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  دكتر محمدعلي حسينپور فيضي3*  ،دكتر محمد اصغر زاده2 ،پروانه سلحشور1

  9/5/84:  تاريخ دريافت
  22/10/84 :تاريخ پذيرش

  
  چكيده

  
  هدف

قوم آذري يكي از اقوام بزرگ ايراني .  اي توسعه يافته انجام گرفته استها از طريق ژنوم ميتوكندري در كشوره مورفيسم ژنتيكي جمعيت مطالعه پلي
  .باشد  ميPCR-RFLP با روش  آنها بررسي  تنوع ژنتيكياين مطالعه هدف . باشند است كه بيشتر در مناطق شمال غرب كشور ساكن مي

  مواد و  روش كار
هاي   گلبولDNAها جدا گرديد،  تهيه و قسمت بافي كوت نمونهآذربايجان   نمونه خون از افراد ساكن در شهرهاي مختلف120در اين مطالعه 

 توسط آنزيم هاي PCRمحصول در نهايت .  تكثير يافتPCR توسط پرايمرهاي ويژه طي mtDNA از D-Loopسفيد استخراج شده، و قطعه 
  .محدود كننده برش داده شد

   نتايج
بر اثر برش با . صورت باند قوي روي ژل مشاهده گرديده ير يافته و طي الكتروفورز ب تكثbp 1024 به اندازه D-Loop قطعة PCRبه كمك 
HaeIII ، 6همچنين در نتيجه برش با آنزيم .  تنوع مشاهده گرديد كه يك مورد هتروپلاسمي وجود داشتAluI دو نوع تنوع كه شامل يك ،

  .مورد هتروپلاسمي است شناسايي شد
  نتيجه گيري

هاي ما مي تواند نتيجه اندازه جمعيت اجدادي كوچكتر و يا  اين مقدار تنوع در نمونه.  نمونه مورد مطالعه به دست آمد120ر كل  تنوع ژنتيكي د7 
  .تر در قوم آذري باشد تاريخ ژنتيك كوتاه

  
  . ، پلي مورفيسمPCR-RFLP ،mtDNA: كلمات كليدي

                                           
   مولكولي - كارشناس ارشد زيست شناسي سلولي-1
  هاي باليني، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تبريز  استاديار گروه بيوشيمي و آزمايشگاه-2
   دانشگاه تبريز  وبيولوژي گروه زيست جانوري، دانشكده علوم طبيعي، استاد رادي-3
 info@eastp.ir، 0411-3362282: ، نمابر0411-3352261:  نويسنده مسئول، تلفن*
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  مقدمه
ه ها از مطالعه تنوع ژنتيكي جمعيت ها جهت بررسي شجره نام

طريق ژنوم ميتوكندري در عمده كشورهاي پيشرفته و توسعه 
در اين بررسي مطالعه تنوع ). 3- 1(ست  ايافته صورت گرفته

مولكول  . در قوم آذري مد نظر استmtDNAژنتيكي 
mtDNA مولكولي حلقوي بسته با bp 16569 مي باشد كه 

 اين مولكول به علت. درون ماتريكس ميتوكندري قرار دارد
داشتن ويژگي هاي بي مانندي از جمله هاپلوئيد بودن آن، 
تعداد كپي بالا، نداشتن نوتركيبي، ميزان جهش بالا و روش 
وراثت مادري ابزار مفيدي براي تعيين پيوستگي ژنتيكي 

  ). 6- 4، 2(شود  جمعيت ها و تكامل انسان محسوب مي
 Loop Displacementبراي تعيين تنوع از ناحيه 

Loop) (D-  درmtDNA استفاده شد كه بخش غير كد دار 
هاي تنظيم كننده همانند  ژنوم ميتوكندري است و داراي بخش

علاوه بر اين داراي دو بخش فوق . سازي و رونويسي است
بوده و همين طور در اين ناحيه درصد ) هايپرواريبل(متغير 

هاي مختلف نسبت به نقاط  بالاتري الحاق، حذف، جهش
  ).7، 5(توكندري اتفاق مي افتد ديگر ژنوم مي

 استفاده شد كه به علت دارا PCRبراي تكثير از روش 
بودن ويژگي و حساسيت بالا و سرعت انجام آن، جايگاه ويژه 
اي در تحقيقات و تشخيص هاي مولكولي پيدا كرده و نقش 

  در اين روش قطعه). 8(كليدي در بيولوژي مولكولي دارد 
D-Loopپرايمر ويژه و آنزيم  با استفاده از دو DNA پليمراز 

