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 مقاله پژوهشي 

 
 منفي با استفاده از  RhDجنين در مادران  RHDتعيين ژنوتيپ 

Real Time PCR 

 ، 3، محمد صيادي4، محمد علي اخوت1زاده ، صديقه حنطوش8زاده ، ناصر اميري3محمد حسين احمدي

 9، آزيتا آذركيوان3خاني امير ولي
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

 ،ن مطالعهيهدف از انجام ا. کند يفا ميا ن و نوزاديک جنيتيهمول يماريجاد بيرا در ا ينقش مهم،  RhDژن  يآنت
نخست  يها ن در هفتهيت جنين جنسيين تعيچن و هم يمنف RhDمادران  ين در پلاسمايجن RhDپ يتعيين ژنوت
 .بود Real Time PCR روشبا استفاده از  يباردار
 ها روش مواد و
تا  2ن يب ين بارداريکه در سن يمنف  RhDمادران باردار ي، از پلاسما DNAنمونه  83 ،يفين مطالعه توصيدر ا
از  31و  7، 9 يها و اگزون SRYن، يبتا گلوب يها ها، ژن ک از آنيهفته قرار داشتند استخراج و در مورد هر  15
نووزاد   يپيج فنوتيج حاصل از آن با نتايقرار گرفت و نتا يمورد بررس RT-PCR روشبا استفاده از  RHDژن 
 .تجزيه و تحليل شدند SPSS 88افزار  دو و كوهن و نرم هاي كاي ها توسط آزمون يافته .ديسه گرديمقا

 ها يافته
ک يو مثبوت و در   RhDپ يها فنوت از آن %(53)مورد 31از نوزادان جنس مذکر داشتند که در (%4/98)مورد 33
%( 51)موورد  5کوه  نو  داشوتند   ؤاز نوزادان جنس م( %6/47)مورد 31ن ينچ هم. گزارش شد يمنف %(5)مورد
دست آموده از  ه ب يپيج ژنوتيج با نتاين نتايا. ديگزارش گرد يمنف RhD %(31)ک مورديمثبت و  RhDپ يفنوت
 .مطابقت کامل داشت SRYو   RHDيها اگزون

 ينتيجه گير 
روش  يريکوارگ ه موادر و بو   يتوان با استفاده از پلاسما ين را ميجن RHDپ يژنوت يج نشان داد که بررسينتا

RT-PCR به مادران بواردار  يانين روش کمک شايا. ت بالا انجام داديت و اختصاصيبا حساس RhD  در  يمنفو
 يموار ياز بوروز ب  يريت و جلووگ يرين در مورد مود يچن و هم Dن يمونوگلوبوليح از ايصح يريکارگه مورد ب
 .کند يم ن و نوزاديک جنيتيهمول

هاي تعيين ژنوتيپ  ، روش، بررسي تعيين جنسيت Rhغربالگري قبل از تولد، سيستم گروه خوني  :ات كليديكلم
Real-Time PCR 

 

 

 
 
 

 13/4/44: تاريخ دريافت
 31/4/44: تاريخ پذيرش

 
 انتقال خون ـ تهران ـ ايرانشناسي آزمايشگاهي و بانك خون ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب  كارشناس ارشد خون ـ3
 شناسي و بانك خون ـ دانشيار مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران خون PhDـ 2
 مركز تحقيقات مادر، جنين و نوزاد ـ بيمارستان وليعصر ـ دانشگاه علوم پزشكي تهران ـ تهران ـ ايران استادمتخصص زنان و زايمان ـ  -1
 آوري تشخيص آزمايشگاهي ـ دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شيراز ـ شيراز ـ ايران مركز تحقيقات علوم و فنكارشناس علوم آزمايشگاهي ـ  -4
ن و انكولوژي كودكان ـ دانشيار مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون و درمانگاه فوق تخصص خو: مؤلف مسئول -5

  34445-3351 :تالاسمي ـ تهران ـ ايران ـ صندوق پستي
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  مقدمه 
ن و يتــــر دهيــــچيپ،  Rh يســــتو  ــــروه خــــونيس    
(. 3)باشد يدر انسان م يستو  روه خونين سيتر کيمورف يپل
و در انتقال  استژن  ينوع آنت 51ش از يب يستو داراين سيا

باشد  يم ينيستو از نظر باليسن يتر ، مهو ABOخون بعد از 
ن و نـوزاد  يک جنيتيهمول يماريجاد بيرا در ا يو نقش مهم

(HDFN )ــيا ــا م ــد يف ــوع % 51 (.2)کن ــوارد وع  HDFNاز م
باشد که از جفـت عوـور    يم يمادرD (IgG ) يمربوط به آنت

ب ي ـن، باعث تخريعرمز جن يها کند و با اتصال به  لوول يم
ا عـوار   ين و يا جنيدر نوزاد  يجه بروز آنميها و در نت آن

