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ها به خاطر اهميت  های کازئين و تنظيم بيان آن ژن. ترين بخش پروتئين شير است کازئين مهم

های چندشکل  پيدا کردن عناصر تنظيمی مهم و آلل .اند شان موضوع تحقيقات وسيع بوده اقتصادی

. کند های کازئين پايه خوبی برای انتخاب بر اساس مارکر ايجاد می ژنانداز  راهخاص در ناحيه 

ژن  انداز‌راههای قسمتی از  يابی، آناليز بيوانفورماتيکی و بررسی موتيف ين مطالعه توالیاهدف از 

 نوکلئوتيدی های تک‌چنين بررسی تفاوت کوهان ايران و هم کوهان و دو کازئين در شترهای تک بتا

(SNPs )عدد نمونه خون شتر نر و ماده  91تعداد . کوهان ايران بود کوهان و دو ه شتر تکگون در

کوهان از ايستگاه  کوهان از کشتارگاه مشهد و تعداد پنج عدد نمونه خون شتر نر و ماده دو تک

ای  زنجيره، واکنش DNAپس از استخراج . دشتحقيقات منابع طبيعی و امور دام استان اردبيل تهيه 

ارسال شرکت بايونير يابی به  ها جهت توالی اختصاصی انجام شد و نمونه یآغازگرهاتوسط  پليمراز

دست آمد و بررسی  هکوهان ب کوهان و دو های مورد توافق برای شترهای تک توالی. شدند

دست  ههای ب بر اساس مقايسه توالی. ها انجام شد ها، تجزيه و تحليل تبارزايی و هاپلوتايپ موتيف

مشخص شد که  ،(بخشی از کل توالی) NCBIهای ثبت شده در پايگاه اطلاعاتی  توالی آمده با

ها هشت نوع  بررسی. دهد های متفاوت، جهشی را نشان نمی ناحيه مورد مطالعه، با وجود هاپلوتايپ

 .کوهان نشان داد های دو کوهان و پنج نوع هاپلوتايپ را در شتر های تک هاپلوتايپ را در شتر

 

 های کلیدی‬واژه
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 کوهان و دو (Camelus dromedaries) کوهان هاِی تک تعداد شتر

