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Abstract �
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...

Introduction: Heat stress is one of the most significant limiting factors in sheep pro-
duction. By disrupting physiological homeostasis, increasing reactive oxygen species 
(ROS), and impairing immune regulation, it leads to reduced performance and system-
ic inflammation. This study investigated the effect of zinc–methionine supplementation 
on physiological responses, oxidative stress indicators, and the expression of IL-6, IL-
10, and HSP70 genes in non-pregnant Sangsari ewes under severe heat stress conditions.

Methods: This research was conducted on 25 Sanjabi ewes in a completely randomized design, 
involving different heat stress groups and zinc-methionine treatment, over a period of 40 days. 
Subsequently, physiological parameters and gene expression were evaluated across the groups.

Results: Heat stress caused a significant increase in heart rate, respiratory rate, and rec-
tal temperature, and decreased GPx, SOD, and TAC activity alongside elevated MDA lev-
els (P<0.05). Furthermore, the expression of IL-6 and HSP70 genes increased by 2.83 and 
2.52-fold, respectively, while IL-10 gene expression decreased to 0.63-fold (P<0.05). The ad-
dition of zinc–methionine supplement, particularly at levels of 30 and 45 mg, significant-
ly improved physiological and antioxidant indices, reduced MDA levels, and modulated 
the expression of IL-6 and HSP70 genes while increasing IL-10 gene expression (P<0.05).

Conclusion:Adding zinc–methionine supplement to the diet can be an effec-
tive nutritional strategy to reduce physiological stress, improve oxidative sta-
tus, and modulate inflammatory responses in Sanjabi sheep under heat stress. 
The use of a 30 mg/kg of diet level is recommended due to its highest efficacy.
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HSP70  در گوســفندان نــژاد ســنجابی تحــت شرایــط تنــش گرمایی
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مقدمـــه: تنـــش گرمایـــی یکـــی از مهم‌ترین عوامـــل محدودکننـــده تولید در گوســـفندان اســـت که بـــا ایجاد عدم 

تعـــادل در هموســـتازی فیزیولوژیکـــی، افزایـــش گونه های اکســـیژن واکنش پذیر و اخـــتلال در تنظیم ایمنی، ســـبب 

کاهـــش عملکـــرد و بروز التهـــاب سیســـتمیک می شـــود. در این مطالعه اثـــر مکمـــل روی–متیونین بر پاســـخ های 

فیزیولوژیکی، شـــاخص های استرس اکســـیداتیو و بیان ژن هـــای  IL-6، IL-10  و HSP70 در میش‌های نژاد ســـنجابی 

ــسی ـــشد. غیرآبستن تحت تنش گرمایی ـــشدید بررـ

مـــواد و روش هـــا: ایـــن تحقیـــق بـــر روی ۲۵ رأس میـــش نـــژاد ســـنجابی در قالـــب طـــرح کاملاًً تصادفـــی 

انجـــام  روز   40 مـــدت  بـــه  روی-متیونیـــن  مکمـــل  تـــیمار  بـــا  و  گرمایـــی  تنـــش  مختلـــف  گروههـــای  در 

ــفت گرـ ـــقرار  ــسی  بررـ ـــمورد  ـــها  ـــگروه  در  ژن  بـــیان  و  فیزیولوزیـــکی  پارامترـــهای  ـــسپس  ــفت.  پذیرـ

 GPX،  یافتـــه ها: تنـــش گرمایی باعث افزایش معنـــی‌دار ضربان قلب، نرخ تنفـــس و دمای مقعد و کاهـــش فعالیت

SOD  و TAC همـــراه با افزایش ســـطح MDA شـــد )P<0.05(. همچنین، بیـــان ژن IL-6 و HSP70 به ترتیب 2/83 

و 2/52 برابـــر افزایـــش و بیـــان ژن  IL-10  بـــه 0/63 برابر کاهش یافـــت  )P<0.05(. افزودن مکمـــل روی–متیونین 

به‌ویـــژه در ســـطوح ۳۰ و ۴۵ میلی گـــرم، به طور معنـــی‌داری شـــاخص های فیزیولوژیکی و آنتی‌اکســـیدانی را بهبود 

بخشـــید، ســـطح MDA را کاهـــش داد و بیان ژن هـــای IL-6 و HSP70 را تعدیـــل و بیـــان ژن IL-10 را افزایش داد  

.)P<0.05(

نتیجه گیری:افـــزودن مکمـــل روی–متیونیـــن بـــه جیـــره می توانـــد راهـــکار تغذیـــه‌ای مؤثری بـــرای کاهش استرس 

فیزیولوژیـــک، بهبود وضعیت اکســـیداتیو و تعدیل پاســـخ های التهابی در گوســـفندان ســـنجابی تحـــت تنش گرمایی 

ــگرم جیره به دلـــیل بیشترین اثربخـــشی توصیه میـــشود باشـــد. اســـتفاده از ســـطح ۳۰ میلیـــگرم بر کیلوـ
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ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا دانش زیستیی ایرر

تنـــش گرمایی یکـــی از اصلی تریـــن عوامـــل محدودکننده در 

صنعت دامپروری جهانـــی، به‌ویژه در اقلیم های گرمســـیری و 

نیمه گرمســـیری مانند ایران، اســـت )1(. این پدیـــده با اختلال 

در هموســـتازی فیزیولوژیکی و افزایش تولید گونه های اکسیژن 

فعـــال از طریق مســـیرهای متابولیکـــی مانند زنجیـــره انتقال 

الکترون میتوکندریایی و فعالیت NADPH اکســـیداز، منجر به 

آسیب اکسیداتیو ســـلولی، پراکسیداسیون لیپیدی غشاها، التهاب 

سیســـتمیک و تغییـــرات اپی‌ژنتیکی در بیان ژن هـــای مرتبط با 

پاسخ های استرسی می شـــود )1، 2(. در نشـــخوارکنندگان، تنش 

گرمایـــی نه تنهـــا مصرف خوراک و آب را کاهـــش می‌دهد، بلکه 

بـــا فعال ســـازی محـــور هیپوتالاموس-هیپوفیز-آدرنال، ســـطح 

کورتیزول را افزایش داده و سیســـتم ایمنـــی را سرکوب می کند؛ 

ایـــن امر خطـــر ابتلا بـــه بیماری هـــا را افزایش می‌دهـــد )3(. 

