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 چکیده

 اهیماریمسئول کنترل مقاومت به ب یکیسرولوژ یگروه خون ای B یژن گاهیعنوان جابا  وریدر ط (MHC) یبافت رشیمجتمع عمده پذ    
 MHCگ به عنوان یک شاخص معتبر برای تایپین LEI0258 ریزماهواره  .است یو انگل یائیباکتر ،یروسیو من،یخود ا یهایماریاز جمله ب

  ود.استفاده شدر مطالعات آکادمیک و کاربردی  های فردی یا نژادیهای مختلف و ویژگیبرای تعیین هویت جمعیتتواند بافتی طیور می
 یورگوشتیط LEI0258مبتنی بر ریزماهواره  MHCهای برای تعیین ژنوتیپ (HRM) دمای شکافتتحلیل دقیق  در این تحقیق از روش

ای مشخص و الکتروفورز و همچنین تحلیل قطعه PCRهای معمول با روش هابدین منظور ابتدا ژنوتیپ استفاده شد.   Ross 308نژاد 
های ونژنوتیپ در آزم 5نمونه  100تعداد از   مورد مقایسه و بررسی قرار گرفتند. HRMشدند و سپس نتایج روش معمول با نتایج آزمون 

 207 و 300، 385، 448 ملکولی با وزن یهاآلل ها شاملاین ژنوتیپ ای مشخص شدند.و الکتروفورز و همچنین تحلیل قطعه PCRمعمول 
  بررسی شد. مختلف ژنوتیپ( برای پنج گرادسانتی )درجه دماشده نسبت به ، تغییرات فلورسانس نرمالHRM تحلیل در   جفت باز بودند.

در مجموع به نظر   را تفکیک کند.زیگوت و هتروزیگوت وو موارد هومهای مختلف قادر است ژنوتیپ HRMنتایج نشان داد که روش 
توان دقیقا اگرچه با این روش نمی  .کار برده طیور ب MHCهای بررسی تنوع ژن برای را بتوانرسد روش تحلیل دقیق دمای شکافت می
 هاترکیب ژنتیکی و تعیین ژنوتیپنتایج برای بررسی  MHCهای بارز ژنهای هر کرومزوم را تشخیص داد ولی با توجه به ماهیت همآلل

 قابل قبول خواهند بود.
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 مقدمه

در ابتدا  وری( در ط1MHC) یبافت رشيمجتمع عمده پذ    

 يیشناسا یکيسرولوژ یگروه خون اي B یژن گاهيبا عنوان جا

مسئول  MHC یهابا توجه به مطالعات متعدد ژن شد. 

 من،يخودا یهایماریاز جمله ب هایماریکنترل مقاومت به ب

از  یاریالبته بس هستند.  یو انگل یائيباکتر ،یروسيو
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1 Major Histocompatibility Complex 

از جمله  یمنيا ستمیوابسته به س ریغ گريد اتیخصوص

 MHC یخوشه ژن با زین واناتیح یدر برخ دیتول زانیم

به  . (Mehrzad and Houshmand, 2025) مرتبط هستند

، دیو رشد و تول هایماریمقاومت به بدر  مهم نقش دلیل

MHC نهیدر زم قاتیتحق یارزشمند برا یبه عنوان شاخص 
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 Moussa) مطرح شده است وریط یورسلامت و بهره

Hassan et al, 2023; Oladejo et al, 2023).   به طور

 شناسیسرم یهابا استفاده از روش MHC هایآللمعمول 

اين اما  ند،وشیم يیاشناس یاختصاص یهاپادتنو با 

 میهای سردر روش . ندردا یاديز یهاتيها محدودروش

 یهاپیهاپلوت عدم توان تشخیصمتقاطع،  یهابروز واکنش

به افراد  ازیو ن کیمرفیپل یهاپادگنحضور  د،يجد

موانعی برای  ديجد یهاپادتن دیتول یمتخصص برا

 پیشنهادی،های از روشيکی   .هستندها تشخیص تنوع آلل

است که در ناحیه خوشه  LEI0258استفاده از ريزماهواره 

ژنتیکی  گرنشانقرار دارد و از آن به عنوان يک  MHCژنی 

 شوداستفاده می طیور MHCهای برای تعیین هاپلوتیپ

(Fulton, 2020). 

