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  چكيده
و  A1298C هاي مورفيسم مكرر، پلي   در زنان مبتلا به سقطاز فاكتورهاي مطرح در ايجاد ترومبوفيلي يكي

C677T  ژن درMTHFRط مكرر به سندرم سقبا مورفيسم  پلي اين دو ارتباط بررسي ، اين تحقيق ازهدف.  است
خودي با علت ه  خودبزن با سابقه سقط مكرر 30 .بود  ريسك فاكتورهاي ژنتيكي براي اين سندرم يكي ازعنوان

 به عنوان گروه ، زن بدون سابقه سقط مكرر و داراي حداقل دو باروري موفق10 و  به عنوان گروه بيماراننامشخص
 .شدندانتخاب مركز ناباروري ابن سينا   و)عج( هصي بقيه البيمارستان فوق تخص شاهد از ميان مراجعه كنندگان به

با  PCRآنزيمي محصولات و هضم  مراز اي پلي از واكنش زنجيره، MTHFRژن  مورفيسم  پلي دوبراي بررسي
مورفيسم  نوتيپ هر پليژنتايج بدست آمده از تعيين .  استفاده شد(PCR-RFLP)هاي اندونوكلئاز محدودالاثر  آنزيم

بين دو   نتايج نشان داد كه. تجزيه و تحليل شد، و همبستگي اسپيرمنويتني  من،2χآزمون سه  ، SPSSافزار نرم با
نفر از زنان دچار سقط مكرر  p<0.05 .(17 (دارد ارتباط متقابل وجود A1298Cو  C677Tمورفيسم  پلي

 در T  فراواني الل موتانت.گوت بودندهتروزي C677T مورفيسم پلي براي %)50(  نفر از زنان گروه شاهد5و %) 6/56(
 در زنان  درصد25 در ميان زنان دچار سقط مكرر و  درصد4/28 . بيشتر از زنان گروه شاهد بود،زنان دچار سقط

هد در ميان زنان دچار سقط مكرر و زنان گروه شا A1298C مورفيسم پليفراواني ). p-value<0.05 (،شاهد گروه
 براي ، زنان گروه كنترل درصد20زنان دچار سقط مكرر و  درصد 3/43. بود  درصد50و  3/63به ترتيب 

 براي اين ، زنان گروه شاهد درصد30 زنان دچار سقط مكرر و  درصد20 هتروزيگوت و A1298C مورفيسم پلي
 در A1298C  وC677Tهاي  مورفيسم كه شيوع پلي وجود اينبا در اين مطالعه  .دبودن هموزيگوت مورفيسم پلي

ده در آم دسته نتايج ب. بوددار ن آماري معني، اين اختلاف به لحاظبود بيشتر از گروه كنترل ،نان دچار سقط مكررز
 سقط مكرر در زنان توانند توجيه كننده علت نمي MTHFRمورفيسم  دو پلياز كدام  اين پژوهش نشان داد كه هيچ

  .محسوب گردندمورد بررسي 
  

  MTHFR ،مورفيسم پلي  ترومبوفيلي،بخودي،كرر خودسندرم سقط م :كليديهاي واژه
 
  مقدمه

 اول و دوم رضه در سه ماههترين عا شايع
مفهوم سقط جنين به .  سقط جنين است،حاملگي

در . شود ختم بارداري پيش از هفته بيستم اطلاق مي

اين ميان، زناني كه بيش از دو بار سقط جنين 
 ر هستندكنند دچار سقط مكر به ميدرپي را تجر پي

 ، در سقط مكرر به عنوان يك بيماري چند عاملي.)1(
مسائل متعددي دخيل است و مسائل ژنتيكي به 
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  به)لخته دوستي (خصوص فاكتورهاي ترومبوفيلي
 توانند مطرح رر ميـــــز دلايل سقط مكعنوان يكي ا

 با گردش خون مستقيم ارتباط ، جنينسلامت. باشند
اختلال در اين ارتباط  عثهر عاملي كه با. دارد  مادر

