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 چکیده

 آبساتنی  مرتبط باا  هایگلیکوپروتئین. است شیری در گاوهای مثلتولید بازدهی افزایش ثر درمؤ کلیدی فاکتورهای از یکی آبستنی سریع تشخیص
با توجه به محدود شدن روش اند. قرارگرفته مورداستفادهیر در تشخیص آبستنی گاو اخهای شوند و در سالمی تراوش و تولید آبستن گاوهای جفت توسط

 کیات ناانو  از اساتفاده  باا  آبساتنی  تشخیص زمان کاهش پژوهش این از پس از تلقیح، هدف 03حدود روز  به مورداستفادههای سونوگرافی و سایر روش
 آبساتنی  باا  مارتبط  هاای گلیکاوپروتئین  تشخیص برای ساندویچی الایزای کیتنانو یک منظور، این برای. بود آبستنی با تشخیص گلیکوپروتئین مرتبط

پاییری باالا   گرفت و از ویژگی میل اتصال قرارمورداستفاده  ژنآنتی و بادیآنتی بین تماس سطح افزایشور منظبه مگنت نانوذرات. شد ساخته و طراحی
-همزمان گاو شیری نژاد هلشتاین انتخاب و تکنیک 85در این پژوهش تعداد . بادی به نانوذرات استفاده شدبین استرپتاویدین و بیوتین برای اتصال آنتی

های پلاسمای از انتقال به آزمایشگاه نمونهو پس آوریجمع تلقیح روزانه از پس 03 تا 85 روز از گاوها خون هاینمونه. شد جاممصنوعی ان تلقیح و سازی
-غلظات گلیکاوپروتئین  . شد بررسیروده راست لمس و سونوگرافی از استفاده با ترتیب به آبستنی 03 و 03 روز در آبستنی وضعیت و خون جداسازی شد

 آناالیز شاد. نتاایش نشاان داد، غلظات      SAS افازار نارم گیاری و باا اساتفاده از    های پلاسما با استفاده از نانوکیت انادازه با آبستنی در نمونه های مرتبط
لظات  همچنین اولاین افازایش مشامگیر در غ    .یابدمی افزایش روز در گاوهای آبستن به وابستهصورت به تلقیح از پس 03 تا 18 روز از هاگلیکوپروتئین
 غلظات  تلقیح از پس 12 روز در شدند، داده تشخیص آبستن تلقیح از پس 03 تا روز که پس از تلقیح مشاهده شد و گاوهایی 10ها در روز گلیکوپروتئین
 گلیکوپروتئین غلظت نتایش، این اساس بر. (7/3±85/3 و ng/ml 88/3±15/1 ترتیب به) داشتند غیرآبستن گاوهای با مقایسه در بیشتری گلیکوپروتئین

 روش ایان  کاارایی  تاا  است لازم بیشتری مطالعات حال،ین. بااباشد شیری گاوهای در آبستنی وضعیت از زودهنگام اینشانه تواندمی آبستنی 12 روز در
 .شود ییدتأ

 
 .نانوکیت جنین، گاو شیری، گلیکوپروتئین، آبستنی، سقط :لیدیک هایواژه

 

 8مقدمه

تنااوم محصااولات و بااازدهی ب تاار صاانعت گاااوداری بااه دلیاال 
تولیدمثلی، بیشتر از سایر صنایع پرورشی دام موردتوجاه فعاالان ایان    

گااو   هاای مدیریت تولیدمثل در گلهمبحث قرارگرفته است. در  عتصن
شیری، تشخیص دقیق و سریع آبستنی ازنظر به دست آوردن و حفا   
م حداکثر بازدهی تولیادمثل حاا ز اهمیات اسات. تشاخیص زودهنگاا      

یازی بارای   رآبستنی باعث شناسایی سریع گاوهای غیرآبستن و برنامه
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تأخیر در تشاخیص آبساتنی   (. 88شود )ها در گله میمجدد آن آبستنی
شاود.  زایای در گااو مای   سبب افزایش روزهای بااز و فاصاله گوسااله   

پس  883ید منانچه گاوها تا روز پر تولمطالعات نشان داد، در گاوهای 
 182338تن نشوند، ضرر و زیان اقتصادی روزانه حادود  از زایمان آبس

این مبلغ در  ( که18ریال به ازای هر گاو به دامدار تحمیل خواهد شد )
 های صنعتی بزرگ مبلغ مشمگیری است.دامداری

توسط ( 1PAGی )های مرتبط با آبستنتولید و ترشح گلیکوپروتئین
توسااعه  درم اا   عواماالیکاای از ، آبسااتنیجفاات در اوایاال دوران 

عالاوه   .(81) باشددر اوایل آبستنی می آبستنیتشخیص  هاییشآزما
ها در تشخیص آبستنی، یکی دیگار از  بر کاربرد این نوم گلیکوپروتئین

                                                           
1-Pregnancy associated glycoproteins (PAGs) 

 وهشهای علوم دامی ایران پژ نشریه
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بینی احتمال از دست رفاتن آبساتنی   ها استفاده در پیشکاربردهای آن
های مرتبط باا آبساتنی   که کاهش غلظت گلیکوپروتئینینحوبهاست 
بینی تواند در پیشپس از تلقیح در مقایسه با گاو آبستن می 15وز در ر

باااوجود اسااتفاده از  (. 87از دساات رفااتن آبسااتنی مفیااد باشااد )    
 بینای یشو پ یآبستن یصدر تشخ آبستنی با مرتبط هایگلیکوپروتئین

ها هنوز مشخص آن یزیولوژیعملکرد ف آبستنی، رفتن دست از احتمال
 (.81نشده است )
ترفوبلاست حاین تماایز و   ی اهستهتکو ای ای دو هستههسلول

برخای   دارایکاه   کنناد تولیاد مای  ای های ترشحی ویژهگرانول ،بلوغ
(. اغلاب مطالعاات   7باشند )می  PAGانوامهای جفت ازجمله پروتئین

تاا   88از روز PAG  انوامت غلظ اوهای آبستن،گگزارش کردند که در 
سارم در   PAG ، تنوم در سطوححالینایابد، باافزایش می آبستنی 08

 PAG گیاری ، ماانع از انادازه  و در نژادهاای مختلا    میان حیواناات 

روز پاس از   03اعتماد از آبستنی تاا حادود   عنوان یک شاخص قابلبه
 PAGعضااو از خااانواده  11(. تاااکنون حاادود 81شااود )آبسااتنی ماای

ضاای ایان   از اع اولین عضاو  PAG1 و یا Bپروتئین  .اندشدهییشناسا
گیری آن در خون و شایر  خانواده است که مطالعات زیادی برای اندازه

مناد نموناه کیات الایازا بارای       ،در حال حاضر .(17) شده استانجام
 یدشاده تشاخیص آبساتنی تول   یجاه و درنت PAG1گیری غلظت اندازه

پس از تلقیح را ممکان   03تشخیص آبستنی در روز  کهیطوراست به
ای روش سونوگرافی با روش الایازا و  طالعات مقایسهم (.85سازد )می

