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Abstract 

Objective 

Calpastatin has been found in skeletal muscle tissue of animals and could prevent 

unrestrained cellular growth by suppressing calpain activity. The involvement of calpains 

in apoptosis has been a subject of debate, although their involvement is limited to certain 

cell types and to specific stimuli. Various studies have shown that this gene is involved in 

growth performance and meat quality, therefore the aim of this study was to investigate 

Calpastatin gene expression in different tissues of Raini cashmere goat using Real Time 

PCR. 

 

Materials and Methods 

Totally 21 tissue samples including muscle, adipose, kidney, spleen, liver, lung and heart 

tissues were taken from 3 Raini cashmere goats. RNA was extracted and cDNA was 

synthesized. Real Time PCR was performed using SYBR Green method to study relative 

gene expression. GAPDH gene was used as housekeeping gene. Pfaffl method was used to 

analyze achieved data. 

 

Results   

For calpastatin gene 89bp fragment and for GAPDH 101bp fragment were observed in all 

studied tissues. Real Time PCR results of this study showed that Calpastatin gene is 

expressed in all studied (muscle, adipose, kidney, spleen, liver, lung and heart) tissues and 
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the highest level of expression was observed in heart, spleen and liver tissues and the lowest 

level was seen in adipose tissue.  

 

Conclusions 

Results showed that Calpastatin are widespread in different tissues of goat. This study 

would also lay a foundation for further Calpastatin research in Raini cashmere goat. It is 

suggested that this study be conducted with greater number of livestock, different sexes, 

different ages and different physiological stages in different breeds of goats in order to 

reach a comprehensive conclusion. 
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  Real Time PCRدر بز کرکی راینی با استفاده از کالپاستاتین بیان ژن 

  

  محمدرضا محمدآبادي

  .mrm@uk.ac.ir  ، ایمیل:نشگاه شهید باهنر کرمان، کرمان، ایراناداستاد بخش علوم دامی، دانشکده کشاورزي، * 

  14/09/1398تاریخ پذیرش:    01/08/1398تاریخ دریافت:   

  

  چکیده

تواند با سرکوب فعالیت کالپاین مانع از رشد بی رویه سلولی کالپاستاتین در بافت عضله اسکلتی حیوانات یافت شده است و می :هدف

ها و موضوعی است که هنوز مورد بحث است، اگرچه دخالت آنها محدود به انواع خاصی از سلولها در آپوپتوزیز شود. دخالت کالپاین
این پژوهش هدف  مطالعات مختلف نشان داده که این ژن در عملکرد رشد و کیفیت گوشت نقش دارد، لذاهاي خاص است. محرك
  . بود Real Time PCRهاي مختلف بز کرکی راینی با استفاده از در بافتکالپاستاتین ژن  میزان بیان بررسی

بز  3 تکرار) از 3(از هر بافت  چربیو قلب، جگر، شش، طحال ، کلیه، ماهیچهنمونه بافتی شامل  21در مجموع  ها:مواد و روش

ساخته شد. براي برررسی میزان نسبی بیان  cDNAکل استخراج و  RNA  شد. کرکی راینی در هنگام کشتار در کشتارگاه تهیه
فسفات دهیدروژناز  3گلیسرآلدئید  استفاده شد. در این مطالعه از ژن SYBR Greenبه روش  Real Time PCRژن ها از واکنش 

)GAPDH ( براي تجزیه و تحلیل داده هاي حاصل از . شدبه عنوان ژن کنترل داخلی استفادهReal Time PCR فافل از روش پی

  استفاده شد.

 Real Timeنتایج  .ها مشاهده شدنمونه در همه bp101 قطعه GAPDHو براي  bp89 قطعه کالپاستاتینبراي ژن  نتایج:

PCR  قلب، جگر، شش، طحال ، کلیه، ماهیچهبررسی شده (ي هابافتدر تمامی  کالپاستاتیننشان داد که ژن  پژوهشحاصل از این

  . و کمترین سطح بیان در بافت چربی مشاهده شد جگرو بیشترین سطح بیان در بافت قلب، طحال و ) بیان شده است چربیو 

این پژوهش اساسی را براي هاي مختلف بز گسترده است. همچنین دهد که ژن کالپاستاتین در بافتنتایج نشان می گیري:نتیجه

شود که این مطالعه با تعداد دام بیشتر، راینی ایجاد نمود. پیشنهاد میدر بز کرکی  کالپاستاتینهاي بیشتر در مورد انجام پژوهش
گیري هاي مختلف، سنین متفاوت و مراحل فیزیولوژیکی گوناگون در نژادهاي مختلف بز انجام شود تا بتوان به یک نتیجهجنس

  جامعی دست یافت.

