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ترين بيماری در گاوهای شيری بوده که معمولا در پاسخ به عفونت باکتريايی ورم پستان پر هزينه

های ها در پاسخ به اين عفونت هايی که بيان آن شناسايی ژن. شودداخل غدد پستانی ايجاد می

ها در فهم پاسخ  های بيولوژيکی آنها بر اساس نقشبندی اين ژنکنند و گروهمی باکتريايی تغيير

مطالعه بررسی ميزان بيان ژن  هدف از ايناز اين رو،  .ميزبان به نوع پاتوژن کمک بسزايی می کند

ی  اوايل، اواسط و اواخر دوره)های شيری سالم در سه مرحله شيردهی  در تليسه 2اينترلوکين 

بدين . های شيری هلشتاين بود در تليسه E. coliهای مبتلا به ورم پستان کلينيکی  و دام( شيردهی

 4و ( نمونه برای هر مرحله 6)دام سالم  11های شير  های سوماتيکی نمونه کل از سلول RNAمنظور 

با ژن  2استخراج شد و بيان ژن اينترلوکين  E. coliدام مبتلا به ورم پستان ناشی از باکتری 

GAPDH برنامهبرای آناليزهای بيان ژن مورد نظر از . عنوان ژن مرجع مورد مقايسه قرار گرفت به 

REST, 2009, V2.0.13 در  2دار بيان ژن اينترلوکين  نتايج اين مطالعه افزايش معنی. استفاده شد

داقل حداکثر و ح. های سالم را نشان داد گاوهای ورم پستانی نسبت به تمام مراحل شيردهی دام

طور  هب. های سالم مشاهده شد ترتيب برای مراحل اوايل و اواخر شيردهی در دام تفاوت بيان به

های شيری  در تليسه 2کلی نتايج مطالعه اين نشان داد که امکان تاييد تغيير بيان ژن اينترلوکين 

مهمی در  ممکن است نقش 2وجود داشته و ژن اينترلوکين  E. coliسالم و مبتلا به ورم پستان 

 .بازی کند E. coliمبارزه با عفونت داخل پستانی ايجاد شده توسط 
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ترین راهکارهای افزایش بازدهی تولیدات دامی، یکی از مهم

های اصلاح نژادی برای افزایش پتانسیل ژنتیکی استفاده از برنامه

عنوان  در دهه گذشته، استفاده از اطلاعات ژنومی به. باشدها میدام

است و   های اصلاح نژاد استفاده شدهیک ابزار قوی در برنامه

های انتخاب کارآمد، بهبود سعه و افزایش تمرکز روی برنامهتو

ژنتیکی در تعدادی از نژادها را سرعت بخشیده است 

(Groeneveld et al. 2010). کارگرفته برای یکی از راهکارهای به

های کاندیدا بر ژن افزایش پتانسیل ژنتیکی، بررسی تأثیر میزان بیان

هایی های کاندیدا ژنژن. اشدبصفات اقتصادی دام در جمعیت می

اند و نقش زیستی شناخته شده در هستند که قبلاً شناسایی شده

توانند صفات مورد نظر را تحت های فیزیولوژی داشته و میچرخه

طور مستقیم صفت مورد نظر  های کاندیدا یا بهژن. تأثیر قرار دهند

فت مورد های اثرگذار بر ص دهند یا با ژنرا تحت تأثیر قرار می

تشخیص و  .(Taylor et al. 1997)بررسی همبستگی دارند 

کنند های کاندیدایی که مقاومت به بیماری را تنظیم میبررسی ژن

ها با صفات تولیدی، دانش ما را در و همچنین ارتباط این ژن

دهد ها افزایش میمورد مقاومت ژنتیکی به بیماری

(Ghebremicael et al. 2008.) 

