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در اینترفرون  DNAدر تشخیص ناخالصی های  Real time PCRبه کارگیری روش سریع و حساس   

 نوترکیب

 2، محسن کریمی ارزنانی* 1، تقی ناصرپور فریور 1بابک ممنون

 مولکولی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی قزوین، قزوین، ایران. مرکز تحقیقات سلولی و  -1

 بخش پزشکی مولکولی، انستیتوپاستور ایران، تهران، ایران.  -2
 

 01/08/1393 :تاریخ پذیرش مقاله                                   26/03/1393 اریخ دریافت مقاله:ت

 دهیچک

های ویروسی نقش اساسی دارند. در جریان تولید اینترفرون نوترکیب ها هستند که در پاسخ ایمنی به عفونتای از سایتوکاینخانوادهها : اینترفرونزمینه و هدف

ین اها، هدف از های قبلی در تشخیص این آلودگیهای روشعلت وجود محدودیته شود. بدر میزبان بیولوژیک، قطعاتی از اسیدنوکلئیک میزبان وارد محصول می

 باشد. ها میدر این ناخالصی Real time PCRمطالعه، استفاده از روش مولکولی سریع و حساس 

 

انجام گرفت و  SYBR Green Iبه کمک رنگ  Real time PCRهای متوالی از آن، واکنش از میزبان باکتریایی و تهیه رقت DNA: ابتدا با استخراج هامواد و روش

 به کمک منحنی استاندارد، تعیین گردید.  DNA، میزان PCR از اینترفرون و انجام واکنش DNAد. پس از استخراج منحنی استاندارد رسم گردی

 

 پیکوگرم در هر دوز محصول نشان داد. همچنین پرایمرهای 02/0 حدودرا  DNAهای انجام شده بر روی چند نمونه اینترفرون، میزان آلودگی : بررسینتایج

 گونه واکنشی با یکدیگر و سایر عوامل مداخله کننده نشان ندادند. طراحی شده در واکنش فوق، هیچ

 

تواند به عنوان یک روش کاربردی و بسیار دقیق در می Real time PCR: مطالعه فوق برای اولین بار در ایران بهینه سازی شد و نشان داد که تکنیک گیرینتیجه

 کار برده شود. ه ناشی از میزبان، در اینترفرون و سایر محصولات دارویی نوترکیب ب DNAهای ص ناخالصیمراکز تولیدی جهت تشخی

 

 Real time PCR ،SYBR Green I ، محصولات دارویی نوترکیب، اینترفرون،DNAناخالصی  کلمات کلیدی:

 

 

 

 مقدمه
ها هستند که در پاسخ ای از سایتوکاینها خانوادهاینترفرون

های ویروسی، نقش اساسی دارند و به عنوان ایمنی ذاتی به عفونت

سطح سلول عمل  هایلیگاند، جهت اتصال اختصاصی به گیرنده

ها در ها باعث استفاده از آنکنند. عملکرد بی نظیر اینترفرونمی

( MSهایی همچون هپاتیت، مالتیپل اسکلروزیس )درمان بیماری

 (.1ها شده است )و لوسمی

ها باعث ایجاد تعادل پس از کشف این واقعیت که اینترفرون

های به عفونت  پاسخ  ایمنی ذاتی و اکتسابی در هایبین سیستم

، ها در سیستم ایمنیشوند، عملکرد این سایتوکاینمیکروبی می

 .(2)آشکارتر شده است 

ای از ها با ایجاد یک محیط داخل سلولی، شبکهوناینترفر

ها باعث ساخت کنند که نسخه برداری از آنها را فعال میژن

 (.3شود )هایی با عملکرد ضد توموری و ضد ویروسی میپروتئین

های یا اینترفرون Iها وجود دارند: تیپ سه رده از اینترفرون

ولید شده توسط های آلفای تغیر ایمنی که شامل اینترفرون

های بتای تولید شده توسط ها و اینترفرونلوکوسیت

های ایمنی که شامل یا اینترفرون IIباشند. تیپ ها، میفیبروبلاست

 و های کشنده طبیعیباشند و توسط سلولاینترفرون گاما می

مقاله پژوهشی

  