رسد  به نظر مي. )2 (آور است شود براي جنين زيان
 تواند در كه ايجاد لخته نابجا يا ترومبوز مي

 باعث اختلال در روند تبادلات ،هاي جفت مويرگ
مواد بين مادر و جنين شده و نهايتاً منجر به سقط 

هاي نوكلئوتيدهاي منفرد در  مورفيسم پلي .)3( گردد
 سيرهايم كنندههاي تنظيم  آنزيمي كد كنندهها ژن
هيدروفولات همانند متيلن تترا متابوليكي مهم

يكي از فاكتورهاي به عنوان ) MTHFR( ردوكتاز
 .شوند  در نظر گرفته ميمطرح در ايجاد ترومبوفيلي

، تفولانقش محوري در متابوليسم  MTHFRآنزيم 
 هموسيستئين. )4( متيونين و هموسيستئين دارد

افزايش . )5( پلاسما يك آمينواسيد بالقوه سمي است
هموسيستئين به علت اثرات پاتولوژيك منفي كه بر 
روي آندوتليوم عروق، آتروژنسيس و فعاليت 

گذارد، منجر به   ميVIII و Vفاكتورهاي انعقادي 
ها و در نتيجه  افزايش سطح ترومبين، تجمع پلاكت

 با تبديل اين ،بنابراين. )4( ترومبوز وريدي مي شود
آمينه به متيونين در بدن، اثرات سمي آن خنثي اسيد
تبديل  موجب MTHFRآنزيم . شود مي

 5اهيدروفولات به  متيلن تتر10 و 5ناپذير  برگشت
لب فولات اشكل غ  كهگردد ت ميهيدروفولامتيل تترا

سپس هموسيستئين با . موجود در گردش خون است
 به ،هيدروفولاتامتيل تتر-5اخذ يك گروه متيل از 

متيونين  اين واكنش توسط .شود متيونين تبديل مي
كاهش در فعاليت آنزيم  .)5-7( شود يز مياز كاتالسنت

MTHFR  منجر به كاهش در سوبسترا براي
شود كه به دنبال آن باعث توقف  متيونين سنتاز مي

تشكيل هموسيستئين و در نتيجه افزايش سطح 
كدكننده آنزيم  ژن .)7( شود هموسيستئين مي

 در انتهاي بازوي كوتاه MTHFRكاتالتيك 
 11قرار داشته و داراي ) 1p36.3( يك كروموزوم

 و C677Tمورفيسم پلي دو .)8( اگزون است
A1298C كه به طور بارزي در فعاليت آنزيمي 
MTHFRاين ژن  كنند، در  تغيير ايجاد مي

تبديل سيتوزين به تيمين  .تشخيص داده شده است

 در 677نوكلئوتيد  اي در نقطه تيجه يك جهش در ن
منجر به جايگزيني  MTHFR ژن 4اگزون شماره 

توالي  222آمينه شماره جاي آلانين در اسيده والين ب
اين جهش . شود  ميMTHFRآنزيم پروتئين 

 MTHFR منجر به ايجاد يك آنزيم ،اي نقطه
به . شود ناپايدار و حساس به حرارت با فعاليت كم مي

 موتانت، ميزان MTHFRت فعاليت آنزيمي كمتر عل
 آنزيم. يابد ميهموسيستئين سرمي افزايش 

MTHFRدرصد عملكرد و 30موزيگوت و در افراد ه 
 درصد عملكرد را در مقايسه 65در افراد هتروزيگوت 
 به شرط دريافت هاموزيگوتوه. با افراد نرمال دارد

در  داراي سطوح طبيعي هموسيستئين ،فولات كافي
فولات كافي دريافت نكنند،  اگر  ولي؛خون هستند

- 11( يابد مي ها افزايشميزان هموسيستئين در آن
 در 1298نوكلئوتيد به سيتوزين در دنين تبديل آ. )9

نيز ) MTHFR )A1298C در ژن 7اگزون شماره 
جاي گلوتامين در ه منجر به جايگزيني آلانين ب

