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ي اینترون چهارم و اگزون پنجم ژن گرلین برخی بررسی چندشکلی ناحیه
PCR-RFLPهاي مرغان بومی خوزستان با استفاده از روش توده

2فیاضی جمالو  3نصیريمحمدتقی بیگی،2اله روشنفکرهدایت،*1یزدآباديرضاییسعید

16/3/95: تاریخ پذیرش17/9/94:  تاریخ دریافت

چکیده
نقش مهمی در تعادل انرژي، چاقی و بوده و اسیدآمینه  26متشکل از در طیور که  است هورمون رشد يگرلین یک پپتید تحریک کننده

تحقیق حاضر به منظور شناسایی چندشکلی . شودوزن میاین پپتید باعث افزایش اشتها و اکتساب . کندرفتار دریافت غذا ایفا می
. انجام شد PCR-RFLPاینترون چهارم و اگزون پنجم ژن گرلین مرغان بومی استان خوزستان با استفاده از روش  يموجود در ناحیه

دامی جهاد استان خوزستان به صورت هاي قطعه مرغ بومی ایستگاه تکثیر و اصلاح نژاد مرغ بومی نهاده100براي این منظور از تعداد 
براي تعیین کمیت و کیفیت  ،سپس. خون با کمک روش نمکی انجام گرفت ياز نمونه DNAاستخراج . گیري انجام شدتصادفی خون

DNA جفت بازي از 228يبا استفاده از آغازگرهاي اختصاصی، قطعه. استخراجی از نانودراپ و ژل آگارز یک درصد استفاده شد 
هاي تکثیر شده با کمک در نهایت نمونه. تکثیر شد) PCR(مراز اي پلیاینترون چهارم و اگزون پنجم به کمک واکنش زنجیره يناحیه
ها بعد که در تمامی نمونهنتایج نشان داد. مشاهده شد 55و  173مورد هضم آنزیمی قرار گرفتند که پس از هضم قطعات  HaeIIIآنزیم

هاي بررسی شده در این تحقیق هیچ نمونهلذا با توجه به یکسان بودن ژنوتیپ . تنها یک شکل باندي وجود داشت ،از هضم آنزیمی
بسته بودن محیط پرورش و کوچک بودن تعداد  به علت تواندچندشکلی احتمالاً می يعدم مشاهده.جهشی مورد تأیید قرار نگرفت

.هاي بررسی شده باشدنمونه

PCR-RFLP، ژن گرلینمرغ بومی خوزستان،: کلمات کلیدي

مقدمه
افزایش جمعیت کشور از یک سو و نیاز این جمعیت .

انبوه به غذا و پروتئین حیوانی از سوي دیگر متخصصان 
هاي مدون در آن داشته است تا به فکر تدوین برنامهرا بر

بومی اصلاح نژاد طیور . ها باشندمین این نیازأراستاي ت
ها با محیط و شرایط اقلیمی کشور با توجه به سازگاري آن

اي جهت بسیار مناسب و مقرون به صرفه يکشور زمینه
ترکاشوند (گذاري در این بخش فراهم آورده استسرمایه
هاي لیگاندي که به طور عمده از معده و از سلول).1384

، و صنایع غذایی ي علوم دامی، دانشکدهعلوم دامیي کارشناسی ارشد آموختهدانش*1

دانشگاه کشاورزي و ، و صنایع غذایی علوم دامی يدانشکدهدانشیار گروه علوم دامی،2
دانشگاه کشاورزي و ، و صنایع غذایی علوم دامی يدانشکدهاستاد گروه علوم دامی، 3

ترشح شده و باعث اکسینتیک موکوس فوندوس  يغده
شناسایی  1999در سال گردد، ح هورمون رشد هم میترش

 ,Ariyasu et al. 2001(نامیده شد) Ghrelin(و گرلین 

Kojima et al. 1999 .( گرلین یک هورمون پپتیدي)28 
که جایگاه سه سرین آن توسط یک اسید  است )اسید آمینه

