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 چكيده
شود و در اكثر موارد در نتيجه  هموگلوبين در جهان محسوب مي ترين اختلالات تالاسمي يكي از شايع-آلفا: هدف

هـاي   گلوبين مانند حذف  -هاي شناخته شده آلفا    حذف. افتد اتفاق مي گلوبين  -ايجاد حذف در يك يا هر دو ژن آلفا        
بـا ايـن وجـود تعـدادي از         . تـشخيص داد  چندگانـه    PCRتوان با روش     را مي  Med و  كيلوبازي 5/20،  2/4،  7/3

هايي مانند روش فوق و همچنـين روش تعيـين    كه با استفاده از روش هاي ناشناخته در اين ژن وجود دارند حذف
منظور تـشخيص وجـود يـا عـدم       بهReal-time PCRدر اين تحقيق از روش . قابل تشخيص نخواهند بودتوالي 

  .هاي ناشناخته استفاده شده است وجود حذف
  وα1، α2هـاي   منظور تكثير ژن به I سايبرگرين مبتني بر استفاده از رنگ Real-time PCR روش :ها مواد و روش

اي چرخه آستانه براي تعيين      ها با استفاده از روش مقايسه      ت و آناليز داده   انجام پذيرف  CLCN7 همچنين ژن مرجع  
 .شدانجام  ميزان ژني

را بـراي افـراد نرمـال و     90/0±16/0 آستانه نـسبت   چرخهاي  مقايسه دست آمده با استفاده از روش ه نتايج ب:نتايج
همچنـين   .دهـد   مـي  نـشان  گلوبين α2 و α1 هاي در ژن هتروزيگوت  را براي افراد ناقل حذف       32/0±15/0نسبت  

 . نظر را تأييد كردهاي مورد ذوب اختصاصيت تكثير ژن آناليز منحني

هاي   شناسايي حذفبرايتوان از آن  مطمئن بوده و مي روشي ساده، سريع و Real-time PCR  روش:گيري نتيجه

  .تالاسمي استفاده نمود-ناشناخته در ناقلين آلفا
  

  آستانه ، چرخهReal-time PCRسمي، تالا- آلفا:واژگانكليد
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   مقدمه-1

