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تولید شیر در بز نژاد ژن بتالاکتوگلوبولین با صفات 7چند شکلی اگزون ارتباط مطالعه 
PCR-SSCPروش مهابادي به

2و مهدي گنج خانلو2حسین مرادي شهربابک،2مصطفی صادقی،1لیلا قره داغی

چکیده
انجام PCR-SSCPت تولید شیر در بزهاي مهابادي به روش صفاولین باببتالاکتوگلوتحقیق حاضر با هدف مطالعه چند شکلی ژن 

یعی دانشگاه تهران، واقع درکرج،کشاورزي و منابع طبرأس بز نژاد مهابادي موجود در مزرعه پردیس 84در این مطالعه از . شد
یکجهت تکثیر) PCR(مراز اي پلینمکی بهینه یافته انجام و واکنش زنجیرهاز خون با روشDNAاستخراج . خونگیري به عمل آمد

براي تعیین چندشکلی . انجام گرفتبا استفاده از یک جفت آغازگر اختصاصی ژن بتالاکتوگلوبولین 7جفت بازي اگزون 177قطعه 
آمیزي ژل به روش روي ژل اکریل آمید و رنگ) SSCPروش (رشته شدن قطعاتپس از تکPCRها، الکتروفورز محصولات نمونه

الگوهاي . تواند ناشی از وجود چندشکلی در این جایگاه باشدنتایج بیانگر وجود الگوهاي متفاوت بود که می. انجام شدنیترات نقره
آماري نشان آنالیز . مشاهده شد%19/26و % 52/9،  %33/33، %09/13، %71/10، %14/7با فروانی به ترتیب6، 5، 3،4، 2، 1ژنوتیپی 
و درصد چربیصفاترويولی ،)P<0.01(دار معنیهاي بدنیتعداد سلولصفت تولید شیر و بریکی الگوهاي متفاوت ژنتداد اثر 
.دار نبودشیر معنیپروتئین

مهابادي  ، بزPCR-SSCP، چند شکلیتولیدشیر، بتالاکتوگلوبولین، : کلیديهايواژه

قدمهم
صفات کمی صفاتی هستند که توسط تعداد زیادي ژن 

ها تاثیر جزئی بر یک از این ژنشوند و هرکنترل می
اثرات ها اي موارد برخی ژنولی در پاره. صفات کمی دارند

هاي عمده ژنآنهابزرگی بر تغییرات ژنتیکی دارند که به 
ها و مارکرهاي اگر پیوستگی بین این ژن.شودگفته می

د هم به نسل بعتوانند باژنتیکی وجود داشته باشد، می
توان از این مارکرهاي منتقل شوند، در این صورت می

از جمله .هاي عمده استفاده نمودژنتیکی جهت کشف ژن
توان به ژن بتالاکتوگلوبولین که مرتبط با ها میاین ژن

-βبتالاکتوگلوبولین . صفات تولید شیر است اشاره کرد

LG) (نشخوارکنندگان پروتئین اصلی آب پنیر در شیر
هاي پوششی غده پستانی سنتز سلولبه وسیلهبوده که 

.شده و در کیفیت شیر و فرآیند لخته شدن آن نقش دارد

محافظت از رتینول شیر، همچنین نقش این پروتئین در 
،ساز فسفر در غده پستانایمنی نوزادان و تنظیم سوخت و

، محلول در آب این پروتئین.)18،19(شناخته شده است
اسیدآمینه در زنجیره 162ه حاوي و کروي شکل بوده ک

ژن که ،کیلودالتون است3/18پپتیدي و با وزن مولکولی 
و در 11او و بز روي کروموزوم شماره کننده آن در گکد

بز، ). 12(واقع شده است3گوسفند روي کروموزوم
ندگان اهلی، در نقاط مختلف عنوان یکی از نشخوارکنبه

گوشت قرمز و کرك پرورش عمدتاً براي تولید شیر،دنیا 
گاومیش بیشترین شیر بز پس از شیر گاو و.شودداده می

حاصل از آن میان تولیدات بز، شیردر .میزان تولید را دارد
در تغذیه به دلیل ویژگی خاص خود، از جایگاه مهمی

هاي شیر بز در مقایسه با شیر دام. انسان برخوردار است
چربی و پروتئین آن به درصد ،شوددیگر زودتر هضم می

آن هاي چربی موجود در و گلبولبودهشیر انسان نزدیکتر 
علاوه بر این، شیر بز فاقد . صورت ذرات بسیار ریز هستندبه

