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 مقاله پژوهشي 

 
HIV-1 RNAبراي تشخيص  NASBA-ELISA روشتوسعه 

 2، مهدي پريان3، فرزانه صباحي4، مهدي فروزنده1مريم شهرابي
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

از ميکان  . باشکد  مکي  يويروسک  RNAشکود،   يشکاار مک  آکه در خون  ياولين ماركر ، HIV-1با شروع عفونت 
. هستند RT-PCRو  NASBAها  روشترين  دهند؛ متداول را هدف قرار مي RNAهاي موجود كه شناسايي  روش

NASBA هاي متعددي نسبت به  مزيتRT-PCR ن پژوهش، واکنش يدر ا. كند ه ميياراNASBA ب بکا  يدر ترک
مکورد اسکتفاده قکرار     HIV-1 RNA يشاارسکاز آص و يتشخ يزا، برايسان و حساس الاآ يشاارسازآروش 
 .  گرفت
 ها روش مواد و

در مخلوط واكنش  dig-UTP-11با وارد كردن نوكلئوتيد . بود يکاربرد ي ک اديجام شده از نوع بننوع مطالعه ان
NASBA ،RNA گاه محصولات نشاندار  نآ .د شديتول نشاندارNASBA يک پروب اختصاصک يع به يدر فاز ما 
ن منتقل شده، يديده شده با استرپتواويت پوشيک پليحاصل به  يدهايبريسپس ه. د شدنديبرين هيوتيمتصل به ب

شكارسکازي نهکايي بکا    آط واککنش،  ياز مح ير اختصاصيپس از اعمال شستشوها و خارج کردن محصولات غ
 . ن صورت گرفتآم و سوبستراي ينزآ ک نتي ديگوكسي ژنينآاضافه كردن كونژوگه 

 ها يافته
روس بکود و  يک م وه مکورد نرکر از ژنکو   يک ر ناحيک در تاث NASBAواکنش  آييمده نشانگر کارآدست ه ج بينتا
مربوط بکه هکدف را    يدينوکلئوت 171ک باند ي گاروز منحصراًآژل  يبر رو NASBAمحصولات  يشاارسازآ

مولار  ارويما 91/9غلرت  يبرا ، NASBAمحصولات  يشاارسازآزا در يروش الا يريبا به کارگ. داد ينشان م
 .  مدآدست ه ب 920/1 ± 11/9برابر با  ODپروب، 

 ينتيجه گير 
 ت ويبکا حساسک   NASBA-ELISA يصک يروش تشخ ،پکروب مناسکب   و آغازگر يريکارگه ن مطالعه با بيا در

  .شد يانداز راه HIV-1 يت بالا براياختصاص
  HIV-1، ايمونواسي، الايزا،  NASBA :ات كليديكلم

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 82/9/22  :تاريخ دريافت 
 82/9/29  :تاريخ پذيرش 

 
 تكنولوژي پزشكي ـ دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرسارشد بيو يـ دانشجوي كارشناس1
 11112-331: صندوق پستيـ  تهرانبيوشيمي باليني ـ دانشيار دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس ـ  PhD: ـ مؤلف مسؤول8
 شناسي ـ دانشيار دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس ميكروب  PhDـ 3
 ي ارشد بيوتكنولوژي پزشكي ـ دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرسدانشجوي كارشناس -1
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  مقدمه 
  HIV-1 روسي ـص ويتشخ يها ر، روشيدو دهه اخ يط    

فـا  يرا در حفظ سلامت در سراسر جهان ا يار مهمينقش بس
 HIV-1اسـتاندارد   يصيتشخ يها امروزه، روش. (1)اند کرده

و وسترن بـلا    يمونواسياـ   مينزآبر  يبه طور متداول مبتن
بـودن دوره   يل طـونن ي ـباشند؛ که در هر دو مورد به دل يم

ص بـه موقـ    ي، احتمـال عـدم تشـخ   يرا  سرمييقبل از تغ
  .(8)عفونت وجود دارد

ت بـان،  يق بـا حساس ـ يدق يها با گسترش روش راًياما اخ    
باشـند؛   ياسـتوار م ـ  يمولکـول  يولـوژ ياصول ب اساس که بر

. (1)ز وجود دارديه نيفونت در مراحل اولص عيامکان تشخ
ر ي ـدر مـوارد ز  HIV-1ص يتشـخ  يبرا يمولکول يها روش
 :شود يه ميتوص
ــراديتشــخ -1 ــت در اف ــازگ يص عفون ــه ت ــوده آ يکــه ب ل

. (3)انـد  لوده متولد شـده آکه از مادران  ينوزادان. (8)اند شده
 .(8)مبهم يمسر هاي  شيزماآج يافراد با نتا

 
 

ل ي ـدر حال ظهـور، بـه دن   يها ياز تکنولوژ يارياما بس    
که موضـو    ر و در حال توسعهيفق ي، در کشورهاياقتصاد
    .باشند يدز در جهان هستند؛ قابل استفاده نميبحران ا ياصل

ــروزه روش ــا ام ــ يه ــرا ياريبس ــخ يب ــوليتش  يص مولک
ن ي ـن ايتر از مهم يکيشوند؛  يشنهاد ميپ يعفون يها يماريب

