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   ٣٠/٢/١٤٠٠تاريخ پذيرش:      ٢٨/١١/٩٩تاريخ دريافت: 
  چكيده

 يهاپژوهش ژن  نيكند. در ا يم يا  ه يو تغذ   يرا دچار تنش آب  واناتيهوا و خشــك شــدن مراتع ح يدما  شيافزا  زمينه و هدف:

  قرارگرفت.  يمورد بررس  يكنترل كننده مقاومت در گوسفندان دورگ و بوم
تكرار در هر گروه استفاده    ٥و    ماريت  ٤در    يو ده بره نر خالص بوم  يرومانف و بوم   خته ينر آم  ي  از ده بره   قيتحق  نيدر ا  :كار  روش

كشتار شده   واناتيبافت كبد از ح يها  نمونه  شيآزما  ان يشدند در پا  ميتقس  يآب   تي و بدون محدود  يآب   تيشدكه در دوگروه با محدود 
  ي مورد نظر بررس  يو طول قطعه ها  يتوال  Real Time PCRنمونه ها انجام واكنش    يو پاكساز  RNAو بعد از استخراج    يجمع آور

استفاده    SAS  يبا استفاده از نرم افزار آمار  يتصادف  در قالب طرح كاملاً  ٢×٢  ل يفاكتور  زياز روش آنال  يآمار  زيآنال  يقرار گرفت و برا
  . ديگرد

تخراج ژن يافته ها: خص ها با اسـ را  NRT2, PRKAA1, SIRT3, TFAM,GPX1،  هاي ژن انيب زانيم  د گردي  مشـ تنش    طيدر شـ
  داشته است. شيافزا خته يآم  ينسبت به گوسفندها  يدر گوسفندان بوم
  گوسـفند  گروه  دو  كبد   درPRKAA1, NRT2,GPX1,TFAM SIRT3  هاي، ژن بيان روي  بر  يافته  انجام مطالعات نتيجه گيري:

 و   اكسيداتيو  اكسيداسيون با  مقابله  با  ژن گروه   چهار اين  استرس شـرايط  در  كه   شـد   اسـتنباط  چنين نرمال و  تنش شـرايط در  و دورگ  بومي
  به  توجه  با دهند  مي  افزايش  تنش شــرايط  برابر در  را حيوان مقاومت, ســلول از محـافظـت و  انرژي اتلاف از جلوگيري و  انرژي  ذخيره 

  .گردد مي بيماري و گرما  برابر در حيوان  بيشتر مقاومت  سبب, منطقه   بياباني  شرايط با  بومي  گوسفندهاي ژنتيكي  سازگاري
  

  .ژن  انيتنش، ب ،يگوسفند دورگ،گوسفند بوم :واژه هاي كليدي

  مقدمه
  ي انياي خشك بوده و مناطق ب  مهي ن يكشور رانيكشور ا

  ل ي را تشك  رانيا  ياز فلات مركز  يع ي سطح وس   يريو كو

دام١(دهد يم و  اقتصاد  ياهل  هاي )  در    ي مهم  ي نقش 

ا برا  كنند  يم  فايتوسعه كشور    ييغذا  يازهاي ن  ن ي تام  يو 

نوش١٩هستند(  يضرور  يوشهر  ييروستا  تي جمع   دني ). 

  ي دام است و عدم وجود منبع كاف  يمهم برا  ازي ن  كيآب  

از نظر    واناتي عامل محدود كننده در ح   كيتواند    ي آب م

ور  ي ولوژيزي ف بهره  عنوان    ي و  به  آب،  ماده    كيباشد. 

  يبرا  يبدن و حلال اصل  ييحفظ تعادل گرما  يبرا  يضرور

است. و نود درصد    يضرور  يداخل و خارج سلول   عاتيما

تشك  يپلاسما را  برا  لي خون  و  در   انيجر  يداده  خون 

مختلف    هاي  گونه.  باشد  يم  يضرور  رده ي ش  واناتي ح

مناطق جغراف  يجانور با  رابطه  تفاوت  يياي در    هاي  مبدأ، 

توجه  مغذ  يقابل  ماده  آب  دارند  ازآب  استفاده    ي در 

بوده، اما در دسترس بودن آن    واناتي ح   دي تول  يبرا  ياساس

ن و  خشك    مه ي عامل محدود كننده دام در مناطق خشك 

ها و مناطق خشك    اباني كه در ب  يواناتي ). ح ٢جهان است(

را   يسازگار هاي سمي مختلف مكان عانوا كنند يم يزندگ

و قادر به حفظ آب و استفاده مؤثر از    دست آورده انده  ب

به حداكثر    يروش برا  ن يثرترو). م٢٥هستند(  يبدن  ريذخا
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ور بهره  ن  يرساندن  مناطق  دچار    ياباني ب  مهيدر  مناطق  و 

انتخ  تيمحدود شرا  يينژادها  ابآب،  با  كه    ط ياست 

كمتر وابسته به آب    ،يعاد  دي تول  يسازگارتر هستند و برا

  ي در دسترس  يبان ي پشت  هاي سمي از مكان  يكي).  ١٥(باشند يم

به   منجر  كه  است  خوراك  جذب  كاهش  آب،  به  كم 

- يهضم خوراك م  تي وباعث بهبود قابل  كي كاهش متابول

  يكمتر  رتهضم حرا  نديدر فرآ  وانيجا كه ح  از آن  شود

بالا كاهش    ي طي مح  يو تعرق در دما  ري تبخ   كند، يم  جاديا

طولان٢٦(ابدي يم  داي پ در  خوراك  مصرف  كاهش    ي ). 

