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   پژوهشی -علمی مقاله 
  تأثیر سطوح  مختلف اسید آمینه متیونین بر عملکرد سیستم ایمنی و  بیان ژن اینترفرون گاما 

  هاي گوشتیدر جوجه
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  چکیده 

اینترفـرون گامـا   . دارد هـا جوجه در ایمنی سیستم عملکرد و پروتئین متابولیسم در مهمی نقش که است ايکنندهمحدود آمینه اسید اولین متیونین
)IFNطوح باشد. هدف از مطالعه حاضر، بررسی تأثیر سي ماکروفاژها    میکنندههاي ایمنی اختصاصی و عامل مهم فعال) یکی از اجزا گروه سایتوکاین

با استفاده مطالعه این منظور در  باشد. به اینهاي گوشتی سویه آرین میدر جوجه IFNمختلف اسید آمینه متیونین بر عملکرد سیستم ایمنی و بیان ژن 
 و 57/0، 50/0 ،43/0، 36/0، 29/0متیـونین ( اسـید آمینـه   سـطح   6در قالب طرح کاملاً تصادفی با  روزگی)28-14رشد  (قطعه جوجه در دوره  480از

هاي خونی و میزان بیان ژن گیري سلولهاي مورد مطالعه شامل بررسی ایمنی همورال، اندازهشاخصانجام شد.  در هر تکرار جوجه 20تکرار و  4)، 64/0
IFN .به منظور بررسی بیان ژن بود IFN   ابتدا کلRNA  از بافت کبد استخراج و پس از ساختcDNA، روش  استفاده از بیان ژن با میزانReal-

-time PCR بررسی بیان ژن حاصل از گیري شد. نتایجاندازه IFN داد نشان ها داري را بین تیماردر سطوح مختلف اسید آمینه متیونین اختلاف معنی
)05/0p≤ ژن)، بطوریکه بیان  IFN نسبت به گروه کنترل افزایش ولی  داريبه طور معنی 43/0درصد به  29/0متیونین، از  سطوح مصرف با افزایش

بکـارگیري سـطوح مناسـب     IFNدرصد مشاهده نشد. شاید یکی از دلایل افزایش بیان ژن 64/0و  57/0، 5/0داري بین سطوح متیونین تفاوت معنی
نی در پرنده باشد، هرچند که تحقیق مندي از مزایاي سطوح مناسب متیونین به منظور افزایش عملکرد سیستم ایممتیونین در تیمارهاي آزمایشی و بهره

  زا انجام شده است.  عوامل بیماري حاضر در شرایط عادي پرورش و بدون چالش
  

  ، سیستم ایمنی.IFNبیان ژن، جوجه گوشتی،  ژن هاي کلیدي: واژه
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باشـد. بـا ادامـه    جهت جلوگیري از کاهش تولید، امري ضـروري مـی  
-هاي مختلف و نگرانی در رابطه با استفاده از آنتیتهدید بروز بیماري

هـاي جـایگزین مناسـب،    ها در تولیدات حیوانی، یـافتن روش بیوتیک
ها به طور جدي و مبرم ایمن و عملی، براي جلوگیري یا کنترل پاتوژن

هاي هاي جدید براي طرح ریزي روشباشد. تعیین شیوهمورد نیاز می
درمانی ایمنولوژیکی یا درمان ضد میکروبی براي کاهش پاتوژن هاي 
ــان    ــت. درم ــاز اس ــورد نی ــه م ــتر از همیش ــور، بیش ــی در طی میکروب
ایمنولوژیکی براي کاهش پاتوژن هاي میکروبی در طیور، هـم بـراي   

باشـد.  عت طیور و هم بـراي خریـداران، داراي ارزش بـالایی مـی    صن
ها منجر به تأمین نیاز فرموله کردن جیره خوراکی براساس اسید آمینه

  ).2جویی اقتصادي خواهد شد (گردد و باعث صرفهواقعی طیور می
-خوراكاولین اسید آمینه محدود کننده در که به عنوان متیونین 

 .)10( مهم استنیز بادي در تولید آنتی استشناخته شده تجاري  هاي
ماده براي سـنتز دیگـر اسـیدهاي آمینـه     متیونین به عنوان یک پیش
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کند که سولفوردار به ویژه سیستئین و چندین متابولیت دیگر عمل می
). 12باشد (، تائورین و سولفور غیرآلی میAشامل گلوتاتیون، کوآنزیم 

 که دارد تأثیر ایمنی پاسخ وضعیت بر آمینه اسیدهاي بودن دسترس در
 و هالنفوسیت طی تکثیر پروتئین در سنتز  و DNA افزایش وابسته به

رسد در خلال یک پاسـخ  می  بنظر). 12باشد (می هابادي آنتی سنتز
اثـرات مسـتقیم و غیرمسـتقیم بـر روي     خوراکی ایمنی، اجزاي جیره 

وجب افـزایش و  شدت و اثرگذاري پاسخ ایمنی خواهد داشت. برخی م
شـوند. لـذا هنگـام    برخی دیگر موجب کاهش شدت پاسخ ایمنی مـی 

هایی که براي سیستم ایمنی اپتیمم هستند، توجه به فرمولاسیون جیره
-نوع مواد مغذي بالاخص اسیدهاي آمینه در این راستا ضـروري مـی  

متیونین اثرات سـودمندي روي  اند که مطالعات نشان داده. )10( باشد
 بخشدیمنی دارد و پاسخ ایمنی همورال و سلولی را بهبود میسیستم ا

 نانیاطم يبرا معمولاً یونینمتخوراکی با  هايجیره سازي. مکمل)10(
 ـیو عملکـرد ا  نیپروتئ سمیاز عملکرد مناسب در متابول ي ضـرور  یمن