ن يمــرج جنــ يس و حتــيدروپس فتــاليــدتر ماننــد هيشــد
 .(2، 1)شود يم

ــر     ــه  از اواخ ــ 3441ده ــا تزر  يلاديم ــد، ب ــه بع ــب ق ي
ــوليا ــوزاد، م  Dن يمونو لوب ــد ن ــه مــادر بعــد از تول ــب زان ي
در . افـت يکـاهش  % 5/3به  %34مادر از  RhDون يزاسيمونيا

 Dن يمونو لوبـول يعول از تولـد ا ق ياز کشورها تزر يتعداد
زان ي ـشتر مين امر موجب کاهش بيکه هم دي ردشنهاد يز پين
درصـد   4/1تـا   2/1بـه   ن مقداريشد و ا ون مادريزاسيمونيا

 (.4، 5)ديرس
 ،راني ـاز کشـورها از جملـه ا   ياريکه در بس ييجا از آن    
شـود، همـه    يتا زمان تولد مشخص نم نيجن RhD پيفنوت

ــادران  ــ RhDم ــران   يمنف ــه همس ــد،   RhDک ــت دارن مثو
 ـ Dن يمونو لوبوليا عوـل از تولـد    رانهيشـگ يصـورت پ ه را ب

در  .کننـد  يافـت م ـ يدر يسوم باردار هنوزادشان در سه ماه
 ـاز ا يکـه درصـد عابـل تـوجه     يصورت  ،ن مـادران بـاردار  ي

افــت يدر ير ضــروري ـصــورت  ه را بــ Dن يمونو لوبـول يا
 (.4)کنند يم

و لذا خطـر انتقـال    دارد يانسان أمنش Dن يمونو لوبوليا    
ق ي ـاز طر زا يماريب يها روسيوبه خصوص  يعوامل عفون

د تلاش  ـردد کـه   يلذا در صورت امکان با. آن وجود دارد
 (.1-31)رديصورت نگ ير ضروريمواجهه  

ق يتوان تزر ين ميجن RHDپ ين عول از تولد ژنوتييبا تع    
و تنهـا در مـادران    مندهدفصورت ه را ب Dن يمونو لوبوليا

کنند انجـام   يمثوت حمل م RhDن يکه جن يمنف RhDباردار 
اجتنـا    Dن يمونو لوبـول يها با ا مورد آن يداد و از تماس ب

 ،نيجن ـ RHDپ ي ـن ژنوتيـي گـر تع يت ديمز(. 33-34)نمود

 ـباشـد کـه بـه دلا    يم يمربوط به مادران باردار ل مختلـف  ي
 D يدر سرمشـان آنت ـ  اند و زه شدهيمونيا Dژن  ينسوت به آنت
 نين افراد ا ر مشخص شود که جن ـيدر مورد ا. وجود دارد

در  HDFNبــروز  يبـرا  يخطــردارد،  يمنف ـ RhDپ ي ـفنوت
وسـنتز  ير آمنينظ يها وجود ندارد و لذا از اعدامات تهاجم آن
مـان زودرس در مـورد   ين زايچن ، کوردوسنتز و هوياليسر
صورت مثوـت  ه ن بيجن RhDشود و ا ر  يم يريها جلو  آن

 ـ   و مناسب ي زارش شود، اعدامات لازم درمان ه بـه موعـب ب
 (.3، 35)عمل خواهد آمد

 = Cell free fetal DNA) يـن ـيآزاد جن DNAبا کشـف      

CffDNA )در  لـو  دنـيس  مادران باردار توسـ   يدر پلاسما
ر ين به روش  يجن RHDپ ين ژنوتيي، امکان تع3441سال 
 CffDNA لظـت   يبه طـور کل ـ (. 34)سر  شتيم يتهاجم
ش سـن  يباشد و بـا افـزا   يکو مار يبسان خون مادر يدر جر
 ـ 3 يو ط ـ ابدي يمش يافزا زيآن ن مقدار ،يباردار روز  2 يال

ان خـون مـادر پـا     ي ـمان بـه طـور کامـل از جر   يبعد از زا
 (.31-34)شود يم

 يمعمـول  يهـا  ن را بـا روش يجن ـ RHDپ ي ـن ژنوتييتع    
 PCR روشامـا   ،توان انجـام داد  يز مين Real Time PCR  از

باشـد   يبرخوردار م يشتريت بيحساس ت وي، اختصاصدعت
(23 ،21.)  

