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The human leukocyte antigen (HLA) system has unique genetic and biochemical complexes, so 
it is important to determine the type of HLA in a clinical and laboratory process. In addition, to 
its application to assess the risk of various diseases, it also plays a vital role in organ transplants. 
The determination of HLA in patients requiring transplantation, in addition to the accuracy, also 
requires the speed of action. So that any delay and error in this work can endanger the patient’s 
life. The need for a precise definition of the HLA type, along with improved speed and cost 
reduction, has led to the introduction of several methods for this test. Today, the introduction of 
a new generation of revolutionary sequencing has been carried out in genetic assessments. The 
HLA determination also uses this technique, and a variety of methods have been introduced for 
genetic HLA examination using a new generation of sequencing. In the present study, along with 
the review of traditional methods in HLA diagnosis, two of the most widely used techniques 
based on a new generation of sequencing methods, Thermal Sequencing method and Illumina 
Miseq method were evaluated.
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  چکيده

 یهایدگیچیپ یوشیمیاییب بروز و نتیکیژ  نظر از انسان ینسج یسازگار  ستمیس
 اریبس یشگاهیآزما و ینیبال منظر زا را آن نوع نییتع که دارد فردیمنحصربه

 مربوط یستمس این وظایف نیترشدهناختهش و ترینمهم .دکنیم تیاهم حائز
 یابیارز در را مهمی قشن آن بر لاوهع و است اعضا وندیپ در آن یاتیح نقش به
 نییتع در یاتیح مولفه دو صحت و دقت .دارد هایمار یب به ابتلا سکیر

 هر که یطور به است، وندیپ ازمندین مارانیب در HLA یهاپیهاپلوت آزمایشگاهی
 به زاین اندازد. خطر هب را ماریب اتیح تواندیم کار نیا در خطا و ریخات گونه
 انجام یهانهیهز اهشک و عمل سرعت هبودب کنار در HLA نوع قیدق نییتع
 شیآزما نیا انجام یبرا یمتعدد یهاروش تا است شده سبب یابیارز نیا

 یهایابیارز در یبانقلا یتوال نییتع دیجد نسل یمعرف با امروزه شود. یمعرف
 کیتکن نیا از زین HLA یهاپیهاپلوت نییتع .است گرفته صورت یکیژنت
 HLA یکیژنت یبررس یبرا یمتنوع یهاروش امروزه که طوریبه است، مندبهره
 مرور کنار رد حاضر طالعهم در .اندشده یمعرف یتوال نییتع دیجد نسل کمک به

 اساسبر  هاکیتکن نیپرکاربردتر از مورد دو ،HLA صیتشخ در پیشین یهاروش
 روش و یحرارت یتوال عيينت روش عنوان تحت یتوال نییتع دیجد نسل
  گرفتند. قرار سهیمقا و یابیارز مورد Miseq نایلومیا

 دجدی نسل ،انسانی لکوسیت یهاژنآنتی انسان، ینسج سازگاری ستمسی :هاکلیدواژه
  یحرارت یتوال تعيين ،Miseq نایلومای ،توالی نتعیی
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  مقدمه
 یخاص یهاژنیآنت شخص، هر بدن دارهسته هایسلول روی
 نیا از یگروه .دارند نقش یمنیا یهاپاسخ در که دارد وجود
 یادیز یهاتفاوت جامعه کی مختلف افراد نیب در ها،ژنآنتی
 یخود ریغ از یخود یهاسلول ییشناسا باعث توانندیم و دارند
 فرد به فرد کی از ارگان ای بافت سلول، انتقال صورت در .شوند
 هاژنیآنت نیا ییشناسا با کنندهافتیدر فرد یمنیا ستمیس گر،ید

 واکنش آنها به نسبت ،شودمی یخود ریغ یهاسلول حضور متوجه

 به .دکنیم حذف بدن از را یخود ریغ یهاسلول و دهدمی نشان
 یهاژنیآنت مختلف، موجودات در را هاژنیآنت نیا لیدل نیهم
 )HLA( یانسان تیلکوس یهاژنیآنت ،انسان در و یبافت یاصل
 یرو باز مگاجفت٥ طول با ،HLA کدکننده یهاژن .نامندیم

 نیا ).١ (شکل دارند قرار انسان )p٦( ٦ کروموزوم کوتاه یبازو
 حساب به انسان ژنوم در یژن مناطق نیترمتراکم از یکی منطقه

 لکوسیت هایژنیآنت کدکردن بر علاوه که یطور به ،]1, 2[دیآیم
 کد زین را بدن یمنیا ندآیفر  در مهم ژن ٤٠٠ از شیب ،انسانی

 بدن یمنیا ستمیس در یمهم اریبس نقش لحاظ این از و کندیم
 در افراد استعداد در یمهم نقش یژن منطقه نیا همچنین .]3[دارد
 یجانب عوارض به پاسخ یچگونگ مختلف، یهایمار یب به ابتلا
  .]4[دارد اعضا وندیپ رد ای تیموفق نیهمچن و داروها
 ستمیس در هاکروبیم از یار یبس انواع ییشناسا در HLA مولکول

 که ستنده یژن یهاگروه جزء HLA یهاژن .]5[دارد نقش یمنیا
 ادرق بنابراین دارند، یادیز اریبس یهاسمیمورفیپل انسان ژنوم در
 گروه سه از HLA .]1[هستند دهایپپت از یاگسترده فیط هیارا به
 ‐A‐HLA، B یهاژن شامل I کلاس هیناح است. شده لیتشک یژن
 هیناح .است کیکلاس ریغ ‐G و ‐E‐HLA، F و کیکلاس ‐C و

 و کیکلاس ‐DR و ‐DP‐HLA، DQ یهاژن شامل II کلاس
DM‐HLA و DO‐ کلاس هیناح .ستا کیکلاس ریغ III شامل 
 یژن ینواح نیا از کدام هر .است کمپلمان یاجزا یبرا ییهاژن
 به مربوط HLA یگوناگون نیشتریب است. الل یار یبس تعداد واجد
 یهاالل یهمراه .]6, 7[است 1DQB و A، B، C، 1DRB انواع
 مشخص هایمار یب انواع به بتلاا استعداد در هیناح نیا از یخاص
 تیلکوس ژنآنتی یهاالل یتوال نییتع رو نیا از .است شده
 لیتحل و هیتجز در اهمیت حایز ابزار کی یانسان کیکلاس
 از یار یبس نژ  با HLA یهاالل انواع توارث .]5[است هایمار یب
 و I نوع ابتید رینظ یمنیخودا یهایمار یب خصوصهب و هایمار یب

