
P- ISSN  1991-8941 ,  E-ISSN 2706-6703                 (JUAPS)                                                       Open Access        مجلة جامعة الانبار للعلوم الصرفة                    

2016,10 ( 3 ) :01-20 

 

20 

 PCR-RFLPفي عينة سكانية عراقية باستعمال تقانة  ABOالتنميط الجيني لجين        

 سعد محمد الندا       لؤي محمد عبدو     قبس حسين علاوي 
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 ABOوالتعفف ع ىلففى اناففالا الألففم    ABOهدفت الدراسة إلى الكشففا اليئي ففي ليففمي ميففامي  الففدم  
شخصففام مففي الأ,ففماال صفف  المصففون ىلففى العمنففا  مففي  100في ىمنة سكانية ى اقية. إشففتالت الدراسففة ىلففى 

م كففئ ومففوت التتنيففا  اة يا يففة فففي جامعففة النبفف يي وادعنففة واففدانل والعمنففة  بففارا ىففي نم كامفف  وصفف  اسففتعاان 
جئا مي الدم الكام  في الكشا ىي مياوىة الدم وإستعاان الط يتة الس ي ية التففي صعتاففد ىلففى صلاىفف  ال ففد 

 ABOضوىلت قطعتان مي جففمي  .PCR-RFLP  للتنايط اليئي ي وإستعاان صتانة والاست د واليئا الآخ
والتطعة الثانية فففي  261وصت اي النموكلموصمدا  6ل صت  التطعة الأولى في اةكسون 9الواق  ىلى ك وموسوم  

إكسففونا  ل نففت  مففي  7إنت ونففا  و  6مففي  ABO) عتكففون جففمي  703والات ففانة النموكلموصمففدا  7اةكسففون 
زوج قاىفففدا.  298زوج قاىفففدال ففففي  فففمي نفففت  مفففي م فففاىلة التطعفففة الثانيفففة  468اىلة التطعفففة اىولفففى م ففف 

ت نففواص  صلاىفف   ألففم   ميففامي  الففدم  261,703هفف م الأكففاروز. صامففئ النموكلموصمففدا   %2ىلففى  PCRرُ لفف 
A, B, O  د الأون بواسففطة إنئياففا  التتممففدل وفففي هفف ا الدراسففة اسففتعالت اتنففان مففي إنئياففا  التتممفف Kpn1 

 ويمفففدن اةنفففئي  الثفففاني 261 والففف ح دمفففدن المففف ع الاوجفففون ففففي قاىفففدا الكفففوانمي ضفففاي النموكلموصمفففدا 
Alu1 رُِ   ناص  ىاليا  الب فف  703اةستبدان الاوجون في قاىدا الكوانمي الى اىننمي ضاي النموكلموصمدا .

مي ه م اىكاروز لاشاهدا التط  الناصيةل قورنت جاي  التط  م  الدلم  المياففي   %2بب ا اةنئياا  ىلى  
دن   أ يامبففا. أ بفف   نتففا   صتانففة  كفففان  Aناففو ج  وو مياوىففة الففدم  28أن مفففي بففمي  PCR-RFLPو ففُ

ناا ج  وو ط ز وراتية متيانسة   (%4.0218)5و AOناو ج  وو ط ز وراتية هيمنة  (23.9782%)23
AA  ناففو ج  وو مياوىففة الففدم   26ل بمناا كان مي بففميB 24(22.6809%)  مففنب   وو طفف ز وراتيففة هيمنففة
BO  مففففففنب   وو طفففففف از وراتففففففي متيففففففان   (%3.3191)2وBB  وو طفففففف از وراتففففففي  (%38)38و OO  و

أوضففمت الدراسففة أنففج ى عوجففد أح  ل كاففا 2O. ا بفف   الدراسففة وجففون ألمفف  AB وو طفف از وراتففي  (8%)8
 . إخت ع ىند متارنة الناط الاظب ح والناط اليمني

 

 الكلمات المفتاحية: 
 ،  التنايط اليمني 

   ، ABOجمي 
 ، ىمنة سكانية ى اقية 

PCR-RFLP. 

  

 

 

 

 

 

 

 المقدمة 
مي قب  العال    1900ىام    ABOأكتُشِا نظام ميامي  الدم  

ل و سب صو,يف الانظاة الدولية لنت  Karl Landsteinerالناساوح  
 International Society of Blood Transfusion (ISBT)الدم  
نظام    29هناك   ان  اى  الدمل  لتصنيف  في  ABOنظام   اىسب  
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E-mail address:  

 

التشخيص واىستعاان لب ا اكتسب ه ا التااعئ متارنة واىنظاة اىخ ى 
الما اا  الدم  النظام خ دا  إ  دتس  ه ا  صداوى  و شب ال  اكث ها  وا,بح 

(SRed Blood Cells (RBC     ميامي أربعة   و   Bو    Aإلى 
AB(1).و O     الدم   فمو,ا صطور لايامي   اليمني  للتنايط  ىدعدا 

هي   جئي ية  صتنيا   وص انت  مست داصبا   Polymeraseلاع فة 
Chain Reaction (PCR)    وpolymerase chain reaction - 

restriction fragment length polymorphism(PCR-RFLP) 
 polymerase chain reaction – Single Strandو  
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Conformation Polymorphism(SSCP)    وPCR 
Amplification of Specific Alleles(PASA)   في مكنت  والتي 