بافـت   يهانیپروتئ ئی ازجز نه،یآم دیاس ریمانند ساباشد. متیونین می
 کنـد. یعمـل م ـ  نیسنتز پـروتئ  يبرا ياهیبه عنوان پا نیاست، بنابرا

کند که هر علاوه بر این متیونین در متابولیسم گروه متیل شرکت می
و  13شود (ري متیلاسیون را شامل می ترانس متیلاسیون و دو مسیر

توانــد منجــر بــه تغییــرات پــاتولوژیکی و ). کمبــود متیــونین مــی14
) سـرم و  IL-2(2یر اینترلـوکین  فراساختاري در تیموس، کاهش مقـاد 

 ـفراتیعملکرد پرولدر باعث اختلال و  Tهاي جمعیت سلول -سـلول  وی
). شواهدي 20( طحال شود يهادرصد آپوپتوز سلول شیو افزا T يها

گلوتاتیون، مسیر فاکتور  دهد متابولیت متیونین،وجود دارد که نشان می
بادي لید آنتیکمک کننده و تو T، عملکرد سلول κBرونویسی هسته 

). 9کنـد ( هاي ایمنی تنظیم میو اینترفرون گاما را در پاسخ به چالش
 سـنتز  بـه  مربـوط  احتمالاً ایمنی عملکرد در متیونین دخالت بنابراین،

 همچنـین  و سیتوتوکسـیک  مـواد  سـایر  و هـا سایتوکین ها،باديآنتی
ا اکسیداتیو احی وضعیت و سیگنال دهی مسیرهاي ژن، بیان تنظیمات

 بهینـه بـراي مصـونیت    ها نیاز متیونینجوجه در). 9باشد (سلولی می
هـاي  یکی از مکانیسـم  بالاتر از نیاز براي رشد یا تبدیل غذایی است.

 تکثیر پایه بر ایمنی سیستم در متیونین تداخل توضیح پیشنهادي براي
 سـطوح  در سـلولی  داخل تغییرات به حساس که است ایمنی سلولهاي

متیـونین   متابولیسم در که باشند؛ ترکیباتیمی سیستئین و گلوتاتیون
. محدودیت اسیدهاي آمینه سولفوردار منتج به کاهش باشندمیسهیم 

 .)18( شـود مـی  مخـاط  آسـتر  و ايهـا روده لنفوئیدي شدید در بافت
درصد باشد.  5/0متیونین مورد نیاز در جیره آغازین طیور نباید کمتر از 

درصد متیونین  3/0براي رشد بهینه  شده است کهبا این وجود، توصیه 
بدون در نظر گرفتن کل اسیدهاي آمینه گوگرد دار، سـطح   نیاز است.

درصد برسد عملکرد و رشد طیور کاهش  7/0متیونین جیره به بیش از
میزان احتیاجات متیونین براي مراحل آغازین، رشد و پایـانی   .یابدمی

تواند تحت تأثیر ه این میزان می بستگی به سرعت رشد پرنده دارد ک

  ).16سن جوجه و سطح انرژي جیره نیز قرار گیرد (
پروتئینهاي طبیعی هسـتند کـه بـه وسـیله      (IFNs) هااینترفرون

شـود و مسـئولیت آنهـا    سلولهاي سیستم ایمنی مهره داران تولید می
 باشد.ها و تومورها میمبارزه با عوامل خارجی از قبیل ویروسها، انگل

هـا تعلـق دارنـد کـه     ها به گـروه بزرگـی از گلیکـوپروتئین   اینترفرون
ها با جلوگیري از رونویسی ویروسی در اینترفرون. سایتوکین نام دارند

سلولهاي میزبان، فعال کردن سلولهاي کشنده طبیعی و ماکروفاژها و 
-افزایش مقاومت سلولها به آلودگی ویروسی به پاسخ ایمنی کمک می

باشد. اینترفرون گاما اینترفرون گاما می ،از انواع اینترفرونهایکی  د.کنن
هـا  کننـدگی فاگوسـیت  فعـال  بوده و با اثر کننده سیستم ایمنیتقویت

، استافیلوکوك اورئـوس مانند  هاییباعث از بین بردن میکروارگانیسم
و  مونوسـیتوژنز  لیسـتریا ، لیشـمانیا دونـووانی  ، گونـدي  توکسوپلاسما
  ). 17( شودها میدر داخل سلول م اویوممایکوباکتریو

سطح مناسب متیونین جیره باعث افزایش رشـد  با توجه به اینکه 
و همچنـین   و براي ایجاد حداکثر پاسخ ایمنی ضروري اسـت  شودمی

تولید شده از تیموس مورد T هايمتیونین براي افزایش عملکرد سلول
اي بـر روي  ون مطالعـه و از طرفی با توجه به اینکه تاکن باشدنیاز می

اثرات سطوح مختلف متیونین جیره بر بیـان ژن اینترفـرون گامـا در    
هاي گوشتی سویه آرین در دوره رشد انجام نشده است، مطالعه جوجه

حاضر اثرات سطوح مختلف متیونین را بر بیان ژن اینترفرون گاما در 
ده هاي گوشتی سویه آرین در دوره رشد مـورد بررسـی قـرار دا   جوجه
  است.

