
  1398ـ زمستان  4دوره پانزدهم ـ شماره                         
DOI: 10.22055/ivj.2019.119613.2020

1398زمستان، 4دامپزشکی ایران، دوره پانزدهم، شماره  نشریه110

هاي تک نوکلئوتیدي پروموتور و ژن پروتئین شوك حرارتی  تعیین توالی و جهش
هاي بومی خوزستانمرغ 70

3سوسن رادپورو  2فاطمه ثعلبی ،*1نظريمحمود

3/11/97: تاریخ پذیرش28/3/97:  تاریخ دریافت

چکیده
هاي تک جهشتعیین توالی و هدف از این تحقیق . شودمیبیاناسترسبهپاسخدرکهاستچاپرونیک70پروتئین شوك حرارتی 

ي تک نوکلئوتیدي بر ساختار سه بعدي و عملکرد پروتئین ها جهشو بررسی اثر 70شوك حرارتی پروتئین پروموتور و ژن  نوکلئوتیدي
بومی قطعه مرغ  20جهت انجام این تحقیق از . هاي بیوانفورماتیکی بودبا استفاده از روشاستان خوزستان مرغ بومی 70شوك حرارتی 

ژن پروتئین پروموتور و ،پرایمرچندین استفاده از با ، DNAاستخراج از پس . گیري انجام شدخوناز مناطق مختلف استان خوزستان 
اولین جهش در .مشاهده گردید طول کامل ژن پروتئین شوك حرارتیدر سه جهش . یابی شدتوالیتکثیر گردیده و  70شوك حرارتی 

اتفاق ) C277G(277در جایگاه نوکلئوتید جهش دوم. که گوانین جایگزین آدنین شده بودمشاهده شد ) A259G(259نوکلئوتیدجایگاه 
اتفاق افتاده که گوانین جایگزین ) C1749G(1749نوکلئوتیدجایگاه  سوم درجهش . افتاده بود که گوانین جایگزین سیتوزین شده بود

 يسبب تبدیل شدن اسیدامینه 1749شود اما جهش در جایگاه مینه ایجاد نمیآدر جهش اول و دوم تغییري در اسید .سیتوزین شده بود
وبعديسهساختماندرتغییريامادادهرخحرارتیشوكپروتئینامینهاسید583جایگاهدرجهشاین.شودسرین به تریپتوفان می

ممکن است یکی از علل و شده  70پروتئین شوك حرارتی در تر این تغییر اسیدآمینه سبب پایداري بیش.کندنمیایجادعملکردش
.مقاومت مرغان بومی به گرما باشد

مرغ بومی،70شوك حرارتی  پروتئین،پروموتور ،تعیین توالی، جهش تک نوکلئوتیدي:کلمات کلیدي

مقدمه
مناطق خشک وبه دنیا در  بخش اعظم تولیدات طیور.

 طول روز اختصاص دارد که این مناطق عمدتاًگرمسیري 
بدیهی . دنگراد دارسانتی يدرجه 30بیش ازبا دماي بلند 

ترین مشکلات مهماز است که در چنین شرایطی، یکی
کاهش بوده که از یک طرف استرس گرمایی صنعت طیور

را در پی  گلهمرگ و میرو از طرف دیگر افزایش تولید 
در اثر استرس گرمایی علاوه بر کاهش .خواهد داشت

شود، به طوري که عملکرد، اعمال ایمنی بدن هم مختل می
ي سفید خون، هاتوان به کاهش محتواي گلبولمی
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غذایی، دانشگاه  ، دانشکده علوم دامی و صنایعنژاد دام دانشجوي دکتراي اصلاح 3

و  Bو  Tهاي لنفوسیتها، کاهش فعالیت يبادیآنت
هاي تحت استرس گرمایی افزایش مرگ و میر در مرغ

Mashaly(اشاره کرد  et al. 2004.( در غالب گزارشات
ها بیان شده است که وجود شرایط استرس، بیان اغلب ژن

