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 (62/13/49 تاریخ پذیرش: - 03/1/49 )تاریخ دریافت:

پنير شير شتر است. هدف از اين تحقيق بررسی های مهم آبلاکتالبومين يکی از پروتئين آلفا

گونه شتر تک  دوئوتيد در نوکل 9000لاکتالبومين به طول حدود آلفا ساختار ناحيه تنظيمی ژن

نمونه خون  90کوهانه ايران با استفاده از تعيين توالی و بررسی بيوانفورماتيکی است.  دوکوهانه و 

نمونه خون از  پنجاز شتر تک کوهانه از کشتارگاه مشهد واقع در جاده فريمان روستای تپه سلام و 

دام استان اردبيل واقع در روستای جهاد  کوهانه از ايستگاه تحقيقات منابع طبيعی و امور دوشتر 

يابی شد. آوری شد. ناحيه مورد نظر با استفاده از آغازگرهای اختصاصی تکثير و توالیآباد جمع

های شتر تک جهش( در گونه چهارهاپلوتايپ ) پنج، های آزمايشیدادهپس از تجزيه و تحليل 

موتيف اتصال  هفتهمچنين کوهانه و  دو جهش( در گونه های شتر سههاپلوتايپ ) چهارکوهانه و 

 موتيف در گونه شتر دو کوهانه مشاهده شد. هفتفاکتورهای رونويسی در گونه شتر تک کوهانه و 
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باشد. شیر شتر شیر و گوشت آن می شترترین محصولات عمده

 Dilanyan) )مات( و داراي طعم مطبوعی است سفید، غیر شفاف

در مناطق بیابانی،  و  بوده Cشیر شتر سرشار از ویتامین  (.1995

مناسبی از این  که دسترسی به سبزي و میوه کم است، منبع

 ;Farah 1992; Sawaya et al.1984) دشوویتامین محسوب می

Haddadin et al. 2008) . میزان کلسیم، منیزیم، فسفر، پتاسیم و

کبالت در شیر شتر بیشتر از شیر انسان ولی میزان لاکتوز و عنصر 

 .(Shamsia 2009) باشدمیتر از شیر انسان کم آنروي 

-نیر میهاي آب پها و پروتئینهاي شیر شتر شامل کازئینپروتئین

، بتا کازئین، لاکتالبومین و 6و  1اکازئین ها شامل آلفباشد. کازئین

پنیر نیز شامل بتالاکتوگلوبولین، آلفا باشند. آبگاما کازئین می

هاي کم ها، آلبومین سرمی و پروتئینولینلبومین، ایمونوگلوبلاکتا

ر پنیر شیر شتر داراي مقادیباشد. در مقایسه با گاو، آباهمیت می

ها وزیم، ایمونوگلوبولینمیکروبی مانند لیز بالاتري از عوامل ضد

پنیر در شیر شتر و آغوز گاو باشد. ترکیب اصلی آبو... می

و حداکثر سطح ( Ikonen et al.1997شباهت بالایی با هم دارد )

-روز پس از زایمان مشاهده می سهر، پنیر شتن در آبیلبوملاکتا

، پس از بتا لاکتاگلوبولین (.Schlee and Rotmann 1992شود )

باشد که پنیر شیر شتر میمین پروتئین عمده آبلبومین دولاکتا

-درصد از پروتئین10هاي شیر و ئیناز کل پروت دو درصدحدود 

آلفا و بتا تقسیم  زیر شاخه دودهد و به پنیر را تشکیل میهاي آب

کیلو  192/ 19ی لبومین با دارا بودن وزن مولکوللاکتا شود. آلفامی

(، یک Beg et al.1985اسیدآمینه ) 160دالتون و متشکل از 

باشد که در غدد شیري ن گلبولی باند شونده با کلسیم میپروتئی

 باشدجز تنظیمی سیکل سنتز لاکتوز می ترشح شده و

(Permyakov and Berliner 2000; Hill and Brew 1975.)  

