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  چکیده
عملکـرد   ی، بررس ـیکروبـی در زمان اعمال چالش م یديپپت يهاحامل یانبر ب یکروبیضد م يهااثر استفاده از مکمل یینلعه به منظور تعمطا ینا

 4طـرح در   یـن . ایدانجام گرد 308نژاد راس  یقطعه جوجه گوشت 400 يدر دستگاه گوارش بر رو یشناسبافت يهامؤلفه یو بررس یشیآزما یمارهايت
  k99سلول 710جوجه از هر تکرار جدا و با  10روزگی  7در . در قالب طرح کاملا تصادفی انجام شددر هر تکرار پرنده  20تکرار و  5با  یشیاآزم یمارت

Escherichia coli یهپا یرهشاهد (ج -1شامل:  یشیآزما یمارهايشدند. ت یمچالش و سالم تقس و تیمار به دو دسته تحت  بصورت دهانی آلوده شدند ،(
 ی(مخلوط Tract-X يبا نام تجار یاهیمکمل گ -3 )cfu/kg  910یزانپلانتاروم به م یلوسو لاکتوباس یوواریوسسال یلوس(لاکتوباس یوتیکپروب -2

بـه   %50یکلینتتراسـا  یبیوتیـک اکس ـ آنتـی  -4)،  گرانـول گرم در هر تن به صـورت پـودر    100 یزانبه م %5ینو دارچ %2، فلفل%2یشناز عصاره آو
در  ،هایمارت همه ي از روده و کبد پرندگان درنمونه بردار یکروبی،روز بعد از چالش م 7 در هفته. 2تا  1گرم در هر تن خوراك به مدت  400-200زانیم

سـی  اثـر   در برر طرح ینحاصل از ا یجبا توجه به نتا عملکرد و مصرف خوراك در انتهاي هر دوره پرورشی اندازه گیري شد. .ی انجام شدروزگ 14 سن
کننده پروبیوتیک به طور معنی داري افزایش یافت. روزگی، وزن زنده در گروه دریافت 24تا  11متقابل بین تیمار هاي سالم و درگیر بر وزن بدن در دوره 

زان از گروه کنترل کمتر بود. همچنین در تیمارهاي سالم مکمل پروبیوتیکی نسبت به سایر مکمل ها باعث افزایش وزن روزانه در پرنده ها شد اما این می
روزگی نسبت به سایر تیمارها سبب افزایش میزان وزن روزانه شد. در بررسی اثر مکمل  24تا 11در گروه درگیر با باکتري ایکولاي، پروبیوتیک در دوره 

ان مصرف خوراك شد که این میزان مشابه گروه روزگی  باعث افزایش معنی داري در میز 24تا  11نشان داده شد استفاده از مکمل پروبیوتیکی در دوره 
 دادنشان  یشآزما ینا یجنتا ی. بررسروزگی گردید 24تا  11کنترل بود. اما مکمل گیاهی نسبت به سایر تیمار ها سبب کاهش مصرف خوراك روزانه در 

یـوتیکی در  مکمـل پروب  ینو همچن گرددیدر ژژنوم م یلیدر ارتفاع و داريیمعن یشتحت چالش سبب افزا یمارهايدر ت یوتیکیاستفاده از مکمل پروب
در  PepT2و  PepT1 يهـا ژن یانب یزاناثر ساده م یدادند. در بررس یشبافت روده را افزا يعرض پرزها یشتريب یزانبه م یمارهات یرسا مقایسه با

 يهامورد نظر در بافت يهاژن یانب یزانبودند م ولايیککه تحت چالش با ا یمارهاییدر کبد نشان داده شد که در همه ت LEAP2و ژن  یکروده بار
تواند از خطر  یم یکروبیدر زمان مقابله م یوتیکو پروب یاهیاستفاده از مکمل گنتایج این مطالعه پیشنهاد می کند که ذکر شده از گروه سالم کمتر بود. 

  پاتوژن بکاهد. يها يبا باکتر یاز آلودگ یناش
  

 PepT1 ،LEAP2 ،X-Tract ی،گوشت يهاجوجه یوتیک،، پروبژن یانب :یديکل هايواژه
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مولـد هـاي   ها پرورش صنعتی طیور یکـی از  در بسیاري از کشور
اقتصادي اسـت. در مقیـاس بـزرگ پـرورش، طیـور بـه راحتـی         مهم
زا قرار گیرند. اغلب مشکلات ناشی از توانند در معرض شرایط تنشمی

مدیریت وضعیت طیور در شرایط مختلـف  هاي این صنعت، عدم زیان
است که بخش بیشتر آن در زمان درگیري با عوامل مختلف بیماري و 
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هاي دهد و در نتیجه باعث ایجاد زیانتغییر در شرایط محیطی رخ می
گردد. یکی از اقدامات موثر در زمان بـروز  اقتصادي بسیار سنگین می

ثرات سوء جـانبی از جملـه   بیماري استفاده از آنتی بیوتیکها است که ا
صدمه به فلور میکروبی را بروز می دهد. به دنبال اثرات مضر استفاده 
از انتی بیوتیک ها دانشمندان بدنبال روشهاي جایگزین براي حل این 

هـا و یـا   اند. یکی از این روشها اسـتفاده از پروبیوتیـک  مشکلات بوده
تـأثیر منفـی بـر     هابیوتیکآنتیهاي گیاهی است که برخلاف مکمل

جمعیت میکروبی روده  ندارنـد و بـه فرآینـد گـوارش بسـیار کمـک       
و مضر روده تـأثیر   یدمف هاييبر تعادل باکتر هایوتیکپروبکنند. می

 هـاي يبـاکتر  یـت جمع یشتعادل را به نفع افزا ینو ا )10گذارند (یم
اثـرات   یـق طر ایـن از  هـا یوتیـک پروب یقتدر حق دهند،یم ییرتغ یدمف

تواننـد بـه عنـوان    کننـد و مـی  یسلامت بخش خود را در بدن القا م
. مکمــل هــاي )33بیوتیــک محــرك رشــد باشــند (جــایگزین آنتــی

ــوتیکی ــن پروبی ــک داراي اســت ممک ــا ی ــداد ی ــتري تع ــویه بیش  س
 گرانـول و  قـرص،  پودر، شکل به توانند می و باشند میکروارگانیسمی

مهم ترین مکانیسم بازدارنده ي . )34شوند ( مصرف غذا یا آب همراه
پروبیوتیک ها در برابر بیماري ها شامل رقابت بر سـر مـواد مغـذي،    
تولید سموم و ترکیباتی مانند باکتریوسین ها و رقابت بـر سـر مکـان    

. همچنـین نشـان داده شـده    )22هاي اتصال در اپیتلیوم روده است (
هـا مـی توانـد بیـان ژن حامـل هـاي       است که استفاده از پروبیوتیک

 یـر، اخ ی سـالیان ط ـ. همچنـین  )23حت تاثیر قرار دهـد ( پپتیدي را ت
محرك رشـد، توجـه    یدترینعنوان جد به ي گیاهیضرور يهاروغن

محـرك   يهـا بیوتیکآنتی یعیطب یگزینجا عنوان را به یاديز یاربس
 یکاتآروم یباتترکي ضرور يهااند. روغنداده اختصاص رشد به خود

شده  یش شناختهها پآنها از مدت یولوژیکیب یتهستند که فعال گیاهی
 Carvacrolگیـاهی شـامل    هـاي عصاره از ترکیب استانداردي است.

