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چکيده

زمينه و هدف: ژن آپولیپوپروتئین      )APO A5( نقش مهمي در تنظیم و کنترل میزان تري گلیسیرید پلاسما به عنوان یک عامل خطر مهم در ابتلا به بیماري قلبي 
عروقي دارد. جهش در این ژن مي تواند بر روي سطح تري گلیسیرید پلاسما اثر بگذارد. ما در این مطالعه به بررسي نقش پلي مورفیسم تک نوکلئوتید S19W در ژن 

APO A5 در ابتلا به بیماري قلبي ـ عروقي پرداخته ایم.

 APO A5 ژن S19W مواد و روش ها: در این مطالعه جامعه مورد پژوهش، شامل 73 نفر بیمار قلبی- عروقی و 55 نفر شاهد سالم بود. پلي مورفیسم تک نوکلئوتیدی
با روش PCR-RFLP مورد بررسي قرار گرفت. پروفایل لیپیدي سرم و قند خون ناشتاي این افراد نیز با روش آنزیماتیک اندازه گیري شد.

نتایج: بر اساس نتایج حاصل از این پژوهش، هیچ گونه اختلاف معني داري بین دو گروه شاهد و بیمار از نظر فراواني آلل ها وجود نداشت )P >0.05(؛ همچنین تأثیر این 
.)P>0.05( پلی مرفیسم ژنوتیپی بر روي پروفایل لیپیدي مورد بررسي قرار گرفت؛ اما هیچ ارتباط معني داري مشاهده نشد

نتيجه گيری: پلي مورفیسم S19W در ژن APO A5 هیچ ارتباط معني داري با ابتلاء  به بیماري قلبي ـ عروقي ندارد.

PCR-RFLP ،كلمات كليدی: آپوليپوپروتئين، بيماري قلبي- عروقي، پلي مورفيسم

مقدمه
بیماري هاي قلبي- عروقی یكي از مهم ترین عوامل مرگ و میر افراد در 
جوامع مختلف است؛ به همین دلیل مطالعات فراواني به منظور شناسایي 
فاکتورهــاي موثر در ابتلا به ایـن بیمـاري صورت گرفته است. ژن 
آپولیپوپروتئین                               نـقـش کلیـدي و مهمـي در تعیین 
APO پلاسما دارد. در موش هاي فاقد ژن )TG( میـزان تري گلیسیرید

A5 سطح تري گلیسیرید پلاسما 4 برابر بیشتر از سطح تري گلیسیرید 
پلاسماي  تري گلیسیرید  دیگر  طرف  از  مي باشد.  سالم  موش هاي  در 
موش هاي ترانسژنیک که APO A5 انساني را بیان مي کنند، تقریباً یک 
سوم موش هاي معمولي مي باشد )1 و 2(. مطا لعات بالیني نیز نقش مهم

APO A5 را بر روي سطح تري گلیسیرید پلاسما نشان داده اند. همچنین 
بیشتر مطالعات موجود، نقشAPO A5  در پیشرفت آترواسكلروز، بعد از 
جراحي عروق کرونر در مردان را نشان مي دهند )3(. هنگامي که ارتباط 
پلي مورفیسم هاي این ژن با میزان تري گلیسیرید پلاسمـاي انسـان مورد 

ارزیابي قرار گرفت، نشان داده شد که بعضي از این پلي مورفیسم ها با 
سطح تري گلیسیرید رابطه معني داري دارند )4(. تا کنون هیچ مطالعه اي 
در زمینه ارتباط این پلي مورفیسم ها با بیماري قلبي ـ عروقي در بین 
جمعیت ایراني صورت نگرفته است. پر واضح است که عوامل محیطي و 
ژنتیكي با هم در ابتلا به CHD1  دخیل مي باشند. مطالعات اپیدمیولوژیک 
نشان داده است که افزایش تري گلیسیرید پلاسما به طور مستقل موجب 
افزایش خطر ابتلا به بیماري قلبي ـ عروقي مي شود )5(. این ارتباط توسط 
مطالعات متاآنالیز نیز تأیید شده و بنابراین تري گلیسیرید به عنوان یک 

عامل خطر مستقل براي بیماري قلبي محسوب مي شود )6(. 
از  ارتباط بعضي  بر روي  بین جوامع مختلف،  مطالعات زیادي در 
پلي مورفیسم هاي ژن APO A5 با سطح تري گلیسیرید و VLDL2  پلاسما 
انجام شده است )13-7(. طی سال های اخیر نیز چندین مطالعه ارتباط 
S19W )GenBank_ID:(معني داری را از پلي مورفیسم تک نوکلئوتیدي
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1 - Coronary Heart Disease 
2 - Very Low Density Lipoprotein

تاریخ پذیرش مقاله: 1390/12/16 تاریخ دریافت مقاله: 1390/10/18
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ss4383597 در اگزون شماره 3 ژن APO A5 )که با عنوان C>G 56 نیز 
شناخته مي شود( با میزان تري گلیسیرید پلاسما را گزارش نموده اند )4 
و 14(. در این مطالعه ما ارتباط پلي مورفیسم S19W را با بیماري قلبي ـ 

عروقي مورد بررسي قرار دادیم.