تـرين اخـتلالات     از شـايع    يكي (Thalassemia) تالاسمي

 ارثي در سنتز هموگلوبين است كه بـا فقـدان يـا كـاهش سـنتز               

 كشور جهان 60اين بيماري در   . تاسهاي گلوبين همراه     زنجيره

قاره هند،  خاورميانه، شبه    در مناطق مديترانه،   و با فراواني بيشتر   

كشور ايران . ]1[ آسياي جنوب شرقي و غرب آفريقا شيوع دارد

نيز از جمله كشورهاي قـرار گرفتـه روي كمربنـد تالاسـمي در              

 تشخيص پـيش از تولـد       ؛ بنابراين شود سطح جهان محسوب مي   

منظور جلوگيري   هاي بهداشتي در ايران به     اولويتاين بيماري از    

 بـه اجـرا در آمـده        1376  و از سـال    استاز تولد نوزادان مبتلا     

  .]3 ،2[ است

  گلـوبين دچـار اشـكال     -هـاي آلفـا يـا بتـا        هرگاه سنتز زنجيره  

  گلوبين بـه هـم خـورده      -هاي آلفا و بتا    شود، تعادل مقداري زنجيره   

  بــا توجــه بــه مقــدار كــاهش توليــد از هــر يــك از ايــن دو ژن، و

 در صـورت ايجـاد      در مقابل . شود  فنوتيپي متفاوتي مشاهده مي    آثار

  هــاي بتــا و گلــوبين، رابطــه درصــدي زنجيــره-نقــص در ژن بتــا

 A2 تغيير كرده و باعـث افـزايش سـطح هموگلـوبين           گلوبين-دلتا

(Haemoglobin Adult-2: HbA2) ) هـاي آلفـا و    محـصول ژن

ي  اي با كاهش محصول زنجيـره      چنين پديده . شود مي )گلوبين-دلتا

 تالاسـمي سـطح   -عني در نـاقلين آلفـا      ي ؛افتد گلوبين اتفاق نمي  -آلفا

HbA2  كـه اخـتلالات    ت  ايـن در حـالي اس ـ     .  طبيعي است  در حد

 گلوبين، ساختن هر دو نوع هموگلوبين     - بتا  ژنتيكي در توليد زنجيره   

HbA هموگلــوبين جنينــي و (Haemoglobin Fetal: HbF)  را

گلوبين تجمع نيافته كه در اثـر عـدم   -هاي آلفا زنجيره. كند مختل مي 

گلـوبين  -گلوبين و زنجيره فاقد آلفا    -هاي آلفا  سنتز زنجيره  عادل در ت

رسـوب   (Inclusion) ذرات متـراكم   صـورت  شـوند، بـه    ايجاد مي 

بـه   گلـوبين -هـاي آلفـا    اين چنـين ذرات حـاوي زنجيـره       . كنند مي

سيب رسـانده و    آسازهاي اريتروئيد در مغز استخوان و طحال         پيش

 .]4 ،1[ سازي غيرمؤثرخواهند شد سبب خون

اي ايجـاد    هاي نقطه   از جهش  تالاسمي كه اكثراً  -برخلاف بتا 

وقوع حـذف در    تالاسمي ناشي از  -هاي آلفا  جهششود، اكثر    مي

  هـاي  تـرين حـذف    شـايع . دهـست گلوبين  -يك يا هر دو ژن آلفا     
  

  

 ،-3.7α-، 4.2α هـاي  تالاسـمي، حـذف   - آلفـا   كننـده  معمول ايجاد 
20.5α-، MED-- و SEA-- روش با اسـتفاده از  . هستندGap PCR 

هـاي   امكـان تعيـين حـذف    (Multiplex Gap PCR)چندگانه 

هــاي  جهــش. مختلــف در يــك واكــنش منفــرد وجــود دارد

ــه ــي  نقطـ ــز مـ ــق روش  اي را نيـ ــوان از طريـ  ARMS تـ

(Amplification Refractory Mutation System) يــا 

 DNA همچنـين تعيـين تـوالي مـستقيم          هاي مـشابه و    روش

  .]7 - 5[ شناسايي نمود

تالاسمي موارد متعددي   - لكولي آلفا ودر زمينه تشخيص م   

گلـوبين  - هـاي ناشـناخته در ژن آلفـا        فذح ـ ناشي از وجود  

  علـت عـدم مـشخص بـودن دامنـه          گزارش شده است كه به    

. نديست قابل شناسايي نGap PCR شروحذف، با استفاده از 

  عنوان روشـي مناسـب در زمينـه     بهReal-time PCR روش

هـاي ناشـناخته     هاي ژني در مورد حذف     بررسي تعداد نسخه  

اسـاس ايـن    . اسـت گلوبين قابل بررسي    - در خوشه ژني آلفا   

  مرحلههاي ژني در طول مبتني بر سنجش كمي نسخهم سيست

 ميزان نـشر نـور      سنجشاز طريق    PCR تصاعدي از واكنش  

در ايــن سيــستم تشخيــصي يــك رنــگ . اســتفلورســانس 

متناسب با ميزان محصولات هر  ت طي واكنش تكثير،نفلورس

  توسط نمايانگر  سنافلورس ميزان نشر نور    آزاد شده و   چرخه

 .]8[ دشو شناسايي و ثبت مي

براي آناليز  Real-time PCR در تحقيق حاضر، سيستم

 سايبرگرين  از رنگ فلورسنت  گلوبين با استفاده    - هاي آلفا  ژن

I (SYBR Green-I) سازي يافت و بررسـي   بهينه توسعه و

هـاي   نـاقلين   در α2 و   α1هـاي    هاي ژنـي در ژن     تعداد نسخه 

  آسـتانه   اي چرخـه   مقايـسه  روش با استفاده از   تالاسمي- آلفا

(Threshold cycle: CT) 2 كه به روش–ΔΔC
T    نيـز موسـوم

 ميزانـي از محـصول       هنـده د نـشان  آستانه. شداست، بررسي   

تـصاعدي تكثيـر    صـورت  هـا بـه    نمونـه  است كه در آن همه

داري  اي است كه در آن افـزايش معنـي          چرخه CTو   يابند مي

 PCR  تكثير تـصاعدي    مرحله  فلورسنت در طول   علامتدر  

طور معكوس بـا مقـدار        به CTبديهي است   . شود مشاهده مي 

  .]9 ،8[است  ژنومي متناسب DNAاوليه 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

7-
01

 ]
 

