real-Time PCRثب ضٸـ 
 يَطاح Real-Time PCR آظٲٹٴ ، حؿبؾيز ٸ اذشهبنيزثٹزٴ
 قسٺ ييٵسٗ يفاظ د يطـدص يبضټبیٲٗ زض ايٵ ٲُبٮٗٻ زض ٲحسٸزٺ قسٺ

 سٗييٵ ٖسٰ ټبی ٲُبٮٗٻ حبيط ٢طاض زاضز ٸٮي ي٧ي اظ ٲحسٸزيز
 ثط ضٸی آظٲٹٴ، يهيسكر Cut offٸ  يزاذشهبن يز،حؿبؾ
 يٷٹٰٸ ٦بضؾ يشٯيبٮيزاذ٭ اد یٶئٹدلاظ ټبی ثبٮيٷي ثيٳبضاٴ ٲجشلا ثٻ ٶٳٹٶٻ
ثبقس. اظ َطٞي اضظيبثي  ٲي زټبٶٻ ضحٱ يؾٷ٫ٟطق یټب ؾٯٹ٬

ٗيز ٞيعي٧ي غٶٹٰ ثب اؾشٟبزٺ اظ ايٵ ټبی ثبض ٸيطٸؾي ٸ ٸي قبذم
زاذ٭  یٲجشلا ثٻ ٶئٹدلاظ يٳبضاٴټبی دبضاٞيٷٻ ٸ سبظٺ ث ثبٞززض  آظٲٹٴ

ديكٷٽبز  زټبٶٻ ضحٱ يؾٷ٫ٟطق یټب ؾٯٹ٬ يٷٹٰٸ ٦بضؾ يشٯيبٮياد
 ٪طزز. ٲي
دبٶ٭ زټس  ٶكبٴ ٲي زؾز آٲسٺ زض ايٵ ٲُبٮٗٻ ٻٲدٳٹٔ ٶشبيح ث ضز

 يعي٧يٞ يزٸ ٸيٗ ٸؾييطؾٷدف ثبض ٸ يهي َطاحي قسٺ ثطایسكر
 يذُ اظ Multiplex Real-Time PCRثط ضٸـ  HPV16 غٶٹٰ

اظ  يطـدص يبضټبیٲٗ يز ٲٷبؾجي ٲُبث١ٸ اذشهبن يزثٹزٴ، حؿبؾ
يهي ٲص٦ٹض زض دبٶ٭ سكر ثطذٹضزاض ثٹزٺ ٸ اضظيبثي قسٺ ييٵسٗ يفد

زاذ٭  یٲجشلا ثٻ ٶئٹدلاظ يٳبضاٴثټبی ثبٞشي دبضاٞيٷٻ ٸ سبظٺ   ٶٳٹٶٻ
زض ٲُبٮٗبر آسي  زټبٶٻ ضحٱ يؾٷ٫ٟطق یټب ؾٯٹ٬ يٷٹٰٸ ٦بضؾ يشٯيبٮياد

 ٪طزز. ديكٷٽبز ٲي

 تشکز و قدرداني
كبض ًٖٹ ٲحشطٰ ٶٹيؿٷس٪بٴ ٲ٣بٮٻ اظ ظحٳبر خٷبة آ٢ بی ز٦شط زاٸز اٞ

ٯٖٹٰ دعق٧ي ظٶدبٴ ٸ ټٳچٷيٵ ٲسيط ٪طٸٺ ٸ ٦بض٦ٷبٴ  أرټي ٖٯٳي زاٶك٫بٺ 
ٯٖٹٰ د ٪طٸٺ ٲي٧طٸة عق٧ي ثبث٭ ٶٽبيز قٷبؾي ٸ ثيٹس٧ٷٹٮٹغی زاٶك٫بٺ 

 ؾذبؾ٫عاضی ضا زاضٶس.
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Abstract:  
 

Introduction: Higher viral load in women with chronic Human Papillomavirus type 16 (HPV 16) infection and integration 
of the viral genome into the cell's chromosomes associates with an increased prevalence of premalignant/malignant lesions 
in the cervix. The present study describes the development of simultaneous measurement of viral load and physical status 
for the HPV16 genome by the Multiplex Real-Time PCR method. 
Methods: In this study, conserved genes (E

6
 and E

2
) of HPV16 were extracted from the CaSki cell line and, after PCR 

amplification, cloned in bacterial plasmid pJET1.2/blunt cloning vector. In addition, recombinant cellular RnaseP gene 
plasmid was used as an internal amplification control gene.  
Results: Based on our findings, the E

2
 and E

6
 genes of the HPV16 virus and the cellular RnaseP gene are identified with 

high efficiency. Besides, the results of the Real-time PCR showed a high R
2
 coefficient that reflects the linearity of the 

standard curve. The results of the E
2
/E

6
 ratio of CaSki cells (E

2
/E

6
 ratio=0.15) indicated the presence of both integrated 

and episomal forms in this cell line. 
Conclusion: According to the pre-determined acceptance criteria, the diagnostic panel designed to measure the viral load 
and the physical status of the HPV16 genome using the Multiplex Real-Time PCR method has appropriate sensitivity and 
specificity. 
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