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چکیده

فاکتور رشد شبه انسولین )IGF-I( پپتید کوچکی )7500 دالتون( با ساختاری مشابه هورمون انسولین است که نقش مهمی در رشد 

و نمو بافت های مختلف بدن دارد و بوسیله ژن IGF1 رونویسی می شود. ژن فاکتور رشد شبه انسولین )IGF-I( روی کروموزوم شماره 

3 گوسفند قرار دارد. تحقیق حاضر با هدف مطالعه ارتباط چندشکلی این ژن با صفات لاشه و ترکیبات اسید چرب در گوسفندان بی دنبه 

زل به روش PCR-SSCP انجام شد. در این پژوهش 120 راس گوسفند زل به طور تصادفی مورد رکوردگیری و کشتار و تفکیک لاشه 

قرار گرفت. برای مطالعه اسیدهای چرب نیز میزان 6 میلی لیتر خون در ونوجکت های حاوی EDTA جمع آوری و بلافاصله سانتریفیوژ 

شد تا مایع و پلاسما جدا شود. استخراج DNA از بافت ماهیچه بوسیله کیت شرکت بایوتک صورت گرفت. واکنش زنجیره ای پلیمراز 

 PCR انجام گرفت. برای تعیین ژنوتیپ نمونه ها الکتروفورز محصولات IGF1 جهت تکثیر قطعه 265 جفت بازی اگزون 4 ژن )PCR(

پس از تک  رشته شدن قطعات بر روی ژل اکریل آمید )روش SSCP( و رنگ آمیزی ژل به روش نیترات نقره انجام شد که نتایج بیانگر 

وجود چندشکلی بالا در این جایگاه بود. فراوانی الگوهای ژنوتیپي 1، 2 و IGF1 3 در گوسفندان زل به ترتیب 56/67، 36/67 و 6/66 

درصد مشاهده شد. آنالیز داده ها ی صفات با نرم افزار SAS انجام گرفت. در بین صفات مورد مطالعه، صفت وزن لاشه گرم در سطح 0/05 

و ضخامت چربی پشت در سطح 0/01 ارتباط معنی داری با الگوهای متفاوت نشان داد. بین سایر صفات و اسیدهای چرب هیچ ارتباط 

معنی داری با ژنوتیپ های IGF1 در این تحقیق مشاهده نشد.
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مقدمه

اقلیمي،  شرایط  نظیر  عواملی  مردم،  نیاز  مورد  )گوشت(  پروتئینی  منبع  تامین  به منظور  گوسفند  پرورش  در 

سیستم هاي پرورشي باز، شرایط محیطي فقیر، محدودیت هاي اقتصادي و عدم استقبال مردم از چربي )به دلیل 

ارتباط آن با بیماری های قلبی و عروقی( باعث کاهش روز افزون صرفه اقتصادی تولید چربی )دنبه و چربی بین 

اندازه دنبه یا درصد دنبه نسبت به لاشه و تغییر ترکیب  بافتی( شده است. از  این رو به نظر مي رسد که کاهش 

مفید  و  مطلوب  اسیدچرب های  افزایش  و  اشباع)سخت(  چربی های  کاهش  سمت  به  گوشت  چرب  اسیدهای 

نظیر امگا C18:3(3( و امگا6 )C18:2( و درنتیجه کاهش چربی لاشه و بهبود کیفیت لاشه امری لازم و اقتصادی 

از دشت گرگان پرورش داده مي شود.  محسوب می شود. گوسفند زل در مناطق ساحلي دریاي خزر و قسمتي 

خصوصیت منحصر به فرد گوسفند زل این است که به جاي دنبه داراي یک دم می باشد که از 7 مهره تشکیل شده 

که طول آن حدود 12-10 سانتیمتر است و در مقایسه با نژادهاي دم دار خارجي بسیار کوتاه است. این نژاد به 

رنگ هاي سیاه، سفید و قهوه اي روشن تا تیره دیده مي شود. پوست آن به دلیل کوچک و نازك بودن مرغوب نیست.

