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  )8/9/90 :تاريخ پذيرش - 9/5/89 :تاريخ دريافت(

. شـود لپتين هورمون پلي پپتيدي است كه به عنوان ماده مترشحه اصلي بافت چربي شـناخته مـي  
هـدف ايـن تحقيـق    . سم انرژي و توليدمثل نقـش دارد اين هورمون در تنظيم مصرف غذا، متابولي

-PCR روشبررسي تنوع ژنتيكي ژن گيرنده لپتين در جمعيت مرغ بومي مازنـدران بـه كمـك    
RFLP مرغ بومي واقـع در ايسـتگاه اصـلاح نـژاد      100هاي خون از در اين پژوهش نمونه. است

انجام ) Salting out(يافته به كمك روش نمكي بهينه  DNAاستخراج . مرغ بومي ساري اخذ شد
با استفاده از  PCRمحصولات . تكثير شد) PCR( اي پليمرازو با استفاده از تكنيك واكنش زنجيره

 9جفت بـازي از اگـزون شـماره     374جهت تكثير قطعه . الكتروفورز شدند درصديك ژل آگارز 
 HaeIIIسيله آنـزيم برشـي   قطعه تكثير شده به و. گيرنده ژن لپتين مورد استفاده قرار گرفت 11و

بـا مشـاهده نتـايج    . هاي ژن گيرنده لپتين مورد هضم آنزيمي قرار گرفتجهت تشخيص ژنوتيپ
مشخص شد كه جهش مسئول ژن گيرنده لپتين در مـرغ بـومي   HaeIII الگوي باندي از هضم با 

  . باشدمازندران وجود ندارد و به صورت مونومورف مي
  

  مقدمه
و طيور افزايش وزن بدن حيوان كه ناشي از توليد گوشت و چربي است، در پرواربندي دام 

به همين دليل در مطالعات علمي جنبه ژنتيكي مربوط به توليد گوشت و چربي . اهميت دارد
. اي پيش بيني و كنترل چاقي از نظر اقتصادي اهميت دارددر حيوانات مزرعه .شودميبررسي 

وليسم كل بدن، قابليت توليد، توليد مثل و كيفيت گوشت متاب بررشد بيش از حد بافت چربي 
. در طيور رشد بالا همراه افزايش چربي است ).Tartaglia et al. 1995(گذارد مياثرمنفي 

هاي توليدمثلي، كاهش راندمان رشد عضلاني و افزايش افزايش چربي سبب اختلال در فعاليت
ورمون رشد، انسولين و فاكتورهاي رشد بر هاي متعددي نظير ههورمون. شودمرگ و مير مي

است رابطه بين متابوليسم و توليدمثل  درلپتين كانديداي خوبي . دارنداعمال توليدمثلي تأثير 
)Taouis et al. 1998.(  لپتين)پپتيدي كه به عنوان ماده مترشحه اصلي بافت چربي هورمون پلي

  .انرژي و توليدمثل نقش دارددر تنظيم مصرف غذا، متابوليسم  )شناخته شده است

 هاي كليدي واژه
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 مغز به خون گردش طريق از چربي هايسلول از مترشحه لپتين

 سبب و نموده اثر هيپوتالاموس هايگيرنده روي آنجا در و رفته

 اقتصادي صفات با لپتين ژن شكليچند. شودمي اشتها كاهش

 دادند گزارش Vernon and Houseknecht (2000) .است مرتبط

 را تخمدان اعمال روي گيگرسن منفي اثرات لپتين طيور، در كه
 تخم توقف گرسنگي، طول در لپتين تزريق. دهدمي كاهش

 هايفوليكول مراتب سلسله اندازد، پسرويمي تأخير به را گذاري

-مي افزايش تخمدان در استروئيد را و توليد داده كاهش را زرده

 كه دارند سيتوكينين به شبيه ساختماني آن گيرنده و لپتين. دهد

 خانواده از عضوي و شودكنترل مي بازجفت 130توسط 

 طيور در را لپتين ژنTaouis et al. (1998 (. باشدمي 6اينترلوكين 

 طيور كبد در لپتين شدن بيان كه كردند گزارش و سازيهمسانه

 در پرندگان هايگونه در اندام اين كليدي نقش با دارد احتمال

 گيرنده ژنet al. (2001)  Dunn.باشد ارتباط در ليپوژنز كنترل
 اين شكلي چند و كرده يابي نقشه را 8 كروموزوم روي در لپتين

