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چکیده

زمينه و هدف: ژن آپوليپوپروتئين      )APO A5( نقش مهمي در تنظیم و کنترل میزان تري‌گليسیريد پلاسما به عنوان كي عامل خطر مهم در ابتلا به بيماري قلبي 
عروقي دارد. جهش در اين ژن مي‌تواند بر روي سطح تري‌گليسیريد پلاسما اثر بگذارد. ما در اين مطالعه به بررسي نقش پلي‌مورفيسم تک نوکلئوتید S19W در ژن 

APO A5 در ابتلا به بيماري قلبي ـ عروقي پرداخته‌ايم.

 APO A5 ژن S19W مواد و روش‌ها: در اين مطالعه جامعه مورد پژوهش، شامل 73 نفر بيمار قلبی- عروقی و 55 نفر شاهد سالم بود. پلي‌مورفيسم تک نوکلئوتیدی
با روش PCR-RFLP مورد بررسي قرار گرفت. پروفايل ليپيدي سرم و قند خون ناشتاي اين افراد نيز با روش آنزيماتكي اندازه‌گيري شد.

نتایج: بر اساس نتایج حاصل از اين پژوهش، هيچ‌گونه اختلاف معني‌داري بين دو گروه شاهد و بيمار از نظر فراواني آلل‌ها وجود نداشت )P >0.05(؛ همچنین تأثیر اين 
.)P>0.05( پلی مرفیسم ژنوتيپی بر روي پروفايل ليپيدي مورد بررسي قرار گرفت؛ اما هيچ ارتباط معني‌داري مشاهده نشد

نتیجه گیری: پلي‌مورفيسم S19W در ژن APO A5 هيچ ارتباط معني‌داري با ابتلاء‌ به بيماري قلبي ـ عروقي ندارد.

PCR-RFLP ،کلمات کلیدی: آپوليپوپروتئين، بيماري قلبي- عروقي، پلي‌مورفيسم

مقدمه
بيماري‌هاي قلبي- عروقی يكي از مهم‌ترین عوامل مرگ و مير افراد در 
جوامع مختلف است؛ به همين دليل مطالعات فراواني به منظور شناسايي 
فاكتورهــاي موثر در ابتلا به ايـن بيمـاري صورت گرفته است. ژن 
آپوليپوپروتئين                               نـقـش كليـدي و مهمـي در تعيين 
APO پلاسما دارد. در موش‌هاي فاقد ژن )TG( ميـزان تري‌گليسیريد

A5 سطح تري‌گليسیريد پلاسما 4 برابر بيشتر از سطح تري‌گليسیريد 
پلاسماي  تري‌گليسیريد  ديگر  طرف  از  مي‌باشد.  سالم  موش‌هاي  در 
موش‌هاي ترانسژنكي كه APO A5 انساني را بيان ميك‌نند، تقریباً كي 
سوم موش‌هاي معمولي مي‌باشد )1 و 2(. مطا‌لعات باليني نيز نقش مهم

APO A5 را بر روي سطح تري‌گليسیريد پلاسما نشان داده‌اند. همچنين 
بيشتر مطالعات موجود، نقشAPO A5  در پيشرفت آترواسكلروز، بعد از 
جراحي عروق كرونر در مردان را نشان مي‌دهند )3(. هنگاميك‌ه ارتباط 
پلي‌مورفيسم‌هاي اين ژن با ميزان تري‌گليسیريد پلاسمـاي انسـان مورد 

ارزيابي قرار گرفت، نشان داده شد كه بعضي از اين پلي‌مورفيسم‌ها با 
سطح تري‌گليسیريد رابطه معني‌داري دارند )4(. تا كنون هيچ مطالعه‌اي 
در زمينه ارتباط اين پلي‌مورفيسم‌ها با بيماري قلبي ـ عروقي در بين 
جمعيت ايراني صورت نگرفته است. پر واضح است كه عوامل محيطي و 
ژنتيكي با هم در ابتلا به CHD1  دخيل مي‌باشند. مطالعات اپيدميولوژكي 
نشان داده است كه افزايش تري‌گليسیريد پلاسما به طور مستقل موجب 
افزايش خطر ابتلا به بيماري قلبي ـ عروقي مي‌شود )5(. اين ارتباط توسط 
مطالعات متاآناليز نيز تأييد شده و بنابراين تري‌گليسیريد به عنوان كي 

