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چکیده
ي پرولاکتین نقش مهمی در ژن گیرندهوي کرچی در ماکیان شناخته شدهعنوان عامل شروع و ماندگاري پدیدهبهپرولاکتین

چند شکلی اگزون دوم ژن گیرنده پرولاکتین در ،کند. در این پژوهشهاي هورمون پرولاکتین بازي میفرآیند انتقال سیگنال
آوري مرغ مروارید نمونه خون جمع157بلدرچین ژاپنی و 180ور تصادفی از طبلدرچین ژاپنی و مرغان مروارید بررسی شد. به

جفت بازي انجام شد. پس از 162براي تکثیر قطعه (PCR)مراز اي پلیواکنش زنجیرهژنومی، DNAبعد از استخراج گردید. 
پرولاکتین با استفاده از ژل پلی ، الگوهاي مربوط به ژن گیرنده PCRمحصولات (SSCP)اي تعیین چند شکلی فضایی تک رشته

و AAدرصد و دو الگوي ژنوتیپ 1/6و 9/93به ترتیب با فراوانی Bو Aدو آلل دست آمد.ه آمیزي نیترات نقره بآکریلامید و رنگ
BB د، جایگاه مورد مطالعه مرغان مرواریهايدرصد در بلدرچین ژاپنی شناسایی شد. در نمونه1/6و 9/93به ترتیب با فراوانی

نشان داد که جمعیت بلدرچین ژاپنی براي این ناحیه از ژن Chi-Squareآزمون ژن گیرنده پرولاکتین مونومورف بود.2اگزون 
تواندي پرولاکتین میدهد که تنوع ژنتیکی ژن گیرندهباشد. نتایج نشان میواینبرگ نمی- ي پرولاکتین در تعادل هارديگیرنده

هاي اصلاحی در بلدرچین ژاپنی استفاده شود.براي برنامهعنوان یک مارکر به

کلیدي: پلی مورفیسم، ژن گیرنده پرولاکتین، بلدرچین ژاپنی، مرغان مرواریدهايواژه

مقدمه
هـاي  پرولاکتین هورمونی پپتیدي است که توسـط سـلول  

). 1شـود ( ي هیپوفیز قدامی ساخته و ترشح مـی خاصی در غده
ــده پـ ـ رولاکتین نقــش مهمــی در فراینــد ارســال    ژن گیرن

هاي هورمون پـرولاکتین کـه موجـب شـروع کرچـی      سیگنال
هـاي  رسـد کـه پـرولاکتین نقـش    گردد داشته و به نظر میمی

.)4کنـد ( اش اعمـال مـی  اش را بـا فعالیـت گیرنـده   بیولوژیکی
Zروي کرومـوزوم  در پرنـدگان  گیرنده پـرولاکتین  جایگاه ژن

15و شـامل  kb34ي ایـن ژن بـیش از   ندازها).6،7(قرار دارد
). پـرولاکتین در بـیش از   13باشـد ( اینتـرون مـی  14اگزون و 

سیصد فعالیت بیولوژیکی از جمله تولید مثل، رشد، متابولیسـم  
). 17،16،15هاي ایمنی در سیستم ایمنـی نقـش دارد (  و پاسخ
پرولاکتین هورمون مهمی در القاء و ابقـاء ،ي پرندگاندر گونه

). 26،12(داردکشـی و تنظـیم توسـعه فولیکـولی     رفتار جوجـه 
توانـد زنـدگی مـرغ را    افزایش پرولاکتین در گردش خون مـی 

طـور قطعـی مقـدار آن معلـوم     تحت تأثیر قرار دهد، اگر چه به
). غلظت بالاي هورمون پرولاکتین پلاسما با بـروز  10نیست (

بـا افـزایش   ). کرچی در طیـور معمـولاً  5،2کرچی ارتباط دارد (
دماي بـدن، کـاهش مصـرف آب و غـذا، رفتـار لانـه گزینـی        

ها، رفتارهاي پرخاشگرانه یا دفـاعی و  ،چرخاندن و تنظیم تخم
). بنـابراین، افـزایش سـطح    21سر صداي خاصی همراه است (

ــان     ــپس پای ــیون و س ــار انکوباس ــما رفت ــرولاکتین در پلاس پ
کـاهش  )، کـه نتیجـه آن  24(کنـد گذاري را تحریک مـی تخم

