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چکیده
با صفت چند قلوزایی در گوسفندFSHBن هاي مختلف آللی در اگزون اول و سوم ژبررسی ارتباط فرمپژوهشهدف از این 

به روش نمکی بهینه یافته DNA،آوريجمعبلوچینژادراس گوسفند141هاي خون به طور تصادفی از بود. نمونهبلوچی
پلی مراز ايزنجیرههايبا استفاده از واکنشجفت بازي از اگزون سه427جفت بازي از اگزون یک و 220قطعه دواستخراج و 

ي اکریل آمید نشان داد هااستفاده شد. بررسی ژلDNAیابی و توالیPCR-SSCP. به منظور تعیین ژنوتیپ از دو روش ندتکثیر شد
در جمیعت مورد مطالعه یک شکل بود. این مطالعه، منجر به شناسایی هفت الگوي باندي براي اگزون FSHBکه اگزون سوم ژن 

جهت تعیین توالی استفاده شد. نتایج تعیین توالی سه جهش را در نمونه، از هر الگو یک SSCPاین ژن شد. براي تأیید نتایج یک
بررسی ارتباط الگوهاي شناسایی شده با .ره یک شناسایی نمود که منجر به تشکیل هفت الگوي مختلف باندي شداگزون شما

ها را در  طول ها و میانگین تعداد برهتعداد کل بره) > 5/0P(داريصفات مورد مطالعه نشان داد که ناحیه مورد مطالعه به طور معنی
بود که در مقایسه با ) > 5/0P(دار ارتباط این ناحیه با چند قلوزایی در شکم دوم معنیدهد. همچنینشکم تحت تأثیر قرار می4

د اختصاص داد. با نتایج این کمترین تعداد بره را در این شکم به خوBالگويو)88/1بیشترین تعداد بره (E، الگوي Aالگوي 
هاي اصلاح نژادي در نظر گرفت.عنوان ژنی کاندیدا در برنامهتوان این جایگاه را بهو بررسی بیشتر در جمعیت دیگر میپژوهش

، گوسفند، چند قلوزاییFSHBکلیدي: ژن هايواژه

مقدمه
ترین صفات اقتصادي در پرورش چند قلوزایی یکی از مهم

شناسایی و ، هاي بهبود این صفاتیکی از راه. دباشگوسفند می
باشد که میمذکور صفاتبرتر و مناسب برايانتخاب حیوانات 
DNAهاي مختلف مولکولی مبتنی برتکنیکامروزه از طریق

. تا کنون سه پذیر شده استامکانیابی به این اهداف ،دست
ژن موثر بر باروري در گوسفند شناسایی شده که شامل ژن 

BMPR-1B)ALK6( با نام بورولا با نشانه آللیFecB
روي کروموزوم FecGیا GDF9)20(6روي کروموزوم

و 8(Xروي کروموزوم ) FecX(BMP15و ) 12(5شماره 
) در پژوهشی، اولین بار 6فرهادي و همکاران (. هستند) 12

هاي هاي بزرگ اثر را روي کروموزومجایگاه دقیق این ژن
از آنجایی که این یابی نمودند.گوسفند، بز، بوفالو و گاو نقشه

بسته به نژاد خاصی باشند و از توانند واهاي کاندیدا میژن
توانند میهاي موثر در دیگر نقاط ژنومی نیزطرفی جهش

توان با پویش مناطق دیگر ژنومی، وجود داشته باشند، می
زاده و همکاران قلینواحی موثر بر این صفت را شناسایی کرد.