عامل خطر مستقل براي بيماري قلبي محسوب مي‌شود )6(. 
از  ارتباط بعضي  بر روي  بين جوامع مختلف،  مطالعات زيادي در 
پلي‌مورفيسم‌هاي ژن APO A5 با سطح تري‌گليسیريد و VLDL2  پلاسما 
انجام شده است )13-7(. طی سال‌های اخیر نیز چندین مطالعه ارتباط 
S19W (GenBank_ID:(معني‌داری را از پلي‌مورفيسم تك نوكلئوتيدي

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
 * نويسنده مسئول: مهدي فصيحي رامندي، مرکز تحقیقات بیولوژی مولکولی، دانشگاه علوم پزشکی 
Email : fasihi.m@gmail.com                         09352561205 :بقیه الله، تهران، ایران، تلفن
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1 - Coronary Heart Disease 
2 - Very Low Density Lipoprotein

تاريخ پذيرش مقاله: 1390/12/16 تاريخ دريافت مقاله: 1390/10/18
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ss4383597 در اگزون شماره 3 ژن APO A5 )كه با عنوان C>G 56 نيز 
شناخته مي‌شود( با ميزان تري‌گليسيريد پلاسما را گزارش نموده‌اند )4 
و 14(. در اين مطالعه ما ارتباط پلي‌مورفيسم S19W را با بيماري قلبي ـ 

عروقي مورد بررسي قرار داديم.

مواد و روش‌ها
جمعیت مورد بررسی: گروه شاهد و بيمار به روش نمونه‌گيري

آسان انتخاب شدند. 73 بيمار قلبی ـ عروقی و 55 فرد سالم كه همگي 
بيش از 50 سال داشتند، وارد مطالعه شدند. بيماران از بين افراد مراجعه 
كننده به بخش قلب و عروق چندین بيمارستان درمانی دانشگاه‌های علوم 
پزشكي انتخاب شدند. اين افراد گرفتگي بيش از 50% در حداقل يكي 
از عروق كرونري را طي آنژيوگرافي نشان داده بودند. گروه شاهد شامل 
افرادي بود كه 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 
تأييد پزشک متخصص مربوطه رسیده بودند. افراد مبتلا به هيپرليپدمي، 
فشار خون، بيماري‌هاي كبدي و كليوي و همچنين خانم‌هاي باردار از 
اين گروه حذف گرديدند. براي هر كي از افراد مورد مطالعه پرسشنامه‌اي 
شامل اطلاعات دموگرافكي، وضعيت پزشكي و تاريخچه خود و خانواده 

آن‌ها پر شد. از تمام افراد تحت مطالعه، رضايت نامه كتبي دريافت شد.
آزمايشات بیو‌شیمیایی: پروفايل ليپيدي )تري‌گليسیريد، كلسترول، 
)HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, ApoA-I, ApoB, Lp(a( افراد به 
صورت آنزيماتكي و با استفاده از يكت‌هاي شركت پارس آزمون اندازه‌گيري 

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

تعيين ژنوتيپ: از هر كي از افراد مورد مطالعه پس از 12 ساعت 
ناشتا بودن، 10 ميلي‌ليتر خون سياهرگي گرفته شد. نيمي از اين نمونه 
خون براي آزمايشات بیو‌شیمیایی و نيمی ديگر براي استخراج DNA مورد 

استفاده قرار گرفت.
DNA با استفاده از روش salting out، از سلول‌هاي هسته‌دار خون 
استخراج )15( و در دماي 4 درجه سانتي‌گراد قرار داده شد. ژنوتيپ 
و   )PCR( پليمراز  زنجيره‌اي  واكنش  از  استفاده  با   APO A5 لوكوس 

تكنكي RFLP تعيين گرديد. 
به منظور تكثير قطعه حاوي پلي‌مورفيسم S19W از پرايمر مستقيم 

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 پیکومول از پرایمرها، mmol/l 3يون منیزیم،
نهایی 50  پلیمراز در حجم  آنزیم  از  از dNTP و دو واحد   400μmol
میکرولیتر بود. مواد PCR از شرکت اینترون کره خریداری شد. واكنش 
)PCR( با استفاده از دستگاه و بر اساس پروتكل مورد استفاده، انجام شد. 
طبق این پروتکل مخلوط واكنش به مدت 10 دقيقه در دماي 95 درجه 
سانتی‌گراد گرم شد، تا دو رشته از هم جدا شوند سپس 35 چرخه برنامه 
تغييرات دمايي ذيل تكرار گرديد: 1 دقيقه در دماي 94 درجه سانتی‌گراد 
جهت واسرشت سازي دو رشته DNA، 30 ثانيه در دماي 60 درجه 

