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٤٠١ 

 
 

ی سکانس ها استفاده از با و  PCRت قبل از تولد با انجاميص جنسيتشخ
 ی مادرپلاسما در Y  کروموزماختصاصى 

 
  قا سم رستگار لارى و فريدون علا ء،نفيسه پاکروان

 درمانگاه جامع کودکان هموفيل   آزمايشگاه ژنتيک
 
 دهيچک

 صورت  يىدنبال آن تلاش ها  ه   ب . دارد وجود ن در پلاسمای مادر    يجن DNAکه  نتايج يک پژوهش نشان مى دهد        

 از  را  DNAن پژوهش ما     ي ا در.  جاد شود يا ١نيجنن بدون دستکاری     يت جن يص جنس يگرفت تا روشی جهت تشخ      

ی اختصاصى  سکانس ها PCR انجام با     سپس.  مياستخراج کرد  ر باردار ي زن غ  ٣ مرد و    ٣ زن باردار،    ٢٥ی  پلاسما

ج با  ينتا.  ميی کرد بررس ٨% آميد    يل ژل اکر   روى اکتروفورزجه را بااستفاده از        ي و نت   ،يى شناسا را Yکروموزم  

 ١١ در Y کروموزمج نشان داد که سکانس های اختصاصى        يمجموعه نتا .  پس از تولد مطابقت داده شد       نوزادت  يجنس

 و دوم  در سه ماهه اول   ن پسر   ي با جن  باردار ان شدند و در دو نمونه از زن        يى و سه مرد شناسا    پسرن  يزن باردار با جن   

ن سکانس ها ين دختر ايجنک زن باردار با ين در يهمچن.   نشديىشناسا Yی اختصاصى کروموزم    سکانس هابارداری  

 يىشناسا Yر باردار سکانس های اختصاصى کروموزم      يغن دختر و زنان       ي باردار با جن   زنانه  يدربق.  ی شدند يشناسا

 هفته قابل انجام     ١٩ی پس از  معمول PCRت قبل از تولد با       يص جنس يد که تشخ  ن پژوهش نشان مى ده    يج ا ينتا.  نشدند

 .دارد ٢کمى PCR چون ترى متدهاى دقيق از استفادهاز به ي هفته اول بارداری ن١٢ص در ياست ولی تشخ

 

 مقدمه

ر  از سلول هاى جنينى، مانند گلبول هاى قرمز هسته دا                استفاده چندين پژوهش تشخيص قبل از تولد با                   در

(NRBCs) روش«  و  انجام مى گيرد   دستکارى جنين         بدوناين روش که در واقع                از.  شده است     استفاده 

 و  بررسى ها زيرا با وجود      ؛ نمى شود استفاده آزمايشگاهى   معمولىمى شود، به عنوان روش       ناميده   »غيرتهاجمى

ردش خون مادر وجود دارد که        جداسازى سلول هاى جنينى از گ      درتلاش هاى بسيارى که انجام گرفته، مشکلاتى        

  باشد ٥٥-٨٦% که حساسيت تشخيص جنسيت با اين روش         است   امر باعث شده     همين .هنوز برطرف نشده است   

 .بخش نيست جنين با اين روش اطمينان جنسيت در نتيجه تعيين ].٣[،]٢[،]١[

 در  جنين DNA وجود Y استفاده از پرايمر هاى اختصاصى کروموزوم           با PCR با انجام      پژوهش يک    در

  ر دجنينى DNA دادند که غلظت نشان هم چنين پژوهندگاناين ]. ٤[ باردار نشان داده شدزنانرم و پلاسماى ـس
 

-١ noninvasive  -٢ Quantitative PCR  
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 و همکاران نفيسه پاکروان                             …PCRت قبل از تولد با انجام  يص جنسيتشخ

 ٤٠٢

 

 بعدى نشان   بررسى هاىعلاوه در   ه  ب .است در خون مادر      جنينى NRBCsخون مادر به مراتب بيش از ميزان           

 سوم  وب در سه ماهه اول         يبه ترت % ٢/٦و  % ٤/٣ در پلاسمای مادر برابر         جنينى DNAان  زي م کهداده شد    

