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دا஺ه ਠൌ࣡ીی

ದ࣪و ت਽ࣨوॽوژی را ୀ࠱ھده
భساঀھای వଲل ૛भඟ໋ه و

ত୏تاب భ حال ৔وૐॣه
  . ی ॰ده ا॥ت

৅ ଘ ଒ ୀ࡛وی  ංඌ঒ند ଌن
୓ی تඅൢیک وری از

از  ਮࣨون ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی
و ୈاد୓ و ಧ ୓ࣨوع দوଡ ن

ی ಧජ໑ࣖط با ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی
 از ඵෑرماه  ଘ داখ஺ھا و

.ت اراଢ اষࣇخاب ॰د

  ری ੀय़یاری 

ণ  ਽یا ر૚঺ه ࣪ದ ید علمॻو৔ ࣊ࡔمস

ৗ వଲوଌن ی، ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی

୏ ࣨونਯم اক ،ت॥ی ا
ن ದ ଘ࣪وت਽ࣨوॽوژی داਗی

ৗوଌن ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی ت࢕ف
඼ار૛भඟ໋ه ದ หࣥواষند با ඼ෙ঳و
ਬࣞفاده ड़و୉ و دਲ਼࣪ق از

 (Genom భ ن಻ൿൌৎ نار঍
  .  

کاری हख़ࢤو୓ ଐی िور با ھ
඼່اऒوان ھماীش . ৶ࢤود 

ی علਖی ঃنا॥ب गࢨت

ൌॣید اোصار  

 ی

૓੪ࣚه ඼້ار ૛भඟ໋ه و  ਵণآ భ
ड़ولࢆوฮی ୓ی و روش ک

ع࢖وم ୐شਔی و وم জیاਘی
وࣿب ৔وଥ زیاد ख़࡛ࡽ಻൜ن

൏ख़ت࢕ ୓ی ی از ॒م૤ه ౼૚අه
໋ ඼້ ی਩࣪واਲ یکංඓن ژ ندا

ا. را ੀ঳ࣤود মࡑുند دام ح 
mic Selection

.ඟ໊ده ا॥ت آ৩ھا ب

 ୀای ৅ࡑ಻ൻീن بار ই భ࡭و
 ه سال جاری චୀ໋ار

قالات دارای ൌग़یار୓ی
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وژی భ ع࢖وم داਗی

 ماীش
ਵ ࡑࡣت৅ ه૚঺ر భ  انୌا ر

یکژංඓ  علم ࣂඩر඘भھای
భ জ ساম ୌࡑش ୓ از ॒م૤ه ع࢖و

ع࢖وم داਗی ड़و ࣨوॽوژی

س࢖وঀھای අඏیادی و ࢹب
భ ندേ৳ند درേ೷িیار داං౻ا

 ૞শା  ی ه୓رඵේज़ اصلاح
 (nعات و ৔واฮی ژৗوم

از اଌن با঻ࢌ ઈোࢹب را  ی

وژی భ ع࢖وم داਗی  را
ورزی ই࡭ور ৘඼ෙ७ భورما

ग़ق ، و াس از داوری
  .୓ را اراඇඖ ଣ࣒ماশند
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م دඵැر ھماپیا
ઍور঺یૢه భ حال حاණر ا

ඒࣂଘ   ඩ ࣅناশࢌ با. ૛ه با॰د

ऒ భود ھേتایان از ୃ ن
ࣨ਽࣪وتದ ھای඘ඇൖب༚ نار঍భ  ی

ت਽ࣨوॽوژی ৗوইୃࢹ ಻ൾن،
ଘ د اୁار یک ࣔࣨوانद

ା دमࢌ ، ໆ சرࠥت و
ୀاساس উل اطلا خاب

ໆرشاری భآॠد୓ی و ૛ه

৑ࡺش ದ࣪وت਽ࣨوॽوژ  ࣔࣨوان
ళพده ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی ইشاو

دඵැرخاଡ واલل ඟ໋دید و
୓تاوردণن دଌඟ໕ی آਗدا

   

گرو

مਚیھماীش     

ઍব د॰باඇඖ رشනේঝ حال
ୀୃ آণیا ر঻༚ࢌ دا૛তه

ओوان ଒ دام ࣪وت਽ࣨوॽوژی
঍ ી భ࣡࠽ت داඳෂروری

಻ൾপ و باभࢌ ইࡤت ، ک
ದ ଘ࣪وت਽ࣨوॽوژی ਲ࣪وا਩ی ه
، ୈ ச ଦ ଽادی ଘ ک

঳ھࢂਣশචی و اষࣇخا اୃر૛൏৆ه،
ن ඼້ار ده ૛भඟ໋ داേ೷িندا

مਚی با ࣔ   اऻબھان ھماীش
ళพ঒و୑ ن಻ൾ൒رویان و ھࢠ

تای ख़࡛ور୓ی ھماীش ଘ د
ی ಧජ໑ࣖط با ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی د

   

ই భ࡭ور ඥযرࠥت భ ح ی
ୀ ی୓࡭ورই ود باর دগواऒ భ

਽  .دا८ت ऒواগد ඩযر  ದ࣪و
భ ࡭ورই ودओوड़ ھای඘ඇ౮ජ໎

DN ، یਉندੀय़ یکංඓژ
ر৯د اජ໑وزه. ඵිر ਗی থذا

کلاণیک ७ھایرو با ھا
(Cl یدॻو৔ ، تฬ࣪واਲ ୃ
اਬࣞفاد ड़ورد गھان ੢ॢ భح

஺ی داਗیم داਠൌ࣡ી ه
گاه ر ु঒و୑ ناوریभ ت
ک ଘ یࢃચد ग़قاభ ଔ راণتا

یॠدࠩو ऑ భوزه ୓  ران 

     

ইرୀد علم ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی
భ༚ دیکେ نده ایশآ 

భ یச ࡼوذ৑ ی زਛد৯ز
঴໎دਙ৪ی ا॥ت  .ش ඇඖبا॰د

 NAنࢂ୓ඟی ड़ولࢆوฮی
ଢغذৎ ੁࣜط وख़ ࡣتীتأි ز

ت࢕਻࣪ق آ৩ھ و ت਽ࣨوॽوژی
ଡسازی  ساloning) 

ଔزප ی୓اୁار భ دॠکارآ

ଌن اساس ඟ໋وه ع࢖وم
 از॒م૤ه ୑وళพ঒ده زীࡣت

ࣣقاਦی ارسال و େدیک
భ اଌن ھماীش এࡱت ප෧।ر

  

   

৔وૐॣه و کار
آ భ دارد و

৑ آশنده ඵ෕ز
وනේঝرش

  

িشانࢂ                        
ৎ سلاਠঃی،

ದ࣪وتৗ ਽وଌن
౵ඁࣱل ھࢡس

පෂز ඵද ଘره
                               

                          ଌاୀ
جاৗوری

਼࡛ࣣق  ূ ච໊اජ໑
భ ن಻ൾ൒ھࢠ
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ࡣت भناوری
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ীیان ھماঃحا

ই- ඟ໋شاورزی  ௉ه

                     

  

                     

اଌن
وళพ঒ده زীࡣ

ই ه ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی

௉دا

                     

                     

ళ ୑و
୑وళพ঒ده 
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.............)...حريت
............................
............................
............................
..........................
..........................

PC) زاهدي لالي.(
).....سعود سلطاني

).............سلطاني
)....يوحيد سلمان 
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).........الله پورنعنايي
PCR)بادبرين اتنج

)............ري ورزنه
).........................ي

........).........ژوهي
مد مصطفي پورسي

... )DGAT1(فراز
مليح  ...(سوماتيكي
محمد ج...(ي شيري

وس حاجي حسينل
مونا حبشي زاده اص

رويا ح...(ر بر رشد
............................

).........فيروزي ني
)......فيروزي ماني

..........................
)......ربيع رهبر(ي

CR-SSCP از فاده

مس...(صفات توليدي
مسعود س( ...وع آن

...(با استفاده ازينو
..........................

)............ صالحي
)....حسين عسكري

 )هادي غلامي..(
PCR )...سميه قرائي

PCR-RF)شهاب ا
..............................
س( Msp Iبا آنزيم

)...........طناز لايق(
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فهرست مقا
                  

حجت اسداالله(ري
R-RFLPروش  ز

مينا باقر(لي در گاو
مهدي بهلولي( ران

فريد پژ...(موس در
محم( چ هاي دورگ

يسرول آسيل ترانسف
هاي سو امتياز سلول

وماتيكي در گاوهاي
عباس (وسفند ماكويي

( ...س كنتورتوس در
 نواحي ژنومي مؤثر
...........................

رقيه رحمان(گرمايي
T رحمرقيه (...  در

..........................
F در گوسفند سنجابي
استف با برولا مرينو ×

با ص(OLR1) شده
و تنو (OLR1)شده

برولا مري×  افشاري
)......................و

محمد سعيد( رايي
غلامح(ستان اصفهان

.) KCN(اكازئين پ
R –R Fز تكنيك

Fمازندران با روش

..............................
ب PCR- RFLPش

...(لي جهت كاربرد

گرو

مਚیھماীش     

                  
رين در گاوهاي شير

از استفاده با ره گل
ود عملكرد توليدمثل
ر گاوهاي شيري اير

در هيپوتالا ديآم ـ ن
قوچ رم با ميل جنسي

از ژن دي آسيل گلي
 صفات توليد شير و
 با نمره سلولهاي سو

PCR-SSC در گو
ه نماتود همونكوس

براي شناسايي 1وم
)....داوديآرش (ت
تنش گ به گوشتي ي
TRH ژن بيان بر ش

)..............رافشان
FecBمرتبط با ژن

×دان آميخته افشاري
چگالي پائين اكسيد ش

د شچگالي پائين اكسي
رگوسفندان آميخته

Sperm   )شادانلو
لاموس موش صحر

S در گاوهلشتاين اس
و  كاپ)  OPN(تين

ن فقرات با استفاده ا
گوسفندان نژاد زل م
.............................(
بومي فارس به روش
وان ادجوانت مولكول

                  
ندشكلي ژن لاكتوفر

Fec در گوسفند قر
خيص بيماري و بهبو
و محيط بر توليد شير

نيآلان ليفن ـ نيآرژن
ت كمي و كيفي اسپر

 K232Aجايگاه 

DGAT با عملكرد
TLR و ارتباط آن

IG  با استفاده ازCP

ي مقاومت ژنتيكي به
ي مولكولي كروموزو
 حيوانات تراريخت

هايجوجه سازگاري
پرورش دوره اوايل ر
سالار در(پروري  ي

ركر ميكروستلايت م
 FABP درگوسفند

نده ليپوپروتئين با چ
نده ليپوپروتئين با چ

د ) 4و اگزون  3ون 
Status and DN

هاي فحلي در هيپوتا
STAT1جايگاه ژن 

ژن هاي  اوستئوپونتي
كي ناهنجاري ستون
ستاتين در جمعيت گ

)مجتبي قنبري(ايي
هاي بو مون رشد مرغ

گاو به عنوC3dطعه

 مقالات         
يات بيولوژيكي وچن

cG چند شكلي ژن 

روتئوميكس در تشخ
ر متقابل ژنوتيپ وث

آ به وابسته ديپپتيان
بين صفات ي ارتباط

فراواني چند شكلي
T1 چند شكلي ژن 

R2پلي مورفيسم ژن 

GF-Iچند شكلي ژن

مقدماتي چند شكلي
يوستگي نشانگرهاي
رزي ژنتيكي و توليد

سو  CRH ژن بيان
د حرارتي دهيادت

هاي مولكولي و آبزي
تنوع ژنتيكي پنج مار

P4 ژن شكلي چند ي

رتباط بين  ژن گيرن
گيرنچند شكلي ژن 

اينترو( FTOي ژن
NA Dose Play K

هادر گامه 1 كيس ـ 
چندشكلي در دو جا
تاثير پلي مورفيسم ژ
ي بيماري نقص ژنتيك
چندشكلي ژن كالپاس
زي دام و امنيت غذ
چندشكلي ژن هورم

ه قطگ وكتور كد كنند

عنوان
خصوصي
بررسي چ
كاربرد پر
بررسي ا
الگوي بي
مطالعه ي
ارزيابي ف
ارتباط  
بررسي پ
بررسي چ
بررسي م
تحليل پي
ور دست

تغييرات
عا اثرات

نشانگره
بررسي ت
شناسايي
بررسي ا
چبررسي 

تنوع اللي
Ke… 

بيان ژن
بررسي چ
بررسي ت
شناسايي
بررسي چ
شبيه ساز
بررسي چ
كلونينگ
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جايگاه يك  شكل تشكيل شده و داراي از دو ناحيه كروي لپكه هريك از اين دو) Nو  C( وجود داردلپ تئين دو در ساختار اين پرو. دارد
ايـن ژن قسـمت    15تا  12هاي  و آكسونلپ قسمت اول ناحيه كروي هر  ،اين ژن 12تا  9و همچنين  4تا  2هاي آكسون. استآهن اتصال با 
مطالعات اوليه در خصوص مكانيسم ضد باكتريايي اين گليكوپروتئين به اين .  (Seyfert et al., 1994)كند اين پروتئين را كد مي لپبعدي هر

شـود كـه    هايي مي موضوع اشاره دارد كه اين پروتئين با بلوكه كردن يون آهن و غير قابل دسترس نمودن آن باعث جلوگيري از رشد باكتري
ضد   بيشتر شدن دامنه مطالعات در مورد اين گليكوپروتئين، مشخص گرديد كه مكانيسمبا . در ساختار سلولي خود احتياج به يون آهن دارند
توانـد روي ديـواره سـلولي     پروتئين مـي  دهد كه اين گليكو كه بعضي از آزمايشات نشان مي باكتريايي لاكتوفرين بسيار پيچيده است به طوري

هـا افـزايش    و ليـزوزوم   بادي ها را نسبت به آنتي واره سلولي، حساسيت اين باكتريساكاريد از دي ها اثر گذاشته و با جدا كردن ليپوپلي باكتري
با اين وجـود در مـدت زمـاني كـه     . تر است غلظت لاكتوفرين موجود در شير گاو از تمامي پستاندارن ديگر كم .(Pawlik et al., 2009) دهد

ونت باكتريايي قرار گرفته است، غلظـت لاكتـوفرين موجـود در شـير بـه      كند و يا در شرايطي كه پستان تحت عف غده پستان، آغوز توليد مي
كـه   به طـوري  باشد، هاي مختلف بدن ميزان بيان ژن لاكتوفرين متفاوت مي در بافت .(Li at al., 2004)كند داري افزايش پيدا مي صورت معني

هاي شش، كليه  در بافت يدر بافت روده و به مقدار بسيار كمبيشترين سطح بيان اين ژن در غده پستان و كبد و پس از آن به ميزان متوسطي 
و ميزان بيان ايـن ژن وابسـته بـه     شود بيان مي ها هاي اپيتليال و نوتروفيل در غده پستان ژن لاكتوفرين توسط سلول. گيرد ميصورت و طحال 

 ,.Pawlik et al)گيرد مينيز قرار  TNF_alpha1 و د رتينوئيكثير فاكتورهايي نظير اسيأاين ژن تحت ت ميزان بيان. باشد ها مي مرحله رشد آلوئل

2009) .  
  

  ها با صفات توليدي و تشخيص نژادي و ارتباط آنهاي مورد مطالعه در ژن لاكتوفرين  چندشكلي
لي در ناحيه وجود چندشك. ها گزارش شده است و همچنين در اينترون  هاي زيادي در ژن لاكتوفرين در نواحي پروموتر، آكسون چندشكلي

كامينسكي و  Kaminski et al., 2006).( داري با توليد پروتئين و همچنين درصد پروتئين شير دارد ارتباط معني (G/C)پروموتر اين ژن + 32
 همچنين اين. باشد پروموتر اين ژن، با افزايش توليد پروتئين شير در ارتباط مي+ 216احيه رش كردند كه چند شكلي موجهمكاران گزا

ها به كمك  عنوان نمودند، اين چند شكلي) نظير ژن گيرنده هورمون رشد(ها  محققين با بررسي همزمان اين چند شكلي با ديگر چندشكلي
هاي مختلف گاو شيري نيز چند شكلي ژن  در نژاد .(Kaminski et al., 2008)تواند باعث افزايش توليد شير و چربي شير گردند  هم مي

هاي موجود در اين ژن فقط در بعضي از نژادهاي گاو شيري  طالعه قرار گرفته و مشخص شده است كه برخي از چندشكليلاكتوفرين مورد م
 2اين ژن فقط در نژادهاي گاو شيري هلشتاين، نيوزلند و منتبليارد - 926و  -915به عنوان مثال وجود چند شكلي در نواحي . وجود دارد

نين وجود يك چند شكلي وابسته به نژاد در ناحيه پروموتر اين ژن مورد شناسايي قرار گرفته است همچ. مورد شناسايي قرار گرفته است
 ,.Pawlik et al)خواهد بود )(CC، بر اين اساس ژنوتيپ تمامي گاوهاي هلشتاين در اين جايگاه به صورت هموزيگوت )- 1560جايگاه (

. اين ژن را گزارش كردند 4و اينترون شماره 15، و 11، 9، 8، 4هاي شماره  وجود چند شكلي در آكسون )2004(همكاران لي و .  (2009
همچنين اين . شود آمينه والين مي اين ژن باعث جايگزين شدن اسيدآمينه ايزولوسين با اسيد 4وجود چند شكلي در ناحيه آكسون شمار 

هاي موجود در ناحيه  ميشه همراه با ديگر چند شكلياين ژن ه 15محققين گزارش كردند كه چند شكلي موجود در ناحيه آكسون شماره 
هاي  شكلي در اين ناحيه از ژنوم ممكن است نقش مهمي در فرآيند ترجمه و مكانيسم تنظيمي اين ژن خواهد بود، در نتيجه وجود چند

 .(Li at al., 2004)تنطيمي اين ژن بر عهده داشته باشد 
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Abstract 
In this article, biological properties of lactoferrin, Its role in the immune system, and genetic 
polymorphisms and their relationship with production traits and mastitis has been studied. Lactoferrin 
with 80 kDa molecular weight is composed of 690 amino acid. This glycoprotein plays many important 
functional and biological roles in the body, such as,  
protection of body against viruses, bacteria, fungi and parasites, and also, inhibition role for growth of 
mastitis-causing pathogens. There are many Studies, which confirmed association between these gene 
polymorphisms with production traits and resistance to mastitis in Holstein cows. As a result, 
polymorphisms of this gene can be candidate for breeding programs of dairy cows to improve their 
resistance to mastitis and increase yield. 
 
Keywords:Lactoferrin, Polymorphism, Mastitis and dairy cattle   
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  روشها و مواد
هاي ج و با استفاده از لولهتصادفي و انفرادي از سياهرگ ودا صورتبه  )ماده 69نر و  31(گل سرخس از يك صد راس گوسفند نژاد قره

استخراج  DNAتعيين كميت و كيفيت . استفاده شد Clotted Bloodژنومي از روش بهينه يافته  DNAبراي استخراج . نمونه خون تهيه شدخلا 
 واكنش بوسيلهنهاد شده توسط هانراهان و همكاران ژن مورد نظر با استفاده از آغازگرهاي پيش. شده به روش الكتروفورز ژل آگارز انجام شد

  .صورت زير بود به ها پرايمر اين توالي كه شد تكثير مراز پلي اي زنجيره
G1:5´–GAAGACTGGTATGGGGAAATG-3´  وG4:5´–CCAATCTGCTCCTACACACCT-3´  

، MgCL2ميلي مول  PCR 10X ،5/2ميكرومول بافر  5/2الگو،  DNAنانوگرم  50شامل ميكروليتر، 25در حجم نهايي  PCRواكنش 
 مرحله يك از استفاده باتكثير قطعه مورد نظر . پيكومول از هركدام از آغازگرها بود 10پلي مراز و  Taqواحد آنزيم  dNTP ،1 مول 2/0

 ثانيه، دماي 30به مدت  C94̊ در  سازي واسرشته شامل چرخه 30دقيقه و  3 مدت به گراد سانتي درجه 95 در دماي سازي واسرشته ابتدايي

. شد انجامدقيقه  7به مدت  C72̊ نهايي  تكثير دماي يك ثانيه و 30به مدت  C72̊ تكثير  ثانيه و دماي 30به مدت  C53̊ آغازگرها  اتصال
كروليتر محصول مي 17ميكروليتر بافر و  Rsa I ،2 آنزيم واحد 1 ميكروليتر، حاوي 15 حجم در PCRآنزيمي محصولات  هضم واكنش
PCR اتيديوم حاويدرصد  5/1در نهايت براي مشاهده باندها از ژل آگارز . گرفت انجام ساعت 2 مدت به سانتيگراد درجه 37 دماي در و 

رد براي برآو .ها از دستگاه ژل داك استفاده شدو براي عكس برداري و انجام تجزيه تحليل) ساعت 2وات به مدت  85با توان ثابت ( برمايد
براي بررسي رابطه الگوهاي  و Pop Gene Version 1.31، هتروزيگوسيتي كل و درصد چند شكلي از نرم افزار(ne)تعداد آلل كار آمد 

  .استفاده شد SAS version 9.1با صفت دوقلوزايي از نرم افزار  GDF9آللي ديده شده در ژن 
 

 ثنتايج و بح

جفـت بـازي در نظـر گرفتـه      1503نشان داد كه قطعه  GDF9درصد، از جايگاه ژن  5/1ز كتروفورز محصولات تكثير شده روي ژل آگارال
كـه    Rsa Iتوسط آنـزيم   GDF9جفت بازي تكثير شده ژن  1503قطعه . شده به خوبي و بدون هيچ باند غير اختصاصي تكثير يافته است

 اليـت آنـزيم در صـورتي كـه در تـوالي     در هنگـام فع . يـد هاي برش اختصاصي بر روي قطعه ژني تكثير شده است، هضم گردداراي جايگاه
تـوان وجـود و يـا عـدم وجـود      بنابراين مي. گيردبه وسيله آنزيم در آن منطقه صورت نمي DNAتشخيص آنزيم تغييري ايجاد شود، برش 

در اثـر  . باشـد مي Rsa I ، GT/ACتوالي تشخيص براي آنزيم . هاي مختلف تشخيص دادجهش در منطقه برش را از طريق ايجاد ژنوتيپ
 PCR-RFLPها داشتند براي نمره دهي در روش هضم محصولات تكثير شده با اين آنزيم سه جايگاه كه بيشترين فراواني را در بين نمونه

روه يك، جفت بازي بودند در گ 350و  607افرادي كه داراي دو باند در محدوده . بر اين اساس سه نوع ژنوتيپ شناسايي شد. انتخاب شدند
شد كه پـس از انجـام عمـل الكتروفـورز روي ژل     مي/+) -(گروه دوم شامل افراد هتروزيگوتي . قرار گرفتند+/+ يعني ژنوتيپ هموزيگوت 
هـاي مـورد آزمـايش تنهـا دو فـرد ژنوتيـپ       از بين تمـامي نمونـه  . جفت بازي ايجاد كرده بودند 350و  607، 852آگاروز سه قطعه به طول 

كمترين فراوانـي   -/-افراد داراي ژنوتيپ هموزيگوت . جفت بازي نشان دادند 350و  852را با ايجاد دو قطعه در محدوده  -/-هموزيگوت 
  . بيشترين فراواني را داشتند/+ -و افراد هتروزيگوت با ژنوتيپ 

. رفتگل مورد آزمون قرار گقرهبا صفت دوقلوزايي در گوسفندان نژاد  GDF9هاي مشاهده شده در ژن داري اثر ژنوتيپرابطه معني
نتيجه . گل داردداري روي تخمك گذاري و افزايش نرخ دوقلوزايي در گوسفندان قرهاثر معني GDF9د ژن نتايج به دست آمده نشان دا
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  RFLPدر روش  روي صفت دو قلوزايي GDF9تجزيه واريانس اثر جايگاه  - 1جدول 

  صفات درجه آزادي Wald آماره

ns8570/0 1 جنسيت  

  الگوي آللي 2 6497/9**

  ح احتمال ا درصددار در سط معني** 
 

Study of GDF9 gene polymorphisms using PCR-RFLP in Gharegol sheep breed 
 

Badbarin Nejat1*, Sayed Ziyaedin Mirhoseini2, Amjad Bahmani 3, Seyed Benyamin Dalirsefat4, Zarbakht Ansari5 
1, 2 and 3- PhD Student, Associate Professor and Postgraduate Student, Department of Animal Sciences, Faculty of 

Agriculture, Guilan University, Rasht, 4 Dept. of Sericulture, Faculty of Agricultural Sciences, Guilan University, Rasht, 5 
Assistant Professor, Department of Animal Science, University of  Sari 

* Corresponding E-mail address: nejatbadbarin2002@yahoo.com 
 
Abstract: 
In this study polymorphism of GDF9 gene and its association with twinning in Gharegol sheep breed 
was assessed using PCR-RFLP technique. Blood samples were randomly and individually collected 
from 100 Gharegol sheep at the Gharegol breeding station of Sarakhs-Iran. One pair of specific primer 
was selected to amplify a 1503 bp fragment of the gene and Rsa I enzyme was used to digest the 
amplified fragment. Three genotypes including AA, AB and BB were identified in the studied 
population. In the PCR-RFLP method, as a result of significant relationship between genotype 
polymorphism and twining trait, the heterozygote animals demonstrated higher ovulation and fecundity 
rate. 
 
Key words: Gharegol sheep, GDF9 Polymorphism, PCR-RFLP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  ਠൌ࣡ીی اऻબھان

ي 
در 
كه 
در 
ت 
. ند

ي 
ين 
يع 
- ش

كه 
 و 
ص 
ت 
ي 

ી ه஺دا

  و

گرهاي زيستي برا
انگرهاي زيستي د

دهد كم نشان مي
Bru كشت شده د
در آزمايشات. باشد

كوئيدها نقش دارند
ن توليدمثل ضرور
ند پلي پپتيد كازئي
 و مقدار آن در ماي

و روش هاواكسن 

هايي ك طي و پيام
زمانگذر با  رند

يك زمان مشخص
يستي، لازم است

هاي  بين پروتئين
  ها و  پروتئين

مثلي در گاو

نشانگ شناسايي به 
ئين به عنوان نشا
ريتيس و گاو سالم
ucella abortus

هاي جديد مفيد ب
وسط گلوكوكورتيك
در افزايش راندمان

مانن هاخي پروتئين
ت در نوع پروتئين

داروها، در كشف

يط مختلف محيط
 در آن نقش دار
ر يك سلول در ي

هاي زي و واكنش
هاي ن برهمكنش

كس به شناسايي

 

 

توليدمملكرد 

  هان
Mina   

تواندست كه مي
م شد هشت پروتئ
و مبتلا به اندومتر
sوم سويه باكتري 

و واكسنه داروها 
 در مهار ايمني تو
 و زمان مصرفي د

برخدهد كه بيان ي
ه است كه تغييرات

تواند دوميكس مي

ول در برابر شراي
و مسيرهايي كه 

هايي كه در وتئين
 رفتار سلولي و
 آنها و همچنين

پروتئوميكر واقع 

شگاه صنعتي اصفهان 
 1390ماه

ی భ ع࢖وم داਗی

 و بهبود عمل
  زنه

نشگاه صنعتي اصفه
a_b641028@ya

091322931  

ت و مايعات بدن ا
ت تخمدان انجام
ئوم سرم بين گاو

مقايسه پروتئو. بد
 بيماري و كشف

هاي آيندهي فرضيه
د با كاهش هزينه
ري زياد نشان مي
چنين گزارش شده

كه پروتئو كردري

سلو. ها است ئين
ها براين پروتئين

به كليه پرو .دنياب
هاي ملكولي م

ختلف، عملكرد
در .شود گفته مي

گروه علوم دامي دانش
شهريور31

৑ࡺش ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی مਚی

  

  

ص بيماري
مينا باقري ورز
 كارشناسي ارشد دا

ahoo.com: ونيك

07: ره تلفن تماس

ها در سلول، بافت
يع فوليكولي كيست
يسه الگوي پروتئ
يابيش كاهش مي

 براي درك بهتر
كه در شكل گيري
روري نر مي تواند
پرماتوزوآ با بارور

همچ. يش مي يابد
توان نتيجه گيـر ي

  مني

ود به عهده پروتئ
بناب. سازد   را مي

ي تغيير مي دائماً د
شناسايي مكانيسم
ها در شرايط مخ

سها پروتئوميك 

گ

مਚیھماীش     

س در تشخيص

دانش آموخته
آدرس پست الكترو
شمار

هآن و بررسي بيان
ي كه بر روي مايع

قامهمچنين  .شدند
ريتيس بعد از زاي

تواندميبروسلوز
شوند كشناسايي مي

عوامل مؤثر بر با 
 باروري كم با اسپ
 باروري زياد افزاي

در نهايت مي .اشد
  .فيد باشد

شانگر زيستي، ايم

شو لول انجام مي
هاي مختلفي ين

شود وش آنها مي
براي ش .شود مي
د، تغييرات آنهنو

بررسيموعه اين

 پروتئوميكس

ها واسايي پروتئين
ايدر مطالعه  كند

شد شناسايير گاو 
و مبتلا به اندومتر
 از گاو مبتلا به ب
يرهاي جديدي ش
مكانيسم مولكولي

اسپرماتوزوآ با م
 در اسپرماتوزوآ با
ري گاو نر مؤثر با
ندمان توليدمثل مف

، توليدمثل، نشكس

هايي كه در سل ت
كند، پروتئي ت مي

ك سلول دستخو
ن سلول گفته م
شو سلول بيان مي

به مجم. سي شود

كاربرد

س روشي براي شنا
كمك ليه بيماري

ست فوليكولي در
زوموكوئيد در گاو
ا سويه جدا شده

ها و مسيپروتئينس
و شناخت م هائين

پروتئومن مقايسه 
وزين كيناززان تير

د بر شاخص بارور
 جديد و بهبود را

پروتئوميك: كليدي

فعاليت اغلب ل و
اف دريافتي اطر
هايي كه يك سترس

م آند، پروتئونو
ي كه در يك س
 يك سلول بررس

  چكيده

پروتئوميكس
او تشخيص

تشخيص كيس
غلظت اروز
آزمايشگاه با
پروتئوميكس
مطالعه پروتئ

بنابراين. باشد
و ميز 2كيناز

تواندمني مي
هاي درماني

هاي كواژه

  مقدمه

رفتار سلول
هاي از سلول

برحسب اس
شو بيان مي
هايي پروتئين

مختلف در



   1390شهريور ماه  31اصفهان  گروه علوم دامي ،  دانشگاه صنعتي                                                                                      10

 
 

نشانگرهاي به  توان هاي سالم و بيمار مي هاي بافت الگوي پروتئين مقايسهبا  .پردازدها در سلول، بافت و مايعات بدن ميبررسي بيان آن
  استفاده كردآن در حيوان  مديريت و ليه بيمارياو شناساييها در و از آنپي برد  مرتبط با بيماريزيستي 

( 2006, Mollisa ;2007, Radosevich)  . به شكل گيري فرضيه  تواندميهاي ميزبان و عامل پاتوژن بر همكنش پروتئين شناسايياز طرفي
همچنين آزمايشات . Lippolis,2008)(هاي درماني جديد كمك كند و روش هاواكسن ،داروها هايي براي تحقيقات آينده و كشف

با شناخت مكانيسم مولكولي عوامل مؤثر بر باروري نر مي تواند با كاهش هزينه و زمان مصرفي در افزايش راندمان توليدمثل  سپروتئوميك
ئوميكس پروتئين پروت. كنداسترس زايمان و دوران انتقال سيستم ايمني ذاتي را مهار ميبا توجه به اينكه  .(Divyaswetha ,2008)مفيد باشند

گيري فرضيه هاي آينده در مهار ايمني توسط گلوكوكورتيكوئيدها مؤثر هستند كند كه در شكلها و مسيرهاي جديدي را شناسايي مي
)(2008 ,Lippolis.  

 

  نتايج و بحث
دهد يكولي كيست تخمدان نشان ميبر روي مايع فول (D PAGE-2)مطالعات انجام شده با استفاده از الكتروفورز ژل پلي اكريلاميد دو بعدي 

متيونين سينتاز،  ،(EAF)، فاكتور همراه با اريتروئيد (BMFA)ميتوكندري گاوي  1- اف -هاي آدنوزين تري فسفاتازكه هشت پروتئين به نام
، بتا (HSP70) 70–فسفات دهيدروژناز، پروتئين شوك حرارتي  - 3، گليسرآلدهيد  (VEGF) گيرنده فاكتور رشد اندوتليال رگي

ها به عنوان بنابراين شناسايي اين پروتئين. لاكتاگلوبولين و سوكسينات دهيدروژناز درون مايع فوليكولي كيست تخمدان توليد مي شوند
- نشان ميآندومتريوم گاو  بررسي پروتئوم (Maniwa ,2005).نشانگرهاي زيستي مي توانند در تشخيص كيست فوليكولي در گاو مؤثر باشند 

، پيش  LHگيرنده هورمون  1- ، ايزوفرم6- ، پراكسي ردوكسين27–، پروتئين شوك حرارتي 2- هاي دسمين، آلفا اكتينپروتئينه ك دهد
در حاليكه اين . يابندافزايش ميابتلا به اندومتريتيس با  ،  MHC 1-و زنجيره سنگين كلاس  1- ، دئوكسي ريبونوكلئاز43- ساز كالكتين

، زيرواحد بتا هموگلوبين، كانال پتاسيم تترامر دومين دو 2- ترانسفرين، پيش ساز اينترلوكين هايي مانندينپروتئعفونت منجر به كاهش 
دهد كه غلظت همچنين مقايسه الگوي پروتئوم سرم بين گاو مبتلا به اندومتريتيس و گاو سالم نشان مي (Changyong ,2010). شودمي

. در زمان زايمان نوسان داشته است (orosomucoid/α1-acid glycoprotein) 1- اسيد آلفا هاپتوگلوبين و اروزوموكوئيد گليكوپروتئين
توان از ميزان شود غلظت اروزوموكوئيد كمتر ازگاو سالم است بنابراين ميولي در گاوي كه بعد از زايش مبتلا به اندومتريتيس مي
 Radosevich ,2007). (اروزوموكوئيد سرم بعد از زايمان به سلامت دام پي برد 

ي پژوهشگران با آزمايشات پروتئوميكسي كه بر روي باكتري مايكوباكتريوم اويوم زيرگونه پارا توبركلوسيز انجام داده اند به دنبال شناساي
ا درك هاي تشخيصي جديد و مقايسه پروتئوم سويه كشت شده در آزمايشگاه با سويه جدا شده از گاو مبتلا هستند تا از اين طريق بروش

 ,Brucella abortusمشابه اين تحقيقات بر روي  .Radosevic; 2006, Donghee ,2007)(هاي جديد بپردازند بهتر بيماري به كشف واكسن

Pasteurella multocida, Mycobacterium bovis bacillus  نيز انجام شــده است (2004,Mollenkopf; 2008, Lippolis ;2006 , Boyce) 

به عنوان  Aهايي مانند زير واحد فلاوپروتئين فومارات ردوكتاز، زير واحد آلفا آدنوزين تري فسفات سينتاز، سيستئين سينتاز پروتئين.
بررسي پروتئوم (Connolly ,2006). اند هاي ايمونوژنيك براي گسترش واكسن در برابر بروسلا در انسان و دام شناسايي شدهپروتئين
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fluid regulates fertility indexes in dairy bulls. In conclusion, proteomics is a useful technique for 
discovering drugs, vaccine development, diagnosis diseases by biomarkers and improvement of 
reproduction efficiency. 
Key words: Proteomics, reproduction, biomarker, immunity 
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و ) 2008(مريم و همكاران -؛ هايل)2008(؛ همامي و همكاران )2004(با نتايج به دست آمده توسط مولدر و همكاران فرق مي كند كه
ي كنندهنترلهاي كهاي مختلف بر توليد شير با تغيير بيان ژندليلي بر وجود تأثيرات محيط مطابقت دارد كه) 2004(كارانمونوز و هم - كرون

 بررسي تغييرات وراثت پذيري در روزهاي مختلف، چند روز از دوره شيردهي، انتخاب و وراثت پذيري و نيزبراي .توليد شير مي باشد
پذيري در روزهاي وراثت. نشان داده شده است 2در جدول شماره  توليد و پرتوليدهمبستگي ارزش اصلاحي گاوهاي نر در دو گروه كم
يكي از دلايلي كه در اين بازه . پذيري كمتر مي شودتوليد خود نزديك شود وراثت اول بيشتر تخمين زده شده است و تا حيوان به اوج

در زمان اوج توليد ). 2007بيردا و همكاران، ( نرژي قرار داردپذيري كاهش مي يابد اين است كه حيوان در تعادل منفي ازماني وراثت
با سيستم مديريتي ضعيف قرار  زيرا حيوان با اينكه در محيط ،زده شدهتوليد بيشتر تخمين هاي موجود در گروه كمپذيري براي گلهوراثت

. دارد ولي حيوان به محيط پرورشي سازگار شده و بيشترين تغيييرات مربوط به صفت توليد شير از اثرات ژنتيكي حيوان متأثر مي شود
دهد از شروع شيرواري تا رسيدن به اوج توليد رخ مينشان مي دهد كه بيشترين تغييرات در رتبه بندي گاوهاي نر  بعد  2جدول شماره 

دهنده اين حقيقت است كه در اين بازه زماني ژنوتيپ بيشترين اثر تر مي باشد كه نشانزيرا همبستگي به دست آمده در اين بازه زماني پايين
ستفاده از اسپرم هايي خاص در محيط هايي با ا. متقابل را با محيط دارد و دليلي بر تفاوت بيان ژن بين سطوح توليدي مذكور مي باشد

ضرورت محاسبه و بررسي اثر متقابل ژنوتيپ و محيط را نشان مي دهد كه عدم بررسي  شرايط آب و هوايي و سيستم هاي توليدي مختلف،
  .هاي اصلاح نژادي را كمتر كندتواند كارايي برنامهآن مي
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Genotype by environment interaction of milk yield for distinct of gene expression 
changes in Iranian Holstein by random regression model 

Mehdi Bohluli1*., Jalil Shodja2., Sadegh Alijani2., Alireza Eghbal3. 
1 MSc student of Animal Breeding and Genetics, Tabriz University 

2 Members of scientific boards, department of Animal Breeding and Genetics, Tabriz University 
3 Information Technology officer of National Breeding Center 

*Corresponding E-mail address: m.bohluly@gmail.com 
 

Abstract: This research was carried for investigation Genotype by Environment Interaction for milk 
yield of Iranian Holstein dairy cattle. In this research, data set of was included 827295 TD records of 
98136 cows and 373 common sires in first lactation. These data were collected by Iranian breeding 
center from 1380-1389. Radom Regression TD Sire model with third-order Legendre polynomials were 
used to estimated genetic parameters in three groups of herd- year means. Herd-years grouped in low, 
medium and high production levels of milk. Heritability estimates for 305-day milk yield were 0.31, 
0.33 and 0.25 in low, medium and high production levels, respectively. Estimated breeding values 
correlation between the two groups (low and medium production levels) were 0.77 and between low and 
high production levels were 0.78 for milk yield. But high breeding values correlation between medium 
and high production levels (0.99). based on estimated correlations (0.77 and 0.78) are evidence for G×E 
for milk yield production while low spearman correlations suggest different rankings of sires in low and 
medium production levels and also between low and high production levels. Differences between 
genetics variances found in the three groups reflect different milk production levels. Results from this 
study indicate that milk production of daughters of the same sires depends greatly on the production 
environment. Genetic parameters for traits were estimated using REML in multivariate sire model.  
Key words: genotype by environment interaction, dairy cattle, random regression model, 

correlation. 
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 توجه با رو نيا از. )Clarke et al., 2009( داردي مهار اثر ها گونادوتروپ تيفعال بر ،RFRP-3 تنها شده گزارشيي صحرا موش در. كردند
 چرخهي اهگامهسطح رونويسي و ترجمه در  در RFRPژن  انيبي بررس پژوهش نيا هدف ز،يپوفيه از LH تراوش بر RFRP-3 ديپپت اثر به

  .بوديي صحرا موش مغز در ،يفحل
  

  ها روش و مواد
 Rattus(يي صحرا موش 15 از بدين منظور. به كار برده شد RT-PCRروش  RFRP-3 mRNAبراي بررسي بيان  پژوهش نيا در

norvegicus (ي فحلهاي چرخه  گامه نييتع از پسيي صحراي هاموش. شد بزرگسال استفاده)روش با) واژن رياسمي كروسكپيمي بررس 
 كشتاري بردار تخمدان از پس روز 15 زينيي صحرا موش سه). يفحل گامه هر دريي صحرا موش سه( شدند كشتار گردني هامهرهيي جابجا
-RT انجام زمان تا انتقال و سپس عيما به نيتروژن سفالننيدا بخش و خارج درنگي ب جانور هر مغز سپس). شاهد گروه عنوان به( شدند

PCR يدما رد°C 80- استخراج. شدي نگهدار RNA، آنزيم با تيمار DNase I اول رشته سنتز و ژنومي هايآلودگي حذف براي cDNA 
 كنترل ژن و) NM_023952( RFRP-3 ژن پرايمر طراحي براي. انجام شد) دستورالعمل مطابق و فرمنتاز شركت هايكيت توسط همگي(

 40 با) Relative( ايمقايسه صورت به Real Time PCR واكنش. به كار برده شد ALLELEID 6 افزارنرم) GAPDH )M32599 داخلي
  :دش محاسبه بيان ميزان Ct∆∆-2 فرمول باو  انجام گراد سانتي درجه 56 اتصال دماي و سيكل

∆∆Ct = (CT RFRP-3 – CT GAPDH) phase – (CT RFRP-3 – CT GAPDH) OVX 
گامه  تعيينبيست موش صحرايي ماده پس از بدين منظور، . روش ايميونوهيستوشيمي استفاده شد RFRP-3براي بررسي الگوي بيان پپتيد 

. قرار داده شد% 30سفالون جدا و در محلول سوكروز  پس از بيرون آوردن مغز، ناحيه داين. چرخه فحلي از راه قلب پرفيوژ شدندهاي 
زدگي يخ محافظگراد، در محلول داراي ماده  درجه سانتي - 20 دماي در و هبرش داده شد ميكرومتر 30با ضخامت  نمونه ها

)Cryoprotectant (داراي هسته برش هاي مناسب  .شدند نگهداريDMH ده دقيقه با محلول فسفات بافر سالين  برايبار و هر بار  سه  
)PSB (ميلي مولار  10از سديم سيترات بافر . شستشو شدند)PH=6 (بار شستشوي مجدد با  سهپس از  واستفاده  براي بازيابي آنتي ژن

PBSآنتي بادي اوليه عليه. ، از سرم پنج درصد الاغ به عنوان محلول بلوك كننده استفاده شدRFRP-3  هيه و نمونه ها تا رقت يك به سيصد ب
  نمونه ها با فسفات بافر  يوشستشو پس از گذشت اين زمان . درجه سانتي گراد با اين محلول انكوبه شدند 4ساعت در دماي  24 براي

در  RFRP-3تعداد نورون هاي بيان كننده  ،پس از قرار دادن نمونه ها بر لام. سالين، نمونه ها با آنتي بادي ثانويه در دماي اتاق انكوبه شدند
  .شمارش شدبا ميكروسكوپ فلورسنت هر برش 

مقايسه  SPSSهاي صحرايي با نرم افزار فحلي در هيپوتالاموس موش هايدر گامه RFRP-3و پپتيد  mRNAميانگين و انحراف معيار بيان 
  .ندشد

   
  بحث و جينتا
 
 نگاره ؛P<05/0( نداد نشاني داريمعن تفاوتيي صحراي هاموش سفالننيدا دري فحل چرخه گامه هاي گوناگون در RFRP-3 mRNA انيب

  هاي  داري از گامه صورت معنيهاي پرواستروس و ابتداي استروس به  در گامه RFRP-3هاي بيان كننده  تعداد نوروندر صورتي كه ). 1
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  ).n=3(يي صحرا موش سفالن نيدا در ،يفحل چرخهي ها گامه در RFRP-3 ژني نسب انيب) اريمع انحراف ±( نيانگيم ـ1نگاره 

  
  

  
  

ميانگين هاي داراي بند واژه ي ). n=5(يي صحرا موش سفالن نيدا در ،يفحل چرخهي ها گامه در RFRP-3 پپتيد انيب) اريمع حرافان ±( نيانگيم ـ2نگاره 
 ).P>0.05(همانند، تفاوت آماري معني داري ندارند 
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نمره  5تا  1از  10×ايي تحت بزرگنم اسپرم تحرك موجي. استفاده شد) 200به  1% (9/2از سيترات سديم دي هيدراته  تازهكردن نمونه ي 
لام  و بوسيله ي% 9/2يم دي هيدراته با سيترات سد) 200به  1( تازهبعد از رقيق كردن نمونه ي اسپرم درصد تحرك پيشرونده . دهي شد

ماتوزوا اين روش براي اولين بار اجرا شده و سبب وضوح بيشتر اسپر(چند زمينه از لام بررسي شد 40 ×و با عدسي  )37�C(قطره ي معلق 
براي ارزيابي درصد اسپرم زنده و مرده و درصد اسپرم ناهنجار از رنگ آميزي ائوزين استفاده شد و با  ).ها زير ميكروسكوپ مي شود

ميزان فعاليت متابوليكي . شمارش شد شكل اسپرم براي درصد ناهنجاري 200اسپرماتوزوا براي درصد زنده و  300تعداد  40 ×عدسي 
و رنگ محاسبه  مني تازه 1به  1ي تازه بعد از تركيب  تغيير رنگ نمونه) ثانيه(مدت زمان بلو بر حسب وسيله رنگ متيلنب) MBR-T(اسپرم
و تعداد پرش ) Refractory Period( ، دوره ي بي تفاوتي جنسي 2از سه معيار زمان عكس العمل 1براي اندازه گيري ميل جنسي .گرديد

  .آناليز شدند SAS  version 9.1داده ها بوسيله ي نرم افزار .نه سه بار اين آزمون ها انجام شدندماها .منجر به انزال استفاده شد
  

 نتايج و بحث 

 . P)> 01/0(نسبت به دو نژاد ديگر ميل جنسي بالاتري داشتبلوچي - قزلبا در نظر گرفتن هر سه فاكتور مورد استفاده در تست ليبيدو، نژاد 
-بيشتري نسبت به دو نژاد ديگر داشت اما بين دو نژاد بلوچي) RT(زمان عكس العمل) P > 01/0(ور معني داريقزل به ط –نژاد آرخامرينو 
دوره ي بي تفاوتي جنسي يا با ) RT(بين زمان عكس العمل. داري از نظر اين صفت مشاهده نشد بلوچي تفاوت معني-مغاني و قزل

RP)05/0 < P  ،0,153 = r (بين . ده شدهمبستگي معني داري مشاهRP با حجم انزال)01/0 < P  ،212/0- = r ( و تعداد پرش منجر به
) P  ،153/0- = r >05/0(داري و نيز بين تعداد پرش منجر به انزال با حجم انزال هم همبستگي منفي معني) P  ،457/0 = r > 01/0(انزال

بلوچي از نظر پارامتر هاي ميل - نژاد قزل. ال را مثبت گزارش كردندهمبستگي بين ليبيدو و حجم انز) 2004(و همكاران   Quirino .ديده شد
اين مطالب با نتايج قبلي كه . بودجنسي از دو نژاد ديگر بهتر است اما اين برتري در ميان صفات اسپرم فقط در صفت حجم انزال مشهود 

از طرفي در مطالعات . ]7[ندارد همخوانيارش كردند همبستگي ژنتيكي مناسبي بين ويژگي هاي مورفولوژيك اسپرماتوزوا و ميل جنسي گز
ژنوتيپ بر روي تمام صفات تست  اثر. ]6[همبستگي فنوتيپي بين ليبيدو با صفات مني گزارش نشده است Nelloreمختلف بر روي گاوهاي 

  . ار شدمعني د 05/0و فقط بر روي غلظت اسپرم اين اثر در سطح  )P> 01/0(ليبيدو و صفات اسپرم معني دار شد
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Abstract 

This study was conducted on eleven crossbred fertile rams included 3 Balochi-Moghani, 4 Ghezel-

Balochi, 4 Ghezel×Merino. All Semen samples were collected using artificial vagina. libido test of rams 

were recorded three times a month at the time of semen collection. It was based on Reaction time, 

refractory period and number of mounting. Semen traits were studied immediately. The results showed 

that libido of Ghezel×Balochi were better than others. However the significantly difference wasn’t 

observed about semen characteristics among the three breeds except ejaculate volume(P < 0.01). 