هاي نانویی ژنوم گوسفند بلوچی را ) با استفاده از ریزآرایه9(
سایی مناطق ژنومی موثر بر نرخ دوقلوزایی مورد براي شنا

شناسایی شده را روي دار معنیشانگرهاي نپویش قرار دادند و 
گزارش دادند. FSHB1و پایین دست ژن15کروموزوم 

) یک هورمون گلیکوپروتئینی FSHهورمون محرك فولیکول (
آن تنظیم تولید شود و نقش بوده که در غده هیپوفیز بیان می

به همراه FSH) در نرها 15،18باشد (میدر پستاندارانمثل 
ترین هورمون تروپیک بوده که عملکرد تستوسترون مهم

کند که در حفظ کیفیت و کمیت سلول سرتولی را تنظیم می
باشد. نقش این اسپرم در پروسه اسپرماتوژنز ضروري می

هورمون در تولید مثل جنس ماده مورد مطالعه قرار گرفته 

هاي ماده با نقص هورمون، نابارور و داراي . موشاست
). بیان بیش از حد این 14باشند (هاي کوچک میتخمدان

هاي ماده، خصوصیات تحریک بیش از حد و هورمون در موش
دهد سندروم پلی سیستیک تخمدانی در انسان را نشان می

) از یک FSH, LHهاي گلیکوپروتئینی (). تمامی هورمون14(
مشابه آلفا و یک زیر واحد اختصاصی بتا تشکیل یافته زیرواحد

FSHدر اتصال به گیرنده FSHاند. اگر چه هر دو زیر واحد 
)FSHR ،این) مشارکت دارندFSHB است که اختصاصی

در FSHB). ژن 5،7نماید (میتعیینبودن این اتصال را 
2اگزون و 3داراي دارد وقرار 15گوسفند روي کروموزوم 

اثر چند شکلی در )17نظیفی و همکاران (.)11است (رون اینت
زیر واحد بتاي ژن هورمون محرك بخشی از اگزون شماره دو 

گوسفندان نژادهاي ایران بر نرخ زایش راFSHB)(فولیکولی
آنها مطالعه کردند.SSCPروشبه آرمان و بلوچی،بلک

قط در که اثر ژنوتیپ بر صفت چند قلوزایی فگزارش دادند که
با میانگین ACکه ژنوتیپطوريبهاست،دار نژاد بلوچی معنی

AAعملکرد بهتري را نسبت به ژنوتیپ07/1زایی بره
) 22ژانگ و همکاران (.نشان داد03/1زایی میانگین بره

وPCR-SSCPبه روش FSHBچندشکلی در ژن 
PCR-RFLPنژاد بز 4ها با چندقلوزایی در و ارتباط ژنوتیپ

رأس را مورد 780ماتو) شامل-بوئر، ماتو، سیاه و تلاقی بوئر(
یک جهش جدید در اگزون ها در مطالعه آنبررسی قرار دادند

نژاد شناسایی شد که سبب عملکرد بهتر 4در هر 3شماره 
.شدچندقلوزایی در بزهایی با باروري بهتر می

هاي مختلف آللی هدف از اجراي این طرح شناسایی فرم
و ارتباط PCR-SSCPبه روش FSHBگزون یک و سه ژن ا

باشد.آن با صفت چند قلوزایی در گوسفند بلوچی می

1-Follicle Stimulating Hormone, Beta

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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هامواد و روش
استخراج دي ان اي وگیرينمونه

ایستگاه بلوچینژادمیش راس 141از هاي خون نمونه
آوري شد. جمعاصلاح نژاد شمال شرق کشور (عباس آباد)

فاصله با حفظ شرایط زنجیره سرد به آزمایشگاه ها بلانمونه
درجه - 20در دماي DNAمنتقل و تا زمان استخراج 

از روش DNAگراد نگهداري شدند. جهت استخراج سانتی

هاي کمی و ) و براي تعیین ویژگی16نمکی بهینه یافته (
از الکتروفورز ژل آگارز استفاده شد. DNAکیفی 

واکنش پی سی آر
دو جفت آغاز گر اختصاصی براي تکثیر این پژوهش از در 
ژن )بخشی از اینترون دومبه همراه (سوماول و اگزون 
FSHB1استفاده شد. (جدول(.

