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 OPNژن ازC>Tارتباط چندشكلي تك نوكلئوتيدي

و توليد شير در گاوهاي هلشتاين ايران  با تركيب
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 چكيده

را مؤثر)QTL(هاي صفات كمي چندين كاوش كل ژنومي، جايگاه  بر صفات توليدي شير

ژن گاو در نزديك6روي كروموزوم نوعي  OPN.اندي كرده شناسايOPNموقعيت

و سلولفسفوپروتئين است كه در بافت و در مايعات بدن ترشحيهاها  مختلف سنتز شده

جمع از نمونهDNAدر اين تحقيق، استخراج.دشو مي  راس گاو 398آوري شده از هاي خون

شدهلشتاين از استان و اصفهان انجام اده از روش نمكي استفDNAبراي استخراج. هاي تهران

 OPN از ژن 8514در موقعيت ) C>T )SNP C>T سپس چندشكلي تك نوكلئوتيدي. گرديد

ژنو. تعيين ژنوتيپ شدPCR-RFLPبه روش ،19 به ترتيب TTو CC ،CTيها تيپفراواني

شد24و 57  كاي، حالت تعادل براي جمعيت با استفاده از آزمون مربع. درصد محاسبه

جها تيپژنو. بررسي شد در اين. واينبرگ انحراف نشان دادند-ايگاه، از تعادل هارديي اين

ژنويدار معنيمطالعه، ارتباط  با دو  OPNژن ازC>Tچندشكلي تك نوكلئوتيدييها تيپ بين

و درصد پروتئين شير  صفت درصد چربي تصحيح شده بر اساس دو بار دوشش در روز

شد روز305تصحيح شده بر اساس  تك بين چندشكليدار معنيارتباط. مشاهده هاي

بهنوكلئوتيدي با صفات شير، فرصت مناسبي براي استفاده از برنامه كمك ماركر هاي انتخاب

.آورددر گاو شيري فراهم مي

 OPN  ،PCR-.RFLP چندشكلي تك نوكلئوتيدي، گاو هلشتاين،:هاي كليديواژه

 مقدمه
،ها دامهاي اصلاح نژادي در هدف از اجراي برنامه

افزايش قابليت توليد از طريق بهبود ژنتيكي دام از نظر
، گاو شيريها دامدر بين.دباشميصفات مهم اقتصادي 

و پرورش آن يكي از از اهميت زيادي برخوردار است
ميبخش  رودهاي مهم صنعت دامپروري به شمار

)Dekkers & Hospital, 2002(.OPN)كهSPP1نيز 
ف)دشوميناميده 60سفوپروتئين با وزن مولكولي نوعي

كننده آن در بسياري از كيلودالتون است كه ژن كد

 ,Wang & Denhardt)يابي شده است ها تواليگونه

 به عنوان پروتئين ماتريس استخوانيOPNابتدا . (2008
 تشخيص داده شده بود، اما بعدها به عنوان سايتوكين

شTهاي توليد شده از فعاليت سلول د معرفي
(Denhardt et al., 2001; Patarca et al., 1993) . منبع

و اصلي اين پروتئين سلول هاي اپيتليال غدد پستاني
و ماكروفاژهاي شير مونوسايت  ,.Young et al)دباشميها

1990; Brown et al., 1992) . ،اين پروتئين در انسان
و نگهداري آبستني،  و توسعه جنيني، آغاز مسئول رشد
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و تنظيم  التهاب، چسبندگي سلولي، تغيير وضع بافتي
 Johnson et al., 2003; Denhardt)دباشميبقاي سلولي

et al., 2001).ژن)SPP1(OPN  4روي كروموزوم
و كروموزوم5انسان، كروموزوم يابي مكان گاو6 موش

آنو طول(Nemir et al., 2000)شده است   پروتئين
 در بوفالو، 280 در گاو،278( اسيدآمينه 300 تقريباً
و297  ,.Fisher et al)د باشمي) در انسان314 در موش

-آنتي سنس(هاي ترانس ژنيك شده در موش. (2001
RNA(كه در آنها ژن� OPNن د، مشاهدهشومي بيان

و نيز  شده است كه اين ژن براي رشد غدد پستاني
ها، فاقد ساختار اين موش. ضروري استشيردهي
و نيز دچار آلوئولي و عدم كارايي در شيردهي  پستان