Refractory period (P < 0.01) and number of mount (P <0.05) were correlated with semen volume. Thus 

we could not prove that the semen quality is related to ram libido.                                                                   
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هاي نژاد هلشتاين ايراني و همچنين بررسي در گله گاو DGAT1و بررسي چندشكلي ژن  DNAدر اين پژوهش به منظور استخراج  
نمونه خون از اين  408بدين صورت كه در مجموع . مورد مطالعه قرار گرفت فراواني ژني وژنوتيپي، جمعيتي از پنج گله در استان اصفهان

همچنين . درجه سانتي گراد نگه داري شدند -20در  DNA ها تا زمان استخراج  نمونه خون .آوري شدها به صورت تصادفي جمعگله
هاي سفيد ژنومي از گلبول DNAاستخراج . ي تهيه شدهاي گاودارهاي شيردهي و توليد مثل گاوها نيز از واحداطلاعات مربوط به ركورد

 جهت تعيين غلظت و. باشدسفيد مي اين روش مبتني بر استفاده از ليز كننده سلول گلبول قرمز و. به روش استخراج نمكي ميلر انجام گرفت

. نانوگرم تخمين زده شد 50-  100حدودها از روش الكتروفورز استفاده گرديد كه غلظت نمونه) DNA(كيفيت ماده ژنتيكي استخراج شده 
انجام )PCR( 1اي پلي مرازبا واكنش زنجيره DGAT1ژن  K232Aجفت باز، در بر گيرنده چند شكلي  411اي به طول تكثير قطعه

-GCACCATCCTCTTCCTCAAG'آغاز گر رفت : عبارتند از) 2002وينتر و همكاران، ( توالي آغازگرهاي مورد استفاده. گرفت

  GGAAGCGCTTTCGGATG-3- '5 ': آغاز گر برگشت و 5'- 3

  
ميلي مول مخلوط  16/0ميلي مول كلريد منيزيوم،  2/1، )نانوگرمDNA )50 -100ميكروليتر 2ميكروليتر شامل  20غلظت نهايي مواد در 

در دماي  DNAاسرشته سازي اوليه و. بود PCRبافر X1و ) سيناژن(واحد آنزيم تك پلي مراز 5/2پيكومول از هر پرايمر،  6/6نوكلئوتيدي، 
درجه به  72دقيقه و  1درجه به مدت  60دقيقه،  1درجه به مدت  94چرخه با الگوي  35دقيقه و سپس  5درجه سانتي گراد به مدت  94

ي طول از روش چند شكل.دقيقه انجام گرفت 10درجه به مدت  72ها، بسط نهايي در دماي بعد از اين چرخه. دقيقه انجام شد 1مدت 
واحد  5/2با  PCRميكروليتر از محصولات  5به اين صورت كه . ها استفاده شدنمونه براي تعيين ژنوتيپ) RFLP(2قطعات محدود شده

قطعات حاصل . درجه سانتي گراد هضم گرديد 37ساعت در دماي  6به مدت  Cfr1 بافر آنزيم X1و ) فرمنتاز، آلمان( Cfr1آنزيم برشي 
. دهدجفت بازي برش مي 208و  203ي جفت بازي را به دوقطعه 411ي آنزيم برشي، قطعه. درصد مشاهده گرديد 5/2 شده در ژل آگاروز

 ). 1شكل(بود ) Aالل(ي حاصل از هضم نشان دهنده آلل آلانين و دو قطعه) Kآلل(برش نيافته، نشان دهنده آلل لايزين PCR قطعه

  
  بحثو   نتايج

  فراواني آللي وژنوتي
استفاده از نرم افزار  با اني ژنوتيپي و اللي مشاهده شده، شاخص نئي، شاخص شانون، هتروزيگوسيتي مورد انتظار و مشاهده شدهفراو

Pop_Gene هاي مورد مطالعه در اين جمعيت، از ازمون هوينبرگ در جايگا - به منظور بررسي تعادل هاردي). 1جدول(برآورد گرديدند
هاي در رابطه با بررسي گاو) 2007(كاملاً با گزارش گويتر و همكاران ) 37/0(در اين پژوهش  Kفراواني آلل  .كاي اسكوار استفاده گرديد

___________________________________________________________________________________________ 
١ Polymerase Chain Reaction  

٢ Restriction Fragment Length Polymorphism  

درصد رنگ  2ژل آگارز الكتروفورز شده   -1شكل
انواع ژنوتيپ هاي  .آميزي شده با اتيديوم برمايد

از سمت چپ  1ستون . حاصل  از هضم  آنزيمي
 3، ستون KKژنوتيپ  4و2، ستون  DNAنشانگر 
 . KAژنوتيپ  6و 5 ستون  و AAژنوتيپ

   200bp 

400bp   
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Frequency of the Bovine Acyl-CoA:Diacylglycerol Acyltransferase 1 (DGAT1) 
K232A Polymorphism in Iranian Holstein Dairy Cattle 

malihe pirzad1. Saeid Ansari Mahyari2. Mohammad-Ali Edriss3, Mohammad Khorvash4, Badraldin Ebrahim Sayed-
Tabatabaei5 

1-M. Sc of genetic and animal breeding, College of Agriculture, Isfahan University of Technolgy. 
2-4- Assistant Professor. College of Agricultural, Isfahan University of technology. 3,5- Professor, College of 

Agricultural, Isfahan University of technology. 
 
 
Abstract: 
 
Because of the DGAT1 K232A polymorphism in the diversification of milk fat has been proven, This study were 
to assess the frequency of DGAT1 K232A polymorphism in Iranian Holstein dairy cows. Acyl-
CoA:diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT1) , which is encoded by the DGAT1 gene,  is a key enzyme in 
triacylglycerol synthesis in the mammary gland. The  considered polymorphism  results  from AA→GC 
nucleotide  substitution in DGAT1 gene exon 8 and so, alanine to lysine amino acid change at product protein. 
This polymorphism proved to significantly affect the percent fat content in milk. Genotyping  population, was 
performed using RFLP-PCR technique. A 411 bp fragment including this polymorphism was amplified and 
digested with  the  enzyme  CfrI  to  determine  the  genotypes  of  408  Holstein  cows.Three  types genotype KK, 
KA and AA were detected. KK individuals have not mutatnt alles, KA individuals have one mutant allele and AA 
individual have twomutant alleles. Frequency of genetic AA, KA and  KK genotypes were respectively 0/3578, 
0.5515,  and 0.0907 and frequency of  K and A allels  were estimated 0.37 and 0.63, respectively. 
Keywords: DGAT1 gene, K232A polymorphism, RFLP-PCR,  Iranian Holstein Cattle 
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: وآغاز گربرگشت GCACCATCCTCTTCCTCAAG-3-'5': به صورت آغازگررفت توالي آغازگرهاي مورداستفاده 
'GGAAGCGCTTTCGGATG-3-'5 1از روش چند شكلي طول قطعات محدود شده. باشدمي)RFLP( باآنزيم برشي ،Cfr1 ،

برش  PCR قطعه. دهدجفت باز ي برش مي 208و  203ي جفت بازي را به دو قطعه 411ي زيم برشي، قطعهآن. ها تعيين شدژنوتيپ نمونه
 ). 1شكل(بود) Aالل(ي حاصل از هضم نشان دهنده آلل آلانينو دو قطعه) Kآلل(نيافته، نشان دهنده آلل لايزين

 
 
 

  
  

  .استنشان داده شده  1درجدول دهيصفات مورد بررسي در دوره اول شيرييرات براي صفات و ضريب تغ ميانگين،اشتباه معيار،انحراف معيار،دامنه
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

با استفاده از مدل  GLMرويه  و SAS 9.1 افزارنرم ها باي  در دوره اول شيردهي، تجزيه وتحليل آماري دادهها و صفات توليدبررسي ارتباط ميان ژنوتيپمنظور به 
  :ازها عبارتنددراين مدل پارامتر .زير انجام شد

 
  

Yijl : بار دوشش در روز، درصد چربي يا پروتئين،   3ركورد توليد شير تصحيح شده بر اساسµ :  ،اثر ميانگين كلGi :  ،اثر ژنوتيپHysj:،اثر سال وفصل زايش  اثر گله
  ضريب رگرسيون طول دوره شيردهي،:  b1به صورت تركيب شده، 

Xijl:  ،شيردهي  دورهروزهاي طول ميانگين : طول دوره شيردهي eijl:روي  براي بررسي اثر ژنوتيپ .اثر تصادفي باقي ماندهscs اثرژنوتيپ و ،Hys  به عنوان اثر
  ).2جدول(دتوليد شير تصحيح شده به عنوان اثر كوواريت در نظر گرفته ش ثابت و

 
براي نرمال . هاي بدني در طول دوره شيردهي استفاده گرديداز معيار امتياز سلول هاي بدني،براي بررسي اثر ژنتيكي بر صفت شمارش سلول

 استفاده شد2 مبناي هاي بدني درتعداد سلول هاي بدني از لگاريتمهاي مربوط به تعداد سلولنمودن توزيع داده

)SCS=log2(SCC/100000)+3( )،2009كوپك و همكاران.(  
  
  

___________________________________________________________________________________________ 
١ Restriction Fragment Length Polymorphism  

 بيشترين تضريب تغييرا

 مقدار
 كمترين

 مقدار

 

 انحراف معيار

 
 اشتباه معيار ±ميانگين 

 
 تعداد

  دام مورداستفاده
  صفت

 

43/14 2/13269 6/5653 5/1420 ۴۶/۹۸±8/9842  توليدشير تصحيح شده 407

درصد چربي  401 ۰۳۰/۰±12/3 46/0 73/1 45/4 76/14

38/6 47/3 41/2 187/0 ۰۱۲ /۰±94/2  درصدپروتئين  404

8/51 32/4 64/1- 82/0 ۰۶۱/۰±6/1 352 SCS 

200bp 

400bp    انواع ژنوتيپ هاي حاصل از هضم  آنزيمي-1شكل :
ژنوتيپ 4و 2، ستون DNAاز سمت چپ نشانگر  1ستون 
KK ژنوتيپ 3، ستونAA ژنوتيپ  6و 5و ستونKA . 

Yijl = µ+ Gi + Hysj+ b1 (Xijl � ) + eijl

در دوره  scs و  ، دامنه صفات، ضريب تغييرات براي صفات توليديميانگين، اشتباه معيار، انحراف معيار: 1جدول 
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The study aimed at estimating  the association between of the DGAT1 K232A whit somatic cell score (SCS) and 
milk performance Holstein cattle  . The gene diacylglycerol-O-transferase 1 (DGAT1) is mapped to the 
centromeric end of The bovin BTA14 and encodes the acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferase 1enzyme which 
catalyses the final step in triglyceride synthesis . K232A polymorphism proved to significantly affect the percent 
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به همين دليل براي كاهش دادن بيمادي ورم ). 1988امانوئلسون و همكاران، .(اري ورم پستان را به ما نشان مي دهدهاي سوماتيك و بيم
به همين دليل بجاي انتخاب مستقيم ). 1986كوفي و همكاران، (پستان بايد انتخاب در جهت كاهش تعداد سلول هاي سوماتيك انجام شود 

 ه طور غير مستقيم و به وسيله انتخاب براي كاهش تعداد سلول هاي سوماتيك عمل مي شودورم پستان براي كاهش اين بيماري، ب

TLR2باكتري ها ، قارچ ها و (مقاومت طبيعي است كه نقش مهمي را در پاسخ هاي التهابي به پاتوژنهاي خارجي  تركيب كليدي از سيستم
هاست كه كه توانايي منحصر به فردي در شناسايي  TLRانواده عضوي از خTLR2) 2008استيون و همكاران (ايفا مي كند ) ويروسها

گاوي مي تواند بطور مناسبي TLR2) 2004بانرمن وهمكاران (پپتيدوگليكان و ليپوتئيكوئيك اسيد وساير باكتري هاي گرم مثبت را دارد
بيان مي  strep.uberisو s.aureusطي عفونت ورم پستان ايجاد شده توسط TLR2 ژن . را دريافت كندS.aureus,E.coliسيگنالهاي 

ممكن است در پاسخ ميزبان به عفونت هاي داخل پستاني TLR2 گزارش هاي پيشين پيشنهاد دادند كه). 2004وهمكارانgoldamer(شود 
  .ژن كانديداي جالبي براي حساسيت به ورم پستان باشدTLR 2در مجموع به نظر ميرسد كه . نقش ايفا كند

 
  :ها مواد و روش

از راس گاو واقع در دو گاوداري در استان خراسان رضوي براي شناسايي چند شكلي  TLR2ر اين تحقيق براي بررسي چند شكلي ژن د 
از نمونه هاي خون با روش نمكي بهينه صورت گرفت و سپس جايگاه هاي مورد  DNAاستخراج . خونگيري شدTLR2 در جايگاه ژني

حجم نهايي محصول . انجام گرفت) 1جدول (ي پليمراز و با استفاده از آغازگر هاي اختصاصي توسط واكنش زنجيره ا TLR2نظر در ژن 
 35دقيقه ، 5به مدت  C˚95مراحل واكنش زنجيره اي پليمراز به صورت  واسرشته سازي اوليه، . ميكروليتر در نظر گرفته شد 25به ميزان 

ثانيه و دماي  50براي مدت  C˚72ثانيه و بسط  30به مدت  C˚57غازگر ثانيه، اتصال آ 30به مدت C˚94چرخه شامل واسرشته سازي، 
در مرحله بعد محصولات پي سي ار مستقيما با روش اس اس سي پي تعيين ژنوتيپ . دقيقه مي باشد 10به مدت زمان  C˚72بسط نهاييس

به % 10بروموفنل (كروليتر بافر واسرشته سازي مي 8ميكروليتر از محصول پي سي ار از هر نمونه را با  2جهت تك رشته اي كردن . شدند
مخلوط، در دماي ) ميكروليتر فرماميد 800ميكروليتر گليسرول و  190مولار،  EDTA5/0 ميكروليتر از محلول  2ميكروليتر،  10ميزان 

C˚94  سي ار تك رشته به مدت محصولات پي . دقيقه روي يخ سرد شدند 10دقيقه تك رشته و بلافاصله بعد از آن به مدت  10به مدت
  .رنگ آميزي شدند% 2/0الكتروفروز و به وسيله نيترات نقره % 12روي ژل اكريل آميد  V/cm120ساعت با ولتاژ   10
  

  آغازگر  توالي  )سانتيگراد(نقطه ذوب
57.0             5`-TTCAGGTCCCTTTATGTCTTG-3` رفت  

59.0  5`-GTGTGCAAATTAGTATCTCTCAG-3` برگشت  
  TLR2پرايمرهاي مورد استفاده براي شناسايي ژن  -1جدول 

  
  :نتايج و بحث

صحت . تكثير به خوبي انجام گرفت) نمونه 110(در تمامي نمونه ها .تكثير شد قطعه مربوط به اگزون مورد نظر توسط آغازگر طراحي شده
  . )1شكل ( انجام گرفت%  0.8روي ژل آگارز  PCRقطعه تكثيري با الكتروفروز محصولات 

  
نتيجه آزمايش حاصل از اين روش الگوي باندي يكساني را در همه . استفاده شدSSCPجهت آناليز چند شكلي در اين جايگاه از تكنيك 

پ يكسان در تمامي در اين جايگاه نيز وجود الگوهاي باندي و ژنوتي SSCP حاصل اين بررسي با استفاده از تكنيك. نمونه ها نشان دادند
  .اسيد آمينه را كد مي كند784اگزون دارد و 2قرار گرفته است كه bta17  گاوي در انتهاي پروكسيمالTLR2ژن  .نمونه ها بود
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TLR2 gene polymorphism and its relationship with scores 
Somatic cells in dairy cows in Khorasan Razavi 

Mohammad Jafarian 1, Mohammad Bagher wait Torbati 2, emotion Abedini 3 
1 - a graduate student at the University of Birjand , 2 - Professor, University of Birjand 

3 - MA, University of Birjand 
 *Mohammad Jafarian jaefariyan88@yahoo.com  

Abstract: 
Key combination of natural resistance that TLR2 plays an important role in the inflammatory response to foreign 
pathogens (bacteria, fungi and viruses) can play. Member of the TLR family, TLR2 is unique in that the ability to 
identify gram-positive bacteria is peptidoglycan and other Lypoprotein. The data indicate that TLR2 may play a 
role in host response to intramammary infections. Overall, it appears that the TLR 2 gene an interesting candidate 
for susceptibility to mastitis. In this study of 110 cows in the cattle located in Khorasan Razavi province to 
identify the polymorphism in TLR2 loci was blood.Comparing the results of this study showed that all samples in 
this study, genotype A in place of the TLR2 gene were studied. 
Keywords : : mastitis; gene  TLR2; polymorphism; number of somatic cell 
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  مقدمه

تشخيص چندشكلي هاي نوكلوتيدي در پروموتور مهم ميباشد، زيرا جانشين شدن نوكلوتيد در ناحيه اي همچون جايگاه باند شدن عامل 
ش است كه نق (IGF-1)يكي از اين نشانگرها ژن فاكتور رشد شبه انسولين. رونويسي در ژنوم ممكن است مقدار بيان ژن را تغيير دهد

فيزيولوژيكي مهمي را در رشد و تكامل پستانداران ياري ميكند و غلظت اين عامل در خون اين موجودات ، در ارتباط با صفات رشد بوده و 
هاي رشد ،توسعه،فعاليت هاي فاكتورهاي رشد انسولين مانند براي فعاليت. شاخص فيزيولوژي مفيدي براي انتخاب در توليد شير دارد

ميانجي بسياري از اثرات هورمون رشد ميباشد فعاليت هاي   IGF-1با توجه به اين كه .يتوزنيكي پستانداران ضروري ميباشدمتابوليكي و م
داراي ميل تركيبي )  IGFBP(   پروتين پيوندي فاكتور رشد انسولين مانند.بيولوژيكي اش توسط پروتين هاي پيوندي در بدن تعديل ميشود

(  IGF-1).6(باعث كاهش فعاليت زيستي آن ها ميشود  IGF-1سولين مانند بوده و با اتصال به گيرنده هاي  بالا با فاكتورهاي رشد ان
،انسولين، گيرنده هاي هم جنس با آن ها و IGF-1 ،IGF-11يكي ازاعضا اين خانواده ميباشد،اين خانواده شامل سه پپتيد ) Cسوماتومدين

اسيد امينه  70دالتون بوده و داراي  7000يك پپتيد تك زنجيره با وزن مولكولي  IGF-1). 4(شدپروتين باند شونده به آن ها ميبا 6حداقل 
تفاوت )به جاي پرولين،آلانين دارد(66تولي اسيد آميناي آن در گاو،انسان و خوك شبيه ميباشد و با گوسفند در موقعيت اسيد امينه ). 5(است
بر روي رشد جنين،رشد پس از تولد،متابوليسم  IGF-1. آمينهاي مشترك ميباشند درصد توالي اسيد 60در IGF-11با  IGF-1.  دارد

اين عامل افزايش دهنده جذب گلوكز در بافت هاي محيطي بوده كه باعث تحريك ساخت ).10(كربوهيدرات ها و پروتئين ها دخالت دارد
اگزون و  6داراي  IGF-1ژن .ه،باعث ساخت پروتئين ميشودگليكوژن شده و واجد اثري شبيه انسولين ميباشد كه با افزايش جذب اسيدامين

با استفاده از تكنيك ) 1997(اولين بار جي و همكاران(گاو نقشه يابي شده است 5سانتي مورگاني كروموزوم  5/73انترون بوده و در  5
SSCP  يك موتاسيون تك نوكلوتيدي در ژنIGF-1اين  5′كردند كه در ناحيه  مشخص) 2001(سپس جي و همكاران. را گزارش نمودند

در اين جايگاه به BBاتفاق افتاده است كه ژنوتيپ CباT،يك جايگزيني نوكلوتيد  (ATG)جفت قبل از اولين كدون اگزون اول 512ژن و 
ند در حيوانات مختلف مان IGF-1موقعيت كروموزومي ژن . روز پس از شيرگيري ارتباط داشت  20طور مثبتي با اضافه وزن بدن در 

، در خوك ) Womack(et al 1993توسط 5، در گاو روي كروموزوم شماره Imam.Cgaili1991)( توسط 3گوسفند روي كروموزوم 
 12، در انسان روي كروموزوم 1روي كروموزوم )Burtet al 1995(، در جوجه ) Piggenoue Database( توسط 5روي كروموزوم 

سانتي مورگان و در جوجه  5/73ژن فاكتور رشد شبه انسولين در گاو. ه استمشخص شد)human Genoue Database1995(توسط
تعداد ).KB)Rotwine1991,Rose2002 90-70و توالي نوكلوتيدي در انسان و خوك و بز و جوجه. سانتي مورگان است 95/165

-Rotwine1987(اگزون دارند 1-5اگزون دارد و انسان و موش  1- 6اگزون در بين گونه ها متفاوت است براي مثال بز وگوسفند

Shimutsu,Rotwin 1986(.  265يك قطعهbp ژنIGF-1 گوسفند)732-467bp(تايي 3الگوهاي  1اگزون   5′در بالا دست انتهاي
با   IGF-1 5′در انتهاي SNPگزارشاتي در مورد ارتباط ). 1(بودAA،AB،BBژنوتيپ  3پيدا شد كه )et al,2005)Yilmazتوسط

الگوي ژنوتيپي را نشان  3گوسفند  1از ژن فاكتور رشد شبه انسولين   1اگزون   5′و اناليز  از منطقه) 2(سفند بلوچي بودصفات رشد در گو
ماهگي و از  6و از شير گيري تا ADG)(وزن از شيرگيري و متوسط افزليش وزن از تولد تا شيرگيري –دادكه ارزيابي رابطه آن با وزن تولد 

با وزن از شير گيري و متوسط افزايش وزن تا شيرگيري دارد و ژنوتيپ )ab(شان داد كه يك اثر مثبت از ژنوتيپ سالگي ن 1ماهگي تا  6
)bb(وزن تولد بالا داشت وژنوتيپ)aa( نتيجه قابل قبولي براي وزن زنده در يك سالگي داشت و متوسط افزايش وزن بدن از تولد تا شير

 )2).(2009طهمورث پور و همكاران (داشت 1در اگزون   گيري تحت تاثير پلي مورفيسم مشخص شده
 

  مواد و روشها
به روش نمكي  DNAاستخراج .راس گوسفندان نر و ماده ماكويي ايستگاه اصلاح نژاد ماكو به طور تصادفي خونگيري به عمل آمد 100از 
به شماره  IGF-1ژن  1در اگزون شماره DNAآغازگرهاي زن فاكتور رشد شبه انسولين بر اساس توالي . انجام گرفت)1998ميلر(
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BB                              AB                           AA                                        ژنوتيپ  
  )درصد(فراواني ژنوتيپي            %  52                          %  %42                            6   

                                   B                            A                      آلل  
  فراواني آللي              0/73                                                           0/27 

 χ2=0/15ns               =              شاخص شانون =                                        تعداد الل موثر

   1/65                                                         58/0  
  

..........................................................................................................................................................................................................................  
 
 
  

  متوسط          هتروزيگوتي         هتروزيگوتي           هموزيگوتي       هتروزيگوتي     هموزيگوتي         ژن   
       IGF-1اهده شده    مشاهده شده     مورد انتظار       مش             مورد انتظار                Nei           هتروزيگوتي

  1اگزون             58/0             42/0              6018/0                  3982/0                3942/0               3942/0
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 : بررسي منابع

انگل ها چالش سلامتي بزرگي را در سيستم هاي توليدي بر پايه ي مرتع بر جاي مي گذارند و ساليانه قيمت مقابله با عفونت هاي انگلي 
در  . (Nieuwhof and Bishop, 2005)شده است  شليون يورو گزاريم 84معده و روده در صنعت گوسفندداري انگليس در حدود 

 آمريكا كشاورزان همواره كنترل انگل هاي داخلي را به عنوان اولين موضوع در برنامه هاي سلامت گوسفندان در نظر مي گيرند

(Umberger and Notter,1987)  . مطالعات زيادي در مورد تنوع ژنتيكي در مقاومت به عفونت هاي انگلي در داخل نژادهاي
نژادهاي مقاوم به نماتودها به عنوان يك هدف براي كنترل عفونت هاي .  (Wooleston and Eady,1995)ثبت شده است گوسفندان 

يك ناحيه ي  Blackfaceمطالعات قبلي با استفاده از گوسفندان .  (Bishop and Stear, 2001)نماتودي در گوسفندان مرتع مي باشد
و  OAR3و دو ناحيه ي   (Davies et al., 2006)مشخص كرده اند 20و OAR3 ،14هاي ويژه در كروموزوم گوسفند سانان به نام 

OAR20  دو عدد از كمترينQTL هاي معمول براي مقاومت به نماتودها در بسياري از مطالات شناسايي شده اند(Buitkamp et al., 

1999; Coltman et al., 2001; Charon et al., 2002; Crawford et al., 2006; Beraldi et al., 2007) . ناحيه اي كه در
OAR14  است فقط در گوسفندانBlackface  ديده شده است(Davies et al., 2006)  همچنينQTL   صفتFEC  درOAR14 

شامل فاكتور اينترفرون تنظيمي  OAR14ناحيه ي. (Gutierrez-Gil et al., 2009)در گوسفندان شيري اسپانيا گزارش شده است 
(IRF3)  و گيرنده يtoll-like (TLR)  ن است ژمرتبط با(Davies et al., 2006) .IRF3  در ناحيه يQTL  اي قرار گرفته كه

 وبه عنوان يك ژن كانديد براي ) انسان، موش، خوك، گاو و گوسفند( گونه تحت تأثير قرار مي دهد 5صفات مربوط به سلامتي را در 

QTL  درOAR14  هستند(Jann et al., 2009) . بره هاي توليد شده در اندونزي از قوچ هايBB(Barbados Backbelly)  كه از
 VIW(Virginكمتري نسبت به نرهاي توليدي توسط قوچ هاي  FECباربادوس وارد كشور اندونزي شده اند به طور معني داري، داراي 

Islands White)  هستند(Romjali et al., 1997) . قوچ هاي اخته حاصل ازBB×VIW  دارايFEC كمتري نسبت به Katuhin  
  . (Vanimisetti et al., 2002)هستند 

  
  مواد وروشها

. را آماده مي كنيم L3 ابتدا بايستي لاروها را آماده كنيم براي اين منظور آنها را در محيط آزمايشگاه كشت مي دهيم، بدين ترتيب لاروهاي 
را با كيفيت  DNAبراي ژنوتيپاژ بايستي . بره از هر نژاد تعيين مي كنيم 5را در  FECر دارو در مرحله ي اول براي آزمايش مؤثر بودن اث

به بره ها شماره زده و داروي ضد . رأس دام سه ماهه خريداري مي كنيم 20قزل و ماكويي  ،سپس از هر نژاد مغاني. عالي استخراج كنيم
آماده ) Donor( دهنده رأس نيز دام 2عيين مؤثر بون داروها اندازه گيري مي كنيم، بره از هر نژاد جهت ت 5را در  FEC .مانگل مي خوراني

بصورت مصنوعي آلوده به انگل همونكوس كنتورتوس شده است و دايما مي توان از آن  دامي كه در آزمايشگاه : گوسفند دهنده ( .مي كنيم
  ).پرورش داد 3-تخم انگل را گرفته و لارو ال

لارو به هر بره مي دهيم، دام ها را توزين مي كنيم، از هر بره  5000. ماهه باشد 6الي  4نوعي بايستي هر بره حدودا زمان شروع چالش مص
 ، FECسپس نمونه گيري . را با كيفيت عالي استخراج كرده و براي ژنوتيپاژ ارسال مي كنيم DNAنمونه ي خون گرفته، 
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Study of genetic resistance polymorphism to Haemonchus contortus nematod in 

Moghani, Ghezel and Makuii sheep breeds 
 

 Abstract 
Sheep internal parasites (nematodes) in pasture-based production systems are very important from animal health 
and economical aspects, so conducting breeding programs in order to find the nematode resistance gene(s) are of 
significant importance. The aim of this study is to find nematode resistance gene(s) in three sheep breeds 
including: Ghezel, Moghani, and Makui. Initially 20 lambs of ages between 4 and 6 months were selected from 
each breeds and then fed with 5000 third-stage larvae causing them to be artificially challenged. Then 28, 35 and 
42 days after they were being challenged, animals were weighted and PCV, FEC and FAMACHA sample were 
measured. During the experiment, blood samples were taken and extracted DNAs were sent to the Austria 
Seibersdorf laboratory to determine their genotypes. With genotype and phenotype data in hand determining 
resistance gene(s) to nematodes is possible in the studied sheep breeds. Preliminary results indicate genetic 
variation between and within breeds from the view point of resistance to Haemonchus contortus. 
Keywords: Sheep, Breeds, Nematodes, Genotype, Resistance gen 
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ماهگي به عنوان مهمترين معيارهاي  6اد، رشد به عنوان مهمترين صفت اقتصادي مطرح است و تاكنون وزن شيرگيري و وزن اين نژ در
اما فرآيند انتخاب اغلب در اين نژاد فقط بر مبناي اطلاعات فنوتيپي و بدون  .)1378 ،اسدي(انتخاب در اين نژاد به كار گرفته شده است 

 صفات از برخي براي ركوردبرداري بودن مشكل يا زياد هزينه. ها صورت گرفته استآن DNAفراد در سطح هاي ژنتيكي ا داشتن تفاوت

در  QTLي شناسايي  در زمينه  تاكنون چندين مطالعه .باشد مي سنتي روشهاي از استفاده با انهآ ژنتيكي بهبود در محدودكننده اقتصادي، عامل
روي صفت رشد تأثير گذار  1ژن ترانسفرين روي كروموزوم  نشان داد كه. رت گرفته استجمعيت گوسفندان نژادهاي مختلف جهان صو

در . موثر بر رشد گوسفندان بومي ايران هيچ گزارشي در دسترس نيست QTLبا اين وجود، در زمينه شناسايي   ).1999 ،كميك( است
هاي افراد در  هاي نوين انتخاب ژنتيكي بر مبناي تفاوت وشتوان از ر ، مي)QTL(هاي ژني مرتبط با صفات كمي  صورت شناسايي جايگاه

با وزن تولد و  1كروموزوم ) ريزماهواره(لذا هدف اصلي اين تحقيق، بررسي ارتباط نشانگرهاي مولكولي . ها استفاده نمودآن DNAسطح 
  . بختياري بود - ساير صفات رشد بعد از تولد در گوسفند نژاد لري

 ها مواد و روش 

حيوان از  162مايشي مورد استفاده، يك طرح ناتني پدري بود، لذا بدين منظور، تعداد پنج خانواده ناتني پدري مجموعاً شامل طرح آز
از تمامي پنج والد نر و نتاجشان از .كيلومتري شهركرد انتخاب گرديدند 15بختياري واقع در  -ايستگاه پرورش و اصلاح نژاد گوسفند لري

هاي خون بلافاصله روي يخ برده شده و به  نمونه. عمل آمد گيري به خون EDTAهاي خلاء حاوي  ي لوله سيلهو طريق رگ گردن و به
بر اساس نقشه  .از خون كامل با استفاده از يك روش استخراج نمكي تغييريافته انجام گرديد DNAاستخراج . آزمايشگاه انتقال يافتند

هاي انتخاب شده با استفاده از يك روش  ريزماهواره نشانگر ريزماهواره انتخاب گرديدند 6داد اي گوسفند تع ژنتيكي نشانگرهاي ريزماهواره
ي الگو و بسط توسط  سازي، اتصال آغازگر به رشته  واسرشته سازي اوليه،  مراحل واسرشته .تكثير يافتند )PCR( اي پليمراز واكنش زنجيره

انجام  به Touch Downي  آزمايش كه در يك دستگاه ترموسايكلر اپندورف و با برنامه كاررفته در هاي به پليمراز و همچنين تعداد چرخه
آميزي با نيترات نقره، قابل  ي رنگ وسيله باندها به ساز،الكتروفورز شدند و واسرشته %6 آميد اكريل روي ژل پلي PCRمحصولات .رسيدند

 QTLها با استفاده از نرم افزار آنلاين  آناليز داده و در نهايت نوتيپ شدندنشانگر تعيين ژ 6پنج والد نر براي تمام  سپس .مشاهده گشتند

express اي مبتني بر رگرسيون ساده براي آناليز  فاصله يابي درون از روش نقشهبا استفاده  وQTL  بر روي صفات استاندارد شده استفاده
  ).1996 ،نات و همكاران(گرديد 

  
  نتايج و بحث

 6/210ي دوم درفاصـله   در خـانواده ) W1(صورت مجـزا مـورد آنـاليز قـرار گرفـت، صـفت وزن يـك مـاهگي          به  وادهكه هر خان در حالتي
در خـانواده سـوم بـه ترتيـب در فواصـل      ) WWT(، و وزن شيرگيري )W1(، صفات وزن يك ماهگي ) >05/0P(مورگان در سطح  سانتي

مورگان در  سانتي6/254در فاصله ) W1(ي چهارم صفت وزن يك ماهگي  دهو در خانوا) >05/0P(مورگان در سطح  سانتي 6/223و  6/252
بـر   QTLتـر موقعيـت    منظور تخمـين دقيـق   ها به ي خانواده ي آخر، يك آناليز نهايي بر روي كليه در مرحله .دار شدند معني) >01/0P(سطح

سـانتي مورگـان در سـطح     6/254ماهگي در فاصـله  براي صفت وزن يك  QTLنتايج حاكي از مكان يابي . انجام گرديد 1روي كروموزوم 
)05/0P< (بود. 
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Linkage analysis of molecular markers on ovine chromosome 1 to identify 
quantitative trait loci affecting growth in Lori-Bakhtiari sheep 
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Abstract 
The main purpose of this study molecular marker chromosome 1 associated with birth weight and other 
characteristics of growth after birth in Lori - Bakhtiari sheep. Analysis of genomic regions affecting quantitative 
traits (QTL) for a sheep population data race Lori - Bakhtiari, using linkage analysis to site selection within the 
distance method based on simple regression analysis was performed. Population of 162 animals including about 5 
families were paternal half. Phenotypic data, including measurements of birth weight (BWT), weight at one 
month of age (W1), weaning weight (WWT), weight at six months of age (W6), chest circumference (GI6), body 
length (LG6), withers height at six months of age (HT6), weight at nine months of age (W9) and yearling weight 
(W12). Five sires and their progeny in a candidate region on chromosome 1 microsatellite markers for genotyping 
were. Data in two phases, analysis of each individual family basis and combined analysis of all families using a 
single-QTL models were analyzed. Analysis based on individual families, QTL related to weight a month 
attribute (position 210/6 cM), the QTL near INRA011 primer in the second family was identified. The family of 
the third QTL related to weight and weaning weight a month, respectively (in all 252/6 cM and 223/6 cM) and 
nearby markers MCM137 LSCV105 were identified. The fourth family, a QTL affecting the weight of an 
attribute months in position 254/6 was detected near marker LSCV105. With analysis simultaneously on all 
families, a QTL associated with weight 1 month position 254/6 was detected near marker LSCV105. Due to the 
transferrin gene on chromosome 1 and PIT1 are strong candidate for the observed effects of QTL on growth 
related traits in Lori- Bakhtiari sheep.  
 
Keywords: Sheep Lori - Bakhtiari family half, microsatellite markers, QTL, chromosome 1.  
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توانند در هر ليتر شير بيش از چهار گرم آنتي بادي مونو كلونال توليد كنند  انسان را تا حد زيادي برآورده كند يا بزهاي ترانسژنيك مي
وكتورهاي ويروسي، رتروويروس - 1وكتورها مانند  به كمك برخيبايستي هاي بدن  سلول انتقال ژن به). 2011كاروافور و وندبروك، (
)DNA كند خودش را به طور مستقيم با كروموزم ميزبان تركيب مي( 2، ادنوويروس و هرپس ويروس - DNA  برهنه)DNA  خطي يا

  ADAشناسايي Aوان هموفيلي نوع ت هاي ژن درماني شده مي از بيماري .ژن درماني جايگزيني ژن در ژنوم انسان است .انجام شود )پلاسميد
  .را عنوان نمودSCIDS و درمان نقص ژنتيكي نهفته به نام ) در مسير تجزيه نوكلئوتيد يآنزيم(

علت اين كار . باشد مي  به انسان) غير انساني(شامل پيوند ارگان xenotrnasplants  و باشد به معني بيگانه مي  xeno:پيونددهنده خارجي - 3
ارزان بودن  - 2هايش  اندازه مناسب ارگان -1 هايي همچون به دليل ويژگي خوك. باشد هاي انسان مي يك نقص مهم در ارگان به خاطر وجود

تواند  مي) در مقايسه با نخستينها(تعداد كم بيماري مشترك با انسان  - 5 و سن بلوغ پايين - 4داشتن نوزادان بزرگ  - 3براي افزايش كار 
راه حل . شوند مشكل اين كاربه اين جهت است كه پيوندها به طور تهاجمي از طريق سيستم ايمني پس زده مي. ازدهاي مختلفي را بس ارگان

كه از طريق سيستم ايمني  است ، به وسيله حذف نشانگرهاي سطحي سلولي)كه كمترخوك مانند باشد(هاي خوكي  اين مسئله ايجاد ارگان
يك خوك ممتاز را ايجاد ) را ايجاد كرد Dollyآنها گوسفند ( PPLبه طور مثال يك شركت به نام . شوند انساني به عنوان بيگانه شناخته مي

اين . كند هاي خوك اضافه مي هاي قندي را به پروتين هاي سطح سلول اين آنزيم گروه. گالاكتوسيس ترانسفراز بود 2و1كردند كه فاقد آنزيم 
  .شود الايي دارد و باعث پس زدن بافت خوك از يك گيرنده انساني مي، آنتي ژنيك بسيار ب) گلاكتوز 3وα1(گروه قندي 

اين حيوانات سريعتر رشد . شوند اين حيوانات با اضافه كردن يك ژن به ژن هورمون رشد در ژنوم ايجاد مي: منابع غذايي ترانس ژنيك - 2
ستكاري در ژن هورمون رشد تا كنون در پستانداران و ماهي د). 1997درلاين همكاران، (ها دارند  كنند و مقاومت بالاتري در برابر بيماري مي

  .صورت گرفته است

توان از آن براي بروز و نحوه عملكرد ژن انتقال داده شده استفاده  يك مدل بيولوژيكي حيواني است كه مي: هاي بيولوژيكي تراريخته مدل- 5
  .نام برد) از عوامل بروز سرطان سينه( PIWIL2يا  PDLTOي ژن هاي دادرا ، يا موشANDiهاي  به عنوان مثال ميتوان از ميمون. كرد

 :حيوانات ژنتيكي ورزيدست

 محدود خود پتانسيل مورد در تكامل طي در نمايند مي رشد كه همچنان حيوانات :دارد؛ اولاً وجود عمده تفاوت دو گياهان و حيوانات بين

 حيوانات مورد در ثانياً. بيابند را اجدادي خود خصوصيات و مجدد نيستند تمايز به ادرق يافته تمايز حيواني هايعبارت بهتر سلولشوند بهمي

-حال با وجود اين دو تفاوت به بررسي روش. شوند مي همديگر جدا از تكامل اول مرحله در زايشي و سوماتيك هايسلول كه گفت بايد

  :پردازيمهاي توليد حيوانات تراريخت مي

  تراريخت موجودات توليدهاي  انتقال ژن و روش
   Pronuclear تزريقي ريز
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 غير حالت يك در نامحدود ميزان به كه دارند را توانايي اين آنها :چهارم. نمود استفاده ژن كردن هدفمند براي آنها از توانمي معنا كه بدين

 اين هاسلول اين تزريق نمود يگرد موش جنين به توان مي را اندشده حاصل قبل از كه را جنيني بنيادي هايباقي بمانند و سلول يافته تمايز

 .)2011كاروافور و وندبروك، ( گردند تبديل هابافت ديگر تمام به كه دارند را توانايي

  

  تراريخت پرندگان و پستانداران براي ديگر روشهاي
  ) Intra cytoplasmic sperm injection( تزريق اسپرم به داخل سيتوپلاسم تخمك

 بدين است گرديده تنظيم ژن انتقال براي تكنيك اين .باشد مي )ICSI(تخم  سيتوپلاسم درون به اسپرم سرهاي تزريق شامل روش اين

 نيافته لقاح در تخم اسپرم تزريق بدنبال. گرديد باند اسپرم به خودبخودي به طور آزمايشگاهي شرايط در لخت پلاسميدي DNA  كه صورت

اسپرم  نشان دادند كه همكاران براي نخستين بار و Brackett .دهند مي نمايش را سبز تفلورسان يا پروتئين بالغ جنين از درصد 95 حدود
 نمود كوتاه زمان مدت در سريعي پيشرفت تكنيك اين. نمايند پيدا تماس خارجي DNAبه  تواند مي كه است ذاتي خصوصيت يك داراي

 به اهلي حيوانات و ،طيور اسپرم ماهي از استفاده زمينه در زيادي مقالات اخير سالهاي در .است ارزان و سريع اسپرم واسطه با انتقال زيرا كه

 80 از بوده است بيش كارا بسيار تراريخت هاي قورباغه توليد براي روش اين .است گرديده ارائه حيوانات ژن به انتقال جهت وكتور عنوان
 گفت بايد پس باشد مي محدوديت داراي تكنيك اين گوسفند تراريخت و گاو توليد براي حاليكه در اند، بوده ترانسژنيك ها زاده از صد در

 ژن انتقال در طول خارجي DNAشدن  وارد مكانيسم .باشد نمي موفق تراريخت حيوانات توليد براي گسترده طور به اسپرم توسط انتقال كه

 مستعد مكانهاي باشند LINEعناصر  از غني كه اتيناز كروم مكانهايي كه است شده پيشنهاد ، است نشده شناخته خوبي به اسپرم واسطه به

  .)1992جان ، (باشند خارجي مي DNA شدن  وارد براي
  

  Mithocondrial transgenicsروش 

 نياز ما بيماريهايي چنين براي سازي مدل به منظور و پذيردمي صورت ميتوكندريايي هايموتاسيون توسط ژنتيكي هايبيماري از تعدادي

 استاندارد DNAانتقال  هايتكنيك از استفاده با توان نمي را كار اين نماييم وارد مناسب ميتوكندريايي حيوانات ژنوم در را DNAتا  داريم
 نموده خارج را ميتوكندريايي داراي موتاسيون لاين سلولي هسته روش اين در كه شود گرفته كار به بايد جديد روش يك و داد انجام

 باشندمي خود سلول هر در موتاسيون داراي حاصل ميتوكندريايي ترانس موشهاي. مي نمايند جايگزين گيرنده شمو زيگوت يك با وسپس

 گرددمي توزيع جنين در كم مقدار تنها به اسپرم در ميتوكندري رو اين از دهندمي انتقال ماده زاينده هايسلول طريق از را و موتاسيون

 ترانسژن داراي كه نمايد ميتوكندري توليد بايست مي لاين سل ابتدا باشد مي مرحله 5داراي  كندريالميتو ترانس هايموش براي كار روش.

