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Abstract 
                Introduction: Polymerase chain reaction is the most common technique in the field of 
molecular biology that use for amplification of a specific nucleic acid sequence. Degenerate primers 
have ability to amplify related but distinct sequences. The aim of current study was to use, two sets of 
degenerate primers in combination with Hemi Nested PCR for detection V3-Loop sequence of envelope 
gene from wide spectrum of Human Immunodeficiency Virus (HIV) subtypes.   
                Material and Methods: In this experimental study we designed and optimized, a degenerate 
primer pair in combination with Hemi Nested PCR, to detect HIV-1 V3 loop from Envelop gene that has 
wide variations among genotypes. The developed assay was used to check, 40 HIV infected, 10 negative 
controls as well as 5 samples from each HCV, HBV, HGV, and TTV were analyzed using developed 
method.   
                Results: after optimization, 35 out of 40 positive controls were positive using our test. None of 
the negative human and viral control samples showed specific band. Also, in positive samples, non-
specific bands were not detected.   
               Conclusion: In this study moreover than standard PCR, we used two degenerate primers that 
could detect specific region of genome. In fact, first round of PCR product act as a template for second 
round inner primers and can produce smaller sequence with high sensitivity due to degeneracy. Based on 
the current investigation, the developed assay had advantages including product confirmation and hence 
more sensitivity. 
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زمان ناحیه  براي جدا سازي هم یک سري جدید پرایمرهاي دژنره به کارگیري

 HIV-1هاي متفاوت   از ژنوتیپ V3-Loopبسیار متغیر 
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  چکیده

ه براي تکثیر یک توالی شناسی مولکولی است ک  رایج ترین تکنیک در عرصه زیست (PCR)واکنش زنجیره پلیمراز :زمینه و هدف 
استفاده  مطالعه حاضر هدف. هاي وابسته اما متفاوت هستند  پرایمرهاي دژنره داراي توانایی تکثیر توالی.رود کار میه اختصاصی اسید نوکلئیک ب

 طیف وسیعی از ساب  پوشش ژنV3-Loopاحیه ن براي تشخیص Hemi Nested PCR جفت پرایمر دژنره در ترکیب با دواز 
  .است HIV-1هاي ویروس  یپتا

 Hemi Nested PCRدر ترکیب با طراحی و بهینه سازي گردید و حاضر یک جفت پرایمر دژنره تجربی در مطالعه  : هاروش        مواد و 
 که داراي تغییرات نوکلئوتیدي بسیار شدید است HIV-1هاي ویروس  ژنوتیپ طیف وسیعی از env ژن V3-Loopاحیه نبراي تشخیص 

هاي  کدام از ویروس  نمونه از هر5کنترل منفی و ژنوم انسانی و  HIV ،10نمونه سرم مثبت  40روش طراحی شده، برروي  .گردیدتفاده اس
HBV,HCV,HGV,TTVانجام شد .  

 کنترل منفی انسانی و هاي در هیچ یک از نمونه.  نمونه مثبت باند مورد نظر مشاهده شد40 مورد از 35پس از بهینه سازي، در  :ها         یافته
  .هاي مثبت باند غیر اختصاصی تشکیل نشده بود در نمونهعلاوه بر آن . ویروسی هیچ باندي مشاهده نشد

در .  گردید استفادهاختصاصی از ژنومبا قابلیت اتصال به نواحی دژنره  دو پرایمر از متداول، PCR علاوه بر مطالعهدر این  :نتیجه گیري        
تولید منجر به گیرد و   الگو براي یک جفت پرایمر داخلی مورد هدف قرار میDNA واکنش اول به عنوان PCRلات حقیقت محصو

هاي مطالعه، روش طراحی شده داراي  بر اساس یافته. خواهد بودو با حساسیت بالاتر به دلیل دژنره بودن، تر  هاي کوچک محصولاتی با اندازه
  .باشد  میولیه و افزایش حساسیت روش تشخیصتأیید محصولات اهایی شامل  مزیت

