
                                                                                               

 مجله بيوتكنولوژي كشاورزي

  ISCو پژوهشي - علمي

ن بتايين هموسيستئين متيل ترانسفراز ژ نتائين با بخشي از متيونين بر بيااثر مكمل عنصر روي و جايگزيني ب
 و ژنهاي ليپوژنيك كبدي مرغ تخمگذار تحت شرايط تنش گرمايي
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 ، ايراناهواز، دانشگاه كشاورزي و منابع طبيعي رامين خوزستاندانشكده علوم دامي و صنايع غذايي، ، گروه علوم دامي دانشيار2
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  27/10/1395، تاريخ پذيرش: 17/03/1395تاريخ دريافت: 

  چكيده
سطوح مختلف بتائين جايگزين شده با متيونين بر بيان ژن بتايين روي و عنصر به منظور بررسي تاثير 

در مرغان تخمگذار سنتاز) (آنزيم ماليك و اسيد چرب هموسيستئين متيل ترانسفراز و ژنهاي ليپوژنيك كبدي 
 288، آزمايشي با استفاده از qPCR ريل تايم با استفاده از تكنيك )W-36لاين ( –هاي تجاري سويهلگهورن 

تكرار و  3 تيمار آزمايشي، 12با  )3×2×2قطعه مرغ تخمگذار در قالب طرح كاملاً تصادفي به صورت فاكتوريل (
شامل سه سطح مختلف  هفتگي اجرا شد. تيمارهاي آزمايشي 62الي  50از سن  در هر تكرار مرغقطعه  8

گرم در  ميلي 100و  50درصد) و دو سطح مختلف مكمل روي ( 26و  13جايگزيني بتائين با متيونين (صفر و 
) با سه تكرار در هر تيمار دماي معموليكيلوگرم سولفات روي) در دو شرايط دمايي متفاوت (استرس گرمايي و 

و ژنهاي بتايين هموسيستئين متيل ترانسفراز  هاينشان داد كه افزودن روي تاثيري بر بيان ژن نتايج .بودند
افزايش بيان بتائين هموسيستئين متيل ترانسفراز سبب جايگزين نمودن بتايين با متيونين  .نداشتليپوژنيك كبدي 

در واحد  98/1و  47/2به ميزان تاز و اسيد چرب سندار بيان ژن آنزيم ماليك كاهش معنيواحد و  11/2به ميزان 
و اسيد آنزيم ماليك بتائين هموسيستئين متيل ترانسفراز، همچنين، تحت تنش گرمايي بيان ژن د. شبافت كبد 

مي تواند بنابراين بتائين ). >01/0Pواحد كاهش پيدا كرد ( 15/2و  96/1 ،58/1 به ميزان ترتيببه چرب سنتاز 
و كاهش بيان آنزيم ماليك و اسيد چرب سنتاز، سبب  ن هموسيستئين متيل ترانسفرازبا افزايش بيان ژنهاي بتائي

   .گرددمرغ تخمگذار تحت تنش حرارتي تنش حرارتي  كاهش
  .روي، بتايين هموسيستئين متيل ترانسفراز، متيونين، ژنهاي ليپوژنيك رعنصتنش حرارتي،  كلمات كليدي:

                                                            
  :09166036404لفن: ت         محمود نظرينويسنده مسئول                                  Email: fat_sa_2005@yahoo.com  
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  مقدمه
گليسين  از شده مشتق متيل تري يك بتائين
 قادر و شودمي يافت ها سلول از بسياري در بوده كه
 طيور در را حرارتي استرس منفي اثرات است

). Konca and Kirkpinar, 2008( كاهش دهد
 برابر 75/3 در حدود بتائين دهندگي متيل خاصيت
 تبديل به قادر بتائين مولكول هر .باشد مي متيونين
. است تيونينم به هموسيستئين مولكول 3 كردن

 جايگزيني براي تركيب مؤثرترين بتائين بنابراين
 دهنده گروه به عنوان كه است در جيره متيونين
 در بتائين). Sun et al., 2008( كند مي عمل متيل

 متابوليسم تحريك در اثر اب ليپيدها متابوليسم
 سنتز در شركت طريق از چرب اسيدهاي اكسيداتيو
 هافسفوليپيد و كارنيتين نظير شده متيله¬تركيبات

- مي متيله تركيبات افزايش موجب بتائين. نقش دارد

 اكسيداسيون و كولين فسفاتيديل سنتز و در شود 
 Carter( دارد نقش هاليپيد متابوليسم در چرب اسيد

et al., 1995 .( 

 چرب هايبيوسنتز اسيد هاي¬واكنش تمامي
 ربچ اسيد به نام، آنزيميچند كمپلكس يك توسط
 .Cox and Nelson(شود ¬مي كاتاليز، سنتاز