گوســـفندان ســـنجابی، نژادی بومی ایران با ویژگی های ژنتیکی 

منحصربه فـــرد ماننـــد مقاومت نســـبی به بیماری هـــا و تولید 

گوشـــت باکیفیت، از اهمیت اقتصادی ویـــژه‌ای برخوردارند؛ با 

ایـــن حال، حساســـیت بالای این نـــژاد به تنـــش گرمایی منجر 

به کاهش نرخ رشـــد، افت کیفیت لاشـــه، اختلالات تولیدمثلی 

و افزایـــش هزینه هـــای تولیـــد می‌شـــود )4(. در شرایط تنش 

گرمایـــی، حیوانات برای حفظ دمای بدن، مکانیســـم های تنظیم 

حرارتـــی مانند افزایش نـــرخ تنفس )پانتینـــگ( و ضربان قلب 

را بـــه کار می گیرنـــد. این پاســـخ ها با افزایش متابولیســـم پایه 

و کاهـــش بهـــره‌وری انرژی همـــراه اســـت و می تواند عملکرد 

تولیـــدی را ۳۰ تـــا ۵۰ درصد کاهـــش دهـــد )5(. روی، عنصری 

کلیدی در متابولیســـم ســـلولی، با ایفای نقـــش کوفاکتوری در 

آنزیم های کلیدی مانند RNA پلیمراز، سوپراکســـید دیسموتاز و 

متالوپروتئینازها، در تنظیم پاســـخ های ایمنی، آنتی‌اکســـیدانی و 

بیان ژن‌های مرتبط با استرس مشـــارکت دارد )6، 7(. کمبود روی 

در جیـــره غذایی نشـــخوارکنندگان به دلیل تداخـــل با فیتات ها 

و فیبرهای شـــکمبه‌ای شـــایع اســـت و تنش گرمایی این کمبود 

را تشـــدید می کنـــد )8(. مکمـــل روی-متیونیـــن به عنوان یک 

کمپلکس آلی، با فراهمی زیســـتی بالاتر )تـــا ۲۰۰ درصد بیشتر 

از ســـولفات روی( و مقاومت بـــه اتصال با آنتاگونیســـت های 

گوارشـــی، اثرات محافظتی برتری نشـــان می‌دهد )9(. مطالعات 

 ،Nrf2 نشـــان داده‌اند که روی-متیونین با فعال ســـازی مســـیر

بیـــان ژن هـــای آنتی‌اکســـیدانی ماننـــد SOD1 و GPX1 را 

افزایش می‌دهـــد، ســـطح مالون‌دی‌آلدئید را کاهـــش می‌دهد 

و مســـیرهای التهابـــی ماننـــد NF-κB را مهـــار می کند؛ این 

فراینـــد منجر به تعدیل ســـایتوکین های پیش‌التهابـــی )IL-6( و 

افزایش ســـایتوکین های ضدالتهابی )IL-10( می شـــود )10، 11(. 

همچنیـــن، روی در تنظیـــم بیـــان HSP70 از طریـــق تعامل با 

فاکتور HSF1 نقش دارد و از آپوپتوز ســـلولی ناشـــی از استرس 

جلوگیری می کنـــد )12(. با وجود این پیشرفت ها، شـــکاف های 

پژوهشـــی قابل توجهی باقی مانده اســـت. بیـــشتر مطالعات بر 

نژادهـــای غیربومی یا گونه هـــای دیگر متمرکز بـــوده و اثرات 

روی-متیونیـــن بـــر نژادهای بومـــی مانند ســـنجابی، به‌ویژه 

در میش هـــای غیرآبـــستن تحت تنـــش گرمایـــی طولانی مدت، 

بررسی نشده اســـت. همچنین، مکانیســـم های وابسته به دوز 

مکمل یـــاری روی-متیونین بر تعادل اکسیدانی-آنتی‌اکســـیدانی 

و تنظیـــم بیان ژن هـــای التهابـــی در شرایط تنـــش گرمایی در 

نشـــخوارکنندگان هنوز به طور جامع تحلیل نشـــده اســـت، در 

حالی کـــه متابولیســـم شـــکمبه‌ای و برهم کنش هـــای معدنی 

می تواننـــد به طـــور معنـــی‌داری فراهمـــی زیســـتی و الگوی 

جـــذب روی را تغییـــر دهنـــد )13(. این مطالعه بـــا هدف پر 

کـــردن بخشـــی از این خلأ دانشـــی، به ارزیابی اثرات ســـطوح 

مختلف روی-متیونین بر پاســـخ های فیزیولوژیکی، نشانگرهای 

استرس اکســـیداتیو و بیـــان ژن هـــای IL-6، IL-10 و HSP70 در 

ــبستن تحت تنش گرماـــیی پرداخت میش های ـــسنجابی غیرآـ

مقدمه

 دانش زیستیی ایران   .  سال 1404    .    دوره  20  .   شماره 2 
اشرفیارزیابی برهم کنش ترکیبات...