 کی،پزش دانشکده مولکولی، و سلولی تحقیقات مرکز فریور، ناصرپور تقی: مسئول نویسنده 

 0281-3324971 :تلفن  .ایران قزوین، قزوین، پزشکی علوم دانشگاه
Email: taghin@yahoo.com  
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که شامل اینترفرون لامبدا  IIIشوند. تیپ تولید می Tهای سلول 

 (.4،5باشند )می

های زیستی که جهت تولید در میان بسیاری از سیستم

اینترفرون نوترکیب و سایر محصولات دارویی پروتئینی به کار 

( دارای توانایی E.coli) کولی اشریشیاروند، باکتری گرم منفی می

های ارزان قیمت و سیستم ژنتیکی رشد سریع و آسان در محیط

. همچنین این باکتری، به علت (6)باشد کاملاً شناخته شده می

های جهش یافته متنوع، یکی دارا بودن وکتورهای متعدد و گونه

 .(7،8)شود ها محسوب میاز بهترین میزبان

 های داروییبه عنوان میزبان تولید پروتئین E.coliاستفاده از 

های کنترلی مختلف از جمله نوترکیب، منوط بر ایجاد سیستم

سلول میزبان  DNAلید شده، از نظر حضور پاکسازی محصولات تو

و در پایان فرآیند تخلیص و استخراج  (9)در حین تولید محصولات 

 .  (10،11)دارو می باشد 

در محصولات  DNAهای اگر چه اهمیت حضور ناخالصی

دارویی به خوبی مشخص نشده است؛ لذا این امکان وجود دارد که 

صرف کنندگان شده و بتواند وارد سیستم ژنتیکی م DNAاین 

های سلولی و یا حتی بیان یک ژن باعث تغییر در سطح بیان ژن

های سازنده محصولات دارویی بنابراین شرکت .(12)بیگانه شود 

را در محصول نهایی کنترل کرده و  DNAهای باید ورود ناخالصی

قی مانده با DNAها را اندازه گیری نمایند. میزان مجاز مقدار آن

صد  (FDA) در محصولات، از نظر سازمان غذا و داروی آمریکا

باشد و از نظر سازمان بهداشت پیکوگرم در هر دوز محصول می

جهانی و اتحادیه اروپا  تا حد ده نانوگرم در هر دوز محصول، مجاز 

 .(13)شود در نظر گرفته می

و بررسی  DNAهای هیبریداسیون سال اخیر، روشدر چند 

های جهت تعیین مقدار کمی آلودگی DNAسطح آستانه کل 

DNA  (14)اند در محصولات دارویی به کار رفته. 

