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  چكيده
پيشـگيري از ايـن بيمـاري از طريـق تشـخيص       ،تولد سالانه تالاسمي ماژور در كشور با توجه به ميزان : سابقه و هدف

افـراد ناقـل تالاسـمي، جهـش ژنـي ناشـناخته بـاقي         درصـد  10-20در ايـران در  . هاي بهداشتي است پيش از تولد از اولويت
يـا نزديـك ژن بـراي رديـابي      داخـل  چنـد شـكلي  هاي  در چنين مواردي بررسي پيوستگي ژني با استفاده از جايگاه .ماند مي

كه براي اولين بـار در ايـران    SspIجايگاه  .قابل انجام است ،جهت تشخيص پيش از تولد ،يا طبيعي كروموزوم حامل جهش
اين جايگاه  چند شكليهدف اين مطالعه تعيين فراواني . ژن بتاگلوبين قرار دارد IIگيرد، داخل اينترون  مورد بررسي قرار مي

  .باشد تان مازندران ميدر جمعيت اس
و تكثير  DNAپس از استخراج . فرد ناقل تالاسمي ساكن استان مازندران تهيه شد 211خون محيطي  : ها مواد و روش

با  SspI، اثر آنزيم (PCR) واكنش زنجيره پلي مراز با استفاده از روش SspI چند شكليناحيه ژني بتاگلوبين حاوي جايگاه 
  .ارزيابي شداستفاده از ژل آگاروز 

هاي منفي تقريبا بـه ميـزان    جايگاه. منفي بود SspIبراي جايگاه  درصد 6/20كروموزوم بررسي شده،  422از  : ها يافته
  .)درصد 3/14و  درصد 9/11(هاي سالم و جهش يافته همراه بودند  برابر با آلل

توان  الم و جهش يافته ژن بتاگلوبين ميهاي حاوي آلل س براي رديابي كروموزوم SspIاز بررسي جايگاه  : استنتاج
  .استفاده كرد

  
  مازندران،  SspI ،تالاسمي، بتاگلوبين، پلي مورفيسم: واژه هاي كليدي 

  

  مقدمه
باشد  ژني در دنيا مي ترين اختلال تك تالاسمي شايع

جمعيت جهان و در ايران  درصد 7كه حدود  طوريه ب
ناقل اين ) ميليون نفر 3حدود ( درصد 5طور متوسط ه ب

  .)3-1(بيماري هستند

هاي  يكي از زنجيره ساختتالاسمي در اثر كاهش 
 هاي ها در ژن بررسي انواع جهش. شود گلوبين ايجاد مي
بندي  تركيب هموگلوبين اجازه تقسيم گلوبين و تنوع

   داده )ß(ا ـو بت) (وه اصلي آلفا رـها را به دو گ يـتالاسم
  

 +      دانشگاه علوم پزشكي بابل) استاديار(أت علمي ژنتيك، عضو هيمتخصص بيولوژي سلولي و  *
 امير كلا، آزمايشگاه ژنتييك بيمارستان كودكان اميركلا -بابل :ول ئمولف مس  

  كارشناس ژنتيك بيمارستان كودكان اميركلا بابل ***                 پزشك عمومي،  **
12/2/86: تاريخ تصويب             27/8/85: ع جهت اصلاحات تاريخ ارجا            24/5/85: يافت رتاريخ د  
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 11و16هاي ترتيب بر روي اتوزوم هب ßوهاي  ژن. است 
 .اند و ازنظر ژنتيكي ساختماني بسيارمشابه دارند واقع شده

  .باشند اينترون مي 2اگزون و 3ها داراي همه اين ژن
سمي كه تولد يك فرزند مبتلا به تالا با توجه به اين

ماژور سبب مشكلات جسمي و روحي براي فرد مبتلا و 
هاي درماني بسيار و عوارض  خانواده او و همچنين هزينه