اجرا بـه ابزارهـا    يباشد که برا يم RT-PCRها، روش  روش
. از داردي ـکلر نير ترمـال سـا  ي ـنظ يمت ـيزا  گـران ق يو تجه

NASBA (Neucleic Acid Sequence Based 

Amplification) ک در ي ـد نوکلئير اس ـي ـک واکنش تکثي زين
ــکيشــرا ــ ط ت ــا م ــه از دو  يدم ــازگرباشــد، ک ــو ياول آغ گ

 T7 يپرومـوتر  يحامل تـوال  آغازگرهااز  يکي)يدينوکلئوت
 و RNase Hبردار معکوس،  رونوشت ؛مينزآو سه ( باشد يم

T7 RNA ــيپل  ــتفاده م ــراز اس ــنما يم ــكل )دي  .(3-6)(1ش
NASBA ر هـر دو مولکـول   يقادر به تکثRNA  وDNA   بـه

 ،ن واکنشير در ايتکث يباشد و محصول اصل يعنوان الگو م
 . (7)الگو مکمل است RNAاست که با  RNAمولکول 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 cDNAک  رشکته  يک ،  T7 يپرومکوتر  يحامل توال آغازگرکننده معاوس و در حضور  يسيم رونوينزآبا عمل :  NASBAسم عمل يماان :1شال 
سکپس  . ماند يم يتک رشته باق DNAک ملاول يه قرار گرفته و يمورد تجز RNaseHم ينزآشده توسط  ساخته DNA/RNAد يبريه. شود يم ساخته
ک يک کننکده معاکوس    يسک يم رونوينکز آ يمرازيشود؛ با عمل پل يمتصل م cDNAباشد به مولاول  يم cDNAمامل  يتوال يوم که حاود آغازگر
را  RNAاز  يمتعکدد  يهکا  يکپک  cDNAن مولاول يمراز با الگو قرار دادن ايپل  T7 RNAمينزآ سپس. شود يم ساخته يا دو رشته cDNAمولاول 

 .   (8)ون شونديداسيبريون وارد مرحله هياز به دناتوراسيتوانند بدون ن يحاصل از واکنش م يا محصولات تک رشته. سازد مي
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 ـ NASBAاثبا  کرده است کـه   مختلف هاي همطالع     ک ي
 يروس ـيک وي ـنوکلئ يدهايص اسيتشخ يمناسب برا روش

 ييدر مواد غـذا  يکروبيم يها و پاتوژن ينيبال يها در نمونه
ــه ــاز مز. (9-16)اشــدب يمــ يطــيمح يهــا و نمون  يهــا تي
NASBA ت بـه  ـنسبRT-PCR  از بـه  ي ـاز عـدم ن  تـوان  مـي

 يدمـا  يسـاز  نـه ياز به بهيز عدم نيکلر و نيسا الدستگاه ترم
نـام   واکـنش  دمـا بـودن   ، بـه علـت تـک   آغازگرهـا اتصال 

  .(17)برد
ــزا      ــور اف ــه منظ ــروزه ب ــيام ــا ت روشيش اختصاص  يه

ــخ ــوليتشـ ــايص مولکـ ــه شناسـ ــ ، ازيي، در مرحلـ ک يـ
د ي ـگونوکلئوتياول يبـا کاوشـگرها   يون اختصاصيداسيبريه

 يهـا  از روش يک ـي( ELISA)انيزاواکنش . شود ياستفاده م
ر يمحصون  تکث. است ونيداسيبريه يبر مبنا يشکارسازآ

ــول د   ــا مولک ــده ب ــاندار ش ــينش ــ يگوکس ــا  ،(dig)نيژن ب
بـه   ،د شـده ي ـبرين هيوتيمتصل به ب ياختصاص يکاوشگرها
. شـوند  ين متصل ميديده شده با استرپتواويوشت پيسطح پل

ــبريه ــده بــا د   يدهاي ــينشــاندار ش بــه  ،نيژنــ يگوکس
داز يم پراکسينزآبه  شده کونژوگه ،  digـ  ينتآ يها يباد ينتآ

ن يا يدر حضور سوبسترا و ن فسفاتاز متصل گشتهيلکالآا ي
 يها تياز مز. (12)افتد ياتفاق م يواکنش رنگ سنج ،مينزآ
ز ي ـاسـتاندارد و متـداول و ن   يستفاده از ابزارهـا ن روش ايا

 .(19)باشد يدر دسترس م يمواد تجار
-NASBAدر اين پژوهش يك روش تشخيص مبتني بر     

ELISA      براي تكثير و آشكارسـازي تـوالي هـدز از ژنـوم
 .اندازي شد راه HIV-1ويروس 

 
  ها روشمواد و 

اي گـزارش  ه ـ ابتدا كليه تـوالي در يك مطالعه كاربردي،     
 NCBI (Nationalدر بانـك اطلاعـاتي    HIV-1شـده بـراي   

Center for Biotechnology Information)  ــ آوري و  جم
مورد هم رديفي قرار گرفت و يك  1/3افزار مگا  توسط نرم

از ژنـوم ويـروس،    POLمنطقه حفاظت شده بر روي ناحيه 
 .(8شـكل  )براي طراحي آغازگر و پـروب انتخـاب گرديـد   

