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جایگزینی بخشی از متیونین جیره با بتائین بر بیان ژن اسید چرب بررسی اثر
گذار تحت تنش حرارتیهاي تخمسنتاز در مرغ
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دهیچک
گذارتخم هايمرغد چرب سنتاز در یبتائین بر بیان ژن اسبا  جیره بخشی از متیونینبه منظور ارزیابی اثر جایگزینی  رحاض تحقیق

گذار قطعه مرغ تخم 96با استفاده از  2×2فاکتوریلاین مطالعه در قالب طرح کاملاً تصادفی با یک آزمایش . اجرا شد حرارتی تحت تنش
درصد  87متیونین، سطح درصد  100: داراي دو سطح(دو جیره فاکتور اول با .انجام شدهفتگی65در سن ،W36لاین هاي يسویه

داراي تنش  و) گرادسانتی يدرجه 23سالن با دماي (بدون تنش حرارتی داراي دو سطح فاکتور دوم و  )درصد بتائین 13+متیونین
، حرارتی تنش اعمالجهت .انجام شد)پرنده در هر تکرار 8(چهار تیمار و سه تکراربا ) گرادسانتی يدرجه 35سالن با دماي (حرارتی 

دو ماه تغذیه، در انتهاي آزمایش پس از. گرفتندگراد قرار یسانت يدرجه 35يدمامعرض  درروزانه شش ساعت ک سالن یيهامرغ
 Real time PCRو دستگاه  یاختصاص يبا استفاده از آغازگرها اسید چرب سنتازان ژن یتاً بیاز هر تکرار کشتار شد و نها پرندهچهار 

دار بیان ژن اسید و اعمال تنش حرارتی به ترتیب سبب کاهش معنینتایج نشان داد که افزودن بتائین به جیره . قرار گرفت یمورد بررس
بیان ژن حرارتی سبب مهار تنش  اعمالبتائین وافزودن بنابراین ). >01/0P(واحد در بافت کبد شد  15/2و 98/1چرب سنتاز به میزان 

کاهش بیان ژن اسید چرب سنتاز به علت مصرف  يکاهش سنتز چربی در بدن به واسطه.شودمیmRNAد چرب سنتاز در سطح یاس
.)1386محمدي (بتائین ممکن است عوارض جانبی ناشی از تنش حرارتی در طیور را بهبود بخشد

  گذار مرغ تخم، حرارتی ان ژن، تنشین، بید چرب سنتاز، بتائیاس  :يدیکلکلمات 
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منفیاثراتاستقادروشودمییافتهاسلولازبسیاري
.Konca et al(کاهش دهدطیوردرراحرارتیاسترس

75/3حدود دربتائیندهندگیمتیلخاصیت). 2008
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تبدیلبهقادربتائینلکولومهروباشدمیمتیونینبرابر
بنابراین. استمتیونینبههموسیستئینلکولوم3کردن
در جیرهمتیونینجایگزینیبرايترکیبمؤثرترینبتائین
 Sun(کندمیعملمتیليدهندهگروهبه عنوانکهاست

et al. بهها، مربوطلیپیدمتابولیسمدربتائیننقش). 2008
ازچربهاياسیداکسیداتیومتابولیسمتحریکدرآناثر

وکارنیتیننظیرشدهمتیلهترکیباتسنتزدرشرکتطریق
متیلهترکیباتافزایشموجببتائین. استهافسفولیپید

اکسیداسیونوکولینفسفاتیدیلسنتزو درشودمیشده
.Carter et al(داردنقشهالیپیدمتابولیسمدرچرباسید

هاي و به دنبال آن واکنش)انرژي(وضعیت تغذیه). 1995
انسولین، گلوکاگون و (متابولیکی پلاسما  هايهورمون

T3 ( عوامل مهم در تعیین میزان لیپوژنز کبدي در طیور
.Hillgartner et al(هستند هايواکنشتمامی.)1995

، آنزیمیچندکمپلکسیکتوسطچربيهادیاسبیوسنتز
). 1386محمدي (شودمیکاتالیز، سنتازچرباسیدنامه ب

هايکمپلکسنیزدارانمهرهدرموجودسنتازهايچرباسید
آن آنزیمیهايفعالیتتمامیدرکههستندآنزیمیچند

