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  چکیده

تشخیص صحیح، سریع و مقرون به صرفه بیماریهاي واگیر و غیر واگیر، همواره  زمینه و هدف
امـروزه بـا   . رفـراز و نـشیبی را پیمـوده اسـت    از ضرورتهاي درمان موفق بوده است و براي نیل به آن مـسیر پ    

پیشرفت علومی چون بیولوژي مولکولی، ژنتیک و بیوشیمی که با رویکرد بیوتکنولوژي و مهندسی ژنتیک          
در ) Molecular Medicine(خودنمایی می کنند، شاخه جدیدي از طـب بـا عنـوان پزشـکی مولکـولی     

و درمان توانـسته اسـت سـئوالات بیـشماري را     حال شکل گیري است که در سه حیطه تشخیص، پیشگیري        
پاسخگو باشد و به زودي با شناخت پیچیدگیهاي بیـشتري از بیماریهـا، راهکارهـاي مناسـبتر و مـوثرتري را            

از اینرو آشنایی بـا وقـایع جدیـد و بـه     . جهت رشد و ارتقاي سطح سلامت جامعه بشري کشف خواهد کرد    
ص و چه در عرصه پیشگیري و درمان بیماریها، در جامعـه مـا   روزسازي روشهاي رایج، چه در عرصه تشخی     

 .نیز ضرورت می یابد 

-NASBA )Nucleic Acid Sequenceدر این نوشتار سعی می کنیم تا با معرفـی فنـاوري   

Based Amplification(  کـــه توانـــایی بـــالایی جهـــت شناســـایی جایگاههـــاي اختـــصاصی ژنـــی
صر به فرد، در سطح ژنوم موجودات مختلف دارد، بـه نکـات و         میکروارگانیسمها و مارکرهاي ژنتیکی منح    

 لازم - همچـون بیمـاري سـل    -ملاحظات مهمی بپردازیم که براي آسان سازي تشخیص بیماریهاي عفـونی    
  .است،  و نیز مروري ساده و موجز بر روشهاي آزمایشگاهی تشخیص سل خواهیم کرد
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   دمهمق 
 در میر و مرگ مهم عوامل از یکی همواره سل، بیماري        

 در کشورهاي در بیماري این امروزه شیوع .است بوده جهان

از  بسیاري آن، از ناشی میر و مرگ بالاي آمار و توسعه حال
 مناسبتر روشهاي شناسایی جهت در تا داشته برآن را محققان

 با شـیوع روز  .بردارند بیماري گام این درمان و تشخیص براي
 بـه   )AIDS(افزون بیماریهایی چون سندرم نقص سیستم ایمنـی       

مهمترین عامل کشنده انسان در عرصه بیماریهـاي        سل ،   زودي  
 بهداشت سازمان آمار میان، این در. واگیر شناخته  خواهد شد

 و میـر  مـرگ  و ایـران  در شناسـایی شـده   مـسلولین  از جهانی

 .)2و1(است ندهتکان ده بسیار سل از ناشی

 مایکوبـاکتریوم  فیزیولـوژیکی  و سـاختاري       ویژگیهـاي 

 بیمـاري را  تـشخیص  نتیجـه،  در و آن شناسایی توبرکلوزیس

 و دارد کنـدي  بـسیار  رشـد  بـاکتري  ایـن  است ساخته دشوار
 هشت الی شش حدود  جامد کشت محیط در کلونیها ظهور

 بـسیار  بیمـار  بـراي  مـسأله  ایـن  بـالطبع  و مـی بـرد   زمـان  هفته

 مراحـل  در سـل  بیمـاري  کـه تـشخیص   چرا است؛ خطرناك

 بـا  را درمـان  بیمـاري،  پیـشرفت  و دارد اهمیـت  بیماري اولیۀ

می سازد و خطر انتقال به دیگران را افزایش مـی   مشکل روبرو
 تـشخیص  براي ایران در اکنون هم که  روشهایی.)3و2(دهد 

