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  مقاله پژوهشي

  
  

  هاي آن تعيين زير گروهو  HIV-1ويروس  POLكلونينگ ژن 

  ۳باغيان احمد قره ،۲زهره شريفي ،۱رعنا تبار اسد لاله
  
  

  هچكيد
  سابقه و هدف 

کـه   از دارديوسته و مداوم نيپ يمولکول يبه بررس ،در کشور HIVروسيو ير تکامليو س يکيتنوع ژنت ييشناسا
در ايـن مطالعـه از    .دهـد  هيجديد ارا يصيو تشخ يهاي درمان روش يطراح يدر راستا يديبتواند اطلاعات مف

  .استفاده شدHIV-1  اشکال در حال گردش ويروس يکيتوزيع و تنوع ژنت يابيجهت ارز ،نگيروش ژن کلون
  ها روش مواد و

 ـيتمام موارد معتاد تزر ،ندشد يبررس ،مثبت بودند HIV ،زاينمونه که با روش الا ۵۰ در يك مطالعه تجربي،  يق
 -Nested RTروش بـا  HIV-1روس يو پتازيکر ورس ترانسيژن ر .رال نداشتنديرتروو يبوده و سابقه درمان آنت

PCR وکتـور  سپس با اسـتفاده از  ر شد،يتکثي اختصاصآغازگرهاي استفاده از  با و PTZ-57RT   و کلـون شـد 
هـاي   تـوالي  با پتازيکر ورس ترانسيبه دست آمده از ژن ر يها يتوال .شد ين توالييمار تعين کلون از هر بيچند

سپس   .مرتب شد ClustalW ۸/۱ افزار با استفاده از نرم ،دست آمده بودرفرانس كه از بانك اطلاعات جهاني به 
  .رسم شد NJplot افزار نرم ک با استفاده ازيلوژنتيدرخت ف

  ها يافته
 آنـاليز نوكلئوتيـدها بـر    ،ندر شديتکث Nested RT-PCRنمونه با استفاده از روش  ۳۰ ،ينمونه مورد بررس ۵۰از 

 ـتا هـا سـاب   تمـام نمونـه   .ن کلون از هر فرد انجام شـد يچند استفاده از پتاز بايکر ورس ترانسيروي ژن ر پ ي
CRF35-AD بودند.  

  ينتيجه گير 
اطلاعـات   .مـاران اسـت  ين بيب در بين تحت گونه نوترکيتر عيشا،  CRF35-ADن مطالعه نشان داد که يج اينتا

 ـهاي ويروسـي در گـردش جامعـه،     تايپ پيرامون تنوع ژنتيكي ويروس در افراد و ساب  يتوانـد در طراح ـ  يم
  . هاي كنترل عفونت و درمان، مفيد باشد تشخيصي، برنامه يها روش
  ها، تنوع ژنتيكي  ، كلوني HIV1 :ات كليديكلم
 
 
 

 
  
  
  
  
  
  
  
  

  ۲۸/۶/۹۰   :تاريخ دريافت 
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: مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران ـ صندوق پستي دانشيارشناسي ـ  ويروس PhD :مؤلف مسؤول ـ۲
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 زهره شريفي و همكاران                                                                                                               HIV-1ويروس  POLكلونينگ ژن 

 

٢٨٢ 

 

   مقدمه 
 يمعضلات بهداشت از يکي ،دزيا يماريبدر حال حاضر     

شـويم،   هزاره جديـد مـي   وارد چنان كه هم. باشد يجهان م
 بين برنده سيستم ايمنـي بـدن انسـان يـا همـان      از ويروس

Human Immunodeficiency Virus )HIV (  در بــه خــطر 
نقـش بزرگـي   انـداختـن سـلامتي بشـر در سراسـر جهـان    

سـازمـان مـلل  ويس ـه شـده اخـير ازيآمـارهـاي ارا. دارد
ميليون نفـر از مردم جهان بـه   ۳۴ دهـد كه تقريباً نـشان مي

 ،ون نفـر يميل ۶/۵اين بيماري مبتلا هستند و هر ساله تعـداد 
  . گردد به اين مقدار افزوده مي

در حـال   ماننـد اسـت و   فاجعه انساني مربوط به ايدز بي    
 عليـه واکسـن مـؤثر    توليـد  يبرا يانداز روشن چشم ،حاضر

 يل اصليدلا). ۱(وجود ندارد ،دزيا يماريو ب HIVروس يو
کنتـرل   يمطمـئن بـرا   يکه باعث شده تاکنون راه يمهم و
 و فـراوان  يها وجود جهش ،روس در دسترس نباشدين ويا

  ،ل فشار سيسـتم ايمنـي بـدن   يروس به دليمتنوع در ژنوم و
پتـاز  يکر سنم تـرا يفقدان فعاليت تصـحيح در عملکـرد آنـز   

 ـو ير بـالا ي ـمعکوس و سـرعت تکث  کل يروس در هـر س ـ ي
 ـو يبين نـوترک يچن ـ هم ،ريتکث  جـاد يا. )۲(باشـد  يم ـ روسي
در افـراد  عفونت چندگانه  روس در اثريب وينوترک يها فرم
روس اسـت  ين ويدر ا اريبس يجاد تنوع ژنوميا عامل ،مبتلا