از جمله    وان ي ح   هاي  مدت باعث كاهش وزن بدن و ارگان

بر   يمواد مغذ  ن ي ). كمبود ا٦،١٠(شود يم  ها هي قلب و كل

.  ددار  يمنف   ري تاث   يماري مثل و ب  دي هموستاز، وزن بدن، تول 

گوشت داشته    تي في بر ك  يممكن است اثر منف  ن يعلاوه بر ا

بررس٤باشد( محدود   ي).  غذا  يآب  تياثرات    يرو  ييو 

  ي داني اكس   ي آنت   هاي ميآنز  ان ي ب  زان ي و م  و ي دات ي استرس اكس

كه باعث    دهدينشان م  HUكبد بره گوسفند    يرو  ياصل

  TFAM). ١٦(شود يم GPX1ژن  mRNAسطح  ش يافزا

  mtDNA  ياتصال   ن يو پروتئ   ي رتوكنديم  يسيفاكتور رونو

برا  ي توكندري م كه  رونو  ي است  نگهدار  يسيشروع    يو 

-يم  ميرا تنظ  mtDNA  ياست و تعداد كپ  يژنوم ضرور

ژن  ند،ك جمله  فعال  هايي  از  تكث  يسيرونو  تي كه    ري و 

در    ينقش مهم   TFAM).  ٥(كند يم  ميرا تنظ  ي توكندري م

با توجه    ودارد  mtDNA  از استرس در   يناش   يپاسخ التهاب 

ا نگهدار  ي دي كل  ن يپروتئ   كي  كه   نيبه    mtDNA  يدر 

شدن   خاموش  موش  TFAMدارد.    از  استفاده   با   ها در 

رفتن    ن يواز ب  ي ن يجن   ري منجر به مرگ و م  Cre –loxp  روش

mtDNA  ي گر انرژفعال حس   نازي ك  ن ي). پروتئ ٢٠شود(  يم  

- يم  فاي ا  يسلول   يانرژ  سمي در متابول  ي است كه نقش مهم

در  كند سطح    سخپا.  كاهش  سلول  ATPبه  ،  يداخل 

م  يانرژ  دي تول  يرهاي مس فعال  فرآ  كند يرا    ي ندهايو 

انرژ كربوه ن يپروتئ   وسنتزي ب  ري نظ  يمصرف  و    دراتي ، 

هم   دهاي پي ل و  تكث  ن يچن   ،  و  سلول  كرده    ري رشد  مهار  را 

فشارهاسلول از  را  كاهش    يناش   يها  محافظت    ATPاز 

شده  ميكبد تنظ در  ايپوصورت  ه  ژن ب  نيا  ان ي ). ب٦كند(يم

 هاي يژگياست و  ميزوآنزيا  كيكه    GPX1).  ١٢است(

اكس  ي مختلف   يسوبسترا استرس  همراه    وي دات ي دارد.  به 

  هاي  از مولفه  ي كي  ريواكنش پذ  ژني اكس  هاي گونه  ل ي تشك

  قرمز  هاي گلبول  ن ي ژن از هموگلوب  ن ي التهاب است، ا  ياصل

  O2و   H2Oكرده و به    محافظت  ويداتي اكس   ه يدر برابر تجز

بنابركند يم  ليتبد - يم  يري جلوگ   ي از مرگ سلول  ن ي ا  . 

  شود،  يم  اني ها ب  كه در همه بافت  يگري). ژن د٢٨(دينما

Nrf2  نيشده توسط ا  يرمزگذار  يسياست. فاكتور رونو  

در    يدان ي اكس  ي عناصر پاسخ آنت   يرا كه حاو  هايي ژن، ژن

  ن ي). بنابرا١١(كند يم  مي خود هستند را تنظ   يپروموتورها

مه زدا  يم نقش  سم  اصل  ييدر  محل  كبد  دارد.    ي سلول 

مغذ  يبرا مواد  ساز  و  مواد ش   ،ي سوخت  و    يي اي مي داروها 

است كه    ياري بس  يمن يا  يها   سلول  يحاو  است و معمولاً

پاكساز و ١٣هستند(  يخارج  هاي ژن  يآنت  يمسئول   (

- سمي ژن در كشف مكان  اني مشاهده شده در ب  ي ها  پ ي فنوت 

به آس  يمولكول   يها   دي مف   ،شوند  يم  يدكب   بيكه منجر 

كبد انجام    يبر رو  قاتيعلت اكثر تحق   ن ي). به هم١٠است(

  ط يو شرا  يگوسفندان بوم  اتي . با توجه با خصوصردگي  يم

  ي بر نژاد ها  دي اصلاح نژاد گوسفند تاك   يبرا  رانيا  يمي اقل

  گريباشند از طرف د يسازگار م  طي كشور كه با مح   يبوم

  كيتعداد نتاج    ش يافزا  يا چند قلو زا بر  ياستفاده از نژادها

راندمان گوسفند سه قلو به    رايموضوع قابل توجه است، ز

  ي قلو پنج تا س   كيدرصد و راندمان دوقلو به    ستي دوقلو ب

- ژن  يپژوهش بررس   ن ياست. هدف از ا  شتري و پنج درصد ب

بوم  هاي مقاومت در گوسفندان    ختهي وآم  يكنترل كننده 

تنش    طيگروه را در شرا  و د  ن ي مقاومت ا  زاني باشد تام  يم

  است.  يآب

  و روش ها  مواد
ا  فارم  ت   ش ي آزما  ن ي بخش  اواسط  اواسط    ري از  تا 

  ختهي نر آم  ياز ده بره  ش ي آزما  ن ي در ا  .انجام شد  ور يشهر
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بره نر خالص در   تكرار در هر    ٥و    ماري ت  ٤رومانف و ده 

روز)    ٤٢شش هفته(  ش يگروه استفاده شد. طول مدت آزما

  يانفراد  يهادر باكس   واناتي در فصل گرم سال بوده و ح

م مكان  در  داده  يدارنگه  سقفو  براساس    ي هاشدند. 

