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چکيد ه 

هدف از پژوهش حاضر بررسی ارتباط بین بیان نسبی ژن  های پروتئین  های شوک حرارتی)HSPs( و مرگ ومیر رویانی و از دست رفتن آبستنی 
در گاوهای شیری هلشتاین طی فصل تابستان بود. برای انجام این پژوهش 32 رأس گاو هلشتاین)با تولید بیشتر از 30 کیلوگرم در روز و 
نوبت زایش 1/7±3/3( انتخاب شدند. تمام گاوها با استفاده از پروتکل همزمانی فحلی G7G تلقیح شدند. در روز 16 پس از تلقیح از تمام 
گاوها خونگیری و بیان ژن ISG15 اندازه  گیری شد. بر مبنای نتایج ISG15 گاوهایی که مرگ و میر رویانی در آن  ها اتفاق افتاده شناسایی 
 ،HSP40 ،HSP27(بیان نسبی ژن  های مرتبط با پروتئین  های شوک حرارتی Real-Time PCR سپس با استفاده از دستگاه .)شدند)14 راس
HSP70 ،HSP60 و HSP90( بین گاوهای سالم و گاوهای دارای مرگ و میر اولیه رویانی مورد بررسی قرار گرفتند. از ژن بتا اکتین به عنوان 
ژن استاندارد در این پژوهش استفاده شد. مقایسه بین دو گروه با استفاده از آزمون t انجام شد. نتایج نشان داد بیان نسبی ژن ISG15 در 
گاوهای آبستن به  طور معنی  داری بیشتر از گاوهای دارای مرگ و میر اولیه رویانی بود)6/6 برابر(. در بین پروتئین  های شوک حرارتی بیان 
نسبی ژن  های HSP27 وHSP60  تفاوتی بین گاوهای آبستن و گاوهای دارای مرگ و میر اولیه رویانی نداشت)P<0/05(. بیان نسبی ژن  های 
HSP70،HSP40 و HSP90 در گاوهای آبستن به  طور معنی  داری کمتر از گاوهای دارای مرگ و میر اولیه رویانی بود)به ترتیب4/7، 3/6 و 5/2 
برابر(. به  طور کلی نتایج پژوهش حاضر نشان داد در بین اعضای خانواده HSP، تنها HSP70 ،HSP40 و HSP90 با مرگ و اولیه رویانی در 

گاوهای شیری در ارتباط بودند.
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مقدمه
اولین دوره مرگ و میر رویانی طی هفته اول پس از تلقیح اتفاق می افتد 
که بیشتر به دلیل شرایط محیطی و هورمونی می باشد. به طور معمول 20 
تا 50 درصد گاوهای شیری پرتولید طی هفته اول پس از تلقیح این امر را 
تجربه می کنند. استفاده از راهکارهایی که سبب بهبود کیفیت رویان شود 
مانند بهبود تهویه در شرایط تنش گرمایی، کاهش درصد وقوع التهاب، 
کاهش از دست رفتن نمره وضعیت بدنی و افزایش غلظت پروژسترون طی 
دوره رشد فولیکولی می تواند در کاهش درصد وقوع این مشکل کمک 
تلقیح است  از  تا 28 پس  کند )22(. دومین دوره حیاتی در روزهای 7 
که همراه با طویل شدن رویان و تشخیص آبستنی توسط مادر می باشد. 
میانگین مرگ و میر رویانی طی این دوره 30 درصد بوده ولی در بین 
زرد  جسم  حفظ  است.  شده  گزارش  درصد   41 تا   25 دامنه  در  گله ها 
به پیامی که از طرف رویان تولید می شود)تولید اینترفرون تاو( و تغییر 
وابسته است.  پروستاگلندین F2α، E1و E2 در رحم  تراوشی  الگوی  در 
اختلال یا تاخیر در طویل شدن تروفوبلاست و یا رشد و تکامل رویانی 
اندازه گیری   .)22( می شود  دوره  این  در  رویان  رفتن  دست  از  به  منجر 
کنش اینترفرون طی اوایل آبستنی به دلیل اینکه مقدار کمی از اینترفرون 
تحریکی  ژن های  اندازه گیری  طریق  از  می شود  خارج  رحم  از  رویانی 
توسط اینترفرون )ISG( در سلول های تک هسته ای خون امکان پذیر است. 

