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Introduction: During heat stress, the animal body requires more antioxidant compounds and activity 
of antioxidant enzymes. Zinc plays a role in the structure and activity of antioxidant enzymes. One of 
the ways to supply the zinc requirement, is to use organic zinc supplements, which zinc combined 
with methionine, and have more intestinal absorption.
Aim: This study was done to evaluate the effects of different doses of zinc-methionine supplementa-
tion on the blood antioxidant status and the expression of interleukin 4 and 6 genes in rats exposed 
to heat stress.
Materials and methods: : In a completely random design, 20 female rats were divided into four 
treatment groups with five replicates. Rats were kept at a temperature of 31±2 °C for 20 hours and at 
a temperature of 38±2 °C for 4 hours per day (to create heat stress). The rats in the control group were 
fed standard pellets without additives, and the three experimental groups were fed standard pellets 
plus 15, 30 and 45 mg zinc-methionine supplement per kilogram of dry matter for 30 days. At the 
end of the experiment, a blood sample was collected from the inferior vena cava. Total antioxidant 
capacity, malondialdehyde concentration, antioxidant enzymes, liver enzymes in the serum and the 
expression of interleukin-4 and interleukin-6 genes were measured.
Results: Serum zinc concentration increased linearly with increasing zinc dose in the diet (P<0.05). The 
serum activity of two enzymes, alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase decreased 
linearly with increasing zinc-methionine dose in the diet (P<0.01). The highest activity of glutathione 
reductase and glutathione peroxidase was observed in the group receiving 30 mg/kg, and the lowest 
activity of these enzymes was observed in the control group. In general, the relative expression of the 
interleukin-4 gene was increased, and the relative expression of the interleukin-6 gene was decreased 
(P<0.05). The highest expression of interleukin-4 gene belonged to the group receiving 30 mg, and 
the highest relative expression of interleukin-6 gene belonged to the control group and the group 
receiving 15 mg/kg..
Conclusion: The results of this study showed that the dose of up to 30 mg of zinc-methionine per 
kg of diet used in this study increases the activity of superoxide dismutase enzyme and glutathione 
peroxidase enzyme activity, decreases the activity of liver enzymes in the serum, increases the ex-
pression of the anti-inflammatory gene (Interleukin-4) and decreases the expression of inflammatory 
gene (Interleukin-6), which indicates the reduction of oxidative stress and the reduction of the effects 
of heat stress in the body of the rat.
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مقدمـــه: بـــدن حیوانات طی تنش گرمایی نیاز بیشـــتری بـــه ترکیبات آنتی اکســـیدانی و فعالیـــت آنزیم های آنتی اکســـیدانی دارد. 

عنـــر روی در ســـاختار و فعالیت آنزیم های آنتی اکســـیدانی نقش دارد. یکـــی از راه های تامین روی مورد نیاز حیوانات، اســـتفاده 

از مکمل روی به شـــکل آلی اســـت که روی با اســـیدآمینه متیونیـــن ترکیب و جذب روده ای بیشـــتری دارد.

هـــدف:  ایـــن مطالعه به منظور بررســـی اثرات مکمـــل روی-متیونین بر وضعیت آنتی اکســـیدانی خون و بیان ژن هـــای اینترلوکین 4 

و 6 در مـــوش هـــای صحرایی در معرض تنش گرمایی انجام شـــد.

مـــواد و روش هـــا: تعداد 20 سر مـــوش صحرایی ماده نژاد ویســـتار در قالـــب طرح کاما تصادفـــی به چهار گروه پنج تایی شـــامل 

یک گروه شـــاهد و ســـه گروه تجربی تقســـیم شـــدند. موش ها در دمای2±31 درجه طی 20 ســـاعت و دمای 2±38 درجه ســـانتی 

گـــراد بـــه مدت 4 ســـاعت در روز )جهـــت ایجاد تنش گرمایـــی( نگهداری شـــدند. موش های گروه شـــاهد با پلت اســـتاندارد بدون 

افزودنـــی و ســـه گـــروه تجربی به ترتیب پلت اســـتاندارد بـــه اضافـــه 15، 30 و 45 میلی گرم بـــر کیلوگرم ماده خشـــک مکمل روی 

متیونیـــن به مدت 30 روز تغذیه شـــدند. در پایـــان آزمایش از بزرگ ســـیاهرگ زیرین موش ها خون گیری به عمـــل آمد. ظرفیت انتی 

اکســـیدانی کل، غلظت مالـــون دی آلدئید، آنزیم های آنتی اکســـیدانی، آنزیم های کبـــدی در سرم خون و بیـــان ژن های اینترلوکین 4 

و اینترلوکین-6 در مونوســـیت های خون اندازه گیری شـــد.

نتایج:غلظـــت روی در سرم به صورت وابســـته به دوز با افزایـــش دوز روی در جیره افزایش یافـــت )P<0.05(. فعالیت سرمی دو آنزیم 

آلانین آمینوترانســـفراز و آســـپارتات آمینوترانســـفراز به صورت وابســـته به دوز با افزایـــش دوز روی-متیونین در جیـــره کاهش یافت 

)P<0.01(. بیشـــترین فعالیت گلوتاتیـــون ردوکتاز و گلوتاتیون پراکســـیداز در گروه دریافت کننده 30 میلی گـــرم بر کیلوگرم و کمترین 

فعالیت این آنزیم ها در گروه شـــاهد مشـــاهده شـــد. در کل بیان نســـبی ژن اینترلوکین-4 افزایشـــی و بیان نســـبی ژن اینترلوکین-6 

کاهشـــی بود )P<0.05(. بیشـــترین بیان ژن اینترلوکین-4 به گروه دریافت¬کننده 30 میلی گرم بر کیلوگرم، بیشـــترین بیان نســـبی ژن 

اینترلوکیـــن-6 به گروه شـــاهد و گروه دریافت¬کننـــده 15 میلی گرم بر کیلوگرم تعلق داشـــت.

