
 ایراندامی علوم 

 (265-296)ص  5931، زمستان 7، شمارة 74دورة 
Iranian Journal of Animal Science 

Vol 47, No 4, Winter 2017 (621-632) 

DOI: 10.22059/ijas.2017.213018.653459 
 

 

* Corresponding author E-mail: m_mottaghi@gstp.ir        Tel: +98 911 1318697; +98 13 33461550  

 روی بر بیان ژن متالوتیونین  -روی و نانو متیونین -تزریق درون آمنیوتیکی متیونین ریتأث

 های گوشتیدر جوجه
 

 3سید حسین حسینی مقدمو  *2طلب ، مجید متقی1کلثوم رازانی

 یرانکشاورزی، دانشگاه گیلان، رشت، ا ةگروه علوم دامی، دانشکد دانشیار و استادیار، دکتری، یدانشجو. 3و  2، 1

 (11/11/1335تاریخ پذیرش:  - 13/5/1335)تاریخ دریافت: 

 

 چکیده
 گوشتی هایجوجه ةو رود کبدمتالوتیونین در  mRNAبیان  زانیبر مروی،  -روی و نانو متیونین -متیونین آمنیوتیکی درونتزریق 

تکرار و  چهارتیمار،  چهارکامل تصادفی به ( در قالب طرح 3۴۳ راس ة)سویبارور مرغتخم عدد ۰۴۴ شمارشد. به این منظور  بررسی

 نمک محلوللیتر میلی 1تزریق  -2بدون تزریق )کنترل منفی(،  -1مرغ در هر تکرار تقسیم شدند. تیمارهای آزمایشی شامل عدد تخم 25

روی بودند. تزریق  -متیونین لیتر محلول نانومیلی 1تزریق  -۰روی و  -لیتر محلول متیونینمیلی 1تزریق  -3)کنترل مثبت(،  درصد 3/۴

درآوری  داری بر درصد جوجهمعنی ریتأثتیمارها  ،ها انجام شد. نتایج نشان دادمرغکشی و در مایع آمنیوتیک تخمجوجه 1۱در روز 

یخ و تا ها در زمان تفر( وزن جوجه˂۴1/۴P) دار یمعنروی باعث افزایش  -روی و نانو متیونین -(. تزریق متیونین<۴5/۴Pنداشتند )

با  مقایسه در( افزایش یافت. ˂۴1/۴Pدار )معنی صورت بهو روده در زمان تفریخ و در سن یک هفتگی  کبد سن سه هفتگی شده، وزن

ی دارمعنی افزایشروی،  –روی و نانو متیونین –متیونین تزریق نتیجهی متالوتیونین کبد و روده در mRNAتیمارهای کنترل، بیان 

(۴1/۴P˂)  روی و متیونین –تزریق نانو متیونین  ،نهایی این است گیری نتیجههفتگی ادامه یافت. این اختلاف در سن یک داشته و– 

 شود. اول پرورش می ةهای گوشتی در سه هفتجنینی سبب افزایش وزن جوجه یا هیتغذعنوان مکمل روی به

 

 .روی -، نانو متیونینگوشتی، متالوتیونین ة، جوجیمرغ تخمدرون  ةتغذی :کلیدی هایهواژ
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ABSTRACT 
The effects of intra amniotic injection of zinc-methionine and nano zinc-methionine on metallothionein mRNA 

expression of chicken’s liver and intestine were studied. Four hundred fertiled eggs (Ross 308 strain) were allocated 

to 4 treatments, 4 replicates/ treatment and 25 eggs per replicate using a CRD (Complete Random Design) design. 

Experimental treatments were: 1- no injection (negative control), 2- injection of 1 ml 0.9% saline solution (positive 

control), 3- injection of 1 ml 25% zinc- methionine solution and 4- injection of 1 ml 25% nano-zinc- methionine 

solution. On day 17 of incubation, eggs were injected using insulin syringes. Results showed that in Ovo injection 

lead to no significant effect on hatchability. The injection of zinc-methionine and nano zinc-methionine caused 

significant (P<0.01) increase in chicks weight at hatch, and a week after that. A similar result was obtained for liver 

and intestine samples. Groups treated with zinc-methionine and nano zinc-methionine showed significant (P<0.01) 

increase in metallothionein mRNA expression in liver and intestine and remained significant (P<0.01) at day 7 after 

hatch. Experimental treatments significantly (P<0.01) increased the liver and intestine metallothionein content at day 

1 and 7 after hatch. Conclusion is that in ovo injection of zinc-methionine and nano zinc-methionine lead to increase 

body weight at first 3weeks of broiler rearing. 
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 مقدمه

 ةضروری برای هم یزمغذیر( یک Zincعنصر روی )

 ;Chimienti et al.,2004د )آیمی شماربه هاموجود

Eide, 2006عامل کمکی عنوان (. این عنصر به

و نیز جزئی از  (کاتالیتیکی) ( واکنش یاریکوفاکتور)

 های عاملها از جمله ساختار بسیاری از پروتئین

 بهکه  های موسوم به زینک فینگررونویسی و پروتئین

DNA  سازی متصل شده و در همانندDNA  شرکت

 ;Carpene et al., 2007کنند، مشارکت دارد )می

Richards et al., 2010; Isani & Carpenè, 2014; .)

شرکت  یاختههمچنین روی در میتوز و فرایند تقسیم 

نقش حیاتی عنصر  (.Kaler & Prasad, 2007) کندمی

زیادی  های بررسیروی در رشد و نمو جنین در 

 (. Richards, 1997; Miles, 2000شده است ) گزارش
ها یاختهانواع زیادی از  افزایشدر اثر کمبود روی 

 افزون بر اینشود. کند می ها آنمتوقف و رشد 

 همةدر  ا حدودی( تیالخلقگ ناقصبدشکلی مادرزادی )