  
  هامواد و روش

  هاي آزمایشی، شرایط پرورش و تغدیههگرو
 کشور دامی علوم مؤسسه تحقیقات مرغداري سالن در مطالعه این

سـازي سـالن و   ها آمادهانجام گرفت. قبل از ورود جوجه کرج در واقع
مطالعه از  این عفونی و گازدهی انجام گرفت. در ضد مراحل شستشو،

شـد.   اسـتفاده  آریـن  تجاري سویه گوشتی خروس قطعه جوجه  480
 20 شامل تکرار و هر تکرار 4 مشتمل بر آزمایشی گروه 6ها به جوجه
 بـراي  جیـره  ترکیـب  و نور دما، بندي شدند. شرایطگروه جوجه قطعه

هـا دسترسـی آزاد بـه آب و غـذا     بود و جوجه یکسان هاجوجه تمامی
بـه  ) روزگـی  14-1(زین آغـا  يجیره پرورش، شروع در زمان داشتند.

 میـزان  امـا  گرفـت،  قـرار  هـا جوجـه  تمامی اختیار در صورت یکسان
 مختلـف  در تکرارهاي روزگی) 28-15در دوره رشد ( خوراك متیونین
-انـدازه  ترکیبات براساس ،)1جدول(آزمایشی  هايبود. جیره متفاوت
 و سـوخت  قابـل  انرژي مقادیر احتساب با و آزمایشگاه در شده گیري

 UFFDA برنامه  از استفاده با) NRC 1994( جدول در شده ارائه ازس
در دوره رشـد   متیونین جیره اختلاف در سطوح. )2شد (جدول  تنظیم
  . بود درصد 64/0 و 57/0 ،50/0 ،43/0 ،36/0 ،29/0 شامل
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  هاي آزمایشیآنالیز مواد مغذي جیره گروه -2جدول
Table 2- Nutrient analysis of diet in the experimental groups  

 سطوح متیونین
Met levels 

  )Metمتیونین (
0.29(%) 

متیونین 
)Met( 

0.36(%) 

 متیونین
 )Met( 

0.43(%) 

 )Metمتیونین (
0.5(%) 

 متیونین 
)Met( 

0.57(%) 

 )Metمتیونین (
0.64(%) 

یلوگرم)انرژي قابل متابولیسم (کیلوکالري در ک  
Metabolisable energy, Kcal/kg 

 
2900 

 
2900 

 
2900 

 
2900 

 
2900 

 
2900 

 پروتئین خام (درصد)
Crude protein(%) 20.5 20.5 20.5 20.5 20.5 20.5 

 کلسیم(درصد)
Calcium(%) 0.91 0.91 0.91 0.91 0.91 0.91 

)درصدفسفر قابل دسترس(  
Available Phosphorus (%) 

0.45 0.45 0.45 0.45 0.45 0.45 

 سدیم (درصد)
Sodium (%) 

0.167 0.167 0.167 0.167 0.167 0.167 

 متیونین + سیستین(درصد) 
Methionine+cysteine(%) 0.65 0.72 0.79 0.86 0.93 1 

 لیزین (درصد)
Lysine(%) 1.16 1.16 1.16 1.16 1.16 1.16 

 آرژنین (درصد)
Arginine (%) 1.41 1.41 1.41 1.41 1.41 1.41 

 ایزو لوسین (درصد)
Iso Loucine (%)  0.91 0.91 0.91 0.91 0.91 0.91 

 لوسین (درصد)
Leucine(%) 1.72 1.72 1.72 1.72 1.72 1.72 

 ترئونین (درصد)
Threonine(%) 0.81 0.81 0.81 0.81 0.81 0.81 

 تریپتوفان (درصد)
Tryptophan (%)  0.27 0.27 0.27 0.27 0.27 0.27 

  
 تعادل نیتروژن، ساز، و سوخت قابل انرژي میزان لحاظ از هاجیره

بـه   بودنـد  یکسـان  مغـذي  مـواد  سایر و) Na+K-CL( الکترولیت ها
. بـود  هـا جیـره  در موجـود  متیونین میزان متغیر عامل تنها طوري که

 نسبت براساس ضروري آمینواسیدها سایر لحاظ از آزمایشی هايجیره
 سال در شرفی توسط که) لیزین( آمینواسید مرجع به آمینواسید ایده آل
 هاجیره سیستین همچنین مقدار. شد تنظیم است شده پیشنهاد 1998
 سیسـتین  بـه  متیـونین  تبـدیل  از تـا  شـد  تـأمین  نیاز سطح از بالاتر

 .جلوگیري شود
 

  گوسفند قرمز گلبول علیه شده تولید پادتن عیار تعیین
از دوره  35و  21به منظور ارزیـابی سیسـتم ایمنـی در روزهـاي     

ه قطعه از هر گروه آزمایشی از طریق عضله سینه مقـدار  پرورش به س
درصـد) تهیـه    5/0لیتر سوسپانسیون گلبول قرمز گوسـفند ( میلی 1/0

شده در بافر فسفات استریل تزریق شد و یک هفته بعد از هر تزریق از 
لیتر خون از ورید بال گرفته شـد.  هاي گوشتی یک میلیهمان جوجه

 3000ها در دستگاه سانتریفیوژ با سرعت هسرم خون با قرار دادن نمون

هاي سرم خـون  دقیقه جداسازي شد. نمونه 15دور در دقیقه به مدت 
جهت خنثی شدن سیستم کمپلمان و عدم تداخل آن بـا پـادتن ضـد    

گـراد در  درجـه سـانتی   55دقیقه در  30گلبول قرمز گوسفند به مدت 
ن عیار پادتن تولید شـده  انکوباتور قرار داده شدند و در ادامه براي تعیی

از روش هماگلوتیناسـیون   )IgG+IgM(علیه گلبـول قرمـز گوسـفند    
شـرح    )19محققین (  توسط میکروتیتر توسط روش آزمایشگاهی که

  داده شده است، انجام شد.
 

