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بررس�ی چند ش�کلی اگزون 20 ژن گیرنده لپتين در 
نژادهای گاو بومی سیستانی، گلپایگانی، نجدی و سرابی 

شماره 91، تابستان 1390

)پژوهش و سازندگی(

چكيد‌ه
  گیرنده‌های ژن لپتين گليکوپروتئين هایی هستند که در درون و سطح غشاء سلولي و همچنین در سيتوپلاسم قرار دارند. در گاو ژن 
گیرنده لپتين بر روی کروموزوم 3  قرار گرفته اس�ت. در اين مطالعه از 53 گاو سیس�تانی، 72 گاو گلپایگانی، 42 گاو نجدی و 129 گاو 
سرابی نمونه خون جمع آوری و استخراج DNA انجام شد. واكنش زنجيره پلی مراز جهت تكثير قطعه 198 جفت بازی از اگزون20 اين 
ژن انجام گرفت. و سپس با آنزيم FokI هضم گردید. آلل C دو قطعه 124 و 73 جفت بازی و آلل T سه قطعه 97، 73 و 27 جفت بازی 
را نش�ان دادند. فراوانی‌های ژنوتيپی CC و TC به ترتيب برای نژادهای سیس�تانی، گلپایگانی، نجدی و سرابی برابر با )0/811 و0/189(، 
)0/833 و 0/167(، )0/810 و 0/190( و )0/550 و 0/450( بودند و همچنين ژنوتیپ هموزیگوت جهش یافته در هیچ کی از نژادها مشاهده 
نش�د. فراوانی‌ه�ای آللی نيز برای آل�ل ه�ایC و T )0/906 و 0/094(، )0/917 و 0/083(، )0/905 و 0/095( و )0/775 و 0/225( به همان 
ترتیب برآورد گرديدند. تعادل هاردى- وينبرگ در جمعیت نژادهای سیستانی، گلپایگانی و نجدی برقرار بود ولی در نژاد سرابی برقرار 

نبود. 

كلمات كليد‌ي: گیرنده لپتين، RFLP ، سیستانی، گلپایگانی، نجدی، سرابی
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شماره 91، نشريه علوم د‌امی، تابستان 1390

Animal Sciences Journal (Pajouhesh & Sazandegi) No 91 pp: 44-50

Study of the polemorpyism in the exon 20 leptin receptor in native cow breeds of Sistani, Golpayegani, Najdi and 
Sarabi
By: A. A. Aslaminejad, Department of Animal Science, Faculty of Agriculture, Ferdowsi University of Mashhad, Mashhad, 
Iran. M. Tahmoorespour, Department of Animal Science, Faculty of Agriculture, Ferdowsi University of Mashhad, Mashhad, 
Iran. and A. R. Al Shawkany, Ph.D Student Animal Breeding and Genetics, Department of Animal Science, Faculty of 
Agriculture, Ferdowsi University of Mashhad, Mashhad, Iran (Corresponding Author; Tel: +989156241849)
The objective of the present investigation was to study genetic variations in the exon of leptin receptor gene of Iranian cattle 
breeds. Blood samples were randomly collected from 53 Sistani, 129 Sarabi, 42 Najdi and 72 Golpaygani cattle breeds. 
Genomic DNA was extracted from blood using guanidium thiocyanate-silica gel method. A 197 bp fragment from exon 20 
of the bovine leptin receptor gene was amplified using the polymerase chain reaction. Digestion of PCR products with FokI 
restriction endonucleases enzyme differentiates two C and T alleles. The T allelic frequency was 0.094, 0.225, 0.095 and 0.083 
in Sisatni, Sarabi, Najdi and Golpaygani cattle breeds, respectively. The CC and CT genotypes were observed in all breeds but 
TT genotype was not found in any breed. Genotypic frequencies for CC and CT were (0.811, 0.189), (0.550, 0.450), (0.810, 
0.190) and (0.833, 0.167) in Sistani, Sarabi, Najdi and Golpaygani cattle breeds, respectively. The Average Heterozygosity was 
0.1709, 0.3485, 0.1723 and 0.1528, in Sistani, Sarabi, Najdi and Golpaygani cattle breeds, respectively.Among all populations 
just Sarabi was not in Hardy-Weinberg equilibrium with respect to Leptin receptor gene.

