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 چكیده
ای خون محیطی در پاسخ به هستههای تکیاخته افزایشبا  BoLA-DRB3های ژن (آللهمردیف )، بررسی همراهی پژوهشاین هدف 

 از ناشی ۀگوسال 03شاروله، -هلشتاین ۀآمیخت ۀگوسال 155 شاملحیوان(  347) یموردبررس. حیوانات بود استافیلوکوکوس آرئوس

شاروله با حیوانات  -هلشتاین ۀاز آمیزش حیوانات ماد ناشی ۀگوسال 40، هلشتاین ۀشاروله با حیوانات ماد -آمیزش حیوانات نر هلشتاین

برای تعیین ژنوتیپ  غیر آبستن بودند.ها تلیسه ۀهمسن و در هنگام آزمایش همحیوانات  ۀبودند. هم هلشتاین ۀگوسال 60و  نر شاروله

همراهی های خطی مختلط و مدل REML ۀیابی مستقیم استفاده شد. با استفاده از رویروش توالی BoLA-DRB3 ایگاهحیوانات در ج

 های عامل، BoLA-DRB3ژن  تأثیر بر افزون ای خون محیطی ارزیابی شد.هستههای تکیاخته افزایشبا  BoLA-DRB3های ژن همردیف

دیده  BoLA-DRB3ژن برای  همردیف 27، پژوهشدر این نیز در مدل گنجانده شد.  ثابت گروه ژنتیکی و جنس و عامل تصادفی پدر

 دارندهمراهی  شاخص تحریک استافیلوکوکوس آرئوسبا  DRB3*0902و  DRB3*0101های همردیفنتایج نشان داد شد. 

(35/3P<). لوکوکوس یعلیه استافمیزبان ایمنی  پاسخ (بیولوژیکیشناختی ) زیست سازوکارتواند برای شناخت های این پژوهش مییافته

 باشد.   سودمند آرئوس

 

 .ای خون محیطی، ورم پستانهستههای تکیاخته افزایش، استافیلوکوکوس آرئوس، BoLA-DRB3 :های کلیدیواژه
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ABSTRACT 
The aim of this study was to investigate the association of bovine leukocyte antigen-DRB3 alleles with peripheral 
blood mononuclear cell (PBMC) proliferation in response to Staphylococcus aureus. The animals included in this 

study (n=347) were approximately of same age and comprised of F2 Holstein-Friesian  Charolais (n = 155), 
Holstein-Friesian backcross (F0 Holstein-Friesian dams crossed with unrelated F1 sires, n = 60), Charolais backcross 
(F1 dams crossed with F0 Charolais sire, n=46) and pure Holstein-Friesian (n = 86).  A sequence-based typing 
method was used in order to determine the genotype of the animals at BoLA-DRB3 locus and a linear mixed model 
was used to evaluate the association of bovine leukocyte antigen-DRB3 alleles with peripheral blood mononuclear 
cell (PBMC) proliferation. Beside the BoLA-DRB3 alleles, fixed effects of genetic group and gender and random 
effect of sires were included into the statistical model. In this research, 27 alleles were found for BoLA-DRB3 gene. 
The results showed that alleles BoLA-DRB3*0101 and BoLA-DRB3*0902 significantly affected on the stimulation 
index of S. aureus–induced peripheral blood mononuclear cell proliferation (P<0.05). The results may be useful for 
investigating the biological mechanism of immune response against S. aureus.  
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 مقدمه

تمرکز زیاد بر افزایش تولید در بهنژادی گاوهای شیری 

ها به بسیاری از بیماری ها آن کاهش مقاومتباعث 

 ;Lund et al., 1994) ورم پستان شده است ازجمله

Rogers et al., 1995; Rothschild et al., 2000 .) ورم

های گاو شیری گله های چالش نیتر مهمکی از یپستان 

دلیل مین و، دیدمثلیتول های پس از اختلالاست و 

های هزینه لیبه دلو  از گله است دام زودهنگامحذف 

و کیفیت شیر، حذف  تیکمدارو و درمان، کاهش 

وانی های فراهای آزمایشگاهی زیانزودهنگام و هزینه

 ,.Weller et al) کندبه صنعت گاو شیری تحمیل می

1992; Shook & Schutz, 1994; Bascom & 

Young, 1998; Heringstad et al., 2000 .) این

توسط  و نیزبیماری توسط شمار زیادی ژن کنترل 

 سازوکارو  شودایجاد می گرشمار زیادی بیمار

ژنتیکی (وایمن) ایمنی و (ایمنولوژیکیشناختی ) ایمنی

ی مانند مختلفهای سازه. همچنین پیچیده استآن 

 ریتأثدام و نوع مدیریت  کییتغذیه، شرایط فیزیولوژ

 ,.Sordillo et al) بر این بیماری دارند توجهی شایان

پادزی یا پادزیستی های مانده خطر باقی(. 1997

های دامی و ایجاد در فرآورده (بیوتیکی آنتی)

 ةمحدودکنندهای سازه نیتر مهمز ا های مقاوم باکتری

 درمان حیوانات بیمار برایها  پادزیمداوم از  ةاستفاد

بنابراین، متخصصان پرورش و اصلاح نژاد دام  هستند.