ن  يهواشناس  حرارت  زاز ي و  شاخص    ي رطوبت -ي فرمول 

Maraiدر    وانات ي ح   ن يا  ايگوسفندان مشخص شد آ  يبرا

كمتر   ي . شاخص رطوبت )١٨(ري خ  ا يهستند  يي استرس گرما

گرما  ١٩/٢٢  از استرس   ي دارا  ٢٩/٢٣تا    ٢/٢٢  ،ييبدون 

گرما   ييگرما  ساستر  يدارا  ٢٥/٢٩متوسط،    يياسترس 

ب  ٣/٢٥،  ديشد خ  ترش ي و    ف ي توص  ديشد  يلي استرس 

آنالديگرد حرارت   هاي داده  زي .  نشان    يرطوبت- يشاخص 

تحت پرورش در طول دوره پرورش در    وانات ي داد كه ح 

-داده  زي قرار داشتند.آنال  دي متوسط تا شد  يياسترس گرما

حرارت   هاي ح   يرطوبت  -يشاخص  كه  داد    واناتي نشان 

 ييتحت پرورش در طول دوره پرورش در استرس گرما

شكل استرس    نيدر ا  ).١قرار داشتند(شكل  ديمتوسط تا شد

  يبند  ميتقس  دي، متوسط و شدمي در سه حالت ملا   ييگرما

كدام از    چي ه   شود يشده است كه همان طور كه ملاحظه م 

از    يگوسفندان نوع   يو تمام  ست ي از اعداد ن  يخال   ينواح

اند وح تجربه كرده  را  استرس   وانياسترس  وجود    يبدون 

انفراده  ب  ٥/١  هاي ندارد. آب تازه در سطل به    يصورت 

بار    دو  يبدون استرس آب  يمارهاي عرضه شد. در ت   واني ح

عرضه    وانات ي به ح   م يدر روز در ساعت هشت و چهار و ن

مشد   مجموع  از  م  زاني و  و عصر    زاني مصرف آب صبح 

  ي استرس آب  يدارا  واناتيح  دست آمد.ه  مصرف كل روز ب

به مدت    كي و  ازخوراك عصر  بعد  ساعت    كيساعت 

و خاتمه در ساعت   ٥ عتآب مصرف كردند(شروع از سا 

كشتار شدند و   واناتي ح  ش يآزما  انيدر پا  بعد از ظهر).  ٦

بافت كبد جمع آور  كي  از  ها نمونه از    ي نقطه مشخص 

ها به منظور كاهش    وپي وتيشده و بعد از قرار دادن در كرا

ما  ي بافت   بي آس ازت  گرفتند. در آزما  عيدر  تا    شگاهيقرار 

  يمنف  خچاليژن در    اني مربوط به ب  شاتيزمان انجام آزما

  RNAشدند. استخراج  ينگهدار   سانتي گراد  هفتاد درجه

آزما به شرح    زي تجه   كتا يبا استفاده از دستور كار شركت  

مقدار    ريز گرفت.  كبد    يلي م  ٥٠-٣٠انجام  بافت  از  گرم 

ن افزودن  از  چ   عيما  تروژني پس  بوته  از    يني در  استفاده  با 

درآمد سپس نمونه ها به داخل    دي شكل پودر و سف ه  هاون ب

  از   تريلكروي م   كيو    افته يانتقال    يتري ل   يل ي م  ١.٥  وپي ت

PLUS RNX  زينمونه افزوده شد و پس از هموژنا  يبه رو 

اتاق   يدر دما ن ينوكلئوپرو تئ  زشدني كامل محلول جهت ل

دق ه  ب پنج  گرفت  قهيمدت  ب   ،قرار    ٢٠٠  زاني مه  سپس 

مخلوط را   ه ي مدت پانزده ثانه كلروفرم اضافه و ب  تري كرولي م

اتاق قرار داده    يدر دما  هق يدق   يمدت س ه  ورتكس كرده و ب 

سانتر داخل  ها  نمونه  سپس  دور    وژي ف يشد  در   ١٢٠٠٠با 

  وژ يف يسانتر  قهي مدت ده دق ه  ب سانتي گراد  هار درجه  چ   يدما

ا از  پس  متما  كه  ني شدند  فاز  سه  در  ها    ل ي تشك   زينمونه 

  كروي و داخل م  يرا با سمپلر جمع آور  ييرو  عيما  ديگرد

با حجم ما  شد  ختهير  ديجد  وپي ت برابر  اتانول مطلق    عيو 

گرد گردد سپس    يخوبه  ب  دهياضافه  مخلوط  و  ورتكس 

قرارداده و مخلوط با سرعت   وپي ت   يرا رو  FARBستون  

ب  ١٥٠٠٠  ع يما  ديگرد  وژي فيسانتر  هقي دق  كيمدت  ه  دور 

  تر ي كرولي م  ٥٠٠ زاني و م ختهي ر روني ب  وپي داخل ت ي خروج

 د ياضافه گرد  FARBبه داخل ستون    ١بافر شستشو دهنده  

 عيشد ما  وژيف يسانتر  قهي دق  كيمدت  ه  و با سرعت كامل ب 

بافرشستشو دهنده    تري كروليم  ٧٥٠  ختهي دور ر  وپي داخل ت 

  كيمدت  ه  به داخل ستون اضافه شد و با سرعت كامل ب   ٢

مرحله قبل دوباره تكرار شد سپس    ديگرد  وژ ي فيسانتر  قهي دق

بدون   FARBشد و ستون    ختهي ر  روني ب  وپ ي ل داخل ت محلو

با سرعت    قه يمدت سه دقه  ب  ي اضافه كردن هر نوع محلول

سانتر ستون  ديگرد  وژي ف ي كامل   .FARB    داخل  به

  زان ي انتقال داده و م  تي داخل ك  يترلي يلي م٥/١  وپي كروتي م

  قهي دق  كيمدت  ه  ب  ديبافر الوشن اضافه گرد  تري كرولي م  ٧٠

دما ب   يدر  گرفته  قرار  سرعت    قهي دق  كيمدت  ه  اتاق  با 

  سانتي گراد   درجه   ي منف ٧٠  يشده به دما  وژي ف ي كامل سانتر
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استخراج شده از   RNA  تيف يك يجهت بررس   .افتيانتقال  

