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  چكیده

، ژنوتیپی از بتاکازئین، افزایش پیدا کرده و با توجه به برتری های تغذیه ای و قیمت بالاتر، A2اخیرا تقاضای جهانی برای تولید شیر 

 تشخیصروشی دقیق برای  یهدف از مطالعه حاضر بررسروند انتخاب به نفع این آلل و ژنوتیپ هموزیگوت آن تغییر کرده است. 

و  DNAراس گاو براون سویس خونگیری بعمل آمد. پس از استخراج  72از تعداد ژن بتا کازئین در گاو است. بدین منظور  های ژنوتیپ

 DdeIتوسط آنزیم برشی  PCRتکثیر شد. محصول  PCRنوکلئوتید از ژن بتاکازئین در واکنش  251بررسی کیفیت، قطعه ای بطول 

و نیز درصد  A2 1/52شان داد که فراوانی آلل نتایج نمورد هضم قرار گرفت و تعیین ژنوتیپ پس از الکتروفورز ژل آگارز انجام شد. 

آلل بود. روش مورد استفاده نشان داد که می توان با دقت و اطمینان بالا در جمعیت مورد مطالعه درصد  A2A2 ،29فراوانی ژنوتیپی 

A2 .ژن بتاکازئین را شناسایی کرد 
 

 چند شکلی ر،یش پروتئین، ینبتاکازئ، PCR: کلمات کلیدی
 

 مقدمه

 را در زیادی استقبالهای شیر شیر و حتی متابولیت ترکیب شیر، تولید صفات با ارتباط دلیل به شیر هایپروتئین مورفیسمپلی

 و گرفته قرارشیر  کنندگان مصرف و محققان توجه مورد A2 و A1 کازئین بتا انواع ،اخیراًایع لبنی به خود اختصاص داده است. صن

 به شروع جهان کشورهای از بسیاری در دامپروران که منجر به این شده است که کرده شیر و لبنیات ایجاد بازار در را جدیدی روند

ل شک چهار به و دهندمی تشکیل را گاو شیر های پروتئین درصد 80 هاکازئین (.2020 همکاران، و بنتیوگلیو) کنند A2 شیر تولید

αS1(CSN1-S1)، α-S2(CSN1-S2)، β-(CSN2)  و κ-(CSN3) ژن. باشندمی 4:1:4:1 تقریبی هاینسبت اب ترتیب به 

 بین تفاوت(. 2004 همکاران، و فارل) هستند A2 و A1 انواع گاوهاشیر  در هاآن ترینفراوان که است آللی گونه 13 دارای بتاکازئین

بونفتی و همکاران، ) استمرتبط ( A1 در هیستیدین و A2 در پرولین) 67 موقعیت آمینه اسید در جهشبه  A2 و A1 هایآلل

2010 .)β ا هکازومورفین (BCMs) یا گاو شیر بتاکازئین از که هستند( آمینه اسید 11-4 زنجیره طول) اپیوئید شبه پتیدهایپ 

 آللی تنوع) 67موقعیت  هیستیدینبرش آنزیمی در  شوند. می آزاد روده در آنزیمی هضم و یا تکنولوژیکی فرآیندهای طی در انسان

A1 )زیست فعالی به نام پپتید شده که تولید آمینه اسید 7 برش به منجر β-7-کازومورفین (βCM-7 )جینسوا و یوشیواکا، ) کندمی

1999.)    

