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 چکیده 

های آژ با رومانوف بود. در اسن مطااعب از  های نژاد خااص عربی و آمیخیبهدف از پژوهش حاضرر، مااسسرب بیاژ  ژ لااساسریا ین در بره

های همسرن با اسریهاده از رو  عربی و دورگب در قااب طرح لاملا  صرادفی با دو  یمار و هترت  کرار اسریهاده  رد. میشراس بره  16

ها پا از  واد در  رراس  سکسراژ پرور  داده  لاپاراسرکوپی با اسرسرق قور رومانوف پا از همزماژ سرازی فحتی  تایص مصرنوعی  ردند. بره

گیری از قسمت ماهیچب لانکیسموس اومبروق از سمت راست داق   ردند و در سرن  رش ماهکی لتریار  ردند. بلافاصرتب پا از لتریار، نمونب

 3مورد اسریهاده قرار گرفت.  ژ گتیسرر آاددید   cDNAلل، لیهیت و لمیت آژ بررسری  رد و برای  واید  RNAانجاق  رد. پا از اسریخرا   

 Real-timeها اسریهاده  رد. در نهاست بیاژ  ژ لااساسریا ین بب لم   ادهدار جهت نرمال نمودژ دفسرها  دهیدرو ناز بب عنواژ  ژ خانب

qPCR های بیاژ  ژ از نرق افزار ارزسابی  ررد. برای  جزسب و  حتیل دادهSAS  وREST   اسرریهاده  ررد. نیاسن اسن  حایا نترراژ داد لب

 ر برابر بیش  3/1های آمیخیب رومانوف بوده اسرت. میزاژ بیاژ  ژ لااساسریا ین در بره × رسن سرطص بیاژ مربو  بب گروه آمیخیب عربی بیش

 واند  اثیر بسزاسی بر عمتکرد  ژ لااساسیا ین  گری می واند  اسید لننده اسن امر با د لب آمیخیب(. اسن نیاسن میP˂05/0از نژاد عربی بود )

 نسبت بب گروه خااص دا یب با د. 

 . Real-time qPCR و  رومانوف، بیان ژن، کالپاستاتین  ×عربی   آمیخته:  های لتیدیوا ه
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 مادمب 

مدیریت متمرکز یا نیمه متمرکز بازده پایین تولیدی و تولید مثلی اغلب نژادهای بومی گوسفند باعث شده است تا پرورش و  

باشتد. برای نیا به  های جاری عملا غیر ممکن میها با هدف کاهش وابستتگی به مرتع و تولید صتنعتی به دلیا افزایش هزینهآن

دامداران های نگهداری گوسفند در سیستم نیمه متمرکز راهکارهایی برای افزایش درآمد این هدف باید همزمان با افزایش هزینه

باشتد. کیفیت ترین منابع تامین پروتئین مورد نیاز بدن، گوشتت ررمز می(. یکی از اصتلیFerreira et al., 2015نیز اتخاذ شتود  

گوشتت مرترفی ت ت تاثیر خرتوصتیات مختلفی از ربیا ،اهر، رنح، م توی ،ربی، مزه، بافت و تردی آن استت که به همین  

(. نژادهای زیادی وجود دارند که  Dehnavi et al., 2011رستند  های مؤثر بر تردی گوشتت ضتروری به ن ر میدلیا مطالعه ژن

ترین روش برای بهبود رانتدمتان تولیتد  گری اغلتب بته عنوان ستتتریعاز ن ر صتتتفتات مهم ارترتتتادی بتا هم متفتاوت بوده و آمیختته

های مختلف را با استتفاده از روش مطلوب نژادکنند تا صتفات باشتد و پرورش دهندگان بطور مداوم ستعی میگوستفند مطرح می

هایی که  (. با توجه به توستعه این صتنعت پرورش دامSeyed Sharifi & HamzehZadeh, 2015گری ترکیب نمایند  آمیخته

گری با هدف افزایش توانایی تولید دام از طریق استتفاده های آمیختهشتود. برنامهاز پتانستا باتتری برخوردار باشتند ااستای می

شتوند  ها بر روی صتفات مهم ارترتادی، طراای میها و اثرات هتروزیس ااصتا از این ترکیباز استتعداد نژادها و ترکیبات بین آن