 سلولهايي بين اتصال مهم راههاي از يكي دارد، اما وجود زيادي راههاي مقصود اين به نيل جهت .باشدمي مناسب ميتوكندريال يا موتاسيون

ميتوكندريايي و ديگر  DNA حذف  چندين دارايه ك باشد مي بالغ موش از ها و سيناپتوزوم است يافته كاهش آنها ميتوكندريايي DNAكه 
 هاهسته ولي شود مي تركيب ن سيتوپلاسمآ در كه هيبريدي(شود  مي گفته سيبريد هاسلول از دسته اين به باشد مي هستند ها موتاسيون

 آنها بنابراين باشد،مي سيبريد هايسلول از هسته حذف بعدي باشد مرحلهمي لاين دو سل از هيبريدي آنها سيتوپلاسم و )شوند نمي تركيب

 حضور در سانتريفوژ با را عمل اين لاًنمايند اصو تخم وارد را اضافي هسته هيچ آنكه بدون نمايندمي عمل ميتوكندري دهنده به عنوان
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ت تراريخته يك موضوع بحث انگيز است كه نياز به سياست هاي قانوني براي كمك به ايجاد حيوانا. ها خواهد بود افزون مصرف كننده
  . حداقل كردن آزردگي حيوانات و حداكثر كردن سودمندي براي جامعه دارد
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Genetic Manipulation and Transgenic Animals Produced  
Arash Davoudi1*, Ramin Seighalani2, Alireza Tarang3, Nafiseh Hosseinzadeh4, Mostafa Lotfi Farokhad5, 

 Farideh Tahmoressi6 

arash1983@gmail.commail address: -* Corresponding E  

Abstract  

In recent years, the transgenic animal’s production is one of goals that have found substantial 
improvements. By this system can be studied regulated and genes function, also expected the produce in 
body various animal the various organs that can be possible to transfer human body, furthermore 
producing organisms (organ replacement) that are resistant to difficult environmental conditions. 
"Transgenic"; the organisms that each cell will carry the new genetic information or organisms with 
have new genetic information. Although, this word limited to the foreign gene. Nowadays, many 
researchers have been modified animals with mutations such as point mutations that have been achieved 
by "gene targeting" considered as transgenic. The transgenic animals born with transgenic parents. 
Transgenic organisms use of to study regulation of gene function and production of recombinant 
proteins. The most of these organisms are mammals. Because, mammals unlike the bacteria, yeasts and 
plants does have changes after translated. In physical transfer methods, naked DNA is transferred with 
physical force into cell. This type of methods such as microinjection, particle bombardment, ultrasound 
and electroporation. There are several chemicals methods for genetic manipulation of animals that same 
of all principles. The DNA transferring with this method performed by deposition of DNA/calcium 
phosphate. 
Keywords: Genetic Manipulation; Transgenic Animals; animal’s production; foreign 
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- تا كنون تحقيقي جهت بررسي اثرات عادت .عنوان ابزاري براي جلوگيري از اثرات مخرب محيط بر رفتارو فيزيولوژي طيور استفاده كرد

-در جوجه CRHهاي ژن دهي حرارتي را بر بيانهدف از اين مطالعه اين بود تا اثرات عادت. انجام نشده است CRH دهي حرارتي بر ژن

  .قرار گيرد بررسيمورد هاي گوشتي تحت شرايط تنش گرمايي 
  

  هامواد و روش
) 1: پرنده به ازاي هر تكرار توزيع شدند 16با ) تكرار  5تيمار و  3( گروه آزمايشي  3 در ROSS 308قطعه جوجه گوشتي نر  240تعداد 

در روز سوم و استرس گرمايي  حرارتيدهي تركيبي از عادت) ºC 2 1 ± 38اي ساعت در روز سوم تحت دم 24براي  حرارتيعادت دهي 
پرنده جهت جهت تهيه نمونه  30نمونه برداري از تعداد. گروه كنترل پرورش در شرايط نرمال سالن) TCHS (3(روزگي 42تا  24از 

پرايمر هاي اختصاصي براي . نگهداري شدندراد گسانتيدرجه 80در منهاي RNAاستخراج نمونه ها تا زمان . هيپوتالاموس انجام شد
به عنوان ژن هاي شاهد يا كنترل  YWH3و  2GAPDHبه عنوان ژن اصلي مورد مطالعه و نيز ژن هاي  1TRHژن 

 cDNAتهيه  .بر اساس دستورالعمل شركت سازنده انجام شدو  CinnaPure RNA توسط كيت كل RNAاستخراج  طراحي گرديد

بر و  )، سيناكلون Vivantis( steps RT-PCR-2با استفااده از كيت)  RT- PCR( 4كنش رونويسي معكوسواكل توسط  RNAاز 
تركيبات واكنش به همراه . استفاده شد PCR Real-timeاز واكنش ژن  انيب يبررس يبرا .انجام گرفت اساس دستورالعمل شركت سازنده

، ≥ ng 300الگو DNAاز هر كدام از پرايمرها بود، µM 3/0 تر،يولكريم SYBR Grean PCR Master Mix5/12 : آن شاملغلظت 

و  دقيقه 2درجه سانتيگراد به مدت  50 تيمار اوليه: شامل PCRبرنامه زماني و دمايي مورد استفاده در واكنش  عاري از نوكلئاز رسانده شود
 15درجه سانتيگراد واسرشت سازي به مدت 95 ي شاملحرارتهاي دقيقه بود، و چرخه 10راد به مدت درجه سانتيگ95سازي اوليه  فعال
ثانيه جهت گسترش قطعه مورد  30درجه سانتيگراد به مدت  72آغازگرها و ثانيه جهت اتصال  30درجه سانتيگراد به مدت  60ثانيه،

 با منحني استاندارد رسم كه با مقايسه   DNAو نيز اندازه مطلق تعداد كپي هايCtِ جهت بررسي بيان ژن اندازه هاي . نظرانجام شد

 5جهت نرمال كردن داده و نيز حذف اثر خطا احتمالي از ژن هاي شاهد. شده بدست آمد مقايسه نمونه هاي تيمار با گروه شاهد انجام شد
  . استفاده شد

  
  
  
 

___________________________________________________________________________________________ 
١Thyrotropin-releasing hormone  
 ٢Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
 ٣Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide 
۴ Reverse transcription 
 
 
 

٥ House keeping gene 
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3. Wang, J. W. and Xu, S. W. Effects of cold stress on the messenger ribonucleic acid levels of 
corticotrophin-releasing hormone and thyrotropin-releasing hormone in hypothalami of broilers .2008. 
Poultry Science 87: 973–978 
 

Variations of CRH expression and thermal adaptation of broiler on heat stress  
Roghayeh Rahmanifirozi,  Mohammad Hosein Shahir, Taher Harkinezhad  

University of Zanjan, Faculty of Agriculture, Department of animal science 
ro_rahmani@yahoo.com: mail address-Corresponding E  

Abstract 
This study was aimed to assess effects of thermal manipulation in early growing period on CRH gene 
expression in broiler chicks under thermal challenge. Two hundred forty broiler chicks of ROSS 308 in 
three experimental groups namely: 1) Thermal conditioning(TC) for 24 h at the 3 days of age 2) 
combination of TC at the 3 days of age and subsequent heat stress (32 ºC ± 2) from 24 to 42 days of age 
(TCHS) and 3) the control. Samples of brain were taken to evaluate the level of gene expression by real-
time PCR. Specific primers were designed for CHR as gene of interest and GAPDH and YWH as 
housekeeping reference gene. The rate of CRH gene expression was significantly different between 
three groups. Results showed that thermal adaptation lead to increase in CRH gene expression in chicks 
of TCHS group when compared to control group under thermal stress condition while no significant 
difference between TC and TCHS groups. Therefore, thermal adaptation in early growing period and 
consequently increase in CRH gene expression can be considered as one of the mechanisms involved in 
improvement of thermotolerance in broiler chickens under thermal challenges.    
Key words: Broiler chickens ,thermal conditioning, corticotropin-releasing hormone, Real- Time PCR  
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) 1: پرنده به ازاي هر تكرار توزيع شدند 16با ) تكرار  5تيمار و  3( گروه آزمايشي  3 در ROSS 308قطعه جوجه گوشتي نر  240تعداد 
در روز سوم و استرس گرمايي از  حرارتيدهي تركيبي از عادت) ºC 2 1 ± 38ساعت در روز سوم تحت دماي  24براي  حرارتيعادت دهي 

پرنده جهت جهت تهيه نمونه  30نمونه برداري از تعداد. نرمال سالن گروه كنترل پرورش در شرايط) TCHS (3(روزگي 42تا  24

پرايمر هاي اختصاصي براي ژن  .نگهداري شدندگراد سانتيدرجه 80در منهاي RNAاستخراج نمونه ها تا زمان . هيپوتالاموس انجام شد
١TRH ٢به عنوان ژن اصلي مورد مطالعه و نيز ژن هاي GAPDH و YWH اي شاهد يا كنترل طراحي به عنوان ژن ه ٣

براي تعيين كيفيت و كميت  .بر اساس دستورالعمل شركت سازنده انجام شدو  CinnaPure RNA توسط كيت كل RNAاستخراج  .گرديد

RNA  تهيه . انجام شد نيز سنجش هاي لازم توسط نانودراپ  درصد و 1استخراج شده از الكتروفورز بر روي ژل آگارزcDNA  ازRNA 
بر اساس و  )، سيناكلون Vivantis( steps RT-PCR-2با استفااده از كيت)  RT- PCR(٤واكنش رونويسي معكوس ط كل توس

واكنش به همراه غلظت تركيبات . استفاده شد PCR Real Timeاز واكنش ژن  انيب يبررس يبرا .انجام گرفت دستورالعمل شركت سازنده
بود كه با  ≥ ng 300الگوDNA از هر كدام از پرايمرها و  µM 3/0 تر،يكروليم SYBR Grean PCR Master     Mix5/12 :آن شامل

درجه  50 تيمار اوليه: شامل PCRبرنامه زماني و دمايي مورد استفاده در واكنش  .رسانده شد ميكروليتر 25آب عاري از نوكلئاز به حجم 
درجه سانتيگراد 95 حرارتي شاملو چرخه هاي دقيقه بود،  10به مدت سانتيگراد درجه 95و فعال سازي اوليه  دقيقه 2سانتيگراد به مدت 

ثانيه جهت  30درجه سانتيگراد به مدت  72آغازگرها و ثانيه جهت اتصال  30درجه سانتيگراد به مدت  60ثانيه، 15واسرشت سازي  به مدت 
كه با مقايسه با منحني   cDNAمطلق تعداد كپي هايِ و نيز اندازهCt جهت بررسي بيان ژن اندازه هاي  .گسترش قطعه مورد نظرانجام شد

جهت نرمال كردن داده و نيز حذف اثر خطا احتمالي از ژن . استاندارد رسم شده بدست آمد مقايسه نمونه هاي تيمار با گروه شاهد انجام شد
  .استفاده شد ٥هاي شاهد

  
 نتايج و بحث

 
 كاهش و رشد ميزان كاهش. نشد مشاهده لاشه صفات و عملكرد نظر از داري معني تتفاو تيمار گروه دو و شاهد گروه بين پژوهش اين در

 مي جاضر مطالعه نتايج توجه با. است شده گزارش مطالعات از بسياري در بالاتر محيطي دماي در رشد حال در هاي پرنده مصرفي خوراك
 شرايط در پرورش(  حرارتي شده  دهي عادت گروه در يگرماي تحمل موجب شده اعمال گرمايي دهي عادت كه گردد تلقي چنين تواند

 معني كاهش ديگر تيمارهاي با مقايسه در افتندي پرورش بالا دماي شرايط در ها جوجه اين اينكه عليرغم.  است شده) گرمايي   استرس
ره پرورش نشان داد بين نمونه هاي اول دو Real time PCR نتايج حاصل از .ندادند نشان مصرفي وخوراك رشد ميزان در داري

___________________________________________________________________________________________ 
١Thyrotropin-releasing hormone  
 ٢Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
 ٣Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide 
۴ Reverse transcription 
 
 
 

٥ House keeping gene 
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Effects of thermal adaptation in early growing period on TRH gene expression in 
broiler chicks under thermal challenge condition 

Roghayeh Rahmanifirozi, Taher Harkinezhad , Mohammad Hosein Shahir , Moradpasha eskandarinasab  
University of Zanjan, Faculty of Agriculture, Department of animal science 

Corresponding E-mail address: ro_rahmani@yahoo.com 
Abstract 
This study was aimed to assess effects of thermal manipulation in early growing period on TRH gene 
expression in broiler chicks under thermal challenge. Two hundred forty broiler chicks of ROSS 308 in 
three experimental groups namely: 1) Thermal conditioning(TC) for 24 h at the 3 days of age 2) 
combination of TC at the 3 days of age and subsequent heat stress (32 ºC ± 2) from 24 to 42 days of age 
(TCHS) and 3) the control. Samples of brain were taken to evaluate the level of gene expression by real-
time PCR. Specific primers were designed for THR as gene of interest and GAPDH and YWH as 
housekeeping reference gene. The rate of TRH gene expression was significantly different between three 
groups. Results showed that thermal adaptation lead to decrease in TRH gene expression in chicks of 
TCHS group when compared to control group under thermal stress condition. Therefore, thermal 
adaptation in early growing period and consequently decrease in TRH gene expression can be 
considered as one of the mechanisms for improvement of thermotolerance in broiler chickens under 
thermal challenges.            
   Key words: Broiler chickens ,thermall conditioning, thyrotropin-releasing hormone, Real- Time PCR 
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آلاماده قزل
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RAPD  بـه لحـاظ   . در خصوص شناسايي نژادها، ارزيابي تا حدودي مشكل اسـت ). 1385درافشان، (و ريزماهواره انجام شده است
هاي مختلف درون يك گونه از نظـر  ن سويهلا طراحي نشده است و همچنيمعمو) سويه(اينكه معمولا نشانگر مولكولي خاص هر نژاد 

 با اين وجود امكان شناسايي برخي نژادهاي آبزيان . ژنتيكي بسيار شبيه به هم هستند

با استفاده از نشانگرهاي بسيار چندشـكل   Ictalurus punctatusماهي كانالي و گربه Cyprinus carpioپرورشي نظير كپور معمولي 
  . ده استفراهم ش AFLPريزماهواره و 

  
   ارزيابي ذخاير و تنوع ژنتيكي آبزيان -ب

-هاي ژنتيكي مولدين مورد استفاده در اين صنعت تاكنون به خوبي مشخص نشـده پروري، ويژگيرغم سابقه طولاني صنعت آبزيعلي

كمان به منظـور توسـعه   رنگينآلاي در بسياري از مناطق جهان از جمله ايران، از ذخاير و نژادهاي متعددي از يك گونه نظير قزل. اند
سوالات اساسـي در ايـن   . ها همچنان نامشخص استبا اين وجود ارتباط ژنتيكي بين انواع سويه. پروري بهره برداري شده استآبزي

در ايـن خصـوص اسـتفاده از نشـانگرهاي     . هاي پرورشي با انواع وحشي اسـت زمينه ميزان تنوع ژنتيكي مولدين و تمايز ژنتيكي گله
  . توصيه مي شود AFLPقدرتي نظير ريزماهواره و به خصوص پر
  
  آزمون انساب و ارزيابي مشاركت توليدمثلي -ج

هاي بسـيار  از اين رو استفاده از روش. گيري در سلسله جانوري متعلق به ماهيان باشدهاي توليدمثلي و جفتترين سيستمشايد پيچيده
با توجـه بـه ماهيـت    . پرورشي الزامي است-توليدمثلي در سيستم هاي مختلف توليدي كارآمد به منظور تعيين نسب و ميزان مشاركت

بارز و تنوع بالاي نشانگر ريزماهواره، كه تنوع بسيار مناسبي را حتي بين افراد درون يك گله پرورشي نشان مي دهد، ايـن نشـانگر   هم
واضـح اسـت كـه بـا     . اد نسل آتي و تعيين نسب در آبزيان استبهترين ابزار براي ارزيابي ميزان مشاركت توليدمثلي مولدين در ايج

  افزايش اندازه گله و تعداد آبزيان مورد بررسي، تعداد جايگاههاي چند شكل ريزماهواره كه بايد مورد ارزيابي قرار گيرد نيز افزايش 
هاي مختلف آميزش مصنوعي در گله مولـدين  در ايران مطالعاتي در زمينه آزمون انساب و ميزان مشاركت توليدمثلي در الگو. مي يابد

  .  كمان اجرا شده استآلاي رنگينماهي آزاد درياي خزر و قزل
  
  )MAS(شده با نشانگر و بهگزيني ياري) QTL(نشانگرهاي مولكولي، جايگاههاي صفت كمي  -د

صفات مهم اقتصادي نظير رشد و مقاومت بـه   هاي نوين نظير نشانگرهاي مولكولي به منظور بهبود روشهاي بهگزينياستفاده از فناوري
و  SNPمورف نظير ريزماهواره، به اين منظور استفاده از نشانگرهاي مولكولي پلي. بيماري در بسياري از آبزيان در حال گسترش است

AFLP هاي مختلفي از يك گونه آبزي كه نشانگر مورد استفاده در بين آنها تفرق يابد، الزاميو نيز خانواده  
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  . نشانگرهاي مولكولي توصيه شده بر مبناي هدف مطالعه. 1جدول 

  ساير نشانگرهاي كارآمد نشانگر توصيه شده  هدف مطالعه
  و ريزماهواره RAPD AFLP  تشخيص گونه

  RAPD و ريزماهواره AFLP )نژاد(تشخيص سويه 
  و ريزماهواره RAPD AFLP  )دورگه(تشخيص آميخته 

  -  ريزماهواره  آزمون نسب
  RAPD  و ريزماهواره AFLP  تنوع ژنتيكي

 RFLPو  SNP AFLPماهواره و ريز  يابي ژنتيكينقشه

 

  

Molecular markers and aquaculture  
Salar Dorafshan 

Department of Natural Resources (Fisheries Division), Isfahan University of Technology,  

sdorafshan@cc.iut.ac.ir Isfahan, 

 

Abstract: 
Application of molecular markers in aquaculture are under development. Nowadays, different markers 

are used based on necesssities. Using RAPD marker as a cost effective and simple method is enough for 

sepices identification. While, for some other applications, like marker assitant secelction and paternity 

tests more expensive and complicated markers such as microsatellite and AFLP should be considered. In 

this article, the application of different markers based on aquaculture needs will be disscussed. 
Keywords: Molecular markers, Stock assessment. Paternity test, Aquaculture. 
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  ها مواد و روش
نمونه هاي خون در ظرف حاوي يخ قرار داده شد و به آزمايشگاه  . .ابي جمع آوري شدگوسفند سنج 100نمونه هاي خون بطور تصادفي از 

با روش نمكي بهينه يافته كه توسط ميلر و  DNAاستخراج . درجه سانتي گراد نگهداري شد 4در  DNAمنتقل يافت و تا زمان استخراج 
، OarHH64 ،OarHH35 ،OarHH55ماركر ميكروستلايت  5براي انجام اين پژوهش از . ارائه شده، انجام گرفت) 1988(همكاران 

OarFCB128  وOarE101 استفاده گرديد .  
  تكثير قطعات مورد نظر

-µL Buffer 10X PCR،(25 mmol L 2آب مقطر،  µL 18.5 :باشد كه شامل مي PCR  ،25 µLحجم مخلوط مورد استفاده در 

l)1.5 mm MgCl2 ،0.5 µL DNA،1 µL dNTPs (2.5 mmol L-l)   ،Taq DNA polymerase 0.5 µL (5 u µL-l),   

polymerase  0.8و µL (10 mmol L-l) شرايط دمايي . هااستفاده شد از هر يك از پرايمرPCR  براي تكثير قطعه ژني عبارت است
دقيقه، دماي  1براي واسرشته سازي اوليه به مدت  C94˚سيكل شامل  32الگو،  DNAدقيقه جهت واسرشته شدن  3به مدت  ºC94از

به  C72˚و همچنين جهت بسط نهايي  DNAدقيقه براي سنتز  1به مدت  C72˚ثانيه و  45به مدت  DNA ،˚C62ها به  اتصال پرايمر
  . دقيقه انجام شد 5مدت 

  
  نتايج و بحث

يت مورد مطالعه مـا توانسـتيم بـه    در جمع. در گوسفندان سنجابي مورد مطالعه در اين تحقيق تمام قطعه ها با چند شكلي بالايي تكثير شدند
تـا   (OarHH64)4اي بـين   هاي محاسـبه شـده در هـر لوكـوس در دامنـه      تعداد آلل. ميكروستلايت مشاهده كنيم 5آلل را در  27طور كلي 

8(OarHH35) هـاي ميـزان   هـاي مطالعـه شـده شـاخص     بـراي ميكروسـتلايت  . آلل به دست آمد 4/5در اين تحقيق ميانگين . قرار داشتند 
 (Ho)و هتروزيگوسيتي مشـاهده شـده   (He)،  ميزان هتروزيگوسيتي  مورد انتظار (Ne)هاي موثر  ، تعداد آلل(PIC)مورفيك  اطلاعات پلي

و كمتـرين ميـزان هتروزيگوسـيتي نيـز مربـوط بـه نشـانگر         OarHH35بيشترين ميزان هتروزيگوسيتي مربوط به نشانگر . برآورد گرديدند
OarHH55 به نتايج مشاهده مي گردد كه ميكروستلايتبا توجه . بودOarHH55   داراي بيشترين و نشانگر ريز ماهوارهOarHH55  نيز
 در نشانگر 5,6338و OarHH55براي نشانگر 3,0455اي بين  هاي موثر در دامنه تعداد آلل. دهند را نشان مي PICكمترين ميزان 

 OarHH35 ان هو براي نشانگر ريزمـاهواره اي روي گوسفند) 2010(در مطالعه سان و همكاران . برآورد گرديدOarHH35    تعـداد آلـل
به دست آمـد، آللهـاي مشـاهده شـده در آن      66/0و 97/2، 5به ترتيب  PICهاي مشاهده شده، تعداد آللهاي موثر، ميزان هتروزيگوسيتي و 

در پايـان بـا توجـه بـه     . گوسفند سنجابي متفاوت بود كه با مشاهدات مطالعه اخير روي جفت بازي قرار داشتند 121-141پژوهش در دامنه 
مورفيسم و هتروزيگوسيتي بالايي بـوده كـه آنهـا را بـراي      اي داراي ميزان پلي نتايج بدست آمده مشخص شد كه اين نشانگرهاي ريزماهواره

 .هاي ژنتيكي مناسب مي سازد مطالعات برآورد ارزيابي
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  هاروش و مواد
 پژوهشي -آموزشي مزرعه افشاري گوسفند نژادي اصلاح گله در موجود افشاري ماهه 11 نر بره رأس 100 تعداد تحقيق اجراي جهت

 كه آنجايي از. شد استخراج كلروفورم -فنل روش با ژنومي DNA و شد رفتهگ خون نمونه آنها از. گرفتند قرار استفاده مورد زنجان دانشگاه
 زير صورت به آنها توالي كه گرديد طراحي پستانداران ساير در ژن اين توالي روي از هاآغازگر بودن دسترس در گوسفند FABP4 ژن توالي
  :اند شده گرفته نظر در 1 اگزون از bp 350 قطعه كي تكثير وبراي است

F: 5' CAAGGAGAGCCAAAGTTGAG 3' 
R: 5' CTAGAGAAAAAGTTATAAGCCCAG 3' 

  
 lµپليمراز،تك IU 8/0ژنوميك،  DNAنانوگرم  50پيكو مول از هر پرايمر،  16شامل ) lµ 50(  PCR)(اي پليمراز هر مخلوط واكنش زنجيره

 مطالعه مورد آغازگر براي مناسب حرارتي برنامه  .بود mM 50 KClو mM2 MgCl2  ،)ناژنيس(dNTP از هر PCR، Mµ 200تك بافر  1/0
 مدت به سانتيگراد درجه 95 در سازي واسرشته: شامل سيكل 30 و دقيقه 5 مدت به سانتيگراد درجه 95 در اوليه سازي واسرشته: صورت به

 ثانيه 50  مدت به سانتيگراد درجه 72 دماي در بسط مرحله و ثانيه 40 مدت به سانتيگراد درجه 58 دماي در آغازگرها اتصال ثانيه، 50
 از ميكروليتر 5 مورد نظر قطعه تأييد تكثير براي. شد گرفته نظر در دقيقه 5  مدت به سانتيگراد درجه 72دماي در نهايي بسط و انتخاب
   .شدند درصدالكتروفورز 5/1 آگارز ژل روي بر دقيقه 45 مدت به 90 ولتاژ با بافربارگذاري ميكروليتر 3 با PCR محصول

براي واسرشته كردن رشته ها ، نمونه ها به . ميكروليتر بافر بارگذاري مخلوط گرديد 8با  PCRميكروليتر از محصولات  SSCP 8براي انجام 
 سپس بلافاصله نمونه ها در داخل يخ قرارگرفتند تا از اتصال. قرار داده شدند PCRدرجه سانتيگراد در دستگاه  95دقيقه در دماي  13مدت 

براي . استفاده شد% 10ها از دستگاه الكتروفورز عمودي  و از ژل اكريل آميد براي مشاهده ژنوتيپ. مجدد رشته هاي مكمل جلوگيري شود
ساعت در دماي اتاق  24به مدت  150و بافر بارگذاري در هر چاهك ريخته شدو با ولتاژ  PCRميكروليتر از مخلوط محصول  13اين منظور 

  .براي مشاهده ژنوتيپ ها از روش رنگ آميزي نيترات نقره استفاده شد. ، الكتروفورز شد TBE 1Xو با بافر 
  

  نتايج و بحث
 با پستانداران ساير در ژن اين روي از شده طراحي آغازگرهاي از استفاده با گوسفند FABP4 ژن 1اگزون  شامل ايتكثيرناحيه
 با ، PCR با شده تكثير هاي نمونه). 1 شكل(گرديد مشاهده باز جفت 350 ولط به باندي آگارز ژل روي بر و گرفت انجام موفقيت
 ميد،آ اكريل ژل روي بر شده واسرشته PCR محصولات الكتروفورز و گرفتند قرار آناليز مورد شده، ژنوتيپ تعين SSCP از استفاده

  ). 2 شكل(داد نشان را مختلف ژنوتيپ و باندي الگوي سه

 
  

  
  %5/1 آگارز ژل رويبرPCRمحصولاتالكتروفورز-1شكل

M  )                    :100 ماركرbp (  
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Polymorphism of FABP4 gene in Afshari x Broola Merino cross lambs studied using 
 PCR-SSCP 

Leyla Zahedi 1*, Taher Harkinezhad2 
1MSc Student of animal Genetics and Breeding of Zanjan University 2 Academic member of  Faculty of Agriculture, the 

University of Zanjan, Iran 
leilyzhd@yahoo.com 

 
Abstract 
Tail and other adipose fat comprise a considerable fraction of carcass composition. Fatty acid binding 
protein 4 gene (FABP4) is one of important genes playing a role relating to this traits. This study aimed 
to investigate polymorphism in FABP4 in Afshari x Broola Merino cross lambs. To do this, a study was 
conducted using 100 male lambs. Lambs were at age of 11 month before slaughtering. Since DNA 
sequence of this gene was not available for sheep primers were designed based on those of other 
mammals. To identify different genotypes SSCP procedure were implicated on PCR products. Six 
different genotypes namely AA, BB, and AC were found according to the bands on non-denaturing 
polyacrylamide gel and their frequency were 65, 21and 13 percent respectively. These results indicate 
that there is polymorphism in first exon of FABP4 gene. Further study is necessary to determine the 
association of this polymorphism with carcass traits in sheep.   
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يك جايگاه برش براي آنزيم   Cاست كه در حالت وجود نوكلئوتيد (OLR1g.8232 C >A) 8232 نوكلئوتيد آدنين با سيتوزين در جايگاه
قابل تشخيص  گارزبر روي ژل آbp  250به صورت يك باند  Cو آلل  bp 270به صورت يك باند  Aبرشي ايجاد شده و در نتيجه آلل 

 AAو  ACدر مقابل ژنوتيپهاي  CCاين مطالعه نشان دهنده ي بيشتر بودن درصد و مقدارچربي شير در ژنوتيپهاي ).2006،خطيب(خواهد بود
علي رغم مطالعات .)2006،خطيب(را كنترل كند OLR1حاصل از ژن  mRNAممكن است ترجمه و يا ثبات   UTR-'3چند شكلي در . بود

هدف اين تحقيق بررسي تنوع و .احساس مي شود ز نياز به بررسي اين ژن در جمعيتهاي مختلف گاو با زمينه ژنتيكي مختلفهنوانجام شده،
مي در گاوهاي هلشتاين ايران و ارتباط آن با صفات توليد شير و استفاده از آن در جهت اهداف اصلاحي  OLR1فراواني آللي چند شكلي ژن 

 .باشد

 
  مواد و روش ها

شده  ييدأتگاوداري صنعتي اصفهان كه داراي اطلاعات شجره و ركوردهاي  5از گاوهاي  رأس ۴٠٨ونوجكت از سياهرگ دمي توسط 
انجام پذيرفت و به دو روش )1998(به روش استخراج نمكي ميلر و همكاران DNAاستخراج .نمونه خون گرفته شد بودند

با استفاده از واكنش زنجيره اي .كيفيت و كميت آن تعيين گرديد ،TAEرصد د ٧/٠اسپكتروفتومتري و الكتروفورز بر روي ژل آگارز 
اين .تكثير گرديد ،مورد مطالعه بود SNPكه حاوي  OLR1و بكارگيري آغازگرهاي اختصاصي قطعه مورد نظر از ژن   (PCR)پليمراز
مورد هضم قرار  PstIه توسط آنزيم برشي قطعات تكثير شد. درصد مشاهده گرديد 1طول داشت كه بر روي ژل آگارز  bp  270قطعه 
 2/5به منظور تعيين ژنوتيپ محصول هضم بر روي ژل آگارز . خواهد بود Aو در غير اينصورت آلل  Cآلل  ،در صورت برش. گرفتند
 GLMرويه  SASبه منظور بررسي ارتباط بين ژنوتيپ هاي اين چند شكلي با صفات توليد شير از نرم افزار  .الكتروفورز شد TBEدرصد 

  :به منظور آناليز مدل زير مورد استفاده قرار گرفت. استفاده گرديد
 

 

 Yijk شير پروتئين درصد و چربي درصد شده، تصحيح شير توليد صفاتنشان دهنده ي ،Gi ثر ثابت ژنوتيپ ژن اOLR1  وHj  اثر ثابت گله

روزهاي  Wijk، ميانگين روزهاي طول دوره شيردهي، بر اساس روز و  )به عنوان واريانس مشترك(طول دوره شيردهي Xijk.مي باشد

به ترتيب ضريب رگرسيون طول دوره شيردهي و روزهاي نيز  b2و  b1. ميانگين روزهاي باز است، و  )به عنوان واريانس مشترك(باز
 .خواهد بود نيز اثر خطا eijkو  .مي باشدباز 

  
  نتايج و بحث   

ش بر(Cو )  bp 270بدون برش (Aهر دو آلل .درصد مشاهده گرديد 2/5محصول هضم بر روي ژل آگارز  ،هضم توسط آنزيم برشيپس از 
بود كه با مقادير گزارش   0/4828و  0/5172در هر پنج گله مشاهده شد و فراواني آنها در مجموع به ترتيب برابر با )bp 20و  bp 250 به

و  0/456  ، 0/289به ترتيب برابر با  CCوAA،ACفراواني ژنوتيپ هاي ). 2006،خطيب(شده توسط خطيب و همكاران مطابقت داشت
بين ژنوتيپ و  وجود ارتباط آناليز آماري نشان دهنده.وينبرگ قرار داشتند- بودو هر پنج گله براي اين چند شكلي در تعادل هاردي 0/255

 ).1جدول (روز ارتباطي يافت نشد 305درصد چربي و پروتئين بود اما بين ژنوتيپ و شير تصحيح شده 

X

W
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Abstract 

To investigate the relationship between OLR1 gene and  milk production traits,blood samples werw 

obtained from 408 cows in 5 industrial dairy farms in Isfahan province that had registered recordes. After 

extracting DNA, determining the quality and quantity of extracted DNA, amplification and digestion by 

restriction enzyme, digestion product was observed on a 2.5% agarose gel. Both alleles A(uncut 270bp) 

and (cut into fragments 250bp and 20bp) were observed in all 5 herds and all werw in Hardy–Weinberg 

equilibrium. Genotype CC compared to AA and AC showed significantly (P<0.0001) more milk fat 

percent and genotypes CC and AC had more milk protein percent compared to genotype AA(P<0.01). 

Keywords: OLR1 Gene, Holstein Cows, Genotype, Electrophoresis. 
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وجود اين چند شكلي و حفظ تنوع آن مي  .مي باشد (OLR1g.8232 C >A)  8232ايگاهجايگزيني نوكلئوتيد آدنين با سيتوزين در ج
بررسي اين چند شكلي و تنوع آن در گاوهاي هلشتاين ايران  ،هدف تحقيق حاضر . بكار گرفته شود 1تواند در انتخاب به كمك نشانگرها

          .بود
  مواد و روش ها

شده  ييدأتگاوداري صنعتي اصفهان كه داراي اطلاعات شجره و ركوردهاي  5گاوهاي از  رأس 408توسط ونوجكت از سياهرگ دمي 
انجام پذيرفت و به دو روش )1998(به روش استخراج نمكي ميلر و همكاران DNAاستخراج .نمونه خون گرفته شد بودند

با استفاده از واكنش زنجيره اي .رديدكيفيت و كميت آن تعيين گ ،TAEدرصد  0/7اسپكتروفتومتري و الكتروفورز بر روي ژل آگارز 
اين قطعه .مورد مطالعه بود تكثير گرديد SNPكه حاوي  OLR1و بكارگيري آغازگرهاي اختصاصي قطعه مورد نظر از ژن   (PCR)پليمراز

270 bp   قطعات تكثير شده توسط آنزيم برشي . درصد مشاهده گرديد 1طول داشت كه بر روي ژل آگارزPstI رار گرفتندمورد هضم ق .
درصد  2/5به منظور تعيين ژنوتيپ محصول هضم بر روي ژل آگارز . خواهد بود Aو در غير اينصورت آلل  Cآلل  ،در صورت برش

TBE با استفاده از برنامه ي نرم افزاري به منظور بررسي تنوع چند شكلي مورد نظر در جمعيت  .الكتروفورز شدPopGen32  آناليز
  .موع گله ها صورت پذيرفت ژنتيكي هر گله و مج

  
  نتايج و بحث

برش (Cو ) bp 270بدون برش (Aهر دو آلل .درصد مشاهده گرديد 2/5محصول هضم بر روي ژل آگارز  ،هضم توسط آنزيم برشيپس از 
 .در هر پنج گله مشاهده شد)bp 20 و bp 250 خورده به قطعات 

بود كه با مقادير گزارش شده توسط خطيب و همكاران مطابقت   0/4828 و 0/5172در مجموع به ترتيب برابر با  Cو  Aآلل هاي فراواني 
بود و هر پنج گله براي اين چند  0/255و  0/456 ، 0/289به ترتيب برابر با  CCوAA،ACفراواني ژنوتيپ هاي ). 2006،خطيب(داشت

برابر  (ne)2و تعداد مؤثر آلل ها 2مجموع گله ها برابر  در (na)تعداد آلل هاي مشاهده شده .وينبرگ قرار داشتند- شكلي در تعادل هاردي
مي  naگويا تر از  neميزان  ،در ارزيابي واريانس ژنتيكي.بود كه بالا بودن مقدار آن نشان دهنده ي هتروزيگوسيتي بيشتر مي باشد 1.9986

 ).1994،تاجيما(به اندازه نمونه وابسته است naباشد زيرا مقدار 

مقدار ).2003،چائو(يكي ديگر از شاخص هاي تنوع مي باشد كه ميزان پراكندگي در جمعيت را نشان مي دهد 3نشاخص اطلاعاتي شان
بود كه حاكي از وجود يكنواختي ژنتيكي براي چند شكلي مورد بررسي در  0.6926اين شاخص در جمعيت مورد بررسي برابر با 

) 0.500(با مقادير مورد انتظار) 0.5441و  0.4559به ترتيب (اهده شده مقادير هتروزيگوسيتي و هموزيگوسيتي مش. جمعيت مي باشد
. مي باشد Cو  Aآلل  2نزديك بودن مقادير هتروزيگوسيتي و هموزيگوسيتي مشاهده شده بدليل نزديكي فراواني .اختلاف اندكي داشت 

مي باشد كه ميزان تنوع  4شاخص تثبيت رايت ،د بررسيمور  فاكتور ديگر .مقادير بالاي هتروزيگوسيتي نشان دهنده ي تنوع بيشتر ميباشد

___________________________________________________________________________________________ 
١ Marker-Assisted Selection 
٢ Effective number of alleles 
٣ Shannon's Information index 
٤ Wright's fixation index 
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Evaluation of OLR1 gene polymorphism and diversity in Iranian Holstein dairy 

cattle 
Masoud Soltani1*, Saeid Ansari Mahyari2, Golamreza Ghorbani3, Mohammad-Ali Edriss4, Badraldin Ebrahim Sayed-

Tabatabaei5 

MSc Student of Animal Science of Technology University of  Isfahan ١  

Academic member of Technology University of Isfahan٢,٣,۴۵و 

masoud_sol32@yahoo.com: mail address-Corresponding E*  
Abstract  

 To investigate the OLR1 gene polymorphism and diversity in Iranian Holstein dairy cattle, blood 

samples werw obtained from 408 cows in 5 industrial dairy farms in Isfahan province. After extracting 

DNA, determining the quality and quantity of extracted DNA, amplification and digestion by restriction 

enzyme, digestion product was observed on a 2.5% agarose gel. Alleles A(uncut 270bp) and (cut into 

fragments 250bp and 20bp) were observed in all 5 herds. Genetic analysis was done by software 

PopGen32. Calculated indices showed high diversity for this polymorphism in studied population that 

can be used in Marker-Assisted Selection.  

Keywords: OLR1 Gene, Holstein Cows, Polymorphism, Genetic Diversity. 
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× يدر گوسفندان نژاد افشار FTOژن  4و اگزون  3 ناحيه اينتروندر  يچندشكل ييپژوهش حاضر جهت شناسا. نتايجي گزارش نشده است
  .  نو انجام شديبرولامر

  
 هامواد و روش

پژوهشي دانشگاه  - در گله اصلاح نژادي گوسفند افشاري مزرعه آموزشي ماهه افشاري كه 11رأس بره نر  100جهت اجراي تحقيق تعداد 
از آنجايي كه توالي . . كلروفورم استخراج شد - ژنومي با روش فنل DNAاز آنها نمونه خون گرفته شد و . زنجان مورد استفاده قرار گرفتند

تانداران طراحي گرديدكه توالي آنها به صورت زير است ها از روي توالي اين ژن در ساير پسگوسفند در دسترس نبود آغازگر FTOژن 
  :در نظر گرفته شده اند 4و اگزون  3از اينترون  bp 518وبراي تكثير يك قطعه 

F: 5' AGGCCCTGAAGAGGAAAGYG 3' 
R: 5' GCTGTTCCTGMGARGAAAC 3' 

- تك IU 8/0ژنوميك،  DNAنانوگرم  50مر، پيكو مول از هر پراي 16شامل ) lµ 50(  PCR)(اي پليمراز هر مخلوط واكنش زنجيره

برنامه حرارتي مناسب براي  .بود mM 50 KClو mM2 MgCl2 ،)ناژنیس(dNTP از هر PCR، Mµ ۲۰۰تك بافر  lµ 1/0پليمراز،
 95ر واسرشته سازي د: سيكل شامل 30دقيقه و  5درجه سانتيگراد به مدت  95واسرشته سازي اوليه در : آغازگر مورد مطالعه به صورت

درجه  72ثانيه و مرحله بسط در دماي  40درجه سانتيگراد به مدت  58ثانيه، اتصال آغازگرها در دماي  50درجه سانتيگراد به مدت 
براي تعيين كيفيت قطعه به . دقيقه در نظر گرفته شد 5درجه سانتيگراد به مدت  72ثانيه انتخاب و بسط نهايي در دماي 50سانتيگراد به مدت 

 5/1دقيقه بر روي ژل آگارز  45به مدت  90ميكروليتر بافربارگذاري با ولتاژ  3با  PCRميكروليتر از محصول  5ه دست آمد
براي . ميكروليتر بافر بارگذاري مخلوط گرديد 8با  PCRميكروليتر از محصولات  SSCP 8براي انجام روش . درصدالكتروفورز شدند

سپس بلافاصله نمونه . قرار داده شدند PCRدرجه سانتيگراد در دستگاه  95دقيقه در دماي  13 واسرشته كردن رشته ها ، نمونه ها به مدت
ها از دستگاه الكتروفورز عمودي  و از براي مشاهده ژنوتيپ. ها در داخل يخ قرارگرفتند تا از اتصال مجدد رشته هاي مكمل جلوگيري شود

با ولتاژ  فر بارگذاري در هر چاهك ريخته شدو با PCRميكروليتر از مخلوط محصول  13براي اين منظور . استفاده شد% 10ژل اكريل آميد 
براي مشاهده ژنوتيپ ها از روش رنگ آميزي نيترات نقره . ، الكتروفورز شدTBE 1Xساعت در دماي اتاق و با بافر  24به مدت  150

  .استفاده شد
  

  بحث و نتايج
در  FTOژن  يشده از رو يطراح يبا استفاده از آغازگرها 4و اگزون  3از ناحيه اينترون بخشي  bp 518رقطعه يتكث PCRبا استفاده از 

 پ شده، مورد ين ژنوتيتع SSCP، با استفاده از   PCR نمونه هاي تكثير شده با. ت انجام گرفتير پستانداران با موفقيسا

شكل (پ مختلف را نشان داد يو ژنوت يباند يد، چهار الگويملايژل اكر يواسرشته بر رو PCRز قرار گرفتندو الكتروفورز محصولات يآنال
1( 
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Allelic polymorphism of FTO Gene (3rd intron and 4th exon) in Afshari x Broola 

Merino cross lambs studied using  PCR-SSCP  
Wahid Salmani 1, Taher Harkinezhad2, masoomeh saleh1, Moradpasha eskandarinasab2, daryush salimi2   

1MSc Student of animal Genetics and Breeding of Zanjan University 2 Academic member of  Faculty of Agriculture, the 
University of Zanja, Iran  

 
Abstract 
Tail and other adipose fat comprise a considerable fraction of carcass composition and due low rate of feed 
conversion and consequently economically it is not desired for meat producers. The association of variety of 
genes including fatty mass and obesity associated (FTO) gene with meat and fat composition of carcass has being 
studied in mammals but there is no reports on FTO gene in sheep. This study aimed to investigate polymorphism 
in FTO in Afshari x Broola Merino cross lambs. To do this, a study was conducted using 100 male lambs. Lambs 
were at age of 11 month before slaughtering. Since DNA sequence of this gene was not available for sheep 
primers were designed based on those of other mammals. To identify different genotypes SSCP procedure were 
conducted on PCR products. Four different genotypes namely AA, AB, AC and AD were found according to the 
bands on non-denaturing polyacrylamide gel. The allelic frequency of this gene were 14.6, 63, 17.4 and 5 
respectively. These results indicate that there is polymorphism in 3rd intron and 4th exon of FTO gene locus. 
Further study is necessary to determine the association of this polymorphism with carcass traits in sheep.   
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transgenic animals. However, each of these approaches has their own shortcomings, including species 
limitations, biosafety hazards, and low efficiency. In addition, all three methods are technically 
demanding, costly and labor intensive with low reproducibility. Recently, sperm-mediated gene 
transfer (SMGT), which is based upon exploiting the sperm cell as a carrier of exogenous DNA into 
the oocyte has been proposed as an effective, simple, and convenient method for the production of 
transgenic animals. Despite limited reports describing SMGT as an efficient method, there are 
numerous contradictory reports      questioning the efficiency of this technique in the production of 
transgenic embryos or offspring. In fact, literature reveals that the discrepancies have been mainly 
related to inter and intra species differences, the procedure of sperm preparation, the dosage of 
exogenous DNA, and more importantly, to the techniques of insemination. Therefore, further 
studies are of fundamental importance in order to investigate whether SMGT can be considered as 
an efficient technique for transgenes       Thus, the aim of this study was to systematically 
investigate the effect of (a) concentration of exogenous DNA used to challenge sperm cells, (b) 
insemination technique [ in vitro fertilization (IVF) and intracytoplasmic sperm injection (ICSI) 
methods], and (c) status of DNA-incubated spermatozoa (motile vs. live-immotile vs. dead sperm). 
This study was carried out in goats (caprine species) given the unique suitability of transgenic dairy 
goats to produce biopharmaceutical proteins in milk, their shorter gestational period, lower 
susceptibility to some critical diseases, high-milk yield and protein content, and more importantly 
the fact that to the best of our knowledge, there has been no reports on SMGT in this species. 

 
Materials and methods 
 
Experimental design 
During this study, the effects of four concentrations of exogenousDNA, two states of sperm either at 
the time of incubation with exogenous DNA (viable vs. dead) or following incubation with exogenous 
DNA (motile vs. live-immotile), and two methods of sperm introduction into the oocyte (IVF vs. ICSI) 
were evaluated. Accordingly, the cryopreserved semen of three bucks were gently mixed and 
processed. Aliquots of 106 prepared sperm were directly incubated with 50, 100, 200, and 500 ng of 
plasmid pcDNA/his/Lac-Z. Incubated sperm were subsequently used for either IVF or deposited into 
PVP droplets in ICSI dishes to be categorized into two groups of motile versus liveimmotile sperm 
before injection into the oocytes. For preparation of dead sperm, aliquots of 106 prepared sperm were 
subjected to three consecutive rounds of freezing/thawing in liquid nitrogen/air without cryoprotectant. 
The dead sperm were subsequently incubated with the aforementioned concentrations of plasmid 
pcDNA3.1/his/Lac-Z before being used for ICSI. In the sham group, intracytoplasmic injection of 
approximately the same volume of media containing aforementioned doses of DNA was carried out 
with the aid of an ICSI needle. For each experimental group, a corresponding internal control was 
implemented using sperm not treated with DNA. Treated oocytes were cultured in vitro for up to 8 
days. Subsequently, embryos at the morula and blastocyst stages were assigned to X-Gal staining to 
detect the efficiency of transgene expression before being used for genomic polymerase chain reaction 
(PCR) for detection of the transfection efficiency. 

