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   چکیده

های ارتقای سیستم مرغی مواد مغذی و اولین زمان دسترسی به خوراک ازجمله روشتزریق درون تخم  زمینه مطالعاتی:

های به منظور تعیین پاسخ ایمنی جوجه هدف:.  شودمحسوب میگوشتی  هایجوجهدر  (های هومورال وسلولیپاسخایمنی )

زمان دسترسی به خوراک اولین و دکسترین و  (HMBبوتیرات )بتامتیلبتاهیدروکسیمرغی گوشتی به تزریق درون تخم

مرغ بارور سویه راس عدد تخم 1500جنینی،  18در روز روش کار: بنکن این مطالعه انجام شد. -با استفاده از طرح باکس

 1و  HMB (0 ،5/0مرغی تخمسطح تغذیه درون  3تکرار و  4بنکن به -تیمار آزمایشی حاصل از طرح باکس 15به  308

 ساعت( اختصاص داده 48و  27، 6)سطح زمان دسترسی به اولین خوراک  3درصد( و  40و 20، 0درصد(، دکسترین )

 21 و 7 یروزها در( SRBC) گوسفند قرمز گلبول درصد25گیری ایمنی هومورال با تزریق عضلانی محلول شدند. اندازه

 یابیارز. شد انجام ونیناسیآگلوت شیآزما قیطر از پرورش 28و14 یدر روزها SRBC هیکل عل یبادیآنت اریع نییتع و

ضخامت پوست  یریگاندازه و( 15بال )روز  یپوست نی( در چPHA-P) نیتوهماگلوتنیف یداخل پوست قیتزر با یسلول یمنیا

 یهومورال و سلول یمنیپاسخ ا موجب کاهش خیفرتاز  بعد یزمان گرسنگ شیافزا: جینتاساعت انجام شد.  48و  24بعد از 

 قیتزرو (P<05/0) هیاول هومورال یمنیا پاسخ ودبهب به منتج نیو دکستر HMB یمرغتخم درون هیتغذ. (P<05/0شد )

HMB،  داد ارتقا را هیو ثانو هیهومورال اول یمنیا ،یگرسنگ اعمالهمزمان با (05/0>P) .ه،یاول یزمان گرسنگ شیافزا با 

در هر دو مرحله  یرجلدیز یلیبازوف تیحساس ادیشاخص ازد شیموجب افزا HMBو نیدکستر یمرغدرون تخم قیتزر

 خوراک به یدسترس :یینها یریگ جهینتساعت( شد.  48) PHA-Pدوم  قیساعت( و فقط تزر 48و  24) PHA-P قیتزر

 طیشرا در و یابیارزپرنده  یمنیا ستمیس عملکرداز کاهش  یریجلوگ در ثرمو املوع از خیازتفر بعدزمان  نیترکوتاهدر 

 هیتغذ ،(به مزرعه انتقالو  تیجنس نییتع ون،یناسیواکس)مختلف لیدلابه  خیبه آب و خوراک پس از تفر یدر دسترس ریتأخ

 .دنموثر باش یهومورال و سلول یمنیبهبود پاسخ ا در دتوانیم نیو دکستر HMB یمرغتخم درون
 

 بنکن -باکس طرح خوراک،نیاول به یدسترس ،یجوجه گوشت ،یمرغدرون تخم هیتغذ ،یمنیپاسخ ا :یدیکل گانواژ

 

 شدن شکسته ندیآفر ،یتجار یکشجوجه مراکز در مقدمه

 انجام همزمان بطور مرغتخم از هاجوجه خروج و پوسته
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 دیی)توا شوندیم خیتفر ریتأخ با هاجوجه اغلب و نشده