2%، Cinnamaldehyde 5% و Capsicum Oleoresin 2% است 
 این .اندشده استخراج فلفل و آویشن دارچین، گیاهان از ترتیب به که

 گوارشی ترشحات افزایش مکانیسم دو طریق از کلی طور به هاعصاره
 جذب و هضم بهبود موجب گوارش، سیستم ایمنی هايتعدیل پاسخ و

 ایـن  ایمنـی  وضـعیت  در تعادل میکروبی و بهبود ایجاد و مغذي مواد
 انرژي یافته، کاهش نگهداري انرژي نیاز شوند. ضمن اینکهمی هااندام

 رانـدمان  به افـزایش  منجر تاًنهای و گردیده پرنده رشد صرف بیشتري
  ).4( گردندمی اقتصادي سودآوري و تولید

یـد، توسـط   پپتيو تر يدبه شکل  به داخل سلول، هایدپپت انتقال

هاي حامل در سطح غشـاي سـلول انجـام مـی گیـرد. ایـن       پروتئین
به  یدرمان يهایتفعال یگرانتقال خود و د ییبا تواناهاي حامل پروتئین

چند نـوع   .هستندویژه اي برخوردار  یتاهم زا ها داروساز یشپ عنوان
هـاي حامـل کـه در انتقـال پپتیـد هـا نقـش دارنـد شـامل          پروتئین
PepT1)intestinal oligopeptide transporter ، (PepT2 )renal 

oligopeptide transporter و (LEAP2 )Liver expressed 

antimicrobial peptide 2دهنـده  هاي انتقـال ) هستند. این پروتئین
نقش مهمی در جذب پپتیدهاي کوچک در روده، کلیه و کبد داشته و 

و  PepT1. )26(نیز در جذب داروهایی با ماهیت پپتیدي اهمیت دارند 
PepT2  جـایی و انتقـال   هاي حاملی هستند که مسئول جابهپروتئین

 يعمـدتا در غشـا   PepT1 یـان محـل ب  پپتیـدها هسـتند.  دي و تري
بیـان ایـن    در روده کوچـک اسـت.   یتانتروسیه راسی ناح ییپلاسما

حامل پروتئینی تحت تاثیر عوامـل مختلـف ماننـد ترکیـب پـروتئین      
ت غذایی، شرایط آسیب شناختی خوراك، مکمل هاي آنزیمی، محدودی

). بطوریکه نشان داده شـده کـه اسـتفاده از    18یا مصرف دارو است (
را در ناحیـه ژژنـوم     PepT1بیـان مکمل هاي میکروبی لاکتوباسیلی 

) 16( وانـگ  و . همچنین مدسن)9تواند افزایش دهد (روده باریک می
 ژن بیـان  میـزان  غـذایی  محـدودیت  ایجـاد  زمان رد دادند که نشان

PepT1 ــده و ــايگیرن ــی ه ــه PPRα پروتین ــزان ب ــر دو می  در براب
یـک حامـل بـا تمایـل      PepT2 .یابـد می افزایش گوشتی هايجوجه

سوبسترا ولی با ظرفیت کم براي انتقال پپتیدها ترکیبی بالا نسبت به 
درصد شباهت اسید آمینـه اي   50درصد شباهت ژنی و  70می باشد. 

ــا  ــتراهاي  PepT1ب ــتر سوبس ــتراي  PepT2دارد. بیش ــان سوبس هم
PepT1  برابر تمایل بیشتري براي  40است علاوه بر اینکه این حامل

ان این پـروتئین در روده  اتصال با آنها دارد. در دوره جنینی جوجه، بی
باریک زیاد است و بعد از هچ به تدریج از بیان آن کاسته مـی گـردد    

هفته بعـد از   2ولی بیان ثابتی در روده بزرگ و سکوم ها از جنینی تا 
اي در ارتباط بـا  تاکنون مطالعه .)37هچ براي آن گزارش شده است (

از مکمـل هـاي    تغییرات بیان این ژن در شرایط چانج و یـا اسـتفاده  
یـه، مغـز و بافتهـاي    کلمیکروبی گزارش نشده است. ایـن حامـل در   

دیگري چون سیستم عصبی دستگاه گـوارش، ریـه، غـدد پسـتانی و     
مشـاهده   ). پپتید دیگري نیز در بافـت کبـد  37طحال بیان می شود (

آن  یولـوژیکی ب شناسایی گردید. نقش  LEAP2شده است که با نام 
نشان داده شده اسـت   یاما در مطالعات قبل ستیکاملا شناخته شده ن

 ضـد  یتگرم مثبت فعال يباکتر یندر مقابل چند یمیاییکه از نظر ش
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هاي ضد بررسی تاثیر مکمل . هدف از این مطالعه،)13دارد ( یکروبیم
هی هـاي گیـا  هاي لاکتوباسیلی، مکملمیکروبی همچون پروبیوتیک

)X-Tractي روده و مورفولـوژ  ها بـر عملکـرد رشـد،   بیوتیک)  و آنتی
 PepT1 ،PepT2، LEAP2 ینـی پروتئهاي بررسی میزان بیان حامل

باشد که در شرایط درگیري هاي گوشتی میجوجهدر دستگاه گوارش 
  قرار گرفت. مطالعهو بدون درگیري با عامل پاتوژن مورد 

  
  هامواد و روش

تیمار آزمایشی با  4قالب طرح کاملاً تصادفی در  این آزمایش در
هاي با مساحت یک متر انجام پرنده در پن 20تکرار و در هر تکرار  5

و همکـاران  ژانـگ  مقابله میکروبی جوجـه هـا بـر اسـاس روش      شد.
 ـ 7در ). بـر ایـن اسـاس    36) انجام شـد ( 2016( از قطعـه   10 یروزگ

پـاتوژن   يروز با بـاکتر  3 هر پن جدا و دو نوبت به فاصله يهاجوجه
شدند و پرندگان تلقیح شده  یحتلق يباکتر 710به مقدار  k99 یکولايا

 -1تیمارهاي آزمایشی عبارت بودنـد از:   .هاي جدا قرار گرفتنددر پن
 2پروبیـوتیکی (حـاوي    مکمل جیره پایه حاوي -2جیره پایه (شاهد) 

بـه   یواریوس)سویه لاکتوباسیلیوس پلانتـاروم و لاکتوباسـیلوس سـال   
با نـام   یاهیمکمل عصاره گ جیره پایه حاوي -cfu/kg 910 3 میزان
و  %2، فلفـل %2یشـن از عصـاره آو  ی(مخلوط TRACT-X®1 يتجار
 .یکلینتتراسـا  یاکس ـ بیوتیـک یآنت جیره پایه حاوي -4 ) %5یندارچ

 100بر اساس توصـیه شـرکت سـازنده     TRACT-X®مکمل گیاهی 
-شد و همچنین در جیـره حـاوي آنتـی   گرم در هر تن خوراك اضافه 

گـرم   200به میزان  %50بیوتیک از آنتی بیوتیک اکسی تتراسایکلین 
بـر   پایـه  جیره غذایی هفته استفاده شد. 1در هر تن خوراك به مدت 
 10تـا   1هاي آغازین (براي دوره ) و2014اساس کاتالوگ نژاد راس (

روزگی) تهیـه  42تا  25روزگی) و دوره پایانی (24تا11روزگی)، رشد (
  ).1شد (جدول

  
  صفات عملکردي

درروز اول آزمایش وزن گروهی هر واحد آزمایشی ثبت گردید. در 
پایان هر دوره بعد از سه ساعت گرسنگی (به منظـور حـذف خطـاي    
ناشی از پر بودن دستگاه گوارش) وزن گروهی جوجه هاي هر واحد و 

انه، مصرف خوراك خوراك باقی مانده جهت محاسبه افزایش وزن روز

                                                        
1- Pancosma LTD, Geneva, Switzerland 

گیري شد. وزن روزانه و ضریب تبدیل غذایی هر واحد آزمایشی، اندازه
و زمان دقیق تلفات هر واحد آزمایشی به منظور محاسـبات روز مـرغ   

  ثبت و در محاسبه صفات ذکر شده از روش روز مرغ استفاده شد. 
  شناسی رودههاي بافتمؤلفه

روزگـی   21در روده  خصوصیات بافت شناسـی  ارزیابیبه منظور 
دوره پرورش، یک جوجه از هر پن با وزن نزدیک به میانگین وزنی آن 

متـر  سانتی 5/0پن انتخاب شد و پس از ذبح و باز شدن حفره شکمی 
از بافت ژژنوم جدا گردید و پس از شستشو با آب مقطـر، بـه منظـور    

ز درصد قرار داده شد. پس ا 10ساعت در فرمالین  24ثابت شدن بافت 
 5نمونه را به صورت شناور در محلول فیکساتوري کـه حجـم آن   آن 

ساعت در دماي  24برابر نمونه است نگهداري کرده و سپس به مدت 
اتاق نگهداري و بعد از آن براي برش و تهیه مقطع به شرکت جهـان  

روده  ایران) منتقل شد. براي بررسی اجزاي بافت -سلول توس (مشهد
) متصل به کامپیوتر Olympus-D12, Japan( از میکروسکوپ نوري

استفاده شد و اندازه اجـزاي بافـت براسـاس     DP2_BSWافزار و نرم
ارتفـاع   -1میکرومتر گزارش شد. شاخصه هاي مورد ارزیابی شـامل:  
عـرض   -2پرزهاي روده (از نوك ویلی تا ناحیه اتصال بـه کریپـت)   

