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  دهيچک
ران ير ا ديون حامل بتا تالاسميليش از دو ميران است و بي در ايکي ژنتيهايمارين بيترعي از شايکي يبتا تالاسم :زمينه و هدف

 يماريمان بيش از زايص پين مانند تشخي معيتيري و مديصي تشخيها  برنامهين براي ژن بتاگلوبيها  جهشييشناسا. وجود دارد
سترده  بطور گ)PCR-ARMS)PCR-amplification refractory mutation system در کشور ما روش  . استي ضروريبتاتالاسم

  . شود ين استفاده ميبتا گلوب ژن يها  جهشيي شناسايبرا
 ييدر شناسا) PCR-SSCP )PCR-single strand conformation polymorphism کاربرد روش  در اين مطالعه:روش بررسي

 جفت ۲۸۱حدود د شده بودند، يي تايباي ي با توال آنها قبلاًيها  که جهشيمارانيدر ب. شود يداده مح ي توضي بتا تالاسميها جهش
 در SSCPک يرا مطابق تکنPCR  محصول واکنشتريکروليم ۵/۲. ديگردر ي تکثPCRبا روش ن ي ژن بتا گلوبکي اگزون يباز حاو
 يک بررسين تکنيسم با ايمورف يک پليهفت جهش و . شدندآشکار ترات نقره ي نيزيآم با رنگد الکتروفورز و باندها يل آميژل اکر

  .شد
  . کنترل بودةگر و با نموني متفاوت با همدکاملاًها  يا  حرکت تک رشتهيد الگويمشخص گرد :ها يافته

 در حال ي کاهش داده و در کشورهاي ژنومDNAم ي مستقيابي ي تواليبرااز ما را يتواند ن ي مPCR-SSCPک يتکن :گيري يجهتن
  .د باشدي کم است مفي بالا و منابع ماليکي ژنتيني هموگلوبيهايماريتوسعه که ب

  ژن بتا گلوبين ،SSCP،ي تالاسم:ها كليد واژه
  ۲۰/۸/۸۹:       پذيرش مقاله۳/۸/۸۹:       اصلاحيه مقاله۲۲/۳/۸۹: وصول مقاله

  
  مقدمه

 در يکين اختلالات ژنتيتر عي از شايکي يبتا تالاسم
 بتا ةريد زنجيا عدم توليکه موجب کاهش باشد  يانسان م

 بتاگلوبين توسط ژن ).۱( شود ين در بدن ميگلوب
 ۱۱ بازوي كوتاه كروموزوم رود كه دش ساختاري بيان مي

(11p,15.4)الي ژن شامل حدود تو. در قرار داbp۱۶۰۰ 
 اگزون ۳كند و شامل  كد مي  اسيد آمينه را۱۴۶است كه 

ش از ي ب.اند است كه توسط دو اينترون از هم جدا شده
هاي بتاتالاسمي در جهان از نوع کل جهش% ۹٥

ز از ي نيرصد کمن و دياي در ژن بتاگلوب هاي نقطه جهش
 شامل جابه ايهاي نقطه جهش.باشندنوع حذف ژني مي

جايي تك نوكلئوتيدي، اضافه شدگي يا حذف شدگي 
 كه روي بيان ژن در  استكوچك در حد چند نوكلئوتيد

 RNA ترجمه يا و RNAبرداري، پردازش  مراحل نسخه
 نوع جهش مؤثر بر ۲۰۰تاکنون بيش از . گذارد ثير ميأت

لوبين شناسايي شده که موجب بروز فنوتيپ بتا ژن بتا گ
ن ي ژن بتاگلوبيها  جهشييشناسا .شوندتالاسمي مي

ص ين مانند تشخي معيتيري و مديصي تشخيها  برنامهيبرا
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   ... ژنيها بررسي جهش      ۱۴
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  استي ضروري بتاتالاسميماريب )PND(مان يش از زايپ
 در طول ي مختلفيها، روشها  جهشيي شناسايبرا .)۱(

 مانند .)۱( دان بکار رفته استر توسط دانشمني اخةدو ده
 RDB )Reverse اي دات بلاتورس يرون يداسيبريه

Dot Blot(ژن ة شناخته شديها  جهشيي شناسايکه برا 
هفده ک تنها ين تکنيبا ا. )۲  و۳( ن کاربرد دارديبتاگلوب