صمدعد الأناالا الوراتية لايامي  الدم ىلى الاستوى اليئي ي ك لك أمكي 
صمدعد موق  اليمي الاسؤون ىي صمدعد الأناالا الوراتية وما دعب  ىنبا 

الدم  مظب يا   ك وموسوم    ABOلايامي   ه ا   وبب ال  9ىلى  أنخلت 
التتنيا  في الاختب ا  الطبية بداا مي صمدعد الأناالا الوراتية لايامي  
الوراتية ىلى  الأم اض غم   صشخيص  إلى  اليئي ي  الاستوى  الدم ىلى 

 . اد ا الاستوى اليئي ي
د  وسيطة  صمالم   صصاي   الدم  لايامي   اليئي ي  الأساس  فب   ي  اكي مك 

مست د   استعاالبا مطاوتة  الى  وماجة  ه   ال عي  للا ضى  نم  لتوفم  
SRBC    الدم خ دا  لو دا   الاظب ح  التنايط  ىلى  اةىتاان   م  

إختبار ك  (2) لكي  أكث ل  وقتا  دستا ق  اليمنية  الأناالا  صملم   أن  رغ  
للدم  نقيتة  مطاوتة  عوف   اليمني  الاستوى  ىلى  والواهب  الا يض  مي 

أىُتاد      Alloimmunizationsويان   اى    التنايط صتانة  إضافية. 
إكتشاع من   الدم  ميامي   لتنايط  أساسا    Landsteinerالاصلي 

الد لايامي   اليمنيوزم  ج  التنايط  صواف   م   لكي  ا انح   مل  للتباعي 
 Single Nucleotide Polymorphism   النموكلموصمدا  

Genotyping     الأولية الاختب ا   أ د  الدم  بنك  دصبح  أن  ممتا  
. كاا إن  ساب PCR  (3)الاتخصصة في اةستلانا مي تورا صكنلوجيا  

بطج والا ض أو البش ح الاتنوع والتدرا ىلى ر   الايمي في    SSNPىدن  
خط ا وبتااع  الأف ان في اةستياوة للع ج ديع  التنايط الاعتاد ىلى 

SSNP   الشخصي الطب  في  صشارك  أن  شأنبا  مي  صتنية 
Personalized Medicine  ل كاا ديع  طب نت  الدم واثاوة معالية

ف ندةل أح أن مطاوتة الواهب م  الاستل  في مواق  ىدا ىلى الاستوى 
وا أنظاة  اليمنومي  إلى  مي  دوت  ABO, Rhةضافة  دتل   إسلوب  ل 

 .(4)التاني  ال اصي ناخ  اليس  
 ق العمل ائالمواد وطر 

  جمع العينات:  
مي   الدم  ىمنا   جا   ىشوا ية    100 ص   وصورا  شخص 

الدم الوريدح وُ لظ ت في 2015خ ن شب  آ ار لعام   ل و لك وسمب 
صمتوح   الت زن 4Cᵒبدرجة   ارا    EDTAانابمب  إختبار  وأج ح  ل 

الدم   واياوىا   ك    Rhوىام     ABOالخاص  نم  مياوىة  وصمدعد 
 شخص وصورا مباش ا. 

  إستخلاص الحامض النووي المجيني:

ىوليت ىمنا  الدم الاتياد ببدع إستخ ص الاانا الوراتية  
DNA  تخدام ىدا اىستخ صوإسDNA Extraction   TMgSYNC 
Kit   الايبئمي ش كةGeneaid . 

 :تقدير تركيز ونقاوة الدنا المستخلص
ل اان   النب   جباز  في  الاستخلص  الدنا  ىمنا   نُب    

النانوية   التط ا  و دا  وإستخدام  التتدع   أج ح   Nano dropصيانسبال 
أخ     (BioDrop, UK)ش كة   المي ا   مادك ولت   1إ   في  ووض  

الخا,ة في اليباز وأىطي أم  القياس مي جباز الماسوب الاتص  وج 
(5 .  

 تحديد الدنا المستخلص:
كاية    الاستخلص م  ,باة   مادك ولت   5مُئج ت  الدنا  مي 
ل ورُ ل ت الناا ج ىلى ه م الأكاروز بت كمئ  Loading Dyeالتمام   

 .  (5ووتت ت النتا   والتصوي  1%
 :PCRتفاعلات 

الايمني   الدنا  م اىلة  وإستخدام   Genomic DNAصات 
 (6)مياوىتمي مي البوانىا وك  مياوىة خا,ة واوق  معمي.  سب  

كالتاليل  هي  المالية  الدراسة  في  الاستخدمة  النموكلموصمدا   صسلس   
 .1)وكاا مبمنة في جدون )

 PCR-RFLPة تقان (: البوادىء المستخدمة في 1جدول ) 

T
em

p
er

a
tu

re
 

A
n

n
ea

li
n

g
 

L
en

g
th

 

S
y

n
th

es
is

 N
o
 

P
ri

m
er

 S
eq

u
en

ce
s

 

P
ri

m
er

 

5
8

 ̊C
 

2
1

 

6
8

7
9

7
6

3
7

 

F
 5

´ 
_

 

G
G

G
A

G
G

G
T

T

T
G

T
T

C
C

T
A

T

C
T

C
 _

 ´
3

 

O
 g

en
e

 

5
8

 ̊C
 

2
0

 

6
8

7
9

7
6

3
8

 

R
 5

´ 
_
 

A
A

T
G

T
C

C
A

C
A

G
T

C
A

C
T

C
G

C
C

 _
 ´

3
 

5
8

 ̊C
 

1
9

 

