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27/09/1395، تاريخ پذيرش: 22/07/1393تاريخ دريافت:   

  چكيده
) يك آنزيم ميكروزومي است كه مرحله نهايي سنتز DGAT1( 1ترانسفراز آسيل گليسرولآسيلدي

كند. هدف از اين ها يعني تبديل دي آسيل گليسرول به تري آسيل گليسرول را تسريع ميگليسريدتري
و بررسي ارتباط آن با ركوردهاي درصد چربي شير  DGTA1ژن  17مطالعه چندشكلي اگزون  پژوهش،

رأس ميش بطور  100آباد شيروان بود. بدين منظور از نژاد حسينگوسفندان نژاد كردي ايستگاه اصلاح
 DNAتصادفي ركورد شير گرفته شد و با دستگاه اكوميلك توتال، درصد چربي آن تعيين گرديد. همچنين، 

 17جفت بازي اگزون  309ي قطعهيك ها  استخراج و با استفاده از يك جفت آغازگر اختصاصي، اين ميش
تعيين شدند. فراواني  ALuIو هضم  با آنزيم اندونوكلئاز  PCR-RFLPها به روش اين ژن تكثير شد. ژنوتيپ

انجام  SAS 9.1افزار نرم GLMرويه محاسبه شد. آناليز آماري با  35/0و  65/0اين ژن به ترتيب  Tو  Cآلل 
)، به طوري كه درصد >05/0Pها بود (ها با درصد چربي شير ميشدار ژنوتيپشد و بيانگر ارتباط معني

بيشتر بود. نتايج پژوهش ما نشان داد  CCهاي با ژنوتيپ نسبت به ميش TTهاي با ژنوتيپ چربي شير ميش
هاي ان براي افزايش درصد چربي شير گوسفند در برنامهتومي DGTA1ژن  17كه از چندشكلي اگزون 

  انتخاب به كمك نشانگر استفاده كرد.
 ، چندشكلي، گوسفند، درصد چربي شير.DGAT1ژن  كليدي: هايواژه
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 مقدمه

با توجه به ظرفيت مراتع كشور، محدوديت 
افزايش توليدات دامي از  ،و كمبود منابع خوراكي

ه منطقي و معقول بطريق افزايش جمعيت دامي 
بردن توان توليدي دام  رسد. بنابراين، بالا نظر نمي

با شرايط اقتصادي مطلوب، مهمترين و بهترين 
شيوه در جهت خودكفايي واقعي در توليدات 

لازمه بالا بردن توان توليدي حيوانات  دامي است.
اي، بهبود شرايط محيطي و ساختار ژنتيكي  مزرعه

ها از طريق لاح ژنتيكي دامچرا كه اص ها است،دام
تغيير نژاد يا عمل انتخاب قابل انجام است. نكته 
مهم اين است كه در شرايط اقليمي ايران براي 
اصلاح نژاد گوسفند تاكيد بايد بر نژادهاي بومي 

شود ظرفيت توصيه مي ،كشور باشد. لذا
گوسفندهاي بومي در شرايط محيطي بهتر ارزيابي 

بهبود  نژادي تعيين گردد. هاي اصلاحهدف شود و
تواند توليد را بالا  شرايط محيطي براي هميشه نمي

-ناگزير هستيم كه با تغيير وفور ژن د، بنابراينببر

هاي مطلوب، پتانسيل ژنتيكي افراد را بالا ببريم و 
اين كار بدون اصلاح ساختار ژنتيكي گله و بهبود 
 همزمان محيط با آن ممكن نخواهد بود

)Rashidi, 1992(. مطلوب كه به  هاييكي از ژن
 طور مستقيم و غيره عنوان نشانگر مولكولي ب

 مستقيم بر صفات شيري و خصوصيات آن تأثير
دي آسيل گليسرول آسيل  گذار است، ژن

آنزيم كه  باشدمي )DGAT1( 1ترانسفراز 
-ميكروزومي است كه مرحله نهايي سنتز تري

سرول به ها يعني تبديل دي آسيل گليگليسريد
كند. علاوه بر تري آسيل گليسرول را تسريع مي

در سنتز تري گليسريد ها و  DGAT1 نقش مهم
اين آنزيم در جذب چربي از روده،  ،ذخيره انرژي

ها و اتصال ليپيد و پروتئين و تشكيل ليپوپروتئين
، ذخيره چربي يم غلظت تري گليسريد پلاسماظتن

ي در ماهيچه هاي چربي و متابوليسم انرژدر سلول
 ,.Cases, et al( نقش مهمي دارد نيز پستانداران

