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Abstract 

Objective 

Leptin is produced by white adipose tissue and plays an important role in regulation of 

feed intake, energy balance, fertility and immune functions. Thus, the aim of this research 

was to study leptin gene expression in adipose tissue, liver, kidney, lung and heart of 

Kermani sheep.  

 

Materials and methods 

Tissue samples obtained from 6 animals and RNA was extracted. Extracted RNA were 

immediately stored at -80°C. Quality and quantity of RNA were evaluated and cDNA 

was synthesized and Real Time PCR was performed. PCR Products were electrophoresed 

on 1.5% agarose gel and were evaluated different levels of expression in studied different 

tissues.  
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Results 

Results showed that the leptin gene was expressed in all the tested tissues and the highest 

level of expression was observed in adipose tissue and liver and the lowest level was 

detected in heart. 

  

Conclusions 

These results may show that leptin plays a particular role in fat metabolism. Further 

studies are needed to clarify role of leptin in the physiology of fat metabolism and other 

materials. This would help us to better understand the mechanisms for the known effect 

of nutritional factors and body fatness on various functions. 
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 Real Timeبا استفاده از  گوسفند کرمانیهاي مختلف افتبدر  لپتینیان ژن مطالعه ب

PCR  
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  چکیده

هاي تنظیم مصرف غذا، تعادل انرژي، باروري و فعالیتشود و نقش مهمی در لپتین به وسیله بافت چربی سفید تولید میهدف: 

در گوسفند  قلبکبد، کلیه، شش و ، چربی هايبافتمطالعه بیان ژن لپتین در  ،این پژوهشاز هدف لذا، کند. ایمنی بازي می
   .کرمانی بود

ي دماراج شده در استخ RNAاستخراج شد.  RNAهاي شش گوسفند کرمانی نمونه برداري و از بافتها: مواد و روش

 Real Time PCRواکنش . شد انجامcDNA  سنتزبررسی و  RNAکیفیت و کمیت ي شد. گراد نگهداریسانت درجه 80یمنف
الکتروفورز شد و سطوح مختلف بیان در نیز درصد  5/1روي ژل آگارز  PCRصورت گرفت. محصولات براي ژن لپتین و بتااکتین 

  ر گرفت. مورد بررسی قرا ،هاي ذکر شده	بافت

بررسی شده بیان شده است و بیشترین سطح بیان ي ها	بافتنتایج حاصل از این بررسی نشان داد که این ژن در تمامی نتایج: 

  مشاهده شد.  قلبهاي 	و کمترین سطح بیان در بافت چربی و کبددر بافت 

اي دارد. مطالعات بیشتري لیسم چربی نقش ویژهتواند نشان دهنده این امر باشد که لپتین در متابواین نتایج مینتیجه گیري: 

باید انجام شود تا نقش لپتین در فیزیولوژي ساخت و متابولیسم چربی و مواد دیگر مشخص شود. این امر کمک خواهد کرد تا 
  هاي بدن در فرآیندهاي مختلف درك شوند.         اي و چربیهایی براي شناخت اثر فاکتورهاي تغذیهمکانیسم

   .گوسفند کرمانی، لپتینژن ، بیان، بافت: ات کلیديکلم
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  مقدمه

 obese کیلودالتون است، محصول ژن 16لپتین از ریشه یونانی لپتوس (به معناي نازك یا کوچک) مشتق شده، وزنش 

)ob( هاي فعالیتشود و نقش مهمی در تنظیم مصرف غذا، تعادل انرژي، باروري و است، به وسیله بافت چربی سفید تولید می
اگزون آن به پروتئین ترجمه  2اینترون دارد، اما فقط  2اگزون و  3این ژن  ).Javanmard et al. 2008کند (ایمنی بازي می

 عملکردهاي پیرامونی دارد و هم این ژن هم عملکرد اندوکراینی در مغز و در بافت). Shojaei et al. 2010شوند (می

)، Chilliard et al. 2001ها (مشخص شده که لپتین در ادیپوسیت ).Zieba et al. 2003ها دارد (اتوکراین/پاراکراین در بافت
)، روده کوچک Yonekura et al. 2002)، شکمبه (Bartha et al. 2005)، سینه (Yuen et al. 2002جنین (

