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مقدمه 
تشخيص  پيش از تولد آنيوپلوئيدى هاى كروموزومى بطور معمول با 
روش هاى استاندارد سيتوژنتيك  از جمله كاريوتايپ  در همه كشورها 

ناهنجارى هاى  اغلب  ريسك  مى شود.  انجام  ايران  در  همچنين  و 
  non disjunction بدليل   و  مادر  سن  افزايش  با  كروموزومى 
افزايش مى يابد كه در نتيجه آن يك كروموزوم كم يا اضافه مى شود. 
اين اتفاق در همه سلولها و گاهى بصورت موزائيك در برخى از آنها 
اين  در  كه  است  اين  كاريوتايپ   روش  ازمزاياى   .(3) مى شود  ديده 
از  مى شود.  بررسى  كروموزوم  جفت   23 هر  ساختار  و  تعداد  روش 
مزاياى ديگر كاريوتايپ بررسى ناهنجارى هاى ساختارى كروموزومى 

 تشخيص سريع پيش از تولد آنوپلوئيدى به روش واكنش زنجيره اى پليمر از فلورسانس كمٌى
 (QF-PCR) در خانواده هاى ايرانى
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چكيده

واكنش زنجيره اى پليمراز فلورسانس كمٌى (QF-PCR) روشى ارزان، سريع و قابل اعتماد براى تشخيص پيش از تولد آنيوپلوئيدى در 
كروموزوم هاى X ،21 ،18 ،13 و Y مى باشد كه به تازگى در برخى آزمايشگاه هاى  ژنتيك راه اندازى شده است. در اين مطالعه دقت 
آزمايش QF-PCR براى تشخيص پيش از تولد آنيوپلوئيدى هاى شايع دوران جنينى و مقايسه نتيجه آن با يافته هاى ما با سيتوژنتيك در 

ايران بررسى شده است.
در اين آزمايش يك   Multiplex PCR براى تكرار كوتاه (STRs) روى DNA كروموزوم هاى X ،21 ،18 ،13 و Y  براى بررسى آنيو 
پلوئيدى هاى جنينى طراحى شد. و بررسى كروموزومى نيز براى كليه نمونه ها صورت گرفت. در نهايت نتايج حاصل از روش QF_PCR و 

بررسى سيتوژنتيك با يكديگر مقايسه شد.
انها  از  مورد    13 در  كه  بودند.  جفت  پزر  نمونه  مورد   32 و  آمنيون  مايع  آنها  از  مورد   393 كه  آناليزشد  جنينى  نمونه   425 مجموع  در 
كلاين  ،سندرم   Patau سندرم  و  ادوارد(٪0/47)  سندرم  نمونه  داون(٪1/41)، 2  سندرم  نمونه  از:6  عبارتند  كه  شد  مشاهده  ناهنجارى 
فلتر (XXY,47) و ابرمرد (XYY,47) هركدام يك مورد (0/23٪).همه نمونه هاى CVS طبيعى بودند. علاوه بر اين 2 مورد (٪0/47) 
تريپلوئيد (XXX,69) بودند. ما توانستيم همه ناهنجارى هاى كروموزوم هاى X،13،18،21 و Y را تشخيص دهيم و نتايج آنها با نتايج 
ما  كه  داشتند  مادر  خونى   سلول هاى  با  آلودگى  شدت  به  نمونه (٪2/82)  نمونه، 12  از 425  شد.  تاييد  ازبررسى هاى سيتوژنتيك  حاصل 
 (14;9)t نتوانستيم جوابى ارائه نماييم. علاوه بر اين نتايج آزمايش سيتوژنتيك يك مورد را با وارونگى كروموزوم 9، يك مورد با جابجايى
توانستيم  ما   QF-PCR روش  از  استفاده  با  نيست.  آنها  تشخيص  به  قادر   QF-PCR كه  داد  نشان    XX/XY موزائيسم  مورد  يك  و 
ناهنجارى ها رادر  96/47٪  از خانواده هاى مراجعه كننده تشخيص دهيم.  پيشنهاد مى كنيم كه روش سريع و قابل اعتماد QF_PCR براى 
تمامى موارد غربالگرى هاى پيش آز تولد همراه با بررسى سيتوژنتيك آنجام شود تا بدين وسيله سريع به نتايجى قابل قبول در خانواده هاى 
در معرض خطر آنوپلوئيدى دست يابيم. علاوه بر اين پيشنهاد مى شود ازمايش QF-PCR براى تمام افرادى كه آزمايش هاى پيش از تولد 