نمونه  يپاكساز يبرا .دياستفاده گرد ژل آگارز دو درصد

 DNAsel, RNA ase  تياز ك   DNA  يگونه آلودگ   از هر

free   بافر   يدارا  ت ي ك   ن يكلون استفاده شد. ا  نا ي شركن س

EDTA  ،Mgcl2 50    و   DNAsel , RNAse-freeمولار 

ها  RNA  ييگشا  خيكلون استفاده شد. پس از    نايشركت س

اجزا م  تي ك  يو   كيو  RNA  تري كرولي م  كي  زاني به 

 DNAselاز    تري كروليم  مي ن  Mgcl2بافر واكنش,  تري لكروي م

RNAfree  ن و  هفت  بدون   تري كرولي م  م ي و  آب 

RNaseم ده  برابر  نمونه  تتري كرولي(حجم  در    ٢/٠  وپي ) 

درجه    ٣٧  يدر دما  قهي دق  ي مدت سه  ب  خته ير  ي تري ل   يلي م

گراد   ساسانتي  ترمال  دستگاه  گرفت  كلريداخل  ،  قرار 

ز در  ورو  ريسپس    تريولكري م  ك ي  زاني مه  ب  خ ي  يهود 

EDTA درجه   ٦٥ يدر دما قهي مدت ده دقه اضافه شده و ب

وتا    كلريداخل دستگاه ترمال ساسانتي گراد   قرار گرفت 

داخل    cDNAزمان ساخت   منتقل    ي منف   خچال ي به  هفتاد 

برا ك   Cdnaساخت    يشد.  س   تياز  به شركت    ناي مربوط 

شامل رندوم هگزامر و بافر    ت ي ك   ني. اديكلون استفاده گرد

و    واكنش  با  dNTPگر  تثب   فرو  بافر  و  كننده    تي آغازگر 

-ژن  ري تكث  يبررس  يمرحله از واكنش برا  ن يهست. در آخر

برا  Real Time PCR  از  ها شد.  ا  ياستفاده    نيانجام 

آغازگرها از  س   ياختصاص  يواكنش  كلون    ناي شركت 

  NCBI  ي د. با استفاده از اطلاعات بانك ژنگردياستفاده  

.شد يمورد نظر بررس يو طول قطعه ها يتوال

  

  بررسي دما، رطوبت و تنش-١شكل
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  درصد دو آگارز ژل روي شده  بارگذاري RNA -٢ شكل 

  
 پژوهش  دراين  شده  استفاده  توالي آغازگرهاي -١جدول

  توالي آغازگر   جهت   شماره ثبت در بانك ژني   ژن
TFAM  XM-15104510.1   رفت  CGCTCCCCCTTTAGTTTTGC 

 CTGCCAGTCTGCCCTGTAAG  برگشت   

PRKAA1 XM_004017019.2   رفت  TTGCGTGTTCGGAGGAAGAA  

 GGCGTAGCAGTCCCTGATTT  برگشت    

SIRT3  XM_004019744.3   رفت  GCCCAATGCCACTCACTACT 

 GGGATGCCAGATGCTCTCTC  برگشت    

GPX1  JF728302.1   رفت  GCAACCAGTTTGGGCATCAG  

  GCCATTCACCTCGCACTTTT  برگشت    

NRF2 AY369137.1   رفت  CGGAAGAGACAGCAAACACG  

  TTCCGTGGCCCAGTGTAAAG  برگشت    

NRF1: Nuclear respiratory factor 1    TFAM: Transcription factor A, mitochondrial 
PRKAA1: Protein kinase, AMP-activated, alpha 1 catalytic subunit    SIRT3: Sirtuin 3 
GAPDH: Glyceraldehyde −3- phosphate dehydrogenase 

  

ها در حجم بيست و    براي عملكرد بهتر واكنش دهنده

  ، (Master Mix 2)سايبرگرين  ميكس  كروليتر مستري پنج م

نيم  و  آغازگر    كروليتري م  يك  و cDNA   كروليتري م  يك 

نه    و  برگشت  اختصاصي  كروليترآغازگري م  يك  و  رفت

تهيه شد. در روي رك فلزي    RNAكروليتر آب بدون  ي م

ميلي ليتري اضافه شد و به ازاي هر نمونه    ٢/٠هاي    به تيوپ

  كروليتر آب مقطر به تيوپ ريخته شد. هم ي بيست و پنج م

بار هم نمونه با حجم بيست و پنج بدون پرايمر    چنين يك

كروليتر پرايمر دو واحد آب  يتهيه گرديد كه به ازاي دو م

 قرار داده شد  RotorGene 3000ر اضافه و در دستگاه  مقط
بستگ شده  ثبت  نور  ب  يمقدار  محصول  مقدار  دست  ه  به 

دارد. تع ا  يكم  يين آمده    از   استفاده  با  ها ژن  ين سطحوح 
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ب  ليواك  روش و  با    هاي ژن  ينسب   يانمحاسبه شد  نامبرده 

گرد  ΔΔct–  ٢فرمول   آنال)١٥(يدمحاسبه  از    يآمار  يز. 

