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 MBL پروتئين ن با سطح سرميآو ارتباط  mbl2ژن  1ژنتيكي اگزون بررسي چند شكلي 
  تهران شهر در جمعيت منتخبي از
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  سازمان انتقال خونتهران،  3

  گروه سلولي و مولكولي ،دانشكده زيست شناسيتهران، دانشگاه تهران، پرديس علوم،  4

  16/5/92 :تاريخ پذيرش    15/12/90: تاريخ دريافت

  چكيده

كالكتين ها بوده و در فعال سازي سيستم كمپلمان ايمني ذاتي از مسير لكتين  خانواده ءجز (MBL) شونده به مانوز لكتين متصل
ين نقش اين پروتئ .يند ذره خواري و حذف ميكروارگانيسم بيگانه را تسهيل مي كندآفربه عنوان اپسونين،   MBL. نقش دارد

هم  MBLبه ويژه افرادي كه داراي نقص سيستم ايمني اوليه هستند، در صورتي كه در پروتئين  ،مهمي در سلامت افراد دارد
سلامت و صحت كاركرد اين پروتئين در نوزادان هم بسيار حائز . نقص داشته باشند عوارض كلينيكي بيشتري را بروز مي دهند

لوپوس و انواع  بيماريهايي مثل ايدز، روماتوئيد ارتريت،در  MBL كمبود همچنين گزارشاتي مبني بر  نقش. اهميت است
انجام چنين پژوهشي در  نياز به با توجه به نقش كلينيكي اين پروتئين، بنابراين،. جود دارد، وليشمانيااز جمله  باكتريايي يعفونتها

وردن اطلاعاتي پايه آه دست هدف از اين انجام اين مطالعه، ب .خصوص اين پروتئين و وضعيت ان در كشور، احساس مي شد
نتايج اين مطالعه  .ميانگين اين پروتئين در خون بود راجع به شيوع كمبود اين پروتئين مهم در جمعيت كشور و محاسبه سطح

ي مكرر، و همين طور عفونتها، به خصوص عفونتهادر انواع  MBLينده در مطالعات تكميلي راجع به نقش كمبود آتواند در  مي
 ، رمزگذاري10واقع بر روي كروموزوم mbl2 توسط ژن  MBLپروتئين  .مفيد واقع شود ،مسئله راههاي درماني براي اينيافتن 

طبق گزارشاتي . رددا MBLبيشتري بر سطح سرمي  تأثير ،نآ 1دارد كه پلي مورفيسم در اگزون چهار اگزون  mbl2ژن . مي شود
در اين . مي گذارد MBLرا بر سطح سرمي  تأثيربيشترين  57و  54، 52شده اند، پلي مورفيسم در كدونهاي منتشر كه قبلاً

 تهرانتهران، كه به سازمان انتقال خون  شهر نفر از جمعيت سالم 143اين ژن، در  1پلي مورفيسم در اگزون  پژوهش وضعيت
 مقايسه. در اين افراد با استفاده از تكنيك الايزا مشخص شد MBLهمچنين سطح سرمي پروتئين  .بررسي شد مراجعه كرده اند،

نشان داد كه در جمعيت مورد  ،MBL ن با سطح سرميآارتباط  بررسي و ،اين افراد DNAاز تعيين توالي  مدهآنتايج به دست 
 بيشتري تأثير ،فراواني بيشتري دارد كدون ديگر 2كه نسبت به پلي مورفيسم در  ، علاوه بر ان54، پلي مورفيسم در كدون بررسي

هيچ پلي مورفيسمي مشاهده  UTR ́ 5در ناحيه  بر خلاف انتظار، به علاوه .دارد MBL پروتئين در كم كردن سطح سرمي نيز
  .بودند P للآنشد و تمامي افراد در اين جايگاه داراي 

