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در تنظيم خوراك مصرفي، مصرف انرژي  معرفي شده طوري كهنديد براي صفات رشد به عنوان يك ژن كا ژن لپتين
راس گوسفند نر  120در اين تحقيق به منظور بررسي چندشكلي ژن لپتين از . اي داردو فشار خون نقش قابل ملاحظه

اي پليجيره، واكنش زنDNAپس از استخراج . و ماده كردي خراسان شمالي بطور تصادفي خونگيري به عمل آمد
اي چندشكلي فضايي تك رشته. اين ژن انجام شد 3جفت بازي اگزون شماره  275براي تكثيرقطعه ) PCR( مراز

)SCCP ( محصولاتRCR  براي . درصد و رنگ آميزي نيترات نقره بدست آمد 10با استفاده از ژل اكريل آميد
هاي آنها به ترتيب كه فراوانيمشاهده شد  BCو AA ،ABالگوي باندي  3اين ژن در نمونه مورد مطالعه  3اگزون 

هاي مشاهده شده و صفات رشد ارتباط معني داري وجود نتايج نشان داد كه بين چندشكلي. بود 425/0و  275/0، 3/0
  .ندارد

  
 

 هاي كليدي واژه
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هاي بزرگ اثر موثر بر صفات توليدي از علاقمنديشناخت ژن
باشد و ژن لپتين يكي از ژنهاي اخير محققان اصلاح نژاد دام مي

سال  دراين ژن . هاي بزرگ اثر بر وزن تولد و صفات رشد است
اگزون و  3داراي  و كشف شد هاي كلونينگاز طريق روش 1994

د هورمون لپتين يك براي توليكه اگزون اينترون است  دو
 لپتين محصول ژن). Zhang et al. 1994( شودنمي رونويسي

 كيلو دالتون 16با وزن مولكولي به نام لپتين هورمون پروتئيني 
)KDa( ترشح شده هاي بافت چربي سلولعمدتا از كه  باشد مي

و به عنوان يك عامل ضداشتها و لاغر كننده شناخته شده است 
)Liefers 2004 .( فقدان اين هورمون در بدن و عدم ترشح آن يا

تغيير شكل فضايي آن به دليل جهش در طول ژن لپتين، باعث 
لپتين، با نگهداري . )Chilliard et al. 2000(شود بروز چاقي مي

ل ميرتعادل ميان دريافت غذا و مصرف انرژي، وزن بدن را كنت
 Pelleymonunter et al. 1995; Friedman and Halaas(كند 

ها نظير علاوه بر اين هورمون لپتين در بسياري از فعاليت). 1998
هاي ايمني فعاليت) Henson and Castracane 2003(توليد مثل 

)Fantuzzi and Faggioni 2000 ( بلوغ)Reitman et al. 2001 ( و
 نقش دارد) Harigaya et al. 1997(رشد و تكامل جنين 

Vanderlande et al. (2005) در چندشكلي وجود كردند گزارش 
 قند بيماري و وزن افزايش لپتين، پايين سطوح با انسان لپتين ژن
داري ژن لپتين بر تاثير معني .دارد رابطه انسولين، به وابسته غير

اي بخصوص گاو، در هاي مزرعهصفات مهم، در بسياري از دام
ن ژن با صفات دار ايارتباط معني. سطح وسيعي گزارش شده است

، )Liefers et al. 2002(توليد شير در نژاد گاوهاي هلشتاين 
در ...) ماربلينگ، چربي لاشه، كيفيت گوشت و(صفات لاشه 

به  )(Buchanan et al. 2002; Geary et al. 2003گاوهاي گوشتي 
در گاوهاي هلشتاين ايران نيز، ژن لپتين با . اثبات رسيده است

 داري داشته استليد مثل ارتباط معنيصفات توليد شير و تو

)Heravi Moussavi et al. 2006; Yazdani et al. 2010 .( در
ژن لپتين گوسفندان نيوزلند چهار سه بررسي چندشكلي اگزون 

