
  

  
  
  وينژنتيك ن

  1393 پاييز، 3، شماره نهمدوره 
  381 - 385صفحه 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

 
  آنزيم ماليك

  بتائين
  بيان ژن

  گرما تنش
  مرغان تخمگذار

 چكيده

 
 
 

  
  
  
  
  
 
  

جايگزيني بتائين با بخشي از متيونين بر بيان ژن آنزيم ماليك در مرغان  اثر
  Real –Time PCRتخمگذار تحت تنش با استفاده از روش 

Effects of dietary betaine substitution to a part of methionine on malic enzyme 
gene expression in laying hens under heat stress using real-time PCR method 

1، محمود نظري1اله روشنفكر، هدايت1نصيري، محمدتقي بيگي1*سوسن رادپور  

  ، ايراندانشگاه كشاورزي رامين خوزستاندانشيار و مربي ارشد، استاد، رشناسيكاآموخته دانشبه ترتيب  -1

Radpoor S*1, Beigi Nassiri MT1, Roshanfekr HA1, Nazari M1
 

1. Graduate  Student,  Professor, Associate Professor and Instructor, Khouzestan Ramin Agriculture 
and Natural Resources, Iran. 

 
 

  S.Radpoor90@yahoo.com  :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *
  )18/3/93 :تاريخ پذيرش - 8/6/92 :تاريخ دريافت(

  
 
 

اين تحقيق به منظور ارزيابي اثر جايگزيني بتائين با بخشي از متيونين بر بيان ژن آنزيم ماليك در مرغان 
 چرخههفتگي در  60در سن  W36تخمگذار تجاري هاي لاين  سويه(قطعه مرغ  96. تخمگذارتحت تنش اجرا شد

دو سطح جايگزيني بتائين با متيونين و دو با به صورت طرح كاملا تصادفي در قالب آزمايش فاكتوريل ) دوم توليد
تنش، مرغ هاي  عمالجهت ا. شدمرغ در هر تكرار انجام سه تكرار و هشت و) تنش و بدون تنش(سالن تيمار دمايي 

دو سطح آزمايشي بتائين شامل جيره  .دشگراد قرار داده درجه سانتي 35سالن را روزانه شش ساعت تحت دماي يك 
درصد بتائين به عنوان آزمون  13 ودرصد متيونين  87شاهد و جيره حاويگروه حاوي صددرصد متيونين به عنوان 

از پس ار مرغ از هر تكرار كشتار شده و پس از دو ماه تغذيه، در انتهاي آزمايش چه. مورد بررسي قرار گرفت
نتايج . شدبررسي  Real time PCR كمكبيان ژن مورد نظر با  cDNA و ساخت از بافت كبد، RNAكل استخراج 

واحد در بافت كبد شد  47/2نشان داد كه افزودن بتائين به جيره سبب كاهش معني دار بيان ژن آنزيم به ميزان 
)01/0P< .( كاهش پيدا كرد  واحد 96/1داري به ميزان گرما بيان ژن آنزيم ماليك به طور معنيهمچنين تحت تنش
)01/0P<( . بنابراين بتائين و تنش گرما بيان ژن آنزيم ماليك را در سطحmRNA  نقش مهمي  قادر است و  كردهمهار

 .در كاهش ميزان چربي كبدي ايفا كند

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
به عنوان يك مشكل جدي در پرورش صنعتي طيور تلقي  تنش
دماي محيطي بالا ممكن است با تغيير در حجم آب . شودمي

سلول از طريق دهيدراسيون، باعث اختلال در تعادل آبي و 
تواند ، به طوري كه اين امر ميشودتغييرات اسموليتيكي در سلول 
استفاده از  Tucker et al. 2001).(فعاليت سلول را مختل سازد 

هاي خوراكي در تغذيه طيور به عنوان راه حلي در مكمل
، محسوب تنشويژه در شرايط بكارگيري هرچه بهتر خوراك به

هايي كه كاربرد آن در حال افزايش است بتائين از مكمل. شودمي
بتائين يك تري متيل مشتق شده (Tucker et al. 2001). باشد مي
و يكي از  بودهاي سفيد رنگ وگرانوله  مادهكه گليسين است از 

 شود ها يافت مي باشد كه در بسياري از سلول متابوليتهاي كولين مي
و قادر است اثرات منفي تنش گرمايي را در طيور جبران كند 