6
8

7
9

7
6

3
9

 

F
 5

´ 
_

 

G
C

A
G

C
T

G
T

C
A

G
T

G
C

T
G

G
A

 _
 ´

3
 

B
 g

en
e

 



P- ISSN  1991-8941 ,  E-ISSN 2706-6703                 (JUAPS)                                                       Open Access        مجلة جامعة الانبار للعلوم الصرفة                    

2016,10 ( 3 ) :20-29 

 

22 

5
8

 ̊C
 

2
1

 

6
8

7
9

7
4

0
 

R
 5

´ 
_
 

G
T

A
G

A
A

A
T

C
G

C
C

C
T

C
G

T
C

C
T

T
 _

´3
 

 تخفيف البادئات:
ش كة    البوانئجُبئِ     ميلا   IDT DNAمي  ناص   وشك  
مختللة.    Lyophilized Productوالتب يد   وإضافة         وبت اكمئ 

مي مختللة  النموكلممئ  أ يام  مي  الخالي   Nuclease Free  الااا 
Water  .سب ص كمئ البانىا الايبئ  

   :تحديد درجة الإلتحام الملائمة
 Thermalص  ىا  ب نام  مندرج   ارح    البوانئوعد صخفيف  

Gradient    جباز الب نام     التدوي في  ص اي  نرجة  12 الم ارحل 
ل وص  إختيار ناا ج ناص  الت خي  لست    ◦م  ̊ (61-55)  ارية مختللة  

اةلتمام   نرجة   ارا  وُ دن     Annealingنرجا    اريةل 
temperature    مكونا  خليط التلاى    للك  البان مي  ◦م 58.6 وهي

 . (2لب ا اةختبار موضمة في جدون 
 لتحديد درجة الإلتحام  PCR(: مكونات خليط تفاعل (2جدول 

Volume Component 

12.5µl Green Master Mix 

1µl Forward Primer 

1µl Reverse Primer 

1µl DNA template 

8.5µl Nuclease-Free Water 

25µl Total Reaction volume 

ال من  الثانية  للمجموعة  بالنسبة  ذاته  -ABO-F2, ABOبوادئ والخليط 
R2 . البادئين.حُدِد البرنامج ذاته لكلا و 
 

 :تضاعف جين مجاميع الدم
مي  اىولى  الاياوىة  وإستخدام  كافة  الناا ج  ص اىلت 

الابمنة آنلال إ  أستخدمت للكشا   (ABO-F1, ABO-  R1)  البوانئ
الألم    قطعة  يابا    Oىي  قاىدا   486وا اىلة  صموح   زوج  التي 
ط يتة    261النموكلموصمدا    ل Single-Round PCR   (7)وأىتاد  
صلاى    والائي     PCRلك   )الكايا   جدون  في  و سب    3مبمنة 

جدون) في  الابمي  التدوي  4الب نام   جباز  في  التلاى   انيئ    
  .(8الم ارح 

 PCR(: يبين مكونات تفاعل ال 3جدول ) 
Volume Component 

25µl Green Master Mix 
2µl Forward Primer 
2µl Reverse Primer 

4µl DNA template 
17µl Nuclease-Free Water 
50µl Total Reaction volume 

 
 (: برنامج التضاعف للبوادىء المستخدمة (4جدول 
درجة الحرارة   المرحلة

̊C 
 عدد الدورات الزمن

 min 1 5 95 بدء المسخ
  sec 0.35 94 المسخ

 sec 0.35 58.6 الالتحام 35
 sec 0.35 72 الاستطالة

 min 1 10 72 الاستطالة النهائية 
أىمد التلاى   اصج والخطوا   اصبا ىلى جاي  الناا ج م  ف ق 

وهو   البانىا  للكشا    (ABO- F2, ABO-R2)صبدع   والاستخدم 
الألم    قاىدا   289وا اىلة قطعة  يابا    Bىي  صمتوح   زوج  التي 
 . 703النموكلموصمدا 

  التسلسلي:ليل نواتج تفاعل البلمرة تح
لناص    اليئي ية  الأ يام  م     PCRُ دن     DNAوالاتارنة 

molecular size marker(100 bp ladder DNA)     كاية  6ل 
مي الدلم  المياي رُ لوا ىلى ه م   ميك ولت    5مي الناص  و    مادك ولت 

بت كمئ   ىند    %2الأكاروز  اللولتية  ساىةل   80وضُبط ت  لادا  فولت 
الاصط الب م  الب م  فُمِص  صصوي   و دا  وإستخدام  وُ,وِر   Gelبغ 

Documentation  زوج قاىدا 468 ,298 . كان واضما وجون المئم
  . (5والاتارنة م  الدلم  المياي 

 الهضم الإنزيمي       
 :  إختبار الإنزيمات المقيدة

ص كمئيي   إختبار  وهاا    مختللميص   اةنئيامي    5 و    2.5لك  
للإنئي  مادك ولت     ,0.8 0.5و    Kpn1للإنئي  الاتمد الأون  مادك ولت   

الثاني   المامض   ALU1الاتمد  مي  ناا ج  م   التتطي   ناص   ورِ   
 .  DNA Ladderوالدلم  المياي  DNAالنووح 

   :بواسطة الإنزيمات المقيدة PCRهضم ناتج تضخيم  
متدار   ناص     مادك ولت     5أخِ   ص    PCR  ص خي مي  وال ح 

الأون   البانىا  وإستعاان  وقُطِ  (ABO-F1, ABO-R1) ص خياج 
مي   مادك ولت   5منج و    مادك ولت   2.5وإضافة    Kpn1واةنئي  التاط   
وج الخاص  بدرجة  البل   الناا ج  ُ  ن ت  اةضافا   جاي   إصاام  وعد   .

