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مطالعه چندشکلی در ژن دی آسيل گليسرول آسيل ترانسفراز 
)DGAT1( شترهای تک کوهانه خوزستان

bb

چکيد ه 

ژن DGAT1 با کد کردن آنزیم دی آسيل گليسرول آسيل ترانسفراز )DGAT1( نقش اصلی را در ساخت تری گلیسیرید و چربی شیر دارد. 
تحقیقات اخیر نشان داده که چندشکلی در ژن DGAT1 بر صفت تولید شیر موثر است. لذا هدف از این تحقیق بررسی چندشکلی اگزون 
14 ژن DGAT1 در شترهای تک کوهانه خوزستان با استفاده از روش چندشکلی شکل فضایی رشته های منفرد )SSCP( بود. برای انجام 
 DGAT1 یک قطعه 310 جفت بازی از اگزون 14 ژن ، DNA این آزمایش از 80 نفر شتر تک کوهانه خونگیری به عمل آمد. پس از استخراج
با استفاده از واکنش زنجیره پلی مراز )PCR( تکثیر گردید. در این مطالعه 6 الگوی باندی متفاوت به عنوان شش ژنوتیپ متفاوت شامل 
AA، AB، BB، CC، DD و EE به ترتیب با فراوانی های 45 ، 33/75 ، 5، 3/75 ، 2/5 و 10 درصد و پنج نوع آلل A، B، C، D و E به 
ترتیب با فراوانی های 0/619، 0/219، 0/038، 0/025، 0/1 شناسایی گردید. بعلاوه، آزمون کای مربع نشان داد که جمعیت در این جایگاه در 
تعادل هاردی- وینبرگ قرار ندارد. تعداد آلل موثر، شاخص شانون، هتروزیگوسیتی مورد انتظار و مشاهده شده برای این جایگاه به ترتیب 
2/259، 1/07، 0/557 و 0/338 محاسبه گردید. این نتایج نشان دهنده ی وجود چندشکلی است اما نشان می داد که میزان هتروزیگوسیتی 
در جمعیت مورد مطالعه کم است. پیشنهاد می گردد با تدوین برنامه های اصلاح نژادی مناسب تنوع موجود در جمعیت شتر تک کوهانه 

خوزستان افزایش داده شود.
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The Diacylglycerol O-Acyltransferase 1 (DGAT1) gene plays a key role in the production of triglycerides and milk 
fat by encoding the enzyme DGAT1. Recent research has shown that polymorphisms in the DGAT1 gene affect milk 
production. Therefore, the aim of this study was to investigate polymorphism in exon 14 region of DGAT1 gene in 
Khuzestan dromedary camels (Camelus dromedarius) using PCR-SSCP method. To perform this experiment, blood 
samples were collected from 80 dromedary camels in Khuzestan province. After DNA extraction, a 310-bp fragment 
of exon 14 region of DGAT1 gene was amplified using polymerase chain reaction (PCR). Six different SSCP patterns, 
including six different genotypes of AA (45%), AB (33.75%), BB (5%), CC (3.75%) , DD (2.5%) and EE (10%) and 
five alleles including A (0.619), B (0.219), C (0.038), D (0.025) and E (0.1) were identified. Moreover, the chi-square 
(χ2) test showed that the population was not in Hardy-Weinberg equilibrium. The number of effective alleles, Shannon 
index, expected and observed heterozygosity for this site was calculated 2.259, 1.07, 0.557 and 0.338, respectively. The 
results indicated polymorphism and low heterozygosity in the population under study. It is suggested to increase the 
diversity in the dromedary camel population of Khuzestan by developing appropriate breeding programs.
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مقدمه
رشته های  پررونق ترین  و  معمول ترین  از  یکی  قدیم الایام  از  ایران  در 
به  حیوان  این  است.  بوده  شتر  نگهداری  و  پرورش  کشور،  دامپروری 
از  استفاده  و  نظامی  کارهای  نقل،  و  ازجمله حمل  مختلفی  منظورهای 
پشم، کرک، شیر و گوشت پرورش داده می شود. اگرچه در شرایط اقتصادی 
فعلی و توسعه وسایل حمل ونقل ماشینی این حیوان دیگر قادر به اجرای 
پیشرفت  حال  در  و  متحول  جامعه  در  خود  قبلی  نقش های  از  بسیاری 
نمی باشد، ولی باید توجه داشت که نقش اقتصادی آن نه تنها کاهش نیافته 
بلکه روز به روز نیاز به محصولات آن بیشتر و ارزش اقتصادی آن افزایش 
 (Camel dromedaries) نوع تک کوهانه  از  بیشتر  ایران  در  شتر  می یابد. 
(Camel bactrianus) در  است و به تعداد خیلی کم شترهای دوکوهانه 
استان اردبیل وجود دارد. بر اساس اطلاعات موجود به دلیل عدم توجه 
به این دام، تعداد آن ها در حال کاهش است. لذا در واقع یک جمعیت در 
معرض انقراض به حساب می آید )15(. شتر یک کوهانه به علت مقاومت 
بالا در برابر استرس گرمایی جایگاه ویژه ای در میان دام های اهلی دارد و 
به سبب تأمین گوشت، شیر و حمل انسان و بار اهمیت اقتصادی ویژه ای 