Keywords: Leptin receptor, PCR-RFLP, Sistani, Sarabi, Najdi, Golpaygani.

مقد‌مه
پيش��رفت در اص�الح ن��ژاد دام‌ها ب��ا ترکي��ب داده‌ه��ای فنوتيپی و 
اطلاع��ات ژنتي��ک مولکولی باعث بهبود در شاخ��ص انتخاب خواهد شد. 
ژن‌ه��ای نماینده ب��رای مطالعات، بر پاي��ه ارتباطات شناخت��ه شده بين 
فراينده��ای فيزيولوژيکی و بيولوژيکی انتخ��اب می‌شوند. گیرنده‌های ژن 
لپتين گليکوپروتئين‌هایی هس��تند که در درون و س��طح غشای سلولي و 
همچنین در سيتوپلاسم قرار دارند. شش گيرنده‌ي لپتين که دارای شکل 
 Ob-Rf, Ob-Re, Ob-Rd, Ob-Rc, Ob-Rb,( يکس��ان هس��تند
Ob-Ra( در بافت‌ه��اي مختل��ف يافت شده‌اند. قس��متی از گيرنده‌هایي 
که در داخل س��لول هس��تند طول متفاوت دارند ولي در قسمت خارجي 
آن براب��ر هس��تند. فرم ob/Rb طولانی‌تر اس��ت و به طور برجس��ته در 
 هيپوتالام��وس بيان مي‌شود و در انتقال س��يگنال‌ها نق��ش مهمي دارد.
ob/Ra در شبکه س��د خون و در شبکه جفت شناسایی شده است. لپتين 
 به وس��يله مکانیسم خاصي و مستقل از انس��ولين به مغز منتقل مي‌شود 
)1 ،2(. به نظر مي‌آيد که ob/Ra در انتقال لپتين در ميان BBB1 نقش 
مهم��ی دارد )2 ،13(. گیرنده‌ای ob-Rb به طور عمده در هیپوتالاموس 
بی��ان می‌شوند، که در تنظی��م مصرف غذا و هموس��تازی انرژی دخالت 
میک‌ند. همس��ان‌های دیگری در همه جا توس��عه پیدا کرده و به مراتب 
بیش��تر در بافت‌های محیطی نس��بت به ob-Rb مشاهده می‌شوند )6(. 
گیرنده‌های لپتين عضو خانواده سایتویکن هستند، که از طريق مکانیسم  
 س��يگنال انتقال دهن��ده پيام و فعال کننده رونويس��ی عم��ل ميک‌نند2 
)4 ، 14(. لپتي��ن ب��ه رس��پتورهايی خود متصل می‌شود، ک��ه نتيجه آن 
کاه��ش مصرف خوراک و افزايش تجمع انرژی اس��ت. لپتين باعث بهبود 
باروری و کاهش توده چربی بدن نيز می‌شود)8 ، 11، 15(. غلظت لپتین 
در انس��ان در دوران بل��وغ افزایش می‌یابد و فق��ط در نرها بعد از بلوغ به 

