
  

  
  

  ژنتيك نوين
  1392 تابستان، 2، شماره تمشهدوره 

  207 - 212صفحه 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
 ژنوتيپ،

  ،گاوهاي هلشتاين
 ،اندازراهناحيه 

 ورم پستان،
TLR4  

 

 چكيده

 
 
 

 
 
  
  
  
  

هاي سوماتيك در يك  و تعداد سلول TLR4ژن  اندازراهسي ارتباط ناحيه برر
 جمعيت گاو هلشتاين در استان اصفهان

Association of promoter region of TLR4 gene with somatic cell count in a 
Holstein dairy herd in Isfahan province 

 3في محقق ، مصط2*، سيد ضياء الدين ميرحسيني1آزاده خسروي

  دانشگاه گيلان و دانشيار،  كارشناس ارشد  - 2و1
  استاديار دانشگاه ياسوج -3

Khosravi A1, Mirhoseini SZ*2, Mohaghegh M3 

1,2. MSc Student and Associat Professor, Guilan University 

3. Assistant Professor, Faculty of Agriculture, Yasouj University 

 
 mirhosin@guilan.ac.ir  :نده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكينويس *

  )24/10/91 :تاريخ پذيرش -  11/11/90 :تاريخ دريافت(

  
 

براي ايجاد مقاومت ژنتيكي نسبت به اين بيماري، . ها در گاوهاي شيري است ترين بيماريورم پستان يكي از شايع
هاي كانديداي از ژن )TLRs(هاي شبه تول    گيرنده. ضروري استهاي مقاوم به ورم پستان ها و الل  شناسايي ژن

- راه چند شكلي در اين پژوهش. مناسب براي افزايش مقاومت ژنتيكي به ورم پستان در گاوهاي هلشتاين هستند
مورد  ايران يك جمعيت از گاوهاي هلشتاينهاي سوماتيك در و ارتباط آن با تعداد سلول TLR4ژن  انداز

-راهبراي . آنها استخراج شد DNAگاو هلشتاين نمونه خون تهيه و  100براي اين منظور، از  .ر گرفتقرا بررسي
فرايند در جفت باز را  274طول اي بهها  قطعهاين آغازگر. يك جفت آغازگر طراحي شد TLR4ژن  انداز

 26/0و  74/0با فراواني  به ترتيب Bو  Aدو الگوي ژنتيكي . تكثير نمودند) PCR(اي پليمراز واكنش زنجيره
هاي سوماتيك در داري بر تعداد سلولژنتيكي اثر معنينتايج نشان داد كه اين الگوهاي . تشخيص داده شدند

هاي پذيري تعداد سلولبا توجه به پايين بودن توارث .)>01/0P( گاوهاي هلشتاين جمعيت مورد بررسي دارد
 TLR4ژن  قيم براي بهبود صفت، انتخاب بر مبناي الگوهاي ژنتيكيو عدم كارايي انتخاب مست) 093/0(سوماتيك 

  .بهبود مقاومت ژنتيكي در برابر ورم پستان مورد استفاده قرار گيرد تواند برايمي
 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
با بهبود ژنتيكي گاوهاي شيري، توليد شير افزايش يافته و افزايش 

ها نظير ورم پستان دام به برخي بيماري توليد موجب حساسيت
ورم پستان، يك بيماري تورمي غدد پستاني است كه  .شده است

به وسيله اين بيماري . شود به وسيله عفونت داخل پستان ايجاد مي
آيد هاي باكتريايي و قارچي به وجود مياز پاتوژن طيف وسيعي

سيستم ايمني و دفاعي در پستان و افزايش  كه سبب فعال شدن
. ) (Goldammer et al. 2004شود سوماتيك در شير مي هايسلول

در . كيفيت شير از اثرات سوء اين بيماري است كاهش توليد و
 150معادل  1385 ايران كاهش توليد ناشي از ورم پستان در سال 

اين مقدار بدون در ). Kasravi 2008(هزار تن برآورد شده است 
نظر گرفتن خسارات فراوان ورم پستان باليني نظير كاهش عملكرد 
 توليد مثل، كاهش ماده خشك و تركيبات مطلوب در شير

