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در ( Epinephelus coioides) خذاسبزی، شنبسبیی و کلونینگ شن هورمون رشذ مبهی هبمور معمولی 
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 چکیذه

وّٛ٘یًٙ طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ ٔبٞي ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي ثب تٛخٝ ثٝ إٞیت طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ دس آثضی پشٚسی، دس ايٗ پظٚٞؾ 

(Epinephelus coioides دس ) ٚوتٛسpTZ57R/T ػبصی ٔحصَٛ  . پغ اص خبِصٔٛسد ثشسػي لشاس ٌشفتPCR  تٛػظ ویت

QIAquick Gel Extraction ٚوتٛس، طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ دس pTZ57R/T  َٞبی ٔؼتؼذ  ثٝ ػَّٛلشاس ٌشفت. ٔحصَٛ اتصبE. 

coli  ٝػٛيDH5α َٞبی ػفیذ وٝ ٘ـبٖ دٞٙذٜ ٘ٛتشویت ثٛدٖ ثبوتشی حبُٔ آٟ٘ب ثٛد، اػتخشاج  ٌشديذ. اص وّٛ٘ي ا٘تمب

ٔؼتمیٓ ٚ تؼییٗ تٛاِي ا٘دبْ  PCRٞبی ثب سٚؽدس ايٗ پظٚٞؾ، دػت آٔذٜ ٝ ٞبی ثپلاػٕیذ ا٘دبْ ؿذ. تأيیذ صحت وّٖٛ

اػیذ  204٘ٛوّئٛتیذ ٚ  615ٞٛسٖٔٛ سؿذ ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي داسای يه چبسچٛة ثبص خٛا٘ذ٘ي ٔتـىُ اص  cDNAٌشفت. 

ثٝ تشتیت ثشاثش ثب ، . ٚصٖ ِٔٛىِٛي ٔحبػجٝ ؿذٜ ٚ ٘مغٝ ايضٚاِىتشيه پیؾ ثیٙي ؿذٜ پشٚتئیٗ ٞٛسٖٔٛ سؿذاػتآٔیٙٝ 

ثب  pTZ57R/T ٚوتٛسدٞذ وٝ طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ دس . ٘تبيح حبصُ اص ايٗ ٔغبِؼٝ ٘ـبٖ ٔيتاػ 9/6ویّٛ داِتٖٛ ٚ  014/23

تٛاٖ اص آٖ خٟت ثیبٖ طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ دس ٚوتٛسٞبی ثیب٘ي ٚ تِٛیذ پشٚتئیٗ ٞٛسٖٔٛ ٚ ٔي ٔٛفمیت وّٖٛ ٌشديذٜ اػت

ه ط٘ي ٔؼِٕٛي ٔٛخٛد دس ثب٘ جب تٛاِي طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ ٞبٔٛسئ دػت آٔذٜ ٝ سؿذ اػتفبدٜ وشد. ٔمبيؼٝ تٛاِي طٖ ث

 دٞذ. ؿجبٞت ثیٗ آٟ٘ب سا ٘ـبٖ ٔي

 

  pTZ57R/T ٚوتٛس(، Epinephelus coioidesٞٛسٖٔٛ سؿذ، وّٛ٘یًٙ طٖ، ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي ) واشگبن کلیذی:
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 مقذمه. 1

ٚ وبٞؾ  ٗیوشٜ صٔ تیخٕؼ ؾيأشٚصٜ ثب تٛخٝ ثٝ افضا

ٚ تٛػؼٝ صٙؼت  ٝيسٚ يث ذیص ُیثٝ دِ بٖيآثض شيرخب

 بٖیسؿذ ٔبٞ ؾيخٟت افضاٞىبسٞبيي ، سایشٚسپ یآثض

. اػتفبدٜ اص لشاس ٌشفتٝ اػتٔٛسد تٛخٝ ٔتخصصیٗ 

ٔحصٛلات  ذیسؿذ ٚ تِٛ ؾيدس افضا یفٙبٚسؼتيص

ٞٛسٖٔٛ سؿذ يىي اص  .اػت یأش ضشٚس هي، ييبيدس

ٞبی پّي پپتیذی تِٛیذ ؿذٜ تٛػظ  تشيٗ ٞٛسٖٟٔٛٔٓ

وٝ سؿذ ٚ ٔتبثِٛیؼٓ اػت ٞبی ٞیپٛفیض پیـیٗ  ػَّٛ

وٙذ. دس ٔبٞیبٖ اػتخٛا٘ي،  داساٖ سا تٙظیٓ ٔي ٟٔشٜ

ٞٛسٖٔٛ سؿذ يه ٞٛسٖٔٛ پشٚتئیٙي ته پّي پپتیذی 

ویّٛداِتٖٛ ٕٞشاٜ ثب حذٚد  22ثب ٚصٖ ِٔٛىِٛي تمشيجبً 

، وٝ تٙٛع صيبدی دس ا٘ذاصٜ ٘ؼجت اػتاػیذ آٔیٙٝ  200

 ,.Sciara et alدٞذ ) ثٝ ديٍش ٟٔشٜ داساٖ ٘ـبٖ ٔي

چٙیٗ دس ديٍش فشايٙذٞبی ٞٛسٖٔٛ سؿذ ٞٓ(. 2006

فیضيِٛٛطيىي ٔب٘ٙذ تِٛیذ ٔثُ، تٙظیٓ اػٕضی، ػٛخت ٚ 

ٞب، ػّٕىشد ػیؼتٓ ايٕٙي، سفتبس  ػبص وشثٛٞیذسات

اؿتٟب ٘یض ٘مؾ داسد  اختٕبػي، تٛػؼٝ غذد خٙؼي ٚ

(Waters et al., 1999; Canosa et al., 2007.)  ٞبٔٛس

ٞبی  (، يىي اص coioides Epinephelusٌٝ٘ٛٔؼِٕٛي )

