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چکیده
هدف از این دارد.تمایز و شیرواري در توسعه پستان،جملههاي مهمی ازنقشووفیز قدامی ترشح می شود هیپازپرولاکتین 

پس از خونگیري براي این منظورهاي شال و رومانوف بود.مطالعه ارزیابی چند شکلی ژن گیرنده پرولاکتین در نژاد شال و آمیخته
ژن گیرنده پرولاکتین توسط 1جفت بازي از اینترون 215و 176دو قطعهل کلروفرم،وبه روش فنDNAو استخراج هاداماز 

نگ و رژل آکریل آمید الکتروفورز با استفاده ازPCR. سپس محصولات ندتکثیر شدPCRواکنشهاي اختصاصی و طی آغازگر
در نژاد شال دو ) 1PRLR(پرولاکتینگیرندهژنجفت بازي از176در قطعه نتایج نشان داد .مورد آنالیز قرار گرفتندآمیزي نقره 

به ترتیب CوA،Bهايفراوانی آللو 08/0و 92/0ها به ترتیب فراوانی این ژنوتیپشد.مشاهدهACوABژنوتیپ 
به ACو ABاز این ژن در نژاد آمیخته شال و رومانف فراوانی ژنوتیپ 1PRLRجایگاه همچنین در .بود04/0و 50/0،46/0

چند شکلی در بررسی. بود03/0و 47/0، 50/0نیز به ترتیب Cو A،Bهايفراوانی آللو مشاهده شد06/0و 94/0ترتیب 
را نشان داد.AAمیخته شال و رومانف، تنها ژنوتیپ آدر نژاد شال و ) 2PRLR(گیرنده پرولاکتینجفت بازي از ژن215قطعه 

در 2PRLRجایگاه ر نژاد شال و آمیخته شال و رومانف چند شکل در حالی که د1PRLRجایگاه نتایج این مطالعه نشان داد که 
هاي مورد مطالعه یک شکل بود.نمونه

کلیدي: شال، رومانوف، ژن گیرنده پرولاکتین، آمیخته گري، چند شکلهايواژه

مقدمه
ساختارزت ااطلاعا،نژاد داماصلاحوژنتیکدرحوزه

ریزيبرنامهبرايبزرگیکمکواندتمیهاجمعیتژنتیکی
ذخایرحفظمهمتر،همهازونژادياصلاحهايطرحبراي

گرهايشاننازاستفادهومولکولیهايروشد. باشژنتیکی
حساببههاگزینهبهترینازیکیزمینهایندرمولکولی

دهدمیدستبهکهزیادياطلاعاتبهتوجهبازیرا، آیدمی
هايروشبارکوردهاتحلیلوتجزیهازکهجینتایتواندمی

حتیونمودهتکمیلوتأییدرااستآمدهدستبهآماري
علاوه، استفاده از به).1(کندردراهاآنکهاستممکن

ژنتیک ملکولی فواید زیادي دارد که یکی از این فواید 
).24(وتیپ افراد براي جایگاه خاصی استدار تعیین ژنمعنی
نین استفاده از نشانگرهاي ژنتیکی در انتخاب و اصلاح همچ

نژاد حیوانات ممکن است به طور مهیجی پیشرفت ژنتیکی را 
).10(تسریع کند 

داراي نقش بیولوژیکی شناخته شده درهاي کاندیدا ژن
توانند صفات مورد نظر را هاي فیزیولوژي هستند و میچرخه

دیدا یا مستقیما صفت مورد هاي کانتحت تاثیر قرار دهند. ژن
هاي اثرگذار بر دهند و یا با ژننظر را تحت تاثیر قرار می

توان از چند شکلی صفت مورد بررسی همبستگی دارند. می
ها با صفات کمی و درك بهتر هاي کاندیدا براي ارتباط آنژن

ها در برنامه انتخاب به ها و همچنین استفاده از آناثر آن
همچنین مطالعه تنوع ژنتیکی ).5(هره بردگر بکمک نشان