FSHBهاي مورد استفاده براي تکثیر اگزون اول و سوم ژنگرزآغا- 1جدول 
Table 1. Primers used for the amplification of exon 1 and exon 3 of FSHB gene

دماي اتصال
اندازه قطعهناحیه تکثیريگرادسانتی

ازگرغآDNAتوالی شماره ثبت شده(جفت باز)

220Capraاگزون یک62
AY156689

F: 5′- CGTCCAGTTCTGCTTCCTTTT-3′
R: 5′-GTGGGAATCAATGAAACCTGC-3′یک

اگزون سوم 9/56
2،427Ovisariesاینترون 

S64745
F: 5′- GTATTCAATCCCTGTCTCA-3′
R: 5′- GTAGGGTCTTCTGTGGTG-3′دو

میکرولیتر شامل 25اي پلیمراز در حجم واکنش زنجیره
dNTPsمیکرولیتر PCR (10x) ،5/0میکرولیتر بافر 5/2
)10mM ،(2/0) 1میکرولیتر آنزیم پلیمراز U ،(100 نانوگرم

DNAژنومی	میکرولیتر 5/1و MgCl2(1.6 mM) و یک
10)میکرولیتر از هر یک از پرایمرها  pM) انجام شد. سپس

گراد جهت درجه سانتی95شامل: PCRهاي حرارتی چرخه
دقیقه، واسرشت ثانویه 5به مدت DNAسازي اولیه واسرشته 
58ثانیه، دماي 45گراد به مدت درجه سانتی95در دماي 

ثانیه، 45ت گراد براي اتصال آغازگرها به مددرجه سانتی
45گراد جهت بسط آغازگرها به مدت درجه سانتی72دماي 

72دقیقه در 10چرخه و بسط نهائی به مدت 35ثانیه به تعداد 
گراد انجام شد. براي تایید اندازه قطعه تکثیر شده درجه سانتی

از ژل آگارز PCRو هم چنین تعیین کمیت و کیفیت محصول 
بروماید به همراه نشانگر وزنی آمیزي اتیدیوم درصد و رنگ2

M100استفاده شد.1از شرکت فرمنتاز
تعیین ژنوتیپ

2الف: آنالیز اس اس سی پی

و PCR-SSCPبراي تعیین ژنوتیپ هر حیوان از روش 
الکتروفورز ژل پلی اکریل آمید استفاده شد. در این روش 

تکثیر PCRتعیین ژنوتیپ، بر اساس اختلاف حرکت محصول 
در میدان الکتروفورز که ناشی از تغییر شکل فضایی شده

DNAپذیرد. براي تک رشته اي است، صورت میتک رشته
میکرولیتر از بافر 7را با PCRمیکرولیتر از محصول 7سازي، 

%98)بارگذاري مخصوص ژل اکریل آمید  formamide, 10
mM EDTA, 0.025% bromophenol blue, and

0.025% xylene-cyanol) مخلوط و با استفاده از دستگاه
PCR گراد حرارت درجه سانتی96دقیقه با دماي 6به مدت

% استفاده شد. 12داده  شد. در این پژوهش از ژل اکریل آمید 
روي ژل اکریل آمید، PCRبعد از انجام الکترفورز محصولات 

در این ).4(آمیزي استفاده شداز نیترات نقره براي رنگ
عیین ژنوتیپ مستقیما از روي ژل انجام و با شمارش پژوهش ت

مستقیم الگوهاي باندي، فراوانی آللی و ژنوتیپی برآورد شد.
جهت تایید ،PCR-SSCPبا توجه به نتایج حاصل از روش 

نمونه براي تعیین یکالگوهاي به دست آمده، از هر ژنوتیپ
توسط توالی انتخاب شدند. بعد از تکثیر مجدد این قطعات 

سازي محصول پی سی آر واکنش زنجیره پلیمراز، خالص
و بر اساس Rocheاز شرکت DNAتوسط کیت تلخیص 

دستورالعمل این شرکت صورت گرفت و براي تعیین توالی به 
.کره جنوبی ارسال شد3شرکت بایونیر
آنالیز آماري

تجزیه و تحلیل براي ) 19(2/9نسخه SASافزار از نرم
در کلاس)3زایی (ات چند قلوصفباهاژنوتیپارتباط
ها زایش (رویه لجستیک)، تعداد کل برههاي مختلفشکم

