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و ارتباط آن با بیماري ورم TLR2،TNFαشناسایی تنوع ژنتیکی در دو ژن کاندیدا
پستان در گاو هلشتاین 
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چکیده
درمانی را به گاودار تحمیل هاي سنگینهمواره هزینهکهشیرده استگاودر پرورشهابیماريترینشایعازیکیپستانورم

ي هاژني نوکلئوتیدي در هاشکلیدر مطالعه حاضر شناسایی چند .دهددار کاهش میشیر را بطور معنیتولیدکرده و مقادیر
با بروز به عنوان شاخص همبسته )SCS(ي بدنیهاسلولبا مقادیر باقیمانده نمره هاشکلیعملکرد سیستم ایمنی و ارتباط این چند

منظور، بودند. بدینTNFαژن 4و 3و TLR2ژن 2و 1هاي اگزونهاژنبیماري ورم پستان در گاوهاي هلشتاین بررسی شد. این 
براي صفات تولید شیر، درصد چربی و تخمین زده شده ي اصلاحیهاارزششیري هلشتاین براساسگاوراس100تعداد 

ي مقاوم و حساس تقسیم هاگروهي بدنی در دو هاسلولس مقادیر باقیمانده نمره انتخاب شدند. سپس براساSCSرکوردهاي 
تعیین ژنوتیپ دو گروه هدف (حیوانات حساس و مقاوم به ورم پستان) با لیتر خون جمع آوري شد.میلی5شدند و از هر حیوان 

ي هاسلوله با رکوردهاي تصحیح شده نمره ي شناسایی شدهاشکلیانجام شد. ارتباط آماري چند PCR-RFLPاستفاده از نشانگر
بررسی شد و مقایسه 2/9نسخه SASافزارنرمبا استفاده از GLMي بدنی) از طریق رویه هاسلولبدنی (مقادیر باقیمانده نمره 

با TNFαوTLR2ي هاژني هاشکلیانجام گرفت. نتایج تحقیق حاضر نشان داد که بین چند کرامر-ها با آزمون توکیمیانگین
بیشترین TNFαکه براي ژن ). بطوري>001/0P(وجود داشتدارمعنیي بدنی ارتباط آماري هاسلولمقادیر باقیمانده نمره 

همچنین، براي ژن کاندیداي .بودندBBو AAي هاژنوتیپي مقاوم و حساس به ترتیب مربوط به هاگروهفراوانی ژنوتیپی در 
TLR2 فراوانی ژنوتیپKKعنوان یک نتیجه شاید بتوان از نتایج مشاهده شده براي هه حساس بیشتر از گروه مقاوم بود. بدر گرو

هاي اصلاحی براي پیشگیري از ورم پستان استفاده شود.طراحی برنامه

گیرنده شبه تول، ورم پستان توموري،نکروزي بدنی، فاکتورهاسلولهاي کلیدي: نمره واژه

مقدمه
کهاست طبیعیمایعات خوراکی ترینمهمازییکگاوشیر

ماده بعنوانآنازواستداشتهقرارویژهتوجهمورددیربازاز
بطوري که این ماده غذایی، .)10(گرددیاد میکاملغذایی

غنی از کلسیم است و کمبود مصرف آن، سبب افزایش ابتلا 
).15(. شودمیهاي مختلف از جمله پوکی استخوان به بیماري

ازمختلفهايبیماريبروزپرتولیدشیرده گاوهايمعضلاتاز
جملهازدیگرمثلیتولیدهايبیماريوکتوزپستان،ورمجمله

نوعیپستانورمبیماري ). 14(استتخمدانیهايکیست
ودرمانهايهزینهبرعلاوهکهاستپستانیغددالتهاب

شیردهی،تداوم،شیرکیفیتوتولیدکاهشسببدامپزشکی،
جایگزینی،هايهزینهافزایشدام،هنگامزودحذف
ورم). 14(گرددمیدامرفاهکاهشوگريکارهايهزینه
دهدمیرخبالینیتحتوبالینیمختلفاشکالدودرپستان

هرازايبهمعمولا.گذاردمینامطلوباثرباروريرويکه
بالینیتحتپستانورمدمور50تا20بالینیپستانورممورد
مشخصیج تحقیقات پیشین ااساس نتبر). 29(شود میدیده
درونیوبیرونیمحیطیعواملژنتیکی،عواملبرعلاوهشده