در مناطق گرم و خشک کشور دارد )17(.
آنزيم میکروزومی  ترانسفراز )DGAT1( يک  دی آسيل گليسرول آسيل 
نقش  ژن  اين  دارد.  ليپيد  گليسرو  متابوليسم  در  مهمی  نقش  که  است 
کليدی در کنترل سنتز تري گليسريد در سلول های چربی دارد. اين آنزيم 
گليسرول  آسيل  دی  تبديل  يعنی  تری گلیسیریدها،  سنتز  نهايی  مرحله 
 DGAT1 را کاتاليز مي نمايد. ژن ،(TAG) به تری آسيل گليسرول (DAG)
با کد کردن آنزيم دي آسيل گليسرول آسيل ترانسفراز DGAT نقش اصلي 
تک  شتر   DGAT1 ژن   .)3( دارد  شير  چربي  و  گليسيريد  سنتزتری  در  را 
می باشد.  اگزون   16 دارای  و  دارد  قرار   25 کروموزوم  روی  بر  کوهانه 
بخش کدکننده این ژن دارای 1265 جفت نوکلئوتید بوده و یک پروتئین 

421 اسیدآمینه ای را کد می کند.
مقدار  و  بافت ها  توسعه  و  رشد  روی   DGAT1 آنزیم های  کارایی  عدم 
چربی شیر و کیفیت گوشت اثر منفی دارد. کمبود این آنزیم در شیر سبب 
کاهش چربی شیر و در گوشت سبب کاهش لطافت آن می شود )5(. به  
طورکلی جمعیت شترهای یک کوهانه کشور به  عنوان یکی از نژادهای 
با ارزش دامی در دهه های اخیر به شدت کاهش یافته و از طرف دیگر 
شیر شتر خاصیت های فراوان دیگری دارد ولی متأسفانه هنوز جایی در 
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سفره غذایی ما پیدا نکرده است. از آنجایی که ژن DGAT1 بر روی چربی 
شیر مؤثر است لذا بررسی جایگاه کنترل کننده آن می تواند حائز اهمیت 
باشد. همچنین اندازه گیری تنوع ژنتیکی جمعیت دامی، اطلاعاتی را در 
مورد خصوصیات نژادی ارائه می دهند که می تواند در اجرا و مدیریت 
برنامه حفظ نژادهای بومی کمک نماید. چندین گزارش تنوع ژنتیکی را 
در شتر تک و دو کوهانه ایران مورد بررسی قرار داده اند )2، 15 و 16(. 
در  فراوانی  به   DGAT1 ژن  اگزون های مختلف  در  همچنین چندشکلی 
گاو )10 و 8(، گوسفند )1، 20 و 22(، بز )18( و گاومیش )13 ، 21 و 19( 
گزارش شده است. بعلاوه محققین ایران چندشکلی ژن DGAT1 در گاو 
)9 و 14(، بز )3(، گوسفند )1، 6 و 12( و گاومیش )11( را مورد بررسی 
قرار دادند اما تاکنون اطلاعاتی در مورد چندشکلی ژن DGAT1 در شتر 
ارائه نشده است. لذا در این مطالعه چندشکلی اگزون 14 ژن DGAT1 در 
 PCR-SSCP جمعیت شترهای تک کوهانه خوزستان با استفاده از تکنیک

مورد بررسی قرار گرفت. 

