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 چكیده
سلول در که است آمینه اسید 111  با ایزنجیره تک پپتید پلی يک هورمون ناي. شودمی حیوانات و انسان در هاسلول تكثیر و رشد تحريک باعث رشد هورمون

 رشد هورمون ژن توالی تعیین و سازی کلون تحقیق اين از هدف. گرددمی ترشح و ذخیره و شده ساخته پیشین هیپوفیز غده جانبی بال در واقع سوماتوتروف های

 غده از  RNA بختیاری، لری نژاد گوسفند رشد هورمون ژن توالی تعیین و سازیکلون منظور به. باشدمی ايران در بار اولین برای بختیاری لری نژاد گوسفند

 و شد کلون رشد هورمون cDNA قطعه ،T/A سازیکلون روش از استفاده با. شد ساخته رشد هورمون cDNA و استخراج شده، کشتار تازه گوسفند هیپوفیز

 کلون. گرفت انجام توالی تعیین و آنزيمی هضم ،PCR هایروش با آمده دستهب هایکلون صحت يیدأت. گرديد منتقل میزبان عنوان به E. coli باکتری به سپس

. گرديد مشخص باز جفت 011طول با گوسفند رشد هورمون کننده کد ژن توالی و شد انجام موفقیت با بختیاری لری نژاد گوسفند رشد هورمون ژن cDNA سازی

 توالی بین زيادی بسیار شباهت دهنده نشان جهانی، ژن بانک در شده ثبت رکوردهای با شده ساخته بینوترک دیپلاسم در موجود رشد هورمون ژن توالی مقايسه

 .باشدمی دنیا نژادهای ساير با ايران بومی گوسفند رشد هورمون

   .747-751، صفحات: 11یاپی پ ،1، شماره 4، دوره 1131تبريز، واحد مجله دامپزشكی دانشگاه آزاد اسلامی 

 هورمون رشد، گوسفند نژاد لری بختیاری، کلون سازی :هاواژه کلید

 
 

 

 مقدمه
 ثیر هورمون أکه تحت ت استپپتیدی پلی هورمون رشد     

 شود.از غده هیپوفیز پیشین ترشح می هورمون رشدکننده آزاد

، دقابلیت رشدارای  هایرشد تمام بافتن، باعث هورمواين 

 مانند یاثرات متابولیك. همچنین دارای شودپس از تولد می

افزايش تولید پروتئین، افزايش مصرف اسید چرب و کاهش 

ثیر أبیان ژن اين هورمون تحت ت .(2) باشدمصرف گلوکز می

های تیروئیدی ای و استرس و در پاسخ به هورمونعوامل تغذيه

ورمون رشد به (. ه1) يابدافزايش می گلوکوکورتیكوئیدی و

باشد که وزنی ای میزنجیرهپپتیدی تکصورت يک هورمون پلی

 اسید آمینه است 111دارای  ون دارد ودالت کیلو 22در حدود 

 .(11 و 11)

های از گونه پستانداران، پرندگان و برخی ژن هورمون رشد در

و  2) است kb 1-2 اينترون با طول 4اگزون و  5ماهی شامل 

و به  (14رشته مارپیچی تشكیل شده ) 4ون از (. اين هورم11

سازی ژن اجدادی وسیله مضاعفرسد، تكامل اين ژن بهنظر می

سازی در ژن هورمون رشد اين مضاعف است.رخ داده  آن
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و  Valinskyگوسفند و بز نیز به طور اختصاصی توسط 

  .(14) مطالعه شده است 1111همكاران در سال 

ثر است ؤبر سطح پلاسمايی آن مژن هورمون رشد  چند شكلی

 بیانسطوح پلاسمايی هورمون رشد وابسته به میزان  اما ظاهراً

 .(1 و 1) ژن هورمون رشد نیست

سازی و تعیین توالی ای درباره کلوناز آنجايی که تاکنون مطالعه

لذا در  ،ژن هورمون رشد گوسفندهای ايرانی صورت نگرفته

کننده هورمون رشد گوسفند اين مطالعه برای اولین بار ژن کد

نژاد لری بختیاری به عنوان يكی از نژادهای گوسفند ايرانی پس 

شده و رديف نوکلئوتیدی حاصله با  تعیین توالیسازی، از کلون

 .شداين ژن در بانک ژن مقايسه از ثبت شده  رکوردهای
 هامواد و روش

 جداسازی شد. گوسفند تازه کشتار شدهاز هیپوفیز بافت      

-RNXبا استفاده از محلول  هیپوفیزبافت  از RNAاستخراج 

Plus (CinnaGen, Iran)  انجام شد. از رویRNA ،

cDNA با استفاده از کیت  ژن هورمون رشد

ساخته  (Fermentas,Germany) سازی  cDNAمخصوص

تكثیر و جدا  PCRژن هورمون رشد به وسیله  cDNAشد و 

 سازی شد.

