
Khandan and Zahmatkesh Roodsari. Med J Tabriz Uni Med Sciences. 2025;47(4):390-400. 

doi:10.34172/mj.025.34002                              

https://mj.tbzmed.ac.ir 

  

*Corresponding author; Email: zahmatkesh.rasoul@gmail.com 
© 2025 The Authors. This is an Open Access article published by Tabriz University of Medical Sciences under the terms of the Creative Commons 
Attribution CC BY 4.0 License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any 
medium, provided the original work is properly cited 

Original Article 

 

Development of a Multiplex Taqman Real-time PCR method based on 

the E6 gene for detection of 31 and 33 HPV genotypes in women with 

cervical cancer 
 

 

Samaneh Khandan1 , Rasoul Zahmatkesh Roodsari2*   
 

1Department of Genetics, To. C Branch, Islamic Azad University, Tonekabon, Iran 
2Department of Cell and Molecular Biology, To. C Branch, Islamic Azad University, Tonekabon, Iran 

 

ARTICLE INFO 

 

Article History: 

Received: 15 Mar 2025 

Revised: 22 May 2025 

Accepted:27 May 2025 

ePublished: 19 Aug 2025 

 

Keywords: 

 Cervical Cancer 

 Papillomavirus 

 Multiplex Taqman 

Real-Time PCR 

 E6 Gene 

 

 Abstract 

Background. Infection with human papillomavirus is the most critical risk factor for 

cervical cancer. Given the lack of detection of this virus type by serological methods, 

using PCR-based molecular methods is particularly important in the accurate and early 

detection of this virus. The present study aimed to develop and validate a sensitive and 

specific method based on TaqMan Real-time PCR for detecting HPV 31 and 33 

genotypes using the E6 gene sequence. 

Methods. In this descriptive-analytical study, 50 Pap smears of patients with cervical 

cancer were examined. After genomic DNA extraction, two high-risk genotypes, 31 and 

33, were detected using the Multiplex Taqman Real-Time PCR method based on the E6 

gene sequence. 

Results. This study showed that 28% of the samples were positive for 31 and 33 

genotypes. The frequency of infection with the 33 genotype was 22%, and the 31 

genotype was 6%. Also, simultaneous infection with both genotypes was observed in 

2% of samples. Data analysis showed a sensitivity of 97% and a specificity of 100%.  

Conclusion. The Taqman Multiplex Real-Time PCR is an efficient and cost-effective 

method for screening 31 and 33 HPV genotypes. Due to its high accuracy, this method 

can be used for the early detection of HPV genotypes.  

Practical Implications. Due to its high speed and accuracy, this technique can be 

suitable and cost-effective for identifying human HPV genotypes. 
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method based on the E6 gene for detection of 31 and 33 HPV genotypes in women with cervical cancer. Med J Tabriz Uni 

Med Sciences. 2025;47(4):390-400. doi: 10.34172/mj.025.34002. Persian.

 

Extended Abstract 

 

Background 

Cervical cancer is the fourth most common 

cancer and the second leading cause of cancer death 

in women worldwide. Persistent infection with 

high-risk genotypes of human papillomavirus 

(HPV) in the genital tract is the leading cause. 

Genotypes 31 and 33 are classified in the high-risk 

group following genotypes 16 and 18. Two 

regulatory genes, E6 and E7, play a crucial role in 

the initial stages of cervical tumor formation. The 

precise and timely detection of HPV is essential for 

effective early screening for cervical cancer. 

Molecular biology techniques, especially the real-

time PCR method, have higher speed, sensitivity, 

and accuracy in identifying HPV genotypes. 

Additionally, multiplexing reduces errors when 
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simultaneously identifying genotypes. The present 

study aimed to develop and validate a sensitive and 

specific TaqMan Real-time PCR-based method for 

detecting genotypes 31 and 33 using the E6 gene 

sequence. 

 

Methods 

In this descriptive-analytical study, 50 abnormal 

Pap smear samples from patients with cervical 

cancer and HPV infection were collected from 

pathology laboratories in Rasht city. Informed 

consent forms were obtained from all patients to 

participate in the study. Specific primers and probes 

were designed to detect HPV 31 and 33 genotypes 

in the E6 gene. Each TaqMan probe was labeled 

with a separate fluorescent dye. Genomic DNA 

extraction from samples was performed using a 

tissue DNA extraction kit per its protocol. Before 

performing the Multiplex Real-Time PCR method, 

the PCR reaction was conducted in three replicates 

for each genotype. This was done to optimize the 

primers and probes' concentration and the 

appropriate annealing temperature. Three different 

concentrations of primers and probes were tested 

for each genotype. To optimize the fluorescence 

value in the Real-Time PCR method on the E6 gene 

in the multiplex system, various concentrations of 

primers (0.1, 0.2, and 0.4 μM) and probes (0.05, 

0.1, and 0.2 μM) were tested. Once the primers 

were optimized, multiplex Real-Time PCR was 

performed on the samples using the designed 

primers and probes. Single-mode reactions were 

conducted for each strain using primers and probes 

corresponding to each genotype to compare the 

performance of single-mode and multiplex 

reactions. In the next step, intra- and inter-assay 

reproducibility was evaluated based on the cycle 

threshold (Ct) and coefficient of variation (CV). To 

determine the limit of detection (LOD) of the 

developed test, the desired amplicon was amplified 

using specific primers for each strain in a 

thermocycler. To evaluate and measure the 

performance of the developed method, HPV 

positive samples were analyzed using a diagnostic 

kit. Statistical analyses were performed using SPSS 

software. In statistical analysis, the chi-square test 

was used to determine the significance level of the 

obtained values. A p-value of less than 0.05 

(P<0.05) was considered significant. 