).20(موثرندپستانورموقوعدر
اطلاقدامپستانیغددالتهاببهکهپستانورمبیماري

بدنیيهاسلولافزایشعاملترینمهمعنوانبهشود،می
درباراولینهاسلولاینشمارشوگرددمیمحسوبشیر
شدمطرحپستانورمبیماريشاخصعنوانبه،1967سال

پستانورمبهمقاومتافزایشبرايحیواناتانتخاب). 13(

توارثبودنپایینهمچنینوجهانیمعیاروجودعدمبدلیل
همینهب. استمحدودیتدارايآن) 02/0- 05/0(پذیري

) باSCS(بدنیيهاسلولمعیارازمطالعاتاغلبدردلیل
پستانورمبهنسبتآنپذیريتوارثبودنبالاتربهتوجه
بهمقاومتارزیابیبرايشاخصیبعنوان) 70/0-15/0(بالینی

دقت انتخاب ارزیابی ژنتیکی .شودمیاستفادهپستانورم
فنوتیپی پایین براساس رکوردهاي پستانورمبهمقاومت

برداري از مکانیسم علم ژنتیک مولکولی با پرده).28(باشدمی
هاي تحقیقاتی برداري و ترجمه در سطح ژنوم افقنسخه

ي کاندیدا براي هاژنرا باز کرده که از جمله دیدگاه جدیدي 
باشد. در این راستا،کنترل صفات در تحقیقات مطرح می

ایجاد برايکلیديکاندیدايبعنوانایمنیپاسخهايگیرنده
يهاژن. باشندمیپستانورمبرابردرحیوانمقاومت

نامطلوبیامطلوبهايآللخصوصدرمتعدديکاندیداي
ورمبهابتلاباگاوایمنیسیستمحساسیتومقاومتبامرتبط
TLR2تواناز جمله میاستشدهشناساییپستان

،InterleukinsوTNFaدو ژن .)1،8،21(کرداشاره
از جمله فاکتورهاي پاسخ ایمنی TNFαو TLR2کاندیداي

هستندهاژنهستند که خط مقدم دفاع از پستان در مقابل پاتو
قرار 17روي کروموزوم 2TLR). گیرنده شبه تول 1،21،28(

خط مقدم دفاع ،مهاجميهاژنپاتواولیهشناساییدارد مسئول
TNFα).24(دهدا تشکیل میزا ري بیماريهاژنعلیه پاتو

همراه با NCBI(.TNFα(قرار دارد22روي کروموزوم 
يهاسلولتیو فعالزیتمار،یتکثیمنیاستمیسیگرعوامل د

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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148و ارتباط آن با بیماري ورم پستان در گاو هلشتاین ...................................................................... TLR2،TNFαشناسایی تنوع ژنتیکی در دو ژن کاندیدا  

هدف از مطالعه حاضر . کندیمکیرا تحریمنیاستمیس
و ارتباط آن TLR2 ،TNFαيهاژنشناسایی تنوع ژنتیکی 

با بیماري ورم پستان در گاوهاي هلشتاین بود.

ها مواد و روش
فنوتیپیرکوردهاي

گاو هلشتاین ي بدنیهاسلولاین تحقیق از رکوردهاي در 
استفاده 1381- 1394هايفکا متعلق به سالکشت و صنعت 

حیوان و فایل رکوردها  8000گردید. فایل شجره شامل 
دهگاو شیر3700روز آزمون مربوط به رکورد95000شامل 

افزارنرمداده ها با استفاده از زیو آنالشیرایپس از وبود. 
EXCEL وSAS يشکم اول تا ششم برايگاوها9.2

تجزیه و تحلیل فایل شجره .دندیانتخاب گردیمولکولبررسی
در صورت گرفت. )CFC)23سرگلزایی افزار با استفاده از نرم

این راستا تصحیحات متعددي براي حذف واریانس عوامل 
ها صورت گرفت از جمله، رکوردهاي شیر ثابت بر روي داده

بیشتر SCCروز در نظر گرفته شد. رکوردهاي305اساس بر
سلول بر 6000سلول بر میلی لیتر و کمتر از 30000000از 

ترین و . براي انتخاب مقاوم)18،19(میلی لیتر حذف شدند
هاي ) میانگین6ترین حیوانات و تصحیح اثر رقت (حساس

رکورد اولیه روز آزمون 3هندسی و حسابی براساس 
هاي مرحله اول شیرواري) بدلیل تولید شیر بالا و (رکورد

) محاسبه 6،11،12،19(حساسیت بالاي حیوان به ورم پستان 
با استفاده از میانگین حسابی و هندسی این رکوردهاگردید.

