
 

  علوم دامیگروه  ،خوزستان رامینکشاورزي و منابع طبیعی  دانشگاه، خوزستان: آدرس. فریبا سپهوندنگارنده پاسخگو: 
 sepahvand2012@yahoo.comپست الکترونیک: 

 

 تاریخچه مقاله:
18/03/92دریافت:  

  11/05/93پذیرش: 

 مجله

 تحقیقات دام و طیور
85-81ص ص - 1392 زمستان - 4شماره  -2جلد  

  

  

  
  مقاله کوتاه علمی

  گوسفند لري با استفاده ازروش  ژن میوستاتین یک  اینترون جهش دربررسی 

PCR-SSCP  
  4مجید خالداري و 3جمال فیاضی ،2، محمدتقی بیگی نصیري*1فریبا سپهوند

  ه کشاورزي و منابع طبیعی رامین خوزستانگروه علوم دامی دانشگا دانشیار، استاد و دام به ترتیب دانشجوي کارشناسی ارشد اصلاح نژاد -3و  2، 1
  استادیار گروه علوم دامی دانشکده کشاورزي دانشگاه لرستان - 4

  
  چکیده

از  بازي جفت 414قطعه  انجام شد.رأس گوسفند نژاد لري  110ژن میوستاتین در  یکجهش در اینترون  سیربه منظور بر قاین تحقی
. شد و ارزیابی تکثیر )PCR-SSCP(اي  رشته شکلی ساختار تک چند -مراز اي پلی زنجیرهوسیله واکنش  ژن میوستاتین به یک اینترون

، 19/0، 69/0 برابربه ترتیب  Fو  A ،D ،C ،Eهاي  آلل مشاهده شد. فراوانی آلل 5ژنوتیپ) و ( SSCPالگوي  5 براي جایگاه مذکور
. بود 06/0و  05/0، 15/0، 36/0، 38/0 برابربه ترتیب  زنی AFو  AA ،AD ،AC ،AEهاي  و فراوانی ژنوتیپ 03/0و  02/0، 07/0

تعادل  در نشان داد که جمعیت مذکور براي این جایگاه  کايمربع آزمون  .برآورد گردید 61/0مقدار هتروزیگوسیتی مشاهده شده 
  ).>05/0P( نیستاینبرگ  و هاردي

  شکلی چند، گوسفند لري، PCR-SSCP: ژن میوستاتین، کلیدي کلمات
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   مقدمه
 گوشت تولید ایران در گوسفند پرورش هدف از حاضر حال در
نظیر  اقداماتی در این بخش نیازمند تولید افزایش لذاباشد،  می

 مدت نظیر بهبود  و همچنین راهکارهاي کوتاه نژاد اصلاح
 ژن .)1390خالداري، (باشد  می اي تغذیه و بهداشتی شرایط

 شماره کروموزوم ومريسانتر ناحیه در 1(GDF8)میوستاتین
  اسید  آمینو 376 و اینترون دو اگزون، سه داراي ،دارد قرار دو
 شکل کنترل در ژن بیان عنوان یک واسطه به که باشد می

در صورتی که در آن جهشی رخ  ونقش داشته  ماهیچه فیبري
 را عضلانی رشد ،ها بلاست میو تکثیر از گیري جلو ابندهد 
 با امروزه ).2011، ن و همکاران(فرهادیا کند می متوقف

 نشانگرهاي از استفاده و مولکولی هاي تکنیک استفاده از
DNA تنوع و ژنی هاي سیستم اصلی ساختار شناسایی امکان 
 انتخاب و ژنوم سطح از اي ویژه نواحی براي جوامع، در موجود

 با بنابراین است، گردیده فراهم مولکولی نشانگرهاي اساس بر
 توان می نشانگرها، ژنوتیپ تعیین از حاصل اطلاعات از استفاده
 برسد، بروز مرحله به که  این از قبل را حیوان یک ژنوتیپ
از دیدگاه اصلاح نژاد اطلاع که  ،)1999هدریک، ( نمود تعیین

ها براي  ساختار ژنتیکی جمعیت ات وحیوان از ژنوتیپ
نژادي و همچنین حفظ ذخایر  هاي اصلاح ریزي طرح برنامه