 از هاجوجه تمام خروج جهت لازم زمان مدت. (2005

 همکاران و یپری)دکا ساعت است 24-48، 1مرغتخم

 مانند مربوط اتیعمل ریسا اضافه به زمان نیا. (2001

پرورشی اکسیناسیون و انتقال به مزرعه و ت،یجنس نییتع

 یحت ها،منجر به افزایش بیشتر دوره گرسنگی در جوجه

مقدار  .(2010 همکاران و لمسنی)و شودیم ساعت 72 تا

 یهاجوجه رشد یبرا زرده سهیک در موجود یمغذ مواد

بودن  یناکاف لیدل به. باشدیشده محدود م خیتازه تفر

 یمنیا ستمیس کهیآنجائ از و زرده سهیک یارهیمواد ذخ

 عیسر یدسترس عدم نشده، کامل زمان نیا در هاجوجه

-تخم از خروج از بعد اول روز چند یط خوراک و آب به

 اول هفته در نییپا رشد جوجه، یبالا تلفات موجب مرغ

 نیا. شودیم هایماریب برابر در مقاومت کاهش و

 یمرغ تخم درون قیتزر قیطر از توانیم را تیمحدود

در  ری. تأخ(2008و همکاران  ی)ژا کرد جبران یمغذ مواد

-جوجه وزن کاهش بر علاوه خوراک نیاول به یدسترس

 یمنیا ستمیمانند روده و س یضرور یهابافت توسعه ها،

 a, bو همکاران یرشت پرست)قناعت را محدود نموده 

درصد در  5حدود  در یآن بروز تلفات جهیکه نت (2018

. (2012یعتمداری)شراست  پرورش ییابتدا یروزها

 جینتا. است یمادر یهایبادیآنت منبع زرده نیپروتئ

 شیافزا موجب نیآغاز هیتغذ که است داده نشان قاتیتحق

 ریتکث و وسیسیفابر بورس وزن ها،نیمنوگلوبولیا

 و بنری)د شودیم یروزگ 28 در یتیلنفوس یهاسلول

در آب  گلوکز افزودن. به علاوه (1998 همکاران

 کیگلوکونئوژن یهامیآنز تیموجب کاهش فعال یدنیآشام

 یهایبادیو آنت نیپروتئ هیتجز گریدانیب به. شودیم

 .(1995)دونالدسون  ابدییم کاهش دیمف

 پاسخ بر مغذی مواد ریتاثمقدار و یچگونگ یابیارز

-روش و شده یطراح شیآزما نوع به یبستگ ها،جوجه

 مطالعات اکثر در .دارد استفاده مورد آماری-یاضیر های

                                                            
1 Hatch window 
2 RSM= Response Surface Methodology 

 ریسا گرفته، قرار یبررس مورد منفرد ماده کی معمولاً

 هیته برای شیآزما جینتا از و شده فرض ثابت عوامل

 نیچن در واقع در. شودیم استفاده مناسب بیترک

 نظر در مطالعه مورد عوامل همکنش بر یهایشیآزما

 از استفاده با ییهاشیآزما یطراح لذا .شودینم گرفته

 سازینهیبه منظور به آماری-یاضیر نینو هایوهیش

 خواهد سودمند ترقیدق جینتا حصول و شیآزما طیشرا

 (2RSM) پاسخ هیرو روش. (2010 انیو گل ی)احمد بود

 کی نیب رابطه که است یاضیر یهاروش از یامجموعه

 نییتع را مطالعه مورد مستقل ریمتغ نیچند با پاسخ

 عامل، هر ریتأث یبررس بر علاوه روش نیا در .کندیم

 متقابل اثر و دوم درجه ونیرگرس مدل بیضرا هیکل

 .(1957 هانتر و)باکس  هستند برآورد قابل فاکتورها،

 برای مناسب نیگزیجا کی عنوانبنکن به  –باکس طرح

 باً یتقر اطلاعات طرح نیا. شودیم شنهادیپ لیفاکتور طرح

 سطح 3 با کامل لیفاکتور شیآزما به نسبت را یکسانی

( کمتری مارهاییت) هایشیآزما به کهیحال در داده، ارائه

 صرف کمتری نهیهز تا کندیم کمک تیمز نیا. دارد ازین

 و)باکس  باشد ترکنترلقابل یشیآزما طیشرا و شده

 –باکس طرح از استفاده قیتحق نیا از هدف. (1957 هانتر

بتا  یدرون تخم مرغ قیتزر ریتأث یبررس یبنکن برا

 زمان و نیدکستر و راتیبوت لیمت بتا یدروکسیه

 و مورالوه یمنیا پاسخ بر خوراک نیاول به یدسترس

 .است یگوشت یهاجوجه یسلول

 

 هاروش و مواد

 65)سن 308راس  هیاز مرغ مادر سو مرغتخم عدد 1800

گرم  4/66 ± 3/1 یوزن نیانگیبا م گروه 60هفته( به 

قبل از ورود به دستگاه  هامرغشدند. تخم میتقس

با گاز فرم آلدئید ضدعفونی و سپس توزین  3یکشجوجه

 از هامرغتخم ،یکش جوجه ندیآفرشدند. به منظور انجام 

 گرادیسانت درجه 5/37 یدما در ینیدوره جن 17تا  1روز 

3 Petersime, Zulte, Belgium 
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قرار  یانکوباتور تجار کیدرصد در  56 یرطوبت نسب و

 شده ینینورب هامرغهمه تخم ینیجن 15گرفتند. در روز 

 نیجن یحاو ای و نیجن بدون دار،ترک یهامرغتخم و

(. 2011و همکاران  ویزی)کورن شدند خارج ستر از مرده

بنکن -طرح باکس وهیبر اساس ش ینیجن 18روز  در

 به دارنطفه مرغتخمعدد  1500 (1987 همکاران و)باکس 

 یمرغتخم درون هیتغذ سطح سه با ماریت 15

( درصد 1و  5/0)صفر و  1راتیبوت لیمت بتا یدروکسیبتاه

 ی( در سرم نمکدرصد 40و  20)صفر و  2نیدکستر و

 نیبه اول یزمان دسترس زیدرصد و ن 9/0 لیاستر

 قیساعت( اختصاص داده شدند. تزر 48و  27، 6خوراک )

شده در قسمت  جادیسوراخ ا قیو ازطر یبصورت دست

 5/0و  انجام 23با استفاده از سوزن شماره  مرغ،پهن تخم

-یلیم 17به عمق  لیاستر یقیتزر یهامحلول از تریلیلیم

. (2005 همکاران و یونی)وارد شد  یونیآمن عیما یمتر

 یو در دما یکشجوجه اتاق در هامرغتخم قیعمل تزر

 ق،یستر صورت گرفت. بلافاصله پس از تزر یمشابه دما

)وگا با استفاده از چسب پوشانده شده  هامرغتخم سوراخ

به دستگاه هچر منتقل و در  هامرغتخم ،(2014 همکاران و

تحت  درصد 70ینسب رطوبت و گرادیسانت 8/36 یدما

 همکاران و رای)وقرار گرفتند  یاستاندارد تجار طیشرا

2005) . 