خاصی  يکند به استثناي مجموعهرا به شدت سرکوب می
) Heat shock genes(هاي شوك حرارتی ها که ژناز ژن

ژن شوك ). Morimoto et al. 1986(شوند نامیده می
قرار گرفته است و  5کروموزوم مرغ بر روي  70حرارتی 

این ژن از یک اگزون  .باشد جفت باز می 1904داراي 
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). Masodi et al. 2012(تشکیل شده است و اینترون ندارد 
بر اساس وزن مولکولی زیر ) Hsp(پروتئین شوك حرارتی 
پروتئین شوك  هاي متفاوتی شاملواحدهاي آن در خانواده

پروتئین شوك .شودتقسیم می40و  90،70،60حرارتی 
هاي مولکولی دارند و عملکردي مانند چاپرون حرارتی

براي تا خوردگی صحیح، سر هم شدن و انتقال بین 
در شرایط رشد طبیعی ضروري هستند ها سلولی پروتئین

)Santoro 2007(. در حالی که وجود شرایط استرس به
به مرگ سلول و یا مدت طولانی مضر بوده و ممکن است 

-می پروتئین شوك حرارتی بافت منجر شود، القاء سنتز

تواند باعث افزایش مقاومت نسبت به تنش و ایجاد فرآیند 
هاي ایجاد شده از تنش سیتوپروتکشن در برابر آسیب

Mezquita(گردد  et al. 2010.(از طرف دیگر، پرورش
از آنفردبهمنحصرخصوصیاتبهتوجهبابومیمرغ

 محیطی مخصوصاًسختشرایطبرابردرمقاومتجمله
ونگهداريپایینيآب و هواي گرم و خشک، هزینه

دیرازتولیداتمطلوبکیفیتوپسنديپرورش، بازار
يبرنامهکهزمانیازویژهبه.استبودهتوجهموردباز

شدهاصلاحبومیمرغتولیدمرکز اصلیپنجبانژاداصلاح
پروتئینتولیدمیزاندرسزاییه بثیرأشد، تآغازکشوردر
Azarbayejani(گذاشت ژنتیکیرذخایحفظو et al.

هاي علت مزایایی که مرغه ر بحفظ این ذخای ). 2014
بومی کشور در سازگاري با شرایط محیطی، مدیریتی، 

با توجه به این. اي دارند امر مهمی استبهداشتی و تغذیه
ب و آکه مرغان بومی استان خوزستان نسبت به شرایط 

اند نیاز است که توالی هوایی گرم سازگاري یافته
در هاي موجود و جهشژن شوك حرارتی پروموتور و 

. دنشناسایی شو هااین مرغ

کارمواد و روش 
از مناطق مختلف قطعه مرغ بومی  20در این پژوهش 

)اندیمشک-رامهرمز-شوش-ملاثانی(استان خوزستان
.  گیري از سیاهرگ زیر بال انجام گرفتانتخاب و خون

ده و سپس در ظرف حاوي یخ شگذاري ها شمارهنمونه

در دماي  DNAبه آزمایشگاه منتقل و تا زمان استخراج 
 DNAاستخراج  .نددگراد نگهداري شسانتی يدرجه -20

 DNAکیفیت  .تگرفبه روش نمکی بهینه یافته انجام 
استخراجی به روش الکتروفورز در ژل آگارز و نانودراپ 

مورد نظر از چندین  يجهت تکثیر قطعه. دشسنجیده 
ها جهشی نآاستفاده گردید که در تعدادي از  آغازگر

مشاهده نشد در نتیجه در این مقاله تنها دو پرایمري که 
ورده شده استآن قسمت مشاهده گردید آجهش در 

.)1جدول (
 NCBIجهت طراحی پرایمر از توالی ثبت شده در     

منابع بعضی از پرایمرها در جدول ).  J02579(استفاده شد 
ي پرایمرها توسط آورده شده است و طراحی بقیه 1

 vector NTI 11افزار ي نرممحققین این مطالعه به وسیله
واکنش (PCRبا استفاده از تکنیک .  انجام شده است