طور طبیعی یکنواخت و بنابراین به. پروتئین آگلوتنین است
به قابلیت هضم آن کمک باشد و همین امر هموژنیزه می

ند در رژیم غذایی رزشمو آن را یک غذاي اکندمی
.)1(دانندکودکان می
در شیر بز نژادهاي مختلف β-LGرفیسم وپلی م

اگزون 6اي ناحیه پروموتور و در مطالعه.گزارش شده است
نژاد بز از اسپانیا،11در β-LGبراي شوندهاول منطقه کد

یابی و سنگال و آسیا تکثیر و توالیسوئیس،ایتالیا،فرانسه،
ها شکلیچندعدد از این 9کهشناسایی شدشکلیچند15

قرار β-LGعدد در ناحیه اگزون ژن 6در ناحیه پروموتور و 
حذف در /غیر از یک درجها بهشکلیچندهمه .داشتند

ن ـدر ای.ودندـوع جایگزینی بـ، از نورـوتـرومـمنطقه پ
).2(اي مشاهده نشدچ تغییر اسیدآمینهها هیشکلیچند

نیز مورد بررسی قرار گرفت و سه این ژن در بز نژاد سانن 

دانشجوي کارشناسی ارشد، پردیس کشاورزي و منابع طبیعی کرج، دانشگاه تهران-1
)leilagharedaghi@ut.ac.ir: نویسنده مسوول(

زي و منابع طبیعی کرج، دانشگاه تهراناستادیار، پردیس کشاور-2
17/9/92:تاریخ پذیرش19/10/91: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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AAترتیب ژنوتیپ هکه بنوع ژنوتیپ در این ژن یافت شد 

ستگی را با مقدار شیر بیشترین همبABو سپس ژنوتیپ 
زیادژن بتا لاکتو گلوبولین با میزانAآلل .نشان دادند

. شتهمبستگی دااین ژن با مقدار کم شیر Bو آلل شیر 
این ژن با روش 7اگزون چند شکلیيدر مطالعه.)6(

PCR-RFLP 426يقطعهنژاد بومی بز در مصر،3روي
برش داده شد و SacПبا آنزیم ،جفت بازي مورد مطالعه

ها بالاتر در یکی از این نژادAAدر نهایت فراوانی ژنوتیپ 
داري طور معنیاز دو نژاد دیگر بوده و این ژنوتیپ به

اي روي گستردهمطالعات).8(ا تولید شیر بود مرتبط ب
در گاو صورت گرفته که نشان ،هاي این ژنجایگاه

عنوان توانند بهها میهاي این جایگاهکه آللدهندیم
نشانگرهاي ژنتیکی براي صفت تولید و ترکیبات شیر 

با توجه به اینکه تولیدات بز). 20(استفاده شوند
اي در کشور ما از جایگاه ویژهخصوص تولید شیر آن هب

برخوردار است ولی تحقیقات صورت گرفته روي بز نسبت 
ضرورت دارد که مطالعات ،باشدمیبه گاو و گوسفند کمتر
ثیرگذار روي صفات شیر انجام أهاي تمولکولی در زمینه ژن

به صورت در راستاي این اهداف، تحقیق حاضر. پذیرد
و ارتباطتالاکتوگلوبولینژن ب7اگزون مطالعه چندشکلی

صفات تولید و ترکیبات شیر در بزهاي نژاد مهابادي باآنها
.انجام پذیرفتPCR-SSCPبا تکنیک 

هامواد و روش
رأس بز نژاد مهابادي موجود در 84در این مطالعه از

مزرعه پردیس کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهران 
از EDTAهاي حاوي ونوجکتواقع در کرج، با استفاده از 

DNAاستخراج . سیاهرگ وداجی خونگیري به عمل آمد

.از خون با روش استخراج نمکی تغییر یافته صورت گرفت
از آغازگر رفت و برگشت بازيجفت177براي تکثیر قطعه 

شد، طراحی ،)Vector NTI)17افزارکه توسط نرم
شرکت متابیون ها توسطاستفاده گردید که این آغازگر

:بودتوالی آغازگرها به شرح زیر .ندشدسنتز
:رفتآغازگریتوال

5'- CCTCTGGGGACAGACGACG -3'
:توالی آغازگر برگشت

-3'GACTCAGAAGGGAGAGCACAGG5'-
ژن 7جفت بازي اگزون 177براي تکثیر قطعه 

این . سیناژن استفاده شدPCR، از کیت بتالاکتوگلوبولین
، )MgCl2(، کلرید منیزیم PCRمحصول حاوي بافر 

