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مطالعه توزيع فراواني آلل هاي يک منطقه کوتاه تکرار شونده 
STR در ژنوم انساني

بنامHUM.CSF1PO   در جمعيت ايراني
سيما آشوري، كارشناس ارشد بيوتكنولوژي ملكولي - دكتر سيروس زینلي، دكتراي 

ژنتيك انساني  - دكتر نادر مقصودي، دكتراي سلولي- ملكولي - بابک عظيمي فر، 

كارشناس ارشد ژنتيك انساني - دكتر هادي نمازي، دكتراي علوم آزمایشگاهي 
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چکي�ده
DNA Typing در ح��ال حاضر حساس��ترین و دقيقترین روش ش��ناخته ش��ده جهت 
تعيي��ن هویت اش��خاص اس��ت. هدف از این تحقي��ق، تعيين فراوانی آلل ه��اي جایگاه ژنی1 
HUM.CSF1PO از مناطق کوتاه تکرار ش��ونده ژنوم انس��اني یا 2STR در جامعه ایرانی و 

تعيين قابليت آنها در تعيين هویت افراد است. 
توزیع فراوانی آلل هاي مارکر  STR مذکور  در 100 نفر افراد غير خویشاوند، از خانواده هاي 
مختلف ایراني، مورد بررسي قرار گرفت. پس از تکثير منطقه حاوي مارکر فوق توسط واکنش 
زنجيره اي پليمرازPCR(3( محصولات PCR آللهاي مختلف براي هر محل توسط الکتروفورز 

بر روي ژل پلي آکریل آميد جدا شد.
براي جایگاه ژنی HUM.CSF1PO هفت آلل شناس��ایي ش��د. هتروزیگوسيتي مشاهده 

�. locus
�. Short Tondemly Repeat
�.Polymerase Chain Reaction 
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ش��ده آن ب��راي DP1( ،0/63830( براب��ر 0/86242 و)PE2(  برابر  0/44792 بود. مقایس��ه 
فراواني ژنوتيپ هاي مش��اهده ش��ده و ژنوتيپ هاي مورد انتظار از طریق آزمون اس��تاندارد کاي 
اس��کوئر3، دال بر تبعيت پراکندگي ژنوتيپ هاي مش��اهده ش��ده از قانون هاردي واینبرگ بود. 
همچنين براي اولين بار شاخص نردباني بر اساس آلل هاي یافته شده در دو جایگاه مذکور برای 

جمعيت بومي ایران تهيه گردید.
 )4TP(از نتایج این تحقيق، مي توان در تعيين هویت افراد و اجساد مجهول الهویه و تعيين ابوت

استفاده كرد.

کليد واژه ها: 

توالي تکرارش��ونده موجود در پروتوانکوژن انس��اني)CSF1PO(، منطقه كوتاه تكرار شونده 
  ژنوم انساني)STR(، واکنش زنجيره اي پليمراز)PCR(، آلل، ژنوتيپ، کروموزوم.

نشاني نویسنده مسؤول:

  خيابان فردوسي، خيابان نوفل لوشاتو، مركزتشخيص هویت ناجا - آزمایشگاه بيولوژی تلفن 
021- 73046080

مقدم�ه
مناطق کوتاه تکرار شونده STR یا ميکروست�لایت ها5، سکانس هایي متشکل از 6-2 جفت 
باز هس��تند که بس��يار پليمرف هس��تند و به ف�راواني )تقریباً یک لوکوس در هر ده کيلو باز( در 
طول ژنوم انس��ان یافت مي ش��وند]1[. اندازه کوچک این قطعات)bp300<( امکان بررسي آنها 

�. Power of Discrimination
�. Power of Exclusion
�. χ-Square
4. Paternity testing 
5. Microsatellites 
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را از مقادیر بس��يار ناچيز DNA و نمونه هاي تخریب ش��ده فراهم مي نماید. از این رو مي توان 
از بررس��ي مناطق فوق به عنوان یک ش��يوه انتخابي حس��اس و دقيق در تعيين هویت اشخاص 

بهره جست]2[. 
در تکثير ميکروس��تلایت ها با تکرارهاي س��ه، چهار و پنج نوکلئوتيدي در مقایس��ه با انواع 
تکراره��ای دو نوکلئوتي��دي  پدیده  slipageو ایج��اد باندهای stutter کمتر رخ مي دهد، در 

