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17/7/95تاریخ پذیرش: 30/4/94تاریخ دریافت: 

چکیده
یدر رشد، چرخه سلولRhebژن نقشکرك و یدبز سرخ جبال بارز از لحاظ توليو اقتصاديامنطقهی،جهانیتبا توجه به اهم

، Rasخانواده عنوان یک عضو از فوق به .گرفتبار در بز سرخ جبال بارز مورد مطالعه قرار یناوليژن براینایانب،و سرطان
Rhebدهی یک تنظیم کننده بالا دست مسیر سیگنالmTOR به منظور.کندیمتنظیمرا تمایزو سلول، تکثیررشد فرآیند است که

شش، یضه،(مدولا)، بیه(کورتکس)، کلیه)، قلب، کلي)، مغز (قشریانیمختلف شامل مغز (ميهادر بافتRhebسطوح بیان مطالعه 
و یهتجزي. براگرفتقرار یمورد بررسفافلتکثیر شد و با روش پیReal-Time PCRبه وسیله Rhebژن cDNAطحالکبد و 

یژن در تمامینداد که انشانیقتحقینحاصل از ایجاستفاده شد. نتاSASافزار فافل از نرمیحاصل از روش پيهادادهیلتحل
پیشنهاد توان یلذا مدر شش مشاهده شد.یندر طحال و کمترآن یانسطح بیشترینشده است و بیانبیبررسمورد يهابافت
گوناگون يهامختلف و داميهاژن در بافتینایزیولوژیکیاست اثرات فیازشود که نیمیانها بژن در تمام بافتینکه اکرد

.یردقرار گیمورد بررس

، بز سرخ جبال بارز، بیان، بافتRhebکلیدي: ژن هايواژه

مقدمه
با توجه به رشد روز افزون جمعیت جهان استفاده از 

هاي نوین براي تأمین نیازهاي مختلف این جمعیت روش
توسعه یافته رسد. در کشورهاي عظیم ضروري به نظر می

هاي سنتی هاي علمی جایگزین روشپرورش دام به روش
گردیده است و این امر توانسته تحول بزرگی در تولید 

.محصولات دامی ایجاد کند
هزار رأس در 450بز سرخ جبال بارز با جمعیتی بالغ بر 

در یک طیف رنگی ،یابدمنطقه جیرفت و کهنوج پرورش می
رنگ غالب این حیوان قرمز وشودمیاي دیده قرمز تا قهوه

). این بز براي تولید کرك، گوشت قرمز و محصولات 1است (
لبنی اهمیت زیادي دارد. عدم نیاز به سرمایه زیاد، تولید 

چرب، بالا بودن نسبت دوقلوزایی، تولید مناسب گوشت کم
شیر، مصرف غذاي کم و کمک به اقتصاد خانواده از محاسن 

از سال ). 1شوند (ال بارز محسوب میپرورش بز سرخ جب
سرمایه گذاري عظیمی براي متنوع کردن محصولات 1997

کشاورزي به کمک صفت کرك در اتحادیه اروپا انجام شده و 
). 6کرك از این جهت وضعیت خوبی دارد (

مختلف داراي نقش متفاوتی در موجودات زندهRheb1ژن 
ي سلول نقش چرخهبه طور کلی این ژن در رشد و .است
یک بیماري ژنتیکی است، که در اثر جهش در TSC2دارد.
شود. این شود و باعث ایجاد تومور میایجاد میRhebژن

). 7،9شود (ها در مغز سبب اختلالات عصبی میتومور
در اثر Rhebدهد که در زمان عدم فعالیت تحقیقات نشان می

مان بیان بالاي آن جهش اندازه سلولی کاهش یافته و در ز
اندازه سلولی افزایش یافته است. 

