
  

  
  

  ژنتيك نوين
  1392 پاييز، 3، شماره تمشهدوره 

  225 - 232صفحه 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  
  بافت كبد،
  بيان ژن،

  تونين،پپتيد همراه ژن كلسي
  ،تنوع ژنتيكي
RT-PCR 

 چكيده

 
 
 

  
  
  
  
  
 
  

 هاي مختلف جانوريبد گاو و بررسي تنوع آن بين گونهدر ك CGRPبيان ژن 

Investigation of CGRP gene expression in cow liver tissue and its variety 
among different species of animal  

 
 

  3حميدرضا رحماني ،2محمدعلي ادريس  ،1*حميده كشاورزي

 دانشگاه صنعتي اصفهان ،دانشيار و استاددانشجوي كارشناسي ارشد،  -3و2،1

  

Keshavarzi H*1, Edris MA2, Rahmani HR3 
  

1,2,3. MSc Student, Professor and Associate Professor , Isfahan University of Technology, Isfahan  
 
 

 h.keshavarz_313@yahoo.com :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

  )29/11/91 :تاريخ پذيرش -  10/11/90 :تاريخ دريافت(

  
  
  

از نظر . اسيدآمينه است كه در پستانداران وجود دارد 37يك نوروپپتيد با  (CGRP)تونين پپتيد همراه ژن كلسي
از آنجا . نفرين نقش داردو نوراپي TNFα ،IL-1β در تنظيم آزادسازي فاكتورهاي التهابي نظير CGRPپاتولوژيكي، 

- و اين نوروپپتيد با آزادسازي فاكتورهاي التهابي در ارتباط است، مي كردهري تغييردر زمان بيما CGRPكه غلظت 
در بافت كبد گاو  CGRPبررسي بيان ژن  در. به عنوان يك فاكتور تشخيص بيماري استفاده كرد CGRPتوان از 

) خشك و گاو نر بودندگاو كشتارگاهي كه گاو  8روز شيردهي و  60گاو تا  2(ابتدا نمونه كبد از گاوهاي مورد نظر
ارزيابي  و  RNA  استخراج پس ازدر آزمايشگاه . دشبه آزمايشگاه منتقل  و هدشگرفته شد و بلافاصله به ازت اضافه 

 CGRPدر اين تحقيق مشخص شد كه ژن . براي بررسي بيان ژن انجام شد RT-PCRو  cDNA، سنتز RNAكيفيت 
قابليت بيان دارد ولي بر اساس نتايج اين تحقيق احتمالاً در بافت ) يشيرده 60تا روز (در بافت كبد گاوهاي شيري 

با  CGRPاي ژن چنين در اين تحقيق تنوع اسيد آمينههم. كبد گاوهاي نر و گاوهاي دوره خشك قابليت بيان ندارد
اطلاعاتي اي آن در پايگاه براساس توالي اسيد آمينه Multalineو  DNAMAN ،MEGAافزارهاي استفاده از نرم

NCBI اي اين ژن در گاو بيشترين همولوژي را با گوسفند، موش، موش صحرايي از نظر تنوع اسيدآمينه. بررسي شد
در صورت نياز  احتمالا، بنابراين )درصد 94(چنين ميزان همولوژي اين ژن در انسان و گاو بالاست هم. و سگ دارد

  .از كيت موش يا انسان استفاده كردتوان مي  ن گاوو بررسي بيان اين فاكتور در خو گيريبه اندازه
 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
 37، يك نوروپپتيد با (CGRP)1تونين پپتيد همراه ژن كلسي

اسيدآمينه است كه در سيستم عصبي محيطي پستانداران وجود 
بوسيله كلونينگ مولكولي ژن  1982اين نوروپپتيد در سال . دارد

 CGRPبر اساس تفاوت در ژن كد كننده، . تونين كشف شدكلسي
 Brain and(شود تقسيم مي β-CGRPو  α-CGRPبه دو نوع 

Grant 2004; Pin and Bahr 2008.( هاي آن در اين ژن و گيرنده
عروقي  -هاي عصبي مانند نواحي مغزي و سيستم قلبيسيستم

-قرار دارد و در عملكرد فيزيولوژيكي و حفظ هموستازي سيستم

قلب و عروق پستانداران ، اي توليدمثل، گوارش، تنفسي، عصبيه
خانواده پپتيدي متشكل از  CGRPاز نظر ساختاري . اردنقش د
CGRPتونين، آدرنومدولين و آميلين است ، كلسي)Hongbao 