بعضی از پژوهش ها از اندازه گیری ISG برای تشخیص آّبستنی استفاده 
کرده اند )22(. ژن ISG15 پروتئینی تراوشی با وزن 17 کیلودالتون است 

که در پاسخ به نوع یک اینترفرون تراوش می شود )22(.  
الگوی تراوشی نامطلوب پروژسترون طی اوایل گامه لوتیال می تواند سبب 
تغییر بیان ژن در سلول های اندومتریومی رحم، رشد نامطلوب رویان و 
کاهش موفقیت آبستنی  شود )4(. برای مثال افزایش غلظت پروژسترون 
قبل از روز هفت تلقیح اندازه رویان در روز 14 را تغییر داد )7(. مرگ و 
میر رویانی در این گامه از طریق کاهش غلظت پروژسترون طی پس روی 
جسم زرد قابل اندازه گیری است )21(. در گاو شیری بیشتر نتایج بر این 
در  تغییر  سبب  که  است  سیگنالی  تاو  اینترفرون  که  دارند  توافق  نکته 
سلول های اندومتریال و در نهایت جسم زرد شده و سبب افزایش غلظت 
پروژسترون می شود و از این طریق در حفظ آبستنی نقش دارد. همچنین 
تشخیص  برای  حیاتی  دوره  دارند  تاکید  نکته  این  بر  پژوهش ها  بیشتر 
آبستنی توسط مادر روز 16 پس از تلقیح می باشد )22(. برای مثال انتقال 
رویان در روز 16 چرخه فحلی سبب حفظ آبستنی شد ولی انتقال رویان 
اتمام  سبب  بودند  بعد  روزهای  یا  و   17 روز  در  که  گیرنده  گاوهای  به 
آبستنی شد )4(. همچنین حذف رویان از رحم از طریق شستشوی رحمی 
قبل از روز 16 چرخه فحلی سبب ادامه چرخه فحلی به صورت طبیعی 
می شود در حالی که خروج رویان از طریق شستشو بعد از روز 16 سبب 
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The objective of this was to consider relationship between heat shock proteins )HSP( with early embryo loss and preg-
nancy loss in Holstein dairy cows during summer season. Thirsty-two Holstein cows (with milk production> 30 Kg/d 
and 3.3±1.7 in parity( were selected. All cows were synchronized by G7G heat synchronization protocol. Blood samples 
were collected from all cows at d 16 after timed artificial insemination (TAI) to measure ISG15 gene expression. Ac-
cording to ISG15 results, 16 cows showed early embryo loss, then HSP gene family (HSP27, HSP40, HSP60, HSP70 
and HSP 90) were compared between healthy cows and those with early embryo loss using t-test. Beta-actin gene was 
used as a housekeeping gene to compare results. Results showed ISG15 gene expression were greater in pregnant cows 
compared to early embryo loss (6.6 fold). Among HSP family gene considered in present study, HSP27 and HSP60 gene 
expression were similar between groups (P<0.05). HSP40, HSP70 and HSP 90 genes expression were lower in pregnant 
cows compared to early embryo loss (4.7, 3.6 and 5.2 fold, respectively). In conclusion present study results showed 
among HSP family, there was an association among HSP40, HSP70 and HSP 90 genes expression and early embryo 
loss.
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طولانی شدن گامه لوتیال می شود. بنابراین هر چند پس روی جسم زرد 
تا روز 18 یا 19 در گاو آغاز نمی شود ولی سیگنال باید فبل از روز 16 از 
آبستنی شود  تداوم  بتواند سبب  تا  فرستاده شود  مادر  به  رویان  طریق 