اي جدید و منحصر به فرد از خانوادهRhebهاي پروتئین
هاي باند شونده به گوانوزین پروتئیناز3خانواده بزرگ راس

در موش 1994فسفات هستند که براي اولین بار در سال تري
. )15(صحرایی تحت عنوان اولین ژن ضروري شناسایی شدند

Rhebاي باعث بقاي سلول و در مواقع کمبود انرژي واسطه
184از Rhebباشد. پروتئین براي پاسخ به نیاز سلول می

کیل شده است و به جاي گلایسین در موقعیت اسیدآمینه تش
موتیف Rhebداراي آرژنین است و در قسمت انتهایی 12

CAAX قرار دارد که در آنC ،مخفف سیستئینA مخفف
Cمخفف اسید آمینهXاسید آمینه آلیفاتیک (زنجیري)، 

انتهایی (معمولاً متیونین، آلانین، سرین، گلوتامین یا 
محیط کشت درRhebژن mRNAی سیستئین) است. فراوان

سلولی پستانداران به میزان زیادي توسط فاکتور رشد کنترل 
هاي درصد از توالی50درRheb). دو پلی پپتید 4شود (می

Rhebهاي اي پستانداران یکسان هستند. پروتئیناسیدآمینه
ي تقسیم سلولی نقش حیاتی دارند که در تنظیم رشد و چرخه

در مسیر پیام رسانی Rhebیل نقش این تأثیر به دل
Insulin/TOR/S6K4باشد، البته مکانیسم مربوط به آنها می

یک فاکتور Rheb). 12به طور کامل شناسایی نشده است (
است mTOR5بالادست در مسیر پیام رسانی يتنظیم کننده

mTOR. )8را فعال کند (mTORتواند میRheb-GTPو 
کننده رشد و تکثیر سلولی است کنترلیک پروتئین مرکزي 
ي نسخه برداري و ترجمه در پاسخ به هاکه از طریق مکانیسم

کند. ایکسو و هاي رشد عمل میهاي آمینه و فاکتوراسید
در Rheb) پس از بررسی سطوح بیان نسبی ژن 14همکاران (

و طحال، ششهاي مختلف مغز، قلب، بیضه، کبد، کلیه، بافت
پانکراس بز کرکی مغولی  با استفاده از آنالیز

Semi-Quantitative RT-PCR نشان دادند که ژنRheb
ترین سطح هاي بررسی شده بیان شده و بیشدر تمامی بافت

در مغز صورت گرفته است. یاماگاتا و mRNAتجمع 
) با بررسی بر روي موش به این نتیجه دست 15همکاران (

هاي مختلف و به میزان نسبتاً در بافتRhebکه ژن یافتند 
در آزمایشی نشان گران پژوهشبالایی در مغز بیان شده است. 

هاي انسان بالغ شامل قلب، در تمام بافتRhebدادند که ژن 
1- Ras homolog enriched in brain 2- Tuberous Sclerosis Complex 3- Ras super family
4- Target of rapamycin 5- Mammalian target of rapamycin

اريدانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی س
پژوهشهاي تولیدات دامی
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ن مغز، جفت، شش، کبد، ماهیچه قلبی، کلیه و پانکراس بیا
زموش شده است که اين نتايج با اطلاعات به دست آمده ا

مربوط به  mRNAترين سطح صحرايی مطابقت دارد و بیش
 های قلبی و اسکلتی مشاهده شده استدر ماهیچه Rhebژن 

( نشان داد 13نتايج پژوهش توحیدی نژاد و همکاران ) (.5، 3)
های مغز، قلب، شش، پانکراس، طحال،  که اين ژن در بافت

شود. در بررسی کلیه، کبد و بیضه بز کرکی رائینی بیان می
 های مختلف با استفاده از  در بافت Rhebدقیق بیان ژن 

در  ديده شد که اين ژن به مقدار زيادیGeneTools افزار نرم
های بافت کلیه بیان شده است و کمترين سطح بیان در بافت

