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  ي در گوسفند بلوچPCR-SSCPن با استفاده از روش ي ژن گرليشكل  چنديبررس
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  دهيچك

ن ژن ها ي ايكيژنتتنوع .  قرار داردي متعددير ژن هايوانات تحت تأثي در حي مصرف خوراك، رشد، و انرژيكيولوژيزيم فيتنظ

ك ين به عنوان ي ژنوم گوسفند ، ژن گرليبر اساس اطلاعات توال. رگذار باشدي دام ها تأثي صفات اقتصاد بروز تواند دريم

 است كه توسط معده يديك هورمون پپتين، يگرل.  شديابي ارزير گوسفند بلوچ صفات وابسته به رشد دينشانگر برا

كصد و دوازده گوسفند ي  .باشد يش مصرف خوراك ميك كننده ترشح هورمون رشد و افزاي شود و تحريد ميپستانداران تول

ك ي اگزون ي براهد انتخاب وستگاه عباس آباد مشي در اي از دو گله گوسفند بلوچي مادر به صورت تصادف18 از نتاج يبلوچ

تفاوت  .گرفتصورت از نمونه خون كامل اژل يكليس- اناتيوسين تيدي به روش گوانDNA استخراج .پ شدندين ژنوتيي تعنيگرل

 ك پس از تPCRتروفورز محصولات ك ال. شداستفادهپ نمونه ها ين ژنوتيي تعي براPCR-SSCP  منفردي رشته هاييفرم فضا

ج نشان ينتا .ترات نقره انجام شدي ژل به روش نيزي و رنگ آمصورت گرفتد يل آميركا ژل يبر رو  قطعاتردنك يرشته ا

 در يعدم وجود تنوع دلالت بر عدم وجود چند شكل .وجود نداشت مورد مطالعه يچ كدام از نمونه هاي در هيچندشكل هكد دادن

  .رندي گي قرار نمي چند شكليك منطقه دارايه در  مورد استفادي است كه آغازگر هاين معنين ژن ندارد بلكه به ايا

  

  ي، گوسفند بلوچPCR-SSCP، يلكچند شن، يگرل: هاي كليديواژه
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  مقدمه

 يژه ايت وي از اهميوانات اهليع حي، رشد سريواني حينياز به منابع پروتئي و نيت انساني جمعروز افزونامروزه با توجه به رشد 

 شود و در ترشح هورمون رشد و يه از معده ترشح مك يني پروتئين به عنوان هورمونيگرلن ين بيدر ا. برخوردار شده است

 1999ن بار در سال ي نخستيبران يگرل. طلبدي ميسر بري را براي باشد توجه خاصيرگذار ميزان مصرف خوراك تأثيكنترل م

 ين ژن جزء ژن هايا). 3( شوديترشح مگر پستانداران ي است كه از معده موش، انسان و ديديك هورمون پپتيكشف شد و  

 در ترشح هورمون رشد، قدرت يادين اثرات زيقات نشان داده اند كه گرلي از تحقياري بس. ز هستي در انسان نيد چاقيكاند

 117 شود كه شامل ي اگزون كد م4 در انسان از ني پروگرليپر. )2(م مصرف خوراك داردي سلول و تنظادي و ازديماندگار

اوكلا و . ديپروپپتنه در يد آمي اس66، و ييد نهاينه در پپتيد آمي اس28، گناليس ينه از تواليد آمي اس23 :نه استيد آمياس

ماند كه  ي مي باقيي از آنها در محصول نهايكيد كه فقط دن گزارش كرنيگرلن ي پروگرليپردر ژن را  سه جهش )5(همكاران 

د ين اسيآخر  (28ن در كدون يله گلوتامين بوسي آرژنينيگزي منجر به جا(G356A) ينيجانش.  در انسان مرتبط استيبا چاق

ن و يكيد. ن دارنديرژنن آلل آي نسبت به حاملين تريين وزن پاين آلل گلوتامي شود كه حاملي بالغ منيگرل) نه يآم

د ي اس27 يه مطالعه شدند دارا كيتمام نشخواركنندگان.  كردندين تواليي را در گوسفند و گاو تع2و1 ياگزون ها )1(همكاران

ك شكل از ي كه نشخوار كنندگان فقط ين هستند در حالي هر دو فرم از گرلي ها دارايتك معده ا . بودندييد نهاينه در پپتيآم

 يك پلي )4(شرمن و همكاران .  باشديش در نشخوار كنندگان ميراي پيگاه هاي از جايكين به علت حذف شدن يا. آن را دارند

 در يي و به صورت جزييل غذايب تبدين گزارش كرد كه بر مصرف خوراك، ضري را در ژن گرلA/G يديسم تك نوكلئوتيمورف

 قرار ي مورد بررسPCR-SSCPن با روش ي ژن گرل1 اگزون يچند شكلن مطالعه يدر ا. (P<0.10) ر دارديراندمان رشد گاو ها تاث

  .گرفت

  

  مواد و روش ها 

 ه بكامل از خون DNAاستخراج .  مركز اصلاح نژاد عباس آباد مشهد به عمل آمديس گوسفند بلوچ رأ112تعداد  از يريخونگ

 يسنج نورله ي بوسزان خلوص آني و م استخراج شدهDNA غلظت .صورت گرفت اژليكليس-وساناتين تيديروش گوان

-Forward: 5′( جفت آغازگر . شديوس تا زمان استفاده نگهداري درجه سلس- 20 يزر در دماي در فرDNA شد و يريگ اندازه

cct-gct-ctg-gat-gga-ctt-ggc-3′, Reverse: 5′-ggc-ttg-ggg-cat-tta-gga-cg-3′ (افزار    نرمزبا استفاده اPrimer Premier 5 بر 