  واکنش رونویسی معکوس، V3-Loop، ویروس نقص ایمنی انسان ،PCRبراي پرایمر دژنره  :واژگان کلیدي
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  مقدمه
 Polymerase Chain) واکنش زنجیره پلیمراز

Reaction-PCR) ترین تکنیک در عرصه زیست رایج 

شناسی مولکولی است که براي تکثیر یک توالی اختصاصی  
این روش منجر به تولید . رود میکار ه اسید نوکلئیک ب

. دگرد ظر براي مقاصد بعدي میمقادیر کافی از توالی مورد ن
یک پروسه سریع و آسان براي تکثیر همچنین این  روش 

کند و در بسیاري از موارد  توالی مورد نظر فراهم می
هاي تشخیصی سنتی  هاي زیادي نسبت به سایر روش برتري

 نیازمند  PCRبا وجود سادگی در مفهوم، واکنش . )1 (دارد
 پرایمرها، هاي پیچیده بین توالی هدف، کنش

dNTP(deoxy Nucleotide Triphosphates)  و آنزیم
طراحی . باشد پلیمراز به منظور یک تکثیر موفقیت آمیز می

 يمناسب پرایمر در همراهی با بهینه سازي غلظت اجزا
واکنش و مراحل حرارتی باعث ایجاد سطوحی از تطبیق 

گردد که در دیگر   با شرایط مختلف میPCRپذیري 
هایی مانند  روش. )2 (مولکولی وجود نداردهاي  روش
PCRو زنجیره  ، واکنش زنجیره لیگازDNA منشعب 

(branched DNA-Bdna) که بر اساس عمل بر 
کنند، از لحاظ عملکردي بستگی کامل   کار می DNAروي

پرایمرها دو . )3 ( به توالی هدف دارندپرایمرهابه اتصال 
امل یا نسبی  ساختگی هستند که به طور ک DNAتوالی

اي هستند و به طور   دو رشته3 ،DNAمکمل انتهاهاي 
وجود . )5، 4 ( نوکلئوتید هستند20-30معمول داراي طول 

تواند پایداري دو  توالی هدف می ی بین پرایمر وگه دژنر
نیز ممکن است  رشته تشکیل شده را تحت تاثیر قرار داده و

ه به نوبه ک  باشد، PCRداراي اثرات شدید بر اختصاصیت
خود قدرت تکثیر یا شناسایی یک سیستم براي توالی مورد 

پرایمرهاي دژنره . )6، 3 (دهد نظر را تحت تاثیر قرار می
. )2 (هاي وابسته اما متفاوت هستند داراي توانایی تکثیر توالی

  یا چندنامند که در یک یک پرایمر را در صورتی دژنره می
دین نوکلئوتید به طور نقطه مشخص از آن احتمال حضور چن

در توالی دژنره گی اثر . )4 ( وجود داشته باشدزمان هم
 مختلفی از عوامل، بستگی به  PCRپرایمر بر روي کارایی

دماي اتصال پرایمر به الگو  ی،گمحل دژنر قبیل طول پرایمر،

تفاوت در . )3 (تی داردیهاي یک یا دو ظرف و حضور کاتیون
  PCRیجاد نوعی سوگیري درانرژي اتصال پرایمر باعث ا

 در عامل ترین مهمدماي اتصال پرایمر و الگو  .)7 (شود می
زیاد دژنره گی پرایمرهاي با ، کارایی پرایمرهاي دژنره است

 غیر اختصاصی را بالا برده و باعث کاهش هاي اتصالامکان 
                       .)8 (شوند میي صحیح پرایمرهاغلظت مولی 

 توالی آنهاست که پرایمرهایی که گزارش شده ا
 داراي قدرت تکثیر بیشتري نسبت به شوند می تمام  Tبا یک

خاتمه  Gیا  A ،C با توالی آنهاکه  پرایمرهایی هستند
 ویروس نقص ایمنی انسانی تیپ یک .)3(ند یاب می

)Human Immunodeficiency Virus - HIV-1 (
ه به دلیل میزان داراي تغییرات ژنتیکی بسیار بالایی است ک

