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  یدهچک

 8که عامل رشد و تمایز شماره ) MSTN(میوستاتین 
5

 )GDF8 (شود از گروه عوامل تغییر رشد بتانیز نامیده می 
6

) TGFβ (باشد می

ژن میوستاتین به ) UTR'3 (3در ناحیه ترجمه نشده َ) SNP(نوکلئوتیدي یک چند شکلی تـک. که در کاهش رشد در پستانداران نقش دارد

 رتروفیعنوان عامل هایپ
7

در این تحقیق، براي . نژادهاي گوسفند اروپایی تشخیص داده شده است) OAR2 (2 عضله در کروموزوم شماره 

   رأس بره17 و 24، 20ترتیب از ژن میوستاتین در نژادهاي گوسفند شال، زندي و زل به) SNP(نوکلئوتیدي شناسایی چندشکلی تک

یابی  انجام و از روش توالیPCR جفت بازي ژن موردنظر 1003و براي تکثیر قطعه تخراج اسDNAها از نمونه خون بره. گیري شدخون

) UTR'3 (3با مقایسه توالی قطعه موردنظر با توالی موجود در بانک ژن در ناحیه ترجمه نشده َ. براي تشخیص چندشکلی استفاده شد

  . پ عضله مضاعف نقش ندارد هستند که در ایجاد فنوتیGمشخص شد که کلیه گوسفندان داراي آلل 

  

PCR، دار، گوسفند زلنوکلئوتیدي، ژن میوستاتین، گوسفند دنبهچندشکلی تک: کلمات کلیدي
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قدمهم                                        

) عضله و چربی(براي تعیین درصد اجزاي لاشه گوسفند 

طور غیرمستقیم و  لذا این عمل به،لازم است حیوان کشتار شود

از روشهاي اولتراسونیکبا استفاده 
1

اي و یا توموگرافی رایانه
2
 

 ولی هزینه انجام این روشها زیاد بوده و نیاز به ،شودانجام می

  از طرفی با تشخیص .باشدهاي خاص میامکانات و دستگاه

هاي بزرگ اثرژن
3

کننده صفت کمی و نوکلئوتیدهاي کنترل
4
 

)QTN (هبود صفت از توان به بمی مؤثر بر صفات عضله و لاشه

  ).7( نیز اقدام نمود (MAS)کارگیري اطلاعات ژنتیکی طریق به

هاي بزرگ اثر مربوط به عضله و تحقیقاتی در مورد ژن

ترکیب چربی مانند کالیپیج
5

هاي عضله راسته، ژن
6

) REM یا 

کارول
7

قسمتی ). 14 و 9، 5(و ژن میوستاتین انجام گرفته است ) 

 گوسفند2از کروموزوم 
8

 )OAR2 (که شامل ژن میوستاتین  

 داراي اثر عمده بر رشد عضله در گوسفند نژاد تکسل ،باشدمی

بلژیک و رشد عضله و عمق چربی گوسفند نژاد تکسل نیوزیلند، 

انگلستان و نژاد شاروله
9

با تجزیه و تحلیل ). 12 و 8(باشد  می

صفات زیادي در گوسفند نژاد تکسل نیوزیلندي آشکار شد که 

ارتباط براي صفات عضله و چربی در قسمت پاترین قوي
10
 

همچنین در بررسی گوسفندان تکسل بلژیک با ). 8(قرار دارد 

 و تلاقی برگشتیF2استفاده از کاربرد طرح 
11

   با

 نیز کشف گردید که در تطابق با QTLهاي رومانف، یک میش

 متوالی تمام ناحیه کدکننده ،در یک تحقیق). 11(نتایج قبلی بود 

                                                          