 فاکتور رشد شبه انسولین )IGF-1( پپتید کوچکي است که رشد و نمو بسیاري از سلول ها از طریق چرخه 

سلولي را کنترل مي کند. این هورمون در بسیاري از فرایندهای فیزیولوژیکي بدن مثل رشد، شیردهي، تولید مثل 

و سیستم ایمني نقش دارد. اگر چه مقادیر کمي IGF-1 در بعضي از بافت ها ساخته مي شود، اما بخش عمده این 

هورمون در کبد سنتز مي شود. هورمون رشد یا سوماتوتروپین یکي از عواملي است که ممکن است سبب افزایش 

سنتز IGF-1 در کبد شود و همچنین تولید موضعي این هورمون را در دیگر بافت ها تحریک کند )22(.

محور سوماتوتروپیک بعنوان یکي از مهمترین محورهاي هورموني در بدن شامل هورمون رشد، IGF-1 تیپ 

1و2، گیرنده هاي تیپ 1و 2 مربوط به IGF و 6 پروتئین باند شونده  )IGFBP1-6( میباشد. اولین بار هورمون هاي 

IGF در دهه 1950 در موش شناسائي و تحت عنوان عوامل واسطه محرك رشد نامگذاري شدند)22(. در سال 

1963 مشخص شد که این هورمون ها فعالیتي شبیه انسولین در بدن دارند. در سال 1972، نام سوماتومدین براي 

این هورمون ها انتخاب گردید و در نهایت در دهه 1970 هورمون هاي IGF در پلاسماي انسان خالص سازي و با 

شناسائي دو پپتید فعال، نام IGF تیپ 1و2 در آنها مرسوم شد )2). هورمون هاي IGF-1 و IGF-2، پیپتید هاي تک 

زنجیره اي با وزن مولکولي 7500 دالتون مي باشند. هورمون  IGF-1 از 70 و IGF-2 از 67 اسید آمینه تشکیل شده 

است که 62 درصد از توالي اسیدآمینه هاي آنها با هم مشابه میباشد )22(. تفاوت عمده IGF-1 و انسولین انسانی 

که تشابه توالي اسید آمینه آنها )50 درصد( و عمل تقریبأ مشابه آنهاست، در نحوه گردش این دو هورمون در 

خون است. نتایج  تحقیقات بسیاری نشان مي دهد که غلظت IGF-1 پلاسما در زمان بلوغ گاوهاي نر و ماده به اوج 

مي رسد. افزایش غلظت این هورمون در زمان اوج رشد بدن تلیسه ها، مشاهده شده است و غلظت IGF-1 پلاسما 

در گاوهاي ماده جوان در حال رشد در مقایسه با دامهاي مسن، بالاتر مي باشد)5(. ارتباط بین سطح IGF-1 پلاسما 
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با تعادل انرژي، تولید و تولید مثل، این امکان را مي دهد که IGF-1 را به عنوان ابزاري در برنامه هاي اصلاحي  و 

مدیریتي دام ها مورد استفاده قرار دهیم. موقعیت کروموزومی ژن IGF-1 در حیوانات مختلف مانند گوسفند روی 

کروموزوم 3، در گاو و خوك بر روی کروموزوم 5، در جوجه بر روی کروموزوم 1 و در انسان بر روی کروموزوم 

12 تشخیص داده شده است)1(.