مواد و روش کار
دم  و  وداج  ورید  از  نفر شتر  از 80  پژوهش خونگیری  این  انجام  جهت 
با  )از شهرهای شوش و هویزه(  جمعیت شترهای تک کوهانه خوزستان 
استفاده از سرنگ و لوله های خلأ حاوی ماده ضدانعقاد EDTA صورت 
گرفت. نمونه های جمع آوری شده در دمای 20- درجه سانتی گراد تا زمان 
از روش  با استفاده   DNA استخراج در فریزر نگهداری شدند. استخراج 

استخراج شده   DNA کیفیت  تعیین  گرفت. جهت  انجام  استخراج نمکی 
از دستگاه نانودراپ ساخت کشور آمریکا مدل 2000، استفاده شد. برای 

تعیین کیفیت DNA استخراج شده از ژل آگارز 1% استفاده گردید.
از  بازی  جفت   310 قطعه  تکثیر  به منظور   ،DNA استخراج  از  پس 
دسترسی  کد  با   NCBI سایت  در  شده  ثبت   DGAT1 ژن  توالی  روی 
XM_010998760.1 ، یک جفت آغازگر رو به جلو و برگشتی با استفاده 
از برنامه وکتور NTI طراحی گردید. طول آغازگر رو به جلو و برگشتی 
به ترتیب 23 و 21 نوکلئونید طراحی شد )جدول 1(. برنامه حرارتی اجرا 
شده جهت انجام واکنش زنجیره ای پلیمراز (PCR) در جدول 2 ارائه شده 

است. 
انجام  استفاده گردید. جهت   SSCP تکنیک  از  برای تشخیص چندشکلی 
تکنیک SSCP، مقدار 5 میکرولیتر از محصولات تکثیرشده با 5 میکرولیتر 
زایلن  درصد   0/025 فرمامید،  درصد   0/98 شامل   SSCP بارگذاري  بافر 
سیانول، 0/025 درصد بروموفنل بلو و mM 10 از EDTA مخلوط شد. 
بعد از اضافه کردن DNA، میکروتیوب ها براي مدت 10 دقیقه در دماي 
95 درجه سانتی گراد قرار داده شدند. سپس، بلافاصله پس از خارج کردن، 
میکروتیوب ها روي یخ قرار گرفتند. بعد از گذشت 5 دقیقه 10 میکرولیتر 
استفاده  با   SSCP بارگذاري  بافر  با  همراه   PCR محصولات  مخلوط  از 
از سیستم الکتروفورز عمودي با ولتاژ 160 به مدت 12 ساعت روي ژل 

آکریل آمید 8 درصد الکتروفورز شد.

جدول 1- توالي و خصوصيات پرايمر مورد استفاده در اين مطالعه.

جدول 2- برنامه حرارتی واکنش زنجیره ای پلیمراز.

توالی پرايمر3   5   دمای اتصال )سانتیگراد(اندازه محصول )جفت باز(

31057

F: 5'-TGTGTCCCCAGATCCCGCTA  -3' 

F: 5'-ACCTTCGGACCCTTGGGCR-3' 

