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  چكيده

هـاي اخيـر     منـدي  يمني و مـصرف خـوراك از علاقـه        گذار بر روي توازن انرژي، توليد شير، باروري، ا        هاي عمده تأثير  هاي ژنتيكي و ژن   شناخت جنبه 
 رأس گاو نجدي در     15براي انجام اين تحقيق از      . باشدترين نژاد گاو بومي استان خوزستان مي       گاو نجدي شاخص   .باشدمحققان ژنتيك و اصلاح نژاد مي     
مراز جهت اي پليران استخراج شد و واكنش زنجيره از خون كامل به كمك روش بوم و همكا DNA.گيري به عمل آمدايستگاه گاو نجدي شوشتر خون

 درصـد،   1پس از اطمينان از صحت توالي تكثير شده بـر روي ژل آگـارز               .  ژن لپتين انجام شد    وريبازي از جايگاه پروموت    جفت 544 و 566تكثير دو قطعه    
مـشاهده  ) بـازي  جفـت 566(ن بررسي شش جهش در قطعـه اول  در اي. يابي انجام گرديد و اجزاي پروموتور ژن لپتين در گاو نجدي مشخص گرديد     توالي

 و يكي Deletion كه سه جهش آن از نوع Frameshift بود و چهار جهش Transversion و Transitionاي، از نوع   گرديد كه دو جهش آن نقطه     
 ـ      ) بـازي  جفـت  544(همچنين در قطعـه دوم      .  بود شناسايي شد   Insertionاز نوع    اي، از نـوع    د كـه شـامل دو جهـش نقطـه         سـه جهـش مـشاهده گردي

Transition و  Transversion     و يك جهش Frameshift    از نوع Deletion      نتايج به دست آمده در اين تحقيق       .  در ناحيه پروموتور ژن لپتين بودند
هـا  تك نمونهبررسي توالي هاي مربوط به تكهمچنين در اين . ها و اجزاي پروموتور ژن لپتين تأثير نداشتندهاي مزبور بر روي باكس  نشان داد كه جهش   

  .  درصد شباهت بالايي را نشان داد BLASTهاي ثبت شده مورد مقايسه قرار گرفت كه نتايج در هر دو قطعه از لحاظ ميزان شباهت با توالي
  

  ژن لپتين، پروموتور، جهش: هاي كليديواژه
 

    1مقدمه 
هـاي اخيـر     سـال  علم بيوتكنولوژي با پيشرفت چشمگيري كه در      

داشته است سبب تحول و انقلابـي عظـيم در علـوم زيـستي گرديـده                
تـوانيم بـه محـصولات      با اسـتفاده از ايـن فنـاوري امـروزه مـي           . است

اي دسترسي پيدا كنيم كه در اصل محـصولات طبيعـي بـه             تغييريافته
شـوند،  آيند و از محصولاتي كه به صورت شيميايي سنتز مـي       شمار مي 

تــرين فنــاوري در دســترس   احتمــالاً مهــم ). 3(د متمــايز هــستن 
 اسـت كـه بـه وسـيلة آن          DNAيـابي    شناسان مولكولي، توالي   زيست

توان تعيـين كـرد     مي DNAاي ازترتيب دقيق نوكلئوتيدها را در قطعه
هـاي  انـد از ژن    هاي كانديدا براي يك صـفت خـاص عبـارت         ژن). 1(

ا شـناخته شـده و در       ه ـاي كـه فعاليـت بيولـوژيكي آن       يابي شده توالي
مشخص شـده اسـت     ). 3(تكامل يا فيزيولوژي آن صفت دخالت دارند        

 ژن. شـود كه لپتين توسط ژن لپتين كه به چاقي مشهور است كد مـي            

                                                            
 كارشناسي ارشد، دانـشيار و اسـتادياران گـروه          آموختهدانشبه ترتيب    -4 و   3،  2،  1

  علوم دامي، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي رامين، خوزستان
  )Email:amraei.fa@gmail.com                   :  نويسنده مسئول-(*

ob    پس از هشت سال تلاش تيم دكتر جفري فريدمن،          1994 در سال 
يافتـه ژانـگ و    هـاي جهـش    در دانشگاه راكفلر از مطالعـه روي مـوش        