مشخص شـده کـه پـرولاکتین در    ).20تولید تخم خواهد بود (

عنـوان مثـال،   دوران جنینی نقش مهمی را بـر عهـده دارد، بـه   
تواند بر بقـاي  پرولاکتین با تأثیر بر ترشح هورمون تیروئید، می

ــول دوره  ــه در ط ــذارد (  جوج ــأثیر بگ ــري ت ــه گی ). 9ي جوج
)، رشـد  23(پـرولاکتین همچنـین در تنظـیم عملکـرد گنادهـا     

هـاي  ) و مراقبـت 8دان (ي چینهدان و تحریک تولید شیرهچینه
دارد. نقش) 22ها (مادرانه هنگام و بعد از زایمان یا تولد جوجه

هــاي مختلــف بیولـوژیکی منصــوب بــه  بـا توجــه بــه فعالیـت  
عنـوان ژن  توان آنها را بهي پرولاکتین میپرولاکتین و گیرنده

هاي اصلاح مولکولی حیوان نام بـرد  هکاندیداي اصلی در برنام
ي پرندگان، به مطالعه پرنـدگانی  ). با توجه به اینکه در رده25(

غیر از مرغ کمتر پرداخته شده است، لذا شناسایی چنـد شـکلی   
ژنتیکی اگزون دوم ژن گیرنده پرولاکتین در بلدرچین ژاپنـی و  

باشد.مرغان مروارید حائز اهمیت می

هامواد و روش
جهت انجـام ایـن تحقیـق از جمعیـت بلـدرچین ژاپنـی و       
مرغان مروارید پرورش یافته در ایسـتگاه تحقیقـات بلـدرچین    
ژاپنـی و مرغــان مرواریــد بنــاب وابسـته بــه مرکــز تحقیقــات   
کشاورزي و منـابع طبیعـی آذربایجـان شـرقی اسـتفاده شـد و       

قطعه بلدرچین ژاپنی و180طور تصادفی ازهاي خون بهنمونه
EDTAهـاي حـاوي   قطعه مرغان مروارید درون تیـوپ 157

هـا تـا زمـان    ضد انعقـادي اخـذ گردیـد. نمونـه    عاملعنوانهب
گـراد نگهـداري   درجـه سـانتی  -20در دماي DNAاستخراج 

هاي خـون بـا اسـتفاده از    میکرولیتر نمونه10از DNAشدند. 
1-Pronase

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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از یـک  PCR) استخراج شد. بـراي انجـام   3(1پرونازپروتکل
فت پرایمر رفت و برگشت اختصاصی پیشـنهاد شـده توسـط   ج

اگزون ازبازيجفت 162قطعهیک تکثیر براي) 19رشیدي (
هاي مورد مطالعه اسـتفاده  نمونهپرولاکتین دري ژن گیرنده2

:زیر بودندصورتبهگردید. توالی پرایمرها 
PRLR-F: 5'-TTTTGCTCCTTGTGTTTTAGGA-3'

PRLR-R: 5'-TGGTTTCCTACCGAAAGGATT-3'

میکرولیتر صورت گرفت که 25در حجم نهایی PCRواکنش 
میکرومـول از هـر   10ژنومیـک،  DNAنـانوگرم از  30شامل 
Taqواحـد آنـزیم   1،(Sina Gene, Tehran, Iran)پرایمر 

DNA Polymerase،2/0 میکرومولdNTP ،5/1مول میلی
MgCl2 ــافر ــود. X1(Sina Gene, Tehran, Iran)و ب ب
بــراي توســعه ژن گیرنــده گرفتــه شــده کــاربــههــاي ســیکل

گـراد بـراي   درجـه سـانتی  95.پرولاکتین به شرح ذیل بودنـد 
درجـه  95چرخه با 35دقیقه، سپس 5واسرشت اولیه به مدت 

35گراد به مدت درجه سانتی53ثانیه، 30گراد به مدت سانتی
ک گرادیانت دمـایی  ثانیه براي اتصال آغازگرها (بر اساس تکنی

ثانیـه بـراي   40گراد بـه مـدت   درجه سانتی72تعیین گردید)، 
10گراد به مدت درجه سانتی72نهایت بسط ناحیه تکثیر و در

ــورز     ــایج الکتروف ــولات. نت ــه محص ــط کلی ــراي بس ــه ب دقیق
% بـا  8روي ژل پلی آکریلامید غیر دنـاتوره  PCRمحصولات 