37 ̊C   طون اللمovernight  2ورُ ل ت ىلى ه م اىكاروز بت كمئ% 
الب م  صصوي   بو دا  و,ور  اةتمدعوم  ب وممد  وصباة  الب م  . وُ,بِغ 
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ل لكي الل ق   ALU1أج يت نل  الخطوا  الساوتة م  اةنئي  التاط   
-ABO-F2, ABO)أن ناص  الت خي  كان وإستعاان البانىا الثاني  

R2)  وهو اةنئي   لب ا  الا اع  والاتدار  لب ا   0.8µlل  اللعالية  لأن 
 .(7)اةنئي  مختللة ىي اةنئي  الأون 

 
 Gelبتقانة  ABO: تفسير الانماط الجينية لمجاميع الدم  (5)جدول 

Documentation Unit (9) 

88 bp 201 bp 173 pb 295 pb 
Blood 

Genotyping 

- - + + OO 

+ + - - AB 

- - + + AO 

- - - - AA 

+ + + + BO 

+ + - - BB 

 
 النتائج والمناقشة 

 :  المستخلص DNAنوعية  
اةستخ ص ط يتة  إلى  انلا  واةستنان  نو ية  الاوضمة  فإن  ل 

لتلاى      DNA  وكاية م  اة  كانت  إن PCRالاستخلص  كاا  ل 
ط يتة   فب ا   Spin Column Methodإستخدام  في  لكل  نور  لج 

 . (1)ل شك (10)الط يتة صمسي ك  مي الناص  العا د والنتاوا 
 

 
الترحيل الكهربائي على هلام الأكاروز للحمض النووي  : (1)شكل 

 Spin Columnوبإستخدام طريقة   لاشخاص مختلفي مجاميع الدم
Method ,في حين تمثل  . اذ تمثل الحروف الانماط المظهرية لمجاميع الدم

 الارقام الواقعة تحت الانماط المظهرية ارقام العينات.
 :التنميط الوراثي لمجاميع الدم

   :تحديد درجة الإلتحام الملائمة للبادئات المستخدمة
وهي  نرجا    ارية  أرب   أن  الكب با ي  الت  م   نتا    بمنت 

م  اة كدرجا  التمام للبانىا الأون   (60.0 ,58.6 ,57.3 ,56.4)
(ABO-F1, ABO-R1   ( الم ارا  نرجتي  بمناا  ى  60.6 ,55ل    

دظب   ل   البانىا  مث  لب ا  م  اة  إالتمام  كدرجا   إىتاانها  داكي 
الدرجتميل في الم ارية    ناص  ىند هاصمي  الدرجا    ,57.3) مي كانت 

الثاني   (60.6 ,60.0 ,58.6 للبانىا  إلتمام  كدرجا   م  اة 
((ABO-F2, ABO-R2    55بمناا ى داكي إىتاان نرجتي الم ارا, 

 .(2)   كدرجا  إلتمام م  اة لب ا البانىال شك (56.4
 

 
على هلام الأكاروز والمستحصل   PCR(: الترحيل الكهربائي لناتج (2شكل 

عليه بإستخدام الزوجين من البادئات وبدرجات إلتحام مختلفة للبادئ. تمثل  
بالعمود السابع, ويمثل العمودان الثامن والثالث عشر  (M) الدليل الحجمي  
الأول, في  واللتان لم تُظهِرا ناتج للبادىء  ◦م 60.6و  55درجتي الإلتحام 

حين تمثل الأعمدة التاسع والعاشر والحادي عشر والثاني عشر درجات  
والتي أظهرت ناتج   ◦ م 60.0و   ◦م 58.6و  ◦ م 57.3و   ◦م56.4الإلتحام 

  56.4و   ◦م  55لهذا البادئ. ويمثل العمودان الأول والثاني درجتي الإلتحام 
 57.3للبادئ الثاني والتي لم تُظهِرا ناتج لهذا البادئ, أما درجات الألتحام   ◦م

والتي أظهرت ناتج لهذا البادئ   ◦م60.6 و  ◦ م 60.0و ◦ م 58.6و   ◦م
 فتمثلت بالأعمدة الثالث والرابع والخامس والسادس.

 
مي   فك ا  البان مي  لك   م  اة  التمام  نرجة  اديان  فك ا  صعتب  

ل PCRقت واليبد وصينب الخطأ قب  البدا بتلاى    شأنبا اختصار الو 
التمام وا دا م  اة لك   الدراسا  ان صكون نرجة  الكثم  مي  اىتاد  
وانئ ومختللة ىي اىخ  في  الة استخدام اكث  مي وانئ في الدراسةل 
ا,  ست   مي  نرجا    ارية  ت ت  ان  فوجد  المالية  الدراسة  في  اما 

 ا يبا لك  وانئ م  اة كدرجا  التمام لك  نراجا    ارية ص  ص  م  نت 
اةلتمام   نرجة  أختم    م  اة   ◦م58.6 البان ميل  إلتمام  كدرجة 

   .لكلمباا
  تضاعف جين مجاميع الدم:

البان ا ل   صات مي  مياوىتمي  وإستخدام  الناا ج  م اىلة 
ضاىلت قطعة  يابا     (ABO-F1, ABO-R1)فالاياوىة الأولى  
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قاىدا مي     468 النموكلموصمدا    DNAزوج  ل شك  261والماوية ىلى 
البان ا  لت خي  قطعة   (3) الثانية مي  في  مي أستخدمت الاياوىة 

ان   المي     DNAمي  قاىدا     289 ا   ىلى زوج  والماوية 
  . 4ل شك  ) 703النموكلموصمدا
 

 
على هلام الأكاروز   PCR(: ناتج الترحيل الكهربائي لناتج 3شكل ) 

اذ يمثل العمود الثامن   والمستحصل عليه بإستخدام الزوج الأول من البادئات.
, أما الأعمدة الأول, العاشر, الثالث عشر, الرابع عشر  (M)الدليل الحجمي 

, وتمثل الأعمدة الثاني, الثالث,  Bوالخامس عشر فتمثل النمط الظاهري  
, في حين يتمثل  Oالرابع, السابع, التاسع والحادي عشر النمط الظاهري 

في العمودين الخامس والسادس, ويتمثل النمط الظاهري   Aالنمط الظاهري 
AB .في العمود الثاني عشر 

 

 
على هلام الأكاروز,   pcr(: ناتج الترحيل الكهربائي لناتج 4شكل ) 

والمستحصل عليه بإستخدام الزوج الثاني من البادئات, إذ يمثل العمود الأول 
والعاشر فتمثل النمط    , أما الأعمدة الثاني , السادس(M)الدليل الحجمي 

,  Bوتمثل الأعمدة السابع, التاسع والحادي عشر النمط الظاهري   Aالظاهري 
 في العمود الرابع.  ABفي حين يتمثل النمط الظاهري  

التالية    الاتام ا   أن   25µl master mix, 17µl)وجد 
deionized water, 2µl of each allele  specific primer 

and 4µl DNA template)  ل مثالية للت خي  في مئي  صلاى  ومي
ل فالتام  في الاتام ا  الا كورا قد دكون لج صأتم  ض م    مادك ولت   50
ولكي اوعد مي ه ا الادى عؤنح الى إختلاا المئم   -أو لي  لج صأتم -

أو ببوصبا أو  تى ص شمبا وىدم  بورهال وىلى العك  ماكي أن صظب  
قوية جدا وه ا م الاستخدمة ونورا    ئم  الت اكمئ  صتلم   أو  بئيانا   صبط 
وجد   الم اريةل  الت اىا   (1996)واخ ون    Tunالتلاى   فش   أن 
لأق  مي   2Mgclوص كمئ    1µlلأق  مي    DNAمتعلق وإنخلاض ص كمئ  

1.5µMاةلتمام نرجة   ارا  وخصوص   .Annealing 
Temperature    التي الساوتة  الط ق  ىي  مختللا  كان  فتمدعدها 

بتواف   البان ا .  مي  مياوىة  لك   خا,ة  إلتمام  نرجة   ارا  صستخدم 
ليمي   الاثلى  البان ا    ABOالظ وع  مي  اىون  الئوج  وباستخدام 

(ABO-F1, ABO-R1)    ان قط   ص خي   قطعة   DNAص   ونتيت 
المياي    468ومي    والدلم   متارنتبا  ىند  قاىدا   DNAزوج 

marker(M)    ل في  مي نت  مي ص خي  انDNA     289قطعة ومي 
البان ا    مي  الثاني  الئوج  استخدام  ىند  قاىدا   ,ABO-F2)زوج 

ABO-R2)   فوق مناطق  في  وموجونا  متوقعة  غم   صظب   ئم  ول  
ط يتة   أستخدمت  الاطلوب  مث  فلي Monoplex PCR المي  

وان ا     4استعاان  ويت     Multiplex PCRالبموت التي صستخدم ط يتة  
متوقعة  غم   صظب   ئم  ما  غالبا  التلاى   خليط  نل   في  أكث   أو 

 .(8)إ ا ما قورنت والدلم  المياي  600bpوأ يامبا فوق 
 الهضم الإنزيمي    

المقيدة الإنزيمات  الناصية  :  إختبار  التط   م  ظة  مي  صبمي 
إختيار وص   للتتطي ل  م  امي  الت كمئيي  ك   أن  الكب با ي  الت  م    مي 

الأون    2.5µlالت كمئ   التاط   للإنئي    0.5µlوالت كمئ    Kpn Iللإنئي  
 .(5) شك , Alu Iالتاط  الثاني 

الدم بتقنية تباين اطوال   التعدد الشكلي لجين مجاميع  تحديد 
المقيدة: الدنا  صلاى     قطع  ناص   صتممد  ىليج   PCRص   والاستمص  

وإستخدام  (ABO-F1, ABO-R1)وإستخدام الئوج الأون مي البان ا  
الاتمد   شك Kpn Iاةنئي   اليمنية   (6ل  الأناالا  وصلسم   فب   داكي    

  والاتارنة م  التط  الناصية والتي 7و )   (6)الناصية مي خ ن جدون
لأح داكي  الط يتة  بب ا  الكب با يل  الت  م   وعد  رؤيتبا  أن   صت   وا ث 

 دمدن الأناالا اليمنية وسبولة.
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  PCRلنماذج قطع   (: ناتج الترحيل الكهربائي على هلام الأكاروز (5شكل 

وبتركيزين مختلفين لملاحظة    Alu Iو   Kpn Iمقيدة بالإنزيمين المقيدين 
ويمثل العمود   (M)نماذج التقطيع. إذ يمثل العمود الخامس الدليل الحجمي 

ويمثل  مايكرولتر 2.5بتركيز  Kpn Iمقيد بالإنزيم  BOالأول النمط الوراثي 
,  مايكرولتر 5مقيد بالإنزيم المذكور بتركيز   BOالعمود الثاني النمط الوراثي 

 Aluمقيد بالإنزيم   BOفي حين يمثل العمودين الثالث والرابع النمط الوراثي  
I  تمثل الأعمدة الباقية من  مايكرولتر 0.8و   مايكرولتر 0.5بتركيزين .