آنزيم ي توالي پروتئين 429آمينه شماره اسيد
MTHFRمطالعات چنداني روي . شود  مي

 انجام نگرفته، اما مشخص A1298Cمورفيسم  پلي
 60 عملكردي معادل ،CCشده است كه ژنوتيپ 

افراد . را داراستAA درصد عملكرد ژنوتيپ 
 سطوح بالاي A1298Cموزيگوت براي الل وه

اما افراد . دهند هموسيستئين سرمي را نشان نمي
 A1298Cمورفيسم  تي تركيبي پليداراي هتروزيگو

 داراي مشخصات بيوشيميايي مشابه C677Tو 
، مانند سطوح افزايش C677Tهاي  موزيگوتوه

فولات ه هموسيستئين و سطوح كاهش يافته يافت
با توجه به اهميت و نقش  .)12, 11( هستند

MTHFRهاي  مورفيسم  در هموستاز و اثرات پلي
ترومبوز ابتلا به  سطح هموسيستئين وآن در افزايش 

قط و نيز ارتباط ترومبوز با افزايش احتمال سوريدي 
مورفيسم  پلي  دور ارتباطمكرر، در مطالعه حاض

A1298C  وC677T  در ژنMTHFR با سقط 
 .ه استبررسي شدمكرر 

  
  مواد و روش ها

 انتخاب گروه بيماران و گروه شاهد
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 زن با سابقه 30، شاهدي -مورد طي يك مطالعه
 به عنوان ،كرر خودبخودي با علت نامشخصسقط م

 زن بدون سابقه سقط و داراي 10 و گروه بيماران
 به عنوان گروه شاهد از ميان ،حداقل دو باروري موفق
بيمارســـتان فوق تخصصي مراجعه كنندگان به 

هاي ماهدر  مركز ناباروري ابن سينا  و)عج( هالبقيه
به پرونده با توجه  1388 سال ارديبهشت تا اسفند

.  انتخاب شدند،پزشكي بيماران و نظر متخصص زنان
ساير علل مطرح در   شاملمعيارهاي خروج از مطالعه

هاي كروموزومي در  وجود ناهنجاريسقط از جمله 
، اختلالات جنين، مشكلات آناتوميك در رحم

جهت . هاي مرتبط با سقط بود  و عفونتهورموني

تمامي افراد از  ،گيري  خون و انجاممطالعهورود به 
  .اخذ گرديدنامه آگاهانه  مورد مطالعه رضايت

  
  ها بررسي ژنوتيپ

DNAهاي  هايي كه در لوله  ژنومي از نمونه خون
 به ،بودشده اخذ  EDTAحاوي ماده ضد انعقاد 

تعيين .  رسوب نمكي استخراج گرديد استانداردروش
 صورت PCR-RFLPژنوتيپ با استفاده از تكنيك 

مورفيسم  مرهاي مناسب براي هر پليپراي. گرفت
اي پليمراز  واكنش زنجيرهطراحي شد و سپس 

)PCR (سازي شد  بهينه،براي هر جفت پرايمر 
  ). 1جدول (

  
  

  . MTHFRمورفيسم ژن  دو پليRFLP و PCRهاي محدودالاثر و محصولات   توالي پرايمرها، آنزيم-1جدول 

  
  

 20 در حجم PCRمواد لازم براي واكنش 
 2 ژنومي، DNA نانوگرم 40 شامل ،يكروليترم

 dNTPs ،4/0مول   ميليMgCl2 ،25/0مول  ميلي
 Taq واحد آنزيم 1و مول از هر جفت پرايمر  ميلي

 به ترتيب ذيل PCRمراحل انجام روش . پليمراز بود
شاهد   از دو گروه بيمار وDNAهاي بر روي نمونه

 95 ي پس از دناتوراسيون اوليه در دما. انجام شد
 DNA  دقيقه، قطعات5گراد به مدت درجه سانتي