سانتی‌گراد جهت اتصال پرايمر به DNA، 1 دقيقه در دماي 72 درجه 
براي طويل شدن. بعد از اتمام 35 چرخه، مخلوط واكنش به مدت 6 
دقيقه در دماي 72 درجه سانتي گراد باقي خواهد ماند تا عمل طويل 
شدن نهايي انجام شود. محصول 157 جفت بــازي، بـا استفــاده از 
U6 آنزيم محدود كننده )TaqI (MBI Fermentas و به مدت 4 ساعت 
انكوباسيون در دماي 65 درجه سانتي‌گراد هضم شد. محصول هضم، بر 
روي ژل پلي‌اكريلاميد 12% الكتروفورز و با اتيديوم برومايد رنگ‌آميزي 
و مشاهده گرديد. قطعات 134 و 23 جفت باز، بيانگر وجود آلل Ser19 و 

قطعه سالم 157 جفت بازي نشان‌دهنده وجود آلل Tyr19 مي‌باشد.
تجزيه و تحليل آماري: فراواني آلل با شمارش آلل‌ها و محاسبه 
نسبت آن‌ها تعيين و با آزمون كاي مربع قرار داشتن جامعه در تعادل 
هاردي واينبرگ تأييد شد. به منظور اطمينان از اين صحت و قابليت 
مقايسه فراواني آلل‌هاي حاصل از اين مطالعه، فراواني اين آلل‌ها با فراواني 
آللي به دست آمده در ديگر مطالعات انجام شده بر روي نژاد قفقازي، با 
استفاده از آزمون كاي مربع مورد مقايسه قرار گرفت. داده‌هاي مربوط به 
آناليز پروفايل ليپيدي ژنوتيپ‌هاي مختلف با آزمون t با يكديگر مقايسه 
شدند. در نهايت با كمك آزمون كاي مربع توزيع ژنوتيپ و آلل‌هاي مختلف 

در دو گروه بيمار و شاهد با هم مورد مقايسه قرار گرفتند.

نتايج
73 بيمار CHD تأييد شده و 55 فرد سالم وارد اين مطالعه شدند. 
جدول 1 اطلاعات دموگرافكي و نتايج آزمايشات بیو‌شیمیایی اين افراد را 
نشان مي‌دهند. هر دو گروه از لحاظ سن، جنس، نمايه توده بدني و مصرف 
سيگار همتا سازي شدند. اما فشار خون و كلسترول تام و تري‌گليسیريد 
در گروه بيمار بالاتر بود. هيچ اختلاف معني‌دار ديگري در پارامترهاي 

.)P>0.05( بیو‌شیمیایی دو گروه مشاهده نشد

5′–GGC TCT TCT TTC AGG TGG GTC TCC G-3′
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تعيين ژنوتيپ: محصول PCR قطعه‌اي به طول 157 جفت باز 
می‌باشد. پس از برش با آنزيم محدود كننده TaqI و ايجاد باند 134 و 23 
جفت بازي، فرد داراي ژنوتيپ هموزيگوت SS مي‌باشد. اگر در الكتروفورز 
فقط كي باند 157 جفت بازي مشاهده شود، ژنوتيپ فرد مورد آزمايش 
هموزيگوت WW بوده و در صورتي كه فرد هتروزيگوت SW باشد هر 
سه قطعه 157، 134 و 23 بازي را خواهد داشت. البته ذكر اين نكته 
ضروري است كه باند 23 جفت بازي به علت اندازه كوچك آن، معمولاً 
از ژل خارج مي‌شود. همراهي و ارتباط اين پلي‌مورفيسم با بيماري قلبي 
عروقي مورد بررسي قرار گرفته كه نتايج آن در جدول شماره 2 نمايش 

داده شده است.

