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 (33-011) 58تابستان  3شماره  2دوره 

 
 منفي  -RhDجنين انسان از نمونه سرم مادران  RhDتشخيص غير تهاجمي ژنوتايپ 

 Hemi-nested PCRبا استفاده از 

 3تقي طريحيدكتر ، 2سيدعليرضا مصباح نميندكتر ، 0فرزانه رهمداني

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

جنيين بيا    RhDجايي كه تعيين  هاي هموليتيك نوزادان نقش مهمي دارد و از آن در ايجاد بيماري RhDژن  آنتي
هاي تهاجمي مانند آمنيوسنتز، خطراتي را براي مادر و جنين به دنبال خواهد داشي،، در ايين    استفاده از روش

آزاد جنيني موجود در سرم مادران باردار، بيه ويور     DNAجنين از  RhDپژوهش تلاش گرديد تا ژنوتايپ 
 . تعيين گردد Hemi-nested PCRغير تهاجمي و با استفاده از روش 

 ها مواد وروش
منفي كيه همسير    -RhDمادر باردار  58هاي خون  نمونه. بود (experimental)مطالعه انجام شده از نوع تجربي

RhD- آوري شد و  مثب، داشتند جمعDNA با اسيتفاده  . ها با روش فنل كلروفرم استخراج گرديد آزاد سرم آن
براي تاييد نتايج منفي . تكثير شد RhDژن  01اي از اگزون  قطعه ،PCR اختصاوي و در دو دور آغازگرهاياز 

اي  اختصاوي قطعه آغازگرهايمنفي، با استفاده از  -RhDهاي مادران باردار حامل جنين  حاوله بر روي نمونه
 . تكثيرگرديد  RhCEاز ژن ديگري به نام 

 ها يافته
رولوژيكي بند ناف نوزادان و ارزيابي نتايج حاول از ايين  پس از تولد، پيگيري انجام شده در رديابي نتايج س

به درستي تعيين % 58/38جنين به ميزان  RhDنمونه قابل پيگيري،  50مورد از  33پژوهش مشخص نمود كه در 
 . اس،  نمونه باقيمانده شامل يك مورد منفي كاذب و سه مورد مثب، كاذب بوده 5نتايج مربوط به . اس،  شده

 ینتيجه گير 
جنيين بيه روش غيير تهياجمي و بيا       RhDاين پژوهش نشان داد كه براي تشخيص پيش از تولد گروه خوني 

در ايين ارتبياط اسيتفاده از    . هاي سرمي مادران بسيار مناسي  اسي،   كمترين احتمال خطر براي نوزاد، نمونه
بالايي از مييزان   آوردن درود و به دس، Hemi-nested PCRمولكولي مانند روش  و حساس هاي جديد روش

گر و تكمييل ايين    آورد كه با حذف تمام عوامل مداخله اين اميدواري را به ارمغان مي RhDتشخيص ژنوتايپ 
 . توان اين تشخيص را با اطمينان بالايي در كلينيك به كار برد روش، مي

 RhD ،RhCE ،PCR، بارداري، سرم :ات كليديكلم

 
 
 
 
 
 
. 

 
 88/ 8 /15  :تاريخ دريافت 
 85/ 8 /11  :تاريخ پذيرش 

 
 18115-111صندوق پستي  -دانشگاه تربيت مدرسـ كارشناس ارشد بيوشيمي باليني  -1
 استاديار دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرسبيوشيمي باليني ـ  PhD: مؤلف مسؤول -2
1- PhD  استاد دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرسآناتومي ـ
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  مقدمه 
توسـ  لـوين    1111كه در سال  Rhسيستم گروه خوني     

تـــرين و  ســـون شـــناخته شـــدم از پلـــي مورفيـــ نو است
هاي گروه خوني شـناخته شـده در    ترين سيستم ايمونوژني 

هـاي   انسان است و به علـت نششـي كـه در اي ـاد بيمـاري     
 HDN=Hemolytic disease of)هموليتي  نـوزاد وجنـين   

the newborn and fetus) هاي هموليتي  ناشي از  واكنش م
انتشال خون و آنمي هموليتي  اتوايميـون داردم در پزشـكي   

 (.1م 2)از اهميت زيادي برخوردار است
بــر روي بـازوي كوتــاه كرومـوزوم يــ م     Rhلوكـوس      
(13P11/18ـP1 )  جفـت بـاز    854444در فضايي كمتـر از

م هاي بازي از نظر رديف RhCEو  RhDقرار دارد و دو ژن 
اگـزون   14گيري مشابل به هم دارند و هر كدام داراي  جهت
دهـد كـه    بررسي اسيدهاي آمينه نشـان مـي  (. 1م 8)باشند مي