 Bاز دو مجموعه مستقل به اسامی  طیور MHCهای ژن    

قرار  16روی کروموزوم  برتشکیل شده است که  RFP-Yو 

کلاس های ژنهر يک از اين دو مجموعه دارای  اند. گرفته

I  وII هايی با هم دارند. تفاوت اریند ولی از نظر ساختهست 

ها را است که آن IIو  Iدارای دو منطقه کلاس  Bمجموعه 

به علاوه در اين مجموعه  دهند. نشان می B-Lو  B-Fبا 

توان آن را وجود دارد که می B-Gمنطقه سومی موسوم به 

يک ريزماهواره تترانوکلئوتیدی  LEI0258  نامید. IVکلاس 

از نظر  که( است TTTC)nبا يک هسته چهار جفت بازی 

 BFهای و بین ژن MHCخوشه ژنی  Bفیزيکی در جايگاه 

اين  قرار دارد. طیور  16درمیکروکروموزوم  BGو 

قرار  MHCهای با آلل 1در عدم تعادل پیوستگی ريزماهواره

های ژنی هايی که در جايگاهدارد، به اين معنی که آلل

تر از آنچه از متفاوتی قرار دارند، با شیوعی به مراتب بیش

-بینی است، به ارث میها قابل پیشجور شدن تصادفی ژن

 80تاکنون حدود  گرنشان اينبرای  . (Fulton, 2020) رسند

شناسايی جفت باز  552تا  182طیف وزنی  با آلل مختلف

                                                           
 

 

 

 

 

از آنچه از يک  را تریتنوع بسیار بیش شده است که

قابل تعداد   .دهدرود، نشان میريزماهواره معمول انتظار می

با  هر يکويژه همراهی ه ب و LEI0258ی هاآلل توجه

آن را به عنوان يک  ،طیور MHCهای مشخص هاپلوتیپ

مطرح  (Immunogenetics) شاخص معتبر ايمونوژنتیکس

های برای تعیین هويت جمعیتتواند کرده است که می

در مطالعات آکادمیک  های فردی يا نژادیمختلف و ويژگی

 .(Ramezani et al, 2024) استفاده شودو کاربردی 

از  LEI0258ريزماهواره های آلل ملکولی برای تشخیص    

ه ( و بPCRمراز )پلی های معمول واکنش زنجیرهروش

توان استفاده دنبال آن الکتروفورز ژل آگاروز يا آکريلامید می

که  هاالکتروفورز برای تشخیص برخی از آللالبته  کرد. 

از توانايی کافی ، هستند ترنوکلئوتید يا کم 5حاصل تغییر در 

مستقیم نیز با وجود اطلاعات تعیین توالی  برخوردار نیست. 

دهد، برای تفکیک دست میه ها بدقیقی که از توالی آلل

 2آللی کافی نیست و مشکلاتی برای تحلیل عدم قطعیت

های بنیان ها بايد روشبرای تشخیص و تفکیک آلل دارد. 

سازی )کلونیگ( و تعیین توالی پلاسمیدهای متعدد را به 

ديگر، برای انجام اين از سويی  های فوق افزود. روش

از  های بالا و زمان زيادی صرف نمود. ها بايد هزينهروش

 DNAای روش کم هزينه تنوع ساختارهای تک رشته

(SSCP3نیز می )های توان برای بررسی تنوع ژنMHC 

اين روش قادر است تفاوت در حد يک  استفاده کرد. 

و نوکلئوتید را نیز تشخیص دهد، اما قابلیت تشخیص 

تکرارپذيری را به شکلی ندارد که بتوان الگوی مشخصی 

 Fulton et al, 2016; Goto et) برای هر آلل تعريف کرد

al, 2002) .  يک روش پیشنهادی برای تعیین تنوع ژنتیکی

روش   نيدر ا است. ( HRM) "4تحلیل دقیق دمای شکافت"

 شيهدف، افزا دیرشته نوکلئوت یپس از افزوده ساز

يا  شدت راتییو دستگاه تغ ردیگیدما صورت م یجيتدر

1- Linkage disequilibrium 

2- Ambiguity 

3- Single stranded conformational polymorphisms 

(SSCP) 