اقتصادي و اجتماعي خواهد شد، پيشگيري از تولد يك 
تواند بهترين روش جلوگيري از وقوع اين  نوزاد مبتلا مي
جمعيت شمال  درصد 10در حال حاضر . مشكلات باشد
لاسمي بوده و در صورت عدم پيشگيري از كشور ناقل تا

 150رود سالانه  تولد نوزاد تالاسمي ماژور انتظار مي
مورد تولد جديد تالاسمي ماژور در استان مازندران 

هاي پيشگيري  اين در حالي است كه تنها راه. اتفاق افتد
ي ناقل از ازدواج با ها از تالاسمي ماژور انصراف زوج

تشخيص پيش از تولد  ،زدواجيكديگر و يا در صورت ا
لكولي و سقط جنين مبتلا به وهاي م با استفاده از روش

  .باشد اين بيماري مي
 200مولكولي  ياه كه براساس آزمايش با وجود اين

 ،جهش متفاوت به ژن بتاگلوبين نسبت داده شده است
 درصد 95جهش بيش از  6-10 ،در اكثر مناطق جهان

  .)4(شود ميهاي جهش يافته را شامل  آلل
ل گوناگوني جمعيت ناشي ـدليه ران بـور ايـدر كش
 ،ها و سلطه اقوام متفاوت در طول تاريخ از مهاجرت

هاي  طبق بررسي. گرديده است گزارش هاي زيادي جهش
جهش متفاوت در ژن بتاگلوبين  40به عمل آمده بيش از 

اما هنوز . )3، 5 -9(گزارش شده است ،در جمعيت ايران
افراد  درصد 10-20ز مناطق ايران جهش در در برخي ا

تالاسمي مينور ناشناخته باقي مانده و در نتيجه تشخيص 
 مولكولي با روش معمول آزمايشگاهي مانند روش

  اي  لكه نقطه يا ARMS1 سيستم تكثير حساس به جهش
در چنين مواردي از  باشد ميسر نمي RDB 2 معكوس

                                                 
1. Amplification Refractory Mutation System  
2. Reverse Dot Blot 

شكلي ساختار  چند آزمايشگاهي مانندمتداول هاي  روش
الكتروفورز ژل با تغيير يا  SSCP 3 فضايي تك رشته اي

يا بررسي پيوستگي ژني با  DGGE 4ماهيت گراديان 
يك جايگاه خاص نزديك يا  چند شكلياستفاده از 

داخل آن ژن در فرد ناقل و افراد خانواده وي استفاده 
  .)10-14(شود مي

جود هاي مو به تفاوت (Polymorphism)مرفيسم پلي
به طور . شود هاي ژنوم افراد جمعيت اطلاق مي تواليدر 

دو در ژنوم  نوكلئوتيد 1000نوكلئوتيد از هر  2متوسط 
توسط  چند شكلي نقطه اگر. نفر با يكديگر فرق دارند

ي و برش باشد يآنزيم محدود كننده خاصي قابل شناسا
كه حاوي توالي قابل  DNAتوان با تكثير بخشي از  مي

توسط آن آنزيم باشد و اثر دادن آنزيم مربوطه ي يشناسا
چند شكلي جايگاه  بر روي آن، وجود يا عدم وجود اين

هاي  با طول DNAبه دست آمدن قطعات . را نشان داد
خصوص ه متفاوت به دنبال اثر يك آنزيم محدودكننده ب

طول مورفيسم  يك توالي را پليچند شكلي  بر روي
  .گويند  RFLP 5يا  قطعات محدود كننده

 RFLP 18بتاگلوبين تا كنون حداقل  ژن در اطراف
ن ــر ايــاكث. )15 -17(ستا دهــي شياــاســاوت شنــمتف

ي ـي از پلي مورفيسم كمــها هم در جمعيت ايران جايگاه
با  .دـله دارنـوبين فاصـد و هم از ژن بتاگلـوردارنـبرخ