هاي فوق بسيار مشابه هستند و هـر دو ايـن    محصولات ژن
اسـيد آمينـه را رمزدهـي     814هـاي اـاوي    ها پـروتيين  ژن
يكـي از  . درصد با هم اخـتف  دارنـد   8كنند كه ادود  مي
كند و ژن دوم كـد كننـده    را كنترل مي Dژن  ها آنتي ژناين 
ــي ــدهاي  پل ــت E/eو  C/cپپتي ــي. اس ــ  روي  Dژن  آنت فش
و  C/cپپتيـدهاي   مثبت  و پلي -RhDهاي قرمز افراد  گلبول

E/e هاي قرمز همه افراد اضـور دارنـد و ايـن     روي گلبول
جنـين را از خـون    RhDنكتهم اساس تشخيص قبل از تولد 

 (. 8)دهد منفي تشكيل مي -RhDردار مادران با
ژن ايـن   تـرين آنتـي   ترين و ايمونوژنيـ   قوي Dژن  آنتي    

سيستم گروه خوني است و در نتي هم مسـؤول اكثـر مـوارد    
 (.2)باشد مي Rhهاي سيستم  ژن زايي نسبت به آنتي ايمني
مثبـت   -RhDمنفـي كـه همسـران     -RhDمادران باردار     

مثبت باشد و نسبت  -RhDها  بلي آندارندم چنانچه فرزند ق
هـا در خرـر    آن اساس شده باشندم جنين  RhDژن  به آنتي
 1138البته از سـال  . قرار دارد HDNهاي هموليتي   بيماري

در قالب دارويي تحت )ايمونوگلوبين anti-Dبا به كارگيري 
و  anti-Dموارد بيماري اي ـاد شـده توسـ      م(روگامعنوان 
HDN ــه ــاهش يافت ــ ك ــازگاري  اس ــوز ناس ــا هن  RhDتم ام
باشـدم اگـر چـه نسـبت       مـي   ترين عامل اي اد بيمـاري  مهم

 هاي سيستم ژن هـاي خوني مربوط به ساير آنتي نـاسازگاري
 Rh (.5)افزايش يافته است 

جنـينم بـه خصـور در     RhDلذا تعيين گـروه خـوني       
مراال ابتدايي بارداري اهميت دارد و بـه كنتـرل وضـعيت    

ــارداري هــاي هموليتيــ  كمــ   هــاي در خرــر بيمــاري ب
 . خواهدكرد

جنـين معمـولاا از    RhDاما بـراي تعيـين پـيش از تولـد         
گيري از پرزهاي  هاي تهاجمي نظير آمنيوسنتز يا نمونه روش

شود كه خرراتي براي مادر و جنين بـه   كوريوني استفاده مي
ــال دارد  ــافتن روش (. 3م 4)دنب ــراي ي ــت و ب ــاي  در جس ه

تر جهت تشخيص قبل از تولـد و بـه دنبـال كشـف      بمناس
آزاد توموري در پفسما و سـرم بيمـاران    DNAمشادير زياد 

جنيني  DNAبردن به وجود  مبتف به سرطان و پس از آن پي
برداري از ايده فوق آغاز  در جريان خون مادران باردارم بهره

 (. 8-11)گرديد
نتيكـي جنينـي   با شناخت اين منبع ارزشـمند يـا مـواد ژ       

موجود در خون مـادران كـه هـم در اوايـل بـارداري قابـل       
اي در  رونـده   دسترس است و هم مشادير نسبتاا بـالا و پـيش  

هاي پيش از تولد با اسـتفاده   دوران بارداري داردم تشخيص
 (.12-15)پذير شد هاي غير تهاجمي امكان از روش
 ـ      ه وجـود  در اين تحشيق با استفاده از اطفعات مربـوط ب

DNA     آزاد جنيني در خون مادران بـاردار و كاربردهـاي آن
  RhDم ژنوتايـــپ Hemi-nested PCRو همچنـــين روش 

منفي كه همسـران   -RhDجنين از سرم خون مادران باردار 
RhD- (. 13)مثبت داشتند تعيين گرديد 
 

  هاروش مواد و 
 مثبت و -RhDهاي خون افراد سالم داوطلب  ابتدا نمونه    

RhD- ها  هاي مختلفي از اين خون آوري و رقت منفي جمع
 -RhDهاي زيـر از افـراد    براي اين منظور مخلوط. تهيه شد
D)مثبت 

+
D)منفي -RhDو  (

-
هـاي كنتـرل    به عنوان نمونه (

D)ميكروليتـر از   01كنترل اول شـامل  : تهيه گرديد
+
بـا      (

D)ليتر از  ي  ميلي
-
تـر از  ميكرولي 144م كنترل دوم شـامل  (

(D
+
D)ليتـر از   با ي  ميلـي   (

-
م كنتـرل سـوم شـامل يـ      (

D)ليتر از  ميلي
+
D)ليتـر از   با يـ  ميلـي   (

-
م كنتـرل چهـارم   (

D)ليتـر از   شامل تنها ي  ميلي
+
بـه عنـوان نمونـه كنتـرل       (

ليتـر از   ت و بالاخره كنترل پن م نيز شامل تنها ي  ميليبمث
(D

-
از ميـان  . گرفته شد به عنوان نمونه كنترل منفي در نظر (
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 DNAهاي مختلـف بـه كـار رفتـه بـراي جداسـازي        روش
روش اسـتاندارد فنـل ـ كلروفـرم پاسـخ مناسـبي        هام نمونه
لازم به ذكر است كـه انتظـار نـداريم در سـرم يـا      (. 14)داد

