
  
  
  

  مقاله تحقيقي      

   جنين انسان با استفاده از RhDتشخيص پيش از تولد گروه خوني 
  heminested-PCRروش 

 پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناورينتيك، ژايمونواستاديار  ، *دكتر قاسم آهنگري
 دانشگاه شهيد بهشتي ،ژنتيك فوق ليسانسشيخ محمد سيد محمد پور، 

  شهيد بهشتيدانشگاه   بيولوژي،استاد يجاني، لاه دكتر مريم شمس
  دانشگاه خاتم،فوق ليسانس ژنتيكبهاره رباني،  

  دانشگاه علوم پزشكي ايران ،متخصص بيهوشي ،دكتر فاطمه محسني

  خلاصه
آنتي ژن گروه خوني رزوس كه در ايجاد بيمـاري همولتيـك نـوزادان، واكنشـهاي انتقـال                   :هدف

ايمن دخيل است، در انتقال خون وطب باليني اهميـت زيـادي            خون و كم خوني همولتيك خود       
 منفـي ايمونيزاسـيون ناشـي از        Rh در مـادران     Rhعلي رغم مصرف وسيع ايمونوگلوبولين      . دارد
Rh   آنتي ژن   . افتد   منفي اتفاق ميRhD      با استفاده از روش PCR  دوران جنيني قابل    ي در ابتدا 

  . باشند  ميRhD منفي فاقد ژن Rhشناسايي بوده و افراد 
عنوان كنترل  به منفي   Rh مثبت و    Rh فرد   38ليتر خون افراد نرمال از       ميلي پنج :روش مطالعه 

. بـارداري تهيـه شـد    12 تـا  8هـاي   از زنان باردار در هفته(CVS) نمونه پرزهاي كوريوني 40و  
ي ا  اي پلـي مـراز نيمـه آشـيانه          سـپس واكـنش زنجيـره     .  انجام گرديد  CVS از   DNAاستخراج  

(heminested-PCR)       محصولات  .  با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي انجام شدPCR ر روي   ب
  . مورد شناسايي قرار گرفتCVS در تمام نمونه هاي Rhژن . ژل آگارز آناليز شدند

 RhDافراد دهنده خون كه از نظر سـرولوژي           heminested-PCRا استفاده از روش     ب :نتايج
 5 مثبـت و     RhD نمونـه داراي ژن      وپـنج سي. شناسايي قرار گرفت   مورد   RhDمثبت بودند ژن    
 و الكتروفـورز در خصـوص نمونـه         PCRآزمايشـات   .  منفي بود  RhD و يا    RhDنمونه فاقد ژن    

كه همانند نمونه هـاي خـوني در مرحلـه اول تكثيـر ژنـي چنانچـه                  بود    نمايانگر اين  CVSهاي  
RhD       عدم حضور ژن      صورت   و در  شده   مثبت باشد دو باند مشاهده RhD      نمونه تكثيـر شـده 

  . شود بصورت تك باند مشاهده مي
 با اطمينان و سرعت     heminested-PC استفاده از روش   با هاي جنين  نمونه Rh :گيرينتيجه

 نمونه هاي   Rhشود كه نتايج آزمايشهاي سرولوژيكي و مطالعات مولكولي، تعيين            زياد، تعيين مي  
  .ردجنين با هم مطابقت دا

  

زهـاي كوريـوني، واكـنش      رنمونـه پ   بيمـاري هموليتيـك نـوزادان،      :ژه هاي كليدي  وا
  آمنيوسنتز ، RhDژن  ،اياي پليمراز نيمه آشيانه زنجيره

 مقدمه
با توجه به پيچيدگي روند تكـوين جنـين و تـاثيرات                 

نـوزادان بـا نـوعي      % 10عوامل ژنتيكي و محيطي حـدود       

ريهـاي مـادرزادي   نقصهاي ژنتيكي، كرومـوزومي و ناهنجا   
در حاليكه تعدادي   . آيند  حاصل از دوران جنيني بدنيا مي     

از اين نقصها خفيف هستند، تعداد ديگري بسـيار شـديد           
در زوجهاي در معرض خطـر، كـه هـر دو والـد       . باشند  مي

   : آدرس،مسئول مقاله*
پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك تهران، 

