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 چکیده

از  ارند.د یتپستانداران فعال یذات یمنیا یستمهستند که در س یکروبیضدم کاتیونی هایینئتوپر از گروهی هادیفنسین

 در شیری هایگاو در بیماری به مقاومت برای ژنتیکی نشانگر عنوانبه توانندمی هاپروتئین این کننده کد هایرو، ژن ینا

 شیری گاوهای رد تولید و سلامت صفات و دیفنسین-4ژن بتا  هایچندشکلی ارتباط متعددی مطالعات در. شوند نظرگرفته

 شیر تولید تصفا با دیفنسین4-بتا ژن اینترون ناحیه هایهاپلوتیپ بین ارتباط یافتن قیقتح این از هدف. است شده گزارش

( 2493 یال 2100)  ژن این اینترون ناحیه از بخشی منظور، این برای. بود ایران هلشتاین درگاوهای بدنی هایسلول تعداد و

 5اد شد. تعد یپهاپلوت یینتع یرانا یناو هلشتاراس گ 189( در SSCPs) منفرد هایرشته فضایی فرم تفاوت تکنیک توسط

 طالعهم مورد جمعیت در هاآن فراوانی که شد مشاهده شده بررسی هاینمونه کل در( Eو  A، B، C، D) SSCPsمجزا  یالگو

 شیر تولید فاتص هایداده برای فنوتیپ و هاپلوتیپ بین ارتباطی آنالیز. بودند 59/1 و 12/2 ، 46/8، 17/12، 66/75 ترتیببه

 طالعهم مورد صفات و دیفنسین4-بتا ژن هایهاپلوتیپ بین داریمعنی ارتباط هیچ. شد انجام بدنی هایسلول تعداد و

 .دگردی مشاهده روزانه شیر تولید مقدار صفت و هاهاپلوتیپ بین داریمعنی به نزدیک تمایل اگرچه،. نشد مشاهده

 .یرش یدیصفات تول و یفنسیند-4بتا ژن ،لوتیپهاپ ،بدنی هایسلول تعداد کلمات کلیدی:
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 مقدمه

 یدر زمینه یاباعث شده تا پژوهشگران تحقیقات گسترده ی،اهل یهادام یهابه فرآورده ریافزایش روزافزون نیاز جامعه بش

اصلالاح  یقدیم یهابودن روشبر . از طرف دیگر، پرهزینه و زماندهند انجام یشیر یگاوها ویژهها بهدام یبهبود صفات اقتصاد

 یاند که بلار روشده یشناسای یزیاد یهاکه امروزه ژنیطورشده به یمولکول ژنتیك در زمینه یدام، باعث انجام تحقیقات زیاد

اسلاتفاده  یاصلالاح یهلاادر برنامه هالافزایش دقت و کاهش فاصله نس یها براثر بوده و از آنؤم یشیر یگاوها یصفات اقتصاد

 تلااثیر کلاه هسلاتند مهمی اقتصادی صفات از شیر چربی و پروتئین درصد و شیر تولید مقدار نظیر، شیر تولیدی صفات .شودیم

کلاه  باشلادملای( SCS) 1بدنی هایسلول ینمره شیری گاوهای در دیگر مهم صفات از. دارند شیری گاو پرورش صنعت بر زیادی

ورم پسلاتان محسلاو   یصتشخ یبرا یدیرو ابزار مف ین( و از ا8/0 تا 6/0) داردورم پستان  یماریبا ب ییبالا یکیژنت یهمبستگ

 صلافات بلاا هاآن ارتباط و مؤثر هایژن ژنتیکی تنوع به شیری هایگله نژاد اصلاح در دلیل همینبه(. Shook, 1994) گرددیم

های اصلالاحی، هدر برناملا  DNAات. بلارای اسلاتفاده از اطلاعلاشلاودمی ایویژه توجه پستان ورم با مرتبط صفات و شیر تولیدی

هلاای در ژن ید. تعیلاین چندشلاکلنمرتبط با صفت مورد نظر وجود دارد باید شناسایی گرد 2یها چندشکلنواحی ژنومی که در آن

گیلارد و ا و بروز صفات اقتصادی روشی است که امروزه بسیار مورد استفاده قلارار ملایهیموثر و مطالعه ارتباط بین این چندشکل