نژادهاي بومی براي حفاظت از منابع ژنتیکی ذخایر بومی 
حفاظت باید بر اساس دانش ).23(لازم و ضروري است

عمیقی از منابع ژنتیکی نژادهاي خاص باشد، لذا تلاش براي 
شناسایی و تعیین خصوصیات ژنتیکی نژادهاي بومی و محلی 

ولاکتین هورمون پپتیدي از پر).30،33(ردبسیار اهمیت دا
هاي درون هیپوفیز قدامی است و در تعداد زیادي از فعالیت

ریز نقش دارد و براي عملکرد تولیدمثلی موثر است. عملکرد 
باشد. ژن گیرنده ي آن میاین هورمون وابسته به گیرنده

در گوسفند قرار دارد و با 16پرولاکتین روي کروموزوم 
گیرنده ). 20،26(شودهاي مختلف شناسایی میمایزوفر

هاي مختلف از جمله مغز، تخمدان، جفت پرولاکتین در سلول
هاي مختلف پستانداران شناسایی شده استو رحم در گونه

اثرات مادري نیز عمل هظیم کننداین ژن به عنوان تن).26(
).32(مادري دارداثراتکند و نقش اصلی را در ایجاد می
تنظیم تخمک ترین نقش را در چندقلوزایی و چنین مهمهم

گیرنده پرولاکتین به همچنین).4(گذاري در گوسفند دارد
عنوان ژن کاندیدایی که بر صفات کمی مانند تولید مثل و

، در این خصوص). 19(رشد موثر است، شناسایی شده است 
داري بین صفات ) ارتباط معنی29شمس الدینی و همکاران (

ك و چندشکلی ژن پرولاکتین در بز کرکی راینی را کر
گزارش نمودند و نتیجه گرفتند که چندشکلی ژن پرولاکتین 

تواند به عنوان یک ژن کاندیدا براي بهبود و پیشرفت می
که اثر منفی تولید کرك مورد استفاده قرار گیرد، بدون آن

روي قطر کرك داشته باشد.
اي به ویژه حیوانات مزرعهبهبود عملکرد تولید مثلی در

موفقیتگوسفند از اهمیت زیادي برخوردار است، بطوري که 
عث ایجاد منافع باحتی به میزان کم هم در چندقلوزایی

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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گري با نژادهاي چندقلوزا یا آمیخته).4(بسیاري خواهد شد
گذاري به منظور افزایش هاي موثر در نرخ تخمکانتقال ژن

نژاد گوسفند در 26بالغ بر ).25(اشدبچندقلوزایی موثر می
اند. در حال ایران وجود دارد که با مناطق مختلف سازگار شده

ترین دلیل پرورش گوسفند در ایران حاضر، تولید گوشت مهم
است و تولیدات دیگر مانند پشم، شیر و پوست در درجات 

رومانوف یکی از نژاد).22،28(بعدي اهمیت قرار دارند
،داراي خصوصیات بلوغ جنسی زودرسست که نژادهایی ا
و فصل طولانی تولیدمثلی است. درحالی که چندقلوزایی

داراي کیفیت پایین لاشه و نرخ پایین رشد در مقایسه با 
شال از جمله نژادهاي نژاد ).18(باشدنژادهاي گوشتی می

باشدنامساعد میدرشت جثه، دنبه دار و مقاوم به آب و هواي 
هاي زیادي در گوسفندان و بزهاي ایرانی چه پژوهشاگر ).9(

،1(هاي مرتبط با باروري، انجام شده است روي ژن
ولی تا کنون ژن گیرنده ). 6،7،8،14،15،16،17،21،31

ههاي شال و رومانوف مطالعپرولاکتین در نژاد شال و آمیخته
هدف از این مطالعه ارزیابی چند شکلی ژن نشده است. لذا، 

هاي شال و رومانوف پرولاکتین در نژاد شال و آمیختهگیرنده 
بود.

