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مقدمه
بیماری‌های قلبی-عروقی )CVD(1 به گروهی از نارسایی‌های چندگانه 
اطلاق می‌شود که در آنها قلب، سرخرگ‌ها و سیاهرگ‌ها عملکرد طبیعی 

خود را از دست می‌دهند. از میان این دسته از بیماری‌ها ترومبوز وریدی 
)VTE(2 سومین عارضه قلبی-عروقی شایع در دنیاست که سالیانه 1 در 
1000 نفر را درگیر می‌سازد )1(. آبشار انعقادی مکانیسم اصلی محافظی 
است که با تنظیم واکنش‌های دقیق بین اجزاء دیواره عروق، پلاکت‌ها و   Ph.D ،حسين نجم‌آبادي *

استاد دانشگاه علوم بهزیستی و توانبخشی 
تهران، اوین، بلوار دانشجو،خیابان کودکیار، دانشگاه علوم بهزیستی و توانبخشی، مرکز تحقیقات ژنتیک/ مرکز 

E.mail: hnajm2@yahoo.com / پاتولوژی و ژنتیک کریمی نژاد- نجم آبادی
تاریخ دریافت: 88/12/22            تاریخ پذیرش: 89/3/25

مقاله پژوهشي

1. Cardiovascular disease
2. Venous thromboembolism

چکيده
در این بررسی 208 فرد بدون علائم بالینی بیماریهای قلبی-عروقی و سابقه ترومبوز وریدی از نقاط مختلف ایران با نژادهای متفاوت مورد مطالعه 
قرار گرفتند. جهت ارزیابی توزیع پلی مرفیسم پروترومبین G20210A، عامل ژنتیکی ایجاد بیماری‌های قلبی عروقی )CVD(، در جمعیت ایران از 
روش هیبریداسیون معکوس برای تشخیص سریع و دقیق استفاده شد. اساس تست بروش Multiplex PCR و هیبریداسیون برروی نوار تست 
 )0/005( G20210A است که این نوار شامل خطوط موازی حاوی پروب‌های الیگونوکلئوتیدی خاص آللی است. فرکانس آللی جهش پروترومبین
در این بررسی کمتر از ارقام منتشر شده پیشین در جمعیت تهران )1/5( بود. در این مطالعه نحوه توزیع آلل موتانت PT G20210A در نژادهای 
مختلف جمعیت ایران بررسی شده و نتایج آن با مطالعات صو‌رت گرفته مورد مقایسه قرار گرفته است. پژوهش اخیر جامع‌ترین مطالعه‌ای است که 

تاکنون بر روی پلی‌مرفیسم ژنی ترومبوفیلی در ایران انجام شده است.

واژه‌هاي کليدي: ترومبوز وریدی؛ پلی‌مرفیسم ژنی؛ پروترومبین؛ فراوانی ژنی؛ ایران. 
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بررسی ژنتیکی پلی‌مرفیسم پروترومبین G20210A به عنوان عامل ژنتیکی ایجاد 
بیماری‌های قلبی-عروقی در جمعیت ایران
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پروتئین‌های پلاسما باعث محدودیت در از دست رفتن خون می‌شود )2(. 
عدم تنظیم فعالیت این آبشار می‌تواند منجر به تشکیل ترومبوز وریدی و 
سرخرگی گردد که زندگی فرد را به خطر می‌اندازد. ترومبوز وریدی می‌تواند 
حاصل اختلالات ژنتیکی باشد یا بر اثر تغییرات ایجاد شده در مکانیسم لخته 
شدن خون یا در اثر تعامل بین این دو ایجاد گردد )3(. این عارضه یکی از 
علل عمده مرگ و میر در کشورهای توسعه یافته عامل اصلی بیماری و 
مرگ و میر در دوران بارداری و کودکی و در بدخیمی‌هاست )4(. پروترومبین 
)F2; 11p11-q12( دومین جهش مهم پس از FV Leiden است که 
توارث آن منجر به افزایش خطر ابتلا به ترومبوز وریدی می‌گردد و شیوع 8 
تا 10 درصدی در میان قفقازی‌های مبتلا به بیماری ترومبوز دارد )5(. این 
جهش باعث جانشینی نوکلئوتید G به جای A در ناحیه 20210 از انتهای 
3 ژن فاکتور II می‌شود. این منطقه در ناحیه‌ای از ژن قرار گرفته است که  `

