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 با استفاده  گوسفنذ کرمانیهای مختلف افتبدر   CIB4بررسی بیان ژن 

 Real Time qPCRاز 
 

 و 3زاده کشکوئیه علی اسمعیلی، 2آبادی محمدرضا محمد* ،1در امیرحسین جعفری دره
 4رعلی ریاحی مدوا

 کشهبىداًـکذُ کـبٍسصی، داًـگبُ ؿْیذ ثبٌّشگشٍُ علَم داهی،  اػشبد3داًـیبس ٍ 2، اسؿذ داًـدَی کبسؿٌبػی1
  هطیغی، علَم ٍ دیـشفشِ سکٌَلَطی ٍ علَم دظٍّـگبُ هطیغی، علَم دظٍّـکذُ ثیَسکٌَلَطی، گشٍُاػشبدیبس 4

 کشهبى دیـشفشِ، فٌبٍسی ٍ كٌعشی سکویلی سطلیلار داًـگبُ

  26/9/95 ؛ سبسیخ دزیشؽ:18/6/95 خ دسیبفز:سبسی
 

 1چکیذٌ
 یکی اص هْوششیي ًظادّبی گَػفٌذ ثَهی ایرشاى اػرز ٍ ثرِ یرَثی ثرب ؿرشایظ      گَػفٌذ کشهبًی  سابقٍ ي َذف:

 هطیغی یـي ٍ ًبهغلَة قؼوز خٌَة ؿشقی کـَس کِ آة ٍ َّای گشم ٍ یـک غبلت اػز ٍ هشاسع کن ٍ

ؿًَذُ ثِ کلؼین  ّبی هشلل دشٍسئیي  یکی اص اعضبی یبًَادُ CIB4شٍسئیي دکن کیفز ّؼشٌذ ػبصگبس ؿذُ اػز. 

 ٍ L-CIB4 شًؼرکشیذز س 2داسای  CIB4 طىثبؿذ کِ دس ثربسٍسی ثربم هرَاش اػرز.      هی CIB یعٌی ٍ ایٌشگشیي،

 S-CIB4 ثبؿذ. سب کٌَى ٍظبیف ثیَلَطیکی  هیCIB4  ،ُثرِ   "ٍلری اییرشا  دس دؼشبًذاساى ثِ یَثی هـخق ًـذ

دس افضایؾ ثبسٍسی سَخِ صیبدی ثِ ایي دشٍسئیي ؿذُ اػز. لزا، ثب  سَخِ ثِ ًقؾ ٍ اّویز  CIB4ااش ثبلقَُ دلیل 

 ایي دشٍسئیي ثش ثبسٍسی، دس هغبلعِ ضبضش ثیبى ایي طى دس گَػفٌذ کشهبًی هَسد اسصیبثی قشاس گشفز. 
 

ٍ  ، سخورذاى ، عطرب،، کلیرِ، کجرذ   هغض، قلت، ؿرؾ ّبی  دس ثبفز CIB4ایي هغبلعِ ثیبى طى  دس َا:مًاد ي ريش

هخشلرف اص   یّرب  ثبفرز  ثشسػری ؿرذ. دس اثشرذا   هبدُ(  2ًش ٍ  4)دس گَػفٌذ کشهبًی سکشاس(  3)اص ّش ثبفز ثیضِ 

ِ  یکل اص سوبه RNA ػذغ ٍ هٌشقل ؿذ ـگبُیثِ آصهب عیٍ دس اصر هب ِیگَػفٌذ سْ عجر  دػرشَسالعول   ّرب   ًوًَر

ؿرشکز   cDNAاص کیرز ػرٌشض   ثب اػرشفبدُ اص   cDNAاج ٍ اػشخش  One Step RNA Reagentکیز اػشخشاج
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 Real Timeّربی ًشبیح هٌطٌیعٌَاى کٌشش، دایلی،  ثِ CIB4  ٍGAPDHػبیشِ ؿذ. دغ اص سکثیش طى فشهٌشبص 

qPCR  هطلَمر ٍPCR  ؿذ.  دسكذ ثشسػی 2ثب اػشفبدُ اص الکششٍفَسص سٍی ط، آگبسص 

 

ّبی اػشخشاج ؿذُ ثرَد ٍ ٍخرَد دٍ ثبًرذ    RNAهٌبػت ٍ هغلَة ثیبًگش کیفیز اػذکششٍفشَهششی ًشبیح  :وتايج

18S  ٍ28S  دسRNA  ًـبى دٌّذُ ػبلن ثَدىRNA    ثرَد ٍ عذم ٍخَد ثبًذ اضبفی ًـبى دٌّرذُ یلرَف آى. 