علت مهار کننده تستس��ترون کاهش می‌یابد، که اين بيانگر تاثیر اختلاف 
جن��س در ترشح لپتین می‌باش��د. با تزریق لپتین ش��روع بلوغ در موش 
پیش��رفت میک‌ند)11(. غلظت لپتین در تلیس��ه از 16 هفته قبل از بلوغ 
افزایش خطی دارد و همبستگی با وزن بدن دارد )10(. ژن گیرنده لپتين 
ب��ر روی کروموزوم 3 گاو قرار گرفته اس��ت و شام��ل 20 اگزون می‌باشد. 
توالي ژن گیرنده‌های لپتين در انس��ان، م��وش صحرایی، خانگي و خوک 
شناخته شده است ولی فقط بخش‌هایی از توالی گیرنده‌های ژن لپتين در 
گاو و گوس��فند گزارش شده است. این توالي در موش خانگي و صحرایی، 
انسان، خوک، گوس��فند و گاو 45 درصد شباهت دارند)10(. گیرنده‌های 
لپتین در مرغ همسانی بالایی با گیرنده‌های لپتین پستانداران دارند. این 
گیرنده‌ها در هیپوتالاموس و بافت‌های دیگری مانند پانکراس شناس��ایی 
شده‌ان��د. در موش ديابت��ی کمبود يک نوکلئوتيد در ناحيه سيتوپلاس��م 
گيرنده لپتين منجر به جهش نقطه‌اي مي‌شود که تغيير در الگوی اتصال 
و در نتيجه انتقال س��يگنال توسط گیرنده‌های لپتين کاهش ميي‌ابد. در 
موش‌هاي Zacker تبدیل گلوتامي��ن به پرولين در گيرنده‌ لپتين اتفاق 
افت��اده ک��ه ميل ترکيبي و ق��درت انتقال لپتين را کاه��ش مي‌دهد )9(. 
Liefers و همک��اران )2004( جهش‌های روی اگزون‌های 11، 16 ، 20 
را توسط تعیین توالی 20 گاو هلشتاین بررسی کردند و هیچ چند شکلی 
را در اگ��زون 11و 16 گزارش نکردند، ولی یک جهش نقطه‌ای در اگزون 
20 مش��اهده کردن��د. این جهش در نوکلئوتی��د 115 که C به T تبدیل 
می‌شود ایجاد و باعث جایگزین اس��ید آمینه تریونین به متيونین می‌شود. 
این جهش به T945M معروف می‌باشد. آنان ارتباط این جهش با غلظت 
لپتین در مراحل مختلف آبس��تنی و با صفات تولیدی را بررسی کردند و 
دریافتن��د که این جهش ارتباط معنی دار با غلظت لپتین در مرحله آخر 
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بررسی چندشکلی اگزون ...

آبس��تنی داشته ولی با مرحله تولید شیر بعد از زایمان رابطه ندارد. هدف  
از این انجام اين مطالعه شناس��ایی این جهش و محاس��به فراوانی ژنی و 

ژنوتیپی آن در گاو های بومی ایران بود.

مواد و روش‌ها
نمونه گيرى

در مجموع از 53 گاو سیس��تانی، 72 گاو گلپایگانی، 42 گاو نجدی و 
129 گاو س��رابی نمونه خون گرفته شد. خونگيرى از وريد وداجی صورت 
گرفت. جهت جلوگيرى از انعقاد خون از لوله‌های حاوى EDTA استفاده 
ش��د و نمونه‌ها بلافاصله پ��س از خونگيرى به يخچ��ال منتقل و تا زمان 

استخراج DNA در 20- درجه سانتيگراد نگهدارى گرديدند.

DNA استخراج
استخراج DNA از خون تام با استفاده از روش گوانيدين تيوسيانات- 
س��يليکاژل3 انجام گرفت. جهت تعيين غلظت DNA اس��تخراج شده، از 

ژل آگارز 1 درصد استفاده شد.

 انتخاب آغازگرها
در اين مطالعه از آغازگرهاى Almeida و همكاران )2008( استفاده 
گردي��د. این پرایمرها طوری طراح��ی شده‌اند که یک جايگاه برشی برای 

آنزیم FOKI ایجاد میک‌ند تا افراد جهش یافته تشخیص داده شود. 
LeptF: 5`- ACTACAGATGCTCTACTTTGG3-`	
LeptR: 5`- TGCTCCTCCTCAGTTT3-`