-مهره در موجود سنتاز اسيد چربآنزيم ). 2008

 در كه هستند آنزيميچند هاي¬كمپلكس نيز داران
 فعاليت يك همراه به آنزيمي هايفعاليت تمامي

 بخش از را يافته خاتمه اسيد چرب، هيدروليتيك
ACP - كنند¬مي جدا آنزيمي كمپلكس مانند 

)Murray et al., 2009 .(سطح تنش حرارتي 
 گليسريدها، تري چرب، اسيدهاي پلاسمايي
 و انتقال در دخيل هاي آنزيم و كلسترول

 دهد مي افزايش را چرب اسيدهاي اكسيداسيون
)Mujahe et al., 2007 .(  

 باعث كاهش ضريب همچنين تنش حرارتي
 كه است آن از حاكي كه شود مي پرندگان تنفسي
 اسيدهاي اكسيداسيون ي كننده تشديد زدگي گرما
 اسيدهاي اكسيداسيون رود مي گمان. است چرب
 پرندگانِ موردنياز انرژي به دستيابي منظور به چرب

است كه  يافته افزايش گرمايي استرس معرض در
 در آنها تجمع و چرب اسيدهاي شديد اكسيداسيون
 .شود مي اكسيداتيو تنش  به منجر ميتوكندري
عنوان يك   ر رفع اين عارضه از بتائين بهبنابراين د

عامل ضد استرس و عاملي مؤثر در توزيع مجدد 
 Mcke( شودها در بدن حيوانات استفاده ميچربي

et al., 1997( .هاي ترين آنزيميكي از مهم، علاوههب
مسير سنتز اسيدهاي چرب آنزيم ماليك است. آنزيم 
ماليك يك پروتئين سيتوپلاسمي است كه 

- كربوكسيلاسيون مالات به پيرووات را كاتاليز ميد

لازم براي سنتز اسيدهاي چرب  NADPH اكثركند. 
شود. فعاليت آنزيم از فعاليت آنزيم ماليك ايجاد مي

ماليك كبدي همبستگي مثبتي با سرعت سنتز 
   .)Kristin et al., 2001( اسيدهاي چرب دارد



  1396و همكاران،  نظري

Journal of Agricultural Biotechnology; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 
٩٧ 

 

تز وسنيدر بهمچنين يكي از انزيمهاي موثر كه 
هموسيستئين متيل  -آنزيم بتائين متيونين نقش دارد

از متالوآنزيم هاي  باشد كه ) ميBHMTترانسفراز (
و گروه متيل آزاد شده حاوي عنصر روي مي باشد 

از بتائين تحت تاثير اين آنزيم به هموسيسئين 
نمايد.  انتقال يافته و آنرا به متيونين تبديل مي

ز هيدروليز بتائين تركيب دي متيل گليسين حاصل ا
مجدداً هيروليز شده و گروه متيل آزاد شده از آن 

رود كه ماده  براي متيلاسيون اسيد فوليك به كار مي
حاصل از اين واكنش به نام متيل تتراهيدروفولات 

به عنوان كوآنزيم در چرخه  B12به همراه ويتامين 
ديگري با انتقال يك گروه متيل به هموسيستئين و 

 ,.Jason et alبه متيونين دخالت دارد ( تبديل آن

اثر اين مطالعه جهت بررسي  ،بنابراين ).1998
جايگزيني بخشي از مكمل روي و  سطوح مختلف

بتايين متيونين جيره با بتائين بر بيان ژن 
هموسيستئن متيل ترانسفراز و ژنهاي ليپوژنيك 
كبدي (آنزيم ماليك و اسيد چرب سنتاز) مرغ 

 روش به كمك يط تنش گرماييتخمگذار در شرا
  انجام شد. qPCRريل تايم 

  
 مواد و روشها

  شرايط پرورش و اعمال تنش حرارتي
هاي ارديبهشت فصل بهار (ماه در اين پژوهش

 كشاورزيدانشگاه  دامپروريايستگاه  و خرداد) در
 288خوزستان با استفاده از  رامين و منابع طبيعي

 1500 ±50نيقطعه مرغ تخمگذار  با ميانگين وز
 هفتگي از سويه تجاري 62الي  50گرم در سن 

در سيكل دوم توليد به صورت  W 36هاي لاين 
در قالب طرح كاملاً  3×2×2آزمايش فاكتوريل 

تصادفي با سه تكرار و هشت مشاهده در هر تكرار 
شامل سه سطح  تيمارهاي آزمايشيبه اجرا در آمد. 

