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خونی هیپوکرومی  ژن آلفا گلوبین در بیماران با کم حذفی هاي بررسی ملکولی جهش
  میکروسیتی در کرمانشاه

  5؛ منصور رضایی4الهی ؛ سهیلا فتح4؛ محمدرضا فرشچی1حمید نعمانی ؛3پور ؛ رضا اکرمی2؛ مجید آرش*1بخشی رضا علی
  

  چکیده
از  ترکیبیجا که جمعیت ایران  از آن. دو ژن آلفا گلوبین هستند هاي آلفاتالاسمی شامل حذف یک یا هر اکثر جهش :زمینه
این مطالعه . هاي ژن آلفا گلوبین در نواحی متفاوت نیاز به بررسی دارد ، توزیع و فراوانی جهشاستهاي قومی مختلف  گروه

سیتی در استان کرمانشاه انجام خونی هیپوکرومی میکرو هاي شایع ژن آلفا گلوبین در میان افراد با کم منظور شناسایی حذف به
  .شده است

 (MCV<80 fl & MCH<27pg)خونی هیپوکرومی میکرسیتی مرد با کم45 زن و47بیمار شامل  92پس از ارزیابی اولیه،  :ها روش
  ها براي تشخیص چهار حذف ژن آلفاگلوبین شامل تمامی نمونه .جهت انجام این مطالعه انتخاب شدند

-α3.7، -α4.2 ،-(α) 20.5  و MED--  با استفاده از تکنیکGAP-PCR میکرولیتر از  10 پس از تکثیر، .مورد ارزیابی قرار گرفتند
باندها در محلول اتیدیوم بروماید نمایان و در زیر دستگاه ترانس  .درصد الکتروفورز شد 2/1محصول بر روي ژل آگارز 

  .عمل آمد برداري به ایلومیناتور عکس
هم در حالت هتروزیگوت و هم در حالت  α3.7-در بیماران داراي حذف . بودند α3.7-اجد حذف بیمار و 45 :ها یافته

هاي حذفی شایع  سایر جهش .در محدوده طبیعی بود A2تر از محدوده طبیعی و میزان هموگلوبین  کم MCHمقدار  هموزیگوت،
  .مشاهده نشدند MED-- و 20.5،  -α4.2 (α)- شامل 
 خونی هیپوکرومی میکروسیتی در کرمانشاه در بیماران با کم) حذفیتنها جهش یافت شده (  α3.7-ذف فراوانی ح :گیري نتیجه

  .بود درصد 9/48
  خونی هیپوکرومی میکروسیتی کم ،GAP PCR کهاي حذفی، تکنی جهش آلفا تالاسمی، :ها کلیدواژه
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 باشد مقطع کارشناسی ارشد آقاي مجید آرش در دانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه مینامه  این مقاله برگرفته از پایان .  
 

  مقدمه
نوعی بیماري ژنتیکی با توارث اتوزومی تالاسمی آلفا

هاي  همراه با کاهش یا عدم ساخت زنجیره ،مغلوب
هاي  زنجیره .استگلوبین هموگلوبین آلفاپپتیدي  پلی

 ینینلوبین جصورت زیرواحدهاي هموگ گلوبین بهآلفا
(HbF:α2γ2)  و هموگلوبین بزرگسالان(HbA:α2β2)  عمل

هاي  تالاسمی که در ایجاد آن جهشبتابرعکس . کنند می
اکثر انواع آلفاتالاسمی  غیرحذفی غالب هستند،
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گلوبین بر آلفاشده داراي حذف یک یا دو ژن  شناخته
آلفاتالاسمی . )2 و 1( هستند 16p13.3روي کروموزوم 

هاي ژنتیکی در سرتاسر  ترین نقص یکی از شایععنوان  هب
این بیماري با فراوانی بالایی در  .شود دنیا شناخته می

مدیترانه تا سرتاسر خاور میانه،  منطقه وسیعی که از حوزه
شبه قاره هند، برمه و آسیاي جنوب شرقی کشیده شده 

 بالاترین شیوع بیماري آلفا تالاسمی،. شود است، دیده می
ها از  آن أجنوبی و در میان جوامعی که منش در آسیاي

