
 92 تابستان ،ضمیمه ،کمیو ستیب دوره                                      لامیای پزشک علوم دانشگاهی علم مجله           

 237

   ابتلا به سنگ کیسه صفرابا استعداد  8ABCG ژن K400T ارتباط پلی مورفیسم
  
 

  ،1، مهسا خوان یغما1، محمد روشنی1، سارا رومانی1، پدرام عظیم زاده1، امیرهوشنگ محمد علیزاده1سامان میلانی زاده
 1، سیدرضا محبی1 محمدرضا زالی

 
  تهرانشهید بهشتی زشکی علوم پ دانشگاه ،مرکز تحقیقات بیماري هاي گوارش و کبد)1

 
  18/11/91: تاریخ پذیرش         4/2/91: تاریخ دریافت

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  محدودکننده قطعات، پلی مورفیسم، سنگ کیسه صفرا، واکنش آنزیمی8ABCGروتئین پ :واژه هاي کلیدي        

                                                             

تهرانشهید بهشتی زشکی علوم پ دانشگاه ،مرکز تحقیقات بیماري هاي گوارش و کبد :نویسنده مسئول*   

com.gmail@Srmohebbi  :Email   

  چکیده
 در صورت اشباع  اشکال بیماري کیسه صفرا می باشدیکی از شایع ترینکه کیسه صفرا  تشکیل سنگ: مقدمه

 اصلی کلسترول در که یکی از ناقلین 8ABCGتغییر در پروتئین .  رسوب آن افزایش پیدا می کند وصفرا با کلسترول
 K400T  ژنتیکیهدف این مطالعه بررسی تغییر . کیسه صفرا می باشد می تواند منجر به افزایش کلسترول صفرا شود

  .که می تواند بر روي عملکرد این پروتئین مؤثر باشداست 
کنترل قرار فر  ن109بیمار و نفر  111  نفر انجام شد که در دو گروه220این مطالعه بر روي : مواد و روش ها

.  انجام شدشونده محدود  قطعاتقطعه مورد نظر و سپس واکنش آنزیمیتکثیر تعیین ژنوتایپ افراد به وسیله . می گرفتند
  .شناسایی تفاوت هاي بین گروه هاي بیمار و کنترل با تجزیه و تحلیل آماري انجام شد

 1 و تنها C/T افراد ژنوتایپ  درصدC/C ،5/39 افراد ژنوتایپ  درصد5/59 در این مطالعه :ي پژوهشیافته ها
با مقایسه آماري داده هاي دو گروه بیمار و کنترل ارتباط معنی داري بین این پلی . داشتندT/T افراد ژنوتایپ درصد

  .مورفیسم و احتملا ابتلا به سنگ کیسه صفرا یافت نشد
یسه صفرا نقش کلسترول در ک در انتقال ABCG8/ABCG5هترو دایمر پروتئینی  : گیرينتیجهحث و ب

  در این.مؤثر باشدکیسه صفرا د و هر گونه تغییر در این پروتئین ها می تواند در تشکیل سنگ اصلی را بازي می کن
این تفاوت می تواند به .  و ابتلا به سنگ کیسه صفرا یافت نشدK400T بین پلی مورفیسم مطالعه ارتباط معنی داري

  .ن اقوام مختلف باشددلیل تفاوت هاي ژنتیکی بی
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 ٢٣٨ 

 
  
  
 

  قدمهم
تشکیل سنگ در کیسه صفرا و عفونت مزمن 

. باشند ال بیماري کیسه صفرا میشایع ترین اشک کیسه،
 درصد از آمریکایی هاي بزرگسال داراي سنگ کیسه 20

ها را دچار مشکل نمی  باشند که البته آن صفرایی می
 »سنگ کیسه صفراي بدون علامت«به این حالت  کند،
)  سالگی65حدود ( در سن میانسالی).1-3(،گوییم می

 صفرا می درصد از افراد داراي سنگ کیسه 40 تقریباً
ماند مگر این   بدون تشخیص باقی میباشند که معمولاً

 ،Xکه هنگام تشخیص بیماري دیگري توسط اشعه 
تنها زمانی علائم . دسونوگرافی یا جراحی شگم کشف شون

دهد که مجراي خروجی آن  سنگ کیسه صفرا رخ می
درد و یرقان  مسدود شده و کیسه صفرا عفونت کند،

 انسداد مجراي خروجی کیسه به  دلیلبه) پوست زرد(نیز
 درصد از 90 بیش از ).4(،وسیله سنگ به وجود می آید

 زندگی یرا در افرادي که در جوامعسنگ هاي کیسه صف
ها داراي کلسترول زیادي   رژیم غذایی آنکهکنند  می

