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Abstract 

 

Background and purpose: In humans, SRY (sex-determining region of the Y chromosome) is 

the major gene for the sex determination which is found in normal XY males and rarely in XX males, and 

it is absent from normal XX females and from many XY females. There are several methods which can 

indicate a male genotype by amplification of SRY gene. The aim of this study was identification of the 

SRY gene for fetal sex determination in human during pregnancy using loop mediated isothermal 

amplification (LAMP) method. 

Materials and methods: A total of 18 blood samples were collected from pregnant women at 8 

weeks of pregnancy and plasma DNA was extracted. For detection of SRY gene LAMP assay was 

performed using the DNA. 

Results: LAMP results revealed the positive reaction was highly specific only to samples 

containing XY chromosomes; while no amplification was found in samples containing XX chromosomes. 

Finally, it was proved that from samples collected 9 were male embryos (50%) and 9 were female 

embryos (50%). All visual components used in colorimetric assay could successfully make a clear 

distinction between positive and negative reactions. 

Conclusion: The LAMP assay is a valuable tool for detection of SRY gene for fetal sex 

determination. 
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 گزارش کوتاه

  دمای وابسته به حلقه جهت ارزیابی آزمون تکثیر هم
 تعیین جنسیت جنین در انسان

 

    1محمد امین الماسی

 2علیرضا بابازاده بدوستانی   

 چكیده
( ژن اصلی برای تعیین جنسیت است که در نرهاای Y)ناحیه تعیین جنسیت کروموزوم  SRYدر انسان،  و هدف: سابقه

وجاود نادارد   XYهاای ناادر و بعضای از مااده XXهاای نرماال شود و در مادهمشاهده می XXهای نادر و ماده XYنرمال 

شناساایی کنناد  هادز از ایان شا وه   SRYتوانند یک ژنوتیپ نر را به وسیله تکثیر ژن چندین روش وجود دارند که می

دمای وابسته ا استفاده از آزمون تکثیر همبه منظور تعیین جنسیت جنین در انسان در خلال دوره حاملگی ب SRYشناسایی ژن 

 ( بود LAMPبه حلقه )

شلاساما  DNAآوری و هفتاه اول دوره حااملگی جما  1نموناه خاونی از زناان حاملاه در  81در کل  ها:مواد و روش

 انجام شد  SRYدست آمده به منظور تشخیص ژن هب DNAبا استفاده از  LAMPاستخراج شد  آزمون 

بسیار اختصاصی باود  XYهای حاوی کروموزوم نشان داد واکن  مثبت تنها برای نمونه LAMPج آزمون نتای ها:یافته

هاای مشخص نشاد  در نهایات بابات شاد کاه از باین نموناه XXهای حاوی کروموزوم در حالی که هیچ تکثیری در نمونه

ای اساتفاده ی ترکیباا  تشاخیص مشااهده( بودند  تماامدرصد 05جنین ماده ) 9( و درصد 05جنین نر ) 9آوری شده، جم 

 های مثبت و منفی را مشخص نمایند آمیزی تفاو  بین واکن سنجی توانستند به طور موفقیتشده در آزمون رنگ

به منظور تعیاین  SRYبه کارگرفته شده در این ش وه  یک ابزار ارزشمند برای تشخیص ژن  LAMPآزمون  استنتاج:

 جنسیت جنین است 
 

 SRY، تعیین جنسیت، ژن LAMPآزمون رنگ سنجی، آزمون ی کلیدی: واژه ها
 

 مقدمه
در اکثر کشورها تشاخیص جنسایت  در حال حاضر

باارداری باه منظاور شیشاگیری از  مااه اولجنین در چند 

 های ژنتیک شزشاکیبروز اختلالا  ژنتیکی، در آزمایشگاه

 آزاد DNAحضاور  8991در سال  ( 8)باشدمورد توجه می

 ( 2)دشاشناساایی  در سرم و شلاسمای زنان بااردار جنینی

باشاد ولای به طور غالا  از جفات مای DNAمنشاء این 

هماتوشویتیک جنین نیز منشاء بخ  اندکی از  هایسلول

آشوشتاوز  هاایی مانناد نکاروز یاامکانیزم ( 3)باشندآن می

 جنینی ساب  DNA های جنینی/جفتی و یا ترشح فعالسلول

 ( 4)شوندمی خون مادر به گردش جنینی DNAرها شدن
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DNA  4/3 جنینی در اوایل و اواخر باارداری باه ترتیا 