.  ي مورد نظر انجام شدتکثیر قطعه) اي پلیمراززنجیره
در  PCRي حرارتی اسفاده شده در این تحقیق براي برنامه

 5براي هر پرایمر (PCRهاي  نمونه.  ه شده استارائ 2جدول 
. یابی به شرکت تکاپوزیست ارسال گردیدجهت توالی) نمونه

TFBINDنلاین آافزار توالی پروموتور توسط نرم

)http://tfbind.hgc.jp ( مورد آنالیز قرار گرفت و جایگاه
ه هاي بتوالی. اتصال عوامل رونویسی مشخص گردیدند

ردیف و به هم NTIافزار وکتور نرم يوسیلهه مده بآدست 
ها شناسایی  مینو اسیدي تبدیل شدند و جهشآتوالی 
رد جهت بررسی اثر جهش بر پایداري و عملک .شدند

و  Proveanو  I-mutantافزار آنلاین پروتئین از سه نرم
Sift جهت بررسی اثر جهش بر ساختار . استفاده گردید

استفاده  Swiss-modelنلاین آسه بعدي پروتئین از سایت 
در نهایت خصوصیات ساختمانی مدل با استفاده . گردید

گردیدهاي راماچاندران ارزیابی از نقشه
).http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php( .

پپتیدهاي کوچک  هاي کامپیوتري پلیدر این روش از مدل
براي تغییر سیستماتیک زوایا فی و ساي با هدف پیدا 

 .Ramachandran et al(شدکردن ترکیب پایدار استفاده 

1963 .(

http://tfbind.hgc.jp
http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php
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)J02579(70پروتئین شوك حرارتی  يپروموتور و توالی ژن کدکننده يجهت تکثیر منطقهپرایمرهاخصوصیات: 1جدول 

پلیمرازاي زنجیرهحرارتی واکنش  يبرنامه:2جدول
نزمادرجه حرارتPCRمراحلسیکل

واسرشته سازي
واسرشته سازي
اتصال آغازگر

بسط
بسط نهایی

نگهداري

95
95

)متناسب با پرایمر(متغیر 
72
72
4

دقیقه 2
دقیقه 1
دقیقه 1

ثانیه 30دقیقه و  1
دقیقه10
دقیقه 5

نتایج 
آنالیز توالی پروموتور 

مرغ  70نتایج آنالیز پروموتور پروتئین شوك حرارتی 
محل  1در شکل . آورده شده است 1تصویربومی در 

جعبه ،CAATجعبه  TATAقرارگرفتن پرایمرها جعبه 
GC جعبه ،Sp1 جعبه ،ETS2و  1شوك حرارتی  ، عناصر

)HSEs 1,2 ( و جایگاه شروع رونویسی)ATG ( مشخص
.شده است

منابع
اندازه محصول

)جفت باز(
موقعیت بر روي 

توالی مرجع
دماي اتصال

)گرادسانتی(
پرایمر

35

Mazzi et al.
(2003)

364
18
382

60
GAGTGGCGCAGCGTAGAAAG-3' -'F1: 5

TTCCTCTTGGTCAGTCAGCC -3' -R1: 5'

Mazzi et al.
(2003)

271
208
479

65
GATTGGTCCTTAGCGTTCTGGC -3' -'F2: 5

TGATCTCCACTTTGCCATGCTG -3'-R2: 5'

Mazzi et al.
(2003)

359
497
856

64
AACCGCACCACACCCAGCTATG -3' -'F3: 5

CTGGGAGTCGTTGAAGTAAGCG -3'-R3: 5'

-395
855
1250

60AGCGCCAGGCCACCAAAGAT -3' -'F4: 5

R4: 5-CTCAATGCTGGCTTGCGTGG-3'

-393
1231
1624

56
CACGCAAGCCAGCATTGAGA -'F5: 5

TCCACCAGCTGTCTCGATGC-R5: 5'

-392
1606
1998

52
CATCGAGACAGCTGGTGGAG -'F6: 5

CTGTTGGCTTCATCCTCTGC-R6: 5'