                               2 / 9

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-11258-en.html


 1387تان پاييز و زمس، 4 و 3، شماره 11دوره   مجله علوم پزشكي مدرس  

33 

  افراد مطالعه شده شناسي در هاي خون  شاخص1جدول 
 

 *RBC تعداد  نمونه
)106x/ميكروليتر(

Hb 
  )گرم/ليتر دسي(

MCV 
  )فمتوليتر(

MCH 
  )پيكوگرم(

HbA2** 
  )درصد(

HbF*** 
  )درصد(

  03/1±45/0  9/2±85/0  36/29±97/0  89/86±94/1  4/13±06/1  56/4±35/0  15  نرمال 

  Med 4 65/0±02/6  99/0±48/12  6/1±5/69  55/0±95/20  55/0±26/2  11/0±33/0هتروزيگوت حذف  

  52/0±26/0  14/2±24/0  74/20±12/1  05/69±8/1  52/13±47/1  52/6±43/0  4  كيلوبازي5/20 هتروزيگوت حذف 

  35/0±21/0  4/2±14/0  65/25±35/0  5/77±11/3  95/13±2/1  45/5±35/0  1   كيلوبازي2/4 هتروزيگوت حذف 

  44/0±18/0  46/2±27/0  31/25±12/1  32/79±31/3  23/13±18/1  27/5±56/0  8   كيلوبازي7/3هتروزيگوت حذف  

  32/0±08/0  08/2±71/0  42/21±84/2  92/70±87/1  92/12±28/2  24/6±76/0  3    كيلوبازي7/3هموزيگوت حذف  

  36/0±1/0  05/2±32/0  43/20±56/1  05/70±2/3  31/13±67/1  64/5±95/0  60  موارد مشكوك به وقوع حذف 
RBC* :؛ سلول قرمز خونيHbA2** :(α2δ2) ؛HbF*** :(α2γ2) 

  . است(mean ± SD) انحراف از معيار ±ذكر شده در جدول نمايانگر ميانگين  مقادير
  

  Real-time PCR كار گرفته شده در ه توالي آغازگرهاي اليگونوكلئوتيدي ب2 جدول
  

  )باز جفت(طول قطعه تكثيري   موقعيت آغازگر بر روي ژن  توالي آغازگر  آغازگر
α1- F  5′-ACGCCTCCCTGGACAAGTTC-3′   اگزونIII  139  

α1- R  5′-GGGTACGGGTGCAGGAAGG-3′   اگزونIII    

α2- F  5′-ACGCCTCCCTGGACAAGTTC-3′   اگزونIII  138  

α2- R  5′-AGGGCCGGTGCAAGGAG-3′   اگزونIII    

CLCN7- F  5′-CTCTTAGGCCAGGCGTTTGTG-3′   اينترونI  128  

CLCN7- R  5′-ACCGTGCTCAGCGCTATGC-3′   اينترونI   

  

 ها مواد و روش -2

 ژنومي DNA انتخاب ناقلين و استخراج -2-1

ــداد  ــا  60تع ــذف آلف ــل ح ــه ناق ــشكوك ب ــرد م ــمي- ف  تالاس

)MCH>27   ،پيكوگرم MCV>80   فمتوليتر HbA2    طبيعي يا بيش 

 15و همچنـين    ) طبيعي يا بالا و رد فقـر آهـن         HbF درصد،   5/3از  

تالاسمي كه به كلينيك ويژه تشخيص پـيش از تولـد   -ناقل قطعي آلفا 

انستيتو پاستور ايران و آزمايشگاه ژنتيك پزشكي دكتر زينلي در مركز           

 ـ          فـرم  ل  تحقيقات ژنتيك انساني كوثر مراجعه كرده بودند بعد از تكمي

شناسـي افـراد     هـاي خـون     شـاخص  .وارد مطالعه شـدند    نامه رضايت

 اسـتخراج .  آورده شده است   1بررسي شده در اين مطالعه در جدول        

DNA  ك هاي سفيد خون محيطي و با استفاده از روش نم          از گلبول

 انجـام و غلظـت و كيفيـت آن توسـط     ]10[ (Salting out) اشباع

 260هاي  در طول موج NanoDrop® ND-1000 اسپكتروفتومتر

 در  280A/260Aهايي كـه نـسبت     نمونه. سنجيده شد   نانومتر 280و  

  .انتخاب شدند  براي آناليز كمي، بود5/1ها بيش از  آن

  

