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 چکیده

در ل اوره ناق بر بیان ژنهای شکمبه و خون با تغییر در متابولیتتواند موننسین و عصاره گیاهی می زمینه مطالعاتی:

 ای و خونیشکمبهبین بیان ژن ناقل اوره با متغیرهای تعیین روابط  منظوربهاین آزمایش  هدف:اثر گذارد. اپیتلیوم شکمبه 

 رأس بره 16از در این طرح  :روش کار .گرفتانجام های حاوی موننسین و عصاره گیاهی با جیره شدهتغذیهای هدر بره

آزمایشی  طور تصادفی به چهار جیرهها بهماه( استفاده شد. بره 6 کیلوگرم و سن 41±6/5نر نژاد افشاری )میانگین وزنی 

 30 اضافهبهگرم موننسین در روز، جیره پایه میلی 30 اضافهبهاختصاص داده شدند که شامل: جیره پایه، جیره پایه 

گرم عصاره گیاهی در روز برای هر رأس بود.  2 اضافهبههفته در میان و جیره پایه  2 صورتبهگرم موننسین میلی

. ندهای بافت شکمبه از قسمت شکمی شکمبه گرفته شدهای مایع شکمبه پیش از کشتار و نمونههای خون و نمونهنمونه

. میزان بیان نسبی ژن ندگیری شدشکمبه اندازه ینیاکآمونیتروژن ای پلاسما و اسیدهای چرب فرار، نیتروژن اوره

این پژوهش نتایج حاصل از  نتایج:بررسی شد.  Real-time PCR( با استفاده از تکنیک UT-B) اوره Bنوع  دهندهانتقال

( P<05/0)ای کاهش یافت دوره صورتبه با موننسین شدهتغذیههای نشان داد که میزان بیان نسبی ژن ناقل اوره در بره

داری داشت ، نسبت مولی اسید بوتیریک و اسید والریک نیز در بین تیمارها تفاوت معنییآمونیاکنیتروژن و غلظت 

(05/0>P .)یآمونیاکنیتروژن بین متغیرهای مهم، همبستگی عکس و متوسطی بین ناقل اوره با  درمجموع: کلی گیرییجهنت ،

  مثبت با اسیدهای چرب فرار مشاهده شد.اسید بوتیریک و اسید والریک و همبستگی 
 

  ایشکمبه تخمیرگوسفند، اپیتلیوم شکمبه، ژن ناقل اوره، : کلیدی گانواژ

 
 مقدمه

نقش  ،محصول نهایی متابولیسم نیتروژن عنوانبه اوره

نیتروژن نشخوارکنندگان  یاقتصادبازدهی در  همیم

. حیوانات نشخوارکننده (2003)مارینی و همکاران  دارد

دفع از  جایبهرا  از اوره توجهیقابلکه مقدار ند قادر

 برگشتی به دستگاه گوارش برگردانند. اورهطریق ادرار 

اکسید دیبه دستگاه گوارش بعد از هیدرولیز به  شدهداده

و آمونیاک برای سنتز پروتئین میکروبی در شکمبه  کربن
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. (1980یر و مارتنز ی)هارمگیرد می قرار مورداستفاده