تغذیه شده بودند،  A2 ای  A1کازئینبتا  را در گوساله هایی که با شیر حاوی βCM-7 ( سطوح سرمی2021هومن و همکاران )

( 2014. بارنت و همکاران )بودبیشتر برابر  5تغذیه شده بودند  A1در آن هاییکه با βCM-7 ه میزان تأیید کردند کارزیابی کردند و 

اعث ایجاد پاسخ التهابی در روده ب Th2 با فعال کردن مسیر  A1بتاکازئینحاوی  یشیر فرآورده هایبه این نتیجه رسیدند که مصرف 

تر وخیم ی گوارش ودر لولهبا افزایش التهاب  A1 شود. علاوه بر این، مصرف شیر حاوی بتاکازئینمی و رت )موش صحرائی(ها موش

 هایبیماریبرای ایجاد  احتمالی علت یک عنوان به را گاوی β-CM-7 مطالعات از تعدادی. همراه بودشدن علائم ناراحتی گوارشی 

 مانند عصبی اختلالات و نوزاد ناگهانی مرگ ، سندرم(2020 همکاران، و تاکور) 1 نوع دیابت ،(2001 لاچلان، مک) عروقی قلبی



 

 مانند نیز پپتیدها این مختلف فیزیولوژیکی اثرات دیگر، سوی از. اندگزارش کرده (2016 همکاران، جیانقین و) اسکیزوفرنی و اوتیسم

 . اثبات رسیده است به درد ضد نقش و پرولاکتین سطح افزایش کاتالاز، و دیسموتاز سوپراکسید فعالیت افزایش مخاط، ترشح

 برای بیشتر تقاضای دلیل به A2A2 ژنوتیپ با گاو انتخاب برای CNS2 کازئین بتا ژن ژنوتیپی هایآزمایش اخیر سال چند طی

استقبال قرار گرفته هایی که امروزه مورد از روش .است یافته افزایش توجهیقابل طور به A2 نوع از منحصراً لبنی محصولات و شیر

، bidirectional allele-specific PCR ،RFLP مانند DNA تکثیر برای PCR مختلف هایتکنیکتوان به است می

ACRS)-PCR،) High Resolution Melt (HRM) ایرشته تک ترکیبی چندشکلی تحلیل و تجزیه و (SSCP اشاره کرد )

 کازئین بتاژن  A2و A1 به بررسی فراوانی آلل های  PCR-RFLP استفاده از روشدر این تحقیق با  (.2021)مایر و همکاران، 

 پرداخته شد. براون سویسگاوهای 

 ها مواد و روش

به عمل آمد و با حفظ زنجیر سرد به آزمایشگاه  EDTAبا استفاده از لوله ونوجکت حاوی  براون سویسگاو راس  72از  گیرینمونه

)مشهد، ایران( استخراج و در فریزر نگهداری  کاوش ژن Animal Blood/Tissueاستفاده از کیت  با هاخون DNA انتقال یافت.

استفاده  ۱ای پلیمراز و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی مطابق جدول . جهت تکثیر قطعه مورد نظر از واکنش زنجیره(1)شکل  شدند

 شد. 

 

 ینئبتاکازژن  تكثیر قسمتی از برای PCRپرایمرهای مورد استفاده در واکنش  -۱جدول            

 

 نام پرایمرها توالی (bp)طول قطعه 

251 bp 
CCTTCTTTCCAGGATGAACTCCAG CSN2 -F 

GAGTAAGAGGAGGGATGTTTTGTGGGAGGCTCT CSN2 -R 

 

دقیقه، سپس دمای واسرشت  ۴به مدت  C۹۴تکثیر با دمای واسرشت اولیه  چرخه 40ای پلیمراز شامل برنامه دمایی واکنش زنجیره

C۹۴  ثانیه، دمای اتصال  ۲۵به مدتC60  ثانیه، دمای تکثیر  40به مدتC۷۲  ثانیه و دمای تکثیر نهایی  ۲۰بهC۷۲  به مدت

شد. پس از هضم آنزیمی محصولات  انجام DdeIو توسط آنزیم  C ۳۷در دمای  ساعت,  ۲به مدت  واکنش هضم آنزیمی دقیقه بود. ۵

PCRسپس نتایج روش  .(1)شکل  درصد انجام شد ۳ها با استفاده از ژل آگارز ، الکتروفورز نمونهPCR-RFLP مجدد توسط ،

 نیز تایید شدند. ARMSپرایمرهای اختصاصی جهش به روش 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

درصد محصولات هضم  2 الکتروفورز ژل آگارز استخراج شده. سمت چپ: DNAدرصد  1. سمت راست: الکتروفورز ژل آگارز  1شکل 

 آنزیمی.



