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   دهيچك

  ستون فقراتيدگيچي پيماريب.  برخوردار استيت خاصي از اهميواني و حي در جوامع انسانيكي ژنتيهايماريص بي و تشخيبررس

  ستون فقراتيدگيچيپ يماريب .ندك ي بروز مالتوزومانهفته صورت ن بوده و به ي هلشتايشنده در گاوهاك ي مادرزاديماري بيك

)CVM( ژن 4 اگزون 559ت يبر اثر جهش در موقع SLAC35A3 اتفاق  واقع شده است يژنوم گاو 3روموزوم شماره ك يرو كه

ن يآلان لي به فن باشدي منيالو كه نهيد آمين اسي ام180 ن شده ويميل به تيتبددر اثر جهش ت ين موقعين در اي بازگوان.افتد يم

 .باشد يمو زودتر از موئد مرده به صورت مان گوساله ين و زايجنزود رس ر ي مرگ و م  عامل سقط،يمارين بيا .شود يمل يتبد

 يين مطالعه، شناسايهدف از ا .دهند ي مجدد را از خود نشان ميده سي و سرويدار بازگشت به فحل ين به طور معنين ناقليهمچن

 سراب يقاتيستگاه تحقي اي گاو سراب162 از يريخونگ. ران بودي اي سرابي بومي ستون فقرات در گاو هايدگيچي پيماريبن يحامل

واكنش  .كاژن صورت گرفتيليس-ناتيو سين تيدي از نمونه ها به روش گوانDNAاستخراج . انجام شد) يجان شرقياستان آذربا(

 به صورت يبا استفاده از جفت آغازگر اختصاص SLC35A3 ژن 4از اگزون  ي باز جفت177قطعه ر ي تكثيرامراز بي پليره ايزنج

 ي منفرد بر روي رشته هايي تفاوت فرم فضاي بررسي براSSCP وهيش به مرازي پليره اي واكنش زنجتمحصولا. استاندارد انجام شد

 در SLC35A3 ژن 4 اگزون 559ت ي موقعدر) G→T(ند كه جهش د نشان داين بررسيج اينتا.  شدندالكتروفورزد يل آميژل اكر

   . مشاهده نشديچ دام ناقليه  ون مركز تا كنون صورت نگرفتهي موجود در اي سرابيگاوها

 

   PCR-SSCP. ، ستون فقراتيدگيچي پيماريب، يگاو سراب :هاي كليديواژه
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   مقدمه

ق ي دقيافتن روشهايلذا .  برخوردار استياصت خي از اهميواني و حي در جوامع انسانيكي ژنتيهايماريص بي و تشخيبررس 

 ياكثر نقص ها. دي نماي مطلوب ميكير ژنتيها و حفظ ذخايمارين بين اي، حذف ناقليي به شناسايانين راه، كمك شاي در ايصيتشخ

ار يهستند بسگوت ي، هتروزيماري كه از نظر ژن عامل بيواناتيق حيص دقين تشخيبنابرا.  رسندي به صورت مغلوب به ارث ميكيژنت

د مثل در ين ژن را با تولي توانند اين ميبنابرا دهند ي خود ادامه مي به زندگيعيبوانات اغلب بطور طين حيرا ايمشكل است، ز

 ستون يدگيچي پيكي ژنتيناهنجار يص مولكوليتشخ .)1 ( گردند آلل مغلوبي ژنيش فراوانيت پخش كنند و باعث افزايجمع

ص داده ي گزارش و تشخكدانمارن ي هلشتايگاوها تيدر جمع 2000در سال  وسط آگرهام و همكارانن بارتينخست CVM(1(فقرات 

ن يا. ندك ي و به صورت آتوزوم نهفته بروز ماستن ي هلشتايشنده در گاوهاك ي مادرزاديماري بيك  ستون فقراتيدگيچيپ .شد

، انگلستان ا،يكدر امر) CVM( ظهور يوتاهكبعد از مدت . )7( باشد يمان گوساله مرده مين و زاير جني مرگ و م  عامل سقط،يماريب