 مواد و روش ها

حیوانات و شرایط نگهداری
تمامی مراحل انجام آزمایش بر اســـاس دستورالعمل شورای مراقبت 

از حیوانـــات صورت گرفـــت )14(. آزمایش در ایســـتگاه تحقیقات 

کشـــاورزی و دامپروری مهرگان واقع در شهرســـتان کرمانشاه استان 

کرمانشاه در تابســـتان سال 1404 انجام شـــد که میانگین دمای آن 

حدود 38 درجه سلســـیوس بـــود. مکمل روی آلی مورد اســـتفاده 

 Zinpro Corporation,( حاوی 15 درصـــد روی، محصول شرکـــت

USA( بـــه جیره پایه اضافه شـــد. ایـــن مطالعه بـــر روی ۲۵ رأس 

میش ســـنجابی غیرآبستن ســـالم با ســـن تقریبی 16-18 ماه و وزن 

متوســـط 2/5 ± 54کیلوگرم انجام شـــد. جیره غذایی پایه بر اساس 

نیازهای NRC )2007( برای گوســـفندان تنظیم شـــد )15(. ترکیب 

مواد تشـــکیل‌دهنده و شـــیمیایی جیره پایه در جدول ۱ ارائه شده 

اســـت. جیره به گونه‌ای طراحی شـــد که نیازهای انـــرژی، پروتئین 

خـــام و مواد معدنی را تأمین کنـــد. آب تازه و غذا بـــه صورت آزاد 

)ad libitum( در اختیار حیوانـــات قرار گرفت. تمام حیوانات از نظر 

سلامتی توسط دامپزشک بررسی شدند و هیچ نشـــانه‌ای از بیماری 

نداشتند.
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جدول 1. اجزا و ترکیب شیمیایی جیره های آزمایشی ) بر اساس ماده خشک(

طراحی آزمایش
آزمایـــش در قالـــب طـــرح کاملاًً تصادفی  با ۵ تـــیمار و ۵ 

تکـــرار بـــرای هر تـــیمار )هر تکرار شـــامل یـــک میش( به 

مـــدت ۴۰ روز اجرا شـــد. تخصیص حیوانات بـــه تیمارها به 

صورت تصادفی انجام شـــد تا توزیع وزن و ســـن یکنواخت 

باشـــد. میش ها در آغل های انفرادی بـــه ابعاد 1/7 × 1 متر 

مجهز به آبخـــوری نگهداری شـــدند و در دو شرایط دمایی 

متفاوت قـــرار گرفتند. پنـــج رأس میش در اتاقـــی با تهویه 

مطبـــوع و دمـــای میانگین ۲۵ درجه سلســـیوس نگهداری و 

جیـــره پایه دریافت کردند )گروه شـــاهد منفـــی(. 20 رأس 

دیگر در ســـالنی با دمـــای ۳۸ درجه سلســـیوس و رطوبت 

نســـبی ۴۵ درصد بـــه مـــدت 6 ســـاعت در روز نگهداری 

شـــدند. این میش هـــا به‌‌‌طـــور تصادفی به یکـــی از چهار 

تـــیمار غذایی )تعداد 5 رأس گوســـفند بـــه ازای هر تیمار( 

شـــامل )1( جیـــره پایه بـــدون افزودن مکمـــل روی آلی به 

عنـــوان گروه شـــاهد مثبـــت، )2( جیره پایه بـــه اضافه 15 

میلی‌‌گـــرم  روی در هـــر کیلوگـــرم مـــاده خشـــک جیره از 

مکمـــل Zin-pro ، )3( جیـــره پایه به اضافـــه 30 میلی‌‌گرم 

Zin- روی در هـــر کیلوگرم ماده خشـــک جیـــره از مکمل

pro و )4( جیـــره پایه بـــه اضافه 45 میلی‌‌گـــرم روی در هر 

کیلوگـــرم ماده خشـــک جیره از مکمـــل Zin-pro اختصاص 

داده شـــدند. طبـــق NRC، نیاز روی برای گوســـفندان بالغ 

حـــدود ۲۰ تا ۳۳ میلی گرم در کیلوگرم ماده خشـــک اســـت، 

در حالـــی که جیـــره پایه ایـــن مطالعه حـــاوی 5 میلی گرم 

روی در کیلوگـــرم ماده خشـــک بود )جـــدول ۱(. بنابراین، 

این ســـطوح بـــه  منظـــور تأمیـــن مکمل یـــاری نزدیک به 

نیـــاز، ســـطح بهینه و ســـطح بالاتر جهت بررســـی پاســـخ 

وابســـته به دوز تحـــت شرایط تنش گرمایـــی در نظر گرفته 

شـــدند. شـــاخص دما-رطوبت )THI( با اســـتفاده از فرمول 

.)16( زیر محاســـبه شد 

کـــه در این فرمـــول Tdb دمـــای محیط بر حســـب درجه 

سلســـیوس و RH رطوبت نســـبی بر حســـب درصد است. 

طـــی مدت تنش گرمایی شـــاخص دما-رطوبـــت 87/42 بود 

که نـــشان‌دهنده تنش گرمایی ـــشدید اـــست.

فیزیولوژیکی اندازه گیری های 
در روز ۴۰، پاســـخ های فیزیولوژیکـــی اندازه گیـــری شـــد. 

 3M™ دیجیتال)مـــدل  استتوســـکوپ  بـــا  قلـــب  ضربـــان 

Littmann® ساخت کشـــور ایالات متحده آمریکا( و شمارش 

ضربه هـــا در شریان کاروتیـــد برای ۶۰ ثانیه ثبت شـــد. نرخ 

تنفـــس با شمارش حرکات قفســـه ســـینه و شـــکم برای ۶۰ 

ثانیـــه و دمـــای مقعد بـــا ترمـــومتر دیجیتال رکتـــال )مدل 

Omron MC-343F ســـاخت کشـــور ژاپن( اندازه گیری شد 

)17(. تـــام اندازه گیری ها در ســـاعت ۴ بعدازظهر توســـط 

یک فـــرد آموزش‌دیـــده انجام شـــد و میانگین ســـه نوبت 

ثـــبت گردید

هـــر کیلوگـــرم از مکمل ویتامینه و معدنـــی حاوی: 40 میلی   گـــرم منگنز به صـــورت MnSO4 .H2O ، 1 میلی   گرم  یـــد به صورت KI، 1 میلی   گـــرم  کبالت به 

صـــورت CoCl2 .6H2O، 45 میلی   گـــرم آهن بـــه صـــورت FeSO4 .7H2O، 20 میلی   گرم  مس به صـــورت CuSO4 .5H2O، 2500 واحـــد بین المللی ویتامین 

 E و 200 واحـــد بین المللی ویتامین D 400 واحـــد بین المللـــی  ویتامین ،A
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نتایج انتشار دیســـک و چاهک متابولیت آسپرژیلوس 
ترئوس و فوزاریوم روی اســـتافیلوکوک اورئوس