 هاي شير مانند كاهش شديد در ميزان سنتز پروتئين
β-كازئين بودند(Nemir et al., 2000).چندين كاوش 

 بر صفات توليدي شير را روي مؤثر QTLژنومي،
ژن6كروموزوم اند شناسايي كردهOPN گاو در نزديكي

(Zhang et al., 1998; Ron et al., 2001; Olsen et al.,.
2004; Ashwell et al., 2004) . يكQTL بر درصدمؤثر 
 سانتي مورگان از مكان4پروتئين شير با فاصله اطمينان

 اخيراً.(Ron et al., 2001) شناسايي شده است OPNژن
و آناليز عدم با استفاده از روش تركيب آناليز پيوستگي

يكو افزا�)LDLA(تعادل پيوستگي   يش تراكم نقشه،
QTL ژن420 در فاصله وABCG2هاي كيلو بازي بين

LAP3 بر6روي كروموزوم  شناسايي شده است كه
.(Olsen et al., 2005)د باشمي مؤثر توليدي شير صفات

د كه يكي از باشمياين منطقه كوچك شامل چهار ژن
 شواهدي مبني بر تأثير نوكلئوتيدهاي. استOPNها آن

 در ناحيه بالا دست منطقه تنظيمي ژن� كميصفات
OPNو درصد پروتئين ارائه ، بر مقدار شير، درصد چربي

 ,.Schnabel et al., 2005; Cohen et al)شده است

2004).
 در C>Tدر يك تحقيق، چندشكلي تك نوكلئوتيدي

 روي گاوهاي هلشتاين دو جمعيت OPNژن4اينترون
CDDRو�UWدر اين مطالعه،. رگرفت مورد بررسي قرا�
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و CDDR در جمعيتCآلل  ، با افزايش درصد پروتئين
 وجود، ارتباط با اين. درصد چربي شير ارتباط نشان داد

تكها تيپي بين ژنودار معني ي اين چندشكلي
و نوكلئوتيدي با مقدار شير، مقدار چربي، مقدار پروتئين

اگرچه. مشاهده نشد�)SCS(هاي سوماتيك امتياز سلول
آلل دار معنيارتباط  Cي تشخيص داده نشد اما اثر منفي

.(Leonard et al., 2005)بر مقدار شير مشخص شد
 در جمعيت C>Tبررسي چندشكلي تك نوكلئوتيدي

UWنيز نتايجي مشابه با جمعيت CDDR نشان داد .
 نيز اثر مثبتي بر درصد پروتئين UW در جمعيتCآلل

و اثر منفي بر مقد ار شير داشت اما نتايج به سطح شير
تحقيقي ديگر، . (Leonard et al., 2005) نرسيد دار معني

 اثرات UW در جمعيت OPN از ژن SNPC>T بررسي با
و مقدار افزايشي براي درصد چربي، درصد پروتئين

اثرات غالبيت براي. گزارش كرددار معنيچربي را 
هده نشد مشادار معنييك از صفات مورد مطالعه، هيچ

(Khatib et al., 2007).اي روي گاوهاي گوشتي مطالعه
ايالات متحده، ارتباط اين جانشيني تك نوكلئوتيدي را 

ي دار معنيارتباط. با صفات رشد مورد بررسي قرار داد
 با C>Tي چندشكلي تك نوكلئوتيديها تيپبين ژنو

و افزايش وزن وزن سالانه، وزن زنده در زمان كشتار
شدروزانه ي دار معنياما اثر. بعد از شيرگيري مشاهده

و وزن از  بين اين جانشيني تك نوكلئوتيدي با وزن تولد
 تحقيق. (White et al., 2007)شيرگيري مشاهده نشد

، با بررسي بيشتر ارتباط چندشكلي اين SPP1روي ژن
و ژن با نرخ رشد بدن در جمعيت بزرگ تر از گاو شيري

شدافزايش چندين نسل،   ,.Allan et al) گسترش داده

ي بين دار معنيدر اين تحقيقات، ارتباط . (2007
 با وزن SPP1 از ژن C>Tچندشكلي تك نوكلئوتيدي

و وزن سالانه به دست آورده شد تولد، وزن از شيرگيري
(Allan et al., 2007).دار معني ساير مطالعات نيز ارتباط 

