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،  G20210A ليدن، پروترومبين پنج فاكتور :هاي ترومبوفيليهاي ژنمرفيسمپليفراواني 
  پلاكتي در شهركردPLA2 ژن متيلن تتراهيدرو فولات ردوكتاز و آنتي

  
بتول پورقيصري
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، عفت فرخي

2
، مجتبي ساعدي

3
  

                                                        
  مقدمه

ي گسترده از تغييراتي است كه شرايط لي محدودهترومبوفي
اين اصطلاح عوامل ارثي و . سازدرا براي ترومبوز عروقي فراهم مي

عوامل ارثي شامل تغييرات ژنتيكي . گيرداكتسابي هر دو را در بر مي
نمايد و استعداد لخته است كه در عوامل مؤثرّ بر هموستاز رخ مي

 همراه با چنين عوامل ژنتيكي هميشهوجود . دهدسازي را افرايش مي
 با افزايش سن، امكان تاثير چنين عواملي ترومبوز نيست و معمولا

  . ]1[شود شتر مييب
  
، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم  و هماتولوژي استاديار، گروه پاتولوژي1

مولكولي، دانشگاه علوم پزشكي -مركز تحقيقات سلولي و پزشكي شهركرد
 شهركرد

مولكولي، دانشگاه علوم -، مركز تحقيقات سلوليجوي دكتري تخصصيدانش 2
  پزشكي شهركرد

  مولكولي، دانشگاه علوم پزشكي شهركرد- كارشناس، مركز تحقيقات سلولي3
  :ولئنشاني نويسنده مس*

  شهركرد، دانشگاه علوم پزشكي شهركرد، گروه پاتولوژي
  0381 3336720 :دورنويس                     0913 3031381:تلفن

 skums.ac.ir@pourgheysari :پست الكترونيك

  28/8/90 :تاريخ پذيرش نهايي                    24/2/90 :تاريخ دريافت
  

  انعقادي5در بين عوامل ارثي ترومبوفيلي، جهش ليدن فاكتور 
G1691A )FVL( جهش ،G20210A در پروترومبين )FII( ،

و ) MTHFR( ردوكتاز  در متيلن تتراهيدروفولاتG677Tجهش 
) IIb/IIIa GP(پلاكتي  IIb/IIIa از گليكوپروتئين PLA2ي گونه

 باعث تغيير 5 جهش ليدن فاكتور ].2[اي برخوردارند از اهميت ويژه
َArg506Gln را نسبت به غيرفعال 5 گردد و حساسيت فاكتورمي 

ساز غيرفعال پروترومبين پيش. كند كم ميCشدن نسبت به پروتئين 
 منجر به توليد مقادير G20210Aمرفيسم رومبين است و پليت

. گرددبيشتري پروترومبين و بنابراين افزايش سطح آن در خون مي
 يك نقش B12  همراه با اسيد فوليك و ويتامينMTHFRآنزيم 

مرفيسم اساسي در حفظ سطح هموسيستئين خون دارد و پلي
C677Tگردد كه ارت ميهاي حساس به حر منجر به توليد آنزيم

. شود و باعث افزايش سطح هموسيستئين ميداشتهفعاليت كمتر 
. ]3[افزايش هموسيستئين همراه با افزايش ترومبوز وريدي است 

هاي مختلف و تيها در جمعميزان شيوع هر يك از اين جهش
ها هرچند توارث اين ژن. ]4-7[هاي مختلف متفاوت است گزارش

-ل خونريزي ايجاد ميعلّت كاهش احتمايك امتياز ماندگاري به

همراه علّت افزايش تمايل به انعقاد، خطر ترومبوز را بها بهمكند، ا
ها، هم از نظر مرفيسمها و پليي فراواني چنين جهشمطالعه. دارد

  :خلاصه
-از آن. ي آن ارتباط داردهاي جانبهاي ترومبوفيلي با پاتوژنز ترومبوآمبولي وريدي و ساير پيامدهاي ارثي ژنمرفيسمي پل:سابقه و هدف

