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تغییرات بیان ژنی برخی پروتئین های متابولیکی فعال در اپیتلیوم شکمبه بره های 
پرواری تغذیه شده با روغن و موننسین
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 چکیده  
زمینه مطالعه: نشخوارکنندگان تغذیه شده با جیره های غلاتی در معرض بروز ناهنجاری های گوارشی از جمله اسیدوز هستند که می تواند 
آثار زیان بار اقتصادی بالایی داشته باشد. هدف: در این پژوهش، اثر افزودن موننسین و مخلوط روغن های گیاهی و دریایی به جیره های غنی 
از غلات روی بیان ژنی آنزیم های درگیر در مســیرهای متابولیک تکثیر ســلولی و کارکرد سلول های اپیتلیالی شکمبه مورد بررسی قرار گرفت. 
روش کار: 22 رأس بره نر افشاری با میانگین وزنی )8kg± 45( در قالب طرح کاملاًً تصادفی با جیره  غلاتی حاوی 80 % کنسانتره و 20 % علوفه  به 
مدت 21 روز عادت دهی شدند. بعد از دوره عادت پذیری بره ها به 3 گروه تقسیم بندی شدند که به مدت 8 هفته جیره های آزمایشی شامل:1(جیره 
غلاتی بدون مواد افزودنی، 2( جیره غلاتی و  mg 30 موننسین برای هر بره در روز و 3 (جیره غلاتی و مخلوط روغن های غیر اشباع ) g40  روغن 
ماهی وg 60 روغن آفتابگردان( برای هر بره در روز دریافت کردند. در پایان دوره پرواربندی تمام بره ها کشتار شده و نمونه های اپیتلیوم از قسمت 
شکمی شکمبه برای سنجش تغییرات در بیان mRNA ژنی گرفته و بررسی بیان ژنهای HMGCS1 ،MCT4 ،MCT1 و HMGCS2 توسط 
Real Time PCR؛ انجام شد. نتایج: بیان mRNA ژن های درگیر در سنتز پروتئین های ناقل اسیدهای چرب فرار )MCT1 و MCT4( در بافت 
اپیتلیوم بره های تغذیه شده با جیره غلاتی و موننسین در مقایسه با شاهد تنظیم افزایشی داشت و در بره های تغذیه شده با جیره غلاتی و روغن در 
 mRNA اضافه کردن روغن و موننسین به جیره غلاتی به ترتیب سبب افزایش و کاهش بیان .)p>0.001( مقایسه با شاهد تنظیم کاهشی داشت
ایزوفرم سیتوزولی آنزیم هیدروکسی متیل گلوتاریل کوآنزیم آ سنتاز )HMGCS1( شد )p>0.001(. بیان mRNA ایزوفرم میتوکندریایی این 
آنزیم )HMGCS2( در بافت اپیتلیوم شکمبه بره های تغذیه شده با جیره های مکمل شده با روغن و موننسین نسبت به شاهد به ترتیب بدون 
تغییر و افزایش نشان داد )p>0.001(. نتیجه گیری نهایی: نتایج این پژوهش نشان داد افزودن موننسین و روغن به عنوان ابزاری تغذیه ای برای 
کاهش اسیدوز سبب تغییر در بیان mRNA پروتئین های انتقال دهنده اسیدهای چرب فرار و آنزیم های محدود کننده در سنتز کلسترول و اجسام 

کتونی در اپیتلیوم شکمبه شد.

