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  مه                                  مقد

 ژن  شه ژنـومی گوسـفند    نقحاصل از   اطلاعات  اساس  بر

مربوط به گیرنده هورمون رشد    
1
یـک نـشانگر ژنتیکـی قابـل         

ژن  ).8 (باشداستفاده در مطالعات صفات رشد این حیوان می       

 اینترون  نه اگزون و    10گیرنده هورمون رشد داراي     مربوط به   

 ایـن ژن روي .  استbp  365186آنDNAباشد و توالیمی

هـاي زیـستی   فعالیـت در    و  گوسفند قـرار دارد    16 روموزومک

هـاي  هـاي هـدف، توسـط سـیگنال    هورمون رشـد در سـلول     

کننده وابسته بـه ماهیچـه در میـان غـشاي سـلولی و              تحریک

بـراي اینکـه     .داردنقش   IGF-I نظیرها  تحریک بسیاري از ژن   

هورمون رشد 
2

رشـد و   در   تـأثیر  نظیـر (خود در بدن    وظایف   

هـاي آن در سـطح    گیرنـده به دهد،انجام  را   )م چربی متابولیس

بیان ژن گیرنده هورمـون رشـد و      .استنیاز  هاي هدف   سلول

 رشـد و متابولیـسم چربـی    اتصال آن به هورمون رشـد بـراي       

  .)9(ضروري است 

فرآینـدهاي متـابولیکی و فیزیولـوژیکی    در  هورمون رشد      

اید بـه    این فرآیندها ب   صحیحانجام  نقش دارد و براي     متعددي  

ــده ــونگیرن ــن هورم ــصل شــود)GHR ( ای ــابراین . )7 ( مت بن

 ممکـن اسـت     GHR ژن   DNA موجود در تـوالی      هايتفاوت

ها بر ترکیب لاشه و صـفات       ثیر ژنوتیپ أبراي فهم چگونگی ت   

  ).19( مند باشدرشد سود

عامل به عنوان   ) GHR(گیرنده هورمون رشد    در سطح   

باشـد کـه در     مـی نیاز  هاي هورمون رشد    براي فعالیت واسطه  

ــانواده   .)8(  قــــرار داردcytokine/hematopoientinزیرخــ

توانـد سـبب بهبـود      ثر در تولید گوسفند می    ري مؤ گذاسرمایه

از نظـر   پـشم    دوقلوزایی، وزن بره، تولید شـیر و         نظیرصفاتی  

در ایران تقاضا براي تولید گوشـت بـه         . کمیت و کیفیت شود   

گوشـت  . اسـت  یافتـه    افـزایش جمعیـت    دلیل افزایش رشـد   

هـاي فرهنگـی و مـذهبی از منـابع          گرایش گوسفند باتوجه به  

 مصرف آن   مقدارآید و   پروتئینی مرسوم و متداول به شمار می      

بـازار  . باشـد  مـی بیـشتر در مقایسه با گوشت گاو و بز بـسیار   

 بازده اقتصادي قابل توجهی در میان بیشتر   ،فروش گوشت بره  

                                                            

1 - Growth Hormone Receptor (GHR)

2 - Growth Hormone (GH)

 زنـده  و براي افزایش درآمـد بهبـود وزن          دنژادهاي ایرانی دار  

  . )17(  باشدمناسباهداف انتخابی تواند از میها رهب

دار با  طور عمده نژادهاي دنبه   جمعیت گوسفندان ایرانی به   

بـافی بـسیار   بـراي فـرش   باشند که پـشم آنهـا  پشم ضخیم می 

سفید و  داراي پشم   گوسفند نژاد کرمانی    . )8(باشد  مناسب می 

یکی از نژادهاي سازگار با شرایط آب        و   باشدمیجثه متوسط   

 تولیـد    از نظـر   جز گوشت هب است که و هوایی گرم و خشک      

   . )1 (داردفرش ایران اهمیت تولید براي نیز  پشم

 ـنوکلوت یک جهش تک   SSCP روشبا استفاده از     دي در  ئ

 5 ً  کـه در ناحیـه  گردیـد  و مـشخص شد   شناسایی GHRژن  

چندشـکلی  وجـود   .)10( استتبدیل شده Gبه Aنوکلئوتید 

 یـک عامـل   توانـد   گیرنده هورمون رشد مـی    مربوط به   در ژن   

یـک همبـستگی    .)13(  هورمون رشد باشد ژنثر براي بیان مؤ

 گـاو و  GHR در پروموتـور ژن      TGبـین طـول تکـرار        مثبت

ه اسـت   در گاوهاي جوان آنگوس نشان داده شد      سرعت رشد 

 بـه   تـوان مـی  GHRهـاي موجـود در ژن       چندشکلیاز   .)11(

 در سـرم    IGF-Iغلظـت   بررسی تغییـرات     براي   نشانگرعنوان  

تحقیـق حاضـر چندشـکلی       .اسـتفاده نمـود   گاوهاي آنگوس   

گیرنده هورمون رشد و ارتباط آن بـا        مربوط به    ژن   10اگزون  

 PCR-SSCP روشصفات رشد در گوسفندان نژاد کرمانی با         

  .بررسی شد

  

