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Abstract  
Background: Kidney stone is a common multifactorial disease in Iran. Environmental and genetic 
factors including single nucleotide polymorphism (SNP) affect the incidence of kidney stones.  
Objective: The aim of this study was to determine the association of +4065 T/C polymorphism at 
3′untranslated region (3'UTR) of urokinase gene and calcium kidney stones. 
Methods: This case-control study was conducted on 70 patients with history of calcium kidney 
stones as case group and 70 healthy subjects as control group in the Baqiyatallah hospital in 2013. 
The polymorphism was assessed using the Allele Specific PCR (AS-PCR) method. Allele and 
genotype frequencies of the two groups were compared using 2x2 contingency tables. Hardy-
Weinberg equilibrium was compared between the two groups using Chi-square test. 
Findings: Of 70 cases, 10 (15%) were heterozygous and 24 (34%) were homozygous for the 
polymorphism. Of 70 controls, 25 (35%) were heterozygous for the polymorphism. The frequency 
of mutant T allele was 41% in the case group and 18% in the control group. The frequency of 
mutant C allele was 59% in the case group and 82% in the control group. The risk of calcium 
kidney stones in carriers of the mutant allele was 1.7 times higher than non-carriers (OR: 1.7).  
Conclusion: With regards to the results, it seems that there is a significant association between the 
polymorphism at 3׳UTR of urokinase gene and formation of calcium kidney stones. Urokinase gene 
polymorphism may be introduced as a candidate gene involved in calcium stone formation.  
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چکیده 

نوکلئوتیدي در   مورفیسم) تک(پلیهاي  عاملی شایع در ایران است. عوامل محیطی و ژنتیکی از جمله چند شکلی  کلیه یک بیماري چند  سنگزمینه: 
 گذارند. کلیه تأثیر  بروز سنگ

ژن ) UTR3 )′untranslated region3’شـونده   ناحیـه غیرترجمـه   + 4065در نوکلئوتیـد   T/Cچندشکلی منظور تعیین ارتباط   مطالعه به هدف:
 هاي کلسیمی کلیه انجام شد. با احتمال ایجاد سنگ 4065 (rs)اوروکیناز 

عنـوان گـروه    فرد سـالم بـه    70کلیه از نوع کلسیمی و   فرد با سابقه سنگ 70بر روي  1392شاهدي در سال  -این مطالعه مورد ها: مواد و روش
فراوانـی آللـی و ژنـوتیپی     بررسی شد. AS-PCR( Allele specific PCR( روش با شکلی تهران انجام شد. چند  (عج) االلهشاهد در بیمارستان بقیه

 دو مقایسه شدند.  واینبرگ دو گروه با آزمون آماري کاي  و آزمون تعادل هاردي افراد با استفاده از جداول احتمالی
نفـر از افـراد شـاهد     25 هموزیگوت بودند. )34%نفر ( 24ژن اوروکیناز هتروزیگوت و  چند شکلی ) براي15 نفر (% 10 فرد بیمار 70در میان ها: یافته

در  و 59%در افراد بیمار  Cبود. فراوانی آلل  18%و در گروه شاهد  41در افراد بیمار % T) براي این چند شکلی هتروزیگوت بودند. فراوانی آلل 35(%
 افـراد  از تر بیش برابر 7/1 آلل این حامل افراد در کلسیمی کلیه هاي سنگ به ابتلا خطر نشان داد (Odds ratio)بود. کسر برتري  82%گروه شاهد 

 بود. حامل غیر
 دار قابـل  ارتبـاط معنـی   کلسیمیکلیه  ایجاد سنگ  و ژن اوروکیناز UTR3’ناحیه  چند شکلی رسد بینها، به نظر می با توجه به یافته گیري: نتیجه
 کلیه کلسیمی معرفی شود.  عنوان یک ژن کاندید مؤثر در بروز سنگ تواند به  وجود دارد. احتمالاً چند شکلی ژن اوروکیناز می توجهی

 
 اي پلیمراز، واکنش زنجیرهشوندهناحیه غیرترجمهمورفیسم) تک نوکلئوتیدي، هاي (پلی شکلی چندها:  کلیدواژه

 
 

:مقدمه 
در  شـایع دسـتگاه ادراري   بیماري سومین کلیه  سنگ     

درصد از مـردان   12درصد از زنان و  5. حدود است جهان
 ) 1(شـوند. کلیـه مبـتلا مـی    در طول زندگی خود به سـنگ  

 1 هاي مختلف ایران از گروه مناطق و کلیه در  شیوع سنگ
هاي کلسیمی (اگـزالات   سنگ) 2(درصد متغیر است. 8 /2 تا  