وجـود داشـته باشـد     DNA مهاي افراد سالم پفسماي نمونه
تخراج اس ـ DNA مهـاي كنتـرل   ايـن نمونـه   تـام لذا از خون 
 Hemi-nestedاي پليمـراز از نـو     واكـنش زن يـره   .گرديد

PCR اي از ژن  براي تكثير قرعهRhDهاي  م روي اين نمونه
اول تهيـه شـده    كنتـرل  كه نمونـه  كنترل تكرار گرديد تا اين

هاي اصلي  به اين ترتيب روش كار براي نمونه. تكثير يافت
 . شدپژوهش فراهم 

منفـي كـه    -RhDز مـادران بـاردار   گيري ا بنابراين نمونه    
مثبت دارند پس از اعفم رضايت مادران و  -RhDهمسران 

گيري از  نمونه. رعايت تمام اصول اخفق پزشكيم آغاز شد
ها در  خون ان ام گرفته نمونه cc2باردارم به مشدار  رماد 85
هـا   اين نمونه. آوري شد هاي بدون ماده ضد انعشاد جمع لوله

°دماي  مدت سه روز در
C85    در زمـان   به ايـن منظـور كـه

الگـو   DNAهـا ميـزان    لخته شدن خونم با پاره شدن سلول
هـا   پـس از آن خـون  (. 18م 11)نگهداري شدندافزايش يابد 
ــه  14بـــه مـــدت ( rpm 2544يـــا )rcf 144در دور  دقيشـ

ميكروليتـر از   244ها جدا شـد و   سانتريفوژ شده و سرم آن
ش استاندارد فنل كلروفـرم  به رو DNAسرم براي استخراج 

 (.14)استفاده گرديد
-Hemiبــا اســتفاده از روش   :اي پليمــراز واكــنش زن يــره

nested PCR ژن  14اي از اگزون  قرعهRhD  در كروموزوم
. تكثير شد( در بان  ژن NM-413128با شماره ) انسان  1

 به كـار رفتـه توسـ  گـروه     آغازگرهايبراي اين منظور از 
 آغـازگر  ؛باشـد  ده شد كه بـه شـرح زيـر مـي    استفا دنيس لو
 TAA-'5بـازي   ا رديفـو ب (RD-A3)ام ـا نـوي اول بـجل

GCA AAA GCA TCC AAG AA GGA TTT-3' م
 ACT-'5و بـا رديـف بـازي     (RD-2)ا نام ـب بـعش آغازگر

GGA TGA CCA CCA TCA TAT-3'  آغـازگر و بالاخره 
 CAA GGC-'5و با رديف بازي  (RD-5)جلوي دوم با نام 

 CTG TTC AAA AAC AAG-3'(24).  در واكـــنش
 RD-2و  RD-A3هاي آغازگرو با استفاده از  PCRخارجي 
 . جفت باز تكثير گرديد 211اي به طول  قرعه
  RD-2و  RD-5خلي اد آغـازگرهـاياده از ـا استفـس بـسپ

 . جفت باز درون قرعه اول تكثير شد 232اي به طول  قرعه
 :است  به صورت زير بوده PCRشراي  ان ام     
 5درجه به مدت  18در دماي  DNAدناتوره شدن اوليه     

ها در اين روش به ترتيـب در   دقيشه و برنامه ارارتي سيكل
درجـه بـه    54ثانيـهم در دمـاي    14درجه به مدت  18دماي 
ثانيه ان ام  84درجه به مدت  42ثانيه و در دماي  14مدت 
ــد ــيكل. ش ــداد س ــا در دور تع  14و در دور دوم  25اول  ه

تكثيـر   DNAهـاي   م از نمونـه PCRدر دور دوم . سيكل بود

يافته دور اول با رقت
50
به عنوان الگو اسـتفاده گرديـد و    1

. برنامه ارارتي آن به همان صورت دور اول به اجرا در آمد
ــولات دور دوم  ــارز PCRمحص ــد  3/1م روي ژل آگ درص

mgبرومايـد   ااوي اتيديوم
/ml 14   نتي ـه  . الكتروفـورز شـد

الكتروفـورز نيـز با دسـتگاه اـاوي لامـپ مـاوراي بـنفش      
(UV Doc)  بعـد از ان ـام    .مورد بررسي قرار گرفـتPCR 
استخراج شده از سرم مادران بـاردار   DNAهاي  روي نمونه

م بــراي تاييــد RhDو تعيــين اضــور يــا عــدم اضــور ژن 
اي  براي تكثير قرعـه  PCRش منفيم واكن -RhDهاي  نمونه
ــه RhCE(NM-020485)از ژن  ــاي  روي نمونــ  DNAهــ