ژن در گاو در منطقه سانترومري ). اين 1998
با اثرات عمده بر درصد چربي شير  14كروموزوم 

در گاوهاي شيري و ذخيره چربي در گاوهاي 
 ;Schrooten( شناخته شده است گوشتي

Bovenhuis, 2002; Taller et al., 2003.(  طول
اگزون و  17داراي و كيلو باز  5/8 اين ژن ريبيتق

اين  17جهش در اگزون اينترون است. يك  16
هاي مختلف گوسفند چيني اتفاق ژن در جمعيت

كه توانايي  ، AluI افتاده است كه توسط آنزيم
را دارد، قابل   AG/CTشناسايي و هضم توالي

 1461باز  شناسايي است، به طوري كه جهش در
  487در اسيدآمينه شماره  Cبه  Tتغيير  منجر بهو 
هايي كه در . پژوهش)Xu et al., 2009( گرددمي

، Lacaune شامل(نژادهاي گوسفند فرانسه 
Manech( ايتاليا ،)شامل  Sarda ،Massa( و 

و  Merino ،Churra،Manehegaشامل (اسپانيا 
Segurena  ( جهت برآورد تأثير نواحي كانديداي

وليدي انجام گرفته، نشان داده كه مؤثر بر صفات ت
شير  مؤثرترين ژن كانديدا بر مقدار و درصدچربي
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) قرار گرفته 9OAR(گوسفند  9روي كروموزوم 
 14است كه همولوگ آن در گاو روي كروموزوم 

 ,.Barillet et al., 2005; Moioli et al(است 

 .Scata et al). در پژوهشي كه توسط2007

 3در  DGTA1 ژن كل ،انجام شد  (2009)
چندشكلي  و پنج گوسفند نژاد ايتاليايي توالي يابي

در  موجود SNP كه شناسايي گرديد نوكلئوتيدي
را در تغييرات محتواي چربي شير  17اگزون 
به دليل  مؤثر دانستند. Sarda گوسفند

در سنتز تري گليسريد و كم بودن  DGAT1نقش
با مطالعات موجود در مورد ارتباط اين جايگاه 

درصد چربي شيرگوسفند، هدف اين پژوهش 
و  DGAT1ژن 17چند شكلي اگزون  بررسي

ارتباط آن با درصد چربي شير گوسفندان نژاد 
  كردي ايستگاه اصلاح نژاد شيروان بود.

  
  هامواد و روش

رأس ميش نژاد  100در اين مطالعه از 
گروه  5با شكم زايش هاي متفاوت كه به كردي 

اقع در ايستگاه اصلاح نژاد ودسته بندي شدند، 
حسين آباد شيروان به طور تصادفي خونگيري و 
ركوردبرداري درصد چربي شير صورت گرفت. 

ميلي ليتر خون در  5هر دام  براي خونگيري از
از  مولار) EDTA1 )5/0هاي ونوجكتلوله

سياهرگ گردن (وداج) جمع آوري گرديد و 
 تخراجبلافاصله به درون يخ منتقل شد و براي اس

                                                            
1Ethylene Diamin Tetra Acetic Acid 

 

DNA  و ساير آزمايشات مولكولي به آزمايشگاه
ژنتيك دانشكده علوم دامي دانشگاه علوم 

طبيعي گرگان منتقل شد. كشاورزي و منابع
هر رأس ميش در ارديبهشت ماه  ركوردگيري از

هفته  2شروع و تا پايان دوره شيردهي، هر  91
 به طوري كه از شير ميشي كه ،يكبار تكرار شد

تاريخ زايش آن گذشته بود،  يك هفته از
هاي شير ركوردگيري صورت گرفت. سپس نمونه

 هايبراي تعيين درصد چربي شير درون فالكون
cc50  توسط دستگاه اكوميلك توتال به آزمايشگاه

با استفاده از  DNAاستخراج  نظر منتقل شد. مورد
شركت ( CinnaPure DNAبا نامكيت استخراج 

اين كيت روش نجام گرفت. در ا )سيناژن
استخراج مبتني بر استفاده از ايزوتيوسيانات 

هاي  گوانيدين به عنوان يك عامل ليز كننده سلول
آزاد شده به كمك  DNA آوريخوني و جمع
استخراج شده بود. كيفيت و  2ذرات سليكا

هاي استخراج شده به روش DNAكميت
 !Error اسپكتوفتومتري با استفاده از نسبت

Bookmark not defined.
280

260
A

A و نيز به
جهت تكثير  % انجام گرديد.8/0كمك ژل آگارز 

از  DGAT1 ژن 17جفت بازي اگزون  309قطعه 
كه ) Yang et al., 2011( آغازگرهاي پيشنهادي