براى بيمارى هاى تك ژنى انجام مى دهند نيز انجام شود.
واژگان كليدى: QF_PCR؛ بررسى سيتوژنتيك؛ آنوپلوئيدى؛ ايران. 
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است  كروموزومى  وارونگى هاى  و  متعادل  جابجايى هاى  همانند 
البته  هستند.  پيگيرى  قابل  بالا  دقت  با  بندينگ  تكنيك هاى  با  كه 
ريسك اين مشكلات با افزايش سن مادر بالا نمى رود و تست هاى 
بيوشيميايى هم پيش آگهى در مورد آنها نمى دهند ولى در غربالگرى 
پيش از تولد مفيد مى باشند (4). از معايب آن اينست كه در اين روش 
سلول هاى جنينى بايد كشت داده شوند كه اين عمل حدود دو هفته 
و حتى در مواردى بيشتر به طول مى انجامد. اين مدت زمان طولانى 
بخصوص در مورد والدينى با ريسك بالاى وجود ناهنجارى، به دليل 
سن بالاى مادر و يا نتيجه تست هاى بيوشيميايى مشكوك، نگرانى 
شديدى را به آنها تحميل مى كند . دركل خطاى كاريوتايپ حدود 4 
تا 14 مورد در هر 1000 نمونه مورد آزمايش تخمين زده شده است 

علت  به  جنين  جنسيت  تعيين  در  اشتباه  ازخطاها،    0.6 تا   0.1  .(4)
آلودگى نمونه با سلول هاى مادرى  (5و6و 7و8)، و درصدى مربوط 
به خطاى آزمايشگاهى مى باشد. در حدود 5/0 درصد از موارد هم به 
دليل از بين رفتن سلول هاى جنينى در حين كشت امكان جواب دهى 

نمى باشد (12) .
 (FISH) در سالهاى اخير دو روش هيبريداسيون فلئورسانس درجا
و واكنش زنجيره اى پليمراز كمى فلئورسانس (QF-PCR) براى 
كروموزومى  ناهنجارى هاى  ساعت)   48 تا   24) سريع  تشخيص 
با  شده  نشاندار  پروب هايى  از   FISH در  مى روند(9و10و11).  بكار 
رنگ هاى فلئورسانت و از جنس DNA و مكمل مناطق خاصى از 
كروموزوم استفاده مى شود. اين پروبها بطور اختصاصى به محل خود 

شكل1: الف. گراف مربوط به يك نمونه نرمال، ب.  گراف مربوط به يك نمونه سندرم داون، ج. گراف مربوط به سندرم ادوارد. 
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مى چسبند. نور ساطع شده از آنها با ميكروسكوپ فلئورسانت مشاهده 
نشان،  دو  پروب  هر  از  آنوپلوئيدى  وجود  عدم  صورت  در  مى گردد. 
مونوزومى  وجود  صورت  در  و  نشان  سه  تريزومى  وجود  صورت  در 
يك نشان مشاهده مى گردد (4). اشكال FISH درهزينه زياد  ان 
است. از سال 1993 مطالعه و تشخيص سريع آنوپلوئيدى هاى شايع 
سطح  در  پراكنده  كوتاه  تكرارى  توالى هاى  بررسى  طريق  از  جنينى 
ژنوم  (STRs) بوسيله   واكنش زنجيره اى پليمراز فلئورسانس كمٌى  
(QF-PCR) مورد بررسى قرار گرفت (1و2). اين روش حساسيت 
بالايى براى تشخيص ناهنجارى هاى كروموزومى دارد، از جمله اينكه 
در مدت زمانى كوتاه مى توان تعداد زيادى نمونه را بررسى كرد، زيرا 
بيشتر مراحل آن توسط دستگاه و بطور خودكار انجام مى شود.  براى 
انجام آزمايش ميزان بسيار كمى نمونه مايع آمنيون يا پرز جفت نياز 
است و همچنين نيازى به كشت سلولى نمى باشد. مزيت ديگر آن 
هزينه پايين تست با توجه به دقت بالاى آن مى باشد.  همچنين در 
امكان  اين  شده  آلوده  مادرى  سلول هاى  با  آمنيون  مايع  كه  زمانى 
آلودگى  شناسايى  و  مادرى   STR هاى  با  مقايسه  با  كه  دارد  وجود 
با سلول مادرى جوابى دقيقتر به بيمار داده شود. از محدوديت هاى 
اين تست ناتوانى آن براى تشخيص تغييرات ساختارى كروموزومى و 
آنوپلوئيدى هايى مى باشد كه بصورت موزائيك رخ داده است. در اين 
 QF-PCR آزمايش نتايج بررسى آنوپلوئيدى هاى جنينى را با روش