 ( نشان دادند1958) و همکاران نیئلسن-میتشا اولین بار

ح پایین پروتئین باعث افزایش سطو باهای جیرهکه 

هایی و در مقابل آن جیره شوندجذب اوره در کلیه میباز

پروتئین هستند باعث افزایش دفع اوره از طریق که غنی از 

، تقویت انتقال اوره به درنتیجهشوند. کلیه به ادرار می

باعث استفاده بهینه از نیتروژن  تنهانه دستگاه گوارش 

حاصل از  محیطیزیستهای گردد، بلکه آلودگیجیره می

های چرخش مجدد اوره با فرآورده یابد.آن نیز کاهش می

، اسیدهای چرب شکمبه آمونیاک ازجمله ئینیغیر پروت

شود. آمونیاک تنظیم می اکسید کربندیکوتاه زنجیر و 

اکسید دیوتاه زنجیر و کننده و اسیدهای چرب کمهار

)لو و همکاران کننده چرخش اوره هستند تحریک کربن

مول بر میلی 1تر از )کم ایشکمبه غلظت آمونیاک (.2014

دهد افزایش میخون را به شکمبه جریان ورود اوره  لیتر(

به شکمبه )افزایش  ن در انتقال آنخواوره غلظت اما اثر 

 pHممکن است تحت تأثیر  یا کاهش( واضح نیست و

مایع شکمبه در  pH گامبهگامباشد. کاهش  اپیتلیالی سلول

در حضور اسیدهای چرب کوتاه محیط آزمایشگاهی 

تغییرات منجر به  4/5به  4/7از  کربناکسید دیزنجیر یا 

انتقال اوره، با یک اوج  (ای شکلزنگولهغیرخطی )نمودار 

در غیاب اسیدهای چرب کوتاه  pH. کاهش شد pH 2/6در 

)عبدون و همکاران ثیر است أتبی اکسید کربندیزنجیر یا 

بر انتقال اوره هنوز   pH. بنابراین مکانیسم اثر(2010

موننسین  مانندهایی روزه از افزودنیناشناخته است. ام

تخمیر در شکمبه  بهینه کردنهای گیاهی جهت و عصاره

آیونوفر است  بیوتیکآنتیشود. موننسین یک استفاده می

که باعث تغییر در نسبت اسیدهای چرب فرار، تولید 

شود پروپیونیک و کاهش تولید متان می بیشتر اسید

پروپیونیک ممکن است  که این اسید (2000)دفیلد و بگ 

در  یجهدرنتقرار گیرد و  مورداستفادهدر گلوکونئوژنز 

-که برای تولید گلوکز دآمینه می هایییدآمینهاسمصرف 

-. عصاره(2004)برادریک  گرددمیجویی شوند صرفه

 هستند که از بخش فرار گیاه ثانویههای گیاهی ترکیبات 

ناسیون و دآمی. این ترکیبات باشندحاصل از تقطیر می

را متانوژنز را مهار کرده و یون آمونیوم، متان و استات 

 دهندرا افزایش میکاهش و غلظت پروپیونات و بوتیرات 

 که . بنابراین فرض شده است(2003)هافمن و همکاران 

ممکن است با افزایش چرخش مجدد  ،این مواد افزودنی

قرار  مورداستفادهاوره خون به شکمبه سبب بهبود 

 حاضر پژوهش از انجام گرفتن نیتروژن شوند. هدف

-افزودنی عنوانبهبررسی اثر موننسین و عصاره گیاهی 

اوره  Bدهنده نوع بیان ژن انتقالبر میزان  خوراکی های

ای از قبیل های شکمبهدر اپیتلیوم شکمبه و فراسنجه

و نیتروژن  pH، اسیدهای چرب فرار، نیتروژن آمونیاکی

 های پرواری بود. خون در بره ایاوره

 

 هامواد و روش

برای مطالعه اثرات  :استفادهی موردهاو جیرهحیوانات 

موننسین و عصاره گیاهی بر چرخش مجدد اوره خون 

 پژوهشی و آموزشی مزرعه در به شکمبه، پژوهشی

 16تعداد  .شد انجام زنجان دانشگاه کشاورزی دانشکده

 کیلوگرم 41±6/5وزنی  میانگین با افشاری نر بره رأس

 CNCPS افزارنرم با هاجیره ند.انتخاب شد ماه 6 سن و

آزمایشی و مواد مغذی  ترکیب جیرهکه  ندشد تنظیم

-برهاست.  شدهدادهنشان  1جدول دهنده جیره در تشکیل

 اختصاص آزمایشی جیره چهار به تصادفی طوربه ها

( 2، )شاهد )جیره پایه ( جیره1: شامل هاجیره .شدند داده

 رأس هر برای موننسین گرممیلی 30 اضافهبه پایه جیره

 گرم موننسینمیلی 30 اضافهبه پایه ( جیره3 در روز، بره

 ( جیره4 بره و رأس هر میان برای در هفته 2 صورتبه

 بارهنگ، درصد 40) گیاهی عصاره گرم 2 اضافهبه پایه

شکر و  درصد 50صمغ کتیرا و  درصد 5نعناع،  درصد 5

 PLANTAGEL, Dineh Iran Pvt. Ltd) پکتین )نام تجاری: 

های ها در جایگاه. در طول دوره آزمایش برهبودند

انفرادی نگهداری شده و دسترسی آزاد به خوراک و آب 

-به جیره یریپذعادتهفته  3آزمایش شامل مدت داشتند. 

هفته برای انجام  8و جایگاه انفرادی و  یهای آزمایش
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 هایجیره در به کنسانتره علوفه آزمایش بود. نسبت

 با که بود درصد 80 به 20 دوره طول تمام در مصرفی

 9روز در ساعت  در دو بار و شده مخلوط کاملاا  دست

  گرفت. قرار هابره اختیار در بعدازظهر 4صبح و 
 

 دهندهیلتشکترکیب جیره آزمایشی و مواد  - 1جدول 

Table 1- Ingredients and chemical composition 

of experimental diet 
 

% Items 
20.00 Alfalfa hay 

 یونجه خشک
65.15 Ground barley grain 

 جو آسیاب شده
10.87 Soya bean meal 

 کنجاله سویا
0.66 Salt (NaCl) 

 نمک
1.33 Calcium bicarbonate 

 کربنات  کلسیم
1.33 Sodium bicarbonate 

 سدیم کربناتیب
0.66 Mineral and vitamin premix 

 هایتامینومخلوط مواد معدنی و 

16.0 ± 

0.23 
CP 
 پروتئین خام

11.5 ME (MJ/kg DM) 
انرژی قابل متابولیسم )مگاژول بر کیلوگرم ماده 

 خشک(
The mineral and vitamin premix contained (per kg DM): 

500,000 IU Vitamin A, 100,000 IU Vitamin D, 1 g Vitamin 

E, 180 g Ca, 90 g P, 20 g Mg, 60 g Na, 2 g Mn, 3 g Fe, 0.3 g 

Cu, 3 g Zn, 0.1 g Co, 0.1 g I, 0.001 g Se and 3 g commercial 

antioxidant (Globatiox; containing as active ingredients 

ethoxyquin, propyl gallate and citric acid). 