 ـ ي ـم يبررس ـ ،ن مطالعهيا ازهدف      ج ين نتـا يزان تطـابق ب
 Realروشن بـا اسـتفاده از   يجن ـ RHDپ ي ـحاصل از ژنوت

Time PCR يپيج فنوتيو نتا RhD  ينوزاد با روش سـرولوژ 
نخسـت   يهـا  ن در هفتـه يت جن ـين جنس ـيين تعيچن و هو
 .بود يباردار

 
  ها روشمواد و 

 RhDمـادر بـاردار    23تعـداد   ،يفين مطالعـه توص ـ يدر ا    
عـرار   يابي ـمثوـت داشـتند مـورد ارز    RhDکه همسـر   يمنف

ن و يش ـيمشابه پ هاي هحجو نمونه با توجه به مطالع . رفتند
هـا   نمونه .ديکوکران محاسوه  ردبا استفاده از فرمول شارل 

مان در محدوده يزنان و زا يها که جهت مشاوره يمادراناز 
 يهـا  مارسـتان يببـه   3141آبان ماه تا اسفند ماه سال  يزمان

 ،مراجعه نمودندرزا کوچک خان تهران يو م( ره)ينيامام خم
 از  تيرضا جلب با ها نمونه تمام ضمناً .دـي ردي آور بـجم
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 يآور جمب شانيا توس  هـنام تيرضا رمـف لـيتکم و رادـاف
 . شد
 

 :ها سازي آن ها و آماده آوري نمونه جمب
از خـون کامـل مـادر در     تريل يليم 5 يهر نمونه که حاو    

بود، بلافاصله پـس از انتقـال    EDTAضد انعقاد  يلوله حاو
 31ران، بـه مـدت   ي ـقات سازمان انتقال خون ايبه مرکز تحق

 يـي رو يفوژ شـد و پلاسـما  يسانتر rpm 4111 دورقه با يدع
ن ي ـسـپس ا . دي ردل منتقل يو  استريکروتيآن جدا و به م

ن بار بـا  يا يقه، وليدع 31به مدت  عسمت از پلاسما مجدداً
طــور کامــل از ه تــا بــ ديــ ردفوژ يســانتر rpm 31111 دور

پلاسما برداشـته   ييعسمت روت يدر نها. ها جدا شود سلول
انجـام مراحـل    يگر منتقل و برايل ديو  استريکروتيو به م

 .شد ينگهدار راد  درجه سانتي -01 زريفردر ار، ـک يدـبع
 

 : DNA استخراج

    CffDNA ت يـــبـــا اســـتفاده از کCinna Pure DNA 
 ـانا کلون، يشرکت س محصول) طوـق  . اسـتخراج شـد   (راني

 µLذو  شـده بـا    يز پلاسماا µL 311 ت،يدستورالعمل ک
ون يتاس ـيپيمحلـول پرس  µL 111ز کننده و ياز محلول ل 411

لتـردار  يو  في ـکروتين حجـو بـه م  يمخلوط و سپس تمام ا
 يمرحله شستشـو بـا بافرهـا    1 يط. فوژ شديمنتقل و سانتر

از محلـول   µL 11در DNA  تاًي، نها2و  3شماره  يشستشو
درجـه   -01 کار، در يانجام مراحل بعد يالوشن حل و برا

کاهش  يلازم به ذکر است که برا. دي ردره يذخ  راد سانتي
ر هـود  ي ـدر ز DNA يمراحل جداساز ي، تماميآلود  خطر
 لياسـتر  يو با اسـتفاده از نـو  سـمپلرها    2کلاس  ناريلام
 . رفتلتردار انجام يف
 

 : Real Time PCR واکنش

  ن، بـا اسـتفاده از  يجن ـ RHDپ ي ـن و ژنوتيت جن ـيجنس    
 - Rotor Gene  له دستگاهيوسه و ب Real Time PCR روش

 يهـا آ از ر. دي ـ رد يبررس( آلمان محصول کشور) 1111
و  RHD  ،SRY يهـا  ژن يبـرا  يانتخا  شـده و اختصاص ـ 

ه و ي ـته( دانمـار  )له شـرکت ژن فنـاوران  يوسه ن بيبتا لوب
ت مطالعه، يش اختصاصيافزا يبرا .مورد استفاده عرار  رفت

و  1،  5 يهـا  شامل ا زون) RHDاز لکوس  يسه منطقه ژن
ن يز از ژن بتا لوبين DNAد حضور ييتا يو برا يابيارز( 31
 .(3جدول )استفاده شد SRYو 
 X2کس ياز مســـتر مـــ µL 31 يهـــر واکـــنش حـــاو    
 µL 5، (محصـول کشـور دانمـار    ) Ampliconن يور ريسا

آ ـاز ر   µL 5/1، آ از ر جلوبرنده  DNA  ،µL 5/1نمونه 
 µL يياز آ  مقطر بود که در حجـو نهـا   µL 4و  معكوس

 .عرار  رفت يابيمورد ارز 21
 

 و بتاگلوبين SRYو  RHDهاي   توالي آغازگرهاي جلوبرنده و معكوس از ژن: 3جدول 
 

 اندازه توالي آغازگر ژن

ACTB 
 GTGCACCTGACTCCTGAGGAGA جلوبرنده

bp 312 معكوس CCTTGATACCAACCTGCCCAG 

SRY 
 TGGCGATTAAGTCAAATTCGC جلوبرنده

bp 311 معكوس CCCCCTAGTACCCTGACAATGTATT 

Exon5 جلوبرنده CGCCCTCTTCTTGTGGATG 
bp 02 معكوس GAACACGGCATTCTTCCTTTC 

Exon7 
 CTCCATCATGGGCTACAA جلوبرنده

bp 41 معكوس CCGGCTCCGACGGTATC 

Exon10 
 CCTCTCACTGTTGCCTGCATT جلوبرنده

bp 14 معكوس AGTGCCTGCGCGAACATT 
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قـه در  يدع 5: بـود ب مقابـل  يز به ترتي  انجام واکنش نيشرا
و  هي ـاولون يعنـوان دناتوراس ـ ه ب راد  درجه سانتي 45 يدما
 ـراد   درجه سانتي 45 يه در دمايثان 11ز ينچرخه هر  يبرا