Mazzi et al.
(2003)

433
1993
2426

61CAACAGAGATAGGGTGGGAG-3' -'F7: 5

'R7: 5-TGCCTTTATACACACCCAACAG-3
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و  1، عناصرهاي شوك حرارتی ETS، جعبه Sp1، جعبه GC، جعبه CAAT، جعبه TATAمحل قرارگرفتن پرایمرها، جعبه : 1تصویر
2)HSEs 1,2 ( و جایگاه شروع رونویسی)ATG ( مرغ بومی 70پروموتور پروتئین شوك حرارتی

در ) SNPs(هاي تک نوکلئوتیدي مورفیسمجایگاه پلی
. شناسایی شد70پروموتور ژن پروتئین شوك حرارتی 

. آورده شده است 3ها در جدول و نوع آن ها جهشتعداد 
گردد یک نوکلئوتید مشاهده می 2تصویرطور که در همان

G  یک نوکلئوتید   -218در موقعیتC  214در موقعیت-  
حذف گردیده و  -16و  -81در موقعیت  Aدو نوکلئوتید 
یک نوکلئوتید  -118و  -123در موقعیت  Gدو نوکلئوتید 
. اضافه گردیده است - 117در موقعیت 

70شناسایی شده در پروموتور ژن پروتئین شوك حرارتی ) SNPs(هاي تک نوکلئوتیدي مورفیسم پلی:  3جدول 
جایگاه اتصال فاکتور رونویسی نوع تنوع تعداد جایگاه

- transition 5 A -308 G

- transition 5 G -285 A

- transition 5 G -251 A

Heat stress Factor (HSF) transversion 1 A -174 T

Heat stress Factor (HSF) transversion 1 A -154 T

- transversion 3 G -142 C

آنالیز ژن پروتئین شوك حرارتی
دست ه توالی ژن پروتئین شوك حرارتی مرغ بومی ب

، MH422508آمده در این تحقیق با شماره دسترسی 
MH422507 ،MH422506  در سایتNCBI ثبت گردید .

 70سه جهش در نوکلئوتیدهاي پروتئین شوك حرارتی 
 Aاولین جهش تغییر نوکلئوتید آدنین . تشخیص داده شد

تغییري + 259در موقعیت نوکلئوتید  Gبه نوکلئوتیدگوانین 

چرا که هر دو کدون  کند میوتئین ایجاد ندر اسید آمینه پر
)TCA  وTCG (دومین . کدون مربوط به سرین هستند

در موقعیت  Gبه باز گوانین  Cجهش تغییر باز سیتوزین 
است که تغییري در اسید آمینه پروتئین + 277نوکلئوتید 

) CCGو  CCC(چرا که هر دو کدون  کند میایجاد ن
).2تصویر(کدون مربوط به پرولین هستند 
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الف

ب
به  Aجهش سبب تغییر نوکلئوتید آدنین ) J02579(هاي مرغ بومی ایران با ژن رفرنس  سازي چندتا از نمونه همردیف) الف: 2تصویر

) ب. شده است+ 277در موقعیت نوکلئوتید  Gبه باز گوانین  Cو همچنین تغییر سیتوزین + 259در موقعیت نوکلئوتید  Gباز گوانین 
.محل جهش بر روي نمودار کروماتوگرام نشان داده شده است

به باز  Cسومین جهش تغییر نوکلئوتید سیتوزین 
تغییري در اسیدآمینه + 1749در موقعیت باز  Gگوانین 

کدون مربوط  TCGچرا که کدون  کند میپروتئین ایجاد 
) Trp(مربوط به تریپتوفان  TGGبه سرین است و کدون 

) S(سرین مینه آاسیداین جهش سبب تبدیل شدن . است
که  شود می) W(به تریپتوفان  583در موقعیت اسیدآمینه 

.شود مینشان داده  S583Wبه صورت 

بلاست شد که  NCBIتوالی پروتئینی جدید در سایت 
شده است و مشخص شد که این جهش  هارائ 3در تصویر

