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Abstract 

Background and Aim: Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are being increasingly used by forensic 

laboratories. In the Iranian population, few studies have been reported that aim to investigate allelic frequencies 

and determine genetic variation of SNPs based on SNPforID database. The goal of the current study was to 

evaluate the population genetic diversity by genotyping of 25 informative autosomal single nucleotide 

polymorphisms residing in Gilan province in Northern Iran, using the SNaPshot assay. 

Methods: In this cross-sectional study, the results of the bioinformatics analysis indicated that at least 25 

autosomal loci SNP could help discriminate between Iranian ethnic groups. A total of 53 unrelated individuals 

from the Gilakis ethnicity group provided blood samples for extraction of genomic DNA by the RGDE method. 

The SNapShot method was used to genotyping 25 selected SNPs on the 3110xl ABI Genetic Analyzer. Statistical 

analysis was conducted using the Arlequin 3.5, GeneAlex 6.5 and GeneMapper 5.0 software. 

Results: The mean heterozygosity was 0.428. The minimum heterozygosity observed was 0.190 that related 

to rs938283.  Minor allele frequency (MAF) for rs938283 was 0.105. There was significant deviation in allelic 

frequencies from Hardy-Weinberg equilibrium for all the studied SNPs except rs1382387. The calculated FST 

values presented among Gilak and three Iranian ethnic groups including Kurd, Persian ad Lors were not 

significantly genetic different. 

Conclusion: Evaluation of the 25 autosomal SNP simultaneously enabled discrimination among ethnic groups 

within the population. The results presented Gilakis ethnicity genetically when compared to the other ethnicity, 

Lor, Persian and Kurdish, are similar. The SnapShot method has appropriate sensitivity and specificity to 

simultaneously genotype SNPs. 
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های اتوزمال آگاهي بخش جهت تعیین هویت  SNPمعرفي و ارزیابي پانل بیست و پنج گانه 

 ژنتیکي انسان

 
 1علیرضا رفعتي، 1حسن بهمني، 1، پیام حاجي بابایي3، محمود تولایي*2، سید مصطفي حسیني1رضا بازیار

 
 تحقیقات ژنتیک انسانی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله )عج(، تهران، ایرانکارشناسی ارشد ژنتیک پزشکی، مرکز   1

 استادیار، ژنتیک مولکولی، مرکز تحقیقات ژنتیک انسانی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله )عج(، تهران، ایران  2
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 دهکیچ

در تشخیص هویت ژنتیکی کاربرد های گسترده ای را نشان  (SNPs) استفاده از پلی مورفیسم های تک نوکلئوتیدی ف:هدزمینه و 

مطالعات محدودی  SNIPforIDها بر مبنای پایگاه  SNPداده است. در جمعیت ایرانی جهت ارزیابی فرکانس آللی و نیز تعیین تنوع ژنتیکی 

جایگاه  25تنوعات ژنتیکی، تعیین فراوانی آللی و ارزیابی هتروزیگوسیتی، به طور همزمان در  گزارش شده است. مطالعه حاضر با هدف بررسی

SNP  اتوزومال آگهی بخش در استان گیلان با تکنیکSNapShot .اجرا شد 

اتوزمال قدرت تمایز  SNPجایگاه  25مقطعی حاضر، نتایج ارزیابی های بیوانفورماتیکی نشان داد حداقل  -در مطالعه توصیفی ها:روش

 RGDE (Rapid Genomicنفر از افراد با قومیت گیلک با روش  53از نمونه خون  DNAبین قومیت های ایرانی را داشتند. استخراج 

DNA Extraction) ژنوتیپ  انجام شد. تعیینSNP  های منتخب با استفاده از روشSNapShot 3130به وسیله دستگاه ژنتیک آنالایزر 

XL  شرکتABI اجرا شد. آنالیز های آماری با استفاده از نرم افزار هایArlequine 3.5  ، GenALEX 6.5 وGeneMapper 5.0  محاسبه

 شد.

 rs938283بود. کمترین میزان هتروزیگوسیتی محاسبه شده مربوط به  428/0میانگین هتروزیگوسیتی مشاهده شده برابر با ها: یافته

های  SNPمحاسبه شد. مجموع فرکانس آللی  105/0برابر با  rs938283برایبه دست آمد. کمترین میزان فرکانس اللی  190/0به میزان 

( نشان داد بین FSTانحراف نشان دادند. ارزیابی پارامتر شاخص تثبیت ) rs1382387رگ به استثناء واینب-مورد مطالعه از تعادل هاردی

 قومیت گیلک و سه قومیت کرد، فارس و لر تفاوت ژنتیکی قابل توجهی دیده نشد.

توانایی ایجاد تمایز بین قومیت های درون جمعیتی را دارد. نتایج نشان داد  SNPجایگاه اتوزمال  25ارزیابی همزمان گیری: نتیجه

از حساسیت و اختصاصیت مناسبی جهت  SNapShotقومیت گیلک از نظر ژنتیکی با قومیت های لر، فارس و کرد مشابه می باشد. روش 

 هابه طور همزمان برخودار بود. SNPژنوتایپینگ 

 

 SNPforID، قومیت گیلک، صفحه تارنمای SNapShot (، روشSNPنوکلئوتیدی ) پلی مورفیسم تک :هاکلیدواژه

 

http://militarymedj.ir/admin_emailer.php?mod=send_form&sid=1&slc_lang=fa&em=smhosseini-ATSIGN-bmsu.ac.ir&a_ordnum=1795


 203/  بخش یاتوزمال آگاه یها SNPو پنج گانه  ستیپانل ب یابیو ارز یمعرف

J Mil Med                                                 2018, Vol. 20, No. 2 

 مقدمه
تعیین هویت ژنتیکی انسان باتوجه به تنوع مارکرهای 

 ردهه های اخیمولکولی، زمینه تحقیقاتی بسیاری از مطالعات در 
 (DNA) ین هویت ژنتیکی، ماده وراثتیی. در روش تع(1) بوده است