تكثیر ژن هورمون  های مورد نیاز برایبه منظور طراحی پرايمر 

گرفته شد. شماره ثبت  GenBankژن از اين ، ابتدا توالی رشد

هر يک  5'باشد. در انتهای می X15976اين ژن در بانک ژن 

به ترتیب سايت برش  Reverseو  Forwardاز پرايمرهای 

قرار داده شد که زير سايت برش  Not Iو  Xho Iهای  آنزيم

های برش مذکور به سايت. ها خط کشیده شده استاين آنزيم

سازی اين قطعه ژنی در پلاسمید بیان منظور سهولت انجام کلون

 اند.در نظر گرفته شده PET32شونده 

توالی پرايمرهای مورد استفاده برای تكثیر ژن هورمون رشد 

 نژاد لری بختیاری به صورت زير می باشد: گوسفند
Ovis GH-F: 5'-TGG CTC GAG CTA TGA TGG CTG CAG G – '3 

Ovis GH-R: 5'- ATA GCG GCC GCA CAG GGG AGG GGT 

AAC A–'3 

نژاد  هورمون رشد گوسفند cDNAبرای تكثیر  PCR آزمون

میكرولیتر با استفاده از مقادير زير  25لری بختیاری در حجم 

 انجام شد.

 نهايی حجم در ،PCR واکنش در رفته کار به مواد بهینه غلظت

بافر  X1 الگو، DNA نانوگرم 21 صورت به میكرولیتر 25

PCR، 2 مولارمیلی MgCl2، 25 1 پرايمر، هر از پیكومول 

 dNTP مولارمیكرو 211 و Taq پلیمراز DNA آنزيم واحد

Mix  استريل معدنی روغن قطره 1 تا 2 سپس. گرديد تعیین 

 PCR واکنش مخلوط به تبخیر، و آلودگی از جلوگیری برای

 . گرديد اضافه

 5 مدت به اولیه دناتوراسیون مرحله با PCR واکنش انجام

   سیكل 11 انجام با و گرديد آغاز گرادسانتی درجه 14 در دقیقه

(Hot start) 14 درجه 53دقیقه،  1 مدت به گرادسانتی درجه 

 41 مدت به گرادسانتی درجه 72 و دقیقه 1 مدت به گرادسانتی

 75در دقیقه 5 مدت با مرحله طويل شدن به ثانیه ادامه يافت و

 رسید.  گراد به اتمامسانتی درجه

 الكتروفورز شد و پس از %1 آگارز ژل روی PCRمحصول 

ژن هورمون  cDNAبه  جفت بازی مربوط 011باند مشاهده

با استفاده از  بريده شد ورشد، باند مذکور با حداقل ژل آگارز 

 ,Gel Extraction Kit)از ژل  DNA تخلیصکیت 

Bioneer, Korea  )مرحلة شد. درسازی انجام عمل خالص 

 T/A (pCR کلونینگ وکتور درژن هورمون رشد DNA بعد 

8/GW/TOPO Vector)  ساخت شرکتInvitrogen 

شیمیايی با استفاده از  ترانسفورماسیون طريق از سپس شد. کلون

 الانتق حامل نوترکیب به داخل سلول میزبان کلريد کلسیم،

 درهورمون رشد  ژن حاوی پلاسمید حضور يیدأت برای يافت.

 درجه  17در دمای  انكوباسیون ساعت 13 از بعد باکتری

 پلیت حاوی در يافته های رشدکلونی گراد بر رویسانتی

  .شد انجام PCRيوتیک اسپكتینومايسین، واکنش آنتی 

 هب جفت بازی مربوط 011 باند PCR در آزمون که هايیکلون

با استفاده از کیت تخلیص  و انتخاب داشتند، را GHژن 
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 (Plasmid Purification Kit Bioneer) پلاسمید

هورمون سازی ژن سانهيید همأبه منظور ت سازی شدند.خالص

از دو روش هضم اندونوکلئازی و  وکتور نوترکیبدر  رشد

 ( استفاده شد.Sequencingتعیین توالی )

 هايافته
 : آن ن هورمون رشد و کلونینگژ تكثیر     

 X15976شماره ثبت  که بر اساس هورمون رشد پرايمرهای

 با محصولی، PCRواکنش  طی ،اندطراحی شده در بانک ژن

 pCR وکتور در کهجفت باز ايجاد نمودند  011 طول

8/GW/TOPO Vector   دربا موفقیت کلون شد و  

 .گرديد دطريق ترانسفورماسیون وار از E.coli هایسلول

 انتخاب   Topoوکتور در GH  ژن واجد مثبت هایکلون

  .شدند

   Topo-GH:ید قطعی پلاسمید نوترکیبأيت

 و هضم آنزيمی روش از استفاده با شده تخلیص هایلاسمیدپ

 یجفت باز 011 قطعه قرار گرفتند. بررسی مورد PCRواکنش 

 EcoRI آنزيم   با آنزيمی هضم واکنش طی ،ژن هورمون رشد

 اين (.  به1 نگاره) خارج شد.Topo-GH از پلاسمیدهای 

 يید گرديد.أت Topo-GH واجد  ترتیب کلون

توالی ژن هورمون رشد  شده کلون ژن توالی بررسی جهت

 توالی از استفاده با GH ژن  از شده خوانده توالی. انجام شد

در پايگاه  X15976 يک نژاد گوسفند به شماره ثبتGH ژن 

 آن و صحت گرفت قرار Blastآنالیز  تحت NCBIاطلاعاتی 

 . گرفت قرار یدأيت مورد

 

 

 

 

 
 pCRهای آمیخته پلاسمید Digestionحاصل از  شكل -1نگاره 

8/GW/TOPO Vector ی با آنزيم اندونوکلئاز.EcoRI  1شماره :

Topo-GH ، پلاسمید : 2شماره Topo فاقد ژنGH ، 1شماره: (Topo-

GH UN CUT) ،مارکرkb 1 ( ساخت شرکتFermentas). 