مقادیـــر 20، 40 ، 60 و 80 میکرولیتر متابولیت آســـپرژیلوس 

ترئوس روی دیســـک در محیط کشـــت تریپتیک ســـوی آگار 

قـــرار گرفـــت و بعد انکوباســـیون، قطـــر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 17، 24 ، 28 و 30 میلـــی متر ایجـــاد کرد و قطر 

هالـــه عدم رشـــد آنتی بیوتیـــک ونکومایســـین 22 میلی متر 

بدســـت آمد. مقادیـــر 100، 150 و 200 میکرولیتر متابولیت 

آســـپرژیلوس ترئوس در روش چاهک بعد انکوباســـیون، قطر 

هاله عدم رشـــد به ترتیـــب 31، 35 و 40 میلی متر ایجاد کرد. 

در انتشـــار دیســـک برای فوزاریـــوم با مقادیـــر مذکور قطر 

هاله عدم رشـــد بـــه ترتیـــب 8، 11 ، 12 و 15 میلی متر ایجاد 

کـــرد. در روش چاهک بـــرای فوزاریوم، قطر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 16، 18 و 20 میلی متر بدســـت آمد )شـــکل ۲(. 

نتایـــج آماری نشـــان داد که مقادیر مختلـــف متابولیت تاثیر 

متفاوتـــی بـــر قطر هاله عدم رشـــد داشـــتند و بـــا افزایش 

غلظـــت متابولیت، قطر هاله عدم رشـــد نیـــز افزایش یافت 

 )P≥ 0/05( و معنی دار شـــد

استرس  نشـــانگرهای  اندازه گیـــری  و  نمونه بـــرداری 
اکسیداتیو

در روز ۴۰، نمونه های خـــون )۱۰ میلی لیتر( از ورید وداج 

گردنی گرفته شـــد. جهت جداســـازی سرم، خون گیری در 

لوله هـــای وکیوم بدون مـــاده ضد انعقـــاد انجام گرفت. 

سرم بـــا ســـانتریفیوژ )۳۰۰۰ دور در دقیقـــه، ۱۵ دقیقه، 

۴ درجـــه سلســـیوس( جـــدا و در ۸۰ - درجه سلســـیوس 

نگهـــداری شـــد )18(. غلظـــت روی سرم با اســـتفاده از 

دســـتگاه اســـپکتروفتومتر جذب اتمی در طـــول موج 214 

نانـــومتر اندازه گیری شـــد. جهـــت آماده ســـازی نمونه ها، 

سرم با نســـبت ۱ بـــه ۵ با آب دیونیزه رقیق ســـازی گردید 

تا غلظـــت نمونه در دامنـــه منحنی اســـتاندارد قرار گیرد 

 Paglia9(. فعالیـــت گلوتاتیـــون پراکســـیداز بـــه روش(

در  دیســـموتاز  سوپراکســـید  و   )1967(  and Valentine

سرم بـــه روش Marklund and Marklund )1974(  بـــا 

 Randox Laboratories( اســـتفاده از کیت های تجـــاری

Ltd. Ardmore( ســـاخت کشـــور انگلســـتان و مطابـــق 

 .)20  ،19( شـــد  اندازه گیـــری  ســـازنده  دســـتورالعمل 

ســـطوح سرمـــی مالـــون دی آلدئیـــد به عنـــوان محصول 

پراکسیداســـیون لیپیدی بـــر اســـاس روش تیوباربیتوریک 

اســـید اندازه گیـــری شـــد )21(. ظرفیت آنتی اکســـیدانی 

کل سرم بـــر اســـاس روش FRAP اندازه گیری شـــد )22(

ها ژن  بیان  ارزیابی 
از نمونه هـــای خـــون جمـــع آوری شـــده از میـــش ها، 

 RNeasy®( کل با اســـتفاده از کیـــت mRNA اســـتخراج

Mini Qiagen، Hilden،Germany( انجام شـــد و سپس

توســـط  شـــده  تولید  کیت  دســـتورالعمل  مطابق   cDNA

شرکـــتBioNeer  )ســـئول، کـــره جنوبی( ســـنتز شـــد. 