در  Pهمراه ماده هب CGRPدر سيستم عصبي محيطي، . )2004
همراه استيل هاي حركتي بههاي حسي گانگليا و در نوروننورون

لاموس بوده در بيان اين نوروپپتيد در هيپوتا. كولين وجود دارد
 Bell(تونين در تيروئيد موجود است ژن كلسي mRNAحالي كه 

and McDermott 1996; Brain and Grant 2004; Lerner 
ها بيان و بطور اختصاصي در برخي سلول CGRPژن  .(2006

اين ژن توسط دو المنت ويژه، المنت  اندازراه. شودتنظيم مي
كننده ويژه تنظيمي  پروكسيمال و يك تقويت cAMPپاسخي 

-ها توسط مسيرهاي سيگنالشود كه اين المنتديستال، تنظيم مي

شوند فعال مي ،(MAPK) كننده ميتوژن دهي پروتئين كيناز فعال
)Gracious et al. 2008( . نوروپپتيدCGRP همراه ماده هبP  در

شود هاي حسي حساس آوران ذخيره و جابجا مينورون
)Springer et al. 2003( . از عوامل مؤثر بر آزادسازيCGRP ،

هاي از آنجا كه گيرنده. هاي شيميايي و الكتريكي هستندمحرك
هاي حسي قرار هاي التهابي نظير هيستامين روي نورونواسطه

هاي التهابي و همچنين ديگر مواد نظير اكسيد دارند، اين واسطه
. شوندمي CGRPآزاد سازي  سببها نيتريك و لوكوترپن

 فاكتورهايو  (IL-1β)مانند اينترلوكين بتا  هاي التهابيسيتوكين
و نهايتاً  cAMP ،PKCسازي فعال سبب (NGF)رشد عصبي 

MAPK  بيان و  سبباين ژن  اندازراهشده و با فعال كردن
 .Springer et al. 2003 Eynott et al( شوندآزادسازي آن مي

                                                            
1 Calcitonin gene related peptide 

 ن اثر مستقيمي بر سنتز و آزادسازياستروژن و پروژسترو ).;2002
CGRP  ندارند ولي اين دو هورمون استروئيدي در اعصاب

باعث افزايش آزادسازي  NGFگانگلياي پشتي و در حضور 
CGRP شوند مي)Wimalawansa 1996.(   

داراي فعاليت بيولوژيكي است كه گشادكردن  CGRPنوروپپتيد 
يكي گوناگوني مانند عروق خوني، مصونيت قلبي و اثرات متابول

تعديل حساسيت انسولين در ماهيچه اسكلتي و كبد را برعهده 
عنوان يك تنظيم كننده گردش خون و نوروترانسميتر هدارد و ب

اين  ).Bell and McDermott 1996( مشخص شده است
كاهش فشار خون از طريق تنظيم درون سلولي  سببنوروپپتيد 

از شبكه  +Ca2دسازي با مهار جريان آزا) +Ca2( كلسيم
ساركوپلاسمي، كاهش حساسيت عضلات به انقباض در پاسخ 

، فعال كردن كانال پتاسيم با cAMP، افزايش درون سلولي +Ca2به
 Bell and( شودو آزادسازي اكسيد نيتريك مي ATPصرف 

McDermott 1996 .( پپتيدCGRP  در دستگاه گوارش باعث مهار
شود و در ح سوماتواستاتين ميترشح اسيد معده با تحريك ترش

و متابوليسم كبدي نقش  CCKكبد، در انبساط كيسه صفرا با مهار 
در طي آبستني استروژن و ). Saitou and Nei 1987(دارد 

. شوندمي CGRPپروژسترون باعث افزايش سنتز و آزادسازي 
باعث تنظيم جريان خون جفت و تأمين مواد  CGRPافزايش 

و در تكامل جنين و نگهداري رحم در طي شود مغذي جنين مي
  ). Wimalawansa 1996(دوران آبستني نقش دارد 

عنوان يك نوروپپتيد ترشحي از اعصاب خودكار به CGRPپپتيد 
، Pو ماده  VIP، NPYهمراه ناقلين عصبي عصبي ترشح شده و به