شود های نتاج محروم از روی مشاهده میاندام

(Richards, 1989 Miles, 2000;در پرندگان ذخیر .)ة 

 ,Richardsیابد )جنینی کاهش می ةروی در اواخر دور

 ةدیگر میزان بالای کلسیم در جیر سوی(. از 2010

مرغ مادر باعث کمبود روی در مرغ مادر و کاهش 

 Hudson etشود )مرغ میدرآوری تخم قابلیت جوجه

al., 2004که روی یک عنصر بسیار(. با وجود این 

سمی است  یاختهر ضروری است، مقادیر اضافی آن د

ها ها برای محل اتصال آنزیمکاتیون دیگربا  چراکه

 (.Gielda et al., 2012) کندرقابت می

)هموستازی  اختهی درونفرایند تنظیم میزان روی 

های انتقال سازوکارها به یاختهروی( پیچیده بوده، 

کارآمد برای حفظ سطح مناسب این یون فلزی و 

طور  به (.Eide,2006از دارند )نی اختهی درون توزیع آن

نقش  در هموستازی روی هادو گروه از پروتئین عمده

های غشایی روی که ورود و دهندهدارند، شامل انتقال

ها کنند و متالوتیونینیاخته را کنترل می خروج روی به

را  یاخته درونهای (وزیکول) که توزیع روی در ریزکیسه

 ,.Andrews, 2000; Chimienti et alبه عهده دارند )

2004; Huang et al., 2007.) ها گروهی از متالوتیونین

 2-5۱با وزن مولکولی کم ) یمیآنز ریغهای پروتئین

هایی مانند محتوای کیلو دالتون( هستند که با ویژگی

 درصد( نبود اسیدآمینه9۱سیستئین )حدود بالای 

ها و در انواع بافت گستردهو توزیع  (آروماتیکمعطر )

گوناگون شناخته شده و در جذب،  هایدر موجود

زیستی های امانهانتقال و تنظیم روی در س

 ;Carpene et al., 2007)کنند شرکت می (بیولوژیکی)

Davis & Cousins, 2000.)  

 ةبه بیان ژن و تجزی یاختهتجمع متالوتیونین در 

پروتئین بستگی داشته و این فرایندها به میزان زیادی 

( یفراهم ستیزبستگی به قابلیت در دسترس بودن )

ای دریافت که از منبع جیره اختهی درونعنصر روی 

ی چند های بررسی(. Huang et al., 2007شده، دارد )

متالوتیونین یک پروتئین سیتوسولی  ،اندنشان داده

های بدن، شونده به عنصر روی است که در بافت متصل

شود ه ساخته میدر پاسخ به میزان روی جیر

(Sandoval et al., 1998; Andrews, 2000; Davis, 

& Cousins, 2000; Ramesh et al., 2003 .)

 (متابولیسموساز ) سوختاساسی در  طور بهمتالوتیونین 

روی نقش دارد. متالوتیونین نه تنها به روی متصل 

میزان روی  اشود بلکه رونویسی بیان متالوتیونین بمی

 Coyle et al., 2002; Huang etشود )نظیم میجیره ت

al., 2007; Cousins & Lee-Ambrose, 1992 .) 

 شود بایدجذب می یاختهکه روی توسط  هنگامی

ها اتصال یابد، چون روی آزاد به پروتئین سرعت به

 mRNAبا تولید  یاختهسمی است. بنابراین 

ولید با ت آن از و پس 5عنوان واسطهمتالوتیونین به

دهد. پروتئین متالوتیونین به جذب روی پاسخ می

 دیگرکه  هنگامید تا توان می سپس متالوتیونین

به روی نیاز پیدا کنند،  یاختههای ها و آنزیمپروتئین

 & ,McCormick,1984; Davisبه آن اتصال یابند )

Cousins,2000 ; Dufner etal.,2003 سطوح بیان .)

mRNA بهترین  عنوان بهمتالوتیونین  و میزان پروتئین

 اعتماد قابلشاخص وضعیت روی در بدن و نیز معیاری 

منابع مختلف روی در  یفراهم ستیزمنظور ارزیابی به

 McCormick, 1984; Sandovalد )آیمی شماربهجیره 

et al., 1998; Sullivan et al., 1998; Cao et al.,. 
2000; Martinez et al., 2004, Richards et al., 

                                                                               
1. Intermedeate 
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2007; Huang et al., 2009 قابلیت دسترسی زیستی .)

 ةروی در جیر کانیمختلف آلی و  های ترکیب

سنجش میزان روی در  راههای گوشتی از جوجه

سنجش میزان بیان  راههای مختلف و یا از بافت

برخی  یفراهم ستیزاست.  یریگ اندازه قابلمتالوتیونین 

های جوجه ةروی در جیر کانیآلی و  های ترکیباز 

سنجش میزان بیان متالوتیونین بررسی  راهگوشتی از 

 (. Richards et al., 2007شده است )

های  ترکیب 5(IOF) مرغیتخماثرگذاری تغذیة درون 

های مکمل عنوان بههای نانو روی(  ترکیب ژهیو بهروی )

 ای در دورة جنینی کمتر بررسی شده است.تغذیه

امکان افزایش  ارزیابی، بررسیانجام این هدف از  

جذب عنصر روی در جوجه در اثر تزریق درون 

 یها به صورتمتیونین  -آمنیوتیکی ترکیب روی

آن بر بیان کمی متالوتیونین در  ریتأثمعمولی و نانو، 

های جوجه ةو پروتئین در کبد و رود mRNAدو سطح 

 گوشتی بود.

 

 هاشرو و مواد
 ت تزریقکشی و عملیاجوجه

سویة ) مادر گوشتی ةمرغ از یک گلعدد تخم 7۱۱

از توزین  پسهفتگی  71در سن ( 9۱۳ راستجاری 

 ةگرم و تعیین دامن 5/۱با ترازوی دیجیتال با دقت 

 چهار)هر تیمار دارای  تیمارچهار  بهگرم  11±5وزنی 

و در  ،تقسیممرغ در هر تکرار( عدد تخم 61تکرار و 

 ۳/94 دمایشرایط استاندارد )کشی با دستگاه جوجه

درصد ( قرار داده 2۳درجة سلسیوس و رطوبت نسبی 

کشی، با استفاده از نوربینی و جوجه 54در روز  شدند.

از  لیترمیلی 5اطمینان از زنده بودن جنین، 

ها تزریق شد. مرغدرون تخم شده آمادهی ها محلول

 درصد61، محلول اولتیمارها عبارت بودند از: تیمار 

 ،دوم (، تیمارGermany, Merckروی ) -متیونین

روی )تولیدی شرکت  -درصد نانو متیونین61 حلولم

نانو شیمی سبز، مستقر در پارک علم و فناوری 

تیمار  ،درصد 3/۱ نمک محلول گیلان(، تیمار سوم،

 5 سرنگی آزمایشی با هامحلولچهارم، بدون تزریق. 

