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خون با صفات چربی7ژن فاکتور رونویسی 2اگزون هايارتباط چندشکلی
بختیاري و زلدر گوسفندان لريو دنبه

3حسین مرادي شهربابکو2، مصطفی صادقی1اصغر بزازپریخانی

تهران، گروه علوم دامی، پردیس کشاورزي و منابع طبیعی، دانشگاهو استادیارآموخته کارشناسی ارشددانش-3و 1
)sadeghimos@ut.ac.irول: ونویسنده مس(دانشیار گروه علوم دامی، پردیس کشاورزي و منابع طبیعی، دانشگاه تهران -2

30/3/94تاریخ پذیرش: 3/2/93تاریخ دریافت: 

چکیده
در .اسـت گوسـفند واقـع شـده   5کروموزوم چربی روي صفات براي امنطقه ژنومی کاندیددر) TCF7(7ر رونویسیژن فاکتو

راس گوسفند نژاد زل ایسـتگاه 112شولی شهرکرد و اصلاح نژادراس گوسفند نژاد لري بختیاري ایستگاه163از حاضرمطالعه
 ـهاي خون به روش بهینه یافاز نمونهDNAاج استخربه عمل آمد.شیرنگ گرگان خونگیرياصلاح نژاد  هـاي  و واکـنش ه نمکـی  ت

ها بـر اسـاس   دامیژنوتیپالگوهاي تعیین انجام گرفت. TCF7ژن 2اگزون جفت بازي 643اي پلیمراز جهت تکثیر قطعه زنجیره
را مشخص نمـود.  BBو AA ،ABالگوي ژنوتیپیسهآمید روي ژل اکریلو رنگ آمیزي بر الکتروفورز عمودي الگوي بدست آمده در 

الگـو هـاي ژنـوتیپی     بختیاري درصد و در نژاد لري29و 71به ترتیب با فراوانی ABو AAژنوتیپیهاي الگوزل در نژادکه طوريبه
ABوBB جایگاه ژن مشاهده شده در ژنوتیپی هايالگو. اثر نددیده شددرصد 90و 10به ترتیب با فراوانیTCF7 بی چربر صفات

بیشـترین تـاثیر را روي   ABکـه ژنوتیـپ   طوريبه.بوددار اثرات معنیاین بختیاري دار نبود، ولی در نژاد لريدر نژاد زل معنیخون 
داشت.خونگلیسریدتاثیر به سزایی روي تريBBو ژنوتیپ خونوزن دنبه و کلسترول

گلیسرید خون، تريسترول خونوزن دنبه، کل،TCF7،PCR-SSCPژنگوسفند، هاي کلیدي:واژه

مقدمه
صفات مرتبط با چربی از جمله صفاتی هستند که چه از 
دیدگاه اقتصادي در پرورش گوسفند و چه از لحاظ سلامتی و 

هاي مرتبط با چاقی در انسان داراي اهمیت ایجاد بیماري
باشند. داشتن دنبه صفتی است که کلیه نژادهاي زیادي می
آن به دو گروه اساستوان برگوسفند را میياهلی شده

بندي کرد. دنبه به دنبال دنبه تقسیمدار و بدوني دنبهعمده
یک پاسخ انطباقی در گوسفند در مقابله با شرایط نامساعد 
محیطی تکامل یافته است که یک ذخیره ارزشمند انرژي طی 

د رسبنابراین، به نظر میشود.مهاجرت و زمستان محسوب می
که شرایط اقلیمی و نیازهاي بشري هر دو باعث انتخاب در 

هاي طولانی جهت افزایش اندازه دنبه در این نژادها طی نسل
براي )6(همکاراناي که مرادي ودر مطالعه.)2،7(شده است

شناسایی مناطق کاندیدا در ذخیره چربی روي گوسفند انجام 
TCF71ي ژنومی مشخص کردند که ژندادند سه منطقه

گوسفند واقع شده 5یکی از این مناطق در کرموزوم روي
.باشدثر ؤمو چربی رشدروي صفات داده شداست که احتمال 