دس  bp574دس ثبفرز ثیضرِ ٍ عرذم ٍخرَد ثبًرذ       CIB4ثرشای ثرشای طى    bp574هـبّذُ سک ثبًذ دس هطرذٍدُ  

ِ  دس هَسد ّوِ GAPDHثشای طى  bp150هطذٍدُ  ّبی دیگش ٍ ٍخَد ثبًذ دس ثبفز ًـربى داد کرِ طى   ّرب  ًوًَر

CIB4 سخورذاى   ٍ هغض، قلت، ؿؾ، عطب،، کلیِ، کجذّبی ؿَد ٍ دس ثبفزفقظ دس ثیضِ گَػفٌذ کشهبًی ثیبى هی

  .ؿَدثیبى ًوی

 

هغض، قلت، ّبی س ثبفزؿَد ٍ دفقظ دس ثیضِ گَػفٌذ کشهبًی ثیبى هی CIB4کِ طى  ثب سَخِ ثِ ایي گیری: وتیجٍ

ّرب ًقرؾ   سَاى دیـٌْبد کشد کِ ایي طى دس ثبسٍسی قرَذ لزا هیؿَد، ؿؾ، عطب،، کلیِ، کجذ ٍ سخوذاى ثیبى ًوی

ؿرَد، ٍلری ثرشای دس     ؿذ کِ ایي طى هخشق ثیضرِ اػرز ٍ فقرظ دس ثیضرِ ثیربى هری       ـخقداسد. اگش زِ ه

 ؿَد ثبیذ هغبلعبر سکویلی اًدبم ؿَد.   ّب ثیبى ایي طى کٌشش، هی ّبیی کِ ثِ ٍػیلِ آىهکبًیؼن

 

 Real Time qPCR، گَػفٌذ کشهبًی، CIB4ثیبى طى،  کلیذي: هاي  واشه
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 مقذمٍ

َسّبی یبٍسهیبًِ اػز ٍ گَػفٌذ ضیَاى هْن سَلیذ کٌٌذُ گَؿز دس ًَاضی گشهؼیشی، اص قجیل کـ

هیلیرَى   50ثریؾ اص  (. 19د )داس آى هغلرَة  لبدی آى ثؼشگی ثِ سَاًبیی سؿذ ٍ سَلیذ هثرل عولکشد اقش

یکری  گَػفٌذ کشهبًی (. 20 ٍ 8ًظاد ٍ اکَسیخ ّؼشٌذ ) 27سأع گَػفٌذ دس ایشاى ٍخَد داسد کِ ؿبهل 

اص هْوششیي ًظادّبی گَػفٌذ ثَهی ایشاى اػز ٍ ثِ یَثی ثب ؿشایظ هطیغی یـي ٍ ًبهغلَة قؼروز  

ٍ کن کیفز ّؼشٌذ ػربصگبس   خٌَة ؿشقی کـَس کِ آة ٍ َّای گشم ٍ یـک غبلت اػز ٍ هشاسع کن

کِ ثرشای سَلیرذ    ثبؿذدـن ػفیذ هیداسای هشَػظ ٍ آى اًذاصُ اػز ٍ  ؿذُ اػز. ایي گَػفٌذ دًجِ داس

دس اػشبى کشهبى ثؼیبسی اص ًیبصّبی هشدم عـربیش ٍ داهذرشٍساى   ( ٍ 10) ؿَدگَؿز ٍ دـن ًگْذاسی هی

عٌَاى یکری اص هٌربثع    داسی ثِِ كٌعز گَػفٌذسػذ ث ًظش هی ضشٍسی ثِلزا،  .کٌذ ایي اػشبى سا سأهیي هی

ّرب،   ای ؿرَد ٍ دس خْرز ؿٌبػربیی دشبًؼریل     سأهیي کٌٌذُ گَؿز، دـرن، دَػرز ٍ غیرشُ سَخرِ ٍیرظُ     

اػشعذادّبی ًظادّبی ثَهی، سفع هَاًع ٍ هـکلار ثْجَد ٍ اكلاش ایي ًظادّب اقذاهبر اكَلی ٍ قبععی 

 كَسر گیشد. 

