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 های هدف:گروه

 تكنسين كاردان و كارشناس آزمايشگاه تشخيص طبی 

 

 اهداف آموزشی

 افزايش دانش و آگاهی پرسنل درخصوص بيماري هپاتيت و تشخيص مولكولی هدف کلی:

 

 روش و نحوه اجرای آموزشی

كه هدف اين مجموعه آموزش افزايش دانش و آگاهی در مورد بيماري هپاتيت و تشخيص مولكولی با توجه اين

هاي عملی ارائه شود و يا جهت پوشش تعداد بيشتري از آموزش تواند جهت ارائه مطالب به روشباشد. میمی

 خوانی انجام گيرد. گيرندگان بصورت غيرحضوري و در قالب كتاب

 

 ساعت  18 ه آموزشی:مدت دور

 

 ارزشیابی

در پايان دوره به منظور ارزيابی ميزان حصول موفقيت و دستيابی به اهداف آموزشی و بررسی آگاهی، نگرش و 

 هايعملكرد آموزش گيرندگان و بهبود مستمر فرايند يک ارزشيابی از شركت كنندگان به صورت تست

 اي به عمل خواهد آمد.چهارگزينه

  



 مقدمه

يكی از مشكلات عمده سلامت در دنيا و كشور ايران بوده و اين عفونت يكی از شديدترين  Bبيماري هپاتيت 

نوان عباشد. اين ويروس از علل اصلی بروز سيروز و سرطان كبد بوده و بههاي ويروسی كبدي در جهان میعفونت

بيليون انسان در دنيا  2كه بيش از  شودمیدهمين عامل مرگ و مير در جهان اعلام شده است. تخمين زده 

( دچار هپاتيت باشند. سالانه %1ميليون نفر از اين بيماران ) 312سابقه برخورد با اين ويروس را داشته و تقريبا 

از اين افراد مبتلا  %1نزديک به يک ميليون نفر از اين بيماران دچار سيروز، هپاتيت مزمن و سرطان كبد شده و 

از نوزادان در صورت  %81-91سالان و حدود از بزرگ %1-11دهند. تقريباً د را از دست میبه عفونت جان خو

ميليون نفر سابقه آلودگی به اين ويروس  2شوند. در كشور ايران حدود برخورد با ويروس دچار عفونت مزمن می

اصلی انتقال ويروس از طريق  باشند. راهاز جمعيت كشور ايران ناقل مزمن اين بيماري می %1/1را داشته و حدود 

هاي خونی بوده و در اثر تماس با ترشحات آلوده مانند مايع منی، ترشحات واژن، بزاق نيز تزريق خون و فرآورده

سالان موارد عفونت در بزرگ %61-81شروع بيماري معمولاً آرام و تدريجی بوده و در  گردد.ويروس منتقل می

 سازيخودي بهبود يافته و افرادي كه توانايی پاكبهطور خوداز اين بيماران به %92-91باشد. تقريباً پنهانی می

عنوان ناقل بيماري داراي علائم شوند. اين افراد بهفرم مزمن عفونت مبتلا میويروس را به هر علتی ندارد، به

 گردند. تدريج مبتلا به سيروز و سرطان كبد میبالينی مشخص نبوده و به

كارگيري باشد. با بهدر تشخيص اوليه بيماري مهم می HBeAgو  HBsAgهاي كبدي، و تعيين بررسی سطح آنزيم

يص در گردش خون ويروس را تشخ HBsAgهفته قبل از ظهور  3تا  2توان می HBV DNAگيري روش اندازه

ي مولكولی را هاروشكارگيري ، بهداشت جهانی بهPCRدليل حساسيت و اختصاصيت بسيار بالاي روش به داد.

كندمیگيري درمان توصيه پی و هاي مزمنجهت تشخيص عفونت
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 Bبیماری هپاتیت 

ايی اطلاق هبيماري . هپاتيت ويروسی بهشودمیي كبدي گفته هاسلولگونه التهاب و تورم  اصطلاح هپاتيت به هر

ي كبدي داشته و باعث آماس كبد و هاسلولشديدي به tropism ها گرايشهاي مولد آنگردد كه ويروسمی

 .شونداختلال در اعمال آنزيماتيک آن می

 هپاتيت ويروسی يک بيماري سيستميک است، كه عمدتاً كبد را درگير كرده و باعث التهاب كبد، تب، تهوع،

 .شودمیايجاد  Eو  A ،B ،C ،Dهاي هپاتيت . اين بيماري توسط ويروسشودمیاستفراغ و در نهايت يرقان 

هاي يكی از مشكلات عمده سلامت در دنيا و كشور ايران بوده و عامل يكی از شديدترين عفونت Bبيماري هپاتيت  

باشد. اين ويروس عامل اصلی سرطان كبد بوده و به عنوان دهمين عامل مرگ و ويروسی كبدي در جهان می

. اين شودمیتلقی  عنوان معضل بهداشتی در جهانمير در جهان اعلام شده است. در حال حاضر اين بيماري به

هاي خونی و تماس مخاط با ترشحات فرد آلوده همانند بزاق، مايع منی، ويروس از طريق انتقال خون و فرآورده

ي كبد هاسلولروز پس از ورود به بدن خود را به  3. ويروس در عرض  شودمیترشحات واژن و غيره وارد بدن 

-preكه پروتئين  ،گيردصورت می HBsAgهاي ها از طريق گليكوپروتئينرساند. اتصال ويروس به هپاتوسيتمی

S ي كبدي از جمله گيرنده ترانسفرين، گيرنده آسيالوهاسلولهاي مختلف . گيرندهدر اين امر نقش مهمی دارد-

 .ها نقش دارندهپاتوسيت پروتئين و اندونكسين كبد انسان در اتصال ويروس بهگليكو

 .تاييد شده است هاسلولبه عنوان رسپتور براي ورود ويروس به  Dدر اردك كربوكسی پپتيداز 

 محل اصلی تمرکز ويروس در بدن
ي خونی، مغز استخوان، كليه و پانكراس، بافت و هاسلولدر انسان محل اصلی درگيري، كبد بوده ولی ويروس در 

مثبت يا  HBsAgهاي خون محيطی بيمارانی كه ي مونونوكلئر و لنفوسيتهاسلولغدد لنفاوي، به خصوص 

ي كبدي شروع به تكثير نموده، ولی علائم بيماري هاسلولويروس پس از ورود به بدن در  .شودمیمنفی هستند، يافت 
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راه ورود عفونت و ايمنی فرد نيز در ابتلا  ،گردد. البته مقدار دوز عفونی وارده به بدنروز مشاهده نمی 41معمولاً قبل از 

 باشد.مهم می به بيماري

ي هاسلولسازي عفونت با حذف تحريک ايمنی سلولی و ايجاد التهاب موجب بروز علائم بيماري شده و در پاك

. در حالت شودمیآغاز  MHCژن رون و ايجاد پاسخ ايمنی بيان، آنتیكنند. با ترشح اينترفكبدي آلوده عمل می

در برابر عفونت موجب ايجاد علائم خفيف بيماري و ناتوانی در حذف عفونت و در  Tي هاسلولكلی پاسخ ناكافی 

در سرم كه به  HBsAgگردد. به دليل وجود مقادير زيادي از نتيجه سير بيماري به سمت هپاتيت مزمن می

ی به اين علت، تواناي سازد.بادي خنثی كننده را متوقف میبادي خنثی كننده متصل شده و عمل آنتیتیآن

 .گرددبادي در حذف عفونت محدود میآنتی

 اپیدمیولوژی
اكنون در جهان ميليارد نفر از جمعيت جهان در معرض آلودگی به اين ويروس قرار گرفته و هم 2بيش از 

باشند، كه بيشتر اين افراد در آسياي جنوب شرقی زندگی ميليون نفر ناقل اين ويروس می 312بيش از 

در جهان در مناطق مختلف جغرافيايی متفاوت بوده و در  Bكنند. فراوانی آلودگی به ويروس هپاتيت می

در كشورهاي توسعه يافته مانند  %2 بندي سازمان بهداشت جهانی شامل مناطق با آلودگی كمتر ازتقسيم

در كشورهايی مانند ايران، مصر، تركيه و ژاپن و آلودگی  %2-8آمريكا، اروپاي غربی، استراليا، آلودگی متوسط 

 باشد.آسيا و كشورهاي آفريقايی میدر چين و كشورهاي جنوب شرقی  %8بيشتر از 
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 شيوع آلودگی در جهان -1شكل 

 يابد. در كشورهايی كه آلودگیيق ورود به زير جلد يا تماس با سطوح مخاطی انتقال میاين ويروس بيشتر از طر

يعنی از مادر به نوزاد در هنگام تولد،  verticalها زياد است، انتقال معمولا به صورت انتقال عمودي در آن

از  horizontalانتقال به صورت افقی گيرد. شيرخوارگی و دوران كودكی در اثر تماس نزديک با مادر صورت می

 .گيردطريق تماس نزديک در بين افراد خانواده و تماس جنسی صورت می

ويروس در دوران كودكی يا نوزادي كسب شده و  ،شودمیدر نواحی از جهان كه بيماري به صورت آندميک ديده 

از مادر به  Bهپاتيت باشد. ميزان انتقال اد میترين راه انتقال در اين مناطق انتقال بيماري از مادر به نوزمهم

است. در مناطق با شيوع متوسط انتقال عفونت از راه  %92مادر، بيش از  HBsAgجنين در صورت مثبت بودن 

ک هاي بدنی نزديهاي پوستی و مخاطی همانند تاتو كردن، سوراخ كردن گوش و تماسافقی و بيشتر از راه خراش

. به دليل زنده ماندن طولانی مدت ويروس در خارج از بدن شودمیبيشتر در جوانان ديده رخ داده و اين حالت 

آلوده  هايتراش و حتی اسباب بازي احتمال انتقال آلودگی از طريق تماس با وسايلی مانند مسواك، تيغ صورت

 با رفتارهاي پر خطرافتد. در مناطق با شيوع كم عفونت بيشتر در ارتباط به خون و ترشحات بدن اتفاق می

 گيرد.حفاظت نشده و اعتياد تزريقی صورت می جنسی مشكوك
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 باشند. اينبوده و ناقلين اين ويروس منبع اصلی آلودگی می HBsAgژن ناقلين آنتی Bمخزن اصلی ويروس هپاتيت 

انجام  FDA، سازمان غذا و دارو 1912آفرين هستند. از سال كنندگان خون مشكلافراد به خصوص در ميان اهداء

 .هاي اهدايی اجباري كرده استرا بر روي تمام خون HBsAgآزمايش 

بيشترين موارد ناقلين را مبتلايان به بيماري جذام، لوسمی، بيماري هوچكين، معتادان به مواد مخدر داخل وريدي، 

 (.136)دهد در پزشكی تشكيل میجنس باز و كامردان هم

اشک، مايع منی، آسيت، شير، مايع  ژن تقريبا در تمامی ترشحات بدن مبتلايان به بيماري از قبيل بزاق،آنتی

ري در مفصلی، ترشحات معده، مايع جنب، ادرار و مدفوع وجود دارد. به دليل نبودن شيوع فصلی خاص، بيما

 .شودمیتمام طول سال ديده 

سن ابتلا كمتر باشد احتمال پيشرفت بيماري به سمت مزمن شدن بيشتر بوده و احتمال بروز نارسايی كبد،  چه هر

و در نوزادان مبتلا به  %32ساله حدود  1-1 يابد. در كودكان مبتلا به عفونتسيروز و سرطان كبدي افزايش می

 6بيش از  HBsAgاگر مثبت بودن  خطر پيشرفت به سمت مزمن شدن بيماري وجود دارد. %92عفونت حتی تا 

گردد. سير بيماري به عواملی همانند سن، جنس، پاسخ ايمنی فرد، ماه طول بكشد حالت مزمن بيماري ايجاد می

 .و ميزان ويروس وارد شده به بدن، بستگی دارد HLAوضعيت 

 .باشدمی HIVتر از ويروس برابر مسري 12-122طبق گزارشات سازمان بهداشت جهانی اين ويروس 

هاي مختلفی است كه انسان و برخی از حيوانات همانند شامپانزه، موش خرما، سنجاب و اين خانواده داراي تيپ

 .كندمیاردك را آلوده 

 پاتولوژی
 41ي كبدي شروع به تكثير نموده، ولی علائم بيماري معمولاً حدود هاسلولروز پس از ورود به بدن در  3ويروس 

گردد. البته مقدار دوز عفونی وارده به بدن، راه ورود عفونت و ايمنی فرد در ابتلا به روز بعد از آلودگی ظاهر می

يب ن آسي كبدي با ايجاد حداقل اثر سايتوپاتيک براي مدت طولانی بدوهاسلولبيماري مهم است. ويروس در 

هايی دهد. در طی اين مدت كپیهاي كبدي مقداري افزايش نشان میيابد. در اين مدت آنزيمبه كبد تكثير می
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ا اي يماند. اشكال رشتهي كبدي وارد شده و بطور مخفی باقی میهاسلولاز ژنوم ويروس به درون كروماتين 

در  ground glass ولوژي به صورت شيشه شفافدر درون سلول ساخته شده و اثرات ساتيوپات HBsAgفيلامنتی 

ي كبدي هاسلولتدريج با حذف . تحريک ايمنی سلولی و التهاب ايجاد شده بهكندمیي كبدي آلوده بروز هاسلول

 MHCژن سيستم ايمنی و ترشح اينترفرون بيان آنتی با فعال شدن .كندمیسازي عفونت آلوده، شروع به پاك

 .شودمینيز افزايش 

شوند. آشكار می Tي سايتوتوكسيک كشنده هاسلولدر برابر فعاليت  HBs ،HBc، HBeهاي ژنپپتيدهاي آنتی 

چنين هاي توليد شده همباديآنتی. باشندمی Tي هاسلولهاي برجسته براي ژن، آنتیHBcژن هاي آنتیتوپاپی

هاي د را در برابر عفونت محافظت نمايد. كمپلكستواند فر، میشودمیبادي كه بوسيله واكسيناسيون توليد آنتی

. كندمیدخالت  IIIهاي حساسيت شديد تيپ تشكيل شده و در بروز واكنش anti- HBsو  HBsAgايمنی بين 

 گردد. در كودكان پاسخها، راش، كهير و آسيب كليه میدر اين حالت مشكلاتی همانند التهاب عروق، درد مفصل

اند، اطفال كه قبل از تولد آلوده شده %92حدود باشند. وده و كمتر قادر به حذف عفونت میايمنی سلولی ناكامل ب

. در رددگمیتري ادامه يافته و در اين افراد فرم مزمن بيماري بيشتر ايجاد تكثير ويروس در اين افراد به مدت طولانی

اهرگ ي اطراف سيهاسلولويژه در و نكروز به هاي تخريبی در پارانشيم كبد مانند تورم سلولیطی عفونت حاد، آسيب

يد باشد. بهبودي از عفونت موجب تولها میلنفوسيت ي التهابی به طور عمده از نوعهاسلول. تجمع گرددمیلوبول كبدي 

 گردد.مجدد بافت پارانشيم كبد می

تواند به آسيب دائمی و یم HDVهاي مزمن فعال شده يا عفونت مشترك با عامل دلتا عفونت فولمينانت، عفونت

 .گرددغيرقابل برگشت كبد و سيروز منجر 

ممكن است سرطان اوليه سلول كبدي را با افزايش ترميم ممتد بافت كبد و رشد سلولی در پاسخ به  Bهپاتيت 

اند توآسيب بافت يا با اتصال به كروموزوم ميزبان و تحريک مستقيم رشد سلولی را القاء نمايد. اين اتصال می

هاي كنترل كننده را تحريک نموده يا پروموتورهاي ويروسی را مجاور ژن rearengmentترتيب مجدد ژنتيكی 

، را در ايجاد سرطان كبد شودمیكد  HBVxوجود نوعی پروتئين كه بوسيله ژن  چنينرشد سلولی قرار دهد. هم
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هاي سلولی را فعال نموده و رشد سلولی را تحريک اين ژن احتمالاً رونويسی پروتئين (.122)دانند دخيل می

دهد. دوره مخفی زايی را در بافت كبد افزايش میاحتمالاً با ايجاد جهش خاصيت سرطان xكند. وجود ژن می

مواردي حتی سال و حتی به مدت طولانی، در  9حدود  PHCو سرطان اوليه كبد  Bبودن بين عفونت هپاتيت 

 سال نيز گزارش شده است . 31 تا

 علائم
هاي ويروسی است. بيماري بيشتر اوقات علائمی مانند سرماخوردگی و گاهاً علائم بيماري مشابه با ساير هپاتيت

راغ، درد قراري، تهوع و استفاشتهايی، بیصورت بیعلائمی شبيه بيماري انفولانزا دارد. علائم بيماري بيشتر به

ها، تب، ادرار پر رنگ و تيره، يرقان، خارش پوست ديده شده، گاهی خستگی و درد شكم نيز بدن، درد در مفصل

 .گرددمیمشاهده 

 سیر بیماری
به مرور زمان به  acute infectionتواند به دو صورت حاد و مزمن تظاهر نمايد. عفونت حاد آلودگی به اين ويروس می

كه در عفونت مزمن تكثير و فعاليت ويروس به مدت طولانی ادامه انجامد. در حالیحذف ويروس و بروز ايمنی می

هاي مزمن معمولاً منجر به ايجاد عفونت داشته و حتی ممكن است آلودگی در تمام طول عمر در بدن باقی بماند.

عنوان يكی از عوامل اصلی به Bشوند. در ايران هپاتيت می ي كبديهاولسلعوارضی مانند سيروز كبد و سرطان 

هاي از بيماران مبتلا به بيماري %68گر آن است كه در هاي كبدي در نظر گرفته شده و تحقيقات نشانبيماري

هاي . در حاليكه اين شاخصشودمیديده  Bهاي سرولوژيكی ابتلا به هپاتيت مزمن كبدي يكی از نشانه

 د.گرداز بيماران مبتلا به سرطان كبد مشاهده می %1/82در  سرولوژيكی

 عفونت حاد
است كه مقدار آن در آغاز افزايش يافته و به مرور زمان كاهش  HBsAgاولين شاخص قابل رديابی در عفونت حاد 

ظاهر در خون  HBeAgهفته است. سپس  2-12در گردش خون معمولاً  HBsAgيابد. مدت زمان حضور می

 .شودمیمنفی  HBsAgشده و معمولاً قبل از كاهش 



3 

anti-HBc  كه مقدار  شودمیتقريباً زمانی ظاهرHBsAg  در اوج است. ابتدا نوعIgM بادي ظاهر شده و آنتیanti 

- HBc - IgM بادي كاهش يافته، در هفته اين آنتی 2-16باشد. در طول حاد می ترين شاخص عفونتمهم

ماند. هنگامی هاي طولانی و غالباً در تمام طول عمر در خون باقی میبراي مدت IgGبادي از نوع كه آنتیحالی

هاي طولانی و گاها براي تمام طول عمر باقی ظاهر شده و حتی به مدت anti - HBe، شودمیمنفی  HBeAgكه 

بادي خنثی كه در واقع تنها آنتی HBsAg ،anti - HBsماند. در نهايت به فاصله كوتاهی پس از منفی شدن می

مثبت بوده و از نظر  anti - HBcباشد. افرادي كه از نظر میكننده در گردش خون بوده و نشان دهنده ايمنی كامل 

دهند. منفی هستند، در صورت اهداء خون احتمالاً ويروس را به فرد گيرنده خون انتقال می Bهاي هپاتيت ساير شاخص

هاي مزمن پايداري بيشتري دارند. در ولی عفونتبوده  self limiting معمولاً خود محدود شونده هاي حادعفونت

. مبتلايان به هپاتيت ويروسی حاد شودمیعفونت حاد پاك شدن ويروس در عرض چند هفته تا چند ماه ديده 

ت حاد به . هپاتيشوندمیمزمن  ، نسبت به افرادي كه بدون علامت هستند كمتر دچار حالت ناقلیبا علائم بالينی

. شودیماشتهايی، تهوع و استفراغ، سردرد، درد عضلات و تب مشاهده صورت سيستميک بوده و علائمی همانند بی

راه است. به رنگ شدن مدفوع همرنگ يا بیتب معمولاً خفيف بوده و با بروز زردي، تيره شدن رنگ ادرار و كم

بزرگی  وي وفوقانی راست شكم ايجاد شده كه در برخی بيماران بزرگی غدد لنفاعلت بزرگی كبد درد در ناحيه 

 .شودمیطحال نيز ديده 

 عفونت مزمن
براساس رابطه بين تكثير ويروس و پاسخ ايمنی ميزبان تعيين  chronic hepatitisسير معمول عفونت مزمن 

زمان تكثير ويروس دارد. در حالت كلی  گردد. اثرات نهايی عفونت مزمن بستگی به شدت بيماري كبدي درمی

 .باشدعفونت مزمن شامل دو مرحله می

ه . در مرحله انتهايی كشودمیابتدا ويروس پس از ورود به بدن در كبد تكثير شده و بيماري فعال كبدي ديده 

 .گرددرفت میتكثير ويروس متوقف شده و بيماري كبدي وارد فاز پس
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كسب شود يک مرحله تكثير ويروسی وجود دارد، كه اصطلاحاً اين مرحله را فاز تحمل  اگر در دوره نوزادي عفونت

، گويند. در حالت تكثير تعداد ويروس زياد بوده ولی شواهدي از بيماري فعال كبدي immune tolerancايمنی 

سال نيز  32تا  12از  تواند. اين حالت میشودمیهاي كبدي يا علائم بالينی بيماري ديده نمانند افزايش آنزيم

است. گذر از فاز تحمل ايمنی  HBeAgادامه يابد. نكته حائز اهميت در اين مرحله ميزان بسيار كم پاك شدن 

يابد، كه افزايش می HBeAgخودي سازي خودبهاحتمال پاك immune clearanceسازي ايمنی به فاز پاك

ي كبدي هاسلولبيماري با بروز علائم شديد و هپاتيت حاد ظاهر گردد. علت بروز علائم، تهاجم سيستم ايمنی به 

 .باشدآلوده می

 HBsAgژن به حالت مزمن مبتلا شده كه اين افراد ناقل مزمن آنتی Bاز مبتلايان به هپاتيت  %1-12حدود 

بدي افزايش هاي كبالينی آشكاري مبنی بر گرفتاري كبد را نداشته و فقط ميزان آنزيم باشند. اين افراد علائممی

1دهد. حدود نشان می
3

از بيماران به شكل مزمن فعال بيماري مبتلا شده كه در آنها سيروز و نارسايی كبد  

رو هستند. بهآسا روا خطر بروز بيماري به فرم برقنيز آلوده گردند، ب HDV. اين بيماران اگر با شودمیمشاهده 

2در 
3

هاي كه مشكل خاصی نداشته و فقط آنزيم شودمیمانده از اين بيماران هپاتيت مزمن غيرفعال ديده باقی 

باشند. در ترين منبع پخش و انتشار ويروس میيابد. افراد مبتلا به هپاتيت مزمن اصلیكبدي مقداري افزايش می

ي كبدي حتی كولاپس شبكه رتيكولار هاسلولآماس و نكروز  chronic active hepatitisهپاتيت مزمن فعال 

دي هاي بزرگ كبآگهی خوبی نداشته و سيروز كبد و ندولر اين شرايط بيمار پيش. دشودمیبافت كبد ديده 

ها در گردش خون باقی مانده و ، اين شاخصHBeAgو  HBsAg. در عفونت مزمن پس از ظهور شودمیايجاد 

ان در خون وجود دارد، فرد آلوده دور HBeAgكه يابی است. تا زمانیقابل رد anti – HBcپس از مدتی فقط 

گردد. بيشتر مبتلايان به هپاتيت مزمن بدون ظاهر میanti – HBe گذراند. سپسفعال را میهپاتيت مزمن 

رفت بيماري به علت بروز سيروز علائمی همانند زردي، بزرگی طحال، آسيت، ادم علامت بوده و در صورت پيش

طور خفيف تا متوسط افزايش به ALTو  ASTهاي كبدي مانند هاي كبدي يا آنزيم. تستشودمیمحيطی ديده 

و كاهش تعداد  PTرفت بيماري سيروز ديده شده كه كاهش آلبومين سرم و افزايش زمان دهد. با پيشنشان می
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 ALTبيشتر از  ASTگردد، كه سطح هاي سفيد و قرمز، حتی پلاكت به دليل هيپراسپلنيسم مشاهده میگلبول

 گردد.می

 آساهپاتیت برق
باشد. علائم اوليه به صورت می fulminate hepatitisآسا معمولاً به علت هپاتيت برق Bمرگ در فاز حاد هپاتيت 

باشد. طولانی شدن زمان انعقاد يک نشانه بسيار مهم زردي، خواب آلودگی و علائم تيرگی شعور و آنسفالوپاتی می

باشد. گاها حالت قادي در اثر نارسايی كبد میباشد، كه به علت نقص در سنتز فاكتورهاي انعهپاتيت می