توالـــی ژن هـــای اینترلوکین10، 6، پروتئین شـــوک حرارتی 

و β-actin  بـــا اســـتفاده از پایگاه داده هـــای ژنی مرکز 

توالی هـــای  و   )NCBI( بیوتکنولـــوژی  اطلاعـــات  ملـــی 

گزارش شـــده قبلـــی تهیه شـــد )23(. از ژن β-actin  به 

عنـــوان ژن مرجع اســـتفاده شـــد. پـــس از تهیـــه توالی 

ژن هـــا، پرایمرهـــای اختصاصـــی ژن توســـط نـــرم افزار 

  BioNeer طراحـــی و توســـط شرکـــت primer express

)ســـئول، کره جنوبی( ســـنتز شـــدند. مشـــخصات پرایمر 

هـــا در جـــدول 2 نشـــان داده شـــده اســـت. تجزیه و 

تحلیـــل تولید و منحنی ذوب با اســـتفاده از یک سیســـتم

 )Real-Time PCR)Applied Bio systems, Foster City, CA  

انجام شـــد. شرایـــط چرخه حرارتی شـــامل فعال ســـازی 

آنزیـــم در دمـــای 95 درجـــه ‌‌سلســـیوس بـــه مدت 15 

دقیقـــه، به دنبـــال آن 40 چرخه واسرشـــتی در دمای 95 

درجه ‌‌سلســـیوس بـــرای 15 ثانیه و در دمـــای 56 درجه 

‌‌سلســـیوس برای 20 ثانیـــه ذوب پرایمـــری و گسترش در 

دمـــای 72 درجه سلســـیوس بـــرای 30 ثانیه انجام شـــد 

)23-25(. نســـبت بیان نســـبی ژن هـــای اینترلوکین10، 6 

  β-actin و HSP70 بـــه عنـــوان ژن های هدف بـــه ژن 

بر اســـاس روش لیواک و اشـــمیگتن )2001( نرمال سازی 

.)26( شد 

qRT-PCR  جدول ۲. پرایمرهای استفاده شده برای

 ۹.۴ نســـخه   SAS نرم‌افـــزار  از  اســـتفاده  بـــا  داده‌هـــا 

)SAS Institute Inc., Cary, NC, USA( و آزمـــون تجزیـــه 

واریانـــس )ANOVA( در قالـــب طـــرح کاملاًً تصادفی تحلیل 

Shapiro- شـــدند. ارزیابی نرمـــال بودن داده‌هـــا با آزمـــون

Wilk بررســـی شـــد و در صـــورت نیـــاز، برای نرمال ســـازی 

توزیع، تبدیـــل لگاریتمی اعمال گردید. مقایســـه میانگین ها با 

اســـتفاده از آزمون چندمرحله‌ای دانکن در ســـطح معنی‌داری

 ۵ درصـــد انجام شـــد تا تفاوت هـــای بین تیمارها شناســـایی 

آنالیز آماری
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سرم آنتی     اکســـیدانی  فراســـنجه های  و  روی  غلظـــت 

نتایج غلظت روی سرم و فراســـنجه های آنتی‌‌‌‌‌اکســـیدانی سرم در 

جدول 3 ارائه شـــده اســـت. غلظت روی در سرم به صورت وابسته 

 .)P<0.05( بـــه دوز با افزایـــش دوز روی در جیره افزایش یافـــت

تنش گرمایی در گروه شـــاهد مثبت به طـــور معنی‌داری فعالیت 

آنزیم هـــای GPX، SOD و TAC را کاهش و ســـطح MDA را در 

مقایســـه با گروه شـــاهد منفی افزایـــش داد )P<0.05(. مکمل 

روی-متیونیـــن در دوزهای ۳۰ و ۴۵ میلی گـــرم به طور معنی‌داری 

ایـــن اثـــرات را تعدیـــل کـــرد )P<0.05(. دوز ۱۵ میلی گرم بهبود 

ــما اثر آن کمتر بود نســـبی در GPX،SOD  و TAC ایجاد کرد، اـ

نتایج

جدول 3. غلظت روی و فراسنجه های آنتی     اکسیدانی سرم میش های دریافت  کننده سطوح مختلف مکمل روی-متیونین

فیزیولوژیکی پاسخ های 
اثـــر تیمارهـــا بـــر پاســـخ های فیزیولوژیکـــی )ضربـــان 

قلـــب، نرخ تنفـــس و دمای مقعـــد( در جـــدول 5 ارائه 

شـــده اســـت. تنـــش گرمایی در گـــروه شـــاهد مثبت به 

طـــور معنـــی‌داری ضربـــان قلب، نـــرخ تنفـــس و دمای 

مقعـــد  را در مقایســـه بـــا گروه شـــاهد منفـــی افزایش 

 ۳۰ ســـطوح  در  روی-متیونیـــن  مکمـــل    .)P<0.05( داد 

و ۴۵ میلی گـــرم بـــر کیلوگـــرم بـــه طور معنـــی‌داری این 

پارامترهـــا را کاهش داد. ســـطح ۱۵ میلی گـــرم اثر کمتری 

داشـــت و تنهـــا ضربـــان قلب و نـــرخ تنفـــس را به طور 

داد بهبود  ــئی  جزـ

جدول 4. پاسخ های فیزیولوژیکی میش های دریافت کننده سطوح مختلف مکمل روی-متیونین

التهابی و شوک حرارتی بیان ژن های 
ارائه شـــده   4 نســـبی ژن هـــا در جـــدول  بیان  نتایـــج 

اســـت. تنـــش گرمایی در گروه شـــاهد مثبـــت بیان ژن 

HSP70  را  IL-10  را بـــه 63/0 کاهش و بیـــانIL-6  و 

2 برابر نســـبت به شـــاهد  /52 2/83 و  بـــه  بـــه ترتیب 

منفـــی افزایش داد )P<0.05(.  مکمـــل روی-متیونین در 

این  ۴۵ میلی گـــرم به طور معنـــی‌داری  ۳۰ و  دوزهـــای 

تغییـــرات را تعدیـــل کـــرد  )P<0.05(. دوز ۱۵ میلی گرم 

HSP70  را  IL-6  و  اثر محدودی داشـــت و تنها بیـــان 

به ـــطور جزـــئی کاهش داد
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بحث

