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در نشخوارکنندگان  نشریه پژوهش  
1396، چهارم، شماره پنجمجلد   

http://ejrr.gau.ac.ir  

  

   آن ارتباط و کالپاستاتین و کالپاین يها ژن بالادست تنظیمی ناحیه در شکلی چند شناسایی
  بختیاري لري گوسفندان دروزن بدن و خصوصیات دنبه  صفات با

  

  2زاده و محسن قلی 3میانجی ، قدرت رحیمی2رهاديایوب ف*، 1لنگري احسان اله نوبخت

  دانشکده علوم دامی و شیلات، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري استاد گروه علوم دامی،3استادیار و 2 ارشد، آموخته کارشناسی دانش1
 24/9/96 ؛ تاریخ پذیرش:11/7/96 تاریخ دریافت:

  1چکیده
تجزیـه و ، هاي کالپـاین و کالپاسـتاتینست ژند در ناحیه تنظیمی بالا آللیتنوع  بررسی هدف از پژوهش حاضر سابقه و هدف:

در گوسفند لـري بختیـاري دنبه  وبدن  وزنبا صفات  آللیهاي ارتباط آماري واریانت و هاي مورد نظرتحلیل بیوانفورماتیک ژن
   بوده است.

  

با روش نمکی بهینه یافتـه اسـتخراج  1ریبونوکلئیک اسیددئوکسییه و تهطور تصادفی  خون به نمونه 150تعداد  :ها مواد و روش
جفت بازي از  225و  245هاي ترتیب براي تکثیر قطعاتی با اندازه به  Oligo7افزار پس جفت آغازگرهاي اختصاصی با نرم. سشد

ي تکثیري حاصل ها فرآورده 2اي پلیمرازواکنش زنجیرهطراحی شدند. پس از انجام هاي کالپاستاتین و کالپاین ناحیه بالا دست ژن
قرار گرفتنـد.  HaeIII و PstIهاي اندونوکلئاز ي نشانگري کالپاستاتین و کالپاین به ترتیب در معرض هضم با آنزیمها از جایگاه

بعـد از  .استفاده شـد SSCPهاي تکثیر شده از تکنیک ، براي ارزیابی دقیق تر توالیRFLPنتایج حاصل  دلیل یک شکل بودن به
هاي درگیر در فرآیند تعیین ژنوتیپ، از هر الگوي باندي ژن کالپاین یک نمونه مورد توالی یابی قرار گرفت. براي شناسایی موتیف

هـاي بـه دسـت آمـده بـا اسـتفاده از نـرم افزارهـاي ي موجود در الگوهاي باندي مختلف، توالیها تنظیم ژنی و همچنین جهش
DNASIS MAX  وBioEdit وزنارتباط الگوهاي باندي مشاهده شده در جایگاه کالپاین با صـفات د بررسی قرار گرفتند. مور 

در گوسفند لري بختیاري با استفاده از ماهگی و صفات دنبه شامل وزن، محیط بالا و پایین و ارتفاع دنبه  12و  6، 3بدن در تولد، 
   گرفت. ) مورد بررسی قرار1/9(نسخه  SASافزار  نرم Glimmixرویه 

  

 25و  9، 66هاي  ترتیب با فراوانی ي لري بختیاري بهها در جایگاه کالپاین در نمونه Cو  A ،Bالگوي باندي مختلف  سه :ها یافته
وجـود تجزیه و تحلیـل آمـاري  مشاهده شدند. ناحیه بالادست جایگاه ژنی کالپاستاتین در پژوهش حاضر یک شکل بود.صد در

کالپاین و صفت وزن تولد در گوسفندان لري بختیاري نشـان در جایگاه نشانگر  را بین الگوهاي بانديمعنی داري  ارتباط آماري
هاي الگوهاي باندي مشاهده شده براي جایگـاه نشـانگر کالپـاین در گوسـفندان مـورد ترازي توالیهمچنین هم). >P 05/0(داد 

ختلف نشان داد. نتیجه توالی یابی ژن کالپاستاتین رفتار یک هاي ممطالعه وجود شش چند شکلی تک نوکلئوتیدي را در موقعیت
آنالیز ي بدست آمده براي این ژن مشاهده نشد. ها الگوهاي باندي این ژن را تایید کرد، به طوري که تفاوتی بین توالی بودن شکل

                                                             
  ayoub_farhadi@ymail.com نویسنده مسئول:*

1 - DNA 
2 - PCR 
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 هاي باندي مشترك بودند به جز موتیف ها بین الگوهايهاي مورد مطالعه نشان داد که تمامی موتیفها بین توالیاي موتیفمقایسه
PEA3_CS  وyeast_terminationCS1  که در الگوي بانديC  وجود نداشته و موتیفalpha_INF.2  کـه فقـط در الگـوي

  وجود داشت. Cباندي 
  

فت وزن تولـد، آن با صـ دار بودن ارتباط و معنی کالپاینجایگاه بالادست  تنظیمی ناحیهبا توجه به چند شکل بودن  گیري: نتیجه
   ي اصلاح نژادي براي بهبود کیفیت گوشت در گوسفند بهره برد.ها بتوان از این جایگاه نشانگري در برنامه احتمالاً

  
  .بیوانفورماتیک بالادست، تنظیمی ناحیه، گوسفند لري بختیاري، : ژن کالپاستاتین، ژن کالپاینکلیدي هاي واژه

  
 مقدمه

رتبط بـا تـردي ژنتیکـی مـ هايتعیین چند شکلی
تواند صـنعت تولیـد گوشـت را از طریـق  گوشت می

ي گوشـت هاي شـاخص بـراي تـرد شناسایی ژنوتیپ
امکـان اتخـاذ روش اصـلاحی یاري رساند و بنابراین 

ت فمناسب را براي حصول پیشـرفت ژنتیکـی در صـ
. نشانگرهاي شناسایی شـده نمایدتردي گوشت ایجاد 

تـردي گوشـت  توانند براي پیشگوئی در این روش می
در صـنعت  رفتـه وقبل از کشتار در حیوانات به کـار 

بنـدي  عنوان ابـزاري در گروه توانند به تولید گوشت می
هـا مـورد ها بر پایۀ کیفیـت خـوراکی آن صحیح لاشه

