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 چکیده

رشد مناسب شترمرغ به هورمون رشد آن و تغذیه بستگی دارد. هورمون رشد شترمرغ یک پلی پپتید است که موجب   سابقه و هدف:

تحریک رشد و تکثیر سلول ها می شود. هدف از این مطالعه همسانه سازی و تولید دو سازواره ژنی به منظور بیان هورمون رشد 

 شترمرغ در سیستم های پروکاریوتی و یوکاریوتی می باشد. 

آن به روش رونوشت برداری معکوس تهیه  cDNAاز غده هیپوفیز شترمرغ تخلیص شد و  RNAدر این پژوهش، مواد و روش ها: 

هورمون رشد  cDNAکلون شد. سپس ساب کلونینگ  TOPOدر پلاسمید  T/Aحاصل، به روش همسانه سازی  cDNAگردید. 

 انجام شد.  pET32و   pcDNA3.1شترمرغ در وکتورهای

و هضم  PCRبا موفقیت انجام شد و روش های  TOPOهورمون رشد شترمرغ در پلاسمید  cDNAهمسانه سازی   یافته ها:

و  pcDNA3.1-gh، پلاسمید های نوترکیب، cDNAاندونوکلئازی، صحت کلون سازی را تایید نمود. پس از ساب کلونینگ این 

pET32-gh .حاصل گردید و سازواره های حاصل توسط هضم آنزیمی تایید گردیدند 

 با استناد به نتایج به دست آمده در این مطالعه به نظر می رسد که سازه های ژنی تازه ساخته شده در این پژوهش   نتیجه گیری:

 می تواند به عنوان یک راهکار مناسب برای تولید صنعتی هورمون رشد شترمرغ مورد استفاده قرار گیرند.

  شترمرغ، هورمون رشد، همسانه سازی. واژگان کلیدی:

 33تیر ماه پذیرش برای چاپ:    33فروردین ماه دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد، مرکز تحقیقات بیوتکنننولنوژی.               

 abbasdoosti@yahoo.comپست الکترونیک:         03133131130تلفن: 

 
 

 م دمه     

 رشد اولیه شترمرغ به وسیله تغذیه و هورمون رشد آن کنترل                                                               

می شود. هورمون رشد در شترمرغ موجب افزایش سوخت و                                                 

ساز چربی، متابولیسم کربوهیدرات، جذب پروتئین و تحریک                                                     

اسید آمینه ای،                  131رشد می گردد. این هورمون یک پلی پپتید                                      

 کیلو دالتون می باشد                       22تک رشته ای با وزن مولکولی حدود                                

رشته مارپی  است که برای واکنش با                                    4(. هم نین دارای                 2و     1  

 (. ژن های           3گیرنده هورمون رشد  روری می باشند                                    

هستند که بر روی بازوی                          ghو      ghکد کننده هورمون رشد                     

قرار دارند.               22-24و در ناحیه های                   1بلند کروموزوم شماره                     

اگزون و            کیلوباز داشته و دارای                         2-3این ژن ها  ولی برابر                      

 (. هورمون رشد توسط                    4چهار اینترون می باشند                         

سلول های سوماتوتروپیک بخش قدامی غده هیپوفیز تولید،                                                    

 خیره و ترش  می شوند. ترش  این هورمون در غده هیپوفیز                                                      

 توسط پپتیدهای هورمونی آزاد کننده هورمون رشد                                             

    o th ho mo  -    asi   ho mo      R      و ) 

   o th ho mo  -i hibiti  بازدارنده هورمون رشد                        

ho mo                                             تولید شده به وسیله هسته های ترشحی )

هیپوتا موس تنظیم می شود. به  وری که فعالیت های                                                
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 فیزیولوژیکی مانند فعالیت بدنی، تغذیه و خواب، ترش                                                    

 این هورمون را تحریک و موادی مانند اسیدهای چرب                                               

(. هورمون رشد به                   آزاد از ترش  آن جلوگیری می نمایند                                     

  ور مستقیم سرعت انتقال بسیاری از اسیدهای آمینه به                                                   

 دهد. این امر                ها را از  ری  غشا افزایش می                             داخل سلول         

موجب افزایش غلظت اسیدهای آمینه در داخل سلول و                                               

 احتما   افزایش ساخت پروتئین می شود.                                   