هاي مولکولی  ژنتیکی لازم و ضروري است. در این زمینه روش
باشند  ها می از گزینهستفاده از نشانگرهاي مولکولی یکی و ا

ناحیه تنظیمی در پروموتور ژن میوستاتین  ).1382(دانشیار، 
ها و  حاوي چندین جایگاه اتصالی و پاسخی براي آندروژن

میوستاتین در که بیان ژن  طوري به ،گلوکوکورتیکوئیدهاست
 .یابد پاسخ به تزریق و افزایش تستوسترون سرمی کاهش می

حذف میوستاتین از آتروفی عضلانی  دهد نتایج نشان می
کند، بنابراین  هاي تحت درمان با کورتیزول جلوگیري می موش

که تستوسترون و کورتیزول به ترتیب  استنباط نمودتوان  می
تین رشد عضله اسکلتی از طریق کاهش و افزایش بیان میوستا

 ژن ).1387(قراخانلو و همکاران،  دهند تأثیر قرار می تحترا 
 خون گردش به اسکلتی عضله در سنتز از پس میوستاتین

 به اتصال طریق از عضلانی سلول سطح در و شود می ترشح
 P21 بیان افزایش به اکتیوین کینازي نین ئو تره/ سرین گیرنده

 هاي فاکتور کاهش ،)سلولی چرخه هاي سایکلین مهارکننده(
 هاي سلول تمایز و تکثیر کاهش نهایت در و میوژنیک تنظیمی
کامبادور و همکاران، ( انجامد می بالغ هاي میوفیبر در اقماري

                                                             
1. Growth differentiation factor 8 

جهش در ناحیه کد کننده  نهدهد که  . نتایج نشان می)1997
 سهشود که  ژن میوستاتین منجر به تغییرات غیر مشابهی می

جهش در  دوشود،  معنی می هاي بی ها منجر به جهش تا از آن
جهش  ششباشد  می دوو جهش دیگر در اگزون  یکاگزون 

قرار دارد که منجر به کدهاي  سهو  دومانده در اگزون  باقی
ها مسئول فنوتیپ  شود، که این جهش پایان زودرس می

در طی  .)2009فورد و همکاران،  هیکماهیچه مضاعف است (
به گاوهاي  شدید گاوهاي با ماهیچه مضاعف نسبتهاي  فعالیت

شوند که مربوط به اسیدوز متابولیکی  عادي زودتر خسته می
علت آن کاهش جریان خون است که منجر به کاهش  و است

انتقال اکسیژن از یک طرف و کاهش فعالیت متابولیسم هوازي 
شود. توده  در گاوهاي با ماهیچه مضاعف نسبت به بقیه می

ضلانی در گاوهاي با ماهیچه مضاعف منجر به تولید بزرگ ع
شود، که توانایی  هاي گرمایی می حرارت بیشتر در طی استرس

کمتري براي انتشار حرارت دارند هرچند باید این نکته را 
وسیله نژاد  متذکر شد که فنوتیپ ماهیچه مضاعف نه تنها به

(جرارد گیرد  بلکه توسط تغذیه و جنس نیز تحت تأثیر قرار می
 ژن میوستاتین با مورفیسم ارتباط پلی ).1991و همکاران، 

 سه، PCR-SSCPروش  صفات رشد در گوسفند نژاد بلوچی با
ژن میوستاتین را نشان  براي اینترون یک P3و P1  ، P2 الگوي

 و ارزشتر  سنگینداراي وزن بدن   P1ژنوتیپ الگويکه  داد
اینترون  لذا ،بودبراي صفت وزن از شیرگیري  اصلاحی بیشتر

یک مارکر ژنتیکی براي به عنوان  تواند مییک ژن میوستاتین 
  سایر صفات تحتدر گوسفند بلوچی استفاده شود. اصلاح نژاد 

 .)2001(انصاري و همکاران،  تأثیر این ژنوتیپ قرار نگرفتند
جایگزینی اثرات چند شکلی تک نوکلئوتیدي در ژن 

یفیت گوشت گاو در استرالیا میوستاتین بر روي رشد لاشه و ک
ئوتید سیتوزین به آدنین در و نیوزلند که با جایگزینی نوکل