، افزايش تركيبات نامطلوب )پروتئين، چربي، قند، پتاسيم و غيره(
و كاهش زمان ماندگاري ) ، آنزيم ها و غيرهسديم، كلر( در شير

افزايش مقاومت ژنتيكي به اين  ).Kasravi 2008( شير است
 مي ،ترين بيماري در پرورش گاو شيري است بيماري، كه پرهزينه

 Sordillo( هاي اصلاح نژادي مد نظر قرار گيردتواند در برنامه

and Streicher 2008(. مقاومت هاي كانديدا در زمينه از ژن
را نام برد ) هاي شبه تولگيرنده( TLR١هاي  توان ژنژنتيكي مي
 Sharma et( كندهاي سلولي را كد مي هايي از گيرنده كه خانواده

al. 2006( . نوع ژن  13تاكنونTLR  در پستانداران شناسايي شده
زا  ها توالي مولكولي خاصي از عوامل بيماري اين گيرنده. است

)PAMP(هاي ايمني بدن  دهند و در آغاز پاسخ ص ميرا تشخي ٢
. )Sabroe et al 2003( هاي ميكروبي نقش محوري دارند به پاتوژن

و بروز  دهد هاي گاو چندشكلي نشان مي در بين گونه TLR4ژن 
ارزش ارثي، تداوم شيردهي و  آن در برخي نژادهاي تجاري با

در  .)Sharma et al. 2006( هاي بدني ارتباط دارند تعداد سلول
و سيمنتال و  (Sanhe)هاي انجام شده در گاوهاي سانهي  بررسي

 هاي تك نوكلئوتيدي هلشتاين چيني مشخص شد كه چند شكلي
)SNPs ( ژن  3و اگزون  يكموجود در اينترونTLR4  با تعداد

 Wang et al. 2007( هاي سوماتيكي در شير در ارتباط است سلول

                                                            
1 Toll-Like receptor 
2 Pathogen-associated molecular patterns 

، يكهاي تك نوكلئوتيدي شناسايي شده در اينترون  تفاوت). 
هاي سوماتيكي  اين ژن با تعداد سلول UTR'5و ناحيه  3اگزون 

 Mesquita et( شير در گاوهاي هلشتاين برزيلي در ارتباط است

al. 2012 .(هاي شناسايي شده در اگزون  د شكليهمچين چن
اين ژن در گاوهاي ساهيوال هند با ورم پستان مرتبط  3شماره 

تر ها به اين بيماري مقاوم هستند، به طوري كه برخي ژنوتيپ
 Murrahهاي در گاوميش). Wakchaure et al. 2012( باشند مي

موجب  TLR4ژن  3شناسايي شده در اگزون  SNPهندوستان نيز 
ورم پستان مقاوم تر ab نسبت به  aaهاي  است تا ژنوتيپشده 
  ).Gulhane and Sangwan 2012( باشند

تك نوكلئوتيدي  هدف از اين مطالعه يافتن ارتباط بين چند شكلي
هاي  و بيماري ورم پستان و شناسايي الل TLR4ژن  اندازراهناحيه 

 مرتبط با مقاومت به ورم پستان در گاوهاي هلشتاين جمعيت
  .مورد نظر است

  
   هامواد و روش

  بردارينمونه 
گاو هلشتاين شركت  100هاي خون  در اين پژوهش از نمونه

كشت و دام قيام وابسته به بنياد مستضعفان و جانبازان استان 
داد اطلاعات مربوط به ركوردهاي انفرادي تع. اصفهان استفاده شد

همچنين  هاي مختلف شيردهي و هاي سوماتيك در دوره سلول
ها شامل شماره ثبت والدين و حيوان و  اي دام مشخصات شجره
اخذ و براي تجزيه و تحليل مورد استفاده قرار  سال و فصل زايش

 .گرفت

 DNAاستخراج 

. استخراج شد DNAبا استفاده از كيت دياتوم از خون هموژن 
به دست آمده با استفاده الكتروفورز يا ژل آگارز  DNAكيفيت 

