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  علوم پزشکی اراكمقاله پژوهشی                                                                                                               مجله علمی پژوهشی دانشگاه

 18-1391،25، شهریور )63شماره پیاپی  (4، شماره15                                                                                                                     سال 
 

 Real-timeوسیله روش ه  بHIV-1 ویروس RNAتشخیص سریع 
Transcription mediated amplification 

  
  4 ،سعید پریان3زاده ، مهدیه موندنی2، بهزاد خوانساري نژاد1، سمیرا محمدي یگانه*1مهدي پریان

 
   بیوتکنولوژي پزشکی، گروه بیوتکنولوژي پزشکی، انستیتو پاستور ایران، تهران، ایران دکتراي دانشجوي-1
 شناسی، دانشگاه علوم پزشکی اراك، اراك، ایران ی و ایمنیشناس شناسی پزشکی، گروه میکروب  ویروسدکتراي دانشجوي -2

 مولکولی و ژنتیک پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی همدان، همدان، ایران مولکولی، گروه پزشکی  پزشکی دکتراي  دانشجوي -3

 ایران  مشهد، دانشگاه علوم پزشکی مشهد،  پزشکی عمومی،-4

 
 27/7/90: تاریخ پذیرش 12/4/90: تاریخ دریافت

 

  چکیده
 را در HIV-1اند که قادرند با حساسیت و ویژگی متفاوتی  هاي ملکولی متعددي توسعه یافته روش: هدف زمینه و

کارگیري یک ه در این مقاله نتایج حاصل از یک مطالعۀ ارتباط سنجی در راه اندازي و ب. هاي بالینی تشخیص دهند نمونه
  .  ارائه شده استHIV-1دماي ویروس   هم نوین جهت تشخیص Real-time PCR TMAروش 

 توسط نرم افزارهاي اختصاصی و Molecular Beaconست پرایمر و پروب ، این مطالعۀ مقطعیدر : ها مواد و روش
براي تعیین حساسیت آنالیتیک واکنش از .  طراحی شدHIV-1 ویروس pol جفت بازي از ژن 176براي یک ناحیۀ 

براي . عنوان استاندارد استفاده شده هاي حاصل از رونویسی در آزمایشگاه، بRNAی کپ 107- 10هاي لگاریتمی  رقت
ه  ببودن آنها   استفاده شد که پیش از این مثبت و منفی لینی هاي با ارزیابی حساسیت و ویژگی کلینیکی واکنش از نمونه

  .وسیلۀ یک تست تجاري معتبر تایید شده بود
 . در نظر گرفته شددرصد 3/93لیتر و   کپی در میلی500نیکی این روش به ترتیب معدل  حساسیت آنالیتیک و کلی:ها یافته

گونه  گردند و مطالعات بیوانفورمانیکی هیچ  متصل میHIV-1هاي اختصاصی  پرایمرها و پروب طراحی شده تنها به توالی
ویژگی کلینیکی روش . ان نشان ندادندهاي انتقال یابنده از طریق خون و ژنوم انس واکنش متقاطعی با ژنوم سایر ویروس

 راه اندازي شده، مورد آزمایش قرار Real-time TMAوسیلۀ روش ه  نمونۀ منفی ب20طور تجربی و با بررسی  هنیز ب
 . در نظر گرفته شد درصد100گرفت و معادل 

 هتواند ب ی میعلت دارا بودن سرعت، حساسیت و سادگ هاندازي شده ب  راهTMA  Real-timeروش: گیري نتیجه
هاي خون و پلاسماي بیماران استفاده   در نمونهHIV-1دماي ویروس   عنوان ابزار مفیدي جهت تشخیص سریع و هم

  .شود
  تکثیر بواسطه نسخه برداري پروب، مولکولار بیکن، ،1ویروس نقص ایمنی اکتسابی : يواژگان کلید

  
  
  
  
  
  وه بیوتکنولوژي پزشکی تهران، انسیتورپاستور ایران، گر:نویسنده مسئول*

Eami: mparyan@gmail.com 
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  مقدمه
 ه میلیون نفر ب33در حال حاضر در سطح جهان، 

