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ناشناخته خوشه ژني بتاگلوبين در ناقلين بتا تالاسمي با استفاده از دو  هاي حذف شناسايي دقيق

 MLPAو  Real-time PCRروش 

 
  ،6فرشته مريميدكتر ، 5پور مرتضي كريميدكتر ، 4، مينا حيات نوسعيد3رضا مهدياندكتر ، 5، سميه جمالي1شاهاصادق باب

 9سيروس زينليدكتر  ،7محمدي راحله علي، 8مرضيه رئيسي
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

شوود ولوي موواردي از وجوود      هاي كوچك ناشي مي اي يا حذف هاي نقطه بتا تالاسمي به طور عمده از جهش
هاي شناخته شده مبتني بر روش  شناسايي حذف. هاي بزرگ در خوشه ژني بتاگلوبين مشاهده شده است حذف

Gap PCR براي فايق آمدن بر ايون  . شوند اشناخته با اين روش شناسايي نميهاي ن باشد در حالي كه حذف مي
ني بتاگلوبين به كار گرفتوه  ژبراي بررسي كمي خوشه  MLPAو  Real-time PCRدو روش كمي  ،محدوديت

 . شد
 ها مواد وروش

فرد ناقل مشكوك به حذف در  44 به روش سرشماريانجام شد،  شاهدي -مورد در اين مطالعه كه به صورت 
، هموگلوبين (pg 58 MCH <  ،fl 74 < MCV)هاي خوني كاهش يافته خوشه ژني بتاگلوبين كه داراي شاخص

A2  نرمال و هموگلوبينF هاي ژني با به كوارگيري   تعداد نسخه. افزايش يافته يا نرمال بودند وارد مطالعه شدند
هواي   هم چنين تعداد نسخه. گرفتاي چرخه آستانه، مورد بررسي قرار  و روش مقايسه Real-time PCRروش 

 . نيز ارزيابي شد MLPAژني با روش 
 ها يافته

اي  با استفاده از روش بررسوي مقايسوه   HBG2و  HBB  ،HBDهاي  براي ژن Real-time PCRنتايج حاصل از 
بين، و براي ناقلين حذف در خوشه ژني بتواگلو  96/4 ± 17/4را براي افراد سالم،  ΔΔCt5–چرخه آستانه، ميزان 

در ارتفاع پيوك شناسواگرهاي   % 54، كاهش حدود  MLPAهم چنين نتايج حاصل از . دادنشان  57/4 ± 44/4
 .  دادتكثير يافته مرتبط با ژن حذف شده در افراد هتروزيگوت را نشان 

 نتيجه گيری 
 Real-timeوجود حذف را در مناطقي كه توسوط   ،هاي حاصل از تكثير شناساگر و بررسي پيك MLPAنتايج 

PCR هاي شناخته شوده و ناشوناخته را در    توان حذف با كمك اين دو روش مي. شناسايي شده بود، تاييد كرد
 . ناقلين بتا تالاسمي با دقت زياد شناسايي نمود

  بتاگلوبين، حذف ژني بتا تالاسمي، :ات كليديكلم

 
 78/ 42/6 : تاريخ دريافت 
 31/33/78: تاريخ پذيرش 

 
 انستيتو پاستور ايران مركز تحقيقات بيوتكنولوژي  ودانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات رشد سلولي و مولكولي ـ ـ كارشناس ا3
 انستيتو پاستور ايرانشناسي ـ مركز تحقيقات بيوتكنولوژي  ـ كارشناس ارشد زيست4
1- PhD  ان انستيتو پاستور ايربيوتكنولوژي پزشكي ـ مركز تحقيقات بيوتكنولوژي 
 انستيتو پاستور ايران كارشناس ارشد سلولي و مولكولي ـ مركز تحقيقات بيوتكنولوژي  -2
 انستيتو پاستور ايرانـ پزشك عمومي ـ مركز تحقيقات بيوتكنولوژي 5
 انستيتو پاستور ايرانبيوتكنولوژي پزشكي ـ مركز تحقيقات بيوتكنولوژي  PhDـ 6
 ژنتيك انساني كوثر ـ كارشناس ارشد ژنتيك ـ مركز تحقيقات8
 دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات ـ كارشناس ارشد ژنتيك ـ 7
 31375-3668: ـ صندوق پستيو مركز تحقيقات ژنتيك انساني كوثر انستيتو پاستور ايرانژنتيك پزشكي ـ مركز تحقيقات بيوتكنولوژي  PhD: ـ مؤلف مسؤول9
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  مقدمه 
هاي تك ژني بوده  ترين بيماري عبتا تالاسمي يكي از شاي    

باشـد  از ايـن    كه داراي الگوي توارث اتوزومال مغلوب مي
رو ناقليني كه يك نسـهه از الـب بتـا تالاسـمي را بـه ارث      

-1)باشـند  برند  معمولاًَ از لحاظ باليني فاقد علامت مـي  مي
 35111ناقب بتـا تالاسـمي و بـيش از    ميليون  4بيش از (. 3

تالاسمي ماژور در ايران گزارش شده است   فرد مبتلا به بتا
هـاي   ي از اولويـت رلذا تشهيص پـيش از تولـد ايـن بيمـا    

امروزه از پيوند مغز استهوان . (2)باشد بهداشتي در ايران مي
و ژن درماني براي درمـان ايـن بيمـاري ژنتيكـي نـام بـرده       

شـناخت    شـود  ولـي يبيعتـاًَ بهتـرين راه حـب ممكـن       مي
سطح ايران و تعيين ميزان پراكنـدگي   هاي موجود در جهش

. (5)ها در جهت پيشـگيري از تولـد ايـن بيمـاران اسـت      آن
بايد تمـام نـاقلين ايـن بيمـاري       براي رسيدن به اين هدف

به عبارت ديگر بـراي كنتـرل ايـن بيمـاري     . شناسايي شوند
هاي ژني مرتبط با بتا تالاسـمي   نياز به شناسايي انواع جهش

تا امروز . باشد مي گلوبينوشه ژني بتاهاي خ از جمله حذف
جهش گوناگون در ژن بتاگلوبين گزارش شده  411بيش از 