SNP )107C/T ،271G/A ،316C/A  387وG/T(  گزارش شد كه به غير
-Non(سه نوع ديگر از نوع غير همجنس  387G/Tاز 

synonymous(  بودند و به ترتيب باعث تغيير اسيدآمينه در
-لپتين شده 144Val/Leuو  105Arg/Gln ،120Pro/Glnهاي كدون يتعموق

  .Boucher et alدر تحقيقي كه توسط  ).Zhou et al. 2009(اند 
شكلي ژن لپتين و ارتباط آن با به منظور بررسي چند (2006)

هاي س از برهار 69ت گوشت و رشد عضله بر روي يصفات كيف
هاي دورست هورن صورت گرفت، دو س از برهار 70سافولك و 

ها دو نژاد مشاهده شد كه فراواني آن براي هر AGو  AAژنوتيپ 
بود و براي نژاد  26/0و  79/0براي نژاد دورست به ترتيب 

-وجود ارتباط معني. گزارش شد 23/0و  87/0سافولك به ترتيب 

در  .و صفات مربوطه نشان داده شدشكلي اين ژن داري بين چند
مطالعه بر روي ميش، قوچ و گوسفندان نر اخَته مشخص شد كه 
غلظت پلاسمائي لپتين با ضخامت چربي پشت بدن و نيز نسبت 
ضخامت چربي پشتي بدن به وزن زنده همبستگي دارد به طوري 

درصد تغييرات لپتين در خون ناشي از تغيير  30كه حدود 
در يك  ).Blache et al. 2000( بدن است ضخامت چربي پشت

تحقيق همبستگي لپتين پلاسما و كل ذخاير چربي بدن در گوسفند 
گوسفند كردي  ).Bonnet et al. 2000(گزارش شده است  67/0

ها، خراسان شمالي داراي توان ژنتيكي مطلوب براي نرخ رشد بره
ني، قابليت سازگاري با شرايط محيطي و در بين نژادهاي ايرا

لذا هدف از اين . باشدها ميمقاومترين نژاد نسبت به بيماري
-PCRمطالعه بررسي چندشكلي ژن لپتين با استفاده از نشانگر 

SSCP  و ارتباط آن با وزن تولد و صفات رشد در گوسفندان نژاد
راس  120در پژوهش حاضر، از  .كردي خراسان شمالي بود

شيروان  اصلاح نژاد شهر كه در مركز) گونه اهلي(گوسفند كردي 
هاي خلا شدند، توسط لولهاستان خراسان شمالي پرورش داده مي

 DNAعمل آمد و تا زمان استخراج ه گيري بخون EDTAحاوي 
 DNAاستخراج . گراد نگهداري شدنددرجه سانتي -20در دماي 

 Iranpur(نمكي بهينه يافته انجام شد  -كلروفرمبا استفاده از روش 

and Esmailizadeh 2010 .( براي ارزيابي كميت و كيفيتDNA ،
 DNAهاينمونه. اسپكتوفتومتري استفاده شداز روش مبتني بر 
رسانيده و در  ng/µl 150 -100به غلظت  PCRبراي انجام واكنش 

جفت  275براي تكثير قطعه  .نگهداري شدگراد درجه سانتي - 20
مراز اي پليرهژن لپتين، از واكنش زنجي 3بازي اگزون شماره 

)PCR( و توالي هر يك از از آغازگرهاي اختصاصي  استفاده شد
 LepF: 5'- GCTCCACCCTCTCCTGAGTTTبه صورت
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GTCC -3' LepR: 5'- TGTCCTGTAGAGACCCCTGTA 
GCCG -3' )Tahmoorespur et al. 2010 (بود.  