دلیل افزایش تقاضای مصرف کنندگان برای محصولات  هامروزه ب

ای یافته  زیستی و سالم، توجه به سلامت حیوان اهمیت فزاینده

های شایع و پرهزینه در صنعت دام شیری  جمله بیماریاز. است

توان به ورم پستان اشاره نمود که باعث ضررهای متعدد می

م دام از گله، اقتصادی از جمله کاهش تولید شیر، حذف زودهنگا

از نظر ژنتیکی حساسیت به این . شودهای بالای درمان میو هزینه

های متعددی بوده تأثیر عوامل پیچیده و ژنتواند تحتبیماری می

های همین دلیل مقاومت به ورم پستان هدف مهمی در برنامه و به

 ;Citek et al. 2011; Ju et al. 2018)اصلاح نژاد گاو شیری است 

Prendiville et al. 2010 .)های مدیریت در بروز این  چه روشاگر

های اصلاح کند، برنامهبیماری و مهار آن نقش مهمی را ایفا می

نژادی جدید جهت افزایش مقاومت در مقابل ورم پستان در 

تواند بدون تغییر در میزان تولید شیر کمک های شیرده می گله

در این راستا، یکی از  .(Beecher et al. 2010)سزایی بکند  هب

های شیرده، ژن اینترلوکین های مؤثر بر صفات اقتصادی در گله ژن

بوده و در ای به نام سیتوکیناین ژن متعلق به خانواده. است 2

های ایمنی در عفونت نقش محوری تنظیم نوع و میزان پاسخ

در  هایی نظیر ورم پستانداری با بیماریاین ژن ارتباط معنی. دارند

گاو، تریپانوزومیوزدر گاو، انسان و موش، ایدز و لشمینوز و 

(. Prakash et al. 2010)عفونت با عامل تریپانوز کروزی دارد 

های عفونی منجر به یک به درون پستان 2تزریق اینترلوکین 

وسیله  شود که بهدار در توان سامانه ایمنی میافزایش معنی

ها، ماکروفاژها، تروفیلها، نوهای بدنی، لنفوسیت سلول

ارتباط این ژن با  .(Alluwaimi. 2004)شود ها بیان میائوزینوفیل

های بدنی در بسیاری از صفات تولیدی شیر و تعداد سلول

ها مورد بررسی قرار گرفته است و نتایج حاصل نشان پژوهش

عنوان یک نشانگر ژنتیکی  توان از این ژن بهدهد که احتمالاً میمی

طور کلی انتخاب جهت  هب. های اصلاحی استفاده کردرنامهدر ب

افزایش تولید شیر در نژاد هلشتاین منجر به افزایش فراوانی 

های مؤثر بر صفات تولید شیر شده که به نوبه خود فراوانی  ژن

ها مانند ژن های مربوط به مقاومت به بیماریآللی در ژن

نجر به افزایش حساسیت کند و در نهایت متغییر می 2اینترلوکین 

از این . دشوها مانند ورم پستان میاین نژاد به بسیاری از بیماری

در  2رو، هدف از پژوهش حاضر بررسی بیان ژن اینترلوکین 

باشد  های شیری سالم و مبتلا به ورم پستان بالینی کشور می تلیسه

بهره  های اصلاح نژادیرود از نتایج آن بتوان در برنامهو انتظار می

 .برد
 

 6، (روز پس از زایش 9-11)دام سالم در اوایل شیردهی  6تعداد 

دام  6، (روز پس از زایش 141-151)دام سالم در اواسط شیردهی 

گاو  6و ( روز پس از زایش 271-275)سالم در اواخر شیردهی 

یاد از گاوداری بن مبتلا به ورم پستان بالینی بر اساس نظر دامپزشک

مقدار . مستضعفان استان کهگیلویه و بویر احمد انتخاب شدند

 1111در این آزمایش  RNAمناسب شیر مورد نیاز برای استخراج 

بهتر و  RNAلیتر تعیین شد زیرا در این مقدار پلت سلولی و  میلی

 . دشبیشتری استخراج می

های سوماتیکی شیر جداسازی  باید سلول RNAجهت اسخراج 

لیتر شیر هر گاو به مدت  میلی 1111منظور مقدار  ای اینبر. شوند

  مقدمه

  ها مواد و روش
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گراد سانتریفیوژ  درجه سانتی 4و دمای  g 1511دقیقه در دور  21