یش مشااب ی در تشاخیص   نتاا  PAG1 در تشاخیص   رادیوایمینواسای 
هاایی در  تفااوت  هرمناد پاس از تلقایح نشاان داد     11آبستنی در روز 
 (. 18، 81ها مشاهده شد )های غیرآبستن در برخی روشتشخیص دام
اخت ایمینوحساگرها  یر استفاده از ناانوذرات در سا  اخهای در سال

یجاه افازایش ردیاابی    درنتسبب افزایش حساسایت ایمینوحساگرها و   
عناوان  باه  مغناطیسی بادی شده است. نانوذراتآنتی -ژنواکنش آنتی

 ایگساترده طاور  باه  باالینی  هاای آزمایشاگاه  در بادیآنتی حامل یک
 متعددی دارای مزایای مغناطیسی نانوذرات. گیرندمی قرارمورداستفاده 

 مورد هادف در  هایمولکول متمرکز کردن و آسان از جمله: جداسازی
 حجا   به سطح بالای بسیار نسبت آهنربا؛ یک مخلوط توسط واکنش
 باین  سریع واکنش شده؛ بارگیاری هایبیومولکول مقدار افزایش برای
 .(88) سازی آسان استکومک و بادیآنتی و ژنآنتی

نی باارای داماادار و باا توجااه باه اهمیاات تشاخیص سااریع آبسات    
و روش سونوگرافی به حادود روز   ی موجود در بازارهامحدودیت کیت

طراحای و سااخت   پاژوهش  هادف از انجاام ایان    لقایح،  پس از ت 03
افازایش  درنتیجاه  اساتفاده از ناانوذرات و    تاا بتاوان باا    نانوکیتی باود 

گیری کارد  را اندازه PAG1 تریینهای پاغلظت ،حساسیت کیت الایزا
  زمان تشخیص آبستنی را کاهش داد. مالاً بتواناحتو 

 

 هامواد و روش

 هادام

و  (=01n) هاا شیری نژاد هلشتاین در دو گروه تلیسه وگا 85تعداد 
متعلاق بااه گاااوداری دانشااکده  ( =10n) گاوهاای منااد شااک  زایااش 

وارد  8018 آبان ماهکشاورزی دانشگاه ت ران در این مطالعه از ابتدای 
شدند و میانگین بار در روز دوشش می سههای شیری طرح شدند. گاو
 03در روز  تمام گاوهاا  و کیلوگرم بود 7/01 ± 0/0ها تولید شیر در آن

  .داشتند 8/0پس از تلقیح میانگین نمره بدنی 

 
 ریزی و تلقیح مصنوعیسازی تخمکهمزمان

اووساینک   روش همزماانی  ،ریزیسازی تخمکمنظور همزمانبه
طور خلاصه، بر اساس پروتکل اووسینک تماام گاوهاا   بهشد.  استفاده

)حداقل دو ماه پاس از زایماان    را دریافت کردند GnRHاولین تزریق 
 2αFروز بعااد پروسااتاگلاندین  7و  در گاوهااای منااد شااک  زایااش( 

(PGF2α   .باه تمااام گاوهاا تزریااق شااد )سااعت پااس از تزریااق   71
2αPGF دومین تزریق ،GnRH ساعت  13تا  80 انجام شد و از حدود

باا  گاوهاای تلقایح شاده    ازآن گاوها تلقیح شدند. وضعیت آبستنی پس
 03روده در روز لمس راسات و  03سونوگرافی در روز استفاده از روش 

 انجام شد. گاوداری  باسابقهتوسط تکنسین پس از تلقیح 
 

 های خونآوری نمونهجمع

تا  85از روز  ( =85n) های خون از تمام گاوهای تلقیح شدهنمونه
آوری و از طریق سیاهرگ دمای جماع   روزانه طوربه، پس از تلقیح 03

( به آزمایشگاه EDTAهای حاوی ماده ضد انعقاد )شد و در داخل لوله
ازآنتقاال باه آزمایشاگاه باا     های پلاسمای خون پسمنتقل شد. نمونه
دقیقاه   88و باه مادت    rpm 0333 باا سارعت   یفیوژاستفاده از سانتر

 -13های پلاسما در مند میکروتیوب و در دمای سازی شد و نمونهجدا
  ذخیره شد.  PAG1منظور آنالیز غلظتگراد بهدرجه سانتی

 

 ساخت نانوکیت

منظور مقایسه ب تر کیت تجاری با نانوکیت، در ساخت نانوکیت به
از مواد مشابه کیت تجاری استفاده شد تاا میازان خطاا کااهش یاباد.      

وم ساندویچی الایازا باود و در سااخت آن از دو ناوم     از ن حاضر کیت
باادی ثانویاه(   کلونال )آنتیبادی اولیه( و پلیبادی منوکلونال )آنتیآنتی

 Horseradish peroxidaseآنازی   ،استفاده شد. آنازی  مورداساتفاده  

(HRP)  بادی و آنزی  به نانومگنت شده بود. برای اتصال آنتی یوتینهب
اتصال بالا بین استرپتاویدین و بیاوتین اساتفاده شاد.    از قابلیت تمایل 

نانومگنت استرپتاویدینه قبل از استفاده و بر اسااس پروتکال شارکت    
 هاا طور خلاصه ابتدا با استفاده از شیکر نانو مگنتسازنده آماده شد. به
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 یکارو م 833و سپس  ندطور کامل پراکنده شدبهبافر در داخل محلول 
ه داخال میکروتیاوب انتقاال یافات. در اداماه باا       از این محلول ب یترل

ها بر روی دیواره میکروتیاوب و در مقابال   استفاده از آهنربا نانومگنت
محلاول داخال    ،ثانیه( و باا اساتفاده از پیپات    03آهنربا تجمع یافت )

میکرولیتار   133میکروتیوب خارج شد. پس از جداکردن آهنربا حادود  
 31/3( به همراه =2/ 7 pH) PBSیا بافر شستشو )بافر فسفات سالین 

( به میکروتیاوب اضاافه شاد و باا اساتفاده از پیپات       13تو ین  درصد
میکروتیوب در مجاورت آهنربا قارار   اً. مجددندپراکنده شد هانانومگنت

گرفت و عمل جداسازی بافر شستشو و پراکنده کردن مجادد تاا ساه    
-بیوتینه )شامل آنتی در ادامه و برای اتصال ترکیبات مرتبه تکرار شد.