 (.13) پانکراس و بیضه مشاهده شده است
تاکنون هیچ گزارشی درباره بیان اين ژن در بز سرخ جبال  

هدف از اين تحقیق بررسی بیان  ، لذابارز دريافت نشده است
بارز و مقايسه های مختلف بز سرخ جبال در بافت Rhebژن 

 های مورد مطالعه بود.در بین بافت Rhebسطح بیان ژن 
 

 هامواد و روش
شامل مغز میانی، مغز قشری،  های بافتیی نمونهبرای تهیه

)مدولا(، بیضه، شش، کبد و  )کورتکس(، کلیه کلیه قلب،
 بارز اقدام به خريداری يک بز  طحال مربوط به بز سرخ جبال

 

 ای واقع در شهرستان جیرفت شد. بارز از گلهسرخ جبال
های مورد بلافاصله پس از کشتار قطعات کوچکی از اندام

های جدا گرديده و در داخل میکروتیوبنیاز توسط تیغ استريل 
لیتری قرار داده شدند، سپس هر چند عدد از میلی 5/1

ها در داخل يک فويل آلومینیومی قرار داده شده و میکروتیوب
گراد درجه سانتی -191سريعاً به داخل تانک ازت که دمای 

ها تا زمان شدند. پس از انجماد سريع، نمونهمنتقل داشت، 
درجه  -08ايشات مربوطه در داخل فريزر که دمای انجام آزم

 داشت، نگهداری شدند.
 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

های مورد مطالعه طبق کل از بافت RNAاستخراج 
دستورالعمل کیت توپاز ژن صورت گرفت. کیفیت و کمیت 

RNA ده با روش الکتروفورز ژل آگارز استخراج ش
 RNAمورد بررسی قرار گرفت.  اسپکتروفتومتریUVو

استخراج شده تا انجام مراحل بعدی آزمايش در فريزر با دمای 
از  cDNAگراد نگهداری شد. برای ساخت درجه سانتی -08

کیت فرمنتاز استفاده گرديد. لازم به ذکر است که در طی 
همه مواد روی يخ نگهداری شدند.  cDNAمراحل سنتز 

ست ساخته و ارسال شدند آغازگرها توسط شرکت تکاپوزي
 (.2و  1)جدول 

 
 

  RT-PCRجهت انجام  Rheb ی ژن پرايمرها یتوال -1ل جدو
Table 1. Perimers sequence of Rheb gene for RT-PCR  

sequence(5′- 3′ ) Primer name 

ATGCCGCAGTCCAAGTCC Forward primer 

TCACATCACCGAGCAG Reverse primer 

 

  RT-PCR جهت انجام ی ژن بتااکتینتوالی پرايمرها -2 جدول
Table 2. Perimers sequence of beta actin gene for RT-PCR  

sequence(5′- 3′ ) Primer name 

TGGCACCACACCTTCTACAACGAGC Forward primer 

CGTCCCCAGAGTCCATGACAATG Reverse primer 

 
 ای پلیمرازواکنش زنجیره

برای تکثیر ژن مورد مطالعه و تعیین دمای اتصال آغازگر 
ای پلیمراز انجام هدف واکنش زنجیرهDNA های به رشته

شد. در اين مطالعه از ژن بتااکتین به عنوان ژن کنترل استفاده 
 94، دناتوراسیون اولیه B-actinو Rheb شد. برای تکثیر ژن 

درجه  94دقیقه، دناتوراسیون ثانويه  4درجه سانتی گراد برای 
درجه سانتی گراد  55دقیقه، دمای اتصال  1سانتی گراد برای 

دقیقه،  1گراد برای درجه سانتی 52سنتز اولیه  دقیقه، 1برای 
درجه سانتی  52و سنتز نهايی  4-2سیکل تکرار مراحل  35

