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   II در اینترون SspIپلی مورفیسم جایگاه فراوانی  بررسی
  گلوبین در استان مازندران ژن بتا

  

  (.B.Sc) ***بهشته اصغری    (.M.D) **سیامک شفیع زاده (.Ph.D) *+هاله اخوان نیاکی 
  (.B.Sc) ***ماندانا عزیزی      (.B.Sc) *** علی بنی هاشمی

 
  چکیده

 پیـشگیری از ایـن بیمـاری از طریـق تـشخیص             ، تولد سالانه تالاسمی ماژور در کشور      با توجه به میزان    : و هدف سابقه  
 افـراد ناقـل تالاسـمی، جهـش ژنـی ناشـناخته بـاقی                درصـد  10-20در ایـران در     . های بهداشتی است   پیش از تولد از اولویت    

 یـا نزدیـک ژن بـرای ردیـابی           داخـل  چنـد شـکلی   های    در چنین مواردی بررسی پیوستگی ژنی با استفاده از جایگاه          .ماند می
 که برای اولین بـار در ایـران         SspIجایگاه   . قابل انجام است   ، جهت تشخیص پیش از تولد     ، یا طبیعی  کروموزوم حامل جهش  

 این جایگاه چند شکلیهدف این مطالعه تعیین فراوانی    .  ژن بتاگلوبین قرار دارد    IIگیرد، داخل اینترون     مورد بررسی قرار می   
  .باشد تان مازندران میدر جمعیت اس

 و تکثیر DNAپس از استخراج .  فرد ناقل تالاسمی ساکن استان مازندران تهیه شد211خون محیطی  : ها مواد و روش
 با SspI، اثر آنزیم (PCR)  واکنش زنجیره پلی مراز با استفاده از روشSspI چند شکلیناحیه ژنی بتاگلوبین حاوی جایگاه 

  .ارزیابی شداستفاده از ژل آگاروز 
های منفی تقریبا بـه میـزان        جایگاه.  منفی بود  SspI برای جایگاه     درصد 6/20 کروموزوم بررسی شده،     422از   : ها  یافته
  .) درصد3/14 و  درصد9/11(های سالم و جهش یافته همراه بودند  برابر با آلل

توان  الم و جهش یافته ژن بتاگلوبین میهای حاوی آلل س  برای ردیابی کروموزومSspIاز بررسی جایگاه  : استنتاج
  .استفاده کرد

  
  مازندران ، SspI ،تالاسمی، بتاگلوبین، پلی مورفیسم :واژه های کلیدی 

  

  مقدمه
باشد  ژنی در دنیا می ترین اختلال تک تالاسمی شایع

 جمعیت جهان و در ایران  درصد7که حدود  طوریه ب
ناقل این )  میلیون نفر3حدود  ( درصد5طور متوسط ه ب

  .)3-1(بیماری هستند

های   یکی از زنجیرهساختتالاسمی در اثر کاهش 
 های ها در ژن بررسی انواع جهش. شود گلوبین ایجاد می
بندی  ترکیب هموگلوبین اجازه تقسیم گلوبین و تنوع

   داده )ß(ا ـو بت) α(وه اصلی آلفا رـها را به دو گ یـتالاسم
  
  

   امیر کلا، آزمایشگاه ژنتییک بیمارستان کودکان امیرکلا- بابل:ول ئمولف مس  +      دانشگاه علوم پزشکی بابل) استادیار(أت علمی ژنتیک، عضو هیمتخصص بیولوژی سلولی و  *
  کارشناس ژنتیک بیمارستان کودکان امیرکلا بابل ***                 پزشک عمومی،  **

  12/2/86:              تاریخ تصویب27/8/85: ع جهت اصلاحات             تاریخ ارجا24/5/85: یافت رتاریخ د
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 SspIفراوانی پلی مورفیسم جایگاه 

  

58  1386خرداد و تیر  ، 58هم ، شماره هفد      دوره                                                         مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                         

 11و16های ترتیب بر روی اتوزوم هب ßوαهای  ژن.  است
 .اند و ازنظر ژنتیکی ساختمانی بسیارمشابه دارند واقع شده

  .باشند  اینترون می2 اگزون و3ها دارای همه این ژن
سمی که تولد یک فرزند مبتلا به تالا با توجه به این

ماژور سبب مشکلات جسمی و روحی برای فرد مبتلا و 
های درمانی بسیار و عوارض  خانواده او و همچنین هزینه