مواد و روش ها
جمعيت مورد بررسی: گروه شاهد و بیمار به روش نمونه گیري

آسان انتخاب شدند. 73 بیمار قلبی ـ عروقی و 55 فرد سالم که همگي 
بیش از 50 سال داشتند، وارد مطالعه شدند. بیماران از بین افراد مراجعه 
کننده به بخش قلب و عروق چندین بیمارستان درمانی دانشگاه های علوم 
پزشكي انتخاب شدند. این افراد گرفتگي بیش از 50% در حداقل یكي 
از عروق کرونري را طي آنژیوگرافي نشان داده بودند. گروه شاهد شامل 
افرادي بود که هیچ گونه سابقه بیماری قلبی، علائم بالینی این بیماری از 
قبیل درد قفسه سینه و تاکی کاردی را نداشته و از لحاظ سلامت قلبی به 
تأیید پزشک متخصص مربوطه رسیده بودند. افراد مبتلا به هیپرلیپدمي، 
فشار خون، بیماري هاي کبدي و کلیوي و همچنین خانم هاي باردار از 
این گروه حذف گردیدند. براي هر یک از افراد مورد مطالعه پرسشنامه اي 
شامل اطلاعات دموگرافیک، وضعیت پزشكي و تاریخچه خود و خانواده 

آن ها پر شد. از تمام افراد تحت مطالعه، رضایت نامه کتبي دریافت شد.
آزمایشات بيو شيميایی: پروفایل لیپیدي )تري گلیسیرید، کلسترول، 
)HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, ApoA-I, ApoB, Lp)a( افراد به 
صورت آنزیماتیک و با استفاده از کیت هاي شرکت پارس آزمون اندازه گیري 

شد. غلظت LDL نیز با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد:
[Total cholesterol] − [Total HDL] − 20% of the triglyceride 
value = Estimated LDL.

تعيين ژنوتيپ: از هر یک از افراد مورد مطالعه پس از 12 ساعت 
ناشتا بودن، 10 میلي لیتر خون سیاهرگي گرفته شد. نیمي از این نمونه 
خون براي آزمایشات بیو شیمیایی و نیمی دیگر براي استخراج DNA مورد 

استفاده قرار گرفت.
DNA با استفاده از روش salting out، از سلول هاي هسته دار خون 
استخراج )15( و در دماي 4 درجه سانتي گراد قرار داده شد. ژنوتیپ 
و   )PCR( پلیمراز  زنجیره اي  واکنش  از  استفاده  با   APO A5 لوکوس 

تكنیک RFLP تعیین گردید. 
به منظور تكثیر قطعه حاوي پلي مورفیسم S19W از پرایمر مستقیم 

و معكــوسGCC TTT CCG TGC CTG GGT GGT-3′1-′5  استفاده 
شد. پرایمرها از شرکت سیناژن تهیه شده بود. محلول واکنش شامل 
200 نانوگرم DNA، 20 پیكومول از پرایمرها، mmol/l 3یون منیزیم،
نهایی 50  پلیمراز در حجم  آنزیم  از  از dNTP و دو واحد   400μmol
میكرولیتر بود. مواد PCR از شرکت اینترون کره خریداری شد. واکنش 
)PCR( با استفاده از دستگاه و بر اساس پروتكل مورد استفاده، انجام شد. 
طبق این پروتكل مخلوط واکنش به مدت 10 دقیقه در دماي 95 درجه 
سانتی گراد گرم شد، تا دو رشته از هم جدا شوند سپس 35 چرخه برنامه 
تغییرات دمایي ذیل تكرار گردید: 1 دقیقه در دماي 94 درجه سانتی گراد 
جهت واسرشت سازي دو رشته DNA، 30 ثانیه در دماي 60 درجه 

سانتی گراد جهت اتصال پرایمر به DNA، 1 دقیقه در دماي 72 درجه 
براي طویل شدن. بعد از اتمام 35 چرخه، مخلوط واکنش به مدت 6 
دقیقه در دماي 72 درجه سانتي گراد باقي خواهد ماند تا عمل طویل 
شدن نهایي انجام شود. محصول 157 جفت بــازي، بـا استفــاده از 
U6 آنزیم محدود کننده )TaqI )MBI Fermentas و به مدت 4 ساعت 
انكوباسیون در دماي 65 درجه سانتي گراد هضم شد. محصول هضم، بر 
روي ژل پلي اکریلامید 12% الكتروفورز و با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزي 
و مشاهده گردید. قطعات 134 و 23 جفت باز، بیانگر وجود آلل Ser19 و 