عنوان یـک  ژن کالپاستاتین به .)24استفاده قرار گیرند (
ژن شـاخص بـراي صــفت تـردي گوشـت حیوانــات 

هــاي ســاختاري نتیجــه قســمتشناســایی شــده و در 
و  10، 6، 3، 1 يهـا مختلف این ژن از جملـه، اگزون

که در تنـوع بـین حیوانـات بـراي صـفت تـردي  11
انگرهاي مختلـف بررسـی گوشت درگیر هستند با نش

کیلو  100ژن کالپاستاتین به طول ). 20و  14( اند شده
 7) شـماره 15گوسفند ( 5باز روي کروموزوم شماره 

 5َ) جـاي دارد. انتهـاي 1خـوك ( 2شماره و ) 3گاو (
ها غنی از  پروموتور ژن کالپاستاتین در بسیاري از گونه

نـدارد. ایـن چنـین  TATAاست و جعبـه  GCتوالی 
ــژه ژن ــیتی وی ــه خصوص ــاي خان ــه  1دار ه ــت ک اس

                                                             
1- House keeping  

آیـد. از هـا بـه شـمار مـی کالپاستاتین نیز جزء این ژن
 هـاي خانـه دار معمـولاً یـک سیسـتم سوي دیگر ژن

آورند که هر گونه تغییر در نسبت آنزیمی به وجود می
شود هاي مختلف میها موجب بروز بیمارياین آنزیم

). 15( کنـدکـه اهمیـت مطالعـه ایـن ژن را بیـان مـی
آدرژنیـک، سـیماترول،  -ترکیباتی چون اپی نفرین، بتا

کاتکولامین و کلین بوتارل باعث افزایش کالپاسـتاتین 
آدرژنیک فعالیت کالپاین -یبات بتاشوند. تجزیه ترکمی

I  و کالپاینII دهد ولی باعث هیپرتروفـی را تغییر نمی
ویز این عضلانی شده و فعالیت کالپاستاتین در طی تج

 mRNAفرآیند ساخته شدن یابد. ترکیبات افزایش می
گذارد.  کالپاستاتین روي فعالیت و بیان این ژن تاثیر می

تاتین در نتیجۀ تفاوت ژن کالپاس mRNAتنوع در طول 
ــوندة  ــد ش ــوالی غیرک ــول ت ــد. در  آن می 3′در ط باش

 5/1و  3، 8/3هـاي هاي طـولی گـاو ایزوفـرم ماهیچه
این ژن گزارش شـده اسـت و نشـان  mRNAکیلوباز 

داده شده است که تیمار با ترکیبات بتا آدرژنیک نسبت 
ــرم ــاي ایزوف ــه  kb3ه ــزایش می kb8/3ب ــد.  را اف ده

ی کالپاستاتین در ناحیۀ انتهاي آمینی و اختلاف مولکول
غیرکد شونده بر روي میـزان رونویسـی و  3′یا ناحیۀ 

ژن کالپـاین در ). 14گـذارد ( ترجمه این ژن تاثیر می
نشین کردن عصاره عضله در پس از ته  1976سال 

2/6Ph =   شناسایی شد که بعـدهاm - کالپـاین نـام
تئازهـاي ها خـانواده وسـیعی از پروکالپاینگرفت. 
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 ). سیسـتم17و  9(هستند  2Ca+سیستئینی وابسته به 
کالپاستاتین جز دسته پروتئازهاي - پروتئازي کالپاین

خنثی وابسته به کلسیم است. این سیستم، بـه طـور 
کلی، شامل سه مولکول است: دو پروتئاز وابسته به 

 IIکالپاین) و کالپاین - I )µ کالپاینهاي کلسیم با نام
)m - (پپتید به نام کالپاستاتین کـه  و یک پلیکالپاین

) 9(کنـد فعالیت پروتئازهاي ذکر شده را مهـار مـی
ـــوژیکی و  ـــدهاي فیزیول ـــتم در فرآین ـــن سیس ای
ــایز  ــل تم ــیم از قبی ــه کلس ــته ب ــاتولوژیکی وابس پ

هاي چربـی، توسـعه و تجزیـه مایوبلاست و یاخته
عضلات، تردي گوشت بعد از کشتار، فرآیند تمایز 

ل سلولی، تشکیل آب مرواریـد، نقـل و اندام، سیک
 .)9و  4(انتقالات سلولی و مرگ سلولی موثر است 

ــه اســامی بندي کالپــاین تقســیم   کالپــاین و- mهــا ب
µ -2+کالپاین براساس میزان غلظت یونCa  مورد نیاز

باشـد. ها در شرایط برون تنـی مـیبراي فعالیت آن
m - کالپاین وµ -الا هاي بترتیب به غلظت کالپاین به

براي فعال  2Ca+مولار) و پایین (میکرو مولار)  (میلی
ها مکانیسمی که به وسیلۀ آن کالپاینشدن نیاز دارند. 

هـاي هـدف خـود را شناسـایی فعال شده و پـروتئین
کننــد پیچیـــده اســت. کالپـــاین یــک پروتئـــاز  می

توانـد بسـیاري از  سیتوپلاسمی با وفور بالاست که می
علامت دهنده را تجزیه کند. هاي ساختاري و پروتئین

ها به غشاي سلولی یک مکانیسـم مهـم اتصال کالپاین
ها است به طوریکه اتصال کالپاین در تنظیم فعالیت آن

شـود از شـکل پروآنـزیم  به غشاي سـلولی سـبب می
غیرفعال بـه آنـزیم فعـال پروتئولیتیـک تبـدیل شـود. 
کالپاین پـس از فعـال شـدن روي غشـاي سـلولی در 

شـود و در مقابـل فعالیـت  توزول منتشـر میداخل سی
ــت می ــتاتین مقاوم ــدة کالپاس ــت  مهارکنن ــد. فعالی کن

ها به وسیلۀ فسفریلاسیون افـزایش یافتـه و بـه  کالپاین
). 10یابـد ( کیناز کاهش می ERK/MAPوسیلۀ آنزیم 

معمولاً سطح کلسیم مورد نیاز براي آغاز اتولیز کالپاین 
ي فعالیـت پروتئولیتیـک بالاتر از سطح مورد نیـاز بـرا

