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 چكيده

سويه از طيور  منفي در دو  هاي گر  ساكاريد باكتري عنوان گيرندۀ اصلي در شناسايي ليپوپلي به TLR4در اين مطالعه، ساختار ژن 

قطعوه پرنوده    120هواي اصولي مطالعوه شود. از      بررسي و بيان آن در برخوي از انودا    تااري لاين آرين و بومي آذرباياان غربي

در چهوار قطعوه از پرنودگان     TLR4كخ آنها استخرا  شد. با طراحي چهار ففت آغازگر اختصاصي، كخ ژن  DNAگيري و  خون

بررسي شد. بررسوي بيوان ژن    PANTHERافزار  اي بر عملشرد پروتئين با نر  ي شد. تأثيرات تغييرات اسيدآمينهياب هر سويه توالي

هاي كبد، طحال، و ريوه اناوا  گرفوت و سوپس تصواوير حاصوخ از        از بافت RNAكمّي پس از استخرا   نيمه RT-PCRبا روش 

تازيه شد. نتايج تحقيوق حاضور،    MINITABافزار آماري  از آن با نر هاي حاصخ  پردازش و داده Image  Jافزار الشتروفورز با نر 

هاي عملشرد پروتئيني نشان داد كوه هموۀ ايون تغييورات      ( را نشان داد. بررسيC2246A، و T1147C ،A1832Gفديد ) SNPسه 

تري را در مقايسوه بوا سوويۀ    در سويۀ آرين مقوادير بوالا   TLR4كنند. بيان ژن  نوكلئوتيدي در پروتئين مزبور اختلال ايااد مي تك

داري با هوم نداشوتند. باتوفوه بوه اهميوت بوالاي ايون ژن در سيسوتم ايمنوي ذاتوي و            بومي نشان داد ولي دو سويه تفاوت معني

عنوان كانديدي مرتبط بوا مقاوموت    تواند به شدن تغييرات نوكلئوتيدي فديد مؤثر بر ساختار پروتئين حاصخ، اين ژن مي مشخص

 معيت پرندگان مدنظر قرار بگيرد.ژنتيشي در ف

 ، ساختار پروتئين، مرغ.TLR4نوكلئوتيدي، ژن  بيان ژن، چندششلي تك ها: واژه كلید
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 مقدمه

هاي باكتريايي گور  منفوي همچوون سوالمونلوز،      در بيماري

علوت پخو  عاموخ بيمواري،      باسيلوز بوه  ، و كليپاستورلوز

ور بوه  خسارات اقتصادي سنگيني در صونعت پورورش طيو   

هوا   بيوتيوك  آيد. از طرا ديگور، اسوتفاده از آنتوي    وفود مي

زا بووا  هوواي بيموواري دليووخ اياوواد مقاومووت بووه بوواكتري  بووه

(، بنابراين انتخاب پرندگاني با 23هايي همراه است ) نگراني

توانود در بهبوود توليود موؤثر باشود.       سابقۀ ژنتيشي برتر مي

يرونووي سوواكاريدها كووه از افووزاي اصوولي غشوواي ب ليپوووپلي

هاي گر  منفي هستند، از بهترين الگوهواي پواتوژني    باكتري

هوواي محوورم ايمنووي شووامخ  هسووتند كووه انووواعي از پاسوو 

كنند  را تحريك مي 12التهابي اينترلوكين  هاي پي  سايتوكين

(12 .)TLR4 (Toll-Like Receptors-4 هووم گيرنووده )  اي

كه ( است TLRsهاي شبه تول ) فرد در بين گيرنده منحصربه

شناسود. تفواوت ژنتيشوي در     ساكاريدي را مي ليگاند ليپوپلي

تواند با ايااد تفواوت در مقاوموت در برابور     اين گيرنده مي

هوا و   هاي گوناگون منار به كاه  پاس  سوايتوكين  پاتوژن

هواي گور  منفوي     افزاي  استعداد ابتلا به عفونت با باكتري

 (. 24شود )

بوين پسوتانداران،    سيستم ايمني ذاتي از شباهت زيوادي 

شدت در  حشرات، و گياهان برخوردار است. اين سيستم به

يشووي از  TLRs(. 15طووي تشامووخ حفادووت شووده اسووت ) 