  . مقاوم به حرارت تكثير يافت
پرايمرها به يك قسمت اختصاصي مجاور توالي هدف و 
گاهي خود توالي هدف متصل مي شوند و در حضور آنزيم 

DNA پليمراز مقاوم به حرارت و نوكلئوتيدها، مكمل رشته 
DNAمحصول ،در ادامه مطالعه.  هدف سنتز مي شود PCR 

ا چند آنزيم محدود كننده برش داده شده تا تنوعات ايجاد ب
چون در سرتاسر ژنوم انسان، . شده مورد بررسي قرار گيرد

 غير DNAتغييرات بازي تصادفي درون ژني، درون قطعات 
   كد دار ايجاد DNAكد دار و خارج ژني و درون قطعات 
تواند سايت هاي آنزيم  مي شود، در نتيجه اين تغييرات مي

محدود كننده جديدي ايجاد كند كه از طريق وراثت به ارث 
 براي يك PCR از محصولات RFLPرسند، الگوهاي  مي

قطعه خاص از ژنوم در افراد مختلف با هم متفاوت بوده و از 
آن براي يافتن قرابت و خويشاوندي افراد و تنوع ژنتيكي 

  ).9(استفاده مي شود 
   كار مواد و روش

 فرد سالم 120از ) خون( ، نمونه هاقيقاتيدر اين مطالعه تح
غير خويشاوند تهيه گرديد، افراد مورد مطالعه ساكن مناطق 

اردبيل، تبريز، كليبر، ورزقان، عجب شير،  (آذربايجانمختلف 
افراد . بودند) ملكان، مراغه و روستاهاي نزديك اين مناطق

تحت مطالعه حداقل تا دو نسل قبل از خود، خانواده شان 
كن اين مناطق بوده و ازدواج غير آذري در فاميل پدر يا سا

  .نداشته اند  مادر
 از µl150بافي كوت از خون افراد جدا و  :DNAاستخراج 

  TE بافر µl250 ريخته شد و به آن ml 5/1آن به ميكروتيوپ 
)mM1 EDTA ، 8=pH ، mM 10 Tris – HCl ( اضافه

 ، K  mg/ml 20از ، پروتئين% SDS 10گرديد، با استفاده از 
CTAB 10 % 24:1(ايزوآميل الكل / و كلروفرم  (DNA 

% 70جدا و بعد از رسوب با ايزوپروپانول و شستشو با اتانول 
  .)5 (شد حل TEدر بافر 
PCR:  قطعهD-Loop به اندازه bp 1024 با استفاده از دو 
  پرايمر

َ -CAC CAT TAG CAC CCA AAG CT- 3َ : 5 15997 L  
َ -CTG TTA AAA GTG CAT ACC GCC A-3َ5 H408 :    

 استخراج شده  DNAين صورت كه به ا. )10(تكثير داده شد 
اضافه ) µl  100حجم نهايي  (PCR به مخلوط µl 2به مقدار 

 و L15997 ، H408 از پرايمرهاي  nM 500شد كه داراي 
MgCl2 mM 5/1 ، µM 100 از هر كدام از dGTP ، 
dCTP ،dATP ، dTTPچنين  و همU2 DNA Taq پلي مراز  

 پارافين استريل اضافه µl 40بود و ) شركت سيناژن(نوتركيب 
 انجام شد، سيكل زير واكنش در ترمال سايكلر به صورت .شد

 يك C 94° سيكل بعدي 30 دقيقه، 4 به مدت C 94°اول 
 يك دقيقه و سيكل آخر به C 72° يك دقيقه، C60°دقيقه، 
در نهايت محصولات . ام شد انجC72° دقيقه در 6مدت 
PCR الكتروفورز گرديد و پس از  % 1 در ژل آگاروز  

در مقابل نور   اتيديوم برومايدµg/ml 5/0رنگ آميزي با 
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UV حاصل از ترانس لوميناتور مورد بررسي قرار گرفتند و 
  .)5(د ش تعيين DNA ladderاندازه قطعات حاصل در مقايسه با 

RFLP : محصولاتPCRت  توسط كيHigh pure PCR   
product purification kit شركت Roche تخليص گرديد 

 و  HaeIIIو سپس تحت تأثير آنزيم هاي محدود كننده 
AluIالكتروفورز و با % 1سپس در ژل آگاروز .  قرار گرفتند

آميزي گرديدند و تعداد و اندازه قطعات  اتيديوم برومايد رنگ
  .شخص گرديدم   DNA Ladderحاصل در مقايسه با 