 

Results 

The age range of the patients was 19 to 57 years, 

with a mean age of 36.2 ± 9.4. Among the patients, 

29 (58%) were under 40, while 21 (42%) were over 

40. Based on the data collected in this study, no 

significant relationship was observed between age 

and the prevalence of infection in the patients 

(P=0.86). The optimal concentration for two 

Multiplex Real-Time PCR (genotypes 31 and 33) 

was determined by the highest RFU and the lowest 

Ct value. The results showed that the best average 

concentration for the probe was 0.1 µmol, and each 

of the primers (forward and reverse) was 0.2 µmol.  

There was no statistically significant difference 

between Ct values and primer concentration 

(independent of probe concentration) (P<0.05). 

Based on the results, the best bonding temperature 

for the reaction was selected as 620°C. After 

optimizing the appropriate concentration of primer 

and probe in the two genotypes and the annealing 

temperature in the single PCR. The same conditions 

were applied for Multiplex PCR, and the binding 

results obtained for the multiplex were consistent 

with the single-plex mode. To determine the limit of 

detection (LOD), serial dilutions (1, 10, 102, 103, 

104, 105, 106, 107) were prepared for each HPV 

genotype. In the method described above, the limit 

of detection (LOD) was determined as the lowest 

concentration at which more than 95% of replicate 

tests yielded positive results. The results indicated 

that the lowest concentration consistently yielding 

positive results for both genotypes was 10 

copies/μL. The results showed that the coefficient 

of variation Ct obtained in intra-assay and inter-

assay repeatability tests for all dilutions was less 

than 5 percent. This indicates that the method 

described above has high repeatability. Based on the 

calculated kappa value (kappa=0.978), the 

specificity and sensitivity of the developed clinical 

method were determined to be 100 percent and 97 

percent, respectively. Of the 50 Pap smears with 

HPV infection, 14 (28%) samples were positive for 
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genotypes 31 and 33. Genotype 31 had a higher 

frequency than genotype 33, with 11 (22%) patients 

having genotype 31 and 3 (6%) of them positive for 

genotype 33. Simultaneously, infection with both 

types was observed in 2% of the samples. 

 

Conclusion 

The developed multiplex Real-time PCR method 

is an efficient and cost-effective way to identify 

high-risk HPV genotypes with high sensitivity and 

specificity. This method is a suitable, specific, and 

accessible diagnostic that can simultaneously detect 

multiple HPV genotypes, especially the clinically 

important 31 and 33 genotypes. Due to the 

limitations of this study, such as the small 

population size and the limited number of samples 

studied, further research is needed on larger 

populations and a greater variety of samples with 

different HPV genotypes in Iran. Additionally, it is 

necessary to compare and measure the sensitivity 

and specificity of various molecular methods for 

detecting different HPV genotypes to establish a 

comprehensive screening program. 
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 چکیده 
شود. ترین عامل خطر در ابتلا به سرطان دهانه رحم محسوب میمهم (HPV)عفونت با ویروس پاپیلومای انسانی  .زمینه
گیری از پذیر نیست، بهرهامکان های سرولوژیکطریق روشهای مختلف این ویروس از جا که شناسایی گونهاز آن
هدف از مطالعه حاضر،  ای دارد.هنگام آن اهمیت ویژه برای تشخیص دقیق و زود PCRهای مولکولی مبتنی بر روش

های منظور شناسایی ژنوتیپبه TaqMan Real-time PCR توسعه و اعتبارسنجی روشی حساس و اختصاصی مبتنی بر
 .است E6 با استفاده از توالی ژن HPVویروس  33و  32

اسمیر بیماران مبتلا به سرطان دهانه رحم بررسی شدند. پس نمونه پاپ 21تحلیلی، -در این مطالعه توصیفی کار. روش
 Multiplex Taqman Real-timeبا استفاده از روش  00و  00پرخطر ژنوتیپ ژنومی، شناسایی دو  DNAاز استخراج 

PCR  و بر پایه توالی ژنE6 انجام گرفت. 
 11برابر با  33مثبت بودند. فراوانی ژنوتیپ  33و  32های ژنوتیپها به از نمونه درصد 12نتایج نشان داد که  .هاافتهی

ها مشاهده درصد از نمونه 1زمان با هر دو ژنوتیپ در بود. همچنین، عفونت هم درصد 6معادل  32و ژنوتیپ  درصد
 .درصد روش را نشان داد211درصد و ویژگی  79ها حساسیت شد. تحلیل داده

های گری ژنوتیپصرفه برای غربال به روشی کارآمد و مقرون Taqman multiplex Real-time PCRروش  .یر یگجهینت
آن در تشخیص زود هنگام توان از است. با توجه به دقت بالای این روش، می HPVویروس  00و  00

 .بهره برد HPVهایژنوتیپ
تواند ابزار مناسبی برای شناسایی با در نظر گرفتن دقت و سرعت بالای این تکنیک، روش مذکور می .عملیپیامدهای
 انسانی باشد. HPVهای پرخطر ژنوتیپ

 
 مقدمه

سرطان دهانه رحم، چهارمین سرطان شایع و دومین علت 
آید. شمار می ومیر ناشی از سرطان در میان زنان جهان بهمرگ
 2شود.ترین میزان بروز آن در میان زنان جوان مشاهده میبیش

 از موارد سرطان دهانه %9/77اند که حدود مطالعات نشان داده
های پرخطر ویروس پاپیلومای رحم ناشی از عفونت پایدار با ژنوتیپ

