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 هچكيد
 سابقه و هدف 

 ها ژن ترین آنتي ایمونوژن ،Rh D)، C، c، E، (eگروه خوني  سیستم اصلي های ژن آنتي ، ABO سیستم از پس
 بیمار، قادر به تشخیص خون گردش در اهداکننده قرمز های گلبول وجود به توجه باروش سرولوژی . باشند مي

با  ندتوان مولکولي ميهای  روشاما بیماران با تزریق خون مداوم نیست  های خوني در های گروه ژن آنتي دقیق
 .ها را تعیین کند ژن با صحت بالایي این آنتي DNAبررسي 

 ها مواد و روش
 بادی تالاسمي دارای آلوآنتي به مبتلا بیمار 222 محیطي خون های نمونهدر یک مطالعه مقطعي ـ توصیفي، 

 4-65 )رنج سنيسال  62 ± 9/72 نث با میانگین سنيؤ( بیمار م%5/59) 779( بیمار مذکر و %5/42) 17شامل
 های ژن فنوتیپ آنتي گردید و تعیینآوری  جمع 7696-7691های  ران در سالـي تهـاه تالاسمـدر درمانگ (سال

C ،c  ،E  ، e شد انجام .PCR-SSP ها انجام گرفت و در موارد ناهمخواني بین نتایج ژنوتیپ  برای تمامي نمونه
 تایید شدند. DNAو سرولوژی، نتایج به روش تعیین توالي 

 ها يافته
 Anti-D و %(22بیمار،  44) Anti-E به مربوط Rh سیستم در ها بادی آلوآنتي فراواني بیشترین  این مطالعه در
 نفر c ، 46 (%5/12)نفر C، 745 (%17)نفر 742 صورت ها به روش ژنوتیپ به آلل فراواني و %(72بیمار،  22)
(26%) E (%91)نفر 796 و e مورد ناسازگاری بین نتایج سرولوژی و ژنوتیپ  61مطالعه،  این در. بوده است

 (6) %5/7 و RHEدر  RHc ، 5/9% (71)در  RHC ، 6 %(77)در  (74) %5/1ها  مشاهده شد. این ناسازگاری
 . دیده شد RHeدر 

 ينتيجه گير
کمک شایاني  ،تواند به عنوان روش مکمل با رفع مشکلات روش سرولوژی های خوني ميتعیین ژنوتیپ گروه
 های گروه خوني بکند.  ژن به تعیین دقیق آنتي

 های خوني تالاسمي، ژنوتیپ، گروه :ات كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 
 

 4/99/ 9: تاريخ دريافت
 03/7/99: تاريخ پذيرش

 خون ـ تهران ـ ايرانکارشناس ارشد هماتولوژی و بانک خون ـ مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال  -1
2- PhD ـ تهران ـ ايران  مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون دانشیارشناسی و بانک خون ـ  خون 
 ـ تهران ـ ايران خونمرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال فوق تخصص هماتولوژی و انکولوژی کودکان ـ استاديار  -0
ـ تهران ـ ايران ـ صندوق  مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خونشناسی و بانک خون ـ دانشیار  خون PhDمؤلف مسئول:  -4

 14441-1117پستی: 
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  مقدمه 
هـای خـونی کـه تـاکنون شـناخته شـده،       از میـان رـروه      

ــروه ــونی   ر ــای خ ــه  Duffyو  Rh  ،Kell  ،Kiddه از جمل
 .باشـند  مـی های خونی هستند که از نظـر بـالینی مهـ      رروه
تـري  اسـاس ژنتیکـی و     با پیچیـده  Rh (ISBT 004) ست یس

قـرار   ABOبعد از  ینیبال تیاهم از نظرژن،  آنتی 43بیش از 
 دیاس ـ نـو یآم 414کـدا  از   هـر  Rhی هـا   یپـروتئ  .ردیر یم

ــده   ــاخته ش ــروتئ وس ــلی آن   یپ ــای اص  RhCEو  RhD ه
 اریفـراوان و بس ـ  هـای  ژن آنتـی  یدارا Rh سـت  یسباشد.  می
از  یآن ناش ـ ژن آنتـی   يتـر  توجـه  است، اما قابل مونوژنيا

 RhDپپتیـد   روی پلـی  Dژن  یحضـور آنت ـ  عد  اي حضور و
 Rhدر انتقال خون برای بررسی سیسـت    معمولاًباشد که  یم

 یقرمـز بررس ـ  یهـا  رلبول یرو ژن بر یآنت  اي  تنها حضور
رـزارش   یمنف ـ Rhمثبـت و   Rhشـود کـه بـه صـورت      یم
 ـن C, c, E, eجملـه   از Rh گـر يد یها ژن یآنتا امشود،  یم  زی
در انتقال خون  ديشد کیتیهمول یها تواند باعث واکنش یم

 <c>E>e>C Dها به صورت  ژن یآنت یتیمونوژنسياکه  شوند
 .(1-0)باشد می
 ـ گاهيدو جا      ـپپت یپل ـ دو  همولورـوس کـد کننـده    یژن  دی
(RhD (CD240D و (RhCE (CD240C  در کمپلکس رزوس