 ـ ، 6-افـزار طراحـي آغـازگر اليگـو     ا اسـتفاده از نـرم  سپس ب
آغازگرها و پروب مناسب بـراي تكثيـر و شناسـايي ناحيـه     

 (. 1جدول )هدز از ژنوم ويروس طراحي شدند
 

 NASBA-ELISAهاي آغازگر و پروب طراحي شده براي واكنش  توالي: 1جدول 
 

 جايگاه ('3→'5)توالي پروب/آغازگر
HIFa 5´ GTA CAG TGC AGG GGA AAG  3´ 1371-1321 
HIRb  AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GAA AAC5´   

CAG AGI AG(C/T) TTT GCT G  3´ 1291-1122 
MSFc 5´  TTT ATT ACA GGG ACA GCA GA  3´   1162-1119 

a  :پيشرو آغازگر 
b  : آغازگر معكوس، يك توالي پروموتري  '5آغازگر معكوس، به انتهايT7 توالي پروموتري با خـط كشـي مشـخص شـده     . است متصل

 .است
 (.به منظور استفاده در انيزا)به يك مولكول بيوتين متصل است '5پروب اختصاصي، در انتهاي :  cپ
 

 
 ، پروب بر روي ژنومآغازگرهاموقعيت شماتياي جايگاه  :4شال 
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 :(In vitro transcription)شگاهيزماآدر RNA ساخت
 RNAص يت تخل ـي ـروس توسط کيو يژنوم RNAابتدا     
، مورد استخراج قرار گرفـت؛ سـپس   (لمانآ وش،شرکت رُ)
 HIF آغازگرهـاي ، با اسـتفاده از   RT-PCRک واکنش ي يط
ر و محصـون  حاصـل از   يروس مورد تکثيژنوم و HIRو 
ژن مقـاوم بـه    يفرمنتاز حـاو  PTZ57R/Tر، در وکتور يتکث
ــآ ــوتيب ينت ــي ــه روش يليســ يک پن ــگ شــديکلون T.Aن ب . ن

ه يسو E.coli ييايباکتر يها ب در سلولينوترک يدهايپلاسم
DH5α  ط يون وارد شدند و در مح ـيماسفوربه روش ترانس
ر قـرار  ي ـمـورد تکث  نيليس يک پنيوتيب ينتآ يحاو LBکشت 
هـر   يبر رو PCRنگ، واکنش يد کلونييبه منظور تا. گرفتند

ــ ــر رو يهــا کلــون ک ازي شــت ط کيمحــ يرشــد کــرده ب
 . دار، انجام شد کيوتيب ينتآ

 يهـا  ب از سـلول ي ـنوترک يدهاياسـتخراج پلاسـم   يبرا    
  يمـا  LBط يترانس فرم شده در مح ـ يها ي، کلونييايباکتر

ص يت تخل ـي ـکدسـتورالعمل  کشت داده شدند؛ سپس طبق 
اسـتخراج   يديپلاسـم  DNA، (لمانآ ، MNشرکت)ديپلاسم
راج شــده، ب اســتخيــنوترک يدهايت پلاســميــدر نها. شــد
د قـرار  يي ـنـگ مـورد تا  يت کلونـو صح ـ شـدند  يابي ـ يتوال

 . گرفت
 کسـان در يبا انـدازه   RNA يها د مولکوليبه منظور تول    
 ـ، بـه  RNA سـاخت ند يآفر ، بـه  يخط ـ DNAک مولکـول  ي

 ـبه ا. باشد ياز ميعنوان الگو ن د يپلاسـم  ين منظـور بـر رو  ي
اده از با استف PCRقطعه مورد نظر، واکنش  يب حاوينوترک

. صور  گرفت( T7حامل پروموتر ) ياختصاص آغازگرهاي
 يحامـل تـوال   يخط ـ DNAک مولکول يکه  PCRمحصول 
 سـاخت نـد  يآباشـد؛ بـه عنـوان الگـو در فر     يم T7پروموتر 

RNA    دسـتورالعمل مورد استفاده قرار گرفت؛ سـپس طبـق 
و بـا  ( مـان آل فرمنتـاز، )شـگاه  يزماآدر  RNA سـاخت ت يک

از  يس ـيمراز در رونويپل T7 RNAم ينزآ تياستفاده از خاص
ــا ــوتر  يدارا يالگوه ــاخت، T7پروم در  HIV-1 RNA س

مـار  يشده پس از ت ساخته RNA. شگاه، صور  گرفتيزماآ
 فرآينـد  ي، ط ـ(ديبه منظور حـذز پلاسـم  ) DNase Іتوسط 

 ياـت و در دمـقرار گرف يساز مورد خالص RNAص يتخل
ºC29- عنــوان الگــو در ه ت بــيــا در نهاـد؛ تـــره شـــيــذخ

 . رديمورد استفاده قرار گ NASBAواکنش 

 : NASBAواکنش 
ق مـورد اسـتفاده قـرار    ين تحقيکه در ا NASBAواکنش     

شده بود، با  انجام نيشيپ هاي هچه در مطالع مانندآن گرفت،
 82 ييواکنش در حجـم نهـا  . (2)م شديرا  تنظييتغ ياندک
 ـ  سيمـونر تـر   يليم 19محلول : تر محلول شامليکروليما
م يزي ـ، من(لمـان آ فرمنتـاز، ) 2/2برابر با  pHد با يدرو کلرايه