  . و زيست فناوري
  14155-6343 صندوق پستي 

E-mail: ghah@ncrgeb.ac.ir
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يـك ژن معيـوب را      ) در بعضي از بيماريها يكي از والدين      (
، بسـيار   كنند، احتمال تولد فرزندي با ناهنجاري       حمل مي 
 )بطور متوسط يك دوم  يا يك چهـارم فرزنـدان          (بالاست  

]1[.  
 genetic)  هــاي ژنتيــكهــدف از انجــام آزمــايش     

testing)      شـود، تعيـين       كه با روشهاي گوناگون انجام مي
تغيير ژنتيكي ويژه يا شناسـايي يـك ژن خـاص در فـرد              

، كروموزوم و يا محصول     DNAآزمايشهاي ژنتيكي   . است
 در اين تحقيـق      كه دهند  رار مي ي ژن را مد نظر ق     پروتئين

  .]2،3[ تأكيد شده استDNAبر 
 منفي و پدر    Rhدر صورتيكه مادر داراي گروه خوني            
Rh          مثبت باشد با توجه به اينكه آنتي ژن Rh  ايمونوژني 

قوي است، براي پيشگيري و درمان ايمونيزاسـيون ناشـي      
لتيـك نـوزادان     و يـا بيمـاري همو      Rhاز عدم ناسازگاري    

)hemolytic disease of the newborn(  اطمينـان از ،
 در جنين اهميت بسـزايي    RhDحضور يا عدم حضور ژن      

 تشـخيص بيشـتر و       منفي باشـد   Rh زيرا اگر جنين     دارد
 جنين در زماني  Rhآگاهي از وضعيت    . درمان لازم نيست  

در اين حالـت    .  مثبت باشد  RhDضروري است كه جنين     
هيداتي بـراي جلـوگيري از ايمونيزاسـيون و         لازم است تم  

 جنـين و مـادر      Rhسقط جنين بخـاطر عـدم سـازگاري         
  . صورت پذيرد

براي تشخيص پيش از تولد نمونه برداري از پرزهـاي               
 و )(Chorionic Villus Samplingكوريـــــوني 

اگـر مـادر   . شـود    انجام مي  )amniocentesis(آمنيوسنتز  
Rh     منفي و پدر Rh  ل وجـود داد    دو احتمـا   د مثبت باش: 

هموزيگـوت باشـد در ايـن        مثبت   RhDپدر براي ژن    ) 1
  .خواهند بود مثبت Rhصورت تمام فرزندان 

در ايـن  هتروزيگـوت باشـد    مثبت   RhDژن  پدر براي   ) 2
هر يك از فرزندان با گروه خـوني        % 50به احتمال   صورت  

Rh4،5[ مثبت به دنيا خواهند آمد[ .  
     Rh    مثبت و Rh بـا تشـخيص حضـور و عـدم           منفي 

در دوران جنينــي بــه روش مولكــولي RhD حضــور ژن 
براي دستيابي بـه نمونـه جنـين راههـاي           .]6[ميسر است 

تـوان بـه آمينوسـنتز،     مختلفي وجود دارد كه از جمله مي   
نمونه برداري از پرزهاي كوريوني و استفاده از خون مـادر           

ه اخيـر   بـا توجـه بـه اينكـه در دو ده ـ          . باردار اشاره كـرد   
 گسترش زيـادي پيـدا كـرده        پرزهاي كوريوني استفاده از   

 در تعدادي از مراكز تشخيص و درماني كشـور،          ]7،8[است

 پـژوهش . شود  پرزهاي كوريوني انجام مي   نمونه برداري از    
جهت مقايسـه ارزش تشخيصـي واكـنش زنجيـره           حاضر

بـا واكـنش     خون محيطي    DNAبرروي  ) PCR(پليمراز  
و ) heminested-PCR(اي  مه آشيانه ني زنجيره پليمراز 

DNA           بـراي   استخراج شده از پرزهـاي كوريـوني جنـين
   .شدنجام  اRhDتشخيص پيش از تولد گروه خوني 

  مطالعهروش 
 فـرد اهـداء     38 از   EDTA سي سـي خـون       5مقدار       

 نمونـه از    40 منفـي و     RhD مثبـت و     RhDكننده خون   
  . گرفته شد(CVS)پرزهاي كوريوني 

     DNA            ژنومي از خـون محيطـي بـه روش سـالتينگ 
 اسـتخراج شـده     DNAسـپس بـه     . اوت استخراج گرديد  

