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تحليل پيوستگي ژنتيكي ميزان HDL-C در بين 91 خانواده ايراني مبتلا به 
Haseman-Elston سندرم متابوليك با روش هاي رگرسيوني

حميد علوي مجد1، مهدي اكبرزاده2، يداالله محرابي3، مريم السادات دانشپور4، *فريدون عزيزي5

چكيد ه
سابقه و هدف: يكي از اهداف علم اپيدميولوژي ژنتيك يافتن دقيق مكان ژنتيكي در ارتباط با يك فنوتيپ خاص است. گام موثر در 
اين مسير پر فراز و نشيب، تحليل پيوستگي ژنتيكي اين فنوتيپ ها و نزديك شدن به مكان ژني آنهاست. روش آماري رايج جهت 
تحليل پيوستگي ژنتيكي فنوتيپ هاي كمي روش هاي رگرسيوني Haseman-Elston (يا HE) است كه در حال حاضر هفت نوع از اين 
روش ها به طور رايج مورد كاربرد است. تغييرات HDL-C يكي از فنوتيپ هاي تعيين كننده سندرم متابوليك است. هدف از نگارش 
اين مقاله ارائه روش آماري مناسب براي تحليل پيوستگي ژنتيكي صفات كمي و تعيين نواحي ژني موثر در كاهش HDL-C به كمك 

ميكروستلايت ها در جمعيت ايراني، مقايسه نتايج تحليل پيوستگي ژنتيكي با روش هاي متفاوت HE مي باشد.
مواد و روش ها: افراد مورد بررسي در اين مطالعه از بين شركت كنندگان در مطالعة قند و ليپيد تهران انتخاب شده اند كه شامل 91 
خانواده ايراني (493 نفر، 234 مرد و 259 زن)، بوده و انتخاب آنها به اين صورت بوده است كه حدقل يك نفر از اعضاي آنها مبتلا 
به سندرم متابوليك (طبق معيار ATP III) و حداقل دو نفر از اعضاي آنها دچار كاهش HDL-C بودند، انتخاب شدند. تكثير 12 قطعه 
  HDL-Cانجام گرديد. تحليل پيوستگي ژنتيكي صفت Fragment Analysis مختلف در 4 ناحيه كروموزومي افراد با استفاده از تكنيك
با روش هاي رگرسيوني w4,w3,w2, rHE, sHE, oHE و  tHE انجام شد. همچنين نتايج متغيرهاي كمي به صورت (انحراف معيار) 
ميانگين ارائه، سطح معني داري، 0/05 درنظرگرفته شده است. در حين تحليل از نرم افزارهاي مختلفي استفاده شد كه عبارت بودند 

. S.A.G.E و   PowerMarker، Excel، SPSS، power.HE  :از
يافته ها: (انحراف معيار) ميانگين HDL-C در كل افراد برابر mg/dl (11/01) 44/41 بود. همچنين نتايج حاصل از 7 روش رگرسيوني 
HE نشان داد كه در 4 روش پيوستگي ژنتيكي معني داري بين مكان ژنتيكي ميزان HDL-C با ماركر D11S1998 را در بين خانواده هاي 

 .(P<0/005) ايراني مبتلا به سندرم متابوليك وجود دارد
بحث و نتيجه گيري: تحليل ها نشان دادند كه هرچه توان آماري روش هاي رگرسيوني HE از لحاظ تئوري بيشتر مي شود، نتايج 
نزديكتر مي شوند. يافتن اين ناحيه ژني توسط روش هاي مذكور مي تواند راهكار مناسبي براي طراحي مطالعات بعدي به منظور 

يافتن ژن هاي مستعدكننده كاهش HDL-C باشد. 
.Haseman-Elston ميكروستلايت، روش هاي رگرسيوني ،HDL-C ،كلمات كليدي: سندرم متابوليك
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مقدمه
تكميل طرح پروژه ژنوم انساني (Human genome project) منابع 
بسياري را براي مطالعه ژنتيك بيماري ها فراهم كرده است. اما 
تكميل اين طرح انتهاي اين فرايند نخواهد بود، در واقع نقطة شروع 
است. آنچه هم اكنون باقي مانده است، تعيين ژن هاي تعيين كننده 
صفات، تغييرات آنها در جامعه و اينكه اين ژن ها چطور با ساير 