راه كاهش حجم ادرار و افزايش كراتينين گردد. احتمال بروز نارسايی كليه به همهيپوگليسمی هم مشاهده می

از مبتلايان به بيماري ديده شده كه موجب آسيب شديد و وسيع بافت كبد  %1-2آسا در وجود دارد. هپاتيت برق

ي كبدي هاسلولي كبد وجود ندارد. در اين شرايط نكروز وسيع هاسلولم و بازسازي شده كه فرصت ترمي

. علائم بالينی شديدتر و شودمیاز موارد كشنده را شامل  %92حتی تا حدود  62گردد. كه در مشاهده می

شديد به  . گاهاً واكنش حساسيتشودمیديده  ascitesهايی از آسيب شديد كبد مانند، آب آوردن شكم نشانه

. در اين شرايط راش، شودمیهاي توليد شده، مشاهده باديو آنتی HBsAgهاي ناشی از علت ايجاد كمپلكس

 .شودمیده و گلومرولونفريت ايجاد ها، تب، التهاب عروق نكروز دهنالتهاب مفصل

 تشخیص بیماری
ها، در دسترس است كه از ميان آن Bهاي ويروس هپاتيت ي متعدد سرولوژيكی جهت تشخيص شاخصهاروش

ها يی حساس با بيشترين كاربرد در آزمايشگاههاروش، EIA، آنزيم ايمونواسی RIAي راديو ايمونواسی هاروش

 روند.كار میبه جهت تشخيص

ي تشخيصی جديد هاروشرا دارند. امروزه  HBsAgليتر، نانوگرم در ميلی 2/2-1/2قابليت تشخيص  هاروشاين 

مراتب در دسترس بوده كه حساسيت تشخيص به HBV DNAمولكولی جهت تشخيص  هايآورياستفاده از فنبا 

 هاروش كارگيري اينبه باشد. بادر نمونه می copy/ml01-0 بالاتري دارند. در اين روش حتی قادر به تشخيص

سازد. در گردش خون را امكان پذير می HBsAgهفته قبل از ظهور  3تا  2را  Bقادر به تشخيص آلودگی هپاتيت 
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با وجود ميزبان محدود ويروس و فقدان كشت  Bرفت در علم بيولوژي ملكولی، مطالعه ويروس هپاتيت پيش

هاي نزيمآ سازد. تشخيص اوليه هپاتيت براساس علائم كلنيكی و افزايش درسلولی براي رشد ويروس را مقدور می

در سرم وجود داشته و الگوي  HBeAgو  HBsAgهاي حاد و مزمن در عفونت گيرد،كبدي در خون انجام می

 ي ويروس در تشخيص نقش دارند.هاژنها در برابر آنتیباديآنتی

HBsAg  وHBeAg شوند. تشخيص در هنگام تكثير ويروس به خون ترشح میHBeAg  بهترين شاخص براي

بادي عليه كه آنتیها بدون اينو يا هر دو آن HBeAgو  HBsAgوجود ويروس عفونی است. در عفونت مزمن 

 HBeAgو  HBsAgبادي ضد آنتی، تشخيص گردد. در طول دوره بدون علائم بالينیظاهر شود، مشاهده می آنها

قابل تشخيص نباشد، در  anti - HBsو  HBsAgباشد. بهترين راه تشخيص عفونت حاد، خصوصاً اگر آسان نمی

 مفيد است. anti - HBc – IgMگيري اندازه windowمرحله پنجره 

باشد. اين روش يک روش ويروس می DNAگيري ميزان يک روش بسيار حساس براي سنجش و اندازه PCRروش 

باشد. در دوره كمون تعداد ويروس بسيار كم بوده ولی در مناسب براي پی بردن به فعال يا غيرفعال بودن ويروس می

 .رسدليتر خون نيز میبه چندين ميليون ذره در هر ميلی دوره حاد بيماري حتی

است. در اين  PCRكه حساسيت آن كمتر از روش  ،گرددمیي هيبريداسيون نيز براي تشخيص استفاده هاروشاز 

ناسايی اشد، قابل شفيكاسيون صورت نگرفته و فقط در حالتی كه ذرات ويروس در خون بسيار زياد بروش آمپلی

 باشد.می

مان، گيري دركارگيري اين روش را براي پیبسيار بالا بوده و بهداشت جهانی به PCRحساسيت و اختصاصيت روش 

 .كندمینه براي تشخيص اوليه بيماري توصيه 

 ها جهتطور معمول در آزمايشگاهي تشخيص ايمونولوژيكی، روش الايزا و روش لومينسانس بوده كه بههاروشاز 

 گردد.استفاده می HBeAbو  HBsAg ،HBeAg ،HBsAb ،HBcAbتشخيص 

هاي نواري نيز استفاده شده كه چنين از تستگردد. هماز روش ايمونوفلورسانس نيز در برخی موارد استفاده می

 .ي تشخيص تاييدي، مانند روش الايزا استفاده گرددهاروشجهت تاييد موارد مثبت بايد از 
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 عوارض بیماری
تواند به دو صورت حاد و مزمن تظاهر نمايد. عفونت حاد به مرور زمان به حذف ويروس ويروس میآلودگی به اين 

كه در عفونت مزمن تكثير و فعاليت ويروس به مدت طولانی ادامه داشته و حتی انجامد. در حالیو بروز ايمنی می

خودي بهبود يافته و در بطور خودبههاي حاد معمولاً ممكن است براي تمام طول عمر در بدن باقی بماند. عفونت

تدريج خودي كمتر بوده و بههاي مزمن بهبود خودبه. در عفونتشودمیموارد كمی نياز به درمان دارويی ديده 

، كندمی. در موارد عفونت مزمن دوباره فعال شده به صورت عفونت حاد تظاهر شودمیپاسخ ايمنی ظاهر 

ي كبدي شده، ولی بايد هاسلولايجاد عوارضی مانند سيروز كبد و كارسينوم هاي مزمن معمولاً منجر به عفونت

 شوند.ه و در مقابل ويروس ايمن میبه خاطر داشت كه اكثر افراد مبتلا بهبود يافت

هاي توان به عفونتي كبدي را میهاسلولاز موارد سرطان اوليه  %82طبق آمار سازمان بهداشت جهانی حدود 

 هاي ويروسژن، آنتیهاسلولي كبدي الحاق شده و اين هاسلولنسبت داد. ژنوم ويروس به ژنوم  Bمزمن هپاتيت 

عنوان مثال در باشد. بهها در جهان میعامل اصلی مرگ ناشی از سرطان 3كنند. اين بيماري يكی از را بيان می

از آنها در اثر ابتلا به سيروزو سرطان  بوده و حدود نيمی Bاز افراد ناقل ويروس هپاتيت  %11كشور تايوان حداقل 

دهند. سرطان كبد با عامل اين ويروس شايد اولين سرطان انسانی است كه با كبد جان خود را از دست می

 گيري است.واكسن قابل پيش

در پاسخ به آسيب يا الحاق ويروس به كروموزوم  هاسلولي كبد، رشد اين هاسلولويروس با افزايش روند ترميم 

ويروس  DNAگردد. مخفی شدن ميزبان و با تحريک مستقيم رشد سلولی، منجر به ايجاد سرطان اوليه كبد می

پس از پيوند عضو بوده كه  Bي مونونوكلئر محيطی يكی از دلايل فعال شدن ويروس هپاتيت هاسلولدر ژنوم 

 نمايد.زن مخفی براي ويروس عمل میعنوان يک مخبه
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 درمان
. درمان در موارد شودمیخود پاك بهياز به مصرف دارو نبوده و در افراد بالغ معمولاً عفونت خوددر عفونت حاد ن

وارد گيرد. در مباشد، صورت میآسا و در مواردي كه سيستم ايمنی فرد به دلايلی دچار نقص هپاتيت نوع برق

 سيروز ديده شود. وز نارسايی كبد ومزمن نيازي به درمان دارويی نبوده مگر اين كه خطر بر

انتكاوير  ،Adefuvirآدفووير ، Lamivudine، لاميوودين Interferon alphaاينترفرون آلفا ، داروهاي مورد استفاده شامل

Entecavir باشد.می 

 اينترفرون -7

 . در بيماران با اختلالاتشودمیهاي جهش يافته و مقاوم ويروس نپايداري اين دارو بيشتر بوده و سبب ايجاد فرم

ر عنوان يک ايمنومودولاتو. اين دارو بهشودمیكبدي اينترفرون مصرف نشده و بيشتر در افراد جوان دارو تجويز 

 گردد.به ريبوزوم می mRNA. اينترفرون از رونويسی و سنتز پروتئين ممانعت كرده و مانع از اتصال كندمیعمل 

 لامیوودين -1

وده ولی تري بدارو كم بوده و قيمت آن نيز پايين است. لاميوودين نسبت به آدفووير داروي قوي عوارض جانبی اين

، كه به باز است ايتياسيتيدين( داراي قند تغيير يافته -3'-داكسی-2'تر است. لاميوودين )از انتكاوير ضعيف

لی آن مقاومت دارويی نسبت به . عيب اصشودمی DNAنوكلئوزيدي متصل شده و مانع از طويل شدن زنجير 

چنين اين دارو به عنوان گردد. همتجويز می باشند، HBVو  HIVزمان آلوده به آن است. بيشتر در افرادي كه هم

گردد. اين دارو به صورت رقابتی ترانس مدت استفاده میعنوان داروي كوتاه پروفيلاكسی در حين درمان به

 .كندمیپتاز معكوس ويروس را مهار كري

 آدفووير -9

مزيت اصلی اين دارو مقاومت پايين آن و تأثير بر روي انواع مقاوم ويروس به داروي لاميوودين است. اين دارو عمل 

باشد. عيب اصلی آن اثر آهسته و كند دارو در سركوب ويروس رپليكاسيون را بلوكه كرده و آنالوگ آدنوزين می
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وي كليه دارد. مقاومت دارويی آن در طول درمان يک ساله ديده نشده ولی دوز بالاي آن اثرات سمی بر ر ،بوده

هاي مقاوم به نشان داده است. نقش اصلی اين دارو در فرم %18مصرف آن در طی چهار سال مقاومتی حدود 

 .باشدلاميوودين می

 انتكاوير -4

باشد. عارضه كليوي در اثر مصرف، تا مزيت اصلی آن قدرت ضد ويروسی بالاي آن و مقاومت دارويی پايين آن می

انتكاوير و آدفوير ارجحيت دارد. در بيماران  حال گزارش نشده است. در بيماران مبتلا به نارسايی كليه مصرف

هاي نوكلئوزيدي استفاده گردد. مصرف اينترفرون در جهت درمان بايد از آنالوگ ،مبتلا به سيروز جبران نشده

. مصرف لاميوودين به دليل مصرف طولانی شودمیدليل اثرات سمی آن روي كبد توصيه ن اين گروه از بيماران به

رات شوند، اثكرد پليمراز ويروس میطور انتخابی مانع از عملرود. آنالوگ نوكلئوزيدي بهكار نمیمدت دارو نيز به

برابر بيشتر از نوكلئوزيد معمولی است.  122دارويی اتصال يک آنالوگ نوكلئوزيدي به باز، يا قند تغيير يافته يا هر دو، 

پليمراز ويروس بهتر از  DNAچنين دارو به هم روي قند مانع از طويل شدن زنجيره شده، OH َ3به علت نداشتن 

DNA  شودمیسلول انسان متصل پليمراز. 

حداقل ماهانه  HBV DNAهاي كبدي و عنوان تک دارويی بايد مرتباً سطح آنزيمدر صورت مصرف آدفوير به

ميزان دوز لاميوودين اضافه شود. در بيماران  ،تا اگر سركوب ويروس صورت نگرفته باشد .گيري گردداندازه

 تري است.درمان مناسبي، انتكاوير مبتلا به سيروز جبران نشده كبد

 دوز داروها و مدت درمان

 Interferon alpha - 2aاينترفرون آلفا 

 بار در هفته زير جلدي 3ميليون واحد  12ميليون واحد روزانه و يا  1بالغين: 

 ميليون واحد( زير جلدي 12بار در هفته )حداكثر  3ميليون واحد به ازاي هر مترمربع سطح بدن  6كودكان: 

 هفته 32تا  16مثبت  HBeAgمدت زمان درمان در بيماران 
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 هفته 24تا  12منفی  HBeAgمدت زمان درمان در بيماران 

 PEGylated intedrferon alpha - 2aسیس پگا

 ميلی گرم در هفته  182بالغين: 

 كودكان: مصرف آن در كودكان هنوز تأييد نشده 

 هفته 48منفی  HBeAgمثبت و  HBeAgمدت زمان درمان در بيماران 

 Lamivudineلامیوودين 

 ميلی گرم 122دوز روزانه  HIVبالغين: با وضعيت كليوي مناسب بدون عفونت 

 ميلی گرم 122ميلی گرم بر كيلوگرم تا حداكثر دوز  3كودكان: دوز 

 سال 1مثبت، مدت درمان حداقل  HBeAgدر افراد مبتلا به عفونت با 

گيري شده و سطح مرتبا اندازه ALTو  ASTهاي كبدي وم بيماري را دارند، سطح آنزيمهاي مقادر بيماران كه فرم

DNA  HBVمويد تاثير دارو و مناسب بودن درمان است. 

 Adefovirآدفووير 

ميلی گرم در روز بوده كه در بيماران مبتلا به نارسايی كليه فواصل تجويز دارو بايد تنظيم گردد. در  12دوز دارو 

منفی، مدت مصرف دارو  HBeAgباشد. در بيماران با سال می 1مثبت مدت درمان حداقل  HBeAgبيماران 

سال بعد دچار عود بيماري  1درمان در حدود از اين بيماران پس از قطع  %92بايد بيشتر باشد، زيرا بيشتر از 

 شوند.می

 Entecavirانتكاوير 

 .شودمیميلی گرم در روز بوده و رعايت موارد زير در طی دوره درمان تأكيد  1/2دوز مصرف آن 

راه خواهد بود. در حين درمان در طول دوره درمان مصرف الكل با افزايش خطر بروز سيروز و سرطان كبد هم

تا  6هاي كبد هر بايد تست inactive carrierواكسيناسيون افراد خانواده بايد صورت گيرد. در بيماران ناقل غيرفعال 

، AST ،ALTگيري ها شامل اندازهماه بررسی گردد. زيرا هميشه احتمال فعال شدن بيماري وجود دارد. تست 12
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بايد انجام گيرد.  fpو  CEAها آزمايش كه در صورت افزايش مقادير اين تست بوده، ، الكالن فسفاتازPTتست 

 .گرددگيري درمان نيز توصيه میجهت پی HBV DNAگيري سطح اندازه

سازي كامل ويروس را نداشته و بيشتر از رپليكاسيون ويروس جلوگيري داروهاي استفاده شده توانايی پاك

هاي مختلف، متفاوت است. مثلاً اينتروفرون ارو مهم بوده، زيرا پاسخ به درمان در ژنوتايپنمايند. انتخاب نوع دمی

 %6فقط  Dمؤثر است. اما در مقابل ژنوتايپ  %11حدود  Cمؤثر بوده، در مقابل ژنوتايپ  %3حدود  Aدر ژنوتايپ 

 اثر دارد.

 عوامل خطرساز
 سن -7

دهد. در نواحی از جهان كه ارتباط مستقيمی با سن ابتلاء نشان می Bسير طبيعی عفونت ناشی از ويروس هپاتيت 

از نوزادان نوع مزمن عفونت را كسب نموده و به ازاي افزايش  %92حدود  ،شودمیبيماري به صورت آندميک ديده 

از دهه چهارم زندگی به  خصوصگيري بهافزايش چشم ،سال سن احتمال ابتلا به سيروز و سرطان كبد 12هر 

 .گرددمیبعد مشاهده 

و بيشتر موارد بيماري در اين  از بيماران به شكل مزمن عفونت مزمن مبتلا شده %1تا  1/2سالان معمولاً دربزرگ

 .شودمیصورت حاد و بدون علائم بالينی ديده افراد به

 جمعیزندگی دسته -1

ي شلوغ و عدم رعايت اصول بهداشتی عامل مهمی در انتقال عفونت هاهاي پرجمعيت و خانوادهزندگی در مكان

تراشی، آلوده به خون و ترشحات بدن و باشد. استفاده از وسايل آلوده مشترك مانند مسواك، تيغ صورتمی

 .دهدهاي بدنی نزديک انتقال عفونت را افزايش میتماس
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 کادر بهداشتی درمانی -9

ون كننده خمانند افرادي كه در تماس با بيماران همودياليزي، افراد دريافت ،غلیهاي شافرادي كه در معرض تماس

اند و در موسسات بازتوانی هاي خونی، زندانيان، افرادي كه از نظر ذهنی يا جسمی دچار ناتوانیو فرآورده

 .باشنداند، بيشتر در معرض خطر ابتلا به عفونت میبستري

 گیری و کنترلپیش
وجود ندارد. تزريق ايمونوگلوبولين هپاتيت  Bگونه درمان خاص و قطعی براي عفونت با ويروس هپاتيت هيچ -1

B BHIG باشدساعت اول تولد مهم می 48در بدو تولد و حداكثر تا  ،اندبه نوزادانی كه از مادران آلوده متولد شده. 

 (.41گردد)موجب كاهش انتقال آلودگی میهاي اهداء شده هاي خونی در خونگري خون و فرآوردهغربال -2

 .گيري بسيار مهم استاجتناب از تماس نزديک با ناقلين اين ويروس در پيش -3

هاي پرخطر مانند افراد همودياليزي، دريافت كنندگان پيوند عضو، افراد واكسيناسيون نوزادان، كودكان و گروه -4

 .باشدر موثر میهموفيلی، كاركنان مراكز بهداشتی و درمانی بسيا

هاي جنسی مشكوك، پوشيدن دستكش و پرهيز از رفتارهاي پر خطر و استفاده از وسايل حفاظتی در تماس -1

گردد. دقت لازم در هنگام كار كردن با وسايل نوك تيز و عينک در هنگام كار با خون و مايعات بدن تأكيد می

 .سوزن به عمل آورده شود

 ،جهت ضدعفونی كردن وسائل آلوده و ترشحات افراد آلوده به ويروس %1/2وكلريت سديم استفاده از محلول هيپ -6

 .باشدمحلول بسيار مناسبی می

مثبت و افرادي كه به طور تصادفی در معرض آلودگی  HBsAgواكسيناسيون در نوزادان متولد شده از مادران  -1

 تواند موثر باشد.اند، میمثبت قرار گرفته HBsAgپوستی يا مخاطی با خون يا ترشحات افراد 

يابد. احتمال بروز سيروز افزايش می بالا باشد، HBV DNAتر و سطح سرمی هر چه فاز تكثير ويروس طولانی -8

 .منفی است HBeAgمثبت بيشتر از افراد  HBeAgاز طرفی احتمال بروز سرطان كبد در بيماران با 
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هاي متابوليک ، كبد چرب و بيماريHDVو يا  HCVزمان با الكل، عفونت همعوامل متعددي مانند مصرف  -9

استروئيد، مصرف مواد حاوي آفلاتوكسين مثل پسته و آجيل انباري، چاقی و كبد، مصرف داروهاي كورتيكو

 .نمايدپرخوري عوارض كبدي عفونت مزمن را تشديد می

 واکسن
باشد. هدف از انجام موارد كاملاً مؤثر می %91بوده و در بيش از هاي مورد استفاده كاملاً بدون خطر واكسن

و در نتيجه جلوگيري از عوارض عفونت مزمن يعنی  Bگيري از ايجاد عفونت مزمن هپاتيت واكسيناسيون پيش

 Merckو  Dohmeاز پلاسماي بيماران ناقل بيماري توسط  Bهپاتيت  باشد. اولين واكسنسيروز و سرطان كبد می

Sharp  اوره يا تهيه گرديد. در تهيه اين واكسن ويروس را در اثر مجاورت با فرمالين، پپسين و  1981در سال

 .نمودندحرارت غيرفعال می

در مخمر  Bهپاتيت  Sبوده و از بيان ژن  recombinantاز نوع نوتركيبی  Bهاي هپاتيت در حال حاضر واكسن

گردد. دو نوع واكسن مهم توليد شده به اين روش تهيه می Sacchromyces cerevisiae ساكارومايسيس سرويسيه

باشد. در تهيه هر دو نوع واكسن از هيدرواكسيد آلومينيم استفاده می Recombivax HBو  Engrix Bهاي به نام

 .گرددشده و از تيومرسال به عنوان ماده نگهدارنده واكسن، استفاده می

باشد. اخيراً واكسن ديگري به نام می Sو  pre-S2ژن بوده، كه داراي آنتی Gen Hepvaxنوع ديگر واكسن نوتركيب 

Hep care ژن به مرحله توليد رسيده كه در اين واكسن از آنتیS  وpre-S2  وpre-S1  استفاده شده است، كه

 باشد.اولين واكسن در مقابل سرطان می Bتواند ايجاد نمايد. واكسن هپاتيت زايی بيشتري را میايمنی

، MMR، سرخک، اوريون، سرخجه، BCGها نظير قابليت تركيب با ساير واكسن HBsAgهاي حاوي واكسن

 HBsAgرا دارند. در نوزادانی كه از مادران  Aديفتري، كزاز، سياه سرفه، پوليو و هپاتيت  ،bهموفيلوس آنفولانزاي 

تزريق گردد  HBIGراه ساعت بعد از تولد واكسن به هم 14ساعت اول و حداكثر  6ر اند، بايد دمثبت متولد شده

 .دهدبه سرطان كبد را كاهش می چنين ابتلا.تزريق واكسن از بدو تولد هم خطر آلودگی به عفونت را كاهش داده، هم
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وع در نوزدان شر Bتيت طور آزمايشی واكسيناسيون هپادر دو استان زنجان و سمنان به 1311در ايران از سال 

 .گرديد

حدود  1384كنند. تا سال را دريافت می Bبه بعد تمام نوزادان متولد شده از بدو تولد واكسن هپاتيت  1312از سال 

 anti - HBsزايی واكسن به طور مستقيم به ميزان پيدايش اند. ايمنیاز جمعيت جوان كشور واكسينه شده 94%

 بستگی دارد.