 DNAبر پایه اتصال  DNAاصول کلی روش هیبریداسیون 

ای باکتری تک رشته DNAای کاوشگر )پروب( به تک رشته

باشد. در این حالت، میزبان که در یک نقطه ساکن شده است، می

شود )یک با دو رشته متفاوت ایجاد می ایدو رشته DNAیک 

میزبان( که میزان غلظت  DNAکاوشگر و رشته دیگر  DNAرشته 

آن، به وسیله مقایسه سیگنال تولید شده توسط نمونه مجهول با 

شود. گیری میسیگنال تولید شده توسط نمونه استاندارد، اندازه

ین بر پایه اتصال دو پروتئ DNAروش بررسی سطح آستانه کل 

ه ها بباشد که یکی از پروتئینمی تک رشته DNAاختصاصی به 

عنوان آنتی بادی و دیگری به عنوان پروتئین متصل شونده به 

DNA (.15کند )عمل می تک رشته 

 Real timeدر صنایع تولید داروهای زیستی نوترکیب، تکنیک 

PCR  جهت تکثیرDNA  و تعیین مقدار کمی آن به صورت

رود. این عمل باعث شناسایی توالی های همزمان، به کار می

. (16)شود و تعیین مقدار آن در یک نمونه می DNAاختصاصی 

ها و ها، قارچجهت شناسایی باکتری Real time PCRروش 

 .(17-21)ها در داروهای پروتئینی به کار رفته است ویروس

جهت شناسایی اختصاصی  Real time PCRاستفاده از 

, 22)در پلاسمیدها نیز گزارش شده است DNAهای ناخالصی

بر مبنای استفاده  Real time PCRر روش های اخیدر سال .(23

ناشی از  DNAجهت شناسایی ناخالصی  ISYBR Greenاز رنگ 

ه عنوان میزبان، در محصولات دارویی به ب تخمدان همستر چینی

 .(24)کار رفته است 

های بالا و حساسیت نسبتأ با توجه به صرف وقت زیاد، هزینه

های پیشین، هدف از این مطالعه، به کارگیری روش پائین روش

استفاده از  بر مبنای Real time PCRبسیار حساس و اختصاصی 

ناشی از   DNAهای در تشخیص ناخالصی SYBR Green Iرنگ 

در محصول دارویی نوترکیب اینترفرون براساس  E.coliباکتری 

 هایباشد که در آن، امکان تشخیص آلودگیمی 16S rRNAتوالی 

DNA پذیر شده است.تا حد کمتر از یک پیکوگرم، امکان 

 هامواد و روش
باکتری  W3110ابتدا سویه غیر نوترکیب  کشت نمونه: -1

E.coli  که میزبان تولید محصولات نوترکیب است، از بخش

تولیدی انستیتوپاستور ایران دریافت شد و یک کلنی از آن در لوله 

تلقیح شد و در  LB brothمیلی لیتر محیط  5آزمایش حاوی 

 درجه سانتی گراد به طور شبانه روزی کشت داده 37انکوباتور 

 شد. 

، از DNAجهت استخراج  استخراج ژنوم باکتری: -2

میلی لیتر برداشته شد و  4ها به میزان ساعته باکتری 24کشت 

به  12000rpmمیلی لیتری انتقال یافت و در  2به دو میکروتیوپ 

دقیقه سانتریفوژ شد. مایع رویی دور ریخته شد. سپس  2مدت 
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ر بافر لیز کننده میلی لیت 180به میزان  طبق دستورالعمل کیت 

ها اضافه شد و به دنبال آن نیم ساعت در مخصوص کیت به نمونه

میکرولیتر  20درجه سانتی گراد انکوبه گردید. سپس از  56دمای 

جهت هضم پروتئینی استفاده شد. در این مرحله، لیز  Kپروتئیناز 

کامل سلولی صورت گرفت و یک محلول هموژن حاصل گردید. 

صورت گرفت و  QIAGENستور العمل کیت ادامه کار طبق د

بر روی غشاء سیلیکا انجام گرفت و پس از  DNAجذب ستونی 

پایان پذیرفت. غلظت و  DNAشستشو با بافر مخصوص، استخراج 

 280و 260های تخلیص شده در طول موج DNAچگالی نوری 

 ND-1000نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر نانودراپ 

(BioRad,USAتعیین ) .گردید 

به 16SrRNAجهت تکثیر ناحیه ژنی  طراحی پرایمر: -3

، ابتدا توالی E.coliژنومی باکتری  DNAنوکلئوتید از  141طول 

به دست آمد. سپس  NCBIناحیه مورد نظر از پایگاه نوکلئوتیدی 

 ,Applied Biosystems, Foster cityبه کمک نرم افزار )

CA,USA )Primer Express Ver3 رد مطالعه، برای ژن مو

توالی پرایمرهای تهیه شده . پرایمرهای اختصاصی طراحی گردید

 به صورت زیر سفارش داده شد:

Fw-5'AAA GGA GAC TGC CAG TGA TA-3' 

Rw-5'AGG TCG CTT CTC TTT GTA TG-3' 
 

جهت اطمینان از عدم همولوژی و مکمل بودن توالی پرایمرها 

های دیگر ژنوم، توالی هایهای نوکلئوتیدی در بخشبا توالی

 BLAST Search toolپایگاه  BLASTطراحی شده در قسمت 

NCBI  به آدرسhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast  بررسی

 شدند. 