(Camelus bactrianus)  تقریباً به  1551در سراسر جهان، تا سال

رود این  میلیون نفر رسیده است و پس از آن، انتظار می 11حدود 

 زایی افزایش داشته باشد بیابان تعداد با توجه به افزایش جمعیت و

(Kappeler et al. 1998) .در تواند می که است دامی ترین مهم شتر 

 عادات به توجه با و باشد داشته تولید و زیست توان فقیر مراتع

 بر علاوه شتر. دشو مراتع این احیای و حفظ باعث خود چرایی

 با دستی تغذیه شرایط در که است قادر صحرایی سخت شرایط

 افزایش و کرده رقابت( گاو مانند) خود وزن هم تولید پر های دام

 ترین نزدیک از یکی شتر شیر. باشد داشته بالایی روزانه وزن

 این. است آن بالای ارزش بیانگر که باشد می انسان شیر به شیرها

 این که  باشد می (پنیر آب عمده پروتئین) لاکتاگلوبولین فاقد بتا شیر

 ترین عمده پروتئین این. ندارد وجود هم انسان شیر در پروتئین

 شتر شیر در. است شده گزارش محلول فاز زای آلرژی پروتئین

 آلزایمر ایدز، سرطان، درمان در که باشد می موجود هایی بادی آنتی

مطالعه دگرگونی ژنتیکی پروتئین  .دارند بسزایی نقش B هپاتیت و

های اصلی بتا  ونهسال پیش توسط شناسایی گ 93شیر گاوی 

های  های اخیر با بهبود روش شد و در سال  لاکتوگلوبولین آغاز

شناسی ملکولی، ژنتیک و  های زیست تجربی و مشارکت در زمینه

طور کلی از آب،  شیر به. است شدت افزایش یافته بیوشیمی به

پروتئین، چربی، کربوهیدرات، لاکتوز و مواد معدنی تشکیل 

شود که شامل  گروه اصلی تقسیم میپروتئین شیر به دو . است شده

و ( دهند از پروتئین شیر را تشکیل می درصد 13حدود ) ها کازئین

 Singh et al. 2007; Konuspayeva) باشند ها می وی پروتئین

ترین بخش پروتئین شیر است و تاکنون بر  کازئین مهم. (2009

 .است وسیعی صورت گرفتههای کدکننده آن تحقیقات  روی ژن

های چندشکل خاص در  پیدا کردن عناصر تنظیمی مهم و آلل

های کازئین پایه خوبی برای انتخاب بر اساس  ژنانداز  راهناحیه 

ای شیر است که در  کازئین پروتئین تغذیه. کند مارکر ایجاد می

 Gatsey et al. 1996; Mishara et) پستانداران اهمیت زیادی دارد

al. 2009). باشد که در صنایع غذایی  کازئین یک فسفوپروتئین می

درصد پروتئین شیر  13 حدود. چنین در پزشکی کاربرد دارد و هم

 .(Farrel et al. 2004; Shamsia 2009)دهد  را کازئین تشکیل می

پروتئین از بتالاکتوگلوبولین، ایمونوگلوبولین،  وِی

 های کوچکتر مثل پروتئینگلیکوماکروپپتیدها، سرم آلبومین و 

 Farrel) است لاکتوپراکسیدازها، لیزوزیم و لاکتوفرین تشکیل شده

et al. 2004; Haddadin et al. 2008) . شیر شتر تمامی مواد مغذی

درصد  13کازئین . باشد ضروری موجود در شیر گاو را دارا می

که کازئین شیر شتر  دهد در حالی پروتئین شیر گاو را تشکیل می

های اصلی  قسمت. دهد درصد پروتئین آن را تشکیل می 18تا  92

 ، بتا و کاپا کازئین هستند2s، آلفا1sکازئین گاوی شامل آلفا

(Kaminski et al. 2007; Salmen et al. 2012.) ها  این قسمت

باشند و تعداد  می 1:1:1:1ترتیب نام برده شده با نسبت  به

عدد  195و  235،  238،  155ترتیب  ها به ی آن های آمینه اسید

 218، 181، 238است و در مقایسه با شیر گاو، در شیر شتر شامل 

اسیدهای  کوهان و گاو، آمینو شیر شتر تک .اسیدآمینه است 192و 

های آمینه گلایسین و سیستئین در  مشابهی دارند با این حال اسید

 کوهان کمتر از شیر گاو است پروتئین کازئین شیر شتر دو

(Salmen et al. 2012.) ترین  عنوان مهم دلیل جایگاه کازئین به به

هدف از انجام این  بخش پروتئین شیر این قسمت انتخاب شد و

های  کازئین در گونه ژن بتا انداز راهیابی قسمتی از  توالیاول تحقیق 

، دوم بررسی فیلوژنیکی، سوم کوهان ایران کوهان و دو شتر تک

شناسایی دهنده و در نهایت  ناحیه غیر رمزهای  بررسی موتیف

موجود در قسمتی از  (SNPs) نوکلئوتیدی های تک چندشکلی

ژن بتاکازئین که اطلاعات حاصل ( انداز راه) نواحی غیر رمزدهنده

های ژنی  از آن کاربرد فراوانی در مطالعات همبستگی چندشکلی

 .با صفات مورد بررسی دارند

 

واقع  کوهان از کشتارگاه مشهد عدد نمونه خون شتر تک 13تعداد 

سلام و تعداد پنج عدد نمونه خون  در جاده فریمان روستای تپه

از ایستگاه تحقیقات منابع طبیعی و امور دام استان کوهان  شتر دو

خون از رگ وداجی و . دشتهیه  آباد اردبیل واقع در روستای جهاد

برای جلوگیری از انعقاد خون، . شد لیتر گرفته به مقدار شش میلی

ها تا  ده درصد استفاده شد و نمونه EDTAهای حاوی  از لوله

گراد در  درجه سانتی -23در دمای  DNAزمان استخراج 

  مقدمه

  ها مواد و روش
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 آزمایشگاه بیوتکنولوژی حیوانی دانشگاه فردوسی مشهد نگهداری

 .شد 

-Cat. No. k-آمریکا) Bioneerاز کیت  DNAمنظور استخراج  به

و بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده با کمی تغییر ( 3032

ها روی ژل آگارز  نمونه DNAجهت بررسی کیفیت . استفاده شد

در نهایت برای تعیین دقیق غلظت . یک درصد مشاهده شدند

DNA استخراج شده از دستگاه نانودراپ (NanoDrop® ND-

1000, USA )برای نسبت  2تا  1/1مقدار . استفاده شد

A260/A280  نشانگر کیفیت خوب DNAاست. 