لبومین به طرز لاکتا کند. آلفامیلبومین را کنترل کلسیم ترشح لاکتا

تري نسبت به گرما از غیرمعمولی در حضور کلسیم مقاومت بیش

ها در دهد. این در حالی است که اکثر پروتئینخود نشان می

تري نسبت به گرما از خود نشان حضور کلسیم حساسیت بیش

این تاکنون ساختار اولیه (. Hill and Brew 1975دهند )می

ر موجوداتی مانند گاو، انسان، خوک، بز، خرگوش و پروتئین د

لبومین در درمان لاکتا(. Hall et al.1982است )موش گزارش شده

 باشد. آلفاثر میؤد دیابت، آلرژي و هپاتیت مهایی ماننبیماري

هاي گرم باکتریایی داشته و علیه باکتري لبومین خاصیت ضدلاکتا

 Pellegrini etکند )عمل میمثبت مانند استرپتو کوکوس پنومونیا 

al.1999.) 

هاي رونویسی به درک درستی از شناسایی محل اتصال فاکتور

کننده در هاي تنظیمتنظیم بیان ژن نیاز دارد. شناسایی موتیف

ها و عدم وجود دلیل تنوع پذیر بودن توالیشرایط آزمایشگاهی به

بینی منظور پیشاطلاعات کافی براي ایجاد موتیف توافقی به

-ژن است.هاي کمی و کیفی احتمالی به چالش کشیده شدهارزش

یکسانی در ناحیه بالادست خود  1فاکتورهاي رونویسی هایی که

دهند. رونویسی ژن توسط الگوي بیان یکسانی را نشان میدارند 

ها روي ژنوم هاي آنهاي رونویسی و هدفاثر متقابل بین فاکتور

-گو در توالی است که توسط فاکتورشود. موتیف یک التنظیم می

 شود. متقابل شناسایی میهاي رونویسی براي انجام این اثرات 

، جانشینی یک نوکلئوتید به جاي DNA6ترین شکل تغییر ساده

چندشکلی تک ات . این تغییرباشدمینوکلئوتید دیگر 

تغییر یا ترین نوع شود که رایجنامیده می SNP0نوکلئوتیدي

-درصد از پلی 43طور متوسط باشد. بهکی میچندشکلی ژنتی

 Smith et)باشد یم SNPثر در انسان از نوع ؤهاي ممورفیسم

al.2003.)  

کننده  هاي غیر کدها را توالیدرصد ژن 49تر از بیش کهاین دلیلهب

-از آن. دهدها در این نواحی رخ میبیشتر جهششود یمل مشا

 ساختار و تغییر سبب اغلب کنندهکد نواحی هايSNPکه یجای

 تر مورد توجهبیش شوندمی هاپروتئین بیولوژیکی عملکرد

 ژن پروموتر نواحی در موتاسیون ایجاد . ولیباشندمی پژوهشگران

پایداري  و ژن رونویسی در تغییر سبب ژن نیز اینترون یا نواحی

RNA9  شودمربوطه می ژنو در نهایت بیان .SNPچنینهم ها 

 که دنوجود داشته باش نیز ژن تنظیمی نواحی در تاس ممکن

-SNP چنین یافتن. شودمی تولیدي پروتئین مقدار در تغییر باعث

 آسانی به نیز ژنبیان  تنظیمچگونگی  و است ترمشکل هایی

 (.Mike 2004شود )نمی مشخص

                                                           
1 Transcription Factor (TF) 
2 Deoxyribonucleic Acid 
3 Single nucleotide polymorphism  
4 Ribonucleic acid 
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هدف  ،هاي رونویسیو فاکتوربا توجه به اهمیت ناحیه پروموتور 

ناحیه پروموتر ژن آلفا رسی ساختار ژنتیکی از این مطالعه بر

هاي تک کوهانه و دو کوهانه شترلاکتالبومین در این ناحیه در 

 باشد.ایرانی می

 

 صورت تصادفی به تعدادهاي خون بهبراي اجراي این طرح نمونه

از کشتارگاه مشهد واقع در جاده نمونه خون شتر تک کوهانه  13

کوهانه  دونمونه خون شتر  پنجاي تپه سلام و تعداد فریمان روست

از ایستگاه تحقیقات منابع طبیعی و امور دام استان اردبیل واقع در 

هاي خون گرفته شده در داخل روستاي جهاد آباد تهیه شد. نمونه

هاي بر روي یخ به آزمایشگاه و EDTA1 حاوي هايتیوب

 یافتوسی مشهد انتقال تکنولوژي گروه علوم دامی دانشگاه فردبیو

گراد درجه سانتی -63در دماي  DNAو تا زمان استخراج 

 نگهداري شد. 