 Human)   انسان اکتسابیویروس نقص ایمنی

immunode ficiency virus-HIV) 1(باشند می آلوده( .
 معضلات ترین مهم جمله از HIV-1  عفونت با ویروس

 پیشرونده مزمن و  اريبیم. شود میجهان محسوب  بهداشتی
عفونت با نهفتگی طولانی مدت از خصوصیات بارز دورة 

از هاي جدید  از عفونت درصد 90بیش از  .ویروس استاین 
 دستگاه تناسلی و دستگاه گوارش ی مخاطهاي  پوششطریق

 بسته به نواحی HIV-1راه عمده انتقال . )2(دنده رخ می
 منجر HIV-1 با فونتع. )3(جغرافیایی مختلف متفاوت است

  توسعهو TCD4هاي  سلول تعداد کاهش تدریجی به
در اي  ماکروفاژها نیز از اهمیت ویژه. شود می ایدز بیماري
درگیر در انتقال از  اصلی ، به عنوان سلولHIV-1 پاتوژنز
 رسد به نظر می علاوه بر این،. دنرس به نظر می مخاط

  مقاومHIV-1سیتوپاتیک  در برابر اثرات ماکروفاژها
  نقش حیاتی درآنهارود   به طوري که گمان میباشند می

  .)4-6(انتشار ویروس داشته باشندو هفتگی ن ویروس، بقاي
، HIV-1اصلی تشخیص عفونت  روش شایع و

  اینهاي اختصاصی علیه  آنتی بادي سرولوژیکردیابی
  سرولوژیکهاي روش. فرد بیمار استادر سرم  ویروس

 ترین مهماز جمله . باشند می نیز هایی داراي محدودیت
 سرولوژي عدم تشخیص موارد هاي روشهاي  محدودیت

و زمانی است ) Window Period (عفونی در دورة پنجره
. )7( بیمار بالا نرفته استایمنی شناختیهاي  که هنوز شاخص

 سرولوژي وجود هاي روشهاي  از محدودیتدیگر یکی 
بی عفونت در نوزادان  امکان ارزیا و عدمبادي مادري آنتی

 این در .)8-10، 3(باشد یمثبت م HIV-1متولد شده از مادران 
-Real و RT-PCR  مولکولی از جملههاي روش شرایط،

time RT-PCR مناسب براي تشخیص عفونت هاي روش 
HIV-1 هاي حرارتی  ها وابسته به سیکل این روش .هستند

از به دستگاه ن نییا جهت تکثیر اسید نوکلئیک بوده و بنابر
ها علاوه بر  از طرفی، این تکنیک. )12، 11(ترموسیکلر دارند

RNAقابلیت تکثیر ،DNA را نیز داشته و آلودگی RNA 

 مشکل تواند می ژنومیک DNAتخلیص شده از سلول با 
توان نتیجه گرفت که  ساز باشد و با این شرایط نمی

  همگی حاصل تکثیرRT-PCRیافته در  محصولات تکثیر
RNA13(اند  بوده(.  

هایی مانند  کارگیري تکنیکه با ب
Transcription mediated amplification-TMA که 

باشد،  دما می صورت همه یک روش تکثیر اسید نوکلئیک ب
 و امکان تکثیر شود میامکان گذر از چنین مشکلاتی فراهم 

DNAمزیت مهم دیگر این تکنیک نسبت به .  وجود ندارد
 .عدم نیاز به دستگاه ترموسیکلر است ،RT-PCR هاي روش

 TMAتکنیک  که ها باعث شده این مزیتتمامی وجود 
 .ها بیابد اي در شناسایی میکروارگانیسم بتواند جایگاه ویژه

، ی ویروسRNAاین روش براي تکثیر و آشکارسازي ژنوم 
اي جهت   زیرا نیاز به مرحله جداگانهباشد میبسیار مناسب 

 همطالعتا کنون چندین . )14، 13(داردوس نبرداري معک نسخه
. اند  کرده گزارشها براي تشخیص ارگانیسمرا  TMAروش 

 NASBA) Nucleic Acid Sequence Based از جمله

Amplification(براي ردیابی تغییر بیان  RNAمربوط به  
pp67  وIE1کد شده توسط ویروس  CMV)15( . و