اولین بار لي و همکاران )1997( با استفاده از تکنیک SSCP یک موتاسیون تک نوکلوتیدي در ژن IGF-1 را 

گزارش نمودند. جي و همکاران )2001( مشخص کردد که در ناحیه `5 فلانکینگ این ژن و512 جفت قبل از 

اولین کدون اگزون اول، یک جایگزیني نوکلئوتیدی T به جای C اتفاق افتاده است. توماس و همکاران )2007( 

اثر معني دار چند  شکلي در ناحیه پروموتور این ژن را بر روي وزن بدن گوسفند نشان دادند. ایسلام و همکاران 

)2009( در گاوهاي گوشتي آنگوس نشان دادند که ژنوتیپ TT یا آلل جهش یافته )A( سبب کاهش معني داري 

در ضخامت چربي پشت )اندازه گیري شده توسط اولتراسوند( می شوند )P > 0.03( آنها اثر متوسط جایگزیني آللي 

را برابر 0/57- میلي متر گزارش کردند. شرمن و همکاران )2008( اثر معني دار ژن IGF-1 در گاوهاي آنگوس 

و شاروله را بر چربي پشت )اندازه گیري شده با اولتراسوند(، افزایش وزن روزانه و ضریب تبدیل خوراك نشان 

دادند )P>0.05(. ایلماز و همکاران )2005( اولین بار با استفاده از تکنیک SSCP دو جهش تک نوکلوتیدي در 

پروموتور ژن IGF-1 را در گوسفندان خالص Polypay گزارش نمودند. کیوری و همکاران )2005( در گاوهاي 

گوشتي آنگوس و سمینتال نشان دادند که اثر این جایگاه ژنی بر وزن بدن و ضخامت چربي پشت معني دار است 

.)P>0.05(

فراوانی  تعیین  انسولین و  فاکتور رشد شبه  از تحقیق حاضر، شناسایی چندشکلی های موجود در ژن  هدف 

الگوهای ژنوتیپی مختلف این جایگاه  و نیز بررسی رابطه بین چند شکلی این  الگوهای ژنوتیپی با صفات رشد، 

ترکیب اسیدهای چرب و برخی متابولیتهای خون در گوسفندان زل می باشد.

مواد و روش ها

تعداد 120 رأس گوسفند زل بطور تصادفی از بین گوسفندان که از اوسط تیر ماه تا اواخر شهریور ماه سال 

1388 براي ذبح به کشتارگاه صنعتي آورده شده بودند انتخاب شده و مورد رکوردبرداری قرار گرفتند. گوسفندان 

مورد آزمایش در این مطالعه به صورت تصادفي از بین گوسفندان ارائه شده جهت فروش انتخاب گردیدند. بدین 

صورت که در خلال مدت داده برداري در هر هفته 5 تا 6 روز به کشتارگاه مراجعه مي شد و به طور متوسط روزانه 

7 تا 8 رأس گوسفند به طور تصادفي مورد رکورد برداري قرار مي گرفت. گوسفندان مورد مطالعه بین سنین مختلف 

 EDTA و تحت شرایط اقلیمي، پرورشي و مدیریتي متفاوتي قرار داشتند. خونگیری ها با استفاده از ونوجکت های

دار انجام و سپس دام ها کشتار شده و عملیات تفکیک لاشه و رکورد برداری صفات شامل وزن زنده، وزن لاشه 
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گرم، بازده لاشه، ضخامت چربي پشت بین دنده دوازده و سیزده، پروتئین خام گوشت صورت گرفت. از طرفی 

سرم پلاسما بوسیله سانتریفیوژ نمونه ها به مدت 10 دقیقه با سرعت g 3000 جداسازی و جهت تعیین ترکیبات 

اسیدهای چرب )تري گلیسرید، کلسترول، اسیدهای چرب مریستیک اسید، پالمیتیک و پالمیتولئیک( به آزمایشگاه 

فرستاده شد. در این مدت نمونه ها در میکروتیوب 1/5 میلی لیتری در دمای 20- درجه سانتیگراد نگهداری شدند. 