نتیجه گیری: نتایج این مطالعه نشـــان داد، روی-متیونین  در دوز 30 میلی¬گرم در کیلوگرم ســـبب افزایش فعالیت آنزیم سوپراکســـید 

دیســـموتاز و فعالیت آنزیم گلوتاتیون پراکســـیداز، کاهـــش فعالیت آنزیم های کبـــدی در سرم و افزایش بیان ژن هـــای ضدالتهابی را 

ســـبب می شـــود که نشـــاندهنده کاهش تنش اکســـیداتیو و کاهش اثرات تنش گرمایی در بدن موش ها می باشـــد.

محل انجام تحقیق :آزمایشگاه رازی، دانشگاه علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی

متین جامعی1، علی اصغر صادقی2*، محمد چمنی3

1- دانشجوی دکتری تخصصی، گروه علوم دامی، واحد علوم و تحقيقات، دانشگاه آزاد اسامي، تهران، ايران

1- دانشیار، گروه علوم دامی، واحد علوم و تحقيقات، دانشگاه آزاد اسامي، تهران، ايران

1- استاد، گروه علوم دامی، واحد علوم و تحقيقات، دانشگاه آزاد اسامي، تهران، ايران

اثــر مکمــل روی – متیونیــن بــر وضعیت آنتی اکســیدانی و بیــان ژن هــای اینترلوکین-4 و اینترلوکیــن-6 در 

خــون مــوش هــای صحرایــی مــاده در معرض تنــش گرمایی
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روی یک مـــاده معدنی کمیاب و ضروری برای بدن اســـت و 

در ســـاختار بیش از 300 متالوپروتئین بویـــژه در متالوآنزیم 

هـــا و عوامل موثر بـــر رونویســـی از ژن هـــا و ترجمه آنها 

وجـــود دارد )1(. آنزیم هـــاي حاوی عنر روي در ســـاخت 

و یـــا تجزیـــه کربوهیدرات هـــا، چربی هـــا، پروتئین هـــا و 

همین¬طـــور اســـیدهاي نوکلئیـــک نقش دارنـــد. نقش این 

عنـــر در همه گروه های آنزیمی شـــناخته شـــده، از جمله 

آنزيـــم  كربونيك آنهيـــدراز، پروتئازها، فســـفاتازها و ســـاير 

آنزيم هـــاي موثـــر در هضـــم و جـــذب غذا حائـــز اهمیت 

اســـت )2(. عـــاوه بر این، عنـــر روی بر عملكـــرد طبيعي 

سيســـتم ايمنـــي از طريق افزايـــش تكثير و كاهـــش آپوپتوز 

در لنفوســـيتها و بیـــان ژن های ســـیتوکینی نقـــش دارد )3(. 

روي بـــراي فعاليـــت آنزيم هاي سوپراكســـيد ديســـموتاز و 

گلوتاتیون پراكســـيداز ضروری مي باشـــد و كمبود آن ســـبب 

.)4( اكســـيداتيو می شـــود  تنش  افزايش 

ایـــن عنـــر باید به صـــورت مکمل بـــه جیره هـــاي غذایی 

انســـان و حیوانـــات اضافـــه شـــود تـــا احتیاجات بـــه این 

عنر برآورده شـــود. مشـــکلی کـــه وجود دارد این اســـت 

که زیســـت¬فراهمی این عنـــر در مواد خوراکی با منشـــأ 

گیاهی بســـیار کم اســـت، زیرا عنر روي به وســـیله فیتات 

بـــه دام افتـــاده و قابلیت جـــذب آن کم اســـت )5(. تامین 

عنر روی به شـــکل معدنـــی یکی از روش هـــای تامین این 

عنر اســـت ولیکن در مطالعـــات مختلف در مـــورد میزان 

جذب و اثـــرات آن نتایج ضـــد و نقیضی گزارش شـــده داده 

اســـت )6، 7(. یکی از معایب روی معدنـــی قابلیت انحال و 

قابلیت جـــذب کم و امـــکان ایجاد کمپلکس بـــا مواد کلیت 

کننده است )8(. روش دیگر اســـتفاده از مکمل روی به شکل 

آلی اســـت کـــه در ترکیب با اســـیدآمینه متیونیـــن می تواند 

جـــذب روده ای را بهبـــود و تداخل عواملی از قبیل تشـــکیل 

کمپلکس را کاهـــش دهد )9(. Souza و همکاران )10( گزارش 

کردند اســـیدهای آمینه توانایی تشـــکیل کمپلکـــس پایدار با 

مـــواد معدنی دارند و بـــا توجه به قابلیت زیســـت فراهمی 

زیـــاد می تـــوان از این ترکیبات بـــرای تامین مـــواد معدنی 

کـــم نیاز در تغذیه حیوانات اســـتفاده کرد. بعنـــوان مثال در 

مکمل روی-متیونیـــن که حاوی حـــدود 22-19٪ عنر روی 

اســـت، روی به گوگرد اســـید آمینـــه ضروری متیونین متصل 

مـــی شـــود. این مکمـــل محلـــول در آب و به آســـانی قابل 

جـــذب بوده و بـــه دلیل زیســـت فراهمی زیـــاد، روی مورد 

نیاز حیـــوان را تامین مـــی کند )10(. 