قطعه سالم 157 جفت بازي نشان دهنده وجود آلل Tyr19 مي باشد.
تجزیه و تحليل آماري: فراواني آلل با شمارش آلل ها و محاسبه 
نسبت آن ها تعیین و با آزمون کاي مربع قرار داشتن جامعه در تعادل 
هاردي واینبرگ تأیید شد. به منظور اطمینان از این صحت و قابلیت 
مقایسه فراواني آلل هاي حاصل از این مطالعه، فراواني این آلل ها با فراواني 
آللي به دست آمده در دیگر مطالعات انجام شده بر روي نژاد قفقازي، با 
استفاده از آزمون کاي مربع مورد مقایسه قرار گرفت. داده هاي مربوط به 
آنالیز پروفایل لیپیدي ژنوتیپ هاي مختلف با آزمون t با یكدیگر مقایسه 
شدند. در نهایت با کمک آزمون کاي مربع توزیع ژنوتیپ و آلل هاي مختلف 

در دو گروه بیمار و شاهد با هم مورد مقایسه قرار گرفتند.

نتایج
73 بیمار CHD تأیید شده و 55 فرد سالم وارد این مطالعه شدند. 
جدول 1 اطلاعات دموگرافیک و نتایج آزمایشات بیو شیمیایی این افراد را 
نشان مي دهند. هر دو گروه از لحاظ سن، جنس، نمایه توده بدني و مصرف 
سیگار همتا سازي شدند. اما فشار خون و کلسترول تام و تري گلیسیرید 
در گروه بیمار بالاتر بود. هیچ اختلاف معني دار دیگري در پارامترهاي 

.)P>0.05( بیو شیمیایی دو گروه مشاهده نشد

5′–GGC TCT TCT TTC AGG TGG GTC TCC G-3′

مجلـه دانشگـاه علـوم پـزشکـي فسـا l سـال اول l شمـاره l 4 زمستان 1390
188صفحه سميه حق پرست و همكاران

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
12

.1
.4

.1
1.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.f
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

6-
06

 ]
 

                               2 / 5

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2012.1.4.11.8
http://journal.fums.ac.ir/article-1-94-en.html


مجلـه دانشگـاه علـوم پـزشکـي فسـا l سـال اول l شمـاره l 4 زمستان 1390
صفحه

journal.fums.ac.ir

 ارزیابى پلی مورفیسم نوکلئوتیدى ژن آپولیپوپروتئین A5 در مبتلایان به بیماري قلبی-عروقی
 189

تعيين ژنوتيپ: محصول PCR قطعه اي به طول 157 جفت باز 
می باشد. پس از برش با آنزیم محدود کننده TaqI و ایجاد باند 134 و 23 
جفت بازي، فرد داراي ژنوتیپ هموزیگوت SS مي باشد. اگر در الكتروفورز 
فقط یک باند 157 جفت بازي مشاهده شود، ژنوتیپ فرد مورد آزمایش 
هموزیگوت WW بوده و در صورتي که فرد هتروزیگوت SW باشد هر 
سه قطعه 157، 134 و 23 بازي را خواهد داشت. البته ذکر این نكته 
ضروري است که باند 23 جفت بازي به علت اندازه کوچک آن، معمولاً 
از ژل خارج مي شود. همراهي و ارتباط این پلي مورفیسم با بیماري قلبي 
عروقي مورد بررسي قرار گرفته که نتایج آن در جدول شماره 2 نمایش 

داده شده است.

فراواني ژنوتیپ هاي مختلف این ژن در تعادل هاردي-واینبرگ 
 W و   S آلل هاي  و  ژنوتیپ ها  فراواني  بین  ارتباطي  هیچ  دارد.  قرار 
این ژنوتیپ  تأثیر  )P>0.05(. همچنین  CHD دیده نشد  بیماري  با 
ارتباط  هیچ  اما  گرفت؛  قرار  بررسي  مورد  لیپیدي  پروفایل  روي  بر 
معني داري مشاهده نشد )P>0.05(. فراواني آلل هاي به دست آمده 
در این مطالعه با فراواني حاصل از دیگر مطالعات انجام شده بر روي 
نژاد قفقازي، با استفاده از تست کاي مربع مقایسه شد. نتیجه این که 

مقایسه، تفاوت معني داري را نشان نمي دهد )جدول شماره 3(.