 .)15(
پروتئین های شوک حرارتی)HSP( در همه ارگانیسم ها از باکتری تا انسان 
یافت می شوند )2(. این حقیقت که HSP برای  تاشده، ثبات پروتئین های 
تازه ساخته شده ضروری هستند نشان می دهد این پروتئین ها نقش کلیدی 
در مرگ برنامه ریزی شده سلول، نمایز سلول و تنظیم چرخه سلولی رویان 
دارند )10(. شواهد محکم که نشان دهنده بیان HSP طی اسپرماتوژنسیز، 
کنش های  پروتئین ها  این  می کند  پیشنهاد  است  جنین زایی  و  اووژنسیز 
افزودن   .)14( دارند  جایگزینی  از  پیش  دوره  طی  و  باروری  در  مهمی 
آنتی بادی برای تحریک بیان HSP70 نرخ بلاسیتوسیست رویان های گاو 
را کاهش داده که نشان دهنده نقش مهم HSPA1A( HSP70( در تکامل 
به  شده  متصل  اسپرماتوزوآ  تعداد  مبنای  بر  باروری   .)1( است  رویان 
 HSP70 زوناپلوسیدا و تکامل رویان در گاو تحت تاثیر آنتی بادی های ضد
قرار گرفت )11(. با توجه به موارد گفته شده هدف از پژوهش حاضر 
بررسی ارتباط بین بیان ژن های پروتئین های شوک حرارتی و مرگ ومیر 

رویانی و از دست رفتن آبستنی در گاوهای شیری هلشتاین بود.

مواد و روش ها
این پژوهش در فاصله ماه های تیر تا مهر 97 در شرکت شیر و گوشت 
شاخص  شد.  انجام  ساری  شهرستان  مازندران،  استان  در  واقع  مهدشت 
درجه حرارت-رطوبت )THI( در زمان انجام آزمایش در محدوده 79-72 
بود. برای انجام این پژوهش 32 رأس گاو هلشتاین)با تولید بیشتر از 30 
کیلوگرم در روز، نوبت زایش 1/7±3/3( انتخاب شدند. گاوها در جایگاه 
مسقف و به صورت فری استال نگهداری شدند. گاوها روزانه سه بار به 
فاصله هشت ساعت دوشیده شده و مقدار شیر تولیدی هر گاو به صورت 
تزریقات و  لیست  آزمایشی،  لیست معاینات گاوهای  ثبت شد.  خودکار 
زمان انجام تست ها و تشخیص آبستنی به صورت روزانه توسط نرم افزار 
ثبت  و  پیگری  جهت  نرم افزار  این  از  همچنین  شد.  استخراج  مدیران 
سلامتی  وضعیت  و  شیر  تولید  میزان  تولیدمثلی،  شاخص های  تیمارها، 
حیوانات استفاده شد. حیوانات دوبار در روز با جیره کاملًا مخلوط دارای 
یونجه خرد شده، سیلوی ذرت، سویا برشته، کنجاله سویا و مخلوط مواد 
از  مساوی  غلظت های  دارای  جیره ها  شدند.  تغذیه  ویتامینی  و  معدنی 
ماده خشک، انرژی قابل متابولیسم، پروتئین خام، چربی و NDF بوده و 
بر اساس جدول NRC برای گاوهای شیری با میانگین وزنی 650 کیلوگرم 

و میانگین تولید شیر 25 تا 35 کیلوگرم تنظیم شد. 

خون گیری و بیان ژن
برای بررسی بیان ژن تحریک شده بوسیله اینترفرون ISG15 15 خونگیری 
از تمام گاوها در روز 16 پس از تلقیح انجام شد. نمونه ها پس از جمع آوری 
زمان  تا  سپس  و  منتقل  آزمایشگاه  به  و  شد  داده  قرار  ازت  تانک  در 

استخراج RNA کل در دمای 80- درجه سانتیگراد نگهداری شد.
استخراج RNA کل با استفاده از کیت شرکت Jena Bioscience )آلمان( 
و برمبنای دستورالعمل شركت سازنده انجام شد. به منظور رفع آلودگی 