 ورداربرخ حساسیت چندانی و دقت از متداولند، سل بیماري

 اولیـۀ  تـشخیص  .وقـت گیرنـد   بـسیار  حـال  عـین  در و نیستند

 بـه  مقـاوم  باکتریهاي میکروسکوپی بر مشاهدة مبتنی بیماري،

 از نلسون می باشد که زیل بیمار با رنگ آمیزي نمونۀ در اسید

 هنگـامی  زیرا است؛ برخوردار پایینی بسیار حساسیت و دقت

 در کـه  احتمـال  یـن ا باشـد،  نمونه ناچیز در باکتري تعداد که

 طـرف  از ).4(است  بالا بسیار نشود، دیده میکروسکوپ زیر

 تأییـد  را میکروارگانیـسم  حیات نیست، قادر روش این دیگر

 درمـانی  سـیر  بررسـی  در ایـن مـسأله   کـه  صـورتی  در کنـد؛ 

 صـورت  در خاطر، این به و است اهمیت حائز بسیار بیماران

 کـشت  سـت درخوا پزشـک  میکروسکوپی، مثبت شدن نتایج

می  در صورتی تنها و است وقتگیر بسیار که می دهد باکتري
 منفی کشت نتایج که بود امیدوار درمان، بودن موفق به توان

  .شود
  

  
 

 سـریع،  روشـی  بـه  نیـاز  شـد،  عنـوان  که مشکلاتی به توجه با

 تـشخیص  اختـصاصی بـراي   بـسیار  حـال  عـین  در و حـساس 

مـی   حـساس ا شـدت  بـه  درمـان،  رونـد  بررسی و سل بیماري
  .شود

  :تکثیر کننده اسیدهاي نوکلئیک روشهاي

 تـشخیص  در ویژه اي جایگاه مولکولی، روشهاي      امروزه

  .یافته اند بیماریهاي عفونی جمله از مختلف بیماریهاي
روشهاي تکثیر کننده اسیدهاي نوکلئیـک از فراگیرتـرین ابـزار      

رزي در فرایندهاي تحقیقاتی، پزشکی، پزشکی قانونی و کشاو       
یکی از شناخته شده ترین این روشها واکنش زنجیره       . می باشد 

 می باشد که اول بار توسط مولیس در سـال         )PCR(اي پلیمراز   
 بـا  PCRهـر واکـنش   .  میلادي به جهانیان معرفـی گـشت   1986

 5 به دو انتهـاي َ     )Primers(هیبرید شدن اولیگومرهاي آغازگر     
مـی شـود و بواسـطه     الگو آغاز    DNA دو زنجیره واسرشته     3و َ 

 پلیمـــراز در حـــضور نوکلئوتیـــدهاي DNAعملکـــرد آنـــزیم 
 بـه  )dATP, dCTP, dGTP, dTTP (دزوکـسی تـري فـسفات   
 دو رشته اي جدید و اختـصاصی       DNAطویل سازي و ساخت     

 Thermal(بـا تکـرار سـیکلهاي دمـایی بالارونـده      . می انجامد

Denaturation ( و پائین رونده)Annealing and Extension 

Temperatures(     شرایط مناسب براي تکرار فرایند تولیـدي بـه 
 الگوي اولیه منجر مـی شـود   DNAتکثیر میلیونها قطعه از روي      

)5.(  
 به صورت گـسترده توسـط محققـین اسـتفاده       PCR      اگرچه  

می شود، نیازمند به اسـتفاده از دسـتگاهی اسـت کـه بـه شـکل                
تگی زنجیـره هـاي   گیري سیکلهاي دمایی مناسب براي واسرش ـ    

DNAمنجر می شود  .  
       پیشرفتهایی که در سـالیان اخیـر در مـورد زیـست شناسـی           

 در محیطهاي زنده صـورت گرفتـه نـشان       DNAمولکولی سنتز   
  را در دمــاي DNAدهنــده ایــن واقعیــت اســت کــه مــی تــوان  

واحدي بـدون نیـاز بـه دسـتگاههاي ترموسـیکلر تکثیـر کـرد و            
) Isothermal(عـدد تکثیـري همــدما   بـدین ترتیـب روشـهاي مت   

ــوکلئیکی در    ــر الگوهــاي اســید ن ــراي تکثی  ســال گذشــته 10ب
   پلیمراز با کمک آنزیمهاي DNAآنزیم . گسترش یافته اند
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ــر        ــابراین  DNAمتعــددي عمــل تکثی  را انجــام مــی دهــد بن
شناخت ایـن آنزیمهـا امکـان توسـعه  ایـن روشـهاي همـدما را               