گوسفند را توسعه قشه انتخاب در سطح ژنوم این محققین ن
هاي انتخاب را در مناطق ژنومی روي کروموزوم داده و نشانه

X ،5گزارش کردند، که بررسی مناطق ند و شناسایی کرد7و
بیانگر آن است که 5وXژنومی کاندیدا روي کروموزوم هاي 

ثر ؤمهاي انتخاب در این مناطق در جهت افزایش فراوانی آلل
ي تثبیت تاده و فراوانی آنها تا مرحلهي دنبه اتفاق افبر اندازه

شدن نیز پیش رفته است. از طرفی، بررسی منطقه کاندیدا 

نیز حاکی از شواهد آشکاري از انتخاب و 7روي کروموزم 
دنبه بوده است.به نفع نژاد بدونیگوسیتی اافزایش هموز

بر اساس نتایج گزارش شده توسط مرادي و همکاران،بنابراین
در ارتباط با ذخیره چربی رود که این مناطق میانتظار)6(

، 5در رابطه با منطقه کاندیدا روي کروموزوم .باشند
هاي بیوانفورماتیکی هاي انجام شده با استفاده از سایتبررسی

در این منطقه استو چند ژن دیگرTCF7حاکی از وجود ژن 
ژن .بوده استTCF7تمرکز روي ژنپژوهشکه در این 

TCF7 که نام سابق آنTCF-1 شماره شناسایی در بانک)
ي فاکتورهاي رونویسی از خانواده،است)X63901ژن 

HMG boxاین خانواده همچنین شامل .استTCF-4 نیز
روي و در گاو5روي کروموزوم ان. این ژن در انس)9(است

قرار گرفته است. وند وترینگ و همکاران در سال 7کروموزوم 
اگزون 10مل حداقل شاTCF7کردند که ژن گزارش1992

در TCF7است که اگزون اول کدکننده نیست. ژن همولوگ 
معلوم 1991. در سال )4(قرار دارد11موش روي کروموزوم 

وTCF1Aایزوفرم است که 3داراي TCF7گردید که 
TCF1BوTCF1Cکه یپروتئین.)11(شوندنامیده می

ي کنندهشود به عنوان یک فعالتوسط این ژن کد می
هاي ند که احتمالا در بسیاري از مسیرکرونویسی عمل می

تاکنون در رابطه با این تواند شرکت کند. ولیکی بدن میمتاب
در گوسفند و دیگر حیوانات پژوهشیها هیچ گونه ژن

مورد در رابطه پژوهشو این اولین اي انجام نشده است مزرعه
.باشدمیاي مزرعهدر حیواناتني چند شکلی این ژمطالعهبا 

1- Transcription Factor 7 Gene
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هامواد و روش
هاداده

هاي ایرانی گوسفند از نژادس أر275از حاضردر مطالعه
بختیاري از مرکز اصلاح -راس گوسفند نژاد لري163شامل 

ند راس گوسف112ونژاد شولی واقع در شهرستان شهرکرد
به ژاد شیرنگ واقع در شهرستان گرگانزل از مرکز اصلاح ن

با استفاده از ونوجکتصورت تصادفی و در سنین مختلف،
یاز سیاهرگ وداجEDTAحاوي ماده ضد انعقاد5mlهاي 
.شدانجام گیري خون

و تکثیر قطعه مورد نظرDNAاستخراج
کی هاي معمول نمبا استفاده از روشDNAاستخراج 

استخراج شده با DNAغلظت و کیفیت .)5(شدانجام
و ی% و روش اسپکتروفتومتري بررس1استفاده از ژل آگارز 

که در TCF7از جفت بازي 643قطعه تکثیرتایید شد. 
است،2و1ي اهو قسمتی از اینترون2ي اگزون برگیرنده
اي واکنش زنجیرهطی اختصاصی یک جفت آغازگر توسط 