گیري و میانگین هیانی و پایینی اندازم عرض سه قسمت بالایی،(ویلی 
عمق کریپت (از پایه  -3آنها به عنوان عرض ویلی در نظر گرفته شد) 

نسبت ارتفاع ویلـی بـه عمـق کریپـت      -4ویلی تا لایه زیر مخاطی) 
  باشد.(تقسیم ارتفاع ویلی به عمق کریپت) می

  
  از بافت کبد و ناحیه ژژنوم روده باریک RNAاستخراج 

 14، در سـن  RNAاسـتخراج   جهـت  بافت به منظور تهیه نمونه
سـانتی  5/0هاي ناحیه ژژنوم روده باریک و کبد به اندازه روزگی بافت

 2پرنده به صورت تصادفی جدا شدند که  4متر جدا شدند. از هر تیمار 
پرنده از گروه سالم بودنـد. سـپس    2پرنده از گروه چالش میکروبی و 

شـرکت   RNA Shieldمیلـی لیتـر   5/1نمونه در میکروتیوب حـاوي  
سـاعت در یخچـال و سـپس در     2دنازیست قـرار گرفـت و پـس از    

از بافت هاي نامبرده از  RNAنگهداري شد.  براي استخراج  -70فریز
ایران) استفاده شد.  -(مشهد شرکت پارس توس RNAکیت استخراج 

استخراج شده از بافت هاي مورد نیـاز طبـق    RNAاز  cDNA سنتز
انجام گرفت. همچنین توالی هاي پروتکل کیت  شرکت پارس توس 

و ژن مرجـع   PepT1 ،PepT2 ،LEAP2ي هـا مربوط به آغازگر ژن
GAPDH 2توسط شرکت پیشگام بایوتک سنتز شد (جدول.( 
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 (درصد)هاي آغازین، رشد و پایانی در طی دوره یگوشت يجوجه هااجزاي تشکیل دهنده جیره پایه  - 1 جدول

Table 1- Composition of basal diet of broiler chickens at starter, grower and finisher phase (%) 
 اجزاي خوراك
Ingredients   10-0 روزگی  

1-10 days of age 
 روزگی 24-11

11-24 days of age 
 روزگی 41-25

25-41 days of age 
 ذرت
Corn  50.47 56.02 59.63 

)٪44یا (پروتئین خامکنجاله سو  
Soybean Meal (44% CP)  39.15 34.77 30.67 

یاروغن سو  
 Soybean Oil  5.43 5.0 5.87 

فسفات یمکلس يد  
Di-calcium Phosphate  2.08 1.77 1.67 

کربنات یمکلس  
Calcium Carbonate  1.33 0.99 0.97 

یمکمل معدن  
Mineral Premix  0.25 0.25 0.25 

یتامینمکمل و  
Vitamin Premix  0.25 0.25 0.25 

طعام نمک  
Salt  0.37 0.35 0.37 

یونینتم - ال  - يد  
DL-Methionine  0.37 0.34 0.23 

 یزین هیدروکلرایدل -ال
L-Lysine Hydrochloride  0.3 0.26 0.09 

  شیمیایی  ترکیب
Chemical composition 

    
 انرژي قابل متابولیسم 
Metabolizable energy (Kcal/kg)  3000 3100 3200 

خام پروتئین  
CP (%)  22.0 20.49 18.78 

 کلسیم
Ca (%)  1.05 0.88 0.81 

 فسفر قابل دسترس
Available Phpsphorus (%)  0.5 0.44 0.41 

 آرژنین
Arginine (%)  1.52  1.37  1.26  
 ترئونین
Threonine (%)  0.97  0.88  0.81  
 لیزین
Lysine (%)  1.40 1.27 1.05 

 متیونین
Methionine 

 0.68 0.63 0.50 

یستین+ سیونینمت  
Methionine + Cystine (%)  1.05 0.98 0.83 

گرم میلی K3 ،3گرم ویتامین میلی E ،5المللی ویتامین واحد بین D3 ،80المللی  ویتامین واحد بینA ،1800المللی ویتامین واحد بین 11000هر کیلوگرم مکمل ویتامینه شامل: 
 B12 ،25/0گرم ویتامین میلی 017/0گرم اسید فولیک، میلی 9/1گرم پیردوکسین، میلی 3/4گرم نیاسین، میلی 55گرم پنتوتونات، میلی 17ین، گرم ریبوفلاومیلی 5/8تیامین، 

گرم میلی 30گرم مس، میلی16، گرم آهنمیلی 20گرم روي، میلی 110گرم منگنز، میلی 120گرم کولین کلراید، و هرکیلوگرم مکمل معدنی شامل: میلی 1600گرم بیوتین، میلی
  گرم ید.میلی 20سلنیم و 

Each kilogram vitamin supplement contains: 11000 IU Vitamin A, 1800 IU Vitamin D3, 80 IU Vitamin E, 5 mg Vitamin K3 / 3 mg Thiamine, 8.5 mg 
Riboflavin, 17 mg Pentotonate, 55 mg Niacin, 4.3 mg pyridoxine, 1.90 mg folic acid, 0.017 mg of vitamin B12, 0.25 mg of biotin, 1600 mg of choline 
chlorid, and one kilogram of mineral supplement containing: 120 mg manganese, 110 mg of zinc, 20 mg Iron, 16 mg of copper, 30 mg of selenium 
and 20 mg of iodine. 
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   ژنهاي مطالعه شده در این تحقیق ي اختصاصیهاآغازگر یتوال -2 جدول
Table 2- Specific gene primers used in the study 

 ژن
Gene  

 دماي اتصال
At (°C) 

  شماره دسترسی
NCBI accession number 

 آغازگر هاي رفت و برگشت
Forward and reverse primers, 5ꞌ → 3ꞌ 

PepT1  57 °C NM_204365.1 5-AAAGTTTAAGACCATTGTCTCCCT-3 
     5-ATGTGCACCGCAATATTATCAG-3 

PepT2 57 °C  NM_001319028.1 5-TATTCTCAGTCTCCAGCCAGC-3 
     5-GCAGCCTGGGCAACAACA-3 

LEAP2 59 °C  NM_001001606.1 5-TTCCCTGCACCAACCACAG-3 
     5-CGGTTCTTCCTGCATAGCATT-3 

GAPDH  57 °C  NC_006088.5 5-TGTTTCCTGGTATGACAATGAGTT-3 
  

 PepT1، PepT2، LEAP2 هـاي ژن بیان نسبی کمیت تعیین
  Real Time-PCR روش به

با استفاده از کیت پارس توس انجـام   Real time PCRواکنش 
در  cDNAشد. محلول واکنش بر اساس دستورالعمل کیت و کیفیت 

میکرولیتـر    4/0میکرولیتر ساخته شد. اجزاي واکنش شامل  15حجم 
 میکرولیتر 3/0میکرولیتر آب مقطر،  8/2شت، آغازگر هاي رفت و برگ

Rox dye ــر  5/7 و ــه  SYBRمیکرولیت ــود ک ــدام از   ب ــر ک ــه ه ب
ریخته شد و در پایان  Real Time-PCRمیکروتیوپ هاي مخصوص 

بـر   cDNAبه هر تیوب اضافه گردید. هرنمونه  cDNAمیکرولیتر  4
از رقـت هـاي یـک    . )5اساس استاندارد مایکی با دوتکرار انجام شد (

و هر کدام با سه تکرار ها  cDNAهشتم، یک چهارم، یک دوم و یک 
 جهت محاسبه راندمان واکنش و رسم منحنی استاندارد استفاده شـد. 

 ABI 7300سیکل با دستگاه  45در  3مطابق با جدول  PCRبرنامه 
و براي تعیین اختصاصی بودن تکثیر، آنالیز منحنی ذوب انجام گرفت 

بعد از آخرین سـیکل در هـر تکثیـر انجـام شـد. از       PCRت محصولا
جهـت نشـان دادن عـدم وجـود      )cDNAکنترل منفی (نمونه بدون 
 گردیدبه عنوان رفرنس استفاده  GAPDHآلودگی استفاده شد. از ژن 

 -)Ct)ΔΔو بیان تیمارها نسبت به تیمار شاهد سالم با استفاده از فرمول 

  .محاسبه شدند 2

  
 Real Time PCRمه مورد استفاده در برنا -3جدول

Table3- The program used in Real Time PCR 
 مراحل انجام واکنش
 Steps of reaction  

 تعداد سیکل
Number of cycles 

 درجه سانتی گراد)دما (
Temperature (°C) 

 زمان
time 

 تجزیه اولیه
Initial denaturation  

1 95 5 min 

 تجزیه
Denaturation 

45 95 45 min 

  اتصال
Annealing 

45 57 30 min 

 توسعه
Extension   45 72 30 min 

 توسعه نهایی
Final extension 

1 72 5 min 

 درجه بود. 57درجه و براي سایر ژن ها  LEAP2 ،59دماي اتصال براي ژن 
The annealing temperature of LEAP2 gene was 59 and other temperatures were 57°C. 