4- High Resolution Melting Curve 
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را  DNA یهااز جدا شدن رشته یفلورسانس ناش سیگنال

 کي ینيگزيمانند جا یکیژنت رییهر تغ . کندیثبت م

 یاضافه شدن بازها، شکل و دما ايحذف  د،ینوکلئوت

 شکافت یمنحن جهیو در نت دهدیم رییرا تغ DNAشکافت 

 توانیم هایمنحن نيا سهيبا مقا . شودیم جاديا یمتفاوت

 صیرا از هم تشخ گوتيو هتروز گوتيهوموز یهانمونه

 يیرا شناسا یکیژنت یهاتنوع قیو دق عيطور سر داد و به

اين روش تاکنون تنها  MHCدر خصوص تايپینگ   کرد.

اما   .(Ben Salah et al, 2021) برای انسان به کار رفته است

های ها با ساير گونهتنوع اين ژنبه دلیل تشابه ساختار و 

را برای طیور نیز به کار  رسد بتوان آنداران به نظر میمهره

چرا که  است،روش به صرفه بودن آن اين از مزايای  برد. 

-با وضوح بالا نسبت به ساير فن DNA شکافتآنالیز 

های برای پروژه و بودهتر های ژنوتیپی مقرون به صرفهآوری

 Yu et) آل استدر مقیاس بالا مناسب و ايدهژنوتايپینگ 

al, 2025; Zhou et al, 2025).  

تحلیل دقیق دمای شکافت برای  از روشدر اين تحقیق     

 LEI0258مبتنی بر ريزماهواره  MHCهای تعیین ژنوتیپ

 ابتدا بدين منظور . شداستفاده   Ross 308نژاد  یورگوشتیط

و  و الکتروفورز PCRهای معمول با روش هاژنوتیپ

مشخص شدند و سپس نتايج   1ایهمچنین تحلیل قطعه

مورد مقايسه و بررسی  HRMروش معمول با نتايج آزمون 

 . ندقرار گرفت

 

 کار مواد و روش

 DNAاخذ نمونه و استخراج 

نمونه خون کامل از طیور  100در اين مطالعه تعداد     

حاوی  هایلوله با گیریخون اخذ شد.  Ross 308گوشتی 

EDTA  با سرعت ها نمونهکوت جهت اخذ بافی وانجام

g600  سپس  شدند. دقیقه سانتريفیوژ  10به مدت

 یدر دما DNAتا زمان استخراج جدا شده و  هاکوتبافی

از  DNAاستخراج   شدند. ینگهدار گرادیدرجه سانت -20

                                                           
 

 DNA (Genomicاستخراج  با استفاده از کیتکوت بافی

DNA Extraction kit, BIONEER , Koreaطبق  ( بر

 .صورت گرفتدستورالعمل سازنده 

 

 LEI0258 زماهوارهیرسازی آلل افزوده

روش  بر اساس LEI0258های ريزماهواره بررسی آلل    

 Fulton et) گرفتصورت ( 2006)و همکاران  Fultonکه 

al, 2006) . واکنش  ،اين اساس برPCR  25در حجم نهايی 

پیکومول از  10ژنومی،  DNAنانوگرم  20میکرولیتر شامل 

 ، dNTPsمولار میلی LEI0258، 2/0هر کدام از پرايمرهای 

يک واحد آنزيم تک پلیمراز  و 2MgClمولار میلی 5/1

(SinaClon, Tehran, Iran ) .های دمايی چرخه انجام شد

دقیقه،  1به مدت  ⁰C94 شامل يک مرحله واسرشتگی اولیه 

به  ⁰C 92ای، شامل مرحله واسرشت چرخه سه مرحله 35

ثانیه،  45به مدت  ⁰C 57ثانیه، مرحله اتصال  45مدت 

 ثانیه و در انتها يک مرحله 45به مدت  ⁰C 72مرحله بسط 

دقیقه  30ساعت و  1به مدت  ⁰C 72 در دمای بسط انتهايی

 فوقباتوالی زير براساس روش  LEI0258های پرايمر بود. 