توسط دستگاه 1موجود در جدول دمائیمراز با شرایطپلی
انجام )ساخت چینBioeerشرکت XP(مدلترموسایکلر

و با میکرولیتر25در حجم نهایی PCRشد که واکنش 
، نانوگرم100ژنومی با غلظت DNAمیکرولیتر 2ترکیب 

میکرولیتر 5/2،پیکومول5از هر آغازگر با غلظت میکرولیتر 2
5/1با غلظت کلرید منیزیممیکرولیترX10 ،75/0بافر

مخلوط نوکلئوتیدها با میکرولیتر75/0، مولارمیلی
معادل یک واحد آنزیم میکرولیتر2/0، مولارمیلی10غلظت

Taq شرکت پلیمراز)Gene all(دید.گربهینهکره جنوبی
و با Primer3plusنلاین آافزار اختصاصی توسط نرمآغازگر

طراحی گردیدNC_019462استفاده از شماره دسترسی 
GCاز جمله طول پرایمر، درصد هاي مناسبویژگی.)10(

بهینه، نداشتن انواع دایمرها، دماي اتصال ویژه، ناحیه 
با استفاده از اختصاصی تکثیر و ساختارهاي سنجاق سري

و OligoAnalyzer3.1 ،Oligocalافزارهاي برخط نرم
مورد NCBIپایگاه Primer Blastبخش 

رفت رآغازگتوالی آزمون قرار گرفت. 
5'-CCTTCGTCAAACCTTGGCAC-3' و توالی

-ATGCGACTTACACCACCCTG-'5برگشت آغازگر
.بود'3

مرازاي پلیمراحل واکنش زنجیرهدما و زمان هر یک از-1دولج
Table 1. The temperature and time of each cycle of polymerase chain reaction

هاژنوتیپالگوي تعیین 
عنــوان روشــی توانمنــد و قابــل بــهPCR-SSCPامــروزه 

هـاي تـک نوکلئوتیـدي    اطمینـان جهـت آزمـایش چندشـکلی    
)SNP   رود. تکنیـک  ) در تعیین ژنوتیپ بـه شـمار مـیSSCP

. )8(باشـد روش مؤثري در شناسایی تنوع توالی تکثیر شده می
دناتوره شـده از میـان ژل   DNAاساس این تکنیک مهاجرت 

باشد. آمید غیر دناتوره براساس اندازه و توالی آن میپلی اکریل
اي، با تفـاوت حرکـت در   وجود حتی یک جهش نقطه،بنابراین

یژنـوتیپ الگـوي  . تعیـین  )13(باشدروي ژل قابل مشاهده می
بــا اســتفاده از الکتروفــورز PCR-SSCPهــا بــه روش نمونــه

آمیـزي بـا   و رنگدرصد) 10(آمید اکریلعمودي روي ژل پلی
میکرولیتـر بـافر   16نیترات نقره انجام گرفـت. بـدین منظـور    

EDTA6%، 99(شامل فرمامیـد  SSCPبارگذاري مخصوص 
میکرولیتر محصـول  4%) با 10سیانید مولار، برموفنل و زینول

PCR 10مخلوط شد و سپس در دستگاه ترموسایکلر به مدت
گــراد قــرار داده شــد تــا ي ســانتیدرجــه96دقیقــه در دمــاي 

شده بـه  هاي واسرشتواسرشت شوند. نمونهDNAهاي رشته
دقیقــه روي یــخ قــرار گرفتنــد تــا از پیونــد دوبــاره 10مــدت 

 ـ   رشته راي مشـاهده الگوهـاي   هاي مکمـل جلـوگیري شـود. ب
ــودي شــرکت   ــورز عم ــک الکتروف ــدي از تان ــا BioRadبان ب

متـر و ژل  سـانتی 18× 20× 1/0اي به ابعـاد  صفحات شیشه
% استفاده شد. بـه ایـن ترتیـب کـه مخلـوط      12آمید اکریلپلی