اگر مایع صفرا در کیسه صفرا با . )5(،کند بروز می است،
ه شکل کریستال رسوب کلسترول ب کلسترول اشباع شود،

تدریج تبدیل به سنگ هایی با ه هاي جامد آغاز شده و ب
 کلسترول توسط پروتئین .گردد اندازه هاي گوناگون می

ناقل . هاي انتقالی خاصی به صفرا ترشح می شود
اختصاصی کلسترول در کیسه صفرا پروتئین هترودایمري 

 و تشکیل شده ABCG8و  ABCG5می باشد که از 
این . )6(،ل در صفرا را فراهم می کنندکلسترول محلو

کاست متصل شونده ( ABCپروتئین جزو خانواده ناقلین 
 از مواد از می باشد که در ترشح انواع مختلفی) ATPبه 

.  نقش دارند ATP با مصرف  سلولعرض غشا به خارج
ساختار این پروتئین ها داراي یک ناحیه متصل شونده به 

ناحیه غشایی متشکل از چند ترمینال و -Nنوکلئوتید در 
ژن . )7(، ترمینال می باشد-Cمارپیچ عرض غشایی در 

8ABCG  در نزدیک ژنABCG52 م بر روي کروموزو 
 یا 85در جهت معکوس هم قرار داشته و به یک ناحیه 

 چند شکلی ژنتیکی .)8،9(، بازي از هم جدا می شوند140
K400T در ژن ABCG8  یکی از شایع ترین پلی

م هاي این ژن می باشد که تا به حال مورد مورفیس
ارتباط این پلی مورفیسم با . بررسی قرار گرفته است

بیماري هاي دیگر از جمله سرطان کیسه صفرا مورد 
اري آن در جمعیت هاي دیگر ذبررسی قرار گرفته و تاثیرگ

میزان استرول هاي خونی و ارتباط آن ها . تایید شده است
. )10(،رد تایید قرار گرفته استبا این پلی مورفیسم مو

اهمیت بالاي این تغییر ژنتیکی و لزوم پیشگیري از ابتلا 
به سنگ کیسه صفرا بررسی بیشتر بر روي این پلی 

 هدف از این مطالعه تعیین .مورفیسم را متضمن می باشد
و  ABCG8 در ژن K400Tارتباط بین پلی مورفیسم 

  .می باشدارتباط آن با ابتلا به سنگ کیسه صفرا 
  مواد و روش ها

این بررسی با مقایسه دو گروه شاهد و بیمار و 
گروه . مشاهده تفاوت هاي ژنتیکی آن دو انجام شده است

 با علائم سنگ افرادي می باشند که نفر 111بیمار شامل 
به بیمارستان طالقانی مراجعه کرده اند و با کیسه صفرا 

فته اند  قرار گرERCPتشخیص سنگ کیسه صفرا مورد 
چنین افرادي که داراي سابقه سنگ کیسه صفرا  و هم

بوده و کوله سیستکتومی شده اند و گروه شاهد شامل 
 سنگ کیسه  خانوادگیافرادي بودند که سابقه نفر 109

پس از . و فاقد سنگ کیسه صفرا بودندصفرا نداشته 
انتخاب افراد مورد بررسی و تهیه رضایت نامه براي 

قیقاتی نمونه خون محیطی از این افراد شرکت در طرح تح
گرفته شده و به بخش ژنتیک مرکز تحقیقات بیماري 

انشگاه شهید بهشتی تحویل داده هاي گوارش و کبد د
 خونی به وسیله روش استخراج DNAدر نهایت . شد

 .نمکی به دست آمد و مورد بررسی ژنتیکی قرار گرفت
 وسیله واکنشبراي شناسایی ناحیه چند شکل از تکثیر به 

توالی پرایمر پیشرو . مرازي استفاده شد زنجیره اي پلی
 -’5اختصاصی مورد استفاده در این واکنش 

GTAAGGTGGCAGGCGACTC-3’ و توالی 
-AATAGAAAGGGCTTAAT-’5 پرایمر معکوس

GTGATATAC-3’این پرایمر ها به وسیله .  می باشد
 طراحی و سپس در پایگاه generunnerنرم افزار 

و مورد تایید قرار  )BLAST( ارزیابیNCBIعاتی اطلا
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مرازي در میکروتیوپ   واکنش زنجیره اي پلی.گرفتند
 انجام شده و مواد مورد 25µl با حجم نهایی 2/0 هاي

 شامل بافر، منیزیم استفاده در این واکنش
 )Super Taq( ها و آنزیمdNTP، )MgCl2(کلراید