 پنومونیه، کلامیدیا  ردیابی همزمان مایکوپلاسماچنین هم
از . )12(هاي تنفسی هاي لژیونلا در نمونه پنومونیه و گونه

ه  این مطالعۀ اعتبار سنجی، راه اندازي و بهدف ازرو  این
  جهت تشخیصTMA  Real-time یک روشکارگیري

ه تا با استفاده از آن بتوان عفونت با این  بودHIV-1 ویروس
  .یص دادهاي پلاسما تشخ ویروس را در نمونه

  
 ها مواد و روش

 نمونۀ 30در مجموع از  ،تجربیمطالعۀ این  در
   . استفاده شدHIV-1 به آلودهپلاسماي 

هاي ژنوم  توالیجهت طراحی پرایمر و پروب، 
 و با استفاده از دریافت NCBIاز سایت  HIV-1 ویروس

انجام شد  یویروس هاي ردیفی ژنوم هم ،Mega4 افزار نرم
 حفاظت شده انتخاب و براي طراحی پرایمرنطقه مبهترین تا 

با استفاده از نرم  سپس . مورد استفاده قرار گیردو پروب
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 سازگاري Beacon designer7 و  Oligo6افزارهاي
 بررسی و پروب هاي انتخاب شده براي طراحی پرایمر توالی

 هاي مورد نظر از نظر ساختار ثانویه در نرم افزار  و توالی

Mfold  وOligo analyzer3مورد بررسی قرار گرفت . 

بیشترین و داراي   جفت باز176  به طولHIV-1 از polژن 
بهترین مناطق حفاظت شده در ژنوم ویروس بود که این 

  Molecular Beaconو پروب منطقه براي طراحی پرایمر
  .)1جدول(استفاده شد

  
  HIV-1 توالی پرایمرهاي مربوط به دو ویروس .1جدول

  `GTACAGTGCAGGGGAAAG 3 `5  ترفپرایمر 
  `AATTCTAATACGACTCACTATAGGGCCAGAGIAG(C/T)TTTG CTG 3 `5 برگشتپرایمر 
  TET-5` GGCGTGGGTTTATTACAGGGACAGCAGAACGCC 3`-BHQ-1 پروب 

  
 ویروسی با استفاده از کیت ژنوماستخراج سپس 

بر اساس  (QiaAmp RNA mini kit)  کیا ژناستخراج
 140 با حجم نمونه  و کیترکت سازنده شدستور العمل

 .گرفت صورت میکرولیتر 

  TMAبا تکنیک HIV-1تشخیص ژنوم ویروس 
Real-time  

با  ها، به جزء آنزیم تمام اجزاي مورد نیاز
هاي مشخص و تعیین شده وارد مخلوط واکنش  غلظت

 دقیقه در دماي 3مخلوط حاصل به مدت . )2جدول(شدند 
 41 دقیقه در دماي 3مدت ه پس بسو  گراد  درجه سانتی65

 ترکیبسپس به سرعت  و شد  حرارت داده گراد درجه سانتی
مدت ه تیوب بپس از آن  .آنزیمی به مخلوط اولیه افزوده شد

گراد انکوبه و اطلاعات   درجه سانتی41 دقیقه در دماي 120
آوري  مربوط به شدت افزایش فلورسانس در هر دقیقه جمع

  .گردید
) حساسیت آنالیتیک(حد تشخیص براي تعیین 

 محصولات رونویسیهاي حاصل از RNAواکنش، از 
PCRبه منظور . عنوان استاندارد استفاده شده  کلون شده، ب

 واکنش رونویسی در آزمایشگاه، RNAتولید استانداردهاي 
)Invitro-Transcription(  با استفاده از محصولاتPCR 

و با استفاده از ر میکرولیت 50در حجم نهایی کلون شده 
 TranscriptAid™ T7 High Yieldآنزیم 

Transcription Kit (Fermentas) انجام ،
  ).3جدول(گردید

  
  
  

  TMA   Real-timeاجزاي لازم براي واکنش .2جدول
  غلظت اجزاي واکنش
Tris-HCL  40مولار  میلی  