هاي با شماره(در چین  در نژادهاي دیگري هم قبلاً
ACE79190.1دسترسی  , AY288300 ( در هند) با شماره

) AY143692.1(در برزیل ) AFX69291.1دسترسی 
.گزارش شده است

NCBIهاي موجود در با توالی 70پروتئین شوك حرارتی بلاست نمودن توالی امینواسیدي : 3تصویر

بر عملکرد و پایداري پروتئین  S583Wاثرات جهش 
افزار مرغ بومی ایران توسط سه نرم 70شوك حرارتی 

ه ارائ 4در جدول  Siftو  Proveanو  I-mutantآنلاین 
.شده است

549 604560 570 580 590(549 )
T Y N M K Q T V E D E K L K G K I S D Q D K Q K V L D K C Q E V I S W L D R N Q M A E K E E Y E H K Q K E L E Kiranian chicken (549 )
T Y N M K Q T V E D E K L K G K I S D Q D K Q K V L D K C Q E V I S S L D R N Q M A E K E E Y E H K Q K E L E KAAA 48825.1 (549 )
T Y N M K Q T V E D E K L K G K I S D Q D K Q K V L D K C Q E V I S S L D R N Q M A E K E E Y E H K Q K E L E KNP_ 001006686.1 (549 )
T Y N M K Q T V E D E K L K G K I S D Q D K Q K V L D K C Q E V I S W L D R N Q M A E K E E Y E H K Q K E L E KACE 79190.1 (549 )
T Y N M K Q T V E D E K L K G K I S D Q D K Q K V L D K C Q E V I S W L D R N Q M A E K E E Y E H K Q K E L E KAFX 69291.1 (549 )
T Y N M K Q T V E D E K L K G K I S D Q D K Q K V L D K C Q E V I S W L D R N Q M A E K E E Y E H K Q K E L E KConsensus (549 )
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 ,SIFT: افزار توسط سه نرم) S583W(بینی شده براي جهش در اسیدآمینه سرین و جایگزینی آن با تریپتوفان  نتایج پیش: 4جدول 

PROVEAN, I-MUTANT
I.MUTANTنتایج PROVEANنتایج SIFTنتایج 

عملکردمقدار پارامترعملکردمقدار پارامترعملکردمقدار پارامتر
طبیعی15/0طبیعی832/8قابل تحمل1

بر ساختار سه بعدي  S583Wجهت بررسی اثر جهش     
 . استفاده گردید Swiss-modelنلاین آپروتئین از سایت 

دهد نتایج نشان می . ه شده استارائ 4 تصویرنتایج آن در 

ثیري بر أکه جهش در انتهاي پروتئین اتفاق افتاده است و ت
.پروتئین نداشته استساختار 

                          
بدون جهش                                                 با جهش                  
مرغ بومی  70پروتئین شوك حرارتی  583 يدر اسیدامینه Swiss-modelبینی شده توسط سایت  ساختار سه بعدي پیش: 4 تصویر

.مشخص شده است پیکانمحل جهش با  . ایران

 يارزیابی ساختار سه بعدي پیشنهاد شده توسط نقشه    
ه ارائ 5 تصویرام گرفت و نتایج آن در راماچاندران انج

نتایج ارزیابی مدل ساخته شده براي  . گردیده است
-هاي راماچاندران نشان میبدون جهش با نقشهپروتئین 

ل و آایده ياز مدل ساخته شده در منطقه 6/94دهد که 
 يدرصد در منطقه 3/1مجاز و  يدرصد در منطقه 1/4

نتایج ارزیابی مدل ساخته شده براي  . باشد میغیرمجاز 
هاي راماچاندران با نقشه) S583W(پروتئین داراي جهش 

 ياز مدل ساخته شده در منطقه 6/94دهد که نشان می
درصد در  5/1مجاز و  يدرصد در منطقه 4ل و آایده