 العمود السابع إلى العمود الرابع عشرنماذج من الحامض النووي.

 
  PCR(: ناتج الترحيل الكهربائي على هلام الأكاروز لنماذج قطع 6شكل ) 

إذ   .ABOلتعطي الأنماط الوراثية لمجموعات الدم   Kpn I مقيدة بالإنزيم  
  AO, يتمثل النمط الوراثي (M)يمثل العمود الرابع عشر الدليل الحجمي 

ثاني  بالعمودين الأول والثاني, وتمثل الأعمدة الثالث, الثامن, التاسع وال
, في حين يمثل العمودين الرابع والعاشر النمط الوراثي BOعشرالنمط الوراثي  

BB  وتمثل الأعمدة الخامس, السادس والحادي عشر النمط الوراثيAB   ,
فيتمثل بالعمود السابع ويمثل العمود الثالث عشر    OOأما النمط الوراثي 

هو قطعتين   صلية . **ناتج التقطيع الكامل للقطعة الأ2OOالنمط الوراثي  
 وناتج التقطيع الجزئي ثلاث قطع بينما يعطي عدم التقطيع قطعة واحدة فقط.

 
(: تفسير الأنماط الجينية الناتجة من الهضم بالإنزيمات المقيدة  6جدول ) 

 .PCRلنواتج 
هضم الإنزيم القاطع 

Restriction Enzyme 

Digestion 

 الأنماط الجينية المحتملة

ALU 1                                   
Kpn1 

 Completeالهضم الكامل 

digestion 
BB OO 

 Partialالهضم الجزئي 

digestion 
AB, BO AO, BO 

 Noعدم حدوث هضم 

digestion 
AA, AO, OO AA, AB, BB 

 PCRناتج (: أحجام القطع التي ظهرت بعد هضم 7جدول ) 
الأنماط الجينية 
Genotypes 

Kpn1 Alu1 

OO 295, 173 289 
AA 468 289 
AO 468, 295, 173 289 
BB 468 201, 88 
BO 468, 295, 173 289, 201, 88 
AB 468 289, 201, 88 

2OO 468, 295, 173 289 
 

داكي صلسم  ما ورن في اليداون أى ال أنج في  الة الب   
 468bpللتطعة الأ,لية  ا  المي     Complete Digestionالكام   

وأ يام   قطعتمي  قاىدا  173 ,295عنت   لوجون   زوج  صعد مؤش   والتي 
الاتااتلة    Oالألم    المالة  وه ا   OO  Homozygous Allelesفي 

 ,468 ل بمناا صنت  التط   وا  الأ يام التط  والتالي كاعل  لب ا الألم 
قاىدا  173 ,295 الوراتية    زوج  الأناالا  صاث    BOو    AOوالتي 

متباعنة   ألملية  الب     Heterozygous Allelesبت اكمب  في  الة 
للتطعة Partial Digestionاليئ ي   الب    إنعدام  في  الة  أما  ل 

ا الأناالا  وجون  نلم   فب ا  هي  كاا  وبتاؤها   و  AA لوراتية  الأ,لية 
في ناص  التتطي . فإ ا ل    Oف   ىي صأكمد إنعدام الألم   BB  و  ABو

 467ديب أن دكون    PCRموجونا فإن ناص  ان   261صكي النموكلموصمدا
O Allele-Specific Fragment    قاىدا موق  زوج  دخلق  وال ح 

التاط    وألم   Kpn1شط  للإنئي   ل لكي إ ا O  ىلى التسلس  الخاص 
النموكلموصمدا صكون   261كانت  أن  ديب  الناصية  التطعة  فإن  موجونا 

وى عوجد موق  قط  خاص للإنئي ل ل لك إ ا هُ ا ت    زوج قاىدا  468
 زوج قاىدا295 و     173ه ا التطعة وشك  كام  فالتط  الناصية هي  

الألم    الاتيانسة    Oويُام ئ  المالة  التطعة    OOفي  زوج   295وصكون 
والاستمص  ىليج   PCRوعدها ص  صتممد ناص  صلاى    كاؤش  لج.  قاىدا

البان ا    مي  الثاني  الئوج  ( (ABO-F2, ABO-R2وإستخدام 
 . 7ل شك  ) AluIاةنئي  الاتمد  وإستخدام
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(: ناتج الترحيل الكهربائي على هلام الأكاروز لنماذج قطع  7شكل )
PCR  مقيدة بالإنزيمAlu1  لتعطي الأنماط الوراثية لمجاميع الدم

ABOذ يمثل العمود الرابع عشر الدليل الحجمي . اDNA 
marker(M) 100 bp   يتمثل النمط الوراثي ,AO  بالعمودين الأول

اشر والحادي عشرالنمط الوراثي   والثاني, وتمثل الأعمدة الثالث, الع
BO  في حين يمثل الأعمدة الرابع, التاسع والثالث عشر النمط ,
, أما  ABويمثل العمود الخامس والسادس النمط الوراثي  BBالوراثي 

فيتمثل بالعمود السابع والثامن ويمثل العمود الثاني  OOالنمط الوراثي 
  كامل للقطعة الأصلية. **ناتج التقطيع ال2OOعشر النمط الوراثي 

هو قطعتين وناتج التقطيع الجزئي ثلاث قطع بينما يعطي عدم التقطيع 
 قطعة واحدة فقط.