هامواد و روش
50رأس میش نژاد شال و 50تعداد در این پژوهش، از 

تحقیقاتشال و رومانف موجود در مرکزهاي راس از آمیخته
هاي محلی و گلهقزوینکشاورزيجهاددامیعلوم

هرگ وداجی گردن گیري از سیاخونگیري به عمل آمد.خون
لیتر انجام گرفت. براي جلوگیري از انعقاد میلی5به مقدار 

) به PH=8مولار و EDTA)5/0خون از ماده ضد انعقاد 
(حجم ماده ضد انعقاد به حجم نمونه خون) 10به 1نسبت 

هاي گرفته شده بلافاصله بعد از شماره استفاده شد. نمونه
ایشگاه منتقل و تا زمان سرد به آزمگذاري و با حفظ شرایط

شدند.گراد نگهداريدرجه سانتی4در دماي DNAاستخراج 
شداز روش فنول کلروفرم استفاده DNAبراي استخراج 

176پس از مراحل استخراج براي تکثیر قطعات ).27(
)1PRLR ( 215و)2PRLR ( ژن 1جفت بازي از اینترون

توالی شد.استفاده PCRگیرنده پرولاکتین، از تکنیک 
176آغازگرهاي مورداستفاده دراین پژوهش براي جایگاه

215جایگاهو (PRLR1)جفت بازي گیرنده پرولاکتین 
چوبر اساس نتایج(PRLR2)جفت بازي گیرنده پرولاکتین 

نمایش داده شده 1و در جدول انتخاب شدند) 4و همکاران (
به C°94شرایط واکنش شامل واسرشتی در دماياست.

چرخه) 32مدت پنج دقیقه بود. پس از آن برنامه چرخشی (
ثانیه، اتصال آغازگر در دماي 30به مدت C°94شامل 

C°60 ثانیه و در پایان 30به مدتC°72 ثانیه 45به مدت
10به مدت C°72ي توسعه در دماي بود. واکنش در مرحله

روي ژلPCRدقیقه به پایان رسید. در پایان محصولات 
درصد الکتروفورز گردیده و عمل عکس برداري با 5/1آگارز 

دستگاه ژل داك صورت گرفت. آغازگرهاي مورد استفاده در 
.شدنداین مطالعه توسط شرکت سینا کلون سنتز 

هاي آغازگرهاتوالی- 1جدول 
Table 1. Primer sequences

آغازگر جایگاه توالی اندازه اتصالدماي  منبع

PRLR1
رفت 5'-TGTCAGTAAGCGTCAGAGGGC-3' 176 60 چو و 

برگشت)4همکاران  ( 5-GGCTGGTGGAAGGTCACTCTT-3'

PRLR2
رفت 5'- CATCTGCTGGAGGTAAGTGC-3' 215

60 چو و 
برگشت)4همکاران ( 5'-TTCATTGCCCTCTGACGCTT-3'

استفاده )11و همکارن (جاياز روش SSCPراي انجام ب
بـا  PCRمیکرولیتر از محصول 2مقدار ي این منظور شد. برا

مـولار  میلـی 2، 95فرمامیـد % (میکرولیتر از بافر بارگـذاري  8
EDTA ،025/0 درصــد 025/0، گــزیلن ســیانول درصــد

منظـور واسرشـتی محصـول    مخلـوط شـد. بـه   بروموفنل بلو)
PCRدقیقـه در دمـاي   10ها به مدت ، نمونهC°95  حـرارت

اصله بر روي یخ قرار گرفتند.داده شدند و بلاف
از روش الکتروفـورز  DNAبراي مشاهده قطعات مختلف 

ابتـدا بـه   نمونه هـا  استفاده شد. درصد10ژل پلی اکریل آمید 
ساعت و بـا 2مدتبهولت سپس 300دقیقه با ولتاژ 5مدت 
نیتـرات  و از رنـگ  ولت الکتروفورز عمودي شـدند 200ولتاژ 

رنگ آمیزي ژل اسـتفاده شـد و بـا    ظور به مندرصد 1/0نقره
ــتفاده از  ــدند NaOHاس ــی ش ــد بررس ــراي ).34(دو درص ب

محاسبه ي فراوانی آلل ها و بررسی تعادل هاردي واینبرگ از 
GenAlexافزار نرم استفاده شد. 6.41