ي ـوع نوتركيبـرم براي وقـود يك نقطه گـتوجه به وج
(hot spot for recombination)  5'در نزديكي انتهاي 

احتمال نوتركيبي و اشتباه در  )19،18(ژن بتا گلوبين
تشخيص آلل جهش يافته با بررسي پيوستگي ژني وجود 

هاي داخل ژن  احتمال خطا با استفاده از نشانه. )20(دارد
تر خواهد  مها ك آن چندشكلي بودنبتاگلوبين درصورت 

قابل چند شكلي تا كنون تنها يك جايگاه با اما . بود
داخل ژن بتاگلوبين در جمعيت ايراني گزارش در توجه 

                                                 
3. Single Strand Conformation Polymorphism  
4. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis  
5. Restriction Fragment Length Polymorphism  



 
  و همكاران هاله اخوان نياكي                 هشيپژو      
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ژن  II رونـدر اينت AvaII ايگاهـج(ده است ـگردي
ده در جمعيت ـه انجام شـاي اوليـه بررسي). نـبتاگلوبي
دهد كه يك جايگاه  نشان ميو آفريقايي اي  مديترانه

ژن  IIدر اينترون  666در نوكلئوتيد چند شكلي 
ده ـكنن م محدودـط آنزيـود دارد كه توسـبتاگلوبين وج

SspI در). 1 ارهـشم كلـش( )21،12(ل تشخيص است ـقاب 
بودن اين جايگاه در چند شكلي نتيجه درصورت 

توان از اين جايگاه براي  مازندران، مياستان جمعيت 
تشخيص قبل از تولد تالاسمي با بررسي پيوستگي ژني 

  .ستفاده كردا

  
 و گلـوبين  بتـا  ژنII  اينتـرون  در SspI جايگاه موقيعت : 1 شـماره  شكل

  China4 و China3 پرايمرهاي جايگاه

  
. كند ي مييرا شناسا AAT^ATTتوالي  SspIآنزيم 

و + را با علامت  در صورت وجود اين توالي و برش، آن
به   SspIدر صورت فقدان آن و تبديل توالي مخصوص

،  666به دليل جهش در نوكلئوتيد  AAT GTTتوالي 
  .ندده نشان مي -آنرا باعلامت

هدف از انجام اين مطالعه كه براي اولين بار در 
جايگاه چند شكلي  فراوانيتعيين  ،ايران انجام شده است

در استان مازندران بوده است تا  SspIمخصوص آنزيم 
 10بالاتر از چند شكلي فراواني اين كه  در صورتي

عنوان يك روش مناسب در بررسي ه باشد، ب رصدد
  بيماريپيوستگي ژني جهت پيشگيري قبل از تولد 

  

 211در اين مطالعه خون محيطي . بتا تالاسمي به كار رود
براي . فرد ناقل تالاسمي ساكن استان مازندران تهيه شد

ناحيه ژني بتا  DNAهر نمونه خون پس از استخراج 
باشد ابتدا  مي SspI ندشكليچگلوبين كه حاوي جايگاه 

 قرار گرفت، و SspI سپس تحت تاثير آنزيم وشد تكثير 
نتيجه اثر آنزيم پس از انجام الكتروفورز برروي ژل 

  .آگارز ارزيابي گرديد
  

  مواد و روش ها
ه ـآوري نمون عـد از جمـبع : DNAاي ـه نمونه -1
 كه طي سه نسل متمادي در فرد ناقل تالاسمي 211خون 
ها  و اعضاي خانواده آناند،  ن مازندران متولد شدهاستا

 تخريب قليايي روشه بDNA در صورت وجود، 
(Alkalin Lysis) استخراج گرديد.  