    کالپاستاتینبافت، بز کرکی راینی، بیان ژن،  کلمات کلیدي:
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   دمهمق

 لذیذي بسیار طعم ایرانیان براي این، بر علاوه و است بشر براي پروتئین تامین منابع ترین مهم از یکی گوسفند بز و  گوشت

 آن نبودن ترد و گوشت کیفیت خصوصیات ترین مهم از را گوشت تردي کنندگان مصرف ). Bahrampour et al. 2008( دارد

 شناسایی گوشت تردي در تغییر هاي علت اگر). Bahrampour et al. 2008( دانند می آن کیفیت مشکلات ترین مهم از ا ر

 بافت چه اگر). Bahrampour et al. 2008( رسید نظر مورد اهداف به تردي، فرآیند در موثر کار و ساز اصلاح با توانمی شوند،

 در یکسانی شیمیایی خصوصیات و ساختارهاي مشابه داراي اما ،است متغیر بسیار مختلف در حیوانات آن تردي بخصوص گوشت،

 این در و بخشید بهبود حدودي تا را گوشت تردي توان مشکل می ژنتیکی کنترل با که معتقدند محققان اکثر. داران است مهره کلیه

 تمام بین از که دهدنشان می مطالعات نتایج). Mohammadabadi 2015دارد ( را نقش ترینمهم کالپاین آنزیمی سیستم میان

 ;Koohmaraie 1996( دارد دخالت تردي گوشت کالپاین در آنزیمی سامانه اسکلتی فقط داخلی ماهیچه پروتئولیزکننده هايسامانه

Mohammadabadi 2015(هاينام با کلسیم به وابسته پروتئاز است: دو ملکول کالپاین شامل سه . در مجموع سیستم  -

mو کالپاین μ-کند (ذکر شده را مهار می پروتئاز دو  فعالیت که کالپاستاتیننام  به پپتید پلی یک و کالپاینLeal-Gutiérrez et 

al. 2018 .( هاي کالپاین یعنی سه عضو از خانواده نهمچنین -mو  کالپاینμ-به دلیل دخالتشان در تجزیه   3و کالپاین   کالپاین
پروتئولیز مسئول  کالپاین-μمشخص شده که ). Leal-Gutiérrez et al. 2018(اند پروتئین میوفیبریلی به خوبی مطالعه شده

). 2018Gutiérrez et al. -Lealشده است ( (غیرفعال) 1اوتکالپاین ناك-μها هایی است که در انموشعضله پس از مرگ در 
شده رخ  (غیرفعال) اوتها ناكدر آن 3کالپاین هایی که موش هاي شاهد و، پروتئولیز پس از مرگ ماهیچه در موشیبه طور مشابه

است   کالپاین-μو  کالپاینm-  کالپاستاتین، مهار کننده ویژه پروتئازهاي وابسته به کلسیم،). Geesink et al., 2005دهد (می

)Juszczuk-Kubiak et al. 2008 نقش داردتنی دروندر شرایط ها و تکثیر سلولی زنده ماندن سلول) و نشان داده شده که در 
)Van Ba et al. 2015.( قلب هاي عضلهاین در بافتعلاوه بر این، بیان بیش از حد کالپاستاتین به طور قابل توجهی فعالیت کالپ ،

 و 2گاو، کژگاو، بز 7روي کروموزوم شماره  )CASTژن کالپاستاتین ().  .2010Liang et al( کندهاي عصبی را مهار میو سلول
کالپاستاتین با . )Mohammadabadi 2015( اینترون است 3اگزون و  4و شامل  قرار داردو انسان گوسفند  5کروموزوم شماره 

موضوعی است  یزها در آپوپتوزیناکالپ دخالت). Farr 2011ین می تواند از رشد نامحدود سلولی جلوگیري کند (اسرکوب فعالیت کالپ
). Kidd et al. 2000( هاي خاص استها و محركآنها محدود به انواع خاصی از سلولدخالت ، اگرچه استبحث هنوز مورد که 

ها هاي آپوپتوزیز خاص، کالپایناند که در پاسخ به سیگنالبرخی از مطالعات، با استفاده از بیان بیش از حد کالپاستاتین، گزارش داده
ها هم به عنوان تنظیم کننده گزارش شده است که کالپاین ).Ruizvela et al. 2001به طور واضحی در آپوپتوزیز نقش دارند (

همانطور که توسط برخی مطالعات گزارش شده ). Nakagawa and Yuan 2000کنند (منفی و هم مثبت آپوپتوزیز عمل می

                                                        
1 knockout 
2 Yak 
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 .McGinnis et alاست (ها در آپوپتوزیز از طریق توانایی آنها در شکستن کاسپازهاي خودشان است، دخالت احتمالی کالپاین