(رویه مختلط) و میانگین تعداد بره در طول چهار شکم زایش 
ها با در آنالیز هم ترازي این توالی.شداستفاده(رویه مختلط) 
ز در بانک اطلاعات به ثبت رسیده است اکه توالی مرجع 

و براي آنالیز توالی پروتئینی 7نسخه ) BioEdit)10افزار نرم
استفاده شد. )ExPASy)2افزار از نرم

نتایج و بحث
و تعیین ژنوتیپواکنش پی سی آر

DNA آغازگر ژنومی گوسفند بلوچی با استفاده از دو جفت
مورد تکثیر قرار گرفت. FSHBاختصاصی براي ژن 
درصد 2با استفاده از ژل آگارز محصولات پی سی آر

شناسایی شدند. محصولات تکثیر شده با قطعات مورد مطالعه 
بررسی .ندسازگار و از جنبه اختصاصی بودن مناسب بود

در FSHBهاي اکریل آمید نشان داد که اگزون سوم ژن ژل
جمیعت مورد مطالعه یک شکل بود. این مطالعه، اما، منجر به  

65با A(براي اگزون اولي باندي شناسایی هفت الگو
مشاهده، 9با Dمشاهده، 52با Cمشاهده، 8با Bمشاهده، 

E مشاهده، 4باF وG(در این ژن هر کدام با یک مشاهده
، از هر الگو یک SSCPگوسفند بلوچی شد. براي تأیید نتایج 

مورد جهت تعیین توالی استفاده شد. نتایج تعیین توالی سه 
ه منجر به اگزون شماره یک شناسایی نمود کرجهش را د

شکل و2(جدولشدمیتشکیل هفت الگوي مختلف باندي 
1(.

1- Fermentase 2- SSCP Analysis 3- Bioneer
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منجر به شناسایی هفت الگوي مختلف بانديFSHBژن 1قطعات تکثیر شده اگزون SSCPآنالیز -1کل ش
Figure 1. SSCP analysis of amplified fragments from exon 1 of FSHB resulting in the identification of seven different

banding patterns
الف)

ب)

ج)

121موقعیت نوکلئوتید شماره ج:و 90: موقعیت ب، 30: موقیعت الفهاي شناسایی شده در اگزون یک.جهش-2شکل
Figure 2. Identified mutations from exon 1. A: site 30, B: site 90 and G: site 121

هاي شناسایی شده دو جهش در در میان جهش
کننده اگزون ) در نواحی کد2(شکل 90و 30هاي موقعیت

هاي استنتاج شده از توالی یک واقع شده بودند. اسید آمینه
داد نوکلئوتیدهاي الگوهاي مختلف یکسان بود که نشان می

جهش چه یکباشند. اگرها از نوع خاموش مین جهشای
اند وتدهد، اما میخاموش توالی اسید نوکلئیک را تغییر نمی

در میان الگوهاي شناسایی ). 13عملکرد آن را تغییر دهد (
در بانک ژن ثبت KP162005با کد شناسایی Aشده الگوي 

مقایسه توالی توکلئوتیدها با توالی ثبت شده ژن همچنین، شد. 
FSHB کد)S64745.1 ئوتیدي در نوکلتک الحاق ) یک

110کننده (ناحیه غیرکد A-T→ACTشناسایی نمود (
). 2(جدول 

یکآغازگرالگوي مختلف تکثیر شده با 7هاي نوکلئوتیدي بین جهش- 2دول ج
Table 2. The nucleotide mutations between seven different amplified banding patterns by primer 1