  
  تجزیه و تحلیل آماري

 بصـورت  ندارنـد  میکروبـی  چالش که روزگی 7 تا طرح هايداده
 2×4 فاکتوریل روش از میکروبی چالش از بعد و کاملا تصادفی طرح

مختلـف بـا    هاي مکمل سطوح با چالش بدون و چالش فاکتور دو با

 از ادهاسـتف  بـا  هـا داده آنالیز. شد آنالیز استفاده از طرح کاملا تصادفی
 و) 29( GLM رویـه  با )SAS Institute, 2008) SAS 9.2 افزارنرم

 درصد 5 سطح در توکی آزمون از استفاده با هاداده میانگین مقایسات
  .شد انجام
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  نتایج و بحث
نتایج مربوط به اندازه گیري افزایش وزن روزانه، ضـریب تبـدیل   

اثـر  نشان داده شده اسـت.   5و  4خوراك و مصرف خوراك در جدول 
نه متقابل اعمال چالش و مصرف مکمل بر میانگین افزایش وزن روزا

روزگی نشـان داد کـه جوجـه هـایی کـه مصـرف        24تا 11در دوره 
پروبیوتیک داشتند در شرایط چالش تفاوت آماري معنی داري با گروه 
شاهد سالم در افزایش وزن روزانه نداشتند، اما میانگین افـزایش وزن  

کننده مکمل گیاهی نسبت به جوجه هاي تیمـار  در تیمارهاي دریافت
). در بررسـی اثـر متقابـل در    P >05/0ن داد (شاهد سالم کاهش نشا

تیمارها در هر دوره تغییـري در میـزان مصـرف خـوراك در تیمارهـا      
مشاهده نشد. مصرف خوراك تحت تـاثیر نـوع مکمـل قـرار گرفـت      

)05/0< P 24تا  11) بطوریکه استفاده از مکمل پروبیوتیکی در دوره 
راك شـد کـه   روزگی  باعث افزایش معنی داري در میزان مصرف خو

). اما مکمل گیاهی نسبت 5این میزان مشابه گروه کنترل بود (جدول 
 24تـا   11به سایر تیمار ها سبب کاهش مصرف خـوراك روزانـه در   

روزگی گردید. در بررسی اثر متقابل اعمال چالش و مصرف مکمل بر 
روزگـی   24تـا   11کننده پروبیوتیک در دوره وزن بدن، گروه دریافت

کننـده  ) و در تیمارهاي دریافـت P >05/0شتري داشت (وزن بدن بی
بیوتیک وزن بدن نسبت به تیمار پروبیوتیـک کـاهش معنـی دار    آنتی

). در بررسی اثرات اصلی مکمل و اثر چـالش در  P >05/0نشان داد (
  گیري، تاثیري بر وزن بدن مشاهده نشد.تمام سنین مورد اندازه

ایط درگیري بـا عامـل   مصرف پروبیوتیک و مکمل گیاهی در شر
هـا  باکتریایی موجب شد تا افزایش وزن و همچنین وزن بدن جوجـه 

روزگی) نداشته باشند.  24-11تفاوتی با شاهد سالم در دوره درگیري (
-Xدهد که پروبیوتیـک و مکمـل گیـاهی    العمل نشان میاین عکس

Tract د بخوبی توانسته تا در شرایط درگیري منبع بیماري را مهار نمای
بطوریکه این دو مکمل عملکردي نزدیک به آنتی بیوتیک داشتند. در 

هاي گیاهی را بر عملکرد جوجه هاي مطالعات متعددي که اثر مکمل
، )31(اند، نشان داده شده کـه مصـرف دارچـین    گوشتی بررسی کرده

بطور جداگانه باعث بهبود افـزایش وزن   )27) و آویشن(8فلفل سیاه (
شود بطوریکه وزن بدنی مشـابه بـا تیمـار    می در جوجه هاي گوشتی

بیوتیک ایجاد کردند. در مطالعات فوق الذکر مصرف این مکمـل  آنتی
هاي گیاهی موجب بهبود شاخص هاي عملکردي مانند ضریب تبدیل 

و کاهش مصرف خوراك گردیـد کـه در مـورد دو شـاخص اخیـر در      
ار ها مشاهده مطالعه حاضر تفاوتی بین تیمار مکمل گیاهی و سایر تیم

نشد ولی در گروه سالم، مصرف خوراك و ضـریب تبـدیل غـذایی در    
تیمار مکمل گیاهی کمتر از سایر تیمار ها بود که نتیجه اي مطابق با 

پژوهش هاي متعددي اثر مکمل). 31، 27، 8نتایج سایر محققان بود (
هاي ضد میکروبی به خصوص پروبیوتیک ها را مورد بررسی قرار داده

. در آکثر آنها افزایش وزن روزانه، افزایش مصرف خوراك و بهبـود  اند
). البته ایـن تـاثیرات بـه نـوع     35، 33، 12قابلیت هضم تایید گردید (ّ

سویه هاي استفاده شده در مکمل پروبیوتیکی ارتبـاط دارد بطوریکـه   
 حـــاوي پروبیوتیـــک از اســـتفاده داد نشـــان همکـــاران و مـــوري

 گروه به نسبت را خوراك مصرف روزگی 42 تا 24 در لاکتوباسیلوس،
در مطالعه اي نشان داده شد که استفاده از ). 20دهد (می کاهش شاهد
فایر توانسته تا عملکرد مرغهاي گوشتی را در بیوتیک و یا اسیديسین

).   ایـن در حـالی   2شرایط درگیري با عفونت ایکولاي بهبود بخشد (
 لاکتوباسیلوس پلانتاریومي توسط است که توانایی مهار پاتوژن ایکولا

که در این مطالعه استفاده شده، روشـن   لاکتوباسیلوس سالیواریوسو 
  ).21، 17شده است (

 
  هاي بافت شناسیفراسنجه

 یوتیکیدهد که استفاده از مکمل پروبینشان م یشماآز ینا یجنتا
نســبت بــه تیمارهــاي  یلــیدر ارتفــاع و يداریمعنــ یشســبب افــزا

همچنـین   .گردیـد  بیوتیک و کنترلده مکمل گیاهی، آنتیکنندریافت
بیوتیک ارتفاع ویلی در پرنده هاي مصرف کننده مکمل گیاهی و آنتی

). اسـتفاده از مکمـل هـاي ضـد      >05/0Pبالاتر از گروه شاهد بـود ( 
یلی در تیمارهاي آزمایشی عرض وداري بر میزان میکروبی تأثیر معنی

عمـق   یـزان در م يدارمعنـی  کـاهش . در مقابل گروه شـاهد نداشـت  
تیمـار   درمقایسـه بـا   مکمـل گیـاهی   کننـده  یمار دریافتدر ت یپتکر

پروبیوتیک و  اثر اي کهدر مطالعه. ) >05/0Pپروبیوتیک مشاهده شد (
بیوتیک و اسید آلی بر عملکرد و مورفولوژي روده مـورد بررسـی   آنتی
د اسـتفاده  پروبیوتیـک مـور   از چند گونـه مشخص شد که  گرفتقرار 

 42و  21سبب افزایش ارتفاع پرز در ژژنوم و ایلئوم نسبت به شاهد در 
 .)11(روزگی گردید
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و آنتی بیوتیک در شرایط چالش و بدون چالش میکروبی بر افزایش وزن، و ضریب تبدیل خوراك، مصرف خوراك و وزن بدن جوجه  وبیوتیکتاثیر مکمل گیاهی، پر - 4 جدول
   هاي گوشتی

Table 4- Influence of herbal supplement, probiotic and antibiotic on gain, feed conversation, feed intake and body weight of broiler 
chickens in microbial challenge and safe condition.  

