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)مقاله کوتاه(

لپتینفیلوژنی و تکامل مولکولیتجزیه 

جواد احمدپناه

کاغذ لتر است
چکیده

منظور آگاهی از روند تکاملی و مولکولی ژن لپتین در پستانداران، آنالیز فیلوژنی و روند انتخاب طبیعی در بهحاضردر بررسی
که هر کدام یک نسخه از توالی ژن را دارا توالی ژنی لپتین در پستانداران و سایر موجودات از جمله مرغ . گرفتطی تکامل انجام 

ا درصد جانشینی و جایگزینی نوکلئوتیده. تراز شدنددست آمده و همبه)NCBI(ژنوم بر اساس جستجو در بانک اطلاعاتی بودند
neighbor-joiningروش یک و تعیین روند انتخاب طبیعی بهترسیم درخت فیلوژنتنیزنمایی و با استفاده از روش حداکثر درست

درصد جانشینی بازهاي پیریمیدینی بیشتر از بازهاي که ،نتایج حاصل از مطالعات بیوانفورماتیک نشان داد. دست آمدندهب
این نوع . ها استانتخاب مثبت در طی تکامل این ژنيدهندهکه نشان،بودیکر از تبیشdN/dSمقدار عددي . پورینی بوده است

روند تکامل و ها در طی کرد آنهاي جدید و از طرفی سبب تثبیت عملهاي جدید، پروتئینوجود آمدن واریتههانتخاب سبب ب
.است که ناشی از تبدیل نواحی غیر کدکننده ژنی به نواحی کدکننده ژنی استشدهنها آسازي عملکرد پیشرفت در جهت خالص

پروتئین لپتین در موجودات مختلف طور کلی که بهدهددر موجودات مختلف نشان میمذکور درخت فیلوژنتیک براي ژن 
قرار گرفتهترکه در یک دسته پستانداران با درصد شباهت بیش،شودخود به دو دسته مجزا تقسیم میبر اساس مسیر تکاملی 

در دسته دیگر سایر . استعلت شباهت بالا با پستانداران در این دسته قرار گرفتهپروتئین لپتین مرغ نیز به،چنینهم.است
.شدندبندي ت بیشتر دستههاي ذکر شده با قرابموجودات از جمله انواع مختلف ماهی

انتخاب طبیعی، فیلوژنی، پستاندارانلپتین، : کلیديهايهژوا

مقدمه
هاي چاق لپتین براي اولین بار در بافت چربی موش

در پستانداران، این پپتید عمدتاً در ). 27(کشف شد 
هاي اخیر با استفاده از بررسی. شودبافت چربی تولید می

لپتین در جفت mRNAکه ،اندنشان دادهRT-PCRروش
جوندگان و ) 14،10(و مغز) 21،3(، معده )20،13،9(

صورت یک فاکتور لپتین ابتدا به. وجود داردنیز انسان 
صورت ژي ذخیره شده بهرچاقی که در خون نسبت به ان

وقتی .)8(توصیف شد،باشدچربی در حال گردش می
لپتـین روي سیستـم ،یابدکه ذخایر چربی افزایش می

نوروپپتیدي هیپوتالاموس تأثیر گذاشته و سبب کاهش 
). 4(شود افزایش مصرف انرژي میپس از این اشتها و 

لیدي مهم براي شروع رسیدن به کیک فاکتور ،چنینهم
هاي لپتین فعالیت). 5(شود بلوغ نیز از آن نام برده می

افتد در مدت اتفاق میدو صورت کوتاه و بلندبه هر
عنوان یک سیگنال سیري و لپتین پلاسما بهمدت کوتاه

در بلند مدت، میانگین غلظت لپتین پلاسما با تأمین 
). 7،5،1(کند انرژي در دراز مدت براي مغز عمل می

هاي مولکولی براي فیلوژنی مولکولی از اطلاعات توالی

هاي مختلف و برآورد احیا کردن روابط تکاملی بین گونه
). 19،11(شودمیها استفاده زمان واگرایی ارگانیسم