 Lupton et al., 2004)گری متعددی انجام شتتده استتت. این ت تیتات عمدتا بر روی . در گوستتفند و بز، آزمایشتتات آمیخته

(. کالپاستتاتین به عنوان ی  ژن کاندیدا مورد توجه استت و  Taba et al., 2001گوشتت بوده استت  صتفات تولید بره یا تولید 

ها م ستوب ها استت. کالپاستتاتین به عنوان ی  ژن کاندیدای بستیار عالی، برای کنترل رشتد در دامممانعت کننده خاص کالپین

 Beyon etر استت  های مختلف تاثیرگذاشتود و بر صتفات تولیدی مختلفی از جمله صتفات رشتد، تشته و تردی گوشتت در داممی

al., 2008های تجزیه کننده  ها درون ستلول ماهیهه استت و باعث مهار فعالیت آنزیم(. کالپاستتاتین پروتئین مهار کننده کالپین

در تجزیه میوفیبریا نتش   uها به خرتتوص کالپین  شتتود. کالپینکالپین می  µکالپین و  mپروتئینی وابستتته به کلستتیم به نام  

های ماهیهه نتش مهمی در افزایش سترعت رشتد ها و جلوگیری از تجزیه میوفیبریادارد و از این رو کالپاستتاتین با مهار کالپین

گوستفند ررار دارد  5کند. ژن کالپاستتاتین روی کروموزوم شتماره در دوران ایات و کاهش تردی گوشتت پس از کشتتار ایفا می

 BeakerStaf et al., 2006ترین ستیستتم تن یم کننده فعالیت کالپین درون ی و مهم(. کالپاستتاتین به عنوان مهار کننده داخل

(. اندازه ستلول علاتلانی در تعادل بین متدار پروتئین ستنتز شتده و متدار پروتئین  MohammadAbadi, 2013ماهیهه استت  

باشتد که تن یم کننده عمده پروتئین علاتلات استت. وجود آن تجزیه شتده استت. ستیستتم کالپین ی  مجموعه پروتئولیتی  می

م استت که نتش استاستی در رشتد های علاتلانی ثابت شتده استت. این ستیستتم شتاما پروتئازهای وابستته به کلستیدر همه ستلول

هتا در طول ایتات  هتای کتالپین از طریق کنترل تجزیته میوفیبریتامتاهیهته و تردی گوشتتتت پس از ذبن دارنتد. بته طورکلی آنزیم

تر  کالپاستتتاتین در بیش-(. ستتیستتتم کالپینKoohmaraie et al., 2002ند  دهایوان، رشتتد ماهیهه را ت ت تاثیر ررار می
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ی ماهیهه، تردی گوشتتتت پس از مر ،  های ایوانات یافت شتتتده و تعداد زیادی از فرآیندها را از ربیا توستتتعه و تجزیهبافت

(. کالپاستتاتین بر صتفات کیفی گوشتت، افزایش  Palmer et al., 1999دهد  تاثیر ررار میتشتکیا آب مروارید و باروری را ت ت 

(. کالپاستتاتین ی  پروتئین متاوم  Ali et al., 2013های گوشتت تاثیرگذار استت  ی پروتئینسترعت رشتد بدن و کاهش تجزیه

و تری کلرواستتتی  استتید استتت.   SDSدرجه ستتانتی گراد( استتت. عواما دناتوره کننده آن شتتاما اوره،  100به ارارت  تا  

(. کیفیت Goal et al., 2002کیلو دالتون( دارد  280-300تا   34کالپاستتتاتین به عنوان ی  پروتئین وزن مولکولی متفاوتی  

هایی از جمله ،اهر، رنح، طعم، ،ربی، بافت و تردی آن بستتگی دارد و بین صتفاتی مثا تردی، آبداری و نرمی  گوشتت به ویژگی

داری وجود دارد که این فعالیت کالپاستتتاتین تردی گوشتتت را پس از مر  تعیین گوشتتت و ژنوتیک کالپاستتتاتین ارتبان معنی

 (.Syobano et al., 2002کند  می

 هامواد  و رو 

ماه سال   فروردین  استان خوزستان    1395ت تیق ااضر در  در  وارع  باوی  توابع شهرستان  از  انجام شد.  در شهر ملاثانی 