در حوادث به جای مانده  زیستی  می تواند از دامنه وسیعی از مواد
راد اف ژنتیکی پروفایل جهت ایجاد تهیه و غیر نظامییا  نظامی

 آمیز بودن این روش موفقیت .(2) به کار گرفته شود مجهول الهویه
الا با تعداد رکورد ببانک ذخیره اطلاعات ژنتیکی یک مرهون ایجاد 

ه اد مجهول الهویبتوان در شناسایی افربه واسطه آن  که  می باشد
 .از آن استفاده نمودو نیز در پرونده های پزشکی قانونی 

 می تواند ازبانک ذخیره اطلاعات ژنتیکی ثبت اطلاعات در 
 واجدمشاغل پر خطر، بزهکارهای اجتماعی در پرسنل نظامی 

با ریسک بالا، از شواهد زیستی به جای مانده ناشی از  یرفتارهای
 ازوط هواپیما و یا هر ماده زیستی که مواد منفجره، سقانفجار 

 . (3) برخوردار باشد تاسیس گردداطلاعات  ژنتیکی 
به عنوان یک ابزار مناسب اطلاعات ژنتیکی  یک پایگاهوجود 

جهت تعیین هویت ژنتیکی و نیز ارزیابی قرابت ژنتیکی شمرده می 
شود. یکی از مشهورترین بانک های ذخیره اطلاعات ژنتیکی 

نام دارد که واجد  CODISپایگاه  آمریکا، کشور ایالات متحدهدر
 .(5, 4)ثبت می باشد حداقل ده میلیون رکورد ژنتیکی 

در ژنتیک نظامی و جنایی   استراتژی های متفاوتیتاکنون 
انسانی معرفی  DNA بر پایه برای شناسایی مارکر های مولکولی

شده است که به طور کلی با دو هدف عمده بوده است: الف( 
، به جای مانده در صحنه بقایای زیستی بر اساسشناسایی افراد 

 با شواهد زیستی آنها تطابق ژنتیکیب( خارج کردن افرادی که 
بر اساس اطلاعات سامانه تایید نمی گردد کشف شده در صحنه 

(6) . 
( یکی از STRمارکر های کوتاه تکرار شونده پشت سر هم )

استانداردی است که در آزمایشگاه مهمترین مارکر های  ژنتیکی 
. روش (3) های ژنتیک در سراسر جهان مورد استفاده قرار می گیرد

جایگاه  17الی  10 بررسی حداقل ،استاندارد هویت یابی ژنتیکی
ه ک ی استانساندر توالی ژنوم اتوزومال )غیر جنسی( کروموزومی 

یت تعیین هوو قدرت تمایز برای آللی تنوع  دارایبه اندازه کافی 
ت تعیین هوی. کیت های تجاری در دسترس برای باشد ژنتیکی
 AmpFiler، شامل STRهای  مارکر با توجه به ژنتیکی

 23)شناسایی   Powerplexو نیز جایگاه اتوزومال(  16)شناسایی 
ی را از ژنتیک پروفایلایجاد  قابلیتکه جایگاه اتوزمال( می باشد 

DNA  دارد و احتمال مشابهتی که استخراج شده از شواهد زیستی
به ان نسبت داده می شود به میزان تقریبی یک در هر پانصد میلیون 

 .(7)نفر در جمعیت جهان است 
ه ب ژنتیکی مطالعات هویت یابی اکثردر  ،مارکرها STRاگرچه 

 د به اندازه کافیناما در برخی موارد نمی توان ندکار گیری می شو
 که  شواهد زیستی به ویژه هنگامید. ناطلاعات در اختیار ما بگذار

ث غیر مترقبه با آتش بر جای مانده ناشی از انفجارات و یا حواد
 DNAبه دلیل آب گیری از  باشد. در این مواقعسوزی همراه 

با موفقیت کامل معمولاً همراه  STRسلولی، انجام پروفایل بر پایه 
 . (8) نخواهد بود

 DNA از یمخلوطشامل به علاوه، زمانی که ماده زیستی 
باشد و  به میزان ناچیز مذکر DNAو به میزان بیشتر  جنس مونث

دیکی نزنمونه ها از افرادی گرفته شود که دارای قرابت خانوادگی  یا
ر د تشابه پروفایل ژنتیکی یک چالشوجود  ،باشندبا یکدیگر 

که ضرورت به  (10, 9) خواهد بود شناسایی افراد مجهول الهویه
 کارگیری دیگر مارکر های مولکولی را آشکار می سازد.

در  (SNPs) استفاده از پلی مورفیسم های تک نوکلئوتیدی
تشخیص هویت ژنتیکی کاربرد های گسترده ای را نشان داده است. 

نرخ جهش شامل اتوزومال به دلیل خصوصیاتی  SNPsبررسی 
کوتاه و امکان آنالیز  PCRمحصول برخورداری از طول پایین، 

یه ته همزمان چندگانه به روش الکتروفورز موئینه می توانند در
در سال . (11)از خود نشان دهد  را کارایی بالایی شناسنامه ژنتیکی

های پر اهمیت و  SNPجهت دسته بندی و شناسایی  ،های اخیر
ه ی انجام گرفته است کتعیین نقشه ی ژنومی آنها تلاش های زیاد

. (12) گسترش یافته است SNPforIDدر پایگاه داده  آنهانتایج 
طبقه  های آن بر اساس کاربرد SNPدر این پایگاه داده، مارکرهای 

( IISNPsهای تعیین هویتی ) SNP شاملبندی شده اند که 
(11) ،SNP های نیایی (LISNPs )(13) ،SNP  های مرتبط با

های مرتبط با فنوتیپ SNP نیز و (14)(  AISNPsتبار شناسی )
 (PISNPs  )(15) می باشند. 