عوامل اثرات متقابل دارند، مي باشد. 
سندرم متابوليك يك فنوتيپ مركب است كه جهت شناسايي آن 
از بررسي تغيير عوامل مختلفي مانند افزايش تري گليسريد، فشار 
خون، قند خون ناشتا، دور كمر و كاهش HDL-C استفاده نمود (1). 
32 درصد از افراد ايراني مبتلا به اين سندرم مي باشند (2). اين 
بيماري با افزايش ريسك ابتلا به بيماري هاي قلبي- عروقي همراه 
مي باشد. فراوان ترين فنوتيپ اين سندرم كاهش HDL-C است. براي 
شناسايي دليل كاهش HDL-C نياز به شناسايي ژن هاي اثر گذار بر 

متابوليسم آن مي باشد. 
استفاده از روش هاي رگرسيوني Haseman-Elston (يا به اختصار 
اولين  است.  رايج  بسيار  كمي  صفات  پيوستگي  تحليل  در   (HE

دليل رايج شدن اين روش ها، عدم نياز آنها به تعيين مدل ژنتيكي، 
فراواني هاي آللي (Allele frequency) و نفوذ ها (Penetrance) به عنوان 
پارامترهاي مدل براي بررسي فن وتيپ هاي صفت م  ورد بررسي است 
(3). دومين دليل آن است كه نسبت به انحراف از فرض نرمال بودن، 

استوار است (4). 

مواد و روش ها
جامعه مورد بررسي وحجم نمونه: افراد مورد مطالعه از ميان شركت 
كنندگان طرح مطالعه قند و ليپيد تهران انتخاب شدند كه در محدوده 
سني 69-3 سالگي و در دو گروه مذكر و مونث قرار گرفته بودند. 
بدين ترتيب كه خانواده هايي كه حدقل يك نفر از افراد آن علايم 
 HDL-C سندرم متابوليك و حداقل دو نفر از اعضاي آن دچار كاهش
بودند، انتخاب گرديدند. معيار انتخاب افراد بر اساس تعريف3 
ATP مي باشد (5). در اين مطالعه حجم نمونه با استفاده از فرمول 

مطرح شده توسط اليور هاديك (Oliver Hädike) و همكاران (6) به 
دست  آمده است. براي محاسبة حجم نمونه، از برنامة Power.HE در 
نرم افزار R استفاده شده است (7). با درنظر گرفتن سطح معني داري 

0/05، توان آزمون 80 درصد و وراثت پذيري 0/403 و همبستگي 
مانده هاي مدل فالكونر برابر 0/3، حداقل حجم نمونة موردنياز با 
استفاده از اين روش برابر با sib-pair 246 محاسبه گرديد. تكثير 
12 قطعه مختلف (جدول 2) در 4 ناحيه كروموزومي با استفاده از 

تكنيك Fragment Analysis انجام شد. 

روش هاي آماري
 Haseman-Elston اصل مهم در تحليل پيوستگي با روش رگرسيوني 
 (Allele Sharing Identical By اصل تشابه، يا تسهيم آلل ها به صورت
Descent) IBD است. اولين مدل رگرسيوني در اين رابطه در سال 

1972 توسط هاسمن (Haseman) و الستون (Elston) (8) بيان شد 
و به صورت زير است: 

 (1)    
  j j jE y    

 است كه مقدار صفت (ميزان  21 2j j jy x x  كه در آن 
j ام با xtj نشان داده شده است. همچنين sib-pair ام درt HDL-C) sib