اسپكتوفتومتر اندازه د و غلظت آن با دستگاه ش بررسي درصد 8/0
 .گيري شد

PCR 
جفت باز، از  274به طول  TLR4 ژن اندازراهبراي تكثير ناحيه 

 نرم  از   استفاده با   اين آغازگرها. جفت آغاز گر استفاده شد يك 
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 تفاده از توالي بانك ژن به شمارهو با اس Primer 3افزار 
DQ839567.1 توالي آغازگر مورد استفاده به شرح  .شد طراحي

  :زير بود
5'-TGGCTGGAACATAGGAAATG-3' 
5'-GGTTACGGGAGGAGAGGAAG-3'  

 35ميكروليتر و  20واكنش زنجيره اي پليمراز به حجم نهايي 
مولار ميلي دوآغازگر و با تركيب  جفتچرخه و با استفاده از يك 

Mgcl2، 5/2  واحد آنزيمTaq  ،يكرومولار م 250پليمرازdNTPs ،
پيكو  10، آغازگرهاي رفت و برگشت هر كدام DNAنانو گرم  50

برنامه حرارتي شامل دماي . مول و بافر واكنش يك برابر انجام شد
دقيقه، دماي  5گراد به مدت  درجه سانتي 95واسرشته سازي اوليه 

ثانيه،  30گراد به مدت  درجه سانتي 95واسرشته سازي ثانويه 
ثانيه، دماي تكثير  30گراد به مدت  درجه سانتي 55ل دماي اتصا

 72ثانيه و دماي تكثير نهايي  30گراد به مدت  درجه سانتي 72
براي اين منظور از . دقيقه بود 7گراد و به مدت  درجه سانتي

  . استفاده شد BIO-RADدستگاه ترموسايكلر شركت 
ميكروليتر  8 براي تعيين اندازه قطعه به دست آمده از مرحله تكثير،

ميكروليتر بافر بارگذاري مخلوط و با  دوبا  PCRاز محصول 
ساعت بر  يكولت و به مدت  95با ولتاژ  M100نشانگر وزني 

  . درصد الكتروفورز انجام شد 2/1روي ژل آگارز 
  الكتروفورز

هاي مختلف، پلي  ها و قدرت تفكيك ژل با توجه به اندازه آلل
 هاي مورد نظر به كار برده للافكيك براي ت درصد 8كريل آميد ا

 SSCP١هاي منفرد  در اين تحقيق از تفاوت فرم فضايي رشته. شد
. براي تشخيص چند شكلي ژنتيكي در اين جايگاه ژني استفاده شد

ها موجب هاي موجود در تك نوكلئوتيددر اين روش تفاوت
اي مي  تك رشته DNAتفاوت در فرم فضايي ساختار نوع سوم 

قبل از انجام  PCR اي كردن محصولات  رشته براي تك. شود
ميكروليتر از بافر  9با  PCRميكروليتر از محصول  6، الكتروفورز

درجه  95دقيقه با دماي  10بارگذاري مخلوط و به مدت 
 10در نهايت . گراد در دستگاه ترمال سايكلر قرار داده شد سانتي

  .دشارگذاري ها ب ميكروليتر از مخلوط مورد نظر در چاهك
  تجزيه و تحليل آماري

                                                            
1  Single strand conformation polymorphism  

هاي سوماتيك در  ها و تعداد سلول براي بررسي رابطه بين ژنوتيپ
هاي سوماتيك با  ها براي تعداد سلول ابتدا ارزش اصلاحي دام

محاسبه . برآورد شد 1/1ويرايش  Wombat استفاده از نرم افزار
انجام  1,1نسخه  Wombatپذيري نيز با استفاده از نرم افزار  وراثت

ميانگين اطلاعات حداكثر درستنمايي محدود  شد كه از الگوريتم
 SASها در  برازش داده. استفاده ميكند ٢ REML (AI) شده

فصل و دوره  - ده از اثرات ثابت سالو با استفا 9,1ويرايش 
  :شيردهي طبق مدل زير انجام شد

Y= Zu + Xb + e 
بردار اثر عوامل ثابت موثر  b ؛مشاهدات بردار Yدر اين مدل

بردار اثر تصادفي   u؛دوره شيردهيفصل و  -برصفت شامل سال
بردار اثرات تصادفي  eهاي مدل و  ماتريس X و Z ؛افزايشي ژنتيك
  .مانده هستند باقي