موجاود  آزاد سالولی DNA درصد از کال 2/2درصد و 

دیگار،  مطالعا  ( 0)دهددر شلاسمای مادر را تشکیل می

جنینی با افزای  سن باارداری  DNAکه غلظت دادنشان 

سارتت ه جنینی شس از زایمان ب DNA و یابدافزای  می

 ، ژن تعیاینSRY ژن ( 2)گاردداز شلاسمای مادر حذز مای

 ،است  این ژن بدون اینتارون Y روموزومجنسیت بر روی ک

 SRY شاروتیین کند کهنوتی فاکتور رونویسی را کد می

باتث تعیاین جنسایت باه سامت جانس  و شودنامیده می

  (4)گرددمذکر می

بااا فعااال نمااودن فاکتورهااای رونویساای  SRY ژن

نماید و تمایز مختص جنس مذکر تمایز بیضه را آغاز می

های اولیه غده جنسی تمایز ولشود که سلبیضه باتث می

  (2 -2)یافته و تکثیر شوند

 وابساته دماایسال گذشته، روش تکثیر هم 85 یدر ط

( Loop-Mediated Isothermal Amplification) حلقاه به

به تلت سادگی،  ندگوییم LAMPبه اختصار به آن که 

طور فرد، بهسرتت، کارآیی بالا و اختصاصیت منحصربه

 شاده گرفتاه کاار باه اسیدنوکلییک آنالیز در ایگسترده

اسااتفاده از چهااار  هیااروش باار شا نیااا ی  متاادولوژاساات

 هیاشا  ناح یطور اختصاصآغازگر مختلف است که به

 ناادیفرآ یشاارویو ش کنناادیماا ییاز ژن هاادز را شناسااا

بااا اسااتفاده از  وسااتهیباباات و ش یدمااا کیااواکاان  در 

تااکنون   (1،1)ردگیایصور  م رشته ینیگزیواکن  جا

باه کاار  جنسایت جناین صیتشخ یبرا یادیز هایروش

 2583اولاین باار در ساال  LAMPاناد  روش هگرفته شد

و همکاااران  جهاات تعیااین  Kanchanaphum توساا 

های خونی گرفته شده از جنسیت در انسان بر روی نمونه

کاه تااکنون  ییاز آنجاااماا  ( 9)زنان و مردان انجاام شاد

تعیاین جنسایت جناین در زناان  برای دماهم ریروش تکث

به کار گرفتاه نشاده اسات، در باردار در دوران حاملگی 

جهت  LAMPروش  ییبار کارا نیاول یش وه  برا نیا

 شد  یابیارز تعیین جنسیت

 

 مواد و روش ها
لیتر خاون کامال هماراه باا مااده ضاد انعقااد میلی 0

EDTA  ای و هفتاه 1زن باردار در سانین باارداری  81از

 مرد )به تنوان شاهد مثبت( با اطلاع و کسا  رضاایتیک 

 3555آوری گردید  خون هر فرد بلافاصله در ها جم آن

 055دور در دقیقااه سااانتریفیوژ شااد و شلاسااما بااه میاازان 

 هاای اساتریل تقسایم گردیاد میکرولیتر درون میکروتیاو 

به روش فنلی انجام و جاذ  ناوری آن در  DNA استخراج

 طراحای آغازگرهااگیری شد  ومتر اندازهنان 225طول موج 

 SRYر اساس ژن ب LAMPآزمون مولکولی جهت انجام 

 GenBank accession نظار باا شاماره شناساایی ماورد

JQ811934.1 افازاربا استفاده از نرم و PrimerExplorer V3 

ویاا ه جهاات طراحاای آغازگرهااای  online)ناارم افاازار 

LAMP ) (8)جدول شماره  گرفت صور  

 
 SRYآغازگرهای طرحی شده جهات تشخصای ژن  :1دول شماره ج

 LAMPبه روش 
 

 توالی آغازگر نام آغازگر

F3 AACGTCCAGGATAGAGTG 

B3 AGCATCTTCGCCTTCCGA 

FIB (F1c+F2) 
ATCTCTGAGTTTCGCATTCTTTTTAAC

GCATTCATCGTGTGGTC 

BIP (B1c+B2) 
TGGGATACCAGTGGAAAATGTTTTTC

TCTCTGTGCATGGCCTGT 

LF TCTAGAGCCATCTTGCGCCTCT 

LB CCGAAAAATGGCCATTCTTCCA 

 
میکرولیتاار  20در حجاام نهااایی  LAMPواکاان  

آغاازگر مولار میلی dNTP ،52/5مولار میلی 8/5حاوی 

FIP ،52/5 آغاازگر ماولار میلیBIP ،52/5 ماولار میلای

 B3، 54/5آغاااازگر ماااولار میلااای F3 ،52/5آغاااازگر 

، LBآغاازگر ماولار یلایم LF ،54/5آغازگر مولار میلی

 4MgSO ،8/5 ماولارمیلای 54/5 ،مولار بتایینمیلی 51/5

 آنزیممولار میلی 54/5 و Buffer Bst (10X) مولارمیلی

Bst DNA  شلیماراز(New England Biolabs, UK و )

در دقیقاه  25باه ماد   ،گاراددرجه ساانتی 25در دمای 

کان  ادامه یافت  باه محاا اتماام وایک حمام آبگرم 

ها خارج گشت و کدور  حاصل از واکن  مثبات لوله
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 گزارش کوتاه