 0پس از سانتریفیوژ فاز بالایی سلول پلت دور ریخته شد و . شد

مانده اضافه و پس از انحلال  به پلت باقی PBS 1Xلیتر بافر  میلی

دقیقه  21با سانتریفیوژ به مدت  کامل پلت، مرحله شستشوی پلت

این . گراد انجام گرفت درجه سانتی 4و در دمای  g 1511در دور 

میکرولیتر  511مرتبه تکرار شد و پس از آن  2مرحله شست و شو

به پلت اضافه شد و با انحلال  PBS-EDTA (SSPE)1Xاز بافر 

ریل لیتری است میلی 2های ها به درون میکروتیوبکامل پلت، نمونه

های پلت با  از سلول RNAدر نهایت استخراج . شده منتقل شدند

استفاده از کیت ستونی دنازیست و بر اساس دستورالعمل شرکت 

استخراج شده با استفاده از  RNAکمیت و کیفیت . انجام گرفت

چنین جهت شناسایی عامل  هم. درصد تعیین شد 1ژل آگارز 

ها در و با جداسازی باکتریهای شیر استفاده  زا از نمونه بیماری

های  های کشت اختصاصی عامل ایجاد ورم پستان در دام محیط

 . مبتلا شناسایی شد

در این آزمایش از مستر میکس لیوفیلیزه بایونیز  cDNAبرای سنتز 

پیکومول  11بدین منظور مقدار . شرکت تکاپوزیست استفاده شد

استخراج  RNAر میکرولیت 2همراه  از آغازگر تصادفی هگزامر به

های حاوی مسترمیکس اضافه شد و نهایتاٌ  شده به میکروتیوب

 RNaseحجم نهایی مواد افزوده شده به میکروتیوب توسط آب 

Free  برای پس از مخلوط کامل، . میکرولیتر رسانده شد 21به

دقیقه، دمای  1برای  Cº15 دمایبرنامه حرارتی  cDNAسنتز 

Cº51  دقیقه و دمای  61برایCº71  مورد استفاده دقیقه  5برای

. نگهداری شدند -21در دمای  cDNAپس از سنتز، . قرار گرفت

 2/1سنتز شده با استفاده از ژل آگارز  cDNAهمچنین کیفیت 

 .  درصد تعیین شد

هدف و مرجع از آغازگرهای اختصاصی   برای بررسی بیان ژن

ها در  آن های که ویژگی( Leutenegger et al. 2000) استفاده شد

از مسترمیکس  Real time PCRبرای واکنش  .آمده است 1جدول 

برای هر نمونه نیز دو تیوب به . استفاده شد q-RT-PCRسیناژن 

میکرولیتر  4منظور دو تکرار در نظر گرفته شد که در هر تیوب 

 5میکرولیتر آغازگر رفت با غلظت  یک مسترمیکس سایبرگرین،

 1پیکومول،  5زگر برگشت با غلظت میکرولیتر آغا 1پیکومول، 

به هر  DNaseFreeمیکرولیتر آب  0سنتزشده و  cDNAمیکرولیتر 

 11د که در کل حجم نهایی هر تیوب شمیکروتیوب اضافه 

 تشخیص آلودگی، کاهش خطا و افزایشمنظور  به. میکرولیتر بود

عنوان نمونه کنترل  برای هر نمونه به NTRو  NTCدقت دو نمونه 

به  PCRواکنش تمامی اجزای  NTCبرای نمونه . ه شدنداستفاد

در نمونه . شوند خوبی مخلوط می در یک تیوب به cDNAغیر از 

NTRجای  ه، بcDNA  ازRNA  استخراج شده هر نمونه استفاده

عددی ارائه  NTRو  NTCهای  اگر دستگاه برای نمونه. شود می

در تکنیک  .اشدب ها می ی وجود آلودگی در نمونه دهد نشان دهنده

PCR گیری  های حاصل از اندازه سازی داده منظور کمی کمی به

ژن هدف را نسبت به  mRNAتوان میزان  می mRNAسطوح 