ٔبٞیبٖ  آيذ. ٞبٔٛس ٔي ؿٕبسٟٔٓ ٚ تدبسی خّیح فبسع ثٝ 

ٞبی ٔصجي ٚ خٛسيبت داس٘ذ. ثبِغیٗ  استجبط ٘ضديىي ثب آة

بؿٙذ ٚ ٔحُ ث تشْ ٔيٞبِیٗ ٚ يٛسی ايٗ ٔبٞي، يٛسی

 ثبؿذ ٞبی ػبحّي ٔي ٞب دس آة اصّي ص٘ذٌي آٖ

 .(1386)ٔؼبضذی، 

ٞبی ٔبٞي سٚی ػبيش ٌٛ٘ٝثش اص ٔغبِؼبت ا٘دبْ ؿذٜ 

ٚ ٕٞىبساٖ  Sekine  ثٝ ٔٛاسد صيش اؿبسٜ وشد. تٛاٖ ٔي

 Chum، وّٛ٘یًٙ ٚ ثیبٖ طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ 1985ػبَ 

salmon (Oncorhynchus keta)  سا دس ثبوتشیE. coli 

٘تیدٝ تٛاِي وبُٔ ٘ٛوّئٛتیذی ٔٛسد اسصيبثي لشاس داد٘ذ. 

 35دسصذ ٚ  39طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ ػبِٕٖٛ ثٝ تشتیت 

  دسصذ ثب طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ ا٘ؼبٖ ٚ ٔٛؽ ِٕٞٛٛي ثٛد.

Peyush  َ2000ٚ ٕٞىبساٖ ػب ،cDNA  ٞٛسٖٔٛ سؿذ

(moseri Verasper)  Barfin flounderسا وّٖٛ وشد٘ذ . 

Venugopal  َ2002ٚ ٕٞىبساٖ ػب ،cDNA  ٖٛٔٞٛس

 Labeo rohita،  Cirrhina mrigalaٚ سؿذ ػٝ ٌٛ٘ٝ

Catla catla ِی وّٖٛ ٚ ػپغ دس ثبوتشي، بثييسا تٛاE. 

coli ٍشيىذيثب دسصذ  98-96ٞب يتٛاِ ٗيوشد٘ذ. ا بٖثی 

، آ٘بِیض 2008ٚ ٕٞىبساٖ ػبَ  Pinheiro ِٕٞٛٛي ثٛد٘ذ.

 Piaractus سؿذ ٞٛسٖٔٛ cDNAتٛاِي ٚ وّٛ٘یًٙ 

mesopotamicus .سا اسصيبثي وشد٘ذ  Liu  ٖٕٞىبسا ٚ

 Paralichthy) ، طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ2011ػبَ 

lethostigma )Southern flounder  ٚ سا تؼییٗ تٛاِي

آٔذٜ ٘ـبٖ داد وٝ عَٛ  ثٝ دػت٘تبيح  ،وّٖٛ وشد٘ذ

ٚ  UTR 5ٚ ؿبُٔ يه ٘بحیٝ  cDNA ،bp 902تٛاِي 

ص آ٘دبيي وٝ ا .اػت UTR  اص  bp 198يه ٘بحیٝ 

ای دسثبسٜ وّٛ٘یًٙ طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ تبوٖٙٛ ٔغبِؼٝ

ٚ  ٔبٞي ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي دس خّیح فبسع صٛست ٍ٘شفتٝ

ِزا دس ايٗ  ،ايٗ ٌٛ٘ٝ اص سؿذ خٛثي ثشخٛسداس اػت

ٔغبِؼٝ طٖ وذ وٙٙذٜ ايٗ ٔبٞي وّٖٛ ٚ تٛاِي 

ٞبی ثجت ؿذٜ اص ايٗ طٖ دس  ٘ٛوّئٛتیذی آٖ ثب تٛاِي

 ثب٘ه ط٘ي ٔمبيؼٝ ؿذ. 

 هبواد و روش. م2

 mRNAاستخراج نمونه برداری و  2-1

دس ايٗ پظٚٞؾ، ٕ٘ٛ٘ٝ ثشداسی ثب لبيك صیبدی اص ثٙذس 

ثٛؿٟش ٚ ثب اػتفبدٜ اص تٛس تشاَ ا٘دبْ ؿذ. خٟت 

ٔبٞي(  5خذاػبصی ٞیپٛفیض، ٔبٞیبٖ صیذ ؿذٜ )

ٞٛؽ ؿذ٘ذ ٚ فٙٛوؼي اتبَ٘ٛ ثي -2ی ثلافبصّٝ ثب ٔبدٜ

خذاػبصی ثب ٚػبيُ تـشيح اػتشيُ ؿذٜ ا٘دبْ ؿذ. 

 ػپغ، ٞیپٛفیضٞبی خذا ؿذٜ ثٝ ٔیىشٚتیٛة ٔٙتمُ

ٞب تب صٔبٖ . ٌٕ٘ٛ٘ٝشفتٙذٚ دس تب٘ه اصت لشاس   ؿذ٘ذ

داسی ٌٍ٘ٝشاد دسخٝ ػب٘تي  -80اػتفبدٜ دس فشيضس 

 اص فشيضس خبسج  ی ٞیپٛفیضٞبدس ٔشحّٝ ثؼذ، ٕ٘ٛ٘ٝؿذ٘ذ. 