 در آنها بررسي ي حاضرهاي ايراني در دست است، هدف از مطالعهها در جمعيتمرفيسمكه اطلاّعات محدودي از فراوني اين پليجايي
  . جمعيت سالم بود
آمبولي وريدي نداشتند، در اي از ترومبوكه سابقهاهداكننده خون در شهركرد  فرد سالم 304 در اين مطالعه مقطعي :ها مواد و روش

 ليدن، پروترومبين Vهاي فاكتور مرفيسم براي پليEDTAتعيين ژنوتيپ با خون وريدي گرفته شده با . مطالعه شركت كردند
G20210A ،MTHFR C677T و PLA2 با روش PCR-RFIP انجام شد .  

 92/30( نفر 94. مشاهده شد ليدن و يك نفر هموزيگوت V هتروزيگوت فاكتور) درصد 97/1(مورد  6 در بين افراد شركت كننده : نتايج
هتروزيگوت ) درصد 6/0( مورد 2.  بودندMTHFR C677Tترتيب هتروزيگوت و هموزيگوت به)  درصد62/3( نفر 11و ) درصد

ترتيب همورد ب)  درصد6/0( مورد 2و ) درصد 2/9( نفر 28.  بودند و موردي از هموزيگوت وجود نداشتG20210Aپروترومبين 
 افراد مورد مطالعه حامل درصد MTHFR C677T، 5/14  افراد و با حذفدرصد 6/44.  بودندPLA2هتروزيگوت و هموزيگوت 

  . هاي مورد بحث بودندمرفيسمحداقل يكي از پلي
. ود موجود از كرمانشاه استها متفاوت از نتايج منتشر شده قبلي در نژاد قفقازي و نيز نتايج محدمرفيسم فراواني اين پلي:گيرينتيجه

  .هاي ژنتيكي بين نژادهاي مختلف و نيز نوع انتخاب نمونه نسبت داده شودتواند به تفاوتهايي ميچنين يافته
  بوفيلي، ترومPLA2ژن آنتي ،G20210A فاكتور پنج ليدن، متيلن تتراهيدروفولات ردوكتاز، پروترومبين :كليديواژگان
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اين . ت داردميها اهتيمطالعات باليني و هم از نظر ژنتيك جمع
 موارد فوق در جمعيت مطالعه با هدف بررسي فراواني هر يك از

  .طبيعي شهركرد، از مناطق مركزي ايران، صورت گرفته است
  

  هامواد و روش
 نفر از افراد 304هاي خون از نمونهدر اين مطالعه مقطعي 
 پس از كسب EDTAهاي حاوي سالم غيرخويشاوند در لوله

آوري جمع 1389از مهر تا اسفند سال ها رضايت كتبي از آن
با ، از خون كامل با روش فنل كلروفرم استخراج DNAگرديد و 

 تعيين مقدار و Unico 2100استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر 
هاي مورد نظر با روش  جهش،سپس. شدسپس استاندارد سازي 

-PCR)مرفيسم طولي زنجيره محدود پلي–مرازواكنش زنجيره پلي

RFLP) وسط تكثير ژن مورد نظر ت. ورد بررسي قرار گرفتم
. صورت گرفت ASTEC, PC818 Japanدستگاه ترموسايكلر 

هاي مورد هاي مورد استفاده براي بررسي هر يك از جهشپرايمر
هاي محدودگر آنزيم. ]8[ شود ديده مي1  شمارهمطالعه در جدول

براي   FVL،HindIII براي Mn1Iمورد استفاده شامل 
FIIG20210A ،HinfI براي MTHFR C677T و MsPI 

شركت هاي محدودگر مورد استفاده از آنزيم.  بودندPLA2راي ب
-يل از هر پ.تهيه گرديدسيناژن و پرايمرها از شركت ژن فن آوران 

برنامه  .گرديد فيسم دو مورد جهت تاييد نتايج تعيين تواليرم
صورت زير ههاي مورد نظر بمرفيسمدمايي مورد استفاده براي پلي