 یاستنیم لوپوس، اک،یسل یمار یب لوزان،یآنک تیلیاسپوند
 رتباطا در گرید یار یبس و خواب حمله شوگرن، موسندر س،یگراو
 زا مختلف، یهایمار یب به مربوط پیفنوت ١٦٠ از شیب .]8-14[است
 GWAS یهاروش با ٦ کروموزوم در واقع HLA منطقه
 مطالعه کردیرو د،یجد مطالعات نیهمچن است. شده یبردار نقشه

 کشف یراب دیجد یروش عنوانبه را )GWAS( فنوتیپی گسترده
 یپفنوت -کراس تیاهم و فیتوص ،SNP با مرتبط یهایمار یب

 .]15-18[است کرده داییت را انسان یمار یب و سلامت در HLA هیناح
 یهاانتیوار یرو رب یمتعدد یهایبررس راستا، نیا در بنابراین
 ،HLA نوع قیدق نییتع به ازین .]19[است شده انجام HLA متنوع
 یابیارز نیا انجام یهانهیهز کاهش و عمل رعتس بهبود کنار در

 شیآزما نیا انجام یبرا یمتعدد یهاروش تا است شده سبب
 در یسنت یهاروش مرور کنار در حاضر مطالعه در .شود یمعرف
 خواهند یابیارز زین شدهیمعرف یهاروش نیترتازه HLA صیتشخ
  .شد
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  انسانی ۶ کروموزوم روی بر ALH کلاسیک هایژن مکانی موقعیت )۱ شکل

  
  اعضا وندیپ در HLA نییتع نقش
 شودینم اورنگیکراس دستخوش HLA منطقه وز،یم مرحله یط
 ار  یگر ید و مادر از HLA پیپلوتاها کی فرد و نادر) موارد در جز(به
 نیوالد پیپلوتاها ارچه C/D و A/B اگر .بردیم ارث به پدر از
 باشند. B/D یا A/C، B/C، A/D توانندیم فرزندان د،نباش
 که یمعن نیا هب ،هستند سازگارمهین هم با فرزند و والد نیبنابرا
 اکاشتر  به را HLA پیپلوتاها کی ،یکیژنت دهنده و رندهیگ
 ناسازگار گرید یهاپیپلوتاها در فرزند و والد البته .گذارندیم

 کینزد شاوندانیخو در HLA یهاژنیآنت نیا در تفاوت هستند.
 داشته هم با یشتر یب یکیژنت قرابت افراد چه هر .است کمتر
 رو نیا از هستند. ترهیشب هم به آنها در هاژنآنتی نیا باشند،
 .شوندیم محسوب سازگارمهین دهنده کی شاوندان،یخو
 وندیپ در مانع نیتریاصل کیکلاس HLA هایسمیمورفیپل

 .]18, 19[ندیآ یم حساب به )HSCT( خونساز یادیبن یهاسلول
 در HLA یکیژنت بودنهمسان وند،یپ یبرا طیشرا بهترین
 به ازین مارانیب %٧٠ آنکه لدلیبه حال نای با است. شاوندانخوی

 منبع به توجه دارند، همسان HLA با شاوندیرخوغی اهداکنندگان
 بزرگسال وندپی دهنده کی .]20[است یضرور  یامر  نیگزیجا

 للا سطح در همسان HLA که است کسی شاوند،یرخوغی مناسب
)A‐HLA، B‐، C‐ 1 وDRB( 21[باشد داشته رندهیگ فرد با[.  
 شامل( HLA گاهیجا پنج درنظرگرفتن با ،HLA ژنآنتی بحث در
1DRB ،C ،B ،A 1 وDQB( حداقل دیبا سازگارمهین دهنده کی 

 عدم درجه .]20[بگذارد اشتراک به را HLA یهاژنیآنت از نیمی
 تمیالگور از جز کی وندیپ دهنده و رندهیپذ انیم HLA قیتطب
 به منجر HLA سازگار ریغ یهامولکول .است وندیپ صیتخص
 دو نیبنابرا .دنشویم زبانیم هیعل بر وندیپ یمار یب و وندیپ زدنپس

 هیعل زبانیم کیمونولوژیا واکنش سازگار،مهین وندیپ یاصل مشکل
  .]21[است GVHD زبانیم هیعل وندیپ یگر ید و HVGD وندیپ

 ،‐A‐HLA، B یهاکوسول یهاالل یتوال نییتع استاندارد، نیبهتر
C‐، 1DRB‐ 1 وDQB‐ تنها .همسان) ١٠/١٠( ستا بالا وضوح با 

 خطر شیافزا با ‐1DRB یا ‐A‐HLA، B‐، C یبرا اختلاف کی
 تطابق عدم که رسدیم نظر به .است همراه وندیپ از پس عوارض

1DQB‐HLA اختلافات از یبرخ و شودیم تحمل بهتر C‐HLA و 
1DRB‐ ادیز احتمال به هستند. مونوژنیا کمتر بالقوه طوربه 
 با NGS یبعد نسل یتوال نییتع روش توسط HLA یتوال نییتع
 تمام در کامل یتوال اطلاعات هیارا و تمیالگور قیتطب رییتغ
 که یطور به ،بود خواهد عیسر و کارآمد اریبس HLA یهاگاهیجا
 جوامع در .]22, 23[هستند یبررس قابل همزمان طورهب هاالل یتمام
 ٪٥٠ حداقل یبرا تواندیم ١٠/١٠ همسان اهداکننده کی ،ییاروپا
 کی است ممکن گرید مارانیب ٪٢٠-٣٠ و شود دایپ مارانیب

 یهاالل تعداد .]24[باشند داشته ١٠/٩ همسان اهداکننده
 روند نیا و است شیافزا به رو همچنان HLA یبرا شدهشناخته

 انجام که است ییهاشگاهیآزما توان از شتریب یحت شرفت،یپ
 نییتع روش از ترگسترده استفاده با را یبافت یسازگار  شیآزما
 ریغ اهداکننده انتخاب .]25[دهندیم انجام بالا توان با یتوال
 و نهیهز و شناخت یبرا ادیز وقت صرف به ازمندین شاوندیخو