در تنظيم ترشحات، حركات و كنترل اعصاب دستگاه گوارش و 
طوري كه با توجه به نقش اين نوروپپتيد در به. رداشتها دخالت دا

اي براي آن مطرح تغذيه- هاي متابوليكي، يك نقش عصبيبيماري
مطالعات ديگر نشان داده كه  ).Pin and Bahr 2008(شده است 

CGRP هاي اي روي سوبستراهايي نظير فيبريلاثرات تغذيه
پتيد با اين پ همچنين .هاي محيطي دارداي و نورونماهيچه

اعصاب پانكراس و تحريك آزادسازي انسولين و هم چنين با 
تأثير بر انتقال مواد مغذي جذب شده از روده به كبد، نقش مهمي 

). Liyu et al. 2000( هاي متابوليكي دارددر كنترل تغذيه و بيماري

التهابي  عواملدر تنظيم آزادسازي  CGRPاز نظر پاتولوژيكي، 
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از آنجا كه غلظت . نفرين نقش داردنوراپي و TNFα ،IL-1β نظير
CGRP كند و اين نوروپپتيد با آزادسازي در زمان بيماري تغيير مي

عنوان هب CGRPتوان از فاكتورهاي التهابي در ارتباط است، مي
). Beer et al. 2002(يك فاكتور تشخيص بيماري استفاده كرد 

هاي مبتلا به كبد ميزان اين نوروپپتيد بعد از زايش در خون گاو
 آنجا بنابراين از). Ametaje 2005( چرب بيشتر از گروه كنترل بود

ها ازجمله تواند بعنوان يك فاكتور تشخيص بيماريمي CGRPكه 
كبد چرب استفاده شود و با توجه به اينكه بيان اين ژن در بافت 
كبد انسان و موش بررسي شده بود و اطلاعي در مورد بيان اين 

هاي اهلي وجود نداشت اين بافت كبد گاو و ديگر دامژن در 
تحقيق به منظور بررسي بيان اين ژن در بافت كبد گاو طراحي 

ي براي اين ژن در گاو طراحي آغازگراز طرف ديگر چون . دش
نشده بود تنوع اين نوروپپتيد جهت بررسي ميزان همولوژي آن در 

شود كه آيا در  اي جانوري بررسي شد تا اينكه مشخصميان گونه
اختصاصي گاو يا  آغازگرصورت عدم امكان و يا دسترسي به 

يا كيت  آغازگرتوان از براي تعيين ميزان نوروپپتيد آن در خون مي
هدف از اين تحقيق  .هاي جانوري استفاده كرد يا خيرديگر گونه

در بافت كبد گاو و بررسي تنوع اين  CGRPبررسي بيان ژن 
  . هاي جانوري بودنوروپپتيد در گونه

  
   هامواد و روش

 گيرينمونه  

هاي كبد مورد نياز از كشتارگاه دام براي انجام اين طرح، نمونه
گاوهاي (هاي فكا و لورك و گاوداري) گاو نر پرواري(نجف آباد 

نمونه كبد  8زا و نمونه كبد گاو تازه 2(ها نمونه. تهيه شد) شيري
آوري بلافاصله در بعد از جمع) كشتارگاهي گاو خشك و گاونر

ازت مايع قرار گرفت و به آزمايشگاه بيوتكنولوژي دانشگاه صنعتي 
درجه  - 80دماي  در RNAاصفهان منتقل شد و تا زمان استخراج 

 . گراد ذخيره شدسانتي

 RNAاستخراج 

 .RNXTM(cat با استفاده از كيت تجاري RNAمنظور استخراج به

RN7713C) زير انجام شد به ترتيب مراحل:   
در ابتدا نمونه بافت با استفاده از ازت مايع درون هاون همگن 

گرم از نمونه آسياب شده با يك ميلي ميلي 50- 100شده و سپس 

جهت هموژن كردن از سرنگ با ( RNXليتر از محلول 
هموژن شد و به مدت پنج دقيقه در ) استفاده شد 20سرسوزن

درصد به  99ليتر كلروفرم ميلي 350. دماي محيط قرار گرفت
شدت تكان داده شد، ثانيه به  15محلول فوق اضافه شد، به مدت 

 15به مدت  سپسدقيقه روي يخ قرار گرفت و  10و محلول براي 
سانتريفيوژ  g  12000 گراد ودقيقه در دماي چهار درجه سانتي