 یزایملااریب یهلاایکروارگانیسلامتعداد م یش(. امروزه افزا ,2005Beutler) استشده ینامگذار  3ژن کاندیدا رویکردنوان تحت ع

-شده نیفنسید-بتا نبه نام ژ یریش یدر گاوها دایکاند یهااز ژن یانمونهدر  یقاتها، باعث گسترش تحقیوتیكبیمقاوم به آنت

، Mookherjee, 2007 & Hancockبلاوده ) یکروبلایمیآنتلا یلادهایپپت یخلاانواده ینتلاراز بلازر  یکلایهلاا یفنسلایناسلات. د

Sorensen, 2001 هلاا یکلارو م یغشا یببا تخر تریشب یدهاپپت ایند. نکنعنوان فاکتور دفاعی در غده پستان عمل میه( که ب

(، کیلودالتلاون6 تلاا 5/3مولکلاولی نوز و اسلایدآمینه 29-49 ی)دارا هادیفنسین یمیاییدهند. در سطح شیعمل خود را انجام م

 سیسلاتئین شلاش دارای و شلاده محکلام سلاولفیدیدی پیوند سه با آن ساختار که هستند کوچکی سیستئین از غنی پپتیدهای

 ترتیلاب و سیسلاتئین شلاش فاصلاله اختلاف اساس بر پستانداران هایدیفنسین(. De Smet & Contreras, 2005)  باشندمی

-ژن یپستانداران همه در(. Brogden et al, 2005) شوندمی بندیطبقه تتا و بتا آلفا، یدسته هس به سولفیدیدی پیوندهای

 Lehrerشوند )یبه هم کد م یكنزد یهاژن ییلهباشند که به وسیم ینترونا یكدو اگزون و  یها دارایفنسینآلفا و بتا د یها

& Ganz, 1999 )یزمتملاا دیگلاریلاكهلاا از آن یانب یگاهساز و جایشساختار پ ی،درون یدیسولفید یوندهایبر اساس محل پ و 

و  یپسلاتان یتلیلاالاپ یهادر مغلاز اسلاتخوان در سلالول یلاانبر بعلاوه یفنسیند-مختلف ژن بتا هایپژوهش نتایج طبقشوند. یم

. یابلادیملا یشافلازا یباکتر شدن با یگاو در زمان عفون یها در غدد پستانآن یانب یزانو م شودمی بیان هایلدر نوتروف ینهمچن

                                                           
1 Somatic cell score 
2 Polymorphism 
3 Candidate gene approach 
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 3، 9 ،(Brogden et al, 2010) 15 هلاایکروملاوزوم روی ترتیلاببلاه انسلاان و اسلاب مرغلای، سویه خوک، در دیفنسین-بتا ژن

(Meade et al, 2009 )8 و (O’brien et al, 1993 )اینتلارون یلاك و اگلازون دو شامل دیفنسین-بتا ژن نیز گاو دردارد.  قرار 

 یکشلایکلارو گاو اثرات م یهایفنسیند-(. بتاRyniewicz et al, 2003) است قرارگرفته 27 یشماره مکروموزو روی که بوده

دارنلاد  6یلاداآلبیکنزو کاند 5یلوکوکوسلاررووس، استاف4یشلایاکولیاشر یهعل یکروبیالمیآنت یتکنند و فعالیاعمال م in vitroدر  یقو

(Campanelli et al, 1990.) اسلاتگرفتلاه قلارار مطالعلاه مورد توجهی قابل طوربه انسانی یفنسیند هایژن شکلی چند اخیرا .

 بلاه تلاوانملای هابیماری این جمله از. است ارتباط در خاصی هایبیماری به حساسیت افزایش با هایفنسیند-بتا هایشکلی چند

(. مطالعلاه Bagnicka et al, 2010اشلااره کلارد ) HIVماننلاد  یعفون هایبیماری و معده ورم پروستات، و دهان سرطان دیابت،

 یمرغلا یه( و سلاوMonteleone et al, 2011) یریدر گوسلافندان شلا یملااریو ارتبلااط آن بلاا ب یفنسلایند-ژن بتا یچند شکل

(Hasenstein & Lamont, 2007نقش ا )یلازمختلف ن یها. در پژوهشاسترا آشکار کرده یمنیپاسخ ا یمدر تنظ یدهاپپت ین 