.باشد میغیرمجاز  يمنطقه
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)داراي جهش(مدل جهش یافته ) ب)                                       بدون جهش(مدل طبیعی ) الف     
).داراي جهش(مدل جهش یافته ) ب    70طبیعی پروتئین شوك حرارتی مدل) الفراماچاندراننقشه:  5تصویر

بحث
جهت  70در این تحقیق پروموتور شوك حرارتی 

ی تک نوکلئوتیدي و تعیین مورفیسم پلیتعیین توالی، 
هاي اتصال عناصر رونویسی مورد آنالیز قرار جایگاه
ترین عوامل تعیین یکی از مهم TATAيجعبه. گرفت
بالادست  يمکان شروع رونویسی در ناحیه يکننده

نشان  1طور که در شکل همان. ي یوکاریوتی استها ژن
. قرار گرفته است -136داده شده این جعبه در موقعیت 

هوگنس نامیده  يو یا جعبه TATAياین توالی، جعبه
در شروع  DNAکه مارپیچ شود و به عنوان محلی  می

.رود شمار میه شود، ب برداري باز می کپی
مشترك بسیاري از پروموتورهاي  ءاین توالی جز

است و شامل یک توالی غنی  IIپلیمراز  RNAمربوط به 
 TATAAAصورت ه توالی آن ب. است Tو  Aاز 
هاي غنی از  توسط توالی TATAيتوالی جعبه. باشد می
G وC باشد احاطه شده است، که براي فعالیت آن می .

برداري  که یک فاکتور نسخهTFIIDبرداريفاکتور نسخه
شود و این  متصل می TATAعمومی است به چارچوب 

). Emtiazi 2007(شروع رونویسی است  ياولین مرحله
سایر فاکتورها به ترتیب خاصی به کمپلکس متصل 

. پوشانند را می DNAز تري ابزرگ يشوند و ناحیه می
را در محل  IIپلیمراز  RNA، آنزیم TATAيجعبه

صحیح  يدهد و بنابراین رونویسی از نقطه مناسب قرار می
Lewin(گردد  آغاز می 1994 .(

باشد، که نام جعبه بر  می CAATيتوالی دیگر جعبه
توالی همسان این ناحیه . اساس توالی آن تعیین شده است

GGNCAATCT چه این توالی حالت اگر. باشد می
ن است متقارن ندارد ولی این توالی از هر دو طرف ممک

يدو جعبه. )Emtiazi 2007(ها وجود داشته باشد  در ژن
CAAT  به صورت معکوس در پروموتور ژنHsp70  در

يجعبه). 1تصویر(شناسایی شد  -262و  - 183موقعیت 
CAAT  نقش بسیار مهمی در تعیین کارایی پروموتور

Lewin(ثیري ندارد أدارد، ولی بر اختصاصی بودن آن ت

1994 .(
قرار گرفته است  -332که در موقعیت  ETSجایگاه 

هاي فاکتورهاي ترین خانوادهیکی از بزرگ) 1تصویر(
 GGA(A/T)توالی همسان این ناحیه . رونویسی است

خانواده در تکثیر و رشد و تمایز سلولی، مرگ این . است
سلولی و در سرطان  يسلولی، مهاجرت سلول، چرخه

Sharrocks(اهمیت دارند  شناسایی این جایگاه ). 2001
اهمیت این ژن در  يدهندهنشان HSP70در پروموتور 

.مراحل سلولی ذکر شده است



. . . هاي تک نوکلئوتیدي پروموتور و ژن تعیین توالی و جهش

1398117زمستان، 4، شماره پانزدهممجله دامپزشکی ایران، دوره 

-244و  -129در موقعیت ) GC)GC boxيدو جعبه
'5-توالی همسان این ناحیه ندشناسایی شد

3'-(G/A)(G/A)(C/T)GGGCGG(G/T) که فاکتور است
گردد مین متصل آو به را شناسایی آن Sp1رونویسی 

است و  Sp/KLFياز خانواده Sp1پروتئین . )1شکل (
شامل یک موتیف این پروتئین . اسیدآمینه دارد 785