  : مورد استفاده قرار گرفتند

    5'-CACGCAGCAGAACTTGGTAAGG-3' رای ب

 'AGCTGTGCTCAGTCCTCAGTGC-3-'5 پرايمر رفت و

بانک  Z83781)به شماره دسترسی برای پرايمر برگشت 

 ژن(. 

ژل آگاروز  روی PCRمیکرولیتر از محصول  5 در نهايت    

ولت و  60( با اختلاف پتانسیل 1X TBE)در بافر  درصد 4

آمیزی رنگو ساعت الکتروفورز  3آمپر به مدت میلی 45

ترانس لومیناتور ثبت  UVها با دستگاه تصاوير ژل شد. 

توسط  PCRانجام اندازه هر کدام از محصولات سرو شدند 

  تعیین گرديد. 03/99نسخه  Photocapture افزارنرم

 گذاری شدند.های گوناگون مشخص و نامپروفايل

 

 

1- Fragment analysis 
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 ایقطعه تحلیل

 تحلیلها از يکديگر، از روش تر آللبرای تفکیک دقیق    

ای يک روش دقیق برای قطعه تحلیل ای استفاده شد. قطعه

گرهای ژنتیکی است که اساس آن تفکیک بررسی نشان

بر اساس اندازه و يا طول قطعات )و نه بر  DNAقطعات 

بسیار بالا ت اين روش یحساس ها( است. اساس توالی آن

يک جفت باز را نیز از های آللی در حد بوده و حتی تفاوت

ها ابتدا سازی نمونهجهت آماده دهد. می زتمیيکديگر 

-6با رنگ فلورسنت  LEI0258پرايمر رفت ريزماهواره 

FAM پرايمر متصل شده  5' دار شده )رنگ به قسمتنشان

 با شرايط مشابه مرحله قبل PCRاست( و سپس واکنش 

-رايج FAM-6يا  1کربوکسی فلورسئین-6رنگ  تکرار شد. 

ها دار کردن الیگونوکلئوتیدترين رنگ فلورسنت برای نشان

های تشخیص فلورسنت نیز بوده که با بسیاری از دستگاه

 سازگار است. 

با پرايمر  LEI0258های ريزماهواره که آلل پس از اين    

 PCRمیکرولیتر از محصول  5سازی شدند، دار افزودهنشان

الکتروفورز شد و پس از مشاهده  درصد 4 ژل آگاروز روی

ای به قطعه تحلیلها برای انجام باند قوی و مناسب، نمونه

انستیتو پاستور ايران منتقل  DNAآزمايشگاه تعیین توالی 

میکرولیتر از  5/0ای، قطعه تحلیلبه منظور انجام  شدند. 

گر وزنی میکرولیتر از نشان 5/0با  PCRمحصول 

GS500LIZ2 (Applied Biosystems)  میکرولیتر  9و

  قرار گرفتند. C⁰ 95دقیقه در  3ترکیب شده و  3فرمامید

ای بلافاصله بر روی يخ انتقال داده تک رشته DNAقطعات 

 ABI 3130با استفاده از دستگاه  قطعات شده و سپس

genetic analyzer ( تفکیک شدندApplied Biosystems, 

Foster City, CA, USA .)  نرماز نتايج حاصل با استفاده-

تمامی   .شدند تحلیل 0/1نسخه  Peack scannerافزار 

مراحل فوق بر اساس روش پیشنهادی در مطالعات پیشین 

 .(Fulton et al, 2006)انجام شدند 

دمای منحنی و  (HRMآزمون تحلیل دقیق دمای شکافت )

  (Melt Curve) شکافت

نمونه از محصولات افزوده سازی برای هر  5تعداد     

پروفايل متمايز جهت روش تحلیل دقیق دمای شکافت 

 20سازی به ازای هر به محصولات افزوده استفاده شدند. 