 يليم 29م يد پتاسي، کلر(لمانآ فرمنتاز،)مونر يليم 1د يکلرا
د بـا نسـبت   يسولفوکسـا  لي ـمت ي، د(لمـان آ فرمنتـاز، )مونر
ک از ي ـمونر از هـر   يليم 1/9، (لمانآ فرمنتاز،)% 2 يحجم

ــنوکلئوت يدزوکســ ــاز، )ســفاتهف -3- يدهاي ــانآفرمنت ، (لم
فسـفا ،   ين تـر يدنـوز آمـونر از   يل ـيم 2/9 يهـا  محلول
فرمنتـاز،  ) فسـفا   ين تـر يدي ـميفسـفا ، ت  ين تريگوانوز

ن يدي ـوري -11-ن يژن ـ يگوکس ـيمونر د يليم 82/9، (لمانآ
 2، آغـازگر کومول از هر يپ 19، (لمانآوش، رُ)فسفا   يتر

 M-MuLV (Moloney Murine Leukemiaم ينــزآواحــد 

Virus) 92/9، (لمــانآ فرمنتــاز،)پتــاز معکــوس يتــرانس کر 
 T7 RNAواحـد   89، (لمانآفرمنتاز، ) RNaseHم ينزآواحد 

ــرازيپل ــاز، )م ــانآفرمنت ــده   18، (لم ــد مهارکنن  RNaseواح
. شـد  الگو انجـام    RNAکروگرم از يما 1و  (لمانآفرمنتاز، )
 ـ  يها ه مواد در غلظتيکل ا وارد ه ـ مينـز آجـز  ه ذکر شـده، ب

( ونيدناتوراس ـ)به منظور بـاز کـردن    .ندمخلوط واکنش شد
 يدر دمـا  ياگذارـه گرم ــقيدق RNA ،2ه يثانو يساختارها

ºC 62 2، آغازگرهـا اتصال  ين برايچن صور  گرفت؛ هم 
پــس از اضــافه کــردن . شــد يگرماگــذار ºC 11قــه در يدق
 99بـه مـد     ºC 11 يها به مخلوط واکنش، در دمـا  مينزآ
 .قرار داده شدقه يدق
 
  :به روش انيزا  NASBAشکارسازي محصون  آ

نـه پـروب در   يوردن غلظـت به آابتدا به منظور به دست     
ــنش ان ــواک ــتي ــا زا، رق ــ يه ــروب يمختلف ــافر )از پ در ب

ــيبريه ــانآوش، رُ()ونيداس ــ، ته(لم ــدي ــون  . ه ش محص
NASBA 2ز، ي ـن نيژن ـ يگوکس ـينشاندار شده با مولکول د 

ه يثانو يقرار داده شدند؛ تا ساختارها ºC 62 يقه در دمايدق
 ـناپا RNA يموجود بـر رو   يهـا  RNAسـپس   .دار گـردد ي

ه شـده در  ي ـتر محلول پروب تهيکروليما 199شده به  يخط
مخلــوط پــروب و محصــول . ديــمرحلــه قبــل اضــافه گرد
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NASBA   ـبـه  ن يديده بـا اسـترپتواو  يت پوش ـي ـکروپليک مي
 ـ، منتقـل گرد (شرکت نانک، دانمارک) کر يک ش ـي ـد و در ي
شـد؛   يگرماگـذار  ºC 37قه در يدق 99ت به مد  يکروپليم

( آلمـان وش، رُ)مرتبه توسط بـافر شستشـو   3ها  تيسپس پل
تر يکروليمـا  199در مرحله بعـد  . مورد شستشو قرار گرفتند

در  داز، کـه قـبلاً  يپراکس ــ   نيژن يگوکسيد ينتآاز کونژوگه 
 199بـه   1سبت به ن( لمانآ وش،رُ)بافر مخصوص کونژوگه

ت اضـافه  يکروپليم هاي چاهكک از يق شده بود، به هريرق
قــرار  ºC 37 يقــه در دمـا يدق 39بــه مـد    شـد و مجـدداً  

تر از يکروليمـا  199بـار شستشـو    3پـس از   مجـدداً . گرفت
 -يد -نـو ياز -8' و 8[ (ABTS)دازيم پراکسينزآ يسوبسترا

( لمانآ، وشرُ)](سولفوليك اسيد -6- نيازوليل بنز تيات -3)
 ـ   ºC 37قـه در  يدق 39مـد   ه به هر چاهک اضافه شـد و ب

د شـده در اثـر   ي ـزان رنگ توليت ميدر نها. شد يگرماگذار
 ـنانومتر در  192سوبسترا در طول موج  -مينزآواکنش  ک ي

 .قرار گرفت يريگ زا مورد اندازهيگر ان دستگاه قرائت
 

 :ماربر روي نمونه سرمي بي NASBAانجام واکنش 
در  NASBA-ELISAواکـنش   ييد توانـا يي ـه منظـور تا ب    
-NASBA آزمـايش در پلاسـما،   يروس ـيو RNAص يختش