  
  نتايج

  PCR از طريق D-Loop  mtDNAتكثير قطعه 
 با bp 1024 به اندازه D-Loop، قطعه PCRدر طي 

نتايج مطالعه . تكثير شد  L15997 و H408استفاده از دو پرايمر 
 D-Loopين صورت است كه قطعه اه  روي ژل بPCRباندهاي 

اندازه  به صورت باند واضحي ديده شد كه bp 1024به اندازه 
 HindIII , EcoRI Digest /  باندها از روي سايز ماركر

λDNA و سايز ماركر bp 100اين سايز .  مشخص شد
هاي استاندارد تعيين   در اندازهDNAماركرها داراي قطعات 

شده است، كه از روي اندازه قطعات آنها مي توان حدود 
  .  خودمان را تشخيص بدهيمDNAاندازه قطعات 
  HaeIII  با آنزيم محدود كننده D-Loopبرش قطعة 

اندازه قطعات حاصل از برش و تعداد نمونه هايي كه اين 
نشان داده شده است و قطعات ) 1(قطعات را دارند در جدول 

  .مشاهده مي گردد) 2(و شكل ) 1(به دست آمده در شكل 
  

  .Hae III  قطعات حاصل از برش با:1جدول 
 اندازه قطعات تعداد نمونه ها

53 109 ،435 ،480 

23 109 ،365 ،550 

10  109 ،405 ،510 

8 109 ،445 ،470 

25 35 ،109 ،400 ،480 

 550، 480، 435، 365، 109 يك مورد هتروپلاسمي

   نمونه120جمع كل 

  
  
  
  
  
  
  
  

 HaeIIIدر اين تصوير، باندهاي متعدد حاصل از اثر آنزيم : 1شكل 
  . ديده مي شودPCRروي محصول 

1Lane : سايز ماركرbp 1002  و Lane  محصول PCR bp) 1024 (9 و ،
6 ،3  Lane  4 ،5 ،8  و480، 435، 109 قطعاتي در حدود اندازه،  Lane 

 قطعاتي در Lane  7  و480، 400، 109، 35قطعاتي در حدود اندازه 
 EcoRI Digest سايز ماركر Lane 10  و470، 445، 109حدود اندازه 

  . ديده مي شودλDNA/HindIIIو 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 HaeIIIدر اين تصوير، باندهاي متعدد حاصل از اثر آنزيم : 2شكل 
  . ديده مي شودPCRروي محصول 

1Lane :  سايز ماركرbp 100 2 وLane  محصول PCR bp) 1024 (
 هتروپلاسمي با Lane 4 و480، 435، 109 قطعات Lane 3، 6 و

 550، 365 ، 109 قطعات Lane 5  و550، 480، 435، 365، 109قطعات 
 سايز ماركر  Lane 10  و480، 400، 109، 35 قطعات  Lane 7، 8، 9 و

Lambda DNA / HindIII, EcoRI  Digestديده مي شود .  
  

  AluI با آنزيم محدود كننده D-Loopبرش قطعه 
، AluI با آنزيم محدود كننده D-Loopطبق برش قطعه 

 و bp 124 ،400 ،500حدود هاي   نمونه سه قطعه با اندازه119
، bp 100 ،124 قطعات حدود اندازهيك مورد هتروپلاسمي با 

 نتايج بررسي ها). 3شكل ( مشاهده گرديد 800، 500، 400، 124
 برش AluI، HaeIII نمونه كه با آندونوكلئازهاي 120روي 

تنوع هاي . باشد   نوع تنوع مختلف مي7خورده اند، نشان دهنده 
  . آورده شده است2ر جدول به دست آمده د
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 روي AluIدر اين تصوير، باندهاي متعدد حاصل از اثر آنزيم  : 3 شكل
  . ديده مي شودPCRمحصول 

1 Lane :  سايز ماركرbp 100 2 وLane  محصول PCR bp) 1024 (و 
8 ،7 ،6 ،5 ،4 ،3 Lane  و500 , 400 , 124 قطعاتي در حدود اندازه  
9Lane 500 , 400 , 124 , 124 , 100ي با قطعات در حدود  هتروپلاسم 
 /lambda DNA و EcoRI  Digest سايز ماركر  10Lane  و800 ,

HindIIIديده مي شود . 
  