 26و  13صفر، مختلف جايگزيني بتائين با متيونين (
 100و  50درصد) و دو سطح مختلف مكمل روي (

گرم در كيلوگرم سولفات روي) در دو شرايط  ميلي
دمايي متفاوت (استرس گرمايي و بدون استرس) 

اي محاسبه ميزان بر .با سه تكرار در هر تيمار بودند
مواد مغذي موجود در مواد خوراكي، از راهنماي 

براي تعيين  و NRC (1994)1آناليز مواد خوراكي 
لاين - گذار از راهنماي هايهاي تخم مرغ     احتياجات

ها در جدول تركيب مواد خوراكي جيرهاستفاده شد. 
  نشان داده شده است 1جداول 

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

ر قطعه مرغ د 144تحت تنش حرارتي قرار گرفتند. 
درجه سانتيگراد ) نگهداري  23يك سالن در دماي (

قطعه مرغ  144شدند و جهت انجام تنش حرارتي، 
 35ديگر روزانه به مدت شش ساعت تحت دماي 

ماه پرورش يافتند. در  2گراد به مدت درجه سانتي
انتهاي آزمايش چهار پرنده از هر تكرار كشتار شده 

فريزر با  و كبد آنها در ازت مايع نگهداري و به

                                                            
1- National Research Council  
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سرم خون توسط  سانتيگراد منتقل شد. -80دماي 
درجه  -20در دماي ها  نمونهسانتريفيوژ جدا شده و 

سانتيگراد نگهداري شدند. غلظت كلسترول، 
شركت پارس تجاري  با كيتگليسريد و گلوكز  تري

  .تعيين شدآزمون 
  

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

ي ميل 30از  RNAدر اين پژوهش، استخراج 
 SVگرم بافت كبد با استفاده از كيت استخراج 

Total RNA Isolation System )شركت  محصول
ساخت  زمان تا ها پرومگا، آمريكا) انجام شد. نمونه

cDNA ي سانتيگراد، نگهداري درجه -  80فريزر در 

 شدند.

ها در  با استفاده از قرائت جذب نمونه RNAغلظت 
روفوتومتر نانومتر توسط اسپكت 260طول موج 

نانودراپ (ترمو، آمريكا) محاسبه گرديد و چنانچه 
ها براي  بود نمونه 8/1بالاي  280/260نسبت جذب 

 گرفتند. براي مورد استفاده قرار مي cDNAساخت 
  cDNA Synthesis از كيت ،cDNAساخت 

Revert Aid First Strand  (شركت فرمنتاز) استفاده
سنجي با . طراحي آغازگر براي كميت گرديد

با  موردنظرهاي اي پلي مراز براي ژنواكنش زنجيره
 advance 11 vector NTI استفاده از نرم افزار

 اي موردنظرهبه ژنتوالي، شماره دسترسي  .انجام شد
و خصوصيات آغازگر ژن   NCBIدر سايت

  .ارائه شده است 2اختصاصي در جدول 
  

   qPCRروش انجام ريل تايم 
از دستگاه   qPCRيل تايمتكنيك ر انجامبراي 

Step one plus  شركتساختApplied 

Biosystem  ها درحجم آمريكا استفاده شد. واكنش
 Master mix SYBERميكروليتر از 25نهايي 

Green   ساخت شركتABI  آمريكا صورت
) در 3طبق پروتكل جدول ( PCRگرفت. تكنيك 

سيكل انجام شد. روش بررسي تغييرات بيان ژن  40
اي) و (آستانه مقايسهΔΔCT اين پژوهش روش در 

نسبت به بيان ژن بتا اكتين بود. در روش مقايسه 
نسبي تفاوت نسبي نمونه مورد آزمايش در مقابل 

انجام گرديد  ΔΔCT2 -ي كنترل با فرمول: نمونه
)Pfaffl et al., 2002توسط ها داده آماري ). بررسي 

 .انجام شد tو آزمون  SAS 9,1افزار  نرم
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  .ها (برحسب درصد) تركيب مواد خوراكي جيره -1جدول 
Table 1- Composition of diets (%).  

  Diet    جيره  Ingredients    مواد خوراكي
1 2 3  4  5  6  

 Corn(  61 61 61 61 61 61( ذرت

 Soybean meal(  23.3 23.3 23.3 23.3 23.3 23.3( كنجاله سويا

 Fish meal(  1 1 1 1 1 1( پودر ماهي

 Plant oil(  2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5( اهييروغن گ

 DL- methionine ( 0.14 0.14 0.0867 0.0867 0.0334 0.0334( متيونين - دي ال

 Anhydrous( بتائين آنهيدروس

betaine(  0  0  0.0266  0.0266  0.0533  0.0533  

  ZnSo4(  0.0177 0.0309 0.0177  0.0309  0.0177  0.0309( سولفات روي
 )kcal/kg( انرژي متابوليسمي

 )Metabolism energy(  2821 2821 2821 2821 2821 2821 

 Crude protein %(  16 16 16 16 16 16(  پروتئين خام (%)

 Methionine %( 0.41 0.41 0.3567 0.3567 0.3034 0.3034( متيونين (%)

  روي تامين شده از جيره بدون مكمل
)mg/kg( 

Dietary Zinc without supplement 
(mg/kg) 

20.11 20.11 20.11 20.11 20.11 20.11 
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 .Real time qPCRبراي انجام  پرايمرهاتوالي و مشخصات  -2جدول 

Table 2- Sequences for real time qPCR primers.  