ــر100 ــافه )Tris-EDTA ( ميكروليت ــد  اض ــورد ش و م
ني نمونـه هـاي پرزهـاي كوريـو       . ]9[ استفاده قرار گرفـت   

 توسط سرم فيزيولـوژي در      جنين در آزمايشگاه پاك شده    
حله بعـد  در مر . سه مرحله شستشو  و جداسازي گرديدند      

 پرزهـاي كوريـوني   هـاي    ميليگرم بافت از نمونه    25 تا   15
ليتـري اسـتريل قــرار داده،    ميلـي 5/1درون ميكروتيـوب  

 بــه آن )Phosphate buffer saline ( ميكروليتــر100
 درجـه سـانتيگراد     -20اضافه شد و نمونـه هـا در دمـاي           

 ميكروتيوبهـا بـه     DNAبـراي اسـتخراج     . نگهداري شدند 
نمونه  سانتريفوژ شد تا     rpm1000ه با دور    مدت دو دقيق  

خـارج  و محلـول رويـي      شـود   ته نشين   پرزهاي كوريوني   
 300 ته نشـين شـده مقـدار         پرزهاي كوريوني  به   .گرديد

 و ميكروتيوبها را     شد  درصد اضافه  5/0ميكروليتر ترپسين   
مثـل پنبـه بـاز     كوريـوني    تا بافتهـاي     يمهم زد هشدت ب هب

 rpm1000دو دقيقـه بـا دور       مدت  ه دوباره ب  شوند سپس 
 ـ (ًپسـين سـريعا   يو تر شد  سانتريفوژ    5مـدت كمتـر از      هب

ــا   ــاس ب ــه تم ــوني دقيق ــاي كوري ــه پرزه ــط ت) نمون وس
 ميكروليتـر سـود     100حـدود   . ميكروپيپت خارج گرديـد   

(NaOH) 50           ميلي مولار به ته نشين اضافه تا بخش تـه 
بعـد از بسـته شـدن       در مرحله بعد    . نشين شده حل شود   

درون اسـفنج    ،با استفاده از پارافيلم    ميكروتيوبها  در كامل
 20از  پـس . قرار داده شـدند   ) آب جوش (مخصوص حمام   

ها را از حمام آب جوش خـارج و پـارافيلم را            دقيقه، نمونه 
ه درون يخچـال     دقيق ـ 10 نمونه ها را بـراي       .نموديمجدا  

مدت دو دقيقه با دور     هسپس ب . ندد تا خنك ش   يمقرار داد 
 20 انتريفوژ شـــدند، بـــه بخـــش ســـطحي ســـ10000
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) PH=7.6( يــك مــولار Tris-HCLميكروليتــر محلــول 
 بـه   Tris-HCL ز مخلـوط كـردن     پـس ا   .نمـوديم اضافه  

 rpm10000ي، به مدت يك دقيقـه بـا شـدت          يسوپ رو 
از محلـول سـطحي كـه داراي        . سانتريفوژ صورت گرفـت   

DNA   بـود بـراي واكـنش        پرزهاي كوريوني  نمونه PCR 
 استخراج شده از نمونه     DNAتعيين غلظت   . استفاده شد 

هـــاي خـــوني و پرزهـــاي كوريـــوني توســـط دو روش  
و )  نانومتر260طول موج (اسپكتروسكوپي يا جذب نوري   

همچنين از روش الكتروفورز بر روي ژل آگارز و مشـاهده           
DNAاستخراج شده استفاده گرديد .  
PCR براي DNAاز خون محيطي استخراج شده   

و  PCRراي بهينه كردن واكـنش تكثيـر ژنـي          ابتدا ب      
همچنين ارزيابي ميزان دقت اين روش جهـت شناسـايي          

 اســتخراج شـــده خـــون محيطـــي  DNA، از RhDژن 
 بيسـت ميكروليتـر در نظـر        PCRحجـم   . استفاده گرديد 

سپس مـواد مـورد نيـاز بـراي انجـام واكـنش        . گرفته شد 
PCR  ــامل ــافر ش ــزيم PCR ،MgCl2 ،dnTPmixب ، آن
، پرايمرهـاي  Taq DNA polymerase ژني و يـا  تكثير

-ه هر يك از لولـه     ب. اختصاصي و آب استريل تهيه گرديد     
 ژنـومي   DNAهاي ميكروتيـوب مقـدار يـك ميكروليتـر          

