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 مقاله تحقیقی
 

 روش با استفاده از خوزستاناتوزومال با درجه آگاهی بخش بالا در جمعیت استان  SNP بیست و پنجژنوتایپینگ 
SNapShot 
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 مرکز تحقیقات ژنتیک انسانی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله )عج(، تهران، ایران.2
 

 tavalla.mah@gmail.comپست الکترونیکی:  مسئول مکاتبات:*
 

 دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله )عج(مرکز تحقیقات ژنتیک انسانی، حقیق: محل انجام ت
 

 18/9/96تاریخ پذیرش:          22/5/96تاریخ دریافت: 
 

 چکیده
های گسترده ای را نشان داده شخیص هویت ژنتیکی کاربرددر ت (SNPs) استفاده از پلی مورفیسم های تک نوکلئوتیدی

مطالعات  SNIPforIDها بر مبنای پایگاه  SNPتنوع ژنتیکی  تعیین نیز ارزیابی فرکانس آللی و در جمعیت ایرانی جهت .است
 سیتی، به طور، تعیین فراوانی آللی و ارزیابی هتروزیگوتنوعات ژنتیکی بررسی حاضر با هدف العهطم محدودی گزارش شده است.

 .در مطالعه حاضر،شداجرا  SNapShot تکنیکبا خوزستان استان در  آگهی بخشاتوزومال  SNPبیست و پنج جایگاه همزمان در 
 .اتوزمال قدرت تمایز بین قومیت های ایرانی را داشتند SNPجایگاه  25نتایج ارزیابی های بیوانفورماتیکی نشان داد حداقل 

های  SNPتعیین ژنوتیپ انجام شد. کلروفورم -فنول با روش  عربنفر از افراد با قومیت  50ی خون نمونهاز  DNAاستخراج 
تعادل  و یلهمچون فرکانس ال دستگاه ژنتیک آنالایزر اجرا شد. آنالیز های آماریبا  SNapShot منتخب با استفاده از روش

زیگوسیتی مشاهده . میانگین هترومحاسبه شد GenALEX 6.5 و Arlequine 3.5 نرم افزار هایاستفاده از با هاردی واینبرگ 
 کمترین به دست آمد. 080/0به میزان  rs2056277بود. کمترین هتروزیگوسیتی محاسبه شده مربوط به  442/0شده برابر با 

-ه از تعادل هاردیهای مورد مطالع SNPللی آ فرکانس مجموع .محاسبه شد  040/0برابر با  rs2056277 فرکانس اللی برای
 توانایی SNPجایگاه اتوزمال  25ارزیابی همزمان . نشان دادندانحراف  rs354439و  rs938283, rs1413212 استثناءبه واینبرگ 

از نظر ژنتیکی با قومیت های لر، فارس و کرد  عربنتایج نشان داد قومیت  .داردایجاد تمایز بین قومیت های درون جمعیتی را 
 .هابه طور همزمان برخودار بود SNPاز حساسیت و اختصاصیت مناسبی جهت ژنوتایپینگ  SNapShotروش . مشابه می باشد

 
  SNPforID، صفحه تارنمای عرب، قومیت SNapShot ، روش(SNP) پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدی واژگان کلیدی:

 
 مقدمه

یکی از جمعیتی تجزیه و تحلیل تنوعات ژنومی 
 اتتنوع ینااست. پزشکی جذابترین زمینه های ژنتیک 

 آنالیز ژنتیک جمعیتی، قرابت قومیتی،در  یمهم نقش
 یشپ، پزشکی قانونی و حتی دودمان های نیاییتعیین 

 متشکل از حدود ییرانا یت. جمع(1) ها دارند بیماری ینیب
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با قومیت ها و ادیان مختلف است که نفر  یلیونم تادهش
تی یقوم یگروه ها. وابسته به فرهنگ فارسی هستندهمگی 

 (%24) آذری ،(٪51) فارسشامل  ایران به ترتیب فراوانی
 ،(٪2) بلوچ(، %3) عرب ،(٪7) کرد ،(٪8) یو مازن یلکیگ
 . مطالعه(2) است (%1) دیگران و( ٪2) ترکمن ،(٪2) لر