                                                                               
1. In Ovo Feeding 

و در عمق  65 ةلیتری استریل با سر سوزن درجمیلی

پیش از  .شد تزریقکیسة آمنیون متری و در میلی 5۳

درصد  4۱مرغ با اتانول تزریق انتهای پهن تخم

ی و پس از ایجاد سوراخ روی پوسته، ضدعفون

به درون کیسة آمنیون  دقت بههای مورد نظر محلول

سترون پارافین مذاب  اشد، منفذ پوسته ب تزریق

کشی به دستگاه جوجهها مرغتخم و بسته (استریل)

 (.Tako et al., 2005د )برگردانده شدن

 

 گیری از بافتها و نمونهپرورش جوجه

 از یک هرتفریخ  درصد در آغاز، هاهجوج تفریخ از پس

 نیوزت انفرادی طوربه هاجوجهثبت،  و محاسبه تیمارها

 در هفته شش مدت به و منتقل پرورش سالن بهو 

 و آب به دسترسی .یافتند پرورش استاندارد شرایط

 پایة بر هاجیره و آزادپرورش،  ةدور در خوراک

( NRC, 1994انجمن ملی تحقیقات آمریکا ) هایتوصیه

 در سن. گرفت قرار هاجوجه اختیار درتنظیم، تهیه و 

با توجه  جوجه عدد دو تکرار هر از یروزگ هفت و یک

به میانگین تکرار انتخاب و پس از کشتار به روش 

ها جدا و توزین شدند. آن ةد و رودکبجایی گردن،  هجاب

 ةدرج -۳۱های کبد و روده تهیه و در دمای نمونه

 ذخیره شد. سلسیوس

 

د میزان متالوتیونین و پروتئین کل در کب گیریاندازه

 و روده

استخراج شد.  6متالوتیونین به روش سانترفیوژ افتراقی

شدن در  (ههموژنیزهمگن )های بافتی پس از نمونه

 1/۱کننده )حاوی ساکاروز  سه حجم بافر یکنواخت

 ،=2/۳pHمولار با  میلی HCL 6۱مولار، بافر تریس 

 gدر درصد( به مدت بیست دقیقه 5/۱بتامرکاپتواتانول 

محلول رویی جدا و برای  سانترفیوژ شدند. 9۱۱۱× 

درجة سلسیوس  -6۱سنجش پروتئین به دمای 

رویی، محلول  از حذف محلول پسمنتقل شد. 

مانده در ته تیوب برای تعیین میزان متالوتیونین  باقی

(Lined and Garcia-Vazquez method; 2006 )

 6بافر  در آغاز. برای سنجش پروتئین شداستفاده 

                                                                               
2. Differential Centrifugation 



 5931زمستان ، 7 ة، شمار74 ة، دورایران دامیعلوم  267

 

 تریل یلیم ۳۱الکل اتانول سرد و  تریل یلیم ۱1/5)

لیتر محلول رونشین اضافه میلی 5به ازای هر  م(کلروفر

 g ×2۱۱۱ ها مخلوط و به مدت ده دقیقه درهشد. نمون

 ةسانترفیوژ شد. در مرحل سلسیوس ةدرج 7در دمای 

سه برابر حجم محلول  ةبعد اتانول سرد به انداز

رونشین اضافه و به مدت یک ساعت در دمای منهای 

بعد  ةانکوبه شد. در مرحل درجة سلسیوس -6۱

یوژ سانترف g × 2۱۱۱ ها به مدت ده دقیقه درنمونه

یا بافر شستشو  9توسط بافر  آمده دست بهشده، پلیت 

کننده به نسبت  تانول، کلروفرم، بافر یکنواخت)ا

 g ها به مدت ده دقیقه در( شسته شد. پلیت56:5:۳4

ها، با سانترفیوژ و سپس خشک شدند. پلیت 2۱۱۱× 

 HCL 1میکرولیتر تریس 9۱۱) 7بافر  افزودن

سوسپانسیون ( pH=4 ،مولار میلیEDTA 5، مولار میلی

 79/۱لیتر اسید نیترو بنزوئیک میلی 6/7سپس  شدند.

، اضافه و pH=۳ ،مولار 6/۱مولار در بافر فسفات  میلی

دقیقه نگهداری شد.  سیدر دمای اتاق به مدت 

گیری غلظت سولفیدریل احیا، برای اندازه تیدرنها

دستگاه الایزا  اب (سوسپانسیوندروایه )جذب نوری 

 756( در Awareness, Statfax 2100, USA) خوان

با منحنی استاندارد،  تیدرنهاو  خواندهنانومتر 

 ,Desoukyد )مرجع مقایسه ش عنوان بهگلوتاتین 

2012 ) . 

 

 پروتئین کل نمونه یریگ اندازه

شد.  یریگ اندازه  Lowry (1951)پروتئین کل به روش 

 نخستینجذب نوری محلول رونشین )محصول 

دقیقه پس از  پنجدر سنجش متالوتیونین(، ژ یوسانترف

 موج طول( در Sigma, UK) Lowryف افزودن معر

 ,Awareness) خوانآنگستروم در دستگاه الایزا  171

Statfax 2100, USA )و پس از مقایسه با  خوانده

 منحنی استاندارد، پروتئین کل نمونه محاسبه شد. 

  بیان ژن متالوتیونین گیریاندازه

cDNA و ساخت RNA استخراج. 

ها با استفاده از کیت استخراج نمونه RNAاستخراج  

(AccuZol REAGENT و بر )شرکت  کاردستور پایة

کیفیت  ( انجام شد.Inc Korea Bioneerسازنده )

RNA با استفاده از ژل الکتروفورز و  شده استخراج

سنجی نوری  طیفکمیت آن به روش 

سنج  اه طیفدستگ او ب (اسپکتروفتومتری)

(NanoDrop 2000, USA و در )62۱/ 6۳۱ موج طول 

برای  درنگ یاستخراجی ب RNA نانومتر تعیین شد.

با  cDNAمعکوس و ساخت  یبردار نسخه ةمرحل

 cDNAاستفاده از کیت ساخت 

(AccuPowerCycleScript RT PreMix بر )پایة 

 ,Bioneer Laboratoriesشرکت سازنده ) کاردستور

Hercules, CAcatalog, K-2046 و در دستگاه )PCR 

(LabCycler, Germany استفاده )شد .