هـاي   مورد مرتبط با حـذف  61حداقب   است كه از اين بين
هـا از   اي از اين حذف تعداد قابب ملاحظه .باشند مهتلف مي

ــذف  ــه ح ــاي  جمل  Spanish   Sicilian   Chinese   Hbه

Lepore ــه /و حــذف -Turkish   Asianهــاي  شــدگيوارون

Indian    با اندازه و موقعيت متغير  خوشه ژنـي بتـاگلوبين را
 (. 3  6)كنند درگير مي

ها  مولكولي رايج براي تشهيص ناقلين حذف هاي روش    
بـر و پرهزينـه     هايي نظيـر زمـان   علاوه بر داشتن محدوديت

بودن  فاقد حساسيت و دقت لازم و كـافي بـراي شناسـايي    
بـه يـور ملـال  روش    . هـا مـي باشـند    م نـاقلين حـذف  تما
بـر  بـه هيبريـد     گذاري ساترن به عنوان يك روش زمان لكه

شدن شناساگرها وابسته بـوده و نيازمنـد مقـادير بـالايي از     
ــه  ــا روش  DNAنمون ــت و ي  Fluorescent In Situ)اس

Hybridization )FISH       مستلزم يي كـردن مراحـب كشـت
. باشـد  هاي متافازي مي به كروموزوم يابي سلولي براي دست

ضمن اين كه ايـن روش از حساسـيت لازم و كـافي بـراي     
(. 8-9)باشـد  هاي كوچـك برخـوردار نمـي    شناسايي حذف

 PCRهاي معمولي شناسايي موتاسيون مبتني بر تكلير  روش

ژنومي  توانايي شناسـايي حـذف    DNAيك توالي منفرد از 
ي در كرومـوزوم همتـاي   را ندارند زيرا همـواره الـب نرمـال   

فرد ناقب را تغييـر   PCRتواند نتايج  ديگر وجود دارد كه مي
لــذا بــراي شناســايي  .گــرددداده و پاســخ كــامبي مشــاهده 

 DNAمبتني بـر تكليـر    روش  هاي حذفي متداول موتاسيون
بـه عنـوان روشـي سـاده  سـريع و ارزان       Gap PCRبا نـام  

هـاي   روش)هـاي مكـر شـده    جايگزين مناسبي بـراي روش 
روش (. 31)شـود  محسوب مـي ( FISHگذاري ساترن و  لكه

Gap PCR  هـاي شـناخته شـده     براي شناسايي حـذفδβ   ـ
هـاي حـذفي      هموگلوبين لپور و انـواع موتاسـيون  تالاسمي

ــي    ــوبين جنين ــي هموگل ــداوم ارث  HPFH (Hereditary ت

Persistence of Fetal Hemoglobin) ايـن  . شـود  استفاده مي
با دامنه مشـهص را   يهاي وانايي شناسايي حذفروش تنها ت

هاي ناشـناخته   دارد ولي قادر به شناسايي افراد داراي حذف
در اين تحقيق بـر  (. 4  6)با دامنه بزرگ و نامشهص نيست

انـدازي   هاي انجـام شـده  بـه راه    ها و بررسي اساس مطالعه
كمي در سطح ژنومي براي بررسـي   Real-time PCRروش 
. (6  33  34)شـد اقـدام  ژنـي بتـاگلوبين    هاي خوشه حذف

 هـاي  مبتني بر سنجش كمي نسـهه  Real-time PCRسيستم 
از يريــق    PCRژنــي در يــول فــاز تاــاعدي از واكــنش 

در اين سيسـتم  . باشد سنجش ميزان نشر نور فلورسانس مي
نظيـر   DNAاز يك رنگ فلورسانس ويژه متاب شونده بـه  

SYBR Green I ل به كه تنها پس از اتااDNA اي  دو رشته
اين . شود كند  استفاده مي سيگنال فلورسانس قوي منتشر مي

رنگ فلورسنت يي واكنش  متناسب با ميـزان محاـولات   
توليد شده از هر سيكب  نور فلورسنت سايع كرده و ميزان 
نشر فلورسانس آن توسط نمايانگر دستگاه شناسايي و ثبـت  

و قدرت تشـهيص  با توجه به حساسيت (. 31-35)شود مي
بالا  اين سيستم به عنوان روشـي مناسـب بـراي تشـهيص     

وجود تنها يـك  . هاي بتا تالاسمي انتهاب شد ناقلين حذف
نسهه از ژن سالم مـورد مطالعـه در افـراد ناقـب در مقابـب      
وجود دو نسهه از اين ژن در افراد سـالم منجـر بـه توليـد     

در  DNAمحاول كمتري در ابتداي فـاز تاـاعدي تكليـر    
ن افـراد و  ـتوانـد در تمـايز اي ـ   شود و اين مي افراد ناقب مي

 . ها در اين روش  مبنا قرار گيرد شناسايي ناقلين حذف
 توانند   يم Real-time PCRهاي اوليه حاصب از انجام  داده    
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 Threshold) اي چرخـه آسـتانه   با استفاده از روش مقايسـه 

cycle, Ct)   ه آسـتانه چرخ ـ. مورد بررسي قـرار گيرنـد(Ct)  
اي است كه در آن هر نمونه تكلير تااعدي خـود را   چرخه

ــرده ــروع ك ــي  ش ــزايش معن ــيگنال  اف ــنجش س داري در س
در اين چرخـه    PCRشود و منحني  نس مشاهده ميافلورس

خـط آسـتانه    . كند را قطع مي( Threshold Line)خط آستانه
خطي است كه به صورت خودكار توسط دستگاه رسم شده 

هاي  هاي فلورسانس پس زمينه و سيگنال رز بين سيگنالو م
ــا تكليـــر را مشـــهص   ــرتبط بـ ــادار مـ ــانس معنـ فلورسـ

 (. 35)نمايد مي
استفاده از   ديدگاه جديدي كه در اين زمينه مطرح است    

ــه    ــاگرهاي چندگان ــه اتاــال شناس ــته ب ــر وابس روش تكلي
(MLPA=Multiplex Ligation-dependent probe 