  . تنوع 7 نمونه با مشخصات هر يك از 120 به دست آمده از   تنوع:2جدول

 قطعات در اثر اندازه تنوع
HaeIII  

  AlUI قطعات در اثر اندازه

1  109 ،435 ،480 124 ،400 ،500 
2 109 ،365 ،550 124 ،400 ،500 
3 109 ،445 ،470  124 ،400 ،500 
4 109 ،405 ،510 124 ،400 ،500 
5 35 ،109 ،400 ،480 124 ،400 ،500 
6 109 ،365 ،435 ،480 ،550 124 ،400 ،500 
7 109 ،435 ،480 100 ،124 ،124 ،400 ،500 ،800 

  
  نتيجه گيري  وبحث

  H 408  و L15997 از دو پرايمر D-Loopبراي تكثير قطعه 
 ) Iهايپرواريبل  (I با ناحيه فوق متغير  L15997پرايمر . استفاده شد

هيبريد شده و الگوهاي پلي مورفيك بيشتري را ايجاد مي كند 
 و همكاران Gintherزيرا تحقيقات محققان بسياري از جمله 

 متغيرتر از D-Loop قطعه Iمشخص كردند كه ناحيه فوق متغير 
پس براي ). 11(مي باشد  ) IIهايپرواريبل  (IIناحيه فوق متغير 

 از I تكثير ناحيه متغير D-Loopمطالعه پلي مورفيسم در قطعه 
بنابراين مي توان به جاي تكثير . اهميت بيشتري برخوردار است

 را جداگانه  II و I ، قطعات  فوق متغير D-Loopكامل قطعه 

  ير نموده و آناليز هاي لازم را روي اين قطعات انجام دادتكث
 براي بررسي تنوع I، و يا فقط از قطعه فوق متغير )13، 12، 5(

همانطوري كه در قسمت نتايج ). 5(در جمعيت استفاده نمود 
 نوع HaeIII ،6ذكر شده در اثر برش با آنزيم محدود كننده 
. ها مشاهده شد نهتنوع كه يك مورد هتروپلاسمي است در نمو

 هم دو نوع تنوع كه AluIدر اثر برش با آنزيم محدود كننده 
هتروپلاسمي . يك مورد آن هتروپلاسمي است مشخص گرديد

 در يك ميتوكندري، سلول  mtDNAهمزيستي دو يا چند نوع 
ين ه اطرز تشخيص هتروپلاسمي ب. يا فرد منفرد مي باشد

صورت است كه در نمونه خاصي كه هتروپلاسمي در آن ديده 
از معمول مي باشد و   بيشترDNAمي شود تعداد باندهاي 

مجموع حدود اندازه هاي اين باندها به جاي اينكه در حدود 
bp 1024 باشد كه نشان دهنده وجود   مي2048 باشد در حدود

ها در اثر  مونهبيشتر ن.  مورد نظر است در نمونه  mtDNAدو نوع 
 را ايجاد 480، 435، 109، قطعاتي در حدود HaeIIIبرش با 
 قطعات متفاوت بوده اندازه نوع ديگر، 4ولي در . مي كنند

 قطعات به علت تغيير سايت اندازهدليل اين تفاوت در . است
اثر برش  بر. باشد  ميHaeIIIبرشي آنزيم محدود كننده 

نوع تنوع شامل يك مورد  نيز، دو AluIها با آنزيم  نمونه
 نمونه بررسي 120هتروپلاسمي مشاهده شد و در مجموع از كل 

جهش هايي كه باعث اين .  تنوع مختلف به دست آمد7شده 
 قطعات شده اند، شايد خاص قوم آذري اندازهتغييرات در 

مطالعات محققان نشان داده است كه بيشتر جهش هايي . باشند
هاي نوكلئوتيدي از نوع  نشين رخ مي دهد، جاmtDNAكه در 

transitionدر ). 13،12(باشد   مي transition يك پورين با 
پورين ديگر و يا يك پريميدين با پريميدين ديگر تعويض 

شود كه اين تعويض ها مي تواند محلي را كه سايت برشي  مي
يك آنزيم محدود كننده بوده است، تغيير دهد و در نتيجه اين 

طعه مورد نظر حذف شده و يا چندين سايت برشي از ق
نوكلئوتيد فرا دست يا فرودست آن نقطه، جهش ديگري باعث 

هايي كه روي قطعات  با بررسي. ايجاد سايت برشي جديد نمايد
، مي توان گفت كه بيشتر تغييرات در طول قطعات شدانجام 

. مي باشد   I  D-Loopبرشي مربوط به ناحيه فوق متغير 
در نمونه هاي ما مشاهده شد، نشان دهنده هتروپلاسمي كه 

. باشند مي) نرمال و موتان (mtDNAوجود بيش از يك نوع 
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مي باشد كه % 66/1ميزان بروز هتروپلاسمي در نمونه هاي ما 
درصد پاييني را نشان مي دهد كه احتمالاً به خاطر جوان بودن 