جهت   راد درجه سانتي 43 ه دريثان 11ون، يجهت دناتوراس
 و( کسان بودي آ از رهاهمه  ين دما برايا)آ از رهااتصال 

ر کـه  يجهت تکث  راد درجه سانتي 12 يز در دمايه نيثان 11
ش يبـه منظـور افـزا   . انجـام شـد   چرخـه  51در مجموع در 

( Duplicate) ييتادو صورته ها ب ، نمونهآزمايشت يحساس
هــا از کنتــرل  عــرار  رفتنــد و بــه همــراه آن يابيــمــورد ارز

فـرد مـذکر و   )کنترل مثوت  ،(يمنف RhDنث و ؤفرد م)يمنف
RhD و کنترل بدون  (مثوتDNA  الگو(NTC) استفاده شد. 

و  RHD  ،SRY يهــا ک از ژنـيــر ـر هـــيــودار تکثـنمــ    
عـرار   يمـورد نظـر مـورد بررس ـ    يها نمونه ين برايا لوبـبت

ب انجام شد که ا ر هر دو ين ترتيج به اير نتاي رفت و تفس
جـه  ينت دي رد يمذکور، مثوت م يها ک از ژنيواکنش از هر 

ا ر هر دو واکـنش  . شد يآن ژن مثوت در نظر  رفته م يبرا
آزمـايش   ،شـد  ياز دو واکـنش مثوـت م ـ   يک ـيا تنها ي يمنف

ز، يواکنش ن 4تکرار و در مجموع  ييصورت دوتاه ب مجدداً
ژن مـورد   يجـه بـرا  يشد نت يشتر مثوت ميا بيواکنش  2ا ر 

 .دي رد يم يتلق يصورت منف نير اينظر مثوت و در  
توانـد راهگشـا    يج م ـير نتايکه در تفس ييها توياز آ يکي    

. باشـد  يمCt (Threshold Cycle ) آستانه چرخه بحث ،باشد
ن کمتـر  يو ژن بتـا لوب  RHD يها ا زونن يب Ctا ر تفاوت 

ک ژن ي ـ يانگر آن است که مـادر دارا يب احتمالًا ،باشد 2از 
کـه منجـر بـه     اسـت  RHD از ژن يانتيا واريان يعابل ب ري 

 صـورت ن ي ـشـده کـه در ا   يو RhD پي ـشـدن فنوت  يمنف
و   ـردد  يم ـ ر عابل  زارش محسـو  يصورت  ه جوا  ب

(. 33)باشـد  يژنوم مـادر م ـ  يبر رو RHDاز به مطالعه ژن ين
Ct يها ا زون RHD صورت ه ن بيکه جن يدر مواردRHD 

ژن کنتـرل   Ctشـتر از  يعـدد ب  4تا  4باشد، حداعل  يمثوت م
 (.22)است (نيبتا لوب)

 ،شـد  يپ مين ژنوتييتع يمنف RHDصورت ه ن بيا ر جن    
 يدر مـوارد  ين ـيجن DNAد حضـور  ييجهت تا SRYجه ينت

 ـ . رفت يمورد استفاده عرار من پسر بود يکه جن ن يا ر در ب
 5مثوت و در دو ا زون  31تنها در ا زون واکنش ا زون،  1
 ين داراين احتمال وجود داشت که جنيا ،شد يم يمنف 1و 

ت ي ـمثوـت باشـد و لـذا در نها    RHD يهـا  انتياز وار يکي
 .شد يدر نظر  رفته ممثوت 

 
 :و جنسيت جنين RHDتاييد ژنوتيپ 

ا خون بند ناف در هنگام تولد از نوزاد يو  يطيمحخون     
 RhDپ ي ـن فنوتيـي جهت تع يو آزمون سرولوژ يآور جمب
در هنگـام تولـد مشـخص     زي ـت نوزاد نيجنس.  رفتانجام 
 . رديد

 
 :تجزيه و تحليل آماري

ــا داده     ــ  ه ــرم توس ــزار ن ــا SPSS 22 اف ــتفاده و ب  از اس
 تطابق کهCohen’s Kappa و  Chi-square يآمار يها آزمون

دهـد،   يرا نشـان م ـ  مورد انتظـار  و آمده دسته ب جينتا نيب
 نظـر  از 15/1کمتـر از   p مقدار و عرار  رفت يابيمورد ارز