شـود کـه    يم يديب جدينوترک يها جاد سوشيمنجر به ا و
 بـه انـدازه سـاب    ،ننـت يکامبير يها ن فرمياز ا ينقش برخ

گزارش  رياخ يها يجاد پاندميروس در ايو ياصل يها پيتا
 در گـردش  ، وارداحتمال دارد سوش غالـب  .)۳(شده است

ل ين دليبه هم. جامعه شود كه بايد مورد شناسايي قرار گيرد
بـه خصـوص    يژنوم يها جهش يبر رو ياديز هاي همطالع
 ـکه منجر بـه مقاومـت دارو   يژنوم يها جهش جـاد  يو ا يي

؛ شود يروس ميو يکل زندگيس و عملکرد در اي ويژه رييتغ
 بـر  انجام شـده  هاي هبا توجه به مطالع .صورت گرفته است

 POLثابت شده است که ژن  ،HIV روسيو POL ژن يرو
 ـو يکل زندگيدر عملکرد و س و روس نقـش حيـاتي دارد   ي

ــز ــاي ميآن ــم و ه ــمه ــيHIV روسي ــاز يعن  ،)PR(پروتئ
در . کنـد  يم راکد )RT(پتازيکر ورس ترانسيور )IN(نتگرازيا
ــجــه اينت  ــ ين تحقي ــه برخ ــت شــده اســت ک ــات ثاب از  يق

  روز ـه بـمنجر ب ،دنشو يم جاديا POLژن  که در ييها جهش

   .گردند مي HIV روسيو در ييمقاومت دارو
هاي موجود در يك فرد بـه علـت    كه ويروس آنجايي از    

هاي فراوان هتروژن بوده و داراي ژنتيك يكساني  موتاسيون
فقط ژنتيـك يـك    مستقيم تعيين توالي روش با و باشند نمي

 ـگيرد، در ا ايزوله ويروسي مورد بررسي قرار مي ق ي ـن تحقي
 يژنـوم  يهـا  تفـاوت  ،کلون ينچنداستفاده از  باشده  سعي

 از .مورد بررسي قرار گيـرد  هاي موجود در هر فرد ويروس
كلون  و كريپتاز ريورس ترانس کامل ژن ين توالييتع يطرف

 يبــرا مفيــدي يتوانــد منبــع اطلاعــات مــي ،ژنن يــکــردن ا
جـاد شـده جهـت    يا يهـا  جهـش  مورد در يآتهاي  همطالع

 پيرامـون   اطلاعـات . دهد ارايه مقايسه سير تكاملي ويروس
 هـم  بيمارياين  در تشخيص HIV-1 ويروستنوع ژنتيكي 

بـه   اسـت  ثرؤم نيز اهداكنندگان غربالگري هاي روش چنين
هاي  طراحي كيت در افراد مبتلا يياين معني كه براي شناسا

طراحي  ،آوردن پاسخ صحيح براي به دست،  PCR و الايزا
ي تمـام سـاب   ياي باشد كه قابليت شناسا اوليه بايد به گونه

 =CRFs(هـاي نوتركيـب در حـال گـردش     فـرم  و هـا  تايپ

Criculating Recombinant Forms( و  باشـد  داشته را شايع
 بـر  يتجـار  يها تيک اغلب نباشد، Bفقط مخصوص گروه 

کـا  يآمر کـه در اروپـا و   انـد  شده يطراح Bپ ياساس ژنوت
تايـپ اصـلي در    ساب ييبنابراين شناسا. )۲(باشد يع ميشا

ــا   ــت شناس ــه جه ــر جامع ــردش ه ــريع ييگ ــي  س طراح
گـذاري جامعـه    سياسـت  ،هاي غربـالگري مناسـب   آزمايش

جهت درمـان و بررسـي مقاومـت در برابـر دارو ضـروري      
  . باشد مي
  

   ها روشمواد و 
دار تهيه  EDTAنمونه خون  ۵۰ اين مطالعه با استفاده از    

كننده به مراكـز بهداشـت كردسـتان     شده از معتادان مراجعه
 يري ـگ نمونـه  .زن بودنـد  %۸ ها مرد و نمونه %۹۲. انجام شد

  .بود يساده و مطالعه انجام شده تجرب
 

  :ويروسي RNAاستخراج 
ز پلاسماي افراد مبـتلا  ا HIV-1 روسيو RNAاستخراج     

 cDNAاختس ـ يبرا و روس انجام شديوبا اين به عفونت 

 High Pureتين کار از کيا يبرا. گرفت استفاده قرار مورد
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Viral RNA Kit غلظت .استفاده شد رُوش از شرکت RNA 
نـانومتر   ۲۶۰ در UV جذب نـور  زانيم يبررس از استفاده با

زان ي ـم،  RNAزان خلـوص  ي ـن ميـي تع يبـرا . محاسبه شـد 
  . محاسبه شدنانومتر  ۲۸۰/۲۶۰ جذب آن در