 ای پلیمراز واکنش زنجیره

 انداز راهجهت تکثیر بخشی از  آغازگردر این بررسی از یک جفت 

کوهان و  شتر تک( -1111تا باز  -101از باز ) ژن بتاکازئین

مشاهده  1کوهان استفاده شد که مشخصات آن را در جدول  دو

از توالی ثبت شده شتر با استفاده  آغازگرجفت . شود می

افزار  و با استفاده از نرم NCBIکوهان در پایگاه اطلاعاتی  تک

Primer premier 5  دشطراحی ( GenBank:AJ575419.1 .) در

ترتیب برای  باز به جفت 513و  593طول  مجموع قطعاتی به

تکثیر  آغازگرکوهان توسط این جفت  کوهان و دو شترهای تک

 .شد

با استفاده از دستگاه ترموسایکلر  مرازیپل یا رهیزنج واکنشانجام 

Biometra آلمان (T-personal)  29سیکل و با حجم نهایی  09در 

 . شد  میکرولیتر انجام

ثانیه، یک سیکل و  933واسرشت ابتدایی و بسط نهایی در زمان 

واسرشت، اتصال . گراد انجام شدند درجه سانتی 82و  51در دمای 

درجه  82و 91، 51ترتیب در دمای  یکل بهس 09و بسط در طی 

محتوای مواد . ثانیه انجام شدند 91و  03، 03گراد و زمان  سانتی

 با DNAاز نمونه  تریکرولیم 9/1 شاملواکنش  نیا تشکیل دهنده

با غلظت  بافر از تریکرولیم 9/2 تر،یکرولینانوگرم در م 133غلظت 

X01، 9/1 تریکرولیم 2/3 مولار، یلیم 9/1 میزیمن دیکلر تریکرولیم 

میکرولیتر از  1واحد،  9/1با غلظت  Taq polymerase میاز آنز

آب میکرولیتر  0/19پیکومول در میکرولیتر و  1آغازگر با غلظت 

بر روی ژل  مرازیپلی ا رهیزنج یها واکنشمحصولات  .بود زهیونید

منظور تعیین  ها به آگارز یک درصد تفکیک شدند و سپس نمونه

( Bioneer; South Korea) به شرکت بایونیر کره جنوبیتوالی 

 .ارسال شدند

مورد  یمرحله اول توال در منظور رسم ماتریس فواصل ژنتیکی، به

موجود در  یها یتوال با نیکازئ بتا ژن انداز راهاز  یتوافق قسمت

. قرار گرفتند سهیمورد مقا BLAST ندیتحت فرا NCBI گاهیپا

 باجنس و گونه مختلف که  5از  یتوال 193تعداد  ندیفرا نیا یط

و  افتیدر گاهیپا نیاز ا ،داشتند یپوشان هم مطالعه مورد ینواح

با v5 MEGA (2013 .al et Tamura )برنامه  Clustal هیتحت رو

 یساز فیهمرد مطالعه نیا در آمده دست هب یها یتوال

(Alignment )وسیله  هفواصل ژنتیکی ب ماتریس .(2جدول )  شدند

د و درخت شمحاسبه  CLC Main Workbench 5.5 افزار نرم

 رسم شد MEGA v5افزار  وسیله نرم این فواصل به تیکیفیلوژن

 NCBI یاطلاعات گاهیاز پا ها یتوال یتمام (.0و  2های  شکل)

