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 1388 پاييز ،11 ، شمارهسومسال ،  تبريز واحددانشگاه آزاد اسلامي علوم كشاورزيعلمي ـ پژوهشي مجله           

لد مركز اصلاح نژاد دام و در گاوهاي نر مBLADبررسي مولكولي بيماري 
  غرب و غرب كشور شمال

  
 5ايرج غفاريو  4قربان الياسي زرين قبايي، 3محمدرضا بادامي، 2سلمان نومي، 1البنين پيراهري ام

  
 

  چكيده
 برخـي از نژادهـا مـشاهده    درهاي ژنتيكي و مغلوب اتوزومي در گاو اكثراً وابسته به نـژاد بـوده و                بيماري

ايـن بيمـاري    .  اسـت  )BLAD (هاي سفيد خون   نقص چسبندگي گلبول   هاي رايج  يكي از اين بيماري   . شود  مي
 18CD  در ژن  اي   نقطه  اساس مولكولي اين بيماري جهش     .ژنتيكي تاكنون در نژاد هلشتاين مشاهده شده است       

اي، نوكلئوتيد آدنين جايگزين گوآنين شـده و در       هباشد كه با اين جهش نقط        مي 383و در موقعيت نوكلئوتيد     
. )G128D (شده اسـت   ساختمان پروتئيني، اسيد آسپارتيك جايگزين گلايسين        128 آن در موقعيت     ينتيجه

و  TaqI  برشيهاي و آنزيم PCR-RFLPبا استفاده از روش در گاو  تشخيص اين نقص ژنتيكي      ،در حال حاضر  
HaeIII ن تحقيق در اي . پذير است   امكان، DNA مركـز  هـاي توليـدي      و اسـپرم  مولـد    گاوهاي نر خون   ينمونه

 مولد  ي ناحيه  جهت تكثير  يت،يت و كيفّ  تعيين كم استخراج و   غرب و غرب كشور پس از       اصلاح نژاد دام شمال   
ارزيـابي  % 2 بـر روي ژل آگـارز        PCR محصول   .استفاده شد  جفت باز    101به طول    18CDبيماري از روي ژن     

 برش داده شده بر     هاي  فرآورده هضم و    TaqIدر نهايت محصولات تكثير شده با استفاده از آنزيم برشي            و   هشد
با توجه با الگوهاي باندي توليد شـده،        . شدآميزي     و با اتيديوم برمايد رنگ     الكتروفورز% 10روي ژل آكريلاميد    

عاري از داري شده در اين مركز   ي نگه ها و دام هاي توليد شده      اسپرم ي كليه لذا ، مشاهده نشد  BLADبيماري  
  . شدندمشخص TL و با كد ههاي سفيد خون بود بيماري ژنتيكي نقص چسبندگي گلبول

  

 .BLAD ،PCR-RFLP ،TaqI ،هلشتاين بيماري، گاو نر، :واژگان كليدي

                                                 
  ) مسئولينگارنده (شرقي سازمان جهاد كشاورزي استان آذربايجانكارشناس ارشد ژنتيك و اصلاح نژاد دام -1

hpirahary@yahoo.com 
  23/10/87: ريافتتاريخ د                               شرقي سازمان جهاد كشاورزي استان آذربايجانكارشناس ارشد ژنتيك و اصلاح نژاد دام -2
  30/1/89: تاريخ پذيرش                                                           غرب و غرب كشورمركز اصلاح نژاد دام شمال دكتراي دامپزشكي -3
   عضو هيات علمي مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي آذربايجان شرقي-4
  غرب و غرب كشورمركز اصلاح نژاد دام شمال كارشناس ارشد ژنتيك و اصلاح نژاد -5
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  مقدمه
هـاي انتخـاب بـر اسـاس         يكي از محـدوديت   
 ،ست كه در حين انتخاب     ا ركوردهاي فنوتيپي اين  

 ناديـده گرفتـه     هـاي مفيـد احتمـالاً      اري از ژن  بسي
 ـ      مي ثر مـورد اسـتفاده واقـع       ؤطـور م ـ   هشـوند يـا ب
 ـ ممكـن اسـت       و از طرفي ديگـر     شوند  نمي طـور   هب