  تك نوكلئوتيدي ، پلي مورفيسم ، مسير لكتين mbl2لكتين متصل شونده به مانوز ، : كليدي ه هايواژ

 afarazmand@khayam.ut.ac.ir: يپست الكترونيك،  021-61112476: تلفن ،مسئولنويسنده  *
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  مقدمه
يكي از اجزاي مهم  (MBL)لكتين متصل شونده به مانوز 

در كبد توليد  ي ذاتي است كه توسط هپاتوسيت هادر ايمن
بوده و براي خانواده كالكتين ها  ءجز MBL. مي شود

 . )6و5(نياز به حضور كلسيم در محيط دارد عملكرد خود 
MBL كمپلمان از مسير لكتين نقش  در فعال سازي سيستم

از يك طرف به قند موجود در ديواره  ،دارد و براي اين كار
خارجي ميكروارگانيسم ها، و از طرف ديگر به سرين 

پس از اين . متصل مي شود MASPپروتئازهايي به نام 
در مسير  C1qكه نقشي همانند مولكول  MBLاتصال، 

ار فعال بشآ موجب راه اندازي ،)2(دارد  كلاسيك كمپلمان
حذف  ثق باعاين طري سازي كمپلمان مي شود و از
به طور كلي  .)9و  6(ميكروارگانيسم مهاجم مي شود

مشابه زير واحد هاي  موتريمري ازكه هو MBL مولكول
دمين متصل شونده : مي شود است، از بخشهاي زير تشكيل

ه خميده، ناحيه ، ناحي Cدر پايانه  (CRD)به كربوهيدارت 
 )10و  N )8ناحيه غني از سيستئين در پايانه كلاژني و يك 

كنشهاي هيدروفوبيك و پيوندهاي برهم قوعو). 1شكل (
، كمك زياد به Nخصوص در پايانه ه دي سولفيدي، ب
  .مي كند MBLپايداري مولكول 

  
 CRDو دمين  MBLنمايي كلي از  -1شكل 

بر روي بازوي بلند  واقعmbl2 توسط ژن  MBLپروتئين 
مي  رمزگذاري ،)10q11.2-q21در موقعيت( 10كروموزوم

-kDa700وزن مولكولي بين  MBL .اگزون دارد 4شود و 
و  10(است و فرم فعال ان به صورت تترامر شتهدا 400
پلي مورفيسم هاي گوناگون موجود در اگزون  از بين .)11
 ، 57و  54، 52كدونهاي ، پلي مورفيسم در mbl2ژن  1

كه به  را بر سطح سرمي اين پروتئين دارد تأثيربيشترين 
به  .دننشان داده مي شو  Cو D   ،Bهاي  آللترتيب با 

پلي مورفيسم  يك هم UTR ́ 5 در+ 4علاوه، در موقعيت 
  Tبه) P آلل( Cن نوكلئوتيد آگزارش شده است كه در 

و  Tبا  C، نوكلئوتيد  52در كدون  .تبديل مي شود) Q آلل(
مي شود  جانشين Aبا  G، نوكلئوتيد  57و  54هاي دركدون

  .)2شكل ( )9و  5، 3(

ينين امينو اسيد ارژ 52جاييها، در كدون ه جه اين جابدر نتي
ن به اسيد اسپارتيك و در گلايسي 54به سيستئين، در كدون 

به  .گلايسين به اسيد گلوتاميك تبديل مي شود 57كدون 
و حالت نرمال ژنوم،  Oطور كلي، ژنوتيپ داراي جهش با 

  .)9و  7، 6( نشان داده مي شود Aبا 

  هامواد و روش
 يفرد سالم داوطلب اهدا 143تعداد  :خون هاي نمونه

سلامتي اين افراد توسط پزشك و . خون، وارد مطالعه شدند
ييد أانتقال خون ايران ت غربالگري وسيله انجام تستهايه ب

يك لوله : شد وريآنمونه هاي خون در دو لوله گرد .شد
براي استخراج  EDTAخون كامل به همراه  cc5حاوي 