Amplification )ايـــن روش مبتنـــي بـــر اتاـــال. اســـت 
(Ligation )  دو نيمــه شناســاگر روي تــوالي هــدف و يــك

 توسـط اليگونوكلووتيـدهاي هيبريـد    PCRواكنش تكليـري  
. باشـد  شونده مجاور با استفاده از تنها يك جفت آغازگر مي

از آن جا كه ميزان محاولات تكلير شناسـاگر  متناسـب بـا    
باشـد  ايـن روش در    هدف ميهاي اوليه توالي  ميزان نسهه

قابـب اسـتفاده   ( Gene dosage)هاي ژني بررسي تعداد نسهه
 (. 31  36)است

 
  هاروش مواد و 

        DNAانتهاب بيماران و استهراج 
از . مطالعه انجام شده از نـوع مـورد ـ شـاهدي بـود             

ميان افراد مراجعه كننده به آزمايشگاه ژنتيك انستيتو پاستور 
فـرد ناقـب    21ن و مركز تحقيقات ژنتيك انساني كـوثر   ايرا

مشكوك به حذف در خوشه ژنـي بتـاگلوبين پـس از اخـذ     
مبناي انتهاب افـراد بـراي   . رضايت نامه وارد مطالعه شدند

هـاي خـوني كـاهش     ورود در اين مطالعه  داشتن شـاخص 
ــه ــوبين (pg 48 < MCHو  fl 71 < MCV)يافت  A2  هموگل

جـدول  )افزايش يافته يا نرمـال بـود   F نرمـال و هموگلوبين
هم چنين در اين مطالعه از اشهاصي كه داراي حـذف  (.  3

قطعي بودند  تحت عنوان كنترل ملبـت و تعـدادي از افـراد    
مـورد   DNA. سالم تحت عنوان كنترل منفي استفاده گرديـد 

هاي سفيد خون محيطـي بـا اسـتفاده از روش     نياز از گلبول

استهراج و غلظـت و كيفيـت آن   ( Salting Out)نمك اشباع
ــپكتروفتومتر   ــط اس NanoDropتوس

®
 ND-1000  ــنجيده س

 (. 38)شد
 

Gap PCR 
 45براي انجام اين روش از مهلوط واكنشي بـه حجـم       

پيكومول از  31ژنومي   DNAنانوگرم  411ميكروليتر شامب 
و بـافر   Taqپليمـراز   DNAواحد از آنـزيم   3/1هر آغازگر  
 PCR buffer   85/1( X 31)كروليتــــرمي 5/4محتــــوي 
ــر  ــر MgCl2   4/1( mM 51)ميكروليت ( mM 311)ميكروليت

dNTP Mix  ــر 145/1و ــه  Spermidin( M3)ميكروليتـ كـ
همگي از شركت سيناژن خريداري شدند  با شرايط دمـايي  

ــه    ــر شــده در مقال ــاران  در دســتگاه   گريــكمك و همك
تفاده اســــ( Applied Biosystems   2720)ترموســــايكلر

بر روي ژل آگارز  Gap PCRمحاولات (. 4جدول ()6)شد
آميزي شده با اتيديوم برومايد و با اسـتفاده   درصد رنگ 5/3

باندهاي ظـاهر شـده بـا    . از اشعه ماوراء بنفش مشاهده شد
 . جفت بازي سنجيده شدند 311سايز ماركر 

 
Real-time PCR و مهلوط واكنش 

براي سه ژن از خوشه ژني آغازگرهاي اليگونوكلووتيدي     
 CLCN7و هم چنين ژن ( HBB   HBD   HBG2)بتاگلوبين

   CA)افـزار  بـه عنــوان ژن مرجــع بــا استفــاده از نــرم     
Foster City   Applied Biosystems )Ver. 3.0 Primer 

Express (. 1جدول )يراحي شد 
سـنگاپور   )اي خانـه  96هـاي   درون هر چاهك از پليـت     

Applied Biosystems   Microamp )  ــه حجــم ــويي ب مهل
ــايي  ــامب  45نه ــر ش ــر 5/34ميكروليت ــ)ميكروليت   تانانگلس

Applied Biosystems )SYBR Green Master Mix   5 
نـانوگرم   5ميكروليتـر آب و   5/6پيكومول از هـر آغـازگر    

DNA هاي هـر نمونـه    واكنش. ژنومي تهيه شدDNA   بـراي
هـم زمـان انجـام شـد و      هر سه ژن  دو سري و به صورت

هاي به دست آمده براي هـر ژن  (چرخه آستانه)  Ctميانگين 
ــد  ــبه ش ــتگاه Real-time PCR. محاس  ABI 7300در دس

Sequence Detection Systems  ــا و ــام  ب ــر انج ــه زي برنام
 گراد واسرشت سازي يـه سانتـدرج 95دا ـدر ابت: تـپذيرف
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 بررسي شدهفرد  44شناسي در  هاي خون شاخص  :1جدول 
 

 (%)RBC(x106/μl) Hb(g/dl) MCV(fl) MCH(pg) HbA2(%) HbF تعداد حذف

Sicilian (δβ) 1 4/1 ± 3/6 7/3 ± 2/31 9/4 ± 62 9/1 ± 41 1/1 ± 5/4 3/1 ± 3/9 

Turkish 
Inversion/Deletion(δβ) 3 2/6 6/33 7/64  5/39 8/4 3/9 

Asian-Indian 
Inversion/DeletionGγ(Aγδβ) 6 3/1 ± 9/5 8/3 ± 6/34 4/5 ± 84 1/1 ± 44 8/3 ± 8/1 7/1 ± 8/34 

Hb Lepore 44 2/1 ± 6/5 8/3 ± 8/33 8/4 ± 83 3 ± 41 3/3 ± 1 1/3 ± 2/4 

 HbFحذف ناشناخته همراه با 
 4/31 ± 1/3 2/4 ± 4/1 43 ± 7/1 66 ± 3/3 3/32 ± 1/3 5/5 ± 8/1 5 افزايش يافته