های کاهش بیماری برایهای نوین افتن رویهیبه دنبال 

نوین  ۀیک روی عنوان به. گزینش ژنتیکی هستنددامی 

پیشنهاد ها ه بیماریافزایش مقاومت حیوانات ببرای 

مقاومت به ورم پستان، مقاومت حیوان در  شده است.

است در پستان بیمارگر  افزایشو استقرار  ،برابر ورود

(Detilleux, 2000 .)ورم پستان بالینی، ی مانند صفات

های یاختهشیر و امتیاز  5(SCCهای بدنی ) یاختهشمار 

ش افزایبرای معیارهایی  عنوان به 2(SCSبدنی )

بهنژادی مقاومت ژنتیکی به بیماری ورم پستان در 

استفاده از رکوردهای  شوند.گاوهای شیری استفاده می

کم  لیبه دلهای ژنتیکی در ارزیابیورم پستان بالینی 

د نبوو درصد(  53آن )کمتر از پذیری بودن وراثت
                                                                               
1. Somatic cell count 
2. Somatic cell score 

 یتوجه شایانموفقیت  اعتماد قابلرکوردهای دقیق و 

 Weller et al., 1992; Heringstad etنداشته است )

al., 2000; Rupp & Biochard, 2003 .)،صفات  اکنون

SCC ا یSCS از ورم پستان  ینشانگر عنوان به

های بهنژادی گاوهای شیری زیربالینی در برنامه

 ,Shook & Schutz) بسیاری از کشورها وجود دارد

و  53تا  53بین  صفاتاین پذیری . وراثت(1994

با  ها آندرصد و همبستگی ژنتیکی  51یانگین م طور به

 43میانگین  طور بهو  33تا  13ورم پستان بالینی بین 

های یاخته(. Rupp & Biochard, 2003است )درصد 

خوار  بزرگ بیگانهها، بدنی شیر شامل نوتروفیل

پستان  یهای پوششیاختهها و ها، لنفوسیت(ماکروفاژ)

بر افزون های بدنی شیر یاختهزیاد بودن شمار  هستند.

، است عفونی بودن پستان ةدهنداینکه نشان

توانایی دام در ایجاد پاسخ ایمنی علیه  ةدهند بازتاب

برای . بنابراین، گزینش استعامل عفونت پستانی نیز 

های بدنی ممکن است باعث ایجاد یاختهکاهش 

ایمنی ضعیف شود و در کاربرد آن  امانۀحیواناتی با س

هایی وجود ورم پستان نگرانیبرای ک نشانگر ی عنوان به

پژوهشگران به دنبال ، رو نیازا(. Detilleux, 2000) دارد

تر برای بهبود مقاومت های مناسبصفات و رویه افتنی

شناسایی (. Detilleux, 2000) به ورم پستان هستند

بر مقاومت به ورم پستان و کاربرد  مؤثر ةهای عمدژن

ک نشانگرها، فرصت مناسبی را گزینش به کم ۀروی

 ,.Lund et al) برای بهبود ورم پستان فراهم کرده است

 ،3اصلی سازگار بافتی ۀهای مجموعنقش ژن(. 1994

(MHC)های ایمنی، این ، در ایجاد و تنظیم پاسخ

بر  مؤثر نامزدهای ژن نیتر مهممجموعه را به یکی از 

 MHCای هها تبدیل کرده است. ژنمقاومت به بیماری

های ایمنی را پاسخپراکنش درصد از  13تا  53بین 

ایجاد پاسخ (. برای Glass, 2004)شوند باعث می

 ةکنند فرآوری یها اختهی درونباید بیمارگر ایمنی، 

های یاختهها و خوار بزرگ بیگانهژن )آنتیپادگن یا 

پپتیدی  های هسپس قطع، دندرتیک(، شکسته شود

 ة، به گیرندTهای یاختهبه  هارائبرای  آمده دست به

 ةکنند ارائههای متصل شوند. گیرنده پادگن ةکنند ارائه
                                                                               
3. Major Histocompatibility Complex 
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و  هستندسازگار بافتی موسوم  یها مولکولبه  پادگن

اصلی  ۀمجموع یهاهایی با همین نام )ژن توسط ژن

اصلی سازگار  ۀشوند. مجموعرمز می سازگار بافتی(

از  (کلاسترخوشه )(، یک BoLA) 5بافتی در گاو

مگا جفت باز  1/2با بیش از  وستهیپ هم بههای  ژن

قرار دارد و از سه  23روی بازوی کوتاه کروموزم است، 

 & Schookتشکیل شده است ) IIIو  I ،IIکلاس 

Lamont, 2000 .)های کلاس ژنI  وII  در ایجاد و

های کلاس های ایمنی نقش دارند و ژن تنظیم پاسخ

III داشته و برخی در ایمنی  یا گستردهعملکرد  ۀدامن

در گاو (. Sharif et al., 1998) ذاتی نقش دارند

اصلی  ۀمجموع IIپستانداران، کلاس  دیگر برخلاف

قرار  IIbو  IIaموسوم به  ۀسازگار بافتی در دو زیر ناحی

مورگان سانتی 54 ها آنژنتیکی بین  ۀفاصلکه دارد 

و  MHC-DQهای ژن (.Davies et al., 1994است )