گذاری    رسازی ف لی به کم  سیدروز پس از همزمان  14های همسن با استفاده از روش تپاراسکوپی با اسپرم روچ وارداتی  میش

  14ها هر کشی برههای متولد شده در شرایط یکسان پرورش داده شدند. جهت بررسی روند رشد، وزنتلتین مرنوعی شدند. بره 

رای بره نر عربی و دورگه   16کشی شدند. در این ت تیق از  ساعت گرسنگی وزن  12بار ربا از تغذیه صبن با اعمال  روز ی 

ها کشتار شدند.  رومانف( در رالب طرح کاملا ترادفی با دو تیمار و هشت تکرار استفاده شد. در سن شش ماهگی بره   × عربی  

( از سمت راست دام Longissimus lumborumبروم  گیری از رسمت ماهیهه تنگیسموی لومبلافاصله پس از کشتار نمونه

میلی لیتری   5/1های  انجام گرفت در این مراله رطعات کو،کی از بافت مورد ن ر توسط تیغ استریا جدا و داخا میکروتیک

از میکروتیوپ از  ها داخا ی  رطعه فویا آلومینیومی، داخا تان  ازت نگهررار داده شدند. سپس هر کدام  داری شدند. پس 

( انجام گرفت.  Trizol  Easy Blueکا از بافت با استفاده از  RNAمنتتا شدند. استخراج  -80ها به فریزر انجماد سریع نمونه

( نسبت  Thermo Scientific ،Nanodrop، 2000C ،USAاستخراج شده با استفاده از اسپکتوفتومتر    RNAکمیت و کیفیت  

استخراج شده تا انجام مرااا بعدی آزمایش به    RNA( تعیین شدند.  100دریته با ولتاژ    20درصد    1و ژل آگارز    280به    260

با استفاده از کیت    cDNAهای به دست آمده، سنتز RNAدرجه سلسیوی منتتا شد. با توجه به کمیت و کیفیت  -80فریزر 

( ساخت کشور کره و مطابق دستورالعما شرکت سازنده ساخته شدند. طراای آغازگرهای مستتیم  cDNA   Gene allساخت  

در   Primer Questفسفات دهیدروژناز با استفاده از برنامه    3هدف کالپاستاتین و ژن مرجع گلیسر آلدئید    و معکوی  برای ژن

اسب و عدم تشکیا ساختارهای  ( انجام گرفت. طول رطعات، دمای اترال من IDT   Integrated DNA Technologiesسایت  

(. برای به دست آوردن دمای مناسب اترال آغازگرها از گرادیان دمایی  1ثانویه در طراای آغازگرها مدن ر ررار گرفت  جدول  
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زنجیره پلیمرازواکنش  اجم   ای  ااوی    25در  که  بافر    2/ 5میکرولیتری   Mgcl2  ،5/0میکرولیتر    10x  PCR  ،1میکرولیتر 

بودند، استفاده شد.    cDNAمیکرولیتر    2پلیمراز و    Taqمیکرولیتر آنزیم    2/0میکرولیتر از هر آغازگر،    dNTPs  ،1میکرولیتر  

  95های الگو در دمای  دریته جداسازی آغازین زنجیره  5انجام شد که شاما    PCRاین واکنش با استفاده از برنامه استاندارد  

  30ثانیه در دماهای متفاوت گرادیان دمایی و    30درجه سلسیوی،    95ثانیه در دمای    30سیکا شاما    35درجه سلسیوی،  

 درجه سلسیوی بود.  72دریته در دمای  10درجه سلسیوی و در نهایت تکثیر نهایی زنجیره الگو به مدت  72ثانیه در دمای 

  25الکتروفورز شتدند. تمام آزمایشتات در اجم نهایی   100دریته با ولتاژ   45درصتد به مدت   2روی ژل آگارز   PCRم رتوتت  

 با ت لیا من نی ذوب بررسی شد.  qRT-PCR پس از واکنش  PCRمیکرولیتر انجام شد. در نهایت، خروصیات م رول 

 RealQو کیت   ABIشتترکت   Step One Plus  Real Time PCR Systemاز دستتتگاه    qRT-PCRبرای انجام واکنش  

Plus 2X Master Mix Green High ROXTM   ستاخت کشتور دانمار)  شترکت آمپلیکون( استتفاده شتد. بررستی تغییرات