ELISA نمونه  يبر روRNA      اسـتخراج شـده از سـرم فـرد
 ـ يي ـتا)روسيلوده به وآ زا و ي ـان آزمـايش له يوس ـه د شـده ب

  .صور  گرفت( وسترن بلا 
 

 ها يافته
 :شگاه يزماآ در RNA ساختنگ و يکلون
آغازگرهــاي روس توســط يــورد نظــر از ژنــوم وه مــيــناح

سـپس   . شد ير و جداسازيتکث PCRواکنش  يط ياختصاص
ــول  ــ PCRمحص ــه  يط ــور  يکلون T.Aپروس ــه وکت ــگ ب ن
PTZ57R/T (نيليس ـ يک پنيوتيب ينتآژن مقاومت به  يحاو )

. افتيانتقال  E.coli يب به درون باکتريوارد و وکتور نوترک
ــون ــا کل ــباکتر يه ــا رشــد  يياي ــر روب  يط حــاويمحــ يب

  PCR ين و انجــام واکــنش کلــونيليســ يمپــآک يــوتيب ينتــآ
د و يپـس از اسـتخراج پلاسـم   . (3شـکل  )شدند يغربالگر

 ي، بـرا يخط ـ DNA يد الگـو ي ـ، بـه منظـور تول  يابي يتوال
 يبـر رو  PCRواکـنش  ،  RNA سـاخت شرکت در واکنش 

DNA روس با اسـتفاده از  يو يژنوم يتوال يحاو يديپلاسم
ر مراحـل  يسـا . انجـام شـد   T7حامل پرومـوتر   هايآغازگر

ــاخت ــق RNA سـ ــتورالعمل، طبـ ــاخت دسـ در  RNA سـ
 ـبـه ا (. 1شـکل )شگاه صور  گرفـت يآزما ک ي ـب ي ـن ترتي

 HIV-1روس ي ـو يژنـوم  يتوال دارايب ينوترک يانيوکتور ب
 .ساخته شد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ،1ستون :  PCRتاييد كلونينگ با استفاده از واكنش كلوني : 3شكل 
هاي مختلک  بکر روي محکيط     بر روي كلون PCR نتيجه 2و  3 ، 4

 bp 171بانکد  . (ماركر مولكولي)Mو  سيلين گار حاوي آمپيآكشت 
دهنکده ورود موفک     مربوط به قطعه اختصاصي تكثيکر شکده، نشکان   

باند اضکافي در  . باشد هاي انتخاب شده مي وكتور نوتركيب به كلون
باشکد كکه در    ي پلاسکميد مکي  بالاي تصوير نيز ناشي از غلرت بالا

شکود و تکاريري در تفسکير نتيجکه مثبکت از       الكتروفورز مشاهده مي
 .ندارد PCRواكنش كلوني 

 
 
 
 
 
 
 
 

: شکده، توسکط الاتروفکورز    ساخته  RNAت يفيک يابيارز :2شال 
 ، Mو   In vitro transcriptionشده بکه روش  ساخته RNA 1ستون 

بکا   RNA، سکنتز  يديوکلئوتن 171باند . است  RNAيمارکر مولاول
 .  دهد يت بالا نشان ميفياسان را با کي انواخت ويطول 

bp 899 
bp 199 

M         1 

bp 176 

bp 899 
bp 199 

bp 176 

M   1       3         8     1  
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در  NASBAيي واکـنش  آو کـار  آغازگرارزيابي اختصاصيت 
 :تکثير ناحيه هدز از ژنوم ويروس

 ـبـا ژل الکتروفـورز،    NASBAمحصـون    يابيارز     ک ي
در (. 2شـکل  )را نشان داد يدينوکلئوت 176ي باند اختصاص

 ،جينتا. مشاهده نشد يريگونه تکث چيز هين يکنترل منف ستون
ه هدز از ژنـوم  ير ناحيرا در تکث NASBAت واکنش يموفق

 .اثبا  کرد
 

بـر واکـنش     dig-UTPبررسي اثـر نوکلئوتيـد تغييـر يافتـه     
NASBA : 

 ـاثر نوکلئوت يبه منظور بررس     ،  dig-UTPافتـه  ير يي ـد تغي
ندار هــر دو بــه ر نشــايــنشــاندار و غ NASBAمحصــون  

ج ينتـا . گرفتنـد  قـرار  يابي ـله ژل الکتروفورز مـورد ارز يوس
در  ير منف ـيچ گونـه تـاث  يه ـ dig-UTP يرينشان داد به کارگ

ن تفـاو  کـه ورود   ي ـنخواهد داشت؛ با ا NASBAواکنش 
،  NASBAن در ساختار محصوليژن يگوکسيد يها مولکول
ک ي ـرت، تنها حرکت الکتروفويش وزن مولکوليق افزاياز طر

 ـبا توجـه بـه ا  (. 6شکل )را محدودتر کرده است نآ کـه   ني
باشـند و بـه علـت     يم RNAاز جنس  NASBAمحصون  

 ير در کنار باند اختصاص ـيوجود اسم،  RNAدار بودن يناپا
جـه واکـنش   ير نتيدر تفس ـ ير منف ـيتاث اما ،است ريپذ هيتوج