.شدبا استفاده از فرمول زیر محاسبه و EXCELافزارنرم
LSCS1= 
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i ii mSCCm )17(

، استیريتولید شیر مربوط به ماه رکوردگmiدر این فرمول
توزیع .)18(گرفته شد2بر پایه سپس از این میانگین لگاریتم 

داراي انحراف زیادي از حالت نرمال SCCفراوانی صفت
است در این تحقیق از فرمول زیر براي تبدیل لگاریتمی صفت

SCC.استفاده گردید
SCS = log2(SCC/100) + 4 )18(

و Samoreبراي محاسبه میانگین هندسی از روش
ي اصلاحی براي هاارزش). 22(همکاران استفاده گردید

چربی که قبلا توسط درصد ي اصلاحی هاارزشصفات شیر و 
در مرکز بهبود شیر براي گاوهاي فکا تخمین زده شده بود نیز

گاو داراي 3700از بین بین اطلاعات موجود ردیابی شد.
PROCبا استفاده ازمدل آماري زیر و رویهSCSرکورد

GLM افزارنرمازSAS گاو در دو رأس2/9،100نسخه
رأس) براساس بیشترین 44و مقاوم (رأس)56گروه حساس (

انتخابمعادله رگرسیونو کمترین توزیع عوامل باقیمانده
ي، رواریشکم ش، فصل زایش، شیسال زااثرات گردیدند.

عنوان اثر ثابت و همچنین سن گوساله زایی و تولید شیر روز هب
با استفاده از ي شدند. دارمعنیآزمون به عنوان کوواریت تست 

براي اثرات ثابت (شکم زایش، SCSمدل زیر رکوردهاي 
ترین و فصل زایش و سال زایش) تصحیح شدند سپس از بالا

ها معادله رگرسیون، در دو حد ترین مقادیر باقیماندهپایین
حیوانات اي منحنی توزیع نرمال براي انتخاب دو گروه آستانه

حیوانات براساس بالاترین حساس و مقاوم استفاده شد. یعنی
هاي دو انتهاي منحنی توزیع ن ترین مقادیر باقیماندهو پایی

وم انتخاب گردیدند. مدل نرمال در دو گروه حساس و مقا
آماري طرح به قرار ذیل بود.

Yijk= µ + Ai + Sj + Lk + eijk

Yijk= ي بدنیهاسلولرکوردهاي فنوتیپی نمره)SCS(،
µ = ،میانگینAi ،اثر سال زایش =Sj = ،فصل زایشLk =

ها.باقیمانده= eijkشکم شیرواري،
شدند اي که براساس آن حیوانات مقاوم انتخابآستانه

سلول بر 100000روز آزمون کمتر ازSCCرکوردهاي
گونه هاي زایش بود و حیوانات هیچلیتر براي تمام شکممیلی

سابقه بیماري ورم پستان در طول عمر خود نداشتند. 
300000براي حیوانات حساس بیشتر از SCCرکوردهاي

سلول بر میلی لیتر بود و حیوان سابقه حداقل یک ورم پستان 
.)5(در طول عمر خود داشتند

استخراج و نمونه خون هیتهانجام مطالعه مولکولی
DNA

پستان گاو با استفاده دیور،یدمدیاز ورواناتیحيریونگخ
.دشانجام EDTAماده ضدانعقاد يونوجکت حاويهااز لوله

بافر نمکی صورت استفاده از دستورالعملبا DNAاستخراج 
با استخراج شده DNAکیفیتومیتک). تعیین2(گرفت

NDمدل(نانودراپ دستگاهاستفاده از  انجام شد و ) 1000
ODدر گیري شد. اندازه280و 260ها در دو طول موج نمونه

ی و سایر انتخابيهاگاهیو جامرهایپرایتوال،1جدول
شده است. آوردهمورد مطالعه يهاژنيمرهایپرامشخصات 

پلیمراززنجیرههايواکنش
و TNFαيهاژنبررسی براي DNAریتکثواکنش 

TLR2 میکرولیتر1میکرولیتر شامل: 20حجم نهایی با
DNA ،1آغازگرتریکرولیم1رفت و آغازگرتریکرولیم