 یابیدست در که ییآنجا از نیهمچن .ستا اهدا روند در یز یربرنامه
 وجود تیمحدود رندهیگ و دهنده نیب همسان کاملاً  HLA به
 مانند گوناگون یهاتیجمع در HLA یابییتوال بنابراین ،]6[دارد

 ناشناخته، یهاالل انواع به یابیدست با هند و رانیا عربستان،
 نوع نییتع یالل تنوع وجود لیدلبه .دیآیم حساب به یاتیح یامر 

HLA، از استفاده با ژنیآنت گسترده یتوال نییتع ازمندین 
 صیتشخ خطر شیافزا تا است دیجد یابییتوال نییتع یهاروش

  .]26-28[دهد کاهش را نگیپیسروتا کیتکن توسط نادرست
	HLA نییتع در یسنت یهاروش
 همچون روش نیچند به تایپینگ -HLA تست یکل طورهب

 یمولکول یهاروش ک،یتومتریفلوس روش ،یکیسرولوژ یهاروش
 انجام غیره) و PCR SSP، RFLP (همچون PCR یمبنا بر
 با یسرولوژ  روش دو با HLA یتوال نییتع گذشته در .ردیگیم

 یهاروش آن از پس و شدیم انجام MLC و سرمینتآ از استفاده
DNA ) HLA based-DNA بر یمبتن HLA نگیپیتا ترقیدق

typing( مانند یمولکول یهاکیتکن از استفاده با  ،SSP ،SSOP

SBT و RSCA آنها از همچنان حاضر حال در و افتندی توسعه 
 زیر شرح به HLA نییتع در یسنت یهاروش .]29[شودیم استفاده
  :هستند

 روش نیا در ):تایپینگ -HLA( دهنده و رندهیگ HLA نییتع -١
 یکیسرولوژ هایروش کمک به شیآزما و ییشناسا HLA هایآلل
  .شودیم نییتع DNA نوع و انجام یمولکول ای و
 نیا :وندیپ گیرنده فرد در HLA هیعل یبادیآنت سطح بررسی  -٢
 هیعل است ممکن که هاییبادیآنتی حضور از یآگاه یبرا شیآزما
 نیا .گیردمی انجام دهند، نشان واکنش وندشدهیپ بافت
 ریغ هایژنآنتی با ههمواج اثر در قبلاً  است ممکن هابادیآنتی
 شده جادیا عضو وندیپ ای یحاملگ خون، قیتزر از یناش یخود
 علاوه به .دارد یار یبس تیاهم هاییبادیآنتی نیچن وجود .باشند
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 دیبا هابادیآنتی تست مناسب، اهداکننده داشدنیپ زمان تا
 در دیجد هایبادیآنتی است ممکن چراکه شود، تکرار همچنان

 یبرا دیبا زین وندیپ انجام از پس علاوه به .شوند جادیا ماریب
  .شود تکرار شیآزما دیجد یهایبادیآنت ییشناسا
 اهداکننده انتخاب از پس تست نیا در :هاتیلنفوس مچکراس -٣

 انجام دهنده یهاتیلنفوس و رندهیگ خون نیب شیآزما ،یاحتمال
 دهندهنشان شیآزما جهینت شدنمثبت و واکنش مشاهده .شودیم

  .است دو آن نیب یسازگار  عدم
 استفاده با هاروش این :مولکولی هایروش توسط HLA تعیین -٤
 نیا کمک به .شودیم انجام مرازیپل یارهیزنج واکنش کیتکن از

 در و دکر  استفاده کمتر حجم با ییهانمونه از توانیم روش
 جواب به ترنییپا مراتب به ییخطا بیضر با و ممکن زمان حداقل
  .دیرس حیصح
 طریق از بارنیاول یبرا HLA ژن نکهیا از پس ،یکل دگاهید کی در

 جدا )-HLABبه مربوط مکمل DNA کلون( یمولکول یساز کلون
 یهاالل تمام یتوال به مربوط اطلاعات و ییشناسا آلل هزاران شد،

 نیا شد. رهیذخ IMGT/HLA یاطلاعات گاهیپا در شدهشناخته
 چالش به را بالا وضوح با HLA یابییتوال گسترده، یالل تنوع
 ١٩٨٧ سال در ،HLA یابییتوال در هاتلاش نیاول .]30[است دهیکش

 یار یبس یهاتیمحدود با کردیرو نیا .بود RFLP آنالیز شامل
 یابییتوال یبرا ینیگزیجا عنوانبه حالت نیبهتر در و بود همراه

 ،١٩٨٥ سال در PCR توسعه با .]31[شودیم محسوب یسرولوژ 
 مربوط II کلاس و I کلاس یهاژن کیمورفیپل یهااگزون ریتکث
 پروب از استفاده با هایتوال لیتحل و هیتجز نیهمچن و HLA به
 نیا با .شد محقق )SSO( یدیگونوکلئوتیال خاص یتوال دیبریه

 آن ازین لیدلهب بالا یکیژنت تنوع با ییهایتوال یبرا روش نیا حال
 اریبس جداگانه ونیداسیبریه واکنش و هاپروب از یادیز تعداد به

 و غشاها در ساکن یهاپروب وجود .]32[بود پردردسر و ریگوقت
 منجر ،SSP یبرا هامریپرا از یامجموعه همراه به دهایب در بعدها
 یکل طوربه که شد HLA یتوال شناخت یبرا یامجموعه جادیا به
 مورد PCR SSP خاص محصولات یابیارز یبرا الکتروفورز ژل زیآنال

 SSO یتوال نییتع ی،کنون یارهایمع طبق .]33[گرفت قرار استفاده
 HLA یتوال نییتع در نییپا وضوح یدارا هم هنوز SSP و

 و ریتکث بالا، وضوح با یابییتوال در کردیرو کی .]34[است
 سال چند تا است. مربوطه اگزون از )SBT( میمستق یابییتوال
 فراهم را بالا وضوح با یابییتوال امکان سانگر یابییتوال ،پیش
 نییتع موارد، از یار یبس در یقو اریبس روش نیهم با اما کردیم
 دیجد نسل امروزه .]35[ماندیم یباق مبهم لهامس کی ژنوم یتوال
 یابییتوال روش نیگزیجا یاقتصاد یروش عنوانبه یتوال نییتع