  ).6(ین مکانیسمها فراهم می آوردبوسیله شبیه سازي ا
ــن روشــها تک        ـــیکــی از ای ـــزیـیر جایگـث ـــی زنجـن       ره ايـی

)Strand Displacement Amplification( –  بــا حــروف 
  رــل بــمــتــشــ مSDAت؛ روش ــ اس– SDAاري ــصــتــاخ
ــایــوانـ ت ــهــمــزیــی آنــــــ ــدونــاي انــــــ ــــک وــــــ  ازـلئــــ
در ایجــــاد ) Restriction-Endonuclease(  ديـــدیــــــحـتــ

ــکاف  ــه  )Nick(ش ــره تغییرنیافت ــت و  DNA در زنجی ــو اس  الگ
 3عملکــرد طویــل ســازي یــک آنــزیم پلیمــراز فاقــد ویژگــی َ 

اگزونوکلئازي در محل شکاف اولیه به طویل شـدن و سـاخت            
ایـن واکـنش بـا بـه کـار بـردن         . زنجیره جدید منتهی مـی شـود      

ــازگر ضـ ـ  ــاي آغ ــده اولیگومره  )Bumper Primers(ربه زنن
از ایــن فنــاوري بــه صــورت اساســی بــراي  . تقویــت مــی شــود

تـشخیص بیماریهــاي عفـونی چــون کلامیـدیازیس و ســوزاك    
 عـدم نیـاز   SDAیکی از مزیتهاي مهـم روش      . استفاده می شود  

 –آن به استفاده از دستگاههاي گرانقیمـت ترموسـایکلر اسـت            
  ).7( طویل ناکارآمد استاگرچه این روش در تکثیر توالیهاي

 در  مجلــه 1996در سـال  مقالـه اي کـه داون و همکـارانش         
کلینیکال میکروبیولوژي به چاپ رساندند، نخـستین مطالعـه در         
ــاکتري مایکوبــاکتریوم       ــایی ب ــور شناس ــه منظ ــیع ب ــم وس حج
توبرکولوزیس در نمونه هاي خلط بـود کـه حـساسیت مناسـب        

  ).8(برکولوزیس نشان داداین تکنیک را براي شناسایی تو
سیستم تکثیر کننده همدماي دیگر با عنوان تکثیر وابـسته بـه         

 بـا  –) Transcription Mediated Amplification(رونویـسی  
 می باشد که در این روش عملکرد  – TMAحروف اختصاري   

 بواسطه  RNA پلیمراز به ساخته شدن زنجیره هاي        RNAآنزیم  
رهاي مصرفی در واکـنش مـی انجامـد و        ناحیه پروموتري پرایم  

ــوس    ــسی معکــ ــزیم رونویــ ــه آنــ ــا مداخلــ  Reverse (بــ

Transcriptase(  ،DNA   ازRNA      هاي ساخته شده بوجود مـی
 به واسرشتگی هیبریـد  RNase Hآید و بواسطه عملکرد آنزیم 

DNA-RNA      و دورشته اي شدن DNA    سـاخته شـده و تکـرار 
  لید میلیونها رشته پلیمراز و توRNAفرایند رونویسی آنزیم 

  
  

  
  

    RNA           اختصاصی سنس و آنتی سنس به صورت تک رشـته 
این روش بدلیل عـدم اسـتفاده   . و دورشته اي منجر می شود     اي

از دستگاه ترموسایکلر و انجام کل فرآیند در شرایط همدما بـه     
 Self-Sustained(واکــــــنش خودپــــــشتیبانی شــــــونده 

Amplification(  قط به ساخت زنجیـره   و فشناخته می شود نیز
  ).9( محدود می شودRNAهایی از جنس 

روش ایزوترمــال تکثیــري دیگــر، تکثیــر دایــره چرخــان          
)Rolling Circle Amplification( - بــا حــروف اختــصاري 

RCA –                  می باشد کـه کپـی هـاي متعـددي از یـک تـوالی را 
 بـر  In vitro در شـرایط  DNAبراي استفاده در پروسه تکثیري 