MHC-DR ۀهای فعال موجود در زیر ناحیاز ژن IIa 

-MHCو  MHC-DQ یها مولکولترتیب بهکه  هستند

DR کنند را رمز می(Davies et al., 1994 .)ژنگان در 

 ،DRB (DRB1و سه ژن  DRAگاو یک ژن  (ژنوم)

DRB2  وDRB3 وجود دارد. ژن )DRA تنها یک 

-MHC لمولکوآلفا از  ةدارد و زنجیر (آلل) همردیف

DR  کند. ژن میرمز راDRB1  یک ژن کاذب است و

تاکنون گزارش نشده است. ژن  DRB2بیان ژن 

DRB3 مولکولبتا از  ةزنجیر MHC-DR  رمز را

برای آن گزارش شده  همردیفکند و شمار زیادی  می

در  BoLA-DRB3(. ژن Davies et al., 1994است )

های یاخته دمانن پادگن ةکنند ارائهای های حرفهیاخته

ها بیان خوار بزرگ بیگانهو  (دندرتیکای ) دندانه

در  MHC-DR یها مولکولشود. به دلیل نقش  می

های همردیفهمراهی ، Tهای یاختهبه  پادگن ۀارائ

ورم پستان و  با بیماری BoLA-DRB3اگزون دوم ژن 

مختلفی  هایدر پژوهشهای بدنی شیر یاختهشمار 

متفاوت و گاهی  ها آنتایج ا نامّ، بررسی شده است

 ,.Dietz et al., 1997; Sharif et alمتناقض هستند )

1998; Kulberg et al., 2007ها این پژوهش ۀ(. بر پای

 مانندمختلفی  های عاملکرد که توان استنباط می
                                                                               
1. Bovine Leucocyte Antigen 

( و SCS)ورم پستان بالینی یا  صفت بررسی شده

، ممکن است سبب تفاوت در یموردبررسمعیت ج

 بیمارگر 533شوند. ورم پستان توسط بیش از نتایج 

توزیع جغرافیایی متفاوت  هرکدامشود که ایجاد می

و شدت بیماری ایجادشده توسط هر یک از شکل ارند د

 ,.Lammers et alاست )مزمن تا بسیار حاد متفاوت 

2001; Kulberg et al., 2007 .) نظر به اینکه عامل

، هامعیتر جورم پستان ممکن است د ةایجادکنند

های مختلف، متفاوت و گله ها، کشورها، نژادهازمان

مختلف در  ژنی هایهمردیف، بنابراین باشد

متفاوتی بر بیماری  ریتأثتوانند مختلف میهای  معیتج

 Starkenburg et al., 1997; Kulberg et) داشته باشند

al., 2007) .مختلف  ژنی هایهمردیف ازآنجاکه

BoLA-DRB3های متفاوتی را رمزدهی ئین، پروت

ژنی های همردیفدارای حیوانات بنابراین کنند،  می

های مختلف ورم پستان، پاسخ های عاملمختلف به 

وابسته به مقاومت به  همردیف دهند ومیمتفاوت 

بیماری ورم پستان در یک منطقه، ممکن است در یک 

 ,.Kulberg et alدهد )نامطلوب  دیگر پاسخ ۀمنطق

های بدنی شیر شامل یاخته ازآنجاکههمچنین . (2007

بزرگ  ،Tو  Bهای ، لنفوسیت پوششیهای یاخته

ها یاختهها است و نسبت این ها و نوتروفیلخوار بیگانه

 ها آنمختلف متفاوت است، بررسی های معیتدر ج

تواند می SCSعنوان  با یک جمعیت واحد عنوان به

لف شود مختهای پژوهشسبب تفاوت در نتایج 

(Fitzpatrick et al., 2001 .)برای انجام  روش دیگر

ی، استفاده از صفت مقاومت به یک های بررسیچنین 

یا ورم  SCSاستفاده از رکوردهای  یجا بهویژه بیمارگر 

باکتری گرم مثبت  .است پستان بالینی

 های عامل نیتر مهماستافیلوکوکوس آرئوس از 

 & Foxاست )ی در گاو ورم پستان زیربالین ةایجادکنند

Gay, 1993برای  2آزمایشگاهی درونک روش (. ی

ای خون هستههای تکیاخته افزایشگیری هانداز

در پاسخ به استافیلوکوکوس  (PBMC) 3محیطی

 ;Fitzpatrick et al., 1999شده است ) ارائهآرئوس 

Young et al., 2005 .) های یاخته افزایشگاوهایی که
                                                                               
2. In Vitro 

3. Peripheral Blood Mononuclear Cell 
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دارند، در برابر بیشتری  محیطیای خون هستهتک