ليتر باشد، صددرصد يونيت بر ميلیاينترناشنالميلی 122آنها بعد از واكسيناسيون بيش از  anti - HBs كسانی كه تيتر

 .موارد واكسن مؤثر خواهد بود %11سال حدود  62تر از در مقابل بيماري ايمن خواهند بود. در افراد مسن

زدگی واكسن و همودياليز سبب كاهش پاسخ هاي مزمن و يخ، ابتلا به بيماريHIVاستعمال دخانيات، چاقی، ابتلا به 

 .شودمیبه واكسن 

افزايش  باديماندن خاطره ايمنی پس از واكسيناسيون به دنبال برخورد مجدد با عفونت، تيتر آنتیبه دليل باقی

 . شودیمخواهد يافت. در حال حاضر تزريق واكسن يادآوري در جمعيت عمومی توصيه ن

 نحوه نگهداری واکسن

زدگی آن جلوگيري گردد. زيرا يخ زدن سبب داري شده و از يخگراد نگهدرجه سانتی 8تا  2واكسن بايد در دماي 

 .شودمیين رفتن اثر بخشی واكسن از ب

 نحوه تزريق واکسن

در بالغين داخل گيرد. واكسن صورت میبعد از اولين تزريق  6، 1، 2هاي سالان و نوزدان در ماهتزريق واكسن در بزرگ

نی سبب واكنش ايمها . تزريق در ساير محلشودمیعضله دلتوئيد و در نوزادان در عضله قدامی كناري ران تزريق 

 .گرددكمتري می

سبب  ،شده dependentهاي لنفوسيت Bو  HbsAg ،Tهلپر اختصاصی  T ي لنفوسيتهاسلولتزريق واكسن سبب القاء 

، . دو هفته پس از اولين تزريق واكسنگرددمی HBsAgدر  aژن هاي خنثی كننده عليه شاخص آنتیباديتوليد آنتی
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بادي است، آنتی HBsAgهايی از ژنوم حاوي قسمت Bجايی كه واكسن هپاتيت . از آنشودمیبادي شروع توليد آنتی

 .باشدمی anti - HBsتوليد شده نيز از نوع 

 عوارض واکسن

روز بعد از  2تا  1عوارض جانبی معمولاً كوتاه و خفيف بوده و گاهاً علائمی مانند تب خفيف و درد در محل تزريق 

هاي شديد هاي مخمر داشته باشند، واكنشژنهاي شديد به آنتی. در افرادي كه واكنششودمیتزريق ديده 

هايی است كه ، جهششودمیايجاد  Bهاي هپاتيت واكسن ندرت درآلرژيكی ظاهر گردد. مشكل احتمالی كه به

باعث  HBsAbرغم ظاهر شدن دهد. علیرا تغيير می HBsAgطور طبيعی در تركيب واكسن روي داده و ويژگی به

كاهش يافته و  anti - HBsو  HBsAg. در اين حالت اتصال گرددمیعدم ايجاد پاسخ ايمنی مناسب به واكسن 

 .يابدايمنی در مقابل عفونت كاهش می

 ايجاد پاسخ ايمنی به واکسن

-ميلی 122بادي ماه پس از اولين تزريق صورت گرفته و ميزان آنتی 1-4بادي حدود گيري ميزان آنتیاندازه

گردد. مناسب ايجاد میافراد پاسخ ايمنی  %92 ليتر نشان دهنده ايمنی فرد بوده و دراينترنشنال يونيت بر ميلی

ن گر پاسخ كم ايمنی فرد در برابر واكسليتر نشانيونيت بر ميلینشنالاينترميلی 12-122بادي بين ميزان آنتی

يونيت نشنالاينترميلی 12بادي زير تزريق گردد. در افرادي كه ميزان آنتی boosterبوده و بايد يک دوز يادآوري 

نوبته مجدداً انجام  3از نظر ابتلاي قبلی به عفونت ويروس بررسی شده و واكسيناسيون ليتر باشد، بايد بر ميلی

گيري شده و اگر پاسخ ايمنی مناسب ايجاد نگردد، دوز تزريقی ماه دوباره اندازه 1-4بادي در فاصله گيرد. تيتر آنتی

فرادي كه عدم پاسخ ايمنی داشته گردد. در اتوصيه می intradermalواكسن را زياد كرده يا تزريق داخل جلدي 

سال، چاق، سيگاري، الكيک  42هاي ضعيف ايمنی معمولاً در افراد بالاي استفاده گردد. پاسخ HBIGباشند، بايد از 

 .شودمیپيشرفته كبدي مشاهده  هايو نارسايی
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فراد چنين در ادر افراد دياليزي، نياز به تكرار واكسيناسيون براي چندين بار و افزايش دوز واكسن وجود دارد. هم

سال اعلام  1-1هاي اوليه حدود باشد. اثر حفاظتی واكسنبسيار كم می Bاثرات واكسن هپاتيت  HIVآلوده به 

 اند.سال نيز گزارش نموده 21ا تا ي تهيه واكسن اثر حفاظتی آن رهاروششده، ولی با بهبود 

 1 عنوان مثال تزريق دوز يادآوري به فاصله هرگردد، بهتزريق دوز يادآوري در كاركنان مراكز بهداشتی توصيه می

 . گيردسال در كشور انگلستان صورت می

 HBIG (heapatitis B immunoglobulinتزريق )

به بازار آمد. اين ايمونوگلوبولين از  HBIGنام انسانی با تيتر بالا، بهنوع خاصی از ايمونوگلوبولين  1914در سال 

موجب حفاظت فرد از ابتلا به عفونت شده  ،با روش ايمنی غيرفعال HBIG تهيه گرديد. anti-HBsپلاسما، با تيتر بالاي 

 قبل از قرار گرفتن در معرض ،اكسیماند. از اين ايمونوگلوبولين به عنوان پروفيلماه باقی می 6تا  3و اثر آن فقط براي 

سوزن آلوده يا بريدن بدن توسط  بعد از تماس جنسی با فرد آلوده، فرو رفتن سر گرددد.آلودگی نيز استفاده می

. مصرف آن در شودمیراه واكسن توصيه به هم HBIGاشياء تيز، آلوده به خون و برخی ترشحات آلوده، مصرف 

چنين در افرادي كه به هر دليلی نقص سيستم ايمنی از تماس تأثيري ندارد. همروز پس  1صورت گذشت بيش از 

تزريق سريع بعد از تولد نوزادان متولد شده  .شودمیتوصيه  HBIGكنند، تزريق داشته و پاسخ كافی ايمنی توليد نمی

 HBIG ،21/2-24/2گردد. دوز تزريقی مادر مثبت باشد، تأكيد می HBeAgخصوص اگر از مادران آلوده به ويروس به

 .ساعت تزريق گردد 12گرم بوده و بايد در عرض ليتر بر كيلوميلی

 بندی و ساختمان و اشكال ويروسطبقه
اي كوچک رشتهحلقوي دو  DNAبا ژنوم  Hepadnavirideويروسی از خانواده هپادناويريده  Bويروس هپاتيت 

ترين حاوي يكی از كوچک Bيابد. هپاتيت واسطه تكثير می RNAر بوده كه با رونويسی معكوس از طريق يک داپوشش

باشد. می 2×612جفت باز بوده و وزن ملكولی آن تقريباً  3222هاي انسانی است. ژنوم حاوي ها در ميان ويروسژنوم

رشته كامل  Lرا دارد. رشته منفی يا رشته بلند  %98تا  92هومولوژي توالی نوكلئوتيدي  Bهاي مختلف هپاتيت گونه

 باشد.رشته ناقص می Sبوده، رشته مثبت يا رشته كوتاه
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نانومتر بوده كه به  42باشد. قطر ويروس حدود پليمراز و ترانس كريتپاز معكوس می DNAويروس حاوي آنزيم 

ها توليد مازاد بر نياز پروتئين ويروسنيز گويند. از مشخصات مهم هپادنا Dane particalاين ذره ويروس ذرات دان 

باشد. اين پروتئين مازاد به صورت ذرات كروي به می HBsAgهمان  Bها بوده، كه در مورد هپاتيت سطحی آن

راه ذرات دان در هم نانومتر در گردش خون فرد آلوده به 222-422و طول  22اي به قطر نانومتر يا رشته 22قطر 

ليتر ذره در هر ميلی 812-1212باشد. مقدار ذرات دان تا ميزان بررسی با ميكروسكوپ الكترونی قابل رويت می

 .گرددليتر خون نيز مشاهده میذره در هر ميلی 1312تا ميزان  HBsAgكه مقدار خون گزارش شده، در حالی

ذره نيز آلوده كننده  812مثبت اگر حاوي ذرات دان باشد حتی در رقت  HBsAgهاي ليتر از سرمدر يک ميلی

 .باشدمی

پپتيد بزرگ بوده، دو پلی Envelopeبا پوشش ليپو پروتئينی  Icosahedralويروس حاوي نوكلئوكپسيد بيست وجهی 

 .گرددمشاهده می HBcAgديگري در  ،HBsAgگليكوزيله موجود در ويروس در 
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 Bژنوم ويروس هپاتيت  -2شكل 

ها شامل نمايند. اين قالبپپتيد را كد برداري میپلی 1وجود دارد، كه تعداد  open frameچهار قالب رونويسی 

و پروتئين پليمراز بزرگ  xهاي ساختمانی سطح ويريون و هسته، يک ترانس اكتيوتيور نسخه بردار كوچک پروتئين

P  كه عبارت است ازDNA هاي از، نسخه بردار معكوس و فعاليتپليمرH RNAase باشد. ژن میS  سه كدون آغاز

را كد برداري  pre-Sيا  pre-S1يا  pre-S2هاي ترين آنهاست و توالیعمده HBsAgكننده داخل قالب داشته كه 

 .كندمی

و پروتئين  HBcAgبوده و اين ژن دو كدون آغاز كننده، داخل قالب داشته و  coreكدكننده پروتئين  Cژن 

HBeAg  نتيجه عمل اين ژن توليد كندمیرا كد برداري .HBeAg باشد. شروع كدون در بالادست قالب محلول می

AUG  بوده، كه پروتئينpre core  كندمیرا توليد.  

ويروس بوده، به آن  DNAنانومتر كه حاوي  21به قطر  coreويروس از داخل به خارج حاوي قسمت مركزي 

HBcAg  گويند و حاوي آنزيمDNA پوشاند، به اندازه باشد. قسمت سطحی كه قسمت مركزي را میپليمراز می

 3داراي  S. ژن شودمیتوليد  Sگويند. كه توسط ژن  HBsAgنانومتر از جنس ليپو پروتئين بوده كه به آن  22

، pre-S1+pre-S2+Sاندازه بزرگ  پپتيدها بابوده و پلی pre-S1 ،pre-S2 ،Sقسمت  3و حاوي  ATGقالب شروع 

 in frameكدون شروع در قالب  3حاوي  S. ژن كندمیرا توليد  S و اندازه كوچک pre-S2+Sاندازه متوسط 

iniation codons ژن بزرگ بوده كه آنتیHBsAg major تايپ . ژن داراي ژنوكندمیپپتيدها را كد و پلیD  و

 2حاوي  C. ژن شودمیموجب شكست در عمل واكسيناسيون  S باشد. موتاسيون در ژنمی D1ژنوتايپ ساب

به دليل داشتن ساختار انحصاري  B. ويروس هپاتيت كندمیرا كد  HBcAgژن كدون شروع در قالب بوده كه آنتی

ی برخوردار بوده كه ضعيف proof readingاز توان ويرايش  reverse transcriptaseدليل داشتن آنزيم خود و به

 .بردقابليت ايجاد موتاسيون در اين ويروس را بالا می
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و پليمراز  Sمحصول ژن  HBsAg، پروتئين پوشش خارجی يا Cمحصول ژن  HBcAgپروتئين هسته مركزي يا 

ت كرد اين ژن كاملاً شناخته نشده ولی در موارد سرطان كبد با علكه عمل xباشد. ژن می Pويروس محصول ژن 

 . دداننكننده در بروز سرطان دخيل میوجود اين ژن را يک عامل تحريک  .شودمیاين ژن بيشتر ديده  Bهپاتيت 

شناخته شده است. از دو دسته اصلی، يكی از  Bدر حال حاضر انواع جهش يافته متعددي از ويروس هپاتيت 

 HBeAgبه صورت عادي بيان شده ولی  HBsAgژنوم بوده كه در اين گروه  pre coreها مربوط به قسمت موتان

 .شودمیاي بيان اصلا بيان نشده يا به شكل تغيير يافته

در  HBsAgو  كندمیاختلال ايجاد  HBsAgژنوم ويروس بوده كه در بيان ژن  Sجهش نوع دوم مربوط به قسمت 

ها اين نوع ويروسنايی تشخيص، ممكن است توا HBsAgهاي تشخيصی براي يابد. بسياري از كيتها تغيير میآن

هاي هاي پلی كلونال با توجه به وسعت شناسايی اپی توپباديآنتیرا نداشته باشند. اين مشكل در صورت استفاده از 

توسط برخی از  aتوپ هاي مربوط به اپیباشد. ولی در موارد نادري از جهشرو میمختلف، كمتر با اين مشكل روبه

 .باشدي نيز قابل شناسايی نمیهاي معتبر تجاركيت

 HBsAg ژنآنتیموتاسيون در  Bهاي هپاتيت از عفونت %18در طی يک بررسی در ايران نشان داده شده كه در 

 .باشدمی Sدر ژن  pre-coreاز نوع 

. شودمیديده  HBsAgژن شكل در سرم بيماران مبتلا به آنتی 3در زير ميكروسكوپ الكترونی ويروس به 

نانومتر بوده، كه اين ذرات  22با قطري حدود  small sphericalترين شكل ويروس، ذرات كروي كوچک عمده

 ژنآنتیاز  filamentousاي يا رشته tublularاي اند. شكل لولهساخته شده HBsAg ژنآنتیكوچک منحصراً از 

HBsAg نانومتر طول داشته باشند.  222ش از منشا گرفته، كه قطري تقريبا مشابه داشته ولی ممكن است بي

به  large sphericalشوند. ذرات كروي بزرگ ايجاد می HBsAg ژنآنتیاين ذرات به علت توليد بيش از اندازه 

شوند. اين ذرات تنها شكل نانومتر كه به تعداد كم وجود داشته و به نام ذرات دان نيز ناميده می 42اندازه 

باشند. سطح خارجی يا اي میدو رشته DNA، كه حاوي اسيد نوكلئيک باشندمی Bمرفولوژيک ويروس هپاتيت 

نانومتر را احاطه نموده، اين  21بوده كه جسم مركزي به قطر  HBsAgسطحی  ژنآنتیپوشش ويروس حاوي 
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نيز وجود  HBeAgنام ژن ديگري به حالت پنهان در هسته مركزي بهباشد. آنتیمی HBcAgجسم مركزي حاوي 

 .دارد

 
 هاي ويروسشكل -3شكل 

 

 Bميكروسكوپ الكترونی ويروس هپاتيت  شكل -4شكل 

 دهنده ويروساجزاء تشكیل
7- HBsAg 

هاي مختلفی تايپداراي ساب HBsAgباشد. می Sبوده و محصول ژن  Envelopeجز پوشش خارجی ويروس 

بادي توليد شده عليه آن نقش محافظتی از موارد حاد قابل شناسايی بوده و آنتی %91ژن در باشد. اين آنتیمی
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. هاي بلند قابل تشخيص استنانومتر طول داشته و به صورت بيضی شكل يا رشته 11-21ترين جز آن دارد. مهم

برابر ساير اجزاء ويروس توليد  1222بوده و گاهی تا  اين قسمت بيشترين قسمت توليد شده توسط ويروس

 .گرددمی

HBsAg ترين شاخص عفونت ويروس بوده پوشاند، و واقعیژن سطحی ويروس بوده و قسمت مركزي را میآنتی

گر ماه بيان 6يابد. پايداري آن بيش از كه در طول دوره حاد بيماري پايدار مانده و در دوران نقاهت كاهش می

هاي باشد. از اولين شاخصيا ناقل بيماري بوده و سير بيماري به طرف مرحله مزمن می carrierجاد وضعيت اي

ژن در تشخيص بيماري . اين آنتیشودمیروز پس از آلودگی به عفونت ظاهر  21-41سرولوژيكی عفونت بوده كه 

و  Lپروتئين گليكو 3شامل  HBsAgود. ركار میو تشخيص افتراقی آن از ساير عوامل ايجاد كننده هپاتيت به

M  وS اوتی هاي متفشوند. اما به پروتئينبوده كه به وسيله ژن مشابهی كد شده و به روش مشابهی خوانده می

طور كامل در دالتون( بهكيلو 21تا  24) S21پروتئين گردند. گليكومتفاوت ترجمه می AUGهاي آغاز با كدون

 L42پروتئين نيز در گليكو Mپروتئين كيلو دالتون( قرار داشته و خود گليكو 36تا  33) M36پروتئين گليكو

سان دارند. اين ترمينال يک cها توالی اسيدآمينه، پروتئينگيرد. همه اين گليكوكيلو دالتون( قرار می 42تا  39)

بوده و با  HBsAgعمده ذرات بخش  Sپروتئين شوند. گليكودر ويريون يافت می HBsAgژن شكل از آنتی 3

 .باشدشوند، مرتبط مینانومتري كه از سلول آزاد می 22ذرات كروي 

 Lپروتئين را داشته و البته ميزان كمی هم گليكو Sپروتئين موجود در سرم بيشتر گليكو HBsAgاي ذرات رشته

باشد و بخش اصلی در تجمع ويريون می، Lپروتئين راه دارد. گليكوو پروتئين و ليپيدهاي ديگر را به هم Mو 

، HBsAgهاي پروتئينگليكو دهد.گيري فيلامنت را افزايش داده و ترشح اين ساختارها را از سلول كاهش میشكل

ها ژنباشند. تركيب اين آنتیمی rيا  wو  yو  dنام و اختصاص تيپ به aنام هاي اختصاصی گروه بهشامل شاخص

شده كه از ماركرهاي مفيد در بررسی  Bتايپ از هپاتيت ساب 24تايپ و سرو 8به توليد  منجر ady ،adwمانند 

 . دارد وجود adrو  ayrو  aywو  adwبا عناوين  HBsAgژن باشند. چهار فنوتيپ از آنتیاپيدميولوژي می
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گراد درجه سانتی -22زا مطابقت ندارد، ولی هر دو در دماي هميشه با عامل عفونت HBsAgژن پايداري آنتی

 .باشندماد و ذوب مكرر مقاوم میسال پايدار بوده و در برابر انج 22براي بيش از 

1- HBcAg 

ژن ظاهر شده بر روي هسته نانومتري بوده و آنتی 21نانومتري شامل يک نوكلئوكپسيد  42ويريون با قطر 

ژن بر روي هسته گردد. از آنجايی كه آنتیكد می C، كه توسط ژن شودمیناميده  HBcAgنوكلئوكپسيد 

-anti، توليد شده عليه آنبادي باشد، ولی آنتینوكلئوكپسيد قرار گرفته، در گردش خون قابل تشخيص نمی

HBc ژن نتیژن يكی آبادي است. اين آنتیقابل تشخيص بوده و گاهی تنها مشخصه ابتلا به عفونت اين آنتی

ها وجود دارد. وجود باشد، كه به صورت آزاد در هپاتوسيتها میگر عفونت هپاتوسيتداخل سلولی بوده و بيان

شاخص  anti-HBcباشد. گر تكثير و فعال بودن ويروس میي نشاني كبدهاسلولدر  HBcAgمقدار زيادي از 

و ممكن است، تا آخر عمر باقی بماند.  شودمیدر خون ظاهر  HBeAgو  HBsAgمفيدي است كه پس از ظهور 

كاهش يافته، ولی نوع  IgMتدريج نوع يابد. بهافزايش می anti-HBc-IgGو سپس نوع  anti-HBc-IgMدر ابتدا 

IgG ماند. در نهايت ها در خون باقی میمدتanti-HBs كننده است،  بادي خنثی كننده و ايمنكه در واقع آنتی

 . گردددر خون مشاهده می

9- HBeAg 

پروتئين غير ساختمانی بوده كه  HBeAg. شودمیكد  C، كه توسط ژن يک پروتئين محلول نوكلئوكپسيدي

هاي زايی رابطه مستقيم دارد. درصدي از ويروسبا بيماري HBeAgكرد آن كاملا مشخص نيست. وجود عمل

 .باشندنمی HBeAgبه علت تغيير در ماده ژنتيكی قادر به توليد  Bهپاتيت 

زايی بالاي خونی فرد آلوده است. ژن نشان دهنده همانند سازي و تكثير شديد ويروس و شاخص عفونتاين آنتی

ژن به مدت طولانی . پايداري اين آنتیشودمیدر خون ظاهر  HBsAg، HBeAgحدود يک هفته پس از ظهور 

گر وجود آن نشاندهد. در مادران باردار مزمن، خطر بروز سيروز و سرطان كبد را افزايش می Bدر هپاتيت 
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 دهنده بهبوددهد. ناپديد شدن آن در سرم نشان افزايش می %92احتمال انتقال عفونت به جنين را حتی بيش از 

نيز در  HBV DNAقابل رديابی است،  HBeAgباشد. معمولا در فاصله زمانی كه بالينی و برطرف شدن عفونت می

-antiكاهش يافته و ظاهر شدن  HBsAgقبل از منفی شدن  HBeAgطور كلی . بهشودمیگردش خون مشاهده 

HBe باشداولين نشانه احتمال بهبودي از يک عفونت حاد می. 

ها در هستهB، HBcAgدر مطالعات ايمونوفلورسانس نشان داده شده، كه در زمان عفونت با ويروس هپاتيت 

ندرت با هم در يک سلول ديده به HBsو  HBcژن در سيتوپلاسم قرار دارد. آنتی HBsAgكه ديده شده در حالی

 . شودمی

 تكثیر ويروس
، DNAناكامل ژنوم، با تشكيل يک زنجير حلقوي مضاعف  DNAدر هنگام نفوذ ويروس به درون سلول زنجير 

نترل ي كبد كهاسلولوسيله عناصر رونويسی در . رونويسی ژنوم بهشودمیكامل شده و ژنوم به درون هسته وارد 

رونويسی  mRNAباز( از  922گروه كوچكتر ) 2باز( و  3122و  2422و  2122گروه عمده ) 3به  DNAگردد. می

، پليمراز و HBeو  HBcهاي ژنتر از ژنوم ويروس داشته، و آنتیاي بزرگباز، اندازه 3122با  mRNA. شودمی

هاي مشابهی بوده و از پروتئين HBeو  HBc. كندمیرا كد  DNAپرايمر پروتئينی به عنوان الگو را براي تكثير 

موجب ايجاد تفاوت در پروسه،  شوند. اين امرترجمه می mRNAهاي مشابه، به مناطق متفاوت در شروع كدون

هاي پروتئينباز، گليكو 2122با  mRNAاين نحو، . به همشودمیها در سلول ويريون ساختمان و توزيع آن

پروتئين بزرگتر از باز، گليكو 2422با  mRNA. كندمیهاي شروع متفاوت كد را از كدون كوچک و متوسط

mRNA  نمايد. باز را كد می 2122باmRNA  باز، پروتئين  922باx  اين پروتئين به عنوان كندمیرا كد .

transactivator وليد دهد. تكثير ژنوم با تعنوان يک پروتئين كيناز، تكثير ويروس را افزايش میرونويسی و به

mRNA  گردد. اين تر از ژنوم ويريون است، شروع میباز كه بزرگ 3122باmRNA  به درون هسته مركزي

. اين پليمراز، فعاليت ترانس شودمیبندي است، بسته RNAوابسته به  DNAپسيد كه حاوي پليمراز نوكلئوك

 .داشته، اما فاقد فعاليت آنزيم اينتگراز رتروويروس است Hكريپتازي معكوس و ريبونوكلئاز 
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RNA  عنوان الگو عمل كرده و زنجير منفی باز به 3122باDNA  حال اين روند با  . در هرشودمیساخته

رتيكولوم يا دستگاه گلژي متوقف  از آندوپلاسميک HBsAgدار شدن نوكلئوكپسيد در غشاهاي حاوي پوشش

باشد. حلقوي می RNAهاي متفاوت از با طول RNA-DNAهاي تسخير شده داراي و بدين وسيله ژنوم شودمی

. سپس شودمیزنجير مضاعف ناكامل ژنوم  در درون ويريون موجب تشكيل RNAمانده با ادامه تخريب باقی

وس . ژنوم كامل ويركندمیي كبدي رها شده ولی سلول كبد را متلاشی نهاسلولويريون با روش اگزوستيوز از 

توان در سيتوپلاسم را می HBsAgتواند دوباره به كروماتين سلول ميزبان متصل گردد. در اين حالت فقط می

متصل شده به كروموزوم سلول در تكثير  DNAمشاهده نمود. اهميت  Bپاتيت از ويروس ه DNAسلول داراي 

ويروس متصل شده به كروموزوم سلول كبد در هنگام بروز سرطان  DNAويروس كاملاً شناخته نشده است، اما 

ي كبدي و لزوم برآورده شدن نيازهاي هاسلوليافت شده است. ويروس به دليل گرايش شديد به تكثير در 

 . واسط در تكثير آن، كاملا انحصاري است RNAس با توجه به اندازه كوچک ژنوم آن، دخالت يک ويرو

 چرخه همانندسازی
 HBsAgژن از آنتی pre-Sي كبدي از طريق يک بخش از ناحيه هاسلولبه يک گيرنده بر روي  Bويروس هپاتيت 

 DNAاي ناقص را به دو رشته DNAهاي ناشناخته سلول، برداري ويروس، آنزيم. بعد از كپسيدشودمیمتصل 

حلقوي  DNAباشد. ، كه در هسته سلول قابل شناسايی میكندمیحلقوي بسته شده با پيوند كووالانسی تبديل 

پيش و  Bويروس هپاتيت  mRNAهاي به عنوان الگو براي توليد ملكول cccDNAبسته شده با پيوند كووالانس 

 packagingبندي كنندگی . پيش ژنوم به توسط يک علامت بستهكندمیباز عمل  3122به وزن  RNAژنوم 

signal  از مولكول  1'در نزديک به انتهايRNA  ،به درون ذرات سنتز شده جديد جسم مركزي به توسط كپسيد

نزيم اين آ برداري معكوس ويروس عمل كرده وگردد. پيش ژنوم به عنوان الگويی براي آنزيم نسخهپوشيده می

به عنوان الگو براي  RNAاز آنزيم پليمراز،  RNAase Hگردد. با شروع فعاليت آنزيم در درون ژن پليمراز كد می

DNA  سنتز كندمیبا رشته منفی عمل .DNA  كه در نتيجه  شودمیبا رشته مثبت در درون جسم مركزي كامل



97 

با رشته مثبت با طول  DNAبا رشته منفی با طول كامل به علاوه  DNAهاي همانندسازي حاوي آن، واسطه

 .متغير خواهند بود

 Pre-Golgiتند، از غشاهاي پيش گلژي هس DNAهاي همانندسازي ذرات جسم مركزي كه حاوي اين واسطه

membranes ژن پس از كسب آنتیHBsAg كه مجدداً در جوانه زده و ممكن است از سلول خارج شده يا اين

 . چرخه عفونت داخل سلولی وارد شود

 
 تكثير ويروس -1شكل 

 هاسلولنحوه اتصال ويروس به 
هاي رسد، پروتئينگيرد. به نظر میصورت می HBsAgهاي پروتئينها از طريق گليكواتصال ويروس به هپاتوسيت

pre-S ي كبدي از جمله گيرنده ترانسفرين، هاسلولهاي مختلف در اين امر نقش عمده داشته باشند. گيرنده

. ويروس به ها نقش دارندگيرنده آسيالوگليكوپروتئين و اندونكسين كبد انسان در اتصال ويروس به هپاتوسيت