 بـه معنـاي     Leptosبر مبناي كلمه يوناني     . ( كشف شد  )12( همكاران
هايي مانند انسان، شامپانزه، خوك، مـوش،        لپتين در بين گونه   ) لاغري

 ايـن   .باشـد  درصد داراي توالي يكساني مـي      67سگ و گاو نزديك به      
 21 اسيدآمينه ساخته شده و پس از جدا شـدن           167پروتئين در ابتدا از     

وي داراي سـه    ژن لپتين گـا   ). 6(شود  ها مي اسيدآمينه به داخل خون ر    
واقـع   كروموزوم شماره چهار گاو    روي در باشد و  اگزون ودواينترون مي  

ايـن هورمـون   . كيلودالتوني است16لپتين يك پروتئين    ). 9(شده است   
- شده در سطح ژن مسئول چاقي، توليد مـي         ي جهش ايجاد  در نتيجه 

قبيـل بافـت چربـي، جفـت،        هاي مختلف از    لپتين در بافت  ). 13(شود  
هاي پستاني، اسكلت ماهيچه، مخاط معده، مغز و هيپـوفيز وجـود            غده

ايـن  ). 8(شـود    وسيله بافت چربي سفيد ترشح مي      و عمدتاً به  ). 7(دارد  
 مثـل، توليـد     هورمون نقش مهمي در جذب غذا، بالانس انرژي، توليد        

اخيـراً  ). 10(نـد   كشير، اعمال ايمني، تبديل غذايي ومتابوليسم ايفا مي       
اند كه  هايي بر روي اين ژن و يا مرتبط با آن گزارش شده           مورفيسم پلي

عنوان كانديدايي مؤثر بر افزايش ميزان توليد شـير و          اين ژن را قوياً به    

  پژوهشهاي علوم دامي ايران  نشريه
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  ). 5(تركيبات آن مطرح كرده است 
 ساختمان ژنومي پروموتـور لپتـين گـاوي         2002اولين بار در سال     
 بالادسـت   5΄ در اين بررسي در ناحيـه جـانبي        .مورد بررسي قرارگرفت  

جايگاه شروع رونويسي ژن لپتين، عناصر توالي و فاكتورهاي تنظيمـي           
Sp1  هاي پروتئين اتصالي      و موتيفCCAAT/enhancer) C/EBP( 

 جايگـاه شـروع     -33 تـا    -28در اين بررسـي در ناحيـه        . شناسايي شد 
داد كه ناحيه   نتايج نشان   .  شناسايي شد  TATAرونويسي يك موتيف    

 C/EBPαباشــد و   ناحيــه مهمــي در پروموتــور لپتــين مــي5΄جــانبي
تواند فعال كننـده پروموتـور ژن لپتـين         شناسايي شده در اين ناحيه مي     

  ).11(گاو باشد 
زيستگاه گـاو نجـدي در جنـوب و جنـوب غـرب كـشور اسـت و                  

 بعنوان يك   اين نژاد  .باشد ترين نژاد گاو در استان خوزستان مي      شاخص
ثري در تامين پروتئين حيواني     ؤ توليد شير و گوشت نقش م       خوب منبع

هدف از انجام ايـن تحقيـق تكثيـر      . دنماي  مي ايفا   اين منطقه    و اقتصاد 
ــين  ــين و تعي ــي ژن لپت ــه تنظيم ــين  ناحي ــين  تعي ــوالي آن و همچن ت

هاي احتمالي ژن لپتين در ناحيـه تنظيمـي ژن كـه منجـر بـه                 واريانت
  .باشد شود، مين ژن ميكاهش يا افزايش بيا

 
  هامواد و روش

 15براي انجام اين طرح در ايستگاه گاو نجدي شوشـتر واقـع در              
 گيـري بـه     رأس گاو نجدي خون    15 اهواز از    -كيلومتري جاده شوشتر  

هاي حـاوي   گيري از وريد وداج گردن با استفاده از لوله        خون. عمل آمد 
ها همراه بـا يـخ       نمونه .انجام گرفت  1EDTAخلاء و ماده ضد انعقاد        

به آزمايشگاه مركزي دانشگاه رامين منتقل شدند و تا زمـان اسـتخراج             
DNA گراد نگهداري گرديدند  درجه سانتي-20 در فريزر.  
  