مراز با استفاده از ي پليره اي زنجواكنش . شدنديطراح) GenBank accession number: AY455983( گوسفندياساس توال

 ,T personal, Biometra(كلر يتوسط دستگاه ترموسان ي از ژن گرلي جفت باز112ر قطعه يثك تي شده براي آغازگر طراحجفت

Germany (ت ي با استفاده از كتريكرولي م25 يي نها مراز در حجميره پليواكنش زنج. بر اساس روش استاندارد انجام شد

تر يكرولي مPCR Dilluent ، 3 تريكرولي م10 مرها،يتر از مخلوط پرايكرو لي م3، ي ژنومDNAتر يكرولي م5/1شامل خشك 

Master Mix يقه در دماي دق5 اول ليكس :ري زي استفاده از برنامه حرارتاب زهيوني مقطر دتر آبيكرولي م5/7 وºC 95 ه ي ثان40و

تروفورز كال .نه شدي بهºC72 ياقه در دمي دق5  وCْ 72 يه در دماي ثان40 و ºC59 يدر دماه ي ثانºC 94 ، 30 يدر دما

 با يزيقه صورت گرفت و ژل مربوطه پس از رنگ آمي دق20 و مدت 80 درصد با ولتاژ 5/1 ژل آگارز ي بر روPCRمحصولات 

 ر شده با استفادهيثك تDNA ي، رشته هاSSCPنش ك به منظور انجام وا. شدندي بنفش بررسير اشعه ماورايد زيوم برومايديات

ن مرحله در ي كه بلافاصله پس از ا شدندي رشته اكت ºC95 يدر دما قهي دق5 به مدت زمان 1به 1به نسبت   SSCP dyeاز

 ساعت 4 به مدت V  250 با ولتاژ )39:1 ( درصد14د يل آمي ژل اكري شده بر روي رشته اكمحصولات ت.خ قرار گرفتنديداخل 

  .ترات نقره صورت گرفتيژل با استفاده از ن يزيرنگ آم .دنديگردتروفورز كال ها يجهت مشاهده چند شكل

  

  ج و بحثينتا
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 ي بانديالگو.  برخوردار هستندPCR انجام ي برايت مناسبيفي استخراج شده از كي هاDNA نشان داد كه يج نورسنجينتا

را باند ي ز بودند1 اگزون ي شده براي طراحي بودن آغازگرهايد اختصاصين موي ژن گرلي جفت باز112ر قطعه يثكمربوط به ت

 نشان ينترل منفك عدم مشاهده باند در ياز طرف.  شفاف بودندير مشاهده نشد و باند ها همگيمر و اسمي، داياختصاص ريغ

  ).1شكل(ش استيدهنده دقت و صحت آزما

 

 
، ي كنترل منف-C، )گوسفند DNA (4و 1،2،3يشماره ها.  شدهي بودن جفت آغازگر طراحي آزمون اختصاصي براPCR  الكتروفورز محصولات _1شكل 

Mمورد استفادهي نشانگر وزن (M100)ت اندازه محصولات يي تعي براPCR. 

 
  ).2ل كش(گر بودند يديكد مشابه با يآم ليركل اژ ي بر روPCRردن محصولات ك ي رشته اك حاصل از تي باندي الگوهايتمام

 

  
  ديل آمي ژل اكريرو بر PCR شده محصولات ي الكتروفورز قطعات تك رشته ا _2شكل 

 
ه در نمونه كجه گرفت ين نتي توان چنيد ميل آميرك ژل ايبر رو) يلكچندش( متفاوت ي بانديبه سبب عدم مشاهده الگوها

 يشتر براي تعداد نمونه بياز به بررسين نيبنابرا. گاه مورد نظر وجود نداردي در جايكي ژنتيلك شده چند شي جمع آوريها

   . باشدينژاد من ي در ايلكاعمال نظر 

  

 قدرداني و تشكر

 و ي مشهد به سبب فراهم نمودن امكانات پژوهشي دانشگاه فردوسيواني حيوتكنولوژيشگاه بي و آزماي علوم دامياز قطب علم

 . شودي ميمانه تشكر و قدردانيصم) خراسان رضوياستان  (عباس آباد مشهدستگاه ياهمكاران مركز اصلاح 
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Abstract 
The physiological regulation of feed intake, growth, and energy partitioning in animals is under the control of 
multiple genes, which may be important candidates for unraveling the genetic variation in economically relevant 
traits in farm animals. On the basis of sheep genome mapping information the ovine ghrelin gene was examined 
as a possible genetic marker for growth traits in sheep. Ghrelin, a peptide hormone produced by the stomach in 

mammals, stimulates growth hormone release and feed intake. One-hundred and two purebred Baluchi sheep, 
progeny of 18 rams, were randomly selected from 2 separate research flocks of Baluchi sheep kept at the 
Abbasabad Sheep Breeding Station. DNA samples were extracted from whole blood using Guanidin 
Thiocyanate-silica gel method. The genotypes for exon 1 of ghrelin gene were determined by the PCR-SSCP 
method. The PCR products were denatured and subjected to non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 

to detect SSCP. The gels were stained using silver staining method. In our study, ghrelin exon 1 was 

monomorphic. The absence of diversity does not imply that gene is not polymorphic. It only means that the 
primers used do not delimitate a polymorphic region. 
 
Key words: Ghrelin, polymorphism, PCR-SSCP, Baluchi sheep 

 

 