 .ندشد یآور جمع

 رافزا نرم Alignmentها از رویه  جهت شناسایی هاپلوتایپ

(https://www.qiagenbioinformatics.com/)CLC Workbench 

سپس  و ها ویرایش شدند منظور ابتدا توالیبدین . استفاده شد 5.5

کازئین بدست  ها قسمتی از توالی کامل ژن بتا برای هریک از نمونه

ها مشخص  ها جهش کردن توالیردیف  در مرحله بعد با هم. آمد

 9و  1 های ردیف شده در شکل های هم همانطور که در توالی. شد

های  ها قسمت ردیف کردن نمونه شود پس از هم‌مشاهده می

مشخص شدند و  " - "ها با علامت  مشترک بین همه نمونه

 .دندشهای متفاوت با فلش در آن جایگاه مشخص تعیین  قسمت

 
 مرازیای پل هریواکنش زنجاستفاده شده در  آغازگرمشخصات و توالی  -1جدول 

 منبع (C˚) دمای اتصال (bp) طول قطعه توالی نام

Scence 5ʹ CAAGATACTGAATATGGTTCCCTGT 3' 

 
 (کوهان دو) 513

 (کوهان تک) 593

 

C ◦91 وسیله  به) طراحی شدprimer 

premier5) 
Anti-scence 3ʹ GTTCTATGACTTATACCAAGGGACA 5' C ◦91 
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 فرمت با) کروماتوگرام یها یتوال یها خوانش صحت ابتدا در

ab1) افزار  نرم لهیوس بهChromas Lite 2.1 (Chromas Lite 

2.1.1 by Australia Technelysium Pty Ltd ) قرار  یبررسمورد

 یورود یها لیفا از کدام هر یانتها و ابتدایابی  توالی .گرفت

 مناسب تیفیک با یتوال یها قسمت ریسا اما داشت خطا یمقدار

کدام  هررفت و برگشت  یتوال بعد مرحله در. بودند شده خوانش

به کمک ( رفت و برگشت یتوال کردن سو هم از پس) ها از نمونه

CLC Workbench 5.5 یبرا یتوافق یشدند و توال ینیچ هم ریز 

هرکدام  یها نمونه یبرا یتوافق یتوال. شد هیها ته هرکدام از نمونه

 . شد هیته روش نیهم به زین دوکوهان و کوهان تک یها از شتر
 

منظور بررسی عملکرد آغازگرهای اختصاصی برای بخشی از  به

 ای زنجیره واکنش محصولات انداز ژن بتاکازئین، الکتروفورز راه

 آغازگرها ،1مطابق شکل . انجام شد درصد یک ژل روی بر پلیمراز

انداز ژن  راه ناحیه برای اختصاصی قطعات و نموده فعالیت خوبی به

عنوان کنترل منفی، مواد تشکیل  به .اند بتاکازئین را تکثیر نموده

DNA (Master mix )جز  ای پلیمراز به واکنش زنجیرهدهنده 

در این . است مشخص شده 1در شکل  Aاستفاده شد که در بخش 

قسمت هیچ باندی مشاهده نشد که نشان از عدم آلودگی این مواد 

برای کنترل مثبت از آغازگرهای . باشد ناخواسته می DNAبه 

 استفاده شد نیلاکتالبوم آلفاانداز ژن  اختصاصی برای بخشی از راه

(Saedi et al. 2017.)  این قسمت با کد دسترسیKP217170  به

 .است نشان داده شده 1شکل  Bباز در قسمت  جفت 1312طول 

 

 
کازئین در  بتا ژن انداز راه ناحیه برای PCR محصولات الکتروفورز -1شکل 

باز بر روی  جفت 513و  593ترتیب با طول  کوهان به کوهان و دو های تک شتر

واکنش  Master mixدهنده کنترل منفی با  نشانA . ژل آگارز یک درصد

دهنده کنترل مثبت با آغازگرهای اختصاصی برای  نشان Bای پلیمراز و  زنجیره

 .باشد می 1312در شیر شتر با طول  نیلاکتالبوم آلفاراه انداز ژن 

 جهت آنالیز فیلوژنتیک NCBIهای دریافت شده از توالی  -2جدول 
 گونهجنس و  تعداد توالی دریافت شده

91 Sus scrofa 

93 Ovis aries 

02 Capra hircus 

0 Bos Taurus 

2 Bubalus bubalis 

9 Equus caballus 

2 Equus asinus 

0 Bos grunniens 

2 Camelus dromedaries 

 