يد توالی جعبهتوان میکه  باشد میانگشت روي پروتئین 
GC  به  با اتصال مستقیم ورا در پروموتور شناساییDNA 

این پروتئین در بسیاري از . سبب افزایش رونویسی شود
مراحل سلولی مانند تکثیر و رشد و تمایز سلولی، مرگ 

دخالت  DNAسلولی، پاسخ ایمنی و پاسخ به تخریب 
این  يدهندهاین موضوع نشان. )Rettino 2009(دارد

در مراحل سلولی ذکر شده در بالا  HSP70است که ژن 
.دخالت دارد و حائز اهمیت است

و عناصر شوك ) HSE1(1شوك حرارتی عناصر 
تا  - 149که به ترتیب در موقعیت ) HSE2(2حرارتی 

افزار اند و توسط نرمقرار گرفته -171تا -157و  -161
ثیرگذار در بیان ژن أترین عناصر تشناسایی شدند از مهم

فاکتورهاي (HSFsتوسط پروتئین شوك حرارتی است که 
HSFs. شوندمی شناسایی) رونویسی شوك حرارتی

پروتئین ژنبیانتنظیمدرومهمی هستندکلیديترکیبات
با وصل شدن  HSFs. دندارمهمیشوك حرارتی نقش

گردد ث فعال شدن سریع رونویسی میباع HSEsبه 
)Whitley 1999 .(

ور ژن پروموت يناحیهمشاهده شده در  يها جهش
hsp70شوند در می سهیمرجع مقا یتوال اکه ب یزمان

کدام از نواحی تنظیمی بحرانی مانند عناصر شوك هیچ
یسیرونو يفاکتورهاکه ) HSE 2و  HSE 1(حرارتی 

)HSFs(وشوند ها متصل میبه آن در طول فعال شدن ژن 
ثیري أت TATA boxو  CAATهمچنین روي نواحی 

پروتئین شوك حرارتی ثیري بر بیان ژن أت ندارند و احتمالاً
يالبته در دو پرنده تنها جهش در ناحیه. داشتنخواهند 

HSE  مشاهده گردید که این موضوع عمومیت ندارد و
.اثري نداشته باشد احتمالاً

ي ها جهشپروموتور به بررسی و آنالیز پس از بررسی 
ثیرات أتک نوکلئوتیدي در ژن پروتئین شوك حرارتی و ت

از میان . بر ساختار پروتئین اقدام نمودیم ها جهشاین 
) نوکلئوتیدي 359(اول ژن  يقطعات مورد بررسی قطعه
 433(آخر ژن  يو قطعه F3تکثیر شده توسط پرایمر 

جهش را نشان  F7تکثیر شده توسط پرایمر ) نوکلئوتیدي
تغییري در + 277و + 259هاي نوکلئوتید جهش. دادند

ی در مرغ در مورفیسم لیپ. ساختار ایجاد نکردند
.Mazzi et al(تحقیقات زیادي گزارش شده است  2003,

Morimoto et al. 1986( .Mazzi  و همکاران نیز نشان
+277و + 259دادند که جهش در موقعیت نوکلئوتید 

مشاهده شده است و تغییري در عملکرد و ساختار 
.Mazzi et al(پروتئین ندارد  2003.(

. گردد میسبب تغییراتی در ساختار  S583Wجهش 
و  I-mutantهاي آنلاین اثرات این جهش که توسط برنامه

Provean  وSift  ه ارای 4آنالیز و نتایج آن در جدول
يامتیاز خروجی داده شده توسط برنامه.گردیده است

Sift يمحدوده. گیرداي از صفر تا یک را در بر میدامنه 
 يدهندهمخرب بودن و عدد یک نشان يدهندهصفر نشان

 S583Wبراي جهش  Siftامتیاز . باشد میواریانت طبیعی 
این است که این جهش  يدهندهبرابر با یک است که نشان

امتیاز برآورد شده توسط ).4جدول (قابل تحمل است 
 83/8برابر با  S583Wبراي جهش  Proveanيبرنامه
این است که جهش اثري  يدهندهاین عدد نشان. است