 
  : RT-Nested PCRواکنش 

انجام  )(INC تاكارا بيو تيبا استفاده از ک cDNAساخت     
م بـا  يآنزآماده متشکل از مستر ميكس  يت حاوين کيا. شد

 ، PCR بافر مناسب واکنش و )proof reading(تصحيح خطا
dNTPs و Loading Buffer ــت و ــااس ــزودن ب ــو اف   ،الگ

آب مقطـر   و ريـورس  و جلوبرنده و معكـوس  آغازگرهاي
واکـنش بـه    .باشـد  يم ـ  PCRآماده انجـام واکـنش   ،لياستر

 آغـازگر اسـتفاده از دو جفـت    بـا  و Nested PCRصـورت  
  .در دو مرحله انجام شد يو داخل يخارج

  
در مرحله اول و  كريپتاز معكوس ژن ترانس آغازگرهاي :۱جدول

  دوم
  

  سكانس آغازگر نام آغازگر
MJ3 5'AGT AGG ACC TAC ACC TGT AC3'
MJ4 5'CTG TTA GTG CTT TGG TTC CTC 3'
A20 5'ATT TTC CCA TTA GTC CTA TT3'
NE1 5'ATG TCA TTG ACA GTC CAG CT3'  

  
 ه شده به عنوان الگـو يته cDNAاز ،  PCR در مرحله اول   
به دست آمده از مرحلـه  PCR مرحله دوم با محصول  در و

 ترموســايكلر دسـتگاه  ازاســتفاده  بـا  بـه عنـوان الگــو   ،اول
   .انجام شد PCR ،طبق برنامه زير ،اپندورف

  
 PCRچرخه دمايي واكنش : ۲جدول 

 
  مدت  )گراد سانتي(درجه حرارت   مرحله

دناتوراسيون 
  ثانيه ºC ۹۸  ۵  مقدماتي

  ثانيه ºC ۹۸  ۱۰  دناتوراسيون
  ثانيه ºC ۵۵  ۳۰  آنيلينگ
  دقيقه ºC ۷۲  ۱  اكستنشن

  دقيقه ºC ۷۲  ۱۰  تنشن نهاييساك

   وآنيلينگ ، دناتوراسيون لازم به ذکر است که سه مرحله    
  .سيكل تكرار شد ۳۰ ،اكستنشن

  
    : PCR بررسي محصول

، روش ژل  PCRتـرين روش بررسـي محصـول     معمول    
ژل   اســتفاده از بــا ،ن مطالعــهيــکــه در االكتروفــورز اســت 

بـه   ولـت  ۸۰-۸۵ زاني ـته به ميسيان الکتريجر و% ۱ آگاروز
ــدت  ــد  يدق ۴۵م ــام ش ــه انج ــاهده . ق ــب  DNAمش متعاق

آميـزي بـا اتيـديوم     آگاروز و بـا رنـگ   ژل الكتروفورز روي
  .خواهد بود پذير برومايد امكان

 
  : DNA صال قطعاتات

حلـه دوم  رمحصـول م  ، ابتـدا واكنش اتصـال  انجامبراي     
PCR تيله کيبه وس(High pure PCR product purification 

kit) و سپس در وكتـور  ص يتخلرُوش  يچسب تجار با بر
PTZ-57RT كلونينـگ  اين تحقيق به  منظـور  در .كلون شد 

فرمنتاز، استفاده  كلونينگ كيت ازكريپتاز  ترانس ريورس ژن
مسـتعد بـه روش    بـاكتري بـه  محصول واكـنش  سپس . شد

ــرور هــاي  ســلولدر نهايــت . ترانســفورم شــد ميکلســ کل
و  X-Galک، ي ـوتيب يآنت يت حاويک پليترانسفورم شده به 

IPTG )Isopropyl β-D-1-thiogalactopy ranoside (  اضـافه
 در انکوبـاتور ) h۱۸-۱۶ (ور شـبانه ـه ط ــها ب تـپلي .ديگرد
ºC ۳۷ د يفاقـد پلاسـم   يکلن(آبي هاي كلني تا داده شد قرار

ظـاهر  ) بي ـد نوترکيپلاسم ياوح يکلن(يا سفيد) بينوترک
  .شود

   
  : PCR كلوني روش

 High pure plasmidتي ـاسـتخراج پلاسـميد از ک  بـراي      

isolation kit    بـا   .اسـتفاده شـد   رُوش يبا برچسـب تجـار
قطعـه   ياختصاص ـآغـازگر  و  PCR كلوني روشاستفاده از 

خارجي در ناقـل پلاسـميدي    DNAمورد نظر، وجود قطعه 
 ۲۵بـه حجـم    PCRمنظـور واكـنش    نيبـه هم ـ . د شـد ييتا

قسـمت مربـوط بـه     ميكروليتر مطابق با شـرايط مـذكور در  
ــا اســتفاده از  PCRواکــنش   ۱اختصاصــي و  آغازگرهــايب
 ـ   كلنياستخراج شده از  پلاسميد گرمميكرو ه هـاي سـفيد، ب

  .عنوان الگو انجام شد
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 مكاران