 نادر يها و جهش  شوديع پوشش داده مينوع جهش شا
توجه به با . )۱( مانند ي مي باقيو ناشناخته مخف

 نوع جهش ۶۰ش از يران بي مختلف در ايها يبررس
 که )۴( ن شناخته شده استيمختلف در ژن بتاگلوب

 بس يش کاريک آزمايص تک تک آنها در يتشخ
ن به همراه يک ژن بتا گلوبي اگزون .دشوار خواهد بود

 از جهش يکيآن ) upstream(مناطق بالادست 
 يبتا تالاسم يماريرگذار در بيثأن مناطق تيرتريپذ

 نوع ۲۶کنون حداقل محققان کشورمان تا. باشد يم
روش دوم ). ۴( اند ردهن منطقه گزارش کيجهش را در ا

 PCR-ARMS)PCR-amplification refractoryروش 

mutation system (در يعياست که کاربرد وس 
 اما ،)۵- ۸( ع و شناخته شده داردي شايها  جهشييشناسا

 شناخته شده بکار يها  جهشياشتر بري بRDBمثل روش 
ر تک ييش به تغي بودن آزمايمتکل يرود و بدل يم

 يها تواند منجر به پاسخ ي در آغازگرها ميدينوکلئوت
م ي مستقيابي ياگر چه توال .)۱( شود  کاذبيا منفيمثبت 
در  کند، ي ميي شناسايراحته شناخته را بنا يها جهش

ن ي اازين بودن ونه بر يل هزي در حال توسعه بدليکشورها
تواند مشکل  ي ميدر مواقع ضرور شتر،ي به زمان بروش

ن يتوان از چند ي ميابي ي قبل از توال.)۱( ساز باشد
مانند . ها استفاده کرد  جهشيالگرک غربيتکن

DGGE)Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis(،CCM  ييايميشکست شا ي 

، )Chemical Cleavage Mismatched  (يناجورباز
 ddf  )Di Deoxyاي ي داکسي ديانگشت نگار

Fingerprinting  (ييب دمايو الکتروفورز ژل با ش 
 TGGE )Temperature Gradient Gelاي

Electrophoresis (ييسم فضاي مورفيت پليو در نها 
به  ن مقالهيدر ا. )۱ وSSCP( )۱۲ -۹ (يا تک رشته

 يي در شناساPCR-SSCPک ي کاربرد تکنيبررس
  .شود ين پرداخته مي ژن بتاگلوبيها هشج

  
  بررسيوش ر

 يها نمونه ، تشخيصي- در يك مطالعه آزمايشگاهي
DNAيماران بتاتالاسمي استخراج شده از خون بي انسان 

، codon5(-CT)نادر ع و ي شايها  جهشيدارا
codon16(-C)، codon15(G-A) ،Frs8(-AA) ،

Frs8/9(+G)، )-28(A-C ،Codon25/26(+T) و 
ک ژن يدر اگزون واقع  Codon2(C/T)سم يمورف يلپ

 يابي ينها با روش توالآ يها  جهش که قبلاًنيبتاگلوب
ک ي عملکرد تکنة نحوي بررسي براد شده بود،ييتا

SSCPبا استفاده از آغازگر رفت. دند انتخاب ش 
CommonC و برگشت IVS-I-1N۲۸۱ بطول يا  قطعه 

دستگاه ترمال با  (تريکرولي م۲۵جفت باز و در حجم 
 .دير گردي تکث )Genuse مدل Techneکلر يسا

 ۶۶ اتصال ي چرخه و در دما۳۰ر در ي تکثيها واکنش
 را PCRاز محصول  µ۴ سپس. انجام شدگراد يدرجه سانت

در ژل آگارز دو درصد الکتروفورز کرده و پس از 
بافر  µ۵ با  از محصول µ۵/۲ ،ر شدهينان از باند تکثياطم

 ۰۵/۰ درصد بروموفنل بلو، SSCP )۰۵/۰ يبارگذار
مخلوط  )دي درصد فرمام۹۵انول در يلن سيدرصد گز

 درجه نگه ۹۴ يقه در دماي دق۱۰مدت ه بمخلوط  .ديگرد
الکل منتقل  - خي يف حاوعا به ظري و سر شدهداشته
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 وصد  در۱۰د يل آميدر ژل اکر عاًي سرها هنمون. ديگرد
س از حدود پ .شدند چهار درجه الکتروفورز يدر دما