 ]. ٥[بارداری است

 جنسيت جنين قبل از تولد با            تشخيص امکان    آيا« : پاسخ اين پرسش بود که        ها يافتن     از اين آزمايش     هدف

 هستند X به کروموزوم      ستهوابرى که ناقل بيمارى هاى        ا موجود در خون زنان بارد         جنينى DNAاستفاده از    

 »وجود دارد؟

 استفاده از پرايمر هاى با PCR انجامبا     .داديم  زنان باردار را مورد آزمايش قرار      پلاسماىن پژوهش ما    يدرا 

 .  را شناسايى کرديمجنينى DNA وجود Yاختصاصى کروموزم 

 

 روش ها و مواد

 نمونه  ها  سازى آماده  -١

زنان   ].١ جدول[ شد گرفته باردارى بودند    هفتگى ٣٩ تا ١١ باردار که از     زن ٢٥ خون محيطى از     نمونه  هاى

 . آمدبه عمل گيرى  باردار به طور تصادفى انتخاب شدند و با رضايت آنان نمونه

 منفىر باردار گرفته شد و به عنوان کنترل مثبت و            ي خون محيطى از سه مرد و سه زن غ          نمونه  هاى چنين   هم

 خون   نمونه  هاى.   شد  گرفته EDTAخون محيطى در لوله  هاى حاوى           ميلى ليتر ٥ ر مورد  در ه    .استفاده شد  

 پلى پروپيلن منتقل     ميلى ليتر٥/١ از سلول هاى خون جدا و به تيوب هاى            پلاسما سانتريفوژ،      g٣٠٠٠محيطى در   

ى پلى پروپيلن تميز      تيوب ها بهی  ي سانتريفوژ و قسمت رو      g٣٠٠٠ مجدداً در     شدهنمونه  هاى پلاسماى جدا       .شد

 . نگهدارى شدند-C٢٠˚ در نمونه  ها  ،DNA زمان استخراج تا  ومنتقل شدند

  نمونه  هاى پلاسماى جدا شدهاز DNA استخراج  -٢

DNA اصلاحات جزيى   با » بدن مايعات و   خون«  پروتوکل ١ نمونه  هاى پلاسما با استفاده از کيت کياژن         از 

 شده  استخراج DNAحجم محلول      . هر نمونه پلاسما استخراج کرديم        µl٤٠٠ از    را DNAما    .انجام گرفت 

 . بودlµ٥٠معمولاً 

٣  .PCR 

PCR استفاده از پرايمر هاى     با DYS14 )       سکانس اختصاصى کروموزمY (شناسايى    براى DNA جنينى 

 م کلى  حج در  PCR ].٦[ شد استفاده    بررسى اين    در Y17/Y18  پرايمر جفت.  از پلاسماى مادر انجام شد       

µlکه حاوى ٢٥ DNA شده،استخراج  µM از ٢٠٠ dNTP، Pmolهر پرايمراز ٢٠ (Y17/Y18)، xبافر ١  
 

-١ QlAamp DNA blood Mini method Qiaqen 
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 و همکاران نفيسه پاکروان                             …PCRت قبل از تولد با انجام  يص جنسيتشخ

 ٤٠٣

 

Taq اوىح( مراز،پلى Mmمنيزيمکلريد ٥/١ ( ،U از ٥/٠ Taq ١ مرازپلى  . 

 .سما استفاده از پلا  با تيجنسص ي تشخ هاىشى آزمارست زنان باردار استفاده شده ديل.  ١جدول 
 Male/Female تحت عنوان د مى کردي را تولbp١٩٨ باند  ىک بارشى در دو بار آزماکه نمونه هر