غلظت   اضافه شد. Syto 9میکرولیتر يک میکرولیتر از رنگ 

 و  HRM تحلیلمحاسبه شد.   مولاریلیم 5/2نهايی رنگ 

 Real-time Rotor-Gene Qدر دستگاه  شکافتدمای 

محدوده دمايی  صورت گرفت.  6000مدل Qiagenشرکت 

-درجه سانتی 41/87تا  HRM 59/75 تحلیل برای مناسب

 يیدمادر محدوده  نیز شکافتدمای  تحلیل شد.  تعیینگراد 

اساس حضور بر  . تعیین شدگراد سانتی درجه 5/88تا  73

ی دمای هامنحنیدر مشاهده شده  يک پیک يا دو پیک

ها تشخیص ، هوموزيگوتی و يا هتروزيگوتی نمونهشکافت

به دست آمده از  هاینمودار با مقايسهداده شد و پس از آن 

تحلیل دمای هايی که در نمونه  تايید گرديد. HRM تحلیل

دارای پیک دمايی مشابه بودند بر روی نمودار  شکافت

HRM های مشابه در يک مورد بررسی قرار گرفتند و نمونه

 تیپ قرار داده شدند. 

 

 نتایج

 LEI0258 زماهوارهیرسازی آلل افزوده

شود پس از مشاهده می Figure 1گونه که در  همان    

پنج ژنوتیپ شامل چهار ژنوتیپ هتروزيگوت  ،الکتروفورز

(A-D( و يک ژنوتیپ هوموزيگوت )E .مشاهده شد ) 

، 448های با وزن هده شده شامل آللهای مشاهمچنین آلل

اين اعداد يا وزن دقیق   جفت باز بودند. 207و  300، 385

فراوانی   اند.دست آمدهه قطعه ب تحلیلباندها با روش 

ای از نمونه  .استنشان داده شده Table 1در  هاژنوتیپ

نشان داده شده است. Figure 2 ای درقطعه تحلیلنتايج 

 

                                                           
 

 

 

1- 6-Carboxyfluorescein 

2- Gene Scan 500 LIZ Size standadrd 

3- HiDi Formamide 
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Table 1: Observed LEI0258 genotypes frequencies in Ross 308 samples.  

Genotypes were determined by PCR followed by electrophoresis 
Frequency LEI0258 genotypes (bp) HRM profiles 

11 300/448 A 
13 385/448 B 
38 207/385 C 
15 300/385 D 
22 385/385 E 

100 Total  

 

 

 
Figure 1: Electrophoresis results image. LEI0258 gene amplification products were separated on a 4% 

agarose gel. Wells A to D are heterozygous, and well E is a homozygous sample. 

 

 
Figure 2: An example of fragment analysis. The results indicate LEI0258 gene amplification products with 

sizes of 207 and 385 base pairs. Fragments were separated using an ABI 3130 genetic analyzer, and data 

were acquired based on fluorescence signal. The weight of each band with a distinct peak was determined 

in comparison to a ladder, and the results were analyzed using Peak Scanner software version 1.0. 
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سازی، الکتروفورز پس از به دست آوردن نتايج افزوده    

هايی که صورت بندیدستهبراساس ای تحلیل قطعه و

از هر ژنوتیپ و  (A-E) ها مشخص شدندگرفت ژنوتیپ

تحلیل دقیق دمای شکافت مورد برای  نمونه 5تا  3تعداد 

درجه  90تا  74محدوده دمايی   .بررسی قرار گرفتند

شرايط بهینه برای تحلیل دقیق دمای گراد به عنوان سانتی

 شکافتدمای منحنی تحلیل  تعیین شد.  (HRM) شکافت

(Tm)  گراد درجه سانتی 90تا  74نیز در محدوده دمايی

 صورت گرفت. 

 ، تغییرات فلورسانسHRM و Melt Curve تحلیلدر     

( برای پنج گرادسانتی )درجه دماشده نسبت به  نرمال

صورت نمودار خطی  نتايج به بررسی شد.  مختلف ژنوتیپ

 دماارائه گرديد که در آن روند کاهش فلورسانس با افزايش 

 اين . (Figures 3 & 4) ها مشاهده شدبرای تمامی نمونه

هدف  DNA قطعات شکافتگر تفاوت در دمای کاهش بیان

به شکلی را  بیش نيترشیب E منحنی . در هر نمونه است

رخ  یصورت ناگهان دارد و کاهش فلورسانس بهپیوسته 

توالی يکسان يا هوموزيگوتی دهنده نشان تواندیداده، که م

است اما  B مشابه نمونه Dدر ژنوتیپ  روند کاهش باشد. 