KCL  50مولار  میلی 
DTT  1مولار  میلی  

Mgcl2 3مولار  میلی 
  مولار  پیکو10 ر فورواردپرایم

  مولار  پیکو10 پرایمر ریورس
  مولار  پیکو10 پروب

dNTP 4/0مولار  میلی 
NTP 8/0مولار  میلی 

DMSO 5درصد  
  واحدRNase   12مهار کننده

  واحدM-Mulv  8 آنزیم
  واحد20  پلیمرازT7  RNA آنزیم
  آوري شدت افزایش فلورسانس در هر دقیقه جمع

 
  

  رونویسی در آزمایشگاه اجزاي لازم براي فرآیند .3جدول
  غلظت  اجزاي واکنش

   میکرولیترX 5  5بافر نسخه برداري 
  مولار  میلی1  هاNTPترکیب 

   واحدRNase   5/12مهار کننده
  واحد20  پلیمراز T7 RNA آنزیم

 گرم  میکروPCR   1محصول
  میکرولیتر50تا حجم   DEPCآب حاوي

  ساعت2 به مدت درجه سانتیگراد 37ي انکوباسیون در دما
  

  تولید شده در فرآیندRNA از DNAزدودن 
  رونویسی در آزمایشگاه
 داراي بخش وکتور DNA از آنجایی که

دست آمده ه  بRNAت باشد، اگر محصولا پروموتري می
شود، جواب مثبت کاذب  TMA مستقیماً وارد واکنش

 DNAخوبی ه بمحصولات  باید رو از این. خواهیم داشت
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 DNase (Fermentas) از آنزیمبدین منظور . شوندزدایی 

I عاري از RNase  براي حذف آلودگیDNA  وکتوري
 فعالیت این آنزیم بسیار زیاد که  اینبه علت. استفاده شد

 واحد از آنزیم براي این هدف کافی 5 الی 4است حدود 
  دوDNA قادر است DNase I آنزیم از آنجایی که. است

شود را نیز   تولید میTMAاي که در حین فرآیند  هرشت
ه  بنابراین باید بسیار دقت شود که این آنزیم ب،تخریب کند

 هایی که به DNAطور کامل از محیط حذف شود تا به 
کنند،   عمل میTMAعنوان مولکول حد واسط در فرآیند 

 محصولات DNase Iبراي تخریب آنزیم . آسیبی نرساند
 قرارگراد  درجه سانتی 70 دمايدقیقه در 15مدت ه واکنش ب

ساخته شده بدین روش، با  RNA  اندکی ازمقدار . گرفت
تعداد  و از طریق دانسیته نوري، گیري  اسپکتروفتومتر اندازه

  .گردید  محاسبه  RNAهاي مولکول
هاي  دست آوردن حساسیت روش، رقته براي ب

نویسی رو فرآیندصورت ه  ساخته شده بRNAاز لگاریتمی 
در  107-10در آزمایشگاه تهیه گردید که معادل تعداد کپی

  .لیتر بود میلی
  
  
  

  حساسیت و ویژگی 
 30جهت تعیین حساسیت کلینیکی در مجموع از 

براي تعیین ویژگی .  مثبت استفاده شدHIV-1نمونۀ 
آنالیتیک روش تشخیصی، علاوه بر بررسی صحت اتصال 

 NCBIظر در پایگاه اختصاصی پرایمرها به الگوي مورد ن

nucleotide BLASTهاي  ، از چند نمونۀ ژنوم ویروس
، HCV، HTLV-1 از قبیل منتقل شونده از طریق خون

HHV-8 ،HHV-6 ،B19 ،VZV ،EBV ،HSV-2 ،
HSV-1 و HBV  استفاده شد و به منظور تعیین ویژگی

 در آنها HIV-1 نمونۀ منفی، که عدم وجود 20کلینیکی از 
 سرولوژي و ملکولی تجاري معتبر هاي روش با استفاده از

هاي بالینی مثبت و  تمامی نمونه. تأیید شده بود، استفاده شد
دست ه منفی از آرشیو آزمایشگاه بیمارستان دي تهران ب

