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 چکیده

 به عنوان یک بیماری مزمن سبب ایجاد هزینه های اقتصادی و اجتماعی زیادی در دنیا  2دیابت نوع و هدف:  مقدمه

می باشد که بر  CYP3A4امروزه ژن های متعددی در ارتباط با دیابت شناسایی شده است که یکی از آنها ژن  .می شود

متعلق به آن می باشد. ژن  p450قرار گرفته و بیشترین تعداد سوبسترا در بین آنزیم های سیتوکروم  7روی کروموزوم 

CYP3A4 هر چند که محل اصلی تجمع پروتئین آن درکبد و  ،رددر شبکه آندوپلاسمی همه بافت ها به جز مغز حضور دا

با بیماری  CYP3A4بررسی ارتباط احتمالی بین واریانتهای خاصی در ژن پژوهش حاضر، هدف اصلی پروستات است. 

 بود. 2دیابت نوع 

عه کننده به مراج مبتلا بیمار 111 و سالم فرد 111 از خون های نمونه شاهدی -در این مطالعه موردی  مواد و روشها:

کلروفرم با پروتئیناز -با استفاده از روش ترکیب فنل DNAکلینیک دیابت علی اصغر زاهدان جمع آوری گردید. استخراج 

K  صورت گرفت.انجام شد. تعیین ژنوتیپ افراد به وسیله تعیین توالی 

الی ( در سطح توبه تغییر درکنفورماسیون پروتئین نتایج نشان دهنده عدم وجود تفاوت های معنی داری )منجرها: یافته

در مقایسه با  نمونه های  2بدست آمده از بیماران دیابتی نوع  DNAدر بین نمونه های  CYP3A4نوکلئوتیدی در ژن 

 سالم بود.

یران وچستان ادر جمیعت سیستان و بل CYP3A4نتایج بدست آمده نشان دهنده عدم ارتباط اسنپ در ژن   گیری:نتیجه

 بود. 2با خطر بروز بیماری دیابت نوع 

 ، تعیین توالیCYP3A4، ژن 2دیابت نوع های کلیدی: واژه
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 مقدمه و هدف