میکرولیتر آب 7و کسیمستر متریکرولیم10، برگشت
5تینهادرانجام شد.DNAs -RNAsاستریل عاري از

ژل آگارز الکتروفورز يدست آمده رواز محصول بهتریلکرویم
قرار یابیشده مورد ارزریو طول قطعات تکثتیفیشد تا ک

.ردیگ

مورد مطالعهيهااز ژنانتخاب شدهيهاگاهیجاتیاندازه و موقعمرها،یپرایتوال- 1جدول 
Table 1. Primers sequence, PCR size, and amplified region of studied genes

هاندازمریپرایتوالژن
)bp(منبعگاهیجاتیموقع

TNFαAGAGTAGAACTGACAGGGTCG 3'´F:5
R: 5' CTCGGCATAGTCCAGGTAG 3'

)1و همکاران (4Juan-Aو بخشی از اگزون 3انتهاي اگزون 445

TLR2F:5' AGGTCAAATCACTGGACAATG 3'
R:5'GAGATGTTTCCCCAAGTGTTT )28و همکاران (2Zhangو1اگزون 448'3

1- Lactation somatic cell score

1- Lactation somatic cell score
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سازي شامل دماي واسرشتTNFαبراي ژن دماییچرخه
چرخه شامل 35دقیقه، 5براي گرادسانتیدرجه94اولیه 

ثانیه، 60براي گرادسانتیدرجه 94سازي دماي واسرشت
ثانیه و 60براي گرادسانتیدرجه63دماي اتصال آغازگرها 

ثانیه، تکثیر نهایی 60براي گرادسانتیدرجه72دماي تکثیر 
در نهایت دماي و دقیقه 3براي گرادسانتیدرجه 72دماي

. شدمیتنظدقیقه5براي گرادسانتیدرجه10سرد کردن 
بجز دماي اتصال آغازگر TLR2ژن يبرایی چرخه گرما

شبیه به )هیثان45يبراگرادسانتیدرجه50اتصالدماي (
تعیین کمیت و کیفیت بود. TNFαژن چرخه گرمایی 

گرم 5/1،5/1محصولات حاصل از تکثیر روي ژل آگارز %
TAE(سی سی بافر100) و Tris baseتریس ( 1X( با ولتاژ

انجام شد.قهیدق45ولت و به مدت 100
محصولاتدرنوکلئوتیديشکلیچندشناساییتکنیک
تکثیرازحاصل
TNFα ،7ژن هضم آنزیمی محصولات تکثیر شده براي 

میکرولیتر) از 1(واحد 10با تکثیر شدهمیکرولیتر محصولات 
10X Universal Bufferمیکرولیتر بافر RsaI ،5آنزیم 
(UB) میکرولیتر آب عاري از 37وDNAse وRNAse

ساعت 4براي گراد سانتیدرجه 37مخلوط شدند و در دماي 
در ژل انکوبه و هضم گردیدند. محصولات حاصل از هضم 

شناسایی شدند. براي DNA safe% رنگ آمیز شده با 1آگارز
میکرولیتر محصولات افزوده TLR2 ،5هضم آنزیمی ژن 

از يآب عارمیکرولیتر R ،12میکرولیتر بافر 2سازي با 
DNAse وRNAse میکرولیتر آنزیم 1وEcoRV مخلوط

ساعت انکوبه و 5گراد،تیندرجه سا37يشدند و در دما
% جدا شده و با 2. محصولات هضم روي ژل دندیم گردهض
مشاهده گردیدند.UVنور 

آنالیز آماري
و بررسی وضعیت هاي مولکولیبراي تجزیه و تحلیل داده

) 27(31/1نسخه Popgenافزارنرمتعادل هاردي واینبرگ از 
ي هاارزشي هر ژن با هاژنوتیپاستفاده شد. تعیین ارتباط 

ي اصلاحی درصد چربی شیر وهاارزششیر، اصلاحی تولید
ي بدنی با استفاده ازمدل آماري هاسلولنمره باقیمانده مقادیر
صورت 2/9نسخه SASافزارنرماز PROC GLMزیر و

گرفت.
Yi= µ + Mi + ei

Yi = ي بدنیهاسلولمقادیر باقیمانده نمره)SCS(،
اصلاحی درصد ي هاارزشي اصلاحی تولید شیر و هاارزش

ها،باقیمانده= eiژنوتیپ،= Miمیانگین، = µچربی شیر،
ي هاسلولهاي مقادیر باقیمانده نمره براي مقایسه میانگین

ي مقاوم و هاگروهي مختلف در بین هاژنوتیپبدنی بین 
حساس از آزمون توکی استفاده گردید.