 Fitzpatrick et)ترند استافیلوکوکوس آرئوس مقاوم

al., 1999برای ارزیابی توان از این صفت (. بنابراین می

استافیلوکوکوس  برابر باکتریمقاومت حیوانات در 

بررسی  پژوهشهدف این  .کردآرئوس استفاده 

 افزایشبا  BoLA-DRB3های ژن همردیفهمراهی 

ای خون محیطی در پاسخ به هستههای تکختهیا

 5کنندة گیاهی لختهو میتوژن  استافیلوکوکوس آرئوس

 ۀدر یک جمعیت از گاوهای هلشتاین و آمیخت

 شاروله بود.-هلشتاین

 

 هامواد و روش
 محل اجرای آزمایش و حیوانات تحت آزمایش

در رزلین دانشگاه ادینبورو  ۀسسؤاین آزمایش در م

 374) یموردبررسانجام شد. حیوانات ند کشور اسکاتل

 511 شاملماه(  53تا  55حیوان نر و ماده با سن 

از  ناشی ۀگوسال 63هلشتاین و شاروله،  ۀآمیخت

 ةشاروله با حیوانات ماد -آمیزش حیوانات نر هلشتاین

 ةاز آمیزش حیوانات ماد ناشی ۀگوسال 76، هلشتاین

 ۀگوسال 36 و  شاروله با حیوانات نر شاروله -هلشتاین

در هنگام )نر و ماده(  هاگوساله ۀبودند. هم هلشتاین

 .غیر آبستن بودندها تلیسه ۀهمسن و آزمایش هم
 

 ای خون محیطیهستههای تکری یاختهیگآزمون اندازه

های یاختهگیری برای اندازهشده  روش استفاده

ای خون محیطی مبتنی بر سنجش تیمیدین هسته تک

3 نشاندارشده،
H-Tymidine ،( بودYoung et al., 

. استفاده از تیمیدین نشاندارشده با هیدروژن (2005

3رادیواکتیو )
Hگیری میزان ساخته (، روشی برای اندازه

تقسیم  ۀچرخ S ۀ. این ماده در گاماست DNAشدن 

چسبد و شاخصی برای می DNAبه  ای یاخته

. آید به شمار می ای یاخته افزایشگیری رشد و  اندازه

2 تریل یلیم 53های خون با نمونه در آغاز
HBSS 

(Sigma Ltd., Poole, UKرقیق شدند، پس ) 23 ازآن 

Histopaque1077 (Sigma ) لیتر از محلول قندیمیلی
                                                                               
1. Phytohemagglutinin 

2. Hanks’ balanced salt solution without calcium or 

    magnesium 

 سلسیوس ۀدرج 23به هر نمونه اضافه شد و در دمای 

سانتریفوژ شدند.  g433دقیقه، در دور  سیبه مدت 

های خون که یاختهشد و  بخش بالایی هر نمونه جدا

حل و  HBSSدر ته لوله رسوب کرده بودند در محلول 

. شدشستشو شدند. عمل شستشو سه بار دیگر تکرار 

های خون یاختهدر پایان، بخش بالایی هر لوله جدا و 

شده که در ته لوله رسوب کرده بودند در محیط  شسته

Eagles (BME, Gibco Life Technologies Ltd., 

Paisley, UK .لیتر از میلی 5( کشت داده شدند

لیتر میلی 5( به همراه یاخته 7×536) یادشدهمحلول 

باکتری  NCTC13047 ۀاز محلول حاوی سوی

محلول حاوی (، یاخته 2×533استافیلوکوکوس آرئوس )

لیتر( میلی 5میکروگرم به ازای  1) کنندة گیاهی لخته

 73ترل( و محرك ایمنی )کن هرگونه بدونو یا محلول 

میکرولیتر از سرم گرمادیده با یکدیگر مخلوط و در 

به مدت  Co2درصد  1با  سلسیوس ۀدرج 34دمای 

روز کشت داده شدند. در روز چهارم، با استفاده  چهار

Filtermat 196ی ا یاخته ةکنند از برداشت
TM 

(Canberra Packard )533  بالامیکرولیتر از محلول 

 ,BibbySterilinای )خانه 36های سینیجدا و به 

Staffordshire, UK .میکروکوری  5( منتقل شدند

(μCi)  3از
H-Tymidine (Amersham Pharmacia 

Biotech UK Limited, Amersham, UK)  به هر

درصد  1درجه و با  34چاهک )نمونه( اضافه و در دمای 

CO2  در اتاقک رشد نگهداری ساعت ششبه مدت 

3برای حذف شدند.  (انکوباسیون)
H-Tymidine  به کار

شده  های برداشت یاخته، DNAه در ساختمان نرفت

میکرولیتر  23آنگاه شستشو داده شدند و 

Scintillation fluid  به هر نمونه اضافه شد. با استفاده

 Topcount Microplate Scintillatiion andاز 

Luminescence Counter (Canberra Packard )شمار 

های یاختهی DNAهای نشاندارشده در تیمیدین

  شمار صورتگیری شد. نتایج به شده اندازه افزایش
3
H-Tymidine شاخص  صورتهر دقیقه یا به  یبه ازا

 DNAهای نشاندارشده در تیمیدین شمارتحریک )