آزاد موجود  +Ca2کالپاین بوده و خیلی بیشتر از سطح 
باشد. ایـن مشـکل بـا  هاي زنده میدر سیتوزول سلول

حضور فسفولیپیدها برطرف و نشان داده شـده اسـت 
که در حضور فسفاتیدیل اینوزیتول سطح کلسیم مورد 

کالپـاین کـاهش  -mکالپـاین و  -µنیاز بـراي اتـولیز 
  ).11بد (یا می

ـــرخلاف   ـــاین -μب ـــداري  )،CAPNI( کالپ نگه
کالپـــاین  -mگوشـــت پـــس از کشـــتار در مقـــدار 

)CAPNII( کند. در آزمایشات برون  تغییري ایجاد نمی
تنی زمانی که غلظت کلسـیم عصـارة اسـتخراج شـدة 

شود  کالپاین می -mماهیچه به سطحی که باعث اتولیز 
و دچار اتـولیز کالپاین فعال شده  -mیابد،  افزایش می

کالپاین بـه وسـیلۀ تسـت کـازئین  -mشود. اتولیز  می
 +Ca2دهد که غلظـت  شود. نتایج نشان می سنجیده می

 -μدر ماهیچۀ پس از مرگ فقـط بـراي فعـال کـردن 
هـا  کالپاین کافی است. تحقیقات انجام گرفته روي بره

روز اول نگهداري لاشه  15نشان داده است که در طی 
شـود.  کالپاین دیـده نمی -mی در سطح معمولاً کاهش

هاي به دست آمده از فعالیـت تجزیـۀ کـازئین بـه  داده
کالپاین تائیدکنندة این مطلب  -mکالپاین و  -μوسیلۀ 

  ). 23باشد ( می
لري بختیاري یک نژاد گوشتی محسـوب  گوسفند 

شده و زیستگاه اصلی آن استان چهار محال بختیـاري 
ید (کـرم این نژاد سـف راست. رنگ غالب گوسفندان د

رنگ و درصدي نیـز  اي کمرنگ) بوده اما گاهی قهوه
شــوند.  اي تیــره (قنقــر) دیــده مــی داراي رنــگ قهــوه

مشخصات اکوتیپ ایـن  آویزان از ي بزرگ وها گوش
رخـی باشد. لري بختیاري سري بزرگ بـا نـیم نژاد می

محدب و برآمدگی روي بینی دارد که ظاهر اصلی این 
ها بـارزتر اسـت.  این وضعیت در قوچو ه اکوتیپ بود
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همچنین در برخی گوسفندان تارهاي موي بلنـد روي 
چرك  (اصطلاحاً ها قسمت سر و در محل رویش شاخ

 یا کاکل) به خصـوص در جـنس نـر وجـود دارد کـه
میانگین  پوشاند. ها را می گاهی اوقات صورت و گوش

 6/4 تا 2/4هاي این نژاد بسته به جنسیت  وزن تولد بره
ـــان ـــیش و می ـــوچ و م ـــدي ق ـــم تولی گین وزن پش

باشـد. میـزان کیلـوگرم مـی 810/1و  452/2 ترتیب به
درصد و میزان دوقلـوزایی در آن  92باروري این نژاد 

  ).12درصد است ( 5/19
اي ارتباط چند شکلی ژن کالپاستاتین بـا  در مطالعه

افزایش وزن روزانه در گوسفند کـردي بـا اسـتفاده از 
بررسی شده و سـه نـوع ژنوتیـپ  PCR-SSCP روش

AA ،AB  وAC ـــا فراو  13/0و  32/0، 55/0انـــی ب
نتایج نشان داد که ژنوتیپ کالپاسـتاتین گزارش شده و 

داري روي افزایش وزن از تولد تا شـیرگیري اثر معنی
. هم چنین نتـایج تحقیـق مـذکور >P)05/0( )2( دارد

بـه  وزن تولد بیشتري نسبت ABنشان داد که ژنوتیپ 
دو ژنوتیپ دیگر داشـت. نشـان داده شـده اسـت کـه 

ـــتاتین وراثت ـــت کالپاس ـــالایی دارد فعالی ـــذیري ب    پ
)h2 = 0.65(  بنابراین امکـان حصـول پاسـخ ژنتیکـی

سریع در انتخاب علیه فعالیت کالپاستاتین وجـود دارد 
تواند منجـر بـه  و انتخاب علیه فعالیت کالپاستاتین می

کاسـا ). 21انات شود (بهبود صفت تردي گوشت حیو
ي هـا ي ژنها ) ارتباط بین چنـد شـکلی5و همکاران (

کالپاستاتین و کالپاین را بـا صـفت مربـوط بـه تـردي 
بررسـی کردنـد.  اروپایی و هنديگوشت در گاوهاي 

تـک نوکلئوتیـدي در  يهـا نتایج نشـان داد کـه جهش
داري به طور بسیار معنیو کالپاین کالپاستاتین  يها ژن

محققین پیشنهاد گذارد. تردي گوشت اثر میبر صفت 
ــد کــه ژنوتیپ توانــد در  هــاي کالپاســتاتین می دادن

هاي اصلاح نژادي بعنوان مـارکر انتخـابی بـراي  برنامه
بهبود کیفیت گوشت و خصوصیات لاشه مورد استفاده 

)، چند شـکلی 13کوهماراي و همکاران ( قرار گیرند.
ــاي  ژن ــز RYR 1و  CAST ،RNه ــا آن ــاي یمرا ب ه

MSPI ،RsaI  وHinfI  مورد بررسـی قـرار دادنـد کـه
نتایج حاصل از این آزمـایش نشـان داد کـه لوکـوس 

CAST/HinfI  در خوك بسیاري از فاکتورهاي موثر بر
هـدف از دهـد.  کیفیت گوشت را تحت تاثیر قـرار می

 در ناحیه تنظیمی بالا آللیتنوع  بررسیپژوهش حاضر 
تجزیـه و تحلیـل ، پاستاتیني کالپاین و کالها دست ژن

ارتبـاط آمــاري  و هـاي مــورد نظـربیوانفورماتیـک ژن
در دنبـه  وبـدن  وزنبـا صـفات  آللـیهـاي واریانـت

  گوسفند لري بختیاري بوده است. 
  