 HbFحذف ناشناخته همراه با 
 8/1 ± 3/1 1 ± 1/1 37 ± 7/1 63 ± 4/3 4/33 ± 4/3 3/6 ± 4/1 1 نرمال 

MCV  :اي   ميانگين حجم گويچهMCH :اي   ميانگين هموگلوبين گويچهHbF :  هموگلـوبين جنينـي(α2γ2)  HbA2(:α2δ2).     مقـاديرمكر شـده در جـدول
 . است( SD ± mean)انحراف از معيار ±نمايانگر ميانگين 

 
 Gap PCRاليگونوكلئوتيدي به كار گرفته شده در  آغازگرهايتوالي : 5جدول 

 
 حذف آغازگر توالي بر روي ژن آغازگرموقعيت 

52631-52576 5-GACACACATGACAGAACAGCCAAT-3 F 
Hb Lepore 63781-63727 5-CGATCTTCAATATGCTTACCAAG-3 F 

64824-64861 5-CATTCGTCTGTTTCCCATTCTA-3 R 
52994-52984 5-TTGGGTTTCTGATAGGCACTG-3 F 

Sicilian 56511-56556 5-GTGTCACCCATTAATGCCTTGTAC-3 R 
69273-69511 5-TAGATCCCTTTGCCATTATG-3 R 
19728-19748 5-ATGCCATAAAGCACCTGGATG-3 F 

Asian-Indian 23111-23144 5-GAGCTGAAGAAAATCATGTGTGA-3 R 
56314-56331 5-TAACCATATGCATGTATTGCC-3 F 
66239-66221 5-TTCCACTATCTTACTTACACAT-3 R 

Turkish 82916-82936 5-TGCTGAGGATTGTTTTAGGTC-3 F 
85598-85636 5-GAATAGCAGTGGTGAGAGAG-3 R 

 
 Real-time PCRهاي اليگونوكلئوتيدي به كار گرفته شده در آغازگرتوالي : 3جدول 

 

بر روي  آغازگرموقعيت  توالي آغازگر ژن
 ژن

 طول محصول تكثير
 (جفت باز)

HBB   F 5-GGGCATGTGGAGACAGAGAAGAC-3 81856-81812 342 

HBB  R 5-ACTCAAAGAACCTCTGGGTCCAAG-3 81758-81712  

HBD F 5-GACTCCTGAGGAGAAGACTGCTGTC-3 61437-61392 316 
HBD R 5-ACATGCCCAGTTTCCATTTGC-3 61149-61119  

HBG2 F 5-ACTGAGCTCACTGCCCATGATG-3 22156-22115 311 
HBG2 R 5-AGACAACCATGTGTGATCTCTTAGCAG-3 22218-22233  

CLCN7 F 5-CTCTTAGGCCAGGCGTTTGTG-3 7142-7112 349 
CLCN7 R 5-ACCGTGCTCAGCGCTATGC-3 7214-7232  
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DNA  دقيقه در چرخه اول و سپس  31در مدت زمان الگو
درجـه   95: چرخـه تكـرار شـد    21دو برنامه دمايي زير در 

گـراد بـه    درجـه سـانتي   61ثانيـه و   35گراد به مدت  سانتي
هر مرحله تكليري كامب  توسط يك مرحلـه  . دقيقه 3مدت 

گراد براي  درجه سانتي 95: كه شامب( dissociation)تفكيك
ثانيـه    11گراد براي مـدت   درجه سانتي 61نيه  ثا 35مدت 

بـه منظـور    بـود  ثانيـه   35گراد براي مدت  درجه سانتي 91
 .تجزيه و تحليب منحني موب ادامه يافت

 
 اي چرخه آستانه روش مقايسه

افزار دسـتگاه بـه يـور     نرم   PCRبا پايان انجام واكنش     
عـات بـا   ايلا تحليـب . كند اتوماتيك خط آستانه را رسم مي

 ABI 7300 sequence Detection systemافزار  از نرم استفاده
ــرم ــزار  و ن   SDS Ver. 1.2.3  ( Applied Biosystemsاف
ــ ــه( تانانگلس ــا روش مقايس ــام   و ب ــتانه انج ــه آس اي چرخ

 Excelافـزار   هاي خام اوليه با اسـتفاده از نـرم   داده. پذيرفت

2007 (Microsoft corp.) ــ  ــه و تحلي ــت تجزي ــرار تح ب ق
ژن هـدف   Ctبه اين ترتيب كه با تفاضـب ميـانگين   . گرفتند

ژن  Ctبــراي هــر دو نمونــه نرمــال و آزمــايش از ميــانگين 
در نمونــه نرمــال و نمونــه آزمــايش  ΔCtمرجــع  شــاخص 

مربوط به نمونـه نرمـال و    ΔCtمحاسبه شد و از تفاضب دو 
. به دسـت آمـد   ΔΔCtنمونه آزمايش  فاكتوري تحت عنوان 

ــدف   در ن ــهه ژن ه ــداد نس ــت تع -Gو  Beta   Delta)هاي

gamma ) با استفاده از فرمولΔΔCt-4 (.  32)مشهص شد 
هاي هدف و  هم چنين به منظور تعيين كارآيي تكلير ژن    

لازم بود در ابتدا به صورت هم زمـان      CLCN7ژن مرجع 
-Realنرمال تهيه و پس از انجام  DNAهاي متوالي از  رقت

time PCR       نمودار استاندارد براي هر قطعـه ژنـي ترسـيم
نمودار اسـتاندارد مـرتبط بـا    ( Slope)با توجه به شيب. شود

β   δ   Gهاي  تكلير ژن
γ   و همين يور ژن مرجعCLCN7   

هـا مطـابق فرمـول زيـر      براي تمـامي ايـن ژن   PCRكارآيي 
Efficiency = [10      (:33)محاسبه شد

(-1/Slope)
 (كارآيي) 1-[

 
                      (MLPA)ير وابسته به اتاال شناساگرهاي چندگانهتكل
ذف در خوشـه  ــ ـن حــه داشتـوك بـراد مشكـه افـهم    

 بتاگلوبين و هم چنين افراد كنترل ملبت و كنترل منفي  يـژن

 SALSA MLPA P102 HBB اســتفاده از كيــت  اـــــب
رسـي  مطابق با دستورالعمب شركت سـازنده مـورد بر  (هلند)

سـازي   شامب مراحب واسرشـت  MLPAفرآيند . قرار گرفتند
DNA      هيبريداسيون دو نيمه شناسـاگر بـه منـايق مجـاور  

و تكليـر   بـه يكـديگر   روي ژنوم  اتاال دو نيمه شناسـاگر 
است كه در نهايت بـا جداسـازي محاـولات     PCRتوسط 

 يـابي  تكلير شده توسط الكتروفورز موئين در دستگاه تـوالي 
Genetic Analyzer ABI PRISM

®
در مركز تحقيقـات    310 

بـا   MLPAآناليز (. 31  36)ژنتيك انساني كوثر خاتمه يافت
Gene Markerافزار  استفاده از نرم

®
 Ver. 1.6 انجام شد . 