سي منتقل پي اي مايع بالايي به يك تيوب تيمار شده با دي . شد
شد و هم حجم مايع رويي ايزوپروپانول به محلول اضافه شد و، 

دقيقه روي يخ نگهداري شده و  15به آرامي تكان داده و براي 
مايع رويي از پلت جدا شد . سپس با شرايط قبلي سانتريفيوژ شد

اضافه شد و  درصد به پلت داخل تيوب 75ليتر اتانول و يك ميلي
دت هشت دقيقه در دماي چهار بعد از ورتكس كردن محلول به م

مايع . دور در دقيقه سانتريفيوژ شد g  7500گراد ودرجه سانتي
رويي از پلت جدا شد و بعد از خشك شدن در دماي اتاق براي 

به پلت اضافه شد و تيوب در  DEPCليتر آب ميلي 30چند دقيقه 
ت در آب قرار يگراد به منظور حل شدن پلدرجه سانتي 70دماي 

گراد تا زمان درجه سانتي -80و سپس تيوب در فريزر گرفت 
استخراج شده با استفاده  RNAكيفيت . استفاده بعدي ذخيره شد

كليه وسايل . از بارگذاري روي ژل و جذب نوري بررسي شد
تيمار شده و تمامي مراحل  DEPCمورد نياز در طي آزمايش با 

  .از دستكش و ماسك استفاده شد RNAكار با 
  cDNAسنتز 

براي . انجام شد cDNA، سنتز RNAپس از اطمينان از كيفيت 
 10- 100غلظت ( RNA، ابتدا يك ميكروليتر cDNAسنتز 
 5/10مولار و ميلي oligodt 20 با يك ميكروليتر را) نانوگرم

گراد درجه سانتي 60دقيقه در دماي  5ميكروليتر آب به مدت 
سپس آن را . روداز بين ب RNAحرارت داده تا ساختار نوع دوم 

در مرحله . متصل شود mRNAبه  آغازگرروي يخ قرار داده تا 
 5/0بعد يك ميكروليتر از آنزيم رونوشت بردار معكوس، 

، چهار ميكروليتر بافر آنزيم رونوشت RNaseميكروليتر آنزيم 
 10بردار معكوس و دو ميكروليتر مخلوطي از داكسي نوكلئوتيد 

اضافه كرده و به مدت يك  RNAوي مولار را به محلول حاميلي
ن آگراد قرار داده و پس از درجه سانتي 42ساعت در دماي 
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دقيقه  10محلول را بر روي يخ منقل كرده و در نهايت به مدت 
  . گراد قرار گرفتدرجه سانتي 70در دماي 

 اي پليمرازواكنش زنجيره

در اين تحقيق نمونه كبد از گاوهاي گشتارگاهي و گاوداري 
و ژن ) اكتين- بتا(آوري شد و بيان ژن براي ژن كنترل معج

CGRP اي پليمراز براي ژن واكنش زنجيره .انجام شدCGRP  و
β-actin )بعد از سنتز ) بعنوان يك ژن كنترلcDNA  صورت
اي پليمراز براي اين دو ژن شامل دو مواد واكنش زنجيره. گرفت

ميكروليتر كلريد  X10( ،5/0(، دو ميكروليتر بافر cDNAميكروليتر 
ميكروليتر مخلوط داكسي نوكلئوتيدها  mM50( ،6/0(منيزيم 

)mM10( ،ميكروليتر آغازگر رفت  يك)mM10( يك ميكروليتر ،
 5(مراز پلي Taqميكروليتر آنزيم  5/0، )mM10(آغازگر برگشت 

  .ميكروليتر آب مقطر بود 6/12و) واحد
كه در اكثر  β-actinژن و با استفاده ازآغازگرهاي  PCRبا انجام 

توالي . ها صورت گرفتشود، نرمال كردن بافتها بيان ميبافت
مطابق  CGRPو  β-actinآغازگرهاي مورد استفاده براي تكثير ژن 

درجه  94اكتين واسرشت اوليه -براي ژن بتا. بود يكجدول 
ثانيه،  30درجه  94سيكل واسرشت  25گراد دو دقيقه، سانتي

ثانيه و  45درجه  72ثانيه و گسترش در دماي  30 درجه 54اتصال 
دقيقه صورت  10گراد براي درجه سانتي 72گسترش نهايي در 