این کنترل انتقال اسیدهای آمینه مشابه ا ر انسولین در کنترل                                                           

ها می باشد. حتی زمانی که                            انتقال گلوکز از غشای سلول                         

شود، هورمون               غلظت اسیدهای آمینه داخل سلول هم زیاد نمی                                        

دهد و بدین وسیله                    را افزایش می              RNAرشد ترجمه           

های داخل سیتوپلاسم را وادار به افزایش ساخت                                             ریبوزوم       

  30(. تجویز هورمون رشد در مدت                             و    نماید           پروتئین می          

دقیقه باع  افزایش اسیدهای چرب آزاد در خون  از                                                 0 الی     

منشا  بافت چربی( و افزایش اکسیداسیون اسیدهای چرب در                                                     

گردد. به نظر می رسد که ا ر هورمون رشد در                                            کبد می      

  -    ها و چربی ها بدون دخالت                         متابولیسم کربوهیدرات                    

گیرد. تجویز هورمون رشد انسانی، که با تکنیک                                              انجام می        

نوترکیبی تهیه شده است، باع  افزایش توده بدون چربی بدن                                                       

 و کاهش در چربی بدن همراه با افزایش در میزان متابولیک                                                      

 (.   -3شود         و افت کلسترول پلاسما می                      

      DNAتا قبل از کش  سنتز م نوعی هورمون رشد به روش                                             

نوترکیب، این هورمون برای کاربردهای درمانی از غده هیپوفیز                                                          

هورمون رشد نوترکیب                       200اجساد استخرا  می شد. از سال                             

در ایا ت متحده آمریکا در دسترس قرار گرفت و برای                                                 

کاربردهای صنعتی و درمانی مورد استفاده قرار می گیرند.                                                      

هورمون رشد دارای کاربردهای درمانی و صنعتی می باشد. در                                                       

صنعت از این هورمون برای افزایش قابلیت حیوانات اهلی                                                    

استفاده می شود و موجب افزایش شیر و مح و ت شیری در                                                   

 (.  10گاوهای شیرده می گردد                        

هدف از این مطالعه ایجاد دو سازواره ژنی جدید برای                                                    

 اشریشیا کلی           بررسی بیان ژن هورمون رشد شترمرغ در باکتری                                           
 ( می باشد.                   

 مواد و رو  ها             

: در این مطالعه پس از                       از بافت هیپوفیز                    ال ( استخرا               

شکستن جمجمه شتر مرغ تازه کشتار شده، غده هیپوفیز از آن                                                       

خار  گردید و بلافاصله بر روی ی  قرار داده شد. به منظور                                                       

مح ول شرکت سیناژن                     RN -P  sاز محلول            RNAاستخرا          

،   cDNAایران استفاده شد. با استفاده از کیت مخ و  تهیه                                                

ی فراهم شده،                RNAساخت شرکت فرمنتاز آلمان از روی                                

 هورمون رشد شتر مرغ                      cDNAمطاب  دستورالعمل کیت،                       

 ساخته شد.           

به منظور تکثیر ژن هورمون رشد،  راحی                                       ب(  راحی پرایمر:                

پرایمر صورت گرفت. بدین صورت که ابتدا توالی هورمون                                                   

( گرفته شد. شماره                     a    رشد شترمرغ از بانک جهانی ژن                               

می باشد. بر اساس آن توالی                               A  2 1 1 بت ژن مورد استفاده                     

پرایمر مشخص گردید. به منظور سهولت همسانه سازی در                                                  

به ترتیب سایت                  R    sو      o  a d پرایمرهای             انتهای        

قرار داده شد. توالی                                    و            برش آنزیم های             

 پرایمرهای مورد استفاده در این بررسی به صورت زیر                                                 

می باشد. در زیر سایت برش آنزیم های مربو ه خط کشیده                                                    

 شده است:          
Ost-GH-F: 5'-TCCTCGAGACAGAAATGGCTCC-3' 

Ost-GH-R: 5'-CCATCCATGGAGATGGTGCAGTTGCTT-  3 

 

در حجم          PCR: واکنش         هورمون رشد شترمرغ                        ( تکثیر          

 الگو،         DNAنانوگرم           20میکرولیتر شامل                   2نهایی       

 ،   dNTPمیکرومو ر مخلو                    C        ،200  2میلی مو ر             2

 پلی مراز            DNAپیکومول از هر پرایمر، یک واحد آنزیم                                        2

Ta                                                و چند قطره روغن معدنی برای جلوگیری از تبخیر 

 مواد و آلودگی  همه مواد ساخت شرکت سیناژن ایران(                                               

 انجام شد.           