اسلات قلارار گرفتلاه یدر گلااو ملاورد بررسلا (SCC) 7یبلادن یهلااو تعداد سلالول ریش یدیند صفات تولمان یژن با صفات ینارتباط ا

(Bagnicka et al, 2007  ،Bagnicka et al, 2008 ،Hafez et al, 2008 ،Ryniewicz et al, 2003نتا .)نیا از حاصل جی 

 یجهلات انتخلاا  گاوهلاا یاصلالاح یهلاادر برنامه یکیژنت یعنوان نشانگرهاها ممکن است بهنیفنسیها نشان داده که دپژوهش

ژن بتلاا  یتنوع ژنتیکلا یبررس پژوهش این از هدف رو، نیاستفاده شوند. از ا یپستان یهاعفونت به نسبت بالا مقاومت با دیپرتول

بهبلاود ، جهلات یاصلالاح یهلاارود از نتلاایج آن در برناملاهیباشلاد و انتظلاار ملایایران م هلشتاین یریش یدر گاوها 8نیفنسید-4

 .ایران استفاده کرد نیهلشتا یگاوها یصفات اقتصاد یتولید و پیشرفت ژنتیک انمراند

 هامواد و روش

ثبلات  یهلااداده ینظر مرکز اصلاح دام کشور کلاه دارا یرمتفاوت ز یشزا یهابا شکم یردهش ینگاو هلشتا رأس 200 از ابتدا

 یلاانگینروزه( و م 305دوره  یلاك یروزانه بلارا ینو درصد پروتئ یبدرصد چر یدشیر،تول یانگین)م یرش یدیصفات تول یشده برا

با اسلاتفاده  DNAشد. سپس استخراج  یهخون ته یاصفهان نمونه یو گوشت فتاح یراز مجتمع ش یبدن هایسلول تعدادروزانه 

انجلاام ( یستشرکت تکاپوز) یونیربا یوفیلزهل یتکمك ک هب یمرازپل یایرهآکوپر  آلمان صورت گرفت. انجام واکنش زنج یتاز ک

 ،dNTPهلار از میکرومول Taq، 200پلیمراز DNA یم واحد آنز یكعبارت بودند از:  یکرولیترم25 در مواد ییگرفت. غلظت نها

 یلارتکث یبلارا یمرازپل ایزنجیرهو بافر استاندارد. واکنش  DNAرم انوگن 50آغازگر، مول از هر یکوپMgCl2، 18مول یلیم 200

از  PCRانجلاام واکلانش  یشلاد. بلارا انجلاام 2از اگلازون  یقسلامت انلادک و 1 ینتلارونا یاز انتهلاا یبخشلا زیباجفت 393 قطعه

 (.2007و همکاران  یکا)باگن یداستفاده گرد یررفت و برگشت ز یآغازگرها
                                                           
4 Escherichia coli 
5Staphilococcos aureus 
6 Kandida albikanz 
7 Somatic Cell Count (SCC) 
8 β4-defensin 
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 ACGGCACAAGAACGGAATAC-5َبرگشلالات آغلالاازگرTGGCAGGAAGGAGGATGTAG-5رفلالات آغلالاازگر

 یمآنلاز سلاازیلفعا و اولیه شدن واسرشته جهت یقهدق 2مدت گراد بهیدرجه سانت 95 دمای شامل استفاده مورد حرارتی برنامه

DNA30دت گلاراد بلاه ملایدرجه سلاانت 64 یجهت واسرشته شدن، دما یهثان 45گراد به مدت یدرجه سانت 95 دمای مراز،پلی 

 3د بلاه ملادت گلارایدرجه سانت 72 یماو د یرجهت تکث یهثان 25گراد به مدت یدرجه سانت 72 یجهت اتصال آغازگر، دما یهثان

 یاللا 2100) بلاازی جفلات 393قطعلاه   یلاراز تکث ینلاانو اطم یبررسلا یچرخه بود. برا 35و به تعداد  یینها یرجهت تکث یقهدق

پلاژوهش،  یلانملاورد اسلاتفاده در ا یلاكشلادند. تکن یز افقلاوردرصد الکتروف 2/1ژل آگارز  یشده بر رو یرتکث هاینمونه(، 2493