این بیماري . شود سواحل غرب آفریقا است مشاهده می
). 3( گزارش شده استدرصد  8/4-10در تایلند با شیوع 

 ،)5 و 4( آسیاي جنوب شرقی همچنین این بیماري در
 ، کویت)9 و 8( هند در طور پراکنده هو ب )7 و 6( چین

دیده ) 14( و اروپاي شمالی) 11-13( ، یونان، ایتالیا)10(
موجب ایجاد هاي حذفی و غیرحذفی  جهش. شود می

هاي غیرحذفی   بسیاري از جهش. شوند آلفاتالاسمی می
. هاي نوکلئوتیدي هستند ژن آلفاگلوبین حاصل جایگزینی

و   –α3.7ژنی  هاي تک هاي حذفی، حذف ترین جهش شایع
α4.2– هاي دوژنی  در آسیا، حذف--SEA  و--FIL  در آسیاي

در  MED-- و 20.5(α)-هاي دوژنی جنوب شرقی و حذف
در تایوان شیوع  THAI– ذفح .استاي  نواحی مدیترانه

) --/αα(یا دوتایی)-α(حذف تکی). 16 و 15( دارد بالایی
 αترین علل  گلوبین در حالت سیس از رایج-αهاي  از ژن

نوع حذف دوژنی سیس  25در حدود  .استتالاسمی 
در ) -α(ژنی  و هشت حذف تک )--/αα( مختلف
مطالعه  ).17( هاي مختلف گزارش شده است جمعیت

ژن  حذفی هاي بررسی ملکولی جهشحاضر با هدف 
خونی هیپوکرومی میکروسیتی  آلفاگلوبین در بیماران با کم

 .انجام شد 1387-88در سال  در کرمانشاه

  
  ها مواد و روش

کننده به آزمایشگاه  گیري از بین بیماران مراجعه نمونه
 )ارجاعی از طرف پزشک متخصص(مرکزي کرمانشاه 

این افراد داراي آنمی هیپوکروم . صورت گرفت
  پائین MCHو  MCVمیکروسیتیک همراه با 

(MCV<80 fl; MCH<27 pg)  وHbA2  نرمال یا
علاوه این افراد  به. بودند (HbA2<3.5%)ه یافت کاهش

که به درمان  ز اینتحت درمان آهن قرارگرفته و پس ا
مورد  آلفاهاي ژن  منظور جستجوي جهش پاسخ ندادند به

 نفر بودند 92تعداد افراد مورد بررسی . مطالعه قرارگرفتند
سال  17-41ها بین  و محدوده سنی آن) مرد 45زن و 47(

وسیله  ها به هاي خونی تمامی نمونه مقادیر شاخصه. بود
کزي کرمانشاه آزمایشگاه مر در SYSMEX KX-21سیستم 

در  A2همچنین الکتروفورز هموگلوبین . گیري شد اندازه
 این آزمایشگاه انجام گرفته و براي اطمینان از صحت آن،

با  استفاده از کروماتوگرافی ستونی  A2میزان هموگلوبین 
 DNAسپس تخلیص . مورد ارزیابی قرار گرفت نیز

ده آنزیم و با استفا salting outوسیله تکنیک  هها ب نمونه
ها با استفاده  نمونه DNAغلظت . انجام گرفت Kپروتئیناز 

 nanodrop spectrophotometer ND-1000از سیستم 
  .گیري شد اندازه

هاي حذفی  تشخیص جهش براي Gap PCRتکنیک 
در و پرایمرهاي مورد استفاده گیرد  می قرارمورد استفاده 

طوري طراحی شده که دو طرف محل  ،این تکنیک
، DNAبر اساس غلظت ). 18(شده را در بر گیرد  فحذ

براي . هاي واکنش ریخته شد مقدار مناسب نمونه در تیوب
ابتدا به ازاي هر  ،هاي حذفی تعیین هر یک از جهش

، MgCl2 mM2، شامل PCR MIX میکرولیتر 50 نمونه،
dNTP mM2/0  وGC-Rich solution(5X)    و آب مقطر

مقادیر . وب بزرگ ریخته شددر یک تی دیونیزه استریل،
، 20.5(α)-و  Reverse –α3.7و  Forwardمختلف پرایمرهاي 