ه شده با استفاده از دستگا ساخته  cDNAسنجیکمیت

انجام شد. پس  (NanoDrop 2000, USAسنج ) طیف

  cDNAسازی غلظت  همسان منظور بهسنجی  از طیف

 بدونبا آب مقطر  cDNAسازی  تولیدشده رقیق

DNase ریبی صورت گرفته و غلظت نهایی به غلظت تق

 شد.  دییتأ توسط نانودراپ

 

 MT4 ن بررسی بیان ژ

 رونیو ژن کنترل د MT4برای بررسی بیان ژن هدف 

β actin،  افزار نرمآغازگرهای اختصاصی با استفاده از 

Primer3  طراحی و توسط شرکتShanghai 

Generay Biotech CO.  (. یکتا 5ساخته شد )جدول

 افزار نرماتصال آغازگرها با استفاده از  بودن محل

BLAST ای پایگاه داده وRT primer Data base 

پس از انجام گرادیان دمایی، دمای اتصال شد.  دییتأ

(annealing.آغازگرها تعیین شد ) 

 
 β-actinو MT4ی ها ژنشدة  . مشخصات آغازگرهای اختصاصی طراحی5جدول 

Table 1. Specific primers properties designed for MT4 and β-actin genes 

Genes 
Gene register number  

in the World Bank 
Primers sequences 

Base per  
length 

Annealing point  
temperature 

MT4 NM_205275 Forward: 5′-ATGGACCCTCAGGACTG-3′ 
Reverse: 5′CAGTGGCAGCAGCTGCACTT-3′ 

151 56 

β-actin NM_205518.1 Forward: 5ˊ TGATATTGCTGCGCTCGTTG 3ˊ 
Reverse: 5ˊ•CATCACAATACCAGTGGTAC-3ˊ•• 

132 55.5 
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ژن طی  افزایش روشبیان ژن از  یریگ اندازه

 CFX 96, Bioو در دستگاه  Real time PCR واکنش

Rad (Applied Biosystems, Germany با استفاده )

روش استاندارد  پایةبر از رنگ فلورسنت سایبرگرین، 

 Perfect Real) پایةبر  افزایشنسبی صورت گرفت. 

Time Termo Scientific, انجام شد. اجزای واکنش )

Real time PCR  میکرولیتر  61با حجم نهایی

میکرولیتر، آغازگر  1/56سایبرگرین  ة)مخلوط آماد

 cمیکرولیتر،  7/۱آغازگر برگشت  ،میکرولیتر 7/۱رفت 

DNA 1/5  نوکلئاز:  بدونمیکرولیتر و آب دو بار تقطیر

 6میکرولیتر( و غلظت نهایی مواد در جدول  6/5۱

 نشان داده شده است.

 
 Real Time PCR . اجزای واکنش استاندارد6جدول 

Table 2. Real standard reaction components Time 

PCR 
Reaction substances volume (ml) 

SYBR Green 12.5 
Forward primer 0.4 
Reverse primer 0.4 
cDNA 1.5 
Double distilled water free of 

nucleases 

10.2 

Total volume 25  
 

 

برای هر دو ژن با استفاده از روش  گرمایی ةبرنام

 بود. 9جدول  بنابرریل تایم یکسان و 

 Real timeش به رو افزایشپس از انجام واکنش 

PCR  صورت بههای خام داده Ct (Threshold cycle )

نسبت به ژن  یساز نرمالاز دستگاه استخراج و پس از 

با  7MTژن گیری میزان بیان ( اندازهβ actinکنترل )

 Relativeاستفاده از روش کمیت سنجی نسبی ) 

Quantification 2لایوک ) رابطة( و با استفاده از
-∆∆CT )

 (.Livak, 2001انجام شد )

 

 آماری لیوتحل هیتجز

 و تیمار چهاربا  تصادفی کاملطرح  قالب در طرح این

 از استفاده با یگردآور از پس هادادهاجرا،  تکرار چهار

 لیوتحل هیتجزSAS(SAS Institute, 2004 )  افزار نرم

 استفاده بادرصد 5 احتمال سطح در ها نیانگیم و شده

  .د(دنشمقایسه  دانکن آزمون از

(5)                                           Yij = μ + tj+ 

εij 

 μهر مشاهده )داده(،  یزانم Yij بالا ةدر رابط

 .استخطای آزمایشی  εijاثر تیمار و  tjمیانگین کل، 

 
 β-actin و MT4 یها ژن. برنامة گرمایی افزایش 9جدول 

Table 3. Heat program for MT4 and β-actin genes proliferation 
 Reaction temperature  

(°C) 
Reaction  

time 
Number of  

cycles 
Primary denaturation  95 3 minutes 1 cycle 
Denaturation 95 30 seconds 40 cycles 
Primer annealing MT4: 56  

β-actin: 55.5 
30 seconds 40 cycles 

Elongation 72 30 seconds 40 cycles 
Extension Elongation 72 5 minutes 1 cycle 

 
 ج نتای

 -متیونین آمنیوتیکی درون تغذیه اثرنتایج مربوط به 

درآوری و  روی بر جوجه -و نانو متیونین روی

نشان داده شده  7کشی در جدول جوجه های ویژگی

بر قابلیت  داریمعنی ریتأثاست. تیمارهای آزمایشی 

یق درون درآوری نداشتند، اما تزر تفریخ و درصد جوجه

روی موجب  -روی و نانو متیونین -آمنیوتیکی متیونین

های تفریخ ( وزن جوجه˂۱5/۱Pدار )افزایش معنی

 شده نسبت به گروه کنترل شد.    

ها در سن تیمارهای آزمایشی بر وزن جوجه ریتأث

( بوده و ˂۱5/۱P) دار( معنی1یک هفتگی )جدول 

موجب ( وروی )معمولی و نان -تزریق ترکیب متیونین

( وزن کبد و روده در ˂۱5/۱Pر )داافزایش معنی

 روزهای یک و هفت پس از تفریخ شدند.