 جوجه قطعه 14شده هر تکرار،  خیتفر یهاجوجه از

 انتخاب، یتصادف صورت به( ماده و نر یمساو نسبت)

در  بنکن–براساس طرح باکس و منتقل مزرعه به و نیتوز

در  ،(تکرار 4 یدارا ماریت هر)یشیآزما ماریت 15قالب 

. هر واحد افتندیپرورش  یشیآزما واحد 60مجموع با 

 یپستانک یو دو آبخور یدانخور کیمجهز به  یشیآزما

 5بوده و بستر با استفاده از تراشه چوب به ضخامت 

 درجه 33هفته اول پرورش  یپوشانده شد. دما متریسانت

کاهش  یجیسن به صورت تدر شیبا افزا و گرادیسانت

 یروزگ 21 در گرادیسانتدرجه  22 یداده شده تا به دما

                                                            
1 Karen Pharma and Food Supplement Co. Iran 
2 Samchun Pure Chemical Co., Ltd., Korea 

هر  ی. شدت نور براافتیادامه  یروزگ 42 تاو  دهیرس

ساعته و  24لوکس به صورت  20مترمربع تا روز دوم،

ساعت  کیساعت نور و  23لوکس به صورت  5سپس به 

( رسانده شد. یروزگ 42تا  3دوره ) انیتا پا یخاموش

روزه  42 شیدوره آزما یبه آب و خوراک ط یدسترس

رشد  ن،یآغاز رهیبا سه ج هاجوجهبه صورت آزاد بود. 

 شدند هیتغذ 308راس  هیسو یازهاینبر اساس  یانیو پا

 نیآغاز مرحله در. (2014 راس یگوشت جوجه یراهنما)

 یسمیمتابول ی)انرژ دان به شکل کرامبل (یروزگ 10تا  1)

 92/21خام  نیپروتئ لوگرم،یدر ک یلوکالریک 2850

 پلت شکل به( یروزگ 24تا  11)و در مرحله رشد  درصد(

 یلوکالریک 2880 یسمیمتابول یانرژ ،متریلیم 3) کوتاه

 مرحله در و( درصد 97/19 خام نیپروتئ لوگرم،یک در

 ،متریلیم 6به شکل پلت بلند ) ( یروزگ 42تا  25) یانیپا

 لوگرم،یک در یلوکالریک 2950 یسمیمتابول یانرژ

 قناعت) دیگرد استفاده( درصد 98/17 خام نیپروتئ

 . (b 2018 همکاران و یرشت پرست

 تریل یلیم 1/0 زانیم مورالوه یمنیا پاسخ یابیارز یبرا

بافر فسفات  در (3SRBC)درصد گلبول قرمز  25محلول  از

 تمام نهیس عضله به پرورش دوره 21و  7 یروزها در

بال دو  دیور از 28و 14 یشد. در روزها قیتزر هاجوجه

انجام شد.  یریخونگدر هر تکرار  یقطعه جوجه گوشت

 و ینگهدار اتاق یساعت در دما 12به مدت  هانمونه

و سرم  فوژیسانتر قهیدق 3و به مدت  5000با دور  سپس

 یدر دما شیآزما انجامتا زمان  یپس از جداساز هاآن

. به منظور تعیین ندشد ینگهدار گرادیدرجه سانت -20

تولید شده علیه گلبول قرمز گوسفند از  یبادیعیار آنت

 انیپا در. هماگلوتیناسیون میکروتیتر استفاده شد شرو

گلبول قرمز  هیکل سرم بدست آمده عل یباد یآنت اریع

 آن در که یرقت نیآخر عکس ،2 هیبر پا تمیبراساس لگار

 و اشرانک) شد گزارش ،بود مشاهده قابل ونیناسیگلوت

 یمنیا یهاپاسخ یابیمنظور ارز ه. ب(1999همکاران 

3 - Sheep red blood cell (SRBC) 
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قطعه جوجه  دو تکرارپرورش، از هر  15در روز  یسلول

PHA-) 1نیتوهماگلوتنیفمحلول  از تریل یلیم 2/0 انتخاب و

P)  از  تریل یلیم 2/0 و  تریل یلیگرم در م یلیم 1با غلظت

بال چپ و بال راست  یپوست نیبه چ بیبافر فسفات بترت

ساعت  48و  24و بعد از  قیتزر یصورت داخل پوست هب

 یریگاندازه تالیجید سیکول لهیوس هضخامت پوست ب

شده نشان دهنده شاخص  جادی. اختلاف در ضخامت اشد

-یعلیروستائ) بود یرجلدیز یلیبازوف تیحساس ادیازد

 (.1391 همکاران و مهر

  یآمار لیو تحل هیتجز

-باکس طرح نهیبه شیآزما مطابق یشیآزما یهاداده

 پاسخ هیرو یآمار مدل براساس. شد یآور جمعبنکن 

 استاندارد مدل صفات، یبرا استفاده مورد هیپا معادله

 همکاران و)باکس بود  ریتوان دوم به شکل ز یاجمله چند

1987): 