منجر به ایجاد  HPVعفونت مزمن با  3،1( است.HPVانسانی )
مرور زمان  تلیال دهانه رحم شده و بههای اپیضایعات در سلول

دهند که این نوع تواند به سرطان تبدیل شود. شواهد نشان میمی
ان است و تشخیص زود هنگام آن سرطان قابل پیشگیری و درم

 بیش تا کنون  4،3ومیر ناشی از آن را کاهش دهد.تواند میزان مرگمی

که در دو دسته  اندشده شناسایی HPV ویروس از ژنوتیپ 211از 
شوند. در میان آنها، بندی می( طبقهLRخطر )( و کمHRپرخطر )
گروه پرخطر در   02و  06های ژنوتیپپس از  00و  00 هایژنوتیپ

ای است که دورشته DNA دارای یک HPVویروس  2قرار دارند.
  E7و  E6باشد. در این میان، دو ژن تنظیمی ژن می 37شامل 

نقش مهمی در مراحل ابتدایی تومورزایی در دهانه رحم ایفا 
کنند که در هایی را رمزگذاری میکنند. این دو ژن انکوپروتئینمی

با  E7و  E6های اند. پروتئینتنظیم چرخه سلولی دخیل
، از مسیر طبیعی Rbو  p53های سرکوبگر تومور ژن سازیغیرفعال

آپوپتوز جلوگیری کرده و منجر به تداوم تقسیم سلولی و در نهایت 
نقش کلیدی در تکثیر ویروس  E6شوند. همچنین، ژن بدخیمی می
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 HPVتشخیص دقیق و زود هنگام  7،6کند.در بافت انسانی ایفا می
نقش مؤثری در غربالگری اولیه سرطان دهانه رحم دارد. از آنجا که 

HPV کند، امکان کشت آن در تلیال انسان را آلوده میتنها بافت اپی
محیط آزمایشگاهی وجود ندارد. بنابراین، تشخیص این ویروس 

های شناسی و تکنیکهای سرولوژیک، بافتعمدتاً به روش
اند که . مطالعات اخیر نشان دادهمولکولی وابسته استزیست
هایی در افتراق اسمیر محدودیتسرولوژیک و پاپ هایروش

های مختلف ویروس دارند و از حساسیت پایینی نسبت به ژنوتیپ
 HPVتر های مولکولی برخوردارند. لذا، برای تشخیص دقیقروش

های در روش 9،2مولکولی استفاده کرد.های زیستباید از روش
های ویروسی و یا پروتئین DNA ،RNAهای ولی، مولکولمولک
هایی نظیر روند. روشهای تشخیصی به کار میعنوان شاخصبه

ایمونوهیستوشیمی، میکروسکوپ الکترونی، وسترن بلات و ... که 
کنند، علاوه بر پیچیدگی، های ویروسی عمل میبر پایه پروتئین

 DNAهای مولکولی مبتنی بر بر نیز هستند. در مقابل، روشزمان
صرفه بودن، از دقت و قابلیت اطمینان بالاتری  به بر مقرون علاوه

عنوان روشی دقیق، به Real-Time PCRبرخوردارند. در این میان، 
شناخته  HPVهای مختلف ژنوتیپسریع و حساس برای شناسایی 

آن امکان  Multiplex شده است. همچنین، استفاده از نسخه
سازد، که موجب کاهش زمان چند ژنوتیپ را فراهم میهمتشخیص 

 9-02شود.خطای تشخیص و افزایش دقت و کارآیی غربالگری می
از اهمیت بالایی برخوردار  HPVهای زمان ژنوتیپتشخیص هم

تواند با نئوپلازی زمان با چند ژنوتیپ میاست، چرا که عفونت هم
رحم مرتبط باشد. مطالعات تلیالی دهانه در بافت اپی 3و  1درجه 

با شدت  E7و E6انکوژن های  mRNAاند که سطح نشان داده
دارای  HPVنئوپلازی در دهانه رحم ارتباط مستقیم دارد. ژنوم 

کند. را رمزگذاری می Eجفت بازی است که شش ژن  4211ای ناحیه
با رمزگذاری یک انکوپروتئین، از طریق تخریب  E6در میان آنها، ژن 

تر کرده و با مهار چرخه سلولی را طولانی ئین سرکوبگر تومور،پروت
ها را به سمت بدخیمی سوق آپوپتوز و افزایش تکثیر سلولی، سلول

و  HPV هایتوجه به اهمیت شناسایی دقیق ژنوتیپبا 42،32دهد.می
های سنتی، هدف از مطالعه حاضر، توسعه و محدودیت روش

 اختصاصی و قابل اعتماد بر پایهاعتبارسنجی روشی حساس، 
TaqMan Real-Time PCR و  32های منظور شناسایی ژنوتیپبه

 باشد.می E6 با استفاده از توالی ژن 33
 

 روش کار
تحلیلی بر اساس اصول -صورت توصیفیاین پژوهش به

انجام   01(ASCCP 2109) غربالگری سرطان دهانه رحم راهنمای

بیماران اسمیر غیرطبیعی از نمونه پاپ 21گرفت. در این مطالعه، 
از  HPVمبتلا به سرطان دهانه رحم همراه با عفونت 

آوری  شناسی سطح شهرستان رشت جمعهای آسیبآزمایشگاه
ابتلا به سرطان  تا ییدگردید. معیارهای ورود به مطالعه شامل 

در  HPVدهانه رحم بر اساس نتایج پاتولوژی و شناسایی عفونت 
های تشخیصی اختصاصی و اسمیر با استفاده از کیتنمونه پاپ

از تمامی آن توسط پزشک متخصص زنان و زایمان بود.  تا یید
نامه آگاهانه شرکت در مطالعه بر اساس بیماران فرم رضایت