براي . باشدپلیمراز می، آنزیم تگ)dNTPs(نوکلئوتیدها 
را PCRمیکرولیتر از کیت PCR ،5/12انجام واکنش 

الگو و DNAمیکرولیتر از 2داخل هر میکروتیوپ ریخته و 
میکرولیتر از هر کدام از آغازگرهاي رفت و برگشت به 1

با استفاده از آب حجم نهایی محصول .شدآن اضافه 
سازي واکنش جهت بهینه.رسیدمیکرولیتر25به دیونیزه 

PCRولی در . هاي حرارتی مختلفی استفاده شدبرنامه
ترین شرایط آل، ایدهچرخه35حرارتی زیر با نهایت برنامه

سازي واسرشت.تشخیص داده شدIGF-Iبراي تکثیر ژن 
درجه 95قیقه در دماي د5به مدت DNAاولیه 
ثانیه در 30به مدت DNAسازي گراد، واسرشتسانتی
به DNAگراد، اتصال آغازگر به درجه سانتی95دماي 
گراد، بسط درجه سانتی4/61ثانیه در دماي 30مدت 
DNA گراد و درجه سانتی72ثانیه در دماي 30به مدت

درجه 72دقیقه در دماي 10بسط نهایی به مدت 
وي ژل رPCRالکتروفورز محصولات . دگراد انجام شسانتی
، به مدت نیم ساعت صورت92درصد، با ولتاژ 2آگارز 
آمیزي ژل، پس از حل کردن آگارز در براي رنگ. گرفت
. شداستفاده DNA Safe Stainاي به نام از مادهTAEبافر 

تکثیر DNAهاي ، رشتهSSCPمنظور انجام واکنش به
SSCP)Formamid99) %1960بافراستفاده ازشده، با 

Bromophnol،)میکرولیتر40(EDTA 0.5m،)میکرولیتر

blue)0.025%(،Xyleno cyanol)%0.25(( 4به نسبت
ه ـدرج96اي ـدقیقه در دم10ان ـه مدت زمـب16به 
اي شدند که بلافاصله پس از این مرحله در داخل رشتهتک

اي شده، تروفورز محصولات تک رشتهالک. تندیخ قرار گرف
به مدت 300با ولتاژ،درصد12روي ژل اکریل آمید 

آمیزي و رنگشدانجامساعت جهت بررسی چند شکلی12
رحله تثبیت، ـطی سه مره ـاده از نیترات نقـژل با استف

.صورت گرفتگذاري و ظهور لکه
تجزیه آماري 

تعیین ژنوتیپ پس از اتمام کارهاي آزمایشگاهی و 
با استفاده از یژنوتیپالگوهايها، تعیین فراوانینمونه

در این تحقیق .مورد بررسی قرار گرفتشمارش مستقیم
ها براي جایگاه مورد بررسی این پس از تعیین ژنوتیپ دام

هاي مربوط به تولید شیر، درصد اطلاعات به همراه داده
نی، سال هاي بدپروتئین، درصد چربی، شمارش سلول

زایش، سن حیوان هنگام زایش، وزن حیوان هنگام زایش، 
زایش و رکوردگیري، سال رکوردگیري و ماه بینزمان

و پس از ویرایش وارد برنامه Excelرکورد گیري وارد 
SAS شده و با رویهGLMدر این آزمایش . تجزیه شدند

گذار بر ثیرأعنوان عامل ثابت تبهβ-LGهاي اثر ژنوتیپ
سایر عوامل . لید شیر در معادله مدل قرار داده شدندتو

گیري، سال ثابت موجود در معادله مدل شامل ماه رکورد
همچنین وزن حیوان . زایش و سن حیوان هنگام زایش بود

عنوان عنوان عامل کواریت، و اثر حیوان بههنگام زایش به
معادله مدل به شکل . عامل تصادفی در مدل قرار داده شد

.بودزیر

Yijklm =  + Ai + Gj + Yk + Ml + b (Wijklm - W ) +
Animaln+ eijklmn
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Yijklmn: هریک از مشاهدات مربوط به مقدار شیر، درصد
.هاي بدنیچربی، درصد پروتئین، شمار سلول