استفاده شد.  Bioneer (K3032) از کیت DNAمنظور استخراج به

تهیه شده از حیوانات،  خونهاي دلیل بالا بودن غلظت نمونههب

هاي خون از بور دادن نمونهطی کردن پروسه استخراج با مشکل ع

این مشکل، با کمی ها همراه بود. براي حل هاي داخل ستونیلترف

شده توسط شرکت، مقدار نمونه  توصیهالعمل تغییر در دستور

مانده آن با گرفته شده در اولین مرحله نصف شده و باقیخون 

PBS6 یت رسانده شد. این به حجم مورد نظردر دستورالعمل ک

ستخراج با این تغییر و عمل ا شدها شدن نمونهعمل باعث رقیق 

به ها با موفقیت به انجام رسید. صورت گرفته براي تمامی نمونه

در محلول  DNAو تعیین حضور  DNA منظور بررسی کیفیت

 چهاراستخراج شده، از الکتروفورز استفاده شد. در این روش 

آمیزي بر روي ژل آگارز رنگ استخراج شده DNAلیتر از میکرو

، مجهز Gel Documentماید در داخل دستگاه شده با اتیدیوم برو

هاي محلول مورد بررسی قرار گرفت، تا نمونه UV0به لامپ 

. براي یید قرار گیردأمورد تنیز  DNAاستخراجی از لحاظ حضور 

 .شددراپ استفاده از دستگاه نانو DNAتعیین کمیت 

                                                           
1 Ethylene diamine tetra acetic acid 
2 Phosphate buffered saline 
3 Ultra violet 

جداسازي و تکثیر در این بررسی از یک جفت پرایمر جهت 

لبومین شتر لاکتا کننده ژن آلفاکدکننده و غیریه کدبخشی از ناح

 استفاده شد.
 

 ترکیب و غلظت نهایی و برنامه حرارتی مورد استفاده در واکنش -1 جدول

PCR جهت تکثیر ناحیه پروموتور ژن آلفا لاکتالبومین 
 میکرولیتر( 93غلظت)در  حجم)میکرولیتر( PCRمواد 

 - 8/19 آب دیونیزه

 9/6 10x (10xبافر)

 6 0. 8mM of each (10mM) فسفاتترينوکلئوتیداکسیدي

 9/1 1. 6mM (50mM) کلرید منیزیم

 9/3 0. 2 Pmol (5P mol/µl) پرایمر

 Taq polymerase 6/3 1. 5 Unitآنزیم

DNA 9/6 ≈ 100 ng 

 تعداد چرخه (S) زمان (°C) دما PCRمراحل واکنش 

 1 033 49 واسرشت ابتدایی

  03 49 واسرشت

 09 03 21 اتصال

  03 96 بسط

 1 233 96 بسط نهایی

 

 ʹGCTACCAAGTGGAAGGACTCATTC-3-'5: پرایمر رفت

 'GAGCAGAGAGACCAAGGACATCA-3-'5: پرایمر برگشت

باز توسط این جفت جفت 1318اي به طول در مجموع قطعه

استفاده از توالی ثبت شده شتر جفت پرایمر با  پرایمر تکثیر شد.