ترجمه نمی‌شود و بر روی کروموزوم 11 در نزدیکی سانترومر قرار دارد )6(. 
جانشینی تک بازی G20210A خطر بروز ترومبوز وریدی را از طریق 
بالا بردن سطح پروترومبین )PT( در خون افزایش می‌دهد )5، 7 و 8(. 
افزایش 2/8 برابری در خطر بروز ترومبوز وریدی در ناقلان هتروزیگوت و 

هموزیگوت این پلی‌مرفیسم گزارش شده است )5(. 
 PT G20210A معمول‌ترین تکنیکی که برای تشخیص پلی‌مرفیسم‌های
مورد استفاده قرار می‌گیرد، روش RFLP 3 است که با تأثیرگذاری آنزیم 
محدود HindIII بر روی محصولات PCR تکثیر یافته قطعات خاص 
حاصل می‌گردد )5(. پلی‌مرفیسم‌ها را نیز می‌توان از طریق تکثیر خاص آللی4  
 postamplification 9 و 10( شناسایی کرد، یا بوسیله تکنیک‌های(
آنها  در  و  می‌باشند  آللی  خاص  الیگونوکلئوتیدی  پروب  اساس  بر  که 
پروب‌های نشاندار شده با بیوتین مورد استفاده قرار می‌گیرد )11(. اخیرا« 
به کمک روش‌هایی مثل FRET 5 و LightCycler PCR با رسم 
منحنی‌های پروب‌ها تعیین ژنوتیپ Factor II G20210A نیز انجام 

می‌گردد )12-14(. 
به  ایران  بیماری‌های قلبی-عروقی در  بین فاکتورهای محیطی و  ارتباط 
خوبی مورد بررسی قرار گرفته است، اما نقش مارکرهای ژنتیکی به عنوان 
عامل مهم در بروز اینگونه بیماری‌ها هنوز در ایران ناشناخته باقی مانده است. 
 Prothrombin G20210A مطالعات اندکی در زمینه شیوع جهش
در جمعیت ایران انجام شده است که نتایج آن نیز متناقض بوده است. هدف 
از این بررسی تعیین فرکانس پلی‌مرفیسم یاد شده در جمعیت ایران می‌باشد 
که بتواند عوامل ژنتیکی تاثیرگذار بر ایجاد بیماری‌های قلبی-عروقی را در 
ایران مشخص نموده و نیز اطلاعات اپیدمیولوژیکی را برای مطالعات آتی 

فراهم نماید.  

مواد و روش‌ها 
در پژوهش اخیر 208 نفر سالم و بدون علائم بیماری‌های قلبی-عروقی و 
سابقه ترومبوز وریدی شامل 103 مرد و 105 زن در محدوده سنی بین 18 تا 
55 سال از افراد مراجعه‌کننده به مرکز تحقیقات ژنتیک دانشگاه بهزیستی و 
توانبخشی تهران مورد بررسی قرار گرفتند. افراد به گونه‌ای انتخاب شدند که 
کلیه نژادهای مختلف ایرانی را در برگیرد و در ضمن کلیه مناطق جغرافیایی 
کشور را پوشش دهد. در مورد کلیه افرادی که در مطالعه شرکت کردند در 
ابتدا مشاوره ژنتیک توسط مشاور با تجربه یا متخصص ژنتیک بالینی انجام 
شد و افراد رضایت خود را با پر کردن فرم رضایتنامه جهت انجام مراحل 
مختلف طبق دستورالعمل اخلاقی دانشگاه اعلام کردند. نخست نمونه‌های 
خون محیطی مخلوط با سدیم EDTA از افراد تهیه شد. با استفاده از روش 