2-2- Gap PCRچندگانه   

نـاخت   براي شناسايي حـذف چندگانه  Gap PCR روش ه هـاي ش

ــا  ــده آلف ــمي -ش تـفاده از  ) --3.7α-، 4.2α-، 20.5α-، MED(تالاس ــا اسـ ب

انجــام  ]7[ و همكــارانش (Tan) تــان   مقالــه(Primers)آغازگرهــاي 

  ميكروليتـر  5/3 ميكروليتر شامل    25مخلوط واكنشي به حجم      .پذيرفت

DNAمخلــوط از ميكروليتــر 3/0 نــانوگرم، 200 بــا غلظــت  ژنــومي 

 PCRميكروليتر بـافر   21 پليمراز و Taqواحد از آنزيم  3/0،  آغازگرها

 در دمـاي  DNA (Initial Denaturation)واسرشتگي اوليه . تهيه شد

پـس برنامـه       5مدت   گراد به   سانتي   درجه 95    دقيقه صورت پذيرفت، س

 1مـدت    راد به گ  درجه سانتي  95:  چرخه انجام يافت   35تكثير زير براي    

 درجـه   72 ثانيـه و     30 دقيقـه و     1مـدت    گراد به   درجه سانتي  60دقيقه،  

 دقيقـه در    7همچنين واكنش بـراي مـدت       .  دقيقه 2مدت   گراد به  سانتي

 درجـه   4گراد ادامه يافـت و در انتهـا در دمـاي              درجه سانتي  72دماي  

تـه شـد      سانتي  8/0 روي ژل آگـارز      PCRمحـصولات   . گـراد نگهداش

آميزي شـده و    رنگ(Ethidium bromide) اتيديوم برومايد درصد با

  .با استفاده از اشعه ماوراي بنفش مشاهده شد
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 Real-time PCR مخلوط واكنش و برنامه -2-3

ــدي  ــاي اليگونوكلئوتي ــراي ژن آغازگره ــاي ب  و α1 ،α2 ه

 افـزار  عنوان ژن مرجع با استفاده از نرم       به CLCN7 همچنين ژن 

Primer Express0/3ه  نسخ (Applied Biosystems, Foster City,CA) 

 NCBI/BLAST هـا در پايگـاه اطلاعـاتي       آن طراحي و تـوالي   

در اين مطالعه در     كار گرفته شده   هتوالي آغازگرهاي ب  . شد تأييد

 . نشان داده شده است2 جدول

 5/12ميكروليتر متشكل از  25 براي هر واكنش مخلوطي به حجم

 ،SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems,UK) ميكروليتـر 

 نــانوگرم 5آب و   ميكروليتــر5/6پيكومــول از هــر آغــازگر،  5

DNA   هاي هر نمونه   واكنش. ژنومي تهيه شد DNA     بـراي هـر

 صــورت همزمــان انجــام و ميــانگين هســه ژن، ســه ســري و بــ

)CT( بـراي انجـام   . هر ژن محاسبه شـد     دست آمده براي   هاي به 

Real-time PCR ســتگاهدر د ABI 7300 Sequence   
Detection Systems (Applied Biosystems, Foster City, CA) 

گراد   درجه سانتي95شروع در دماي  مرحله: ز برنامه زير استفاده شدا

در چرخـه اول در مـدت        الگو DNA سازي اوليه  منظور واسرشت  به

  چرخـه 40 دقيقه انجام و سـپس دو برنامـه دمـايي زيـر در        10زمان  

 درجـه   60 ثانيـه و     15مـدت    گـراد بـه     درجـه سـانتي    95: شد تكرار

يـك   مرحله تكثيـري كامـل، توسـط       هر.  دقيقه 1مدت   گراد به  سانتي

ثانيـه،   15 گراد براي مدت    درجه سانتي  95 به صورت مرحله تفكيك   

گراد بـراي     درجه سانتي  90 ثانيه،   30گراد براي مدت      درجه سانتي  60

  .ناليز منحني ذوب همراه شدمنظور آ ثانيه به 15مدت 

 