اعضاي اصلي سيستم ايمني ذاتي و رابط سيستم ايمني ذاتي 

 1ها و اكتسابي هستند كه الگوهاي مولشولي مرتبط با پاتوژن

(PAMPرا شناسايي مي )   وسوتازي  در برقوراري هم كننود و

(. 8و  4) ها نق  كليودي دارنود   ايمني و دفاع عليه عفونت

در پستانداران شناسايي شوده اسوت    TLRsنوع  13تاكنون 

                                                           
1. Pathogen Associated Molecular Pattern 

به يك محصول ميشروبي مشخص متصخ شده  TLRكه هر 

زا را  هاي مولشولي خاصي از عواموخ بيمواري   است و توالي

هواي ايمنوي بودن بوه      دهند و در شروع پاسو   تشخيص مي

(. ليگاندهايي 19هاي ميشروبي نق  محوري دارند ) پاتوژن

شووند ازنظور سواختاري     گوناگون شناسايي مي TLRsكه با 

متفوواوت و گونوواگون هسووتند و شووامخ محصووولات تمووا   

هوا توزيوع    ها هسوتند. ايون گيرنوده    هاي ميشروارگانيسم رده

، TLR1 ،TLR2ها دارند. از اين خوانواده   متفاوتي در سلول

TLR4 و ،TLR6 كه  شوند، درحالي ر سطح سلول بيان ميد

TLR3 ،TLR7 و ،TLR8    در ساختار داخخ سولولي يافوت

است  TLR4ها  ترين اين گيرنده شده (. از شناخته6اند ) شده

سواكاريد   عنوان گيرنودۀ اصولي در شناسوايي ليپووپلي     كه به

در  TLR4(. ژن 10كنود )  هاي گر  منفوي عموخ موي    باكتري

اگزون  سهقرار گرفته و داراي  17 روي كروموزو  پرندگان

هواي   مطالعات متعددي روي چندششلي .استاينترون  دوو 

( كووه 18و  16اناووا  شووده اسووت )  TLR4اگووزون سووو  

در پستانداران گونواگون،   TLR4بيشترين تنوع ژنتيشي بين 

( LRRدر حوزۀ خار  سلولي غني از تشرارهواي لوسوين )  

هووا  شووشلي(. دو مووورد از ايوون چند 20رخ داده اسووت )

(D299G, T399I   كه در حوزۀ خوار  سولولي ژن )TLR4 

واقع شده است، با تغيير در قودرت اتصوال ايون گيرنوده بوه      

طريوق   شوده از  هاي فرسوتاده  ليگاند، باعث اختلال در سيگنال

هاي اين منطقوه   (. اغلب چندششلي5شود ) مي TLR4گيرندۀ 

ر هوا موؤث   در تشخيص الگوهاي مولشولي مورتبط بوا پواتوژن   

 TLR4هستند. ازآنااكه تغيير باز در حوزۀ خار  سلولي ژن 

ممشن است بر بيان يا نحوۀ انتقال اين گيرنده به سطح سلول 

 TLR4دهوي پرنودگان داراي    مؤثر باشود، تفواوت در پاسو    

هوا   دليخ افزاي  بيوان ايون گيرنوده    يافته ممشن است به فه 

لوي سوطح   ها بيان دارد و در اغلب بافت TLR4(. ژن 5باشد )

هواي   هاي ايمني مانند شو ، تيمووس، غوده    بيان آن در اندا 

(. هنگوا   17ها است ) لنفي، كبد، و طحال بيشتر از ساير اندا 
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هواي گور  منفوي، سوطح بيوان ژن       چال  پرندگان با باكتري

TLR4هواي كبود و طحوال و ريوه افوزاي        ، اغلب، در بافت

هواي حيواتي در    عنوان بافوت  يابد، بنابراين اين بافت ها به مي

   (.14و  9گيرند ) بررسي بيان ژن فوق مدنظر قرار مي

در سيسوتم   TLRهواي خوانوادۀ    باتوفه به اهميوت ژن 

عنووان   كوه بوه   TLR4 ايمني ذاتي، بررسوي چندشوشلي ژن   

هااسووت،  شووده ايوون دسووته از ژن توورين عضووو شووناخته مهووم

 تواند در پيداكردن پرندگاني با مقاومت ژنتيشي بالاتر در مي

فمعيت كمك كند. هدا از اناا  تحقيق حاضور، بررسوي   

لايون   تاواري طيوور  در دو سوويه از   TLR4ساختاري ژن 

 است. بومي آذرباياان غربيو  آرين

 

 ها مواد و روش

و در  TLR4كه براي شناسايي سواختار ژن  در اين آزماي  

( اناوا  شوده اسوت، از پرنودگان     1راستاي تحقيق قبلوي ) 

و مرغ  عنوان سويۀ تااري به تي آرينوزن لاين گوش سنگين

پرندگان سوويۀ آريون از ايسوتگاه     اروميه استفاده شد. بومي

كنوار و   نژاد مرغ لاين آرين واقوع در بابوخ   پرورش و اصلاح

نژاد مورغ بوومي    پرندگان بومي از ايستگاه پرورش و اصلاح

كشواورزي   ۀغربي، بوه مرغوداري دانشوشد    استان آذرباياان

د. پوس از  شدنو پرورش داده درس انتقال دانشگاه تربيت م

مورغ   53قطعه پرنوده )  120از DNA گيري، استخرا   خون

شوده و   روش بهينوه  بهمرغ بومي اروميه(  67تااري آرين و 

 شد. كميت و كيفيوت ( اناا  13استخرا  نمشي ) ۀتغييريافت

DNA  روش اسوپشتروفتومتري و الشتروفوورز بور    حاصخ با

منظور طراحي آغازگر بوراي   س به. سپدش بررسيژل آگارز 

ابتوودا توووالي موورتبط بووه آن در طيووور از سووايت  TLR4ژن 

NCBI  ( با شمارۀ دسوتيابيNM_001030693.1  دريافوت )