1 - Ultrasonic scanning

2 - Computer tomography

3 - Major gene

4 - Quantitative trait nucleotides

5 - Callipyge

6 - Rib-Eye muscling

7 - Carwell

8 - Ovis Aries Chromosome 2

9 - Charollais

10 - Leg

11 - Backcross

در گوسفند تکسل عضله مضاعف تعیین و )CDs(وستاتین ژن می

) رومانف معمولی(مشخص شد که توالی آن با گروه شاهد 

این موضوع نشان داد که چندشکلی مؤثر در ).12(تفاوتی ندارد 

ایجاد عضله مضاعف ممکن است در بیرون از نواحی کدکننده و

نزدیک به کننده و یا در ژنی پیوسته و بسیار در نواحی تنظیم

  ).8 و 7(میوستاتین باشد 

 GDF8 ژنومیک که شامل DNA کیلو باز از 5/10با بررسی 

نوکلئوتیدي دوآللی دو چندشکلی تک DQ530260)(بود 

ها در بین گوسفندان مشخص گردید که تفاوت فراوانی آللی آن

نخستین ). 4(دار بود تکسل عضله مضاعف و گروه شاهد معنی

.g(چندشکلی  - 2449G>C ( کیلو باز بالادست جایگاه 5/2در 

پس از تشخیص این چندشکلی، . شروع رونویسی میوستاتین بود

. بررسی نگردید) رشد عضله و چربی (GDF8اثر آن بر عملکرد 

.g)چندشکلی دوم  + 6223G>A) در ناحیه ترجمه نشده 

)3'UTR ( قرار داشت)در یک مطالعه دیگر، این جهش). 7  

). 4(تشخیص داده شد  UTR'3ر ناحیهدر سطح مولکولی د

 باعث ایجاد 6223Aدهد که حضور آلل ها نشان میبررسی

جایگاه نادرست اتصال 
12

miRNA گردد که در  می206 و 1 هاي

 و  mRNAبا اتصال بهعضلات بدن به وفور وجود دارد و 

ممانعت از ترجمه میسوتاتین منجر به فنوتیپ عضله مضاعف 

اي با طول رشته تکRNAهاي لکول ها موmiRNA. شودمی

 ها mRNAبه  نوکلئوتید هستند که تظاهر ژن را با اتصال23-21

عامل  به عنوان Aرسد که آلل کنندبنابراین، به نظر میتنظیم می

کند و ژنتیکی افزایش عضله در گوسفندان تکسل عمل میاصلی 

شود کننده صفت کمی درنظر گرفته میبه عنوان نوکلئوتید کنترل

)7 .(  

کننده صفت کمی ژن میوستاتین که تاکنون نوکلئوتید کنترل

 در گوسفندهاي ایرانی بررسی نشده است،  قرار داردUTR'3در 

گوسفندان نژاد بلوچی ایران بخشی  هاي دیگر درولی در جایگاه

                                                          

12 - MicroRNA
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از اینترون اول و دوم میوستاتین بررسی و مشخص شد که 

 با ارزش BB و AB هايژنوتیپداراي چندشکلی بوده و

 در گوسفندان نژاد ،همچنین. اصلاحی وزن تولد همبستگی دارد

سنجابی ایران نیز چندشکلی دیگري بررسی شد که فراوانی 

، 0/2ترتیب  بهmm و MM ،Mmهاي ژن میوستاتین ژنوتیپ

 درصد تشخیص داده شد و فراوانی آللی براي 76/96 و 33/1

 و 2( برآورد گردید 97/0 و 03/0ترتیب  نیز بهm و Mهاي آلل

3 .(  

جثه  و باشدنژاد زندي بومی منطقه ورامین و قم می

از و باشد  نژاد شال بومی استان قزوین می.ی داردمتوسط

نژادهاي سنگین وزن، بزرگ جثه و چند قلوزا است و نژاد زل 

و دنبه از نژادهاي کوچک جثه و بیبوده و بومی استان مازندران 

در این تحقیق، وجود ). 1( محسوب می شود دار ایراندم

کننده صفت کمی مربوط به عضله در ژن نوکلئوتید کنترل

میوستاتین در نژادهاي گوسفند شال، زل و زندي بررسی شد تا 

در صورت همبستگی ژن با صفات رشد و ترکیب لاشه، در 

گرهاي انتخاب به کمک نشانبرنامه
1

  .  استفاده شود

  

  مواد و روشها

 17(، زل ) رأس20(نژاد شال هاي سهبرهوداجوریداز

موجود در مزرعه آموزشی پردیس ) رأس24(و زندي ) رأس

آزمایشگاه گروه ژنتیک گیري و بهابوریحان، دانشگاه تهران خون

 فناوري منتقلزیستوژنتیکملی مهندسیپژوهشگاهپزشکی

 DIAtom DNAکیتازاستفاده باDNAاستخراج .گردید

Prep100براي تعیین غلظت . شد انجامDNA استخراج شده از 

 DNA میکرولیتر نمونه خون از روش مقایسه الگوي 100

استخراج شده با مارکر غلظتی از الکتروفورز روي ژل آگارز یک 

شکل ( ولت به مدت یک ساعت استفاده شد 80درصد و ولتاژ 

.gتعیین چندشکلی تک نوکلئوتیدي براي). 1 + 6223G>Aاز   

 توالی ژنومی گوسفندآغازگر براساسجفتیک

                                                          