 .  نخواهد داشت
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

بکا   NASBAواکنش  آييو کار آغازگرت ياختصاص يابيارز : 1شال
بانکد   4سکتون   ،يکنترل منفک  1ستون در : استفاده از ژل الاتروفورز

مکارکر   ، Mسکتون  و  NASBAمربوط به واککنش   يدينوکلئوت 171
ملاحرکه   يبکه خکوب   يديک نوکلئوت 171 يبانکد اختصاصک   يمولاول

 . شود يم

 
ر يککنشککاندار و غ NASBAمحصککولات  سککهيز و مقاينککالآ :1شککال 
محصکول   4سکتون   ، نشکاندار  NASBAمحصکول   1 ستون: دارنشان

NASBA ستون  و ر نشانداريغM ورود  .يمولاول مارکرdig  موجب
 يولک ( 1سکتون )ده اسکت يک محصکولات گرد  يش وزن مولاوليافزا
 .  نداشته است  NASBAواکنشآيي در کار يريتار
 

ــه روش  ســاخته RNA يشکارســازآ     -NASBAشــده ب

ELISA محصون   وNASBA  شـده بـا مولکـول     نشـاندار
ــيد ــ يگوکس ــس از هيژن ــيبرين، پ ــه  يداس ــال ب ون و اتص

ک فـاز جامـد   يبه ( نيوتيمتصل به ب) ياختصاص يها پروب
ن يدي ـاسترپتو او يها مولکول يفاز جامد حاو. منتقل شدند

ــ ــد؛ از طر يم ــباش ــال ب قي ــاتص ــترپتواو - نيوتي ن، يدياس
بـا  . دمتصـل ش ـ  به سطح جامـد   RNA- پروب يدهايبريه

ن بـه  يژن ـ يگوکس ـيمولکول د ياختصاص يباد ينتآافزودن 
ز ي ـداز متصـل اسـت و ن  يم پراکس ـينـز آک ي ـط، که بـه  يمح

 يک واکنش رنگ سنجي، (ABTS)مينزآ يافزودن سوبسترا
جدول )بود؛ اتفاق افتاد NASBAکه نشان از صحت واکنش 

8.) 
 

الــوده بــه آ بــر روي نمونـه ســرمي  NASBAانجـام واکــنش  
 : HIV-1ويروس 

بر روي نمونه بيمار انجـام و نتيجـه مثبـت     آزمايشاين     
ظهور رنـگ سـبز نشـان دهنـده مثبـت بـودن واکـنش        . شد
توان بـا اسـتفاده از دسـتگاه     مي باشد؛ که در صور  نياز مي

  .آن را نيز سنجيدمقدار   (ELISA Reader)گر انيزا قرائت

bp 899 
bp 199 

M          8            1 

bp 899 
bp 199 

M                        8             1 

bp 176 
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تل  مخ يها در غلرت NASBA-ELISAج واکنش ينتا :4جدول
 پروب
 

1 :Optical Density  ،جذب نور( درnm 129) 
 انحراز معيار : 8

 
 بحث
ــ     ــاياول ــه ح ــز اهمين نکت ــا  يت در تحقي ــرتبط ب ــا  م ق
ــاريب ــا يم ــون يه ــي، ايعف ــار در  يمن ــشــگاه و نيزماآک ز ي

لـذا  . باشد يماران ميب يها به نمونه يابي ت در دستيمحدود
، به عنـوان   HIV-1از  ين قدم، کلونين پژوهش در اوليدر ا
. ، ساخته شديروسيو RNAان کننده يب يدار ژنيک سازه پاي

 يفراوان آييکار HIV-1قا  مرتبط با يدر تحق يا ن سازهيچن
 يمن ـيش ايمنظور افزاز به ين پژوهش نيدر ا. خواهد داشت

شـگاه،  يزماآدر  RNAنـد سـنتز   آي، بـا اسـتفاده از فر  يستيز
سـاخته شـد و    يروسيو RNAمشابه با  RNA يادير زيمقاد
 HIV-1 ييشناسـا  يبـرا  NASBA-ELISA روش يانداز راه

RNA شـده، بـر    يو پـروب طراح ـ  آغازگرها، با استفاده از
 . صور  گرفت RNAن يا يرو
 ـبـه عنـوان    NASBAذشته، کاربرد گ هاي هدر مطالع     ک ي

 يشکارسازآص و يتشخ در RT-PCR ين برايگزيروش جا
در  NASBA .دار اثبــا  شــده اســت RNA يهــا روسيــو
. کنـد  يم ـ هي ـرا ارا يمتعـدد  يها تيمز RT-PCRسه با يمقا

شـود؛   يانجام مک دما يک مرحله و ي يط NASBAواکنش 
ک ي ـدو مرحلـه و در   يط ـ RT-PCRکـه واکـنش    يدر حال

زا  ي ـرد و بـه تجه ي ـگ يده صـور  م ـ ي ـچيپ ييکل دمـا يس
از  NASBA. ازمنـد اسـت  يکلر نير ترمـال سـا  ينظ يا دهيچيپ

-RTرا نسبت به  ير بانتريتکث يي، تواناينظر اصول و تئور

PCR دهد؛ هر مولکول يه مياراcDNA      کـه در هـر چرخـه
NASBA م ينــزآشــود؛ بارهــا توســط  يد مــيــتولT7 RNA 

