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در گاوهاي بومي ) BLAD (دي نقص چسبندگي گلبولهاي سفژنتيكي بيماري تشخيص

 -RFLP PCRران به كمك روش ينژاد سرابي ا
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  ده يچك

  بـومي   و تعيين فراواني ژنوتيپ هاي مختلف اين بيماري در بين گاو هاي            BLADهدف از اين مطالعه شناسايي حاملين بيماري        

زادي است كه به صورت اتوزومـال مغلـوب       كي مادر يماري ژنت يك ب ي BLAD)(د  ينقص چسبندگي گلبولهاي سف   . سرابي بود  نژاد

 اسـت كـه   2βن ينتگرينهاي ا ي نقص پروتئ  ،ماريين ب يعلت ا . ن گزارش شده است   يبه ارث مي رسد و تا كنون تنها در نژاد هلشتا          

 براي ن عمليا ،   آورد   يم م  فراه وم عروق ي روي اندوتل  در) ICAM-1(ن سلولي   يل را با مولكولهاي چسبان ب     يامكان اتصال نوتروف  

 CD18   ژن درهك ـ يجهـش   به علـت وركل مذكمش.  باشديمرگ ضروري از  خارج جايگاه هاي التهاب به ل هاي نوتروفمهاجرت

 شناسـائي  PCR-RFLP ءلهيهاي حامـل را بوس ـ تگوي مي توان هتروزيماري از انتشار ب   يريشگيجهت پ . دي آ يد م ي دهد پد  يرخ م 

 بـا روش  ژنـومي    DNA و سـپس   دي ـ گرد يجمـع آور   بـومي نـژاد سـرابي        گـاو  راس   160 از  خون يونه ها نم ن راستا يدر ا  .كرد

 جفت باز با آغـاز  101 به طول CD18 ژنيك مورف يه پل ير ناح يثكتدر مرحله بعد     .تيوسيونات سيليكاژل استخراج شد    گوانيدين

  وTaqІم ياز آنـز   شـده ، تكثيـر   DNAعـات قط يبـر رو مـي  ي به منظور بـرش آنز سپس . صورت گرفتIvan3و  Ivan2 گرهاي 

HaeΙΙΙ  نيتـرات نقـره   زي بـا    يرنگ آم  و %8د  يل آم يمحصولات هضم شده، توسط الكتروفورز برروي ژل پلي اكر        . دياستفاده گرد 

 و تمام نمونه هاي مورد بررسي از لحاظ ايـن بيمـاري سـالم    پ حامل مشاهده نشدين مطالعه ژنوتيدر ا .دنديپ گردين ژنوتييتع

  .بودند

  

  BLAD  ،PCR-RFLP ،گاو سرابي  ، اتوزومينتيكيژناهنجاري  :هاي كليديواژه
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 مقدمه

ن راسـتا اسـتفاده از   ي ـبررسي و شناسايي بيماريهاي ژنتيكي در جوامع انساني و دامي از اهميت ويژه اي برخـوردار اسـت و در ا                  

 در افراد هتروزيگـوت مـا را در جلـوگيري از انتـشار ژن     روش هاي نوين مولكولي در تشخيص ژن هاي مغلوب نهفته و اتوزومال     

چندين ژن مغلوب اتوزومال در نژاد هاي مختلف گاو شناسايي شده اند كه باعث مـرگ و   .هاي مغلوب در اجتماع ياري مي كند

 ني ـز ا  ا ييك ـ) BLAD(نقـص در چـسبندگي گلبـول هـاي سـفيد            . مير گوساله هاي تازه متولد شده و يا جنين آنها مي گردند           

ينتگرين ها خانواده ابتا ). 6( پديد مي آيدβ2 Integrins اتوزومال مغلوب مي باشد كه در نتيجه نقص در پروتئين هاي يهابيماري

باشند كه توسط گلبـول هـاي سـفيد ترشـح مـي شـوند و اصـطلاحا تحـت عنـوان مولكـول هـاي                پروتئين ها مي  اي از گلايكو  

ورود آنها بـه بافـت هـا و    ,  براي اتصال نوتروفيل ها به ديواره رگها     ن ها ين پروتئ يا. ود از آنها ياد مي ش     CD11/CD18چسبندگي  