 
  داكي صلسم  ناص  الب    3-3  و )3-2والعونا إلى جدون )

المي    الأ,لية  ا   للتطعة  الكام   الب    في  الة  زوج   289وأنج 
والتي صعد مؤش  لوجون   زوج قاىدا  88 ,201صنت  قطعتمي ومي     قاىدا
الاتااتلة     Bالألم  المالة  ب لك كاعل  لألم     BBفي  أما في Bوهي  ل 

 ,289  وأ يام   الة التتطي  اليئ ي للتطعة الأ,لية فمنت  ت ت قط
قاىدا    88 ,201 الوراتية  زوج  الأناالا  صاث    BO و     ABوالتي 

متباعنةل ألملية  الأ,لية    بت اكمب  للتطعة  الب    إنعدام  في  الة  وأخم ا 
الوراتية   الأناالا  نالة ىلى وجون   OO و   AO و AAفتبتى كاا هي 

الألم    إنعدام  قطعة    Bومؤكدا  إلى  اةنتباا  م   التتطي .  ناص   ان في 
DNA     التي ى صب   وك  اةنئيامي والتي هي مؤش  لوجون الألمA 

المالة   اليمني في ه ا  الناط  إنج إ ا AAوشك  م اىا ويكون  . أح 
التبدن الما,  في قاىة الكوانمي   Gبدى ىي الكوانمي    Aكان الأننمي  
الأننمي   النموكلموصمدا  (G→Aإلى  ضاي  مي   703   الناصية  فالتطعة 

صكون   أن  ديب  ويكون   B Allele-Specific Fragmentالت خي  
ل ل لك إ ا ه ات ه ا التطعة وصورا Alu1ب لك موق  شط  للإنئي   

وصكون   زوج قاىدا  88 ,201كاملة واةنئي  الا كور فالتط  الناصية هي  
 . Bكاؤش  لألم   زوج قاىدا 88التطعة 

اليمني  الأناالا  صمدعد  الأسالمب  ص   وإستخدام  الدم  لايامي   ة 
اليئي ية المدعثة والتي أنيئ   وإستخدام كاية قلملة مي الماض النووح 

DNA  (11)   ما صمدعد  ىلى  قانرا  ليست  الاصلي  التنايط  ط ق  لأن 
في  وصااع ا   صباعنا   مي  الدم  ميامي   ىي  الاسؤون  اليمي  دمتويج 

الورات  التنايط  ط ق  أىتُاد    ل لك  صتنية صتاوعاصجل  ومنبا  اليمي  لب ا  ي 
PCR-RFLP  (12)   التعدن ىي  الدراسة  ومثت  التتنية  ه ا  وإستخدام 

ناو ج  وح الناط الظاه ح   38 الشكلي لب ا اليمي ووجد إن مي بمي  
O     الوراتي    27 ب للناط  ناو ج  املمي   11و     1OOف ن  املمي 

الوراتي   هو  2OOللناط  أ دهاا  ألملمي  مي  الأخم   عتألا    Oالألم ل 
  Gطل ا الم ع الاتاثلة وتاىدا الكوانمي   261وفيج صت اي النموكلموصمدا

ال ح ى دمتوح ىلى   Oواىخ  هو ا د الم      1Oوالاع وع والألم 
والنموكلموصمدا   الما,   في   261الم ع  الناط  ه ا  مث   دُسي    ول   ل 

 (13)  (2012)واخ ون    Al-meriنراسة التنايط اليمني التي قام ببا  
في الع اق وسيلت البا ثة رشا في   (14)  2012))واخ ون    Naderو  

ىام   الدعي  , ح  لايتا   بمي    2013نراستبا  مي  ناو ج   34أنج 
و   1OOف ن  املمي للناط الوراتي    29 ب     O املمي للناط الظاه ح  

ل وسي  ه ا الناط بنسب واط ة في 2OOناا ج  املمي للناط الوراتي 5
ول    (6)  (2007)واخ ون    Hananiaميتا  الأرنن وعد نراسة أج اها  

و   (16)و    (15)دظب  في الدراسا  الساوتة في الصمي وكوريا والياوان  
هو ألم  نانر أو إنج ل  دكي موجون   2Oصلسم   لكل أن الألم   ل    1)7(

الأور  في  وسُيِ   الايتاعا   صلك  ا,ون  بتك ار في  البيض  بممي 
ل وبتي ما سيلتج الدراسة المالية مي صك ار لب ا الألم  (18)   1.02%

التنوع  نلم   إى  وماه ا  الساوتة  الدراسا   في  صسيملج  ص   ماا  أىلى 
ف ن   28السكاني العالي الاستوى في أقليا  الع اق. كاا  ب  مي بمي  

الدم   اليمني    23ل  A وح مياوىة  للناط  أف ان   5و    AOف ن  املمي 
اليمني   للناط  بمي  AA املمي  مي  في  مي  ب   ف ن  وح   26ل 

الدم   اليمني    24ل    Bمياوىة  للناط  فتط   BOف ن  املمي  وف نعي 
 Bو  A أف ان  املمي للاست دعي    8ل واخم ا  BB املمي للناط اليمني  