بيمـاري  نظير  ناخواسته تعدادي از نقايص ژنتيكي      
BLAD1 ،CVM2، و DUMPS3    بــه نــسل بعــد

چنـين وضـعيتي نيـاز بـه كـاربرد          ). 5(انتقال يابد   
وع ژنتيك مولكولي را كه منجر بـه       هاي متن  تكنيك

گردد،    سياه ژنوم مي   ياي به جعبه    باز شدن دريچه  
هرچند تـا بـاز كـردن       . دهد  روز به روز افزايش مي    

 اسـرارآميز راه درازي در پـيش اسـت          ياين جعبه 
هــاي موجــود امكــان  ولــي بــا ايــن حــال تكنيــك

هــاي مهــم و مفيــد را در  ي بعــضي از ژنيشناســا
  ).6(ي فراهم نموده است هاي اصلاح برنامه

نقــص چــسبندگي لكوســيت گــاوي در گــاو 
 4هلشتاين يك بيماري ژنتيكي مغلوب غيرجنـسي      

 اساس مولكولي ايـن بيمـاري ژنتيكـي يـك           .است
 CD 18  ژن383 نوكلئوتيـــداي در  جهـــش نقطـــه

بـاز آلـي آدنـين      ر به جايگزيني    ـمنجد كه   ـباش  مي
ر در نتيجـه د   .  اسـت  جاي گوانين جايگزين شده   هب

ــول ــيدآمينه CD 18 مولك ــت اس ، 128 ي در موقعي
  . آسپارتيك اسيد جايگزين گلايسين شده است

موجـود  هاي    بر اثر جهش ايجاد شده، گيرنده     
 تغييـر ماهيـت داده و   سـفيد  هاي در غشاي گلبول 

مـدت   ثري را بـه   ؤتوانند اتصال قوي و م ـ      ديگر نمي 

                                                 
1- Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency 
2- Complex Vertebral Malformation 
3- Deficiency of Uridine Monophosphate Synthase 
4- asexual 

 رگ ايجاد نموده و توانايي عبور       يطولاني با ديواره  
 رگ براي مقابله با عفونـت را از دسـت           ياز ديواره 

 در نتيجه حيوان قادر نخواهد بود بيماري        ،دهد  مي
 ،رو از ايـن  .طور كامـل از بـين ببـرد        هباكتريايي را ب  

 ممكن است عامل عفونت مقاومت كـرده و مجـدداً         
 حضور تنها يـك     يتاكنون منابع مختلف  . عود نمايد 
ي در جمعيـت  بيمـار ايـن   عامـل عنـوان   آلل را بـه   

هـاي حامـل    دام. انـد   گاوهاي هلشتاين تاييد كـرده    
دهنـد امـا       بيماري را نشان نمـي     ،آلل جهش يافته  

هاي بيمـار هموزيگـوت       علايم كلينيكي در گوساله   
، عـود پنومـوني  ،  التهـاب روده  ،  كاهش رشـد  شامل  
هـا   زخم  ،ها ريختن پشم و دندان   ،  هاي مكرر  عفونت
ي هـا   نوتروفيـل  افـزايش مـداوم   ،  هـاي لثـه     و قرحه 
طولاني شدن ،  هاي اطراف دهان   التهاب بافت خون،  

هـاي   پاسخ ضعيف بـه عفونـت     ،  ها مدت التيام زخم  
ــايي ــارچي و باكتري ــي  ، ق ــت طبيع ــاهش مقاوم ك

هاي مختلـف    اعضاي مختلف بدن نسبت به عفونت     
ناتواني عميق براي ايجاد يك      و   باكتريايي و قارچي  

طبيعـي يـا   پاسخ التهابي طبيعي بـه حـضور فلـور         
 كه  گزارش شده است   ،ي مبتلا ها ها در بافت   پاتوژن

شـود    در نهايت به مرگ زود هنگام دام منجـر مـي          
  .)11 و 9، 8، 7 ،3، 2، 1(