و پرایمرهاي  - Reverse α4.2و  Forwardپرایمرهاي 
Forward  وReverse --MED  بسته به نوع حذف مورد

 ازاي هر نمونه، سپس به. بررسی در تیوب ریخته شدند
Unit5/2 خلوط کردن پس از م .آنزیم به تیوب افزوده شد

 ،DNAمحتویات تیوب بزرگ، به هر تیوب واکنش حاوي 
دنبال  هب .اضافه گردید مذکورمیکرولیتر از مخلوط  50

براي مقادیر پرایمرها، دما،  Gap PCRسازي شرایط  بهینه
هاي واکنش در  غلظت کلراید منیزیم و مقدار آنزیم، تیوب
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قرار داده شد و  (Biometra,Germany)ترموسایکلر 
  PCR Gapهترین شرایط براي انجام مراحل مختلف ب
دقیقه  5مدت  هچرخه اول ب ،دست آمد هصورت ذیل ب هب

چرخه  35دنبال آن  گراد و به درجه سانتی 95در دماي 
درجه  95صورت دماي دناتوره شدن در دماي  هب

درجه  61ثانیه، دماي اتصال  45مدت  هگراد ب سانتی
درجه  72دماي گسترش  دقیقه و 1مدت  هگراد ب سانتی
در . ثانیه تعیین گردید 30دقیقه و  2مدت  هگراد ب سانتی

درجه  72دقیقه دماي  5مدت  هپایان این مراحل ب
پس از تکثیر قطعات مورد . گراد به دستگاه داده شد سانتی

با  درصد 2/1بر روي ژل آگارز  PCR نظر، محصولات
از  پس. شدند Runساعت  1مدت  هولت و ب 85ولتاژ 

گذشت این زمان، ژل در دستگاه ترانس لومیناتور قرار 
  .  داده شد و باندهاي تکثیرشده مشاهده شدند

  ها یافته
در این مطالعه چهار جهش حذفی شایع شامل 

بر روي  α3.7-و   -- α4.2  ،-(α) 20.5، MED-هاي حذفی  جهش
خونی هیپوکروم میکروسیتیک در استان  بیماران مبتلا به کم

بیمار  92از میان . شاه مورد بررسی قرار گرفتندکرمان
داراي حذف از نوع  %) 9/48( بیمار 45تحت مطالعه، 

در  α3.7-بیماري که حذف  45از میان . بودند α3.7-ژنی  تک
داراي حذف %) 9/88( بیمار 40ها مشاهده شد،  آن

  %)1/11(بیمار  5و  )αα/–α(صورت هتروزیگوت  هب
در . بودند  )-α-/α(زیگوت صورت همو هداراي حذف ب

صورت هتروزیگوت  هب α3.7-ها که حذف  تعدادي از نمونه
در محدوده نزدیک به طبیعی  MCH و  MCVبود، مقادیر 
هاي مورد  نمونه یک از همچنین در هیچ. قرار داشتند

یافت  -- MEDو  α4.2 ،-α20.5-هاي حذفی  مطالعه، جهش
  .نشد

، در هر بار که  هاي مورد بررسی براي تکثیر نمونه
PCR  انجام شد، نمونه کنترل مثبت مربوط به آن حذف

این . هم مورد استفاده قرار گرفته و تکثیرانجام  شده است
کار براي حصول اطمینان از تکثیر قطعه مورد نظر انجام 

دلیل  ها به بر روي نمونه Gap PCRپس از  انجام  . گردید

ه بر روي ژل بزرگی اندازه قطعات، محصولات تکثیرشد
 .شدند  حرکت داده  2/1آگارز  

بر روي خوشه آلفاگلوبین، این  α3.7-جهش حذفی 
باندهاي مربوط به حذف  . بیمار مشاهده شد 45حذف در 

–α3.7 جفت باز و باندهاي مربوط به  2029 داراي طول
 تصویر( جفت بازي هستند 1800داراي طول  2αقطعه 

روي خوشه  بر α4.2-در بررسی جهش حذفی ). 1
هاي  آلفاگلوبین، هیچ موردي با این حذف در میان نمونه