 المللیینب واحد 500000: شامل ویتامینی و های معدنیمکمل -1

 گرممیلی D ،1/0 ویتامین المللیینب واحد A ،100000 ویتامین

گرم  60گرم منیزیم،  20گرم فسفر،  90گرم کلسیم،  E ،180 ویتامین

 1/0گرم روی،  3گرم مس،  3/0گرم آهن،  3گرم منگنز،  2سدیم، 

-گرم مواد آنتی 3گرم سلنیوم،  001/0گرم ید،  1/0گرم کبالت، 

  .اکسیدان

 

 گیرینمونه

دو ساعت بار روز یک14گیری از مایع شکمبه هر نمونه 

یک پمپ خلاء الکتریکی و دهی صبح با پس از خوراک

بلافاصله  ،چنینشلنگ مخصوص دهانی انجام شد. هم

با باز کردن  ،کنیها و پیش از پوستپس از کشتار بره

، مایع در یک سطل بزرگ و احشا ءشکم و تخلیه امعا

و  ای برداشت شدشکمبه از مخلوط محتویات شکمبه

 برای جداسازی مواد. گیری شدآن اندازه pH بلافاصله

. دو نمونه استفاده شداز پارچه متقالی  جامد مایع شکمبه

سی از نمونه سی 8گرفته شد.  شدهصافاز مایع شکمبه 

-درصد برای اندازه 25 یدسولفوریکاسسی سی 2اول با 

 2با سی از نمونه دوم سی 8 و یآمونیاکنیتروژن گیری 

گیری درصد برای اندازه 25سی اسید متافسفریک سی

های آزمایش ریخته شد و چرب فرار در لولهاسیدهای 

با توجه به درجه منجمد شدند.  -20ها در فریزر نمونه

آزمایش تعیین روابط بین  اینکه یکی از اهداف این

دهنده ای با بیان نسبی ژن انتقالهای شکمبهفراسنجه

 دوره آخر های مایع شکمبهفقط از نمونه اوره بود

به های مایع شکمبه بعد از ذوب شدن، نمونهاستفاده شد. 

دور در دقیقه سانتریفیوژ  10000 بادقیقه  10-15مدت 

-و برای اندازه گردیدجدا سپس مایع رویی آن و  هشد

 استفاده شد.  اسیدهای چرب فرار و آمونیاکگیری 

 نیتروژن آمونیاکیو فرار  غلظت اسیدهای چرب

استفاده از غلظت اسیدهای چرب فرار و پروفایل آن با 

 140دستگاه کروماتوگرافی گازی با تنظیم دمای ستون 

گراد درجه سانتی 200گراد، دمای انژکتور درجه سانتی

گراد، و با تزریق درجه سانتی 220و دمای آشکارساز 

گیری شد. به دستگاه اندازه میکرولیتر از نمونه 5/0

نیز با استفاده از دستگاه  شکمبه نیتروژن آمونیاکی

)برادریک و  ایندوفنولاسپکتروفتومتر و طبق پروتکل 

جای کاتالیزور  به که آنتغییر در  یباکم (1980کنگ 

 پروساید از سولفات منگنز استفاده شد، یمسدیترون

 . گیری گردیداندازه

 ای پلاسماغلظت نیتروژن اوره

در دو بار هفته یک و هردوهای خون در ابتدا نمونه 

-میلی 5از ورید وداج )دهی صبح خوراکساعت پس از 

 ،شد. در آزمایشگاه گرفتهدار های هپارینلوله بالیتر( 

دور در دقیقه به  3000ها در دستگاه سانتریفیوژ با نمونه

برای  ی حاصلهدقیقه سانتریفیوژ شده و پلاسما 15مدت 
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 -20ای پلاسما در فریزر گیری غلظت نیتروژن اورهاندازه

ای غلظت نیتروژن اورهگراد نگهداری شد. درجه سانتی

 ، ایران(آزمونپارس تجاری ) با استفاده از کیت پلاسما

 .گیری شددستگاه اسپکتروفتومتر اندازه باو 

 تغییرات نسبی بیان ژن

 آزمایشی،های تغذیه با جیرهروز  56 از پس هابره 

 هاآن شکمبه قسمت شکمی از و بلافاصلهشدند  کشتار

، به PBSبافری  لبا محلو هاتبافشد.  انجام یبردارنمونه

 نوع بودن با مواد بیولوژیکی بدن،غلظت و هم علت هم 

 که برش داده شدند و هر نمونه به چند تستشو داده شدش

کمتر از پنج ر های مخصوص حاوی یخ، دو در ظرف

 درجه -80و در دمای  شدهدادهدقیقه به آزمایشگاه انتقال 

 برای بررسی بیان نسبی ژن، .ندنگهداری شد گرادیسانت

با   RNAاستخراجاز هر بره دو نمونه برداشت شد و 

)ساخت کشور  Jena Bioscience شرکت کیت استفاده از

شد.  آلمان( و طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام

با استفاده از نانودراپ  شدهاستخراج RNAکیفیت 

(,UK®Thermo scientific تأیید شد. با توجه به کمیت و )

برابر  280به  260)نسبت جذب  آمدهدستبه RNAکیفیت 

94/1 )cDNA کیت  ها با استفاده ازتمام نمونهRT PreMix 

طبق دستورالعمل ساخته شد.  BIONEERساخت شرکت 

 UT-Bبرای طراحی پرایمرهای اختصاصی ژن 

 GAPDHاوره( و ژن مرجع  Bنوع  دهندهانتقال)

فسفات دهیدروژناز( ابتدا توالی  3)گلیسرآلدهید 

مربوط به این دو ژن از پایگاه اطلاعات   DNAکامل

 افزارنرمگرفته شد. سپس با استفاده از  NCBIبیولوژیکی 

Allele ID پرایمرهای اختصاصی طراحی  5/7 هنسخ

(. جهت افزایش دقت و به حداقل رساندن 2گردید )جدول 

رایمرهای پیشرو و پیرو در نواحی پیکی از  DNAآلودگی 

های انجام واکنش برای اگزون واقع گشتند. –مرز اگزون 

Real Time PCR دستگاه  ازRotor- Gene (Corbett 

research-RG300و ) Syber green master mix (Jena 

Bioscienceشد. طبق دستورالعمل کیت مربوطه،  ( استفاده

 Syberتهیه مخلوط واکنش با استفاده از مسترمیکس 

green ،پرایمرهای پیشرو و پیرو ،cDNA  و آب عاری از

RNA  چنین هم .صورت گرفت یترل یکروم 25در حجم

درصد  2بر روی ژل آگارز  PCRالکتروفورز محصولات 

را  نظررفت که تکثیر اختصاصی قطعات موردصورت گ

 Real. نتایج منحنی ذوب نشان داد که واکنش یید کردأت

Time PCR  و پرایمر دایمر ندارد  یراختصاصیغتکثیر

از  استفاده با واکنش نتایج (.3و  2 ،1پیوست  یهاشکل)