ژنومی به  DNA .محصول شرکت ژن فناوران می باشند

 استفاده قرار گرفته و غلظت هر کدام مورد ng 100میزان 
بازه زمانی چرخه هاي .  میکرومولار بود5از پرایمر ها نیز 

رد استفاده در دماهاي مومرازي و  واکنش زنجیره اي پلی
 . مشخص شده است1شماره جدول 

 
 مرازي پلیشرایط دمایی و زمانی واکنش زنجیره اي . 1 شماره شکل

 
مرازي با الکتروفورز بر  صحت انجام واکنش پلی

 و مشاهده باند تکثیر شده با رنگ  درصد1روي ژل آگارز 
آمیزي اتیدیوم بروماید مورد تایید قرار گرفته و محصول 

PCR براي انجام چند شکلی قطعات طولی محدود 
آنزیم به کار . مورد استفاده قرار گرفت) RFLP(شونده

 می باشد که به Hpy166II رفته شده در این سنجش
 طراحی شده و NEBcutter 2.0وسیله نرم افزار 
.  می باشدNew England biolabsمحصول شرکت 

 واحد بر میلی لیتر بوده 10غلظت به کار رفته از آنزیم 
  .است

 3 بر روي ژل آگارز RFLPش ـصول واکنـمح
ده ـده شـاهـدهاي مشـگوي بانـده و الـ برده شدـدرص

هده ــکل را بر عـند شـیه چـ ناحپ اینـوتایـین ژنـتعی
یله ـده به وسـت آمـسیکی به دـلاعات ژنتـاط. تــداش

 از لحاظ آماري مورد بررسی و سنجش SPSSنرم افزار 
رف ـطالعه ارتباط سن، جنس و مصـ در این م.رفتـقرار گ

ورد ـفرا نیز متیسه صـتلا به سنگ کـمال ابـگار با احتـسی
  .تـرار گرفـی قـبررس

  ي پژوهشیافته ها

 که  نفر مورد بررسی قرار گرفت220 در این مطالعه
 55 در گروه بیماران.  دو گروه بیمار و کنترل جا داشتنددر

زن بوده و در مقابل در گروه  درصد 45مرد و درصد 
 6/30 . زن بودند درصد5/50 مرد و درصد 5/49 کنترل
  مصرف می کردند در حالی کهسیگاراز بیماران درصد 

نداشته اند، از  سیگاررف مص آن ها تا به حال  درصد4/69
 افراد مصرف  درصد7/25 گر در گروه کنترلطرف دی

 مصرف نمی سیگار افراد  درصد3/74  و داشته اندسیگار
تعیین  8/50 میانگین جمعیت مورد مطالعه .کرده اند

وجود یک جایگاه شناسایی براي آنزیم محدود . گردید
 )C/A(کننده باعث شد که در صورت هترو زیگوت بودن

سه باند و در صورت هوموزیگوت بودن با شناسایی 
 عمل نکردن دو باند و در صورت) C/C(کامل
الگوي . تنها یک باند قابل شناسایی باشد) A/A(آنزیم

 1شماره  برش قطعات توسط آنزیم محدود کننده در شکل
 245 قطعات حاصل عبارتند از .قابل مشاهده می باشد

 با آنزیم محدود نوکلئوتیدي در صورت برش نخوردن
مرازي می  کننده که در واقع همان محصول واکنش پلی

در صورت اثر  نوکلئوتیدي 55 و 190و قطعات . باشد
  .هآنزیم محدود کنند
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 ٢۴٠ 

 
؛  داراي سه باندC/Aهتروزیگوت =؛ ب100bpمارکر =الف.  الگوي قطعات برش خورده به وسیله آنزیم محدود کننده.2 شماره شکل

 A/Aهوموزیگوت =؛ ثC/Cهوموزیگوت =پ،ت
  

 5/59 طبق الگوي برش قطعات مشاهده شده
 افراد داراي  درصد5/39  داشته وC/C ژنوتایپ درصد

 باقی مانده داراي  درصد1 می باشند و C/T ژنوتایپ
 بود و  درصد3/79  برابرC شیوع الل . بودندT/Tژنوتایپ 

.  داشت درصد7/20 برابرشیوعی  در کل جمعیت Tالل 

ماري گروه هاي بیمار و کنترل به صورت مجزا بررسی آ
براي شناسایی پراکندگی ژنوتایپی و اللی در جمعیت مورد 

 ، مشاهده می شود1  شمارهمطالعه نتایجی را که در جدول
  .به دست آورد

  
  
  