نتيجه این ميکروستلایت ها براي تعيين هویت مناسبتر هستند]3[.
طب��ق مطالعات انجام ش��ده فراواني آلل هاي STR، در نژاده��اي مختلف و حتي در مناطق 
 STR جغرافيایي خاص، تفاوت هایي را نشان داده است، بنابراین بررسي هریک از لوکوس هاي
در هر نژاد یا جمعيت خاص براي تفسير صحت نتایج حاصل از انجام آزمایش هاي تعيين هویت 
به کمک  STRو انجام محاسبات آماري مربوطه امري ضروري است. براي بهره گيري از فواید 
 STR این فناوري نوپا در زمينه تش��خيص افراد، ضروري اس��ت ت��ا فراوانی آللی لوکوس های
مختلف در جمعيت بومی کشور مورد بررسی قرار گيرند و باید تمامی این لوکوس ها براي انجام 

آزمایش های تعيين هویت استاندارد شوند.
در ای��ن تحقي��ق بر آن ش��دیم تا با یک مطالعه جامع علاوه بر راه اندازي و اس��تاندارد كردن 
روش هاي مولکولي استفاده از لوکوس  HUM.CSF1PO، )توالي تکرارشونده 4 نوکلئوتيدي 
س��اده با واحد تکرار شونده STR، متش��کل از نوکلئوتيدهای AGAT که برروي بازوي بلند 
کروموزوم 5 و در پروتوانکوژن C-fms انسانی قرار دارد ]4[، فراوانی آللی و ميزان کارایی این 

مارکر را در تشخيص هویت افراد نيز مورد بررسی قرار دهيم.

مواد و روش ها
نمونه گيري به صورت تصادفي از 100  نفر ایراني غير خویش��اوند، انجام پذیرفت.  تخليص 
DNA به روش فنل کلروفرم انجام ش��د و س��پس کيفيت DNA حاصل توس��ط ژل آگارز %1 
PCR  در حجم 25 ميکروليتر )HUM.CSF1PO(بررس��ی گردید. سپس محل یاد ش��ده
TAPO- 10)شرکتX PCR Buffer شامل PCR Mix متش��کل از  PCRششد. واکنش
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TILI روسيه(، )10 pmol(primers و )2u( Tag –Polymerase بود. PCR به وسيله 
ترموسایکلر Eppendorf در 28 سيکل)°Tanneling 64 = Ċ(  و با پرایمرهاي اختصاصي 

آن محل انجام شد. سکانس پرایمرها  به قرار زیر بود: 
CSF�PO Forward : 5'CCTGAGTCTGCCAAGGAGTAGC�'(AGAT 

Strand), 

CSF�PO Reverse : 5'TTCTCAGATACTATCTCCTGGTGC�' (TCTA 

Strand).

پس از ارزیابي مقدماتي، کيفيت محصولات PCR روي ژل آگارز 1/5%، به مدت یک شبانه 
روز ب��ر روي ژل پلي آکری��ل آمي��د AcryAmid:BisAcryAmid(   %8 29:1(با ضخامت 
0/5 ميليمتر، الکتروفورز ش��د. س��پس ژل ها با نيترات نقره رنگ آميزی ش��د و آلل ها، تک به 
تک در مقایس��ه با ش��اخص نردباني1 آن) Allelic Ladderشرکت TAPOTILI روسيه(، 

شماره گذاري گردید.
تعيين ترادف2 آلل هاي یافت ش��ده در جمعي��ت مورد مطالعه ایراني توس�������ط ش��رکت 

Primm )کشورکره( صورت گرفت.
chromos )http://www.Technely-نمونه ها توس��ط دو نرم افزار Sequence ننتایج

sium.com.au( و GeneRunner بررسي شد. 

نتایج عيني
براي مارکر CSF1PO  با بررسي 188 کروموزوم، تعداد 7 آلل مختلف مشاهده شد)جدول1(. 
 Genban ازgi:X1472  توالي 7 آلل یافت شده تعيين و با سکانس ،Sequenceپس از انجام

مقایسه شد )تصویرشماره 1(.

�. Allelic Ladde
�. Sequencing
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NCBI در سایتCSF1PO   تصویرشماره 1 ) مقایسه سکانس7 آلل لوکوس

آلل ها بر حسب تعداد واحدهای تکرارشونده1 شماره گذاري شدند. هيچ گونه آلل حد واسطي 
یافت نشد.

7 آلل مختلف با توجه به تعداد توالي واحد تکرار ش��ونده از کوچکترین آلل)آلل 6( به طول 
CS- نامگذاري شد. نردبان آللي2 جایگاه bp241 204 تا بزرگترین آلل)آلل14( به طول bpp
F1PO جمعيت ایراني با ترکيب محصول PCR 7 آلل یافت شده تهيه شد )تصویرشماره 2(.

