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26/11/83: ، پذيرش مقاله20/4/83: دريافت مقاله
-Nestedسـتفاده از روش     تعيـين غيرتهـاجمي جنسـيت جنـين انسـان باا          :هدف����

PCR هفته بارداري12 تا 8، از طريق خون مادران باردار در 
هاي خون افراد سالم مذكر و مونث  در مرحله اول مخلوطي از نمونه:مواد و روشها����

PCR و به دنبال آن روش DNAها روش استخراج بر روي اين نمونه. به كار برده شد
 هفته بارداري، از 12 تا 8رضايت مادران باردار، در سپس با كسب . سازي گرديدبهينه

DNAها،  از سرم و پلاسما و گلبولهاي سفيد  اين نمونه. آنان نمونه خون تهيه گرديد
 اين PCRدر دور اول .  انجام گرديدNested-PCRاستخراج و بر روي آنها روش 

كننده ن تعيين يا ژYكارگيري پرايمرهاي خارجي ژن مخصوص كروموزوم روش، با به
 جفت بازي و در 472،  قطعه Y (SRY: Sex determining Region Y)جنسيت

  تكثير يافت كه حاكي از وجود جنين DNA جفت بازي 254قطعه ، PCRدور دوم 
.مذكر بود
 مورد از 32 نمونه خون مادران آناليز گرديد و فقط 70در اين مطالعه : هايافته����

نتايج .  مورد از نوزادان متولد شده  مذكر بوده  است18شد كه زايمانها پيگيري و معلوم 
هاي و در نمونه)  مورد خطا3( مورد 21هاي سرم، اين پژوهش نيز نشان داد كه در نمونه

به . مذكر تشخيص داده شده بودند)  مورد خطا4(  مورد 22گلبولهاي سفيد خون، 
درصد و در گلبولهاي سفيد 62/90ن هاي سرم نتايج  به ميزاعبارت ديگر در مورد نمونه

آميز بوده است كه نزديك به كارهاي ديگران  درصد موفقيت25/81خون به ميزان 
 آزاد پلاسما نتيجه مطلوبي DNAگيري كاردر اين پژوهش از به. است) درصد5/91(

.حاصل نگشت
 به يابيگشت كه امكان دستصحت بيشتر اين نتايج زماني معلوم مي:نتيجه گيري����

با اين حال، اين پژوهش نشان داد كه سرم خون اين . تمام اين مادران وجود داشت
تواند در بررسيهاي ديگر مادران، منبع مناسبي براي تعيين جنسيت جنين است و مي

. مربوط به تشخيص بيماريهاي ژنتيكي قبل از تولد مورد توجه قرار گيرد

Y ،Nested-PCRتعيين جنسيت، كروموزوم:گل واژگان

مقدمه
يكي از اهداف ژنتيك جديد به كارگيري تسـتهاي         

در ســاليان . خطــر قبــل از تولــد اســتتشخيصــي بــي
گذشته، روشهاي معمول براي ارزيابي وضعيت جنين،       

يابي به بافت يـا سـلولهاي جنينـي نيـاز           مستلزم دست 
داشت، كه اين امر احتمال بروز خطراتي براي جنين را 

.بر داشتدر
 روش 1960و1950هـاي   نظر تاريخي، در دهـه از

بـراي  ) بـه نـام آمنيوسـنتز     (استفاده از مايع آمنيوتيك       
). 1(تشخيص قبل از تولد معرفي و به كار بـرده شـد             

ــه  ــي 1980در ده ــاي جنين ــرداري از پرزه ــه ب ، نمون
)CVS: Chorionic Villus Sampling ( در
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لاعـات  پذير شد، كه اط    بارداري، امكان  12 تا   10هفته  
داد ولي متاسفانه هر    مهمي در مورد وضعيت جنين مي     

).3، 2(دوي اين روشها تهاجمي بودند 
، در حالي كـه از روش غيرتهـاجمي         1990در دهه   

گرديـد،  اولتراسونوگرافي براي اين منظور استفاده مـي      
كشف سلولهاي جنيني موجود در جريان خـون مـادر          