 -RhDاستخراج شده از سرم مـادران بـاردار اامـل جنـين     
جلوي  آغازگرهاين منظور از ـراي ايـب. دـام شـمنفيم ان 

RD-A3   مشترك بـا ژنRhD   5)م و عشـب مخصـور آن'-

ACC CTA CAA CTG AGC rRhCE ACA ACC-3') 
جفت باز با شـراي  بـه    515اي به طول  و قرعه استفاده شد
 . تكثير شد RhDه و مشابه براي ژن فتكار ر

 
 يافته ها
در اين پژوهشم به منظور تشخيص پيش از تولد جنين     
خون مـادر   ت زيهيق رم شيوه غير تهاجمي از طRhDواجد 

و  RhDهاي خوني افراد واجـد   ابتدا نمونه. به كار برده شد
نتـاي  بـه   . اندازي روش اسـتفاده گرديـد   اي راهفاقد آنم بر

ــه كــارگيري روش   Hemi-nested PCRدســت آمــده از ب
 ــبسي ـ مرلـاي كنت ــه ـ هـرروي اين نمونـب ص و ـنش ـ يـار ب

 (. 1شكل )تكرارپذير بود
منفـي   -RhDاين شيوه بر روي سرم مـادران بـاردار    اما    

 ه م رييكي از دلايل آن اين بود ك. كمتر تكرار پذير بـود
 ايـن طـرح و تمـام افـرادي كـه در آزمايشگاه رفت و آمد
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 PCR Hemi-nestedالكتروفورز محصولا  دوردوم :  1شكل

جف،  262به طول  RhDژن   11حاول از تكثير بخشي از اگزون 
 درود 6/1 باز در نمونه هاي كنترل  و بر روي ژل آگارز

 ماركرم  DNA:  0چاه  شماره 
 م 0نمونه كنترل :  3و  2ره چاه  شما

 م  2نمونه كنترل :  9چاه  شماره 
 م 3نمونه كنترل :  9و   9چاه  شماره 

 م 9نمونه كنترل :  00و  01م 9م 8م 7چاه  شماره  
 م  9نمونه كنترل :  02چاه   شماره  

 نمونه كنترل شاهد:  03چاه  شماره 
 ـ  . بودند RhDداشتند واجد  دابير سران ام با بـه كـارگيري ت

گرها و به دست آوردن نتـاي  قابـل    لازم در كاهش مداخله
هـاي   آزمـايش  منمونه سرم مـادران  85تكرارم بر روي تمام 

مورد نظر به اجرا در آمد و نتاي  قرعي اين پژوهش مـورد  
براي بررسي صحت و سشم اين نتاي م . قرار گرفت بررسي
 هاي لازم صورت پذيرفت تـا پـس از زايمـان ايـن     پيگيري

هـاي سـرولوژي  تعيـين     مادرانم نتاي  ااصل از آزمـايش 
RhD        خون بند نـا  و يـا خـون نـوزادان در اختيـار ايـن

 81مـادرم اطفعـات مربـوط بـه      85از . پژوهش قرار گيرد
مـادر   11هـام   مورد در دسترس قرار گرفـت كـه از بـين آن   

مادر براي دومـين و يـا چنـدمين بـار      22براي اولين بار و 
برداري از مادران بـاردار بـين    زمان نمونه. بودند باردار شده

 . بود( روز 5هفته و  15با ميانگين )هفته بارداري  13تا  5
با نتاي  ااصـل از    PCRمشايسه نتاي  به دست آمده از     

روي خون نـوزادان و يـا    RhDآزمايش سرولوژي  تعيين 
 21مثبـتم   RhDجنـين   22خون بند نا م نشان داد كه از 

 15/4ميـــزان اساســـيت و % 85/15صـــحت د بـــا مـــور
مـورد   13 ممنفـي  -RhDجنين  11از و ( درصد 1+21/21)
( درصــــد  13/13+1) 88/4و ميـزان ويــژگي  % 21/88با 

 Positive) تست مثبت پيشگويي و همچنين با ميزان ارزش

predictive Value)  84 ( %1 +21/21 درصــد ) و ارزش

% Negative predictive Value 18))پيشگويي تست منفي 
  .تشخيص داده شد( درصد 13/13+ 1)
 

 بحث
نـوزاد  و تـرين علـت آنمـي هموليتيـ  در جنـين       شايع    

(HDN)هاي خوني بين جنين و مادر است كـه   م ناسازگاري
ي رناسـازگا . باشـد  مي Rhو  ABOشامل ناسازگاري خوني 

شـود كـه در    از شديدترين نو  آن محسوب مي مRhخوني 
كه اامل  RhDژن  منفي اساس شده به آنتي -RhDن مادرا
در واقـع در دوران  . دهـد  مثبت هستند رخ مي -RhDجنين 
هاي قرمز جنـين وارد خـون    اگر مشداري از گلبول بارداريم