شده در پاسخ به استافیلوکوکوس  افزایشهای یاخته

 DNAهای نشاندارشده تیمیدین شمارآرئوس به 

 . شدشده در حالت کنترل( بیان  افزایشهای ختهیا
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تعیین برای  یابیاستفاده از روش مبتنی بر توالی

  BoLA-DRB3های ژن همردیف

آغازگر  BoLA-DRB3اگزون دوم ژن  افزایشبرای 

ترتیب با به DRB3REVو  DRB3FRWهای (پرایمر)

 CGC TCC TGT GA(C/T) CAG-`5هایتوالی

ATC TAT CC-3`5و`-CAC CCC CGC GCT 

CAC C-3`  استفاده( شدBaxter et al., 2010 .)

 233کرولیتر متشکل از یم 13در حجم  PCRواکنش 

مولار از پیکو 51ها، dNTPاز  هرکداممولار از کرومی

مراز پلی Taqواحد آنزیم  21/3ها و آغازگراز  هرکدام

(Roche Applied Scienceانجام شد. برنام )دمایی ۀ 

بود:  چنین PCRهای واکنشدر شده  استفاده

 ۀدرج 37دقیقه در دمای  ده، DNA سازیواسرشت

 DNA ای شدنرشته چرخه: تک سی آنگاه ،سلسیوس

، اتصال آغازگر سلسیوس ۀدرج 37 یثانیه در دما سی

 ۀدرج 14ثانیه در دمای  سی ایرشته تک  DNAبه

 ۀدرج 42دقیقه در دمای  یک ، بسط آغازگرسلسیوس

پایان یک چرخه تکمیل بسط به مدت  و در سلسیوس

. پیش بود سلسیوس ۀدرج 42دقیقه و در دمای  پنج

یابی، لازم است محصولات های توالیاز انجام واکنش

PCR آغازگر، از آنزیم ،dNTP های باقیمانده و نمک

سازی محصول پاك شوند و بدین منظور از کیت خالص

PCR (QIAquick PCR Purification Kit, 

QIAGENابی با یهای توالی( استفاده شد. واکنش

 BigDye® v 3.1 (Applied استفاده از کیت

Biosystems, UK)  شده در  های استفادهآغازگرو

 53ها در حجم انجام شدند. این واکنش PCR ۀمرحل

. شدندزیر انجام  های ترکیبتر و با استفاده از یمیکرول

 BigDye® v 3.1 terminator ،5میکرولیتر  1/3

 5میکرولیتر Big Dye® Buffer ،1/3میکرولیتر 

DMSO، 1/2  آغازگرپیکومول DRB3REV  یا

DRB3FRW لیتر محصول میکرو 2جداگانه و  طور به

PCR در شده  استفاده دمایی ۀبرنام .شد  خالص

سازی  بود: واسرشت چنینیابی توالی هایواکنش

DNA ،آنگاه ، سلسیوس ۀدرج 36دقیقه در دمای  سه

، سلسیوس ۀدرج 36ثانیه در دمای  سیچرخه:  سی
                                                                               
1. Dimethylsulfoxide 

 چهارو  سلسیوس ۀدرج 13ثانیه در دمای  بیست

 ناشی. محصولات سلسیوس ۀدرج 63 یدقیقه در دما

یابی با استفاده از روش مبتنی بر های توالیاز واکنش

ETDA یابی توسط و اتانول شستشو داده شدند. توالی

 3730xl DNA analyzer (Applied یابدستگاه توالی

Biosystems, USA)   .انجام شد 

 

 ها و تعیین ژنوتیپ حیواناتهمردیفشناسایی 

های از واکنش آمده دست بهمحصولات  ۀتجزیپس از 

افزار یاب، با استفاده از نرمیابی در دستگاه توالیتوالی

نتایج بررسی و با استفاده از  مناسب بودن 2وی فنچ تی

احتمالی شناخته شد. در های روش چشمی اشتباه

های لازم صورت گرفت و ویرایش 3افزار بایو ایدیتنرم

 هاپلوفایندرافزار نرمبا استفاده از ژنوتیپ هر حیوان 

(http://www.bioinformatics.roslin.ac.uk/haplofin 

der/haplofinder.pyن شد.یی( تع 

 

 ها داده وتحلیل تجزیه

فت تجزیه شدند: های چهار صدر این آزمایش، داده

در پاسخ به ای خون محیطی هستههای تکافزایش یاخته

ای  هسته های تک، افزایش یاختهاستافیلوکوکوس آرئوس

، کنندة گیاهی در پاسخ به میتوژن لختهخون محیطی 

ای خون هستههای تکافزایش یاخته شاخص تحریک

)افزایش  در پاسخ به استافیلوکوکوس آرئوسمحیطی 

در پاسخ به ای خون محیطی  هستهتک هاییاخته

-هستههای تک افزایش یاختهاستافیلوکوکوس آرئوس به 

( و شاخص تحریک در حالت کنترلای خون محیطی 

در پاسخ به ای خون محیطی هسته های تکافزایش یاخته

-هستههای تک )افزایش یاخته کنندة گیاهی میتوژن لخته

کنندة گیاهی  در پاسخ به میتوژن لختهای خون محیطی 

در حالت ای خون محیطی هسته های تکافزایش یاختهبه 

ها، از تبدیل لگاریتم برای نرمال کردن توزیع داده(. کنترل

های همردیفهمراهی ارزیابی برای طبیعی استفاده شد. 