 -خون این تعدیل براي عبور از سد .گرددچرب تعدیل می
مغز و فعالیت آن و همچنین براي تحریک ترشح هورمون 

) GHs-Rs(ویژه  يرشد از طریق فعال کردن گیرنده

دانشگاه کشاورزي و منابع طبیعی رامین خوزستان
E-mail: rezaeisaeed64@gmail.com)مسئول ينویسنده(

رامین خوزستانمنابع طبیعی
رامین خوزستانمنابع طبیعی



. . .ي اینترون چهارم و اگزون پنجم ژن ناحیهبررسی چندشکلی 

139623تابستان، 2، شماره سیزدهممجله دامپزشکی ایران، دوره 

Growth hormone secretagogue receptors  واقع در
.Miller et al(هیپوفیز ضروري است  1988, Murphy 

and Bloom 2006 .( گرلین مصرف غذا را افزایش داده و
کند و غلظت آن قبل از غذا زیاد و بعد از اشتها را زیاد می

 Kojima and Kangawa 2005, Drazen(شودآن کم می

and woods 2003, Cummings et al. 2001, Tschöp et 
al. نشان داد که سطح سرمی گرلین در اتمطالع). 2001

در. کندیماي و تعادل انرژي تغییر برخی شرایط تغذیه
حقیقت سطح سرمی گرلین در شرایط تعادل مثبت انرژي

ابدی یمتعادل منفی انرژي افزایش کاهش و در شرایط
)Ariyasu et al. 2001, Nakazato et al. 2001(. این ژن

. جزء کاندیداي چاقی در انسان نیز هستهورمون 
اند که گرلین اثرات زیادي بسیاري از تحقیقات نشان داده

ازدیاد سلول و  ترشح هورمون رشد، قدرت ماندگاري،در 
 Kojima and Kangawa(تنظیم مصرف خوراك دارد

 117این هورمون از یک پیش هورمون .)2005
 .Paul et al(اي به نام پروپروگرلین جدا شداسیدآمینه

2005, Seim et al. 2009( . گرلین مرغی براي اولین بار
کلون شده و  2002در سال و همکاران  Kaiyaتوسط

این هورمون در مرغ داراي  يمادهنشان داده شده که پیش
هاي بالغ اسیدآمینه 26اسیدآمینه است که از آن پپتید  116

يژن گرلین در مرغ روي کروموزوم شماره. شودجدا می
قرار داشته و از چهار اینترون و پنج اگزون تشکیل  12

اي را کد شده به طوري که اولین اگزون آن هیچ اسیدآمینه
بررسی توالی کامل ژن .)Kaiya et al. 2002(کندنمی

 یچندشکل19در کل توالی ژن گرلین که گرلین نشان داده 
ها روي جایگاه تر آننوکلئوتیدي وجود دارد که بیشتک

.)Nie et al. 2004(اند اینترون چهارم این ژن واقع شده
Li از ژن هاي متفاوت با بررسی جایگاه 2006و همکاران

هاي متفاوتی ها و ژنوتیپآلل،نژاد مرغ بومی 12درگرلین 
 1392قادرزاده و همکاران . این ژن شناسایی کردند دررا 

با بررسی اینترون سوم و چهارم ژن گرلین مشاهده کردند 
باشد و می Dو  A ،Bکه اینترون سوم داراي سه نوع آلل 
در . باشدمی Bو  Aاینترون چهارم این ژن شامل آلل 

روي اینترون 1393نژاد و همکاران پژوهشی که شریفی
اي گوشتی انجام دادند هشت هجوجه درچهارم ژن گرلین 

.الگوي ژنوتیپی مشاهده نمودند
سه ناحیه از این ژن را مورد  1390فلاحتی و همکاران 

سه نوع آلل ) 2و  1(بررسی قرار دادند که در اگزون 
نترون سوم یک نوع آلل ای يمشاهده و همچنین در ناحیه

اینترون چهارم و اگزون پنجم این ژن دو  يو در ناحیه
-که در پژوهشاینبه  با توجه.نوع آلل مشاهده نمودند