یک بیماری مزمن جدی است که سبب ایجاد  2دیابت نوع 

هزینه های اقتصادی و اجتماعی زیادی در سرتاسر دنیا شده 

است. شیوع دیابت برای تمام گروه های سنی در سراسر 

درصد تخمین زده شده و انتظار می رود که تا سال  8/2دنیا 

 .(1)درصد(  4/4این میزان تقریباً دو برابر شود ) 2131

شیوع دیابت به طور فزاینده ای در حال افزایش است، هر 

 11میلیون نفر به این بیماری مبتلا می شوند و هر  7سال 

ثانیه یک نفر به دلیل عوارض این بیماری جان خود را از 

شیوع بیشترین  2120. به علاوه تا سال (2) دست می دهد

 .(3) دیابت در کشورهای در حال توسعه اتفاق خواهد افتاد

 7/8سال  10-44شیوع دیابت در جمعیت ایرانی سنین 

همچنین، شیوع دیابت  .(4) تخمین زده شده است درصد

و در جمعیت بالای  درصد 4-0/4در جمعیت ایرانی  2نوع 

ایران و دیگر  .(0) می باشددرصد  14سال بیش از  31

کشورهای در حال توسعه با اپیدمی شیوع بیماری مواجه 

های تک ژنی که فقط بیماری هستند. برخلاف بسیاری از

نقص در یک ژن علت اصلی بیماری است، در دیابت چندین 

های ژن در ایجاد بیماری دخالت دارند که بعضی از ژن

ژن  41اند. تا به امروز بیش از درگیر هنوز شناسایی نشده

مرتبط با این بیماری مشخص گردیده است. هر چند که 

لا برای همه ژنها هنوز کام ارتباط بیوشیمیایی آنها با بیماری

ها در سنتز برخی هورمون  p450روشن نیست. سیتوکروم 

های جنسی مانند استروژن و پروژسترون نقش کلیدی 

دارند. همچنین در سنتز و متابولیسم کلسترول و ویتامین 

D  نیز موثر هستند. اهمیت ویژه دیگر این  آنزیم ها در

. (4) در کبد استمتابولیسم مواد زنوبیوتیک به ویژه 

و ابتلا به  CYP3A4مطالعات حاکی از ارتباط بین ژن 

ی بر روی مطالعه ا در انسان است. 2بیماری دیابت نوع 

نفر در ژاپن نشان داد که جایگزینی اسید آمینه  0205

در ژن  13585جای آدنین در موقعیت گوانین به 

CYP3A4  2113. در سال (7)ارتباط دارد  2با دیابت نوع 

و سرطان  CYP3A4دیگر ارتباط بین ژنوتیپ  مطالعات

. در پژوهشی (8) پستان یا پروستات را نشان داده است

مبتلا به دیابت  بیماران درصد 24که  محققان نشان دادند

های ژنتیکی در ژن گیرنده انسولین ی موتاسیونادار 2وع ن

 .(5)باشند می

 2118و همکاران در سال  Wangدر مطالعه ای که توسط 

و   Gly482Serهایبر روی ارتباط بین پلی مورفیسم 

Thr528Thr   در جمعیت چین  2این ژن و دیابت نوع

 Gly482Serجنوبی انجام شد گزارش کردند که تنها 

ع به طور معنی دار متفاوت بین بیماران دارای یک توزی

 ارتباط داشت 2دیابتیک و افراد سالم بوده و با دیابت نوع 

(11). 

بدین منظور شناسایی توالی این ژن در بیماران دیابتی و 

  در آن ژنی  مقایسه آن با شاهد و بدست آوردن فراوانی

تحقیقات آینده درباره عوامل ژنتیکی  تواند راهگشای می

ررسی بابتلا به این بیماری باشد. هدف از انجام این تحقیق 

و ارتباط آن با بیماری  CYP3A4تنوع ژنتیکی در ژن 

 .در استان سیستان و بلوچستان می باشد 2دیابت نوع 

 مواد و روش ها

 تهیه نمونه ها

 111و  2بیمار مبتلا به دیابت نوع  111این مطالعه بر روی 

فرد سالم به عنوان کنترل انجام شد. افراد دیابتی از مراجعه 

کنندگان به کلینیک دیابت علی اصغر زاهدان و گروه کنترل 

از افراد سالم که معیارهای ابتلا به دیابت و سابقه فامیلی 

وم نداشتند بصورت این بیماری را در اقوام درجه اول و د

تصادفی انتخاب شدند. ابتلا به دیابت با معیارهای سازمان 

بالاتر از  (FBS)بهداشت جهانی به صورت قند خون ناشتا 

mg/dl 124 یا قند دو ساعته پس از مصرف گلوکز

(DGTT) بیشتر از mg/dl 211  و با مصرف داروی ضد

دیابت به تشخیص پزشک تعریف شد. نمونه گیری پس از 

ارائه آگاهی لازم و کسب رضایتنامه کتبی از افراد انجام 

 گرفت.

 ژنوتیپ تعیین و خون گیری نمونه

میلی لیتر خون  0از هریک از افراد مورد مطالعه به میزان 

گرفته شد. سپس  EDTAمحیطی در لوله های حاوی 

DNA یناز کلروفرم با پروتئ-با استفاده از روش ترکیب فنل

K  میکرولیتر از  411مطابق پروتکل زیر استخراج شد. ابتدا

خون افراد با یک میلی لیتر بافر سرد تجزیه گلبول قرمز 

میلی مولار  Hcl-Tris11 ،مولار درصد 32)ساکاروز 

(pH=7.5)، 2MgCl 0  درصد 1میلی مولار و -Triton
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X100 )  درجه  4دقیقه در دمای  11مخلوط و به مدت