واژه های کلیدی: اسیدوز، بیان ژن، موننسین، اپیتلیال شکمبه، روغن غیر اشباع

مقدمه
امروزه استفاده از جیره های غذایی نشخوار کنندگان به لحاظ دست یابی به 

بیشینه تولید با غلظت بالای مواد کنسانتره ای در جیره امری عادی به نظر 

می رسد. هنگامی که غلات در جیره غذایی نشخوار کنندگان افزایش یابد، 

نرخ تخمیر شکمبه ای اسیدهای چرب زنجیره کوتاه و سرعت جذب آنها از 

دیواره شکمبه افزایش یافته و این امر باعث کاهش سریع pH شکمبه و از 

دست دادن حالت بافری آن می شود. لذا نشخوار کنندگان را در معرض بروز 

ناهنجاری های گوارشی از جمله اسیدوز تحت حاد شکمبه ای  قرار می دهد، 

که در مقایســه با اسیدوز حاد می تواند خطر اقتصادی بیشتری داشته باشد 

)26(. اســیدوز تحت حاد شکمبه ای سبب کاهش خوراک مصرفی، کاهش 

تولید شــیر و گوشت، آبسه های کبدی، زخم شکمبه شــده و در درازمدت 

مرگ های ناگهانی را به همراه دارد )23(. دســت کاری های فیزیولوژیکی، 

جیره ای و میکروبی جهت کاهش اســیدوز در نشــخوار کنندگان پیشنهاد 

شــده است که از نقطه نظر میکروبی اســتفاده از مواد افزودنی به خصوص 

آنتی بیوتیک های یونوفر و روغن های گیاهی مورد توجه جدی قرار گرفته اند 

)22(. استفاده از این مواد مستلزم آگاهی از کارکرد شکمبه نشخوار کنندگان 

تغذیه شــده با جیره های حاوی کنسانتره بالا است. اپیتلیوم شکمبه از نظر 

متابولیکی بسیار فعال بوده و بیشترین مصرف کننده انرژی در بافت احشایی 

اســت )12(، که انرژی مصرفی را از اکسیداســیون اسیدهای چرب فرار به 

دست می آورد. با توجه به سطح دانش کنونی به نظر می رسد پروتئینی که 

در انتقــال - SCFA ، لاکتات و کتون بادی ها  در غشــا پایه فعال اســت، 

مونوکربوکسیلات کوترنسپورترMCT1(1( می باشد. این پروتئین می تواند 

نقش مهمی در خروج پروتون آپیکالی و-SCFA و ورود -HCO3 به داخل 

سلول داشــته باشــد. افزایش عملکرد این پروتئین نقش مهمی در انتقال 

مواد مغذی از اپیتلیال شــکمبه داشته و در تعدیلpH داخل سلولی نقشی 

مهــم و اساســی دارد )5،17(. پروتئین دیگری که می تواند نقش مهمی در 

خروج پروتون آپیکالی و - SCFA و احتمالًا ورود -HCO3 داشــته باشــد 

مونوکربوکســیلات کوترنســپورترMCT4( 4( می باشــد )1،14(. کتوژنــز 

مســیر اصلی در اپیتلیوم شکمبه است. اســیدهای چرب زنجیر کوتاه پس 

 )HMG-COA( از جذب به 3-هیدروکســی-3متیل گلوتاریل-کوآنزیم آ
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توســط آنزیم HMG-COA ســنتاز میتوکندریایی )HMGCS2( تبدیل 

شــده و در نهایت به اجســام کتونی تبدیل می شــوند )2(. به علاوه اینکه 

HMG-COA در سیتوپلاســم توســط HMG-COA سنتاز سیتوزولی 

)HMGCS1( و آنزیم های دیگر به کلســترول تبدیل می شود )4(. بنابراین 

وقتی جذب اسیدهای چرب فرار افزایش می یابد ممکن است ژن های درگیر 

در متابولیســم آنها برای حفظ هموستازی ســلول و کل بدن تنظیم شوند. 

تاکنون تلاش ها برای درک مکانیســم مولکولی تغییرات در بافت اپیتلیوم 

شــکمبه معطوف به بیان ژنی برخی از پروتئین ها در حیوان تغذیه شــده با 

جیره های کنسانتره ای در مقایســه با علوفه ای بوده است تا مکانیسم های 

ســازگاری با جیره های غلاتی مورد مطالعه قرار گیرد. عمده این مطالعات 

متناسب با کاربرد عملی آن در سطح حیوان در کوتاه مدت انجام شده است 

)24،31،32( و در مواردی نیز برای درک سطوح مولکولی اسیدوز شکمبه ای 

مبادرت به القای آن در حیوان شــده اســت )31،32(. تغییــرات در خوراک 

مصرفی روزانه یکی از شاخص های مهم اسیدوز تحت کلینیکی است )3( و 

در نشخوارکنندگان تغذیه شده با سطوح بالای کربوهیدرات قابل تخمیر در 

شکمبه امری معمول است )21(. هدف از این پژوهش درک اثرات موننسین 

و روغن در جیره های غلاتی در بره های پرواری سازگار شده با سطوح بالای 

غلات روی مسیرهای متابولیک تکثیر سلولی و کارکرد سلول های اپیتلیالی 

شــکمبه از طریق تعیین بیان ژنی برخی پروتئین ها و  آنزیم های درگیر در 

این مسیرها می باشد.  