. یک ژن رفرنس داخلی مورد سنجش قرار داد mRNAمیزان 

های  برای ژن Real time PCRی حرارتی مورد استفاده برای  برنامه

GAPDH  شامل دمای  2و اینترلوکینCº51  ثانیه،  21یرای مدت

برای  Cº75چرخه در شرایط دمایی  Cº75 ،41دقیقه در دمای  11

 .Leutenegger et al)بود ثانیه  61به مدت  Cº61ثانیه و دمای  15

2000). 

 
 خصوصیات آغازگرهای مورد استفاده در این مطالعه -1جدول

 (bp)طول 

Length(bp) 

 توالی

Sequence 

 آغازگر

Primer 

 دسترسی شماره

Access. No 

 ژن

Gene 

120 5ʹ-GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA-3ʹ 

5ʹ-CCCTCCACGATGCCAAAGT-3ʹ 

GAPDH.463f 

GAPDH.582r 

AF022183 GAPDH 

165 5ʹ-GGATTTACAGTTGCTTTTGGAGAAA-3ʹ 

5ʹ-GCACTTCCTCTAGAAGTTTGAGTTCTT-3ʹ 

IL-2.107f 

IL-2.271r 

M12791 IL-2 
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های سالم و مبتلا به ورم پستان با  در دام در نهایت مقایسه بیان ژن

برابری بیان ژن  -nو بر اساس تفاوت  RESTاستفاده از برنامه 

های سالم های مبتلا به ورم پستان نسبت به دامدر دام 2 اینترلوکین

 .(Pfaffl et al. 2002) دشدر مراحل مختلف شیردهی محاسبه 

 

های مبتلا به ورم زایی در تلیسه پس از شناسایی عمل بیماری

راس  4زایی در  راس دام مبتلا، عامل بیماری 6پستان بالینی در 

های دیگر بودند ها باکتریراس از تلیسه 2و در  E. coliباکتری 

راس تلیسه مبتلا به ورم پستان با عامل  4که برای کاهش خطا از 

نمودار ارائه . دجهت ادامه تحقیق استفاده شدن E. coliزایی  بیماری

برای هر دو ژن معرف استفاده مناسب  PCR - RTشده توسط

همچنین . های این مطالعه بود آغازگرها و شرایط تکثیر برای ژن

تجزیه و تحلیل منحنی ذوب در انتهای هر واکنش تنها یک پیک 

را نشان داد که خود معرف فقدان پرایمر دایمر در طول واکنش و 

در روش تعیین کمی . باشدرد نظر میتکثیر تخصصی قطعه مو

برای این . باشدبیان ژن تصحیح تغییرات آزمایشی ضروری می

، در دو GADPHمنظور در این مطالعه، از یک ژن کنترل داخلی، 

مقایسه . گروه دام سالم و مبتلا به بیماری ورم پستان، استفاده شد

پستان نسبت های مبتلا به بیماری ورم  دردام 2بیان ژن اینترلوکین 

داری نشان افزایش معنی های سالم در تمام مراحل شیردهی به دام

دهد بیان ژن  نشان می 2-طور که اعداد جدول همان(. p<0.05)داد 

های  های مبتلا به ورم پستان در مقایسه با دامدر دام 2اینترلوکین 

ای را نشان  سالم در تمام مراحل شیردهی افزایش قابل ملاحظه

برابر و  21/017که بیشترین اختلاف با اوایل شیردهی با دهد  می

های اواسط دوره شیردهی با کمترین اختلاف را با بیان ژن در دام

های جدول بر اساس داده(. 1-نمودار)دهد برابر نشان می 62/4

های سالم در اوایل در دام 2کمترین میزان بیان ژن اینتر لوکین 

های در اواسط شیردهی در دام مرحله شیردهی و بیشترین بیان

 .سالم رخ داده بود

 

