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 چکیده

هدف .گذاری و چندقلوزایی مؤثر استخمکهای مؤثر بر باروری شناخته شده است که در افزایش نرخ تعنوان یکی از ژنبه GPR54ژن 

و  SSCP)ای فضایی)درگوسفند با کمک روش چندشکلی تک رشته GPR54های موجود در ژن چندشکلیشناسایی پژوهشاز این 

فند سنجابی از رأس گوس 100از  مطالعه در این چندقلوزایی بود.  های موجود در ژن موردنظر با صفتبررسی ارتباط چندشکلی

با استفاده از DNA. آزمایشگاه منتقل شدکه به جمع آوری شدنمونه های خون ایستگاه تحقیقاتی مهرگان واقع در استان کرمانشاه 

ز چندشکلی اانجام گرفت.  GPR54)شرکت سیناژن( استخراج گردید و واکنش زنجیره پلیمراز جهت تکثیر ژن  DNAکیت استخراج 

به مدت  8آمید ها روی ژل آکریل. الکتروفورز عمودی نمونهانجام گرفتها، ( برای تعیین ژنوتیپ نمونهSSCP) DNAفضایی تک رشته 

 36نیبا فراواتیپی الگوی ژنو سهیترات انجام شد که در نتیجه آن صورت گرفت. رنگ آمیزی به روش نقره ن 200ساعت و با ولتاژ  4

 درصد مشاهده شد.  40و  24و
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 مقدمه

ترین عوامل موثر بر افزایش کارایی تولیدمثل و به دنبال آن افزایش کارایی اقتصادی در از مهم زاییبالابودن نرخ تخمک گذاری و بره 

و گیرنده G های متصل شونده به پروتئینیکی از اعضای خانواده ردوپسین از گیرندهآیند. حساب میصنعت پرورش گوسفند به

های محیطی در بافت GPR54(. ژن Chu et. al.,2012باشد )( میGPR54) Gمتصل به پروتئین  54ده ژنوس کیسپپتین گیرنآندو

 ایشز نوبتهر در متولدشدهتعدادبره شود. طور عمده در هیپوتالاموس بیان میها وبهها، بیضهمختلفی ازجمله جفت، پانکراس، کلیه

 همچنین (.Shoenion& Burfening;1990د )دار قرار جنین ماندنی زنده و لقاح گذاری،نرختخمک نرخ مانند مختلفی عوامل تاثیر تحت

 توان،توانمی هاآن کنترلو  عوامل این با شناسایی باشند،بنابراینمی غیرژنتیکی تاثیرعوامل تحت نیز تولیدمثلی صفات که جاییازآن

گذاری ها و نرخ تخمکسه دسته ژن به طور مؤثر بر رشد فولیکول (.Savar-Sefli et al.,2010داد ) افزایش را حیوان تولید و تولیدمثل

باشد. تمامی این می BMP15ترین آنها که معروف BMPو دسته  BMPR1B  ،GDF9 یا ALK6اند از شناسایی شده است که عبارت

از دیگر گذاری مؤثرند. ولیکولی و نرخ تخمکف های مؤثر بر رشدبوده که بر تنظیم بیان و ترشح هورمونTGFβها جزو خانواده بزرگ ژن

های جانداران یافت شده هستند که در بسیاری از گونه GPR54وKissهایگذاری ژنهای موثر بر فعالیت رشد فولیکول و تخمکژن

گیرنده . Mekkawyetal., 2010) )عمدتا در سطح مغز برای کنترل عملکرد تولید مثل عمل میکند  Kisspeptin-GPR54سیستم است. 

 Lee et )جدا شد  1999شود،در ابتدا از مغز موش درسال نامیده می KiSS1RیاAXOR12، که همچنین به نام  G (GPR54) پروتئینی

al.,1999).Mingxing (پلی2012و همکاران )های مورفیسم ژنGPR54  وKiss1 ها با تعداد بره در هر زایش را مورد و ارتباط آن

مورد مطالعه قرار  PCR-SSCPبه روش  GPR54از ژن  5و اگزون 2، اگزون1و اگزون  kiss1از ژن  1بررسی قرار دادند نواحی اگزون 

ممکن است در ارتباط با  GPR54و  Kiss1مورفیسم در این نواحی تشخیص داده شد و نتیجه گرفتند که ژن گرفتند. انواع پلی

وارتباط آن با صفت دوقلوزایی درگوسفند نژاد مهربان را  GPR54مورفیسم ژن ( پلی1395انواری مجد ).چندقلوزایی در گوسفند باشد
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-ارتباط معنی  GPR54ژن 5 واگزون 4 ،اگزونمورد بررسی قرار دادند. آنها گزارش کردندکهچندشکلیمربوطبهمنطقهتنظیمی

-یمعنیرابطه GPR54 ژن4شدهدر اگزون هایمشاهدهداشتندوهمچنینچندشکلی LS )ولیدمثلیتعدادبرهدرهرزایش )داریباصفتت

هایمتولد ومیانگینمجموعوزنبره  (SBWPs)هاهایمتولد شدهدرهمهزایش، مجموعوزنبره (BW )دارباصفاتتولیدمثلیوزنتولدبرهدرهرزایش

و اثر آن  GPR54تحقیقاتی که تاکنون بر روی گوسفند انجام شده چندشکلی ژن . موردمطالعه داشتند (ABWPs) هاشدهدرهمهزایش

