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Abstract 
Objective 
The aim of the present study was to compare the effects of two different levels of Zataria 

multiflora with Avilamycin antibiotic and probiotic based on Bacillus subtilis on humoral 

and cellular immunity and expression of MUC2 gene in broiler chickens of Arian strain.  

 

Materials and methods 

This study was conducted in a completely randomized design with five experimental 

groups with 4 replicates and 25 observations in each replicate. Experimental groups 

included basal diet and basal diet containing 100 mg Bacillus subtilis, 150 mg avilamycin, 

200 mg and 400 mg Zataria multiflora essence, respectively. In order to evaluate the 

humoral and cellular immunity, the antibody produced against the sheep's red blood cell, 

white blood cell differential counts and the volume percentage of red blood cells were 
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determined. Expression of MUC2 gene from the intestinal tissues was investigated by Real 

time PCR.  

 

Results 

The results showed that response to red blood cells of sheep, immunoglobulin G and M 

was not affected by experimental groups(p>0.05). The number of white blood cells and the 

ratio of heterophil to lymphocyte were not affected by the experimental groups (p>0.05). 

The expression of MUC2 gene in the chickens that consumed the basal diet included 

Zataria multiflora was significantly increased compared with the control group. 

 

Conclusions 

The results showed that the use of Zataria multiflora essence could be having moderating 

effects on the immune system. It, by increasing the expression of MUC2 gene, could be 

having improving effect on the digestive system performance of broiler chickens. 

Keywords: Broiler chickens, Immune system, MUC2 gene, Zataria multiflora. 
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مقایسه تأثیر سطوح مختلف اسانس آویشن شیرازي با آویلامایسین و پربیوتیک بر پایه 

 هاي گوشتیعملکرد سیستم ایمنی و بیان ژن موسین در جوجهباسیلوس سوبتلیس بر 
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  چکیده

بیوتیک آویلامایسـین و پروبیوتیک بر پایه  مقایسـه تأثیر دو سـطح مختلف آویشـن شـیرازي با آنتی    هدف از مطالعه حاضـر   :هدف

  ود.ب آرین سویه گوشتی هايجوجه در MUC2 ژن بیانبر عملکرد ایمنی هومورال و سلولی و باسیلوس سوبتیلیس 

صادفی  کاملاً طرح قالب در این مطالعه مواد و روش: شی  5 با ت شتمل بر  گروه آزمای جوجه  قطعه 25 شامل  تکرار و هر تکرار 4 م

 ،آویلامایسین   گرممیلی 150،باسیلوس سوبتیلیس    گرممیلی 100 حاوي پایه جیره و پایه جیره شامل،  آزمایشی  هايگروه. اجرا شد 
هومورال و  به منظور ارزیابی سیستم ایمنی  . بودند ، به ترتیب شیرازي  آویشن  اسانس  گرممیلی 400 و آویشن  اسانس  گرممیلی 200

سفند،  قرمز گلبول علیه شده  تولید پادتن عیار ،سلولی  صد    هاي گلبول تفریقی شمارش  گو قرمز تعیین  گلبول حجمی سفید و در

   .شد بررسی Real Time PCR روش از استفاده با روده بافت MUC2 ژن بیان .ندشد

15/01/1398، تاریخ پذیرش: 13/11/1397تاریخ دریافت:   
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شان  نتایج نتایج: سخ  که داد ن شی گروه رتأثی تحت  Mایمنوگلبولین و  Gگوسفندي، ایمنوگلبولین  قرمز گلبول به پا  قرار هاي آزمای

سبت هتروفیل و  سفید  هايگلبول تعداد .)P>0.05(نگرفت سیت   ن شی  هايگروه ثیرأت تحتبه لنفو . )P>0.05(ندنگرفت قرار آزمای

ســه با گروه کنترل در مقای داريبه طور معنی که با جیره پایه حاوي آویشــن تغذیه شــدند  ییهادر گروه جوجه MUC2 ژن بیان
  . )P<0.05(افزایش یافته بود

شن شیرازي        ري:یگنتیجه ستفاده از اسانس آوی شته باشد  یمنی ااثرات تعدیلی بر سیستم    تواندمینتایج نشان داد که ا . همچنین دا

  ثر باشد.هاي گوشتی مؤعملکرد سیستم گوارشی جوجهود ببهتواند بر می MUC2اسانس آویشن توسط افزایش بیان ژن 

  .، سیستم ایمنی، جوجه گوشتیموسین ژنآویشن شیرازي،  کلیدي:کلمات 

  

  مقدمه

شار آن از طریق این کشور تاریخچه   سیار کهن دارد. پرورش ماکیان در ایران و انت ایران (پرشیا) یک امپراطوري بزرگ   اي ب
ــترده بود. در آن زمان 7قبل از میلاد تا تقریبا قرن  5از قرن  ــیاه و مدیترانه گس و بعد از  میلادي بود و از هند (دهلی) تا دریاهاي س

م از طریق خشکی ها براي حمل و نقل محصولات، از قبیل ماکیان از شرق به غرب، هآن، در قرون وسطی ایران در محل تقاطع راه

سایه در طی این دوره      شورهاي هم شت. جنگ هاي زیادي در حوالی ایران و ک سترش    و هم از طریق دریا قرار دا سعه و گ ها نیز تو
سهیل کرد. حفاري جمعیت ضور ماکیان را در ایران در زمان      هاي ماکیان را ت سی ح شنا ستان  ست    هاي با ستان تأیید کرده ا هاي با