تنـــش گرمایی بـــا ایجاد اخـــتلال در هموســـتازی فیزیولوژیکی، 

افزایـــش تولیـــد گونه هـــای اکســـیژن واکنش پذیـــر از منابـــع 

میتوکندریایی و غیرمیتوکندریایی مانند NADPH اکسیداز، منجر 

به پراکسیداســـیون لیپیدی، آسیب ســـلولی و التهاب سیستمیک 

می شـــود )27(. همان گونه که در جدول 3 مشـــاهده می شـــود، 

افزایش ســـطح مکمـــل روی در جیـــره موجـــب افزایش خطی 

غلظت سرمـــی روی شـــد. این روند نشـــان می‌دهـــد که حتی 

تحـــت شرایط تنـــش گرمایی نیز بـــا افزایش ســـطح روی جیره، 

جذب و تجمـــع آن در سرم به طور مؤثری بهبود یافته اســـت. این 

نتیجه با گزارش Jamei و همکاران )28( هم خوانی دارد که نشـــان 

دادند افـــزودن روی به جیـــره میش های آبـــستن موجب افزایش 

غلظت سرمـــی روی پس از یک هفته شـــد. همچنین با توجه به 

اینکه غلظت روی سرم یک شـــاخص معتبر برای ارزیابی وضعیت 

دریافت و تغذیه روی اســـت، افزایش مشاهده  شـــده در بره های 

دریافت کننـــده مکمل نســـبت به گروه شـــاهد مثبـــت، بیانگر 

بهبـــود وضعیـــت روی در شرایط تنش گرمایی اســـت )29(

در ایـــن مطالعه، افزایش معنـــی‌دار ســـطوح مالون‌دی‌آلدئید در 

گروه کـــنترل مثبت به میزان در مقایســـه با گـــروه کنترل منفی 

نشان‌دهنده شدت پراکسیداســـیون لیپیدی ناشی از تنش گرمایی 

اســـت )27، 30(. کاهـــش فعالیـــت آنزیم های آنتی‌اکســـیدانی 

سوپراکســـید دیســـموتاز، گلوتاتیـــون پراکســـیداز و ظرفیـــت 

آنتی‌اکسیدانی کل در گروه شـــاهد مثبت، حاکی از تضعیف دفاع 

آنتی‌اکســـیدانی در برابر گونه های اکســـیژن واکنش پذیر اســـت 

)31، 32(. ایـــن یافته ها با نتایج مطالعات پیشـــین همخوانی دارد 

که نشـــان دادند تنـــش گرمایی در گوســـفندان مرینوس فعالیت 

SOD و GPX را تـــا 50 درصـــد کاهـــش و MDA را تا 70 درصد 

افزایـــش می‌دهـــد، نتیجـــه‌ای که بـــه افزایش تولیـــد گونه های 

اکســـیژن واکنش پذیـــر و مصرف بیـــش از حد آنتی‌اکســـیدان ها 

نسبت داده می شـــود )34 ،33(. Chauhan و همکاران )2014( نیز 

در نشـــخوارکنندگان کاهش TAC را به عنوان نشـــانه‌ای از آسیب 

اکســـیداتیو ناشـــی از تنش گرمایی تأیید کردند، کـــه با نتایج این 

مطالعه هم‌راســـتا اســـت )35(. مکمل روی-متیونین در دوزهای 

۳۰ و ۴۵ میلی گـــرم بر کیلوگـــرم به طور معنی‌داری ایـــن اثرات را 

تعدیـــل کرد و ســـطوح  SOD،GPX  و TAC را به مقادیر نزدیک 

به گروه شـــاهد منفـــی بازگردانـــد. این بهبود به نقـــش روی به 

عنـــوان کوفاکتور ســـاختاری در SOD جهت تبدیل سوپراکســـید 

به پرکســـید هیدروژن و اثر غیرمســـتقیم آن بر ســـنتز گلوتاتیون 

برای GPX جهت تبدیل پرکســـید هیدروژن به آب نســـبت داده 

می شود )36، 37(. مکانیســـم مولکولی احتمالی شامل فعال‌سازی 

مسیر ســـیگنالینگ Nrf2 اســـت که بیان ژن های آنتی‌اکسیدانی 

ماننـــد SOD، GPX  و کاتالاز را القا می کنـــد )38(. یافته های این 

تحقیق با مطالعـــه Mandal و همـــکاران )39( مطابقت دارد که 

نشـــان دادند مکمل یاری با روی در گوســـاله های نر دورگ باعث 

بهبود پاســـخ ایمنی و وضعیت آنتی‌اکســـیدانی می شود، که این 

امر به نقـــش روی به عنوان کوفاکتور آنزیم های آنتی‌اکســـیدانی 

نســـبت داده شـــد. مطالعات قبلی در گاوهای شیری افزایش قابل 

توجهـــی در TAC را با مکمل یابی روی-متیونین گـــزارش کرده‌اند 

)40(، در حالـــی که در مطالعه حـــاضر TAC در دوز 30 میلی گرم 

افزایـــش بیشتری نشـــان داد، کـــه می تواند به دلیـــل تفاوت در 

گونه، شـــدت تنش گرمایی یا متابولیســـم شـــکمبه‌ای باشد )41(. 

ســـطح ۳۰ میلی گرم در مقایســـه با ۴۵ میلی گرم اثربخشی بیشتری 

نشـــان داد. این تفاوت احـــتمالاًً به جذب بهینه روی در ســـطح 

پایین تر مربوط می شـــود، زیرا در این ســـطح سیستم های انتقال 

ماننـــد ZIP4 و ZnT1 به حالت اشـــباع نمی‌رســـند. در ســـطوح 

بالاتر، کارایی جـــذب کاهش می یابد و احـــتمال تداخل با جذب 

ســـایر عناصر کم‌مصرف افزایـــش می یابد )42، 43(. در مقایســـه 

با مطالعـــه Pearce و همـــکاران )44( که در خوک هـــا دوزهای 

بالاتـــر روی )۶۰ میلی گرم بـــر کیلوگرم( اثرات بهتری نشـــان داد، 

در نشـــخوارکنندگان فرم آلی روی-متیونین بـــه دلیل مقاومت به 

تجزیه شـــکمبه‌ای و فراهمی زیســـتی بالاتر، امکان دستیابی به 

اثرات مشـــابه را در دوزهـــای پایین تر )۳۰ میلی گـــرم بر کیلوگرم( 

فراهـــم می کنـــد. علاوه بـــر ایـــن، در میش هـــای غیرآبستن به 

دلیل عدم وجود فشـــار متابولیکی ناشـــی از بـــارداری، این اثرات 

محافظتی ممکن اســـت برجسته تر باشـــد )45، 46(

جدول 5. بیان ژن های التهابی و شوک حرارتی میش های دریافت کننده سطوح مختلف مکمل روی-متیونین
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در ســـطح مولکولـــی، تنش گرمایی بیـــان ژن التهابـــی IL-6  را 

بـــه 2/83 برابـــر و HSP70  را به 2/52 برابـــر افزایش و بیان ژن 

ضد التهابـــی IL-10  را بـــه 0/63 کاهش داد، که نشـــان‌دهنده 

فعال ســـازی مســـیر NF-κB توســـط گونـــه های اکســـیژن 

واکنش پذیـــر و التهاب سیســـتمیک اســـت )47، 48(. افزودن 

مکمـــل روی-متیونین به جیره میش ها باعـــث کاهش معنی‌دار 

بیان ژن های پیش التهابـــی )IL-6 و HSP70( و افزایش معنی‌دار 

ژن ضدالتهابـــی )IL-10( نســـبت بـــه میش های گروه شـــاهد 

مثبت شـــد. این اثـــرات تعدیل کننده به مهار فسفوریلاســـیون 

زیرواحـــد p65 در مســـیر NF-κB و فعال ســـازی هم‌زمـــان 

مســـیرهای STAT3 و PPARγ نســـبت داده می شود که بیان 

ســـایتوکین‌های ضدالتهابی را تقویـــت می کنـــد )48، 49، 50(. 