ها در زمان تیمارهای آزمایشی بر وزن جوجه ریتأث

( 2تفریخ و نیز در سن یک هفتگی و سه هفتگی )جدول

در وزن  شده مشاهده( بود اما اختلاف ˂۱5/۱Pدار )معنی

 دار نبود. نظر آماری معنی ها در پایان هفتة ششم ازجوجه
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درصد( ) آوری )درصد(، وزن زنده )گرم( و وزن نسبیدرروی بر جوجه-روی و نانو متیونین  -. تأثیر تزریق متیونین7جدول 
 *های تفریخ شدهجوجه

Table 4. Effect of Injection of Zinc-Methionine and Nano Zinc-Methionine on hatchability (%), live body weight (gr) 
and relative body weight (%) of hatching chicks* 

Treatments Hatchability Live body weight (g) Relative body weight (%) Egg weight (g) 

MetZn 90.97 43.02 a 77.13 55.77 
NMetZn 90.47 42.77 a 77.43 55.24 
PCont 90.87 41.86 b 76.35 54.84 
NCont 89.53 41.13 b 75.89 54.69 
SEM 0.395 0.064 0.336 0.137 
P Value 0.133 0.001 0.265 0.218 

 (.˂P ۱5/۱)دار در آن ستون است های متفاوت در هر ستون بیانگر اختلاف آماری معنی * حرف
* Means within a column with different superscripts are significantly different (P<0.01). 

 

 *ی پس از تفریخروزگ هفتروی بر وزن کبد و روده در سن یک و  -روی و نانو متیونین -. تأثیر تزریق متیونین1جدول 

Table 5. Effect of Injection of Zinc-Methionine and Nano Zinc-Methionine on liver and intestine weight at 1 and 7 d 
of age after hatch* 

7 Day of age 1 Day of age 
Treatments intestine 

weight (g) 
Liver weight 

(g) 
Live body 
weight (g) 

intestine 
weight (g) 

Liver 
 weight (g) 

Live body 
 weight (g) 

34.68 a 6.65 a 128.87 a 6.16 a 1.19a 43.02 a MetZn 
36.62 a 6.74 a 131.22 a 6.29 a 1.27a 42.77 a NMetZn 
30.33 b 5.91 b 119.28 b 5.33 b 1.07b 41.86 b PCont 
31.11 b 6.07 b 120.73 b 5.27 b 0.93b 41.13 b NCont  
0.417 0.045 1.66 0.082 0.025 0.064 SEM 
0.001 0.005 0.001 0.001 0.001 0.001 P Value 

 (.˂P ۱5/۱)دار در آن ستون است های متفاوت در هر ستون بیانگر اختلاف آماری معنی * حرف

* Means within a column with different superscripts are significantly different (P<0.01). 
 

 *هاروی بر افزایش وزن هفتگی جوجه -روی و نانو متیونین -. تأثیر تزریق متیونین2جدول 

Table 6. Effect of Injection of Zinc-Methionine and Nano Zinc-Methionine on weekly chicken weight gain* 

Treatments 
Live body weight (g) 

hatch 
Live body weight (g) 

week 1 
Live body weight (g) 

week 3 
Live body weight (g) 

week 6 

MetZn 43.02 a 128.87 a 610.6 a 2370 
NMetZn 42.77 a 131.22 a 592.9 a 2315 
PCont 41.86 b 119.28 b 560.6 b 2290 
NCont 41.13 b 120.73 b 540.5 b 2275 
SEM 0.064 1.66 9.37 38.55 

P Value 0.001 0.001 0.001 0.165 

 (.˂P ۱5/۱)دار در آن ستون است های متفاوت در هر ستون بیانگر اختلاف آماری معنی * حرف

* Means within a column with different superscripts are significantly different (P<0.01). 
 

 -روی و نانو متیونین -متیونین ریتأثدر این بررسی 

ها و رودة جوجه بر بیان ژن متالوتیونین در کبدروی 

نشان داد که تزریق هر دو  آمده دست بهبررسی شد. نتایج 

بیان ( ˂۱5/۱P) دارمعنینوع ترکیب موجب افزایش 

mRNA ها در روزهای یک متالوتیونین کبد و رودة جوجه

 . (4 جدولو هفت پس از تفریخ شد )

 
ی روزگ هفتدر سن یک و  *و رودة جوجهد در کب MT4بیان ژن روی بر میزان -روی و نانو متیونین-تأثیر تزریق متیونین .4 جدول

 **پس از تفریخ

Table 7. Effect of Injection of Zinc-Methionine and Nano Zinc-Methionine on MT4 gene expression in chicks* liver 

and intestine at 1 and 7 d of age after hatch** 

Liver Intestine 
Treatments 

7 day of age 1 day of age 7 day of age 1 day of age 
5.34 b 3.84 b 4.93 a 3.30 b MetZn 
8.94 a 5.23 a 3.57 b 2.22 a NMetZn 
1.1 c 1.06 c 1.06 c 1.08 c PCont 

1.05 c 0.96 c 1.00 c 1.01 c NCont 
0.039 0.044 0.055 0.009 SEM 
0.001 0.001 0.006 0.001 P Value 

 * هر عدد میانگین هشت جوجه است.

 ( با هم دارند.˂۱5/۱P) دار یمعنهای متفاوت دارند، اختلاف آماری  هایی که در هر ستون حرفمیانگین **

* Each number represents average of eight chicks. 

** Means within a column with different superscripts are significantly different (P<0.01). 
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و یک هفتگی میزان  یروزگ کیدر سنین 

طور متالوتیونین کبد و روده در تیمارهای آزمایشی به

های کنترل نسبت به گروه( ˂۱5/۱P) یدار یمعن

 های گونه که در جدول(. همان۳ جدولافزایش یافت )

در هر  روی -شود تیمار نانو متیونینمشاهده می ۳ و 4

و میزان پروتئین متالوتیونین  mRNAبیان دو بررسی 

نسبت به  یروزگ هفتکبد و روده در سنین یک و 

 (˂۱5/۱P) دار یمعنافزایشی  تأثیر روی-تیمار متیونین

 داشته است. 