شماره (شامل توالي هاي زير بود استفاده شد 
  ).EU178818بانك ژن: 

Forward: 5-GCA TGT TCC GCC CTC TGG-3  
Reverse:5–GGA GTC CAA CAC CCC TGA-3 

                                                            
2Silica Gel 
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براي تكثير قطعه مورد  PCRالگوي چرخه
 5درجه به مدت  94 نظر به صورت زير بود:

دقيقه در يك چرخه و سه مرحله، واسرشته سازي 

دقيقه، اتصال بازها  1درجه به مدت  94ثانويه با 
مدت درجه به  72دقيقه و  1درجه به مدت  56با 
72چرخه و بسط نهايي در دماي  35 دقيقه در 1

دقيقه در يك چرخه. جهت  5درجه و به مدت 
در اين پژوهش از دستگاه  DNAتكثير 

شركت  Personal Cycler ترموسايكلر مدل
اي و براي انجام واكنش زنجيره (آلمان) بيومترا

(ايران) استفاده  شركت سيناژن پليمراز از كيت
 Taq با تركيب Master mix يشد. اين كيت حاو

DNAPolymeras  واحد بر  04/0با غلظت
ميلي  3با غلظت  PCR ،MgCl2 ميكروليتر، بافر

ميلي  04/0هركدام با غلظت  dNTPs مولار،
مولار، آب دوبار تقطير و روغن معدني بود. حجم 

ميكروليتر بود، به طوري كه براي هر  25نهايي 
 Mastermix ،5/1 ميكروليتر 5/12واكنش 
نانوگرم در  50-100با غلظت   DNA ميكروليتر

 10ميكروليتر از هر آغازگر با غلظت  1ميكروليتر، 
پيكومول بر ميكروليتر استفاده شد و در نهايت 

 25براي رسيدن به حجم نهايي واكنش به 
استفاده شد. به منظور  1ميكروليتر از آب فاقد يون

با % 5/1از ژل آگارز  PCR تشخيص محصولات
رنگ آميزي اتيديوم برومايد استفاده گرديد. جهت 
تعيين ژنوتيپ حيوانات براي جايگاه مورد مطالعه 

با  PCR، هضم آنزيمي محصولات DGAT1 ژن
آلمان)  AluI )Fermentase استفاده از آنزيم برشي

درجه سانتي  37ساعت و در دماي  12به مدت 

                                                            
1Deionized water 

 

 7گراد انجام گرفت. واكنش هضم شامل 
 X10ميكروليتر بافر PCR ،1 ر محصولميكروليت

 AluI ميكروليتر آنزيم 4/0عرضه شده براي آنزيم، 
با غلظت


U10  بود. قطعات حاصل از هضم

% الكتروفورز شدند 8آنزيمي روي ژل آكريل آميد 
با روش  و تعيين ژنوتيپ بعد از رنگ آميزي 

م شد. اثر ثابت بطور مستقيم انجانيترات نقره 
ژنوتيپ بر درصد چربي شير با استفاده از رويه 

GLM2 نرم افزار SAS(9.1)  و مدل آماري زير
  مورد بررسي قرار گرفت.

ijklmlkjiijklm eGtmplsy    
 ijklmyError! Bookmark notكه در آن:

defined.،درصد چربي شير : ،ميانگين كل :ils 
اثر  jpاثر ثابت تعداد بره متولد شده در هرزايش،

اثر ثابت ماه  ktmثابت شكم زايش، 
اثر  ijklme ابت ژنوتيپ واثر ث lGركوردگيري،

هاي باقيمانده بود. مقايسه ميانگين تصادفي عوامل
هاي حداقل مربعات درصد چربي شير ژنوتيپ

دار كرامر و سطح معني-مختلف با آزمون توكي
  انجام شد.% 5
  

  نتايج و بحث
استخراج شده كميت و  DNA هاينمونه

كارهاي انجام براي  و داشتند كيفيت بسيار خوبي
                                                            
2General Linear Model (GLM) 
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. بعد بودندبسيار مناسب   PCR جمله مولكولي از
تكثير قطعه  PCRاز بهينه سازي شرايط واكنش 

به وسيله واكنش  DGAT1 جفت بازي از ژن 309
اي پليمراز و با استفاده از آغازگرهاي زنجيره