 ي الگو ويزيآم ترات نقره رنگيبا روش ن ساعت ۱۶
 در ين بررسي ا. قرار گرفتياندها مورد بررسحرکت ب

گروه  ي مولکوليولوژي و بيولوژيوبيشگاه راديآزما
 .ز انجام گرفته استيدانشگاه تبر ي جانوريست شناسيز

  .ها از طريق مشاهده تصاوير انجام شد تحليل داده
  
  ها يافته

 ي حاوي جفت باز۲۸۱ ة قطعين بررسيادر 
 يبا استفاده از آغازگرهاک ي و اگزون UTR'5پروموتر،

: ARMS-PCR ي شده براياستاندارد طراح

CommonC و IVS-I-1Nليل اکر ژي و روشدهر ي تکث 
با ). ۱شکل ( گرفت قرار ي درصد مورد بررس۱۰د يآم

 ياه تمام نمونهنرمال  ة نمونسه بايوجه به شکل در مقات
 نيز بي تمايشکل به خوب. باشند يمز ييافته قابل تميجهش 
، codon5(-CT) ،codon16(-C) يها جهش

codon15(G-A)نرمال ة با هم و با نمونرا گوتي هموز 
 Codon2، Frs8(-AA) سميمورف يپل. دهد يرا نشان م

Frs8/9(+G)28- و(A-C)ه قرار دارند و ين ناحيز در اي ن
 و ۱ هاي شکل( دهد ي نشان م راي متفاوتSSCP يالگو

۲(.   

 

  
 ،)هموزيگوت (codon16(-C) ،codon15(G-A)، فرد نرمال codon5(-CT) جهش SSCPالگوي : از چپ به راست: ۱شکل 

codon15(G-A))هتروزيگوت(  
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  Codon2 ، فرد نرمال و پلي مورفيسمSSCP Codon25/26(+T)از چپ به راست الگوي : ۲شکل 

  

  
  در آزمايش شرکت II-1، )هردو هتروزيگوت( مادرI-2 پدر I-1): II-2( خانواده ي پروباندSSCPمه و الگوي شجره نا: ۳شکل 

  .سالم مي باشندII-6  ناقل وII-4 جهش بصورت هموزيگوس ، II-5 و II-3نکرده، 
  

ار نادر ي که بسCodon25/26 ي براSSCP يالگو
ه  و گزارش شديي ما شناساي قبليها يبررس بوده و در

ما . ص استي قابل تشخ نرمال کاملاًيها است، از نمونه
ن پروباند استفاده ي اة خانوادي غربالگريبرا ن روش رايا

مار ين بي اة باندها را در خانوادي الگو۳  که شکلم،يکرد
   پدر و مادر و ناقل جهشI-2 و I-1افراد . دهد ينشان م

Codon25/26و دختر  باشند ي مII-4مثل پدر و مادر  
 جهش را II-5 وII-2، II-3 افراد.گوت استيهتروز

 در II-1 . اند افت کردهيگوس دريبصورت هموز
ستون . باشد ي سالم مII-6ش ما شرکت نکرده و يآزما

       .اول و آخر ژل مربوط به  فرد نرمال است
  

  بحث
ترده مورد س بطور گين انساني ژن بتاگلوبيها جهش

ت مناطق يعتنها درجم.  قرار گرفته استيبررس
ع يا چند جهش شايک ي ، و کوچکي منزوييايجغراف

ا يت پوي جمع ازمناطق کهياريکه در بسي در حال،باشند يم
) هتروژنوس( ناهمگون يکينت ژ-يبوده و از نظر قوم

 جهش ياديع تعداد زي شايها علاوه بر جهش ،هستند
 ما در يها ي بنا به بررس.وجود داردز ينادر و ناشناخته ن

ن ي نوع جهش در ا۱۷ حدود ،رانيرب کشور اغشمال 
ش يران بيدر کل ا. )۵( دنباش ي ميول بتا تالاسمؤژن مس

 .)۴و ۶( ن ژن گزارش شده استي نوع جهش در ا۶۰از 
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 ي و غربالگريي شناساي براي مختلفيها روش
که رد يگ يمورد استفاده قرار من ي ژن بتاگلوبيها جهش

هرکدام ) EMQN (يت مولکوليفي کييپا اروةطبق شبک
 RDBروش  .)۱۰( دن داريبين روشها محاسن و معاياز ا