 یکافراد  یانکه آن را در م گامیهن DNA یدر توال تنوعات
بررسی می شوند  مختلف یتجمعبین چند در  یاو  یتجمع

به تعداد  ات بین قومیتیتنوع یریاندازه گ .ارزشمند هستند
ارزیابی  .وابسته است یت هادر جمع یگوتافراد هتروز

بر پایه آنالیز پلی مورفیسم های تک فرکانس اللی 
آگاهی بخش در جمعیت های انسانی  (SNPنوکلئوتیدی )

تنوعات ژنتیکی و می تواند درک مفیدی را در ارتباط با 
فراهم تفاوت های موجود در بین جمعیت ها و افراد 

یکی از کاربردهای بررسی تنوعات ژنتیکی تعیین  .(3)د.نمای
 .(4) هویت افراد است

در تعیین  مارکر زیستیپرکاربردترین  در حال حاضر 
قانونی  پزشکی در مطالعات ،(5) هستندها  STRهویت 

 DNAزمانی که با آسیب بافت انسانی و نیز تجزیه در سطح 
محصول  یلها به دلSTR )مانند آتش سوزی( مواجه هستیم

PCR مناسبی را ارائه نمی  پروفایل ژنتیکی که دارند یلیطو
در چنین مواردی یکی از مارکرهای جایگزین برای  دهند.
STR  ،پلی مورفیسم های تک نوکلئوتیدیارزیابی ها 

(SNP) (6) می باشند. SNPs  خصوصیاتی  واجداتوزومال
ان آنالیز کوتاه و امک PCRشامل نرخ جهش پایین، محصول 

که می ندگانه به روش الکتروفورز موئینه بوده چهمزمان 
 -توانند در بررسی های ژنتیک جمعیت و پزشکی قانونی

  .(7) کارایی بالایی داشته باشندژنتیکی 
 SNPدسته بندی و شناسایی  جهتدر سال های اخیر 

و تعیین نقشه ی ژنومی آنها تلاش های پر اهمیت های 
 پایگاه دادهکه نتایج آنها در  گرفته استزیادی انجام 

SNPforID پایگاه داده، در این . (8) گسترش یافته است
که  طبقه بندی شده اندبر اساس کاربرد  SNPمارکرهای 
 SNP، (7) (IISNPs)ی های تعیین هویت SNP می توان به
 یتبار شناس های مرتبط باSNP، (9) (LISNPs) های نیایی

(AISNPs ) (10)  وSNPیپفنوت مرتبط با یها (PISNPs) 
 .اشاره کرد (11)

 Drobnic با ارزیابی  و همکارانSNP های اوتوزمال
نشان دادند که  پرونده پزشکی قانونیاز  120 منتخب در
می تواند ابزار قدرتمندی در اتوزومال  SNPsاستفاده از 
و همکاران  Tomas .(12) باشد افراد هویتشناسایی 

ساکن دانمارک شهروند عراقی  101 با مطالعه روی (2013)
ژنتیکی  عرب عراقی از نظر نرخ تنوع قومیت گزارش کردند

همچنین  .(13)و ایرانی قرابت دارد ای  ترکیهجمعیت با 
جمعیت های لر، کرد با مطالعه در  ،شرفی و همکارانخانم 

جمعیت های فارس و لر نزدیکی بیشتری نشان داد و فارس 
جمعیت کرد فاصله ی بیشتری با این دو  در حالی که دارند

 . (14)جمعیت دارد 
 ی،آلل یفراوان یبررس در جهت مطالعه حاضر هدف

احتمال تطابق و خروج   یت،شاخص تثب یگوسیتی،هتروز
بر  عرب یتبخش در قوم یاتوزومال آگاه SNP  25  یبرا

 .گردید طراحی SNaPshotپایه استفاده از روش 
 

 مواد و روش ها
داوطلب عرب  50مقطعی از  –در این مطالعه توصیفی 

)ساکن استان خوزستان( با جمع آوری پرسشنامه خون 
گیری به عمل آمد. معیار ورود به مطالعه شامل سکونت سه 
نسل قبل از سمت پدری و مادری در استان خوزستان،  عدم 

 رابطه خویشاوندی و نیز گویش به زبان محلی بود.
ر خون محیطی از افراد واجد شرایط میلی لیت 2میزان 

اخذ گردید.  EDTAبا استفاده از لوله های آغشته به 
 (15)(  RGDEکلروفروم )-با روش فنول DNAاستخراج 

اجرا و در ادامه کنترل کیفی نمونه ها با روش الکتروفورز 
های مورد  SNPsمعیار انتخاب  مورد تایید قرار گرفت.