ن يــيتع يهــا آزمــون. شــد  رفتــه نظــر در دارامعنــ يآمــار
 عـرار  اسـتفاده  مـورد  زين آزمايشدعت  و يژ يو ت،يحساس
  . رفت

 
 ها  يافته
 از به دسـت آمـده   يپلاسما يها نمونهدر مطالعه حاضر     
 4/1: نيانگي ـم)سال  34-20 يدر محدوده سنزن باردار  23

 0/1: نيانگيم)هفته  10 يال 0 ين بارداريکه در سن( 4/24 ±
 يپيج ژنـوت يو نتا دي رد يبررس ،عرار داشتند( هفته 1/12 ±

 يکيج سـرولوژ يبـا نتـا   Real Time PCR آزمايش حاصل از
  .دشسه يبعد از تولد مقا

 خون هـ ذشت اهـم 1 در هـک دـدادن  زارش انـزن هـهم    
لازم بـه  . انـد  نداشـته  ونـد يپ عمل هر ز و اند نکرده افتيدر

 در ريي ـتغ به منجر تواند يم احتمالات نيا دو ذکر است، هر
  اهداکننـده  فرد  DNA سنجش امکان ليدل به پيژنوت جينتا

  .شود
 ـ از نمونه %(2/45)مورد 21مادران در RhDپ يفنوت     ه ها ب

ــورت  ــورد 3و در  ccddeeص ــن( %0/4)م ــي ــورته ز ب  ص
CCddee پ ي ـج ژنوتينتـا . ن شدييتعRHD ز ين بـا آنـال  يجن ـ
هـا   از نمونـه ( %13/05)مورد 31مادر نشان داد که  يپلاسما
RHD  ( %24/34)نمونه 4مثوت وRHD هي ـکل. بودنـد  يمنف ـ 

 حاصل از خـون بنـد   يج سرولوژيا نتابدست آمده ه ب جينتا
 . (2جدول )دادرا نشان  يناف تطابق صددرصد
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 Real-Time PCR روشجنيني توسط  SRYو  RHDنتايج حاصل از ژنوتايپينگ : 8جدول 
 

 نمونه سن بارداري فنوتيپ مادر RT-PCRژنوتيپ جنين با استفاده از  نوزاد Rhفنوتيپ  جنسيت
SRY Exon10 Exon7 Exon10 

 D + N P P P ccddee 0 3 زن
 D + P P P P - 21 2 مرد
 D + N P P P ccddee 21 1 زن
 D - N N N N ccddee 25 4 زن
 D + N P P P ccddee 24 5 زن
 D + P P P P ccddee 11 4 مرد
 D - P N N N ccddee 12 1 مرد
 D + N P P P - 11 0 زن
 D + P P P P ccddee 14 4 مرد
 D + P P P P ccddee 15 31 مرد
 D + P P P P CCddee 15 33 مرد
 D + P P P P ccddee 15 32 مرد
 D + N P P P ccddee 11 31 زن
 D + N P P P ccddee 11 34 زن
 D - P N N N ccddee 10 35 مرد
 D - P N N N ccddee 10 34 مرد
 D + P P P P ccddee 10 31 مرد
 D + P P P P ccddee 14 30 مرد
 D + N P P P ccddee 14 34 زن
 D + N P P P ccddee 14 21 زن
 D + N P P P ccddee 14 23 زن

 
تعيين حساسيت، ويژگي و دقت ارزيابي ميزان تطابق و : 1جدول 

 آزمايش ژنوتايپينگ
 

 RHD SRY 

 %311( 23/23) %311( 23/23) تطابق

 %311 %311 حساسيت

   منفي كاذ 

 %311 %311 اختصاصيت

   مثوت كاذ 

 %311 %311 دعت
p value 1115/1 < 1115/1 < 

Cohen’s Kappa 3 3 

ــذا     ــيتع آزمــونو دعــت ت يحساســ ،تي، اختصاصــل  ني
 Real Time PCRروش ن بـا اسـتفاده از   يجن RHDپ يژنوت
 1115/1؛  =K% 311)ديــن  رديـي تع% 311ن مطالعــه ي ـدر ا
p<( ) 1جدول.) 
 ـن SRY در مورد ژن  Real Time PCRج يز نتايآنال     ز در ي
. ت نوزاد بعد از تولد مطابقت داشـت ينمونه با جنس 23هر 
مـورد   31مذکر و صورت ه ها ب از نمونه( %1/52)مورد  33
کـه در  ند ت شدين جنسيينث تعؤصورت مه ز بين( 1/41%)

ــ ــورد اـم ــن ژن نـي ــت  تيحساســ ،تيز اختصاصـــي و دع
 .(>p 1115/1؛  =K% 311)دـه ش ــمحاسو ـ% 311 ،آزمـايش 

و  2ول اجـد )شـد  ص دادهيتشـخ  نمونه تمام در ACTB ژن
1). 
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 بحث
 23 ن دريجن RHDپ يژنوت يدر مطالعه حاضر، با بررس    