 
 k مدل، یخروج ای مطالعه مورد پاسخ ،yدر معادله بالا 

 یرهایمتغ  ixو k(، jx =3( یورود یاهرییتعداد متغ

 بیضر iβثابت،  بیضر ایعرض از مبداء  0β ،یورود

 iiβ رها،یاثر متقابل بر متغ بیضر ijβ ر،یبر متغ یخط

 ماندهیباق مقدار دهندهنشان εو ریتوان دوم برمتغ بیضر

خط  120) یشیآزما یهاداده کل مجموعه. است مدل

 SAS افزارنرم در RSREG هیداده( با استفاده از رو

به  سانیوار هیتجز جدول از. (2011) برازش داده شد

- لیمت بتا یدروکسیه بتا)  رهاییمتغ یمنظور رتبه بند

خوراک  نیبه اول یو زمان دسترس نیو دکستر راتیبوت

 ساخته مدل یجخرو بر آنها تیاهم نظر از( خیتفرپس از 

 توان ،یخط اثر شامل)  اجزا از هرکدام. شد استفاده شده

 –که( ذکرشده یرهاییمتغ به مربوط متقابل اثر ای و دوم

t  در  یشتریب تیدارند اهم یشتریمحاسبه شده ب

  (.1987)باکس  مدل دارند یخروج

 

                                                            
1 Sigma, USA 

 بحث و جینتا

 مورد مواد یمرغ تخم درون قیتزر اثر به مربوط جینتا

 گزارش قبلا عملکرد و یوردرآ جوجه تیقابل بر استفاده

 .(a, b 2018همکاران و یرشت پرست قناعت) است شده

موجب  نیدکستر یمرغدرون تخم قیبطور خلاصه، تزر

 یرشت پرست قناعت)شد  یجوجه درآور تیکاهش قابل

 یمرغتخم درون قیتزر علاوه به. (a 2018همکاران و

 طیدر شرا راتیبوت لیبتا مت یدروکسیبتاهو  نیدکستر

موجب  خیتفر ازبه آب و خوراک پس  یعدم دسترس

 شودیم کشتار سن در یگوشت یهابهبود عملکرد جوجه

 جینتا. (a,b 2018همکاران و یرشت پرست قناعت)

 در استفاده مورد مواد همکنش بر که داده نشان مطالعات

 و استفاده مورد هایغلظت ،یمرغدرون تخم هیتغذ

 رگذاریتأث یگوشت جوجه عملکرد بر خیتفر از بعد یگرسنگ

 در شده نییتع نهیبه سطوح تواندیم همکنشبر نیا و بود

 2004)تاکووهمکارانهدد قرار ریتأث تحت را شیآزما کی

 . (2011 همکاران وویزیکرن و

و  هومورال یمنیا به مربوط آزمون یهاپاسخ ریمقاد

 یهاو مدل 1در جدول  بنکن -طرح باکس هیبر پا یسلول

 سطوح. اندشده فیتوص 3و  2پاسخ در جداول  هیرو

 و راتیبوت لیمت بتا یدروکسیبتاه یمرغتخم درون هیتغذ

 یمنیا ،خوراک نیاول به یدسترس زمان و نیدکستر

 3و  2)جداول داد قرار ریتأثرا تحت  یو سلول مورالوه

 زانیپاسخ با م هیبرازش مدل رو یستگیشا (.P < 05/0؛ 
2R و  هیاول مورالوه یمنیمدل پاسخ ا یشده برا انیب

برای مدل  و (2 جدول) 35/0و  41/0 بیبه ترت هیثانو

 48 و 24 یجلد ریز یلیبازوف تیحساس ادیازدشاخص 

 بیترت به (PHA-P) نیتوهماگلوتنیف قیساعت پس از تزر

اعداد نشان  نی(. ا3 جدول) بدست آمد 55/0و  75/0برابر 

 یهاپاسخ در موجود انسیوار از درصد چند که دهندیم

 هیتوج قابل یورود یهاریمتغ توسط شده مشاهده یمنیا

 مربوط متقابل و دوم توان ،یخط اثرات انواع مقدار .است

 پاسخ مدل در که دهدیم نشان یورود یهارییمتغ به
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اجزا مربوط به اثر توان  هیو ثانو هیاول مورالوه یمنیا

 بی( به ترت2R=17/0) ی( و اثر خط2R=  24/0دوم )

 شاخص مدل در(. 2 جدولاثر را دارند ) نیشتریب

 اثر به مربوط اجزا یجلد ریز یهالیبازوف تیحساس

=  38/0) 48( و 2R=  60/0) 24یط را اثر نیشتریب یخط
2Rنیتوهماگلوتنیف قی( ساعت پس از تزر (P-PHA)  نشان

 رهاییاستفاده از متغ تیاهم ،هیفرض آزمون(. 3 جدولداد )

 ریمقاد 3 و2 جداولبراساس  .کندیم انیرا ب هابیاضرو 

 بود دار یمعن صفتهر چهار  یبرامربوط به عدم برازش 

(05/0>P .)یسازمدل روش که دهدیم نشان امر نیا 

 دنیرس یبرا یشتریب یشیآزما یهارییمتغ ای و تردهیچیپ

 به دنیرس منظور به قتریدق جینتا و تریقو یهامدل به

(.1987 )باکس است ازین مورد تریکل و بهتر یریگجهینت

 
Table 1- Box-Behnken design points and values of results on broiler’s humoral and cellular immune response 

(mean ±SD*) 
Cellular immune response (mm) Humoral immune response 

)2log( 
Input factors   

48 hour post- 

 inject (PHA-P) 
24 hour post- 

 inject (PHA-P) 

Secondary   

response 

 (28 days) 

primary 

response 

 (14 days) 
fasting 

(hour) 
Dextrin 

(%)    

HMB** 

(%)       
No. of 

Replication 
Treatment 

no. 