 دقیقه انجام شد. 18گراد برای 
 از واکنش Rheb برای بررسی میزان نسبی بیان ژن

Real-Time  PCR .به روش سايبرگرين استفاده شد 
 

 5/5میکرولیتر آب دو بار تقطیر،  5/4جهت انجام واکنش 
 ROXمیکرولیتر  3/8و  SayberPermixTaq IIمیکرولیتر 
میکرولیتر آغازگر  5/8میکرولیتر آغازگر رفت،  5/8به همراه 

الگو در میکروتیوب  cDNAمیکرولیتر  5/1برگشت و مقدار 
ها اسپین شدند تا همه با هم مخلوط شدند. سپس میکروتیوب

مواد در يک نقطه جمع شوند و با شرايط زير در دستگاه 
Light  Cycler 96 قرار داده شد. برای ژنRheb و 

B-actin 45گراد برای درجه سانتی 95، دناتوراسیون اولیه 
ثانیه، اتصال  38گراد درجه سانتی 95ثانیه، دناتوراسیون ثانويه 

و  4-2سیکل تکرار مراحل  45یه، ثان 18گراد درجه سانتی 55
ثانیه و در مرحله  48گراد درجه سانتی 52گسترش در دمای 
 گراد انجام شد.درجه سانتی 95تا  52ذوب افزايش دما از 

 Real-Timeهای حاصل از جهت تجزيه و تحلیل داده

PCR در اين روش پس از (11) از روش پی فافل استفاده شد .
و Rheb به دست آوردن راندمان ژن رسم منحنی استاندارد و 

در Rheb بتااکتین از فرمول زير برای محاسبه میزان بیان ژن 
 ها استفاده شد.هر يک از نمونه

  (1)معادله 

  ratio =
(Etarget)

∆CTtarget(control−sample)

(Eref)
∆CTref(control−sampl)

 
 

targetE  وrefE  به ترتیب بازدهیPCR  ژن مورد مطالعه و
 Ctحاصل تفريق  ΔCt باشند.يا کنترل داخلی میژن مرجع 

 باشد.ژن بتا اکتین می Ctاز  Rheb ژن
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هاي به دست آمده از روش پی فافل که بیانگر بیان داده
هاي مختلف بز سرخ جبال بارز در بافتRhebنسبی ژن 

مورد تجزیه و تحلیل قرار SASافزار باشند، توسط نرممی
ها از آزمون دار بین گروهاختلاف معنیجهت تعیین و گرفتند

).12(دانکن استفاده شد

نتایج و بحث
هاي استخراج شده در طول موج اعداد جذب نمونه

A260/A280 بود که بیانگر کیفیت مناسب و 9/1- 77/1بین
باشد و وجود دو باند استخراج شده میيهاRNAمطلوب 

18S 28وS درrRNAدهنده سالم بودن نشانRNA و عدم
باشد.دهنده خلوص آن میوجود باند اضافی نشان

استخراج شدهRNAهایی از نمونه-1شکل 
Figure 1. Samples of the extracted RNA

براي یافتن دماي اتصال مناسب پرایمرهاي ژن هدف 
)Rheb( و کنترل (بتا اکتین)، واکنشPCR شیب دمایی

ترین دما براي اتصال پرایمرهاي انجام شد و مناسب
) انتخاب گردید. بعد از انجام واکنش، C57°اختصاصی (دماي 

2با استفاده از الکتروفورز با ژل آگارز (PCRمحصولات 

ي تک باند در درصد) مورد بررسی قرار گرفتند. مشاهده
bp229و در محدوده Rhebبراي پرایمر bp555محدوده 

ها، بیانگر صحت انجام ي نمونهبراي بتا اکتین در مورد همه
.باشدآزمایش و تکثیر قطعه مورد نظر می

اندازهنشانگر؛ M100). لهاي مورد بررسی با استفاده از پرایمر بتااکتین (کنترالکتروفورز نمونه-2شکل 
Figure 2. Electrophoresis of studied samples using beta actin (control) primer. M100, size marker
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 نشانگر اندازه؛ Rheb. .M100های مورد بررسی با استفاده از پرایمر الکتروفورز نمونه -3شکل 