فستفات دهیدروژناز بود. در    3ای( و نستبت به بیان ژن گلیسترآلدئید  آستتانه متایسته  CT∆∆بیان ژن در این پژوهش به کم  

 م اسبه شد.  CT∆این روش برای هر نمونه تیمار شده و نمونه کنترل 

انجام شتد. تجزیه و ت لیا آماری با استتفاده از نرم افزار  GLMرویه   SASو  Restتجزیه و ت لیا آماری با استتفاده از نرم افزار  

Rest  وSAS   رویهGLM   .انجام شد 

 مدل آماری برای اثر آمیخته گری برورت ذیا بود:

Yij = µ + Gi+  eij                                                                                                   :                   1رابطه 

 : اثر باریمانده است.eijام و   i:  اثر گروه ژنتیکی Giها،  : میانگین کا دادهµمتدار هر مشاهده آزمایش،   Yij:که در آن   

 نیاسن و بحث

گر کیفیت مناسب و  بود که بیان 8/1-9/1بین   A260/A280های استتخراج شده در طول موج نمونهنتایج ااصتا از جذب  

و عدم وجود   RNAنشتان دهنده ستالم بودن   RNAدر  28Sو   18Sهای استتخراج شتده بود و وجود دو باند  RNAمطلوب 

باند اضتافی نشتان دهنده خلوص آن بود. برای یافتن دمای اترتال مناستب آغازگرهای ژن هدف  کالپاستتاتین( و کنترل  گلیستر  

(  C֠60ترین دما برای اترتال آغازگرها  دمای  با شتیب دمایی انجام شتد و مناستب PCRفستفات دهیدروژناز(، واکنش  3آلدئید  

 انتخاب گردید.
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فسها  دهیدرو ناز  3های لااساسیا ین و گتیسرآادهید  .  واای و دمای ا صال  ژ1جدول  
Table 1- The sequences and annealing temperature of Calpastatin and Glyceraldehyd 3-phosphate 

dehydrogenase primersLength of amplified fragments (bp) 
طول قطعب  کثیر 

 (bp) ده 

)oAnnealing     Temperature (c 
 o(c(        دمای اتصال

Sequences 
 توالی 

Primer 

 آغازگر 
Gene 
  ژ 

122 60 5´ -TCCCTCAACTACAGAAGCCTC  - 3´ 

3´-TTCCTCCTTTGCCTTTGTGG -5´ 

F 
R 

Calpastatin 
   لااساسیا ین 

144 60 

5´-CCAGGCAGAGAACGGGAAG- 3´ 

3´- GCCTTCTCCATGGTAGTGAAG -5´ 

F 
R 

Glyceraldehyde3-

Phosphate 

Dehydrogenase 
  3گتیسر آاددید 

 فسها  دهیدرو ناز 

  

درصد( نشان داد که   2با استفاده از الکتروفورز روی ژل آگارز     PCRو م روتت    Real Time PCRهای  نتایج من نی

فسفات   3برای ژن گلیسر آلدئید    bp  144و در م دوده    bp  122ژن کالپاستاتین در بافت گوشت به صورت ت  باند در م دوده  

 Real(. طی انجام واکنش دستگاه  1گر ص ت انجام آزمایش و تکثیر رطعه مورد ن ر بود  شکا  ها بیاندهیدروژناز در همه نمونه

Time PCR  به را  نور فلئورسنت در هر سیکا  تغییرات  نشان میمیزان  تکثیر  تکثیر همه صورت من نی  برای من نی  دهد. 

باشد که در آن شدت نور فلئورسنت ساطع شده از  ها، ی  اد آستانه در فاز نمایی تعریف شد که نشان دهنده سیکلی مینمونه

فسفات دهیدروژناز، اختراصی بودن و دمای    3تکثیر واکنش به اد آستانه رسیده است. من نی ژن کالپاستاتین و گلیسر آلدئید  

Tm   ای خارج شده است( واکنش  م رول  دمایی که در آن نیمی از م رول از االت دو رشتهReal Time PCR   این دو ژن

 . (2 شکا دهد را نشان می

  