 نییتع .]36[است شده HLA یتوال نییتع یهاشگاهیآزما در سانگر
 با سهیمقا در ی)توال نییتع دیجد (نسل بالا یاتیعمل توان با یتوال
 نییتع واکنش از یادیز تعداد انجام به قادر یسنت یهاروش
 دیجد نسل متد امروزه .]37[است گریکدی موازات به کلونال یتوال

 ،ییجز اطلاعات هیارا و هانهیهز و ابهامات کاهش با یتوال نییتع
 عنوانبه است نشده سکانس قبلاً  که HLA ژن یرو بر شتریب

 ینیبال یاعتبارسنج نیهمچن .است شده شناخته معتبر یمتد
 از یار یبس در بحث مورد موضوع یتوال نییتع دیجد نسل
 منداز ین HLA ژن از یدیجد مناطق یابییتوال .است هاشگاهیآزما
 .]38[است HLA قیدق یتوال نییتع در کیژنت دانش یر یکارگهب به

 و عیسر نسبتاً  یتوال نییتع دیجد نسل هاییور افن توسعه
 حاضر، حال در .]39[است رییتغ حال در سرعتبه آن یهافرمپلت
 ستمیس که دارند وجود خصوص نیا در یاصل عامل ستمیس سه

454 Roche یتوال نییتع یبرا بارنیاول یبرا که HLA یمعرف 
 یبرا HLA از ریغ به گسترده طوربه که نایلومیا ستمیس ،]30[شد

 و ]40[ردیگیم قرار استفاده مورد هم HLA-non یکاربردها
  .]41[است دتریجد همه از که Torrent Ion ستمیس
 - HLA در گسترده طورهب که یمولکول یهاروش از یار یبس

 براساس تحدهم تالایا در رندیگیم قرار استفاده مورد تایپینگ
 و مشخص کینوژنتومیا یهاروش و یبافت یسازگار  یاستانداردها

 نگیپیتا روش کی صورتبه معمولاً  هاروش نیا .شوندیم تعیین
 ای کیوکلئن دیاس از استفاده بر یمبتن یمولکول یهاروش براساس

DNA .ونیداسیبریه روش به توانندیم هاروش نیا اساساً  هستند 
 ونیکاسیفیآمپل یهاروش ای و ژهیو یتوال با دهایئوتلگونوکیال
 ای و خاص یتوال با نگیمیپرا یهاروش صورتبه کیدنوکلئیاس
  شوند. انجام یتوال بر یمبتن نگیپیتا

 نیهمچن و آن اب مرتبط یهافرمت و تایپینگ -HLA یهاروش
  .است آمده ١ جدول در استفاده مورد اختصارات

 که ادد خواهد اجازه دیجد یابیتوالی کیتکن ندهیآ در شک بدون
 II کلاس و HLA به مربوط I کلاس یهااگزون یتوال نییتع

 در شود. انجام خودکار صورتبه البته و ترعیسر تر،هصرفبهمقرون
 مانند ،IMGT/HLA در یاطلاعات یهاشکاف ریاخ سال چند
 HLA کوسول در هاالل تمام یبرا نترونیا ای اگزون یتوال فقدان
 بتوان رودیم انتظار یکل طوربه و شد خواهد لیتکم کیکلاس
  .]42, 43[کرد یابیتوالی بالاتر تدق با را تریطولان یهایتوال
 انتو با یهاداده صورتبه یتوال نییتع دیجد نسل از حاصل جینتا
 ییبالا حجم به یابیدست طیشرا دیجد یهاروش .هستند بالا اریبس
 ییهاروش با یتوال نییتع از حاصل جینتا به نسبت را هاداده از

 نسل از یمتنوع یهافرمپلات د.کنیم ریپذامکان سانگر همچون
 نیترمهم هک دارند وجود تایپینگ -HLA یبرا یتوال نییتع دیجد
 یهاکنندهز یآنال و نایلومیا ،Roche 454 یهاستمیس شامل آنها
 ول(جد هستند torrent Ion، GMP ،SOLDER BI مثل یژنوم
 زا مجموعه کی Torrent Ion جزهب هاستمیس نیا همه در ).٢
 یالگو هایمولکول از یامنطقه صورتبه شدهر یتکث یهایتوال
 به یاصل گنالیس نسبت تا است ازین مورد polony صورتبه هیاول
 یابیرد به نسبت چندان هاستمیس نیا چراکه ،ابدی شیافزا زینو

  .ستندین حساس هیاول DNA مولکول به باز جفت کی شدناضافه
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 در SBT و SSOP، SSP چون هاییروش از استفاده با که گسترده طوربه NMDP تایپینگ قرارداد براساس آزمایشگاهی بین HLA نوع تعیین هایتکنیک مقایسه )١ جدول
  .است انجام حال در هاآزمایشگاه از بسیاری

  مزایا و معایب  یابیمثالی از نحوه توالی  علامت اختصاری	روش بررسی
  های اختصاصی سرم)ژندر سطح سلول با استفاده از آنتی HLAمتد سرولوژی (شناسایی پروتئین 

  ژنیابی گسترده آنتیتوالی

SERO A24, A68 

 ؛ارزان و سریع ی،مولکول یبررس یبرا یکمک یا اولیه روش مزایا:
 تاییدکننده اطلاعات زنده، سلول نیازمند بالا، یخطا معایب:
  .نیست استاندارد روش حاضر حال در سخت، ،یناکاف

  ژنیابی بخشی از آنتیتوالی

  در سطح ژنوم) HLAهای روش های مبتنی بر ژنوم (شناسایی آلل
شناسایی آلل در سطح خانوادگی 

  (رزولوشن دو دیجیت)
DNA2 A*24:XX, A*68:XX   

یابی الیگونوکلئوتید خاص توالی
  (کدهای آللی)

SSO 
A*24:AER, A*68:GM AER = 

02/03/04/05 GM= 
01/02/03/04/05 

 ١٠ مدت در بالا دقت با سنجیتوالی اختصاصی؛ روش مزایا:
 زمایش؛آ بار یک در متعدد هاینمونه انجام سهولت ساعت،
 دانستن به نیاز معایب: نیست؛ مرحله هر در کنترل نیازمند
در کاذب منفی نتیجه احتمال هیبریداسیون، دمای ها،الل توالی