 به oC95( سيكل 35در  C677Tمورفيسم  براي پلي
 به oC72دقيقه،  1 به مدت oC61دقيقه،  1مدت 
 MTHFRمورفيسم و براي پلي) دقيقه 1مدت 

A1298C سيكل 30 در )oC95 دقيقه،  1 به مدت
oC63 دقيقه،  1 به مدتoC72 دقيقه 2 به مدت( 
سازي نهايي   مرحله طويل،ر يافتند و به دنبال آنتكثي

 دقيقه 7گراد به مدت   درجه سانتي72در دماي 
 با انجام الكتروفورز PCRحت انجام ص. انجام شد

 تأييد  درصد2بر روي ژل آگاروز  PCRمحصولات 
 دو براي PCR بر روي محصولات RFLP. شد
 به ترتيب A1298C و C677Tمورفيسم  پلي

و  Mbo II  وHinf Iهاي محدودالاثر  توسط آنزيم
انجام مطابق دستورالعمل شركت توليد كننده آنزيم 

 بر روي ژل RFLP قطعات حاصل از سپس .شد
 الكتروفورز شد و طول قطعات حاصل  درصد3آگاروز 

 براي  PCR محصول. گرديدمشاهدهاز هضم آنزيمي 
الل .  طول داردC677T، bp 198مورفيسم  پلي

هيچ توالي قابل شناسايي  Hinf Iآنزيم نرمال براي 
 به علت جهش رخ ، اما در الل جهش يافته،ندارد
. شود  يك جايگاه شناسايي براي آنزيم ايجاد مي،داده

 bp23  و bp 175 حاصل اين تغيير، ايجاد دو قطعه
 به علت bp23 باند . پس از هضم آنزيمي است

 مشاهده  درصد3كوچكي اندازه در ژل آگاروز 
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 . )1 تصوير(  استbp175  باند ،C677T ملاك بررسي براي تعيين ژنوتيپ ،شود، بنابراين نمي
  

 
قبل از  PCRمحصولات نمونه :  C677T .1 مورفيسم  براي پليRFLPپس از  PCR نتايج الكتروفورز محصولات -1 تصوير

RFLP .19 ،17 ،16 ،12 ،11 ،8 ،6 ،3  :هتروزيگوت: 2، 4، 7، 9، 13، 14، 15). تكنترل مثب(موزيگوت وه: 5، 18. نرمال .
20 ،10 :DNA Ladder) 50bp.(  

 
 نيز A1298Cمورفيسم   براي پليPCRمحصول 

 bp256  طول دارد كه پس از هضم با آنزيمMboII 
 3در الل نرمال چهار قطعه و در الل جهش يافته 

 جفت 22 و 28، 30قطعات . شود قطعه حاصل مي
ازه، در ژل مشاهده بازي، به علت كوچكي اند

بنابراين، ملاك بررسي براي تشخيص الل . شوند نمي
C مشاهده قطعه ،bp 204 و براي الل A مشاهده ، 

 تصوير( درصد است3 در ژل آگاروز bp176 قطعه 
2.(

  

 
قبل  PCRمحصولات نمونه : A1298C .1 مورفيسم براي پلي RFLPپس از  PCRنتايج الكتروفورز محصولات  -2 تصوير   
: 10، 20. موزيگوتوه: 7، 9، 11. هتروزيگوت: 2، 4، 5، 12، 15، 17، 19. نرمال: RFLP .18 ،16 ،14 ،13 ،8 ،6 ،3از 

DNALadder) 50bp.( 
 

  آماريآناليز
دست آمده از تعيين ژنوتيپ هر ه نتايج ب

مورفيسم براي سه حالت نرمال، هتروزيگوت و  پلي
هد با استفاده از  بيمار و شاموزيگوت در دو گروهوه

 و 2χو دو آزمون ) SPSS) Ver:16افزار  نرم
آزمون . ويتني مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت من