که نرخ کند فرضیه ساعت مولکولی پیشنهاد می
،چنینهم. ثابت استجایگزینی براي هر پروتئین

اختلافات در توالی یک ژن براي دو ارگانیسم باید فاصله 
هاي فیلوژنتیکی بر درخت. ها را منعکس کندتکاملی آن

مورفولوژیکی اغلب مشاهدات یا پایه اطلاعات مولکولی 
هدف از بررسی حاضر ،بنابراین. اوقات متجانس هستند

هاي لپتین و نحوه انتخاب تعیین روابط تکاملی بین ژن
ابتدا درخت فیلوژنتیک براي . استطول تکاملدر 

هاي لپتین که در بانک اطلاعاتی قابل دسترس توالی
چنین با استفاده از این و همشودمیترسیمهستند 

هاي حساس به تغییرات در ها، میزان، مسیر و محلتوالی
با اجراي مراحل فوق در . شودطول تکامل شناسایی می

توان به شناخت کافی از ساختار ژنی تحقیق حاضر می
برايتکمیلی ها در مطالعات نآلپتین دست یافته و از 

هاي ویژه براي بهبود صفات تولیدي دستیابی به آلل
. استفاده کرد

)ajavad65@gmail.com:نویسنده مسوول(ایران، ،ایلام، دانشگاه آزاد اسلامی واحد ایلامو نخبگان جوان باشگاه پژوهشگران 
31/4/93:تاریخ پذیرش23/2/92: تاریخ دریافت
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هامواد و روش
هاي ژنی لپتینشناسایی و ویرایش توال

هاي ژنی لپتین، اطلاعات منظور شناسایی توالیبه
ژن لپتین براي موش شناسایی شد و mRNAمربوط به 

سایت مرکز ملی در BLASTچنین با استفاده از ابزار هم
، توالی ژنی لپتین ١)NABI(براي اطلاعات بیوتکنولوژي

براي. دست آمدههاي مورد نظر نیز ببراي سایر گونه
هاي ژنتیکی از قبیل ها و اطلاع از فراسنجهمقایسه توالی
هایی که ها، تنوع نوکلئوتیدي، تعداد جایگاهتعداد جهش

چنین تنوع در آنها جایگزینی مشابه اتفاق افتاده و هم
توالی ژنی . شداستفاده ) Dnasp v5)12افزارآنها از نرم

تفاده ازلپتین در موش با توالی سایر موجودات با اس
هاي حفاظت نواحی. شدند2ترازهمGENETYXافزارنرم

هاي این خانواده کردي در ژنهاي عملکه نقش،شده
هایی از جایگاه،بنابراین).23،26(نددارند نیز تعیین شد

توالی ژنی لپتین که در طی تکامل متحمل بیشترین 
. بینی نمودتوان پیشرا میندامیزان تغییرات شده

یلفیلوژنی و تعیین مسیر تکام
منظور ترسیم درخت فیلوژنتیک، توالی پروتئینی به

هاي مورد بررسی با استفاده از ژن لپتین براي گونه
پس از ویرایش . بینی شدندپیش) MEGA4)22افزار نرم

با ها و حذف نواحی غیرکدکننده، درخت فیلوژنی توالی
از در این روش. شدرسم ) NJ3)22استفاده از روش

شود که در این ماتریس از کل میاستفاده ) Q(ماتریسی 
کننده رین مقدار که بیانتها استفاده شده و کمشاخه

در یک شباهت بالاي دو شاخه باشد انتخاب شده و 
مقادیر. رودکار میانشعاب از درخت فیلوژنی به

Bootstrapدست هگیري مجدد ببار نمونه100وسیله هب
با NJروش وسیلههبترسیم درخت فیلوژنی . ندمدآ