ترانس  ACP–کوآ -استیلپروتئین حامل آسیل، شامل (
 ACP-کوآ–سنتاز، مالونیل  ACP-کتو آسیل -βاستیلاز، 

هیدروکسی  -β، ردوکتاز ACP-کتو آسیل -βترانسفراز، 
همراهبه)ردوکتاز ACP-دهیدراتاز، انویل ACP-آسیل
ازرایافتهخاتمهچرباسید، هیدرولیتیکفعالیتیک

دنکنمیجداآنزیمیکمپلکسمانند-ACPبخش
)Murray et al. پلاسماییسطحتنش حرارتی). 2009

هايآنزیموکلسترول،گلیسریدها تريچرب،اسیدهاي
افزایشراچرباسیدهاياکسیداسیونوانتقالدردخیل

.Mujahid et al(دهدمی تنش حرارتیهمچنین . )2007
 Mckee et(شود میپرندگانتنفسیباعث کاهش ضریب

al. تشدیدگرمازدگیکهاستنآازحاکیکه )1997
رودمیگمان. استچرباسیدهاياکسیداسیونيکننده

انرژيبهدستیابیمنظوربهچرباسیدهاياکسیداسیون
افزایش،گرماییاسترسمعرضدرپرندگاننیازمورد
تجمعوچرباسیدهايشدیداکسیداسیون واستیافته

شودمیتنش اکسیداتیوبهمنجرمیتوکندريدرهاآن

)Mckee et al. بنابراین در رفع این عارضه از . )1997
ثر در ؤعنوان یک عامل ضداسترس و عاملی مبتائین به

شودها در بدن حیوانات استفاده میتوزیع مجدد چربی
)Saunderson and Mckinlay 1990(. بنابراین این

جایگزینی بخشی از متیونین بررسی اثر مطالعه جهت
هاي بتائین بر بیان ژن اسید چرب سنتاز در مرغجیره با 

روشکمکتحت شرایط تنش حرارتی به گذار تخم
Real-Time PCRانجام شد.

کار مواد و روش
اردیبهشت و  هايماه(فصل بهار  در این پژوهش

و منابع  کشاورزيدانشگاه  دامپروريایستگاه در) خرداد
گذارتخم قطعه مرغ96استفاده از با خوزستان  رامین طبیعی

از هفتگی 65سن گرم در 1500±50با میانگین وزنی
به در سیکل دوم تولید W36لاین هاييتجار يهیسو

قالب طرح کاملاً  در 2×2فاکتوریل آزمایش صورت 
در هر تکرار اجرا  مشاهده با سه تکرار و هشت تصادفی

 ، کهحرارتی شامل دو عامل جیره و تنش هافاکتور.شد
 ،Evonik(صددرصد متیونینيجیرهشامل عامل جیره

به عنوان شاهد و درصد  99با درصد خلوص ) برزیل
و  درصد بتائین 13+درصد متیونین 87يحاو يرهیج

 23(عامل تنش شامل سالن پرورشی بدون تنش حرارتی 
 35(و سالن داراي تنش حرارتی ) گرادسانتی يدرجه
اي محاسبه میزان مواد مغذي بر.بود )گرادسانتی يدرجه

موجود در مواد خوراکی، از راهنماي آنالیز مواد خوراکی 
NRC (1994)1گذار هاي تخم مرغ    براي تعیین احتیاجات و

هاي  جیره تنظیم. لاین استفاده شداز راهنماي هاي
صورت گرفت  افزار اکسلنرمآزمایشی ابتدا با استفاده از 

نویسی  جیره يو سپس براي اطمینان از آن، مجدداً با برنامه
UFFDAسطوح جایگزینی مقادیر مختلف .شدبررسی

، سطوح تنش حرارتی و جدول بتائین با متیونین جیره
2و 1ها به ترتیب در جداول ترکیب مواد خوراکی جیره

.ه شده استدنشان دا

1- National Research Council
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و سطوح تنش حرارتی سطوح جایگزینی بتائین با متیونین جیرهمقادیر مختلف  :1جدول 
سطوح تنش حرارتیسطوح جایگزینی بتائین با متیونین