در پایگاه  NW_006210498دسترسی شماره با  کوهانه تک

 premier Primer 5افزار و با استفاده از نرم NCBI 9اطلاعاتی 

 .شدطراحی 

 69 نهایی با حجم و سیکل 09 در پلیمراز ايزنجیره واکنش

 تشکیل مواد غلظت و PCR واکنش اجزاي. شد انجام میکرولیتر

 است.شده ارایه 1ره در جدول شما و برنامه حرارتی دهنده

 ها و ارسال نمونه PCRالکتروفورز محصولات 

                                                           
4 National center of biotechnology information 

  هامواد و روش
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ها با استفاده از جفت پرایمر انجام براي تمام نمونه PCRواکنش 

براي هر کدام از  PCRشد. ابتدا طی چند واکنش ابتدایی فرایند 

شده و سپس از برنامه بهینه  شدطور جدا گانه بهینه پرایمرها به

 PCRمحصولات  تفکیکها استفاده شد. جهت براي تمامی نمونه

. حدود شداستفاده  درصد 8/3از الکتروفورز بر روي ژل آگارز 

هاي داخل تیوب PCRلیتر از محصول تخلیص شده میکرو 69

گذاري شده و در هها شمارلیتري ریخته شد، سپس تیوبمیلی 9/1

خل ها در داها با پارافیلم مسدود شد. نمونهنهایت درب تیوب

بندي شده و جهت هاي یونولیت حاوي یخ خشک بستهجعبه

( ارسال Bioneer, south Koreaیابی به شرکت بایونیر)توالی

 شدند. 

استفاده  هانمونه یابییصحت توال یبررسبراي  CLCافزار از نرم

-www.qiagenbioinformatics.com/products/clc-main) شد

workbench). دست آوردن توالی افزار براي بهچنین از این نرمهم

  N-siteافزارنرم .و تشخیص پلی مورفیسم استفاده شد توافقی

(http://www.softberry.com) هاي براي مشخص کردن موتیف

  .قرار گرفتاستفاده مورد موجود در توالی 

شتر تک کوهانه و دو بررسی نوکلئوتیدهاي توالی توافقی براي 

 BioEdit برنامه Composition هیکمک روبهکوهانه 

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) .انجام شد 

 

 کیفیت از شده استخراج DNAکه  داد سنجی نشانطیف نتایج

نشان  1است. شکل  برخوردار PCRهاي براي واکنش بیمناس

شترهاي تک از خون در  DNAموفقیت روش استخراج دهنده 

ده از نانودراپ عدد به دست آم باشد.کوهانه و دو کوهانه می

استخراج شده  DNA مطلوب دهنده خلوصبود که نشان  81/1

 ژل روي بر پلیمراز ايواکنش زنجیره محصولات الکتروفورز .بود

و  نموده فعالیت خوبیبه پرایمرها که داد درصد نشان 8/3آگارز 

همراه قسمتی از اگزون ناحیه پروموتور به براي اختصاصی قطعات

باشد، به می بازجفت 1318شامل  شماره یک آن که در مجموع

از  یکی .شودمشاهده می 6که در شکل  اندخوبی تکثیر شده

مورد توافق براي هر یک از ی توال نییتع قیتحق نیاهداف ا

هاي براي این منظور فایلو دوکوهانه بود.  شترهاي تک کوهانه

هاي هر کدام از ( مربوط توالیab1)با فرمت  کروماتوگرام

طور جداگانه مورد استفاده قرار شترهاي تک کوهانه و دوکوهانه به

توالی مورد  نشان دادهاي حاصل، زیر هم چینی توالی گرفتند.

جفت  1333لاکتالبومین براي شتر تک کوهانه آلفا ق براي ژن تواف

( بود و این 9جفت باز )شکل1316شتر دو کوهانه ( و 0باز )شکل

در  KP217171و  KP217170 ترتیب با شماره ثبتها بهتوالی

 .شدندثبت  NCBIپایگاه 

 

 
 یک ژل آگارز ياستخراج شده بر رو يهاالکتروفورز تمام نمونه -1شکل 

و بدون  یکاملاً شفاف و روشن، فاقد شکستگ يدهنده باندهاصد نشاندر

چنین شفاف و متراکم بودن هم بودند. RNA ایبا نمک  یدر اثر آلودگ یدگیکش

 نیا تیدهنده موفقامر نشان نیباشد ایم DNA يغلظت بالا انگریها بباند

انه شترهاي تک کوهانه و دوکوهاز خون کامل در  DNAروش در استخراج 

 اشد.بیم

 

 
 لبومینآلفا لاکتا ژن پروموتور ناحیه براي PCR محصولات الکتروفورز -6شکل

  .درصد 9/1 آگارز ژل روي بر بازجفت 1333 طول به
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 هاي تک کوهانه براي ژن آلفالاکتالبومیندست آمده از شترتوالی به -0شکل 