 RESTافزار و نرم (2001فافل )پی فافلروش پی

 گرفت.  قرار یموردبررس
 

 Quantitative real-time PCRبرای  شدهاستفادهفهرست پرایمرهای  - 2جدول 
Table 2- Primers for quantitative real-time PCR 

 

Gene Primer Accession No. Product size (bp) Tm (°C) 

UT-B 
ب اوره نوع  دهندهانتقال  

F:CAAGTCTGGCTCAAGGTGTA 

R: AGATCTTYGTAAAGCGAATG 
 

NC_019480 158 53.8 

GAPDH 
فسفات دهیدروژناز 3گلیسرآلدئید   

F: AGCATTTTCAGAATACACAC 

R: ATCAGAAGAGCAATACCAGA 
NC_019460 137 58 

UT-B :نوع  دهندهانتقالB اوره ،GAPDH فسفات دهیدروژناز 3: گلیسرآلدهید 
UT-B: Urea transporter B, GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

 

 آماری تحلیل و تجزیه

افزار نرم باتصادفی  کاملاا طرح قالب درنتایج آزمایش  :

 .گردیدآنالیز  MIXEDرویه  با 1/9نسخه  SASآماری 

  .باشدزیر می صورتبه طرح آماری مدل

ij) + ei(T j+ Lamb i+ Tμ =  ijY 
؛ اثر iT؛ میانگین کل، μوابسته،  ؛ متغیر ijYمدل،  این در که

 ijeتیمار و  داخل بره یتصادف ؛ اثرi(T jLamb(تیمار، ثابت 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_019480
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در  P<05/0داری سطح معنی باشد.می آزمایشی خطای

  .نظر گرفته شد و حداقل میانگین مربعات گزارش شد

 Principal)های اصللللی تجزیه به مؤلفهتحلیل عاملی یا 

Components Analysis)  شه کننده روشیک ست که  خو ا

ها بررسللی کند و تواند تنوع ذاتی را در مجموعه دادهمی

ها از پیچیدگی داده را کاهش دهد. برای اسلللتخراج عامل

شد. در تجزیه به  PCAروش  ستفاده  صلی مؤلفها های ا

عداد مت هابه ت مل غیر عا فه وجود دارد ولی  هایی مؤل

ستخراج می ترین مقدار واریانس را تبیین شوند که بیشا

( برای Score plotاسللکور پلات )یا  یدوبعدنمودار کنند. 

ا هها و اختلافات میان مجموع دادهنشللان دادن شللباهت

ستفاده می سکور پلات متغیرهایا دهنده ارائه شود. در ا

اند بندی شدهنزدیک به هم خوشه متابولیکیهای شباهت

متابولیکی یا شلللیمیایی  ازنظرمتغیرهایی که  کهیدرحال

دو  معمولاا. گیرندفاصللله میتر از هم اختلاف دارند بیش

مل اول بیش نشللللان ها را ترین تنوع ذاتی در دادهعا

. برای تحلیل عاملی و همبسللتگی بین متغیرها از دهندمی

اسلللتفاده شلللد و برای رگرسلللیون بین  SPSS افزارنرم

 کار رفت.به  Excelافزار متغیرها نرم

 

 نتایج و بحث

ای و های شکمبهگیری شاخصاندازهنتایج حاصل از  

 در  UT-Bمطالعه بیان نسبی ژن و 3 خونی در جدول

دهنده بیان نسبی ژن انتقال. است شدهدادهنشان  1 شکل

ه ای نسبت ببا موننسین دوره شدهتغذیههای اوره در بره

که در روش باشد. با توجه به اینمی 167/0گروه شاهد 

شود فافل بیان ژن در گروه شاهد یک در نظر گرفته میپی

دهنده اوره در گروه موننسین بیان ژن انتقال درنتیجه

چنین در (. همP<05/0نشان داده است ) کاهشای دوره

عصاره گیاهی در گروه افزایش بیان و  ،گروه موننسین

دار ولی از لحاظ آماری معنی کاهش بیان مشاهده گردید

با  شدهتغذیهدر گروه  نیتروژن آمونیاکی. غلظت نبود

 یافتای نسبت به گروه شاهد افزایش موننسین دوره

(05/0>P.) 