DNA حاوي  ديگر لوله ، وcc5  خون كامل به همراه ژل
سيليكوني جدا كننده، به منظور جداسازي سرم از خون و 

  .تكنيك الايزا  توسط انجام MBLتعيين سطح سرمي 

از نمونه هاي خون ، به  DNAاستخراج  : DNAخراج است
در اين  .و به صورت دستي انجام شد Salting-Outروش 

روش، ابتدا طي چند مرحله، با استفاده از محلولهاي ليز 
كننده و انجام سانتريفيوژ، سلولها ليز مي شوند و عصاره 

از يننزيم پروتئآسپس با استفاده از . يدآسلولي به دست مي 
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K به وسيلهي سلولي انجام مي گيرد و هضم پروتئينها 
NaCl از  نهايت ر د ، شوند مي  رسوب داده نهااين پروتئي  

  .استفاده مي شود DNAبراي پاكسازي نمونه  ل مطلقواتان

 5 ́ UTR Exon 1  
nt pos: +4 +223 +230 +239 
allele: P to Q A to D A to B A to C 
nt sub: C to T C to T G to A G to A 
aa Sub:  Arg52Cys 

(R52C) 
Gly54Asp 
(G54D) 

Gly57Glu 
(G57E) 

  )9(و معرفي آلل ها و نوكلئوتيدها در هر جايگاه  5́ و  ناحيه ي ترجمه نشونده ي  1نمايي از نفاط داراي پلي مورفيسم در اگزون  -2شكل 

PCR  : نمونه هايDNA  استخراج شده، با استفاده از يك
- ، براي تكثير كل اگزون 1جفت پرايمر اختصاصي اگزون 

اطلاعات  .تكثير شدند PCR توسط تكنيك -نوكلئوتيد 256
 .مده استآ 1ورد استفاده، در جدول مربوط به پرايمر م

طراحي، و توسط  Primer 3پرايمر با استفاده از نرم افزار 
مورد استفاده  حجم كل محلول .شركت سيناژن توليد شد

شامل اين در نظر گرفته شد كه  lµ20براي تكثير هر نمونه، 
پرايمرهاي بالا دست و پايين از هريك از  µl5/0: مواد بود
 lµ2/0بافر،  lµ8/0 MgCl2  ،µl5/0 dNTP، lµ5/2 ،دست
با غلظت  DNAاز نمونه ي  lµ1اب و  lµ14 انزيم،
µg/µl1/2  . نمونه هاي  تمامDNA  ابتدا براي جدا شدن

درجه سانتي گراد  95به مدت دو دقيقه در  DNAرشته  دو
 DNAرها و شروع تكثير ميل پرااپس از اتص قرار گرفتند و

 محصولات مرحله گسترش ،درجه سانتي گراد 58در دماي 
PCR  درجه سانتي گراد  72دقيقه در دماي  5به مدت

 PCRسپس براي اطمينان از انجام درست  .صورت پذيرفت
بر روي ژل  PCRو حصول نتيجه، محصولات حاصل از 

مورد ارزيابي قرار  با تكنيك الكتروفورز درصد 5گارز آ
  .)3شكل( گرفتند

 DNAنمونه  143: هاي تكثير شده DNAتعيين توالي 
، براي تعيين توالي و مشخص PCRحاصل از تكثير توسط 

 (macrogen)شكل، به شركت ماكروژنشدن نواحي چند 
نتايج حاصل، توسط نرم افزار . در كره جنوبي ارسال شدند

BioEdit  آناليز شده، و نقاط داراي چند شكلي مشخص
تصاويري از گرافهاي حاصل از تعيين توالي و آناليز . شدند

مشخص  5و  4در شكلهاي  BioEditنتايج توسط نرم افزار 
  .است

  
دو باندي كه در . شده بر روي ژل آگارز  PCRتصوير نمونه -3شكل 

كيلو بازي مشخص اند، حاصل تكرار  300تصوير بالا در ناحيه حدود 
الگو در سمت چپ  DNAپايين ترين باند مربوط به . يك نمونه اند