مواد و روش کار
دام ها و جیره های آزمایشی: بیست و دو رأس بره نر افشاری با متوسط 

وزنی kg 8 ± 45 و ســن 6 ماهگی از گله دانشــگاه زنجان به طور تصادفی 

 171× 83  Cm انتخاب شدند و در جایگاه های انفرادی با کف سیمانی به ابعاد

مربع پوشــیده شده با کود خشــک و تراشه چوب مجهز به آخور و آبخوری 

انفرادی نگهداری شدند. آزمایش توسط کمیته حمایت از حیوانات دانشگاه 

زنجان تایید شد و تمام مراحل توسط شبکه دامپزشکی استان نظارت شد. 

این مطالعه بخش دوم از پژوهشی با هدف بهبود عملکرد و کیفیت گوشت 

بره های تغذیه شده با سطوح بالای کنسانتره اجرا شده در ایستگاه تحقیقاتی 

گروه علوم دامی می باشد. به طور خلاصه بره ها به جیره  غلاتی حاوی %80   

کنســانتره و 20 % علوفه  بود که بره ها به 3 گروه تقسیم بندی شدند که به 

مدت 8 هفته جیره های آزمایشی شامل:1(جیره غلاتی بدون مواد افزودنی 

)8 بره(، 2( جیره غلاتی و  mg 30 موننســین برای هر بره در روز )8 بره( و 

 60 g 40 روغن ماهی و g( جیره غلاتی و مخلوط روغن های غیر اشــباع) 3

روغن آفتابگــردان( برای هر بره در روز)6 بره( دریافت کردند. ترکیب جیره 

به صورت20% یونجه خرد شده، 65 % جو آسیاب شده، 11% کنجاله سویا، 

1/35% کربنات کلسیم، 1/33% بی کربنات سدیم، 0/66% مکمل معدنی و 

 2/7 Mcal/kg ویتامینی و 0/66% نمک بود. انرژی قابل متابولیسم جیره ها

و پروتئین خام 16% بود. بره ها به جیره غلاتی به مدت 21 روز عادت دهی 

شدند و سپس به مدت 56 روز جیره های آزمایشی را دریافت کردند. جیره ها 

به صورت مخلوط دســتی علوفه و کنســانتره برای هر بره دو بار در روز در 

اختیار بره ها قرار گرفتند. در پایان دوره تمام بره ها در محل ایستگاه کشتار 

شدند. بلافاصله پس از کشتار هر بره از کیسه شکمی شکمبه نمونه اپیتلیوم 

برداشته شد و پس از شست و شو با محلول PBS در ºC  20- نگهداری شد 

و پــس از 30 دقیقــه با جمع آوری 5 تا 6 نمونه بــه فریزر ºC 80 - منتقل و 

نگهداری شدند )19(.

اســتخراج کل RNA و تولیــد cDNA: میزان بیان mRNA توســط 

Real-Time PCR   تعیین کمیت شــد. روش Real Time PCR برای 

بررسی کمی بیان ژن استفاده می گردد. 

 Qiagen,( با استفاده از RNA استخراج ریبونوکلئیک اسید: استخراج

Hilden, Germany(رQIAzol طبق دســتورالعمل کیت انجام گرفت. 

عمل ســنجش کمیت و کیفیت RNA های استخراج شــده با اســتفاده از 

دستگاه نانودراپ از روی طول موج nm 260 وnm  280 تعیین گردید. البته 

کیفیت RNA بر روی ژل آگارز نیز مورد بررسی قرار گرفت. RNA استخراج 

شده برای مراحل بعدی در دمای80- نگهداری گردید.