 ه ايرـيواكنش زنج روشه بDNA ر ـتكثي -2
PCR6( ي مرازـپل

 2رون ـو اينت 3بخشي از اگزون  : )1
  China 4و  China 3ا گلوبين توسط پرايمرهاي ـژن بت

  

China 3: 5' GT GTACA CATATT GAC CAAA 3' 
China 4: 5' TT GCA CGA CCA GAC ACA CGA 3' 

و  2در اينترون China 4  و China 3 پرايمرهاي جايگاه(
نشان داده  1 شماره ژن بتا گلوبين در شكل 3اگزون 

از  Techgene دستگاه حرارتيبا استفاده از  ).شده است
 DNAشرايط تكثير .شدانگلستان تكثير  Techneكمپاني 

درجه  95دقيقه،  4در جه سانتيگراد  95: بدين شرح است
 72دقيقه و  3درجه سانتيگراد  54دقيقه،  2سانتيگراد 

 37ثانيه در دو بار سپس  30دقيقه و  1درجه سانتيگراد 
درجه سانتيگراد  54درجه سانتيگراد يك دقيقه،  95بار 

ثانيه و  30و  درجه سانتيگراد يك دقيقه 72يك دقيقه، 
 DNAصحت تكثير . دقيقه 10درجه سانتيگراد  72نهايتا 

 درصد 5/1جفت باز بر روي ژل آگاروز  422طول ه ب
  .كنترل گرديد

                                                 
1. Polymerase  Chain Reaction 
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 PCRتكثير شده به روش  DNA :اثر آنزيم  -3
درجه  37در حرارت  SspIواحد آنزيم  10تحت تاثير 

ساعت نتيجه اثر  24گرفت و پس از  سانتيگراد قرار
 موقيعت .بررسي شد درصد 3يم بر روي ژل آگاروز آنز
 لـدر شك وبينـبتاگل ژنII رون ـاينت در SspI گاهـجاي

  .نشان داده شده است 1 شماره
در صورت برش جايگاه پلي مورفيك توسط آنزيم 

SspI  جفت  206،  16،  200طول قطعات مورد انتظار
باز خواهد بود و در صورت عدم برش آن جايگاه توسط 

جفت باز خواهد  206و  216نزيم، طول قطعات حاصله آ
  .بود 

  

  يافته ها
  : چند شكلي فراواني) 1

ساكن  تالاسمي ناقل بتا 211كرموزوم متعلق به 422
 كروموزوم 254( نفر 127. بررسي شد استان مازندران

) كروموزوم 162(نفر  81 ،+/+ ژنوتيپ ) SspIدرجايگاه 
  .داشتند -/ژنوتيپ ـ) مكروموزو 6(نفر  3 و/+ ـ ژنوتيپ

را SspI و ـ + هاي  فراواني جايگاه 1شماره جدول 
دهد كه  دست آمده نشان ميه نتايج ب .دهد نشان مي

و  درصد 4/79ترتيب ه ب SspIو ـ + هاي  فراواني جايگاه
  .باشد در جمعيت مورد مطالعه مي درصد 6/20

  
هاي سالم  در ميان آلل  و ـ+ هاي  توزيع جايگاه) 2
   :جهش يافته و 

به دليل در دست نداشتن نمونه خون افراد همه 
فرد مطالعه شده،  211نفر از  168ها، تنها در  خانواده

يا ـ به آلل جهش يافته يا سالم با + اختصاص جايگاه 
نتايج  .بررسي پيوستگي ژني در خانواده امكان پذير بود

بررسي پيوستگي ژني بين آلل سالم يا جهش يافته در 
  مشخص گرديده،  2اره ـشمدول ـدر جSspI گاه ـجاي

) درصد 9/11(آلل طبيعي  20دهد كه  اين نتايج نشان مي
ايگاه ـداراي ج) دـدرص 3/14(ه ـش يافتـآلل جه 24و 

SspI – دـهستن.  
  