 ی در توالیيهای جزگر تفاوتتر که بیانبا شدت کم

قادر است  HRMنتايج نشان داد که روش   .باشد دوژنوتیپ

 Figures درکه  چنان های مختلف را تفکیک کند. ژنوتیپ

قابل مشاهده است اين روش قادر به تمايز ژنوتیپ   6 & 5

 است. هوموزيگوت از هتروزيگوت نیز بوده

 
 

 

 
Figure 3: HRM diagram. The precise melting curve is shown as a normalized plot, in which the trend of 

decreasing fluorescence is observed with increasing temperature for all samples. Five profiles, A to E, are 

distinguishable in the image. 
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Figure 4: Melt Curve. The results of the melt curve analysis are shown as a graph, where the peak of the 

curve indicates the melting temperature or Tm of the double-stranded DNA. Five profiles for samples A to 

E are distinguishable, with temperature peaks between 78 and 79. 

 

 
Figure 5: Comparison of homozygous and heterozygous samples using the HRM method. In this image, 

HRM results are shown as normalized graphs only for homozygous (E) and heterozygous (B) samples. 

This graph shows the ability to distinguish homozygous genotypes from heterozygous samples. 

 

 
Figure 6: Comparison of homozygous and heterozygous samples using simple Melt Curve analysis. This 

image shows the melt temperature results for differentiating and identifying homozygous (E) and 

heterozygous (B) samples. Here, the peak temperature for the homozygous sample is 79, and the 

heterozygous sample shows two peaks at temperatures of 78 and 84. 



 و همکارانبروجنی عمار رمضانی، غلامرضا نیکبخت

  1404ستان زم، 4نشریه دامپزشكي ایران، دوره بیست و یكم، شماره       50

 بحث

 MHCايمنی، خوشه ژنی  پاسخثر در ؤهای مدر بین ژن    

رمز های اين ناحیه ژندر زيرا  بسیار حائز اهمیت است

 قرار دارندها ژنهای عرضه کننده آنتیملکول کننده

(Fulton et al, 2016) . های جا که ژن از آنMHC  کلاس

يک  وجودند، هستمرفیک بسیار پلیيک و دو متعدد و 

برای تشخیص  نواحی غیر کد شوندهدر  ريزماهوارهگر نشان

 ريزماهواره  ها بسیار کمک کننده خواهد بود.هاپلوتیپ

 کلاس يک ونواحی های با آلل LEI0258 تترانوکلئوتیدی

 Linkage) در عدم تعادل پیوستگی طیور MHCدو 

Disequilibrium) ز اريزماهواره به عبارتی اين   .قرار دارد

 MHCهای های آللتوانايی کافی برای تشخیص هاپلوتیپ

 کندکمک می هاژنوتیپو به تفکیک  استبرخوردار 

(Fulton et al, 2016) . 

برای  Melt Curve و HRMهای از روش اين تحقیق در    

 شکافت منحنی نتايج . شداستفاده  طیورهای تعیین ژنوتیپ

، الکتروفورز و تحلیل PCRمعمول  هایمطابق با روش

های تفکیک پروفايل  بود.( Fragment analysis)قطعات 

HRM نمودار  1با تفاوت نقاط اوج(Tm ) شکافتدمای و 

مشخص درجه  2/0در فواصل دمايی بسیار نزديک با فاصله 

های تفاوت ساده دمای شکافت منحنی اما در مورد  شود.می

گراد برای تفکیک و تمايز تر از نیم درجه سانتیکم

 البته ها از ويژگی و دقت بالايی برخوردار نیستند. ژنوتیپ

نتايج و قدرت تفکیک  ها دردر هر دو مورد تفاوت

توالی نوکلئوتیدی  طول به ساختار و تا حد زيادیها پروفايل

به  ،HRMاز مزايای روش يکی  ريزماهواره مربوط است. 

آوری های نسبت به ساير فن زيرا استصرفه بودن آن 

، به SNP Taqmanتايپینگ يابی و مانند توالی ايپینگ،ژنوت

های برای پروژه روشاين  . تری نیاز داردهزينه و زمان کم

  آل است.در مقیاس بالا مناسب و ايدهها جمعیتژنوتايپینگ 

 ست،ا آن ساده بودن و سريع بودن اين روشاز ديگر مزايای 

برای  ینیاز به تجهیزات اضاف PCRبعد از انجام فرآيند  زيرا

                                                           
 

 

قادر است تعداد بسیار زيادی دستگاه نیست و  HRMانجام 

ژنوتايپ  با دقت بالا و در مدت زمان کوتاه ها رااز نمونه

 Boonyuen et al, 2025; Yu et al, 2025; Zhou et)کند 

al, 2025) . 