واکنــش نســخه بــرداری معکــوس:  μL 19 از RNA توســط کیت   

  30 ºC 1 اولیگودیتی با الگوی دمایی μL بــه همراه )BiONEER)Korea

بــه مدت 5 دقیقه، ºC  60 به مدت 60 دقیقــه و ºC 95 به مدت 5 دقیقه به

cDNA تبدیل شد. 

 R)BiONEER( 12/5 μL به طور خلاصه :Real Time PCR واکنش

 10 mM 1 از هر کدام از پرایمرها با غلظت μL به همراه SYBR Green

وDye 0/5 μL که این محلول توسط nuclease-free water به حجم

μL 22 رسانده می شد و در انتها μL 3 از cDNA ساخته شده در مرحله قبل 

به آن اضافه شد. پروفایل دمایی و شرایط معرف ها )شامل غلظت پرایمرها و 

غلظت کلرید منیزیم( برای تمام پرایمرها مورد آزمایش قرار گرفت. تمامی 

 7500 ABI Prism  در دســتگاه SYBR Green واکنش ها توســط کیت

)Applied Biosystems( بــا ســه تکرار برای هر نمونه تحت شــرایط، 

 Taq DNA جهت فعال شــدن آنزیم pre denaturation  یک مرحله

polymerase بــه مدت 10 دقیقه در دمای ºC  95 و در ادامه 45 ســیکل 

هر کدام با دو مرحله شــامل: 15 ثانیه دناتوراسیون با دمای ºC  95 ، اتصال 

پرایمرها با دمای ºC  59 به مدت 1 دقیقه و مرحله رونوشت برداری  با چهار 

مرحله شامل:15 ثانیه با دمای ºC  95 ، 1 دقیقه با دمای ºC 60 ، 15 ثانیه با 

دمای ºC 95 و 15 ثانیه با ºC  60  انجام گردید. . پرایمرهای مورد استفاده در 

این پژوهش در دانشگاه برلین طراحی شد.

نتایــج واکنش با اســتفاده از روش Pfaffl )25( با اســتفاده از راندمان 

پرایمر تصحیح شــده، مورد بررسی قرار گرفتند. راندمان پرایمر هر یک از 

واکنش ها به طور اختصاصی و با استفاده از نرم افزار LinReg محاسبه و در 
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معادله مورد استفاده قرار گرفت. همچنین در این مطالعه از ژن RPL19 به 

    SAS عنوان ژن خانه دار استفاده شد. داده های حاصل از آزمایش با نرم افزار

نســخه 9/1 با رویه MIXED آنالیز و سطح معنی داری p>0/0 5 در نظر 

گرفته شد. حداقل میانگین مربعات گزارش شد.

نتایج 
تغییرات چند برابری نســبی بین جیره با کنســانتره بــالا و جیره های 

مکمل شــده با موننســین و روغن های گیاهی و دریایی در جدول 2 نشان 

داده شده است. بیان mRNA برای تمام ژن ها بین جیره های آزمایشی بجز 

HMGCS2 بین جیره مکمل شــده با روغن و شاهد تفاوت معنی داری را 

 .)p>0/01( نشان داد

بیــان mRNA ژن هــای MCT4 ،MCT1 و HMGCS2 بافــت 

شکمبه بره های دریافت کننده موننسین در مقایسه با شاهد با افزایش و بیان 

mRNA ژن HMGCS1 با کاهش همراه بود. اپیتلیوم شــکمبه بره های 

 MCT4 و MCT1 ژن هــای mRNA دریافــت کننده روغن کاهش بیان

را در مقایســه با گروه شاهد نشــان دادند. در صورتی که بیان mRNA ژن 

HMGCS1 در بره های تغذیه شده با مکمل روغن در مقایسه با گروه شاهد 

با افزایش همراه بود. بیان mRNA ژن HMGCS2 در اپیتلیوم شــکمبه 

بره های تغذیه شده با روغن و شاهد تفاوت معنی داری نداشت.