های ( در مورد استفاده از نمونه1123اعلامیه هلسینکی )ویرایش 
های ذ شد. نمونهانسانی و کمیته اخلاق دانشگاه آزاد اسلامی اخ

آوری و برای انجام مطالعات مولکولی در دمای اسمیر جمعپاپ
گراد در آزمایشگاه ژنتیک مولکولی نگهداری درجه سانتی -91

برای طراحی پرایمر و پروب، ابتدا توالی کامل نوکلئوتیدی  شدند.
از  HPVویروس  00و  00های در ژنوتیپ E6مربوط به ژن 

دریافت شد. در مرحله بعد  NCBI Nucleotideپایگاه ژنی مرجع 
 MEGA6افزارهای بیوانفورماتیکی مانند با استفاده از نرم

ردیفی انجام و بهترین ناحیه ژن مربوطه )ناحیه آنالیزهای هم
شده( در دو ژنوتیپ انتخاب شدند. طراحی اولیه حفاظت

 7نسخه  AlleleID افزارها با استفاده از نرمپرایمرها و پروب
(PREMIER Biosoft, San Francisco, USA ) .انجام شد

( Tm) ها، از جمله دمای ذوبهای پرایمرها و پروبسپس ویژگی
، آمریکا( 7661)نسخه  Oligo7 افزار، در نرمGC و درصد محتوای

صورت اختصاصی برای ها بهمورد ارزیابی قرار گرفت. پروب
ر یک با رنگ طراحی شده و ه 00و  00های شناسایی ژنوتیپ

 00که پروب ژنوتیپ طوریدار شدند؛ بهفلورسانس متفاوت نشان
فلورسنت  HEX با 00و پروب ژنوتیپ  FAM با

در نظر   BHQ1/( هر دو پروب، 0انتهایی ) Quencherاند.شده
بودن پرایمرها با استفاده از پس از طراحی، اختصاصی .گرفته شد

های ساختاری ، ویژگیبررسی شد. در ادامه NCBI BLASTابزار 
شدگی پرایمرها، شامل احتمال تشکیل ساختارهای لوپ، جفت

 Oligo7افزار و سایر پارامترهای ترمودینامیکی در نرم ΔGبازها، 
ها و پرایمرهای طراحی شده توسط شرکت پروب تحلیل گردید.

TAG Copenhagen ایران( سنتز و پس از  -)سفارش ژن فناوران
 گراد نگهداری شدند.درجه سانتی -11فریزر  و در دریافت رقیق 

های دو توالی نوکلئوتیدی و خصوصیات پرایمرها و پروب
گردد. مشاهده می 0مطالعه شده در جدول  HPVژنوتیپ 
با استفاده از کیت اسمیر های پاپاز نمونه ژنومی DNAاستخراج 
، تایوان؛ نمایندگی: یکتا Favorgenاز بافت ) DNAاستخراج 

تجهیز آزما، ایران( و مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده انجام 
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 2کیفی با استفاده از ژل آگارز   به لحاظاستخراج شده  DNAشد. 
یکتا تجهیز آزما، ) Safe Stainشده با رنگ  آمیزیدرصد رنگ

ایران( و به لحاظ کمی با استفاده از دستگاه بایوفوتومتر 
(Eppendorf .مورد ارزیابی قرار گرفت )قبل از انجام روش ، آلمان

Multiplex Real-Time PCRسازی غلظت و دمای ، برای بهینه
 Real-Time PCRها، واکنش اتصال مناسب پرایمرها و پروب

در سه تکرار جداگانه برای سه غلظت متفاوت پرایمرها و 
خلوط اول ها انجام شد. مها برای هر کدام از ژنوتیپپروب

میکرومول  10/1میکرومول از هرکدام از پرایمرها و  2/1شامل: 
میکرومول از هرکدام از پرایمرها  1/1پروب، مخلوط دوم شامل: 

میکرومول از  4/1میکرومول پروب و مخلوط سوم شامل:  2/1و 
-Realمیکرومول از پروب بود. واکنش  1/1هرکدام از پرایمرها و 

Time PCR ز با استفاده اRealQ Plus 2X master mixe 
(Amplicon و )دستگاه ترموسایکلر ، دانمارکRotor-Gene Q 

MDx 5plex HRM device (Qiagen .انجام گرفت )آمریکا ،
اولیه در  شامل: دناتوراسیون PCRبرای  حرارتي چرخه برنامه
 1c62ثانیه1c92 (01 ،)سیکل با برنامه  02دقیقه1c92 (2  ،)دمای 

، 00ثانیه( برای ژنوتیپ  01) 1c60و  00ثانیه( برای ژنوتیپ  01)
1c72(42 .در دستگاه ترموسایکلر انجام شد )همچنین،  ثانیه

برای ناحیه  PCRبرای بررسی اختصاصیت پرایمرها، واکنش 
 جفت 216ای به طول قطعه 32برای سویه  E6شده ژن  حفاظت

باز از توالی  جفت 161ای به طول قطعه 33باز و برای سویه 
س از پتکثیر گردید. های ویروس ناحیه مربوطه از ژنوتیپ

صورت به Real-Time PCRسازی پرایمرها، واکنش بهینه
های طراحی شده ها با پرایمرها و پروبپلکس بر روی نمونهمالتی

شده )از نظر غلظت( برای  انجام گرفت. پرایمر و پروب بهینه
مخلوط واکنش با یکدیگر ترکیب  های هدف در یکژنوتیپ

پلکس، شدند. برای مقایسه عملکرد حالت تکی و مولتی
حالته برای هر سویه با استفاده از پرایمرها و  های یکواکنش