  ي تصادف  در قالب طرح كاملاً  ٢×٢  يلروش آزمون فاكتور

 GLM يه رو ٢/٩نسخه  SAS ي افزار آمار نرمبا استفاده از 

  ينمونه ها با استفاده ازآزمون توك   يانگين. ميداستفاده گرد

  .يدگزارش گرد >P ٠٥/٠يبه معنادار يلو تما

    نتايج
 يمرهاآغازگرها نشان داد كه پرا  يرحاصل از تكث  نتايج

نتا  يبه خوب  و    ي حاصل از دقت و اختصاص  يجكار كرده 

طور    ). همان ٣و    ٢و    ١  نموداربرخوردار بوده است(  يكاف

گردد چرخه ها با دقت    يذكر شده مشاهده م  نموداركه در  

نما مقدار    يش كامل  و  است  شده  راحت   ctداده  قابل    يبه 

اخ   است.  يكتفك مطالعه  محدودن  يردر  در    يآب  يتقش 

بوم شرا  يختهوآم  يگوسفندان  مورد    يطدر  نرمال  و  تنش 

ب  يبررس و  گرفت  ،  SIRT3  ،TFAM،  هاي ژن   يانقرار 

NRF2،GPX1 ،PRKAA   يسه در دو گروه گوسفند مقا  

گوسفندان    GPX1ژن    ياننشان داد كه ب   يش آزما  .يدگرد

مقا  ٧١/٢  يبوم در  گوسفند  يسهبرابر    يشترب  يختهآم  انبا 

ب  ينچن  هم  يشآزما  يجهاست(نت    هاي،ژن    ياننشان دادكه 

TFAM،SIRT3 ،PRKAA1   ،NRF2    گوسفندان در 

مقا  آميخته بوم  يسهدر  معنادار   يباگوسفندان  را    يتفاوت 

ژن    يانب  يزان نشان داد كه م  يشآزما  يجه . نتدهدينشان نم

GPX1  با گوسفندان   يسه درگوسفندان تحت تنش در مقا

ب  يطدر شرا آزما٤است(نمودار    يشترنرمال  كه    يشي). در 

نت گرفت  ب  يشآزما  يجه صورت  كه  داد  ژن    يان نشان 

TFAM    با   يسهبرابر در مقا  ٤٣/٢در گوسفندان تحت تنش

ژن    يناست كه تلاش ا  يشترنرمال ب  يط گوسفندان در شرا

شرا  يبرا با  جاندار  رشد    يطمقابله  به  دادن  ادامه  و  تنش 

  يان نشان دادكه ب  يش آزما يجهنت   ).٥ار  د(نموباشد ينرمال م

 يسهبرابر در مقا  ٤/  ٤٩در گوسفندان تحت تنش    NRF2ژن  

  ي است. با توجه به نقش  يشترنرمال ب  يطبا گوسفندان در شرا

  يشدارد افزا  يوانسلول و رشد ح   يي ژن در سم زدا  ينكه ا

شرا  ين ا در  طب  يطژن  رشد  باعث  و    يوانح   يعياسترس 

  يان نشان داده شد ب  ينچن   هم  .شود يكبد م   يعاد  يسم متابول

  يسه برابر در مقا  ٣٨/٢در گوسفندان تحت تنش    sirt3ژن  

  يمژن با تنظ  ين است. ا  يشترنرمال ب  يطبا گوسفندان در شرا

تنظ   يتوكندريم   يگنالينگس  يرمس   يدي تول  يانرژ  يمباعث 

ن و  برا  يازشده  عاد  يجاندار  رفع    يرشد  را 

ب  ).٦(نموداركند¬يم درگوسفندان    PRKAA1ژن    يان در 

نرمال تفاوت    يطبا گوسفندان در شرا  يسهتحت تنش در مقا

اثرات   يدر بررس  ).p  ≤٠/ ٠٥(دهد  يرا نشان نم  ريمعنادا

  يزاننرمال م  يط در شرا  يدمتقابل تنش و نژاد مشخص گرد 

ب  GPX1ژن    يانب   يش افزا  يزانم  يكه  در هر دو گوسفند 

حال   يافته شرا  كه  يدر  گوسفندان    تتح  يطدر  در  تنش 

  ين). در ا٧نمودارشد(  يدهد  يقابل ملاحظه ا  يشافزا  يبوم

شد در شرا  ين چن   هم  يش آزما داده  م  يطنشان   يزان نرمال 

  يك در هر دو نژاد گوسفند به    NRF2و  TFAMژن    يش افزا

حال  يشافزا  يزانم در  است  شرا  كه  يداشته  تنش    يطدر 

بوم  ين ا  يانب  يزانم گوسفندان  در  بوده    يشترب  يژن 

نقش٩و  ٨نمودار(ستا به  توجه  با  ژن    ي).  به    SIRT3كه 

  يت دارد با محروم  NAD (+) / NADH  ي عنوان سنسور نسب 

تغ محدود  يكيمتابول   ييراتگلوكزو  با    يكالر  يتمرتبط 

با    يتنش مثل كم آب   يطدر شرا  تواند يم  كندو يم  ييرتغ

كبد   يتوكندريعملكرد م  يم تنظ   ي+ برا  NADسطح   يمتنظ 

برابر   در  محافظت    بديك   يب سآرا  چرب  كبد  با  مرتبط 

، نشان دهنده ژن  يشكل خط عمود  يندر ا  ).٩نمودار(كند

افق  خط  م   يو  نژاد  دهنده  راست    باشد  ينشان  سمت  كه 

بوم آم  يگوسفند  گوسفند  چپ  سمت  ن  يختهو  شان  را 

نرمال و   يط خط قرمز نشان دهنده شرا ين و همچن   دهد¬يم

طور كه    . همانباشد يتنش م  يطنشان دهنده شرا  يخط آب

م تنش  حالت  در  است  در    ينا  يانب  يزانمشخص  ژن 

بوم است.  يش افزا  يگوسفندان    يزان م١٠نموداردر    داشته 

نرمال و تنش در دو گوسفند    يطدر شرا  PRKAA1ژن    يانب

آم  يبوم م  يختهو    يطدر شرا  دهد يآورده شده كه نشان 
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از نرمال بوده   يشترب  يختهژن در گوسفندان آم  ين ا  ياننرمال ب