 

های مبتلا به ورم پستان بالینی ناشی از در تلیسه 2بیان ژن اینترلوکین  -2جدول

E. coli های سالم در مراحل مختلف شیردهینسبت به دام 

 مراحل شیردهی میزان بیان P value نتایج

111/1 افزایش  اوایل 21/017 **

114/1 افزایش  اواسط 62/4 *

117/1 افزایش  اواخر 97/94 **

 

های سیتوکین تاکنون مطالعات متعددی در زمینه بررسی بیان ژن

های مبتلا به ورم چنین در دام در مراحل مخلف شیردهی و هم

پستان جهت تجزیه و تحلیل پاسخ ایمنی در گاوهای شیری انجام 

 .Alluwaimi et al. 2002; Rania and Helmy)شده است 

 02و  24، 9ها در  برای مثال، فعالیت رونویسی سیتوکین(. ;2016

ساعت پس از عفونت غدد پستانی در گاوهای شیری مورد 

و  6ها، اینترلوکین  د که در تمام زمانشبررسی و مشخص 

 .Alluwaimi et al)ترین سطح بیانی بودند  در پایین 2اینترلوکین 

تحقیق حاضر، با  درCp (00 )که بر اساس میانگین  (2002

دار  عبارت دیگر علیرغم تفاوت معنی به. یکدیگر همخوانی دارند

های  های مبتلا به ورم پستان نسبت به دام در دام 2بیان اینترلوکین 

در تحقیق . سالم، ولی میزان بیان این ژن در هر دو گروه پایین بود

نترلوکین بتا، ای-1آلفا، اینترلوکین -1اینترلوکین های ژن دیگری بیان

، 11، اینترلوکین 9، اینترلوکین 6، اینترلوکین 4، اینترلوکین 2

ی تومور   ، اینترفرون گاما و فاکتور نکروزه کننده12اینترلوکین 

های شیر از گاوهای دو هفته قبل از زایش و   در سلول آلفا

 RT-PCR روش بابودند ی شیردهی  گاوهایی که در اواسط دوره

ی  در دوره(. Alluwaimi et al. 2007)فت مورد بررسی قرار گر

در  12ها به جز اینترلوکین  ی سیتوکین قبل از زایش همه

های شیر در  که در سلول های شیر شناسایی شدند در حالی سلول

، 2های اینترلوکین  سیتوکین cDNAی شیردهی  اواسط دوره

موفق به شناسایی نشدند که در  12و اینترلوکین  4اینترلوکین 

در اواسط شیردهی قابل تشخیص و  2العه ما بیان اینترلوکین مط

 .بالاتر از اوایل شیردهی بود
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های مبتلا به ورم پستان در مقایسه  تلیسه 2نسبت بیان ژن اینترلوکین  -1شکل 

 ها سالم در مراحل مختلف شیردهی به تلیسه

 

های پاسخ  های مرتبط با مکانیسم منظور مشخص کردن بیان ژن به

، 4، اینترلوکین 2ایمنی به ورم پستان، بیان نسبی اینترلوکین 

، اینترفرون گاما، فاکتور 11، اینترلوکین 9، اینترلوکین 6اینترلوکین 

های بدنی شیر گاوهای سالم  ی تومور آلفا در سلول نکروزه کننده

 Real-Timeرم پستان با استفاده از روش و گاوهای مبتلا به و

PCR  مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت(Fonseca et al. 2009 .) با