يـر ژن    
ازي و  

هــاي  ن 
نگ كه 

   

  

ل مثبت 

  ب

از  ،ـده   
ـس از  
ت آمده 
 شـده،   
صـحت      
 ،روس   

شـده و   
   ۱۰۰۰ 

  ان داد 

NC   

bp 
۱۰۰۰  

زهره شريفي و هم  

وفقيـت در تكثي
سـا س از خـالص  

PTZ57  ،كلـون
هاي سفيد رنگ ون

). ۲شكل (شدند

كنترل PCولكولي، 
  . ار است

 پلاسميد نوتركيب

اي انتخـاب شـ
پـ.  استفاده شـد 

هاي به دست لي
ماتوگرام رسـم 
يسـه شـد و ص
ن ژنوتيـپ ويـر
رانس مرتـب ش
رسـم درخـت   

نشا RTتيك ژن 

 ۱     PC   M    C

                      

دهنـده مو نشان 
پـس. باشـد   مي

R/Tدر وكتـور    

رار گرفت و كلو
بودند انتخاب ش

 M ماركر وزن مو
ربوط به نمونه بيما

  
سفيد رنگ حاوي

هـا  ژن در كلون
هاي اختصاصي 
رسي تطابق توال

PTZ-R با كروم
ن رفـرانس مقاي

براي تعيـين. ددي
هاي رفر ه با ژن

خت فيلوژنتيك ر
   

 از آناليز فيلوژنتي

     ۴    ۳     ۲    

                       

،ريپتاز معكوس
ريپتاز معكوس 
گ ژن پروتئـاز د
مورد بررسي قر
طعه مورد نظر ب

NC  ،كنترل منفي
مر ۱-۸اي شماره 

هاي س كلوني: ۲ل 

ت تاييد حضور 
PCR با آغازگره

ونينگ، براي برر
RTميد نوتركيب 

يين توالي بـا ژن
گردها كنترل  آن

ست آمدي به د
حت رسم درخت

).۳شكل (ر شد
 به دست آمده 

    ۷      ۶      ۵ 
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C: ۱شكل 

ها و ستون
  
  
  
  
  
  
  
  
  

شكل
  

جهت    
Rكلوني 

تاييد كلو
از پلاسم
نتايج تعي
بازهاي آ

هاي توالي
براي صح
بار تكرار

نتايج    

       ۸ 

bp 
۱۰۰۸  

                       

  شده، بايستي 
پلاسـميدهاي   

خراج شـوند و       
ــگ   ــا رن دار ب

در  .دنلي شـو  
لـون شـده در       
ي موجــود در   
شـركت رُوش     

اپو شـركت تك ـ  
سـت آمـده بـا     

و  نـد ـرار گرفت  
رسـم    ماتوگرام

 sequenceزار  

نس مقايسـه  را 
بـراي تعيـين    
 Clastal W ، 

و  ندرتب شـد 
Nj P   اسـتفاده

رسـم   ،ژنتيـك   
ـين تـوالي ژن   
ز نظر تشابهات 
شـده در بانـك   

 جـذب آن در   
تـا   ۹/۱ه بـين    

. بـود  RNAب   
فراد مبـتلا بـه   

،  cDNAخت  
كريپتـاز   ـرانس  

جفـت   ۱۰۰۸ 

 نشـانگر وزن    
ختصاصـــي ژن 

                      

Sequencin(:  
هاي ژن كلون ش

 ،ت داده شـود    
 آلـودگي اسـتخ

ــاند DNAره   نش
ستگاه تعيين تـوا
تـوالي قطعـه كل
ا پلاســميدهاي
تفاده از كيـت ش
يين توالي بـه ش

هاي بـه دس گرام
ورد بررسـي قـ
ت آمده با كروم

افـز فاده از نـرم  
Back  فـرربا ژن

.ـا كنتـرل شـد   
۸۴/۱از برنامـه     

هاي رفرانس مر
lotافـزار   از نرم 

م درخـت فيلوژ
سپس نتيجه تعيـ

NCB1 BLA از
 HIV-1 ثبت ش

RNA  ، ميـزان
مقـدار حاصـله 

خلـوص مناسـب
H از پلاسماي اف
پس از سـاخ. شد

ختصاصـي ژن تـ
به طول تقريبي

بـازي در كنـار
غازگرهـــاي اخ

   HIV-1ويروس  

DNA)ng لكول 

توالي نوكلئوتيد
ورم شـده كشـت

ي از هـر گونـه 
ــر ــه زنجي خاتم
با استفاده از دس
نظـور تعيـين تـ

pTZ57 ابتــد ،
ي سفيد بـا اسـت

و جهت تعي ندد
كروماتوگ. ندشد
مو كروماس، زار
هاي به دست والي

ن توالي با اسـتف
kman ۸۰۰۰مه 

هـ ت بازهـاي آن  
س بـا اسـتفاده ا
ه ست آمده با ژن
 ،ت فيلوژنتيك

ي صحت رسـم
س. ار تكرار شد
ASTمك برنامه 

ويروس RTژن 
  . گرديد

A ميزان خلوص 

 ،تر محاسبه شد
كه نشانگر خمد 

HIV-1ويروس  

ويروس انجام ش
 آغازگرهاي اخ

اي ب شد و قطعه
  . )۱شكل (د

جفت ب ۱۰۰۸ه 
 اســـتفاده از آغ

  
  