:دشانجام 1استفاده از رابطه 
Q(i, j) = (r) 1(رابطه  – 2)d(i, j) – Σd(i, k) – Σd(j, k)

ام kشاخه : j ،kو iفاصله بین شاخه: i,j(d(، در این رابطه
مقدار عددي : i,j(Q(ها وتعداد کل شاخه: rدرخت، 

از روش حداکثر ،چنینهم.استjو iهاي شاخه
دست آوردن میزان جانشینی به هبراي ب4نماییدرست

جایگزینی نوکلئوتیدها در بازهاي پورینی و پیریمیدینی
بررسی تغییرات نوکلئوتیدي که باعث ). 22(شداستفاده 

نسبت به تغییرات ) dN(اند تغییر اسیدهاي آمینه شده
اند حاصله نداشتهآمینه نوکلئوتیدي که تأثیري در اسید

)dS( تشخیص براي، یک روش مفید و بسیار کارآمد
باشد ها میبراي ژنروند انتخاب طبیعی در طول تکامل

)15( .
)dN\dS(با استفاده از مقدار عددي این نسبت ،بنابراین

. شدشناسایی روند انتخاب طبیعی براي ژن لپتین 
قابل 3و 2ترتیب با استفاده از روابط بهdSوdNمقادیر 

. محاسبه هستند
d)                 2(رابطه  = −3/4Ln(1 − 4/3P )

d)3(رابطه  = −3/4Ln(1 − 4/3P )
جایگزینی هاي داراي ، نسبت جایگاهPNدر این روابط،

هاي داراي جایگزینی نیز نسبت جایگاهPSنامشابه و 
با dN\dSدار بودن مقدار عددي معنی. باشندمشابه می

. شدبررسی درصد 5آزمون فیشر در سطح احتمال 

نتایج و بحث
هاي مورد بررسی با هم اندازه ژن لپتین در گونه

. استکیلوباز متغیر5تا 5/0بوده و از متفاوت
هاي حاوي این ژن در موجودات کروموزوم،چنینهم

،انددر سراسر ژنوم پراکنده شدهمختلف متفاوت بوده و
باشد ها میژنکه به دلیل تنوع وظیفه بیولوژیک این

باشند و هاي ژنی لپتین چند اگزونی مییاکثر توال). 24(
این امر نشان دهنده تغییرات مکرري است که در طی 

احی غیر کدکننده ژنی به نواحی تکامل سبب تبدیل نو
روند انتخاب طبیعی ،بنابراین. کننده ژنی شده استکد

اینتبدیل . تواند یک روند مثبت باشدها میبراي این ژن
کرد جدید و تولید تواند با عملمیساختار ژنی

تعداد کل . همراه باشدهاي کدکننده پروتئینی بخش
ها رخ داده است هایی که در طی تکامل این ژنجهش
متفاوت جهش بوده و توزیع آنها در طول ژنوم 470برابر 

جایگاه 195هاي چندشکل نیز تعداد جایگاه. باشدمی
ها را توجیه که روند انتخاب مثبت در این ژن،بوده است

هاي درخت فیلوژنتیک روابط تکاملی توالی.کندمی
مقادیر ). 1شکل (دهد میها را نشانپروتئینی این ژن

Bootstrapهاي درخت نشان شاخهبالا در محل انشعاب
هاي مورد نظر از دهد، که درخت فیلوژنی پروتئینمی

. درجه اعتماد بالایی برخوردار است
د،شومشاهده می1طور که در شکل نهما

هاي مورد بررسی بر پایه هاي ژن لپتین در گونهپروتئین
در دسته اول . شوندمسیر تکاملی به دو دسته تقسیم می

از ماهی اقیانوس آرام، ماهی موجود در B1واریته 
از ماهی آب B1واریته نیزاقیانوس اطلس، ماهی ژاپنی و 

هاي پستانداران چنین، گونههم. اندسرد قرار گرفته
. اندي دیگر قرار گرفتهموجود و مرغ اهلی در دسته