مطالعه آگاهی بخشی در قومیت ساکن در خاورمیانه بر 
بود. با  SNPforIDمبنای اطلاعات منتشر شده در تارنمای 

های شاخص  SNPبیوانفورماتیکی، لیست  به کارگیری ابزار
، اطلاعات پروژه  dbSNPو ویژگی هر کدام از پایگاه داده ی 

HapMap  طراحی (16) ژنوم به دست آمد  1000و پروژه.
 Allele IDل و دوم به وسیله نرم افزار آغازگر های فاز او

انجام گردید، صحت عملکرد هر کدام از آغازگر ها به صورت 
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که  1مینی سکانستکنیک جداگانه مورد تایید قرار گرفت. 
می شود با استفاده ازگسترش  شناختهنیز SNaPshot با نام 

نشان های  3ddNTPتوسط ، 2مختص جایگاهآغازگرهای 
 شده با رنگ فلوروسنت عمل می کند.  دار

وجود دارد   SNaPshotسه مرحله اولیه در اجرای 
( SBE 3 4آغازگرهای PCR( 2 اولیه PCR( 1شامل: 

اولیه ناحیه ای از ژنوم  PCRدر مرحله  .(17)تحلیل داده ها 
ها در آن قرار گرفته اند تو سط آغازگرهای رفتی  SNPکه 

اولیه با استفاده از  PCRو برگشتی تکثیر شد. واکنش 
 Taq DNA Polymerase Master Mixمخلوط واکنش

RED   شرکت(Amplicon .اجرا شد )در این  ،کره جنوبی
تایی تقسیم شده و با 13و  12ها به دو دسته مرحله آغازگر

 10هم مخلوط شدند، به هر کدام از تیوب های واکنش 
ا ب DNAمیکرولیتر از  5میکرولیتر از مخلوط واکنش، 

گرم، یک میکرولیتر از مخلوط آغازگر ها و نانو 20غلظت 
میکرولیتر آب دوبار تقطیر به واکنش اضافه شد  4در نهایت 

میکرولیتر رسانده شد. برنامه  20و  حجم نهایی واکنش به 
دمایی دستگاه ترموسایکر به صورت زیر اجرا گردید. یک 

ادامه دقیقه، در  10درجه سانتیگراد به مدت  95سیکل با 
 60ثانیه(، 30درجه سانتیگراد ) 95سیکل با دمای  35

 30) درجه سانتیگراد 72ثانیه( و  30) درجه سانتیگراد
درجه سانتیگراد به مدت  72ثانیه( و در نهایت یک سیکل 

 PCRبه منظور خالص سازی محصول  دقیقه اجرا شد. 10
 ExoI/SAPهای اضافی از آنزیم dNTPاز آغازگرها و  یهاول
 PCRمیکرولیتر از محصول  5تفاده شد. در این مرحله اس

میکرولیتر از آنزیم به آن  2به تیوب جدید منتقل شده و 
درجه  37اضافه و با برنامه دمایی شامل یک سیکل دمای 

درجه  75دقیقه و نیز یک سیکل   60سانتیگراد به مدت 
در  در دستگاه ترموسایکلر اجرا گردید.دقیقه  15سانتیگراد 

و  SBE، با استفاده از آغازگرهای SNapShotحله مر
ddNTPشده با فلئوروسنت و  گذاری ههای نشان

های SNP، آمریکا(، ABI)شرکت  SNapShotمیکس مستر
میکرولیتر از  1مورد نظر شناسایی گردید. در این مرحله 