ΔΔC–2 استفاده از روش آناليز اطلاعات با -2-4
T 

 α2 و α1 هـاي  كـارايي تكثيـر ژن     منظـور تعيـين    در ابتدا بـه   

 صورت همزمان سري رقت از     ، به CLCN7 گلوبين و ژن مرجع   

DNA تهيه شـد و    ) ميكروليتر  نانوگرم در  13/3 تا   50از ( طبيعي

 نمـودار اسـتاندارد بـراي هـر     ،Real-time PCR پس از انجام

براي هر سه ژن بـا       PCR محاسبه كارايي . دشترسيم   قطعه ژني 

ستاندارد و بـا اسـتفاده از فرمـول          ا نمودار (Slope) تعيين شيب 

  :محاسبه شد (Efficiency)كارايي 

  كارايي]= 10)-1/شيب([-1

ΔΔC–2  منظور استفاده از روش پس از محاسبه كارايي به
T  ايـن ،

 گلـوبين و ژن  α2 و α1 هـاي  روي ژن Real-time PCRروش بار 

. شـد هاي مشكوك به حذف انجام       نمونه در مورد  CLCN7 مرجع

يك نمودار رسم    PCR پس از اتمام واكنش تكثير، براي هر واكنش       

 در ادامه پس از تفاضل ميـانگين    . د ش تعيين CT و سپس براساس آن   

CT        ميانگين از   آزمونو  طبيعي  ژن هدف براي هر دو نمونه CT  ژن

 محاسـبه و از     آزموننمونه    و طبيعيدر نمونه    ΔCT مرجع، شاخص 

، فـاكتوري    آزمـون   و نمونه  طبيعيمربوط به نمونه     ΔCT تفاضل دو 

  :دست آمد همطابق فرمول زير ب ΔΔCT تحت عنوان

  ΔΔCT= [mCT α) نمونه نرمال (– mCT CLCN7) نمونه نرمال([

  - mCT α]) ه آزموننمون (- mCT CLCN7) نمونه آزمون([

   گلــوبين بــاα2 و α1هــاي هــدف  در نهايــت تعــداد نــسخ ژن

ΔΔC–2 استفاده از فرمول  
T   هـاي    آنـاليز داده   .]12 ،11[شـد   مشخص

ــا  ــوق بـ ــرم  فـ ــتفاده از نـ ــاي اسـ ــسخه SDS افزارهـ   3/2/1 نـ

(Applied Biosystems,UK)، Excel 2007 (Microsoft corp) 

  .تپذيرف  انجام(Chicago, IL, USA) 16 نسخه SPSS و
  

  نتايج-3

3-1- Gap PCRچندگانه   
ــه  Gap PCR روش هــاي  امكــان شناســايي حــذفچندگان

. سازد صورت همزمان و در يك واكنش فراهم مي        شناخته شده را به   

 ،-3.7α-، 4.2αهاي شناخته شده      وجود حذف  روشبا استفاده از اين     
20.5α-، MED--1شكل  (دش فرد كنترل شناسايي 20، در(.  

  

  ؛ چندگانـه Gap PCRهـاي شـناخته شـده توسـط       شناسـايي حـذف  1شكل 
 كيلوبـازي   7/3 هتروزيگـوت حـذف      :1ستون   كيلوبازي،   1 نشانگر :M ستون

 كيلوبـازي   7/3هموزيگـوت حـذف      :2 سـتون  ،)بـازي   جفت 1800و   2022(
و  1628( كيلوبـازي    2/4 هتروزيگـوت حـذف      :3 ستون ،)بازي  جفت 2022(

 و  1007( كيلوبـازي    5/20 هتروزيگـوت حـذف      :4 ستون ،)بازي  جفت 1800
ــت1800 ــازي  جف ــتون ،)ب ــذف :5 س ــوت ح  1800و  Med) 807 هتروزيگ
  و الگDNA فاقد :7 ستون، )بازي جفت1800( نرمال :6 ستون ،)بازي جفت
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، منظور محاسـبه كـارايي    بهCLCN7  گلوبين وα2و  α1 هاي فرد نرمال براي ژن DNA ها از پايه سري رقت دارد بر منحني استان:الف ؛Real-time PCRسازي   مراحل بهينه2شكل 

   و x0432/0- = y-3036/0 ترتيـب   معادلـه خطـوط بـه      ؛ ژنـومي  DNAهـاي متـوالي از        بر پايـه غلظـت     α2/CLCN7 و α1/CLCN7 براي   CTΔهاي    ارزيابي همزمان شاخص   :ب
6072/0-x0864/0 =yند كه يك شرط لازم در استفاده از روش هست 1/0 همگي خطوط داراي شيب كمتر از. ست اCTهاي   در سنجشReal-time PCRشود  محسوب مي.  
  

  

  Real-time PCRكارايي تكثير در  -3-2
 DNA ها از نمونه   سري رقت ه  رسم منحني استاندارد بر پاي    

، CLCN7 گلـوبين و ژن مرجـع     α2 و α1 هـاي  نرمال بـراي ژن   

شـيب  . دانـست  را براي هر سـه ژن تقريبـاً برابـر          PCR كارايي

 CLCN7 و α2 و α1 هـاي  تكثير ژن  هاي دست آمده از منحني    هب

ــه ــب  بـ ــريب   و-23/3  و-15/3،  -18/3ترتيـ ــين ضـ همچنـ

 كـه   اسـت  99/0معـادل    مـذكور  هـاي  براي ژن  (R2) همبستگي

 و اخـتلاف   DNA وجود هماهنگي بين تغييرات غلظـت      نشانه

CTالف2شكل ( است ها (.  