)Yonekura et al. 2002(سلول ،) هاي فولیکول تخمدانBatista et al. 2013( و هیپوف) یزYonekura et al. 2003 (
این ژن منجر به کاهش مصرف غذا، کاهش وزن بدن، کاهش وزن چربی ذخیره شده و افزایش  شود.نشخوارکنندگان بیان می

به این صورت که براي کنترل تولید مثل ضروري باشد  تواندمی). لپتین Javanmard et al. 2008شود (متابولیسم انرژي می
، چرا که چربی کافی و متناسب در بدن به لقاح و آبستنی موفق کندمیاي براي سیستم تولیدمثلی عمل نشانه به عنوان احتمالا

نشان داده شده که همبستگی مستقیمی بین سطح پلاسمایی لپتین و ). Liefers and Veerkamp 2002د (نمایکمک می
ژن لپتین بر عملکرد شیر در گاو شیري و ). Shojaei et al. 2010توده چربی بدن و تعادل انرژي در گاو و گوسفند وجود دارد (

لپتین از بنابراین، کند، تولیدمثل در گاو گوشتی اثر دارد. بیان این ژن در مراحل فیزیولوژیکی و رشد مختلف در حیوان تغییر می
ی، گوسفند حیوان مهم تولید کننده از طرف. کردبه عنوان نشانگري براي رشد، بازده خوراك و سلامتی حیوان استفاده  توانمی

کشورهاي خاورمیانه است و عملکرد اقتصادي آن بستگی به توانایی رشد و تولید مثل  جملهگوشت در نواحی گرمسیري، از 

میلیون رأس گوسفند در ایران وجود دارد که  50). بیش از Zamani et al. 2015; Mohammadabadi 2017مطلوب دارد (
گوسفند ). Mohammadabadi et al. 2017a; Khodabakhshzadeh et al. 2016اکوتیپ هستند (نژاد و  27شامل 

به خوبی با شرایط محیطی خشن و نامطلوب قسمت جنوب شرقی  کهیکی از مهمترین نژادهاي گوسفند بومی ایران است کرمانی 
سازگار شده است. این گوسفند دنبه  ن مناطقای پایین کیفت دارايمراتع کم و همچنین آب و هواي گرم و خشک و  یعنیکشور 

شود  باشد که براي تولید گوشت و پشم نگهداري میآن متوسط و داراي پشم سفید میبدن دار است و اندازه 
)Mohammadabadi & Sattayimokhtari, 2013; Vajed Ebrahimi et al. 2016 در استان کرمان بسیاري از ) و

پرورش و مطالعه ژنتیکی رسد به صنعت . لذا، ضروري به نظر میکندروران این استان را تأمین مینیازهاي مردم عشایر و دامپ
ها، اي شود و در جهت شناسایی پتانسیلگوسفند به عنوان یکی از منابع تأمین کننده گوشت، پشم، پوست و غیره توجه ویژه

در موضوع این نژادها اقدامات اصولی و قاطعی صورت گیرد. استعدادهاي نژادهاي بومی، رفع موانع و مشکلات بهبود و اصلاح 

 .Aminafshar et al. 2014; Jafari Darehdor et alبیان ژن مطالعات اندکی در گوسفند کرمانی انجام شده است (

2016; Mohammadabadi et al. 2017b(براي نمونه، . اندهاي دیگري بررسی شده، که در این مطالعات نیز ژن
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Aminafshar et al. )2014 ( بیان ژنCD44 هاي بالغ و نابالغ و جنین گوسفند کرمانی مطالعه کردند و نشان را در اووسیت

 Jafari Darehdorشود. در پژوهشی دیگر هاي نابالغ بیان میهاي مورد مطالعه، به جز اووسیتدادند که این ژن در همه بافت

et al. )2016ژن  ) بیانCIB4 در گوسفند کرمانی بررسی و بیضه  ، تخمدانمغز، قلب، شش، طحال، کلیه، کبدهاي را در بافت

هاي مغز، قلب، شش، طحال، کلیه، کبد و شود و در بافتکردند و نشان دادند که این ژن فقط در بیضه گوسفند کرمانی بیان می

هاي لذا هدف این مطالعه بیان ژن لپتین در بافتارد. ها نقش دشود، لذا پیشنهاد دادند که این ژن در باروري قوچتخمدان بیان نمی
  بود.براي اولین بار  Real Time PCRتکنیک مختلف گوسفند کرمانی با استفاده از

  