 ر اساسب ه پانل های تشخیصی مبتنی بر پروفایل ژنتیکیئارا
SNP  به عنوان یک  یکیتژنهای اتوزومی جهت تعیین هویت

در سال های اخیر بسیار مورد توجه ها  STRبرای مسیر جایگزین 
بر اساس  بوده است. ژنوتایپینگ مارکرهای اتوزومی منتخب

SNPs  با درجه آگاهی بخشی بالا در جمعیت خاورمیانه، می هایی
جهت شناسایی هویت  نوظهورتواند به عنوان یک روش جایگزین 

 نظامی و غیر نظامی مورد استفاده قرار گیرد. حوادثژنتیکی افراد در 
هدف مطالعه حاضر معرفی و ارزیابی یک پانل بیست و پنج  

ی منتخب با درجه آگهی بخشی بالا در ها SNPگانه مبتنی بر 
ایرانی )گیلک( به منظور ارزیابی  منتخب یکی از قومیت های

 فراوانی آللی، میزان هتروزیگوسیتی، شاخص تثبیت، احتمال تطابق
PI (Power of Identity)و خروج PExc (Power of 

Exclusion ) جهت به کارگیری در سامانه های هویت یابی
 غیر نظامی بود.ژنتیکی نظامی و 

 هاروش
 53مقطعی از  –در این مطالعه توصیفی: جمع آوری نمونه

داوطلب گیلکی )ساکن استان گیلان( با جمع آوری پرسشنامه خون 
گیری به عمل آمد. معیار ورود به مطالعه شامل سکونت سه نسل 
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قبل از سمت پدری و مادری در استان گیلان، عدم رابطه 
خویشاوندی و نیز گویش به زبان محلی بود. وجود ارتباط 
خویشاوندی و عدم اطلاع کافی داوطلبان از اطلاعات شجره نامه 

میلی لیتر خون  2از معیار های خروج از مطالعه لحاظ گردید. میزان 
از لوله های آغشته به  محیطی از افراد واجد شرایط با استفاده

EDTA  اخذ گردید. استخراجDNA  با روشRGDE (16)  اجرا
و در ادامه کنترل کیفی نمونه ها با روش الکتروفورز مورد تایید قرار 
گرفت. معیار خروج از مطالعه، نبودن اطلاعات قومیتی، زبانی و نیز 

 زدواج خویشاوندی در نظر گرفته شد.وجود ا

های آگاهي بخش و طراحي پرایمر های  SNPانتخاب 

یار انتخاب : بیستتت و پنج گانه عه  SNPsمع های مورد مطال
(  در قومیت های خاورمیانه بر مبنای 2و1آگاهی بخشیییی )جدول

بود. با به کارگیری  SNPforIDاطلاعات منتشر شده در تارنمای 
های منتخب و ویژگی هر کدام  SNPابزار بیوانفورماتیکی، لیست 

گاه داده ی  پای عات  ها بر اسییییاس اطلا ، پروژه dbSNPاز آن
HapMap  مد   1000و پروژه به دسیییت آ . طراحی (17)ژنوم 

آغازگر های اولیه جهت تکثیر نواحی منتخب بیسیییت و پنج گانه 
( جهت 6و 4( و طراحی پرایمر های فاز دوم )جداول 5و  3)جداول 
 Blastو  Allele IDبه وسیییله نرم افزار  SNaPshotواکنش 

اجرا گردید، صیییحت عملکرد هر کدام از آغازگر ها به صیییورت 
 د قرار گرفت.جداگانه مورد تایی

 سمینییی سییکانتکنیییک : SNaPshotانجتتام واکتتنش 

مییی شییود بییا اسییتفاده  شییناختهنیییز SNaPshot بییا نییام 
 ddNTPتوسییط مخییتص جایگییاه، ازگسییترش آغازگرهییای 

شیده بیا رنیگ فلوروسینت عمیل میی کنید. سیه  نشان دارهای 
( 1وجییود دارد شییامل:   SNaPshotمرحلییه اولیییه در اجییرای 

PCR 2 اولیییه )PCR آغازگرهییایSBE (Single Base 

Extension )3 ) (18)تحلیل داده ها. 
ها در آن  SNPاولیه ناحیه ای از ژنوم که  PCRدر مرحله 

قرار گرفته اند تو سییط آغازگرهای رفتی و برگشییتی تکثیر شیید. 
 Taq DNAاولیه با اسیییتفاده از مخلوط واکنش PCRواکنش 

Polymerase Master Mix RED   شرکت (Amplicon، 
و  12در این مرحله آغازگر ها به دو دسییته  کره جنوبی( اجرا شیید.

شدند، به هر کدام از تیوب  13 شده و با هم مخلوط  سیم  تایی تق
میکرولیتر از  5میکرولیتر از مخلوط واکنش،  10هییای واکنش 

DNA  نانو گرم، یک میکرولیتر از مخلوط آغازگر ها  20با غلظت
ار تقطیر به واکنش اضییافه شیید و  میکرولیتر آب دوب 4و در نهایت 

به  هایی واکنش  مه  20حجم ن نا نده شییید. بر میکرولیتر رسیییا
یدم ی ی یایی دستی ی ی ی یگاه ترموسی ی ی ی ایکر به صورت زیر اجرا ی

یگردید. یک س ی ی یدرجه س 95یکل با ی ی  10انتیگراد به مدت ی
درجه سییانتیگراد  95یکل با دمای ییییییییییسیی 35دقیقه، در ادامه 

 30انتیگراد)درجه س 72ثانیه( و  30سانتیگراد) هدرج 60ثانیه(، 30)
 10درجه سیییانتیگراد به مدت  72ثانیه( و در نهایت یک سییییکل 

 دقیقه اجرا شد.

 های دسته اول SNPلیست  .1-جدول
Amplicon size(bp) nt Position Chromosome Allele NCBI dbSNP ID SNPforID No. 