 ،)9 (شود میبالاي خطاي آنزیم رونویسی معکوس ایجاد 
این تغییرات باعث اختلال در شناسایی موثر ویروس با 

 به سه  HIV-1.شود میاسید نوکلئیک رایج  هاي تکنیک
 Mدر گروه . )10 (شود میتقسیم  O و N ،Mگروه متفاوت

یق، چندین تحق. )11 ( ساب تایپ وجود دارد9هم اکنون 
با هیبریداسیون ژنومی را  PCR ترکیب پرایمرهاي دژنره و 

 با الگوي مخلوط باعث ایجاد  PCR.)12 (اند گزارش کرده
، که این حالت باعث شود میانحراف در محصول نهایی 

هاي مولکولی  کارگیري روشه ایجاد یک مسئله جدي در ب
  .)7 (شود می

داراي بالا دژنره گی به طور معمول پرایمرهاي با 
هاي متفاوت  ها از خانواده تمایل بیشتري براي تکثیر ژن

توان توسط  هاي ویروسی را می  و گونه)13 (باشند می
در . )1 (پرایمرهاي دژنره اختصاصی ویروس شناسایی کرد

و  HA هاي ژني دژنره براي تکثیر پرایمرهاهاي اخیر  سال
NA  ویروس آنفولانزاي تایپ  مختلف هاي تایپسابA  

پرایمرهاي دژنره علاوه بر ویروس . )14 (اند رفته ه کارب
 علوم مولکولی نیز کاربرد وسیعی هاي شاخهشناسی در دیگر 

ینگ سرطان پستان، این پرایمرها براي پروفایلا. دارند
، توالی یابی مستقیم recAهاي ژن  تشخیص موتانت

. )15، 12، 8(اند  رفته مورد استفاده قرار گPCRمحصولات 
اده از پرایمرهاي دژنره نه تنها تشخیص سریع طیف ستفا

 بلکه براي توالی یابی می سازدها را ممکن  وسیعی از ویروس
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به ها براي اهداف تاکسونومیک نیز مناسب هستند و  ژنوم
 پرایمرهاي دژنره کاربردهاي وسیعی در .)16 (روند می کار

مطالعات بیولوژي مولکولی دارند و در تحقیقات متعددي 
ها  ویژه ویروسه هاي ژنومی ب براي تشخیص انواعی از توالی

ها و  ، آنفولانزا، پاپیلوما، پوتی ویروسHIVیی مانند 
  ).16-20، 14، 1(اند   رفته به کارها  کالیسی ویروس

در مطالعه حاضر ما از یک جفت پرایمر دژنره در 
-V3احیه ن براي تشخیص Hemi Nested PCRترکیب با 

Loop ژن Env ویروس هاي تایپیف وسیعی از ساب ط 
HIV-1 که داراي تغییرات نوکلئوتیدي بسیار شدید است 

  .استفاده کرده ایم
    هاروشمواد و 

تجربی  مطالعه مورد استفاده در این هاي نمونه
  HIVاي از بیماران آلوده به عفونت  مجموعهآزمایشگاهی

مینی  بیمارستان امام خ HIVمراجعه کننده به مرکز تحقیقات
مثبت بودن .  بودند1388 تا 1387ي ها سال طی )ایران( تهران

هاي الیزا و   توسط روش HIV براي عفونتها نمونهتمامی 
 ها نمونه ،گیري خونبعد از . ید شده بودتأیوسترن بلات 

گروه ویروس شناسی و هپاتیت   HIVبلافاصله به آزمایشگاه
 سریع بعد از جداسازي دانشگاه تربیت مدرس منتقل و

گراد تا زمان استفاده   درجه سانتی70پلاسما، در دماي منفی 
لیتر پلاسما طبق میکرو 140 از یویروس RNA. ذخیره شدند

دستورالعمل شرکت سازنده با استفاده از کیت 
 QIAamp Viral RNA mini)کیاژن  RNAاستخراج

kit, Qiagen) اجراي این تحقیق به تصویب . استخراج شد
زیستی و اخلاق پزشکی دانشگاه تربیت مدرس کمیته ایمنی 