2اگـزون  ازت بـازي جف ـ162ي صحت تکثیر قطعه70ولتاژ 
منظور انجـام  کتین را مورد تأیید قرار داد. بهي پرولاژن گیرنده
8میکرولیتـر از محصـول تکثیـر شـده بـا      SSCP ،7تکنیـک  

formamide98،%xylene cyanolمیکرولیتر بافر دناتوره (
FF09/0 و %bromophenal blue09/0   مخلـوط شـده و (%

دقیقـه در  5اد بـه مـدت   گـر درجه سـانتی 95در دماي سپس
Mastercycler gradient(دستگاه ترموسـایکلر   قـرار  )5331

داده شــده و بعــد از آن جهــت ممانعــت از تشــکیل مجــدد دو 
). 18روي یـخ منتقـل گردیدنـد (   هـا  اي، به سرعت تیوپرشته

آکریلامیـد غیـر   روي ژل پلـی اي شـده  محصولات تک رشـته 
منظور بررسـی  ساعت به17مدت به 100با ولتاژ %10دناتوره 

تنوع ژنتیکی در بلدرچین ژاپنی و مرغـان مرواریـد الکتروفـورز    
آمیـزي  ي رنـگ روي ژل بـه وسـیله  DNAشـدند. بانـدهاي   

نیترات نقره ظاهر شدند و سپس با توجـه بـه بانـدهاي ایجـاد     
ها مشخص گردید. پس از تعیین ژنوتیپ، فراوانـی  شده ژنوتیپ

2/3نسـخه  Popgeneافـزار  تفاده از نـرم ژنوتیپی و آللی با اس
).27برآورد گردید (

نتایج و بحث
ي ژن گیرنـده 2اگـزون  ازجفت بازي162ي تکثیر قطعه

ي حرارتــی مناســب، پــرولاکتین در نتیجــه اســتفاده از برنامــه
آغازگرهاي اختصاصـی و شـرایط خـوب آزمایشـگاهی بـدون     

اپنـی و مرغـان   قطعات غیـر اختصاصـی در بلـدرچین ژ   حضور
ي ژن گیرنده2اگزون PCR. محصولات انجام گرفتمروارید 

هـاي مـورد   در نمونهSSCPي آنالیزهاي پرولاکتین به وسیله
بـر اسـاس   ). 2و1ن الگوي ژنوتیپ شدند (شـکل  مطالعه تعیی

در مرغان مروارید، باندها بـه  SSCPنتایج حاصل از آنالیزهاي 
صل از این تکثیر نشـان داد  صورت یک شکل بودند و نتایج حا

ه ي پـرولاکتین در جمعیـت مطالع ـ  که اگزون دوم ژن گیرنـده 
ــه روش شــده مرغــان مرواریــ چنــد شــکلی فاقــد SSCPد ب

، دو SSCPاساس نتایج بدست آمده از آنالیزهـاي  بر.باشدمی
ــپ  ــوي ژنوتی ــهBBو AAالگ ــل ب ــراه دو آل در Bو Aهم

اینکـه ژن گیرنـده   بـه دلیـل  بلدرچین ژاپنـی شناسـایی شـد.   
) و چـون  7باشد (میZپرولاکتین در پرندگان روي کروموزوم 

باشـد لـذا در جمعیـت مـورد     فاقـد ایـن ژن مـی   Wکروموزوم 
هـایی بـا ژنوتیـپ هتروزیگـوت     مطالعه بلدرچین ژاپنـی، مـاده  

هـا بـراي ایـن ژن در    هـا و ژنوتیـپ  مشاهده نشد. فراوانی آلل
گونـه کـه   همـان .داده شـد نشـان  1ین ژاپنی در جدول بلدرچ

بـه ترتیـب  BBو AAهـاي  گردد فراوانی ژنوتیپمشاهده می
برابـر  به ترتیبBو Aهاي فراوانی آللو1/6و 9/93برابر با

نشـان  Chi-Square. آزمـون برآورد شددرصد 1/6و 9/93با
ي که جمعیت بلدرچین ژاپنی براي این ناحیه از ژن گیرندهداد

بـا  ).2جدول (باشدواینبرگ نمی-ادل هارديپرولاکتین در تع
توجه به اینکه جمعیت مورد مطالعـه از گلـه تحقیقـاتی مرکـز     

اسـت و در  شـده تحقیقات کشاورزي آذربایجان شرقی انتخاب 
گیـرد  صـورت مـی  نـژادي  هاي مختلف اصلاحاین مرکز برنامه