 PCRهـاي    همچنين سازگاري و هماهنگي تمامي واكـنش      

 از (طبيعـي  الگـوي    DNAهاي   واسطه دامنه وسيعي از غلظت     به

با رسم نمـوداري بـر مبنـاي        ) ميكروليتر  نانوگرم در  13/3 تا   50

 در مقابـل    CLCN7گلـوبين و    -هاي آلفا  ژن CTΔهاي   شاخص

 اين نمودار پس    ≥1/0شيب  .  ارزيابي شد  DNAلگاريتم غلظت   

 نيز صحت   CLCN7 تعديل شدن ژن هدف توسط ژن مرجع         از

 .) ب2شكل (رساند   را ميCTاي  ارزيابي نسبي و روش مقايسه

 آنـاليز منحنـي ذوب     واسـطه تغييـرات دمـايي كـه در         همچنين بـه  

(Melting curve) پـذيرد، هـر قطعـه    صورت مي DNA  اي  دو رشـته

در دمـاي    GC ي بازهـاي  احتـو در محصول براساس طـول و م       موجود

ايـن تغييـر حالـت توسـط         اي شده و   ذوب اختصاصي خود، تك رشته    

گونـه كـه     همان .شود داده مي  نمايش   (Peak)قله  صورت يك    سيستم به 

 مرتبط با هر ژن، نـشانه       قلهشود، وجود تنها يك      ملاحظه مي  3در شكل   

 .استعدم وجود مواردي چون محصول غيراختصاصي و آغازگر دايمر 

 
 گلــوبين و ژن مرجــع α2 و α1 هــاي ژن آنــاليز منحنــي ذوب بــراي 3 شــكل

CLCN7يك محصول دماي ذوب ها نمايانگر  قلههريك از ؛PCR است.  

  

گلـوبين  -هاي ژنـي آلفـا     شناسايي حذف  -3-3

 Real-time PCRتوسط 

 CLCN7 و α2 و α1 هاي براي ژن Real-time PCR با انجام

كـدام   گلوبين كه هيچ-هاي آلفا نحذف در ژ  فرد مشكوك به60در 

ها شناسايي نـشده بـود، وجـود         هاي شناخته شده براي آن     از حذف 

از سـرحدات دقيـق حـذف       نفر بدون هيچ اطلاعـي       40 حذف در 

 α2 و α1 حـذف در ژن     فـرد داراي   10از اين تعـداد     . شناسايي شد 

 ـ α2  فـرد داراي حـذف در ژن       25صورت همزمان، و     هب صـورت   هب

 صـــورت هبـــ α2  فـــرد داراي حـــذف در ژن5هتروزيگـــوت و 

 نمونـه   15همچنين وجـود حـذف در تمـامي         . دهستنهموزيگوت  

 هـا توسـط    شـده در آن    افراد كنترل حذف كه وجود حذف شناخته      

Gap PCR شناسايي شده بود، توسط چندگانه Real-time PCR 

  .استد كه نشانه دقت و حساسيت اين روش كمي شييد أت

  هـاي  د منحنـي  شـو  ملاحظـه مـي    4گونه كه در شكل      همان
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  و ژن مرجـع    25در چرخـه     α2 و α1 هـاي   ژن ؛مربوط بـه فـرد سـالم       DNA منحني تكثير  :الف ؛CLCN7  گلوبين و ژن مرجع    α2 و α1 هاي ژن براي DNA  منحني تكثير  4 شكل

CLCN7    منحني تكثير  :ب ؛تانه رسيده است  و به آس    تصاعدي تكثير شده   مرحله وارد   24در چرخه DNA          هـاي  مربوط به فـرد ناقـل حـذف در ژن α1 و α2  هـاي  ژن؛ α1 و α2  در
در  α2  و ژن24در چرخه  α1 ژن α2 مربوط به فرد ناقل حذف در ژن     DNA منحني تكثير  :ج ؛ تصاعدي تكثير شده است    مرحله وارد   23در چرخه    CLCN7 و ژن مرجع   25چرخه  
 و ژن   24 در چرخـه     α1 ژن،  α2 مربوط به حذف هموزيگـوت در ژن         DNA منحني تكثير    :د ؛شده است   تصاعدي تكثير  مرحله وارد   23در چرخه    CLCN7 ع و ژن مرج   25چرخه  
  . در فرد هموزيگوت رخ نداده استα2واكنش تكثير ژن . شده است  تصاعدي تكثيرمرحله وارد 23چرخه  در CLCN7 مرجع
  