 و قطعب  کثیر  ده  ژ لااساسیا ین( a جهت باز، 100گر با اندازه های  کثیر  ده  وس  آغازگر همراه با نتاژقطعب  -1 کل  

b)  فسها  دهیدرو ناز   3قطعب  کثیر  ده  ژ گتیسر آاددید 
Figure 1- Amplified fragments using primers along with 100 bp ladder. a) Amplified fragment of 

calpastatin gene and b) amplified fragment of Glyceraldehyd 3-phosphate dehydrogenase gene 

a b 
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 فسها  دهیدرو ناز  3های لااساسیا ین وگتیسر آاددید منحنی ذوب  ژ  -2 کل 

Figure 2. Melting curve of Calpastatin and Glyceraldehyd 3-phosphate dehydrogenase gene 

production using Real Time PCR 

  92/8±59/0دهد که میانگین ادارا مربعات تغییرات بیان ژن کالپاستاتین در گروه آمیخته  نتایج پژوهش ااضر نشان می

بوده است به میزان    83/11±58/0بوده که این میزان نسبت به گروه خالص نژاد عربی که دارای میانگین ادارا مربعات تغییرات  

رومانوف  -ترین میزان بیان ژن کالپاستاتین مربون به گروه آمیخته عربی(. بیشP˂05/0وااد بیان آن افزایش یافته است    3/1

آمیخته را نسبت به نژاد عربی    در این مطالعه افزایش بیان ژن در گروه  باشد.ترین میزان مربون به گروه خالص عربی میو کم

گری مرتبط دانست و با کاهش سهم ژنتیکی گوسفندان بومی نژاد عربی بیان ژن کالپاستاتین در گروه  توان به برنامه آمیختهمی

افزایش یافته است   افزایش یافته است. ،ون بیان ژن کالپاستاتین در گوسفندان آمیخته  را می توان گری  آمیختهلذا  آمیخته 

باشد که  خونی در نژاد عربی میکاهش سهم هم  ،یکی از دتیا ااتمالیاز دیدگاهی دیگر،    عنوان یکی از دتیا اصلی دانست.هب

ها نسبت به گروه عربی بیان باتتری  دهد که آمیختهاین متایسه نشان می منجر به افزایش بیان ژن در گروه آمیخته شده است.  

شود.  ها به اثرات هتروزیس در نتاج دور  مربون میمتایسه با والدین آنگری در  برتری آمیخته  داشته است که یکی از دتیا مهم 

 Hernandez   های آمیخته را گزارش کردندمنابع علمی مختلف بروز اثرات هتروزیس و تاثیر مثبت این اثرات بر صفات رشد دام

et al., 2009; Terrwich et al., 2015 .) 

، اثر روشنی از اثر ژن کالپاستاتین بر صفات کیفیت گوشت، مانند  کرده اند گزارش  (  Hopkins et al   2011طور  همان

اساسیت به لمس و ،ربی علالانی وجود دارد. ژن کالپاستاتین که مورد مطالعه ررار گرفته است با عملکرد فرد و صفات تشه  

و همهنین کالپاستاتین و بازدارنده    ca++در ارتبان است. تن یم پروتئولیز وابسته به کلسیم داخا سلولی در درجه اول مربون به  

سازی  و تغییرات در م لی posttranslationalشود. با این اال، کالپاستاتین ت ت تغییرات طبیعی پروتئین، کالپین انجام می 

(. مطالعه Wang, 2000; Sallamino, 1997دهد  سلولی که هر دو در ویژگی مهارکنندگی تأثیر دارند را ت ت تأثیر ررار می

calpastatin Glyceraldehyd 

3-phosphate 

dehydrogenase 
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Aorana et al   2003افزایش کالپاستاتین در سیتوزول به طور مستتیم با کاهش بروز آن در ارتبان است. توزیع   ( نشان داد که

افزایش در ،رفیت مهارکنندگی در این م ف ه سلولی است  مجدد کالپاستاتین در بخش م لول سلول نه تنها نشان دهنده 

ها  شود. فراوانی مولکول مهار کننده سیگنالی برای کاهش بیان آن است. این یافتههمهنین به بیان ژن کالپاستاتین مربون می

 دهد.  دهد که سطن سیتوزولی کالپاستاتین به ن وی بیان این پروتئین را ت ت تأثیر ررار مینشان می

( با بررسی اثر سطوح تغذیه در دو سطن مختلف پروتئین بر کیفیت گوشت خو) و بیان ژن  Tang et al   2010در مطالعه  