در .  تکتیر دایره چرخان تولید مـی کنـد  In vivoلگوي اساس ا
 پلیمـراز، پرایمـري را بـر روي        DNAاین واکنش یـک آنـزیم       

ــه    الگــوي دوار طویــل مــی ســازد و بــصورت تکــرار شــونده ب
  ).10(توالیهاي مکمل نمونه الگو منتهی می سازد

 توسط کـاي و همکـارانش   2009در مطالعه اي که در سال            
 بمنظور شناسـایی میکوبـاکتریوم      RCA روش   به چاپ رسید از   

 RCAنتـایج ایـن مطالعـه روش     . توبرکولوزیس بهره گرفته شد   

را بعنوان یک روش سـریع، ارزان و سـهل الوصـول بـه منظـور             
غربالگري مایکوباکتریومهـاي مقـاوم بـویژه در کـشورهایی بـا            

روشـهاي تکثیـري دیگـر واکـنش        ). 11(شیوع بالا معرفی نمود   
 بـا حـروف   –) Ligase Chain Reaction(گـاز  زنجیـره اي لی 

می باشد که فناوري تکثیر مبتنـی بـر عنـصر            – LCRاختصاري  
 Branched( منشعب DNA است و فناوري )Probe(کاوشگر 

DNA( –     با حروف اختصاري bDNA –    است که در حقیقـت 
 2003در ســال ). 9(فنـاوري تقویــت کننـده ســیگنال مـی باشــد   

 مقالــه اي در مجلـــه متـــدهاي  زیــسکوولاك و همکـــاران در 
ویروس شناسی از این روش بعنوان روشی سریع براي شناسایی  

  ).12(ویروس انفلوانزا بهره بردند
هر کدام از روشهاي تکثیري یاد شده از توانائیهـاي خـاص                  

 روش PCRخود برخوردارند؛ به گونه اي که بـه عنـوان نمونـه         
مهمتـرین تکنیـک   تکثیري می باشد کـه توانـسته اسـت بعنـوان           

ــر     ــی ب ــاتی مبتن ــاي تحقیق ــشخیص مولکــولی و فعالیته  DNAت

  ولی این فناوري در آنالیز . همچنان در جهان بی رقیب باشد
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 و ارزیـــابی میــزان بیـــان  RNAالگوهــاي ژنـــی از جــنس        
رونوشتهاي ژنی با چالشهاي جـدي روبـرو اسـت و کارآمـدي             

ن بودن دسـتگاههاي  از سوي دیگر بدلیل گرا    . ندارد مطلوب را 
ــی    ــشکلات تکنیک ــایکلر و م ــایی   ( ترموس ــرات دم ــد تغیی مانن

 با موارد مثبـت و منفـی   )Well to Well Variationچاهکها یا 
ــدار روشــهاي همــدما    ــشمندان طرف کــاذب همــراه اســت و دان

)Isothermal(را به فکر چاره انداخته است )6.(  
 فناوري تکثیري مبتنی بر سـکانس ویـژه اي از اسـید       

  نوکلئیک

 RNA     از مهمترین روشـهاي نـوین کـه در آنـالیز الگوهـاي              
منحصر بفرد عمـل مـی کنـد و برقـراري آن نیازمنـد وسـایل و                 

  ،  نمی باشدPCRتجهیزات گرانقیمتی چون ترموسایکلر 
  فناوري تکثیري مبتنی بر سکانس ویژه اي از اسید نوکلئیک

)Nucleic Acid Sequence-Based Amplification( است – 
   به1988 که اول بار در سال – NASBAبا حروف اختصاري 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

  
  
  

  

  
 NASBA-ECL    جهانیان معرفی گشت و امـروزه در فرمـت          

در بازار کشورهاي جهان اول به فروش مـی رسـد؛ دانـش فنـی      
 Biomeriuxساخت کیتهاي تشخیصی آن در انحصار کمپـانی         

ــراي   ــسه مــی باشــد و ب ــار در ســال  فران ــین ب ــا . ه1383اول ش ب
رویکردي نوین توسط گـروه بیوتکنولـوژي پزشـکی دانـشگاه           
تربیت مدرس و تـلاش تـیم تحقیقـاتی ایـن اختـراع در کـشور                 