  :در نظر گرفته شد
مدت  بهoC96سيكل شامل  6،  دقيقه4 درجه FVL : oC96جهش 

سپس  ثانيه، 60مدت بهoC72   ثانيه و 60مدت   بهoC 58 ثانيه، 60
 30مدت  بهoC 56 ثانيه، 30مدت  بهoC96 دماي :  سيكل شامل28

 5مدت  درجه به72ثانيه، و در نهايت  30 مدت بهoC 72ثانيه و 
  .دقيقه
:  سيكل شامل5 دقيقه، سپس 3درجه  PLA2  : oC96مرفيسمپلي

  oC 72 ثانيه و 60مدت  بهoC 56 ثانيه، 60مدت  بهoC 95دماي 
 40مدت  بهoC 94دماي :  سيكل شامل31ثانيه، سپس  60مدتبه

ثانيه و در نهايت  40مدت بهoC 72 ثانيه و 40مدت  بهoC 55ثانيه، 
  . دقيقه5مدت  درجه به72

دماي :  سيكل شامل33، سپس  دقيقهFII20210 : oC94 5جهش 
oC 94ثانيه، 30مدت  به oC 60ثانيه و 45مدت  به oC 72به -

  . دقيقه5مدت  درجه به72، و در نهايت  ثانيه60مدت
 سيكل 5 دقيقه، سپس 5 درجه MTHFRC677T :94مرفيسم پلي

 ثانيه و 60مدت  بهoC 59 ثانيه، 60مدت  بهoC 94دماي : شامل
oC 72دماي :  سيكل شامل25 ثانيه، سپس 60مدت بهoC 94به -

 ثانيه و 30مدت بهoC 72 ثانيه و 30مدت  بهoC 59 ثانيه، 30مدت 
با استفاده از پرايمرهاي لازم .  دقيقه10مدت  درجه به72در نهايت 

 جفت باز 267طول اي به، قطعهG1691Aبراي شناسايي جهش 
 Mn1Iت برش آنزيم در نوع بدون جهش دو ساي. تكثير گرديد

 و 163وجود دارد و به اين ترتيب در اين افراد سه قطعه به طول 
در صورت وجود جهش . گردد جفت بازي تشكيل مي37 و67

 ژن مربوطه يك سايت 1691 در نقطه A به Gمورد نظر با تبديل 
 جفت بازي تشكيل 67 و 200گردد و دو قطعه آنزيم حذف مي

 345اي به طول ، قطعهG20210Aهش براي شناسايي ج. گرددمي

در نوع بدون . تكثير گرديد جفت باز با استفاده از پرايمرهاي لازم
وجود ندارد و به اين  HindIIIجهش سايتي براي  برش آنزيم 

در . ماند جفت باز باقي مي345طول اي بهترتيب در اين افراد قطعه
 با تبديل  جفت بازي345صورت وجود جهش مورد نظر، در قطعه 

G به A ژن مربوطه يك سايت آنزيم تشكيل مي 20210 در نقطه-

- جفت بازي تبديل مي23 و 322 به دو قطعه 345گردد و قطعه 

مرفيسم با استفاده از پرايمرهاي لازم براي شناسايي پلي. گردد
MTHFRC677Tتكثير گرديد جفت باز 198طول اي به، قطعه .

 شته وجود نداHinfI برش آنزيم در نوع بدون جهش سايتي براي
 جفت بازي باقي 198اين افراد قطعه به طول  و به اين ترتيب در

 جفت 198، در قطعه در صورت وجود جهش مورد نظر. ماندمي
ژن مربوطه يك سايت آنزيم  677 در نقطه T به Cبازي با تبديل 

 جفت بازي 23 و 175 به دو قطعه 198گردد و قطعه تشكيل مي
اي به ، قطعهPLAهاي مرفيسمبراي شناسايي پلي .گرددديل ميتب

يك  PLA1مرفيسم در پلي. تكثير گرديد جفت باز 264طول 
 در اين افراد دو در نتيجهوجود دارد و  MspIسايت برش آنزيم 

در صورت . گردد جفت بازي تشكيل مي42و  222قطعه به طول 
- آنزيم ايجاد مي يك سايت جديد برايPLA2مرفيسم وجود پلي

