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در جوجه هاي گوشتی  8بررسی اثرات اسید آمینه ترئونین جیره بر بیان ژن اینترلوکین 

  3و کریم نوبري  2، حشمت سپهري مقدم  1ه غضنفري شکوف

دکتري دانشگاه فردوسی مشهد،  فارغ التحصیل3استادیار دانشگاه پیام نور، گروه کشاورزي و 2،گروه علوم دام و طیور، استادیار دانشگاه تهران،پردیس ابوریحان  1

دانشکده کشاورزي، گروه علوم دامی

چکیده

. در بافت ژژنوم روده کوچک در جوجه هاي گوشتی نر سویه راس بررسی شد 8ونین بر بیان ژن اینترلوکین در این تحقیق، اثر ترئ

، )ROSSو  NRCمیانگین احتیاجات (درصد  0,87) NRC( ،2معادل احتیاجات (درصد  0,8) 1: سطوح مختلف ترئونین عبارت بودند از

روزگی، یک پرنده از هر تکرار کشته شد  14در سن ). ROSSاز احتیاجات  بیشتر(درصد  1,01) 4و ) ROSSاحتیاجات (درصد  0,94) 3

سنتز  cDNAسپس بقایاي ژنومی حذف و . از کیت ترایزول استفاده شد RNAجهت استخراج . و از بافت ژژنوم نمونه گیري به عمل آمد

جهت انجام مقایسات آماري، طرح کاملا . ام شدبا استفاده از پرایمرهاي اختصاصی و کیت سایبر گرین انج Real Time PCRواکنش . شد

روز اول زندگی جوجه با افزایش سطوح  14در بافت ژژنوم در طول  8اینترلوکین  mRNAنتایج نشان داد که بیان . تصادفی استفاده شد

ذیه اي که می تواند باعث بنابراین،یکی از فاکتورهاي تغ). P>0001/0(درصد جیره افزایش می یابد  0,94اسید آمینه ترئونین تا سطح 

  .در بافت روده شود، اسید آمینه ترئونین است8اینترلوکین  mRNAتقویت سیتم ایمنی از طریق افزایش بیان 

  ، ترئونین، جوجه گوشتی، بیان ژن8اینترلوکین  :واژگان کلیدي

  مقدمه

. سطح پروتئین خام مورد نیاز را کاهش می دهند استفاده از مکمل هاي اسیدهاي آمینه باعث بهبود تعادل کل اسیدهاي آمینه شده و

والدروپ و (کنجاله سویا می دانند - اسیدآمینه ترئونین را به عنوان سومین اسیدآمینه ضروري در جیره هاي جوجه هاي گوشتی بر پایه ذرت

د و توسعه روده میباشند، باید میزان آن از آنجائیکه اسیدآمینه ضروري ترئونین به عنوان یکی از اجزاء مهم و موثر در رش). 2005همکاران،

دقیقا در فرمولاسیون جیره جوجه گوشتی مشخص شود، زیرا مقادیر اضافی این اسید آمینه باعث افزایش هزینه خوراك می شود و کمبود 

گزارش کردند که ) 2005(اسچارت و همکاران ). 2000کید، (آن راندمان استفاده از اسیدهاي آمینه سولفور دار و لیزین را کاهش می دهد 

از آنجائیکه ترئونین در سنتز پروتئینهاي مخاطی به کار می رود، . درصد از ترئونین جیره بوسیله روده سنتز می شود 90تا  80بین 

انواع کیموکین است که توسط ماکروفاژها و  8اینترلوکین .احتیاجات معده، روده کوچک،روده بزرگ،پانکراس و کبد به ترئونین بالا است

میانجی مهم واکنش ایمنی در  8اینترلوکین . کد گذاري می شود 8سلولهاي دیگر مانند سلولهاي اپیتلیال تولید و بوسیله ژن اینترلوکین 

همچنین اولین سیتوکین التهابی است که توسط تعدادي از سلولها در پاسخ به تحریکات ایجاد کننده . پاسخ سیستم ایمنی ذاتی است

در جوجه هاي  8در این تحقیقتاثیر سطوح مختلف اسید آمینه ترئونین جیره بر بیان ژن اینترلوکین . بیل ویروسها ایجاد می شودالتهاب از ق

. گوشتی بررسی شد
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  مواد و روشها

ب طرح قطعه جوجه گوشتی نر در قال  320تعداد . اجرا گردید 1391این تحقیق در مرغداري تجاري در تربت حیدریه در بهار سال 

پن تقسیم شدند به طوریکه میانگین وزنی جوجه ها به یکدیگر  32قطعه پرنده در هر تکرار در  10تکرار و  8تیمار،  4کاملا تصادفی در 