دقیقه واسرشت شدن                       با شرایط دمایی                  PCRدر ادامه واکنش                

چرخه        30و در ادامه            سیلیسیوس          درجه          34ابتدایی در دمای                 

درجه سیلیسیوس  به مدت                         34شامل واسرشت شدن در دمای                         

  1درجه سیلیسیوس  به مدت                           1 ، ات ال در دمای                 دقیقه       1

  40درجه سیلیسیوس  به مدت                           2 ،  ویل شدن در دمای                    دقیقه     
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درجه       2 و در نهایت  ویل شدن نهایی در دمای                                    انیه       

  PCRمح ول نهایی                 دقیقه انجام شد.                    سیلیسیوس  به مدت                  

در ژل آگارز یک درصد مورد الکتروفورز قرار گرفت. پس از                                                      

مورد          رنگ آمیزی با اتیدیوم بروماید با استفاده از اشعه                                                 

 بررسی قرار گرفت.                

  cDNAقطعه تکثیر یافته مربو  به                             :        د( همسانه سازی                

هورمون رشد شترمرغ، با کمک تی  اسکالپل از روی ژل بریده                                                       

  DNAاز ژل با استفاده از کیت تخلیص                                 DNAشد. استخرا              

( بر      io       o  a از ژل ساخت شرکت بیونیر کره جنوبی                                    

  PCRاساس دستورالعمل شرکت سازنده، انجام شد. مح ول                                              

در پلاسمید             T/Aتخلیص شده از ژل، به روش همسانه سازی                                     

 ساخت شرکت اینویتروژن آمریکا                               TOPOتجاری       

  pCR    /TOPO     it o    )            .در  گردید 

( با       i atio ترانسفورماسیون شیمیایی مح و ت ات ال                                       

مو ر سرد استریل، در باکتری                              1 0استفاده از کلرید کلسیم                        

انجام شد. با توجه به اینکه                                Top1سویه        اشریشیا کلی           

، ایجاد مقاومت آنتی بیوتیکی                             TOPOنشانگر انتخابی پلاسمید                       

( می باشد، باکتری های ترانسفورم شده بر                                        اسپکتینومایسین                

محیط کشت حاوی آنتی بیوتیک اسپکتینومایسین به                                             روی     

درجه سیلیسیوس گرماگذاری                            3ساعت در دمای                11مدت     

هورمون رشد              cDNAشدند. به منظور بررسی اولیه حضور                                 

شتر مرغ در باکتری های دستکاری شده، از کلنی های رشد                                                    

صورت پذیرفت و با                    DNAیافته به روش جوشاندن، تخلیص                             

انجام شد.             PCRپرایمرهای هورمون رشد شتر مرغ، واکنش                                     

ژن هورمون رشد در                    T/Aبرای تایید صحت همسانه سازی                            

هضم آنزیمی دوگانه با آنزیم های                                ،   TOPOپلاسمید تجاری              

  cDNAانجام شد. کلنی های حاوی                                  و          

 هورمون رشد برای آزمون های بعدی مورد استفاده                                           

 قرار گرفتند.            