ثب اػتفبدٜ ،  mRNAٚ ثب اصت ٔبيغ ِیض ؿذ٘ذ. اػتخشاج 

تخّیص  mRNAغّظت ٘دبْ ؿذ. ا  Isol-RNAاص ٔحَّٛ
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ٔٛسد  eppendorfٔذَ  ؿذٜ ثب دػتٍبٜ اػپىتشٚفتٛٔتشی

 اسصيبثي لشاس ٌشفت.

 cDNAسنتس  2-2

 Accupower ®Rocket اص ویت   cDNAٙتضخٟت ػ

Script
TM  ٜاص  ٔیىشِٚیتش 4. ثذيٗ ٔٙظٛس، ؿذاػتفبد

 ٕٝ٘ٛ٘RNA  اػتخشاج ؿذٜ سا دسٖٚ يه ٔیىشٚتیٛة

 Qligo آغبصٌش اص ٔیىشِٚیتش  2ِیتشی سيختٝ، ٔیّي 2/0

dT ٚ 14  اص آة تضسيمي ثٝ آٖ اضبفٝ ؿذ. ٔیىشِٚیتش

ٌشاد دسخٝ ػب٘تي 65دلیمٝ دس دٔبی  5ػپغ ثٝ ٔذت 

ٔیىشٚتیٛة صسد ٔحتٛای ٔیىشٚتیٛة ثٝ . لشاس دادٜ ؿذ

سً٘ ٔشثٛط ثٝ خٛد ویت اضبفٝ ٌشديذ. ٔیىشٚتیٛة چٙذ 

 42حشاستي  چشخٝؿذ. دس ٔشحّٝ ثؼذ،   ثب٘یٝ ػب٘تشيفیٛط

دسخٝ  65دلیمٝ ٚ دٔبی  60ٌشاد ثٝ ٔذت دسخٝ ػب٘تي

دس دػتٍبٜ تشٔٛػبيىّش دلیمٝ  5ٌشاد ثٝ ٔذت ػب٘تي

ی ، سؿتٌٝشادػب٘تي دسخٝ 42تٙظیٓ ٌشديذ. دس دٔبی 

cDNA ٌشاد دسخٝ ػب٘تي 65ؿٛد ٚ دٔبی ػٙتض ٔي

ثشداس ٔؼىٛع ٔتٛلف ٟ٘بيي ٘یض فؼبِیت آ٘ضيٓ سٚ٘ٛؿت

 ؿٛد. ٔي

 

  PCRواکنش  2-3

ػفبسؽ دادٜ ؿذٜ اص ؿشوت ٔت ثیٖٛ ٞبی تٛاِي آغبصٌش

ذ ٔبٞي ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي ثٝ ثشای تىثیش طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿ

 :اػتصٛست صيش 
Forward: 5΄- ATG GAC CGA GTC GTC CTC 

CTG-  ΄ 

Reverse: 5΄ - CTA CAG GGT ACA GTT GGC 

CTC-  ΄ 

 ٔیىشِٚیتش 1 ،طٖ ٞذفثشای تىثیش  PCR خٟت ا٘دبْ

cDNA ،ٍِٛٔیىشِٚیتش5/2 ا  (10X) PCR buffer،  5/1 

 dNTP(10 ٔیىشِٚیتشMgCl2 (50mM) ،8/0 ٔیىشِٚیتش

mM) ، 1  ٔیىشِٚیتش  3/0، اص ٞش آغبصٌشٔیىشِٚیتش

polymerase (5U/µl) Taq  ٚ9/16  آة دٚثبس ٔیىشِٚیتش

ثش٘بٔٝ . اػتفبدٜ ؿذٔیىشِٚیتش  25حدٓ  ثب تمغیش

اِٚیٝ ثٝ  ػبصی ٚاػشؿتٝثب ٔشحّٝ  دػتٍبٜ تشٔٛػبيىّش

ثب ا٘دبْ  ٌشاد آغبص ٚدسخٝ ػب٘تي 94دلیمٝ دس  5ٔذت 

 56ثب٘یٝ،  30ٌشاد ثٝ ٔذت دسخٝ ػب٘تي 94 چشخٝ 35

دسخٝ  72ثب٘یٝ ٚ  30 ثٝ ٔذت ٌشاددسخٝ ػب٘تي

دلیمٝ ادأٝ يبفت ٚ ثب ٔشحّٝ  1ٌشاد ثٝ ٔذت  ػب٘تي

ٌشاد ثٝ دسخٝ ػب٘تي 72دلیمٝ دس  5ثٝ ٔذت  ٌؼتشؽ

% اِىتشٚفٛسص 1سٚی طَ آٌبسص  PCRسػیذ. ٔحصَٛ  پبيبٖ

 QIAquick Gel  ویت اص اػتفبدٜ ثب ٘ظش ٔٛسد ثب٘ذ ؿذ،

Extraction ػبصی ؿذ ٚ ثشای تؼییٗ تٛاِي خبِص

 ٌشديذ.اسػبَ 

 و استخراج پلاسمیذشن کلونینگ  2-4

 InsTAcloneویت عجك دػتٛساِؼُٕ اتصبَٚاوٙؾ  
TM

 

PCR Cloning Kit  ٚ طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ دس ا٘دبْ ؿذ