از  يمتعـدد  يها يرد و کپيگ يقرار م يسيونومراز مورد ريپل

RNA  شود؛ اما در  ين ساخته مآازRT-PCR  هـر مولکـول ، 
cDNA ن يا ؛(2)شود يدر هر چرخه واکنش، تنها دو برابر م

 RT-PCRرا نسـبت بـه    NASBAون يله زمـان انکوباس ـ امس
ــاه ــ کوت ــر م ــازد يت ــدر . س ــنش ي ــد از  NASBAک واک بع
شـرو بـه   يپ آغـازگر ون يداسيبريهدز، ه RNAون يدناتوراس

سـاعت   1-8 يها، واکنش ط مينزآمولکول هدز و افزودن 
شود؛ سـرعت واکـنش    يل ميطور خودکار تکمه ب ºC11 در 

و  يکـه بـه تـوال    آغازگرهـا اتصـال   ييآکار رينظ يبه عوامل
 ســاختزان يــز ميــالگــو وابســته اســت و ن RNAســاختار 

 .   (1)دارد يبستگ ير اختصاصيمحصون  غ
شـمرده   NASBAواکـنش   يز براين يبين وجود معايبا ا    
ر ي ـغ يهـا  که احتمـال وقـو  واکـنش    نياز جمله ا: شود يم

 يل که دماين دلي، وجود دارد؛ به ا NASBAدر  ياختصاص
به بـانتر   يمينزآون يدناتوراس خطرتواند بدون  يواکنش نم

 .(89)ابديش يافزا ºC11 از 
ــابرا     ــيبن ــرا  ين روش ــه ب ــازشکارآ يک ــهو  يس  تجزي

 يا ژهي ـت وي ـشـود؛ از اهم  يانتخاب م NASBAمحصون  
 .برخوردار است

واکـنش   يد، در انتهايوم برومايديالکتروفورز به روش ات    
NASBA ر موفـق و  ي ـک تکثيد ييتا يک روش متداول براي

 ـالکتروفورز . هدفمند است ک روش ارزان اسـت کـه بـه    ي
انجـام   يکوتـاه  بتاًاز ندارد، در زمان نسين يزا  خاصيتجه
امـا  . هـا قابـل اجـرا اسـت     شـگاه يزماآشود و در اغلـب   يم

ــرخلاز مزا ــب ــتفاده از  آ ياي ــمن اس ــورز ض ن، در الکتروف
ــرطان يترک ــا  س ــا  ب ــا  دق ييزا، امکــان شناس ق يــو اثب

اســت بــا  يزا روش ـيــان. ر وجـود نــدارد يــمحصـون  تکث 
تعـداد   تجزيـه شـتر از الکتروفـورز کـه امکـان     يت بيحساس

ن ي ـدر ا. وردآ يزمان، فراهم م نمونه را به صور  هم ياديز
 ـثان 29)ار بانيهر نمونه بس يبرا يابي دستسرعت  روش ه ي
ک ي ـد مثبت بودن ييتا نيچن هم. (81)است( هر نمونه يبرا

ق مشـاهده صـور    ي ـاز طر زا صـرفاً ي ـق اني ـواکنش از طر
نمونـه را   96ز هم زمـان  ينالآن امکان آز فرمت يرد و نيگ يم
بـا   يلـودگ آ خطـر اگرچـه  . (81)وردآ ير کنار هم فراهم مد

مثبـت   يهـا  ب تواند بـه جـوا   ير شده که ميمحصون  تکث
 يهـا  شـتر از روش يزا بي ـسـتم ان يشـود، در س  يکاذب منته

له را ان مس ـي ـتوان ا يباشد، اما م يم  real-timeرينظ يديجد

4
SD ± 1OD  غلرت پروب(µM) 
11/9 ± 817/9  1 
11/9 ± 682/9 8/9 
11/9 ± 919/1  91/9 
11/9 ± 1/9 NSB 
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، استفاده از دستکش، استفاده از يکار يفضاها يبا جداساز
و دقت در انجام مراحل کار به حـداقل   ياختصاص يزارهااب

،  real-timeسـه بـا   ين روش در مقاي ـن در ايچن رساند، هم
مـت مرتفـ  شـده و در    يگـران ق  ياز به استفاده از ابزارهاين

 يصيتشخ يها شگاهيزماآه موجود در يپا يعوض از ابزارها
 يتيزا حساس ـي ـواکـنش ان  ،ني ـشود، علاوه بـر ا  ياستفاده م

 .(12)دهد يه ميرا ارا real-timeشابه با م
 يبرتـر بـرا   روشبـه عنـوان    NASBAن پژوهش؛ يدر ا    
ــتکث ــتفاده از دو    RNAر ي ــا اس ــد و ب ــاب ش ــازگرانتخ  آغ
از  يديــنوکلئوت 176ه يــ، ناح HIFو HIR يديــگونوکلئوتيال

 . ر شدـتكثيروس يژنوم و
 ºC11 واحـد   يک مرحله، در دمايدر  NASBAواکنش     
ز بـا  ي ـمحصـون  ن  يشکارسازآقه انجام شد و يدق 99 يط

