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  چکیده

اصلاح نژاد پژوهشگران هاي اخیر منديو مصرف خوراك از علاقه انرژي، تولید شیرموثر بر تعادل اي هژنشناسایی 
ي صفات در هاي کنترل کنندههاي اندکی براي شناسایی ژنم وجود منابع غنی حیوانی، تلاشدر ایران علی رغ. است
تواند به اصلاح نژاد گوسفند هاي کاندیداي موثر بر صفات اقتصادي میبنابراین، شناسایی ژن. صورت گرفته است آنها

ي کرمانی  رأس گوسفند نر و ماده120از براي بررسی چند شکلی ژن لپتین در این تحقیق . در کشور کمک شایانی نماید
 با استفاده از کیت استخراج استاندارد، واکنش DNAپس از استخراج . ایستگاه اصلاح نژاد شهر بابک خونگیري شد

پس از تعیین چند شکلی فضایی .  جفت بازي از اگزون سوم این ژن انجام شد275ي مراز براي تکثیر قطعهاي پلیزنجیره
، الگوهاي باندي مربوط به ژن لپتین با استفاده از ژل آکریل آمید و رنگ آمیزي نیترات PCR محصولات اي،رشتهتک

، A/A ،C/C ،A/B ،A/C ،A/B/C ،A/B/E ،A/B/F الگوي 10ي مورد مطالعه، براي ژن لپتین در نمونه. نقره، بدست آمد
A/C/F ،A/B/D/Eو A/B/C/Fالاي در ژن لپتین گوسفندان نژاد کرمانی میچندشکلی بي  دهنده بدست آمد که نشان-

  . باشد

  PCR-SSCP ،، چند شکلیلپتین، گوسفند کرمانی: ي کلیديهاواژه
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Abstract 
Identification of associated genes with energy balance, yield and feed intake are recent interests of 
the animal breeding researchers. With consider to rich resources of animals, in our country-Iran, 
accomplish a little assay for identification of genes that controlling its traits with molecular 
techniques. Identify the candidate genes in sheep breeds using DNA test can have a great help for 
their breeding progress. In this research, for analysis of leptin gene polymorphism in Kermani 
sheep, we collected blood samples of one hundred and twenty male and female Kermani sheeps 
which were rearing in breeding center of Shahre Babak, Kerman. Genomic DNA was extracted 
using commercial DNA extraction Kit. The exon 3 (275 bp segment of exon 3) of leptin gene was 
amplified with specific primers. The single stranded conformation polymorphism (SSCP) patterns 
of PCR product were studied using Acrilamid gel and silver staining method. We obtained 10 band 
patterns for leptin gene: A/A, C/C, A/B, A/C, A/B/C, A/B/E, A/B/F, A/C/F, A/B/D/E and A/B/C/F. 
The results showed that leptin gene is so polymorphic in studied population. 
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 مقدمه 
افزایش رشد جمعیت، باعث تغییر و تنوع سیستم 

. هاي حیوانی شده استتولید و افزایش نیاز به فرآورده
در این راستا حفظ تنوع ژنتیکی حیوانات امري لازم 

هاي اصلاح نژادي بستگی به تنوع توفیق برنامه. است
هایی که در با توجه به پیشرفت .ژنتیکی جمعیت دارد

 مولکولی صورت گرفته است، استفاده از ي ژنتیکزمینه
ر نپذیرفتن ی در اصلاح دام به علت تاثDNAنشانگرهاي 

ي مناسبی جهت بررسی صفات از شرایط محیطی، زمینه
هاي کنترل ها و شناسایی سریع و دقیق ژنمهم در دام

مورس و (ي صفات تولیدي فراهم کرده است کننده
تعادل  ي موثر برهاي عمدهشناخت ژن ).1991 همکاران

 ایمنی و مصرف خوراك از ،انرژي، تولید شیر، باروري
  . باشد ي اخیر محققان اصلاح نژاد میها  علاقمندي
 هورمون این.  کیلو دالتونی است16یک پروتئین  لپتین