را طبیعی -5/2تر از این برنامه نتایج بزرگ. نداشته است
مقدار پایداري  I. Mutantينتایج برنامه. کند میبینی پیش

و  –DDG<5/0>5/0يخنثی با دامنه: را به سه دسته
و افزایش شدید با  DDG>-5/0يکاهش شدید با دامنه

اگر مثبت باشد . نمایدتقسیم می DDG<5/0يدامنه
سبب افزایش و اگر منفی باشد سبب کاهش پایداري 

در آزمایشات اخیر نشان داده شده است که این . گردد می
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بینی ترین برنامه جهت پیشبرنامه بهترین و قابل اطمینان
داراي  S583Wجهش . باشد میي ناپایدارکننده ها جهش
15/0DDG=زایش ناچیز پایداري که سبب اف باشد می

این تغییر اسیدآمینه که سبب ).4جدول (گردد می
ممکن شده  70تر پروتئین شوك حرارتی پایداري بیش

این .یکی از علل مقاومت مرغان بومی به گرما باشداست 
در مناطق گرمسیري و استوایی جهان  جهش قبلاًنوع 

 Mazzi(گزارش شده است همچون چین و هند و برزیل 

et al. 2003 .(
-نشان می Swiss-modelيبرنامهطور که نتایج همان

ثیري بر ساختار سه بعدي أاین جهش ت) 6شکل (دهد 

به این پروتئین  اتصالجایگاه ندارد و با توجه به اینکه 
باشد میابتداییيدر ناحیه) ADP(لیگاندش 

ه ب) Wegele 2004() 366و  339و  272هاي اسیدآمینه(
که در انتهاي پروتئین اتفاق افتاده این جهش  رسد مینظر 

ارزیابی مدل توسط . ثیري در عملکرد نخواهد داشتأت
مدل داراي نشان داد که ) 7تصویر(هاي راماچاندران نقشه

آل تغییري ایده يجهش نسبت به مدل طبیعی در منطقه
مجاز و غیرمجاز بسیار ناچیز  يندارد و تغییرات منطقه

این است که این جهش  يیید کنندهأاین موضوع ت .است
)S583W (ثیري در ساختار سه بعدي نداردأت.

تشکر و قدردانی
مین گردیده است لذا از أکشاورزي و منابع طبیعی خوزستان تعلوم دانشگاه  941-47ياین پروژه از طرح شماره يبودجه

.آیدعمل میه شان تشکر بدلیل همکاري صمیمانهه مسئولین پژوهشی دانشگاه ب يکلیه
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Abstract
Heat shock protein 70 (Hsp70) is a chaperone that is expressed in response to stress. The 

purpose of this study was to determine sequences and single nucleotide promotor mutations 
and heat shock gene 70 and to investigate the effect of single nucleotide mutations on the 
three-dimensional structure and thermal shock protein function of Khuzestan native chicken 
strain using bioinformatics methods. To do this research, 20 native blood samples were taken 
from different locations of Khuzestan province. After DNA extraction, using several primers, 
promoter and heat shock protein 70 gene were amplified and sequenced. Three mutations 
were observed throughout the complete heat shock protein 70 gene. The first mutation in 
nucleotide position 259 (A259G) was observed, which guanine replaced adenine. The second 
mutation occurred at the nucleotide position of 277 (C277G), where guanine was replaced by 
cytosine. The third mutation occurred at the nucleotide position of 1749 (C1749G), where 
guanine was replaced by cytosine. In the first and second mutations, there is no change in the 
amino acid, but the mutation at position 1749 causes the serum amino acid to become 
tryptophan. The mutation occurred at the position of 583 amino acid heat shock protein but 
did not change the 3D building and its performance. This amino acid change causes more 
stability in the heat shock protein 70 and maybe one of the reasons for the resistance of the 
native to the heat.

Keywords: Sequencing, Single nucleotide mutation, Promotor, Heat shock protein 70, Native 
chicken
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