 ا دعتاد ىلى وه  ABبنسب قد صكون غم  متيانسة ضاي مياوىة الدم  
كاية الاست د ال ح عت  التعبم  ىنج ىلى سطوح ك يا  نمب . إصلتت 
الساوتة   الدراسا   مي  العدعد  في  سي   ما  م   المالية  الدراسة  نتا   
سيلت   والتي  السكانية  الايتاعا   في  اليمنية  الأناالا  لتمدعد  البانفة 

وبالاتاب  العوام   متااتلة  اليمنية  الأناالا  صك ارا   إرصلاع   إنخلاض 
العوام     متباعنة  اليمنية  الأناالا  و   (20)و    (19)و    (14)صك ارا  
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ألم    Bو  A أ ب   جاي  الأناالا الاظب ية     (23)و    (22)و    (21)
النموكلموصمدا في  الما,   الم ع  مي  خاليا  غم     261و يفيا  والم  

والألم  متاث   الناط   Oو يلي  الناا ج  وا   وأ ب    ك    ABل 
ىلى   Oوإ تو  جاي  الناا ج  وا  الناط الظاه ح    Bو  A الألملمي  

والناا ج  وا    O والاوجون وألم   Kpn1موق  التاممئ الخاص واةنئي   
والخاص واةنئي    Bىلى موق  التاممئالاوجون والألم     ABو    Bالأناالا  
Alu1    ان دتط   ما    DNAوال ح  في ىندا.  جمنية  أناالا  مي  وجدناا 

صاما م  الناو ج الوراتي   A, B and Oأف ان ميامي  الدم   عتلق إصلاقا 
اليئي ي الاتت ح للتعدن الشكلي لايامي  الدم إ  وجد  الأناالا اليمنية 

ل ص    2OOف   ىي الناط    AA, AO, BB, BO, AB, OOالست  
فإن  لك   AA, BBاةستدىن ىلى إلى إنج في  الة الأناالا الاتيانسة  

ف لك   AO, BOوفي  الة الأناالا الاتااع ا    1Oدعني ىدم وجون الألم 
الألم  مي  نسخة  وجون  ىلى  الناط   1Oنلم   دخص  فمدن   2OOوفياا 

لتاىدا  الاعتان  الم ع  ىلى  دمتوح  ى  الألملمي  أ د  أن  ىلى   لك 
صملم   في  مباة  الانخلض  التك ار  الاتام ا   ا   صبتى  الكوانميل 

 النووح في الطب الش ىي.   المامض
ما قانا بتو يلج في ه ا الدراسة مي ط يتة جئي ية س يعة لتمدعد  

قب    مي  ساوتا  أستُخدم ت  اليمني  وآخ ون   Yamamatoالتنايط 
تاان أنواع مختللة مي   استعالوإ     (25)و    (24)  (1993) ,(1990)
التتممد   مواق   Endonucleases إنئياا    ,261النموكلموصمدا في 

526, 703 and 796      قب مي  الط يتة  ه ا  طُبت ت   Grunnetل 
قب     (26)  (1994)وآخ ون   )  Stroneckومي     1995)وآخ ون 

اليئي ية  (8) الوراتية  التتنيا   إستخدام  أن  الدراسة  ه ا  أوضمت 
Molecular Genetic Techniques    لتمدعد التنايط اليمني لايامي

ديع  مي الااكي التاممئ بمي   261 ,703النموكلموصمدا الدم في مواق   
الأخ ى   A, B, Oألم     التتنيا   م   التتنية  ه ا  نتا    صطاوتت  ل 

اليمي   نل   لتنايط  الاستخدمة   (27)و    (1)الاستخدمة  الط يتة  صاث  
صساح  التي  الأخ ى  اليئي ية  الأسالمب  إلى  واةضافة  الدراسة  ه ا  في 

نا جمنية  أناالا  الماى  بتمدعد  في  الدم  ميامي   لتنايط  ملمدا  أناا  نرا 
الصعبة و  الة صمدعد الاست دا  الاعب  ىنبا وصورا ضعيلة ىندما 

 صلش  الط ق الاصلية في صمدعدها. 
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Abstract 

The aim of this study was the molecular detection of ABO gene and identify the patterns of alleles in Iraqi 

population sample. The study consisted of 100 unrelated individuals who appear to be healthy. The blood samples 

were used for detecting of blood groups and genotyping of ABO gene allele by using PCR-RFLP technique. The 

DNA was extracted by using extraction kit which gave relatively high yield concentration (40- 110 ng/µl), And purity 

within the optimal range. DNA concentration was adjusted to the proper concentration of PCR reaction. ABO gene 

was amplified by using two sets of specific primers for ABO locus with required alleles. Two separate segments of 

the glycosyltransferase gene containing nucleotide 261 in exon 6 and nucleotide 703 in exon 7 of ABO gene were 

amplified. The first set was used for the amplification of 468pb DNA fragment, Which contain the nucleotide 261. 

The second set was used to amplify 298bp DNA fragment, Which contain the nucleotide 703. Digestion products 

were run on 2% agarose gel, All fragments were compared with DNA ladder and there sizes were determined. The 

electrophoresis patterns of 100 samples showed that ABO genotypes were 5(4.0218%) AA, 23(23.9782%) AO, 

2(3.3191%) BB, 24(22.6809%) BO, 8(8%) AB and 38(38%) OO. The O2 allele was encountered in this study. The 

study also showed that there is no difference when comparing the Phenotype with the Genotype. 