�. repeating units
�. Allelic Ladder
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تصویرشماره 2( انواع آلل های HUM.CSF1PO  به دست آمده در جمعيت ایران

 آلل با 6 و 14 واحد تکرار ش��ونده )0,53%  یا 1/188 آلل هاي بررس��ي شده(، کمترین و آلل 
با 11 واحد تکرار ش��ونده )34,04% یا 64/188 آلل هاي بررس��ي ش��ده(، بيش��ترین فراواني را 

داشتند)جدول شماره 1(. 
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در بررسي فراواني ژنوتيپ ها در جمعيت کشور، ژنوتيپ 11-10 با فراواني %20,21 ) 19/94 
ژنوتيپ هاي بررس��ي شده(، بيش��ترین درصد فراواني و ژنوتيپ هاي 9،13-9،12-6،11-11-
13و11-14 با فراواني 1,06% )1/94 ژنوتيپ هاي بررس��ي ش��ده(، کمترین درصد فراواني را 

داشتند)جدول شماره 1( .
 )DP(هتروزیگوس��يتي مش��اهده ش��ده در این لوکوس 0/63830، قدرت تفکيک سيستم

0/86242 و قدرت سيستم در رد کردن)PE( 0/44792 بود.
فراوان��ي ژنوتيپ هاي مش��اهده ش��ده و ژنوتيپ ه��اي مورد انت���ظار با ف��رض قانون هاردي 
 واینب�����رگ، )2pq+q2+p2 =1(، از طریق آزمون استاندارد کاي اسکوئر مقایسه شد و تبعيت 
 15=df, 12,98=χ2( پراکندگي ژنوتيپ هاي مشاهده شده از قانون هاردي واینبرگ تأیيد شد

.) 0,990=P,
 

جدول شماره 1

CSF �PO
Allelic 
Type

Observed 
Fre. (%)

Genotype Observed 
Fre. (%)

Expect 
Fre%

6 1(%0,53  ( 10 / 11 19 )%20,21( %18,47
9 4( %2,13( 11 / 12 16 )%17,02( %21,00
10 51( %27,13 ( 12 / 12 13 )%13,83( %9,52
11 64(%34,04( 10 / 12 12 )%12,77( %16,74
12 58(%30,85( 11 / 11 12 )%12,77( %11,59
13 9(%4,79  ( 10 / 10 8 )%8,51( %7,36
14 1(%0,53( 12 / 13 3 )%3,19( %2,95

جمع کل 188(%100( غيره* 11 )%11,69( %12,73
جمع کل 94 )%100( %100

 در جمعيت ایراني HUMCSF1PO(  فراواني آللي و ژنوتایپي لوکوس جدول شماره 1
دارای آلل11 و نادرترین آلل ها  دارای6 و14واحد تکرار شونده بود. CSF1PO    شایعترین 
       CSF1PO آلل داري نش��ان نداد. با مقادیر مورد انتظار قانون هاردی واینبرگ اختلاف معني
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مقایسه فراواني ژنوتایپي
* در س��ایت CSF1PO ژنوتایپ های 9,12،11,14،13,13،9,11و6,11 دارای فراوانی 1 و 

ژنوتایپ های 9,10،10,13و 11,13 دارای فراوانی 2 هستند. 

نتيجه گيري
از آنجا که لازمه به کارگيري یک مارکر ژنتيکي در بررس��ي هاي جنایي و تش��خيص هویت، 
بررس��ي ميزان انحراف نحوه توارث آن سيس��تم از رابطه تعادلي هاردي واینبرگ است، آزمون 
اس��تاندارد کاي اس��کوئر در این سيس��تم براي جمعيت مورد بررس��ي انجام پذیرفت )جدول 

شماره1(. 
در این سيستم اختلاف قابل ملاحظه اي بين ژنوتيپ هاي مورد انتظار با فرض تعادل هاردي 
واینبرگ و ژنوتيپ هاي مشاهده شده وجود نداشت و این نشان دهنده قابل استفاده بودن مارکر 

.)0,990=P, 15=df, 12,98=χ2(فوق در بررسي هاي تعيين هویت است
همچني��ن ب��راي نمایش توان بالقوه این لوکوس در تش��خيص هویت اف��راد، قدرت تفکيک 
سيس��تم)DP( و قدرت سيس��تم در رد کردن )PE(و هتروزیگوس��يتي این منطقه محاس��به 
گردید. هتروزیگوسيتي به دست آمده براي این سيستم، نشان دهنده درصد بالاي ژنوتيپ هاي 
هتروزیگوت در جامعه مورد مطالعه اس��ت که حاکي از ارزش کاربردي سيس��تم مورد نظر براي 

بررسي هاي تعيين هویت خواهد بود )جدول شماره1(. 
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