  هاي قرمز خونشمارش گلبول
هاي قرمز از روش دستی با اسـتفاده از لام  جهت شمارش گلبول

و میکروسکوپ نوري استفاده شد و نتیجه برحسب  هموسیتومتر نئوبار
مکعب خون محاسبه گردید. جهـت  مترهاي قرمز در میلیتعداد گلبول

استفاده شد.  2و هریک 1رقیق نمودن خون از محلول رقیق کننده نات

                                                        
1 - Natt 
2 - Herrik 
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 NaCl  )88/3مواد مورد استفاده جهت ساخت محلول فوق عبارتند از:
ــرم)،  ــرم)،  4SO2Na )5/2گ ــرم)،  O22H1 4HPO2Na )91/2گ گ

4PO2KH )25/0  میلی لیتر) و متیل و  5/7درصد ( 37گرم)، فرمالین
لیتر آب مقطر حل شـده و پـس از   میلی 1000گرم) که در  1/0لوله (

 ساعت قابل استفاده است. 24صاف کردن با کاغذ صافی تا 
  

  سفید هاي گلبول تفریقی شمارش
ه گسترش خونی و هاي سفید به طریق تهیشمارش افتراقی گلبول

آمیزي گیمسا و شمارش زیر میکروسکوپ انجـام شـد. بـه ایـن     رنگ
قرار هموسایتومر در یک سانتیمتري انتهاي لام  ترتیب که قطره خون

بعد از خشـک  . داده شد. لبه لام دیگر بر روي قطره خون قرار گرفت
خون خشک شده روي لام توسط متـانول ثابـت    ،خونی هشدن گستر

آمیـزي  بـراي رنـگ   هموسایتومرلام  ،شک کردن مجددشد. بعد از خ
 9رنـگ +   میکرولیتر 1رقیق ( 1:10آماده شد. رنگ گیمسا به نسبت 

داخـل آن قـرار گرفـت.     هموسایتومر و سپس لام شد آب) میکرولیتر
هاي سفید (هتروفیل و لنفوسـیت) زیـر میکروسـکوب    شمارش گلبول

 ).6نوري و به روش شمارش با چشم انجام شد (
  

  )هماتوکریت(قرمز  گلبول حجمی درصد تعیین
 طور به جوجه قطعه دو تکرار هر از روزگی 28 در آزمایش این در

 اي که در داخلموئینه هاي از لوله استفاده با و کرده انتخاب تصادفی
 گرفته خون هاپرنده از بود هپارین انعقاد ضد ماده به آغشته هالوله این

توسط  ت نیز توسط روش آزمایشگاهی کهتعیین میزان هماتوکری. شد
 شرح داده شده است، انجام شد. )15محققین (

  
  IFNبیان ژن 

 دوره روزگـی  28 سن درIFN به منظور بررسی بیان نسبی ژن 
 از بعد و شده انتخاب آزمایشی تیمار هر از پرنده قطعه 4 تعداد پرورش
 پـس  شده آوريجمع هاينمونه و جدا کبد بافت از هایینمونه کشتار،

در  .شد نگهداري سانتیگراد درجه -80 دماي در آزمایشگاه به انتقال از
کـل از بافـت کبـد طبـق دسـتورالعمل کیـت        RNAادامه، استخراج 

) ، آمریکـا (پرومگـا  SV Total RNA Isolation Systemاسـتخراج  
استخراج شده با روش  RNA کمیت و کیفیت صورت گرفت. ارزیابی

 RNAل آگارز و نانودراپ صورت گرفت. در ادامـه،  الکتروفورز روي ژ
از هرگونه آلـودگی   RNaseعاري از  DNaseIاستخراج شده با آنزیم 

پاکسازي شد. براي سنتز  RNAهاي تخریب کننده و آنزیم DNAبه 
cDNA   ــت ســنتز ــرکت cDNAاز کی ــا)     ش ــر (آمریک ــو فیش ترم

)H Minus First Strand cDNA Synthesis TM RevertAid
Kit( .میکروگرم از  2از هر نمونه  استفاده شدRNA   کل جهت سـنتز

cDNA      استفاده شد. طراحی آغازگرها بـه منظـور بررسـی بیـان ژن
IFN افـزار  هاي گوشتی با استفاده از نرمدر جوجهPrimer premier 
انجـام شـد و توسـط شـرکت      ( پرایمر بایوسـافت، آمریکـا)   5نسخه 

. توالی آغازگرهاي استفاده شده براي بیان سیناکلون (ایران) ساخته شد
  نشان داده شده است. 3در جدول  IFNژن 

  
  IFNو  GAPDHتوالی آغازگرهاي اختصاصی مورد استفاده براي بیان ژنهاي  -3جدول

Table 3- Sequence of specific primers used for GAPDH and IFN gene expression  
 طول محصول

Product 
length  

 دماي اتصال
Annealing 

Temperatur
e  

 
  شماره دسترسی

Accession Number  
 هاي آغازگرتوالی

Primer sequences  
  ژن

Gene 

  جفت باز 259
259 bp 

°C60  NM_205149.1 F 5´-AGCTGACGGTGGACCTATTATT-3´    
R 5´-GGCTTTGCGCTGGATTC-3´ IFN  

  جفت باز 264
     264bp 

60°C NM_204305.1 
 

F 5´- GGTGGTGCTAAGCGTGTTAT-3´  
R 5´- ACCTCTGTCATCTCTCCACA-3´  GAPDH  

  
 SYBERاز کیـت   Real Time PCRجهـت انجـام واکـنش    

Green qPCR Master Mixes ترمو فیشر (آمریکـا)   شرکت ساخت
میکرولیتـر   5/12میکرولیتـر شـامل    25استفاده شد. واکنش در حجم 