 سته ورا شک 9و  8، 7هاي توانند کاسپازها به طور بالقوه میاند که کالپاینگزارش کرده Chua et al.  (2000)برعکس، ). 1999
). Van Ba et al. 2015( کالپاستاتین در آپوپتوزیز وجود دارد-متناقضی پیرامون دخالت سیستم کالپاینهاي گزارش .غیرفعال کنند

RNA  ) تداخلیRNAi (با واسطه RNA کوچک یتداخل (siRNA) ژن مورد استفاده  يبه طور گسترده اي در مطالعات عملکرد

) نقش اصلی کالپاستاتین را با سرکوب کالپاستاتین 2015( .Van Ba et al). در پژوهشی Yang et al. 2012( قرار گرفته است
نتایج آنها حاکی از آن بود که سرکوب کالپاستاتین  اند.اي مورد مطالعه قرار دادهماهوارهدر طول تکثیر سلول  RNAi با استفاده از مدل

شود که به نوبه خود مرگ سلولی آپوپتوتیک را ) میHSPهاي شوك حرارتی (کالپاین، کاسپازها و پروتئین μ منجر به افزایش بیان
که سیستم کالپاین/کالپاستاتین نقش مهمی در تکثیر/بقا سلولی دارد. به طور از این رو، این نتایج دلالت بر این دارد  .کنندتنظیم می

 1شده داوندهد که کالپاستاتین یک تنظیم کننده منفی خانواده کالپاین و کاسپاز است. کالپاستاتین ناكکلی، نتایج آنها نشان می
هاي ) ژنupregulationکاسپاز را از طریق تنظیم بالادستی (کالپاین و  μ تواند به طور انتخابی خانوادهمی (کاهش فعالیت یافته)

μ بنا بر نظر بعضی از  .باعث کاهش در زنده ماندن سلولی به معناي مرگ سلول شود 9و کاسپاز   7، کاسپاز 3کاسپاز  ،کالپاین
 Mohammadabadi( است دانشمندان در میان نشخوارکنندگان بز اولین حیوانی بوده است که بشر به اهلی کردن آن پرداخته

گردد و گوسفند کمی بعد از بز مورد توجه قرار گرفته و تاریخچه اهلی هزار سال پیش برمی 9-11تاریخچه اهلی شدن بز به  ).2019
شناسی نشان داده است که آثار هاي باستانکاوش). Barazandeh et al. 2012هزار سال پیش است ( 8-10شدن آن مربوط به 

دست آمده است اما بعضی از به بز در اطراف مناطق کوهستانی سوئیس در اروپا و یا در اطراف رودخانه نیل در آفریقا به اولیه مربوط

اند و آثار مربوطه مبین این واقعیت است که بز ها اولین قومی بودند که به اهلی کردن بز پرداختهدهد که آریاییتحقیقات نشان می
 Barazandeh(باشد، اهلی شده است ویژه در سرزمینی که امروزه قسمتی از کردستان میاورمیانه و بهابتدا درآسیا و در منطقه خ

et al. 2012; Moghadaszadeh et al. 2015; Askari et al. 2011; Molaei Moghbeli et al. 2013.( 30 حدود 
 پرورش ایران در) جهان بزهاي درصد 20(حدود  هاآن از راس میلیون 5 تا 5/4 که دارد وجود جهان سراسر در کرکی بز راس میلیون

بز کرکی راینی یکی از مهمترین نژادهاي بز در ایران است  .)Baghizadeh et al. 2009; Gooki et al. 2019( شوندمی داده
)Askari et al. 2008; Gholamhoseini Gooki et al. 2018(  و کرك با کیفیت بالابا رنگ هاي سفید، سیاه و یا زرد تولید

توانند ارزش اقتصادي بالایی در بازار جهانی داشته باشند لذا این بزها می )،Molaei Moghbeli et al. 2013کند (می

)Baghizadeh et al. 2009 تقریبا سه میلیون رأس از این نژاد در استان کرمان وجود دارد که اکثر جمعیت آنها در شهرستان .(
رأس) پرورش  65985آنها در شهرستان راور (شوند و کمترین تعداد رأس) از آنها را شامل می 651549درصد ( 22بافت است و 

بز کرکی راینی در نواحی کوهستانی مرتفع و سرد پرورش  .)Baghizadeh et al. 2009; Khorshidi et al. 2019یابند (می

                                                        
1 knockdown 
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. این حیوانات هم براي )Mohammadabadi 2019(شود و به عنوان مهمترین نژاد بز کرکی در ایران شناخته شده است داده می

نظر به اینکه وجود یک خزانه ژنی  .)Moghadaszadeh et al. 2015(شوند ولید کرك نگهداري میتولید گوشت و هم براي ت
هاي بزرگ براي حفظ پتانسیل پرورش و اصلاح نژاد در آینده براي توسعه و تکامل سیستم تولیدات حیوانی پایدار مهم است، در سال

 Askari et al. 2011; Molaei Moghbeliاتی انجام شده است (اخیر براي مطالعه و حفاظت از تنوع ژنتیکی این نژاد اقدام

et al. 2013( .) با توجه به تولیدات مهم و استراتژیک بز در دنیا، صنعت پرورش بز داراي اهمیت استShamsalddini et al. 