. گردد جفت بازي تشكيل مي49و  42، 173گردد و سه  قطعه 
 18ويرايش   SPSSنتايج با استفاده از آمار توصيفي با نرم افزار

  .آناليز گرديد

  
هاي هاي مورد استفاده در بررسي جهش توالي پرايمر-1جدول شماره 

 مورد مطالعه
  پرايمرها  اختلال ژنتيكي

FVL 
F 5′ TGC CCA GTG CTT AAC AAG ACC A 3′ 

R 5′ TGT TAT CAC ACT GGT GCT AA 3′  
 

MTHFR C677T 
F 5′ TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA 3′ 

R 5′ AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG 3′  
 

FIIG20210A 
F 5′ TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC 3′ 

R 5′ ATA GCA CTG GGA GCA TTG AAG C 3′  
 

PLA2 F 5′ TTC TGA TTG CTG GAC TTC TCT T 3′ 
R 5′ TCT CTC CCC ATG GCA AAG AGT 3′ 
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  نتايج
هاي آوري شده براي پلي مرفيسمي جمع نمونه304تعداد 

 2  شمارهمورد نظر تعيين ژنوتيپ گرديد كه نتايج آن در جدول
) درصد 74/44(نفر  136هاي مورد بررسي، از نمونه. شودديده مي

صورت هاي مورد مطالعه را بهسممرفيحداقل يكي از پلي
-پس از حذف پلي. هموزيگوت يا هتروزيگوت دارا بودند

 5/14) هموزيگوت و هتروزيگوت ( MTHFR C667Tمرفيسم
ها مرفيسم از افراد مورد مطالعه ناقل حداقل يكي از پليدرصد
- پلي4 يا 3كنندگان در مطالعه ناقل هيچ يك از شركت. بودند

، از 2  شمارهر نظر گرفتن نتايج موجود در جدولبا د. مرفيسم نبود
 ناقل درصد FVL ،64/34 ناقل درصد 27/2 افراد مورد بررسي 

MTHFR C677T ،6/0ناقل  درصد FII20210A 8/9 و 
. صورت هموزيگوت يا هتروزيگوت بودند بهPLA2 ناقل درصد

مرفيسم از افراد مورد مطالعه ناقل پلي)  درصد28/4( نفر 13
MTHFR C677T هاي مورد همراه با يكي ديگر از جهش

 4در . صورت هموزيگوت بودها به مورد از آن2بررسي بودند كه 
 همراه با FVLاز گروه مورد بررسي جهش ) درصد 2/1(نفر 

MTHFR C677T صورت وجود داشت كه يك مورد آن به
 3/2( مورد 7در  PLA2هتروزيگوت .  بودFVLهموزيگوت 

-همراه با پلي)  درصد6/0( در دو مورد FII20210Aو ) درصد

گونه موردي از هيچ. ديده شد MTHFR C677Tمرفيسم 
  .هاي مورد مطالعه با يك ديگر مشاهده نگرديدهمراهي ساير جهش

  
  عهمورد مطالهاي ترومبوفيلي در افراد هاي ژن فراواني پلي مرفيسم-2  شمارهجدول                                      

  فراواني ) %فاصله اطمينان(  تعداد    اختلال ژنتيكي
  3/0) 0-97/0(  1  هموزيگوت

Factor V Leiden  97/1) 0-53/3(  6  هتروزيگوت  
  62/3) 52/1 -72/5(  11  هموزيگوت

MTHFR 92/30) 72/25 -12/36(  94  هتروزيگوت  
  0  0  هموزيگوت

Prothrombin G20210A 6/0) 0-57/1(  2  هتروزيگوت  
  6/0) 0-57/1(  2  هموزيگوت

PLA2 2/9) 96/5-46/12(  28  هتروزيگوت  
  

  بحث
هاي مختلف ترومبوفيلي در مرفيسم فراواني پليهمطالع

هاي باليني و هم از نظر بينينظر پيش هاي مختلف هم ازجمعيت
 و ميزان وفور آنها در اشتهجمعيتي اهميت د مطالعات ژنتيكي و