  ها و روشمواد

  بردارينمونه

 ایستگاه  موجود در رأس گوسفند نژاد کرمانی88از تعداد   

ــهربابک( گوســفند کرمــانی  ينــژادبــه   بــا اســتفاده از ) ش

  . شدگیري  از سیاهرگ وداج خونEDTA دارايهاي ونوجکت

  DNAاستخراج 

 میکرولیتر خـون کامـل بـه روش         250 از   DNAاستخراج  

 ـ    بهینه بـا   آن  و کیفیـت   مقـدار  .)15( تیافته نمکی انجـام گرف

 و نیـز روش     یـک درصـد   استفاده از الکتروفورز در ژل آگارز       

  . گیري شداسپکتروفتومتري با دستگاه نانودراپ اندازه

  )PCR( اي پلیمرازواکنش زنجیره

  155  داراي تکثیر قطعهبراياي پلیمراز واکنش زنجیره

 گیرندهمربوط به   ژن10 بخشی از اگزون مربوط بهباز جفت

  رفت اختصاصی آغازگرهاياز  . گرفترشد انجام هورمون
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F: 5′-TTGGCCTCAACTGGACTCTAC3′ و برگشت  

R: 5′-CCACTGGGTCTCATTTAGTT-3′ تکثیر براي 

 .)3( شدن رشد استفاده  هورموگیرندهمربوط به  جایگاه ژن

 20، در حجم نهایی مزبور براي جایگاه PCRواکنش 

 X1 ،5/0 ژنومی، بافر DNA نانوگرم 50میکرولیتر شامل 

  dNTP ،5/2مولار  میلی2/0، آغازگرمیکرومولار از هر 

پلیمراز و آب دیونیزه ، یک واحد آنزیم تکMgCl2مولار میلی

 از دستگاه GHRبراي تکثیر جایگاه ژن . انجام شد

 استفاده TECHNE شرکت FTGRAD2Dترموسایکلر مدل 

 براي اطمینان از صحت تکثیر ،PCRپس از انجام واکنش . شد

 PCRتکثیر شده، الکتروفورز محصولات  DNAو تعیین میزان 

برنامه دمایی و زمانی  .انجام شد دو درصدروي ژل آگارز 

  دماي شامل  چرخه35با  GHRبراي تکثیر ژن 

،  دقیقهپنجبه مدت گراد  درجه سانتی95سازي اولیه واسرشت

، اتصال  ثانیه30 درگراد  درجه سانتی95 دماي واسرشت

، بسط در  ثانیه30گراد به مدت  درجه سانتی56پرایمرها در 

 72  درنهاییتکثیر  و  ثانیه30 گراد به مدت درجه سانتی72

. بود دقیقهپنجگراد به مدت درجه سانتی

 به روش چندشکلی فضایی PCRتعیین ژنوتیپ محصولات 

  )SSCP( ايرشتهتک

 با PCR-SSCP روش ازها تعیین ژنوتیپ نمونهبراي 

-آمید و رنگاکریلپلیاستفاده از الکتروفورز عمودي روي ژل 

 میکرولیتر 20منظور بدین. استفاده شد آمیزي با نیترات نقره

، درصد 99شامل فرمامید (SSCPبافر بارگذاري مخصوص 

EDTA سهبا ) درصد 10سیانید زینول مولار، برموفنل و شش 

 مخلوط و ورتکس شد و سپس در PCRمیکرولیتر محصول 

 درجه 96 دقیقه در دماي 10دستگاه ترموسایکلر به مدت 

.  واسرشت شوندDNAهاي د تا رشتهگراد قرار داده شسانتی

 دقیقه روي یخ قرار 10شده به مدت  هاي واسرشتنمونه

. هاي مکمل جلوگیري شود رشتهپیوند دوبارهگرفتند تا از 

براي مشاهده الگوهاي باندي از تانک الکتروفورز عمودي 

 × 20 × 1/0اي به ابعاد  با صفحات شیشهBio Radشرکت 

براي .  استفاده شد درصد12آمید اکریلپلیمتر و ژل  سانتی18

 و بافر بارگذاري PCR حاصل ازمخلوط این منظور، 

.  شدندقرار دادههاي ژل  درون چاهکSSCPمخصوص 

 ساعت و با اختلاف 17ها به مدت سپس الکتروفورز نمونه

گراد و با بافر  درجه سانتیچهار ولت در دماي 300پتانسیل 

)X5/0(TBEبرايآمیزي ژل نهایت رنگدر. انجام گرفت 

 انجام گرفتنقره  مشاهده الگوهاي باندي به روش نیترات

)4(.  