در مطالعه فوق از  : Real time PCRانجام واکنش -4

 ABI 7300 Sequence Detection system (Appliedدستگاه 

Biosystems, Foster city, CA,USAاستفاده شد. برنامه زمانی )-

 دمایی دستگاه در سه مرحله انجام شد.

الگو و فعال شدن  DNAمرحله اول که منجر به دناتوره شدن 

درجه سانتی گراد و به مدت  95گردد، در دمای آنزیم پلیمراز می

در  DNAوم، واکنش تکثیری یک دقیقه انجام گرفت. در مرحله د

ثانیه و  20درجه سانتی گراد به مدت  95سیکل و با دمای  40

ثانیه ادامه یافت. مرحله  35درجه سانتی گراد به مدت  60دمای 

 95پایانی جهت ترسیم منحنی تفکیک یا منحنی ذوب به صورت 

درجه سانتی گراد به  60ثانیه،  15درجه سانتی گراد به مدت 

ثانیه انجام  15درجه سانتی گراد به مدت  95ه و ثانی 30مدت 

میکرولیتر  20در حجم نهایی  Real time PCRشد. واکنش های 

چاهکی انجام شدند. مخلوط  96هایدر پلیت به صورت دوتایی

 SYBR Green( TaKaRa,Japanمیکرولیتر از ) 10واکنش شامل 

PCR Master Mix پیکومول( از 10، یک میکرولیتر )غلظت

 4/0الگو،  DNAمیکرولیتر  5 ،و معکوس پرایمرهای مستقیم

 20و بقیه آن آب مقطر تا حجم نهایی  Roxمیکرولیتر رنگ 

 میکرولیتر اضافه شد. 

الگو و ترسیم   DNAهای متوالی از تهیه رقت -5

 Real time PCRجهت بهینه سازی واکنش منحنی استاندارد: 

نانوگرم،  2نانوگرم،  10الگو، هفت رقت متوالی به صورت  DNAاز 

 8/0پیکوگرم و  2/3پیکوگرم،  16پیکوگرم،  80پیکوگرم،  400

جهت  Real time PCRپیکوگرم در میکرولیتر تهیه شد و واکنش 

های متوالی تهیه شده به صورت دوتایی به همراه یک تکثیر رقت

 96( در پلیت الگو )کنترل منفی DNAواکنش بدون حضور 

چاهکی انجام شد. در پایان واکنش، منحنی استاندارد بر اساس 

)محور افقی( و سیکل آستانه )محور  DNAلگاریتم غلظت 

عمودی( ترسیم شد. از شیب منحنی استاندارد برای محاسبه 

 راندمان واکنش تکثیری استفاده شد.

با  از محصول دارویی اینترفرون: DNAاستخراج  -6

مانند توئین در  PCRر عوامل ممانعت کننده از توجه به حضو

 فرآورده نهایی محصولات، از ترکیب دارویی فعال اینترفرون

نمونه از ترکیب دارویی فعال  5ستفاده شد. پس از جمع آوری ا

اینترفرون تولید شده در انستیتو پاستور ایران، که در فواصل زمانی 

ه یکدیگر ترکیب شد ها بایک هفته تولید شده بودند، همه نمونه

صورت  QIAGENطبق دستور العمل کیت  DNAو استخراج 

 2به دست آمده در پایان، در میکروتیوپ  DNAگرفت و 

 میکرولیتری جمع آوری شد. 

و محاسبه میزان  Real time PCRانجام واکنش  -7

پس از انجام واکنش  موجود در اینترفرون: DNAناخالصی 

Real time PCR  میکرولیتر از  5 به کمکبه صورت دوتایی و

DNA های آستانه استخراج شده از محصول اینترفرون، از سیکل

(Ct که برای هر واکنش به صورت دوتایی بود، میانگین گرفته )
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و سپس  با قرار دادن عدد محاسبه شده در معادله منحنی   شد 

ه دست موجود در اینترفرون، ب DNAاستاندارد، میزان ناخالصی 

 آمد.