0.56 ± 0.14 0.79 ± 0.05 5.5 ± 0.54 2.5 ± 0.54 6 0 0.5 8 1 

0.75 ± 0.13 0.97 ± 0.13 4.75 ± 0.46 3.38 ± 0.52 6 40 0.5 8 2 

0.55 ± .0.06 0.62 ± 0.08 4.75 ± 0.46 3.25 ± 0.46 48 0 0.5 8 3 

0.86 ± 0.13 0.97 ± 0.12 5.25 ± 0.46 3.88 ± 0.84 48 40 0.5 8 4 

0.43 ± 0.08 0.5 ± 0.11 4.25 ± 0.46 2.5 ± 0.54 27 0 0 8 5 

0.72 ± 0.14 0.87 ± 0.13 5.5 ± 0.76 2.38 ± 0.52 27 0 1 8 6 

0.63 ± 0.10 0.83 ± 0.11 4.88 ± 0.35 2.88 ± 0.64 27 40 0 8 7 

0.71 ± 0.12 1.05 ± 0.12 5.88 ± 0.64 3.5 ± 0.76 27 40 1 8 8 

0.61 ± 0.08 0.92 ± 0.06 5.63 ± 0.64 3 ± 0.76 6 20 0 8 9 

0.57 ± 0.06 0.55 ± 0.07 5 ± 0.76 3.13 ± 0.64 48 20 0 8 10 

0.99 ± 0.17 1.25 ± 0.10 5.38 ± 0.32 3.63 ± 0.64 6 20 1 8 11 

0.67 ± 0.10 0.83 ± 0.09 6.13 ± 0.64 2.38 ± 0.52 48 20 1 8 12 

0.58 ± 0.08 0.70 ± 0.08 5.29 ± 0.62 3.96 ± 062 27 20 0.5 24 13 

Beta-hydroxy beta-methylbutyrate  **    Standard Error of mean* 

 
Table 2- ANOVA for response surface models of broiler’s humoral immune response at 14-28 days of age 

 
Table 3-ANOVA of results from response surface models of broilers cellular immune response at 16 and 17 days 

of age 

 (PHA-P( Cellular immune response model   

Humoral immune response model    
Secondary response (28 days) primary response (14 days)    

P-value R2 Sum of squares P-value R2 Sum of 

squares 
 df Source of variation 

< 0.0001 0.166 10.344 0.0003 0.111 9.156  3 Linear 
0.0129 0.067 4.198 < 0.0001 0.238 19.565  3 Quadratic 
0.0006 0.113 7.031 0.0124 0.061 5.031  3 Cross-product 

(interaction) 
< 0.0001 0.345 21.573 < 0.0001 0.410 33.752  9 Total model (regression) 
0.0196  3.594 0.0026  6.031  3 Lack of fit 

  37.333   42.583  107 Pure error 
  40.927   48.615  110 Total error 
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48 hours after phytohemagglutinin injection 
(17 days) 

24 hours after phytohemagglutinin 

injection (16 days) 
  

P-value R2 Sum of squares P-value R2 Sum of squares df Source of variation 
< 0.0001 0.375 1.274 < 0.0001 0.596 3.038 3 Linear 
0.0002 0.088 0.300 < 0.0001 0.126 0.644 3 Quadratic 
0.0004 0.082 0.279 0.0083 0.028 0.143 3 Cross-product (interaction) 
< 0.0001 0.545 1.853 < 0.0001 0.750 3.825 9 Total model (regression) 
< 0.0001  0.322 < 0.0001  0.282 3 Lack of fit 

  1.227   0.994 107 Pure error 
  1.550   1.276 110 Total error 

 
Table 4- Estimated parameters of second-order response surface models for broiler’s humoral immune response 

at 14 and 28 days of age 

Beta-hydroxy beta-methylbutyrate  **    Standard Error of mean* 

 

 و 4 ولادر جد t ریو مقاد ونیرگرس بیضرا برآورد    

 ازبرآورده شده  یهاشاخص. ستنشان داده شده ا 5

 نشان (4)جدول  یروزگ 14در  مورالوه یمنیمدل پاسخ ا

 ،HMB ن،یدکستر ،یگرسنگ یخط یاجزا ریتأث که داد

 × نیدکستر ،یگرسنگ × یگرسنگ دوم توان اثرات

 یگرسنگ × HMB متقابل اثر و HMB  ×HMB و نیدکستر

 یبررس با نیهمچن ،(>05/0P)بوده  داریمعن مدل بر

 در ریتأث نیشتریب که برد یپ توانیم t مطلق قدر مقدار

 HMB×HMB دوم توان اثر به مربوط مدل یینها برازش

𝑡|= 58/5) باشد یم − 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒|). 