سانتی گراد قرار داده شد. نمونه های مخلوط شده با بافر 

درجه سانتی گراد  4دقیقه در دمای  11لیز کننده به مدت 

در دقیقه سانتریفوژ شد. پس از خاتمه  13111با دور 

سانتریفوژ محلول رویی دور ریخته شد و به لخته باقیمانده  

میلی لیتر بافر سرد تجزیه گلبول قرمز اضافه و با  1مجددا 

میلی لیتر  1دور در دقیقه سانتریفوژ شد. سپس  3111دور 

 31به همراه  (NaCl/EDTA)بافر تجزیه گلبول سفید 

 Kمیکرولیتر پروتئیناز  20و  درصد SDS 11میکرولیتر 

درجه سانتی گراد  37اضافه و به مدت یک شب در دمای 

ها و  لیپیدبه حل شدن  SDSید )گرما گذاری گرد

به شکستن پروتئین ها و هیستون ها کمک  Kپروتئیناز 

میکرولیتر فنل اشباع شده به  011می کند(. متعاقبا  مقدار 

در دقیقه  13111دقیقه با دور  11هر لوله اضافه و به مدت 

 ،درجه سانتی گراد سانتریفوژ شد. در این مرحله 4در دمای 

وب جدید منتقل و به همان میزان محلول رویی به تی

کلرفرم/ایزوآمیل الکل اضافه و به آرامی مخلوط و مجددا با 

دقیقه سانتریفوژ گردید.  0در دقیقه به مدت  11111دور 

است به تیوب جدید منتقل  DNAسپس فاز دوم که حاوی 

و به نسبت یک و نیم برابر حجم آن ایزوپروپانول سرد اضافه 

درجه سانتی گراد  21دمای منفی  ساعت در 1و به مدت 

 قرار داده شد.

در دقیقه  13111دقیقه با دور  10تیوب ها به مدت  

 011سانتریفوژ و محلول رویی تخلیه و رسوب حاصله با 

درصد سرد شستشو داده شد. پس از  71میکرولیتر الکل 

میکرولیتر بافر  111رسوب داده شده با   ،خشک شدن الکل

TE  درجه  21حل و تا انجام مراحل بعدی در دمای منفی

 سانتی گراد نگهداری شد.

 و تعیین توالی PCRانجام 

از سایت  CYP3A4برای انجام این واکنش ابتدا توالی ژن 

NCBI  مشخص و توسط نرم افزار هایCLC Main 

Workbench  و نرم افزارهای آنلاین مانندIdtDNA 

oligo analyzer  وPrimer 3  طراحی پرایمرها از نظر

محل اتصال و دارا بودن ویژگی های مطلوب مورد بررسی و 

از یکتا بودن  NCBI Blastآنالیز قرار گرفت و نیز توسط 

 (.1)جدول  محل جفت شدن آغازگرها اطمینان حاصل شد

مورد  CYP3A4: مشخصات آغازگرهای ژن 7جدول شماره 

 استفاده در این تحقیق

Revers Primer Forward Primer 

CACAAAACACAAC

ACCAC 

CCCCACACAAATA

CATCC 

GC% = 44.44 GC% = 50.0 

TM: 51.6 TM: 53.9 
 

آغازگرها با میانجی گری شرکت پیشگام، از شرکت کره تهیه 

و به صورت لیوفیلیزه خریداری شد. به منظور به دست 

آوردن دمای اپتیمم اتصال آغازگرهای واکنش زنجیره ای 

با شیب دمایی از دستگاه ترموسایکلر  (PCR)پلیمراز 

 04)آلمان( استفاده و دمای  Eppendorfساخت شرکت 

میکرولیتر از PCR ، 2گرفته شد. برای انجام  درجه در نظر

DNA 2میکرولیتر از آنزیم  0/12 ،الگو×Master Mix 

RED  شرکت پیشگام( و یک میکرولیتر از پرایمر های(

Forward   وReverse (21 را با )پیکومول در میکرولیتر

یکدیگر مخلوط و حجم نهایی آن با آب مقطر دوبار تقطیر 

برنامه اجرایی سیکل های  .نده شدمیکرولیتر رسا 20 به

PCR  درجه  50واجد مراحل زیر بود: واسرشتگی اولیه در

سیکل شامل:  30دقیقه و سپس  0سانتی گراد به مدت 

 31درجه سانتی گراد به مدت  50واسرشتگی ثانویه در 

درجه  04الگو در دمای  DNAاتصال پرایمر ها به  ،ثانیه

طویل شدن رشته الگو در  ،ثانیه 31سانتی گراد به مدت 

ثانیه و طویل شدن  31درجه سانتی گراد به مدت  72دمای 

 دقیقه بود.  7درجه سانتی گراد به مدت  72نهایی در دمای 

در ژل   PCRمیکرولیتر از محصول  0 ،پس از انجام واکنش

 70دقیقه تحت تاثیر ولتاژ  41درصد به مدت  2ز آگار

 111ه با استفاده از نشانگر الکتروفورز شد. قطعات تکثیر شد

 (. 1جفت باز ارزیابی شد )شکل
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برای انجام واکنش تعیین توالی   PCRمحصول سپس 