فنل-کلروفرم و جداسازی بوسیله اتانل DNA ژنومی استخراج شد. 
از  انجام شد که در آن  ناقلان به روش هیبریداسیون معکوس  شناسایی 
استفاده   CVD StripAssay (ViennaLab, Austria( کیت 
شد که بتازگی جهت تشخیص جهش‌های شایع در جمعیت‌های مختلف 
طراحی شده است. در این روش می‌توان چند جهش ژنی را بطور همزمان 
بررسی نمود، توالی‌های مختلف ژنی توسط Multiplex PCR تکثیر 
 PCR پیدا می‌کنند و با یک فرآیند تکثیر به بیوتین متصل می‌شوند. واکنش
شامل 0/1 میلی گرم DNA ژنومی است که به 15 میلی لیتر مخلوط 
تکثیر یافته PCR که قبلًا آماده سازی شده اضافه می‌گردد. این مخلوط 
 dNTPs ،شامل پرایمرهایی که توالی‌های مورد نظر را توالی یابی می‌کنند
و یک واحد آنزیم Taq پلیمراز می‌باشد. شرایط تکثیر عبارت بود از: مرحله 
denaturation اولیه در دمای 94o C به مدت 2 دقیقه، و به دنبال آن 
35 چرخه تکثیر )15 ثانیه denaturation در دمای 94o C، 30 ثانیه 
 )72o C در دمای extension 58 و 30 ثانیهo C در دمای annealing
و extension نهایی آن 3 دقیقه در دمای  72o C. سپس محصولات 
تکثیر یافته دناتوره شدند و بصورت جداگانه به نوار آزمایش هیبرید شدند. این 
نوار حاوی پروب‌های الیگونوکلئوتیدی خاص آللی )نوع وحشی6 و موتانت( 
بوده که در خطوط موازی برروی نوار تثبیت شده‌اند. توالی‌های متصل شده 
به بیوتین به کمک روش استرپتوآویدین-آلکالین فسفاتاز7 و سویستراهای 
دقیق  تست  بوسیله  هاردی-واینبرگ  تعادل  شدند.  داده  تشخیص  رنگی 

موجود در برنامه Arlequin مورد ارزیابی قرار گرفت )15(. 

3. Restriction Length Fragment Polymorphism
4. Allele-specific amplification	
5. Fluorescence Resonance Energy Transfer
6. Wild type		
7. Streptoavidine-alkalinephosphatase
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یافته‌ها
دویست و هشت نفر از نقاط مختلف ایران با نژادهای مختلف مورد بررسی قرار 
گرفتند. ژنوتیپ و فرکانس آللی پلی‌مرفیسم در نقاط مختلف ایران و نژادهای 
مختلف در جدول 1 و 2 ذکر شده است. جدول 3 بیانگر شیوع پلی‌مرفیسم 
در جمعیت‌های مختلف طبق آمارهای گزارش شده از محققان مختلف در 
 PTمقایسه با ایران است. شایع‌ترین آلل دیده شده در بررسی اخیر متعلق به
20210G   با فرکانس 0/99 بوده است. هاپلوتیپ 20210A FII بسیار 

نادر و با فرکانس آللی 0/005 یافت شد. هیچیک از افراد مورد بررسی از نظر 
پلی‌مرفیسم PT G20210A هموزیگوت نبودند. از میان نژادهای مختلف 
 A فارس، لر، کرد، گیلک، بلوچ، آذری و عرب مورد بررسی آلل جهش یافته
تنها در نژاد فارس با فرکانس 0/013 دیده شد )جدول 2(. بطورکلی شیوع 
آلل موتانت Aَ در مرکز و شمال غرب کشور با فرکانسی تقریبا« مشابه،  به 
ترتیب 0/016 و 0/014 تعیین شد )جدول 1(.  جمعیت مورد بررسی از تعادل 

هاردی-واینبرگ برخوردار بود. 

مریم رستمی، واله هادوی، آریانا کریمی نژاد و همكاران

19681969

8. Genetic drift		  9. Natural selection	

جدول 1: ژنوتیپ‌ها )%( و فرکانس آللی پلی‌مرفیسم FII 20210G/A در نقاط مختلف ایران

جدول 2: ژنوتیپ‌ها )%( و فرکانس آللی پلی‌مرفیسم FII 20210G/A در نژادهای مختلف جمعیت ایران

جدول 3: فرکانس آللی پلی‌مرفیسم PT G20210A در جمعیت‌های مختلف در مقایسه با ایران
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بحث و نتیجه‌گیری 
بیماری‌های قلبی-عروقی سریع و ناگهانی بروز کرده و یکی از عمده ترین 
مشکلات بهداشتی کشورهای در حال توسعه مثل ایران است. این دسته از 
بیماری‌ها با شیوع 39 درصدی نخستین علت مرگ و میر در ایران محسوب 
می‌گردند )16(. تنها در آمریکا سالیانه بیش از 300/000 نفر بطور ناگهانی به 
علل عوارض قلبی می‌میرند. با اینکه شیوه‌های درمانی بیماری‌های قلبی-

عروقی توسعه و بهبود یافته است اما شیوع آن همچنان از روند صعودی 
برخوردار است )16(. 