هاي مختلف آللی و ژنوتیپی از ژن گذشته شکلهاي 
لذا هدف از ،طیور شناسایی و بررسی شد درگرلین 

اینترون پژوهش حاضر بررسی مولکولی چندشکلی نواحی 
 وبومی خوزستان مرغان ین ژن گرلچهارم و اگزون پنجم 

هاي مختلف آللی و ژنوتیپی با استفاده از شکلشناسایی
.بوداي پلیمراز مبتنی بر واکنش زنجیره RFLPروش 

کار مواد و روش
ایستگاه تکثیر و يپرندهقطعه  100از در این پژوهش 

جهاد کشاورزي هاي دامی نهادهاصلاح نژاد مرغ بومی 
. گیري شدخونباوي شهرستان واقع در خوزستان، استان 
لیتري میلی 2ها با سرنگ ورید زیر بال مرغگیري از خون

حاوي هاي لولهجهت جلوگیري از انعقاد . صورت گرفت
EDTA يریگ خونبلافاصله پس از ها نمونه. استفاده شد 

سپس به آزمایشگاه انتقال داده و در فلاسک یخ نگهداري 
 يدرجه -20در دماي ژنومی DNAو تا زمان استخراج 

.ندشدگراد نگهداري سانتی
-پس از تغییر و بهینهخون کامل از  DNAاستخراج 

به 1998میلر و همکاران  نمکیاستخراج روش سازي 
کامل داخل سی خون سی 3مقدار : شدانجام شرح زیر 

دو برابر . اي پلاستیکی موسوم به فالکون ریخته شدلوله
Triton X-100(حجم خون، بافر جدا کننده  1% ،10mM 

Tris-HCl pH=7.5،0.32 M Sucrose ،5 mM MgCl2 (
محلول فوق به مدت . اضافه گردید و سپس ورتکس شد

مدل (سانتریفیوژدور در دقیقه  6000دقیقه با سرعت 10
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Biometrra GMBH مایع . شد )ساخت کشور آلمان
 سه. رویی به آرامی جدا و رسوب حاصله نگه داشته شد

لیتر بافر جداکننده به رسوب حاصله اضافه و عمل میلی
که یک سانتریفیوژ و جداسازي رسوب تکرار شد تا زمانی

لیتر بافر لیزکننده میلی سه.رسوب کاملاً سفید حاصل شد
)10mM Tris-HCl pH=8.2 ،400mM NaCl  2وmM 

Na2EDTA ( 200مقدار.و به خوبی ورتکس شداضافه 
میکرولیتر آنزیم پروتئیناز  10ده درصد و  1SDSمیکرولیتر 

K2) به محلول ) لیتر میکروگرم بر میلی 50با غلظت
 65ساعت در دماي  2حاصله اضافه شد و به مدت 

داده قرار ) بن ماري(گراد در حمام آب گرم سانتی يدرجه
 یک. هاي سفید کامل گرددشد تا هضم محتویات گلبول

اضافه و به محلول ) مولار 4(اشباع NaClلیتر محلول میلی
محلول مزبور به مدت . ثانیه تکان داده شد 15به مدت 

مدل (دور در دقیقه سانتریفیوژ 2500دقیقه با سرعت  15
Biometrra GMBH هم حجم . شد)ساخت کشور آلمان

و با تکان دادن با محلول شد ل، کلروفرم اضافه محلو
دور در  3000دقیقه در  10سپس به مدت . مخلوط شد

ها تشکیل فاز آبی که در بالاي لوله. شددقیقه سانتریفیوژ 
پلاستیکی يکه با احتیاط به لوله بودDNAحاوي  شد

حجم محلول  1/0يبه اندازه.داده شدانتقال  يجدید
دو برابر . شداضافه  )pH=5.2(مولار 3استات سدیم 

و شد اتانول مطلق اضافه  ،حجم محلول به دست آمده
 DNAبه آرامی تکان داده شد تا رشته ي پلاستیکی لوله