  safe  سالم  Challengدرگیر   

 سطح احتمال
probability 

level 
MSE پروبیوتیک 

Probiotic 

گیاهی مکمل  
Herbal 

Supplemen
t 

کبیوتیآنتی  
Antibiotic 

 کنترل
Control 

کپروبیوتی   
Probiotic 

گیاهی مکمل  
Herbal 

Supplemen
t 

یکبیوتآنتی  
Antibioti

c 

 کنترل
Control 

 سن
Age 

وزن(گرم) افزایش  
Weight gain (g) 

0.80 0.6963 16.13 16.50 16.04 16.49  16.17 17.41 17.21 16.61 1-10 
0.03 2.581 76.81 ab 71.07 abc 69.66 bc 72.62 abc  70.57 bc 67.80 c 71.54 abc 79.35 a 11-24 
0.63 4.802 74.06 67.74 67.17 69.52  68.82 69.43 72.33 64.50 25-42 

 ضریب تبدیل
Feed conversion ratio 

0.19 0.040 1.13 1.20 1.14 1.11  1.18 1.10 1.07 1.14 1-10 
0.86 0.040 1.19 1.13 1.19 1.22  1.20 1.13 1.17 1.17 11-24 
0.06 0.046 1.59 1.67 1.73 1.61  1.70 1.67 1.61 1.72 25-42 

 مصرف خوراك(گرم)
Feed intake (g) 

0.85 0.827 18.25 19.89 18.27 18.33  19.10 19.32 18.36 18.81 1-10 
0.26 3.537 93.93 80.94 85.91 89.40  84.61 79.57 86.22 94.22 11-24 
0.98 5.574 117.66 112.22 116.74 111.45  116.45 115.16 115.89 110.76 25-42 

م)(گر وزن بدن
Body weight (g) 

0.82 6.860 196.50 200.70 196.95 199.90  196.60 209.54 207.76 201.30 10 

0.02 32.761 1101.39 a 1057.46 ab 991.66 b 1009.04 

ab  1003.27 

ab 1025.14 ab 1048.98 

ab 
1098.02 

ab 24 

0.43 122.50 2665.65 2516.10 2386.28 2456.33  2452.01 2567.00 2574.09 2456.00 42 
a-b اعداد با حروف غیر مشترك در هر ردیف تفاوت معنی دار دارند  

SEM استاندارد، خطاي میانگین 
 a-b the numbers with non-common letter in the row indicates significant different.  
SEM: standard error mean  

 
 پرزهـا،  طول افزایش جمله از روده بر بافت تأثیر با هاپروبیوتیک

 اپیتلیـوم  در سـلولی  بـازچرخ  کاهش روده و اپیتلیوم ضخامت کاهش
 هـاي  آنـزیم  ترشـح  افـزایش  و سیستم ایمنی تحریک )19، 3روده (
 جذب و هضم ، عمل)14روده  ( وموکوس پانکراس و معده از هضمی

سـودمند   عملکـرد  وجـود،  ایـن  بـا  .بخشـند  می بهبود را مغذي مواد
 نگهداري ي هزینه میزبان، براي است ها ممکن پروبیوتیک محافظتی

 هـاي سـلول  تکثیـر  تحریـک  رسد می نظر باشد. به داشته ايتغذیه و
 حاوي هاي پروبیوتیک عمل هاي مکانیسم یکی از به روده، اپیتلیومی

 سطوح افزایش با ها پروبیوتیک این زیرا .مربوط باشد ها اسیللاکتوب
 را اي روده اپیتلیـوم  هـاي  سـلول  تکثیر کوتاه زنجیر، چرب اسیدهاي
 ارتفـاع  افـزایش  در ها پروبیوتیک مثبت . تأثیر)28کنند ( می تحریک

ــال شــدن و روده پرزهــاي ــا ویلــی عملکــرد فع  هــاي جوجــه در ه
در مطالعـات   پروبیوتیـک،  بـا  مکمـل شـده   هـاي  جیره کنندهدریافت

) که با نتایج تحقیق 26، 11، 5محققین مختلف نشان داده شده است (
 عملکرد از شاخصی هاویلی زیادتر ارتفاع . بنابراین،حاضر مطابقت دارد

 و هضم عملکرد ،ویلی ارتفاع افزایش موازات به و) 30است ( آنها فعال
 آنزیم بیان جذب، سطح مساحت افزایش دلیل نیزبه مغذي مواد جذب
 می افزایش مغذي، مواد نقل و حمل هاي و سیستم مسواکی پرز هاي
  .)33( یابد

تاثیر عصاره گیاهی بر افزایش طـول ویلـی نیـز توسـط بخـوبی      
اي نشان داده شد که استفاده از مخلوط شناخته شده است. در مطالعه

روغنهاي ضروري چند گونه گیاهی (بادیان، پوست مرکبات و پونه) از 
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کاهش ارتفاع ویلی در حین مقابله با عامل کوکسیدیوز جلوگیري کرده 
شرایط سلامت حیـوان نیـز اسـتفاده از مخلـوط     اگرچه در  ).25است (

هاي روده را نسـبت بـه   اي و دارویی توانست رشد ویلیگیاهان ادویه
  ). 1شاهد افزایش دهد که با نتیجه این مطالعه مطابقت داشت (

 
گوشتی. ك و وزن بدن جوجه هايبر افزایش وزن، ضریب تبدیل خوراك، مصرف خورااثرات اصلی مکمل هاي ضد میکروبی یا چالش میکروبی  - 5جدول   

Table 5- The main effect of antimicrobial supplements on gain, feed conversation, feed intake and body weight of 
broiler chickens 

میکروبی چالش اثر    
challenge effect 

 اثر مکمل   
Supplements effect 

 
 سطح احتمال
probability 

level 
MSE 

 درگیر
Challenge 

  سالم
 سطح احتمال
probability 

level 
MSE 

 پروبیوتیک
Probiotic 

گیاهی مکمل  
Herbal 

Supplement 

یکبیوتآنتی  
Antibiotic 

 کنترل
Control 

 سن
Age 

وزن(گرم) افزایش          
Weight gain (g) 

0.26 0.348 16.29 16.85  0.71 0.492 16.15 16.95 16.63 16.55 1-10 

0.98 1.290 71.77 72.21  0.07 1.825 72.91 69.62 70.60 75.15 11-24 

0.80 2.401 69.62 68.77  0.82 3.395 67.01 71.44 68.58 67.01 25-42 

 ضریب تبدیل        
Feed conversion ratio  

0.41 0.02 1.14 1.12  0.57 0.028 1.15 1.15 1.10 1.12 1-10 

0.50 0.020 1.18 1.17  0.34 0.028 1.19 1.13 1.18 1.20 11-24 

0.48 0.023 1.65 1.67  0.94 0.033 1.65 1.67 1.68 1.67 25-42 

 مصرف خوراك(گرم)          
Feed intake (g) 

0.72 0.413 18.68 18.90  0.43 0.585 18.67 19.60 18.31 18.57 1-10 

0.58 1.768 87.55 86.15  0.016 2.501 89.27 a 80.26 b 86.07 ab 91.81 a 11-24 

.990 2.787 114.52 114.56  0.70 3.941 117.05 113.69 116.31 111.11 25-42 

          
 وزن بدن(گرم)
Body weight (g) 

0.28 3.430 198.51 203.80  0.65 4.850 196.55 205.12 202.35 200.60 10 
0.86 16.380 1039.39 1043.85  0.72 23.166 1052.33 1041.30 1020.32 1053.53 24 
0.98 61.252 2506.09 2508.27  0.78 86.624 2558.83 2541.55 2480.19 2448.16 42 

a-b اعداد با حروف غیر مشترك در هر ستون تفاوت معنی دار دارند  
SEM استاندارد، خطاي میانگین  

 a-b the numbers with non-common letter in the row indicates significant different.  
SEM: standard error mean 

  
  یروزگ 21ی روده در ناحیه ژژنوم جوجه هاي گوشتی در شناسبافت يهامؤلفهبر  یکروبیضدم هاي تأثیر مکمل - 6جدول 

Table 6-The effect of antimicrobial supplements on histological components of intestine in gegenum region of broiler chickens in 21 
days of age 