ي زیاد، زیاد به سرمایهشود. عدم طوري که بخش اعظمی از تولیدات گوشت قرمز، شیر، کرك از این صنعت تامین می). به2016
تولید گوشت کم چرب، نیاز کم به جایگاه و تجهیزات، تولید مناسب شیر، بالا بودن نسبت دوقلوزایی، مصرف غذاي کم، سهل الهضم 

. همچنین در )Noori et al. 2017( شودبودن شیر بز، ایجاد اشتغال و کمک به اقتصاد خانواده از محاسن پرورش بز محسوب می

جهان شیر درصد از کل عرضه  69باشد و  به یر بز از شیر گوسفند از اهمیت بیشتري برخوردار میکشورهاي کمتر توسعه یافته ش
 250روز در مقابل  300تر از گوسفند، ي شیردهی طولانی. علاوه بر این بزها دوره)Mohammadabadi 2019( کندکمک می

هاي به عمل آمده 	میلادي مطالعات و بررسی 80طرفی، در اواخر دهه از  تواند تا سه برابر شیر تولید کند.باشند و میروز را دارا می

، رونویسی، ترجمه و DNAترین فرایندهاي ژنتیکی (مشتمل بر همانندسازي هاي مولکولی در زمره مهمروشن نمود که مکانیسم

یک سلول داراي تعداد  1ماده ژنتیکی). Mohammadabadi and Tohidinejad, 2017ها) هستند (	حتی نحوه تنظیم ژن
شوند و در یک زمان خاص فقط تعداد کمی از آنها بیان شده و پروتئین یا زیادي ژن می باشد که هیچ گاه به طور همزمان بیان نمی

کند ). نیاز به بیان ژن توسط محیطی که در آن رشد میTohidi nezhad et al. 2015نمایند (آنزیم مورد نیاز سلول را تولید می
شود و در صورت عدم نیاز به فرآورده ژن، آن ژن به صورت خاموش و غیرفعال باقی خواهد ماند. ساز و کار بیان ژن اولین ترل میکن

هاي یوکاریوتی تحت کنترل موقت و چندبعدي می باشد. تنها یک مجموعه نسبتاً کوچک 	کشف شد. بیان ژن E.coliبار در باکتري 

ها بیان ژن در یوکاریوت ،ها به مرحله نمو بستگی دارد. بنابراینها بیان می شود و نیز بیان ژن	اع بافتاز تمام ژنوم در هر یک از انو

 ،سازندهایی که آن محصول را میبراي هر بافت اختصاصی است. همچنین مقدار محصولات ژن که در همان بافت و نیز در سایر بافت

). یکی از اقدامات اساسی در حیوانات اهلی Mohammadabadi et al. 2017شود (ساخته شده سبب تنظیم بیان آن ژن می
). Jafari et al. 2016هاي مرتبط با صفات اقتصادي و مطالعه آنها در سطح سلولی یا کروموزومی است (ها و پروتئینمطالعه ژن

هاي اگر چه پژوهش اشاره کرد.هاي مختلف دارد که نقش مهمی در بافت کالپاستاتینکلیدي  ژنتوان به هاي مهم میاز این ژن
 .Askari et al. 2008; Askari et al. 2009; Alinaghizadeh et alزیادي روي بزهاي کرکی راینی انجام شده است (

; Mohammadabadi 2012; Askari et al. 2011Hassani et al. 2010; Askari et al. 2010; ; 2010

Moghadaszadeh et al. 2015; Shamsalddini et al. 2016(،  در این نژاد بررسی  کالپاستاتسنولی تاکنون بیان ژن

                                                        
1 DNA 
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لذا هدف این مطالعه بیان  ،مطالعات مختلف نشان داده که این ژن در عملکرد رشد و کیفیت گوشت نقش داردنشده است. از طرفی 

         بود. Real Time PCRهاي مختلف بز کرکی راینی با استفاده از در بافت کالپاستاتینژن 

  

  هامواد و روش

 3 تکرار) از 3افت ب(از هر  چربیو  ، شش، طحال، جگرقلب، کلیه، ماهیچهنمونه بافتی شامل  21 در مجموع نمونه گیري:

نیاز توسط تیغ هاي مورد 	ندامقطعات کوچکی از ادام بلافاصله پس از کشتار  شد. بز کرکی راینی در هنگام کشتار در کشتارگاه تهیه