 باند تكثير اختصاصي به خوبي و بدون
). نتيجه 1 غيراختصاصي صورت گرفت (شكل

هاي حاصل از هضم هضم الكتروفورز فرآورده
 AluI جفت بازي توسط آنزيم برشي 309قطعه 

 3درصد به صورت  8روي ژل آكريل آميد 

در جمعيت مورد مطالعه  TTو  CC،TC ژنوتيپ
  ).2 بود (شكل

) TC( گوسفندان با ژنوتيپ هتروزيگوت
جفت بازي بودند.  37و  272، 309داراي قطعات 

جفت بازي به دو  309قطعه  TT موزيگوتدر ه
جفت بازي برش داده مي شود و  37و  272قطعه 

جفت بازي  309نيز قطعه  CC در هموزيگوت
  ماند.بدون برش باقي مي

  

 
 .%)8/0هاي استخراج شده روي ژل آگارز (DNA كيفيت -1شكل 

Figure 1- Extracted DNA quality on agarose gel (0.8%). 
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 آنزيم هضم كننده توسط DGAT1ژن  PCRجداسازي الكتروفورزي محصولات تكثير شده – 2شكل 

AluI ) ماركر 8روي ژل آكريلاميد ،(%M50.  
Figure 3- Electrophoretic separation of DGAT1 gene PCR products digested with Alu1I 
on Acrylamid gel (8%), Ladder: M50. 

  
هاي مشاهده شده در جمعيت مورد ژنوتيپ
 1هاي آللي و ژنوتيپي در جدول مطالعه، فراواني

نشان داده شده است. بعد از محاسبه فراواني آللي 
 Falconer and MacKay (1998) بر اساس

 PopGene افزارآزمون مربع كا با استفاده از نرم
)Yeh, et al., 1999 انجام و همانطور كه در (

، مشخص گرديد است نشان داده شده 2جدول 
واينبرگ در اين جمعيت براي -كه تعادل هاردي

). عدم >P 05/0برقرار نيست ( DGAT1 ژن
تعادل در اين جايگاه احتمالاً نشان دهنده حضور 

بعضي عوامل برهم زننده تعادل از جمله انتخاب 
فراواني  1است. در اين پژوهش مطابق جدول 

) محاسبه شد. 35/0(T  ز) بيشتر اC  )65/0آلل
نژاد گوسفندان بومي چين  4نتايج مشابهي در 

) Yang et al. )2011براي اين جايگاه ژني توسط
گزارش شده است. در آن پژوهش نيز بيشترين 

بدست  T و كمترين براي آلل C فراواني براي آلل
و  Cبراي آلل  68/0آمده است و به طور متوسط 

 ند.گزارش كرد Tبراي آلل  31/0
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 .PCR-RFLPبررسي با روش  در حيوانات مورد DGAT1فراواني ژني و ژنوتيپي  -1 جدول

Table 1- Gene and genotypic frequency of DGAT1 in studied animals using PCR-RFLP. 
Allele Frequency 

 فراواني آللي
Genotype 
Frequency 

 فراواني ژنوتيپي

number

 تعداد
Genotype 

 ژنوتيپ

0.65(C) 0.35 35 CC 

0.35 )T(  0.6 60 TC 

 0.05 5 TT 

  
  

  .PCR-RFLPبه روش DGAT1 هاي ژننتيجه آزمون مربع كا براي ژنوتيپ -2 جدول
 Table 2- Chi-square test for Genotypes of DGAT1 gene using PCR-RFLP technique. 

Genotype 
  ژنوتيپ

Observed 
number 

 تعداد مشاهده شده
)O(  

Expected 
number 

 تعداد مورد انتظار
)E(  

E/(O-E)2  
Average of 

Heterozygosis 
  متوسط هتروزيگوسيتي 

  
X2 

  

CC  35 42.15 1.208     
TC  60 45.73 4.45 0.45  9.85806* 
TT  5 12.14 4.195     

:*05/0P<  

  
 

با درصد چربي  DGAT1ارتباط چندشكلي ژن 
  شير 

چربي  هاي حداقل مربعات درصدميانگين
هاي مختلف در گله مورد مربوط به ژنوتيپ

 3مطالعه به همراه خطاي استاندارد در جدول 
ها با نشان داده شده است. ارتباط بين ژنوتيپ

 ژن 17درصد چربي شير در ناحيه اگزون 
DGAT1  هاي با متفاوت بود، به طوري كه ميش
بيشترين درصد چربي شير را داشتند.  TT ژنوتيپ

- ن ميانگين درصد چربي شير ژنوتيپاختلاف بي

 دار بود ولي بين هموزيگوتمعني CC و TT هاي
CC و هتروزيگوت TC داري وجود تفاوت معني

باعث  Tرسد آلل به نظر مي). <05/0Pنداشت (
در پژوهشي گردد. افزايش درصد چربي شير مي

 DGAT1 چندشكلي  Yang et al.(2011)توسط
چين بررسي شد و  نژاد بومي 4در  17در اگزون 

بيشترين فراواني ژنوتيپي  C آللدر پژوهش آنها 
را داشت كه با نتايج بدست آمده در اين پژوهش 