ومقايسه آن با نتايج كاريوتايپ ارائه شده است.
 

مواد و روش ها
 (CVS) 20 ميلى ليتر مايع آمنيون از 393 بيمار و32 نمونه از پرزهاى جفت
از بيماران حدود 10 تا32 هفته اى (min=15 W) گرفته شد. ميزان 
 CHELEX با استفاده از DNA 5/1 ميلى ليتر از آن براى استخراج
100 (InstaGene Matrix-BIO RAD-Cat.N732-

كروموزومى   كشت  براى  آن  باقيمانده  و  شد  برده  بكار   6030)
دو  در  آمده  بدست   DNA از  ميكروليتر   5 ميزان  گرديد.  استفاده 
 Aneufast QF-PCR كيت   با    multiplex PCR واكنش 
آمده  بدست  محصول  به   PCR انجام  از  پس  شد.  بكارگرفته 
ماركر  GeneScan  Liz 500 (ABI) اضافه شده و در دستگاه
 ABI Genetic Analyzer 3130 الكترفورز شد. نتيجه حاصل از 
الكتروفورز با نرم افزار Genemapper V.4 ABI  آناليز شد. براى 
پيگيرى وجود احتمالى آلودگى مايع آمنيون با سلولهاى خونى مادرى، 

حدود 10 ميلى ليتر از خون محيطى مادر گرفته شد تا در صورت لزوم 
DNA  آن استخراج شود و پس از انجام PCR والكترفورز، نتيجه 

آن با نتيجه حاصل از مايع آمنيوتيك مقايسه شود.
حدود 18 ميلى ليتر مايع آمنيون با روش هاى استاندارد كشت داده شد 
و پس از بندينگ مورد مطالعه كروموزومى قرارگرفت. در نهايت نتيجه 

بدست آمده از QF_PCR با نتيجه سيتوژنتيك مقايسه گرديد.

نتايج 
  QF_PCR بوسيله CVS در مجموع  393نمونه آمنيون و 32 نمونه
بررسى شد. از اين تعداد413 نمونه آلودگى واضح نشان نمى دادند و 
تعداد 12 (%82/2) نمونه آلودگى با خون مادر داشتند. DNA همه 
 DNA نمونه ها استخراج شد. از ميزان 2 ميلى ليتر از مايع آمنيون
استخراج شد و باقى نمونه براى كشت كروموزومى بكار گرفته شد. 
در مورد نمونه هايى كه آلودگى با سلول هاى مادرى داشتند، ميزان 2 
ميلى ليتر از خون محيطى مادرى گرفته شده DNA آن استخراج 
در  نمونه  هر  جواب  شد.  آناليز  و   PCR آمنيون  نمونه  همراه  و  شد 
صورتى قابل قبول بود كه حداقل دو ماركر از ماركرهاى مربوط به 
هر كروموزوم به صورت هتروزيگوت (داراى دو پيك و با نسبت 1:1) 
مشاهده مى شد و باقى ماركرها حالت هموزيگوت (تك باند) را نشان 
مى دادند. در صورتى كه در يك نمونه حتى يكى از ماركرها وضعيت 
تريزومى (سه باند با نسبت 1:1:1 و يا دوباند با نسبت 2:1) و يا همه 
ماركرها وضعيت مونوزومى (تك باند) نشان مى دادند، براى دستيابى 
براى  كروموزوم  آن  اختصاصى  ماركرهاى  از  قبول  قابل  جواب  به 
تاييد استفاده شد. در شرايطى كه دو تا از ماركرهاى يك كروموزوم 
حالت تريزومى نشان مى داد نيز براى تاييد حالت تريزومى ماركرهاى 
صورت  به  جواب  تاييد  صورت  در  و  شد  آناليز  نيز  آن  اختصاصى 
تريزومى رد شد. در مواردى كه مايع آمنيوتيك آلوده به خون به نظر 
مى رسيد DNA خون مادر هم استخراج شده و در كنار مايع آمنيون 
آناليز گرديد. در مواردى كه آلودگى كم بود با توجه به سايز STRها 
امكان تشخيص نمونه جنين از نمونه مادر وجود داشت جواب رد شد 
و در غير اين صورت جواب به صورت غير قابل قبول گزارش گرديد. 
در نهايت نتيجه تمام نمونه ها با نتيجه حاصل از مطالعه سيتوژنتيك 