نتایج و بحث
استخراج شده در شکل DNAنتایج حاصل از الکتروفورز 

هاي فاقد باند و همچنین مونهنمایش داده شد. در ن1
صورت DNAهاي با باند ضعیف مجددا استخراج نمونه
.گرفت
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bp100: نشانگر M، آمیخته شال و رومانوفهاي خون نژاد شال و تعدادي از نمونهدر استخراج شده DNA-1شکل 
Figure 1. DNA extracted in some blood samples of Shal breed and Shal×Romanov crossbreeds, M: Marker 100 bp

هاي مشاهده شده ها و ژنوتیپنتایج حاصل از فراوانی آلل
از اینترون یک ژن گیرنده پرولاکتین در 1PRLRجایگاه در 

جمعیت مورد بررسی از نژاد شال و آمیخته شال و رومانوف 
نمایش داده شده است. 2در جدول 

در جمعیت مورد )1PRLR(جایگاهSSCPنتایج حاصل از 
A ،Bسه آلل و آمیخته شال و رومانوفنژاد شالبررسی از

ABشامل هاي مشاهده شده که ژنوتیپندرا نشان دادCو 
.)2شکل (ندبودACو

1PRLRنشانگريجایگاهSSCPهایی از باندهاي حاصل از نمونه-2شکل 
Figure 2. Examples of bands derived from SSCP of PRLR1 marker site

از آزمون کاي 1واینبرگ-براي بررسی تعادل هاردي
استفاده شد. با توجه به کی دو درون نژادي بدست 2اسکور
ل و رومانوف) براي آمیخته شا49براي نژاد شال و 49آمده (

درصد مشخص شد که دو 5سطح احتمال و مقایسه آن با
مورد مطالعه براي ژن گیرنده پرولاکتین در تعادل جمعیت

نمایش داده 2نتایج د رجدول .دنواینبرگ قرار ندار-هاردي
تواند ها احتمالا میعدم تعادل جایگاهشده است.

دهنده حضور بعضی از عوامل برهم زننده تعادل، مانند نشان
.)2(انتخاب باشد

1PRLRنشانگريجایگاهیمقایسه وفور آللی و ژنوتیپ- 2جدول 
Table 2. Comparison of allelic and genotypic frequency in PRLR1 marker site.

تعداد جمعیت
فراوانی ژنوتیپیتوزیع ژنوتیپینمونه

فراوانی آللیتوزیع آللی(%)
کاي دو(%)

ABACABACABCABC

49***50464928100928504604/0شال
49***50473946100946504703/0امیخته

001/0دار در سطح کمتر از : معنی***

جایگاه هاي مشاهده شده در نتایج حاصل از ژنوتیپ
2PRLR ژن گیرنده پرولاکتین در جمعیت مورد بررسی از

نمایش داده 3نژاد شال و آمیخته شال و رومانوف در شکل 
هاي مورد بررسی نشان داد که همه نمونهنتایجشده است.

را AAژنوتیپ ،میخته شال و رومانوفآدر هر دو نژاد شال و 
بنابراین در این جایگاه هیچ نوع چند شکلی .نشان دادند

100با فراوانی Aها داراي آلل مشاهده نشد و همه نمونه
.)3بودند (شکل درصد 

1- Hardi-Wayenberg 2- Chi-Squre
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2PRLRنشانگريجایگاهSSCPهایی از باندهاي حاصل از نمونه-3شکل 
Fiqure 3. Examples of bands derived from SSCP of PRLR1 marker site.