. اين نتايج حتي زماني كه غالب  22 g    و  2 22e g   

بودن بين الل ها وجود داشته باشد نيز صحيح است (8). با فرض
وجود پيوستگي ژنتيكي بين دو مكان ژني مفروض، هرچه احتمال 
رخداد IBD مربوط به دو آلل در آن دو مكان بيشتر باشد، اختلاف 
صفت كمي موردنظر در بين sib-pair كمتر مي شود. به عبارتي 
نزديك بودن تشابه ژنتيكي، تشابه فتوتيپي بيشتر را نتيجه خواهد 
0 را با استفاده از آزمون   داد. بر همين اساس مي توان فرض 
0 معني دار شود،   تك دامنه اي t آزمون كرد، زيرا اگر فرض 
پيوستگي بين مكان صفت موردنظر و نشانگر پذيرفته مي شود. 
اين روش به روش (oHE: original HE) معروف است. بعد از ارائه 
اين روش به آن اشكال هايي وارد شد و پس از آن روش هاي 
جديدتري طي مقالات متعدد بيان شد كه در اين مقاله اين روش ها 
با علامات اختصاري  W4، W3، W2، rHE ،sHEو tHE نشان داده 
شده است. در روش oHE متغير پاسخ مربع وزني اختلاف صفت 
مورد بررسي در بين sib pair هاست، كه در آن وزن ها ضرايب 
بدون  پاسخ  (متغير  اوليه  رگرسيوني  مدل  مانده هاي  همبستگي 
وزن) است، اما در روش sHE متغير پاسخ مربع وزني مجموع 
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تصحيح شده (با ميانگين صفت در خانوار) صفت مورد بررسي 
در بين sib pair هاست (9). اشكالي كه در هر يك از اين روش ها 
وجود دارد، اين است كه از تمام اطلاعات موجود در مقادير صفت 
مورد بررسي استفاده نمي كند و ممكن است مقداري از اطلاعات 
در مورد هر sib-pair ناديده گرفته شود (10). لذا نتايج حاصل از 
 W3، اين دو روش ، چندان قابل اطمينان نيست. اما در روش هاي
 W2، rHEو W4 اطلاعات حاصل از دو روش oHE و sHE ادغام 

شده اند، اما نحوه ادغام اين روش ها متفاوت بوده است. در روش 
rHE حاصل ضرب متقاطع مركزي شده با ميانگين مقادير صفت 

(Mean-corrected cross-product trait) به عنوان متغير پاسخ درنظر 

مانده هاي  از  نيز  وزني  روش هاي  در   .(11) است  شده  گرفته 
رگرسيوني مدل هاي oHE و sHE بصورت وزني استفاده شده است. 
بدين صورت كه در W2 از متغيرهاي پاسخ در مدل هاي oHE و 
sHE با وزن واريانس مانده هاي مدل رگرسيوني (12)، در روش 

 sHE و oHE از مجموع وزني متغيرهاي پاسخ در مدل هاي W3

استفاده مي كنند. در روش W4 نيز از وزن هاي روش W3 استفاده 
مي كند، اما آنرا با استفاده از ضرايب همبستگي بين مقادير مانده هاي 
رگرسيوني مدل هاي oHE و sHE تصحيح مي كند. لذا توان آماري 
W4 بيشتر از روش هاي W2 و W3 است (13). روش tHE نيز به 

صورت دوسطحي انجام مي شود و اثر آناليز در سطح افراد و سطح 
شجره نامه به صورت جدا درنظرگرفته مي شوند و به عبارتي اثر 
پلي ژنيك و محيط نيز در مدل درنظر مي شود، لذا توان اين روش 
از روش هاي ديگر نيز بيشتر است (14). شايان ذكر است كه در 
)، از ميانگين  jy تمامي اين روش ها، در محاسبه متغير پاسخ (
 (BLUP: Best Linear يا  خطي“  نااريب  كننده  پيش بيني  ”بهترين 
رگرسيوني  مدل هاي  شده است،  استفاده   Unbiased Predictor)