ّب دس ػغص  ّبی هشسجظ ثب كفبر اقشلبدی ٍ هغبلعِ آىٍ دشٍسئیي ّبیکی اص ایي اقذاهبر هغبلعِ طى

ثبًرذ ؿرًَذُ ثرِ کلؼرین ٍ     ّرب، یربًَادُ درشٍسئیي    ػلَلی یب کشٍهَصٍهی اػز. یک یبًَادُ اص ایري طى 

CIB) ایٌشگشیي
Caّب ثِ سغییشار ػغَش یَى کلؼرین ) ػلَ،ّؼشٌذ. ( 1

2+ ) ِ ای  ّربی ٍػریلِ درشٍسئیي   ثر

سَاًٌرذ ػبیشبسؿربى سا   هری  CIBدٌّذ. یبًَادُ ّؼشٌذ دبػخ هی CIBیبًَادُ  ، کِ دسثشگیشًذ2ٌُّذ-اف

اص ًظرش  ّب سا فعب، کٌٌذ سب ثِ یَى کلؼین ثبًذ ؿًَذ.  ّبی ّذف ثبًذ ؿًَذ ٍ آىسغییش دٌّذ سب ثِ دشٍسئیي

عولکشدی ًـبى دادُ ؿذُ اػز کِ اعضبی ایي یبًَادُ دس دؼشبًذاساى دس ّوَػشبصی، دبػخ ثرِ آػریت   

DNAِ( کرِ  19، 16صایی، اًذٍهیشَص ٍ اػذشهبسَطًض دییرل ّؼرشٌذ )  سیضی ؿذُ ػلَ،، خٌیي ، هشگ ثشًبه

اًؼربًی ؿربهل زْربس     CIBیبًَادُ دشٍسئیي ّب ثِ ًَعی اسلب، ثِ یَى کلؼین ااشگزاس اػز.  دس اکثش آى

سًذ کرِ  دا ٌّذ -ای افّبیی ثِ ًبم ّب داهیي اػز کِ ّوِ آى CIB1 ،CIB2 ،CIB3  ٍCIB4ّوَلَگ 

( اٍلریي عضرَ یربًَادُ    1997) ٍ ّوکربساى  3ًبیرک  دظٍّـیدس دس ثبًذ کشدى یَى کلؼین هْن ّؼشٌذ. 

کیلَدالشرَى   22. دس اثشذا هـخق ؿذ کِ ایي دشٍسئیي (11) سا کـف کشدًذ CIB1، یعٌی CIBدشٍسئیي 

                                                           
1- Calcium and integrin binding protein 

2- EF-hand 

3- Naik 
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قرؾ هْوری سا   ّرب ً سدوع دلاکز ؿَد.دلاکز هشلل هی αIIbٍصى داسد ٍ ثِ دم ػیشَدلاػوی ایٌشگشیي 

ِ  کٌذ. آگًَیؼزدس ّوَػشبصی فیضیَلَطیکی ٍ سشٍهجَص دبسَلَطیک ثبصی هی ای اص ّبی دلاکرز هدوَعر

 αIIbػربصی ایٌشگرشیي   کٌٌذ کرِ هٌدرش ثرِ فعرب،    یبسخی القب هی -دّی دایلیضَادص سا ثِ ًبم ػیگٌب،

-دّی دایلری عٌَاى ػیگٌب،ّبیی سا سطز ؿَد. فیجشیٌَطى ثبًذ ؿًَذُ ثِ ایٌشگشیي فعب، ؿذُ ػیگٌب، هی

-ای افؿربهل زْربس هَسیرف     CIB1 کٌذ.کٌذ کِ دبیذاسی ٍ سؿذ لخشِ سا سٌظین هییبسخی سٌظین هی

. آى ّوسٌیي ثِ سعرذادی اص افکشَسّربی   (21، 15، 3) ؿَدّب ثِ کلؼین ثبًذ هی اػز کِ دٍ سب اص آى ٌّذ

Fnk  ٍSnk (7 ،) 1ی زَگربى هبًٌرذ  ، کیٌبصّرب Pax3 (6)، (4) کَزک GTPase Rac3ثبلقَُ، اص قجیل 

PAK1
2 ٍ FAK

عولکشدّربی ثعضری اص   ؿرَد.  ( ثبًذ هی14) DNA( ٍ دشٍسئیي کیٌبص ٍاثؼشِ ثِ 11) 3

ِ ایي دشٍسئیي هوکري اػرز دس    CIB1(. 9، 6گیشًرذ ) سطرز سرأایش قرشاس هری     CIB1ٍػریلِ   ّبی ثبم ثر

، سـکیل ٍ سَػعِ 4سیضی ؿذُ ػلَ، ، هشگ ثشًبهDNAِ، دبػخ ثِ آػیت دیذى IIbػبصی ایٌشگشیي  فعب،