پروب مربوط به هر ژنوتیپ انجام شد. همچنین، آزمون 
پلکس نیز انجام پذیرفت )استفاده همزمان از صورت مالتیبه

در یک مخلوط واکنش(. پس از انجام ها پرایمرها و پروب
میکرولیتر  22در حجم  پلکسمراحل ذکر شده واکنش مالتی

 RealQ Plusمیکرولیتر 0/21ژنومی،  DNAنانوگرم از  01شامل: 

2X master mixe(Ampliconدانمارک ، ،)میکرومول پروب  1/1
، TAGمیکرومول از هرکدام از پرایمرها ) 4/1اختصاصی، 

میکرولیتر آب مقطر  3و  00و  00های ژنوتیپبرای  دانمارک(
DNase Free  تهیه شدند. برنامه استفاده شده برای تکثیر ژنE6 
شامل: دناتوراسیون اولیه در دمای  00و  00های برای ژنوتیپ

1c92 (01  ،)1تکرار با برنامه  41دقیقهc92 (21  ،)1ثانیهc62 (41 
 انجام شد. PCRثانیه( در دستگاه ریل تایم  41)1c72ثانیه(، 

( Ctآزمون براساس آستانه چرخه )آزمون و بین تکرارپذیری درون
( محاسبه شد. برای تعیین حد تشخیص CVو ضریب تغییرات )

(Limit of Detection, LOD آمپلیکون هدف با استفاده از ،)
، آمریکا( Bio-Radپرایمرهای اختصاصی در دستگاه ترموسایکلر) 

سازی شد. تکثر و سپس با استفاده از الکتروفورز آگارز خالص
غلظت محصولات برای هر ژنوتیپ با دستگاه اسپکتروفوتومتر 

(Eppendorfاندازه )ها با استفاده از گیری شد و تعداد کپی، آلمان
های های حاصل محاسبه شد. از هر قطعه تکثیرشده، رقتداده

انجام گرفت.  Real-Time PCRو واکنش تهیه شد  0:01متوالی 
LOD برای درصد  92≤عنوان کمترین غلظت با نرخ شناسایی به
برای ارزیابی و سنجش  های مثبت در نظر گرفته شد.نمونه

 01مثبت و  HPVنمونه  21یافته تعداد  عملکرد روش توسعه
 + OpeGen Highمنفی )بر اساس کیت تشخیصی HPVنمونه 

Low PapillomaStrip PCR .اسپانیا( مورد آزمایش قرار گرفتند ،
های منفی و نمونه 33و  32های های مثبت شامل ژنوتیپنمونه

حساسیت و ویژگی آزمون بر اساس  ها بودند.بدون این ژنوتیپ
یافته و کیت تشخیصی محاسبه تطابق نتایج بین روش توسعه

 SPSSافزار از نرمهای آماری با استفاده تحلیل و تجزیهشد. 
ها از آنالیز انجام شد. برای تحلیل تفاوت بین گروه 26نسخه 

ای چندگانه استفاده شد. های مقایسهواریانس دوطرفه و آزمون
ای از آزمون  همچنین، برای بررسی ارتباط بین متغیرهای طبقه

داری آماری در این مطالعه برابر دو استفاده شد. سطح معنی کای
منظور ارزیابی در نظر گرفته شد. به درصد 2کمتر از   Pبا مقدار 

در روش  00و 00های میزان توافق بین نتایج حاصل از ژنوتیپ
 .محاسبه گردید (kappaیافته، مقادیر کاپا ) پلکس توسعهمولتی

 

 00و  00توالی نوکلئوتیدی و خصوصیات پرایمرها و پروب دو ژنوتیپ  .3جدول 

 کد بانک ژنتیک فلوروفور  CoTm توالی ژنوتیپ
HPV 31 F: 5/-TGT GTC CAG AAG AAA AAC AAA GAC-3/ 

R: 5/-ACA CTT GGG TTT CAG TAC GAG-3/ 

Probe:  FAM-CAT AGG AGG AAG GTG GAC AGG A-BHQ1 

4/62 

6/60 
 

FAM 
 

J04353 

HPV 33 F: 5/-CAT GAT TTG TGC CAA GCA TTG-3/ 

R: 5/-CTC TCT ATA TAC AAC TGT TAA ATC TGC-3/ 

Probe: HEX- AAC ATT GAA CTA CAG TGC GTG GA –BHQ1 

7/60 

2/60 
 

HEX 
 

M12732 
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 هایافته
بیماران مبتلا اسمیر غیرطبیعی نمونه پاپ 21در این مطالعه، 

شده توسط تا یید ) HPVبه سرطان دهانه رحم همراه با عفونت 
آزمایشگاه مرجع( مورد بررسی قرار گرفت. محدوده سنی بیماران 

سال بود. از میان  1/36 ± 4/7سال با میانگین سنی  09تا 27
سال  41( بالای %41نفر ) 12سال و  41( زیر %02نفر ) 17بیماران 

های آماری، ارتباط معناداری بین سن داشتند. بر اساس تحلیل
(. P=26/1)  سن و شیوع عفونت در بیماران مشاهده نگردید

 E6بر روی ژن  Real-Time PCRشرایط واکنش  سازیجهت بهینه
، 0/1های مختلفی از پرایمر )پلکس، غلظتسیستم مولتیقالب  در
میکرومولار(  2/1و  0/1، 12/1میکرومولار( و پروب ) 4/1و  2/1