محصاول در ژل میکرولیتار از  0چناین هام د شامشاهده 

 آمیاازی درصااد الکتروفااورز و شااس از رنااگ 8آگااارز 

   تاالاوه شااد بررساای Gel documentationدسااتگاه بااا 

 8/5، مقاادار LAMPباار ایاان جهاات تنییااد انجااام واکاان  

( HNBتااول بلااو )مااولار از رنااگ هیدروکساای نفمیلاای

(Lemongreen, China قبل از شروع واکن  به مخلوط )

اضافه شد  بعد از اتمام واکن ، بررسی نتایج که با تغییر 

 انجام شد  ، با چشم غیر مسلحها همراه بودرنگ در لوله
 

 یافته ها و بحث
آزاد جنینی در سارم و شلاسامای  DNAبا شناسایی 

هاای یت جنین در هفتاهنه تنها رویای تعیین جنس مادری،

هاای بلکاه بررسای نخستین بارداری به حقیقت شیوسات،

تشخیصی شی  از تولد اخاتلالا  ژنتیکای در جناین باه 

 آزاد جنینی DNA ( 0)میسر گشت روش غیرتهاجمی نیز

شیشارفت آبساتنی افازای  یافتاه و شاس از زایماان بااه  باا

تاکنون  ( 2)شودسرتت از شلاسمای خون مادر حذز می

های زیادی جهت تعیین جنسیت در انسان باه کاار روش

 PCRبار  مبتنایهاای روشتوان به اند که میگرفته شده

باه طاور  2583در ساال  LAMP روش ( 2-0)اشاره کارد

 و همکااران Kanchanaphum  توسا آمیزی موفقیت

در  ( 9)به کار گرفته شد جنسیت در انسان صیتشخ یبرا

بساایار  شاا وه  حاضاار سااعی شااد بااا اسااتفاده از روش

به روش فنلی، مقادیر  DNAو استخراج  LAMP حساس

جنینی که از هفته هشتم وارد جریان خاون  DNAجزئی 

زن  81روی شلاسامای  شناساایی گاردد  ،شاودمادر مای

باردار در هفته هشتم بارداری و یک مرد )شااهد مثبات( 

ام شد  متوسا  غلظات انج DNAبه طور مجزا استخراج 

DNA  استخراج شده از حجام یکساان شلاساماها معاادل

در یک میکرولیتر محلاول باود   DNAمیکروگرم  10/8

به تنوان استخراجی  DNAبا استفاده از  LAMPواکن  

هاا و واکن  مثبت باا خاارج کاردن لولاه و انجام شد ،الگو

 ( a8دیدن کدور  حاصل شده تنیید شد )تصویر شماره 

 نااین بااا بااردن محصااول واکاان  باار روی ژل چهاام
 

درصد و الکتروفورز آن، الگوی نردبانی شاکل  8آگارز 

های مختلاف دیده شد که ناشی از تولید قطعا  با اندازه

نتاایج مثبات  ،(  تالاوه بار ایانb8صویر شاماره است )ت

با استفاده از رناگ هیدروکسای نفتاول  LAMPواکن  

نف  باه آبای آسامانی ( که با تغییر رنگ از باHNBبلو )

صحت نتاایج  ( c8همراه بود مشاهده شد )تصویر شماره 

بوسیله شیگیری افراد شس از زایمان انجام شد و در نهایت 

 زن 81مشخص گردید که تشخیص جنسیت در شلاسمای 

از میاان درصد بوده است   LAMP، 855باردار به روش 

 مورد حامل جنین موناث باا کروماوزوم 9زن باردار،  81

XX  مااورد حاماال جنااین مااذکر بااا کرومااوزوم  9وXY 

و  Kanchanaphumنتایج ایان شا وه  باا نتاایج  بودند 

تمایز بین زناان و توانستند باشد که مشابه می همکاران 

و  LAMPباا اساتفاده از روش مردان ماورد آزماای  را 

در کال  ( 9)تشخیص دهند HNBبدون بکارگیری رنگ 

هاایی کاه لت وی گایبه ت LAMPتوان گفت روش می

ای و آزمایشااا  صااحرایی قاباال دارد در سااطح مزرتااه

تاار تحاات تاانبیر مااواد کاامایاان روش   اسااتاسااتفاده 

ای که گیرد، به گونهمهارکننده موجود در نمونه قرار می

  کاه  دادن مراحل انجام واکن  را توامی

 

 
 

با اساتفاده  LAMPای واکن   ( تشخیص مشاهدهA): 1تصویر شماره 

 ( الکتروفاورزBاز کدور  ناشی از تشکیل رسو  شیروفسفا  منیازیم  )

 ( تشاخیصCدرصاد  ) 8بر روی ژل آگارز  LAMPمحصولا  واکن  

با اساتفاده از رناگ هیدروکسای نفتاول  LAMPای واکن   مشاهده

: نموناه مارد )شااهد bp855 ،Pساایز ماارکر  M :DNA .(HNBبلو )

 رنمونه زنان باردا 8-81 بت(، لاینمث
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