فراواني ژنوتيپ‌هاي مختلف اين ژن در تعادل هاردي-واينبرگ 
 W و   S آلل‌هاي  و  ژنوتيپ‌ها  فراواني  بين  ارتباطي  هيچ  دارد.  قرار 
اين ژنوتيپ  تأثیر  )P>0.05(. همچنین  CHD ديده نشد  بيماري  با 
ارتباط  هيچ  اما  گرفت؛  قرار  بررسي  مورد  ليپيدي  پروفايل  روي  بر 
معني‌داري مشاهده نشد )P>0.05(. فراواني آلل‌هاي به دست آمده 
در اين مطالعه با فراواني حاصل از ديگر مطالعات انجام شده بر روي 
نژاد قفقازي، با استفاده از تست كاي مربع مقايسه شد. نتيجه اين كه 

مقايسه، تفاوت معني‌داري را نشان نمي‌دهد )جدول شماره 3(.

بحث
در اين مطالعه ارتباط معني‌داري بين پلي‌مورفيسم S19W موجود 
بر روي ژن APO A5 با خطر ابتلا به بيماري قلبي ـ عروقي مشاهده 
بر  پلي‌مورفيسم  اين  تأثیر  زمينه  در  زيادي  مطالعات  تاكنون  نشد. 

اين  اكثر   .)16-19( است  شده  انجام  پلاسما  تري‌گليسيريد  ميزان 
مطالعات بر نقش اين پلي‌مورفيسم در افزايش تري‌گليسیريد پلاسما 
صحه گذاشته‌اند )3 و 4(، اما هنوز مكانيسم اين امر مشخص نشده 
است )19(. در مطالعه‌اي كه در چين انجام شد، اين پلي‌مورفيسم 
به  ابتلا  خطر  اما  نداشت؛  پلاسما  سطح ‌تري‌گليسيريد  بر  تأثیری 
از  بنابراين  )14(؛  مي‌داد  افزايش  به شدت  را  عروقي  قلبي  بيماري 
شدیداً  افزايش سطح ‌تري‌گليسيريد،  بدون  بيماري  خطر  كه  آن‌جا 
افزايش يافته است، تفسير آن مشكل بوده و اين نتيجه جاي تأمل 
افزايش  در  پلي‌مورفيسم  اين  نقش  مطالعه  اين  در  دارد.  بيشتري 
تري‌گليسيريد پلاسما تأييد نشد. يكي از دلايلي كه مي‌توان براي اين 

نتايج متفاوت عنوان نمود اين است كه ارتباط و همراهي ژنتيكي، 
احتمالي  )Population dependent( است. علت  به جمعيت  وابسته 
در  مي‌باشد.  مطالعه  به  افراد  خروج  و  ورود  شرايط  امر،  اين  ديگر 
و    BMI  1 از جمله  مختلف  فاكتورهاي  لحاظ  از  افراد  مطالعه  اين 
از مطالعات  بسياري  بودند. در حالي كه در  غيره همتا سازي شده 
بر  مي‌تواند  امر  همين  است.  نگرفته  صورت  سازي  همتا  اين  ديگر 
روي نتايج آزمايش تأثیر بگذارد. همان طور كه قبلًا نيز اشاره شد، 
تري‌گليسيريد كي عامل مستقل ابتلا به بيماري قلبي ـ عروقي مي‌باشد 
ميزان  بر  تأثیری  پلي‌مورفيسم  اين  )6(. از آن‌جا كه در اين مطالعه، 
مي‌رسد  نظر  به  منطقي  نتيجه  در  نداشت،  پلاسما  تري‌گليسيريد 
كه اين پلي‌مورفيسم، ارتباط معني‌داري نيز با ابتلا به بيماري قلبي 

عروقي نداشته باشد. 

نتيجه‌گيري
ما در اين پروژه ارتباط بين پلي‌مورفيسم S19W ژن APO A5 را
با احتمال خطر ابتلا به بيماري قلبي ـ عروقي مورد بررسي و مطالعه 
قرار داديم. نتيجه اين مطالعه، عدم ارتباط اين SNP با بيماري قلبي 
با  را  معني‌داري  ارتباط  پلي‌مورفيسم  اين  همچنين  بود.  عروقي  ـ 
پروفايل ليپيدي نشان نداد. پيشنهاد مي‌گردد كه اين مطالعه بر روي 
افراد بيشتري صورت پذيرد تا مشخص شود كه آيا مطالعات قبلي كه 
ارتباط مثبتي را گزارش كرده‌اند، ناشي از تفاوت‌هاي قومی بوده يا به 

علت فاكتورهاي مداخله‌اي مي‌باشد.
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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