تشویجبت ٚاوٙؾ ثش اػبع وّٖٛ ؿذ.  pTZ57R/T ٚوتٛس

دػتٛساِؼُٕ ویت ثب ٞٓ ٔخّٛط ؿذ٘ذ. خٟت ا٘دبْ 

ٔیىشِٚیتش اص ٔحصَٛ خبِص ؿذٜ  4ٚاوٙؾ اتصبَ، 

PCR  ٚ3  ٔیىشِٚیتش پلاػٕیذpTZ57R/T  1ثٝ ٔذت 

ٌشاد دس ٔحیظ دسخٝ ػب٘تي 22ػبػت دس دٔبی 

آصٔبيـٍبٜ ا٘ىٛثبتٝ ؿذٜ ٚ ػپغ سٚی يخ ا٘تمبَ دادٜ 

 T4 DNAٔیىشِٚیتش آ٘ضيٓ  1ؿذ٘ذ. دس ٔشحّٝ ثؼذ 

Ligase  ٚ6  5ٔیىشِٚیتشX Ligation Buffer ٖٞب  ثٝ آ

اضبفٝ ؿذ٘ذ ٚ ثلافبصّٝ ٚستىغ ؿذٜ ٚ ػپغ ػب٘تشيفیٛط 

ؿذ٘ذ. ٔخّٛط ٚاوٙؾ ثب آة دٚ ثبس تمغیش اػتشيُ ثٝ 

ٔیىشِٚیتش سػب٘ذٜ ؿذ. ػپغ، ٔیىشٚتیٛة  30حدٓ 

ٌشاد ثٝ دسخٝ ػب٘تي 16حبٚی ٔخّٛط ٚاوٙؾ دس دٔبی 

ػبص ٍ٘ٝ داسی ؿذ. ثشای ػبػت دس دػتٍبٜ يخ 24ٔذت 

دلیمٝ  10فؼبَ ػبصی آ٘ضيٓ، ٔخّٛط ٚاوٙؾ ٔذت غیش

ٌشاد دسخٝ ػب٘تي 65سٚی ٞبت پّیت ثب دٔبی 

ي، ؿیٕیبي ثٝ سٚؽ ا٘تمبَػپغ ٌزاسی ؿذ.  ٌشٔب

 E. coli ٔیضثبٖ )ثبوتشی ٞبی٘ٛتشویت ثٝ ػَّٛ پلاػٕیذ

ٞب سٚی دس ٔشحّٝ ثؼذ، ثبوتشی ( ٔٙتمُ ؿذ.DH5αػٛيٝ 

ٔحیظ وـت خبٔذ حبٚی آ٘تي ثیٛتیه آٔپي ػیّیٗ، 

X-gal  ٚIPTG  ػبػت  24وـت دادٜ ؿذٜ ٚ ثٝ ٔذت

دس ا٘ىٛثبتٛس لشاس دادٜ ٌشاد دسخٝ ػب٘تي 37دس دٔبی 
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٘ٛتشویت پلاػٕیذ ٞبی حبٚی ا٘تخبة وّٖٛؿذ٘ذ. 

ٞبی آثي ٚ ػفیذ صٛست ٌشفت. ثشاػبع تـىیُ وّٛ٘ي

فبلذ پلاػٕیذ ٘ٛتشویت ٞؼتٙذ؛ صيشا  ،ٞبی آثي سًٖ٘وّٛ

سا ثٝ  X-galتِٛیذی آٟ٘ب  lacZ)) لاوتٛصيذاصٌبثتبآ٘ضيٓ 

ٞبی ػفیذ حبٚی وٙذ. وّٛ٘ئحصَٛ سٍ٘ي ٞیذسِٚیض ٔي

 DNAصيشا ثب ٚسٚد لغؼٝ  ،ٞبی ٘ٛتشویت ٞؼتٙذپلاػٕیذ

آ٘ضيٓ تٛاِي وذ وٙٙذٜ  ،ٞذف ثٝ خبيٍبٜ وّٛ٘یًٙ

ٔختُ ؿذٜ ٚ ثبوتشی ديٍش لبدس  lacZ)) ٌبلاوتٛصيذاص ثتب

خٟت تأيیذ سؿذ . ٘خٛاٞذ ثٛد X-galثٝ تدضيٝ 

ٞبی ػفیذ سً٘، ؿذٜ، اص وّٙي ا٘تمبَ دادٜٞبی  ثبوتشی

ثشای ايٗ ٔٙظٛس، چٙذ پّیت وـت ته وّٙي ا٘دبْ ؿذ. 

 X-gal   ٚIPTGػیّیٗ،  ٔحیظ وـت خبٔذ حبٚی آٔپي

دسخٝ  4وٝ اص لجُ تٟیٝ ؿذٜ ثٛد، سا اص يخچبَ 

ٌشاد ثیشٖٚ آٚسدٜ ٚ دس ٔحیظ آصٔبيـٍبٜ لشاس دادٜ  ػب٘تي

ـٛد. ٞب ؿٛن ٚاسد ٘ؿذ٘ذ تب ٞٓ دٔب ؿٛ٘ذ ٚ ثٝ ثبوتشی

ػپغ ٘ٛن ِٛح سا اػتشيُ وشدٜ، يه وّٙي ػفیذ سا 

ای ا٘دبْ دس پّیت خذيذ وـت چٟبس ٔٙغمٝ ثشداؿتٝ،

ٌشاد دس دسخٝ ػب٘تي 37ٚ دٔبی ػبػت  24ؿذ. ثٝ ٔذت 

ٞبی ػفیذ وٝ اص وّٛ٘يا٘ىٛثبتٛس ٔؼِٕٛي لشاس دادٜ ؿذ. 

٘ـبٖ دٞٙذٜ ٘ٛتشویت ثٛدٖ ثبوتشی حبُٔ آٟ٘ب ثٛد، 

 ا٘دبْ لّیبيي ِیض سٚؽ اص اػتفبدٜ ثب اػتخشاج پلاػٕیذ

/ . 7. اص طَ آٌبسص (Sambrook and Russel, 2001)ؿذ

پلاػٕیذی اػتفبدٜ ؿذ.  DNAدسصذ ثشای اِىتشٚفٛسص 

 PCRٞبی آٔذٜ ثب سٚؽ ثٝ دػتٞبی تأيیذ صحت وّٖٛ

 ٔؼتمیٓ ٚ تؼییٗ تٛاِي ا٘دبْ ٌشفت. 

 آنبلیس شن تکثیر شذه 2-5

ٞبی ٔٛخٛد دس ثب٘ه آٔذٜ ثب دادٜ ثٝ دػتٔمبيؼٝ تٛاِي 

ا٘دبْ  NCBIدس   BLAST ثب اػتفبدٜ اص ٘شْ افضاس ط٘ي

ثب  ٞبی،اػیذ آٔیٙٝتشخٕٝ تٛاِي ٘ٛوّئٛتیذی ثٝ ؿذ. 