 -بیوتینه( و تولید ترکیب نانو مگنت HRPبادی ثانویه بیوتینه و آنزی  
دهاد،  آنزی  که بخش اصلی ساختار نانوکیت را تشکیل می -بادییآنت

شاده در مطالعاات قبلای    مطابق دستورالعمل شارکت و روش گازارش  
 83نه با یتر آنزی  بیوتیل یکروم 033خلاصه  طور( به03، 11عمل شد )

میکرولیتر محلول حاوی نانومگنت  833بادی بیوتینه به میکرولیتر آنتی
پوشیده شده با استرپتاویدین اضافه شد. مخلوط حاصل به مادت یاک   

یات مخلاوط   درن اساعت و در دمای اتاا  روی شایکر قارار گرفات.     
با مگنت جدا شد و پس از سه بار شستشو با بافر شستشو،  آمدهدستبه

درجااه  2تفاده در مراحاال بعاادی در یخچااال و در دمااای  باارای اساا
 (. 03ذخیره شد ) گرادسانتی
 

 PAG1گیری غلطت روش اندازه

 تجااری کیات   باا اساتفاده از  هاای پلاساما   نمونه PAG1غلظت 
(Bioassay Technology, Cat.No：E0316B0, China ) موجود

-اندازه. شد گیریاندازه در این پژوهش، شدهساخته در بازار و نانوکیت

ی بار اسااس   تجاار در هنگام استفاده از کیات   PAG1گیری غلظت 
طاور  باه . انجاام شاد   و توسط تکنساین آزمایشاگاه   دستورالعمل کیت

نانوکیات باه   با اساتفاده از   PAG1غلظت  گیریروش اندازه ،خلاصه
 .(15) شرح ذیل بود
د و اضافه ش هامیکرولیتر( به ماهک 833بادی اولیه )آنتی در ابتدا
ها با یک درپوش پلاستیکی پوشیده شد و به مادت یاک   درب ماهک

نگ اداری شاد. در    گرادسانتیدرجه  2در یخچال و در دمای  روزشبانه
پنش درصد(  13با تو ین  Tris-HCl)ها سه مرتبه با بافر )ادامه ماهک

باادی  منظور مسدود کردن نقاطی که آنتیشستشو داده شد و سپس به
درصاد اضاافه    8ت به هر ماهک آلبومین سرم گاوی متصل نشده اس
گراد و به مدت یاک سااعت   درجه سانتی 07ها در دمای شد و ماهک

ها ریخته های پلاسما در ماهکنمونهازآن با درپوش پوشانده شد. پس
گراد قرار داده شد. درجه سانتی 07شد و به مدت یک ساعت در دمای 

 -باادی ثانویاه  جموعاه آنتای  هاا، م مرحله شستشوی ماهاک  2بعد از 
-یخچال نگ داری می در شده بود ونانومگنت که از قبل آماده -آنزی 

ها اضافه شد و مشابه مرحله قبل و با همان شارایط باه   شد به ماهک
پس از گیشت یاک سااعت محلاول    مدت یک ساعت نگ داری شد. 

 ها با استفاده از بافر شستشو م اار تخلیه شد و ماهک هاماهکداخل 
میکرولیتر از سوبسترای تترا متیال   83سپس  .مرحله شستشو داده شد

دقیقاه در   83در هر ماهک ریخته شد و باه مادت    (TMBبنزیدین )
درجه حرارت اتا  و در تاریکی انکوبه شد. در پایان باا اضاافه کاردن    

( HCl) یدکلریدریکاسا میکرولیتار   83محلول متوق  کننده واکنش )
جیب نوری با دستگاه الایازا ریادر      شد.در هر ماهک واکنش متوق

(Hiperion-model: MPR4+)  نااانومتر و بااا   283 مااوجطااولدر
 (.15گیری و قرا ت شد )نانومتر اندازه 003رفرانس فیلتر 

  

 آنالیز آماری

شده است و ارا ه خطای استاندارد ±صورت میانگین ها بهتمام داده
 03تاا   85ما کاه از روز  های پلاسا در نمونه PAG1تفاوت در غلظت 

هاای تکارار   داده صورتبود به شدهیآورصورت روزانه جمعآبستنی به
 SAS 9.4 (SASافازار  نارم  و باا  MIXED رویاه  شده در زماان باا  

Institute Inc., Cary, NC )های مربوط به . نمونهشد وتحلیلیهتجز
آناالیز شاد. مقایساه     SASافازار  نارم  GLMباا رویاه    12غلظت روز 

 انجام شد. 38/3و در سطح آماری  LSmeansها با استفاده از میانگین
 ذیال  صورتبه PAG1 غلظت نتایش زایی،¬گوساله عملکرد اساس بر

 ،(b) کااذب  مثبت تشخیص ،(a) صحیح مثبت تشخیص: شد محاسبه
 اسااس  بار (. d) کااذب  منفای  تشخیص و( c) صحیح منفی تشخیص

 × a/a + d) حساسایت  ،(c/c + b × 100) اختصاصایت  فاو   نتاایش 

 بینای ارزش پایش  ،(a/a + b × 100) مثبات  بینای پیش ارزش ،(100
 a + c/a + b + c + d) درن ایت دقت کلی و( c/c + d × 100) منفی

 .شد محاسبه نانوکیت( 100 ×
 

 و بحث نتایج

 سازی و وضعیت آبستنیهمزمان

 روشگاااو بااه  2 گاااو 85اووسااینک، از تعااداد  روشبااا انجااام 
وسااینک پاسااا ندادنااد و از تمااام آنالیزهااای آماااری حاایف شاادند. او
باا  پاس از تلقایح    01( از گاوها در روز 82از  10درصد ) 25 حالینباا

 03تاا   01آبستن تشاخیص داده شادند. از روز   استفاده از سونوگرافی 
( از گاوهاا آبساتن بااقی ماندناد و     10از  81درصاد )  70پس از تلقیح 

و باا  پاس از تلقایح    03تاا   01رفتاه در فاصاله   دسات مقدار آبستنی از
در  ( بود.10از  7درصد ) 87روده حدود راست استفاده از روش بازرسی

کل وضعیت آبستنی در زمان استفاده از روش اووسینک تاا پایاان روز   
مقاادار آبسااتنی   ( بااود.82از  81درصااد ) 08پااس از تلقاایح   833

شاده اسات. در   گازارش شاده متفااوت   رفته در مطالعات انجاام ازدست
انجام شد نرخ از دست رفاتن آبساتنی در    1330ای که در سال مطالعه
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درصد گازارش شاد    5/2-2/88روز پس از تلقیح  13تا  03بازه زمانی 
 7/7پس از تلقایح   25تا  01که در مطالعات دیگر طی روزهای حالیدر

از  (. مطالعاه دیگاری کاه   82، 8، 1رفته باود ) ها ازدستدرصد آبستنی
روده برای شناسایی آبساتنی اساتفاده کارده    سونوگرافی و لمس راست

گاو در امریکای شمالی و در بازه  881رفتن آبستنی در دستبود نرخ از
(. در 83درصاد گازارش کارد )    87پس از آبساتنی را   03تا  01زمانی 

 01همان سال و در گزارشی دیگر نرخ از دست رفتن آبستنی در باازه  
(. اخیاراً در  0شاده اسات )  درصاد گازارش   8/82از تلقیح پس  103تا 

 81تا  08و  08تا  12رفتن آبستنی در بازه زمانی گزارشی نرخ از دست
شاده اسات   گازارش  درصاد  5/81و  5/13روز پس از تلقیح به ترتیب 