)Konca et al. 2008( . 75/3حدود  بتائينخاصيت متيل دهندگي 
 3ول بتائين قادر به تبديل كردن باشد و هر ملك مي متيونينبرابر 

موثرترين  بتائينبنابراين . ملكول هموسيستئين به متيونين است
تركيب براي جايگزيني با آن بخش از متيونين جيره است كه 

نقش . )Sun et al. 2008(كند  بعنوان گروه دهنده متيل عمل مي
بتائين را در متابوليسم ليپيدها مربوط به اثر آن در تحريك 

تابوليسم اكسيداتيو اسيدهاي چرب از طريق شركت در سنتز م
دانند كه اين فسفوليپيدها مي متيله شده نظير كارنيتين و تركيبات

شود و از راه نقش در  موجب افزايش تركيبات متيله شده مي ماده
كولين و اكسيداسيون اسيد چرب در متابوليسم  سنتز فسفاتيديل

ترين يكي از مهم ).Carter et al. 1995(كند ليپيدها نقش ايفا مي
آنزيم . هاي مسير سنتز اسيدهاي چرب آنزيم ماليك استآنزيم

ماليك يك پروتئين سيتوپلاسمي است كه دكربوكسيلاسيون مالات 
توليد  NADPHكند كه در اين مرحله به پيرووات را كاتاليز مي

هاي چرب بلند يك واسطه براي تشكيل اسيد  NADPH.شودمي
لازم براي سنتز اسيدهاي چرب از  NADPH اغلب. نجير استز

فعاليت آنزيم ماليك كبدي . شودفعاليت آنزيم ماليك ايجاد مي
 Kristin et(همبستگي مثبتي با سرعت سنتز اسيدهاي چرب دارد 

al. 2001(.  بدين منظور به كمك روشReal-Time PCR  اثر
ن ژن آنزيم ماليك در جايگزيني بتائين با بخشي از متيونين بر بيا

  .مرغان تخمگذار تحت تنش بررسي شد

و منابع  كشاورزيدانشگاه  دامپروريايستگاه در  اين پژوهش
سويه تخمگذار تجاري(قطعه مرغ  96با خوزستان  رامين طبيعي

به ) هفتگي در سيكل دوم توليد 65در سن  W 36هاي لاين 
 2×2وريل صورت يك طرح كاملا تصادفي در قالب آزمايش فاكت

تيمارها شامل دو . دشمرغ در هر تكرار اجرا با سه تكرار و هشت
 صد در صدسطح جايگزيني بتائين با متيونين شامل جيره حاوي 

 13+ درصد متيونين  87جيره حاوي(متيونين به عنوان شاهد و 
 23( قطعه مرغ در يك سالن در دماي 48 .بودند) درصد بتائين
قطعه مرغ ديگر روزانه  48انجام تنش، و جهت ) گراددرجه سانتي

به مدت سانتي گراد درجه  35به مدت شش ساعت تحت دماي 
مرغ ها كشتار شده و كبد آنها در  سپس. ماه پرورش يافتند دو

 - 80ه منتقل شد و در دماي ازت مايع نگهداري و به سردخان
 SV Total RNAبا استفاده از كيت .نگهداري شدگراد درجه سانتي

Isolation system  استخراج شركت پرومگاTotal RNA  انجام
دستگاه نانو دراپ ارزيابي  به كمك RNAخلوص  ميزان و گرفته
هاي استخراج شده در اين پژوهش  RNAاين نسبت در تمام . شد
ها، با استفاده از نمونهcDNA در مرحله بعد  .بود 9/1- 2/2 بين

، با استفاده از dT)(آنزيم رونويس ساز معكوس و آغازگر اليگو 
شركت   RevertAid TM First strand cDNA synthesis Kit كيت

مقدار  step one plusدر نهايت توسط دستگاه . فرمنتاز ساخته شد
 PCR Real-time Relativeبيان ژن با استفاده از تكنيك 

Quantitative در اين آزمايش از ژن بتا اكتين به . گيري شداندازه
 ياطلاعات آغازگرها. استفاده شد House keepingعنوان ژن 

نشان داده شده  1در جدول Real-time PCRاستفاده شده براي 
 .است

 فرمول با   كنترل با يسهآزمايش در مقا  مورد  تفاوت نسبي نمونه
- ∆∆CT2  به روش(Pfaffl et al. 2002) ،و سپس  محاسبه شد