واكنش زنجيره‌اى پليمراز
انجام واکن��ش زنجيره‌اى پليمراز به حجم نهاي��ی 25 ميکروليتر که 
ترکيب آن عبارت از يک واحد آنزيم Taq Polymerase، 200 ميکرومول 
از ه��ر dNTP، 200 ميکروم��ول MgCl2 ، 20-10 پيکومول مخلوط 
پرايمرها، 100-50 نانوگرم DNA و بافر اس��تاندارد بود، صورت گرفت. 
واكنش زنجيره‌اى پليمراز با برنامه حرارتی 35 مرحله با دماي واس��رشت 
 اولي��ه 95 درجه س��انتی گراد به مدت س��ه دقيقه، دماي واس��رشت 95 
درجه س��انتی گراد به مدت 45 ثانیه، دماي اتصال 58 درجه سانتی گراد 
به مدت 45 ثانيه، دماي تکثير 72 درجه سانتی گراد به مدت 45 ثانيه و 
دماي تکثير نهايي 72 درجه سانتی گراد به مدت 8 دقيقه انجام شد.برای 
مش��اهده محصولات واكنش زنجي��ره‌اى پليمراز از ژل آگارز 1/5 درصد و 
ولتاژ 80 ولت به مدت 30 دقيقه استفاده شد. رنگ آميزى ژل با اتيديوم 

برومايد )mg/ml 10( انجام گرفت. 

واکنش هضم آنزيمی
هض��م قطع��ه 197 جفت ب��ازی تکثير ش��ده ژن گیرن��ده لپتين با 
اس��تفاده از آنزيم برشی FokI كه جايگ��اه برشی )GGATGNN( را 
 شناس��ايی میک‌ند انجام گرفت. واكنش به مدت 5 ساعت و در دماي 50 
 درجه سانتی گراد با مقادیر 5 ميكروليتر محصول  PCR، 2 ميكروليتر بافر

X 10، 3 واحد آنزيم برشي و 12 ميكروليتر آب مقطر در حجم نهايي 20 
ميكروليتر انجام شده است. 

براى مش��اهده قطعات هضم شده ژل آكريل آميد 8 درصد تهيه شد. 
الکتروف��ورز با ولتاژ 120 و به مدت 2 س��اعت انج��ام شد. باندهای 124، 
97 و 73 ب��ه خوب��ی قابل رويت بودند. قطع��ه 27 در این درصد ژل قابل 

رویت نبود.
  هنگ��ام هض��م آنزيمی محص��ولات واكنش زنجي��ره‌اى پليمراز، در 
صورت هتروزيگوت بودن TC چهار باند 124، 73، 97 و 27 جفت بازی 
مش��اهده می‌شود و در صورت هموزايگوس��يتی CC قطعات 124 و 73 
حاصل می‌شود اما در صورت هموزايگوس��يتی TT قطعات 73، 97 و 27 

به دست خواهد آمد.

تجزيه آماری ژنو تیپ‌ها
جهت آزمون برقراري تعادل هاردي- وينبرگ، فراواني آللي و شاخص 
 PoPGene3.2 هتروزيگوسيتي از آزمون کاي مربع با استفاده از نرم افزار

استفاده شد)5 (.

نتايج و بحث
DNA  اس��تخراج شده طول تقریبی 12- 15 هزار جفت باز داشت 
که بر روی آگارز 1/5 درصد حرکت کردند. درخش��ندگی و ضوح باندهای 
به دست آمده نشان دهنده غلظت بالای DNA در محلول استخراج شده 

است، که در شکل 1 مشاهده می‌شود.
در شک��ل 2 تکثير قطعه 197 جفت ب��ازی از اگزون 20 ژن گیرنده 

لپتين نشان داده شده است.
در شک��ل 3 نتایج هض��م آنزیمی قطعه 197 جفت بازی به وس��يله 
آنزيم FokI  نش��ان داده شده اس��ت. در این تصوي��ر فقط ژنوتیپ های 
CC و TC مشاهده می‌شود اما ژنوتیپ هموزیگوت جهش یافته مشاهده 