 مورالوه یمنیا پاسخ مدل یبرا شده برآورده بیضرا

 یخط اثرکه  داد نشان توانیم( 4جدول)  یروزگ 28در 

 ×HMB  و یگرسنگ × نیدکستر متقابل اثرات و یگرسنگ

 مدل بر نیدکستر × نیدکستر دوم توان اثر و یگرسنگ

 و (>05/0P)داریمعن یروزگ 28در  مورالوه یمنیپاسخ ا

 HMBمدل مربوط به اثر  یاصل رازشدر ب ریتأث نیشتریب

𝑡|= 19/3)  بود یگرسنگ × − 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒|).                                                                     

 دوم درجه یاجمله چند معادله، 5 جدول به توجه با

 یبرا خام یشیآزما یهاداده اساس بر شده برازش

 28 و 14 در( مورالوه یمنی)ا کل یبادیآنت اریع صفت

 :است انیب قابل ریز صورتبه یروزگ

Humoral immune response at 28 days of age Humoral immune response at 14 days of age   

Estimated 

parameter 

from 

coded 

data 

P-value t-

value 

SE* Estimated 

parameter 

from raw 

data 

Estimated 

parameter 

from 

coded 

data 

P-value t-

value 

SE* Estimated 

parameter 

from raw 

data 

Quadratic 

model Term 

5.292 < 0.0001 17.84 0.313 5.588 3.958 < 

0.0001 

4.78 0.341 1.631 Intercept 

-0.0156 0.0084 -2.68 0.016 -0.043 0.0156 0.0048 2.88 0.017 0.0501 Fasting 

0.0938 0.1891 1.32 0.015 0.020 0.375 0.0003 3.72 0.016 0.060 Dextrin 

0.3906 0.3263 -0.99 0.590 -0.582 0.0469 < 

0.0001 

5.18 0.643 3.332 HMB** 

0.0885 0.4319 0.79 0.0003 0.0002 -0.2448 0.0478 -2/00 0.0003 -0.0006 Fasting × 

Fasting 

0.3125 0.0045 2.90 0.0003 0.0007 -0.0625 0.5959 -0.53 0.0003 -0.0002 Dextrin × 

Fasting 

-0.3177 0.0055 -2.83 0.0003 -0.0008 -0.4635 0.0002 -3.79 0.0003 -0.001 Dextrin × 

Dextrin 

0.3438 0.0019 3.19 0.010 0.033 -0.3438 0.0042 -2.93 0.011 -0.033 HMB × 

Fasting 

-0.0625 0.5634 -0.58 0.011 -0.006 0.1875 0.1135 1.60 0.012 0.019 HMB × 

Dextrin 

0.151 0.1811 1.35 0.449 0.604 -0.6823 < 

0.0001 

-5.58 0.4893 -2.729 HMB × HMB 
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(2 یمبنا در تمی)لگار یروزگ 14در  مورالوه یمنیا پاسخخخ  

= 63/1 سنگ × 0/05) +  یگر ستر × 0/06) + ( نیدک ) + ( 33/3  

× HMB) − (0/0006 × سنگ یگر سنگ ×  یگر ) − (0/0002 × 

ستر نیدک سنگ ×  یگر ستر × 0/001) - ( نیدک ستر ×  نیدک ) − 

(0/03 × HMB × یگرسنگ ) + ( 002/0  × HMB × نیدکستر  

) - ( 73/2  × HMB × HMB) 

(2 یمبنا در تمی)لگار یروزگ 28در  مورالوه یمنیا  = 59/5  

یگرسنگ × 0/04) - نیدکستر × 0/02) + ( )  - ( 58/0  × HMB) 

یگرسنگ × 0/0002) + یگرسنگ ×  نیدکستر × 0/0007) + (  × 

یگرسنننگ ) - ( 0008/0 نیدکسننتر  ×  نی)دکسننتر ×  + (0/03 × 

HMB × یگرسنگ ) – ( 006/0  × HMB × نیدکستر  ) + ( 60/0  

× HMB × HMB) 

 

 
Table 5- Estimated parameters of second-order response surface models for broilers Cellular immune response 

at 16 and 17 days of age  

Cellular immune response at 17 days of age Cellular immune response at 16 days of age   

Estimated 

parameter 

from 

coded 

data 

P-

value 

t-

value 

SE* Estimated 

parameter 

from raw 

data 

Estimated 

parameter 

from 

coded 

data 

P-

value 

t-

value 

SE* Estimated 

parameter 

from raw 

data 

Quadratic 

model Term 

0.5764 < 

0.0001 

8.66 0.061 0.528 0.6942 < 

0.0001 

15.37 0.055 0.850 Intercept 

-0.0340 0.0004 -3.66 0.003 -0.011 -0.108 < 

0.0001 

-7.08 0.003 -0.020 Fasting 

0.8593 0.1563 1.43 0.003 0.004 0.1290 0.2143 1.25 0.003 0.003 Dextrin 

0.1066 0.0033 3.01 0.115 0.345 0.1386 0.5338 0.62 0.104 0.065 HMB** 

0.0956 < 

0.0001 

4.38 0.00005 0.0002 0.1193 < 

0.0001 

6.02 0.00005 0.0003 Fasting × 

Fasting 

0.0309 0.1437 1.47 0.00005 0.00007 0.0414 0.0318 2.17 0.00005 0.00010 Dextrin × 

Fasting 

0.0074 0.7353 0.34 0.00006 0.00002 0.0239 0.2304 1.21 0.00005 0.000006 Dextrin × 

Dextrin 

-0.0722 0.0008 -3.44 0.002 -0.007 0.0371 0.0541 -1.95 0.002 -0.004 HMB × 

Fasting 

-0.0506 0.0176 -2.41 0.002 -0.005 0.0372 0.0536 -1.95 0.002 -0.004 HMB × 

Dextrin 

0.0387 0.0789 1.77 0.087 0.155 0.0954 < 

0.0001 

4.82 0.079 0.382 HMB × 

HMB 

 