بحث
بــه دلیل انحرافــات زیاد در مقادیــر بیان ژنی پروتئین هــای فعال در 

انتقال اســیدهای چرب فرار از شکمبه )24( و همچنین انحرافات زیاد بین 

حیوانی )28(، شاید به دلیل کوتاه بودن دوره های آزمایشی و عادت پذیری 

در پژوهش هــا،  تغییرات بیان mRNA ژن ها قابل مشــاهده نبوده اســت. 

هرچند بیان افزایشــی یا کاهشــی ژن ها ضرورتاً بیانگر افزایش یا کاهش 

پروتئین مورد نظر نیســت اما می تواند نقطه شــروع پاســخ های مولکولی 

باشــد. یونوفرها با گرفتن یون هیدروژن باعث می شوند که یون هیدروژن 

از بیرون از دیواره ســلولی به داخــل آن نفوذ پیدا کند. در حقیقت یونوفرها 

باعث افزایش نفوذپذیری غشــا به یون های هیدروژن می شوند )27(. چون 

MCT1 انتقال دهنده هم زمان مونوکربوکسیلات/ پروتون بوده که در غشا 

پایه و به سمت خون فعالیت دارد )17( و به حذف پروتون از اپیتلیوم شکمبه 

بــه گردش خــون کمک می کند )16(، افزایش عملکــرد این ژن در انتقال 

مواد مغذی از اپیتلیال شــکمبه داشته و در تعدیلpH داخل سلولی نقشی 

مهــم و اساســی دارد )8،13،17(.  افزایش بیان ژن MCT1 نشــان دهنده 

این است که سلول های اپیتلیوم نسبت به پروتون نفوذپذیری بیشتری پیدا 

کرده و این نفوذپذیری باعث افزایش ورود پروتون به داخل ســلول شــده 

است که این افزایش با افزایش بیان ژن MCT1  برای حذف پروتون ها به 

داخل خون همراه بوده است. از طرف دیگر تغییر الگوی تخمیر در شکمبه 

ناشــی از حضور موننسین در جیره )6( ممکن است مقدار اسید چرب جذب 

شــده را افزایش داده باشد و با افزایش جذب متابولیسم بافت اپیتلیالی نیز 

افزایش یافته که تنظیم افزایشــی بیان ژنی آنزیــم HMGCS2 در جیره 

مکمل شده با موننسین بیانگر آن است. برعکس موننسین، چربی ها با تأثیر 

منفی روی تخمیر کربوهیدرات ها در شکمبه )22( منجر به کاهش اسیدهای 

چرب فرار می شوند. بنابراین کاهش یا کند شدن فرآیند تخمیر فرصتی را 

فراهم نموده است تا ظرفیت جذبی اپیتلیوم شکمبه بدون بالا رفتن فعالیت 

متابولیکی این بافت برای جذب و انتقال اسیدهای چرب و حفظ pH سلول 

کافی باشد.  نقش تنظیم افزایشی MCT4 به خوبی مشخص نیست چون 

محل پیشــنهادی MCT4 یک مکان تقریبی در غشــا آپیکالی است )14( 

که بیشــتر در هنگام کاهش pH سیتوزولی در سلول های پوششی شکمبه 

فعالیــت می کند. با این  حال  این عقیده وجــود دارد که MCT4 به صورت 

خاص در غشا پایه فعالیت می کند که به شرط فعالیت در غشا پایه به حذف 