68 4,037,521 1 G-A rs1490413 A01 1 

83 104,974 2 C-T rs876724 A02 2 

90 936,782 3 T-A rs1357617 A03 3 

79 10,719,942 4 A-T rs2046361 A04 4 

86 2,932,133 5 G-A rs717302 A05 5 

100 1,080,939 6 T-A rs1029047 A06 6 

87 4,201,341 7 C-T rs917118 A07 7 

100 1,363,017 8 C-T rs763869 A08 8 

95 1,813,774 9 G-C rs1015250 A09 9 

100 3,328,178 10 G-A rs735155 A10 10 

70 11,060,530 11 C-T rs901398 A11 11 

93 741,262 12 G-A rs2107612 A12 12 

 های دسته دوم SNPلیست  .2-جدول
Amplicon size(bp) nt Position Chromosome Allele NCBI dbSNP ID SNPforID No. 

73 23,840,960 14 A-T rs1454361 A14 14 

90 22,119,157 15 A-G rs2016276 A15 15 

60 5,606,490 16 C-A rs729172 A16 16 

87 5,907,188 17 A-G rs740910 A17 17 

59 1,117,986 18 C-A rs1493232 A18 18 

105 33,155,177 19 C-T rs719366 A19 19 

98 4,442,483 20 A-C rs1031825 A20 20 

81 15,607,469 21 A-G rs722098 A21 21 

68 26,141,338 22 G-A rs733164 A22 22 

85 2,360,631 10 T-C rs826472 A23 23 

62 28,601,558 21 A-G rs2831700 A24 24 

63 96,835,572 14 C-T rs873196 A25 25 

69 79,885,888 16 G-T rs1382387 A26 26 
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 توالی پرایمرهای اولیه دسته اول .3-جدول
Amplicon 

size(bp) 
PCR reverse primers PCR forward primers 

NCBI 

number 

Marker 

code 

68 TTCTCACTAGTGTCCCTGCTCTG GTGTGGACTGGGCTGATGT rs1490413 A01 

83 GAATATCTATGAGCAGG 
CAGTTAGC GCAGGCTCCATTTTTATACCACT rs876724 A02 

90 GGATAGCTGATAAGAAAC 
ATGACCA AGCTGATGCAGACCACTTCAC rs1357617 A03 

79 GTCATTGTTGACACTTCAC 
CTTCTA 

CCTATTTGTATGTATCTATTGT 

CTATGAACG rs2046361 A04 

86 AACACAGAAAGAGGTTCAT 
ATGTTGG 

CTTTAGAAAGGCATATCGTAT 

TAACTGTG rs717302 A05 

100 GGAATAAACTGAAGGCT 
AAAGAAAAG CATAACGTGGATTTGTCAGCA rs1029047 A06 

87 GTAAGAGATGACTGAGGTC 
AACGAG GCCCTTTAGGGTCGGTTC rs917118 A07 

100 GGCTACTCCCTCATAATGTAATGC ATCAAGTGCTTTCTGTTGACATTTG rs763869 A08 

95 AAGACATTAGGTGGATTC 
ATAGCTG AAGTGATGGAGTTAGGAAAAGAACC rs1015250 A09 

100 GAGTGTCACCGAATTCAACG GGAGAAAACCGGAGAGCTG rs735155 A10 

70 CTGGAATGTACTAGGCAA 
GAAACTAA CTGGGTGCAAACTAGCTGAATATC rs901398 A11 

93 TGAGTACATTATTCAACTG 
TTTTGGAG GAGCATTCTCTTCTGTTAAAATTGC rs2107612 A12 

 دسته اول SBEتوالی پرایمرهای  .4-جدول

Marker 

code 
NCBI 

number 
 دسته اول SBEتوالي پرایمرهای 

الل تشخیص 

 داده شده
A01 rs1490413 CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTATCTGAGGCCAGCCAGTT C/T 
A02 rs876724 CTCTCTCTCTCAACACTGCACTGAAGTATAAGTA C/T 
A03 rs1357617 CTCTGACAATGATAAGAAACATGACCAAGC A/T 

A04 rs2046361 CCCCCCCCCCCCCCCCCAACTGACTAAACTAGGTGCCACGTCGTGAAA
G TCTGACAATTGTTGACACTTCACCTTCTA A/T 

A05 rs717302 CCCCCCCCCCCCCAACTGACTAAACTAGGTGCCACGTCGTGAAAGTCT
GACA AGGCATATCGTATTAACTGTGT G/A 

A06 rs1029047 AAACTAGGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAAGTAAGAATTCAAGAT
GGTATTT A/T 

A07 rs917118 TGACTGAGGTCAACGAGC G/A 

A08 rs763869 CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTATGAAAAATCACTGG
GACAG G/C 

A09 rs1015250 CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTATGAAAAATCACTGG
GACAG G/C 

A10 rs735155 
CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT 

CTCTCCACCGAATTCAACGGGAAG C/T 

A11 rs901398 AGGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAAACTAGCTGAATATCAGCCC C/T 

A12 rs2107612 TAAACTAGGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAAGTGTTTTTTCTAAAT
CA TATTGTCT G/A 

 توالی پرایمرهای اولیه دسته دوم .5-جدول
Amplicon 

size(bp) 
PCR reverse primers PCR forward primers 

NCBI 

number 
Marker 

code 

73 AGCTGTCCATCATCAGTAAGACAC AGGGAAATACACCCTGAGCTG rs1454361 A14 
90 ATTGTACCTTGCCACTTT GTGTG TGCATCCCAGCCTCCACT rs2016276 A15 