همبستگي اسپيرمن نيز براي بررسي امكان وجود 
. مورفيسم انجام شد ارتباط متقابل بين اين دو پلي
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-معني p-value <0.05 نتايج براي اين سه آزمون با
  .دار تلقي گرديدند

  
 نتايج

با توجه به نتايج مشاهده شده در الكتروفورز 
ژنوتيپ هر فرد براي هر  RFLP محصول

مورفيسم   بين دو پلي.مشخص شدمورفيسم  پلي
C677T  وA1298C شتارتباط متقابل وجود دا 

(p-value<0.05) .فراواني الل موتانت T در زنان 
 4/28 . بود شاهد بيشتر از زنان گروه،دچار سقط

در   درصد25 ميان زنان دچار سقط مكرر و  دردرصد
نفر از زنان  p-value<0.05(. 17( ،شاهدزنان گروه 

 شاهد نفر از زنان گروه 5و %) 6/56(دچار سقط مكرر 
هتروزيگوت  C677T مورفيسم پليبراي  %)50(

موزيگوتي در بين زنان دچار سقط واما هيچ ه ،بودند
   .)2ل جدو( مكرر و زنان گروه شاهد مشاهده نشد

  
   .زنان دچار سقط مكرر و زنان نرمال  درMTHFR ژن C677Tمورفيسم  هاي پلي ها و آلل  مقايسه ژنوتيپ-2  جدول

  

  
  

در ميان زنان  A1298C مورفيسم پليفراواني 
 و 3/63 به ترتيبشاهد دچار سقط مكرر و زنان گروه 

زنان دچار سقط مكرر و   درصد3/43 . بود درصد50
 مورفيسم پلي براي ،ان گروه كنترل زن درصد20

A1298C زنان دچار سقط  درصد 20 هتروزيگوت و
براي اين  ،شاهد زنان گروه  درصد30مكرر و 

  موتانتفراواني الل. بودندموزيگوت و همورفيسم پلي
C  و در زنان  درصد7/41زنان دچار سقط مكرر در 

ما اين اختلاف به لحاظ  ا،بود درصد 40گروه شاهد 
 زن 30 نفر از 3. )3جدول ( نبوددار  معنيآماري

 زن گروه 10 نفر از 1و %) 10(دچار سقط مكرر 
 MTHFR در ژن مورفيسم پليفاقد %) 10(شاهد 
 MTHFR مورفيسم پليتعداد افرادي كه دو . بودند

 نفر 9 ،مان داشتند در گروه بيمارانزبه طور همرا 
   .بود%) 10( نفر 1، و در گروه شاهد%) 30(

  ثبح
هاي مختلف صورت  هايي كه در جمعيت بررسي

گرفته، نتايج متفاوتي را براي ارتباط ميان 
 با سندرم سقط MTHFRهاي ژن  مورفيسم پلي

برخي مطالعات نشان داده كه . مكرر نشان داده است
موزيگوتي وكمبود فولات، هايپرهموسيستئنميا و ه

 عامل خطر MTHFRهاي ژن  مورفيسم براي پلي
 در.  خودبخودي و تخريب جفت هستندبراي سقط

كه مطالعات ديگر ارتباط ميان اين   حالي
، 14( اند ها و سقط مكرر را نفي كرده مورفيسم پلي
13 ،5 .(Wang و همكاران در چين، شيوع 
 را در ميان زنان بررسي MTHFRهاي  مورفيسم پلي

 گزارش كردند كه اختلاف 2004كردند و در سال 
 بين زنان C677Tمورفيسم  يداري براي پلمعني

خودي با علت نامشخص و  دچار سقط مكرر خودبه
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كه  و نيز با وجود اينزنان گروه شاهد وجود دارد 
 A1298Cمورفيسم  داري براي پلياختلاف معني

بين دو گروه وجود ندارد، اما فراواني ژنوتيپ 
1298AA/677CCزنان دچار سقط  در ميان 

 تر از گروه كنترل است يينداري پامكرر، به طور معني
)15 .(Mtiraoui و همكاران نيز بر مبناي آناليز 