  .جفت باز طول دارد 100تصوير، 
 

براي تعيين سطح سرمي :  MBLتعيين سطح سرمي 
MBLفراد توسط اين ا نمونه خون سماي، ابتدا پلا

 MBLكيت تشخيص  و سپس به كمك جدا شد سانتريفيوژ
 Functional MBL ELISA kit(ligand – توسط الايزا

elisa), Sanquin Reagents - سطح سرميMBL  هريك در
الايزا، ابتدا مانان به  اين كيت رد. از اين افراد مشخص شد

بر روي سطح ميكروچاهكهايي  MBLعنوان سوبستراي 
 در مرحله بعد پلاسما به اين چاهكها يرد وقرار مي گ

 HRP به وسيله ، MBL فرم فعال و تترامر. وده مي شودافز
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غلظت  ، شناسايي مي شود وMBLنتي بادي ضد آ متصل به
، محاسبه nm450در  نآبا توجه به مقدار جذب نوري  ،ان

  .گرددمي 

نتايچ پلي مورفيسم هاي به : محاسباتيناليزهاي اماري و آ
، به  MBLمده و داده هاي مربوط به سطوح سرمي آدست 

نفر، براي  143اين  سن و جنس همراه اطلاعات مربوط به
جاد ارتباط منطقي بين داده ها، ماري و ايآناليزهاي آانجام 

  . د تجزيه و تحليل قرار گرفتمور SPSSنرم افزار  در

  نتايج
در جمعيت مورد مطالعه، هيچ پلي مورفيسمي در موقعيت 

به عبارت ديگر، تمامي افراد در . ديده نشد UTR ́ 5در + 4

نفر  95نفر،  143از اين  .بودند P آللاين جايگاه داراي 
،  57و   54،  52از كدونهاي  در هيچ يك) درصد 2/64(

پلي  داراي) درصد 5/13(نفر  20. چند شكلي نشان ندادند
%) 18,2(نفر  27بودند و ) D آلل( 52مورفيسم در كدون 

 57در كدون . پلي مورفيسم داشتند )B آلل( 54در كدون 
تنها يك مورد پلي مورفيسم به صورت ) C آلل(

ماري قابل آهتروزيگوت مشاهده شد كه اين نتيجه از لحاظ 
نوع و فراواني هريك از  اطلاعات موبوط به .استناد نيست

مشاهده قابل  2 جدولدر  ،پلي مورفيسم هاي ديده شده
  .است

  

  
  BioEditدر نرم افزار  Alignتصويري از نوكلئوتيدهاي مرتب شده براي  -4شكل 

 1توالي جفت پرايمر مورد استفاده براي تكثير اگزون  -1جدول 

محصول تكثيراندازه دماي اتصال
  شده

  3́ توالي پرايمر  5́توالي پرايمر

C°58 bp336  ACAGAACAGCCCAACACGTA  CCAGGGATGGGTCATCTATTT 
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نوكلئوتيدهاي متفاوت، با رنگها و حروف متمايز مشخص . تعيين توالي شده توسط شركت ماكروژن DNAقسمتي از گراف يك نمونه  -5شكل 
  اند  شده

  
خطوط عمودي، نشان دهنده ي دامنه ي . MBLنمودار مربوط به انواع پلي مورفيسم ها در كدونهاي مختلف و ارتباط هريك با سطح سرمي  -6شكل 

 ناشي از هر پلي مورفيسم اند MBLمربوط به سطح 

  

  اطلاعات مربوط به نوع و تعداد هريك از پلي مورفيسم هاي ديده شده در جمعيت -2جدول 
  نوع آلل فراواني درصد شيوع