: به      هورمون رشد در وکتورهای بیانی                                  ه( همسانه سازی                

هورمون رشد در وکتور های                           cDNAمنظور ساب کلونینگ                   

( که به         pcDNA3.1( و یوکاریوتی                 pET32بیانی پروکاریوتی                    

( و     No a       Aترتیب ساخت شرکت های نواژن                             

( می باشند، ابتدا هر یک از این                                it o       A   اینویتروژن              

برش داده شد تا به                            و          وکتورها با دو آنزیم                     

  cDNAحاوی        TOPOصورت خطی در آیند. هم نین وکتور                                

           و          هورمون رشد شتر مرغ نیز با آنزیم های                                     

جدا       TOPOهورمون رشد از وکتور                       cDNAبرش داده شد تا                

درصد        2گردد. مح و ت هضم آنزیمی بر روی ژل آگاروز                                          

الکتروفورز گردید و قطعات مورد نظر شامل وکتور پروکاریوتی                                                         

pET32                   وکتور یوکاریوتی ،pcDNA3.1          و قطعهcDNA  

از ژل         DNAهورمون رشد شتر مرغ با استفاده از کیت تخلیص                                            

   io       o  a                .جداسازی گردید ) 

هورمون رشد              cDNAدر ادامه در دو واکنش جداگانه، ات ال                                       

به هر یک از وکتورهای پروکاریوتی و یوکاریوتی انجام گرفت.                                                         

  2واکنش گرهای مورد استفاده در واکنش ات ال شامل                                              

  2هورمون رشد،               cDNAمیکروگرم             میکروگرم وکتور،                 

در       T  DNA  i asواحد آنزیم              2و      10میکرولیتر بافر                

میکرولیتر، مخلو  گردیدند. واکنش گرها در                                           20حجم نهایی           

ساعت نگهداری شدند و                       4درجه سیلیسیوس به مدت                        14دمای      

ترانسفورماسیون شیمیایی مح و ت ات ال، با استفاده از کلرید                                                          

  اشریشیا کلی           کلسیم یک دهم مو ر سرد استریل، در باکتری                                         

 انجام شد.               Top1سویه      

و     pET32با توجه به اینکه نشانگر انتخابی وکتورهای                                          

pcDNA3.1                                 آمپی سیلین          ایجاد مقاومت آنتی بیوتیکی   ) 

محیط کشت          می باشد، باکتری های ترانسفورم شده بر روی                                          

ساعت در دمای                11حاوی آنتی بیوتیک آمپی سیلین به مدت                                    

 درجه سیلیسیوس گرما گذاری شدند.                                   3

: تعدادی از کلنی های رشد یافته بر                                   و( تایید ساب کلونینگ                    

  10روی پلیت حاوی آنتی بیوتیک، به صورت ت ادفی  حدود                                                 

حاوی آنتی بیوتیک آمپی                         oth  -  کلنی( انتخاب و در محیط                        

درجه         3ساعت در           11سیلین کشت داده شدند و به مدت                              

سیلیسیوس گرما گذاری گردیدند. با کمک سانتریفیوژ از                                                   

باکتری های رشد یافته، رسوب گیری انجام شده و با استفاده از                                                           

(، پلاسمیدهای              io       o  a کیت تخلیص پلاسمید                    

استخرا  شدند. صحت                     pcDNA3.1و     pET32نوترکیب         
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و هضم آنزیمی                PCRهمسانه سازی نهایی با روش های                              

 بررسی گردید.            

 

 یافته ها        

cDNA                                                    .هورمون رشد شتر مرغ با موفقیت تهیه و تکثیر گردید

به منظور ایجاد همسانه ژن هورمون رشد، از روش همسانه                                                    

استفاده شد، که                  TOPOدر وکتور            PCRمح ول         T/Aسازی      

گردید. به منظور تایید صحت                             TOPO-ghموجب تولید سازه                 

و هضم         PCRاز آزمون های تاییدی                       ghهمسانه سازی ژن                

نمایان کرد که درصد                      PCRآنزیمی استفاده شد که واکنش                            

   TOPO-ghزیادی از کلون های به دست آمده، دارای سازه                                           

و          می باشند. هضم آنزیمی دوگانه با آنزیم های                                          

بر روی پلاسمیدهای تخلیص شده، نیز وجود قطعه                                                    

هورمون رشد شتر مرغ در                         cDNAجفت بازی مربو  به                     2  

 (.    1را مشخص نمود  شکل                   TOPOوکتور       

هورمون رشد شتر مرغ در                         cDNAمراحل ساب کلونینگ                   

 ( و یوکاریوتی               pET32وکتور های بیانی پروکاریوتی                              

  pcDNA3.1                             با موفقیت انجام شد. انجام )PCR          بر روی