به عنـــوان  پرورشـــی  حیوانـــات  در  روی  نقـــش  امـــروزه 

زیـــرا  دارد،  اهمیـــت  ایمنـــی  سیســـتم  تقویت کننـــده 

محدودیت هایـــی بـــرای اســـتفاده از آنتی بیوتیک ها در جیره 

غذایی توســـط بســـیاری از کشورها اعمال می شـــود. بنابراین 

لازم اســـت سیســـتم ایمنی بدن تقویت شـــود تـــا نبود آنتی 

بیوتیک ها ســـبب ایجـــاد مشـــکاتی در پـــرورش حیوانات 

نشـــود )11(. بیان ژن های ســـیتوکینی و مقدار آنتی بادی در 

زمینه تقویت سیســـتم ایمنـــی اهمیت زیـــادی دارد. در این 

رابطـــه گزارش هایی وجـــود دارد )13، 12، 3( که نشـــان می 

دهد روی مـــی تواند بر بیـــان ژن های ســـیتوکینی و مقدار 

آنتـــی بادی اثـــر بگذارد.

از طرفـــی طی فصل گرمـــا، واکنش های متابولیکی ســـلول ها 

و بافت هـــا افزایـــش می یابـــد و در نتیجه نیاز به اکســـیژن 

افزایـــش می یابد کـــه منجر بـــه افزیش تولیـــد رادیکال های 

آزاد می شـــود و استرس گرمایی یا استرس اکســـیداتیو در بدن 

ایجـــاد می شـــود )14(. در این شرایط نیاز بـــدن به ترکیبات 

آنتـــی اکســـیدانی و فعالیت آنزیـــم های آنتی اکســـیدانی 

افزایـــش می یابد. عنـــر روی در ســـاختار و فعالیت آنزیم 

های آنتی اکســـیدانی مانند گلوتاتیون پراکســـیداز، کاتالاز و 

سوپراکســـید دیســـموتاز نقش دارد. نیاز حیوانات به عناصر 

کمیاب به ویـــژه روی در شرایط تنش و بدون تنش یکســـان 

نیســـت و بنابراین تعیین ســـطوح بهینـــه در شرایط مختلف 

امری ضروری اســـت )4(. 

در منابع در دســـترس و منتشر شده، گزارشـــی در زمینه دوز 

مناســـب روی-متیونین و اثـــر این مکمل بـــر وضعیت آنتی 

اکســـیدانی و بیـــان ژن های مرتبـــط با سیســـتم ایمنی در 

حیوانـــات در معرض تنش یافت نشـــد. بنابرایـــن، هدف از 

انجـــام این مطالعه، بررســـی اثرات دوزهـــای مختلف مکمل 

روی-متیونین بر وضعیت آنتی اکســـیدانی خـــون و بیان ژن 

هـــای اینترلوکیـــن 4 و 6 در مـــوش های صحرایـــی ماده در 

معرض تنـــش گرمایی بود. در این مطالعـــه از موش صحرایی 

به عنوان مـــدل برای مطالعـــه اثرات مکمـــل روی-متیونین 

در حیوانات تک معده ای اســـتفاده شـــد.

مقدمه:
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مواد و روش ها:

حیوانات مورد استفاده
تعـــداد 25 سر موش صحرایی مـــاده بالغ نژاد ویســـتار )15 

± 180 گـــرم( از مرکز پـــرورش حیوانات انســـتیتو رازی کرج 

خریداری شـــد و در قفس هـــای بزرگ به صـــورت 5 حیوان 

در یک قفـــس بزرگ با بســـتر خـــاک اره نگهداری شـــدند. 

در دوره ســـازگاری و کل دوره آزمایـــش، همـــه مـــوش های 

صحرایـــی به طـــور آزادانه به غـــذای پلت اســـتاندارد و آب 

آشـــامیدنی دسترسی داشـــتند و در شرایط رطوبت )٪50(، نور 

)سیکل12ســـاعت نور و 12ســـاعت تاریکـــی( و دمای31±2 

درجه ســـانتی گـــراد طی 20 ســـاعت و دمـــای 2±38 درجه 

ســـانتی گراد به مدت 4 ســـاعت در روز )جهـــت ایجاد تنش 

گرمایی( قرار داده شـــدند. کلیه ماحظـــات اخاقی در مورد 

کار با حیوانات طبق دســـتورالعمل معاونت محترم پژوهشـــی 

دانشـــگاه آزاد اســـامی واحد علوم و تحقیقات و آزمایشگاه 

رازی صـــورت گرفـــت. قبـــل از شروع مطالعـــه حیوانات به 

مـــدت یک هفتـــه جهت ســـازگاری با محیط و نیز رســـیدن 

بـــه وزن مطالعه در محـــل حیوان خانه مجتمـــع رازی واحد 

علـــوم و تحقیقات نگهداری شـــدند. 