 يها شگاهيباشد و در آزما ي با صرفه نميتصاداز نظر اق
 يي شناساين تنها براي قابل انجام است و همچنيمحدود

روش . )۲ و۳(  دارديژگيچند جهش شناخته شده و
 است که با استفاده از  ARMS-PCRگر روشيد

 يها شگاهيدر آزما شده يندارد طراح استايآغازگرها
تواند  ي اما م،ز قابل انجام استي ني مولکوليمعمول

 مثبت يها  داشته باشد از جمله پاسخي را در پيمشکلات
ر تک ييش به تغي بودن آزمايمتک.  کاذبيو منف

ع و ي شايها  جهشييشناسا،  در آغازگرهايدينوکلئوت
روش ن يب ايها از معا  جهشي ماندن بعضيمخف

 ما، استفاده از ة چاپ شد بنا به مقاله.)۱( باشند يم
  جهش يماران داري بFr8/9(+G) ةافتيآغازگر جهش 

Fr8(-AA)ز به اشتباه جهش ي نFr8/9(+G)يي شناسا 
م ژن ي مستقيابي ي اکنون روش توال.)۷( شوند يم

ها در دسترس است اما در   جهشيي شناساين برايبتاگلوب
 ي در حال توسعه هنوز متکيکشورها از ياريران و بسيا

 که هم ،باشد يها به خارج از کشور م به ارسال نمونه
ن يهمچن.  داردي را در پيي بالاةنيهززمان بر بوده و هم 

 يتواند احتمال خطا يها به خارج از کشور م ارسال نمونه
 يش دهد و در موارديش افزاي آزماةجي را در نتيانسان
تواند به  يش باشد اتلاف زمان مياز به تکرار آزمايکه ن

 استفاده از ،نيبنابرا .ش دهنده باشديضرر آزما
 در ييگو ش توان پاسخي افزاي براييها کيتکن

ن موارد يتواند در ا ي مي مولکولي معموليشگاههايآزما
  . راه گشا باشد

 ة منطقيي با شناساي متعددي غربالگريها کيتکن
 ييش کارايزاها و اف نهيث کاهش هز باع، جهشيحاو

 DGGE کيتکن. شوند يمار ميها در پاسخ به ب شگاهيزماآ
،  CCM، DDF،TGGE   وSSCPيها کي از تکن 

 روبرو يبين روشها با معايباشند اما در ا ي ميغربالگر
 يادياز به مشقت زي نDGGEک ي تکنيراه انداز. ميهست

 ة چند مادCCM در .طلبد ي ميشتري بيها نهيدارد و هز
از يش مورد ني که در تمام مراحل آزماييايميمضر ش

 اري بسDDF وشاگرچه ر. شوند يهستند استفاده م
 يها کيتکن و ويو اکتي اما به مواد رادحساس است

ن روشها به سهولت ين استفاده از ايبنابرا. از دارديماهرانه ن
  .)۱ و۹-۱۲( ستير نيپذ امکان

ک ي بعنوان PCR-SSCP، روش مطالعهن يدر ا
مورد ) ويواکتيرراديغ(ن، ارزان، و مطمئنروش آسا

 ة در نحويراتييرد که با تغيگ يد قرار ميي و تايبررس
توان  يترات نقره مي نيزيآم انجام الکتروفورز و رنگ

 ن باري اولين روش براي ا.ش بردي را پيند غربالگريآفر
بسط داده شد و  )۱۴ (Hongyoو ) Orita) ۱۳ توسط

. رديگ يها مورد استفاده قرار م هشگايشتر آزمايامروزه در ب
  PCR-SSCP بهتر روشييکاران فاکتور در يچند
ب يرقابل کنترل ترتيعت غي در کنار طب،ل هستنديدخ

د به يل اميگر مانند نسبت اکري ديفاکتورها ،دهاينوکلئوت
دما ) سروليمانند گل(ها به ژل  يافزودن د،يل اميس اکريب

. باشند ير مييقابل تغط بافر يو زمان الکتروفورز و شرا
رد که يگ ي صورت ميمر طوريا انتخاب پراي يطراح

ن ي چون در ا،جفت باز باشد ۳۰۰کمتر از PCR محصول 
ن ييش طول قطعه پاي با افزايت غربالگريروش حساس

د يل آميس آکريد به بيل آمياکردوم نسبت . ديآ يم
استفاده )  درصد۴۰ (۵/۳۸: ۵/۱ش ين آزماياست که در ا