براي مقايسه . شد بررسي SASافزار توسط نرم RQمقادير نهايي 
اي دانكن در سطح ها نيز از مقايسه ميانگين چند دامنهميانگين

همچنين در اين  پژوهش براي . آماري يك درصد استفاده شد
بررسي كارايي واكنش و شرايط حاكم بر واكنش از نمودار 

 cDNA هاي مختلف ازبراي اين كار رقت. استاندارد استفاده شد
  ). 1شكل(انجام شد Real-Time PCR تست  هاو براي آن شدتهيه 
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  Real time PCRنام، توالي و مشخصات ژن اختصاصي و ژن خانه دار براي انجام  -1جدول 

  )C°(دماي اتصال    طول محصول توالي آغازگر ژن(′3-′5) شماره دسترسي          نام ژن          
AF408407  F: AGTGCCTACCTGTGATGTTG  آنزيم ماليك  

R: GGCTTGACCTCTGATTCTCT  
 bp101         59  

NM-205518  F: GTGATGGACTCTGGTGATGG بتا اكتين
R: TGGTGAAGCTGTAGCCTCTC 

 bp150    59  

  

)الف  

)ب  
  )ب(و ژن آنزيم ماليك ) الف(نمودار استاندارد ژن بتااكتين  -1شكل

  
ن آنزيم بر بيان ژو تنش نتايج حاصل از اثرات متقابل جيره بتائين 

ماليك در طيور تخمگذار نشان داد كه اثر متقابل جيره بتائين و 
تجزيه و تحليل . دار نبوده استتنش بربيان ژن آنزيم ماليك معني

تغييرات بيان ژن آنزيم ماليك در گروه ها نشان داد كه ميانگين داده
بوده كه  329/0±098/0دريافت كننده بتائين در شرايط بدون تنش 

 814/0±098/0ان نسبت به كنترل كه داراي ميانگين تغييرات اين ميز
 )>01/0P(واحد كاهش يافته است  47/2به ميزان ) 2جدول(است 

اثر اصلي بتائين بر كاهش چربي، افزايش ليپوليز است، ). 2شكل(
تغييرات القا شده  .گيرددر طيور ليپوژنز در بافت كبد انجام مي

آنزيم ماليك بواسطه تغيير در اي در فعاليت تغذيه - هورموني 

 سنتز آنزيم ماليك با تنظيم سطح. غلظت آنزيم ماليك است
mRNA شود كه در آغاز رونويسي تنظيم ماليك كنترل مي آنزيم

ميزان سنتز اسيدهاي چرب، ). Goodridg et al. 1989(شود مي
درصد چربي بدن و درصد چربي حفره شكمي ارتباط مستقيمي با 

ماليك كبدي در طيور دارد، كه گلوكاگون ممكن  فعاليت آنزيم
آنزيم ماليك در پاسخ به  mRNAاست نقش ميانجي در بيان 

ژن آنزيم  5′ناحيه . مصرف پروتئين جيره در طيور داشته باشد
- است كه اين عناصر واسطه cAMP ماليك داراي عناصر پاسخ به

 باشدآنزيم ماليك مي mRNAاي براي اثر گلوكاگون برسنتز 
)Chendrimada et al. 2006.( بيان mRNA  آنزيم ماليك كبدي

 Chendrimada et( ممكن است بوسيله نيتروژن جيره تنظيم شود

al. 2007(. تواند وقتي كه جيره غذايي شامل متيل كافي باشد مي
بنابراين بتائين شايد . باعث كاهش مقادير زيادي از چربي كبد شود

كنترل ). Xing and Jiang  2012(مانع از ايجاد كبد چرب شود 
هاي اسيد چرب سنتاز و آنزيم ماليك رژيم غذايي، رونويسي ژن

تغييرات . كندآ موجود در كبد طيور هماهنگ ميكورا با استيل
تواند بوسيله آ ميكومدت در فعاليت آنزيم استيلتطبيقي كوتاه

مانند (تغيير در پيوند كووالانسي در ساختار پروتئين 
و نيز تنظيم ) بوسيله سيترات(و كنترل آلوستريك ) فوريلاسيونفس

و گلوكاگون  T3بلند مدت رونويسي بوسيله انسولين، گلوكز و 
درصد متيونين  25جايگزيني  ).Richards et al. 2003(ايجاد شود 