گروه های آزمایشی
تعـــداد 20 سر مـــوش صحرایی پس از یک هفته ســـازگاری و 

نیز رســـیدن به وزن مناســـب )10 ± 200 گـــرم( انتخاب و در 

طـــرح کاما تصادفـــی به چهار گـــروه پنج تایی شـــامل یک 

گروه شـــاهد و ســـه گروه تجربی تقسیم شـــدند. موش های 

گروه شـــاهد پلت اســـتاندارد بـــدون افزودنی و ســـه گروه 

تجربـــی بـــه ترتیب پلت اســـتاندارد به اضافـــه 15، 30 و 45 

میلـــی گرم بـــر کیلوگرم مکمـــل روی-متیونین بـــه مدت 30 

روز دریافت کردند. پلت اســـتاندارد حـــاوی 28/4 میلی گرم 

عنـــر روی در هـــر کیلوگرم ماده خشـــک بود. بـــرای تهیه 

پلت حاوی مکمـــل روی-متیونین، ابتدا پلت های اســـتاندارد 

آسیاب شـــد و پس از محاســـبه ماده خشـــک، مقدار لازم از 

مکمـــل روی-متیونیـــن به مقـــدار مشـــخصی از آن اضافه و 

مجـــدد با دســـتگاه پلت ســـاز سرد، پلت گردید. بـــرای گروه 

شـــاهد نیز پلت ها مجددا به همین شـــیوه آســـیاب و از نو 

تهیه شـــد تا اثـــرات احتمالی عمل آوری بـــر بافت فیزیکی و 

ترکیب شـــیمیایی یکســـان سازی شود.

نمونه گیری خون

در پایـــان مطالعـــه از بـــزرگ ســـیاهرگ زیرین مـــوش های 

صحرایـــی خون گیـــری به عمل آمـــد. پس از بیهـــوش کردن 

با تزریـــق 1/5 میلی گـــرم کتامین به ازای هـــر کیلوگرم وزن 

بـــدن و پـــس از باز نمودن شـــکم، از بزرگ ســـیاهرگ زیرین 

بـــا اســـتفاده از سرنگ 10 میلـــی لیتر نمونه خون تهیه شـــد. 

مقـــدار 5 میلی لیتر خـــون در لوله عاری از مـــاده ضد انعقاد 

ریختـــه و سرم آن بـــا ســـانتریفیوژ )g ×1500 بـــه مدت 10 

دقیقـــه ( جدا شـــد و در دمـــای 20- درجه ســـانتی گراد تا 

شروع آزمایش های بیوشـــیمیایی نگهـــداری گردید. باقیمانده 

نمونـــه خون در لوله اســـتریل حـــاوی هپارین ریخته شـــد و 

در نیـــتروژن مایع قرار داده شـــد و تا آزمایـــش های بیان ژن 

هـــای اینترلوکین در دمای 70- درجه ســـانتی گـــراد نگهداری 

. شد

روش اندازه گیری پارامترهای خونی
 Paglia and روش  بـــه  پراکســـیداز  گلوتاتیـــون  فعالیـــت 

Valentine  )15( و سوپراکســـید دیســـموتاز در سرم به روش 

Marklund and Marklund )16( با اســـتفاده از کیت های 

 Randox Laboratories Ltd. Ardmore, Crumlin,( تجاری

UK( و مطابـــق دســـتورالعمل ســـازنده اندازه گیری شـــد. 

فعالیت آســـپارتات آمینوترانســـفراز  و آلانین آمینوترانسفراز 

سرم بـــا اســـتفاده از دســـتگاه آنالایـــزر فوتومتریک )شرکت 

پـــارس آزمون، تهـــران، ایـــران( اندازه گیری شـــد. ســـطوح 

سرمی مالـــون دی آلدئید به عنوان محصول پراکسیداســـیون 

لیپیدی بر اســـاس روش تیوباربیتوریک اســـید انـــدازه گیری 

شـــد )17(. ظرفیت آنتی اکســـیدانی کل سرم بر اســـاس روش 

FRAP  اندازه گیری شـــد )18(.  گلوتاتیـــون ردوکتاز به روش  

Mannervik )19( انـــدازه گیری شـــد.

آنالیز بیان ژن¬های اینترلوکین-4 و -6
از نمونه هـــای خون جمع آوری شـــده از موش هـــای صحرایی، 

  RNeasy® Mini( کل با اســـتفاده از کیت mRNA اســـتخراج

 cDNA انجام شـــد و ســـپس )Qiagen، Hilden، Germany

مطابـــق دســـتورالعمل کیـــت تولید شـــده توســـط شرکت 

BioNeer )ســـئول، کره جنوبی( ســـنتز شـــد. توالی ژن¬های 

اینترلوکیـــن-4 و -6 و GADPH بـــا اســـتفاده از پایگاه داده 

هـــای ژنی مرکز ملـــی اطاعات بیوتکنولـــوژی )NCBI( تهیه 

شـــد. از ژن GADPH به عنـــوان ژن خانه دار و کنترل داخلی 

یـــا ژن مرجع اســـتفاده شـــد. پـــس از تهیه توالـــی ژن ها، 

 primer express پرایمرهای اختصاصی ژن توســـط نرم افـــزار
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نتایج مربـــوط به وضعیـــت آنتی¬اکســـیدانی سرم موش های 