ژنتيكـي  تاكنون درماني بـراي ايـن بيمـاري         
 يگزارش نشده و گاوهاي مبـتلا بـسته بـه درجـه           

هاي مبـتلا اغلـب در       ابتلا و جايگاه عفونت و ارگان     
در حـال حاضـر     . شوند  ول زندگي تلف مي   هاي ا  ماه

ترين روش تشخيص    ترين و سريع   ترين، ارزان  دقيق
، BLAD بيمـاري     جهش يافتـه   گاوهاي حامل آلل  

ــون ــه اســتDNA آزم ــر   ك ــن روش ب ــاس اي  اس
بـراي  .  استوار اسـت   18CD شناسايي جهش در ژن   

نظيـر  برشـي   هـاي    اين منظور با استفاده از آنـزيم      
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TaqI و HaeIIIده را هــضم ـر شـــكثيــ تي قطعــه
 قطـع   ي كـه جهـش ايجـاد شـده ناحيـه          دنكنمي

 ي از بين برده و ناحيـه      TaqIشونده را براي آنزيم     
كند   مي ايجاد   HaeIIIبرشي جديدي را براي آنزيم      

 هـضم شـده بـر روي        هـاي   فـرآورده با الكتروفـورز    
 امكـان تفكيـك     ميـد، كريلاآ هاي آگارز و يا پلي     ژل

در . صــد وجــود دارد در100هــا بــا دقــت  ژنوتيــپ
و  BL1كـد   هاي حامـل بـا       دامهاي اسپرم     كاتالوگ

 ژنوتيـپ و  معرفـي شـده      TL2كد  هاي سالم با     دام
علت مرگ زود هنگام جنيني      هموزيگوت مغلوب به  
 18CDدر حال حاضر ژن  .باشد  قابل تعيين كد نمي   

ــود در آن   ــدي موجـ ــاوي و جهـــش نوكلئوتيـ گـ
ش ايجـاد   بـه غيـر از جه ـ       كه يابي شده است    توالي
ديگـري   جهـش    ،18CD ژن   383 يدر ناحيه شده  
 جــايگزين ســيتوزين  آندركــه يافــت شــده نيــز 

 در BLADحامـــللـــل ســـالم و آتيمـــين بـــين 
 3 كـه يـك جهـش خـاموش        شـده  775 نوكلئوتيد

  ). 13(باشد  مي
  ها مواد و روش

 نمونـه   46تعـداد   براي اجـراي ايـن تحقيـق        
د دام  پايوت اسپرم توليد شده در مركز اصـلاح نـژا         

 خـون از    ي نمونـه  15غرب و غرب كـشور و        شمال
 اسـتفاده  مركـز    آناوهاي نر هلشتاين موجود در      گ

 1/0ميـزان    ون بـه  براي جلوگيري از انعقاد خ ـ    . شد
 مولار با   EDTA) 5/0، محلول    خون  يحجم نمونه 

8= PH (شــداضــافههــاي حــاوي خــون  بــه لولــه  .
ــتخراج  ــون و  50 از DNAاس ــر خ  100 ميكروليت

ــا اســتفاده از كيــت وليتــر اســپرم منجمــد ميكر ب
                                                 
1- BLAD Carrier 
2- Test Free as Carrier of BLAD 
3-Silent Mutation 

DIAtom DNA Prep ــاس ــر اس ــوم و ب  روش ب
تغييراتـي  ) 12(كه توسط شـيخايف     ) 7(همكاران  

جهـت تعيـين    .  انجام گرفـت   ،در آن داده شده بود    
هاي الكتروفـورز و      از روش  DNAكيفيت و كميت    
 بـراي تكثيـر ژن      .شـد  استفاده   4اسپكتروفتومتري

18CD 1 گــاو، آغازگرهــايBLAD2  وBLAD ــا  ب
 كـه   )14 (توالي زيـر مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت          

ــرهشــرايط  ــراز واكــنش زنجي در ) PCR( 5اي پليم
  : شده استهيارا 2 و 1جداول 

  

BLAD1: 
(5'-GTCAGGCAGTTGCGTTCAA-3') 

 
BLAD2: 