 
روی و نانو  -ی متیونینمرغ تخمتأثیر تزریق درون  .۳ لجدو

گرم متالوتیونین در روی بر میزان متالوتیونین )میلی -متیونین

 *یروزگ هفتو  در سن یک ها جوجه افت( کبد و رودةگرم ب

Table 8. Effect of Injection of Zinc-Methionine and 

Nano Zinc-Methionine on chick’s liver and intestine 

metallothionein content (mg per g tissue) at 1 and 7 d 

of age after hatch* 
Liver Intestine 

Treatments 7 day  
of age 

1 day  
of age 

7 day  
of age 

1 day  
of age 

50.73 b 39.97 b 31.97 b 25.22 b MetZn 
59.05 a 48.55 a 39.93 a 31.80 a NMetZn 
31.24 c 28.24 c 25.50 c 19.24 c PCont 
31.78 c 27.52 c 27.05 c 20.05 c NCont 
0.587 0.624 0.419 0.705 SEM 
0.005 0.005 0.001 0.001 P Value 

های متفاوت دارند، اختلاف آماری  هایی که در هر ستون حرفمیانگین *
 ( با هم دارند. ˂۱5/۱P) دار یمعن

* Means within a column with different superscripts are significantly 
different (P<0.01). 

 

 بحث 

، خاصشیمیایی  های ویژگی به علت( Zincروی )

کند ایفا می یفرد بهمنحصرحیاتی  زیستیهای نقش

(Ramesh et al., 2003 .)یک عنصر بسیاراینکه رغم  به 

در  آناضافی  های یزان، مآید به شمار می ضروری

ها برای محل کاتیون دیگرسمی است، چون با  یاخته

بنابراین میزان آن باید با  ه وکردها رقابت اتصال آنزیم

ستازی (. هموGielda et al., 2012د )دقت کنترل شو

تنظیم هماهنگ ورود و خروج  راهها از یاختهروی در 

های و نیز توزیع آن بین اندامک یاختهروی به 

ناقلان موجود در غشاهای  راهو نیز از  اختهی درون

 یا اختهی درون ناقلان)زینک ترانسپورترها( و  ای یاخته

 Chimienti etشود )( انجام میCRIPتالوتیونین و )م

al., 2004.) که سطوح بالایی از روی  هنگامی

وجود دارد، متالوتیونین با اتصال به روی از  اختهی درون

جلوگیری کرده و یک مخزن  یاختهبروز سمیت در 

ها که پروتئین دیگر ةناپایدار از این عنصر برای استفاد

شود، فراهم ، آزاد مییاختهدر شرایط کمبود روی در 

 بسیاری از محققان (.Dufner et al., 2003کند )می

های مختلف از جمله کبد بیان متالوتیونین را در بافت

 Fleet et al., 1990; Fernando etاند )بررسی کرده

al., 1998; Trayhurn et al., 2000; Martinez et al.,. 

برای بیان بالاترین د کب سازوکار(، اما چگونگی 2004

 پایةمبهم مانده است. بر  تاکنونسطح متالوتیونین 

( در  ,Davis & Cousins 2000) بررسیهای یک یافته

فلزی  ینتر عمده ،حالت طبیعی در کبد انسان، روی

 شود.است که به متالوتیونین متصل می

 (متابولیکیسازی ) سوختفرایندهای  بررسی

ضروری است  شناسی یستزمرتبط با جذب روی در 

ضروری است  هاودموج ةچون این عنصر برای هم

(Eide,2006  بین عناصر کمیاب در بدن، عنصر روی .)

از نظر فراوانی پس از آهن قرار داشته و کمبود آن در 

سوم پس از کمبود آهن و ویتامین آ  ةانسان در رتب

(. بنابراین در این et al., 2003 Rameshد )قرار دار

 mRNAمیزان متالوتیونین و سطح بیان  بررسی

های گوشتی پس از جوجه ةونین در کبد و رودمتالوتی

-متیونین و نانو روی -تزریق درون آمنیوتیکی روی

افزایش  گویایمتیونین بررسی شد. نتایج این آزمایش 

 mRNAدار میزان متالوتیونین و همچنین سطح معنی

 ها بود.متالوتیونین کبد و روده پس از تفریخ جوجه

که متالوتیونین ی نشان داد چند های بررسینتایج 

یک پروتئین سیتوسولی متصل شونده به عنصر روی 

های مختلف، در پاسخ به میزان روی است که در بافت

 & ,Richards, 1989; Davisد )شودر جیره ساخته می

Cousins, 2000; Coyle et al., 2002; Dufner et al.,. 

2003 .) 

 ،۱ زانیمافزودن مکمل روی )سولفات روی( به  

ها جوجه ةگرم در کیلوگرم به جیرمیلی 7۱۱و  6۱۱

موجب افزایش خطی میزان متالوتیونین کبد، کلیه و 

(. میزان متالوتیونین Cao et al., 2000) شدپانکراس 

های جیره ها پس از مصرفکبد و پانکراس جوجه
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استات و یا  گرم در کیلوگرم رویمیلی 5۱۱۱حاوی 

(. et al., 1998 Sandoval)ت یاففزایش ااکسید روی 

های مختلف افزایش سطوح بیان متالوتیونین در بافت

های )کبد، کلیه، پانکراس و مخاط روده( جوجه

 ppmگوشتی پس از افزودن مقادیر بالای روی )

 ,.Oh et al( به جیره گزارش شد )52۱۱۱-5۱۱۱

 ةن نتیجه گرفتند که پس از تغذیا(. این محقق1979

از متالوتیونین  سرعت بهد روی، روی هایی با کمبوجیره

ناپدید شده که بیانگر پیوند بسیار ناپایدار و سست 

 ,MacCormic et al., 1984) متالوتیونین و روی است

Fleet et al., 1990; Sandoval et al., 1997) یز ن

مختلف  های ترکیب ریتأثی در رابطه با همساننتایج 

 mRNAن و سطح روی بر افزایش میزان متالوتیونی

ها گزارش جوجه ةمتالوتیونین در کبد، پانکراس و کلی

 .کردند

روی و ترکیب -ترکیب آلی متیونین بررسی این در

روی منجر به افزایش میزان متالوتیونین -نانو متیونین

متالوتیونین در کبد شد که با  mRNAو سطح 

این در  افزون بر ایندارد.  همخوانیهای پیشین  یافته

جنینی  ةروی در اواخر دور های ترکیبتزریق  بررسی

آمنیون موجب افزایش میزان پروتئین  ةبه کیس

متالوتیونین کبد و روده  mRNAمتالوتیونین و سطوح 

 Fernando etهای . این نتایج با یافتهشدپس از تفریخ 

al. (1989) گزارش کردند که  نآنادارد.  همخوانی

د جنین جوجه متالوتیونین کب mRNAسطوح پایین 

جنینی  ةدر دور سروی و معنصرهای پس از تزریق 

 mRNAو همچنین افزایش سریع سطوح  افتهی شیافزا

متالوتیونین کبد پس از تفریخ را گزارش کردند. 