لپتین در اند که شباهت هاي قبلی نشان دادهبررسی
موش و مرغ چه در سطح نوکلئوتیدي و چه در سطح 

درصد است، که از شباهت لپتین 95پروتئینی بیش از 
طور به،)6(باشد دیگر بیشتر میدر پستانداران با یک

90مثال شباهت لپتین در انسان و میمون خاکستري 
چنین یک تقسیم مجزایی در دسته دوم هم. درصد است

اي که پستانداران ذکر شود به گونهدیده میها از شاخه
اي نسبت به طور کامل در یک زیر شاخه جداگانهشده به

اند و در داخل هاي ماهی مورد بررسی قرار گرفتهگونه
براي مثال گاو ،دهندري نشان میتخودشان قرابت بیش

دیگر چنین گاو اهلی و بوفالو با همدار و بز و همکوهان
دارند و این روند براي سایر پستانداران قرابت بیشتري 

1- National Center for Biotechnology Information 2- Alignment
3- Neighbor-Joining 4- Maximum Composite Likelihood
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، نتایج شدطورکه ذکر همان.کندذکر شده نیز صدق می
حاصل از تغییرات نوکلئوتیدي که باعث تغییر اسیدهاي 

نسبت به تغییرات نوکلئوتیدي که ) dN(اند آمینه شده
، )dS(اند نداشتهبه دست آمدهتأثیري در اسید آمینه

تشخیص روند برايیک روش مفید و بسیار کارآمد 
باشدها میبراي ژنانتخاب طبیعی در طول تکامل

)15.(

نرخ جایگزینی اسیدهاي آمینه در هر1/0(هاي مورد بررسی هاي پروتئینی لپتین در گونهدرخت فیلوژنتیک توالی- 1شکل 
.)جایگاه

انتخاب مثبت، ،اگر این نسبت بیشتر از یک باشد
تر از یک باشد انتخاب خالص و اگر برابر یک اگر کم

ها نشان باشد انتخاب خنثی را در طی تکامل این ژن
که برابر ) dN\dS(مقدار عددي این نسبت ). 11(دهد می

در طی 1روند انتخاب مثبت) 1جدول (است 076/1
این نوع انتخاب . دهدها را نشان میتکامل براي این ژن

هاي هاي جدید، پروتئینواریتهوجود آمدن هسبب ب

. شودها میکرد جدید براي این پروتئینجدید و عمل
هاي جدید، وجود آمدن واریتههاین نوع انتخاب علاوه بر ب

روند تکامل ها در طی کرد آنطرفی سبب تثبیت عملاز
ها شده سازي عملکرد آنو پیشرفت در جهت خالص

است، که ناشی از تبدیل نواحی غیرکدکننده ژنی 
.به نواحی کدکننده ژنی است) هااینترون(

پارامترهاي تعیین روند انتخاب طبیعی در ژن لپتین- 1جدول 
1پارامترمقدار عدديانحراف استاندارد

057/0821/0dN

032/0763/0dS

043/0076/1dS/dN

، تغییرات نوکلئوتیدي که تأثیري در اسید آمینه )dN(اند تغییرات نوکلئوتیدي که باعث تغییر اسیدهاي آمینه شده-1
.دهنده روند انتخاب طبیعینشان) dS/dN(، مقدار عددي )dS(اند حاصله نداشته

1- Positive Selection
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مقادیر بالاي نرخ جانشینی به جایگزینی 
هاي پروتئینی حفاظت نوکلئوتیدي و عدم وجود بخش

این شده از جمله دلایل وقوع انتخاب مثبت در تکامل 
ژن است با توجه به تعداد کم نواحی پروتئینی حفاظت 

جدول ).17،16(باشد شده، دقت برآورد انتخاب بالا می

جایی نوکلئوتیدهاي ژن هنتایج حاصل از درصد جاب2
وط به جانشینی مربمقادیر بالاي . دهدلپتین را نشان می