  
  

 POLكلونينگ ژن 

تعيين توالي مولك
براي تعيين ت    

باكتري ترانسـفو
نوتركيب عـاري
ــط روش خ توس

باو فلوئورسنت 
ين تحقيق به من

R/Tپلاســميد 

هاي كلني باكتري
ستخراج گرديد
زيست ارسال ش
افز ستفاده از نرم

براي بررسي تو
نتايج تعيين ،شده

analyzer و برنا
و صـحت ندشد

ژنوتيپ ويـروس
هاي به دس توالي

براي رسم درخت
براي بررسي .شد
با ۱۰۰۰خت در

كلون شده به كم
و اختلافات با ژ
جهاني مقايسه گ

  
  ها يافته

براي تعيين     
نانومت ۲۸۰/۲۶۰
به دست آم ۱/۲

RNAستخراج 

عفونت با اين و
با PCRواكنش 

معكوس انجام ش
گرديدباز تكثير 

حضور قطعه    
مولكـــولي بـــا
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  .بار تكرار شد ۱۰۰۰نشان داده شده است و رسم درخت  IRهاي اين مطالعه با  كه ايزوله RTرسم درخت فيلوژنتيك ژن : ۳شكل 
  

 CRF35A-Dكه تحت گونه شايع در ميان معتادان تزريقـي،  
را بـا سـاب تايـپ نوتركيـب      تشـابه باشد كه بيشـترين   مي

  . موجود در افغانستان دارد
  

  بحث
 سال از اولين گزارش ابتلا به ايدز ۲۷با گذشت قريب به     
وز ـهن ،سال از كشف عامل بيماري ۲۵گذشت  ان وـر جهد

ريشـه اصـلي    .ثر ايدز با شكست مواجه استؤهم كنترل م
 .گـردد  برمـي  HIVاين چالش به پاتوژنز مولكولي ويـروس  

هاي مختلفي براي گريز از سيسـتم   ويروسي كه از مكانيسم 

تـرين   شـاخص  از يكـي  .گيـرد  ايمني بدن ميزبان بهـره مـي  
 ،استفاده ويروس جهت فرار از سيستم ايمني ميزبان هاي راه

ــوپروتئين  ــيون گليك ــاي گليكوزيلاس ــروس   ه ــطحي وي س
بـادي   هـا توسـط آنتـي    تـوپ  اپي سازي خنثي كه از باشد مي

روس به ژنوم سلول ـي ورود ويـاز طرف .دـكن يجلوگيري م
  ن ـاي كه از بي هاي آلوده شده شود كه سلول يزبان باعث ميم

م منبعي براي حفظ ويروس در ميزبان يبه طور دا ،روند نمي
ويـروس كـه بـراي مـا داراي      ديگر هاي گريز راه از .باشند

پتانســيل بــالاي آن در موتاســيون  ،اهميــت بيشــتري اســت
مكانيسم اخيـر   .گويند مي كه به آن فرار موتاسيوني باشد مي

 N.CM.02.DJO0131
 N.CM.97.YBF106
 N.CM.95.YBF30

951

 J.SE.93.SE7887
 J.SE.94.SE7022

 11_CPX.GR.-.GR17
 13_CPX.CM.96.1849

1000

997
 25.IR

 20-IR
 35_AD

1000

 32.2.IR
 23.IR

 32.1.IR

759

 32-3.IR

991

883

1000

 A1.SE.94.SE7253
 A1.UG.92.92UG037

 A1.KE.94.Q23_17

560

 A1.UG.98.98UG57136
 01_AE.TH.90.CM240

 15_01B.TH.99.99TH_MU20791000

504

285

1000

837

 A2.CD.97.97CDKTB48
 A2.CY.94.94CY017_41

 16_A2D.KR.97.97KR004

988

505

866

 C.IN.95.95IN21068
 C.ZA.04.SK164B1

 C.BR.92.BR025-d
 C.ET.86.ETH2220

439

460
 07_BC.CN.97.CN54

 08_BC.CN.97.97CNGX_6F

921

935
 H.BE.93.VI991

 H.BE.93.VI997
 H.CF.90.056

775

993

1000

 B.FR.83.HXB2-LAI-IIIB-BRU
 B.TH.90.BK132

 B.US.98.1058_11

592

 B.NL.00.671_00T36

433

 03_AB.RU.97.KAL153_2

561

12_BF.AR.99.ARMA159

851
580

549

528

418

132

867

612

1000

1000

0.02
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 زهره شريفي و همكاران                                                                                                               HIV-1ويروس  POLكلونينگ ژن 

 

٢٨٦ 

 

شده و منجـر بـه    HIV-1باعث تنوع قابل ملاحظه ويروس 
 ،آداپته شدن سريع ويروس در برابر سيسـتم ايمنـي ميزبـان   