 

 
 

ی هابرهدر اپیتلیوم شکمبه  UT-Bبیان ژن  - 1شکل 

ی ادوره(، موننسین MONشده با موننسین)تغذیه

(MON-P) ( و عصاره گیاهیPE در مقایسه با شاهد )

(Ctrl) 

Figure 1- Gene expression of UT-B in rumen 

epithelial cells in lambs fed monensin (MON), 

periodical inclusion of monensin (MON-P), and 

plant extract (PE) compared with control diet (Ctrl) 

 

و  (1980و کندی  1967رایت و هانگیت ) مطالعات پیشین

تنی اخیر نشان داده های بروننتایج حاصل از آزمایش

است که غلظت آمونیاک اثر مهارکنندگی بر جریان اوره 

چنین مشخص شد که ( و هم2014دارد )لو و همکاران 

افتد )عبدون و ی اتفاق میسلول یانمجریان اوره از طریق 

( و مسیر میان سلولی شامل جریان اوره 2010همکاران 

های مختلف سلولی اپیتلیوم شکمبه است و از میان لایه

ای برای ورود اوره اوره مسیر عمده Bدهنده نوع انتقال

و  1991باشد )گابل و همکاران به دستگاه گوارش می

های سلولی تمام لایه( که در 1994دیئنیز و همکاران 

 (.2009اپیتلیوم شکمبه موجود است )سیمنز و همکاران 

نیتروژن در این مطالعه با مشاهده افزایش غلظت 

و کاهش بیان ناقل اوره اثر احتمالی  آمونیاکی

مهارکنندگی آمونیاک بر ناقل اوره مشخص شد. در جیره 

حاوی عصاره گیاهی بیان نسبی ژن ناقل اوره با گروه 

د تغییری نشان نداد.شاه
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،  Bاوره نوع  دهندهانتقالای پلاسما، ، نیتروژن اورهیآمونیاکنیتروژن غلظت  براثر عصاره گیاهی یا موننسین  -3جدول 

 های پرواریدر بره pHغلظت اسیدهای چرب و نسبت مولی اسیدهای چرب و 
Table 3- Effect of feeding plant extract or Monensin on ruminal ammonia, plasma urea nitrogen, urea 

transporter B, pH, total VFA and the molar proportions of individual VFA in the ruminal content of finishing 

lambs 
 

P-value 
 داریسطح معنی

SEM 
 هاانحراف معیار میانگین

Treatment 
 تیمار

Item 
PE 
 عصاره گیاهی

MON-p 
 ایموننسین دوره

MON 
 موننسین

CON 
 شاهد

0.013 1.42 a16.99 ab16.12 c9.98 bc12.17 NH3-N, mg/dL 
 نیتروژن آمونیاکی

0.54 1.85 17.28 18.06 20.99 19.09 PUN, mg/dL 
 ای پلاسمانیتروژن اوره

0.0001 0.07 a1.725 b1.05 a1.69 a1.81 B-UT 

 اوره نوع ب دهندهانتقال

0.45 7.85 94.45 87.30 99.92 104.98 Total VFA, mM 
 کل اسید چرب فرار

0.98 3.55 49.80 50.95 50.77 49.44 Acetic Acid, mol% 
 اسید استیک

0.56 4.76 38.50 32.99 41.40 41.65 Propionic Acid, mol% 
 اسید پروپیونیک

0.03 1.63 ab9.46 b12.67 a5.13 a6.82 Butyric Acid, mol% 
 بوتریکاسید 

0.46 0.21 0.80 1.07 0.78 0.57 Isovaleric Acid, mol% 
 اسید ایزو والریک

0.04 0.21 a1.43 b2.31 ab1.92 a1.52 Valeric Acid, mol% 
 اسید والریک

0.09 0.33 ab5.98 b6.86 a5.56 ab6.37 pH 
 

 

گروه عصاره گیاهی نسبت  در نیتروژن آمونیاکیغلظت 

نیتروژن به گروه شاهد افزایش نشان داد. افزایش غلظت 

الاتر تواند ناشی از تجزیه و چرخش بمی آمونیاکی

آمونیاک ناشی از افزایش تعداد پروتوزوآ در مایع شکمبه 

 pH. از طرف دیگر میانگین (1392)رحیمی  این گروه باشد

ای و ن دورههای حاوی موننسیمایع شکمبه بین جیره

نشان  داریعصاره گیاهی با گروه شاهد تفاوت معنی

ای دورهشکمبه در جیره حاوی موننسین  مایعPH نداد. 

ها بالاتر بود. شدت اثرات وابسته به بقیه جیرهنسبت به 

pH های اوره در پستانداران گزارش نشده بر روی ناقل

ها در باکتری و یا است هر چند تعدادی از این قبیل ناقل

. تغییر غلظت (2005)بگناسکو  است شدهشناختهمخمرها 

طوری که پاسخی فوری در همانهای سیتوزولی پروتون

دهی یک رویداد پیامای است، برابر افزایش تخمیر شکمبه

شکمبه به اوره را از طریق مرکزی است که نفوذپذیری 

نفوذپذیر دیگر  هایاوره یا پروتئین Bنوع  یدهندهانتقال

. در (2010)عبدون و همکاران  کندناقل اوره تنظیم می

های اوره در طور که برای ناقلترین مورد، همانساده

های توسط پروتون باکتری گزارش شد، ناقل ممکن است

واسطه تشکیل پیوندهای هیدروژنی که )به داخل سلولی

 باشد شدهفعال (کنندمی ءتغییرات کنفورماسیونی را القا

بهینه ممکن است لازم باشد تا  PH. (2005)بگناسکو 

دار های اتصال به پروتون در منافذ ناقل پروتونمحل

شود و تغییر شکل ناقل برای عبور مولکول اوره ایجاد 

برای عملکرد  بهینه PH. (2010)عبدون و همکاران  شود

 2/6پروتئین ناقل اوره از اپیتلیوم شکمبه در گوسفند 

 ترین میزان انتقال را دارداوره بیش pHاست که در آن 

گرسیون بین . در این آزمایش ر(2014)لو و همکاران 
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اوره بیشترین  Bدهنده نوع که انتقال متغیرها نشان داد