هاي کلیه  درصد سنگ 80تا  70 کلسیم و فسفات کلسیم)
  )3(شوند. را شامل می

  هـا   شـکلی  ژنتیکـی از جملـه چنـد   و  عوامل محیطـی      
ــی ــم) (پل ــنگ مورفیس ــروز س ــه تأ  در ب ــد.کلی             )4(ثیرگذارن

افـراد   بـازي در بـین ژنـوم     هاي تـک  تفاوت ها شکلی چند

      ،کشــاورزي  زیســتمختلــف هســتند. بــا پیشــرفت علــم 
گرهاي ژنتیکی حائز اهمیتـی  عنوان نشان  ها به شکلی چند

هـاي   کلونی، مطالعه تکامل در بـین گونـه    برداري در نقشه
هـاي خـاص    هاي مرتبط با آلل و شناسایی بیماري مختلف

امروزه شواهد مهمـی مبنـی بـر     )5(مورد توجه قرار گرفتند.
 ديــــنوکلئوتی  کـــاي تــه یـشکل دــــاط چنـــارتب

)SNP Single Nucleotide Polymorphism,( ـب  ا ـــ
 )1( کلیه وجود دارد.  سنگ
هاي  شکلی ژن اوروکیناز بارها در رابطه با بیماري چند     

کلیـه مـورد مطالعـه قـرار گرفتـه        مختلف از جمله سـنگ 
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ــاز روي موقعیــت ) 1(اســت. ــرار دارد.  24q10ژن اوروکین   ق

 T/Cیـشکل دـوجود چنبار به   همکاران اولینو  پوتیتري
ــد  ــه 4065در نوکلئوتیــ ــه+ ناحیــ ــوندهغیرترجمــ          شــ

)′UTR3 ′untranslated region,3(  ـ اوروکینازژن  ی ـپ
شکلی  قبلی این جایگاه چند هاي تحقیقاساس رب) 1( بردند.

آرتریـت   چـون سـرطان مثانـه،    ايپیچیـده  هاي با بیماري
، بیمــاري ســرطان دهــان ،پروســتاتســرطان  روماتوئیــد،

تـرین علـل    یکـی از شـایع  ( نفروپاتی ممبرانـوس و  آلزایمر
 )6-10و1(ت.ـاط اسـارتب) در م نفروتیک و نارسایی کلیهسندر

در  Tساي و همکاران در چـین، وجـود آلـل     ر بررسی تید
هـاي   ژن اوروکیناز خطـر ابـتلا بـه سـنگ     UTR3′ ناحیه

ازتـوك و  ) 9( برابـر افـزایش داد.   دوکلسیمی کلیـوي را تـا   
  شکلی در تشکیل سنگ که این چندنشان دادند  همکاران

بررسی  )11(.نقش مهمی داشته استترکیه کلیه در کودکان 
 دهنـده ارتبـاط چنـد   نشـان داوي و همکاران در چین نیـز  

کلیه   ژن اوروکیناز با بیماري سنگ UTR3’شکلی ناحیه 
هــا ایــن رابطــه را نقــض  البتــه برخــی از مطالعــه )1(بــود.
  )  12(. کنند می

جا که ایـن ارتبـاط تـاکنون در جمعیـت ایرانـی       آناز      
     ، مطالعه حاضر با هـدف تعیـین ارتبـاط    است نشدهبررسی 

 ژن UTR3′+ ناحیه 4065در نوکلئوتید  T/Cچند شکلی 
 شد. انجام کلیه کلسیمی هاي سنگ ایجاد احتمال با اوروکیناز

 
هامواد و روش: 

ــورد        ــه م ــن مطالع ــال   -ای ــاهدي در س در  1392ش
تهـران   (عـج) االله آزمایشگاه تحقیقاتی ژنتیک بیمارستان بقیه

فرد بیمار  70نفري متشکل از  140انجام شد. یک جامعه 
فـرد شـاهد بـه     70کلیه از نوع کلسیمی و   با سابقه سنگ

انتخاب  (عج)االله بیمارستان بقیهبین مراجعین  تصادفی از طور 
بیمارسـتان   شدند. با همکاري متخصصین دسـتگاه ادراري 

سعی شد افراد بیمار و شاهد از مناطق مشابه استان مذکور 
هـایی چـون اقلـیم و آب آشـامیدنی      تهران از نظر ویژگـی 

 60 تـا  30دو گروه بـین  انتخاب شوند. محدوده سنی افراد 
 درصــد 80 تــا 70 کــه آنجــا ازگرفتــه شــد.  نظــر در ســال