اقتصادی و اجتماعی خواهد شد، پیشگیری از تولد یک 
تواند بهترین روش جلوگیری از وقوع این  نوزاد مبتلا می
 جمعیت شمال  درصد10در حال حاضر . مشکلات باشد
لاسمی بوده و در صورت عدم پیشگیری از کشور ناقل تا

 150رود سالانه  تولد نوزاد تالاسمی ماژور انتظار می
مورد تولد جدید تالاسمی ماژور در استان مازندران 

های پیشگیری  این در حالی است که تنها راه. اتفاق افتد
ی ناقل از ازدواج با ها از تالاسمی ماژور انصراف زوج

 تشخیص پیش از تولد ،زدواجیکدیگر و یا در صورت ا
لکولی و سقط جنین مبتلا به وهای م با استفاده از روش

  .باشد این بیماری می
 200 مولکولی یاه که براساس آزمایش با وجود این

 ،جهش متفاوت به ژن بتاگلوبین نسبت داده شده است
  درصد95 جهش بیش از 6-10 ،در اکثر مناطق جهان

  .)4(شود میهای جهش یافته را شامل  آلل
ل گوناگونی جمعیت ناشی ـدلیه ران بـور ایـدر کش
 ،ها و سلطه اقوام متفاوت در طول تاریخ از مهاجرت

های  طبق بررسی. گردیده است گزارش های زیادی جهش
 جهش متفاوت در ژن بتاگلوبین 40به عمل آمده بیش از 

اما هنوز . )3 ،5 -9( گزارش شده است،در جمعیت ایران
 افراد  درصد10-20ز مناطق ایران جهش در در برخی ا

تالاسمی مینور ناشناخته باقی مانده و در نتیجه تشخیص 
 مولکولی با روش معمول آزمایشگاهی مانند روش

  ای   لکه نقطه یاARMS1 سیستم تکثیر حساس به جهش
در چنین مواردی از  باشد  میسر نمیRDB 2 معکوس

                                                 
1. Amplification Refractory Mutation System  
2. Reverse Dot Blot 

 شکلی ساختار چند آزمایشگاهی مانندمتداول های  روش
الکتروفورز ژل با تغییر  یا SSCP 3 فضایی تک رشته ای

یا بررسی پیوستگی ژنی با  DGGE 4ماهیت گرادیان 
یک جایگاه خاص نزدیک یا  چند شکلیاستفاده از 

داخل آن ژن در فرد ناقل و افراد خانواده وی استفاده 
  .)10-14(شود می

جود های مو به تفاوت (Polymorphism)مرفیسم پلی
به طور . شود های ژنوم افراد جمعیت اطلاق می توالیدر 

دو در ژنوم   نوکلئوتید1000 نوکلئوتید از هر 2متوسط 
توسط   چند شکلینقطه اگر. نفر با یکدیگر فرق دارند

ی و برش باشد یآنزیم محدود کننده خاصی قابل شناسا
 که حاوی توالی قابل DNAتوان با تکثیر بخشی از  می

توسط آن آنزیم باشد و اثر دادن آنزیم مربوطه ی یشناسا
چند شکلی جایگاه  بر روی آن، وجود یا عدم وجود این

های   با طولDNAبه دست آمدن قطعات . را نشان داد
خصوص ه متفاوت به دنبال اثر یک آنزیم محدودکننده ب

طول مورفیسم  یک توالی را پلیچند شکلی  بر روی
  . گویند RFLP 5 یا قطعات محدود کننده

 RFLP 18 بتاگلوبین تا کنون حداقل  ژندر اطراف
ن ــر ایــاکث. )15 -17(ستا دهــی شیاــاســاوت شنــمتف

ی ـی از پلی مورفیسم کمــها هم در جمعیت ایران جایگاه
با  .دـله دارنـوبین فاصـد و هم از ژن بتاگلـوردارنـبرخ

ی ـوع نوترکیبـرم برای وقـود یک نقطه گـتوجه به وج
(hot spot for recombination) 5' در نزدیکی انتهای 

احتمال نوترکیبی و اشتباه در  )19،18(ژن بتا گلوبین
تشخیص آلل جهش یافته با بررسی پیوستگی ژنی وجود 

های داخل ژن  احتمال خطا با استفاده از نشانه. )20(دارد
تر خواهد  مها ک  آنچندشکلی بودنبتاگلوبین درصورت 

قابل چند شکلی تا کنون تنها یک جایگاه با اما . بود
داخل ژن بتاگلوبین در جمعیت ایرانی گزارش در توجه 