مولار، ميلي Mgcl2 ،5/2(ميكروليتر  25در حجم  PCRواكنش 
dNTPs 5/0 مولار، هر يك از آغازگرهاي رفت و برگشت يليم

 PCR Bufferمراز، پلي Taq DNAپيكومول، يك واحد از  4/0

10X  دو ميكروليتر، يك ميكروليترDNA  با غلظتng/µl 150 -
گراد جهت واسرشت درجه سانتي 95حرارتي  و با برنامه) 100
 95ثانيه، واسرشت ثانويه در دماي  240به مدت DNAي اوليه

گراد درجه سانتي 5/66ثانيه، دماي  45گراد به مدت درجه سانتي
-درجه سانتي 72ثانيه، دماي  55جهت اتصال آغازگرها به مدت 

-درجه سانتي 72ثانيه و  75گراد جهت بسط آغازگرها به مدت 

چرخه  35ثانيه و به تعداد  060ي به مدتيگراد براي بسط نها
با  PCRاز محصول  صحت طول قطعه بدست آمده. انجام شد

جهت  ).1شكل(استفاده از ژل آگارز يك درصد صورت گرفت 
ميكروليتر  8ميكروليتر از محصولات تكثير شده با  SSCP ،4انجام 

ها براي ميكروتيوب مخلوط شد و) SSCP dya(بافر بارگذاري 
گراد درجه سانتي 95دقيقه درون ترموسايكلر با دماي  10مدت 

، بلافاصله پس از خارج كردن، سپس. قرار داده شدند
- دو DNAها روي يخ قرار گرفتند تا از تشكيل مجدد ميكروتيوب

ميكروليتر  12دقيقه  5-7بعد از گذشت . اي جلوگيري شودرشته
با استفاده از  SSCPو بافر بارگذاري  PCRاز مخلوط محصولات 

 150و با ولتاژ  1X (TBE(سيستم الكتروفورز عمودي حاوي بافر 
 10آميد غيرواسرشته ساز ساعت روي ژل آكريل 8-10مدت به 

براي مشاهده . شدگراد الكتروفورز درجه سانتي 4درصد در دماي 
ارتباط آماري . آميزي نيترات نقره استفاده شدها از رنگژنوتيپ

افزار با رويه مختلط نرم لپتينهاي مشاهده شده در ژن بين ژنوتيپ
SAS v9.1  ر مورد بررسي قرار گرفتمدل آماري زيو با                                                                :

YijkL = µ + Gi + FYSj + Sk + Dl + eijkl      
  Gj) ؛اثر ميانگين جامعه µ) ؛اثر فنوتيپي صفت YijkL) :در اين مدل

   Sk) ؛فصل ، سال،گله اثر ثابت FYSj) ؛ژن لپتين ژنوتيپ ثابت اثر
 خطاي باقي مانده )eijkl ؛تيپ تولد ثابت اثر  Dl) ؛جنس ثابت اثر

ژن لپتين به كمك  3جفت بازي از اگزون سه 275تكثير قطعه 
ه ي اختصاصي بمراز با استفاده از آغازگرهااي پليواكنش زنجيره

خوبي صورت گرفت و صحت طول قطعات تكثير شده با ژل 
  .)1شكل(آگارز يك درصد تاييد شد 

 
ژن لپتين به همراه نشانگر  3براي اگزون شماره  PCRنتايج انجام  -1كلش

SM 0221 در سمت چپ  
  

  هاي ژني و ژنوتيپي مربوط به ژن لپتينفراواني -1جدول
 فراواني ژنوتيپي فراواني ژني 

A B  C  AA AB  BC  X2 
4370/ 350/  0/213 3/0  275/0  425/0  3459/111  

 
ساس الگوهاي باندي رويت شده براي جمعيت مورد مطالعه، بر ا

 BC و AA ،ABاكريلاميد، سه نوع ژنوتيپ در ژل پلي) الگو سه(
 شدمشاهده و برآورد  425/0و  275/0، 3/0به ترتيب با فراواني 

پارامترهاي مربوط به ژنتيك جمعيت و معيارهاي ). 2شكل(
 Pop GENEافزارمربوط به چندشكلي ژن لپتين با استفاده از نرم

آزمون . ارايه شده است 2و  1هاي كه در جدول شداسبه مح 32
كاي اسكوار نشان داد كه جمعيت مورد مطالعه براي اين جايگاه 

تواند به دليل ژني در تعادل هاردي وينبرگ نبود كه اين امر مي
   .كوچك بودن جمعيت و اعمال گزينش در آن باشد