پروتون از اپیتلیوم شکمبه به گردش خون می تواند کمک  کند. کتوژنز مسیر 

اصلی در اپیتلیوم شکمبه است. اسیدهای چرب زنجیر کوتاه پس از جذب به 

3-هیدروکسی-3متیل گلوتاریل-کوآنزیم آ  )HMG-COA( توسط آنزیم 

HMG-COA سنتاز میتوکندریایی )HMGCS2( تبدیل شده و در نهایت 

به اجسام کتونی تبدیل می شوند )Hergardt .)2 در سال 1999 عنوان کرد 

که کتوژنز در کبد تا حد زیادی با ایزوفرم میتوکندریایی HMGCS2 کنترل 

می شود. در پژوهشی با تغذیه جیره های غلاتی به گاوهای خشک و گاوهای 

شیرده بیان ژن های کلسترول ساز در بافت اپیتلیوم شکمبه تنظیم کاهشی 

داشــتند )29،30(. همچنیــن این محققین )32( متابولیســم بافت اپیتلیوم 

شــکمبه بره های تغذیه شده با علوفه و کنسانتره را مطالعه کردند. بره های 

تغذیه شــده با کنسانتره غلظت بالایی از بتا هیدروکسی بوتیریک اسید در 

پلاســما داشــتند و بیان ژن های کتوژنیک تغییر نکرد و عامل رونویســی 

کنترل کننده بیان ژنی این آنزیم نیز معنی دار نبوده اســت ولی بیان آنزیم 

HMGCS1 تنظیم کاهشی داشت. در مطالعه دیگری )10( نیز تغییری در 

تولید اجســام کتونی در اپیتلیوم شکمبه گاوهای تغذیه شده با سطح بالای 

کنســانتره نسبت به علوفه مشاهده نشــد. هر چند در این پژوهش غلظت 

بتاهیدروکسی بوتیرات پلاسما اندازه گیری نشد، اما اضافه کردن موننسین 

سبب تنظیم افزایشــی HMGCS2 شد که ممکن است ناشی از افزایش 

تولید اســیدهای چرب فرار باشد. افزایش بیان mRNA انتقال دهنده های 

منوکربوکسیلیک 1 و 2 می تواند بیانگر آن باشد. از آنجا که اسیدهای چرب 

فرار پیش ساز کلسترول در اپیتلیوم شکمبه هستند بنابراین انتظار می رود که 

بیان mRNA آنزیم کلسترول ساز نیز افزایش داشته باشد.اگرچه کلسترول 

جزء مهم غشــای سلول های پستانداران اســت افزایش آن با نفوذپذیری، 

التهاب و افزایش تکثیر سلولی همراه است )15( و به مقدار زیادی هموستاز 

می شــود. بنابراین وقتی جذب اسیدهای چرب فرار افزایش می یابد ممکن 

است ژن های درگیر در متابولیسم آنها برای حفظ هموستازی سلول و کل 

اثرات موننسین و روغن روی بیان پروتئین های اپیتلیوم شکمبه
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بدن تنظیم شوند. در این  ارتباط به نظر می رسد هموستازی کلسترول یک 

بخش کلیدی توســعه بافت شکمبه ای در پس از شیرگیری نیز باشد )20(. 

تنظیم کاهشی آنزیم های کلسترول ساز با افزایش غلات در جیره گاوهای 

شیری توسط Steele و همکاران در سال 2011 نیز گزارش شده است.