اسـتخراج   يمنف ـ RHDمادران  يکه از پلاسما DNAنمونه 
مثوت  RHDها،  از نمونه %13/05مشخص شد که  ،شده بود

آزمـايش   يهـا  افتهيج با ين نتايهستند که ا يمنف %24/34و 
ن در يچن ـ هـو . داشتند بعد از تولد مطابقت کامل يسرولوژ
مـورد   SRY 33ت بـا ژن  ين جنس ـيـي نگ تعيپيژنوتاآزمايش 

نــث ؤم( %1/41)مــورد  31هــا مــذکر و  از نمونــه( 1/52%)
 ـيه نتايص داده شدند که صحت کليتشخ دسـت آمـده   ه ج ب

 .ديبعد از تولد نوزادان به اثوات رس
وجود  يفراوان يها ن چالشيجن RHDپ ين ژنوتييدر تع    

 يق داراي ـج دعيبه نتـا  يابيها جهت دست دارد که توجه به آن
ار يبس ـ Rhسـتو  يکه س ييجا از آن. باشد يم يت فراوانياهم

ن يـي کـاذ  در تع  يج مثوت و منفياحتمال نتا ،استده يچيپ
ن ي ـد بـه ا ي ـن همواره وجـود دارد کـه با  يجن RHD پيژنوت
 يهـا  سـو يمورف ين پل ـييتع يطور کله ب. له توجه داشتأمس
 يا ت خـاص، مرحلـه  يک جمعيها در  آن يک ژن و فراواني

شـود کـه    ين محسو  م ـيجن RHDپ ين ژنوتييمهو در تع
ران صـورت  ي ـنـه در کشـور ا  ين زمي ـدر ا يا تاکنون مطالعه

هـا و   کرد که ا زون يد سعينگرفته است لذا تا حد امکان با
شوند که با اسـتفاده   يانتخا  و طراح يا به  ونه آ از رها

 يهـا  انتيرا از وار يقيحق يج مثوت و منفيها بتوان نتا از آن
RHD ـبه ا يابيجهت دست .افتراق داد  تـوان از   ين مهـو، م ـ ي

اند، اسـتفاده و   ت کردهينه فعالين زميکه در ا يمقالات معتور
 ـ (.21)کسب تجربه نمـود   يعنـوان نمونـه محققـان بـرا    ه ب

حـداعل دو   يبررس ـ کـاذ ، معمـولاً   يج منفياجتنا  از نتا
 (.24، 25)کنند يشنهاد ميرا پ RHDا زون از ژن 

ــا اســتفاده از 2131ر ســال و همکــارانش دآيكــوت      ، ب
ــاآ از ر ــ، ژنوت31و  1دو ا ــزون  يه ــ RHDپ ي ن را يجن

 يکيسـرولوژ  يهـا  افتهيبا  جينتا دادند کهعرار  يابيمورد ارز
 (.24)داشتبعد از تولد، مطابقت کامل 

 يابيمورد ارز 31و  1، 5ز سه ا زون يدر مطالعه حاضر ن    
و  5در کنار ا ـزون   31علت استفاده از ا زون  .عرار  رفت

،  RHDد ژن ي ـوريه يهـا  انـت ين بـود کـه در اکثـر وار   يا 1
 Realمانـد و لـذا ا ـر در    يم يدست نخورده باع 31ا زون 

Time PCR  و  يمنف ـ 1و  5 يهـا  ج مربـوط بـه ا ـزون   ينتـا

 انـت از ژن يک واري ـاحتمال حضور  ،مثوت شود 31ا زون 
RHD ح يب بـا انتخـا  صـح   ي ـن ترتيبه ا .کند يرا مطرح م
ن يجن RHDپ ين ژنوتييکاذ  در تع يج منفيها از نتا ا زون
 .(21)شد يريجلو 
ن عطعـات  يب ـ يدرصـد  44وـا  يعلت وجود تشابه تقره ب    
 ـبا آ از رها،  RHCEو  RHD يژن انتخـا    يا د بـه  ونـه  ي

داشـته   ين دو ژن را بـه خـوب  ين ايز بيت تمايشوند که عابل
 يبـا توجـه بـه تـوال     آ از رهـا ز يحاضر ن در مطالعه. باشند

ن دو ژن و اطلاعات موجـود در مقـالات بـه    يا يدينوکلئوت
 RHDژن  يبـرا  ياختصاص ـ ،که تنها دي ردانتخا   يا  ونه

را  RHCEژن  يهـا  ر ا ـزون ي ـاتصـال و تکث  ييبوده و توانا
 (.3، 21)نخواهند داشت

د به ين، بايجن RHDپ ين ژنوتييکه در تع يگريله دأمس    
مـادر   يدر پلاسما CffDNAله  لظت أآن توجه داشت، مس