(5'-GAGGTCATCCACCATCGAGT-3') 
  

 از ژل آگارز PCR تشخيص محصولات براي
برومايد استفاده   يديومآميزي ات  رنگاز  درصد2

، برش 18CDهاي ژن  براي تعيين ژنوتيپ. گرديد
 واحد 5 با استفاده از PCRآنزيمي محصولات 

 37 ساعت در دماي 5 به مدت TaqI برشيآنزيم 
حصولات هضم م. شدگراد انجام   سانتييدرجه

اي پليمراز بر روي ژل  شده واكنش زنجيره
 شده و با  الكتروفورز درصد10آكريلاميد  پلي

  .آميزي شدند برومايد رنگ  اتيديوم

                                                 
4- Spectrophotometeric 
5- Polymerase Chain Reaction 
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  گاو 18CD پروفيل حرارتي مورد استفاده براي تكثير ناحيه مورد نظر ژن -1جدول 
  

Step   چرخه  زمان  )گرادي سانتيدرجه(دما  
Initial Denaturation 95  '3  1  

Denaturation 95  "45  
Annealing 59  "30  
Extension 72  "45  

35  

Final Extension 72  '10  1  
  

 
   ميكروليتر25مراز در حجم نهايي اي پلي  غلظت مواد واكنش زنجيره-2جدول 

  
  Ingredient  غلظت نهايي

U1  Taq DNA Polymerase  
 X1  PCR Buffer  

 mM 5/1  MgCl2  
  mM2/0  dNTPs  

 ng75  DNA  
pmol10  BLAD1 Primers  
pmol10  BLAD2 Primers  

  
  

  نتايج و بحث
DNA      كيــت   روش  بــه  شــده اســتخراجي 

DIAtom DNA Prep ، حاصل   بزرگي هاي مولكول 
 λDNA بـا      سـطح    آگـارز هـم      ژل   بر روي   نمود كه 
 تعيـين   ،هر چنـد كـه    ). 1 شكل(كردند     مي  حركت

استخراج شده ممكـن  ي      DNAدقيق طول قطعات    
ها    مولكول   اين ي  اندازه  رسد كه   نظر مي  بهنبود ولي   

ــتج ــاي ه ــي  كاره ــك  مهندس ــات   ژنتي  و تحقيق
   امـر قـدرت      ايـن    باشد كـه     بسيار مناسب   مولكولي  

 DNA هـاي      را در استخراج مولكول      سليكاژل  روش
هاي تكثيـر شـده        نمونه يكليهدر  . سازد  نمايان مي 

 بدون هـيچ    18CD  جفت بازي از ژن    101 يقطعه
  و )2شـكل    (گونه باند غير اختصاصي موجود بوده     

 و انتظـار    باشـد   مـي شرايط تكثير ژن بسيار عـالي       
هـاي بعـدي تـشخيص       رود كـه مراحـل و گـام         مي

قطعـات  .  بدون مشكل انجام شـود     BLADبيماري  
 داراي 19PUC مشاهده شده در بين دو سايز ماركر    

باشـد كـه بـراي         مـي  DNAمقادير بسيار بالايي از     
 تكثيـر شـده     يقطعـه . آل اسـت    برش آنزيمي ايده  

 جفـت بـازي سـايز       110 يتر از قطعـه     كمي پايين 
كـه تـوالي     ماركر قرار گرفته است و با توجه به اين        

) 3شكل  (باشد     تكثير شده در دسترس مي     يقطعه
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آميــز و صــحيح  تيــ تكثيــر موفقينــشان دهنــده
 بيمـاري   يژن كنتـرل كننـده    شكل    چند يناحيه

ــول  ــاي ســفيد  ژنتيكــي نقــص چــسبندگي گلب ه
(BLAD) است. 