هاي سوماتيك و الگوهاي  براي بررسي رابطه بين تعداد سلول
  .اده شدژنتيكي از مدل رگرسيون لجستيك استف

Logit(π) = log[π/ (1- π)]= β0+β1xi 

متغير مستقل   xi شيب خط و β1 ؛عرض از مبدا β0در اين مدل 
  .هستند) سلول سوماتيك( پيوسته

  
    نتايج و بحث

اي پليمراز بر روي  نتيجه الكتروفورز محصولات واكنش زنجيره
- راهجفت بازي تكثير شده از ناحيه  274ژل آگارز، صحت قطعه 

گاوهاي هلشتاين را توسط نشانگر اندازه مورد  TLR4ژن  ازاند
نتايج حاصل از الكتروفورز ژل اكريلاميد  ).1شكل ( تاييد قرار داد

 TLR4ژن  اندازراهبراي گاوهاي هلشتاين مشخص كرد كه ناحيه 
دهد كه  شكلي از خود نشان مي در گاوهاي هلشتاين حالت چند
 74/0با فراواني ) 2شكل ( Bو  Aمنجر به شناسايي الگوي ژنتيكي 

براساس نتايج ارائه شده ، مقدار  . در اين گاوها شده است 26/0و
 ) >01/0P( دار شده است معني (χ2=13.811)اسكوار  آماره كاي

بنابراين در مدل رگرسيوني لجستيك برازش يافته، تنها حضور 
مورد تاييد قرار گرفت كه ) Bو  A(متغير وضعيت الگوي ژنتيكي

هاي سوماتيك مشاهده  اراي اثر معني داري بر روي تعداد سلولد
   .) >01/0P(است ) وقوع ورم پستان(شده 

                                                            
2  Average Information restricted maximum likelihood  
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  .نمونه هاي مربوط به گاوها هستند 2 - 4ستون اول از چپ مربوط به نشانگر اندازه و ستون هاي . يك درصداي پليمراز روي ژل آگارز  محصول واكنش زنجيره -1شكل 

  

  
  .هستند Bو  Aبه ترتيب مربوط به الگوهاي ژنتيكي  2و 1عدد . درصد 8هاي ايجاد شده توسط آغازگر مورد استفاده روي ژل اكريلاميد باند -2شكل 

  
دار بوده و مدل مربوطه  معني β1و  β0 پارامترهاي، براساس برآورد
  :شود مي ارائه به صورت زير

Logit (π)= -0.005+1.686 (سلول سوماتيك) 
 بهي نيز در ساير نژادهاي گاو گزارش شده استنتايج مشا

)Sharma et al. 2006; Wang et al. 2007; Beecher et al. 2010; 

Wakchaure et al. 2012; Mesquita et al. 2012( نتايج بررسي-

-هلشتاين كانادا يك چنددرگاوهاي  Sharma et al. 2006 هاي

 3كلي در اگزون و دو چند ش) P-226( اندازراهشكلي در ناحيه  
)E+2021  وE+1656 (در اين تحقيق همچنين . را گزارش كردند

 و 004/0P< ( P-226( هاي ارتباط تداوم شيردهي با ژنوتيپ
)04/0P< (E3+1656  و)002/0 E3+2021 (P< از يك سو و

  03/0P< (E3+2021(هاي سوماتيك با ژنوتيپ  همچنين سلول
  . مورد تاييد واقع شده است

ي كه در گاوهاي هلشتاين فرزين ايرلندي صورت گرفت، در بررس
با تعداد سلول هاي  TLR4-2021شكلي موجود در ژن  چند

، درصد پروتئين و همچنين درصد چربي شير )>01/0P(سوماتيك 
)05/0P<( مرتبط بود ) Beecher et al. 2010 .(  

 TLR4در جمعيت گاوهاي هلشتاين برزيلي سه لوكوس ژن 

مورد بررسي قرار گرفت و  )UTR'5و ناحيه  3زون، اگ1اينترون(
گاوهاي با . ها مشاهده شد در اين لوكوس Cو  Bو  Aسه آلل 
تعداد  3و  2هاي در لوكوس CCو يك  در لوكوس AAژنوتيپ 
 در شير خود داشتند) >05/0P( هاي سوماتيكي كمتري سلول