 نتایج
با  E.coliباکتری  DNAهای متوالی رقتتکثیر  پایانپس از 

، منحنی استاندارد پیکوگرم 8/0نانوگرم الی  10های غلظت شیب

 Realهای واکنش و تعداد سیکل DNAبر اساس لگاریتم غلظت 

time PCR  ترسیم شد و یک نمودار خطی با ضریب همبستگی

 (.1)نمودار به دست آمد  98/0بالاتر از 

به عنوان  SYBR Green Iدر مطالعه حاضر از رنگ فلورسنت 

آشکارساز استفاده شد. این ماده قادر است در شیار کوچک مولکول 

DNA ای قرار گرفته و نور فلورسنت منتشر کند که به دو رشته

شود. بنابراین متصل می DNAختصاصی به مولکول طور غیر ا

جهت تعیین تکثیر اختصاصی قطعات ژنی مورد نظر، عدم جفت 

شدن پرایمرها )پرایمردایمر( و عدم تکثیر قطعات بیگانه، منحنی 

 (. 2ذوب و یا منحنی تفکیک ترسیم شد )نمودار 

به  Real time PCRحساسیت و اختصاصی بودن واکنش 

ها و دمای اتصال، زمان اتصال و همچنین به غلظت کاتیون

در مخلوط واکنش بستگی دارد. بنابراین جهت افزایش  پرایمرها

حساسیت و اختصاصی بودن واکنش، این عوامل بهینه سازی 

پیکومول در میکرولیتر  10شدند. غلظت مناسب برای پرایمرها 

درجه سانتی گراد و  60انتخاب شد. دمای اتصال مطلوب برابر 

یین شد. میلی مول تع 2ها از جمله منیزیم حدود غلظت کاتیون

حساسیت روش ثانیه مشخص شد.  20زمان اتصال مناسب، برابر 

 8/0، تا حد DNAهای راه اندازی شده جهت تشخیص ناخالصی

تر برابر حساس 4پیکوگرم در هر دوز محصول رسید. این میزان، 

 DNA (3های قبلی هیبریداسیون از  اعداد گزارش شده در روش

پیکوگرم( مشخص  73/3) DNAپیکوگرم( و بررسی سطح آستانه 

 

 

)محور  PCRهای واکنش )محور افقی( و تعداد سیکل DNAژنومی بر اساس لگاریتم غلظت  DNAهای متوالی منحنی استاندارد تکثیر رقت :1نمودار 

 به دست آمد. 99/0( 2Rبا ضریب تعیین ) -23/3عمودی(. شیب خط منحنی برابر 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
15

.4
.4

.4
.2

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.f
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

5-
23

 ]
 

                             4 / 10

http://journal.fums.ac.ir/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2015.4.4.4.2
http://journal.fums.ac.ir/article-1-237-en.html


 

 

  1393 زمستان | 4شماره  |سال چهارم  | دانشگاه علوم پزشکی فسامجله 

 DNA ناخالصی تشخیص در Real time PCR اربردک

journal.fums.ac.ir 

 386  صفحه

 

 

های تکثیری مربوط به ، منحنیReal time PCRدر واکنش شد.  

های دوتایی در اکثر موارد با یکدیگر همپوشانی داشتند و واکنش

 8/0نانوگرم الی  10های متوالی ژنوم باکتری از بیانگر رقت

 (. 3پیکوگرم بودند )نمودار 

 

 

منحنی تفکیک ژن را  Aمشتق سیگنال فلورسنت )محور عمودی( دریافتی از دستگاه. منحنی تفکیک )منحنی ذوب( بر اساس دما )محور افقی( و  :2نمودار 

 بیانگر عدم اتصال پرایمرها )پرایمردایمر( است. Bشود. درجه سانتی گراد دناتوره می 84دهد که قطعه تکثیری مورد نظر در دمای نشان می

 

 

 

 