ــر درمــان  هــم ــين مقــاوم شــدن آن در براب  هــاي آنتــي چن
 .شود رتروويرال مي

ــا آن     ــه در  ام ــه ك ــروس   چ ــورد وي ــر  HIV-1م از نظ
تنـوع ژنتيكـي بسـيار     ،اهميت دارد اپيدميولوژيكي و باليني

بالاي ويروس است كه باعـث ايجـاد جمعيـت متنـوعي از     
ايـن   .شـود  يم ـ )Quasispesies(ويروس در يك فـرد آلـوده  

تنوع ژنتيكي در نتيجه سرعت همانندسازي بالاي ويـروس  
*  ۱۰-۵(رر آن هـاي مك ـ  موتاسيون ،)ويريون در روز ۱۰۱۰(
همانندسازي به دليل نداشتن عملكـرد   ،در هر سيكل ،)۴/۳

 كريپتـاز معكـوس ويـروس    در آنـزيم تـرانس  تصحيح خطا 
HIV-1 ، اي و بـين   هـاي نوتركيـب داخـل گونـه     ايجاد فرم

ــه ــت چندگان ــه و )multiple infection(عفون  dual(دوگان

infection( هاي نوتركيـب حاصـله    انتقال فرم ،در فرد آلوده
هاي نوتركيب جديـد در گـردش در    و ايجاد فرم به سايرين

شود كه ممكـن   يم )Circulate- recombinant forms(جامعه
 .است حتي به فرم غالب در گردش در جامعه تبـديل شـود  

 شايع در هر جامعـه و هـم  CRFs ها و  ي ساب تايپيشناسا
 چنين بررسي تنوع ژنتيكي ويروس در هـر فـرد مبـتلا هـم    

 داراي اهميت بسياري است زيرا همانچنين در كل جامعه 
انواع مختلفي از اشـكال نوتركيـب بـين     ،طور كه اشاره شد

ها  اي از ويروس ايجاد شده است كه نقش برخي از آن گونه
بــه انــدازه  ،  HIV-1 هــاي ويــروس  در ايجــاد پانــدمي 

باشـد بـه طـوري كـه در      هاي اصلي ويروس مي تايپ ساب
اي  ال نوتركيب بين گونـه وفور اشك ،انجام شده هاي همطالع

 CRF03-ABافـزايش   .هاي اخير تاييد شده است در پاندمي
 CRF15-01B ،در چين CRF08-BC,CRF07-BC ،در روسيه

در ايران و افغانستان گزارش شده  CRF35-ADدر تايلند و 
 ـتا فـرم غالـب سـاب    ۲۰۰۵تا سـال   كه حالي ، دراست پ ي

  .گزارش شده بود Aدر ايران نوع  يروسيو
اي كه توسـط زمـاني و همكـارانش در سـال      در مطالعه    

 از هبا استفاده از نمونه موكوس دهاني به دسـت آمـد   ۲۰۰۵
كننـده بـه    مراجعـه  )زن ۲۳ و مـرد  ۵۸۸(معتاد تزريقي ۶۱۱

 گروه اصلي آلوده به، مراكز درمان اعتياد در تهران انجام شد
HIV ابتلا  در ايران معتادان تزريقي و فاكتور خطر اصلي در

ها گزارش شده  استفاده از سرنگ مشترك در ميان آن، به آن
  ).۴(بود
توســط نــادري و  ۲۰۰۶اي كــه در ســال   در مطالعــه    

معتــاد ۱۲همكــارانش بــا اســتفاده از نمونــه تهيــه شــده از 
ــي ــد   +HIVتزريق ــام ش ــهد انج ــوارد   ،در مش ــام م در تم

  .)۶(گزارش شده بود Aكننده  تايپ آلوده ساب
اي كه توسط سارمي فروشـاني و همكـارانش    مطالعهدر     

در ايـران در   HIV در مورد آناليز فيلوژنتيك ۲۰۰۶در سال 
كلـون از   ۱۲۲تهيـه   دو گروه هموفيلي و معتادان تزريقي با

 بيمـار  ۶۱از  env (V1-V5)كلون از ژن ۱۳۱ وgag-p17 ژن 
HIV+ كننده در افـراد همـوفيلي    تايپ آلوده ساب، انجام شد

B در معتادان تزريقي  وA در اين مطالعـه نيـز   . گزارش شد
ــي ــاد تزريق ــال   ،اعتي ــلي انتق ــل اص ــران و HIV عام در اي

تايپ غالب در گردش جامعه گـزارش   ساب، A  تايپ ساب
  .)۵(شده بود

ــه     ــال  در مطالع ــه در س ــوي و  ۲۰۰۹اي ك ــط موس توس
مقـاوم بـه    HIV همكارانش در مورد ميزان انتقـال ويـروس  

سال  ۲۵از افراد زير مثبت HIV نمونه  ۷۳، انجام شددرمان 
 ،كرمانشـاه  ،لرستان ،اصفهان ،قم ،كز مشاوره در تهرانااز مر

ها  نمونه %۷۲ .تهيه شده بود يزد فارس و ،كردستان ،همدان
تمام و افراد معتاد تزريقي بودند  %۶۴ .زن بودند %۲۸و  مرد