ّرب  دس هرَؽ  CIB1ًقرؾ   اییرشا  (. 14، 12، 11ّبی یَى کلؼین دییرل ثبؿرذ )  سٌظین ػیگٌب، ٍ 5خٌیي

دلَئیذ اػذشهبسَطًض عقرین ثَدًرذ.   ّب علز اص ثیي سفشي فبص ثِ CIB1 ّبی ًش فبقذسٍؿي ؿذُ اػز. هَؽ

کربّؾ یبفشرِ    7ی ػرویٌیفشٍع ّب دس لَلِ 6ببی صایّّب ٍ سعذاد ػلَ،ّب اًذاصُ ثیضِدس ایي هَؽ اگش زِ

ّرب  ّبی صایگش افضایؾ یبفشِ ثَد ٍ عَیل ؿذى اػذشهبسیذّب ٍ اػذشمسیضی ؿذُ ػلَ، هشگ ثشًبهِ ثَد، اهب

ّبی عولکشدی هْرن  هوکي اػز یکی اص طى CIB1ایي اػز کِ  ثیبًگش(. ایي اهش 18هشَقف ؿذُ ثَد )

درشٍسئیي   هطرل سَلیرذ  دس هبّیسِ اػکلشی هَؽ،  CIB2کِ ز اػهـخق ؿذُ دس ثبسٍسی ًشّب ثبؿذ. 

. ّوسٌیي هـخق ؿذُ کِ (5) ایٌشگشیي ااش هشقبثل ایدبد کٌذ α7Bسَاًذ ثب صیشٍاضذ ؿَد ٍ هیثیبى هی

ایٌشگرشیي هرَؽ    αIIbهَؽ دس ؿشایظ آصهبیـگبّی ثِ صیشٍاضذ  CIB1 ،CIB2  ٍCIB3ّبی دشٍسئیي

دس  CIB2گرشی ػیؼرشوبسیک دس گَػرفٌذ ًـربى دادُ کرِ طى      غشثرب،  ،ثش ایري  علاٍُ(. 2ؿًَذ )ثبًذ هی

ؿرَد  ّبی هخشلفی، اص قجیل خگش، قلت، کلیِ، هغض، عطب،، هعذُ، سخوذاى، ثیضِ ٍ هبّیسِ ثیبى هی ثبفز

(. دس 16ثربم اػرز )   ًؼرجشب   CIB3  ٍCIB4ّب دس هقبیؼرِ ثرب   دس ایي ثبفز CIB2، ثیبى ّوسٌیي(. 16)

                                                           
1- polo-like kinases 

2- p21-activated kinase 

3- Focal adhesion kinase 

4- Apoptosis 

5- Embryogenesis 

6- Germ cells 

7- Seminiferous tubules 
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ّبی اًذ یک سَصیع اًشخبثی سا دس ثبفزدس گَػفٌذ ؿٌبػبیی ؿذُکِ  CIB3 ٍ CIB4ّبی RNAهقبثل، 

 1اكرَم   CIB3طى ّب یکؼبى ٍ ثبم ًیؼرز.  ؿبى دس ّوِ ثبفزثیبى CIB2ٍ هبًٌذ  اًذهخشلف ًـبى دادُ

(. هطلرَمر طى  16ؿرَد )  دبییي دس قلت، هعذُ، سخوذاى، ثیضرِ ٍ هبّیسرِ ثیربى هری     دس ػغَش ًؼجشب 

CIB4 ٌَدٌّذُ ًقؾ ٍاضذ ٍ هٌطلرش ثرِ    ، کِ ًـبىاًذؿٌبػبیی ؿذُگَػفٌذ ى فقظ دس ثبفز ثیضِ سب ک

ّربی  کِ سب کٌَى ّیر یرک اص طى  (. ثب سَخِ ثِ ایي17فشد ایي دشٍسئیي یبف دس ثبسٍسی گَػفٌذ اػز )

  CIB4اًذ، ّذف ایي دظٍّؾ ثشسػی ثیبى طىایي یبًَادُ دس گَػفٌذ کشهبًی هَسد هغبلعِ قشاس ًگشفشِ

 ّبی هخشلف گَػفٌذ کشهبًی ثَد.  دس ثبفز

 

 َا مًاد ي ريش

سکرشاس(   3)اص ّش ثبفرز  ٍ ثیضِ  ، سخوذاى، عطب،، کلیِ، کجذؿبهل هغض، قلت، ؿؾ ی ثبفشیّب ًوًَِ

هبدُ( ایؼشگبُ گَػفٌذ ٍ ثض داًـگبُ ؿْیذ ثبٌّش کشهبى دس ٌّگبم کـرشبس   2ًش ٍ  4) کشهبًی اىگَػفٌذ اص