ها مواد و روش  
 :ریبونوکلئیک اسـید دئوکسیاستخراج گیري و خون

 راس نر) 30راس ماده و  120( نمونه خون 150تعداد 
در مرکز اصـلاح تصادفی از نژاد لري بختیاري به طور 

 يآغشته بـه اتـیلن دي ها در لولهشولی شهر کرد نژاد 
آوري و پس از انتقال بـه جمع 1آمین تترا استیک اسید

ــرد،  ــره س ــا رعایــت زنجی ــگاه ب   دئوکســیآزمایش
با روش نمکی بهینه یافتـه  ها نمونه اسید ریبونوکلئیک

براي تعیین کیفیـت  در این تحقیق). 14استخراج شد (
اسـتفاده درصد  8/0 از ژل آگارز ریبونوکلئیکدئوکسی

  .شد
ــی    ــر و طراح ــورد نظ ــومی م ــه ژن ــاب ناحی انتخ

هـاي  هبـا اسـتفاده از پایگـا: آغازگرهاي اختصاصـی 
هـاي تـوالی ژن Ensembleو  NCBIهاي ژنـومی  داده

کالپاین و کالپاستاتین در گوسفند اسـتخراج و پـس از 
، آغازگرهاي اختصاصی بـا ها لادست آنتعیین ناحیه با

)، سـپس بـا 1طراحی شده (جـدول   Oligo7افزار نرم
هاي برشی مناسـب آنزیم Nebcutterاستفاده از سایت 

  براي این نواحی انتخاب شدند.

                                                             
1- EDTA 
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  آغازگرهاي طراحی شده در پژوهش حاضر :1 جدول
Table 1. Primers designed in present study 

 نام ژن
Gene name  

 توالی آغازگر
Primer sequence 

 طول قطعه (جفت باز)
Fragment length 

(bp)  

 شماره دسترسی
Accession 

number  
 کالپاستاتین

)Calpastatin( 

F: 5'-TGG GGC CCA ATG ACG CCA TCG ATG-3' 245 L14450  

R :5'-GGT GGA GCA GCA CTT CTG ATC ACC-3'   

 کالپاین
)Calpain( 

F: 5'- AAC ATT CTC AAC AAA GTG GTG -3' 225 J05065  

R :5'- ACA TCC ATT ACA GCC ACC AT -3'     
  

  

قطعات مورد نظر از ناحیه تنظیمـی بالادسـت   تکثیر 
با استفاده از واکـنش   ي کالپاستاتین و کالپاینها ژن

 اي پلیمـرازواکنش زنجیرهمخلوط : اي پلیمراززنجیره
رولیتـر مخلـوط میک 10میکرولیتر شامل  20در حجم 

ــت مســ ــادر (کی ــیناژن)، م ــیکس شــرکت س  5/1تر م
ــر میکرو ــت  DNAلیت ــا غلظ ــانوگرم در  50-100ب ن

 10 لیتر مخلوط آغازگرها با غلظتمیکرو 2میکرولیتر، 
لیتر و براي رسـاندن حجـم نهـایی مول بر میکروپیکو

 اسـتفاده شـد. دیـونیزلیتـر از آب میکـرو 20نمونه به 
شـامل  نـواحی مـورد نظـرکثیر برنامه حرارتی براي ت

ــته ــازین در واسرش ــازي آغ ــه  95س ــانتیدرج گراد  س
سیکل شامل واسرشته سـازي در  35دقیقه،  5مدت  به

ثانیه، اتصال آغازگرها  30مدت  به گراد سانتیدرجه  95
درجــه  59 (کالپاســتاتین) و گراد ســانتیدرجــه  68در 

درجــه  72ثانیــه،  30مــدت  گراد (کالپــاین) بــه ســانتی
درجه  72ثانیه و بسط نهایی در  45مدت  به گراد انتیس

واکـنش پس از انجـام دقیقه بود.  5مدت  گراد به سانتی
ي تکثیر شده توسط ها ، صحت قطعهاي پلیمراززنجیره

آمیـزي درصد و رنـگ 5/1الکتروفورز روي ژل آگارز 
  با اتیدیوم بروماید تأیید شد. 

اي واکـنش زنجیـره  روي محصولات  RFLPآزمون 
پس از انجـام  :ي کالپاستاتین و کالپاینها ژن پلیمراز

محصولات تکثیـر شـده در  ،اي پلیمرازواکنش زنجیره
انـدونوکلئاز قـرار گرفتنـد.  هايمعرض هضم با آنزیم

میکرولیتـر شـامل  15مخلوط واکنش هضم در حجم 
میکرولیتر بـافر  5/1واحد) آنزیم،  10میکرولیتر ( 2/0

اي واکنش زنجیـرهولیتر محصول میکر x10 ،(8هضم (
میکرولیتر آب استریل تهیه و بـه مـدت  3/5و پلیمراز 

ــاي  14 ــه گراد  درجــه ســانتی 37ســاعت در دم انکوب
هـاي شدند. محل شناسایی و محصولات برش آنـزیم

نشـان داده  2مورد استفاده در این تحقیـق در جـدول 
شده است. پس از الکتروفورز، محصولات حاصـل از 

الکتروفـورز و درصـد  2یمی روي ژل آگارز هضم آنز
  آمیزي شدند.با اتیدیوم بروماید رنگ

- واکنش زنجیرهروي محصولات  PCR-SSCPآزمون 

ــراز ــاین:  ژن اي پلیم ــتاتین و کالپ ــاي کالپاس ــراي  ه ب
 12آمیـد  اکریـل پلـی ژل روي رزوالکتروف از  SSCPانجام

 4درصد متصل به دسـتگاه سـیرکولاتور در دمـاي ثابـت 
 320ولتــاژ ســاعت و  17مــدت  گراد و به رجــه ســانتید

ــراياســتفاده شــد.  - دئوکســیجــدا کــردن دو رشــته  ب
اي  واکنش زنجیـرهمیکرولیتر از محصول  4، ریبونوکلئیک

مخلـوط و پـس از  SSCPبـافر میکرولیتـر  8بـا  پلیمراز
 98دقیقه در دماي  7مدت  فیوژ کردن بهسانتریورتکس و 
ها به سـرعت  ه شد. سپس نمونهقرار دادگراد  درجه سانتی