که داراي اي شیشه يبا میله DNAکلاف . تشکیل گردد
یقه دق 10تا  5آوري شد و به مدت باشد جمعبار مثبت می

با حاصله دوبار  DNA. در مجاورت هوا خشک شد
 200تا  100و نهایتاً در شد درصد شستشو داده  70اتانول 

حاوي هاي تیوب.حل شددو بار تقطیر میکرولیتر آب 
DNA گراد سانتی يدرجه 37ساعت در دماي  2، به مدت

سپس در . به خوبی حل شود DNAنگهداري شدند تا 

1- Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
2- Proteinase-K

براي . شدند نگهداريگراد سانتی يدرجه -20دماي 
استخراج شده از دستگاه  DNAتعیین کیفیت و کمیت 

.نانودراپ و ژل آگارز یک درصد استفاده شد
و Liاز آغازگرهاي پیشنهادي توسط پژوهشدر این 
جفت بازي در  228يبراي تکثیر قطعه2006همکاران 

. ستفاده شدااینترون چهارم و اگزون پنجم يهر دو ناحیه
توسط شرکت زیست فناوران  جفت آغازگرهاي انتخابی

:ها به صورت زیر بودتوالی آن بیتتررنا ساخته و 

GhreF:5'-
TATCTTTTGCCTTTTTAGAAACTTA-3'

GhreR:5'-
GCCTACACGTCAGCCTGTGAT-3'

 25در حجم نهایی  )PCR(اي پلیمرازواکنش زنجیره
به غلظت (DNAمیکرولیتر از  2میکرولیتر با استفاده از 

میکرولیتر x10( ،1(PCRمیکرولیتر بافر 5/2،)نانوگرم200
MgCl2)با غلظتmM25( ،5/0  میکرولیتر مخلوط
dNTP) با غلظتmM25/1( ،5/0  میکرولیتر از هر یک از

آنزیم میکرولیتر  2/0و ) پیکومول 10به غلظت (آغازگر 
Taq با غلظت (پلیمرازµlU/5(انجام شد.

در جایگاه یچندشکلبراي بررسی قطعات تکثیر شده 
 تهیه شده)HaeIII)BsuRIمحدودگر توسط آنزیم  2355

واکنش برش . هضم شدندFermentaseاز شرکت 
میکرولیتر  10میکرولیتر حاوي  30نهایی آنزیمی در حجم

میکرولیتر x10 ،1آنزیمبافرمیکرولیتر PCR ،2محصول 
میکرولیتر آب  17و )µlU/10با غلظت (از آنزیم برشی 

-سانتی يدرجه 37آماده گردید و در دماي دو بار تقطیر 

.اعت مورد برش آنزیمی قرار گرفتس13گراد به مدت 
را در طول قطعه شناسایی  ՜3-GGCC-՜5این آنزیم توالی 

محصول . دهدکرده و محصول را در این ناحیه برش می
میکرولیتر بافر بارگیري در  1هآنزیمی به همراهضم 

میکرولیتر  1.درصد بارگذاري شد 5/1چاهک ژل آگارز
ها جهت بررسی استاندارد مارکر لدر نیز در کنار نمونه

.بودن طول قطعات بارگیري شدند
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نتایج
خون مرغان بومی استخراج شده از  DNAهاي نمونه

دستگاه نانودراپاستان خوزستان با استفاده از 
)ThermoScientific, Nanodrop. 2000c, USA( و ژل

با توجه .کیفیت شدندکمیت و تعیین آگارز یک درصد 
 اي. ان. دييهابراي نمونهبه ارزیابی دستگاه نانودراپ 

قابل  8/1برابر نانوگرم بر میکرولیتر 280به  260نسبت 
باشد 8/1تر ازغلظت پائیناین و زمانی که  قبول است

-می نمونهدر  یآلودگی پروتئینوجود يدهندهنشان عموماً
 4/2تر از کم باید 230به  260براي نسبت و غلظت باشد
يدهندهنشانباشد تر پاییننسبت و زمانی که این باشد