مادر شودم ممكن است سبب اساسيت مـادر در مشابـل آن   
اقــداماتي  HDNم در درمــان 1138از ســال . عوامــل گــردد

  روگـام  نند به كارگيري دارويي به ناماست ما گرفته صورت
 واسـت    anti-Dبـر عليـه    ايمونوگلـوبين كه در واقع يـ   

را كـاهش   anti-Dموارد بيماري اي اد شده توس   تواند مي
تـرين عامـل اي ـاد     مهـم  RhDدهدم اما هنـوز ناسـازگاري   

هاي خوني مربـوط   بيماري استم اگر چه نسبت ناسازگاري
(. 21)اسـت  افـزايش يافتـه   Rhسـتم  هاي سي ژن به ساير آنتي

م نوزاد اول متولد شـده از  Rhمعمولاا در بيماري هموليتي  
البتـه  . است شودم چون مادر هنوز ايمن نشده مادر مبتف نمي

در موارد بسيار نـادري امكـان بـروز ايـن االـت اتـي در       
بارداري اول نيز وجود داردم مثفا در مـادراني كـه قـبفا بـه     

شـال خـون ناسـازگار داشـته و نسـبت بـه       طور تصـادفي انت 
طور در مواردي كه از آن  همين ماند ايمن شده RhDژن  آنتي

نـام   (Grandmother effect)" تيـوري مـادربزر   "با عنوان 
منفـي در   -RhDبرند و آن زماني است كه جنين دختـر   مي

مثبـت مـادر    -RhDهاي قرمز  رام مادرم در معرض گلبول
كان وجود دارد كه در آينده نسبت بـه  قرار بگيردم كه اين ام

در كشـورهاي در  (. 22)اساس شـده باشـد    RhDژن  آنتي
  اال رشد اتي در كشور ما ايران نيز معمول اسـت كـه در  

 Rh جنين در اين مادران Rhدون اطف  از ـارداري اولم بـب
را محض روگام داروي مثبت دارندم  Rhي كه همسران ـمنف

 تـا مشكفت مررح شده به وجود كنند ااتياط ت ويـز مـي
هاي جديد و دقيق شناسايي  نيايدم در صورتي كه اگر روش

 ارداري به كاربرده شود بـه اول د هفتـدر چن RhDژن  يـنتآ
 . مورد اين دارو نيست ديگر نيازي به مصر  بي
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منفـي در ميـان    -RhDكه فراوانـي افـراد    با توجه به اين    
% 15شورهاي پيشـرفته اروپـايي   سفيد پوستان به ويژه در ك

م آن هم RhDاهميت تشخيص ژنوتايپ  مبرآورد شده است
هـاي بسـيار نـوين     از نو  غير تهاجمي و به كارگيري روش

مولكوليم امـروزه از موضـوعات روز و قابـل توجـه بـراي      
هـاي هموليتيـ     باشد كه در زمينه بيماري پژوهشگراني مي

ي ايـن مرالعـه نيـز    هـد  اصـل  . (21)نوزادان مرالعه دارند
هاي ياد شده است كه نتـاي  آن مـورد    اجراي يكي از روش
 . است بررسي قرار گرفته

بشر طـي چنـد دهـه اخيـر در مـورد درك و شناسـايي           
هــاي  هــاي آن موفشيــت و انــوا  واريتــه RhDموقعيــت ژن 

هاي چشمگيري در بـه   است و پيشرفت زيادي كسب نموده
جديد مولكوليم در اسـتخراج و تكثيـر     هاي روشكارگيري 

DNA   آزاد موجود در سرم يا پفسما و به كـارگيري روش
م داشـته اسـت و اتـي    RT-PCR (Real-time PCR)كمـي  

را در  RhDتشخيص غير تهاجمي و صد درصدي ژنوتايپ 
هلنـد و انگلسـتان رايـ      كليني  كشورهايي مانند فرانسـهم 

بنـا بـه   تاي  ايـن تحشيـق   اما در مورد ن(. 28م 25)است  كرده
دلايلي كه آورده شد همواره ااتمال به دست آوردن نتـاي   

در پژوهش ااضر نيـز بـا   . كاذب مثبت و منفي وجود دارد
همه تدابير لازمي كه اتخاذ گرديد نتاي  كاذب وجود داشت 
كه پس از پيگيري فراغت از زايمان مادران و بررسي نتـاي   

. د نا  نوزادان معلوم گشـت ااصل از آناليز سرولوژيكي بن
نمونـهم منفـي كـاذب     81اي كـه در ميـان    اما در ت  نمونه
گيري از مـادر در هفتـه پـن م بـارداري      شناخته شدم نمونه

كه در اوايل بارداري مشادير  شده بود و با توجه به اين ان ام
جنين در خون مادر وجـود داردم ااتمـال    DNAكمتري از 

ر ايـن دوره از بـارداري وجـود    هاي جنيني د دم تكثير ژنع
البته در موارد كسب نتاي  منفي كـاذبم ااتمـال از   . داشت