نتایج و بحث
مناسبی را نشان کیفیت و کمیتDNAنتایج استخراج 

اي داد که امکان ادامه آزمایش را براي انجام واکنش زنجیره
يهاژنپلی مراز هموار کرد. محصولات حاصل از تکثیر براي 

TNFαوTLR2 استمدهآ1در شکل.

(ب)الف)                                             (
(ژن جفت باز شکل الف)TLR2)448هايالگوهاي محصولات تکثیر ژن-1شکل  TNFα445(جفت باز شکل ب

Figure 1.  Pattern of amplified PCR products of TLR2 gene (448 bp Figure A) and TNFα gene (445 bp Figure B)

در TNFαوTLR2ي هاژنضم آنزیمی براي نتایج ه
به ترتیب الف و ب آمده است. نتایج هضم آنزیمی ژن 1شکل 

TNFα وجود سه ژنوتیپAA ،AB وBB را نشان داد که در
واقع این چند شکلی مشاهده شده حاصل جهش در نوکلئوتید

بود. بطوري که T-Cجفت بازي) تغییر نوکلئوتیدي 352(
جفت باز روي ژل، ژنوتیپ 445یک باند دارايAAژنوتیپ 

BB بازي و در جفت95بازي و جفت350داراي دو باند

باز جفت95و 350، 445داراي سه باند ABنهایت ژنوتیپ 
نتایج TLR2). براي ژن 3(شکلبودند1روي ژل آگارز %

AAژنوتیپ .هضم آنزیمی نیز سه ژنوتیپ را مشخص کرد
داراي دو KKت باز روي ژل، ژنوتیپ جف448داراي یک باند 

داراي AKجفت بازي و ژنوتیپ 241بازي و جفت207باند 
بودند. 2جفت باز روي ژل آگارز %241و 207، 448سه باند 
).2(شکل 
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 150اری ٍرم پستاى در گاٍ ّلطتایي ...................................................................... ٍ ارتباط آى با بیو TLR ، TNFαضٌاسایی تٌَع شًتیکی در دٍ شى کاًذیذا  

 
 )ضکل ب( در شل آگارز TNFαشى  ٍ)ضکل الف(  TLR شى برای ّای هختلف هطاّذُ ضذُشًَتیپ -2ضکل 

Figure  . Observed difference genotypes TLR  gene (Fig. A) TNFα gene (Fig B) on agarose gel 
 

ًطاى داد جوعیت کاهل ٍ  TNFα آهارُ کای دٍ برای شى
. ٍلی (≥05/0P) ًبَدًذ گرٍُ حساس در تعادل ّاردی ٍایٌبرگ

 ًیفراٍا (<05/0P) ّاردی ٍایٌبرگ بَدگرٍُ هقاٍم در تعادل 
در  پیشًَت يیا یهقاٍم بالاتر از فراٍاً تیدر جوع AA پیشًَت
حساس  تیدر جوع BB پیشًَت یحساس بَد ٍ فراٍاً تیجوع

 هقاٍم بَد تیجوعدر  پیشًَت يیا یبالاتر از فراٍاً
(001/0P<). آلل يیبٌابرا A هقاٍهت  یبرا بعٌَاى آلل هطلَب

برای شى  ضذ. یهعرف يیپستاى در گاٍ ّلطتا در هقابل ٍرم
TLR  در تعادل  جوعیت کاهل، گرٍُ هقاٍم ٍ گرٍُ حساس

در  AK پیشًَت ًیفراٍا(. ≥05/0P) بَدًذّاردی ٍایٌبرگ ً
حساس  تیدر جوع پیشًَت يیا یهقاٍم بالاتر از فراٍاً تیجوع

 یحساس بالاتر از فراٍاً تیدر جوع KK پیشًَت یبَد ٍ فراٍاً
 (.2)جذٍل  (>001/0P) هقاٍم بَد تیجوعدر  پیشًَت يیا

 داری اثرات ثابت آزمون معنی
در ایي هطالعِ اثرات ثابت ضکن زایص سال زایص ٍ فصل    

دار ضذًذ. اها تَلیذ ضیر رٍز آزهَى ٍ  % هعٌی1زایص در سطح 
 دار ًطذًذ % هعٌی5عٌَاى کَاریت در سطح سي زایص بِ