 مثبت و منفـي اضـافه       RhDاستخراج شده از خون افراد      
 PCRهاي ميكروتيوب در دستگاه در مرحله بعد لوله   . شد

  . م شدآزمايش انجا و هقرار داده شد
 heminested-PCRروش  چون واكنش تكثير ژني به         
، ابتـدا   PCR اوليـه در دور دوم       PCR پـس از انجـام       بود

و يـك  گرديـد   برابر رقيـق    100محصول واكنش دور اول     
 در دور دوم    . شـد  ميكروليتر از آن بعنوان الگو بكار گرفته      

PCR   ــه ــل قطع ــه در داخ ــي ك ــاي اختصاص  از پرايمره
بـراي  . گيرند استفاده گرديد     قرار مي  RhDاختصاصي ژن   

 دش ـكنترل سيستم از كنتـرل مثبـت و منفـي اسـتفاده             
بدينصورت كه در كنترل منفي، بـراي اطمينـان از عـدم            

 خارجي به يكي از واكنشها به       DNAآلودگي واكنشها به    
در .  ژنـومي، آب مقطـر اسـتريل اضـافه شـد           DNAجاي  

 PCRه قـبلاً    كنترل مثبت يك ميكروليتر از نمونه اي ك ـ       
 آن مشخص بود بعنوان الگـو مثبـت         Rhآن انجام شده و     

  . استفاده شد
PCR ــر روي ــده DNA ب ــتخراج ش ــاي  اس  پرزه

  كوريوني

 نمونه هاي خوني بهينه شده، واكنش       PCRمطابق با        
 پرزهـاي كوريـوني   هـاي   اي تكثير ژني روي نمونه      زنجيره

  بـر روي نمونـه پرزهـاي       DNAآزمايشات   .صورت گرفت 
 انجام  heminested-PCRكوريوني جنيني با استفاده از      

 8در اين آزمايش، پرزهاي كوريوني نمونه جنـين         . گرديد
  .اي مورد آزمايش قرار گرفتهفته 12تا 

 هـاي تكثيـر     DNA الكتروفـورز    PCR پس از انجـام         
براي تجزيه و تحليل نتايج     . شده روي ژل آگارز انجام شد     

 5/1 قطعـات تكثيـر شـده از ژل    آزمايش با توجه به طول  
 ميلي ليتر بافر    100 گرم پودر آگارز به      5/1(درصد آگارز   

5/0% Tris Borate-EDTA (بعــد از . اســتفاده گرديــد
حركــت محصــول بــر روي ژل توســط جريــان الكتريكــي 

 تكثيـر شـده   DNA كه حـاوي   رادستگاه الكتروفورز، ژل  
 دقيقـــه در رنـــگ اتيـــديوم 15مـــدت ه بـــباشـــد مـــي
/(ايدبروم mlgμ (1         قرار داديم و ژل رنگ آميزي شـده 

مـاوراء  را بر روي دستگاه ترانسـلوميناتور كـه داراي نـور            
باشـد قـرار داده ژنهـا را مـورد شناسـايي قـرار                يمبنفش  
  .داديم

 RhD كـه ژن     انجـام شـد   اي  طراحي پرايمرهـا بگونـه       
اينكـه  بـا توجـه بـه       . مثبت بصورت اختصاصي تكثير يابد    

حداقل روي يكي از دو كروموزوم همولـوگ شـماره يـك            
 قـرار دارد، در     RhD مثبـت، ژن     RhDافراد داراي خـون     

 291اي به طول      ، پرايمرهاي خارجي قطعه   PCRدور اول   
كنند كه پس از الكتروفورز و        جفت نوكلئوتيد را تكثير مي    

ولي بدليل فقدان ژن    . باشد  رنگ آميزي قابل مشاهده مي    
RhD   افراد   درRh       منفي پرايمـر خـارجي RD-A3   كـه 

از . گـذارد باشـد چنـين تـاثيري نمـي         مكمل اين ژن مـي    
 RhcE كه توالي مكمل آن روي ژن        RD1طرفي، پرايمر   

 منفي همـراه  Rh مثبت و Rhوجود دارد، در هر دو گروه  
 جفـت نوكلئوتيـدي كنتـرل       154 قطعـه    RD2با پرايمر   

 دو  PCRدور اول   بنـابراين در     .كنـد   داخلي را تكثير مـي    
 مثبـت و تنهـا      Rh نوكلئوتيدي در افراد     154 و   291باند  
 نوكلئوتيدي مربوط به كنترل داخلـي در افـراد          154باند  
Rhكنند  منفي تكثير پيدا مي.  
اي پليمراز، چـون جايگـاه        در دور دوم واكنش زنجيره         