                                                           
1 . Minisequenceing 
2 . allele-specific 
3 . Di-deoxy Nucleotide Three Phosphate 

مرحله قبل به تیوب جدید اضافه گردید و  PCRمحصول 
 SNapShot ،1میکرولیتر از کیت مسترمیکس  1سپس 

اولیه  PCR)مانند  SBEمیکرولیتر از مخلوط آغازگر های 
میکرولیتر  2تایی تقسیم شده اند( و  13و  12به دو دسته 

 5بار مقطر اضافه شد. در نهایت حجم واکنش به  آب دو
در نهایت برنامه دمایی دستگاه میکرولیتر رسانده شد. 

 10) درجه سانتیگراد 96سیکل با  30ترموسایکلر به صورت 
 درجه سانتیگراد 60ثانیه( و  5) درجه سانتیگراد 50ثانیه(، 

، SNapShotپس از انجام مرحله  ثانیه( گرمادهی شد. 30)
های ddNTPمحصول واکنش از  5CIPبا استفاده از آنزیم 

ید. برای این منظور یک میکرولیتر اضافی خالص سازی گرد
اضافه و برنامه  SNapShotرا به محصول  CIPاز آنزیم 

 30درجه سانتیگراد ) 37دمایی دستگاه ترمو سایکلر با 
 دقیقه( گرمادهی گردید. 15درجه سانتیگراد ) 75دقیقه(، 

در نهایت برای اجرای الکتروفورز موئینه با دستگاه ژنتیک 
آماده سازی شدند. در این   SNapShotآنالایزر، محصولات

 Geneو   HiDi Formamidمرحله یک مخلوط استاندارد از 

Scan – 120 LIZ Size  به نسبت یک به صد تهیه و به
میکرولیتر از این محلول به هر یک از چاهک های  9میزان 

پلیت مخصوص دستگاه ژنتیک آنالایزر به همراه یک 
 به چاهک ها اضافه شد. را SNapShotمیکرولیتر از محصول 

پس از اجرای کامل برنامه ی دستگاه ژنتیک آنالایزر، 
اجرا  GeneMapperداده های به دست آمده در نرم افزار 

مشاهده خواهند شد.  SNPشدند و پیک ها ی مربوط به هر 
مارکر های منتخب و سایر  SNPبه منظور آنالیز فراوانی 

ارهای پارامتر های ژنتیک جمعیت از نرم افز
GenAlex6.5،Arlequin 3.5(18)   و GeneMapper 5.0 

برای محاسبه ی پارامتر هایی چون شاخص شانون، تثبیت 
 ( استفاده گردید AMOVAو فاصله ژنتیکی جمعیت ها )

 
 نتایج

4  Single Base Extension 
5  Calf Intestinal Phosphatase 
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پیک ها مروبط به هر دسته و مختص هر فرد توسط 
دستگاه پیشرفته ژنتیک آنالایزر به همراه اطلاعات خام در 

 (.1 )شکل گیرد اختیار ما قرار می

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

داوطلب عرب با استفاده از تکنیک  50اتوزومال آگهی بخش در  مارکر SNPپروفایل ژنتیکی بررسی بیست و پنج جایگاه  - 1ل شک
SNapShot پیک های به رنگ قرمز، سبز، آبی و مشکی به ترتیب نشان دهنده آلل های .T ،A ،G  وC .با بررسی فرکانس   می باشند

کمترین میزان فرکانس اللی با  rs2056277از  Aاللی برای هر لوکوس به صورت جداگانه در قومیت عرب خوزستان مشخص شد که آلل 
 rs354439و  rs938283, rs1413212واینبرگ به استثناء -های مورد مطالعه از تعادل هاردی SNPرا نشان داد. همه ی  040/0

   د.انحراف نشان دادن
 
در بررسی پارامتر های هتروزیگوسیتی، شاخص شانون و  

تثبیت برای تعیین میزان تنوع ژنتیکی موجود در قومیت 
عرب خوزستان مشخص شد که کمترین میزان 

و  080/0با مقدار  rs2056277هتروزیگوسیتی مربوط به 
میانگین هتروزیگوسیتی مشاهده شده و مورد انتظار در 