 MEGA 5 (Tamura et al., 2007)٘شْ افضاس  اص اػتفبدٜ

ثشای ؿٙبػبيي تٛاِي ػیٍٙبَ پپتیذی اص  صٛست ٌشفت.

 (/http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP٘شْ افضاس 

ٚ خٟت خؼتدٛی ٔٛتیف اص ٘شْ افضاس 

/(http://www.genome.jp/tools/motif .اػتفبدٜ ؿذ )

ٞبی تٛاِي پشٚتئیٙي ثذػت آٔذٜ ثب اػتفبدٜ اص ٚيظٌي

 ٔٛسد ثشسػي لشاس ٌشفتٙذ  Protparamثش٘بٔٝ 

(:ExPASY http://www.expasy.ch/tools/) . خٟت

ای ٘ٛوّئٛتیذی ٚ اػیذ آٔیٙٝٞبی تٛاِيثشسػي ٚ ٔمبيؼٝ 

ٞب وٝ ثیـتشيٗ ؿجبٞت سا ثب تٛاِي ثب تؼذادی اص تٛاِي

 Viewer 6  CLC٘شْ افضاس اصٔٛسد ٘ظش داؿتٙذ، 

Sequence (Siepel and Haussler, 2004 ) ٜاػتفبد

 ؿذ.

 

 نتبیح . 3

 تکثیر شن هورمون رشذ: 3-1

تىثیش ٘بحیٝ وذ وٙٙذٜ طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ ٔبٞي ٞبٔٛس ثب 

PCR ٝوٝ ثٝ  ؿذای اختصبصي ٔٙدش ثٝ تىثیش لغؼ

س طَ آٌبسص د bp 615  صٛست ثب٘ذی ثب ا٘ذاصٜ تمشيجي

ثشای تأيیذ ٟ٘بيي، ٔحصَٛ  (.)اِف(1)ؿىُ ظبٞش ٌشديذ

تؼییٗ تٛاِي ؿذ ٚ تٛاِي ٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ ، آٔذٜ ثٝ دػت

 (.2)ؿىُ آٔذ ثٝ دػت

 کلونینگ شن هورمون رشذ 3-2

ٞتبيي  تشا٘ؼفٛسْ ؿذٜ دس پّیتت ٞبی پغ اص سؿذ ثبوتشی

ػبػت وـت ؿتذٜ   24وٝ دس ا٘ىٛثبتٛس ٔؼِٕٛي ثٝ ٔذت 

ٞتبی ػتفیذ ٚ آثتي ظتبٞش ؿتذٜ      ٞب ثٝ سً٘ثٛد٘ذ، وّٛ٘ي

ٞتتبی تشا٘ؼتفٛسْ ؿتذٜ ثتتٝ س٘تً ػتتفیذ ٚ    ثٛد٘تذ. وّٙتي  

ٞب ثٝ سً٘ آثي ثٛد٘ذ. ثٝ ٔٙظتٛس ثشسػتي   تشا٘ؼفٛسْ ٘ـذٜ

   ٚ ی طٖ وّٛ٘یًٙ طٖ دس ثبوتشی، اػتتخشاج پلاػتٕیذ حتب

ٞتبی تشا٘ؼتفٛسْ ؿتذٜ صتٛست     ٞٛسٖٔٛ سؿذ اص ثتبوتشی 

 ُ (. ثتب  )ة(3ٌشفت ٚ ثب٘ذٞبی حبصُ ثشسػي ؿذ٘ذ )ؿتى

تٛخٝ ثٝ ايٙىٝ پلاػٕیذی وٝ طٖ ٞذف سا دسيبفت وتشدٜ  

تش اػت، ثتش سٚی طَ  ٘ؼجت ثٝ پلاػٕیذ فبلذ طٖ ػٍٙیٗ

تشی ٘ؼجت ثتٝ  دس ٘بحیٝ ػمت، آٌبسص وٙذتش حشوت وشدٜ

 ٌیشد.لشاس ٔيپلاػٕیذ فبلذ طٖ 

ٓ  PCRثشای تأيیذ ٟ٘بيي وّٛ٘یٙتً، ٚاوتٙؾ    ثتب   ٔؼتتمی

ٞبی اػتخشاج ؿذٜ وتٝ داسای طٖ  ثٟشٜ ٌیشی اص پلاػٕیذ

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.expasy.ch/tools/
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اٍِتٛی   ا٘دبْ ؿتذ.  M13 PUCٞذف ثٛد٘ذ ٚ پشايٕشٞبی 

ثتتش سٚی طَ  PCRحشوتتتي لغؼتتبت حبصتتُ اص ٚاوتتٙؾ 

آٌبسص، ٘ـبٖ دٞٙذٜ ٔٛفمیت آٔیض ثٛدٖ فشايٙذ وّٛ٘یٙتً  

ُ  اػت pTZ57R/Tؿذ دس ٚوتٛس طٖ ٞٛسٖٔٛ س -1)ؿتى

 .ج(

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 bp 615ثب٘ذ  bp 100 (Fermentase)، 1  ٚ2: ٔبسوش اػتب٘ذاسد ثب ٚصٖ M .طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ PCRاٍِٛی حشوتي ٔحصَٛ -الف. 1ؿىُ 

 bp 100: ٔبسوش اػتب٘ذاسد ثب ٚصٖ Mاٍِٛی حشوتي پلاػٕیذٞبی اػتخشاج ؿذٜ ) -ة Taqثب آ٘ضيٓ  PCRٔحصَٛ 

(Fermentase) ،P ،تصٛيش  -ج ٞبی فبلذ طٖپلاػٕیذ: 3ٚ  2ٞبی ٘ٛتشویت دسيبفت وٙٙذٜ طٖ، : پلاػٕیذ4ٚ  1: پلاػٕیذ