 94بصورت واسرشت اوليه  CGRPبراي ژن  PCRواكنش . گرفت
درجه يك  94سيكل واسرشت  30گراد دو دقيقه، درجه سانتي

 درجه 72درجه يك دقيقه و گسترش در دماي  9/60دقيقه، اتصال 
 10گراد براي درجه سانتي 72يك دقيقه و گسترش نهايي در 

  .دقيقه انجام شد
پنج ميكروليتر از محصولات  PCRالكتروفورز محصولات براي 
PCR  درصد يك ميكروليتر بافر بارگذاري بر روي ژل آگارز  3با

ساعت انجام  يكمدت و به 85الكتروفورز با ولتاژ . بارگذاري شد
منظور مقياس ها، سه ميكروليتر نشانگر اندازه به در كنار نمونه. شد

گيري و تخمين اندازه قطعه و همچنين بررسي براي اندازه
پس از انجام . چگونگي انجام الكتروفورز بارگذاري شد

 در آب سپس  و  آميزي رنگ برومايد   اتيديوم با   الكتروفورز ژل
 
 
 

  دستگاه  و با  UV  اشعه تحت تأثير  و  شده  داده  شستشو  مقطر 
Viber-Geldocumentation20M  شد  انجام  برداريعكس.  

دليل هدر بين حيوانات مختلف، ب CGRPجهت بررسي تنوع ژن 
نترون و طول قطعات، از توالي يتفاوت در تعداد اگزون و ا

اي براي تعيين توالي، توالي اسيدآمينه. پروتئين استفاده شد
با توالي  )Hongbao 2004(در گاو  CGRPص شده براي ژن مشخ

 NCBIديگر حيوانات موجود در پايگاه اطلاعاتي

(www.NCBI.nlm.ninigov)  موجود در بانك ژنBLAST د و ش
  .هاي نزديك به اين توالي انتخاب شدندتوالي

ه شد BLASTمنظور رسم درخت فيلوژنتيكي، قطعات پروتئين به
 Multalineافزار از نرم. آوري شدجمع NCBIاز پايگاه اطلاعاتي 

براي تجزيه و تحليل . ها استفاده شدسازي تواليبراي همرديف
و MEGA. Ver 4.0 افزار ها و رسم درخت از نرمفيلوژنتيكي داده

DNAMAN.exe فيلوژنتيكي بر اساس  هايدرخت. استفاده شد
حداكثر درست ، Maximum Parsimony (MP)چهار روش 

  (ME)3و حداقل تكامل (NJ)2هانزديكترين همسايه، (ML)1نمايي
  ). Saitou and Nei 1987(ترسيم شدند 

  

بعد از زايمان  60براي نمونه كبد گاوهاي تا روز  CGRPبيان ژن 
با تغيير و ) 1شكل(اضافي بود مشاهده شد ولي داراي باندهاي 

هاي مشاهده شد ولي براي نمونههمچنان باند اضافي  PCRشرايط 
كبد گاو نر و گاوهاي دوره خشك در طي اين تحقيق بيان ژن 

CGRP درمطالعه اين ژن  رسدبه نظر ميبنابراين . مشاهده نشد 
شرايط شود و  انجامبعد از زايش  60روز  هاي كبد گاوهاي تانمونه
PCR و در صورت  مورد بررسي قرار گيردتري بصورت جامع

گيري بيان اين ژن استفاده براي اندازه Real Time-PCRامكان از 
در بافت كبد انسان  CGRPتحقيقات نشان داد كه ژن . شود

)Bracqa et al. 1994 (و غده تيروئيد موش)Liyu et al. 2000 ( بيان
رفت كه اين ژن در بافت تظار ميبا توجه به اين تحقيقات ان. شودمي

  . كبد گاو هم بيان شود
 

                                                            
1 Maximum Likelihood 
2 Neighbor Joint 
3 Minimum Evolution 

    نتايج و بحث
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   CGRPوβ-actinتوالي آغازگرهاي ژن -1جدول

  (bp)اندازه قطعه  هاتوالي آغازگرها  ژن
 TGGGACGACATGGAGAAGATCTGGC 3′  186 ′5 آغازگر رفت  β-actin ژن

 CAGCACAGCCTGGATGGCCACGTAC 3′ ′5  آغازگر برگشت

   GCTGCCCCTCTTCCTGGTCCTCA 3′  236 ′5 گر رفتآغاز CGRP ژن

 TGGCGGCATTACTGGTTCTCTCCTG 3′ ′5 آغازگر برگشت

  