از طریق شرکت تکاپو زیست به کشور کره فرستاده شدند 

 ABI (capillary system) 3730 XLو با دستگاه 

تعیین توالی شدند. واکنش تعیین توالی برای اطمینان 

هم انجام شد.  (Reverse)بیشتر، با پرایمر برگشت 

 ،Chromasحاصل با  استفاده از نرم افزارهای نتایج 

DNAstar  و Gene runner  و پس  (2آنالیز )شکل

، توسط نرم NCBIاز تصحیح با توالی مرجع در سایت 

 .همردیف شدند ClustalWافزار 

 یافته ها

نمونه خون محیطی افراد بیمار  111این پژوهش،   در

نمونه خون محیطی افراد  111و  2مبتلا به دیابت نوع 

سالم جمع آوری گردید. دو گروه بیماران و کنترل از نظر 

در این پژوهش در  جنسیت و سن یکسان انتخاب شدند.

نفر زن و در گروه  41نفر مرد و  41گروه بیماران، تعداد 

 زن بودند. نفر 00مرد و  نفر 40افراد سالم تعداد 

حاصل از خون افراد   DNAنمونه 10در مطالعه حاضر در

حاصل از خون افراد  DNAنمونه  10دیابتی به همراه

 تنوع ژنتیکی  جهت بررسی PCRسالم توسط تکنیک 

 

 گرفت قرارمورد استفاده 

در هر مورد وجود باند اختصاصی با اندازه مورد نظر و 

موفقیت آمیز بودن نتایج  مویدباندهای اضافی،  انفقد

PCR  (.1می باشد )شکل 

 

033 

 

 (F-J)و افراد بیمار  (A-E)در افراد سالم  CYP3A4ژن  PCR: نمونه 1شکل شماره 

 

 

  CYP3A4. هالوگرام تعیین توالی شده قسمتی از ژن 2شماره  شکل
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نتایج حاصل از تعیین توالی و همردیف سازی آن با استفاده 

نشان داد که توالی این ژن در  ،ClustalWنرم افزار از 

 (.3تمام نمونه ها)بیمار و کنترل( کاملا یکسان بود )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ClustalWافراد بیمار و سالم با استفاده از نرم افزار  CYP3A4. نمونه همردیفی توالی ژن 3شکل شماره 
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 بحث و نتیجه گیری

 نتایج روشنی ،مطالعات ژنتیکی وسیع انجام شدهبا وجود 

 2های مرتبط با بیماری دیابت نوع در مورد ژن ها و اسنپ

و همکاران در  Yamadaدر مطالعه  به دست نیامده است.