 291 تنها در درون قطعه تكثير شده        RD5پرايمر دروني   
ــدي د ــراد (ور اول نوكلئوتي ــتRhدر اف ــرار دارد، )  مثب ق

در . شـود    مثبت انجام مي   Rh فقط در افراد     DNAتكثير  
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 و بانـدي    دري ـگمي صورت ن  DNA منفي تكثير    Rhافراد  
  .شود مشاهده نمي

  يافته ها
 تهيه شد، پـس از       پرزهاي كوريوني  هاي خون و  نمونه     

 1 شـكل .  از آنهـا اسـتخراج گرديـد       DNAآماده سـازي    
DNA پرزهـاي    ستخراج شده تعـدادي از نمونـه هـاي         ا

  .دهد  را نشان مي%7/0 بر روي ژل آگارز كوريوني
هاي خون افراد بـالغ بـا        نمونه DNAنتايج آزمايشات        

 نمايـانگر ايـن بـود       heminested-PCRاستفاده از روش    
 افراد دهنده خون كـه از نظـر سـرولوژي     درRhDژن   كه

RhD  ژن  . ي قرار گرفـت   ند مورد شناساي   مثبت بودRhD 
 مـورد   ،RhDمنفي   سرولوژي   دارايافراد دهنده خون    در  

  ).3و2شكل (شناسايي قرار نگرفت 
 و  heminested-PCRبا اسـتفاده از      PCR آزمايش      

نمايـانگر  پرزهـاي كوريـوني      الكتروفورز در خصوص نمونه   
هاي خوني در مرحله اول تكثيـر       كه همانند نمونه   بود   اين

   و در  شـده  دو باند مشاهده     ود مثبت ب  RhDه  ژني چنانچ 
ثير شـده بصـورت      نمونه تك  RhDصورت عدم حضور ژن     

  ).4شكل (د يگردتك باند مشاهده 
  
  

  
  

  
  استخراج شده تعدادي از نمونه هايDNA -1شكل 

    درصد7/0 روي ژل آگارز پرزهاي كوريوني
     

  
 مثبت و در دو RhD كه الكتروفوروگرام فوق نمايانگر heminested-PCRروش ه بRhDي  تعيين گروه خون-2شكل  

  .باشد  منفي ميRhDگردد  چاهك سمت راست كه تك باند مشاهده مي
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 RhD الكتروفوروگرام فوق نمايانگر اين است كه ژن .heminested-PCRروش ه بRhDتعيين گروه خوني : 3شكل 

  .باشد  در بقيه چاهكها مورد شناسايي قرار گرفته و مثبت مياست كه منفي 9و8در مرحله دوم بجز چاهكهاي 

  

دو  (RhDآزمايشات مؤيد تكثير ژن . PCRهاي جنين در دور اول آزمايش  نمونهRhDتعيين گروه خوني : 4شكل 
   ).چپ به راست(باشد   مي است،)تك باند( منفي RhD كه 8و7 در تمام نمونه ها بجز نمونه) باند

هـاي تكثيـر       از نمونـه   PCRپس از انجـام دور اول               
بـا  .  الگو اسـتفاده نمـوديم     DNA مرحله اول بعنوان     ةشد

 را بطور   RhDاستفاده از پرايمرهاي اختصاصي قطعه ژن       
در اين مرحله شناسايي بانـد در       . اختصاصي تكثير كرديم  

 و گــروه خــوني RhDلكتروفــوروگرام مؤيــد حضــور ژن ا
RhD           مثبت و عدم شناسايي باند اختصاصي مؤيـد عـدم 

 بود منفي در جنين     RhDو گروه خوني     RhDحضور ژن   
  . )5شكل (
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 و RhDكثير ژن آزمايشات مؤيد ت. PCR نمونه هاي جنيني در دور دوم آزمايش RhD تعيين گروه خوني -5 شكل 

 كه بدون حضور ژن تكثير 8و7كه در تمام نمونه ها بجز نمونه هاي است ) تك باند اختصاصي( مثبت RhDگروه خوني 
  )از چپ به راست. (گردد باشد مشاهده مي يافته مي