ک یها در داخل 	یکروتیوبسپس هر چند عدد از م. قرار داده شدندمیلی لیتري  5/1 هاي	استریل جدا گردید و در داخل میکروتیوب

نگهداري  -80ها در داخل فریزر 	هاز انجماد سریع نمون پس به داخل تانک ازت فرستاده شدند. و سریعاًشد فویل آلومینیومی قرار داده 

  . نددش

تمامی  RNAقبل از انجام استخراج . شود انجام RNase1 ازي محیط عار در بایستی RNA استخراج :RNA استخراج

طبق دستورالعمل کیت  از بافتکل  RNAاستخراج  شدند. 3عاري RNaseاز  )8244MR ،سیناژن(  2DEPCآب  وسایل توسط

با روش  استخراج شده  RNAکمیت و کیفیت گرفت.صورت ) بیوبیسیک کانادا (شرکت  One Step RNA Reagentاستخراج
استخراج شده تا انجام مراحل بعدي آزمایش به  RNAمورد ارزیابی قرار گرفت.  اسپکتروفتومتري UVو  ژل آگارزروي الکتروفورز 

  درجه سانتی گراد منتقل شد.  -80فریزر با دماي 

H Minus  TMRerertAid( استفاده شد شرکت فرمنتاز cDNAاز کیت سنتز  cDNA براي سنتز :cDNAسنتز 

First Strand cDNA Synthesis Kit #K1631.(  این منظور مقداربرايμg 1  ازRNA ت حین شد. ممکن اس کل استفاده

از مقدار  ، cDNAتبه کار رفته در ساخRNA لذا جهت یکسان کردن  ،از هر بافت به دست آید  RNA استخراج مقادیر متفاوتی
باشد، به  DNAبه  عاري از آلودگی RNA نمونه  باید RT-PCRهاي 	واکنش اي انجاماستفاده شد. بر RNA میکروگرم از  1

انتی گراد درجه س -20محصول واکنش نسخه برداري معکوس در دماي . تیمار شد DNaseIاستفاده از  با RNAاین منظور 

   .دنگهداري ش

 شامل کالپاستاتینتوالی آغازگرها براي تکثیر ژن آغازگرهاي مورد استفاده: 

3'GCACCCCTCAGATACAAGAAGC   5و'TTTGGTTTTGTTGATTTCTCTG  با طول قطعه تکتیري
) GAPDHفسفات دهیدروژناز ( 3گلیسرآلدئید  و براي ژن) GU944861.1 )Wang et al. 2015جفت باز و شماره دسترسی  89

                                                        
1RNase-free environment 
2Di Etyhyl Pyro Carbonate water 
3RNase-free 
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با طول قطعه  CTTTCCATTGATGACGAGCTTC'5 و ACCTTCACTACATGGTCTAC'3آغازگرها شامل 

  . )Wang et al. 2015بودند ( AJ431207.1جفت باز و شماره دسترسی  101تکثیري 

 SYBRPermixTaqمیکرولیتر  5/7میکرولیتر آب دو بار تقطیر،  7/4جهت انجام واکنش،  :Real Time PCR انجام

II  میکرولیتر  3/0وROX  میکرولیتر  5/1 میکرولیتر آغازگر برگشت و مقدار 5/0میکرولیتر آغازگر رفت،  5/0به همراهcDNA 
وند و سپس با شرایط زیر شها اسپین شدند تا همه مواد در یک نقطه جمع با هم مخلوط شدند. میکروتیوپ 2/0الگو در میکروتیوپ 

 دقیقه 2انتیگراد براي درجه س 95واسرشت اولیه ، GAPDHو  کالپاستاتین هايقرار داده شد. براي ژن 3000در دستگاه روتور ژن 
درجه سانتی  72رش در دماي گست وثانیه،  60درجه سانتیگراد  58ثانیه، اتصال  60درجه سانتیگراد  95، واسرشت ثانویه و یک سیکل

  انجام شد. سیکل  34 ثانیه در 60 گراد

) استفاده et al Pfaffl )0022.از روش  Real Time PCRبراي تجزیه و تحلیل داده هاي حاصل از  ها:آنالیز داده

ترسیم شد.  GAPDHو ن کالپاستاتیهاي ابتدا نمودار استاندارد براي ژن PCRشد. در این روش براي بررسی درصد بازده واکنش 

 PCRازده واکنش باستفاده شد و  PCR) براي cDNA )1 ،1/0 ،01/0 ،001/0هاي مختلف ر استاندارد غلظتراي ترسیم نموداب
انجام شد  PCRاي هواکنش  هادرصد برآورد شد. در ادامه روي نمونه 99و  98به ترتیب  GAPDHو کالپاستاتین براي ژن هاي 

  محاسبه گردید.) et al Pfaffl )2002. و نتایج حاصله براي بررسی میزان نسبی تکثیر بیان با فرمول

ratio =
൫E୲ୟ୰ୣ୲൯

∆େ౪౨ౝ౪(ౙ౪౨ౢష౩ౣ౦ౢ)