( طراحوي و  7.0)نسوخۀ    Oligoافوزار  شد. آغازگرها با نور  

هوا در ژنوو  طيوور بوا      بوودن فايگواه اتصوال آن    اختصاصي

BLAST   احيوۀ كدكننودۀ ژن   تأييد شد. باتوفه بوه انودازۀ ن

ففت باز(، چهار ففت آغازگر بوراي تشثيور ناحيوۀ     2525)

 (.1كدكنندۀ اين ژن طراحي شد )فدول 

 

 TLR4شده برای تکثیر و بررسي بیان ژن  های آغازگر استفاده . توالي1جدول 

 دماي اتصال (5' → 3'توالي ) نا  آغازگر     
(° C) 

 طول محصول تشثيري

(bp) 

TLR-Forward1 TGAGGAGCAGGCGTGGTGAAG 64 
677 

TLR-Reverse1 CCTCAGGGCATCAAGGTCTCC  

TLR-Forward2 CCACATCCATACAATAGAAGA 59 
896 

TLR-Reverse2 CACTCAAATCTACAACCTCCA  

TLR-Forward3 TTGAGAGTGCTTCGTATTACC 61 
1021 

TLR-Reverse3 CTTGGTCTTTGCTGGAATGGA  

TLR-Forward4 ACTACTCATTGGTGCTGCTCA 61 
962 

TLR-Reverse4 GTTCAAAGCCAATAGTTCTGG  

GAPDH-Forward ACACCGATACAACACCACGCA 60 288 

GAPDH-Reverse GTATTCAAGTGTCCGATGGGT   
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 PCRهاي  ، چرخه PCRسازي محصولات منظور آماده به

درفوۀ   95شودن ابتودايي در دمواي     شامخ مرحلۀ واسرشت

اي شوامخ   مرحلوه  مدت پنج دقيقوه و دورۀ سوه   گراد به سانتي

گوراد   درفوۀ سوانتي   95شودن ابتودايي در دمواي     واسرشت

ثانيه، اتصال آغازگرها بوه رشوتۀ الگوو در بوازه      40مدت  به

 40مودت   اي ففت آغازگرهاي متفاوت بوه بر 60-64دماي 

گراد  درفۀ سانتي 72سازي قطعۀ موردنظر در  ثانيه، و طويخ

چرخه و در پايان مرحلۀ تشثير  35ثانيه با تشرار  45مدت  به

مودت پونج دقيقوه     گوراد بوه   درفۀ سانتي 72نهايي در دماي 

 (.1اناا  شد )ششخ 

صووورت  محصووولات حاصووخ از تشثيوور سووه پرنووده بووه

از هور سوويه     هوا  ي و يك نمونۀ تركيبي از بقيۀ پرندهتصادف

يابي به شركت ماكروژن )كورۀ فنووبي( ارسوال     براي توالي

هاي حاصوخ از تعيوين تووالي بوا      شدند. سپس تمامي توالي

( زيور  22( )1/2)نسخۀ  ClustalWو    MEGA5افزارهاي نر 

و نوواحي داراي حوذا،     رديف و مرتب شدند يشديگر هم

 مشخص شدند.  اايي يا فانشينياضافه، فاب

اي بور   آمينوه  بررسي توأثيرات احتموالي تغييورات اسويد    

(. 21بررسي شد )  PANTHERافزار  عملشرد پروتئين با نر 

يابي محصوولات   طور خلاصه، ابتدا توالي حاصخ از توالي به

PCR اي مربووب   براي هر سويۀ فداگانه به توالي اسيدآمينه 

 

هايي از تووالي كوه نقواب     دامه بخ به آن تبديخ شد و در ا

بودند، شناسوايي    تغيير داشتند و اسيد آمينه را نيز تغيير داده

افزار فووق معرفوي شودند. درنهايوت ميوزان توأثير        و به نر 

 TLR4نوكلئوتيدي بر عملشرد پروتئين  حاصخ از تغيير تك

 مشخص شد.