) 1994(درصد از احتیاجات توصیه شده  100جیره ها به نحوي فرموله و آماده شدند که . روز بود 14طول دوره آزمایش . نزدیک بود

NRC سطوح مختلف ترئونین عبارت بودند . سطح مختلف ترئونین بودند 4کنجاله سویا با - تیمارها هم نیتروژن بر پایه ذرت. کنند را تامین

احتیاجات (درصد  0,94) ROSS( ،3و  NRCمیانگین احتیاجات ( درصد  0,87) NRC( ،2معادل احتیاجات (درصد  0,8) 1: از

ROSS ( بیشتر از احتیاجات(درصد  1,01) 4وROSS .(ترئونین-تیمارها با استفاده از اسید آمینه ال)درصد ترئونین از کمپانی  98,5

 14در سن . گلوتامیک اسید، جیره ها را هم پروتئین ساخت- در حضور یک رقیق کننده ساخته شدند و مکمل ال) اونیک دگوسا، آلمان

نمونه ها از قسمت میانی ژژنوم گرفته شدند و در نیتروژن . ي به عمل آمدروزگی، یک پرنده از هر تکرار کشته شد و از بافت ژژنوم نمونه گیر

در بافت  8به منظور مشخص شدن میزان بیان ژن اینترلوکین .درجه سانتی گراد منتقل شد - 80مایع منجمد شدندو بلافاصله به یخچال 

جهت . آماده گردیدند RNAده و براي استخراج ژژنوم روده کوچک، بافتهاي منجمد شده، به کمک هاون و نیتروژن، کاملا هموژن ش

 RNAژنومی در  DNAمنظور حذف بقایاي احتمالی به . از کیت ترایزول مطابق روش توصیه شده کیت استفاده شد RNAاستخراج 

 Freeنزیمبراي این منظور از آ. استخراج شده که می تواند در روند تکثیر خلل وارد آورد، از یک مرحله آنزیمی استفاده می شود

DNaseRNase I ارزیابی  براي. استفاده می شودRNA سپس . تخلیص شده از دستگاه اسپکتروفتومتر استفاده شدcDNA  با استفاده

 PCRبه منظور بررسی تکثیر طول قطعه مورد نظر بعد از انجام . ساخته شد) cDNA)K1622,Fermentas,Germanyاز کیت سنتز 

با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی و  Real Time PCRواکنش . الکتروفورز بر روي ژل آگارز استفاده شدتهیه شده از  cDNAاز نمونه 

 mRNAبراي پرایمرهاي اختصاصی مربوط به . انجام شد ABI (Applied Biosystems)7300در دستگاه  1ABIکیت سایبر گرین

نیز یک توالی مورد  s18توالی پرایمرهاي اختصاصی . استفاده گردید )2008(از توالی گزارش شده توسط پارك و همکاران  8اینترلوکین 

پس از تایید توالی و صحت طول قطعه تولیدي با استفاده از اطلاعات موجود در . بود) 2006(الیازویچ و همکاران  -استفاده توسط پازوسکا

از توالی یابی )8اینترلوکین (تایید تکثیر طول ژن مورد نظر  علاوه بر این، به منظور. ، پرایمرهاي مورد نظر سنتز گردیدندNCBI2بانک ژن 

اینترلوکین  mRNAسطوح . گزارش شده است 1توالی پرایمرهاي مورد استفاده در آزمایش در جدول . نیز استفاده گردید PCRتولیدات 

میزان آن براي تیمار . برآورد گردید CTا یک نمونه ناشناخته نسبت به کنترل بر طبق روش دلتا دلتCTو انحراف  PCRبر اساس بازدهی  8

. بدین ترتیب بیان ژن کلیه تیمارها نسبت به تیمار کنترل بیان گردید. این عمل را براي بقیه تیمارها نیز انجام شد. بود 1کنترل تقریبا برابر 

ر گرفتند و مقایسه میانگین به روش چند مورد تجزیه واریانس قرا SASجهت انجام مقایسات آماري، داده هاي آزمایش بوسیله نرم افزار 

.مدل آماري طرح کاملا تصادفی متعادل در آزمایشات استفاده شد.انجام شد% 5دامنه اي دانکن در سطح احتمال 
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  نتایج و بحث

آمینه روز اول زندگی جوجه با افزایش سطوح اسید  14در بافت ژژنوم در طول  8اینترلوکین  mRNAنتایج نشان داد که بیان 

 2در جدول در بافت روده  8سطوح مختلف ترئونین بر بیان ژن اینترلوکین اثر ). P>0001/0(درصد افزایش می یابد  0,94ترئونین تا سطح 