0%13%°C23°C35
1212جیره

)درصدبرحسب(هاجیرهخوراکیموادترکیب:2جدول 
جیرهمواد خوراکی

12
6161ذرت

3/233/23کنجاله سویا
11پودر ماهی

5/25/2روغن گباهی
05/205/2دي کلسیم فسفات

6/46/4پودر صدف
17/017/0نمک

5/05/0مکمل معدنی
5/05/0مکمل ویتامینه

14/00867/0متیونین -دي ال
25/025/0بیکربنات سدیم

44آهک
300266/0آنهیدروسبتائین 

40177/00177/0سولفات روي
kcal/kg(28212821(انرژي متابولیسمی

1616(%)پروتئین خام 
41/03567/0(%)متیونین 

83/083/0(%)لیزین 
85/385/3(%)کلسیم 

5/05/0(%)فسفر قابل دسترس 
mg/kg(11/2011/20(روي تامین شده از جیره بدون مکمل 

هاي تحت تنش حرارتی روزانه به مدت شش مرغ
تحت تنش ) عصر 5از ساعت یازده صبح تا (ساعت 

قطعه مرغ در یک سالن در  48. حرارتی قرار گرفتند
نگهداري شدند و جهت ) گرادسانتی يدرجه 23(دماي 

به مدت قطعه مرغ دیگر روزانه  48، حرارتی انجام تنش
گراد به مدت سانتی يدرجه 35شش ساعت تحت دماي 

چهار پرنده از هر در انتهاي آزمایش . ماه پرورش یافتند 2
ها در ازت مایع نگهداري و به کشتار شده و کبد آنتکرار 

.گراد منتقل شدسانتیي درجه-80فریزر با دماي

گرم بافت میلی 30از RNAدر این پژوهش، استخراج 
SVبا استفاده از کیت استخراج کبد  Total RNA

Isolation System)شرکتمحصولpromega،آمریکا (
 -80فریزردرcDNAساخت زمانتاهانمونه. شدانجام 
با  RNAغلظت . شدندگراد، نگهداري ي سانتی درجه

نانومتر  260ها در طول موج  استفاده از قرائت جذب نمونه
محاسبه ) ترمو، آمریکا(توسط اسپکتروفوتومتر نانودراپ 

بود  8/1بالاي 280/260گردید و چنانچه نسبت جذب 
. گرفتند مورد استفاده قرار می cDNAها براي ساخت  نمونه
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cDNA  Synthesisاز کیت،cDNAساخت  براي

Revert Aid First Strand)Fermentas، استفاده ) لمانآ
 Oligo dTبا کمک آغازگر  cDNAي اولین رشته. گردید

نانوگرم به  5/0میکرولیتر با غلظت 5مقدار . ساخته شد
 Oligoمیکروگرم آغازگر  5/0همراه با RNAمیکرولیتر از 

dT آب عاري از شد و حجم محلول با استفاده از اضافه
حاصل به مخلوط. میکرولیتر رسانده شد 11نوکلئاز به 

گراد و پس از سانتی يدرجه 65دقیقه در دماي  5مدت 
 4، سپس قرار داده شدآن به سرعت روي یخ سرد 

 10با غلظت  dNTPمیکرولیتر  2میکرولیتر بافر واکنش و 
به هر تیوب   u(RNase inhibitor(واحد20میکرومول و 

 19و حجم محلول با آب عاري از نوکلئاز به  شد افزوده
 37دقیقه در دماي  5میکرولیتر رسانده شد و به مدت 

) U(واحد  200سپس.گرفتگراد قرار سانتی يدرجه
و  به محلول فوق اضافه Revert Aid M-Mulvآنزیم 

 42به مدت یک ساعت در دماي گاهآن . شدمخلوط 
به منظور پس از آن. گراد قرار داده شدتیسان يدرجه

دقیقه در  10ها به مدت فعال نمودن واکنش، تیوبغیر
طراحی آغازگر . گراد قرار گرفتندسانتی يدرجه 70دماي

-مراز براي ژناي پلیبراي کمیت سنجی با واکنش زنجیره

اکتین با استفاده از دار بتاهاي اسید چرب سنتاز و ژن خانه
vector NTIافزارنرم advance 11 توالی، .  انجام شد

