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Abstract 

Objective 

Skeletal muscles make up about 40% of body weight and are responsible for many functions, such 

as maintaining required energy, maintaining body condition, and protecting tissues. Normal 

growth of skeletal muscles is a prerequisite for animals to maintain normal functions and 

metabolism, and any abnormal growth of muscles leads to disease. Based on the analysis of gene 

expression profiles in skeletal muscle, MYH7 gene has been identified as a candidate gene related 

to muscle contraction. The aim of this study was to investigate the expression of MYH7 gene in 

femur, humeral muscle and back muscle tissues of fattening lambs of Kermani breed.  

Materials and Methods 

In this research, six Kermani male lambs were sampled from femur, humeral muscle and back 

muscle tissues at the time of slaughter. The total number of samples was equal to 54 samples (6 

animals, 3 tissues and 3 repetitions of each tissue). Total RNA was extracted using a standard 

extraction kit. The quality and quantity of extracted RNA was evaluated using electrophoresis on 

2% agarose gel and using nanodrop device. Parstous cDNA synthesis kit was used for the cDNA 

synthesis from the extracted RNA. Syber Green real time PCR reaction was used to check the 
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relative level of gene expression. The method of Pfaffl et al. (2002) was used to analyze the data 

obtained from real time PCR. 

Results 

The results of RNAs extracted at A260/A280 wavelength showed that the quality is suitable and 

desirable (1.9-1.8). In addition, the observation of two bands of 18S and 28S for RNA on agarose 

gel indicated that the RNA was intact and the absence of additional bands on the gel indicated 

that the extracted RNA was pure. The results of real time PCR curves and electrophoresis of PCR 

products on agarose gel (2%) showed that the MYH7 gene is amplified and expressed in the femur, 

humeral muscle and back muscle tissues of Kermani male lambs. For the studied tissues (femur, 

humeral muscle and back muscle), a band of 283 bp was observed for the MYH7 gene and a band 

of 112 bp was observed for the beta-actin gene in all samples. These observations indicated that 

the correct experiment was performed and the desired fragments were amplified correctly. The 

results of this research showed that this gene is expressed in the femur, humeral muscle and back 

muscle tissues. 

Conclusion 

In the present study, it was found that the MYH7 gene is expressed in the femur, humeral muscle 

and back muscle. Therefore, it can be concluded that MYH7 gene plays a role in different muscles, 

which are very necessary for more meat production in the sheep breeds.  
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  چکیده

دهند و عملکردهای زیادی، مانند حفظ انرژی مورد نیاز، حفظ درصد وزن بدن را تشکیل می 40ماهیچه های اسکلتی حدود  هدف:

های های اسکلتی پیش نیاز حیوانات برای حفظ فعالیتهای نرم را به عهده دارند. رشد طبیعی ماهیچهوضعیت بدنی و محافظت از بافت

بر اساس تجزیه و تحلیل پروفایل . شودها منجر به بیماری میهر گونه رشد غیر طبیعی ماهیچهطبیعی زندگی و متابولیسم است و 

هدف این  به عنوان ژن کاندیدای مربوط به انقباض عضلانی شناسایی شده است. MYH7های بیان ژن در ماهیچه اسکلتی ژن 

 رواری نژاد کرمانی بود. های پهای ران، دست و راسته برهبافتدر  MYH7بیان ژن مطالعه، بررسی 

در هنگام با سه تکرار های ران، دست و راسته بره نر کرمانی  از بافتراس از شش حاضر نمونه برداری در پژوهش  ها:مواد و روش

 و کیفیت شد. انجام کل با استفاده از کیت استخراج )شرکت دنازیست(  RNA به دست آمد. نمونه 54تعداد کل  و  شد کشتار انجام

درصد و با استفاده از دستگاه نانودراپ مورد ارزیابی قرار گرفت.  2 ژل آگارزروی با روش الکتروفورز  استخراج شده  RNAکمیت
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 real timeاز واکنش  استفاده شد. parstousشرکت  cDNAکیت سنتز استخراج شده از  RNAروی از cDNA  برای سنتز

PCR  به روشSyber Green از روش ستفاده شد. اها نسبی بیان ژنمیزان  یبرای بررسPfaffl et al. (2002 برای تجزیه و )

 استفاده شد. real time PCRتحلیل داده های حاصل از 

مناسب و مطلوب  9/1-8/1نشان داد که کیفیت  A260/A280های استخراج شده در طول موج RNAبررسی کیفیت نتایج نتایج: 

سالم است و نبود باند اضافی روی  RNAروی ژل آگارز نشان داد که  RNAبرای  28Sو  18S. به علاوه، مشاهده دو باند است

روی ژل  PCRو الکتروفورز محصولات  real time PCRهای نتایج منحنیاستخراج شده خالص است.  RNAژل نشان داد که 

های بافت درشود. های نر کرمانی تکثیر و بیان میهای دست، ران و راسته برهدر بافت MYH7درصد( نشان داد که ژن  2آگارز )

ها مشاهده شد. نمونه جفت بازی در همه 112و برای ژن بتااکتین باند  MYH7جفت بازی برای ژن  283باند  دست، ران و راسته

نتایج حاصل از این  .اندین بود که آزمایش صحیح انجام شده است و قطعات مورد نظر به درستی تکثیر شدهاین مشاهدات نشانگر ا

 شود. پژوهش نشان داد که این ژن در سه بافت دست، ران و راسته بیان می

ود. لذا، شهای ران، دست و راسته بیان میهای ماهیچهدر بافت MYH7در پژوهش حاضر مشخص شد که ژن گیری: نتیجه

 هستندبرای تولید بیشتر گوشت در نژادهای گوشتی بسیار ضروری های مختلف، که در ماهیچه MYH7توان نتیجه گرفت که ژن می

 کند. ایفا مینقش 

 ران، دست، راسته، MYH7ژن  کلمات کلیدی:

 : پژوهشی.نوع مقاله

های ران، بافتدر   MYH7بررسی بیان ژن  (1402) حمیدخیرالدین شکری سمیرا، خضری امین، محمدآبادی محمدرضا،  استناد:

 .236-217(، 2)15، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. های پرواری نژاد کرمانیدست و راسته بره
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 مقدمه

شود، نیز شناخته می MPD1و  CMD1S ،CMH1های که به نام MYH7 یا Myosin heavy chain 7ژن 

دهد. این پروتئین ( ارائه میbeta (β)-myosin heavyمیوزین )-هایی را برای ساخت پروتئینی به نام زنجیره سنگین بتادستورالعمل

 Colegrave & Peckham 2014; Montag etیافت می شود ) I در ماهیچه قلب و در رشته های ماهیچه ای اسکلتی نوع

al. 2017فیبرهای نوع .) I های که به عنوان فیبرهای کند انقباض نیز شناخته می شوند، یکی از دو نوع فیبر تشکیل دهنده ماهیچه
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جزء اصلی عضلات اسکلتی هستند که در برابر خستگی مقاوم هستند. به عنوان مثال، عضلات درگیر  I ند. فیبرهای نوعاسکلتی هست

های قلب و ماهیچه ساخته شده اند. در سلول I در وضعیت بدن، مانند عضلات گردن که سر را ثابت نگه می دارند، عمدتاً از الیاف نوع

 .Cecconi et alدهد )را تشکیل می  II وزین بخشی از پروتئین بزرگتری به نام میوزین نوعمی-بتا های اسکلتی، زنجیره سنگین

2016; Maron et al. 2012هر پروتئین میوزین نوع .) II تولید شده از ژن( از دو زنجیره سنگین MYH7)  و دو جفت زنجیره

سنگین هر کدام دو قسمت دارند: ناحیه سر و ناحیه دم. سبک تنظیمی )تولید شده از چندین ژن دیگر( تشکیل شده است. زنجیرهای 

ناحیه دم  .ناحیه سر که حوزه حرکتی نامیده می شود، با پروتئینی به نام اکتین که برای حرکت و شکل سلول مهم است، تعامل دارد

نیروی مکانیکی را ایجاد می کند  II بلند با سایر پروتئین ها از جمله نواحی دم سایر پروتئین های میوزین تعامل دارد. میوزین نوع

که برای انقباض ماهیچه ها لازم است. این یک بخش جدایی ناپذیر از ساختارهای سلولی عضلانی به نام سارکومر است که واحدهای 

(. سارکومرها از رشته های ضخیم Krendel & Mooseker 2005; Yates et al. 2016اصلی انقباض عضلانی هستند )

و رشته های نازک از اکتین تشکیل شده اند. رشته های ضخیم و نازک روی هم قرار گرفته اند به  II ز میوزین نوعساخته شده ا

یکدیگر متصل می شوند و رها می شوند که به رشته ها اجازه می دهد نسبت به یکدیگر حرکت کنند تا ماهیچه ها بتوانند منقبض 

را به بقیه بدن پمپاژ می کند. انقباض و شل شدن هماهنگ عضلات اسکلتی به  شوند. در قلب، انقباضات منظم عضله قلب، خون

درصد وزن  40ماهیچه های اسکلتی حدود (. Tajsharghi & Oldfors 2013; Yu et al. 2018بدن اجازه حرکت می دهد )

های نرم را به حافظت از بافتدهند و عملکردهای زیادی، مانند حفظ انرژی مورد نیاز، حفظ وضعیت بدنی و مبدن را تشکیل می

های طبیعی زندگی و متابولیسم است و هر گونه های اسکلتی پیش نیاز حیوانات برای حفظ فعالیتعهده دارند. رشد طبیعی ماهیچه

وش تر از م(. نوع فیبر ماهیچه گوسفند به انسان نزدیکParker et al. 2003شود )ها منجر به بیماری میرشد غیر طبیعی ماهیچه

(. رشد و Hemmings et al. 2015است، بنابراین گوسفند ممکن است مدل مناسب تری برای مطالعه عضلات اسکلتی باشد )

های اسکلتی، شامل تشکیل و تکثیر های اسکلتی گوسفند نیز ارتباط نزدیکی با تولید گوشت دارد. رشد ماهیچهتوسعه ماهیچه

(. Zhao et al. 2011; Xu et al. 2012ی عضلانی، و فرآیند بلوغ نهایی پیچیده است )ها و فیبرهاها، تشکیل میوتیوبمیوبلاست

(. بنابراین، دوره Edmondson et al. 1994شود )ها و تشکیل فیبرهای عضلانی بیشتر در دوره جنینی کامل میتکثیر میوسیت

پس از آن روز  100یا حدود از بارداری ند قبل جنینی یک دوره حیاتی برای رشد عضلات اسکلتی است. تکثیر میوفیبرهای گوسف

(. Ren et al. 2011هیپرتروفی را تجربه کنند ) و سپس با هم ترکیب شوند تاکنند رشد می تکثیر میوفیبرها . پس ازافتداتفاق می

  MYH7(. ژنSchiaffino et al. 2015کند )ترنسکریپت تولید مینسخه  8قرار دارد و  14روی کروموزوم شماره  MYH7ژن 

اسید آمینه را رمزگذاری می  1935پروتئینی متشکل از  اگزون 38اگزون است، که  41بیست و سه هزار جفت باز طول دارد و شامل 

  .کند

 Walshمرتبط هستند ) HCM اند که با کاردیومیوپاتی هیپرتروفیک یاشناسایی شده MYH7 جهش های متعددی در ژن

et al. 2009جهش در ژن (. از آنجایی که MYH7  یا بد معنی ))تغییر چارچوب( عمدتاً جهش های دگر معنیmissense 
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mutationsیک اثر پپتید سمی برای پروتئین های جهش یافته فرض شده است. با توجه به بیماری، فنوتیپ های خوش ( هستند ،