Maxima® SYBER Green’ROX qPCR )Master Mix 
(2X)  ،75/0 ) 10میکرولیتر از هر یک از آغازگرهاي رفت و برگشت 

میکرولیتر آب دوبار تقطیر  10الگو و  cDNAمیکرولیتر  1پیکو مول)، 
تکرار صورت گرفـت. بـه منظـور تهیـه      3بود. هر واکنش به صورت 

به تیـوپ   Real Time PCRنمونه کنترل منفی براي انجام واکنش 
-دوبار تقطیر اضافه گردید و در ادامه نمونهآب  cDNAدیگر، به جاي 

با برنامه حرارتـی زیـر    )(رش، آلمان Lightcyclear96ها در دستگاه 
  قرار داده شدند. IFNگیري سطوح بیان ژن جهت اندازه

 10گـراد بـراي   درجـه سـانتی   95سازي اولیه در دماي واسرشت 
گراد براي درجه سانتی 95سازي در دماي سیکل واسرشت  40دقیقه، 

درجـه   72ثانیـه و گسـترش در    30براي   60ثانیه، دماي اتصال  15
براي ثانیه انجام شد. نمودار ذوب براي بررسی درستی  30گراد سانتی

 IFNها رسم شد. در پژوهش حاضر، تغییـرات نسـبی بیـان ژن    داده
(ژن مرجع)  نرمال شد. در ادامه بیان نسـبی   GAPDHنسبت به ژن 

محاســبه شــد   ^Ct ΔΔ-2بــه روش   GAPDHت بــه نســب IFNژن 
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هاي مورد نظر ). در روش فوق فرض بر این است که بازدهی ژن11(
درصد است و براي ایـن منظـور از منحنـی اسـتاندارد     100نزدیک به 
تهیـه  و    cDNAهاي مختلفی از شود. در این روش رقتاستفاده می

  شود.گذاشته می Real time PCRها براي آن
  

  هالیل آماري دادهتح
در  SASافـزار آمـاري   کل اطلاعات بدست آمده با استفاده از نرم

. براي )SAS Institute 2003(قالب طرح کاملاً تصادفی آنالیز گردید 
هاي آزمایشی از آزمـون تعقیبـی تـوکی و در    ها گروهمقایسه میانگین

  استفاده گردید.  05/0داري  سطح معنی
 

  نتایج و بحث
 همومـورال در  ایمنـی  هايفراسنجه شاخص به مربوط ايهیافته

 قرمـز  گلبـول  بـه  پاسـخ  هـا یافتـه  طبـق . اسـت  شـده  ارائه 4 جدول
سـطوح   تـأثیر  تحـت   Mایمنوگلبـولین  و  Gگوسفندي، ایمنوگلبولین

  .)P<05/0(نگرفت  قرار مختلف متیونین
درج شده اسـت. طبـق    5نتایج مربوط به ایمنی سلولی در جدول 

نسبت هتروفیل به و  لنفوسیت ،هتروفیل، هاي سفید خونولگلبنتایج، 

). <05/0pتحت تأثیر سطوح مختلف متیونین قرار نگرفـت (  لنفوسیت
تحت تأثیر سـطوح مختلـف متیـونین قـرار      هاي قرمزتعداد گلبولاما 

مربـوط   هاي قرمزتعداد گلبول) به طوریکه بالاترین >05/0pگرفت (
  بود. 57/0ن آن مربوط به و کمتری 29/0به سطح متیونین 

با توجه به اینکه تحقیق حاضر در شرایط عادي پرورش و بـدون  
زا و غیـره انجـام شـد، بنـابراین سـطوح مختلـف       هاي بیماريچالش

  هاي ایمنی نداشتند.متیونین جیره تأثیري در فراسنجه
اسـتخراج شـده در    RNAهاي نتایج حاصل از اعداد جذب نمونه

بود و حضور بانـدهاي   8/1-9/1در محدوه  280/260هاي طول موج
s18  وs28  در شکلA1   دهنـده کیفیـت مطلـوب    کـه نشـانRNA 

و  Real Time PCRاســتخراج شــده بــود. نتــایج منحنــی تکثیــر 
ــه ژن   PCRمحصــولات  ــد ک ــان دادن ــارز نش و   IFNروي ژل آگ

GAPDH   در بافت کبد تکثیر شده است. صحت تکثیر قطعات ژنـی
IFN   وGAPDH در شکلB  1    نشان داده شـده اسـت. مشـاهده 

 يمحدوده در و IFN ژن جفت باز براي 259 يمحدوده در باند تک
 بیـانگر  ،هـا نمونـه  همـه  مورد در GAPDH ژن براي جفت باز 264

  .باشدمی نظر مورد يقطعه تکثیر و آزمایش انجام صحت
 

 
  ایمنی همومورال ايهفراسنجه شاخص بر مختلف متیونین جیره سطوح اثر -4جدول

Table 4- Effect of different levels of dietary methionine on humoral immune parameters  
 سطوح متیونین

Methionine levels (%)  
 SRBCپاسخ به 

Response to SRBC  
 Gایمنوگلوبولین 

IgG 
 Mایمنوگلوبولین 

IgM 
0.29  5 1.9 3.1 
0.36  4.5  1.9 2.6  
0.43  5.1 1.9 3.2  
0.50  4.9 1.2  2.8  
0.57  3.4  1.7 2.6  
0.64  4.5  2.2 2.3  
SE 0.179  0.133 0.145  