 را با درصد OPNنشانگرهاي ريزماهواره در منطقه ژن
و ديگر صفات مرتبط نشان داده اند پروتئين شير

(Zhang et al., 1998; Ron et al., 2001; Olsen et al., .
رو. (2004 و افزايش  به دليل اهميت صنعت توليد شير

و نيز تاثير ژن به رشد تعداد گاوهاي هلشتاين در كشور

6. Somatic Cell Score 
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OPN ،و توليد شير انجام چنين بر صفات تركيب
به همين منظور در اين. اي ضروري به نظر رسيدلعهمطا

 در C>T ارتباط چندشكلي تك نوكلئوتيدي تحقيق،
 با صفات OPN از ژن 8514موقعيت نوكلئوتيدي

و توليد شير در از نمونهتركيب گاوهاي هاي اخذ شده
.هلشتاين ايران مورد بررسي قرار گرفت

و روش هامواد
 هلشتاين راس گاو398تحقيق روي اين
و اصفهان انجام شد هايهاي استان گاوداري .تهران

هر( گاوداري اين دو استان10گيري خون از نمونه
 EDTAبا استفاده از ونوژيكت حاوي) گاوداري5استان

شد) جهت جلوگيري از انعقاد خون( سپس. انجام
انجام�هاي خون به روش نمكي از نمونهDNAاستخراج 

 از DNAبراي بررسي كيفي . (Miller et al., 1988) شد
شد%1ژل آگارز الكتروفورز تعيين غلظت. استفاده

DNA و با توجه  با دستگاه اسپكتروفتومتر انجام پذيرفت
سازي به مقدار عددي مشاهده شده از دستگاه، رقيق

50 با آب دو بار تقطير به نسبت DNAهاي نمونه
واكنش. گرديد ميكروليتر انجام50نانوگرم در حجم

PCR واقع در اينترون جفت بازي290 براي تكثير قطعه 
ژن4 و توالي. انجام پذيرفتOPN از آغازگرهاي پيشرو

 8514در مكان جفت بازي290پسرو براي تكثير قطعه 
:(Leonard et al., 2005)اين ژن به اين صورت بود

F5′-GCAAATCAGAAGTGTGATAGAC-3′

R5′-CCAAGCCAAACGTATGAGTT-3′

 100 ميكروليتر شامل20واكنش تكثير در حجم
2/0 پيكومول از هر پرايمر،6/0 ژنومي، DNAنانوگرم از

10X،2 بافر PCR ميكروليترdNTPS  ،2مولار ميلي
پليمراز صورت Taq واحد5/1وMgCl2 مولار ميلي

 به اين صورت برنامه PCRهاي واكنش چرخه. پذيرفت
 درجه94يون اوليه در دماي دناتوراس: ريزي شد

 سيكل شامل35 دقيقه،5سانتيگراد به مدت
40 درجه سانتيگراد به مدت94دناتوراسيون در دماي
53تا60 از دماي Touchdownثانيه، اتصال به روش

 درجه سانتيگراد كاهش به ازاي7/0(درجه سانتيگراد

1. Salting Out 

 درجه72 ثانيه، سنتز در دماي40به مدت) هر سيكل
و سنتز نهايي در دماي40انتيگراد به مدتس 72 ثانيه

با انجام اين واكنش،. دقيقه6درجه سانتيگراد به مدت
سپس. تكثير شدOPN جفت بازي از ژن 290قطعه 

 با PCR، محصولات C>Tبراي تعيين ژنوتيپ در مكان 
 مورد هضم واقع شدند BseNI (BsrI) آنزيم برشي

(Leonard et al., 2005) .ركيب واكنشگرهاي هضمت
10، به صورت c.8514C>Tآنزيمي براي موقعيت 

و10X(B( ميكروليتر بافرPCR ،1ميكروليتر محصول
در5 استفاده شد كه به مدت BsrI واحد آنزيم2  ساعت

انجام Bath Dry درجه سانتيگراد در دستگاه65دماي
 الكتروفورز%2هاي هضم شده روي ژل آگارز نمونه. شد

و ژل با اتيديوم برومايد رنگ شدشدند در مكان. آميزي
) برش نخورده(T، آلل C>Tچندشكلي تك نوكلئوتيدي 