مشخص شده که شدت بیماری می تواند حتی (. همچنین Maron 2002ها اختصاص داده شده است. )خیم یا بدخیم به این جهش

(. بنابراین، عوامل محیطی و ژنتیکی Maron 2002; Maron et al. 2012بین بیماران دارای جهش یکسان متفاوت باشد )

ای های ماهیچهدر ژن ایمطالعات افزایش قابل توجه .(Lopes et al. 2013دیگری نیز باید بر فنوتیپ بیماری تأثیر بگذارد )

( و فیبرهای MYH2)اکسیداتیو /گلیکولیتیک سریع( )IIa های مختص فیبرهای نوع ( و کاهش تنظیم ژنMYH4) IIb تص نوعمخ

(. Vuocolo et al. 2007; Yu et al. 2018اند )را در عضلات هیپرتروفی شده گزارش کرده (MYH7)اکسیداتیو کند( )  1نوع 

به عنوان ژن   MYH7در ماهیچه اسکلتی گوسفند از پنج نژاد گوشتی اسپانیایی،  بر اساس تجزیه و تحلیل پروفایل های بیان ژن

( مشخص 2008) .Lobjois et al(. در پژوهشی Noce et al. 2018کاندید مربوط به انقباض عضلانی شناسایی شده است )

های بیان ژن در تفاوت Zheng et al. (2009)با رشد عضلانی در خوک مرتبط است. در پژوهشی دیگر  MYH7 کردند که

ای مورد بررسی قرار دادن و چندین ژن مرتبط های گوشتی را با هیبریداسیون ریزآرایهها بین مرغ های تخمگذار و جوجهماهیچه

ها نقش دارند. آنها مشخص کردند که سرعت رشد آهسته مثبت یا منفی با نرخ رشد را شناسایی کردند که در رشد و توسعه ماهیچه

  MYH7Bهای نوع کند، از جمله های مرتبط با ماهیچههای گوشتی با سطوح بیان بالاتر ژنی تخمگذار نسبت به جوجهمرغ ها

 (.Zheng et al. 2009) مرتبط است

 Amiri) توجه است نظر تولید گوشت، پشم، پوست و شیر مورد گوسفند یک دام چندمنظوره است و بخصوص از یطورکلبه

Roudbar et al. 2017.) موجودی اجتماعی، زیبا، بسیار آرام و مفیدی است که تمایل زیادی به گله خود دارد و بدون  گوسفند

دهند و هوشمندانه انگیزی از خود نشان میشگفت یاوقات رفتارها یها گاهآن. داشتن گله نگهداری و پرورش آن خیلی سخت است

 دیتهد یعامل خارج سطها توکه گله آن یرابطه دوستانه برقرار کرده و زمان خود نیتوانند بکنند. گوسفندان میبا مسائل رفتار می

 Mohammadifar and Mohammadabadi 2011; Amiri) کنند از خود دفاع کنندمی یچسبند و سعمیبه هم شوند 

Roudbar et al. 2018 .) نیرتریکند و با فقو خشک را تحمل می رییتغموهوای است که آب یاهیبننسبتاً خوش وانیح کیگوسفند 

را  ییغذا شتریدارد و ب اجیاحت یکمتر ینگهدار رهیها به جدام ریبا سا سهیدهد. گوسفند در مقارشد خود ادامه میبه علوفه و غذاها 

در رتبه اول  یتصادنظر اقازنقطه ایدن یکشورها شتریسبب در ب نی. به همدینمایرشد و نمو خود م دیکند صرف تولمی افتیکه در

 تواندمی گوسفند(. Mohammadabadi et al. 2018; Mohamadipoor Saadatabadi et al. 2021) قرار داردپرورش 

گوسفند بهترین دام اهلـی  مناسب نیست با ایجاد مرتع مصنوعی مورداستفاده قرار دهد. و زرعی نامرغوبی را که برای کشت هانیزم

. (Mohammadabadi 2016; Ghotbaldini et al. 2019اید )زراعی تعلیف نم یچرهااز مراتع و پس توانندیکـه م است

مواجه  یجهت دامدار کمتر با مشکلات مال نیبه بازار عرضه کرد، به هم توانیهای گوسفند را در تمام طول سال مانواع فراورده

(، ریگوشت و ش دیتول قیبه غذا )از طر ازیخود مانند ن یازهایاز ن یبرخ برطرف کردن یبرا وانیح نیها بشر از اشود. در طول قرنمی
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 .Aminafshar et al. 2014; Mohammadabadi et alکند )استفاده میپشم(  دیتول قیبه تأمین پوشش و لباس )از طر ازین

دهندگان قرمز اولویت اول پرورشتولید گوشت به عبارتی  تولیدشده توسط گوسفندان است یدام محصول نیترگوشت مهم (.2017

اسـت، ولی مصرف  افتهی شیهای اخیر افزامصرف گوشت طیور، گاو و گوساله طی سال نکهیا وجود با کهیطوربه .گوسفند است

 یمصرفی برتری دارد که منبع مغذ یهالحاظ کیفی ازجمله ذائقـه مـصرف و تنـوع غـذایی بـر سایر گوشت گوشت گوسفندی از

 Mahmoodi et al. 2018; Masoudzadeh et) باشدیسالم م یداشتن زندگ یبرا یاتیح یهانی، پروتئهانیتامیاز و یاریبس

al. 2020). نیشود. همچنو ماست استفاده می ریپن دیشود و اغلب در تولکامل شناخته می ییغذا ییک ماده ناعنوگوسفندان به ریش 

شود و در موقع لزوم به بازار عرضه شود  رهیذخ تواندمیی و برای مدت طولانی آسانبهپشم  ،هافراوردهسایر  برخلاف