Beta-hydroxy beta-methylbutyrate  **    Standard Error of mean* 

 

در  ضرایب برآورده شده برای مدل پاسخ ایمنی سلولی

( 5 جدول) دهدینشان م tقدر مطلق  ریو مقاد یروزگ 16

 یگرسنگ یخط اثر یمورد بررس یرهاییمتغ انیکه در م

 دوم توان اثر و یگرسنگ×  نیدکستر متقابل اثرات و

HMB  مارهایت جینتا نیدر ب یو اثر توان دوم گرسنگ 

در برازش  ریتأث نیشتریو ب (>05/0P) بودند داریمعن

= 08/7) باشدیم یمدل مربوط به اثر گرسنگ یاصل

|𝑡 − 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒|.) برآورده شده  بیبا مطالعه ضرا نیهمچن

( 5 جدول) یروزگ17در  یسلول یمنیمدل پاسخ ا یبرا

و اثرات متقابل  یگرسنگ یاثر خط که برد یپ توان یم

 و یگرسنگ × HMB متقابل اتاثرو یگرسنگ× نیدکستر

 یمنیمدل  پاسخ ا بر نیدکستر × نیدکستر دوم توان اثر

با توجه  و (>05/0P) بوده داریمعن یروزگ 17سلولی در 

 یدر برازش اصل ریتأث نیشتریب tقدر مطلق  ریبه مقاد

= 38/4بود )  یگرسنگ مدل مربوط به اثر توان دوم

|𝑡 − 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒|.) 

 24 از بعد یرجلدیز یلیبازوف تیحسخخاسخخ ادیازد شخخاخ 

(متر یلیم) ساعت  = 85/0 سنگ × 0/02) −  یگر ) + (0/003 

نیدکسنتر × ) + ( 07/0  × HMB) + ( 0003/0 یگرسننگ ×   × 

یگرسنگ ) + ( 0001/0 نیدکستر ×  یگرسنگ ×  ) + (0/00006 
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ستر × نیدک ستر ×  نیدک ) − ( 004/0 × HMB × سنگ یگر ) − 

(0/004 × HMB × نیدکستر ) + ( 38/0  × HMB × HMB) 

 48 از بعد یرجلدیز یلیبازوف تیحسخخاسخخ ادیازد شخخاخ 

(متر یلیم) ساعت  = 53/0 سنگ × 0/01) −  یگر ) + (0/004 

نیدکسننتر × ) + ( 35/0  × HMB) + ( 0002/0 یگرسنننگ ×   × 

یگرسننننگ ) + ( 00007/0 نیدکسنننتر ×  یگرسننننگ ×  ) + 

نیدکسننتر × 0/00002) نیدکسننتر ×  ) − ( 007/0 × HMB × 

یگرسنگ ) − (0/005 × HMB × نیدکستر ) + ( 16/0  × HMB 

× HMB) 

 یمنیا پاسخ کاهش موجب هیاول یگرسنگ شیافزا

 محققان گزارش(. P <05/0) شد یسلول و هومورال

 یبا بررس وریدر ط یاهیکه عوامل تغذ است یحاک

مرتبط  SRBC قیهومورال حاصل از تزر یمنیا ستمیس

 هاجوجه تیمحروم. (2020و همکاران  ی)مقصوداست 

 ترشح و تنش بروز موجب خیتفر از پس خوراک از

 مناسب رشد مانع و شده هاآن در دهایکوستروئیکورت

 در یمنیا شیافزا نیبنابرا. گرددیم یمنیا یهاسلول

 بوده،  وابسته خوراک مصرفزمان  نیاول با هاجوجه

را در برابر  پرنده و شده یاکتساب یمنیاتکامل  موجب

-راه جملهکه از  یدستگاه تنفس قیاز طر زایماریعوامل ب

 یی)ا دینما یممحافظت  ،است یورود آلودگ یاصل یها

 پاسخ ،متعادلنا یهارهیج با هی(. تغذ2005وهمکاران 

را  SRBC به هیثانو پاسخ و داده کاهش را SRBC به هیاول

 ییغذا کمبود یدارا هفته 5 تا که یپرندگان در یهفتگ 8 در

 (. 2004 دی)ک کندیم سرکوب را بودند

موجب بهبود  نیو دکستر HMB یمرغتخم درون هیتغذ

 طیشرا در ،(P < 05/0) هشد هیهومورال اول یمنیپاسخ ا

 هر HMB یمرغتخم درون قیتزر ه،یاول یاعمال گرسنگ

 دهدیم ارتقا را هیو ثانو هیهومورال اول یمنیا پاسخدو 

(05/0 > P در .)ه،یاول یزمان گرسنگ شیافزا صورت 

 شیموجب افزا HMBو  نیدکستر یمرغدرون تخم قیتزر

در هر دو مرحله  یلیبازوف تیحساس ادیشاخص ازد

 دوم قیتزر در فقط یرجلدیزساعت( و  48و  24) قیتزر

 هینشان داده است که تغذ قاتیتحق جینتا .شد( ساعت 48)