دقیقه روي یخ قرار داده شـد تـا از اتصـال  10مدت  و به
عمـل آیـد.  هبه یکدیگر ممانعت ب ملهاي مک مجدد رشته

بـراي د. ها ریخته شـ ها در داخل چاهک این نمونه سپس
مشاهده قطعات حاصله از رنگ آمیزي بـه روش نیتـرات 

  ).8د (نقره استفاده ش
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  هاي مورد استفاده در پژوهش حاضرش و محصولات برش آنزیممحل بر :2جدول 
Table 2. Restriction site and digestion products of enzymes used in present study  

 ژن مورد مطالعه
Studied genes  

  آنزیم
Enzyme   

 )C°( دماي فعالیت
Activity temperature (°C)  

  برشمحل 
Restriction site  

 کالپاین

)Calpain(  
HaeIII 37 

′…CCGG…3′5 
′…GGCC…5′3  

 کالپاستاتین

)Calpastatin(  
PstI 37 

′…CCATGG…3′5 
′…GGTACC…5′3  

  

تجزیه و تحلیل آماري اطلاعات به دسـت آمـده از   
 بـا شـده مشـاهده بانـدي الگوهـاي وفور :هاژنوتیپ
 تعیین آمیداکریلپلی ژل روي ازها  آن مسقیم شمارش

ــد ــردر . ش ــژوهش حاض ــراي  پ ــاط ب ــی ارتب بررس
و همچنـین هاي مشاهده شده در هـر جایگـاه  ژنوتیپ

بدن در  وزنبا صفات سال تولد و جنسیت گوسفندان 
ماهگی و صـفات دنبـه شـامل وزن،  12و  6، 3تولد، 

در گوسـفند لـري محیط بالا و پـایین و ارتفـاع دنبـه 
 SASافـزار آمـاري  نـرم Glimmixبختیاري، از رویـه 

 2005) و بر اساس مدل زیر استفاده شد (1/9سخه (ن
SAS Institute Inc.:(  

  باشد:مدل آماري به صورت زیر می
Yijkl= µ+ Gi+ Sj+ Yk+(GS)ij+ eijkl 

  
Yijkl ،ارزش فنـوتیپی صـفت مـورد نظـر :µ : میــانگین

اثـر : Sj، ها : اثر ژنوتیپGiصفت مورد نظر در جامعه، 
اثر متقابل ژنوتیـپ : ij(GS): اثر سال تولد، ykجنسیت، 

  اثر خطاي باقیمانده.Sj: و جنسیت و 
تجزیــه و تحلیــل بیوانفورمــاتیکی ناحیــه تنظیمــی  

بعــد از  :ي کالپـاین و کالپاســتاتین هــا بالادسـت ژن 
هاي مختلـف بـراي ناحیـه تنظیمـی شناسایی ژنوتیپ

هاي کالپاین و کالپاستاتین، از هر الگـوي بالادست ژن

نمونه براي توالی یابی ارسـال باندي حاصل شده یک 
ــوالی به ــپس ت ــد. س ــود  ش ــر وج ــده از نظ ــت آم دس

بـا  1هاي مختلف درگیر در فرآیند تنظـیم ژنـی موتیف
 مـورد بررسـی DNASIS MAXافـزار  اسـتفاده از نرم

دسـت آمـده بـراي  هاي به قرار گرفت. همچنین توالی
هاي موجود در الگوهاي بانـدي  شناسایی دقیق جهش

یگر و با توالی رفرنس موجود در بانک مختلف با یکد
 .همتراز شدند BioEditافزار  ژن با استفاده از نرم

  
 و بحث نتایج

قطعـات مـورد  :ي ژنی مورد مطالعـه ها تکثیر جایگاه
و کالپـاین  کالپاسـتاتینهاي  ژن بالا دستنظر از ناحیه 

و توسـط  جفت بـاز 227و  252هاي  ترتیب با طول به
تکثیــر شــدند. الکتروفــورز هــاي اختصاصــی آغــازگر

 هـاایـن جایگـاه اي پلیمرازواکنش زنجیرهمحصولات 
ــاو  درصــد 1روي ژل آگــارز  نشــانگر وزن  همــراه ب

آمیـزي اتیـدیوم مولکولی انجام شد و سپس بـا رنـگ
 در دسـتگاه مسـتند سـازي ژل UVبروماید زیر اشعه 
قطعـات بـدون  ایـن صحت تکثیر. تصویربرداري شد

  ).1اختصاصی تأیید شد (شکل حضور باندهاي غیر

                                                             
1 - Domain Analysis 
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    و کالپاین (راست). (چپ) کالپاستاتین يها ژنناحیه تنظیمی بالا دست اي پلیمراز واکنش زنجیرهمحصول  : 1شکل 

M شرکت فرمنتازجفت بازي  50: نشانگر وزن مولکولی  
Figure 1. PCR products of upstream regulatory region of calpastatin (left) and calpain (right) 

genes. M: 50 bp molecular weight marker of Fermentas Company. 
 

ي مـورد  هـا  شناسایی چند شکلی در جایگـاه نتایج 
محصـولات هضـم آنزیمـی : RFLPبا روش مطالعه 

الکتروفورز شده و با اتیـدیوم درصد  2روي ژل آگارز 
برماید رنگ آمیزي شدند. پس از هضم آنزیمـی همـه 

ي مورد مطالعه بـراي هـر دو ژن یـک شـکل ها نمونه
. بنابراین براي حصـول اطمینـان بیشـتر از عـدم بودند

وجود چند شکلی در نواحی مورد نظر، تعیین ژنوتیپ 
  نیز انجام شد. SSCPبا روش  ها نمونه

ي مـورد  هـا  شناسایی چند شکلی در جایگـاه نتایج 
هیچ  کالپاستاتین براي نشانگر: SSCPمطالعه با روش 

نوع چند شکلی مشاهده نشد امـا در جایگـاه کالپـاین 
ي هـا ترتیب بـا فراوانی به Cو   A،Bسه الگوي باندي 

  ). 2مشاهده شدند (شکل درصد  25و  9، 66

هاي کالپـاین و کالپاسـتاتین با توجه به اهمیت ژن
هـاي در زمینه صفات کمی و کیفی گوشت، پـژوهش

هاي مختلـف در گونه هازیادي در رابطه با اثر این ژن
دام انجام شده است کـه تعـدادي از تحقیقـات انجـام 
شده روي نژادهاي مختلف گوسـفند بـوده اسـت. در 

هـاي بـومی مجموع در مطالعات انجام شده روي نژاد
  Aگوسفند و برخی از نژادهاي خارجی، فراوانی آلـل

برآورد شده اسـت.  Bژن کالپاین بیشتر از فراوانی آلل 
هاي مختلف این ژن در نژاد Aکه فراوانی آلل  طوري  به

 85/0)، 18در گوسفندان نژاد کـردي ( 96/0به ترتیب 
ــره ــفندان ق ــل (در گوس ــفندان  56/0)، 22گ در گوس

ــوچی ( ــی ( 89/0) و 19بل ــی پِ ــفندان پُل ) 6در گوس
  گزارش شده است.