تکامل کبد تحت  دری که بیان متالوتیونین را های عامل

اند. اما سطوح روی دهند، ناشناخته ماندهقرار می ریتأث

اول  ةهفت درمتالوتیونین کبد را  mRNAو مس جیره 

 Fernando etدهند ) قرار می ریتأثپس از تفریخ تحت 

al., 1989.) 

متالوتیونین کبد  mRNAدر سطوح  زیادیافزایش 

های لگهورن پس از تزریق زیرجلدی و پانکراس جوجه

های میکرولیتر از هر یک از محلول 5۱۱

لرید روی و ساکارید، کیپوپلی، لگلوکوکورتیکوئید

(. بر Wei & Andrews, 1988کلرید مس گزارش شد )

 متالوتیونین mRNAمشاهدات این محققان القای  پایة

ز مس و روی وابسته به دُ هایعنصر ةوسیل در طیور به

(dosage dependent)  بوده و همچنین در شرایط

آزمایشی روی و مس نسبت به گلوکوکورتیکوئیدها و 

برای القای  یتر یقوهای محرک لیپوپلی ساکاریدها،

 تولید متالوتیونین هستند.

( ZnSo4تزریق عروقی محلول سولفات روی ) ریتأث

 ,.Shen et alشد ) روزه( بررسی 66های نر )جوجهدر 

های این تحقیق نشان داد که سطوح (. یافته2013

mRNA  و  2متالوتیونین و میزان متالوتیونین پانکراس

این که با نتایج  افتهی شیافزا روز پس از تزریق 56

دارد. در شرایط این تحقیق  همخوانیتحقیق 

 mRNAگیری میزان متالوتیونین و سطح اندازه

 یروزگ هفتمتالوتیونین کبد و روده در سنین یک و 

روز پس از تزریق مکمل روی( انجام  56و  1ها )جوجه

گیری افزایش میزان و شد و در هر دو زمان اندازه

با  هماهنگمتالوتیونین مشاهده شد،  mRNAسطح 

 ةالقاکنندناظر بر اثر فزاینده و  و همکاران او،شن نتایج 

متالوتیونین در  mRNAروی بر سطح  های ترکیب

های جوجه و باقی ماندن آن تا چند روز پس از بافت

 . استتزریق 

Richards et al. (2007) های ترکیبی فراهم ستیز 

 راههای گوشتی از جوجه ةمختلف روی را در جیر

بیان متالوتیونین در روده بررسی کردند. بر  یریگ اندازه

 mRNAگیری بیان های آنان اندازهیافته پایة

ها مانند روده و کبد نسبت متالوتیونین در برخی بافت

ها، وضعیت گیری میزان روی در همان بافتبه اندازه

تری یقطور دقروی بدن و قابلیت دسترسی آن را به

  (.Richards et al., 2007کند )برآورد می

های انسانی نیز بیان با نمونه های بررسیدر 

mRNA عنوان نشانگر ها بهمتالوتیونین در برخی بافت

زیستی وضعیت روی بدن بررسی شده است. پس از 

غذایی افراد  برنامةیک دوره افزودن مکمل روی به 

ها و ونوسیتمتالوتیونین درم mRNAجوان سطوح 

 Sullivan etیابد )افزایش می ها آنهای اریتروسایت

al., 1998 بیان .)mRNA ها متالوتیونین در لمفوسیت

عنوان نشانگر زیستی وضعیت روی در انسان نیز به

های یافته پایة(. بر Allan et al., 2000بررسی شد )



 263 ... بر روی -متیونین نانو و روی -متیونین آمنیوتیکی درون تزریق تأثیررازانی و همکاران:  

 

خوراکی آزمایشی  برنامةکمبود ملایم روی در  ها آن

 mRNAتوجهی منجر به کاهش سطح  شایانور طبه

شود. با برطرف کردن ها میمتالوتیونین لمفوسیت

غذایی، سطح  برنامةکمبود و افزودن مکمل روی به 

mRNA دیابمتالوتیونین به سرعت افزایش می. 

لقای ا (Trayhurn et al., 2000)دیگر  بررسیدر 

و  2، هاموش ةسریع تولید متالوتیونین در کبد و کلی

یک دوز منفرد  یرپوستیزساعت پس از تزریق  67

(ZnCl2) 1 mg/kg body weight اما شد مشاهده ،

متالوتیونین در بافت چربی  mRNAتغییری در سطح 

. در مقابل، افزایش بسیار شدسفید اپیدیدیومی ثبت ن

متالوتیونین در کبد  mRNAبرابر( در  شانزدهزیادی )

مشاهده شد. سطوح  یریگ اندازهدر هر دو زمان 

mRNA های موش صحرایی یک متالوتیونین در بافت

نسبت به افزایش مصرف روی جیره  یزآم اغراقپاسخ 

نشان داده، اما در پاسخ به مس جیره تغییر آن کمتر 

انتخاب روی در مقایسه با مس  برتریناظر بر  است، که

MTF-1برای القای اتصال 
5

. است  MRE 6به توالی 

متالوتیونین  mRNAسطوح  ای حلهمرپاسخ دو 

 بیشترینیک عملکرد از مصرف روی جیره، با  عنوان به

در موش  mg 5۱۱ Zn/kg بیان در مصرف جیره حاوی

تولید  یخود خودبهتواند به تنظیم صحرایی می

د متالوتیونین به سطوح بالاتر مصرف روی مرتبط باش

(& Lee-Ambrose, 1992 Cousins .)های عامل 

شده  ه اتصال ممکن است این فرایندهای تنظیمچندگان

 MTF-1 ژن nullتوسط فلز را تغییر دهند. جهش 

که شود درحالیجنینی می یروم مرگمنجر به 

زنده   MT-1 and -2 knockout (KO) هایموش

 (.Coyle et al., 1995د )ماندن

 یخوب بههای مولکولی بیان متالوتیونین سازوکار

این دیدگاه پذیرفته شده است که ، اما شناخته نشده

 ستعنصرهاوابسته به  ویژه بهبیان متالوتیونین 

(Sakulsak, 2012.)  به فلز  دهنده پاسخوجود اجزاء

(MRE در توالی )ژن متالوتیونین مدارک  بالادست

فلزات را  لازم دال بر رونویسی متالوتیونین در اثر القای

مل فلزی عا MREکند. پروتئین متصل به اثبات می

                                                                               
1. Metal-responsive transcription factor 1 

2. Metal-responsive element 

عنوان ( نامیده شده و بهMTF-1رونویسی )