                                                 
3. Single Strand Conformation Polymorphism  
4. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis  
5. Restriction Fragment Length Polymorphism  
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   و همکارانهاله اخوان نیاکی                 هشی    پژو  
  

 

59  1386 خرداد و تیر ، 58 ، شماره هفدهم   دوره                                                         مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                            

 ژن II رونـ در اینتAvaII ایگاهـج(ده است ـگردی
ده در جمعیت ـه انجام شـای اولیـه بررسی). نـبتاگلوبی
دهد که یک جایگاه  نشان میو آفریقایی ای  مدیترانه

 ژن II در اینترون 666در نوکلئوتید چند شکلی 
ده ـکنن م محدودـط آنزیـود دارد که توسـبتاگلوبین وج

SspIدر). 1 ارهـ شمکلـش( )21،12(ل تشخیص است ـ قاب 
بودن این جایگاه در چند شکلی نتیجه درصورت 

توان از این جایگاه برای  مازندران، میاستان جمعیت 
تشخیص قبل از تولد تالاسمی با بررسی پیوستگی ژنی 

  .ستفاده کردا

  
 و گلـوبین  بتـا  ژنII  اینتـرون  در SspI جایگاه موقیعت  :1  شـماره شکل

  China4 و China3 پرایمرهای جایگاه

  
. کند ی میی را شناساAAT^ATT توالی SspIآنزیم 

و + را با علامت  در صورت وجود این توالی و برش، آن
 به  SspIدر صورت فقدان آن و تبدیل توالی مخصوص

 ، 666 به دلیل جهش در نوکلئوتید AAT GTTتوالی 
  .ندده  نشان می-آنرا باعلامت

هدف از انجام این مطالعه که برای اولین بار در 
جایگاه چند شکلی  فراوانی تعیین ،ایران انجام شده است

 در استان مازندران بوده است تا SspIمخصوص آنزیم 
 10بالاتر از چند شکلی فراوانی این که  در صورتی

عنوان یک روش مناسب در بررسی ه  باشد، برصدد
  بیماریپیوستگی ژنی جهت پیشگیری قبل از تولد 

  

 211در این مطالعه خون محیطی . بتا تالاسمی به کار رود
برای . فرد ناقل تالاسمی ساکن استان مازندران تهیه شد

ناحیه ژنی بتا  DNAهر نمونه خون پس از استخراج 
باشد ابتدا  می SspI ندشکلیچگلوبین که حاوی جایگاه 

 قرار گرفت، و SspI سپس تحت تاثیر آنزیم وشد تکثیر 
نتیجه اثر آنزیم پس از انجام الکتروفورز برروی ژل 

  .آگارز ارزیابی گردید
  

  مواد و روش ها
ه ـآوری نمون عـد از جمـ بع :DNAای ـه نمونه -1
  که طی سه نسل متمادی در فرد ناقل تالاسمی211خون 
ها  و اعضای خانواده آناند،  ن مازندران متولد شدهاستا

  تخریب قلیاییروشه بDNA در صورت وجود، 
(Alkalin Lysis) استخراج گردید.  

 ه ایرـی واکنش زنجروشه بDNA ر ـتکثی -2
PCR6( ی مرازـپل

 2رون ـ و اینت3 بخشی از اگزون  :)1
  China 4 و China 3ا گلوبین توسط پرایمرهای ـژن بت

  

China 3: 5' GT GTACA CATATT GAC CAAA 3' 
China 4: 5' TT GCA CGA CCA GAC ACA CGA 3' 

 و 2در اینترون China 4  و China 3 پرایمرهای جایگاه(
 نشان داده 1  شماره ژن بتا گلوبین در شکل3اگزون 

 از Techgene دستگاه حرارتیبا استفاده از  ).شده است
 DNAشرایط تکثیر .شد انگلستان تکثیر Techneکمپانی 

 درجه 95 دقیقه، 4در جه سانتیگراد  95: بدین شرح است
 72 دقیقه و 3 درجه سانتیگراد 54 دقیقه، 2سانتیگراد 

 37 ثانیه در دو بار سپس 30 دقیقه و 1درجه سانتیگراد 
 درجه سانتیگراد 54 درجه سانتیگراد یک دقیقه، 95بار 

 ثانیه و 30 و  درجه سانتیگراد یک دقیقه72یک دقیقه، 
 DNAصحت تکثیر .  دقیقه10 درجه سانتیگراد 72نهایتا 

  درصد5/1 جفت باز بر روی ژل آگاروز 422طول ه ب
  .کنترل گردید

                                                 
1. Polymerase  Chain Reaction 
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 SspIفراوانی پلی مورفیسم جایگاه 

  