)Mohammadabadi et al. 2010 .(   عات و بررســـی   80در اواخر دهه ند که         میلادي مطال ــان داد مده نشـ به عمل آ هاي 

ــم ــتند (هاي مولکولی در زمره مهممکانیس ماده ). Mohammadabadi & Tohidinejad 2017ترین فرایندهاي ژنتیکی هس
شــوند و در یک زمان خاص فقط تعداد نمی باشــد که هیچ گاه به طور همزمان بیانمی ژنیک ســلول داراي تعداد زیادي  1ژنتیکی

ــلول را تولید می     ــده و پروتئین یا آنزیم مورد نیاز سـ ). بیان ژن در  Tohidi nezhad et al. 2015نمایند (  کمی از آنها بیان شـ
آن هایی که ها براي هر بافت اختصــاصــی اســت. همچنین مقدار محصــولات ژن که در همان بافت و نیز در ســایر بافتیوکاریوت

صول را می  سبب تنظیم بیان آن ژن می      ،سازند مح شده  ). یکی از اقدامات Mohammadabadi et al. 2017شود ( ساخته 
هاي مرتبط با صفات اقتصادي و مطالعه آنها در سطح سلولی یا کروموزومی است        ها و پروتئیناساسی در حیوانات اهلی مطالعه ژن  

)2016Jafari et al.  .( بهبود بر مثبت  ریثأت لیبه دلتولیدات دام و طیور  در 2کیتوژنیف یخوراک هاي یافزودناز اســـتفاده امروزه
سخ ا  لیتبد زانیوزن بدن، م شیوزن بدن، افزا ضع  ،یمنیخوراك، پا س  یآنت تیو شه     ،یدانیاک همراه با کاهش  تیفیو کصفات لا

اســتفاده از  ).Farag et al. 2014; Alagawany et al. 2015a, b(اســتقبال گســترده قرار گرفته اســت مورد  ریمرگ و م

                                                        
1. DNA 
2. Phytogenic feed additives 
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ــتیجوجههاي جیرهدر گیاهان دارویی و  ، پروبیوتیک هاهانتی بیوتیکآ مانند هاي داروئیمکمل ــبب   هاي گوش ــعیت  بهبودس وض

ستم ایمنی    ضم  شی) و افزاHoffman-Pennesi & Wu 2010( سی اندوژن  يهامیآنز کیتحر قیاز طر و جذب مواد مغذي ه
گیاهان دارویی از طریق تغییر اکولوژي میکروبی روده  ،این علاوه برشود.  می )Al-Khdri 2013ها (پازیو ل زلایمانند پروتئازها، آم

باکتر     بارتی داراي خواص             یکوچک باعث از بین رفتن  ند بع بدن می شـــو ید براي  باکتري هاي مف یت  ــر و تحریک فعال هاي مضـ

شند و  پروبیوتیکی می ستگاه گوارش و ایمنی بدن دارند(   با سلامت د ستگاه  ). Gibson & Roberfroid 1995اثرات مثبتی بر  د
سط  گوارش  سین  يهانیکوپروتئیاز گل اًتکه عمد یمخاط هیلاتو س  1مو شح م  هاي گابلتسلول  لهیکه به و شده    شود،  یتر شیده  پو
ارتفاع و عمق  از قبیل ضــخامت دیواره روده، ســطح ویلوس،گیاهان دارویی ممکن اســت از طریق تأثیر بر مورفولوژي روده  اســت.

هاي به عنوان یکی از مهمترین ژن MUC2  باشند. هاي گابلت نیز بر ساخت و ترشح موسین مؤثر    کریپت ها، تراکم و اندازه سلول 

 ،معده دیدر برابر اســ) که اختلال در بیان این ژن، روده را Horn et al. 2009باشــد (موســین می يهانیکوپروتئیگلتولید کننده 
). از این رو ارزیابی Montagne et al. 2004; Mountzouris et al. 2007( کندپذیر میها آسیبپاتوژنو  یگوارش يهامیآنز

ست        سی ضعیت  م ایمنی در مواجه با عوامل بیان سطوح این ژن می تواند به بعنوان یکی از اهداف تحقیقاتی در جهت بررسی بهبود و
ــین بعنوان عامل حفاظتی مؤثر در جهت ورود پاتوژن          پاتوژن و غیرپاتوژن قرار گیرد.    هاي داخلی  ها به بخش  با توجه به اینکه موسـ

تواند از طریق بهبود وضـعیت  سـازي گیاهان دارویی به جیره می افزایش ترشـح آنها در نتیجه مکمل  ،کنددسـتگاه گوارش عمل می 
سرعت رشد بالا و جلوگیري از        منی بدن و بهبود جذب مواد مغذي در جوجهای هاي داراي پتانسیل بالاي رشد شرایط مناسبی براي 

وظایف روده از قبیل سرعت عبور محتویات دستگاه    بهبودتواند سبب  و می) Lee et al. 2004بیماریها از جمله آسیت داشته باشد(   

هاي حاصل از  وردهآفر .باشد می نعناع يتیره از 2تیموس ولگاریس علمی نام با آویشن  گیاه).  .2005Jamroz et al( شود گوارش 
 Hertrampf( گردداستفاده می تنفسی مجاري هاي عفونت و گوارش دستگاههاي پیشگیري و درمان برخی از بیماري در این گیاه

2001 Sajad et al. 2013 ;(. هاي که داراي ویژگی روندمی شـــمار  به آویشـــن هايترکیب  ترینعمده  از تیمول و کاراکرول
سیدانی آنتی ش قوي می اک سیدیوزي،    اثرات. )Wenk 2000( دنبا سانس  ضدقارچی  ضدکوک شن  ا  یکه به دلیل ترکیبات فنول آوی