ها اهمیـت   مطالعه و دارند کلسیمی هاي کلیه ترکیب سنگ
 )12و11،9،1(اند،دادهها نشان  ژنتیک را در ایجاد این نوع سنگ

 هاي کلسیمی بررسی شدند.   در این مطالعه نیز سنگ
یـا   لیتـردر روز)  5/1تـر از  (کـم  افرادي که مایعات کم    

 مصـرف   گـرم در روز) میلـی  1500 تر از(بیش کلسیم زیاد
هـاي مسـتعدکننده بودنـد، از    کردند یا مبتلا به بیماريمی

لیتر نمونه خـون  میلی10افراد از همه  .مطالعه خارج شدند
 Gene-Allها با کیت استخراجی ستونی  آن گرفته و ژنوم

 ــشراج ـاستخ  ــد. جهت شناسای  ـ دـی چن وش       ری از ـشکل
AS-PCR روش .استفاده شد AS-PCR   عنـوان   کـه بـا                    

ARMS (Amplification-refractory mutation system) 
علت   هکه بشود ستفاده میا در مواقعی ،شود خوانده می نیز

 ـ نوع ترکیب توالی  گـر  نشـان  ا، هیبریداسیون اختصاصـی ب
سـایر   بـه  نسبت روش این از استفاده مزیتنباشد. ممکن 

ــق ســریع، تشــخیص هــا روش ــه و دقی ــر کــم هزین  آنت
 PCRدر این روش براي هر فـرد دو واکـنش    )14و13( است.

شود. یکی از پرایمرها در هـر دو واکـنش ثابـت     انجام می
صـورت    بـه  PCRبوده و پرایمر دیگـر در یـک واکـنش    

شکلی  ) و در یک واکنش داراي چندطبیعی (مکمل با الگو
 )13( .بود 3’مورد نظر در ناحیه

ر ــمیکرولیت 25در این بررسی در حجم  PCRواکنش      
میکرولیتـر بـافر    5/12انجام شد. اجـزاي واکـنش شـامل    

واحـد بـر    08/0پلیمـراز   DNA شـرکت سـیناژن (حـاوي   
 ـ، مـولار میلـی  5/1 منیـزیم کلرایـد   ،میکرولیتـر   د ـنوکلئوتی

ژنومی  DNAمیکرولیتر  1، )مولارمیلی 04/0فسفات تري
 1از هـر پرایمـر بـا غلظـت      میکرولیتـر  1استخراج شده و 
اسـتفاده   پرایمر بـا   طراحی بررسی این در میکرومولار بود.

سپس پرایمرهاي د. نجام شا 3 +  لاین پرایمر آن افزار از نرم
تحلیـل   UCSCو الیگوآنالیزر  هايافزار طراحی شده با نرم

 :عبارت بود ازتوالی پرایمرها  شدند.
 

F: ۵’- CTT TGA CTG GGA AAC TCT TC-۳’ 
R1: ۵’- GTT AAA GCT ATT GTC GTT CG-۳’ 
R2: ۵’- GGT AAA GCT ATT GTC GTT CA-۳’ 

)Fرونده مشترك،  : پرایمر پیشR1        پرایمر معکـوس طبیعـی و :
R2(پرایمر معکوس داراي چند شکلی :               
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مطابق برنامـه زیـر در دسـتگاه     PCRمراحل واکنش      

Flexy cycler PCR انجام شد:  
 ـاولی یــدور واسرشتگ 1  30درجـه،   94در  دقیقـه  5ه ـــ

 ــدرج ـ 94 درثانیه  30 واسرشتگیچرخه شامل  ه ـه، مرحل
ــ ـــاتص ــه 1ا ـال پرایمره ــه  5/67در  دقیق ــه و مرحل درج

 گسترشدور  1نهایت  در و درجه 72در  ثانیه 45گسترش 
 درجه. 72دقیقه در  5به مدت  نهایی
رصــد د 5/0بــا ژل آگــارز  PCR محصــولاتســپس      

ایـن   ند.آمیزي شد الکتروفورز و توسط اتیدیوم برماید رنگ
ماورابنفش به صورت  دستگاه تشخیصی نوربا محصولات 

افـزار   ها با نـرم  بازي دیده شدند. سپس داده 443باند   تک
16SPSS   تحلیـل و فراوانـی آللـی و ژنوتیپـی افـراد بــا

استفاده از جـداول احتمـالی مقایسـه شـد. آزمـون تعـادل       
ستفاده از آزمون کاي دو واینبرگ براي دو گروه با ا  هاردي

