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  چکیده

این تحقیق جهت بررسی نقش بتائین جایگزین شده با درصدي از متیونین جیره بر بیان ژن آنزیم مالیک در مرغان       

تیمارها شامل دو سطح مختلف جایگزینی بتائین با متیونین . لاین انجام شده است - سویه هاي w-36تخمگذار لگهورن واریته 

) منبع(در این روش، ژن بتااکتین به عنوان ژن خانگی . بود) یدروس نوع خوراکی با متیونیندرصد جایگزینی بتائین آنه 13و 0(

می نسبی تعیین PCRReal-timeروش با  بیان ژن آنزیم مالیک و بتااکتین. شده است استفادهجهت نرمال نمودن داده ها 

و به همراه  تار شده و کبد آن ها سریعاَ جدا گردیدچهار مرغ از هر تکرار کشپس از دو ماه تغذیه، در انتهاي آزمایش . گردد

به طور . از بافت کبد با اسنفاده از کیت استخراج شد RNAابتدا کل . ذخیره شد- 70ازت مایع به آزمایشگاه منتقل و در دماي 

نتایج .گرددتعیین کیفیت می real time PCRو با استفاده از سایبر گرین و دستگاه تکثیر شده  PCRبا  cDNAمختصر، 

. در بیان ژن آنزیم مالیک در بافت کبد می گردد) >01/0P(داري کاهش معنی نشان داد که افزودن بتائین به جیره سبب حاصل

مهار می کند و می تواند نقش مهمی در کاهش میزان چربی کبد و  mRNAبنابراین بتائین بیان ژن آنزیم مالیک را در سطح 

  . طالعه به درك بیشتر در مورد عملکرد آنزیم مالیک و کاربرد بتائین در مرغ تخمگذار کمک می کنداین م .حفره شکمی ایفا کند

  مرغان تخمگذار - آنزیم مالیکژن -بیان ژن -بتائین: واژه هاي کلیدي

  مقدمه

سفید رنگ  اي بتائین ماده. که اولین بار در چغندر قند کشف شدبتائین یک تري متیل مشتق شده از گلیسین است       

علاوه بر این، بتائین نقش ). 8(شود ها یافت میباشد که در بسیاري از سلولوگرانوله است و یکی از متابولیتهاي کولین می

مواد لیپوتروپیک موادي هستند که از ذخیره چربی در کبد جلوگیري . لیپوتروپیک و محافظت از کبد را نیز برعهده دارد

). 3(کنند         گردند، همچنین ازتجمع چربی در بافتها نیز جلوگیري می ذف آن از کبد میکرده و موجب افزایش سرعت ح

کولین و اکسیداسیون اسید چرب گردد و از طریق نقش در سنتز فسفاتیدیلبتائین موجب افزایش ترکیبات متیله شده می

آنزیم . مسیر سنتز اسیدهاي چرب آنزیم مالیک استترین آنزیم هاي یکی از مهم). 6(کنددر متابولیسم لیپیدها نقش ایفا می

مالیک یک پروتئین سیتوپلاسمی است که دکربوکسیلاسیون مالات به پیرووات را کاتالیز میکند که در این مرحله 

NADPH شودتولید می.NADPH  تر بیش. هاي چرب بلند زنجیر استیک واسطه براي تشکیل اسیدNADPH  لازم

فعالیت آنزیم مالیک کبدي همبستگی مثبتی با سرعت . شودچرب از فعالیت آنزیم مالیک ایجاد میبراي سنتز اسیدهاي 

آنزیم مالیک را از طریق افزایش mRNAنتایج گزارش شده نشان می دهد که تغذیه، سطح ). 9(سنتز اسیدهاي چرب دارد

هدف از این تحقیق بررسی اثر ). 1(د آنزیم مالیک تنظیم می کن mRNAرونویسی ژن آنزیم مالیک و کاهش در تخریب 

  بتائین جایگزین شده با درصدي ار متیونین جیره بر بیان ژن آنزیم مالیک مرغان تخمگذار میباشد