جيره با بتائين، غلظت هورمون رشد و فاكتور رشد انسولين مانند 
)IGF-1 (اده و از اين طريق باعث افزايش در را در سرم افزايش د

ميزان پروتئين و گوشت سينه و كاهش ميزان چربي كبد و حفره 
مكمل بتائين باعث افزايش  ).Sun et al. 2008(شود شكمي مي

كند كه شود كه اين پيشنهاد ميغلظت هورمون رشد سرم مي
ردن هاي ليپوژنيك را با بالا ببتائين شايد فعاليت و بيان ژن آنزيم

  ).Huang et al. 2007(غلظت هورمون رشد كاهش دهد 
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  اثر بتائين و تنش دمايي بر بيان ژن آنزيم ماليك   -2جدول

  
  دما   بتائين

0% 13% SEM°C 23          °C 23     SEM 

  a814/0 b329/0 098/0 a757/0             b386/0   098/0  آنزيم ماليك

  . باشدها ميخطاي استاندارد ميانگينSEM . يك درصدرك داراي اختلاف معني داري در سطح حروف غير مشت
  

 
  )ب(                      )                                                       الف(                                                    

  بر بيان ژن آنزيم ماليك در مرغان تخمگذار      ) ب(و تنش ) الف(اثر بتائين  -2شكل
  

ميانگين تغييرات بيان ژن آنزيم ماليك در تيمار  در اين پژوهش
بوده كه اين ميزان نسبت  386/0±098/0گراد درجه سانتي 35دمايي 

) 2جدول (است  757/0± 098/0به كنترل كه داراي ميانگين تغييرات 
ه است و اين كاهش در سطح يك واحد كاهش يافت 96/1به ميزان 

تغذيه باعث افزايش . )2شكل( )>01/0P(باشد دار ميدرصد معني
و گرسنگي باعث كاهش آنزيم ماليك بواسطه تغيير در نسخه 

قابل توجه است كه سطح بالاي . شودبرداري ژن در پرندگان مي
افزايش آنزيم ماليك در  عامل mRNAبرداري و پايداري نسخه
-هاي با سطح بالاي تغذيه، ميهاي محدود شده نسبت به مرغمرغ

تواند در دسترس بودن گلوكز مي ).Goodridg et al. 1989(باشد 
ثيري ا، اسيد چرب سنتاز را كنترل كند بدون اينكه تmRNAسطح 

در دسترس بودن گلوكز بر پايداري . بر آغاز رونويسي داشته باشد
mRNA با  مرتبطاين مشاهده به آساني تغييرات . ثيرگذار استات

هاي آنزيم ماليك، فعاليت آنزيم ماليك و عدم تغييرات در بيان ژن
آ كربوكسيلاز در جوندگان را آنزيماسيد چرب سنتاز يا استيل كو

 از   گلوكاگون  ترشح  ).Semenkovich et al. 1993(  كندمي  بيان

تنش ها، از جمله متعددي در جوجهپانكراس توسط عوامل 
همچنين ) Chendrimada et al. 2006(گيرد تاثير قرار ميتحت

در سرم با افزايش دماي  T4و  T3هاي تيروئيدي غلظت هورمون
يابد ولي غلظت هورمون كورتيكوسترون در محيط كاهش مي

تنش موجب در نتيجه  ).(Salabi 1389كند پلاسما افزايش پيدا مي
وقتي ميزان گلوكز خون . شودمصرف خوراك و رشد ميكاهش 

سازي و توقف يابد، هورمون گلوكاگون پيام توليد، رهاكاهش مي
در دسترس بودن كربوهيدرات . دهدمصرف گلوكز را به كبد مي

و در نتيجه فعاليت ليپوژنز در مقايسه با طيوري كه ) گلوكز(
اسيد  هاين ژناند بيشتر بوده و بياخوراك كمتري مصرف كرده

آنزيم ماليك باعث  .شودو آنزيم ماليك بيشتر مي چرب سنتاز
هاي ليپوژنيك به آنزيم. شوندتغيير در سنتز اسيدهاي چرب مي
كند و به تبع ي چرب تغيير ميتناسب تغيير در ميزان سنتز اسيدها

-آن تغيير در ميزان اسيد چرب باعث تغيير در فعاليت آنزيم مي

  ).Yu-Yan et al. 1969(شود 
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