، پووس از TLR4منظووور بررسووي بيووان ژن  همچنووين بووه

شوركت   RNX-plus)بوا اسوتفاده از كيوت     RNAاستخرا  

هواي   هاي كبد، ريه، و طحال، غلظت نمونه سيناژن( از بافت

شده از هر سه بافت، با كمك اسپشتروفتومتر تعيين  استخرا 

هوا يشسوان شودند. در مرحلوۀ بعود بوا        شد و غلظت نمونه

شودند    ها بهينه ، نمونه GAPDHآغازگرهاي اختصاصي ژن 

بوراي بررسوي    cDNAهواي   ، نمونهو براساس شدت باندها

بوا   TLR4(. بيان ژن 1نرمال شدند )فدول  TLR4بيان ژن 

ها بررسي شد. به ايون صوورت كوه     آغازگر دو  روي بافت

بوراي هور سوه     كمّوي   نيموه  RT-PCRمحصولات حاصخ از 

نمونۀ بافت با سه تشرار براي هر دو گوروه آريون و بوومي    

گوارز زيور نوور    دست آمود و بانودهاي حاصوخ، در ژل آ    به

(. پووس از گوورفتن 2موواورانبنف  مشووخص شوودند )شووشخ 

)نسوخه   Image Jافزار  ها، باندهاي حاصخ با نر  تصاوير ژل

 هاي حاصخ تازيه شدند. ( پردازش و داده46/1

      
  (GeneRuler 0.5-10 kb DNA Ladderدر مقايسه با مقیاس ) درصد 5/1در ژل آگارز  TLR4ژن  PCR. الکتروفورز محصولات 1شکل 

 
 

ففت باز(    962ففت باز(      آغازگر چهار  ) 1021ففت باز(       آغازگر سو  ) 896ففت باز(              آغازگر دو  ) 677)آغازگر اول    
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بافت  ۀنمون PCRمربوط به سه تکرار از پرندگان بومي و آرين )اعداد يک تا سه مربوط به محصول  TLR4های آنالیز بیان ژن  . نمونه2شکل 

 يک درصد با الکتروفورز ژل آگارز ،بافت ريه ۀنمون PCRبافت طحال، هفت تا نه محصول  ۀنمون PCRكبد، چهار تا شش محصول 

 

 استفاده شد: TLR4براي آناليز بيان ژن  1از مدل آماري 

(1)   yijk = µ + Bi + Ti + eijk 

اٌموين  iاٌمين بافوت و   jاٌمين مشاهده از yijk ،kدر اين رابطه: 

 µسويه براي مقادير گوناگون حاصوخ از پوردازش بانودها،    

 j راث Tiاٌمين سويه )در دو سطح(، iاثر   Biميانگين فمعيت،

اثور تصوادفي باقيمانوده     eijkاٌمين بافت )در سوه سوطح(، و   

 افووزار و نوور  GLMهوواي حاصووخ بووا روش    اسووت. داده
MINITAB  روش كموك   به ها ميانگين( آناليز و 16)نسخۀ

 .ندشدمقايسه توكي 

 

 نتایج و بحث  

TLRs هايي كه اولين سد برخورد با  معمولاً بر سطح سلول

هوا   ترين بستر اين گيرنده ند. مهمشو ژن هستند، بيان مي آنتي

هواي دنودريتيك،    هايي همچوون ماكروفاژهوا، سولول    سلول

پسوتانداران   TLRs(. 3ها هسوتند )  ها، و مونوسيت نوتروفيخ

هواي   هوا كوه گونوه    در پاس  عليه انواع متفاوتي از مولشوول 

كننود، بوه عبوارت     آورند، شركت موي  وفود مي ميشروبي به

دهندۀ آسيب سلولي  در سلول نشانديگر بيان بالاي اين ژن 

انود   (. از طرا ديگر، مطالعات متعددي نشان داده25است )