انجام شد.  توصیه شده  اختصاصی  پروتکل  با  بایوتک  کیت شرکت  بوسیله ی  ماهیچه  بافت  از   DNA استخراج 

کمیت و کیفیت DNA استخراج شده با روش اسپکتروفوتومتری و روش الکتروفورز روی ژل آگارز)1%( تعیین 

شد)شکل1(. برای انجام واکنش PCR از مواد مخصوص PCR شرکت GENNET جهت تکثیر رشته ی مورد نظر 

استفاده شد. غلظت نهایی واکنش 25 میکرولیتر بود که به شرح در جدول 1 آمده است:

 

شکل 1- طیف الکتروفورز DNA هاي استخراج شده بر روي ژل آگارز)%1(

PCR جدول 1- غلظت  مواد مورد استفاده براي انجام       

MgCl21.5 µL 1.5 Mm/µL 
PCR buffer 2.5 µL 1 X

dNTPs 2 µL0.8 Mm/µL 
Primer )Forward) 1.25 µL0.5 pm/µL 
Primer )Reverse) 1.25 µL 0.5 pm/µL 

Taq DNA  Polymerase 0.3 µL 0.06 unit/µL 
DNA 2 µL -
dH2O14.2 µL -

با استفاده از پرایمرهای طراحی شده، یک قطعه 265 جفت بازی از اگزون 4 ژن فاکتور رشد شبه انسولین 

بوسیله واکنش چند زنجیره ای پلی مراز تکثیر شد. توالی آغازگرها به شرح زیر می باشد:

ReverseForward

-CACATCTGCTTACACCTTACCCG-3-ATTACAG CTGCCTGCCCCTT-3
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تکثیر قطعه مورد نظر با استفاده از دستگاه ترموسایکلر نوع TECHNE انجام شد.

PCR جدول 2- برنامه مورد استفاده در انجام واکنش

DNA4c94

DNA45c95

DNA50c5835

1c72

2c72

الکتروفورز محصولات PCR روی ژل آگارز 2 درصد با ولتاژ 88 ولت و مدت 30 دقیقه صورت گرفت و 

 ،SSCP ژل مربوطه پس از رنگ آمیزی با اتیدیوم بروماید زیر اشعه ماورای بنفش بررسی شدند. به منظور انجام

 96´C به نسبت 16 به 4 به مدت زمان 10 دقیقه در دمای SSCP dye تکثیر شده با استفاده از DNA رشته های

تک رشته ای شدند و بلافاصله پس از این مرحله در داخل یخ قرار گرفتند. الکتروفورز محصولات تک رشته ایی 

شده روی ژل اکریل آمید 12 درصد با ولتاژ V 220 به مدت 17 ساعت جهت بررسی چند شکلی ها انجام و رنگ 

آمیزی ژل با استفاده از نیترات نقره طی سه مرحله تثبیت، لکه-گذاری و ظهور صورت گرفت.

 

شکل 2- قطعه 265 جفت بازی حاصل از تکثیر ژن IGF1 روی ژل آگارز %2
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شکل 3- الگوهای ژنوتیپی حاصل از تکثیر اگزون 4 ژن IGF1 )ژل اکریل آمید(. 

تجزيه آماري ژنوتیپ ها

پس از انجام مراحل آزمایشگاهي و تعیین الگوهای باندی تمام نمونه ها، شمارش ژنوتیپ ها و تعیین فراواني 

ژنوتیپ ها انجام و توسط نرم افزار آماری SAS مورد آنالیز آماری قرار گرفت.

روش آماري

خونگیري براي انجام استخراج DNA و گرفتن پلاسما جهت اندازه گیري پارامترهاي خوني صورت مي گرفت. 