) 1992(ن  و همكـارا  گـاوي توسـط شوسـتر   CD18با توالي يابي ژن كـد كننـده     ). 5( هستند ينابودسازي عوامل بيماريزا ضرور   

 بـا   383د  ين را در نوكلئوت   يك جهش آدن  ي). 10(وجود دو جهش نقطه اي در گاوهاي هلشتاين مبتلا به آن مشخص شده است               

 دام هاي حامل هيچ گونه علائم كلينيكي        . باشد ي رخ داده و خاموش م     775د  ين مي كند جهش دوم در نوكلئوت      يگزين جا يگوان

 برخي از آنها مي توانند تـا پـس  ه كمولا در سال اول زندگي مي ميرند هرچند   از خود نشان نمي دهند اما گوساله هاي مبتلا مع         

هاي مخـاطي  ت هاي نرم مانند غـشا علائم رايج بيماري عبارتند از عفونت و نكروزه شدن مداوم باف       ). 3 ( بمانند از دو سالگي زنده   

 ,زخم هـاي شـديد روي غـشاهاي مخـاطي دهـان         همچنين  . لريه مزمن و اسهال   ذات ا , بي اشتهايي ,  تب .)6(و دستگاه گوارشي    

). 7 و   5(ريختن دندان و توقف رشد در گوساله هاي مبتلا ديـده مـي شـود              , يد در آنها  ورم لثه و التهاب شد    , زخم هاي معده اي   

ايـن بيمـاري    ). 7(ابتلاي مكرر به بيماري هاي عفوني از ديگر علائم بيماري مـي باشـند             , آماس پوستي , ضعف در بهبود زخم ها    

ا كنون هـيچ گزارشـي مبنـي بـر مـشاهده آن در      براي اولين بار در اوايل دهه نود ميلادي در گاو هاي هلشتاين مشاهده شد و ت     

.  اسـت يد انـسان ي سـف ي گلبولهـا ي از لحاظ ژنتيكي دقيقا مشابه نقص در چـسبندگ       BLAD). 2( نژادهاي ديگر ارائه نشده است    

منـشا گرفتـه اسـت كـه از      Ivanhoe Osborndale  به نام ك جد مشتريك از يمارين بيه اك دهد ي نشان ميمطالعات شجره ا

 گاوي ايجاد شده منجر به ايجاد يك جايگـاه  CD18 ژن 383جهشي كه در نوكلئوتيد . ين بيماري هتروزيگوت بوده است    لحاظ ا 

بـر همـين   .   را در اين ژن حذف نموده استTaq I شده و در عين حال يك جايگاه برش آنزيم Hae IIIبرش براي آنزيم برشي 

ده است كه به منظور شناسايي ناقلين اين بيماري به كـار مـي رود    توسعه پيدا كر PCR-RFLPاساس يك تست بر اساس روش       

 و تعيين فراواني ژنوتيپ هاي مختلف اين بيماري در بين گله گـاو              BLADهدف از اين مطالعه شناسايي حاملين بيماري        . )10(

  .هاي بومي نژاد سرابي بود

  

  روشها  مواد و

يد وداجي گاوهاي نر و ماده نژاد سرابي واقـع در ايـستگاه تحقيقـات گـاو      نمونه خون از ور   160 تعداد   :حيوانات و نمونه گيري   

 0,5زان  ي ـري از انعقاد خون  بـه م       يبه منظور جلوگ  . ديجمع آوري گرد  ) ايران, استان آذربايجان شرقي  , شهرستان سراب (سرابي  

  . اضافه شد% EDTA10   نمونه هاتر به يلي ليم

 و از تغييـرات با پاره اي ) 1(گوانيدين تيوسيونات سيليكاژل  روشتر خون با يلكروي م100 از DNA استخراج :DNA استخراج

  اسـتخراج شـده از       DNAتيت وكم يفيجهت بررسي ك  .  مسكو انجام گرفت   Isogene ساخت شركت    Diatomبا استفاده از كيت     