بوا مستعدسواختن حيوانوات بوه       TLR4كه چندشوشلي ژن  

هواي گور  منفوي مورتبط اسوت كوه ايون         عفونت با باكتري

باعوث    TLR4ها با اختلال در عملشورد گيرنودۀ    چندششلي

طيوف مشخصوي از   ايااد تفاوت در پاس  ايمني ذاتوي بوه   

 (.11شوند ) هاي گر  منفي مي باكتري

در دو گووروه پرنوودگان  TLR4تشثيوور و تعيووين توووالي ژن 

هوا، شو  تغييور     رديفوي آن  شده در اين آزماي  و هم استفاده

 فووايي و يووا فانشوويني  فابووه
A834G ،T1147C ،G1455C ،

A1832G ،C2246A ،T2487G   .را در اگزون سو  نشوان داد

شده در ايون تحقيوق، سوه موورد از      ر مشاهدهاز بين ش  تغيي

(. بنوابراين  2به ثبوت رسويده اسوت )فودول      NCBIها در  آن

 C2246Aفايي  و فابه T1147C ،A1832Gتغييرات فانشيني 

 .(3فديد بود و در تحقيق حاضر مشاهده شد )ششخ 

نوكلئوتيوودي بوور عملشوورد  اثوور احتمووالي تغييوورات تووك

ررسووي شوود. نتووايج ب PANTHERافووزار  پووروتئين بووا نوور 

هووا، ميووزان اثرگووذاري تغييوور  آمووده از تازيووۀ داده دسووت بووه

اسوويدآمينه بوور عملشوورد پروتئينووي مووورد نظوور را نشووان داد 

(. مقادير مربوب به فانشيني در موقعيوت خواص   3)فدول 

( و احتمال اثر نامطلوب فانشويني   subPSECشده ) حفادت

(Pdeleteriousبا هم مرتبط هستند. هرچه مق ،) دار فانشيني در

تري را نشوان دهود،    شده عدد منفي موقعيت خاص حفادت

به هموان نسوبت احتموال اثور نوامطلوب فانشويني مقودار        

بيشتري خواهد داشت. به بيان ديگر، هرچه تأثير نوامطلوب  

دگرگوني اسيدآمينه بيشتر باشد، اثور تغييور بور اخوتلال در     

فانودار   عملشرد معمول پروتئين در سيستم بيولوژيشي بدن

 پرندگان بومي TLR4ژن 

 

 پرندگان آرين TLR4ژن 

 

 GAPDHژن 

 

 

1   2   3   4   5  6  7   8   9 

1   2    3   4   5   6  7   8  9 

1   2    3   4   5   6   7  8    9 
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، H383Yبيشتر خواهود بوود. در هور سوه تغييور پروتئينوي       

P611Q و ،E749A   فانشوووويني در موقعيووووت خوووواص

و احتمال اثر نامطلوب فانشيني  -3شده نزديك به  حفادت

دهند كوه حواكي از توأثير     را نشان مي 5/0عددي نزديك به 

بعودي و عملشوردي    دار اين تغييرات در سواختار سوه   معني

 (.3)فدول پروتئين است 
 

 *ها و محل وقوع آن شده در پرندگان مطالعه TLR4نوكلئوتیدی ژن  . تغییرات تک2جدول 

 mRNAموقعيت روي  تغييرات آللي موقعيت پروتئيني اي تغييرات اسيدآمينه عملشرد

Synonymous N/N[Asn]→[Asn] 278 A/G 834 

Missense Y/H [Tyr]→[ His ] 383 T/C 1147 

Synonymous L/L [Leu]→[Leu] 485 G/C 1455 

Missense Q/P [Gln]→[Pro] 611 A/G 1832 

Missense A/E [Ala]→[ Glu ] 749 C/A 2246 

Synonymous L/L [Leu]→[Leu] 829 T/G 2487 
اده شده كه باز سومت  و در ستون دو  تغييرات بازي توسط خط كسر نماي  د mRNAاز چپ به راست، در ستون اول، موقعيت تغييرات آللي روي  :*

حورا و   آمينه به دو صورت علامت اختصاري تك هاي سو  و چهار  موقعيت پروتئيني و تغيير اسيد چپ كسر به راست آن تغيير يافته است. در ستون

 دهد. ميحرفي نشان داده شده است. ستون پنام، نوع اثر تغييرات )خنثي و يا تغيير يك اسيدآمينه( در پروتئين حاصخ را نشان  سه

 
 Aو جابجايي باز ، 1147برای جايگاه C به  T، جانشیني باز 2246برای جايگاه A به  Cجايي باز  هترتیب از سمت چپ به راست جاب . به3شکل 

    1832برای جايگاه  G به

 

 PANTHERافزار  . بررسي اثر تغییر اسیدآمینه بر عملکرد پروتئین با نرم3جدول 

 شده فانشيني در موقعيت خاص حفادت امطلوب فانشينياحتمال اثر ن فايگزيني

H383Y 297/0 15/2- 

P611Q 467/0 87/2- 

E749A 486/0 95/2- 

 اي بر فعاليت پپتيدي هستند. دهندۀ ميزان اثرگذاري تغيير اسيدآمينه شده نشان هاي احتمال اثر نامطلوب فانشيني و فانشيني در موقعيت خاص حفادت نمايه  
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 1147بوواز تيمووين بووا سوويتوزين در فايگوواه  فانشوويني 

(T1147C  اسوويدآمينۀ آبگريووز تيووروزين را بووا اسوويدآمينۀ )