 . ذکر شده استشىآزماجه ي نت در ستونFemale/Male و ىا
 

 فىرد )هفته( بارداری سن شىآزماجه ينت مانىزاجه ينت

 ١ ١١ Male/Female پسر

 ٢ ١٢ Female/Male دختر

 ٣ ١٣ Female دختر

 ٤ ١٥ Male پسر

 ٥ ١٦ Female دختر

 ٦ ١٩ Male/Female پسر

 ٧ ١٩ Femle دختر

 ٨ ٢٠ Female دختر

 ٩ ٢٢ Female دختر

 ١٠ ٢٤ Female دختر

 ١١ ٢٥ Male پسر

 ١٢ ٢٥ Male پسر

 ١٣ ٢٥ Female دختر

 ١٤ ٢٨ Male پسر

 ١٥ ٣١ Female دختر

 ١٦ ٣٢ Male پسر

 ١٧ ٣٤ Male پسر

 ١٨ ٣٦ Male پسر

 ١٩ ٣٦ Male پسر

 ٢٠ ٣٦ Male پسر

 ٢١ ٣٦ Male پسر

 ٢٢ ٣٧ Male پسر

 ٢٣ ٣٧ Male پسر

 ٢٤ ٣٩ Male پسر

 ٢٥ ٣٩ Male پسر

 
 

-١ Roche Biochemicals 
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 و همکاران نفيسه پاکروان                             …PCRت قبل از تولد با انجام  يص جنسيتشخ

 ٤٠٤

 

 به  ٩٤ C° سيکل شامل     ٤٠ سپس    قه،قي د ٥ به مدت     ٩٤ C°دناتوراسيون در :  بود از    عبارت PCRبرنامه  

 ٧ به مدت    ٧٢ C°ايى در   ه ن  انکوباسيون  دقيقه و  ٢ به مدت    ٧٢ C° دقيقه و      ١ مدت   به   ٥٧ C° ثانيه، ٣٠ت  مد

 و پس از رنگ آميزى با اتيديوم برميد با استفاده از           شد اکتروفوند ٨%ل آميد   ي ژل اکر  روى PCRمحصول   دقيقه،

 . شدبررسى UVلامپ 

.  ن پسر در نظر گرفته مى شد        ي جن به عنوان د مى کرد    يا تول  ر bp١٩٨ش باند    ي در دو بار آزما       که نمونه    هر

  باند مورد نظر را  توليد        که DNA نمونه  هاى.    جنسيت بچه پس از زايمان منطبق شد         با PCR محصول   نتيجه

 . آن ها نشان داده شوددر DNA تا وجود شدند VIII، PCR فاکتور پرايمر هاىنمى کردند با استفاده از 

 

 نتاىج
ب در  يبه ترت % ٢/٦و  % ٤/٣نی در پلاسمای مادر      يجن DNAزان  يمس بررسى هاى صورت گرفته      بر اسا 

 ابتداری از زنان باردار، ما       يگ ن اساس در ابتدای کار قبل از نمونه         ي هم بر.  سه ماهه اول و سوم بارداری است        

 DNAسازی و    هيشب%  ٥زان  يق کردن پلاسمای مرد در پلاسمای زن به م         يی زن باردار را به وسيله رق       پلاسما

ر ژل نشان   يتصو (شدده  يش د ين آزما ي در ا  bp١٩٨ باند   و شد   انجام  PCR آن   دنباله  ب.  مي استخراج کرد  را  آن

 ).      داده شده است

 شده از سلول هاى    استخراج DNA  روى  DYS14 استفاده از پرايمر هاى   با PCR اوليه،    هاىآزمايشپس از   

در سه ماهه آخر      دار  از پلاسماى زنان بار      شده استخراج DNAر باردار و     ين غ خون و يا پلاسماى مرد و ز         

 حداکثر و به علاوه زمان      یبارداردر سه ماهه آخر      DNA؛ زيرا ميزان     انجام شد   و با سونو گرافى پسر     یباردار

لول هاى  شده از س   استخراج DNA مورد   در bp١٩٨ اين آزمايش باند مورد نظر       در). ١شکل(زايمان نزديک بود  

 DNA در مورد      باند هايى زيرالبته  . ر با جنين پسر ديده شد         ا مرد، پلاسماى مرد و پلاسماى زنان بارد              خون

 اتصال غيراختصاصى    و DNA شده از سلول هاى خون مرد ديده شد که احتمالاً به علت غلظت زياد                      استخراج

ر باردار و     يز سلول هاى خون زن غ         شده ا    استخراج DNA شده بر روى            انجامدر آزمايش     . پرايمر ها است  

 . نشدديده bp١٩٨ باردار با جنين دختر باند زنانپلاسماى 

ن ي دو مورد از زنان باردار با جن        در و   شد PCR باردار شده از زنان     استخراج DNA بعدى   آزمايش هاى در