 
Reagents 
Unless indicated otherwise, all chemicals were obtained from Sigma Chemical (St Louis, MO). 
 
Plasmid 
The plasmid pcDNA3.1/his/Lac-Z (8.6 kb) containing CMV promoter, Lac-Z cDNA and neomycin 

resistance gene was obtained from Invitrogen (Carlsbad, CA; Catalog No. V385-20). 
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min, followed by 40 amplification cycles of: denaturation at 94_C for 1 min; annealing at 56.6_C for 
1 min; and extension at 72_C for 1 min. Cycle 40 contained an additional extension at 72_C for 20 
min. To avoid any error and in order to detect limited traces of transgene, Nested-PCR was used for 
detection of the Lac-Z gene. 

       The external primer pair were 5-CTGGCCTAATAGCGAAGAGG-3 and 5-   
CATTAAAGCGAGTGGCAACA-3; and PCR conditions were the same as the b-Casein gene. 
Internal primer pair for detection of the Lac-Z gene were 5-CTTCCTGAGGCCGA 
TACTGTCGTCG-3 and 5-GCTCAGGTCAAATTCAGACGGCAAACG-3 and PCR conditions 
were as follows: denaturation at 94_C for 5 min, followed by 25 amplification cycles; denaturation at 
94_Cfor 1 min; annealing at 68_Cfor 1 min; and extension at 72_C for 1 min. Cycle 25 contained an 
additional extension at 72_C for 20 min. The final product of Nested-PCR was a 291 bp fragment of 
the Lac-Z gene. For each 20 embryos, the negative controls for the b-Casein and Lac-Z genes were 
deionized H2O and normal (nontransgenic) caprine IVF embryos, respectively. 

 
Statistical Analysis 
Cleavage and blastocyst rates were modeled by ArcSin transformation and the transformed data were 
analyzed by one-way ANOVA using SPSS version 17 (SPSS Science, Chicago, IL). Differences were 
compared by the Tukey multiple comparison post hoc test. X-Gal staining and PCR data (categorical 
data) were analyzed with the logistic regression procedure of STATA 9 
(College Station, TX). All data were presented as means_SEM and differences were considered 
significant at P<0.05. 

  
Results and discussion 
 
Effects of Exogenous DNA Concentration and Insemination Techniques on In Vitro Developmental 
Competence 
Table 1 represents the overall results of in vitro development of caprine in vitro matured oocytes after 
insemination with sperm incubated with different concentrations of DNA, in comparison with non-DNA 
incubated sperm (control). The in vitro developmental competency of the oocytes in sham group is also 
shown in Table 1. 
The cleavage and blastocyst rates for different doses of DNA (0, 50, 100, 200, and 500 ng) were similar, 
and there were no significant differences between these DNA doses in the IVF, motile sperm-ICSI, live-
immotile sperm-ICSI, dead sperm-ICSI, or sham groups (Table 1) which is in agreement with the 
reports of Sciamanna et al. (2000) in mice. In addition, these authors reported that lethal effect of high 
DNA dose appeared immediately after implantation. 
 
Transgene Expression 
For transgene detection, embryos from each group that reached the morula or blastocyst stage by day 8 
of in vitro culture were selected, washed in PBS containing 1 mg/ml PVA, fixed in 0.25% 
glutaraldehyde, and finally incubated in X-Gal staining buffer. Stained embryos with at least one dark 
blue blastomere were regarded as positive for Lac-Z gene expression (Fig. 1). As shown in Table 2, 
from 319 stained embryos in the IVF group (morula=186, blastocyst=133), none (0.0%) at any of the 
DNA concentrations were positive for Lac-Z expression. Similarly, in the motile sperm ICSI group, 
none of the DNA dosages resulted in Lac-Z expression in the stained embryos (morula=123, 
blastocyst=85). 
 
However, after injection of DNA-incubated, live-immotile sperm, all concentrations of DNA were able 
to produce transgenic embryos, detected by their dark blue appearance. 
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with 200 ng exogenous DNA followed by chemically assisted activation may be presented as the 
method of choice for the caprine species. 
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يي صحرا موش مغز در ،يفحل چرخهي هاگامه در KiSS-1 mRNAانيبي الگوي بررس ژوهش،پ نيا انجام از هدف. باشد متفاوتيي صحرا
  .بود

  
 هاروش و مواد

ي فحل هاي چرخه گامه نييتع از پسيي صحراي هاموش. شد بزرگسال استفاده) Rattus norvegicus(يي صحرا موش 15 از ،پژوهش نيا در
 15 زينيي صحرا موش سه). گامه هر دريي صحرا موش سه( شدند كشتار گردني هامهرهيي جابجا روش با) واژن رياسمي كروسكپيمي بررس(

يخ  عيما نيتروژن در سفالننيدا بخش و خارج درنگيب جانور هر مغز سپس). شاهد گروه عنوان به( شدند كشتاري بردار تخمدان از پس روز
 و ژنومي هايآلودگي حذف جهت DNase I آنزيم با تيمار ،RNA خراجاست. شدي نگهدار - C80° يدما در RT-PCR انجام زمان تا و زده شد

 KiSS-1 ژن پرايمر طراحي براي. گرفت انجام) دستورالعمل مطابق و فرمنتاز شركت هايكيت توسط همگي( cDNA اول رشته سنتز
)NM_181692  (داخلي كنترل ژن و  GAPDH)M32599 (افزارنرم از ALLELEID 6 نشواك. دش استفاده Real Time PCR صورت به 

  :دش محاسبه بيان ميزان Ct∆∆-2 فرمول با و انجام گراد سانتي درجه 57 اتصال دماي و سيكل 40 با) Relative( ايمقايسه
∆∆Ct = (CT KiSS-1 – CT GAPDH) phase – (CT KiSS-1 – CT GAPDH) OVX 

ويتني مقايسه شد ـ  زمون منآهاي صحرايي با هاي فحلي در هيپوتالاموس موشامهدر گ KiSS-1هاي اي ژنميانگين و انحراف معيار بيان مقايسه
  ).SPSSنرم افزار (
  
  بحث و جينتا

ــر ــطح نيكمتـ ــب سـ ــدا در KiSS-1 mRNA انيـ ــفالننيـ ــوش سـ ــامـ ــحراي هـ ــه دريي صـ ــتروس گامـ ــاهده اسـ ــد مشـ ــطوح و شـ   سـ
KiSS-1 mRNA 05/0( بود همانند ،هاگامه ديگر در<P و دي ـپپت كه دادند نشان نيشيپي هاشپژوه). 1 نگاره؛ mRNA دو در نيپپت ـسيك ـ 

 ـپ هسته و آركوات هسته در عمدهي نورون تيجمع  اسـت  افتـه ي تمركـز  جونـدگان  پوتـالاموس يه) AVPV( 1شـكمي  ـ ـ جلـويي  بطنـي  راي
)Kauffman et al., 2007( .داريمعن شيافزا موجبي بردار تخمدان KiSS-1 mRNA مـي شـود و ممكـن     موسپوتالايه آركوات هسته در

 اني ـب آركـوات،  هسـته  خـلاف  بـر . باشند نيگونادوتروپ تراوش بر استروژني منفي دبكيف اثري انجيم هسته نيا نيپپتسيكي هانوروناست 
mRNA KiSS-1 هسته در AVPV كـه  هشـد  مطـرح  احتمال نيا و مي يابد شيافزا ولياستراد مپلانتيا با و كاهشي بردارتخمدان از پس 
 اني ـب ،2007 سـال  در. )Smith et al., 2005( باشـد  داشته نقش GnRH/LHي زيرتخمك از شيپ سرژ جاديا در است ممكن AVPV هسته

KiSS-1 mRNA و آركوات هسته AVPV شد ي بررسيي صحرا موشي فحل چرخه مختلفي هاگامه در )Adachi et al., 2007( . هي ـپا بـر 
 سـطوح  گـر، يدي سـو  از. بود نهيكم استروس مت در و نهيشيب پرواستروس ظهر از بعد در AVPV در KiSS-1 mRNA سطوح گزارش، آن
-سيك ـ انيب ،يفحل چرخه طول در رسديم نظر و بود حداقل پرواستروس در و حداكثر استروس يدا در آركوات در KiSS-1 mRNA انيب

 گامه در سفالننيدا KiSS-1 mRNAيب داد نشان ژوهش كنونيپ جينتا .ابدييم شيافزا جيتدر به استروسيدا تا پرواستروس گامه از نيپپت
 بـه ي منطقي اجهينت نيچن است كم آركوات در و اديز AVPV هسته در ژن انيب گامه نيا در كهيي آنجا از ؛)P>05/0(بود  بالا پرواستروس

 هـاي  گامه در. است سازگار ،هسته دو هر در ژن انيب بودن پايين با كهشد  مشاهده استروس گامه در ژن انيب سطوح نيكمتر. رسديم نظر
___________________________________________________________________________________________ 
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Abstract 

Kisspeptins belong to a family of peptides which are expressed by KiSS-1 gene and through GnRH 

stimulate LH release. The aim of the present study was to evaluate the expression pattern of KiSS-1 

mRNA during various phases of estrous cycle in the rat brain. the diencephalons of 15 female mature 

rats during various phases of estrous cycle were powdered in liquid nitrogen. Real time PCR was 

performed on tissue samples and expression of KiSS-1 mRNA was determined. Expression Kiss-1 

mRNA was lowest during estrus compared with other phase of the cycle (P<0.05); however, no 

significant difference was found between mRNA expression during met-estrus, diestrus and pro-estrus. 

It may be concluded that co-ordinated  actions of kisspeptin in various hypothalamic neuclei control the 

secretion of GnRH during estrous cycle. 

 In the present study, the expression level of KiSS-1 mRNA in diencephalon of rats was the least 

(P<0.05) and levels of KiSS-1 mRNA in other phases were the same (P>0.05). In conclusion it can be 

stated that resultant function of kisspeptin neurons in hypothalamic nucleus control the gonadotropins 

secretion during estrous cycle. 

Keywords: KiSS-1, Estrous cycle, Hypothalamus, Rat 
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ناكارآمد يا با فعاليت  STAT1 همچنين موشهاي داراي . Lee et al., 2000( گذار است تأثير IFNدر پاسخ به  آن افزايشفوسيت و نل
اين اهميت ). Gavrilescu et al., 2004( تر هستند تريايي بسيار حساسهاي ويروسي و باك ها و آلودگي به عفونتنسبت  ،ناقص

  . )Watson and Neoh., 2008 (باشد   ميغدد پستاني  تكامل رشد و، در تمايز از نقطه نظر علم پرورش دامها  پروتئين
طي تنظيم تكامل غدد  STAT1 اما چون باشد موثر ميدر تمايز غدد پستاني  از راه هاي مختلفي STAT گزارش شده است كه عامل

در غدد  STATكدام  تشخيص اين موضوع كه دهد لذا را نشان مي الگوي متفاوتي ،5 و 3نوع  انندم ،STAT انواعپستاني نسبت به ديگر 
 7زهاياز غدد پستاني در رو دست آمده هاي به mRNAبا بررسي . شود بسيار مهم است بيان ميآن يم پيشرفت و توسعه ظپستاني و در تن

 بيان  اما بودهثابت  ،دوره خلالدر  STAT3و STAT1شيردهي به اين نتيجه رسيدند كه بيان  14 و 1آبستني و روزهاي  16و13،

STAT4 و STAT5 باشد  مي آنو متناسب با  غدد پستاني روي داده تمايز در طول)Watson., 2001( . نتايج مطالعات روي اثر
STAT1  موش متناظر و هاي مشابه در انسان  ست با گزارشاكه يك شاخص براي سلامتي غدد پستاني در گاو در سلولهاي سوماتيك شير

  .استاين ژن در اين شاخص هم موثر  گزارش شده است كه بوده و
  

  :موادوروش ها
رأس گاو  350تصادفي  طوربه  پس از ارزيابي اوليه گله هاي تجاري شيري در سطح استان اصفهان: DNAج اخون گيري واستخر

نمونه ها درلوله هاي  .گرديد و به آزمايشگاه بيوتكنولوژي دانشگاه صنعتي منتقل نمونه خون تهيه ها آناز  و هلشتاين ازپنج گاوداري انتخاب
هاي لكوسيت  ازسلول بهينه ژنومي به روش نمكي  DNAگشايي، پس از يخ. و فريز شدندريخته   EDTAميلي مول 50حاوي  1ونوجكت
  .موردارزيابي قرارگرفت ازلحاظ كميت وكيفيت DNA، درصد 7/0 ژل آگاروز ازو با استفاده  گرديداستخراج 

-F:5راستفاده ازآغازگ با موردنظرجفت بازي  314قطعه  جهت تكثير PCRواكنش :  PCRبوسيله تكثيرقطعه موردنظر

GCCTCAAGTTTGCCAGTGGC-3  براي رفت و آغازگرR: 5-GGCTCCCTTGATAGAACTGT-3 راي برگشت صورت ب
، X1ميكروليتر بافر پي سي آر 2دي ان آ، ميكروليتر2: ، براي جايگاه موردمطالعه به صورت زير استPCRشرايط واكنش . پذيرفت

پليمراز و براي  TaqDNA ميكروليترآنزيم5/0و  dNTPsميكرومولار  250ميكروليتر از هر آغازگر، 5/1ميلي مولار، MgCl2 50ميكروليتر 7/0
دقيقه، 5درجه سانتيگراد براي  95مراحل واكنش شامل واسرشته سازي ابتدايي دردماي . به حجم موردنظر از آب مقطر استفاده شد رسيدن

ثانيه دردماي 30ثانيه جهت اتصال آغازگرها و 30درجه به مدت 63ثانيه جهت واسرشته سازي، دماي  30درجه به مدت 95سيكل شامل 35
 PCR ،5جهت صحت قطعه بدست آمده ازمحصول . درجه سانتيگراد انجام گرفت72دقيقه دردماي  10امل درجه جهت تكثير نهايي ش 72

شد و با رنگ  درصد الكتروفورز  1,5مخلوط شد و بر روي ژل آگاروز  )X6( ميكروليتر بافر بارگذاري 1ميكروليتر از هر محصول را با 
  .قطعه مورد نظر استفاده گرديد  براي تشخيص اندازه M100از  نشانگر وزني . ر گرفتندآميزي با اتيديوم برومايد مورد تائيد و ارزيابي قرا

 -’5براي رفت و  ’ATGCGAAGAACTGACTCAACTGG-3-’5براي جايگاه ديكر  با استفاده از آغازگر  PCRواكنش 

GTGCCCTTCAGAACTGTTTCAGG-3’ شرايط واكنش . براي برگشت صورت گرفتPCR ده بود و تنها دماي واسرشته سازي مشابه شرايط بيان ش

  . انجام گرفت PCR-SSCPبررسي اين جايگاه با روش . درجه سانتيگراد بود 62 متفاوت بود و برابر

___________________________________________________________________________________________ 
 venoject -١   
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و  Aبه اين صورت كه برش در جايگاه اول با آلل . در جايگاه دوم برش آنزيمي بود Dو  Cدرجايگاه اول برش آنزيم و  B و Aدونوع آلل 
نشان داده  Dو عدم برش با آلل  Cو در جايگاه برش دوم ايجاد برش توسط آنزيم برشي با آلل  شود داده مينشان  Bعدم برش با آلل 

 BB  ،CC  ،DDهاي  بود ژنوتيپهاي موجود محاسبه شد كه به اين صورت  ها و آلل ودر پايان فراواني ژني و ژنوتيپي براي ژنوتيپ. شود مي
 ،AC ،AB ، BC،BD ،CD مورد  427/0،و 0341/0،0085/0، 0085/0، 285/0،0514/0، 0856/0، 0999/0به ترتيب هاي با فراواني

آزمون  براساس. به دست آمد 5032/0و  342/0،  125/0،  0298/0به ترتيب  Dو  A  ،B  ،Cفراواني آللي نيز براي . شناسايي قرار گرفتند
 ›0001/0(واينبرگ قرار نداشت  -در تعادل هاردي STAT1ظر ژن مربع كاي نتايج بدست آمده نشان دادند جمعيت مورد مطالعه  از ن

p .(  
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Abstract 
 
  

This experiment was performed to study a mutation in STAT1 gene and calculate allelic and genotypic 
frequencies. The STAT1 gene is one of a series of the genes which passes biological signals from out of 
nucleus into the inner parts. This factor has a regulator action in the gene expression and function. 
STAT1 is located on chromosome-2 at 2q32.2 containing 20 introns and 19 exons. Three hundred fifty 
blood samples were collected from Holstein cattle herds and DNA was extracted using modified salting 
out method. Two positions were studied. One fragment with 321bp polymerase chain reaction (PCR) 
products was studied but polymorphism was not observed. Another fragment with 314bp by specific 
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  موادو روشها
موزش جهادكشاورزي خراسـان رضـوي از وريـد    راس گاو شيري نژاد براون سوئيس واحد گاوداري مجتمع آ 100خونگيري از تعداد 

كيفيت و كميـت  . ليتر خون كامل و به روش استخراج نمكي انجام گرفتميلي 3از  DNAاستخراج . عمل آمددمي و به طور تصافي به
DNA ن و نوكلئوتيـدي ژن اسـتئوپونتي   350و  290از پرايمر  هاي رفت و برگشت  بـه ترتيـب جهـت تكثيـر قطعـه     . اندازه گيري شد

 Taqنـيم واحـد آنـزيم    : ميكروليتـر صـورت گرفـت كـه شـامل      25در حجم نهايي  PCRواكنش ). 1جدول (كاپاكازئين استفاده شد 

Polymerase ،200   ميكرومول ازdNTP ،200  ميلي مولMgCl2  ،4  نـانوگرم   50-100پيكومولمخلوط آغازگرها،  10تاDNA 
لئونارد و همكاران ( و هضم آنزيمي ژن اوستئوپونتين طبق روش پيشنهادي PCR يي واكنشهاي دماشرايط سيكل. و بافر استاندارد بود

فراواني ) PopGen(با استفاده از نرم افزار  .انجام شد)1385زكي زاده و همكاران (و براي ژن كاپا كازئين طبق روش پيشنهادي ) 2005
پارامترهاي ژنتيكي و فنوتيپي بـراي سـه    DFREMLو مدل يك نرم افزار  با استفاده از مدل دام .آللي  و ژنوتيپي دو ژن برآورد كرديد

:       مـدل مـورد اسـتفاده بـه صـورت مقابـل بـود        .طور جداگانه برآورد شـد به) پروتئين و درصدچربي  درصد شير ،(صفت مورد مطالعه 
    Y= Xb + Za + e )مدل طرح(

صفات  ارزش ارثيارتباط پلي مورفيسم هاي مد نظر باو  KCNو  OPNبراي بررسي چگونگي ارتباط ارزش ارثي با ژنوتيپ هاي 
 Yĳ  (1 :سه مدلشامل   .استفاده شد SASنرم افزار ) مدل خطي عمومي( GLMاز رويه درصد،5 مورد مطالعه در سطح معني داري

= µ + Xi + e ĳ   2)  Yĳ = µ + X1j + X2j + e ĳ    3)  Yĳ = µ + X1j2j + e ĳ             
                                                    توأم دو ژن   ژنوتيپ  -3  ژنوتيپ هردو ژن بصورت مجزا - 2فقط ژنوتيپ يك ژن           - 1

  .مورد بررسي قرار گرفت 9تا  1با هم و از ژنوتيپ  KCNو  OPNهاي در مدل سوم ژنوتيپ
  نتايج 

را به ترتيب براي ژن استئوپونتين و كاپاكازئين  را  350و  290ارز صحت تكثير قطعات روي ژل آگ PCRنتايج الكتروفورز محصولات 
كاپاكازئين   جفت بازي 350قطعههمچنين  و Bsr Iجفت بازي استئوپونتين توسط آنزيم محدودالاثر  290قطعه ). 1شكل (نشان داد 

ژن استئوپونتين به   CCو TT،TCيق فراواني سه ژنوتيپ در اين تحق). 2شكل ( مورد هضم آنزيمي قرار گرفت Hinf   آنزيمتوسط 
 BB ،AB همچنين فراواني سه ژنوتيپ كاپاكازئين. محاسبه گرديدC 0/45وآلل T 0/55و فراواني آلل 0/22و 0/46،  0/32ترتيب 

 گاهيجا نيا يبرا يمورد بررس تيجمع .محاسبه گرديدA 0/35و آلل  B 0/65و فراواني آلل  0/17و  35/0، 0/47به ترتيب  AAو 
   .بود نبرگيو يدر تعادل هارد يژنهاي 

  .نشان داده شده است 3نتايج برآورد پارامترهاي ژنتيكي و فنوتيپي صفات توليد شير، درصد چربي و پروتئين در جدول 
  

  آناليزصفات شير
ربوط به ركوردهاي صفات توليد شير  به منظور برآورد ارتباط ارزش ارثي صفات با جايگاه هاي ژني مورد بررسي از ارزش ارثي م

طور جداگانه به اوستئوپونتين و كاپاكازئيننتايج ارتباط معني داري بين ارزش ارثي صفات توليد شير با ژنوتيپ هاي . استفاده گرديد
رديد كه در اين به صورت همزمان بررسي گ اوستئوپونتين و كاپاكازئينهمچنين ارتباط ارزش هاي ارثي با ژنوتيپ هاي . نشان نداد

  ).P>05/0(حالت نيز نتايج معني داري يافت نشد
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5- Leonard S., H. Khatib, V. Schutzkus, Y. M. Chang, and C. Maltecca. 2005. Effects of the osteopontin gene 
variants on milk production traits in dairy cattle. J. Dairy Sci. 88:4083–4086 
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Allelic Frequency of Kappa-Casein and Beta-Lactoglobulin in Indian Crossbred (Bos taurus Bos 
indicus) Dairy Bulls, Turk. J. Vet. Anim. Sci. 31(6): 399402 TÜB‹T 

  
  پرايمرهاي ژنهاي اوستئوپونتين و كاپاكازئين - 1جدول 

 شماره دستيابي توالي پرايمر

OPN-F  F5´- GCAAATCAGAAGTGTGATAGAC -3´ NW_255516 
OPN-R  R5´- CCAAGCCAAACGTATGAGTT -3´ 
KCN-F  F5´- ATCATTTATGGCCATTCCACCAAAG -3´ X14908 
KCN-R  R5´- GCCCATTTCGCCTTCTCTGTAACAGA -3´ 

 
  
  

  

  
  و ) الف(براي ژن استئوپونتين  PCRالكتروفورز محصولات  - 1شكل 

  
  
  

  
  

 )ب(كاپاكازئين و ) الف(نتايج هضم آنزيمي براي ژن استئوپونتين  -3شكل
 

  برآورد پارامترهاي ژنتيكي و فنوتيپي صفات توليد  - 3جدول 
  درصد پروتئين   درصد چربي شير  

  0/27  0/08 0/22  وراثت پذيري
  0/15  0/20 2089/44  انحراف معيار
  0/69  0/37 962459/76  واريانس ژنتيكي

  0/18  0/39 3403332/23  باقي مانده واريانس
  0/25  0/42 4365792/0  واريانس فنوتيپي
  4/43  5/87 41/24  ضريب تغييرات 

بالف

بالف
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وزن داشتند يعني تنهـا   كيلوگرم 32هاي مرده  گوساله. دانستند و اين ژن مرگبار را از مادر خود به ارث برده ه CVMها ناقل  كه اين گوساله
در  Tبـه   G به صورت آتـوزومي مغلـوب اسـت و علـت آن جهـش نوكلئوتيـد       CVMتوارث . از وزن يك گوساله سالم را دارا بودند% 77

استيل گلوكز آمين و در -ان-دي فسفات-5باعث تغيير يوريدين  اين جهش. باشد مي SLC35A3ژن ) 4اگزون ( 3 كروموزوم 559موقعيت 
هاي هتروزيگوت از گسـترش ايـن    دامبا شناسايي  توان مي لذا.  (Kanae et al, 2005)گردد مينتيجه تبديل اسيد آمينه والين به فنيل آلانين 

 .جلوگيري نمود هاي بعدي بيماري نهفته ژنتيكي در نسل

  
  :ها وشمواد و ر

، لذا در اين تحقيق بـراي بررسـي وجـود ژن مربـوط بـه نقـص       شود مينگهداري و  آوري تر از نمونه خون جمع نمونه شير به مراتب راحت
بـه آزمايشـگاه   در مجـاورت يـخ   آوري و  نمونه شير از تانك شير هـر گلـه جمـع    ليتر ميلي 10گله از استان البرز ابتدا  10در  CVMژنتيكي 

 DNeasy Blood(شـركت كيـاژن    DNAهـا توسـط كيـت اسـتخراج      نمونـه  DNA. مركز اصلاح نژاد دام كشور منتقل شـد بيوتكنولوژي 

&Tissue;cat.No:69504( براي تعيين كيفيت . استخراج گرديدDNA درصـد  7/0 ژل آگارز استخراج شده از TAE   الكتروفـورز  جهـت
  .)1شكل ( گرديداستفاده 

  :بدين شرح بود PCR(1( اي پليمراز واكنش زنجيره با استفاده از SLC35A3احيه پلي مورفيك ژن توالي آغازگرها براي شناسايي ن
: 5'- CACAATTTGTAGGTCTCACTGCA-3' رفت آغازگر 

 ': 5'-CGATGAAAAAGGAACCAAAAGGG-3 آغازگر برگشت 

اي  هاي دمايي واكـنش زنجيـره   برنامه. ده شدستفاا) Hot StarTaq PCR(شركت كياژن  PCRبراي انجام واكنش زنجيره اي پليمراز از كيت 
بـه مـدت    گراد درجه سانتي 95دقيقه، دماي واسرشت  5به مدت  گراد درجه سانتي 95سيكل تكثير با دماي واسرشت اوليه  35پليمراز شامل 

 72ثانيـه و دمـاي تكثيـر نهـايي      30به مـدت   گراد درجه سانتي 72تانيه، دماي تكثير  40به مدت  گراد درجه سانتي 55ثانيه، دماي اتصال  30
عمل هضـم  . الكتروفورز گرديد TBE% 5/1اي پليمراز روي ژل آگارز  سپس محصول واكنش زنجيره. دقيقه بود 5به مدت  گراد درجه سانتي

اكـنش  محصـول و روي نقـص ژنتيكـي ناهنجـاري سـتون فقـرات،      براي شناسـايي نـاقلين    )NSi I )Fermentasآنزيمي با استفاده از آنزيم 
 ,Thechne(در دستگاه ترموسايكلر  گراد درجه سانتي 37ساعت در دماي  3ها به مدت  نمونهو  انجام شد SLC35A3اي پليمراز ژن  زنجيره

UKمدل TC-512( 2 از ژل آگارزو تشخيص ژنوتيپ در ادامه جهت بررسي  .قرار داده شدند%  TBEشد استفاده ) 2شكل(.  
  

 : نتايج و بحث

را  bp 21و  bp 212باندهاي  ،ها مشخص گرديد آنزيم مورد نظر روي هيچ يك از نمونه ،اهدشهاي  نمونه ها با آندها و مقايسه با بررسي بان
بديهي . گاو دوشا بودند حامل ژن جهش يافته نبودند 400-300كه هر كدام نماينده  ،هاي مورد بررسي هيچ يك از گلهلذا  .است ايجاد نكرده

نتايج حاصـل از ايـن آزمـايش    . شد ها، به بررسي هر گاو درون آن گله پرداخته مي بت بودن بيماري در هر يك از گلهاست كه در صورت مث

___________________________________________________________________________________________ 
١ Polymerase chain reaction  
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Identification of Genetic defect of Complex vertebral malformation 
(CVM) Using techniques PCR-RFLP in Holstein dairycattle of Alborz province of Iran 

Somayeh Gharaie-Fathabad1, Behzad Hemati1, Mohammad Hashem Fazeli2, Zahra Namvar*3 

1-Karaj Azad University, Animal Science Department, Karaj, Iran , 2- Shahre kord Azad University,  

3-Animal Breeding Center of Iran 

Corresponding author: zahranamvar@gmail.com 

Abstract: 
For detecting of CVM, it needs to be collected blood and/or semen sample. Now, and for first time we 

have reported that it is possible to do by taking sample of somatic cells in milk. The project has been 

done in Biotechnology Laboratory of Animal Breeding Center of Iran. In order to evaluation of CVM, 

milk samples from 10 herds on about 300 to 400 dairy cows in alborz province has been collected and 

transferred to the laboratory for DNA extraction. All samples were collected from milk reservation tank. 

DNA extraction has been done by Qiagene Kit. 233bp of exone 4 of SLC35A3 gene was amplified by 

Polymerase chain reaction (PCR). NSi I enzym used for digestion of this PCR products. The result of 

this study indicated that there was no mutation from G to T at nucleotide position 559 of SLC35A3 gene 

in those cows which has been sampled. 

Keywords: CVM, Holstein dairy cattle, primer, somatic cells of milk, RFLP-PCR 
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يكي از روش هاي برآورد تردي گوشـت تعيـين ميـزان كالپـاين و كالپاسـتاتين مـي       ).  10و 7(تواند منجر به بهبودي تردي گوشت آن شود 
  ). 9. (اگزون مي باشد 4كيلو باز طول دارد و داراي  100گوسفند واقع است و  5تين روي كروموزوم شماره ژن كالپاستا). 14(باشد

 كـه در يك تحقيـق  ). 8و 6، 1(در مطالعات مختلف، ارتباط بين برخي از اشكال آللي ژن كالپاستاتين و كيفيت گوشت گزارش شده است
رشد روي گوسفند افشاري انجام شد، رابطه قوي بين چندشكلي ژن مذكور و صفات مورد رابطه چندشكلي ژن كالپاستاتين با صفات  در

تنها نژاد بدون دنبـه كشـور بـوده و بـه دليـل عـدم وجـود اطلاعـات كـافي در مـورد            نژاد زلاز آنجا كه گوسفند ). 5(رشد گزارش شد
اري در اختيار اصلاح نژاد كنندگان براي بهبود كيفيت خصوصيات كيفي لاشه آن، مطالعه چندشكلي ژن كالپاستاتين مي تواند به عنوان ابز

-PCRدف از اين تحقيق بررسي چند شكلي ژن كالپاستاتين در گوسـفند نـژاد زل مازنـدران بـا روش     ه. گوشت نژاد مذكور قرار گيرد

RFLP مي باشد.  
  

  :ها مواد و روش
در ايـن  ). 4(ن هاي شمالي كشور و تهران را مرتفع مي سـازد كيفيت گوشت نژاد زل مورد توجه است و بخشي از نيازهاي پروتئيني استا

رأس گوسفند نژاد زل مازندران واقع در ايستگاه تحقيقـاتي شهرسـتان جويبـار     100تحقيق به صورت كاملاً تصادفي از سياهرگ وداجي 
 قطعـات مـورد نظـر ژن   ) رآغـازگ (تـوالي پرايمـر   . انجـام شـد   DNAسپس با روش نمكي بهينه يافتـه اسـتخراج   . نمونه خون اخذ شد

  .)1 جدول(انتخاب شد PCR-RFLPكالپاستاتين در روش 
 كالپاستاتين توالي پرايمرهاي مورد استفاده براي ژن :1جدول

طبق دستورالعمل كارخانه سازنده بـا آب دوبـار   . تهيه شد) س به دماغير حسا(1مورد نظر از شركت سيناژن و به صورت ليوفيليزه پرايمر
  . درجه سانتي گراد نگهداري شدند -20در دماي ) طبق دستورالعمل مربوطه(پس از حل كردن و رقيق ساختن . تقطير رقيق گرديدند
انند سازي و تكثيـر تـوالي مـورد نظـر در     هم. داراي گراديان دمايي تمام اتوماتيك استفاده شد PCRاز دستگاه  PCRبراي ايجاد سيكل

PCR بعد از اينكه . انجام شد  سيكل براي تكثير اين ژن 33. در طي سه مرحله انجام شدPCR      با موفقيت انجـام شـد بـراي تشـخيص
از . اسـتفاده شـد   %2/1كالپاسـتاتين از ژل آگـارز     هاي مختلف براي ژن باندهاي تكثير شده، تعين وزن مولكولي اين باندها و مشاهده آلل

را در طول قطعه شناسايي كـرده و آن را بـه    CCGG-´5– 3´اين آنزيم توالي. براي بررسي چندشكلي استفاده شد MSPIآنزيم برشي 
براي آشكارسازي قطعات حاصل از واكنش زنجيره اي پلي مراز ژن كالپاستاتين از ژل پلي . مي شكند CC '5و  GG  3'دو قطعه داراي 

سانتي متـر   20×25ميلي متر و ابعاد ژل  2/0قطر ژل مورد استفاده در اين تحقيق . درصد و الكتروفورز عمودي استفاده شد 8 اكريل آميد
  . بود

 
 
 
 
 
 
 
 
  

___________________________________________________________________________________________ 
١- Lyophilize   

F:5'-TGGGGCCCAATGACGCCATCGATG-3        
R:5'-GGTGGAGCAGCACTTCTGATCACC-3'  
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Abstract 
Cloning is one of the most advanced technologies in genetic engineering which today it has remarkably 
been developed.Biotechnological companies use cloning to continuous propagating that owns the 
prominent producing features (like milk and meat). Although it wasn’t done much research in food safety 
in cloned cattle, but all the studies have already confirmed that the products are healthy, so there won’t be 
anything to be worry about. Since there are lots of problems in cloned animal caused kinds of worry in 
consumers using their products, so they may get some illnesses as well as the animal.Therefore it’s 
recommended while cloning it’d be better to consider all the possibilities, it means while you are 
developing this kind of technology you have to consider very precisely all the possible risks and the results 
in such a way the future human society won’t face lots of unknown and complicated resulted problems 
such as new illnesses. 
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Abstract 
The aim of the present study was to detect the growth hormone gene (GH), polymorphisms. Blood 
samples were collected from 142 individual at Fars native breeder hens breeding station and genomic 
DNA was extracted using salting out method. DNA fragment with 1164 bp for GH gene were amplified 
using polymerase chain reaction (PCR). The PCR products were digested with MspI endonucleas 
enzyme for GH The PCR products were electrophoresed on 1% agaros gel. The digested amplified 
fragment with MspI enzyme revealed two A, B and C alleles with the frequency of 0.599, 0.102 and 
0.299 respectively. The frequencies of AA, AB, AC, BB, BC and CC were calculated at 0.338, 0.113, 
0.409, 0.007, 0.070 and 0.063, respectively in studied population. The χ2 test showed Hardy-Weinberg 
equilibrium at marker loci in this population. 
Key word: growth hormone, polymorphism, native chicken, PCR- RFLP  
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- B ،FDCهاي كه گيرنده نوع دوم كمپلمان بر روي لنفوسيت( CR2اين قطعه و سپس با اتصال به ميكروبي به هاي ژنآنتيصورت اتصال 

نشان داده شده كه ). 2006راس، (شونددهي مياني و پاسـخرساندازي آبشـارهاي پيام موجب راه)باشدتليال ميهاي اپيها و برخي از سلول
دمپسي و بر همين اساس، ).1382رويت، (ژن به تنهايي استتر از پاسخ در برابر آنتيقوي C3d–ژن به مجموعه آنتي Bپاسخ لنفوسيت

هاي اين ژن، وكتور توليد شده داد نسخه، نشان دادند كه با افزايش تعC3dبا كلون كردن يك، دو و سه نسخه از ژن 1996همكاران در سال 
-شود كه اگر با يك آنتياي گفته ميدر تعريف به ماده» ادجوانت«واژه ).1996دمپسي، (دهدويژگي ادجوانتيرا براي طراحي واكسن نشان مي

 ها اغلب براي تقويتادجوانت. دهدژن را به عنوان واكسن تقويت كرده و افزايش ميزايي آن آنتيژن همراه شده و تزريق گردد، ايمني
زايي آن ژن در دسترس بوده و مقدار ايمنيزايي اندك داشته يا زماني كه ميزان كمي از يك آنتيژن ايمنيپاسخ ايمني زماني كه يك آنتي

ها را ضعيف شده ارائه و آن هايها يا باكتريها را به ويروسهاي مهم پاتوژنژنتوان ژن كد كننده آنتيمي. شوندمحدوديت دارد استفاده مي
-اين وكتورها درون ميزبان تكثير شده و محصول ژن پاتوژن را بيان مي. كنندهايي تبديل نمود كه به عنوان وكتور عمل ميبه ارگانيسم

ت براي بوده كه در نقش ادجوانC3dدر همين راستا، هدف از انجام پژوهش حاضر، ساخت يك وكتور كد كننده ). 1380عباس، (نمايند
  .نمايند كارآمد باشدهاي گوناگون كد ميهايي را به منظور ايجاد ايمني در برابر پاتوژنها يا ژنژنكه آنتي DNAهاي ساخت واكسن

  
  هامواد و روش

با . گرفت از بافت كبد گاو تازه كشتار شده كه درون محيط كشت سلولي در كنار يخ به آزمايشگاه اتنقال يافته بود انجام RNAاستخراج 
عبارتند C3dRو  C3dFتوالي پرايمرهاي . انجام گرفتPCRساخته شد و با پرايمرهاي اختصاصي RNA  ،cDNAبر روي  RT-PCRانجام 

  : از
C3d F GCCGGAATTCAGATCTCACCTTATCCAAACC  
C3d R GCCGGGATCCGTTGCGGCTGGGCAGT  

  
بودند طراحي  GS[G4S]2GSهاي يي كه تكرار مشخصي از اسيد آمينههادر وكتور، وجود رابطبه يكديگر C3dهاي براي اتصال قطعه

  :ها عبارتند ازتوالي آن. گشتند
Linker F  GCCGGAATTCAGATCTGGGTCCGGAGGGGGAGGGAGCGGAGGGG  
Linker R  GCCGGGATCCGCTTCCGGACCCTCCCCCTCCGCTCCCT  

  
در دو انتهاي توالي و  BamHIو BglII. باشدمي BglIIوBamHI،EcoRIهاي داراي جايگاه برشي براي هر سه آنزيمC3dتوالي ژن 

EcoRIتر به جايگاه اي نزديكدرون توالي در ناحيهBamHI اما توالي . است هقرار گرفتLinker هاي هاي برش براي آنزيمتنها داراي جايگاه
EcoRIوBamHI هاي بعدي ژن و ها براي برشاين جايگاه. استLinker ها از پلاسميدهايي كه در ن آنبه منظور جدا ساخت 

 
باشد كه مي bp 900برابر با  C3dژن  PCRاندازه باند بدست آمده از . باشدميضروري ها در كنار هم شوند و قرارگيري آنها كلون ميآن

سازي از ژل انجام خالصبا كيت  Linkerالگوي و  سازي اين ژنخالص. نيز تاييد گشت kbp 1با ماركر هنگام الكتروفورز نيز در مقايسه 
براي برش  EcoRIوBamHIهاي محدود الاثر آنزيم. كلون شدند pTZ57Rهر كدام در دو پلاسميد جداگانه Linkerو الگوي C3dژن . گرفت
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Cloning an encoding vector of bovine C3d as molecular adjuvant for vaccination. 
 

Tannaz Layegh1*, Hossein Motamedi1 and Masoud Reza Seifi Abad Shapouri1 

1- University of ShahidChamran Ahvaz 
Corresponding E-mail address: tannaz.layeq@gmail.com 

Abstract: 
The immune system is the body's defense against infectious organisms and other invaders which is 
initiated by innate immunity at first, then the responses of acquired immunity are appeared. The 
complement system is the main part of innate immune system which bridges the innate and acquired 
immune system. The complement is composed of more than 30 soluble serum proteins that are called in 
number (C1 ،C2) or number and letters (C3b, C1q) forms. Complement is activated through three 
distinct pathways termed as classical, alternative and lectin pathways.C3, the most abundant 
complement component, is a key protein and important factor of humoral immunity to the immune 
system. There is a large body of information indicating that conjugation of three repeats of C3d (the last 
degradation part of C3) in DNA vaccines represents adjuvant activity. Adjuvants are used to enhance 
immune responses while an antigen has low immunization or low doses of an antigen is available. In this 
study, three tandom repeats of bovine C3d were cloned to construct an adjuvant vector for vaccination. 
Keywords:Complement system; C3d; vector; adjuvant; vaccination. 
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  :مواد و روش كار
از وريـد وداجـي    EDTAله ونوجكت داراي مـاده ضـد انعقـاد    ميلي ليترخون بوسيله لو 5ميش خالص نژاد زل حدود  68در اين طرح از 

در  DNAو استحصال  Kروش ليز سلولهاي خوني و استفاده از پروتئيناز و   BIONEERبا استفاده از كيت DNAاستخراج  .گرفته شد
براي شناسـايي وجـود    .شد استخراج شده از الكتروفورز ژل آگارز استفاده DNAبراي تعيين كيفيت و كميت . ژل سيليكا صورت پذيرفت

طراحـي شـده بـود توسـط     ) 2002(جهش ژن بورولا و تعيين چند شكلي اين ژن در نمونه ها، آغازگرهايي كه توسط ديويس و همكـاران  
  :شركت سيناژن بترتيب زير ساخته شد

  
  

TestR15: (5'- CAAGATGTTTTCATGCCTCATGAACACGGTC- 3') 

TestF2: (5'- CCAGAGGACAATAGCAAAGCAAA- 3') 

  
درجـه   95واسرشت اوليه در دماي  گراد،  درجه سانتي 110بسته شدن درب دستگاه و رساندن دماي دستگاه به : برنامه حرارتي عبارت بود از

 درجه سـانتي  60ثانيه، اتصال در دماي  15گراد بمدت  درجه سانتي 94دقيقه، شروع اولين چرخه با واسرشت در دماي  5گراد بمدت  سانتي

 .چرخه تكرار گرديد 35ثانيه بود كه در  30گراد بمدت  درجه سانتي 72ثانيه، پايان چرخه اول با امتداد در دماي  30بمدت  گراد

، جهت پس از هضم آنزيمي PCR-RFLPمحصولات نهايي . استفاده شد) AvaII  )Eco47Iجهت هضم آنزيمي براي ژن بورولا از آنزيم 
  .درصد قرار داده شد 5/2جفت بازي جايگاه ژن بورولا در الكتروفورز ژل  160جفت بازي و  190مشاهده باندهاي 

 
  :و بحث نتايج

جفت  190و  160و  30مطالعه الگوي باندي مشاهده شده در الكتروفورز بين حيوانات چندقلوزاي نژاد زل فقط يك نمونه داراي باندهاي 
درحاليكـه در مطالعـه محمـدي و     .جفـت بـازي بـود    190و داراي يك باند (++) و بقيه نمونه ها از آلل وحشي  +Bبازي بود كه داراي آلل 

نتـايج مشـابه توسـط    . بختياري و عربي، هيچ تفاوتي در الكتروفورز حيوانات چندقلوزا، مشـاهده نشـد   -در گوسفندان لري) 1385(همكاران 
Amiri  نشان داد كه نژادهاي بختيـاري، شـال و سنگسـري،    )2009(و ايرجيان و همكاران ) 2007(، غفاري و همكاران )2007(و همكاران ،

در نژادهاي ديگـر ايرانـي مطالعـه شـده، علـي سـامعي و همكـاران         .حامل جهش ژن بورولا نبوده و همگي داراي ژنوتيپ وحشي مي باشند
، چند شكلي ژن )2007(و همكاران صابر قنبري . ، چند شكلي ژن بورولا  را در نژاد هاي قره گل، بلوچي و ايران بلك بررسي كردند)1384(

، اين ژن را در نژاد سنگسري بررسـي كردنـد و چنـد شـكلي     )2009(كثيريان و همكاران . بورولا را در گوسفندان نژاد افشاري، بررسي كردند
تمـام نمونـه هـا داراي    به طوري كه در همه اين بررسيها، تنها آلل نـوع وحشـي مشـاهده و    . جايگاه ژن بورولا در اين نژادها مشاهده نگرديد

گونه گوسفند در كشورهاي مختلف، نشان داده كه فقط نژادهاي هـو و هـان چينـي، داراي     21هاي انجام گرفته در بررسي. بودند++ ژنوتيپ 
 در ).2002و همكـاران،   Davis(داشـتند   BBبه طوري كه همه گوسفندان نژاد هو، حامـل ژن بـورولا و ژنوتيـپ    . جهش ژن بورولا هستند

  . تنها نژادهاي هو و مرينوي چيني حامل ژن بودند گرفتنژاد انجام  9كه بر روي ) 2007(و همكاران  Guanمطالعه ديگر 
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كيلودالتـوني   50و  100كيلودالتوني است كه در بدن ميزبان به دو قطعه  150پپتيد توكسين اين باكتري يك پلي. علل مهم مرگ نوزادان است
هاي عصبي است و در صورت خنثي سـازي آن از بـروز   تر عامل اتصال به گانگليوزيد سلولاز قطعه كوچك) C )Fcقطعه . شودتفكيك مي

شود كه معـايبي دارد از جملـه تحريـك و دردنـاك     ده ميسازي استفادر حال حاضر از توكسوئيد كزاز براي ايمن. شودبيماري جلوگيري مي
به . سازي توكسين و خطر سميت آن در صورتيكه به طور كامل غير فعال نگرددزايي متفاوت بسته به روش غيرفعالشدن محل تزريق، ايمني

هـدف از مطالعـه   . باشـد ضروري مي خطر باشند و سطح ايمنيت بالايي ايجاد كنندهاي جديد توليد واكسن كه بياين دليل جستجوي روش
اي براي بررسي بيان آن و نيز امكان انتقـال آن بـه   تواند پايهتوكسين كزاز در وكتور پروكاريوتي است كه مي Fcحاضر تكثير و  كلون قطعه 

بخصـوص اسـب را بـه    ها تواند عوارض واكسيناسيون براي داممي اين نوع واكسن. واكسن است DNAوكتور يوكاريوتي جهت كاربرد در 
  .حداقل و ايمنيت را ارتقاء دهد

  
  هامواد و روش
هـاي  هاي برش بـا آنـزيم  براي اين منظور پرايمرهاي اختصاصي اين توالي با استفاده از نرم افزار اليگو طراحي شد و محل.. Fcتكثير قطعه 

با استفاده از اجزاء  PCRاده از كيت استخراج شد و واكنش باكتري كلستريديوم تتاني با استف DNA. محدود كننده در آن در نظر گرفته شد
پيكومول از هر كدام از پرايمرهاي رفت و برگشـت، سـولفات    dNTPs، 50ميلي مولار  10، مخلوط   pfuواحد آنزيم  1: زير انجام گرفت

درجه  95دقيقه در  2: بق شرايط زير انجام شدشرايط دمايي ترموسايكلر ط. الگو DNAميكروليتر از  3و  pfu ميلي مولار، بافر 5/2منيزيوم 
درجـه   72دقيقه گسترش در  4درجه و  50درجه، ا دقيقه اتصال در  94دقيقه دناتوراسيون در  1سيكل هر كدام شامل   35سانتيگراد، سپس 

درصد حاوي  1در ژل آگارز  با الكتروفورز  PCRمحصول . درجه گسترش نهايي انجام گرفت 72دقيقه در  10و در مرحله پاياني به مدت 
براي كلون كـردن  .سكانس قطعه تكثير شده نيز تعيين گرديد. محصول توسط كيت استخراج از ژل خالص گرديد. اتيديوم برومايد انجام شد

ت درجه به مد 37به صورت جداگانه در  SalIو  BamHIبا آنزيم هاي  PCRاين وكتور و  فرآورده . استفاده شد pMALc2xاز وكتور 
 37سـاعت در   1بـه مـدت    T4سپس ليگاسيون با استفاده از آنزيم . دقيقه برش داده شدند و هضم با الكتروفورز در ژل آگارز تاييد شد 90

 E. coli DH5αايـن وكتـور بـراي ترانسفورماسـيون بـه بـاكتري       . درجه آنزيم غير فعال شـد  65دقيقه در  10درجه انجام شد و به مدت 
داراي  LB agarميكروليتر از باكتريهاي پذيراي ترانسفورمه روي محـيط   100. وش چانگ ترانسفورماسيون انجام شداستفاده شد و طبق ر

انتخـاب   LBكلني رشد كرده روي محيط  10به منظور تاييد كلونيزاسيون . درجه انكوبه شد 37ساعت در  24آمپي سيلين كشت داده شد و 
قرار گرفـت و حضـور فـرآورده بـا      PCRمطابق شرايط فوق تحت واكنش  DNAاين . يدآنها به روش جوشاندن استخراج گرد DNAو 

  .بعلاوه  استخراج وهضم پلاسميد نيز انجام شد. الكتروفورز تاييد شد
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Construction a plasmid encoding Fc fragment of Clostridium tetani in order to 
application in DNA vaccine against tetanus disease in animals  
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Abstract 
 Clostridium tetani is an obligate anaerobic bacterium that inhabits in soil, manure and intestinal tract of 
animals especially equidae family and due to spore formation its eradication is impossible.  This agent 
produces tetanus toxin inside the host tissue which is, a potent inhibitor for the release of inhibitory 
neurotransmitter in the central nervous system that causes fatal tetanus disease which is spastic 
paralysis. Fragment C (52 kD) of this toxin is responsible for binding to the neuronal membrane. For 
this reason, and also its non toxigenic and immunogenic nature, this fragment might be ideal for new 
vaccine development. Presently, with respect to the incidence of disease in animals especially and the 
side effects of toxoid vaccine, designing a more effective and efficient vaccine for prevention of this 
disease is crucial. A segment of Clostridium tetani DNA corresponding to C fragment of tetanus toxin 
was amplified using polymerase chain reaction. This fragment was cloned into expression vector 
pMalc2x, under the control of the lac promoter. In this study, this vector has a strong promoter to allow 
high level expression of C fragment. Based on our results it appears that this recombinant plasmid may 
be suitable for the production and development of recombinant vaccine and also has many other 
applications, such as construction diagnostic kits, production hyperimmune antiserum for serotherapy 
and as a vehicle for drug delivery to CNS. 
 