ثلافبكلِ دغ اص کـرشبس   ثَدًذ. کشهبًیهَخَد دس ایي گلِ فقظ اص ًظاد  گَػفٌذاى .ؿذ دس کـشبسگبُ سْیِ

 یّرب  ی هَسد ًیبص سَػظ سیغ اػششیل خذا گشدیذ ٍ دس دایل هیکشٍسیرَة ّب قغعبر کَزکی اص اًذامدام 

ک فَیرل آلَهیٌیرَهی   یر دس دایل  ّب ػذغ ّش زٌذ عذد اص هیکشٍسیَة. قشاس دادُ ؿذًذلیششی  هیلی 5/1

دس دایل فشیضس  ّب اص اًدوبد ػشیع ًوًَِ دغ ثِ دایل سبًک اصر فشػشبدُ ؿذًذ. ٍ ػشیعب ؿذ س دادُ قشا

RNase اص یهطیظ عبس دس ثبیؼشی RNA اػشخشاج .ًذذًگْذاسی ؿ -80
قجرل اص اًدربم   . ؿرَد  اًدبم 2

DEPCآة  سوبهی ٍػبیل سَػظ RNA اػشخشاج
 ؿرذًذ.  4عربسی  RNaseاص  (MR8244 ،ػریٌبطى ) 3

 )ؿرشکز   One Step RNA Reagentعج  دػشَسالعول کیز اػرشخشاج  اص ثبفزکل  RNAاج اػشخش

ط، سٍی ثرب سٍؽ الکششٍفرَسص    اػشخشاج ؿذُ  RNAکویز ٍ کیفیز كَسر گشفز.( ثیَثیؼیک کبًبدا

اػشخشاج ؿذُ سب اًدبم هشاضل ثعذی  RNAهَسد اسصیبثی قشاس گشفز.  6اػذکششٍفشَهششی UVٍ  5آگبسص

 گشاد هٌشقل ؿذ.  دسخِ ػبًشی -80س ثب دهبی آصهبیؾ ثِ فشیض

                                                           
1- Primarily 

2- RNase-free environment 

3- Di Etyhyl Pyro Carbonate water 

4- RNase-free 

5- Agarose gel electrophoresis 

6- UV spectrophotometry 
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RerertAid) ؿشکز فشهٌشبص اػشفبدُ ؿذ cDNAاص کیز ػٌشض cDNA  ثشای ػٌشض 
TM

 H Minus 

First Strand cDNA Synthesis Kit #K1631.)  اص هقذاس هٌظَسایي ثشایμg 1  اصRNA  کل

لزا خْز  ،دػز آیذِ ثثبفز اص ّش  RNA هوکي اػز ضیي اػشخشاج هقبدیش هشفبٍسی. ؿذ اػشفبدُ

شای . ثاػشفبدُ ؿذRNA هیکشٍگشم اص  1هقذاس اص  ، cDNAػبیز دسکبس سفشِ  ثRNAِ یکؼبى کشدى 

 ثب RNAایي هٌظَس  ثبؿذ، ثِ DNAثِ  عبسی اص آلَدگیRNA ًوًَِ  ثبیذ RT-PCRی ّب ٍاکٌؾ اًدبم

گشاد  دسخِ ػبًشی -20دهبی  ثشداسی هعکَع دس هطلَ، ٍاکٌؾ ًؼخِ. سیوبس ؿذ DNaseIاػشفبدُ اص 

  .ذًگْذاسی ؿ

 geneافرضاس  ًرشم ٍ  www.ncbi.comػربیز  اص  (1)خرذٍ،   ًظرش  هرَسد  ّربی عشاضی آغبصگش ثشای

runner سَػرظ ؿرشکز    )ایرشاى(  سکبدَصیؼز ؿشکزّب ثب ٍاػغِ آغبصگش .اػشفبدُ ؿذBioneer (  ُکرش

( S-CIB4ٍ کَسربُ )  L-CIB4)) ثشای ایي طى دس گَػفٌذ دٍ سشًؼکشیذز ثلٌرذ  ػبیشِ ؿذًذ.( خٌَثی

 ٍخَد داسد کِ دس ایي دظٍّؾ سشًؼکشیذز ثلٌذ سکثیش ؿذ.    
 

هاي مختلف در بافت KJ425421.1با شماره دسترسی  CIB4توالی آغازگرهاي استفاده شذه براي بیان شن  -1جذول 

 گوسفنذ کرمانی.