 از طـرف    ).6،  5،  4(موجب توجه پژوهشگران گرديد     
هـاي آزاد در    DNAديگر با كشف مقادير متنـابهي از        
و ترغيـب   ) 9،  8،  7(سرم و پلاسماي بيماران سرطاني      

Dennis Loبعضي از پژوهشگران مانند پروفسـور  
و پژوهش در خون مادران، منجر به كشف ديگري شد 
و اينكه در پلاسماي خون مادران باردار نيز، مقـاديري          

تـوان آنهـا را     ود دارد كه مي    آزاد جنيني وج   DNAاز  
با روشهاي جديد مولكولي مـورد شناسـايي قـرار داد           

همين گروه در پژوهشهاي بعدي خـود  ). 12،  11،  10(
 موجود در سرم و پلاسما خون       DNAنشان دادند كه    

جنيني DNA انگيزي از مقادير مادران به طور شگفت
اين امر  ). 13(استخراج شده از خون مادر بيشتر است        

يدگاههاي جديدي را براي تشخيص قبل از تولد، از         د
نــوع غيــر تهــاجمي، و كاربردهــاي آن را در كلينيــك 

و با اينكه اطلاعات حاصل از مطالعه ) 14(فراهم آورد   
 آنها، به همان صـحت و       DNAبر روي اين سلولها و      

دقت  روشهاي تهاجمي نبود ولـي اهميـت و جايگـاه            
قبـل از تولـد،   مهم خود را در تشـخيص غيرتهـاجمي       

رود در سالهاي آينده بيشتر مـورد  پيدا كرد و انتظار مي  
با توجه بـه اينكـه نسـبت سـلولهاي          . توجه قرار گيرد  

جنيني موجـود در جريـان خـون مـادر بـه سـلولهاي             
ليتر خـون  خون مادري به ميزان يك سلول در هر ميلي   

مــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــادر
صد هزار سلول بـرآورد    و به عبارت ديگر يك در يك      

 لزوم استفاده از يك روش مناسب و حسـاس     شود،مي
 و روشــهاي مــرتبط بــا آن در همــان PCRهمچــون 

).16، 15(سالها مطرح و به كار برده شد 
هـاي جديـد    انـدازي شـيوه   اين مطالعـه بـا هـدف راه       

مولكولي در تشخيص قبـل از تولـد، موضـوع تعيـين            
. غيرتهاجمي جنسيت جنين انسان مدنظر قرار گرفـت        

تلاش گرديد تـا در ايـن خصـوص، راه          در اين راستا    
.رسيدن و استفاده اين روشها در كلينيك هموار گردد

 بـه   Yبدين منظور  با انتخاب ژني بر روي كروموزوم          
نــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــام ژن

اي  از آن    و تكثير قطعه  ) SRY(تعيين كننده جنسيت    
 كــه حضــور و Nested-PCRدر روشــي بــه نــام 

ــوزاد   ــود نــــ ــاكي از وجــــ ــرش حــــ تكثيــــ

 از وجـود نـوزاد      يـر آن نشـاني    مذكر و عـدم تكث    
هاي مـوردنظر، جنسـيت جنـين    مونث است، در نمونه   

با توجه به اينكه  هنوز هم       . مورد شناسائي قرار گرفت   
در كشور ما، روشهاي تهاجمي در مورد زنان بارداري         
كه در ريسك بـالايي از وجـود جنـين معيـوب، قـرار             

شود اميـد اسـت ايـن مطالعـه، گـام          دارند استفاده مي  
كارگيري اين روشهاي جديد بر داشـته      موثري را در به   

.باشد

مواد و روشها
DNAبهينه سازي روش  استخراج 

گيري در اين مطالعه  تلاش گرديد كه قبل از نمونه         
از مادران باردار، مخلوطهـاي دقيقـي از نمونـه خـون            
افراد مونث و مذكر نرمال سالم و بـالغ تهيـه گـردد و              

 بر روي آن به كار     DNAازي  روشهاي مختلف جداس  
رود، تا اين پژوهش به يك روش استاندارد و مناسـب     
ــد ــل آيــــــــــــــــــــ .نايــــــــــــــــــــ