پس از خونگیري، گوسفندان به روش مرسوم در کشتارگاه صنعتي، ذبح شدند و بعد از خونگیري، پوست کني، 

تخلیه امعاء و احشاء از حفره بطني، ارزیابي لاشه از نظر بهداشتي توسط دامپزشک صورت مي گرفت. اندازه گیري 

ضخامت چربي پشت در ناحیه بین دنده دوازده و سیزده با استفاده از کولیس انجام مي گرفت. در مرحله آخر وزن 

لاشه گرم توزین و ثبت مي-گردید. در این تحقیق پس از تعیین ژنوتیپ تک تک دامها براي جایگاه مورد بررسي، 

این اطلاعات به همراه داده هاي مربوط به وزن زنده، وزن لاشه گرم، بازده لاشه، ضخامت چربي پشت بین دنده 

دوازده و سیزده، پروتئین خام گوشت، تري گلیسرید خون، کلسترول خون،اسیدهای چرب )شامل: مریستیک اسید، 

اسید پالمیتیک، اسید پالمیتولئیک(، سن دام و جنس وارد برنامه Excel و پس از ویرایش وارد برنامه SAS شده و 
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با رویه GLM تجزیه تحلیل شدند. در این آزمایش اثر ژنوتیپ های IGF1 و سن در زمان کشتار و جنس حیوان 

به عنوان عامل ثابت و اثر وزن مربوط به وزن حیوان هنگام کشتار به عنوان کوواریت در مدل قرار داده شد. معادله ي 

مدل مورد استفاده برای آنالیز تمامی صفات به شکل زیر بود:

Yijlko = + Agei+ Gj+Sk + b) Wijlko - W ( +)AG (ij +eijko 

yijklo: هر یک از مشاهدات مربوط به صفات       µ: میانگین صفت در جمعیت

IGF1 امین ژنوتیپ ژن j اثر :Gj       امین سن حیوان در هنگام کشتارi اثر : Agei

Sk: اثر kامین جنس                                     b: ضریب تابعیت صفت روي وزن دام ها در هنگام خونگیري

Wijo : وزن دام ها در هنگام خونگیري               W : میانگین وزن دام ها در هنگام خونگیري

eijko : اثر عامل تصادفی باقیمانده 

نتايج و بحث

طی واکنش PCR، قطعه 265 جفت بازی اگزون 4 ژن فاکتور رشد شبه انسولین )IGF1( تکثیر شد )شکل 1(. 

سپس الگوهای ژنوتیپی حاصل از SSCP نمونه ها )شکل 2( مشخص شد که بیانگر 3 الگوی تنوع این جایگاه در 

گوسفند زل بود که فراوانی آنها محاسبه و گزارش گردید )جدول3(. فراواني هاي ژنوتیپي بر اساس بررسی در 

جدول 3 آورده شده است. ژنوتیپ هاي 1، 2 و 3 مربوط به ژن IGF1 در گوسفندان زل به ترتیب با فراواني هاي 

56/67، 36/67 و 6/67 درصد مشاهده شدند. 

ملاحظه می شود که بیشترین فراواني ژنوتیپي مربوط به ژنوتیپ اول می باشد. این الگوهای ژنوتیپی متفاوت بین 

افراد درون یک نژاد بیانگر وجود جهش های تک نوکلئوتیدی است که سبب بروز تفاوت های ژنتیکی بین افراد 

درون یک نژاد شده است.حاجي حسینلو )1390( نیز فراوانی سه الگوی باندی I2، I1 و I3 را در گوسفند نژاد 

ماکوئی به ترتیب 0/06، 0/42 و 0/52 گزارش کردند.

جدول3- فراواني الگوهای ژنوتیپي مرتبط با ژن IGF1 در گوسفند زل

IGF1(

167/56

267/36

367/6
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تأثیر چند شکلي ژن IGF-I بر صفات 

همانطور که نتایج آنالیز واریانس صفات لاشه در جدول 4 نشان می دهد، اثر ژنوتیپ هاي IGF-I تنها بر صفت 

ضخامت چربی پشت )P>0.01( و وزن لاشه گرم )P>0.05( معنی دار شد و بر سایر صفات لاشه شامل وزن کشتار، 

 .)P>0.05( بازده لاشه، پروتئین خام، غیر  معنی دار بود

 جدول 4- میانگین حداقل مربعات )LSM±SE( اثرالگو های ژنوتیپپی مختلف IGF1 بر صفات لاشه و پارامتر های خونی در 