 DNAاستخراج 

همكاران بـا    از خون تام با استفاده از روش بوم و DNAاستخراج
). 4( انجام گرفت )DIAtom) Iso Gene Moscowاستفاده از كيت 

اين روش مبتني بر استفاده از ماده ليز كننـده گوانيـدين تيوسـيانات و               
 ميكروليتـر از    200در اين روش ابتـدا      . باشدجذب كننده سيليكاژل مي   
 مـولار   5 ميكروليتر بـافر هـضم كننـده         400خون را برداشته و سپس      

 گرم بر ليتـر تـريس   10مولار،   ميليEDTA) 20 گوانيدين تيوسيانات
 DTTگـرم بـر ليتـر       10 مرتبـه،    100 گرم بر ليتر تريتـون       40اسيدي،  

 درجــه 65هــا در دمــاي اضــافه شــده، ســپس نمونــه)) تريتــونداي(
كننـده  جـذب . ماري نگهداري شدند   دقيقه در بن   5گراد به مدت     سانتي

 10مـدت   ها اضافه شد و به       ميكروليتر به نمونه   20نوكلئوس به ميزان    
 ميكروليتـر سـالين     400در مرحله بعـد     . دقيقه به آرامي ورتكس گرديد    

                                                            
1- Ethylen Diamin Tetra Acetic acid  

 Extraبافر به محيط همگن شده اضافه و در نهايـت از طريـق مـاده   

Gene  ،DNA   جهـت تعيـين كميـت      . ها جدا گرديـد     از ساير ناخالصي
DNA درصد استفاده شد1 استخراج شده، از ژل آگارز .  
  

  انتخاب آغازگرها
 در  AJ571671.1با شماره ثبت تـوالي      (آغازگرهاي استفاده شده    

در ايــن پــژوهش توســط تــيم تحقيقــاتي ) NCBIپايگــاه اطلاعــاتي 
 بـر   S.C.Liefersرا دكتـر     هلند كـه سرپرسـتي آن      2دانشگاه واخنگين 

 .عهده دارد، با استفاده از نرم افزار اليگوآنالايزر طراحي گرديـده اسـت            
 بازي به   جفت 544 و   566توالي پرايمرهاي مورد استفاده براي قطعات       

  :تيب عبارتند ازتر 
Leptin-F    5΄-GGG GGA GGC GGA GAG GAG 

Leptin-R   5΄-TAC ATG GCC ACT AAA AAG 
GTT G-3΄  

Leptin-F     5΄-TAG TAC AAT ATC CTT CCT 
TTC TT -3΄ 

Leptin-R   5΄-CCT GCC TTG ATG ATG GTG 
TGG- -3΄  

بـا تـوالي رفـرنس توسـط         آغازگرها   ،براي بررسي صحت طراحي   
آنالايزر مقايسه شـدند و بعـد از اطمينـان از       و اليگو  Ntiفزار وكتور   انرم

اتصال هر چهار پرايمر با توالي الگو اين پرايمرها مـورد اسـتفاده قـرار               
  .گرفتند
  

  )PCR(مرازاي پليواكنش زنجيره
 95ي حرارتـي     ميكروليتر و با برنامـه     25 در حجم    3PCRواكنش  
 ثانيـه،  300 مـدت   بـه DNAي هگراد جهت واسرشته اولي   درجه سانتي 

 ثانيـه،   60گـراد  بـه مـدت          درجه سـانتي   95واسرشت ثانويه در دماي     
 ثانيـه و    60مدت  گراد جهت اتصال آغازگرها به       درجه سانتي  59دماي  
 ثانيـه و    60مـدت   گراد جهت بسط آغازگرها به       درجه سانتي  72دماي  