 يماريعامل ب 3روموزوم شماره ك يرو 2(SLC35A3) ژن 4 اگزون 559 تيموقعدر  G→T جهش .)6 (گزارش شدزينهلند و ژاپن 

دهنده  ل ه انتقاكباشد  ي مtransporter UDP-N-acetylglucosamineرد كمسئول عمل (SLC35A3) ژن . شناخته شده است

ل يوزيكله گلي به وسيدي نوكلئوتين موضع قندهايدر ا ).2 و 3 (باشد ي ميتوزول به درون دستگاه گلژي از سيدي نوكلئوتيقندها

تاً يه نهاكرند يگ يها مورد استفاده قرار م دراتيربوهك يدها و پليپيوليكها، گل نيوپروتئيك در گليره قندي سنتز زنجيترانسفرازها برا

 شود كه يسبب م SLC35A3 ژن 559ت ي جهش در موقع.شود يلت بدن مك اسيزك و مري و توسعه قسمت محورباعث رشد

 باعث ينيگزين جايا). 4(شود  ين ميآلان ليل به فنين تبدينه واليدآميجه اسيو در نت) 1نگاره (ن شده يميل به تين تبديبازگوان

 ). 5 و 8(خواهد شد DP-N-acetylglucosamine transporter  Uتاً نقص در عمل ي و نهاSLC35A3رد ژن كاختلال در عمل

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   گاو3روموزوم شماره ك در 4 اگزون 559ت ي در موقعSLC35A3مربوط به ژن  ) (G→Tهش ج: )1نگاره (

  

  ها مواد و روش

به خون نمونه تر يكرو لي م100  ازDNAاستخراج .  گرفتصورت سراب يقاتيستگاه تحقي ايگاو سرابراس  162  تعداداز يريخونگ

 استخراج DNAت يفيت و كي كم.انجام شد) وكمس (Isogeneت ك محصول شراتوميت دي با كلكاژيليس- ناتيو سين تيديروش گوان

 يمراز با استفاده از آغازگرهاي پليره ايواكنش زنج ،ن شدييتع) ژل آگارز (يسه اي مقا و روش3يف سنجيشده با استفاده از روش ط

                                                 
1 Complex Vertebral Malformation 
2 Solute Carrier family 35, memberA3 
3 Spectrophotometric method 

9795                                                                                                                  
AGTCACCGGGAGTCTAAGAGTTCTCGAATTAAGATTCCTTGAAAGTCGACC GAGTGTTA       ....... 

TCAGTGGCCCTCAGATTCTCAAGAGCTTAATTCTAA GGAACTTTCAGCTG GCTCACAAT                                                                  
 
AACATCCAGAGTA CCGTCAAGAGTGTCGTACAAAAAGGTCACCGAAACGA CCCCAAAT              

TTGTAGGTCTCATGGCA GTTCTCACAGCATGTTTTTCCAGTGGCTTTGCTGGGGTTTA  
                                                         ▲                                                                                                       

GAAACTCTTTTAGAATTTTCTTTGGTT TGTTAGTCACACCTATTCTTTGT AAGTTGAACC  
       CTTTGAGAAAATCTTAAAAGAAACCAA ACAATCAGTGTGGATA AGAAACATTCAACTTGG …. 

9972 
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بر اساس ) T-Personal, Biometra, Germany(كلر يتوسط دستگاه ترموسا ر قطعه مورد نظريجهت تكث  SLC35A3ن ژياختصاص

 :ر بودي مواد به صورت زييتر و غلظت نهايكرولي م25 يي در حجم نهاPCR واكنش ي اجزا.)1 -جدول(  استاندارد انجام شدروش

mM Tris-HCl (pH 8.8) 100 ،U 1م ي آنزTaq4  تري ليلي گرم بر ميلي م1/0 مراز،ي پل(BCA))mM 2/0 از هر dNTP ،mM 5/1 

