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 چکیده
 Neuropeptide) ژن نوروپپتید وای UTR`5نوکلئوتیدی در ناحیه  منظور بررسی فیلوژنی و بیوانفورماتیکی جهش تکبه این پژوهش

Y=NPY) قطعه مرغ بومی   200انجام گرفت. از  می استان فارس،ان بومرغمرغ و وزن بدن در و ارتباط آن با صفات تولید تخم

با روش نمکی انجام شد. جهش  DNAگیری انجام شد. استخراج نژاد مرغ بومی استان فارس خونایستگاه پرورش و اصلاح

و جمعیت  برآورد شد 54/0و  46/0ترتیب به Bو  Aهای  شناسایی شد. فراوانی آلل PCR-RFLPبا تکنیک  NPYنوکلئوتیدی ژن  تک

نشان داد که، بین چندریختی نوروپپتید وای و صفات مورد مطالعه )شمار  واینبرگ نبود. واکاوی آماری-مورد مطالعه در تعادل هاردی

داری وجود ندارد. همچنین، هفتگی( ارتباط معنی 12هفتگی و وزن بدن در  84مرغ در ، وزن تخمگذاریمرغ، اولین سن تخمتخم

و  EU447658.1های  مرغ بومی فارس با اطلاعات توالی NPYشده ژن یابی نشان داد که ناحیه توالی واکاوی فیلوژنی

EU447659.1  دارای بیشترین شباهت است. نکته قابل توجه در واکاوی فیلوژنی، وجود ژنNPY تواند  از گونه بلدرچین بود که می

 وژیک محسوب گردد. نشان دهنده نقش کلیدی این ژن در تنظیم فرآیندهای فیزیول

 

 .UTR`5ی، نوروپپتید وای، ناحیه اجهش نقطه :های کلیدی واژه
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ABSTRACT 

The aim of this study was bioinformatics and phylogenetic analysis for 5′UTR region of neuropeptideY (NPY) gene 
and its association with body weight and egg production traits in Fars native chickens. For this porpuse 200 blood 
samples were collected from Fars Native chickens Breeding Center (Shamsabad station). The whole genome DNA 
was extracted using salting out protocol. The promotor region was amplified by PCR and SNP genotyping was 
performed by RFLP method. The frequencies of alleles A and B were estimated as 0.46 and 0.54, respectively. The 
population was deviated from H-W equilibrium. Statistical analysis indicated that there is no significant association 
between NPY genotypes and studied traits (egg number, age at first laying, egg weight at 84 weeks and body weight 
at 12 weeks). The results of phylogenetic analysis showed that the sequences of the NPY gene of Fars native chickens 
has the most simalirity with EU447658.1 and EU447659.1 sequence information. Interstingly, there is NPY gene of 
quail in phylogenetic analysis which can show the key role of NPY gene for regulating the physiological process.  
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 مقدمه

عنوان محرک  هورمون نوروپپتید برای نخستین بار به

های صحرایی شناسایی شد، که یکی از اشتها در موش

ها در سیستم عصبی مرکزی و ترین هورمونفراوان

همچنین، این آید.  شمار می همحیطی پستانداران ب

هورمون نقش مهمی در ایجاد هوموستازی انرژی در 

تواند انرژی مورد رد، که میپستانداران و پرندگان دا

مین کند أها تنیاز را از تجزیه سریع کربوهیدرات

(Wang et al., 2001; Pedrazzini et al., 2003  .)

تواند تغییرات وسیعی را در  نوروپپتید وای در انسان می

خون، تغذیه، عملکرد فیزیولوژیکی بدن مانند تنظیم فشار

GnRHاضطراب، افسردگی، آرامش، تراوش
TSH ، مهار1

2 ،

  .سیستم قلبی عروقی و تنظیم تولیدمثل ایجاد کند

نوروپپتید وای، یک نوروپپتید بسیار مهم در 

ماکیان است که نقش مهمی در اشتها و صفات تولیدی 

 ,.Holmberg et alکند. )مرغ ایفا میمانند تولید تخم

2002; Pedrazzini et al., 2003 ،نوروپپتید وای .)