 تلارینمتلاداول ینناشناخته و همچن یهاجهش ییشناسا یو آسان برا یعسر ید،روش جد یك یكتکن یناست. ا SSCP یكتکن

لیتلار بلاافر میکرو 5/4بلاا  PCRاز محصلاول  میکرولیتلار 5/1مقدار  SSCPانجام  یاست. برا یکیتنوع ژنت یمطالعه برای تکنیك

 یاسرشلاته سلااز( مخلوط شد. به منظور وEDTAمولار  یلیم 20و یدفرمام 95/0 یلون،زا 05/0بروموفنل بلو،  05/0)  بارگذاری

حلاداقل بلاه  یلاخ، یوحرارت داده شدند و بلافاصله بر ر گرادیدرجه سانت 95 یدر دما یقهدق 7 مدت به هانمونه ،PCRمحصول 

درصلاد  10ژل  هیلاته یبلارا یلآمیداکر یسبه ب یلآمیداکر 5/37:  1درصد با نسبت 40 یهقرار گرفتند. از محلول پا یقهدق 5مدت 

 ران کریلامیلادا ژل روی بلار گلاراد سانتی درجه 25 ثابت دمای درولت  150ساعت و با ولتاژ  16ها به مدت استفاده شد و نمونه

 نقره استفاده شد. یتراتن آمیزیگاز رن هاپلوتیپمشاهده  یشدند. برا

 آماری آنالیز

 استفاده شد.  یرز یاز مدل آمار آمده، دستبه هایهاپلوتیپ با صفات ارتباط مطالعه جهت

Yijklm = µ + Gi+ Pj+ Fk + Sl + Cm+eijklm                                                                                  :1رابطه 

از  یلاكر هلا یلاپوت= اثلار ژنiGجامعلاه،  یلاانگین= م µمطالعه، مورد صفات از کدام هر برای مشاهده مقدار= ijklmYمدل:  ینا در

 یلاش= سن زا mC(، یواناتاز ح یدر برخ پدرمشترک بودن  خاطر)به پدر اثر= lS یش،= فصل زا mF یش،= شکم زاjPآغازگرها، 

 یلاهطالعلاه از روم شلاده بلاا صلافات ملاورد ییشناسا هایژنوتیپ ارتباط بررسی برای .دهدیمانده را نشان م ی= اثرات باق ijklmeو 

GLM افزارنرم SAS در لگلااریتم هداد تبدیل بدنی، هایسلول تعداد تابعیت منظور به پژوهش این در. شد استفاده 1/9خه نس 

د اطلاعلاات راس فاقلا 11مطالعلاه، تعلاداد  یناستفاده جهت ا مورد راس دام 200 ینکه در ب ییگرفت. از آنجا صورت 10 مبنای

 د.گردی استفاده لکام اطلاعات دارایراس  189داده ها از یزکامل بودند، جهت آنال

  بحث و جینتا

  چندشکلی میزان بیانگر جهینت ین(که ا1ل)شکگردید  مشاهده مجزا الگوی SSCP، 5ها با روش نمونه یپژنوت ییناز تع پس
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 1مشاهده شده در جدول  هایفراوانی به توجه با .باشدمی مطالعه مورد جمعیت در مطلو  ژنتیکی تنوع آن پی در و بالا

-می فراوانی کمترین و بیشترین یدارا یبدرصد به ترت 59/1 و درصد 66/75 یبا فراوان Eو  A یکه الگوها گرددیمشاهده م

 مورد استفاده قرار نگرفت. یآمار یلو تحل یهتجز در درصد 5/2 از کمتر فراوانی با هایهاپلوتیپ. باشند

 
 درصد 10 اکریل آمید ژل روی شده شناسایی الگوهای -1 شکل

Figure 1- Patterns identified on 10% acrylamide gel  
 

 شده مشاهده الگوهای فراوانی و دام تعداد-1 جدول
Table 1. Livestock numbers and frequency of observed patterns 

لگوا  
Pattern 

 تعداد دام
Number of livestock 

 فراوانی
Frequency 

A 143 75.66 

B 23 12.17 

C 16 8.46 

D 4 2.12 

E 3 1.59 

 ژن ینترونا یشکل چند براست. با مطالعه انجام شده دیفنسین-4بتا ژن ینترونا یچندشکل یدرباره گوناگونی هایپژوهش