كنود. باتوفوه بوه اينشوه      دوست هيستيدين فايگزين مي آب

يشي از خصوصيات مهم اسيدهاي آمينه كه نق  مهموي در  

تاشدن پروتئين دارند خصوصيت آبگريوزي آنهاسوت، ايون    

باشد. مقادير دونمايۀ مربوب بوه  تواند حائز اهميت  تغيير مي

تواند بوا توأثير    اي در نتايج حاضر نيز مي اين تغيير اسيدآمينه

فايگزيني اسيدآمينۀ هيستيدين مطابقت داشته باشد )فدول 

( A1832G) 1832شده در باز شومارۀ   (. فانشيني مشاهده3

فقط در گروه آرين مشاهده شد كه باعث تغييور آدنوين بوه    

نتياۀ اين تغيير، فانشيني اسيدآمينۀ پرولين شود.  گوانين مي

و   ويوژه  ۀاز اسويدهاي آمينو   پرولينفاي گلوتامين است.  به

چون  ،ستها پروتئينفرد در ساختمان  يك تركيب منحصربه

كنواري   ۀبوا زنايور   مين متصخ به كوربن آلفوا  در آن عامخ آ

اسيدهاي آمينوه   ۀاز بقيرا  و آنصورت حلقه درآمده است  به

علت اينشه زنايرۀ فانبي در پرولين خيلي  كند. به مستثنا مي

هوواي فضووايي  غيرفعووال اسووت، قووادر نيسووت همووۀ آرايوو 

دليووخ عوود  پووذيرش   گونوواگون را بووه خووود بگيوورد و بووه 

نوودرت قووادر اسووت در  ت بووههوواي فضووايي متفوواو آرايوو 

مقابوخ   شوونده قورار بگيورد، در    هاي فعوال و اتصوال   فايگاه

وفور  شونده و فعال پروتئين به هاي اتصال گلوتامين در مشان

تواند سواختار پوروتئين    شود. اين تغيير احتمالاً مي يافت مي

TLR4  را در گروه آرين تغيير دهد. فايگزيني باز سيتوزين

( نيوز فقوط در گوروه    C2246A) 2246 با آدنين در فايگواه 

آرين مشاهده شود كوه اسويدآمينۀ غيرقطبوي آلانوين را كوه       

تر از بقيۀ اسيدهاي آمينوه   ترين اسيدآمينه و مخفي تحرم كم

در سوواختار پووروئتين اسووت را بووا اسوويدگلوتاميك كووه     

اي قطبووي و بوواردار اسووت و معمووولاً در سووطح   اسوويدآمينه

هواي فعوال    وانوي در فايگواه  فرا گيرد و بوه  پروتئين قرار مي

كنوود. ايوون دو تغييوور  پووروتئين حضووور دارد، فانشووين مووي

متضاد هاي  نوكلئوتيدي باعث فايگزيني اسيدآمينه با ويژگي

ازنظر قطبيت و نحوۀ قرارگيري در ساختمان پروتئين شوده  

ترديود موفوب توأثيرات بسوزايي در سواختار       است كه بوي 

واهد بوود. باتوفوه   در پرندگان آرين خ TLR4پروتيئني ژن 

تووأثيرات  subPSECو  Pdeleteriousبووه مقووادير دو معيووار 

اي در ساختار پروتئين حاصوخ،   سون اين تغييرات اسيدآمينه

(. فانشوويني اسوويدآمينۀ 3بسوويار محتمووخ اسووت )فوودول  

بيشوترين توأثير را    749فاي آلانين در فايگاه  گلوتاميك به

ن باتوفوه بوه   (. همچنوي 3در ساختار پروتئين دارد )فدول 

 TLR4اينشه اين تغيير در حووزۀ خوار  سولولي پوروتئين     

تواند عملشرد پروتئين را تحت توأثير قورار دهود      است، مي

ازطريووق ايوون حوووزه صووورت  TLRsزيوورا انتقووال پيووا  در 

 (. 7گيرد ) مي

ها روي اگوزون سوو  ايون ژن واقوع      همۀ اين چندششلي

توانند  تغييرات، مي بودن اين اند و باتوفه به ميزان مخرب شده

را دچار تغيير كنند و با تغيير در ميوزان   TLR4ژن   TIRحوزۀ 

هواي   تمايخ اين گيرنده به ليگانود باعوث اخوتلال در سويگنال    

(. حووزۀ  3شوند )فودول    TLR4شده ازطريق گيرندۀ  فرستاده

TIR هاي سيتوپلاسومي كنوار هوم، آنهوا را      ، با قراردادن حوزه

و موفووب تسووهيخ در فراخووواني و كنوود  هووم نزديووك مووي بووه

 (. 7شود ) سازي فاكتورهاي رونويسي متفاوت مي فعال

با پردازش تصاوير حاصوخ از الشتروفوورز محصوولات    

PCR  افزار  با نر Image J   .مقادير كمّي بيان ژن تعيوين شود

را در  TLR4سووويۀ آريوون مقووادير بووالاتري از بيووان ژن    

ۀ بومي داشت، ولوي  هاي كبد و ريه در مقايسه با سوي بافت

در  TLR4داري بين دو سويه ازنظور بيوان ژن    تفاوت معني

شده، مشاهده نشد. در توافق با ايون امور،    هاي بررسي بافت

در سه لايون ژنتيشوي    TLR4ها، بيان ژن  طبق ديگر گزارش

متفوواوت در بافووت طحووال و سووشو  پرنوودگان تفوواوت     

اينشوه  (. از طورا ديگور، باتوفوه بوه     2داري ندارند ) معني

هاي گر  منفي است، احتمالاً  ، باكتريTLRsمحرم فعاليت 

  هاي گر  منفي عد  چال  پرندگان در اين تحقيق با باكتري

در پرنوودگان  TLR4از دلايووخ عوود  تفوواوت در بيووان ژن  

 دوسويۀ تااري آرين و بومي اروميه است.