 بیمار دیابتی با استفاده از روش 1441بر روی  2117سال 

جایگزینی  مشخص گردید که پلی مورفیسم ،تعیین توالی

در ژن  13585ای آدنین در موقعیت گوانین به ج

CYP3A4  2با محافظت در برابر ابتلا به دیابت نوع 

و  2112و همکاران در سال  Wang .(11)همبستگی دارد

در بین  CYP3A4با بررسی ژن  ،Yamadaهمچنین 

بیماران پیوند کلیوی با استفاده از روش تعیین توالی نشان 

باعث افزایش  CYP3A4*1G/*1Gدادند که ژنوتیپ 

. همچنین (12, 11) خطر ابتلا به رد پیوند می باشد

Ruzilawati  بررسی ژن با  2117و همکاران در سال

CYP3A4  نفر افراد سالم با استفاده از تکنیک  121در بین

PCR-RFLP  نشان دادند که جهشی برای آلل

CYP3A4*4  وCYP3A4*5  وجود نداشته و برای

 . (14, 13) وجود دارد  CYP3A4*18 آلل

 مطالعات دیگر بطور همزمان بر روی ارتباط دو ژن

TCF7L2   وCYP3A4  با حساسیت به دیابت نوع دو

 rs12255372نشان داد که بیمارانی که در موقعیت 

داشتند نسبت به افرادی که واجد  TTهموزیگویتی 

بودند پس از گذشت دو ساعت از  GGیا  TGهتروزیگوس 

نسولین کمتری غلظت ا (GTT)تست مقاومت به گلوگز 

زیادی در ارتباط با این ژن و دیابت تحقیقات  .(10)داشتند

گزارش شده است و گزارشات بالا بخشی از آنها را  2نوع 

نشان می دهد. نتایج تعیین توالی تحقیق حاضر بیانگر این 

تفاوت معنی داری در سطح توالی نوکلئوتیدی در بود که 

بدست آمده از  DNAدر بین نمونه های  CYP3A4ژن 

مقایسه با  نمونه های سالم که  در  2بیماران دیابتی نوع 

منجر به تغییر درکنفورماسیون پروتئین گردد وجود نداشت 

 Bustosو  Ruzilawatiکه نتایج حاصل با نتایج 

با توجه به اینکه در این  .(14, 13)همکاران مطابقت دارد

در هیچکدام از افراد مورد  CYP3A4در ژن اسنپ  ،بررسی

توان گفت که این اسنپ کمیاب و یا مطالعه یافت نشد می

در این جمعیت  2احتمالا غایب، نقشی در بروز دیابت نوع 

 ندارد. اگرچه توزیع و تاثیرگذاری بسیار متفاوت این اسنپ

در مطالعات  .(18, 17)در جوامع مختلف نشان داده شد 

انجام شده دیگری به صورت متا آنالیز بروی تعداد زیادی از 

ا های این ژن بدر بیشتر موارد ارتباطی بین اسنپ ،افراد هم

. که می تواند (21, 15)یافت نشد  2بیماری دیابت نوع 

 عغیر شایهای ها به ویژه اسنپفرضیه احتمال ارتباط اسنپ

رد کند. بنابراین در این گونه مطالعات را با این بیماری 

ج  نتای ،هایی با رده سنی بالاممکن است با انتخاب نمونه

ی ژنتیکی این بیماری لذا بررس آید.تری  به دست مطمئن

 های دخیل در آن اسباب پیشها و ژنو شناسایی لوکوس

گیری موثری را فراهم نموده و سبب شناخته شدن احتمالی 

 .های درگیر در این بیماری خواهد بوداتیولوژی و مکانیسم

نمونه  PCRبا توجه به دقت روش تعیین توالی محصول 

توان پیشنهاد کرد که می ،انتخابی در جمیعت مورد مطالعه

نتایج به دست آمده در این مطالعه مبنی بر عدم وجود 

ممکن است دلیل بر توزیع  ،CYP3A4اسنپ در ژن 

 های مختلف جهانی باشد.ها در جمعیتمتفاوت اسنپ

 تشکر و قدردانی

این پژوهش بخشیییی از پیاییان نیامه حمید حیدری قرائی    

با کد  بلزا هنشگادا نتیکژ شتهر شدار شناسیرکا ینشجودا

از  سیلهو  بییدین .باشد می IR-UOZ-92. 11اخلاق 

  یستز وهگرو  مپزشکیدا هنشکددا نکنارکاو  ساتیدا

برای را  زملا تمکاناا که بلزا هنشگادا معلو هنشکددا شناسی

 .شود می سیگزاری  سپا ه انددنمو همافر هشوپژ ینا منجاا

ضییمنا هی   گونه تعارض منافع توسییط نویسییندگان بیان  

 نشده است.
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Abstract 

Introduction: Type II diabetes is a chronic disease that causes many economic and social 

costs all over the world. Currently, different genes are known to have associations with 

diabetes, one of which is CYP3A4 gene on chromosome 7. This gene belongs the largest 

number of substrates regarding cytochrome p450 enzymes. CYP3A4 gene is found in 

endoplasmic reticulum of all tissues except brain; however, the main source of its protein 

accumulates in the liver and prostate. The main purpose of the present study is to 

investigate whether there is any predictable associations between specific variants of 

CYP3A4 gene and type II diabetes. 

Materials and Methods: In this case-control study, 100 blood samples of  healthy 

individuals as well as 100 blood samples of patients referring to diabetes clinic of Ali 

Asghar in Zahedan were collected. DNA extraction was performed using phenol-

chloroform method combined with proteinase K. The determination of individuals' 

genotype was done by a sequencing method. 

Results: The results of the study showed no significant differences (causing to alter protein 

conformation) between DNA samples of type two diabetic patients and those of healthy 

samples in terms of nucleotide sequence in CYP3A4 gene. 

Conclusion: With regard to the statistical analysis of the results, it can be concluded that 

there is no associations between SNPs in CYP3A4 gene and the risk of type II diabetes in 

the population of Sistan and Baluchestan province in Iran 

Keywords: Type II diabetes, CYP3A4 Gene, Sequencing 
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