 از غنی آویشـن، همچنین  ).Aeschbach et al. 1994;  Hertrampf 2001( اسـت  شـده  باشـد اثبات موجود در آویشـن می 
 ضدباکتریایی  اثرات با . آویشن شود ایمنی می سیستم   تقویت باعث C ویتامین فعالیت افزایش از طریق که باشد می ترپن و فلاونوئید

ستقیم  غیر طور به خود ستم    تقویت موجب م تاکنون مطالعات  .); Lee et al. 2003 Fan & Chen 2001( شود می ایمنی سی

سازي   شتی با  اندکی در رابطه با مکمل  ست که         جیره جوجه هاي گو ستم ایمنی آنها انجام گرفته ا سی شیرازي بر عملکرد  شن  آوی
 هاي گوشتی با جیره جوجه سازي تأثیر مکملنتایج متفاوتی از این مطالعات گزارش شده است. لذا هدف از انجام این مطالعه بررسی    

                                                        
1. Mucin  
2. Thymus vulgaris 
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ــطوح مختلف ــن س ــیرازي آویش ــطوح بیان ژن   بر عملکرد ش ــتم ایمنی و س ــیس ــه MUC2س ــازي جیره در مقایس با  با مکمل س

   باشد.می هاي گوشتیجوجه در آویلامایسین و پربیوتیک بر پایه باسیلوس سوبتلیس

  

  هاو روش مواد

شتی  هايجوجه مطالعه از این در: حیوانات ستفاده  آرین تجاري سویه  گو شی   .شد  ا  طول درود. بروز  42طول دوره آزمای

آغازین  :پرورش مختلف هايدوره در گوشتی هايغذایی جوجه احتیاجات. شد  استفاده  )1 جدول(غذایی  جیره نوع 3 از پرورش مدت

 با. شــد اســتخراج آرین گوشــتی هايجوجه پرورش راهنماي جداول از )هفتگی 6-4(پایانی  و )هفتگی 4-2(، رشــد )هفتگی 0-2(
 گردیدند تنظیم مایشــیآز هاي جیره UFFDA نویســی جیره کامپیوتري افزار نرم از اســتفاده با و موجود خوراکی مواد از اســتفاده

   داشتند. و غذا هاي گوشتی دسترسی آزاد به آبجوجه .)2و  1(جدول 

سانس  آنالیز شن  ا سانس : شیرازي  آوی شن  ا سط  شیرازي  آوی شیمی  گروه تو شکده  در فیتو  اولیه ادمو و گیاهان پژوه

   .)3شد(جدول  آنالیز GCMAS دستگاه از استفاده با بهشتی شهید دانشگاه دارویی

شی:   هايگروه سه تحقیقات    سالن  در مطالعه انجام اینآزمای س شور  دامی علوم مرغداري مؤ صورت   رجک در واقع ک

شو،       ها آمادهگرفت. قبل از ورود جوجه ست سالن و مراحل ش شی  گروه 5ها به عفونی و گازدهی انجام گرفت. جوجه ضد  سازي   آزمای
ــتمل بر ــامل تکرار و هر تکرار 4 مش ــدند. گروهگروه جوجه قطعه 25 ش ــامل هابندي ش  گروه(پایه  : جیره1روهگ :بودند زیر موارد ش

 گرم میلی 150+  پایه جیره :3پروبیوتیک بر پایه باسیلوس سوبیتلیس گروه    کیلوگرم در گرم میلی 100+  پایه : جیره2؛ گروه)شاهد 

+  پایه : جیره5شیرازي؛ گروه  آویشن اسانس کیلوگرم در گرممیلی 200+  پایه : جیره4آویلامایسین ؛ گروه  بیوتیکآنتی کیلوگرم در
  . روز بـود ۴٢طول دوره آزمایشی شیرازي.   آویشن اسانس کیلوگرم در گرممیلی 400

از  35و  21سیستم ایمنی در روزهاي   به منظور ارزیابی گوسفند:   قرمز گلبول علیه شده  تولید پادتن عیار تعیین

شی از طریق عضله سینه مقدار       سه قطعه از هر گروه آزمای سیون گلبول قرمز گوسفند     میلی 1/0دوره پرورش به   5/0( 1لیتر سوسپان
خون از لیتر هاي گوشتی یک میلی درصد) تهیه شده در بافر فسفات استریل تزریق شد و یک هفته بعد از هر تزریق از همان جوجه      

ــرم خون با قرار دادن نمونه  ــد. س ــرعت   ورید بال گرفته ش ــانتریفیوژ با س ــتگاه س دقیقه  15دور در دقیقه به مدت  3000ها در دس
هاي سرم خون جهت خنثی شدن سیستم کمپلمان و عدم تداخل آن با پادتن ضد گلبول قرمز گوسفند به مدت       جداسازي شد. نمونه  

اد در انکوباتور قرار داده شدند و در ادامه براي تعیین عیار پادتن تولید شده علیه گلبول قرمز گوسفند    گردرجه سانتی  55دقیقه در  30
)IgG + IgM(    توسط  از روش هماگلوتیناسیون میکروتیتر توسط روش آزمایشگاهی کهWegmann & Smithies   (1996) 

  شرح داده شده است، انجام شد.