نشان دهنده              pcDNA3.1-ghو     pET32-ghوکتورهای نوترکیب                  

هورمون رشد شتر مرغ در این وکتورها و                                       cDNAحضور      

صحت کلونینگ می باشد. تایید نهایی با روش هضم آنزیمی با                                                       

که به ترتیب در پایانه                                  و          استفاده از آنزیم های                      

 هورمون رشد، تعبیه شده اند، انجام شد.                                        cDNA  3 و       های     

 ، قطعاتی با           pET32-ghهضم آنزیمی وکتور نوترکیب                          

 ( و     pET32جفت باز  وکتور                  300 اندازه های برابر                  

 ( روی ژل آگاروز نشان داد.                           cDNAجفت باز             2  

  2  ( و     pcDNA3.1جفت باز  وکتور                   42 هم نین قطعات              

( حاصل هضم آنزیمی وکتور نوترکیب                                 cDNAجفت باز           

pcDNA3.1-gh      .بود 
 

 بح    

کامل از هیپوفیز شتر مرغ تخلیص                                 RNAدر این مطالعه ابتدا                     

هورمون رشد              cDNAهورمون رشد تهیه شد.                       cDNAگردید و         

   PCRشتر مرغ به روش همسانه سازی مح و ت                                   

کلون گردید و                TOPO( در وکتور            T/A تکنیک همسانه سازی                    

حاصل شد. به منظور دستیابی به                                TOPO-ghپلاسمید نوترکیب                

هورمون رشد شتر مرغ از پلاسمید                                cDNAاهداف این تحقی ،                  

 خار  و در دو وکتور بیانی یوکاریوتی                                      TOPO-ghنوترکیب         

  pcDNA3.1                  و پروکاریوتی )pET32                 ساب کلون شد و )

 تولید شدند.             pET32-ghو     pcDNA3.1-ghوکتورهای نوترکیب                  

با توجه به پیشرفت تکنیک های مولکولی، امروزه تولید بسیاری                                                          

از پلی پپتیدها و پروتئین ها با روش های مهندسی ژنتیک انجام                                                           

می شود. در کشور ما بسیاری از فرآورده های بیولوژیک                                                   

نوترکیب از خار  کشور وارد می شوند و در زمینه تولید                                                    

فرآورده های نوترکیب تحقیقات زیادی در کشور انجام نشده                                                      

است. انجام تحقیقات در زمینه تولید پروتئین ها و داروها با                                                          

 روش های مهندسی ژنتیک سر آغازی برای تولید صنعتی و                                                  

بی نیاز نمودن کشور از واردات این گونه مح و ت و نیل به                                                       

 خود کفایی می باشد.                    

شتر مرغ به دلیل قدرت متابولیسمی با  و تبدیل غذا به انرژی،                                                           

رشد سری ، عمر مفید و  و نی و تولید مثل با  به عنوان یکی                                                         

       5          4           1            0           3   

و       با آنزیم های  TOPO-ghهضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب  : 1شکل 

( کنلنون 3و  2( مارکر یک کیلو بازی فرمنتاز، ستون های 1ستون .         

کنه          و       بریده شده با آنزیم هنای  TOPO-ghهای صحی  

هورمون رشد شترمنرغ بنا        جفت باز و  211 با اندازه OPO   وکتور

فاقند قنطنعنه   OPO   ( وکتور4جفت باز مشخص است. ستون  2  اندازه 

  بریده نشد. TOPO-ghصحی   ( کلون  کلون شده. ستون 
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از پرندگان مهم در صنعت دام در کشورهای در حال توسعه                                                    

محسوب می شود و می توان پوست و گوشت آن ها را صادر                                                  

. این پرنده به دلیل دارا بودن توانایی تولید گوشت                                                  ( 11کرد       

کم چرب، روغن باکیفیت حاوی میزان با ی اسیدهای چرب                                                  

غیر اشبا  و با کیفیت، چرم مرغوب و نیز پرهای زیبای زینتی                                                         

(.    12مورد توجه پرورش دهندگان شترمرغ قرار گرفته است                                                 

با توجه به اهمیت تولید فراوردهای دامی، در دهه های اخیر                                                        

 راهکارها و تکنیک های متعددی مورد ارزیابی و مطالعه                                                 

قرار گرفته است که میزان تولید فراورده های قابل عر ه به                                                        

بازار فروش را در این دام ها افزایش دهد. یکی از این                                                    

راهکارها تولید هورمون رشد نوترکیب و استفاده از آن به                                                      

منظور تولید مح و ت دامی در مزار  تولید دام در کشورهای                                                       

 پیشرفته می باشد.                  