60 ACATTTcCCTCTTGCGGTTAC CATTAATATGACCAAGGCTCC
TCT rs729172 A16 

87 AGATAGGTTCGAGTTTTGGCTTTA 
GTATAACAGTTTGCTAAG 

TAAGGTGAGTG rs740910 A17 

59 CAAACTGTTTATTGTGAGGCCTGT CTATTCTCTCTTTTGGGTGCTA
GG rs1493232 A18 

105 GTAAGGACTTATAGTGAGTA 
AAGGACAGG 

CCACAGCATCTTTTAACTC 
TTTTATTATCC rs719366 A19 

98 AAGATATAATCACTGCTTT 
CAAGTATGC 

CTTATCTTTCCCACATTATGGT
CCT rs1031825 A20 

81 GGGTAAAGAAATATTCAGC 
ACATCC 

GGAAGTACACATCTGTTGA 
CAGTAATGA rs722098 A21 

68 CGGCTCAGGAATGTCAGG AGCTTTCAGCCCCAGGTC rs733164 A22 

85 TGTAATTGAAATTTGTAGGC 
AATAGAC 

TGAATTTTGTCTCTGTTATAT 
TAGTCACC rs826472 A23 

62 TTCCCTAGAACCACAATTA GGCTAAACTATTGCCGGAGA rs2831700 A24 
63 GCAGGAGTTGGAGTCAATCAG GCATTCAAATCCCAAGTGCT rs873196 A25 

69 TGGAGTACTTAATAAGACGCTGCA
T 

ACGAAGGAGAAACACCTGAAC
T rs1382387 A26 
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 دسته دوم SBEتوالی پرایمرهای  .6-جدول

A14 rs1454361 CCCCAACTGACTAAACTAGGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACA

AAAATACAC CCTGAGCTGC 
A/T 

A15 rs2016276 CCCCCCCCCCCCCCAACTGACTAAACTAGGTGCCACGTCGTGA

AAGTCTG ACAATGAGAGAGAGAAAAATGTGC 
C/T 

A16 rs729172 CCCCCCCCCCAACTGACTAAACTAGGTGCCACGTCGTGAAAGT

CTGACAATC TTGCGGTTACATACATTC 
G/T 

A17 rs740910 CGTCGTGAAAGTCTGACAATAAGGTGAGTGGTATAATCATAT G/A 

A18 rs1493232 CCCCCAACTGACTAAACTAGGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGAC

AATTGTGAG GCCTGTTTATTTTG 
G/T 

A19 rs719366 ACTGACTAAACTAGGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAATTTC

CTCCTCCCA TTCTAG 
C/T 

A20 rs1031825 AAACTAGGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAATTTCAAGTATG

CTCGGGG 
G/A 

A21 rs722098 CGTGAAAGTCTGACAATGACAGTAATGAAATATCCTTG G/A 

A22 rs733164 CGTGAAAGTCTGACAAGGCCATCCCACTTGGAAA G/A 

A23 rs826472 GTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAAGACTAATTAATCTGCTAT

CCTG 
G/A 

A24 rs2111980 CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCTCTCTC

TCTCTCTCTCTCTCTCCATCTTGGCAGCATCCTTC 
G/A 

 میانگین هتروزیگوسیتی و شاخص تثبیت .7-جدول

 جمعیت میانگین هتروزیگوسیتي 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

 گیلک 428/0 072/0

 AMOVAنتایج آنالیز  .8-جدول

 جمعیت گیلان پاکستان روسیه ایتالیا بریتانیا الجزایر برزیل ژاپن چین

 چین 023/0 022/0 027/0 045/0 034/0 024/0 079/0 046/0 000/0

 ژاپن 039/0 035/0 042/0 042/0 056/0 054/0 080/0 000/0 046/0

 برزیل 075/0 070/0 079/0 110/0 106/0 097/0 000/0 080/0 079/0

 الجزایر 022/0 028/0 019/0 040/0 024/0 000/0 097/0 054/0 024/0

 بریتانیا 017/0 018/0 009/0 032/0 000/0 024/0 106/0 056/0 034/0

 ایتالیا 020/0 029/0 027/0 000/0 032/0 040/0 110/0 042/0 045/0

 روسیه 011/0 013/0 000/0 027/0 009/0 019/0 079/0 042/0 027/0

 پاکستان 008/0 000/0 013/0 029/0 018/0 028/0 070/0 035/0 022/0

 گیلان 000/0 008/0 011/0 020/0 017/0 022/0 075/0 039/0 023/0

 
از آغازگرها و  یهاول PCRبه منظور خالص سازی محصول 

dNTP  های اضافی از آنزیمExoI/SAP  استفاده شد. در این
به تیوب جدید منتقل شده و  PCRمیکرولیتر از محصول  5مرحله 

میکرولیتر از آنزیم به آن اضافه و با برنامه دمایی شامل یک  2
دقیقه و نیز یک  60درجه سانتیگراد به مدت  37 سیکل دمای

دقیقه ادر دستگاه ترموسایکلر اجرا  15درجه سانتیگراد  75سیکل 
 گردید.

و  SBE، با استفاده از آغازگرهای SNapShotدر مرحله 
ddNTP  های نشان گذاری شده با فلئوروسنت و مستر میکس

SNapShot  شرکت(ABI ،)آمریکا ،SNP  های مورد نظر
 PCRمیکرولیتر از محصول  1شناسایی گردید. در این مرحله 

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

تایی تقسیم  13و  12اولیه به دو دسته  PCR)مانند  SBEهای 
وبار مقطر اضافه شد. در نهایت حجم میکرولیتر آب د 2شده اند( و 
میکرولیتر رسانده شد. در نهایت برنامه دمایی دستگاه  5واکنش به 

ثانیه(،  10درجه سانتیگراد) 96سیکل با  30ترموسایکلر به صورت 
ثانیه(  30درجه سانتیگراد) 60ثانیه( و  5درجه سانتیگراد) 50
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 گرمادهی شد.
فاده از آنزیم فسفاتاز ، با استSNapShotپس از انجام مرحله 

(CIP محصول واکنش از )ddNTP  های اضافی خالص سازی
را به محصول  CIPگردید. برای این منظور یک میکرولیتر از آنزیم 