پیکوگرم به نسبت  2/3نانوگرم الی  10های متوالی از پیکوگرم. رقت 8/0نانوگرم الی  10متوالی از  هایمنحنی تکثیر قطعات ژنومی با رقت: 3نمودار 
1

5
برابر  

پیکوگرم به نسبت  8/0اند و در تهیه رقت رقیق شده
1

4
 برابر رقیق سازی صورت گرفته است. 
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ژنومی باکتری،  DNAهای متوالی همزمان با تکثیر رقت

DNA  به صورت  میکرولیتر 5 به مقداراستخراج شده از اینترفرون
 عددها دوتایی، مورد تکثیر قرار گرفت و میانگین سیکل آستانه آن

 (. 4به دست آمد )نمودار  58/32

 

های آستانه روی محور افقی و استخراج شده از اینترفرون. تعداد سیکل DNAمتوالی ژنوم باکتری به همراه منحنی تکثیر  هایمنحنی تکثیر رقت :4نمودار 

−𝑅𝑛( روی محور عمودی نشان داده شده است. رنگ فلورسنت زمینه𝑅𝑛∆)تغییر فلورسانس دریافتی  +Rnو کل رنگ دریافتی = 𝑅𝑛∆و  = = 𝑅𝑛+ − 𝑅𝑛− 

 

 

 
 

 10ng , 2=2ng , 3=400pg , 4=80pg , 5=16pg , 6=3.2pg , 7=0.8pg=1الکتروفورز قطعات تکثیر شده: ژل : 1شکل 

M=100bp DNA ladder   کنترل منفیNTC= 
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جهت بررسی کیفیت قطعات ژنومی تکثیر شده در واکنش  

Real time PCR درصد   8/0، محصولات واکنش در ژل الکتروفورز

ی جفت باز 100بارگذاری شدند. از مارکر مولکولی با اندازه 

(100bp Ruler, fermentas  در واکنش فوق، استفاده شد و )

 (. 1جفت باز به دست آمد )شکل  140باندهایی به طول 

، معادله منحنی استاندارد از روی شیب نمودار 1به کمک نمودار 

-=Y( مشخص شد )141/27( و عرض از مبدأ نمودار )-23/3)

3.23X+27.141 که )Y  نشان دهنده سیکل آستانه وX  نشان

باشد. سپس به دهنده لگاریتم غلظت نمونه مورد آزمایش می

های آستانه به دست آمده در ، از میانگین سیکل4کمک نمودار 

در  Yواکنش تکثیری دوتایی اینترفرون، استفاده شد و به جای 

و از روی آن،  Xمعادله قرار داده شد. به کمک این اعداد، مقادیر 

ناخالصی موجود در محصول دارویی که همان مقدار  DNAغلظت 

پیکوگرم در هر دوز محصول،  02/0باشد، اینترفرون می

گیری شد. این میزان، بسیار کمتر از مقدار مجاز توصیه شده اندازه

پیکوگرم در هر دوز  100) توسط سازمان غذا و داروی آمریکا

 محصول(، گزارش شد.