ت کننده در فرم رضایت نامه براي کلیه بیماران شرک. رسید
  .تحقیق تهیه گردید
  طراحی پرایمر  

نشان داده  1پرایمرهاي طراحی شده در جدول
این پرایمرها در داخل ژن پوشش ویروس قرار . اند شده

حدود هاي مختلف  طول کل ژن پوشش در ژنوتیپ. داشتند
 500 نوکلئوتید و طول محصول نهایی حدود 100±2750

 ,DNA Ladder)در این مطالعه از سایز مارکر. بودجف باز 

Fermentas) 100ي پرایمرها.  جفت بازي استفاده شد

 از env توالی 1000 بر اساس هم ردیفی حدود ،اختصاصی
با استفاده از نرم افزار  (GenBank) ژن بانکپایگاه 

Clustal Wهاي   در این مطالعه از توالی. طراحی شد
 .Ref. A1. AU. 03( رفرانس موجود در ژن بانک

PS1044_Day0. DQ676872, Ref. B. FR. 83. 
HXB2_LAI_IIIB_BRU.K03455, Ref. C. ZA. 
04. SK164B1. AY772699, Ref. D. CD. 83. 

ELI.K03454( به عنوان توالی مرجع استفاده شد.  
ر به تکثیر ناحیه بسیار متغییر این پرایمرها قاد

باشند و بر اساس اطلاعات  موجود در ژن پوشش ویروس می
اي تغییر داده شدند که ناحیه  اولیه ما از ژنوم ویروس به گونه

هاي مختلف را با قدرت بیشتري  بسیار متغییر از سویه
 از بین طیف پرایمرهاي نهایی،پرایمرهاي . تشخیص دهند

. هاي مورد نظر انتخاب شدند  به ویژگیبا توجه، طراحی شده
 Oligo Analyzer, Oligo6, Mega 4از نرم افزارهاي 

(Center of Evolutionary Functional Genomics 
Biodesign Institute Arizona State University) 
 .براي آنالیز خصوصیات پرایمرهاي طراحی شده استفاده شد

ریق شرکت فزاپژوه براي هاي پرایمري مورد نظر از ط توالی
  .ساخت به موسسه آلفا کشور کانادا ارسال شدند

  واکنش رونویسی معکوس
RNA  استخراج شده بلافاصله براي واکنش

مکمل  DNA.  گرفته شدبه کاررونویسی معکوس 
(cDNA) با استفاده از یک محلول واکنش شامل آنزیم 

، و M-MLV (Promega, cat no: M1701)پلیمراز 
طبق دستورالعمل شرکت سازنده با  هاي خارجی پیروپرایمر

کمی تغییرات به منظور بهینه سازي شرایط براي آزمایش، 
 میکرولیتر از 5براي اجراي تحقیق . ساخته و تکثیر شد

RNA 2 به محلول واکنش در یک میکروتیوب حاوي 
 دقیقه 5میکرولیتر پرایمر اختصاصی اضافه شد که به مدت 

 2 میکرولیتر بافر، 4قرار گرفت، سپس  درجه 70در دماي 
 (Fermentas, Cat no: R0192)میکرولیتر از 
dNTP(10mM) مهارکننده  و نیم میکرولیتر از RNAse 

unit) 25( (RNAse Inhibitor)  (Fermentas, Cat. 

No: EO0381) (، درجه 37 دقیقه در 5 و به مدت اضافه 
ن یک میکرولیتر عد از افزودبدر مرحله آخر . قرار داده شد

 M-MLV  (Moloney Murine) واحد200 (آنزیم از
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Leukemia Virus everse Transcriptase, 
Promega, cat no: M170A)  دقیقه در دماي 60به مدت 

 . درجه سانتی گراد قرار گرفت42
 

 Nested PCRواکنش 
هنگامی که هدف بهینه سازي غلظت اجزا و 

خطا  تجربی آزمون وشرایط یک واکنش باشد، یک روش 
که هیچ روشی براي پیش بینی  ، چراشود می به کار گرفته