مريزه شده سرم انسان و ديگر به آلبومين پلی HBsAg. شودمیي كبدي هاسلولآندوسيتوز وارد  روش

 .هاي سرم متصل شده و اين واكنش ممكن است سبب سهولت اتصال و دريافت ويروس توسط كبد گرددپروتئين

 . ده استتاييد ش هاسلولبه عنوان رسپتور براي ورود ويروس به  Dدر اردك كربوكسی پپتيداز  
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 محل اصلی ويروس در بدن
ي خونی، مغز استخوان، كليه و پانكراس، بافت و هاسلولدر انسان محل اصلی درگيري، كبد بوده ولی ويروس در 

ت يا مثب HBsAgهاي خون محيطی بيمارانی كه ي مونونوكلئر و لنفوسيتهاسلولغدد لنفاوي، به خصوص 

 .شودمیمنفی هستند، يافت 

 ژنوتايپ ويروس سروتايپ و

هاي ژنيكی روي پروتئينهاي آنتیتوپبه صورت اپی كهبوده،  ayw ،ayr ،adw ،adrسروتايپ  4ويروس داراي 

بوده، كه در توالی  A-Hژنوتايپ  8ژنيكی ويروس داراي هاي آنتیتوپ. براساس اين اپیشودمیپوششی عرضه 

انتشار،  هاي مختلف درانتشار جغرافيايی متفاوتی داشته و ژنوتايپها . ژنوتايپشودمینوكلئوتيدهاي ژنوم ديده 

 . باشدچنين پاسخ به واكسن موثر میايجاد پاسخ ايمنی، هم

نيز به  Hو  Gها مطرح شد، اخيرا دو ژنوتايپ جديد توالی در آن %8با تفاوت حدود  Fتا  Aهاي ژنوتايپ 1988در سال 

 .شودمیمصر و ايران بيشتر ديده تركيه، حاشيه درياي مديترانه،  در Dژنوتايپ ها اضافه گرديد. آن

 ها در ايرانژنوتايپ

مثبت  HBsAgاز بيماران مبتلا به  Dدر استان خراسان ژنوتايپ  1998در طی يک بررسی توسط زالی در سال 

 . مشاهده گرديد 2aywتايپ با ساب 1Dژنوتايپ گزارش گرديد. در اين مطالعه ساب

در  D 1ژنوتايپ  دست آمد.به Dدر تهران از بيماران ژنوتايپ  2224اي ديگر توسط علويان در سال مطالعهدر 

تايپ ، ساب%4/94با ayw 2تايپ (. ساب11افراد ديده شد)% 3D 14/2و ژنوتايپ  %14/2در  2D، ژنوتايپ 12/98%

1ayw  3تايپ ، ساب%8/2باayw 4تايپ و سابayw  ها در ايجاد شدت تفاوت بين ژنوتايپمشاهده گرديد.  %4/2با

 كرد واكسيناسيون دخالت دارد.بيماري، درگير نمودن كبد، پاسخ به درمان و عمل
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 های انتقالراه
هاي خونی بوده و وسايل دندانپزشكی آلوده، سرنگ راه اصلی انتقال ويروس از طريق تزريق خون و فرآورده -1

آلوده، تماس جنسی حفاظت نشده، استفاده از وسايل اصلاح و تيغ صورت تراشی، انتقال از مادر به و سرسوزن 

ی كوبچنين خالجنين، تماس با ترشحات بدن مانند مايع منی، ترشحات واژن و بزاق آلوده، شير مادر آلوده، هم

اد زيادي ويروس خورده شود، گيرد. از طريق دستگاه گوارش در مواردي كه تعدو سوراخ كردن گوش صورت می

 .گرددمیبيماري ايجاد 

هاي مشترك آلوده، بيماري در مصرف كنندگان مواد مخدر داخل وريدي به جهت استفاده از سرنگ و سرسوزن -2

هاي خونی، كاركنان مراكز بهداشتی بخصوص كادر مراكز همودياليز، بيماران دريافت كننده خون و فرآورده

 .شودمیاند، بيشتر ديده دنيا آمدهضو، افراد همودياليزي، شيرخوارانی كه از مادران آلوده بهدريافت كنندگان ع

 .شودمیيشتر مشاهده جنس باز نيز ببيماري در افراد هم -3

 .ا ادرار آلوده گزارش نشده استدهانی و انتقال عفونت از راه تماس ب-انتقال مدفوعی -4

مثبت باشد، حتی در پيوند  HBsAgپيوند شده از فرد اهداء كننده عضو كه از نظر انتقال ويروس از طريق اعضا  -1

 .گرددقرينه نيز موجب انتقال عفونت ويروس می

 .باشدپذير میهاي باز نيز امكانعفونت از طريق گاز گرفتن در كودكان، تماس با ترشحات زخم -6

و در صورت مثبت بودن  %2-1منفی باشد،  HBeAgاحتمال آلوده شدن در اثر فرو رفتن سوزن اگر بيمار  -1

HBeAg   ذكر شده است %21-42فرد. 

 پاتوژنز و ايمنی
تواند بيماري مزمن را با علائم بالينی و يا بدون علائم بالينی خاصی ايجاد نمايد، كه به می Bويروس هپاتيت 

در خون نشان دهنده وجود  HBeAgو  HBsAgی فرد نسبت به عفونت بستگی دارد. وجود سطح پاسخ ايمن

هايی ويريون، حتی تا رفع عفونت به درون خون حتی بعد از پايان يافتن ر HBsAgباشد. ذرات عفونت فعال می

 عفونت با حذفسازي . تحريک ايمنی سلولی و ايجاد التهاب موجب بروز علائم بيماري شده و پاكشودمیوارد 
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آغاز  MHCژن . با آغاز ترشح اينترفرون پاسخ ايمنی، با افزايش بيان آنتیشودمیي كبد آلوده آغاز هاسلول

شوند. آشكار می HBs ،HBc ،HBeهاي ژندر مقابل پپتيدهاي آنتی Tي سايتوتوكسيک كشنده هاسلول. شودمی

باشند. در حالت كلی پاسخ ناكافی سلول می Tي هاسلولهاي برجسته براي ژن، آنتیHBcژن هاي آنتیتوپاپی

T  در برابر عفونت موجب ايجاد علائم خفيف بيماري و ناتوانی در حذف عفونت و در نتيجه سير بيماري به سمت

 .گرددهپاتيت مزمن می

 بادي خنثی كننده راصل شده و عمل آنتیبادي خنثی كننده متدر سرم به آنتی HBsAgوجود مقادير زيادي از 

ن هاي ايمنی بيگردد. كمپلكسبادي در حذف عفونت محدود میسازد بدين ترتيب، توانايی آنتیمتوقف می

HBsAg  وanti- HBs هاي حساسيت شديد تيپ تشكيل شده و در بروز واكنشIII  اين حالت كندمیدخالت .

گردد. در كودكان به ها، راش، كهير و آسيب كليه میعروق، درد مفصلمنجر به بروز مشكلاتی همانند التهاب 

اطفال كه قبل از تولد  %92باشند. حدود دليل ناكامل بودن پاسخ ايمنی سلولی كمتر قادر به حذف عفونت نمی

 عفونتيابد. تري ادامه میاند، ناقل مزمن خواهند شد و تكثير ويروس در اين افراد به مدت طولانیآلوده شده

تواند به آسيب هميشگی و می HDVهاي مزمن فعال شده يا عفونت مشترك با عامل دلتا فولمينانت، عفونت

 .گرددغيرقابل برگشت كبد و سيروز منجر 

ميليون نفر در هر سال در سراسر جهان  1هزار تا  212موجب مرگ حدود  Bسرطان كبد با منشا هپاتيت 

ممكن است سرطان اوليه سلول كبدي را با افزايش ترميم ممتد بافت كبد و رشد سلولی در  B. هپاتيت شودمی

پاسخ به آسيب بافت يا با اتصال به كروموزوم ميزبان و تحريک مستقيم رشد سلولی را القاء نمايد. اين اتصال 

هاي كنترل كننده رشد تواند ترتيب مجدد ژنتيكی را تحريک نموده يا پروموتورهاي ويروسی را مجاور ژنمی

. اين ژن احتمالاً شودمیكد  HBVxوسيله ژن سلولی قرار دهد. روش ديگر وجود نوعی پروتئين بوده كه به

احتمالاً با ايجاد  xهاي سلولی را فعال نموده و رشد سلولی را تحريک كند. وجود ژنوم وجود ژن رونويسی پروتئين

 .افزايش دهدزايی را در بافت كبد خاصيت سرطان جهش
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 علائم بالینی

، به اين Bدليل طولانی بودن دوره كمون بيماري هپاتيت . بهشودمیروز شروع  12-182از  علائم بالينی بعد

و  Aت . علائم بيماري مشابه با هپاتيشودمیبيماري هپاتيت با دوره نهفتگی طولانی و هپاتيت سرمی نيز گفته 

را  نوع ويروس توانمیبوسيله انجام آزمايشات سرولوژيكی همانند الايزا  هاي ويروسی است، كهساير هپاتيت

 . تشخيص داد

و تيره،  رنگ ها، تب، ادرار پرقراري، تهوع و استفراغ، درد بدن، درد در مفصلاشتهايی، بیعلائم بيماري به صورت بی

تريت آرگردد. پلی، گاهی خستگی و درد شكم نيز وجود داشته و در مواردي لرز نيز مشاهده میيرقان، خارش پوست

باشد. علائم كلنيكی يرقان به علت آسيب كبد به صورت در اين افراد نيز شايع می polyarterities nodosaنودوزا 

ذر گ در برخی موارد يک بيماري زود گردد.رنگ ايجاد میزردي، ادرار تيره و سياه رنگ و مدفوع كم رنگ حتی بی

ولونفريت ندوزا و گلومرآرتريتآرترالژي و آرتريت غيرمهاجر، پلیمانند بيماري سرم، با علائمی مانند كهير و راش، پلی

دانند. در موارد بسيار نادر هاي ايمنی در حال گردش به عنوان عامل ايجاد اين علائم میكمپلكس .شودمیمشاهده 

ر حسن راه با تغيير داشتهايی همآبريزش بينی ديده شده، در حالت ايجاد هپاتيت حاد تهوع و استفراغ و بی سرفه و

 .شودمیبويايی و چشايی ديده 

 هاافتراق بیماری از ساير عفونت
 هاي ويروسی كه ممكن است باعث هپاتيت شوندبا ساير بيماري Bبه دليل شباهت علائم بالينی بيماري هپاتيت 

و Q ، سرخک، هرپس، تبمانند، مونونوكلئوز عفونی، تب زرد، سرخجه، لپتوسپيروز، سيتومگال، اپشتين بار

هاي آميبيازيس، ساير علل مانند انسداد مجاري صفراوي، سيروز صفراوي اوليه، بيماري ويلسون، مسموميت

مواد  افزايش حساسيتی نسبت به برخیهاي دارويی مانند مسموميت با آسپرين، استامينوفن، ايزونيازيد و واكنش

 .مانند الكل، تتراكلريد كربن افتراق داده شود
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 هاويروسهای انحصاری هپادناويژگی
اشد، بدار در برابر عوامل مختلف محيطی پايدار میهاي پوششويريون داراي پوشش بوده و برخلاف ساير ويروس -

 31پايين، انجماد، دماي  pHدر برابر اتر،  Bويروس هپاتيت  ها غيرمعمول است.كه اين حالت براي اين ويروس

 .باشدمقاوم می گراد مقاوم بوده و به عوامل ضدعفونی كننده مانند الكلدرجه سانتی

 گيرد.حلقوي انجام می mRNAتكثير از طريق يک  -

 باشد.ويروس حاوي يک ترانس كريپتاز معكوس می -

هاي ژنتيكی مشتركی ( كه توالیHBc / HBe [L, M, S] HBsAgداشته مانند ) توانايی كد كردن چند پروتئين را -

 هاي شروع آنها متفاوت است.داشته اما كدون

 كنند.را توليد و آزاد می DNAفاقد  HBsAg، مقادير زيادي از ذرات Bي آلوده با ويروس هپاتيت هاسلول -

 است.حلقوي، با زنجيره مضاعف ناقص  DNAويروس حاوي ژنوم  -

 .ژنوم ويروس توانايی ورود به كروموزوم ژنوم ميزبان را دارد -

 مقاومت ويروس
درجه  31باشد. به حرارت هاي مكرر مقاوم میزدگیويروس به عوامل محيطی بسيار مقاوم بوده در مقابل ذوب و يخ

گراد به مدت يک هفته پايدار درجه سانتی 21دقيقه مقاوم بوده و در مقابل خشكی و حرارت  62گراد به مدت سانتی

ويروس  رود.گراد در عرض يک دقيقه از بين میدرجه سانتی 122ولی به دماي بالاتر حساس بوده و در دماي  ،ماندمی

pH  را به راحتی تحمل كرده و در مقابل اشعه ماوراء بنفش در داخل پلاسما و محصولات خونی از  6تا  2حدود

 11دقيقه از بين ببرد. ويروس حتی  3تواند ويروس را در مدت می %1/2يت سديم رود. محلول هيپوكلربين نمی

 .نمايدظ میزايی خود را در سرم حفگراد هنوز عفونتدرجه سانتی -22داري در دماي سال پس از نگه

 Bهای آزمايشگاهی هپاتیت تفسیر تست
HBsAg : ژن ظاهر شده در جريان خون در طی عفونت رود. اولين آنتیتشخيص عفونت مزمن يا حاد به كار میدر

ماه دليل  6. پايداري آن به مدت بيش از شودمیژن در مرحله بهبودي از عفونت ناپديد باشد. اين آنتیفعال و حاد می
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. شودمیديده  IgMاز نوع  anti - HBcهاي باديآنتی راه با سطوح بالايی ازبر مزمن شدن عفونت است. در موارد حاد هم

ژن جهت تشخيص بيماري اين آنتی . ازشودمیروز بعد از ورود عفونت به بدن ظاهر  21-41ژن در مدت اين آنتی

 .رودكار میو تشخيص افتراقی با ساير عوامل هپاتيت به Bهپاتيت 

HBsAb :بادي بدون وجود وجود اين آنتیHBsAg 3باشد. حدود نشانه بهبودي از عفونت يا واكسيناسيون فرد می 

بادي افراد مصئونيت يافته و در موارد نادري در اثر موتاسيون ويروس حتی با وجود آنتی %92ماه پس از واكسيناسيون 

د نادري از عفونت يابد. در مواربادي با گذشت زمان كاهش می. ميزان اين آنتیشودمیمبتلا  Bمثبت، فرد به هپاتيت 

 .شودمیديده  HBsAgژن و هم آنتی HBsAbبادي مزمن هم آنتی

HBeAg :زايی بالاي خونی فرد آلوده گر همانندسازي شديد ويروس و شاخص عفونتژن نشانوجود اين آنتی

ژن پوشش ژن، آنتی. اين آنتیشودمیژن نيز در خون ظاهر اين آنتی HBsAgتقريباً يک هفته بعد از ظهور است. 

ژن باشد. پايداري اين آنتیمی Cژن پروتئين نوكلئوكپسيدي محلول را توليد كرده و محصول ژن ويروس بوده كه آنتی

دهد. در مادران باردار وجود آن مزمن خطر بروز سيروز و سرطان كبد را افزايش می Bبه مدت طولانی در هپاتيت 

ژن در افراد مثبت عدم وجود اين آنتی دهد.افزايش می %92 عفوونت به جنين را حتی حدودگر احتمال انتقال نشان

ار كهاي مزمن بهگيري درمان در عفونتگيري آن براي پیباشد. اندازهدليل نبودن عفونت نمی HBsAgاز نظر 

فرد شديداً  HBeAgبودن شده، كه با وجود منفی  HBeAgمانع از بروز  pre coreرود. موتاسيون در ناحيه می

 .زاستعفونت

HBeAb : بعد از حذفHBeAg زايی ويروس استدر بدن ظاهر شده و شاخص كاهش عفونت . 

HBcAg :باشد. ها بوده و در سرم قابل جستجو نمیگر عفونت هپاتوسيتژن داخل سلولی است كه بيانيک آنتی

در  ژنباشد. اين آنتیتكثير و فعال بودن ويروس می ي كبدي نشانههاسلولدر  HBcAgوجود مقادير زيادي از 

 .شودمیجريان خون وارد ن

HBcAb :هفته پس از ظهور  2بادي اختصاصی است كه اولين آنتیHBsAg بادي قابل رديابی است. اين آنتی

(. 38)دانندسازي عفونت میباشد. پاسخ ايمنی ميزبان را يک نقش كليدي، در پاكمی windowشاخص مرحله 
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دليل يک عفونت  IgGبادي از نوع و وجود آنتی بوده IgMبادي توليد شده از نوع در مرحله اوليه عفونت آنتی

 .ماندها پس از عفونت نيز باقی میكه حتی مدت ،قديمی است

HBV DNA : از اين تست جهت پی بردن به تكثير ويروس در كبد استفاده شده كه يک ماركر بسيار اختصاصی

ويروس  DNAباشد. يک هفته پس از آلودگی، عفونت با اين روش قابل رديابی است. وجود مقادير بالايی از می

رود و بيشتر كار نمیباشد. اين تست معمولاً در تشخيص اوليه عفونت بهنشانه فعاليت شديد و تكثير ويروس می

. در فاز غيرفعال ويروس شودمین استفاده آميز بودن درمادر مراحل اوليه درمان عفونت و اطمينان از موفقيت

يک روش  PCRباشد. روش گيري نمیمقادير آن بسيار پايين آمده و حتی در برخی موارد قابل شناسايی و اندازه

باشد. اين روش مناسب براي پی بردن به فعال يا غيرفعال می HBV DNAگيري ميزان بسيار حساس براي اندازه

ليتر خون وجود داشته ر دوره كمون بيماري حدود يک ميليون ذره ويروس در هر ميلیباشد. دبودن ويروس می

 .شودمیليتر خون يافت و در حالت فعال بيماري يا دوره حاد چندين ميليون ذره ويروس در هر ميلی

منفی دال بر بهبودي عفونت است. وجود  HBV DNAمنفی و  HBeAgراه مثبت به هم anti - HBcوجود 

HBcAg  وHBV DNA در بافت كبدي دليل بر فعاليت و تكثير شديد ويروس است. 

 مروری بر تاريخچه هپاتیت 
 .براي اولين بار در قرن پنجم قبل از ميلاد بقراط يرقان اپيدميک را شرح داد

حاوي لنف دنبال تلقيح واكسن آبله به 1881هاي هپاتيتی گزارش شده توسط لورمان در سال از اولين اپيدمی

 .انسانی بوده است

زمان با شروع جنگ جهانی دوم شيوع بالايی از هپاتيت، پس از تقريباً هم 1941تا  1931ي هاسالدر فواصل 

 واكسيناسيون سرخک و تب زرد مشاهده شده است.

الم افراد س نظريه انتقال بيماري از طريق خون، به دليل ايجاد بيماري پس از تزريق خون به 1942از اوايل دهه 

 مطرح گرديد.
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 B)سرمی )هپاتيت  ( و هپاتيتA، مک كالوم هپاتيت را به دو نوع هپاتيت عفونی )هپاتيت 1941در سال 

   .ي نمودبندتقسيم

گيري انسولين در توسط روزالين ساسمن يالو و سولومون برسون جهت اندازه 1962طراحی اولين الايزا در سال 

پيتر پرمنن و اوا  1911در سال  تكميل گرديد. اين روش توسط جركرپورت 1966سال  پلاسما ابداع شد، و در

اينگوال در دانشگاه استكهلم سوئد به دانش كامل ساخت الايزا دست يافتند. با به كارگيري اين روش جهت 

 ديد.تدريج استفاده گرنيز به B، از اين روش براي تشخيص عفونت هپاتيت نوع هاتشخيص انواع عفونت

توسط باروچ بلومبرگ در خون افراد هموفيلی و بيماران لوسميک  Bهپاتيت ژن سطحی اولين آنتی 1961در سال 

ژن، جايزه نوبل پزشكی را در آن سال دريافت كرد. بلومبرگ از اولين آنتیدليل كشف اين دست آمد. بلومبرگ بهبه

 .آزمايشگاهی را مطرح نمودي هاروشافرادي، كه جهت تشخيص بيماري استفاده از 

ژن یهاي حاوي اين آنت. دليل اين امر واكنش نمونهشودمیژن استراليايی نيز ناميده نام آنتی، بهBويروس هپاتيت 

 . باشدمی هاي موجود در سرم بيماران هموفيلی بوميان استرالياباديبا آنتی

ويروس از  DNAرا يک  Bمل ايجاد بيماري هپاتيت براي اولين بار عا سازمان بهداشت جهانی 1961در سال 

 .خانواده هپادناويريده اعلام كرد

 . هاي سرم آغاز گرديد، با حرارت دادن نمونه1969طرح ساخت اولين واكسن توسط بلومبرگ در سال 

توسط دان در زير ميكروسكوپ الكترونی مشاهده گرديد. در  Dane particalذره كامل ويروسی  1912 در سال

 .ها ايجاد كردنداين سال بيماري را با استفاده از تزريق سرم آلوده انسانی در شامپانزه

 . شروع گرديد Bهاي اهدايی در مراكز انتقال خون، از نظر وجود ويروس هپاتيت بررسی خون 1911از سال 

توسط علويان آغاز شد كه ميزان  1912در ايران از سال  Bوع عفونت هپاتيت اولين مطالعه جهت بررسی شي

 اعلام نمودند. %49/2-1/3هاي اهدايی را در بين افراد گزارش كردند و ميزان عفونت در خون %1-1/2شروع را 
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 Organo Teknikaتوسط  HEPANOSTIKAبه نام  HBsAgاولين كيت الايزا جهت شناسايی  1911در سال 

توسط سوبس لاواسكی به روش الايزا  Bگري بيماري هپاتيت اولين غربال 1916سال ، و درهلند ساخته شد در

 انجام گرفت.

 گيري بيماري هپاتيت ارائه شد.اي از طرف بهداشت جهانی جهت تشخيص و پيشبرنامه 1916از سال 

نيز كشف  Cچنين در اين سال ويروس هپاتيت هم دست آمد،به 1982در سال  Bتوالی ژن ويروس هپاتيت 

 گرديد.

نام واكسن پلاسمايی كه از پلاسماي انسانی تهيه شده بود و به Heptavax اولين واكسن به نام 1981در سال 

تاييد گرديد. اين واكسن به دليل تهيه شدن از پلاسماي افراد آلوده  جهت مصرف FDA از طرف شد،ناميده می

 .اين واكسن منسوخ گرديد 1992افراد سالم پس از تزريق شد. از اوايل دهه موجب آلودگی در 

 ي آزمايشگاهی مقدور گرديد.هاروشبا  HBcAbگيري اندازه 1986در سال 

اولين واكسن نوتركيب، در  1986جولاي  23هاي نوتركيب آغاز گرديد و در ساخت واكسن 1986از اوايل سال 

در مخمر  per-Sمركز تحقيقات دارويی مرك در آلمان مجوز توليد و مصرف گرفت. اين واكسن از وارد كردن ژن 

 دست آمد. ساكارومايسيس سرويسيه به

 .تايپ را در ويروس مطرح كرداوكاموتو وجود ساب 1988در سال 

 . اجباري گرديد Bهاي اهدايی از نظر هپاتيت گري خونغربال 1992ز سال ا

هاي اندميک كشور سويس براي اولين بار توسط لووريک بر روي گري بيماريدر مركز غربال 1992از اوايل سال 

 مورد استفاده قرار گرفت. Bجهت تشخيص و شناسايی عفونت هپاتيت  PCR، روش هاي اهدايیخون

 واكسيناسيون تمام نوزادان بدو تولد در ايران شروع گرديد. 1993 از سال

صوص خي بيولوژي ملكولی بههاروشهاي سطحی ويروس توسط ژنبه بعد كلونينگ و بيان آنتی 2222از سال 

 ابداع گرديد.  PCRي هاروشانواع 

 .توسط هولينگر ابداع شد PCRتشخيص بيماري به روش  2222از سال 
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 -به روش فنل  DNAدر تهران در مركز هپاتيت ايران شروع و استخراج  Bتعيين ژنوتايپ هپاتيت  2224در سال 

اين روش انجام گرفت.  و تعيين ژنوتايپ در استان گلستان نيز با DNAكلروفرم صورت گرفت. در اين سال استخراج 

 دست آمد .به Dتايپ ژنو B ،69%بيمار مبتلا به هپاتيت  619در اين بررسی از 

المللی و در مركز تحقيقات بين PCRژن سطحی ويروس به روش كلونينگ و بيان آنتی 2221در دسامبر سال 

 مهندسی بيوتكنولوژي در تهران توسط مژگان بندرپور و مهوش خدابنده صورت گرفت.