قرار  گريگديدر کنار (P34-36.1)  1یکروموزوم تیدر موقع
 RhCEو  RhD یهـا  ژن زژنو  هر کدا  ا یمحتوا. رندیر یم

. هستندارزون  13و هرکدا  دارای  باشد یم Kbp 71حدود 
ــوال RhCEو  RhDژن  دو ــنوکلئوت یدر تـ در  % و92 ،یدیـ
دو و  دارنـد  یهومولـوژ يکديگر  با% 94 یدیاس نویآم یتوال
% 4/99بـا   Rhesus boxبـه نـا     Kbp 9به طول  ديگر  قطعه

طـر  ژن   در دو کسـان ي یری ـر و جهـت  یتوال شباهت در
RhD (2-1)قرار ررفته است. 
 یهـا  سـ  یمورف یاز پل ـ یناش ـ RhCEصول ژن حآلل م 4    

باعـث   یدی ـنوکلئوت ریی ـتغ 4کـه   باشند یمی دیتک نوکلئوت
در هـا   شود. ايـ  جـايگزينی   تغییر در توالی آمینواسیدی می

 C>G nt49به صورت  بیبه ترت cنسبت به  C س یمورف یپل
 nt179 A>C  ،nt230G>A ، nt037 T>C (،1)ارـــــــزون 

 بـه صـورت   E/e سـ  یمورف یپل ـو در ( 2ارـزون   )هرسه در
nt474 C>G (2، 4)باشد یم 1 در ارزون. 
  یکیژنت های یماریب  يتر از متداول یکي یالاسمبیماری ت   

تـري  درمـان    مهـ   ،خـون  قي ـتزرو سراسر جهان است  در
 ،خـون هـای مکـرر    قي ـتزر باشد. حمايتی برای اي  افراد می

دهـد کـه    عـوار  فراوانـی قـرار مـی    را در معـر    ماریب
 هـای  هطبق مطالعباشد.  آلوايمیونیزاسیون می ها، تري  آن مه 

 یهـا  تیجمع  یب رد ونیزاسیونیميآلوا زانیم ،صورت ررفته
زده   یتخم ـ %0/1-%07 حدود یتالاسم مارانیمتفاوت در ب
توانـد بـه طـور قابـل      یم ـ یباد یآنت دیتول. (7، 9)شده است

 ـبـه   یکـرده و دسترس ـ  جاديدر درمان اختلال ا یتوجه  کي
امـا   .(9، 13)مشکل روبـرو سـازد   را با خون سازرار قيتزر

 ـ مـاران، یب  ي ـخون سازرار در ا قيتزر کيآوردن فراه   ه ب
در بـدن   اهداکننـده قرمـز   یهـا  رلبول شتریطول عمر ب لیدل
کـاهش   جـه یدر نت خون و قيتزرنیاز به کاهش  باعث ،ماریب

 .(11) شود یعوار  م
 کي ـ( هنـوز  ونیناس ـی)همارلوتیسرولوژ روشچـه   ارر    

هــای خــونی  رــروه پیــفنوت  یــیتع یبــرا روش اســتاندارد
 ـ یتالاسـم  مـاران یدر ب پی ـانجـا  فنوت اما  باشد می  لی ـدله ب

های قرمز اهداکننده در رردش خون بیمـار و   حضور رلبول
 ـ  یبررس ـ به تکرار ازین  حیصـح  يیعـد  شناسـا   ه دلیـل هـا ب
 یهـا  روش .باشد می مشکل آن ریتفس و ریر ها، وقت ژن یآنت

  ي ـتواند بـه ا  یم DNA زیاستفاده از آنالبا مختلف  یمولکول
هـای    و امکـان تعیـی  دقیـق آلـل     غلبـه کنـد   هـا  تيمحدود
يابی به يک تزريق خون سازرار و  های خونی و دست رروه

. بــدي  جهــت در مطالعــه (1، 12)ســودمند را فــراه  کنــد
هـای   روش ،حاضر تلاش ررديد برای اولـی  بـار در ايـران   

را بـرای    DNA Sequencingو PCR-SSPمولکـولی شـامل   
اندازی کـرده و   راه Rhاز سیست   C، c  ،E  ،eهای  تعیی  آلل

نتايج آن را با روش سرولوژی در بیمـاران تالاسـمی دارای   
 .نمايی تزريق خون متعدد مقايسه 

 
  ها روشمواد و 

و از روش  بـود ی فتوصـی  -مطالعه از نـو  مقطعـی    اي    
 جنتـاي  انی آسان استفاده شد. برای بیاحتمال ری غیرری نمونه

 .دی استفاده ررديفهای آماری توصی از روش
درمانگـاه   کننـده بـه   بیمار مراجعه 233در اي  مطالعه از     

لیتـر   میلـی  1 بـادی،  تولید آنتـی   تالاسمی ظفر تهران با سابقه
 آوری ررديد. دار جمع EDTAخون کامل 
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کننده به سازمان انتقـال   اهداکننده سال  مراجعه 13تعداد     
پ خون به عنوان کنترل در نظر ررفته شد. فنوتیپ و ژنوتی ـ

تعیـی  تـوالی    ،اي  بیماران تعیی  شد و بـرای تايیـد نتـايج   
انـدازی   سازی راه های کنترل جهت بهینه انجا  شد. از نمونه

عنوان نمونه کنترل مثبـت اسـتفاده   ه ب و های مولکولیروش
 شد.
 