ناشی از وجود DNA، ابتدا یک واحد DNase به RNA اضافه و در دمای 
35 درجه سانتی گراد برای پنج دقیقه انکوبه شد سپس به مدت سه دقیقه 
در دمای 65 درجه سانتی گراد انکوبه شد. RNA سپس در حضور الیگو 
 dNTP (mmol/L( کیاژن(،  واحد،   4( آمینوسکریپتاز   ،1  dT(mmol/L(
 37 دمای  در   20  µl حجم  در  واحد(   19/33(  RNase مهارکننده   ،0/25
درجه سانتی گراد به مدت یک ساعت و سپس برای 5 دقیقه در 95 درجه 
Quantifast Revears- از کیت cDNA سانتی گراد انکوبه شد. برای تهیه

Transcriptase شرکت کیاژن استفاده شد. بر اساس پروتکل مربوطه، پس 
به  نمونه ها  شده،  استخراج   RNA محلول  به   gDNA محلول  افزودن  از 
مدت 2 دقیقه در دمای 42 درجه سانتی گراد قرار داده شد. لازم به ذکر 
است که حجم کل در این مرحله μL 14 بود. مستر میکس RT که شامل 
 QRT بافر   4  μL با   پیش مخلوطی  معکوس،  بردار  نسخه  آنزیم   1  μL
 μL ،6 از مستر میکس حاصل μL بود، تهیه شد. به RT 1 آغازگر μL و
14 از محلول RNA اضافه شد. سپس نمونه ها با استفاده از ترموسایکلر 
)peQLab primus25( به مدت 20 دقیقه در دمای 42 درجه سانتی گراد 
و پس از آن به مدت 3 دقیقه در دمای  95 درجه سانتی گراد قرار داده 
اتمام کارها و حل نمودن آن در آب بدون  از  cDNA حاصل پس  شدند. 
بعدی  مراحل  انجام  تا  سانتی گراد  درجه   -70 دمای  در  استریل،  و  یون 
آزمایش نگهداری شد. آغازگرهای مورد استفاده برای اطمینان از تکثیر با 
 Real-time PCR (Applied Biosystems, ABI و cDNA استفاده از یک
Prism 7300( آزمایش شدند. با استفاده از آغازگرهای اختصاصی و کیت 
 Real Time شرکت )کیاژن( واکنش های QuantiFast SYBR Green PCR
با  تولیدی  قطعه  طول  و صحت  توالی  تایید  از  پس  شدند.  انجام   PCR
استفاده از اطلاعات موجود در بانک ژن NCBI، آغازگرهای مورد نظر 
برای  واكنش ها  کیت،  از  بهینه  استفاده  برای   .)1 )جدول  شدند  ساخته 
حجم µl 25 تنظیم شدند)مسترمیکس سايبرگرين µl 12/5 ؛ جفت آغازگر 

 .)9/5 µl 1، آب دوبار تقطیر شده cDNA، µl 1+1؛ µl  اختصاصی
CT یک نمونه  انحراف  PCR و  بازدهی  بر اساس  mRNA ژن ها  سطوح 
mRNAیِ  شد.  برآورد   ΔΔCT-2 روش  با  کنترل  به  نسبت  ناشناخته 
بتااکتین به عنوان ژن مرجع مورد استفاده قرار گرفت )راهنمای شرکت 
ABI، لیواک، 2003(. کلیه نمونه ها با دو تکرار استفاده شدند. داده های 

حاصل با استفاده از آزمون t تحزیه و تحلیل شدند.

نتایج و بحث 
از  بیشتر  معنی داری  به طور  آبستن  گاوهای  در   ISG15 ژن  نسبی  بیان 
این   .)1 شکل  برابر،  بود)6/6  رویانی  اولیه  میر  و  مرگ  دارای  گاوهای 
نتایج پیشنهاد می کند بیان ژن کمتر به احتمال به دلیل نبود رویان زنده یا 
عدم توانایی رویان در تراوش اینتروفرون تاو بود. گزارش شده تغییرات 
ISG15 در جریان خون در پاسخ به مولکول های تراوش شده طی آبستنی 
با باروری ارتباط دارد )19(. ناهنجاری های مرتبط با سلامت دام پس از 
اولیه  افزایش درصد مرگ و میر  بیان ژن ISG15 و  زایش سبب کاهش 