ناقـل بتـا    درافـراد  SspI  و  ـ+ هاي  فراواني جايگاه : 1شماره  ل جدو
  تالاسمي ساكن استان مازندران

  

  )درصد( تعداد  جايگاه
+  335 )4/79(  
-  87 )6/20(  

  )100( 422  جمع

  
  
هـاي   در ميـان آلـل   SspI  و  ـ+ هاي  توزيع جايگاه  : 2 شماره جدول

  سالم و جهش  يافته در افراد ناقل بتا تالاسمي در استان مازندران
  

  آلل سالم  آلل جهش يافته  جايگاه
  )درصد( تعداد  )درصد( تعداد

+  144 )7/86(  148 )1/88(  
-  24 )3/14(  20 )9/11(  

  )100( 168  )100( 168  جمع

  

  بحث
چند شكلي فراواني  گزارش از اين مطالعه اولين

طور خاص در استان  در جمعيت ايراني و به SspIجايگاه 
 422نتايج بر روي . تالاسمي خيز مازندران است

كروموزوم  211كروموزوم طبيعي و  211(كروموزوم 
  دهد كه فراواني  نشان مي) ژن بتا گلوبينداراي جهش در 

توزيع . است درصد SspI 6/20جايگاه چند شكلي 
هاي سالم و جهش يافته  ميان آلل -و + هاي  جايگاه

حاكي از اين امر است كه جايگاه منفي تقريبا به ميزان 
به : هاي سالم و جهش يافته همراه است مشابهي با آلل

اي  هـها مطالعـتن در. دـدرص 3/14و  درصد 9/11ترتيب 
بر روي ) 1995(و همكارانش  (Braun)براون  كه توسط
اي انجام گرفت فراواني  هاي آفريقايي و مديترانه جمعيت

  گزارش  درصد 14حدود  SspIجايگاه  درچند شكلي 
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اما در اين مطالعه به دليل نداشتن نمونه  )21(شده است
 SspIهاي  ژنوم ساير افراد خانواده، اختصاص جايگاه

منفي به آلل سالم يا جهش يافته انجام  SspIمثبت و 
در جمعيت چند شكلي درخصوص فراواني اين . نگرفت

با توجه به  .هندي يا آسيايي هيچ اطلاعي وجود ندارد
كه تولد يك  شيوع تالاسمي در ايران و جهان و اين

سبب مشكلات جسمي و  تالاسمي ماژور فرزندمبتلا به
شود وهمچنين  مبتلا وخانواده او ميروحي براي فرد 

آورد،  هاي درماني سنگيني را بركل جامعه وارد مي هزينه
تواند بهترين روش  پيشگيري از تولد يك نوزاد مبتلا مي

. )22(باشد ميگونه مشكلات  وگيري از بروز اينـبراي جل
تولد فرد  ترين راه پيشگيري از ترين و آسان كم هزينه

ي از ـل تالاسمـناق هـاي راف زوجـاژور انصـي مـتالاسم
اما باتوجه به شيوع بالاي افراد . ازدواج با يكديگر است

و ) جمعيت درصد 10(تالاسمي مينور در استان مازندران 
ناقل به  هاي زوجراف از ازدواج درميان ـكاهش انص

 وريِـي كشـكه آزمايشگاهـزايش امكانات شبـل افـدلي
لازم است امكانات  ،)23(تولد تالاسمي تشخيص پيش از

ناقل تالاسمي  هاي زوجهاي تشخيص جهش در  و روش
جا كه طبق  از آن. و فرزندان آينده آنان افزايش يابد

ي ـده، تشخيص مستقيم جهش ژنـام شـهاي انج يـبررس
ر ــپذي كانـور امـوارد در كشـم دـدرص 10-20ن ــبي

ص لاوه بر روش مستقيم تشخيـ، بايد ع)7،6،3(باشد نمي
هاي غير مستقيم مانند بررسي پيوستگي  جهش از روش

طول قطعات محدود كننده  چند شكليژني با استفاده از 
(RFLP) لازمه استفاده از اين روش. نيز سود جست، 

هاي داخل يا نزديك  جايگاهچند شكلي شناخت قبلي 
ژن مورد مطالعه و گويا بودن آن جايگاه براي خانواده 