ز بهتر ييت و تميش حساسي افزايز برايسرول ني از گلشد و
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. )۱ و۱۱ و ۱۲( دي استفاده گرديا  تک رشتهيباندها
کند تا ساختار تک  يسرول کمک مياحتمالا گل

 حفظ شده و تفاوت بار در DNA مولکول يها يا رشته
توان به بافر مورد  يرول را مسيگل .ابديش يآنها افزا
 بافر را کاهش داده PHز اضافه کرد که ياستفاده ن

 ۶تر از  نيي پايدما. ش دهدي را افزا SSCPتيحساس
 از ين بررسيدر ا. برد ي را بالا م SSCPتيس حسا،درجه

 بالا در يدما. دي درجه استفاده گرد۴ يبا دمااتاق سرد 
 يدروژني هيوندهاي پيداري الکتروفورز سبب ناپايط

 ذکر لازم به. دهد ي را کاهش مSSCPت يشده و حساس
 که در ي گزارشها اعلام شده که جهشيبعضدر است که 

 درجه مشاهده ۶ ي اتاق قابل مشاهده بوده در دمايدما
 ين روش برايز کردن ايماياز به اپتيمساله نن يا. اند نکرده

 و ۱۱ و ۱۲( رساند ي م راي مختلف مورد بررسيها يتوال
 به منظور کمک به ي مختلفيها کي امروزه تکن.)۱ و ۷
 ي معرفSSCP روش ييت و کارايش حساسيفزاا
 DSSCP و) Snapback-SSCP ) ۱۰شوند مانند يم
)Deaminated-SSCP ( که مثال دوم توسط محققان
  .)۱۳( افته استي گسترش  ۲۰۰۹ در مارس يرانيا

ن به همراه مناطق بالادست يک ژن بتا گلوبياگزون 
)upstream ( ن مناطق يرتري از جهش پذيکيآن
در محققان . باشد ي مي بتا تالاسميماريار در برگذيثأت

ن منطقه ي نوع جهش را در ا۲۶ تاکنون حداقل ايران
توان به  يمها  ن جهشيله اماز ج). ۴( اند ردهكگزارش 

-)codon5(-CT) ،codon16ع و نادر ي شايها جهش

C)،codon15(G-A) ،Frs8(-AA) ،Frs8/9(+G)، )-
28(A-C ، Codon25/26(+T)سم يرفمو ي و پل

Codon2(C/T)ي الگوين بررسير اد.  اشاره کرد 

 نشان داده SSCPها به کمک روش  ن جهشيمتفاوت ا
  باCodon2(C/T)سم ي مورفي پلييشناسا. شده است

سم را در ي مورفين پليتواند درصد ا يم SSCPروش 
سم و ي موفين پليارتباط ا اما ت نشان دهديجمع

 . دارديشتريات باز به مطالعي ني بتاتالاسميها جهش
 از حرکت تک ي متفاوتيالگوشگاه ما ابتدا يدرآزما

 SSCP روش ةلي بوسماراني از بيکيدر  ها يا رشته
م ي مستقيابي يسپس با توال د ويمشخص گرد

Codon25/26(+T)۸(  شديي شناسا( .  
  

  نتيجه گيري 
 يبرا ار نادرين جهش بسي اSSCP يما از الگو

م و يروباند استفاده کرد پة جهش در خانواديغربالگر
توان  ي ساعت م۲۴ن روش در عرض يم که با اينشان داد

ن جهش مشخص کرد ي را از نظر اماريت خانواده بيوضع
نه و اتلاف زمان يم و صرف هزي مستقيابي ياز به تواليو ن

 زمان ،نيص جهش در جني در موارد تشخمطمئناً. ستين
ار يکمک بستواند  ي مSSCPباشد و روش  يار مهم ميبس
 يون حامل بتا تالاسميليش از دو مي ب.به ما بکند را يثرؤم

توان  ي مکين تکنيران وجود دارد که با بسط ايدر ا
 کمتر يها نهي را در سطح جامعه با هزيند غربالگريآفر

   .ش برديپ
  

  تشكر و قدرداني
م ي آنان که با تيها ماران و خانوادهيسندگان از تمام بينو

 داشته و يز همکاري دانشگاه تبريشناس ستي گروه زيپژوهش
  .ندينما ي را ميدارند کمال سپاسگزار
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