رویانی شد )12(.
  HSP60و HSP27 در بین پروتئین های شوک حرارتی بیان نسبی ژن های
رویانی  اولیه  میر  و  مرگ  دارای  گاوهای  و  آبستن  گاوهای  بین  تفاوتی 
و   HSP70،HSP40 ژن های نسبی  بیان  ولی   )1 )P<0/05، شکل  نداشت 

ارتباط بین پروتئین شوک حرارتی  ...
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HSP90 در گاوهای آبستن به طور معنی داری کمتر از گاوهای دارای مرگ 
و میر اولیه رویانی بود )به ترتیب4/7، 3/6 و 5/2 برابر، نگاره 1(. دمای 
محیطی بالا تاثیر منفی بر تولیدمثل دارد و شواهد زیادی وجود دارد که 
نشان می دهد محل تاثیر آن اووسیت و رویان است )12(. گرما می تواند 
سبب آسیب سلولی در سیتوپلاسم و هسته اووسیت شود )17(. تفاوت 
در بیان ژن یا سازوکارهایی که تنش سلولی را کنترل می کند به توانمندی 
اووسیت و رویان برای کنترل گرما کمک می کند. سلول های پستانداران، 
شامل اووسیت سازوکارهایی دارند که از آن ها در برابر تنش ها حفاظت 
می کند. پروتئین های شوک حرارتی که در مواجهه با تنش و برای کاهش 

آثار آن تولید می شود، یکی از سازوکارها است )12، 17(. 
پژوهش های زیادی نشان داده اند بین تنش های سلولی )شوک حرارتی( 
و مرگ و میر رویان ارتباط است )10، 14، ، 16(. شواهد زیادی وجود 
دارد که نشان دهنده نقش پروتئین های شوک حرارتی در توسعه و تکامل 
اولیه رویانی است، بسیاری از این پژوهش ها در موش انجام شده و تنها 
پژوهش های اندکی در گاو انجام شده است. این پژوهش ها نشان می دهد 
طی  که  هستند  پروتئین هایی  اولین  جزء  حرارتی  شوک  پروتئین های 

توسعه و تکامل رویانی تولید می شوند )HSP27 .)18 ،16 ،14 ،13 یکی 
از اعضای خانواده HSPهای کوچک بوده و پروتئینی فراگیر است که در 
زمان تنش بیان شده و کنش های مهمی مانند فعالیت چاپرونی مستقل از 
ATP در پاسخ به تنش های محیطی و کنترل مرگ برنامه ریزی شده سلول 
دارد)5(. نقش HSP40 در گاو هنوز به خوبی مشخص نشده است ولی 
پژوهش های انجام شده در گونه های دیگر نشان می دهد این ژن نقش مهم 
در حفاظت از سلول ها در شرایط تنش دارد )10، 13، 16، 18(. به خوبی 
مشخص شده است که هیدرولیز ATP برای فعالیت فولدینگ پروتئینی 
HSP70 ضروری است و HSP40 سبب تحریک فعالیت ATPase و تثبیت 
با سوبستراهای خود می شود )HSP40 .)18 ،16 ،13 در   HSP70 تعامل
ترکیب با HSP70 به عنوان چاپرون عمل کرده و سبب حفاظت از سلول 

در برابر مرگ برنامه ریزی شده سلول می شود )16، 18(.
در گاوهای هلشتاین تفاوت در بیان ژن HSP40 با بهبود در تکامل رویانی 
در شرایط برون تنی در ارتباط بود که نشان دهنده نقش مهم تر این ژن 
در  یا  نیستند  مواجه  تنش  با  که  در حیواناتی  تولیدمثلی حتی  بازده  در 
داده اند  نشان  پژوهش ها   .)23( می باشد  ندارند  قرار  گرم  محیط های 