 (.3)جذٍل 
  

 

 SCCبا مقادیر باقیمانده  TNFαبررسی ارتباط ژن 
 صدچربی شیرتولید شیر و دری اصلاحی ها ارزش

با هقادیر باقیواًذُ  TNFαًتایج ًطاى داد کِ بیي شى    
SCC  ٍی اصلاحی تَلیذ ضیر ٍ درصذ چربی ضیر ّا ارزش

 AAشًَتیپ  (.>001/0P) ی ٍجَد داضتدار هعٌیارتباط 

ی بذًی داضت.  ّا سلَلکوتریي هقادیر باقیواًذُ ًورُ 
ی ّا شارزی اصلاحی تَلیذ ضیر ٍ ّا ارزشبالاتریي هیساى 

ٍ کوتریي  BBاصلاحی درصذ چربی ضیر هربَط بِ شًَتیپ 
ی اصلاحی ّا ارزشی اصلاحی تَلیذ ضیر ٍ ّا ارزشهیساى 

(. بِ 4)جذٍل  بَد AAدرصذ چربی ضیر هربَط بِ شًَتیپ 

 بیي حیَاًات حساس ٍ هقاٍم  TNFα  ٍTLR ّای شًَتیپی ٍ آللی شى فراٍاًی -2جذٍل 
Tabel  . Genotype and allele frequency of TNFα and TLR  genes  among  resistance and susceptible animals 

ّا اساهی شى  χ2 فراٍاًی آللی   فراٍاًی شًَتیپی گرٍُ 

  AA BB AB  A B  

TNFα 

 هقاٍم
5/0  
(22) 

16/0  
(7)  

34/0 
(15) 

 67/0 33/0 *39/3  

 حساس
13/0  
(7)  

71/0 
(40) 

16/0 
(9) 

 21/0  79/0 27/12  

 
29/0 کل جوعیت  47/0 24/0  4/0  59/0 31 

  AA KK AK  A K  

TLR  

 هقاٍم
025/0  

(1)  

025/0  
(1)  

95/0  
(42)  

 5/0  5./  35 

 0 حساس
29/0  

(16)  

71/0  
(40)  

 36/0  64/0  17 

 
01/0 جوعیت کل    17/0  82/0   42/0  58/0  79/56  

 (.<05/0P) تعادل ّاردی ٍایٌبرگ :*

تَلیذ ضیر رٍز آزهَى ٍ هیاًگیي هربعات ضکن زایص، سال زایص، فصل زایص، سي زایص -3جذٍل   
Tabel  . Squares means of parity, year calving, calving season, calving age, test day and milk production 

هربعات هیاًگیي  اثر 
87/8  ضکن زایص **
67/12  سال زایص **
2/15  فصل زایص **

15/0 ns سي زایص 
16/0 ns )تَلیذ ضیر رٍز آزهَى )کیلَگرم 

 داری  : غیرهعٌیns(          >01/0Pداری ) هعٌی: **
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151........................................................ ...................................................................................1396زمستان/ 18یدات دامی سال هشتم/ شماره پژوهشهاي تول

نشانگر مولکولی مناسبی براي AAرسد ژنوتیپ نظر می
) 25همکاران (و ماکسیمیک ووکامقاومت به ورم پستان است

و ورم TNFαي ژن هاشکلیگزارش کردند که بین چند
ي دارمعنیهاي مختلف زایش ارتباط پستان بالینی در شکم

کمتر بالینیمرتبط بود با تعداد ورم پستان Tآللوجود داشت. 
در شتریببالینیو تعداد ورم پستان ترنییپاشیزايهادر شکم

CCوTCيهاژنوتیپبراي ژنبیان.بالاترشیزايهاشکم
وقوعشدگزارشايدرمطالعه.دبوبالاترTTژنوتیپبهنسبت
GGوAGيهاژنوتیپدرزایشازبعدگذاريتخمکاولین
شیريگاودرAAگروهبهنسبتTNFαپروموتورناحیه
گزارش کردند بین )21(و همکاران رانجان .)16(بودبالاتر
و ورم پستان بالینی در جمعیت گاو TNFαي ژن هاشکلیچند

SSCPي وجود داشت. نشانگر داریمعنهلشتاین هند رابطه 
نشان داد فراوانی ورم پستان در ژنوتیپ جهش یافته بیشتر 