نشان داده  449/0و  442/0جمعیت مورد مطالعه به ترتیب 
محاسبه شد.  637/0شد. همچنین میانگین شاخص شانون 
با  مقدار  rs891700بیشترین شاخص تثبیت مربوط به 

به دست آمد. به علاوه، به منظور بررسی میزان تنوع  232/0
 016/0جود در قومیت عرب، میانگین شاخص تثبیت مو

محاسبه شد. به منظور ارزیابی قدرت تمایز نتایج به دست 
( 1 )جدول جمعیت دیگر 8آمده، مقایسه ای با اطلاعات 

شامل چین، ژاپن، برزیل، الجزایر، بریتانیا، ایتالیا، روسیه و 
بدست آمده بود  SNPforIDپاکستان که از پایگاه داده ی 

  .جام داده شدان
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 .میانگین هتروزیگوسیتی و شاخص تثبیت - 1 جدول

 جمعیت میانگین هتروزیگوسیتی میانگین شاخص تثبیت
 چین 432/0 -109/0
 ژاپن 346/0 202/0
 برزیل 317/0 042/0
 الجزایر 379/0 127/0
 بریتانیا 422/0 024/0
 ایتالیا 318/0 344/0
 روسیه 421/0 082/0
 پاکستان 363/0 179/0
 عرب 442/0 016/0

 

 
 .مارکر  اوتوزومال آگهی بخش SNPجایگاه  25احتمال تشابه )بالا( و احتمال خروج )پایین( با بررسی پروفایل ژنتیکی  - 2 شکل

 
 نتیجه گیریو  بحث

 ی( ابتدا براSNPs) یدتک نوکلئوت های مورفیسم یپل
اما به  ،نداستفاده شد 1990دهه  یلدر اوا یقانون یقاتتحق

ها  SNPحال،  ین. با اندشد یگزینجا STRSسرعت توسط 
که  یخاص یطدر شرا مارکر مکمل یکتوانند به عنوان  یم

 ،منشاء قومیتیشده،  یبتخر یاربس یشامل نمونه ها

هستند،  )فنوتیپی( خصوصیات ظاهریو  یاطلاعات اجداد
. در طی چند سال گذشته با (19) باشند یدمف یاربس

پیشرفت علوم ژنتیکی و بیوشیمیایی روش های مختلفی 
-ARMSها ابداع شده است از جمله :  SNPبرای تشخیص 

PCR  ،ASO-PCR ،HRM  وSNapShot (7). 
 تکنیک، اتوزومال SNPبیست و پنج  یبررس یبراما 

SNaPshot  کار انتخاب  یمناسب برا ینهگز یکرا به عنوان
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برای بررسی های چندگانه روش دقیق تر و  یراز ،کردیم
کارآمدتری نسبت به روش های دیگر می باشد و مراحل 

 دارد.آزمایشگاهی ساده تر و ارزان تری 
در این مطالعه به منظور بهینه کردن انجام تکنیک 

SNaPShot 25ل کامل از و به دست آوردن یک پروفای 
SNP  )اتوزومال بررسی شده موارد زیر لحاظ گردید: الف

تایی با هدف  13تایی و  12ها به دو دسته  SNPتفکیک 
ی جلوگیری از اندرکنش های بین پرایمر ها؛ ب( به کارگیر

SBE  پرایمر ها با درجه خلوص بالا؛ ج( متناسب سازی
رحله مرحله اول در م PCRغلظت استفاده شده از محصول 

SNapShot( استفاده از یک دستور ماکرو )؛ دmacro )
 جهت خوانش قله های پیک ها به منظور کاهش زمان آنالیز
 و خوانش پیک ها، در نتیجه رعایت موارد ذکر شده نتایج

 های بیست و پنج گانه SNPاولیه انتخاب روش ژنوتایپینگ 
در مقایسه با روش های قدیمی تر از دقت و حساسیت 

 بسیار مناسب تری برخوردار است.
جایگاه مورد  25در نهایت پس از ژنوتایپ کردن 

 1250بررسی در هر فرد، در مجموع یک پروفایل شامل 
ژنوتایپ متفاوت به دست آمد و از نظر فراوانی اللی ، تعادل 