.Real-Time PCR جدول 1- توالی آغازگرهای مورد استفاده در

Gene name نام ژن
شماره ی ثبت در بانک ژن

.Accession no

توالی آغازگر )'3-'5(

)3-5( Sequence
جهت

)bp( اندازه ی باند

Amplicon size

ISG15174366_NMGGTATCCGAGCTGAAGCAGTT95رفت

ACCTCCCTGCTGTCAAGGTبرگشت

B-ActinAY141970CTGGACTTCGAGCAGGAGAT110رفت

GGATGTCGACGTCACACTTCبرگشت

HSP 27AB605262.1 TACATTTCCCGTTGCTTCAC78رفت

GGACAGAGAGGAGGAGACبرگشت

HSP 40 001033763.1_NMAACACAACGGGTATGGT84رفت

AAAAAAAAAAAAAAAAAبرگشت

HSP 60001166610.1_NMCGACAACTTCTGCTGTTGTTA109رفت

ATGATGCTATGCTTGGAGATبرگشت

HSP 70JN604432.1AACATGAAGAGCGCCGTGGAGG171رفت

GTTACACACCTGCTCCAGCTCCبرگشت

HSP 90AB072368.1CTGTCATCAGCAGTGGG74رفت

ACATGCCAACAGGATCTACبرگشت
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HSPها برابر جلوگیری از مرگ برنامه ریزی شده سلول که توسط عوامل 
مختلف تحریک می شود افزایش می یابد تا در تعامل با فاکتورهای کلیدی 
را  آن  و  گرفته  قرار  برنامه ریزی شده سلول  مرگ  در مسیر سیگنالینگ 
مهار کند )10(. به همین دلیل بیان افزایشی HSP40 در رویان های دژنره 
عمل  اکسیداتیو  تنش  با  مشابه  حرارتی  تنش   .)23( شد  مشاهده  شده 
گرما  با  از مواجهه  بعد  که  است  بیان ژن های مشابهی  آن  دلیل  می کند 
بیان می شود مانند HSPA14 که نشان می دهد تنش گرمایی سبب افزایش 
آنیون سوپراکسید می شود. تنش  به ویژه  اکسیژن  تولید گونه های فعال 
 HSP بیان  افزایش  و سبب  را مختل   پروتئین  گرمایی همچنین ساخت 
 HSP90 و HSP70 می  شود. بنابراین تنش گرمایی سبب افزایش سطوح
بین  در   .)3( است  سلول  دفاعی  سازوکار  دلیل  به  احتمال  به  که  شده 
به  عضو  حساس ترین  حال  درعین  و  فراوان ترین   HSP خانواده  اعضای 
تنش HSP70 است که همراه با HSP90 در سلول های پستاندارن نقش 
 HSP70 .)8( مهارکنندگی در مرگ برنامه ریزی شده سلول را بر عهده دارد
آزادسازی سیتوکروم C از میتوکندری را مهار کرده و سبب غیرفعال شدن 
 ،HSPB11 3 می شود )13(. شوک حرارتی سبب افزایش بیان-procaspase
HSPA1A، HSP90A1 و HSPB1  شد. پلی مورفیسم در HSP70 با درصد 
گوساله زایی در گاوهای براهمن در ارتباط بود )20(. در گاومیش های که 
در مواجهه با تنش گرمایی قرار گرفتند دو ساعت پس از تنش فراوانی 
 .HSP90>HSP40>HSP60>HSP70 ها به ترتیب زیر بودHSP بیان ژن

بررسی  پژوهش مورد  این  HSP که در  بر HSP70، سایر ژن های  فزون 
کمک  گرما  به  مقاومت  در   )HSP90 و   HSP60  ،HSP40( گرفتند  قرار 
بایستی در نظر داشت که HSP40 و HSP90 به طور کلی  می کنند )6(. 

به عنوان کوچاپرون یا کوفاکتور برای HSP70 عمل کرده و این کمپلکس 
در بازسازی پروتئین پس از شوک گرمایی درگیر است )18(. به طور کلی 
 ،HSP40 تنها ،HSP نتایج پژوهش حاضر نشان داد در بین اعضای خانواده

HSP70 و HSP90 با مرگ و اولیه رویانی در ارتباط بودند. 
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