 DNAه نمونه  هاى يبق.  شدمشاهده bp١٩٨بار باند  کيش، تنها   يی در دو بار آزما    باردار ١٩ و   ١١پسر در هفته    

 ديده  ٢طور که در شکل        را توليد کردند اگر چه همان        bp١٩٨ شده از زنان باردار با جنين پسر باند              استخراج

. تر ديده مى شود    ضعيف هفته١٩ پسر با سن بارداری کمتر از        جنين در مورد زنان بارداربا        bp١٩٨ باند   مى شود

  ١٢ن دختر در هفته يک مورد زن باردار با جن   ي ن دختر در  يردار با جن   روی زنان با   بر آزمايش هاى انجام شده     در
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 و همکاران نفيسه پاکروان                             …PCRت قبل از تولد با انجام  يص جنسيتشخ

 ٤٠٥

 

 شده از زنان      استخراج DNA نمونه  هاىه  يبق . مشاهده شد   bp١٩٨بار باند     کيش،  يی در دو بار آزما       باردار

 .  توليد نکردندرا bp١٩٨ با جنين دختر باند باردار

   1    2    3   4    5    6   7    8    9   10   11   12 

          
 مرد خوناز سلول هاى  شده استخراج DNA ی رو بر PCR ژل مربوط به ىرتصو  -١ شکل

 .دختر و زنان باردار با جنين پسرپلاسماى غير باردارو مرد و زن پلاسماى، غير باردارو زن 
 DNA (ΦX174)زىسا مارکر.  ١ن ىلا
   مردپلاسماىو خون شده ازسلول هاى استخراج DNA : ٣و٢نىلا
   زنپلاسماى وخون شده ازسلول هاى استخراج DNA : ٥و٤ نىلا
  زن و مردخون شده ازسلول هاى استخراج DNA : ٧و٦ نىلا
  پسرجنين  بارداربازن شده ازپلاسماى استخراج DNA: ١٠و٩ ،٨ نىلا
 دختر جنين بارداربا زن ازپلاسماى شده استخراج DNA :١٢و١١ نىلا
 

 
 

        1    2    3      4      5    6    7      8     9    10   11   12   13   14    15  16 

         
  ومرد خون ازسلول هاى شده استخراج DNA  روی بر PCRر ژل مربوط به ىتصو  -٢ شکل
 دختر و پسرجنين  زنان باردار باپلاسماى و غير باردارزن 
 DNA (ΦX174)زىسا مارکر.  ١ن ىلا
 پلاسماى  شده ازاستخراج DNA:١٦و١٤ ، ١٠،١٢، ٨، ٢،٣: نىلا
  جنين دختربا باردار زن
 زنپلاسماى   شده ازاستخراج DNA:١٥و١١،١٣، ٧ ،٦:ىنلا

  پسرجنين با باردار
  غير باردار زنخون ازسلول هاى شده استخراج DNA  :٤نىلا
 مرد خون ازسلول هاى شده استخراج DNA :٩و٥ن ىلا
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 و همکاران نفيسه پاکروان                             …PCRت قبل از تولد با انجام  يص جنسيتشخ

 ٤٠٦

 
 ریيگ جهينت و بحث

 بکار X های وابسته به     ىماري در زنان باردار ناقل ب       ١٩٩٧ن که تا سال       يت جن يص جنس يتشخ روش های    از

 :موارد اشاره کرداين  بهتوان يرفتند ميم

ی در  سونوگراف].  ١٠[ني نمونه خون جن   وگرفتن] ٩[١ری از جفت  يگ  نمونه ،]٨[و سنتز يني آم ،] ٧[ گرافی سونو

 هفتهوسنتز به طور معمول پس از حدود        ينيآم.  ندارداست و به علاوه دقت لازم را        های اول بارداری مشکل      هفته

ن در اوائل بارداری است و به علاوه         يت جن يص جنس ياز اصلی تشخ  ينکه  ى  ی قابل انجام است در حال      باردار ١٥

ی را ممکن     باردارل   ئص در اوا    ي چه تشخ    اگر CVS روش     در].  ١١[ ساز است    مشکلن   يبرای مادر و جن      