  

 
  بختیاري لري گوسفنداندر ) و کالپاین (راست) (چپ کالپاستاتینجایگاه مشاهده شده در  SSCPي الگوهاي باند :2شکل 

Figure 2. Observed SSCP banding patterns in calpastatin (left) and calpain (right) loci in Lori-
Bakhtiari sheep  
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در پژوهش : صفت -تجزیه و تحلیل ارتباطی نشانگر
رو مونومورف بـود، از ایـن  کالپاستاتینحاضر جایگاه 

امکان تحلیل آماري براي این جایگاه وجود نداشـت. 
ها انجـام تجزیه و تحلیل داده کالپایناما براي جایگاه 

در  Glimmixشد. نتایج آنالیز آماري حاصل از رویـه 

وجود ارتباط آماري معنـی داري را  SASبرنامه آماري 
بین الگوهاي باندي مشاهده شده و صـفت وزن تولـد 

تفاوت میانگین حـداقل مربعـات . )P<0.05نشان داد (
الگوهاي مختلف باندي ژن کالپاین بـراي صـفت وزن 

  . آمده است 3تولد در جدول 
 

  تفاوت میانگین حداقل مربعات الگوهاي باندي مختلف ژن کالپاین براي صفت وزن تولد: 3جدول 
Table 3. Least square means differences of different banding patterns of calpain gene for birth 
weight trait 

   P-value  خطاي استاندارد  تخمین  باند- باند
A       B  -0.4661 0.2542  0.0691  
A       C  0.2338  0.1988  0.2420  
B       C  0.6999  0.3022  0.0223  

 
طبق دانش ما تـا بـه حـال تحقیقـی روي نـواحی 

صورت نگرفته کالپاین  هاي کالپاستاتین وبالادست ژن
است و نتایج پژوهش حاضـر نمایـانگر وجـود چنـد 
شکلی ژنتیکی در ناحیه مورد نظر در ژن کالپاین بود و 

مشـاهده شـد  Cو  A ،Bدر مجموع سه الگوي باندي 
ي مورد ها که در ادامه با روش تعیین توالی چند شکلی
ي تـک ها نظر یافـت شـدند. بـا وجـود چنـد شـکلی

برشی متفـاوتی ایجـاد شـد و ي ها جایگاه نوکلئوتیدي
ي مختلـف هـا در ژنوتیپ ها هم چنین ساختار موتیف

 هـا که بـا توجـه بـه اهمیـت موتیف باهم متفاوت بود
ي اصلاح نـژادي بـه کـار گرفتـه ها تواند در برنامه می

اري نشـان داد کـه شود. هم چنین تجزیه و تحلیل آمـ
داري بین الگوهـاي بدسـت آمـده و هیچ ارتباط معنی

) در >05/0Pمورد مطالعه بـه جـز وزن تولـد (صفات 
  پژوهش حاضر وجود ندارد. 

ي مـورد  ها ژنتجزیه و تحلیل بیوانفورماتیکی توالی 
بـراي تجزیـه و تحلیـل : مطالعه در پژوهش حاضـر 

بیوانفورماتیکی الگوهاي باندي مشاهده شده در ناحیـه 
الگـوي یک نمونـه از هـر  تنظیم بالادست ژن کالپاین

براي تعیین  ،PCR-SSCPآمده از روش  باندي بدست

 Daejeon 306-220, Republic of( توالی بـه شـرکت

Korea( Bioneer .بعـد از دریافـت نتیجـه  ارسال شد
از  تـوالی بدسـت آمـده تعیین همولـوژيتوالی یابی، 

ــــــــــــــــق ــــــــــــــــه  طری  BLASTبرنام
)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast (انجام شد.   

هـاي توالی یـابی قطعـهاین نتایج، صحت تکثیر و 
 افـزار نـرم از استفاده در ادامه با .دادمورد نظر را نشان 

BioEdit تـرازيهم انجام شد. نتایج ها ترازي توالی هم 
  .است شده نشان داده 3شکل  در هاتوالی این

تـرازي الگوهـاي هاي حاصل از هـمنتایج بررسی
باندي مشاهده شده بـراي ژن کالپـاین در گوسـفندان 

بختیاري وجود شش چند شکلی تک نوکلئوتیدي  لري
هـاي هاي مختلف نشان داد. چند شکلی را در موقعیت

ــا اســتفاده از ســرور  http://tools.neb.com حاضــر ب
/NEBcutter2  مورد بررسی قرار گرفتـه و نشـان داده

هاي ها در محل آنزیمشد که برخی از این چند شکلی
این نشـانگرها وان از تبرشی قرار دارند که احتمالاً می

منظـور تعیـین چنـد شـکلی بـا  در مطالعات بعدي بـه
  ).4استفاده نمود (جدول  RFLPتکنیک 
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نمایانگر ژنوتیپ  N  .در گوسفند لري بختیاري کالپاین ژنناحیه تنظیمی بالادست ترازي توالی الگوهاي باندي مشاهده شده در هم :3شکل 

  باشد. می )J05065نشان دهنده توالی ژن رفرنس ( Refو  دست آمده ده الگوهاي باندي بهنشان دهن Cتا  A حروفهتروزیگوت، 
Figure 3. Sequences alignments of observed banding patterns in upstream regulatory region of 
calpain gene in Lori-Bakhtiari sheep. N showed heterozygote genotypes, A to C alphabets showed 
banding patterns and Ref showed reference gene (J05065). 