  .آمدند
  

  یافته ها
 راه Real-time TMA واکنش این مطالعه در

اطلاعات  .انجام شد HIV-1 نمونه 30 بر روي  شدهيانداز
آوري   به شدت افزایش فلورسانس در هر دقیقه جمعمربوط

 ).1شکل(دگردی

 

  
  Real-time TMAافزایش فلورسانس   نمودار.1شکل 
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  TMAو پروبپرایمر آنالیتیک  بررسی ویژگی
Real-time:  

 طراحی شده با استفاده از  و پروبهاپرایمر  توالی
 NCBIسایت موجود در  Nucleotide BLASTنرم افزار 

 ه قرار گرفتمورد ارزیابی ویژگی آنالیتیک  منظور بررسیبه
و مشخص گردید که پرایمرها و پروب طراحی شده تنها به 

گونه  گردند و هیچ  متصل میHIV-1هاي اختصاصی  توالی
واکنش متقاطعی با سایر عوامل مداخله کننده احتمالی وجود 

 روش، از ویژگی آنالیتیک این  عملیبراي بررسی. ندارد
، HCV ،HSV-1 ،HSV-2 ،CMV هایی مانند یروسو

HBV ،EBV ،B19  وHTLV-1  استفاده شد که هیچ یک
  TMAها پس از انجام واکنش مربوط به از این پاتوژن

Real-time تکثیر قابل مشاهده نشان نداد که تائیدکننده ،
 .باشد  مناسب این روش میویژگی آنالیتیک

  
 TMA  Real-timeحد تشخیص روشتعیین 

یا به عبارت  حد تشخیص وبراي تعیین 
 RNAلگاریتمی  هاي ت، از رقTMA  Real-timeدیگر،

.  شد استفادهرونویسی در آزمایشگاه تولید شده با روش
در کپی  200و  500 ،1000 ،5000 ،10000هاي  رقت
 شده به پلاسماي منفی افزوده رونویسی RNA از لیتر میلی

 TMA  Real-timeواکنش، RNA پس از تخلیص  وشد
صورت پنج ه  از هر رقت تهیه شده ده واکنش ب.انجام شد

گونه که در  همان. تکرار در دو روز مختلف انجام شد
 این روش  آنالیتیکحساسیت نشان داده شده است 4جدول 
  .لیتر در نظر گرفته شد کپی در میلی 500معادل 

  
 با Real-time TMAش تعیین حساسیت آنالیتیک رو .4جدول

  هاي مختلف ژنوم ویروسی رسی رقتبر
تعداد موارد مثبت 

HIV-1 
کل تعداد آزمایشات 

 انجام شده
کپی در (غلظت 

 )لیتر میلی
10  10  10000  
10  10  5000  
10 10  1000 
10 10  500 
6 10 200 

  

 نمونۀ 30  نیز،به منظور بررسی حساسیت کلینیکی
استفاده با  .مورد ارزیابی قرار گرفتند HIV-1داراي عفونت 

 نمونه براي ویروس 30 نمونه از 28از روش طراحی شده 
HIV-1در نتیجه حساسیت کلینیکی روش راه . مثبت شد 

 . در نظر گرفته شددرصد 3/93اندازي شده معادل 

 نمونۀ 20از   روشبه منظور تعیین ویژگی کلینیکی
 هاي روش در آنها با استفاده از HIV-1منفی که عدم وجود 

. ملکولی تجاري معتبر تأیید شده بود، انجام شدسرولوژي و 
رو   از این. یک از موارد نتیجۀ مثبتی مشاهده نشد در هیچ

 در نظر درصد 100گی روش راه اندازي شده معادل ویژ
 .گرفته شد

  
  بحث

-TMA  Realبه توسعه تکنیک  مطالعهاین در

timeویروس  براي تشخیص HIV-1انجام هدف.  پرداختیم 
 انتقال HIV-1اي، شناسایی و پایش ویروس  هچنین مطالع

یابنده در جمعیت و فراهم نمودن ابزاري مناسب جهت 
به . باشد می ویروس در یک فرد اینتشخیص امکان حضور 

ردیفی  منظور طراحی پرایمرهاي این واکنش، از هم
 از ژنوم این ویروس استفاده شد که هایی ناحیهچندگانه 