  بحث    
، نقش مهمي در بيمـاري  Rhآنتي ژنهاي گروه خوني          

از عدم سـازگاري    هموليتيك نوزادان و سقط جنين ناشي       
ايمونوگلوبـولين  مصـرف    وسـيع     گسـترش  ودوج ـبا  . دارد

RhD       جهت پيشگيري و درمان مادران Rh    منفـي داراي 
ــين  ــي ژن  Rhجن ــي از آنت ــي ناش ــت، ايمن  رخ Rh مثب

  .   ]10[دهد مي
 Rh منفـي و پـدر       Rhدر مورد بارداريهايي كه مـادر            

 مثبـت   Rhمثبت هتروزيگوت است، در صورتيكه جنـين        
باشد و مادر سابقه ايمونيزاسيون در حاملگيهـاي پيشـين          
را داشته باشد، احتمال ايمونيزاسيون شديد مادر و آسيب         

در اين حالت، بايد درمانهـاي      . جدي به جنين وجود دارد    
تزريق گلبولهاي قرمـز بـه داخـل        (تهاجمي داخل رحمي    

با توجه به خطـرات ناشـي از      . انجام شود ) رگهاي بند ناف  
 سـقط جنـين خودبخـودي و        %5/1(اخل رحمي   درمان د 

 Rh، آگـاهي از نـوع       ) خونريزي بين مـادر و جنـين       40%
 Rhزيرا در مواردي كه جنين      . جنين اهميت زيادي دارد   

ــاج      ــاجمي احتي ــاي ته ــام درمانه ــه انج ــد ب ــي باش منف
تداخل خون مادر و جنين در طي بارداري،        . ]11،12[نيست

آنتـي بـادي    سبب تحريك سيستم ايمني مادر و سـاخت         

 Rhشـود و درصـورت مثبـت بـودن           در مادر مي   Rhضد  
هـاي بعـدي، علائـم ناسـازگاري و         جنين در طي حاملگي   

بنابراين طراحـي روش خاصـي      . سقط خواهد داشت  حتي  
 جنـين، كمـك زيـادي بـه         Rhبراي تشخيص زود هنگام     

  . ]13،14[نمايد  تشخيص و اتخاذ روش صحيح درماني مي
 منفـي و    Rhمواردي كـه مـادر      در  تا چند سال اخير          
 مثبت هتروزيگوت بـوده تنهـا راه تعيـين گـروه            Rhپدر  

خوني جنين، نمونه برداري از خون جنين بود كـه خطـر            
 تشديد ايمونيزاسيون و سقط خودبخودي را بدنبال داشت      

، Rhپس از شناسايي ساختار مولكولي گروه خـوني         . ]15[
د ، تنهـا افـراد      توسط كارترون و همكاران كه معلوم گردي      

Rh داراي ژن     مثبتRhD با استفاده از هر نـوع      .  هستند
نمونـه  يـو سـنتز و      ناز طريق آم  (سلول هسته دار جنيني     

 قبـل از    Rh، تعيين نوع گـروه خـوني        ) پرزهاي كوريوني 
اند كه تـوالي      تحقيقات نشان داده  . تولد قابل انجام گرديد   

  و10، 7، 5، 4 ايهـــــ ـ در اگزونRhCE  وRhDدو ژن 
از زمـان تعيـين تـوالي و        . ها با يكديگر تفاوت دارد    انترون

ــراي شناســايي  Rhتشــخيص ژن  ــاگون ب  تحقيقــات گون
  .]16[ صورت گرفته استRhDحضور يا عدم حضور ژن 

پرايمرهاي طراحي شده در پـژوهش اخيـر براسـاس               
هــاي  طراحــي شــده اســت و ارزيــابيRh ژن 10اگــزون 
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 بيشترين دقـت را دارا    روش  اين  اند كه     مختلف نشان داده  
تحقيق اخير، با پرايمرهاي طراحي شـده بـراي         . ]16[ستا

-heminested و بصورت    RhCE و   RhD ژن   10اگزون  
PCRدر دور اول .  انجــام شــدPCR دو پرايمــر ،RD1 و 
RD2   را از   )كنترل دروني ( جفت نوكلئوتيدي    154 توالي 

مـر   منفـي و دو پراي  Rh مثبت و    Rhراد  در اف   ،RhcEژن  
 جفــــت 291، تــــوالي (RD2, RD-A3)خــــارجي 