ای خون هستههای تکیاخته افزایشبا  BoLA-DRB3ژن 

مدل از ها، و برآورد تأثیر جایگزینی همردیف محیطی

Genstat (10افزار در نرم خطی مختلط زیر
th
 edition, 

                                                                               
2. FinchTv 
3. BioEdith 



 5331پاییز ، 3 ة، شمار74 ةایران، دورعلوم دامی  347

 

Agricultural Trust, Rothamsted, UK .استفاده شد )

درصد  2با فراوانی برابر یا بیشتر از  ژنی هایهمردیف

با  ژنی هایطور مستقیم وارد مدل شدند و همردیف به

قرار داده   ”other“در دسته درصد 2فراوانی کمتر از 

 شدند. 

yijkm = μ+GGi+Sexj + Sirek+ ΣlblBoLAijkl + eijkm. 
 

yijkm ،متغیر وابسته :μ مدل: میانگین ،GGi اثر ثابت :

i5برگشتی)هلشتاین خالص، تلاقی  امین گروه ژنتیکی 

از آمیزش  ناشی F1هلشتاین با نسل  ةگاوهای ماد

با  گاوهای نر شاروله برگشتیشاروله، تلاقی -هلشتاین

 F2شاروله، نسل -از آمیزش هلشتاین ناشی F1نسل 

 گذاریاثر :Sexjشاروله(، -از آمیزش هلشتاین ناشی

 :bl، پدر kتصادفی  گذاری: اثرSirekامین جنس، j ثابت

امین lهای نسخه شمارضریب تابعیت متغیر وابسته از 

، 3نسخه ) شمار :BoLA-DRB3، BoLAijklm همردیف

اثر تصادفی  :BoLA ،eijkmام l همردیف( 2، یا 5

σمانده با توزیع نرمال و واریانس  باقی
2
e. 

 
 نتایج

 با استفاده از PCRهای کنترل کیفیت محصول واکنش

 

(. کیفیت نتایج 5 ةدرصد انجام شد )نگار 1/5ژل آگارز 

 افزار یابی با استفاده از نرماز توالی آمده دست به

 ، پژوهش در این(. 2 ةفنچ تی وی بررسی شد )نگار

 ی که تاکنون همردیف 531از  همردیف 24

گزارش شده است  BoLA-DRB3برای ژن 

(http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/bola)  شد. دیده

، DRB3*1101 ،*2707 ،*1601 ،*1201های همردیف

داشتند بیشترین فراوانی را  09023*و  0901*، 0101*

 را شامل شدند  یهمردیفدرصد از فراوانی  44و 

های همردیفهمراهی از  آمده دست بهنتایج  (.3 ةنگار)

های یاخته افزایشمیزان با  BoLA-DRB3ژن 

شده  ارائه 5ای خون محیطی، در جدول  هسته تک

 افزایش افزایشبا ها همردیفکدام از است. هیچ

در پاسخ به ای خون محیطی هستههای تک یاخته

همراهی  کنندة گیاهی لختهاستافیلوکوکوس آرئوس و 

و  DRB3*0101های همردیف ، اما(≤31/3Pنداشتند )

شاخص تحریک استافیلوکوکوس آرئوس  با 0902*

خون محیطی  یا هسته تکهای یاخته افزایش)نسبت 

افزایش در پاسخ به استافیلوکوکوس آرئوس به 

ی در حالت ای خون محیطهستههای تک یاخته

 . (>31/3P) نشان دادنددار همراهی معنیکنترل( 

 
 درصد. 1/5با استفاده از ژل آگارز  PCRاز بارگذاری محصولات  آمده دست به. نتایج 5نگارة 

Figure 1. Agarose gel (1.5%) of PCR products obtained with species primers. 

 

 
 افزار فنچ تی وی.یابی در نرمآمده از توالی دست . نتایج به2نگارة 

Figure 2. The output for a sequencing using a program called FinchTV. 

 

1. Backcross 

http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/bola
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 (.374یابی )شمار=شده با روش مبتنی بر توالی شناسایی BoLA-DRB3فراوانی همردیفی ژن  .3نگارة 

Figure 3. Allele frequency of BoLA-DRB3 gene determined using sequence-based typing method (n = 347). 

 

 .ای خون محیطیهستههای تکیاخته افزایش بر BoLA-DRB3های ژن استاندارد( همردیفخطای اثر جایگزینی ). 5جدول 

Table 1: BoLA-DRB3 allele substitution effect (SE) on peripheral blood mononuclear cell (PBMC) proliferation. 