SSCP الگوهاي (’3→’5)نوکلئوتیديهايتوالی
30 90 110 121

S64745.1 CCACCATCAC TTGCAGGCTA -GGGTAGGCA TTTGCTTTGC GGAAGTGAGT ACT
1 G-----------------C C-----------------T G-----------------C T----------------C G-----------------C AC-
2 C-----------------C T-----------------T G-----------------C T----------------C T-----------------G AC-
3 C-----------------N T-----------------N G-----------------C T----------------C N-----------------G AC-
4 C-----------------G T-----------------N G-----------------C T----------------C T-----------------G AC-
5 C-----------------C T-----------------N G-----------------C T----------------C N-----------------G AC-
6 C-----------------G T-----------------N G-----------------C T----------------C N-----------------G AC-
7 C-----------------N T-----------------T G-----------------C T----------------C T-----------------G AC-

ها را نشان می دهندها مکان جهششماره
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180.................... .....................................................................در گوسفند بلوچیچندقلوزاییبا صفت FSHBآللی اگزون یک و سه ژن هايچند شکلیارتباط

ها با صفات مورد مطالعهارتباط ژنوتیپ
با )Gو F(ها، دو الگودر مرحله تجزیه و تحلیل داده

حذف شدند. آنالیزاز ادامه )یک مشاهده(بسیار کمفراوانی
بررسی ارتباط الگوهاي شناسایی شده با صفات مورد مطالعه 

)> 5/0P(داري نشان داد که ناحیه مورد مطالعه به طور معنی
شکم 4ها را در طول ها و میانگین تعداد برهتعداد کل بره

همچنین ارتباط این ناحیه ).3(جدول دهدتحت تأثیر قرار می
) بود که در > 5/0Pدار (شکم دوم معنیبا چند قلوزایی در
را )88/1بیشترین تعداد بره (E، الگوي Aمقایسه با الگوي 

کمترین تعداد بره را در این B، الگويAنشان داد و الگوي 
اختلاف Bولی تنها الگوي باندي شکم به خود اختصاص داد

.)4(جدول داري با الگوي رفرنس داشتمعنی

هاي مختلف باندي براي چند قلوزاییحداقل مربعات الگومیانگین- 3دول ج
Table 3. Least squares means for litter size of different banding patterns

صفت الگوهاي مختلف
A B C D E Pr> F

میانگین تعداد بره 
شکم4در 

bc
08/0±37/1

c
11/0±30/1

bc
04/0±39/1

ab
10/0±60/1

a
14/0±80/1 16/0

تعداد کل بره در 
شکم4

bc
21/0±46/4

c
59/0±87/3

bc
23/0±69/4

ab
55/0±67/5

a
83/0±75/6 01/0

* (P<0.05)

الگو هاي مختلف باندي براي چند قلوزایینمایی اثرات آنالیز حداکثر درست- 4جدول 
Table 4. Maximum likelihood analysis for litter size of different banding patterns

صفت به عنوان رفرنس)Aالگوهاي مختلف (اگوي 
B C D E Pr>ChiSq

شکم اول 89/0±04/1 - 41/0±24/0 62/0±68/0 96/0±19/0 - 72/0
شکم دوم *9/0±83/1- 41/0±32/0 - 61/0±67/0 93/0±88/1 05/0
شکم سوم 60/0±19/0 37/0±59/0 - 61/0±23/0 - 93/0±28/1 33/0

شکم چهارم 9/0±53/1 - 49/0±97/0 - 67/0±66/0 89/0±18/1 12/0
* (P<0.05)

روشی کارآمدPCR-SSCPنتایج این پژوهش نشان داد،
ژن اگزون اولبرايبلوچیتعیین ژنوتیپ جمعیت گوسفنددر

FSHB.تاکنون تحقیقی در ارتباط با اگزون اول و سوم است
ه و نقش آن در چند قلوزایی در گوسفند گزارش این جایگا

نشده است. اگزون سوم این ژن در این جمعیت یک شکل 
بر خلاف نتایج این تحقیق، در گزارش ژانگ و همکاران بود.

) اگزون اول این ژن در بز تک شکل گزارش شد در 22(
در مجموع هفت حالیکه اگزون سوم داراي چند شکلی بود. 