http://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%B1%D9%88%D8%AA%D8%A6%DB%8C%D9%86
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 دو گروه بومي و آرين( در 3(، ريه )2(، طحال )1های كبد ) . سطح بیان در بافت4شکل 

 

هاي گوناگون در  در بافت TLR4تفاوت ميزان بيان ژن 

(. نتياوۀ حاصوخ بوا نتوايج     4دار نبود )ششخ  سويه معني يك

ساير مطالعوات در طيوور يشسوان بوود و بررسوي بيوان ژن       

TLR4 داري را نشوان   هاي ريه و كبد تفاوت معني در بافت

سواكاريد   پليليپوو  TLR4(. محورم بيوان بوراي ژن    9نداد )

هاي گر  منفي است كه معمولاً بررسي بيان ژن فوق  باكتري

شوده بوا    هواي سوالم و چوال     صورت گروه در مطالعات به

گيورد.   گر  منفي )معمولاً سالمونلا( مدنظر قرار موي   باكتري

سوانمونلا  هاي گر  منفي همچوون   هنگا  عفونت با باكتري
 TLR4التهواب و  ساكاريد منبوع عمودۀ    ، ليپوپلياينتريتديس

سواكاريد اسوت.    اي بسيار مهم براي تأثيرات ليپووپلي   واسطه

سواكاريد بوه    ، در ابتودا ليپووپلي  TLR4شودن   منظور فعال به

شوونده بوه آن در خوون يوا مايعوات       پروتئين محلول متصخ

شود و سپس اين ماموعوه باعوث    خار  سلولي متصخ مي

هواي   سواكاريد بوه سوطح سولول     تسهيخ در انتقوال ليپووپلي  

 شود.  دهنده مي پاس 

باتوفه به اهميت زياد اين ژن در سيستم ايمني ذاتوي و  

شدن تغييرات نوكلئوتيدي فديد مؤثر بور سواختار    مشخص

توانود   پروتئين حاصخ، بررسي اين تغييرات در فمعيت مي

در مطالعات بعدي براي دستيابي به ماركر ژنتيشي مرتبط بوا  

رار گيرد. همچنين الگوي مقاومت ژنتيشي پرندگان مدنظر ق

هوواي گونوواگون  در بافووت TLR4بيووان ژنووي يشسووان از ژن 

تواند  دهد كه تغيير بيان اين ژن مي حياتي پرندگان نشان مي

عنوووان الگوووي ژنتيشووي در درگيووري يووا عوود  درگيووري  بووه

كوار بورده    پرندگان به عفونت باكتريايي در مزارع تااري به

 شود.

 

 منابع

،مقصووودي .1 ،يزيواعووظ ترشوو ع  و  ع ا مسووعودي ر 

دوشوشلي فنسوي در    (1392)   ا كريمي ترشويزي 

سويه از طيور تاواري   پاس  ايمني سلولي و خوني دو

علو  دامي ايوران.   .غربي لاين آرين و بومي آذرباياان

44(4 :)374-367 

2. Abasht B, Kaiser MG, Vander PJ and Lamont 

SJ (2009) Genetic lines differ in Toll-like 

receptor gene expression in spleens of chicks 

inoculated with Salmonella Entericaserovar 

Enteritidis. Poultry Science. 88: 744-749. 

3. Akira Sh, Uematsu S and Takeuchi O (2006) 

Pathogen Recognition and Innate Immunity. 

Cell. 124(24): 783-801. 

4. Akira Sh (2004) Toll receptor families: 

structure and function. Seminars in 

Immunology. 16: 1-2. 

.



 غربي سويه از طیور تجاری لاين آرين و بومي آذربايجان دو در  TLR4 ژنبررسي ساختار 

 

 1394بهار و تابستان   1شماره   17دوره 
17 

5. Arbour NC, Lorenz E, Schutte BC, Zabner J, 

Kline JN and Jones M (2000) TLR4 mutations 

are associated with  endotoxin 

hyporesponsiveness in humans. Nature 

Genetics. 25(2): 187-91. 

6. Cognasse F, Hamzeh H, Chavarin P, Acquart S, 

Genin C and Garraud O (2005) Evidence of 

Toll-like  receptor  molecules  on  human 

platelets. Immunology and Cell Biology. 83(2): 

196-8. 