دریافـــت کننـــده دوزهای مختلـــف مکمـــل روی-متیونین در 

جدول 2 گزارش شـــده اســـت. غلظـــت روی در سرم به صورت 

وابســـته به دوز بـــا افزایـــش دوز روی در جیـــره افزایش یافت 

)P<0.05(. فعالیـــت سرمـــی دو آنزیم آلانین آمینوترانســـفراز و 

آسپارتات آمینوترانســـفراز به صورت وابســـته به دوز با افزایش 

دوز روی-متیونیـــن در جیـــره کاهش یافـــت )P<0.01(. تفاوت 

معنـــی داری بین گروه شـــاهد وگروه دریافـــت کننده 15 میلی 

گرم بـــر کیلوگرم روی-متیونین از نظر غلظـــت مالون دی آلدئید 

مشـــاهده نشـــد ولی دو دوز بالاتر ســـبب کاهـــش معنی دار 

غلظـــت مالون دی الدئید شـــدند )P<0.05(. بیشـــترین غلظت 

گلوتاتیـــون در سرم موش های دریافت کننـــده 45 میلی گرم بر 

کیلوگرم و کمتریـــن مقدار در دو گروه شـــاهد و دریافت کننده 

15 میلی گرم بر کیلوگرم مشـــاهده شـــد )P<0.001(. بیشترین 

فعالیت گلوتاتیـــون ردوکتـــاز وگلوتاتیون پراکســـیداز در گروه 

دریافـــت کننده 30 میلی گـــرم بر کیلوگـــرم و کمترین فعالیت 

این آنزیم ها در گروه شـــاهد مشاهده شـــد. بیشترین فعالیت 

سوپراکســـید دیســـموتاز در گروه دریافت کننده 30 میلی گرم

طراحی و توســـط شرکت BioNeer )ســـئول، کـــره جنوبی( 

سنتز شـــدند. مشخصات پرایمر ســـیتوکین ها و ژن مرجع در 

جدول 1 توضیح داده شـــده اســـت. تجزیـــه و تحلیل تولید و 

 Real-Time PCR منحنی ذوب با اســـتفاده از یک سیســـتم

Applied Bio systems, Foster City, CA(( انجـــام شـــد. 

شرایط چرخه حرارتی شـــامل فعال ســـازی آنزیـــم در دمای 

95 درجه ســـانتی گـــراد به مـــدت 15 دقیقه، بـــه دنبال آن 

40 چرخه واسرشـــتی در دمـــای 95 درجه ســـانتی گراد برای 

15 ثانیـــه و در دمای 56 درجه ســـانتی گراد بـــرای 20 ثانیه 

ذوب پرایمری و گســـترش در دمای 72 درجه سلســـوس برای 

 GADPH ،30 ثانیه انجام شـــد )21، 20(. برای نرمال ســـازی

بـــه عنوان ژن خانـــه دار و از بیان ژن هدف در گروه شـــاهد 

به عنوان کنترل خارجی اســـتفاده شـــد. نســـبت بیان نسبی 

ژن هـــای اینترلوکیـــن-4 و -6 بـــه عنوان ژن هـــای هدف به 

 )22( Livak and Schmittgen بر اســـاس روش GADPH ژن

شد. نرمال 

             جدول 1: توالی پرایمرهای ژن های هدف و خانه دار

آنالیز آماری
تجزیـــه و تحلیل داده ها با اســـتفاده از نرم افـــزار SAS )SAS Institute Inc., Cary, NC( در قالب طرح کاما تصادفی انجام شـــد. برای 

ارزیابـــی نرمال بودن داده ها قبل از آنالیز واریانس از آزمون Shaapiro-Wilk اســـتفاده شـــد. مقایســـه میانگین ها با اســـتفاده ازآزمون 

توکـــی با ســـطح احتمال ۵ درصد انجام شـــد. تفاوت بین تیمارها با اســـتفاده از کنتراســـت هـــای متعامد چند جملـــه ای برای تعیین 

پاســـخ های خطی و درجه دوم مشـــخص شد )23(.

نتایج:
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بــر کیلوگــرم و کمتریــن فعالیــت ایــن آنزیــم در گــروه دریافــت کننــده 45 میلــی گــرم بــر کیلوگــرم مشــاهده شــد. ظرفیــت آنتــی اکســیدانی کل در 

گــروه دریافــت کننــده 30 میلــی گــرم بــر کیلوگــرم بیشــترین و در گــروه شــاهد وگــروه دریافــت کننــده 15 میلــی گــرم بــر کیلوگــرم کمتریــن مقــدار بــود.

جدول 2: فعالیت آنزیم های کبدی و فراسنجه¬های آنتی اکسیدانی موش های صحرایی دریافت¬کننده دوزهای مختلف روی از مکمل روی-متیونین

 SEM, standard error of the means; L, linear contrast; Q, quadratic contrast;

Significance: NS, not significant; * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001

.)P<0.05( در هر ردیف تفاوت میانگین¬های با حروف غیر مشابه معنی¬دار است

شکل 1: بیان نسبی ژن های اینترلوکین-4 و اینترلوکین-6 موش های صحرایی دریافت کننده دوزهای مختلف روی از مکمل روی-متیونین
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در شـــکل 1 بیان نسبی ژن های اینترلوکین 4 و اینترلوکین-6 نشان 

داده شـــده است. در کل بیان نســـبی ژن اینترلوکین-4 افزایشی و 

بیان نســـبی ژن اینترلوکین-6 کاهشـــی بود )P<0.05(. بیشترین 

بیان ژن اینترلوکیـــن-4 به گروه دریافت کننـــده 30 میلی گرم بر 

کیلوگرم و کمترین مقدار به گروه شـــاهد وگـــروه دریافت کننده 

15 میلـــی گرم بر کیلوگـــرم تعلق داشـــت. در گـــروه دریافت 

کننـــده 45 میلی گرم بـــر کیلوگرم بیـــان ژن اینترلوکین-4 کمتر از 

گـــروه دریافت کننـــده 30 میلی گرم بر کیلوگرم بود. بیشـــترین 

)P<0.05( بیان نســـبی ژن اینترلوکین-6 به گروه شـــاهد و گروه 

 )P<0.05( دریافـــت کننده 15 میلی گـــرم بر کیلوگرم وکمتریـــن

مقـــدار به دوگـــروه دریافـــت کننـــده 30 و 45 میلـــی گرم بر 

کیلوگرم روی-متیونین تعلق داشـــت.