آنها مقايسه گرديد و درهمه موارد نتايج مطابق بود.
در 400 نمونه (%94.11) جواب نرمال بود، 6 نمونه (14/1%) سندرم 
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سندرم   ،Patau سندرم  و  ادوارد،  سندرم   (%0/47) مورد   2 داون، 
كلاين فلتر (XXY,47) و ابرمرد (XXY,47) هر كدام يك مورد 
(%23/0) ديده شد.  شكل 1 نمودار فرد طبيعى را با نمونه هاى سندرم 
داون و سندرم ادوارد مقايسه مى نمايد.كليه  CVSs طبيعى بودند. 

خلاصه نتايج در جدول 1 گزارش شده است.

بحث و نتيجه گيرى
در اين مطالعه 393 نمونه مايع آمنيون براى آنوپلوئيدى كروموزوم هاى 
X ،13،18،21 و Y به روش  QF_PCR بررسى شد و نتايج حاصل 
با نتايج مطالعه سيتوژنتيك مقايسه گرديد. بر طبق نتايج بدست آمده 
تست  بوسيله   21 و   13،18 تريزومى هاى  داراى  نمونه هاى  همه 
با  كاملا  آنها  نتايج  و  شدند  داده  تشخيص  درستى  به   QF_PCR
نتيجه بررسى سيتوژنتيك مطابق بود. اما در يك مورد سندرم كلاين 
فلتر بوسيله QF_PCR تشخيص داده نشد. هيچ نمونه مثبت كاذب 
نمونه  يك  در  نشد.  مشاهده   QF_PCR نتايج  در  كاذب  منفى  يا 
مطالعه شده در آزمايشات سيتوژنتيك ناهنجارى كروموزومى از نوع 
موزائيسم  مورد  يك  وارونگى 9،  داراى  نمونه  و   t(9;14) جابجايى 

XX/XY  و يك مورد داراى كروموزوم كاذب مشاهده شد. 
نمونه  مى داد  نشان  ناهنجارى   QF_PCR نتيجه  كه  مواردى  در 
تكنيك  توسط  جواب  تاييد  صورت  در  و  شد  بررسى  هم   FISH با 
مقايسه  به  توجه  با  شد.  داده  اطلاع  خانواده  به  نتيجه   FISH
كه  مى رسد  نظر  به  سيتوژنتيك  و   FISH  ،  QF_PCR نتايج 
QF_PCR مزايايى نسبت به هر دو تكنيك ياد شده دارد. از جمله 
صورتى  در  باشد  نمى  امنيوتيك  سلول هاى  كشت  به  نيازى  كه  اين 
كه در سيتوژنتيك نياز به كشت كروموزومى مى باشد كه اين با صرف 
هزينه و زمان زيادى همراه است. همچنين در مواردى كه آلودگى با 
سلول هاى مادرى وجود دارد امكان رسيدن به جواب صحيح، به جز 
 QF_PCR مواردى كه آلودگى با سلول هاى مادر بالاست، توسط

نسبت به دو تكنيك ديگر بيشتر است. 
پيشنهاد ما استفاده از هر دو تكنيك در كنار هم مى باشد كه بتوانيم از 
مزاياى هر دو تكنيك استفاده كنيم. شناسايى اختلالات كروموزومى 
شايع در زمانى كوتاه، از طرف ديگر وقتى آزمايش تهاجمى از قبيل 
نمونه بردارى از جفت و يا آمنيوسنتز لازم باشد بايد بتوانيم جنين را 

از نظر تمام اختلالات كروموزومى بررسى كنيم. 