 
 يافته ها

نفــر فــرد ناقــب بتــا تالاســمي  6111از تعــداد بــيش از     
يـران و  مراجعه كننده به آزمايشگاه ژنتيك انستيتو پاسـتور ا 

نفر واجد حـذف در   21تعداد   مركز تحقيقات ژنتيك كوثر
خوشه ژنـي بتـاگلوبين و يـا مشـكوك بـه وجـود حـذف         

 A2ملاك وجود حذف  داشتن هموگلوبين . ندشناسايي شد
ــوبين  ــال و هموگل ــال  عــدم   Fنرم ــا نرم ــه ي ــزايش يافت اف

 PCRاي  كوتاه بودن محاول  هاي نقطه شناسايي موتاسيون
ــه ژ ــز عــدم مشــهص شــدن  در منطق ــاگلوبين و ني ــي بت ن

اي در فرد ناقب بتـا تالاسـمي بـا اسـتفاده از      موتاسيون نقطه
 . بوديابي  روش توالي

ي شده حيرا آغازگراز دو  Gap PCRبراي انجام روش     
براي دو ناحيه بالا دست و پايين دست محدوده هر حذف 

لم  از به عنوان كنترل براي الب سا. شناخته شده استفاده شد
كه توانايي اتاال به توالي در داخب ناحيه  آغازگريك 

حذفي در الب سالم را دارد استفاده شد كه توليد يك 
هاي كناره ناحيه حذف آغازگرمحاول اضافي با يكي از 

نمونه انتهاب شده براي بررسي وجود  21از . كند مي
هاي خوني ارايه  حذف در خوشه ژني بتاگلوبين با شاخص

   Leporeهاي شناخته شده    حذف3جدول شده در 
Asian/Indian   Turkish  وSicilian  فرد توسط  14درGap 

PCR هم چنين وجود حذف شناخته شده . مشهص گرديد
نتايج الكتروفورز . در همگي افراد كنترل ملبت تاييد شد

روي ژل آگارز يك باند مشهص را  Gap PCRمحاولات 
هص را براي فرد هتروزيگوت براي فرد نرمال  دو باند مش
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و يك باند مشهص با دامنه حركتي بيشتر از تك باند 
مرتبط با فرد نرمال را براي فرد هموزيگوت حذف نشان 

هاي شناخته  حذفبراي  Gap PCRانجام (. 3شكب )دهد مي
روش . مشهص نكرد نمونه ديگر  حذفي را 7شده در 

ني بر مبت Real-time PCRدر  چرخه آستانهاي  مقايسه
تغييرات چرخه آستانه نمونه آزمايش در مقايسه با نمونه 
كنترل است كه با كمك آن نسبت تعداد نسهه نمونه اوليه 

در اين آزمايش  ژن كانال كلري . باشد گيري مي قابب اندازه
8(CLCN7 )به عنوان ژن مرجع(reference gene ) انتهاب

 36 اين ژن به عنوان يك ژن سالم روي كروموزوم. شد
β   δ   G)يكـي از سـه ژن. قرار دارد

γ ) نيـز بـه عنـوان ژن
 .هدف در نظر گرفته شد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

چاهک . Gap PCRتوسط   Leporeغربالگری برای حذف : 1شکل 
ک باند يبا ( نترل منفیك)نمونه فرد سالم 5ز مارکر، چاهک يسا 1

کنترل مثبت )گوت قطعیيفرد هتروزنمونه  ٣مشخص، چاهک 
فرد نمونه  ٤چاهک ، باند مشخص دوبا  (گوتيهتروز حذف
ک باند يبا  (گوتيکنترل مثبت حذف هموز)گوت قطعیيهموز

 ،باند مشخص دوبا گوت يفرد هتروزنمونه  ٥چاهک  ،مشخص
را نشان  ک باند مشخصيبا گوت يفرد هموزنمونه  ٦چاهک 

 . باشد الگو می DNAفاقد  ٧چاهک . دهد می
 

ــ     و انجــام  Real-time PCRســازي  هانجــام مراحــب بهين
نرمـال و   DNAهاي متوالي از نمونـه   آزمايش بر روي رقت
هاي منفي و مشـابه   خطويي با شيب  رسم نمودار استاندارد

β   δ   Gبراي هر چهار ژن 
γ  وCLCN7   از . را ايجـاد نمـود

و رسـيدن بـه    DNAهـاي مهتلـف    آن جايي كه بين غلظت
 رابطـه معكـوس    سـتاندارد در نمـودار ا ( Ct)آسـتانه  چرخه

وجود دارد  نمودار استاندارد مرتبط با هـر ژن داراي شـيبي   
هاي مشابه در نمودار استاندارد مربـوط   شيب. باشد منفي مي

Gو  β   δهاي  به ژن
γ  و ژن مرجعCLCN7    تاييد نمـود كـه

ها تقريبـاًَ برابـر بـوده و بنـابراين      براي اين ژن PCRكارايي 
آسـتانه  از اعتبـار لازم     اي چرخـه  يسـه استفاده از روش مقا

 Real-timeپـس از آن  انجـام    (.4شكب )باشد برخوردار مي

PCR  ــذف در ژن ــود ح ــاقلين داراي  βوج ــامي ن را در تم
حذف شناخته شده و هم چنين افـراد كنتـرل ملبـت اثبـات     