-وّٖٛ PCR: ٔحصَٛ bp 100 (Fermentase ،)1  ٚ2: ٔبسوش اػتب٘ذاسد ثب ٚصٖ M) ٞبی ٘ٛتشویت ٔؼتمیٓ وّٖٛ PCRاِىتشٚفٛسص ٔحصَٛ 

 ٞبی ٘ٛتشویت طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ(

 
    1  agaatgctct gagcagctga actcagacct gatccaccac agccagacct gatccaccag 

   61 agccagacct gatcccagac cagccatgga ccgagtcgtc ctcctgctgt cagtagtgtc 

  121 tctgggtgtt tcctctcagc caatcacaga cggccagcgt ctgttctcca tcgccgtcag 

  181 cagagttcaa catctccacc tgcttgctca gagactcttc tccgactttg agagcactct 

  241 gcagacggag gagcagcgac agctcaacaa gatcttcctg caggacttct gtaactctga 

  301 ttacatcatc agccccatcg acaagcacga gacgcagcgc agctccgtgt tgaagctgtt 

  361 gtcgatctcc tatcggttgg tggagtcctg ggagttcccc agtcggtccc tgtccggagg 

  421 ttctgctccc agaaaccaga tttctcccaa actgtctgaa ttgaagaccg ggatcctgct 

  481 gctgatcagg gccaatcagg acggagcgga gctcttccct gacagctccg ccctccagct 

  541 ggctccttat gggaactatt atcagagtct gggcgccgac gagtcactgc gacgaacgta 

  601 cgaactgctg gcttgtttca agaaagacat gcacaaggtg gagacctacc tgacggtggc 

  661 taaatgtcga ctctctcctg aggccaactg taccctgtag tcccgcctct ccagtatgaa 

  721 gacacgctcc catgtggatg atgtaatgct gtgtgttctg tagtcccgcc cacatgtttt 

  781 ctgactctgc taattagcat tagcatttgt gttagccaca gtgttagcct gtgttcagtt 

  841 gtttgttgga gcaggtgtta ttatgatgac agccatcaac aggaggtgat gtcatactgt 

  901 caccatgtgt aataaagtgt gtgctgtgtt gcattcaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa 
   

 تٛاِي ٘ٛوّئٛتیذی طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ ٔبٞي ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي .2ؿىُ   
 

   

 

 

ب2      ج  

685 bp 

         M   P     1    2    3  4   M     1    2  

3500 bp 

685 bp 

        2                  1   M  

 الف
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توالی نوکلئوتیذی و آمینو اسیذی شن  3-3

 هورمون رشذ 

cDNA  ٞٛسٖٔٛ سؿذ ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي يه چبسچٛة ثبص

 ؛      .داسداػیذ آٔیٙٝ  204٘ٛوّئٛتیذ ٚ  615خٛا٘ذ٘ي، 

( دس تٛاِي آٔیٙٛ Asn-Cys-Thr) NCTتٟٙب يه ٔٛتیف 

وٝ يه خبيٍبٜ ثبِمٜٛ  اػتا٘تٟبيي  -Cاػیذی دس ٘بحیٝ 

تٛاِي ػیٍٙبَ اػت.  N-Linked glycosylation ثشای

تٛاِي آٔیٙٛ اػیذی  .اػتآٔیٙٝ اػیذ  17پپتیذی داسای 

ٌٛ٘ٝ اص ٔبٞیبٖ ٔمبيؼٝ ؿذ. تٛاِي  12ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي ثب 

 ٞبیٌٛ٘ٝ ػیٍٙبَ پپتیذی ايٗ ٌٛ٘ٝ وبٔلاً ثب

Epinephelus coioides (Li et al., 2005 ،)

Epinephelus lanceolatus،Epinephelus awoara  
ٚEpinephelus akaar ٌٝ٘ٛ ٞب تٟٙب ٔـبثٝ ثٛدٜ ٚ ثب ػبيش

ٚصٖ  (.5)ؿىُ اػتدس چٙذ اػیذ آٔیٙٝ ٔتفبٚت 

ویّٛداِتٖٛ ٚ ٘مغٝ ايضٚاِىتشيه  014/23ِٔٛىِٛي ثشاثش 

. ثشای تؼییٗ ثشای ايٗ پشٚتئیٗ ٔحبػجٝ ؿذ 90/6ثشاثش ثب 

ٔٛتیف لغؼٝ طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ، ثب ٚاسد وشدٖ تٛاِي 

دػت آٔذٜ اص ٔبٞي ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي دس ٝ آٔیٙٛ اػیذی ث

چٙیٗ ٞٓ .دٚ ٔٛتیف داسدتأيیذ ؿذ وٝ ايٗ طٖ ٘شْ افضاس، 

 growth-hormone-like“ تأيیذ ؿذ وٝ ايٗ طٖ خضء

superfamily” .اػت 

ٞٛسٖٔٛ سؿذ ٚ تٛاِي پشٚتئیٙي ايٗ  cDNAآ٘بِیض تـبثٝ 

ا٘دبْ ؿذ. دسصذ  NCBIدس  BLASTٌٛ٘ٝ ثب ثش٘بٔٝ 

تٛاِي ٘ٛوّئٛتیذی ٚ  Blastٞب ثش اػبع تـبثٝ ٌٛ٘ٝ

ٞب دس خذَٚ پشٚتئیٙي ٌٛ٘ٝ ٔٛسد ٔغبِؼٝ ثب ػبيش ٌٛ٘ٝ

 ( آٔذٜ اػت.1)

 