7. Horng T and Medzhitov R (2001) Drosophila 

MyD88 is an adapter in the TOLL signaling 

pathway. Proceeding of the National Academy 

of Sciences. 98: 12654-12658. 

8. Lemaitre B, Nicolas E, Michaut L, Reichhart 

JM and Hoffmann JA (1996) The  dorsoventral  

regulatory  gene  cassette  spätzle/Toll/cactus 

controls  the  potent  antifungal  response  in  

Drosophila  adults. Cell. 86(6): 973-83. 

9. Leveque G, Forgetta V, Morroll S, Smith AL, 

Bumstead N, Barrow P, Morgan K and Malo D 

(2003) Allelic variation in TLR4 is linked to 

susceptibility to Salmonella entericaserovar 

Typhimurium infection in chickens. Infection 

Immunity. 71(3): 1116-1124. 

10. Lien E, Means TK, Heine H, Yoshimura A, 

Kusumoto S and Fukase K (2000) Toll-like 

receptor 4 imparts ligand-specific recognition  

of  bacterial  lipopolysaccharide. Clinical 

Investigation. 105(4): 497-504. 

11. Machida K, Cheng KT, Sung VM, Levine AM, 

Foung S and Lai MM (2006) Hepatitis C virus 

induces toll-like receptor  4  expression,  

leading  to enhanced  production  of  beta  

interferon  and  interleukin-6. Virology. 80(2): 

866-874. 

12. Marques JT and Williams BR (2005) 

Activation of the mammalian immune system 

by siRNAs. Nature Biotechnology. 23(11): 

1399-1405. 

13. Miller SA, Dykes DD and Polesky HF (1988) 

A Simple Salting out Procedure for Extracting 

DNA from Human Nucleated Cells. Nucleic 

Acids Research. 16(3): 1215. 

14. Muhammad I, Victoria JP and Adrian LS 

(2005) Expression patterns of chicken Toll-like 

receptor mRNA in tissues, immune cell subsets 

and cell lines. Veterinary Immunology and 

Immunopathology. 104(2005): 117-127. 

15. Mushegian A and Medzhitov R (2001) 

Evolutionary perspective on innate immune 

recognition. Cell Biology. 155: 705-10. 

16. Noreen M, Shah MA, Mall SM, Choudhary S, 

Hussain T and Ahmed I (2012) TLR4 

polymorphisms and disease susceptibility. 

Inflammation Research. 61(3): 177-88. 

17. Pan ZY, Chen Z, Liu L, Cao YZ, Xie KZ, Yang 

JS, Huang XG, Wu SL and Bao WB (2011) 

Differentiation of Porcine TLR4 Gene 

Expression in Piglets of Different Ages. Animal 

and Veterinary Advances. 10(17): 2312-2316. 

18. Rallabhandi P, Bell J, Boukhvalova MS, 

Medvedev A, Lorenz E and Arditi M (2006) 

Analysis of TLR4  polymorphic variants: new 

insights into TLR4/MD-2/CD14 stoichiometry, 

structure and signaling. Immunology. 177(1): 

322-32. 

19. Sabroe I, Read RC, Whyte MK, Dockrell DH, 

Vogel SN and Dower S (2003) Toll- like 

receptors in health and disease: Complex 

questions remain. Immunology. 171: 1630-1635. 

20. Smirnova I, Poltorak A, Chan EKL, McBride C 

and Beutler B (2000) Phylogenetic variation 

and polymorphism at the Toll-like receptor 4 

locus (TLR4). Genome Biology. 1: 1-10. 



 اكبر مسعودی، رسول واعظ ترشیزی ثنا فرهادی، علي

 

 1394بهار و تابستان   1شماره   17دوره 

18 

21. Thomas P and Kejariwal A (2004) Coding 

single-nucleotide polymorphisms associated 

with complex vs. Mendelian disease: 

Evolutionary evidence for differences in 

molecular effects. PNAS. 101: 15398-15403. 

22. Thompson JD, Higgins DG and Gibson TJ 

(1994) CLUSTAL W: Improving the sensitivity 

of progressive multiple sequence alignment 

through sequence weighting, position specific 

gap penalties and weight matrix choice. Nucleic 

Acids Research. 22: 4673-80. 

23. Tollefson L, Fedorka PJ and Angulo FJ (1999) 

Public health aspects of antibiotic resistance 

monitoring in the USA. Acta Veterinaria 

Scandinavica. 92: 67-75. 

24. Werling D and Jungi TW (2003) TOLL-like 

receptors linking innate and adaptive immune 

response. Veterinary Immunology and 

Immunopathology. 91: 1-12. 

25. Wigley P, Hulme SD, Bumstead N and Barrow 

PA (2002) In vivo and in vitro studies of 

genetic resistance to systemic salmonellosis in 

the chicken encoded by the SAL1 locus. 

Microbes and Infection. 4: 1111-1120. 