                                                        
 1. Sheep Red Blood Cells 
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  یگوشت يهامختلف جوجه نیدر سن هیپا رهیج يمواد مغذ  بیترک. 1 جدول

Table 1. The nutrient composition of basal diet in different ages of broiler chicks 

  جیره (درصد) اجزاي
Diet ingredients (%)  

  روزگی 0 -14
0-14 days 

 روزگی 28-14

14-28 days  
 روزگی 42-28

28-42 days  
  Corn  48.6  45.7  45.55    ذرت

  Wheat  6.78  15  20   گندم

  Soybean meal  36.5  32  27.9   کنجاله سویا

  Fish powder  1.2  1.4  0.5  پودر ماهی

  Fat  1.6  1.2  2    چربی

  Sodium bicarbonate  0.2  0.15  0.15    جوش شیرین

  Dicalcium phosphate  1.9  1.68  1.8   دي کلسیم فسفات

  Oysters shell  1.25  1.05  1.1  پوسته صدف

  NaCl  0.25  0.25  0.25  نمک

  DL-Methionine  0.27  0.17  0.18  متیونین -دي ال

  L-Lysine  0.05  0  0.07  لایزین -ال

 Vitamin and mineral مکمل ویتامینی و معدنی

supplement  
0.5  0.5  0.5  

  کرده بود. مینأت را زیر مقادیر خوراك کیلوگرم هر در ویتامینی و معدنی مکمل

ــین،. گرممیلی 2B، 6/6 ویتامین. گرممیلی 1B، 8/1 ویتامین. المللی بین واحد A، 9000 ویتامین ــیم. گرممیلی 30 نیاس  فولیک. گرممیلی 6B، 3 ویتامین. گرم میلی 10 پانتوتنات، کلس
ــید    میلی 500 کلراید کولین. گرم میلی 3K، 2 ویتامین . المللی بین واحد E، 18 ویتامین . المللی بین واحد 3D، 2000 ویتامین . گرممیلی 1/0 بیوتین. گرم میلی 12B، 015/0ویتامین . گرممیلی 1 اسـ

  گرم است.  

سید (منگنز  سید (روي . گرممیلی 50 آهن)، سولفات (آهن . گرممیلی 100 ،)منگنز اک سیم  یدات(ید . گرممیلی10 مس)، سولفات (مس . گرممیلی 100 ،)روي اک سلنیوم   . گرممیلی 1 ،)کل

  گرم است.میلی 2/0 ،)سلنیت سدیم(

Vitamin and mineral supplements per kilogram of feed supplied the following amounts. 

Vitamin A, 9000 units international. Vitamin B1, 1.8 milligrams. Vitamin B2, 6.6 mg. Niacin, 30 milligrams. Calcium pantothenate, 

10 mg. Vitamin B6, 3 milligrams. Folic acid 1 milligram. Vitamin B12, 0.015 mg. Biotin 0.1 mg. Vitamin D3, 2000 International 

units. Vitamin E, 18 units International. Vitamin K3, 2 mg. Choline chloride is 500 mg. 

Manganese (manganese oxide), 100 milligrams. Iron (iron sulfate), 50 milligrams. Zinc (zinc oxide), 100 milligrams. Copper (copper 

sulfate), 10 milligrams. Iodine (calcium iodine), 1 milligram. Selenium (sodium selenite) is 0.2 milligrams. 
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    پایه هايجیره مغذي مواد آنالیز .2جدول 

Table 2. Nutrient analysis of the basal diet 

   ترکیب شیمیایی جیره
Diet chemical composition  

 روزگی14-0

0-14 days  
 روزگی 28-14

14-28 days  
 روزگی28 -42

28-42 days  
 انرژي قابل متابولیسم (کیلوکالري)

Metabolism energy (kcal/kg)  
2851  2937  2965  

  Protein (%)  22.23  20.39  18.50  (درصد) پروتئین

  Threonine (%)  0.85  0.77  0.69  (درصد) ترئونین

  Methionine+ Methionine (%)  0.99  0.83  0.78  (درصد) متیونین+سیستین

  Lysine (%)  1.28  1.10  1  (درصد) لایزین

  Available phosphorous (%)  0.50  0.45  0.45 (درصد) فسفر قابل دسترس

  Calcium (%)  1.06  0.90  0.90 (درصد) کلسیم

  Sodium (%)  0.18  0.16  0.91 (درصد) سدیم

  Anion-Cation Equilibrium  258  234  1.06 کاتیون –تعادل آنیون 

  

سترش خونی و رنگ  شمارش افتراقی گلبول سفید:   هاي گلبول تفریقی شمارش  سفید به طریق تهیه گ آمیزي هاي 

قرار هموسایتومر  در یک سانتیمتري انتهاي لام   انجام شد. به این ترتیب که قطره خون نوري و شمارش زیر میکروسکوپ    1گیمسا 
خون خشک شده روي لام توسط متانول     ،خشک شدن گسترش خونی   بعد از . داده شد. لبه لام دیگر بر روي قطره خون قرار گرفت 

 میکرولیتررقیق (یک  1:10آمیزي آماده شد. رنگ گیمسا به نسبت    براي رنگ هموسایتومر لام  ،ثابت شد. بعد از خشک کردن مجدد  
سپس لام  شد  آب) میکرولیتررنگ + نه  سفید (هتر شمارش گلبول داخل آن قرار گرفت.  هموسایتومر  و  وفیل و لنفوسیت) زیر  هاي 

  ).Grass &Siegel 1993میکروسکوب نوري و به روش شمارش با چشم انجام شد(

ــد تعیین  طعهق یک تکرار حداقل هر از روزگی 35 در آزمایش این در: )هماتوکریت(قرمز  گلبول حجمی درص