 تعیی  فنوتیپ:
ــپ      ــی  فنوتی ــی تعی ــای  ژن آنت ــورت  C،c،E،eه ــه ص  ب

 ، Anti-C های مونوکلونال بادی سرولوژيک با استفاده از آنتی
Anti-c ، Anti-E ، Anti-e  ،ــان ــا،  GmbH)آلمـ  -ايمونوديـ

ای، بــر اســـاس   و بـــا روش اســتاندارد لولـــه ( نوســتیکا 
   هـر یهمارلوتیناسیون استاندارد انجا  پذيرفت. بـرای تعی ـ 

يـک لولـه اختصـاا داده     ،های رروه خونی ژن يک از آنتی
بادی و يک تـا دو قطـره از    سپس به هر لوله يک قطره آنتی

-% رلبول قرمز اضافه ررديد. سپس لوله0-%1سوسپانسیون 

وژ شـد.  یسـانتريف   rpm1133ثانیـه بـا دور    03 ها به مـدت 
وجود آرلوتیناسیون در هر لوله در مقابل آينه مقعـر همـراه   

غربالگری و هـا بررسـی ررديـد.    با حرکت دادن آهسته لوله
سـاس اسـتانداردهای مرجـع    ا ها بـر  بادی تعیی  هويت آنتی

هـای ارسـالی    کیت از سازمان انتقال خون ايران و با استفاده
 .از اي  مرکز انجا  شد و نتايج ثبت ررديد

 
  :های مولکولی روش

 : DNAاستخراج 
از با استفاده  کوت، از خون کامل يا بافیDNA استخراج     

 محصـول شـرکت يکتـا    Nucleic Acid purificationکیـت  
ــا  ــز آزم ــتتجهی ــا  ررف ــت   .انج ــان از کیفی ــت اطمین جه

اسـتخراج   DNAجـذ  نـوری    های استخراج شـده،  نمونه
شده توسط دستگاه نانو دراپ مورد بررسی قـرار ررفـت و   

 شد. رراد ذخیره درجه سانتی -21 ها در فريزر نمونه
 

 بیوانفورماتیک: های همطالع
 در  %94حدود  RHCEو ژن  RHD ه ژنـک یـجاي از آن    

 آغازررهـا بنـابراي    ند،ه  شباهت دار توالی نوکلئوتیدی با
 ه  ـکه به طور اختصاصی بشدند  میای طراحی  د به رونهـباي

هـا متصـل شـوند تـا از      يـک از ژن  نواحی مورد نظر در هر
ممانعت به عمـل   PCRها در واکنش  جای ژن هتکثیرهای ناب

-PCRو PCR-SSPآيد. برای بررسی ايـ  ژن از سـه روش   

RFLP و DNA Sequencing  .هـای  ن ارزواز استفاده ررديد 
های تک نوکلئوتیدی بـی  دو   به دلیل وجود جايگزينی 1،2
 bpبه دلیل اضافه شدن يـک تـوالی    2اينترون  و cو  Cآلل 
( برای تمـايز  Dچنی  آلل  )و ه c نسبت به  Cدر آلل  139

بـه   1ارـزون   چنـی   ه  ومورفیس  استفاده شد  اي  دو پلی
 474دلیل وجود يک جايگزينی تک نوکلئوتیدی در جايگاه 

قـرار ررفـت.   اسـتفاده  مـورد   E/eمورفیس   پلیتعیی  برای 
جزئیات اي  تغییـرات نوکلئوتیـدی بـه تفصـیل در مقدمـه      

 آورده شده است.
 

 PCR-SSP: 
هـای   آلـل ،  PCR-SSPجهـت   کننـده  آغازررهای شـرو      

RhCE*C/c ــه و  2332و همکــاران در ســال  اکمــ   از مقال
و همکاران در سال  فاس از مقاله RHCE*E/eهای  برای آلل
هورمون رشد انسانی . (10، 14)(1ررفته شد)جدول  1991

حجـ  کلـی واکـنش    به عنوان کنترل داخلی استفاده ررديد. 
µL 21  :و شاملµL 1/12  2ازx Master Mix PCR   ،ايـران(

و غلظــت  ng 133-13 DNAغلظــت يکتــا تجهیــز آزمــا(، 
هـای   آلل مخلوط آغازرر مستقی  و معکوس برای هريک از

C  وE µM 4/3 های  و برای آللc  وe µM 0/3  .بوده است
تعیی   PCR-SSPژنوتیپ تمامی بیماران با استفاده از روش 