 فرم همچنين. كردند گزارش SSCP روش از استفاده با را ژن

 مولكولي سازيهمسانه را طيور لپتين گيرنده ژن mRNA كوتاه

 كه دادند گزارش نمودند و بررسي را آن بافتي توزيع و كرده

 ايزوفرم يك حداقل توليد طور متناوب دربه يورط لپتين گيرنده ژن

-مي هم به دارد وجود پستانداران در كهصورتي همان به كوتاه،

گران مشاهده بر اساس نتايج حاصل از تحقيقات پژوهش. پيوندند
شود كه لپتين يك هورمون مهم است كه با بررسي تنوع مي

با صفات توان ارتباط آن را ژنتيكي آن در جوامع مختلف، مي
تنوع ژنتيكي در يك جمعيت . اقتصادي نظير صفات رشد پيدا كرد
هاي آن جمعيت است، بنابراين نشان دهنده خصوصيات و توانائي

دامپروران از تنوع ژنتيكي براي دستيابي به حيوانات اهلي، منطبق 
هاي اصلاحي كلاسيك در روش. گيرندبر اهدافشان بهره مي
هاي پيچيده تجزيه ري اطلاعات و روشآوحيوانات مبتني بر جمع

اند كه با فرآيندي پيچيده و مشكل و تحليل آماري گسترش يافته
هاي زيادي در ژنتيك مولكولي و فناوري پيشرفت. همراه است

زيستي انجام شده كه در نتيجه آن ابزارهاي قدرتمند و جديدي 
ين يكي از مفيدتر. براي اصلاح ژنتيكي حيوانات فراهم شده است

نشانگرهاي مذكور قابل . است DNAاين ابزارها، نشانگرهاي 
توالي اسيدهاي نوكلئيك روي (هاي ژنتيكي توارث بوده و تفاوت

دهد بين افراد در داخل و بين جمعيت را نشان مي) DNAرشته 
Dridi et al. 2005)(. هاي بومي در هر كشور به عنوان سرمايه نژاد

كه حفظ و تكثير اين نژاد ها از  بودهملي و استراتژيك مطرح 
 نژاد براي حفاظت از. ارزش و اهميت بسياري برخوردار است

مرغان ابتدا بايد اقدام به شناسايي آن ها از كليه جوانب از جمله 
پس از كسب اطلاعات مناسب از جامعه هدف . كردبعد ژنتيكي 

هاي مناسب را طراحي و اجرا توان اقدامات علمي و استراتژيمي
هدف از اين تحقيق، شناسايي ژنوتيپ هاي مربوط به ژن  .كرد

گيرنده لپتين و محاسبه فراواني آلل هاي آن در جمعيت مرغ بومي 
  . بود PCR-RFLPمازندران به كمك روش مولكولي 

  

   هامواد و روش
  نمونه گيري

قطعه مرغ از گله مرغان  100صورت تصادفي در اين تحقيق به
نژاد مرغ بومي مازندران واقع در شهرستان  بومي ايستگاه اصلاح

نمونه گيري از چهار سالن موجود در ايستگاه . ساري انتخاب شد
 .شدند به انجام رسيدكه در هر سالن مرغان يك هچ نگهداري مي

ليتري ميلي 2گيري از محل وريد زير بال و توسط سرنگ خون
 .انجام شد (EDTA 0.5M; PH=8)حاوي محلول ضد انعقاد 

ها در فلاسك يخ نگهداري و پس از انتقال به آزمايشگاه در نمونه
در  DNAگراد تا زمان استخراج درجه سانتي - 20شرايط دمايي