 
  

 بختیاريدر الگوهاي باندي ژن کالپاین در گوسفندان لريشناسایی شده برشی ي ها جایگاه: 4جدول 
Table 4. Detected restriction sites in banding patterns of calpain gene in Lori-Bakhtiari sheep  

  شماره
Number 

 موقعیت
Position  

 آنزیم برشی
Restriction enzyme  

  الگوهاي باندي
Banding patterns 

A  B  C  
1  34  FspEI  *  *  *  
2 57  BtsCI  *  *  *  
3  61  MspJI  *  *  *  
4  62  LpnPI  *  -  *  
5  64  AciI  *  *  *  
6  64  FokI  *  *  *  
7  71  FauI  *  *  *  
8  80  MspJI  *  *  *  
9  80  FspEI  -  *  -  

10  82  AlwNI  *  -  *  
11  95  Hpy188III  *  *  *  
12  151  DraIII  -  -  *  
13  158  MspJI  -  -  *  
14  172  BbvI  -  *  *  
15  186  Fnu4HI  *  *  *  
16  197  FspEI  *  *  *  

 باشد. هنده عدم وجود محل آنزیم برشی مید نشان –نمایانگر وجود جایگاه آنزیم برشی و علامت *
*Showed the restriction site and – showed the absence of restriction site  
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 ي درگیر در فرآیند تنظیم بیان ژنها موتیف شناسایی
بـراي : ي مـورد مطالعـه  هـا  در ناحیه بالادسـت ژن 

هاي مورد نظر با اسـتفاده از ها، توالیشناسایی موتیف
مورد آنـالیز قـرار گرفتنـد.  DNASIS MAXافزار  نرم

 5هاي شناسایی شده در جـدول لیست تمامی موتیف
هاي ها بین توالیاي موتیفآمده است. با آنالیز مقایسه

ها فقـط در موردنظر، مشاهده شد که برخی از موتیف
وتیـف شـوند. ماننـد میک الگـوي بانـدي یافـت مـی

alpha_INF.2  کـه فقـط در الگــوي بانـديC  وجــود
هـا بـین  همچنین مشاهده شـد تمـامی موتیف داشت.
هـاي  ي باندي مشـترك بودنـد بـه جـز موتیفالگوها

PEA3_CS  وyeast_terminationCS1  که در الگوي
  وجود نداشتند. Cباندي 

در قطعه تکثیـر شـده از ژن کالپـاین در پـژوهش 
هاي متعـددي مشـاهده شـد، از جملـه  حاضر موتیف

که محل اتصال فـاکتور رونویسـی  CAP_siteموتیف 
CAP ز فاکتورهاي تحریک باشد. این فاکتور یکی ا می

کننده رونویسی در چندین جایگاه بـوده و متابولیسـم 
ــیچش  ــال، پ ــدهاي انتق ــه، فرآین ــیدهاي آمین ــد، اس قن

 CAPدهــد.  ... را تحــت تــاثیر قــرار مــیو هـا پروتئین
هــا را در  هــاي حســاس بــه کاتابولیت توانــد اپران مــی

 ( تحریـک کنـد cAMPحضـور افکتـور آلوسـتریک 
https://www.ebi.ac.uk/interpro/potm/2003_7/Pa

ge1.htm(. ــه ــوتر گون ــاوي  پروم ــاریوتی ح هاي یوک
هاي تنظیمی متعددي هستند کـه بـراي کنتـرل  موتیف

باشند. شواهد زیادي نشان  ها ضروري می رونویسی ژن
توانـد بـه طـور  دهند که تغییر در این موتیـف مـی می

 هاي تنظیمی بیان ژن را تحت تاثیر قرار بحرانی فعالیت
هـا فاکتورهـاي کلیـدي در  دهد. از آنجایی که موتیف

حفظ ساختار پروموترها هستند. یـک رهیافـت مـوثر 
براي فهم بیشتر تکامـل نـواحی پرومـوتري در مهـره 

هـا  داران مقایسه فراوانی و الگوي پراکنش این موتیف
هـاي  موتیفها و نژادهاي مختلف اسـت.  در بین گونه

زیـادي در تجزیـه و اهمیـت  اسـیدنوکلئیـکدئوکسی
هـاي ها تـوالی تحلیل تنظیم بیان ژن دارند. این موتیف

بـا الگـوي تکـرار  اسـیدنوکلئیـکدئوکسیکوتاهی از 
باشند.  بیولوژیک می شونده هستند که داراي  عملکرد 

 هـاي اتصـال اختصاصـی ها، جایگاهاغلب این موتیف
هایی از قبیل نوکلئازها و فاکتورهاي رونویسی  پروتئین

هاي مهم در سطح  ها نیز در فرآیند هستند. برخی از آن
از جمله اتصال به ریبوزوم، فرآینـد  1اسیدریبونوکلئیک

mRNA  (اسپلایسینگ، ویرایش، پلـی آدنیلاسـیون) و
در  TCF-1براي مثـال  خاتمه رونویسی درگیر هستند.

 ناحیه دیستال خود شبیه خانواده فاکتورهاي رونویسی
Ets )E26 transformation specific است که در سه (

ــف  ــرم مختل ــد.  spliceف ــود دارن ــرین Etsوج  بزرگت
رونویسـی خـاص حیوانـات پـر خانواده فاکتورهـاي 

سلولی هستند که در انسان و موش بـه ترتیـب داراي 
ژن بوده و در طیـف وسـیعی از عملکردهـا  28و  29

ــر و  شــامل تمــایز، کنتــرل ســیکل، مهــاجرت و تکثی
هــاي  امــروزه روش نقــش دارنــد. آپپتــوزیس ســلولی

هـاي تنظیمـی  کامپیوتري تعداد بسیار زیادي از موتیف
ها شناسایی کـرده اسـت بـه  ژنرا در نواحی بالادست 

هاي شناسـایی شـده بـیش از  طوري که تعداد موتیف
هاي تنظیمی شـناخته شـده مـی باشـد.  تعداد پروتئین

ــن موتیف ــیاري از ای ــق بس ــش دقی ــابراین نق ــا و  بن ه
هـا هنـوز ناشـناخته  هاي متصل شـونده بـه آن ئینپروت

  .)7( هستند

                                                             
1- RNA 
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  .بختیاري -هاي شناسایی شده در الگوهاي باندي مختلف ناحیه تنظیمی بالادست ژن کالپاین در گوسفند لري: موتیف5جدول 
Table 5. detected motifs in different banding patterns of upstream regulatory region of calpain gene 
in Lori-Bakhtiari sheep. 