1 - Marker assisted selection (MAS)

)
2

DQ530260 (استفاده شدبود،شدهقبلاً طراحیکه ) 2شکل (

)4.(

ناحیه ازبازجفت1003قطعه دارايیکآغازگراین

3'UTRواکنش .کندرا تکثیر می ژن میوستاتین گوسفند 
3

PCR 

  باDNA میکرولیتر با محتویات یک میکرولیتر 25در حجم 

 میکرولیتر از هر یک از آغازگرها با 5/0 نانوگرم، 100غلظت 

 PCR میکرولیتر بافر 5/2 پیکومول در هر میکرولیتر، 10غلظت 

 10 میکرولیتر داکسی نوکلئوتیدها با غلظت X10 ،5/0با غلظت 

 50میکرومولار، یک میکرولیتر کلرید منیزیم با غلظت 

پنج یمراز با غلظت  پلTaq میکرولیتر آنزیم 2/0میکرومولار، 

واکنش .  میکرولیتر آب انجام شد8/18و واحد در هر میکرولیتر 

با برنامه حرارت 
°C95سازي اولیه به مدت پنج  براي واسرشته

 چرخه در دماي 30دقیقه و تعداد 
°C95سازي به  براي واسرشته

مدت یک دقیقه، دماي 
°C55 به منظور اتصال آغازگرها به مدت 

ي یک دقیقه و دما
°C72 براي بسط آغازگرها به مدت یک دقیقه 

و براي بسط نهایی در دماي 
°C72 به مدت پنج دقیقه در دستگاه 

 از ژل PCRبراي مشاهده محصولات . ترموسایکلر انجام شد

.  به مدت یک ساعت استفاده شد80آگارز یک درصد و ولتاژ 

چون هدف . آمیزي ژل با اتیدیوم بروماید انجام گرفترنگ

یابی ین چندشکلی تک نوکلئوتیدي با استفاده از روش توالیتعی

 و تعیین PCRهاي حاصل از بود، خالص کردن کلیه نمونه

توالی
4

 ثطعه موردنظر توسط شرکت ماکروژن
5

 کشور کره جنوبی 

ها با یکدیگر و با براي مقایسه و مطابقت توالی. انجام گرفت

 SeqManافزار از نرمNCBIتوالی مرجع در سایت

(DNASTAR)استفاده شد .

  

                                                          

2 - Accession number

3 - Polymerase chain reaction

4 - Sequencing

5 - Macrogene

6 - National Center for Biotechnology  Information
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  ) جفت باز100( مارکر غلظتی M استخراج شده روي ژل آگارز  یک درصد و DNA - 1شکل 

  

آغازگر پیشرو

  

5'- TTT GGT ATA TTT TTA CAG TAA GGA C -3'  