مختلفي  هايQTLي اخيرمطابقت داشت. در دهه
براي صفات توليد شير و پروتئين در جوامع 
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 Riquet et( اندمختلف گاو شيري گزارش شده

al., 1999; Taller et al., 2003(. يكQTL  با
اثر قوي بر صفات توليدي شير به خصوص 

مورگاني سانتي 3محتويات چربي شير در ناحيه 
) BTA14( گاوي 14پايانه سانترومري كروموزوم 

 و بعدها توسط Riquet, et al., (1999( توسط
Farnir, et al., (2002) همچنين گزارش شد .

با صفات درصد چربي شير   DGAT1ارتباط ژن 
در گاوهاي هلشتاين ايران  مورد شير توليد و 

 ,.Kharrati-Koopaei et alبررسي قرار گرفت (

2011; Kharrati-Koopaei et al., 2012 .( علاوه
تأثير چندشكلي  متعدديهاي بر آن در پژوهش

 232در اسيدآمينه شماره  DGAT1 ژن 8اگزون 
كه سبب تغيير اسيدآمينه آلانين به ليزين 

)K232Aاكانديد نشانگربه عنوان يك شود، ) مي 
بر صفات درصد چربي شير نژادهاي شيري 

 Kapue, et al. 2004; Thaller, et( معرفي گرديد

al. 2003; Ripolia, et al. 2006.(  
  
 در DGAT1 هاي مختلف ژنهاي حداقل مربعات درصد چربي شير ژنوتيپمقايسه ميانگين -3جدول 

 گله مورد مطالعه.

Table 3- Comparison of Least square means of milk fat percent for different genotypes 
of DGAT1 gene in studied herd. 

Standard Error ± LSMEAN

  ميانگين*خطاي استاندارد 
Genotype

  ژنوتيپ
Probability levels 
  سطوح احتمال

  CC                 TC                  
TT 

6.28a 0.33 CC 0.032 0.51 ------ 
6.53 ab 0.29 TC 0.092  ------  0.51 
7.61 b 0.48 TT  ------  0.092 0.032 

  ).>P 05/0ارد( ميانگين حداقل مربعات نشان داده شده با حروف مختلف، تفاوت معني دار بين ژنوتيپ و درصد چربي شير وجود د*: 
 

- نشان مي نتايج اين پژوهش ،طور كليه ب

براي مطالعه  PCR-RFLPدهد كه روش 
و در  DGAT1هاي موجود در ژن چندشكلي

بررسي ارتباط  آنها با صفات توليدي مناسب 
ديگر اينكه در جمعيت مورد از طرف است و 

داري بين درصد چربي شير مطالعه ارتباط معني
ژن  17مورد مطالعه از اگزون  با چندشكلي ناحيه

DGAT1  گزارشات قبلي در  بر اساس. داردوجود
و تاثيري كه اين ژن بر مورد گاوهاي شيري 
با توجه و گليسريد دارد، مرحله نهايي سنتز تري

دار بودن ارتباط بين اين جايگاه و درصد معنيبه 
توان از اين چربي شير گوسفند كردي شيروان، مي

درصد چربي شير اين نژاد با  فزايشاارتباط براي 
.روش انتخاب به كمك نشانگر استفاده نمود
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Abstract 
Diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT1) is a microsomal enzyme that accelerates the 

final stage of the synthesis of triglycerides, means converting diacylglycerol to 
triacylglycerol. The aim of this study was to investigate polymorphism in exon 17 of the 
DGAT1 gene and their associations with milk fat percentage in Kurdi sheep breed in Hussein 
Abad breeding station of Shirvan. Hence, milk records of 100 ewes were randomly selected 
and milk fat percentage was measured by Total Eco milk device. Indeed, ewe DNA was 
extracted and amplified by specific primers for a 309 bp fragment of exon 17 of this gene. 
Genotypes were determined by PCR-RFLP digested with AluI endonuclease enzyme. 
Frequencies of C and T alleles were 0.65 and 0.35, respectively. Statistical analysis was 
conducted by GLM procedure of SAS 9.1 software and showed significant association of 
genotypes with milk fat percentage (P<0.05), so that ewe genotyped TT had higher milk fat 
percentage than ewes with CC. Our results showed that it would be possible to use 
polymorphism of exon 17 of DGAT1 to increase sheep milk fat percentage in marker assisted 
selection programs. 
Key words: DGAT1 gene, Polymorphism, Sheep, milk fat percentage. 
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