(Mohammadabadi and Soflaei 2020;).  عنوان ماده اصلی که به شودمیی به نام لانولین تولید امادهاز چربی خالص پشم

از فضولات گوسفند  نیهمچن (.Mohammadabadi et al. 2021) شودی طبی و آرایشی استفاده میهاکرممخلوط کننده 

 27اکنون مشـخصات هم. (Bahrampour et al. 2008; Shahsavari et al. 2021) شوداستفاده می یعنوان کود کشاورزبه

 .(Jafari Ahmadabadi et al., 2023) است شده ییشناسانـژاد گوسـفند در کشـور 

آن در درجات دوم و سوم  یهاو سایر فرآورده ریرود و شدر زمره بهترین نژادهای پشمی ایران به شمار می یگوسفند نژاد کرمان

 یوهواهستند این گوسفند در برابر آب یو گوشت یپشم یجزء نژادها ی. گوسفندان کرمان(Safaei et al. 2022) اهمیت قرار دارند

برای جستجوی علوفه راهپیمایی  یراحتتواند بهبلند می ییوپاداشتن دست و باکمبود علوفه، درمجموع مقاوم و چابک است  و خشک

ها بوم آنزیست طیرابا ش زیگوسفندان ن نیبدن ا یکیزیف یهاحالت(. Shahsavari et al. 2022) نموده و به ارتفاعات صعود نماید

 یاست و مفصل خرگوش دهیکش یرد و مقدارگ یبدن گوسفندان کرمان حالت(. Mohammadabadi et al. 2022) سازگار است

 یزیر یهاچشم یدارا یاست و گوسفندان کرمان یاگوسفندان عضله نیدارد حالت گردن در ا دهینوع از گوسفندان حالت خم نیدر ا

باعث تمایز از گوسفندان  هایژگیواین  در یک امتداد قرارگرفته و صاف و هموار است. شیوبهستند پشت و کمر و کپل کم یو کوچک

 توانیم یهستند و ازنظر رنگ یبه رنگ نخود یپشم و پوست یگوسفندان دارا نیا .(Arabpour et al., 2021شود )دیگر می

دارد.  ییبالا تیآن مرغوب یهاافیو ال باشدیم یرنگ نخود یدارا گوسفندان نیداد. ازآنجاکه پشم ا زیگوسفندان تما گریها را از دآن

مانند جیرفت،  ییدر شهرها توانی. گوسفندان کرمانی را اغلب مباشدیم ییبالا یریپذقدرت رنگ یدارا نیچنگوسفند هم نیپشم ا

منطقه و زیستگاه اصلی این (. Jafari Ahmadabadi et al., 2023) شهربابک، کهنوج، سیرجان و شهرستان بافت مشاهده کرد

 Mohammadabadiکه منطقه ای گرم و خشک با مراتع و پوشش گیاهی ضعیف و ناپایدار است ) جانور جنوب شرقی ایران است

(. لذا، Mohammadabadi 2020(. این گوسفند نقش مهمی در تامین نیاز عشایر و دامداران این منطقه از ایران دارد )2017

توجهی در بهبود پرورش این گوسفند و حفظ آن دارد. در تحقق نیازهای این نژاد از طریق اصلاح ژنتیکی و غیر ژنتیکی وظیفه قابل 

. (Safaei et al. 2022)مطالعه گونه های بومی، شناسایی ژن های موثر بر صفات مهم تولیدی یکی از موضوعات ضروری است

ها یکی از ، رونویسی، ترجمه و حتی نحوه تنظیم ژنDNAهای مولکولی، از جمله همانندسازیمطالعات نشان داده که مکانیسم
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در  MYH7هدف این مطالعه بررسی بیان ژن . بنابراین، (Shahsavari et al. 2022)مهمترین فرآیندهای ژنتیکی هستند 

  بود. real time PCRای گوسفند کرمانی با استفاده از های ماهیچهبافت

 

 مواد و روش ها

. به طوری که شد ران، دست و راسته در هنگام کشتار انجامهای برداری از بافتدر این پژوهش از شش بره نر کرمانی نمونه

استفاده از تیغ استریل ها برای نمونه برداری از بافت .تکرار( 3از هر بافت بافت و  3حیوان،  6نمونه شد ) 54ها برابر تعداد کل نمونه

داخل تانک  درها میکروتیوبرای گذاشتن . بقرار داده شدمیلی لیتری  5/1 های در داخل میکروتیوب هاقطعات کوچک نمونه شد.

 ،RNaseاز وسایل . برای عاری سازی نددش منتقل -80فریزر  بلافاصله بهها نمونه آناز  پس .شد استفادهفویل آلومینیومی از ازت 

 .شستشو شدند (8244MR ،سیناژن)  1DEPCآنها با آب تمامی   RNAقبل از انجام استخراج 

RNA  از بافت موردنظر در هاون  گرمیلیم 50-100کل با استفاده از کیت استخراج )شرکت دنازیست( استخراج شد. ابتدا

ها به مدت طور کامل همگن شد. سپس نمونهبافر استخراج به تریلیلیمی با نیتروژن مایع کوبیده شد و در یک خوببه چینی استریل

درجه سانتی  4دقیقه در دمای  10نگهداری شدند. سپس به مدت  شگاهیآزما یدماقه در دقی 5ثانیه ورتکس شده و به مدت  10-5

ی سیس 5/1 سانتریفیوژ شدند. پس از اتمام کار دستگاه سانتریفیوژ، محلول فوقانی تیوب به یک تیوب جدید rpm12000گراد با دور 

یا ورتکس  شددادهلوله تکان  شدتبهثانیه  15و به مدت کلروفرم سرد به هر نمونه افزوده شد  تریل کرویم 200. سپس شدمنتقل

سانتریفیوژ شد. پس از اتمام سانتریفیوژ سه فاز  rpm 12000 سرعتبا  گرادیسانتدرجه  4دقیقه در دمای  15گردید. لوله به مدت 