يه براي قطعـه     ثان 600گراد براي بسط نهائي به مدت        درجه سانتي  72
دمـاي اتـصال    ) bp 544(بازي انجام شد و براي قطعه دوم         جفت 566
تـرين شـرايط را بـراي       آل ثانيه ايـده   60گراد به مدت     درجه سانتي  61

  .تكثير آغازگرهاي مورد نظر فراهم كرد
  

 الكتروفورز

 80 درصد و ولتـاژ      1 از ژل آگارز     PCRجهت مشاهده محصولات    

                                                            
2- Wageningen    
3- The Polymerase Chain Reaction  
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 DNAآميـزي ژل بـا   رنـگ . فاده شـد  سـاعت اسـت  1مـدت  ولـت بـه   

SafeStain  قطعه تكثير شده زير لامپ      .  انجام گرفتUV    مـشاهده و 
  . صورت گرفت1داكبرداري توسط دستگاه ژلعكس
  

  تعيين توالي
هاي تكثير شده، به    پس از حصول اطمينان نسبي به صحت توالي       

منظور اطمينان كامل و تشخيص توالي قطعات مورد نظر، محـصولات          
PCR  توالي به شركت تكاپوزيـست و از آنجـا بـه شـركت              براي تعيين

 ABIها بـا دسـتگاه   توالي نمونهجنوبي فرستاده شد وتعيينبايونير كره

3730 sequencerافزار  سپس به كمك نرم.  انجام گرفتChromas 
وانـــده و بـــا تـــوالي الگـــو، توســـط هـــا خ تـــوالي ايـــنBioEditو

  .ايسه شدندمق  clustalw2 وMEGA5افزار نرم
  

  نتايج و بحث
بـا  . ، الكتروفـورز شـد  PCR، محـصول   PCRبعد از انجام واكنش     

آر بـراي   .سـي . ميكروليتـر از محـصول پـي       2كـه تنهـا     توجه بـه ايـن    
 ژن لپتـين باعـث تكثيـر        PCRالكتروفورز استفاده شده است، واكنش      

بازي شـده    جفت 544 و   566هاي اختصاصي دو قطعه مشخص با طول     
 bp 100ي قطعات تكثير شده از سايز مـاركر رسي اندازهجهت بر. است

 بـر روي ژل     PCRنتايج حاصـل از بررسـي محـصولات         . استفاده شد 
به دليـل نيـاز بـه       .  درصد، تكثير قطعات مورد نظر را تأييد كرد        1آگارز  

 بـر روي ژل    PCRيابي، بايد محصولات     براي توالي  PCRمحصولات  
ي الكتروفـورز   نتيجـه .  باشند Smearآگارز فاقد هر گونه باند كاذب يا        

بـازي بـه     جفـت 544بازي و قطعه   جفت566 قطعه  PCRمحصولات
  . نشان داده شده است2 و 1ترتيب در تصوير 

  

  
مراز بر روي ژل اي پلي الكتروفورز محصولات واكنش زنجيره-1شكل

  ). bp 566(درصد براي چند نمونه از قطعه اول 1آگارز 
  )bP 100سايز ماركر (

                                                            
1- Gel Documentation 

  
مراز بر روي ژل اي پلي  الكتروفورز محصولات واكنش زنجيره-2شكل

  ). bp 544( درصد براي چند نمونه از قطعه دوم 1آگارز 
  )bp 100سايز ماركر (

  
 56 در قطعـه اول و جايگـاه         209در بررسي انجام شده در جايگاه       

اي يـا جـايگزيني از       ها يك نوع جهش نقطـه     در قطعه دوم تمام نمونه    
 قطعـه اول و     363همچنين در موقعيت    .  مشاهده شد  Transitionنوع  

اي از   قطعــــه دوم يــــك نــــوع جهــــش نقطــــه217موقعيــــت 
اي در مناطق هاي نقطهجهش.  اتفاق افتاده است Transversionنوع