هـا   شد. برنامه دمايی در دستگاه ترموسايکلر برای ايـ  آلـل  
 باشد:   به صورت زير می

درجـه   91دقیقـه در   0چرخه  RHCE*C/c  1 :برای آلل    
 03،رـراد  درجه سانتی 91ثانیه در  03چرخه  00 ،رراد سانتی

ــه در  ــانتی  40ثانی ــه س ــراد درج ــه در  03،ر ــه  72ثانی درج
 .رراد درجه سانتی 72دقیقه در  1چرخه  1و رراد  سانتی

درجـه   91دقیقـه در   1چرخـه   RHCE*E/e   :1 بـرای آلـل  
 03،رـراد  درجه سانتی 91ثانیه در  03چرخه  01، رراد سانتی

ــه در  ــه  12ثانی ــانتیدرج ــراد س ــه در  03،ر ــه  72ثانی درج
   .رراد درجه سانتی 72دقیقه در  1چرخه 1و رراد  سانتی
 الکتروفورز محصولات حاصـل از ،  DNAپس از تکثیر     

PCR دهت مشاهــاه ژل داکــ% در دستگ2ارز ـروی ژل آر  
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 PCR-SSP (74 ،76): توالي آغازگرهای مورد استفاده جهت بررسي مولکولي به روش 7جدول 
 

 PCRاندازه محصول  جایگاه تکثیر توالي آغازگر جلوبرنده/معکوس نام آغازگر

c 
 (2)ارزون 

 TGTGATGACCACCTTCCCTGG-3’ nt144-149-’5 جلوبرنده
bp  179 

 TAGGCCAAGATCTGACCG-3’ nt027-037-’5 معکوس

E 
 (1)ارزون 

 CCAAGTGTCAACTCTC-3’ nt474-441-’5 جلوبرنده
bp  139 

 TGACCCTGAGATGGCTGT-3’ nt749-711-’5 معکوس

e 
 (1)ارزون 

 CCAAGTGTCAACTCTG-3’ nt 474-441-’5 جلوبرنده
bp  141 

 CATGCTGATCTTCCT-3’ nt 931-797-’5 معکوس

C 
 (1)ارزون 

 GCGCTGCCTGCCCCTCTTC-3’ nt49-29-’5 جلوبرنده
bp  114 

 TAGGATGCCACGAGCCCCTTT-3’ nt140-120-’5 معکوس

C 
 (2 اينترون)

 TCAGGGGAGGGGCGTATCTTATTC-3’ nt4099-4044 bp  194  :C-’5 جلوبرنده

D or 
bp  491 c: 5 معکوس’-GAACATGCCACTTCACTCCAG-3’ nt4919-4909 

 
 ررديد و نتايج ثبت و بررسی شد.

 
 :DNA (DNA Sequencig)تعیی  توالی 

های مورد نظر و تايید SNP  در اي  روش جهت مشاهده    
 ،های جديـد SNPچنی  امکان يافت   و ه  PCR-SSPنتايج 

و  1 از اي  روش استفاده ررديـد. در ايـ  روش از ارـزون   
و از ارـزون   RHCE*C/c هـای  جهت شناسايی آلل 2اينترون

ــل 1 ــرای شناســايی آل اســتفاده شــد و  RHCE*E/eهــای  ب
هـا تفـاوت وجـود     بیمارانی که بی  فنوتیـپ و ژنوتیـپ آن  

 ،هـای متفـاوت   اهداکننده با فنوتیـپ  13چنی   داشت و ه 
 ردو روش مذکور مورد اسـتفاده قـرا   Set upجهت کنترل و 

ررفتند. در ابتدا آغازررهای مورد استفاده برای تعیی  توالی 
ها با الگـو رـرفت  از آغازررهـای معرفـی شـده       اي  ارزون

کـه بـرای ژن    2331و همکـارانش در سـال    دوشـر  توسط
RHD  ،استفاده کردند، طراحی شدند و پس از تکثیر قطعات

هـا  SNPبرنامه کرومـاس تفسـیر شـد و     تعیی  توالی توسط
 .  (11)تعیی  ررديد

 µLو شـامل:   µL 13، 1برای ارـزون   حج  کلی واکنش    
ــت  Master Mix 2x PCRاز  21 و  ng 113 DNA، غلظ

 µM 4/3، 1 غلظت آغازرر مستقی  و معکوس برای ارـزون 
و شـامل:   µL 13،  1بـرای ارـزون    حج  کلی واکنشبود. 