  مواد و روشها

تخمگذار قطعه مرغ  48خوزستان با  رامین و منابع طبیعی کشاورزيدانشگاه  دامپروريایستگاه آزمایش در این       

8تکرار و  3تیمار، 2این آزمایش با . تولید اجرا گردید 65در هفته ) Hy-line(لاین - سویه هاي w-36لگهورن واریته 

جایگزینی بتائین  درصد 13و  0(سطح مختلف جایگزینی بتائین با متیونین دو. در هر تکرار به انجام رسید مرغقطعه 

پرنده از هر تکرار به طور تصادفی کشتار شده  4مایش در انتهاي آز. در نظر گرفته شد) خوراکی با متیونینآنهیدروس نوع 

 SV Totalبا استفاده از کیت. نگهداري شد - 80و کبد آنها در ازت مایع نگهداري و به سردخانه منتقل گردید و در دماي 

RNA Isolation system  شرکت پرومگا استخراجmRNAانجام گرفته وcDNAیس ها، با استفاده از آنزیم رونونمونه

RevertAid TMکیتبا استفاده از  ، ،dT)(ساز معکوس و پرایمرالیگو  First strand cDNA synthesis Kit  شرکت

PCRReal-timeمیزان بیان ژن با استفاده از روش step one plusدر نهایت توسط دستگاه . فرمنتاز ساخته شد

Relative Quantitative ز ژن بتا اکتین به عنوان ژن در این آزمایش ا. اندازه گیري شدHouse keeping استفاده شد .

طراحی شده و   advance 11vector NTIتوسط نرم افزار Real-time PCRاطلاعات پرایمرهاي استفاده شده براي 

.آورده شده است 1خصوصیات این پرایمر در جدول . توسط شرکت تولیدي و تحقیقاتی سیناژن ساخته شده است

  :1جدول 

دماي اتصال  )جفت باز(اندازه محصول   توالی پرایمرام ژنن

  آنزیم مالیک

Sense:
AGTGCCTACCTGTGATGTTG-3-۵  

Antisense:
GGCTTGACCTCTGATTCTCT-3-۵

١٠١۵٩

  بتا اکتین

Sense:
GTGATGGACTCTGGTGATGG-3-۵

Antisense:
TGGTGAAGCTGTAGCCTCTC-3-۵

١۵٠۵٩

 power SYBERمیکرولیتر 10به روش سایبر گرین شامل Real time PCRي انجام واد مورد استفاده برام      

Green mix) ساخت شرکتABI(،1 ، ماکرولیتر آب عاري از  7میکرولیتر پرایمر برگشت ، 1میکرولیتر پرایمر رفت

  .م شدسیکل انجا 40در  2میکرولیتر طبق جدول  20بود که با حجم کل  cDNAمیکرولیتر نمونه  1نوکلئاز و 

PCRپروتکل دمایی -2جدول 

1X2 فعال سازي اولیه آنزیم   درجه سانتی گراد95  دقیقه  

۴٠X15 دناتوره شدن  درجه سانتی گراد95  ثانیه  

  اتصال  درجه سانتی گراد59  دقیقه 1

  تکثیر  درجه سانتی گراد60  ثانیه 30

  نتایج و بحث

ها ،کار آیی پرایمر هاي طراحی شده ،غلظت مناسب پرایمر هاي مورد در این پژوهش در ابتدا به منظور کاهش هزینه       

پس از انجام .توسط دستگاه ترمال سایکلر انجام گرفت PCRاستفاده در واکنش و نیز دما و زمان اتصال هر پرایمر ،واکنش 

نتایج حاصل از .ورز شدماکرو لیتر از محصول ،با استفاده از ژل آگارز یک درصدالکتروف 8واکنش زنجیره اي پلی مراز ،

  .نشان داده شده است 1الکتروفورز در تصویر 

  



  

  M  ٣  ٢  ١  ٣  ٢  ١  M

B  A  
. دقیقه 50ولت به مدت 80بر روي ژل آگارز با ولتاژ )B(،و ژن بتا اکتین)A(الکتروفورز واکنش زنجیره اي پلیمراز ژن آنزیم مالیک: 1تصویر 

M :مارکرbp 50 تیمار بتائین جایگزین شده با متیونین 3تیمار شاهد ،چاهک  2کنترل منفی ،چاهک  1،چاهک.  