پروترومبین G20210A، فاکتور 5 لایدن، و MTHFR C677T با 
فراوانی 3، 5 و 10 درصدی ناقلان هتروزیگوت، سه پلی‌مرفیسمی هستند که 
بیشترین عامل ایجاد ترومبوفیلی در جمعیت قفقازی‌ها شناخته شده‌اند. این 
سه پلی‌مرفیسم از زمان اشتقاق گونه‌ای جمعیت قفقازی از آسیایی‌ها یعنی در 
حدود 20/000 تا 34/000 سال پیش شکل گرفته‌اند. شیوع جهش FV در 
جمعیت‌های عادی 2 تا 14 درصد گزارش شده است و بر اساس تفاوت‌های 
نژادی و منطقه جغرافیایی که حاصل رانش ژنی8، مهاجرت جمعیت‌ها یا 

انتخاب طبیعی9 است متفاوت می‌باشد )17(.
تشخیص جهش ژن Prothrombin G20210A برای اولین بار به 
سال 1996 بر می‌گردد، هنگامی که توالیی‌ابی ژن‌های پروترومبین برای 
اعضای مبتلای 28 خانواده با سابقه ترومبوفیلی انجــام شد )5(. جهش 
PT G20210A در جمعیت‌های اروپایی شایع و در جنوب آسیا بسیار 
نادر، مرکز و جنوب شرق آسیا تقریبا« فاقد این نوع جهش می‌باشند )7 و 
8(. نتایج حاصل از مطالعات انجام شده در اروپا و ترکیه در جدول 3 مقایسه 
شده است. ایتالیایی‌ها و یونانی‌ها نیز بالاترین فرکانس‌های این جهش را 

دارند )20-18(. در مقایسۀ جمعیت‌های اروپایی با یکدیگر برای ایرلند، هلند، 
انگلیس، استرالیا و کروواسی فرکانس 1 تا 1/9% گزارش شده است )5، 21، 
22 و 25-23(. در مقابل پلی‌مرفیسم PT G20210A در سیاهپوستان 
آمریکا )26( نادر است و بطور کلی جمعیت برزیل، ژاپن و کره فاقد این 

جهش هستند )27-29(. 
بر اساس اطلاعات موجود شیوع پلی‌مرفیسم PT G20210A در جمعیت 
ایران بین 0/5 تا 1/5% است که از مقادیر گزارش شده از شرق آسیا )%0/5<( 
و هندوستان )0/5%(، کشورهای عربی نظیر لبنان )0/7%(، تونس )%1/2(، 
بحرین )0/5 تا 1%( و عربستان سعودی )0/0 تا 0/2%( بالاتر است )30-32(. 
در میان همسایگان ایران شیوع PT G20210A در آذربایجان و ترکیه با 
جمعیت‌های اروپایی یکسان است )33 و 34(. گزارشات موجود از کردهای 
ایران بیانگر شیوع 0/8 درصدی این پلی‌مرفیسم در غرب ایران است که در 
مقایسه با کردهای کشور آذربایجان )2/5%( از مقادیر کمتری برخوردار است 
)35(. آذری‌های آذربایجان دارای شیوع 1/2 درصدی بوده )35( در حالی که 
در این بررسی هیچ جهشی برای آذری‌ها و نیز کردهای ایران یافت نشد. 
طبق گزارشات موجود یهودیان ایران با فرکانس آللی 0/01 از شیوع کمتری 

نسبت به یهودی‌های عراق )0/02( برخوردار هستند )36(.   
طبق اطلاعات گزارش شده در این بررسی و اطلاعات موجود از کشورهای 
بنظر  پاکستان و کشورهای عربی  آذربایجان،  ترکیه،  ایران مثل  همسایه 
می‌رسد که کاهش فرکانسی از غرب به شرق وجود داشته باشد. در نهایت، 
ایجاد ترومبوز وریدی می‌تواند اساسی  بررسی پلی‌مرفیسم‌های دخیل در 

برای تحقیقات آتی در جمعیت ما باشد.

G20210A بررسی ژنتکیی پلی‌مرفیسم پروترومبین
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