ــا از ژن  ــدي را تنه ــود RhDنوكلئوتي ــر نم ــدين .  تكثي ب
ــب، در دور اول  ــد PCRترتي ــت 154 و 291 دو بان  جف

 154 مثبـت و تنهـا يـك بانـد           Rhنوكلئوتيدي در افـراد     
 منفـي   Rhدر افـراد    ) كنتـرل درونـي   (جفت نوكلئوتيدي   

پرزهـاي   و   در تمـام نمونـه هـاي خـوني        . مشاهده گرديد 
 با نتـايج سـرولوژيكي      Rhنتايج تعيين مولكولي    كوريوني  

  .مطابقت داشت
با توجه به جايگاه پرايمرهـاي اختصاصـي در اگـزون                
كه تـوالي آن در افـراد بـا ژنوتيـپ مختلـف              (Rh ژن   10

 قابـل پـيش    Rh، نتـايج دقيـق تعيـين        )نسبتاً ثابت است  
يهـاي قبلـي    بيني بوده صحت نتايج بدست آمده بـا ارزياب        

 را  10كه دقت بالاي پرايمرهاي طراحي شده براي اگزون         
اسـتفاده از يـك     . اند، كاملاً قابل توجيـه اسـت        نشان داده 

ــه قســمتي از ژن   ــي ك ــرل درون ــام RhECكنت  را در تم
كند، از نتايج منفي كاذب ناشي از نقص          سلولها تكثير مي  

  .]13[كند در انجام واكنش جلوگيري مي
 ديگر روش استفاده شده در ايـن پـژوهش،          از مزاياي      

 منفي در دور اول واكنش Rh مثبت و    Rhشناسايي افراد   
 (heminested)باشـد و انجـام  دور دوم          تكثير ژنـي مـي    

دور دوم بـا يـك     . دهـد   دقت و حساسيت آنرا افزايش مـي      
ــا رقــت ( دور اول PCRميكروليتــر از محصــول   100/1ب

ز پرايمرهـاي درونـي     و بـا اسـتفاده ا     ) DNAبعنوان الگو   
)RD5   و RD2 (  سيكل   15و PCR    صورت گرفت، چون 

 RhDپرايمرهــاي داخلــي تنهــا بــه تــوالي حاصــل از ژن 
تكثيــر شــده در دور اول اتصــال پيــدا )  جفــت بــاز291(

 مثبـت يـك بانـد       Rhدر دور دوم تنها در افراد       . كنند  مي
 منفـي هـيچ     Rhدر افـراد    .  جفت باز مشـاهده شـد      262

  . ]4[نيافتتوالي تكثير 
ــراي        هــر چنــد حساســيت دور اول ايــن آزمــايش، ب

باشد، اما    ، در حد ژنوم دهها سلول مي      RhDشناسايي ژن   
حساسـيت  ) در ايـن روش   (استفاده از پرايمرهاي داخلـي      

  ژنـومي تـك    DNAكـه بـا     برد بطـوري  ميآنرا بسيار بالا    

نتايج حاصـل از  . باشد  قابل شناسايي مي RhDسلول، ژن   
 با دور اول كـاملاً مطابقـت        heminested-PCR دور دوم 

در برخـي   .  و هيچ نتيجه اشتباهي مشاهده نگرديد      شتدا
 RhD براي تعيـين     PCR از مطالعات كه تنها از يك دور      

-استفاده شده است، در صورت اتصال پرايمرها بـه تـوالي          
 حتمال حصول نتايج كاذب وجود داشت     هاي غير هدف، ا   

 در پـژوهش اخيـر، از بـروز         PCRولي بـا انجـام دور دوم        
  .]10[چنين نتايجي پيشگيري گرديد

ــوس         ــالاي لوك ــي ب ــوع ژنتيك ــت تن ــراي Rhبعل  و ب
جلوگيري از نتايج منفي كاذب ناشي از هدف يا بـازآرايي           

، برخـي از محققـين اسـتفاده همزمـان از دو            Rhلوكوس  
جفت پرايمر را براي تكثير دو توالـــــــــي اختصاصـي          

امـا در   . ]12[انـد   هر واكنش پيشـنهاد نمـوده      در   RhDژن  
ــر از  ــژوهش اخي ــتفاده PCR heminestedپ ــاي اس  بج

همزمان از دو جفت پرايمـر بـراي هـر واكـنش اسـتفاده              
  .گرديد

آگاهي از ژنوتيپ گروه خوني هـر يـك از والـدين در                  
 نقش بسزايي دارد    Rhانتخاب نوع روش بررسي مولكولي      