  براي بار اول درمان را آغاز كرده بودنـد  ،افراد انتخاب شده
و فقط در يـك   CRF35-AD ها تايپ در تمام نمونه ساب كه

چنين در  هم ).۶(گزارش شده بود A و يك نمونه G نمونه
 ۲۰۰۹اي كه توسط سـهيلي و همكـارانش در سـال     مطالعه

كريپتـاز   تـرانس  ،هـاي پروتئـاز   تعيـين تـوالي ژن  ، انجام شد
كـه تحـت   HIV  -1 فرد مبـتلا بـه   ۱۸معكوس و انولپ از 

 تايپ  داراي ساب ها تمامي نمونه و انجام شد ،درمان نبودند

CRF35-AD ۷(ندگزارش شد(.  
 بـر  كـه  ۲۰۱۰در مطالعه همكار و همكـارانش در سـال       

رتروويـرال كـه    بيمار تحت درمان با داروهاي آنتي ۴۲روي 
انجـام  گذشـت   هـا مـي   حداقل يك سال از شروع درمان آن

داراي  هـا  آن %۳۶و  زن بودنـد  %۱۷ موارد مـرد و  %۸۳ ،شد
-CRF35 تايـپ  ابس ـدر اين مطالعـه  . بودنداعتياد تزريقي 

AD  تايپ  ساب ،موارد %۴۸در Bتايپ  ساب ،موارد% ۴۳ در
  % ۵ در Aتايپ  ساب موارد و% ۵ در  CRF01A-Eبـنوتركي
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  .)۸(گزارش شده بودموارد 
كـه   هـايي  هشود در تمام مطالع ميطور كه مشاهده  همان    
 است درصد مردان آلوده بيش از زنان  ،انجام شده حاله ب تا

گـروه   ،آلـودگي در افـراد مـورد مطالعـه     و بيشترين درصد
   .باشند ميمعتادان تزريقي 

 يقياد تزريسابقه اعت  HIV به مبتلا در مطالعه ما نيز افراد    
را زنـان تشـكيل داده    %۸ ها را مـردان و  آن %۹۲كه  داشتند
توان گفت كـه ميـزان ابـتلاي مـردان در      بنابراين مي ،بودند

 حال در CRF35-ADتايپ  ايران از زنان بيشتر است و ساب
معتـادان   دريـپ  ات ساب ترين اصلي و نيتر عمده حاضر نيز
تا سـال   .باشد در ايران مي HIV-1انتقال بيماري  تزريقي در

در  Bتايپ  تزريقي و ساب در معتادان Aتايپ  ساب ،۲۰۰۶
،  ۲۰۰۹افراد همـوفيلي گـزارش شـده بـود ولـي در سـال       

كننـده در   تايـپ اصـلي آلـوده    ساب CRF35-ADيپ ات ساب
فقط در يك مورد گزارش  G و Aهاي  تايپ ساب .ايران بود
،  CRF35-AD تايـپ  چهار سـاب  ۲۰۱۰در سال  و شده بود

B  ،CRF01A-E  وA ۵، % ۴۳، % ۴۸ فراواني به ترتيب با %
  . در ايران گزارش شده است% ۵و 

 ،۲۰۰۹تـا سـال    ۲۰۰۵موجود از سال  هاي طبق گزارش    
 ـوهـاي    تايـپ  سـاب تنوع     چنـين دامنـه   هـم  HIV-1روس ي
ش اسـت و ممكـن   يران در حال افـزا يدر اهاي آلوده  ه  گرو

 در گـردش در  يپ اصـل يتا ساب ،هاي آينده سال است طي
 ر باشد كه نياز به مطالعه مداوم دارد،ييتغ ز در حاليجامعه ن

 ـتا به عنوان مثال ساب % ۱۰۰از  معتـادان تزريقـي   در Aپ ي
کـاهش   ۲۰۱۰مـوارد در سـال   % ۵بـه   ۲۰۰۵موارد در سال 

 يپ اصـل يتا ساب، به  CRF35-ADپ يتا افته است و سابي
  .ل شده استيجامعه تبد در گردش در

ب در ي ـنوترک يهـا  پيتا ن سابيا حضور از دلايل يکي    
 ـ ران ممکن است مهاجرت ويا  يا مسـافرت بـه کشـورها   ي

 يران و آلـودگ يا ورود مهاجران آن کشورها به اي ه ويهمسا
 ب موجـود در آن جوامـع باشـد،   يپ نوترکيتا افراد به ساب
فـرد بـه دو   عفونت چندگانـه   گر ممکن استيالبته عامل د

 ـب جدي ـپ نوترکيتا جاد سابيپ متفاوت و ايتا ساب د در ي
 ـا يجهت بررس ن مطرح باشد،يريفرد و انتقال آن به سا ن ي

ه يهمسـا  يانجام شـده در کشـورها   هاي هاحتمال مطالع دو
  .قرار گرفت يمورد بررس

 در ۲۰۰۹در سال  ساندرس در مطالعه انجام شده توسط    
 Sex Workersو يق ـيدر دو گروه معتـادان تزر كه افغانستان 
 در سه شهر هـرات،  يقيمعتاد تزرنمونه  ۶۲۳از  ،انجام شد