ن يـي کـاذ  در تع  يج منف ـياز علل عمده نتـا  يکي. باشد يم
 يدر پلاسـما  CffDNAن،  لظـت کـو   يجن ـ RHDپ يژنوت
 ـن CffDNA،  لظـت  يش سن بـاردار يبا افزا. استمادر  ز ي
ن يبنـابرا ( يردارماهه آخر بـا  1ژه در يوه ب)ابد ي يش ميافزا

 ييابتـدا  يهـا  ن در هفتـه يجن ـ RHDپ يکه ژنوت يدر مواعع
 آن ممکن است علـت  ،ن شدييتع يصورت منفه ، بيباردار

تـوان   يد آن مييتا يلذا برا ،باشد CffDNAکو بودن  لظت 
مجـدد، تکـرار    يري ـ  را  چند هفته بعد، بـا نمونـه  آزمايش 

 (.20، 24)نمود
 ي، بـرا يعنوان کنترل داخل ـه ک ژن خاص بياستفاده از     
در ( ينيو جن يمادر DNAمجموع ) تام DNAد حضور ييتا

اسـت کـه    يالوتـه  فتن ـ . باشـد  يم ـ يمادر ضرور يپلاسما
در پلاسـما   DNAانگر حضـور  ي ـها، تنها ب ن ژنياستفاده از ا

افتـراق   يمـادر  DNAرا از  ين ـيجن DNAتواند  يو نم است
منظـور در مطالعـه حاضـر     نيهم ـن بـه  يژن بتا  لـوب . دهد

 (.11)شده استاستفاده 
 يعوـارت ه و ب يمادر DNAاز  ينيجن DNAز يجهت تما    
از بــه يــز، نيــمــادر ن يدر پلاســما CffDNAد حضــور ييــتا

در  اًي ـن باشـد و ثان يجن ـ ياختصاص ـ است کـه اولاً  يمارکر
کـه   يياز مارکرهـا  يک ـي. مادر حضور داشته باشد يپلاسما

کـه بـر    است SRYژن  ،شود ينه استفاده مين زميامروزه در ا
 يدر پلاسـما  SRYحضور ژن . عرار دارد Yکروموزوم  يرو
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ن مـذکر در رحـو مـادر    يانگر حضـور جن ـ يب يمادر، از طرف
 يدر پلاسما CffDNAد حضور يؤگر، مياست و از طرف د

 (.3، 24)باشد يمادر م
ن يـي تع يکـه بـر رو   2114و همکارانش در سال وانگ      
ــژنوت ــ RHDپ ي ــا روش يجن ــار  Real Time PCRن ب ک

و از ژن  ين به عنوان کنتـرل داخل ـ يکردند، از ژن بتا لوب يم
SRY ــرا ــتا يب ــيجن DNAد حضــور يي ــد ين . اســتفاده کردن
را نشان داد که  SRYج مثوت از نظر يها، نتا از نمونه% 54/52

 ـ يبا جنس ه ت نوزادان بعد از تولد، مطابقت کامل داشـت و ب
( نمونـه  12از مجمـوع  )نمونه 43ها توانستند در  آن يعوارت

در مطالعـه  (. 11)را به اثوـات برسـانند   ينيجن DNAحضور 
از % 1/52و مثوـت شـدن    SRYز بـا اسـتفاده از ژن   يحاضر ن
کـه بـا    Real Time PCRدر واکـنش  ( نمونـه  33)هـا   نمونه
 ور ـت نوزادان بعد از تولد مطابقت کامل داشت، حضيجنس

DNA ده استينمونه پلاسما به اثوات رس 33در  ينيجن. 
 RHDپ ي ـن مونث بـا ژنوت يکه مادر حامل جن ياما زمان    
د حضـور  يي ـتا يبـرا  SRYباشد، استفاده از مارکر  يم يمنف

CffDNA ن ي ـحـل ا  يبـرا (. 3)نخواهـد کـرد   يکمک ـ گريد
شود کـه پـر    ياستفاده م يگريد يمشکل امروزه از مارکرها

 ـ  ن آنيکـاربردتر   RASSF1A (RASاسـت بـه نـام     يهـا ژن

association family 1 A ) ـ کـه  ک ژن سـرکوبگر تومـور   ي
پر يصورت هـا ه ب ينيجن DNAن ژن در يپروموتر ا. باشد يم
باشـد و   يله م ـيپو متيصورت هاه ب يمادر DNAله و در يمت

ن يبه ا(. 13، 12)است ينيجن DNAن ييدر تع يمارکر مناسو
 موجبکه   ردد يم استفاده Bst U1به نام  يميمنظور از آنز

 RASSF1Aژن در آن کـه  ) يمادر DNA يها هضو سکانس
کـه در   يدر صـورت  ،شـود  يم( استله يپو متيصورت هاه ب

DNA کـه ژن  )ينيجنRASSF1A ـ  لـه  يپر متيصـورت هـا  ه ب
 يها توان سکانس يسپس م. کند يجاد نميا يرييتغ( باشد يم