 .)1 (هاي انتخاب شده وجود ندارد کارایی ویژگی
  کنترل مثبت وهاي نمونهروي  پرایمرهاي این پژوهش بر

نیز براي ارزیابی احتمال اتصال غیراختصاصی به ژنوم  منفی و
، )G)) HBV( ،)HCV و B ،C ،T هپاتیت هاي ویرس

)TTV ( و)HGV ((دیگر . وم انسانی ارزیابی شدندنو ژ
و غلظت پرایمرها، دماي  MgCl2 ازقبیل PCR اجزاي 

هاي واکنش توسط چندین گرادیان  سیکل اتصال و تعداد
از بهینه  بعد ).2شکل ( این اجزاء بهینه شدند واکنش از

 5 در دور اول شاملPCR بهترین شرایط  سازي واکنش،
 نیم میکرولیتر از هر کدام از ، الگوDNA  ازمیکرولیتر

 نیم میکرولیتر ، dNTP پرایمرهاي خارجی، نیم میکرولیتر

taq DNA پلیمراز (Fermentas, Cat no: EP0402) ،
 MgCl2 (Fermentas, Cat no: R0971)نیم میکرولیتر 

 :PCR (Fermentas, Cat no  و دو و نیم میکرولیتر بافر

B38)  تکثیر تحت شرایط دماییدیده شد واکنش : 

 گراد  درجه سانتی95 دقیقه در 5واسرشتی اولیه به مدت 
 درجه 94ثانیه در  40 دور به مدت 30براي یک دور، 

 72 ثانیه در 45، گراد  درجه سانتی57 ثانیه در40 ،گراد سانتی
 درجه به عنوان 72 دقیقه در 7گراد و در پایان  درجه سانتی

مرحله دوم واکنش تحت  .گسترش نهایی قرار گرفت
که الگوي  شرایطی مشابه مرحله اول انجام شد به جز این

  . میکرولیتر از محصول مرحله اول بود2واکنش به میزان 
وسط الکتروفورز ت PCR مرحله آخر محصول در

توسط رنگ آمیزي   جداسازي و درصد2روي ژل آگارز  بر
شکار بنفش آ اشعه ماوراء حضور نور اتیدیوم برماید در

محصولات واکنش به منظور تائید . )1شکل  (سازي شد
نتایج، براي تعیین توالی به آزمایشگاه بیمارستان طالقانی 

  . ارسال شدند)دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی(تهران 
 نمونه 10 نمونه مثبت، 40 شاملها  حجم کل نمونه

هاي   نمونه از هرکدام از ویروس5و انسانی کنترل منفی 
HBV، HCV ،TTV و HGV  بود که به صورت تصادفی

 براي بررسی رابطه بین روش راه اندازي شده .انتخاب شدند
آنالیز آماري با ) وسترن بلات(و روش استاندارد طلائی 

براي این منظور از .  انجام گرفتSPSSاستفاده از نرم افزار 
دار بین این دو روش   در اثبات رابطه معنیآزمون کاي دو

  .  شدهاستفاد

  
  )R=A,G و  Y= C,T :اختصارات ( در مطالعه توالی پرایمرهاي مورد استفاده.1جدول 

  نام پرایمر  توالی پرایمر
CCA ATT CCY ATA CAT TAY TGT GCC  HIV - External Forward  
TGT TRA ATG GCA GTC TAG CAG  HIV- Internal Forward  
RAT GGG AGG GGC ATA YAT TG  HIV- External Reverse  
RAT GGG AGG GGC ATA YAT TG  HIV - Internal Reverse  

  
  نتایج

 بر ، روش طراحی شده)2شکل (پس از بهینه سازي 
کنترل منفی و  نمونه HIV ،10 نمونه سرم مثبت 40روي 

، HBVهاي  کدام از ویروس  نمونه از هر5ژنوم انسانی و 
HCV ،TTV و HGVآمده به دستبراساس نتایج .  انجام شد 