  مواد و روش ها

نر) ایستگاه  6( گوسفندان کرمانی تکرار) از 3(از هر بافت  بافت چربیو  ، کلیه، کبدهاي بافتی شامل قلب، شش	نمونه
قطعات دام بلافاصله پس از کشتار  شد. سفند و بز دانشگاه شهید باهنر کرمان در هنگام کشتار در کشتارگاه تهیهگوتحقیقاتی 

 سهسپس هر . قرار داده شدندمیلی لیتري  5/1 هاي	توسط تیغ استریل جدا و داخل میکروتیوب بررسیهاي مورد 		کوچکی از اندام

 ،از انجماد سریع پس .داخل تانک ازت نگهداري شدند ،فویل آلومینیومیقطعه ک یداخل  پس از بسته بنديها 	عدد از میکروتیوب
قبل از انجام  ،شود انجام RNase1 ازي محیط عار در بایستی RNA استخراجاز آنجا که . نددش منتقل - 80فریزر  بهها 	نمونه

 از بافتکل  RNAاستخراج  .عاري شدند RNaseاز  )8244MR ،سیناژن(  2DEPCآب  تمامی وسایل توسط RNAاستخراج 

  RNAکمیت و کیفیت صورت گرفت.) بیوبیسیک کانادا (شرکت  One Step RNA Reagentطبق دستورالعمل کیت استخراج
استخراج شده تا انجام  RNAمورد ارزیابی قرار گرفت.  اسپکتروفتومتري UVو  ژل آگارزروي با روش الکتروفورز  استخراج شده

  درجه سانتی گراد منتقل شد.  -80فریزر با دماي  مراحل بعدي آزمایش به
H Minus First Strand  TMRerertAid( شرکت فرمنتاز استفاده شد cDNAاز کیت سنتز  cDNA براي سنتز

cDNA Synthesis Kit #K1631.(  این منظور از مقداربرايμg 1  ازRNA ممکن است حین استخراج شد.  کل استفاده
 1مقدار از  ، cDNAبه کار رفته در ساختRNA لذا جهت یکسان کردن  ،دست آیدبافت به هر  از RNA مقادیر متفاوتی

باشد، به این  DNAبه  عاري از آلودگیRNA نمونه  باید RT-PCRهاي 	واکنش راي انجاماستفاده شد. بRNA میکروگرم از 

درجه سانتی گراد نگهداري  -20س در دماي محصول واکنش نسخه برداري معکو. تیمار شد DNaseIاستفاده از  با RNAمنظور 
 Batista et( (کره جنوبی) ساخته شدند Bioneerتکاپوزیست (ایران) توسط شرکت  شرکتبا واسطه  )1(جدول  هاآغازگر .دش

al. 2013(.  

     

                                                        
1RNase-free environment 
2Di Etyhyl Pyro Carbonate water 
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هاي در بافت  GU944974با شماره دسترسی  لپتینتوالی آغازگرهاي استفاده شده براي بیان ژن  .1جدول 

 لف گوسفند کرمانیمخت

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

Kermani sheep with accession no. GU944974 
طول قطعه تکثیر 

 شده

Amplicon 

size (bp) 

 آغازگری توال

Primer sequence  
 نام ژن

Gene name  

 
199 

5'-GCCTATGTGGGCATCCTTTA-3' گر رفتآغاز 

Sense Primer 

 leptinژن 

 leptin gene 
5'-TGGAACAGGGAGGAAGACTG -3′ آغازگر برگشت 

Antisense 

Primer 

 

 
200 

5'- ACCACTGGCATTGTCATGGACTCT -3' گر رفتآغاز 

Sense Primer 

  بتااکتینژن 

Beta actin Gene 
5'- TCCTTGATGTCACGGACGATTTCC -3'  برگشتآغازگر 

Antisense 

Primer 

 

  

  ROXمیکرولیتر  3/0و  SYBRPermixTaq IIمیکرولیتر  5/7میکرولیتر آب دو بار تقطیر،  7/4جهت انجام واکنش، 
با هم  2/0الگو در میکروتیوپ  cDNAمیکرولیتر  5/1میکرولیتر آغازگر برگشت و مقدار  5/0میکرولیتر آغازگر رفت،  5/0به همراه 

 3000ها اسپین شدند تا همه مواد در یک نقطه جمع شوند و سپس با شرایط زیر در دستگاه روتور ژن بمیکروتیومخلوط شدند. 
 15درجه سانتیگراد  95، واسرشت ثانویه دقیقه 5درجه سانتیگراد براي  95، واسرشت اولیه  بتااکتینو  لپتینقرار داده شد. براي ژن 