بحث:

در بدن انســـان و حیوانات 5۱ آنزیم شناســـایی شـــده است که 

بـــرای انجام فعالیت و عملکرد طبیعی نیاز بـــه عنر روی دارند. 

عنر روی یک مـــاده معدنی کم نیاز ولـــی ضروری برای بدن و 

دومیـــن عنر کمیاب بدن بعـــد از آهن اســـت. از آنجا که بدن 

نمی توانـــد مقادیر زیـــادی از این عنر را ذخیـــره کند، مرف 

روزانـــه آن در جیره غذایی ضروری اســـت و لازم اســـت به طور 

روزانه در جیره غذایی انســـان و حیوانات اســـتفاده گردد )5-7(. 

در شرایـــط تنـــش گرمایی نیاز بـــه این عنر افزایـــش می یابد، 

زیـــرا فعالیـــت آنزیم های آنتی اکســـیدانی بدن کـــه حاوی این 

عنر اســـت، برای مقابله با عوامل اکســـیدکننده و مخرب باید 

افزایش یابـــد )24(. تامین این عنر از منابـــع گیاهی و معدنی 

با مشـــکاتی رو به رو اســـت، بنابراین تامین این عنر از طریق 

شـــکل های آلـــی آن باید مـــورد توجه قـــرار گیرد. هـــدف این 

آزمایش مطالعه وضعیت سرمی غلظـــت روی و آنزیم های آنتی 

اکســـیدانی و بیـــان ژن های مرتبط با التهـــاب در بدن در شرایط 

در تنش گرمایی بـــود. همان طور که در جدول 2 مشـــاهده می 

شـــود، با افزایش دوز روی-متیونین در جیـــره غلظت سرمی روی 

افزایش خطی داشـــت. این افزایش خطـــی در غلظت سرمی روی 

بـــا افزایش دوز روی در جیره در شرایط تنش گرمایی ایجاد شـــده 

اســـت. نخســـتین بار Wilkins و همکاران )25( نشان دادند که 

غلظت پاســـمایی روی شـــاخصی از وضعیت مرف روی است. 

در توافق بـــا یافته مطالعه حـــاضر، Moazenzadeh و همکاران 

)26( بـــا افزایـــش دوز روی در جیره ماهـــی افزایش در غلظت 

سرمی روی مشـــاهده شد. 

مالـــون دی آلدئیـــد به عنوان محصـــول نهایی پراکسیداســـیون 

لیپیدی تشـــکیل می شـــود و بنابرایـــن، میزان پراکسیداســـیون 

لیپیـــدی توســـط رادیکال هـــای آزاد را مـــی توان بـــا توجه به 

ســـطوح مالون دی آلدئیـــد تعیین کرد )17(. کاهـــش مالون دی 

آلدئیـــد یا افزایش ظرفیت آنتی اکســـیدانی کل شـــاخص کاهش 

اســـترس اکســـیداتیو یا افزایش دفاع آنتی اکســـیدانی است. در 

مطالعه حاضر، ســـطح مالـــون دی آلدئید به صـــورت خطی با 

مرف مکمل روی-متیونیـــن و افزایش غلظت روی در سرم خون 

موش هـــا کاهش یافـــت. در توافق بـــا یافتـــه مطالعه حاضر، 

Anderson و همـــکاران )27( گـــزارش کردنـــد کـــه موش های 

دریافـــت کننده مکمـــل روی، کاهش قابل توجهی در ســـطوح 

مالون دی آلدئید در سرم و بافت ها داشـــتند. عنر روی بخشـــی 

از سیســـتم آنتی اکسیدانی بدن اســـت و کمبود آن سبب اختال 

در سیســـتم دفاعی آنتی اکســـیدانی بـــدن و افزایش اســـترس 

اکســـیداتیو می گردد )4(. تنش اکســـیداتیو در نتیجه عدم تعادل 

بین تولید رادیکال های آزاد و گونه های فعال اکســـیژن )شـــامل 

آنیون سوپراکســـید، رادیکال آزاد هیدروکسیل، هیدروژن پراکسید 

و ...( از یـــک طرف و سیســـتم دفاع آنتی اکســـیدانی از طرفی 

دیگـــر ایجاد می گـــردد. در سیســـتم های بیولوژیکـــی هوازی، 

بـــرای مقابله با رادیکال هـــای آزاد و گونه های فعال اکســـیژن، 

مکانیســـم های دفاعی طراحی شـــده اســـت تا اثرات زیان بار 

این عوامـــل مهاجم را خنثی نمـــوه یا به حداقل برســـانند. روي 

براي حفظ ســـاختار و فعاليت آنزيم هاي سوپراكســـيد ديسموتاز 

و گلوتاتیون پراكســـيداز عنر لازم و ضروری اســـت )4(. 