با بیمـاري مـرتبط   زا در جمعیت  انجام شد (اگر آلل بیماري
واینبرگ در جمعیـت بیمـاران برقـرار      باشد، تعادل هاردي

)15(یست).ن
حامل  بیمار  افراد براي (Odds ratio)  برتري کسر 
 . حامل محاسبه شد زا نسبت به افراد بیمار غیر آلل بیماري

 
هایافته: 

بـا  هـر فـرد   براي  PCRمحصولات الکتروفورز نتایج      
و  معکـوس طبیعـی ژن اوروکینـاز   رونده و هاي پیش پرایمر

  معکـوس جهـش  همچنین پرایمرهاي پیشرونده طبیعی و 
 ـ. )2 و 1هاي شـماره  (شکل این ژن مشخص شدیافته   اب

طبیعـی،  ژنوتیـپ   10و  9، 8، 6، 2ها افـراد  توجه به شکل
از نظـر   5و  4، 1هتروزیگوت و افـراد  ژنوتیپ  7و  3افراد 

 .ندداشتژن اوروکیناز ژنوتیپ هموزیگوت  UTR3’جهش 
 

  

با پرایمرهاي  PCRالکتروفورز محصولات  -1شکل 
 بیمارفر از گروه ن 10مستقیم و معکوس طبیعی براي 

  
با پرایمر مستقیم  PCRالکتروفورز محصولات  -2شکل

  3′ در سر T/Cطبیعی و پرایمر معکوس داراي جهش 
 از گروه بیمارنفر  10براي 

 

 TT گروه شاهد با ژنوتیپ هموزیگـوت در  يهیچ فرد     
نفر با  23 ،میان افراد بیمار در. (ژنوتیپ بیمار) وجود نداشت

یافت شدند که این تفاوت از نظر  TTژنوتیپ هموزیگوت 
 7/1نیز کسر برتري  . مقدار)P>05/0( دار بودآماري معنی

کلیـه   کلسیمیهاي  سنگ به ابتلا خطریعنی  ؛شدمحاسبه 
 برابـر  7/1 در این بررسی (T)زا  آلل بیماري حامل افراد رد
   دوــــب لـــــامــح رــــغی رادــــاف از رـــــتشــبی
)158/1-2988/0C1= %95  7/1؛OR:( جدول) 1 شماره.( 

 
ژن  UTR3’فراوانی ژنوتیپی چند شکلی  -1جدول 

 اوروکیناز در افراد بیمار و شاهد برحسب جنسیت 
 نفر) 70(هر گروه 
 

 سطح طبیعی CC هتروزیگوت C/T هموزیگوتTT گروه

 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد  داريمعنی

مار
بی

 

  49 17 20 7 31 11 مرد

  54 19 12 4 34 12 زن

  51 36 16 11 33 23 کل

هد
شا

 

 016/0 57 20 43 15 0 0 مرد

 005/0 71 25 29 10 0 0 زن

 001/0 64 45 36 25 0 0 کل

 
درصد  41زا) در افراد بیمار  (آلل بیماري Tفراوانی آلل      

درصد و ایـن تفـاوت از نظـر آمـاري      18و در افراد شاهد 
 ).2(جدول شماره دار بود معنی
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ژن اوروکیناز  T/C  ’UTR3شکلی چندفراوانی  -2جدول

 در افراد بیمار و شاهد
 

 گروه
 سطح  C  فراوانی آلل Tفراوانی آلل 

 درصد تعداد درصد تعداد داريمعنی
 59 82 41 58 بیمار

0002/0 
 82 115 18 25 شاهد

 
دو نشان داد کـه گـروه شـاهد در      محاسبه مقدار کاي     

واینبـرگ بـود، ولـی گـروه بیمـار از تعـادل         تعادل هاردي
واینبـرگ    کرد. تعادل هـاردي  واینبرگ پیروي نمی  هاردي

 95هاي ژنتیکی مختلـف در سـطح    جمعیت از لحاظ مدل
دار  معنـی  )Recessive(درصد براي مدل ژنتیکی مغلوب 

از آلل معیوب براي بروز  نسخهعنا که وجود دو بود؛ بدین م
 بیماري در جمعیت لازم بود.