ثانیه انجام  45درجه سانتی گراد  72گسترش در دماي و 4-2سیکل تکرار مراحل   40نیه، ثا 30درجه سانتیگراد  60ثانیه، اتصال 
) استفاده شد. در این روش Pfaffl et al. )2002از روش  Real Time PCRشد. براي تجزیه و تحلیل داده هاي حاصل از 

ترسیم شد. براي ترسیم نمودار  بتااکتین و لپتین هاي ابتدا نمودار استاندارد براي ژن PCRررسی درصد بازده واکنش براي ب
براي ژن  PCRاستفاده شد و بازده واکنش  PCR) براي cDNA )1 ،1/10 ،1/100 ،1/1000هاي مختلف ، از غلظتاستاندارد

انجام  PCRهاي تیمار شده و نرمال واکنش هاي برآورد شد. در ادامه روي نمونهدرصد  99و  98به ترتیب  بتااکتین لپتین و هاي 
  .) محاسبه گردیدPfaffl et al. )2002شد و نتایج حاصله براي بررسی میزان نسبی تکثیر بیان با فرمول 
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حاصل  CtΔباشند. ژن مورد مطالعه و ژن مرجع یا کنترل داخلی می PCRبه ترتیب بازدهی  refE و targetEدر این رابطه 

  باشد. می بتااکتینژن  Ct از لپتین ژن(حد آستانه)  Ct 1یقتفر

  

  نتایج و بحث

بود که بیانگر کیفیت  9/1-8/1بین  A260/A280هاي استخراج شده در طول موج نتایج حاصل از اعداد جذب نمونه
و عدم  RNAنشان دهنده سالم بودن  RNAدر  28Sو  18Sهاي استخراج شده بود و وجود دو باند RNAمناسب و مطلوب 

و کنترل  )لپتین(). براي یافتن دماي اتصال مناسب آغازگرهاي ژن هدف 1وجود باند اضافی نشان دهنده خلوص آن بود (شکل 
) انتخاب C°60مناسب ترین دما براي اتصال آغازگرهاي اختصاصی (دماي  انجام شد و 2شیب دماییبا  PCR ، واکنش)بتااکتین(

  گردید. 

درصد) نشان داد که  2با استفاده از الکتروفورز روي ژل آگارز ( PCRو محصولات  Real Time PCRهاي نتایج منحنی
هاي مختلف ي ژن لپتین در بافتبراي برا bp199هاي مختلف تکثیر شده است. مشاهده تک باند در محدوده ژن لپتین در بافت

)، بیانگر صحت انجام آزمایش و تکثیر قطعه 3ها (شکل نمونه براي ژن بتااکتین در همه bp200) و وجود باند در محدوده 2(شکل 
 یرا به صورت منحن یکلنت در هر سسنور فلور ییراتتغ یزانم Real Time PCR دستگاه، انجام واکنش ی. طمورد نظر بود

باشد که  یم یکلیشد که نشان دهنده س یفتعر ییحد آستانه در فاز نما یر همه نمونه ها، یکتکث یمنحني برا دهد.مینشان  یرتکث
 ی، اختصاصلپتین و بتااکتین ذوب ژن یمنحنیده است. واکنش به حد آستانه رستکثیر ع شده از طفلورسنت سانور در آن شدت 

 Real Timeخارج شده است) واکنش  ياز محصول از حالت دو رشته ا یمیآن ن است که در ییمحصول (دما  Tmيبودن و دما

PCR  در پژوهش حاضر بیان ژن لپتین در شش اندام مختلف گوسفند کرمانی با استفاده از  .)4دهد (شکل میرا نشان این دو ژن
بررسی ي هابافتین ژن در تمامی مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل از این بررسی نشان داد که ا Real Time PCRروش 

شده (بافت چربی، جگر، کلیه، شش و قلب) بیان شده است و بیشترین سطح بیان در بافت چربی و کبد و کمترین سطح بیان در 
) توانایی غدد پستانی گوسفند براي سنتز لپتین در طی آبستنی و Bonnet et al. )2002بافت قلب مشاهده شد. در پژوهشی 

مورد مطالعه قرار دادند. آنها بیان ژن را در غدد پستانی در روزهاي مختلف آبستنی و شیردهی بررسی کردند. بیان آن در  شیردهی را
  آغاز و پایان آبستنی بالا و در اواسط آبستنی و در طی شیردهی پایین بود.