توان می HRMکه با روش  نتايج تحقیق حاضر نشان داد    

تفکیک  Eتا  Aهای را در قالب پروفايل LEI0258ژنوتیپ  5

 Real Time) زمان واقعیدر  PCR یهای معمولدستگاه کرد. 

PCR)های جزئی در ، وضوح لازم برای تشخیص تفاوت

ها در برخی دستگاه  با اين حال، را ندارند.  شکافتدمای 

با وضوح  شکافتدقیق دما يا نمودار  تحلیلو  HRM امکان

شناسايی  اين روش قادر به  پذير شده است. امکانبالا 

تواند يک جفت باز هتروزيگوت می بوده وها دوپلکسهترو

 جفت باز شناسايی 544هايی به بزرگی افزودهمنفرد را در 

برای  HRMکنون روش  تا  .(Słomka et al, 2017)د کن

 های حیوانات اهلی مثل گاومیش به کار رفتهتفکیک ژنوتیپ

 ها مشخص شده استاست و تطابق نمودارها با آلل

(Alkafajy et al, 2020) .  و پیوست  شکافتدر فرايند

ناشی از  دوپلکسمحصولات هترومعمولا  DNAقطعات 

ها اين هترودوپلکس  شوند.دو کرومزوم ايجاد میهای رشته

کاملاً  یهادوپلکسموونسبت به ه یترنيیپا یدر دماها

 به یمنحن يیجاو باعث جابه شوندیم از هم جدا ،منطبق

نه نمو کي در که نيبا ا . گردندیم ترنيیپا یسمت دماها

دوپلکس از هترو یمساو ريمقاد رودیانتظار م گوتيهتروز

 انسسفلورسیگنال  رییشود، تغ دیدوپلکس تولمووو ه

 Ben) تر استدوپلکس معمولاً کمشده در گذار هترومشاهده

Salah et al, 2021) . عيبازتوز لیاحتمالاً به دل پديده نيا 

 شکافت نديها در طول فرآدوپلکسمووها به هدوپلکسهترو

مختلف  یهاگوتيهتروزدر مجموع با روش حاضر  . است

ه ک لیدل نيکرد، عمدتاً به ا زيمتما گريکدياز  توانیرا م

 جه،یدر نت ها متفاوت است ودوپلکس آنمحصولات هترو

 .دارند شکافت یکل یدر منحن یسهم متفاوت

1- Peak 



 شکافت یدما قیدقژنوتایپینگ مجتمع عمده پذیرش بافتی طیور با روش تحلیل 

 51      1404تان زمس، 4دامپزشكي ایران، دوره بیست و یكم، شماره  نشریه

 محصولاتها يا آلل طول مطالعه حاضر،بر اساس     

جفت  448تا  207 ها بینتحلیل قطعه در PCRحاصل از 

و نه  MHC های مختلفهای کلاسآلل در مورد بود.  باز

وجود نوکلئوتید چندين تفاوت بین معمولاً ريزماهواره، 

 بر اساس تفاوت در نوکلئوتیدها همسان و افراد غیر رددا

تفاوت اندازه  LEI0258در مورد  . هستندقابل شناسايی 

  کند.ها نیز به تفکیک و قدرت تشخیص کمک میافزوده

نواحی  برای HRM تحلیلنشان داده شد که تحقیق  اين در

تواند هويت می LEI0258مثل ريزماهواره با چندشکلی بالا 

يکسان،  شکافتهای منحنی ژنوتیپی را تعیین کند. 