صادفی  به قطعه جوجه 4و مجموعاً از هر تیمار  جوجه شگاهی    میزان هماتوکریت نیزگردید. تعیین  انتخاب طور ت سط روش آزمای تو
  شرح داده شده است، انجام شد. NafisiBahabadi et al.  (2016) توسط که

 

   

                                                        
1. Giemsa stine  
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  جیره مورد مطالعه در استفاده مورد شیرازي آویشن اسانس دهن. اجزاي تشکیل ده3جدول

Table 3. The ingredients of Zataria multiflora essence used in in the studied diet 
 درصد
(%) 

 نام ترکیب
Compound name 

 درصد
(%)  

 نام ترکیب
Compound name  

1.14 1-Borneol 0.36  Tricyclene 

1.24 4-Terpineol 1.81  α-Pinene 

1.17 α-Terpineol 3.15  Camphene 

0.39 γ-Terpineol 0.04  Sabinene 

0.20 cis-Geraniol 3.29  β-Pinene 

0.25 Cumin aldehyde 1.84  β-Myrcene 

0.68 Linalyl acetate 0.68  δ-3-Carene 

0.42 trans-Geraniol 2.96 α-Terpinene 

0.12 trans-Ascaridol glycol 0.38  m-Cymene 

22.31 Thymol 14.20  p-Cymene 

3.10 Carvacrol 1.55  Limonene 

0.60 Neryl acetate 5.30  1,8-Cineol 

0.15  α-Copaene 0.12  E-β-Ocimene 

2.97 trans Caryophyllene 6.41  γ-Terpinene 

0.30 α-Humulene 0.23  trans-Linalool oxide 

0.91 Caryophyllene oxide 0.91  α-Terpinolene 

0.31 Myristic acid 6.20  Linalool 

0.22 Hexadecanal 0.21  trans-β-Terpineol 

0.55 Pentadecanoic acid 0.74  Borneol 

7.15  Palmitic acid 0.53 Hexadecanamide 



 

 )1398 بهار، 1، شماره 11مجله بیوتکنولوژي کشاورزي (دوره 

۶۴  
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

ــبی ژن: بیان ژن ــی بیان نس ــن در MUC2 به منظور بررس  تیمار هر از پرنده قطعه 3 تعداد پرورش دوره روزگی 42 س

 آزمایشگاه به انتقال از پس شده آوريجمع هاينمونه و جدا) ژئوژنوم(روده  بافت از هایینمونه ،کشتار از بعد و شده  انتخاب آزمایشی 

ــانتیگراد درجه -80 دماي در ــد نگهداري س ــتخراج در ادامه،  .ش ــتخراج   RNAاس ــتورالعمل کیت اس کل از بافت روده طبق دس
GeneJET RNA Purification Kit   صورت گرفت. ارزیابی شرکت فرمنتاز)  شده با روش    RNA کمیت و کیفیت ( ستخراج  ا

از هرگونه  RNase عاري از DNaseIبا آنزیم استخراج شده  RNAدر ادامه، و نانودراپ صورت گرفت. گارز الکتروفورز روي ژل آ

شد.    RNAهاي تخریب کننده و آنزیم DNAآلودگی به  سازي  سنتز   پاک  فرمنتاز شرکت  cDNAسنتز   کیتاز  cDNAبراي 
)First Strand cDNA Synthesis KitH Minus TM RevertAid(    .شد ستفاده   کل RNAمیکروگرم از  2از هر نمونه  ا

افزار هاي گوشتی با استفاده از نرم  در جوجه MUC2طراحی آغازگرها به منظور بررسی بیان ژن   استفاده شد.   cDNAجهت سنتز  
Primer primer  توالی آغازگرهاي استفاده شده براي بیان ژن  .انجام شد 5نسخهMUC2  نشان داده شده است. 4در جدول  

 

  MUC2براي بیان ژن  مورد استفادهآغازگرهاي اختصاصی توالی . 4جدول

Table 4. Sequence of specific primers used for MUC2 gene expression 

 

  طول محصول

Product size 

(bp)  

  شماره بانک ژن

Gene Bank accession no  

 توالی آغازگر

Primers sequences  

  ژن

Gene 

157bp XM_421035.2 5´- TGAAGGGTGGTGCTAAGCGTG-3  ́ F  
R 5´- GGATGATGTTCTGGGCAGCAC-3´ 

MUC2  

288bp NM_204305.1  F 5´-CTGTTGTGGATGGGCGGATTG-3´  
R 5´- CCAAACTTGCTGTCCAGCTCC-3´  

GAPDH 

  

فرمنتاز  شرکت  ساخت  SYBER Green qPCR Master Mixesاز کیت  Real Time PCRجهت انجام واکنش 

ستفاده شد. واکنش در حجم     Maxima® SYBER Green’ROX qPCR Masterمیکرولیتر  5/12 شامل  میکرولیتر 25ا

Mix (2x) ،75/0       فت و برگشـــت هاي ر غازگر یک از آ  5/10الگو و  cDNAمیکرولیتر  1، پیکو مول) 10( میکرولیتر از هر 

به منظور تهیه نمونه کنترل منفی براي ) صورت گرفت. Triplicateتکرار ( 3هر واکنش به صورت بود.  بار تقطیر دومیکرولیتر آب 