 

 

 
 هاي دو کوهانه براي ژن آلفالاکتاالبومیناز شتر دست آمدهتوالی به -9شکل
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 لبومین در شترهاي تک کوهانه ایرانیاترکیب نوکلئوتیدي قسمنی از ناحیه پروموتور ژن آلفا لاکت -9شکل 

 

 
 لبومین در شترهاي دو کوهانه ایرانیاز ناحیه پروموتور ژن آلفا لاکتاترکیب نوکلئوتیدي قسمنی  -2شکل 

 

 A ،661 دینوکلئوت 699شامل هاي تک کوهانه ی در شترتوال نیا

 باشدیم T دینوکلئوت 692و  G دینوکلئوت C ،668 دینوکلئوت

درصد  A + T ،13/99درصد و C + G  ،43/99( که نسبت9)شکل

دالتون و  030086 یتوال نیرشته از ا کی یاست و وزن مولکول

هاي براي شترباشد. یدالتون م 239324دو رشته آن  یمولکول وزن

، C دینوکلئوت A  ،661دینوکلئوت 699شامل  یتوال نیادو کوهانه 

( که نسبت 2)شکل باشدیم T دینوکلئوت 063 و G دینوکلئوت 662

C + G ،19/99 و درصدA + T ،80/99  درصد است و وزن

 یمولکولوزن دالتون و  032392 یتوال نیرشته از ا کی یمولکول

 . باشدیدالتون م 219669آن  دو رشته

 چهارهاپلوتایپ و  پنجلبومین ادر ناحیه پروموتوري ژن آلفا لاکت

و  963، 909، 682هاي هاي تک کوهانه در موقعیتجهش در شتر

996 bp1 ترتیب بازهاي ها بهدیده شد که در آنT ← G ،C ← A ،

T ← G و A ← T چهار هاي دو کوهانهاند. در شترتبدیل شده 

دیده  209و  939، 693هاي جهش در موقعیت سههاپلوتایپ و 

 G ← Cو  T ← A ،T ← Gترتیب بازهاي ها بهشد که در آن

از این  ʹflanking - 5اي بر روي ناحیه در مطالعه اند.تبدیل شده

 (.Bleck and Blemel 1993است )جهش دیده شده 0ژن در گاو 

موتیف  هفتر مجموع د ههاي تک کوهاندر توالی توافقی شتر

عدد  یکها تکراري و از این بین عدد آن دومشاهده شد که 

 ههاي دو کوهانافقی شترودر توالی ت. (6)جدول  ناشناخته بودند

عدد  یکموتیف مشاهده شد که از این بین  هفتدر مجموع 

                                                           
1 Base Paire 
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. در نواحی ابتدایی و انتهایی جهش (0)جدول  ناشناخته بود

تر چنین بیشنی مشاهده شد. همکمتري نسبت به نواحی میا

فاکتورهاي رونویسی در شتر تک کوهانه در حدود جفت بازهاي 

جفت باز ابتدایی  803و در شتر دو کوهانه در فاصله  233تا  033

 مشاهده شدند.

هاي که در شتر SP1هاي مشاهده شده موتیف در بین این موتیف

گزارش شده  گاو هم S1در ژن آلفا کازئین دوکوهانه دیده شد، 

هاي انجام شده، در بررسی(. Szymanowska et al. 2003است )

و  هنتایج بدست آمده حاکی از تفاوت ناچیز بین شتر تک کوهان

مشابه هم  بود و این دو گونه در این قسمت تقریباً هدو کوهان

 ههاي تک کوهانتوان این فرض را بیان کرد که شتربودند، پس می

 لبومین مشابه دارند. آلفالاکتاتولید پروتئین میزان  هو دو کوهان

چندشکلی با توجه به اهمیت ناحیه پروموتوري در این ژن و 

 تکمیلی مطالعاتو اهمیت آن در شیر شتر انجام  مشاهده شده

پیشنهاد  ترکیبات شیر شترها با میزان و ارتباط آن جهت شناخت

 . شودمی
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