میانگین صفت در جامعه:
Ai : اثرiامین سن حیوان هنگام زایش
Gj : اثرj امین ژنوتیپ)IGF-1(
Yk : اثرk   امین سال زایش
Ml : اثرlامین ماه رکوردگیري

b : ضریب  تابعیتY ازW )ها هنگام زایشوزن دام(
Wijklmn : وزنmامین حیوان هنگام زایش

W :ها هنگام زایشمیانگین وزن دام
Animaln : اثرn امین حیوان

eijklmn :ماندهاثر عوامل باقی

نتایج و بحث
1با استفاده از روش اسپکتوفتومتري و ژل آگارز 

مورد تایید استخراج شده DNAدرصد، کمیت و کیفیت 
).1شکل (قرار گرفت 

وي ژل آگارزرDNAهاي نمونه-1شکل

β-LGجفت بازي ژن 177قطعه ،PCRطی واکنش 

براي SSCPدر مرحله بعد، از روش ). 2شکل (تکثیر شد 
تکنیک . شناسایی تنوع در قطعه تکثیر شده استفاده شد

SSCP روش مؤثري در شناسایی تنوع توالی تکثیر شده
از میان DNAاساس این تکنیک مهاجرت ). 13(باشدمی

توالی آن اساس اندازه و آمید غیر دناتوره برژل اکریل
اي، با تفاوت بنابراین وجود حتی یک جهش نقطه. باشدمی

نتایج حاصل از ). 5(باشد حرکت روي ژل قابل مشاهده می
SSCPالگوي باندي 6راکریل آمید بیانگیپلآمیزيو رنگ

بنابراین. شودمیمشاهده4که در شکلمتفاوت بود
در این بالاالگوهاي باندي متفاوت حاکی از وجود تنوع

1براي الگوهاي محاسبه و آنهاباشد که فراوانی جایگاه می
، %33/33، %09/13، %71/10، %14/7به ترتیب 6تا 
مشاهده در شکلکههمانطور.بود% 19/26و% 52/9
بیشتریندرصد33/33با فراوانی 4شود ژنوتیپ می

الگوهاي ژنوتیپی .استفراوانی را به خود اختصاص داده
هاي تک جهشناشی از ،نژاداینمتفاوت بین افراد درون

.باشدبین افراد مینوکلئوتیدي 

ژن بتالاکتوگلوبولین در بز نژاد مهابادي7جفت بازي اگزون 177تکثیر اختصاصی قطعه -2شکل 


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ژن بتالاکتوگلوبولین در بز مهابادي7اگزون sscpالگوهاي -3شکل 

بر میانگین β-LGهاي مختلف ژن اثر ژنوتیپ1ل جدو
. دهدحداقل مربعات تولید و ترکیبات شیر را نشان می

داري بر شود ژنوتیپ اثر معنیکه ملاحظه میهمانطور
هاي بدنی داشت، ولی اثر مقدار تولید شیر و تعداد سلول

الگوهاي متفاوت ژنتیکی بر درصد پروتئین و درصد چربی 
.نبوددارشیر معنی

روي بزهاي يادر مطالعه) 8(حنفی و همکارانایل
بومی مصر، اثر ژن بتالاکتوگلوبولین را بر تولید شیر 

AAطوریکه بزها با ژنوتیپ دار گزارش کردند، بهمعنی

BBتولید شیر بیشتري نسبت به بزهایی با ژنوتیپ 

ن ي ژدر مطالعه) 6(و همکاران چنعلاوه بر این،.داشتند
Aآلل بتالاکتوگلوبولین روي بز سانن، گزارش کردند که 

این ژن با مقدار Bشیر و آلل زیاداین ژن با میزان تولید
در ) 11(و همکاران کومار.همبستگی داردشیرتولید کم

به نتایج ،هندبومیدو نژادبزمطالعه این ژن بر تولید شیر
تولید شیرگزارش کردند که آنها.مشابهی دست یافتند

،  )P>01/0(داري به طور معنیAAبا ژنوتیپیهایدام
ز ـژاد بـدر هر دو نABژنوتیپ هایی بادامبیشتر از

را ر ژن بتالاکتوگلوبولین ـاي اثردهـطالعات گستـم. باشدمی
کنند، که با نتایج گرفته شده در یید میأتولید شیر تبر