، رست انجام نگيرد  ن اگر آزمايش ها د   يهمچن].  ١٢[ن خطرناک و مشکل ساز است     يسازد ولی برای مادر و جن     ى م

ن آزمايش هاى   ي ا  بهن دختر باشد       ي اگر جن    به علاوه  .  است مشکل CVSک و     يوتينيع آم  يری مجدد ما    يگ نمونه

ک اگر چه   ين تکن يا.   انجام مى شود   هفتگی ١٨ن معمولاً پس از      يری از خون جن    يگ نمونه.   نيست پرهزينه نيازى 

 حدودن تا قبل از      يت جن يص جنس ياز به تشخ  ي ولی ن  ،است CVSو   وسنتزيني آم  از عترو کم خطرتر  ي سر آسان تر،

   ].٧[ن در بر دارديبرای مادر و جن) اگر چه کمتر( و خطراتی مشکلات به علاوه.  ندى ک هفته را بر طرف نم١٢

 مانند گلبول هاى قرمز هسته دار             ،نيی جن   سلول هاری از       يان داد مقاد      انجام گرفت که نش         بررسى هايى    

(NRBCs)، انجام شده براى تشخيص جنسيت جنين با          آزمايش هاى  ].١٤[،]١٣[،]٦[ خون مادر وجود دارد     در 

 استفاده از سکانس هاى         با (Nested PCR) در تو         تو PCR کامل زنان باردار با انجام                 خوناستفاده از      

 حالى که      در ]١٧[،]١٦[،]١٥[نشان داده است      را% ٩٤ تا  ٨٣ برابر      حساسيتى Yوموزوم    کر  اختصاصى

 و از نظر کاربردى       زمان گيراين روش ها بسيار     . ]٣[،]٢[،]١[ است بوده% ٨٦ تا    ٥٥ برابر ٢ حساسيت روش 

 . کم استکلينيکىمشکل هستند و درعين حال حساسيت آن ها براى کاربرد 

 از آن به نام     و]  ٤[ دارد   وجودن در پلاسمای مادر     يجن DNA نشان داد که     ١٩٩٧ در سال    بررسىک  ي نتايج

 را% ٨٨ اين پژوهش ما از پلاسماى زنان باردار استفاده کرديم و حساسيت حدود              در.  اد شد ي DNA٣سلول آزاد   

با  خون زنان باردار        در Y بالاى شناسايى سکانس هاى اختصاصى کروموزوم            نسبتاً حساسيت. گزارش کرديم 

 . در خون مادر داردجنينى DNA دلالت بر غلظت بالاى معمولى PCRاستفاده از 

، )هفته ١٩تر از    کم( داده شد که با کاهش سن باردارى          نشان،  ٢ طرف ديگر در نتايج ارائه شده در شکل           از 

س از  ن پ يت جن يص جنس يی در تشخ   معمول PCRدر واقع    .  کم ترى دارد   قدرت PCR ايجاد شده با       bp١٩٨ باند

از است  ين ن ي ا بر بنا هفته اول بارداری است       ١٢ق در   يص دق ينان است ولی هدف اصلی تشخ      ي قابل اطم  هفته ١٩

 .  را تعيين کرد بتوان جنسيت جنين بيش ترى شود تا با قطعيت استفاده ٤کمى PCR دقيق ترى چون روش هاى ازکه 
 

-١ Chorionic Villus Sampling -٢ fluorescence in situ hybridization -٣ Cell-free DNA 
-٤ Quantitative PCR 
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»  ١مشخصات و ميزان حساسيت « ميبتوان    Light Cyclerم تا با استفاده از   ي بعدی سعی دار   آزمايش هاى در

 .ميبرسانصد درصد  به را

 
  و قدردانیتشکر

 و  زنان محترم درمانگاه      ر، و پرسنل   يالغده  يريخمارستان  ي ب محترماست  ير سرکار خانم دکتر فر هادی،            از

  دکتر  ازن   يهمچن. ميارزن پژوهش سپاسگ     يی ا  اجرازمان    دربراى همکارى      مارستان،   ين ب  يمان ا  ياتاق زا  

 پژوهشن  ي ا طى در يى مساعدت و راهنما     خاطره  ب Laura Cremonesi دکتر    و YM Dennis  Loدنيس  

 .يمتشکربسيار م
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