دو با  داشته که یک رابطه از نوع درجه pHرابطه را با 

31/0= 2R (. 3باشد )شکل میHp ها در مایع شکمبه بره

ای اختلاف بیشتری با های حاوی موننسین دورهجیره

pH  بهینه دارد و در جیره حاوی عصاره گیاهی این

اختلاف کمتر است و بر اثر مهارکنندگی آمونیاک غلبه 

های در بره نیتروژن آمونیاکیکرده است. غلظت 

با موننسین کاهش یافت که همسو با مطالعات  شدهتغذیه

 به همین دلیل،. (1993)یانگ و راسل  پیشین است

کننده ای تخمیرهای شکمبهعالیت باکتریموننسین ف

آمینواسیدها را مهار کرده و دآمیناسیون و تولید 

را کاهش داده است. مطالعه رحیمی  نیتروژن آمونیاکی

( نشان داد که موننسین تنوع میکروبی شکمبه را 1392)

 کاهش داده است. 

 نتقال اوره ازمیانگین غلظت کل اسیدهای چرب فرار که ا

)عبدون و همکاران  کنداپیتلیوم شکمبه را تحریک می

در بین تیمارها تفاوت  (2014لو و همکاران  و 2010

اسید بوتیریک و اسید والریک در نشان نداد.  داریمعنی

هم بالاتری را در س ایبا موننسین دوره شدهتغذیهگروه 

 . در پژوهش دیگریهای دیگر داشتندمقایسه با جیره

 mRNAنشان داده شد که بیان ( 2009)سیمنز و همکاران 

پروتئین ناقل اوره در اپیتلیوم شکمبه و نسبت مولی اسید 

با کنسانتره در مقایسه  شدهتغذیههای هبوتیریک گوسال

با علوفه بیشتر بود. نشان  شدهتغذیههای با گوساله

از طریق رشد اپیتلیوم  است که تزریق بوتیرات شدهداده

گرداند اما میبه شکمبه بر جریان اوره را مجددااشکمبه 

 در ذخیره نیتروژن بدن تغییری صورت نگرفته است

های دیگر همسو با یافته که این (2013)اگاول و همکاران 

باشد که گزارش می( 1982و همکاران  تنر)نو محققین

ه کارآیی استفاده از نیتروژن کردند اسید بوتیریک شکمب

دهد. مشاهده نتایج قرار نمی یرتأثگوسفند تحت  دررا دا

دهد نقش اسید های پیشین، نشان میحاضر و پژوهش

باشد ناقل اوره پیچیده می بربوتیریک و مکانیسم عمل آن 

ها درباره تأثیر اسید بوتیریک و به دلیل کمبود پژوهش

باشد. از درباره آن مشکل می اظهارنظربر ناقل اوره 

 ازلحاظای با موننسین دوره شدهتغذیهطرف دیگر، گروه 

)مرادی لایه کورنئوم در  کمتر شناسی ریزشبافت

خامت لایه ای کمتر، ض، ضخامت لایه ماهیچه(1392

ی کراتینزه کمتر و طول پرزهای کمتری نسبت به تیمارها

-که می (2016)میرزایی الموتی و همکاران  داشتند دیگر

 . منفی داشته باشد اثرجذب اسید بوتیریک  برتواند 

ای و های شکمبههمبستگی بین ناقل اوره با شاخص

دهنده نوع است. انتقال شدهدادهنشان  4دول خونی در ج

B  اوره بیشترین همبستگی منفی و در حد متوسطی را با

(، -504/0ریک )(، اسید بوتی-446/0) نیتروژن آمونیاکی

زیاد  احتمالبهنشان داده است که  (-521/0اسید والریک )

تواند باشد. می pHبستگی به شرایط جیره و هماهنگ با 

نیتروژن دهد که با افزایش غلظت این همبستگی نشان می

یابد. با بیان نسبی ژن ناقل اوره کاهش می اکیآمونی

انتقال اوره از سمت  ،نیتروژن آمونیاکیافزایش غلظت 

)لو و همکاران  یابدسروزی به سمت موکوزی کاهش می

دهای اوره با اسی دهندهانتقال. همبستگی مثبت بین (2014

دهد که با افزایش غلظت اسیدهای ( نشان می38/0چرب )

چنین یابد. همبیان ژن ناقل اوره نیز افزایش می ،چرب

گزارش شده است که افزایش غلظت اسیدهای چرب، 

باعث افزایش انتقال اوره از سمت سروزی به سمت 

 . (2013)لو  شودموکوزی می
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ای ای و نیتروژن اورهشکمبه و اسیدهای چرب فرار pH، نیتروژن آمونیاکی اوره،  Bنوع  دهندهانتقالهمبستگی بین  -4جدول

 پلاسما
Table 4- The correlation between ammonia, plasma urea nitrogen, urea transporter B, pH and volatile fatty 

acids 
 

pH 
 یپ

 اچ

VaA 
اسید 

 والریک

iVaA 
اسید ایزو 

 والریک

BuA 
اسید 

 بوتریک

PrA 
اسید 

 پروپیونیک

AcA 
اسید 

 استیک

VFA 
اسید 

چرب 

 فرار

UTB 
 دهندهانتقال

 اوره نوع ب

PUN 
نیتروژن 

ای اوره

 پلاسما

Ammonia 
 آمونیاک

Items 

         1 Ammonia 
 آمونیاک

        1 -0.06 PUN 
ای نیتروژن اوره

 پلاسما

       1 0.05 -0.45 UTB 
 دهندهانتقال

 اوره نوع ب

      1 0.38 -0.24 -0.46 VFA 
 اسید چرب فرار

     1 -0.11 -0.05 0.24 -0.05 AcA 
 اسید استیک

    1 -0.89 0.27 0.29 -0.16 -0.18 PrA 
 اسید پروپیونیک

   1 -0.77 0.43 -0.33 -0.50 -0.02 0.44 BuA 
 اسید بوتریک

  1 0.543 -0.64 0.47 -0.39 -0.21 -0.19 0.13 iVaA 
اسید ایزو 

 والریک

 1 0.66 0.438 0.34 0.09 -0.54 -0.52 0.20 0.28 VaA 
 اسید واریک

1 0.29 0.39 0.547 -0.24 -0.04 0.05 -0.36 -0.30 0.14 pH 
 

 