که اینبا توجه به .باشدساکارئیدها میآلودگی به پلی
 تمامها با استفاده از دستگاه نانودراپ ارزیابی شد و نمونه
 کهبودند هاي قابل قبولی برخوردارها از غلظتنمونه
همچنین .باشدمیها کمیت خوب نمونه يدهندهنشان
و با توجه به شکل ) 1شکل (تعیین کیفیت شدندها نمونه
ي مراحل کیفیت خوب و مناسب براي ادامهداراي

.پژوهش بودند

روياستخراج شده  DNAغلظت 4تا  1شماره :1شکل
ژل آگارز یک درصد

، به منظور اطمینان از صحت PCRپس از انجام واکنش 
 5و اگزون  4اینترون  ،)جفت باز 228(تکثیر شده  يقطعه

با .)2شکل(درصد استفاده شد  1ژن گرلین از ژل آگارز 
شده روي ژل آگارز آر .سی.هاي پیتوجه به تصویر نمونه

هاي مورد بررسی فاقد آلودگی و باند توان گفت نمونهمی
مورد  يدمایی براي تکثیر ناحیه يد و برنامهنباشاضافه می

.)2شکل(نظر مناسب طراحی شده است

PCRمحصولات حاصل از  N5تا  N1نتایج :2شکل

هاي مختلفنمونه

هضم در اثر جفت بازي  228ي قطعات تکثیر شده
جفت  55و  173قطعاتبه HaeIIIآنزیمی توسط آنزیم 

قطعات هضم شده از  يبراي مشاهده. ندشدتفکیک يباز
 70ولت به مدت زمان  90درصد با ولتاژ 5/1ژل آگارز 

مدل (برداري با ژل داكپس از عکس. دقیقه استفاده شد
UVITEC cambridge ي، اندازه)ساخت کشور فرانسه 

Uvdocافزار تکثیر شده با استفاده از نرم يدقیق قطعه

يهامحصولات آنزیمی تمامی نمونه. )3شکل(ارزیابی شد
حاکی  که ندنشان دادراBBیک نوع ژنوتیپ تنها ژن گرلین 

.باشدمی هااز مونومورف بودن ژن گرلین در این جایگاه

هاي هضم شده نمونهN6تا  PCR ،N2محصول  N1:3شکل
گر اندازه نشان M، تفکیک شدهدرصد  5/1روي ژل آگارز 

)bp100(

بحث
Li  نژاد  12روي تحقیقی 2006در سال و همکاران
، RFLPتکنیک استفاده از با و یک نژاد تجاري چینی مرغ 
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در .جایگاه برشی را بررسی کردند 3و انجام دادند
اي با طول قطعه )5و اگزون  4اینترون (2355جایگاه 

که  شداي پلیمراز تکثیر جفت باز در واکنش زنجیره 228
مشخص GGو  AA ،AGپس از هضم سه نوع ژنوتیپ 

هاي دیگر ژنوتیپتر از بیش AAفراوانی ژنوتیپی  شد که
سه نوع ژنوتیپ ) اینترون سوم(1215در جایگاه . بود

AA ،AG  وGG  مشخص شد که فراوانی ژنوتیپیAA 
مورددر 1390در سال فلاحتی و همکاران .حداکثر بود

-PCRتکنیک استفاده از ی ژن گرلین با چندشکل RFLP

،در این پژوهش.بومی مازندران انجام دادند انروي مرغ
2006و همکاران Liهاي آغازگر بر اساس مقالهتوالی

سه جایگاه بررسی شد که در در این تحقیق .شدانتخاب
و چهار  Tو  C ،Bآلل نوع سه ) 2و1اگزون (71جایگاه 

.نمودندشناسایی ) CBو  TC ،CC ،TB(ژنوتیپ 
که ) 5و اگزون  4اینترون (2355در جایگاه همچنین

اي در واکنش زنجیرهجفت باز  228اي با طول قطعه
مورد نظر دو  يپس از هضم قطعه پلیمراز تکثیر نموده