 و نتیجه گیری بحث
به عنوان ناخالصی  E.coliسلول باکتری  DNAحضور بقایای 

در محصولات نوترکیب، همواره به عنوان یک عامل خطر محسوب 

( و FDA. بنابراین سازمان غذا و داروی آمریکا )(25)شده است 

های کیفی خاصی را ها، معیارهای ایمنی و کنترلدیگر سازمان

اند. با توجه جهت اطمینان از عدم آلودگی محصولات، وضع کرده

به تغییر شرایط محیط داخلی سلول میزبان در حین استخراج 

باقی مانده در محصولات  DNAداروی نوترکیب، تعیین مقدار 

ای به کار رفته جهت ه. روش(26)دارویی، بسیار مشکل شده است 

باید تا حدی حساس و دقیق  DNAهای تعیین میزان ناخالصی

ها را نیز نشان دهند. جی و باشند که میزان بسیار اندک آلودگی

را جهت تعیین  DNAروش هیبریداسیون  2002همکاران در سال 

سلول باکتری در محصولات دارویی معرفی  DNAمقدار بقایای 

 DNAهای ت آن در تشخیص ناخالصیکردند که میزان حساسی

. در پژوهشی مشابه، وانگ و همکاران (27)پیکوگرم بود  5/2تا حد 

را برای شناسایی بقایای  DNAروش هیبریداسیون  2005در سال 

DNA های سلول میزبان در واکسنDNA ولات که جزء محص

باشند، معرفی کردند. حساسیت این روش دارویی نوترکیب می

به عنوان میزبان  E.coliباکتری  DNAهای برای شناسایی آلودگی

پیکوگرم بود که در این مورد، چنین  10تولید محصول، تا حد 

. به طور عمومی (28)رسید حساسیتی چندان مناسب به نظر نمی

و بررسی سطح آستانه کل  DNAهای هیبریداسیون روش

DNA2های برای اندازه گیری میزان ناخالصیDNA  ناشی از سلول

هر  ،اندمیزبان در صنایع تولیدی محصولات دارویی به کار رفته

گیر، پر هزینه و نسبتاً غیر حساس ها بسیار وقتچند که این روش

های هیبریداسیون روش 2010باشند. لی و همکاران در سال می

DNA  و سطح آستانه کلDNA  را جهت اندازه گیری کمیDNA 

مقایسه کردند که  Real time PCRبا روش  E.coliژنومی باکتری 

برابر بالاتر از  Real time PCR ،30در آن حساسیت و دقت روش 

. بررسیلی و همکاران، صرفا جهت (29)دو روش دیگر ذکر شد 

مقایسه سه روش گفته شده، به کار برده شد و کنترل کیفی هیچ 

 گونه دارویی در آن مدنظر قرار گرفته نشده بود.

در این مطالعه از روش سریع، بسیار حساس و اختصاصی 

Real time PCR  بر مبنای استفاده از رنگSYBR Green I  جهت

به عنوان میزبان،  E.coliناشی از باکتری  DNAتشخیص آلودگی 

در اینترفرون نوترکیب استفاده شد. این روش قادر است با 

حساسیتی مناسب، در زمانی اندک و بر اساس منحنی استاندارد، 

د. را در محصولات دارویی نشان ده DNAهای میزان آلودگی

که دارای  16S rRNAها از ناحیه ژنی جهت شناسایی این آلودگی

ی های مختلف باکتربیشترین درجه حفاظت شدگی در بین سویه

و بررسی واکنش  BLASTباشد، استفاده شد. بر اساس نتایج می

گر، نشان داده شد که پرایمرهای بر روی عوامل احتمالی مداخله

ایر نواحی دیگر ندارند. اگرچه طراحی شده هیچ گونه واکنشی با س

های نشانگرهای حاوی رنگ فلورسنت همچون تک من، بیکون

 DNAوجود دارند که به طور اختصاصی به  مولکولی و اسکورپیون

 SYBR Greenتر از رنگ شوند، ولی بسیار پر هزینهالگو متصل می

I باشند. یک نقص عمده در هنگام استفاده از رنگ میSYBR 

Green I ،ه باشد که با بهینایجاد اتصالات پرایمر )پرایمردایمر( می

سازی شرایط واکنش از جمله طراحی دقیق پرایمرها، تنظیم 

ها از جمله منیزیم، تنظیم دمای اتصال و زمان غلظت کاتیون

. اگرچه (30)اتصال، این نقایص به حداقل مقدار خود رسیدند 

 DNAها به یمرها باعث افزایش سرعت اتصال آنافزایش غلظت پرا
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ها شود، لیکن احتمال افزایش اتصالات غیر اختصاصی آنالگو می 

