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Abstract 
 

Background and purpose: There are various methods for molecular detection of SARS-CoV2 

genome among which, PCR-based methods are the most reliable for making diagnosis. The majority of 

approved PCR kits for detection of Coronavirus are based on TaqMan real-time PCR which is expensive 

due to incorporating fluorescent and quencher-harboring probe. The aim of this study was to design a 

simple and affordable method for detection of SARS-CoV2 based on a more affordable SYBR green 

qPCR method.  

Materials and methods: Specific primers were designed for the virus nucleocapsid gene and 

the human control gene using Oligo software. The specificities of the primers were examined by Primer-

BLAST capability according to NCBI database. Nasal swab samples were obtained from 10 PCR-

confirmed COVID-19 patients and 10 healthy control people.  

Results: The designed reactions were performed in full compliance with the kit approved by the 

Ministry of Health to discriminate healthy individuals from COVID-19 patients. The Ct cut-off values 

calculated for N1 and N2 reactions were 39.72 and 39.69, respectively.  

Conclusion: The designed SYBR green-based reaction showed a potential role for detection of 

SARS-CoV2 genome in clinical samples and this method can be considered as a less-expensive alternative 

to TaqMan real time PCR if the primers and standard reaction conditions are properly designed. 
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 گزارش کوتاه
 

  معرفی یک متد تشخیصی براي شناسایی ژنوم ویروس 
SARS-CoV2 با استفاده از روش SYBR green Real-time PCR 

  
       1علیرضا مردمی

  2کناري عابدیان سعید
  چکیده

هاي مبتنی  اي متفاوتی براي تشخیص مولکولی ژنوم ویروس کرونا معرفی شده است که روشهروش و هدف: سابقه
براي  PCRهاي تایید شده ها براي تشخیص ویروس هستند. از آنجایی که اکثر کیتبر تکثیر ژنوم از موثرترین تست
هاي حاوي فلئورسنت و هستند که به دلیل استفاده از پروب TaqMan real time PCRتشخیص ویروس کرونا بر پایه 

طراحی روشی ارزان و ساده براي تشخیص ژنوم ویروس  هدف از این مطالعه ،لذابالایی دارند. کوئینچر هزینه تمام شده 
  ویروس بوده است. ژن نوکلئوکپسیدبراي  PCR- SYBR greenکرونا براساس تست کمی 

 Oligoافزار مرهاي اختصاصی براي ژن نوکلئوکپسید ویروس و نیز ژن کنترل انسانی به وسیله نرمپرای ها:مواد و روش
 هاي سوابمورد بررسی قرار گرفتند. نمونه NCBIپایگاه  Primer-BLASTقابلیت  وسیلهطراحی شد و از نظر اختصاصیت به

  دریافت گردید و وارد مطالعه شدند. نترلکفرد  10و نیز  PCRوسیله بیمار کرونایی تایید شده به 10بینی از 
هاي طراحی شده با انطباق کامل با کیت مورد تایید وزارت بهداشت عمل افتراق افــراد ســالم از افــراد واکنش ها:یافته

، N2و بــراي جفــت پرایمــر  72/39برابر با  N1واکنش براي جفت پرایمر  Ctبراي  Cut-offبیمار انجام گرفت به طوري که 
  محاسبه گردید. 69/39

پتانسیل شناسایی ژنوم ویروس کرونا در نمونــه  SYBR green real time PCRواکنش طراحی شده براساس  استنتاج:
توانــد بــه هاي بالینی را از خود نشان داد و این روش در صورت طراحی مناسب پرایمرهــا و شــرایط اســتاندارد واکــنش مــی

  مطرح گردد. TaqMan real time PCRتري براي روش عنوان جایگزین کم هزینه
  

  اختصاصی زنجیره اي پلیمراز، پرایمر شنکرونا، واک واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 هايیکی از موارد تاثیرگذار بر کاربرد گسترده تست

 هايباشد وطی بحرانها میتشخیصی، هزینه تمام شده آن
اپیدمیک، اهمیــت اقتصــاد ســلامت بــیش از پــیش عیــان 