 β   δهـاي   براي ژن Real-time PCRهم چنين انجام . نمود
Gو 

γ  5نـده  وجـود حذف بـزرگ را در  نمونـه باقيما 7در 
بدون هيچ ايلاعي از سرحدات دقيق حذف مشهص  نمونه
در فرد ناقب  δو  βهاي  هاي مرتبط با تكلير ژن منحني. نمود

حذف در مقايسه با فرد نرمـال  ديرتـر وارد فـاز تاـاعدي     
بديهي است كه در فرد داراي حذف  بـــه  (. 1شكب )شدند

علت فقدان يك نسـهه از ژن هـدف  منحنـي تكليـر يـك      
چرخه ديرتـر از منحنـي متنـاظر در فـرد سـالم بـه آسـتانه        

اده از هاي اوليه با اسـتف  با تجزيه و تحليب اين داده. رسد مي
  ΔΔCt4–و محاسبه نسبت ( Ct)اي چرخه آستانه روش مقايسه

 ± 12/1بـراي افـراد سـالم و نسـبت      96/1 ± 37/1نسبت 
براي افراد ناقب حذف در خوشه ژنـي بتـاگلوبين بـه     57/1

 .      دست آمد
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 DNAها از نمونوه   ه سری رقتيرسم منحنی استاندارد بر پا: ٢شکل 
بوه منووور    CLCN7و ژن مرجو    β، δ، γGهوای   نرموال بورای ژن  

هوای   ر ژنيهای تکث دست آمده برای منحنیه ب بيش. یيمحاسبه کارا
β، δ، γG  وCLCN7  ۳۴/٣و -٤٤/٣،  -٣٦/٣،  -٤٤/٣ب يووبوه ترت- 
بوا  برابور   يرا برای هر سه ژن تقر PCRی يتوان کارا باشد، لذا می می

منفی بوودن  . اده کردای چرخه آستانه استف سهيدانست و از روش مقا
دن به يو رس DNAن غلوت يها به علت وجود رابطه معکوس ب بيش

 Correlation)ب همبستگی ين ضريهمچن. باشد می (Ct)چرخه آستانه

coefficient) های  برای ژنβ، δ  وCLCN7  و بورای ژن   ٩٩/٠معادل
γG  راتييو ن تغيوجوود همواهنگی بو    باشد که نشانه می ٩٩/٠معادل  

 .ها است Ctو اختلاف  DNAغلوت 
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. مربوط به فرد سالم DNAر يمنحنی تکت: A شکل . در دو فرد سالم و ناقل CLCN7و ژن مرج  β ،δ ،Gγهای  برای ژن DNAريمنحنی تکث: 3شکل 
ر شده و يوارد فاز تصاعدی تکث ٦٦/٤٤ در چرخه CLCN7و ژن مرج   ٧٧/٢٣در چرخه  Gγ، ژن ٩٩/٢٣در چرخه  δ، ژن ٩٩/٢٢در چرخه  βژن 

، ٦٦/٤٥در چرخه  δ، ژن ٥٤/٤٣در چرخه  βژن  .δو  βهای  مربوط به فرد ناقل حذف در ژن DNAر يمنحنی تکت:  Bشکل  .اند دهيبه آستانه رس
 .اند ر شدهيوارد فاز تصاعدی تکث ٠٩/٢٣در چرخه  CLCN7و ژن مرج   ٤٦/٤٤در چرخه  Gγژن 

 
كه براي شناسايي  SYBR Green Iنگ ر ي كهـاز آن جاي    

 دو DNAشـود  بـه هـر نــوع  استفـاده مـي PCRمحاول 
ــته ــول     رش ــهيص محا ــايي تش ــده و توان ــب ش اي متا

اختااصي از غير اختااصي را ندارد  لـذا وجـود مـواردي    
چون آغازگر دايمر يا محاول غيـر اختااصـي نيـز سـبب     

  از ايـن (. 37  39)شـوند  افزايش سيگنال نور فلورسانس مي
به منظور تاييد صحت قطعـه تكليـر شـده و ايمينـان از     رو 

عــدم وجــود محاــول غيــر اختااصــي آغــازگر دايمــر و 
در . استفاده شـد ( Melting curve)آلودگي  از نمودار موب 

اين نموار با توجه به وجود تنها پيك مشاهده شده براي هر 
ــودش       ــه خ ــر ب ــاي موب منحا ــازگر در دم ــت آغ جف

 (. 2شكب )مشهص گرديد PCRبودن محاول  اختااصي
و به كارگيري شناسـاگرهاي   MLPAاز روش با استفاده     

 اختااصي  چندين محب در خوشه ژني بتاگلوبين به منظور 

 
هاي كوچك و بـزرگ مـورد بررسـي قـرار      شناسايي حذف

ناقـب   14وجود حـذف را در تمـامي    MLPAنتايج . گرفت
ناقب با حـذف ناشـناخته    5حذف شناخته شده و هم چنين 

هاي مرتبط با ناحيه حذف در فرد ناقب  پيك. مشهص نمود
ــاه  ــول كوت ــك  داراي ي ــري از پي ــرد   ت ــاظر در ف ــاي متن ه

 (.5شكب )بودند( كنترل منفي)سالم
 
 
 
 
 
 

 
 

و ژن مرج   β ،δ ،Gγهای  ز منحنی ذوب برای ژنيآنال: 4شکل 
CLCN7 
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حذف با ستاره  هيهای مرتبط با ناح کيپ. گلوبينشده مربوط به ژن بتا رين محصولات تکثياز الکتروفورز موئدست آمده ه های ب کيپ:  5شکل 
. باشد می گلوبينک فرد ناقل دارای حذف در ژن بتايمربوط به   Bشکل. دهد ک فرد سالم را نشان میيک يپيالگوی ت Aشکل . اند مشخص شده
 .ن ژن استيجود حذف در اودر فرد ناقل، نشانه  گلوبينتبط با ژن بتاهای مر کي٪ در ارتفاع پ٥٥با  يکاهش تقر