  معنی داري
Significant  

0.847  0.973 0.684  
 

 هاي قرمز و سفید و اجزاء آناثرات سطوح متیونین بر هماتوکریت، تعداد گلبول -5جدول
Table 5- Effects of methionine levels on hematocrit, number of red and white blood cells and its components 

  سطح متیونین
Methionine level (%) 

  هاي سفید خونگلبول
White Blood cells 

  هاي قرمزخونگلبول
Red Blood Cells 

  هتروفیل
Heterophile 

  لنفوسیت
Lymphocyte 

  نسبت هتروفیل به لنفوسیت
Heterophile ratio to lymphocyte  

تعداد در ×  610
 میکرولیتر

تعداد در ×  610
 - درصد(%) درصد(%) میکرولیتر

0.29  36060  2.962 27.8  70 0.399 
0.36  36980  2.580  26.8  69.8 0.386 
0.43  30740  2.460 28  69 0.410 
0.5  33000  2.380 28.4  68.6 0.415 

0.57  41140  2.194  28.4  70.2 0.394 
0.64  33020  2.368  29.2  68.2 0.431 
SE 10.32  0.059   0.55      0.56 0.01  

  معنی داري
Significant  0.0938 0.0104  0.43  0.61 0.41 
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و   IFNهاي اختصاصی ژن با استفاده از آغازگر PCRالکتروفورز محصول  B کبد جوجه گوشتی روي ژل آگارز. هاياستخراج شده از بافت RNAکیفیت  A -1شکل

GAPDH آگارز روي ژل  
Figure 1- (A) Quality of RNA extracted from liver tissues on agarose gel. (B) Electrophoresis of PCR products using IFN  and 

GAPDH specific primers on agarose gel 
  

 نـور  تغییـرات  میـزان  Real-time PCR واکـنش  انجـام  در طی
. شـود داده مـی  نشان تکثیر منحنی صورت به سیکل هر در فلورسنت

 تعریف نمایی فاز در آستانه حد یک ،هانمونه همه تکثیر منحنی براي
 فلورسـنت  نـور  شـدت  آن در که باشدمی سیکلی دهندهنشان که شد

  . است رسیده آستانه حد به واکنش تکثیر از شده ساطع

دو  حالـت  از محصول از نیمی آن در که است منحی ذوب(دمایی
 2که در شکل  GAPDHو   IFNهاي است) ژن شده جخاراي رشته

را  Real Time PCRبودن واکـنش  نشان داده شده است اختصاصی 
  دهد. نشان می

 

 
  هاي گوشتیبراي جوجه Time PCR Realحاصل از واکنش  GAPDHو   IFNمنحنی ذوب محصول ژن -2شکل

Figure 2- Melting curve of IFN and GAPDH amplification using Real Time PCR for broiler chickens 
  

با توجه به اینکه در این آزمایش سطوح مختلـف متیـونین مـورد    
گروه کنترل بود، لذا  بررسی قرار گرفت و براي بیان نسبی ژن نیاز به

درصد) به عنوان معیار  29/0ترین سطح مصرف روزانه متیونین (پایین
ود شمی مشاهده 3شکل ور که در سنجش بیان ژن قرار گرفت. همانط

درصد بـه   29/0متیونین، از  سطوح مصرف با افزایشIFN  ژنبیان 
داري نسبت به گروه کنتـزل افـزایش یافتـه بـود     به طور معنی 43/0

)05/0p≤و  57/0، 5/0داري بین سطوح متیـونین   ). اما  تفاوت معنی
  درصد مشاهده نشد. 64/0
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  (گروه کنترل) 29/0در سطوح مختلف متیونین جیره در مقایسه با سطح متیونین  IFNژن  تغییرات چند برابري -3شکل

Figure 3-The fold change of IFN gene in different levels of diet methionine in comparison with Met level 0.29% (Control group)  
 

هاي آمینه هر که دما و بالانس اسید ه شداي نشان دادمطالعهدر 
 ـگذارثیر میأهاي گوشتی تهاي آمینه جوجههاي اسیددو روي نیاز . دن

هاي ها با جیرهجوجهشد و روزگی انجام  21تا  7این آزمایش در سن 
هـاي  ، نیـاز ه بودنـد درصد آرژنین تغذیـه شـد  52/1سویا حاوي -ذرت

هاي گوشتی راس به ترتیب بر طبق افزایش وزن بدن متیونین جوجه
 02/0گراد درجه سانتی 35لاعات ضریب تبدیل غذایی در دماي و اط

بود، در حالیکه نیاز متیـونین همـین    43/0 ± 03/0 درصد و 43/0 ±
ها به ترتیب بر طبق افزایش وزن بدن و اطلاعات ضریب تبدیل جوجه

 48/0 ± 03/0و  43/0 ± 01/0گراد درجه سانتی 25غذایی در دماي 
  .)4( درصد بود

در جوجه هاي مبتلا  IFNژن  mRNAاي دیگر بیان در مطالعه
بررسی شد  Real Time PCRبه عفونت سالمونلا با استفاده از روش 

هاي سایتوکاین داراي نقش و نتایج نشان داد که با توجه به اینکه ژن
تغییـري   IFNمهمی در سیستم ایمنی ذاتی طیور دارند اما بیان ژن 

نیاز متیونین بـراي پاسـخ   اده شد که نشان د ).7در آن مشاهده نشد (
و  ایمنی سلولی بیشتر از مقداري است که براي رشد بهینه لازم است،

 درصد به طـور  9/0و  75/0، 60/0، 45/0هاي همراه با متیونین جیره
هـاي گوشـتی را در مقایسـه بـا     داري پاسخ ایمنی سلولی جوجهیمعن