ــذاري مخصــوص  PCRمحصــول  ــافر بارگ درون SSCPو ب
ها بـه  ونههاي ژل بارگذاري شدند. سپس الکتروفورز نمچاهک
ولـت در دمـاي   300ساعت و بـا اخـتلاف پتانسـیل    24مدت 

انجام گرفت. درX5/0(TBEگراد و با بافر (چهار درجه سانتی
آمیزي ژل جهت مشاهده الگوهاي باندي به روش نهایت رنگ

.)1(شدنقره انجامنیترات
آماريتجزیه و تحلیل

ورد اسـتفاده بـراي بررسـی ارتبـاط الگوهـاي      هاي م ـمدل
حاصل از ژن تحت بررسی با صـفات مـوردنظر، در زیـر آورده    

گلیسـرید بـه   براي صفات کلسـترول، تـري  1شده است. مدل 
زل و لري بختیاري مورد صورت مشترك براي گوسفندان نژاد

ــرار گرفــت. مــدل   ــه در 2اســتفاده ق ــراي بررســی وزن دنب ب
ري مرکز اصلاح نژاد استفاده شد.گوسفندان لري بختیا

)١ Yijm= µ + Gi + Sj + b١(Aijm- +  b٢ (Wijm- +eijm

٢) Yijm = µ + Gi + Sj +  b٢ (Wijm- +eijm

کلسـترول،  (مشاهدات مربوط به صفاتYijmرابطه بالاکه در 
اثـر  Giصفت در جامعه، میانگینµ، )وزن دنبهو گلیسریدتري

i ژنـی  ی در جایگـاه  ژنوتیپالگوي امین،Sj  اثـرj   امـین جـنس
ــوان،  ــت 1bحی ــریب تابعی ــوان)، Aروي Yض ــن حی 2b(س

سـن حیـوان،   Aمـاهگی)،  3(وزن Wروي Yضریب تابعیت 
W وماهگی3وزنeijmلازم بـه ذکـر   باشد.میمانده اثر باقی

زماندمامراحلردیف
دقیقه10گراددرجه سانتی96سازي اولیهواسرشته1
دقیقه1گراددرجه سانتی96واسرشته سازي2
دقیقه1گراددرجه سانتی60اتصال آغازگرها3
دقیقه5/1گراددرجه سانتی72تکثیر4
دقیقه10گراددرجه سانتی72بسط نهایی5
چرخه تکرار گردید40به تعداد 4الی 2ي مرحله
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بختیاري بـه صـورت   لرياست که وزن دنبه براي گوسفندان
خواه ارائه شده توسط وطنمعادلات مستقیم و با استفاده از غیر

کـه  زارش کردنـد  گاین محققینبرآورد شد.)12(و همکاران
محیط بالاي دنبه، عرض پـایین  براي برآورد وزن دنبه صفات 

رگرسـیون  طول شکاف دنبه بـه ترتیـب داراي ضـریب   دنبه و
باشـد و  مـی -5/6با عرض از مبـدا  190/0و 110/0، 069/0
R23(مدل است807/0ل این مد(.

)3 Wi =- 5/6 + 069/0 Ai+ 11/0 Bi+ 19/0 Ci+ei

عرض Biمحیط بالاي دنبه، Aiام، iوزن دنبه حیوان Wiکه 
باشد.اثر باقیمانده میeiو طول شکاف دنبهCiپایین دنبه،

نتایج و بحث
با موفقیت انجـام شـد،   TCF7ژن جایگاه 2تکثیر اگزون 

% 2را روي ژل آگـارز  PCRالکتروفـورز محصـولات  1شکل 
مـورد  جفت بازي ژن643دهد. در این تصویر قطعه نشان می

ــابی دقیــقشــود.نظــر مشــاهده مــی ــراي ارزی ــات ب ــر قطع ت
ــارکر   ــایز مـ ــک سـ ــده از یـ ــر شـ ــازي50تکثیـ ــت بـ جفـ