مشخص را )BBو  AB(ژنوتیپ دو و Aو  Bآلل نوع 
و تر بیش BBفراوانی ژنوتیپی در این جایگاه نمودند که 

پس از بررسی 1215در جایگاه بود و درصد  75حدود 
. مشخص نمودندرا  )AA(ژنوتیپیک و آلل نوع یک 

در جایگاه ، حاضرپژوهش در  تحقیقاتاین بر خلاف
ها نمونه يو همه چند شکلی مشاهده نشد2355

از دلایل مغایرت این پژوهش با مونومرف شدند که 
و محیط به تفاوت نژادي توان تحقیقات گذشته می

همچنین  . کرداشاره  سایر تحقیقاتمرغان با پرورش 
هاي احتمالی موجب عدم شناسایی جهش نمونهکم تعداد 

توان چنین بیان کرد که و می شده باشددر این جایگاه 
 Bممکن است در این جمعیت شدت انتخاب به نفع آلل 

بررسی در تحقیق دیگري که به . بوده باشد BBو ژنوتیپ 
اینترون چهارم ژن گرلین با تکنیک  يشکلی در ناحیهچند

PCR-SSCP هاي جوجههاي نمونهصورت گرفت از
در این کهاستفاده شد راس و کاب  يگوشتی سویه

، AA ،AB ،AC ،AD(هشت ژنوتیپ هشت آلل و جایگاه 

AE ،AF ،AG  وAH( ژنوتیپ  ،شدمشاهدهAA بیش-

نژاد و شریفی(ترین فراوانی را نسبت به بقیه داشت
-بررسی چندهمچنین در تحقیقی که به . )1393همکاران 

شکلی روي اینترون چهارم ژن گرلین در مرغ بومی 
و تکثیر  PCR-SSCPغربی با استفاده از تکنیک آذربایجان

و  Aصورت گرفت دو آل جفت باز  458اي با طول قطعه
B  سه ژنوتیپو)AA ،AB  وBB ( شدشناسایی
در تحقیقی که به بررسی ).1391قادرزاده و همکاران(
بر روي اینترون سوم در مرغ بومی این ژن شکلی ندچ

و تکثیر  PCR-SSCPنیک آذربایجان غربی با استفاده از تک
، Aسه آلل جفت باز صورت گرفت  417اي با طول قطعه

B  وD  و سه ژنوتیپ)AB ،AA  وAD ( شدشناسایی
 نتایج پژوهش حاضر با.)1391قادرزاده و همکاران (

و قادرزاده و  1393در سال نژاد و همکاران نتایج شریفی
-میآن  يدلایل عمدهاز مطابقت نداشت  1391همکاران 

که داشت به این صورت ها اشاره توان به تفاوت تکنیک
هاي از آنزیم)SSCP(تکنیک تفاوت فرم فضایی منفرد  در

 يدرجه 94در  DNAو شودنمیستفاده محدود کننده ا
و سپس سریعاً روي یخ قرار شده گراد واسرشته سانتی

ژل عمودي استفاده براي شناسایی باندها از گیرد و می
آر در سیمحصولات پیRFLPدر تکنیک .دوشمی

از قرار گرفته و براي شناسایی باندها یآنزیممعرض هضم 
.شودمشخص می اتقطع يژل افقی استفاده شده و اندازه

، متفاوت بودن تعداد نمونهتوان به دلایل دیگر میجمله از 
در  و همکارانLi.مورد مطالعه اشاره کرد نژادجامعه و 

ژن گرلین و ارتباط  3هاي اگزون چندشکلی2009سال 
با را Chaohuدر اردك نژاد ها را با صفات رشد بدن آن

یک . بررسی نمودندPCR-RFLPاستفاده از تکنیک 
در ) گوانین به جاي آدنین(جایگزینی تک نوکلئوتیدي 

ژنوتیپ  سهوشناسایی3اگزون جفت بازي  54موقعیت 
)AA ،AB  وBB ( مطالعات آماري نشان . ندکردمشاهده