رفته پس های از دست(. در همین مطالعه، گزارش شد اکثر آبستنی87)
افتد. در ایان  پس از تلقیح اتفا  می 05 تا 08، طی روزهای 08از روز 

کناد ولای علات ایان     ها نیز کاهش پیدا مای بازه غلظت گلیکوپروتئین
شادن  (. باا توجاه باه همزماان    87کاهش هنوز مشخص نشده است )

-ومیر جنین، ایان ( و افزایش نرخ مرگPAGکاهش ترشحات جفت )

و نقص  تواند نارساییومیر جنین میشود که علت مرگطور تصور می
 . (8)جفت باشد 

 PAG1 روند تغییرات

)استانداردها( با استفاده از  PAG1های مختل  گیری غلظتاندازه
حساسایت بیشاتری    نانوکیت نشاان داد کاه نانوکیات    وکیت تجاری 

-را تشخیص مای  ng/mL 30/3 غلظت نسبت به کیت تجاری دارد و

شات  که در کیت تجاری ایان دقات تشاخیص وجاود ندا    د درحالیده
(. یکی از دلایل اختلاف در قدرت تشخیص، حساسیت بیشتر 8)شکل 

ژن تعاداد  بادی باه آنتای  نانوکیت است مراکه به ازای اتصال هر آنتی
تواند سابب افازایش   بیشتری آنزی  در فرآیند دخالت دارند که این می

-شده توسط الایزا خوان و درنتیجه تشخیص غلظات جیب نوری ثبت

( و ایان  15در مقایسه با کیت تجاری شود ) PAG1های خیلی پایین 
باادی باه   در حالی است که در کیت تجاری به ازای اتصال هار آنتای  

ژن یک آنزی  در فرآیند دخالت دارد و این سابب کااهش جایب    آنتی
شود. دلایل دیگر ایان اخاتلاف   شده توسط الایزا خوان مینوری ثبت

و ناوم   شدهاستفادهکلونال( یبادی )مونوکلونال یا پلمربوط به نوم آنتی
PAG (0شود )بادی شناسایی میاست که توسط آنتی.  

 

 
 PAG1های مختل  غلظت یری شده با استفاده از دو کیت تجاری و نانوکیت درگاندازهتفاوت در میزان جیب نوری  - 1شکل

Figure 1- Comparison of commercial kit and nano-kit in measuring various concentration of PAG1 

 
پلاسما از روز  PAG1غلظت  وزانهمنظور بررسی روند تغییرات ربه

مربوط به گاوهایی که تاا   های پلاسماینمونهپس از تلقیح،  03تا  85
 0تلیساه و   0گاو شامل  81)تعداد  پس از تلقیح آبستن ماندند 03روز 

(. 1)شاکل  گیری شد هبا استفاده از نانوکیت انداز گاو مندشک  زایش(
در پلاسمای خون گاوهای آبساتن از   PAG1اولین افزایش در غلظت 

اداماه   تلقایح پس از  03شروم شد و این روند افزایشی تا روز  10روز 
 03تا  13در گاوهای آبستن از روز  PAG1روند تغییرات غلظت  یافت.

 هاا آناالیز داده  ینهمچنا . (8 شاکل )سیر صعودی داشت  پس از تلقیح

پلاسما در گاوهای آبساتن   PAG1نشان داد که روند تغییرات غلظت 
 .( > 338/3Pرد )تحت تأثیر روز آبستنی قرار دا

در گاوهااای آبسااتن و  PAG1رونااد تغییاارات غلظاات  0شااکل 
 11دهد. در روز آبستن باقی نماندند را نشان می 03گاوهایی که تا روز 

ز تلقیح آبستن ماندند در پس ا 03پس از تلقیح بین گاوهای که تا روز 
 PAG1رفته باود غلظات   ها ازدستمقایسه با گاوهایی که آبستنی آن

 باین  12در روز  PAG1(. غلظات  0داری نداشت )شاکل  تفاوت معنی
پاس از تلقایح    03وز رآبساتن تاا    03روز  در بازه زماانی  گاوهایی که



 121     ...تشخیص منظوربهآبستنی  با مرتبط افزایش حساسیت کیت الایزای گلیکوپروتئین

ز تلقیح پس ا 03تا  01گاوهایی که در بازه در مقایسه با آبستن ماندند 
( و > P 38/3) داری داشت، تفاوت معنیرفته بودها ازدستآبستنی آن

 18بودن با  ng/mL 10/8بیش از  PAG1گاوهایی که دارای غلظت 
پس از تلقیح آبستن باقی ماندناد. همچناین    03درصد اطمینان تا روز 

 ng/mL81/3) 12 یدر روز آبساتن در گاوهای آبستن  PAG1غلظت 

( تفااوت  ng/mL81/3 ±03/1 ) آبستنی 03روز سه با ( در مقای±15/1
 (.2شکل ) > P) 338/3)داری داشت معنی

 

 
آبستنی جنین زنده  03آبستنی در گاوهای شیری هلشتاین که در روز صفر تلقیح شدند و در روز  03تا  85های پلاسما از روز در نمونه PAG1غلظت  (SE±)میانگین  -2شکل 

 (.> P 38/3آبستنی اتفا  افتاد ) 10در روز  PAG1در غلظت  داشتند. اولین افزایش
Figure 2- Mean (±SE) plasma concentrations of PAG1 from day 18 to 30 of gestation in Holstein dairy cows that received AI on day 

0 and had a viable embryo on day 30 of gestation. The first increase in PAG1 concentration occurred on day 22 of gestation (P<0.05). 

 
مشااابه  در ایاان مطالعااه تقریباااً PAG1رونااد تغییاارات غلظاات 

سرم را در گاوهای آبساتن   PAG1بود که روند تغییرات  ییهاگزارش
کاه در   شاد گزارش مطالعه در این زمینه گزارش کرده بودند. در اولین 

شده در سرم مشاهده PAG1ها غلظت همه آن بعضی از گاوها و نه در
 در اداماه آبستنی روند افزایشای داشات و    01تا  88خون گاوها از روز 
تاا آخار    08پس از تلقیح کاهش یافات و از روز   03غلظت آن تا روز 

(. روناد تغییراتای   10طور پیوسته غلظت آن افزایش یافات ) آبستنی به
کااه از کیاات الایاازای ( 1382و همکاااران ) لاسااونمشاااب ی توسااط 

. مطالعاات  (80) شاده اسات  مشاب ی استفاده کرده بودند نیاز گازارش  
( نیز روند تغییراتی مشااب ی را در پلاساما و   1388) و همکاران ریچی

. در این تحقیق گازارش شاد کاه روناد     نشان دادشیر گاوهای شیری 
تغییرات غلظت گلیکوپروتئین در شیر مشابه پلاسمای خاون اسات باا    

در  هاا گلیکاوپروتئین  تفاوت که غلظت آن در شیر نصا  غلظات  این 
 (.11) پلاسمای خون است