  اللی سنجییتوال در دقت فقدان هیبریداسیون،

 SBT یین سکانسیابی با روش تعتوالی
A*24:02,A*68:01 or 
A*24:03,A*68:01 or 

A*24:04,A*68:01 

 و سیس بین افتراق در توانایی عدم معایب: ؛بالا دقت مزایا:
  خاص هایاگزون به محدود ترانس،

  رزولوشن بالا  های دقیق)رزولوشن بالا (آلل
A*24:02,A*68:01 or 
A*24:03,A*68:01 or 
A*24:04,A*68:01 or 

A*24:05,A*68:01 

 امکان نالیز،آ و انجام نحوه پیچیدگی معایب: ؛بالا دقت مزایا:
  بربودنهزینه

  
  مربوطه یهافرمپلات و هاشرکت از حاصل یهاداده یژگیو )٢ جدول
 ABI	Solid	ایلومینا	454	torrent Roche	Ion	تکنیک

  ٧٠٠  ٦٠٠  ١٠٠  ١٠٠	(مگاباز در هر ران)داده 
  ٢١٦  ٢١٦  ٧  ١/٥  (ساعت)زمان لازم برای هر ران 

  ٧٥  ١٥٠  ٤٠٠  ٢٠٠  (جفت باز)طول خوانش 
  ٠/٠٤  ٠/٠٣  ٨٤/٣٩  ٥  (دلار به ازای هر مگاباز)هزینه 

  
  یتوال نییتع دیجد نسل بر یدرآمد
 )ییایمیش هیتجز روش همان( سانگر شدهاتومات یابییتوال روش
 و شناسندیم اول نسل یابیتوالی یتکنولوژ  عنوانبه امروزه را

 معمولاً  که نامندیم دیجد نسل یابیتوالی را ترشرفتهیپ یهاروش
 یابیتوالی یهاروش .شوندیم میتقس سوم و دوم نسل گروه دو به

 و نانو یتکنولوژ  از هستند راه اول در هنوز که هم چهارم نسل
 آنها آییکار  هنوز و برندیم بهره اگزونوکلئازها کمک به یابیتوالی
 یابیتوالی یهایتکنولوژ  درواقع .است نگرفته قرار یابیارز مورد
 هیاول یساز آماده یهاروش انواع از یمتنوع بیترک دیجد نسل
 یهاروش ،یساز یمرئ ای یربردار یتصو یابی،توالی نمونه،
 قطعات کردنسرهم مطالعه، مورد ژنوم کردنقطعهقطعه
  .است هاداده زیآنال تینها در و شدهیابیتوالی

 کار به یابیتوالی یبرا که ییالگو براساس را هایتکنولوژ  نیا
 صورتهب رشدهیتکث یالگوها .کنندیم میتقس دسته دو به برندیم
 یارهیزنج واکنش روش از رشانیتکث یبرا معمولاً  که مجموعه کی
 جامد سطوح یرو بر ریتکث یهاروش ای و عیما طیمح در مرازیپل

 یهاروش نیترمتداول .ندیآیم دست هب شود،یم استفاده
 ماکسام شامل لکولوم تک ییالگوها یافتن یبرا یابییتوال
 یهاروش انواع سانگر، روش ،ییایمیش یهاروش ،لبرتیگ

 کمک به لکولوم تک یابیتوالی و نگیروسکوئنسیپ ،یمیآنز
 و یپزشک دانش روزافزون شرفتیپ و توسعه .هستند اگزونوکلئاز

 در رشته نیا دیجد یصیتشخ یهایتکنولوژ  از استفاده نیهمچن
 یانسان ژنوم پروژه لیتکم از پس ژهیوهب یپزشک کیژنت نهیزم
 یابیتوالی دیجد یهاروش نهیزم در کیژنت دانش عیسر شرفتیپ
 .شد یتوال دیجد نسل ظهور به منجر امر نیا که داشت دنبال به را
 توان با یهاداده صورتبه یتوال نییتع دیجد نسل از حاصل جینتا
 ییبالا حجم به یابیدست طیشرا دیجد یهاروش .هستند بالا اریبس
 سنگر روش با یتوال نییتع از حاصل جینتا به نسبت را هاداده از

 نسخه هاونیلیم توانیم یراحتبه بیترت نیبد .دکنیم ریپذامکان
 تعداد یبررس قیطر از و کرد دیتول پارالل صورتبه را هایتوال از

 شکست و فلورسانس خواندن دها،ینوکلئوت واردشدن چرخه تکرار
  .]44[داد قرار خوانش مورد باز به باز را هایتوال بیترت رنگ،
 انجام امکان که دلیل نای به ژنومی گسترده مطالعات امروزه
 قرار استفاده مورد ست،نی فراهم نفر هزار هاده ژنوم توالی نتعیی
 سرعتبه توالی نتعیی جدیدتر هایروش لدلی نهمی به گیرد.می
 به که است حالی در نای .شوندمی قدیمی هایروش نیگزجای
 و اندنشده نیگزجای هاکتکنی نای ایران در هنوز رسدمی نظر
 رو این از .رندگیمی قرار استفاده مورد همچنان تریمقدی ایهروش
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 دجدی نسل لفمخت هایعامل ستمسی عرفیم به حاضر مطالعه در
 مورد ترعمومی صورتبه که HLA توالی نتعیی برای توالی نتعیی

  شد. پرداخته رد،یگمی قرار استفاده
 از است شده انجام ۱۳۹۸ سال در که مروری مطالعه این در

Google scholar،  اطلاعاتی هایپایگاه در شدهنمایه مقالات

Scopus و Springer شدهبررسی مقالات مجموعه شد. استفاده 
 (از گذشته سال ۳۵ به مربوط تحقیقات که بود مقاله ۵۵ شامل
 برداشت. در انگلیسی و فارسی هایزبان به را تاکنون) ۱۹۸۳ سال

  شدند. حذف نبود دسترس در آنها کامل متن که هاییپژوهش
  )The	Roche	544	system( حرارتی توالی تعیین روش
 نسل نهیزم در هایفناور  نیاول از یکی Roche 454 ستمیس
 FLX GS دستگاه دو امروزه د.یآیم حساب هب یتوال نییتع دیجد
 نیا در ،یحرارت یتوال نییتع روش از استفاده با Junior GS و
 سنجش با هایمار یب صیتشخ .رندیگیم قرار استفاده مورد نهیزم
 یبازخوان ییتوانا با یافزارهانرم توسط اعتماد قابل یابیارز و یقو