SNapShot  37اضافه و برنامه دمایی دستگاه ترمو سایکلر با 
دقیقه(  15درجه سانتیگراد ) 75دقیقه(،  30درجه سانتیگراد )

 گرمادهی گردید.
 ABI Prism 3130نالیز الکتروفورز موئینه با دستگاه آ

xl Genetic Analyzer : در نهایت برای اجرای الکتروفورز موئینه
آماده سازی   SNapShotبا دستگاه ژنتیک آنالایزر، محصولات

 HiDiشدند. در این مرحله یک مخلوط استاندارد از 

Formamid   وGene Scan – 120 LIZ Size  به نسبت

میکرولیتر از این محلول به هر یک  9به صد تهیه و به میزان یک 
از چاهک های پلیت مخصوص دستگاه ژنتیک آنالایزر به همراه 

را به چاهک ها اضافه  SNapShotیک میکرولیتر از محصول 
شد. پس از اجرای کامل برنامه ی دستگاه ژنتیک آنالایزر، داده 

اجرا شدند و  GeneMapperهای به دست آمده در نرم افزار 
 (.1-مشاهده شدند )شکل SNPپیک ها ی مربوط به هر 

مارکر های  SNPبه منظور آنالیز فراوانی آنالیز آماری: 
منتخب و سایر پارامتر های ژنتیک جمعیت از نرم افزار نرم افزار 

GenAlex6.5،Arlequin 3.5(19)  وGeneMapper 5.0 
 استفاده گردید.

مطالعه حاضییر با رعایت اصییول معاهده  :اخلاقيملاحظات 
 هلسینکی در مورد پژوهشهای انسانی انجام گرفت.

 

 
. پیک های به رنگ SNapShotداوطلب گیلکی با استفاده از تکنیک  53اتوزومال آگهی بخش در  مارکر SNPپروفایل ژنتیکی بررسی بیست و پنج جایگاه  .1-لشک

 می باشند. Cو  T ،A ،Gقرمز، سبز، آبی و مشکی به ترتیب نشان دهنده آلل های 
 

 نتایج
با بررسی فرکانس اللی برای هر لوکوس به صورت جداگانه در 

کمترین  rs938283از  Cقومیت گیلک مشخص شد که آلل 
مارکر با  SNPرا نشان داد. تنها  105/0میزان فرکانس اللی با 

بود. به  rs1382387واینبرگ -درجه آزادی دو در تعادل هاردی
بررسی میزان تنوع ژنتیکی در قومیت گیلک از پارامتر های  منظور

 هتروزیگوسیتی، شاخص شانون و تثبیت استفاده شد. 
با مقدار  rs938283کمترین میزان هتروزیگوسیتی مربوط به 

و میانگین هتروزیگوسیتی مشاهده شده و مورد انتظار در  190/0
داده شد.  نشان 451/0و  428/0جمعیت مورد مطالعه به ترتیب  

محاسبه شد. بیشترین  641/0همچنین میانگین شاخص شانون 

به دست  184/0با  مقدار  rs876724شاخص تثبیت مربوط به 
آمد. به علاوه، به منظور بررسی میزان تنوع موجود در قومیت 

 محاسبه شد. 055/0گیلک، میانگین شاخص تثبیت 
معیت ج نتایج نشان داد قومیت گیلک بیشترین فاصله را با

ساکن آمریکای جنوبی )برزیل( وکمترین فاصله با با جمعیت 
 (.8-( دارد )جدول008/0پاکستان )

جهت محاسبه های شاخص های ژنتیکی تعیین هویت دو 
شاخص احتمال تشابه و احتمال خروج مورد ارزیابی قرار گرفتند که 

که  به کارگیری همزمان  نشان داد PExcو  PIنتایج شاخص 
مارکر قدرت تمایز بین افراد درون جمعیت را  SNPبیست و پنج 

(.2-دارا می باشند )شکل
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 مارکر  اوتوزومال آگهی بخش SNPاحتمال تشابه )بالا( و احتمال خروج )پایین( با بررسی پروفایل ژنتیکی بیست و پنج جایگاه  .2-شکل

 

 بحث
های اتوزمال به عنوان یکی از  SNPدر حال حاضر استفاده از 

جهت  STRsین شاخصهای مکمل و تایید کننده به همراه ترمهم
. در (20)رود یمرمزگشایی موارد پیچیده پزشکی قانونی بکار 

ل مزیت های فراوانی که ها به دلیSNP ژنتیک جنایی استفاده از 
دارند بسیار نوید بخش می باشند. در پرونده های ژنتیک جنایی 
زمانی که نمونه زیستی تحت تاثیر هضم و تجزیه، سوختگی شدید 

( آسیب شدید DNAو یا انفجارات قرار می گیرد ماده وراثتی آن )
ی معمول قابل هاروشمی بیند. در این گونه موارد، توالی هدف با 

ین مارکر ترکوچک به عنوانها  SNPسایی نبوده و استفاده از شنا
های  تشخیصی نقش بسزایی در تشخیص هویت ژنتیکی بازی 

در انجام محاسبات آماری  هاچالشمی کنند. به علاوه، یکی از 
، پیش ترین نتایجیقدقژنتیک جنایی و جمعیتی برای رسیدن به 
رفته ای ژنتیکی به کارگبینی فراوانی وقوع بروز جهش در نشانگر ه

 باشد که از این حیث  مارکر های مبتنی بر یمشده در مطالعه 

SNP( از اهمیت بسیار بالایی 8-10با توجه به نرخ پایین جهش )
 .(21)برخوردار است 

در مطالعه حاضر به منظور نشان دادن قدرت افتراقی بیست و 
اوتوزمال و نیز پتانسیل کاربردی آن در تعیین  SNPپنج جایگاه 