از مجموع آزمایشات میزان حساسیت و ویژگی روش 
   .)2 جدول( طراحی شده، محاسبه شد

 زن نفر 10 داراي جنسیت مرد وها نمونه عدد از 30
هیچ یک از بیماران مورد مطالعه تحت درمان ضد  .بودند

HIV  مرحلهنیز هیچ کدام داراي علامت بالینی  نبودند و 
 نمونه مثبت باند مورد نظر 40  مورد از35در . ایدز نبودند
 کنترل منفی انسانی و هاي نمونهدر هیچ یک از . مشاهده شد

 مثبت باند غیر هاي نمونهدر . ویروسی باندي مشاهده نشد
فورز الکترو پس از  امااختصاصی تشکیل نشده بود
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 که یک باند ضعیف مشاهده شد  PCRمحصولات دور اول
  .شد  باند مشاهده نمیایننیز  کنترل منفی هاي نمونهدر 

 

 
 PCRي واکنش نه سازی قبل از بهHIV  مورد نظرباند .1 شکل

 

 
  و منفی به همراه کنترل مثبت HIV سازي شده  نهیبه  باند.2 شکل

  

  بحث
عنوان یک روش ه  همواره بNested-PCRروش          

کار گرفته ه  بPCRسریع و قابل اعتماد جهت تأیید محصول 
  .)21 (شود می

 معمول  PCRاین روش یک شکل تغییر یافته از
است، که در دو مرحله با استفاده از پرایمرهاي خارجی و 
داخلی که به ترتیب در مراحل اول و دوم واکنش وارد 

 PCRدر حقیقت محصولات . شود می، انجام شوند می
 الگو براي یک جفت پرایمر DNAواکنش اول به عنوان 

رد و نتیجه کار تولید گی داخلی مورد هدف قرار می
با درك این . تر خواهد بود هاي کوچک محصولاتی با اندازه

 مزیت مهم و اصلی این تکنیک را 2توان  نکته به آسانی می
تأیید محصولات اولیه و افزایش : شناخت که عبارتند از

   .حساسیت روش تشخیص

ترتیب عملکرد و ناحیه هدف پرایمرهاي مورد 
بق  ط.شود میاختصاصیت واکنش استفاده باعث افزایش 

 باعث Nested-PCRهاي صورت گرفته روش  ارزیابی
 104افزایش حساسیت تشخیص محصول صحیح به میزان 

   ).22، 21 (برابر خواهد شد که قابل توجه است
پرایمرهاي دژنره کاربردهاي وسیعی در مطالعات 
بیولوژي مولکولی دارند و در تحقیقات متعددي براي 

هاي ژنومی از یک یا   انواعی از توالیمانهمزتشخیص 
از . )16-20، 14، 1(اند  رفته به کارچندین ارگانیسم 

هاي گرم   در باکتريrecAپرایمرهاي دژنره براي تکثیر ژن 
در مطالعه دیگري، . )15 (موفقیت استفاده شده است مثبت با

 چهار ژن همزمانیک سري پرایمر دژنره براي تکثیر 
یک . )14 ( رفته استبه کارنفولانزا متفاوت ویروس آ

 سه گونه متفاوت از 3 ΄پرایمر دژنره قادر به تکثیر انتهاي
ها است و در یک بررسی نیز براي آنالیز تمام  ویروس کارلا

ها از تنها دو پرایمر دژنره استفاده  طول ژنوم پوتی ویروس
  . )16، 1 (شده است

 نسبت به PCRیکی از معایب روش استاندارد 
حساسیت و  Nested PCRهاي تغییر یافته مانند  وشر

بعد در این مطالعه، تر آن است؛ چنان که  اختصاصیت پایین
استاندارد و بررسی توانایی آن PCR از راه اندازي روش 

 استاندارد حساسیت PCR ؛قابل توجه بودچندین نکته 
عدم حساسیت روش استاندارد از این نکته  و مناسبی نداشت

از . شد که چندین نمونه کنترل مثبت فاقد باند بودنداستنباط 
این رو با هدف افزایش حساسیت و بالا بردن اختصاصیت 