 

 

( و شمماره A2-)  هتروزایگوت  ۶و  ۵، ۳های ، شمارهA1A1فاقد ژنوتیپ  ۲ی نمونه A2A2دارای ژنوتیپ  ۷و ۴، ۱های شماره نمونه

 باشد.می 50bpلدر  ۸
 

 نتایج و بحث

 .دندرصد بود A2A2، 29و فراوانی ژنوتیپ هموزیگوت درصد  1/52در جمعیت مورد مطالعه  A2نتایج نشان داد که فراوانی آلل 

درصد رسیده  50به حدود  2017در جمعیت گاوهای هلشتاین استرالیایی در سال  A2مطالعه دیگری نشان داد که فراوانی ژنوتیپ 

روند افزایش مشابهی در گاوهای . (Scott et al., 2023) نشان می دهد 2010است که روند افزایشی بیست درصدی را نسبت به سال 

 است A2گزارش شده است که نشانگر افزایش تمایل انتخاب در جهت افزایش فراوانی آلل  2000هلشتاین ایتالیایی بعد از سال 

(Sebastiani et al., 2020 این .)آلل در گاوهای شیرینشان می دهد که ممکن است روند انتخاب خاصی جهت افزایش این  مقایسات 

 هر چند که نتیجه گیری قطعی تر با تعداد نمونه بالاتر ممکن است.  ایران وجود نداشته باشد،

 قابل بسیار روش مورد نظر یک ژن اختصاصی PCR ( انجام شد نشان داده شد که2021ای که توسط مایر و همکاران )در مطالعه

انجام  PCR فرآیند و بهینه سازی برای زیاد دقت با باید شرایط اما است؛( A1، A2، B، C) کازئین-بتا رایج انواع تشخیص برای اعتماد

در . رویت شود کاذب مثبت نتایج است ممکن ،(3 انتهایی موقعیت در) پرایمر و الگو بین تطابق عنوان مثال در صورت عدمشود. به

 برای مختلف کننده محدود آنزیم سه به که است( محدود کنندهآنزیم های  و PCR) ایمرحله دو فرآیند یک ACRS مقابل، روش

 PCR-RFLP روش نهایت، کند. درمی فراهم نیز را واریانت تشخیص امکان که دارد نیاز( A1، A2، A3، B) بتاکازئین هایآلل تمایز

 را A2 غیر حیوانات و( هتروزیگوت/هموزیگوت) A2 بین اعتماد قابل و آسان تمایز امکان( کننده محدود آنزیم یک از استفاده با فقط)

  .کرد فراهم

 

 کلی گیرینتیجه

که در دنیا کاملا شناخته  A2بهبود کیفیت غذا بخصوص شیر و لبنیات، توصیه می شود که به تولید شیر  با توجه به اهمیت روزافزون

شده است در کشور اهمیت بیشتری داده شود و روش ارایه شده در این تحقیق می تواند با دقت و سهولت بالا به شناسایی و انتخاب 

 این ژنوتیپ کمک نماید.
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Abstract 
Recently, the global demand for the production of A2 milk, a genotype of beta-casein, has increased, and due 

to its nutritional advantages and higher price, the selection process has changed in favor of this allele and its 

homozygous genotype. The purpose of this study was to investigate a precise method for detecting beta-

casein genotypes in cattle. For this purpose, blood sampling was done from 72 Brown Swiss cows. After 

DNA extraction and quality check, a 251 nucleotide fragment of beta-casein gene was amplified by PCR 

reaction. The PCR product was digested by DdeI restriction enzyme and genotype was determined after 

agarose gel electrophoresis. The results showed that the frequency of A2 allele was 52.1% and the frequency 

of A2A2 genotype was 29% in the studied population. The method used in this research showed that the A2 

allele of the beta-casein gene can be identified with a high accuracy and confidence. 
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