  .)1(گرددمی
مــورد تاییــد بــراي تشــخیص ژنــوم  PCRهاي تست

ــا براســاس   TaqMan Real-Time PCRویــروس کرون

هاي حــاوي باشند که با توجه قیمت قابل توجه پروبمی
اي فلئورسنت و کوئنچر، هزینه تمام شــده قابــل ملاحظــه

تــوان می Real-Time PCRهاي . از دیگر روش)2(دارند
هــاي ه بدون پــروباشاره کرد ک SYBR greenبه روش 

ـــیله فلئورســـنت ـــاوي فلئورســـنت و بـــه وس   هـــاي ح
DNA-intercalating گیرد.انجام می  

  
     E-mail: abedianlab@yahoo.co.uk         د، مجتمع دانشگاهی پیامبراعظم، دانشکده پزشکیباآفرحجاده  17 ساري، کیلومتر -کناري سعید عابدیان مولف مسئول:

  انیرري، اساران، ندزپزشکی مام علوه نشگا، دایمنیانتیک ت ژمرکز تحقیقاژي، یمونولوا ياکتر. د1
 ري، ایرانساران، ندزپزشکی مام علوه نشگاژي، دایمونولووه اگر، یمنیانتیک ت ژمرکز تحقیقا. استاد، 2
 : 20/11/1400تاریخ تصویب :             9/8/1400اریخ ارجاع جهت اصلاحات :ت            10/7/1400 تاریخ دریافت  
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 ارتباط SYBR greenصحت و اختصاصیت واکنش 
تنگاتنگی با کیفیت پرایمرهاي طراحی شده داشــته و در 

توانــد اختصاصــیت صورت طراحی مناسب پرایمــر، مــی
. بنــابراین )3(ارائــه نمایــد TaqManقابل رقابتی بــا روش 

ــتتوســ ــق کی ــر اســاس عه دقی ــا ب ــاي تشخیصــی کرون   ه
SYBR green Real-Time PCR توانــد بــه کــاهش مــی

هاي تمام شده این تست تشخیصی کمــک شــایانی هزینه
این مطالعه با هدف طراحی یــک روش بــر پایــه  .)4(کند

SYBR green  براي تشخیص ژنوم ویروس کرونا و نیــز
  یرفت.هاي بالینی انجام پذارزیابی آن در نمونه

  

  مواد و روش ها
  طراحی پرایمر

از  RefSeqپرایمرهاي ایــن مطالعــه براســاس تــوالی 
ــان  NCBIپایگــاه  ــه ووه ــاي ایزول ــروس کرون ــراي وی ب

)NC_045512.2زار ـــافله نرمــوسیهــ) و بOligo 7.0  و
 براساس پنل تشخیصی توصیه شده براي مصرف اضــطراري

ز دو جفــت ) کــه ا02/05/2020در تــاریخ ( CDCتوسط 
ویــروس و یــک جفــت  Nucleocapsidپرایمر براي ژن 

 Rnase Pبراي ژن  RNAپرایمر به عنوان کنترل استخراج 
انسانی تشکیل شده اســت، طراحــی گردیــد. در فرآینــد 
طراحی سعی گردیــد پرایمرهــا فاقــد هــر گونــه ســاختار 

دایمر باشند. همچنــین  -ثانویه و فاقد قابلیت ایجاد پرایمر
یمرها بــه نــوعی تنظــیم گردیــد تــا دمــاي ذوب توالی پرا

)Tm 1) پرایمرها یک دماي مشخص باشد. جدول شماره 
باشــد. دهنــده تــوالی پرایمرهــاي طراحــی شــده مــینشان

 BLASTدهنده نتایج ترتیب نشانبه 2و  1شماره  تصاویر
انجــام  BLASTباشند. براساس می N2و  N1پرایمرهاي 

ــاي  ــده، پرایمره ــا  N2و  N1ش ــانی  DNAو  RNAب انس
هیچ برهمکنشی نداشته و تنها قابلیت تکثیر ژنوم ویروس 