 ژن

Gene  

شماره 
 دسترسي

Accession 
Number  

  آغازگرها
Primers  

 طول محصول
 (جفت باز)

Product 
size (bp)  

دماي 
اتصال(درجه 

 سانتيگراد)

Annealing 
temperature 

(0C)  
بتايين

هموسيستئين متيل 
 ترانسفراز

)BHMT(  

416371 F: 5′- TGTGCTGTCCAACTGGTGAA-3′ 
R:5′- GCAGCTTGCAAACCCTCTTT-3′ 113 59  

  آنزيم ماليك
)Malic 

Enzyme(  
AF408407 

F: AGTGCCTACCTGTGATGTTG-3′  
 

R: GGCTTGACCTCTGATTCTCT-3′ 
101 59  

  اسيدچرب سنتاز
)Fatty Acid 

Synthase(  
J03860 F:5′- AAGCAATTCGTCACGGACAG -3′ 

R:5′- GGCACCATCAGGACTAAGCA -3′
116 59  

 بتا اكتين

β-actin)(  NM-205518 
F: 5′-GTGATGGACTCTGGTGATGG-3′  

R: 5′-TGGTGAAGCTGTAGCCTCTC-3′  150 59  
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  .qPCR Real- time عملدستورال -3جدول
Table 3- Real- time qPCR protocol.  

  سيكل
Cycle 

 تعداد چرخه

Number of cycle

 زمان

Time

 )oC( دما

Temperature  
 توضيح

Description  
   سيكل اول

First cycle 
1 X 2 min  55    

 سيكل دوم

Second cycle 
1 X 10 min  95    

 سيكل سوم

Third cycle 

40 X 

15 s  95  توره شدندنا  
denaturation 

  30 s  59  اتصال  
annealing  

  30 s  72  تكثير  
extension  

 سيكل چهارم

Forth cycle  
51 X  10 s  70-95  

  نمودار ذوب تهيه
Melting curve 

preparation  
  

  نتايج و بحث
به منظور اندازه گيري  RNAپس از استخراج 

استخراج شده و ميزان خلوص   RNAغلظت ميزان
نتايج حاصل از  .مورد ارزيابي قرار گرفتآن، 

هاي استخراج  RNAنانودراپ نشان داد كه كيفيت 
بسيار  qPCRريل تايم شده جهت آزمايشات 

جهت بررسي  PCRواكنش . استمناسب 
خصوصيات دمايي و اختصاصي بودن پرايمرها اجرا 

 PCRنتايج حاصل از الكتروفورز محصول گرديد. 
ژنهاي ليپوژنيك  و BHMTبتا اكتين، براي ژنهاي 

پس از تاييد تكثير نشان داده شده است.  1در شكل 

جهت  qPCR ريل تايم قطعات مورد نظر، تكنيك
  بررسي بيان ژنهاي مورد نظر اجرا گرديد.

  
مكمل روي بر جايگزيني بتايين و دما، اثر 

  فاكتورهاي خوني
شده  نيگزيجا نيتأثير سطوح مختلف بتائ جينتا
 فاكتورهاي خونيبر  ، دما و عنصر روينيونيبا مت

 4در جدول (گلوگز، كلسترول و تري گليسيريد) 
  نشان داده شده است. 
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 ) B() بA(الف 

  ) Dد () Cج ( 
ماليك(ب)، اسيد  الكتروفورز محصول واكنش زنجيره اي پليمراز ژنهاي بتا اكتين (الف) آنزيم -1شكل 

  .)٪ 1چرب سنتاز (ج) بتايين هموسيستئين متيل ترانسفراز (د) روي ژل آگارز (
Figure 1- A sample of electrophoresis of PCR products for (A) B-actin (B) malic enzyme (C) 
fatty acid synthase (D) betaine-homocysteine methyltransferase on the 1% Agarose gel. 
 

دهد كه  جدول نشان مي نيمندرج در ا جينتا
دار  معني گلوكز خونبر  نيسطوح مختلف بتائ ريتاث

گليسريد تأثير  ولي بر كلسترول و تري نبوده
كه گزارشات نشان داده داري داشته است.  معني

افزودن بتائين به جيره مرغ تخمگذار سبب كاهش 
كلسترول و تري گليسيريد سرم خون خواهد شد. 