Key words: Clostridium tetani, Recombinant protein, Vaccine, Fc, pMALc2x 
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  هامواد و روش
) 1: پرنده به ازاي هر تكرار توزيع شـدند  16با ) تكرار  5تيمار و  3( گروه آزمايشي  3 در ROSS 308قطعه جوجه گوشتي نر  240تعداد 

ز سوم و استرس گرمايي دهي حرارتي در روتركيبي از عادت) ºC 2 1 ± 38ساعت در روز سوم تحت دماي  24عادت دهي حرارتي براي 
پرنـده جهـت جهـت تهيـه نمونـه       30نمونه برداري از تعـداد . گروه كنترل پرورش در شرايط نرمال سالن) TCHS (3(روزگي 42تا  24از 

 پرايمر هـاي اختصاصـي بـراي ژن   . گراد نگهداري شدندسانتيدرجه 80در منهاي RNAنمونه ها تا زمان استخراج . هيپوتالاموس انجام شد
TRH2 به عنوان ژن اصلي مورد مطالعه و نيز ژن هاي ١GAPDH  ٣3وYWH   به عنوان ژن هاي شاهد يا كنترل طراحي گرديد اسـتخراج
RNA  كل توسط كيتCinnaPure RNA تهيه . و بر اساس دستورالعمل شركت سازنده انجام شدcDNA  ازRNA  كل توسط واكنش

و بـر اسـاس دسـتورالعمل شـركت     ) ، سـيناكلون  Vivantis( steps RT-PCR-2تبا استفااده از كي ـ) RT- PCR(4رونويسي معكوس 
 : آن شـامل تركيبـات واكـنش بـه همـراه غلظـت       .ستفاده شـد ا PCR  Real-timeاز واكنش ژن  يانب يبررس يبرا .سازنده انجام گرفت

SYBR Grean PCR Master Mix5/12 يكروليتر،م µM 3/0 از هر كدام از پرايمرها بود، ng 300 DNA عـاري از   ، و بـا آب الگو
درجـه سـانتيگراد بـه     50 تيمار اوليـه : شامل PCRبرنامه زماني و دمايي مورد استفاده در واكنش  .رسانده شدميكروليتر  25به حجم نوكلئاز 

يگراد واسرشـت  درجـه سـانت  95 حرارتـي شـامل  دقيقه بود، و چرخه هـاي   10درجه سانتيگراد به مدت 95و فعال سازي اوليه  دقيقه 2مدت 
ثانيه جهت گسـترش   30درجه سانتيگراد به مدت  72ثانيه جهت اتصال آغازگرها و  30درجه سانتيگراد به مدت  60ثانيه، 15سازي به مدت 

 كه با مقايسه با منحنـي اسـتاندارد    DNAو نيز اندازه مطلق تعداد كپي هايCtِ جهت بررسي بيان ژن اندازه هاي . د نظرانجام شدورم قطعه
جهت نرمال كردن داده و نيز حذف اثـر خطـا احتمـالي از ژن هـاي     . رسم شده بدست آمد مقايسه نمونه هاي تيمار با گروه شاهد انجام شد

  .استفاده شد 5شاهد
  

  نتايج و بحث
 

. )P<0/05(نسبت به گروه كنترل نشان داد TCHSدر گروه  HSP70دار در بيان ژن تفاوت معني Real time PCRنتايج حاصل از 
نشاندهنده تحمل گرمايي در  TCHSهاي در جوجه HSP70بيان بيشتر . )1شكل (داري نداشتندتفاوت معني TCو  TCHSگروه 

حمايت ارگانيسم ها از اثرات مخرب گرما مي  HSPيكي از مهمترين اعمال . باشدروزگي مي 42تا  24شرايط استرس گرمايي از 
هاي مختلف نشاندهنده نقش حمايتي اين پروتئين در بافت HSP70س گرمايي رونويسي و بيان در طي استر). Yu et al., 2008(باشد
 ,.sun et al(هاي ناشي از استرس گرمايي باشد تواند به عنوان بيوماركر در خسارتمي mRNA  HSPاز طرف ديگر . باشدمي

___________________________________________________________________________________________ 
١Thyrotropin-releasing hormone  
 ٢Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
 ٣Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide 
۴ Reverse transcription 
  
  
  

٥ House keeping gene 
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Relationship of Heat shock protein 70 gene expression  and thermal adaptation in 
early growing period in broiler chicks 

  
Taher Harkinezhad , Roghayeh Rahmanifirozi, Mohammad Hosein Shahir  

University of Zanjan, Faculty of Agriculture, Department of animal science 
Corresponding E-mail address: t_harki@yahoo.com 

Abstract 
 
This study was aimed to assess effects of thermal manipulation in early growing period on CRH gene 

expression in broiler chicks under thermal challenge. Two hundred forty broiler chicks of ROSS 308 in 

three experimental groups namely: 1) Thermal conditioning(TC) for 24 h at the 3 days of age 2) 

combination of TC at the 3 days of age and subsequent heat stress (32 ºC ± 2) from 24 to 42 days of age 

(TCHS) and 3) the control. Samples of brain were taken to evaluate the level of gene expression by real- 

time PCR. Specific primers were designed for HSP70 as gene of interest and GAPDH and YWH as 

housekeeping reference gene. The rate of HSP70 gene expression was significantly different between 

treatments and control groups. Results showed that thermal adaptation lead to increase in HSP70 gene 

expression in chicks of  TCHS group when compared to control group under thermal stress condition. 

Therefore, thermal adaptation in early growing period and consequently increase in HSP 70 gene 

expression can be considered as one of the mechanisms involved in improvement of thermotolerance in 

broiler chickens under thermal challenges. 

Key words: Broiler,Thermal conditioning ,HSP70, Thermotolerance, Real-time PCR            
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با كمك مطالعات ) Ovar-MHC(پذيرش بافتي نسجي در گوسفندان  براي اولين بار كمپلكس  1987در سال  .داخل سلولي هستند
گوسفند با تكنيك  II مطالعات اوليه ژن هاي كلاس ).3(سرولوژيكي انجام شده روي آنتي ژن هاي لمفوسيتي مورد شناسايي قرار گرفت

است كه بيان گر اين مطالب است كه ساترن بلاتينگ و با بكار گيري نشانگرهاي مولكولي انساني الگوي پيچيده اي را نشان داده 
 MHCالل 50محققين بيش از ).1(ميباشد DPبوده ولي احتمالا فاقد DR-DQ اي نواحي ژن متفاوت مانند همولوگگوسفندان دار

 تا حدودي توجيح مي كنند..كه براي هر فرد منحصر به فرد هستند MHCدرجه بالايي از پلي مورفيسم براي ژنهاي . تشخيص داده اند 
ميزبان خودش  براي حمله به آنتي ژن بايستي . كه چگونه سيستم مصونيت ميزبان مي توانند به چنين تعداد زياد آنتي ژن ها حمله كنند

بيشترين عملكرد را  Tدر ساخت لنفوست  2توالي اگزون  DRBIدر بين الل هاي  متفاوت . را از عامل بيماريزا تشخيص بدهد
  .تفاوت عملكرد آن را ميتوان نشان داد مختلف گوسفندي Ovar-DRBIيادر آلل هژن  ساختار با بررسي.دارند

 
   :ها مواد و روش

و توسـط نـرم افـزار      هـاي اطلاعـاتي بدسـت آورده   در گوسفند را از بانـك  DRBIاطلاعات مربوط به تواليهاي الل هاي  مختلف ژن 
EXCEL زالي ها بااسـتفاده  جايگاه نوكلئوتيد ها بررسي شد و همچنين هم آرايي  تواhttp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  و

  .صورت گرفت http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.htmlنيز با  گروه بندي ژنها
  

  :نتايج و بحث
توالي ايت  2قرار دارد و در كمك به سيستم ايمني باعث پس زدن پيوند مي شود  در اگزون  Ovar-DRBIيادر آلل هMHCژن 

 258در صد  11,1نوكلئوتيد داشتند اما ، 474درصد در توالي هاي مورد بررسي قرار گرفته  66,6طولهاي متفاوتي ديده شد با اينكه 
 .نوكلئوتيد را دارا بودند 328در صد  5,5نوكلوتيد و  226در صد  5,5، نوكلوتيد324درصد  16,6نوكلوتيد ،

در گروه بندي ايجاد . هاي مشابه  اين ژن مورد آناليز قرار گرفت وسپس توالي ها  گروه بندي شدند با استفاده از نرم افزار بلاست توالي
-DRB1-new Iو) DRB1*2301.exon2 )324n  توالي هاي باطول Iدر گروه .گروه قرار گرفتند3شده توالي ها در 

exon2)226n( وDRB1-DRB gene)258n( وDRB1*9310.exon2)324n(وDRB1-F.exon2)328n( وDRB-

gene.exon2)258n (قرار گرفتند.  
بودند ولي در دو گروه متفاوت قرار گرفتند وتمايز بين توالي هاي در ) 474(با اين كه داراي طول يكساني  IIIو  IIتوالي هاي گروه 

 DRB1-N ,DRB1-I, DRB1-H ,DRB1-D ,DRB1-Cاللهاي مختلف را به خوبي مشخص كرد، به طوري كه توالي هاي 

,DRB1-J ,DRB1-B   در گروهII  و توالي هايDRB1-F ,DRB1-O, DRB1-M ,DRB1-L ,DRB1-G  در گروهIII 
صد و  در80در نرم افزار بلاست شباهت ساير ژنهاي كه با ژنها ي مورد نظر بررسي شد و مشخص شد كه شباهت بالاي  .قرار گرفتند

E valu  ژن در آلل هاي مختلف رخ داده و كاركرد خود را از دست نداده است نزديك به صفر جهش پذيري پائيني در توالي اين.  
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Abstract: 
     Gvrr same proposal led to a group of cell surface antigens in mice to achieve the similarity in 
donor and recipient member to significantly transplant survival was caused. That's why these 
molecules MHC antigen tissue compatible with the role MHC molecules in transplantation 
immunologic rejection, according to the researchers was attracted, but their importance in 
controlling immune responses 20 years after the discovery of these genes were identified. In 
decades 1960 to 1975 were identified, MHC genes in causing the immune response to protein 
antigens are essential. Among the MHC genes of other DRB gene status of the position is more 
Mntv. The position of a gene exon 6 and intron 5 is composed of exon 2 from the rest of exon  
polymorphs reviews are more genes in different alleles  length is different in different frequency 
And at length the number of bases were different. Through the software clustal w L gene in three 
different groups were generally the group 2 and 3 during the same distinction between genes in 
different alleles well identified.  
Keywords: Sheep - Ovar-DRBI-allele - Software  
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در زمينه داروسازي دامپزشكي و پرورش حيوانات نيز تمايل زيادي در استفاده از نانوتكنولوژي . استفاده مي شود) 2005مك نيل، (برداري 
  .در اين زمينه هنوز داراي محدوديت هايي استوجود دارد اما به هر حال تحقيق 

 
  كاربردهاي نانوتكنولوژي در پرورش حيوانات

بخش زيادي از تحقيقات فناوري نانو كه در زمينه طب انساني به كار مي رود ابتدا در حيوانات آزمايشگاهي آزمون شده است و لذا اين 
، دامپزشكي، دامپروري و ساير )خصوصا متخصصان نانوتكنولوژي(كنولوژيآزمايشات نيازمند همكاري بين گروه هاي علمي تخصصي بيوت

تامين دارو، ) 1: زمينه كاربردي نانوتكنولوژي در حيوانات ارائه كرده است 4) 2005(با توجه به اين موضوع اسكات. زمينه هاي مرتبط است
بيماري ها با نانوذراتي كه توانايي تشخيص و حذف علت  تشخيص و درمان) 2مواد مغذي، پروبيوتيك ها، مكمل ها و ساير مواد در بدن 

خصوصا گوشت، شير و (تشخيص نشانگرهايي كه در پيگيري پيشينه و توليدات حيوان )3. بيماريها را بدون عمل جراحي فراهم مي كنند
  . مديريت توليدمثلي با استفاده از حسگرهاي ايمني هورموني) 4. كمك مي كنند) تخم

از نانوذرات سديم به صورت مصرف خوراكي ) in vitro(با طراحي و ارزيابي مطالعات آزمايشگاهي) 2010(پرز و همكاران  -اخيرا رومرو
اين ماده در شكمبه تجزيه نمي شود ولي به اسيديته پايين شيردان . پليمرهاي متاكلريلات استفاده كردند - در نشخواركنندگان و به شكل كو

شده ديگر استفاده از نانوذرات نقره به دليل خاصيت آنتي باكتريايي، بر رشد جنين جوجه در تخم تاثيري  در آزمايش انجام. حساس است
حسگرهاي ايمني براساس ). 2006گرودزيك، (نداشته ولي تعداد و اندازه فوليكول هاي لنفاوي غده بورسا فابرسيوس را كاهش مي دهد

، abكارالرو و همكاران، (شير گاو، تسهيل در تشخيص تخمك گذاري در حيوانات نانوساختارها قادر به تشخيص غلظت پروژسترون در
اين ماده به عنوان يك پروموتور رشد استفاده مي شود ولي بقاياي آن (در گوشت حيوانات علفخوار) β- يك ضد( Clembuterolو ) 2007

  . مي شوند استفاده) در بافت هاي حيواني مي تواند تاثير منفي بر سلامت انسان بگذارد
در زمينه پيشگيري و مبارزه با بيماري ها، واكسن هاي كمك كننده حاوي نانوذرات فسفات كلسيم توليد شده اند كه قادر به ايجاد ايمنيت 

با استفاده از واكسن كمكي نانوذرات توانستند كه در بدن موش ) 2005(دويل وهمكاران). 2000هي و همكاران، (موثر ضد ويروسي هستند
پاسخ ايمني ايجاد كنند كه باعث كاهش لارو ) در انسان )Trichinosis(انگل مسئول بيماري آلودگي باتريشين ( Trichinellaضد آنتي ژن بر

از سوي ديگر در استفاده معمول از آنتي بيوتيك ها باقي مانده اين مواد ممكن است از طريق محصولات . انگل در بافت ماهيچه اي گرديد
به هر حال با استفاده از علم نانوتكنولوژي، چون در كاهش اندازه ذرات به حد . دفع شده و در نهايت به مصرف انسان برسد توليدي حيوان

اين مسئله . چند نانومتر ميزان تاثير گذاري و ساير خواص اين مواد افزايش مي يابد، مي توان از مقادير كمتر آنتي بيوتيك ها استفاده كرد
مبتلا گشته و سپس با فرم ها و  Salmonella Typhimuriumدر اين آزمايش موش ها به . به اثبات رسيد) 1989(ران توسط فتال و همكا

گروهي با آمپيسيلين متصل به نانوذرات مورد درمان قرار گرفتند درصد زنده ماني برابري با گروه . مقادير مختلف آمپيسيلين درمان گشتند
علاوه بر . برابر كمتر و داراي تاثيريكسان بود 40موجود در مقدار مورد نياز آنتي بيوتيك است كه حدود  ولي تفاوت درمان معمولي داشتند

  . اين توزيع آن در بافتهاي بدن مشخص تر بوده و بنابراين مقادير كمتري از آنتي بيوتيك براي كسب نتايج يكسان نياز است
با اين حال قابليت دسترسي زيستي . ن مكمل هاي مورد استفاده در تغذيه حيوان مي باشنددر زمينه تغذيه، مواد معدني يكي از پر كاربرد تري

 مواد معدني تحت تاثير روش تهيه آن هاست و بنابراين اگر آن ها داراي قابليت زيستي پاييني باشند حيوان توانايي استفاده 
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The Use of Nanobiotechnology in Animal Production and Health 
Ali Khatibi 1 * , Reza Tahmasbi 2 , Mohsen Ebrahimi Basabi 3 

1 , 2 Shahid Bahonar University of Kerman, 3 University of Tehran 
Khatibi_a@edu.uk.ac.irmail address: -ding E* Correspon 

 
Abstract 
Nanotechnology is defined as the technology of materials and structures that have nanometer-scales 
which have different characteristics and applications in comparison with the larger ones, their 
applications are increased. Recently the researches on the Nanobiotechnology, especially on the drug 
production and human health treatment have increased. These researches need to be tested on animal’s 
health and for improving animal production processes. So, our aim is to get a general view about 
Nanotechnology and its applications in animal science and veterinary.  
 
Keywords: Nanobiotechnology, Nanoparticles, Nanomaterials, Veterinary, Animal Science. 
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درحال حاضر ايده هاي متعددي در . استفاده خواهد شد …بدن، تشخيص باليني و درمان وقرار دادن و ارسال دارو به قسمت هاي مختلف 
جهت استفاده از اين فن آوري در مديريت بهداشت ماهي، تصفيه آب در آبزي پروري، اصلاح نژاد، فن آوري در صيد و پس از صيد وجود 

  :فناوري نانو دارند عبارتند اززمينه هاي مربوط به آبزي پروري و شيلات كه امكان استفاده . دارد
رويكردهاي متعددي در تلاش . شيوع بيماري يكي از عمده ترين موانع در توسعه و پايداري آبزي پروري است : DNAنانو واكسن هاي 

موادي حامل در اين زمينه از نانو ذرات . براي حل مشكل بيماري در آبزي پروري وجود دارد كه يكي ازاين موارد واكسيناسيون مي باشد
كه آنتي ژن هاي واكسن با القاء التهاب خفيف ممكن است  استفاده مي شود} PLGA (}2(گليكوليد- كو-مثل كيتوزان و اسيد پلي لاكتيد

 ريسطح بالايي از ايمنيت را همراه با عوارض جانبي واكسيناسيون براي ماهي ها و نرم تنان در برابر بيماري هاي باكتريايي و برخي از بيما
. علاوه بر اين، واكسيناسيون توده اي ماهي ها را مي توان با استفاده از نانوكپسول هاي حاوي نانو ذرات انجام داد. هاي ويروسي ايجاد كنند

هستند كه به آب استخر هاي پرورش  DNAاين نانوكپسول ها حاوي رشته كوتاه . اين مواد در مقابل عمل هضم و تجزيه مقاوم هستند
براي شكستن كپسول استفاده شده )اولتراسونيك(مكانيسم سونوگرافي. و از اين طريق به سلولهاي بدن ماهي جذب مي شوند افزوده شده

به طور مشابه، . شده و بنابراين به اين شكل واكسيناسيون در بدن ماهي پاسخ ايمني سلولي ايجاد مي شود DNAاست كه باعث آزادي 
وان واكسيناسيون باعث كاهش هزينه ها و بهبود مديريت كنترل بيماري ها، بهبود دريافت و استفاده تجويز خوراكي اين واكسن ها تحت عن

 . از داروها و واكسن ها مي شود و در عين حال هزينه هاي تغذيه ثابت مي ماند
 
بسياري از اختلالات و توسعه سيستم هاي حامل جديد براي تحويل ژن نشاندهنده فن آوري هاي در دسترس براي درمان  :تحويل ژن  )1

گزارش شده است كه  }DNA }7نتايج اميدوار كنندهاي در زمينه تشكيل كمپلكس هايي بين كيتوزان و . بيماري هاي ژنتيكي است
كيتوزان باعث -DNAكيتوزان باعث افزايش عملكرد تحول بهره وري شده و علاوه براين به نظرمي رسد كه ليگاندهاي مناسب تركيب 

اين نتايج نشان مي دهد كه كيتوزان داراي . ر و بيشتر تحويل ژن از طريق واكنش آندوسيتوژنسيز با واسطه گيرنده مي شودعملكرد بهت
 اثربخشي و عملكرد قابل مقايسه اي دارد كه ايجاد مسموميت هاي مرتبط با ساير حامل هاي دارويي ندارد و بنابراين مي تواند به عنوان يك

 ..مورد استفاده قرار گيرد in vivoژن در آزمايشات ابزار موثر در تحويل 
 
داروهاي تغذيه اي كه از طريق غذا و يا تزريق انجام مي . امروزه، استفاده از آنتي بيوتيك ها، پروبيوتيك ها :تحويل هوشمندانه دارو  )2

هاي در مقياس نانو ممكن است توانايي تشخيص  دستگاه. شود كه به عنوان پيشگيري كننده از بروز بيماري و يا درمان بيماري كاربرد دارند
 . }9{و درمان عفونت و مشكلات سلامتي را داشته باشند

 
دانشمندان آكادمي علوم روسيه گزارش كردند هنگامي كه ماهيان خاوياري و ماهيان  :استفاده از نانو ذرات براي بهبود رشد ماهي  )3

همچنين تحقيقات نشان داده . }10{. درصد سرعت رشد سريعتر خواهند داشت 24و  30كپور با نانو ذرات آهن تغذيه مي شوند به ترتيب 
افزوده شده در يك جيره خوراك پايه مي تواند باعث بهبود وزن ) نانو سلنيوم، سلنومتيونين(است كه استفاده از منابع مختلف مكمل سلنيوم 

و غلظت سلنيوم ماهيچه اي ماهي كپور ) GSH-PX(يون پراكسيدازنهايي، نرخ رشد نسبي، وضعيت آنتي اكسيداني فعاليت هاي گلوتات
)Carassius Auratus Gibelio (علاوه بر اين به نظر مي رسد نانو سلنيوم در مقايسه با سلنومتيونين آلي در افزايش مقدار سلنيوم . شود

 . }12{بهبود طعم و مزه غذا كمك مي كند علاوه بر اين توليد خوراك هاي نانو در ماندگاري بهتر و. }11{ماهيچه موثرتر باشد
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The Application of Nanobiotechnology in Aquaculture and Fisheries  
 

Ali Khatibi 1 * , Mohammad Hasan Zadeh 2 , Jalal Bayati Zadeh 3, Mohsen Ebrahimi Basabi 4 
1, 2, 3 Shahid Bahonar University of Kerman, 4 University of Tehran 

Khatibi_a@edu.uk.ac.irmail address: -* Corresponding E 
 
Abstract 
Nanotechnology can be described as an immense potential in creating a revolution in agriculture and 
related fields, including aquaculture and fisheries, and new tools have been used for aquaculture 
biotechnology, genetics, breeding and health. Nanobiotechnology tools such as nanomaterials, 
Nanosensors, DNA Nanovaccination, transfer of genes and drugs and so on. These factors are suitable 
solutions to many problems related to animal production, reproduction and health, prevention and 
treatment of diseases. Nanotechnology applications in the aquaculture industry can be used to identify 
the bacteria in packaging, producing more robust flavors, color quality and safety through increasing 
inhibitory properties. This article deals with nanotechnology and its applications in aquaculture and 
fisheries. 
 
Keywords: Fisheries, Nanobiotechnology, Nanomaterials, Nanosensors, DNA Nanovaccination. 
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  Ross] 2007[مطابق احتياجات ( ويتامين آدر مكمل ويتاميني IU/kg110000  ترئونين و   %94/0جيرة حاوي : تيمارها عبارت بودند از 
ترئونين  % 8/0و جيره حاوي ) NRC] 1994[مطابق احتياجات (ويتامين آ در مكمل ويتاميني IU/kg1500ترئونين و  % 8/0جيرة حاوي 

  ABI 7300در دستگاه  ABI 1با استفاده از كيت سايبرگرين 18S rRNAو  2سطح بيان ژن موسين ).  جيره شاهد(و فاقد ويتامين آ 
)Applied Biosystems (بر اساس مدل دلتا دلتا  2سطح بيان موسين . تعيين شدCT 5 2توالي پرايمر رفت موسين . برآورد شد′- 

TCA CCC TGC ATG GAT ACT TGC TCA-3′  5 2، پرايمر برگشت موسين′-TGT CCA TCT GCC TGA ATC 

ACA GGT-3′ ) ،18، پرايمر رفت ) 2009هورن و همكارانs   :5′-CGATGCTCTTAACTGAGTGT-3′  و توالي پرايمر
استفاده از رويه كليه داده هاي بدست آمده، با  .بود )2006همكاران، اسميرنو و( CAGCTTTGCAACCATACTC-3′′5برگشت آن 

  . و به صورت يك طرح كاملا تصادفي مورد آناليز قرار گرفت) SAS )2006هاي مدل هاي خطي نرم افزار آماري 
 

  :نتايج و بحث 
همانطور كه از جدول استنتاج مي شود، افزايش . نشان داده شده است  1در جدول شماره  2تاثير جيره هاي مختلف بر بيان ژن موسين 

واحد بين المللي در كيلوگرم ، باعث افزايش  11000درصد و همچنين افزايش سطح ويتامين آ به  94/0درصد به  8/0ن از سطح ترئوني
مطابقت ) 2009(اين نتايج با نتايج منتشر شده توسط هورن و همكاران . شد ، اگرچه اين افزايش معني دار نبود  2سطح بيان ژن موسين 

روز،  فراواني  7گرم ترئونين در كيلوگرم جيره به مدت  8/2و  3/3دند كه در جوجه هايي تغذيه شده با دارد به طوريكه آنها گزارش كر
mRNA  تغيير نكرد و هيچ ارتباطي بين دفع موسين خام و فراواني  2موسينmRNA  عكس العمل . در جوجه ها وجود نداشت 2موسين

گزارش )2000(ژن موسين بر بيان ژن موسين تاثير داشته باشد، چنانكه تي و همكاران  متقابل بين گيرندة اسيدرتينوئيك و مناطق تنظيم كنندة
در سلولهاي اپيتليوم چشم، تحت تاثير سطوح ويتامين آ قرار مي گيرند، زيرا متابوليت هاي فعال  4و موسين  5كردند كه بيان ژن موسين 

. مي كنند كه اين متابوليت ها قادر به تنظيم بيان ژن موسين مي باشندرا فعال ) RXRsو  RARs(ويتامين آ، گيرنده هاي رتينوئيد ها 
گزارش كردند كه سنتز و ترشح موسين ها در يك محيط كشت بدون سرم و غني از هورمون، فقط )  1994(همچنين بهاتاچاريا و همكاران،

مطابق  .وسيلة اسيد رتينوئيك تنظيم مي شودموسين اين محيط هاي كشت، ب mRNAدر حضور اسيد رتينوئيك، صورت مي گيرد و مقدار 
را  2، بيان ژن موسين NRC) 1994(نتايج حاصله از اين آزمايش، افزايش سطح ترئونين و ويتامين آ به بيشتر از سطح توصيه شده توسط 

      . افزايش داد
  

  منابع
1. Desseyn, J., Aubert, J., Porchet, N., Lain, A. 2000. Evolution of the large secreted gel-forming 

mucins. Molecular Biology and Evolution. 17(8):1175-1184. 
2. Duncan D.B. 1955. Multiple range and multiple F tests. Biometrics 11:1-42. 
3. Horn N. L., Donkin S. S., Applegate T. J., and Adeola, O. 2009. Intestinal mucin dynamics: Response 

of broiler chicks and white Pekin ducklings to dietary threonine. Poultry  Science. 88:1906-1914. 
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Mucin 2 gene expression study on jejunum of broiler chicken 
Heshmat Sepehri Moghaddam 

Payam Noor University of Torbat Heydareyeh 

he_sepehri@yahoo.com  
Abstract : 
Ross (2007) recommended threonine and vitamin A requirements 14% and 9500 IU/kg more than NRC 
(1994), respectively. This experiment was conducted to determine mucin 2 gene expression in  
incremental levels of threonine and vitamin A. Treatments were contained 0.94 % Thr and 11000 IU/kg 
vit A supplement (Ross requirement), 0.8 % Thr and 1500 IU/kg vit A (NRC requirement) and 0.8 % 
Thr and no vit A supplement. The most mucin 2 gene expression was related to diet containing 0.94 % 
Thr and 11000 IU/kg vit A in comparison to thers, however it was not significant. 
Keywords: threonine, vitamin A, mucin 2 gene, broile 
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  ورم پستان
تواننـد مـؤثر باشـند كـه ايـن       در شير شناسايي گردند براي نظارت در فارم بسـيار مـي   مزرعهماركرهاي خاص كه بتوانند به طور مستقيم در 

 پژوهشدر يك  .)Viguier et al., 2009( ها از نظر تجاري براي چند بيوماركر براي تشخيص ورم پستان در حال حاضر وجود دارد سيستم
مـورد بررسـي قـرار     1MALDI-TOFو  DE-2لم با استفاده از تكنيـك  هاي شير حاصل از گاوهاي مبتلا به ورم پستان و گاوهاي سا نمونه

توانند به عنوان ماركرهاي بـا ارزش در تشـخيص ورم پسـتان در نظـر      گرفت؛ شش پروتئين در شيرهاي مبتلا به ورم پستان يافت شد كه مي
نقطه ( 4آ سنتاز.ان.، تريپتوفانيل تي ار)2نقطه ( 3، كاپا كازئين)1نقطه ( 2هاي هموگلوبين بتاپروتئين .)Mandanici et al., 2010(گرفته شوند 

تغيير يافتـه  ) 1نقطه (هموگلوبين بتا  و) 6نقطه ( 56، انكسين )5نقطه ( 5شان افزايش يافت و سيتوكروم سي اكسيدازسالم بيان هايدر گاو) 3
)pH 1نگاره (پستان بيان افزايش يافته داشتند  در گاوهاي با ورم) ايزوالكتريك متفاوت.(  
  

  هاي بزاق توسط پروتئوميكستعيين پروتئين
تواند به عنوان بيوماركرهايي سلامتي و يا بيماري مورد اسـتفاده قـرار گيرنـد و در تعـداد زيـادي از       پروتئين است كه مي تعدادي دارايبزاق 
از الگوي پروتئوم بزاق توسـط تكنيـك پروتئـوميكس، و     رفرنسبا داشتن يك . و بدون استرس استخراج گردند 7ها با روشي غيرتهاجمي دام

هـاي بـزاق، از    گرچه بيشـتر پـروتئين  . توان به راحتي بيماري را تشخيص داد ، ميخاص يير يافته در اثر بيماريهاي بزاق تغ شناسايي پروتئين
تواند داراي پتانسـيلي بـه عنـوان بيومـاركر      هاي با منشاء سرم هم هست كه مي گيرند، بزاق همچنين حاوي پروتئين هاي بزاقي منشاء مي غده

آلوده شدند و الگـوي   Porcine Circovirus Type-2ها به يي بر روي بزاق خوك، خوكادر اين مطالعه. )Gutiérrez et al., 2011(باشد 
  با استفاده  .و طيف سنج جرمي شناسايي و مورد مقايسه قرار گرفتند DE-2هاي سالم و آلوده با تكنيك پروتئيني بزاق خوك

و  λو  µ ،αكـه ايمونوگلـوبين هـاي    مشخص گرديـد   MASCOTو سپس الگوريتم   De novo Sequencingو MALDI-TOFتكنيك 
  .)2نگاره (هاي سبك در حيوانات آلوده بيشتر بودند زنجيره

  
  :گيرينتيجه

توانـد بـه    باشـد مـي   هاي پروتئين مـي  با استفاده از الكتروفورز دوبعدي كه يك تكنيك قدرتمند براي جداسازي مخلوط پروتئوميكستكنيك 
افزارهـاي   هـاي موجـود در نـرم    با استفاده از ديتـابيس  توانمي سنجي جرمي بپردازد و در نهايت طيف با استفاده از دستگاه ها نيپروتئبررسي 

 هايي است كه  هدف تكنيك پروتئوميكس شناسايي تمام پروتئين. خاص مرتبط با اين تكنيك به نوع پروتئين نمونه پي برد

 

___________________________________________________________________________________________ 
١Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time of Flight 

٢Hemoglobin Beta  
٣Kappa-Casein  

٤Tryptophanyl-tRNA-Synthetase  
٥Cytochrome COxidase  

٦Annexin V  
٧Non-Invasive 
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Abstract 
 
Proteomics is the next step in identifying biological systems after genomics. Proteomics is the study of the 

proteome, the protein complement of the genome. Separation of proteins is the first step in a proteomics 

 study.The most popular method of separating proteins is 2‐Dimensional Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (first dimension based on isoelectric pH and second dimension based on molecularweight 

and size) and then with the help of specialized image analysis software, the altered protein spots are 

detected. Now the individual proteins need to be identified, and in many cases comprehensively 

characterized. This area of proteomics analysis is primarily the domain of mass spectrometry (MS).The 

peptides are analyzed by mass spectrometer and the data from the mass spectrometer is then used, with 

the aid of specialized algorithm to identify peptides and peptide sequences from databases that match the 

data from the analyses.Proteomics may be helpful in understanding mechanism underlying many diseases 

and can help the identification of pathophysiology of many diseases at protein level. New biomarkers easily 

detectable by this technique can help achieving more accurate and specific treatment for a particular 

disease. 
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حجم مني بوسيله ي لوله اسپرم گيري . بلافاصله بعد از اسپرم گيري به آزمايشگاه منتقل شده و از نظر صفات كمي و كيفي ارزيابي شدند
% 2,9غلظت اسپرم توسط لام توما تعيين شد و براي رقيق كردن نمونه ي تازه از سيترات سديم دي هيدراته . شدثبت  ml 0,1مدرج با دقت 

درصد تحرك پيشرونده اسپرم بعد از رقيق كردن . نمره دهي شد 5تا  1از  10×تحرك موجي تحت بزرگنمايي . استفاده شد) 200به  1(
چند زمينه از لام  40 ×و با عدسي  )37�C(و بوسيله ي يك لام قطره ي معلق % 2,9هيدراته  با سيترات سديم دي) 200به  1(نمونه ي تازه 
براي ارزيابي درصد اسپرم زنده و مرده و ) . اين روش براي اولين بار استفاده شده و سبب وضوح بهتر اسپرماتوزوا ها مي شود(بررسي شد

اسپرم براي درصد  200اسپرماتوزوا براي درصد زنده و  300تعداد  40 ×و با عدسي درصد اسپرم ناهنجار از رنگ آميزي ائوزين استفاده شد 
  .آناليز شدند SAS  version 9.1داده ها بوسيله ي نرم افزار. ناهنجاري شمارش شد

 
  نتايج و بحث 

 2ات كمي و در جدول در ارتباط با صف 1ماه جمع آوري شده اند در جدول  6نژاد دورگ كه در طول  سهويژگي هاي مني قوچ هاي 
تغيير طول روز طي پاييز تا زمستان بر روي صفات تحرك موجي مني و غلظت اسپرم اثر معني داري نداشت اما بر . صفات كيفي آمده است
و ) P=0079/0(، درصد اسپرم زنده)P=0002/0(انزال/، تعداد كل اسپرم)P>01/٠(، تحرك پيشرونده)P>0001/0(روي صفات حجم انزال

در ميان قوچ ها در  دار هاي معنيتفاوت  همچنين .تفاوت بين دو فصل زمستان و پاييز معني دار شد) P>0099/0(اسپرم ناهنجاردرصد 
و نيز بلند  )2000(لب با نتايج كاراگيانيديس و همكاران ااين مط كه ويژگي هاي مني مشاهده شدبرخي از داخل هر نژاد در مورد 

و در مورد ساير صفات اثر ) P>0289/0(اثر ژنوتيپ بر روي صفت حجم انزال معني دار شد .)5، 1(اشتهمخواني د) 1985(وهمكاران
كيفيت بهتر اسپرم در فصل پاييز با . مطابقت داشت )2000(كاراگيانيديس و همكاران و اين مطلب با نتايج . تركيب ژنتيكي معني دار نشد

  ).3(انجام داده بود مطابقت نداشت كه بر روي قوچ هاي دورگ چيوس) 1997(نتايج ابراهيم

  

  ).انحراف معيار ±ميانگين (تركيب ژنتيكي قوچ دورگ 3تغييرات ويژگي هاي كمي اسپرم طي پاييز و زمستان در . 1- جدول      

  مغاني- بلوچي  بلوچي-قزل قزل-آرخامرينو فصل  ويژگي هاي مني
  aپاييز  )ml(حجم

  bزمستان

a0,08 ± 1,17  
b0,08 ± 1,07  

a0,08 ± 1,35  
b0,08 ± 1,08  

a0,09 ± 0,96  
b0,09 ± 0,84  

 پاييز )×ml-1109 (غلظت

 زمستان

0,15 ± 3,63  
0,16 ± 3,68 

a0,15 ± 3,68  
b0,16 ± 3,32 

0,18 ± 3,79  
0,18 ± 3,95  

 aپاييز )×109(انزال/اسپرم تعدادكل

 bزمستان

0,36 ± 4,32  
0,36 ± 3,97 

a0,36 ± 5,07  
b0,36 ± 3,67 

0,41 ± 3,64  
0,42 ± 3,40 

  .است)P>0,05(حروف معني دار در داخل هر اثر نشانه ي حداقل تفاوت معني دار        

  



  ਠൌ࣡ીی اऻબھان

1-

2-

3-

4-

5-

 

 

 

ી ه஺دا

  ).عيار

 مغاني- ي

± 12,93  
± 15,50 

± 69,07  
± 63,86 

 ± 3,72  
± 3,59 

± 64,42  
± 59,37 

- Boland, M

breed, sea

concentra

- Colas, G.

Butterwor

- Ibrahim, S

United Ar

- Kafi, M., 

circumfer

- Karagiann

characteri

انحراف مع ±ين 

بلوچي
b1,20 ±
a1,22 ±

a2,83 ±
b2,90 ±

0,15
0,16±

2,36 ±

2,40 ±

M.P., Alkam

ason and pho

tion in rams

, 1983. Fact

rths, London

S.A., 1997. 

rab Emirates

Safdarian, 

ence and lib

nidis, A., Va

istics of Chio

 

 

ميانگي(وچ دورگ

 بلوچي-زل

1,0 ± 11,13  
1,0 ± 12,48 

2,3 ± 71,91  
2,4 ± 69,54 

0,1 ± 3,77  
0,1 ± 3,83 

2,0 ± 67,21  
2,0 ± 64,68 

  .ت

mali, A.A., C

otoperiod on

. Anim. Rep

tors affectin

n, pp. 453-46

Seasonal va

s. Anim. Rep

M., Hashem

bido of Persia

arsakeli, S., A

os and Friesi

شگاه صنعتي اصفهان 
 1390ماه

ی భ ع࢖وم داਗی

تركيب ژنتيكي قو

قز ل
1  
1 

04
06

7  
7 

36
48

3  
4 

3
3

6  
6 

05
08

است)P>0,05(ر

Crosby, T.F.,

n semen cha

prod. Sci. 9, 2

ng the qualit

65. 

ariations in s

prod. Sci. 49

mi, M., 2004

an Karakul r

Alexopoulos

ian rams in G

گروه علوم دامي دانش
شهريور31

৑ࡺش ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی مਚی

  

  

تر 3و زمستان در

قزل-آرخامرينو
1,04 ± 0,77
1,06 ± 1,54

2,42 ± 73,54
2,50 ± 71,46

0,13 ± 3,95
0,13 ± 4,00
2,04 ± 68,54
2,08 ± 66,79

 تفاوت معني دار

, Haynes, N

aracteristics, 

241-252. 
ty of ram se

semen qualit

9,161-167. 

4. Seasonal 

rams. Small 

s, C., Amara

Greece. Sma

گ

مਚیھماীش     

سپرم طي پاييز و

 فصل

  bپاييز
 aمستان

  aپاييز
 bمستان

  پاييز
 ستانزم

  aپاييز
 bمستان

 نشانه ي حداقل

N.B., Howles

testicular si

emen. In: H

ty of local a

variation in

Rum. Res. 5

antidis, I., 20

all Rum. Res

ژگي هاي كيفي ا

 

پ (%)ار
زم

(% 

زم

 -5( 

ز
(%) 

زم
در داخل هر اثر

s, C.M., 198

ize, libido an

Haresign, W. 

and crossbred

n semen cha

53, 133-139.

000. Seasona

s. 37. 125-13

تغييرات ويژ. 2-

يژگي هاي مني
هاي ناهنجا سپرم

(هاي زنده سپرم

-1(حرك موجي

(حرك پيشرونده

حروف معني دار د

85. The influ

nd plasma h

(Ed.), Shee

d rams raise

aracteristics,

 

al variation in

30. 

-جدول     

وي
اس

اس

تح

تح

ح           

  

  منابع

uence of 

hormone 

ep Prod. 

ed in the 

, scrotal 

n semen 



   1390شهريور ماه  31اصفهان  گروه علوم دامي ،  دانشگاه صنعتي                                                                                      172

 
 

6- Mandiki, S.N.M., Deriscke, G., Bister, J.L., Paquay, R., 1998. Influence of season and age on sexual 

maturation parameters of Texel, Suffolk, and Ile-de- France rams. 1. Testicular size, semen quality 

and reproductive capacity. Small Rum. Res. 28. 67-79. 