بدن، وزن  اداري بارتباط معنیکه جایگاه جهش یافته داد
در  و همکارانHe. داردو عرض سینه سینه  يعمق قفسه

ژن گرلین  C2100Tهاي جایگاه چندشکلی 2007سال 
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جوجه با استفاده از  470مرغی را در یک جمعیت شامل 
در این پژوهش دو  نموده وبررسی PCR-RFLPتکنیک 

را ) CCو  TT ،TC(سه ژنوتیپ و همچنین  Cو  Tآلل 
گاو صورت ی روي یهاهمچنین پژوهش. دندنمومشاهده 

ژن گرلین مورد  يها گیرندهگرفته که در این پژوهش
بررسی قرار گرفته و چندین چندشکلی تک نوکلئوتیدي 

.)Zhang et al. 2007(در نواحی مختلف شناسایی شد 
تحقیقی دیگر روي گاو گوشتی چندشکلی تک در 

در ژن گرلین شناسایی شده است ) A/G(نوکلئوتیدي 
)Sherman et al. 2008 .(اگزون اول ژن  يبررسی ناحیه

PCR-SSCPگرلین در گوسفند بلوچی با استفاده از روش 

صورت مونومورف نشان یکسان ژنوتیپی را بهالگوهاي 
).1388و همکاران پورطهمورث(داد 

 متفاوت،نتایج گرلین هاي مختلف روي ژن در پژوهش
که  ،هاي گوناگونی مشاهده شدو ژنوتیپها همچنین آلل
و 2006و همکاران  Liتوان به پژوهشمیهااز جمله آن

که هر کدام اشاره نمود 1390پژوهش فلاحتی و همکاران 
با توجه به متفاوت بودن .نتایج متفاوتی را نشان دادند

نتایج گذشته و همچنین نتایجی که از این پژوهش به 
 مغایرت نتایج با یکدیگرعدماز جمله دلایل دست آمده 

جمعیت و محیط  ياندازه به تفاوت نژادي،توان می
ترین جمعیت یکی از مهم يکه اندازه ،پرورشی اشاره کرد

و  شده خویشاونديتلاقی افزایش باشد و باعث دلایل می
با .شودمیمورف تبدیل به مونومورف یک جمعیت پلی

شود در تحقیقات دست آمده توصیه میه توجه به نتایج ب
.تري استفاده شودبیش يبعدي از تعداد نمونه

تشکر و قدردانی
صدر مسئول آزمایشگاه مرکزي دانشگاه رامین و مسئولان محترم مرکز نویسندگان مراتب قدرانی خود را از سرکار خانم 

.دارندهاي خون اعلام میهاي دامی جهاد استان خوزستان به خاطر همکاري صمیمانه در اخذ نمونهاصلاح نژاد نهاده
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Abstract
Ghrelin is a stimulating peptide for growth hormone in poultry, which  is composed of 26

amino acids. With the release of growth hormone, ghrelin stimulates food intake and body 
weight gain leads to energy balance. This study was performed in order to identify 
polymorphism in fourth intron and fifth exon in Khuzestan province native chicken’s ghrelin 
gene using the PCR-RFLP method. Therefore, random blood sampling from 100 chickens of 
native chickens in Khuzestan province breeding and Jihad livestock inputs was performed. 
DNA extraction from blood samples was performed using the salt method. The quantity and 
quality of the extracted DNA were determined using gel electrophoresis (1%) and nanodrop. 
Then, 228 bp fragment of fourth intron and fifth exon region were amplified using polymerase 
chain reaction (PCR). Finally, the  amplified samples were digested with HaeIII enzyme, and 
the digestion  products of 173 and 55 bp were found. The results showed that in all samples 
after enzymatic digestion there was only one band form. Therefore, with respect to the 
similarity of studied genotypes in this study, mutations were not verified. The absent of 
polymorphism in the studied mass (population) could be due to the environmental conditions 
and relatively low number of samples.

Key words: Khouzestan native chickens, Ghrelin gene, PCR-RFLP
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