  روش آماري

 هادامژنوتیپحاصل از تعیین  اطلاعات ،پژوهشایندر

به وزن مربوط هايهدادبا همراهبررسیمورد جایگاهبراي

 وزن  وماهگینهن  وز،ماهگیششوزن وزن شیرگیري،تولد،

آزمون و شد بررسی  Excel افزار نرمبا استفاده از  ماهگی12

در این .  گردید انجامSAS 9.1 افزار نرمبه وسیلهنرمال بودن 

هاي مربوط به صفات ویلک براي داده - آزمون تست شاپیرو

مورد بررسی ها ادهکه نشان داد د). >05/0P(دار بود رشد معنی

رویه ا استفاده از  بBoxcoxها با روش ادهد. نرمال نیستند

transreg 9.1 افزارنرم SAS در از ویرایش پسو نرمال شد

در این .  تجزیه گردیدMIXED با رویه SAS افزار آمارينرم

ماه تولد  سال تولد حیوان،،GHRهاي  اثر ژنوتیپ،آزمایش

 به تعداد بره متولد شده در هر زایش و جنس حیوانحیوان،

همچنین . شدند منظوروان عوامل ثابت در معادله مدل عن

 و متغیر کمکی به عنوان  نه ماهگی وشش، سهتولد، هاي وزن

معادله . شدند منظوراثر حیوان به عنوان عامل تصادفی در مدل 

  :به صورت رابطه زیر می باشدمدل 

Yijklmno =  + yei + Mj + Sk + Al + Gm + b (Wo- W) + 

Animalo + eijklmno

1(

 هر یک از مشاهدات مربوط به Yijklmnoدر این رابطه، 

ماهگی و نهماهگی، وزن ششماهگی، وزن سهوزن تولد، وزن 

 امین iاثر  yei،  میانگین صفت در جامعه،  ماهگی12وزن 

 امین kاثر Sk،  امین ماه تولد حیوانj  اثرMj، سال تولد حیوان

،  امین جنس حیوانlاثر  Al ،تعداد بره متولد شده در هر زایش

mG اثر m امین ژنوتیپ )RGH( ،b ضریب تابعیت Y، W  و 

oW ترتیب میانگین وزن و وزن بهn حیوان، امین oAnimal  اثر

oو امین حیوان ijklmnoe باشد میاثر عوامل باقیمانده.  

  

  نتایج و بحث

 یکوفتومتري و ژل آگارز ر     با استفاده از روش اسپکت

  ).2 و 1هاي شکل (شدیید أتآن و کیفیت  DNAقدار مدرصد، 

45...و ارتباط آن با صفات رشد در ) GHR(هورمون رشد ه  ژن مربوط به گیرند10چندشکلی اگزون : مرادي شهربابک و همکاران



  

  

  

  آگارزژلرويبرDNAهاينمونه - 1شکل

  

  

  

  نانودراپدستگاهباآن  کیفیتوDNA مقدارتعیین - 2 شکل

  

از  جفت باز 155  دارايقطعه یکPCR ی واکنشطدر 

 براي SSCP از روش همچنین). 3شکل ( تکثیر شد GHRژن 

 روش. گردیدنوع در قطعه تکثیر شده استفاده شناسایی ت

SSCP روش موثري در شناسایی تنوع توالی تکثیر شده  

ن ژل  از میاDNA حرکت ،روشاساس این . )15(باشد می

شکل فضایی که عامل براساس است که دناتوره آمید غیراکریل

، انجام باشدها بر روي ژل میرشتهکننده در حرکت تکتعیین

 تفاوت سبباي، بنابراین وجود حتی یک جهش نقطه. گیردمی

نتایج حاصل . )4(قابل مشاهده است شده و حرکت روي ژل 

 شش نشان داد کهآمید اکریلپلی آمیزي ژلگن و رSSCPاز

بنابراین الگوهاي . )4شکل ( وجود داردالگوي باندي متفاوت 

باشد که باندي متفاوت حاکی از وجود تنوع در این جایگاه می

ترتیب  بهشش تا یکفراوانی آنها محاسبه و براي الگوهاي 

که طورهمان. بوددرصد  4/28 و 2/35، 1/9، 6/13، 5/4، 1/9

بیشترین درصد  2/35 با فراوانی پنجشود ژنوتیپ می مشاهده

  . داردفراوانی را 
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  یگوسفند نژاد کرماندر ژن گیرنده هورمون رشد10 اگزونبازيجفت155قطعهاختصاصیتکثیر - 3 شکل

  

  

  