Figure 3. Electrophoresis of studied samples using Rheb primer. M100, size marker 
 

میزان  Real Time PCRدستگاه  ،طی انجام واکنش رد
تغییرات نور فلورسنت در هر سیکل را به صورت منحنی تکثیر 

به طوری که هرچه میزان محصول تولید شده  ،نشان داد
بیشتر  DNAبیشتر شود تعداد رنگ متصل شده بین دو رشته 

 و در نتیجه میزان نور فلورسنت ساطع شده نیز بیشتر خواهد 
 

ها یک حد آستانه در فاز برای منحنی تکثیر همه نمونهشد. 
دهنده به دست آمد که نشان Ctنمایی تعریف شد و یک 

باشد که در آن شدت نور فلورسانت ساطع شده از سیکلی می
 .رسیده است تکثیر واکنش به حد آستانه

 
 

  Real Time PCRتوسط دستگاه  Rhebمنحنی لگاریتمی تکثیر ژن  -4شکل 
Figure 4. Logarithmic curve of Rheb gene amplification using Real Time PCR 

 
و  Rhebن ژبرای  PCRجهت به دست آوردن راندمان 

، 1رقت  3مرجع  cDNA(، از یک B-actinکنترل بتااکتین )
 Rhebن ژتهیه شد و بعد از انجام واکنش، راندمان  111، 11

 .دست آمده درصد ب 99و  111و کنترل به ترتیب برابر با 
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 811، 81، 8ر ژن بتا اکتین در سه رقت ثیمنحنی استاندارد تک -5شکل 
Figure 5. Standard curve of Beta Actin gene amplification in three dilutions 1, 10, 100  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 811، 81، 8در سه رقت  Rhebمنحنی استاندارد تکثیر ژن  -1شکل 
Figure 6. Standard curve of Rheb gene amplification in three dilution 1, 10, 100 

  
شان داد که این ن Real Time PCRنتایج حاصل از      

شود. در بررسی های مورد بررسی بیان میژن در تمام بافت
های مختلف بز سرخ جبال بارز در بافت Rhebدقیق بیان ژن 

دیده شد که این ژن به مقدار  SASبا استفاده از نرم افزار 
زیادی در بافت طحال بیان شده است و کمترین سطح بیان 

ح مختلف بیان ژن در بافت شش مشاهده شده است. سطو
Rheb 1شکل های مختلف بز سرخ جبال بارز در در بافت 

در بررسی مشابهی که توسط ژنگ و ت. نشان داده شده اس

( میلادی بر روی بز کرکی مغولی انجام شده 81همکاران )
بود. بیشترین سطح بیان در مغز دیده شده بود و بیان آن در 

ج متفاوت از نتایج قلب و طحال محدود شده بود که این نتای
باشد که شاید دلیل آن تفاوت در حاصل از این پژوهش می

ژنوتیپ و تأثیر محیط بر روی ژنوتیپ باشد. در پژوهش 
( بر روی 85صورت گرفته بر روی این ژن توسط یاماگاتا )

در سطوح بالایی در  Rhebموش دیده شده که ژن 
 هیپوکامپوس و کورتکس مغزی بیان شده است و در 
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 111....... .............................................................................................................................ّای هختلف بش سزخ جبال بارس در بافت Rhebبزرسی هیشاى بیاى صى 

ُ ّن بِ هیشاى سیادی ّای شش، تیوَط، کلیِ ٍ رٍدبافت
( 11ًتایج پضٍّش تَحیذی ًضاد ٍ ّوکاراى ) بیاى شذُ است.