و  NCBIدسترسی مورد استفاده در سایت يشماره
دار در خصوصیات آغازگر ژن اختصاصی و ژن خانه

.ارائه شده است 3جدول 

Real time PCRدار براي انجام نام، توالی و مشخصات ژن اختصاصی و ژن خانه :3جدول 

)OC(دماي اتصال طول محصولتوالی آغازگر ژنشماره دسترسینام ژن

-J03860F:5′اسیدچرب سنتاز AAGCAATTCGTCACGGACAG -3′
R:5′- GGCACCATCAGGACTAAGCA -3′

bp11659

NM-205518بتا اکتین
F: 5′-GTGATGGACTCTGGTGATGG-3′

R:5′-TGGTGAAGCTGTAGCCTCTC-3′bp15059

 Step one plusاز دستگاه  Real time PCRانجامبراي 
 .آمریکا استفاده شد Applied Biosystemشرکتساخت 
 Master mixمیکرولیتر از 25حجم نهایی ها درواکنش

SYBER Green  ساخت شرکتABI  آمریکا صورت
میکرولیتر  Master mix ،4میکرولیتر  5/12. گرفت

 4، )مول به میکرولیتروپیک 4غلظت (آغازگر رفت

مول به وپیک 4غلظت (میکرولیتر آغازگر برگشت 
 1میکرولیتر آب عاري از نوکلئاز و 5/3، )میکرولیتر

ها در سپس تیوپ. مورد نظر بود cDNAمیکرولیتر 
در  4کل جدول طبق پروتPCRدستگاه قرار داده شد و 

.سیکل انجام شد 40

Real-timeپروتکل دمایی  :4جدول PCR

1X2 سازي اولیه آنزیمفعالگراددرجه سانتی95دقیقه

40 X

دناتوره شدنگراددرجه سانتی 95ثانیه15
اتصالگراددرجه سانتی59ثانیه30
تکثیرگراددرجه سانتی 72ثانیه 30
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در این تحقیق جهت بررسی کارآیی و شرایط حاکم بر 
مراز، از نمودار استاندارد استفاده اي پلیواکنش زنجیره

را cDNAهاي مختلف از رقت ،براي این کار. گردید
.انجام شد Real-Time PCRها تست تهیه کرده و روي آن

در نظر  100سنتز شده به عنوان رقت cDNAبدین منظور 
اولیه  cDNAگرفته شد، سپس چهار رقت دیگر نسبت به 

تعیین  16/0، 8/0، 4، 20هاي به ترتیب با مقادیر رقت
.شدند

روش بررسی تغییرات بیان ژن در این پژوهش روش 
ΔΔCT)و نسبت به بیان ژن بتا اکتین ) ايمقایسه يآستانه

مورد  يي نسبی تفاوت نسبی نمونهمقایسهدر روش . بود

-: ي کنترل با فرمولآزمایش در مقابل نمونه ΔΔCT2 به
. انجام گردید2002در سال و همکاران Pfafflروش 
LSDو آزمون  SASافزارنرمتوسطهادادهآماريبررسی

.شد انجام )>01/0P(1%داري در سطح معنی

نتایج
ژناست که بازدهیاینبرفرضپژوهشایندر
استدرصد100بهنزدیکوبرابرمرجع،ژنونظرمورد

استانداردمنحنیازفرض،اینکردنتعیینمنظوربهو
ها نشان دادنتایج، بازدهی مناسبی را براي ژن. شداستفاده

.)1شکل (

)چپ(و ژن اسید چرب سنتاز ) راست(نمودار استاندارد ژن بتا اکتین  :1شکل 
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اثر بتائین بر بیان ژن اسید چرب سنتاز  
نتایج نشان داد که بیان ژن اسید چرب سنتاز در تیمار   

به درصد بتائین نسبت به گروه شاهد،  13مصرف کننده 
).2شکل (کاهش داشت  )>01/0P(داري طور معنی

اثر بتائین بر بیان ژن اسید چرب سنتاز: 2شکل 
a-b :دار وجود اختلاف معنیگرحروف غیرمتشابه در هر نمودار نشان

.درصد است 1در سطح 

اثر تنش حرارتی بر بیان ژن اسید چرب سنتاز
نتایج نشان داد که بیان ژن اسید چرب سنتاز در تیمار     