 α4.2- باندهاي مربوط به حذف. مورد بررسی مشاهده نشد

جفت باز بوده و باندهاي مربوط به  1628داراي طول 
). 2 تصویر(جفت باز هستند  1800داراي طول  2αقطعه 

بر روي خوشه آلفاگلوبین  -)α(20.5همچنین جهش حذفی 
مربوط به باندهاي . یافت نشدهاي مورد بررسی  نمونه در

بوده و باندهاي  bp 1007داراي طول  -)α(20.5حذف 
   هستند bp 1800داراي طول  2αمربوط به قطعه 

  
  
  

 

 

  

  

  

صورت هموزیگوت و  هب -α 3.7مربوط به حذف lane3   -1تصویر 

lane 2 صورت هتروزیگوت است،  همربوط به همین حذف بlane1 

 bp 2029باند با طول .باشد نیز مربوط به نمونه فاقد این حذف می

 2αمربوط به باند  bp1800 و باندهاي با طول   -α 3.7مربوط به باند

  .هستند
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بر روي  MED-- هیچ بیماري با جهش حذفی). 3تصویر (
  باندهاي مربوط به حذف. خوشه آلفاگلوبین یافت نشد

--MED  داراي طولbp 807 اندهاي مربوط به قطعه بوده و ب
2α  داراي طولbp 1800  4تصویر (هستند.(

  
 

 

 

 

 

  

که  هاي فاقد این حذف بوده مربوط به نمونه 8و  lane 1  ،4 ،5 ،6 ،7و  صورت هموزیگوت هب -4.2αحذف  مربوط به 3 و lane 2 -2تصویر 
  هستند 2αمربوط به  bp1800 داراي باند با طول 

 

 

 

 

  

  

مربوط  4 و lane  1 ،2 ،3و بوده bp1007صورت هتروزیگوت هستند که داراي باندهاي با طول  هب -)α(20.5مربوط به حذف  6و lane 5 -3تصویر
 .هستند 2αمربوط به باند  bp1800 که داراي باندهاي با طول  باشند هاي فاقد این حذف می به نمونه

 

 

 

  

  

  

مشاهده bp 807 با طول  -  MED-باند 3 و lane 2در .هستندbp1800 با طول  2αباند  8و  lane1 ،4 ،5 ،6 ،7 شده در  باندهاي مشاهده -4تصویر 
  .باشند هاي هتروزیگوت براي این حذف می شوند که مربوط به نمونه می
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  بحث
نتایج بررسی چهار حذف شایع بر روي خوشه 
آلفاگلوبین نشان دادند که در بین افراد مورد مطالعه در 

در  .شناسایی گردید α3.7-تنها حذف تکی  اه،استان کرمانش
هاي بیشتري مورد بررسی قرار گیرند،  که نمونه صورتی

هاي حذفی دیگري وجود داشته باشد  ممکن است جهش
هاي حذفی را به  درصد جزیی از جهش ،و در این حالت

 ی بردلیل ،قیبنابراین نتایج این تحق. خود اختصاص دهند
 .یستاستان کرمانشاه ن هاي حذفی در رد سایر جهش

اي و  هاي نقطه شایان ذکر است در صورت بررسی جهش
شده در افراد مورد  هاي یافت ها، درصد جهش سایر جهش

فرد مورد  92از . مطالعه و استان افزایش خواهد یافت
داراي این نوع جهش حذفی  %)9/48( فرد 45مطالعه، 

  صورت هتروزیگوت هب%) 5/43(مورد  40 بودند؛
)αα/–α3.7(  براي حذف-α3.7 نفر 5 و )صورت  هب%) 4/5

  . براي این حذف بودند  )α3.7/–α3.7–(هموزیگوت 
فرد  57 تعداد 2001همکاران در سال  نیشابوري و

آنمی هیپوکروم میکروسیتیک را مورد بررسی ایرانی با 
هاي حذفی ژن آلفاگلوبین مورد  جهش درو  قرار دادند

را شناسایی ) α3.7 )6/31%- تنها جهش حذفی مطالعه
  ).19(نمودند 

تعداد هفت  2006کیانی شیرازي و همکاران، در سال 
بیمار مشکوك  114بر روي جهش ژنی از نوع حذف را  