 کنترل 
control 

 بیوتیکآنتی
antibiotic  

 مکمل گیاهی
Herbal supplement 

  پروبیوتیک
probiotic  MSE سطح احتمال 

probability level 
 یلیارتفاع و

villi Height(Μm)  
c425.75 b542.00 b554.00 711.63a 19.36 0.0001 

  عرض ویلی
villi width(Μm) 124.75 158.5  187.00 136.75 17.86 0.12 

  عمق کریپت
crypt depth 

ab130.25  ab119.00  b101.25  143.00a 8.67 0.03 

 ارتفاع ویلی/کریپت
Villi Heights / Crypt 

b3.41  ab4.65  a5.46  4.97a 0.33 0.005 

a-b اعداد با حروف غیر مشترك در هر ستون تفاوت معنی دار دارند  
SEM استاندارد، خطاي میانگین  

 a-b the numbers with non-common letter in the column indicates significant different.  
SEM: standard error mean  
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افزایش ارتفاع ویلی در شرایط استفاده از مکمل در مطالعه حاضر 

وبیوتیک با کاهش عمق کریپت همراه بود که با تیمار حاوي پرگیاهی 
تفاوت معنی دار داشت و این کاهش عمق کریپت در افـزایش ارتفـاع   
ویلی به عمق کریپت انعکاس پیدا کرده و موجب افزایش این نسـبت  
در تیمار هاي حاوي مکمل گیاهی و پروبیوتیک شـد. ایـن نتـایج بـا     

) که نشان دادند افزایش ارتفاع ویلی 2013عامد و همکاران (گزارشات 
 کریپت همراه است مطابق است. با کاهش عمق

  
  ,PepT1, PepT2 LEAP2 هايژن بیان

بــراي ســاخت   اســتخراج شــده  RNA کیفیــت 1در شــکل 
cDNA (شکل راست) و محصول حاصل ازpcr  (شکل چپ)cDNA 

 میزان سالم پرندگان در اند.مشخص شده الکتروفورز ژل درتهیه شده 
 شاهد به نسبت لمکم دریافت کننده  تیمارهاي در PepT1 ژن بیان

در گروه دریافت کننده  ایکولاي، با پرندگان با آلوده شدن بود. بیشتر
 گـروه  بـه  نسبت PepT1ژن  بیان پروبیوتیک و مکمل گیاهی میزان

یافت، ولی میزان بیـان در تیمـار آنتـی بیوتیـک      کاهش شاهد سالم
همچنان بالاتر از شاهد سالم بود هرچند نسبت به گروه سالم مصرف 

در حالیکه  .)2ده آنتی بیوتیک کاهش چشمگیري نشان داد(شکل کنن
در گروه شاهد، ایجاد چالش میکروبـی بیـان ایـن ژن را افـزایش داد     
(شاهد آلوده) که نشان می دهد مکمل هاي ضـد میکروبـی اسـتفاده    

در زمان مقابله  PepT1شده در این مطالعه اثر کاهنده اي در بیان ژن 
  کرده است.   میکروبی در حیوان ایجاد

  

  
  (چپ) cDNAنمونه هاي  pcrو محصول حاصل از  از بافتهاي کبد و ژژنوم (راست) استخراج شده RNA -1شکل

Figure 1- The extracted RNA from liver and jejunum (right) and the PCR product from cDNA samples (left) 

 
  روزه 14در بافت ژژنوم روده جوجه هاي  PepT1چالش میکروبی بر بیان ژن هاي ضد میکروبی و اثر متقابل مکمل -2شکل 

Figure 2- Interaction effects of the antimicrobial supplements and microbial challenge on PepT1 gene expression in jejenum tissue of 
14 days old chicks 

Relative 
Expression 
(none unit) 
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 روزه 14در بافت ژژنوم روده جوجه هاي  PepT2بی و چالش میکروبی بر بیان ژن هاي ضد میکرواثر متقابل مکمل -3شکل
Figure 3- Interaction effects of the antimicrobial supplements and microbial challenge on PepT2 gene expression in jejenum tissue of 

14 days old chicks 
 

 
 روزه 14در بافت کبد جوجه هاي  LEAP2ضد میکروبی و چالش میکروبی بر بیان ژن هاي اثر متقابل مکمل -4شکل 

Figure 4- Interaction effects of the antimicrobial supplements and microbial challenge on LEAP2 gene expression in liver tissue of 
14 days old chicks 

 
 ـ     قابـل   PepT2ان ژن  عکس العمـل مشـابهی در ارتبـاط بـا بی

مشاهده است و فقط مکمل گیاهی باعث تغییرات متفاوتی در مقایسه 
با تیمار آنتی بیوتیک و پروبیوتیک شـد بطوریکـه در شـرایط چـالش     

افـزایش یافـت    PepT2میکروبی مانند شاهد عمل کرده و بیـان ژن  

 و بیوتیکآنتی کنندهدریافت تیمارهاي در سالم پرندگان ). در3(شکل 
همانطور  .است داشته افزایش شاهد بیان این ژن نسبت به روبیوتیکپ

نشان داده شده اسـت، در پرنـدگان سـالم اسـتفاده از      4که در شکل 
در کبـد پرنـدگان    Leap2مکمل ضد میکروبی باعث کـاهش بیـان    

Relative 
Expression 
(none unit) 

Relative 
Expression 
(none unit) 
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نسبت به شرایط عدم استفاده از مکمل شد. ایجاد چالش باعث کاهش 
شرایط سالم شد که البته میـزان   بیشتر بیان این ژن در کبد نسبت به

 کاهش در تیمار مصرف کننده پروبیوتیک کمتر بوده است.
 بیوتیـک آنتـی  از اسـتفاده  کـه  دادنـد  نشـان  همکـاران  و ایولیان

 PepT1 بیـان  میـزان  در لاکتوباسـیلی  پروبیوتیک یا انروفلوکساسین
موثر بود بطوریکه مصرف آنتی بیوتیک باعث افزایش بیان این ژن در 

در کبـد و یـا    LEAP2رغهاي گوشتی سالم شد درحالیکه بر بیـان  م
. بر این اساس پیشنهاد شـد کـه اسـتفاده از    )23روده تاثیري نداشت (

آنتی بیوتیک با توجه به محرك بودن رشد باعـث افـزایش تقاضـاي    
 ـ  نظیـر  اي پپتیـد  بیشتر براي جذب پروتئین میگردد و بیان حامـل ه

PepT1  یا را افزایش می دهد. اما در شرایط چالش میکروبی با آیمریا
بر خلاف مطالعه حاضـر نشـان داده شـده اسـت کـه بیـان       سالمونلا 

PepT1  ) کـه ایـن افـزایش در    ) 32، 18در دئودنوم افزایش می یابـد
از بیمـاري و واکـنش روده بـراي    نتیجه کاهش مصـرف غـذا ناشـی    

 LEAP2افزایش جذب ماده مغذي است. نتایج این مطالعه در مـورد  
) می باشد که نشان داد 2016منطبق با تحقیقات میلونوا و همکاران (

در کبد مـی   LEAP2چالش مرغ گوشتی با ایمریا باعث کاهش بیان 
وشـن  شود. این پروتئین بخشی از سیستم ایمنی ذاتی مـی باشـد و ر  

شده است که بیان این پروتئین همبستگی منفـی بـا شـدت عفونـت     
. ولی در چالش پرنده با سالمونلا بیان این )6کوکسیدیوز داشته است (

بر این اساس پیشنهاد می  .)32ژن در کبد و روده افزایش یافته بود (
به نوع پاتوژن یا عامل بیماري  LEAP2بیان  شود که احتمالا میزان

بستگی دارد که تحقیقات بیشتري باید انجام شود. البته یادآوري مـی  
 کـه  اسـت  کبـد  در شـده  بیـان  ضدمیکروبی پپتید LEAP2شود که 

 دي پیوند آن جمله از دارد فرد به منحصر ساختاري و کاتیونی پپتیدي

 4-2 و 3-1 موقعیـت  در سـولفید دي پیونـد ( باشـد مـی  آن سولفیدي
 نیست؛ شده شناخته کاملاً آن بیولوژیکی اسیدآمینه سیستین) و نقش

  باکتري چندین مقابل در شیمیایی نظر از که است شده داده نشان ولی
   .است داشته ضدمیکروبی فعالیت مثبت گرم

 
  

  کلی  گیرينتیجه
در شرایط چالش میکروبی استفاده از مکمل پروبیوتیکی توانسـت  

افزایش وزن بدن برابر با تیمار شاهد سالم ایجاد نمایـد و بـه نظـر    تا 
تأثیري بر عملکرد حیوانات مورد آزمـایش  نوع مکمل گیاهی  رسدمی