اسیدآمینه لوسین به  صورت گرفت باعث تبدیل یک  اگزون
 تکثیربا  .)2008، زاده و همکاران شد (اسماعیلی آلانین فنیل
 در میوستاتین ژن یک اینترون بازي جفت 414 قطعه

 پنج و (ژنوتیپ) SSCPالگوي  پنج نیوزلند رامنی گوسفندان
 بررسی ).2009(هیک فورد و همکاران،  شد مشاهده آلل

و از ژن میوستاتین  مشتق شده  g-6723G-A جایگاه ژنی
اثري بر وزن  Aآلل که  نشان دادارتباط آن با صفت وزن لاشه 

 بدن نداشت بلکه با افزایش عضله و کاهش چربی همراه بود
شکلی تک  شناسایی چندبا  .)2009 (جانسون و همکاران،
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 نژادهاي گوسفند شال، ژن میوستاتین در(SNP) 1نوکلئوتیدي
مشخص شد که  )(3UTR׳ناحیه ترجمه نشده در زل  زندي و

هستند که در ایجاد عضله  Gکلیه گوسفندان داراي آلل 
این  هدف از .)1390(میار و همکاران،  نداشتمضاعف نقش 

ژن یک   وتیپی اینترونتنوع آللی و ژنبررسی  تحقیق
چند  -مراز اي پلی با استفاده از واکنش زنجیرهمیوستاتین 

در گوسفند لري  ٢)PCR-SSCP(اي  شکلی ساختار تک رشته
 بود. 

  
   ها  مواد و روش

 رأس گوسفند نژاد لري 110از  تحقیقبراي انجام این 
و به  استخراجاز ورید وداج نمونه خون  تصادفی ًصورت کاملا به

ایشگاه مرکزي دانشگاه کشاورزي و منابع طبیعی رامین آزم
ها با استفاده  از نمونه DNA خوزستان منتقل گردید. استخراج

(ساخت شرکت سیناژن) انجام شد. واکنش   DIAtomاز کیت
PCR  میکرولیتر از  3 میکرولیتر و شامل 25نهایی در حجم

DNA تر میکرولی5/0، میکرولیتر 75/0کلرید منیزیم  ،ژنومی
رفت  آغازگرهايمیکرولیتر از هر کدام از dNTP، 1از مخلوط 
 2/0 و یکرولیتر آب دو بار تقطیرم 05/16 ،و برگشت

 PCR Bufferمیکرولیتر  5/2در  مراز میکرولیتر آنزیم تک پلی
 سانتیگراد به مدت درجه 95با شرایط دمایی واسرشت اولیه 

 30 گرادسانتی درجه 95چرخه تکثیر شامل  35دقیقه،  پنج
 30سانتیگراد درجه 72ثانیه و  30سانتیگراد  درجه 60ثانیه، 

 72دقیقه در دماي  10ثانیه، نهایتاً یک بسط انتهایی به مدت 
استفاده براي تکثیر  مورد غازگرهايآسانتیگراد انجام شد.درجه

شرح به ژن میوستاتین  یک بازي از اینترون جفت 414قطعه 
  ).2009ان، فورد و همکار زیر بود (هیک

F: 5'-GAAACGGTCATTACCATGC-3' 

R: 5'-CATATTTCAGGCAACCAAATG-3  
میکرولیتر  7اي،  چند شکلی ساختار تک رشته آنالیزبه منظور 

و در  PCRمیکرولیتر محصول  3سازي،  از محلول واسرشت
ها در اضافه شد. نمونه میکرولیتر از این مخلوط 10مجموع 

سازي شدند و بر دقیقه واسرشت جپنبراي  سانتیگراد   درجه 95
روي یخ سرد شده و تمام حجم حاصل بر روي ژل 

الکتروفورز شدند.  TBE 1Xبا بافر  درصد 8مید آ اکریل پلی
ساعت در سیستم  5/4- 3به مدت  160ها در ولتاژ ژل

                                                             
1- Single Nucleotide Polymorphism 
2- Polymerase Chain Reaction- Single Strand 
Conformation Polymorphism  