]45-شد HIV تست در روش نیا از استفاده به منجر ،هاداده مجدد

 را کیژنیپل و کیمورفیپل مناطق صیتشخ قدرت ستمیس نیا .49[
 با ینور  یهاستمیس رسانا،مهین یهاکیتکن مجموعه شامل و دارد

 ونیامولس مانند DNA یهاکیتکن از یعیوس فیط بالا، وضوح
 واکنش محصولات یاختصاص یگذار شماره ،مرازیپل رهیزنج واکنش
 ستمیس نیا .است بلندتر طول با یتوال نییتع و مرازپلی یارهزنجی
 یهایبررس برای ییاروپا ونیفدراس توسط بارنیاول یبرا
 استفاده بیمعا از یکی .]50[گرفت قرار استفاده مورد کیمونوژنتیا
 نییتع نهیزم در کیتکن نیا بودنگران Roche 454 یفناور  از
 اجرا قابل ٤٥٤ ستمیس یبرا متفاوت ریمس دو .است HLA یتوال
 بر اگزون یابیتوالی ریمس از گسترده استفاده نخست، ریمس ست.ا
 )کیژنوم یتوال نییتع( مرازپلی یارهزنجی واکنش محصولات هیپا

 سانگر روش به یتوال نییتع پروتکل از استفاده یگر ید و حاصل
 مکمل DNA پروتکل از استفاده ه،یثانو ریمس که یحال در است.

 هیارا قدرت روش نیا اما است مکمل) DNA یتوال نییتع(
 یتوال نییتع قبلاً  آن یهاالل که یمناطق در گسترده اطلاعات
 ،روش دو هر در ستمیس نیا عمده تیمز .ندارد را است نشده
 نیشتریب و است شتریب و باز جفت٤٠٠ یتوال نییتع تیقابل

 یابیتوالی( یژنوم یابیتوالی ،یتوال نییتع دیجد نسل از استفاده
 نییتع یبرا ابتدا از Roche 454 ستمیس .]36[است ی)اگزون
 به قادر هم یااندازه تا البته و شده استفاده گانشات یتوال
 بنابراین ،است مرازپلی یارهزنجی واکنش محصولات یابیتوالی
 محصولات زینالآ یمتدها یمبنا بر آن ترقدیمی هایافزار نرم

atf conexio  افزارنرم .ندانشده یطراح مرازپلی یارهزنجی واکنش

software محصولات بر یمبتن یهاروش از استفاده ریمس 
 از افزارنرم نیا در .است کرده هموار را مرازپلی یارهزنجی واکنش

 در و شودیم استفاده هیاول مریپرا مجموعه کی با پروتکل کی
 این در .]51, 52[دهدیم هیارا را یاعتماد قابل اریبس اطلاعات تینها

 محیط یک در آب قطرات داخل در DNA یهارشتهتک روش

 اثر بر .)مرازپلی یارهزنجی واکنش (امولسیون دنشویم تکثیر روغنی
 لیتشک یافشرده یکلن ،غازگرآ به متصل یالگو DNA ریتکث
 قطرات ای و آب قطرات در DNA متفاوت قطعات اتصال شود.یم
 بنابراین ،شودیم ستمیس راندمان کاهش به منجر یخال آب

 ربات توسط آب یخال قطرات از DNA یدارا آب قطرات یجداساز 
 انجام متحده) ایالات ؛LifeSciences 454 Roche( خودکار

PicoTiterPlates ) Roche™ ترساده روش کی در .شودیم

LifeSciences 454صفحه از استفاده با را متحده) ایالات ؛ 
 واکنش محصولات ییشناسا .کندیم میتقس بخش چند به شینما
 .است ریپذامکان مرهایپرا لیتحل و هیتجز توسط مرازپلی یارهزنجی
 )MIDs( مارانیب نمونه هر یبرا دینوکلئوت ٤ بارکدکردن نیهمچن
 ١٢٨ یتوال نییتع قدرت ،مختلف یهاپروتکل .]53[است ریپذامکان
 امکان ٤٠٠ از شیب یتوال نییتع البته .اندکرده ذکر را باز ٤٣٩ تا
 یروش همکاران و یمونسام .]50[دارد را یابیتوالی در خطا جادیا
 از استفاده با و کندیم استفاده Arrey PCR از که کردند هیارا
 یارهزنجی واکنش محصول دیتول به ازین مورد عوامل تمام بیترک
 ریمس هیاول میتنظ و یطراح تیاولو .]54[پردازدیم مرازپلی

 از متنوع مجموعه یبردار بهره از اجتناب ی،اگزون یابیتوالی
 مجموعه توسعه و مرازپلی یارهزنجی واکنش محصولات

 از پس .است جامد طیمح در جینتا تیتقو قدرت با دیگونوکلئوتیال
 قرار یابیتوالی مورد PicoTiterPlates™ توسط دهایب ،تیتقو
 بازده به منجر است، متفاوت دهایب یچگال که ییآنجا از .رندیگیم

 به فسفات تبادل با دینوکلئوت هر .شودیم یتوال نییتع متفاوت
 نور امواج .کندیم نور دیتول و افزوده شدهلیتشک تازه DNA رشته
 نیا .شودیم ثبت بالا تیحساس با CCD نیدورب توسط شدهساطع
 یاصل مشکل .است ارتباط در دهاینوکلئوت مقدار با نور
 طول انتشار کیتفک چراکه ،هستند مرهایهموپل ،روسکانسیپا

 چقدر هر .است انجام قابل ریغ ٤٥٤ ستمیس توسط بالا یهاموج
 کمتر دستگاه یابیتوالی تیفیک باشد، شتریب مرهایهموپل زانیم

 توسط مکمل DNA یتوال نییتع شد ذکر که گونههمان .است
 ذکرشده HLA یابییتوال جینتا .ردیگیم انجام زین ۴۵۴ سیستم

 باً یتقر مراز،پلی یارهزنجی واکنش محصولات هیپا بر ریاخ مقالات در
 محصولات یمبنا بر پروتکل .]15[در یگیم بر در را الل طول کل