  ).13(اسلامی ایران شناخته شد و شکل گرفت
در این روش تکثیري عناصر مهمـی چـون کمـپلکس آنزیمـی             

 نوکلئوتیدي  عناصر،پرایمرهاي با مهندسی ژنتیک خاص،  ویژه
 ,dATP, dCTP (از جـنس دزوکـسی ریبونوکلئیـک اسـیدي    

dGTP, dTTP ( و ریبونوکلئیک اسیدي)ATP, GTP, CTP, 

UTP(،      شـرایط بـافري ویـژه بـه لحـاظ pH   و غلظـت نمکـی و 
عناصر تسهیل کننده روند پروسه تکثیري دخالت دارند کـه در          

 ).9( شمایی از آن نمایان شده است1-4تصویر 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

 NASBA نحوه انجام پروسه تکثیري . 1تصویر
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ه ـی ــاحـ پرایمري حـاوي ن DNAدر این روش ابتدا اولیگومر       
 ´5اي ـه ـــتـدر ان) T7, T3, SV40اژهاي ــ ـف(ري ــ ـوتــرومــپ
ــ ـــمـر روي نـب ـــ الRNAه ـون ـــگ ــی گـو ق ـــرار م ـــی زء ـرد و ج

Reverse Transcriptaseیت ـاصـزیمی با خـس آنـکـلـپـمـ ک 

RNA-dependent DNA polymerase  ــل از ــره مکم  زنجی
ــنس  ــی نمایــد  DNAج ــنتز م ــزء  .  را س ــپس ج  Rnase Hس

 هیبریـد  RNAکمپلکس آنزیمی وارد عمل می گـردد و رشـته      
 را بــا خاصــیت ریبوانــدونوکلئازي DNA-RNAبدســت آمــده 

خود خرد می کند و زمینه مناسـب بـراي قرارگیـري اولیگـومر             
DNA     پرایمر دوم بر رويDNAده فـراهم  تک رشته اي باقیمان

 کمــپلکس Reverse Transcriptaseمجــددا جــزء . مــی آیــد
 به DNA- dependent DNA polymeraseآنزیمی با ویژگی 

 ds و کامـل شـدن سـنتز    DNAسنتز زنجیـره مکمـل از جـنس    

cDNA  مــی پــردازد کــه بــه عنــوان مهمتــرین الگــوي ســاخت 
 الگوي اولیه با ویژگـی     RNAزنجیره هاي آنتی سنس یا سنس       

 T7 RNA polymeraseرد رونوشـت بـرداري آنـزیم    و عملک ـ
هـر  . کمپلکس آنزیمی از ناحیـه پرومـوتري منتهـی مـی گـردد          

 تازه سنتز شده مجددا می تواننـد ایـن   RNAکدام از رشته هاي    
روند را تا به انتها ادامه دهند و به شکل گیري پروسـه اي بـسیار      

الگـوي  قدرتمند براي سـنتز میلیونهـا یـا میلیاردهـا رونوشـت از         
 ).14و 13. (اولیه بیانجامد

در سالهاي اخیر روشهایی کـه وجـود اسـیدهاي نوکلئیـک                  
باکتریها را در نمونه ها شناسایی می کنند، بخـاطر حـساسیت و           

 .سرعت بالایشان بسیار مورد توجه بوده اند

RNA     16  ریبـوزومیS )rRNA 16S(    یـک هـدف بـسیار 
مایکوباکتریومهـــا مناســب بــه منظــور شناســایی اختــصاصی      

 یکـــی از اجـــزاي RNAایـــن نـــوع . محـــسوب مـــی گـــردد 
  نخـستین دلیـل اینـست کـه         ریبوزومهاي پروکاریوتی می باشد   

16S rRNA       حاوي توالیهـایی مـی باشـد کـه امکـان شناسـایی 
مزیـت دوم  . مایکوباکتریومها را در سطح گونه فراهم می آورد    

لها مـی   در سـلو rRNAاین ژن فراوانـی تعـداد کپـی هـاي ایـن       
که این ویژگی سبب منحصر به فرد شـدن ایـن ژن بـراي          . باشد