ظرفیت آنتی اکســـیدانی کل بـــا افزایـــش دوز روی-متیونین و 

افزایـــش غلظـــت روی در سرم خون موش ها افزایش و ســـپس 

در دوز 45 میلـــی گرم بر کیلوگرم کاهـــش یافت. افزایش ظرفیت 

آنتی اکســـیدانی تـــا دوز 30 میلی گرم بر کیلوگرم نشـــان دهنده 

این اســـت که روی-متیونین تـــا این دوز ســـبب بهبود فعالیت 

آنزیم های آنتی اکســـیدانی شـــده اســـت و در دوز بالاتر سبب 

بهبود شرایط آنتی اکســـیدانی نشـــده اســـت. هنـــوز به خوبی 

مکانیســـمی کـــه روی با آن اثر آنتی اکســـیدانی خـــود را اعمال 
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می کند به خوبی شـــناخته نشده اســـت و مطالعات نشان داده 

اســـت روی در ســـاختن متالوتیونین نقش دارد )28(. متالوتیونین 

یک پروتئین غنی از سیســـتئین اســـت که به عنوان جمع کننده 

رادیـــکال های آزاد عمـــل می کند )29(. مکانیســـم عمل دیگری 

که برای روی به عنوان یک آنتی اکســـیدان پیشـــنهاد شده است، 

 E اســـت، زیرا وضعیـــت وکارکرد ویتامین E تعامل آن با ویتامین

در حیوانـــات دارای کمبود روی مختل می شـــود. روی می تواند 

با آهن و مس رقابت کند تا به غشـــای ســـلولی متصل شـــود و 

تولیـــد رادیکال هـــای آزاد را کاهش دهد، بنابرایـــن یک اثر آنتی 

اکسیدانی مســـتقیم اعمال می کند )28(.

هـــر چند گزارش شـــده اســـت عنـــر روی در دوز کم هم می 

تواند ســـبب تولید عوامل اکســـیدکننده و رادیکال های آزاد شود 

ولیکـــن اثری که بر تولید مـــواد آنتی اکســـیدانی و همچنین بر 

فعالیت آنزیم های آنتی اکســـیدانی دارد خیلی بیشـــتر از اثرات 

منفی آن اســـت. در دوز زیادتر اثرات منفـــی عنر روی از اثرات 

مثبت آن پیشـــی می گیرد و سبب افزایش ســـطح رادیکال های 

آزاد در بـــدن و کاهش ظرفیت آنتی اکســـیدانی و افزایش مالون 

دی آلدئید می شـــود )30، 4(. همچنین در مطالعه حاضر ســـطح 

فعالیت آنزیم آسپارتات آمینوترانســـفراز و آلانین آمینوترانسفراز 

در گروه شـــاهد زیاد بـــود و با مرف مکمـــل روی-متیونین به 

صورت خطـــی کاهش یافته اســـت که نشـــان مـــی دهد کبد 

حیوانـــات در اثـــر تنش گرمایی آســـیب دیده و مکمـــل روی به 

عنـــوان یک عامل آنتـــی اکســـیدانی عمل می کنـــد. مطابق با 

یافتـــه های ما، Mohammad و همـــکاران )31( گزارش کردند که 

در بیمارانی که غلظـــت روی کمتری در سرم داشـــتند، با مرف 

مکمـــل روی فعالیت آنزیم هـــای کبدی کمتری در سرم نشـــان 

دادنـــد. در توافق با یافتـــه مـــا، Nagalakshmi و همکاران )32( 

گـــزارش کردند که فعالیت سوپراکســـید دیســـموتاز در بره هایی 

کـــه مکمل هـــای روی آلی دریافت کـــرده بودند در مقایســـه با 

گروه کنترل بیشـــتر بود. بر خـــاف نتیجه ما، یافتـــه های Hu و 

همکاران. )33( نشـــان داد که روی باعـــث افزایش فعالیت آلانین 

آمینوترانســـفراز می شـــود. اختاف بین مطالعات ممکن اســـت 

مربـــوط به تفـــاوت در مدت زمـــان مرف مکمـــل روی آلی، 

دوز مورد اســـتفاده، شرایط محیطی، نوع و ســـن حیـــوان مورد 

باشد. استفاده 

فعالیت بیشتر سوپراکسید دیســـموتاز و گلوتاتیون پراکسیداز در 

سرم میش های دریافت کننده مکمل روی-متیونین در مقایســـه 

با گروه شـــاهد نشـــان داد که این مکمل ســـبب بهبود فعالیت 

آنتـــی اکســـیدانی سرم می شـــود. فعالیـــت آنزیم هـــای آنتی 

اکســـیدان با مکمـــل روی-متیونیـــن افزایش یافتـــه و به معنای 

بهبود ظرفیـــت بدن مـــوش برای مهار آســـیب رادیـــکال های 

آزاد اســـت. روی یک کوفاکتور CuZn- سوپراکســـید دیسموتاز 

اســـت که آنزیم اصلی آنتی اکسیدانی اســـت و نقش کلیدی در 

سرکوب رادیـــکال های آزاد دارد. همچنین، فعالیت سوپراکســـید 

دیســـموتاز می تواند پراکسیداســـیون لیپیدی را از طریق افزایش 

ســـطح گلوتاتیون مهار کنـــد )28(. مطابق با ایـــن یافته، مطالعه 

ای )34( نشـــان داد کـــه با تغذیه مکمـــل روی-متیونین فعالیت 

سوپراکسید دیسموتاز و گلوتاتیون پراکســـیداز افزایش و غلظت 

مالون دی آلدئید کاهش یافته اســـت. دوز-پاســـخ روی-متیونین 

برای سوپراکســـید دیسموتاز و گلوتاتیون پراکســـیداز درجه دوم 

بـــود و بین دوزهای 30 و 45 میلی گـــرم بر کیلوگرم تفاوت معنی 

دار وجود داشـــت. بـــا افزایـــش دوز روی به 45 میلـــی گرم بر 

کیلوگرم فعالیت آنزیـــم های مذکور کاهش یافـــت. به نظر می 

رســـد دوز زیاد روی با افزایش ایجاد رادیکال آزاد و تشـــدید تنش 

اکســـیداتیو اثر منفی بر فعالیت این آنزیم ها داشـــته اســـت.