(E୰ୣ)∆େ౨(ౙ౪౨ౢష౩ౣ౦ౢ)
 

حاصل  CtΔباشند. ژن مورد مطالعه و ژن مرجع یا کنترل داخلی می PCRبه ترتیب بازدهی  refEو  targetEدر این رابطه 
  . است کالپاستاتینژن  Ct لپتین از 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  )کالپاستاتین(). براي یافتن دماي اتصال مناسب آغازگرهاي ژن هدف 1وجود باند اضافی نشان دهنده خلوص آن بود (شکل 
)GAPDH(واکنش ، PCR دماي  2شیب دمایی) انجام شد و مناسب ترین دما براي اتصال آغازگرهاي اختصاصیC°85 انتخاب (

درصد) نشان داد که  2با استفاده از الکتروفورز روي ژل آگارز ( PCRو محصولات  Real Time PCRهاي نتایج منحنی گردید.
هاي در بافت کالپاستاتینبراي براي ژن  bp89هاي مختلف تکثیر شده است. مشاهده تک باند در محدوده در بافت کالپاستاتینژن 

                                                        
1 Threshold cycle 
2 Gradiant 
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ها، بیانگر صحت انجام آزمایش و تکثیر قطعه نمونه در همه GAPDHبراي ژن  bp101) و وجود باند در محدوده 2مختلف (شکل 

 یرتکث یرا به صورت منحن یکلنت در هر سسنور فلور ییراتتغ زانیم Real Time PCR دستگاه، انجام واکنش یط .مورد نظر بود
 یکلیشد که نشان دهنده س یفتعر ییحد آستانه در فاز نما یر همه نمونه ها، یکتکث یمنحني برا .)4و  3(شکل  دهدمینشان 

و  کالپاستاتین ذوب ژن یمنحنیده است. واکنش به حد آستانه رستکثیر ع شده از طفلورسنت سانور باشد که در آن شدت یم

GAPDH يبودن و دما ی، اختصاصTm  خارج شده است)  ياز محصول از حالت دو رشته ا یمیاست که در آن ن ییمحصول (دما
در هفت بافت مختلف بز  کالپاستاتیندر این پژوهش بیان ژن  .)5دهد (شکل میرا نشان این دو ژن  Real Time PCRواکنش 

در زمان واقعی مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل از این بررسی نشان داد که این ژن در  PCRکرکی راینی با استفاده از روش 
چربی) بیان شده است و بیشترین سطح بیان در بافت قلب، و قلب، جگر، شش، طحال ، کلیه، بررسی شده (ماهیچهي هابافتتمامی 

 Wang. این نتایج با نتایج سایر پژوهشگران مطابقت دارد ()5شکل ( و کمترین سطح بیان در بافت چربی مشاهده شد جگرطحال و 

et al. 2015; Zheng et al. 2011 .(   
  

  
نشانگر  M100. بافت بز کرکی راینی روي ژل آگارز دواستخراج شده از  RNAنمونه از کیفیت دو  .1شکل 

  اندازه.

Figure 1. Quality of RNA extracted from 2 tissues of Raini Cashmere goat on agarose gel. 

M100, size marker.  
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در بز کرکی  GAPDHو  پاستاتینلکاهاي مورد بررسی با استفاده از پرایمرهاي 	الکتروفورز نمونه .2شکل 

قطعات  C3و  C1، C2جفت باز) و  GAPDH )101قطعات مربوط به  G3و  G1، G2راینی روي ژل آگارز. 

  نشانگر اندازه هستند L50جفت باز) و  89( کالپاستاتینمربوط به 

Figure 2. Electrophoresis of studied samples using calpastatin and GAPDH primers in Raini 

Cashmere goat on agarose gel. G1, G2 and G3 are GAPDH fragments (101 bp), C1, C2 and 

C3 are calpastatin fragments (89 bp) and L50 is size marker 
 

  
 براي بز کرکی راینی Real Time PCRحاصل از واکنش  کالپاستاتینژن استاندارد  تکثیر یمنحن. 3شکل 

Figure 3. Standard amplification curve of calpastatin gene production using Real Time PCR 

for Raini Cashmere goat 
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 براي بز کرکی راینی Real Time PCRحاصل از واکنش  GAPDHژن استاندارد  تکثیر یمنحن. 4شکل 

Figure 4. Standard amplification curve of GAPDH gene production using Real Time PCR 

for Raini Cashmere goat 
  

  
 براي بز کرکی راینی Real Time PCRحاصل از واکنش  کالپاستاتینذوب محصول ژن  یمنحن .5شکل 

Figure 5. Melting curve of calpastatin gene production using Real Time PCR for Raini 