)Mesquita et al. 2012 .(هاي تك نوكلئوتيدي  چند شكليSNPs 
گاوهاي هلشتاين و  TLR4ژن  3و اگزون  يكهاي اينترون  لوكوس

در  Bو  Aچين منجر به شناسايي دو آلل  در Sanheسيمنتال و 
هاي  بر اساس اين گزارش تعداد سلول. ها شد اين جمعيت

 Aشكلي مرتبط بوده و آلل  سوماتيكي موجود در شير با اين چند
 ( ورم پستان ايفا نمايدتواند نقش مهمي در مقاومت ژنتيكي به  مي

et al.  2007 Wang .(  با  نيز   هندوستان   ساهيوال  گاوهاي   در  
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  موجود در مدل لجستيك β1و  β0برآورد پارامترهاي  -1جدول

Exp(B) Sig df Wald S.E. B    
 سلول سوماتيك  0.005 0.002 8.770 1  0.003 0.995

 مقدار ثابت  1.686 0.314 28.740 1  0.000 5.397

  
كارگيري آنزيم محدودالاثر  و به PCR- RFLP  روش  از  استفاده
HinfI  ژن 3اگزونTLR4   دو آلل . مورد بررسي قرار گرفتC و 

D نوتيپهاي در اين جايگاه مشخص شدند كه ژCC  وDD  نسبت
  ).Wakchaure et al. 2012(تر بودند  به ورم پستان حساس

هاي مختلف گاو،  در گونه TLR4ژن با توجه به تشابه عملكرد 
 Murrahهاي  اين ژن در گاوميش 3نوكلئوتيدي اگزون  تفاوت تك

-PCRو روش StyI هندوستان با استفاده از آنزيم محدودالاثر

RFLP  منجر به شناسايي دو آللA  وB هاي  ژنوتيپ. شدAA 
 بودند ABهاي  از ژنوتيپ) >05/0P( تر نسبت به ورم پستان مقاوم

)Gulhane and Sangwan 2012.(  
 هاي ژنتيكيبيانگر الگوهاي ژنتيكي و برآورد هبستگي 2جدول 

)Rg ( بين اين الگوهايA  وB  و ارزش هاي اصلاحي و تعداد
 و واريانس ژنتيكي) Vr( اتيك، واريانس باقيماندههاي سوم سلول

)Vg (داري هاي سوماتيك و ميزان احتمال معني تعداد سلول
طبق اطلاعات به دست آمده از  .است) P( هاي ژنتيكي همبستگي

هاي سوماتيك در گاوهاي شيري اين تحقيق  تعداد سلول 2جدول 
يري پايين پذ وراثت). h2=  093/0(پذيري پاييني دارند  وراثت
هاي سوماتيك بيانگر اين مطلب است كه اين صفت بيشتر  سلول

تحت تاثير اثرات محيطي بوده و پيشرفت ژنتيكي آن كم است و 
نتيجه . تواند كارگشا باشدانتخاب مستقيم براي اين صفت نمي

 Hill( مشابهي نيز در گاوهاي شيري استراليا گزارش شده است

پذيري برآورد شده براي مدل  وراثت در آن تحقيق ميانگين ).1981
رگرسيون تصادفي پدر و مدل رگرسيون تصادفي حيوان و مدل 

و  09/0،  09/0چند صفتي پدر در اولين دوره شيردهي به ترتيب 
بود و اين در  11/0و  09/0و براي شكم دوم و سوم زايش  08/0

پذيري براي  حالي است كه در پژوهش حاضر نيز وراثت
  .شده استبرآورد  093/0  ماتيكهاي سو سلول

 

همبستگي ژنتيكي بين الگوهاي ژنتيكي و  2بر اساس جدول  
و همچنين همبستگي ژنتيكي بين  264/0هاي اصلاحي  ارزش

 برآورد شده است 224/0هاي سوماتيك  الگوهاي ژنتيكي و سلول

)03/0P< (پذيري صفت بيانگر اين امر است كه  پايين بودن توارث
تواند رشد ژنتيكي مناسبي را  يم براي اين صفت نميانتخاب مستق