در دماي ) VEU-7350الکتروفورز عمودي (پایا پژوهش 
داده شدند. پس از  قرار سانتیگراد)  درجه 10-12آزمایشگاه (

ها از دستگاه خارج و بوسیله نیترات نقره اتمام الکتروفورز ژل
   .آمیزي شدندرنگ

انجام  GenALEx6.3افزار  وسیله نرم ها به تعیین ژنوتیپ نمونه
  .شد
 

   نتایج و بحث
بررسی  PCR-SSCPتنوع آللی در ژن میوستاتین با روش 

در گله مورد  (ژنوتیپ) SSCPالگوي  پنجشد که در نهایت 
فراوانی الگوهاي مشاهده شده  .)2 مطالعه مشاهده شد (شکل

که به  06/0و  05/0، 15/0، 36/0، 38/0عبارت بودند از 
 AFو AA،AD  ،AC ، AEهاي  ژنوتیپ ترتیب مربوط به

به ترتیب  Fو  A ،D ،C ،Eهاي  براي آلل . فراوانی آللی بودند
ها و  ، آللبود 03/0و  02/0، 07/0، 19/0، 69/0برابر 

فورد و  دست آمده بر اساس مطالعه (هیک ي به ها ژنوتیپ
. مقدار هتروزیگوسیتی اند ) مشخص شده2009همکاران،

هاي  برآورد شد. تعداد آلل 61/0مشاهده شده ژن میوستاتین 
آزمون . برآورد گردید 95/0و شاخص شانون  93/1ثر ؤم

 ادل هارديکاي نشان داد جمعیت مورد مطالعه از تع مربع
هاي استخراج DNAکلیه . >P)05/0(واینبرگ انحراف دارد  

صورت تک باند و بدون هر گونه تکثیر غیر اختصاصی   شده به
هاي  بیشترین فراوانی و ژنوتیپ AAژنوتیپ  .)1(شکل  بودند

ان فراوانی را در به ترتیب کمترین میز AFو  AEهتروزیگوت 
. نتایج این پژوهش نشان داد که چندشکلی گله نشان دادند

ژن میوستاتین وجود دارد  یکژنتیکی در جایگاه ژنی اینترون 
ولی از نظر  مطابقت) 2009( فورد و همکاران که با نتایج هیک

  مغایرت داشت.)2011( نتایج فرهادیان و همکارانتعداد آلل با 
  
  
  

 
بازي)،  تجف 414ژن میوستاتین (قطعه  PCRمحصولات  -1شکل

 بر روي ژل آگارز

 

L1        L2        L3        L4         L5      M100 

414bp  
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AA      AC       AD      AE      AF  

 (ژنوتیپ) مشاهده شده ژن میوستاتین SSCPلگوهاي  ا -2شکل
 

به این مفهوم است که جمعیت  واینبرگ -تعادل هارديعدم 
مذکور تحت مدیریت دامدار حداقل داراي مهاجرت یا 

رایط فعلی کلیه هاي طبیعی یا مصنوعی بوده و یا در ش انتخاب
سطح  اند. مثل نداشته مانی و تولید ها شانس زنده ژنوتیپ

یزان تنوع ژنتیکی هاي معرفی م هتروزیگوسیتی یکی از شاخص
نتایج این تحقیق مقدار  شود. در یک جمعیت محسوب می

 دهد نشان می هتروزیگوسیتی مشاهده شده را در سطح بالایی
جمعیت مورد مطالعه  که نشان دهنده تنوع بالاي این ژن در

میزان هتروزیگوسیتی مشاهده شده در اغلب موارد  .باشد می
باشد که در غیر  بیشتر از هتروزیگوسیتی مورد انتظار می

هاي  توان به عواملی مانند وجود آلل صورت علت آن را می این
نول، آمیزش خویشاوندي و به تبع آن افزایش خلوص ژنتیکی 

در بررسی چند شکلی . )1391ن، نسبت داد (کشیري و همکارا
بازي در گوسفند  جفت 337و تکثیر قطعه ژن میوستاتین 
یشترین فراوانی بپس از آنالیز  RFLP -PCRسنجابی با روش