نمی‌شود. 
تعداد اف��راد و ژنوتیپ‌های مختلف و آزمون کای مربع اگزون 20 ژن 
گیرنده لپتين در جدول 1 آورده شده اس��ت. هتروزایگوس��یتی مشاهده 
شده، مورد انتظار و هتروزایگوس��یتی متوس��ط جایگاه ژنی اگزون20 ژن 

گیرنده لپتین در جدول 2 نشان داده شده است.
ژنوتیپ ه��ای CC و TC در همه نژادهای گاو ایرانی وجود داشتند 
ولی ژنوتیپ TT در هیچ نژاد گاو بومی گزارش نش��د. بیش��ترین فراوانی 
برای ژنوتیپ CC به ترتیب در نژادهای گلپایگانی و سیس��تانی مشاهده 
ولی کمترین فراوانی در نژاد سرابی رویت شد. همچنین بیشترین فراوانی 
ب��رای ژنوتی��پ TC به ترتیب در نژادهای س��رابی و نج��دی، و کمترین 
فراوانی در نژاد گلپایگانی مش��اهده شد. مطالعات فراوانی روی این جایگاه 
در دنیا انجام شده است. Liefers و همکاران در سال 2004 تعیین توالی 
اگزون های 11، 16 و 20 ژن گیرنده لپتین در20 گاو نژاد هلشتاین انجام 
دادن��د. آن‌ها هیچ چند شکلی در اگزون 11 و 16 مش��اهده نکردند ولی 
یک چند شکلی در موقعیت 115 اگزون 20 گیرنده لپتین گزارش کردند، 
س��پس در جمعیت 323 راس گاو هلش��تاین این چند شکلی را بررس��ی 
کردند و مش��ابه بررس��ی حاضر ژنوتیپ جهش یافته مشاهده نکردند)9(. 
برخ�الف این نتیج��ه، Banson و همکاران )2008(  تع��دادی از چند 
شکلی‌ه��ا از جمله چند شکلی اگ��زون 20 ژن لپتین در نژاد هلش��تاین 
اس��کاتلند را بررس��ی کردند و فراوانی ژنوتیپ��ی هموزیگوت جهش یافته 
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شکل 1- مقایسه DNA استخراج شده با سایز مارکر

شکل 2- الكتروفورز قطعه 197 جفت بازی محصول PCR ژن گیرنده لپتين بر روی ژل آگارز 1/5 درصد CO کنترل منفی.

شکل 3- الگوی باندی هضم آنزيمی قطعه تكثير شده در ژل آکريل آميد 8 درصد.
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جدول 1- آزمون کای مریع، تعداد و فراوانی ژنوتیپ های جایگاه ژنی اگزون0 2 گیرنده ژن لپتین در نژادهای مختلف

جدول2- هتروزایگوسیتی مشاهده شده، مورد انتظار و هتروزایگوسیتی متوسط جایگاه ژنی اگزون20 ژن گیرنده لپتین در نژادهای مختلف

شکل 4- فراوانی آللی در نژادهای مختلف

نژاد

CCTCTT

کای مریع
 )%( فراوانیتعداد  )%( فراوانیتعداد )%( فراوانیتعداد

*430/811100/189000/513سیستانی

NS 710/550580/4500010/632سرابی

*600/819120/147000/542گلپایگانی

*340/81080/190000/403نجدی

متوسط هتروزایگوسیتیهتروزایگوسیتی مورد انتظارهتروزایگوسیتی مشاهده شدهنژاد

0/18870/17250/1709سیستانی

0/44980/34990/3485سرابی

0/16670/15380/1528گلپایگانی

0/19050/17440/1723نجدی
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1 درص��د گزارش کردن��د)3 (. Schcnkel و همکاران )2006( نیز فقط 
دو ژنوتیپ جهش یافته مش��اهده کردند)12(. همچنین Komisarek و 
Dorynek )2006( این جهش را در 219 گاو جرس��ی بررسی کردند و 

12 ژنوتیپ جهش یافته مشاهده کردند)7(.
Almeida و همک��اران )2008( ای��ن جهش را در س��ه نژاد برزیلی 
شامل برنجس، چورلیس و انگوس بررس��ی کردند و فقط یک هموزیگوت 