در زمان امل و نشـلم يـا در    DNAدست دادن و شكست 
. ناديـده گرفـت   نبايدسازي را هم  مراال استخراج و ذخيره

اي از  البته براي رفع اين ابهام تفش گرديد بـا تكثيـر قرعـه   
وط ـال مربـيم ااتمـمنف -RhDهاي  روي نمونه RhCEژن 
بـا ايـن   . اـذ  گـردد   DNAه و از دست رفـتن  ـه ت زيـب
 ن روش در تشخيص درست بهـت ايـزان اساسيـال ميـا
 .برآورد گرديد% 85/15ان زمي 

تـوان بـه يكـي از اولـين      در مورد نتاي  مثبت كاذبم مي    
خـارجي در هـر    DNAهـا بـا    دلايل ااتمال آلودگي نمونـه 

. اسـتناد كـرد  ( PCRگيري تا ان ـام   از نمونه)ار مراله از ك
 PCRاين نكته را هم بايد در نظر گرفت كه در ان ام روش 

را بـراي   PCRكـه محصـولات دور اول    به دليل ايندوگانه 
بريمم امكـان آلـودگي افـزايش     تكثير در دور دوم به كار مي

البته در اين پژوهش براي كنتـرل آلـودگيم در هـر    . يابد مي
 هاي كنترل يا شاهد نيز استفاده گرديد از نمونه PCRاز دور 
همين نتاي  مثبت كاذب من ـر بـه كـاهش    . افتد اتفاق مي م

 . برآورد گرديد% 88ويژگي اين روش به ميزان 
ممكن است در نتي ه  RhDاما نشص در تعيين ژنوتايپ     

 RhDجا كه تعيين  از آن. باشد RhDتغييرات ژنتيكي در ژن 
 -RhDهاي  در فنوتايپ RhDاضور يا غياب ژن  بر اساس
ــا  ــت ي ــي -RhDمثب ــي م ــف   منف ــات مختل ــد و مرالع باش

در  Rhمورفيسـم و تنـو  در سيسـتم     دهنده وجود پلي نشان
بـين    م امكان وجـود ناهمـاهنگي  استهاي مختلف  جمعيت

 . (5)نتاي  ژنتيكي با نتاي  فنوتايپي نيز وجود دارد
دهد كـه ژنوتايـپ    نشان مي به طور خفصه اين پژوهش    

RhD  جنين از سرم مادرانRhD-      منفـي بـا درصـد بـالاي
اين نتاي  در مشايسه بـا  . است درصد قابل تعيين بوده 85/15

كارهاي مشابه ان ام شده از صحت نسبتاا بالايي برخـوردار  
موفـق  بـايچو   گـروه   1111استم به طور مثـال در سـال   

را بـه   RhDمورد  18 مدارنمونه سرم مادران بار 24شدند از 
گـروه   2444در سـال  . (23)%(44)درستي تشخيص بدهند 

مثبـت از   -RhDمـورد   18موفق به شناسـايي كامـل   ژانگ 
 -RhDمـورد   8نمونه پفسمايي مادران بـاردار شـدند و از   

ــي ــتند    ممنف ــاذب داش ــت ك ــورد مثب ــ  م ــحت  )ي ــا ص ب
ــال   . (24)%(5/15 ــروه در س ــين گ ــورد  18از  2441هم م

ي  مورد منفي كـاذب را گـزارش كردنـد     ماي ديگرپفسم
 24از  لگلـر  گـروه  2442در سـال  . (28)(درصد خرا 1/2)

درصـد   4/1)ي  مورد منفي كـاذب داشـتند    ممورد پفسما
موفق شدند با استفاده از  كاستا و در همين سال گروه( خرا
نمونــه ســرم مــادران بــاردار را  143تمــام  RT-PCRروش 

دهنده اساسيت بالاي اين روش بـر   شانشناسايي كنند كه ن
 2441در سـال  . (21م 14)باشـد  هاي سرمي مـي  روي نمونه
گزارش كردند كه با استفاده از خون تـام مـادران    ترنرگروه 
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مــورد منفــي كــاذب  1 ممثبــت -RhDمــورد  14بــاردارم از 
و بـالاخره در سـال   ( درصد 82با صحت كمتر از )اند  داشته
كار گيري روش مولكولي كمـي    ا بهب رومانيكوا گروه 2445

RT-PCR   نمونــه پفســمايي  85موفـق بــه شناســايي تمــام
 . (25م 11)مادران شدند

 
 گيري نتيجه
اگر چه اين پژوهش موفق به تشـخيص صـد درصـدي        

هاي سـرمي بـه دسـت آمـده از      از نمونه RhDي نگروه خو
مادران باردار نشده است امـا بـه دسـت آوردن نتـاي ي بـا      

درصد اتي با ارزش پيشگويي تست مثبـت   85/15صحت 
هـاي پژوهشـگران ديگراهميـت     م در مشايسه با گزارش84%

دهـد كـه    دهـد و ايـن نويـد را مـي     اين تفش را نشان مـي 
گــر و انتخــاب  تــوان بــا اــذ  تمــام عوامــل مداخلــه مــي

ماهگي و  5هاي بارداري بيشتر از  هاي سرمي در هفته نمونه
 Hemi-nested)مولكولي و اساس  نهايتاا تكميل اين روش

PCR) يابي به تشخيص بهتر با درصد بـالاتري   امكان دست
-RTهاي گران قيمت ديگري مانند  كه از روش را بدون اين

PCR استفاده نمودم فراهم كرد. 
 