  .يخچال نگهداري شدند
  DNAاستخراج 

DNA  ليتر خون با استفاده از روش بهينه يافته ميلي 5/0ژنومي از
 Mgcl2 5 mM, 0.32 M(نمكي توسط بافرهاي جداكننده 

و ) x 1% Triton 100و  Hcl 15 mM PH=7.5و  Sucrose 0.32و
) SDS 10% Nacl 400 Mm و Tris-Hcl 15 mM(كننده ليز

بعد از . تخليص و سپس توسط اتانول مطلق رسوب داده شد
 EDTAو TE )Tris Hcl 10 mMدر درصد  70شستشو در اتانول 

1 mM (هاي كمي و كيفي براي حل و بعد از انجام آزمايش
آغازگرهاي اين تحقيق . مورد استفاده قرار گرفت PCRاكنش و

جفت بازي  374نوكلئوتيدي هستند كه قطعه  22و  24يك جفت 
آغازگر . نماينداز ژن گيرنده لپتين را در مرغ بومي تكثير مي

ژن گيرنده لپتين با استفاده  9- 11در اگزون  DNAبراساس توالي 
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سپس با . طراحي شد  Primer Premier 3)2000(از نرم افزار 
، توالي NCBIمربوط به  BLAST 2 Sequencesاستفاده نرم افزار

جفت آغازگر  .حاصل با توالي ثبت شده مورد مقايسه قرار گرفت
) غير حساس به دما(فوق از شركت سيناژن و به صورت ليوفيليزه

طبق دستورالعمل كارخانه سازنده با آب دوبار . خريداري شدند
. درجه سانتي گراد نگهداري شدند - 20در دماي  تقطير رقيق و

  3GTGTGATAGCTTTGAATGTTGGTG- -´5´:رفت آغازگرتوالي 
   3CTCTTCTGTTGCCAGCTGTGAT-  -´5´:برگشت آغازگرتوالي 

  )PCR(مراز اي پليواكنش زنجيره
: هاي زير به ترتيب انجام شدمجموعه فعاليت  DNAتكثير  در

ميكروليتر  2/2با استفاده از  ميكروليتر 25در حجم  PCRواكنش 
مولار، ميلي 5/2ميكروليتر دي كلريد كلسيم  PCR 1 X ،6/0بافر 

مولار، ميلي dNTPs  200ميكروليتر 4/0، آغازگرميكروليتر  7/0
ميكروليتر  5/1و  Taq DNA polymerase 1 unitميكروليتر  15/0

شرايط دمايي در نظر . نانو گرمي انجام شد DNA 200الگوي 
درجه سانتي  93در دماي  :به شرح زير بود PCRگرفته شده براي 

درجه  57دقيقه واسرشته سازي اوليه، در دماي  3گراد به مدت 
گراد درجه سانتي 72ثانيه اتصال، در دماي  45گراد به مدت سانتي

گراد به درجه سانتي 72ثانيه بسط اوليه و در دماي  45به مدت 
  .جام شددقيقه بسط نهايي ان 4مدت 

  )RFLP(هضم آنزيمي
براي هضم  PCRهضم آنزيمي محصولات  دستورالعملبر اساس 

 5/1ميكروليتر آنزيم برشي،  PCR ،5/0ميكروليتر محصول  8
. ميكروليتر آب مقطر در نظر گرفته شد 5ميكروليتر بافر آنزيم و 

 HaeIIIبرشي  در بررسي چندشكلي قطعه مورد مطالعه، از آنزيم
را در طول  GGCC-´5– 3´اين آنزيم توالي. تفاده شداس BsuRIيا 

 GG´5-و  -3CC´ي دارايقطعه شناسايي كرده و آن را به دو قطعه
  . شكندمي

  الكتروفورز
و ولتاژ  يك درصداز ژل آگارز  PCRبراي مشاهده محصولات 

رنگ آميزي ژل با . ولت به مدت يك ساعت استفاده شد 100- 80
با  UVقطعه تكثير شده زير نور لامپ . اتيديوم برومايد انجام شد