  

علـت   فـرد ناقـل حـذف بـه        در α2 و α1 هاي مرتبط با تكثير ژن   
از منحنـي    فقدان يك نسخه از ژن هـدف، يـك چرخـه ديرتـر            

  محاسـبه نــسبت . انــد فـرد ســالم بـه آســتانه رسـيده    متنـاظر در 
2–ΔΔC

T در واقع ميزان نسبي ژن را در نمونه ناشناخته نسبت          كه
را بـراي   90/0±16/0نمايـد، نـسبت     تعيين مـي طبيعيبه نمونه 

افـراد ناقـل حـذف     را بـراي  32/0±15/0ت افراد سـالم و نـسب  
  ).5شكل  (داد نشان گلوبين α2 و α1 هاي در ژنهتروزيگوت 

  

  
  هاي مختلف دست آمده در گروه هاي به مقايسه نسبت 5شكل 

  

  بحث -4

در مسير غربـالگري تالاسـمي قبـل از ازدواج و شناسـايي             

هـاي ژنتيـك،     ها، تعداد زيادي از مراجعين به آزمايـشگاه        جهش

اين افـراد   . مانند صورت موارد مشكوك يا نامشخص باقي مي       به

 MCHو  MCV (Mean Corpuscular Volume)داراي 

(Mean Cell Haemoglobin)  ــايين ــر از (پ ) 27 و 80كمت

يـا    طبيعـي  HbA2در اكثر موارد اين افراد داراي سطح        . ندهست

كه تعيـين وضـعيت      ) درصد يا كمتر   5/3(ند  هستنزديك آستانه   

دلايل قـرار گـرفتن     .  افراد از اهميت زيادي برخوردار است      اين

؛ ابتـدا   دليـل اسـت    موارد مشكوك بـه چنـد        گروهاين افراد در    

 دسـته كه فرد ممكن است داراي جهش خفيف باشد كـه در             اين

وقـوع حـذف در ژن بتـا و         . شـود  بندي مي  ناقلين خاموش طبقه  

از عوامـل   تواننـد    گلوبين مـي  -گلوبين يا جهش در ژن دلتا     -دلتا

تـوان   علت ديگر را مي    . طبيعي باشند  HbA2سطح   ديگر ايجاد 

. تالاسـمي در فـرد دانـست      -به دليل همزماني وجود آلفـا و بتـا        

  گلـوبين كـه ناحيـه     -خوشـه ژنـي بتـا      همچنين وقوع حذف در   
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ه نتـايج   ئ ـحتـي ارا   گلوبين را نيز درگير كرده باشد يـا       - گاما