 تشكر و قدرداني
از معاونت پژوهشي دانشگاه تربيت مدرس  بدين وسيله    

وب پژوهشيم امايت كه اين موضو  را در قالب طرح مص
از  همچنـين  .شـود  و پشتيباني مالي نمودند سپاسگزاري مي

شـهر  "كليه كارشناسـان آزمايشـگاه درمانگـاه امـام خمينـي      
هـاي ايـن طـرح را بـر عهـده       كه زامت تهيه نمونه "قدس

گرفتند و بالاخره مادران عزيزي كه در اين راه دشوار ايثـار  
 . نمودند كمال تشكر را داريم

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
07

-1
7 

] 

                               6 / 8

https://bloodjournal.ir/article-1-71-fa.html


 85تابستان م 1شماره  م2 هدور                                                 

                                                                                                             33 

 

     References :     
1- Levine P, Stetson RE. An unusual case of intragroup 

agglutination. JAMA 1939; 113: 126-127. 

2- Agre P, Cartron JP. Molecular biology of the Rh 

antigens. Blood 1991; 78(3): 551-563. 

3- Okuda H, Suganuma H, Kamesaki T, Kumada M, 

Tsudo N, Omi T, et al. The analysis of nucleotide 

substitutions, gaps, and recombination events between 

RHD and RHCE genes through complete sequencing. 

Biochem Biophys Res Commun 2000; 274: 670-683. 

4- Wagner FF, Willy AF. RHD gene deletion occurred in 

the Rhesus box. Blood 2000; 95(12): 3663-3668. 

5- Choolani M, Bennett PR, Rodeck CH. Rhesus and 

other fetomaternal incompatibilities. In: Principles and 

practice of medical genetics. 4th ed. 2002: 1959-19.  

6- Wilson RD. Aminiocentesis and corionic Villus 

sampling. Curr Opin Obstet Gynecol 2000; 12: 81-86. 

7- Tabor A, Bang J, Norgaard-Pedersen B. Feto-maternal 

hemorrhage associated with genetic amniocentesis: 

results of a randomized trail. Br J Obstet Gynecol 

1987; 94: 528-34. 

8- Chen XQ, Stroun M, Magenta JL, Nicod LP, Krut AM, 

Lyautey J, et al. Microsatellite alterations in plasma 

DNA of small lung cancer patients. Nat Med 1996; 

2:1033-1035. 

9- Nawroz H, Koch W, Anker P, Sidransky D. 

Microsatellite alterations in serum DNA of head and 

neck cancer patients. Nat Med 1996; 2: 1035-1037. 

10- Lo YM, Corbetta N, Chamberlain PF, Rai V, Sargetn 

IL, Redman CW, et al. Presence of fetal DNA in 

maternal plasma and serum. Lancet 1997; 350: 485-

487. 

11- Bianchi DW. Circulating fetal DNA, its origin and 

diagnostic potential- a review. Placenta 2004; 18:S93-

S101. 

12- Bischoff FZ, Nguyen DD, Marques-Do D, Moise KJ, 

Simpson JL, Elias S. Noninvasive determination of 

fetal RhD status using fetal DNA in maternal serum 

and PCR. J Soc Gynecol Invest 1999; 6(2): 64-69. 

13- Sekizawa A, Saito H. Prenatal screening of single- 

gene disorders from maternal blood. Am J Pharmaco 

2001; 1(2): 111-117. 

14- Lee TH, Montalvo L, Chrebtow V, Busch M. 

Quantitation of genomic DNA in plasma and serum 

samples: higher concentrations of genomic DNA found 

in serum than in plasma. Transfusion 2001; 41(2): 276. 

15- Finning KM, Martin PG, Soothill PW, Avent ND. 

Prediction of fetal D status from maternal plasma 

introduction of a new noninvasive fetal RHD 

genotyping service. Transfusion 2002; 423: 1079-1085. 

16- Wataganara T, Bianchi DW. Fetal cell-free nucleic 

acids in the maternal circulation: new clinical 

applications. Ann N Y Acad Sci 2004; 1022: 90-9. 

17- Sambrook J, Russel DW. Molecular cloning, a 

laboratory manual. 3rd ed. Cold Spring Harbor 

Laboratory NY. 2001; 6.4-6.12. 

18- Lee TH, Montalvo L, Chrebtow V, Busch MP. 

Quantitation of genomic DNA in plasma and serum 

samples: higher concentrations of genomic DNA found 

in serum than in plasma. Transfusion 2001; 41(2): 276-

82. 