Table 1. Oligonucleotide primer pairs used for CIB4 gene expression in different tissues of Kermani 

sheep with accession no. KJ425421.1. 
 ؿذُ عَ، قغعِ سکثیش

Amplicon size (bp) 

 آغبصگشی سَال

Primer sequence 
 ًبم طى

Gene name 

 
574 

5'- CATGGGGCAATGTCTGAGGT -3' 
 آغبص گش سفز

Sense Primer 

 CIB4 طى

CIB4 Gene 

5'- GGTATTTGTGTTCACGTCAAC 3′ 

 آغبصگش ثشگـز

Antisense 

Primer 

 

 
150 

5'- CTGCTGACGCTCCCATGTTTGT -3' 
 آغبص گش سفز

Sense Primer 

 GAPDHطى 

GAPDH 

Gene 

5'-CTGCTGACGCTCCCATGTTTGT -3' 

 آغبصگش ثشگـز

Antisense 

Primer 

 

 

 ٍ ّوکربساى  ثَػرشیي  ػظاسایِ ؿذُ سَ MIQE، ثب دس ًظش گشفشي اػشبًذاسدّبی خْز اًدبم ٍاکٌؾ

هیکشٍلیشش  SYBRPermixTaq II  ٍ3/0هیکشٍلیشش  5/7هیکشٍلیشش آة دٍ ثبس سقغیش،  7/4 (1) (2009)
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ROX ِهیکشٍلیشرش   5/1هیکشٍلیشش آغربصگش ثشگـرز ٍ هقرذاس     5/0هیکشٍلیشش آغبصگش سفز،  5/0ّوشاُ  ث

cDNA  ػذیي ؿذًذ سب ّوِ هَاد دس یرک  ّب اثب ّن هخلَط ؿذًذ. هیکشٍسیَح 2/0الگَ دس هیکشٍسیَح

ٍ  CIB4قشاس دادُ ؿرذ. ثرشای طى    3000ًقغِ خوع ؿًَذ ٍ ػذغ ثب ؿشایظ صیش دس دػشگبُ سٍسَس طى 

GAPDH ِگرشاد   دسخِ ػربًشی  94ابًیِ، ٍاػشؿز ابًَیِ  45گشاد ثشای  دسخِ ػبًشی 94، ٍاػشؿز اٍلی

 72 گؼرششؽ دس دهربی   ٍ 4-2شاس هشاضرل  ػیکل سک 40ابًیِ،  60گشاد  دسخِ ػبًشی 59ابًیِ، اسلب،  30

گشاد اًدبم ؿذ. ثرشای   دسخِ ػبًشی 94سب  72ابًیِ ٍ دس هشضلِ رٍة افضایؾ دهب اص  45گشاد  دسخِ ػبًشی

 اػشفبدُ ؿذ( 2002) فبفل ٍ ّوکبساىدی اص سٍؽ Real time PCRی ضبكل اص ّب سدضیِ ٍ سطلیل دادُ

 CIB4 یّب اثشذا ًوَداس اػشبًذاسد ثشای طى PCRکٌؾ . دس ایي سٍؽ ثشای ثشسػی دسكذ ثبصدُ ٍا(13)

ٍ GAPDH ی هخشلرف  ّب سشػین ؿذ. ثشای سشػین ًوَداس اػشبًذاسد غلظزcDNA (1 ،1/10 ،1/100 ،

 98سشسیت  ثِ CIB4  ٍGAPDHی ّب ثشای طى PCRاػشفبدُ ؿذ ٍ ثبصدُ ٍاکٌؾ  PCR( ثشای 1/1000

اًدربم ؿرذ ٍ    PCRی ّرب  ی سیوبس ؿذُ ٍ ًشهب، ٍاکٌؾّبدسكذ ثشآٍسد ؿذ. دس اداهِ سٍی ًوًَِ 99ٍ 

هطبػجِ گشدیرذ   (2002فبفل ٍ ّوکبساى )دیًشبیح ضبكلِ ثشای ثشسػی هیضاى ًؼجی سکثیش ثیبى ثب فشهَ، 

(13.) 