اين نوع جهـش    . باشندها از اهميت زيادي برخوردار مي     ي ژن كدكننده
 باعث عـدم    وشود  باعث تغيير نوع فاكتور رونويسي متصل شونده مي       

تعداد ، توليد پروتئين مورد نظر يا تغيير پروتئين از لحاظ ترتيب
اعث كه اين خود بد گردميو يا نوع اسيدهاي آمينه سازنده آن     

هاي مـورد بررسـي     همچنين نمونه . شودميتغيير عملكرد پروتئين    
 قطعـه دوم  485 قطعه اول و جايگـاه  347 و 346 ،   66هاي  در موقعيت 

 404 در موقعيت. يك نوع جهش تغييرقالب از نوع حذف را نشان دادند  
 به توالي اين قطعه منجر به       Gبازي نيز وارد شدن باز        جفت 566قطعه  

كنندگي ناحيـه   شود و اثرات مشخصي را روي قابليت كد        يتغييرقالب م 
هـاي  ي آن همـه كـدون     گـذارد، كـه در نتيجـه      تنظيمي ژن لپتين مي   

فرودســت جهــش پروموتــور لپتــين بــا چــارچوب خوانــدن متفــاوت از 
. شـوند  چارچوب مورد استفاده براي ژن بـدون جهـش رونويـسي مـي            

لپتـين، آمينواسـيدهاي    ها در پروموتـور ژن      متناسب با اين تغيير كدون    
 و  Insertionطـور كلـي      بـه   . كننـد مربوط به هر كدون نيز تغيير مـي       

شـوند، كـه رونويـسي فعـال ژن         هاي متعاقب آن باعث مـي     تغييرقالب
برخورد زود يا دير هنگامي به كدون پايان داشته باشـد كـه منجـر بـه            

تئين پـرو . شـود پايان رونويسي و توليد يك پروتئين كوتاه يا بلنـد مـي           
ها باعث تغيير تـدريجي ژنتيكـي        ساخته شده احتمالاً در تعدادي نمونه     

قالب پروموتور ژن لپتـين باعـث عـدم اتـصال           تغيير. شودژن لپتين مي  
 ـ .شـود فاكتورهاي رونويسي متصل شونده مي     طـور كلـي اثـرات     ه   ب

 جهش هاي تغيير چارچوب شديدتر از جانشيني مي باشد چـون          
   .دنا تا انتها دچار تغيير نماي ترتيب رمزها رممكن است
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  NCBI توالي ثبت شده ديگر درپايگاه اطلاعاتي 10در مقايسه با ) bp 566( قطعه اول L21 مقايسه ميزان شباهت توالي مربوط به نمونه -3شكل
  

هـاي اتفـاق افتـاده در هـر دو قطعـه            ها بـراي جهـش    تمام نمونه 
توالي و  . تي مشاهده نشد  گونه حالت هتروزيگو   هموزيگوت بودند و هيچ   

هاي رخ  اجزاي پروموتور ژن لپتين در اين پژوهش نشان داد كه جهش          
هـا و اجـزاي     كـدام از بـاكس    هاي ذكـر شـده، در هـيچ       داده در جايگاه  

هـا و  پروموتور وجود نداشتند و بنابراين هـيچ تـأثيري بـر روي بـاكس         
وموتـور ژن   ها و اجزاي پر   بعد از بررسي جهش   . اجزاي پروموتور ندارند  

هـا از لحـاظ      تـك نمونـه    توالي تك  NCBIلپتين، در پايگاه اطلاعاتي     
   .هاي ثبت شده مورد مقايسه قرار گرفتنددرصد شباهت با توالي

 مقايـسه  NCBIدر پايگـاه اطلاعـاتي   L21  توالي 1نتيجه بلاست
 توالي كـه بيـشترين      10 توالي ثبت شده با توالي مورد نظر بود كه           64

 آورده شده   3شماره  توالي مورد نظر نشان دادند در تصوير        شباهت را با    
تـوان تـوالي       مـي  BLAST استفاده از نرم افـزار      در اين سايت با    .است