نتایش مربوط به بررسی وضعیت آبستنی باا اساتفاده از    8در شکل 
)روز اساتاندارد   پاس از تلقایح   03در روز  دو کیت تجاری و نانوکیات 

کاه در   طاور هماان است.  شدهدادهشده در کیت تجاری( نشان یهتوص
گیری شده توسط دو کیات  اندازه PAG1لظت ص است غشکل مشخ

دهد که استفاده از اشت و این نشان میداری ندتفاوت معنی 03در روز 
تواناد جاایگزین مناسابی    کیت گلیکوپروتئین در تشخیص آبستنی می

هاای مختلفای اقادام باه     های مرسوم باشد و شرکتبرای سایر روش
صاورت  هاا باه  ساه نموناه از آن  و  اناد کردهها تولید این سری از کیت

 (.13تجاری در بازار موجود است )

ب تارین   عناوان به 12ها و مشخص شدن روز پس از بررسی داده
-نموناه  PAG1، غلظات  PAG1زمان تشخیص آبستنی با استفاده از 

-آبساتنی انادازه   12های پلاسمای خون گاوهای تلقیح شاده، در روز  

عیین وضعیت آبساتنی آناالیز شاد    منظور تهای مربوطه بهگیری و داده
در گاوهایی که بر اساس غلظت  12در روز  PAG1(. غلظت 0)شکل 

پاس از تلقایح    03پروژسترون آبستن تشاخیص داده شادند و تاا روز    
 12باود. گاوهاایی کاه در روز     ng/mL 38/3 ±88/1 آبساتن ماندناد  

 پس از تلقیح آبستن نبودند 03آبستن تشخیص داده شدند ولی در روز 
 ng/mL پس از تلقیح 12ها در روز پلاسمای خون آن PAG1غلظت 

 12در روز  PAG1همچنااین غلظاات  .(0)شااکل بااود  ±30/8 30/3
پس از تلقیح آبستن بودناد در   03و  12آبستنی در گاوهایی که در روز 
آبستن تشخیص داده شدند و تاا روز   12مقایسه با گاوهایی که در روز 

 P 3338/3داری داشت )اندند تفاوت معنیپس از تلقیح آبستن نم 03

کننده جناین  های دریافتدر تلیسه 1380ای که در سال در مطالعه(. >
هاا در روز  انجام شد نتایش نشان داد که منانچه غلظت گلیکاوپروتئین 

باا  باشد دقات تشاخیص آبساتنی     ng/mL 01/8آبستنی بیش از  12
(. در مطالعاه  81) اسات  درصاد  11بیش از ها استفاده از گلیکوپروتئین
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پاس از تلقایح غلظات     12چاه در روز  ند کاه منا شا مشاب ی گزارش 
باشاد دقات    ng/mL 31/1در گااو شایری بایش از     هاا گلیکوپروتئین

درصد است. همچنین  18آبستنی بیش از  82تشخیص آبستنی تا روز 
پس از تلقایح در تشاخیص    12در روز  ng/mL 30/3غلظت کمتر از 

(. بار اسااس نتاایش    1درصد است ) 18دارای دقت  گاوهای غیرآبستن
 12در روز  PAG1غلظات   (13) این مطالعه و سایر مطالعاات مشاابه  

عنوان شاخصی سریع در تشخیص زودهنگاام  تواند بهپس از تلقیح می
 آبستنی باشد. 

 12گاوهاایی کاه در روز    ،نتایش این مطالعه ی و بر اساسطورکلبه
 03داشاتند و در روز   ng/mL 37/3 ±15/1 بایش از  PAG1غلظات  

داشتند  ng/mL 37/3 ±1/1 پلاسمای بیش از PAG1آبستنی غلظت 
 پلاسامای  PAG1آبستنی باقی ماندند. گاوهایی که غلظت  03تا روز 
 03داشتند نیااز باه ماک مجادد در روز      ng/mL 37/3 ±83/8 حدود

غیار آبساتن تشاخیص     03آبستن ولای در روز   08در روز زیرا  شتنددا
دهنده آمار بالای سقط در بازه زمانی باین  و این نتایش نشان اده شدندد

 .آبستنی است 03تا  03روز 
 

 
آبستن بودند و یا  03آبستنی در گاوهای شیری هلشتاین که در روز صفر تلقیح شدند و در روز  03تا  13های پلاسما از روز در نمونه PAG1غلطت  (SE±)میانگین  -3شکل 

 (.> P 38/3رفته بود تفاوت مشمگیری داشت )ها ازدستبین گاوهای آبستن و گاوهایی که آبستنی آن 12در روز  PAG1رفته بود )غیر آبستن(. غلظت ا ازدستهآبستنی آن
Figure 3- Mean (±SE) plasma concentrations of PAG1 from day 20 to 30 of gestation in dairy cows that received AI on day 0 and 

was pregnant on day 60 of gestation or lost pregnancy (Nonpregnant). Concentration of PAG1 on day 24 was significantly different 

between pregnant and non-pregnant cows (P <0.05). 
 

 
که در روز صفر تلقیح شدند و در روز  گاوهای شیریدر  پس از تلقیح 03و  12در روز از نانو کیت  شده با استفادهگیریاندازه PAG1 پلاسمای غلظت (SE±)میانگین  -4شکل 

 داری است.تفاوت معنی دهندهنشان  P. a,b) >3338/3داری داشت )آبستنی تفاوت معنی 03در مقایسه با روز  12در روز  PAG1غلظت . پس از تلقیح جنین زنده داشتند 03
Figure 4- Mean (±SE) plasma concentrations of PAG1 on days 24 and 30 after AI in dairy cows that received AI on day 0 and had a 

viable embryo on day 30 of gestation. PAG1 concentration on day 24 had significant difference compared with day 30 of gestation (P 

< 0.0001). a,b denote a significant difference. 
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یت. تمام گاوهای شیری در روز صفر نانوکآبستنی با استفاده از دو کیت تجاری و  03های پلاسمای گاوهای آبستن در روز در نمونه PAG1غلطت  (SE±)میانگین  -5شکل 

 آبستنی جنین زنده داشتند. 03تلقیح شدند و در روز 

Figure 5- Mean (±SE) plasma concentrations of PAG1 on day 30 of gestation use of both commerical kit and nano kit. All dairy 

cows that received AI on day 0 and had a viable embryo on day 30 of gestation. 

 

 
آبستن ماندند  03شخیص داده شدند و تا روز آبستن ت 12شیری که در روز صفر تلقیح شدند و در روز  در گاوهای آبستنی 12وز ر در PAG1غلظت   (SE±)میانگین   -6کل ش

روز  کمتری در PAG1تجربه کردند در مقایسه با گاوهایی که آبستن باقی ماندند غلظت  03ومیر جنین را تا روز ومیر جنین را تجربه کردند. گاوهای هلشتاینی که مرگو یا مرگ
 اری است.دتفاوت معنی دهندهنشان P < .a,b) 3338/3آبستنی داشتند ) 12

Figure 6- Mean plasma concentrations of PAG1 (mean ± SEM) on day 24 of gestation in dairy cows that received AI on day 0 and 

diagnosed pregnant on day 24 of gestation and either maintained or experienced embryonic mortality by day 30. Holstein cows that 
experienced late embryonic mortality by day 30 of gestation had decreased (P < 0.0001) circulating concentrations of PAG1 on Day 

24 compared with cows that maintained an embryo until Day 30. a,b denote a significant difference. 