 10کروناي ایزوله ووهان را دارا هستند. در این طــرح از 
نمونه سواب بینی مربوط به بیماران تایید شــده کرونــایی 
از مرکز آموزشی درمانی امام خمینی (ره) شهر ســاري و 

د علامــت کــه افــراد کنتــرل فاقــنمونه سواب بینی  10نیز 

، اســتفاده تاییــد شــده بــود PCRها با تســت عدم ابتلا آن
وسیله مســترمیکس به Real-Time PCRگردید. واکنش 
SYBR green  از شرکت یکتا تجهیز آزمــا و بــا مقــادیر

و با استفاده  2اجزاي واکنش ارائه شده در جدول شماره 
 طبق برنامه زمانی ذکر شــده در جــدول ABIاز ترموسایکلر 

چرخه انجــام گردیــد. بــه منظــور  50و به تعداد  3ماره ش
 تست پیشنهادي در افتــراق بیمــاران Cut-offدست آوردن هب

براساس حساســیت  ROC curveکرونایی از افراد سالم، 
کــه داراي قــدرت  Ctو اختصاصیت رسم شده و آســتانه 

ـــین گردیـــد. مقایســـه گـــروه   هـــاي افتـــراق باشـــد، تعی
ــق  ــار از طری ــالم و بیم ــرم t-testس ــیله ن ــه وس ــزار و ب اف

GraphPad Prism )Version 6.0.انجام شد (  
  

  qPCRتوالی پرایمر هاي استفاده شده واکنش هاي  :1جدول شماره 
  

Primer Product 
size Reference 

N1 Forward: TGGACCCCAAAATCAGCGAAAT 
N1 Reverse: TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCT 

74 bp MT705206.1 

N2 Forward: 
CTGGCAGTAACCAGAATGGAGAAC 
N2 Reverse: TTCCTTGCCATGTTGAGTGAGAG 

116 bp LC528233.1 

RNase P Forward: 
CCGCTCACCTTGGCTATTCAG 
RNase P Reverse: 
ACATTGCAGTGAGATGGATCCG 

193 bp NM_001104546.2 

  
  استفاده شده در این مطالعه qPCRاجزاي واکنش  :2جدول شماره 

  

  حجم (میکرولیتر)  جزء واکنش  
1  2x SYBR Green qPCR Mix  10  
2  Forward Primer (10 μM)  5/0  
3  Reverse Primer (10 μM)  5/0  
4  cDNA  5/0  
5  Passive reference Dye (50X)   5/0  
6  Water, nuclease-free  8 

 20  کل

  
  انجام شده در این مطالعه qPCRشرایط دمایی واکنش  :3جدول شماره 

 

  تعداد  زمان  ) C°دما (  مرحله
Initial Denaturation 95  3 1  دقیقه  

Denaturation  95  5 چرخه 50  ثانیه  
Annealing  59  5 ثانیه  
Extension  72  5 ثانیه  

Melting curve analysis  1  

  
  یافته ها و بحث

 که از Real-Time PCRصاصیت واکنشبررسی اخت
  اختصاصی ، نشان ازگردیدبررسی ذوبمنحنی رسم ریق ط
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نشان مــی دهــد پرایمــر  BLASTانسانی. نتایج  RNAانسان و  DNAبا ژنوم کروناویریدائه،  N1جفت پرایمر  Primer-BLASTنتایج  :1شماره  تصویر

 .انسانی واکنش نمی دهد RNAو  DNAژنوم کروناویریدائه واکنش داده و با طراحی شده فقط با 
  

 
نشان مــی دهــد پرایمــر  BLASTانسانی. نتایج  RNAانسان و  DNAبا ژنوم کروناویریدائه،  N2جفت پرایمر  Primer-BLASTنتایج  :2شماره  تصویر

  انسانی واکنش نمی دهد. RNAو  DNAطراحی شده فقط با ژنوم کروناویریدائه واکنش داده و با 
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 ها،که در نمودار تمامی واکنشطوريداشت. به بودن واکنش
). در مورد 3شماره  تصویروجود تک پیک مشهود بود (