60  1386خرداد و تیر  ، 58هم ، شماره هفد      دوره                                                         مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                         

 PCRتکثیر شده به روش  DNA : اثر آنزیم -3
 درجه 37 در حرارت SspI واحد آنزیم 10تحت تاثیر 

 ساعت نتیجه اثر 24گرفت و پس از  سانتیگراد قرار
 موقیعت . بررسی شددرصد 3یم بر روی ژل آگاروز آنز
 لـدر شک وبینـبتاگل ژنII رون ـاینت در SspI گاهـجای

  . نشان داده شده است1 شماره
در صورت برش جایگاه پلی مورفیک توسط آنزیم 

SspI جفت 206 ، 16 ، 200 طول قطعات مورد انتظار 
باز خواهد بود و در صورت عدم برش آن جایگاه توسط 

 جفت باز خواهد 206 و 216نزیم، طول قطعات حاصله آ
  .بود 

  

  یافته ها
   :چند شکلی فراوانی) 1

 ساکن تالاسمی  ناقل بتا211 کرموزوم متعلق به422
 کروموزوم 254(  نفر127.  بررسی شداستان مازندران

)  کروموزوم162( نفر 81 ،+/+ ژنوتیپ ) SspIدرجایگاه 
  . داشتند-/ژنوتیپ ـ) مکروموزو 6( نفر 3 و/+ ـ ژنوتیپ

را SspI و ـ + های   فراوانی جایگاه1شماره جدول 
دهد که  دست آمده نشان میه نتایج ب .دهد نشان می

 و درصد 4/79ترتیب ه  بSspIو ـ + های  فراوانی جایگاه
  .باشد  در جمعیت مورد مطالعه میدرصد 6/20

  
های سالم   در میان آلل و ـ+ های  توزیع جایگاه) 2
   :جهش یافته و 

به دلیل در دست نداشتن نمونه خون افراد همه 
 فرد مطالعه شده، 211 نفر از 168ها، تنها در  خانواده

یا ـ به آلل جهش یافته یا سالم با + اختصاص جایگاه 
نتایج  .بررسی پیوستگی ژنی در خانواده امکان پذیر بود

بررسی پیوستگی ژنی بین آلل سالم یا جهش یافته در 
   مشخص گردیده، 2اره ـشمدول ـدر جSspI گاه ـجای

)  درصد9/11( آلل طبیعی 20دهد که  این نتایج نشان می
ایگاه ـدارای ج) دـ درص3/14(ه ـش یافتـ آلل جه24و 

SspI – دـهستن.  
  

 ناقـل بتـا   درافـراد  SspI  و  ـ+ های  فراوانی جایگاه  :1 شماره ل جدو
  تالاسمی ساکن استان مازندران

  

  )درصد (تعداد  جایگاه
+  335) 4/79(  
-  87) 6/20(  

  )100 (422  جمع

  
  
هـای   در میـان آلـل   SspI  و  ـ+ های  توزیع جایگاه   :2  شمارهجدول

  سالم و جهش  یافته در افراد ناقل بتا تالاسمی در استان مازندران
  

  جایگاه  آلل سالم  آلل جهش یافته
  )درصد (تعداد  )درصد (تعداد

+  144) 7/86(  148) 1/88(  
-  24) 3/14(  20) 9/11(  

  )100 (168  )100 (168  جمع

  

  بحث
چند شکلی فراوانی  گزارش از این مطالعه اولین

طور خاص در استان   در جمعیت ایرانی و بهSspIجایگاه 
 422نتایج بر روی . تالاسمی خیز مازندران است

 کروموزوم 211 کروموزوم طبیعی و 211(کروموزوم 
  دهد که فراوانی  نشان می) ژن بتا گلوبیندارای جهش در 

توزیع .  است درصدSspI 6/20جایگاه چند شکلی 
های سالم و جهش یافته   میان آلل-و + های  جایگاه

حاکی از این امر است که جایگاه منفی تقریبا به میزان 
به : های سالم و جهش یافته همراه است مشابهی با آلل

ای  هـها مطالعـتن در. دـ درص3/14 و  درصد9/11ترتیب 
بر روی ) 1995( و همکارانش (Braun) براون که توسط
ای انجام گرفت فراوانی  های آفریقایی و مدیترانه جمعیت

   گزارش  درصد14 حدود SspIجایگاه  درچند شکلی 
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 اما در این مطالعه به دلیل نداشتن نمونه )21(شده است
 SspIهای  ژنوم سایر افراد خانواده، اختصاص جایگاه