ژنتيكي دو گروه از زنان تونسي براي 
 گزارش 2006 در سال MTHFRهاي  مورفيسم پلي

 677CC و 1298AAهاي  دادند كه فراواني ژنوتيپ
داري بيشتر از  زنان دچار سقط مكرر، به طور معنيدر

  .)16( گروه كنترل است

  
  . در زنان دچار سقط مكرر و زنان بدون سقطMTHFR ژن A1298Cهاي پلي مورفيسم  مقايسه ژنوتيپ ها و آلل-3جدول 

  
  

 كاملاً متفاوت از ،مشاهدات در ساير نقاط جهان
 ارتباط ميان ، و همكارانCarp .ها است اين يافته

فاكتورهاي ترومبوفيلي را با سقط مكرر مورد بررسي 
 گزارش كردند با وجود 2002 و در سال قرار دادند

 در زنان دچار C677Tمورفيسم  كه شيوع پلي اين
ما اين  بيشتر از گروه كنترل است، ا،سقط مكرر

 .)17( دار نيستاختلاف به لحاظ آماري معني
Morales-Machin پس نيز لا ئو همكاران در ونزو

 با C677Tمورفيسم  از بررسي ارتباط ميان پلي
كنند كه   گزارش مي2009 در سال ،سقط مكرر

اختلاف معناداري را در فراواني اللي ميان زنان دچار 
 .)18(سقط مكرر و گروه كنترل مشاهده نكردند 

Unfried و همكاران در استراليا در يك مطالعه 
 زن با سابقه سقط مكرر 145گسترده پس از بررسي 

 زن بدون سابقه سقط و داراي حداقل دو 101و 
 كه هيچ دادندگزارش  2003 در سال ، موفقباروري

 و C677T هاي مورفيسم داري بين پلييرابطه معن
A1298C در .)19( جود نداردو سقط مكرر با 

كه شيوع   مطالعه حاضر نيز با وجود اين
در زنان  A1298C و C677Tهاي  مورفيسم پلي

ت، اين  بيشتر از گروه كنترل اس،دچار سقط مكرر
نتايج  .دار نيستآماري معنياختلاف به لحاظ 

تواند  دست آمده ميه متفاوتي كه در اين مطالعات ب
به علت تعريف متفاوت از سقط مكرر، تفاوت در 
. معيارهاي انتخاب نمونه و توزيع جغرافيايي باشد

بايستي اين موضوع را در نظر گرفت كه سطح 
 مورفيسم پليتواند متأثر از  هموسيستئين مي

C677T در ژن MTHFR و نيز كوفاكتورهاي 
 متيونين همانند فوليك اسيد، -مسير هموسيستئين

كمبود اين . )7( باشد B6  و ويتامينB12 ويتامين
تواند باعث هايپرهموسيستئينميا شود،  عوامل نيز مي

 كه مكمل C677Tمورفيسم  اما افراد داراي پلي
 را دريافت Bهاي  فوليك اسيد يا ساير ويتامين

  ).10، 20 (توانند از اين خطر دور بمانند كنند، مي مي
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  گيري نتيجه
كه شيوع  با وجود ايندر اين مطالعه 

در زنان  A1298C و C677Tهاي  مورفيسم پلي
ت، اين  بيشتر از گروه كنترل اس،دچار سقط مكرر

ه نتايج ب .دار نيستاختلاف به لحاظ آماري معني
م از دست آمده در اين پژوهش نشان داد كه هيچ كدا

علت توانند  نمي MTHFR ژن مورفيسم پليدو 
  .محسوب گردندسقط مكرر در زنان مورد بررسي 

  تشكر و قدرداني
 و بيمارستان دانشگاه  محترم كارشناساناز
ها  خانم و مهران آزاده  دكترييژه آقاوه  ب)عج( هال بقيه

كه در  عذرا باقري  و فاطمه پورعلي،زهرا سفيري
كمال تشكر و   را ياري كردندانجام اين مطالعه ما

  . داريمامتنان را
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