 
 13 تاا  80بعاد تلقایح )حادود     03تاا   03زه ومیر جنین در بامرگ

( و همچناین در ایان   85شده است )درصد( در بیشتر مطالعات گزارش
یابد و علات  پس از تلقیح کاهش می 03نیز تا روز  هاPAGباز غلظت 

(. عوامل زیاادی در عادم موفقیات    80آن هنوز مشخص نشده است )
یکای از   کاه احتماالاً  دخالات دارناد    PAG1آبستنی و کاهش غلظت 

نوساانات هورماونی و    .(7) تواند عدم تکامل جفت باشاد یدلایل آن م
تواند یکی دیگر از دلایل عدم رشد کامل جفات  افزایش تولید شیر می

 (.11، 7و درنتیجه از دست رفتن آبستنی باشد )
 12های مربوط به تعیین وضعیت آبستنی در روزهاای  بررسی داده

حساسیت، اختصاصای باودن و دقات     پس از تلقیح نشان داد که 03و 
 03نسابت باه روز    12تشخیص آبستنی با استفاده از نانوکیات در روز  

نتاایش   بررسای (. 8درصد بود )جادول   13و  58، 10آبستنی به ترتیب 
پس از تلقایح نشاان داد    03مربوط به کیت تجاری و نانوکیت در روز 

سات  درصاد در تشاخیص آبساتنی ا    13که کیت معمولی دارای دقت 



 0939بهار  0، شماره 00نشریه پژوهشهای علوم دامی ایران جلد     121

حاال  ینبااا  (.8درصد است )جدول  11نانوکیت دارای دقت که یدرحال
هاای  ین مزیات تار م ا  یکای از   12تعیین وضاعیت آبساتنی در روز   

دهاد  روز کاهش می 0نانوکیت است مراکه زمان تشخیص آبستنی را 
و تشخیص آبستنی در این بازه زمانی اهمیت اقتصادی فراوانای بارای   

-از تأخیر در آبستنی جلوگیری مای  یزیان ناش دامدار دارد و از ضرر و

  یاز است.موردنوجود مطالعات بیشتری در این زمینه ینبااکند 

ها در تشخیص آبساتنی بساته باه روش    استفاده از گلیکوپروتئین
 هاا باادی یخصوص در زمان استفاده از آنتمورداستفاده و دام هدف، به

غلظات   هاا، نوم بودن گلیکاوپروتئین متفاوت است مراکه علاوه بر مت
 گاوهای با شرایط مختل  نیاز متفااوت اسات   ها در بین گلیکوپروتئین

 دهاد نشاان مای   وجاود دارد کاه   یتاوج  شواهد قابال همچنین (. 85)
PAG    ها دارای الگوی ترشح زمانی مجزا و متفاوتی نسابت باه ساایر

آبساتنی   ، برخی زودتر و یاا دیرتار در طای   هستنداعضای این خانواده 
شاده  های ترشحPAGشوند و اطلاعات کمی در مورد اولین ترشح می

حاااال مطالعاااات زیاااادی اساااتفاده از  ینبااااا (.10، 7وجاااود دارد )
عنوان یک روش مؤثر و سریع در تشخیص آبستنی ها بهگلیکوپروتئین
(. البته نتایش متناقضی در برخای از  81، 87، 1، 7، 0اند )را توصیه کرده

 کاه در آن از  ایهمطالعا ، در مثاال عنوانبهشده است. زارشمطالعات گ

نشاان داد  ها استفاده شاد نتاایش   مربوط به گلیکوپروتئینکیت تجاری 
 18گلیکاوپروتئین در روز   دقت تشخیص آبستنی باا اساتفاده از کیات   

در دیگاری کاه   ای (. در مطالعاه 81پس از تلقیح بسیار پاایین اسات )  
غلظت گلیکاوپروتئین در پلاسامای    شد، شیرده انجام گاوهای گوشتی

 هاای قبلای  آبستنی نسبت باه نموناه   12خون گاوهای آبستن در روز 
در و همان گزارش  حالینداری داشت، بااافزایش معنی همان آزمایش
روش در تشخیص آبستنی ک  این نشان داد دقت  نتایش آزمایشی دیگر

اوت در ترشاح  تفا  ،(. یکی از دلایل احتماالی ایان اخاتلاف   85است )
و  گازارش شاد  آبستنی و یا روزهای قبال   12ها در روز گلیکوپروتئین

کاه توساط ایان     باود  هاایی نوم گلیکوپروتئیندلیل دیگر اختلاف در 
ای کاه باهادف تشاخیص    (. در مطالعاه 5، 7) ها شناساایی شاد  روش

اجارای پروتکال    باا  هاا و PAGآبساتنی باا اساتفاده از    زودهنگام غیر
نجام شد، پس از مشاخص شادن وضاعیت آبساتنی و     سازی اهمزمان

پااس از زایااش، پروتکاال  17تشااخیص گاوهااای غیرآبسااتن در روز 
انجام شد. نتیجه این تحقیق این بود که استفاده  مجدد سازیهمزمان

ساازی  به هماراه اجارای پروتکال همزماان     PAGاز تست تشخیص 
دهاد  یش میمجدد در مقایسه با سونوگرافی نرخ آبستنی را در گله افزا

(12.) 
 

 مصنوعی. پس از تلقیح 03و  12در روز تشخیص زودهنگام آبستنی در گاوهای شیری هلشتاین با دو کیت تجاری و نانوکیت و غلظت پروژسترون  -1جدول 
Table 1- Diagnosis of early pregnancy in Holstein dairy cows by means of commercial kit and nano -kit and progesterone 

concentration (P4) on days 24 and 30 after AI. 

Item 

 مورد

Pregnancy diagnosis on day 24 

 24تشخیص آبستنی در روز 
Pregnancy diagnosis on day 30 

 33تشخیص آبستنی در روز 
P4 kit 

 کیت پروژسترون
Nano –kit 

 کیت نانو
Commercial kit 

 کیت تجاری
Nano –kit 

 نانوکیت 
A 26 25 25 24 
B 9 4 3 3 
C 19 24 24 26 
D 0 1 2 1 
Sensitivity (%) 

 96 92 96 100 حساسیت

Specificity (%) 

 89 88 85 67 اختصاصیت

Positive predictive value (%) 

 88 89 86 74 بینی مثبتارزش پیش

Negative predictive value (%) 

 96 92 96 100 بینی منفیارزش پیش

Overall accuracy (%) 

 92 90 90 83 دقت کلی

A تشخیص درست آبستنی؛ ب: تشخیص نادرست آبستنی؛ :C تشخیص درست غیر آبستنی؛ :D.تشخیص نادرست غیر آبستنی : 

A: diagnosis of pregnancy corrects; B: diagnosis of pregnancy incorrect; C: diagnosis of no pregnancy corrects; D: diagnosis 

of no pregnancy incorrect. Sensitivity = 100 × a/a + d; specificity = 100 × c/c + b; positive predictive value = 100 × a/a + b; 

negative predictive value = 100 × c/c + d.; overall accuracy = a + c/a + b + c + d × 100. 