 مختلف مولكوليهاي روش .تهاي مختلف متفاوت اسجمعيت
گيرند كه هاي ژنتيكي مورد استفاده قرار ميمرفيسمبراي بررسي پلي

مورد ويژگي و حساسيت بالاي آن با توجه به PCR-RFLPروش 
در اين روش در صورت رعايت . توجه ويژه قرار گرفته است

. مثبت يا منفي كاذب نادر استبروز نتيجه شرايط واكنش، احتمال 
FVL و FII20210Aاند و مؤلفين  يك منشأ واحد را نشان داده

منشا مشابهي نيز براي . ]9-12[ دانندپيدايش آن را از خاورميانه مي
MTHFR C677T ما ميزان فراواني . ]12[ بيان شده استFVL 

صورت هتروزيگوت بهآن   درصد97/1 يافتيم كه  درصد3/2را 
د ايران در كرمانشاه اين ت كريدر مطالعه انجام شده در جمع. بود

 بوده است كه تفاوت چنداني با گزارش ما درصد 97/2فراواني 
 در مطالعه انجام شده در استراليا ميزان فراواني اين ژن. ]13[ ندارد

 بوده است كه تا حدي بيش از فراواني يافته شده در درصد 37/5
 درصد 05/0با اين حال، جهش هموزيگوت تنها در . ايران است

در مطالعه انجام شده در لبنان بر روي . ]14[يافت شده است 
، بحريني و سعودي جمعيت عرب زبان با منشاء تونسي، لبناني

متفاوت بوده است كه درصد  2-8/14بين  FVLميزان فراواني 
افراد لبناني الاصل از همه بيشتر و در افراد سعودي الاصل از همه 

 در نژاد قفقازي مرفيسم ظاهرايشيوع اين پل. ]15[كمتر بوده است 
 1/7در مطالعه انجام شده در بلغارستان فراواني آن . بيشتر است

در همين مطالعه ميزان فراواني . ]16[ گزارش شده است درصد
- فراواني اين پلي.  بوده است درصدFIIG20210A 2فاكتور 

 بود و هيچ مورد  درصد6/0 ما همرفيسم در گروه مورد مطالع
در دو مورد مطالعه انجام شده در غرب .  يافت نشدهموزيگوت

 6/1 و  درصد3مرفيسم در كردهاي كرمانشاه ايران فراواني اين پلي
 كه تا حدي متفاوت از ]17-13،18[ گزارش گرديده است درصد

 با توجه به اين كه دست آمده در مطالعه حاضر است ونتايج به
هاي تواند تفاوتيم ،روش مشابهي براي بررسي انتخاب شده است

 هرچند ممكن است به نوع ؛نژادي در اين مورد را مطرح نمايد
در . مطالعه نيز تا حدي ارتباط داشته باشدمورد انتخاب افراد 

 كه ]19،20[ بوده است  درصد1-2جمعيت لبنان اين فراواني 
مطالعه انجام  در.  ما داشته استهشباهت بيشتري به نتايج مطالع
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 گزارش گرديده  درصد43/2يا در زنان اين فراواني شده در استرال
، MTHFRC677Tمرفيسم ديگر مورد مطالعه، پلي .]21[است 

هاي مطالعه صورت هموزيگوت يا هتروزيگوت در كليه جمعيتبه
 مورد قبلي مورد بحث داشته 2شده فراواني بيشتري نسبت به 

صورت هموزيگوت و  ما فراواني آن بههدر مطالع. است
در .  بوده است درصد92/30و  درصد 62/3ترتيب روزيگوت بههت

، در نژاد عرب بين ]16[  درصد3/11لهستان ميزان هموزيگوت آن 
 در ؛]15[ها بوده است  با بيشترين فراواني در لبناني درصد11-2

گزارش   درصد20-40 بين  CTهمين مطالعه فراواني هتروزيگوت
هي ايران فراواني ناقلين اين در جمعيت كرد كرمانشا. گرديده است

 كه از ساير مطالعات ]18[ بوده است  درصد3/48مرفيسم پلي
با توجه به اينكه روش مورد استفاده در اين مطالعات . بيشتر است