اقدام به بررسی چند شکلی ژن ) 12(و همکاران کامجو
گیرنده پرولاکتین در گوسفند بلوچی و رابطه آن با صفات 

را در Bو Aدو آلل ها آنتولید مثلی کردند. تولیدي و 
ها به ترتیب مشاهده کردند که فراوانی آن1PRLRجایگاه 

Cو A ،Bسه آلل همچنین برآورد شد. 3233/0و 6767/0
ها به مشاهده کردند و فراوانی آن2PRLRجایگاه براي 

هاي انجام آنالیزبرآورد شد.38/0و 0767، 5433/0ترتیب 
هاي کمی مرتبط به صفات تولیدي و تولید دادهشده روي

داري و معنی2PRLRداري جایگاه مثلی بیانگر عدم معنی
با صفت چند قلوزایی در جمعیت گوسفندان 1PRLRجایگاه 

.بلوچی بود
در تحقیقی روي ژن گیرنده )4(و همکارانچو

، AAپرولاکتین در گوسفندان نژاد هان دم کوتاه سه ژنوتیپ 
AB وBB با استفاده از سه جفت پرایمر طراحی شده براي

10(دو جایگاه) و اگزون 1تکثیر قطعاتی در نقاط اینترون 
(یک جایگاه) استفاده کردند. آنالیز آماري نشان داد که 

76تا 64به ترتیب AAو BBهاي هاي داراي ژنوتیپمیش
درصد، بره زائی بیشتري نسبت به 54تا 44و 

دهد که داشتند. مطالعات فوق نشان میAAهاي ژنوتیپ

جایگاه گیرنده پرولاکتین یک ژن تاثیر گذار براي تولید مثل 
بالا در گوسفندان دم کوتاه هان بوده و یا اینکه با یک ژن 

براي نخستین بار رابطه هاآنارتباط نزدیکی دارند. 
دم دان هاننداري بین این جایگاه و دوقلوزائی در گوسفمعنی

.کوتاه گزارش دادند
و 1PRLRهاي جایگاهاختلافی در در مطالعه حاضر

2PRLR از اینترون یک ژن گیرنده پرولاکتین بین نژاد شال
خان احمدي و و آمیخته شال و رومانوف مشاهده نشد. 

BMP15هايبا مطالعه چند شکلی آللی ژن)13همکاران (
و G8هاي واریانتFexB( ،GDF9)و FexGهاي (واریانت

G1 ( وBMPRIB)FecB (هاي شال و رومانفدر آمیخته ،
2و اگزون BMP15 ،BMPRIBوجود جهش در جایگاه 

GDF9ژن 1را تایید نکردند. اگرچه دراگزون GDF9ژن 
چندشکلی مشاهده شد.

گیرنده پرولاکتین هاي دیگر ژن انجام مطالعه در جایگاه
گردد. همچنین بیشتر توصیه میهاي و استفاده از نمونه

هاي شال و رومانوف بررسی عملکرد تولید مثلی آمیخته
در بررسی نتایج این مطالعه سودمند باشد.تواند می
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Abstract
Prolactin is secreted from the anterior pituitary gland and plays an important role in the

mammary gland development, differentiation and lactation. The aim of current study was to
evaluate prolactin receptor gene polymorphisms in the Shal breed and Shal×Romanov
crossbreeds. For this purpose, after blood sampling of animals and extraction of DNA using
phenol chloroform method, two fragments of 176 and 215 base pairs from intron 1 of prolactin
receptor gene were amplified using PCR reaction. Then PCR products were analysed by
acrylamide gel electrophoresis and silver staining. Results showed that AB and AC genotypes
were identified in 176 base pairs fragment of prolactin receptor gene (PRLP1) in Shal breed.
The frequencies of these genotypes were 0.92 and 0.08, respectively; and the frequencies of A,
B and C alleles were 0.5, 0.46 and 0.04, respectively. Also, in the position of PRLR1 of this
gene in Shal×Romanov crossbreeds, the frequencies of AB and AC genotypes were 0.94 and
0.06, respectively; and the frequencies of A, B and C alleles were 0.50, 0.46 and 0.04,
respectively. A polymorphism study in the 215 bp fragment of the prolactin receptor gene
(PRLR2) in the Shal and Shal×Romanov crossbreeds showed only AA genotype. Results of
this study showed that PRLP1 position in Shal breed and Shal×Romanov crossbreeds was
polymorphic, however the PRLP2 position in the studied samples was monomorphic.

Keywords: Shal Breed, Romanov Breed, Prolactin Receptor Gene, Crossbreeding,
Polymorphism
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