ص داده يتشخمثبت  HIV نمونه ۱۱ ،فيمزار شر آباد، جلال
-CRF35کننده در تمـام مـوارد   پ آلودهيتا شده بود که ساب

AD  ه شده ازينمونه ته ۵۴۴از  .گزارش شد Sex workers ،
پ آلوده يتا ص داده شد که سابيک مورد مثبت تشخيفقط 

سعيد خـان   مطالعه انجام شده توسطدر  .)۹(بود A-Eکننده 
کـه تعـداد   مثبـت  HIV  يقيمعتاد تزر ۳۴از  ،۲۰۰۶در سال 

در آن  ها سابقه سفر به کشور امارات را داشـته و  آن از يکم
تمـام   داشـتند،   Sex workersبـا افـراد   يکشور رابطه جنس ـ

 ـتا موارد آلوده بـه سـاب   در پاكسـتان گـزارش شـده     Aپ ي
 ۲۰۰۶در سال ييلماز  انجام شده توسطدر مطالعه  .)۱۰(بود
 ،ه بودنديکه متولد ترک )نوزاد ۱فرد بالغ و  ۲۶(ماريب ۲۷از ، 
بـــا جـــنس مخـــالف  يدر اثـــر رابطـــه جنســـ نفـــر ۲۰

اثـر انتقـال    در مـار يب ۲ آلوده شده بودنـد،  )هتروسکسوال(
مبـتلا شـده    يمـار يق مادر آلـوده بـه ب  يخون و نوزاد از طر

ک ي  ،Bپ يتا نفر به ساب A، ۱۹پ يتا نفر به ساب ۴ ،ندبود
به  و دو نفر Dپ يتا به ساب ک نفريو  C پيتا نفر به ساب

 پ غالـب يتا ن مطالعه سابيدر ا .آلوده بودند F1پ يتا ساب
گـزارش شـده بـود البتـه      B ،هي ـکننده در استانبول ترک آلوده
  .)۱۱(شده بود ديدهز ين non Bپ يتا ساب

  
  گيري نتيجه

ن يتـر  عيشـا  CRF35-ADن مطالعه نشان داد کـه  يج اينتا    
بـا   .است يقيمعتاد تزر مارانين بيب در بيتحت گونه نوترک

 ـتاکنون در ا Dپ يتوجه به عدم گزارش ژنوت احتمـال   ،راني
افراد بـه فـرم    يجه ابتلايدر نت ،ننتيکامبين فرم ريدارد که ا

ن آلـوده بـه   يا ورود مهـاجر يران يننت در خارج از ايکامبير
 ـکـه باعـث گسـترش ا    ننت به کشـور باشـد  يکامبيم رفر ن ي

بنابراين لازم است مطالعه  .ران شده استيا در ها پيتا ساب
نوم كامل ويـروس بـه عمـل    روي ژ تري در كشور بر وسيع
  .آيد

  

  تشكر و قدرداني
   هماتولوژي نامه كارشناسي ارشد اين تحقيق حاصل پايان   
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مصوب مركز تحقيقات مؤسسه عالي آموزشـي و پژوهشـي   
ه از ـن وسيل ــه ايـب انـنويسندگ. باشد طب انتقال خون مي

ــ ــرم بخــش ســميعي ورام ـاي شهـــآق ــان محت هــاي  كاركن

شناسي سازمان انتقال خون، تشـكر و   سازي و ويروس كيت
هم چنين از مركز تحقيقات انتقال خون . نمايند قدرداني مي

  . گردد به دليل حمايت مالي اين پروژه سپاسگزاري مي
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Abstract 
Background and Objectives 
The identification of the genetic diversity and evolution of HIV-1 in the country needs constant 
molecular survey which could represent useful information to design new diagnostic and 
therapeutic strategies. Gene cloning strategy was used to evaluate the distribution and genetic 
diversity of the HIV-1 circulating forms. 
 
Materials and Methods 
Overal, 50 HIV-1 seropositive subjects were enrolled in the study. All of them were IDUs and 
had no history of antiretroviral therapy. The reverse-transcriptase genes of HIV-1 were 
amplified by nested RT-PCR using specific primers. Then, the RT gene of HIV-1 was cloned 
into a cloning vector PTZ-57R. Multiple clones from each patient were sequenced. The 
obtained sequences were aligned with the reference sequences, retrieved from the GenBank 
database. Multiple sequence alignments were performed by using the ClustalW 1.8 software 
package. Phylogenetic trees were generated by using the neighbor-joining plot. 
 
Results 
Of 50 serum samples, 30 were HIV RNA positive by nested RT-PCR. The nucleotide sequence 
analysis was performed on the RT genes from multiple clones. All samples were of HIV-1 
CRF35-AD strains.  
 
Conclusions 
Data showed that CRF35-AD strain is the most prevalent in HIV infected patients. Information 
on the genetic diversity of viruses in patients and also viruses circulating in the community can 
be useful in design of diagnostic procedure, infection control programs and treatment. 
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