آلل 290وسيله باند به و ) برش خورده(C جفت بازي
شد200توسط باند براي. جفت بازي تشخيص داده

و نيز قطعات  حصول اطمينان از صحت قطعه تكثير شده
و pUC Mix, 8گرهاي حاصل از برش، از نشان

GeneRuler100 bpيها تيپبا توجه به ژنو. استفاده شد
و ژنوتيپي، به دست آمده، فراواني هاي آللي

و تعادل  و قابل انتظار هتروزيگوسيتي مشاهده شده
 به دست Pop Gene واينبرگ با كمك نرم افزار- هاردي

ارتباط براي آناليز. (Yeh et al., 1999)آورده شد
ازهايپتژنو و تركيب شير،  SASافزار نرم با صفات توليد

 ,SAS) استفاده شد�GLMبا روش)1/8ويرايش(

Institute, 1999) . ،مدل استفاده شده در اين تحقيق
:مدل اثرات ثابت بود كه به صورت زير نوشته شد

yijkmnr = µ + Gi + H (S)ij + Mijk + Nijkm + Cijkmn + eijkmnr 
د ازپارامترها :ر اين مدل عبارتند

yijkmnr :بردار مشاهدات شامل :MILK)توليد شير
توليد شير(MILK2X،) روز305تصحيح شده براساس 

توليد شير(MILKME،)بار دوشش در روزبر اساس دو
ارزش(BVM،)تصحيح شده بر اساس وزن بلوغ

ارزش اصلاحي توليد چربي(BVF،)اصلاحي توليد شير
،)ارزش اصلاحي درصد چربي شير( BVFP،)شير

FAT2X  )دو بار توليد چربي تصحيح شده بر اساس
 
2. General Linear Model  
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درصد چربي شير تصحيح(FATP2X،)دوشش در روز
توليد(PRO305،)بار دوشش در روزشده بر اساس دو
بر پروتئين تصحيح ،) روز305اساس شده

PROPER305)درصد پروتئين تصحيح شده بر اساس
بر(PROMEو) روز305  توليد پروتئين تصحيح شده

).اساس وزن بلوغ
µ:،ميانگينGi:،اثر ژنوتيپH (S)ij : داخل(اثر گله

اثر : Nijkmاثر سال تولد، : Mijk،) شده است�استان نست
و : Cijkmnماه تولد،  اشتباهات : eijkmnrاثر اولين سال زايش
.آزمايش

 نتايج
با استخراج شده DNAدر مرحله بررسي كيفي

با، نمونه%1استفاده از ژل آگارز هايي كه باند روشن
محصولات. وضوح كامل ايجاد كردند قابل قبول بودند

 
1. Nest 

، جهت حصول اطمينان از  PCRدست آمده از واكنشبه
ژن جفت بازي290تكثير قطعات ، روي ژل OPNاز

هاي تكثير شده، باند نمونه. الكتروفورز شدند%2آگارز
د و واضحي  جفت بازي ايجاد 290هاير موقعيتروشن

).1شكل(كردند كه براي ادامه تحقيق انتخاب شدند
يها تيپبا توجه به قطعات حاصل از برش آنزيم، ژنو

 BsrI با استفاده از آنزيم. افراد در هر موقعيت تعيين شد

و CC ،CT، سه نوع ژنوتيپ c.8514C>Tدر موقعيت
TTجفت بازي، 290قطعه برش نخورده. مشخص شد

 جفت بازي،90و 200و دو قطعه TTبيانگر ژنوتيپ 
 200، 290همچنين سه قطعه. استCCبيانگر ژنوتيپ

د باشمي CT جفت بازي، نشاندهنده ژنوتيپ90و
).2شكل(

 فرد ژنوتيپ75 فرد تعيين ژنوتيپ شده، 398از بين
CC ،226 فرد ژنوتيپ CT فرد ژنوتيپ97و TT نشان 
و ژنوتيپي، دير محاسبه شده فراوانيمقا. دادند هاي آللي

و نيز  و مورد انتظار هتروزيگوسيتي مشاهده شده
. آورده شده است1كاي در جدول مربع

ژن c.8514C>T نتايج حاصل از تعيين ژنوتيپ جمعيت در موقعيت-1جدول  OPNاز
 SNP فراواني آللي فراواني ژنوتيپي هتروزيگوسيتي تعادل
χ2Exp2Obs1TT CT CC TCc.8514C>T 
50/749/057/024/057/019/047/053/0