در مطالعـــه حـــاضر، روی-متیونیـــن تـــا دوز 30 میلـــی گرم بر 

کیلوگـــرم بیان ژن اینترلوکیـــن-4 افزایـــش و در دوز 45 میلی گرم 

بـــر کیلوگرم بیـــان ژن اینترلوکین-4 کاهش یافـــت. برخاف یافته  

مطالعـــه حاضر، Wong و همـــکاران )13( تفاوت معنی داری بین 

بیـــان ژن اینترلوکین-4 در موش هـــای دریافت کننـــده دوزهای 

مختلـــف روی نیافتند. مطالعه ای نشـــان داد که کمبود روی بیان 

ژن اینترلوکیـــن-4 را کاهش می دهد و تغذیه جیـــره حاوی روی 

ســـبب افزایش بین ژن اینترلوکین-4 می شـــود )35(. اینترلوکین-4 

یک ســـایتوکین اســـت که ســـبب تمایز ســـلول هـــای T کمک 

کننده ســـاده )ســـلول هـــای Th0( به ســـلول هـــای Th2 می 

شود. ســـلول های Th2 پس از فعال شدن توســـط اینترلوکین-4، 

خودشـــان در یک حلقه بازخورد مثبت اینترلوکیـــن-4 تولید می 

کنند. اینترلوکین-4 عمدتاً توســـط ماســـت ســـل ها، سلول های 

Th2، ائوزینوفیـــل هـــا و بازوفیل ها تولید می شـــود )36( و به 

عنوان ســـایتوکین ضد التهابی شناخته می شـــود. تحقیقی )28( 

 DNA نشـــان داد که کمبـــود روی منجر به کاهش متیاســـیون

در ژن اینترلوکیـــن هـــا و افزایش بیان آن ها می شـــود. بنابراین، 
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هنگامی که روی کافی تامین شـــود، ممکن اســـت بر متیاسیون 

DNA تأثیـــر بگذارد و بیـــان ژن اینترلوکیـــن-4 را همان طور که 

در مطالعه حاضر مشـــاهده می شـــود، کاهش دهد. مطالعات 

نشـــان داده اســـت که کمبود روی بیان ژن اینترلوکیـــن-6 را در 

مقایســـه با رژیم غذایی اســـتاندارد افزایش می دهـــد )37(. در 

توافق با یافته تحقیـــق حاضر، مطالعه دیگری )12( نشـــان داد 

که مکمل روی می تواند ســـطح بیـــان ژن اینترلوکین-6 را کاهش 

دهد. پاســـخ ســـیتوکین های پیش التهابی و ضـــد التهابی با در 

دســـترس بودن یون روی کنترل می شـــود و انتقال درون سلولی 

روی توســـط متالوتیونین ها تنظیم می شـــود.

نتیجه گیری:

نتایــج ایــن مطالعــه نشــان داد، روی-متیونیــن تــا دوز 30 میلــی گــرم بــر کیلوگــرم ســبب افزایــش فعالیــت آنزیــم سوپراکســید دیســموتاز و فعالیــت 

آنزیــم گلوتاتیــون پراکســیداز، کاهــش فعالیــت آنزیــم هــای کبــدی در سرم و افزایــش بیــان ژن ضدالتهابــی )اینترلوکیــن-4( وکاهــش بیــان ژن پیــش 

التهابــی )اینترلوکیــن-6( را ســبب مــی شــود کــه نشــاندهنده کاهــش تنــش اکســیداتیو و کاهــش اثــرات تنــش گرمایــی در بــدن مــوش هــای صحرایــی 

مــی باشــد.

تقدیر و تشکر:

مصوبات و کمیته پژوهشی

از معاونــت محــترم پژوهــش و فنــاوری واحــد علــوم و تحقیقــات بــه جهــت تصویــب و در اختیــار قــراردادن امکانــات آزمایشــگاه رازی بــرای انجــام 

ایــن تحقیــق تشــکر مــی شــود. از خانــم دکــتر پرویــن شــورنگ بــه جهــت راهنمایــی هــای ارزنــده و کمــک در آنالیــز بیــان ژن تشــکر مــی شــود.

ایــن مقالــه مســتخرج از رســاله دانشــجوی دوره دکــتری تخصصــی واحــد علــوم و تحقیقــات )خانــم متیــن جامعــی( مــی باشــد. در کمیتــه پژوهشــی 

مربــوط بــه بررســی پروپــوزال دانشــجویان دکــتری واحــد علــوم و تحقیقــات بــه تصویــب رســیده اســت و کلیــه مقــررات مربــوط بــه رفتــار و کار بــا 

بــا حیوانــات آزمایشــگاهی بنابــر دســتورالعمل آزمایشــگاه رازی واحــد علــوم و تحقیقــات رعایــت شــده اســت.

تعارض منافع:

نویسندگان این مقاله عنوان می کنند که هیچ تعارضی وجود ندارد.
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