به گراد نسبت به گروه شاهد، سانتی يدرجه 35دمایی 
 ). 3شکل (کاهش داشته است ) >01/0P(داري طور معنی

در و همکاران  Mujahid هاي پژوهش حاضر با نتایجیافته
این محققین بیان کردند که در   .مطابقت دارد 2007سال 
اسید چرب  يهاي سنتزکنندهتنش حرارتی بیان ژنطی 

. یابدکاهش می

اثر تنش حرارتی بر بیان ژن اسید چرب سنتاز: 3شکل 
a-b :دار وجود اختلاف معنیگرحروف غیرمتشابه در هر نمودار نشان

.درصد است 1در سطح 

بحث
اثرات بتائین بر متابولیسم چربی و همچنین بر بیان ژن     

هاي مختلف مورد مطالعه قرار چرب سنتاز در گونهاسید 
.Etherton 2000, Huang et al(گرفته است  2007, Xing 

and Jiang 2012(  حاضر  يمطالعه باکه نتایج مشابهی را
گزارش  1391در سال  و همکاراننظري   .گزارش کردند

گذار سبب مرغ تخم يکه افزودن بتائین به جیره کردند
 . گلیسیرید سرم خون خواهد شدو تري کاهش کلسترول

توان  گلیسرید را می یکی از دلایل اثر بتائین بر غلظت تري
به اثر آنزیم بتائین هموسیستئین متیل ترانسفراز نسبت داد 

  ).Zou et al. 1998( که در متابولیسم لیپیدها دخیل است
Huang گزارش کردند که  2007در سال  و همکاران

گرم بر کیلوگرم به میلی 12250در سطح افزدون بتائین 
علاوه بر بهبود عملکرد رشد، در پی کاهش بیان ژن جیره، 

اسید چرب سنتاز و آنزیم مالیک، باعث کاهش چربی 
البته باید ذکر کرد  . شودمی لاشهبافتی و افزایش گوشت 

که سوخت و ساز چربی در بدن توسط یک مجموعه 
ها، مواد مغذي، هورمون هم مرتبط از قبیله فاکتورهاي ب

هاي لیپوژنیک تحت فاکتورهاي رونویسی هسته و آنزیم
از طرف  ). Mersmann et al. 1973( گیرندثیر قرار میأت

ساخت  يآنزیم اسید چرب سنتاز آخرین مرحله ،دیگر
کند که چربی را در مسیر متابولیکی لیپوژنیک کاتالیز می

اصلی براي حداکثر ظرفیت ساخت  يیک تعیین کننده
بنابراین با کاهش بیان  . باشدچربی توسط بافت بدن می

mRNA داري اسید چرب سنتاز، به دلیل همبستگی معنی
آن  mRNAلیت آنزیم اسیدچرب سنتاز با سطح که بین فعا

تواند این مطلب را برساند که اسیدچرب وجود دارد، می
 توسط بتائین تنظیم گرددقبل از ترجمه  يسنتاز در مرحله

)Huang et al. در  Clarke، اي دیگردر مطالعه ). 2007
این مطلب را بیان کرد که تنظیم بیان ژن  1993سال 

اسیدچرب سنتاز ممکن است سرعت رونویسی ژن را 
کنند که بتائین ظرفیت ها پیشنهاد میاین یافته  .تغییر دهد

بافت چربی را براي سنتز لیپید کاهش داده که به تبع آن 
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تواند منجر به کاهش تجمع چربی در بدن گردد که نیز می
هاي روي مرغ2012در سال Jiangو Xingنتایج پژوهش

گذار که کاهش چربی در بافت چربی را در اثر تخم
تواند نیز میگنجاندن بتائین در جیره مشاهده کردند، 

این محققین پیشنهاد دادند که . تاییدي بر این مطلب باشد
بر  تأثیرگذار را با تخم هايتواند سنتز چربی مرغبتائین می

و  Sun.رونویسی ژن اسیدچرب سنتتاز تنطیم نماید
 25جایگزینی نشان دادند که  2008در سال همکاران 

مون رشد و درصد متیونین جیره با بتائین غلظت هور
را در سرم افزایش داده  )IGF-1(فاکتور رشد شبه انسولین 