 
Abstract 
This study was conducted on eleven crossbred fertile rams included 3 Balochi-Moghani, 4 Ghezel-

Balochi, 4 Ghezel×Merino. Semen of rams was collected by artificial vagina. Immediately after semen 

collection traits were surveyed. The results showed that the significantly difference was observed in 

more of semen characteristics among the three breeds especially percentage of abnormal sperm (P < 

0.01) on Balochi-Moghani and percentage of alive sperm in Ghezel×Merino. In conclusion, the semen 

characteristics of Balochi-Moghani, Ghezel-Balochi, and Ghezel×Merino rams had show a significant 

seasonal variation in semen quality and quantity. Thus we need to select the best breed of males so that 

less has been affected by season. Therefore superior semen will be available throughout non-breeding 

seasons. 
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هـا   گـذاري بـر خـوي    از ايـن رو دانـش بررسـي و ارزش   . ها اسـت  اخلاق در لغت جمع واژه خلق و به معني خوبي: مفهوم 3اخلاق ،  -1
  .مفهوم است 3ق شامل مباحث مربوط به اخلا. شود ورفتارهاي آدمي علم اخلاق ناميده مي

  .كاود قسمتي از مباحث معناشناسي، معرفت شناسي مفاهيم اخلاقي را مي: اخلاق تحليلي يا فرا اخلاقي -1-1
هاي مختلف حيات انسان رخ نمايد كـه در آن خصـوص حكـم اخلاقـي      از يك سو، بسا موضاعاتي جديد در حوزه: اخلاق هنجاري -2-1

ي ديگر ممكن است بايد و نبايدهاي موجود اخلاقي با يكديگر ناسازگار باشند، بر اين اساس، لازم است روشن وجود نداشته باشد و از سو
به طور معمول اين مفهـوم داراي  . تواند باشد ها پيشنهاد شود كه اين خود دليل وجود نظريه اخلاقي مي دستگاهي نظري براي رفع اين نقيصه

 .را بر عهده دارد] virtue ethics[و فضيلت گرايي ] utilitarianism[د انگاري ، سو]Deonte logism[گرايي  يك بخش وظيفه

ها و مسـايلي عملـي پرداختـه     عرصة كاربرد دو مفهوم پيشين در اين مفهوم گنجانده شده است و در آن، به موضوع: اخلاق كاربردي -3-1
هاي متعددي چون اخلاق پزشكي، اخلاق مهـاجرت افـراد،    بخشاخلاق كاربردي شامل .  شود كه نيازمند احكامي مستقيم و جزئي است مي

  .باشد مي... و] كه تاكيد اين مقاله بر آن است[اي، اخلاق زيستي  اخلاق حرفه
  
  :كاربرد بيوتكنولوژي درتوليد مثل دام-2
دانـش بيوتكنولـوژي بـا    .گويند  يگيري بين دام نر و ماده را تلقيح مصنوعي م باردار كردن دام ماده بدون عمل جفت:تلقيح مصنوعي  -1-2

هـا و تشـخيص زمـان فحـل شـدن دام كمـك        ، حذف صفات مضر، نگهداري اسپرم]با استفاده از ماركرهاي مولكولي[تشخيص نژادها برتر 
  .دهد شاياني در تلقيح مصنوعي انجام مي

در مرحلـه پـس از    (donor)دهنـده جنـين    ا از دامه ـ آوري پيداست، فرآيندي است كه طي آن جنين طور كه از نام اين فن همان:انتقال جنين
  .شود منتقل مي (re ciptent)مرولا گرفته و جهت تكام مراحل باروري به رحم دام گيرنده 

هايي با صفات برتر، سهولت در امر تجارت دام جهـت برنامـه اصـلاح،     توان افزايش تعداد دام هدف از اين بخش از تكنولوژي زيستي را مي
  .نام برد... ها، انتقال وسيع و نامحدود ژن و  ها و تحقيق بروي جنين ها، انجام آزمايش ها، كنترل بيماري زايي در مادهانجام دوقلو
تواند مورد استفاده قرار گيرد ولي با منجمد شدن جنين ديگر محدوديت زمـان و   انتقال جنين تازه در مكان و زمان محدود مي: انجماد جنين

ها حياتي موجود زنـده در   تمام فعاليت. نمايند گراد نگهداري مي درجه سانتي -196ول منجمد در ازت مايع در سرمايه سل. مكان وجود ندارد
انجماد جنين ابزاري است بسيار كارا هـم بـراي اصـلاح نـژاد و هـم جهـت حفـظ        . . گردد اين دما متوقف شده ولي توان حيات آن فقط مي

 .هاي در خطر انقراض است گونه

  
  :[IVF]ي آزمايشگاهي بارور

پس . نمايد آوري است كه در آن تخمك گرفته شده از جنس ماده در آزمايشگاه توسط اسپرم گرفته شده از جنس نر تلقيح مي اين روش فن 
توان بـاروري آزمايشـگاهي بـر روي تخمـك كليـه       مي 1959بارور نمودن تخمك در آزمايشگاه براي اولين بروي تخمك خرگوش در سال 

 .شود ها بيولوژيكي و همچنين انتقال ژن ديده مي در دامپروري در جهت اصلاح نژاد، پژوهش IVFكاربرد . ها در چند سال اخير ديد دام
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توان اجازه داد كه كشـورها و   از سوي ديگر نمي. بايد مطمئن شد كه اصلاح ژنتيكي، پيامدهاي خطر آفرين ديگري براي محيط زيست ندارد
انـد بايـد    توان گفت چون بخشي از مردم فقير و گرسـنه  نمي. وندمردم فقير به آزمايشگاه توليدات اصلاح شد، دامي كشورهاي غني تبديل ش

اش ناتوان شـده   هاي جانوري طبيعي آيا به راستي زمين از سير كردن ساكنان خود بدون دخل و تصرف در گونه. آنها را با هرچيزي سير كرد
  است؟ آيا مدارك علمي كافي براي اثبات اين ادعا وجود دارد؟

لايل متعدد استفاده از بيوتكنولوژي در توليد مثل دام به خودي خود نه تنها عملي ناموجه و غير اخلاقي نيست، بلكه حقيقت آن است كه به د
  .باشد انداز امد بخش آن، عملي است كه از نظر اخلاقي پسنديده و حتي در مواردي، ضروري مي با توجه به چشم
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Abstract: 
With increasing population and limitation of under cultivation area, the use of biotechnology to improve 
food quality and quantity of livestock and poultry is highly regarded. However, in many countries with  
challenges of ethical, environmental, belief aspects and ... is faced. Therefore, it is important to  pay 
attention  to another aspect of this technology, exception of scientific aspects.The research library - 
documents using past and present research, internet researches, books, magazines and reliable articles 
and magazines, information has been gathered and assessment and comparison were located.In this 
paper, practical aspects of biotechnology in animal reproduction and breeding in strain improvement of 
pointed animals and then about ethical debate entry of this technology to animal domain is searched. 
Key words: Ethics، Biotechnology، Manipulation,Livestock,Reproduction 
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  :مواد و روش ها 
. مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد    ) SSCP(چند شكلي قطعات تكثير شده ژن ميوستاتين با استفاده از روش چند شكلي فضايي تك رشته اي 

ارزش هاي ارثي حيوانات . مورد بررسي و آناليز قرار گرفتند POPGENE32چند شكلي هاي ژنوتبپي مشاهده شده به كمك نرم افزار 
  .و طبق معادله زير برآورد شد DFRMELبا استفاده از نرم افزار 

 Y୧୨୩୪୫ ൌ  µ൅ YR୧ ൅ SX୨ ൅ BT୩ ൅ AD୪ ൅ AN୫ ൅ E୧୨୩୪୫  
µ : ، ميانگين جامعه:YR୧  اثر ثابتi   1، 2، . . . ، 21امين سال = i  ،:SX୨  اثر ثابتj    1، 2امين جـنس حيـوان  =j  ،:BT୩    اثـر ثابـتk 

امـين    mاثـر تصـادفي ژنتيكـي افزايشـي      1l= ،:AN୫، 2، . . . ، 7امين سن مـادر     lاثر ثابت : k  ، AD1   =1، 2، 3امين نحوه تولد  
ارتباط بين ارزش هاي ارثي حيوانـات بـا   . امين مشاهده ijklmاثر تصادفي باقيمانده  m ،:E୧୨୩୪୫ =حيوان تعداد حيوان براي هر صفت 

 محاسبه گرديد  GLMو رويه  SASژنوتيپ هاي مشاهده شده با استفاده نرم افزار

 .  
  :نتايج و بحث 

 
، و AD ،AC ،AEاين آلل هـا در چهـار تركيـب ژنـوتيپي     . نتايج حاصل از الكتروفورز ژل آكريلاميد منجر به شناسايي پنج آلل  شد  

BC واينبـرگ قـرار نـدارد     –آزمون كاي اسكوار  نشان داد كه جمعيت گوسفندان ماكويي در حالـت تعـادل هـاردي    .دسته بندي شدند
)P<0.05 .( به ارزيابي چند شكلي ژن ميوستاتين در گوسفندان سنجابي پرداختندكه نتيجه آن شناسايي  1388صوفي و همكاران در سال
كه چند شـكل مـي    2و 1به جز نواحي اينترون  1384طبق گزارش مسعودي و همكاران در سال . بود %03و % 97آلل با فراواني هاي  2

باشد ، بقيه قسمت هاي ژن ميوستاتين درگوسفندان نژاد بلوچي بسيار حفاظت شده مي باشد، هم چنين طبق گزارش انها ژنوتبـپ هـاي   
همكاران  و  Hikford. ماهگي ارتباط معني داري نداشتند 12، و 9، 6، 3معرفي شده با وزن تولد ارتباط معني داري داشتند ولي با ورن 

بررسي و وجود پـنج آلـل را در    PCR-SSCPپلي مورفيسم ژن ميوستاتين را درگوسفندان نيوزيلند با استفاده از تكنيك  2009 در سال
از ژنوتيپ هـا بـا وزن تولـد و افـزايش وزن ارتيـاط      اين نژاد گزارش كردند، آنها هم چنين گزارش كردند كه هيچ كدام  1ناحيه اينترون 

و چهار نوع ژنوتيپ در كل جمعيت شناسايي شد كه اين نتـايج تـا   E و  A ،B ،C ،Dآلل  در تحقيق حاضر نيز، پنج. معني داري ندارند
با توجه به اين كه تمام . براي گوسفندان نژاد رامني بدست آوردند) 2009 (و همكارانش  Hickfordحدودي مشابه با نتايجي است كه

واقع شده اند، بحث كردن دربـاره اينكـه ايـن تغييـرات ژنتيكـي چگونـه بـر فعاليـت          DNAاين چند شكلي ها در ناحيه غير كد كننده 
، يا به وسيله ارتباطاتي كه با چند شـكلي هـاي ديگـر     mRNA splicingاحتمالا اين ها به وسيله . ميوستاتين موثر بودند مشكل است

 ,.Hickford et all(كننـد حي هاي كد كننده و متعاقب آن به وسيله اثر بر توالي آمينو اسيدها، اثر خود را بر فعاليت ژن اعمال مـي  نوا

آماري بـا ژنوتيـپ هـاي    نتايج حاصل از آزمون حداقل مربعات ارزش هاي اصلاحي وزن تولد، تفاوت معني داري را از لحاظ ). 2009
مـاكوئي  نتايج ارتباط بـا صـفات در گوسـفندان    ). 1جدول (معني داري نداشتولي با صفات ديگر ارتباط  ) p<0.05(مختلف نشان داد

 .مي باشد) 2009(و همكاران  Hickfordاست و مخالف گزارش ) 1388(مشابه با گزارش مسعودي و همكاران 

تفاوت معني داري  ADمي باشند و از طرفي ژنوتيپ  Aژنوتيپ داراي آلل  3ژنوتيپ مشاهده شده 5از با توجه به اين كه در اين تحقيق 
در اين تفاوت تاثير بيشتري داشته، چون كـه اگـر    Dرا از لحاظ آماري با بقيه ژنوتيپ ها نشان داده، مي توان نتيجه گرفت كه حضور آلل 
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 Abstract 

In the present study the polymorphism of Myostatin gene in Makoei sheep was investigated by 

polymerase chain reaction and single strand conformation polymorphism technique (PCR–SSCP). 

Genomic DNA of 100 sheep was isolated from whole blood, separately. A 417 bp Myostatin intron 1 

segment was amplified by standard PCR, using the locus specific primers. Four SSCP patterns, 

representing four different genotypes, were identified. The frequencies of the observed genotypes were 

0.413, 0.293, 0.130, and 0.163 for AD, AC, AE, and BC respectively. The chi-square test showed 

significant (P<0.05) deviation from Hardy-Weinberg equilibrium for this locus in studied population. 

The effect of the genotypes was investigated, and it was found that the AD genotype was associated with 

birth weight, whereas with the other genotype no associations were detected. No associations of 

myostatin variation with weight were detected. These result suggest that polymorphism in ovine 

myostatin gene is associated with birth weight, but not weight gain in Iranian Makoei sheep. 

Key words: Myostatin gene; PCR; SSCP; SNP; Makoei sheep 
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ر توليد محصولات
 بازدهي و حفظ

  :مثلي توليد
  :ن

كارش - 2و  1

  :چكيده

گاوميش يكي
مشكلات تو

، تعداو ماده
كه باعث ناب
گاوميش بعد
بعد از زايش
براي رفع اين
جنين، بلوغ
اخيردر توليد

واژگان كلي

  :مقدمه

گاوميش ح
انجام شده

بالاي آن در
در افزايش

فناورهاي ت
انتقال جنين
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اين موارد . توليد مثل در حيوانات اهلي هستند فناورياي در كمك به  هاي پايه روش ل سيكل فحليرتشخيص فحلي، تلقيح مصنوعي و كنت
انتقال  .باشند ميهاي كلون شده در آزمايشگاه  اي مثل انتقال جنين، انتقال جنين منجمد و جنين هاي پيشرفته نيازهاي اصلي موفقيت روش

، مراقبت و تيمار دام گيرنده، بدست آوردن جنين، دستكاري جنين و ي است كه شامل انتخاب دام گيرندهدرپ جامع و پي ييندآجنين فر
انتقال جنين در گاوميش با موفقيت انجام شده ولي سرعت  فناوري .ارزيابي آن، انتقال جنين و مراقبت از گيرنده بعد از دريافت جنين است

همچنين . در ايالات متحده آمريكا انجام شد 1983ميز جنين سال آ اولين انتقال موفقيت. يند بسيار كم و نتايج آن بسيار ضعيف بودآراين ف
موفقيت پايين انتقال جنين در گاوميش نسبت به . ه استاز انتقال موفقيت آميز جنين در بلغارستان، هند و تايلند بدست آمد نيز هايي گزارش
مشكلاتي از قبيل . براي انتخاب است ناسبكمبود حيوانات پايه و م ولت توانايي ژنتيكي پايين توليد مثل و باروري در گاوميش گاو به ع

وري آ سرعت فرآيند موفقيت آميز جمع ،ها و توليد مثل فصلي در گاوميش نيز ممكن است بلوغ ديررس، فاصله زياد بين دو زايش، بيماري
  .)2007س، در(جنين را محدود كند

  

  :انجماد اسپرم و رويان

اين مسئله بخصوص در گاوميش كه همزمان سازي فحلي كارايي پاييني . انجماد گامت و رويان از ضروريات فناوري هاي توليد مثلي است
دهد  ها نشان مي ژوهشپ. براي انتقال رويان ها در دسترس هستند، اهميت بيشتري دارد) گيرنده(دارد يعني در هر زمان تعداد كمتري از دام

زنده ماني پايين و يا ). 2009سينگ و همكاران، (كه نگهداري اووسيت و رويان با استفاده از انجماد و ايجاد بانك رويان امكان پذير است
انجماد رويان و اووسيت با روش معمولي و . باشد هاي اين روش مي اختلال در تمايز اووسيت پس از يخ گشايي از جمله نقص

  ).2008منجونتا، (در گاوميش با موفقيت و تولد گوساله زنده انجام شده است 1تريفيكاسيونوي
  

  :سوپراولاسيون
فوليكول  12000در آغاز تولد تخمدان گاوميش . كند تعداد كمتري فوليكول نسبت به گاو در يك زمان مشخص آزاد مي گاوميشتخمدان 

هاي آشكار  تشخيص فحلي در گاوميش بسيار مشكل است چون نشانه. وليكول وجود داردف 133000اوليه دارد ولي در گاو به طور متوسط 
روز (مشخص كردن زمان دقيق فحلي  .آوري از تخمدان گاوميش بسيار كم است به همين دليل ميزان اووسيت قابل جمع .بسيار كمي دارد

زيرا اولين فحلي به عنوان يك نقطه مرجع براي تعيين  .براي مشخص كردن مرحله تكامل جنين بسيار مهم و حساس است) فحلي= صفر 
لوسيدا عامل اصلي لايه زوناپ. او بسيار سريعتر استتكامل جنين گاوميش در مقايسه با گ. شود آوري آن محسوب مي و جمع سن جنين

ستوسيست به سختي شود و بلا فته شدن اين لايه خصوصيات اصلي جنين مشخص ميابعد از شك. استمحيط كشت تشخيص جنين در 
روز بعد از شروع فحلي در گاوميش رخ  7 ات 6,5فته شدن عموما اشك .اند هاي بلاستوسل فرو ريخته قابل شناسايي است زيرا همه سلول

بعد  5- 6بايد بين روزهاي  گاوميشآوري جنين در  بنابراين جمع. دهد بعد از فحلي رخ مي 10تا  8,5 دهد ولي در گاو اين فرايند در روز مي
نكته مهم در انجام اين فرايند . شود درست هنگامي كه جنين در مرحله مورلا و بلاستوسيست است، انجام مي) 7در گاو روز (از اولين فحلي 

___________________________________________________________________________________________ 
١ Vitrification =روشي براي نگهداري طولاني مدت رويان به شكل يخ زده  
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ست كه مشكلات
تي(را بدست آورد

راوولاسيونسوپ
طبيعي بدست ري

جنين گاوميش د
رفت بهتري نسبت

گو شده بود هيچ
ين را داشته باشد
ين گاو و گاوميش

____ 

 جنين از طريق
است و نسبت به

5ده نيز در روز 
فاده از اولتراسو

گز 1991ل در سا
لقاح د. مي است

در پيشرفت برتر
اين .زا باشد رس
هاي توليد ش جنين

زايي بعد از انتقا 
و است و نياز اس
يد از گاوميش ر

وميش ماده بالغ س
 از اولين جفتگير

قطرج. دست آمد
عت بود كه پيشر
ي در آنها انجام ش
حيوان دهنده جني

گري بي نه آميخته

____________

 

 

ين رو تشخيص
 بسيار كوچك ا
دقيق حيوان گيرند
ر اين مرحله استف

ن گيرنده بود، د
 لقاح خارج رحم
بتفاده از مادران 
و يا شرايط استر
ي نتيجه انتقال ج
هسيست و گوسال

متر از گاوكسيار 
ي يك نسل مفي

گاو 8ر تحقيقي 
بعدروز  5/7و  

بد 5/7 در روز 
ساع 36تا  24مل 
سازي فحلي زمان

هيبريد شدن با ح
ل حاضر هيچگون

_____________
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ا از.  و نرم است
لايه در گاوميش
شود كه ارزيابي د
نتقل شود كه در

گاه به يك حيوان
 در آزمايشگاه و
مناسبي براي است

اي، محيطي و ذيه
به طور كلي. )2

ن پايين بلاستوس
I در گاوميش بس

 صورت اقتصادي

در .ر گرفته است
7، 6، 5/5ي در

شده تهفات شك
مرحله تكام .سيد

هلشتاين كه همز
ده بايد استعداد ه

در حال. برد لا مي

_____________
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ار كوچكيو بس
ن است كه اين لا

ش لات باعث مي
 آن قرار دارد، من

 شده در آزمايشگ
ي بلوغ اووسيت
دهد و فرصت م
لايل ژنتيكي، تغذ

007درس، (دش
همرا با ميزان بالا

IVFلي كارايي

ان بهوين كار بت

مورد بررسي قرار
روش غير جراحي
عدد بلاستوسيست

رس تر به نظر مي ره
ها به گاوهاي ه ن

لف حيوان گيرند
را بالا ص هستند،

____________

گ

مਚیھماীش     

كامل نشده و 1وم
رپوس لوتيوم اين

اين مشكلا . است
آ 2وس لونيوم در

ال رويان توليد
شامل تكنيك هاي

دمي  اي افزايش
تواند به دلا ه مي

با هي تاثير گذار
زايي ب ب، گوساله

به طور كل. ست
حل شود تا با اي

گاوميش موو گاو
ين گاوميش به ر

ع6، و 6 در روز
ي داخلي آن تير
 انتقال اين جنين

هاي مختلف ن گونه
يك گونه مشخص

_____________

لايه كارپوس لوتيو
يگر در مورد كار
ختي قابل لمس
خ رحم كه كارپو

2(.  

IVF(:  
ش كه نتيجه انتقا

ش) خارج رحمي
ا ور قابل ملاحظه

آوري شده  جمع
درون آزمايشگاه
 بالغ، لقاح مناسب
ستني پايين آن ا

IV در گاوميش ح

هاي مختلف گ ه
جني 16. ي كردند

بلاستوسيت6،  
هاي هيولي رنگ لا

بعد از. شان داد
 انتقال جنين بين
حيواناتي كه از ي

____________

لا پنجم در روز 
نكته ديگ. هد بود
به سخو  ر گرفته

ن شاخين به هما
2007درس، (ست

F(يشگاهي جنين

ن گوساله گاوميش
خ(ن آزمايشگاهي 

د جنين را به طو
 ميزان اووسيت

ر پتانسيل لقاح د
ن زياد اووسيت

 تكنيك نرخ آبس
VFستفاده از  ا

2009(.  

  : اي ح بين گونه

ل جنين بين گونه
جفت گيري يعي

5/5رلا در روز 
وي بود وسامگاو

مشابه در گاو نش
براي .اهده نشد

س موفقيت در ح

_____________
١ Carpu  
٢ Carpu 

اين است ه
خوا دشوار
قراتر  عميق
و جني شود

ساضروري 

توليد آزماي
توليد اولين
توليد رويان
ميزان توليد
تفاوت در

تواند در مي
امل ميزانش

معايب اين
زيادي قبل
9اگاراجن، 

  

امكان لقاح
امكان انتقال
صورت طبي

مور 3. آمد
مقايسه با گ
به شرايط م
آبستني مشا

كه اين شانس

________
us Luteum
us Lunium
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 50، 48نه و گاو به ترتيب ا، گاوميش رودخباتلاقيها عدد كروموزومي براي گاوميش  داشت كه در اين گونهبايد توجه  .گزارش نشده است
توان با مجاور كردن اووسيت گاو با اسپرم گاوميش يا برعكس آزمايش  هاي آميخته بين گاو و گاوميش را مي امكان ايجاد جنين. است 60و 
مي گيرد نتايج مراحل تكامل جنين بهتر و بيشتر  وسيت گاو در مجاورت اسپرم گاوميش قرار ميتحقيقات نشان داده است زماني كه او. كرد
  .)2007درس، (باشد

  :همانند سازي

مهمترين علل كاربردهاي شبيه سازي در گاوميش، افزايش پيشرفت ژنتيكي، احيا نژادهاي در حال انقراض، ايجاد حيوانات مشابه براي 
با روش انتقال هسته گاوميش در  شبيه سازياولين گوساله . باشد اي و تكثير افراد تراريخت مي لوژيكي و تغذيهاهداف تحقيقاتي و ايمونو

به علت كارايي پايين شبيه سازي از طريق انتقال هسته سلولهاي ). 2007شي و همكاران، (متولد شد اما درصد موفقيت پايين بود  2007سال 
كه نياز به ريز دستكاري لايه زوناپلاسيدا  HMC1براي شبيه سازي در گاوميش از روش ) 2009(، سوماتيك در گاوميش، شه و همكاران

در اين فرايند اووسيت گاو و گاوميش در شرايط  .آوردندنتايج متفاوتي از انتقال هسته بين گاو و گاوميش بدست استفاده كرده و  ندارد
به يك اووسيت بدون  حيوان شگوسپس يك سلول جدا شده فيبروبلاست از . رسند ساعت به مرحله بلوغ مي 22آزمايشگاهي در مدت 

لاستوسيست برسند در  هايي كه به بلاستوسيت مي اند كه ميزان جنين تمام محققين به اين نتيجه رسيده. شود تزريق مي) سيتوپلاست(هسته 
بالعكس نتايج استفاده از فيبروبلاست گاوميش نسبت به  بيشتر از گاوميش است و -دهد بدون توجه به جنس حيواني كه هسته را مي - گاو

هاي سوماتيك بالغ گاو به  از انتقال هسته جنين گاوميش و هسته سلول نيز هاي ديگري موفقيت .آميزتر بوده است فقيتوگاو بهتر و م
هاي دوره نوزادي  مان سقط جنين و مرگراند .)2007درس، (اند ها تا مرحله بلاستوسيست رسيده سيتوپلاست گاو گزارش شده كه اين جنين

شود تنظيم اپي ژنتيكي ناكامل، علت  گمان مي. باشد و تلقيح مصنوعي ميIVF در حيوانات توليد شده با انتقال هسته بالاتر از روش 
هاي سوماتيك را با  هسته، سلول براي بهبود راندمان دراين تكنيك بايد قبل از انتقال. ها و راندمان پايين در روش انتقال هسته باشد ناهنجاري

و ) و استيلاسيون هيستون DNAبخصوص در متيلاسيون (استفاده از راهكارهايي مثل تغيير شرايط محيط كشت، تغييرات اپي ژنتيكي 
 ).2006ساتيوان و همكاران، (مشاهده ميزان بيان ژنهاي مربوط به برنامه ريزي مجدد سلول مورد بررسي قرار داد

  

  :جمع بندي

مسائل . گيرد به كندي صورت ميگونه  در اين  مثلي هاي نوين توليد بدليل باروري ژنتيكي پايين در گاوميش فرآيند استفاده از تكنولوژي
با اين حال تلقيح . ومشكلاتي مثل رفتارهاي فحلي، خصوصيات تخمدان و تكامل جنين در گاوميش بايد بيشتر مورد مطالعه قرار گيرد

اقتصادي مورد استفاده قرار گرفته است و انتقال جنين، توليد آزمايشگاهي جنين و انتقال هسته در مرحله آزمايشگاهي و مصنوعي به صورت 
 .تحقيقاتي باقيمانده است

 
 
  

___________________________________________________________________________________________ 
١ Hand-made Cloned 
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Application of biotechnology in Reproduction Buffalo 

 
Mostafa Lotfi Farokhad*1, Ramin Sayghalani2, Nafise Hosseizadeh3, Alireza Tarang4, Sajjad 

Sharifi5  
ms.lotfi87@gmail.com mail address:-* Corresponding E 

Abstract  

Buffalo, as a major livestock species for milk and meat production, contribute significantly to the 

economy of many countries; particularly, countries with tropical climate. The major factors limiting the 

efficient nurture of buffaloes in countries with a tropical climate are: late maturity; poor estrus  

expressivities, particularly in summer months; long postpartum calving intervals; low reproductive 

efficiencies and fertility rates which are closely linked with environmental stress; as well as managerial 

problems. As good reproductive performance is essential for efficient livestock production, the female 

buffalo calves must grow rapidly to attain sexual maturity, initiate estrous cycles, ovulate and be mated 

by fertile males or inseminated with quality semen to optimize conception and production. In the last 

two decades, considerable attention has been focused on understanding some of the causes for the 

inherent limitations in reproduction among buffaloes by genetic engineer and developing biotechniques 

for augmenting their reproductive efficiency. Efforts done for solve this problems that some of this 

activities include: artificial insemination (AI), synchronizing estrus, super ovulation, embryo transfer 

,frizzed embryo, in vitro maturity(IVM), in vitro fertilization(IVF), cloned somatic cell nuclear. This 

review discusses recent researches about reproductive techniques in buffaloes 

Keywords: buffalo, Reproductive, Biotechnology, Invitro method 
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  ها مواد و روش

به آزمايشگاه  وجمع آوري هاي اطراف اصفهان از كشتارگاهدر شرايط استاندارد هاي گرمايشي هاي گوسفند در فلاسكتخمدانتعداد كافي 
ميلي  2- 6هاي شفاف، غيرچركي و غيرخوني با سايز حدود تمام فوليكول از) COCs( اووسيت -كومولوس كمپلكسسپس . منتقل شدند

 200سازي شده با غني FCSدرصد  H-TCM  +10محيط آسپيراسيون شامل . ندها، به آرامي آسپيره شدمتر موجود در ناحيه قشري تخمدان
- اووسيت كه از نظر سيتوپلاسمي يكنواخت و حداقل داراي سه لايه از سلول -هاي كومولوسكمپلكسآنگاه . المللي هپارين بودواحد بين

در محيط كشت بلوغ  هاCOCسپس . شستشو داده شدند) FCSدرصد  H-TCM  +10(هاي كومولوس بودند، جدا شده و در مديوم ويژه 
)MM(MM: TCM + 10% FBS + 0.01 IU/ml + 0.01 IU/ml LH + 0.1mM Cysteamine +  1µg/ml Estradiol + 100 

ng/ml EGF  دماي انكوباتور براي يك گروه از . ساعت انكوبه شدند 24به مدتCOCگروه ( گراددرجه سانتي 5/38 هاHS( براي گروه  و
 گاز درصد 5حاوي بلوغ  محيط كشت. بود)  NHSگروه(درجه سانتي گراد  5/38ساعت آخر  12و  درجه 41ساعت  12ديگر به مدت 

CO2 ها جدا ها با استفاده از آنزيم هيالورونيداز از اطراف آناووسيت يهاي كومولوسساعت، سلول 24تا  20پس از . بود و رطوبت حداكثر
ميكروليتر بافر  20به   PBS-PVA 1اووسيت در هر گروه در سه تكرار مستقل آزمايشي پس از شستشو در  120تا  110داد آنگاه تع. ندشد

RLT  استخراج كل بتامركاپتواتانول منتقل شدند و ميكروليتر  2/0حاويRNA ها توسط از اووسيتRNeasy micro kit سنتز .انجام شد 

cDNA  از رويmRNA واكنش . استخراج شده در مرحله قبل انجام شدPCR   ميكروليتر  2با استفاده ازcDNA   ،5/2اووسيت 
 0.2 Mm( ،1( dNTPميكروليتر  MgCl2 (1.5mM/l)   ،5/0ميكروليتر 75/0، )، ايران10X PCR buffer )cinacloneميكروليتر 

، انجام DDWميكروليتر از  17و ) 1.25U/µl) (، ايرانCinaclon( Taq polymeraseميكروليتر آنزيم  25/0، )5pm(ميكروليتر پرايمر 
 سيكل  35نجام شد، دقيقه ا 4گراد و به مدت درجه سانتي 94پس از واسرشت الگو كه در دماي . گرفت

ثانيه و دماي  45ثانيه، دماي اتصال مناسب براي هر پرايمر به مدت  45گراد به مدت درجه سانتي 94واكنش به ترتيب با دماي واسرشت 
- انتيدرجه س 72دقيقه در دماي  10ثانيه انجام شد و در انتها نيز جهت طويل سازي انتهايي  60گراد به مدت درجه سانتي 72سازي طويل

حاوي ) ، آمريكاInvitrogen% (2روي ژل آگارز  PCR، محصولات سنتز شده cDNA جهت بررسي كيفيت. گراد به دستگاه برنامه داده شد
جهت . ها آشكار شدمحل باند UVتحت الكتروفورز قرار گرفت و سپس تحت تابش اشعه  95دقيقه با ولتاژ  35اتيديوم برمايد، به مدت 

سنتز شده،  cDNAميكروليتر از  2با  PCRواكنش . استفاده شد RG-6000مدل  corbettاز دستگاه  Real-time PCRهاي انجام واكنش
0.25 pm  و  1پرايمرهاي اختصاصي ارائه شده در جدولTakara SYBER Green  هاي  ميكروليتر انجام شده و بيان ژن 10در حجم كلي

مورد  0.05و در سطح معني داري  t-studentنتايج حاصل شده با استفاده از  آزمون  .نرمالايز شد GAPDHدار هدف نسبت به ژن خانه
 .بررسي قرار گرفت

 
 
 
 
 

___________________________________________________________________________________________ 
1 Phosphate Buffered Saline- Polyvinyl Alcohol 
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غلظت اسپرم توسط لام . ثبت شد ml 1/0حجم مني بوسيله ي لوله اسپرم گيري مدرج با دقت . صفات كمي و كيفي ارزيابي شدند از نظرو 
درصد تحرك پيشرونده بعد از . استفاده شد) 200 به 1% (9/2 دي هيدراتهاي رقيق كردن نمونه ي خام از سيترات سديم تعيين شد و بر توما

 40 ×و با عدسي  )37�C( گرمقطره ي معلق و بوسيله ي يك لام % 2,9با سيترات سديم دي هيدراته ) 200به  1(رقيق كردن نمونه ي خام 
براي .  )وش براي اولين بار اجرا شده و سبب وضوح بيشتر اسپرماتوزوا ها زير ميكروسكوپ مي شوداين ر(چند زمينه از لام بررسي شد

نمونه ها  pH. اسپرماتوزوا شمارش شد 300تعداد  40 ×با عدسي ارزيابي درصد اسپرم زنده و مرده از رنگ آميزي ائوزين استفاده شد و 
ميزان فعاليت متابوليكي . شدند تعيين )ساخت مالزي - 8685مدل ( قلميمتر  pH متر شركت مرك آلمان و نيز pHبوسيله ي استريپ هاي 

نمونه و رنگ محاسبه  1به  1تغيير رنگ نمونه ي خام بعد از تركيب ) ثانيه(مدت زمان بر حسب بوسيله رنگ بلو دو متيلن) MBR-T(اسپرم
 -20�Cشده پلاسماي حاصل تا زمان آزمايش در دماي ) يقهدق 15به مدت  rpm 2500(بعد ازخونگيري، نمونه ها سانتريفيوژ .گرديد

كيت تشخيص ( غلظت پلاسمايي تستوسترون بوسيله ي آزمايش آنزيمي و مطابق رويه توصيه شده ي شركت سازنده. نگهداري شدند
آناليز  SAS  version 9.1زار داده ها بوسيله ي نرم اف. اندازه گيري شده است) Medix Biotech Inc., CA ،1ايمونواسي آنزيم تستوسترون

  .شدند
  

  نتايج و بحث
مغاني - مغاني با آرخامرينو- فقط بين بلوچيتحرك پيشرونده ديده مي شود از نظر درصد اسپرم زنده و درصد  1همانطور كه در جدول 

. داري بين نژاد ها مشاهده نشد تفاوت معني) MBR-T(از نظرغلظت اسپرم و ميزان فعاليت متابوليكي. وجود دارد) P>05/0(تفاوت معني دار
و بين  P)>01/0در سطح (قزل -بلوچي با آرخامرينو- و قزلمغاني - مغاني با آرخامرينو-بلوچي بلوچي،- مغاني با قزل-بين بلوچي pHاز نظر 

قزل با - رينودر صفت حجم انزال به جز آرخام. تفاوت معني دار مشاهده شد) P> 05/0در سطح (مغاني - قزل با آرخامرينو-آرخامرينو
بلوچي و - بالاترين غلظت پلاسمايي تستوسترون درنژاد قزل .مشاهده شد) P>01/0(مغاني، بين بقيه نژاد ها تفاوت معني دار-آرخامرينو

با اين حال تفاوت معني داري از نظر غلظت ) ng/ml ۸۶/۳ ± 68/0و  17/7 ± 01/1به ترتيب (مغاني ثبت شده بود- كمترين در آرخامرينو
. نشان داده شده است 2ضرايب همبستگي براي تستوسترون پلاسمايي با ويژگي هاي اسپرم در جدول . ايي بين قوچ ها مشاهده نشدپلاسم

با نتايج مطالعات قبلي  MBR-Tو  پيشروندهسطح تستوسترون پلاسمايي با غلظت اسپرم، درصد اسپرم زنده، درصد تحرك  بينهمبستگي 
   .]4[شتنيز مطابقت دا
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1- Testosterone Enzyme Immunoassay Test Kit 
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 ضريب همبستگي بين تستوسترون پلاسمايي و ويژگي هاي مختلف اسپرم. 2- جدول

درصد اسپرم پارامتر

  زنده

درصد تحرك

  پيشرونده

  MBR-T  حجم مني  pH غلظت اسپرم

  -ng/ml(   **۰,۶۶۴   **۰,۶۵۰   **۰,۸۰۶  *۰,۳۱۷ -  **۰,۴۶۸   **۰,۸۴۹(تستوسترون

0,05 < P      * :    ،0,01 < P  ** :  

Abstract: 

 This study was conducted on fifteen crossbred fertile rams included by 3 Balochi-Moghani, 4 Ghezel-

Balochi, 4 Ghezel×Merino and 4 Merino × Moghani were used in this examination. Semen of rams was 

collected by artificial vagina short form and blood samples were obtained via jugular vein. Soon after 

semen collection traits were surveyed. The results showed that the significantly difference was observed 

in more of semen characteristics between the four breeds especially ejaculate volume (P<0.01). 

Testosterone plasma was correlated with pH of semen (P<0.05), sperm density, semen volume, 

progressive motility, MBR-T and viable sperm percentage (P <0.01). It could be concluded that 

testosterone levels are good markers for semen quality and quantity. 
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اپوپتوز، تحريك ميتوز، رشد تمـايز سـلولي  نقـش     ر مهارد FSHهورمون  و  EGF ،bFGFبه نظر مي رسد كه فاكتورهاي رشد. (2008
  .(Adriaens 2004; Silva, 2004; Matos, 2007a,b; Peng, 2010)  مهمي دارند 

بر روي تكوين آزمايشـگاهي فوليكـول هـاي     FSHو هورمون  EGF ،bFGFهدف از اين مطالعه بررسي تاثير همزمان فاكتورهاي رشد   
  .استپرآنترال تخمدان گوسفند 

 
  مواد و روش ها

نمونـه بـه عنـوان     4ميليمتر تقسيم،  3 ×3 ×/.5به قطعات نواري با ابعاد) ماهه 12تا  10(نمونه ي تصادفي تخمدان گوسفند  20بخش قشري 
مـاي  و د O2 %5 ،CO2 %5 ،N2 %90چاهكي و درون انكوباتور داراي  4گروه كنترل كشت نشده ارزيابي و باقيمانده قطعات نيز در پليت 

c°38,5  در ايـن مطالعـه از دو گـروه تيمـاري كنتـرل كشـت شـده       . روز كشت داده شـدند  18به مدت)α-MEM ( و آزمايشـي EbF )) 

ng/ml50 (FSH ,) ng/ml010(bFGF  75 ng/ml),(, EGF α-MEM ( با سه تكرار براي هر تيمار استفاده و تعويض محيط كشت
از نمونه هاي تازه و كشت شده و رنگ آميزي آنهـا بـه    mµ 5هيه برش هاي سريالي با ضخامت پس از ت. ها نيز هر دو تا سه روز انجام شد

انجـام  ) شامل تعيين درصد و قطر اووسيت و فوليكول هاي پرآنتـرال نرمـال  (ارزيابي مورفولوژيكي ) H & E(ائوزين -هماتوكسيلين روش
-one(برابري واريانس گروه ها، به روش آنـاليز واريـانس يكطرفـه     يع وتجزيه و تحليل آماري داده ها نيز در صورت نرمال بودن توز. شد

way ANOVA (هاي مختلف از روش توكي  هاي بين گروه انجام و براي بررسي تفاوت)TUKEY (استفاده شد.  
  

  :نتايج و بحث
قايسـه بـا كنتـرل كشـت نشـده      در م) EbF(و آزمايشي كشت شـده  ) α-M(نتايج نشان داد كه درصد فوليكول هاي بدوي دو گروه كنترل 

)Ctrl ( روز از كشت، به صورت معني داري  18و  12، 6و پس از گذشت)P<0 05 (     كاهش و برعكس درصـد فوليكـول هـاي پرآنتـرال
در مقايسه بين دو گروه كشـت شـده در زمـان هـاي مختلـف كشـت       . به نظر مي رسيد كه اين تغييرات به زمان وابسته است. افزايش يافت

). A-1و  Bنمودار (ملاحظه گرديد EbFها معني دار ديده شد و به ترتيب كمترين و بيشترين درصد اين دو نوع فوليكول در گروه  تفاوتنيز
در قطر اووسيت و فوليكول هاي پرايمري دو گروه كشت شده درمقايسه با كشـت نشـده و در زمـان    ) P<0 05(همچنين افزايش معني داري

بيشترين اين تغييرات در زمان هاي مختلـف كشـت، در گـروه آزمايشـي     . با گذشت زمان تدواوم داشت هاي مختلف كشت ملاحظه شد كه
EbF  و در مقايسه با گروه كنترل)α-M (افزايش معني داري نيز در قطر اووسيت و فوليكول هاي ثانويـه گـروه كنتـرل    . ديده شد)α-M ( در

، بيشترين افزايش معني دار در اين دو پارامتر EbFد، در حاليكه در گروه آزمايشي و با گذشت زمان روئيت نش) Ctrl(مقايسه با كشت نشده 
برخي مطالعات نشان مي دهند كه هورمـون  ). 1جدول (در مقايسه با كنترل هاي كشت نشده و كشت شده ديده شد كه به زمان وابسته بود و

FSH a)2007Matos,  Adriaens, 2004; (و فاكتورهاي رشدEGF    ،bFGF Silva, 2004; Matos, 2007b; Peng, 2010)(   ،بر مهار اپوپتـوز
با توجه بـه ملاحظـه بـالاترين    . تحريك ميتوز،رشد، تمايز سلولي و تكوين فوليكول ها موثرند كه نتايج مطالعه حاضر نيز آن را تاييد مي كند

، مي تـوان چنـين   FSHو  EGF ،bFGFداراي هر سه عامل درصد و افزايش قطر اووسيت و فوليكول هاي نرمال پرآنترال در گروه آزمايشي 
همچنين  .نتيجه گيري نمود كه سه عامل فوق در روند تكوين، تداوم رشد و بقاي فوليكول هاي پرآنترال تخمدان گوسفند نقش موثري دارند

 .بعدي رشد و تكامل فوليكولي بررسي شود پيشنهاد مي گردد كه با استفاده از مطالعات مولكولي، نقش تنظيمي اين عوامل در مراحل اوليه و
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حروف بزرگ . روز پس از كشت بافت تخمدان گوسفند 18و  12، 6، 0ليه و ثانويه در .او ميانگين قطر اووسيت و فوليكول هاي بدوي، - 1جدول 
)A  وB (ني دار بودن مقايسات بين روزهاي مختلفبراي نمايش مع(P< 0.05)   در همان گروه، حروف كوچك)a  وb(  براي نمايش معني دار

براي نمايش معني دار بودن مقايسات با گروه كشت نشده  (*)در همان روز، و علامت ستاره  .(P< 0.05)بودن مقايسات بين گروه هاي مختلف
(P< 0.05) استفاده شده است. 

  

  منابع

پايان نامه . در گوسفندان نژاد بلوچي GDF9و  FecB ،BMP15هاي موجود در ژنهايتعيين چند شكلي. 1385. مرادبند، ف - 1
  .دانشگاه مازندران. مجتمع آموزش عالي كشاورزي و منابع طبيعي. دانشكده علوم دامي و شيلات .كارشناسي ارشد

2- Davis, G. H., J. C. McEwan, P. F. Fennessy, K. G. Dodds and P. A. Farquhar. 1991. Evidence for the 
presence of a major gene influencing ovulation rate on the X chromosome of sheep. Biol Reprod. 44: 
620-624. 
3- Galloway, S. M., S. M. Gregan, T. Wilson, K. P. McNatty, J. L. Jungel, O. Ritvos, and G. H. Daivis. 
2002. Bmp15 mutations and ovarian function. Mol. Cell Endocrinol. 191: 15-18. 
4- Hanrahan, J. P., S. M. Gregan, P. Mulsant, M. Mullen, G. H. Davis, R. Powell and S. M .Galloway. 
2004. Mutations in the genes for oocyte-derived growth factors GDF9 and BMP15 are associated with 
both increased ovulation rate and sterility in Cambridge and Belclare sheep (Ovis aries). Biol Reprod. 
70: 900-909. 
6- Hanrahan, J. P. and M. Mullen. 2007. Lleyn breed is likely source of BMP15 and GDF9 
mutations, that have large effects on ovulation rate, discovered in Cambridge and Belclare breeds. 
Biol. Reprod. 70: 809-821. 