 گراد ي درجه سانت95: ر شدنديكل تكثي س35ر و در ي زي هدف كه با استفاده از برنامه حرارتDNA نانوگرم از 100 و MgCl2از 

 و هيثان 30 ي گراد براي درجه سانت72ه، ي ثان30 ي گراد براي درجه سانت60ه، ي ثان30 ي گراد براي درجه سانت94قه، ي دق3 يبرا

  .قهي دق5 ي گراد براي درجه سانت72

  

  SLC35A3 ي ژنهيناح ي اختصاصيآغازگرها :)1 - جدول(

  

 انجام شد وقه ي دق40به مدت  90با ولتاژ   درصد2 ژل آگارز ي روراندمانت و ي اختصاصيسر بريا برPCRمحصولات الكتروفورز  

 توسط روش  PCRز محصولاتينالآ ي برا. شدي بنفش بررسيمحصولات توسط اشعه ماورا و يزيرنگ آمد يوم برومايديتوسط اتژل 

(SSCP) 5 تر از محصولات يكرو لي م4 ندمان محصولاتبسته به راPCR تر از يكرو لي م12 باSSCP dye )10تر بروموفنل يكرولي م

مخلوط و پس از ورتكس و ) ديتر فرم آميكرولي م800+ سرول يتر گليكرولي م190+ م مولار ي نEDTAتر يكرولي م2+  درصد 10

وب ها در داخل يكرو تين مرحله ميبلافاصله پس از ا. قرار داده شد PCR در دستگاه C  °95 يقه در دماي دق5وژكردن به مدت يف

C يبا دماوا سرشته درصد 10د يل آمي ژل اكريبر رو سپس نمونه ها .خ قرار گرفتندي
º7 ،قه جهت ي دق150 مدت زمان  و320 ولتاژ

  .ترات نقره صورت گرفتين به روش ديل آمي اكر ژليزي رنگ آم.دنديتروفورز گردك اليدي تك نوكلوئيمشاهده تفاوت ها

  

  ج و بحثينتا

 يج بررسي نتا.ندبود برخوردار PCR انجام ي برايت مناسبيفي استخراج شده از كي هاDNA نشان داد كه يسنجف يطج ينتا

فاقد باند SLC35A3   ژني جفت باز177ر قطعه يثك مربوط به تي بانديالگوا  ژل آگارز نشان دادند كهي بر روPCRمحصولات 

نترل ك عدم مشاهده باند در ياز طرف.  باشدي م شدهي طراحي بودن آغازگرهاياختصاصد ي مو كهبودر يمر و اسمي، دايختصاصا ريغ

 يبر رو) SSCP( منفرد ي رشته هاييتفاوت فرم فضا ي الگويج بررسينتا. )2-نگاره( ش استين دهنده دقت و صحت آزما نشايمنف

 وافته نبودند ي حامل ژن جهش يستگاه گاو سرابي موجود در ايك از دام هايچ يهاد كه  نشان د درصد واسرشته10د يل آميژل اكر

  ناگاتا و همكاران در.)3-نگاره(  وجود نداردCVM يماري از بيچ ناقلي هيسر مورد بري سرابيدامها است كه در ين معنين بديا
ل توجه در علائم ي از قبي متعدديها يوهش، بررسن پژيدر ا. دادند مورد مطالعه قرار  را گاو نر40 در ژاپن، 2002سال 

 مورد ناقل 13ن تعداد،  يتاً از ايه نهاك انجام شد CVM مبتلا به يها  در گوسالهيوگرافي و علائم راديافكالبدشك، علائم يوپكروسكما

CVMن ي ناقلين فراوانيي تعي برا در كشور لهستانني همچن.)6(  شديي شناسايولك موليها يكنكق تي از طرCVM ،Rusc و 

ه تحت ك ي گاو نر403شدند و  يح استفاده مي در تلق2004 تا 2001 يها ه در سالكرا  گاو نر 202 تعداد ،2007اران در سال كهم