 
گیري:بحث و نتیجه  

زا) در  (آلل بیماري Tاین مطالعه نشان داد فراوانی آلل      
ژن اوروکینـاز در افـراد    UTR3’+ ناحیه 4065نوکلئوتید 

مقایسه با افراد شاهد،  درکلیه کلسیمی   بیمار داراي سنگ
ــود. شــواهد حــاکی از احتمــال ارتبــاط وجــود   بــیش        تــر ب

ــکلی  ــد ش ــاد    C/T چن ــا ایج ــاز ب ــذکور در ژن اوروکین م
 هاي کلسیمی در جمعیت استان تهران بود.  سنگ

شکلی را افزایش خطـر بـراي    برخی از مطالعات این چند  
برخـی  کـه   در حـالی  )11و9،1(انـد،  سنگ کلیه معرفـی کـرده  

کلیه را   شکلی و سنگ ارتباط میان این چندر مطالعات دیگ
علـت تفـاوت در     تواند بهمی اختلافاین  )12(اند.  کرده  نفی

 هاي انتخاب بیماران و گروه شاهد باشد.  معیار
 C/T شکلی چند وجود ،چین در همکاران و داوي مطالعه در   

هـاي   سـنگ ابتلا به  خطرژن اوروکیناز  UTR3’ ناحیهدر 
  ایــن چندشــکلی بــه  .ددا کلســیمی کلیــه را افــزایش مــی

سـازي   سـنگ با افزایش تکرار  خصوص در مناطق آسیایی
 RFLP-PCR  روش  بــا ایــن بررســیکلیــه مــرتبط بــود. 

(Restriction Fragment Length Polymorphism) 
روش سـریع و ارزانـی    AS-PCRانجام شد. اگرچه روش 

  عـدم   از   یريشـگ بـه منظـور پی  اما در بعضی مواقـع   ،است
گــزین جــاي RFLP-PCR روش احتمــالی، هــاي تطبیــق

ژن اوروکیناز و تشـکیل   مناسبی است. داوي عدم عملکرد
 گرفتن این چنـد   هاي کلسیمی کلیه را ناشی از قرار سنگ

 UTR3’تـوالی    چـون  ؛دانسـت  UTR3’شکلی در ناحیه 
  )1(نقش مهمی در تنظیم بیان ژن دارد.

ــهدر       ــتفاده از روش     مطالع ــا اس ــاران ب ــیم و همک ک
RFLP-PCR شکلی  داري میان چند ارتباط معنی، در کره

هـاي کلسـیم    ژن اوروکیناز و ایجاد سـنگ  UTR3’ناحیه 
  UTR3’براي جایگاه  Tفراوانی آلل یافت نشد. اگزالاتی 

و درصـد   3/71در افراد بیمـار   ن مطالعهدر آژن اوروکیناز 
افـراد  در  Cفراوانـی آلـل   درصد بود.  9/68گروه شاهد در 

محاسـبه  درصـد   1/31گروه شاهد  ردرصد و د 7/28بیمار 
هاي  ها احتمال دادند که این نتیجه ناشی از تفاوت آنشد. 

 )12(هاي مختلف است.  نژادي میان افراد جمعیت

ــ      ــا  ريیک بیما طتباار جهت که شتدا قتد بایده البت ب
 درکامــل  ايهــ بررســی ماـــنجاه ـــب نتیکیژعامل یــک 

 ـب انوـ ـت نمی وت ـسا زنیا مختلف يها جمعیت حتـی  را  هـ
 هـ ـمطالع چند منجاا بارا  صخا فنوتیپ یک دنبوژنتیکی 

 .گرفت نتیجه صخا يها جمعیتدر  ودمحد
حاضـر، عـدم   مطالعـه  هـاي مهـم   محـدودیت یکی از      

ی و سشناآسیبهاي متابولیکی خصابررسی ارتباط سایر ش
با توجه بـه حساسـیت مطالعـه و     .شکلی مورد نظر بودچند
ز تحقیقـات، در  ابسیار بـالاي ایـن دسـته    رغم هزینه  علی

توان  می آنزیمی ییدي هضمتأ هايروش صورت استفاده از
ها کمک کرد. همچنین با اسـتفاده   یافتهتر به صحت بیش

 )LNA (locked nucleic acid))16 ماننـد  هایی از روش
 را بالا برد. AS-PCRتوان اختصاصیت روش  می

رود  انتظـار مـی   ،هـاي مطالعـه حاضـر    با توجه بـه یافتـه   
عنـوان   ژن اوروکیناز بتوانـد بـه   UTR3’چندشکلی ناحیه 

، کلیه  گر در شناسایی افراد مستعد ابتلا به سنگ یک نشان
 د.استفاده شو

 

گزاري:سپاس 
 کـی ژنتیـتحقیقاتاز همکاري کارشناسان آزمایشگاه      

 تشکرخانم احمدي االله به ویژه بقیهدانشگاه علوم پزشکی 
 .شودمی
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