هاي مختلف  را در بین ایزولهبیشترین درجۀ حفاظت شدگی 
 پروب و بررسی حساسیت و ویژگی پرایمر. استدارا 

طراحی شده نشان داد که تنها قادر به شناسایی 
گونه واکنشی با ژنوم عوامل   هستند و هیچHIV-1 ویروس

تشخیص بیمارانی با تعداد کپی کم . ویروسی دیگر ندارند
چون  ی همعفونی مهمامل در تشخیص ع، در پلاسما ویروس
HIV-1 این  آنالیتیکحساسیت. ت استبسیار حائز اهمی 

لیتر  کپی در میلی 500  معادلHIV-1ویروس  روش براي
 نمونه از 28در تعیین حساسیت کلینیکی روش، . تعیین شد

 نمونه منفی 2 نمونه مثبت مورد آزمایش، مثبت شدند و 30
ی بر  پس از بررسی نتایج روش تجاري کم.گردیدگزارش 

روي این دو نمونه مشخص شد که تعداد کپی ویروس 
HIV-1 کپی در 132 و 433 در این دو نمونه معادل 
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رو کمتر از حد تشخیص تست    و از اینبودهلیتر  میلی
  .باشد اندازي شده می راه

 این تکنیک در مطالعات دیگري از جمله آیل و
 ’c وcهاي   براي تمایز ایزوله2003همکاران در سال 

 دي چنین هم. )16( مورد استفاده قرار گرفتHIV-1 ویروس
 HIV-1تستی براي تشخیص  2001همکاران در سال  بار و

 ویروس قادر به تمایز تشخیص که علاوه بر نمودندطراحی 
 کپی در 1000حساسیت این روش . هاي آن نیز بود ایزوله
  . )17(لیتر تعیین شد میلی

اران در همک و در مطالعه دیگر که توسط یائو جی
براي مقایسه دو کیت تجاري گران قیمت از نظر  2005سال 

حساسیت انجام شد حد تشخیص در این دو کیت بیش از 
 ندهده که این نشان لیتر گزارش شد  کپی در میلی500

 مزایاي این دیگراز . )18(حساسیت بالاي روش طراحی بود
 از دلیل استفادهه توان به اختصاصیت بسیار زیاد ب تکنیک می

هاي اسید نوکلئیکی هدف با  اختصاصی توالی گر کاوش
در این تحقیق سعی . استفاده از رنگ فلوروسنت اشاره کرد

اختصاصی مربوط به توالی کاملا حفاظت  گر شد تا کاوش
فلوروسنت نشاندار  و با رنگ طراحی، HIV-1شده ویروس

ه ب  راHIV-1تشخیص ویروس  استفاده از این کاوشگر. شود
  .سازد می امکان پذیر کاملا اختصاصیصورت 

  
  گیري نتیجه

Real-time TMA مزایایی نظیر افزایش سرعت 
از طریق کاهش زمان تکثیر، حذف مرحله آشکار سازي 
پس از تکثیر، حساسیت بالا و ساده بودن تکنیک را دارا 

در کنار حساسیت و اختصاصیت بالا، آسان بودن و . باشد می
از مزایاي عمده این تکنیک ) ساعت دو حدود(آنالیز سریع 

 به علاوه این سنجش روش مفید و سریع براي .باشد می
بیماران هاي مختلف  نمونهدر  پاتوژن عواملآشکار سازي 

هاي   براي ارزیابی عفونتتوان از آن می چنین هم. باشد می
گري واحدهاي خونی استفاده  در غربال HIV-1ویروس 

 سنتی غربالگري در انتقال يها روشرا جایگزین آن  و کرد
 .ساخت خون

  تشکر و قدردانی
ه محترم ب همکاران همه زحمات از وسیله بدین

ویژه جناب آقاي دکتر سیامک میراب سمیعی مسئول بخش 
ملکولی بیمارستان دي و جناب آقاي دکتر کیهان آزادمنش 
رئیس بخش ویروس شناسی انستیتو پاستور ایران که در تهیۀ 

را یاري نمودند، کمال تشکر و  ودهاي علمی مانمونه و رهنم
  .قدردانی را داریم
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