 Bagnicka et alشد. با مطالعه  ییشناسا یدیتك نوکلئوت یلهستان، دو چند شکل یزیندر نژاد گاو فر دیفنسین-4بتا

 سه دارای ،A1674C یدیتك نوکلئوت یشد. چند شکل گزارش 2239 یگاهدر جا Tبا  Cنوکلئوتید جابجایی ،(2007)

یفراوان با CTو  CCیپدو ژنوت یدارا C1877T یو چند شکل بود 03/0 و 32/0 ،65/0 هاییبا فراوان CCو  AA، ACژنوتیپ

با  CC یببه ترت یدیك نوکلئوتت یچند شکل ینحاصل از ا هاییپ(. ژنوتBagnicka et al, 2008بود ) 06/0 و 94/0 های

 Krzyzewske et al. استشده گزارش نیهلشتا نیزیفر یگاوهادر 02/0 اوانیبا فر TTو  26/0 یبا فراوان CT ،72/0 یفراوان

 TTژنوتیپمشاهده کردند.  C2239T یگاهجا یبرا TTو  CC، CT ژنوتیپسه  دیفنسین،-4بتا اینترون( با مطالعه بر 2008)

 Bagnicka et al (2007)هش مطالعات جشده  یرپژوهش، قطعه تکث ینمورد مطالعه داشت. در ا یتجمع یندر ب یکم یفراوان

خاطر تواند بهیمشاهده شده م یکیاز تنوع ژنت یبخش یندهد. بنابرایرا پوشش م Krzyzewske et al (2008) ینو همچن
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 یاوجود جهش  یلتواند به دلیمطالعه م یندر ا یهناح ینا تریشتنوع ب یگرباشد. از طرف د C2239T یگاهوجود جهش جا

 است. ییژن قابل شناسا ینشده ا یرتکث یهناح یتوال یینشده باشد که با تع یردر قطعه تکث یگرد یجهش ها

 بدنی هایسلولو تعداد  یرش یدیبا صفات تول یپهاپلوت ارتباط

 یدیبر صفات تول یریتأث هیچ آغازگر این ازحاصل  هایاپلوتیپه که داد نشان آماری تحلیل و تجزیه از آمده دستبه نتایج

 یداریبه معن یلروزانه متما یرش یدها با صفت تول یپهاپلوت ین(. البته ارتباط ا2ندارد )جدول  یبدن هایسلول و نمره یرش

(10/0 P= )با  یریش گاوهای دیفنسین-4بتا ژن ینترونبخش ا هایشکلی چند بین ارتباط متعددی هایپژوهش در .است

 Bagnicka et al,،2008 Bagnicka et al ،, 2008 Krzyzewske 2007است )قرار گرفته یابیمورد ارز یرش یدیصفات تول

et al.) 

در دو  C2239T  یگاهجهش جا CC یپرا در ژنوت یرش یدتول یارتباط بالا Krzyzewske et al (2008)پژوهش  نتایج 

 عدم Bagnicka et al (2007)که مطالعه صورت گرفته توسط یکامل نشان داد. در حال یردهیرد و شاستاندا یردهیدوره ش

 ینروزآزمون را نشان داد. همچن یرش یدولتو  یفنسیند-4ژن بتا ینترون( از اC2239T) جایگاه این هاییچند شکل ینارتباط ب

 گزارش دارمعنی لکام و استاندارد شیردهی دوره دو هر در رشی تولید با ژنوتیپ ارتباط Bagnicka et al (2008)در مطالعه 

 (. =p 10/0) داشت یدارمعنی به تمایل روزانه شیر تولید صفت و شده تکثیر قطعه هایهاپلوتیپ ارتباط حاضر تحقیق در. شد

 یتواو مح یحاصل چندشکل هاییپژنوت ینب یتفاوت هیچ Krzyzewske et al (2008) توسط گرفته انجام پژوهش در

 و یکاباگن وسیلهبه گرفتهکه در پژوهش صورت یاستاندارد و کامل گزارش نشد در حال یردهیدر طول دو دوره ش یچرب

 در. شد مشاهده شیر ونروزآزم مدل وسیلهبه شده ارزیابی چربی محتوای و هاژنوتیپ بین دارییمعن ارتباط( 2007همکاران )