 هتروزيگوسيتي مورد انتظار.2هتروزيگوسيتي مشاهده شده.1

ي با اتيديوم آميز رنگو%2 پس از الكتروفورز بر روي ژل آگارزOPN جفت بازي از ژن 290 قطعه تكثير شده-1شكل
)pUC Mix,8نشانگر(دهد برومايد نشان مي

از-2شكل )GeneRuler 100 bpنشانگر(BsrI با آنزيمOPN جفت بازي از ژن 290هضم آنزيمي قطعه قطعات حاصل

TT      CC      TT      CT
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 c.8514C>Tي موقعيتها تيپبا بررسي ارتباط ژنو
و تركيب شير، ارتباط OPNاز ژن  با صفات توليد

 با دو صفت درصد چربي تصحيحها تيپ اين ژنودارنيمع
و درصد ) >05/0P(شده بر اساس دو بار دوشش در روز
) >01/0P( روز 305س پروتئين شير تصحيح شده بر اسا

، درصدCTكه افراد با ژنوتيپ طوريبه. مشاهده شد
به(چربي تصحيح شده بر اساس دو بار دوشش بيشتري

و CCيها تيپنسبت به ژنو) درصد04/0و17/0ترتيب
TTهمچنين اين افراد درصد پروتئين. كردند توليد مي

به ترتيب( روز بيشتري 305شير تصحيح شده بر اساس 
 CCنسبت به افراد داراي ژنوتيپ) درصد02/0و03/0
دTTو ي اينها تيپ بين ژنودار معنيارتباط. ادند نشان

موقعيت با ساير صفات مورد مطالعه مشاهده نشد
).2جدول(

و اشتباه استاندارد براي صفات شير، در ژنو-2جدول  OPN از ژن c.8514C>Tي مختلف موقعيتها تيپ ميانگين حداقل مربعات
p value TT (n= �	)CT (n= ���)CC (n= 	�)c.8514C>T 
	���/��	/���±��/	��� ��/��	±��/	��� �	/���±��/	��	 MILK 
��	�/���/��	±��/	��� ��/���±��/	��� ��/���±��/	��	 MILK2X 
����/�	�/�	�±��/���� 	�/���±��/���� ��/���±	�/���� MILKME 
����/�	�/�±��/��� ��/�±��/��� �	/�±��/��� FAT2X 

*����/�����/�±��/�c����/�±��/�a���	/�±�	/�bFATP2X 
����/���/��±�	/����/��±��/����/��±	�/		BVM 
���	/���/�±��/���/�±��/���/�±	�/�BVF 
����/���/�±��/���/�±��/���/�±��/�BVFP 
����/���/	±��/��	 ��/	±��/��� ��/	±�	/��� PRO305 

**����/���/�±��/�b��/�±��/�a��/�±��/�bPROPER305 
���	/���/�±�	/��� ��/�±��/��� ��/�±�	/��� PROME 

 بحث
هاي پيشرفت قابل توجهي در بهبود ژنتيكي جمعيت

دامي، با استفاده از انتخاب مصنوعي براي صفات كمي 
ها بر مبناي فنوتيپ بيشتر اين انتخاب. ايجاد شده است

و بدون در نظر گرفتن ساختا ر ژنتيكي ظاهري حيوان
 ژنتيكدانش پيشرفت حال،با اين. انجام شده است

هاي دامي منجر به شناخت ساختار مولكولي در جمعيت
 ,Dekkers & Hospital) ژنتيكي صفات كمي شده است

تكها تيپ ژنو،در اين تحقيق.(2002 ي چندشكلي
-RFLPروش، بهOPNاز ژن c.8514C>Tنوكلئوتيدي

PCRو سپس ار آن تعيين شد وهاتباط با صفات تركيب
توليد شير در گاوهاي هلشتاين ايران مورد بررسي قرار 

 به دو دليل براي اين تحقيق انتخاب OPNژن.گرفت
كه چندين كاوش طوري بود؛ بهQTLاول، مطالعات. شد

 بر صفات توليدي شير را روي مؤثر QTLژنومي، 
ژن6كروموزوم ه شناسايي كردOPN گاو در نزديكي