و اینترفرون گاما  2های اینترلوکین  دار برای ژنیک تفاوت معنی

در میان گاوهای سالم، گاوهای هلشتاین تمایل به بیان بالاتری از 

وانات مبتلا به ورم برای حی. های مورد مطالعه داشتند تمام ژن

نژاد گاو هلشتاین و گاو جیر تفاوت  2ها بین  پستان در بیان ژن

نژاد عاری از ورم  2مقایسه حیوانات . داری مشاهده نشدمعنی

و اینترفرون گاما را در  2تری از اینترلوکین  پستان بیان پایین

فعالیت  چنین هم (.Fonseca et al. 2009)گاوهای جیر نشان دادند 

-Taq Manهای گاوی با استفاده از روش  نویسی سیتوکینرو

qPCR ی  های بدنی شیر در اواسط و اواخر دوره در سلول

 .Alluwaimi and Cullor)شیردهی مورد بررسی قرار گرفت 

در میان  2و اینترلوکین  6سطح رونویسی اینترلوکین (. 2002

الیت های مورد مطالعه کمترین میزان بود، اگر چه فع سیتوکین

دار و قابل توجهی را در  افزایش معنی 2رونویسی اینترلوکین 

ی شیردهی نشان داد که با نتایج این مطالعه که بیان  اواخر دوره

در اواخر نسبت به اواسط پایین تر بود، در تضاد  2-اینترلوکین

های بدنی شیر  ها در سلول ی دیگر، بیان سیتوکین در مطالعه. است

ی شیردهی مورد بررسی  لم در اواسط دورهگاوهای هلشتاین سا

ها مشاهده نشد  کدام از نمونه در هیچ 2قرار گرفت و اینترلوکین 

(Leutenegger et al. 2000.)  در  2سطح فعالیت اینترلوکین

ی آخر بارداری در مقایسه  ی پستانی در طول هفته ترشحات غده

د و بالاترین تر بو هفته قبل از زایش پایین 2ی  با سطح تعیین شده

 14در ترشحات غدد پستانی حدود  2سطح فعالیت اینترلوکین 

از این رو (. Sordillo et al. 1991)روز قبل از زایمان مشاهده شد 

های ایمنی و  کاهش سطح این سیتوکین با کاهش عملکرد سلول

پروفیل بیان . باشد افزایش استعداد ابتلا به ورم پستان در ارتباط می

های  و اینترفرون گاما و سیتوکین 2ی اینترلوکین ها سیتوکین

های غدد پستان گزارش مختلف دیگر در کشت سلولی سلول

از  mRNAگونه  از سوی دیگر، هیچ(. Okada et al. 1997)شدند 

در گاوهای سالم و مبتلا به ورم پستان ناشی از  2اینترلوکین 

Staphylococcus aureus  مشاهده نشد(Taylor et al. 1997) در ،

های آزمایش شده  اینترفرون گاما در تمام نمونه mRNAکه  حالی

داری  همچنین، تفاوت معنی(. Sordillo et al. 1991)گزارش شد 

در گاوهای کراس برد سالم و مبتلا به  2برای بیان ژن اینترلوکین 

در مطالعه (. Fonseca et al. 2011)ورم پستان مشاهده نشد 

اپیتلیال غدد پستانی گاو را در محیط کشت با  های دیگری، سلول

لیپوپلی ساکارید تحریک کردند که با بررسی پروفیل بیانی 

گزارش نشد  2داری برای ژن اینترلوکین  ها، افزایش معنی سیتوکین

(Didier and Kessel. 2004.) 

در  2طور کلی در این تحقیق علیرغم بیان نسبتا پایین اینترلوکین  هب

دار  ه تلیسه سالم و مبتلا به ورم پستان، تفاوت معنیهر دو گرو

های دارای ورم پستان بالینی نسبت به  در دام 2بیان ژن اینترلوکین 

توان به فهم بهتر نقش ایمنی  های سالم آشکار شد که از آن می دام

 . در سیستم دفاعی غدد پستان استفاده کرد 2-اینترلوکین

 

 سپاسگزاری

معاونت پژوهشی دانشگاه یاسوج جهت وسیله از حوزه  بدین

 .شود های این پژوهش تقدیر و سپاسگزاری می تامین هزینه
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