یکی از اهداف این تحقیق تعیین توالی مورد توافق برای شترهای 

انداز  تعیین توالی قسمتی از راهمنظور  به. کوهان بود کوهان و دو تک

 CLC Mainافزار ها از نرم کدام از نمونه کازئین برای هر ژن بتا

Workbench 5.5 توالی مورد  چینی زیر همپس از . استفاده شد

کوهان  کوهان و دو کازئین برای گونه شتر تک توافق برای ژن بتا

باز طول داشت و  جفت 513و  593ترتیب  دست آمد که به ایران به

 با شماره دسترسی ترتیب به NCBIدر پایگاه اطلاعاتی 

KR611005-KR611009 و KR610995-KR611004  برای اولین

فواصل  .دشثبت  (کوهان و دوکوهان ایران برای شترهای تک) بار

 و نتایج آن درمحاسبه  های مورد مطالعه ژنتیکی بین توالی گونه

 .است نشان داده شده 2شکل 

 

 
 ماتریس فواصل ژنتیکی - 2شکل 

 

 
کوهان و  ژن بتاکازئین شترهای تک انداز راهدرخت فیلوژنی توالی  -0شکل 

 . NCBIهای دیگر گرفته شده از بانک ژن  کوهان ایران و گونه دو
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ترین فاصله  کوهان ایران کم های دو ، شتر2شکل  با توجه به

کوهان در پایگاه  های تک ژنتیکی را با توالی ثبت شده از شتر

ترین شباهت را با گونه شتر  و پس از آن بیش NCBIاطلاعاتی 

 Camelus) کوهان ایران بررسی شده در این مطالعه تک

dromedaris )ترین فاصله ژنتیکی  ترین شباهت یا کم و سپس بیش

در این بین  .داشتند (Bos grunniens)دار  را با گونه گاو کوهان

کوهان ایران  های دو دست آمده برای شتر بهترین شباهت توالی  کم

ترین  البته در این بین بیش. دست آمد به( Equus Asinus)با الاغ 

( Capra hircus) فاصله ژنتیکی نسبت به هم متعلق به دو گونه بز

 .بود( Equus Asinus) و الاغ

حیوانات به سه  0شکل دست آمده در  بر اساس فواصل ژنتیکی به

ی شماره سه، دو زیر شاخه  در شاخه. شوند شاخه تقسیم می

ترین فاصله  های شتر در نزدیک شود که در آن گونه مشاهده می

دست آمده از درخت  بر اساس نتایج به. نسبت به هم قرار دارند

، بالاترین درصد تطابق با شترهای ایرانی پس از شتر نیز فیلوژنی

متعلق NCBI (Camelus dromedaries )تک کوهان ثبت شده در 

ترین تطابق با شتر  است و کم (Bos grunniens) دار گاو کوهانبه 

و ( Equus Asinus) الاغهای بررسی شده متعلق به  در بین گونه

 .باشد می Equus ferus caballus))اسب 

و پنج  (1شکل ) کوهان هشت نوع هاپلوتایپ متفاوت در شتر تک

ولی در . شناسایی شد (9شکل ) کوهان هاپلوتایپ در شتر دو

های  توالی توافقی شتر چینی توالی توافقی نهایی پس از زیرهم

جهشی گزارش  NCBIایران با توالی ثبت شده در پایگاه اطلاعاتی 

کوهان توسط  کوهان و دو های تک در توالی توافقی شتر .نشد

موتیف مشاهده شد  02در مجموع  0پایگاه اطلاعاتی سافت بری

عدد شناخته شده  15تکراری و از این بین تنها  عدد غیر 25که 

 .شود مشاهده می 0 بودند که در جدول

های  جوی تفاوت و یکی از اهداف این مطالعه جست

علت این . ها یافت نشد ی در توالیشهنوکلئوتیدی بود که ج تک

دلیل وظیفه تنظیمی آن  به انداز راهتواند حفاظت شدید ناحیه  امر می

تراکم عناصر  et al. Debeljak ،2339 (2005) مطالعهدر . باشد

ها زیاد گزارش نشد  تمامی گونه انداز راهباز اولیه  893تنظیمی در 

 -1933و  -1333تا  -893ی ‌و بر خلاف آن این تراکم بین ناحیه

                                                           
1 -www.softberry.com 

دست آمده از  از آنجایی که توالی به. دست آمد زیاد به -2393تا 

 98یابی شده بود، باز هم  توالی -1111این تحقیق تنها تا باز 

موتیف در  15موتیف از  11های پیدا شده یعنی  درصد از موتیف

این قسمت از نتایج  پس نتایج این مطالعه . این ناحیه قرار داشت

(2005) et al. Debeljak را تایید کرد . 