µL 21  ازMaster Mix 2x PCR غلظــت ،ng 13 DNA  و

 µM  4/3 1آغازرر مستقی  و معکوس برای ارـزون   غلظت
 ـ PCRدو واکـنش   . برنامه دمـايی بـرای هـر   بود رای ايـ   ب

 باشد:  ها در دستگاه ترموسايکلر به صورت زير می ارزون
 03چرخـه   03،رـراد  درجه سـانتی  91دقیقه در  2چرخه  1

ــه در  ــانتی  91ثانی ــه س ــراد درج ــه در  03،ر ــه  49ثانی درج
 13چرخـه  1و رراد  درجه سانتی 72ثانیه در  03،رراد سانتی

 .رراد درجه سانتی 72دقیقه در 

 
 ها يافته
بـادی  بیمار تالاسـمی دارای آلـوآنتی   233اي  مطالعه در     

نث ؤ( بیمار م1/19)% 119( بیمار مذکر و 1/43)% 91شامل 
 (سـال  4-41)رنج سـنی  سـال  03 ±9/13 و با میانگی  سنی

( بیمـار  %14) 139مورد بررسی قرار ررفتند که از اي  بـی   
( بیمـار  %1) 2( بیمار اينترمـديا و  %41) 93تالاسمی ماژور، 

 مبتلا به سیکل/بتا تالاسمی بودند.

 

ها در جمعیت مـورد   بادی نتايج تعیی  نو  و فراوانی آلوآنتی
 مطالعه:
هـا در   بـادی  در مطالعه حاضر بیشتري  فراوانـی آلـوآنتی      

 24و   Anti-E(%22بیمـار)  11بـه صـورت    Rhرروه خونی 
هـای ديگـر    بـادی  چنـی  آنتـی   بود. ه  Anti-D( %13)بیمار

 Anti-C ، 13 (%7بیمـار)  14 بـه صـورت   Rhنی رروه خـو 
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مشـخص   (%1بیمـار)  2حـدود   Anti-eو  Anti-c (%1بیمار)
 (.2)جدول ررديد

 
 : E/eو  C/cهای  ژن ایج تعیین فنوتیپ برای آنتيتن

هـا بـا روش سـرولوژی در     يک از ايـ  آلـل   فراوانی هر    

 C  ، 144 (%1/49) 109بـه صـورت     جمعیت مورد مطالعه
(70 )%c ، 00 (1/%14) E ، 192 (94)% e شاهده شد. ه م 

 بودند. Mixed Field دارای نتايج بیمار (%1/11) 01چنی  
 

 
 Rhها در گروه خوني  بادی فراواني آلوآنتي :2جدول 

 

 بادی انواع آلوآنتي
تعداد بیماران دارای 

 بادی آنتي
 بادی انواع آلوآنتي درصد بیماران

تعداد بیماران دارای 

 بادی آنتي
 درصد بیماران

Anti-S 9 0% Anti-K 42 27% 

Anti-Cw 1 2% Anti-Kpa 14 7% 

Anti-s 2 1% 
Non Specific 

Clinical 

Antibodies 
14 7% 

Anti-Fyb 2 1% 
Anti-Jka 12 4% 

Anti-Jkb 9 0% 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 6 و 2نمونه بیماران در ستون % . 2در ژل آگارز  RHe)آلل ) -SSP PCRبه روش RHCEژن  5:  الکتروفورز محصولات تکثیر اگزون 7شکل 
منفي  4تشکیل شده است( و نمونه بیمار در ستون شماره  bp 747به طول  RHeباند هورمون رشد باند اختصاصي مربوط به آلل  مثبت)علاوه بر

 آغازگرها.: کنترل منفي 6 ستونشود(.  باشند)تنها باند هورمون رشد دیده مي مي

  1              2             3             4             5             6              7 

Exon 5 

P1,2: RHe
+
 P3: Rhe

-
 

NTC Ladder 100 Ladder 100 
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منفي  6و  7 ،2های  ستون در  نمونه بیماران% . 2برروی ژل آگارز  RHcآلل  2اگزون  مربوط به  PCR-SSP تمحصولا:  الکتروفورز 2 شکل
 RHcباند مربوط به هورمون رشد باند اختصاصي  برمثبت)علاوه  1و  1، 6های  شود( و نمونه بیماران در ستون )تنها باند هورمون رشد دیده مي

 آغازگرکنترل منفي  :5 ردیف ،باشند شود( مي مي مشاهدهbp 719به طول 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

: 6-4، ردیف 7 : اگزون6-7ردیف % . 2روی ژل آگارز RHCE ژن  5 و 7های دست آمده از تکثیر اگزونه محصولات بالکتروفورز  :6شکل 
 5اگزون 

 
   PCR-SSP : لکولیونتايج مربوط به آزمايش م

بیماران  Rhهای رروه خونی  درصد فراوانی ژنوتیپ آلل    
 نفـر  C ، 141( %71)نفـر  142در اي  مطالعـه بـه صـورت    

(1/72% )c، 44 ــر ــر 194 و E%(20)نفـ ــودe %(99)نفـ  ، بـ
 .(2و  1های  )شکل

 
از لکـوس ژنـی    1و  1نتايج مربوط به تعیی  توالی ارـزون  

RHCE : 
  هیچ  PCR-SSPدر اي  مطالعه بی  نتايج تعیی  توالی و      

را  PCR-SSPرونه تناقضی ديده نشد و تعیی  تـوالی نتـايج   
 کرد. تايید کاملاً
 ،1ارـزون  و  bp 043، 1 از ارزونطول قطعه تکثیر شده     
bp 047 2باشد. اي  قطعات تکثیر شده روی ژل آرـارز   می 