 
 بحث

بيمـاري تــك ژنـي در ايــران    تــرين بتـا تالاســمي شـايع      
اي عوامـب   هـاي نقطـه   از آن جايي كـه موتاسـيون  . باشد مي

دهنـد  بيشـترين    اصلي ايجـاد ايـن بيمـاري را تشـكيب مـي     
ــه ــه    مطالع ــمي در زمين ــا تالاس ــورد بت ــا در م ــايي ه شناس

هـاي   اي انجـام پذيرفتـه اسـت و روش    نقطه هاي موتاسيون
ــر   ــي ب ــه  PCRمبتن ــراي  RFLPو  ARMS PCRاز جمل ب

اسـتفاده  بتـاگلوبين  هـاي شـايع در ژن    شناسايي موتاسـيون 
با اين وجود  مواردي از حـذف در خوشـه ژنـي    . شوند مي

اي ديگـر از بتـا    شـود كـه علـت دسـته     بتاگلوبين ديـده مـي  
ــا تالاســمي ــه  (. 2  34)اســت ه ــات گذشــته در زمين تحقيق

هـا در خوشـه ژنـي بتـاگلوبين در ايـران و       شناسايي حذف
جهان بسيار اندك بوده است به يوري كه تاكنون هيچ يـك  

  توانـايي   Gap PCRهـاي آزمايشـگاهي از جملـه     از روش
هم چنين . اند تشهيص تمامي ناقلين داراي حذف را نداشته

نيز به علـت نيـاز بـه     FISHن و گذاري ساتر هاي لكه روش
صرف زمان يولاني و هم چنين فقدان دقـت و حساسـيت   

در اين جا دو روش (. 8-9)باشند چندان مطلوب نمي  كافي
هاي رايج گذشته  مبتني بـر   سريع و كارآمد نسبت به روش

و تكلير وابسته به اتاال  Real-time PCRاستفاده از سيستم 
راي شناســايي ســريع و بــ( MLPA)شناسـاگرهاي چندگانــه 

هاي شناخته شـده و ناشـناخته در خوشـه     دقيق انواع حذف
 . ژني بتاگلوبين شرح داده شده است

 SYBRمبتني بر استفاده از رنگ  Real-time PCRروش     

Green I   به عنوان روشي ساده و نسبتاًَ ارزان براي شناسـايي
 شدگي در ژنوم و به يور ويژه و ا مضاعفـذف يـي حـكم

. براي اولين بار در خوشه ژني بتاگلوبين پيشنهاد شده است
گيـري از ايـن روش    هاي فراواني مبني بر بهـره  البته گزارش

هـاي   هاي ژني در سـاير بيمـاري   در شناسايي انواع بازآرايي
ــترولمياي     ــايپر كلس ــمي  ه ــا تالاس ــه آلف ــي از جمل ژنتيك

تيكي هاي ژن خانوادگي  سندرم آنجلمن و بسياري از بيماري
  هـا  در تمام اين مطالعـه . (8  41  43)ديگر ارايه شده است

هـاي ژنـي در يـول فـاز تاـاعدي از       سنجش كمي نسهه
بر اساس سنجش ميزان نشر نـور فلورسـانس    PCRواكنش 

ايـن  . دهـد  را تشـكيب مـي   Real-time PCRاساس سيسـتم  
در واكنش افـزايش   PCRسيگنال متناسب با ميزان محاول 

توان واكنش را  بت ميزان تابش در هر چرخه ميبا ث. يابد مي
در يول فاز تااعدي ثبـت كـرد و آن را بـا مقـدار نمونـه      

هـاي اوليـه    هر چه مقـدار نسـهه  . الگوي اوليه مطابقت داد
DNA افزايش ميزان نور فلورسانس و ورود به   بيشتر باشد

البته بايـد گفـت بـا    (. 31)افتد فاز تااعدي زودتر اتفاق مي
كه اين روش امكان شناسايي هم زمان بـا تكليـر    وجود اين

كند  استفاده از آن در يك سنجش  هاي ژني را مهيا مي توالي
شـدت بـه علـت تـداخب ييـف      بـه  ( Multiplex) چندگانه

 لـذا حضـور زوج  . شـود  هاي فلورسانس محـدود مـي   رنگ
سـبب كـاهش     متعدد در يك واكنش چندگانـه   آغازگرهاي
 (. 39  41)نتايج آن خواهد شد و اعتبار PCRدر توانايي 

 ص تعداد نسخ ژني در خوشه ــه تشهيـون در زمينـتاكن    
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و رنگ  Real-time PCRژني بتاگلوبين با استفاده از سيستم 
. گزارشي ارايه نگرديـده اسـت   SYBR Green Iفلورسانس 

ــن حــال ــا اي ــو ب روشــي  4116و همكــارانش در ســال  لي
هاي موب مـرتبط   اي منحنيه مولكولي بر مبناي ارتفاع پيك

بــراي  Real-time PCRهــاي تكليــر يافتــه از يريــق  بــا ژن
ــا تالاســمي ارا  تشــهيص حــذف ــاي موجــود در آلف ــه ه ي

اين در حالي است كه در مطالعه حاضر بررسـي  (. 41)دادند
هاي منحني موب تنهـا بـه منظـور تاييـد اختااصـيت       پيك

اضـر  در مطالعه ح. محاولات تكلير يافته صورت پذيرفت
ه دفرد داراي حذف شـناخته ش ـ  14وجود حذف در تمامي 
شناسايي شده  Gap PCRها از يريق  كه وجود حذف در آن

تشـهيص داده شـد كـه     Real-time PCRبود  توسط روش 
در  Real-time PCRاين دليلي بر صحت و دقـت در نتـايج   

 . باشد مي  هاي ژني شناسايي تغييرات نسهه
اي در زمينـه   از كـاربرد گسـترده   كه اخيراًَ MLPAروش     

باشـد  مبتنـي بـر     هاي ژني برخوردار مـي  تشهيص بازآرايي
اسـتاندارد   PCRو يك  (Ligation)تركيب يك واكنش اتاال

است كه در نهايت به جداسـازي محاـولات تكليـر شـده     
هـا نشـان    بررسـي . يابـد  توسط الكتروفورز موئين خاتمه مي