با (ژنوتیپ جهش یافته)AAپیژنوتبراي ژن انیببود.
شتریبABو BBيهاژنوتیپبا سهیدر مقاLPSيهاژنپاتو

ي بین دارمعنی) گزارش نمودند ارتباط 1و همکاران (یوان .ودب
باTNFαاگزون چهارم ژن C→T293ت جهش در موقعی

SCC .گزارش يامطالعهدردر گاوهاي هلشتاین وجود داشت
جادیدر انسان موجب اTNF-857ژنهیشد جهش در ناح

محققین ). 3(شودمیسیتوبرکلوزيماریبه بتیحساس
گرم يآلوده با باکتريهاپستانریدر شTNFαگزارش کردند 

نوسایو پزودوموناس آئروجلایکلبسایپنومون،یاکلیاشرشیمنف
،8(با ورم پستان بود TNFαو این بیانگر ارتباط وجود دارند 

این گزارشات نتایج تحقیق ما را تایید کردند..)9
ي هاارزشSCCبا مقادیر باقیمانده TLR2ارتباط ژن 

اصلاحی تولید شیر و درصدچربی شیر
مقادیر باTLR2ژنيهاشکلیچندنتایج نشان داد بین

ارتباطشیري اصلاحی تولیدهاارزشو SCSباقیمانده
کمترین AAژنوتیپ ). P>001/0(داشتوجوديدارمعنی

ي هاارزشداشت. بالاترین میزان SCCمقادیر باقیمانده 
بود کمترین میزان AAاصلاحی تولید شیر مربوط به ژنوتیپ 

لاحی درصد ي اصهاارزشي اصلاحی تولید شیر و هاارزش
AAژنوتیپبود. بنابراینKKچربی شیر مربوط به ژنوتیپ 

ورمکاهشوشیرتولیدافزایشبرايمولکولی مناسبینشانگر
).4جدول (بودپستان

در TLR2و TNFαيهاژنریشیو درصدچربریشدیتولیاصلاحيهاارزش، SCSمقادیر باقیمانده میانگین حداقل مربعات-4جدول 
هاي مختلفژنوتیپ

Tabel 4. Least squer means of SCS residual values, breeding values of milk production and milk fat%. TNFα and
TLR2 genes in different genotypes

هاي اصلاحی تولید شیرارزش هاي اصلاحی درصد چربیارزش هاي بدنیسلولمقادیر باقیمانده  ژنوتیپ ژن
3/667 ± 1/59 ** 03/22 ± 03/0 ** - 5/0 ± 08/0 ** AA TNFα

754± 9/30 ** 45/22 ± 05/0 ** 09/0±26/0- ** AB

17/762 ± 3/5 ** 7/23 ± 1/0 ** 08/2 ± 04/0 ** BB

43/830 ± 7/0 ** 84/25 ± 01/0 ns - 3/0 ± 1/0 ** AA TLR2

72/716 ± 2/7 ** 5/22 ± 24/3 ns 75/0 ± 06/0 ** AK

82/698 ± 2/9 ** 83/20 ± 5/11 ns 3/1 ± 08/0 ** KK

)>01/0Pداري (معنی: **

بین SCCهاي مقادیر باقیمانده مقایسه میانگین5جدول 
ها بین دهد مقایسه میانگیننشان میهاژنوتیپبراي هاگروه

TNFαبراي ژنبوددارمعنیهاي ژنوتیپی هبیشتر گرو

در گروه AAط به ژنوتیپ مربوSCSکمترین مقادیر باقیمانده
BBمربوط به ژنوتیپ SCSمقاوم و بیشترین مقادیر باقیمانده 

).>05/0Pدر گروه حساس بود (

هاي حساس و مقاومبین گروهSCSهاي مقادیر باقیمانده مقایسه میانگین- 5جدول 
Table 5. The comparison of SCS residual values means between susceptible and resistance groups

SCSباقیمانده 

گروه حساسگروه مقاومژنوتیپژن

TNFα

AA- 3/0 ± 07/0 a- 2/0 ± 07/0 a

AB08/0±2/0- a08/0±06/0 c

BB9/0 ± 05/0 b18/1 ± 05/0 b

TLR2

AA- 2/0 ± 20/0 a- 1/0 ± 2/0 a

AK15/0 ± 07/0 b6/0 ± 06/0 b

KK3/0 ± 09/0 b1± 08/0 c

)>01/0Pي (دارمعنی:**
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152.............. ..........................و ارتباط آن با بیماري ورم پستان در گاو هلشتاین ..............................TLR2،TNFαشناسایی تنوع ژنتیکی در دو ژن کاندیدا  