 .(0)شکل هستنددرصد قابل مشاهده 
افـزار   سپس نتايج حاصل از تعیی  توالی با استفاده از نر     

 . (1و  4های  )شکلمورد بررسی قرار ررفت )کروماس(
 ود  وج Gو C هایباز 49د ـوکلئوتیـه در نـ  نمونـدر اي    
 ه صورتـب هـ  نمونـپ ايـشود ژنوتییـب مـد که سبندار

Ladder 100 L100 NTC 

P1,P2,P3: RHc
-
 P6, P7,P8: RHc

+
 

179 bp 

Hgh 434 bp 

1            2            3             4            5           6            7            8 

   1         2        3         4        5        6       Hgh Ladder100 
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 د.باش  RHCE*C/cهتروزيگوت  
 

سـرولوژی و روش   هـای  آزمـايش   نتايج حاصل از مقايسـه 
   :لکولیوم

نتايج سـرولوژی و ژنوتیـپ، از     در اي  مطالعه با مقايسه    

های مختلـف   بیمار در آلل 49 ،بیمار مورد بررسی 233بی  
دارای تناقض بوده اند. ايـ  اختلافـات بـه     Rhرروه خونی 
ــورت   RhC %1/7 (14) ، Rhc 4 %(11،) RhE 1/9%صــــ

(17،) Rhe 1/0% (0) ديده شد. 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

و  C هایباز 41در این نمونه در نوکلئوتید . Chromasافزار  با استفاده از نرم  RHCEژن  7کروماتوگراف حاصل از تعیین توالي اگزون : 4 شکل
G به صورت هتروزیگوت شود ژنوتیپ این نمونهکه سبب مي دنوجود دار RHCE*C/c .شود 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 و Cباز  ، 616در این نمونه در نوکلئوتید .  Chromasافزار  با استفاده از نرم  RHCEژن  5کروماتوگراف حاصل از تعیین توالي اگزون : 5شکل 
G هتروزیگوت  به صورت شود ژنوتیپ این نمونهوجود دارد که سبب ميRHCE*E/e  د.باش 

 
 بحث
يــک درمــان حمــايتی و مهــ  در  ،تزريــق خــون مــداو     

تري  عوار  تزريـق   باشد. يکی از مه  بیماران تالاسمی می
کـه بـه طـور قابـل تـوجهی       اسـت آلوايمیونیزاسیون  ،خون
   را با مشکل روبروـون ايمـق خـک تزريـه يـی بـدسترس

های همولیتیک حاد و تـاخیری در   سازد و باعث واکنش می
ها مربـوط بـه    بادی تري  اي  آلوآنتی شود که مه  بیماران می
بیشـتري    حاضـر، . در مطالعـه  (9)باشـد  می Rhرروه خونی 

 (%22از نـو  )  Rhبـادی در رـروه خـونی     فراوانی آلـوآنتی 
Anti-E (%13) و Anti-D   هـای   بـادی  چنـی  آنتـی   بود، هـ
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-Anti-C  ، (1%) Anti(%7)به صورت Rhديگر رروه خونی 

c  وAnti-e  کريمی و همکـاران   .% مشخص ررديد1حدود
میزان آلوايمیونیزاسیون را در  2337در مطالعه خود در سال 

رـزارش کردنـد کـه بیشـتري  فراوانـی       %0/1جنو  ايران 
 Anti-D(%11مربوط بـه )  Rhها در رروه خونی  بادی آلوآنتی

در مطالعـه   . صادقیان و همکـاران (14)بود Anti-E (%13) و
میزان آلوايمیونیزاسیون در شمال شرق ، 2339خود در سال 

رزارش کردند که بیشتري  فراوانی آلـوآنتی   %97/2 را ايران
 Anti-Eو  Anti-Cو سـپس   Anti-D (%99)بـه  بادی مربوط
ذرکیوان و همکارانش در آای که  . در مطالعه(17)بوده است

 Anti-K ،بیمـار تالاسـمی انجـا  دادنـد     901در  2311سال 
 و Anti-D %(11)بادی و پـس از آن   %( بیشتري  آلوآنتی04)
(13)% Anti-E  چنـی  در   دارای بیشتري  فراوانی بودند. ه

های مربوط بـه   بادی اي  مطالعه درصد فراوانی ساير آلوآنتی
  در مطالعــه(. 19% رــزارش ررديــد)Rh  ،11رــروه خــونی 

 الـه و همکـارانش   توسط پـورفتح  2314ر سال د مروری که
% رـزارش  13 ايـران  در میزان آلوايمیونیزاسـیون  ،انجا  شد

 هـا مربـوط بـه    بـادی  شد که در اي  مطالعه بیشتري  آلوآنتی
(07 )%Anti-K، (29)% Anti-D (%23) و Anti-E ــد  بودنـــ
فراوانــی  ،شــود طــور کــه مشــاهده مــی    (. همــان19)

انجـا  شـده در    یها هبه مطالع  مطالعهاي  ها در  بادی آلوآنتی
   داخل کشور شباهت زيادی دارد.