گوسفند زل 

123

( n.s49/3±00/3441/4±00/3216/8±88/35

()*a 78/0±15/13b 00/1±83/11a 82/1±83/15

n.s29/2±16/3794/2±66/3334/5±25/46

()**a 45/0±39/2ab 58/0±28/1b 05/0±68/0

( n.s50/0±87/17865/0±97/17818/1±56/180

( n.s92/4±35/2833/6±84/2370/11±53/38

( n.s55/11±95/6787/14±75/8048/27±74/85

در مقایسه سه الگوی ژنوتیپی برای ضخامت چربی پشت ژنوتیپ 1 با میانگین 0/45±0/39 بطور معنی داری از 

ژنوتیپ 3 با میانگین 1/05±0/68 ضخامت چربی پشت بیشتری داشت، اما ژنوتیپ 2 با هیچکدام از دو ژنوتیپ 

دیگر تفاوت معنی داری نداشت. 

این نتایج با دستاوردهای توماس و همکاران )2007( که اثر معني دار چند  شکلي در این ژن را روي وزن 

بدن گوسفند گزارش کردند متناقض بود. همچنین طهمورث پور و همکاران )1387( اثر ژنوتیپ این ژن را بر 

را  این ژن  اطلاعات  از  استفاده  پیشنهاد  نمودند و  دار گزارش  معنی  ماهگی  تا سه  تولد  از  افزایش وزن روزانه 

درشاخص انتخاب گوسفندان بلوچی را دادند. نتایج آنالیز واریانس پارامترهاي خوني که در جدول 4 ارائه شده 

است، نشان مي دهد که اثرات ژنوتیپ هاي مختلف ژن های IGF-I براي تري گلیسرید و کلسترول خون معني دار 

نبودند)P>0.05(، اما در مقایسه ژنوتیپ سوم برای هر دو صفت دارای میانگین تري گلیسرید و کلسترول بالاتری 
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در خون نسبت به دو ژنوتیپ دیگر بود. از سوی دیگر نتایج آنالیز واریانس ترکیبات اسیدهای چرب که در جدول 

5 ارائه شده که نشان می دهد اثر ژنوتیپ هاي IGF-1 بر هیچ یک از اسیدهای چرب مریستیک اسید، اسید پالمیتیک 

و اسید پالمیتولئیک معني دار نبوده است )P>0.05(. این نتایج نشان میدهد که اسیدهای چرب موجود در خون نیز 

همانند پروفایل تری گلسرید و گلسترول متاثر از این جایگاه ژنی نیست و هیچگونه ارتباط معنی دار بین این ژن 

فاکتور رشد شبه انسولین و پارامترهای مرتبط با چربی لاشه و خون وجود ندارد.

جدول 5- میانگین حداقل مربعات )LSM±SE( اثر ژنوتیپ های مختلف 1IGF بر ترکیبات اسید های چرب در گوسفند زل
IGF

123

( C14:045/0±53/257/0±00/205/1±75/2

( C16:042/1±15/2679/1±55/2631/3±57/24

) (  C16:1 59/0±75/375/0±13/438/1±28/5

از آنجا یی که ژن فاکتور رشد شبه انسولین نقش کلیدی در محور سوماتوتروپیک دارد و همچنین به عنوان یک 

مارکر مولکولی مهم در بررسی صفات رشد و تولیدمثلی در دام های مزرعه ای می توانند استفاده شوند و با توجه به 

اینکه داده های این تحقیق مربوط به صفات لاشه و برخی اسیدهای چرب موجود در خون است و ارتباط بین الگوهای 

ژنوتیپی و اکثر این صفات غیر معنی دار بود و تنها دو صفت وزن لاشه گرم و ضخامت چربي پشت ارتباط معنی دار 

از خود نشان دادند از اطلاعات ژنتیکي این جایگاه فقط در انتخاب برای این صفات میتوان استفاده نمود. 
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