 تكثير شده با توجـه  يدر برش آنزيمي ناحيه   
 كه بـراي    اين بود  انتظار   TaqIبه محل برش آنزيم     

، 84 چهـار قطعـه      BLAD گاوهاي ناقل هاي    نمونه
ــود و   17 و 32، 52 ــل شـ ــازي حاصـ ــت بـ  جفـ

هايي كه عاري از بيماري باشـند سـه قطعـه             نمونه
 جفت بـازي حاصـل نماينـد كـه در       17 و   32،  52

دنـد و   كرها سه قطعه ايجاد       تمامي نمونه عمل هم   
  شدند مشخص) عاري از بيماري   (TLهمگي با كد    

) 10( نصيري و همكاران     ،كه در صورتي . )4شكل  (
لـد مركـز اصـلاح نـژاد        س گاو نر مو   أ ر 30از تعداد   

عنـوان حامـل بيمـاري       آباد يك مـورد را بـه        عباس
دسـت آمـده از      هبر اساس نتايج ب   . دندكرشناسايي  

 را بـر روي تمـامي       TLتـوان كـد        مـي  ، بررسياين  
هاي اسپرم توليدي ثبت كـرد تـا واحـدهاي           پايوت

لـل  آگاوداري بدون هـيچ گونـه نگرانـي از شـيوع            

ــا BLADبيمــاري   تكنيــك تلقــيح مــصنوعي را ب
ها انجام دهند و از طرفي اين        استفاده از اين پايوت   

ــا PCR-RFLPتحقيــق نــشان داد كــه تكنيــك   ب
 BLADتواند حاملين بيمـاري       مي% 100اطمينان  

را در جمعيت گاوهاي پروف شده شناسايي نمـوده   
ــت    ــي در جمعي ــاري ژنتيك ــن بيم ــشار اي و از انت
گاوهــاي شــيرده و بــا ارزش هلــشتاين جلــوگيري 
ــرگ      ــر م ــه در اث ــسارتي ك ــروز خ ــد و از ب نماي

هـاي متولـد شـده در اوايـل سـن متوجـه               گوساله
  . گردد پيشگيري نمايد دامدار مي

 هـاي  هزينه انجام آزمـايش ،كها توجه به اين  ب
هـاي اقتـصادي و      ژنتيكي براي تعيين ژنوتيـپ ژن     

 هـايي   تر از هزينـه     هاي ژنتيكي بسيار پايين    بيماري
كه در اثر مرگ و مير دام و يا كـاهش توليـد           است  

رود كـه مراكـز       انتظار مـي   ،گردد  متوجه دامدار مي  
قــيح اصــلاح نــژاد قبــل از توليــد اســپرم بــراي تل 

نسبت دامي  هاي   مصنوعي و پخش آن در جمعيت     
هـاي   ژنتيكي اقدام و ژنوتيپ   هاي  به انجام آزمايش  

  .ها درج نمايند حاصل را بر روي شناسنامه اسپرم
  

 
  

  λاستاندارد ي DNAدر كنار هاي توليدي و اسپرم استخراج شده از گاوهاي نر يDNAهاي   نمونه-1شكل 
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  CD18 بر روي ژن BLAD موثر در ايجاد جفت بازي از ناحيه 101 تكثير قطعه -2شكل 
 

GTCAGGCAGTTGCGTTCAACGTGACCTTCCGGAGGGCCAAGGGCTACCCCAT CGA
CCTGTACTACCTGATGGACCTCTCCTACT CGATGGTGGATGACCTC 

  
  محل برشي، )نواحي مورب (2BLAD  و1BLAD  گاو با پرايمرهاي18CD  ژني تكثير شدهي توالي ناحيه-3شكل 

   مي باشدTagIآنزيم 
 

 
  

  )راست (TaqI با آنزيم همان قطعاتو هضم آنزيمي ) چپ (PCR هاي فرآورده الكتروفورز -4شكل 
  

  تقدير و تشكر
ــيله  ــشكده  بدينوس ــرم پژوه ــت محت از رياس

غرب و غـرب كـشور      بيوتكنولوژي كشاورزي شمال  
   همكاران،ازيـدامين حجـاب آقاي دكتر محمـجن

  
اه ژنـوميكس آن پژوهـشكده و       گـرم آزمايـش  ـمحت
 همكاران محترم مركـز اصـلاح نـژاد دام          ،چنينهم

  .گردد گزاري مي غرب و غرب كشور سپاس شمال
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