PCR زماندرجه حرارتسیکل مراحل

3 دقیقه95واسرشته سازی اولیه

30 ثانیه95واسرشته سازی

30 ثانیه57اتصال آغازگر

45 ثانیه72بسط

10دقیقه72بسط نهایی
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برای تهیه ژل پلی اكریل آمید 8 درصد 18 سی سی آب دو بار تقطیر را در 
داخل بشر ریخته سپس 6 سی سی از محلول اکریل آمید به آن اضافه کرده 
و بلافاصله 6 سی سی 5X(TBE( به آن اضافه کردیم، 300 میکرولیتر از 
محلول آمونیوم پرسولفات نیز به آن اضافه شد و در مرحله آخر مقدار 50 
میکرولیتر TEMED را به محلول اضافه کردیم. براي مشاهده ژنوتیپ ها 

از رنگ آمیزي نیترات نقره استفاده شد )16(.
 Excel برنامه  توسط  داده ها  کلیه  نمونه ها،  تمام  ژنوتیپ  تعیین  از  پس   
مرتب شد و سپس وارد نرم افزار GENALEX 6.3 گردید و فراوانی آللی، 

ژنوتیپی و وجود تعادل هاردی وینبرگ مورد بررسی قرار گرفت. 

نتایج 
از  استفاده  با   PCR پلیمراز، محصولات  زنجیره ای  واکنش  انجام  از  پس 

الکتروفورز با ژل آگارز )2%( مورد بررسی قرار گرفتند. مشاهده تک باند 
در محدوده ی 310 جفت نوکلئوتید در مورد همه نمونه ها، بیانگر صحت 

انجام آزمایش و تکثیر قطعه ی موردنظر می باشد )شکل 1(.
در این پژوهش با استفاده از تک رشته ای کردن ژن DGAT1 شش الگوی 
باندی در شترهای تک کوهانه مشاهده گردید )شکل 2(. تعداد مشاهده 
شده و مورد انتظار هر ژنوتیپ و فراوانی های ژنوتیپی و آللی در اگزون 
14 ژن DGAT1 در جدول 3 ارائه شده است. همان طور که در جدول 3 
نشان داده شده است چندشکلی در این جمعیت به صورت پنج نوع آلل و 

شش نوع ژنوتیپ مشاهده گردید.
در این بررسی الگو ژنوتیپی شماره یک بیشترین تعداد و فراوانی ژنوتیپی 

و الگوی ژنوتیپی 5 کمترین تعداد و فراوانی را دارد.
نتایج آزمون مربع کای )جدول 3( نشان داد که جایگاه مورد بررسی از 

.bp100 مارکر :M .بر روی ژل آگارز 2 درصد DGAT1  شکل 1- الکتروفورز محصول واکنش زنجيره اي پليمراز اگزون 14 ژ ن

.bp100 مارکر : M .DGAT1 اگزون 14 ژن PCR محصولات SSCP شکل 2- 6 الگوی باندی مشاهده شده از
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تعادل هاردی-وینبرگ خارج شده   و کای مربع بسیار معنی دار بود )0/001 
 .) P <

میزان هتروزیگوسیتی مشاهده شده و مورد انتظار، تعداد نمونه، تعداد 
آلل واقعی و اندازه آلل موثر در اگزون 14 ژن DGAT1 جمعیت شترهای 

تک کوهانه استان خوزستان در جدول 4 ارائه گردیده است. 

بحث 
تک  که جمعیت شترهای  داد  نشان   )3 )جدول  کای  مربع  آزمون  نتایج 
نیست. مهم ترین عوامل  تعادل هاردی وینبرگ  دارای  کوهانه خوزستان 
عدم برقراری تعادل هاردی وینبرگ در جایگاه مورد مطالعه را می توان 
و  مهاجرت  انتخاب،  نظیر  تعادل  زننده  برهم  عوامل  وجود  بدلیل 