در دسـتگاه  ها نمونهو در ادامه بار تقطیر اضـافه گردید   آب دو cDNAبه تیوپ دیگر، به جاي  Real Time PCR انجام واکنش
Lightcyclear96 )Roche(  سطوح بیان ژن  جهت اندازهزیر با برنامه حرارتی شدند.  MUC2گیري  شت    قرار داده  سر سازي  وا

ثانیه، دماي  15 برايگراد درجه سانتی  95سازي در دماي  سیکل واسرشت     40دقیقه،  10گراد براي درجه سانتی  95 در دماي اولیه
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صال   سانتی  60ات سترش در   و ثانیه 30 براي گراددرجه  سانتی  72گ شد. ثانیه  براي 30گراد درجه  سی   انجام  نمودار ذوب براي برر

 Ct ΔΔ-^2  ) &Livakبه روش(ژن مرجع)  GAPDHنســبت به  2CMUبیان نســبی ژن  ها رســم شــد. در ادامهدرســتی داده

Schmittgen 2001( .محاسبه شد  

ستفاده از    :هاتحلیل آماري داده ست آمده با ا صادفی آنالیز   SASافزار آماري نرمکل اطلاعات بد در قالب طرح کاملاً ت

درصـد   5در ســطح  دانکناي از آزمون چند دامنه هاي آزمایشــیگروهها مقایســه میانگین. براي )SAS Institute 2003(گردید 

  استفاده گردید. 

  

  نتایج و بحث

  هاي گوشتیاثر آویشن شیرازي بر عملکرد ایمنی هومورال و سلولی جوجه

ها پاسخ به گلبول قرمز  طبق یافته . ارائه شده است   5هاي ایمنی هومورال در جدول یافته هاي مربوط به شاخص فراسنجه  

سفندي، ایمنوگلبولین  شی قرار نگرفت  تحت تأثیر گروه  Mو ایمنوگلبولین  Gگو سخ به گلبول  )P<05/0(هاي آزمای ، اما بالاترین پا

شن     سانس آوی سین و    Gو کمترین در گروه شاهد، بالاترین ایمنوگلبولین  400 در سطح  قرمز گوسفندي در گروه ا در گروه آویلامای
شن در سطح     سانس آوی شاهد، بالاترین ایمنوگلبولین   400 ا شن در سطح     Mو کمترین در گروه  سانس آوی و کمترین  400 درگروه ا

  . ارائه شده است 6در جدول  هاي مربوط به ایمنی سلولییافته .بود 200 در گروه اسانس آویشن در سطح
هاي اما بالاترین تعداد گلبول) P>05/0(هاي آزمایشــی قرار نگرفت هاي ســفید تحت تأثیر گروهها تعداد گلبولطبق یافته

سطح      شن در  سانس آوی سطح     400 سفید در گروه ا شن در  سانس آوی هاي هتروفیل تحت تأثیر گروه. بود 200 و کمترین در گروه ا
و کمترین در گروه پروبیوتیک  400 به طوریکه بالاترین هتروفیل در گروه اسانس آویشن در سطح   ) P>05/0(ر گرفت آزمایشی قرا 

به طوریکه بالاترین لنفوسیت در گروه پروبیوتیک و کمترین   .)P>05/0(هاي آزمایشی قرارگرفت  لنفوسیت نیز تحت تأثیر گروه . بود

سطح      شن در  سانس آوی سیت تحت تأثیر گروه   ن. بود 400 در گروه ا شی قرارگرفت  سبت هتروفیل به لنفو به ) P>05/0(هاي آزمای
نتایج حاصل  .و کمترین در گروه پروبیوتیک بود 400 طوریکه بالاترین نسبت هتروفیل به لنفوسیت در گروه اسانس آویشن در سطح

ایسین، پروبیوتیک و شاهد نتوانست سبب اختلاف     از این مطالعه نشان داد که سطوح مختلف آویشن در مقایسه با گروه هاي آویلام    

 Aamiو ایمنی سلولی گردد که مطابق با نتایج    M و G  ایمنوگلبولیناي ایمنی هومورال از جمله تعداد معنی داري در شاخص ه 

Azghadi et al. )2010 ( باشد.می  
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  هومورال ایمنی هايفراسنجه شاخص بر مختلف تیمارهاي اثر .5جدول

Table 5. Impact of different treatments on humoral immune parameters 

  تیمار

Treatment 

  عیار پادتن بر ضد گلبول قرمز گوسفند

Anti-carcinoma of the sheep's red 

blood cell 

  G ایمنوگلبولین

Immunoglobulin G 

 Mایمنوگلبولین

Immunoglobulin M 

 Control 5.83 2.50 3.33 شاهد

 لاماسینیآو

Avilamycin 
7.75 4.50 3.25 

 Probiotic 7.67 4.17 3.50 پروبیوتیک

-میلی 200آویشن (

 )گرم

Thyme(200mg) 

6.25 3.67 2.58 

-میلی 400آویشن (

 )گرم

Thyme(400mg) 

8.20 4.40 3.80 

SE 0.35 0.35 0.15 

P-Value 0.119 0.384 0.104 

  )P>05/0( است آماري معنی دار اختلاف نشانه ستون هر در متفاوت حروف

  

سخ ایمنی هومورال در مرغ        سبز را بر پا شن و زیره  صاره آوی سطوح مختلف ع هاي نژاد هایلاین ارزیابی این محققین تأثیر 

سخ اولیه و ثانویه ایمنوگلوبولین کل،     شان دادند که پا شن و زیره      IgMو  IgGکردند و ن صاره ي آوی سطوح مختلف ع تحت تأثیر 
ــبز قرار نگرفت ــتفاده از مخلوط آویشــن با مرزه و مکمل مولتی آنزیم  Safamehr et al.)2017از طرفی   .س ــان داد که اس ) نش