به همراه مقدار ویژه،  شدهاستخراجعوامل  -5جدول 

 درصد واریانس ویژه و تجمعی
Table 5- Extracted factors with eigen values, special 

and cumulative variance percentage 
 

%Cumulative 
 تجمعی

%Variance 
 واریانس

Eigen 

values 
 مقادیر ویژه

Components 

 اجزا

30.23 30.23 2.42 1 

55.05 24.82 1.99 2 

73.59 18.53 1.48 3 

 

ای پلاسما بسیار همبستگی بین ناقل اوره و نیتروژن اوره

-پایین بود. برای درک بهتر روابط بین متغیرهای مورد

های آزمایش از تحلیل عاملی و از روش تجزیه به مؤلفه

، اسیدهای چرب نیتروژن آمونیاکیاصلی بهره گرفته شد. 

-اوره از اجزای تشکیلدهنده فرار، اسید والریک و انتقال

، اسید استیک، اسید پروپیونیک از اجزای 1دهنده عامل 

 pHای پلاسما و و نیتروژن اوره 2دهنده عامل تشکیل

گر سهم دهنده عامل سوم بودند. مقدار ویژه، بیانتشکیل

باشد و هر چه مقدار هر عامل از کل واریانس متغیرها می

تر آن اهمیت و نقش بیش دهندهنشانتر باشد آن بزرگ

دهد نشان می 5های جدول طور که دادهعامل است. همان
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درصد از واریانس کل را  59/73عامل حدود  3 درمجموع

 کنند.تبیین می

 ،دهد که عامل اولچنین نتایج تحلیل عاملی نشان میهم

دهد و در این عامل ناقل ترین واریانس را تشکیل میبیش

 هاآنچرب در یک راستا و تغییرات  اوره و کل اسیدهای

(. 2بوده است )شکل  باهمو موافق  جهتیکنیز در 

این دو متغیر  در جهت مخالف نیتروژن آمونیاکی

ناقل بر کنندگی آمونیاک دهنده اثر مهارو نشان قرارگرفته

باشد. اسید استیک و اسید پروپیونیک در خلاف اوره می

 ییدکنندهتأ(. این نتایج نیز 2)شکل  اندقرارگرفتهجهت هم 

)لو و همکاران  باشند. طبق پژوهش اخیرمی نتایج قبلی

فاکتور  pH( و SCFAسیدهای چرب کوتاه زنجیر )( ا2014

کلیدی و غالب در تنظیم بیان ژن ناقل اوره بودند و رابطه 

اوره  Bدهنده نوع نتقالاسیدهای چرب کوتاه زنجیر با ا

تر از تغییرات اوره پلاسما گزارش شده مثبت و بیش

نشان داد که ( 3)شکل است. رگرسیون بین متغیرها 

 که قبلاا  pHاوره و  Bدهنده نوع علاوه بر رابطه بین انتقال

شرح داده شد، رابطه بین ناقل اوره و آمونیاک رابطه 

قبلی را در  آمدهدستبهمنفی و ضعیفی است که نتایج 

ای بین ناقل اوره و کند. رابطهمی تنی تأییدشرایط برون

 ای پلاسما دیده نشد.نیتروژن اوره

 

 گیری کلینتیجه

علاوه بر تغییر در تخمیر ای موننسین مصرف دوره

را اوره  Bنوع دهنده بیان ژن انتقال ممکن استشکمبه 

استفاده مداوم موننسین در جیره  ،در مقابلکاهش دهد. 

تواند بیان پروتئین علاوه بر بهبود در تخمیر شکمبه می

. عصاره گیاهی اوره را افزایش دهد Bدهنده نوع انتقال

ای ممکن است تغییراتی در تخمیر شکمبه مورداستفاده

های اپیتلیالی در انتقال ایجاد کند ولی بر فعالیت سلول

ای در این پژوهش متغیرهای شکمبه است. تأثیریباوره 

نسبت به متغیرهای خونی، در انتقال اوره به شکمبه 

 .ندتری داشتتأثیرگذاری بیش

 

  
 

 هاروابط بین برخی از پاسخ یدوبعدنمودار  -2شکل 

Figure 2- Score Plat of the responses 
 



 1396سال /3شماره  27هاي علوم دامی/ جلد شریه پژوهشن      و ...                                                                      انیرضو ،یالموت ییرزایم     170

 

 (Dای پلاسما )( و نیتروژن اورهC) pH(،  B( ، آمونیاک )Aفرار ) و اسیدهای چرب  UT-Bرابطه بین -3شکل 

Figure 3- Regression of Urea transporter on rumen VFA (A), Ammonia (B), pH (C), and Plasma urea nitrogen 

(D) 
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Introduction: Urea as the final product of nitrogen metabolism plays a pivotal role in ruminants’ 

nitrogen economic efficiency (Marini and Van Amburgh, 2003). Ruminants are capable to recycle and 

return a tremendous amount of urea to rumen rather than excretion to urine; the recycled urea is 

hydrolyzed to CO2 and ammonia and thereafter is used for the synthesis of microbial protein 

(Harmeyer and Martens, 1980). By changing ruminal and blood metabolites, Monensin and herbal 

extracts can change and modify the expression of urea transporter gene in rumen epithelium. 