 
  

 
در بافت كبد گاوهاي ) ب( CGRPو ) الف(بررسي بيان ژن بتا اكتين   -1شكل
ترتيب بيان ژن در گاو مربوط به طرح و نمونه هب B و A ؛ماركر )M. شيري

   .كشتارگاهي
 CGRPسنتز و آزادسازي  برپروژسترون اثر مستقيمي استروژن و 

ندارند ولي اين دو هورمون استروئيدي در اعصاب گانگلياي پشتي 
شوند مي CGRPباعث افزايش آزادسازي  NGFو در حضور 

)Yallampalli et al. 2002 .( يكي از دلايل بيان اين احتمالا بنابراين
ژن در گاوهاي شيري و عدم مشاهده بيان اين ژن در گاوهاي نر و 
گاوهاي دوره خشك اثر استروژن و پروژسترون بر بيان و آزادسازي 

  .اين ژن باشد

-اي اين ژن با استفاده از نرمسازي توالي اسيدآمينهنتايج همرديف

مختلف داراي نقاط هاي نشان داد كه اين ژن در گونه MEGAافزار 
همچنين نتايج حاصل از ). 2شكل(حفاظت شده بالايي است 

BLAST  توالي ژنCGRP ها توسط توسط نرمگاوي با ديگر گونه-

نتايج . مشخص شد NCBIو پايگاه اطلاعاتي  DNAMANافزار 
نشان داد كه اين  NCBIحاصل از مقايسه توالي در پايگاه اطلاعاتي 

موش  CGRP-IIوژي را بترتيب با ژن ژن در گاو بيشترين همول
ماهي  CGRPو كمترين همولوژي را با ژن ) درصد 97(صحرايي 

همچنين درصد همولوژي اين ژن در ). 2جدول(دارد ) درصد 83(
توان ، بنابراين احتمالاًميگزارش شده استدرصد  94گاو و انسان 

اده گيري اين پپتيد در گاو استفانساني براي اندازه CGRPاز كيت 
افزار سازي اين ژن توسط نرمنتايج حاصل از همرديف. كرد

DNAMAN  گونه  16نشان داد كه درصد همولوژي اين ژن بين
درصد متغير است كه مشخص كننده  100تا  4/78مورد مطالعه از 

چنين نتايج هم. هاي مختلف استهمولوژي بالاي اين ژن در گونه
گاوي داراي  CGRPداد كه ژن افزار نشان سازي با اين نرمهمرديف

چنين توالي هم). 2جدول(هاست همولوژي بالايي با ديگر گونه
هاي مختلف جانوري داراي اسيد اي اين ژن در گونهآمينه اسيد
 ). 3شكل(هاي حفاظت شده زيادي است آمينه

فيلوژنتيكي رسم شده بر اساس مجموعه داده كل، گاو  درخت در
تا قوي در كنار خرگوش قرار گرفت و با ضريب اطمينان متوسط 

از نظر تكاملي و . بيشترين شباهت را با اين حيوان داشت
گوسفند و خرگوش نزديكترين  )5شكل( 1هانزديكترين همسايه

   همراه   به حيوانات  اين    و  بودند   گاو   به   حيوانات
  متوسط    اطمينان   ضريب  با   خوك   و صحرايي  موش، موش 

                                                            
1  Neighbor joint 
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  هاي مختلف جانوريدر گونه CGRPاي ژن سازي توالي اسيد آمينههمرديف -2شكل

 .هاي مختلف جانوري استهاي حفاظت شده در گونهدهنده اسيد آمينهنشان دارهاي ستارهستون* 

  

  
در درخت ). PP1.0درصد، 74(يك دسته قرار گرفتند در 

UPGMA1 )دسته قرار  دوترسيم شده حيوانات در ) 6شكل
 67(گرفتند كه در اين درخت گاو با ضريب اطمينان متوسط 

با انسان، موش، موش صحرايي، ميمون، اسب، ) PP1.0درصد، 

                                                            
1  Maximum likelihod 

 MPدرخت . قرار گرفت خوك، گوسفند و خرگوش در يك دسته
- 97(شباهت گاو با انسان و خرگوش را با ضريب اطمينان قوي 