و از این طریق باعث افزایش در میزان پروتئین و گوشت 
گردد شکمی می يسینه و کاهش میزان چربی کبد و حفره

که دلیل این مطلب را بدین ترتیب بیان کردند که بتائین 
افزایش غلظت  هاي لیپوژنیک را بافعالیت و بیان ژن آنزیم
.دهدهورمون رشد کاهش می

اثرات مضر زیادي در پرندگان دارد از تنش حرارتی 
تواند باعث کاهش مصرف خوراك و که میجمله این
Azad et al. 2010, Awwad(وزن بدن Al-Fataftah and 

Abu-Dieyeh ، سرکوب سیستم ایمنی، افزایش )2007
Lin(ودش مرگ و میر و تحریک تنش اکسیداتیو et al. 

2006( .Mujahid  بیان کردند 2007در سال و همکاران
 يهاي سنتزکننده، رونویسی ژنحرارتیشروع تنش  باکه 

هاي که رونویسی ژن آنزیمچربی کاهش یافته در حالی

ها افزایش یافته که با افزایش بتااکسیداسیون و فعالیت آن
هاي بیان ژنسطوح اسید چرب غیر استریفیه پلاسما، 

این . یابدانتقال اسیدچرب میتوکندري نیز افزایش می
افزایش ناگهانی در اکسیداسیون سوبستراي میتوکندري 

این محققین  .گرددتري میباعث تولید سوپراکسید بیش
همچنین بیان کردند که تنش حرارتی باعث کاهش 

-می) avUCP1(رونویسی ژن پروتئین جفت نشده مرغی 

تواند تنش اکسیداتیو را این نیز به نوبه خود میگردد که 
حاضر نیز همان يتر تحریک کند، که در مطالعهبیش

طوري که ذکر گردید کاهش بیان ژن اسید چرب سنتاز در 
با توجه . باشدراستاي مطالعات ذکر شده در این زمینه می

متیونین نیز قابلیت  کهاین بتائین و ه اقتصادي بودنب
تواند می ،هموسیستئین و سیستاتیون را داردتبدیل به 

ناشی از تنش حرارتی را اثرات مضر تنش اکسیداتیو 
به مچنین کاهش سنتز چربی در بدن ه. کاهش دهد

به علت کاهش بیان ژن اسید چرب سنتاز  يواسطه
کبد  يگیري از عارضهتواند در پیشمی مصرف بتائین

.ثر باشدؤمچرب در شرایط تنش حرارتی 
نتایج پژوهش حاضر نشان داد که جایگزینی مقداري از 

تواند با گذار با بتائین میهاي تخم مرغ يمتیونین جیره
یان ژن اسید چرب سنتاز، ظرفیت بافت چربی را مهار ب

و ممکن است عوارض ناشی  براي سنتز لیپید کاهش دهد
.از تنش حرارتی در طیور را بهبود بخشد
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Abstract
Current study was performed to evaluate a part of the dietary methionine substitution by 

betaine on fatty acid synthase gene expression in laying hens under heat stress. Present study 
was conducted in a completely randomized design (CRD) with a 2 ×2 factorial experiment 
using 96 (65-week) hens in Line strains W36. First factor was done with 2 dietary treatments 
with 2 levels; 100% methionine, 87% methionine and 13% betaine and second factor with 1
level without heat stress and 1 with (salon with 35 oC); (Salon with 23 oC) with 4 treatments 
and 3 repetition (8 birds in each repetition). To achieve appropriate stress, the hens were daily 
exposed under 35 oC for 6 hours. After 2 month of feeding, 4 birds were eventually 
slaughtered and fatty acid synthase gene expression was assessed by means of specific primer 
and real time PCR analysis. The results indicated that addition of betaine to died and exposure 
heat stress caused a significant decline in fatty acid synthase gene expression being 1.98 and 
2.15 fold in liver tissue, respectively (P<0.01).  Hence, addition of betaine and heat stress 
exposure might inhibit fatty acid synthase gene expression in mRNA state and reduce fat 
synthesis in the body by reducing the expression of fatty acid synthase. There for, betaine may 
adverse the effects of heat stress in poultry.

Key words: Betaine, Fatty acid synthase, Gene expression, Heat stress, Laying hen
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