 بین دارییمعن ارتباط Bagnicka et al (2007)و  Krzyzewske et al (2008) هوسیلبه گرفته صورت مطالعه دو هر

نشان  ترییشب یندرصد پروتئ CTژنوتیپ  حامل گاوهای نیز پژوهش دو هر در که شد گزارش پروتئین محتوای و هاژنوتیپ

در هر دو دوره  یبو چر ینپروتئ یواو محت یپژنوت ینب ارتباط Bagnicka et al (2008)دادند. در مطالعه انجام گرفته توسط 

 .شد دارگزارشیاستاندارد و کامل معن یردهیش

 ینترکم AAیپ حامل ژنوت یواناتو ح یچرب یمحتوا یانگینم ترینیشب CCژنوتیپ  دارای حیوانات مطالعه این در 

 Bagnicka et al (2008)هش پژو در ین(. همچنBagnicka et al 2007را نشان دادند ) یو چرب ینپروتئ یمحتوا یانگینم

 از شینا تواندمی لیو است مشکل هاتفاوت این توجیه. نداشتند بدنی هایبا تعداد سلول یگونه ارتباط یچه هاژنوتیپ

 .باشد نمونه دازهان در اختلاف و پژوهش هر در شده شناخته هایشکلی چند ها،ژنوتیپ تعداد رفته، کاربه مدل
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 بدنی هایسلول نمره و شیر تولیدی صفات برای استاندارد خطای و( LSMحداقل مربعات ) ینمیانگ برآورد -2 جدول
Table 2. The estimated least square means (LSM) and standard errors for milk yield and somatic cell score 

 هاپلوتیپ
Haplotype 

 (یتر)لشیر  تولید
Production milk 

 (درصد)شیر پروتئین
Milk protein (%) 

 (درصد)شیر  چربی
Milk fat (%) 

 بدنی هایسلول نمره
Body cell score 

A 30.41±2.25 3.09±0.13 3.86±0.18 0.72±0.36 
B 29.22±2.30 3.13±0.13 3.873±0.18 0.77±0.37 

C 32.00±2.36 3.16±0.13 87/3.87±0.19 0.80±0.38 

 p 0.10n.s 0.52n.s 0.99n.s 0.87n.s مقدار

n.s :دارمعنی غیر  
  significant n.s: Non 

 گیرینتیجه

 اگرچه. بود مطالعه مورد جمعیت در مناسبی ژنتیکی تنوع دارای دیفنسین 4-بتا ژن از شده تکثیر قطعه پژوهش، این در

 ینا ینشد ول مشاهده یبدن هایسلول تعداد و شیر تولیدی صفات با شده شناسایی هایهاپلوتیپ بین داری معنی ارتباط

 های جهش و جهش این وضعیت بررسی بنابرایننشان داد.  یداریبه معن یلروزانه تما شیر یدصفت مقدار تول یارتباط برا

 یا رد را شیری گاوهای اقتصادی صفات بر ژن این هایژنوتیپ تاثیر تواندمی تربیش نمونه تعداد با مطالعاتی در ژن این دیگر
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Abstract 

Defensins are a group of cationic antimicrobial peptides that play important role in vertebrate innate 

immunity. Therefore, genes encoding these peptides could be considered as genetic markers for 

disease resistance in dairy cattle. Several studies have been reported association between beta-defensin 

gene polymorphisms with health and production traits in dairy cattle. The aim of this study was to find 

association of genetic variation in the intron of B4-defensin gene with milk production traits and 

somatic cell counts in Holstein cattle of Iran. The part of intron of B4-defensin gene was screened by 

single strand conformation polymorphism (SSCP) method. One hundred eighty nine Iranian Holstein 

cows were genotyped, giving 5 distinct SSCP patterns (A, B, C, D and E) and the frequencies of these 

patterns for amplified fragment were 75.66، 12.17، 8.46، 2.12 and 1.59 respectively. An association 

analysis between haplotype and phenotype data for milk production traits and somatic cell score was 

performed. No significant associations of the haplotype in B4-defensin gene were observed for any 

trait. However, the haplotype was tended to associate with milk yield (P=0.10).  

Keywords: B4-defensin gene- Haplotype-Milk production traits- Somatic cell count 
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