Ct  ژنRNase P تمامی نمونه ،Ct نشــان  30تــر از پــایین
 و نیز RNase Pهاي به دست آمده براي  Ctدادند. مقایسه 

N1  وN2  ــا ارائــ 4در جــدول شــماره ه گردیــده اســت. ب
اي کــه قــادر بــه افتــراق  Ct، مقــادیر ROCآنالیز منحنی 

و  N1هــاي بیماران کرونایی از افراد سالم بودند براي ژن
N2  تعیین گردید به طوري کــه در مــورد جفــت پرایمــر
N1 مقدار ،Ct  وجــود ژنــوم نشان دهنــده قادر  72/39زیر

 100 نزدیک به کرونا با اختصاصیت و حساسیتویروس
 زیر N2 ،Ctباشد. همچنین در مورد جفت پرایمر درصد می

 100 نزدیــک بــه حساســیتهمراه با اختصاصیت و  69/39
دســت آمــد. براي افتراق بیماران از افراد ســالم بــه درصد

آمــده بــراي ژن  به دست ROCهمچنین براساس منحنی 
RNase P  ،انسانیCt  بــراي ایــن ژن مــرتبط  37بالاتر از

 گیريگردد تا نمونهصاصیت بوده و توصیه میبا کاهش اخت
ــی ــردد. منحن ــرار گ ــاي تک ــاي ژن ROCه و  N1 ،N2ه

RNase P  اند.نمایش داده شده 4شماره  تصویردر  

 در مطالعه حاضر یک راهبــرد تشخیصــی مبتنــی بــر
real time PCR SYBR green  بــراي تشــخیص ژنــوم

کــه بــا هاي بالینی پیشنهاد گردید ویروس کرونا در نمونه
ــایین ــه تمــام شــده بــه مراتــب پ ــه روش هزین ــر نســب ب ت

TaqMan real time PCR  فرآیند تشخیص را بــه انجــام
 هــايتري با تعداد نمونــهرساند. هر چند مطالعات گستردهمی

 بالا براي تعیین دقیق حساسیت و اختصاصیت و نیــز بررســی
  باشد.هاي جدید مورد نیاز میامکان تشخیص سویه

 
 ،N1هاي دست آمده در واکنشبه Ctمقایسه مقادیر  :4ره جدول شما

N2  وRNase P براي نمونه هاي بیماران مورد مطالعه  
  سطح معنی داري  ) Mean ± SDسالم (  ) Mean ± SDبیمار (  واکنش

Ct N1  33/81 ± 2/16  44/83 ± 4/15  001/0<  
Ct N2 34/43 ± 1/73  45/26 ± 2/12  001/0<  

Ct RNase P  28/94 ± 4/13 29/81 ± 3/69  622/0  

 
  سپاسگزاري

این مطالعه طــرح پژوهشــی مصــوب دانشــگاه علــوم 
ــی ــدران م ــت پزشــکی مازن ــت معاون ــا حمای باشــد کــه ب

و کــد اخــلاق  7280پژوهشــی دانشــگاه و بــا کــد طــرح 
IR.MAZUMS..REC.1399-7280 .به انجام رسیده است 

  

  

  
  

  باشد.هاي انجام شده مشهود می. وجود تک پیک در تمام واکنشc (RNase Pو qPCR )a (N1) ،b (N2 )هاي هاي ذوب واکنشمنحنی :3تصویر شماره 
 

  
  

، ROC. طبق محاسبه منحنی هاي RNase Pو  N1 ،N2انجام شده با پرایمرهاي  qPCRبراي واکنش هاي  ROCنشان دهنده منحنی هاي  :4تصویر شماره 
  .69/39و  72/39برابر است با به ترتیب  N2و  N1براي  Cut-offمقادیر 
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  و همکارانی مردم رضایعل     

  159      1400، اسفند  206دوره سی و یکم، شماره         مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                        

 گزارش کوتاه
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