. در میکروتیوب جدید به میزان نیمی از حجم مایع شدمنتقلاست به میکروتیوب جدید  RNAتشکیل شد. فاز بالایی که حاوی 

خوبی ی میکروتیوب بهمحتوا .شداضافه G2از بافر  شدهمنتقلهمچنین به میزان نیمی از حجم مایع  .شداضافهایزوپروپانول  شدهمنتقل

 گرادیسانتدرجه  4 یدمادر  قهیدق 10انکوبه شد. سپس میکروتیوب به مدت  دقیقه در دمای آزمایشگاه 10مخلوط گردید و به مدت 

 با( در ته لوله مشخص گردید. مایع رویی RNAی )حجمکم درنگیسفاز اتمام، رسوب  پس شد. وژیفیسانتر rpm 12000 با سرعت

و مشاهده مداوم رسوب ته  اطیاحت با. مایع رویی شداضافه درصد 70الکل  تریلیلیمیک  ماندهیباقخارج گردید به رسوب  اطیاحت

 شدهخشکدقیقه انکوبه گردید تا الکل خود را از دست بدهد. به رسوب  15. رسوب در محیط آزمایشگاه به مدت شدخارج وبیت وکریم

استخراج  RNAژنومی موجود در  DNAحذف آلودگی احتمالی  جهت. شداضافهآب فاقد ریبونوکلئاز  تریل کرویم 100تا  30به میزان 

با روش  استخراج شده  RNAکمیت و کیفیت .مطابق دستورالعمل مندرج استفاده گردیدسیناکلون شرکت  DNaseI، از آنزیم هشد

استخراج شده تا انجام مراحل  RNAدرصد و با استفاده از دستگاه نانودراپ مورد ارزیابی قرار گرفت.  2 ژل آگارزروی الکتروفورز 

                                                      
1Di Etyhyl Pyro Carbonate water 
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کیت سنتز استخراج شده از  RNAروی از cDNA  برای سنتزشد. درجه سانتی گراد منتقل  -80بعدی آزمایش به فریزر با دمای 

cDNA  شرکتparstous .جهت یکسان کردن  استفاده شد RNAبه کار رفته در ساختcDNA  از ، مقدار یک میکروگرم

RNA  برای سنتز کلcDNA ددرجه سانتی گراد نگهداری ش -20محصول واکنش نسخه برداری معکوس در دمای شد.  استفاده. 

تکاپوزیست  شرکتتوسط  استفاده شد. این آغازگرها 1های داده شده در جدول آغازگراز  real time PCRرای انجام واکنش ب

 )ایران( سنتز شدند.    

 

های ران، دست و در بافتو بتااکتین  MYH7. خصوصیات آغازگرهای استفاده شده برای تکثیر ژن 1جدول 

 های نژاد کرمانیراسته بره

Table 1. Characterization of used primers for amplification of MYH7 and beta actin genes 

in femur, humeral muscle, back muscle tissues of Kermani lambs 

 طول قطعه تکثیر شده

Amplicon size (bp) 

 آغازگری توال

Primer sequence 

 نام ژن

Gene name 

 

283 

5'- GAGATGGCCGCGTTTGGGGAG -3' آغاز گر رفت 

Forward Primer 

 MYH7ژن 

  

5'- GGCTCGTGCAGGAAGGTCAGC -3′ آغازگر برگشت 

Reverse Primer 

MYH7 Gene 

 

112 

5' GCACCACACCTTCTACAAC -3' آغاز گر رفت 

Forward Primer 

  بتااکتینژن 

 

5'- CATGATCTGGGTCATCTTCTC -3' آغازگر برگشت 

Reverse Primer 

Beta actin 

Gene 

 

 

کیت محتویات ستفاده شد. اها میزان نسبی بیان ژن یبرای بررس Syber Greenبه روش  real time PCRاز واکنش 

Syber Green :عبارت بودند از Taq DNA polymerase ،Mgcl2 ،dNTPs ،PCRBuffer و sybergreenهای . واکنش

real time PCR  صورت گرفت( 4و  3سیکل )جدول  40و با انجام  (2)جدول میکرولیتر  20در حجم نهایی. 
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 در مطالعه حاضر real time PCRمواد و مقدار استفاده شده برای انجام واکنش . 2جدول 

Table 2. Used materials and amount for real time PCR reaction in the current study 

  Amount (µL)(       µLمقدار مورد استفاده ) Materialماده         

syber green Master-Mix 
Fed primer (10 pmol/µ) 
Rev primer (10pmol/µ) 

cDNA (20 ng/µ) 
Water (ddw) 

10 

1 

1 

1 

7 

 

 MYH7جهت تکثیر ژن   real time PCR. شرایط دمایی برای انجام واکنش 3جدول 

Table 3. Thermal conditions for real time PCR reaction to amplicate MYH7 gene 

 stepمرحله      temperature (C°)  (°Cدرجه حرارت ) time   زمان

10 min 95  واسرشت سازی اولیهPrimary denaturation 

10 S 95  واسرشت سازی هر چرخهDenaturation 

45 S 59  اتصال پرایمر به توالی هدفAnnealing 

45 S 72   بسط و ساخت رشته جدیدExtension 

5 min 72      تکثیر نهاییFinal Extension 

 

 

 جهت تکثیر ژن بتااکتین  real time PCR. شرایط دمایی برای انجام واکنش 4جدول 

Table 4. Thermal conditions for real time PCR reaction to amplicate beta-actin gene 

 stepمرحله      temperature (C°)  (°Cدرجه حرارت ) time   زمان

10 min 94  واسرشت سازی اولیهPrimary denaturation 

1 min 94  واسرشت سازی هر چرخهDenaturation 

50 S 58  اتصال پرایمر به توالی هدفAnnealing 

40 S 72   بسط و ساخت رشته جدیدExtension 

3 min 72      تکثیر نهاییFinal Extension 

 