 
 

طى هَسد هغبلعِ ٍ طى هشخع یب کٌشش، دایلی  PCRسشسیت ثبصدّی  ثِ Etarget  ٍErefدس ایي ساثغِ 

1ی ضبكل سفش ΔCtثبؿٌذ.  هی
Ct   )ًِطى)ضذ آػشب CIB4 اصCt   طىGAPDH ثبؿذ. هی 

 

 وتايج ي بحث

 9/1-77/1ثیي  A260/A280ّبی اػشخشاج ؿذُ دس عَ، هَج ًشبیح ضبكل اص اعذاد خزة ًوًَِ

دس  18S  ٍ28Sٍ ٍخَد دٍ ثبًذ  ثَدّبی اػشخشاج ؿذُ RNAثَد کِ ثیبًگش کیفیز هٌبػت ٍ هغلَة 

RNA دٌّذُ ػبلن ثَدى  ًـبىRNA (. 1)ؿکل ثَد دٌّذُ یلَف آى  ٍ عذم ٍخَد ثبًذ اضبفی ًـبى

  PCR، ٍاکٌؾ(GAPDH)ٍ کٌشش،  (CIB4)ثشای یبفشي دهبی اسلب، هٌبػت آغبصگشّبی طى ّذف 

                                                           
1- Threshold cycle 
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( اًشخبة C59°سشیي دهب ثشای اسلب، آغبصگشّبی ایشلبكی )دهبی  اًدبم ؿذ ٍ هٌبػت 1ؿیت دهبیی

 گشدیذ. 

ط، آگربسص   سٍیثب اػشفبدُ اص الکششٍفَسص  PCRهطلَمر ٍ  Real Time PCRّبی ًشبیح هٌطٌی

هـبّذُ سک ثبًرذ دس هطرذٍدُ   فقظ دس ثبفز ثیضِ سکثیش ؿذُ اػز.  CIB4ًـبى داد کِ طى دسكذ(  2)

bp574  ثشای ثشای طىCIB4  ِعذم ٍخَد ثبًذ ٍ دس ثبفز ثیضbp574 ( 2)ؿکل ّبی دیگش دس ثبفز ٍ

، ثیربًگش كرطز   (3)ؿرکل   ّرب ًوًَِ دس هَسد ّوِ GAPDHای طى ثش bp150دس هطذٍدُ ٍخَد ثبًذ 

 یرضاى ه Real Time PCR دػرشگبُ  ،اًدربم ٍاکرٌؾ   ی. عر ثرَد اًدبم آصهبیؾ ٍ سکثیش قغعرِ هرَسدًظش   

یرش ّورِ   سکث یهٌطٌی ثشا دّذ.هیًـبى  یشسکث یكَسر هٌطٌ سا ثِ یکلٌز دس ّش ػػًَس فلَس ییشارسغ

ًرَس  ثبؿذ کِ دس آى ؿذر  یه یکلیؿذ کِ ًـبى دٌّذُ ػ یفسعش ییبضذ آػشبًِ دس فبص ًو ، یکّب ًوًَِ

   یذُ اػز.ٍاکٌؾ ثِ ضذ آػشبًِ سػسکثیش ع ؿذُ اص عفلَسػٌز ػب

 

 
 .گوسفنذ کرمانی روي شل آگارزاز بیضه  استخراج شذه RNAیی از کیفیت ها نمونه -1شکل 

 کنترل منفی. -ها. نمونه 3و  2، 1 

Figure 1. Quality of RNA extracted from testis of Kermani sheep on agarose gel. 
1, 2 and 3 present samples. – is negative control. 

                                                           
1- Gradiant 
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؛ M50در گوسفنذ کرمانی روي شل آگارز.  CIB4ي مورد بررسی با استفاده از پرایمرهاي ها الکتروفورز نمونه -2شکل 

 ط به مغس، قلب، شش، طحال، کلیه، کبذ، تخمذان و بیضه هستنذ. ترتیب مربو به 8تا  1هاي نشانگر انذازه. چاهک
Figure 2. Electrophoresis of studied samples using CIB4 primers in Kermani sheep on agarose gel. 

M50; size marker. Lanes 1-8 present brain, heart, lung, spleen, kidney, liver, ovary and testis, 

respectively.  
 

دسكرذ( ثیربى    74فقظ دس ثیضِ گَػفٌذ کشهبًی ) CIB4ًـبى داد کِ طى  Real Time PCRًشبیح 

َ  ّبی ؿذ ٍ دس ثبفز ٍ ّوکربساى   1هغض، قلت، ؿؾ، عطب،، کلیِ، کجذ، سخوذاى ثیبى ًـذ کِ ثب ًشربیح یر

س گَػرفٌذاى دم  د L-CIB4ّب ًـبى دادًذ کِ ػغص ثیربى سشًؼرکشیذز    (. آى17هغبثقز داسد ) (2010)

داسی ًذاسد، ٍلی ػغص ثیبى آى دس ایي دٍ سظاد ثب ًظاد سکؼرل سفربٍر   ّبى ثب دٍسػز سفبٍر هعٌی کَسبُ