سخ هاي ایمنی گردد. این اختلاف نتایج می      سبب بروز پا سته  شد که خود    توان شی از متفاوت بودن ترکیبات مورد مطالعه با تواند نا
سخ هاي    س  سبب بروز پا شده ا ستفاده از مکمل   )Ocak et al. )2008مطالعه اي ت. علاوه براین، درمختلفی  گزارش کردند که ا

ــن، میزان مرگ و میر در جوجه ــاهد به طور معنی آویش ــه با گروه ش ــتی را در مقایس  & Griggsدهد.داري کاهش میهاي گوش

Jacob )2005(      تواند سبب کاهش تلفات در طول دوره  میدرمانی در جیره نشان دادند که مصرف عصاره آویشن به صورت مکمل

نتایج حاصل از این مطالعه   .باشد پرورش گردد که احتمالاً این نتایج به علت نقش مهم این گیاه در مبارزه با عوامل پاتوژن در طیور 
ستم ایمن                سی ست اثرات تعدیلی خود را بر  سته ا سته به دوز توان سخ واب سط یک پا شن تو شان داد که آوی ی اعمال کند، همچنین ن
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ست. با توجه به              6و  5بطوریکه در جداول  شده ا شان داده  شن ن سطوح بالاي آوی سخ تعدیلی در  شترین پا شاهده می کنید که بی م

ــد میکروبی و آنتی بیوتیکی خود    ــط اثرات ض ــن توس ــل از این مطالعه و مطالعات فوق این احتمال وجود دارد که آویش نتایج حاص
  لاحظه اي بر سیستم ایمنی داشته باشد. توانسته است نقش قابل م

  

  هاي گوشتیسلولی جوجه ایمنی بر مختلف هايگروه اثر. 6جدول 

Table 6. Impact of different treatments on cellular immune from broiler chickens 

  تیمار

Treatment 

 تعداد گلبول هاي سفید

White blood cell count 

 هتروفیل

Heterophile 

 لنفوسیت

Lymphocyte 

 نسبت هتروفیل به لنفوسیت

Heterophile/ Lymphocyte 

 تعداد در میکرولیتر×  610 

Number in * 610

Microliter 

 درصد

(%) 

 Control 26866.66 b 28.66 ab 68.50 b 0.4247 شاهد

 آویلامایسین

Avilamycin 

28350.00 ab83.30 bc65.83 ab 0.4713 

 پروبیوتیک

Probiotic 

28166.66 b 27.16 a 70.66 b0.385 

-میلی 200آویشن (

 )گرم

Thyme(200mg) 

26150.00 ab30.66 abc67.00 ab0.4591 

-میلی 400آویشن (

 )گرم

Thyme(400mg) 

28633.33 a33.83 c64.33 a0.5281 

SE 644.57 0.707 0.677 0.014 

P-Value 0.725 0.025 0.022 0.023 

  )P>05/0( است آماري معنی دار اختلاف نشانه ستون هر در متفاوت حروف
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  MUC2بیان ژن 

صل از اعداد جذب نمونه  شده در طول موج   نتایج حا ستخراج  شان  8/1-9/1در محدوه  280/260هاي هاي ا دهنده کیفیت بود که ن

. نتایج منحنی باشد می RNAنشان دهنده سالم بودن    A1شکل  در  s28و  s18و حضور دو باند   استخراج شده بود   RNAمطلوب 
Real Time PCR  و محصولاتPCR  روي ژل آگارز نشان دادند که ژنMUC2  در بافت روده تکثیر شده است. صحت تکثیر

که در شکل   GAPDHو  MUC2هاي منحی ذوب ژن نشان داده شده است.    B1در شکل  GAPDHو  MUC2قطعات ژنی 

 دهد. را نشان می Real Time PCRبودن واکنش نشان داده شده است اختصاصی  2

  

  
الکتروفورز محصول  B روده جوجه گوشتی روي ژل آگارز. هاياستخراج شده از بافت RNAکیفیت  A. 1شکل

PCR هاي اختصاصی ژن با استفاده از آغازگرMUC2 )157(و  جفت بازGAPDH )288  (روي ژل جفت باز

  آگارز

Figure 1. (A) Quality of RNA extracted from intestinal tissues on agarose gel. (B) 

Electrophoresis of PCR products using MUC2 and GAPDH specific primers on agarose gel 
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هاي براي جوجه Time PCR Real حاصل از واکنش GAPDHو  MUC2منحنی ذوب محصول ژن . 2شکل

  گوشتی

Figure 2. Melting curve of MUC2 and GAPDH gene production using Real Time PCR for 

broiler chickens 
  

ضر بیان ژن   سطوح  MUC2در پژوهش حا شن،  مختلف در  سین  و پروبیوتیک آوی سی  مورد آویلامای به  گرفت. قرار برر
سبی  بیان منظور بررسی  سنجش بیان ژن قرار گرفت  )شاهد (به گروه کنترل بود، لذا جیره پایه  نیاز  MUC2ژن ن . به عنوان معیار 

را به طور  MUC2هاي گوشتی با جیره پایه حاوي آویشن میزان بیان ژن   تغدیه جوجه ،شود مشاهده می  3همان طور که در شکل  
شده با جیره    معنی سه با گروه تغدیه  شاهد) افزایش داد داري در بافت روده در مقای شتی که  در گروه جوجه. )P>05/0(پایه ( هاي گو