و ) M(براي اين منظور مخلوطهاي زير از افراد مذكر          
افـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــراد

 ميكروليتـر از  10نمونـه اول،  : تهيه گرديـد ) F(مونث  
M    ليتر از     با يك ميليF    ،ميكروليتـر   100، نمونه دوم 
ــي Mاز  ــك ميلـــــ ــا يـــــ ــر از بـــــ ،Fليتـــــ

، Fليتر از     با يك ميلي    Mليتر از   نمونه سوم، يك ميلي   
 تنهـا بـه عنـوان    M ميكروليتـر از  1000نمونه چهارم،   

نمونـــــــه كنتـــــــرل مثبـــــــت و بـــــــالاخره
 تنها  به عنـوان نمونـه        Fليتر از   نمونه پنجم، يك ميلي   

.كنترل منفي در نظر گرفته شد
از ميان روشهاي مختلف به كـار رفتـه بـراي ايـن             

 كه شامل روش جوشـانيدن، روش رسـوب بـا           منظور
 بدون فنل و    Kنمك اشباع، روش استفاده از پروتئيناز       

-تـر و اسـتاندارد اسـتفاده از فنـل       با فنل، روش دقيـق    
سپس با اعـلام    ). 17(كلروفرم مورد توجه قرار گرفت      

ــب و كســــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
رضايت مادران و رعايت تمام اصول اخلاق پزشـكي،         

 مــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــادر70از 
2شتم تا دوازدهم بارداري، به ميزان       باردار، در هفته ه   

ــا  تــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
ليتر خون تام و خون لخته تهيه گرديد و پس از     ميلي 5

جداسازي سرم و پلاسما و با به كارگيري روش فوق،          
DNAــا نمونـــــــــــــــــــه هـــــــــــــــــ

 ميكروليتر سلولهاي سفيد خون، سرم و       400 تا   200از  
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٣

ــما پلاســـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
. استخراج گرديد

Nested-PCRبهينه سازي روش 
، PCRولهاي مورد نياز براي انجـام       مجموعه محل 

 و  pH4/8مولار  بـا      ميلي 200بافر مخصوص تريس    
 ميلي مولار، مخلوط 50، كلريد منيزيم    X10با غلظت   
dNTP10ــزيم  ميلــي ــا Taqمــولار و آن  پليمــراز ب
 ماركر با رده    DNA واحد در هر ميكروليتر،      5غلظت  

Fermentasصد جفت باز، از شركت      نردباني يك 
. نمايندگي شركت ايراني سيناژن خريـداري گرديـد       با  

نيز تهيه  ) Y) SRYپرايمرهاي مخصوص كروموزوم    
:گرديدكه به شرح زير است

:پرايمرجلو و بيروني آن شامل
5" GAATATTCCCGCTCTCCGGA 

ــي آن "3 ــب و بيرونـــ ــر عقـــ  '5: و پرايمـــ
CTGGTGCTCCATTCTTGAG 3'بودند   .

 شـرح زيـر      بـه  PCRبرنامه حرارتي دور اول روش      
گراد بـراي  درجه سانتي94 دقيقه در دماي     5مدت  : بود

ها  و سپس وارد شدن نمونه     DNAدناتوره شدن اوليه    
 با شرايط زيـر بـه اجـرا در          PCRدر چرخه حرارتي    

گراد براي  درجه سانتي 94 دقيقه در دماي     1مدت  : آمد
ــاتوره شــدن، مــدت  ــاي 1دن ــه در دم درجــه 57 دقيق

 دقيقه در دماي    1اسيون، مدت   گراد براي هيبريد  سانتي
گراد براي فرآينـد پليمراسـيون، تعـداد        درجه سانتي 72

 دور و آخـرين مرحلـه آن، قـرار          22دورهاي تكراري   
گراد به مدت   درجه سانتي 72گرفتن نمونه ها در دماي      