فقظ دس گَػرفٌذاى   S-CIB4ّب ّوسٌیي هـبّذُ کشدًذ کِ سشًؼکشیذز  (. آى>05/0Pداسی داسد )هعٌی

اػز ثب ثبسٍسی ثبمی ایري ًرظاد   ثِ عشیقی هوکي  CIB4ؿَد ٍ دیـٌْبد کشدًذ کِ ّبى ثیبى هی دم کَسبُ

ّبى، سکؼرل   فقظ دس ثیضِ گَػفٌذاى کشهبًی، دم کَسبُ CIB4اسسجبط داؿشِ ثبؿذ. ثب سَخِ ثِ ایي کِ طى 

 ّب ًقؾ داسد.     سَاى دیـٌْبد کشد کِ ایي طى دس ثبسٍسی قَذٍ دٍسػز ثیبى ؿذُ اػز، هی

 

                                                           
1- Yu 
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در گوسفنذ کرمانی روي شل آگارز.  GAPDHده از پرایمرهاي ي مورد بررسی با استفاها الکتروفورز نمونه -3شکل 

M50.ترتیب مربوط به مغس، قلب، شش، طحال، کلیه، کبذ، تخمذان و بیضه  به 8تا  1هاي چاهک ؛ نشانگر انذازه

 کنترل منفی.  -هستنذ. 
Figure 3. Electrophoresis of studied samples using GAPDH primers in Kermani sheep on agarose gel. 

M50; size marker. Lanes 1-8 present brain, heart, lung, spleen, kidney, liver, ovary and testis, 

respectively. – is negative control.    
      

 گیری وتیجٍ

دس سَػعِ ٍ دس  هب اص عولکشد ایي طى  CIB4طى ّبی دیگش سشًؼکشیذزدس ًشیدِ، هغبلعِ هلکَلی 

یَاّذ ثَد. اگش زِ هب هشَخِ ؿذین کِ ایي طى هخشق ثیضِ اػرز ٍ فقرظ دس ثیضرِ    هفیذ  گَػفٌذدس 

ثبیذ هغبلعربر   ،ؿَدّب ثیبى ایي طى کٌشش، هی ٍػیلِ آى ّبیی کِ ثِؿَد، ٍلی ثشای دس  هکبًیؼنثیبى هی

   سکویلی اًدبم ؿَد.  
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Abstract
1
 

Background and objectives: Kermani sheep is one of the most important Iranian 

native sheep breeds and is well-adapted to harsh environmental conditions of 

south-eastern part of country, where dry and hot weather is prevalent and pastures 

are of low quality and quantity. CIB4 protein is one member of the calcium and 

integrin- binding proteins family, CIB proteins which are effective in high fertility. 

This protein has two nucleotides’ sequence including L-CIB4 and S-CIB4. CIB4 

biological functions in mammals are not well defined yet, however, a lot attentions 

has been received to these proteins due to their potential effects in increasing 

fertility. Considering the importance of this protein in fertility, we examined the 

expression of this gene in Kermani sheep.  
 

Materials and methods: In this study gene expression of CIB4 in brain, heart, 

lung, kidney, liver, ovary and testis (3 repeats from each tissue) in Kermani sheep 

(4 males and 2 females) were analyzed. Initially, the various tissues of sheep 

supplied and in liquid nitrogen, transported to the laboratory and then total RNA 

from all samples were extracted based on One Step RNA Reagent kit manual and 

cDNA has been made using cDNA Synthesis Kit of Fermentase Co. After 

amplifying CIB4 and GAPDH gene, as an internal control, results of Real Time 

PCR were analyzed and PCR products were separated on 2% agarose gel.  

Results: Spectrophotometry results confirmed good quality of extracted RNA and 

observation of two bands, 28S and 18S on gel electrophoresis of RNA showed that 
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RNA is intact and absence of additional bands represents purity of RNA. 

Observation of 574 bp fragment for CIB4 gene in testis tissue and absence of this 

band in other tissues and observation of 150 bp fragments for GAPDH gene in all 

tissues indicated that this gene is only expressed in testes and in brain, heart, lung, 

kidney, liver and ovary is not expressed. 

 

Conclusion: According to the results CIB4 gene expressed only in testis tissue of 

Kermani sheep and in brain, heart, lung, kidney, liver and ovary was not expressed, 

hence may suggest a role of the gene in ram fertility. Although we indicated that 

this is a testis-specific gene and express only in the testis, but the mechanisms by 

what CIB4 expression is regulated need to be elucidated.  
 

Keywords: Gene expression, CIB4, Kermani Sheep, Real Time qPCR 

   

 
 

 

 

 