آمیزش های غیرتصادفی برشمرد.
استفاده  جایگاه ها  چندشکلی  میزان  تعیین  برای  که  معیارهایی  از  یکی 
است.   (Na) مشاهده شده  آلل  تعداد  و   (Ne) موثر  آلل  اندازه  می شود 
اندازه آلل موثر عکس هموزایگوسیتی مورد انتظار می باشد. این معیار در 
شرایطی که همه آلل ها دارای فراوانی یکسانی بوده و تحت تأثیر آلل های 
نادر قرار نگیرند بیانگر تعداد آلل هایی است که هتروزیگوسیتی یکسان، 
شده  مشاهده  آلل  تعداد  با  زمانی  تنها  مؤثر  آلل  تعداد  می نماید.  ایجاد 
(Na) برابر خواهد بود که همه آلل ها فراوانی مشابهی داشته باشند ولی 
 (Na) کمتر از تعداد آلل مشاهده شده (Ne) در اکثر موارد تعداد آلل مؤثر

است )7(. همانطور که در جدول 4 ارائه شده است اندازه آلل موثر در 
اگزون 14 ژن DGAT1 برابر با 2/259 بود. اندازه آلل موثر از تعداد آلل 
مشاهده شده کمتر است. در جایگاهی که تفاوت بین دو عامل زیاد باشد 
دلیل بر وجود فراوانی بالا در آن جایگاه است. این عدد نشان می دهد 
که میزان تنوع کم است. بیشترین تعداد آلل موثر )4 آلل( هنگامی ایجاد 

می شود که فراوانی هیچ آللی بیشتر از 0/5 نباشد. 
هتروزیگوسیتی  همچون  شاخص هایی  تعیین  با  جمعیتی  درون  تنوع 
 (I) شاخص شانون ،(He) هتروزیگوسیتی مورد انتظار ،(Ho) مشاهده شده
مورد بررسی قرار گرفت )جدول 4(. همانطور که در جدول 4 نشان داده 
شده است میزان هتروزیگوسیتی مشاهده شده ژن DGAT1 در شترهای 
نتیجه  می توان  به  این ترتیب   )0/338( می باشد  پایین  نسبتاً  تک کوهانه 
گرفت میزان تنوع این جایگاه در این جمعیت پایین است. دلیل اهمیت 
می باشد  جمعیت  در  ژنوتیپ ها  از  وسیعی  طیف  ایجاد  هتروزیگوت ها 
زندگی  شانس  شدن  کم  نشان دهنده  پایین  هتروزیگوسیتی  وجود  و 

هتروزیگوت ها می باشد.
شاخص شانون برای این جایگاه 1/07 می باشد )جدول 4( که تنوع کم این 
جایگاه در جمعیت شترهای خوزستان را تایید می کند. جمعیت شترهای 
خوزستان به صورت یک جمعیت بسته است. منظور از جمعیت بسته، 
جمعیتی است که در آن تمام حیوانات نر و ماده در طی نسل های مختلف 
در خود جمعیت ایجادشده و هیچ گونه حیوانی از خارج وارد جمعیت 

جدول 3- فراوانی ژنوتیپی و آللی ژن DGAT1 در جمعیت شترهای تک کوهانه خوزستان.

ژنوتیپ   
تعداد 

مشاهدات       

درصد فراوانی                  

ژنوتیپی

درصد فراوانی آللی                                      
مربع کای

             A         B         C       DE

AA3645

0/6190/2190/038    0/0250/1
         
240/15

AB2733/75

BB45

CC33/75

DD22/5

EE810

80100کل                                               

جدول 4- پارامترهای آماری برآورد شده برای تنوع ژنتیکی اگزون 14 ژن DGAT1 شترهای تک کوهانه خوزستان.

تعداد آلل واقعی (Na)تعداد الل موثر (Ne)شاخص شانون (I)هتروزیگوسیتی مورد انتظارهتروزیگوسیتی مشاهده شدهجایگاه ژنی

DGAT10/3380/5571/072/2595
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نشده است. در صورتی که تعداد افراد در این جمعیت های بسته نسبتاً کم 
باشد احتمال جفت گیری بین افراد خویشاوند نسبتاً زیاد بوده و در نتیجه 
بالا  در جمعیت  یا خلوص  متوسط ضریب هم خونی  این جفت گیری ها، 