ن يسـاعت انجـام گرفـت؛ بنـابرا     2/8 - 3 يزا ط ـيروش ان
برابـر   NASBA-ELISAانجام پروسه کامـل   يزمان نزم برا

ن زمـان بـا توجـه بـه     ي ـساعت خواهد بود؛ کـه ا  1-2/1با 
 يادي ـزمـان تعـداد ز   زا در انجـام هـم  ي ـت واکـنش ان يقابل

 .باشد يمطلوب م يصيتشخ آزمايشک ي يواکنش، برا
ط يوردن شـرا آزا، فراهم يواکنش ان يساز نهيبه منظور به    

ن پـروب  يون بيداسيبريزان هين ميشتريوقو  ب يمناسب برا
ج ينتـا . باشـد  يم روشا  ي، از ضرور NASBA و محصول

ن يشـتر يکرومونر پروب، بيما 91/9نشان داد که در غلظت 
د ي ـگنال توليزان س ـي ـن ميشـتر يب زي ـون و نيداس ـيبريزان هيم
 يواکـنش بـر رو   ييآد کارييبه منظور تا(. 8جدول )شود يم

اثــر عوامــل ممانعــت کننــده  يو بررســ ينيبــال يهــا نمونــه
،  NASBAبر  واکـنش   ينيبال يها موجود در نمونه ياحتمال

د شده بـه  ييروس، تايلوده به وآمار ينمونه ب يواکنش بر رو
 . نجام شدمثبت، ا يباد ينتآعنوان 

 در  و ــــا قــ، ب NASBA يرـيش تکثـب واکنـيترک    
ــ ــوارد  يتيحساس ــر و در م ــتر ازيب يبراب و روش   PCRش

شـتر از ژل  يبرابـر ب  199تا  يتيزا، با حساسيان يشکارسازآ
 ـالکتروفورز،  قدرتمنـد و حسـاس را    يص ـيتشخ روشک ي

ر ، به منظور استفاده دروشتوسعه . (88-86)دينما يجاد ميا
شـتر  يب يها يازمند به بررسي، نيص طبيتشخ يها شگاهيزماآ

در روش . باشـد  يم يشگاهيزماآ و ينيبال يها نمونه يبر رو
اسـتاندارد،   يک منحن ـي ـن بـا اسـتفاده از   يچن ـ موجود، هم

ز ي ـن يک روش کم ـي ـه به عنوان يارا ينزم برا يها تيقابل
مـد بـودن   آاز کار يمـده حـاک  آدسـت  ه ج بينتا. وجود دارد

 ي، بـرا  NASBA-ELISA يشده بر مبنـا  يگذار هيستم پايس
 . باشد يم  HIV-1 RNAصيتشخ

 
 گيري نتيجه
 يشکارسـاز آبـا روش   NASBA يري ـب روش تکثيترک    
  يهـا  رو به جلو در جهت توسعه روش يگام تواند يزا ميان

ها  روسير ويو سا HIV-1ص يتشخ ياستاندارد و ارزان، برا
 ـا. باشد مربـوط بـه   )ت بـان را ياختصاص ـ تي ـقابل روشن ي

از  يناش ـ)ت بـان يبا حساس ـ( يو پروب اختصاص آغازگرها
ق ي ـتلف( زاي ـان يشکارسازآو قدر   NASBA يير نمايتکث
روش شتر به منظـور اسـتفاده از   يب يها يبررس. (87)کند يم
ن آ يساز يز کميص عفونت در نمونه خون و نيتشخ يبرا

 .رسد يبه نظر م يضرور
    

 قدردانيتشكر و 
اين پژوهش با حمايـت مـالي دانشـكده علـوم پزشـكي          

وسـيله از زحمـا     بدين. تربيت مدرس انجام پذيرفته است
هاي خانم ريحانه رمضاني و آقايان دكتـر سـعيد    و راهنمايي
 . شود دار و عباسعلي راز تشكر و قدرداني مي عامل جامه
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Abstract 
Background and Objectives 

Viral RNA is the first blood marker which appears in HIV-1 infection. RT-PCR and NASBA 

are the commonly used techniques for amplification of RNA. NASBA technique provides 

more advantages over RT-PCR. In this study, an NASBA assay combined with an easy, 

sensitive enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was developed for detection of  HIV-1 

RNA. 

 

Materials and Methods 

11-dig-UTP was added to an NASBA reaction mixture and the RNA amplicons were labeled. 

Then, the dig-labeled NASBA products hybridized to a biotinylated specific probe in 

hybridization solution buffer and the hybrids were transferred to a streptoavidin-coated plate. 

After several washing processes and emission of nonspecific products, the final detection of 

the captured RNA was done by addition of anti-dig antibody-enzyme conjugate and the 

substrate. 

 

Results 

The results demonstrated that, NASBA is an efficient method for amplification of the target 

genome. Detection of NASBA products by agarose gel electrophoresis showed a unique 176 

bp band corresponding to the specific target. For the detection of NASBA products, an ELISA 

assay was performed; using 0.01 µM probe, the OD of 1.049 ± 0.11 was obtained. 

 

Conclusions 

In this study, by using suitable primers and probe a highly sensitive and specific NASBA-

ELISA method for detection of HIV-1 developed. 
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