طـول قطعـه تكثيـر يافتـه در ايـن           .  دقيقه تعيين شد   5
بــراي دور دوم .  جفــت بــاز بــود472روش برابــر بــا 

PCR  ،2     ميكروليتر از محصول PCR  رقيق شده تـا 
 الگـو بـه كـار    DNA  بار، از دور اول را به عنوان    50

 جفت  254برده و توسط پرايمرهاي داخلي زير، قطعه        
.گرديدبازي شناسايي مي

:پرايمرجلو ودروني آن شامل
5' 

CTGCGGGAACGAAACGCAAATTC
TT 3' 

:و پرايمر عقب و دروني آن شامل
5' 

CATGAACGCATTCATCGTGTGGT
C 3' 

-Hotبرنامه حرارتي دور دوم كه بـا روش         . بودند
Start PCRدر ايـن روش،  :  به شرح زير انجام شد

ها، به غير از آنزيم    و نمونه  PCRتمام مواد مربوط به     
Taq               پليمراز، افـزوده شـدند و در دسـتگاه PCR

سپس در آخرين لحظات مرحله دنـاتوره       . قرار گرقتند 
 دقيقـه در دمـاي      5 كـه بـه مـدت        DNAه    شدن اولي 

ــانتي 94 ــه ســـ ــزيم درجـــ ــود آنـــ ــراد بـــ گـــ
Taq   هـا در   وارد شـدن نمونـه    . شد پليمراز افزوده مي

چرخــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــه
1مـدت   : حرارتي مانند دور اول و با شرايط زير بـود         

گراد براي دنانوره شدن، درجه سانتي94دقيقه در دماي 
گـراد بـراي    درجـه سـانتي   56 دقيقه در دمـاي      1مدت  

ــدت  هيب ــيون، م ــاي  1ريداس ــه در دم ــه 72 دقيق درج
گراد براي فرآيند پليمراسـيون، تعـداد دورهـاي         سانتي

تكــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــراري
هـا در   دور و آخرين مرحله آن، قرار گرفتن نمونـه         40

.  دقيقه تعيين شد   5گراد به مدت    درجه سانتي 72دماي  
254طول قطعه تكثيـر يافتـه در ايـن روش برابـر بـا               

.جفت باز بود
هايافته
 بر روي   PCRا كسب نتايج مطلوب از دور اول        ب

DNA       هـاي كنتـرل     استخراج شده از مخلـوط نمونـه
تـوان  مذكر و مونث، در وهله اول به نظر آمد كـه مـي            

هـاي اصـلي ايـن پـژوهش        اين كار را بر روي نمونـه      
تعميم داد و روش خود را به عنوان يك روش مناسب           

اما متاسـفانه  . و ارزان، در اختيار مراكز درماني قرار داد 
هاي خون مادران باردار پاسخ     اين روش بر روي نمونه    

.مناسبي نداد
 نتايج مربوط به دومين دور      B1 و   A1در شكلهاي   

PCRــوع  از نــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
Hot-start و در روش Nested-PCR بـــــراي 

در . هاي كنترل و مادران باردار آورده شده اسـت  نمونه
. سـت  جفت بازي ا   254هر دو شكل قطعة تكثير يافته       

هـاي افـراد سـالم مـذكر و         ، تكثير نمونه  A1در شكل   
 و a1هـاي  نمونـه . دهدمونث را به شرح زير نشان مي    

a2 :     ميكروليتـري خـون فـرد       10دو نمونه از مخلوط 
.  ميكروليتري خـون فـرد مونـث اسـت         1000مذكر با   
100دو نمونــه از مخلــوط  : b2 و b1هــاي نمونــه

يكروليتـري   م 1000ميكروليتري خـون فـرد مـذكر بـا          
ــت   ــث اس ــرد مون ــون ف ــه . خ ــدار Cنمون 1000 مق

d2 و d1هـاي ميكروليتري خون فـرد مونـث و نمونـه     
در اين  .  ميكروليتري خون فرد مذكر است     1000مقدار  