 پارامترهاي مهمی را  . اقدام شدPCRروش، به بهینه سازي 
توان در نظر   براي بهینه سازي میNested PCRکه در 

 الگو، DNAگرفت، شامل دماي دورگه شدن پرایمر با 
هاي مورد استفاده در هر دو دور، غلظت  تعداد سیکل

گیري از   و بهرهPCR، بافر م یون منیزیپرایمرها، غلظت
در این .  )23، 21 (باشد  میو غیره هاي واکنش تقویت کننده

فته شد رپژوهش زمان بسیاري در جهت بهینه سازي به کار گ
واکنش . دلیل اهمیت این مرحله از کار بوده و این موضوع ب

ي پلی مراز به میزان زیادي به صحت اتصال پرایمر ا زنجیره
بهترین درجه حرارت .  الگو بستگی داردDNAبر روي 
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که پرایمرها به قرار دارد اي  در محدودهبراي انجام واکنش 
طور کامل به توالی هدف متصل و از نواحی غیر اختصاصی 

  . دنجدا باش
دماي  ( مناسبTmبراي رسیدن به دماي در این جا، 

 از دماهاي پائین )ناسب اتصال پرایمر به الگوي هدفم
نزدیک دماي اعمال شده در ( به طرف دماهاي بالا وشروع 

PCRگراد آزمایش  درجه سانتی 1-5/1با فاصله )  استاندارد
در این پژوهش ابتدا دماهاي مختلف به صورت . گردید

گراد مورد ارزیابی   درجه سانتی62 الی 52مجزا در طیف 
  .رفتقرار گ

  

روش طراحی شدهمحاسبه شده براي  حساسیت و ویژگی . 2 جدول  
  منفی کاذب  مثبت کاذب  منفی واقعی  مثبت واقعی  نمونه مورد مطالعه  نتایج به دست آمده

 5 0 0 35 کنترل مثبت
  0 0 5  0  کنترل منفی انسانی

HCV  0 5 0 0  
HBV 0 5 0 0  
HGV  0 5 0 0  
TTV 0 5 0 0  
  5%)5/12( 0%) 100 ( 25%) 100 ( 35) %5/87 (  مجموع

ترین یون  ضروري یون منیزیمبا توجه به این که             
 میزان باشد می PCRو فرایند  Taqبراي عمل آنزیم پلیمراز 

 ،همواره رابطه مستقیمی دارد dNTPsاین یون با میزان 
، واکنش در شیب غلظت PCR بهینه سازيبنابراین به منظور 

MgCl2 میلی مولار مورد 3 میلی مولار تا 5/0ر محدوده د 
.  آیدبه دست تا بهترین غلظت این یون ،آزمون قرار گرفت

 با غلظت این یکاز آنجا که غلظت مخلوط اسیدهاي نوکلئ
یون رابطه مستقیمی دارد در این پژوهش همواره غلظت 

dNTPs  ثابت و تنها غلظتMgCl2  بهینه سازي گردید تا
هاي بالاي  در حضور غلظت. حاصل شودنتایج بهتري 

dNTPs یون آزادي در ،هاي نامناسب یون منیزیم و غلظت 
مراز قرار  ماند که مورد استفاده آنزیم پلیمحیط باقی نخواهد

خواهد  PCRاز این رو باعث کاهش کارآیی واکنش  گیرد،
 میلی 5/1بعد از آزمودن شیب غلظت منیزیم مقدار . شد

. رین غلظت مورد گزینش قرار گرفتمولار به عنوان بهت
همان گونه که گفته شد عوامل بسیار زیادي در نتایج 

Nested-PCR در این آزمایش از مقدار . دخیل هستند
 استفاده  آنزیم پلیمرازتوصیه شده بافر توسط شرکت سازنده

براي دور لیتر یکروا م5الگو از ابتدا به مقدار  cDNA. شد
بعد از ارزیابی . گرفت قرارمورد استفاده اول واکنش 

مشخص شد )  مایکرولیتر5 و 4، 3(مقدارهاي متفاوت آن 
 و مقدار DNAکه تفاوت چندانی در این محدوده از 