  

                                                        
1 Threshold cycle 
.6Gradiant PCR 
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و  3، 2، 1ی روي ژل آگارز. استخراج شده از چند بافت گوسفند کرمان RNAنمونه هایی از کیفیت  .1شکل 

 کنترل منفی Nها و نمونه 4

Figure 1. Quality of RNA extracted from some tissues of Kermani sheep on agarose gel. 1, 

2, 3 and 4 present samples and N is negative control 

  

 
هاي لپتین در گوسفند کرمانی روي ژل آگارز. هاي مورد بررسی با استفاده از پرایمر	الکتروفورز نمونه .2شکل 

M50چربی، جگر، کلیه، شش و قلب به ترتیب مربوط به بافت  7و  6، 4، 3، 2هاي ؛ نشانگر اندازه. چاهک

   هستند

Figure 2. Electrophoresis of studied samples using leptin primers in Kermani sheep on 

agarose gel. M50; size marker. Lanes 2, 3, 4, 6 and 7 present adipose tissue, liver, kidney, 

lung and heart, respectively  



 1397، محمدآبادي و همکاران

119  
Journal of Agricultural Biotechnology; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

  
هاي مورد بررسی با استفاده از پرایمرهاي بتااکتین در گوسفند کرمانی روي ژل 	الکتروفورز نمونه .3شکل 

ت چربی، جگر، کلیه، شش و قلب به ترتیب مربوط به باف 5تا  1هاي ؛ نشانگر اندازه. چاهکM50آگارز. 

  کنترل منفی  7هستند. چاهک 

Figure 3. Electrophoresis of studied samples using beta actin primers in Kermani sheep on 

agarose gel. M50; size marker. Lanes 1-5 present adipose tissue, liver, kidney, lung and 

heart, respectively. Lane 7 is negative control 

  
براي گوسفند  Real Time PCRحاصل از واکنش  لپتین و بتااکتینذوب محصول ژن  یمنحن .4شکل 

 کرمانی

Figure 4. Melting curve of leptin and beta actin gene production using Real Time PCR for 

Kermani sheep 
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) با استفاده از تکنیـک نـورترن بـلات مطالعـه شـد پـس از آن       Dyer et al. )1997سط بیان ژن لپتین در گوسفند اولین بار تو

Bocquier et al. )1998 به وسیله ارزیابی پروتئین ریبونوکلئاز و (RT-PCR پژوهشگران . بررسی کردند بیان آن را در گوسفند
آنالیز )، اما با Schoof et al. 2004غیره تفاوتی ندارد (اند که بیان ژن لپتین در زن و مرد با استفاده از مقایسات دو متنشان داده

-تواند به عنوان یک فاکتور مستقل، که سطوح لپتین پلاسما را تحت تأثیر قرار میرگرسیون چند متغیره نشان دادند که جنس می

). این امـر دو دلیـل   Ostlund et al. 1996در زنان بالاتر از مردان است (چرا که سطوح لپتین پلاسما  ،دهد در نظر گرفته شود
کند و دوم این است که توزیع رسوب و ذخیـره چربـی در   تواند داشته باشد، اول این که تستوسترون مهار تولید لپتین را القا میمی

آنها همچنین نشان دادند که چربی زیر پوستی نسبت به چربی شکمی براي سـاخت لپتـین ظرفیـت    زنان و مردان متفاوت است. 
  تواند باعث شود سطوح پلاسمایی لپتین در زنان بالاتر باشد. ي دارد که این امر میبالاتر

که بیان آن در بافت  هاي مختلف گوسفند مطالعه کرده و نشان دادبراي اولین بار بیان ژن لپتین را در بافت پژوهش حاضر
- این امر باشد که لپتین در متابولیسم چربی نقش ویژه دهتایید کننتواند است. این نتایج می کمترینقلب چربی و کبد بیشترین و در 

اي دارد. مطالعات بیشتري باید انجام شود تا نقش لپتین در فیزیولوژي ساخت و متابولیسم چربی و مواد دیگر مشخص شود. ایـن  
  .شوددهاي مختلف درك هاي بدن در فرآیناي و چربیهایی براي شناخت اثر فاکتورهاي تغذیهامر کمک خواهد کرد تا مکانیسم
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