2/64% 95 A 

5/13% 20 D  
2/18% 27 B  
7/0%  1 C  
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،   Aنشان دهنده آلل ) MBL) .0نمودار مربوط به نوع و تعداد هريك از پلي مورفيسم ها در كدونهاي متفاوت، و ارتباط انها با سطح سرمي  -7شكل 
نمونه هاي داراي پلي مورفيسم در ) 5(نشان دهنده  پلي مورفيسم غير قابل انتظار، ) 4(،  Cو  D   ،Bبه ترتيب نشان دهنده آلل هاي ) 3(و ) 2(، )1(

  در جمعيت بيشتر است Aهمان طور كه در شكل مشخص است، تراكم آلل . محاسبه شده است  µg/mlبر حسب  MBLميزان . Bو  Dهر دوآلل 
  

با توجه به هتروزيگوت و هوموزيگوت بودن جهش، و ارتباط ان با سطح سرمي  تعداد و موقعيت نقاط چندشكل در جمعيت مورد مطالعه  -3جدول 
  P-values Kruskal-Wallis Testمربوط به ازمون b. در خون MBLپروتئين 

Pb 95%(µg/L) Mean (µg/L) Number  Genotype  Loci  
0.021  2.15-2.9 2.53 123 CC  52  

  0.9-2.1 1.5 18 TC    
  -0.12-0.15 0.01 2 TT    

<0.001  2.45-3.19 2.82 116 GG  54  
  0.25-0.59 0.42 25 GA    
  -0.08-0.1 0.01 2 AA    
-  2.02-2.69 2.35 142 GG  57  

  - 0.01 1 GA    
  - - - AA    

 در اين جمعيت، افراد MBL متوسط غلطت سرمي
g/mlµ20/2 غلظت كمتر از  .محاسبه شدg/mlµ2  برابر با

برابر با  g/mlµ6/2، و غلظت بيشتر از MBLسطح پايين 
اين تقسيم بندي بر  .در نظر گرفته شد MBLسطح بالاي 

ماري در جمعيت مورد مطالعه با در نظر آپايه محاسبات 
بر اين  .منظور شده است CI(Confidence interval)گرفتن 
 ،مطالعهورد افراد جمعيت ماز  درصد 50بيش از  در اساس،

ميانگين غلظت سرمي  .دپايين بو MBL سطح سرمي
كه از نظر چند شكلي، طبيعي بوده و جهش نشان  افرادي
ن غلظت براي ، و ايµg/ml 24/3، برابر با  ) A/A(   ندادند

 ها و پلي مورفيسم هاجهش انواع از هريك داراي افرادي كه
 .)7و6شكل (مد آبه دست   µg/ml 78/0بودند، برابر با 

 5نفر بودند كه  148لازم به ذكر است كه نمونه هاي اوليه، 
داشتن دو جا و ه دليل داشتن پلي مورفيسم نابنمونه به 
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كدون داراي چند شكلي، حذف شده و در محاسبات لحاظ 
  .نشده اند

مورفيسم هاي مشاهده شده، وضعيت  اكثر پلي
به  نفر پلي مورفيسم 4در  و تنها هتروزيگوت داشتند

افرادي كه در جايگاه  .صورت هوموزيگوت وجود داشت
 ي مورفيسم را به صورت هتروزيگوت ياپل 52 آلل

هوموزيگوت داشتند، به ترتيب داراي سطح سرمي برابر با 
µg/ml 5/1  وµg/ml 01/0 همچنين افراد . بودند

نيز، به ترتيب  54 آللهتروزيگوت و هوموزيگوت در 
 g/mlµ01/0و  g/mlµ44/0داراي سطوح سرمي 

همان طور كه مشاهده مي شود، جهش  .)3جدول (بودند
بيشتري در كم كردن سطح سرمي پروتئين  تأثير، 54 آللدر 