Monensin is an ionophore antibiotic which changes the ratio of VFAs in the rumen in favor of 

propionic acid and decreases the production of methane (Duffield and Bagg, 2000). The aim of present 

study was to investigate the effects of Monensin and herbal extracts as feed additives on type B urea 

transporter gene in rumen epithelium and also on ruminal ammonia, VFAs, pH and blood ammonia 

in fattening lambs. 

Material and methods: In this experiment 16 Afshari ram lambs with initial BW of 41±5.6 kg and 

6 months of age were used. The lams were randomly assigned to four experimental dietary treatments 

in a completely randomized design; 1) no additive (control), 2) 30 mg monensin.d-1 per lamb, 3) 

periodical inclusion of 30 mg monensin.d-1 per lamb, and 4) 2 g of a commercial blend of plant 

extract.d-1 per lamb. During the experiment, lambs were kept in individual boxes and the diets and 

fresh drinking water were offered ad libitum. 3 weeks were considered as an adaptation to diets and 

8 weeks were considered as an experimental period in which treatments and samplings were 

conducted. The forage: concentrate ratio was set to 20:80 and the rations were prepared daily, mixed 

by hand and were offered two times at 09:00 and 16:00. Two hours after morning feeding rumen 

samples were collected every other 2 weeks by using a special tube and electrical vacuum pump. 

Also, immediately after slaughtering and before skinning 2 rumen samples were collected, filtered 

and the pH was determined. 8 ml of the first sample was mixed with 2 ml of % 25 sulfuric acid for 

measurement of ammonia and 8 ml of the second sample was mixed with %25 meta-phosphoric acid 

for measurement of VFAs. The mixed samples were kept in -20ºC until assays. After thawing, rumen 

samples were centrifuged for 10 to 15 min and then the supernatant was separated and stored for FAs 

and ammonia measurements. Blood and rumen samples were collected before slaughtering and rumen 

tissue samples were taken from ventral part of the rumen. VFA in rumen samples was measured by 

using Gas chromatograph (Mirzaei-Alamouti et al. 2016). The ammonia nitrogen was measured by 

using a spectrophotometer. Blood samples were taken at the beginning of the experiment and then 

every 2 weeks after the morning feeding into heparinized tubes. Blood samples were centrifuged at 

3000 rpm for 15 min and plasma samples were stored at -20º C for plasma urea nitrogen. Blood urea 

nitrogen was measured with commercial kits using a spectrophotometer. The lambs were slaughtered 

56 days after feeding with experimental diets and the tissue samples were taken from ventral part of 

the rumen. Relative gene expression of UT-B was determined by Real-time PCR technique 
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(Mirzaei_Alamouti et al, 2016). Experimental data were subjected to analysis of variance by the 

mixed procedure of SAS (9.1). 

Results and discussion: The relative expression of urea transporter gene in lambs fed with periodical 

Monensin was 0.167 in comparison to control group. In Pfaffl’s (2001) method, the gene expression 

in control group is considered 1; thus, the expression of urea transporter gene in periodical Monensin 

group has been reduced (P< 0.05). In addition to this, expression of urea transporter gene in Monensin 

group tended to increase and in herbal extract group tended to decrease. The ammonia nitrogen levels 

in periodical Monensin group increased in comparison to control group (P<0.05). In herbal extract 

group, the relative expression of urea transporter gene was not affected in comparison to control group 

(P<0.05).  The levels of ammonia nitrogen in herbal extract group were increased in comparison to 

control group. Rumen pH was not affected by diets containing Monensin, herbal extract or control 

group (P<0.05). Rumen pH was higher in periodical Monensin group in compare to other groups 

(P<0.05).  The concentration of total free fatty acids which stimulate the absorption of urea from 

rumen epithelium did not show any significant difference (P<0.05).  Conclusion: all in all, the results 

of this study showed an inverse or average relationship between urea transporter gene expression with 

ammonia nitrogen, butric acid and valeric acid and a positive relationship with VFAs. The periodical 

inclusion of Monensin to the diets may change the rumen fermentation and reduce the expression of 

urea type B transporter. In comparison to this, the continued inclusion of Monensin to the diets would 

improve rumen fermentation and increase the expression of the urea-type B transporter gene. The 

herbal extract used in this study may change the rumen fermentation but is not possibly effective on 

epithelial cells which are involved in urea transportation. In this study, the rumen variables were more 

effective in urea transportation in compare to blood variables.   
 

Keywords: Rumen epithelia, Rumen fermentation, Sheep, UT-B gene 
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( باند مربوط 5و  UTB 4( باند مربوط به 3و  2( نشانگر 1روی ژل آگارز،  PCR Real-Timeنتایج انجام  -)پیوست( 1شکل 

 GAPDHبه 
Figure 1 (Supplement)- The results of Real-Time PCR on agarose gel, 1) Marker, 2 and 3) UT-B gene, 

4 and 5) GAPDH gene 
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 UT-Bمنحنی ذوب ژن  -)پیوست( 2شکل 

Figure2 (Supplement)- The melting curve of UT-B gene 

 

 
 

 GAPDHمنحنی ذوب ژن  -)پیوست( -3شکل 

Figure 3 (Supplement)- The melting curve of GAPDH gene 
 