 در مطالعه حاضر با مقايسه نتايج سـرولوژی و ژنوتیـپ،      
 Rhرــروه خــونی %( مربــوط بـه  1/22آلــل) 41 بیمـاران در 

 در C ،4%آلل در  %1/7 اي  تناقضات. اند دارای تناقض بوده
 هـ  . بـوده اسـت   eآلـل  در  %4/1 و Eآلل در  c، 1/9% آلل

 آزمـايش ( بیمـار نیـز در   %1/11) 01چنی  در ايـ  مطالعـه   
انـد کـه درصـد     سرولوژی دارای واکنش میکسد فیلد بـوده 

بـی  نتـايج    ،باشد. در چندي  مطالعه مشابه قابل توجهی می
اختلافاتی ديده شد که در بیشتر ايـ    ،سرولوژی و ژنوتیپ

 .بود Rhت  بیشتري  اختلافات مربوط به سیس ها همطالع
ای توسـط شـايگان و همکـارانش     مطالعه 2339سال  در    

هـای   بیمار با تزريق خون مداو  جهت تعیی  آلـل  44روی 
 بــه دو Rh ،Kell ،Kidd  ،Duffyهــای خــونی فرعــی  رــروه

 RFLPروش همارلوتیناســیون و تعیــی  ژنوتیــپ بــه روش 

PCR نفـر از   24اي  مطالعه در  در ايران صورت ررفت. در
های مختلـف مشـاهده    مورد ناسازراری در آلل 10بیماران، 

 Rhد که بیشتري  ناسـازراری مربـوط بـه رـروه خـونی      ش
 .  (23)مورد( بود19)

ــه 2313در ســال      ــه توســط  در مطالع و   یروئلســای ک
بیمـاران دارای   %13در جنو  برزيل انجا  شد، همکارانش 

 14 ،بادی بودند و بی  دو روش فنوتیـپ و ژنوتیـپ   آلوآنتی
د. در اي  مطالعـه بیشـتري  تنـاقض در    شاختلا  مشخص 

تناقض ديده شده  14يافت ررديد که ازبی  Rh رروه خونی 
ايـ     D،C  ،c،E ،eآلل اصـلی   1تناقض در  9 ،بیمار 09در 

 .(21)(%21يده شد)رروه خونی د
ای  در مطالعـه  ،2311و همکارانش در سال آنجلابلسیتو     

عد  تطـابق   %44 در جهت بررسی و مقايسه اي  دو روش،
 .(22))بیشتري  تناقض( مشاهده کردند RhCE برای رروه 

در بیمـاران بـا تزريـق     ،2314و همکارانش در سال  ژان    
ای را به انجا  رسانیدند. تعیـی  فنوتیـپ    خون مکرر مطالعه

را بـه   MNSsو  Rh  ،Kell  ،Kidd  ،Duffy های خونی رروه
نفـر   0نوتیپ انجـا  دادنـد. از بـی     دوروش سرولوژی و ژ

 بـود  RhCEيک نفر دارای دو اخـتلا  در رـروه    ،تالاسمی
 E/eوC/c  RH*CEکــه در روش ســرولوژی بــه صــورت 

RH*CE  و در ژنوتیپ به صورتC/C RH*CE  وRH*CE 

e/e     مشخص ررديد. در اي  مطالعه در افـراد بـدون تزريـق
رونه تناقضـی   بی  نتايج فنوتیپ و ژنوتیپ هیچ ،خون قبلی

نتـايج    مشاهده نگرديد. نتايج اي  مطالعه نیز حمايت کننـده 
ما در راستای وجود اختلال در تعیی  فنوتیپ افراد با تزريق 

 .(20)باشد خون مداو  می
صورت ررفته توسط   مطابق مطالعه 2317سپس در سال     

صورت تزريق خون مطابق  در ،و همکارانشروسانا پاتزولا 
رونـه   هـیچ  ،با رروه خون مشخص شده به روش مولکولی

ها مشـاهده نگرديـد. ايـ      ی آنباد افزايشی در تولید آلوآنتی
های خـونی مهـ  و تزريـق     مطالعه اهمیت تعیی  دقیق رروه

ی خـون را بیـان    سازرار در افـراد ریرنـده   واحدهای کاملاً
به عنوان  ،ده مستمراهداکنن 13. در اي  مطالعه از (9)کند می

هـا بـه    نمونه کنترل استفاده شد. فنوتیپ وژنوتیپ اي  نمونه
های  ترتیب با استفاده از روش استاندارد سرولوژی و روش
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بـا يکـديگر    هـا کـاملاً   نتايج اي  روش مولکولی تعیی  شد.
تـوان رفـت حساسـیت و اختصاصـیت      تطابق داشته و مـی 

همارلوتیناسـیون  روش مولکولی نسبت به روش اسـتاندارد  
که بیمـاران   % بوده است. اما در اي  مطالعه به دلیل اي 133

نظر هستند و اي  بیماران به طور مکـرر خـون    تالاسمی مد
کنند، در تعیی  صحیح فنوتیپ ايـ  بیمـاران بـا     دريافت می