 گیری.  بحث و نتیده4

ثٝ دِیُ تٛا٘بيي ثبِمٜٛ ٞٛسٖٔٛ سؿذ ثٝ ػٙٛاٖ افضايؾ 

پشٚسی، وّٛ٘یًٙ ٚ ثیبٖ طٖ دٞٙذٜ سؿذ دس آثضی

صٛست ٞٛسٖٔٛ سؿذ دس ؿٕبسی اص ٔبٞیبٖ اػتخٛا٘ي 

(. ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي Peyush et al., 2000ٌشفتٝ اػت )

(Epinephelus coioidesٌٝ٘ٛ ثٝ ػٙٛاٖ يىي اص ) ٞبی

ٟٔٓ ٚ تدبسی خّیح فبسع اػت، سؿذ خٛثي داسد. دس 

ٚ  تحمیك حبضش، طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ ايٗ ٌٛ٘ٝ ا٘تخبة ؿذ

دس  pTZ57R/Tآٖ ثب اػتفبدٜ اص ٚوتٛس   cDNAوّٛ٘یًٙ

ا٘دبْ ٌشفت. ثب اػتخشاج  DH5αيٝ ػٛ E. coliثبوتشی 

پلاػٕیذ، ا٘دبْ وّٛ٘یًٙ ثب ٔٛفمیت ٔٛسد تأيیذ لشاس 

تٛاِي ٘ٛوّئٛتیذی، آٔیٙٛ اػیذی ٚ ػیٍٙبَ  ٌشفت.

پپتیذی طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ ايٗ ٌٛ٘ٝ ثشسػي ؿذ. دس ايٗ 

تحمیك، ٔمبيؼٝ تٛاِي ٘ٛوّئٛتیذی ايٗ ٌٛ٘ٝ ثب ػبيش 

ٞٛسٖٔٛ سؿذ  cDNAٔبٞیبٖ ا٘دبْ ؿذ. تٛاِي وذ وٙٙذٜ 

 .Eٞبی ثٛدٜ، ثب ٌٛ٘ٝ bp 615ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي 

lanceolatus ،E. awoara  ٚAcanthopagrus latus  ٝث

دسصذ ٔـبثٝ اػت.  89دسصذ ٚ  97دسصذ،  99تشتیت 

دس تحمیك حبضش، طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿذ ٌٛ٘ٝ ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي 

خّیح فبسع اص ٘ظش ػبختبس طٖ ٚ پشٚتئیٗ وبٔلاً ٔـبثٝ 

 Li)ثجت ؿذٜ دس ثب٘ه ط٘ي  Epinephelus coioidesثب 

et al., 2005)  اػت. تٛاِي پشٚتئیٙي ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي

ٞبيي وٝ ثب چٙیٗ ٌٛ٘ٝٞٓ؛ اػیذ آٔیٙٝ اػت 204داسای 

اػیذ  204تشاصی صٛست ٌشفت، ٘یض داسای  ٞب ٞٓ آٖ

، آ٘بِیض 2008ٚ ٕٞىبساٖ دس ػبَ  Pinheiroآٔیٙٝ ثٛد٘ذ. 

 Piaractusٞٛسٖٔٛ سؿذ  cDNAتٛاِي ٚ وّٛ٘یًٙ 

mesopotamicus  سا اسصيبثي وشد٘ذ. عجك آ٘بِیض، تٛاِي

اػیذ  178داسای  .mesopotamicus Pپشٚتئیٙي ٌٛ٘ٝ 

 Ictalurusاػیذ آٔیٙٝ ٘ؼجت ثٝ  10آٔیٙٝ ثٛدٜ وٝ 

punctatus  ٚ26  اػیذ آٔیٙٝ ٘ؼجت ثٝ ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي

ٚ  Anathyچٙیٗ عي ثشسػي وٝ وٕتش اػت. ٞٓ

 Heteropneustesسٚی ٌٛ٘ٝ  2001ٖ دس ػبَ ٕٞىبسا

fossilis  ا٘دبْ داد٘ذ، ٔـخص ؿذ وٝ تٛاِي پشٚتئیٙي

اػیذ آٔیٙٝ داسد ػیٍٙبَ پپتیذ  200ايٗ ٌٛ٘ٝ داسای 

اػیذ آٔیٙٝ اػت دس حبِي وٝ،  17ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي داسای 

(، Koren et al., 1989ػیٍٙبَ پپتیذ وپٛسٔبٞیبٖ )

 Labeo rohita(، Law et al., 1996ٔبٞي علايي )

(Venugopal et al., 2002ٚ )Oncorhynchus keta 

(Sekine et al., 1985 )22  اػیذ آٔیٙٝ داسد. ٘تبيح
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حبصُ اص آ٘بِیض تٛاِي پشٚتئیٙي ٘ـبٖ داد، ٞبٔٛس ٔؼِٕٛي 

دس ٘بحیٝ  N-Linked glycosylationداسای يه خبيٍبٜ 

C-  یض ٞبی ٔمبيؼٝ ؿذٜ ٘ػبيش ٌٛ٘ٝ؛ ا٘تٟبيي اػت

ٞبی چٙیٗ ٌٛ٘ٝٞٓ؛ داسای يه خبيٍبٜ ٞؼتٙذ

Piaractus mesopotamicus (Pinheiro et al., 2008 ،)

Paralichthys lethostigma (Liu et al., 2011،) 
Mugil platanus،Hemiramphus brasiliensis  

(Meier et al., 2006)  ٘یض داسای يه خبيٍبٜ ثٛدٜ، دس

(، Law et al., 1996حبِیىٝ دس ٔبٞي علايي )

ٞب  (، ٌشثٝ ٔبٞيKoren et al., 1989وپٛسٔبٞیبٖ )

(Lemaire et al., 1994 ٚ ) Oncorhynchus keta 

(Sekine et al., 1985 ٜدٚ خبيٍب )N-Linked 

glycosylation يبفت ؿذٜ اػت. يىي ديٍش اص ٚيظٌي-

ٞبی ؿبخص ٞٛسٖٔٛ سؿذ، حضٛس اػیذ آٔیٙٝ 

 ػیؼتئیٗ اػت.