  

  
الگوي تك باندي، علق به مت AAالگو كه ژنوتيپ  3(الگوهاي باندي  -2 شكل

متعلق به الگوي سه  BCمتعلق به الگوي دو باندي و ژنوتيپ  ABژنوتيپ 
آميزي با نيترات نقره به همراه نشانگر آميد و رنگ حاصل از ژل آكريل )باندي

M500 در سمت چپ  
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) 2006(نتايج اين تحقيق در تعداد الگوهاي مشاهده شده با نتايج 
Boucher et al. )2010(و ) دان سافولك و دورست هورنگوسفن( 

 Tahmoorespur et al. )مطابقت داشت) گوسفندان بلوچي.   
  

  هاي تنوع ژنتيكي ژن لپتينپارامتر -2جدول
 مقدار  هاي تنوع ژنتيكيپارامتر

 Na(  3( آلل واقعي

 Ne(  78/2( آلل موثر

 700/0 هتروزيگوتي مشاهده شده 

 300/0 هموزيگوتي مشاهده شده 
 643/0 تروزيگوتي مورد انتظاره

  356/0  هموزيگوتي مورد انتظار

 640/0  ميانگين هتروزيگوتي
 Nei(  64/0( نئيشاخص 

 I(  05/1(شاخص شانون 
 PIC( 567/0(شكلي محتواي اطلاعات چند

 64/0و  05/1به ترتيب ) Nei(و نئي ) I(ميانگين شاخص شانون 
 )2010( .)2جدول( ستكه نشان دهنده تنوع بالايي ا شدبرآورد 

Shojaei et al.   در بررسي چندشكلي مقدار شاخص شانون را
 28/0 و 42/0 گوسفند كرماني به ترتيباگزون سه ژن لپتين در 

كردند و بيان كردند كه جمعيت تحت مطالعه از تنوع گزارش 
مقادير ميانگين و خطاي استاندارد مربوط  .خوبي برخوردار است

صفات بدن تولد مربوط به صفت وزن  پتينهاي ژن لبه ژنوتيپ
نتايج نشان داد كه . آورده شده است 3هاي در جدولرشد 

هاي مشاهده شده با صفات مذكور ارتباط آماري چندشكلي
در تحقيقي كه بر   .05/0P>(. )2009( Barzehkar et al(نداشت 

جفت بازي اگزون دو و بخشي از اگزون سه ژن  260روي قطعه 
انجام دادند،  )شال، زل و زندي(نژاد گوسفند ايراني لپتين سه 

مشاهده شده با صفات لاشه  A133Gگزارش كردند كه چندشكلي 
كل چربي بدن و (و اجزاي لاشه ) وزن كشتار، وزن لاشه سرد(

داري داشت شال و زل ارتباط معنينژاد  انگوسفنددر ) چربي دنبه
. شتري بودند، داراي چربي لاشه بيGهاي داراي آلل و بره

با  A133Gهمچنين نتايج اين محقيق نشان داد كه چندشكلي 
وزن تولد، وزن از شيرگيري، متوسط افزايش وزن (صفات رشد 

، )روزانه قبل و بعد از دوره پروار و وزن هنگام شروع پروار
گوشت لخم، استخوان، چربي پشت بدن، (صفات اجزاي لاشه 
و صفات تركيبات ) بطني اي، و چربي محوطهچربي داخل ماهيچه

در هر سه نژاد ) چربي، پروتئين، خاكستر و آب(شيميايي لاشه 
با  .Tahmoorespur et al )2010(. دار نبودشال، زل و زندي معني

گوسفند نژاد بازي از اگزون سه ژن لپتين  تجف 275بررسي قطعه 
گزارش كردند كه چندشكلي مشاهده شده با صفات وزن  بلوچي

داري نداشت اما با ماهگي ارتباط معني 12و  9و  6 تولد، وزن
وزن از شيرگيري و ارزش اصلاحي برآورده شده براي اين صفت 

تاثير عمده ژن لپتين بر بسياري  .دار آماري بودداراي ارتباط معني
. از صفات، اين ژن را به يك ژن كانديدا مهم تبديل كرده است