، هتروزیگوسیتی و احتمال تطابق و  هاردی واینبرگ
. کمترین فرکانس مال خروج مورد بررسی قرار گرفتنداحت

به  rs2056277از  Aاللی در جمعیت خوزستان مربوط آلل 
که کمترین فرکانس اللی در  در حالی ،بود 040/0میزان 

بین تمام جمعیت ها مربوط به جمعیت ساکن برزیل و 
rs1005533   مشاهده شد . کمترین میزان   038/0به میزان

 217/0میانگین هتروزیگوسیتی در جمعیت برزیل به میزان 
بود به این معنی که تنوع کمتری در بین افراد این جمعیت 
وجود دارد و هموزیگوسیتی آن بالا است. در حالیکه در 
جمعیت منتخب مورد مطالعه از استان خوزستان برابر با 

ان از هتروزیگوزسیتی نشان به دست آمد که این میز 442/0
 دهنده تنوع ژنتیکی متعادل در قومیت عرب است.

بیشترین میزان شاخص تثبیت مربوط به ایتالیا  به 
می باشد و کمترین میزان آن مربوط به  332/0میزان 

بود، اما در جمعیت عرب  012/0جمعیت بریتانیا به مقدار 
آمد که به دست  016/0خوزستان این پارامتر به میزان 

نشان دهنده ی وجود درون آمیزی بالا در قومیت عرب 
بین جمعیت  FST(. همچنین با مقایسه 1)جدول  است

عرب خوزستان و جمعیت های کرد، فارس و لر مشخص 
شد که این جمعیت ها به لحاظ تنوعات ژنتیکی به هم 

. به )14(نزدیک و فاصله ی ژنتیکی چندانی از یکدیگر ندارد
فاصله ژنتیکی جمعیت خوزستان با سایر  منظور محاسبه

استفاده  AMOVAجمعیت های مورد مطالعه از آنالیز 
گردید. نتایج نشان داد قومیت عرب بیشترین فاصله را با 
جمعیت ساکن آمریکای جنوبی )برزیل( وکمترین فاصله را 

 . (2( دارد )جدول 019/0با جمعیت الجزایر )

 .ANOVAنتایج آنالیز  - 2جدول 
  الجزایر برزیل روسیه ایتالیا بریتانیا خوزستان پاکستان ژاپن چین

000/0  چین         

030/0 000/0  ژاپن        
023/0  040/0  000/0  پاکستان       
031/0  039/0  025/0  000/0  خوزستان      

028/0  038/0  022/0  024/0  000/0  بریتانیا     
032/0  031/0  019/0  029/0  016/0  000/0  ایتالیا    
032/0  038/0  025/0  034/0  021/0  015/0  000/0  روسیه   
108/0  118/0  120/0  144/0  130/0  110/0  102/0  000/0  برزیل  
027/0  032/0  018/0  019/0  014/0  014/0  015/0  126/0  000/0  الجزایر 
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احتمال ( و PIبا بررسی شاخص های احتمال تشابه )

( مشخص شد که آنالیز بیست و پنج جایگاه PExcخروج )
SNP اتوزومال پتانسیل به کارگیری در پرونده های جنایی 

ن گانه امکان یکی شد 25و پزشکی قانونی را دارد. بررسی 
 پروفایل مربوط به دو نفر به صورت تصادفی را به حداقل

 نه ایمی توان نمو %100می رساند و با احتمال نزدیک به 
که عدم ارتباط آن محرز است را از مطالعه کنار گذاشت 

 (.2)شکل 

 تشکرتقدیر و 
نویسندگان این مقاله از حمایت های مالی دانشگاه 
علوم پزشکی بقیه الله )عج( و بیمارستان بقیه الله )عج( 

آقایان کمال تشکر و قدردانی را دارد. همچنین از زحمات 
 مصطفی خفایی، بهمنی، حسن دکتر حسینی، رضا بازیار،

نهایت تقدیر میری   ی ومحسن قمری، حبیب ،کیانی ابراهیم
  و تشکر به عمل می آید.
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