 شود. نیز بیشتر می

های خصوص منیزیم، دمای تفکیک رشتهه ها بغلظت کاتیون

DNA  از یکدیگر و در نتیجه اتصال پرایمرها را بهDNA  ،الگو

های فسفات دارای بار ها به گروهدهد. این یونتحت تأثیر قرار می

متصل شده و باعث تسهیل اتصال  DNAهای منفی در رشته

شوند. افزایش غلظت یون منیزیم از مقدار پرایمرها به الگو می

معینی، باعث تکثیر غیر اختصاصی قطعات ژنی و ایجاد پرایمر 

، DNAهای متوالی شود. پس از رسم منحنی تکثیر رقتدایمر می

دست آمدند. ه ب 42/28و  81/14ای بین ای آستانه در بازههسیکل

باشد. دالتون می 86/2×910معادل  E.coliجرم مولکولی باکتری 

در ژنوم هر  16S rRNAطور متوسط هفت نسخه از توالی ه ب

وجود دارد. در مطالعه حاضر، حساسیت روش راه  E.coliباکتری 

باشد. ژنومی باکتری می DNAپیکوگرم از  8/0اندازی شده، معادل 

با تبدیل این عدد بر حسب دالتون و تقسیم آن به جرم مولکولی 

ه ب 1169و با ضرب آن در عدد هفت، عدد  167هر باکتری، عدد 

آید. این ارقام نشان دهنده آن است که در حضور آلودگی دست می

در محصولات دارویی، روش راه اندازی شده فوق، قادر است که 

نسخه از توالی  1169حداقل  و E.coliعدد باکتری  167حداقل 

را در نمونه مورد آزمایش تشخیص دهد. این  16S rRNA ژنی

ناشی از باکتری میزبان  DNAهای تواند میزان ناخالصیروش می

را در حین تولید محصول و همچنین در پایان تولید محصول و در 

 گیری کند.های نهایی، اندازهفرآورده

علاوه بر داشتن حساسیت و ویژگی Real time PCR  روش

بالا، دارای کاربردی آسان، سرعت زیاد و قیمت تمام شده 

ه شود کها باعث میباشد که مجموع این ویژگیمناسبی نیز می

عنوان یک روش مناسب در مراکز تولید دارو ه بتوان از آن ب

در محصولات  DNAهای جهت تشخیص میزان ناخالصی

ها استفاده نمود. امید است بتوان با و کنترل کیفی آن نوترکیب

حداقل ناخالصی و  کارگیری روش فوق، محصولات دارویی باه ب

حداکثر کیفیت را مطابق با استانداردهای جهانی به بازار عرضه 

 ود. نم

 تشکر و قدردانی 
بدین وسیله از زحمات کلیه همکاران محترم بخش کنترل 

ود و رایران بالاخص سرکار خانم دکتر د کیفی انستیتو پاستور

جناب آقای دکتر عزیزی کمال تشکر را داریم. این مطالعه در قالب 

طرح پژوهشی در دانشگاه علوم پزشکی قزوین از پایان نامه 

درصد  60انجام شد که  5591/20/28دانشجویی با شماره ثبت 

ز درصد ا 40ها توسط دانشگاه علوم پزشکی قزوین و از هزینه

 ها توسط انستیتو پاستور ایران تأمین گردید. هزینه

 تعارض منافع
 نویسندگان هیچ گونه تعارض منافعی را اعلام نکرده اند.
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Abstract 

Background & Objective: Interferon belongs to a family of cytokines, which has the most important role in the innate 

immune response to virus infections. While producing recombinant interferon in biological host, some pieces of host 

nucleic acids remain in product. Because of limitations in previous techniques for detection of these impurities, the 

objective of this study is to use rapid and sensitive Real time PCR method for detecting the impurities.  

 

Materials & Methods: First, with DNA extraction from bacterial host cell and preparation of its serial dilutions, SYBR 

Green-based Real time PCR reaction was held and standard curve was plotted. After DNA extraction from interferon 

and performing PCR, total DNA amount was determined using standard curve.  

 

Results: Studies performed on some interferon samples, revealed that the amount of DNA impurities was about 0.02 

pg. per product dose. In addition, the designed primers in the above reaction had no interaction with each other and 

other interfering agents. 

 

Conclusion: For the first time in Iran, this study was set up and it revealed that Real time PCR can be used as a 

functional and accurate technique in manufacture centers for detection of residual host cell DNA in interferon and other 

recombinant pharmaceutical products. 
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