عدم تغییر در بیان mRNA آنزیم کتوژنیک در اپیتلیوم شکمبه بره های 

تغذیه شــده با روغــن به دلیل تأثیرات روغن های غیر اشــباع روی تخمیر 

شکمبه ای )34( قابل درک است. چربی ها سبب کاهش اسیدوز در شکمبه 

شــده اند که بخشی از آن می تواند مربوط به کنترل سرعت و مقدار تخمیر 

کربوهیدرات در شــکمبه باشــد )22(. اگر فرض کنیم که روغن با تأثیر بر 

نرخ تخمیر در محیط شکمبه با توجه به تنظیم کاهشی پروتئین های انتقال 

دهنده پروتون داخل ســلول سبب تعدیل pH سلول های اپیتلیالی شکمبه 

شده باشــد و با توجه به این که اسیدهای چرب فرار پیش ماده برای تولید 

کلســترول در اپیتلیوم شکمبه نیز هستند انتظار می رود فعالیت آنزیم های 

کلیدی تولید کلســترول نیز کاهش یابد. اما در این مطالعه دو فرض برای 

افزایش بیان mRNA آنزیم HMGCS1 وجود دارد. نخست اینکه به دلیل 

توانایی بالای سلول ها در حفظ هموستازی کلسترول احتمال دارد اسیدهای 

چرب فرار تغییر مسیر متابولیکی یافته و به جای تولید کتون ها به طرف تولید 

کلسترول تغییر مسیر داده باشند. دوم اینکه در فرآیند بیوهیدروژناسیون در 

شــکمبه بخش زیادی از  اســیدهای چرب غیر اشــباع به اسیدهای چرب 

اشــباع تبدیل شده و از روده  جذب می شــوند )34(. اسیدهای چرب اشباع 

پیش ساز کلسترول هستند )18( افزایش بیش از 2 برابری کلسترول خون 

بره های تغذیه شده با روغن و تنظیم افزایشی فاکتور رونویسی فعال کننده 

ژن های تولید کننده کلســترول در بافت آدیپوز )داده های منتشر نشده( در 

مقایسه با شاهد می تواند بیانگر افزایش کلسترول سلول های اپیتلیالی باشد. 

مطالعات تکمیلی این پژوهش )داده های منتشر نشده( کاهش التهاب و زخم  

و افزایش اندازه پرزهای شــکمبه بره های تغذیه شده با روغن را نشان داد. 

همچنیــن از آنجا کــه مقدار روغن مصرفی روزانه هر بره بالا بوده اســت،  

علاوه بر بیوهیدروژناسیون شکمبه ای اسیدهای چرب، مقداری از اسیدهای 

چرب غیر اشــباع از روده جذب شده و با وارد شدن به بافت های غیر کبدی 

می توانند التهاب سلولی را کاهش دهند. با افزایش ورود اسیدهای چرب غیر 

اشــباع و افزایش سیالیت غشا سلول های اپیتلیالی بهبود در جذب و انتقال 

اســیدهای چرب فرار ممکن می شــود و با افزایش ظرفیت جذب از تجمع 

پروتون در سلول جلوگیری می شود. کاهش بیان پروتئین های انتقال دهنده 

پروتون ها در اپیتلیوم بره های تغذیه شده با روغن نیز می تواند موید آن باشد.

نتیجه گیری کلی: با توجه به اثرات افزودن موننسین و روغن در جهت 

کاهش اسیدوز شکمبه ای که در مطالعات مختلف مورد بررسی قرار گرفته 

است، نتایج این پژوهش نشان داد تغییر در بیان ژنی پروتئین های فعال در 

مسیرهای متابولیک سلول های اپیتلیال شکمبه در پاسخ به جیره های حاوی 

موننســین و روغن غیر اشــباع می تواند به عنوان بخشی از مکانیسم های 

پیشنهادی کاهش اسیدوز شکمبه ای در سطح سلول های اپیتلیوم شکمبه 

باشد.

تشکر و قدردانی
بدینوسیله از رئیس پژوهشکده نانوبیوتکنولوژی پژوهشگاه فناوری های 

نوین علوم زیستی جهاد دانشــگاهی- ابن سینا )دکتر امیرحسن زرنانی( و 

مســئول آزمایشــگاه Real time PCR پژوهشــگاه فناوری هــای نوین 

علوم زیســتی جهاد دانشــگاهی- ابن ســینا )خانم عدالتخواه( و پروفسور 

راندمان 
پرایمر

نام ژن هامشخصه ژنتوالی پرایمراندازه

9380Sense:TCTGTAACACTGTGCAGGAACT
Antisense:  AAGCCGGATTTAAGTTGAAGG

XM_004002335.1Monocarboxylate transporter, isoform 1 )MCT-1)

81167S: AAGTTCTCCAGCGCATTG
A:TTACCCAGCACCAGCACAAG

XM_004013053.1Monocarboxylate transporter, isoform 4 )MCT-4)

96183S:ATCGGCGTGTTTTCTTACGG
A:TCGGAGCTTCATGTTTTCAGC

XM_004017011.13-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 
1)cytosol) )HMGCS1)

85233S: TTTCACACGCCTTTCTGCAA
A:TACGTGGAGAGGTAGAGGGA

XM_004002390.13-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase2 
)mitochondrial) )HMGCS2)

100123S:TGACCGCCACATGTATCACAGCCTG
A:GCCAGAAGCTTCTTGCGAGCC

XM_004012837.1RPL19)Ribosomal Protein L19))Housekeeping gene)

جدول1. فهرست مشخصات پرایمرهای  مورد استفاده.