Aالگوي باندي . شناسایی شداگزون اول برايالگوي باندي 
کمترین مشاهده را به Gو Fبیشترین فراوانی و الگوهاي 

براي این جایگاه )22(خود اختصاص دادند. ژانگ و همکاران
BBو AA ،ABژنوتیپ PCR-SSCP ،3در بز، با روش 

بیشترین اثر را در بزهاي با AAکه ژنوتیپ کردندمشاهده 
) نیز سه ژنوتیپ را براي 1و همکاران (آنت. باروري بالا داش

نتایج این. اگزون دوم این جایگاه مشاهده گزارش کردند
، که با استفاده از )9(زاده و همکاران با نتایج قلیپژوهش

گزارش دادند نشانگرهاي ) GWASمطالعه ارتباطی ژنومی (
دار براي دوقلوزایی گوسفند بلوچی روي کروموزوم شماره معنی

در آن قرار دارد مطابقت دارد. FSHBجایی که ژن 15
) که 17با نظیفی و همکاران (پژوهشهمچنین نتایج این 

(اگزون دوم) چند قلوزایی را در گوسفند FSHBگزارش دادند 
ارتباط چند دهد مطابقت دارد. بلوچی تحت تأثیر قرار می

بررسی شده است. دیگر نیز در مطالعاتFSHBن ژشکلی در 

) گزارش دادند که چند شکلی اگزون 22نگ و همکاران (ژا
نواخت بود، با باروري در بز ، که در مطالعه ما یکFSHBسوم 

ارتباط دارد. جهش در این ژن احتمالا منجر به تغییر بیان ژن 
تواند منجر شود که میمیFSHو در نتیجه اثر روي غلظت 

ت و ). همچنین بون21ریزي شود (به تغییر نرخ تخمک
سازي گزارش دادند که چند قلوزایی ) در یک شبیه3لیماستر (

ریزي و ظرفیت رحم کماي وابسته به نرخ تخطور گستردهبه
هاي با نرخ در میشم. ظرفیت محدود رحاستدر خوك 

شود. ریزي بالا منجر به مرگ و میر بیشتر جنین میتخمک
ایی ریزي یک عامل کلیدي در نرخ نهبنابراین نرخ تخمک

نشان داد پژوهشدر مجموع، نتایج این ). 21زایی نیست (بره
در FSHB، روشی مناسب براي مطالعه ژن PCR-SSCPکه 

باشد. با نتایج این تحقیق و بررسی بیشتر در گوسفند می
عنوان ژنی کاندیدا در توان این جایگاه را بهجمعیت دیگر می

هاي اصلاح نژادي در نظر گرفت.برنامه

قدردانی و تشکر
03-1394- 02این مقاله نتیجه طرح پژهشی به شماره 

هاي حوزه معاونت دانیم از مساعدتاست که لازم می
تشکر علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري پژوهشی دانشگاه 

کمال تشکر را از پژوهش نویسندگان این همچنین، نماییم. 
بلوچی به کارکنان و مدیریت ایستگاه اصلاح نژاد گوسفند

هاي این مطالعه دارند.خاطر در دسترس قرار دادن داده
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Abstract
This research was conducted to find association of genetic variation in exon 1 and 3 of the

follicle stimulating hormone beta (FSHB) subunit gene and litter size in Baluchi sheep. DNA
was extracted using modified salting out method and polymerase chain reaction was used to
amplify a fragment of 220 bp of exon 1 and a fragment of 427 bp of exon 3 along with a part of
intron 2. Two methods of PCR-SSCP and DNA sequencing were used for identification the
different genotypes, While no polymorphism was found for exon 3, the present study identified
3 novel nucleotide polymorphisms in exon 1 of ovine FSHB gene, resulted 7 banding patterns
which significantly influenced total and average number of labs across all parties. Results also
showed significant association (p<0.05) of polymorphism in exon 1 with litter size for parity 2
in a way that pattern E had the most phenotype (1.88) compared with pattern A as reference
while the less phenotype was detected for pattern B. These results showed the potential
usefulness of this gene in marker-assisted selection for sheep breeding.

Keywords: FSHB gene, Litter size, Sheep
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