بحث
در این مطالعه ارتباط معني داري بین پلي مورفیسم S19W موجود 
بر روي ژن APO A5 با خطر ابتلا به بیماري قلبي ـ عروقي مشاهده 
بر  پلي مورفیسم  این  تأثیر  زمینه  در  زیادي  مطالعات  تاکنون  نشد. 

این  اکثر   .)16-19( است  شده  انجام  پلاسما  تري گلیسیرید  میزان 
مطالعات بر نقش این پلي مورفیسم در افزایش تري گلیسیرید پلاسما 
صحه گذاشته اند )3 و 4(، اما هنوز مكانیسم این امر مشخص نشده 
است )19(. در مطالعه اي که در چین انجام شد، این پلي مورفیسم 
به  ابتلا  خطر  اما  نداشت؛  پلاسما  سطح  تري گلیسیرید  بر  تأثیری 
از  بنابراین  )14(؛  مي داد  افزایش  به شدت  را  عروقي  قلبي  بیماري 
شدیداً  افزایش سطح  تري گلیسیرید،  بدون  بیماري  خطر  که  آن جا 
افزایش یافته است، تفسیر آن مشكل بوده و این نتیجه جاي تأمل 
افزایش  در  پلي مورفیسم  این  نقش  مطالعه  این  در  دارد.  بیشتري 
تري گلیسیرید پلاسما تأیید نشد. یكي از دلایلي که مي توان براي این 

نتایج متفاوت عنوان نمود این است که ارتباط و همراهي ژنتیكي، 
احتمالي  )Population dependent( است. علت  به جمعیت  وابسته 
در  مي باشد.  مطالعه  به  افراد  خروج  و  ورود  شرایط  امر،  این  دیگر 
و    BMI  1 از جمله  مختلف  فاکتورهاي  لحاظ  از  افراد  مطالعه  این 
از مطالعات  بسیاري  بودند. در حالي که در  غیره همتا سازي شده 
بر  مي تواند  امر  همین  است.  نگرفته  صورت  سازي  همتا  این  دیگر 
روي نتایج آزمایش تأثیر بگذارد. همان طور که قبلًا نیز اشاره شد، 
تري گلیسیرید یک عامل مستقل ابتلا به بیماري قلبي ـ عروقي مي باشد 
میزان  بر  تأثیری  پلي مورفیسم  این  )6(. از آن جا که در این مطالعه، 
مي رسد  نظر  به  منطقي  نتیجه  در  نداشت،  پلاسما  تري گلیسیرید 
که این پلي مورفیسم، ارتباط معني داري نیز با ابتلا به بیماري قلبي 

عروقي نداشته باشد. 

نتيجه گيري
ما در این پروژه ارتباط بین پلي مورفیسم S19W ژن APO A5 را
با احتمال خطر ابتلا به بیماري قلبي ـ عروقي مورد بررسي و مطالعه 
قرار دادیم. نتیجه این مطالعه، عدم ارتباط این SNP با بیماري قلبي 
با  را  معني داري  ارتباط  پلي مورفیسم  این  همچنین  بود.  عروقي  ـ 
پروفایل لیپیدي نشان نداد. پیشنهاد مي گردد که این مطالعه بر روي 
افراد بیشتري صورت پذیرد تا مشخص شود که آیا مطالعات قبلي که 
ارتباط مثبتي را گزارش کرده اند، ناشي از تفاوت هاي قومی بوده یا به 

علت فاکتورهاي مداخله اي مي باشد.
ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
1 -   Body Mass Index
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Abstract

Background & Objective: Apolipoprotein A5 (APOA5) gene is important in determining plasma triglyceride levels, a 
major cardiovascular disease risk factor. Mutation in this gene affected plasma triglyceride level. We looked for possible as-
sociations of the APOA5 gene polymorphism S19W with coronary heart disease (CHD) in a sample of Iranian population.

Materials & Methods: A total of 73 CHD patients and 55 controls were genotyped by polymerase chain reaction–restriction 
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) for this single nucleotide polymorphism. Serum lipids and Fast Blood Sugar 
concentrations were measured in all subjects with enzymatic method.

Results: Allele frequencies observed in our population were 0.041 for the W allele and 0.959 for the S allele which are simi-
lar to other populations )p>0.05). There is no evidence that APOA5 S19W, is a risk factor of CHD in our sample (p>0.05(. 
In addition, we observed no association between the APOA5 W allele and elevated plasma TG levels (p>0.05( in the CHD 
group. This result was also present in the control group (p>0.05(. 

Conclusions: The APO A5 gene polymorphism in S19W gene has no association with the high susceptibility to CHD. 

Keywords:  Apolipoprotein A5, Coronary heart disease, Polymorphism, PCR-RFLP
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