آمینواسید است که در پرندگان، در  36 پروتینی با

بیان شده و سبب افزایش  3های اینفاندیبولار هسته

ژن  شود. در ماکیان می GnRHاشتها و سبب تراوش 

قرار  2روی کروموزوم ( در طیور NPY)نوروپپتید وای 

 Xu et) دارد و دارای چهار اگزون و سه اینترون است

al., 2011; Holmberg et al., 2002.)  در ماکیان بیان

در دستگاه عصبی مرکزی شامل،  NPYژن 

های اینفاندیبولار، هیپوتالاموس از جمله هسته

LHA ،4پاراونتریکولار
، آرکوات، غده آدرنال، هیپوفیز 5

 ;Tatemoto, 2004) و گزارش شده  است  پیشین

Larhammar, 1996; Crowley, 2004; Gray &. 

Morley, 1986; Zhang et al., 2014b).  

ژن  ریختیاند که چند ها نشان دادهپژوهش

نوروپپتید وای با وزن لاشه، افزایش وزن بدن، نرخ 

مرغ، شمار تخم مرغ گذاری و استحکام پوسته تخم تخم

گذاری در نژادهای روزگی و سن اولین تخم 300در 

 & Li et al., 2009; Vuنختلف مرغ مرتبط است )

                                                                               
1. Gonadotropin-releasing hormone 
2. Thyroid-stimulating hormone 
3. Infandibular nucleus 
4. Paraventricular 
5. Lateral hypothalamic area  

Ngu, 2016; Rahman et al., 2014; Liao et al., 

2015; Wang et al., 2001 چندریختی .)

با وزن بدن در توده مرغ  NPYنوکلئوتیدی ژن  تک

داری داشت؛ ولی در رابطه بومی مازندران ارتباط معنی

داری مشاهده نشد معنی مرغ ارتباطبا تولید تخم

(Fatemi et al., 2012 ،همچنین .) در مرغان بومی

دریختی تک نوکلئوتیدی در ناحیه غربی، چنآذربایجان

مرغ و تولید اینترون نوروپپتید وای، با شمار تخم

(. Abdi et al., 2014زرده ارتباط نداشت )مرغ دو‌تخم

پژوهشی دیگر نشان داد که نوروپپتید وای با برخی از 

مرغ در اولین مرغ، شامل وزن تخمصفات تولیدی تخم

 ,.Zhang et alگذاری ارتباط دارد ) ی تخمدوره

2007aهایی از ژن (. در پژوهشی دیگر، چندشکلی

NPY های چینی سیلکی شناسایی و ارتباط در مرغ

مرغ ها و کیفیت پوسته تخمداری بین آن معنی

(.  هدف این Rahman et al., 2014مشاهده شد )

پژوهش، بررسی ارتباط چندریختی ناحیه غیرقابل 

رغ، وزن بدن در مبا صفات تولید تخم NPYترجمه ژن 

یابی، بررسی  مرغ بومی فارس و همچنین توالی

 بود.  NPYبیوانفورماتیکی و فیلوژنی این ناحیه از ژن 

 

  هاروشمواد و 

  DNAگیری و استخراج نمونه

قطعه مرغ بومی از ایستگاه   200در این پژوهش، 

بومی استان فارس )شمس  پرورش و اصلاح نژاد مرغ

فی انتخاب شدند. از هر پرنده، پنج صورت تصادآباد(، به

سی خون از سیاهرگ بال گرفته شد. برای سی

ها تا زمان استخراج خون، نمونهشدن جلوگیری از لخته

DNA های حاوی در لولهEDTA  درجه  -20در دمای

از  DNAسانتی گراد نگهداری شدند. استخراج 

های خون با روش نمکی انجام شد. سپس کمیت  نمونه

استخراج شده، با دستگاه نانودراپ  و  DNAیت و کیف

 درصد بررسی شد.  1الکتروفورز روی ژل آگارز 

 

 و هضم آنزیمی PCRطراحی آغازگرها، واکنش 

 Vector NTI (11)افزار طراحی و سنتز آغازگرها با نرم

و شرکت متابیون کشور آلمان انجام شد. از توالی 

 استفاده شد: PCRآغازگرهای زیر برای انجام واکنش 
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F: 5'-TCTCAGAGCTCCAACGTATGA-3' 
R: 5'-ATATTTCTGTGCCTGAACAACA-3' 

 

با استفاده از کیت شرکت آمپلیکون و  PCRواکنش 

 11مواد زیر انجام شد: آب مقطر اتوکلاو شده )

 dNTPمیکرولیتر، شامل  Master Mix (7میکرولیتر(، 

آنزیم ، یک واحد MgCl2مولار  میلی 5/1میلی مولار،  4/0

Taq پیکومول،  6/0مراز( و غلطت هر آغازگر پلیDNA  

آغازگر رفت  Tmنانوگرم(.  100میکرولیتر،  2رقیق شده )