)2003( Almeida et al. يك آلل از  ،گزارش كردندRFLP-

Sau3AI  ژن لپتين، باعث افزايش فاصله گوساله زائي به مدت
شود و انتخاب بر اساس روز در گاوهاي گوشتي مي 79- 81

 .دهدميهاي اين ژن، حداقل دو ماه فاصله نسلي را كاهشجهش
)2003( Lagonigro et al.  گزارش كردند گاوهايي كه براي ژن

داراي  AAسبت به افراد با ژنوتيپ هستند ن ATلپتين با ژنوتيپ 
 Nazari et al. (2012) .باشنددرصد اشتهاي بيشتري مي 19

گاوهاي شكلي ژن لپتين با توليد شير دند كه چندكرگزارش 
نسبت به  GGداري دارد و ژنوتيپ هلشتاين ايران ارتباط معني

 .Shojaei et al .ها داراي توليد شير بيشتري استساير ژنوتيپ

هاي مشاهده شده در شكليداري بين چندارتباط معني (2010)
وزن بدن ( ژن لپتين گوسفند نژاد كرماني و صفات رشد سهاگزون 

همچنين براي اين ناحيه . كردندگزارش  )ماهگي 12و  9، 6، 3در 
از ژن لپتين گوسفند نژاد ماكويي چهار الگوي باندي گزارش شده 

داري با وزن از اين ژن ارتباط معني) BC(كه الگوي چهارم 
افزايش دانش ما  .)Hajihosseinlo et al. 2012(شيرگيري داشت 
هاي بزرگ اثر و بررسي ارتباط آنها با هاي ژندرباره چندشكلي

هاي موثر و كاربرد آنها صفات مهم اقتصادي باعث شناسايي آلل
از اين . شودهاي انتخاب ميبه عنوان نشانگر مولكولي در برنامه
ها و بررسي تاثير آنها بر صفات رو مطالعه همه جانبه اين گونه ژن

هاي تواند به عنوان روشي سريع و كارآمد در برنامهمهم مي
  . اصلاح نژادي به كار گرفته شود
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  LEPهاي ژنوتيپ SNPبراساس  در سنين مختلف) kg(صفت وزن بدن ميانگين و خطاي استاندارد براي  -3جدول

  جايگاه ژني  ژنوتيپ    صفت وزن بدن در سنين مختلف  
12MW  9MW 6MW WW BW      

42.266±1.803  39.706±1.644 31.088±1.535  23.130±1.028 3.805±0.213  AA    

44.483±1.625  37.976±1.482  30.966±1.384  22.388±0.927  3.848±0.192  AB  LEP  
46.559±1.677  39.532±1.529 32.383±1.428 22.755±0.956  4.022±0.198  BC    

0.360ns  0.432 ns 0.427ns 0.723ns 0.376ns  P-Value    
BW ،WW ،6MW ،9MW  12وMW  ماهگي  12و  9،  6به ترتيب وزن تولد، وزن از شيرگيري، وزنns( دارعدم وجود رابطه معني   

  
هاي مشاهده شده و صفات مورد در اين تحقيق بين چندشكلي

تواند عدم داري مشاهده نشد كه دليل آن ميبررسي ارتباط معني
- تغيير شكل فضايي هورمون لپتين به واسطه خاموش بودن جهش

به هرحال، بررسي . نوكلئوتيدي در طول اين ژن باشد هاي تك
بيشتر اين ژن به وسيله نشانگرهاي مولكولي ديگر، به همراه 

-مياستفاده تعداد بيشتري از دام و ركوردهاي عملكردي بيشتر، 

تري را حاصل نمايد كه در امر تواند اطلاعات بيشتر و دقيق
از طرفي حفظ ذخائر ژنتيكي . اصلاح نژاد دام مفيد واقع شود

كشور و مطالعه و بررسي صفات مهم اقتصادي در نژادهاي بومي 
كشور كه از ظرفيت ژنتيكي بالاي برخوردارند، نيازمند انجام اين 
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