قابلیـت  . فرایند شناسایی و تشخیص مایکوبـاکتریوم مـی گـردد       
  بستر لازم را براي تکثیر RNA  براي NASBAتکثیري روش 

  

  
  

بالاي این مولکول فراهم می سازد و می تواند نویـد بخـش                  
کوباکتربومهـا در  یک تکنیک بسیار حساس براي تـشخیص مای    

 توسـط  2006در مطالعه اي کـه در سـال         ). 4(گونه باشد    سطح
   مایکوباکتریوم rrs گیل و همکاران انجام گرفت با تکیه بر ژن

ــوزیس ــه        توبرکولـ ــد،   rRNA 16Sکـ ــی نمایـ ــد مـ  را کـ
را  RNA نوکلئوتیـدي از  580پرایمرهایی طراحی شد که قطعه   

 بخـشهاي اختـصاصی گونـه    این نـواحی داراي . تکثیرمی نمایند 
می باشد که با طراحی پروبهایی مایکوباکتریوم توبرکولوزیس        

نتایج بدست آمده در این مطالعه کارآمـدي     . تشخیص داده شد  
سیــستم ناســبا و اختــصاصیت جفــت پرایمرهــا بــراي شناســایی  

اختصاصیت ایـن سیـستم   . توبرکولوزیس را مورد تایید قرار داد  
 و مخمـر بوسـیله    E.coli اسـتخراج شـده از       RNAبوسیله آنالیز   

بـا بررسـیهایی   . پرایمرهاي مورد اشاره مورد تایید قـرار گرفـت     
 -NASBAکه بر روي نمونـه هـاي کلینیکـی و مقایـسه نتـایج      

ELISA  و 6/85 بــا نتــایج کــشت صــورت گرفــت، حــساسیت 
 6/85حـــساسیت . )13( گـــزارش گردیـــد5/95اختـــصاصیت 

ن مطالعه، در مقایسه با حـساسیت     گزارش شده براي ناسبا در ای     
 PCRایــن در حالیــست کــه بــراي .  کــشت گــزارش شــد8/90

 در مطالعـات مختلـف گـزارش شـده     100 تـا  74حساسیت بین   
بـا توجـه بـه اینکـه عوامـل متعـددي از جملـه حـساسیت              . است

) کـشت سـلولی   (آنالیتیکی روش، حساسیت تکنیک استاندارد      
العـه دخیـل مـی    در تعیین حساسیت یـک تکنیـک در یـک مط         

 در نهایت نویسندگان ایـن مقالـه ترکیـب روش ناسـبا بـا        ،باشند
روش شناسایی کمی میکروپلیت هیبریداسیون را بعنوان روشی        
  .حساس در قیاس با روشهاي مولکولار دیگر گزارش کردند

 نتیجه گیري
برداري، نقاط قوت متعـددي   هاي تکثیر بر پایه نسخه           سیستم

دم نیاز به تروموسایکلر، کننتیک سریع و نهایتا   دارند از جمله ع   
اي که نیـاز بـه دنـاتوره شـدن قبـل از        تک رشته RNAمحصول  

 ناپایـدار کـه ماحـصل       RNAهمچنین محصول   . شناسایی ندارد 
روش ناسـبا مــی باشــد،  بــه کــاهش ریــسک آلــودگی کمــک  

 شامل ضعف اجرا در مـورد        هاي این روش    محدودیت. کند  می
DNAی در مـورد پایـداري کمـپلکس     هدف و نگرانRNA - 

DNA در نهایت بنظر می رسد که روش ناسبا را. باشد   می  
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ــهاي تــشخیص        ــوازي بــا روش ــی ســریع و م ــی تــوان روش م
این در حالی است که این روش بـسیار  . مطرح کردبیوشیمیایی  

. ســریع تــر و در زمــانی کوتــاهتر قــادر بــه شناســایی مــی باشــد 
   ساعت قادر به شناسایی 5نی بطوریکه در محدوده زما
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مایکوباکتریومها در نمونه هـاي بیولوژیـک اسـت و عـلاوه بـر              
ــشخیص مولکــولی    ــراي ت ــسیاري از شاخــصهاي لازم ب ــن، ب ای
مناسب مثل حساسیت، اختصاصیت و سرعت بالا را نیـز فـراهم         

  .می آورد
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