خواهد رفت. در نتیجه هتروزیگوسیتی کاهش پیدا خواهد کرد.
نتایج نشان می دهد که درصد حیوانات هتروزیگوت مشاهده شده کمتر 
به  را می توان  این موضوع  از حیوانات هموزیگوت مشاهده شده است. 
هم خونی  افزایش  سبب  که  دانست  مؤثر  جمعیت  بودن  کوچک  علت 
می گردد. کوچک بودن جمعیت و بسته بودن آن منجر به کاهش تلاقی 

غیر خویشاوندی در جمعیت و در نهایت افزایش هم خونی می گردد.
در رابطه با چندشکلی ژن DGAT1 در شتر در هیچ گزارشی ارائه نشده 
است اما در دام های دیگر ارائه شده است. نتایج این مطالعه با نتایج دیگر 
DGAT1 در دام های مختلف مانند گاو  محققین که چندشکل بودن ژن 
)9، 12، 8 و 10(، گوسفند )20، 6، 1، 12 و 22(، بز )3 و 18( و گاومیش 
)13 ،11 ، 19 و 21( را گزارش کرده اند مطابقت دارد. روش های بررسی 
گزارشات  بعضی  است  بوده  متفاوت  مختلف  آزمایشات  در  چندشکلی 
 SSCP استفاده نمودند )9، 14، 12( و برخی از تکنیک RFLP از تکنیک
استفاده کردند )3(. به همین دلیل تعداد باندهای مورد مشاهده متفاوت 
است. همچنین اگزون های متفاوتی در تحقیقات مختلف در نظر گرفته 
بز  در  را   DGAT1 ژن  اگزون 17  گزارش چندشکلی  در یک  است.  شده 
باندی  الگوی  SSCP مورد بررسی قرار دادند و 4  از تکنیک  با استفاده 
 SSCP را گزارش نمودند )3(. همچنین در تحقیقی با استفاده از تکنیک
چندشکلی اگزون 7 تا 9 ژن DGAT1 گاومیش را مورد بررسی قرار دادند 

و 3 الگوی باندی گزارش نمودند )13(. 
Sardari و همکاران )1390( تنوع ژنتیکی شتر تک کوهانه را در شهرهای 
مختلف استان خوزستان با استفاده از نشانگر ریزماهواره بررسی نمودند. 
در تحقیق مذکور محققین نشان دادند که تنوع در تمامی جایگاه ها وجود 
دارد و متوسط هتروزیگوسیتی در سال 1390 حدود 0/62 برآورد گردید 
 0/38 تحقیق حدود  این  در  متوسط هتروزیگوسیتی  که  حالی  در   .)16(
برآورد گردیده است. کمتر تخمین زده شدن میزان هتروزیگوسیتی نسبت 
به قبل تا حدودی می تواند مربوط به تعداد نمونه ها باشد. تعداد نمونه ها 
در تحقیق Sardari و همکاران )1390( 150 نفر بوده و در این تحقیق 80 
نفر بوده است. اما به نظر می رسد در طی سالیان گذشته به مرور زمان 

تنوع شتر تک کوهانه خوزستان کمتر شده است.

نتیجه گیری کلی
بررسی  را در شتر مورد  تحقیقی است که چندشکلی  اولین  گزارش  این 
قرار می دهد. الگوی الکتروفورزی حاصل از تک رشته ای کردن محصولات 
در شترهای   DGAT1 ژن   14 اگزون  بازی  310 جفت  قطعه  آر  پی سی 
تک کوهانه خوزستان 6 الگوی باندی را ارائه داد. ارزیابی و مقایسه بین 
داده ها نشان داد که در جمعیت هموزیگوسیتی بیشتر از هتروزیگوسیتی 
برقرار نمی باشد.  نیز در جمعیت  تعادل هاردی –واینبرگ  وجود دارد و 
در طی سالیان گذشته به دلیل جفت گیری های درون گروهی هم خونی 
در گله افزایش یافته و سبب کاهش تنوع ژنتیکی گردیده است. بنابراین 
پیشنهاد می گردد با تدوین برنامه های اصلاح نژادی مناسب تنوع موجود 

در این جمعیت افزایش داده شود.
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