عنوان تنظیم کننده شروع بلوغ این احتمال وجود دارد که چندشکلی به GPR54باتوجه به اهمیت  دهد.بر روی دو قلوزایی را نشان می

GPR54  فنوتیپی چندقلوزایی)باروری( بالا و فحلی در طول با ویژگی های(سال در ارتباط باشدKaiser et.al.,2005.) ی هدف از مطالعه

 در گوسفند نژاد سنجابی بود. GPR54تک نوکلئوتیدی موجود در ژن حاصل بررسی وجود چندشکلی

 

 هامواد و روش

ها آن DNAو  شدگیری راس گوسفند نژاد سنجابی از ایستگاه تحقیقاتی مهرگان واقع در استان کرمانشاه خون 100از  مطالعه در این

بازی جفت 321عه یک قط ،)شرکت سیناژن( استخراج شد. با استفاده از یک جفت پرایمر اختصاصی DNAبا استفاده از کیت استخراج 

 کثیر شد که توالی پرایمرها به صورت زیر بود:تای پلی مراز وسیله واکنش زنجیرههب GPR54ژن 

 GGGTCTTCAACAGGGCTCT-3′-′5آغازگر رفت:  

 GTAGATGCGCCTCACTCCC-3′-′5 آغازگربرگشت: 

به  Co 94سازی  سرشتچرخه )وا 35دقیقه و  5به مدت Co 59سازی مورد نظر با استفاده از یک مرحله ابتدایی واسرشت PCRقطعه

 C ک دمای تکثیر نهایی ثانیه( و ی 30به مدت  C  72ثانیه و دمای تکثیر   45به مدت  C  62ثانیه، دمای اتصال آغازگرها  30مدت 

اید با استفاده از درصد حاوی اتیدیوم بروم 1روی ژل آگارز  PCRدقیقه جهت گسترش زنجیره انجام گرفت. محصولات  10به مدت  72

با  PCRاز محصول  لیترمیکرو 6عکسبرداری از آنها انجام گرفت. سپس ژل داک دستگاه الکتروفورز افقی مشاهده و به کمک دستگاه 

دقیقه قرار داده شد و سپس بر روی یخ منتقل گردید.  10گراد به مدت درجه سانتی 95و در دمای  SSCPمیکرولیتر بافر  14

آمیزی نیترات نقره برای رویت باندهای مورد نظر و درصد الکتروفورز شده و در نهایت از رنگ 8آمید بر روی ژل آکریل PCRمحصولات 

 ها استفاده شد.آلل تعیین

 

 نتایج و بحث

 Ladder 1000درصد همراه با استاندارد وزن مولکولی)  1جفت بازی از ژن مورد مطالعه از ژل آگارز  321جهت تایید تکثیر قطعه 

(bp(. چندشکلی فضایی تک رشته1)شکلاستفاده شد، که نتایج نشان دهنده تکثیر قطعه موردنظر بود( ایSSCP جایگاه ژنی )GPR54 

برای تعیین  SSCP(. نتایج نشان داد که روش  2) شکل شدگوسفند، با موفقیت انجام شد و برای آن سه الگوی باندی مشاهده 

های منفرد در گوسفند مناسب است. نتایج حاصل از بررسی الگوی تفاوت فرم فضایی رشتهGPR54های جایگاه مورد مطالعه ژن ژنوتیپ

(SSCP  روی ژل آکریل ) درصد، نشان داد که ژن  8آمیدGPR54مورفیک بوده و چند شکلی در در تمامی گوسفندان بررسی شده پلی

این ژن در گوسفند سنجابی مشاهده شد.مطالعات مختلفی در ارتباط با چند شکلی این ژن در گوسفند و بز انجام شده است و در 

نتایج این تحقیق با نتایج انوری مجد وهمکاران که در  ژن در حیوانات مشخصگردیده است. ها چند شکل بودن اینبرخی از این پژوهش

 . مورفیک معرفی نمود مطابقت داردلیانجام شده است و این جایگاه را پ مهربانبر روی گوسفند 1395سال 

خوب مارکر  توان به عنوان یکگاه میاین جایا از مورف بوده لذسنجابی پلی نژاد در گوسفند GPR54با توجه به اینکه این جایگاه ژنی

 استفاده کرد.فات تولید مثلی در اصلاح نژاد دام برای ص
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 %1تکثیرشده بر روی ژل PCRمحصولات  -1شکل

 

 

 SSCPمحصولات حاصل از  -2شکل
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Abstract 

G protein-coupled receptor 54 (GPR54) is one of the major genes significantly affect ewe ovulation rate. 

Blood samples were collected of 100 sanjabi sheep from Mehregan Research Station of Kermanshah. 

Genomic DNA was extracted from blood sample using kit method and polymerase chain reactions were 

performed for amplification of a part of GPR54 gene. Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) 

was used for genotyping. For this purpose, vertical electrophoresis of PCR products was performed on 8% 

acrylamide gel, at 200 V, for 4 h. Silver-staining of gels, resulted three genotypic patterns with frequencies 

of 36%, 26% and 74%. 

Keywords: Polymorphism, GPR54 Gene, Litter size, Sanjabi sheep, PCR-SSCP 

 

 