 با هـم    DNA را در    نوكلئوتيدهاها يا توالي      اسيدهاي آمينه در پروتئين   
بانـك  مقايسه كرد و يك تـوالي را بـا تـوالي ديگـر يـا تـوالي كـه در              

تــوان قايــسه قــرار داد، همچنــين مــي وجــود دارد، مــورد ماطلاعــاتي
هاي موجود در بانك اطلاعاتي كه بيشترين شباهت را بـا تـوالي               توالي

  . مورد نظر دارد شناسايي كرد
كنيم بيـشترين درصـد     مشاهده مي  3 همانطور كه درتصوير شماره   

                                                            
1-Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)   

 بـا شـماره ثبـت       1در تـوالي    . باشـد  مي 2 و   1شباهت مربوط به توالي     
AB070368.1       پروموتور لپتين گونـه     ناحيه كه اولين توالي ثبت شده 

و توالي ذكـر شـده    L21  پوشاني بين توالي ميزان هم،باشدگاوي مي
 درصد شـباهت  99پوشاني   درصد هم99باشد كه در اين      درصد مي  99

 95پوشـاني  ها نيز در بالاترين درصدهاي هم     در ساير نمونه  . وجود دارد 
ميزان شباهت قطعه تكثير شـده بـا        . شباهت وجود داشت    درصد 99تا  

ان توالي ثبت شده از لپتين گاو ميش نيز ميزان شباهت بـالايي را نـش              
 انجام شدكه نتيجه مـشابه      BLASTهمچنين در مورد قطعه دوم      . داد

 بـا شـماره ثبـت       2 و   1هـاي   قطعه اول و بيـشترين تـشابه، بـا تـوالي          
AB070368.1   و AJ571671.1  ايـن   لازم به ذكر است كه    .  پيدا شد 

ترتيب، اولين توالي ثبت شده پروموتور لپتين گاو و دومـي           دو توالي به    
 باشـد كـه پرايمرهـاي انتخـابي ايـن          مربوط به شماره ثبت توالي مـي      

تحقيق از آن گرفته شده است كه اين تأكيد كننده درصد شباهت بـالا              
. باشـد يابي درست ناحيه پروموتور ژن لپتين گاوهاي نجدي مي         و توالي 

موتور يك بخش حساس است و كوچكترين تغيير در نواحي فعـال            پرو
با توجـه   . شودبخش تنظيمي، باعث برهم زدن كمپلكس رونويسي مي       

هـا  برداري و توالي و اجزاي پروموتور، جهـش        ها در نسخه  به اثر جهش  
وموتـور ژن لپتـين بـه صـورت فعـال           در نقاطي هستند كه احتمـالاً پر      

كه براي اولـين بـار ايـن پـژوهش ناحيـه      اينالبته با توجه به    . باشد مي
پروموتوري ژن لپتين را در گاو نجدي مـورد بررسـي قـرار داده اسـت                
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بـراي  . تري را در ايـن خـصوص بيـان كـرد           توان مقايسه گسترده  نمي
هاي بيشتري مورد بررسي قرار     گيري بايد تعداد نمونه     اطمينان از نتيجه  

ق ژني اعم از اگزون و اينترون       ها را در تمام مناط    گيرد و تمامي جهش   
. گيــري شــود مــورد بررســي قــرار داد و بيــان ژن در پروموتــور انــدازه

گيـري بيـان     ها و اندازه   تر جهش هاي دقيق  توان با بررسي   ميهمچنين  
هـاي زيـر بنـايي تنظـيم         اين ژن درك بهتري را در توضيح مكانيـسم        

  . ژن داشتهورموني و متابوليكي اين 

  
  تشكر و قدرداني

بدين وسيله از سـركار خـانم مهنـدس صـدر مـسئول آزمايـشگاه               
شـان كمـال    هـاي بـي شـائبه       رامين به جهت حمايت    مركزي دانشگاه 

همچنين از مدير گروه محتـرم علـوم دامـي        . تشكر و قدرداني را داريم    
  .شودجناب آقاي دكتر چاجي تشكر و قدرداني مي
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