که این مقدار براي طوريبهبازهاي پیریمیدینی است،
درصد و براي تبدیل 41/19تبدیل تیمین به سیتوزین 

.شددرصد محاسبه 32/15سیتوزین به تیمین برابر 

هاي مورد بررسیجایی نوکلئوتیدهاي ژن لپتین در گونههدرصد جاب-2جدول 
GCTA1نوکلئوتید

02/1283/56/4-A
89/441/19-07/5T
89/4-32/1507/5C
-83/56/448/12G

)G(و گوانین ) C(، سیتوزین)T(، تیمین)A(نوکلئوتید آدنین -1

ترتیب یر براي بازهاي پورینی کمتر و بهاین مقاد
برابر براي تبدیل آدنین به گوانین و گوانین به آدنین 

مقادیر جایگزینی حاصل . درصد بودند48/12و 02/12
سایر محققین از سويدر این بررسی با مقادیر ذکر شده 

که بیشترین میزان جانشینی را جانشینی بازهاي 
علت این . اند مطابقت داردپیریمیدینی گزارش کرده

توان به متیله شده سیتوزین نسبت داد تغییرات را می
میزان جایگزینی بازهاي چنینهم). 27،25،18(

میدینی به پورینی و پورینی به پیریمیدینی نیز پیری
نتایج حاصل از آنالیز .درصد محاسبه شدپنجحدود 

نواحی حفاظت شده پروتئینی نشان داد، که توالی ژن 
ناحیه حفاظت شده است که این هفتلپتین داراي 

ین حدود ــنواحی بخش کوچکی از توالی ژنی لپت
بنابراین، . دهدمیرا پوشش1510تا 1488ید ــنوکلئوت

ژن ینواحی حفاظت شده پروتئینی بخش اندکی از توال

دهنده دهد که این امر نشانلپتین را تشکیل می
مستعد بودن آن به نیزچندشکلی بالاي این ژن و 

وجود هباشد، که سبب بتغییرات نوکلئوتیدي و جهش می
عملکردهاي جدید چنین همهاي جدید و آمدن پروتئین

بهبود ژنتیکی صفات تولیدي از علاوه بر آن،و شود می
طور کلی به. جمله افزایش وزن بدن را به همراه دارد

نتایج تحقیق حاضر نشان داد، که ژن لپتین از پراکندگی 
. کروموزومی و وظایف بیولوژیکی مختلفی برخوردار است

، نشان داده شد که بیشترین میزان جانشینی به علاوه
بازهاي پیریمیدینی بود که در تمامی بازها مربوط به 

بررسی روند انتخاب نشان . هاي ژن پراکنده استقسمت
داد که در طی تکامل انتخاب مثبت طورت گرفته است، 

اي در شناخت وظیفه بیولوژیکی که این امر نقش عمده
. این ژن خواهد داشت
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(Short Paper)
Phylogenetic Analysis and Molecular Evolution of the Leptin Gene

Javad Ahmadpanah

Abstract
In the current study, phylogenetic analysis and molecular evolution of the mammalian’s

Leptin was investigated. Data was achieved and aligned by searching its genome database,
while all examined mammals contained only a single copy of the Leptin. The nucleotide
substitution rate of the sequences and molecular evolution of the Leptin were calculated by
maximum likelihood and neighbor-joining method respectively and phylogenetic tree was
constructed. Bioinformatics researches results identified that Leptin genes are distributed across
the genome. On the other hand base substitution rate of the pyrimidines to pyrimidines or
purines is much more than that of in purines to pyrimidines or purines. The dN/ds ratio of the
Leptin sequences indicated that Positive selection was accrued during evolution which made
new branches to give different responses. This can justifies high polymorphism of the Leptin.
Phylogenetic analysis showed that Leptin proteins based on mainly are divided to two clades
their evolutionary relationships. In the first clade the protein sequences are divided to mammals
and chicken and in the second clade called the others we have all types of fish.
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