گليسريد را  يكي از دلايل اثر بتائين بر غلظت تري
توان به اثر آنزيم بتائين هموسيستئين متيل  يم

ترانسفراز نسبت داد كه در متابوليسم ليپيدها دخيل 
  .)Zou et al., 1998( است

تمام بر  يرو ياثر مقادير مختلف مكمل خوراك
بوده دار  معني فاكتورهاي خوني ذكر شده در جدول

سطح  رهيج يرو زانيم شيبا افزا .)>P 01/0( است

گليسريد سرم كاهش يافته  رول و تريگلوكز، كلست
مطابقت  محققين ديگراست. اين يافته ها با دادهاي 

. آنها اعلام كردند كه )Rashidi et al., 2010( دارد
روي به جيره ميلي گرم بر كيلوگرم  50افزودن 

سبب كاهش كلسترول، تري گليسيريد و گلوكز مي 
  . )>P 05/0( شود

ز، تري گليسريد اثر تيمار دمايي بر سطح گلوك
 از نظر آماريهاي آزمايشي  در بين گروهكلسترول  و

. سطح اين فاكتورهاي )>P 01/0( گرديد دار معني
در تيمارهاي دمايي استرس نسبت به  خوني

داري را  تيمارهاي دمايي فاقد استرس افزايش معني
اثرات متقابل تيمارها معني دار  .دهد نشان مي

داده ها ارائه نگرديده نگرديد به همين دليل اين 
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است. علت افزايش اين پارامترها مي تواند به سبب 
رهاسازي گليكوكورتيكوئيدهاي در اثر استرس 

ها و مخصوصاً  گرمايي و متحرك شدن چربي
هاي رها شده  گليسيريدها از بافت باشد. چربي تري

گردد.   گليسيريدها تبديل مي به جگر منتقل و به تري
) VLDLبا چگالي كم (هاي  ليپوپروتئين

كند و  ها منتقل مي گليسيريدها را از كبد به بافت تري
 Sahinشود ( گليسيريدها خون مي سبب افزايش تري

and Kucuk, 2001  .( اثر استرس در تحقيقي
گرمايي بر پارامترهاي خوني مثل گلوكز، 

اوريك مرغ تخمگذار  كورتيكوسترون و اسيد
رس گرمايي كه استمشخص شد و گرديد بررسي 

 Star( گردد سبب افزايش گلوكز در سرم خون مي

et al, 2008( در دماي محيطي بالا ظرفيت غشاء .
يابد و  موكوسي روده براي جذب قندها افزايش مي

استرس گرمايي باعث افزايش انتقال گلوكز از 
). Garriga et al., 2006گردد ( ژوژنوم مي

با كاهش  كه دماي محيطي بالانشان داده  اتگزارش
در مصرف خوراك باعث افزايش كلسترول و 

گليسريد و گلوكز گرديده زيرا در زمان تنش  تري
يابد  گرمايي كه مصرف خوراك كاهش مي

هاي گوشتي نياز انرژي خود را به وسيله  جوجه
كنند كه اين امر منجر  ليپوليز ليپيدهاي بدن تامين مي

 گردد يگليسريد پلاسما م به افزايش كلسترول و تري
)Rashidi et al., 2010(.  

  
  اثر افزودن روي بر بيان ژن

نتايج نشان داد كه افزودن روي تاثيري بر بيان 
و ژنهاي ليپوژنيك كبدي نداشت  BHMTژنهاي 

عنصر  .(داده ها به دليل محدوديت ارائه نشده اند)
 200روي يك عنصر ضروري در ساختار بيش از 

ي مانند آنزيم مختلف است كه در مسيرهاي
متابوليسم كربوهيدراتها، انرژي، سنتز پروتئين، 
متابوليسم اسيد نوكلئيك، يكپارچگي اپيتليوم، ترميم 
و تكثير سلول و مورد استفاده قرار گرفتن ويتامين 

A  وE  فعال مي باشد. عنصر روي بر فعاليت آنزيم
مي تواند تاثير گذار باشد ولي بر بيان ژن تاثيري 

 ).Prasad and Kucuk, 2002ندارد (

  
  اثر جايگزيني بتائين با متونين بر بيان ژن 

اثر جايگزيني بتائين با متيونين بر بيان ژنهاي 
BHMT  و ژنهاي ليپوژنيك كبدي مرغ تخمگذار در
ارائه شده است. نتايج مندرج در اين  5جدول 

دهد كه ميانگين تغييرات بيان ژن جدول نشان مي
BHMT ه بتائين نسبت به در گروه دريافت كنند

واحد افزايش يافته است  11/2كنترل به ميزان 
)01/0 P <.(  

  

 .اثرات تيمارها بر غلظت گلوكز، كلسترول و تري گليسريد - 4 جدول
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Table 4- The effects of treatment on blood glucose, cholesterol and triglyceride. 