  'TAA ATA GTG TTG CAC TTA AGG ATT C -3 -'5آغازگر پسرو

  و پسروهاي آغازگر پیشرو توالی - 2شکل 

  نتایج و بحث                                

 جفت باز از ژن میوستاتین با واکنش 1003قطعه داراي 

مراز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی، برنامه زنجیره پلی

حرارتی مناسب بدون قطعات غیراختصاصی تکثیر شد و با نتایج 

  ).7 و 4) (3شکل (دیگر محققین مطابقت داشت 

ها براي ملیات تعیین توالی نشان داد که کلیه نمونهع

شکل ( بودند Gنوکلئوتیدي موردنظر داراي آلل چندشکلی تک

 و آلل جهش G( ،100(ترتیب فراوانی آلل وحشی بدین). 4

کننده صفت ، صفر درصد بود که عدم نوکلئوتید کنترل)A(یافته 

د و ده در جمعیت مورد را نشان میAیا آلل ) QTN(کمی 

این امر نشان ). 6 و 4(باشدیمشابه با برخی تحقیقات دیگر م

دهد که توالی ژن میوستاتین در این نژادها بسیار حفاظت می

شده
1

  اند که ژن میوستاتینتحقیقات دیگر نیز نشان داده.  است

هاي مختلف بسیار محافظت شده است یعنی کمتر دچار در گونه

آغازگرهایی ). 13 و 10(تجهش و تغییر نوکلئوتیدي شده اس

که براساس ژن میوستاتین گاوي طراحی و سنتز شده بودند براي 

این امر دلیل بر . اندژن میوستاتین گوسفند بلوچی نیز تکثیر شده

فراوانی آلل ). 3(فظت شده بودن توالی ژن میوستاتین است احم

 در سایر نژادهاي گوسفند نظیر رومانف، Aجهش یافته 

نوس، لدو فرانس، بلانک دوسنترال کوپ ورث، سافولک، مری

لیستر، رامنی، سات دان، تیبتان و بریچون دوچر نیز صفر درصد 

 در نژادهاي Aفراوانی آلل جهش یافته . گزارش شده است

، 5/12ترتیب لینکلن، پل درست، تکسل و وایت سافولک به

).10 و 7 ، 4( درصد گزارش شده است 3/9 و 6/94، 5/12

                                                          

1 - Conservative
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  ) جفت باز100( مارکر غلظتی M جفت باز روي ژل آگارز یک درصد و 1003 با GDF8 ژن UTR'3 ناحیه PCR محصولات - 3شکل 

 از ترجمه میوستاتین جلوگیري کرده و منجر به Aآلل 

به عنوان متغیر لذا . گردد و رشد مینیعضلاتوده افزایش 

  ژنتیکی اصلی افزایش عضله در گوسفندان و نوکلئوتید

شود که در صورت کننده صفت کمی درنظر گرفته میرلکنت

هاي توان از آن به عنوان نشانگر مناسبی در برنامهمشاهده می

  ). 7 و 4(انتخاب استفاده کرد 

فنوتیپ عضله مضاعف در نژادهاي گوسفند شال، زل و 

زندي وجود ندارد، اما عدم مشاهده این فنوتیپ دلیلی بر عدم 

نوان مثال، در نژادهاي لینکلن، پل درست به ع. باشد نمیAآلل 

و وایت سافولک که این عضله مضاعف نیستند ولی داراي آلل 

A اثر آلل ). 10( هستندA در این سه نژاد بر افزایش عضله 

).10(دار است معنی

  بلوچیان گوسفنددیگر ژن میوستاتین در هاي بخش

  

حی وزن ارتباط ارزش اصلا. مطالعه شده استو سنجابی ایران 

 ژن میوستاتین BBو AB هاي تولد گوسفندان بلوچی با ژنوتیپ

هاي در نژاد سنجابی فقط بررسی). P<) (3 05/0(دار بود معنی

مولکولی انجام شده و مطالعات همبستگی ژن میوستاتین انجام 

براساس اطلاعات موجود، تاکنون در مورد این ). 2(نشده است 

می در ژن میوستاتین نژادهاي کننده صفت کنوکلئوتید کنترل

توان این مختلف گوسفند ایرانی تحقیقی انجام نشده است و نمی

. نتایج را با سایر نژادهاي ایران مقایسه نمود

  

  قدردانیوتشکر

وژنتیکمهندسیملیپژوهشگاهوسیله از مدیریتبدین

  .گرددمیقدردانیفناوريزیست
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)a(

  

)b(  

(c)

  

)d(  
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Abstract

Myostatin (MSTN), also known as growth and differentiation factor-8 (GDF8), is a member of the 

transforming growth factor beta (TGF-β) superfamily that decreases growth in mammals. A single 

nucleotide polymorphism (SNP) in the myostatin (GDF8) 3'UTR of OAR2 has been known as responsible 

for muscular hypertrophy in foreign breeds. In this study, in order to identify single nucleotide 

polymorphisms (SNP) in the myostatin (GDF8) gene, blood samples were collected from a population set of 

Chaal (n = 20), Zandi (n = 24) and Zel sheep (n = 17) lambs. Genomic DNA was extracted from the whole 

blood samples and polymerase chain reaction (PCR) was carried out in order to amplify a 1003 bp fragment 

of the target gene and PCR products sequenced to detect single nucleotide polymorphism (SNP). 

Comparison of the sequence of the target gene in Gene Bank with our results of sequencing showed all 

animals had the g. + 6223G allele in the 3'UTR of myostatin which do not cause double muscle (DM) 

phenotype.
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