های درجه سانتیگراد بود. چرخه 57و آغازگر برگشت  60

و طبق برنامه زیر  Touchdownبه صورت   PCRگرمایی 

درجه  94سازی  انجام شد. مرحله ابتدایی واسرشته

چرخه دمایی شامل  30دقیقه و  10اد به مدت گرسانتی

گراد به مدت درجه سانتی 94سازی در دمای واسرشته

 62چرخه دمای اتصال اولیه در دمای  10ثانیه،  30

چرخه دمای  20ثانیه و   45مدت  به گراد درجه سانتی

 40گراد به مدت درجه سانتی 57اتصال ثانویه در دمای 

چرخه نیم درجه از دمای چرخه، در هر  10ثانیه )طی 

درجه  72اتصال اولیه کم شد(، دمای گسترش در 

ثانیه انجام شد. در پایان دمای  40گراد به مدت سانتی

دقیقه برای گسترش  7مدت  گراد بهدرجه سانتی 72

و تکثیر  PCRواکنش  تأییدمنظور  نهایی استفاده شد. به

از  NPYجفت بازی ناحیه غیرقابل ترجمه ژن  240قطعه 

 DMجفت بازی ) 100ژل آگارز یک درصد و نشانگر 

 20( استفاده شد. واکنش هضم آنزیمی در حجم 2300

آب مقطر اتوکلاو  ،DraIمیکرولیتر با یک واحد از آنزیم 

 PCR میکرولیتر(، فرآورده 1میکرولیتر(، بافر ) 5شده )

درجه  37ساعت در دمای  16میکرولیتر( به مدت 14)

شد. در نهایت از تکنیک الکتروفورز و گراد انجام سانتی

ها استفاده  گذاری یک درصد برای تعیین ژنوتیپ نمونهژل

 شد. 

 

 واکاوی آماری

واینبرگ و  -های آللی، ژنوتیپی، تعادل هاردیفراوانی

برآورد  Popgene (3.2)افزار شاخص هموزیگوتی با نرم

با صفات شمار  NPYریختی ژن شدند. ارتباط چند

 84مرغ در ، وزن تخمگذاریسن اولین تخم مرغ،تخم

هفتگی بررسی شد.  12هفتگی و وزن بدن در 

های مربوطه از ایستگاه پرورش و اصلاح نژاد مرغ  داده

بومی استان فارس )شمس آباد( دریافت شد. مدل 

 کار برده شد:ها بهآماری زیر برای واکاوی داده
yijkl = µ + Gi + Sj + DK + Hl + eijkl 

 

  Sjها، میانگین داده  µصفات مورد بررسی،  yijkه ک

 eijklاثر ژنوتیپ و   Giاثر هچ،H1 اثر مادر، DK اثر پدر، 

اثر باقیمانده هستند. واکاوی آماری ارتباط چندریختی 

 GLMی  و صفات مورد مطالعه با رویه NPYژن 

                                         انجام شد.  SPSSافزار  نرم

                 

  NPYتعیین توالی ناحیه غیرقابل ترجمه ژن 

پس از تعیین ژنوتیپ جمعیت مورد مطالعه دو نمونه 

برای هر دو  .هموزیگوت غالب و مغلوب انتخاب شدند

منظور تخلیص  انجام شد؛ به PCRنمونه مجددا واکنش 

شرکت  GFIقطعه مورد نظر، از کیت ژل ریکاوری 

Vivantis ی  شد. تعیین توالی به وسیله استفاده

های  شرکت بایونیر کره جنوبی انجام گرفت. واکاوی

 Vector NTIافزار های به دست آمده با نرم خوانش

 انجام شد.     (11)

 

 واکاوی بیوانفورماتیکی و واکاوی فیلوژنی

یابی شده با  منظور تعیین میزان مشابهت قطعه توالی به

از  NCBIنک اطلاعاتی های موجود در با سایر توالی

Blastn بر اساس الگوریتم HSPs
استفاده شد  1

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/tutorial/ 

Altschul-1.html.) 

ها براساس میزان شباهت  معیار انتخاب توالی

  درصد انتخاب شدند. 90بود که مقادیر بالای  2ها توالی

افزار مگا برای  در نرم Fastaآمده با فرمت  دست هنتایج ب

نمایی  روش حداکثر درسترسم درخت فیلوژنی به

 استفاده شد.