BoLA-DRB3 allele 
Spontaneous 

PBMC  

proliferation1 

The PBMC proliferation in response to 
The  PBMC proliferation stimulation 

index of: 

phytohemagglutinin 
(PHA) mitogen2 

Staphylococcus 
aureus3 

phytohemagglutinin 
(PHA) mitogen4 

Staphylococcus 
aureus5 

BoLA-DRB3*0101 0.83 (0.24)* -0.17 (0.24) 0.11 (0.31) 0.64 (0.30)* 091 (0.34)* 

BoLA-DRB3*0201 -0.42 (0.27) -0.00 (0.28) -0.18 (0.38) 0.40 (0.34) 0.22 (0.40) 
BoLA-DRB3*0501 0.72 (0.31) -0.21 (0.32) -0.50 (0.44) 0.48 (0.41) 0.21 (0.46) 

BoLA-DRB3*0601 0.52 (0.26) 0.19 (0.27) -0.59 (0.37) 0.67 (0.34)* -0.11 (0.38) 

BoLA-DRB3*0701 0.52 (0.29) 0.12 (0.30) 0.38 (0.40) 0.25 (0.37) 0.75 (0.43) 
BoLA-DRB3*0901 0.39 (0.28) 0.38 (0.30) 0.08 (0.41) 0.88 (0.37)* 0.55 (0.42) 

BoLA-DRB3*0902 -0.53 (0.25) -0.31 (0.25) 0.10 (0.35) 0.39 (0.32) 0.81 (0.36) 

BoLA-DRB3*1001 0.71 (0.24) 0.00 (0.24) -0.29 (0.33) 0.48 (0.31) 0.20 (0.34) 
BoLA-DRB3*1101 0.51 (0.20) 0.02 (0.20) 0.05 (0.27) 0.44 (0.25) 0.48 (0.28) 

BoLA-DRB3*1201 0.42 (0.24) 0.27 (0.24) -0.04 (0.33) 0.44 (0.30) 0.13 (0.34) 

BoLA-DRB3*1501 0.22 (0.29) 0.25 (0.30) -0.32 (0.41) 0.95 (0.37)* 0.37 (0.41) 
BoLA-DRB3*1601 0.73 (0.23) -0.18 (0.24) -0.26 (0.33) 0.59 (0.30)* 0.48 (0.34) 

BoLA-DRB3*1801 -0.83 (0.33) -0.36 (0.33) -0.44 (0.45) 0.56 (0.42) 0.49 (0.46) 

BoLA-DRB3*2707 0.92 (0.22) 0.07 (0.22) 0.06 (0.30) 0.15 (0.27) 0.15 (0.31) 
Others6 -0.08 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 

Constant7 3.99 (0.43) 8.73 (0.44) 9.98 (0.61) 4.75 (0.55) 5.98 (0.62) 

 الت کنترل ای خون محیطی در حهستههای تکیاخته افزایش. 5

 کنندة گیاهی  ای خون محیطی در پاسخ به لختههستههای تکیاخته افزایش. 2

 ای خون محیطی در پاسخ به استافیلوکوکوس آرئوس هستههای تکیاخته افزایش. 3

 ای خون محیطی در حالت کنترل هستههای تکیاخته افزایشکنندة گیاهی به  ای خون محیطی در پاسخ به لختههستههای تکیاخته افزایشنسبت . 7

 ای خون محیطی در حالت کنترل هستههای تکیاخته افزایشای خون محیطی در پاسخ به استافیلوکوکوس آرئوس به هستههای تکیاخته افزایشنسبت . 1

  درصد 2های با فراوانی کمتر از همردیف. 6

 .مدلمیانگین . 4

 .≥P 31/3داری در سطح معنی *
1. The PBMC proliferation in control group  
2. The PBMC proliferation in response to phytohemagglutinin (PHA)  

3. The PBMC proliferation in response to Staphylococcus aureus  

4. The ratio of PHA-stimulated PBMC proliferation divided by spontaneous PBMC proliferation. 
5. The ratio of Staphylococcus aureus -stimulated PBMC proliferation divided by spontaneous PBMC proliferation. 

6. The alleles with frequency < 2℅ 

7. Overall mean of the model 
* Significant at P < 0.05 

 

 حثب

-BoLAهای ژن همردیفهمراهی در این پژوهش 

DRB3 ای خون در هستههای تکیاخته افزایش با

پاسخ به استافیلوکوکوس آرئوس بررسی شد. با 

های همردیفیابی استفاده از روش مبتنی بر توالی

BoLA-DRB3 24 ،بررسین شد. در این ییحیوانات تع 
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ی که تاکنون برای ژن همردیف 531از  همردیف

BoLA-DRB3 گزارش شده است، مشاهده شد. همان-

نشان داده پیشین نیز  همسانهای پژوهشدر  کهگونه 

به میزان زیادی چند  BoLA-DRB3شده است، ژن 

 ,.Dietz et al., 1997; Kelm et alاست )شکل 

1997;Starkenburg et al., 1997; Sharif et al.,. 