حال  شرا  كه  يدر  م  يطدر  در    ينا  يان ب  يزاناسترس  ژن 

بوم ا  يگوسفندان  بوده  نشان    ينبالاتر    ينا  دهندهنمودار 

از    يمختلف واكنش مختلف  يطدر شرا  يواناتكه ح   ستا

  يراً اخ  يريدورگ گ   كه  ين با توجه به ا  دهند.  يخود نشان م

در    يمورد بررس   ي ها  اكثر ژن  ي شده است و از طرف  يادز

بتوان استنباط    يد نداشتند شا  ي دار  ي نژادها تفاوت معن   ينب

  يطتوانند شرا  يم  يبه مانند بوم  يختهآم  يها   كرد كه دام

نسب   يطيتنش مح   يگر تحمل كنند و از طرف د  ي به طور 

شرا بودن  قلوزا  انندم  ي مطلوب  يطدارا  ا  ييچند    يندر 

مقاوم گوسفندان  بتوان  تول  يگوسفندان  ا  يدبا    يجاد بالا 

  . )١٣، ١٢، ١١(نمودارهايكرد
  Real-time pcrچرخه حرارتي به كار رفته دستگاه  -٢جدول

  زمان  دما(سانتي گراد)   شرح گامه  تكرار چرخه  ه گام
حرارتي    ١  چرخه سازي  فعال 

  اوليه 
  دقيقه ٦  ٩٥

  ثانيه ١٥  ٩٥  باز شدن رشته ها  ٤٠  چرخه
و  آغازگرها  چسبيدن 

  تكثير 
  ثانيه٣٠  ٦٢
  ثانيه ٤٥  ٧٢

  درجه سانتي گراد  ٨٠افزايش تدريجي دما تا   منحني ذوب

  

  
  Real-Time PCR واكنش تكثير منحني -١نمودار 

  
  Real-Time PCR واكنش ذوب  نقطه  ازمنحني يك مدل -٢نمودار 

  



 64  يو بوم خته يمرتبط با تنش در گوسفندان آم يژن ها انيب يبررس              

  

  
  Real-Time PCR واكنش  ذوب منحني از دو مدل -٣نمودار

                               
  .آميخته  و بومي دوگروه  بين در GPX1 ژن نسبي بربيان نژاد  تاثير مقايسه  -٤نمودار

  

  
  

  گوسفندان  بين در GPX1 ژن نسبي بربيان  تاثيركم آبي مقايسه  -٥نمودار
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  . تنش و نرمال شرايط  در TFAM  ژن نسبي بيان بر كم آبي  تاثير مقايسه  -٦نمودار

  

    
  

  تنش.  تحت و نرمال گروه  دو در NRF2 ژن نسبي بيان  بر  آبي تاثيركم مقايسه -٧نمودار

    
  

  . تنش  و  نرمال  شرايط درSIRT3ژن نسبي  بربيان آبي كم تاثير مقايسه - ٨نمودار
.  

  
  

0
0/5

1
1/5

2
2/5

3
3/5

4

کم آبی  نرمال
ژن

ن 
بيا

ن 
زا

مي

حالت تنش

-2

0

2

4

6

8

10

کم آبی  نرمال

ژن
ن 

بيا
ن 

زا
مي

حالت تنش و نرمال

0

0/5

1

1/5

2

2/5

3

3/5

4

4/5

کم آبی  نرمال

ژن
ن 

بيا
ن 

زا
مي

حالت نرمال و تنش

a 

b  

p≤0/05 

a  

b 

p≤0.05 

b 

p≤0.05 



 66  يو بوم خته يمرتبط با تنش در گوسفندان آم يژن ها انيب يبررس              

  ها در نژاد آميخته و بومي و شرايط تحت تنش و نرمال مقايسه بيان نسبي ژن -٢جدول

  

  

 
 

 
 

  .Gpx1 ژن دربيان آبي  وتنش نژاد  بين  اثرمتقابل  -٩نمودار

  

  
  

  TFAM  ژن دربيان آبي وتنش نژاد بين اثرمتقابل  -١٠نمودار 

 GPX1 TFAM  NRF2 SIRT3 PRKAA1  تيمار

  ٤١/٤  ٥٣/٢  ٤٩/٤  ٥١/٢  ٣٧/٣  نژاد    بومي 

  ١٣/٥  ٢  ٧٠/٢  ٣٣/١  ٢٤/١  آميخته          

  ٠٣/٦  ١٩/٣  ٨٩/٥  ٤٨/٢  ٥٣/٣  تنش كم آبي 

  ٥١/٣  ٣٤/١  ٣١/١  ٠٢/١  ٠٨/١  نرمال          

  ٦٧/٠  ٤٥/٠  ٢١/٠  ٠٦/٠  ٠٣/٠  ارزش     نژاد  

P         ١٤/٠  ٠١/٠  ٠/ ٠٠٣  ٠/ ٠٠٥  ٠١/٠  تنش  

  ٠٣/٠  ٢١/٠  ١٥/٠  ١٤/٠  ٠٥/٠  اثر متقابل        

P≤0.05 

P≤0.05 
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  NRF2 ژن دربيان آبي وتنش نژاد بين اثرمتقابل  -١١نمودار

  

  
  Sirt3 ژن دربيان وتنش نژاد بين اثرمتقابل  -١٢نمودار

 

  
PRKAA1    ژن دربيان آبي وتنش نژاد بين اثرمتقابل  -١٣نمودار

  

  

P≤0.05 

P≤0.05 

P≤0.05 
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  ها ژن بيان در محيط و نژاد متقابل  اثرات بررسي -٣ جدول
  GPX1 TFAM NRF2 SIRT3 PRKAA1  تنش آبي   نژاد 