 منفی به آلل سالم یا جهش یافته انجام SspIمثبت و 
در جمعیت چند شکلی درخصوص فراوانی این . نگرفت

 با توجه به .هندی یا آسیایی هیچ اطلاعی وجود ندارد
که تولد یک  شیوع تالاسمی در ایران و جهان و این

سبب مشکلات جسمی و  تالاسمی ماژور فرزندمبتلا به
شود وهمچنین  مبتلا وخانواده او میروحی برای فرد 

آورد،  های درمانی سنگینی را برکل جامعه وارد می هزینه
تواند بهترین روش  پیشگیری از تولد یک نوزاد مبتلا می

. )22(باشد میگونه مشکلات  وگیری از بروز اینـبرای جل
تولد فرد  ترین راه پیشگیری از ترین و آسان کم هزینه

ی از ـل تالاسمـ ناقهـای راف زوجـاژور انصـی مـتالاسم
اما باتوجه به شیوع بالای افراد . ازدواج با یکدیگر است

و )  جمعیت درصد10(تالاسمی مینور در استان مازندران 
ناقل به  های زوجراف از ازدواج درمیان ـکاهش انص

 وریِـی کشـکه آزمایشگاهـزایش امکانات شبـل افـدلی
لازم است امکانات  ،)23(تولد تالاسمی تشخیص پیش از

ناقل تالاسمی  های زوجهای تشخیص جهش در  و روش
جا که طبق  از آن. و فرزندان آینده آنان افزایش یابد

ی ـده، تشخیص مستقیم جهش ژنـام شـهای انج یـبررس
ر ــپذی کانـور امـوارد در کشـ مدـ درص10-20ن ــبی

ص لاوه بر روش مستقیم تشخیـ، باید ع)7،6،3(باشد نمی
های غیر مستقیم مانند بررسی پیوستگی  جهش از روش

 طول قطعات محدود کننده چند شکلیژنی با استفاده از 
(RFLP)لازمه استفاده از این روش.  نیز سود جست، 

های داخل یا نزدیک  جایگاهچند شکلی شناخت قبلی 
ژن مورد مطالعه و گویا بودن آن جایگاه برای خانواده 

چند شکلی مسلما هرچه فراوانی . درگیر بیماری است
 50حداکثر (تر باشد  یک جایگاه در جمعیتی بیش

، احتمال قابل استفاده بودن آن جایگاه درمطالعه )درصد
تر  پیوستگی ژنی در یک خانواده درگیر بیماری بیش

 از ،تر  یا بیش درصد10 حدودمورفیسمِ پلی. خواهد بود
ه بارزش مناسبی جهت بررسی و ردیابی یک آلل 

چند له دیگر در انتخاب أمس. خصوص برخوردار است
رای ـی بـی ژنـی پیوستگـگاه در بررسـیک جایشکلی 
زیرا هر چه . ها، محل آن جایگاه است ص بیماریـتشخی

تری داشته   فاصله بیش،نظر از محل جهش جایگاه مورد
باشد، احتمال نوترکیبی هنگام تقسیم میوز و انتقال آن 

وموزوم همتای خود و در نتیجه اشتباه جایگاه به روی کر
از . )20(ها افزایش خواهد یافت تجزیه وتحلیل داده در
خانواده ژنی چند شکلی های  جا که اکثر جایگاه آن

در  اند و بتاگلوبین خارج از ژن بتا گلوبین واقع شده
 ها برخی از آننتیجه احتمال نو ترکیبی وجود دارد و نیز 

ی و ـایـاسـشن ،)25،24(دــردارنوـی برخــاز فراوانی کم
چند شکلی افزایش های داخل ژنی با  اده از جایگاهــاستف

  .آل خواهد بود در ژنوم افراد یک جمعیت خاص، ایده
چند که تا کنون تنها یک جایگاه با  با توجه به این

قابل توجه در داخل ژن بتا گلوبین در جمعیت شکلی 
جایگاه (ته است توجه و بررسی قرار گرف ایرانی مورد

AvaII در اینترون II( چند ، بررسی و تعیین فراوانی
 ضروری SspIهای داخل ژنی مانند  دیگر جایگاهشکلی 

علاوه هزینه بالای آنزیم محدود ه ب. رسید به نظر می
های محدود کننده   در مقایسه با سایر آنزیمAvaIIکننده 

معمول در بررسی پیوستگی ژنی، عملا استفاده از 
AvaIIایگاه ج
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