. همخوانی داردمطالعه حاضر 
نتایج ،رکیبات شیرلعه اثر بتالاکتوگلوبولین بر تمطا

نشان دادند که رابطه بعضی مطالعات. متناقضی داشت

این ژن با تولید و ترکیبات شیر شکلیچندداري بین معنی
نشان دادند دیگر مطالعات در حالیکه.)3،15(وجود ندارد

داري روي تولید به طور معنیβ-LGژنکه پلی مورفیسم
و تولید و کیفیت پنیر ) 10(، چربی و پروتئین شیر )4(شیر

نشان دادمطالعه دیگر. تاثیر گذار است،)7(حاصل از آن 
ثر استؤمشیر فقط روي چربیژنتیکی این ژنشکلیچند

در مطالعه این ژن روي ) 9(و همکاران شازلیایل.)14(
داري بین چند اختلاف معنیگزارش کردند کهگوسفند،
که (به جز بر پروتئین ن ژن و ترکیبات شیرشکلی ای

وجود ندارد، ) بیشتر بودAAداري در ژنوتیپ طور معنیبه
یکی متفاوت ژن در حالیکه در مطالعه حاضر اختلاف ژنت

روي درصد چربی و پروتئین شیر بتالاکتوگلوبولین 
دار نبود، ولی اثر این اختلاف ژنتیکی روي تولید شیر معنی

). P>01/0(دار بود هاي بدنی معنیو شمارش سلول
ژن یـشکلچندر ـاثاي ردهـات گستـمطالعهـکاییـجاز آن

تایید بر صفت تولید و ترکیبات شیررابتالاکتوگلوبولین
عنوان نشانگر ژنتیکی بهتواند این ژن میکنند، بنابراین می

با توجه به . براي صفت تولید و ترکیبات شیر استفاده شود
ر ـج به دست آمده از این پژوهش و نتایج حاصله از ساینتای

توان با یک هاي مرتبط با صفات تولید شیر، میجایگاه
هاي مطلوب برنامه منظم و بلند مدت، افراد داراي ژنوتیپ
میانگین آنهابراي صفات مورد نظر را شناسایی و با انتخاب 

. بهبود بخشیدهاي بعدبراي دورهراگله

هاي ژن بتالاکتوگلوبولین بر میانگین حداقل مربعات تولید و ترکیبات شیراثر ژنوتیپ- 1جدول 
**هاي بدنیتعداد سلولn.sدرصد پروتئینn.sدرصد چربی**)kg(تولید شیرژنوتیپ

±93/2)رأس6(1
a16/5331/0±50/009/1±23/637/52±

a99/276
±62/2)رأس9(2

b17/4244/0±77/058/0±95/637/28±
b40/132

±58/2)رأس11(3
c53/3729/0±42/026/0±42/524/18±

b32/143
±12/2)رأس28(4

b80/4325/0±49/021/0±39/553/16±
b19/129

±2/ 58)رأس8(5
a33/491/0±13/036/0±55/678/19±

b72/106
±24/2)رأس22(6

bc08/4125/0±93/036/0±15/566/20±
b21/141

داري استعدم معنیبیانگرn.s:و درصد1داري در سطح معنی:**، دارحروف لاتین غیر مشابه بیانگر وجود اختلاف معنی
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Study of Polymorphism of β-Lactoglobulin Gene in Exon 7 and its Association with
Milk Production Traits in Mahabadi Goats Using PCR-SSCP

Leila Gharedaghi1, Mostafa Sadeghi2, Hosein Moradi-Shahrebabak2 and
Mehdi Ganjkhanlou2

Abstract
The objective of this study was detection of polymorphism in β-Lctoglobulin gene and its

association with milk production traits in Mahabadi goats using PCR-SSCP method. For this
purpose, blood samples were taken from 89 Mahabadi goat that reared in the farm of animal science
department at Tehran university (Karaj). DNA was extracted from whole blood using optimized
salting out method. Specific primers used for amplification of 177 bp fragment from then 7 β-
Lactoglobulin gene. For identifying the polymorphism, PCR products were electrophoresed on
polyacrylamide gel (SSCP method) and stained with silver nitrate method. Results indicated the
different patterns, may be due to polymorphism in this fragment. The frequency of the six pattern
were 7.14%, 10.71%, 13.09%, 33.33%, 9.52% and 26.19% respectively. The statistical analysis
indicated that the effect of different patterns were significant on milk production and somatic cell
count (p<0.01), but on fat and protein percentage had no significant effect.

Keywords: Milk production, β-Lactoglobulin, Polymorphism, PCR-SSCP, Mahabadi goat
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