  b٢٠/١  b١٥/١  ٤٥/١  b  ٨٨/٣  a  ٩٨/٠  b  نرمال   بومي 

  ٦٢/٧     a  ٩٠/٣  a  ٩٥/٣  ab  ١٥/١  b  ٤٩/١  b  تنش آبي   

  ٨١/٥    a  ٥٢/١  ab  ١٦/١  b  ٨٠/١  ab  b١٧/١     نرمال   آميخته 

  a٤٥/٤  ٤٨/٢  ab  ٨٢/٧  a  ٨٧/٠  b  ٥٧/٥  a  تنش آبي   

SEM   ٦٩/١  ٠/ ٦٩٥  ٤١/١  ٠/ ٦٠٥  ٩٧/٠  

            معيار  ميانگين اشتباه 

P   ٠٣/٠  ٤٦/٠  ٠/ ٠١٩  ٠/ ٠٣٨  ٤٩/٠  

  بحث و نتيجه گيري 
ب    هاي،  ژن  يانب  يبر رو  يافتهمطالعات انجام    هبا توجه 

SIRT3  ،NRF2،TFAM ،PRKAA1  ،GPX1  در كبد ،

بوم گوسفند  آم  يدو  شرا  يختهو  نرمال   يطدر  و  تنش 

مختلف    يدر نژاد ها  يكيژنت  هاي شد كه تفاوتمشخص  

 ين او    بوده  يرتنش چشمگ   يطمقاومت در برابر شرا  ينهدر زم

اكتس  يناش ها    تفاوت  باعث    هايي ژن  اباز  كه  هست 

به    يسازگار  ين . اشود ينژاد  در برابر تنش م  يكمقاومت  

  يات و امكان ادامه ح  وابسته بوده  يوانح   يسلول  هاي  يتفعال

تول  بهبود  شرا  يدو  در  حرارت   يطرا  تنش  مانند    ي نامساعد 

م بومسازد يفراهم  گوسفندان  ترشح    يك  ي.  با  منطقه 

خود    يبدن  يستم س  دل مختلف تعا  هاي و هورمون  ها يمآنز

م با عوامل  كنند يرا حفظ  آب  يرنظ  يو  ازمخزن    ياستفاده 

نت در  خوراك  جذب  وكاهش  تول  يجهخود    يد كاهش 

ن ها خود  از ژ  ي ترشح برخ  يشبا افزا  نيزو    يقحرارت و تعر

 دهد ينشان م  ي مطالعات قبل  .دهند  يم   يقتطب  يطرا با مح

در    يآب  يتمحدود ده  كاهش  موجب  بزها  در  روزه  دو 

م  يصد پ  ي خوراك  با  و  آب  يشرفتشود    يزانم  ي كم 

ن آب  آن  يزمصرف  م  در  كاهش    تواند يم  يابدكه يها 

  يآب از شكمبه باشد. بزها  ن از هدر رفت   يريجلوگ   يجهنت 

س بز  مانند  تول  ييتوانا  ياهسازگار  دو  يرش   يدحفظ  روز    تا 

  يط همان طور كه اشاره شد در شرا .)٣بدون آب را دارند(

ا اكس   يناسترس  با  مقابله  با  ژن  گروه    يداسيونچهار 

و    ي از اتلاف انرژ  يريو جلوگ  يانرژ  يرهو ذخ  يداتيواكس

تنش    يطرا در برابر شرا  يوانمحافظت از سلول، مقاومت ح

  ها پژوهش   يزن HU دهند در كبد گوسفند بره  يم  يش افزا

بعد از دوران   TFAM ميزان تعادل به  برگشت دهنده نشان

 mtDNAيتعداد نسخه بردار  يش و افزا  ييغذا  يتمحدود

م محدو SIRT3 ژن mRNA يزانو  دوران   يم  يتدر 

- يم  يم ژن تنظ   ين توسط ا  يتوكندري م NAD سطح  .باشد

در كبد    يداتيواسترس اكس  يرو  ي اثر قابل توجه  يچ ود. هش

مشخص    يافته انجام    ي). در پژو هش ها١٧ملاحظه نشد(  

دلا  يكيشد   در    نژ  ين ا  يتفعال   يش افزا  ياحتمال  يلاز 

 PPARGC1A يتفعال  يش افزل  ييغذا  يتمحدود

اصل. SIRT3است تنظ   ينقش  در  و    يانرژ  يمرا  دارد 

فسفور محدود٢٣(يشودم AMPK يلاسيونموجب   يت). 

تاث  mtDNA يمحتوا  ييغذا م  يررا تحت   و  دهد  يقرار 

دارد .mtDNA وTFAM ين ب  مستقيم  ارتباط . وجود 

  يب سلول است. آس  يانرژ  ين منبع تام  ين تر  مهم  يتوكندريم

م فعال  يتوكندريبه  در  اختلال  سلول    هاي  يتسبب 

استرس  در   TFAM كه  يمهم   ي . با توجه به نقششود¬يم

و    شود يم  يتوكندريم DNA يسيدارد باعث حفظ رونو

كرده و   يريجلوگ  يريسلول دارد از پ  يبرا  ينقش حفاظت 

. در  شود مي   زا تنش  يطجاندار در شرا  يعيباعث رشد طب

غذا  يآب  يتمحدود اتصال  ي كم  ييراتتغ   يي و  نظر   از 

TFAM و mtDNA ب  يدهد   يوژنزب  هاي  ژن  يانشد. 

كپ   TFAMو NRF1 مثل  يتوكندريم تعداد   يو 

mtDNA   يم  يش افزا  يطور قابل توجه ه  ب  يطشرا  ين در ا 
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نت  .يابد ژن در    ينا  يش افزا  يزانم  يزن   يش آزمااين    يجهكه 