همچنين  شده اند.  تعديل  جنس  و  سن  متغيرهاي  با  نظر  مورد 
نتايج متغيرهاي كمي به صورت (انحراف معيار) ميانگين ارائه 
و سطح معني داري، 0/05 درنظرگرفته شده است. جهت محاسبه 
P-value روش جايگشت (Permutation)، تعداد تكرارها حداقل 

10000 و حداكثر 100000 درنظرگرفته شده استنرم افزارهاي مورد 
استفاده: در مطالعه حاضر از نرم افزارهاي مختلفي استفاده شد: 
برنامة power.HE در نرم افزار R ويرايش 2،10،0 جهت تعيين 
حجم نمونه، نرم افزارهاي Excel ويرايشSPSS ،2007 ويرايش 

16 و نرم افزار PowerMarker ويرايش 3،25 (7) در آماده سازي 
 (S.A.G.E: Statistical Analysis for داده ها و در نهايت از نرم افزار
(Genetic Epidemiology (9) ويرايش 6،0،1 جهت انجام آناليزهاي 

رگرسيوني HE استفاده شده است. 

يافته ها
91 خانواركه شامل 493 نفر (234 نفر مرد و 259 نفر زن)، داراي 
اطلاعات كاملي از ماركرها، متغير پاسخ و متغيرهاي مستقل جهت 
انجام آناليز پيوستگي بوده اند. از اين ميان 231 نفر Founder (شخصي 
در خانواده كه والدين او مشخص نيست و حداقل يك فرزند در 
خانواده دارد.) و 262 نفر Non-founder (شخصي در خانواده كه 
والدين او مشخص اند.) بوده اند. همچنين اطلاعات مربوط به روابط 

خانوادگي در بين خانواده ها در جدول (1) آمده است. 
 (11/01) mg/dl در كل افراد برابر HDL-C (انحراف معيار) ميانگين
mg/ (9/80) 41/18 و در بين زنان mg/dl 44/41، در بين مردان
dl (11/22) 47/35 است. همچنين در نتايج حاصل از 7 روش 

رگرسيوني HE، 4 روش ( W4، W3، sHE و tHE )پيوستگي ژنتيكي 
معني داري بين مكان ژنتيكي ژن هاي مستعدكننده HDL-C با ماركر 
D11S1998 را در بين خانواده هاي ايراني مبتلا به سندرم متابوليك 

نشان مي دهد (P<0/05) و 3 روش ديگر( rHE، oHE و W2 )پيوستگي 
ژنتيكي معني داري بين مكان ژنتيكي ژن هاي مستعدكننده  HDL-Cبا 
ماركرهاي موجود را نشان نمي دهند (P>0/05). اين نتايج در جدول 

(2) آمده است.

جدول 1- روابط خانوادگي در جمعيت مورد مطالعه
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بحث و نتيجه گيري
نتايج حاصل از 4 روش (W4، W3،  sHE و tHE )پيوستگي ژنتيكي 
معني داري بين ماركر D11S1998 و مكان ژنتيكي ژن هاي مستعدكننده 
HDL-C در بين خانواده هاي ايراني مبتلا به سندرم متابوليك وجود 

دارد. در مطالعة ديگري توسط كورت (Kort) و همكاران در سال 
2000 ارتباط اين ناحيه با تغييرات HDL-C را نشان داده اند. ناحيه 
به دست آمده در اين مطالعه Mbp 1/7 با ژن كد كننده كلاستر ژني 
آپوليپوپروتئين هاي APOA1/C3/A4/A5 فاصله دارد (15). مطالعة 
همكاران  و   (Baker) توسط بيكر  سال 2009  دسامبر  در  ديگري 
بر700 نفر با sib-pair 1052 از 334 خانواده مربوط به مطالعه قلب 
فارمينگهام و با روش tHE در مورد مولفه هاي سندرم متابوليك 
انجام شد. در اين مطالعه به ناحيه كروموزومي 11 در مورد مكان 

ژنتيكي ژن هاي مستعدكننده HDL-C رسيده اند (16). 
نتايج حاصل از روش هاي آماري متفاوت در يافتن مكان ژنتيكي 