واینبرگ دور از ذهن نیست. بنابراین، عدم -عدم تعادل هاردي
دهنده حضور بعضی عوامل برهم ها احتمالاً نشانجایگاهتعادل

زننده تعادل از جمله حذف و انتخاب باشد. تنوع ژنـی محاسـبه   
ژن گیرنده پـرولاکتین در جمعیـت   2شده براي جایگاه اگزون 
ــر    ــی براب ــدرچین ژاپن ــم  114/0بل ــی ه ــوثر آلل ــدازه م و ان

 ـ1).  شاخص شانون3% محاسبه شد (جدول129/1 ن براي ای
جمعیـت  باشد که تنـوع کـم ایـن جایگـاه در     می23/0جایگاه 

کند.بلدرچین ژاپنی را تایید می

مشاهده شده براي ژن گیرنده پرولاکتین در جمعیت مرغان مرواریدژنوتیپ-1شکل
Figure 1. Observed genotype for Prolactin receptor gene in Guinea Fowl population

1- Shannon's Information index
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174.................. .......................................................................................ژن گیرنده پرولاکتین در بلدرچین ژاپنی و مرغان مروارید2بررسی چند شکلی اگزون 

هاي مشاهده شده براي ژن گیرنده پرولاکتین در جمعیت بلدرچین ژاپنیژنوتیپ-2شکل 
Figure 2. Observed genotypes for Prolactin receptor gene in Japanese Quail population

ژن گیرنده پرولاکتین در جمعیت بلدرچین ژاپنی2اگزون درهاي آللی و ژنوتیپی فراوانی- 1جدول 
Table 1. The allel and genotype frequencies for exon 2 prolactin receptor gene in Japanese Quail population

)%هاي ژنوتیپی (فراوانی)%هاي آللی (فراوانی
AA BB A B

9/93 1/6 9/93 1/6

واینبرگ در جمعیت بلدرچین ژاپنی-آزمون تعادل هاردي- 2جدول 
Table 2. Hardy-Weinberg test in Japanese Quail population

χ2 (O-E)2/E (E)فراوانی مورد انتظار (O)فراوانی مشاهده شده ژنوتیپ
09/188 ** 68/0 6/158 169 AA

71/20 71/20 0 AB

69/166 64/0 11 BB

ژن گیرنده پرولاکتین در جمعیت بلدرچین ژاپنی2پارامترهاي آماري برآورد شده اگزون - 3جدول
Table 3. Estimated statistical parameters for exon 2 of Prolactin receptor gene in Japanese Quail population

هتروزیگوسیتی 
مورد انتظار
Exp-Het

هموزیگوسیتی 
مورد انتظار
Exp-Hom

هتروزیگوسیتی
Nei

Het(Nei)

متوسط هتروزیگوسیتی
(تنوع ژنی)
Ave-Het

هموزیگوسیتی مشاهده 
شده

Obs-Hom

هتروزیگوسیتی 
شدهمشاهده

Obs-Het
1 0 114/0 114/0 884/0 11/0

ژن 6در بررســی انجــام شــده روي چنــد شــکلی اگــزون 
لیــد تخــم در ي پــرولاکتین و ارتبــاط آن بــا صــفت توگیرنــده

بـه  CCو GG، دو ژنوتیپ Erlang Mountainousهاي مرغ
% گــزارش شــد و 78/43% و 22/56هــاي ترتیــب بــا فراوانــی

ــپ  ــن در CCژنوتیـ ــم روي سـ ــین تخـ ــر  اولـ ــذاري اثـ گـ
اي که به اثـرات  در مطالعه). 14داشت () >01/0P(داري  معنی

ي پرولاکتین روي صفت تولید تخـم مـرغ  ژنتیکی ژن گیرنده
ــه     ــد، س ــی پرداختن ــومی چین ــرغ ب ــته در SNPSدر م پیوس

در SNPو یک P2پیوسته در لوکوس SNPS، دو P1لوکوس
گزارش کردند. در این مطالعه نیز در هـر لوکـوس   P3لوکوس 

در لوکــوس ACA)7172/0و (GAG)2828/0دو ژنوتیــپ، (
P1) ،4470/0(GT) 5530/0و(AA ــوس ، P2در لوکــــــــ

)6237/0(T) 3763/0و(C در لوکوسP3  گزارش کردنـد. در
بـا وزن بـدن در   ACAو GAGبـین ژنوتیـپ   P1لوکـوس  

300در با وزن تخـم مـرغ  P2گذاري و در لوکوس اولین تخم
P3داشـت. در لوکـوس   وجودداريروزگی از سن ارتباط معنی

در یـک مطالعـه انجـام    ).28داري وجود نداشـت ( ارتباط معنی
جفـت پرایمـر بـراي    12نـی،  هـاي محلـی چی  یافته روي مرغ

ژن گیرنــده 8تــا اگــزون 1در اگــزون شــکلیچنــدشناســایی
تـا از دوازده جفـت پرایمـر اسـتفاده     2پرولاکتین استفاده شد. 