در .یا آستانه اي مقایسه اي و نسبت به بیان ژن بتا اکتین بود ΔΔCTروش بررسی تغییرات بیان ژن در این پژوهش روش       

نشان داده می شود براي هر نمونه محاسبه گردید RQ)(Relative Quantificationنهایت مقدار نهایی تغییرات بیان ژن که با 

RQ=2-ΔΔCT(مورد بررسی قرار گرفت SPSSتوسط نرم افزار  RQو سپس مقادیر نهایی 
نتایج این بررسی در نمودار زیر ). 

  .نشان داده شده است

  

  .تغییرات بیان ژن آنزیم مالیک را در دو گروه مختلف نشان می دهد- 1نمودار 

  اثربتائین بر بیان ژن آنزیم مالیک در مرغان تخمگذار  -3جدول

SEMتیمار  میانگین  
٠٣٦/٠  
٠٣٦/٠  

٩٨٩١٢/٠ a

٤٥٧٥٣/٠ b
  کنترل
  بتائین

  

  .می باشد)>01/0P(حروف غیر مشترك در جدول داراي اختلاف معنی داري در سطح 

بوده که 45753/0±03/0وه دریافت کننده بتائین همان طور که مشخص است میانگین تغییرات بیان ژن آنزیم مالیک در گر      

واحد کاهش یافته است و این کاهش  16/2است به میزان 98912/0±03/0این میزان نسبت به کنترل که داراي میانگین تغییرات 

باعث تواند یبتائین به جیره طیور م مشخص شده است که افزودنمتعدديدر تحقیقات  .درصد معنی دار می باشد 1در سطح 

درصد متیونین جیره  25جایگزینی ). 5و4(بهبود گوشت لخم از طریق افزایش گوشت سینه و کاهش چربی حفره شکمی گردد 

را در سرم افزایش داده و از این طریق باعث افزایش در  (IGF-1)با بتائین غلظت هورمون رشد و فاکتور رشد انسولین مانند 

همچنین مشخص شده است که افزودن ). 2(گردد  زان چربی کبد و حفره شکمی میمیزان پروتئین و گوشت سینه و کاهش می

آنزیم اسید  mRNAدرصد بیان  25بتائین به جیره خوك سبب کاهش فعالیت آنزیم مالیک و آنزیم اسید چرب سنتاز گردیده و 

  ).7(چرب سنتاز را کاهش داده است 
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Evaluation the effect of dietary Betaine substitution to methionine on 

Malic enzyme gene expression in Laying Hens by real- time PCR 
technique
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Abstract
This study carried out to determine the roles different levels of Betaine (Bet) substitution to 
Methionine (Met) on Malic enzyme gene expression by 65-wk-old Hy –Line Leghorn hens. There 
were 2 dietary treatments including of two doses of Bet (0 and 13%) substitute to Met. In this 
procedure, β-actin was used as a house-keeping gene to normalize the gene expression data in the 
quantitative real time PCR. The Malic enzyme and β-actin genes expression in the liver were 
determined by relative quantitative real time PCR. After feeding two month, four hens euthanasia 
by cervical dislocation and the livers were removed, frozen in liquid N2 and stored at −70 °C. Total 
RNA was extracted using a kit. In short, transcribed cDNA was amplified by PCR and DNA 
products quantitated using the power SYBER Green mix and detected by real time PCR Machine . 
Results of this study indicated that Supplementation of the basal diets with Betaine lead to decrease 
significantly in Malic enzyme gene expression. Therefore, Betaine can repress Malic enzyme gene 
expression in mRNA level and has important role in decreasing abdominal and liver fat. This study 
has helped us understand more about the function of Malic enzyme and application of Betaine in 
laying hen
Key words: Betaine- Gene expression- Malic enzyme gene- Laying hens