ژن هاي مستعدكنندة HDL-C متفاوت بوده، به صورتي كه هرچه توان 
آماري روش هاي مورداستفاده از لحاظ تئوري بيشتر مي شود، اين 
نتايج نزديك تر شده اند، همچنين شدت معني داري روش tHE نيز 

بيشتر از روش هاي ديگر شده است.
يافتن اين ناحيه ژني توسط اين روش ها مي تواند راهكار مناسبي 
براي طراحي مطالعات بعدي به منظور يافتن ژن هاي مستعدكننده 

كاهش HDL-C باشد. 

تقدير و تشكر
دانشگاه  متابوليسم  و  درون ريز  غدد  پژوهشكده  از  وسيله  بدين 
علوم پزشكي شهيدبهشتي به خاطر در اختيار قرار دادن داده هاي 
 (Robert از آقاي پروفسور رابرت الستون ،TLGS مربوط به مطالعة
 ،S.A.G.E به خاطر در اختيار قرار دادن نرم افزار ارزشمند Elston)

كمال تشكر و قدرداني را به عمل مي آورريم.

HE حاصل از روش هاي رگرسيوني p-value جدول 2- مقادير

p-value<0/05 :*
**: از آنجايي كه در روش tHE كووريت هاي سن و جنس در سطح يك (سطح افراد) و ماركرها در سطح دوم (سطح شجره نامه) وارد مدل مي شوند، لذا p-value نوشته شده در اين جا، مربوط به سطح افراد است.

 
    HE 

oHE sHE rHE W2 W3 W4 tHE 

D8S1132 966/0 921/0 963/0 956/0 978/0 978/0 000/1 

D8S1779 817/0 923/0 889/0 856/0 947/0 947/0 000/1 

D8S514 255/0 451/0 213/0 203/0 343/0 343/0 390/0 

D8S1743 703/0 725/0 834/0 810/0 761/0 761/0 250/0 

D11S1998 383/0 *036/0 151/0 296/0 *042/0 *042/0 *012/0 

D11S934 766/0 701/0 666/0 734/0 785/0 785/0 000/1 

D11S1304 204/0 803/0 369/0 237/0 683/0 683/0 000/1 

D12S1632 694/0 244/0 436/0 552/0 356/0 356/0 337/0 

D12S96 183/0 174/0 162/0 178/0 109/0 109/0 116/0 

D12S329 163/0 158/0 174/0 183/0 100/0 100/0 151/0 

D16S2624 086/0 560/0 121/0 092/0 329/0 329/0 210/0 

D16S3096 691/0 536/0 766/0 751/0 623/0 623/0 195/0 

 179/0 328/0 447/0 184/0 846/0 846/0 **000/0 

 089/0 741/0 11/0 095/0 321/0 321/0 **003/0 
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Abstract

Background: Metabolic Syndrome (Mets) is a common phenotype, which is affected on 32% of Iranian 

population. It is associated with an increased risk for cardiovascular disease. Low HDL-C is the most frequent 

phenotype in this disease. 

Materials and Methods: In this study in order to find some chromosomal region in related to the HDL-C in 

families with metabolic syndrome, twelve microsatellite markers were investigated in 91 families and done the 

Haseman-Elston Regression methods (oHE, sHE, rHE, W2, W3, tHE). Finally, the results of these methods 

are compared. For analysis of the data, these softwares were used: power.HE (in R), Excel, PowerMarker, 

SPSS, S.A.G.E.

Results: In results of 4 methods, from these 7 methods, genetic linkage of HDL-C is significant with 

D11S1998 marker (p<0.05). 

Conclusion: Other studies also show this result. These results can help me in future studies in Iranian 

population. Results show in which theoretical power of these methods is better, the empirical significance 

become less and this is an evidence for accepting significant linkage between D11S1998 marker and location 

of HDL-C gene.

Keywords: Metabolic Syndrome, HDL-C, microsatellite, Haseman-Elston Regression methods
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