 در که واکنش این محصول دو به مرازپلی یارهزنجی واکنش
 واکنش محصول کی و دارند تداخل هم با I کلاس HLA یهاالل
 یاصل دهیفا .]17[دارد ازین ،I کلاس HLA منفرد مرازپلی یارهزنجی
 نییتع .است دیجد یهاالل ییشناسا ،مکمل DNA یابیتوالی
 به یتوال نییتع دیجد نسل از استفاده با دیجد یهاپیژنوتا یتوال
 .شودیم مربوط اگزون سه تا دو از شیب یهایتوال نییتع
 Titanium plus FLX یهاتیک نهیزم در شتریب یهاشرفتیپ

 واکنش منفرد محصول یتوال نییتع پروتکل از استفاده به منجر
 استفاده است. شده باز جفت١٠٠٠ تا ٩٠٠ طول با مراز،پلی یارهزنجی
 فراوان کاربرد Roche 454 کیتکن در یکیوانفورماتیب یابزارها از
 مریهموپل منطقه کی از خارج در اشتباهات %٥٠ به کینزد .دارد
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 واکنش محصولات به مربوط آنها %١٢ باً یتقر و دهدیم یرو
 خوانش %٧٠ تا ٦٥ گفت توانیم کل در .است مرازپلی یارهزنجی
 خوانش که دهدیم نشان قاتیقتح .است رادیا بدون یتوال

 همان در مواقع %١٥/٣٨ در و دیتونوکلئ سه از کمتر در نادرست
 یر یقرارگ بیترت .]27[شودیم تکرار ،شدهیابیتوالی محل

 در خطا یبرا یعامل خود هاترادف سوم ساختار ای و هادینوکلئوت
 ،HLA یتوال خوانش %١٠ از شیب .دیآیم حساب به خوانش
454  ستمیس .دهندینم نشان یدرستهب را اگزون اطلاعات

Junior در .دهدیم انجام را خوانش ٧٠٠٠٠ تا ٦٠٠٠٠ نیب 
 ٣٥٠ حدود نمونه هر از کوسول ٦ با اگزون ١٧ یبرا کردنپیژنوتا
 قابل یعدد مقدار، نیا که شودیم خوانده اگزون هر از مرتبه
 باز جفت٢٠ از شیب دیبا خوانش پوشش نیکمتر .است نانیاطم
 تیدودحم نیا و باشد مرازپلی یارهزنجی واکنش محصول هر در

 ستمیس .است واکنش این محصول هیپا بر یابییتوال عمده ضعف
 فرمپلات (در باز جفت١٢٠ متوسط طوربه یابیتوالی شروع با ٤٥٤
20GS( طول است. فراتر بازار در موجود یهاستمیس ریسا از 

 و است Titanium FLX GS در بازی جفت٤٥٠ قطعه خوانش
 نییتع نیبهتر و کند سکانس هم را باز جفت١٠٠٠ تا تواندیم
 (جدول آوردیم فراهم را یاگزون نیب فواصل یحت و یاگزون یتوال
٣.(  

  
  مختلف هایفرمپلات در خوانش ولط حداکثر و حداقل )٣ جدول

	فرمپلات
  حداقل طول خوانش 

	(جفت باز)
  حداکثر طول خوانش 

	(جفت باز)

Roche	454	٤٠٠ ٧٠ 
 ٨١ ٣٠	GAایلومینا 
 ١٦٠ ٢٦	II	GAایلومینا 
 ١٠٢ ٥٠	HiSeqایلومینا 

 ٥٠ ٥٠	ABI3.0سیستم جامد 

  
 و سکانس دوره کی در توانیم روز سه طی را نمونه نیچند
 ٤٥٤ دیجد نسل از ستفادها هدف نیترمهم .کرد یتوال نییتع
 در عمل دقت بنابراین .ستا بالا وضوح با جینتا یتوال نییتع
 سانگر، روش با سهیمقا در نیهمچن .است یضرور  یامر  آن یاجرا
 به %١٠٠ و ٧/٩٢( دهدیم انجام یبالاتر  وضوح با را یتوال نییتع

 شرو کی ٤٥٤ روش .]1DQB‐HLA( ]5 و B‐HLA برای ترتیب
 روش نیا کاربرد نیشتریب نیهمچن .است متیقگران و دهیچیپ

 یادیبن یهاسلول وندیپ نهیزم در یتوال نییتع یبرا آن از استفاده
  .]29[است
  iseqM نایلومیا روش
 و کوچک یهاشگاهیآزما یبرا یتوال نییتع دیجد نسل یهانیماش
 کل ای و ژنوم کل یتوال نییتع در یاصل تخصص که متوسط یحت

NGS  یهافرمپلت از یار یبس .دارد کاربرد ندارند، هااگزون

benchtop شوندیم هماهنگ زاتیجهت بودجه برنامه با یراحتبه 
 مرازپلی یارهزنجی واکنش مشخص محصولات یابیتوالی یبرا و

 کاربردنهب با ،Miseq مدل نایلومیا ٢٠١١ سال در شود.یم شنهادیپ
 یابیتوالی .شد ساخته جیکمبر دانشگاه توسط سولکسا کیتکن

Miseq که دارد را باز جفت٢×١٥٠ حداقل تیقابل یاصل حالت در 
 را باز جفت٢×٣٠٠ یتوال نییتع تیقابل )٣( آن ورژن نیآخر امروزه
 محصولات هیپا بر HLA دیجد نسل یتوال نییتع براساس .دارد

 به منجر یطولان قطعات یتوال نییتع مراز،پلی یارهزنجی واکنش
 -نایلومیا یعلم اصل .است یتوال نییتع در اگزون کی پوشش
 از یار یبس در شود،یم یمعرف زین sbs نام با که ،سولکسا
 یزهایسا در )متحده ایالات ؛Illumina( نایلومیا توسط هافرمپلت

 یعال جینتا با system-HiSeq بزرگ زیسا تا Miseq از متفاوت
 یهامولکول یشگاهیآزما اتیکل انجام از بعد .]30[شودیم عرضه
DNA و رفت یآداپتور  یدهایگونوکلئوتیال قیطر از جامد فاز در 
 به ٣' و ٥' یسرها قیطر از هاآداپتور .شوندیم احاطه برگشت
 اتصال اجازه و دنشویم متصل دیاسلا به خود مکمل ژهیو یتوال