 

 نتایج و بحث

ژنومی استخراج شده با  DNAکیفیت و کمیت 

الکتروفورز روی ژل آگارز یک درصد و دستگاه 

شده بین  استخراج DNAنانودراپ بررسی شد. غلظت 

نانوگرم در هر میکرولیتر تعیین شد. تکثیر  40-50

                                                                               
1. High-scoring segment pairs (HSPs)   
2. Identity 
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ژن  جفت بازی از ناحیه غیرقابل ترجمه 240ی قطعه

گذاری یک  نوروپپتید وای با تکنیک الکتروفورز و ژل

با  PCRهای قرار گرفت. فرآورده تأییددرصد مورد 

هضم شدند. نتایج هضم وجود سه ژنوتیپ  DraIآنزیم 

(AA ،AB  وBBبا توجه به 1( را نشان داد )شکل .)

دارای  AAژنوتیپ  ،DraIناحیه برشی، آنزیم برشی 

دارای  BBجفت بازی و برش نخورده، ژنوتیپ  240قطعه 

 ABهای  جفت بازی و هتروزیگوت 79و  161های قطعه

جفت بازی هستند.  79و  161، 240های دارای قطعه

بیان شده  1 در شکل PCRی نتیجه الکتروفورز فرآورده

زمون های آللی، ژنوتیپی و آ است. نتایج مربوط به فراوانی

 خلاصه شده است. 1وینبرگ در جدول  -هاردی

χهای مربع کای )آزمون
( نشان داد، که جمعیت 2

که  واینبرگ نیست. با توجه به این -در تعادل هاردی

های اصلاح نژادی مانند انتخاب مصنوعی و  برنامه

های هدفمند که خود برهم زننده تعادل  آمیزش

گیرد،  هستند در جمعیت مورد مطالعه انجام می

نظر  وینبرگ منطقی به -انحراف از تعادل هاردی

رسد. نتایج واکاوی واریانس نشان داد که  می

صفات ، با NPYهای ناحیه غیرقابل ترجمه ژن  ژنوتیپ

داری ندارند ‌مرغ و وزن بدن ارتباط معنیتولید تخم

 (.2)جدول

تاکنون نتایج گوناگونی در ارتباط با اثر ژن 

زن بدن و تولید تخم مرغ  نوروپپتید وای روی و

 Abdi et al. (2014)گزارش شده است. براساس نتایج  

ارتباط معنادارای بین این ژن و وزن بدن در مرغان 

بومی آذربایجان غربی وجود نداشت که مشابه نتایج 

پژوهش حاضر است. از طرف دیگر،  گزارش شد که در 

 داری بینجمعیت مرغ بومی مازنداران، ارتباط معنی

با وزن بدن  NPYنوکلیوتیدی ژن  های تکچندشکلی

در  چنین،هم .(Fatemi et al., 2012وجود دارد )

کشور چین  Qingyuanپژوهشی دیگر که در مرغ 

با  NPYژن  انجام گرفت نشان داده شد که چندشکلی

دار دارد و افراد دارای ژنوتیپ  وزن بدن ارتباط معنی

BB  مغلوب( نسبت به ژنوتیپ(AA ارای وزن بدن د

 (.Ying et al., 2010تری بودند )بیش

 

 
 و هضم آنزیمی برای ژن نوروپپتید وای PCRی . الکتروفورز فرآورده1شکل

Figure 1. Electrophoresis of PCR product and enzyme digestion for NPY gene. 

 
 ژن نوروپپتید وای UTR-`5ی در ناحیه های آللی و ژنوتیپ فراوانی. 1جدول 

Table 1. The allelic and genotypc frequencies in 5`-UTR region of NPY gene 
χ2 Genotypic frequency% Allelic frequency% Genotype number 
7.5 BB AB AA B A BB AB AA 

P < 0.05 17 76 7 54 46 33 152 15 
 

 مرغ و وزن بدنهای صفات تولید تخمداده های توصیفی. آماره2جدول 
Table 2. Descriptive statistics of egg production and body weight 

Statistics Body weight at 12 weeks (gr) Egg weight at 84 weeks (gr) Age at first egg (day) Egg number 
Average 123.50  ± 1025.40  3.80±48.80  147.68 ± 11.44  11.40±47.30  
P-value 0.28 0.82 0.35 0.16 
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با  NPYدر مورد ارتباط ناحیه غیرقابل ترجمه ژن 