اي بـه منظـور   مطالعـه  .)17( هاي پایه و تجاري بهبود بخشیدندجیره
هـاي  هاي گوشـتی و اردك هاي سایتوکاین در جوجهبررسی بیان ژن

آلوده به ویروس آنفلوآنزاي مرغی انجام شد و نشان داده شد که بیان 
هاي گوشتی بالاتر از بیان آن در کبـد اردك  در کبد جوجه IFNγژن 

  ). 1در هر دو گونه یکسان بود ( IFNαبود؛ در حالیکه بیان ژن 
هاي لیزین، آرژنتین، ترئونین یا متیونین+ سیستئین اثر اسیدآمینه

و  GH ،IGF-I ،IGF-IIهـاي مـرتبط بـا رشـد (    بر پروفایل بیان ژن
mucin ) ــی ــا ایمن ــرتبط ب -IL-2 ،IL-4 ،IL-6 ،IL-12، TNF) و م

αوIFN-γ گوشتی مورد بررسی قرار گرفت و روزه جوجه  14) در جنین
- ژن بیان افزایش باعث ترئونین و آرژنین که نتایج حاصل نشان دادند

 Met + Cys و ترئـونین  کـه  حـالی  در شوند،می رشد با مرتبط هاي
   .)3شوند (می گوشتی هايجوجه در ایمنی هاي ژن بیان موجب

 اي دیگر اثـر ترکیـب متیـونین (پیشـنهادي    همچنین در مطالعه
NRC  و دو برابر پیشنهاديNRC  ) 5/5و  5/2، 0) و روغـن مـاهی 

هاي گوشتی در معرض چالش با درصد)  روي ایمنی سلولی در جوجه
روز  7بیماي بورس عفونی مورد بررسی قرار گرفت و نتـایج  پـس از   

درصد روغن ماهی  5/5هاي تغذیه شده با چالش نشان دادند که جوجه
 IL-2هـاي سـفید بـالاتر و غلظـت     پروتئین کل بالاتر، تعداد گلبـول 

تـأثیري   ߛ-IFNتفاده از روغن مـاهی روي غلظـت   بالاتري دارند. اس
نداشت؛ در حالیکه مکمل سـازي جیـره بـا سـطح متیـونین دو برابـر       

و گلوبـولین   ߛ-IFNمنجر به افزایش غلظت سرمی  NRCپیشنهادي 
و  NRCشده بود و پیشنهاد شد که سطح متیونین دو برابر پیشنهادي 

هـاي  را در جوجـه درصد روغن ماهی ممکن است پاسخ ایمنی زا  5/2
  ).12( گوشتی در معرض چالش با عفونت بورس افزایش دهد

 45/0نشان داده شد که افزایش سطوح متیونین جیـره از سـطح   
درصد منجر به افزایش وزن و بهبود ضـریب   68/0و  56/0درصد به 

هاي گوشتی واکسینه شده یـا تحـت درمـان    تبدیل خوراك در جوجه
مقابل سطوح بالاي متیـونین در جیـره   علیه کوکسیدیا شده است. در 

منجر به بهبود عملکرد رشد در حیوانات واکسینه شـده نشـد. سـطوح    
هـاي  درصد) در جیره به جوجـه  68/0درصد و  56/0بالاي متیونین (
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 Eimeriaواکسینه شده یا تحت درمان کمک کرد تا در مقابل عفونت 
tenella      ژي روده و مقاوم بمانند کـه نشـان دهنـده بهبـود مورفولـو

عملکرد سیستم ایمنی بود. همچنین با افزایش سطح متیونین جیره از 
ــه 56/0 ــان  68/0درصــد ب را در   IL-2و  TNF-αدرصــد ســطوح بی

هاي تحت درمان افزایش یافتـه بـود، درحالیکـه سـطوح بیـان      جوجه
TNF-α  وIL-2 هاي واکسینه شـده تحـت تـأثیر متیـونین     در جوجه

هاي گوشتی تحت نیز در جوجه IFNبیان ژن جیره قرار نگرفته بود. 
هاي واکسینه شده کاهش یافته درمان افزایش یافته بود اما در جوجه

را  IFNدرصد در جیره بالاترین بیـان ژن   45/0بود. سطح متیونین 
  ). 8در بین همه تیمارهاي آزمایشی منجر شد (

تیونین سازي جیره با ماي دیگر نشان داده شد که مکملدر مطالعه
آزاد یا متیونین دي پپتید باعث کاهش اسـترس اکسـیداتیو، افـزایش    

، OCLN  ،IL2و سـرکوب ژن هـاي  CAT-1 و IFNبیان ژن هاي 
TLR5 ،PEPT1  وB0 AT1 عفونت  هاي گوشتی مبتلا به در جوجه

Eimeria spp 5شود (می .(  
اي هاي این پژوهش در زمینه بررسی اثـرات سـطوح تغذیـه   یافته

هاي گوشتی آرین، با برخی تحقیقات مشابه صـورت  ین درجوجهمتیون
یـک نـوع    IFN) دارد. با توجه به اینکـه ژن  8و  6گرفته مطابقت (

هاي سیسـتم ایمنـی   ها توسط سلولباشد و سایتوکاینسایتوکاین می
هـا بـه صـورت    شوند و به طور کلـی سـایتوکاین  داران تولید میمهره

ود ندارند و تولیدشان بـا آغـاز نسـخه    هاي از پیش ساخته وجمولکول
گیرد. این فعالیـت نسـخه بـرداري معمـولاً     ها انجام میبرداري از ژن
کد کننده سایتوکاین ها ناپایدارند و در صورتی  mRNAموقتی بوده و 