DNA وندیپ .دهندینم سطح یرو یهاسلول به را 
 تنهانه ،سطح یرو یهاسلول به آداپتور یدهایوکلئوتنگویال
 عمل دیاسلا یرو از یابیلیتوا کنندهثبت یهامولکول صورتبه
 واکنش محصولات جادیا یبرا حاصل یهاپل یرو بر بلکه کنندمی
 علاوه هب کنند.یم نقش یفایا یمر یپرا عنوانبه مرازپلی یارهزنجی
 ناتوریترم از استفاده یر یگشکل به یابیتوالی و ریتکث انجام از پس

 دیگونوکلئوتیال چهار هر .ندینمایم کمک زین ییایمیش معکوس
 یانتها در برچسب نیا .هستند یفلورسنت هایبرچسب واجد
 کی تنها یونیزاسیمریپل چرخه هر در و ردیگیم قرار ونیزاسیمریپل

 در اندنشده محاصره که هاییدیئوتلنوک .شودیم اضافه دینوکلئوت
 با و CCD نیدورب کمک به روند.یم نیب از وشوشست عمل نیح

 نییتع چرخه در رشته شدنلیطو ناتوریترم و برچسب برداشتن
 Index یابیتوالی از آداپتور یابیتوالی .ابدییم ادامه دیجد یتوال
 دیتول در سهولت یبرا .]DNA( ]31 (بارکدکردن شودیم یرویپ
 از که رشتهتک DNA یهامولکول یهاخوشه ،جامد فاز در گنالیس
 جادای مرازپلی یارهزنجی واکنش محصولات صورتبه پل یرو
 از کدام هر روی بر هزارتایی تراکم با ییهایکپ صورتبه اند،شده
  .شوندیم جادای هاسلول

  

  بحث
 تیاهم دارای یشگاهیآزما و ینیبال نظر از HLA نوع نییتع
 یابیارز یبرا آن کاربرد بر علاوه که یطور به ،]5[است یار یبس
 در زین یاتیح اریبس ینقش مختلف، یهایمار یب به ابتلا سکیر
 بر علاوه وندیپ ازمندین مارانیب در HLA نییتع .دارد اعضا وندیپ

 هر که یطور به .]21[دارد زین بالا عمل سرعت به ازین صحت و دقت
 خطر به را ماریب اتیح تواندیم کار نیا در خطا و ریخات گونه
 دغدغه همواره HLA نییتع یهاروش توسعه رو نیا از .اندازد
 یتوال نییتع دیجد نسل یمعرف با امروزه .]40[است بوده نیمحقق
 HLA نییتع .است گرفته صورت یکیژنت یهایابیارز در یانقلاب
 یبررس یبرا یمتنوع یهاروش و گرفته بهره کیتکن نیا از زین



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ همکارانو  یغفار  مینس ۸۲

   ۱۳۹۹ بهار، ۲، شماره ۲۳وره د                                                                                                                                                                                شناسی زیستیهای آسیبپژوهش

 یمعرف یتوال نییتع دیجد نسل کمک به HLA یکیژنت
 هاکیتکن نیپرکاربردتر از مورد دو مطالعه نیا در .]39[اندشده

 توالی تعیین روش عنوان تحت یتوال نییتع دیجد نسل براساس
 قرار سهمقای و یابارزی مورد Miseq ایلومینا روش و حرارتی
  گرفتند.

 یکنولوژ ت از استفاده یهاتیمز گرید از یتوانمند شیافزا کنار در
 یکم مقدار توجه ابلق کاهش سرعت، ،یتوال نییتع دیجد نسل

DNA، نسبت رکا شدنتمام ترزانار جهیدرنت و هاران تعداد کاهش 
 سنگر وشر در .]43[است SBT-PCR و SSO-PCR یهاروش به
 مثال عنوانهب .است الگو DNA از یادیز مقدار ازمندین خوانش هر
 یتوال کی یبرا و یکپ صدها به یباز  جفت١٠٠ یتوال کی یبرا
 زا رشته نیچند نیبنابرا .است ازین یکپ هزاران یباز  جفت١٠٠٠

DNA لازم شود یتوال نییتع است قرار که یباز  هر یبرا الگو 
  .]36[است
 انجام امکان هک دلیل این به یژنوم گسترده مطالعات امروزه
 قرار استفاده مورد ت،سین فراهم نفر هزار هاده ژنوم توالی نتعیی
 توالی نتعیی تریمیقد هایروش لدلی نهمی به .رندیگیم
 گردی طرف از .]37[شوندمی نیگزجای دجدی هایروش با سرعتبه
 نگولدیف و ونیلاسمتی ترجمه، ،یسرونوی ،همانندسازی یندهافرآی

DNA هب اما ندهست گریکدی از متفاوت کاملاً  ییندهافرآی اگرچه 
 آنها طالعهم به توانمی توالی نتعیی دجدی نسل کمک
 دجدی هایشرو که دهندمی نشان مطالعه نای جینتا .]51[پرداخت
 و کسرولوژی هایروش همچون ذشتهگ هایوشر به نسبت
 یهاتزیم دارای مرازپلی یارهزنجی واکنش براساس هایروش
 در هنوز رسدیم نظر به که ستا حالی در نیا هستند. فراوانی
 تریمقدی یهاروش و اندنشده نیگزجای هاکتکنی نای ایران

 وجود با نای بر علاوه .رندگیمی رارق استفاده مورد همچنان
 ران،ای در یادبنی هایلولس بانک لتکمی در حاصله یهاشرفتپی
 نبالابرد سبب تواندمی هاروش نای از تفادهاس رسدمی نظر به

 مانز  در که ییآنجا از شود. بانک نیا HLA داده گاهپای صحت
 HLA دوباره نتعیی وند،پی منظوربه یادبنی سلول نمونه آزادسازی

 دیجد نسل اساس با هاکتکنی از استفاده راینبناب است، یالزام
 حائز گرید مساله .بخشدیم سرعت را روند نای انجام یتوال نییتع

 هک است، ۱۰/۱۰ حاصطلا به ای کامل بودنمچ وندپی در تاهمی
 الیح در نای .دهدیم قرار رتاثی تحت را وندپی تموفقی شدتبه

 و است برزمان و دشوار یهاکتکنی ازمندنی کار نای انجام که است
 یتوال نییتع دیجد نسل اساس با هایوشر از استفاده صورت در

  .دشویم انجام سهولتبه آن انجام
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