254، قطعة تكثير يافتـه      C  يا    8 و   2ها ي   شكل نمونه 
و نمونـه   ) هـاي مونـث   نمونـه (جفت بازي را ندارنـد      
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 جفت  254ة تكثير يافته     نوار ضعيفي از قطع    14شماره  
. بازي دارد

هايي از نتايج حاصل از دومين      نمونه: B1 و   A1شكل  
 در روش                      PCRدور            

Nested-PCR        ،با مشخصات درج شده در شـكل 
آميزي شده  رنگ(درصد آگارز   6/1بر روي الكتروفورز    

.نشان داده شده است) با اتيديوم برومايد

اردار را بـه    هاي مادران ب  ، تكثير نمونه  B1در شكل   
10،  6هايي مانند شماره    نمونه. دهدشرح زير نشان مي   

انــد جــزو  تكثيــر نيافتــهPCR كــه در دور دوم 12و 
ها حـاكي از    نوزادان مونث خواهند بود و مابقي نمونه      

، نمونـه كنتـرل     7نمونه شـماره    . باشندنوزادان پسر مي  
100، ماركر با رده نردباني      8مثبت مذكر، نمونه شماره     

 كنتـرل منفـي مونـث و        9فت بازي، نمونـه شـماره       ج
باشد مي) شاهد (DNA، نمونه بدون    15نمونه شماره   

. جفت بازي است254و قطعة تكثير يافته 

بحث
در اين پژوهش تمام تلاش بر اين بود كه بتوان بـا            
ــال    ــين ح ــاده و ارزان و در ع ــر روشــهاي س ــه ب تكي

مطالعـات  . به نتيجه مورد نظـر رسـيد      )  18(استاندارد  
قبلي حاكي از اين بود كه از ميان ژنهاي مختلفـي كـه              

 بـه طـور مشـترك،       X و كرومـوزوم     Yدر كروموزوم   
هاي مختلفي، وجود دارد ژن تعيين كننده حتي با اندازه  

Y كـه فقـط در كرومـوزوم         SRYجنسيت يا مـاركر   

وجود دارد براي تعيين جنسيت جنين در ماههاي اول         
اما با بـه كـار گيـري        ). 19(تر است   تشكيل آن مناسب  

اين ماركر، تشخيص قبل از تولد جنسيت جنين وقتـي          
PCRيابد كـه قطعـه مـورد نظـر در روش      تحقق مي 

توان گفت كـه نـوزاد   تكثير يابد كه در اين صورت مي      
مذكر است و تكثير نيافتن قطعه، دلالت بر مونث بودن     

بـراي اطمينـان از حصـول نتـايج بايـد از            . نمونه دارد 
بـا كسـب نتـايج      . گرديـد شهاي دقيق اسـتفاده مـي     رو

 اسـتخراج   DNA بر روي    PCRمطلوب از دور اول     
ها ي كنترل مذكر و مونـث، بـه         شده از مخلوط نمونه   

هـاي  توان اين كار را بـر روي نمونـه        نظر رسيد كه مي   
تـري را   اصلي اين پژوهش تعمـيم داد و روش كوتـاه         

نـه كـردن روش     مدتها براي اين منظور و بهي     . ارايه داد 
PCR   هاي خون مادران باردار صـرف       بر روي نمونه

در نهايـت از    . شد اما پاسخ مناسـبي بـه دسـت نيامـد          
 استفاده گرديـد كـه      Nested-PCRروش حساس   

ــوع نــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
Hot-start ــخ مناســب را داد 70از ميــان .  آن پاس

سـال و نـيم در اختيـار ايـن          اي كـه ظـرف يـك      نمونه
 شده مورد ارزيـابي     پژوهش قرار گرفت و با روش ياد      

 نمونـه از آنهـا رديـابي و       32نهائي قرار گرفـت، تنهـا       
معلوم گشت كه فرزندانشان چه بوده است و اطلاعات 
مربوط به مابقي مادران به دلايل مختلف در اختيار مـا           

18گيري مشخص گرديد كـه      در اين پي  . قرار نگرفت 
در ايــن پــژوهش . انــد دختــر متولــد شــده14پســر و 