ها مربوط  نمونه( مورد بررسی قرار دادندبه آلفاتالاسمی 
 29از این تعداد ). هاي مختلف کشور بوده است به استان

مورد هموزیگوت  18یگوت و هتروز  - α3.7/ααمورد براي 
α3.7/- α3.7 - و  7/3هردو حذف  ،مورد 2همچنین . بودند

  مورد هتروزیگوت 12و ) α4.2/-α3.7-( را داشتند  2/4
 -α4.2/α α، 5  مورد هتروزیگوت--MED/α α  مورد  8و

هاي  مورد هم شاخصه 40بودند و  α20.5/αα-هتروزیگوت 
ی را نشان ولی هیچ حذف ههماتولوژیکی پائینی داشت

  .)20(ندادند 
EL-kalla  وBaysal  هاي آلفاگلوبین  ژن 1998در سال

نمونه خون بند ناف نوزادان اماراتی آنالیز  418را در 

کرده و دو نوع جهش حذفی را در افراد مورد مطالعه 
هاي  ترین جهش در بین نمونه فراوان. گزارش نمودند

و فقط در  %)68(بوده  α3.7-جهش حذفی  ،مورد مطالعه
صورت  به α4.2-و α3.7- هاي حذفی یک مورد هم جهش
  ).21( بودند - α3.7/-α4.2هتروزیگوت مرکب 

Borges   ــال ــاران در س ــواع   2001و همک ــع ان توزی
 98( فرد بـالغ برزیلـی   339هاي آلفاتالاسمی را در  حذف

و  MCHکـه  ) نفر سـفید پوسـت   241نفر سیاه پوست و 
MCV بیعـی داشـتند، مـورد    یافته و هموگلـوبین ط  کاهش

نفـر آلفاتالاسـمی    169 ،از این تعـداد  .بررسی قرار دادند
  بــراي حــذف%) 8/42( نفــر 145هــا  در بــین آن .بودنــد

–alpha3.7 ــه %) 3/5( نفــر 18 صــورت هتروزیگــوت و ب
%) 5/1(نفـر   5همچنـین   .صـورت هموزیگـوت بودنـد    هب
 یـک نفـر   صورت هتروزیگوت براي فرم غیرحـذفی و  هب
  ).22( اي بود ل حذف مدیترانهحام/%) 3(

Adekile   ــار ــال انو همک ــاري  ،1994ش در س بیم
هاي کویتی مورد بررسی قرار  آلفاتالاسمی را در بین عرب

ــد ــی ژن . دادن ــن بررس ــاگلوبین در   در ای ــاي آلف  64ه
هاي ژنتیک ملکولی آنـالیز   کروموزوم با استفاده از تکنیک

وموزوم در کر 30نوع جهش در  3 ،در این پژوهش .شدند
هـا   در بـین آن . ندشـد شناسایی  HbHبین افراد با بیماري 

ــد α3.7، 10- جهــش حــذفی ــود  درص ــه خ ــوارد را  ب م
  ).23( اختصاص داد

Win  سـه حـذف شـایع    2006و همکارانش در سال 
α3.7-، α4.2- وMED--   170منطقه جنوب شرق آسـیا را در 

 ،بیمـار  27بیمار تالاسمی میانمـاري بررسـی کـرده ودر    
  ).24( جهش حذفی را شناسایی کردند

مقایسه نتایج حاصل از بررسی حاضر با سایر 
هایی که در بسیاري از نقاط دیگر انجام شده نشان  تحقیق

دهد که میان نتایج حاصل از این تحقیق با  نتایج سایر  می
  . ها تطابق خطی وجود دارد تحقیق
 گیري نتیجه

در ترین حذف  شایع، α3.7-نتایج نشان دادند که حذف 
بیماران مبتلا به آنمی هیپوکروم میکروسیتیک در استان 
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شناسایی انواع شود که براي  پیشنهاد می .استکرمانشاه 
ارزیابی  هاي حذفی، مختلف آلفاتالاسمی، علاوه بر جهش

ر بیماران د.. ) اي و هاي نقطه جهش(هاي غیرحذفی  جهش
 .مشکوك به آلفاتالاسمی صورت پذیرد
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