2007; Rupp et al., 2007 .)های همردیف

DRB3*1101 ،*2707 ،*1601 ،*1201 ،*0101 ،

بیشترین فراوانی را داشتند. تاکنون  0902*و  0901*

-BoLAی ژن همردیفدر ارتباط با فراوانی  یگزارش

DRB3 بررسی این در نژاد شاروله وجود ندارد تا نتایج 

، DRB3*1001های همردیف. کردسه یرا با آن مقا

*1002 ،*1201 ،*0901 ،*0902 ،*1202 ،*1501 ،

ر گاوهای بیشترین فراوانی د 0102*و  0101*، 1502*

 ,.Dietz et al., 1997; Kelm et alند )دارهلشتاین 

1997; Starkenburg et al., 1997; Sharif et al.,. 

2007; Rupp et al., 2007 .) 

های یاخته افزایشهلشتاین کمترین های گوساله

ای خون محیطی در پاسخ به استافیلوکوکس هستهتک

ردن اندکی کرا داشتند. این نتیجه با لحاظ  آرئوس

های متفاوت گزینش راهبردتواند به احتیاط می

. شودژنتیکی در نژاد هلشتاین و شاروله منتسب 

که اغلب با کاهش برای افزایش تولید شیر، گزینش 

، در نژاد استهمراه بیمارگرها یمنی علیه بیشتر پاسخ ا

هلشتاین با شدت بیشتری در مقایسه با نژاد شاروله 

را و پاسخ ایمنی در نژاد هلشتاین شده است انجام 

های ژن همردیفهمراهی نتایج  است.کاهش داده 

BoLA-DRB3  خون  یا هسته تکهای یاخته افزایشبا

بر  0902* و DRB3*0101های همردیف نشان داد

اثر دارند. آرئوس  شاخص تحریک استافیلوکوکوس

متفاوت را  یها نیپروتئ DRB3های مختلف همردیف

متفاوت نیز ساختار فضایی  یها نیپروتئکنند، می رمز

ساختار فضایی پپتیدهای  پایۀمتفاوت دارند. بر 

رمزشده  یها نیپروتئو نوع  بیمارگراز هر  آمده دست به

 جادشدهیاهر حیوان، پاسخ ایمنی های همردیفتوسط 

بنابراین (. Day & Schultz, 2011) متفاوت است

هایی که در پاسخ به همردیفکرد که توان استنباط  می

های محیطی خون بیشتری یاخته افزایشبیمارگر یک 

کنند. با به میزان بیشتری پاسخ ایمنی تولید می دارند،

ی هاهمردیفدار و مثبت معنیاثر توجه به 

DRB3*0101  بر شاخص تحریک  0902*و

کرد که گیری توان نتیجهاستافیلوکوکوس آرئوس، می

ها در همردیفاین حیوانات دارای یک یا دو نسخه از 

دیگر به استافیلوکوکوس آرئوس حیوانات مقایسه با 

، متشکل از چهار بررسیاین . حیوانات هستند ترمقاوم

 هامعیتو این ج جمعیت متفاوت از نظر ژنتیکی بودند

 یهاژندیگر با  DRB3از نظر حالت پیوستگی ژن 

با یکدیگر  MHCهای ژن ژهیو بهبر عملکرد ایمنی  مؤثر

دیگر، ایجاد پاسخ ایمنی علیه  سویمتفاوت هستند. از 

ایمنی ذاتی و اکتسابی  امانۀتوسط سبیمارگر هر 

توسط شمار زیادی  هرکدامشود که گری میمیانجی

پژوهش برای شوند. بنابراین تنظیم می ژن کنترل و

ساده  ،یک ژن با مقاومت به یک بیماریهمراهی یافتن 

 یاعتماد قابل ۀو ممکن است نتیج است مسئلهکردن 

، در یک پژوهش، با مثال عنوان بهدر پی نداشته باشد. 

در پاسخ به ویروس  Bو  Tهای یاخته افزایش ةمشاهد

های (هاپلوتیپ) رجو تک شدتب برفکی در گاو گزارش 

های ایمنی متفاوتی تولید پاسخ MHCمتفاوت 

 های بررسی. بنابراین (Lewin et al., 1999) کنند می

و  MHCهای جور تکهمراهی بررسی بر بعدی باید 

ها  ژن تکهمراهی ها متمرکز شوند و به بررسی بیماری

 با بیماری اکتفا نشود.

 

 گیری کلینتیجه

گیری توان نتیجه، میی این پژوهشهایافتهبا توجه به 

بر  0902*و  DRB3*0101های همردیفکه کرد 

مثبت  تأثیر شاخص تحریک استافیلوکوکوس آرئوس

های موجود توان با شناسایی تفاوتدارند. بنابراین، می

 یادشدههای همردیفشده توسط رمزهای بین پروتئین

یمنی ایجاد پاسخ ا زیستی سازوکارها، همردیفدیگر با 

 .بررسی کرد بهترلوکوکوس آرئوس را یعلیه استاف

، DRB3*0501 ،*0701های همردیفهمچنین 

بر شاخص تحریک  1601*و  1501*، 0901*

تواند برای یداشتند و م ریتأث کنندة گیاهی لخته

 موردتوجه هابیماریدیگر ژنتیک مقاومت به  بررسی

 قرار گیرند. 
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