)GeneRuler 50 bp DNA ladder,Thermo Scientific(
تکثیـر شـده حاصـل از    جفـت بـازي  643قطعـه  . استفاده شد

در الکتروفـورز  TCF7اي پلیمراز مربوط به ژنش زنجیرهواکن
مـورد آزمـون  آمیـد  آمیزي بر روي ژل اکریـل رنگعمودي و 

PCR-SSCP  متفـاوت  یژنـوتیپ الگـوي  قرار گرفت و سـه
مشـاهده نشـد و   BBمشاهده گردید،که در نـژاد زل ژنوتیـپ   

درصد دیـده  29و 71به ترتیب با فراوانی ABو AAژنوتیپ 
و مشـاهده نشـد  AAبختیـاري ژنوتیـپ   لـري در نـژاد  د.نشد

درصـد ظـاهر   90و 10به ترتیب با فراوانی BBوABژنوتیپ
به نحوي بـین دو نـژاد پخـش    پیژنوتیالگوهاي گردیدند. این 

ي حالـت  دهنـده ) که نشـان ABشدند که ژنوتیپ چهار خطی (
وهـاي د باشد در هر دو نژاد دیده شد و ژنوتیپهتروزیگوت می

بختیـاري  به ترتیب فقـط در نـژاد زل و لـري   BBوAAخطی 
یژنـوتیپ الگـوي  با توجه به اینکه یـک  ).2(شکل دیده شدند

هـا  آنـالیز داده ،ررسی وجود داشـت بمشترك بین دو نژاد مورد 

نظر بـراي دو  ها و صفات موردبراي بررسی ارتباط بین ژنوتیپ
که داداریانس نشان نتایج تجزیه ونژاد جداگانه انجام پذیرفت.

بر صـفات  TCF7ژن الگوهاي ژنوتیپی جایگاه در نژاد زل اثر 
ولـی  ،)2(جـدول نبود دار رول و تري گلیسرید خون معنیتکلس

گلیسرید خون رول و تريتبختیاري بر صفات کلسدر نژاد لري
یــن ترتیــب کــه ه ابــ.)3ل(جــدوبــود دار و وزن دنبــه معنــی

جایگـاه  یژنـوتیپ الگوي بعات دو ي میانگین حداقل مرمقایسه
روي صــفات چربــی در نــژاد زل بــا هــم اخــتلاف TCF7ژن 

با ABبختیاري بین ژنوتیپ اما در نژاد لري،داري نداشتمعنی
براي صفات کلسترول خون و وزن دنبه در سـطح BBژنوتیپ 
گلیسرید خون ) و براي صفت تري>01/0P(یک درصدخطاي

داري ) تفــاوت معنــی>05/0P(پــنج درصــدخطــايدر ســطح 
از آنجایی که این مطالعه اولین مطالعـه در مـورد   مشاهده شد. 

،باشـد شکلی این ژن و ارتبـاط آن بـا صـفات چربـی مـی     چند
موافق و مخالفی با نتـایج بدسـت آمـده در ایـن     هايپژوهش

تـوان گفـت   باشد و در توجیه این نتایج میپژوهش موجود نمی
ي کاندیداي گزارش شـده  ژن در منطقهبا توجه به این که این 

قرار دارد، 2012براي چربی توسط مرادي و همکاران در سال 
دلیـل احتمـالی   عنوان یک ژن با اثرات عمده باشد.تواند بهمی

ثر بر ؤهاي مQTLوTCF7دیگر وجود پیوستگی ژنی بین ژن 
اي که نمونـه باشدصفات چربی موجود در نزدیکی این ژن می

در 2006سـال  است کـه در FA-C16:1ژنها،QTLاز این 
شـده  گـزارش  )3(پژوهشی که توسـط کـارامیچو و همکـاران   

گوسفند قـرار داشـته و بـا صـفات     5روي کروموزوم است که
بنـابراین از آنجائیکـه ایـن ژن در منطقـه     بـود. چربی مـرتبط  