                                                 
4 Bovine Serum Albumin 
5 single strand conformation polymorphism 

  يديقطعات تول

  )جفت باز (
ي ژنهيناح   آغازگر هايتوال  

177  F: 5'-TCA GTG GCC CTC AGA TTC TC-3'               
R: 5'-CCA AGT TGA ATG TTT CTT ATC CA-3' 

SLC35A3 
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) دياه و سفي سيلهستان (ين لهستانين ـ فرزي از نژاد هلشتاي همگآزمون نمودند كه  راح بودندي تلقنده دريآ استفاده ي برايابيارز

 ي بومي در گاوها حامليعدم مشاهده دام ها .)7( شد ييشناسا CVM مورد ناقل 150ر شده، ك گاو نر ذ605از تعداد . دندبو

ن ي حفظ ايد كه براي نمايد مييستگاه را تاين اي ايل بودن دامهايد و اصي پر تولي خارجيز عدم استفاه از اسپرم هاي ن يسراب

 ير ژني داشتن ذخاي گله ها براني ايرا خالص سازيز. ردين صورت گي مسئولي از سويدات گسترده تريتمهد ي بايكيخلوص ژنت

 به لحاظ انتشار آلل مغلوب و يچ مشكلي هي اصلاحي هايژ و اجرا نمودن استراتيادژ و بهني اصلاحيخالص به منظور انجام كارها

 ين نژاد براي برتر اي توان از اسپرم گاوهايبالا مب دقت ينان و ضريد و با اطم آوري بوجود نمين كاهش راندمان اقتصاديهمچن

ق نشان دادند كه لزوم استفاده ين تحقيج اينتا.  استفاده نمودي اصلاح نژادي هاي منطقه و اجرا نمودن استراتژياد دام هاژاصلاح ن

ن در ي و همچنيه و تجاريا پيها در سطح گله  اتوزوماليكي ژنتي هايمارين بي ناقليي به منظور شناساي مولكوليك هاياز تكن

نه ي بهيي تواناين روش ها به آسانير قابل انكار است و اي غيكشور امر داخل ي مراكز اصلاحيدي و تولي وارداتيسطح اسپرم ها

 . حامل را دارندي دام هاييك و شناسايشدن و تفك

  

 
  

 قدرداني و تشكر

 و ي مشهد به سبب فراهم نمودن امكانات پژوهشي دانشگاه فردوسيواني حيوتكنولوژيشگاه بيزما و آي علوم دامياز قطب علم

غرب   شمالي كشاورزيوتكنولوژيبو همكاران پژوهشكده ) يجان شرقياستان آذربا( سراب يقاتيستگاه تحقياهمكاران مركز اصلاح 

 . شودي ميمانه تشكر و قدردانيران صميو غرب ا
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Examination of Iranian Sarabi Cows for CVM Genetic Disorder 
Using PCR-SSCP  
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Abstract 
Examining and detection of genetic disorders is very important in both human and animal communities. CVM is a 
lethal congenital disorder in Holstein cows which advent as autosomal latent. It is occurred because of a point 
mutation on base 559 from exon 4 in SLAC35A3 gene that resides on bovine chromosome 3. Due to this mutation, G 
is replaced with T and subsequently 180th amino acid is changed from valine to phenylalanine. This disorder is in 
charge for abortion, premature mortality, stillborn and early birth. Carriers of this abnormality significantly show 
returned estrous and need for repeated services. Goal of this study was to identify the CVM carriers in Sarabi native 
cow of Iran. Blood samples were prepared from 162 cows from Sarabi cows’ research station in Sarab, East 
Azerbaijan province, Iran. DNA extraction was done based on guanidine thiocyanate – silica gel method. Standard 
polymerase chain reaction was applied to amplify a 177 bp fragment from exon 4 in SLAC35A3 gene using specific 
primer pair. PCR products were analyzed using single stranded conformation polymorphism (SSCP) to reveal their 
mutations. Results showed no G→T mutation in examined cows thus no carrier was identified. 
 
Keywords: Sarabi cow, CVM, Single stranded conformation polymorphism 
 