 یچاق مسئول ژن سطح در شده ایجاد جهش ينتیجه در
 لپتین، تولید و ترشح یاصل  منبع.شود می تولید
 لپتین .باشند ها میپوسیتییا آد یچرب بافت يها سلول
 بلوغ،، يانرژ  متابولیسم،اشتها يکننده کنترل ترینعمده

 و سمپاتیک ده برون تغییر وزن، افزایش ،یچاق سندرم
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 3 يدارا لپتین ژن .باشد می انسان در دوم نوع دیابت
، 2008نصیري و همکاران ( باشدمی اینترون 2اگزون و 

لپتین داراي چندین فعالیت مهم ). 2009زو و همکاران 
، تولید )1995پلیمونتر و همکاران (نظیر تنظیم وزن بدن 

لرد (هاي ایمنی   ، فعالیت )2003هنسن و کاستراکان (مثل 
ها و رشد گیري استخوانو شکل) 1998و همکاران 

) 2004هامریک و همکاران  ،1997گراسو و همکاران (
 نقشه یابی 4وي کروموزوم ژن لپتین در گاو ر .باشدمی

لپتین، با نگهداري ). 1996استن و همکاران (شده است 
ي انرژي، وزن بدن را تعادل میان دریافت غذا و هزینه

). 2002، ماتارس و همکاران 1998فریدمن (کند کنتزل می
گزارش کردند وجود ) 2005(واندرلند و همکاران 

 لپتین، چندشکلی در ژن لپتین انسان با سطوح پایین
افزایش وزن و مرض قند غیر وابسته به انسولین، رابطه 

دار ها در ژن لپتین گاو ارتباط معنی  این چند شکلی. دارد
، تولید شیر )2003لاگونیگرو و همکاران (با مصرف غذا 

و ) 2003، بوچانان و همکاران 2003لیفرز و همکاران (
) 2005و همکاران  شنکل(صفات کیفیت گوشت و لاشه 

  .دارند
اطلاعات مربوط به ژن لپتین در گوسفند بسیار اندك 

 و زوو ) 2006(تحقیقات بوچر و همکاران . باشند می
باشد که ي اندك تحقیقاتی میاز جمله) 2009(همکاران 

طهمورث پور و . در ژن لپتین گوسفند انجام شده است
براي اولین بار به بررسی چند شکلی  ) 1387(همکاران 

 در گوسفندان PCR-SSCPبا استفاده از ژن لپتین 
 در 3بلوچی پرداختند و سه الگوي باندي براي اگزون 

  . ژن لپتین گزارش کردند
کشور با   هاي بومیحفظ نژادها و ذخیره ژنی دام

ي ملی از تشکیل بانک ژنی به عنوان یک سرمایه
به همین دلیل در . باشد ضروریات دامپروري کشور می

درون جمعیتی گوسفند کرمانی  با پژوهش حاضر تنوع 
 در جایگاه ژن لپتین PCR-SSCPاستفاده از تکنیک 

 .مورد مطالعه قرار گرفت

  

  ها  مواد و روش
   و نمونه گیريجمعیت مورد مطالعه
 96( راس گوسفند کرمانی 120در پژوهش حاضر، 

که در مرکز )  راس گوسفند نر24راس گوسفند ماده و 
-پرورش داده می کرمان استاناصلاح نژاد شهربابک 

-نمونهپس از خونگیري . شدند، مورد مطالعه قرار گرفتند

 میلی مول 50هاي ونوژکت حاوي هاي خون در لوله
EDTA ریخته شدند و تا زمان استخراج DNA در 

   . درجه سانتیگراد نگهداري شدند-20دماي 
  

   DNAاستخراج 
ــتخراج  ــراي اســـــــــ ــت، DNAبـــــــــ   کیـــــــــ

DIAtom DNA Prepــرکت ژن ــن آوران   شــ  فــ
ــت  . اســتفاده شــد ــابی کمی ــDNAجهــت ارزی دســت ه  ب