،  RHDپ ي ـن ژنوتيـي تع يرا بـرا  ينيجن DNAهضو نشده 
 (.24)عرار داد يبررسمورد 
عـدم   ،ت مطالعـه حاضـر  يلازم به ذکر است که محـدود     

 يمـارکر )شـتر يز بيت آناليمناسب با عابل يکنترل داخل وجود
در  ين ـيجن DNAد حضور ييجهت تا( RASSF1Aچون  هو

ن يبـه جـز بتـا لوب    Real Time PCRج يکه همه نتـا  يمواعع
 يبعـد  هـاي  هکه در مطالع د استيو ام باشد ي ردد، م يمنف
 .پرداخته شودز ين موضوع نيبه ا

 
 گيري نتيجه
ن يجن RHDپ ين ژنوتييتع آزمايشمطالعه حاضر، دعت     

 دييــتا( کــاذ  يجــه منفــيبــدون نت)مــادر  يرا در پلاســما
توانـد   ين به چند علت م ـيجن RHDپ ين ژنوتييتع. کند يم

 .باشـد  يد و کـاربرد ي ـمف يشگاهيو آزما يکينيدر مراکز کل
بـه   Dن يمونو لوبـول يا ير ضـرور ي ـق  يکه از تزر نياول ا
 ن مطالعـه ي ـکـه در ا  يمنف ـ RhDن يباردار با جن ـ يها خانو
مـورد  . خواهد شـد  يري، جلو بودها  از نمونه %4/34 شامل
در مادران بـاردار   يتهاجم يها که از انجام روش نيا يبعد

دارند اجتنـا    يمنف RhDن يکه جن D يحساس شده با آنت
جهت انجام اعـدامات لازم   ين زمان کافيچن و هو  ردد يم

مثوـت حمـل    RhDن يکـه جن ـ  يو به موعب در درمان مادران
ن يـي کـه تع  ني ـگر ايل ديو دل وجود خواهد داشت ،کنند يم

 يپيج فنـوت يکه نتا يتواند در موارد ين ميجن RHDپ يژنوت
RhD کمـک  ،شود يکاذ   زارش م يصورت منفه نوزاد ب  

از حسـاس شـدن مـادر و     ،ق به موعب رو ـام يکند و با تزر
 .دينما يريجلو  يبعد يها يدر حاملگ HDFNبروز 
توانـد   يشـتر م ـ يبا تعـداد نمونـه ب   يا ن مطالعهيانجام چن    

 ـا ينيبال يها شگاهيرا در آزما آزمايشن ين ايانجام روت ران، ي
ا ي ـکـه آ  د مشخص نمـود ياما عول از آن با .ر سازديپذ امکان

ران از نظـر  ي ـن در کشور ايجن SRYو  RHDپ ين ژنوتييتع
ر و در آن زمان اسـت  يا خياست به صرفه مقرون  ياعتصاد

ها اشاره  به آنشتر يپکه  يليبه دلا آزمايشن يکه استفاده از ا
 .باشد يو کاربرد ديتواند مف يشد م

     
 تشكر و قدرداني

 رشـته  ارشـد  كارشناسـي  امـه ن پايـان  حاصـل  تحقيق اين    
 مؤسسـه  تحقيقـات  مركز مصو  خون بانك و يهماتولوژ

 . باشد مي خون انتقال طب و پژوهشي آموزشي عالي
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Abstract 
Background and Objectives 

The RhD antigens play a significant role in Hemolytic Disease of the Fetus and Newborn 

(HDFN). The intention of this study is to determine the RHD fetal genotype in the maternal 

plasma of RhD negative pregnant women and sex determination of the fetus in the initial 

weeks of pregnancy by Real-time PCR technique. 

 

Materials and Methods 

In this descriptive study, we used 21 plasma samples from RhD negative pregnant women. 

DNA was extracted from samples by Cinnapure DNA Kit. Real time PCR reactions were done 

with specific primers for RHD gene exons 5, 7 and 10, and beta-globin and SRY genes. The 

sex and Rh phenotype of children were obtained after delivery. 

 

Results 

Among the pregnant women, 11 (52.4%) were carrying male and 10 (47.6%) were carrying 

female fetuses. Out of 11 male fetuses, 10 (91%) were RhD-positive and one (9%) was RhD-

negative. Out of 10 female fetuses, 9 (90%) were RhD-positive and one (10%) was RhD-

negative. All prenatal genotype testing results were in concordance with postnatal RhD status 

and fetal sex without any false- positive or -negative results. 

 

Conclusions 

Performing Real-time PCR on CffDNA showed accurate, efficient and reliable results, 

allowing rapid and high throughput noninvasive prenatal diagnosis and determination of fetal 

sex and RhD status in clinical samples. This method helps RhD negative pregnant women with 

the proper use of immunoglobulin D and on the management and prevention of Hemolytic 

Disease of the Fetus and Newborn (HDFN). 

 

Key words: Prenatal Screening, Rh-Hr Blood-Group System, Sex Determination Analysis,  

Genotyping Techniques, Real-Time PCR 
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