 
 
 
 
 

  روز وگروه كشت  قطر اووسيت و فوليكول هاميانگين

  )n=60(بدوي  )n=60(اوليه  )n=20(ثانويه
  اووسيت    فوليكول اووسيت    فوليكول اووسيت    فوليكول

  كنترل كشت نشده   40.00±0.82      41.86±0.68 40.90±0.97     50.92±1.14 58.70±1.16     80.83±1.37
  روز كشت 6پس از  

79.44±4.32Aa   59.93±2.71Aab 53.76±1.11Aa* 43.6±1.07Aa* 42.08±1.23Aa 39.35±0.93Aa  كنترل كشت شده  

78.75±4.31Aa   59.60±3.52Aab 55.90±2.44Ab* 46.91±1.98Abc* 41.73±1.64Aa  38.70±1.01Aa  كشت شده آزمايشي  
  روز كشت 12پس از  

82.53±7.33Ba   60.32±5.12Aa 53.76±4.48Aa* 43.05±3.91Aa* 42.22±1.78Aab 39.10±1.35Aa  كنترل كشت شده  

87.36±6.47Bbc*64.95±4.63Bb* 59.23±5.72Bb* 48.82±4.52Ab* 45.78±1.33Aabc42.98±1.53Abc  كشت شده آزمايشي  
  روز كشت 18پس از  

82.97±8.16Ba    61.12±6.27Aa 56.70±5.39Ba* 45.84±4.17Ba* 41.20±1.63Aa    37.05±1.29Aa  كنترل كشت شده  

91.00±7.49Bb*  70.42±5.14Cb* 59.90±4.29Bb* 50.10±3.22Ab* 45.68±1.79Aab  42.40±0.98Abc  كشت شده آزمايشي  
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است  نيها، اعتقاد بر اكومولوس يپراكندگ ي هدرج با ت،يبلوغ اووس يابيارزدر . شود يكومولوس م يها سلول يكه منجر به پراكندگكنند يم
كومولوس را  ياه ممكن است سلول كشت بلوغ، طيخاص در مح باتيترك يبرخ. است يكيولوژيزيف طبيعي نداياز فر يامر انعكاس نيكه ا

- ماكرومولكولعلاوه بر آن، ). Gordon2003( است TCM-199 كشت تجاري محيط باتيترك نياز ا يكي نيگلوتام. دنقرار ده ريتحت تاث

ت وجود دارد شك سرمي كه در محيط. دهد را تحت تاثير قرار مي بلوغ اووسيتتني اووسيت، بلوغ برونكشت  محيطمورد استفاده در  هاي 
ها، فاكتورهاي رشد، سرم حاوي تركيبات مختلفي از قبيل هورمون. كندنمو آتي جنين را تضمين مي و وسيت را بهبود بخشيده و رشدبلوغ او

. دنشكل سه بعدي بده ويشود تا تشكيل يك توده كرهاي كومولوس پراكنده ميسلول. باشد هاي اتصال يابنده ميامينواسيدها و پروتئين
 يندي است كه توسط آنادر حيوان زنده چنين تغييراتي، بخشي از فر .درون محيط كشت شناور است اووسيت،-سگويي كمپلكس كومولو

اين چسبندگي ممكن است جهت اطمينان . كند جدا مي ريزيتخمكدرست قبل از  ،خود را از ديواره فوليكول اووسيت- كمپلكس كومولوس
اي مشاهده شد كه در مطالعه. شيپوري اويدوكت مهم باشد  يوم مژكدار قسمتتوسط اپيتل اووسيت - كمپلكس كومكولوس از چيده شدن

رخ  تنيشرايط برونتر و آشكارتر از حالتي است كه در  خيلي مشخص تني، شرايط دروندر  اووسيت- كمپلكس كومكولوسموكوسي شدن 
  هاي كومولوس به سلول ،1هاي متصل شونده ينگليكان بدون گوگرد است، توسط پروتئ اسيد هيالورونيك، كه يك گليكوزآمين .دهد مي
ها در داخل ماتريكس موكوسي  شود و سلول هاي كومولوس باز مي شود، فضايي بين سلول كه اسيد هيالورونيك هيدراته مي هنگامي. چسبد مي

اين آزمايش جهت بررسي ميزان  در). Gordon2003(شود ميگفته  شدن ها يا موكوسي كومولوسه شدن يند پراكندااين فر به .دنشو تثبيت مي
هايي با حداقل سه لايه سلول كومولوس فشرده استفاده شده ساعته كه از اووسيت 24هاي كومولوس پس از يك دوره بلوغ پراكندگي سلول

معيار ارزيابي  شد، بصورت چشمي در زير لوپ در همه تيمارها توسط يك نفر انجام شد و هاي كومولوسي كه متورم و پراكنده مي بود، سلول
چسبيدند و از خود  چنين به نوك پيپت مي ديش و همهاي كومولوس به ته پتري جايي توسط پيپت پاستور، سلول به طوري بود كه هنگام جابه
اي ه هايي كه سلول اووسيت. هايي كه پراكندگي از خود نشان نداده بودند چنين رفتاري نداشتند دادند و اووسيتحالت موكوسي نشان مي

هاي ها از لحاظ پراكندگي سلولها پراكنده شده بودند ملاك ارزيابي براي پراكندگي، قرار داده شد بدين منظور اووسيت كومولوس اطراف آن
هاي كومولوس و پراكندگي كامل سلولهاي كومولوس تقسيم هي كومولوس، پراكندگي جزئي سلولدسته بدون پراكندگي سلول3كومولوس به 

  .شدند
  

   ي انجام آزمايشهنحو
 25، 5/12، 25/6دوزهاي صفر، روسكويتين شامل  تيمار 5گوسفند در يك كشت  هاي نابالغ اثر افزودن روسكويتين بر اووسيت مطالعهجهت 

ه درج 30-35با ترموفلاسك در دماي  ها تخمدان كشتارگاه بدين منظور از .(Macedo et al., 2006) گيرد مورد استفاده قرار مي  50 و
. شدند 2آسپيره g 20با سوزن در اندازه  1متري توسط دستگاه مكنده ميلي 1- 4بين  هاي فوليكول داده شده و به آزمايشگاه انتقال گراد سانتي

  روس مورد ارزيابي قرار وفولايه كومولوس او نواختي سيتوپلاسم و كيفيت يك در زير ميكروسكوپ از لحاظ آوري شده جمعهاي  اووسيت
  

___________________________________________________________________________________________ 
۱- Linker Proteins 

1  suction  
2  oocyte aspiration  
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3. Jimenez-Macedo AR, Izquierdo D, Urdaneta A, Anguita B, Paramio MT, 2006. Effect of roscovitine 
on nuclear maturation, MPF and MAP kinase activity and embryo development of prepubertal goat 
oocytes. Theriogenology 65: 1769-1782. 

4. Marques, MG, Nicacio AC, De Oliviera VP, Nascimento AB, Caetano HVA, Mendes CM, Mello 
MRB, Milazzotto MP, Assumpcao MEOD, Visintin JA, 2007. In vitro maturation of pig oocyte with 
different media, hormone and meiosis inhibitors. Animal Reproduction Science 97: 375-381. 

5. Meijer L, Kim SH, 1997. Chemical inhibitors of cyclin-dependent kinases. Methods Enzymol 283: 
113-28. 

6. Wani, N.A., 2002. In vitro maturation and in vitro fertilization of sheep oocytes. Small Rumin. Res. 
44: 89-95 

 7.www.alomone.com/p_postcards/database/367.htm - 8k - Similar pages Roscovitine is an olomoucine-
related purine flavopiridol, and is a highly potent inhibitor for the kinase activity of CDK1, CDK2, 
CDK5, and CDK7. 

 
 
 

 24هاي مختلف  روسكويتين  در مقايسه با گروه كنترل و رقيق كننده پس از ي تيمار شده با غلظتهاهاي كومولوس در اووسيتميزان پراكندگي سلول: 1جدول 
 ساعت كشت

 
 

 
  هاگروه

اووسيت تعداد
  هاي نابالغ

دوز مصرفي
   روسكويتين

 )µM(  

پراكندگيبدون
  (%)تعداد

 جزئي  پراكندگي
  (%)تعداد

  املپراكندگي ك
  (%)تعداد

  a)33/0±59/5(6  a)19/0±41/7(16  a)16/0±87(82  0  104 كنترل
  a)32/0±8/4(5  a)2/0±65/8(9  a)15/0±54/86(94  25/6  108 1تيمار
  a)33/0±55/5(7  a)21/0±4/7(10  a)13/0±03/87(109  5/12  126 2تيمار
  a)29/0±97/7(9  a)18/0±11/11(13  a)15/0±95/80(94  25  116 3تيمار
  a)35/0±9/6(8  a)23/0±48/9(10  a)14/0±62/83(91  50  109 4تيمار

 
 .دهدداري را نشان مي حروف مشابه در ستون عدم معني). α =05/0(درصد  5دار در سطح معني

  .در داخل پرانتز گزارش شده است means±S.Eنتايج به صورت 
 .اعداد درج شده تا دو رقم اعشار تصحيح شده است

 
 

 

Abstract 
In this trial, effect of different concentration of Roscovitine (6.25, 12.5, 25 and 50 µM) (as an inhibitor on 
cellular circle in mammalian) evaluated on cumulus expansion rate in ovine oocyte. Results indicated 
threatment 1 (5.59, 7.41, 87) treatment 2 (5.55, 7.4, 87.03), treatment 3 (7.79, 11.11, 80.95), treatment 4 (6.9, 
9.48, 83.62) and control (5.59, 7.41, 87) and oocyte numbers were 104, 108, 126, 116 and 109 respectively. Its 
seem that Roscovitine has not been able to have significant effect on cumulus expansion rate than control in 
ovine. 
Key words: ovine oocyte, Roscovitine, cumulus expansion 
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و  دمثليدر فصل تول دريز نورجستومت، اسفنج و سبا استفاده ا يفحل يروش همزمان سه يبررس قيتحق نيدف از اه. )1992و همكاران، 
 .بود قزلدر گوسفند  ييچندقلوزا جاديو ا ونيسوپراولاس جاديجهت ا eCG دوز نيبهتر نييتع

  
  ها مواد و روش

 يا هيتغذ طيكه تحت شرا لوگرمكي 54±6سال و ميانگين وزني  5تا 2با شرايط سني  قزلاز نژاد  راس ميش 72در اين آزمايش 
 يطور تصادف ها آنها را به شيحدود وزن و سن م نييانتخاب و با تعي ريگ فصل جفت درشدند  يم يدار بسته نگه گاهيو در جا مطلوب

 24درگروه اول تعداد . رنديسه گروه قرار بگ نيا نيب كنواختيطور  و اوزان مختلف به نيها با سن شيتا م ميكرد ميبه سه گروه تقس
 يجلد خارج ريگرم نورجستومت در ز يليم 5/1 اول گروه يها شيدر م. راسي تقسيم شدند 6دسته  4به  يبطور تصادف شيراس م

. شد قيتزر eCGي به صورت عضلان ها شيدرهنگام خروج نورجستومت به تمام م. روز كاشته شد 14ها به مدت  شيگوش م هيناح
. شد قيتزر eCGي الملل نيواحد ب 400 ه چهارمدستو به  300 ه سومدست، 200 ه دومدست، به يسرم نمك تريل يليم صفراول  دستهبه 

(  كيآغشته به پروژسترون سنتت نالياسفنج واژسوم  گروه يها شيدر مو  گرم پروژسترون 3/0ي حاو درياز سدوم  گروه يها شيدر م
اول  شيمراحل مانند آزما هيبق جاسفنو  دريسهاي دوم و سوم نيز بعد از خارج كردن  در گروه. استفاده شد )گرم فلوجستون استات4/0

 72به گله تا ها  از لحظه ورود قوچ .ندراس قوچ وارد گله شد eCG ،5 قيو تزرتيمارهاي پروژستروني ساعت پس از خروج  52. بود
و  ييزا نرخ بره ،يينرخ چندقلوزايي، نرخ دوقلوزا .گله تحت نظر بود ،يريگ و جفت يساعت بعد از آن جهت ثبت زمان بروز فحل

درصد 5اسكور در سطح احتمال  يطرفه و دوطرفه آزمون كا كياستفاده از مدل ها با  داده. در هر گروه محاسبه شدند مانيزا يبازده
 .شدند سهيمقا

  
 نتايج و بحث

 24-40استفاده كرده بودند بين  eCGر از ديس نورجستومت، اسفنج و اول و دوم كه علاوه بر شيآزما كه در ييها شيم اميتم
 نكرده بودند تفاوت افتيدر eCGيي كه ها دستهبا  سهيواسفنج فحل شدند كه در مقا دريس ،نورجستومتپس از خروج ) 1جدول(اعتس
جدول (نشد  دوم، سوم و چهارم مشاهده يها دسته نيب ،يزمان فحل نيانگيم سهيدر مقا يدار ياما اختلاف معن. )p<0/05(داشتند يدار يمعن
و 83، 79 بيبه ترت يو اسفنج علائم فحل دريس ،نورجستومت ساعت پس از برداشت 24- 40ي داد كه در فاصله زمانحاصله نشان  جينتا). 1

 كه يگروه سهدر  ييزا و نرخ بره ييچندقلوزا ،يينرخ دوقلوزا )2جدول (در .نداشتند يدار يكه اختلاف معن ديدرصد دامها مشاهده گرد 79
با  ماريدر كل گله تحت ت يينرخ دوقلوزا نيانگيم. )p<0/05( بالاتر بود يدار يور معنكرده بودند به ط افتيدر eCG واحد 400

 يساز القاء وهمزمان ينشان داد كه برا قيتحق نيحاصل از ا جينتا. بالاتر مي باشد متعارف ييبا نرخ دوقلوزا سهيدر مقا  eCGپروژسترون و
بهبود عملكرد  يبرا eCGدوز نيبهتر يوجودندارد ول يدار ياختلاف معن eCGي از الملل نيواحد ب 400و 300، 200ي دوزها نيب يفحل
وجود  يدار ياختلاف معن دريبا نورجستومت، اسفنج و س يفحل يساز همزمان نيب نيهمچنواحد است و  400يي دوقلوزا جاديوا يدمثليتول

  ).p<0/05( ندارد
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  eCG سيدر با دوزهاي مختلف و اسفنج نورجستومت، درمان  از حاصل توليدمثلي ارزيابي عملكرد - 2 جدول

 
 

(  صددر 5داري در سطح احتمال  معني= *.(  (p<0/05) باشند مي دار معني اختلاف داراي دارند، مشابه غير حروف كه هايي ميانگين   

  

The evaluation of breeding operation of ewe in estrus synchronization by using  

 norgestomet, spong & CIDR with different doses of eCG  
Sadeq cheraghi saray1*, farhad farokhi2 , afsun ghodrati3 ,  mohamad farhadian3 

* Corresponding E-mail address: s_cheraghi89@yahoo.com  

Abstract 

An experiment was perrfomed to compare the effect of 3ways for estrus synchronization in sheep in 
breeding season by using norgestomet ,sponge and CIDR with different eCG doses, during which 72 
head kizil ewes at the age of 2-5 and in the average weight of 54±6 kilogram were devided into 3 groups 
randomly. Each group has 24 heads devided into 4 groups of 6. It was performed for 14 days. We 
entered 0IU of eCG to group 1, 200 to group 2, 300 to group3 and 400 to group4. 52 hours after 
injecting eCG we entered 5head gooch to the herd. The results showed that the 3groups had no 
prominent difference. The proficacy rate in ewes under progesterone treatment had no meaningful 
difference as well. 
Keywords: estrus synchronization, norgestomet, CIDR, sponge, breeding operation, eCG 
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اسپرم گيري مدرج با دقت  ي لولهحجم مني بوسيله . روز بعد از تزريق بررسي شدند 2صفات اسپرم گروه شاهد نيز  .كيفي ارزيابي شدند
1/0ml 200به  1% (9/2م توما تعيين شد و براي رقيق كردن نمونه ي خام از سيترات سديم دي هيدراته غلظت اسپرم توسط لا. ثبت شد (

درصد تحرك پيشرونده اسپرم بعد از رقيق كردن نمونه . نمره دهي شد 5تا  1از  10×تحرك موجي اسپرم تحت بزرگنمايي  .گرديداستفاده 
چند زمينه از لام بررسي  40 ×و با عدسي  )37�C(و بوسيله ي لام قطره ي معلق % 9/2با سيترات سديم دي هيدراته ) 200به  1(ي خام 

براي ارزيابي درصد اسپرم زنده و  ).اين روش براي اولين بار اجرا شده و سبب وضوح بيشتر اسپرماتوزوا ها زير ميكروسكوپ مي شود(شد
اسپرم  200اسپرماتوزوا براي درصد زنده و  300تعداد  40 ×عدسي و با  همرده و درصد اسپرم ناهنجار از رنگ آميزي ائوزين استفاده شد

) ثانيه(مدت زمان بلو بر حسب بوسيله رنگ متيلن) MBR-T(ميزان فعاليت متابوليكي اسپرم. گرديدشمارش شكل  براي درصد ناهنجاري
  .آناليز شدند SAS version9.1سيله ي نرم افزارداده ها بو .گرديدو رنگ محاسبه  مني تازه 1به  1ي خام بعد از تركيب  تغيير رنگ نمونه

  
  نتايج و بحث

مغاني در مورد صفات كمي تفاوت معني داري بين تيمار و گروه كنترل مشاهده نشد، اما در صفات كيفي درصد اسپرم - در نژاد بلوچي
) P=035/0(وتحرك پيشرونده) P=0147/0(صفات تحرك موجي).P=0266/0(درصد كاهش پيدا كرد PGF2α 45/5 ناهنجار بعد از تزريق

بلوچي بين گروه كنترل و تيمار در مورد صفات كيفي - قزل و قزل- مغاني، آرخامرينو- در نژاد هاي آرخامرينو. نيز بعد از تزريق افزايش يافت
در . ري مشاهده نشدقزل بين گروه كنترل و تيمار در مورد صفات كمي تفاوت معني دا- در نژاد آرخامرينو. تفاوت معني داري مشاهده نشد

به (حجم انزال به طور معني داري افزايش پيدا كرد F2αپروستاگلاندين  0,۵mlمغاني بعد از تزريق - بلوچي و آرخامرينو- دو نژاد قزل
همبستگي تزريق فقط بين حجم انزال و اسپرم،  و صفات پروستاگلاندين تزريقبين  در مورد همبستگي .)P  ،024/0=P=0021/0ترتيب 
بر روي بوفالو، اسب، گاو و گوسفند صورت گرفت ) 1989(در مطالعه اي كه توسط مكونن و همكاران .) P ،253/0 =r=015/0(شد ديده

  ).7(تزريق پروستاگلاندين باعث افزايش حجم انزال و تعداد كل اسپرم به ازاي هر انزال شد
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Influence of prostaglandin F2α on sperm characteristics of the Persian cross breed rams 

 

Abstract 

sperm were collected from fifteen mature rams of crossbred using artificial vagina, four crossbred rams, 

consist of Merino×Ghezel, Ghezel×Balochi, Baloch×Moghani, Merino×Moghani, 30 minute after 

muscular injection of prostaglandin (EstroPLAN), Immediately, the ejaculates were immersed in a warm 

water bath at (37°C) until assessment. Administration of prostaglandin injection increased semen 

volume and observed only correlation between semen volume and prostaglandin injection(r= 0.253 , P= 

0.015). 
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 اسـت،  ا صورت گرفته است ولي بدليل عدم آگاهي از نيازهاي تغذيه ايي اين سلول ها موفقيـت چشـمگيري مشـاهده نشـده    ها و تكثير آنه
 SIM: mouse embryo-derived thioguanine and)سرتولي و لايـن سـلولي     يا فيدر لايه مغذي سلولي هدف از مطالعه حاضر ارزيابي اثر

ouabain resistant) STO  مي باشد . 

  
  : مواد و روشها

 Honaramooz et) .شـدند  جـدا  آنزيمي هضم دو مرحله طي) ماهه 2-1(هاي اسپرماتوگوني از لوله هاي سمي نيفروس گاو نابالغ لسلو 

al,2003, Oatley et al 2004)           و به منظور خالص سازي اوليه و حذف سلولهاي سـوماتيكي بـه مـدت يـك سـاعت بـر روي پتـري
محيط  تيمار و سلولهاي رويي به مدت يك هفته تحت  (Herrid et al ,2009)كشت داده BSA (0.5 mg/ml)ا ديشهاي پوشيده شده ب

كشت دا ده شده و پس از پديدار شدن كلونهـاي اسـپرماتوگوني بـر     ) bFGFوEGF و GDNF (و   DMEM اختصاصي اسپرماتوگوني
هاي اسپرماتوگوني در  مشتق شده از سلول يها يكلونيسين كشت داده و متوقف شده با ميتوما STOسرتولي گاوي و لايه سلولي  فيدرروي 

و آنـاليز   قـرار گرفـت   يمـورد ارزيـاب   يها و تعداد سـلول بـه ازاي هـر كلـون     ياز نظر تعداد و مساحت كلون كشت از پس 10 و 7 روزهاي
  .انجام شد Real time PCRو  β-1integrinو   Thy-1و   α6-integrinايمونوسيتوشيمي براي ماركرهاي 

) one-way ANOVA(به روش آناليز واريـانس يكطرفـه    SPSS هاي حاصل با استفاده از نرم افزار آماري  داده :تجزيه و تحليل آماري
 ≥01.0Pحوهـا در سـط   داري آن معنـي . اسـتفاده شـد  ) TUKEY(هاي مختلـف از روش تـوكي    هاي بين گروه انجام و براي بررسي تفاوت

p≤0.05 ي قرار گرفتمورد بررس.  
 

 : نتايج و بحث       

ها و تعداد  از نظر تعداد و مساحت كلوني كشت از پس14و  11 و 4 روزهايهاي اسپرماتوگوني در  هاي مشتق شده از سلول ارزيابي كلوني 
تعـداد   و بيـانگرآن اسـت كـه   باشد  مي) P>05/0(دار  معني آزمايشكه مدل بكار رفته در  قرار گرفت، سلول به ازاي هر كلوني مورد ارزيابي

مساحت و تعداد كلونيها از گروه سرتولي با گذشت زمان افـزايش مـي يابـد، هـم چنـين ايـن سـلولها ماركهـاي           STOگروه  ها در كلوني
كـه نشـانگر    Thy-1 نيز تاييد گرديـدو از سـوي ديگـر مـاركر      Real time PCRآزمـون را بيان نمودند و اين نتايج توسط  SSCاختصاصي 

به طور معناداري نسبت به گـروه سـرتولي افـزايش را نشـان مـي        STOتصاصي سلولهاي اسپرماتوگوني تمايز نيافته مي باشد در گروه اخ
، انتخاب محيط و فاكتورهاي رشد )سلولهاي زاياي بيضه % 0,03(با توجه به تعداد بسيار كم سلولهاي بنيادي اسپرماتوگوني . )P>05/0(دهد

دهـد كـه اكثـر     شـواهد نشـان مـي   . بـوده اسـت   هاي اسپرماتوگوني كشت سلولوجه به اهميت آن در تحقيات مربوط به درمطالعه حاضربا ت
افزايش تعداد، احتمـالا  . هاي بنيادي اسپرماتوگوني است داراي اثرات طبيعي و حتي كاهنده تعداد سلول و فيدر هاي سلولي فاكتورهاي رشد

 Mclean et al. 2005)ها است هاي بنيادي و تمايز آن دهنده مرگ سلول ش تعداد احتمالا نشاندهد و حالت كاه خودنوسازي را نشان مي
در جهت خودنوسازي و حفظ حالت تمايز نيافتگي سلولهاي اسـپرماتوگوني   STO، لذا تحقيق حاضر حاكي از آن است كه فيدر سلولي  )

و به منظور مطالعات بعدي به خصـوص   بهتر باشد SSCهاي  ن انتظار را داشت كه عملكرد سلولتوان اي ميلذا . گاوي نابالغ مفيد مي باشد
  .در زمينه ايجاد جانوران تراريخت ايجاد شرايط مناسب و كشت طولاني مدت سلولهاي اسپرماتوگوني داراي اهميت مي باشد
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روز در گروههاي  14و 11و در روزهاي )روز پس از كشت7(اندازه گيري مساحت كلونيهاي كشت داده شده در روزهاي مختلف كشت اوليه  -A:  2نمودار 

  . را نشان مي دهد  .(P< 0.05)مختلف،  كه تفاوت معناداري 
B - كمي بيان ن  آناليز ميزانThy-1   در گروههاي مختلف ،  حروف كوچك)a  وb(  براي نمايش معني دار بودن مقايسات بين گروه هاي مختلف و و علامت

 .استفاده شده است (P< 0.05)براي نمايش معني دار بودن مقايسات با گروه كشت شده اوليه  (*)ستاره 

 
  

 

The effect of co culture of Bovine spermatogonial stem cell with STO and Sertoli cell 
Z. Nasiri 1, S. M. Hosseini 1, M. Hajian 1, M. H. Nasr-Esfahani 1, 2, * 

  
1.Department of Reproduction and Development, Reproductive Biomedicine Center, Royan Institute for Animal 
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ACECR, Tehran, Iran 
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Abstract 
The objective of this study were evaluation and compare the effect of different feeders on in vitro short-term 
culture of prepubertal bovine spermatogonial stem cells . The isolated cell suspension containing SSCs were  
enriched by BSA and were cultured in the presence of (GDNF, EGF and bFGF), after 7days colonies were 
harvested and cultured on two different feeder such as STO, BSC. Area of colonies were measured in 7th, 11th 
and 14th days after culturing . The expression of SSC markers (α6-Integrin, β1-Integrin,  DBA) were detected by 
immunofluorescence assay  and Quantitative Real time PCR in four group at 14 day after culture. Immuno 
cytochemical staining revealed that SSC colonies were positive for DBA, Integrin- α6, Integrin-β1. In addition the 
area of colonies those were formed on STO feeder were significantly higher in comparison with those of other 
group . Relative expression of Thy-1 , revealed  in the STO were higher than BSC groups  and Day zero and 
primary culture. Comparing different feeder layer showed that STO might be  
suitable a feeder layer for propagation of bovine SCC and increase that area of them of prepubertal bovine  
spermatogonial colonies .  
Keywords: Bovine Spermatogonial stem cell, STO, Thy-1 
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فعالسازي مصنوعي يكي از بخش هاي مهم پروتوكل هاي شبيه سازي بوده و به عنوان يك ابزار مهم براي بررسي و مقايسه نقش ژنوم هاي 
اسيون پارتنوژنيك اووسيت ها باعث بهبود پدري و مادري در تكوين اوليه جنين محسوب مي شود،بنابراين تلاش براي بهبود راندمان اكتيو

فروزان فر و همكاران (.را افزايش مي دهد SCNTتوان تكاملي جنين هاي ساختار مجدد شده و اين امر به نوبه خودشانس موفقيت در 
ده، اما همچنان اگر چه تا كنون پيشرفت هاي زيادي در زمينه بلوغ آزمايشگاهي اووسيت، لقاح آزمايشگاهي و كشت اووسيت حاصل ش).

درصد جنين ها داراي تكوين مناسب حاصل از بلوغ آزمايشگاهي پايين تر از شرايط طبيعي است و كسب آگاهي از تغييرات واقعي در طي 
بلوغ آزمايشگاهي يك فرآيند پيچيده است كه در طي آن اووسيت متحمل تغييرات .روند بلوغ آزمايشگاهي مي تواند حائز اهميت باشد

در بيشتر پستانداران اووسيت ها در مرحله .در هسته و سيتوپلاسم مي شود تا توانايي لقاح و تكامل تكوين را به دست آورد هماهنگي
از نظر مورفولوژيكي از . از غده هيپوفيز متوقف مي شوند)  LHهورمون لوتئينه كننده (تا زمان سرژ گنادوتروپين  Iديپلوتن پروفاز ميوز 
از سرگيري اولين تقسيم ميوز با تشكيل . نام دارد مشخص مي شود  GVBDيد شدن غشاي هسته اووسيت كه مرحله سرگيري ميوز با ناپد

 Germinal vesicleدر كنترل بلوغ هسته از مرحله . متوقف مي گردد IIاولين جسم قطبي مشخص شده و مجددا در مرحله متافاز ميوز 
)GV (به متافازIIMII)(پلاسمي ،دو پروتئين كيناز سيتو) MPF (Maturation promoting factor و  MAPK)(Mitogen 

activated protein kinase  فعاليت هر دو كيناز در مرحله ناپديد شدن وزيكول هاي زايا. نقش مهمي ايفا مي كنند)Germinal 

Vesicle Break Down :GVBD ( آغاز شده و روند بلوغ اووسيت در مرحله متافازII عاليت هر دو كيناز متوقف مي شود با حداكثر ف
يك بلوغ ميوزي كامل شامل خروج اولين جسم قطبي و ). كمپل و همكاران(كه اين توقف اووسيت را براي فرايند لقاح آماده مي سازد

زاي اسكلت تشكيل دوك ميوزي است كه اين تغييرات همراه  با سازماندهي مجدد ميكروتوبول ها و ميكروفيلامنت ها كه از مهم ترين اج
ميكروتوبول ها نقش مهمي در .سلولي در اووسيت بوده و چارچوبي براي حركات كرومزوم ها و تقسيم سلول فراهم مي كنند، مي باشد

حركت كرومزوم ها، بخش بزرگي از وقايع سلولي از جمله تغيير شكل سلول،نقل و انتقالات درون سلولي،ترشح، تغيير درسياليت غشا و 
در مراحل ابتدايي بلوغ اووسيت .وك هاي ميوزي دارند، كه با پليمريزه شدن آلفا توبولين و بتا توبولين حاصل مي شوندهمچنين ساخت د

كروماتين اووسيت تراكم بسيار ضعيفي دارد و ميكروتوبول ها و ميكروفيلامنت ها در سراسر سيتوپلاسم توزيع شده اند، بعد از مرحله 
GVBD  كرومزوم هاي متراكم، تجمع مي يابند، در طي متافاز ميوز ميكروتوبول ها در اطرافI ها فقط در دوك ميوزي قابل  ميكروتوبول

دوك از موقعيت  Iمشاهده بوده و در اطراف كرومزوم ها كه به صورت رديفي قرار دارند، كشيده مي شوند، در مرحله آنافاز و متافاز ميوز 
چرخيده و در جدا شدن كرومزوم هاي همولوگ نقش ايفا مي كند و به دنبال آن اولين  مركزي خود دور شده و به تدريج حول محور خود

اين .دوك ميوزي ساختاري متقارن يافته و كرومزوم ها در وسط آن رديف  مي شوند IIدر طي متافاز ميوز . جسم قطبي تشكيل مي شود
در طي فرآيند بلوغ اووسيت انجام شدتا مناسب ترين زمان براي  مطالعه به منظور بررسي اثر زمان بر وضعيت هسته و ساختار ميكروتوبول

  .اكتيواسيون پارتنوژنيك  اووسيت گاو، گوسفند وبز به دست آيد
  

  :مواد و روش ها 
 ,Gibco(Life Technologiesو  sigma(St. Louis, Mo, USA)تمام مواد شيميايي مورد استفاده در مطالعه از شركت

Rockville, MD, USA) يداري شدخر.  



  ਠൌ࣡ીی اऻબھان

ي 
. د

 به 
در 

و  

20 
حد 
ان 
يع 

تا  
در 
ين 

20 

2 (

براي 

ી ه஺دا

 درون فوليكولهاي
شدندز آسپيره مي

CO هاي مذكور
يت ها برهنه و د

hoechstرنگ 

MI   0تا  18از
قريبا در همين ح

را نشا)5,4مقابل 
توزيع 1ودار نم. د

18ني داري از 
مقايسه نتايج د. د

ت زمان مناسبترين

0تا  18داري از 
  

20در مقابل  ,65

سب ترين زمان ب

 پمپ خلاء از
اي گوسفند و بز

OCسي شده و 

س از كشت اووسي

ه با استفاده از ر

  :ت مزرعه اي
Iوزي تا مرحله 

ساعت تق 30ت 
در م 50( كشت 

ك هاي بالغ باشد

هنده افزايش معن
زمان را نشان داد
ت آمد و اين مدت

 افزايش معني د
پس از كشت، به

5(ساعت  20 به

سفند و گاو مناس

 

 

س با استفاده از
در تخمدان ها 6- 

هاي مناسب بررس
پس 32و  14،16

 هاي فيكس شد
  .دند

سه گونه حيوانات
 بز، پيشرفت ميو

و تا گذشت يابد، 
ساعت پس از 2

 مناسب تخمك

شگاهي، نشان ده
هش در همين ز

بدست MIIحله 

 تخمك گاو نيز
ساعت پ 22 بالغ 
ب 18از  MIحله 

ز كشت در گوس

شگاه صنعتي اصفهان 
 1390ماه

ی భ ع࢖وم داਗی

سلولهاي كومولوس
-mm4  با قطر
ه COC وجود

6،18،20،22،24،2

توبول اووسيت
رنگ آميزي شد)

فت ميوزي در س
ت تخمك هاي

�P (افزايش مي
20تا  18هاني از

ي حصول درصد
  . مي دهد

لف كشت آزمايش
نيز كاه MIرصد

اي واقع در مرح

ت آزمايشگاهي
صد تخمك هاي

هاي واقع در مرح

ساعت پس از 22

گروه علوم دامي دانش
شهريور31

৑ࡺش ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی مਚی

  

  

سل–كس اووسيت
و و فوليكول ها
يق شده از لحاظ

26،28،30اعات

 هسته و ميكروت
) (FITC ثانويه

ل مختلف پيشرف
عت پس از كشت

64,9( ،)0,05 �

Mنيز كاهش ناگه
 زمان كافي براي
ك هاي بز نشان

 زمان هاي مختلف
P (بود، توزيع در

درصد تخمك ها

ختلف كشتان م
 با اين حال درص
ني دار تخمك ه

2گاهي در بز و

گ

مਚیھماীش     

زمايشگاه كمپلكس
خمدان هاي گاو
ت فوليكولي رقي
دند، سپس در سا

  .س شدند

رزيابي وضعيت
An (و آنتي بادي

ع مراحلك بر توزي
سا 30تا  14 از

9در مقابل 27,8
MIقع در مرحله

خمك مي تواند
ف كشت در تخمك

در) MII( بالغ
80) (0,05 �P

كشت بالاترين د
  . باشد
MII در ده رما

�P  (،نشان داد
رتيب كاهش معن

ز كشت آزمايشگ

در آز:مايشگاهي
 mm 8 -2 در تخ

پ استريو محتويات
شدنتقال داده مي

رنگ آميزي فيكس

براي ار: و هسته
 )ntiβtubulin

ف كشت تخمك
 كه با گذر زمان
(زان معني داري

 تخمك هاي واقع
ساعت كشت تخ
دت هاي مختلف
صد تخمك هاي

در مقابل  59,3
ساعت پس از ك 

اي گوسفند مي
د تخمك هاي

� 0,05) (80بل 

به همين تر. رسيد

ساعت پس از 2
  .شد

يت و بلوغ آزما
قد خون با قطر

كروسكوپير مي
TCM 199 ان

جهت ر%  4دئيد

ي ميكروتوبول 
وليه بتا توبولين

  ث
 زمان هاي مختلف

نتايج نشان داد:
س از كشت به ميز

آناليز توزيع. ند
س 20د مي كند 

را در مد MIIي
مقايسه درص :ند

3( پس از كشت 
22نشان داد كه 

 كشت تخمك ها
اليز آماري درصد

در مقا 59,3(ت
ر) 87(زان خود 

  .د
0 مطالعه حاضر 
اش اووسيت مي ب

تهيه اووسي
روشن و فا
سپس در ز
محيط بلوغ
پارا فرم آلد

  
رنگ آميزي
آنتي بادي ا

  
نتايج و بحث

تاثير مدت
 :بز –الف 

ساعت پس
باقي مي ما
داد كه تاييد
تخمك هاي

گوسفن - ب
ساعت 20

گذر زمان ن
ك زمان براي

آنا:گاو -ج
ساعت كشت
بالاترين ميز
مشاهده شد
بنابر نتايج
اكتيواسيون



   1390شهريور ماه  31اصفهان  گروه علوم دامي ،  دانشگاه صنعتي                                                                                      220

 
 

  :منابع

1.Frozanfar M., Nasr Esfahani M.H., Ph.D., Rezazadeh M., Ph.D., Molavi F., Hosseini M., Hajian 
M.(2007.)Efficiency of Ovine Fibroblast or Cumulus Cells for Somatic Cell Nuclear Transfer in 
Sheep. Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol. 5, No. 19 & 20, Summer & Autumn, Pages: 
125-135 

2.J.H. Lee, K.H.S .( 2006)Campbell. Effect of Enucleation and caffeine on MaturationPromoting Factor 
(MPF) and Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) Activities in ovine oocytes Used as 
Recipient Cytoplasts for Nuclear Transfer,. Biology of Reproduction.;74:691-698. 

3.Campbel,K.H.S, LOI, P., Cappai,P. and  Wilmut, I.(1994). Improved Development to Blastocyst of 
Ovine Nuclear Transfer Embryos Reconstructedduring the Presumptive S-Phase of Enucleated 
Activated Oocytes. biology of reproduction 50, 1385-1393  

4.S.M. Hosseini, M. Hajian, F. Moulavi, A.H. Shahverdi, M.H. Nasr-Esfahani. (2007)Optimized 
combined electrical–chemical parthenogenetic activation for in vitro matured bovine oocytes. 
Animal Reproduction Science. 

  
  

  

  
  

  
  ١نمودار 

  

 
  ٢نمودار 

a a a
b b b b b b b

0

50

100

14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

pe
rc
en

t %

time

MII*TIME

MII

other

a a
a

b b b b b b b

0

50

100

14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

pe
rc
en

t %

time

MII * TIME

MII

other



  ਠൌ࣡ીی اऻબھان

M

D

A
In
m
m
oo
un
ac
m
ac
M
in
oo
pe
du
hr
74
go
M
bo

K

ી ه஺دا

Assessm

Maryam kian

1- Zan
2- Dep 

Department of 

Abstract: 
n mammalia

maturation in
major cytoske

ocytes.In the
ntil activated
ctivation).In 

microtubular 
ctivation.Oo

Matured ooc
nvestigate th
ocyte were 
ercentages o
uring 18-32 
r: 7.9, 16 hr:
4.3,22hr:  87
oat, bovine a

MII stage.Ou
ovine and ov

Keywords: m

 

ment of m
time  

ni1, Madi Hajia

njan University
partment of Rep

Reproduction 

ans oocyte m
n order to be
eleton comp
e majority of
d by the ferti
this study w
organizatio

cytes were c
cytes were 
he microtubu
stained with

of MI oocyte
hr after mat
: 19.4, 18 hr
7 % ) and 1
and ovine re

ur results dem
vine hr after 

microtubule, 

 

 

microtubu
e point in
an2,somayyeh

M 
y ,Department o
production and

 Corres 
and Developm

983  

must undergo
ecome fertili
ponents and 
f mammals, 
ilizing sperm

we investigat
on in order 
cultured in m
fixed and 
ular organiz
h Hoechst to
es were incre
turation in al
r: 27.8 and 2
14-22 h (14 
spectively. T
monstrated t
maturation, 

ovine oocyte

a

0

100

1

pe
rc
en

t %

شگاه صنعتي اصفهان 
 1390ماه

ی భ ع࢖وم داਗی

  

ule and n
n bovine, 

 ostadhossain

Mohammad hos
of animal Scin

d Development
spondence:

ment, Royan Ins
311 2612900-3

o a series o
izable and d
important m
oocytes are 

matozoon (fe
ted the effec

to introdu
maturation m
immunostai
zation. Alon
o determine
eased during
ll three spec

20 hr: 64.9 %
hr:19.2, 16

The oocytes 
that, the bes
which had t

e, nuclear statu

a a a
b b

14 16 18 20 2

t

MII *

گروه علوم دامي دانش
شهريور31

৑ࡺش ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی مਚی

  

  

٣نمودار 

  

nuclear s
caprine 

i, Frozanfar M
Shahir
ssein Nasr- Es

nces, zanjan, Ira
t, Royan Institu
: Mohammad H
stitute for Anim
; Fax. (+) 9831

f nuclear an
developmenta
modulators f
ovulated in 

ertilization) 
ct of various 
ce the best

medium for 1
ined using 
ng with this
 the nuclear

g 14 to 18 ho
ies. The per

%), 14-22 h (
hr: 29, 18 h
were arreste

st time for o
the highest r

us  

b b b b b

2 24 26 28 30

time

* TIME

گ

مਚیھماীش     

tatus in d
and ovin

M, Sayed Mor

sfahani*2 
an. 
ute for Animal 
H. Nasr-Esfaha
mal Biotechnol
11 2605525

nd microtubu
ally compete
for chromos
metaphase I
or by an arti
maturation t

t time of m
14, 16, 18, 2
a monoclon

s immunosta
r status.In th
ours after ma
rcentage of M
(14 hr: 24.1, 
hr:59, 20 hr
ed at 20-22 h
oocyte activa
rate of MII st

b

0 32
MII

othe

different
ne oocyte

teza hosseini2

Biotechnology
ani٭

logy, ACECR,

ular changes
ent.Microtub
omal movem
II (MII) and 
ificial stimul
time point o

maturation f
0, 22, 24, 26
nal anti-β-tu
aining the n
his study w
aturation, wh
MII oocytes 

16 hr:  28.1
: 80, 22hr:8
hr after matu
ation is 20 f
tage oocytes

er

t maturat
e

, mohammad 

y, ACECR, Te

 Esfahan, Iran.

s through a 
bules are on
ment in mam
remain in th

lus (partheno
on nuclear sta
for partheno
6, 28, 30, an
ubulin antib
nucleus of m

we observed 
hich were de
from 14 to 2

1, 18 hr: 27.6
8.9 %) incre

uration until 
for goat, and
s. 

  

tion 

hossein 

hran, Iran

. Tel. (+) 

 

meiotic 
ne of the 
mmalian 
his stage 
ogenetic 
atus and 
ogenetic 

nd 32 hr. 
body to 
matured 
that the 

ecreased 
20 h (14 
6, 20 hr: 
eased in 
32 hr in 

d 22 for 



   1390شهريور ماه  31اصفهان  گروه علوم دامي ،  دانشگاه صنعتي                                                                                      222

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  ਠൌ࣡ીی اऻબھان

شته 
ك 
در 
 به 
ده 
اج 
يد 

D

1-

 

 

 

ી ه஺دا

 

 صفهان، ايران

03112605525  

ي را به همراه داش
قال هسته به تخمك
 هاي كلون شده د
 رويان تراريخت

از گيرند% 4/26و  
 زنده و مانا از نتاج
ت آزمايشگاهي تولي

Developme

S. M.
- Department o

2

Mohamma

تيك در بز
  *1صر اصفهاني

فناوري جانوري، اص
5: فاكس. 0311261

جام و هم كارآمدي
انتق) 3فاقد زونا ، 

ت گروهي رويان
درصد توليد. بود

%6/28 به ترتيب 
زارش موفق توليد
اين مطالعه كفايت

ent of an O

. Hosseini1, M
of Reproduction

2- Department 

ad H. Nasr-Es

* Cor 

 

 

سومات سلول
، محمد حسين نص1ي

گاهي گروه زيست ف
12900-3: تلفن-. ن

Em 

كه هم سهولت انج
يك تخمك هاي ف

كشت) 4ش شد و 
قال به گيرنده ها ب
كلون و تراريخت
جود، اين اولين گز
ت مي باشد و در ا

Optimized

. Hajian1, M. F
n and Develop

of Basic Scien

fahani, Depar
Bio

rresponding E

شگاه صنعتي اصفهان 
 1390ماه

ی భ ع࢖وم داਗی

نتقال هسته س
، پروانه عابدي1سيني

سلولي، جهاد دانشگ
وري، اصفهان، ايران
mail: mh_nasr@

اتيك در بز بود كه
ل سازي پارتنوژنيك
 اشعه ماوراي بنفش
سيست قبل از انتق
لاستوسيست هاي ك
اس اطلاعات موج
رحله بلاستوسيست

  كلون

d Zona-Fr

in t

Forouzanfar2,
ment, Cell Sci

ACECR
nce, Marvdasht

*Corr
rtment of Rep

otechnology, A
E-mail address

گروه علوم دامي دانش
شهريور31

৑ࡺش ದ࣪وت਽ࣨوॽوژی مਚی

  

  

زونا جهت ان
، سميه استاد حس1ر

كز تحقيقات علوم س
وهشكده زيست فناو
@med.mui.ac.i

لول سوما هسته س
فعال) 2يشگاهي ،

ت تخمك ها به
 تا مرحله بلاستوس

بعد از انتقال بلا. د
بر اسا. ج زنده شد

كوين رويان تا مر

زونا، بلاستوسيست

 

ee Method

the Goat 

, S. Ostadhoss
ences Research

R, Esfahan, Iran
t Branch, Islam
respondence:
production an
ACECR, Esfa
s: mh.nasr-esf

گ

مਚیھماীش     

 بهينه فاقد ز
، محسن فروزانفر1ن

 زيست فناوري، مرك
ن نصر اصفهاني، پژو
ir

زونا جهت انتقال
 سازي بلوغ آزماي

ولاني مدواجهه ط
كارآمد فاقد سرم

جنيني بود بالغ و
 منجر به تولد نتاج
 بلوغ تخمك و تك
. موجود مي باشد

تيك به روش فاقد ز

d of Soma

seini1, P. Abed
h Center, Roya
n. 

mic Azad Unive

nd Developme
ahan, Iran. 
fahani@royan

 يك روش
، مهدي حاجيان1ني

 رويان، پژوهشكده
محمد حسين: سئول

روش بهينه فاقد ز
بهينه) 1: ر شامل 

عث رفع نياز به مو
ت رويان بسيار ك
 لاين هاي سلولي

از آبستني ها%  3
ند كامل ازك فرآي

م ر از گزارش هاي

ل هسته سلول سومات

tic Cell Nu

di1, M. H. Nasr
an Institute for 

ersity, Marvda

ent, Royan In

ninstitute.org

ايجاد
سيد مرتضي حسيني

پژوهشگاه -1
نويسنده مس *

طالعه ايجاد يك ر
ين مراحل اين امر

كه باع 2تلوفاز  2
در يك محيط كشت

براي% 1/33و % 2
3/33و% 75دند و 

ريخت از طريق يك
 و تراريخت بالاتر

گونه بز، انتقال :دي

uclear Tra

r-Esfahani1*
Animal Biotec

asht, Iran 

nstitute for An

 
               

 

  

  چكيده
هدف اين مط

مهمتر. باشد
2هاي آنافاز 
چاهك ها د

3/22ترتيب 
ها آبستن شد
كلون و ترار
رويان كلون

  
واژگان كليد

ansfer 

chnology, 

nimal 



   1390شهريور ماه  31اصفهان  گروه علوم دامي ،  دانشگاه صنعتي                                                                                      224

 
 

Abstract 

The purpose of this study was to develop an improved zona-free method of goat somatic cell nuclear transfer 

(SCNT) that has both ease of operation and efficiency. The main steps involved were: 1) optimization of in vitro 

oocyte maturation, 2) parthenogenetic activation of zona-free oocytes, 3) SCNT of zona-free anaphase II-

telophase II (AII-TII) oocytes which subverted the need for long term UV-exposure of the oocytes, and 4) in vitro 

culture of groups of cloned embryos in wells in a highly efficient continuous serum-free embryo medium to the 

blastocyst stage before transfer to the recipients. Percentages of transgenic blastocyst production were 22.3% and 

33.1% for adult and fetal cell lines, respectively. After transfer of cloned and transgenic blastocysts, 28.6% and 

36.4% of the recipients were confirmed pregnant and 75% and 33.3% of the pregnancies resulted in the delivery 

of viable offspring, respectively. To our knowledge, this is the first report of successful live and survived birth of 

cloned and transgenic offspring through a whole procedure of in vitro oocyte maturation and  

embryo development to the blastocyst stage, and in this study the in vitro efficiencies of cloned and transgenic 

embryo production were higher than the available reports.  

Key words: Goat species, zona-free SCNT, Cloned blastocyst.  