همه تـدابيري كـه در بـه كـارگيري وسـايل            رغم  علي
استريل و مواد با كيفيت، در كنترل آلودگي شده بود و           

و يـك   ) Blank(در هر آزمايش يـك نمونـه شـاهد          
نمونه كنترل مثبت و يك نمونه كنتـرل منفـي بـه كـار              

بـه  .  خـواني نداشـت   برده شد، نتايج به طور كامل هم      
هاي مونهطوري كه در اين پژوهش معلوم گرديد كه  ن         

دهنـد و در مقابـل از       پلاسما هيچ پاسخ مناسـبي نمـي      
3( مـورد    21 مورد،   18هاي سرم، به جاي     آناليز نمونه 
  مـورد    22هاي گلبولهاي سـفيد،     و  نمونه  ) مورد خطا 

مـذكر تشـخيص داده شـده اسـت بـه           )  مورد خطا  4(
هاي سرم نتايج  به ميـزان       عبارت ديگر در مورد نمونه    

ــد و در ن62/90 ــهدرص ــزان   مون ــه مي ــون ب ــاي خ ه
درصد صحت داشته است كه البتـه در مقايسـه          25/81

با اولين كارهاي انجام شده ديگران نتايج در خور تامل 
 و همكاران همين كار را بـر        Kaoبه طوري كه    . است
 هفته بارداري   12 تا   8هاي   زن باردار در هفته    36روي  

وش   در ر   ZFYالبته آنهـا بـا تكثيـر ژن         . انجام دادند 
Nested-PCR       و هضم آنزيمي قطعه تكثيـر يافتـه 
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 موفـق  بـه   Nde I و Mae IIگـر  با آنزيمهاي برش
 مـورد   3(درصد  67/91تعيين جنسيت جنين با صحت      

ــا در  ــه36خط ــدند )  نمون ــور ). 20(ش  و Loپروفس
همكاران با استفاده از روش جوشـانيدن در اسـتخراج             

DNA             از روش    خون، سرم و  پلاسما و بـا اسـتفاده
Nested-PCR  ــي از ــاي مخصوصــ  و پرايمرهــ

 زن  43، تعيين جنسيت جنين را بر روي        Yكروموزوم  
آنهـا  .  هفته بـارداري انجـام دادنـد       40 تا   12باردار در   

 نمونة پلاسماي مادران    30 نمونه از    24 را در    Yتوالي  
ــه از 21و) درصــد80( ــادران  30 نمون ــه ســرم م  نمون
ذكور شناسايي كردند   متولد كننده فرزندان    ) درصد70(
هـاي  با اينكه نتايج گروه اخيـر در مـورد نمونـه        ). 10(

هـاي  پلاسمايي بسيار بهتر است ولي در مـورد نمونـه         
تـري رسـيده   سرمي، پژوهش حاضر به نتيجه مطلـوب      

لازم به ذكر است كه در سالهاي بسيار اخيـر بـا            . است
، موفـق بـه   DNAاستفاده از كيتهاي مناسب استخراج  

ولـي  ) 18(انـد   ها هم شـده   درصد نمونه 100شناسايي
يـابي  بايد توجه داشت كه در صورتي كه امكان دسـت   

به تمام اين مادران مورد مطالعه در اين پژوهش وجود          
داشــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــت 

اميد است  . گشتصحت بيشتر اين پژوهش معلوم مي     
كه با اين پژوهش، گامهاي اوليـه را  بـراي تشـخيص             

بتلا به بيماريهاي ارثي، قبل از تولد جنينهاي با ريسك ا
.در كشور ايران، فراهم آيد

تقدير و تشكر
نويسندگان مقاله از مـديريت محتـرم  پژوهشـكده          
رويان كه امكانات مادي و تجهيزاتي انجام ايـن طـرح          
را فراهم نمودند و همچنين از همكاريهـاي صـميمانه          
آقاي دكتر شاهوردي و از خدمات ارزنده سركار خانم         

 سركار خـانم ملامحمـدي سپاسـگزاري و         افشاريان و 
.نمايندكمال تشكر و قدرداني مي
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