قاســمی و  (شــد درصــد اســتفاده 2آمــده از ژل آگــارز 
   ).1388همکاران 

  
 PCR با استفاده از تکثیر ژن لپتین

جهت تکثیر ) PCR(واکنش زنجیره اي پلی مراز 
 جفت بازي اگزون سوم ژن لپتین با استفاده 275ي قطعه

 شرکت سینا) PCR Master Kit(از  کیت پی سی آر 
هاي استفاده شده رآغازگهر کدام از . ژن انجام شد

  . باز و با توالی زیر بودند25شامل 
LeptF: 5'-GCT CCA CCC TCT CCT GAG TTT 
GTC C-3  

  و 
LeptR: 5-TGT CCT GTA GAG ACC CCT 
GTA GCC G-3 

ي   میکرولیتر و با برنامه25 در حجم PCRواکنش   
ي جه سانتیگراد جهت واسرشت اولیه در95حرارتی 

DNA 95 ثانیه، واسرشت ثانویه در دماي 240 بمدت 
 درجه 5/66 ثانیه، دماي 45درجه سانتی گراد به مدت 

 ثانیه، دماي 55سانتیگراد جهت اتصال آغازگرها بمدت 
 ثانیه 75 درجه سانتیگراد جهت بسط آغازگرها بمدت 72
 600ئی به مدت  درجه سانتی گراد براي بسط نها72و 
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ي صحت قطعه.  سیکل انجام شد38ثانیه و به تعداد 
 2ژل آگارز با استفاده از  PCRبدست آمده از محصول 

  . انجام شددرصد 
  

جهت تعیین ژنوتیپ  SSCPاستفاده از روش 
  حیوانات

 میکرولیتر از 7-10، مقدار SSCPجهت انجام
 میکرولیتر بافر بارگذاري 7با تکثیر شده محصولات 
ها  ، میکروتیوبDNAبعد از اضافه کردن . مخلوط شد
 95 دقیقه درون حمام آب گرم با دماي 5براي مدت 

سپس، بلافاصله پس از . درجه سانتیگراد قرار داده شدند
بعد از . ها روي یخ قرار گرفتند خارج کردن، میکروتیوب

 میکرولیتر از مخلوط محصولات 15 دقیقه 5-7گذشت 
PCRري  با بافر بارگذاSSCP با استفاده از سیستم 

) Vertical Slab Unit(اختریان الکتروفورز عمودي 
  مدل

VSS-100 داراي سیستم خنک کننده با آب و با ولتاژ 
 ساعت روي ژل آکریل آمید غیر 4-5 به مدت 200

سیستم داراي خنک .  الکتروفورز شد1واسرشته ساز
 4-5 و ژل در دماي TBE (1X)کننده بود و دماي بافر

 براي مشاهده .درجه سانتیگراد ثابت نگه داشته شد
باسام (ها از رنگ آمیزي نیترات نقره استفاده شد ژنوتیپ

ي الگوهاي ژنوتیپی از ر براي نامگذا).1991و همکاران، 
 ،)2009(زاده و همکاران الگوي ارایه شده توسط موسوي

  . نشان داده شده است1استفاده شد که در شکل 
  

                                                
1 - Nondenaturing polyacrylamide gel 
 

لگوهاي بانـدي ارائـه شـده جهـت نامگـذاري            ا - 1شکل  
، موسـوي زاده و همکـاران     برگرفتـه از     (SSCPالگوهاي  

2009(  
  

  )ژنوتیپ ها( الگوها  تعیین فراوانی
تهیه شده از ژل مورد نظر، بررسی و هاي   عکس

بر اساس .  شدندشالگوهاي باندي ایجاد شده شمار
الگوهاي باندي ژنوتیپ حیوانات تعیین و سپس با 

معیارهاي مربوط  Pop GENE32 اده از نرم افزاراستف
  . به چندشکلی ژن لپتین محاسبه شدند

  
  نتایج و بحث

 ي استخراج شده و قطعهDNAي الکتروفورز نتیجه
 جفت بازي تکثیر شده از ژن لپتین به ترتیب در 275