چند شكلي مسلما هرچه فراواني . درگير بيماري است
 50حداكثر (تر باشد  يك جايگاه در جمعيتي بيش

، احتمال قابل استفاده بودن آن جايگاه درمطالعه )درصد
تر  پيوستگي ژني در يك خانواده درگير بيماري بيش

از  ،تر يا بيش درصد 10حدود مورفيسمِ پلي. خواهد بود
ه بارزش مناسبي جهت بررسي و رديابي يك آلل 

چند له ديگر در انتخاب أمس. خصوص برخوردار است
راي ـي بـي ژنـي پيوستگـگاه در بررسـيك جايشكلي 
زيرا هر چه . ها، محل آن جايگاه است ص بيماريـتشخي

تري داشته  فاصله بيش ،نظر از محل جهش جايگاه مورد
باشد، احتمال نوتركيبي هنگام تقسيم ميوز و انتقال آن 

وموزوم همتاي خود و در نتيجه اشتباه جايگاه به روي كر
از . )20(ها افزايش خواهد يافت تجزيه وتحليل داده در
خانواده ژني چند شكلي هاي  جا كه اكثر جايگاه آن

در  اند و بتاگلوبين خارج از ژن بتا گلوبين واقع شده
 ها برخي از آننتيجه احتمال نو تركيبي وجود دارد و نيز 

ي و ـايـاسـشن ،)25،24(دــردارنوـي برخــاز فراواني كم
چند شكلي افزايش هاي داخل ژني با  اده از جايگاهــاستف

  .آل خواهد بود در ژنوم افراد يك جمعيت خاص، ايده
چند كه تا كنون تنها يك جايگاه با  با توجه به اين

قابل توجه در داخل ژن بتا گلوبين در جمعيت شكلي 
جايگاه (ته است توجه و بررسي قرار گرف ايراني مورد

AvaII  در اينترونII( چند ، بررسي و تعيين فراواني
ضروري  SspIهاي داخل ژني مانند  ديگر جايگاهشكلي 

علاوه هزينه بالاي آنزيم محدود ه ب. رسيد به نظر مي
هاي محدود كننده  در مقايسه با ساير آنزيم AvaIIكننده 

معمول در بررسي پيوستگي ژني، عملا استفاده از 
با توجه به فراواني . را محدود نموده است AvaIIايگاه ج

 (آنزيم  تر درصدي و هزينه كم 20پلي مورفيسم

SspIم ـه آنزيـنصف هزينAvaII( ، جايگاه چند شكلي
SspI  واقع در اينترونII ،ي ـجايگاه مناسب ژن بتا گلوبين

) RFLP(م ـر مستقيـوتيپ در روش غيـي ژنـراي بررسـب
منفي  SspIجا كه فراواني جايگاه  آنهمچنين از . است

: در جمعيت ساكن استان مازندران در هر دو نوع آلل
است، جايگاه  درصد 10طبيعي و بتا تالاسمي، بيش از 

SspI  منفي نشانه مناسبي براي تعقيب هر دو نوع آلل
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علاوه نظر به اهميت دقت تشخيص در ه ب. باشد مي
در هزار  3 تشخيص پيش از تولد و حدود ياه آزمايش

توصيه  )26،20(احتمال بروزخطاي انساني يا آزمايشگاهي
شود ترجيحا از دو روش متفاوت در تعيين ژنوتيپ  مي

لذا هم در مواقعي كه تعيين جهش . جنين استفاده شود
هاي معمول قابل شناسايي نيست  ژن بتا گلوبين با روش

 20در  SspIجايگاه چند شكلي توان با بررسي  مي
ارد ژنوتيپ جنين را مشخص نمود و هم در مو درصد

توان  مواقعي كه نوع جهش والدين مشخص گرديده، مي
به عنوان يك روش  SspIجايگاه چند شكلي از بررسي 

  . تكميلي براي تاييد ژنوتيپ جنين استفاده كرد
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