 

Introduction 

Several lines of evidence indicate that the goat (Capra hircus) is the ideal species for transgenic production of 

recombinant proteins due to its unique advantages over cattle and sheep (Nasr-Esfahani et al., 2011). While the 

first successful report of goat cloning turns back to 1999 (Baguisi et al., 1999), there have been some obstacles in 

the field of goat in vitro cloning and embryo culture which have hampered the broad application of this valuable 

species for transgenic purposes: 1) goat SCNT still practiced with the labor intensive and time consuming zona-

intact method, 2) the majority of goat SCNT studies have used ovulated or OPU-derived oocytes which make goat 

cloning expensive and demanding, and 3) in most reports, reconstructed goat embryos have been either cultured 

in vitro as short as possible (up to the 8-cell stage or temporarily incubated in an intermediate oviduct. to avoid 

the abnormal/poor embryo development that has been associated with in vitro culture of goat embryos (for review 

see Nasr-Esfahani et al., 2011). Of note, the two teams who transferred in vitro developed morulae-blastocyst 

have experienced disappointing results. In a study by Behboodi, et al., (2004) no pregnancy occurred with the 

transfer of in vitro developed morula/blastocyst clones, however they achieved 30% established pregnancy after 

the transfer of in vivo developed clones. In another study, Ohkoshi, et al., (2003) produced a male clone from an 

in vitro blastocyst which died 16 days after birth. Therefore, it seems that the technical difficulties of the 

conventional SCNT method, along with the lack of an efficient in vitro goat embryo culture system are areas of 

further research with the goat to improve the success rate of goat NT profoundly impacting agriculture and 

biomedicine. Therefore, this study was carried out to develop a simple, fast and efficient production of transgenic 

goat offspring.  
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Results 

- Parthenogenetic activation  

Figure 1 shows in vitro development of zona-free oocytes artificially activated with different parthenogenetic 

activation protocols. As shown: 1) there was no overall important influence of the activation protocol on cleavage 

rate, 2) the highest blastocyst rates were observed when zona free oocytes were first activated with EP + 5 µM 

ionomycin for 1 min, and then incubated with DMAP for either 2 h (45.1±2.3%) or 4 h (44.3±2.7%). These rates 

of blastocyst production were significantly greater than the related rates of all oocytes activated with 1 µM 

ionomycin, irrespective of ionomycin duration and/or DMAP duration, 3) the lowest blastocyst rate was observed 

in EP + 1 µM ionomycin for 2.5 min + DMAP for the 4 h activation protocol (17.4±1.7%) which was 

significantly lower than the related rates of all oocytes activated with 5 or 2.5 µM ionomycin, irrespective of 

ionomycin duration and/or DMAP duration. Therefore the activation protocol of EP followed by 5 µM ionomycin 

for 1 min and then 2 h incubation with DMAP was selected for the SCNT trials.   

 

Embryo transferand parturition 

A total of 58 cloned, 43 transgenic (developed form adult cell line) and 15 IVF blastocysts were transferred into 

14, 11 and 6 recipient does, respectively. Sonographical examination detected pregnancies in 28.6% of cloned  

(n=4), 36.4% of transgenic (n=4) and 50% of IVF recipients (n=3). However, while all IVF pregnancies (100%) 

persisted to term, one clone (25%), and one transgenic (25%) pregnancy were missed at the day 60 assessment 

and one transgenic pregnancy aborted at day 90 (25%). One transgenic pregnancy at day 60 was intentionally  

induced to obtain a fetal cell line (Figure 3-D) for supporting further transgenic experiments. At C-section, the 

three clone pregnant does delivered four kids (Figure 3-E). One of the twin kids died at day four postpartum 

possibly from gastrointestinal problems. One transgenic pregnancy aborted at day 120 of pregnancy with 

unknown reason. The remained transgenic pregnancy resulted in the delivery of two identical offspring which 

were both healthy at birth (Figure 2-G), however, one died three days after birth, apparently due to 

gastrointestinal problems. Genotyping analysis confirmed that all the cloned kids were identical (Figure 3-F) and 

the aborted and induced aborted transgenic fetuses were both positive for the htPA gene. Also both kids that were 

cloned from the transgenic adult cell line were identical and harbored the htPA gene in their genome (Figure 3-H).  

 

Discussion 

To our knowledge, this is the first report of a successful birth of cloned and transgenic offspring through a whole 

procedure of in vitro oocyte maturation and embryo development up to the blastocyst stage. Also, this study is the 

first to provide particular methods of in vitro oocyte maturation, zona removal, oocyte enucleation, parthenogentic 

activation, and embryo culture in the goat. These modifications increased the efficiency of in vitro embryo 

development and artificial activation of goat oocytes when compared with available reports. Also the established 

method of zona-free SCNT of AII-TII oocytes not only subvert the need of cytochalasin B treatment and long 

term UV-exposure of oocytes, but also greatly increases the speed and feasibility of nuclear transfer and bulk 

fusion.  
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ovaries, (B) immature, and (C) matured goat oocytes cultured over Vero cells, (D) denuded matured oocytes, (E) partially 
zona-free oocytes after pronase treatment (arrows indicate zona pellucida), (F) a pool of completely zona-free oocytes with 
evident protrusion (arrow heads), and (G) the same oocytes exposed to UV light after H33342 staining (arrows dead indicate 
maternal chromosomes). (H–O) the procedure of zona-free SCNT: (H) the perpendicular enucleation pipettes at the left and 
the blind holding pipettes at the right side of the oocyte, (I) adjustment of the enucleation pipettes in close vicinity of the 
oocyte maternal spindle as the same level as enucleation tip, and (J) withdrawal whole metaphase chromosome into the 
enucleation pipettes with minimal amount of cytoplasm, and (K) separation of maternal genome by a brief kick of finger on 
the warm stage, (L) attachment of cells to the oocytes in the lectin containing medium, (M) bulk fusion of oocyte-cell 
couplets using fusion chamber, and (N) stepwise fusion of donor cell into the oocyte within 18sec (dash lines represent the 
periphery of the donor cell which is penetrating into the oocytes and the numbers in each frame indicate time line (second) of 
fusion completion). 
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اگر چه سلولهاي تمايز يافته حاوي اطلاعات كامل ژنتيكي مي باشند، اما هر سلول با توجه به خصوصيات هر بافت، از نظر اپي 
تاكنون تحقيقات مختلفي در رابطه با سطح عمومي . و استيلاسيون هيستونها اصلاح شده است DNAبا متيلاسيون  ،(Epigenetic)ژنتيكي

متيلاسيون و استيلاسيون در گامتهاي نر و ماده و نيز در جنينهاي توليد شده با روش طبيعي و در جنينهاي شبيه سازي شده انجام گرفته 
گامتهاي نر و ماده وجود دارد كه  DNAيون، در توليد مثل طبيعي سطوح بالايي از متيلاسيون در در ارتباط با سطح عمومي متيلاس. است

نتايج حاصل از تحقيقات مختلف مبين اين مساله است ). 22و32(پس از لقاح در طي مراحل اوليه تكامل جنيني دمتيلاسيون انجام مي گيرد 
سلولي كاهش يافته و سپس  8تا مرحله  (cleavage)ي مراحل تقسيم سلوليكه در جنينهاي گاوي با گذشت زمان، متيلاسيون در ط

تحقيقات نشان مي دهد كه مورولاي شبيه سازي شده . ادامه مي يابد (Denovo)سلولي با متيلاسيون طرح جديد  16متيلاسيون در مرحله 
همچنين . ه هسته سلولهاي دهنده فيبروبلاستي مي باشدغير نرمال، در تمام بلاستومرها هسته هاي متيله شده زيادي را دارند كه شبيه ب

بوركيس و همكاران، كنگ و همكاران، (را نسبت به جنينهاي طبيعي دارند DNAجنينهاي شبيه سازي شده سطوح بالاتري از متيلاسيون 
دهنده با سطح پايين متيلاسيون گزارشات متعدد مبني بر آن است كه در شبيه سازي با سلولهاي سوماتيك، سلولهاي ). اهگين و همكاران

DNA  و يا سطح بالاي استيلاسيون هيستون، آسانتر و كاملتر برنامه ريزي مجدد مي شوند و بنابراين سبب افزايش كارايي شبيه سازي مي
  ).انرايت و همكاران(گردند 

  

  ها مواد و روش
  : Aza – 2' – deoxycytidine-5ي دهنده با ماده و تيمار سلولها ( donor cells ) آماده سازي سلولهاي دهنده هسته -الف

جهت اين امر سلولهاي مذكور . به عنوان دهنده هسته مورد استفاده قرار مي گيرند 5در اين مطالعه سلولهاي فيبروبلاست واقع در پاساژ 
) كنترل(0حاوي FCS %10همراه با   DMEMدرون ديشهاي كشت تا زمان تراكم سلولي كشت داده شده و سپس سلولها در محيط 

بلافاصله قبل از . كشت داده مي شدند به مدت سه روز Aza – 2' – deoxycytidine-5ماده  (µM) ميكرومولار  3/0و  08/0و 01/0و
نگهداري مي   H-TCMانجام روند انتقال هسته، سلولهاي دهنده با استفاده از تريپسيناسيون به حالت سوسپانسيون در آمده و در محيط 

  .دشدن
  :(Flow Cytometry)آناليز سيكل سلولي سلولهاي فيبروبلاستي دهنده هسته تيمار شده با دستگاه فلوسيتومتري - ب

به منظور بررسي اثر تركيبات مختلف بر سيكل سلولي سلولهاي كشت داده شده در محيطهاي مختلف، تريپسينه شده و سلولها در لوله هاي 
سپس پلت سلولي . شستشو داده شده و سانتريفيوژ مي گردند FCS%10همراه با   DMEMحيط توزيع شده و با م ml 15سانترفيوژ 

الكل اتانول  3mlدر مرحله بعد به منظور فيكس سلولها در حدود . سرد  به حالت سوسپانسه در مي آيد  GMتشكيل شده در محيط سالين
سرد شستشو و  PBSسپس سلولها در . ي اضافه مي گرددساعت به سوسپانسيون سلول 12درجه سانتي گراد به مدت  4درصد  100

  RNase Aو (PI)پروپيديوم يديد 30µg/mlحاوي  PBSسانترفيوژ داده شده و به منظور رنگ آميزي هسته پلت سلولي در 
0.3mg/ml  0.5و% Triton-X-100  ساعت در دماي اتاق نگهداري مي شود و سپس  1به حالت سوسپانسه درآمده و به مدت

  . سپانسيون سلولي با دستگاه فلوسيتومتري آناليز مي گرددسو
  
  :تعيين سطح كلي متيلاسيون و استيلاسيون در سلولهاي فيبروبلاستي دهنده هسته تيمار شده با دستگاه فلوسيتومتري -ج
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  نتايج و بحث
  با غلظتهاي مختلف بر توزيع سيكل سلولي در مراحل مختلف در سلولهاي فيبروبلاست گاوي aza-2'-dc-5تأثير تيمار تركيب  - 1

ساعت پس از درمان با غلظتهاي  G0/G1 72حله باشند، در مركشت سلولي مي 5درصد توزيع سلولهاي فيبروبلاستي گاوي كه در پاساژ  
آناليزهاي . مي باشد  5/86±4/1و  9/80 ±5/0، 2/76 ± 5/0، 6/75 ±6/1به ترتيب  aza-2'-dc-5ميكرومولار تركيب  3/0و  08/0، 01/0، 0

در  G0/G1در فاز  aza-2'-dc-5ميكرومولار  3/0دار درصد سلولهاي فيبروبلاستي تيمار شده با غلظت آماري نشان دهنده افزايش معني
آناليزهاي آماري نشان دهنده كاهش معني دار درصد ). P >05/0(مي باشد  aza-2'-dc-5ميكرومولار  01/0مقايسه با گروههاي كنترل و 

-5ميكرومولار  08/0و  01/0در مقايسه با گروههاي كنترل و  Sدر فاز aza-2'-dc-5 ميكرومولار 3/0غلظت  سلولهاي فيبروبلاستي تيمار شده با

aza-2'-dc  05/0(مي باشد< P.(  درصد توزيع سلولهاي فيبروبلاستي گاوي در مرحلهG2/M  08/0، 01/0،  0ساعت درمان با غلظت هاي  72پس از 
اري نشان دهنده آناليزهاي آم. مي باشد 2/10 ± 15/0و  3/14 ± 3/0،  2/18 ± 2/0، 7/18 ±4/1به ترتيب  aza-2'-dc-5ميكرومولار تركيب  3/0و 

در مقايسه با گروه كنترل و گروه  G2/Mدر فاز  aza-2'-dc-5ميكرومولار  3/0دار درصد سلولهاي فيبروبلاستي تيمار شده با غلظت كاهش معني
  . )1نمودار ( )P >05/0(مي باشد  aza-2'-dc-5ميكرومولار  01/0تيماري 

  
  تلف بر خصوصيات اپي ژنتيكي سلولهاي فيبروبلاست گاويبا غلظت هاي مخ aza-2'-dc-5تأثير تيمار تركيب  -2

  DNAمتيلاسيون  -
سطوح . باشدسلولهاي فيبروبلاستي گاوي مي DNAبر سطوح متيلاسيون  aza-2'-dc-5نشان دهنده تأثير غلضتهاي مختلف تركيب  2نمودار 

شود با افزايش همانگونه كه در نمودار مذكور مشاهده مي. شده است گيري شدت نور فلورسنت اندازه گيريو با اندازه FACSمتيلاسيون توسط دستگاه 
 3/0آناليز آماري نشان مي دهد كه اين كاهش در گروه . يابددر مقايسه با گروه كنترل كاهش مي DNAسطوح متيلاسيون  aza-2'-dc-5غلظت تركيب 

 >05/0(معني دار مي باشد )  aza-2'-dc-5ميكرومولار  08/0و  01/0ههاي گروه كنترل و گرو(در مقايسه با ساير گروهها  aza-2'-dc-5ميكرومولار 
P (باشددر حاليكه در ساير گروههاي اين تغييرات معني دار نمي.  
   استيلاسيون هيستونها -

گاوي مي باشد كه اين سلولهاي فيبروبلاست  H3بر روي هيستون  9بر سطوح استيلاسيون ليزين  aza-2'-dc-5نشان دهنده تأثير تيمار  3نمودار 
همانگونه كه در نمودار مذكور مشاهده مي شود در مقايسه با گروه كنترل با افزايش غلظت . اندازه گيري شده است FACSسطوح توسط دستگاه 

مي دهد كه اين اما آناليز آماري نشان . افزايش مي يابد H3K9هاي مختلف تيمار شده سطوح استيلاسيون هيستون در گروه aza-2'-dc-5تركيب 
  .افزايش در بين گروههاي مختلف كنترل و تيماري معني دار نمي باشد

  
  aza-2'-dc-5تكوين آزمايشگاهي جنين هاي شبيه سازي شده با سلولهاي فيبروبلاستي گاوي درمان شده با تركيب  -3

 aza-2'-dc-5ل و گروههاي درماني با غلظتهاي مختلف دهد كه هيچگونه تفاوت آماري معني داري  بين درصد تسهيم گروه كنترنشان مي 1جدول 
مي باشد درصد تكوين  aza-2'-dc-5ميكرومولار  3/0اما با اين حال كمترين درصد تسهيم مربوط به گروه درمان شده با غلظت . مشاهده نمي گردد

نسبت به  aza-2'-dc-5وههاي درمان شده با تركيب پس از كشت اوليه جنينها در گر 8جنين هاي شبيه سازي شده در مرحله بلاستوسيست در روز 
آناليز آماري نشان ). 1(درصد بلاستوسيست كاهش يافته است  aza-2'-dc-5اي كه با افزايش غلظت تركيب گروه غير درماني پايين تر مي باشد به گونه

دار نبوده در حاليكه در گروه ايسه با گروه كنترل معنيدر مق aza-2'-dc-5ميكرومولار  08/0و  01/0مي دهد كه اين كاهش در گروههاي تيماري 
   .)P >05/0(اين كاهش معني دار مي باشد  aza-2'-dc-5ميكرومولار  3/0تيماري 
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  با غلظتهاي مختلف بر توزيع مراحل مختلف سيكل سلولي در سلولهاي فيبروبلاست گاوي aza-2'-dc-5تأثير تيمار تركيب  - 1نمودار 

  
  
  
  
  
  
  
  
 
  

  سلولهاي فيبروبلاست گاوي DNAبا غلظت هاي مختلف بر سطوح متيلاسيون  aza-2'-dc-5تأثير تيمار تركيب  - 2نمودار 
  

  
  
  

  
  

  

  

  .درسلولهاي فيبروبلاست گاوي H3K9با غلظت هاي مختلف بر سطوح استيلاسيون  aza-2'-dc-5تاثير تيمار تركيب  - 3نمودار 
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انجام اين مف از 

شده شامل قسمت
رار گرفتند از ق

زي با پارافين، قالب

____________
ptor alpha knoc
e
ock out

 

 

تگاه تناسلي 
  2ي

علمي گروه علوم دا
* Em 

ه دا سازي استروژن

به .دهد مي انجام 
ل موضعي توليد

دهد نشان ميده كه 
اخ سبب بروزدي 

م گرفته بر روي م
همچنين. )8(اشد

ها بود ب استروژن
سيتوكروم آرو ).4(

 تناسلي جنس نر
هاي زايا ش و سلول

سلو در P450 تاز
هاي سلول و زايا 

، هدگزارش نشده 

نمونه هاي تهيه ش 
شد و نمونه ها بعد
 سازي، آغشته ساز

_____________
ck out
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ماتاز در دستگ
، اسعد وزيري 2 پور
عضو هيئت ع-2ن،

mail: Sabahsana

جد، اما. ظر بودند
 
و توليد اسپرم را ي
به وسيله عواملت

واني به دست آمد
شد جنيني و نوزاد

آزمايشات انجام. د
با مي ها استروژن 

زاياي بيضه در غياب
( جنس نر دارندل

زيم و در مجاري
هاي سرتولي و ول

قعيت يابي آرومات
P  هاي سلولدر
تاييد و گ نر بز ي

.دج انجام گرفت
تهيه ش. ي متر بود

ل آبگيري، شفاف

_____________
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توشيمي آروم
، امجد فرزين*1ي

زي دانشگاه كردستا
andaj@yahoo.c

پستانداران مورد نظ
).11و 6( ح نمود

استروئيدي هاي ون
و اين اثرات شود ي

اخير شواهد فراو
طي رش روژنها در
گردد مي طان بيضه

در غياب 2 وابران
هاي ز  رشد سلول

مهمي در توليد مثل
فعاليت اين آنز).

ديگ، سلوهاي لاي
Carpino 2 .(موق

P450از آرومات ور

مجاري تناسلي رز د

كشتارگاه دام سنند
سانتي 05/0×05/0
بعد از مراحل. فت

____________

گ

مਚیھماীش     

ي ايمنوهيست
صباح محمدي

دانشكده كشاورز دام
com

جنس ماده در پ ص
 جنس نر را مطرح

هورمو عمل سنتز
ميپين ها كنترل

هاي سالدر  .)1(
روژن و گزنواستر
ش ميزان بروز سرط

هاي تكامل لوله
A(3 ناشي از عدم

ش فيزيولوژيكي م
Simpson.199(
ه روماتاز در سلول

2001( نقش دارد

حضو.  بوده است
آروماتازز آنجا كه

 .بودبز  ل

 كشتار شده در ك
5×1يضه به ابعاد

اتيو بوئن قرار گرف

_____________

موقعيت يابي

فيزيولوژي د ي ارشد

مخصوصهورمون 
ها در ش استروژن

چيده است كه دو
 وسيله گنادوترو

هستند ربرخوردا
ابراين تجويز استر
ر باروري و افزايش
ري عدم رشد و

ArKO( آروماتاز

ها نقش  كه استروژن
94(كند  كاتاليز مي

نداران مختلف، آر
ضه و بلوغ اسپرم
و بحث برانگيزي

از ).8و  4 ( است
سيستم توليدمثلر 

ساله 1- 4هاي  دام
حاشيه اي بافت بي
 در محلول فيكسا

____________

كارشناسيانشجوي 

به عنوان ه ها مدت
از نقش گاه جديدي

اران يك اندام پيچ
ظ اسپرماتوژنز به
از اهميت بالايي ب

بنا .هستند  مهمي
، اختلال درييديم

ي از دلايل نابارور
اقد ژن عملكردي
ك ضر پذيرفته شده

ها را  به استروژن
در پستان. گردد مي

روژن در رشد بيض
 موضوع جالب و
وشيمي تائيد شده

وشيمي آروماتاز در

  :ش ها
ي بافتي بيضه از د
سمت مركزي و ح

ساعت 24ه مدت 

_____________

د - 1

  :مقدمه
م ها استروژن

ديدگ 40دهه 
بيضه پستاند

بيضه و حفظ
ا ها استروژن

داراي نقش
نواقص اپيدي

يكي كه داد
هاي فا موش

در حال حا 
آندروژن ها

ها م استروژن
شده كه استر
دهه گذشته
ايمونوهيستو
ايمونوهيستو

  
مواد وروش
نمونه برداري
اپيديديم، قس
پلاستيكي به

 

________
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غشته شده به چسب روي لام هاي آ ميكرون توسط دستگاه ميكروتوم تهيه و بر 4-5هاي پارافيني تهيه شد و مقاطع بافتي به ضخامت  گيري، بلوك
  . سيتولوژي فيكس شدند

با كمي تغيير به شرح زير مورد استفاده ) 2003(و هربرت ) 1999(روش ايمنوهيستوشيمي در اين تحقيق بر اساس دستورالعمل ايمنوپروكسيداز هاندبرگ
لامها با استفاده از زايلين دپارافينه و با آب . ار داده شدنددقيقه قر 30گراد به مدت  درجه سانتي 56خانه  ابتدا مقاطع بافتي پارافيني در گرم. قرار گرفت

دقيقه شستشو داده شدند بعد با  2سپس توسط الكل اتيليك با درجات مختلف آبدهي شده دوباره با آب جاري به مدت  جاري شستشو داده شدند و
دقيقه  60ير فعال شدن فعاليت پروكسيداز اندوژنوسي به مدت براي غ PBSدر% H2023لام ها در . دقيقه شستشو داده شدند 5به مدت   PBSمحلول 

 nM,PH 10) (با استفاده از بافر سيترات Antigen Retrievalبعد لام ها جهت . دقيقه شستشو داده شدند 5به مدت  PBSلام ها در . قرار گرفتند

دقيقه  20سپس لام ها را در دماي اتاق به مدت . ه بار تكرار شددقيقه قرار داده شدند و اين كار س 5درآوون ميكرويو در حداكثر قدرت به مدت 6
دقيقه براي دو بار 15 به مدت  PBSگاوي در % 5لام ها با سرم . دقيقه شستشو داده شدند 5به مدت  PBSبعد در . نگهداري شد تا خنك شدند

ଵسپس لام ها با آنتي بادي اوليه رقيق شد به نسبت . شستشو داده شدند
ଶ଴଴

درجه سانتي گراد به  4در اتاق مرطوب در دماي  BSA% 1حاوي  PBSدر 
لام ها با آنتي بادي ثانويه كونژوگه شده با . دقيقه شستشو داده شدند 5بار و هر بار به مدت  3براي  PBSلام ها در . مدت يك شبانه روز خوابانده شدند

HRP  رقيق شده درPBS  ها در  لام. دقيقه خوابانده شدند 15-20به مدتPBS  بعد جهت نمايان كردن واكنش . دقيقه شستشو داده شدند 10به مدت
لام ها در آب جاري شستشو داده . دقيقه استفاده شد 4-6به مدت  H2O2در ) DAB(آنتي ژن و آنتي بادي از محلول سوبستراي دي آمينوبنزيدين 

م ها توسط الكل اتيليك آبگيري وشفاف سازي شدند و با قرار دادن يك قطره سپس لا. از محلول رنگ آميزي زمينه هماتوكسيلين استفاده شد. شدند
  .چسپ سيتولوژي روي لام وگذاشتن لامل، عمل مونته كردن انجام و براي بررسي اسلايد ها از ميكروسكوپ نوري استفاده شد

  نتايج

  
در مراحل اسپرماتوژنز  P450اكنش ايمنوپراكسيداز آنتي ژن آروماتاز ساله، واكنش قهوه اي رنگ نشان دهنده و 4مقطع عرضي بافت بيضه بز ): a(شكل 

  ).×100(مي باشد 

  
در سلول لايديگ مي  P450ساله، واكنش قهواه اي نشان از واكنش ايمنوپراكسيداز عليه آنتي ژن آروماتاز  4مقطع عرضي بافت بيضه بز ): b(شكل 
 ).×400. (باشد
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ين 

ين 
تي 
 و 
ي 
كه 

ي 
. ند

يم 
ب 
واع 
ين 

ી ه஺دا

در اي P450ماتاز 

اي. بود شده ي تهيه
زارش نمود كه آنت

جانوليس(موش  
و هنر) 1998(ران

لازم به ذكر است ك

ها اير سلولي يا س
روژن را تنظيم كند

ن است نقش تنظي
ومني بوده كه سبب
ع مجاري وابران انو
 جذب مايعات اي

 عليه آنتي ژن آروم

ر نمونه هاي بافتي
c .(لذا مي توان گز

ور آروماتاز را در
ج شمالز و همكار

لا. ودشد، مخالف ب
.  

هاي سرتولي سلول
 را در توليد آندر

اينكه ممكن شد و
مايع لو% 90تقريباً 

فعال آب را در م ر
ها در كه استروژن

 

 

  

ش ايمنوپراكسيداز

 ايمنوپراكسيداز در
cشكل(شاهده بود

محققين كه حضو
 بود، اما با نتايج

باش ي لايديگ مي
. مثبت استفاده شد

تواند روي س ه مي
هاي لايديگ سلول

 
باش ها مي  استروژن
جذب ت يديم، باز

سديم و انتقال غير
 پذيرفتني است ك
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گ نشان از واكنش

ي نشان از واكنش
ر اپيديديم قابل مش
ج با نتايج ساير م

موافق) 2004ران
هاي رورتاً در سلول
د به عنوان كنترل

سپرم ساز بوده كه
 فيدبك فعاليت س

 ).7( داشته باشند
بافت مورد هدف
س به مجراي اپيدي

جذب س وژني باز
بنابراين.  هستند
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كنش قهوه اي رنگ

ره در مقاطع بافتي
و سر) bشكل(گ

اين نتايج. مي باشد
كارپينو و همكار(

بودند آروماتاز ضر
مونه بيضه گوسفند

هاي ا وژن در لوله
 از طريق كنترل
وم اپيديديم نقش
كه اپيديديم يك ب
پرم از ريته تستيس

هاي استرو  گيرنده
ي راسي اپيديديم

گ

مਚیھماীش     

ساله كه وا 4ه بز

وه اي روشن تا تير
، سلول لايديگ)aل

يابي و شناسايي م
(و انسان ) 2003

ك گزارش كرده ب
وهيستوشيمي از نم

نبع موضعي استرو
و نيز ممكن است

هاي اپيتليو ت سلول
دهد ك يم نشان مي

 وابران انتقال اسپ
ها با واسطه روژن

هاي  ساختار سلول

يديديم بيضه سر اپ

ده ظهور رنگ قهو
شكل(ه اسپرماتوژنز

سلول ها قابل ردي
3هوتار و همكاران

 در ميمون و خوك
زي آزمايش ايمنو

اي زاياي بيضه من
 تأثير قرار دهد و
 ساختار يا فعاليت
ر بيضه و اپيديدي

نقش مجاري.شند
شده است كه استر
نين مسئول حفظ

قطع عرضي بافت
  .)×100(شد

مونه هاي تهيه شد
 رنگي در زنجيره

P450 در اين س
سيپاه(، اسب )19
كه به ترتيب) 20

حقيق براي راه اندا

ها ژن توسط سلول
رماتوژنز را تحت

بر روي تمال دارد
وژن دهاي استر ده

ن نواحي داشته با
ثابت ش. گردد م مي
كنند و همچن  مي

  ).7و 2( دارند

  
مق): c(شكل

بافت مي باش
با بررسي نم
واكنش هاي
ژن آروماتاز

998همكاران
06(ميكيوگو

ما در اين تح
 

  بحث

توليد استروژ
زنجيره اسپر
همچنين احت
وجود گيرند
كننده در اين

رمتغليظ اسپ
موش تنظيم

واحي نقشن
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در نتيجه، احتمال . ها براي تمايز جنسي، حفظ اسپرماتوژنز ضروري هستند دهد كه نه تنها آندروژن ها بلكه استروژن به طور كلي نتايج تحقيقات نشان مي
توژنز، مخصوصاً براي تكثير اسپرماتوگوني و شود، براي اسپرما هاي سرتولي و زنجيره اسپرماتوژنز توليد مي دارد آروماتازي كه به طور موضعي در سلول

 ).3(ميوز و همچنين بلوغ اسپرم و يا اسپرميوژنز ضروري باشد
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Immunohistochemical localization of aromatase in reproductive tract of male goat 
 

Abstract 
Cytochrome P450 aromatase is a terminal enzyme that catalyses the conversion of androgens into 
oestrogens. This study investigated the immunohistochemical localization of aromatase in male goat 
reproduction tract using a mouse polyclonal aromatase antibody as primary antibody and a HRP-
conjugated, goat polyclonal anti-mouse IgG as secondary antibody. A strong immunoreaction was 
observed in leydig cells but also for the first time in spermatogenic stages and also in epithelial cell 
cytoplasm of both ductuli efferentes and proximal ductus epididymis. The present study for the first time 
in i male goat indicates that in addition to Leydig cells, spermatogenic stages and epithelial cells of ductuli 
efferentes and proximal caput epididymis express aromatase, suggesting that locally produced oestrogens 
may have a play a paracrine role in the regulation of spermatogenesis and in epididymal function. 
 
Key words: ductus epididymis; oestrogens; goat reproduction tract; P450 aromatase. 
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ી ه஺دا

  اصفهان

  ۶حاجي دولو دي

  ،صنعتي اصفهان

javan 

ه منظور خونگيري
 خون بوسيله لو

به دست آم) 198
TAE  استفاده شد

 و جهت ژنوتايپ

در گله 032/0و 
.برگ قرار دارند

نتايج آنال. ده شد
اهده نشد طي اي

05/0p<.( 

 ولي بدليل كاهش
اصلاحهاي  روش

وان ابزارهايي قوي
قابل توارثشد كه 

ث افزايش سرعت
ه آنگيري  ه اندازه

.  
هاي آب پني تئين

پروتئين كاپاكازئين
____ 

Marker-Assisted

استانشتاين 

رضا مراد، 5طباطبائي
دانشگاه ص لوم دامي

  ه صنعتي اصفهان
n.ulduz.1983@

به. ن اصفهان بود
نمونه. ب شدند

88(لر و همكاران 
(0.5x)درصد  0

صاصي تكثير شد

و 301/0، 667/0 
تعادل هاردي وينب

 MIXED استفاد
تيپ ارتباطي مشا

5( بالايي داشتند 

ي بدست آمده،
با در حالي كه. 

عنوه تواند ب مي
باشمي DNAبر 

ها باعث ست از آن
 پائين، صفاتي كه

باشديار موثر مي
پروت% 20 و) ن

پر .باشد مي )رين
____________
d Selection 

 

 

هلشي شيري 

دين ابراهيم سيد ط
 و استاديار گروه عل

دانشگاه علوم دامي 
gmail.com@زي، 

ري هلشتاين استا
تيپي بودند انتخاب
ستخراج نمكي ميل

7/0وي ژل آگارز 
 آغازگرهاي اختص

هايب با فراواني
ها در ته همه گله

رويه SASماري 
روز با ژنوت 305 

صد پروتئين شير

وتيپ نتايج مهمي
.خوني شده است
 و بيوتكنولوژي
مولكولي مبتني ب
ت و استفاده درس

پذيري  با وراثت
رفت ژنتيكي بسي

كازئين- كاپا و - ا
وفرين و ترانسفر
_____________
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گاوهاياري

بدرالد و 4 خوروش
رتيب دانشيار، استاد
ي كارشناسي ارشد

دانشكده كشاورز- ن

يدي گاوهاي شير
ت شجره و فنوت
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ژن اين . باشدميدالتون  19000وزن مولكولي  بااسيد آمينه  169اين پروتئين داراي . دهد از كل كازئين شير گاو را تشكيل مي% 12حدود 
 A ،B ، B2 ، C،E ، F،F1  :لدوازده نوع آلل مختلف اين ژن شناسايي شده كه شام .قرار دارد گاو 6م كروموزو  q31-33ناحيه درپروتئين 

،G ، H،I ،A1  و  Jباشد مي)caroli, 2009(. 1ايهاي نقطهبيشتر جهش )1SNP (از ميان . دارند اين ژن قرار 4شوند در اگزون كه بيان مي
هاي آللتفاوت  .شوندديده مي پايينفراواني ها در نژادهاي ديگر و با تاين معمول بوده و بقيه آللشهلگاوهاي در  Bو  Aهاي آلل ها،اين آلل

A  وB  آلل . باشدپروتئين كاپاكازئين مي 148و  136هاي موقعيت هنآميايجاد جايگزيني اسيددرA  داراي ايزولوسين و آلانين درموقعيت
كاپاكازئين  Bو A هايآلل. )caroli, 2009( باشد ها مي اسيد در اين موقعيت  رئونين و آسپارتيكداراي ت Bبوده در حالي كه آلل  148و  136

 ;Comin, 2007( خواص فيزيكوشيميايي و تكنولوژي شير اثر دارندتوليد شير، درصد و توليد چربي و پروتئين شير و همچنين روي 

Beata, 2008(. تواندرسد كه اين ژن ميهاي ژن كاپاكازئين، به نظر ميي هلشتاين با ژنوتيپبدليل ارتباط بين صفات توليدي گاوهاي شير 
بدليل وجود تناقضات در نتايج تحقيقات صورت گرفته و جهت . بر معيارهاي اصلاح نژادي گاو شيري اضافه شودژن كانديد به عنوان 

 اين ژن با صفات توليدي B و Aهاي احتمال وجود ارتباط آللو بررسي  ستان اصفهانهاي اين ژن در گاوهاي هلشتاين اتعيين فراواني آلل
  .پژوهش حاضر صورت گرفته استهاي ژني صفات كمي  از طريق پيوستگي با جايگاه

 
  ها مواد و روش

خاب رأس گاو هلشتاين از پنج گاوداري استان اصفهان، كه داراي اطلاعات شجره و ركورد از فنوتيپ بودند انت 408 ،به منظور خونگيري
هر نمونه  DNA. از سياهرگ دمي تهيه گرديد EDTAوسيله لوله ونوجكت حاوي دو درصد  به 1389طي تابستان سال نمونه خون . شدند

استخراجي از دو روش  DNAبه دست آمد و براي تعيين كميت و كيفيت ) 1988(به روش استخراج نمكي ميلر و همكاران 
 TAEدرصد  7/0استخراجي روي ژل آگارز  DNAو الكتروفورز ) نانومتر 280به  260موج نسبت جذب نور با طول (اسپكتروفتومتري 

(0.5x) قطعه . انجام شدbp 633  از ژن كاپاكازئين كه شاملbp 4 3از انترون ،bp 517 و  4از اگزونbp 113 بود بوسيله دستگاه  4 از انترون
ميلي  PCR Buffer ،2ميكروليتر  2مراز، پلي  Taq DNAآنزيم واحد 5/1مواد هر واكنش شامل . تكثير شد) Eppendorf(ترموسايكلر 

برنامه حرارتي . ميكروليتر بود 20در حجم كل  DNAنانوگرم  50و  آغازگرپيكومول از هر  dNTPs ،10ميكرومولار  MgCl2 ،250مولار 
PCR 57ثانيه،  30درجه سانتيگراد به مدت  94شامل سيكل  30دقيقه،  3درجه سانتيگراد جهت واسرشته سازي اوليه به مدت  94: شامل 

دقيقه  10درجه سانتيگراد به مدت  72دقيقه و در نهايت گسترش نهايي  1درجه سانتيگراد به مدت  72دقيقه،  1درجه سانتيگراد به مدت 
محصول . بود 'CCCATTTCGCCTTCTCTGTA-3-'5: و برگشت 'CAGCGCTGTGAGAAAGATGA-3-'5 :رفت آغازگر. بود

PCR  درصد 7/0روي ژل آگاروزTAE قطعات حاصل از . مشاهده شدPCR  توسط آنزيم اندونوكلئازHindIII ) با توالي شناسايي
5'AAGCTT3' ( كه باعث تغيير در توالي  423در صورت وجود جهش در موقعيت . درجه سانتيگراد برش داده شدند 37در دماي

ها روي ژل محصول هضم جهت شناسايي ژنوتيپ. خواهد بود Bشود و نشانگر آلل يجاد ميشود برش اآمينواسيدي پروتئين كاپاكازئين مي
هاي اين ژن با توليد شير تصحيح شده، درصد چربي و درصد به منظور بررسي ارتباط ژنوتيپ. الكتروفورز شد TBEآگاروز دو درصد 

  .ه شد و آناليز طبق مدل آماري زير انجام گرفتاستفاد MIXEDرويه  SASپروتئين دوره اول شيردهي از نرم افزار آماري 
Yijk= M + Gi + HYSj + b1×Zijk + b2×Nijk + Fijk + eijk 

اثر ثابت ژنوتيپ   Gi:ميانگين كلي هر صفت، M:صفات توليد شير تصحيح شده، درصد چربي و درصد پروتئين شير، :  Yijkكه در آن
)AA،AB   ياBB( ،HYSj :زايش اثر ثابت گله و سال فصل، Zijk وNijk   ميروزهاي باز  وشترك طول دوره شيردهي واريانس مبه ترتيب -

  .باشد نيز خطا مي eijkاثر تصادفي پدر و  Fijk. باشندضريب رگرسيون طول دوره شيردهي و روزهاي باز مينيز  b2 و b1 .باشد
 

___________________________________________________________________________________________ 
1- Single Nucleotide Polymorphism  
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 هاي كاپاكازئين روي صفات توليدي دوره اول شيردهياثر ژنوتيپ) اشتباه استاندارد ±(ميانگين حداقل مربعات  - 1جدول

  )%( درصد پروئتين  )%(درصد چربي )kg(روز305شير تصحيح شده ژنوتيپ
AA 1/164a±48/9563  053/0a±24/3  023/0a±96/2  
AB 58/202a±16/9859  065/0b±35/3  028/0b±01/3  
BB 6/394a±25/9260  127/0ab±5/3  056/0ab±04/3  

نشان داده شده است در سطح پنج درصد تفاوت  متفاوتها که در هر زير ستون با حروف  ميانگين ٭
 . دارندبا هم  داري معني

  
Effect of Kappa-Casein Gene Polymorphism on Milk Production 

Traits of Isfahan Province Holstein Dairy Cows 
Khodaverdi Javansiah Bigdilo1*, HamidReza Rahmani2, Mohammad Ali Edriss3, Mohammad Khorvash4 and 

Badraldin Ebrahim Sayed-Tabatabaei5 

1, 2, 3, 4- Msc Student, Associate Professor, Professor and Assistant Professor, Department of Animal Science, College 
of Agriculture, Isfahan Univercity of Technology, 5- Professor, Department of Biotechnology, College of Agriculture, 

Isfahan Univercity of Technology 
* Corresponding E-mail address: javan.ulduz.1983@gmail.com 

 
Abstract: 
The objective of this research was to investigate the effect of kappa-casein gene polymorphism on milk 
production traits of Holstein dairy cows in Isfahan province. Blood samples obtained from 408 Holstein dairy 
cows of five dairy herd of isfahan province in summer of 2010 by venoject tube. All cows have pedegree and 
phenoypic data. DNA extracted by procedure that Miller et. al. (1988) suggested. Quality and quantity of obtained 
DNA tested by spectrophotometry and electrophoresis on %0.7 TAE agarose gel. The 633 bp of kappa casein 
gene fragment amplified using Eppendorf thermocycler and specific primers. For genotyping, the fragments 
digested by HindIII endonuclease enzyme showed three genotypes AA, AB, and BB by frequency 0.667, 0.301, 
and 0.032. A and B frequency was 0.817 and 0.183. All herds were in Hardy-Weinberg equilibrium for this locus. 
We used MIXED procedure of SAS for study effect of genotypes on milk production traits. Results showed that 
fat and protein percentage affected significantly by genotype but no significant effect of different genotypes on 
milk production was observed in this study. Animals with AB genotype have higher milk fat and protein 
percentage compared with AA animals (p< 0.05). 
Keywords: Kappa Casein Gene, Genotype, Holstein Cows, Production Traits, Electrophoresis. 
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شاين و همكاران نشـان   1997در سال ). 3(قرار دارد 9p12در اسب ها روي كروموزوم  DNA-PKCSژن كد كننده آنزيم  ).2(انجام شود 
در اثر اين جهش، ترجمه پـروتئين در  . شود مي 3155در اين ژن منجر به تغييرچارچوب در كدون  TCTCA  جفت باز  5دادند كه حذف 

شـود  گردد و در نهايت يك پروتئين ناپايدار توليد مـي  از انتهاي زنجيره حذف مي  ترمينالC اسيد آمينه  منطقه  986متوقف و  3160دون ك
 خاصيت فسفوريله كردن پروتئين ها را دارد است و "كيناز 3فسفاتيديل اينوزيتول "ترمينال آنزيم مزبور شامل دمين كامل  Cمنطقه. )1شكل(
)4(.  
   

  
در اثر اين جهش  ..در آن مشخص شده استجفت باز  5ناحيه حذفي كه را نشان مي دهد  DNA-PKCS نرمال و جهش يافته بخشي از توالي ژنشكل بالا  .1شكل 

   .نشان داده شده است منطقه حذفي در درون كادر و كدون پايان زودرس با خط .تغيير چارچوب رخ داده وكدون پايان زودرس تشكيل مي شود
  

نسبت به ايـن جهـش هموزيگـوت     افرادي كهو حاصل از آميزش آنها  مشاهده شده است و دو رگه هاي نژاد عرب خالص  اين جهش در 
 به شده و در اثر ابتلامبتلا ) SCID(هاي اختصاصي آنتي ژن ها، به بيماري نقص ايمني شديد مركب گيرنده به دليل ناتواني در توليد باشند 

ها و  NK-cellاست، اما عملكرد نوتروفيل ها، ماكروفاژها،  Tو Bنتيجه اين بيماري فقدان لنفوسيت هاي  ).5(ميرندعفونت هاي ثانويه مي
). 7(شناسايي شـد ) Equus caballus(در اسب ها  SCIDاولين همتاي حيواني مبتلا به  1973سال در  ).6(سيستم كمپلمان طبيعي است 

ابـداع   پـس از  1997امريكـا در سـال    در). 8(وراثت آن به صورت اتوزومي مغلوب اسـت  ب هاي نژاد عرب محدود شدهدر اساين اختلال 
در انگلستان در سال ). 9(شددرصد گزارش  4/8 ناقلينفراواني  ،اسب عرب 250آزمايش ژنتيكي توسط بايلي و همكاران با انتخاب تصادفي 

روي  2005در اسلوواني در مطالعه اي كه در سال . )10(درصد تخمين زده شد 8/2راواني حاملين و ف عرب بررسي شدنداسب  106 ،1999
اسب عـرب آزمـايش    60در روماني،  2006در سال  ).11(اسب عرب دو رگه انجام گرفت ناقلي شناسايي نشد 19اسب عرب خالص و  63

اسب عـرب ايرانـي كـه از دو منطقـه خوزسـتان و       120مونه هاي خون ، روي ن2006در ايران در سال ). 12(شدند و هيچكدام ناقل نبودند 
  ).13(آزمايش انجام گرفت كه همه سالم گزارش شدند كردان جمع آوري شده بودند،

  
 :مواد و روش ها 

 توسط كيت  آنها DNA و شدندگردآوري استان  نمونه ها از هفت. انجام شداسب عرب ايراني  138خون گيري از در اين تحقيق  

DNP™ Kit )درصد بار  8/0استخراج، نمونه هاي حاصل روي ژل آگارز جهت سنجش كيفيت و كميت . استخراج شد) سيناژن ، تهران
 ASشناسايي ناقلينِ آلل جهش يافته با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي آن منطقه و تكنيك . گذاري و به كمك نانودراپ بررسي شدند

PCR و واكنش براي هر اسب د. شد انجامPCR آغازگريك واكنش داراي . آغازگر رفت در هر دو واكنش يكسان بود. جداگانه انجام شد 
برگشت آلل جهش يافته بود و  آغازگرجفت باز توليد مي كرد و واكنش ديگر داراي  169برگشت آلل نرمال بود و محصولي به طول 

 .آورده شده است 1ا در جدول توالي آغازگره. جفت باز توليد مي كرد  166محصولي به طول 
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هاي ژنتيكي بيماري از جمله بيماري اين امروزه. و بررسي تست نتّاج تنها راه شناسايي ناقلين بود SCIDمبتلا به  ولد كره بيماردرگذشته ت
جفت باز  5كشف علت ژنتيكي اين بيماري نشان داد حذف . باشد كه مكانيسم نقص ژنتيكي ايجاد كننده آنها مشخص شده استمغلوبي مي

 .عامل اصلي بيماري است و در نتيجه اطلاعاتي را جهت انجام يك آزمايش ژنتيكي فراهم كرد DNA-PKCS در ژن كد كننده آنزيم
 طالعات گسترده اي روي تشخيص و شناسايي بيماري هاي ژنتيكي مغلوب در اسب در كشورهاي مختلف صورت گرفته است در گزارشم

ظاهر شده است و به نظر مي رسد  كه از طريق  هاي خطوط خوني مدرن گروه تقريبا در تمام  SCID:استامريكا آمده  Vet Genشركت 
اسب  9544،  2010مارس  24تا  1997شركت از زمان شروع آزمايش ژنتيكي در سال اين  .توليد مثل در سراسر جمعيت توزيع شده باشد

در پژوهشي كه قبلاً در ايران انجام شد همه  .)14( مبتلا بودند SCIDاز آنها به درصد  ٪34 آنها حامل و ٪ 5/16آزمايش كرده است كه  را
در جمعيت اسب هاي نژاد  SCIDو ناقل بيماري DNA-PKCS اين اولين گزارش از وجود آلل جهش يافته . نمونه ها سالم گزارش شدند

  . شودبررسي بيشتر جمعيت اسب هاي عرب و زاده هاي دو رگه آنها پيشنهاد مي. عرب ايراني است
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