ط  يطشرا در  شد.  داده  نشان  ها  يتنش    نيطولا  يدوره 

تغذ كمبود  م GAPDH يانب  يا  يهمدت  القا  كبد   ي در 

  هاي يمآنز (GPX1)١دازيپراكس يون ژن گلوتات ).٢٩(شود

  يميو نقش مستق   كند يرا در سلول فعال م  يداني اكس  يآنت 

سلول    ين شده دارد. بنابرا  يدفعال تول   يژنبردن اكس  ين در از ب

  كند يم  يريجلوگ  يكرده و از مرگ سلول  ييرا سم زدا

نت  كبد  يجهدر  محافظت  بهتر    يشترب  يموجب  رشد  و 

بوم ب شود يم  ي گوسفند  مه  .  ا  ينظر  در    ينرسد  ژن 

م   يم   يانب   يشترب   يبوم  يواناتح كه  دل   يشود  به    يلتواند 

 ذكر كرد  يطيمح  يبه تنش ها  ي بوم  يها   دام  يسازگار

Sun   )ژن٢٠٢٠و همكاران دادند كه  نشان   ( GPX1   در

ا   يواندر زمان كه ح Per1 كنار با    ي م  سترسدچار  شود 

ا  يان ب  يزانم   يش افزا به  در    يداتيو اكس  يتفعال   يجادمنجر 

م   زا  استرس  يط شرا  كه   ييجا  ازآن  ).٢٧گردد(  يسلول 

اكس  يوانح  براي استرس  برا  يم  يداتيوموجب    ي شودكه 

با تجز  ينا  باشد  يم  ي ها سم  سلول  يدپراكس  يعسر  يهژن 

  ييسم زدا  يعشده به دو تا آب، سلول را سر  يدتول   هيدروژن 

ح نرمال  رشد  باعث  شرا  يوانكرده  م  يطدر  زا   ي استرس 

شرا  .شود در  زا  يطلذا  ب  ي تنش    ي دار  ي معن   يان تفاوت 

م وگرد  يمشاهده  همكاران(  ينگرد.  گزارش ٢٠٢١و   (

  يشمنجر به افزا  ييبه موش صحرا  يمكردند كه استرس ملا 

رونو  ).٣٠(شود  يم GPX1 ژن فاكتور    يسي ژن 

مهمA (TFAM) يتوكندريايي م تنظ  ينقش  در    يم، را 

  يفا ا  يتوكندريم DNA يو نگهدار   يهماندساز  يسي،ورون

د  نماي  يرا كد م  يدآمينهاس  ٢٥٣ژن در حدود    ينكند ا  يم

دار    ي معن   يشژن با افزا  ين مطالعه نشان داده شد كه ا  يندر ا

اندازه    يانب  يزانم و    يم  ٤٣/٢به  فنگ  باشد. 

در  TFAM ژن  يانب   يدار  يمعن  يش) افزا٢٠٢٠همكاران(

 ي). در حال١٤را گزارش كردند(  يداتيوزمان استرس اكس 

  ي) گزارش كردند كه استرس ها٢٠١٩ن(كه وو و همكارا

در   TFAM يانمنجر به كاهش ب   يتوكندريشده در م   يجادا

م ا٣١د(شو  يموش  به  توجه  با  تمام    ين ا  كه  ين ).  در  ژن 

ا  يتوكندريايم DNA يها  يتفعال با    يم  يفانقش  و  كند 

  شسلول نق  يدر چرخه انرژ  يتوكندري م   كه  ين توجه به ا

تواند منجر به    ي شده م  يجادا  يرا دارد لذا تنش ها  ي اساس

در    ينقش مهم NRF2 ژن  گردد. TFAM ژن  يانب  ييرتغ

زدا دارد   ييسم  رشد سلول  نت  و    ين ا  يانب   يش افزا  يجهدر 

گردد    يبافت كبد م  يعاد  يسمو متابول  يعيمنجر به رشد طب 

  ياري بس  يانكه ب   ي داخل سلول  ي سيفاكتور رونو  يك ژن    ين ا

  يي،عوامل سم زدا  يداتيو، ضد اكس   يمها از جمله آنز  از ژن 

آپوپتوز  ي ها  ينپروتئ  م  يس ضد  ). ٢٤كند(  يكنترل 

  يط) گزارش كردند كه در شرا٢٠٢٠و همكاران (  يكوپسر

  يناكه پاس  ي) در حال ٢٢(يابد  ي م  يشافزا NRF2 استرس ژن

همكاران( معن ٢٠٢٠و  تفاوت  مشاهده    يدار  ي) 

تنظ  SIRT3 ژن  ).٢١نكردند(   يگنالينگ س   يرمس  يم در 

جاندار    يازشده و ن  يديتول  يانرژ  يمباعث تنظ  يتوكندريم

تنش و   يط ژن در شرا ين ا  كند يرا رفع م  يرشد عاد يبرا

  يان ب  يزانكند م  يم   يفارا ا ينقش برجسته ا  يطياسترس مح 

ح  ين ا در  ب  يواناتژن  شده  تنش  دو  يش دچار  برابر   از 

بود. چن و همكاران گزارش  نات تحت پرورش نرمال  يواح

فعال مح Sirt3 ژن  يتكردن كه  استرس    يشتر ب  يطيتحت 

سازگاريم باعث  و  شرا  يوانح   ي شود  آمده    يش پ  يطبه 

سازگار  ).٨گردد(يم به  توجه    ي گوسفندها  يكيژنت   يبا 

شرا  يبوم بوم  يختهآم  يطبا  نژاد  نژاد  يكردن  بدون    يبا 

د  يكيژنت  يدستكار خالص  زا  ارايو  مانند    ييبره  بالا 

شرا با  سازگار  صرفه  به  مقرون  گوسفندان    يط رومانوف 

البته در طول تول  يدتول  يطيمح   يخته آم  يدگوسفندانكرد. 

.كرد يرينامطلوب جلوگ هاي ژن يجاداز ا يدبا
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Abstract 
Inroduction & Objective: Increasing in temperature and drying of pastures cause water and nutritional 

stress to animals. In this study, resistance control genes in crossbred and native sheep were examined.  
Material and Methods: In this study, ten cross of Romanov native male lambs and ten purebred male 

native lambs in 4 treatments and 5 replications in each group were used. They are divided into two groups 
with normal and water restriction condition. At the end of the experiment, liver tissue samples were collected 
from slaughtered animals and it was kept in liquid nitrogen, to investigation of gene expression whole RNA 
was extracted and purified and the cDNA was synthesis. In the end Real Time PCR reaction were performed 
using specific primers.  For statistical analysis we used randomized design as factorial analysis method using 
SAS 9.2.  

Results: By extracting the genes, it was found that the expression of GPX1, TFAM, SIRT3, PRKAA1, NRT2 
genes increased under stress in native sheep compared to crossbred sheep.  

Conclusion: The expression of GPX1, TFAM, NRF2, SIRT, PKAA1 genes in the liver of two groups of 
native and crossbred in normal and stress conditions indicate that Under stress, these four groups of genes act 
as oxidative process and store energy and prevent energy loss and protect the cell. Due to the genetic 
compatibility of native sheep with the drought conditions of the region, it makes the animal more resistant to 
heat and disease. 

 
Keywords: Crossbred Sheep, Native Sheep, Stress, Gene Expression. 
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