بـراي بررسـي تعـداد     داده است كـه اسـتفاده از ايـن روش   
هـا عملــي   هـاي ژنــي آلفـا و بتـاگلوبين و ديگــر ژن    نسـهه 

يـك ارتبـاط مسـتقيم ميـان     با اين وجود هنـوز  . (36)است
هاي ژني و مقدار محاول واكنش اثبات نشـده   تعداد نسهه

تواند  تنها مي MLPAبنابراين استفاده از كيت تجاري . است
توان از آن  ميبه عنوان يك روش نيمه كمي مطرح باشد و ن

 Real-timeهاي مبتني بر  به عنوان يك جايگزين براي روش

PCR جداسازي محاـولات تكليـر    هم چنين(. 44)نام برد
يابي و  دستگاه توالي به كمكشده توسط الكتروفورز موئين 

صرف زمان و هزينه زياد و دقت كمتر نسبت به آن چه كـه  
اط ضعف روش از نق  وجود دارد Real-time PCRدر آناليز 

MLPA شود محسوب مي . 
هـاي شـناخته شـده كـه      در مطالعه حاضر وجود حـذف     

تشهيص داده شده بودند  به كمك  Gap PCRتوسط روش 
هـم  . نـد با موفقيت شناسايي گرديد Real-time PCRروش 

هـاي   چنين با استفاده از اين روش امكان تشـهيص حـذف  
شناسـايي  هـاي رايـج مولكـولي     ناشناخته كه توسـط روش 

شدند  فراهم آمـد و در ادامـه تجزيـه و تحليـب نتـايج       نمي
توسـط    وجود حذف را در منايقي كـه   MLPAحاصب از 

بـه  . نمـود شناسايي شده بود  تاييـد   Real-time PCRروش 
و   Real-time PCRعقيده ما  اسـتفاده از تركيـب دو روش   

MLPA هـاي خوشـه ژنـي بتـاگلوبين      براي شناسايي حذف
 . شود ل محسوب ميآ ايده

 
 گيري نتيجه

با به كارگيري چندين شناساگر  به عنـوان   MLPAروش     
هـا بـدون    دامنه حـذف يك روش نيمه كمي براي شناسايي 

 .باشد تعيين دقيق محدوده حذف مطرح مي
    Real-time PCR  داراي توانـــايي در شناســـايي كمـــي

روش  ها در منايق مورد نظر از ژنـوم بـا اسـتفاده از    حذف
باشد  اي چرخه آستانه بين ژن هدف و ژن مرجع مي مقايسه

ــذا روش  ــگ    Real-time PCRل ــر اســتفاده از رن ــي ب مبتن
SYBR Green I تواند بـه عنـوان يـك روش غربـالگري      مي

هــاي خوشــه ژنــي  دقيــق و ســريع بــراي شناســايي حــذف
اهميـت ايـن   . بتاگلوبين در ناقلين بتا تالاسمي بـه كـار رود  

هـاي ناشـناخته بـا     ه در مورد شناسايي حـذف روش به ويژ
هاي رايج مبتني  با روش دامنه نامشهص كه امكان شناسايي

نتـايج  . شـود  معمولي را ندارنـد  خـاير نشـان مـي     PCRبر 
هـاي مشـابه كـه       حضـور حـذف   MLPAحاصب از روش 

شناسايي شده بودند را تاييـد   Real-time PCRتوسط روش 
ــرد ــتفاده . ك ــورد اس ــه در م ــي در  از روش آن چ ــاي كم ه

هاي ژني مطرح است   ها و مضاعف شدگي شناسايي حذف
ها  آغازگرسازي نظير تعيين كارايي  هاي بهينه انجام آزمايش

ش ـو افزايــ آغــازگرو  DNAه از ـاســتفاده از غلظــت بهينــ
يـابي بـه نتـايج     ها بـراي دسـت   دستگاه واناييــــت و تـدق

 . باشد معتبرتر مي
 

 تشكر و قدرداني
در اين يرح از مسـاعدت و همكـاري كليـه بيمـاران و         

ها و هم چنين از پشتيباني و همياري  هاي محترم آن خانواده
تمامي همكاران بهش پزشـكي مولكـولي انسـتيتو پاسـتور     
ايران و آزمايشگاه ژنتيـك پزشـكي دكتـر زينلـي تشـكر و      

   .گردد قدرداني مي
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Abstract 
Background and Objectives 

Although beta thalassemia is mainly caused by mutations involving single base substitutions 

and small deletions, there have been reports showing deletions of large regions of beta- globin 

genes play a similar causing role. The strategy to identify beta thalassemia carriers with known 

deletions is based on PCR techniques such as Gap PCR. There are however some unknown 

deletions that can not be detected by the above methods. To overcome this limitation, Real-

time PCR and MLPA were developed as two quantitative assays for analysis of beta-globin 

gene cluster.  

 

Materials and Methods 

The subjects were evaluated in a case-control study. Among individuals referred to genetic 

laboratories of Pasteur Institute of Iran and Kawsar Genetic Research Center, 40 were 

suspected of having a large deletion in β-globin gene cluster. The including criteria were 

hematological findings such as low blood indices (MCV <80 fl and MCH <27 pg), normal 

HbA2 and raised or normal HbF. Genomic DNA was extracted from peripheral blood. A Real-

time PCR assay was developed using comparative threshold cycle (Ct) method for analysis of 

gene copy number. In addition, gene dosage was analyzed using MLPA method.  

 

Results 

Real-time PCR results for quantitative analysis of Beta, Delta, G-gamma genes showed the 

ratio (2
-ΔΔCt

) of 0.96 ± 0.18 for normal individuals and 0.58 ± 0.04 for carriers of deletions in 

beta globin gene cluster. MLPA results showed nearly 50% reduction in the height of the peaks 

corresponding to regions of deletions.  

 

Conclusions 

MLPA results confirmed the presence of the same deletions detected by Real-time PCR in all 

of the carrier individuals. It would be ideal to combine these quantitative assays to confirm 

corresponding results for accurate diagnosis of known and unknown deletions in beta 

thalassemia carriers.
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