 
هاای  تشاخیص آبساتنی در داماداری    در شاده استفادههای روش

مختل  بسته به اهداف دامدار و شرایط دامداری متفاوت است و اغلب 
روده و یااا در صاورت دسترساای بااه تج یاازات  از روش لماس راساات 

کنناد و بیشاتر   سونوگرافی و تکنسین مجرب این روش را انتخاب می
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ی دامداران منتظر برگشت دام به مرخه فحلی هستند و از های  روشا  
هاای  کنند. یکی از دلایال عادم اساتفاده دامادار از روش    استفاده نمی

هاای تاأخیر در   تواند عدم آگاهی از ضرر و زیاان تشخیص آبستنی می
هاای تشخیصای و   آبستنی باشد و عامل بعادی پیچیاده باودن روش   

(. با توجه 80یاز در تشخیص آبستنی است )موردنتج یزات و تکنسین 
هار روش  هاای دام،  ر آبساتنی در گلاه  تا یعسار به اهمیت تشاخیص  

بایاد باا روش دقیاق ساونوگرافی مقایساه شاود و        آبساتنی تشخیص 
محدودیت هر دو روش باید در نظر گرفته شود. تشخیص آبساتنی بار   

پس از تلقیح نشان داد که باه لحاا     08در روز  PAGاساس غلظت 
 ،81آبساتنی اسات )   08با روش ساونوگرافی در روز   یسهمقادقت قابل

زودترین زمان ممکن برای تشخیص آبساتنی باا اساتفاده از    (. 11، 81
شده است. با توجاه باه   پس از تلقیح گزارش 03سونوگرافی حدود روز 

هاا و تکنساین   های مرباوط باه روش ساونوگرافی )هزیناه    محدودیت
 یاز است. موردنمجرب( استفاده از روشی جایگزین 

شاود پاس از   مای  سببدر دام وضعیت آبستنی  تریعتشخیص سر
سازی پروتکل همزمان تکرارآبستن و در صورت شناسایی گاوهای غیر

نرخ آبستنی در گله افزایش یاباد و از طرفای باا     در دام، ریزیتخمک
خیر أاقتصادی که به دلیل تا و زیان  روزانه از ضرر ،کاهش روزهای باز
-حلجلوگیری کند. نتایش دقت ف شود،تحمیل می در آبستنی به دامدار

یابی و تأثیرات اقتصادی آن در گاوداری نشان داد برای یک گااو کاه   
خیر در أکند به ازای هار روز تا  کیلو شیر تولید می 18در اوج شیردهی 
ریال زیان به گااودار   23818پس از زایش،  833تا  58آبستنی از روز 

رخ دهاد ایان    878تا  820وارد خواهد شد و اگر آبستنی بین روزهای 
ریال افزایش خواهد یافت )این اطلاعات مربوط  03818حدود  زیان به
(. در 88ریاال باود()   1733است که قیمت هر لیتر شیر  8052به سال 
خیر در أانجام شد زیان ناشای از تا   8011که در سال  دیگریمطالعات 

کیلوگرم شیر، در اولاین   28آبستنی در گاوهای شیری با حداکثر تولید 
ریاال   182338باه ازای هار روز    ،از زایماان  پس 883ماه پس از روز 

-روش از هاا گااوداری  اغلب در حاضر حال در (.18شده است )گزارش

 رودهراسات  لماس  مانند باروز فحلای و   آبستنی تشخیص سنتی های
 روشاز  یاز مااازارم صااانعت برخاای در  و( یآبساااتن 28)حاادود روز  
 یشجه باه نتاا  تو با .شودمی استفاده( آبستنی 03روز  حدود) سونوگرافی

احتمال تشخیص آبستنی و از دست رفتن آبستنی بر اسااس  مقاله  ینا
پاس از تلقایح    12های مرتبط با آبساتنی در روز  غلظت گلیکوپروتئین

 12به روز  03از روز  یآبستن تعیین وضعیت زمان با کاهش وجود دارد.
ریاال )بار    182338 توان از ضرر و زیان اقتصادی روزاناه می روز(، 0)

( باه ازای هار گااو جلاوگیری     8011اساس نتایش منتشر شده در سال 
و مرباوط باه هزیناه    مجادد   یدر آبساتن  یرتأخ کرد. این مبلغ به دلیل

نگ داری گاو است و در مزارم صنعتی پرورش گاو که تعداد زیادی گاو 
 . شوند، این مبلغ بسیار مشمگیر استنگ داری می

ی تشخیص حیوانات غیرآبساتن  ، توانایمطالعهبر اساس نتایش این 

زیرا با کاهش  است یرپیامکان 12در روز  PAG1با استفاده از غلظت 
بررسای   حالین. بااین وجود داردجنسقطغلظت آن در این روز احتمال 

به عنوان یک روش تشخیصای زودهنگاام    12در روز  PAG1غلظت 
 یهاا غیرآبستنی نیاز به بررسی بیشتر دارد مراکه بار اسااس گازارش   

 5/13 آبستنی 08 تا 12منتشرشده میزان از دست رفتن آبستنی از روز 
 (.85در صااد اساات ) 5/81آبسااتنی حادود   03تااا  08درصاد و از روز  

 03تاا   08و  03تاا   12ومیر جنین در بازه زماانی  حال علت مرگینباا
آبستنی هنوز مشخص نشده است و مطالعاات زیاادی در ایان زمیناه     

ها برای یافتن دلایل آن همچنان اداماه دارد.  لاششده است و تانجام
باا مارگ جناین نیاز      PAG1در رابطه با ارتباط غلظت پروژسترون و 

مطالعاااتی انجااام شااد. نتااایش ایاان مطالعااات نشااان داد کااه غلظاات  
پروژسترون در قبل و بعد انتقال جنین هی  ارتبااطی باا مارگ جناین     

مانادن جناین   با زناده ارتباط مثبتی  PAG1که غلظت حالینداشت در
(. البته این یک امری طبیعی است مراکاه پروژساترون   85، 2داشت )

عنوان معیار مستقیمی به PAG1مستقی  از آبستنی است و معیاری غیر
از وضعیت آبستنی است و تن ا در صورت آبستنی دام از جفات ترشاح   

-رکه غلظت پروژسترون در فااز لوتئاال و در دام غیا   حالیشود، درمی
یابد و بیانگر فعالیت جس  زرد است. البته عوامل آبستن نیز افزایش می