 A20 مکانیســـم دقیق این فرآیند شـــامل اتصال روی به پروتئین

اســـت که به عنوان مهارکننده NF-κB عمل کـــرده و التهاب 

را سرکـــوب می کند )51(. مطالعات پیشـــین نشـــان داده‌اند که 

مکمل یـــاری روی آلـــی در گاوها منجـــر به کاهـــش ۴۰ تا ۴۵ 

درصـــدی بیان ژن IL-6 می شـــود. ایـــن یافته ها بـــا کاهش ۴۱ 

درصدی مشاهده شـــده در مطالعـــه حـــاضر )از ۲/۸۳ به ۱/۶۶ 

در ســـطح ۳۰ میلی گـــرم( مطابقت دارد )52(. مطالعات نشـــان 

داده‌انـــد که فرم های آلی روی در مقایســـه بـــا فرم های معدنی، 

اثـــرات مطلوب تری بر افزایـــش بیان ژن IL-10 دارنـــد؛ یافته‌ای 

کـــه برتری مکمـــل روی-متیونین را تأیید می کنـــد )53(. افزایش 

بیـــان ژن HSP70 در گـــروه شـــاهد مثبت، اگرچه یک پاســـخ 

حفاظتی برای جلوگیری از دناتوره شـــدن پروتئین ها محســـوب 

می شـــود، اما بیان بیش‌ازحد آن نشـــانگر استرس مزمن اســـت 

)54(. در همین راســـتا، محققان افزایش سه برابری این پروتئین 

را در گاوهـــای تحـــت تنـــش گرمایی گـــزارش کرده‌انـــد )55(. 