يد رضامحبی، صمد توسط سع 2228در دانشگاه شهيد بهشتی در سال  Bهاي ويروس هپاتيت تعيين ساب تايپ 

نمونه مورد بررسی  139، ژنوتايپ غالب بوده و از Dانجام پذيرفت. ژنوتايپ  PCRامينی، نرگس زالی به روش 

 .دست آمد موارد به %2/11در  1aywتايپ ساب

ها در دانشگاه شهيد بهشتی توسط سعيدرضا محبی، صمد تايپو تعيين ساب DNAاستخراج  2228در سال 

 .اعلام گرديد Dانجام يافت. ژنوتايپ غالب نوع  PCRش امينی به رو

 هاي تشخيصی بر مبناي استفاده از اسيد نوكلئيک ويروس ابداع گرديد. تست 2229از اوايل سال 

 Bی تشخیص بیماری هپاتیت هاروش
   ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay الايزا

ه بدين ترتيب كه يكی از اين دو مادرود. می بكار باديآنتیيا  ژنآنتیتست الايزا در حالت معمول براي رديابی 

ابی هر ، اما اساسا براي رديشودمی بكار گرفتهآنتی ژن يا آنتی بادي و براي رديابی  شودمی در بستر جامد ثابت

به هم گرايش داشته و قدرت اتصال مناسبی نسبت به هم دارند  باديآنتیو  ژنآنتیكه مثل جفت اي جفت ماده

ه اين يا مولكول به گيرنده اختصاصی اش( البتاش تواند بكار گرفته شود )مثلا لكتين به ليگاند مربوطهمی نيز

ل كاما گرايش به هم دارند اغلب اوقات مش ،نيستند ژنآنتیو  باديآنتیكه اي پديده يعنی اتصال بين دو ماده

تصالات در الايزا بايد اين ا ژنآنتیو  باديآنتیآفرين است و براي بالا بردن حساسيت و اختصاصيت اتصال بين 

 ناخواسته را به طريقی مهار كرده و يا كارهاي جبرانی لازم را در نظر گرفت.
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 ژنآنتی( تست الیزا برای جستجوی 7

ELISA  يا آنتی بادي بكار ميرود در تحت شرايط  ژنآنتیروش بسيار حساسی است كه )معمولا( براي جستجوي

( به طور خودبخود تمايل دارند كه به باديآنتیيا  ژنآنتی)ها ( پروتئينpHتنظيم شده )از نظر غلظت يونی و 

هيت اين اتصال بخوبی معلوم نشده هايی از جنس پلی استيرن( متصل شوند، ما plateبستر جامد )در اين تست 

 يونی بالا اتصال قطعهاي و استفاده از غلظتتر بالاتر يا پايينهاي pHاست اما برگشت پذير بوده و با استفاده از 

اسبی تقويتی منهاي اين نوع اتصال خودبخودي اگر چه ظرفيت محدودي دارد ولی با بكارگيري سيستم شودمی

 ا اين اتصالات وسيله بسيار خوبی براي طراحی سيستم الايزا گرديده است.سوبستر-مثل سيستم آنزيم

 براي انجام الايزا:

 ابتدا بايد پروتئين مورد نظر را به كف پليت چسباند. (1

 نقاط اتصال باقی مانده را بايد با محلول پروتئينی مناسب مسدود كرد. (2

 .گر را پيدا كرده و متصل شوندمحلول مورد آزمايش را اضافه كرد تا دو ماده همدي (3

 .بكار گرفترا تقويتی اوليه را براي افزايش حساسيت آزمايش هاي سيستم (4

 .سيستم آنزيمی نهايی را به راه انداخته و رنگ نهايی توليد شده را اندازه گرفت (1

 شوند:می مرحله به تفكيک توضيح داده 5حال اين 

 (:Coatingاتصال پروتئين به كف پليت ) (1

)يا آنتی بادي( در مقاديري در حدود ميكروگرم به داخل چاهک پليت الايزا اضافه شده و فرصت داده  ژنآنتی

براي اينكار بسته به نوع پروتئين بافرهاي مختلفی  ،( متصل شودwellتا به مقدار كافی به كف چاهک ) شودمی

 پايين در مقادير بسيار پايين حساسيت رديابی .سازي شودو غلظت پروتئين نيز بايد مناسب شودمی به كار گرفته

كه در مراحل بعدي كنده شده و هنگام شستشو  شودمی اتصالات سستی برقرار ژنآنتیآيد و در مقادير بالاي می

 آيد.می شوند و لذا حساسيت تست مجددا پايينمی اختصاصی دفع باديآنتیهمراه با  ژنآنتی
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مورد انتظار براي اين مرحله هاي آلاساسی بوده و نقش زيادي در نتيجه نهايی دارد ايدهبطور كلی اين مرحله 

 :باشدمی شامل موترد زير

يک پليت بايد يكنواخت باشند و كمترين واريانس را در هاي متصل شده به كف همه چاهک ژنآنتیالف( مقدار 

در چند چاهک مختلف منتقل نموده و آزمايش كنيم نتيجه ايجاد كنند، بدين معنی كه وقتی يک نمونه واحد را 

بايد نتايج بدست آمده به هم نزديک بوده و حداقل خطا را نشان دهند. همچنين اگر آزمايش مورد نظر در حجم 

د تا از يكسان باشها بايد جنس پليتكنيم می گيرد و چند پليت را هم زمان كوت نموده و استفادهمی بالا انجام

جلوگيري شود و ترجيحا بافر كوتينگ و زمان كوتينگ و محلول ها به تفاوت در قدرت اتصال پليتخطاي مربوط 

 ی آماده شده براي كوتينگ بهتر است يكسان باشند.ژنآنتی

و بستر جامد بايد به اندازه كافی محكم و قوي باشند تا در مراحل شستشوي  ژنآنتیب( اتصالات برقرار شده بين 

تثنائاً با ی اسژنآنتیعادي، اتصال دهنده اضافی لازم نيست ولی اگر هاي ژنآنتی، معمولا براي بعدي كنده نشوند

 ژننتیآخاصی براي اتصال ي هاروشروش معمول به كف پليت نچسبيد يا اتصالات سستی برقرار كرد از مواد و 

 يا ...(. )مثلاً استفاده از گلوتارآلدئيد يا اشعه ايكس شودمی به كف بستر استفاده

 را جذب كند در اين صورت باديآنتیج( پروتئين متصل شده نبايد آنقدر كم باشد كه نتواند مقادير بالاي 

قابل تشخيص نخواهد بود از طرفی پروتئين متصل شده نبايد آنقدر زياد باشد كه  باديآنتیبالاي هاي غلظت

خواهد تماد نعاتصالات غيراختصاصی از اتصالات اختصاصی بيشتر شوند كه در اين صورت جواب آزمايش قابل ا

  .بود

 (:blockingمرحله مسدود سازي يا بلوكينگ ) (2

 ثی پوشاندهپروتئينی خنهاي محلولبا استفاده از اند پوشانده نشدهنقاطی از كف پليت كه با پروتئين اختصاصی 

 پروتئينی براي اين منظور حاوي شير كم چربی يا آلبومين گاوي يا ژلاتين و يا كازئينهاي محلولشوند می

اد مونيز به عنوان  Tween 80يا  Tween 20يونی خاصی نظير هاي غيرباشند. علاوه بر پروتئين از دترژانتمی

جه به شوند و با تومی نوع اين مواد و مقادير بكار برده شده به صورت تجربی تعيين ،شوندمی كمكی استفاده
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توان محدوده خاصی را براي كار مورد نظر امتحان كرد و بهترين غلظت را بدست آورد )چون می تجربيات ديگران

هاي بسيار خالص مثل پروتئينهاي ي پروتئينجانبی متفاوتی برخوردارند لذا براهاي از ريشهها پروتئين

سازي اين تركيبات در بالا بردن اعتبار نتايج بسيار كمک كننده خواهد بود(. علاوه بر پروتئين ريكامبينانت مناسب

و دترژانت، غلظت يونی بافر بلوك كننده نيز اهميت زيادي دارد و براي اتصال انتخابی پروتئين مورد نظر )از 

توان بافرهاي مختلف و غلظت يونی متفاوت را ارزيابی كرده و بهترين بافر را براي می ط پروتئينی(ميان مخلو

 آزمايش مورد نظر بدست آورد.

 :باديآنتیو  ژنآنتیاتصال  (3

جود اختصاصی مو ژنآنتیبر عليه  باديآنتیرود حاوي مقادير قابل رديابی از محلول مورد آزمايش كه احتمال می

 ژننتیآشناور در محلول،  باديآنتی .شودمی باشد در اين مرحله در بافر مناسبی تهيه و اضافهمی در كف پليت

غلب اوقات اما در ا .متصل به آنزيم است باديآنتیبندرت اين  شودمی متصل به بستر را پيدا كرده و به آن متصل

 .شودمی گرفته دار در مرحله بعدي بكار كونژوگه آنزيم

 بافر شستشو معمولا داراي پروتئين خنثیو شوند می متصل نشده با عمل شستشو از محيط حذفهاي باديآنتی

است.  باديآنتیبا  ژنآنتیبافري مناسب براي اتصال  pHمحلول بلوكان است. دترژانت از نظر قدرت و يک در 

 شوند.می ر مراحل مختلف الايزا معمولا در بافر شستشو رقيقي بكار گرفته شده دهامحلولسرم، و  ها،باديآنتی

 :تقويتی اوليههاي سيستم (4

باشد در می ت(هاسسيستم تقويتی اوليه قبل از سيستم تقويتی اصلی )كه همانا بكار گرفتن خصوصيت آنزيم

ا برده و اختصاصيت( بالگيري تست )حساسيت گيريم تا قدرت اندازهمی به كارتري اضافههاي اين مرحله واكنش

 شود.

 .شودمی .. استفادهليگاند و .-استرپتاويدين، لكتين-آويدين، بيوتين-كنندگی بيوتينبدين منظور از قدرت تقويت

 :تقويت آنزيمی (1
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ان اين واكنش در طی زم كندمی هر آنزيمی بر روي سوبستراي اختصاصی خود اثر كرده و آنرا به محصول تبديل

بدين معنی كه با گذشت زمان معينی يک  شودمی شدن مقدار متنابهی از محصول در محيطمنجر به جمع 

سوبستراي بسياري را به محصول تبديل كند اين اثر افزايشی در حقيقت هاي تواند مولكولمی مولكول آنزيم

ا مولكول نهايی بنهايی باقی مانده پس از شستشوي  باديآنتیدهد. بدين ترتيب كه می اساس الايزا را تشكيل

آنزيم متصل است و افزودن سوبسترا در طی زمان معينی )مثلاً يک ساعت( منجر به آزاد سازي مقادير متنابهی 

باشد يا در واكنش با ماده ديگري )كروموژن يا رنگزا( كه به محيط اضافه می گردد كه يا خود رنگیمی سوبسترا

در نهايت رنگ توليد شده توسط دستگاه قرائت كننده مخصوصی خوانده شده و  .كندمی شده است رنگ توليد

 .گيردمی بدست آمده انجامهاي محاسبات لازم بر روي داده

 

 
 6شكل 

 فسفرسانس، فلوئورسانس، لومینسانس 

ر كه پس از قرار گرفتن د شودمی پديده هايی هستند كه در آنها يک ماده خاص كه بطور عام به آن فسفر گفته

، و سپس آن انرژي را كندمیاين انرژي را در خود ذخيره  (تحريک شده)مقابل نور مريی يا غيرمريی يا حرارت 

 .كندمی بصورت طيفی از امواج مرئی در طول مدت زمانی منتشر
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تحريک  ناميم و اگر زمانمی Fluorescentثانيه باشد، اين پديده را  -8به توان  12اگر زمان تحريک كمتر از 

 ناميم.می Phosphorescentثانيه باشد آن را  -8به توان  12بيش از 

و تر داريم و در فلوئورسنس تحريک كوتاهترتري و تشعشع طولانیتر به عبارتی در فسفرسنس تحريک طولانی

 تشعشع كوتاهتري داريم.

ه بعد از قطع فاصلاست تابش آنی است و تقريبا بلا تلويزيوندر فلوئورسانس كه نمونه آن نور مهتابی يا صفحه 

دار دهد كه مقمی به تابش ادامهماده بعد از قطع نور نيز تا مدتی . در حالی كه در فسفرسانس شودمینور تمام 

ن اتواند از چند ثانيه تا چند روز طول بكشد. در فلوئورسانس برانگيختگی ميمی آن بسته به ماده مورد استفاده

افتد كه جابجايی بين أنها كاملا آزاد است. الكترون با دريافت انرژي می اتفاق E1,E2هاي دو تراز اصلی با انرژي

 E2-E1گردد و فتونی با انرژي می ثانيه دوباره به تراز اول بر 12تا 8رود وپس از می E2بر انگيخته شده وبه تراز 

ز پايه و اين تراز كه مابين ترا است.تر اما در فسفرسانس بدليل وجود يک تراز ميانی كمی پيچيده كندمی تابش

اص به خاطر شرايط خ كندمی عمل هاباشد و مانند يک دام براي الكترونمی برانگيخته قرار دارد تراز نيمه پايدار

ز تراز نابراين چنانچه الكترونی پس از برانگيختگی ااين تراز انتقال الكترون از أن به ساير ترازها بسيار كم است، ب

E2 ماند تا زمانی كه به طريقی ديگر مجددا برانگيخته شود و می در دام تراز نيمه پايدار بيافتد، در آن ترازباقی

ی گهاي مجاور ويا برانگيختها يا مولكولهاي گرمايی اتمتواند تحت تاثير جنبشمی برگردداين اتفاق E2به تراز 

ها در تراز هايی تا مدتن نيز بسيار كم است به همين دليل چنين الكترونآاما احتمال وقوع  نوري روي دهد.

مانند. )بسته به ساختار اتمی ماده و شرايط محيطی( و همين عامل تاخير در باز تابش بخشی از انرژي می ميانی

 دريافت شده است.

هاي مثبت، ها، يونشوند مانند: بمباران فوتونی، الكترونمی انجاممختلف هاي به گونهها تحريک اين ماده

شب تاب در هاي هاي مكانيكی... راز كرمتنش (مخصوصاً در جانداران)هاي شيميايی، گرما و گاهی اوقات واكنش

 فسفرسانس است.
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رفته ور معمولی انرژي گبراي ساختن مواد درخشنده در تاريكی بايد فسفري وجود داشته باشد كه با استفاده از ن

 و طول تابش آن زياد باشد.

كه  (Strontium Aluminate)و  (Zinc Sulfide)را دارند مثل ها براي مثال دو فسفري كه اين ويژگی

(Strontium Aluminate) است.تر به دليل طول تابش بيشتر مناسب 

بعضی مواقع ممكن است  كنند.می را توليداين مواد را با پلاستيک مخلوط نموده و مواد درخشنده در تاريكی 

هاي تساعهاي بروي عقربه هامثالدرخشند ولی به انرژي احتياجی ندارند! يكی ازآن می شما موادي را ببينيد كه

  گران قيمت است.

مخلوط نموده كه اين عنصر با انتشار راديواكتيو  radium -نها فسفر با يک عنصر راديو اكتيو مانند راديومآدر 

 .كندمی فسفر را مرتبا به انرژي تبديل

بخار  .شودمی انجام (مانند آرگون)ي الكتريكی در محيطی از بخار جيوه و يک گاز خنثی يک تخليهها در لامپ

آنگستروم  2131و طول موج اين تشعشع  كندمی جيوه بر اثر اين تخليه انرژ و جذب اين انرژي، شروع به تشعشع

 است. (فرا بنفش) UVطيف ي است كه در محدوده

تحريک  UVدهند و اين مواد توسط اشعه می از ديگر سوي، ديواره داخلی لامپ را با مواد فسفرسنتی پوشش

 كنند.می شده، نور مريی تابش

كردند. می استفاده Activatorبعنوان  Mnز )سيليكات زيركونيم( بود و ا 4SiO2Znاين پوشش  1942ي در دهه

بار  3يعنی يون  ion3Sb+كه  - ion2+ion.Mn3F).Sb .(Cl,3)4.(PO5Ca+بعدها يک محلول فسفاتی به صورت 

ها( موادي اين گونه هستند )نام عنصر چه بود. (آنتيموان) Sbان،  Activatorاستفاده شد كه  -مثبت آنتيموان 

 بستگی دارد؟نها به چه آو رنگ نور 

 كاربرد -رنگ تشعشع -Activator -زمينهي ماده -شماره

 (زمان عملكرد كوتاه)

1 - 4CaWO -  بدونActivator -  لامپ آبی -آبی 
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2 - 4CaWO -Pb  -  لامپ آبی -آبی كم رنگ 

3 - 5O2BaSi -Pb  -  لامپ تشعشع طولانی مدت فرابنفش -فرا بنفش 

4- 4SiO2Zn -Mn  -  لامپ سبز -سبز 

1 - 3CaSiO -Mn 3Pb -  لامپ رنگی با كيفيت بالا -بين زرد و نارنجی 

6 - 5O2B2Cd -Mn  -  لامپ ترنر -نارنجی / زرد 

 (زمان عملكرد طولانی)

1 - 4SiO2Zn -Mn  -  رادار و اسيلوگراف -زرد سبز 

2 - 3CaSiO -Mn 3Pb -  رادار –نارنجی 

3 - 4(Zn,Be).SiO -Mn  -  دقيقهاي تلويزيون -سفيد 

ابش توسط ت ندتوانمیها فوتولومينسانس هستند، يعنی اين سيستم، هاي شيميايیبسياري از سيستم

دا نشر مجد، تابشی يا با همان طول موج يا با طول موج ديگر، الكترومغناطيسی برانگيخته شوند و متعاقب آن

 كنند. 

 هستند.« فسفرسانس»و « فلوئورسانس»نسانس ترين وجوه فوتولوميدو نوع از متداول

بی با مشاهده تجر بطور توانمی. اين دو پديده را شوندمیاين دو تابش، توسط فرايندهاي مكانيكی متفاوتی توليد 

پس از  لومينسانس تقريبا بلافاصله طول عمر حالت برانگيخته، از يكديگر تميز داد. در مورد فلوئورسانس، فرآيند

مدت زمانی كه به آسانی قابل آشكارسازي است، دوام  ، اما فسفرسانس معمولا برايشودمیمتوقف ، قطع تابش

 شويم.آشنا می (fluorescence spectrophotometry) سنجی فلوئورسانسآورد. با طيفمی

 (Fluorescence & Phosphorescenceاستفاده تجربی از فلوئورسانس و فسفرسانس )

پذير و آلی را امكان هاي معدنیمقدار بسيار كم تعداد زيادي از گونهتعيين كمی ، فلوئورسانگيري شدت اندازه

هاي زيستی، موجود است. سيستم فلوئورسانس سنجی مفيد، بخصوص براي يهاروشسازد. تعداد زيادي می

وش توسط اين ر گيريذاتی آن است. حد پايين اندازه حساسيت، وجوه فلوئورسانس سنجیترين يكی از جالب
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توسط يک روش جذبی است و اين حد در گستره بين  گيرياندازهپايين  يا بهتر، كمتر از حد 1/2اغلب با ضريب

 گيرد.( قرار ppmاز  1/2)ک دهم يک قسمت در ميليون ي چند هزارم تا شايد

است. با وجود اين، فلوئورسانس  هاروشپذيري اين روش حداقل بخوبی و احتمالا بهتر از ساير بعلاوه، گزينش

ی هاي شيميايگيرد، زيرا تعداد نسبتا محدودي سيستمي جذبی مورد استفاده قرار میهاروشسنجی كمتر از 

اي ند فلوئورسانس توليد كنند. فسفرسانس نيز تنها در حد بسيار محدودي در مسائل تجزيهتوانمیوجود دارند كه 

 است.بكار گرفته 

 انسنظريه فلوئورس

در ، پيچيده شيميايیهاي ساده و همچنين در سيستمهاي در سيستم توانمیيی از رفتار فلوئورسانس را هامثال

توسط بخارات اتمی رقيق به نمايش گذارده ، ترين نوع فلوئورسانسمايع و جامد مشاهده كرد. ساده، حالت گازي

آنگستروم  1192و  1891ند با جذب تابش توانمی اتمهاي سديم بخار شده، 3sي هاالكترون، مثال . بعنوانشودمی

به حالت عادي بر  هاالكترون، ثانيه 12-8برانگيخته شوند. پس از سپري شدن بطور متوسط  3pبه حالت 

 كنند.گردند و در ضمن اين عمل، تابش با همان دو طول موج را در كليه جهات منتشر میمی

ا تابش رزونانسی ي ، بهشودمینس كه در آن تابش جذب شده بدون تغيير دوباره منتشر اين نوع فلوئورسا

نيز تابش رزونانسی به وقوع  ي چند اتمیهايونيا  هامولكولفلوئورسانس رزونانسی مشهور است. در مورد 

ی استوكس ه نام جابجاي. اين پديده بشودمیتر نشر هاي طولانیموج پيوندد. بعلاوه اينكه تابش مشخصه با طولمی

 معروف است.

اوي يک يا چند كه ح هاي فلوئورسانس كه براي تجزيه مفيدند، تركيبات پيچيده آلی هستندتقريبا تمام سيستم

 باشند.گروه عاملی آروماتيک می
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 گیری فلوئورسانس اندازه

ک باشند. تابش يمی هاسنجاجزاء سازنده نورفلوئورسانس، مشابه  گيرياندازهي هادستگاهاجزاء سازنده مختلف 

آن عبور بخشی از پرتو است كه فلوئورسانس  گذرد كه وظيفهفام ساز يا صافی میمنبع مناسب از درون يک تک

ابش ت. كندمی، حذف شوندمیتوسط نمونه نور داده شده توليد  هايی را كه متعاقباانگيزد و طول موجرا بر می

ترين زاويه مشاهده آن، زاويه قائمه نسبت به ، اما مناسبشودمیدر تمام جهات نشر  فلوئورسان توسط نمونه

 هاي سلول احتمالا منجر به خطاهايتابش تحريک است. در بقيه زوايا، افزايش پراكندگی توسط محلول و ديواره

 .شودمیشدت فلوئورسان  گيرياندازهبزرگی در 

، به كندیمرا مجزا  ساز دوم كه پيک فلوئورسانفامپس از عبور از درون يک سيستم صافی يا تک تابش منتشره

« وسان نمان»يا يک « ثبات»و بر روي يک  شودمیرسد. خروجی آشكارساز تقويت يک آشكارساز فتوالكتريک می

ك دارند كه در آنها نيز براي محدود اشتراوجه  هاسنجمورد با نور در اين هاسنج . فلوئورسانشودمینمايش داده 

 .شودمیصافی بكار گرفته ، تحريک و نشر كردن طول موجهاي پرتو

 هاسنجطیف فلوئورسانس 

 تابش تحريک و يک بر دو نوعند: نوع اول يک صافی مناسب را براي محدود كردن، هاسنجطيف فلوئورسانس 

ف گيرد. چندين طياي يا منشوري را براي مجزا كردن يک پيک نشري فلوئورسان بكار میساز شبكهفامتک

ريداري خ توانمیسازد، از آنها بدين منظور ميسر میامكان استفاده ي رابطی كه هادستگاهنورسنج تجارتی را با 

اشند. بساز می فاميی اختصاصی هستند كه مجهز به دو تکاهدستگاهي واقعی هاسنجكرد. طيف فلوئورسانس

ن فام ساز ديگر امكان مجزا كردتک سازد؛فام سازها تابش تحريک را به يک نوار باريک محدود میيكی از اين تک

 .كندمیيک طول موج فلوئورسان بخصوص را فراهم 

 هاولكولمو ساختمانی  به مشخصات الكترونی در تحقيقات مربوط هادستگاهپذيري فراهم شده توسط اين گزينش

 اطلاعات، ايبراي بيشتر مقاصد تجزيه، اي نيز ارزشمند است. با اين همهاهميت زيادي دارد و در كارهاي تجزيه

متی ارزان قيي به نسبت هاسنجفلوئورسان، بخش است. در حقيقت كاملا رضايت، تري سادههادستگاهحاصل از 
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 و اغلب همان ويژگیاند كه هاي فلوئورسان طراحی شدهمشكلات سنجشی خاص تجزيه رفعاختصاصا براي 

 ي پيشرفته را دارند. هاسنجپذيري طيف نورگزينش

 هاسنجو طیف فلوئورسانس  هاسنجاجزا سازنده فلوئورسانس 

ي جذبی هايگيراندازه رهاي تنگستن يا هيدروژن كه دبه منبعی نياز است كه نسبت به لامپ، در بيشتر كاربردها

ته اي يا گزنونی بكار گرفگيرند، داراي شدت بيشتري باشد. معمولا يک لامپ كمان جيوهمورد استفاده قرار می

 . شودمی

 فام سازها و تک هاصافی

به  هانجسفلوئورسانس  اند. بيشتر طيفبكار برده شده هاسنجي تداخلی و جذبی هر دو، در فلوئورسانس هاصافی

 اي مجهزند. فام سازهاي شبكهتک

 آشكارسازها

نياز  تقويتی بزرگی آن به ضرايب گيرياندازهاست و بنابراين براي داراي شدت كمی ، علامت فلوئورسان نوعی

ی بعنوان آشكارساز در مقياس وسيعها هاي فوتو تكثير كنندهاز لوله، ي فلوئورسانس حساسهادستگاهداريم. در 

 . شودمیاستفاده 

 ها سلولهای و محفظه هاسلول

رفته فلوئورسانس بكار گ يهاگيرياندازهاز شيشه و سيليس هر دو در اي و مستطيلی ساخته شده ي استوانههاسلول

رسد، كم اي كه به آشكارساز میتابش پراكنده . بايد نهايت دقت در طرح محفظه سلول به عمل آيد تا مقدارشوندمی

 .شودمیداخل محفظه گذاشته  هايی دراغلب تيغه، اين منظورشود. براي 
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 لومینانس

 باشد كه با تهييج و برانگيخته شدن به حالت پر انرژي درمی لومينسانس به معناي تابش نور از تركيبات خاصی

 كنند. می آمده و پس از بازگشت به حالت پايه، انرژي دريافتی را به صورت نور آزاد

ه به نوع ايجاد شود، بستايم كه ما به آن تاباندهاي يک ماده بر اثر تابش الكترومغناطيسی اوليهاگر لومينسانس 

انس را فلورسانس و فسفرسهاي پديده، (براساس اسپين الكترونی جفت شده يا جفت نشده)حالت برانگيختگی 

نه )خواهيم داشت .اما اگر لومينسانس يک ماده بر اثر انرژي تحريكی يک واكنش شيميايی يا الكتروشيميايی 

لكول ؛ يعنی موشودمی مطرح« كمی لومينسانس » ايجاد شود واژه جديدي به نام  (يک تابش الكترومغناطيسی

 .در اثر يک واكنش شيميايی برانگيخته شده است

از آنجا كه در پديده كمی لومينسانس نيز اسپين الكترونیِ الكترونِ تحريک شده در ماده مورد نظرمان به صورت 

س به فلورسان، آن را از نظر شكل تهييجی مولكول توانمی ماند، از اين نظرمی جفت شده با حالت پايه باقی

 شباهت داد.