  
  دما

)Temperature(  

با درصد جايگزيني بتايين 
 متيونين

(percentage of betaine 

substitution to 

methionine) 

گرم بر مكمل روي (ميلي 
 كيلوگرم)

Zinc supplementation 
(mg/kg) 

 معمولي  

Neutral 
 استرس

Stress
0%  13%  50  100  

 گلوكز

Glucose  
133.43b  153.57a 144.19ns  141.19ns  234.69a  226.31b 

 كلسترول

Cholesterol  
189.26b  214.45a  227.41a  189.26b  132.75a  121.96b  

 گليسريدتري

Triglyceride  
147.26b  161.45a  1279.89a  1108.73b  164.71a  159.61b  

به معناي عدم  Ns )مي باشد و>P 01/0جدول داراي اختلاف معني داري در سطح (در هر رديف و براي هر فاكتور حروف غير مشترك در 
  .اختلاف معني دار است

  
مربوط به  BHMTبيشترين ميزان بيان در ژن 

و اين  درصد بتائين است 13تيمار مصرف كننده 
درصد بتائين به جيره  13دهد كه افزودن نشان مي

سبب افزايش معني داري در ميزان بيان ژن انزيم 
BHMT كه  هنشان دادگزارشات . گرديده است

مي  BHMTافزودن بتائين سبب افزايش بيان ژن 
 .)Cheng et al., 2008; Jia et al., 2015( دگرد

كه مسئول تبديل هموسيستئين به متيونين  آنزيمي
است كه تنها آنزيم تجزيه  BHMTآنزيم است، 

كننده بتائين در بدن است و در كبد و كليه مهره 
 ,Pillai et alداران به مقدار زيادي وجود دارد (

د كه دهنشان مي 5نتايج مندرج در جدول  ).2006
اسيد چرب سنتاز و ميانگين بيان ژن آنزيم ماليك 

در گروه دريافت كننده بتائين نسبت به كنترل به 
واحد كاهش يافته  98/1و  47/2ميزان ترتيب به 

اين موضوع نشاندهنده اين است . )P >01/0است (
درصد بتائين به جيره سبب كاهش  13كه افزودن 

ماليك و اسيد معني داري در ميزان بيان ژن انزيم 
چرب سنتاز شد. كاهش ميزان بيان ژن آنزيم ماليك 
و اسيد چرب سنتاز نسبت به گروه  فاقد بتائين 
ممكن است به اين دليل باشد كه بتائين به عنوان 

تواند سنتز يك دهنده متيل از طريق انتقال متيلي مي
ي از قبيل كارنيتين و فسفوليپيدها را تركيبات متيل

تواند تماماً در تسهيل كند. از اين رو بتائين مي
متابوليسم ليپيدها بواسطه نقش خود در سنتز 
فسفاتيديل كولين و در اكسيداسيون اسيدهاي چرب 
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  .چرب بلند زنجير به ميتوكندري موردنياز استشركت كند، زيرا كارنيتين براي انتقال اسيدهاي 
  

اثر جايگزيني بتائين با متيونين بر بيان ژنهاي بتايين هموسيستئن متيل ترانسفراز، آنزيم ماليك و  -5جدول
 .اسيد چرب سنتاز كبدي مرغ تخمگذار

Table 5- The effect of betaine substitution to methionine on liver betaine homocysteine 
methyltransferase, malic enzyme and fatty acid synthase genes expression in lying hens. 

  
  درصد جايگزيني بتايين با متيونين

(percentage of betaine 

substitution to methionine) 

  ميانگين خطاي معيار
Standard error mean

(SEM)  
0% 13%  

 بتايين هموسيستئن متيل ترانسفراز

betaine-homocysteine methyl 
transferase 

0.340a  0.720b  0.098  

 آنزيم ماليك

Malic enzyme 
0.814a  0.329b  0.098  

 اسيد چرب سنتاز

Fatty acid synthase (FAS) 
a879/0 0.442b  0.032  

  )مي باشد.>P 01/0در جدول داراي اختلاف معني داري در سطح (در هر رديف حروف غير مشترك    

  
زايش ليپوليز اثر اصلي بتائين بر كاهش چربي، اف

گيرد. است، در طيور ليپوژنز در بافت كبد انجام مي
بيان اسيد چرب سنتاز، آنزيم ماليك و ميزان سنتز 

-هاي متعدد تغديهاسيد چرب تحت تأثير برهمكنش

هاي گيرد. تمامي واكنشاي و هورموني قرار مي
نزيمي، بنام اسيد آ بيوسنتز توسط يك كمپلكس چند

  مي شوند. چرب سنتاز كاتاليز 
 يmRNA و بيان  كه فعاليتنشان داده گزارش 

اسيد چرب سنتاز وآنزيم ماليك به طرز قابل 
هاي تغذيه شده توجهي در بافت زير جلدي خوك

ارتباط محسوس بين . با بتائين كاهش يافته است
فعاليت آنزيم اسيد چرب سنتاز و سطح بيان 

mRNAكند كه اسيد ، خود بر اين امر اشاره مي
رب سنتاز ممكن است بوسيله بتائين در مرحله چ

. (Huang et al., 2007)  قبل از ترجمه تنظيم شود
اثرات بتائين بر متابوليسم چربي و همچنين بر بيان 