  . شد استفاده Shimadzu U160a و اسپكتروفتومتري به كمك دستگاه λDNAسه با يروش مقا

 , 'Ivan3: 5'-GTC AGGCAG TTG CGT TCA A-3 از آغازگرهـاي CD18ژنبخـشي از  ر ي ـ تكث بـه منظـور   :PCR واكنش

Ivan2: 5'-GAG GTC ATC CAC CAT CGA GT-3" واسرشـته  (  چرخه35مراز با يره اي پليواكنش زنج). 11( استفاده شد

درجـه سـانتيگراد  بـه    72: ري ـتكث  و ثانيه60به مدت  در جه سانتيگراد     58:  اتصال  ثانيه، 60درجه سانتيگراد به مدت     94: كردن

 ءت آمـاده ي ـتري با اسـتفاده از ك يكرولي م0,5وبهاي يدر ت  وMWG شركت PRIMUS25كلر  يدر دستگاه ترموسا   )  ثانيه 40مدت  

PCR Universal (Moscow)جفـت بـازي طراحـي شـده     101  ءك قطعهير يآغازگرهاي مورد استفاده براي تكث.  صورت گرفت 
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   .ديد استفاده گرديوم برومايديزي اتيبا رنگ آم% 2 از ژل آگاروز PCRص محصولات يجهت تشخ. ندبود

 ء درجـه  65در دمـاي    هضم  . استفاده گرديد  TaqІر  م محدودگ يآنز  هاي بيماري از   پين ژنوت ييبراي تع  ):RFLP(واكنش هضم   

 اسـتفاده  HaeΙΙΙ از آنـزيم ديگـري بـه نـام      TaqІ نـزيم به منظور تاييد نتايج حاصل از آ . انجام شد ساعت4 گراد به مدتيسانت

ره ي ـمحصولات هضم شـده واكـنش زنج       . درجه سانتيگراد بود     37 ساعت و دماي آن      4ن براي اين آنزيم      زمان انكوباسيو  .گرديد

  .زي شدندي رنگ آمروش نيترات نقرهبا  الكتروفورز شده و% 8د يل آميمراز بر روي ژل پلي اكرياي پل

  

  بحث   ونتايج

 جفت بـازي مـورد نظـر از    101 ء قطعه،ه مي شود ملاحظ  همانطور كه  . آمده است   1 نگارهمراز در   ي اي پل  زنجيره واكنش   نتيجه

فاقد هرگونه دايمر و اسمير و باند هاي غيـر    ور شده استيتكثبه خوبي ) 1996(همانند يافته هاي تامن و همكاران       CD18ژن  

به عنوان جايگزين پرايمر هاي پيشنهادي شوسـتر  آنها را ستفاده از پرايمر هاي پيشنهادي       ا  اين موضوع  اختصاصي مي باشد كه   

 ).4(و نتايج نهايي واكنش هضم را تحت تاثير قرار مي دهد تاييد مي نمايد             ) 12(كه باعث توليد دايمر شده      ) 1992(و همكاران   

 ي بـرا  CD18  ژن    DNA يبر طبق آنچـه كـه از تـوال         . استفاده شده است   M50ز ماركر   ي از سا   تكثير شده  جهت شناسائي قطعه  

  سه باند) TL/TL(پ سالم ي ژنوتي براTaqIم يجه هضم با آنزي در نت روديانتظار م ،ن شدهييش تعي مختلف از پيپ هايژنوت

  

  
  . % 1,5 ژل آگارز ي بر رو جفت باز101 به طول CD18 حاصل از ژن  PCRتروفورز محصولات كال  :1نگاره 

  

 .ملاحظه شودجفت باز  84 و 52، 32، 17به طول  چهار باند، )BL/TL(پ حاملي ژنوتيبرا و جفت باز  52و 17،32به طول

نژاد سرابي ي تمام نمونه هادر  نشان داد% 8د يل آمي باندهاي موجود در نمونه هاي هضم شده بر روي ژل پلي اكرءسهيمقا

 تمام نمونه هاي ن اساس مي توان گفتحاصل شده است كه بر اي) جفت بازي 17- 32-52(مورد بررسي الگوي سه باندي 

در مورد هضم با ). 2نگاره (و هيچ ژنوتيپ حاملي در بين آنها وجود نداردمورد بررسي از لحاظ اين بيماري سالم مي باشند 