 Banding patterns  الگوهاي باندي
A B C 

AP_2_CS4 AP_2_CS4 AP_2_CS4 
AP_2_CS6 AP_2_CS6 AP_2_CS6 
CAP_site CAP_site CAP_site 

E1A_F_CS E1A_F_CS E1A_F_CS 
EARLY_SEQ1 EARLY_SEQ1 EARLY_SEQ1 

EF_1A_CS EF_1A_CS EF_1A_CS 
Ets_1_CS Ets_1_CS Ets_1_CS 

gamma_IRE_CS gamma_IRE_CS gamma_IRE_C 
GATA_1_CS GATA_1_CS GATA_1_CS 

GCF_CS GCF_CS GCF_CS 
LBP_1_RS LBP_1_RS LBP_1_RS 
LF_A1_RS LF_A1_RS LF_A1_RS 
PEA3_CS PEA3_CS - 
TCF_1_CS TCF_1_CS TCF_1_CS 
XRE_CS1 XRE_CS1 XRE_CS1 

yeast_terminationCS1 yeast_terminationCS1 - 
- - alpha_INF.2 

  
 گیري نهایی نتیجه

ي هـا در پژوهش حاضـر، شناسـایی چنـد شـکلی
در  کالپــاینو کالپاســتاتین احتمــالی دو جایگــاه ژنــی 

ــتفاده از  ــا اس ــاري ب ــري بختی ــفندان ل ــت گوس جمعی
مورد بررسـی  PCR-SSCPو  PCR-RFLPي ها روش

این پژوهش حـاکی قرار گرفت. مشاهدات حاصل از 
به نظـر بود، لذا کالپاستاتین از یک شکل بودن جایگاه 

می رسد که نشانگرهاي ژنتیکـی دیگـري بـراي ایـن 
ي ژنی باید مورد بررسـی ها جایگاه و یا دیگر جایگاه

دست آمـده از  همچنین با توجه به نتایج به قرار گیرند.
و  کالپایناین پژوهش مبنی بر چند شکل بودن جایگاه 

و صـفت وزن  هـا نی دار بودن ارتبـاط بـین ژنوتیپمع
ي آللـی مشـاهده شـده در ایـن ها تولد، احتمالاً از فرم

ي اصلاح نژادي براي ها توان در برنامهجایگاه ژنی می

از دلایـل  بهبود کیفیت گوشت در گوسفند بهـره بـرد.
وتیـپ و دیگـر داري ارتباط بین ژن احتمالی عدم معنی

 ها وان بـه تعـداد کـم نمونـهتـصفات مورد مطالعه می
 در مـورد اشاره داشت. پژوهش حاضر اولین بررسـی

شناسایی چند شکلی ژنتیکـی در نـواحی بـالا دسـت 
امکـان بررسـی  هاي مذکور بوده اسـت. متأسـفانه ژن

کیفیـت گوشـت و  هاي مورد نظر با صفاتارتباط ژن
گیــري انــدازهملزومــات دلیل فــراهم نبــودن  بــهلاشــه 

، وجود نداشت. به هر حال ا ذبح حیوان)ی اولتراسوند(
تـر ایـن تـر و بررسـی دقیـقي بـیشها انجام پژوهش

(اینترون،  ها ي ژنی و دیگر نواحی در این ژنها  جایگاه
براي تایید نتایج پژوهش حاضر ضروري اگزون و ...) 

  رسد.  به نظر می
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Abstract   
Background and objective: The aim of the present study was to investigate allelic diversity in the 
upstream regulatory region of calpastatin and calpain genes, bioinformatics analysis of studied genes 
and association of allelic variants with body weight and fat-tail traits in Lori-Bakhtiari sheep.  
 

Materials and methods: One hundred and fifty blood samples were collected randomly and 
DNA was extracted by modified salting out method. The specific primer pairs were designed 
using Oligo7 software for amplification of fragments with lengths of 245 and 225 bp from the 
upstream regulatory region of calpastatin and calpain genes, respectively. After PCR, the 
amplified products of calpastatin and calpain marker sites were subjected to endonuclease 
digestion with PstI and HaeIII enzymes, respectively. Due to the monomorphic of RFLP results, 
the SSCP technique was used for more accurate assessment of amplified fragments. After 
genotyping, one sample from each banding patterns of calpain gene was sequenced. The 
obtained sequences were investigated for identification of motifs involved in gene regulation 
and also mutations in different banding patterns by DNASIS MAX and BioEdit software. 
Association between observed banding patterns and body weight traits at birth, 3, 6, and 12 
months of age and weight, upper bound, lower bound, and the height of fat-tail was investigated 
by Glimmix procedure of SAS (version 9.1) software.  
 
Results: Three banding patterns of A, B, and C with frequencies of 66, 9, and 25% were 
observed in Lori-Bakhtiari samples, respectively. The upstream region of calpastatine gene was 
monomorph in present study. Statistical analysis showed significant association between 
banding patterns of calpain marker site and body weight at birth in Lori-Bakhtiari sheep 
(P<0.05). Also, sequences alignment of observed banding patterns for calpain gene in studied 
sheep showed six single nucleotide polymorphisms in different positions. Result of calpastatin 
gene sequencing confirmed its monomorphic behavior so that no differences were observed 
between the sequences of this gene. Comparative motifs analysis between studied sequences 
showed that all motifs were common between the banding patterns except PEA3_CS and 
yeast_terminationCS1 which were not observed C banding pattern and alpha_INF.2 which 
observed only in C banding pattern.  
 
Conclusion: According to the polymorphic pattern in upstream regulatory region of calpain 
locus and its significant association with birth weight, this marker site may be used in breeding 
programs to improve meat quality in sheep. 
 
Keywords: Calpastatin gene, Calpain gene, Lori-Bakhtiari sheep, Upsream regulatory region, 
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