استفاده شد. برای بررسی درصد  real time PCR( برای تجزیه و تحلیل داده های حاصل از 2002) .Pfaffl et alاز روش 

 cDNAهای مختلف ترسیم شد. از غلظت بتااکتین و  MYH7 های در این روش ابتدا نمودار استاندارد برای ژن PCRبازده واکنش 

file:///C:/Users/print/article_A-10-668-1.docx%23پیفافل
file:///C:/Users/print/article_A-10-668-1.docx%23پیفافل
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جهت بدست آوردن نمودارهای استاندارد استفاده شد. نتایج حاصله برای بررسی میزان نسبی  PCR( برای 001/0، 01/0، 1/0، 1)

  محاسبه شد.et al Pfaffl (2002 ). تکثیر بیان با فرمول

 

 نتایج و بحث

نشان داد که کیفیت مناسب و مطلوب است  A260/A280های استخراج شده در طول موج RNAبررسی کیفیت نتایج 

روی ژل آگارز نشان  RNAبرای  28Sو  18Sشود مشاهده دو باند مشاهده می 1 (. به علاوه، همان طور که در شکل8/1-9/1)

 استخراج شده خالص است.  RNAسالم است و نبود باند اضافی روی ژل نشان داد که  RNAداد که 

 

بره کرمانی روی ژل ( B( و راسته )H(، دست )Fران )استخراج شده از سه بافت  RNAهای . نمونه1شکل 

 آگارز

Figure 1. Samples of extracted RNA from three tissues femur (F), humeral muscle (H), back 

muscle (B) of Kermani lambs on agarose gel 

 

 

 MYH7درصد( نشان داد که ژن  2روی ژل آگارز ) PCRو الکتروفورز محصولات  real time PCRهای نتایج منحنی

 283های مورد مطالعه )دست، ران و راسته( باند شود. برای بافتهای نر کرمانی تکثیر و بیان میاسته برههای دست، ران و ردر بافت

(. این مشاهدات نشانگر 2ها مشاهده شد )شکل نمونه جفت بازی در همه 112و برای ژن بتااکتین باند  MYH7جفت بازی برای ژن 

 real time PCR انجام واکنش ی. طاندمورد نظر به درستی تکثیر شده این بود که آزمایش صحیح انجام شده است و قطعات

 یر همه نمونه ها، یکتکث یمنحنی برا دهد.مینشان  یرتکث یرا به صورت منحن یکلنت در هر سسنور فلور ییراتتغ یزانم دستگاه

واکنش به حد تکثیر ع شده از طفلورسنت سانور باشد که در آن شدت  یم یکلیشد که نشان دهنده س یفتعر ییحد آستانه در فاز نما

از  یمیاست که در آن ن ییمحصول )دما  Tmیبودن و دما ی، اختصاصو بتااکتین MYH7 ذوب ژن یمنحنیده است. آستانه رس

file:///C:/Users/print/article_A-10-668-1.docx%23پیفافل
file:///C:/Users/print/article_A-10-668-1.docx%23پیفافل
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دهد. نتایج حاصل از این پژوهش میرا نشان این دو ژن  real time PCRخارج شده است( واکنش  یمحصول از حالت دو رشته ا

بتااکتین در این  و  MYH7های برای ژن PCRبازده واکنش شود. داد که این ژن در سه بافت دست، ران و راسته بیان می نشان

 درصد برآورد شد. 99و  98مطالعه به ترتیب 

 

های بافتدر ( سمت چپ( و بتا اکتین )سمت راست) MYH7 های. الکتروفورز محصولات تکثیر ژن2شکل 

 =نشانگر اندازهM50. بره کرمانی روی ژل آگارزدست، ران و راسته 

Figure 2. Electrophoresis of amplified products for MYH7 (right side) and Beta actin (left 

side) genes in femur, humeral muscle, and back muscle of Kermani lambs on agarose gel. 

M50=size marker 

 

یا میوزین های معمولی هستند که هر مولکول  II سارکومریک موجود در ماهیچه مخطط پستانداران کلاسمیوزین های 

 تنظیمی تشکیل شده است. هر دو MLC و دو (MLCs) ، دو زنجیره سبک ضروری(MyHCs) میوزین از دو زنجیره سنگین

MyHC و MLC  کدگذاری می شوند. در مجموع یازدهدر ایزوفرم های مختلف وجود دارند که توسط ژن های مختلف MyHCs 

ژن دیگر با بیان محدود  5کدگذاری می شوند که به طور گسترده در عضلات بدن و  (MYH) ژن زنجیره سنگین میوزین 6توسط 

 MLC و دو (MYL) ضروری توسط چهار ژن زنجیره سبک میوزین MLC در عضلات اسکلتی تخصصی بیان می شوند. پنج

دیگر کدگذاری می شوند. بیشتر این ژن ها در عضله اسکلتی در حال رشد نیز بیان می شوند، از جمله  MYL ژن تنظیمی توسط دو

کدگذاری  MYH8 و   MYH3 به نام میوزین های جنینی و نوزادی )یا پری ناتال( که به ترتیب توسط MyHC دو ایزوفرم

ها در مراحل اولیه رشد شود. این ژنکدگذاری می MYL4 جنینی/دهلیزی، که توسط ژن 1شوند و زنجیره سبک میوزین می

 Schiaffinoعضلانی در سطوح بالایی وجود دارند، پس از تولد کاهش می یابند و در طی بازسازی عضلانی دوباره بیان می شوند )

et al. 2015.) زارش شده است و بیان بیان نابرابر دو آلل یک ژن )عدم تعادل آللی( برای طیف وسیعی از ژن ها و بافت ها گ
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 HCM همچنین برای(. Pastinen 2010) نامتعادل انواع مرتبط با بیماری می تواند بر پیشرفت بیماری های مختلف تأثیر بگذارد