های کیستی لوتئیناه شاده   دیگری نظیر عفونت رح  و وجود فولیکول
شاوند. مطالعاه   نیز سبب افزایش غلظت پروژسترون در خون گاو مای 

کااهش   پروژساترون زودتر از  PAG1دیگری گزارش کرد که غلظت 
روی جسا   از پاس  زودتردهد که مرگ رویان ییابد و این نشان ممی

(. بنابراین مطابق با نتایش ایان مطالعاه، کااهش    85افتد )زرد اتفا  می
مانناد  آبستن نمی 03در گاوهایی که تا روز  12در روز  PAG1غلظت 
تواند با مرگ زودهنگام جنین ارتبااط مساتقیمی داشاته باشاد.     نیز می

منظاور مشاخص   باه  12در روز  PAG1حال اساتفاده از غلظات   ینباا
بینی احتمال مارگ جناین در ایان باازه     شدن وضعیت آبستنی و پیش

تواند علاوه بر کاهش روزهای باز، باه ورود زودتار گااو باه     زمانی می
وضعیت آبستنی و یا تلقیح مجدد کمک کند و از زیان اقتصادی که به 

کند. البتاه  شود، جلوگیری دلیل تأخیر در آبستنی به دامدار تحمیل می
های مختلا  و نژادهاای   در دام PAG1به دلیل متفاوت بودن غلظت 

هاایی باا شارایط متفااوت و در     مختل  انجام مطالعاات بیشاتر در دام  
 یاز است.موردننژادهای مختل  

 

 کلی گیرینتیجه

که نانوکیت به دلیل حساسایت بیشاتر   نتایش این مطالعه نشان داد 
( را کاه در هفتاه   ng/mL 30/3) PAG1هاای کمتار   تواند غلظتمی

های ترفوبلاست جفت تولید و به داخل سوم پس از تلقیح توسط سلول
 PAG1گیری کند. روند تغییرات غلظات  شود را اندازهخون ترشح می

 03تاا   13وابساته باه روز از روز    طوربه PAG1نشان داد که غلظت 
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در  PAG1پس از تلقیح سیر صعودی دارد. اولین افازایش در غلظات   
افتد. همچنین غلظت پس از تلقیح اتفا  می 10گاوهای آبستن در روز 

PAG1  شاخصای از تعیاین    عنوانبهتواند پس از تلقیح می 12در روز

پس از تلقیح  12در روز  PAG1کاهش غلظت  وضعیت آبستنی باشد.
شااخص   عناوان باه ای از مرگ زودهنگام جنین باشد و تواند نشانهمی

 قرار گیرد.  مورداستفادهگ جنین بینی مرپیش
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Introduction1 Early pregnancy diagnosis is a key factor in shortening the calving interval through 
identifying the non-pregnant animals to rebreed them at the earliest time after artificial insemination (AI). 
Bovine pregnancy-associated glycoproteins (PAGs) are produced by mono- and binucleated trophoblastic cells 
of the pregnant cow’s placenta. Detection of PAG in the maternal circulation has been used to accurately 
diagnose pregnancy. Several studies have used commercial PAG tests to determine pregnancy status in dairy 
cows and heifers. Pregnancy-specific protein B (PSPB) or PAG1 was the first identified member of the PAG 

family and commercial diagnostic kits still utilize PAG1 as a pregnancy marker. In recent years, the use of 

nanoparticles in immunosensors has been increased their sensitivity and increased the traceability of antigen-
antibody responses. Due to the limitation of using ultrasound and other methods for pregnancy diagnosis in the 
first 30 days after inoculation, the aim of this study was to apply the pregnancy-associated glycoprotein detection 
method in order to reduce the time of pregnancy diagnosis. For this purpose, a sandwich ELISA immunosensor 
was designed for the detection of PAGs and named Nano-kit.  

Materials and Methods Magnetic nanoparticles were used to enhance the contact area between antibodies 
and antigens. Streptavidin and biotin were used for their high binding affinity to bind the antibodies and enzymes 
to nanomagnet. The synchronization technique and artificial insemination (AI) was performed in Holstein dairy 
cows (n = 58). Pregnancy status was determined by transrectal ultrasonography (30 days after AI). Furthermore, 
transrectal palpation was carried out by a skilled veterinarian on day 60 after AI to determine the pregnancy 
status of cows which were previously detected as pregnant. For PAG1 analysis, blood samples (10 mL) were 
collected daily from 18 to 30 days after AI. Blood samples were collected by venipuncture from the tail vein into 
evacuated tubes containing EDTA as an anticoagulant and were processed 1–3 h after sampling. The samples 
were centrifuged and plasma samples were transferred to fresh tubes and were stored at −20°C until they were 
assessed. Plasma concentrations of PAG1 were determined by nano- kit and commercial kit. Differences in the 
level of PAG-1 were evaluated by repeated measures ANOVA (SAS 9.4) over days of sampling (18 to 30). 
Values of PAG-1 in pregnant cows were considered as the reference. Data were presented as means ± SD and 
differences were considered significant at P<0.05. 

Results and Discussion By doing Ovsynch protocol, of the 54 cows enrolled in the first AI, 48% (26/54) of 
synchronized cows were diagnosed pregnant 30 days after AI using transrectal ultrasonography. From day 30 to 
60 after AI, 73% (19/26) of cows maintained pregnant and the pregnancy loss from day 32 to 60 after AI was 
17% (7/26). Measurement of different concentrations of PAG1 (standards) using a commercial kit and nano-kit 
showed that nano-kit were more sensitive than the commercial kit and detected a concentration of 0.03 ng/mL. 
The first increase in plasma concentration of PAG1 occurred on d 23 after AI in pregnant cows and PAG1 
concentration in serum increased from d 22 to 30 after AI and it was affected by day (P < 0.001). Cows 
diagnosed as pregnant on day 60 after AI had a higher PAG concentration on day 24 compared with cows that 
were diagnosed as non-pregnant (2.28 ± 0.15 ng/mL vs 0.7 ± 0.18 ng/mL, respectively; P < 0.001). Accuracy in 
predicting pregnancy at day 24 of gestation based on circulating concentration of PAGs was 95 % for 1.93 
ng/mL. Generally, based on the results of this study, the cows with mean PAG1 concentration more than 2.28 ± 
0.07 ng/mL on 24 and mean PAG1 concentration more than 9.2 ± 0.07 ng/mL on day 30 of pregnancy, remained 
pregnant until day 60 of pregnancy. Furthermore, in cows diagnosed pregnant on day 24 of pregnancy but were 
not pregnant on day 30 after AI, blood plasma PAG1 concentration on day 24 after AI was 1.03 ± 0.66 ng/ml. 

Conclusion Based on these results, PAG concentrations at day 24 of gestation are higher in pregnant 
compared to non-pregnant dairy cows and could be applied in diagnosing pregnancy at day 24 of gestation; 
however, further study is needed to determine the potential of PAG1 in pregnancy diagnosis in dairy cows. 
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