کاهش ســـطح HSP70 در تیمارهای دریافت کننده روی-متیونین 

به کاهـــش رادیکال هـــای آزاد و افزایش ســـنتز متالوتیونئین ها 

نســـبت داده می شـــود؛ پروتئین هایـــی که می تواننـــد به عنوان 

شـــپرون های جایگزین عمل کننـــد )54(. مکانیســـم مولکولی 

  )HSF1( ۱ این اثر شـــامل تعامل روی با فاکتور شـــوک حرارتـــی

اســـت که به عنوان فاکتور رونویســـی ژن HSP70 عمل می کند 

)55، 56(. افزایـــش ضربان قلب، نرخ تنفـــس و دمای مقعد در 

گروه شـــاهد مثبت نشـــان‌دهنده تلاش برای دفع گرما از طریق 

مکانیســـم های تنظیم دمای بدن مانند تنفـــس سریع و افزایش 

گردش خون اســـت کـــه با افزایش متابولیســـم پایـــه و کاهش 

بهره‌وری انرژی همراه اســـت )33(. این یافته هـــا با گزارش های 

قبلی همخوانـــی دارد که افزایش ۲۰ تـــا ۳۰ درصدی در ضربان 

قلب و نرخ تنفس را در گوســـفندان تحت تنش گرمایی توصیف 

کرده‌اند و آن را به فعال ســـازی محـــور هیپوتالاموس-هیپوفیز-

آدرنال و افزایش کورتیزول نســـبت داده‌انـــد که منجر به اختلال 

در تعـــادل هورمونـــی و کاهـــش مصرف خوراک تـــا ۳۰ درصد 

می شـــود )33(. علاوه بر ایـــن، مطالعات قبلی در گوســـفندان 

نشـــان داده‌اند که افزایش نرخ تنفس به عنوان شـــاخص اصلی 

تنـــش گرمایی با آســـیب اکســـیداتیو و التهـــاب عروقی مرتبط 

اســـت )57(. در مطالعه حـــاضر، دمای مقعد در گروه شـــاهد 

مثبت بیش از 1/6 درجه سلســـیوس بالاتر از گروه شـــاهد منفی 

بود که با شـــاخص دما-رطوبت )THI( بالای ۸۴ همخوانی دارد 

و نشـــان‌دهنده تنش گرمایی شـــدید اســـت )58(. مکمل روی-

متیونین در دوزهای ۳۰ و ۴۵ میلی گـــرم بر کیلوگرم این پارامترها 

را بـــه طور معنی‌داری کاهش داد که نشـــان‌دهنده بهبود تنظیم 

دمـــای بدن و کارایی مکانیســـم های تنظیم حرارتی اســـت. این 

اثرات به تقویت دفاع آنتی‌اکســـیدانی، کاهـــش التهاب و بهبود 

عملکـــرد میتوکندریایی نســـبت داده می شـــود، زیـــرا کاهش 

گونه هـــای اکســـیژن واکنش پذیر اجازه می‌دهد تا سیســـتم های 

عروقی و تنفســـی کارآمدتر عمل کنند )59، 60(. مطالعات قبلی 

در گوســـفندان تحت تنش گرمایی کاهـــش ۲۰ تا ۳۰ درصدی در 

نرخ تنفس را با مکمل های آنتی‌اکســـیدانی حـــاوی روی گزارش 

کرده‌اند )34( کـــه با کاهش ۳۰ درصدی مشاهده شـــده در نرخ 

تنفـــس )از 75 به 53 تنفـــس در دقیقـــه( در دوز ۳۰ میلی گرم 

 SOD در ایـــن مطالعه همخوانـــی دارد و به افزایـــش فعالیت

و GPX نســـبت داده شـــد. همچنین گزارش شـــده اســـت که 

 E مکمل یاری ترکیبی آنتی‌اکســـیدان ها شامل ســـلنیوم، ویتامین

و روی اثر هم‌افزایی داشـــته و کاهش بیـــشتری در ضربان قلب 

و نـــرخ تنفس ایجاد می کند که پیشـــنهاد می کنـــد مکمل روی-

متیونیـــن می تواند به عنـــوان بخشـــی از استراتژی های ترکیبی 

مورد اســـتفاده قرار گیرد )61(. مکانیســـم احتمالی شامل تنظیم 

کانال هـــای یونی ماننـــد ZnT1 در ســـلول های عضلانی قلب و 

عروق اســـت که حساســـیت بـــه کورتیزول را کاهـــش می‌دهد 

)62(. در مقایســـه بـــا مطالعات انجام شـــده بـــر روی طیور که 

کاهـــش ۱۵ تا ۲۰ درصدی نـــرخ تنفس را با مکمل یـــاری روی و 

ویتامیـــن A در جوجه های گوشـــتی تحت تنش گرمایی نشـــان 

دادند )63(، اثرات در نشـــخوارکنندگان مانند گوســـفند سنجابی 

ممکن اســـت به دلیل متابولیسم شـــکمبه‌ای متفاوت و فراهمی 

زیســـتی بالاتر فرم های آلـــی روی قوی تر باشـــد )53(. کاهش 

نرخ تنفس در ایـــن مطالعه می تواند به بهبـــود مصرف خوراک 

و آب منجـــر شـــود، زیـــرا تنش گرمایـــی اغلب ماده خشـــک 

مصرفی را تـــا ۳۰ درصد کاهـــش می‌دهد و این امـــر بهره‌وری 

کلی را افزایـــش می‌دهد )64(



69

h tt p s : / / z i s ti . i a u v a r a m i n . a c . i r

ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا  دانش زیستیی ایران   .  سال 1404    .    دوره  20  .   شماره 2 دانش زیستیی ایرر
اشرفیارزیابی برهم کنش ترکیبات...

بـــا این حـــال، ســـطح ۱۵ میلی گرم اثـــر کمتری داشـــت که بر 

اهمیت تعیین ســـطح بهینـــه تأکید می کند. در ایـــن مطالعه از 

میش های غیرآبـــستن با هدف حذف تـــداخلات فیزیولوژیکی و 

هورمونی مرتبط با آبستنی و شـــیردهی و تمرکز بر اثرات خالص 

تنش گرمایـــی و مکمل روی-متیونین اســـتفاده شـــد. هرچند 

نتایـــج حاصل، نقش مؤثر روی را در کاهش استرس اکســـیداتیو و 

تعدیل پاســـخ های ایمنی نشـــان می‌دهد، تعمیم ایـــن یافته ها 

بـــه میش های آبـــستن یـــا دام های نر بایـــد با احتیـــاط انجام 

شـــود؛ زیرا در دوره آبســـتنی نیاز متابولیکی بـــه روی افزایش 

یافتـــه و در جنـــس نر نیـــز تفاوت های هورمونـــی می تواند بر 

مسیرهای اکسیداتیو و پاســـخ به مکمل ها تأثیرگذار باشد )۶۵(. 

ازاین‌رو، بررســـی اثرات وابســـته به دوز روی-متیونین در مراحل 

مختلف فیزیولوژیکی )آبستنی و شـــیردهی( و در هر دو جنس 

در مطالعات آتی پیشـــنهاد می شـــود. از ســـوی دیگر، جیره پایه 

مورد اســـتفاده حاوی حـــدود ۲۵۰۰ میلی گـــرم متیونین در هر 

کیلوگرم ماده خشـــک بـــود، در حالی‌که متیونین تأمین شـــده از 

طریـــق مکمل روی-متیونین در بالاترین ســـطح تـــیمار تنها ۹۰ 

میلی گـــرم در کیلوگرم )کـــمتر از ۴ درصد متیونیـــن کل جیره( را 

شامل می شـــد. ازاین‌رو، ســـهم تغذیه‌ای متیونینِِ همراه مکمل 

ناچیز ارزیابی شـــده و تغییرات مشاهده شـــده در شاخص های 

فیزیولوژیـــک، وضعیت اکســـیداتیو و بیان ژن هـــای مرتبط با 

تنـــش گرمایـــی، عمدتاًً به فراهمی زیســـتی بـــالای عنصر روی 

نـــسبت داده می شود

نتیجه گیری

بـــر اســـاس یافته های ایـــن پژوهـــش، می توان نتیجـــه گرفت 

که مکمـــل روی-متیونین با مکانیســـم های مختلفـــی از جمله 

تقویت سیســـتم آنتی‌اکســـیدانی، مهـــار مســـیرهای التهابی و 

تنظیم پاســـخ پروتئین های شـــوک حرارتی، یک راهکار تغذیه‌ای 

مؤثر و عملی بـــرای کاهش پیامدهای زیانبـــار تنش گرمایی در 

گوسفندان ســـنجابی است. اســـتفاده از این مکمل در سطح ۳۰ 

میلی گـــرم بر کیلوگرم جیـــره می تواند به عنوان بخشـــی از یک 

استراتژی مدیریتـــی جامع برای بهبود رفـــاه، سلامت و بهره‌وری 

این دام های باارزش در مناطق گرمســـیر و نیمه گرمســـیر توصیه 

شود

هیچ گونه تعارض منافع در انجام این پژوهش وجود ندارد.

تضاد منافع

داده ها به صورت عمومی در دسترس نیستند، اما در صورت درخواست معقول، از طریق نویسنده مسئول قابل دریافت می باشند.

در دسترس بودن

مشارکت نویسندگان

تمام مراحل این پژوهش از جمله طراحی مطالعه انجام فرایند و نوشتن مقاله توسط نویسنده مسیول انجام شده است.

حمایت مالی

این پژوهش هیچ گونه حمایت مالی دریافت نکرده است.

از ریاســـت محترم مرکز تحقیقات و آموزش کشـــاورزی و منابع طبیعی اســـتان کرمانشـــاه به جهـــت در اختیار قـــرار دادن امکانات 

ایـــستگاه کـــشاورزی و دامپروری مهرگان تـــشکر و قدردانی می شود

تقدیر و تشکر
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