-Multiplex Realمورد بررسی قرار گرفت. غلظت بهینه برای دو 

Time PCR (، 00و 00های )ژنوتایپRFU عنوان بالاترین و بهCt 
س نسبی تعیین شد جدول عنوان کمترین مقدار واحد فلورسانبه
 0/1. نتایج نشان داد که بهترین میانگین برای پروب غلظت 2

 2/1میکرومولار و هرکدام از پرایمرها )فوروارد و ریورس( 
(. نتایج آنالیز آماری نشان داد که اختلاف P<12/1میکرومولار بود )

و غلظت پرایمر )مستقل از  Ctداری بین مقادیر آماری معنی
(. همچنین کمترین غلظت P>12/1( وجود نداشت )غلظت پروب
عنوان شرایط بهینه بدست آمد. در بررسی گرادیان پرایمرها به

عنوان بهترین دمای گراد بهدرجه سانتی 62دمایی اتصال، دمای 
. در دو 2 مشاهده شد جدول Ctواکنش برای کمترین مقدار 

انجام شده برای دو  Multiplex Real-Time PCRواکنش 
دست آمده و  به Ctژنوتیپ، اختلاف آماری معنا داری بین مقادیر 

(. بر اساس P>12/1شده وجود نداشت ) دماهای اتصال آزمایش
نتایج آزمایش، بهترین دمای اتصال برای انجام واکنش، دمای 

1c62 سازی عنوان دمای مناسب انتخاب شد. پس از بهینه به
اتصال( در حالت شرایط )غلظت پرایمر و پروب و دمای 

پلکس (، همان شرایط برای واکنش مالتیsingleplexواکنشی )تک
با  Multiplex Real-Time PCRنیز اعمال شد. نتایج حاصل از 

واکنشی سازگار بود و عملکرد مطلوبی در های تکواکنش
پرایمرها و  نشان داد. HPV 00و  00های شناسایی ژنوتیپ

ژنوتیپ مورد مطالعه از نظر شده برای دو  های طراحیپروب
مورد تجزیه و تحلیل  NCBI BLASTاختصاصیت و ویژگی در 

های احتمالی( قرار  ها یا باکتری)در حضور ژنوم انسان و ویروس
آنها نیز با استفاده از  in vitroبر این، ویژگی  گرفتند. علاوه

 00های )سویه HPVهای کنترل، از جمله دو سویه کم خطر نمونه
های اشرشیا کولی، کلبسیالا، لاکتوباسیولوس و ( و باکتری42و 

استافیلوکوکوس مورد ارزیابی قرار گرفت. آزمون با هیچکدام از 
نتایج، در دو  تا ییدهای کنترلی واکنش نشان نداد. جهت نمونه

برای  00واکنش پلیمرازی مجزا جفت پرایمر مربوط به ژنوتیپ 

اهده نگردید. برای تعیین و بالعکس هیچ باندی مش 00ژنوتیپ 
، 201، 401، 001، 201، 01، 0های سریالی )(، رقتLODحد تشخیص )

تهیه گردید. میزان  HPVهای ( برای هر کدام از ژنوتیپ701، 601
LOD  92، 92، 011، 011، 011، 011ترتیب رقت  )به 00برای سویه 

، 92، 92 ،011، 011، 011، 011) به ترتیب  00( و برای سویه 91، 011،
عنوان  ( بهLOD( بود. در روش فوق این حد تشخیص )92، 011

درصد از  92کمترین غلظت تعیین شد و در آن بیش از 
همراه داشت. نتایج نشان داد   های تکراری نتایج مثبتی بهآزمایش

طور مداوم نتایج مثبتی برای هر دو که کمترین غلظتی که به
. بنابراین حد 0 شکلر بود کپی/میکرولیت  01ژنوتیپ داشت نسخه 

کپی/ میکرولیتر برای دو   01یافته تشخیص برای روش توسعه
در این مطالعه تمامی آزمایشات  تعیین شد. 00و 00ژنوتیپ 

نتایج مطالعه نشان داد که واکنش در حداقل سه بار تکرار گردید. 
لیتر خطی بوده و حساسیت واکنش در این میلی 921 -21های رقت

های تکرارپذیری کپی در هر واکنش بود. آزمون 21روش 
های سریالی نام برده انجام گردید سنجی در رقتسنجی و بیندرون

که نشان داده  گردد. همانطورمشاهده می 3و نتایج در جدول 
های آزموندست آمده در  به Ctشده است ضریب تغییرات 

 0متر از ها کسنجی برای تمام رقتسنجی و بینتکرارپذیری درون
دهنده این موضوع است که روش فوق  درصد بود که خود نشان

در ارزیابی توسعه  .3باشد جدول دارای تکرارپذیری بالایی می
این روش با دقت بالا  ،Multiplex Real-Time PCR روش

را شناسایی نماید. بر اساس مقدار   33و  32توانست دو ژنوتیپ 
( روش فوق در مقایسه با  792/1کاپای محاسبه شده ) کاپا برابر با 

کیت تطابق بالایی را نشان داد. اختصاصیت و حساسیت روش 
درصد محاسبه شد.  79درصد و  211ترتیب یافته بهبالینی توسعه

های پرخطر و  های مورد مطالعه به سایر ژنوتیپمونهاگرچه ن
)بر اساس تشخیص با کیت تشخیصی( آلوده بود،  HPVخطر کم

درستی با روش فوق شناسایی گردید. به 00و  00های اما ژنوتیپ
( برای %12نمونه ) HPV ،24پاپ اسمیر دارای عفونت  01از 

انی بیشتری را فراو 32ژنوتیپ مثبت بودند.  33و  32های ژنوتیپ
( از %11نفر ) 22نشان داد؛ بدین صورت که  33ژنوتیپ نسبت به 

 33ژنوتیپ ( آنها برای %6نفر ) 3و  32ژنوتیپ بیماران مبتلا به 
 درصد 1همچنین، عفونت همزمان با دو تیپ نیز در  مثبت بودند.