 HCM هایو پروتئین جهش یافته و نوع وحشی بین جهش mRNA نشان داده شد که فراوانی نسبی)کاردیومیوپاتی هیپرتروفیک( 

 Di Domenico et al. 2012; Helms et al. 2014; Tripathi et al. 2011; Witjas-Paalberends) متفاوت است

et al. 2013.) به نظر می رسد نسبت β-MyHC جهش یافته به نوع وحشی با شدت بیماری مرتبط باشد (Jiang et al. 2013; 

Tripathi et al. 2011 .)که کسر نسبی شدهراً نشان داده علاوه بر این عدم تعادل آللی در سطح بافت، اخی mRNA  ژن جهش

شواهد نشان  (.Kraft et al. 2016) متغیر است HCM یافته در مقابل نوع وحشی نیز از سلولی به سلول دیگر در میوکارد بیماران

یافته و آلل آلل جهش شدن دلیل یک سوئیچینگ مستقل و تصادفی روشن و خاموش دهد این عدم تعادل آللی سلول به سلول بهمی

از   mRNA در اصل، چنین بیان تصادفی باید به کسرهای تقریباً مساوی از. شوددر هر سلول ایجاد می MYH7 ژن نوع وحشی

ژن جهش یافته و نوع  mRNA 1:1با این حال، به طور متوسط، انحراف یکسانی از رابطه . هر دو آلل در سطح بافت منجر شود

ه است ، همانطور که در سطح بافت برای همان بیماران تعیین شدشده استد آنالیز شده پیدا های منفروحشی برای همه سلول

(Kraft et al. 2016; Tripathi et al. 2011 .)تصادفی آلل ها باید  خاموش شدن و روشن سوئیچ علاوه بر یبنابراین، عوامل

کننده سیس مختلف ادل بیان آللی شامل انواع عناصر تنظیمهای تنظیمی عدم تعمکانیسم. باعث عدم تعادل آللی در سطح بافت شوند

های اپی ژنتیکی مانند کنندههای اتصال یا پیرایش فاکتور رونویسی و همچنین تنظیمکننده، تنظیمRNA مانند ثبات و گردش

 در MYH7 ژنبنابراین، عدم تعادل آللی (. Bjornsson et al. 2008; Milani et al. 2009) شودمی DNA متیلاسیون

HCM همبسته با  هایممکن است تحت تأثیر تغییرات توالی ذاتی در نواحی تنظیمی آللHCM   قرار گیرد یا مستقیماً توسط

های را بر اساس جایگزینی  MYH7 های( بیان نسبی آلل2017) .Montag et alدر همین راستا در پژوهشی  .ها تغییر یابدجهش

)کاردیومیوپاتی هیپرتروفیک( بررسی  HCM )کاردیومیوپاتی هیپرتروفیک( و در ده بیمار HCM غیراهداکننده  11تک بازی در 

، HCM و غیر HCM و در سطح پروتئین در هر دو، بیماران mRNA توان دررا می MYH7 هایآللآنها نتیجه گرفتند که  .کردند

، بیان نامتعادل هیچ تاثیر فیزیولوژیکی نخواهد داشت. با این HCMمتعادل و بسیار نامتعادل بیان کرد. در افراد غیر کنترل کننده 

یک آلل برای یک پروتئین تغییر یافته عملکردی دستگاه انقباضی کد می کند. تأثیر این تغییر ممکن است  HCM حال، در بیماران

تلفی باید برای ایجاد عدم تعادل آللی نه های مخبا افزایش کسر پروتئین جهش یافته افزایش یابد. نتایج آنها نشان داد که مکانیسم

 یکسان دارند، وجود داشته باشد.  HCM هایهای مختلف، بلکه بین بیمارانی که جهشتنها بین بیماران با جهش

 DLK1 (Delta-Like دهیهایی پرداختند که مستقیماً به سیگنال( به مطالعه ژن2018) .Yu et alدر پژوهشی 

homolog 1و ) RTL1 (Retrotransposon-like 1پاسخ هایی که در نتیجه اثرات خاص عضلانی تغییر می( )ژن )کنند

گوسفند کالیپیج به دلیل هیپرتروفی عضلانی پس دهند. آنها در این مطالعه از گوسفند کالیپیج )ماهیچه مضاعف( استفاده کردند. می

 Koohmaraie et al. 1995; Jackson etست )ه شده ااز تولد که در قسمت های کمر و عقب برجسته است به خوبی شناخت

al. 1997; Duckett et al. 2000کاهش  درصد 7-6افزایش یافته و چربی لاشه درصد  40-35 (. توده عضلانی گوسفند کالیپیج
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(. Jackson et al. 1997; Freking et al. 1998) در حالی که وزن زنده نسبت به بره های معمولی یکسان است ،یابدمی

 Carpenter and) هفتگی قابل تشخیص است 6تا  4شوند و هیپرتروفی در های طبیعی متولد میبا ماهیچه های کالیپیجبره

Cockett 2000; Lorenzen et al. 2000 .) هفتگی، نسبت افزایش یافته و اندازه بزرگتر فیبرهای عضلانی سریع  5پس از

های اسکلتی در گوسفند اهیچههمه م(. Carpenter et al. 1996) آشکار می شود جض و گلیکولیتیک در عضلات کالیپیاانقب

در اندام های قفسه سینه هر دو دچار  infraspinatusو  supraspinatusدچار هیپرتروفی نمی شوند، ماهیچه های  کالیپیج

 هایبین ژن G (Callipyge) لال )الل نوع وحشی( به یک A تک بازییک تغییر  callipyge جهش. هیپرتروفی نمی شوند

DLK1 (Delta-Like homolog 1و ) MEG3 (Maternal Expressed Gene 3در ) کلاستر ژنی ایمپرینت شده 