QF_PCR جدول 1. نتايج بدست آمده از بررسى 425 نمونه جنينى بروش

تعداد CVSتعداد نمونه آمنيونتعدادكل نمونهنتايج
XX,4621620016
XY,4618417113

XX+21,47440
XY+21,47220
XX+18,47110
XY+18,47110
XX+13,47000
XY+13,47110
XXY,47110
XYY,47110
XO,45000

XXX,69220
XXY,69000

Inconclusive1293
42539332تعدادكل نمونه
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تشخيص پيش از تولد 
آزمايشات  در  كروموزومى  ناهنجارى هاى  تولد  از  پيش  تشخيص 
سيتوژنتيكى با استفاده از كشت سلول هاى جنينى حاصل از آمنيوسنتز يا 
بيوپسى از جفت امكان پذير است. كاريوتايپ امكان تشخيص تغييرات 
شمارشى و ساختارى را در كليه كروموزوم ها فراهم مى سازد، اما وقتگير 

است و نيازمند بكارگيرى تكنيك هاى بسيار تخصصى مى باشد. 

QF-PCR چيست؟ 
 (QF-PCR) PCR در طى 10 سال اخير تكنيك فلئورسنت كمى
براى تشخيص سريع پيش از تولد آنوپلوئيدى هاى كروموزومى شايع بكار 
گرفته شده است. در اين روش تكرارهاى كوتاه (STRs) يا ماركرهاى 
موجود بر روى DNA كروموزوم هاى X ،21 ،18 ،13 و Y تكثير شده، 

با نشانگرهاى فلئورسنتى نشانه گذارى و مقدار آنها با الكتروفورز اندازه 
گيرى مى شود. 

آزمايش بر روى چه نمونه هايى صورت مى گيرد؟ 
پرزهاى يا مايع آمنيوتيك با برچسب نام و مشخصات نمونه به همراه 
نمونه خون وريدى مادر (5 تا 10 ميلى ليتر در لوله آغشته به ماده ضد 
انعقاد EDTA) مى بايست به آزمايشگاه ارسال گردد. در برخى موارد كه 
نتيجه آزمايش مبهم است نمونه خون مادرى براى تشخيص بهتر مورد 
استفاده قرار مى گيرد. در صورت گرفتن نتيجه مطلوب بدون نياز به خون 
وريدى مادر، نمونه خون دور ريخته مى شود. كليه نمونه هاى پرزهاى و 
مايع آمنيوتيك بوسيله QF-PCR مورد آزمايش قرار مى گيرد و در 
صورتى كه علائم و نشانه هاى مشخص بالينى ابتلاء به بيمارى در جنين 

تشخيص پيش از تولد سريع آنوپلوئيدى هاى شايع كروموزومى با
 Quantitative Fluorescent-PCR

بيشتر بدانيم
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وجود داشته باشد، كاريوتايپ نيز به همراه اين آزمايش صورت مى گيرد.

نتايج به چه صورتى ارائه مى شود؟
نتايج بصورت نمودارى ارائه مى گردد كه در آن نسبت هاى محاسبه شده 
ثبت شده است. براى هر ماركرى كه مورد آزمايش قرار گرفته است، 
مساحتى  و  طول  با  مساوى  پيك  دو  بصورت  طبيعى  يا  نرمال  نتيجه 
مستطيلى  در  ماركر  نام  مى گردد.  مشخص  نمودار  روى  بر  يكسان 
خاكسترى واقع در بالاى پيك نوشته مى شود. اعدادى كه در زير پيك ها 
ارائه مى شوند بيانگر طول يا اندازه ماركر (sz به معناى سايز يا اندازه 
است) و نيز مقدار يا مساحت پيك (ar) مى باشند. چهار رديف بر روى اين 
نمودار ديده مى شود كه بيانگر چهار نشانگر مختلف فلئورسنت است كه 
براى نشاندار كردن DNA مورد استفاده قرار گرفته است– حداقل يك 