در ايـ    ،طـور کـه رفتـه شـد     همـان  .مشکل روبرو هستی 
و ژنوتیـپ در  مـورد ناسـازراری بـی  فنوتیـپ      41مطالعه 

ديده شـد. بنـابراي  بـرای     Rhهای مختلف رروه خونی  آلل
توان از روش سـرولوژی بـه عنـوان روش     اي  بیماران نمی

هـای مولکـولی،    استاندارد استفاده کـرد. ارـر در بـی  روش   
روش تعییی  توالی را بـه عنـوان روش اسـتاندارد در نظـر     
ــاير    ــد حساســیت و اختصاصــیت س ــري ، خــواهی  دي بگی

% بوده اسـت.  133های مولکولی، نسبت به اي  روش  شرو
هـای مولکـولی    نتايج متفاوت بی  روش سرولوژی و روش

 ،انجا  شده در اي  راسـتا  یها هدر اي  مطالعه و ساير مطالع
چه روش سرولوژی بـه عنـوان روش    دهد که ارر نشان می

هـای خـونی اسـتفاده     استاندارد برای تعیی  فنوتیـپ رـروه  
های اي  روش در بعضـی مواقـع بـه     محدوديت شود اما می

سـبب تولیـد و    ،خصوا در بیماران با تزريق خون مکـرر 
شـود. در مطالعـه    بـادی در ايـ  افـراد مـی     رسترش آلوآنتی

هـای   از روش،  Rhحاضر برای تعیی  ژنوتیپ رروه خونی 
  ،طور که ذکر شد مولکولی مختلفی استفاده ررديد که همان

ديگر را تايید کردند. در نتیجـه نتـايج   ها يک نتايج اي  روش
دهنده اختصاصیت بـالای   نشان ها هاي  مطالعه و ساير مطالع

ها به عنوان روش  های مولکولی و امکان استفاده از آن روش
 باشد. های خونی می مکمل در تعیی  رروه

 
گيري نتيجه
انجـا    هـای  هو ساير مطالع ـمطالعه   يا جينتا با توجه به    
 مـاران یدر ب Rh یمربوط به رروه خـون های  ادیب یآنت ،شده

تعیـی  دقیـق   شـوند،   با فراوانی بـالايی تولیـد مـی    یتالاسم
قبل و حتـی بعـد از تزريـق     ی اي  سیست  خونیها ژن آنتی
در نیزاسیون ايمیوتواند باعث کاهش قابل توجه آلو میخون 
  نتايج ايبر  بنا در اي  بیماران شود.های بعدی خون  تزريق
ــه ــای روش ،مطالع ــا حــل مشــکلات روش   ه ــولی ب مولک

 تواننـد بـه تعیـی     می ،سرولوژی به عنوان يک روش مکمل
 کمک کنند. ها ژن آنتی دقیق اي 

 

    تشكر و قدرداني
زحمـــات همکـــاران بخـــــش ايمونوهمـــاتولوژی   از    

پرسـنل درمانگـاه   سـتاد مرکـزی سـازمان انتقـال خــون و  
مــا را يـاری   تالاسمی بزررسالان ظفر که در اي  پـژوهش  

ايـ  مقالـه ماحصـل طـر       .کردند، صمیمانه سپاسـگزاري 
مؤسسه ملی توسـعه تحقیقـات علـو  پزشـکی     مصو  در 

بــوده و 1091مصــو  ســال  942444بــا کــد طــر   ايــران
 های آن از محل اي  سازمان تامی  ررديده است. هزينه
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Abstract 
Background and Objectives 

The main antigens of the Rh blood group system (D,C,c,E,e) after the ABO system, are the 

most immune antigens. Due to existence of donor's red blood cells in the patient's circulation 

serologic methods can not accurately detect blood group antigens in patients with chronic 

blood transfusions, but molecular methods can overcome many of these limitations. 

 
Materials and Methods 

In this cross sectional descriptive study, peripheral blood samples were taken from two 

hundred of alloimmunized thalassemic patients including 81 (40.5%) male and 119 (59.5%) 

female with mean age of 30 ± 10.9 (age range 4-65) at Tehran Thalassemia Clinic during 

1976-96. Phenotyping was done for C,c,E,e antigens. Sequence Specific Primers (SSPs)-PCR 

was performed and the discrepant results between the phenotype and genotyping were 

confirmed by DNA sequencing. 

 

Results 

In this study, the highest prevalence of alloantibodies in the Rh system pertained to Anti-E 

22% (44 patients) and Anti-D 10% (20 patients) and the frequency of the alleles in this blood 

group was determined C 71% (142), c 72.5% (145), E 23% (46), e 98% (196). Thirty eight out 

of 200 patients had different results between serology and genotype. Discrepancies were 7.5% 

(14) (RHC), 6% (11) (RHc), 9.5% (17) (RHE), and 1.5% (3) (RHe). 

 

Conclusions   

Molecular methods can help to determine the exact antigens as a complementary method by 

solving the problems of the serological method. 
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