 .ييد كردات) PP1.0درصد،  100

پپتيد  اين حيوانات از نظر اين  بالاي   شباهت همولوژي  درخت 
  حيوانات  اين   بين  CGRP     همولوژي نظر  از   .كرد  را تاييد

 هاي مختلف حيواناتگونهCGRPماتريس همولوژي توالي -2جدول
  1  2  3 4 5 6 7 8 9 10  11  12  13  14  15  16  

1- Fish CGRP  100                        
2- Frog CGRP  9/91  100                     
3-Ovis  CGRP  1/81  1/81 100                    
4- Rat CGRP1   4/78  1/81 6/94 100                   
5- Rat CGRP2   4/78  1/81 9/91 6/94 100                  
6- Canine CGRP   4/78  8/83 6/94 3/97 9/91 100                 
7-  Equine CGRP   4/78  4/78 6/94 6/94 2/89 6/94 100                
8-   Human CGRP1  1/81  5/86 2/89 2/89 2/89 9/91 5/86 100               
9- Monkey CGRP   2/89  2/89 9/91 2/89 2/89 2/89 2/89 9/91 100              

10- Mouse CGRP1  4/78  1/81 6/94 100 6/94 3/97 6/94 9/82 9/82 100             
11- Mouse CGRP2  4/78  1/81 5/86 9/91 5/86 2/89 9/91 1/81 1/81 9/91  100           
12- Rabbit CGRP  8/83  8/83 9/91 9/91 5/86 9/91 9/91 5/86 6/94 9/91  8/83  100          
13- Bovine CGRP  8/83  8/83 6/94 6/94 2/89 6/94 6/94 9/91 6/94 6/94  5/86  6/94  100        
14- Chicken CGRP  9/91  6/94 8/83 8/83 8/83 5/86 1/81 2/89 5/86 8/83  8/83  1/81  5/86  100      
15-  HumanCGRP2  2/89  2/89 9/91 2/89 2/89 2/89 2/89 9/91 100 2/89  1/81  6/94  6/94  5/86  100    
16- Porcine CGRP  1/81  1/81 9/91 9/91 5/86 9/91 3/97 8/83 9/91 9/91  2/89  6/94  9/91  4/78  9/91  100  
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هاي غير حفاظت مينهآهاي حفاظت شده است و اسيددهنده اسيدآمينهنشانجدول نقاط  .هاي مختلف جانوريگونهدر  CGRPتئين هاي پروتوالي هاپلوتايپ -3شكل

 .شده با حروف مشخص شده است
 

 
  .ن هستندهاي موجود در يك شاخه داراي همولوژي يكساگونه .DNAMAN افزار هاي مختلف دامي با استفاده از نرمدرخت همولوژي گونه -4شكل

 
بود و گاو بيشترين همولوژي ) درصد 83(داراي همولوژي بالا 

، موش صحرايي )CGRP1(را با گوسفند، موش ) درصد 95(
)CGRP1 ( و سگ داشت)اي در مقايسه توالي اسيدآمينه ).4شكل

اي اين نوروپپتيد هدف بررسي ميزان تشابه اسيد آمينه CGRPژن 
گيري و يا موش جهت اندازه انسان CGRPجهت استفاده از كيت 

نتايج مقايسه . اين نوروپپتيد در سرم گاوهاي مورد مطالعه بود
هاي مختلف دامي هم اي اين نوروپپتيد در گونهتوالي اسيد آمينه

نشان داد كه از نظر همولوژي اين پپتيد در گاو، انسان و موش به 
از كيت  توانبنابراين احتمالاً مي) 2جدول(همديگر نزديك هستند 

 .در گاو استفاده كرد  CGRP  گيرياندازه  يا موش جهت و انسان
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 اي توالي كدكننده ژنحاصل از مجموعه داده اسيدآمينه NJدرخت  -5شكل

CGRP . ها هاي موجود در يك شاخه بر اساس روش نزديكترين همسايهگونه
 .قرار دارند CGRPدر يك دسته از نظر يكساني در توالي ژن 

  
 كدكننده توالي اياسيدآمينه داده ازمجموعه حاصل  UPGMدرخت -6شكل
ها هاي موجود در يك شاخه بر اساس روش نزديكترين همسايهگونه.  CGRP ژن

  .قرار دارند CGRPدر يك دسته از نظر يكساني در توالي ژن 
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