ايجاد . افرادي است كه از آنها نمونه اخذ شده است
مي شايد در همه اشخاص وجود داشته باشد، اما به هتروپلاس

علت سطح پايين هتروپلاسمي قابل كشف نباشد، البته در بعضي 
از مطالعات محققان ميزان هتروپلاسمي در نمونه هاي آنها تا 

لازمه هتروپلاسمي ايجاد ). 10(هم گزارش شده است % 20
 از توانند  مي باشد كه موتان ها هم ميmtDNAموتان ها در 

طريق وراثت مادري به ارث برسند و هم موتان هاي سوماتيك 
ايجاد اين موتان ها با . يابند در طول حيات در شخص تجمع مي

. ارتباط دارد) 15(و عوامل محيطي متعدد ) 14(سن افراد 
تحقيقات نشان داده است كه حالت هتروپلاسمي با بعضي از 

  رتباط دارندبيماري هاي وراثتي وابسته به ميتوكندري ا
مطالعه تنوع ژنتيكي ميتوكندري و هتروپلاسمي ). 18، 17، 16 (

هاي مختلف انساني باعث تشخيص هاپلو گروه هاي  در جمعيت
ها و توزيع  شود كه انواع هاپلوگروه ها مي متفاوت در جمعيت

آنها با چگونگي منشا فيلوژنتيكي انسان و تكامل و طول عمر 
  ).21، 20، 19 (افراد ارتباط مستقيم دارد

براي بررسي تنوع ژنتيكي در جمعيت هاي انساني محققاني 
و محققان ديگر ) 21(  Wallaceو ) Torroni )2 ،20 همچون

هاي محدود كننده روي  ي توسط آنزيميدر سراسر دنيا آناليزها
mtDNA انجام داده و بخش هاي فوق متغير I و II قطعه D-

Loop  mtDNAاين مطالعات كه بر .  را توالي يابي كردند
روي مردم اروپا، آمريكا، آسيا و آفريقا انجام شده است نشان 

 H ، I ، J ، K ، Mمي دهد كه در مردم اروپايي ده هاپلو گروه  
 ،T ، U ، V ، W و X ديده مي شود كه هاپلو گروه هاي H ، 
I ، J ، Kچهار .  توزيع وسيعي در جمعيت هاي اروپايي دارد

 در ميان بوميان آمريكايي D ، C ، B ، Aهاپلو گروه 
(Amerinds) ديده شده كه جزو هاپلو گروه هاي آسيايي 

است كه مي تواند دليل قرابت و خويشاوندي بوميان آمريكايي 
 ، Aدر ميان آسيايي ها هم هاپلو گروه هاي . با آسيايي ها باشد

B ، C ، D ، E ، F ، G ، M 21، 20، 13، 2( ديده مي شود.(  
 مي تواند تعيين  mtDNA روي كل RFLPطالعات م

كننده گروه هاي بزرگ در جمعيت يعني هاپلوگروه ها باشد، 
طور توالي  سپس با توالي يابي قطعات به دست آمده و همين

مي توان هاپلو ، I و يا فقط قطعه II و Iيابي قطعات فوق متغير 
مراحل ر چون تحقيق ما د. هاي هر هاپلو گروه را تعيين كرد تيپ

اوليه بررسي تنوع ژنتيكي قرار دارد با توجه به امكانات اوليه كه 
 انجام D-Loop را روي قطعه RFLPداشتيم در فاز اول، بررسي 

داديم كه با ادامه تحقيق و بررسي هاي ديگر شايد بتوانيم 
  .هاپلوگروه ها را در نمونه ها تعيين كنيم

كننده نشان مطالعه قطعات حاصل از آنزيم هاي محدود 
  تنوع كم . هاي مورد مطالعه است دهنده تنوع پايين در نمونه

مي تواند نتيجه اندازه جمعيت اجدادي كوچكتر و يا تاريخ 
ين معني كه جمعيت اجدادي كه در ه اب. ژنتيك كوتاه تر باشد

زمان هاي گذشته به اين مناطق مهاجرت كرده اند كوچك 
ر آنها صورت گرفته است، بوده و در اثر زاد و ولدهايي كه د

طور از زمان  همين. تشابه ژنتيكي بين فرزندان آنها وجود دارد
ورود اجداد اوليه قوم آذري تا كنون زمان طولاني نمي گذرد و 
تغييرات به حدي نيست كه تنوع زيادي ايجاد كند و در ضمن 
اگر برش با آنزيم هاي محدود كننده بيشتري صورت گيرد و يا 

  احتمالا، تكثير گرددPCR ميتوكندريايي در طي نواحي ديگر
  .تنوع از اين بيشتر شود
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