مرغ نیز نتایج گوناگونی منتشر شده  صفات تولید تخم

است. اثر این ژن در جمعیت مرغ بومی چین روی صفات 

 ,.Li et al., 2010; Liao et alدار بود ) تخم مرغ معنی

همچنین، مشخص شد که افراد دارای ژنوتیپ (. 2015

AA  نسبت به دو ژنوتیپ دیگرBB  وABمرغ  ، شمار تخم

 روزگی دارند. همچنین اثر این ژن با  300بیشتری در 

 Li etهفتگی ارتباط مثبتی داشت ) 72مرغ در تولید تخم

al., 2010 اما ارتباط معنی داری بین ژن .)NPY  با تولید

نظر  ومی آذربایجان گزارش نشد. بهبتخم مرغ در مرغ 

های  رسد نتایج پژوهش حاضر با نتایج پژوهش می

شده در ایران همخوانی بیشتری دارد که با توجه به  انجام

پتانسیل ژنتیکی مشابه مرغ بومی ایران منطقی به نظر 

های مختلف  طورکلی، تفاوت در نتایج پژوهشهرسد. ب می

وانی آللی و ژنوتیپی در توان به متفاوت بودن فرا را می

ها، روش واکاوی آماری و زمینه ژنتیکی متفاوت  پژوهش

 های مورد مطالعه نسبت داد.   جمعیت

ایی در ناحیه غیرقابل  منظور تأیید جهش نقطه به

ترجمه ژن نوروپپتید وای نتایج تعیین توالی دو فرد 

که نقطه بروز  161هموزیگوت  غالب و مغلوب در باز 

ورد بررسی قرار گرفت. هموزیگوت غالب در جهش بود، م

دارای باز آدنین است که در مرحله هضم توسط  161باز 

گردد؛ اما بروز جهش در این  آنزیم برشی شناسایی نمی

شود که، هموزیگوت مغلوب در جایگاه نقطه سبب می

جفت بازی دارای باز سیتوزین شود؛ بنابراین، آنزیم  240

را شناسایی کند و این  این سایت برشی DraIبرشی 

جفت بازی  79و  161دهد و قطعات  قسمت را برش می

وجود جهش به  2روی ژل مشاهده گردد. در شکل 

 نمایش گذاشته شده است.

شده از  یابی نشان داد که قطعه توالی  Blastnنتایج 

 DNAچهار توالی  با NPYناحیه غیرقابل ترجمه ژن 

رای مشابهت دا NCBIشده در بانک اطلاعاتی ‌ثبت

توان  می E(. با توجه به مقادیر ارزش 3است )جدول 

بایکدیگر  DNAهای  دریافت که میزان مشابهت توالی

  تصادفی نبوده و نتایج واقعی هستند.
نتایج واکاوی فیلوژنی نشان داد که درخت حاصل 

شده  یابی دارای دو گروه ژنی مجزا است. ناحیه توالی

و  EU447658.1ی ها مرغ بومی فارس با توالی

EU447659.1 دارای  98و  100تشابه  با درصد

 AH002464.2بیشترین شباهت است. همچنین توالی 

در رتبه بعدی قرار دارد. کمترین  97با درصد تشابه 

از گونه بلدرچین گزارش  NPYمیزان تشابه با ژن 

نمای  .گردید که در یک گروه جداگانه قرار گرفته است

 .نشان داده شده است 3در شکل کلی درخت فیلوژنی 
 
 

 
 

 
 5′در ناحیه  (A/C. تأیید جهش تک نوکلئوتیدی )2شکل 

 در مرغ بومی فارس NPYغیرقابل ترجمه ژن 
Figure 2. Approving the point mutatin (A/C) in 5`-UTR 

region of NPY gene chickens in Fars native chicken. 

 
توالی ناحیه غیرقابل ترجمه  Blastn. نتایج آنالیز 3جدول 
 NCBIمرغ بومی فارس با بانک اطلاعاتی  NPYژن 

Table 3. The results of Blastn analysis for 5`-UTR 
region sequence of NPY gene in Fars native chickens 

using NCBI database 
-value E Identity % Acession number 
2×10125 100 EU447658.1 
8×10-12 98 EU447659.1 
8×10115 97 AH002464.2 
2×10100 94 FJ409219.1 

 

 
ترجمه ژن  رقابلیغ هیناح یتوال. آنالیز درخت فیلوژنی 3شکل 
NPY های مشابه دیتابیس توالی در مقایسه با  فارس یمرغ بوم

NCBI 
Figure 3. The phylogenic tree analysis of 5`-UTR 

region of NPY gene of Fars native chicken in 
compared to similar sequence of NCBI database. 
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