هاي افتد؛ مانند آنچه در كرم شب تاب يا برخی گونهمی فاقدر طبيعت نيز پديده لومينسانس به طور طبيعی ات

 اين نوع پرتوافكنی موجودات زنده را بيولومينسانس گويند. .شودمی عروس دريايی ديده

 ATPتركيبی در بدن خود به اسم لوسی فرين را در حضور ، اين حيوانات با استفاده از آنزيمی به نام لوسی فراز

اده لوسی فرين را تهييج كرده و به شكل م، كنند و درواقع با انجام يک واكنش بيوشيميايیمی و اكسيژن تجزيه

لوسی  به تركيبی به نام اكسی، نمايند كه اين ماده واسط با برگشت به حالت پايه انرژيمی واسط ناپايداري مبدل

 نمايد.می فرين مبدل شده و انرژي حاصل از تهييج را به صورت نور آزاد

وم و استرهاي آكريدي، ايزولومينول، مثل لومينول)حاصل اكسيداسيون يک فراورده آلی ، كمی لومينسانس پديده

باشد. اين اكسيداسيون درحضور می (هيپوكلريت يا اكسيژن، 2O2Hنظير )هايی به وسيله اكسيدان (لوسی فرين

ي فلزي هاوني، (پراكسيدازهاي ميكروبی، خردلپراكسيداز ريشه ، مثل آلكالين فسفاتاز) هاآنزيميی چون هاكاتاليست

 پذيرد. می و همين صورت (ي آهن و مسهاكمپلكس، چون فتالوسيانين)
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ومينسانس كمی ل ،پس از بازگشت به حالت پايه انرژيبرانگيخته شده ناشی از واكنش اكسيداسيون هايی فراورده

مانند مشتقات  (Enhancer)ي كمی لومينسانس از يک بهبود دهنده هاواكنشالبته معمولاً در  كنند.می ايجاد

، يدوفنل قادر است در مورد لومينول پراكسيداز - pكنند. مثلاً می آروماتيک نيز استفادههاي فنلی و فراورده

مشهورترين ماده مورد استفاده در كمی  برابر افزايش دهد. 2822ميزان نور ساتع شده از لومينول را تا 

مينسانس، لومينول است. لومينول براي اينكه خاصيت كمی لومينسانس از خود نشان دهد، ابتدا بايد توسط لو

 يک اكسيدان فعال شود.

. در حضور گرددمیو يک نمک هيدروكسيدي در آب، به عنوان فعال كننده استفاده  2O2Hمعمولاً از يک محلول 

اين كار توسط پراكسيداز نيز ) شودمی به آب و اكسيژن تجزيه 2O2Hدار، آهنهاي كاتاليستی همچون فراورده

 .كندمی . از طرف ديگر لومينول با نمک هيدروكسيدي واكنش داده و يک دي آنيون ايجاد(شودمی انجام

ار كه بسي گرددمی با دي آنيون مربوطه سبب تشكيل يک پراكسيد آلی 2O2Hواكنش اكسيژن توليد شده از 

ي تهييج هاالكترونكه داراي  شودمی آمينوفتالات مبدل -1بلافاصله با از دست دادن نيتروژن به ناپايدار است و 

 انرژي خود را به صورت نور آزاد، (Ground State)شده است.اين ماده نيز پس از بازگشت به حالت پايه انرژي 

هاي ص لكهبراي تشخي)از لومينول و فرايند كمی لومينسانس آن در پزشكی قانونی  بينيم.می كه ما آن را كندمی

هاي آزمايشگاهی براي بررسی و نيز در سنجش (به دليل حضور آهن در هِم –حتی اگر پاك شده باشند  –خون 

 .شودمی آهن و سيانيدها در سلول استفاده، ميزان مس

ا ند نور ساتع كنند ولی سرعت توليد نور حاصل از آنهتوانمی ومينولاسترهاي آكريديوم هم با واكنشی شبيه به ل

. اين تركيبات (ثانيه پس از آغاز واكنش اكسيداسيون 12تا  1بين )بسيار قابل توجه و بيشتر از لومينول است 

 قادرند به طور مستقيم به پروتئينها باند شوند.
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 1شكل 

به طور قابل توجهی با ديگر تركيبات كمی لومينسانس تفاوت  ي اخير كشف شده وهاسالتركيب جديدي كه در 

است كه نياز به هيچ مولكول افزودنی براي تابش  (دي اكستان فنيل فسفات -2و1آدامانتيل ) AMPPD دارد،

 .(اكسيداتيو داشتهاي برخلاف لومينول كه نياز به فراورده)نور ندارد 

 كندمی ايجاد (Excited)ي برانگيخته شده هاالكترونطی با تركيب حد واس، ALPاين تركيب در حضور آنزيم 

 د سبب تابش نور گردد.توانمی كه برگشت آن به حالت پايه،

  (Chemi Luminescence)کمی لومینسانس

ي هاواكنشپرتاب نور طی "همانطور كه از اسمش مشخص است  (Chemi Luminescence)لغت كمی لومينسانس

يد توان با چشم غير مسلح دها( به قدري ضعيف است كه نه تنها نمی)فوتونها اين نورباشد. شدت می "شيميايی

ين دستگاه كمی لومينسانس دستگاهی بسيار حساس و اكرد. بنابر گيرياندازهرا ها توان آنبا هر تجهيزاتی نمی يا

 كند. گيرياندازهرا هايی د چنين فوتونتوانمی كه ،باشدمی دقيقی
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كاملاً با دستگاه الايزا ريدر متفاوت است. تفاوت  ها،غلظت نمونه گيرياندازهدستگاه كمی لومينسانس در  روش

منبع نور خارجی و فيلتر است كه به جاي اين منبع نور،  ياعمده اين دستگاه با دستگاه الايزا ريدر، نداشتن لامپ 

اين دستگاه داراي قطعه ايی به نام  .كندمی شيميايی استفادهي هاواكنشپرتاب شده طی هاي از فوتون

PMT(Photo Multiplier) كند. قابل ذكر است چندين  گيرياندازهضعيف را هاي د اين فوتونتوانمی است كه

 اند.كه همگی در يک طول موج و براي كارايی خاصی توليد شده وجود دارد PMTنوع 

 اساس كار كمی لومينسانس بر دو نوع است: 

 غلظت به روش آنالوگ گیریاندازه( 7

سنجد و همان ولتاژ را می پرتاب شده از يک نمونه را به صورت يک ولتاژ آنالوگهاي در اين روش تمامی فوتون

 پرتاب شده است يعنی بههاي دهد. يكی از معايب اين روش حساس نبودن به تعداد فوتونمی به غلظت نسبت

. درنتيجه اين روش از كندمی گيرياندازهفوتون را با يک ولتاژي  1216ا عدد فوتون ب 1222طور مثال تعداد 

ن آپايين  او هزينه نسبت حساسيت بالايی برخوردار نيست. از مزايا اين روش آسان بودن توليد و كاليبراسيون

 باشد.می براي توليد كننده

  (Photon Counting)غلظت بر روش شمارش فوتون گیریاندازه( 1

ين . در نتيجه اشودمی پيشرفته شمارش دتكتورساطع شده با استفاده يک هاي روش تک تک فوتون در اين

 1216عدد فوتون و  1222د فرق بين توانمی روش برخلاف روش فوق از حساسيت بالايی برخوردار است يعنی

نند كمی روش پيروياز اين كمی لومينسانس ي هادستگاهبيشتر و  LUMEXعدد فوتون را احساس كند. دستگاه 

به بالا بودن  توانمی آورند. از معايب اين روشمی و در آينده نيز تمامی تجهيزات به سمت همين روش روي

 .هزينه و دقت كاليبراسيون است
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 دستگاه کمی لومینسانس به الايزا ريدرهای برتری

متر و ك شدهبه طور كامل كنار گذاشته اروپايی روش الايزا هاي در كشورهايی همچون آمريكا، ژاپن و اكثر كشور

 باشد.می كه به دلايل زير كنند، جايگاه روش الايزا در دنيا كم رنگ شدهمی جايی از اين روش استفاده

 كمی لومينسانس نسبت به الايزا بسيار بالا است.هاي پايداري تست

 الايزا است. از زمان انجام تستتر كمی لومينسانس بسيار پايينهاي زمان انجام تست

دسترسی داشته باشد در حاليكه در روش كمی ها حساسيت روش الايزا آنقدر نيست كه بتواند به تمامی محدوده

 جوابدهی دسترسیهاي د به هر كدام محدودهتوانمی پرتاب شدههاي لومينسانس به دليل ماهيت شمارش فوتون

باشد می 6به توان  12دستگاه لومينسانس در اين ديناميكی خطی كمی محدوده به عبارت ديگر  داشته باشد.

 است.تر ولی جذب نور الايزا بسيار پايين

 تكرارپذيري در روش كمی لومينسانس بسيار بالاتر از روش الايزا است.

 DNAاستخراج 

ي فيزيكی و شيميايی از نمونه هاروشبا كمک تركيبی از  DNA فرايندي است كه طی آن DNAاستخراج 

امروزه استخراج  استخراج گرديد. 1869در سال  Miescher Friedrichاولين بار توسط  DNA. شودمیجداسازي 

DNA شناسی است. در استخراج به روش شيميايی، انواع يک روش مرسوم در بيولوژي مولكولی و آناليزهاي جرم

 . كندمیرا فراهم  DNAمختلفی كيت وجود دارد كه در زمان كمتر، امكان استخراج و انتخاب صحيح 

 DNAانواع روش استخراج 

  معمولروش 

  كلروفرم –استخراج فنل 

 اياناستفاده از ستون تخليص دي 

 موارد خاص 
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 ايانبررسی دي 

 روش معمول

 است: ، به ترتيب در زير آمدهDNAمراحل استخراج 

 DNAبايد شكسته شود تا  غشاي سلولیسپس  -آوري شوند. ي مورد نظر بايد جمعهاسلولدر مرحله اول  -

 سلول در دسترس قرار گيرد. 

 ها انجام ها و سورفاكتانتليپيدها بايد از غشاي سلولی و هسته جدا شوند كه اين كار با استفاده از شوينده

 گيرد.می

 اين مرحله غيرضروري است(. شودمیوتئازها انجام ها از طريق پرشكستن پروتئين( 

  شكستنRNA  نيز از طريق اضافه كردنRNAse  اين مرحله نيز غيرضروري است(. شودمیانجام( 

ده، ليپيدها هاي شكسته شتا بقاياي سلولی مانند پروتئين شودمیسپس با يک محلول نمكی غليظ تيمار انجام  -

كه  شودیمبه يكديگر بچسبند و يک جسم توده مانند تشكيل دهند. در مرحله بعد سانتريفيوژ انجام  RNAو 

از  DNAبه منظور جداسازي  هاروشترين . متداولگرددمی DNAاين باعث جدا شدن توده بقاياي سلولی از 

دهی شرح زير است: رسوب هاي استفاده شده طی مراحل ليز سلول بهها و معرفها، پروتئينها، نمکدترجنت

ها نامحلول است، به يكديگر چسبيده و پس از در اين الكل DNAتوسط ايزوپروپانل يا اتانل سرد: از آنجايی كه 

 آيد. ( در میpelletسانتريفيوژ به صورت يک توده )

 

 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%BA%D8%B4%D8%A7%DB%8C_%D8%B3%D9%84%D9%88%D9%84%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%BA%D8%B4%D8%A7%DB%8C_%D8%B3%D9%84%D9%88%D9%84%DB%8C


58 

  8شكل 

 کلروفرم –استخراج فنل 

 denaturated) هاي دناتوره شده، پروتئينسانتريفيوژ. پس از كندمیهاي موجود در نمونه را دناتوره پروتئين فنل

proteinsمی كه به منظور حذف بقايايبه همراه كلروفر اسيد نوكلئيکمانند. در حالی كه ( در فاز آلی باقی می 

 فنلی استفاده شده بود، در فاز آبی قرار دارند. 

 

 9شكل 

 DNAاستفاده از ستون تخلیص 

و غلظت نمكی بافر است.  pHبه فاز جامد )مانند سيليكا( بسته به ميزان  DNAاساس اين روش، تمايل جذب 

 طريق حذف كرد:  3از  توانمیرا  DNAهاي سلولی و هيستونی متصل به پروتئين

 با اضافه كردن پروتئاز .1

 ها با سديم يا آمونيوم سولفاتاز طريق رسوب دهی پروتئين .2

انجام  DNAكلروفرم كه اين كار بايد قبل از رسوب دادن  -ها از طريق يک تركيب فنليا خارج سازي آن .3

 گيرد.

 كنند. ( يا در آب خالص حل میTEرا به آرامی در يک بافر قليايی )معمولاً در بافر DNA پس از استخراج،

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%81%D9%86%D9%84
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B3%D8%A7%D9%86%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%81%DB%8C%D9%88%DA%98
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B3%D8%A7%D9%86%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%81%DB%8C%D9%88%DA%98
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%DB%8C%D8%AF_%D9%86%D9%88%DA%A9%D9%84%D8%A6%DB%8C%DA%A9
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%DB%8C%D8%AF_%D9%86%D9%88%DA%A9%D9%84%D8%A6%DB%8C%DA%A9
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 موارد خاص

DNA هاي باستانی كه ي معمول جداسازي كرد. نمونههاروشبا  توانمیها را نبرخی از نمونهDNA  يشان در

ه هاي گرفت)به عنوان مثال نمونههايی كه در آنها موانعی براي آناليز وجود دارد تخريب شده، نمونههايی بخش

هايی كه ديواره سلولی ضخيم دارند )مانند مخمرها( نيازمند از ميكروارگانيسم DNAشده از خاك( يا استخراج

د توانمینيز آسان است و  پلاسميدخارج كروموزومی خصوصاً  DNAاست. استخراج تر ي اختصاصیهاروش

كروموزومی در جزء نامحلول به دام افتاده و  DNAها انجام گيرد. براحتی توسط ليز سلولی و رسوب پروتئين

 از جزء محلول تخليص كرد.  توانمیپلاسميدي را  DNAپس از سانتريفيوژ، 

 DNAبررسی 

 توانمیرا  DNAرا تأييد كرد. همچنين غلظت  DNAوجود  توانمی(، DPAشناساگر دي فنيل آمين)با استفاده از 

نانومتر و مقايسه آن با منحنی  622در طول موج  اسپكتروفوتومتريگيري ميزان جذب توسط دستگاه با اندازه

در طول موج  DNAميزان جذب محلول حاوي  DNAگيري خلوص استاندارد، محاسبه نمود. به منظور اندازه

. كندمیب نانومتر جذ 282و  262را در طول موج  UVاي، نور ان. ديشودمیگيري نانومتر اندازه 282و  262

. نسبت جذب در طول كندمینانومتر جذب  282هاي آروماتيک، نور يو وي را در اين در حالی است كه پروتئين

( 282براي طول موج  8و  262براي طول موج 1) DNA ،1:8نانومتر در يک نمونه خالص  282و  262هاي موج

به  262يم بگوييم نمونه ما فاقد آلودگی پروتئينی است. نسبت طول موج توانمیاست. اگر اين نسبت برقرار بود 

كمیّ كرد. به اين منظور ابتدا از  توانمیرا  DNAاست. مقادير  1:8واجد آلودگی، كمتر از  DNAدر نمونه  282

ن با آميزي آ. پس از رنگگرددمی. سپس نمونه وارد ژل آگارز شودمیطريق آنزيم محدودكننده برش ايجاد 

 به مقدار كمی توانمیبا غلظت معلوم  DNAبا يک  DNAهاي ديگر و مقايسه شدت باند يا رنگ اتيديوم برومايد

DNA  دست يافت. با استفاده از تكنيک ساترن بلات، اينDNA  د استخراج شود و از طريق توانمیكمی شده

PCR  و آناليزRFLP  هاي تكرار شونده موجود تا توالی كندمیبه ما كمک  هاروشمورد آزمايش قرار گيرد. اين

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D9%84%D8%A7%D8%B3%D9%85%DB%8C%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D9%84%D8%A7%D8%B3%D9%85%DB%8C%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%D9%BE%DA%A9%D8%AA%D8%B1%D9%88%D9%81%D9%88%D8%AA%D9%88%D9%85%D8%AA%D8%B1
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%B3%D9%BE%DA%A9%D8%AA%D8%B1%D9%88%D9%81%D9%88%D8%AA%D9%88%D9%85%D8%AA%D8%B1
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D8%AA%DB%8C%D8%AF%DB%8C%D9%88%D9%85_%D8%A8%D8%B1%D9%88%D9%85%D8%A7%DB%8C%D8%AF
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قايسه، ها جهت مشناسی نيز از همين تكنيکدر ژنوم را از يكديگر تميز دهيم. دانشمندان پزشكی قانونی و جرم

 كنند. شناسايی و آناليز استفاده می

PCR 
 Karyتوسط  1982اولين بار در اواسط دهه  PCRيا  Polymerase Chain Reactionاي پليمرايز واكنش زنجيره

Mullis  .ابداع گرديدPCR صی از هاي بيوشيميايی است كه در طی آن قطعه مشخاي از واكنشمجموعهDNA 

ه كوچكی توان قطعگردد. به اين ترتيب میالعاده به تعداد زيادي تكثير میبه طور اختصاصی و با حساسيت فوق

باشد، به صورت انبوه توليد نمود. اين فرآيند، كاربردهاي فراوانی در يابی نمیاز يک ژنوم بزرگ را كه قابل دست

هاي گياهی و جانوري، رديابی مجرمان، شناسائی ژنوم ويروس وان بهتتحقيقات بيولوژيكی دارد كه از آن جمله می

هاي عفونی، تشخيص قبل از تولد امراض ژنتيكی، تجزيه و تحليل مولكولی تشخيص سريع عوامل بيماري

ها و موارد ديگر اشاره نمود. ابداع و توسعه اين روش هاي تاريخی، تعيين جنسيت جنين، تشخيص سرطاننمونه

 باشد. ها مفيد میاند، در شناسايی بسياري از بيماريشده مشتق PCR ئی كه ازهاروشو 

 پلیمرازة واکنش زنجیر

اي پليمراز باشد. واكنش زنجيره( میPCR( كه مخفف آن )Polymerase Chain Reactionپليمراز)ة واكنش زنجير

(PCR تكنيكی در )می از يک هاي كاست و به منظور تكثير يک نسخه منفرد يا نسخه شناسی مولكولیزيست

رود. اين تكنيک ابزاري آسان و ارزان نسخه به كار می هايونبا توالی خاص به تعداد هزار يا ميل DNAقطعه 

 گيرد.مورد استفاده قرار می DNAاست و براي يک بخش هدف از DNAقيمت براي تكثير يک قطعه خاص از 

 هاي تحقيقاتی است وهاي بالينی و آزمايشگاهيک تكنيک متداول و اغلب ضروري در آزمايشگاه PCRهم اكنون 

، DNAفیلوژنی بر پايه براي توالی يابی،  DNAکلونینگ در موارد گوناگونی كاربرد دارد. اين كاربردها شامل 

لم رد استفاده در ع)مو شناسايی اثر انگشت ژنتیكی، های ارثیتشخیص بیماری ها،آنالیز عملكرد ژن

ونی است. هاي عفهاي نوكلئيک اسيد براي تشخيص بيماريزا در تستپزشكی قانونی( و تشخيص عوامل بيماري

  .دريافت كردند PCRجايزه نوبل شيمی را براي كار روي  مايكل اسميتموليس همراه با  1993در سال 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%DB%8C%D8%B3%D8%AA%E2%80%8C%D8%B4%D9%86%D8%A7%D8%B3%DB%8C_%D9%85%D9%88%D9%84%DA%A9%D9%88%D9%84%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/DNA
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D8%A7%DB%8C%DA%A9%D9%84_%D8%A7%D8%B3%D9%85%DB%8C%D8%AA
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D8%A7%DB%8C%DA%A9%D9%84_%D8%A7%D8%B3%D9%85%DB%8C%D8%AA


67 

هاي گرمايی و سرمايی تكراري، ذوب ها شامل چرخههاي حرارتی است. اين چرخهچرخه PCRاساس تكنيک 

DNA  و تكثير آنزيمیDNA  .قطعات كوتاه  پرايمرهااست(DNAكه حاوي توالی مكمل ناحيه هدف ) به اند

دهند. می براي انتخاب و تكثير قطعه مورد نظر را تشكيل PCRپليمراز، اجزاي اصلی واكنش  DNAهمراه يک 

نوان الگويی تكثير شده خود به ع DNAو  شودمیبه صورت لگاريتمی تكثير  DNAالگوي  PCRطی فرآيند 

اي براي انجام مراحل مختلف در د به شكل گستردهتوانمی PCR. شودمیبراي همانندسازي استفاده 

 هاي ژنتيكی استفاده شود. دستكاري

آنزيمی كه از باكتري ) تک پليمرازپليمراز مقاوم به حرارت مانند  DNAاز يک  PCRتقريبا در تمام كاربردهاي 

Thermus aquaticus  اين شودمیجداسازي شده( استفاده .DNA  پليمراز از يکDNAاي به ي تک رشته

هستند،  DNAهاي ساختاري عنوان الگو استفاده كرده و با كمک پرايمرها و با بكارگيري نوكلئوتيدها كه بلوك

هاي حرارتی يعنی گرم و سرد كردن از چرخه PCRي هاروشسازد. در اغلب می ي جديد DNAيک رشته 

 . ودشمیطبق مراحل دمايی مشخص استفاده  PCRهاي متناوب نمونه

 شودمیناميده  DNAاي در يک دماي بالا، در فرآيندي كه ذوب دورشته DNAي مارپيچ در مرحله اول، دو رشته

به عنوان الگو عمل  DNA. در مرحله دوم، دما پايين آورده شده و هريک از دورشته شوندمیاز يكديگر جدا 

. پرايمرها بر اساس توالی شودمیانجام  پليمراز DNAكنند. ساخته شدن رشته جديد از روي الگو توسط می

 . شوندمیكه مورد نظر ماست طراحی  DNAاي از قطعه

PCR  يک ناحيه خاص از رشتهDNA  ي هاروشطور معمول اكثر . بهكندمیهدف را تكثيرPCR  اين قابليت را

ند توانمیهاي ديگر ( را تكثير كنند. هرچند تكنيکkbpكيلوجفت باز ) 12و  1/2بين  DNAدارند تا قطعات 

كيلوجفت باز را نيز تكثير كنند. مقدار تكثير محصول بوسيله سوبستراي موجود  42هاي بالاتر از قطعاتی با اندازه

 .شودمیتعيين  كندمیدر واكنش كه پيشرفت واكنش را محدود 

 اجزاء شامل موارد زير است: اين ، اي نيازمند چندين جزء استپايه PCRيک واكنش 

 الگو كه حاوي ناحيه اي دي انDNA .ي هدف براي تكثير است 

https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1_(%D8%B2%DB%8C%D8%B3%D8%AA%E2%80%8C%D8%B4%D9%86%D8%A7%D8%B3%DB%8C_%D9%85%D9%88%D9%84%DA%A9%D9%88%D9%84%DB%8C)&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1_(%D8%B2%DB%8C%D8%B3%D8%AA%E2%80%8C%D8%B4%D9%86%D8%A7%D8%B3%DB%8C_%D9%85%D9%88%D9%84%DA%A9%D9%88%D9%84%DB%8C)&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%DA%A9_%D9%BE%D9%84%DB%8C%D9%85%D8%B1%D8%A7%D8%B2
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%DA%A9_%D9%BE%D9%84%DB%8C%D9%85%D8%B1%D8%A7%D8%B2
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  تگ پليمراز كه يکDNA .پليمراز مقاوم به حرارت است 

  دو پرايمرDNA  هاي سنس و آنتی سنس رشته’ 3كه مكمل انتهايDNA  بدون پرايمرها، )ي الگو هستند

شود(. پرايمرهاي خاصی كه مكمل نمی بتواند به آن متصل شود شناختهپليمراز  DNAاي كه جايگاه آغاز دورشته

DNA  هدف هستند از قبل انتخاب شده و به شكل سفارشی در آزمايشگاه ساخته يا از تأمين كنندگان خريداري

 .شوندمی

  دزوكسی نوكلئوتيدهاي سه فسفاته ياdNTPs هاي ساختاري هستند كه بلوكDNA ها پليمراز با استفاده از آن

 سازد.می هاي جديد رارشته

  يک محلول بافري كه محيط شيميايی مناسبی براي بهبود فعاليت و پايداريDNA  كندمیپليمراز فراهم. 