های متفاوت، منحنیاند و را نشان دادهيکسان  یهاژنوتیپ

همچنین بررسی نتايج نشان داد که   .متفاوتی هاژنوتیپ

های هوموزيگوت را از اين روش قادر است ژنوتیپ

 ،پیش از اين . (Figures 5 & 6هتروزيگوت تفکیک کند )

به کار رفته و در سگ  MHCبرای تايپینگ  HRMروش 

 امکان تفکیک ژنوتیپ هتروزيگوت از هوموزيگوت 

ه در اشکال ب  .(Vahedi et al, 2018) شده است گزارش

دست آمده ژنوتیپ هوموزيگوت با يک انحنا در نمودار 

HRM و يک پیک دمايی در نمودار منحنی مشخص می-

های هتروزيگوت دارای دو انحنا در مقايسه ژنوتیپ شوند. 

 نمودار در (Shoulder Peakای )يا به عبارتی پیک شانه

HRM در منحنی قابل تفکیک هستند. ،و با دو پیک دمايی  

رسد استفاده از روش تحلیل دقیق در مجموع به نظر می

 MHCهای دمای شکافت کاربرد زيادی در بررسی تنوع ژن

 Abdel karim and Noori, 2025; Costamilan)کند  پیدا

et al, 2025; Manjula et al, 2025). 

از توان می MHC برای تعیین هويت ژنوتیپیدر آينده     

 شکافت و با وضوح بالای ساده يا دقیق هایتحلیل منحنی

 ويژه برایه ب MHC یپیژنوتتعیین هويت  . استفاده کرد

 بافت يا اهداکننده و گیرنده پیوندغیرخويشاوند های جفت

در دامپزشکی نیز  . لازم استساز های بنیادی خونسلول

و اصلاح  های پرورشبرنامهبه  های ايمنیتعیین هويت ژن

ها با مقاومت و کشف ارتباط اين ژن نژاد و همچنین

با استفاده از اين  . کندمیکمک  هاحساسیت به بیماری

نی بر مبت ینگهای آللی که حتی در تايپرفع ابهامبه ، روش

های زيرا تطابق منحنینیازی نخواهد بود ند، جتوالی نیز راي

از  . استدهنده تطابق توالی در هر لوکوس نشان شکافت

امکان بررسی تعداد زيادی از  کارسرعت بالای  سوی ديگر

اهداکنندگان بالقوه برای يک بیمار را در يک روز فراهم 

 مبتنی بر گینتر از تايپای بسیار کمکند، آن هم با هزينهمی

. نوکلئوتیدی توالیتعیین  کلونیگ و

 

 و قدردانی تشکر

نويسندگان از حمايت معاونت پژوهشی دانشکده دامپزشکی دانشگاه آزاد، واحد علوم و تحقیقات و آزمايشگاه دامپزشکی     

 کنند.تسهیلات آزمايشگاه و همکاری فنی تشکر و قدردانی می پاستور تهران برای فراهم نمودن شرايط و
 

 تعارض منافع

 هیچ تعارض منافعی با تحقیق حاضر ندارند. کنند کهنويسندگان اعلام می    
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 اين تحقیق با هزينه شخصی دانشجو انجام شده است.    
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Abstract 
    The chicken major histocompatibility complex (MHC), known as the B-locus or serological blood group, is 

responsible for controlling autoimmune and resistance to viral, bacterial, and parasitic diseases. The microsatellite 

LEI0258, as a reliable marker for avian MHC typing, can be used to determine the identity of different populations 

and individual or breed characteristics in academic and applied studies. In this study, High Resolution Melting 

(HRM) analysis was used to determine MHC genotypes based on the LEI0258 microsatellite in Ross 308 broiler 

chickens. To this end, genotypes were first determined by conventional PCR and electrophoresis methods, as well 

as fragment analysis, and then the findings were compared and analyzed with the results of the HRM assay. From 

100 samples, 5 genotypes were identified in conventional PCR and electrophoresis assays, as well as fragment 

analysis. These genotypes included alleles with molecular weights of 448, 385, 300, and 207 base pairs. In HRM 

analysis, normalized fluorescence changes versus temperature (degrees Celsius) were evaluated for five different 

genotypes. The results showed that the HRM method is capable of discriminating different genotypes as well as 

homozygous and heterozygous cases. Overall, it seems that the high-resolution melting analysis method can be 

applied to study the diversity of avian MHC genes. Although this technique cannot precisely identify the alleles 

of each chromosome, due to the co-dominant nature of MHC genes, the results are acceptable for assessing genetic 

composition and determining genotypes. 
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