 (Cell Blood Count: CBC) شناسي هاي خون  آزمايشاشتباه در

تواننـد از دلايـل       يا فقر آهن مي    HbA2دقيق سطح   تعيين  و  

بايـست بـا     بنـابراين مـي   . ]14 ،13 ،1[ ديگر قلمـداد شـوند    

تالاسـمي بـودن    - هاي متعدد ناقل آلفا يا بتا      استفاده از روش  

تمـال  در صـورتي كـه اح     . افراد مشكوك را مـشخص نمـود      

هـاي نـوين    كارگيري روش ه با ببايدوجود حذف داده شود،  

گلـوبين را مـشخص و      - آلفا يـا بتـا     هاي وجود حذف در ژن   

 هـاي مولكـولي دامنـه حـذف را         كـارگيري روش   هسپس با ب  

هـاي تـشخيص     هـا روش   تشخيص داده و در ادامه بـراي آن       

  .اندازي نمود سريع و دقيق راه

هـاي ژنـي در    بـازآرايي شناسايي   درReal-time PCR روش

ــاري ــورد بيم ــون   م ــددي همچ ــاي متع ــامه ــشانگان ويلي ــرن-ن  ب

(Williams-Beuren syndrome) ]15[ ،ــشانگان ــننـ   آنجلمـ

(Angelman syndrome) ]16[مرزبـاچر -زائـوس   پلي و بيماري 

(Pelizaeus-Merzbacher) ]17[     همچنـين  .  استفاده شـده اسـت

هـاي    در مـورد شناسـايي تعـدادي از حـذف           روش استفاده از ايـن   

 كـه البتـه     ]18[تالاسمي نيز گزارش شـده اسـت        -شناخته شده آلفا  

  بـراي عنوان روشي مناسب و سـريع   بهنه چندگاGap PCR روش

  تالاســمي نيــز قــادر-هــاي شــناخته شــده آلفــا شناســايي حــذف

  بـديهي اسـت ايـن     . اسـت هـا    به شناسـايي ايـن دسـته از حـذف         

. هايي بـا دامنـه نامـشخص را نـدارد          توانايي شناسايي حذف  روش  

  بـه اتـصال شناسـاگرهاي چندگانـه       ه  اخيراً روش كمي تكثير وابست    
  

(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification: MLPA)  
  

  

شدگي  از كاربرد وسيعي در زمينه تشخيص حذف و مضاعف        

 توانايي تكثير تعـداد  روشاين  در. ژني برخوردار شده است 

 وجـود دارد   ها توسط يـك جفـت آغـازگر        زيادي از جايگاه  

ــاز .]19[ ــه جداس ــط   البت ــده توس ــر ش ــصولات تكثي  ي مح

زمان و   يابي و صرف   توسط دستگاه توالي   الكتروفورز موئين 

چـه كـه در      هزينه زياد و همچنين دقت كمتـر نـسبت بـه آن           

 نقـاط ضـعف روش    وجـود دارد از Real-time PCR آناليز

MLPA شود محسوب مي.  

   سايبرگرين همچونDNAشونده به  هاي متصل استفاده از رنگ

I (SYBR Green I)در مطالعـــات ميـــزان ژنـــي توســـط   

 Real-time PCR   حساسيت بيشتري را نسبت بـه اسـتفاده از 

اين ويژگي   بديهي است . كند  ايجاد مي  روششناساگرها در اين    

 DNAهاي زياد رنـگ بـه        لكولو با اتصال م   I سايبرگرين   رنگ

ها از نظـر     همچنين استفاده از اين رنگ    . شود دو رشته فراهم مي   

 Real-time PCRي نسبت به استفاده از شناسـاگرها در  اقتصاد

 همـراه بـا     تـشخيص سـريع    و امكـان     اسـت مقرون بـه صـرفه      

را گلوبين  -حساسيت بالا در شناسايي حذف در خوشه ژني آلفا        

  .]20[آورند  فراهم مي

  و اسـتفاده از روش Real-time PCRچه در آنـاليز   آن

درسـتي و    حائز اهميت است ايـن اسـت كـه           CTاي   مقايسه

هاي ژنـي بـا ميـزان كـارايي تكثيـر            دقت تعيين تعداد نسخه   

. اســتژن مرجــع داراي ارتبــاط مــستقيم  هــاي هــدف و ژن

و  استاندارد رسـم شـده بـراي هـر ژن          بنابراين شيب منحني  

هـاي   خط رسم شده براساس رقـت      (R2) ضريب همبستگي 

شـيب بـين    (محدوده قابـل پـذيرش       در، بايد   DNAمتوالي  

هاي مورد بررسي    بوده و در ژن   ) <95/0R2 و   - 6/3 تا   - 1/3

  .]21 ،12[ تا حد امكان يكسان باشند

 كه وجود حـذف   ي  در تحقيق حاضر تمامي موارد ناقل قطع      

ه شناسايي شد چندگانه Gap PCR ها توسط شناخته شده در آن

درستي تشخيص داده شـدند   به Real-time PCRروش بود، با 

شده براي موارد    يدي بر صحت نتايج حاصل    أيتواند ت  كه اين مي  

توانـد    مطالعه حاضر نشان داد كه اين روش مـي         .ناشناخته باشد 

-براي تعين وضـعيت نهـايي مـوارد مـشكوك بـه حـذف آلفـا               

  .تالاسمي كاملاً كارساز باشد
 

 يتشكر و قدردان -5

نويسندگان مراتب تشكر و قدرداني خود را نسبت به كليـه           

ها و نيز تمامي همكاران بخش       هاي محترم آن   خانواده بيماران و 

لكولي انستيتو پاستور ايران و مركز تحقيقات ژنتيـك         وپزشكي م 

اين طرح با پشتيباني مـالي انـستيتو        . دارند كوثر اعلام مي   انساني

 و نيـز صـندوق حمايـت از         )441 طـرح شـماره   (پاستور ايران   

  .شدپژوهشگران انجام 
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