ػتِٛفیذی تـتىیُ   تٛا٘ٙتذ ثب٘تذٞبی دی  ٞب ٔيػیؼتئیٗ

ٞتبی پشٚتئیٙتي سا تحتت تتأثیش      دٞٙذ وٝ ا٘غجبق ِٔٛىَٛ

(. ٞٛسٖٔٛ سؿذ ٞتبٔٛس  Sekine et al., 1985لشاس دٞٙذ )

 ٝ -ٔؼِٕٛي داسای چٟبس اػیذ آٔیٙٝ ػیؼتئیٗ اػت. ٌٛ٘ت

تشاصی صٛست ٌشفتٝ، ٘یض داسای ٕٞیٗ  ٞبيي وٝ ثب آٟ٘ب ٞٓ

 Cromileptesض ثبؿتتٙذ ثتتٝ ختتتؼتتذاد ػیؼتتتئیٗ ٔتتي

altivelis (Syaifudin et al., 2007  ٝوت )ػیؼتتئیٗ   5

تتب اص   4داسد. ثش اػبع ػبختبس پیـٟٙبدی ٞٛسٖٔٛ سؿذ، 

ػِٛفیذ ؿتشوت  ٞب دس تـىیُ ثب٘ذٞبی دیايٗ ػیؼتئیٗ

٘مؾ احتٕبِي ػیؼتئیٗ پتٙدٓ ٕٔىتٗ اػتت     وٙٙذ. ٔي

 refoldingٞبی اِیٍٛٔشيه تـىیُ دٞذ وٝ ثتش   ٔدٕٛػٝ

(. Fine et al., 1993سؿذ تأثیش ٔٙبػجي ثٍزاسد )ٞٛسٖٔٛ 

ا٘تٟبيي داسای تـتبثٝ ثتبلايي دس    -Cعجك آ٘بِیضٞب، ٘بحیٝ 

ثبؿتتذ ٚ ٘متتؾ وّیتتذی دس ٔیتتبٖ ٔبٞیتتبٖ ٌٛ٘تتبٌٖٛ ٔتتي

وٙتذ. ٘تتبيح   ػبختبس ٚ ػّٕىشدٞبی ٞٛسٖٔٛ سؿذ ايفب ٔي

طٖ  bp 615دٞذ وٝ لغؼٝ حبصُ اص ايٗ ٔغبِؼٝ ٘ـبٖ ٔي

وّٖٛ ٌشديذٜ اػتت   pTZ57R/Tٛس ٞٛسٖٔٛ سؿذ دس ٚوت

ٚ ايٗ پلاػٕیذ خٟت وّٛ٘یًٙ طٖ ٞٛسٖٔٛ سؿتذ ٔتبٞي   

ثبؿتتذ. اػتتتفبدٜ اص سٚؽ ٞتتبٔٛس ٔؼٕتتِٛي ٔٙبػتتت ٔتتي 

وّٛ٘یًٙ ثشای تٟیٝ پلاػٕیذ ٘ٛتشویت، سٚؿتي ٔٙبػتت   

چٙیٗ پلاػتٕیذ حتبٚی طٖ ٞٛسٔتٖٛ سؿتذ     ثبؿذ. ٞٓٔي

٘یتض   DH5αتٛا٘بيي حفظ طٖ سا داساػت. ػٛيٝ ثبوتشيبيي 

تٛا٘ذ ثشای تِٛیذ ٞٛسٖٔٛ سؿذ ٘ٛتشویت دس تحمیمتبت  ٔي

پشٚسی دس ٔمیبع ثتضسي   ٞبی وبسثشدی آثضیپبيٝ ٚ ثش٘بٔٝ

 ٔٛسد اػتفبدٜ لشاس ٌیشد.

 
تٛاِي   Blastٞب ثش اػبع .  دسصذ تـبثٝ 1ٌٝ٘ٛخذَٚ  

 ٘ٛوّئٛتیذی ٚ پشٚتئیٙي

 

 ٌٛ٘ٝ ٞب 

 حذاوثش تـبثٝ

 تٛاِي پشٚتئیٙي تٛاِي ٘ٛوّئٛتیذی
Epinephelus coioides 100%  100%  
Epinephelus lanceolatus 99%  100%  
Cromileptes altivelis 98%  100%  
Epinephelus awoara 97%  99%  
Epinephelus akaara 97%  99%  
Siniperca kneri 91%  98%  
Lepomis cyanellus 90%  97%  
Sparus aurata 90%  96%  
Sciaenops ocellata 90%  96%  
Acanthopagrus latus 89%  95%  
Acanthopagrus schlegelii 89%  95%  
Acanthopagrus schlegelii 89%  95%  
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coioides in E. coli 
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Abstract 
According to the role of the growth hormone gene in the aquaculture, in this research cloning 

growth hormone coioides (Epinephelus coioides) was evaluated in vector pTZ57R / T. After PCR 

product purification by kit QIAquick Gel Extraction, growth hormone gene was integrated into 

pTZ57R / T vector. Constructed vector was transferred in E. coli strain DH5α competent cells. 

The white colonies was  recombinant bacteria,  from that that plasmid extraction was performed. 

Cloning obtained conformed using with direct PCR and sequencing methods. Growth hormone 

cDNA from E. coioide has an open reading frame of 615 nucleotides and 204 amino acids 

respectively. The calculated molecular weight and predicted of isoelectric point of the growth 

hormone protein  were 014/23 kDa and 9.6 respectively. The results of this study showe that 

growth hormone gene in pTZ57R / T vector successfully  had been cloned and can be used to  

growth hormone gene expression and  protein production. The omparition of gene sequencing 

with growth hormone gene from E. coioides in the GenBank  was showed similarity  between 

them . 
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