 هايونكات( ي دوظرفيتی مانند منيزيومMg( يا منگنز )Mn ؛ كاتيون)Mg2تر است. همچنين كاتيون + متداول

+2Mn زايی براي جهشد توانمیDNA ي حاصل ازPCR  استفاده شود و غلظت بالاي اين يون ميزان خطا را در

 دهد.می طول سنتز افزايش

 هايوني تک ظرفيتی، معمولاً هايونكات( ي پتاسيمK) 

  12بافرX 

ميلی ليتر( و در يک  1/2-2/2هاي كوچک واكنش )با حجم ميكروليتر در لوله 222تا  12واكنش معمولاً در حجم 

هاي واكنش را به منظور فراهم كردن دماي لازم در هر هاي حرارتی لوله. چرخهشودمیچرخه حرارتی انجام 

كه اجازه گرم و  Peltier effectاثر پلتير  هاي حرارتی پيشرفته ازكنند. بسياري از چرخهمرحله سرد و گرم می

 كنند. دهد استفاده میمی را بوسيله معكوس كردن جريان الكتريكی PCRهاي سرد كردن لوله

بار تغيير دمايی تكرارشونده به نام سيكل است كه هر سيكل متداولاً  22-42اي از شامل مجموعه PCRطور كلی به

 عبارت است از:  PCRي هاروشاست. مراحل مشترك اغلب تشكيل شدهاز دو يا سه مرحله دمايی مستقل 

است، لازم  Hot-start PCRپليمرازي كه نيازمند فعالسازي گرمايی بوسيله  DNAآغاز: اين مرحله براي  .1

درجه فارنهايت( يا  221-221درجه سانتی گراد ) 94-96باشد و شامل گرم كردن محفظه واكنش تا دماي می
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 1-12درجه فارنهايت( براي پليمرازهاي بسيار مقاوم به حرارت است. اين مرحله  228)ی گراد درجه سانت 98

 انجامد.می دقيقه به طول

درجه سانتی  94-98دناتوراسيون: اين مرحله اولين مرحله سيكل است و شامل گرم كردن محفظه واكنش تا  .2

ن اي بيه بوسيله شكستن پيوندهاي دورشتهك شودمیثانيه  22-32درجه فارنهايت( به مدت  221-228گراد )

 DNAاي شده و به اين ترتيب دو مولكول الگوي دورشته DNAبازهاي مكمل باعث ذوب شدن يا دناتوراسيون 

 .شودمیاي حاصل تک رشته

يابد كه می گراد كاهشدرجه سانتی 12-61ثانيه به  22-42اتصال: در اين مرحله دماي واكنش به مدت  .3

درجه سانتی  3-1متصل شوند. اتصال معمولاً حدود  DNAپرايمرها به هريک از الگوهاي تک رشته  شودمیباعث 

پليمراز به تركيبی از الگو و پرايمر  DNA. در طول اين فرآيند شودمیپرايمرها انجام  Tmگراد زير دماي ذوب 

 .كندمیهاي جديد متصل و شروع به ايجاد رشته

پليمراز  DNAپليمراز لازم است؛ دماي بهينه يک  DNAاين مرحله دما براي عملكرد گسترش/ طويل شدن: در  .4

. شودمیگراد براي اين آنزيم استفاده درجه سانتی 12گراد است. با اين وجود معمولاً دماي درجه سانتی 82-11

سنتز  3’ه ب 1’ي جديد كه مكمل رشته الگو است را در جهت  DNAپليمراز يک رشته  DNAدر اين مرحله 

ي هدف براي DNAپليمراز استفاده شده و طول ناحيه  DNA. زمان لازم براي افزايش طول بستگی به كندمی

 تكثير دارد.

 هايونهدف تا ميل DNAدهند. براي تكثير می فرآيندهاي دناتوراسيون، اتصال و طويل شدن يک سيكل را تشكيل

 هاي متعددي نياز است. نسخه، سيكل

براي اطمينان از طويل شدن  PCRطويل شدن نهايی: اين تک مرحله اختياري است و پس از آخرين سيكل  .1

 -11درجه فارنهايت( به مدت  118-161گراد )درجه سانتی 12 -14در يک دماي  DNAكامل هر تک رشته 

 .شودمیدقيقه انجام  1
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گراد براي يک زمان نامحدود درجه سانتی 4-11نگهداري نهايی: مرحله نهايی سرد كردن محفظه واكنش تا  .2

 .استفاده شود PCRسازي كوتاه مدت محصولات است و ممكن است اين مرحله براي ذخيره

 پريم از پرايمر3بايد نكات خاصی در نظر گرفته شود مثلاً حتماً قسمت  PCRدر طراحی پرايمربراي واكنش 

باشد، همچنين بايد در نظر گرفته شود م الزامی نمیپري 1بايست مكمل بخش هدف باشد كه اين براي بخش می

ها هاي مستعد تشكيل سنجاق سري هم در آنكه دو پرايمر حداقل توالی مكمل يكديگر را داشته باشند و توالی

و  DNAتا حد معمول استفاده نشود.معمولاً از گرم كردن و سرد كردن مخلوط واكنش براي جدا شدن دو رشته 

نسخه از قطعه كوتاهی از  هايونها ميل. در نتيجه اين چرخهشودمیاستفاده  Annealingيا  چسبيدن آغازگرها

DNA  شودمیتوليد 

و  PCRبه منظور جداسازي محصولات ژل انجام شده از الكتروفورز بر روي  PCRبه منظور بررسی ميزان موفقيت 

 . شودمیبررسی اندازه قطعات استفاده 

 الكتروفورزتئوری و مبانی ژل 
و قطعات آنها بر اساس اندازه و بار  (هاي زيستی )و پروتئينهامولكوليک روش جداسازي و آناليز ماكرو روفورز

ها با استفاده از بار و يا اندازه شان تشخيصی جهت جداسازي پروتئينهاي باشد. اين تكنيک در آزمايشگاهمی

هاي علوم سلولی و مولكولی به منظور جداسازي قطعات ديگر گرايشگيرد و در بيوشيمی و مورد استفاده قرار می

ي اسيد هامولكولباشد. ي پروتئينی بر اساس سايز میهامولكولو  RNAو  DNAهاي مختلف داراي اندازه

ه كنند و بر اساس اندازنوكلئيكی با اعمال يک ميدان الكتريكی در ژل آگارز و گاها ژل اكريل آميد حركت می

كنند؛ اين امر به دليل مهاجرت ي بزرگتر حركت میهامولكولتر سريعتر از ي كوچکهامولكول. شوندیمجدا 

زيرا منافذ ژل بسيار  شوندمیشان در آگارز جدا ها بر اساس بارباشد. اما پروتئينتر آنها در منافذ ژل میراحت

د به منظور توانمیهمچنين تكنيک ژل الكتروفورز  ها را غربال نمايند.تر از آن هستند كه بتوانند پروتئينبزرگ

 جداسازي نانوذرات مورد استفاده قرار بگيرد.

http://denagene.com/wp-content/uploads/2016/08/شکل-1.jpg
http://denagene.com/wp-content/uploads/2016/08/شکل-1.jpg
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در هنگام الكتروفورز بر عهده دارند، مهار نمودن كنوكسيون دمايی ايجاد شده در اثر ها از جمله كاربردهايی كه ژل

معمولا به  DNAباشد. ژل الكتروفورز می هامولكولگري و نيز ايجاد تاخير در حركت ميدان الكتريكی، غربال

رود، اما ممكن است به عنوان به كار می PCRبا استفاده از تكنيک  DNAمنظور تجزيه و تحليل بعد از تكثير 

، سازيكلون، RFLP ،PCR، هاي ديگر مانند اسپكترومتري جرمیيک تكنيک جهت آماده سازي براي تكنيک

 ينگ مورد استفاده قرار بگيرد.و يا ساترن بلات DNAتعيين توالی 

مواد داراي بار خالص مثبت به سمت قطب  (Power-Supplyدر ميدان الكتريكی ايجاد شده توسط منبع تغذيه )

 نمايند.منفی و مواد داراي بار خالط منفی به سمت قطب مثبت حركت می

 

 

 12شكل 

تر داراي حركت كندتري ي با اندازه بزرگهامولكولدر ژل الكتروفورز آگارز پس از اعمال ولتاژ و جريان مورد نظر، 

موجب ايجاد باندهاي مجزا و متفاوتی خواهد  هامولكولباشند. همين اندازه مختلف در خلل و فرج ژل آگارز می

هاي داراي قدرت ايجاد پيوند متقاطع مرز جنس پلیهاي انتخاب شده جهت عمل الكتروفورز، اشد. معمولا ژل
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(crosslinked polymerمی )مر و نيز ميزان نفوذپذيري آن بر اساس نوع تركيب و وزن باشند كه نوع اين پلی

ک هاي نوكلئيک كوچها و يا اسيد. هنگامی كه قرار است پروتئينشودمیخاصی كه قرار است جدا گردد، انتخاب 

 ودشمیلينكر استفاده هاي متفاوتی ژل اكريل اميد و كراسجدا شوند، معمولا از غلظت RNAا ي DNAاز جنس 

گردند. اكريل آميد نوعی نوروتوكسين هاي پلی اكريل آميدي با اندازه منافذ مختلف ايجاد میكه ايجاد شبكه

شتر ي نوكلئيک از چندصد جفت باز بيهاباشد كه بايد بسيار با احتياط استفاده شود. اما زمانی كه اندازه اسيدمی

بهتر است از ژل آگارز جهت جداسازي استفاده گردد. آگارز متشكل از زنجيرهاي بودن شاخه و بلند و ، گردد

باشد كه كراس لينک نيز ندارند؛ همين امر موجب ايجاد ژل با اندازه منافذ بزرگ براي بدون بار كربوهيدرات می

 .گرددمی هامولكولجداسازي ماكرو

با هم دارند و نيز ميزان ولتاژي كه  هامولكولدر هنگام عمل الكتروفورز بسته به اندازه و اختلاف وزنی كه جمعيت 

زمان الكتروفورز متفاوت خواهد بود. در صورتی كه مدت زمان عمل الكتروفورز كم باشد روي گردد، میاعمال 

قابل مشاهده خواهند بود. اما اگر مدت زمان اين عمل زياد  هم افتادن باندها و نيز اسميرهاي غير قابل تمايز

 از ژل خارج گردند. هامولكولباشد ممكن است 

نمودن  Runي جداشده معمولا ماركرهاي وزنی معينی وجود دارند كه همگام با هامولكولبه منظور تشخيص وزن 

ي داراي هامولكولند، حاوي مخلوطی از باشنيز معروف می Ladderگردند. اين ماركر كه به می Runها نمونه

باشد، اين است كه متناسب با جمعيت ها ضروري میladderهاي كه در مورد باشند. معمولا نكتهوزن مشخص می

بايد حاوي ماركرهاي داراي وزن كمتر و  ladderرا انتخاب نمود. اين  ladderمولكولی كه قرار است جدا شود، 

است با  نمايد متناسباي كه يک باند طی مینيز بيشتر از مولكولی هدفی كه قرار است جدا گردد، باشند. فاصله

 لگاريتم اندازه مولكول.

ر اساسی فاكتوري بسيا pHجلوگيري بعمل آورد. در واقع  pHگيرد تا از تغييرات عمل الكتروفورز در بافر صورت می

تر گفته شد، الكتروفورز تكنيكی بر اساس بار خالص و گونه كه پيشباشد. همانو مهم در عمل الكتروفورز می

 باشد.میوزن مولكول
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 11شكل 

 انواع ژل
وبی ختواند به میباشند. هر نوع ژل مهمترين انواع ژل مورد استفاده در عمل الكتروفورز ژل آگارز و اكريل آميد می

ا مورد ههاي پلی اكريل آميد معمولا براي پروتئينهاي آناليت مورد استفاده قرار بگيرد. ژلها و گونهبراي انواع اندازه

جفت باز  122-1با اندازه بين  DNAگيرند و نيز داراي قدرت تفكيک خيلی بالايی براي قطعات استفاده قرار می

تري باشند ولی داراي طيف وسيعمی DNAبراي  داراي قدرت تفكيک كمتريهاي آگارز باشند. از طرف ديگر ژلمی

باشند. اما بايد اين جفت باز مناسب می 22222تا  12بين  DNAباشند و بنابراين براي قطعاتی از جداسازي می

 PFGE(PULSEDمگاباز بايد با دستگاه الكتروفورز 6بزرگتر از  DNAنكته در نظر گرفته شود كه براي قطعات 

FIELD GEL ELECTROPHORESIS) .قطعات را جدا نمود 

باشد. براي تهيه آگارز بايد آن را به صورت محلول حرارت داد، اما براي ها نيز با هم متفاوت مینحوه تهيه اين ژل

 تهيه پلی اكريل آميد بايد آن را به طريق پليمريزاسيون با استفاده از ماده شيميايی تهيه نمود.
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 گارزهای آژل

كيلودالتون  222هاي با اندازه بيشتر از باشند ولی براي جداسازي پروتئينهاي متفاوت میداراي منافذ با اندازه

داراي طول متفاوت متاثر از ميزان درصد آگارز  DNAند مورد استفاده قرار بگيرند. فاصله بين باندهاي توانمی

 كيلو باز( 12تا  1بين DNAدرصد )براي جداسازي قطعات  2.1هاي آگارز از درصد ژل بين باشد. اغلب ژلمی

 توانمیرا  ٪ 3هاي با درصد آگارز بالاتر از باشند. ژلكيلو باز( می 1تا  2.2)براي جداسازي قطعات بين  %2و 

براي جداسازي قطعات خيلی كوچک استفاده نمود؛ اما براي اين قطعات بهتر است از ژل پلی اكريل آميد به 

آگارز بهترين مورد  ٪ 1ها ژل صورت عمودي براي جداسازي آنها استفاده شود. براي بسياري از جداسازي

 باشد.می

دادن آگارز تا دماي ذوب كامل، آن را در همان  ژل آگارز تهيه شده و آماده براي بارگذاري نمونه. پس از حرارت

ريزند. قبل از ريختن ژل، شانه را در محل تعبيه شده در ژل تري ( میGel-Trayحالت مذاب به داخل ژل تري )

 ها به صورت مشخصی تشكيل شوند.دهند، تا پس از سرد شدن و بسته شدن ژل آگارز چاهکقرار می

 (PAGEهای پلی اکريل آمید )ژل

كيلودالتون  2222تا  1هاي با اندازه بين براي جداسازي پروتئين، اندبه دليل اندازه منافذ يكنواختی كه درست كرده

باشند. اندازه منفذ با تغيير ميزان پودر اكريل آميد و بيس اكريل آميد بكار رفته در تهيه ژل تغيير مناسب می

باشند كاربري كمتري نسبت به قبل دارد ود كه خطر آفرين می. اين نوع ژل به دليل ماهيت مواد اوليه خكندمی

 گيرد.ها مورد استفاد قرار میو بيشتر جهت جداسازي پروتئين

 .Resolvingو ژل  Stacking: ژل شودمیدر هنگام تهيه ژل اكريل آميد دو نوع ژل تهيه 

 11تا  6بين  Resolvingباشد. ولی ژل می %1و درصد آن  شودمیريخته  Resolvingبر روي ژل  Stackingژل 

. درصد انتخاب شده در اين نوع ژل به اندازه پروتئين هدف بستگی دارد. هرچه كه وزن آن گرددمیدرصد تهيه 

 كمتر باشد درصد اكريل آميد بكار برده بيشتر خواهد بود.
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 نشاسته

و غير  د محيطی مناسبتوانمینشاسته بدست آمده از سيب زمينی كه به صورت نيمه هيدروليز گرديده است نيز 

 ند بر اساس بار وتوانمیهاي غيردناتوره ها ايجاد نمايد. در اين نوع ژل پروتئينسمی جهت جداسازي پروتئين

 باشد.درصد می 12تا  1وزن جدا شوند. ژل نشاسته معمولا بين 

 ناتوره نمودند

و به صورت خطی در  شودمیها معمولا در شرايطی كه ساختار طبيعی آناليت به هم ريخته دناتوره نمودن ژل

گردند، حركت آنها بر روي ژل تنها به اندازه خطی دناتوره می هامولكول. هنگامی كه ماكرو شوندمیآيد، ايجاد می

. بنابراين ساختارهاي دوم، سوم و چهارم آنها از بين خواهد و نيز نسبت جرم به بارشان بستگی خواهد داشت

رفت كه تنها ساختار اوليه جهت آناليز باقی خواهد ماند. اسيدهاي نوكلئيک اغلب با افزودن اوره در بافر دناتور 

قسمتی گردند كه اين در واقع ( دناتوره میSDSها با استفاده از سديم دودسيل سولفات )گردند، اما پروتئينمی

سولفيد آنها كه لازم است باندهاي دي، هاخواهد شد. به منظور دناتوراسيون كامل پروتئين SDS-PAGEاز ژل 

 Reducingاند و ساختار سوم و چهارم آنها را پايدار نموده است توسط يک روش به نام ايجاد پيوند كوالان كرده

PAGE شوندیمتيوتريتول اين باندها شكسته اتانول و يا دي از بين برود. معمولا با استفاده از بتا مركاپتو .

Reducing PAGE باشد.ترين شيوه رايج الكتروفورز پروتئين میمعمول 

 RNAي هامولكولباشد. ضروري می RNAدر اسيدهاي نوكلئيک شرايط دناتوره براي تخمين دقيق وزن مولكولی 

ايجاد كنند كه اين امر بر روي تحرك الكتروفورزي  DNAهاي درون مولكولی بيشتري نسبت به قادراند برهمكنش

و گلاي اكسال معمولترين عوامل دناتوره كننده براي تخريب  DMSOآنها تاثير بسزايی خواهد داشت. اوره، 

 باشند.می RNAساختار 
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 Nativeژل 

 . اينشودمیبنا براين ساختار طبيعی آناليت حفظ شوند، می Runدناتوره كننده -در شرايطی غير nativeهاي ژل

امر موجب تاثير گذاري شكل مولكول در تحرك آن خواهد شد و بنابراين هر چهار سطح پروتئين قابل بررسی 

تفاده آنها را اس توانمی، نتنها شودمیها حفظ ها ساختار طبيعی پروتئينخواهند بود. از آنجايی كه در اين نوع ژل

آميزي ويژه ي رنگهاروشبا استفاده از  توانمیي رنگ آميزي معمول بررسی نمود، بلكه همچنين هاروشز ا

enzyme-linked  آنها را بررسی نمود. ژل الكتروفورزnative  معمولا براي تحقيقات پروتئوميكس و متالوميكس

هاي ناشناخته هاي حاوي جهشاسكن ژل د برايتوانمینيز  native-PAGEگيرد. اگرچه، مورد استفاده قرار می

 مورد استفاده قرار بگيرند. SSCPمانند تكنيک 

 

 

 12شكل 

 بافرها
محيط انجام  pHي حامل جريان بين دو قطب و نيز حفظ نمودن هايوننقش بافرها در الكتروفورز فراهم نمودن 

از جمله مهمترين بافرهاي مورد  EDTAبورات به هماه  -و بافر تريس -استات -باشد. بافر تريسالكتروفورز می

اما كيفيت نتايج آن ، باشدداراي ظرفيت بافري پايينی می TAEباشند. بافر استفاده براي اسيدهاي نوكلئيک می
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اي الكتروفورز آگارز استفاده باشد. بافرهاي ديگري نيز بربا طول بلند بسيار خوب می DNAهاي براي توالی

 كه از عموميت كمتري برخوردارند. شودمی

گيرند كه به بافر صورت می DISCبا استفاده از سيستم  SDS-PAGEهاي پروتئينی تكنيک اما اغلب جداسازي

 دهد.اي كيفيت باندهاي بدست آماده را افزايش میطرو قابل ملاحظه

 لكتروفورزمشاهده باندهای جدا شده در سیستم ا

را  DNAاميزي نمود. ي موجود در ژل، آنها را رنگهامولكولبعد از اتمام عمل الكتروفورز، بايد جهت مشاهده 

گيرد، قرار می DNAبا استفاده از اتيديوم برمايد رنگ آميزي نمود. اين رنگ هنگامی كه بين دو رشته  توانمی

 .كندمیفلوئورسانس ساتع ، تحت نور فرابنفش

ي ديگري ممكن است هاروش. شوندمیها استفاده هاي نقره و كماسی برليانت بلو جهت مشاهده پروتئينرنگ

 جهت مشاهده جداسازي اجزاي موجود در ژل استفاده گردد.

 

 

 13شكل 

  PCRانواع 

PCR) Asymmetric PCR )نامتقارن 

از پرايمرها به تعداد كمتر و پرايمر  است.در اين روش يكیاي تک رشته DNAهدف از بكارگيري اين روش توليد 

 22در حدود  برسد. 1:122يا  1:12كه اين نسبت يی تا جاشودمی ديگر به تعداد بيشتر به محيط واكنش اضافه

چرخه كه غلظت  22اما پس از . گرددمی به صورت فاز نمايی توليداي محصول دو رشته PCR چرخه ابتدايی
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ر به دليل تمام شدن پرايمر با غلظت كمتر دتر پوشی است وبه عبارت عاميانهپرايمر كمتر در واكنش قابل چشم 

چند نسخه PCRس از پايان پ. شودمی فقط يک رشته از الگو به صورت خطی تكثير PCRبعدي هاي چرخه

DNA و تعداد زيادي اي دو رشتهDNA از ژن مورد نظر ايجاد خواهد شداي تک رشته. 

ARMS PCR) Amplification Refractory Mutation System) 

هاي اين روش براي تشخيص موتاسيون .شودمینيز ناميده  PCRبا ها اين روش تحت عنوان تكثير اختصاصی الل

اين روش بر پايه  طبيعی و جهش يافته طراحی شده است.هاي جهت تشخيص الل و رودمی به كاراي نقطه

با  PCRدو واكنش  .مختلف طراحی شده استهاي ت كه براي اللپرايمرهايی اس  3تفاوت نوكلئوتيد انتهاي 

كه يكی از آنها حاوي پرايمرهاي جهش يافته و ديگري  شودمی لوله جداگانه انجام 2الگودر DNAاستفاده از يک 

اختصاصی الل مورد استفاده  پرايمر 2در هرواكنش پرايمر مشترك به همراه يكی از  .باشدمی حاوي پرايمر طبيعی

آنهاست كه با هم   3ها ناشی از نوكلئوتيد انتهاي الل براي هريک از حالت اختصاصی پرايمرها گيرد.می قرار

اي چنانچه پليمريزاسيون در لوله حاوي پرايمر طبيعی انجام شود نشان دهنده نبود جهش نقطه، متفاوت بوده

ش يافته انجام شود نشان دهنده حضور جهش در باز مورد نظراست واگر پليمريزاسيون در لوله حاوي پرايمر جه

پليمرازي كه فاقد خاصيت تصحيح كنندگی DNA نكته مهم اين است كه از در باز مورد نظر است.اي نقطه

زيرا استفاده از يک آنزيم اصلاحگر باعث برداشتن باز جفت نشده انتهاي  استفاده شود َ  است،à 3  1اگزونوكلئازي   

 مولدهاي رود. از اين روش در تشخيص موتاسيونوانايی متمايز كردن دو الل از بين میگردد و در واقع تمی  3

 .شودمی استفادهها يمقاومت دارويی در باكتر

Hot-Start PCR 

 PCRزمانيكه بهترين شرايط اتصال فراهم شود باندهاي غير اختصاصی ممكن است قبل از انجام اولين چرخه 

يابد اتصالات غير اختصاصی می افزايش گراددرجه سانتی 12تا  61ها دماي لولهكه  وقتی حتی تا ايجاد شود

 پليمراز عمل كند. DNAممكن است بوجود آيد و بعنوان سوبستراي اوليه براي  پرايمر/پرايمر و پرايمر/ الگو

 ح پرايمر،يبهتركردن شرايط اتصال صح چنين اتصالات اوليه غيراختصاصی و ترين روش براي جلوگيري ازساده
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است كه اساس اين روش بر جدا كردن فيزيكی مواد واكنش تا زمان رسيدن به دماي  Hot startاستفاده از روش 

و پس  شودمی از واكنش جداگراد درجه سانتی 12يک يا چندماده قبل از رسيدن به دماي بالاتر از  باشد.می بالا

 DNAترين روش اضافه كردن تمامی مواد واكنش به جز ارزان كنند.می از رسيدن به دماي بالا در واكنش وارد

 ت:پذير نيسبه دلايل زيرامكانها اين روش براي تعداد زياد نمونه پليمراز است.