کاندیــدا بــراي صــفات چربــی و دنبــه قــرار دارد و همچنــین  
هاي مـؤثر بـر صـفات چربـی بـه      QTLپیوستگی این ژن با

دار بـراي ایـن ژن بـا    اثبات رسیده است، این ارتباطـات معنـی  
صفات چربی دور از انتظار نیست. همچنین پروتئینی که توسط 

شود، به عنوان یک فعـال کننـده رونویسـی    کد میTCF7ژن 
کند و در بسیاري از مسیرهاي متـابولیکی بـدن مثـل    عمل می

کند.  شرکت میمتابولیسم چربی 

%)2روي ژل آگاروز (TCF7ژن 2اگزون جفت بازي جایگاه 643قطعه لکتروفورز ا-1شکل
Figure 1. A fragment with 643 bp from exon 2 of TCF7 gene on agarose gel (3%)
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لري بختیاريدر دو نژاد گوسفند زل وTCF7ژن 2براي اگزون SSCPانديي بالگو–2شکل
Figure 2. SSCP band pattern for exon 2 of TCF7 gene in Zel and Lori-Bakhtiary sheep breeds.

جمعیت گوسفند نژاد زلبر صفات چربی درTCF7) اثر دو ژنوتیپ ژن ±SE(ي میانگین حداقل مربعاتمقایسه- 2دولج
Table 2. Comparison of least squares mean of two genotypes of TCF7 gene on fat traits in Zel sheep breed

)AA)80(AB)33صفت
mg/dL(ns159/3±75/52032/5±05/54(کلسترول خون 

mg/dL(ns501/1±781/12771/2±75/18خون (گلیسریدتري
nsباشدي تعداد مشاهده شده از هر ژنوتیپ میهدهنداعداد داخل پرانتز نشان.ها وجود ندارداري بین ژنوتیپد: اختلاف معنی

بختیاريبر صفات چربی  درجمعیت گوسفند نژاد لريTCF7) اثر دو ژنوتیپ ژن ±SE(ي میانگین حداقل مربعاتمقایسه- 3جدول
Table 3. Comparison of least squares mean of two genotypes of TCF7 gene on fat traits in Lori-Bakhtiary sheep

breed
)AB)16(BB)148صفت

mg/dL(**a625/2±57/68b891/0±83/59کلسترول خون (
mg/dL(*b561/2±15/31a839/0±01/37سرید خون (یگلتري

kg(**a23/0±907/4b077/0±03/4وزن دنبه (
باشد.دهنده تعداد دام در هر گروه ژنتیکی میاعداد داخل پرانتز نشانباشند.درصد مییکوپنجدار در سطح به ترتیب نشان دهنده اختلاف معنی: **و*
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Abstract
Transcription factor 7 gene (TCF7) is located on genomic candidate region for fat traits on

sheep chromosome no. 5 and it is excepted to affect fat traits. In the present study, blood
samples were collected from 164 Lori-Bakhtiari sheep in Shouli breeding station located at
Shahr-e-Kord city, and 113 Zel sheep in Shirang breeding station located at Gorgan city. DNA
was extracted from blood samples using modified salting out method and polymerase chain
reactions were performed for amplification of 643 bp fragment of exon 2 of locous TCF7 gene.
Determination of genotype patterns of sheep were obtained according to result of vertical
electrophoresis and AA, AB and BB genotypes were revealed. In Zel breed, AA and AB
genotype patterns  were observed with frequency of 71 and 29 percent respectively and in Lori-
bakhtiari breed, AB and BB genotype patterns were observed with frequency of 10 and 90
percent. There was no significant effect of  genotype patterns  on fat traits In Zel breed but it
was significant effect in Lori-Bakhtiari breed. AB genotype had the greatest impact on fat-tail
weight and blood cholesterol and BB genotype had considerable effect on blood triglycerides.

Keywords: Blood cholesterol, Blood triglycerides, Fat-tail weight, PCR-SSCP, Sheep, TCF7
gene