که سیستم ایمنی تحت تأثیر پاتوژن تحریک شود ایمنی ذاتی اولـین  
هـا،  ص حملـه پـاتوژن  باشد کـه بعـد از تشـخی   راه دفاعی میزبان می

و الیگومرهاي نوکلئوتیدي  Toll-likeهاي سلولی میزبان مانند گیرنده
هایی را انتقال دهنـد و  گیرند، قادرند سیگنالها را در بر میکه گیرنده

-هاي سایتوکاین شروع به فعالیت میهاي بیان ژنمتعاقب آن شبکه
  .کنند تا در نهایت پاسخ هاي ایمنی ذاتی آغاز گردند

  
  گیري کلینتیجه

 سـطوح مصـرف   بـا افـزایش  IFN  ژنکه بیان  نشان دادنتایج 
داري افزایش یافته بـود.  درصد به بالا به طور معنی 29/0متیونین از 

در این تحقیق بکارگیري  IFNشاید یکی از دلایل افزایش بیان ژن 
مندي از مزایاي سطوح مناسب متیونین در تیمارهاي آزمایشی و بهره

وح مناسب متیونین در جیره به منظور افـزایش عملکـرد سیسـتم    سط
تحقیـق حاضـر در شـرایط عـادي     ایمنی در پرنده باشد، هرچند کـه  

  بود.   زا انجام شدهعوامل بیماري پرورش و بدون چالش
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Introduction 3: Essential amino acids comprise 10 to 13% of the poultry diet. Methionine is the first limiting amino 

acid that plays important roles in protein metabolism and immune functions in chickens. Previous studies have shown 
that the appropriate level of methionine in the diet increases the growth and it is essential for enhancing the immune 
response. Methionine is also requirement to increase the function of the T cells produced from the thymus. Methionine 
has beneficial effects on the immune system and improves both humoral and cellular immune responses. Interferon-
gamma (IFN-) is one of the components of group-specific immune cytokines and an important activator of 
macrophages. IFN- is known as cytokine which it is critical for innate and adaptive immunity against viral, some 
bacterial and protozoa infections. The aim of present study was to investigate effect of different diet levels of 
methionine on immune system and IFNγ gene expression in broiler chickens. 
 

 Materials and Methods: This study was conducted in a completely randomized design with six experimental 
groups with 4 replicates and 20 observations in each replicate. The difference was in the levels of dietary methionine in 
the growth period, which included experimental groups 0.29, 0.36, 0.43, 0.51, 0.57 and 0.64%. The antibody produced 
against the sheep's red blood cell, white blood cell differential counts and the volume percentages of red blood cells 
were determined. In order to determine the IFNγ gene expression, the whole RNA was extracted from the liver tissue of 
different treatment chickens. Then, cDNA was synthesized and the expression of the IFNγ gene was evaluated using 
Real Time PCR. In this study, design of primers (GAPDH and IFNγ) was performed using primer premier software 
version 5 to evaluate IFNγ gene expression in broiler chickens. Real-time PCR was performed using SYBER Green 
qPCR Master Mixes (Thermo) in Lightcyclear 96 (Roche). Melting curve of IFN and GAPDH gene productions were 
drawn using Real Time PCR for broiler chickens. The relative gene expression was quantified by the 2- ΔΔct method. The 
results were analyzed by GLM method of SAS software. Tukey post hoc test was used to compare the means of the 
experimental groups at the significant level of 0.05.  
 

Results and Discussion: The results showed that response to sheep's red blood cell, immunoglobulin G, 
immunoglobulin M, white blood cells, heterophile, lymphocyte and heterophile to lymphocyte ratio were not affected 
by different levels of methionine, but the number of red blood cells was affected by different levels of methionine, so 
that the highest number of red blood cells associated to methionine level was 0.29% and the lowest value was 
0.57%(p≤0.05). The result of the absorption measurement of the extracted RNA samples at a wavelength of 280/260 
was in a range of 1.8 to 1.9 mm, indicating the desired quality of extracted RNA. The result of melting curve of Real 
Time PCR and PCR products on agarose gel showed that the IFNγ and GAPDH genes were amplified in the liver tissue. 
The observation of band at 259 bp for the IFNγ and at 264 bp for the GAPDH gene for all samples indicates the 
correctness of the test and the amplification of the desired fragments. The expression results showed that there was a 
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significant increase in IFNγ gene expression with increasing methionine levels from 0.29% to 0.43% and higher levels 
(p≤0.05). However, there was no significant difference between the levels of methionine 0.43 to 0.64%. Regarding the 
fact that the present study was carried out under normal conditions without disease challenges, etc., different levels of 
methionine not effect on the immune system. IFN-γ gene is a type of cytokine. Cytokines do not exist as precursor 
molecules, and their production begins with transcription of the genes. This transcription activity is usually temporary 
and mRNA coding for cytokines is unstable and if the immune system is stimulated by the pathogen, Innate immune is 
the first hostile defense way. After detecting pathogens, host cell receptors such as Toll-like and nucleotide oligomers 
that include receptors are able to transmit a variety of signals, and subsequently cytokine gene expression networks 
begin to function until the innate immune responses begin. 
 

Conclusion: The results showed that IFN-γ gene expression was significantly increased by increasing methionine 
levels from 0.29% upwards. Perhaps one of the reasons for increased IFN2 gene expression in this study is the 
application of appropriate methionine levels in experimental treatments and the benefits of appropriate methionine 
levels in the diet to enhance immune function in the bird, although the present study was conducted under normal 
growing conditions and without the challenge of pathogens. 
 
Keywords: Broiler chickens, Gene expression, Immune system, IFNγ gene. 
 

 