DLK1-DIO3 (Deiodinase, Iodothyronine, type III )است (Freking et al. 2002; Smit et al. 2003 .)جهش 

در برگیرنده جهش به عنوان یک عنصر جفت باز بسیار حفاظت شده  12توالی . کند کالیپیج توالی کد کننده پروتئین را مختل نمی

ر خاص، به ارث به طو. سیس عمل می کند به صورتشده اطراف  ایمپرینتبرای تغییر رونویسی ژن های  کنترل کننده با دامنه زیاد

( را Retrotransposon-like 1) RTL1 و  DLK1  های کدکننده پروتئین پدریاز پدر، رونویسی ژن بردن یک آلل کالیپیج

 MEG3 ،MEG8 از جملهی، غیر کدکننده مادر  RNA مادری بیان لی که به ارث بردن یک آلل کالیپیجکند، در حاتنظیم می

(Maternal Expressed Gene 8و )  RTL1AS (RTL1 antisense) دهدرا افزایش می (Bidwell et al. 2001, 

2004 and 2014; Charlier et al. 2001; Perkins et al. 2006 .) از آنجایی که فنوتیپ عضلانی فقط در افراد هتروزیگوت

بیان می شود که جهش را از پدر به ارث می برند، نتیجه گرفته شده است که ژن)های( کد کننده پروتئین بیان شده توسط پدر باید 

ه سنگین میوزین در حیوانات کالیپیج، چهار ژن زنجیره سنگین میوزین . برای بررسی تغییر ایزوفرم های زنجیرعامل اصلی باشند

(MYH1 ،MYH2 ،MYH4 ،MYH7 توسط )Yu et al. (2018 .مورد بررسی قرار گرفته است ) بیان افتراقی ایزوفرم البته

کننده  ای مشخصهای ماهیچهتوجه ژنهای میوزین تغییرات نوع فیبر ایجاد شده را در عضله کالیپیج نشان داد. تنظیم مثبت و قابل

و فیبرهای  MYH2)اکسیداتیو/گلیکولیتیک سریع( یا  IIaکننده فیبرهای نوع  های مشخصو کاهش تنظیم ژن IIb (MYH4)نوع 

بر اساس تجزیه و (. Vuocolo et al. 2007اند )در عضلات هیپرتروفی شده گزارش شده MYH7یا  اکسیداتیو کند() 1نوع 

به عنوان ژن کاندید مربوط به   MYH7تحلیل پروفایل های بیان ژن در ماهیچه اسکلتی گوسفند از پنج نژاد گوشتی اسپانیایی، 

 (.Noce et al. 2018انقباض عضلانی شناسایی شده است )

شود. های ران، دست و راسته بیان میهای ماهیچهدر بافت MYH7در پژوهش حاضر مشخص شد که ژن نتیجه گیری: 

برای تولید بیشتر گوشت در نژادهای گوشتی بسیار ضروری های مختلف، که در ماهیچه MYH7توان نتیجه گرفت که ژن لذا، می

به عنوان یک ژن کاندیدا   MYH7های آینده جهت توصیف نقش ژن نتایج این پژوهش را برای پژوهشکند. ایفا مینقش  هستند

جا که رشد عضله بسیار پیچیده است و به علاوه، از آنبرای تولید گوشت بیشتر در حیوانات اهلی، به ویژه گوسفند فراهم کرده است. 
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در گوسفند کرمانی در مراحل مختلف رشد   MYH7شود که بیان ژن د میعوامل زیادی در تنظیم این فرآیند دخیل هستند، پیشنها

 in vitro و  in vivo در شرایط  MYH7 های مختلف بدن مطالعه شود. همچنین تفاوت در الگوی بیانهای قسمتو در ماهیچه

 نامشخص است، لذا در مطالعات آینده این مورد هم بهتر است مورد بررسی قرار گیرد.

راستای در  و معنوی یمال هاییتبه خاطر حما شهید باهنر کرماندانشگاه  یاز معاونت محترم پژوهش :سپاسگزاری

   .شودیم یسپاسگزار یپژوهش اهداف

 

 منابع

در  DLK1( تاثیر شاهدانه بر بیان ژن 1402، محمدآبادی محمدرضا )الههمت حشمتعسکری، سید علی اصغر احمدآبادی جعفری

 .234-217(، 1)15های کرمانی. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی، قلب بره بافت

های ران، دست، راسته و چربی بافت در p32( الگوی بیانی ژن 1400عرب پور رق آبادی زهرا، محمدآبادی محمدرضا، خضری امین )

 .200-183(، 4)13پشت بره کرمانی. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی، 

 یکشاورز یوتکنولوژی. مجله بreal time PCRدر بز کرکی راینی با استفاده از  ESR1( بیان ژن 1399) محمدرضا یمحمدآباد

12(1 ،)192-177 . 

در بافت بیضه بز DNAH1 ( پروفایل بیانی ژن 1401) بابنکو اولنا ایوانیونامحمدآبادی محمدرضا، خیرالدین حمید، لطیفی آیگین، 

 .256-243(، 3)14کرکی راینی. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی، 

له بیوتکنولوژی . مجدر بز BMP15 مختص بافت ژن mRNA پروفایل بیانی(. 1399) ، سفلایی محمدمحمدرضا یمحمدآباد

 .191-208(، 3)12کشاورزی 

مجله علوم دامی ( کاربرد نشانگرهای ریزماهواره برای مطالعه ژنوم گوسفند کرمانی. 1390محمدی فر آمنه، محمدآبادی محمدرضا )

 .337-344(، 4)42 ایران

بررسی اگزون چهارم ژن کاپاکازئین گوسفند کرمانی با ( 1396) محمودی مریم ، آیت اللهی مهرجردی احمد ، محمدآبادی محمدرضا

 .119-128(، 3)9. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی، PCR-RFLPتکنیک 
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