هاي مختلف مورد ژن اسيد چرب سنتاز در گونه
مطالعه قرار گرفته است كه نتايج مشابهي را با 

 ,Xing and Jiang( مطالعه حاضر گزارش كردند

2012 Etherton, 2000;(.  4همانطور كه در جدول 
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افزودن بتائين به جيره مرغ تخمگذار سبب  شد ارائه
كاهش كلسترول و تري گليسيريد سرم خون خواهد 

گليسريد  شد. يكي از دلايل اثر بتائين بر غلظت تري
نسبت داد كه در  BHMTتوان به اثر آنزيم  را مي

). Zou et al., 1998( متابوليسم ليپيدها دخيل است
ن بتائين در سطح دافزوگزارشات نشان داده كه 

گرم بر كيلوگرم به جيره، علاوه بر ميلي  12250
بهبود عملكرد رشد، در پي كاهش بيان ژن اسيد 
چرب سنتاز و آنزيم ماليك، باعث كاهش چربي 

 Huang et( شودبافتي و افزايش گوشت لاشه مي

al., 2007(ر كرد كه سوخت و ساز . البته بايد ذك
چربي در بدن توسط يك مجموعه فاكتورهاي بهم 
مرتبط از قبيل مواد مغذي، هورمونها، فاكتورهاي 
رونويسي هسته و آنزيم هاي ليپوژنيك تحت تاثير 

). از طرف Mersmann et al., 1973( گيرندقرار مي
ديگر آنزيم اسيد چرب سنتاز آخرين مرحله ساخت 

تابوليكي ليپوژنيك كاتاليز مي چربي را در مسير م
كند كه يك تعيين كننده اصلي براي حداكثر ظرفيت 

باشد. بنابراين با ساخت چربي توسط بافت بدن مي
اسيد چرب سنتاز، به دليل  mRNAكاهش بيان 

داري كه بين فعاليت آنزيم همبستگي معني
آن وجود دارد،  mRNAاسيدچرب سنتاز با سطح 

برساند كه اسيدچرب سنتاز  تواند اين مطلب رامي
در مرحله قبل از ترجمه توسط بتائين تنظيم گردد 

)Huang et al., 2007اين يافته ها پيشنهاد مي .( -

كنند كه بتائين ظرفيت بافت چربي را براي سنتز 

ليپيد كاهش داده كه به تبع آن نيز مي تواند منجر به 
كاهش چربي در  .كاهش تجمع چربي در بدن گردد

مرغان چربي در اثر گنجاندن بتائين در جيره بافت 
تواند تاييدي بر اين مطلب نيز ميتخمگذار 

. )Sun et al., 2008; Xing and Jiang, 2012(باشد
تواند سنتز اين محققين پيشنهاد دادند كه بتائين مي

تخمگذار را با تأثير بر رونويسي ژن  انچربي مرغ
   اسيدچرب سنتاز تنطيم نمايد.

  
  ش حرارتي بر بيان ژن اثر تن

بر بيان ژن آنزيم نتايج تاثًير تيمارهاي دمايي 
ين متيل ترانسفراز و ژنهاي بتايين هموسيستئ

نشان  6ليپوژنيك كبدي مرغ تخمگذار در جدول 
نتايج مندرج در اين جدول نشان داده شده است.  

 BHMTدهد كه ميانگين تغييرات بيان ژن آنزيم مي
رجه سانتيگراد نسبت به كنترل د 35در تيمار دمايي 

واحد كاهش يافته است و اين كاهش  58/1به ميزان 
). > P 01/0درصد معني دار مي باشد ( 1در سطح 

درجه  35 دهد كه تيمار دمايياين مقايسه نشان مي
سانتيگراد نسبت به گروه شاهد بيان كمتري داشته 
است. افزايش دما سبب كاهش معني داري در ميزان 

شد. افزايش دما سبب  BHMTنزيم آژن بيان 
كاهش مصرف خوراك مي گردد در نتيجه بيان ژنها 

نتايج تاثًير تيمارهاي دمايي بر بيان  يابد.كاهش مي
د چرب سنتاز در طيور ژن آنزيم ماليك و ژن اسي

   نشان داده شده است. 6 تخمگذار در جدول
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 .، آنزيم ماليك و اسيد چرب سنتاز كبدي مرغ تخمگذارBHMTاثرتيمار دمايي بر بيان ژنهاي  -6جدول 

Table 6- The effect of temperature on liver betaine homocysteine methyltransferase, malic 
enzyme and fatty acid synthase genes expression in lying hens. 