نسبت به سایر تیمارها و تیمار شاهد متعلق به تیمار حاوي  در بافت ژژنوم روده 8اینترلوکین  mRNAبیشترین بیان . گزارش شده است

 8اینترلوکین  mRNAدرصد ترئونین، بیان  1,01جوجه هاي تغذیه شده با جیره حاوي . بود) ROSSاحتیاجات (ترئونین  درصد 0,94

کمتري داشتند که این نتیجه بیان کننده این است که با افزایش غلظت ترئونین بیشتر از حد مورد نیاز به علت رقابت بین اسیدهاي آمینه 

کاهش می  8اینترلوکین  mRNAئونین، بین اسیدهاي آمینه عدم تعادل ایجاد خواهد شد و در نتیجه بیان با سیستم انتقالی مشابه با تر

راز ترئونین مازاد به گلیسین متابولیزه می شود و گلیسین مازاد بر نیاز، باعث تشکیل کراتین با استفاده از آرژنین و آنزیم آمیدینوترانسف. یابد

، باعث مصرف بیشتر آرژنین و متیونین و کم شدن ذخایر این اسیدهاي آمینه ضروري و حیاتی خواهد  همچنین تولید کراتین. خواهد شد

شد و این وضعیت ممکن است باعث بروز عدم توازن این دو اسیدآمینه شده و در نتیجه ، کاهش راندمان استفاده از اسیدهاي آمینه، افزایش 

به صورت اسید اوریک را باعث می شود، در نتیجه استفاده از سطوح بالاي ترئونین، باعث غلظت اسید اوریک پلاسما و دفع بیشتر نیتروژن 

  .این آزمایش براي اولین بار انجام شده و تحقیقی مشابه آن یافت نشد). 1984بیرد و همکاران، (کاهش عملکرد خواهد شد 

بافت روده را افزایش دهد ، اسید آمینه   8رلوکین اینت mRNAبه طور خلاصه ، یکی از فاکتورهاي تغذیه اي که می تواند بیان 

.شود و باعث تقویت سیتم ایمنی شود  8اینترلوکین ترئونین است که استفاده از آن به میزان مورد نیاز می تواند باعث عملکرد بهتر ژن 

  

Real Time PCRتوالی پرایمر الیگونوکلئوتیدي براي واکنش :1جدول 

  )جفت باز(طول محصول   )5׳-3׳(توالی پرایمر ژن

8اینترلوکین 

GGC TTG CTA GGG GAA ATG Aرفت    

200  AGC TGA CTC TGA CTA GGA AAC TGTبرگشت  

s18  

CGC GTG CAT TTA TCA GAC CA  رفت    

148  ACC CGT GGT CAC CAT GGT A  برگشت  

  روده در بافت 8تاثیر سطوح مختلف ترئونین بر بیان ژن اینترلوکین : 2جدول 

)=8n(  8بیان ژن اینترلوکین   %ترئونین 

  NRC(  d1معادل احتیاجات (درصد  0,8

  ROSS(،b2,2و  NRCمیانگین احتیاجات ( درصد  0,87

  ROSS  a3,4احتیاجات ( درصد  0,94

  ROSS(  c1,6بیشتر از احتیاجات (درصد  1,01

±SEM0,018  

P value0,0001<  

SEM  :ارد، میانگین خطاي استاندa,b,c,d درصد معنی دار است 5میانگین ها در سطوح احتمال.
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Investigation effect ofdietarythreonineamino acidoninterleukin-8 gene 
expressioninbroiler chicken

Abstract 
In this experiment, effect of threonine on interleukin-8 gene expression in the jejunum of the small intestine in 
male broilers Ross was evaluated. Different levels of threonine were: 1) 0.8% (equivalent requirements of NRC), 
2) 0.87 % (average of NRC requirements and ROSS), 3) 0.94 % (requirements ROSS) and 4) 1.01% (most of the 
requirements ROSS).At14daysof age, onebirdfromeachreplicatewaskilledandthejejunumtissuesampleswere 
obtained. Trizol kit was used for RNA extraction. Then remove genomic remnants and cDNA was synthesized. 
Real Time PCR reactions using primers and SYBR Green kit was performed. For statistical comparisons, 
completely randomized design was used. Experiment resultsshowed thatinterleukin-8 mRNAexpressionlevels in 
jejunum tissue increasedduring thefirst 14 days oflivechickenswith increase threonine amino acid  level until 
0.94 percentage diet(P<0.0001). Thus, one of the nutritional factors that can improve the immune system by 
increasing interleukin-8 gene expression in the intestinetissue, is threonineamino acid. 

Keyword: interleukin-8, threonine, broiler chicken, gene expression