19- Farina A, LeShane ES, Romero R, Gomez R, 

Chaiworapongsa T, Rizzo N, et al. High levels of fetal 

cell-free DNA in maternal serum: a risk factor for 

spontaneous preterm delivery. Am J Obstet Gynecol 

2005; 193(2): 421-5. 

20- Lo Y, Noakes L, Bowell PJ, Fleming KA., Wainscoat 

JS. Detection of fetal RhD sequence from peripheral 

blood of senitized RhD-negative pregnant women.  

British J Haematol 1994; 87: 658-660. 

21- Belland L, Pollard J. Red blood cell alloimmunization: 

Principles and management in pregnancy. J Soc Obstet 

Gynaeol Can 2001; 23: 221-227. 

22- Bowman JM. The development and use of polyclonal 

prophylactic anti-D IgG Biotest Bull 1997; 5:503-510. 

23- Wanger FF, Frohmajer A, Flegel WA. RHD positive 

haplotypes in D negative Europeans. BMC Genetics 

2001; 2: 10-25. 

24- Bianchi DW, Avent ND, Costa JM, van der Schoot CE. 

Noninvasive prenatal diagnosis of fetal Rhesus D. 

Obstetrics & Gynecology 2005; 106:841-844. 

25- Hromadnikova I, Vechetova L, Vesela K, Benesova B, 

Doucha J. Non-invasive Fetal RHD and RHCE 

genotyping using real-time PCR testing of maternal 

plasma in RhD-negative pregnancies. J. Histochem 

Cytochem 2005; 53(3): 301-305. 

26- Bischaff FZ, Simpson JL, Elias S. Noninvasive 

determination of Fetal RhD Status using fetal DNA in 

maternal Serum and PCR. J Soc Gynecol Invest 1999; 

6(2): 64-69. 

27- Zhong XY, Holzgreve H, Hahn S. Detection of fetal 

Rhesus D and sex using fetal DNA from maternal 

plasma by multiplex polymerase chain reaction. Br J 

Obstet Gynaecol 2000; 107: 766-769. 

28- Zhong XY, Holzgreve W, Hahn S. Risk free 

simultaneous prenatal identificastion of fetal Rhesus D 

status and sex by multiplex real-time PCR using cell 

free fetal DNA in maternal plasma. Swiss Med wkly 

2001; 131: 70-74. 

29- Legler TJ, Lynen R, Maas JH, Pindur G, Kulenkampff 

D, Suren A, et al. Prediction of fetal RhD and RhCcEe 

phenotype from maternal plasma with real-time 

polymerase chain reaction. Transfus Apher Sci 2002; 

27(3): 217-223. 

30- Costa JM, Giovangrandi Y, El Halali N, Gautier E. 

Fetal RhD genotyping in maternal serum during the 

first trimester. Brit J Hematol 2002; 119(1): 255. 

31- Turner MJ, Martin GM, O' Leary JJ. Detection of fetal 

Rhesus D gene in whole blood of women booking for 

routine antenatal care. Europ J obstet Gynecol 2003; 

108: 29-32. 

 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
07

-1
7 

] 

                               7 / 8

https://bloodjournal.ir/article-1-71-fa.html


 عليرضا مصباح نمين و همكاران  ديسدكتر                             منفي                                     -RhDسرم مادران   زجنين انسان ا RhDژنوتايپ  

 011 

Non-invasive fetal RhD genotyping by hemi-nested PCR of 

maternal serum in RhD-negative pregnancies 
 
 

Rahmdani F.
1
(MS ), Mesbah-Namin S.A.

1
(PhD ),Tarihi T.

1
(PhD) 

 
1College of Medical Sciences, Tarbiat Modarres University 

 
 

Abstract 
Background and Objectives 

RhD antigen has an important role in causing hemolytic diseases in newborns; in testing fetal 

RhD status by an invasive method such as amniocentesis, it would also harm the fetus and 

mother. This study tried to detect fetal RhD genotype using free fetal DNA in maternal serum 

by a  noninvasive method  using hemi-nested PCR. 

 

Materials and Methods 

Blood samples were collected from 45 RhD- negative pregnant women whose spouses were 

Rh-positive; the women's serum free DNAs were isolated by Phenol-Chloroform method. The 

exon 10 of the RhD genes was amplified in two rounds of PCR using special primers. For 

confirmation of negative results obtained in the second PCR, the fragment of the RhCE gene 

was  amplified using special primers.  

 

Results 

Follow up and evaluation of the PCR results and relevant serological analysis of cord blood 

after delivery revealed that in 37 out of 41 cases the RhD had been determined appropriately 

(95.45%). There were one false-negative and three false-positive cases. 

 

Conclusions 

This study showed that maternal serum is very suitable for prenatal diagnosis of fetal RhD 

using noninvasive methods with minimum risk for neonates. In this regard, modern molecular 

methods with high sensitivity such as hemi-nested PCR and elimination of interfering factors 

could be applicable in clinical approaches.  
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