   در گوسفند نژاد کرمانیSSCP روش با GHR ژن 10اگزونژنوتیپیالگوهاي- 4 شکل

  

  GHRژن هاي ژنوتیپمیانگین صفات رشد گوسفندان براساس - 2جدول

  

  ژنوتیپ

  وزن تولد

(kg) ns

  وزن شیرگیري

(kg) ns
  

  ماهگیششوزن 

(kg) ns
  

  یماهگنهوزن 

(kg) ns
  

   سالگییکوزن 

(kg) ns  

1  020/0±16/1  048/0 ± 87/2  061/0 ± 98/2  039/0 ± 09/3  042/0 ± 12/3  

2  022/0±16/1  055/0 ± 85/2  070/0 ± 01/3  044/0 ± 07/30  048/0 ± 08/3  

3  016/0±15/1  040/0 ± 86/2  051/0 ± 09/3  031/0 ± 06/3  035/0 ± 11/3  

4  017/0±17/1  042/0 ± 89/2  052/0 ± 99/2  033/0 ± 06/3  036/0 ± 05/3  

5  012/0±14/1  030/0 ± 89/2  038/0 ± 01/3  024/0 ± 07/3  027/0 ± 14/3  

6  014/0±15/1  035/0 ± 91/2  044/0 ± 02/3  028/0 ± 08/3  310/0 ± 13/3  

ns - دنباشاعداد نرمال شده میمربوط به هاي ارایه شده در جدول انگینمی.  
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هاي ارتباط جهش PCR-SSCP روشبا استفاده از 

 وزن نظیر( با صفات رشد GHR ژن 10موجود در اگزون 

تولد، افزایش وزن روزانه از تولد تا وزن از شیرگیري و وزن 

ن روزانه صفت افزایش وزهمبستگی . شد مطالعه )ماهگیشش

 در مطالعه.  بوددارمعنی GHRاز تولد تا شیرگیري با ژنوتیپ 

نسبت  GGافراد داراي ژنوتیپ وزن روزانه افزایش  ،موردنظر

 ژن  بر روي،در یک مطالعه .)18( بیشتر بودها ژنوتیپبه سایر 

GHRلل آ  شدنجایگزینشد که اثر  گاو نر مشخص 384  در

lجاي ه بSدار است وزن روزانه و وزن تولد معنی در افزایش. 

 وزن شیرگیري و Sلل آ  اثردر واقع نتایج حاکی از آن است که

 اثر ، در یک پژوهش دیگر.)2( باشدمیمنفی وزن لاشه 

 گاو هلشتاین 1222 بر ترکیبات شیر در GHRهاي ژن جهش

هاي حاصل و  ژنوتیپبینداري  معنیرابطه ودر چین مطالعه 

در تحقیقی بر روي  .)2( درصد چربی و پروتئین مشاهده شد

  در ناحیه تنظیمی ژنT بهA چندشکلی ر اث، نژاد گوسفند37

GHR توسط آنزیم محدودگر AluI در .)16( است ثبت شده 

 که جهش در ناحیه است ه شدهادمنتال نشان دیهاي سگاو

هاي ر دام دو سبب کاهش وزن لاشه GHR ر ژنوپروموت

بر   GHR/AluIر ژن وجهش در ناحیه پروموتاثر  گوشتی زبو

با استفاده از  ،یک تحقیقدر  .)6( دار استمعنیوزن لاشه 

 بز نژاد تالی چندشکلی موجود در 90ر د PCR-SSCP وشر

حاصل شش الگوي  بررسی و اگزون چهار ژن هورمون رشد

   ها بوددر آن  چندشکلیزیاد بودن حاکی از
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Polymorphism of exon 10 of GHR gene by PCR- SSCP method and its 

association with growth traits in Kermani sheep breed
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Abstract

Expression of the Growth Hormone receptor (GHR) gene which is located on the sixteenth

chromosome of sheep and its binding with GH is essential for growth and fat metabolism. In this 

study, blood samples were collected from the jugular vein from 88 sheep of Kermani breed. DNA 

was extracted from blood sample using the modified salting out method for amplification of 155 bp 

fragment containing a part of exon 10 of GHR genes. Single Strand Conformation Polymorphism 

(SSCP) was used for genotyping. The vertical electrophoresis of PCR products was performed on 

12 percent polyacrylamide gel, at 300 V, for 17 h at 4 ˚C. The silver-staining of gels, resulted

identification of six genotypic patterns: 1, 2, 3, 4, 5 and 6 with frequencies of 9.09, 4.54, 13.63, 

9.09, 35.22 and 28.40 percent, respectively. Analysis of variance was performed using SAS

software and association of different patterns was not significant with growth traits. 

Keywords: Growth traits, Growth hormon receptor, Kermani sheep, PCR-SSCP
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