  . نانومتر مشاهده و عكس برداري گرديد 230طول موج 
  

    نتايج و بحث
از نمونه  DNAاستفاده از روش نمكي بهينه يافته براي استخراج 

خون برتري خوبي را از لحاظ كميت و كيفيت و صرف زمان لازم 
  ).1شكل(نشان داد  DNAدر استحصال 

  
  استخراج شده بر روي آگارز  DNAت غلظ -1شكل 

  

  
  نمونه هاي مختلف PCRمحصولات حاصل از  -2شكل 

  
  نمونه هاي هضم شده كه بر روي ژل آگارز تفكيك شده اند -3شكل 

   

گيرنده ژن لپتين به  11و  9جفت بازي از اگزون  374تكثير قطعه 
اي پليمراز با استفاده از آغازگرهاي كمك واكنش زنجيره

 SM0331خط كش مولكولي. صي به خوبي صورت گرفتاختصا
صحت تكثير  PCRجفت بازي در كنار محصولات  100 نشانگربا 

تفكيك قطعات  3در شكل ). 2شكل(قطعه مورد نظر را تأييد كرد 
جفت  374جفت بازي را پس از هضم آنزيمي قطعه  133و  241

. توان مشاهده كردبه خوبي مي HaeIIIبازي به وسيله آنزيم 
طراحي شده گيرنده  آغازگرها در محصولات آنزيمي تمامي نمونه
را نشان داده كه حاكي از  BBژن لپتين يك نوع ژنوتيپ 

- مونومورف بودن يك شكلي گيرنده ژن لپتين در اين جايگاه مي

رود باز بر است و انتظار مي 4آنزيم مورد استفاده يك آنزيم . باشد
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بر اساس نتايج . برش ايجاد كند DNAدر قطعه  44كه با احتمال 
جفت بازي فقط يك محل برش با  374حاصل، در اين قطعه 

قابل ذكر است كه اين . ديده مي شود BBدر آلل  HaeIIIآنزيم 
 9كامل و قسمتي از اگزون  10جفت بازي از اگزون  374قطعه 

ش در پژوه .شامل مي شود 10و 9هاي را به همراه اينترون 11و
Mokhtar Zadeh (2008)  چندشكلي ژن گيرنده لپتين در جمعيت

سه  HaeIIIبا استفاده از آنزيم . مرغان بومي خوزستان مطالعه شد
 et al. (1994)  Zhang.گزارش شد BBو  AA، ABژنوتيپ 
مورد مطالعه قرار دادند و به وسيله روش كلونينگ را  لپتين گيرنده

مختلف  ن به شكل ايزوفرم هايشش گيرنده لپتي گزارش دادند كه
در  .بلند استوجود دارد كه يكي از آن ها به شكل ايزوفرم 

 شدشد و مشخص كلونينگ  لپتينژن  Dridi et al. (2005) تحقيق
اين ژن شامل سه اگزون است كه در مناطق جدا توسط دو كه 

 .Taouis et alدر پژوهشي ديگر كه توسط. اينترون بيان مي شود

(1998)  mRNA  ،اگزون  18حدود ژن لپتين طيور مطالعه شد
سازي همچنين با همسانه. شديابي توالي كدكننده ژن گيرنده لپتين

ژن لپتين در طيور گزارش دادند كه احتمال بيان شدن لپتين در 
نتايج تحقيقات مذكور با نتايج مطالعه  .كبد طيور وجود دارد
د جامعه و نژاد مورد تواندلايل عمده آن مي. حاضر مطابقت ندارد

همانطور كه ذكر شد، در اين تحقيق  .مطالعه و حجم نمونه باشد
مشاهده شد كه حاكي از مونومورف بودن  BBيك نوع ژنوتيپ 

ژن گيرنده لپتين در نمونه بررسي شده مرغ بومي مازندران براي 
از آنجا كه در هيچ يك از . باشداختصاصي مي آغازگراين 

هاي استفاده شده در اين تحقيق به كار نرفته رآغازگمطالعات فوق 
است، بنابراين عدم مطابقت نتايج اين تحقيق با ساير تحقيقات 
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