 پراکندگی ژنوتایپی و اللی نمونه ها در جمعیت مورد مطالعه .1 شمارهجدول
  دادتع)درصد(بیمار تعداد)درصد(کنترل
)6/59(65 )5/59(66 C/C 
)4/39(43 )6/39(44 C/A 

)1(1 )9/0(1 A/A 

  ژنوتایپ

)4/79(173 )3/79(176 C 
)6/20(45 )7/20(46 A 

 الل

  
 و )P=0.178(طبق یافته هاي این مطالعه، جنس

 ارتباط معنی داري با ابتلا به )P=0.116(مصرف سیگار
ا بیماري ارتباط   بTبیماري نداشته اند اما سن با آزمون 

 بدین منظور در بررسی هاي )P<0.001(خود را نشان داد
 با سنگ کیسه صفرا K400T  ارتباط پلی مورفیسمآتی در

 به عنوان عامل از یکسان سازي داده ها بر مبناي سن

این بررسی ارتباط نتایج حاصل از .  استفاده شدمداخله گر
 پلی معنی داري را بین ژنوتیپ ها و الل هاي این
داده . مورفیسم با ابتلا به سنگ کیسه صفرا نشان ندادند

 قابل 2  شمارههاي حاصل از این مطالعه در جدول
  مشاهده می باشند

.  
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، داده ها از نظر سن یکسان سازي  در ابتلا به سنگ کیسه صفراK400T ارتباط ژنوتیپ ها و الل هاي پلی مورفیسم .2 شماره جدول
  .شده اند

CI95درصد  

 پایین بالا

OR P  

 C/C 1  مرجع
981/1 617/0 106/1 733/0 C/A 
792/5 182/0 104/3 433/0 A/A 

 C 1  مرجع
594/1 633/0 017/1 984/0 A 

 
  بحث و نتیجه گیري

اشباع صفرا به وسیله کلسترول مرحله اولیه در 
 در صورتی که .تشکیل سنگ هاي کلسترولی می باشد

یش از حد طبیعی باشد به میزان کلسترول در صفرا ب
راحتی رسوب کرده و به وسیله صفرا پوشیده شده و ایجاد 

 در ABCG5همراه  به ABCG8 ).11(،سنگ می کند
جذب و ترشح کلسترول به کیسه صفرا نقش اصلی را بر 

این دو پروتئین به همراه هم در پایداري . عهده دارند
 در موش. می کنندمیزان کلسترول در صفرا همکاري 

هایی که با دستورزي ژنتیکی این پروتئین ها به میزان 
 کلسترول غذایی و کاهش جذببش از اندازه بیان شوند 

 ).12،13(،می شودمشاهده افزایش دفع کلسترول در صفرا 
 طی بررسی هاي انجام شده توسط ونگ و همکاران

احتمال ایجاد سنگ کیسه صفرا در اقوام مختلف متفاوت 
 احتمال ایجاد سنگ کیسه صفرا در چنین ، هممی باشد

 این ).14(،افراد مذکر بیشتر از افراد مؤنث بوده است
در جمعیت  اوت ژنتیکی متفهايتفاوت ها به دلیل استعداد

پلی مورفیسم ها به صورت . می باشد مختلفهاي 
مستقیم دلیل ابتلا به بیماري نمی باشند اما تغییرات تک 

 ننوان یکی از مهمترینوکلئوتیدي در ژنوم افراد به ع
عامل هاي افزایش یا کاهش احتمال بروز بیماري ها 

 این مطالعه براي بررسی ارتباط ناحیه .محسوب می شوند
با احتمال ابتلا  ABCG8در ژن  K400Tپلی مورفیک 

 انجام شده یبه سنگ کیسه صفرا در یک جمعیت ایران
 برروي یافته هاي حاصل پلی مورفیسم موجودطبق  .است

فاقد تاثیر بر ابتلا به سنگ کیسه صفرا می  ABCG8ن ژ

در صورت یکسان سازي داده ها از نظر سن نیز . باشد
ارتباط معنی داري بین ابتلا به بیماري و ژنوتایپ ها و الل 

چنین  هم. هاي این چند شکلی مشاهده نشده است
ارتباطی بین جنسیت و احتمال ابتلا به بیماري یافت نشده 

 را K400Tات متعددي ارتباط پلی مورفیسم مطالع. است
 میزان ،با میزان کلسترول موجود در خون بررسی کرده اند

استرول هاي خونی متفاوت را با تغییرات ژنتیکی 
ABCG8 در مطالعه اي  ).10(،مورد بررسی قرار داده اند

میزان پلات و همکاران انجام شده است که توسط 
د بررسی قرار گرفته استرول هاي پلاسمایی افراد مور