MBL  آللدر خون دارد و از طرف ديگر، فراواني B  هم
  .ديگر است آللبيش از دو 

  بحث و نتيجه گيري
،  52مطالعات قبلي، وجود سه پلي مورفيسم در كدونهاي 

در . گزارش كرده بود را mbl2ژن  1اگزون  57و  54
بيشترين فراواني ) 54كدون( B آلل ،جمعيت شمال امريكا

دانمارك هم  در مطالعه مشابهي در  ،)1(را دارا بوده است 
 آللبيش از دو  B آللمد و فراواني آنتايج مشابهي به دست 
 ضراحاين نتيجه، در بررسي . )9( ديگر گزارش شده است

در جمعيت تهران به عنوان الگويي از جمعيت ايران هم 
در جمعيت مورد بررسي در  ،بر خلاف انتظار .حفظ شد

ناحيه   در  Q آللنفر، حتي يك مورد  143تهران، در بين 
 P آللو همه ي افراد داراي  مشاهده نشد  UTR ́ 5 ي

در جمعيت دانمارك  Q آللدر حالي كه فراواني  بودند،
به علاوه، ميانگين كلي  .)4(گزارش شده است درصد 5/25

 روش الايزا نفر كه به 143در خون اين  MBLسطح سرمي 
به  µg/ml20/2حاسبه شد، م SPSSكمك نرم افزار  و با

در جمعيت هاي  MBLميانگين سطح سرمي  .مدآدست 
گزارش شده  g/mlµ94/1و  70/1كره و استراليا به ترتيب 

در سيستم ايمني  MBLبا توجه به نقشي كه . )6و  5( است
ن، اهميت پژوهش آلينيكي ناشي از نقص دارد و عوارض ك

مواردي كه  .ديده مي شودبيشتر در اين زمينه به خوبي 
بررسي : عبارتند ازجاي كار بيشتري در اين زمينه دارند، 

در جمعيتهاي بزرگتر به منظور حصول  MBLپلي مورفيسم 
 كل از وضعيت برداشت صحيح تري و رنتيجه دقيق ت

ه ب در افراد بيمار MBLبررسي پلي مورفيسم  جامعه،
نقش  ، بررسياوليه خصوص افراد داراي نقص ايمني

و رژيم غذايي در نقص  جنس ي مثل سن،عوامل احتمالي
MBL.  ،را  تحقيق حاضرماري اكثر جامعه آدر اين پژوهش

به پژوهشهاي بيشتر  مردان تشكيل داده بودند، بنابراين، نياز
  .احساس مي شود نيز در جمعيت زنان

  تشكر و قدرداني

اين پژوهش با كمك و ياري ارگانها و افراد زير انجام شده 
  :است

لرژي، هران ، مركز تحقيقات ايمونولوژي آسم و آدانشگاه ت
و همكاران محترم خانم ثقفي، سازمان انتقال خون تهران، 

در مركز تحقيقات  طالب زاده و خانم نجفي خانم
  .لرژيايمونولوژي آسم و آ
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Association study of mbl2 exon 1 polymorphisms and its relation 
to serum MBL level in tehran population 
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Abstract 
Mannose Binding Lectin (MBL) is a major initiator of the lectin pathway (LP) of 
complement System. MBL produced by the liver and involved in the innate immunity 
response. We have analyzed three SNPs of mbl2 gene at the exon 1 individuals of a 
random population residing in Tehran (N=143), and have correlated genotypes with 
respective MBL serum concentration. Polymorphisms in exon 1 of the MBL are 
reported to be associated with impaired MBL function and in response of the body to 
infection. Three different mutations within exon 1 of the MBL gene have been 
described, each causing MBL deficiency. Three SNPs in exon 1 were genotyped using 
PCR amplification. Plasma level of MBL were quantified using ELISA. Our research 
showed 3 variant polymorphisms at codon 52(D Allele), 54(B Allele), 57(C Allele) of 
mbl2 gene affecting the protein level in plasma. B allele was significantly correlated 
with the lowest MBL level. 
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