با ژنوتیپ ها مشاهده گردید. با این وجود، در هر دو از نمونه
های مثبت بر اساس پرایمر و روش فوق، سیگنال استفاده از 

دهنده های اختصاصی مشاهده گردید که خود نشانپروب
های در نمونه HPVحساسیت و دقت بالای تکنیک برای ردیابی 

  .باشدانسانی می
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 Ctو میانگین  Real-Time PCRها برای واکنش سازی دما و غلظت پرایمرها و پروببهینه .2جدول 

 Ctمیانگین  (C°)تغییرات دمایی  Ct RFUمیانگین  غلظت پروب غلظت پرایمر ژنوتیپ

HPV 31 

2/1 10/1 90/16 216 c062 13/14 
1/1 2/1 07/10 2961 c061 96/14 
4/1 1/1 12/16 1430 c022 29/10 

HPV 33 

2/1 10/1 43/17 069 c062 49/16 
1/1 2/1 62/12 746 c061 23/16 
4/1 1/1 16/31 2341 c022 22/19 

 

 
 فلورسانس تغییر و افقی محور روی آستانه هایسیكل . تعدادHPVهای به ژنوتیپ مربوط پرایمرهای حساسیت تعیین برای مختلف هایرقت آستانه در منحنی .3شکل 

  محور عمودی نشان داده شده است.بر روی  ΔRn به دریافتی مربوط
 
 

 تکرار پذیری درون سنجی و بین سنجی آزمون. 3جدول 
  تکرارپذیری درون سنجی تکرارپذیری بین سنجی

CV (%) Mean Ct ± SD رقت (copy/ μL) CV (%) Mean Ct ± SD رقت (copy/ μL) ژنوتایپ 
92/2 
14/2 
31/2 
96/1 
42/2 
73/1 
13/2 
23/2 

14/1± 26/30 
29/1± 92/31 
03/1± 23/31 
09/1± 46/16 
32/2± 39/13 
19/1± 19/11 
16/1± 29/26 
37/1± 09/23 

2 
212 
211 
213 
214 
210 
216 
219 

23/2 
16/2 
30/1 
60/1 
62/2 
16/2 
13/1 
74/2 

19/1± 12/34 
27/1± 94/32 
62/1± 09/17 
32/1± 40/10 
40/1± 42/11 
29/1± 21/22 
17/1± 26/24 
03/1± 63/21 

2 
212 
211 
213 
214 
210 
216 
219 

 
 
 
 

HPV31 

 
 

21/1 
34/2 
09/1 
32/1 
24/2 
16/2 
11/1 
06/1 

12/1± 64/33 
41/1± 16/31 
21/1± 71/12 
02/1± 01/10 
16/1± 29/11 
32/1± 24/22 
12/1± 92/20 
17/1± 42/22 

2 
212 
211 
213 
214 
210 
216 
219 

27/1 
42/2 
06/2 
62/1 
94/1 
73/2 
13/1 
42/1 

34/1± 71/33 
43/1± 06/32 
03/1± 14/17 
09/1± 34/16 
26/1± 29/13 
41/1± 43/27 
13/1± 31/26 
19/1± 90/21 

2 
212 
211 
213 
214 
210 
216 
219 

 
 
 
 

HPV33 
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 بحث

باعث افزایش حساسیت  HPVهای تشخیص دقیق ژنوتیپ
های محدودیتشود. های دهانه رحم میغربالگری برای بدخیمی

هنگام سرطان  های هیستولوژی در تشخیص زودموجود در تست
هایی با دقت و حساسیت بالا بر دهانه رحم، باعث طراحی روش

توانایی تشخیص سریع و  20گردید.  HPVبرای غربالگری  PCRپایه 
دارای اهمیت زیادی است،  HPVهای پرخطر ژنوتیپاختصاصی 

ضایعه قبل از شدیدتر شدن بیماری  که در تصمیم به درمان  چرا
نیز بر روی   HPVخطر بر این، انواع کم کند. علاوهکمک زیادی می

دهنده اهمیت ثیر منفی گذاشته که نشانکیفیت زندگی افراد تا  
هایی که قادر به سنجش 26است. HPVردیابی و شناسایی انواع 

وژی و باشد، درک ما را نسبت به اپیدمیول HPVتمایز دادن انواع 
 Time PCR-Real روش 29نماید.تسهیل می HPVشناسی آسیب

که با فلوروفورهای   TaqManبا استفاده از کاوشگرهای اختصاصی 
اند، روشی سریع، دقیق و جذاب برای گذاری شدهمتفاوت برچسب

 22شناسایی همزمان چندین ویروس در یک ویال است.
خطاهای ذاتی در پلکس کردن این واکنش امکان ایجاد مولتی

انجام چندین واکنش خاص برای یک نمونه مجزا را کاهش 
Time -Multiplex Taqman Realبا این حال، روش  27،22دهد.می

PCR صرفه بودن، سرعت  به دارای مزایای زیادی از جمله مقرون
بالا، حساسیت بسیار زیاد، کاهش احتمال آلودگی محصولات، 

ها و تکرارپذیری واکنش نهزمان حجم بالای نموبررسی هم
مطالعه حاضر با هدف توسعه و اعتبارسنجی یک روش  11باشد.می

Multiplex Taqman Real-Time PCR  بر پایه ژنE6  برای
نتایج  طراحی و اجرا شد. 33و  32های ژنوتیپتشخیص سریع 