 با تغییر استرول هاي پلاسمایی K400Tاست و ژنوتایپ 
 فعالیت K همچنین حاملین الل خون ارتباط داشته است

ABCG8 و به ،)15(،بیشتري را از خود نشان داده اند 
نظر می رسد که این افراد توان بیشتري در بازجذب 

ته طبق یاف. کلسترول و ترشح آن به صفرا داشته باشند
 که بر روي یک جمعیت 2010هاي سیداپورام در سال 

هندي انجام شده بود ارتباط معنی داري بین توضیع اللی 
 این پلی مورفیسم و سنگ کیسه صفرا یافت نشده است

در صورتی که میزان لیپید پلاسمایی و صفراوي این افراد 
مورد بررسی قرار گرفته و ارتباط مستقیمی را با ژنوتیپ 

اما در مطالعه اي که . )11(،اد نشان داده استهاي افر
توسط ونگ و همکاران بر روي یک جمعیت چینی انجام 
شده است مشاهده شده که در صورت یکسان سازي داده 

 نسبت به Kها از نظر سن، مردان حامل الل غیر اصلی 
 برابر 31/2  به میزان)T(مردان داراي ژنوتایپ اصلی

گ کیسه صفرا را نشان می افزایش احتمال ابتلا به سن
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 و همکاران سید رضا محبی- ابتلا به سنگ کیسه صفرابا استعداد  8ABCG ژن K400T ارتباط پلی مورفیسم

 ٢۴٢ 

چنین   هم)P=0.023, CI%95=1.12-4.76.(دهند
 میزان تري گلیسرید پلاسمایی پایین Kمردان حامل الل 

 و میزان فسفولیپید صفراوي پایین )P=0.044(تر
 را نسبت به افراد هوموزیگوت داراي الل )P=0.035(تري

T در صورتی که این ارتباط در جنس مؤنث نشان داده اند 
یافته حاضر با مطالعاتی که  .)14(،مشاهده نشده است

توسط سیداپورام انجام شده است هماهنگی دارد اما از 
علت . نظر نتیجه با مطالعات ونگ تفاوت نشان می دهد

این اختلاف می تواند به دلیل تفاوت قومیتی بین جوامع 
مختلف باشد که تاثیرات متفاوت الل هاي یک ناحیه پلی 

طبق مشاهدات انجام شده میزان . بب می شودمورف را س

کلسترول موجود در خون ارثی بوده و پلی مورفیسم 
ABCG8  در تغییرات ژنتیکی میزان کلسترول خون مؤثر
 به علت افزایش احتمال  افزایش کلسترول.)10(،می باشد

 رسوب و تشکیل کریستال هاي کلسترول در صفرا
فزایش می دهد اما احتمال ابتلا به سنگ کیسه صفرا را ا

ژنوتایپ هاي متفاوت پلی مورفیسم اخیر در احتمال ابتلا 
به سنگ کیسه صفرا در یک جامعه ایرانی مؤثر نمی باشد 

تفاوت یافته هاي بررسی حاضر نسبت به که نشان دهنده 
 دیگر جوامع می باشد و نشان  پیشین بر روي هايیبررس

 جامعه در K400Tدهنده تفاوت عملکرد پلی مورفیسم 
  .مورد مطالعه می باشد
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Abstract 

Introduction: Gallstone disease is a very 
common disease of gallbladder. Gallstone 
formation occurs when too much cholesterol 
is secreted into bile, leading to bile super-
saturation and precipitation. Alteration in 
abcg8 protein which is one of the key 
transporters in gallbladder could result in 
increased bile cholesterol level.  The aim of 
this study was to analyze the T400K genetic 
change that could have an effect on the 
function of this protein. 
 
Materials & Methods: This study was 
conducted on 220 people, dividing into two 
groups of cases (n=111) and controls 
(n=220). Genotyping was carried out by 
amplification of the target sequence followed 
by restriction fragment length polymorphism. 
Detection of any differences between cases 
and controls was done via statistic analysis. 

 
Findings: In this study, frequencies of the 
genotypes C/C, C/T and T/T were 59.5%, 
39.5% and 1%, respectively. After statistical 
analysis of the data, there were no ass-
ociations between this polymorphism and 
gallstone susceptibility. 
 
Discussion & Conclusion: The heterodimer 
protein, abcg5/abcg8, has a key role in the 
transportation of cholesterol in gallbladder 
and any changes in these proteins could result 
in gallstone formation. We could not find any 
association between T400K polymorphism 
and gallstone formation. This differentiation 
may be a result of genetic drifts among ethnic 
groups of populations. 
 
Keywords: ABCG8 protein, polymorphism, 
gall stone, restriction fragment length poly-
morphism 
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