 خطاي معيار ميانگين  Temperature     دما  

Standard error mean 
(SEM)  23 oC 35 oC 

 بتايين هموسيستئن متيل ترانسفراز

betaine-homocysteine methyl 
transferase (BHMT)

0.650a  0.410b  0.098  

 آنزيم ماليك

Malic enzyme 
0.757a  0.386b  0.098  

 اسيد چرب سنتاز

Fatty acid synthase (FAS) 
0.912a 0.423b  0.032  

  )مي باشد.>P 01/0در جدول داراي اختلاف معني داري در سطح (در هر رديف حروف غير مشترك 
  

دهد كه نتايج مندرج در اين جدول نشان مي
ميانگين تغييرات بيان ژن آنزيم ماليك در تيمار 

درجه سانتيگراد نسبت به كنترل به ميزان  35دمايي 
). > P 01/0واحد كاهش يافته است ( 96/1

اسيد چرب سنتاز همچنين ميانگين تغييرات بيان ژن 
درجه سانتيگراد نسبت به كنترل  35در تيمار دمايي 

 ).> P 01/0واحد كاهش يافته است ( 15/2به ميزان 
محققين ديگر  يافته هاي پژوهش حاضر با نتايج

مطابقت دارد. اين محققين بيان كردند كه در طي 
تنش حرارتي بيان ژن هاي سنتز كننده اسيد چرب 

تنش . )Mujahid et al., 2007( كاهش مي يابد
حرارتي اثرات مضر زيادي در پرندگان دارد از 

باعث كاهش مصرف خوراك تواند جمله اينكه مي
، سركوب سيستم ايمني، افزايش مرگ و و وزن بدن

 ,.Lin et alمير و تحريك تنش اكسيداتيو شود (

2006; Azad et al., 2010 .(  
  

  نتيجه گيري
روي تاثيري بر بيان ژن نتايج نشان داد كه افزودن 

اگرچه  .بتايين هموسيستئين متيل ترانسفراز نداشت
بيان ژن بتائين هموسيستئين متيل ترانسفراز در 
شرايط استرس گرمايي در مقايسه با گروه كنترل 

واحد كاهش يافت. بعلاوه  58/1(بدون استرس) 
بيان ژن بتائين هموسيستئين متيل ترانسفراز با 

واحد  11/2ايين با متيونين جايگزين نمودن بت
نتايج پژوهش حاضر نشان داد كه  افزايش نشان داد.

-هاي تخم جايگزيني مقداري از متيونين جيره مرغ

تواند با مهار بيان ژن اسيد چرب  گذار با بتائين مي
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، ظرفيت بافت چربي را براي و آنزيم ماليك سنتاز
سنتز ليپيد كاهش دهد و ممكن است عوارض ناشي 

با توجه به  نش حرارتي در طيور را بهبود بخشد.از ت
اقتصادي بودن بتائين با افزودن بتايين به جيره مي 
توان اثرات مضر تنش اكسيداتيو ناشي از تنش 
حرارتي را كاهش دهد. همچنين كاهش سنتز چربي 
در بدن به واسطه كاهش بيان ژن اسيد چرب سنتاز 

ي از تواند در پيشگيربه علت مصرف بتائين مي

عارضه كبد چرب در شرايط تنش حرارتي موثر 
   باشد.

  
 سپاسگذاري

 89- 39بودجه اين پروژه از طرح شماره 
دانشگاه كشاورزي و منابع طبيعي رامين خوزستان 
تامين گرديده است لذا از كليه مسئولين پژوهشي 
دانشگاه بدليل همكاراي صميمانه شان تشكر بعمل 

 مي آيد.
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Abstract 

To investigate the effects of dietary zinc and betaine (Bet) substitution to methionine 
(Met) on hepatic betaine - homocysteine methyltransferase (BHMT) and lipogenic (malic enzyme 
and fatty acid synthase) genes expression in laying hens under heat stress by using real-time 
qPCR, an experiment was performed with 288 Hy-line W-36 leghorn (at 50 to 62 weeks of age) 
in complete randomized design (CRD) with a 3×2×2 factorial arrangement of treatments 
including twelve treatments, 3 replicates and 8 hens in each replicate. There were 6 dietary 
treatments: three doses of Bet (0, 13 and 26%) substitute to Met combined with three levels of 
zinc (90 and 100 mg/kg) supplemented to the basal diets that were combined with two 
environmental conditions (thermoneutral and heat stress conditions). Results showed that dietary 
supplemental zinc had no effect on BHMT, malic enzyme and fatty acid synthase (FAS) genes 
expression. The results confirmed that Bet substitution to methionine due to a 2.11-fold increase 
(P < 0.01) compared to the control in BHMT gene expression whereas; it due to a 2.47 and 1.98- 
fold decrease (P < 0.01) compared to the control in malic enzyme and FAS genes expression. 
Moreover, BHMT, malic enzyme and FAS genes expression was significantly reduced 1.58, 1.96 
and 2.15 fold by heat stress when compared with control group, respectively (P < 0.01). 
Therefore, betaine can reduce the harmful effects of heat stress by increasing the expression of 
BHMT gene and reducing the expression of malic enzyme and FAS genes in laying hens under 
heat stress. 
Keywords: Heat stress, Zn, BHMT, Metionine, lipogenic genes 
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