  . نشان داده شده است3 و 2شکل 
  

  
   چند دامDNA نتایج  استخراج -2شکل 
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در اولـین چاهـک     . PCR نتایج حاصل از انجام      -3شکل  
 PCRهاي دیگر محصولات از سمت چپ نشانگر و در چاهک 

  .  هستند88 و 81، 80، 67، 89، 50، 79مربوط به نمونه هاي 
  

زاده و  با استفاده از الگوي ارایه شده توسط موسوي      
ژل پلـی آکریـل      آمیزي ، و با روش رنگ    )2009(همکاران  

  ).  3شکل(انات تعیین شد آمید، ژنوتیپ حیو
  

  
-PCR الگوهاي ژنوتیپی مشاهده شده حاصل از -4شکل 

SSCP  
  

 راس گوسـفند    120ي مورد مطالعـه شـامل       کل نمونه 
 راس قابــل 118کرمــانی بــود کــه الگوهــاي مربــوط بــه  

ي نتـایج نـشان داد کـه در نمونـه      . مشاهده و بررسی بود   
 ،A/A ،C/C ،A/B ،A/C الگــــوي 10مــــورد مطالعــــه، 

A/B/C    ،A/B/E    ،A/B/F    ،A/C/F    ،A/B/D/E ،
A/B/C/F    هـاي الگوهـاي    فراوانـی ). 4شکل( وجود داشت

 ارایه شـده  2 و   1هاي  ژنوتیپی و آللی به ترتیب در جدول      
 . است

تواند در جمعیتی از میPCR-SSCP بنابراین، تکنیک 
هاي گوناگون   ژنوتیپ واریانتجهت تعیینحیوانات 

بهینه سازي . اده قرار گیردهاي مختلف مورد استف ژن
ي معین توسط تنظیمات  براي یک قطعهSSCPشرایط 

پذیر دقیق شرایط الکتروفورز تنها از طریق تجربی امکان
-که یک جهش ژنتیکی ناشناخته، در ژن هنگامی. باشدمی

شود، شرایط متفاوت باید بدقت هاي بزرگ آنالیز می
  ، تحقیقاتبر اساس نتایج بدست آمده در. کنترل شوند

ي  دماي مناسب جهت دستیابی به بهترین نتایج در دامنه
رسد  درجه بودند که به نظر می15 و 10، 5بین دماهاي 

 درجه یک نقطه شروع بسیار مناسبی جهت 5دماي 
 تک DNAها باشد زیرا قطعات  تشخیص اکثر جهش

تري در رشته اي تمایل به داشتن ترکیبات به هم فشرده
نتایج این تحقیقات نشان داد که .  تر دارنددماهاي پایین

 185 ساعت جهت ران کردن  قطعات بین 4-3مدت زمان 
با کاهش زمان . باشد جفت بازي بسیار مناسب می350و 

ران کردن، قطعات کمتر حرکت کرده و در نزدیکی باند 
گیرند و ران کردن طولانی تر باعث  مرجع خود قرار می

ي قطعات رکت بیش از اندازهمهاجرت بیشتر باندها و ح
ي حاضر این نتیجه در مطالعه. کوچکتر خواهد شد

استفاده  هاي مورد  و نمونهDNAحاصل شد که غلظت 
 دخالتی SSCP در الگوهاي باندي حاصل از PCRدر 

 بعد از واسرشت PCRندارد و قرار دادن محصولات 
آنالیزهاي . باشد سازي روي یخ لازم و ضروري می

SSCPباشند که   تر میتر بسیار حساس در قطعات کوتاه
این ممکن است بخاطر این باشد که تغییرات بازي در یک 

تر بیشتر باعث تغییر شکل و ایجاد  ي کوتاهقطعه
هاي چند بعدي نسبت به قطعات بزرگتر ساختار

 SSCPهاي  کنترل دما جهت انجام بهتر آنالیز .شوند می
، به بررسی )2008(مکاران جوانمرد و ه. باشد لازم می
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از طریق ) سرابی(چند شکلی ژن لپتین دو نژاد گاو ایرانی 
 پرداختند PCR-RFLPي اینترون و با روش تکثیر ناحیه
.  تشخیص دادندBB و AA ،ABژنوتیپ   و سه نوع