استفاده شد.  SNapShotویت ژنتیکی بین اقوام ایرانی از روش ه
 SNPمهمترین فاکتور هایی که در این تحقیق جهت پروفایلینگ 

مارکر های بیست و پنج گانه از اهمیت بسزایی برخوردار بودند 
 13تایی و  12ها به دو گروه  SNPشامل الف( جداسازی پانل 

تایی به منظور پیشگیری از اندرکنش های بین پرایمر های طراحی 

پرایمر ها با درجه خلوص بالا؛ ج( رقت  SBEشده؛ ب( استفاده از 
مرحله اول در مرحله  PCRسازی غلظت پرایمر ها و محصولات 

SNapShot ( جهت پیشگیری از ایجاد  پدیده حذف آللAllele 

drop out تا کنون مطالعه ای در ارتباط با معرفی پانل های .)
بیست و پنج گانه در بین جمعیت های انسانی گزارش نشده است، 
اما انجام واکنش مالتی پلکس های چندگانه با تعداد بیشتر که بر 
اساس مبانی مشابهی می باشد گزارش شده است. ارزیابی پروفایل 

جمعیت ها شامل ونزوئلا،  های اتوزومال در سایر SNPژنتیکی 
ایتالیا، ژاپن، چین، برزیل و سایر قومیت ها گزارش گردیده است اما 
تا کنون گزارشی از معرفی پانل هویتی یابی ژنتیکی با رویکرد 

 تشخیص ژنتیکی گزارش نشده است. 
با هدف آنالیز چهل  (22)در مطالعه ای که شرفی و همکاران 

های آگهی بخش بر روی سه قومیت لر، کرد و  SNPو نه گانه 
اجرا گردید. نتایج مطالعه حاضر  SNapShotفارس بر پایه تکنیک 

نشان داد که قومیت های های انتخاب شده فاصلیه ژنتیکی کمی 
ت هبا یکدیگر داشته و می توان از نتایج روی هم ریخته شده آنها ج

مطالعات آنالیز ژنتیک جنایی به کار برد. نتایج محاسبات آماری 
مبتنی بر ژنتیک جمعیتی نشان می دهد که قومیت گیلک نیز دارای 
فراوانی هتروزیگوسیتی و نیز تنوع ژنتیکی مشابه با جمعیت های 
مشتق شده از آسیای میانه می باشند و همسو با نتایج فوق، جمعیت 

 ساکن در ایران فاصله ژنتیکی کمی را نشان گلیگ با سایر جمعیت
بر مبنای آنالیز  STFمی دهد. نتایج مقایسه بر اساس شاخص 

همردیفی چندگانه نشان داد که جمعیت هایی که از نظر ژنتیکی 
نزدیکی به یکدیگر باشند فاصله کمتری را روی پلات نشان می 
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( بررسی مقایسه ای نتایج هم ردیفی حاکی از این 3-دهند )شکل
است که جمعیت های ساکن در آفریقا در ربع اول قرار دارند )کشور 
های موزامبیک، اوگاندا، آنگولا و سومالی( در حالی جمعیت های 
ساکن در ربع دوم )تایوان، چین و ژاپن( به طور محسوسی از 

.  ا نشان می دهندجمعیت ساکن در سیبری فاصله قابل توجهی ر
به علاوه، نتایج مطالعه آنها نشان داد که قومیت های کرد، فارس 
و لر ساکن در ایران نیز فاصله کمی از یکدیگر داشته و در عین 
حال فاصله ژنتیکی بین قومیت فارس و لر به مراتب کمتر از فاصله 
آنها با قومیت کرد می باشد. نتایج فوق تایید می کند که جمعیت 

یی که احتمالا نیای مشترک و ارتباطات ژنتیکی بیشتری دارند ها
از نظر ژنتیکی فاصله کمتری با یکدیگر دارند و به طور همسو با 
نتایج مطالعه حاضر، قومیت گیلک هم به دلیل نزدیکی شاخص 

 STF  به نظر می رسد از نظر تنوع ژنتیکی با سایر قومیت های
 ند.ایرانی تفاوت معنی دار نداشته باش

ارزیابی نتایج مطالعه شرفی و همکاران همچنین نشان می دهد 
نزدیکی جمعیت ساکن در کشور ترکیه با قومیت های لر و فارس 
این پیشنهاد رو مطرح می کند که احتمالا منشا جمعیت ساکن در 
ترکیه واجد نیای مشترکی با قومیت های ساکن در ایران بوده و از 

و  تراکی ژنتیکی بیشتری می باشندنظر ژنتیکی دارای زمینه اش
 تفاوت زبانی آنها ناشی از اختلاف در فاصله ژنتیکی آنها نیست. 

با  (23)و همکاران  Lutzدر همین راستا در مطالعه ای که 
انجام دادند،  Y-STRهدف ایجاد یک پایگاه داده های مبتنی بر 

نتایج مقایسه فاصله ژنتیکی قومیت های منتخب در داخل ایران 
شامل قومیت های بختیاری، گیلک، ایرانیان عرب، مازنی و طالشی 
با قومیت آذربایجانی )شمال طالش( فاصله ژنتیکی معنی دار و یا 
فاصله ژنتیکی ناچیزی را بین قومیت های گیلک، مازنی؛ بختیاری 

یر ایرانی، آذربایجانی، ارمنی و کرد نشان داد در حالی و ترک های غ
فاصله ژنتیکی زیادی بین ایرانیان عرب با جمعیت های شمال و 
جنوب طالش، گرجستانی و قزاق گزارش شده است. به طور همسو 
در تایید نتایج مطالعه حاضر، به نظر می رسد بین قومیت گیلک با 

ف ژنتیکی معنی داری سایر قومیت های لر، کرد و فارس اختلا
وجود ندارد در حالی که به نظر می رسد با جمعیت های ساکن در 
آمریکای جنوبی ای فاصله به حداکثر میزان خود می رسد که حاکی 