Lکالپاستاتین در تکمیا علالات بیان کردند سطوح پایین پروتئین باعث افزایش میزان ،ربی علالانی، کاهش ردرت  -کالپین

کالپاستاتین    کالپین بهبود یافته؛ ولی روی بیان ژن کالپاستاتین تأثیری نداشت.- mRNA،Lنیروی برشی گوشت خو) و سطن  

یافته های    ط است.سیستم با تردی و اساسیت گوشت مرتبشود که این  با مهار عملکرد کالپین باعث کاهش پروتئولیز علاله می

دلیا تفاوت در نتیجه دو ت تیق را می توان به تاثیر کمتر اثر تغذیه نسبت تانح و همکاران مخالف با نتایج پژوهش ااضر است.  

 در بررسی تغییرات در بیان(  Aorana et al   2003به اثر تغییر ژنتیکی ااصا از آمیخته گری بر بیان ژن کالپاستاتین دانست.  

است، بیان کردند، متداری از کالپاستاتین    ca++ژن کالپاستاتین در طول فعالیت کالپین که ی  مکانیسم برای پروتئولیز وابسته به  

است و فعال شدن طوتنی مدت کالپین    AMPو سیکا    ca++به طور مستتیم در سیتوزول در دستری است که ت ت کنترل  

شود.  برابر می  5شود. هنگامی که این پروتئین مهار کننده تخریب شود بیان کالپاستاتین  باعث تلاعیف شدن کالپاستاتین می

کالپاستاتین  -( در بررسی اثر زیلپاترول هیدروکلراید و تأثیر آن بر گوشت گاو و بیان ژن کالپینConsolo et al   2016همهنین  

های گوارشی و  زیلپاترول هیدروکلراید بر صفات تشه، ویژگی در ناایه تنگیسموی لومبروم گزارش کردند، اثرات بتا آگونیست  

بیان ژن کالپاستاتین افزایش یافته ولی روی ضخامت ،ربی، رنح گوشت و کاهش پخت و پز و عطر و طعم گوشت تغییر نیافته 

ها بیان کردند بیان بیش از اد کالپاستاتین دارای اثر مهار است. یافته های این پژوهش با نتایج پژوهش ااضر مطابتت دارد. آن

  .شوددارد که باعث مهار اثرات مفید کالپین بر اساسیت به لمس در گوشت گاو می  2و کالپین    1کنندگی بر فعالیت کالپین  

DosSantos et al   2021که    و کالپاستاتین در علاله خو) نر بیان داشتند  1-پینل( در بررسی اثر جنسیتی بر بیان ژن کا

.  گذاردو کالپاستاتین تأثیر می  1-های کالپین  ( بر بیان ژناخته شدههای  در متابا خو)  های سالمخو)های نر  جنسیت خو)

و سطن کالپاستاتین ترکیب    1-بنابراین با سایر فاکتورها مانند فعالیت کالپین    گذارند، عواما بسیاری بر تردی گوشت تاثیر می

، می تواند به  اخته شدهنسبت به خو) های نر    های سالمخو)  ترباتتر و بیان کالپاستاتین پایین  1-ین  بیان ژن کالپ،  می شود

 . کم  کند  خو) نرمی گوشت

   گیری لتینییجب

 بیان  مورد مطالعه ررار داد.  در گوسفند  گری بر بیان ژن کالپاستاتین را  بار در خروص تاثیر آمیختهپژوهش ااضر برای اولین  
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بیان    ژن مذکور ت ت تاثیر فرآیند آمیخته گری ررار گرفت. دامهای آمیخته بیان بیشتری از این ژن را داشتند. باتوجه به اینکه

ای است، لذا یکی از دتیا پس زمینه برتری ناشی از نتش ویژهدارای عملکرد ماهیهه تاثیرگذار متابولیسم و ژن کالپاستاتین در 

وجود نداشت.   در این مطالعه امکان بررسی اثر متتابا سایر ژنها   باشد.  نسبت به گروه خالص می تواند هتروزیس در آمیخته ها  

اثرات متتابا ژنها و شبکه هم بیانی آنها و بویژه  تا  ( پیشنهاد می گردد  RNAseqه کم  آر.ان.آ س   تری بمطالعات بیشلذا  

 تش کالپاستاتین در فیزیولوژی ماهیهه مشخص شود.    ن
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