ژن 6در اگزون SNPو دو 3در اگزون SNPشده، وقوع یک 
ــده ــه  گیرن ــا نشــان داد ک ــرولاکتین را نشــان داد. آنالیزه ي پ

ي ژن گیرنــده6و اگــزون 3ژنتیکــی در اگــزونشــکلیچنــد

. فراوانی ژنوتیـپ  )P<05/0(پرولاکتین با کرچی وابسته نبود 
)88/0(AA ــزون ــده3در اگ ــه  گیرن ــبت ب ــرولاکتین نس ي پ
)12/0(GG کـه،  بیشتر بود. در حـالیTG وCA  6در اگـزون

طـی  ).11گیرنده پرولاکتین تقریباً فرکانس یکسانی داشـتند ( 
-هاي بومی مازندران، در اگـزون مرغپژوهش انجام شده روي 

ژن گیرنـده پـرولاکتین بـه ترتیـب بـا اسـتفاده از       5و 2هاي 
ــک ــاي تکنیـ ــپPCR-RFLPو PCR-SSCPهـ دو ژنوتیـ

)54/0(A/A،)46/0(B/Bو)72/0(AA،)28/0(BB ــزارش گ
داريه در این پژوهش وجود ارتباط معنـی شد. نتایج بدست آمد

)05/0P< ( را بینSNP با صفات وزن بدن در هچ و 2اگزون
بـا صـفت   5اگزون SNPدر سن بلوغ جنسی و همچنین بین 

). نتیجـه تحقیـق   19مرغ تولیـدي را نشـان دادنـد (   تعداد تخم
دیگـر  حاضر در بلـدرچین ژاپنـی مطـابق بـا نتـایج تحقیقـات       

باشـد کـه در هـر کـدام از     مـی در زمینه چند شـکلی  محققین
عـدم  .مشاهده شده اسـت هاي بررسی شده دو ژنوتیپجایگاه

بـا  در ایـن مطالعـه  هاي ژنوتیپی مشاهده شـده انطباق فراوانی
نتـایج ســایر تحقیقـات احتمــالاً بـدلیل متفــاوت بـودن تعــداد     

هـاي بکارگرفتـه شـده بـراي     هاي مورد بررسـی و روش نمونه
هاي بررسی چند شکلی باشد. اکثر تحقیقات ارتباط چند شکلی

تخـم  با صفات اقتصادي مثل تولید مشاهده شده در این ژن را 
توان به این نتیجه رسید کـه  اند. بنابراین، میمرغ بررسی کرده

عنوان یک ژن کاندیـد مطلـوب در صـفات    تواند بهاین ژن می
تولیدي بلدرچین ژاپنی مورد بررسی بیشتري قرار گیرد. 
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Abstract
Prolactin (PRL) is known as the beginning and maintenance factor of broodiness in avian

species. The prolactin receptor (PRLR) gen plays an important role in the process of PRL
hormone signal transduction. In the present study, the polymorphism in exon 2 of PRLR gene in
Japanese quail and guinea fowl were investigated. Blood samples were randomly obtained from
180 Japanese quail and 157 guinea fowl. After genomic DNA extraction polymerase chain
reaction (PCR) was run for amplification of a DNA segment with 162bp. After determination of
the single stranded conformation polymorphism (SSCP) of PCR product, the banding patterns
were recognized using non denatured polyacrylamide gel and silver nitrate staining. Two alleles
of A(0.939) and B(0.061) and two genotypes of AA(0.939) and BB(0.061), were identified in
Japanese quail. The exon 2 region of PRLR gene was monoomorph among the guinea fowl
samples. The Chi-square test showed significant deviation from Hardy- Weinberg equilibrium
for this locus in Japanese quails. The results showed that PRLR gene polymorphism could be
regarded as a marker for breeding program in the Japanese quail.

Keywords: Guinea Fowl, Japanese quail, Polymorphism, Prolactin Receptor Gen
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