جــدول2. میانگیــن حد اقل مربعات تغییرات چند برابری نســبی بیــان ژن ها در بافت 
شــکمبه بره های تغذیه شــده با کنســانتره بالا و موننســین و مخلوط روغن نســبت به 
 30 mg:بره های تغذیه شــده با کنســانتره بالا1. جیره شــاهد: بدون افزودنی، موننســین
 60 g 40 روغن ماهی به اضافهg( 100 روغــن g:موننســین بــه ازای هر بره در روز، روغن
روغــن آفتابگــردان( بــه ازای هــر بــره در روز. مقادیر بیــان ژن برای جیره شــاهد به 
طور جداگانه برای جیره های موننســین و روغن نســبت به 1 با روش Pfaffl در ســال 
2001 نرمال ســازی شــده اســت )25(. )*( حروف متفاوت در هر ستون نشانه اختلاف 

.)p>0/05( معنی دار از لحاظ آماری است

SEMp-Valueجیره های آزمایشیژن ها

روغنموننسینشاهد

MCT11/43 b1/8 a0/48 c0/09>0/0001

MCT40/89 b1/23 a0/20 c0/06>0/0001

HMGCS11/34 b1/10 c1/65 a0/061>0/0001

HMGCS20/78 b1/20 a 0/69 b0/063>0/0001
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زنجان کــه نهایت همکاری را در به انجام رســیدن این پایان نامه مبذول 

فرمودند تشکر و قدردانی می شود .

اثرات موننسین و روغن روی بیان پروتئین های اپیتلیوم شکمبه
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Abstract:
BACKGROUND: High grain diets in ruminants increases the risk of digestives disor-

ders such as acidosis which may lead to high economic loss. OBJECTIVES: This experi-
ment was conducted to determine the effects of an unsaturated and polyunsaturated fatty 
acid and monensin on gene expression of enzymes involved metabolic pathway of cell 
proliferation and rumen epithelial intracellular pH regulation. METHODS: Twenty two 
male Afshari lambs with live body weight of 45 ± 8 kg and six month age were used in a 
completely randomized design with 3 treatments replicates for 77days including 21 days 
adaptation period. Experimental diets were consisted of a basal high concentrate diet (16% 
CP and 2.75 Mcal/kg ME) and 1) no additive (control, C= 8 lambs), 2) 30 mg monensin/
day/head during the whole experimental period (T1= 8 lambs), and 3) (polyunsaturated 
fatty acidduring the whole experimental period (T2 = 6 lambs). Lambs were killed after 
77 days on the treatment diets. RESULTS: Compared with the C treatment, relative abun-
dance of mRNA of monocarboxylate transporter isoforms MCT1, MCT4 and the keto-
genic enzyme 3-hydroxy-3 methyl-glutaryl CoA-synthase (HMGCS2) were higher for the 
T1 treatment. The expression of cholesterolgenic enzyme HMGCS1 was down-regulated 
for the T1 treatment and that of HMGCS1 was up- regulated for the T2 treatment. The ex-
pression of MCT1 and MCT4 were down-regulated for the T2 treatment. Monensin had an 
additional impact on the mRNA abundance of epithelial SCFA- and acid-base transporters 
with concurrent changes in rumen epithelial thickness. CONCLUSIONS: The results sug-
gest that adding monensin and oil as nutritional means to reduce acidosis cause changes 
in mRNA expression of VFA transferring proteins and limiting enzyme in the synthesis of 
cholesterol and Ketone bodies in the rumen epithelium.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Primers for quantitative real-time PCR.

Table 2. Least square means of relative fold change gene expression in the ruminal epithelium of finishing lambs fed to high concen-
trate diet containing monensin and a blend of oils. (1)Control diet: no additive, monensin diet: 30 mg monensin/day*lamb-1, oil diet: 
100 g oil/day*lamb-1(40 g fish oil and 60 g sunflower oil).Amplification efficiency was used to calculate qPCR results according to 
the method of Pfaffl (2001).(a,b) Means in a column with different superscripts are significantly different (p<0.05).