 زمان مورد نياز براي اضافه كردن آنزيم به هرلوله زياد است -1

  شودمیيا چند لوله ناشی از عدم تمركز حواس كه باعث اضافه نكردن آنزيم به يک هاي اشتباه -2

 به دليل باز شدن در آنهاها احتمال آلودگی لوله -3

مثل ، گرم آغاز يک سري محصولات تجاري عرضه شده است PCRتسهيل انجام  براي حل اين مشكل و

Ampliwax Gems حاوي پرايمر،هاي از آن را در لوله باشند. يک عددمومی با فرمول خاص میهاي كه گلوله 

dNTPs 2 فسفات(،تري )دئوكسی نوكلئوتيد+Mg  82تا  11اضافه كرده و واكنش در يک ترموسايكلر در دماي 

درجه  31 تا زيرها سپس لوله .تا موم ذوب شود شودمیدقيقه نگهداري  1-12به مدت گراد درجه سانتی

 وادم واكنش تشكيل شود. و يک لايه محافظ بر روي مواداوليه تا موم مجددا جامد شود شودمی سرد گرادسانتی

را آغاز  PCRتوان بر روي لايه موم ريخت و سپس می پليمراز و بافر را DNA الگو، DNA ديگر واكنش از قبيل

 و مواد جامد موجود در لايه رويی موم با مواد پايين مخلوط شودمی در هنگام بالا رفتن دما موم ذوب كرد.

آب درحين  تبخير در برابر لايه موم هم يک سد. گيردمی فاز آبی قرارآغاز شود و موم به روي  PCR شوند تامی

 .كندمیبراي جلوگيري از آلودگی عمل  دمايی است وهم بصورت يک مانع فيزيكی،هاي چرخه

RT-PCR 

 پليمراز قادربه استفاده از DNAكه يی ازآنجا است.اي تک زنجيره RNAالگوي اوليه دراين روش مولكول 

RNA مرحله ديگري به  باشد،نمی الگوبعنوانPCR .طی اين مرحله با استفاده از آنزيم اضافه شده است Reverse 

Transcriptase از الگويRNA  مكملش يعنی،cDNA سپس بوسيله تكنيک و شودمی سنتز PCR يابدمی تكثير .

كاربرد اين آنزيم  آيد.یم ( بدستAMVويروس ميلوبلاستوماي مرغ ) اين روش از بردار معكوس درآنزيم نسخه
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به دليل حساس بودنش به حرارت پايين بوده ولی با كشف باكتري به نام ترموس ترموفيلوس اين روش بهبود 

و در حضور يون منگنز داراي فعاليت  كندمی توليد Tth پليمراز مقاوم به حرارت به نام DNAاين باكتري  يافت.

 ساخته RNA ،DNAتوسط اين آنزيم از روي  درجه سانتيگراد 12 برداري معكوس است و در دماينسخه

اي DNA اين آنزيم از و شودمی حذف EGTAسپس منگنز اضافی توسط اتيلن گليكول تترااستيک اسيد  .شودمی

از اين  HIVدار مثل RNAهاي براي تكثير ماده ژنتيكی ويروس .كندمی كه خود ساخته استفاده و آن را تكثير

 .شودمی روش استفاده

(Randomly amplification polymorfic DNA(RAPD-PCR 

يک روش سريع . شودمی نيز ناميده Arbitrarily primed PCRبا پرايمرهاي متزلزل PCRاين روش تحت عنوان 

 ردانونی پزشكی ق جرم شناسی، و انگشت نگاري ژنومی در تحقيقات جنايی، باشدمی براي انگشت نگاري ژنومی

ا از يک دراين روش تنه تعيين روابط خويشاوندي نقش تعيين كننده دارد. روابط پدر فرزندي و والدين وتعيين 

بازي انتخاب هاي توالی كه بطور تصادفی از (GC%12نوكلئوئيدي محتوي  9-12) پرايمر چند نوكلئوئيدي كوتاه

 .شودمی استفادهشده، الگو كه پرايمر تا حدي متصل  DNA ازاي از روي ناحيه DNAشده است براي ساخت 

RAPD-PCR همزمان درر نواحی مختلف ژنومی به طو ،شودمی براساس تكثير تصادفی در دماي پايين انجام 

معمولا  گراددرجه سانتی 12تا  31 دماي پايين ابتدايی بايد درهاي باشد. چرخهمی قابل تكثير PCRيک واكنش 

 12تا  دما سپس تصادفی در داخل ژنوم متصل شوند.هاي يه انجام شود تا پرايمر به جايگاهچرخه اول 1براي 

هاي در واقع تنها جايگاه يابد،می چرخه ديگر ادامه 32-31واكنش براي  يابد،می افزايش گراددرجه سانتی

الگو  اتصال پرايمر روي دو رشتههاي البته اگر مكان تصادفی اوليه تكثيرخواهند شد.هاي از بين جايگاهتر مناسب

پليمراز قادر به  DNAگيري مناسبی نيز نسبت به هم داشته باشند،در فاصله مناسبی قرار گرفته باشند، و جهت

قطعه  122تا  12توان در حدود می سازي دقيقبا بهينه پرايمر اتصال يافته خواهد بود. 2طی كردن فاصله بين 

DNA .هاي د شكلیاين چن مختلف بدست آوردDNA  يا از اختلافات موجود در توالیDNA هاي اتصال در مكان

 شامن حذف و واژگونی در نواحی تكثير شده روي داده است، هايی كه در اثر اضافه شدن،پرايمر يا از دگرگونی



15 

اين  باشند.می استفاده شده به عنوان الگو DNAساختمان كل مولكول  باندهاي مشاهده شده بازتابی از گيرد.می

كه دو موجود زنده خويشاوند داراي  رودمی باشد، انتظارمی شناسیشجره فيلوژنتيک يا روش تكنيكی عالی در

 .تكاملی دورتر هستند كه از نظر موجودي باشند 2نسبت بهتري الگوي باندي مشابه

PCR) Nested PCR ای(داخلی يا لانه 

جداسازي محصول اختصاصی مورد نظر را از بين انبوه  است و PCR دقت حلی براي افزايش حساسيت وراه

از دو جفت پرايمر   PCRد در اين روش بمنظور افزايش حساسيت. سازدمی محصولات غير اختصاصی ميسر

 هدف تكثير DNAچرخه، قطعات مشخصی از  11-32. ابتدا با يک جفت پرايمر اول در طول شودمی استفاده

 زاين روش ا ر. دشودمی حاصل به لوله ديگري منتقل شده و بعنوان الگو استفاده PCRيابند. سپس محصول می

يرونی( )پرايمرب ابتدا پرايمراول گيردمی بين جفت اول جاي طوريكه جفت دوم در شودمی استفاده جفت پرايمر دو

 اند.محصولات غيراختصاصیكه احتمالا تعدادي از آنها  شودمی DNAو باعث تكثير قطعاتی از  شودمی اضافه

)پرايمردوم( كه  دوم در حضور پرايمرهاي داخلی PCRالگو براي  DNAواكنش اول به عنوان  PCRمحصول 

ضعيفی وجوددارد  احتمال بسيار گيرد.مورد استفاده قرار می ،موردنظر است DNAقطعه تر مكمل قسمت داخلی

ين داراي محل شناسايی باشند نتيجا  ا نيز اختصاصی ديگرداخلی  كه محصولات غيراختصاصی براي جفت پرايمر

پرايمر داخلی به دليل 2اگر طراحی . باعث افزايش نسبت محصول واقعی به محصول غيراختصاصی خواهدشد امر

نوكلئوتيد به  3يا  2توان با استفاده از توالی پرايمر اوليه با افزودن می عدم دسترسی به توالی كامل ممكن نباشد

 پرايمرهاي اوليه دارد اينكه پرايمرهاي داخلی همپوشانی قابل توجهی با طراحی كرد با دوم را پرايمر  3هاي انت

البته در اين حالت نبايد از  .شودمی حذف محصولات غيراختصاصی اختصاصی توالی هدف و اما باعث تكثير

 ن كننده حفظ شود.يتعي 3انتهاي  اگزونوكلئازي استفاده كرد تا  3هاي داراي فعاليت تصحيح خطا آنزيم

 PCRبا استفاده از پرايمرهايی كه نسبت به پرايمرهاي  PCRدر واقع در اين روش تكثير مجدد بخشی از محصول 

، كه يک جفت از آنها شودمیگيرد. در اين روش از دو سري پرايمر استفاده تر هستند، صورت میاول درونی

گيرد. ابتدا يک نيز در دو مرحله انجام می PCRپرايمرهاي خارجی و يک جفت ديگر پرايمرهاي داخلی بوده و 
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، سپس محصول شودمیالگو توليد  DNAاز روي  PCRقطعه بزرگتر توسط پرايمرهاي خارجی در دوره اول 

PCR  اول به عنوان الگو براي دور دومPCR  حساسيت و شودمیاز پرايمرهاي داخلی استفاده با استفاده .

با استفاده از اين روش بسيار بالا بوده و معمولاً محصولات غيراختصاصی در  RNAو  DNAاختصاصيت تكثير 

اوليه اگر محصول غيراختصاصی توليد شده باشد،  PCRوجود ندارد. در اين روش بعد از انجام  PCRدور دوم 

ی نوكلئوتيدي اين محصول براي پرايمرهاي داخلی قابل شناسايی باشد، تا بتواند در بسيار بعيد است كه توال

ته بالا باشد. البتكثير شود و به همين دليل اختصاصيت اين روش به طور قابل توجهی بالا می PCRمرحله دوم 

راوانی روش بايد دقت فهش حساسيت بالاي اين روش گردد، بنابراين در انجام اين تواند باعث كابودن آلودگی می

 .صورت گيرد

PCR) )معكوسPCR Inverse  

آن در دست نيست ولی هاي است كه هيچ اطلاعی در مورد توالی پايانهDNA ازاي اين روش هدف تكثير قطعه در

ژنومی با يک آنزيم  DNA براي اين هدف در عوض توالی قسمتی از يک ناحيه درونی آن در دست است.

، حلقوي DNAجهت بدست آوردن قطعات ها مولكول سپس اتصال مجدد و شودمی مناسب هضم محدودالاثر

كه اين امر باعث  شودمی هضم ديگر بعد از حلقوي شدن توالی هدف شناخته شده با يک آنزيم محدودالاثر

 پرايمرطراحی  حال با .شودمی ناحيه شناخته شده حاصل از هضم آنزيمی 2قرارگيري نواحی ناشناخته بين 

هاي اين روش براي شناسايی جايگاه كرد. تكثير توان نواحی ناشناخته رامی مناسب براي توالی شناخته شده

 مفيد است. شودمی ها و ترانسپوزونهايی كه بطور تصادفی در ژنوم ادغامالحاق ويروس

  RNAز قادر به استفاده ازپليمرا  DNAاست. از آنجائيكهاي تک زنجيره RNA، مولكول RT-PCRالگوي اوليه در 

اضافه شده است. طی اين مرحله، با استفاده از آنزيم رورس ترانس  PCR باشد، مرحله ديگري بهنمی بعنوان الگو

 سنتز DNAC (complementary DNA)، مكمل آن RNAاز الگوي ، RT (Reverse Transcriptase)كريپتاز 

 شناسی وبمنظور تعيين گونه و حساسيت دارويی در ويروسيابد. می تكثير PCR و بوسيله تكنيک شودمی

 .شودمی ريبوزومی استفاده RNA مايكوباكتريولوژي، از اين روش براي تكثير



11 

PCR) Multiplex PCR )چندتايی 

جهت تكثير چندين توالی هدف در يک  PCRاختصاصی دريک محلول  چندين جفت پرايمر اين تكنيک از در

. در آوري كرداطلاعات بيشتري جمع ترو زمان كوتاه با آزمايشات كمتر توانمی بنابرين. شودمی زمان استفاده

مان ز شناسی بالينی، با استفاده از اين روش امكان شناسايی چندين عامل بيماري در يک نمونه بطور همميكروب

 .مخلوط را تشخيص دادهاي عفونت توانمی وجود دارد و

 Multiplex PCR انواع

الگودر طولش با چندين جفت پرايمر جهت تكثير نواحی  DNAكه دراين روش يک با يک الگو: PCRواكنش  -1

 بزرگی از يکهاي بخش، كه محصولات بدست آمده اندازه متفاوت دارند با توجه به اين .شودمی مخصوص جفت

DNA توان بررسی شود.می هدف جهت جستجوي تغييرات 

در عفونتهاي مخلوط امكان  با چند الگو: در ميكروب شناسی بالينی با استفاده ازاين روش PCRواكنش  -2

پرايمرهاي مختلف و ويژه به جستجوي  با زمان وجوددارد. شناسايی چندين عامل بيماري در يک نمونه بطورهم

 ادهچندين پرايمراستف از كه دراين تكنيكها چون برند.می پی به منشا عفونت شودمی عوامل مختلف پرداخته

 :رعايت نكات زيرضروري است شودمی

و يااختلاف دماي ذوب  دماي ذوب يكسانی داشته باشندTm كه طراحی كرداي پرايمرهارا به گونه بايد -1

 نباشددرجه سانتی گراد  1تا  3پرايمرها بيش از 

 اختصاصيت پرايمرهاي طراحی شده براي توالی هدف مهم است -2

ده بايد براي تشكيل دايمرپرايم با همه پرايمرهاي حاضر در مخلوط واكنش بررسی پرايمرهاي طراحی ش -3

 .شودمی چون ديمر شدن منجر به تكثير محصولات غير اختصاصی شود.
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Real time PCR 

 و شودمی در اين سيستم تشخيصی يک ماده فلورسانت در طی واكنش متناسب با ميزان محصولات هرسيكل آزاد

تكثير شده طی يک چرخه  DNA بدين ترتيب ميزان و گرددمی ثبت آن توسط دتكتورشناسايی وميزان فلورسانت 

چرخه قابل رديابی است در حاليكه  بنابراين ميزان محصول در هر .دتوان اندازه گيري كرمی تا چرخه بعدي را

 .شودمی سنتی پس از پايان واكنش و الكتروفورز مشخصي هاروشمحصول 

 Real time PCRسنجش با ی هاروش

سايبرگرين به شياركوچک  DNAشدن اي زمان با دورشته هم هاي فلورسنت مثل سايبرگرين:استفاده از رنگ -1

DNA با افزايش مقدار  .كندمی نانومتري را ساطع 122نانومتري، نور 498با جذب طول موج و شودمی متصل

ب پس ميزان فلورسانس متناس يابد،می فلورسانس افزايشو ميزان  شودمی رنگ بيشتري متصل PCRمحصول 

در واكنش است اما مهمترين عيب آن اتصال به دو رشته هايی مثل پرايمردايمر و اي دورشته DNAبا مقدار 

 نتايج بيشتر از غلظت اصلی برآورد شود.  شودمی ديگر باندهاي غيراختصاصی است كه باعث

 ول كارمحص برخلاف سايبرگرين براساس تشخيص اختصاصی توالی هاپروب :ي فلورسنتهاپروباستفاده از  -2

  3انتهاي  ( و يک رنگ خاموش كننده درReporter) 1زا درانتهاي  معمولا يک رنگ فلورسنس هاپروب كنند.می

(Quencher) پس از  شود اماو وقتی در فاصله مولكولی نزديكی قرار دارند بازتابشی در دستگاه ثبت نمی دارند

ت فلورسانس رقابل جذب نيست و توسط دستگاه بصو Quencherتوسط  Reporterجدايی نور ساطع شده از 

 است. Taqپليمراز  DNAكه اساس آن اگزونوكلئازي  Taq Manپروب  مثلا استفاده از گيري است.قابل اندازه

به يک عامل   3س متصل است و در انتهاي به يک رنگ فلورسان  1نوكلئوتيدي كه در انتهاي  22-32يک پروب 

آنزيم پس از نزديک شدن  شودمی يكی ازپرايمرها طراحی  3خاموش كننده. پروب حدود چندباز بعداز انتهاي 

و در نتيجه رنگ فلورسانس از عامل  كندمی اگزونوكلئازي خود پروب را ليز َ à 5 3به پروب با استفاده از فعاليت   

 .گرددمی و باعث ايجاد فلورسانس شودمی خاموش كننده جدا
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هاي عفونی عنوان روشی انتخابی جهت تشخيص بسياري از بيماريي اخير به هاسالدر  Real-time PCRروش 

مورد استفاده قرار گرفته است. با استفاده از اين فن آوري، واكنش زنجيره پليمراز توسط ها در آزمايشگاه

 PCRهاي تكثيري طی هر چرخه واكنش گر فلورسنت انجام و از اين طريق، توليد فرآوردهي گزارش هامولكول

هاي قابل اي از خصوصيات از جمله؛ حساسيت و اختصاصيت بالا، داده. بدين ترتيب مجموعهشودمیگزارش 

ی تبديل معمول PCRرا به جايگزينی مناسب براي  Real-time PCRآوري  اعتماد و خطر پايين آلودگی، فن

می گيرد. از آنجايی كه تمااين روش اغلب در تعيين كميت سطوح بيان ژن نيز مورد استفاده قرار می كرده است.

 PCR، خطر ايجاد آلودگی در آن در مقايسه با شودمیدر داخل يک لوله دربسته انجام  Real-time PCR مراحل

 . شودمیبت كاذب جلوگيري معمولی بسيار كاهش يافته و در نتيجه از حصول نتايج مث

ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System-PCR) 

(ARMS-PCR) در اينشودمی و از دو جفت پرايمر استفاده رودبكار میاي نقطهي هايونبراي تشخيص موتاس . 

كه يكی از آنها حاوي پرايمرهاي نوع موتاسيون يافته و ديگري  شودمی روش، واكنش در دو لوله جداگانه انجام

هدف، موتاسيون  DNA لوله حاوي پرايمر موتاسيون يافته انجام شود، در .حاوي پرايمرهاي نوع معمولی است

اتفاق افتاده است و تكثير در لوله حاوي پرايمر معمولی، نشان دهنده آن است كه موتاسيونی اتفاق نيفتاده است. 

 .ها استفاده كردمولد مقاومت دارويی در باكتريي هايوندر تشخيص موتاس توانمی از اين متد

Allele-specific PCR 

ها و بيماري ( در تشخيصsingle-nucleotidepolymorphismsد )فقط دريک نوكلئوتي بررسی تغيير منظوره ب

 رود.بكار می DNAكلونينگ 

Assembly PCR 

 اليگونوكلئوتيدهايی استفاده بزرگ است. بدين منظور از DNAي هامولكول يک روش آزمايشگاهی براي سنتز

 پوشانی دارند. كه هم شودمی

http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Allele-specific_PCR&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Single-nucleotide_polymorphism
http://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_cycling_assembly
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Asymmetric PCR 

. پلی نوكلئوتيدهاي حاصل بمنظورتعيين توالی يا توليد شودمی تكثير DNAروش فقط يكی از دو رشته  در اين

 گيرند.می دو رگه مورد استفاده قرارهاي شاخص

Helicase-dependentamplification 

 .شودمی ( استفادهDNA Helicaseآنزيم هليكاز ) ، بجاي حرارت ازDNAتكنيک براي جدا كردن دو رشته  در اين

Hot-start PCR 

. بدين منظور قبل شودمی استفاده PCRهاي ناخواسته مخصوصا در مراحل اوليه DNAجلوگيري از تكثير  براي

 .شودمی درجه( رسانده 91مثلا پليمراز، دماي محلول به نقطه ذوب ) از افزودن

Intersequence-specific PCR 

 رود.می هاي تكراري بكاراز طريق تكثير مناطق بين سكانس DNAنگاري انگشت براي

Inverse PCR 

 شده است. كاربرد اين تكنيک زمانی است كه فقط يک سكانس داخلی شناسايی

Ligation-mediated PCR 

 اند، استفادهموردنظر متصل شده DNA( كه به smallDNA linkersهاي رابط كوچک )DNAدر اين روش از 

 DNAو  DNA (DNA sequencing ،)genome walkingتوالی . كاربرد اين روش در تعيين شودمی

footprinting .است 

Methylation-specific PCR 

شده است و  در دانشكده پزشكی دانشگاه جان هاپكينز ابداع Jim Hermanو StephenBaylinاين تكنيک توسط 

 رود.بكار می يک ي ژنومDNAدر  CpG بمنظور بررسی متيلاسيون در قطعات

http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Asymmetric_PCR&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Helicase-dependent_amplification
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_Helicase
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Hot-start_PCR&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Intersequence-specific_PCR&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Intersequence-specific_PCR&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Intersequence-specific_PCR&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Intersequence-specific_PCR&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Inverse_polymerase_chain_reaction
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Ligation-mediated_PCR&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_sequencing
http://en.wikipedia.org/wiki/Genome_walking
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_footprinting
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_footprinting
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_footprinting
http://en.wikipedia.org/wiki/Methylation-specific_PCR
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Multiplex PCR 

 را تكثير كرد. مختلف DNAچند نوع  توانمیدر اين روش با استفاده از يک جفت پرايمر، 

 شودمی ( تهيهampliconsهايی )و آمپليكون شودمیاستفاده  PCRتكنيک از چند پرايمر در يک محلول  در اين

چندين ژن در يک محلول  هاي مختلفی هستند. با هدف قرار دادنDNAمتفاوتی دارند ومختص هاي كه اندازه

PCR، آوري كرد.تر، اطلاعات بيشتري جمعآزمايشات كمتر و زمان كوتاه با توانمی 

Nested PCR 

ترتيب در فرآيند تكثير  . بدينشودمی كماي ي ناخواسته جلوگيري شده اثرات زمينهDNAاين روش از تكثير 

DNA ( هدف، اختصاصی بودنspecificityافزايش ) يابد.می 

Quantitative PCR 

رود. يكی از می كاربو همچنين تعيين غلظت آنها  RNAيا  DNA ،cDNAاين تكنيک براي بررسی وجود 

( در بالاترين سطح accuracyاست كه از نظر صحت ) Quantitative real-time PCRتكنيک  اينمهم هاي شاخه

براي تعيين غلظت  Q-PCRكاربرد وسيعی يافته است. در روش  تشخيص بالينهاي قرار دارد و در آزمايشگاه

DNA  نظير( از رنگهاي فلورسانسSybrGreenيا شاخص ) هايDNA  نظير( فلورسانسTaqMan) استفاده 

 .شودمی

RT-PCR 

گيرد. می قرار سلول يا بافت مورد استفادههاي از نمونه RNAبمنظور شناسايی، استخراج يا تكثير  PCRاين نوع از 

 استفاده cDNAبه  RNA( براي تبديل reverse transcriptaseدر اين تكنيک از ترانس كريپتاز معكوس )

 .شودمی

TAIL-PCR 

 اند.انس شناخته شدهيک سك رود كه متصل بهبكار میاي ناشناختههاي براي جداسازي سكانس

http://en.wikipedia.org/wiki/Amplicon
http://en.wikipedia.org/wiki/Nested_PCR
http://en.wikipedia.org/wiki/Q-PCR
http://en.wikipedia.org/wiki/TaqMan
http://en.wikipedia.org/wiki/RT-PCR
http://en.wikipedia.org/wiki/Reverse_transcriptase
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Touchdown PCR 

. در اين روش برنامه شودمی و غيراختصاصیاي است كه موجب كاهش اثرات زمينه PCRيک نوع تغيير يافته از 

PCR بتدريج دماي متوالی،هاي كه در طی سيكل گرددمی طراحیاي به گونه ( مرحله اتصالAnnealing step )

پرايمر و در  Tmدرجه بالاتر از  1الی 3ی، دما در حدود يابتداهاي يابد. بدين ترتيب كه در سيكلمی كاهش

 .شودمی پرايمر تنظيم Tmتر از درجه پائين 1تا  3هاي انتهايی در حدود سيكل

PAN-AC 

در دماي ثابت انجام  DNAگيرند. به همين دليل تكثير ي زنده مورد مطالعه قرار میهاسلولتكنيک،  در اين

 شود.می

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Touchdown_PCR
http://en.wikipedia.org/wiki/Annealing_%28biology%29
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=PAN-AC&action=edit&redlink=1
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