براي صفات  هاییQTL) 1998( لندرسون و همکاران
 و 75 ،8/82در   درصد چربی و پروتئین شیر،تولید شیر

و  لیفرز .مورگانی این ژن مکان یابی کردند سانتی95
در   ژن لپتینهاي ژنوتیپیفراوانی) 2003(همکاران 

 درصد بترتیب 2/0 و 5/18، 3/81 راگاوهاي هلشتاین 
همکاران  وآلمدیا  .کردندگزارش  BB و  AA ،ABبراي

باعث   RFLP-Sau3AIاز للآیک گزارش کردند ) 2003(
 روز 79-81زائی به مدت گوساله يافزایش فاصله

 این ژن، حداقل جهش هاي انتخاب بر اساس  وشود می
 و لاگونیگرو .دهدرا کاهش می نسل يماه فاصله 2

 افراد با ژنوتیپاشتهاي گزارش کردند  )2003(همکاران 

AT  نسبت به افراد AA 19 %در این . بیشتر است
  بیشترین فراوانیA/B/Cپژوهش فراوانی ژنوتیپ 

 69/1( کمترین فراوانی C/Cو ژنوتیپ )  درصد88/22(
که نیاز به مطالعات بیشتر ) 1جدول (را داشتند ) درصد

و  زیرچوسفکی .براي بررسی رابطه آن ها با اشتها دارد
در لپتین فراوانی آللی ژن به بررسی ) 2002(همکاران 

 ،A هاي  آلل و گزارش نمودند که فراوانیپرداختندگاو 
B  و C   در این   . است10/0و  11/0 ،79/0به ترتیب

)  درصد8/28( بیشترین مقدار Aپژوهش نیز فراوانی آلل 
 .که با نتایج این محققین مطابقت دارد) 2جدول (را داشت 

چودهاري و همکاران  و )1998(لیندرسون و همکاران 
بین  جفت بازي 522ي نیز با تکثیر یک ناحیه) 2005(

 جفت بازي از 94ي  و یک ناحیه3 و اگزون 2اینترون 
 الگوي 3 ژن لپتین در گاوهاي هندي و اروپایی 2اگزون 
 میانگین . را مشاهده کردندAA و GG ،GA هضمی

 28/0 و 42/0 نیز به ترتیب) h(و نئی ) I(شاخص شانون 
به دست آمد، که نشان ) 2جدول (براي این پژوهش 

   . دهنده تنوع خوبی می باشد
  

  یتشکر و قدردان
هاي معاونت پژوهـشی و فنـاوري و انجمـن    از حمایت 

پژوهشگران جوان دانشگاه شهید بـاهنر کرمـان تـشکر و     
  . شود قدردانی می

  

  هاي ژنوتیپی   فراوانی-1جدول
  

  مع           ج          A/B/C/F    A/B/D/E     A/B/F    A/C/F     A/B/E      A/B/C    A/C     A/B     C/C   A/Aژنوتیپ
  

     118               8              10         9             11              13            27          23       12        2          3      تعداد      
  فراوانی 

  100          78/6            48/8       63/7       32/9          02/11      88/22    49/19   17/10    69/1    54/2        )درصد(
  

   معیارهاي نشان دهنده چندشکلیهاي آللی و   فراوانی-2جدول 
  

  جمع    A    B         C       D           E   F       آلل
  
  1             0734/0      0579/0                0212/0               0/ 239               227/0             381/0                        فراوانی    

  میانگین            
na                              2                2                      2                      2   2   2                  2  
ne                           293/1                    498/1              884/1                100/1                 215/1     297/1           456/1 
h                      227/0            478/0             470/0        091/0         177/ 0   229/0          280/0   
I                      387/0          680/0                 662/0               192/0                    321/0     390/0      439/0  
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  ١٢١                                                        چند شکلی ژن لپتین گوسفند کرمانیبراي بررسی  PCR-SSCP  چگونگی استفاده از  روش
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