بود (صوفی و  mو آلل  mm  ژنوتیپمربوط به درصد  97با 
بر روي   Aر آللثابررسی  در یک تحقیق ).1388همکاران، 
د لیموزین و جرسی معنی دار نبود هاي نژا آمیخته دروزن تولد 

 ،در رابطه با وزن تولد مطابقت دارد پژوهشکه با نتایج این 
به صورت ماهیچه ی صورت نتایج نشان داد که تنوع آلل

شود که ناشی از جهش  مضاعف در فنوتیپ دام نشان داده می
 ).2008و همکاران،  در ژن میوستاتین است (اسماعیلی زاده

 417 قطعه تکثیر ) در پژوهشی با2011ان (فرهادیان و همکار
 گوسفندان در میوستاتین ژن یک اینترون از بازي جفت

گزارش  آلل پنج و هتروزیگوت SSCP الگوي چهار ،ماکویی
بود که از A آلل  به مربوط آللی فراوانی بیشترین کردند که

 نظر تعداد آلل مشاهده شده با نتایج این تحقیق مطابقت دارد.

ها در هر ژن از  ات مختلف براي تعیین جهشدر مطالع
و تعیین توالی مستقیم  SSCPهاي متفاوتی از جمله  روش

هاي زیادي بر روي  که پژوهش نحويبه  ،شود استفاده می
نواحی اگزون و اینترون ژن میوستاتین انجام شده است. 

فنوتیپی با حیوانات عادي  نظریافته از  جهش حیوانات معمولاً
(اضافه) و تغییر  insertionبه طور کلی د. دارنتفاوت 
 ،شوند که رونویسی ژن هاي متعاقب آن باعث می چارچوب

برخورد زود یا دیر هنگامی با کدون پایان داشته باشند که 
منجر به پایان رونویسی و تولید یک پروتئین کوتاه یا بلند 

شود. تحقیقات انجام شده بر روي ناحیه تنظیمی ژن  می
هاي تغییر  که هر یک از این جهش دهد مینشان  میوستاتین

جلوگیري  اي باعث تخریب رونویسی و احتمالاً چارچوب و نقطه
شود. پروموتور یک بخش حساس است  و یا کاهش بیان ژن می

و کوچکترین تغییر در نواحی بخش تنظیمی باعث بر هم زدن 
اي که چند شکلی  گونه شود. به کمپلکس رونویسی می

ی که براي ژن میوستاتین هموزیگوت هستند هیچ های نمونه
دهند (اسکوت و  تغییري در حجم و توده عضلانی نشان نمی

  ). باید توجه نمود بررسی یک منطقه ژنی به2001 ملدروم،
تواند گواه بر عملکرد مطلوب یا نامطلوب یک صفت  تنهایی نمی

یز هاي ژنی دیگر ن ت جایگاهیلذا بررسی وضع ،در یک نژاد باشد
همچنین نظر به اینکه چندشکلی حاصل در  .مورد نیاز است

گیري در  ناحیه غیرکدکننده ژن میوستاتین قرار دارد، نتیجه
مورد اینکه چگونه این تنوع ژنتیکی ممکن است روي فعالیت 
میوستاتین اثر گذارد مشکل است. به عنوان مثال ممکن است 

به عنوان  مؤثر باشد و یا mRNAاین چندشکلی بر ویرایش 
یک مارکر به نواحی کدکننده اي از آن در مکانی دیگر پیوسته 
باشد که در نهایت بر توالی اسید آمینه آن اثر بگذارد (هانست، 

1991.(   

  گیري کلی  نتیجه
 5ژن میوستاتین وجود  1حاصل از اینترون  SSCPالگوهاي 

ژنوتیپ را مشخص نمود که بیشترین فراوانی آللی و  5آلل و 
در این جایگاه  .بود AAو  Aدست آمده مربوط به  وتیپی بهژن

ژنی چندشکلی مشاهده گردید و آزمون کاي مربع انحراف از 
واینبرگ در جمعیت مورد مطالعه را نشان داد. با  تعادل هاردي

توان نتیجه گرفت که ژن  توجه به موارد گفته شده می
نشان دهنده  باشد و این تنوع میوستاتین داراي تنوع بالایی می

اهمیت این ژن به عنوان ژن کاندیدا براي کارهاي اصلاح 
  نژادي است. 
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