هاي ژنتيكي مجددا به تفاوت تواندها ميمشابه است، اين تفاوت
 هاي مختلف و نيز نحوه انتخاب جمعيت مورد مطالعهبين جمعيت

مرفيسم ديگري كه در مطالعه حاضر مورد پلي. بستگي داشته باشد
هاي پلاكتي يعني وپروتئينبررسي قرار گرفته است يكي از گليك

GPIIb/IIIaاي در ژن  بوده است كه جهش نقطهβ  اينتگرين با
- دهد و اين پلي رخ مي2جايگزيني سيتوزين با تيميدين در اگزون 

 ما هدر مطالع. گذاري گرديده استنام   PLA2مرفيسم تحت عنوان
-/PLA2 و هموزيگوت  درصدPLA1/A2 ،2/9ميزان فراواني 

A2 ،6/0 در گزارش موجود از مجارستان اين فراواني .بود درصد 
در لهستان . ]21[ است بوده  درصد2 و درصد 3/24 ترتيبژن به

 20، در آمريكا  درصد26-29، در اروپا  درصد3/14فراواني ژن 
 و در چين كمتر از  درصد2، در كره  درصد3/0ر ژاپن د ،درصد

مرفيسم در جمعيت فراواني اين پلي. ]8،22[ بوده است درصد 15/0
رسد شباهت بيشتري به نتايج يافت شده در اروپا نظر مينرمال ما به

مقايسه بين . و آمريكا تا نتايج موجود از شرق آسيا داشته باشد
-هاي موجود نشان ميساير گزارشنتايج حاصل از اين مطالعه و 

هاي مورد مطالعه شيوع كمتري در مرفيسمدهد كه كليه پلي

 و MTHFR C667T. جمعيت ما نسبت به نژاد قفقازي دارد
FII20210Aدست آمده در كرمانشاه بر روي  نسبت به نتايج به

 در PLA2فراواني . دهدنژاد كرد نيز فراواني كمتري را نشان مي
 بيش از نتايج موجود از شرق آسيا و كمتر از اروپا بوده ي مامطالعه
اي از ساير مناطق ايران جهت مقايسه در اين مورد مطالعه. است

ارتباط بين ميزان بروز حوادث ترومبوتيك در . وجود نداشته است
وضوح هاي ترومبوفيلي بهمرفيسميك جمعيت و فراواني پلي

ها در نژاد مرفيسماين پلينجايي كه اكثر ، اما از آمشخص نيست
تر هستند و بروز ترومبوآمبولي وريدي نيز در سفيد قفقازي شايع

نظر ، به]3[ها و بوميان آمريكا بوده است پوستان بيش از آسيايي
. ها ارتباط داشته باشدرسد شيوع اين رويدادها با فراواني جهشمي

مورد مطالعه ما در بيماران مبتلا به ترمبوآمبولي وريدي در جمعيت 
  . ها در حال بررسي استنيز فراواني اين پلي مرفيسم

  
 گيريهجنتي

هاي انجام گرفته گير بين بررسيبا توجه به تفاوت چشم
ي ما هاي مطالعهدر مناطق مختلف و تنوع جمعيتي در ايران، داده

همه ها در ممرفيسمگر فراواني هريك از پليممكن است نتواند بيان
. تري در اين زمينه لازم استيران باشد و مطالعات گستردهامناطق 

-اي براي بررسي تأثير اين پليتواند زمينهي حاضر مينتايج مطالعه

ها بر ترومبوز وريدي و عواقب آن مانند ترومبوآمبولي و مرفيسم
   .باشددر منطقه مورد مطالعه هاي مكرّر سقط جنين

  
  تشكر و قدرداني
حمايت مالي معاونت پژوهشي دانشگاه ي حاضر با مطالعه

مولكولي انجام -علوم پزشكي شهركرد در مركز تحقيقات سلولي
-ها سپاسگرفته است كه بدين وسيله از پشتيباني و همكاري آن

مصوب  پ/18/638اين مقاله از طرح شماره . گرددگزاري مي
  .دانشگاه علوم پزشكي شهركرد استخراج گرديده است
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