هاي بافتی نشان جز میزان مصرف خوراك  نداشته است. بررسی نمونه
هـا را  تواند ارتفاع و عمـق کریپـت  دهد که مکمل پروبیوتیکی میمی

دهد. بررسی نتایج بیان ژن نشان داد که چالش در یتحت تاثیر قرار م
پرندگان دریافت کننده مکمل (گیاهی، آنتی بیوتیـک و پروبیوتیـک)   

گردید و این رونـد در مـورد    LEAP2و  PepT1موجب کاهش بیان 
PepT2  .نیز به غیر از گروه دریافت کننده مکمل گیاهی مشاهده شد

وبـی در شـرایط چـالش    در مجموع استفاده از مکمل هاي ضـد میکر 
باعث کاهش بیان ژنهاي مورد مطالعه نسبت به شرایط سالم گردیـد.  
البته به غیر از تیمار شاهد، بطوریکه که چالش، باعث افـزایش بیـان   

  نسبت به شرایط سالم شد. PepT1, PepT2ژنهاي 
 

  تشکر و قدردانی
این پژوهش با حمایت مالی معاونت پژوهشی دانشگاه فردوسی مشهد 

همچنین از آقاي دکتـر امیـر     انجام شد. 44235/3با گرنت شماره  و
  شود.قدردانی می ایشان عطار به جهت حمایتهاي ارزشمند

  
  منابع

1. Amad, A. A., K. Wendler, and J. Zentek. 2013. Effects of a phytogenic feed additive on growth performance, 
selected blood criteria and jejunal morphology in broiler chickens. Emirates Journal of Food and Agriculture, 
25(7):549-554. 

2. Ateya, A. I., N. Arafat, R. M. Saleh, H. M. Ghanem, D. Naguib, H. A. Radwan, and Y. Elseady. 2019. Intestinal 
gene expressions in broiler chickens infected with Escherichia coli and dietary supplemented with probiotic, 
acidifier and synbiotic. Veterinary Research Communications, 43(2):131-142. 

3. Barton, M. D. 2000. Antibiotic use in animal feed and its impact on human healt. Nutrition Research Reviews, 
13(2):279-299. 

4. Bravo, D., V. Pirgozliev, and S. P. Rose. 2014. A mixture of carvacrol, cinnamaldehyde, and capsicum oleoresin 
improves energy utilization and growth performance of broiler chickens fed maize-based diet. Journal of Animal 
Science, 92(4):1531-1536. 



  1399 زمستان، 4، شماره12لد ، جپژوهشهاي علوم دامینشریه      560

5. Bustin, S. A., V. Benes, J. A. Garson, J. Hellemans, J. Huggett, M. Kubista, R. Mueller, T. Nolan, M. W. Pfaffl, G. 
L. Shipley, J. Vandesompele, and C. T. Wittwer. 2009. The MIQE guidelines: minimum information for publication 
of quantitative real-time PCR experiments. Clinical Chemistry, 55(4):611-622. 

6. Casterlow, S., H. Li, E. R. Gilbert, R. A. Dalloul, A. P. McElroy, D. A. Emmerson, and E. A. Wong. 2011. An 
antimicrobial peptide is downregulated in the small intestine of Eimeria maxima-infected chickens. Poultry Science, 
90(6):1212-1219. 

7. Chichlowski, M., J. Croom, B. McBride, G. Havenstein, and M. Koci. 2007. Metabolic and physiological impact of 
probiotics or direct-fed-microbials on poultry: a brief review of current knowledge. International Journal of Poultry 
Science, 6(10):694-704. 

8. El-Deek, A., M. Al-Harthi, M. Osman, F. Al-Jassas, and R. Nassar. 2012. Hot pepper (Capsicum Annum) as an 
alternative to oxytetracycline in broiler diets and effects on productive traits, meat quality, immunological responses 
and plasma lipids. European Poultry Science, 76:73-80. 

9. Etmektedir, S. İ. İ. 2017. The Increase in LEAP-2 mRNA Suggests a Synergistic Probiotics-Doxycycline Interaction 
in Chickens. Turkish Journal of Immunology, 5(1):5-12. 

10. Fuller, R. 1989. Probiotics in man and animals. Journal of Applied Bacteriology 66(5):365-378. 
11. Gunal, M., G. Yayli, O. Kaya, N. Karahan, and O. Sulak. 2006. The effects of antibiotic growth promoter, probiotic 

or organic acid supplementation on performance, intestinal microflora and tissue of broilers. International Journal of 
Poultry Science, 5(2):149-155. 

12. He, C. L., B. D. Fu, H. Q. Shen, X. L. Jiang, C. S. Zhang, S. C. Wu, W. Zhu, and X. B. Wei. 2011. Xiang-qi-tang 
increases avian pathogenic Escherichia coli-induced survival rate and regulates serum levels of tumor necrosis factor 
alpha, interleukin-1 and soluble endothelial protein C receptor in chicken. Biological and Pharmaceutical Bulletin, 
34(3):379-382. 

13. Hocquellet, A., B. Odaert, C. Cabanne, A. Noubhani, W. Dieryck, G. Joucla, C. Le Senechal, M. Milenkov, S. 
Chaignepain, J. M. Schmitter, S. Claverol, X. Santarelli, E. J. Dufourc, M. Bonneu, B. Garbay, and P. Costaglioli. 
2010. Structure-activity relationship of human liver-expressed antimicrobial peptide 2. Peptides, 31(1):58-66. 

14. Huang, R. L., Y. L. Yin, G. Y. Wu, Y. G. Zhang, T. J. Li, L. L. Li, M. X. Li, Z. R. Tang, J. Zhang, B. Wang, J. H. 
He, and X. Z. Nie. 2005. Effect of dietary oligochitosan supplementation on ileal digestibility of nutrients and 
performance in broilers. Poultry Science, 84(9):1383-1388. 

15. Jin, L., Y. Ho, N. Abdullah, and S. Jalaudin. 1996. Influence of dried Bacillus substillis and lactobacilli cultures on 
intestinal microflora and performance in broilers. Asian-Australasian Journal of Animal Sciences, 9(4):397-404. 

16. Madsen, S. L. and E. A. Wong. 2011. Expression of the chicken peptide transporter 1 and the peroxisome 
proliferator-activated receptor alpha following feed restriction and subsequent refeeding. Poultry Science, 
90(10):2295-2300. 

17. Majidzadeh Heravi, R., H. Kermanshahi, M. Sankian, M. Nassiri, A. H. Moussavi, L. R. Nasiraii, and A. Varasteh. 
2011. Screening of lactobacilli bacteria isolated from gastrointestinal tract of broiler chickens for their use as 
probiotic. African Journal of Microbiology Research, 5(14):1858-1868. 

18. Milanova, A., R. Santos, L. Lashev, V. Koinarski, and J. Fink-Gremmels. 2016. Influence of experimentally induced 
Eimeria tenella infection on gene expression of some host response factors in chickens. Bulgarian Journal of 
Veterinary Medicine, 19:47-56. 

19. Miles, R. D., G. D. Butcher, P. R. Henry, and R. C. Littell. 2006. Effect of antibiotic growth promoters on broiler 
performance, intestinal growth parameters, and quantitative morphology. Poultry Science, 85(3):476-485. 

20. Murry, A., A. Hinton, and R. Buhr. 2006. Effect of botanical probiotic containing lactobacilli on growth 
performance and populations of bacteria in the ceca, cloaca, and carcass rinse of broiler chickens. International 
Journal of Poultry Science, 5(4):344-350. 

21. Palaniyandi, S. A., K. Damodharan, J.-W. Suh, and S. H. Yang. 2017. In vitro characterization of Lactobacillus 
plantarum strains with inhibitory activity on enteropathogens for use as potential animal probiotics. Indian journal of 
microbiology, 57(2):201-210. 

22. Patterson, J. A. and K. M. Burkholder. 2003. Application of prebiotics and probiotics in poultry production. Poultry 
Science, 82(4):627-631. 

23. Pavlova, I., A. Milanova, S. Danova, and J. Fink-Gremmels. 2016. Enrofloxacin and Probiotic Lactobacilli 
Influence PepT1 and LEAP-2 mRNA Expression in Poultry. Probiotics Antimicrobial Proteins, 8(4):215-220. 



  561    …و  بر عملکرد، مرفولوژي روده  هاي ضد میکروبیتأثیر مکملحسن زاده و همکاران، 

24. Pluske, J. R., M. J. Thompson, C. S. Atwood, P. H. Bird, I. H. Williams, and P. E. Hartmann. 1996. Maintenance of 
villus height and crypt depth, and enhancement of disaccharide digestion and monosaccharide absorption, in piglets 
fed on cows' whole milk after weaning. British Journal of Nutrition, 76(3):409-422. 