 در این پژوهش در حین .گردد محصول دور دوم حاصل نمی
خصوص در جهت حذف باندهاي ه بهینه سازي روش و ب

ي محسوب ها عامل بسیار موثر غیر اختصاصی، تعداد سیکل
را در دور اول و دوم ها  به همین دلیل تعداد سیکل. شدند می

که همواره شدت باند بیشتري  انتخاب کرد،اي گونهه باید ب
 و باندهاي نشوداز کارایی روش کاسته ، شوددیده در ژل 

براي ارزیابی . حذف شده یا به حداقل برسدغیر اختصاصی 
 سنجشو دوم ها ماتریکسی از دورهاي اول  تعداد سیکل

به فاصله ( سیکل 35 تا 15ابتدا در دور اول در طیف . گردید
در دور دوم از هر یک از . گرفت  انجام PCR، ) سیکل5

هاي  طور مجزا در سیکله محصولات دور اول هر سکیل ب
 تایی مورد آزمایش قرار گرفت و سپس بر روي ژل 35 تا 15

خشی از این ب نتایج رضایت.  درصد ارزیابی گردید2آگارز 
 از دور 25هاي  اي که در سیکل گونهه ارزیابی حاصل شد ب

داشتن محصولات کافی،   علاوه بر دوم از دور30اول و 
. مشکل باندهاي غیر اختصاصی تا حد زیادي مرتفع شد

هاي دور اول، زمان  علاوه بر این با کاهش تعداد سیکل
  PCRزمان لازم براي واکنش زیادي  نیز صرفه جویی شد و 

 راه ههدف ما از این مطالعکه  با توجه به این. کاهش یافت
 قدرتمند براي PCRگیري یک سیستم به کاراندازي و 

هاي  از ژنوتیپ HIV-1ویروس   V3-Loopتشخیص ناحیه 
ه  دژنره را PCRتکنیکتوان گفت که  ؛ میمختلف بود
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 مثبت هاي نمونه از  درصد5/87اندازي شده قادر به تشخیص 
 در .قد هرگونه نتیجه مثبت کاذب یا غیر اختصاصی بودو فا

اي آنالیز ناحیه ات دیگري از پرایمرهاي مختلفی برمطالع
V3–loop با مقایسه هم ردیفی . )24-26 (استفاده شده است

و دیگر پرایمرهاي در این بررسی پرایمرهاي شرح داده شده 
 هاي الگو، در نرم با توالی V3–Loopبراي ناحیه موجود 

 داراي قدرت شناخت بیشتر، پرایمرهااین ، Mega4افزار 
در پایان بر اساس .  بودند درصد35-40ل به میزان حداق

 شود مینتایج حاصل از این بررسی به طور خلاصه پیشنهاد 
ده از پرایمرهاي دژنره به طور اصولی براي تشخیص اکه استف

ن مطالعه هاي داراي وابستگی، و استفاده از پرایمرهاي ای ژنوم
  قادر به افزایش قدرت تشخیص،براي مطالعات مولکولی

 .می باشددر حد قابل قبولی  HIVویروس 

  
  نتیجه گیري

با توجه به نتایج به دست آمده از این تحقیق به نظر 
رسد که می توان از روش فوق و پرایمرهاي معرفی شده،  می

اس  و حسزمان همدر مراکز تحقیقاتی و بالینی براي تشخیص 
 براي HIVهاي مختلف ویروس   ژنوتیپV3-Loopناحیه 

  .مقاصد تحقیقاتی بعدي استفاده کرد
  

  تشکر و قدردانی
این مقاله حاصل پایان نامه کارشناسی ارشد رشته 

باشد، لذا  میویروس شناسی پزشکی دانشگاه تربیت مدرس 
بدین وسیله از دانشگاه تربیت مدرس که حمایت مالی این 

کلیه کسانی که ما عهده داشته است و همچنین تحقیق را به 
خویش یاري دادند هاي  را در اجراي این پروژه، با کمک

  .کنیم دانی میقدر
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