گاودرSCCوTLR2ژنبینشدگزارشمطالعهیکدر
)، در آن >P/001(داشتوجوديدارمعنیارتباطشیري

مطالعه که روي سه جمعیت گاوهاي هلشتاین، سانه و 
ي بدنی مربوط هاسلولسمینتال صورت گرفت بیشترین نمره 

ي هاولسل) و کمترین نمره 01/4(به ژنوتیپ جهش یافته بود
ها نتایج تحقیق ما بدنی مربوط به ژنوتیپ وحشی بود این یافته

. محققین در یک مطالعه گزارش کردند )28(را تایید کرد
داري با ورم پستان داشتند ارتباط معنیTLR2هايآلل

TLR2گاوهاي هلشتاین با آلل  ي بدنی هاسلولتعداد 2
TLR2کمتري نسبت به گاوهایی با آلل  ). 24شتند (را دا1

در زمان بروز TLR2و TNFαمطالعات متعدد نشان دادند 
گزارش )26(همکارانو ژو).7(ورم پستان افزایش یافت

TNFαژن 4و 1پروموتور، اگزونهیکردند که جهش در ناح
در بالینیو تحت بالینیبا ورم پستان يدارمعنیارتباط 

اگزون اول و در BBژنوتیپ داشتند. نیچنیهلشتايگاوها
AA در اگزون چهارم باSCCپیبالاتر ارتباط داشتند و ژنوت
ABبودند با تبطپروموتور مرهیدر ناحSCCپیژنوتکمتر

BB ،در اگزون اولAA در اگزون چهارم وABهیدر ناح
انتخاب مقاومت يبرامناسب نشانگرهايعنوان هپروموتور ب

). مطالعات متعدد نشان 26(ندبوديریبه ورم پستان در گاو ش
در گاوهاي آلوده به TLR2و TNFαي هاژندادند بیان 

). 4(عفونت ورم پستان بیشتر از گاوهاي غیرعفونی بود
و TLR2ي ژن هاشکلیتحقیق ما نشان داد که بین چند

TNFα با صفاتSCC ،ي اصلاحی برآورد شده تولید هاارزش
توانند نشانگرها میي وجود داشت و این دارمعنیشیر ارتباط 

براي اصلاح مقاومت به ورم پستان در گاو شیري بکار گرفته 
.شوند

تشکر و قدردانی 
ي همکاري بسیار سازندهبدینوسیله از حسن استقبال و

آزمایشگاه مرکزي دانشکده صنعت فکا وشرکت کشت و
دامپزشکی دانشگاه شیراز که موجبات انجام این پژوهش را

دارد.و تشکر را ابراز میتقدیریسر ساختند نهایتمممکن و
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Abstract
Mastitis is one of the most common diseases in dairy cattle, which has imposed therapy

heavy costs to farmers through significant reduction in total milk production. Identification of
nucleotide polymorphism of two candidate immunity response genes and its effects on SCS as a
mastitis incidence indicator was carried out in this research. The genes were exons 1 and 2 of
TLR2 and 3 and 4 of TNFα. For this purpose, a hundred Holstein lactating cows were selected
based on their breeding values for milk production, fat and somatic cell scores. Then cows
based on their residual values for somatic cell scores were divided into two resistant and
susceptible groups and 5 ml blood samples were collected from each animal. Selective
genotyping of two target groups of susceptible and resistant animals to mastitis was done using
PCR-RFLP approach. The association between  genetic polymorphisms with corrected records
of somatic cell scores (residual values for somatic cell score) were analyzed using the
Generalized Linear Model (GLM) procedure of SAS statistical package (version 9.2) followed
by means comparison with Tukey-Kramer test. There was a significant
direct relationship between TLR2 and TNFα gene polymorphisms and somatic cell score
residual values (P<0.001). Furthermore, For TNFα gene the most genotypic frequencies in
resistant and susceptible groups were related to genotypes AA and BB, respectively. Also, KK
genotype frequency within TLR2 candidate gene showed a higher frequency within
susceptible group versus the resistant group. As a conclusion, the obtained results may be
used to monitor and design breeding strategy to prevent mastitis.

Keywords: Factor necrosis tumor, Mastitis, Somatic cell score, Toll Like receptor
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