 Zhang et al., 1998; Ron et al., 2001; Olsen)بودند

et al., 2004; Ashwell et al., 2004) .دليل ديگر، وجود 

و بيان گسترده اين ژن در OPNپروتئين  در شير
هاي اپيتليال غدد پستاني است كه مشخص شده سلول

 Leonard et) مي باشدمؤثراست بر صفات توليدي شير 

al., 2005) .دردر  اين مطالعه، بيشترين فراواني ژنوتيپي
و CT، براي ژنوتيپ OPN از ژن c.8514C>Tموقعيت

اين. محاسبه شدCCكمترين فراواني براي ژنوتيپ
و Pareek et al. (2008)نتايج با مطالعات قبلي توسط 

Khatib et al. (2007) و كمترين فراواني را  كه بيشترين
 به دست آورده CCو CTيها تيپبه ترتيب براي ژنو
،)2χ( با استفاده از آزمون مربع كاي. بودند مطابقت دارد

واينبرگ، مشخص- از تعادل هارديها تيپانحراف ژنو
به توانمياز دلايل احتمالي اين انحراف از تعادل،. شد

از) تلقيح مصنوعي(هاي غيرتصادفي تلاقي اشاره كرد كه
.دشباميعوامل بر هم زننده تعادل 

طور كه ذكر شد، در اين مطالعه ارتباط همان
 از ژن C>Tي بين جانشيني تك نوكلئوتيدي دار معني
OPN با دو صفت درصد چربي تصحيح شده بر اساس 
و درصد پروتئين شير تصحيح شده دو بار دوشش در روز
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به305اساس بر شد روز  .Leonard et al. دست آورده

 در اين موقعيت، باC، نشان دادند كه آلل (2005)
و درصد چربي شير ارتباط دارد . افزايش درصد پروتئين

Khatib et al. (2007) اثرات افزايشي را براي درصد 
و مقدار چربي در اين جايگاه چربي، درصد پروتئين

 در Schnabel et al. (2005). گزارش كردنددار معني
يداي، اين ژن را به عنوان كاندOPNمطالعه خود بر روي

نتايج. بر درصد پروتئين شير تشخيص دادندمؤثراصلي 
 دار معنياين تحقيق با مطالعات قبل كه ارتباط 

 از ژن C>Tي جانشيني تك نوكلئوتيديها تيپژنو
OPNاند مشابهت را با درصد پروتئين شير گزارش كرده
 در C>Tچندشكلي تك نوكلئوتيدي ارتباط. دارد

ژن4اينترون صOPN از  توليد شير،و تركيبفات با
عدم تعادل پيوستگي احتمالي ايند به دليل توان مي

تك چندشكليجايگاه با  تشخيص داده نوكلئوتيدي هاي
.ژن باشداين نشده در 
 گيري كلينتيجه

 چندشكلي بين دار معني، وجود ارتباط كليبه طور

و OPNاز ژن  C>T تك نوكلئوتيدي  با صفات تركيب
ف هاي رصت مناسبي براي استفاده از برنامهتوليد شير،
 در گاوهاي شيري فراهم�)MAS(كمك ماركر انتخاب به

به. آوردمي كمك ماركر اين است كه هدف از انتخاب
 جايگزين انتخاب بر مبناي DNAانتخاب در سطح 

انتخاب به كمك ماركر توانايي افزايش. فنوتيپ شود
 در همچنين. فراواني آلل مطلوب در جمعيت را دارد

بهتوانميگاوشيري كمك ماركر به عنوان از انتخاب
) قبل از پروژني تست(هاي نر انتخاب اوليه گوساله

و از اين طريق باعث افزايش شدت انتخاب، استفاده كرد
و افزايش كارايي ژنتيكي در جمعيت  كاهش فاصله نسل

با. شد از دلايل تفاوت در نتايج حاصل از اين تحقيق
 به تفاوت پتانسيل ژنتيكي افراد توانميلعات مشابه، مطا

و نيز اختلاف در اندازه نمونه اشاره نمود . مورد مطالعه
تكد كه چندشكليشوميبنابراين پيشنهاد هاي

نوكلئوتيدي در اين ژن، در نژادهاي ديگر گاو شيري با 
.تعداد نمونه بيشتر نيز بررسي شود

1. Marker Assisted Selection 
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