حليلهاي متناسـب بـا ژنوتيـپ       دهد تجزيه و ت     و امكان مي  
بعلـت تنـوع ژنتيكـي زيـاد در         . ]17[مادر انجام شود  و  پدر  

، در برخي موارد حتي استفاده از چنـد روش          Rhلوكوس  
بنـابراين در   . شـود   منجر به كسب نتايج منفي كاذب مـي       

چنــين مــواردي بــراي حصــول نتــايج دقيقتــر پيشــنهاد 
بكـار  بـا پرايمرهـاي     (شود كه آزمايش كنترل مثبـت         مي

 پدر نيـز    DNAبراي  )  جنين Rhگرفته شده براي تعيين     
يعني تطبيق نتايج آزمايشـهاي سـرولوژيكي و        . بعمل آيد 

 پدر هتروزيگـوت؛ درسـتي      Rhبررسيهاي مولكول تعيين    
 جنــين را معلــوم Rhروش اســتفاده شــده بــراي تعيــين 

  .]18[نمايد مي

  نتيجه گيري
 جنـين بـا      نمونـه هـاي    Rhبا استفاده از ايـن روش،            

 كـه   در مطالعه ما  . شود  اطمينان و سرعت زياد، تعيين مي     
نتايج آزمايشهاي سرولوژيكي و مطالعات مولكولي، تعيين       

Rh           مقايسـه  .  نمونه هاي جنين بـا هـم مطابقـت داشـت
 در تحقيق حاضر، با روشهايي كـه قـبلاً          Rhروش تعيين   

دهد كه طراحي دقيق پرايمرها       بكار گرفته شده نشان مي    
دقت آنرا  ) heminested-PCRبصورت  (نجام آزمايش   و ا 

برد، بطوريكه، در هيچ يـك        بطور قابل ملاحظه اي بالا مي     
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اعم از نمونـه هـاي خـوني و         (از نمونه هاي آزمايش شده      
همچنين، بـا   . نتايج كاذب بدست نيامد   ) پرزهاي كوريوني 

استفاده از پرايمرهاي معكوس مشترك، براي تكثير انـواع         
 در عين حال از     ود و رمييها دقت واكنش بالا     مختلف توال 

از طـرف ديگـر     . شـود   هزينه انجـام واكـنش كاسـته مـي        
، اين امكـان را     Rhدر تعيين   پرزهاي كوريوني   استفاده از   
آورد كه پزشـك متناسـب بـا وضـعيت بـاليني              بوجود مي 

  .جنين، صحيح ترين راه را براي معالجه انتخاب كند

  سپاسگزاري
فناوري  ملي مهندسي ژنتيك و زيست      از پژوهشگاه

ل هزينه انجام آن زمينه وقبكه با تصويب اين تحقيق و 
همچنين از . شود تشكر مياجراي آن را فراهم نمودند

آقاي دكتر سيروس زينلي و كليه همكاران سازمان انتقال 
در اختيار محققين كه نمونه كز ناباروري اخون تهران و مر

  . دشوي مقرار دادند سپاسگزاري
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Abstract  
Background: The rhesus blood group antigen system is important in 
transfusion and clinical medicine, being involved in hemolytic disease 
of the newborn, transfusion reactions and autoimmune hemolytic 
anemia. Despite the widespread use of rhesus immunoglobulin 
prophylaxis in rhesus D (RhD)-negative mothers, rhesus immunization 
still occurs. Knowledge of the RhD status of the fetus is important in 
the clinical management, because no further diagnosis or therapeutic 
procedures are necessary if the fetus is RhD-negative. RhD antigen can 
be detected using a sensitive PCR-based assay. It was shown that RhD 
negative individuals lack the RhD gene.  
Methods: We obtained 5ml blood samples from thirty eight RhD 
positive and negative blood donors, as controls and forty chorionic 
villus samples (CVS) from pregnant women at 8 to 12 weeks of 
gestation. 
DNA was extracted from CVS by standard salting out and blood DNA 
was extracted by boiling procedure. DNA amplification (heminested-
PCR) was carried out with appropriate primers.  
Results: PCR products were analyzed on an agarose gel. RhD gene 
determined in all CV samples. 
 

Keywords: Hemolytic disease of the newborn (HDN), RhD gene, 
heminested-PCR, chorionic villus sampling (CVS). 
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