ّای هغش، قلب، شش، پاًکزاط، ًشاى داد کِ ایي صى در بافت
شَد. در طحال، کلیِ، کبذ ٍ بیضِ بش کزکی رائیٌی بیاى هی

ّای هختلف با استفادُ در بافت Rhebبزرسی دقیق بیاى صى 
دیذُ شذ کِ ایي صى بِ هقذار سیادیذر  GeneToolsافشار اس ًزم

ّای بافت کلیِ بیاى شذُ است ٍ کوتزیي سطح بیاى در بافت
 .(11پاًکزاط ٍ بیضِ هشاّذُ شذُ است )

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 ّای هختلف بش سزخ جبال بارسدر بافت Rhebسطَح هختلف بیاى صى  -7شکل 
Figure  . Different levels of Rheb gene relative expression in different tissues of Jabal Barez Red goat 

 
 
 

 SASافشار ٍ تحلیل آهاری تَسط ًزم ًتایج حاصل اس تجشیِ
در بش سزخ جبال بارس در بیي  Rhebکِ بیاى صى دادًشاى 

در . درصذ دارد 1داری در سطح تفاٍت هعٌیّای هختلف بافت
( بز 11بزرسی دیگزی کِ تَسط تَحیذی ًضاد ٍ ّوکاراى )

رائیٌی با  ّای هختلف بش کزکیدر بافت Rhebرٍی صى 
اًجام شذُ بَد ًشاى دادکِ  Gene Toolsافشار استفادُ اس ًزم

ایي صى بِ هقذار سیادی در بافت کلیِ بیاى شذُ است ٍ 
باشٌذ ٍ ّای پاًکزاط ٍ بیضِ هیبیاى در بافتکوتزیي سطح 

 SPSS افشارًتایج حاصل اس تجشیِ ٍ تحلیل آهاری تَسط ًزم
 در بش کزکی رائیٌی در بیي  Rhebًشاى دادکِ بیاى صى 

 
 

 درصذ دارد. 1داری در سطح ّای هختلف تفاٍت هعٌیبافت
ًتایج حاصل اس ایي تحقیق ًشاى داد کِ بیشتزیي سطح 

در بافت طحال ٍ کوتزیي سطح بیاى در بافت  Rhebبیاى صى 
ّای ّای کبذ با بیضِ ٍ بیي بافتٍ بیي بافت باشذشش هی

داری ٍجَد ًذاشت، اها کلیِ )هذٍلا( با هغش )هیاًی( تفاٍت هعٌی
 داری ٍجَد داشت ّا تفاٍت هعٌیبیي سایز بافت

(01/0 ≥P ،)تَاى گفت کِ صىلذا هی Rheb  ًقش هْوی را
کِ ًیاس است اثزات فیشیَلَصیکی کٌذ ّای بش ایفا هیدر سلَل

ّای هختلف هَرد بزرسی ّای هختلف ٍ دامایي صى در بافت
 قزار گیزد.
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Abstract 

According to global, regional and economic importance of Jabal Barez Red goat from the 
cashmir production aspect and role of Rheb gene on growth, cell cycle and cancer, expression 
of this gene was studied in Jabal Barez Red goat for the first time. As one member of the Ras 
super family, Rheb is an upstream regulator of mTOR signaling pathway, which regulates the 
process of cell-growth, proliferation and differentiation. In order to study expression levels of 
Rheb in various tissues including brain(medulla), brain(cortex), heart, kidney(cortex), kidney 
(medulla), testis, lung, liver and spleen,the cDNA of Rheb gene was amplified by Real-Time 
PCR and analysed by Pfaffl method. SAS software was used to analyze the resulted data of the 
Pfaffl method. Results showed that the Rheb gene was expressed in the all tested tissues and the 
highest level of expression was observed in spleen and the lowest level in lung. Hence, it can be 
suggested that Rheb gene express in all tissues that require the physiological effects of this gene 
to be considered in different tissues and different animals. 
 
Keywords: Rheb gene, Jabal Barez Red Goat, Expression, Tissue  
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