  1333( و همکاران در تحقیقی که در سال                                 oma o کومانو          

بر روی ژن هورمون رشد شترمرغ انجام دادند توانستند این ژن                                                         

را کلون و تعیین توالی نمایند. بررسی های بیشتر نشان داد که                                                           

بین هورمون رشد شترمرغ و حیواناتی مانند مرغ، بوقلمون و                                                       

  وجود دارد. هم نین مشخص                          30ارد  شباهتی در حدود                     

شد که این ژن در بین انسان، موش، بز و گاو دارای تشابهی                                                       

 (.    13  می باشد             1 در حدود         

( و همکاران             Doosti، دوستی           2012در کشور ایران در سال                      

برای اولین بار موف  به همسانه سازی و توالی یابی ژن                                                    

(. در        شدند          اشریشیا کلی           هورمون رشد شترمرغ در باکتری                             

  RT-PCR      R    sاین مطالعه با استفاده از روش                              

T a sc iptas -PCR          از روی )RNA                    تخلیص شده از غده

با پرایمرهای                PCRهیپوفیز شترمرغ و سپس با استفاده از روش                                        

کد کننده  هورمون رشد تهیه شد و نیز با                                         cDNAاخت اصی،          

هورمون          cDNA، قطعه        T/Aاستفاده از روش همسانه سازی                            

رشد همسانه سازی شد و در نهایت ساختار ژنی به دست آمده                                                      

 منتقل گردید.              اشریشیا کلی           به باکتری           

 

 نتیجه  یری          

هورمون رشد شتر مرغ با کاربرد                                cDNAدر پژوهش حا ر،                

در پلاسمید             cDNAتکنیک های مهندسی ژنتیک، تهیه شد. این                                      

TOPO                                             همسانه سازی و  خیره گردید. با تولید سازواره 

TOPO-gh                                           امکان ساب کلونینگ هورمون رشد شتر مرغ در ،

سایر سیستم های پروکاریوتی  انوا  باکتری ها( و یوکاریوتی                                                         

 مخمرها، گیاهان و جانوران( فراهم آمد. در ادامه همسانه سازی                                                            

 ژن هورمون رشد شتر مرغ در دو وکتور بیان شونده در                                                 

سیستم های پروکاریوتی و یوکاریوتی با موفقیت انجام شد.                                                      

 که در این             pcDNA3.1-ghو       pET32-ghسازواره های             

تحقی ، تولید شده اند برای تحقیقات آینده مورد استفاده قرار                                                           

 خواهند گرفت.              
 

 ت کر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از همکاران محترم مرکز تحقیقات                                                   

بیوتکنولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد و هم نین                                                     

معاونت پژوهش و فناوری دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد                                                      
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Abstract 

Background & Objectives: Growth of ostrich depends to employment of growth hormone and 

proper nutrition. The ostrich growth hormone is a polypeptide that stimulates growth and cell  

reproduction. The aim of this study was to clone and generation of two new gene constructs for 

expression of ostrich growth hormone gene in prokaryotic and eukaryotic systems. 

Materials & Methods: In this study, RNA was extracted from ostrich pituitary gland and cDNAs 

synthesized using RT-PCR method. These cDNAs were cloned into TOPO vector based on T/A 

method. Then, cDNA sub-clones of ostrich growth hormone were prepared on pcDNA3.1 and 

pET32 vectors. 

Results: Cloning of ostrich growth hormone cDNA in TOPO vector was confirmed by PCR and 

endonuclease restriction digest. After sub-cloning of this cDNA, pcDNA3.1-gh and pET32-gh  

recombinant vectors were generated and the presence of genes were confirmed using restriction 

digestion. 

Conclusion: According to the results, the new recombinant vectors generated in this study can 

serve as an effective approach for production of the ostrich growth hormone in commercial levels. 
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