25. Reisinger, N., T. Steiner, S. Nitsch, G. Schatzmayr, and T. Applegate. 2011. Effects of a blend of essential oils on 
broiler performance and intestinal morphology during coccidial vaccine exposure. Journal of Applied Poultry 
Research, 20(3):272-283. 

26. Rubio-Aliaga, I. and H. Daniel. 2008. Peptide transporters and their roles in physiological processes and drug 
disposition. Xenobiotica, 38(7-8):1022-1042. 

27. Saki, A., M. Kalantar, and V. Khoramabadi. 2014. Effects of drinking thyme essence (Thymus vulgaris L.) on 
growth performance, immune response and intestinal selected bacterial population in broiler chickens. Poultry 
Science Journal, 2(2):113-123. 

28. Samli, H. E., N. Senkoylu, F. Koc, M. Kanter, and A. Agma. 2007. Effects of Enterococcus faecium and dried whey 
on broiler performance, gut histomorphology and intestinal microbiota. Archives of Animal Nutrition, 61(1):42-49. 

29. SAS Institute and 2008. SAS/STAT User’s Guide: Statistics. Version 9.2 Edition. SAS Inst. Inc., Cary, NC. 
30. Shamoto, K. and K. Yamauchi. 2000. Recovery responses of chick intestinal villus morphology to different 

refeeding procedures. Poultry Science, 79(5):718-723. 
31. Singh, J., A. Sethi, S. Sikka, M. Chatli, and P. Kumar. 2014. Effect of cinnamon (cinnamomum cassia) powder as a 

phytobiotic growth promoter in commercial broiler chickens. Animal Nutrition and Feed Technology, 14(3):471-
479. 

32. Townes, C. L., G. Michailidis, C. J. Nile, and J. Hall. 2004. Induction of cationic chicken liver-expressed 
antimicrobial peptide 2 in response to Salmonella enterica infection. Infection and Immunity, 72(12):6987-6993. 

33. Tsirtsikos, P., K. Fegeros, C. Balaskas, A. Kominakis, and K. C. Mountzouris. 2012. Dietary probiotic inclusion 
level modulates intestinal mucin composition and mucosal morphology in broilers. Poultry Science, 91(8):1860-
1868. 

34. Watkins, B. A. and F. H. Kratzer. 1983. Effect of oral dosing of Lactobacillus strains on gut colonization and liver 
biotin in broiler chicks. Poultry Science, 62(10):2088-2094. 

35. Yoon, C., C. Na, J. Park, S. Han, Y. Nam, and J. Kwon. 2004. Effect of feeding multiple probiotics on performance 
and fecal noxious gas emission in broiler chicks. Korean Journal of Poultry Science, 31(4):229-235. 

36. Zhang, L., L. Zhang, X. Zhan, X. Zeng, L. Zhou, G. Cao, A. Chen, and C. Yang. 2016. Effects of dietary 
supplementation of probiotic, Clostridium butyricum, on growth performance, immune response, intestinal barrier 
function, and digestive enzyme activity in broiler chickens challenged with Escherichia coli K88. Journal of Animal 
Science and Biotechnology, 7:3. 

37. Zwarycz, B. and E. A. Wong. 2013. Expression of the peptide transporters PepT1, PepT2, and PHT1 in the 
embryonic and post-hatch chick. Poultry Science, 92(5):1314-1321. 

 



  1399 زمستان، 4، شماره12لد ، جپژوهشهاي علوم دامینشریه      562

 
Effect of Antimicrobial Supplementation on Expression of Pept1, PepT2 and 

LEAP2 Transcripts in Gastrointestinal Tract of Broiler Chickens 
 

Sajjad Hassanzadeh1, Reza Majidzadeh Heravi2* and Ali Javadmanesh2 

Submitted: 15-03-2019 
Accepted: 12-11-2019 

 
Introduction2 Unlike antibiotics, probiotic shows not only positive effects on microbiota in digestive tract but also 

helps in digestion process. Probiotic affects the commensal and pathogen bacterial balance in intestine and make 
changes in benefit of useful bacteria. On the other hand, the biological activity of herbal essential oils is discovered 
since many years ago. Herbal essential oils were suggested as the newest growth promoter replaced with traditional 
growth promoters such as antibiotics in animal production. It was showed that the use of probiotic can impact the 
expression of peptide carriers in the cytoplasmic membrane cells. On the cell membrane, the carrier proteins transfer the 
peptides as tri or di-peptides into the cell. The potential of carrier proteins in material transfer and other remedy activity 
attracted the attentions to use them as drug precursors. Some carrier proteins that shows the main role in peptide transfer 
included: Pept1 (intestinal oligopeptide transporter), PepT2 (Renal oligopeptide transporter) and LEAP2 (Liver 
expressed antimicrobial peptide 2). This study conducted to determine the effect of using antimicrobial supplements on 
the transcription of intestinal peptide carriers, the performance of broiler chickens and the histological components of 
intestine in condition of Escherichia coli K99 contamination. 

Materials and Methods The experiment was designed on 400 Ross 308 broiler chicks with 8 experimental 
treatments including 5 replications and 20 birds per replicate. At 7 days of age, 10 pieces of each broiler chickens were 
isolated and inoculated with 107 Escherichia coli K99 pathogenic bacteria in a 2-times with interval of 3 days. 
Following the inoculation, the treatments were divided into two groups: challenged with Escherichia coli K99 and no 
challenge. The treatments were: 1- Basal diet (control), 2- Basal diet and probiotics (Lactobacillus salivarius and 
Lactobacillus plantarum, 109 cfu / kg) 3- Basal diet and herbal supplement with X-Tract (Pancosma LTD, Geneva, 
Switzerland) (a mixture of 2% thyme extract, 2% pepper and 5% cinnamon) 100 grams per ton in granular powder 4 - 
Basal diet and Oxytetracycline antibiotic 200-400 g per ton fed for 2 weeks. Body weight, feed intake, FCR and daily 
body weight gain was recorded at 10, 24 and 42 days. Chickens were slaughtered at 14 days and 21 days and  jejunum 
and liver tissues sampled for gene expression and histomorphological evaluation respectively. Expression of PepT1and 
PepT2 in the jejunum and LEAP2 in the liver were measured and GAPDH was used as reference gene. Real time PCR 
reactions were done by ABI 7300 instrument. The chickens were brood based on Ross 308 manual (2014) and 
performance of birds include of body weight, average daily gain, feed intake and feed conversion ratio (FCR) were 
measured after end of each breeding period. The experiment was performed by completely random design in 8 
treatments and analyzed by a 2*4 factorial method including challenge (2 levels) and supplement (4 levels) factors. The 
data was analyzed using SAS 9.2 with GLM procedure and the means compare by Tukey test.  

Results and discussion The results of this study showed that the average daily gain in the probiotic group increased 
significantly in the challenge condition during the period of 11 to 24 days. In 25-42 period, the chickens were fed the 
diet contained probiotic showed the highest average daily gain although, there was no significant difference between the 
treatments in this period. In addition, the use of probiotic supplementation in challenge condition during the period of 
11 to 24 days showed an increase in feed intake, which was similar to that of the control group in healthy group. The 
herbal supplement reduced daily intake in period of 11 to 24 days compared to other treatments. The use of probiotic in 
the feed under challenge induced a significant increase in the villi's height in jejunum. The supplementation of 
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus salivariuos increased the width of villi on intestinal epithelium more than 
the other treatments. Depth of crypt of lieberkuhn was the least in the chickens feed by herbal supplement of X-tract.  
The expression levels of PepT1 and PepT2 transcripts in the intestinal tract and the LEAP2 transcript in the liver, it was 
shown that challenge in the chickens fed by supplements reduced the PepT1 expression whereas expression of this gene 
increased in control treatment. Similar interaction was observed in PepT2 expression except for chicken fed by herbal 
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supplement that showed an effect similar to control. Expression of LEAP2 reduced in all treatments under challenge 
with the E .coli, in comparison to healthy groups but reduction was minimum in the chickens fed by diet contained with 
probiotic. 

Conclusion The results of this study suggested that the use of probiotic supplement can decrease the risk effects of 
microbial challenge and recovery period was probably shortened using probiotic in the diet.   
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