بوده و توانست با دقت  16972نشان داد که این روش دارای کاپای 
بالا دو ژنوتیپ مذکور را شناسایی نماید. همچنین، مقایسه نتایج 
با کیت تجاری مورد استفاده، تطابق بالایی را نشان داد. حساسیت 

 درصد 97به ترتیب  00و  00های و ویژگی این روش برای ژنوتیپ
ای توسط محمدی و در مطالعه دست آمد. به درصد 011و 

پلکس برای شناسایی همکاران، روشی مشابه با استفاده از مولتی
توسعه  E7و  E6های با تمرکز بر ژن HPVهای پرخطر سویه

ویژه ، بهHPVژنوتیپ  02زمان یافت. هدف آنها شناسایی هم
بود. آنها گزارش دادند که این روش دارای  02و  06های سویه

درصدی برای این دو  011درصدی و اختصاصیت  92حساسیت 
است. همچنین، مطابق با مطالعه آنها، با این  02و  06ژنوتیپ 
زمان چند ژنوتیپ را شناسایی کرد. آنها طور همتوان بهروش می

در  20صرفه توصیف کردند. به این روش را مناسب و مقرون
بیمار مبتلا به  292ای دیگر، بوادا و همکاران با بررسی مطالعه

های پلکس برای بررسی ژنوتیپسرطان دهانه رحم، از روش مولتی
استفاده کردند. آنها   E6/E7و  L1های بر پایه ژن HPVپرخطر 

درصدی برای  22گزارش دادند که روش فوق دارای حساسیت 
نشان  بود و 06تیپ درصدی برای شناسایی ژنو 96غربالگری کلی و 

تواند دقت های مختلف میدادند که استفاده همزمان از ژن
تجزیه تحلیل مطالعه آنها نشان داد که  تشخیص را افزایش دهد.

دارای سنجش یکسانی برای  E6/E7های و هم ژن L1هم ژن 
 22باشد.در سرطان دهانه رحم می HPVهای پرخطر تشخیص سویه

برای ردیابی  Real-Time PCRروش  از اردلان و همکاران نیز 
HPV  06ژنوتیپ  4نمونه مثبت استفاده کردند و توانستند  72در ،
را با این روش ردیابی نمایند. نان با وجود موفقیت در  6و  00، 02

 20های این روش نیز اشاره کردند.شناسایی، به برخی محدودیت

ن مبتلا به ز  011مارهاش و همکاران در عراق، با مطالعه بر روی 
را برای  Multiplex Real-Time PCRسرطان دهانه رحم، روش 

ها این روش به کار گرفتند. آن HPVهای پرخطر تشخیص ژنوتیپ
، 06های صرفه، دقیق و سریع معرفی کرده و ژنوتیپ به را مقرون

شده در جمعیت مورد های مشاهدهترین ژنوتیپرا شایع 00و  02
ای دیگر، دسنویز و همکاران به در مطالعه 24مطالعه گزارش کردند.

سازی نسبی بیان توسعه و اعتبارسنجی روشی برای تشخیص و کمی
پرداختند.  HPV 02و  06های در ژنوتیپ E7و  E6های انکوژن

کننده عنوان تکمیلتواند بهآنان پیشنهاد دادند که این روش می
یعات های سنتی برای پیگیری بیماران در معرض ضاتست
تفاوت در نتایج   22سرطانی مورد استفاده قرار گیرد.پیش

شده در مطالعات مختلف ممکن است به دلیل اختلاف در  گزارش
ها، سبک زندگی، مناطق جغرافیایی، مرحله بیماری، توزیع ژنوتایپ

اجتماعی و عوامل اپیدمیولوژیک محلی باشد. -شرایط اقتصادی
و 26های جهانییاری از جمعیتدر بس 02و  06های اگرچه ژنوتیپ

بیشترین شیوع را دارند، اما انجام مطالعات اختصاصی بر  27ایران
نیز ضروری به نظر  00و  00های پرخطر دیگر نظیر روی ژنوتیپ

 .رسدمی
 

 گیریتیجهن

یافته یک روش   توسعه PCR Multiplex Real-Timeروش 
 HPVهای پرخطر صرفه برای شناسایی ژنوتیپ به کارآمد و مقرون

عنوان باشد. این روش بهبا حساسیت و اختصاصیت بسیار بالا می
یک روش مناسب تشخیصی اختصاصی و قابل دسترس است که 

 به ،HPVزمان چندین ژنوتیپ طور همتوان توسط آن بهمی
را ردیابی کرد. همچنین،  00و  00خصوص دو ژنوتیپ مهم بالینی 

ع با دقت و کارایی بالا جهت تواند یک روش جامروش فوق می
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باشد که قادر  HPVخطر های پرخطر و حتی کمغربالگری ژنوتیپ
است. با توجه  HPVهای مرتبط با به تشخیص زودهنگام بیماری

های این مطالعه مانند کوچک بودن جمعیت و به محدودیت
های بررسی شده، مطالعات بیشتر بر روی تعداد کم نمونه

های متفاوت ها با ژنوتیپو تعداد بالاتر نمونههای بزرگتر جمعیت
HPV های دیگر این مطالعه باشد. از محدودیتدر ایران می
و عدم بررسی  00و  00توان به ردیابی اختصاصی دو ژنوتیپ می

طور جداگانه  اشاره کرد. همچنین، مقایسه و ها بهسایر ژنوتیپ
متفاوت  های مولکولیسنجش میزان حساسیت و دقت بین روش

مورد نیاز است تا یک برنامه غربالگری جامع  HPVبرای شناسایی 
 انجام گیرد.
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