این بود که در بین  et al. Debeljak (2005)ی دیگر       اما نتیجه

 STAT5ها حداقل دو موتیف  تمامی گونه -1033تا  -893ناحیه 

ای نرسیدیم و  شود که در این مورد ما به چنین نتیجه مشاهده می

یابی تا باز  این موتیف مشاهده نشد که شاید دلیل آن عدم توالی

که توسط این تحقیق تایید  این افراداز دیگر نتایج . بود -1033

اشاره کرد که  -1OCTو  -1APتوان به حضور موتیف  شد می

قبلا در موش و OCT -1سهم هر کدام یک موتیف بود که البته 

گزارش کردند  et al.  Rosen(1999) .گوسفند مشاهده شده بود

است که در  یک خانواده موتیف شدیدا حفاظت شده C/EBPکه 

به گفته روزن و . بسیار اهمیت دارند DNAدایمریزاسیون و اتصال 

کازئین موش شامل چهار  ژن بتا انداز راهها در  کتورهمکاران این فا

بود که در شتر این موتیف شامل  -213تا  -12موتیف بین نواحی 

 . مشاهده شد -198و  -181دو تکرار و در نواحی 
 

 
کوهان  یابی شده شتر تک نمونه توالی 13 چینی همنمای کامل زیر  -1شکل 

 نوکلئوتیدی های تک تفاوتجهت یافتن 

 
 یابی شده شتر دوکوهان چینی پنج نمونه توالی زیرهمنمای کامل عمل  -9شکل 

 نوکلئوتیدی  های تک تفاوتجهت یافتن 
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 کوهان ایران کوهان و دو ژن بتاکازئین شیر شتر تک انداز راههای شناسایی شده در قسمتی از  موتیف -0جدول 

 مکان در ژن موتیفتوالی  نام موتیف

AP-1 TGACTTCT 901- 

Evi-1 TGACAAGATAA 103- 

TFII-I TACTCCCT 950- 

MyoD CACCTG 011- 

ISGF2 CTTTCTCTTT 922- 

Oct-1 ACTTCCAT 199- 

C/EBP GAGGAGGG 181-  198و- 

CAC-binding GGTGGGG 918- 

TFIID TTCATAAA 515- 

kni/knrl/egon AACTAAATC 910- 

PBX proteins ATCAATCA 518- 

Brn-3 ATAATTAAT 915- 

ESF-1 TCAGCTGA 122-  119و- 

c-Myb TGGCCGTTG 089- 

Stat92E TTCATGGAA 129- 

Fkh CTTTGTAAA 593- 

Bhlh CCATCTGC 180- 

Spi-1/PU.1 CTTCCTCC 192- 

Ngn3 GCAGATGG 199- 

OCT- FACTOR (IGNFA)  ATGCAAAT 1322- 

 

 ژن بر روی ناحیه پروموتوری et al.  Saedi(2017) مطالعاتدر 

ایران، چهار  دوکوهان و کوهان تک لاکتالبومین شیر درشترهای آلفا

کوهان مشاهده  کوهان و سه جهش در شتر دو جهش در شتر تک

هشت ) تر هاپلوتایپی با وجود فراوانی بیش این مطالعهشد اما در 

هاپلوتایپ برای شتر تک کوهان و پنج هاپلوتایپ برای شتر دو 

پنج هاپلوتایپ در شتر تک ) نسبت به مطالعه ذکر شده( کوهان

. جهشی یافت نشد( کوهان و چهار هاپلوتایپ در شتر دو کوهان

انداز ژن بتاکازئین  دلیل این موضوع می تواند حفاظت بیشتر از راه

لاکتالبومین در شیر  انداز ژن آلفا با راهدر برابر جهش در مقایسه 

 .شتر باشد

 

 سپاسگزاری

آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشکده علوم دامی دانشگاه فردوسی 

کشتارگاه مشهد  .مشهدکه امکان این تحقیق را فراهم کرد

ایستگاه . (خاطرامکان فراهم کردن نمونه خون شتر تک کوهان به)

امکان  خاطر به)استان اردبیل تحقیقات منابع طبیعی و امور دام 

 (.فراهم کردن نمونه خون شتر دو کوهان
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