هاي سوماتيكي  به همراه داشته باشد و به عبارتي تعداد سلول
مشاهده شده براي هر گاو، معيار خوبي براي انتخاب گاوها 

هاي  از سوي ديگر ميزان همبستگي مناسب تعداد سلول. نيست
معيار مناسبي تواند  سوماتيكي با الگوهاي ژنتيكي مشاهده شده مي

 Sharma et  .ها ارايه نمايد براي انتخاب گاوها بر مبناي ژنوتيپ آن

al. 2006)(  همبستگي ژنتيكي بينSCC  و وقوع ورم پستان
كلينيكي را بررسي، و اعلام كردند كه همبستگي بين اين دو صفت 

هاي  و سلول TLR4 بالا است و از اين رو چندشكلي در ژن
  .ا هم ارتباط داشته باشندسوماتيك مي توانند ب

در حال حاضر با توجه به اهميت اقتصادي بيماري ورم پستان، 
به ) پذيري عليرغم پايين بودن توراث(هاي سوماتيك  تعداد سلول

عنوان يك صفت در شاخص انتخاب گاوها براي مقاومت به ورم 
دليل اين امر اين . )Koivula et al. 2005( شود پستان استفاده مي

هاي سوماتيك در هر  كه تعداد ركوردهايي كه براي سلولاست 
زء صفات تكرارشونده در ج( شود بالاست دوره شيردهي ثبت مي

،  علاوه بر دارا بودن همبستگي بالا با ورم پستان، )است ١زمان
پذيري بالاتري نسبت به ورم پستان دارد در نتيجه  وراثت

 .دهد مي ٢نتاج تري براي گاوهاي مورد آزمون برآوردهاي دقيق
تواند كارايي پايين انتخاب  استفاده از نشانگرهاي ژنتيكي مي

 .مستقيم براي اين صفت را جبران نمايد
 
 
 

                                                            
1   Longitudinal data  
2   Progeny test 
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سـوماتيك وهمچنـين واريـانس ژنتيكـي تعـداد سـلول هـاي         اصلاحي و تعداد سلول هايها با ارزش هاي  هاي ژنتيكي آن الگوهاي ژنتيكي و برآورد هبستگي -2جدول 
  يك سومات

P Vg SCC  Vr SCC R SCC of paterrn  Rg BVof paterrn h2 ميانگينSCC ژنوتيپ هايTLR4 

0088/0  85/815  7991  224/0 264/0  3/62 a  Aالگوي 

2/109 b Bالگوي
     093/0  SCC 

a , b  03/0(است نمادهاي متفاوت نشان دهنده معني دار بودنP<(. 

SCC( ؛هاي سوماتيك تعداد سلول h2( ؛هاي سوماتيك پذيري تعداد سلول وراثت Rg BV of pattern (؛هاي سوماتيك با الگوي ژنتيكي همبستگي ژنتيكي سلول R 

SCC of pattern( ؛هاي سوماتيك با الگوي ژنتيكي همبستگي تعداد سلول Vr SCC( و   هاي سوماتيك واريانس باقيمانده تعداد سلولVg SCC(  واريانس ژنتيكي
 .هاي سوماتيك سلولتعداد 

 
ممكن است به همبستگي  SCCبا  TLR4ارتباط چندشكلي ژن 

 و وقوع ورم پستان باليني نسبت داده شود SCCژنتيكي بالاي بين 
)Shook and Schutz 1993 ( لذا به دليل بالا بودن همبستگي

توان از اين الگوهاي  و وقوع ورم پستان، مي SCCژنتيكي بين 
ك شاخص انتخاب به همراه صفات توليدي و ژنتيكي در تشكيل ي

جهت انتخاب ) شير و صفات توليدمثلنظير توليد (اقتصادي ديگر 

هاي سوماتيك استفاده  گاوهاي نر برتر و پايين آوردن تعداد سلول
 . كرد

 تشكر و قدرداني

از شركت كشت و دام قيام وابسته به بنياد مستضعفان و  نويسندگان
دكتر شادپرور، مهندس  و همچنين آقايان  جانبازان استان اصفهان

مهندس لعلاييون و مهندس اسديان به خاطر همكاري چگيني، 
  .هاي موثر كمال سپاسگزاري و تشكر را دارند
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