ماركر و در كل پنج ماركر براى هر كروموزوم در هر رديف وجود دارد. 
در زير نمودار نمونه اى طبيعى يا نرمال ترسيم شده است:

در صورتى كه نمونه طبيعى نباشد، الگوى متفاوتى بر روى نمودار ديده 
مى شود: در نمودار زير كليه اين نتايج نشان دهنده وجود سه نسخه از 
كروموزوم 21 است و به اين معناست كه جنين مبتلا به سندرم داون 

مى باشد. توجه داشته باشيد كه ماركرهاى كروموزوم هاى 13 و 18 الگوى 
طبيعى را نشان مى دهند:

فوائد بكارگيرى تكنيك QF-PCR چيست؟ 
فوائد اين روش بطور مكرر مورد تائيد قرار گرفته است و با حساسيت . 1

تشخيص  را  عمده  كروموزومى  ناهنجارى هاى  بالا  اختصاصيت  و 
مى دهد. 

بخش عمده اى از اين بطور اتوماتيك انجام مى شود و همين امر . 2
باعث توان عملياتى بالا با صرف هزينه اى بسيار كم مى گردد و 
همچنين تشخيص پيش از تولد سريع را براى كليه باردارى ها امكان 
درازمدت  انتظار  از  حاصل  اضطراب  علت  همين  به  مى سازد.  پذير 

والدين براى تكميل نتايج آزمايش كاريوتايپ را كاهش داده است. 
اين روش داراى حساسيت بسيار بالايى است و در نتيجه نمونه بسيار . 3

كمى مورد نياز است. 
در اين تكنيك به علت استفاده از ماركرهاى STR كه بسيار پلى . 4

مرف يا چندشكل هستند، انجام آزمايش بر روى نمونه هاى جنينى 
كه آلوده به سلول هاى مادرى است امكان پذير مى شود و نيز امكان 
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ارزيابى كيفيت تخم لقاح شده (زيگوسيتى) در باردارى هاى چندقلو 
وجود دارد. 

نيز . 5 كروموزومى  خاص  و  بسيارمتعددالشكل  بكارگيرى STRهاى 
تشخيص تريزومى هاى جزئى (partial trisomies) را امكان 

پذير مى سازد. 
كارآيى اين تكنيك تاثيرپذير از سن جنينى نيست و در هر زمان از . 6

باردارى قابل انجام است.

محدوديت هاى تكنيك QF-PCR چيست؟
(در . 1 نيستند  تشخيص  قابل  موزائيسم  پائين  درجات  روش  اين  در 

خط  از  درصد  تا 20   از 15  كمتر  ناهنجار  سلول هاى  كه  صورتى 
سلولى را تشكيل دهند). 

نمى . 2 حذف ها  تشخيص  براى  اطمينان  قابل  روشى   QF-PCR
باشد. 

در موارد بسيار نادرى جواب آزمايش نمى تواند گوياى وضعيت كليه . 3
ماركرها بر روى يك يا چند كروموزوم باشد. در اين موارد نمونه ها 

بروش FISH يا كاريوتايپ مورد بررسى قرار خواهند گرفت. 
موارد . 4 اينگونه  در  كه  مى آيد،  بدست  مبهمى  نتايج  موارد  برخى  در 

آزمايش تكرار مى شود. 

مدت زمان مورد نياز براى آزمايش چقدر است؟
1. آزمايشگاه معمولا" جواب آزمايش را سه روز پس از انجام نمونه گيرى 

آماده مى كند. 
2. آزمايشگاه پس از حصول نتايج بلافاصله پزشك يا خانواده را از جواب 

آزمايش مطلع مى سازد. 
3. در مواردى كه نتيجه آزمايش مبهم باشد، آزمايش تكرار خواهد شد. 
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