 گیریبحث و نتیجه
های دهه طی های دامی،آوردهتولید فر با توجه به اهمیت     

های متعددی مورد ارزيابی و مطالعه تكنیک اخیر راهكارها و

های قابل عرضه به د فرآوردهقرار گرفته است که میزان تولی

راستا در اين  افزايش دهد. هادامبازار فروش را در اين 

تحقیقات زيادی در مورد استفاده از هورمون رشد نوترکیب در 

است. تحقیق حاضر با هدف  هبسیاری از کشورها انجام گرفت

هورمون رشد گوسفند برای  حاوی ژن نوترکیبپلاسمید تولید 

 اولین بار در ايران آغاز شد.

Dellacha  ای تحت عنوان: درمقاله 1101و همكاران در سال

انتهايی هورمون  C ناحیه و خصوصیات سكانسجداسازی »

مقايسه ترکیب اسیدهای آمینه  بیان کردند که در« رشد گوسفند

تیدی هورمون رشد گوسفند و گاو شباهت زيادی پهای پنقشه با

بین اين دو پروتئین وجود دارد. در اين تحقیق همچنین سكانس 

دند انتهايی هورمون رشد گوسفند عبارت بو Cاسیدهای آمینة 

        .Ala – Ser – Ala – Phe – OH (4) از

ژن هورمون رشد گوسفند پس از مطابقت با  cDNAسكانس 

 Warwickتوسط 1134هورمون رشد هیپوفیز در سال 
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، 1131 در سالمحققین گزارش شد و همین   Wallisو

cDNA پیش هورمون رشد را کلون، سكانس و سپس در 

ژن سكانس  1133در سال  .(11) بیان نمودند E. coliباکتری 

 (.3)و گزارش آن منتشر شد  بررسیهورمون رشد گوسفند 

و همكاران به وسیله تكنیک  Valinsky، 1111درسال 

RFLP،  پلی مورفیسم ژنGH ین کردند که نتیجه آن یتع را

 گوسفند و بز بود. در در GHشامل دو آلل برای جايگاه ژن 

  ژن نمايش داده ( توسط يکGHها )از آلل گوسفند يكی

حالت مضاعف داشت يعنی به  GHاما آلل ديگر ژن  ،شدمی

)5(صورت  N-2 -GH  ( 3و )Z-2-GH  (.11) بود 

 ،Gh1Gh1 های نر با سه ژنوتیپدر تحقیق ديگری بره

GH2/GH2 وGh1/GH2  گونه تفاوتی در وزن بدن، چهی

داری و از لحاظ نگه ،GHافزايش بیان ژن  ترکیب بدن و يا

محتوای  های خیلی سطحی درترشح نداشتند. اگر چه تفاوت

GH  هیپوفیز و هورمون ترشح کنندهGH (0) يافت شد. 

 cDNAو همكاران، پس از ساخت  Gurn، 1112در سال 

و کلون نمودن آن، سكانس پیش گوسفند هورمون رشد 

سكانس هورمون رشد را از هورمون رشد را تعیین نمودند و 

روی سكانس اسیدهای آمینه اين هورمون که قبلاً تعیین شده 

مشخص نمودند. البته ايشان تفاوت در دو جايگاه اسید  ،بود

 گزارش نمودندرا شناسايی و ای نسبت به تحقیقات قبلی آمینه

(5.) 

Lacroix  هورمون  پروتئین ژن بیان 1110و همكاران در سال

را  جفت پستانداران پلی پپتیدهای وابسته به آن دررشد و ساير 

 در بررسی جفت در روزهای . ايشانددادن نشان

کیلو دالتنی  23و  22دو نوع پروتئین توانستند آبستنی  141-11

ها بین رمز کننده اين پروتئین mRNA. داينرا جدا سازی نم

های بیشتر سه نوع بررسی .شودآبستنی بیان می 41-51روزهای 

mRNA ( هورمون رشدGHP1، GHP2  وGHP3 را در )

 (.7) جفت نشان داد

 هورمون رشد گوسفند حاوی ژن نوترکیبتوالی کانستراکت 

های هورمون رشد ثبت شده در نژاد لری بختیاری با ساير ژن

مقايسه شد. نتايج اين مقايسه حاکی از  شباهت قابل  ،بانک ژن

 ام پستانداران توجهی بین توالی ژن هورمون رشد با تم

 خصوص نشخوارکنندگان بود. به
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