شده بود، میزان بیان ژن     به جیره پایه آن ضافه  سین و پربیوتیک ا داري با بیان آن در گروه کنترل تفاوت معنی MUC2ها آویلامای

گرم میلی 400و  200ره پایه حاوي در هر دو گروه جی MUC2نداشت. نتایج همچنین نشان دادند که اثر افزایش دهندگی بیان ژن 
  ).3داري با هم ندارد (شکل آویشن از لحاظ آماري تفاوت معنی
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  مختلف هاي آزمایشیگروه روده در بافت MCU2ژن  بیان میزان .3شکل

Figure 3. The expression level of MCU2 gene in the intestinal tissue of different experimental 

groups 
 

سین، پروبیوتیک و شاهد           سه با گروه هاي آویلامای شن در مقای شان داد که سطوح مختلف آوی صل از این مطالعه ن نتایج حا

سبب افزایش معنی داري در بیان ژن     ست   Hassan et)  و Kamali Sangani et al. )2014گردد که با نتایج MUC2توان

al. )2017 (ستا  کدر ی شد. می را شی  با شان دا Kamali Sangani et al. )2014 در پژوه سازي جیره پایه با  که  ندد) ن مکمل 

) Hassan et al. )2017گردد. نتایج مطالعه هاي گوشتی میدر جوجه MUC2افزایش بیان ژن  زردچوبه، آویشن و دارچین سبب

گردد. در ژئوژنوم آنها نیز می MUC2افزایش بیان ژن  هاي گوشتی با پودر آویشن سبب   وجهنیز نشان داد که مکمل سازي جیره ج  
ــان داد که  .Smirnov et al )2004( عههمچنین مطال  ــنگی در جوجه 72نشـ ــاعت گرسـ ــتیسـ و مطالعه   روزه 28 هاي گوشـ

)2010(Sepehri Moghadam   ــان داد که ــبب افزایش بیان ژن    A اســـتفاده از جیره هاي غنی از تریونین و ویتامین   نشـ سـ
MUC2 صل از  میهاي گوشتی  در جوجه شن در جیره پایه به     گردد. نتایج حا سانس آوی شان دادکه افزودن ا این مطالعه همچنین ن

سطح      سته دوز در دو  سایر گروه هاي    MUC2داري در بیان ژن گرم منجر به افزایش معنیمیلی 400و  200صورت واب سبت به  ن
شان دهنده اثر محرك مواد مؤثر موجو مورد مطالعه گردید که می سلول     تواند ن سط  سین تو د در این گیاه از طریق تحریک تولید مو

توسط فاکتورهاي  در سلول هاي گابلت روده MUC2هاي گابلت باشد. مطالعات انجام شده در جوندگان نشان داده اند که بیان ژن 
به نظر می رسد که تمایل به افزایش بیان   ).Van der Sluis et al. 2004(گرددتنظیم می FOXو  GATAرونویسی از جمله  
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MUC2      شن می سانس آوی شده با ا تواند به علت تأثیر احتمالی مواد مؤثر موجود در این در بافت ژئوژنوم روده در تیمارهاي تغذیه 

  گیاه از طریق تغییر در تولید یا تغییر فعالیت این فاکتورهاي رونویسی اعمال گردد.

  

  گیرينتیجه

سبب   MUC2نتایج حاصل از این مطالعه نشان می دهد که استفاده از اسانس آویشن می تواند به دلیل تغییر در بیان ژن      

ستم ایمنی به دلیل اثرات مثبت آن بر        سی شن بر  شاید بتوان گفت که نقش تعدیلی آوی حفاظت روده در برابر عوامل پاتوژن گردد و 
به این نتایج می توان این نتیجه گیري را داشته باشیم که استفاده از اسانس آویشن در دوره       افزیش بیان این ژن می باشد. با توجه  

هاي پرورش طیور می تواند نقش بهبود دهندگی قابل ملاحظه اي در کاهش بار اقتصــادي و ارتقاع وضــعیت صــنعت طیور داشــته 

  باشد.
  

  منابع

ضا  ،توحیدي نژاد فاطمه شکوئیه علی    ،محمدآبادي محمدر سمعیلی زاده ک سطوح مختلف بیان    ) 1393( نجمی نوري عذرا ،ا سه  مقای

  . 35-50)، 4(6. مجله بیوتکنولوژي کشاورزي در بافت هاي مختلف بز کرکی راینی  Rhebژن
ــکوئیه علی، ریاحی مدوار علی (   ــمعیلی زاده کش ــا، اس ــین، محمدآبادي محمدرض ــی بیان ژ1395جعفري دره در امیر حس ن ) بررس

CIB4  ــتفاده از در بافت ــفند کرمانی با اس پژوهش در نشــخوارکنندگان مجله  .Real Time qPCRهاي مختلف گوس
4)4 ،(132-119.  

، مرزه با و بدون آنزیم بر عملکرد، فراسنجه هاي خونی و ایمنی  اثرات آویشن  )1396( صفامهر علیرضا، چاووشی فرزاد، نوبخت علی   
 78-70 ،)16( 8ي تولیدات دامی در جوجه هاي گوشتی. پژوهشها

ــی بهابادي   ــهرام، دادگرمحمود،  نفیسـ کش بوتاکلر بر برخی  تأثیر غلظتهاي تحت حاد علف    . )1395( و همکاران  فرحناز  لکزائی شـ
ــیلات ایران  ).Oncorhynchusmykissپارامترهاي خونی ماهی قزل آلاي رنگین کمان( -160، )2(25  مجله علمی ش

151. 
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