جهش یافته مشاهده کردند)1(.
در ج��دول1، همچنین نتایج مربوط به آزمون کای مربع برای جایگاه 
ژنی اگزون 20 گیرن��ده لپتین در جمعیت‌های مختلف مورد مطالعه قرار 
گرفته است. این آزمون تعادل هاردی وینبرگ را نشان می‌دهد. همانطور 
که ملاحظه می‌گردد این تعادل در همه جمعیت‌های مورد بررسی به غير 
از نژاد سرابی برقرار است، که نشان می‌دهد عوامل موثر بر تعادل هاردی 
وینبرگ از جمله انتخاب و مهاجرت در این جمعیت‌ها اعمال نشده است 
. ام��ا عدم تعادل در جمعیت س��رابی که مش��اهده شده ممکن اس��ت به 
 دلیل مهاجرت یا استفاده از نرهای گله‌های دیگر باشد. فراوانی آللی برای 
آلل های T وC در نژادهای مختلف در شکل شماره4 مشاهده می‌شود. 

 C همانط��ور که شکل4 نش��ان می‌دهد، بیش��ترین فراوانی برای آلل
در ن��ژاد گلپایگانی به اندازه 0/917 و کمتری��ن فراوانی برای این آلل در 
نژاد س��رابی مش��اهده شد. از طرف دیگر بیشترین فراوانی برای آللT در 
نژاد س��رابی به اندازه 0/225 مش��اهده شد. این نتایج با نتایج Liefers و 
همک��اران )2004( و Banson و همک��اران )2008( مطابقت داشت که 
آن‌ه��ا فراوان��ی آل��ل C و T را به ترتیب 93/. و 0/07 در نژاد هلش��تاین 
 C 2008(  فراوانی آلل( و همکاران Almeida .)9 ، 3(گ��زارش کردن��د
در س��ه ن��ژاد برنجس، چورلیس و انگس به ترتی��ب 0/98، 0/92 و 0/96 
 C 2006( نیز فراوانی آلل( و همکاران Schenkel .)1(محاس��به کردند
95/9 درص��د و آلل T را 4/1 درصد به ترتیب گزارش کردند)12(. نتایج 
ما در نژاد سرابی با نتایج Komisarek و Dorynek )2006( مطابقت 
داشته به طوری که آن‌ها فراوانی آلل C و آلل T را در نژاد جرسی 0/79 

و 0/21 محاسبه کردند)7(. 
هتروزایگوس��یتی مش��اهده شده، م��ورد انتظار و هتروزایگوس��یتی 
متوس��ط در جدول 2 آورده شده اس��ت. همانطور که این جدول نش��ان 
می‌دهد، بیش��ترین پارامتر مربوط به هتروزایگوس��یتی مشاهده شده در 
نژاد سرابی مشاهده و کمترین مقدار در نژاد گلپایگانی دیده شد. متوسط 
هتروزایگوس��یتی یک��ی از شاخص‌های مهم تن��وع ژنتیکی در جمعیت‌ها 
می‌باشد. با توجه به مقدار متوسط هتروزایگوسیتی، می‌توان بیان کرد که 
س��طح تنوع ژنتیکی این جایگاه در کلیه نژادها به جز نژاد س��رابی پایین 
اس��ت که اين ممکن است به دلیل بسته بودن سیستم پرورش این نژادها 
و همچنین عدم اس��تفاده از نرهای گله‌های ديگ��ر باشد. یااینکه به علت 

کوچک بودن نمونه بوده است.
در كل می توان اظهار کرد که س��طح چن��د شکلی قابل قبولی را در 
برخ��ی از نژادهای ایرانی مثل س��رابی، برای جایگاه ژن��ی گیرنده لپتین 

مشاهده شد.

پاورقی ها
1- Blood Brain Barrier

2- Janus Kinases/Signal Transducers and Activators of 
Transcription
3- GUSCN-Silica Gel
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