 از وجود نیایی مشترک با فاصله زیاد می باشد.
جمعیت  8به منظور ارزیابی قدرت تمایز نتایج به دست آمده با 

برزیل، الجزایر، بریتانیا، ایتالیا، روسیه و دیگر شامل چین، ژاپن، 
پاکستان مقایسه شدند. کمترین فرکانس اللی در جمعیت گیلان 

بود در حالیکه کمترین  105/0با میزان  rs938283مربوط 
فرکانس اللی در بین تمام جمعیت ها مربوط به جمعیت ساکن ایتالیا 

زان مشاهده شد. کمترین می 034/0به میزان  rs740910و 
بود در  318/0میانگین هتروزیگوسیتی در جمعیت ایتالیا به میزان 

حالیکه در جمعیت منتخب مورد مطالعه از استان گیلان برابر با 
به دست آمد که این میزان از هتروزیگوزسیتی نشان دهنده   428/0

 تنوع ژنتیکی متعادل در قومیت گیلک است.
 334/0یزان الیا به مبیشترین میزان شاخص تثبیت مربوط به ایت

می باشد و کمترین میزان آن مربوط به جمعیت چین به مقدار 
به  072/0بود، اما در جمعیت گیلان این پارامتر به میزان  -109/0

دست آمد که نشان دهنده وجود درون آمیزی بالا در قومیت گیلک 
بین جمعیت گیلان و  STF(. همچنین با مقایسه 7-است )جدول

رد، فارس و لر مشخص شد که این جمعیت ها به جمعیت های ک
لحاظ تنوعات ژنتیکی به هم نزدیک و فاصله ژنتیکی چندانی از 

 (.3یکدیگر ندارند )شکل 
 

 
 IDforSNPبر اساس پایگاه  SNPsجایگاه  49و یک جمعیت از سراسر جهان برای  که برای بیست STF نقشه چند بعدی ترسیم شده بر اساس شاخص  .3-شکل

. (22)محاسبه شده است. قومیت های ایرانی واجد دایره های سیاه رنگ می باشند 
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ستردگی جمعیت ها و نیز رویه مهاجرت جمعیت گبا توحه به 
های انسانی در جهت کاهش تنوع درون قومیتی و بررسی های 

بر  plex-169بیشتر  بر روی شاخص های مبتی بر ماکر های 
 پایه ماشین های نسل جدید توالی یابی پیشهاد می گردد. 

در مطالعه حاضر با هدف کاهش هزینه ها و نیز ارتقا سرعت 
ها استفاده  SBEینگ، از یک روش تزریق دو مرحله ای ژنوتایپ

گانه پروفایل  29شد که در مقایسه با روش های مولتی پلکس 
کیفیت و دقت مناسب تری را نشان داد که می توان آن را به تعداد 

SNP  های انتخاب شده در هر پانل، سرعت و شدت عبور از لوله
ازی به منظور بهینه س موئینه دستگاه ژنتیک آنالایزر اشاره کرد.

در  SNPشناسایی پیک های بیست و پنج گانه  مربوط به هر 
( جهت macro، از یک دستور ماکرو )SNapShotتکنیک 

خوانش قله های پیک ها به منظور کاهش زمان آنالیز و خوانش 
 SNPپیک ها استفاده گردید. نتایج اولیه انتخاب روش ژنوتایپینگ 

مقایسه با روش های قدیمی تر از دقت  های بیست و پنج گانه در
و حساسیت بسیار مناسب تری برخوردار است. یکی از مهمترین 
محدودیت های تکنیک حاضر وجود روی هم قرارگیری پیک های 
خروجی ناشی از ژنوتایپینگ می باشد که در صورت وجود طول 

در تکنیک  SBEهای نزدیک ناشی از پرایمر های طویل 
SNapShot ه ایجاد همپوشانی و عدم افتراق تشخیصی منجر ب

است. یکی از راه حل های به کار گرفته شده اضافه کردن توالی 
و نیز اضافه کردن  SBEدر انتهای توالی  Tهای تکراری پلی 

لینکر های خنثی غیر متصل شونده می باشد. استفاده از این رویکرد 

 ی انتهاییدر مطالعه حاضر نشان دادن که اضافه کردن لینکر ها
ها می تواند با قدرت مناسبی در ایجاد افتراق موثر عمل  SBEدر 

 کنند. 

 گیرینتیجه
( و احتمال خروج PIبا بررسی شاخص های احتمال تشابه )

(PExc مشخص شد که آنالیز بیست و پنج جایگاه )SNP 
اتوزومال انتخاب شده در مطالعه حاضر پتانسیل به کارگیری در 

گانه امکان  25پرونده های جنایی و پزشکی قانونی را دارد. بررسی 
یکی شدن پروفایل مربوط به دو نفر به صورت تصادفی را به حداقل 

می توان نمونه ای که عدم  %100می رساند و با احتمال نزدیک به 
 را از مطالعه کنار گذاشت. ارتباط  آن محرز است

نویسییندگان اییین مقالییه از حمایییت  تشتتکر و قتتدرداني:
های مالی و معنیوی بیمارسیتان علیوم پزشیکی بقییه الله )عیج( 
کمییال تشییکر و قییدردانی را دارد. همچنییین از زحمییات جنییاب 
آقییای کیییانی، آقییای قمییری و آقییای حبیبییی نهایییت تقییدیر و 
تشکر به عمیل میی آیید. ایین مطالعیه مسیتخرج از پاییان نامیه 

نی علیوم پزشیکی بقییه الله )عیج( مرکز تحقیقیات ژنتییک انسیا
و دارای کیید اخییلاق بییه شییماره  10-20-57بییا شییماره ثبییت 

IR.BMSU.RBC.1396.178 .می باشد 

مولف اظهار می دارد که هیچگونه تضاد منافعی  تضاد منافع:

در خصوص پژوهش حاضر وجود ندارد.
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