مثبت برای آغاز بیان ژن متالوتیونین  ةکنند تنظیم

( MTF-1کند. این عامل فلزی رونویسی )عمل می

به افزایش غلظت روی نیاز  DNAبرای اتصال بهینه به 

  .(Otsuka, 2001دارد )

در آزمایشگاه تنها از راه  MREبه  MTF-1اتصال 

 MTF-1شود، که به مفهوم عمل ی روی القا میهایون

مثابة یک پروتئین حساس به روی است. اگرچه به

 9(ZRFوابسته به روی ) به چنین عامل سازوکاری که

دهد، در محیط اجازه پاسخ به انواع مختلف فلز را می

 ,.Carpene et alزنده هنوز شناسایی نشده است )

2007; Coyle et al., 2002; Otsuka, 2001.) 

مختلفی ناظر به این است که شش  هایمستند 

 DNAشونده به  ( انگشت روی متصلdomainدومین )

عنوان دومین به MTF-1شده  محافظت شدت به

(domain( حسگر روی )zinc-sensing عمل کرده و )

تواند بین شش انگشت مختلف می یها دهنده اتصال

ته و اتصال به هس MTF-1فعالانه در تعدیل رونویسی 

 MTF-1ت فعالی شرکت کنند. MT1به پروموتور ژن 

جلوگیری  7(MTIحساس به روی ) ةتوسط بازدارند

 ,Sakulsak, 2012; Suhy et al., 1999; Eideشود )می

 MTF-1 (. بنابراین به علت اثر متقابل روی با2006

ها از شود که روی در تنظیم بیان برخی ژنتصور می

( ZnT ةن و ناقلان غشایی خود )خانوادجمله متالوتیونی

 (.Chimienti et al., 2004) نقش اساسی داشته باشد

پیشین این گروه در  بررسیدر تکمیل  این پژوهش

متیونین بر  -متیونین و نانو روی -روی ریتأثبررسی 

 ةهای جذبی رودیاخته( در ZnT1بیان ناقل روی )

یین روی جوجه انجام شد. به علت قابلیت دسترسی پا

( Zinc Metioneineمتیونین ) -به شکل مینرالی، روی

که یک ترکیب آلی روی با قابلیت دسترسی بالاست، 

 -ترکیب نانو روی ریتأث افزون بر این .شداستفاده 

 بررسی( در این Nano Zinc Metioneineمتیونین )

 .شد ارزیابی

ترین اسیدهای آمینه در های سیستئین مهمبنیان

                                                                               
3. Zinc-responsive factor 

4. Metal-responsive transcription inhibitour 
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 ها آن چراکه ،ترکیب متالوتیونین هستندساختار و 

های تشکیل خوشه هنگامدر  هافلز ةکنند نقاط کلیت

(. در Isani & Carpenè, 2014متال تیولات هستند )

متیونین  ةسیستئین از اسید آمین ةبدن اسید آمین

شود. بنابراین منطقی است که فرض کنیم ساخته می

-و نانو رویمتیونین  -روی و متیونین موجود در روی

متیونین هر دو در افزایش بیان متالوتیونین نقش 

 طور بهروی و متیونین نه  تأثیر بررسیدارند. در این 

متیونین بر بیان  وترکیب روی  صورت بهجداگانه بلکه 

-متالوتیونین بررسی شد. ترکیب جدید نانو روی

 ریتأث گونه چیهمتیونین که در این آزمایش بررسی شد 

ها در دورة جنینی و در مت جنین و جوجهسوئی بر سلا

کل دورة حیات )شش هفته پرورش( نداشت. بنابراین 

مکمل روی در  عنوان به خطر یبیک ترکیب محرک و 

تغذیة جنینی طیور گوشتی معرفی، و البته پیشنهاد 

شناختی )پاتولوژیکی(  شود که اثر احتمالی بیماریمی

های ه و دیگر اندامروی در کبد، رود-ترکیب نانو متیونین

 خطر یبافزایش اطمینان از  منظور بههای گوشتی جوجه

  بودن این ترکیب برای پرنده انجام شود.

 

 نهایی گیری نتیجه

 :بررسی این از آمده دست به نتایج به توجه اب

 

در  روده و کبد  متالوتیونین پروتئین و ژن بیان. 5

متیونین  -ها در اثر تزریق درون آمنیوتیکی رویجوجه

آن بر عملکرد  در پیو  افتهیارتقاءمتیونین  -و نانو روی

 است. تأثیرگذارپرنده  یا هیتغذزیستی و 

ها پس از تزریق درون وزن کبد و رودة جوجه. 6

متیونین  -متیونین و نانو روی -آمنیوتیکی روی

 -افزایش یافت همچنین تزریق درون آمنیوتیکی روی

ین موجب افزایش وزن متیون -متیونین و نانو روی

 سوم پرورش شد. ةها از زمان تفریخ تا هفتجوجه

مرغی در تحقیقات نوین، تغذیة درون تخم. 9

(IOF )در درک و  متیونین -متیونین و نانو روی -روی

درگیر در  ای یاختههای مولکولی و سازوکار شناخت

 د است.سودمن جذب ریزمغذی ضروری روی

 

 سپاسگزاری

، پارک علم و فناوری گیلان لانمسئو همکاری از

 مهندس خانمو سرکار  جوجه نوید کشیهجوج ةسسؤم

مواد و  نیتأمکه در  ییها مساعدتبه خاطر  هرمزدی

، و اند داشتهلوازم آزمایشگاهی مورد نیاز این پروژه 

یرعامل شرکت نانو شیمی دآقای دکتر گل شکن، م

و در اختیار گذاشتن  یساز آماده لیبه دلز سب

 .گرددمیقدردانی تشکر و متیونین،  -وزینکنان
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