Cashmere goat 
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 ی چربی بز کرکی راینو قلب، جگر، شش، طحال ، کلیه، ماهیچههاي در بافت کالپاستاتینبیان ژن . 6شکل 

Figure 6. Expression of calpastatin gene in muscle, adipose, kidney, spleen, liver, lung and 

heart tissues of Raini Cashmere goat 
  

بیشترین را بررسی کردند و  1اهلیکژگاو هاي مختلف یان ژن کالپاستاتین را در بافت) بZheng et al )2011.در پژوهشی 

بیان ژن ها گزارش کردند که آنهاي قلب، جگر و طحال و کمترین آن را در بافت چربی مشاهده نمودند. سطح بیان را در بافت
تواند منعکس کننده این باشد که رشد هاي بالغ کمتر است که میکژگاونسبت به جوان  کژگاو 2کالپاستاتین در ماهیچه لانژیسیموس

تر حیوانات جوان شود که مطابق با سرعت رشد سریعهاي بالغ کمتر مهار میکژگاوهاي جوان نسبت به کژگاوماهیچه لانژیسیموس 
 شودمی ، بنابراین پیشنهاد)Barnoy et al. 1997است (از آنجا که ژن کالپاستاتین تنظیم کننده منفی رشد عضلات اسکلتی . است

مشاهده شد که در پژوهش حاضر نیست.  کژگاودر اندازه بدن موثر فاکتور کلیدي لانژیسیموس  در عضلاتحداقل کالپاستاتین که 

) که ممکن است مربوط به کنترل ساختار طبیعی و عملکرد قلب و 4قلب و طحال بالاتر است (شکل بیان ژن کالپاستاتین در سطح 
مهار کننده کالپاستاتین  ).Zheng et al. 2011( فعالیت کنترل نشده پروتئاز وابسته به یون کلسیم باشدطحال با جلوگیري از 

ها جلوگیري کند و تأثیر منفی بر تردي گوشت تواند از تخریب پروتئین ماهیچهها است و میدر سلول یون کلسیم پروتئاز وابسته به
ها را ) تأثیر سطوح غذایی جیره2015( .Wang et alدر پژوهشی دیگر ). Koohmaraie 1996; Zheng et al. 2011دارد (

کالپاستاتین  mRNA سطح بیانچینی بررسی کردند و نشان دادند که  3بر کیفیت گوشت و بیان ژن مرتبط با آن در بز سیاه هاینان

                                                        
1 Bos grunniens 
2 longissimus muscle 
3 Hainan black goat 
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به میزان قابل توجهی کاهش  رژي هضمیان به میزان قابل توجهی افزایش یافته و با افزایش سطح پروتئین خام با افزایش سطح

 mRNA بیان. بودکالپاستاتین  mRNA در تضاد با سطح بیان μ کالپاین mRNA سطح بیانکه جالب توجه است، . یابدمی
به طور قابل توجهی  پروتئین خام افزایش یافته و با افزایش سطح هضمی نرژيا به طور قابل توجهی با افزایش سطح μ کالپاین

ین ااختصاصی کالپ اندوژنوسیک مهار کننده کالپاستاتین  این نتایج ممکن است به این واقعیت مربوط شود که .بودکاهش یافته 

نیروي برشی  و کاهش ايچربی بین ماهیچه با سطح غذایی پایین تمایل به افزایش مقدار هايجیرهمطالعات نشان داده که  .است
این ).  .2010Tang et al( اسکلتی دارندماهیچه  μ کالپاین mRNA سطحافزایش گوشت خوك و ) WBSF( 1برتزلر-وارنر

عضلانی را درون گوشت و چربی  ترديتواند و پروتئین نسبتاً کاهش یافته می انرژيغذایی با  جیرهدهد که یک نتایج نشان می
نیروي برشی و کالپاستاتین بر  کالپاین-μنشان دادند که تاثیر اصلی  )Leal-Gutiérrez et al. )2018در پژوهشی  .افزایش دهد

بر تردي  و پز پخت هايخسارته منظور بررسی اثرات ب .از طریق پروتئولیز کردن عضلات است در گاو) WBSF( 2برتزلر-وارنر
به را پخت و پز  ها خسارتآن، )Kołczak et al., 2007; Bouhrara et al., 2011, 2012( به پروتئولیز عضلانیغیروابسته 

و ظرفیت نگهداري آب  5Cast ارتباط بسیار معنی داري بین نشانگر آنها. آنالیز همبستگی وارد کردنددر  3وابستهعنوان یک متغیر 
در جمعیت گاوهاي مورد  .پخت و پز نداشت خسارت برداري هیچ تأثیر معنی  Cast5نشانگر  ،دند. امادر گوشت خام مشاهده کر