 و در 35 و 65ر افراد سالم دو باند د رود يانتظار مصورت گرفت  TaqIم يج هضم با آنزيد نتايي كه به منظور تاHaeIIIم يآنز

 TaqI اما در تمام نمونه ها در تاييد نتايج حاصله از آنزيم .مشاهده گردد يجفت باز 19 و 36، 46، 65افراد حامل چهار باند 

  ). 3نگاره (جه در اين آزمايش هم هيچ ناقلي مشاهده نشديدر نت توان گفت يمالگوي دو باندي مشاهده گرديد كه 

  

  

  

  

  

  

  

 3نگاره  2نگاره 
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) 1996(اران كج تامن و همي حاصله از نتاياملا مشابه الگوك Hae ΙΙΙ و Taq Ιم ي دو آنزكمك بدست آمده در هضم به يباند ها

ه محققان ك باشد، چرا ين مي هلشتاي در گاوها BLADيماري بودن بيد انحصاريز موي نين بررسي ناقل در اييعدم شناسا. بود

 يدر گاوها) 2007( ه راجش و همكارانك يلكردند، به شك را مشاهده نيمارين بين اير هلشتاي غيادهانژز در يشورها نكگر يد

ز در گاو براون ي ن2005اران در سال ك و همين نوروزيردند، همچنك را مشاهده نيمارين بي اي آبيش هاي و گاو ميجرس

 به نظر يشتر است ضروري به احتمال بروز آنهاك يي هايرماين بي چنين وجود بررسي با ا.ردندك را مشاهده نيمارين بيس ايسو

 .رندي مورد آزمون قرار بگيي هايمارين بي چني براير بوميا غي و ي دام ها اعم از بوميد تمامي رسد و بايم
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بـر   Taq I الكتروفورز محصولات هـضمي بـا آنـزيم    :2 نگاره

 32، 17تيپ سالم سه باند   براي ژنو , % 8روي ژل اكريل آميد     

سـايز مـاركر   ( . جفـت بـازي قابـل ملاحظـه مـي باشـد      52و 

pUC19(  

 

 بر روي Hae ІІІ الكتروفورز محصولات هضمي با آنزيم :3 نگاره

 جفت بازي 36و 65براي ژنوتيپ سالم دو باند , % 8ژل اكريل آميد 

   )pUC19سايز ماركر  ( .قابل ملاحظه مي باشد
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Abstract 

The objective of this study was to describe the BLAD carrier prevalence and related gene frequency among 
Sarabi cattles of Iran. Bovine leukocyte adhesion deficiency (BLAD) is a autosomal genetic disorder affecting 
Holstein cattle. The autosomal recessive condition is caused by a mutation of the β-subunit (CD18) of a 
glycoprotein family. Two point mutations have been identified in CD18 Gene in cattle affected with BLAD. The 
mutation at nucleotide 383 eliminates a TaqI restriction site and creates a HaeIII site. Based of These a PCR-
RFLP test has developed for rapid screening of carrier and affected animals. The region of CD18 is amplified by 
PCR and digested with the restriction enzyme TaqI or HaeIII , which results in an obvious difference in banding 
pattern when subjected to gel. In this study 160 blood samples were prepared from Sarabi Cattles from Research 
center of Sarabi cattles (Eastern Azerbaijan, Iran). Genomic DNA was extracted from 100 µl of blood according 
to Guanidine Silicagel method. Gel monitoring and spectrophotometric methods were used for measuring the 
quantity and quality of DNA. A 101 bp fragment from CD18 gene was amplified by PCR with Ivan 2 and Ivan 3 
Primers. PCR amplicons were recognized by electrophoresis on 2% agarose gel stained with ethidium bromide. 
Restriction enzymes TaqI and HaeIII were used to identification of genotypes. Digestion products were screened 
by electrophoresis on 8% non-denaturing polyacrylamid gel and visualized by Silver nitrate staining. At the 
result in this study no BLAD carrier genotype were detected for Sarabi Cattles. 
 
Key Words: BLAD, PCR-RFLP, Autosomal Genetic Disorder, Sarabi Cattle. 
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