به  SNP هنگامی کهچه بود و این ارتباط  بستههم) WBSFبرتزلر (-نیروي برشی وارنر با  ARSUSMARC116ها بررسی آن
 .بود دارمعنیمورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت  3block -LD براي کالپاستاتین 4اسنیپ تگ به عنوان یکچه صورت جداگانه یا 

جمعیت  بنديقادر به تقسیم اسنیپ تگ هاي ساخته شده بر اساسوتایپ، دیپلLD-block 3 کل کالپاستاتین هنگام در نظر گرفتن

هاي مختلف را در بافت کالپاستاتینما براي اولین بار بیان ژن  .بالاتر بودند اختصاصیتبا ) WBSFبرتزلر (-نیروي برشی وارنر براي
شود بیان می چربیو قلب، جگر، شش، طحال ، کلیه، ماهیچههاي این ژن در بافتبز کرکی راینی مطالعه کردیم و نشان دادیم که 

دهد که ژن این نتایج نشان می. و کمترین سطح بیان در بافت چربی مشاهده شد جگرو بیشترین سطح بیان در بافت قلب، طحال و 
کالپاستاتین هاي بیشتر در مورد پژوهش اساسی را براي انجام پژوهشاین هاي مختلف بز گسترده است. همچنین کالپاستاتین در بافت

هاي مختلف، سنین متفاوت و مراحل شود که این مطالعه با تعداد دام بیشتر، جنسپیشنهاد میدر بز کرکی راینی ایجاد نمود. 
   گیري جامعی دست یافت.ه یک نتیجهانجام شود تا بتوان بدر نژادهاي مختلف بز فیزیولوژیکی گوناگون 

 

   

                                                        
1 Warner-Bratzler shear force 
2 Warner-Bratzler shear force 
3 Covariate  
4 tag SNP 
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  منابع

آنالیز ملکولی ژن کالپاستاتین در گله هاي گوسفند ) 1387و همکاران ( میرزایی حمیدرضا ،محمدآبادي محمدرضا ،بهرام پور وحید

  . 124-131)، 4(15 علوم کشاورزي و منابع طبیعی. مجله کرمانی
ضا  ،توحیدي نژاد فاطمه شکوئیه علی    ،محمدآبادي محمدر سمعیلی زاده ک سطوح مختلف بیان    ) 1393( نجمی نوري عذرا ،ا سه  مقای

   .35-50)، 4(6. مجله بیوتکنولوژي کشاورزي در بافت هاي مختلف بز کرکی راینی  Rhebژن

ــکوئیه علی، ریاحی مدوار علی    ــمعیلی زاده کش ــا، اس ــین، محمدآبادي محمدرض ــی بیان ژن 1395(جعفري دره در امیر حس ) بررس
CIB4  ــتفاده از در بافت ــفند کرمانی با اس پژوهش در نشــخوارکنندگان مجله  .Real Time qPCRهاي مختلف گوس

4)4 ،(132-119.  
) آنالیز ژنتیکی صفات رشد در بز 1389حسنی محمدنبی، اسدي فوزي مسعود، اسمعیلی زاده کشکوئیه علی، محمدآبادي محمدرضا (

  .323-329، 41استفاده از مدل حیوانی چند متغیره. مجله علوم دامی ایران  کرکی راینی با
). مطالعه تنوع ژنتیکی در چهار جمعیت بز کرکی راینی با استفاده از 1389عسکري ناهید، باقی زاده امین، محمدآبادي محمدرضا (

  . 49-56، 5. مجله ژنتیک نوین ISSRنشانگرهاي 
). مطالعه تنوع ژنتیکی بز کرکی راینی با استفاده 1378ضا، بیگی نصیري محمدتقی و همکاران (عسکري ناهید، محمدآبادي محمدر

  .155-161، 18از نشانگرهاي ربزماهواره. مجله دانش کشاورزي 
 مجله. بارز جبال در بز قرمز BMP15 ژن 2 چند شکلی اگزون) 1389(سونیا  زادهزکی محمدرضا، محمدآبادي االله،زاده روحعلینقی

  .69-80)،1(2کشاورزي  بیوتکنولوژي

ضا (  شکلی ژن  1390محمدآبادي محمدر صفات کرك در بز کرکی راینی. مجله ژنتیک نوین   IGFBP-3) ارتباط چند -120، 7با 
115 .  

 زیست مولکولی (مجله و سلولی پژوهشهاي سنجابی. مجله گوسفند در کالپاستاتین ژن آللی ) تنوع1394محمدآبادي محمدرضا (

  .395-402)، 3(28ایران)  شناسی

. مجله بیوتکنولوژي کشاورزي Real Time PCRدر بز کرکی راینی با استفاده از  Dlk1) بیان ژن 1398محمدآبادي محمدرضا (
11)3 ،(205-191.    
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