درصد  10محلول گلوکز  تریلیلیم کی یمرغدرون تخم

 اریع ون،یانکوباس 25بوقلمون در روز  یهادر تخم

 یمنی)ا ژن گلبول قرمز گوسفندیبادی علیه آنتیآنتی

داده، اما  شیافزا خیپس از تفر 28هومورال( را در روز 

و همکاران  اینداشت )باتاچار یسلول یمنیبر ا یاثر

 هیتغذ که دادند گزارش گرید محققان مقابل، در(. 2007

 بوزیر ای فروکتوز مثل ییهادراتیکربوه یمرغتخم درون

 یگوشت یهادرجوجه را یسلول و هومورال یمنیا پاسخ

 اتاثر تواندیم هادراتیکربوه نوع حال نیع در و بهبود

 همکاران و)بهانجا  اشدب داشته وریط یمنیا بر یمتفاوت

گزارش کردند که  زی( ن2006) همکاران و هیفو(. 2014

منجر به  بوقلمون تخم در هادراتیکربوهو  HMB قیتزر

-افتهی با که شد هومورال یمنیپاسخ ا یمثبت بر رو ریتأث

 و تاکو مطالعه جینتا. دارد انطباق حاضر قیتحق یها

سبب  HMB ( نشان داد که استفاده از2004) همکاران

اومرهاکان و  قاتیشده است. تحق یمنیا پاسخ شیافزا

 HMB قیاز آن است که تزر یحاک زی( ن2016همکاران )

 شیافزا یعفون یهایماریب برابر در را هامقاومت جوجه

 یهفته دوره زندگ 8در  یبادیآنت سطح شیافزا در و داده

  اثر مثبت داشته است. یمرغ گوشت

 

 یکل یریگ جهینت

-ریمتغ از خیتفر از بعدزمان  نیتر کوتاهدر  نیآغاز هیتغذ

 محسوبپرنده  یمنیامتوازن  ستمیمهم در معادله س یها

 زمان نیبه اول یدر دسترس ریدر صورت تأخ .شودیم

 از یناش است ممکن کهو خوراک  آبمصرف 

و حمل و نقل به مزرعه  تیجنس نییتع ون،یناسیواکس

 یدروکسیبتاه یمرغدرون تخم هیتغذ باشد، پرورش

اثرات  کاهش موجب دتوانیم نیدکستر و راتیبوت لیبتامت

 به. شود یهومورال و سلول یمنیپاسخ ا بهبودو  یمنف

 با یهاشیآزما انجام یبرا بنکن_  باکس طرحعلاوه 

 نوع حیتوض یبرا مناسب یروش عنوان به مار،یت نیکمتر

 یدسترس و یمغذ مواد یمرغتخم درون هیتغذ نیب رابطه

 یگوشت یهاجوجه یمنیا پاسخ بر خوراک نیاول به

 .شود یم محسوب
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Introduction: The time between the first and the last chick hatching is called the hatch window and 

the time required for all eggs to hatch is between 24 and 48 hours (Decuypere et al. 2001). In addition, 

processes such as sex determination, vaccination, and on-farm transfers require more time, resulting 

in hatched chicks not being able to access water and feed for 72 hours (Willemsen et al. 2010). Post-

hatch fasting leads to high chicken mortality, low growth in the first week and a reduction in disease 

resistance, due to insufficient storage of yolk sac and incomplete immune system of birds in this 

period. Zhai et al. suggested the use of in-ovo feeding (IOF) to overcome the issues (Zhai et al. 2008). 

The in-ovo injection of nutrients around days of 17 to18, called in-ovo feeding (Foye et al 2006), 

supplies the embryo with additional nutrients via amniotic fluid prior hatching and those nutrients 

continue to be utilized by the chick post-hatch during this fasting period. Yolk protein is a source of 

maternal antibodies. The results of the research suggest that IOF increases immunoglobulins, weight 

of bursa of fabricius, and lymphocyte proliferation on 28 days of age (Dibnere et al 1998). Studies 

have reported that drinking glucose containing water leads to decrease in gluconeogenic enzymes 

thus reducing the proteins breakdown as well as beneficial antibodies (Donaldson 1995). In most 

studies, egg is inoculated with a single nutrient, while assuming other factors to be constant. In such 

studies, the interrelationships between factors are ignored. Therefore, designing experiments using 

modern statistical mathematical methods to optimize test conditions and obtain more accurate results 

will be useful (Ahmadi and Golian 2010). Response surface methodology (RSM), a useful set of 

statistical and mathematical procedures, can be employed 1) to survey responses from the 

combinations of factors for searching optimum results, 2) to optimize the interactions between factors 

and their levels, and 3) to reduce investigation costs. Additionally, not only that the effect of each 

factor can be examined by RSM but also all coefficients of the quadratic regression model and the 

interaction of factors can be estimated. Box-Behnken design (BBD) is a multivariate experimental 

design, where multiple factors are studied simultaneously. The BBD is considered to be more efficient 

than full factorial designs, because it requires a significantly smaller number of treatments and allows 

researchers to estimate and optimize processes (Box and Hunter 1957). In this study, we aimed to 

determine the immune response of broilers to in-ovo feeding of beta-hydroxy beta-methylbutyrate 

(HMB) and dextrin and the first time of access to feed using Box-Behnken design.  
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Material and methods: A total of 1800 fertile eggs of 65 weeks-old broiler breeders were obtained 

from a commercial broiler breeder flock (Ross 308, Sepidrood, Rasht, Iran) and stored under 

commercial conditions for two days before incubation. Eggs were weighed, and those within a similar 

weight distribution (66.4 ± 1.3 g) were randomly distributed into 60 groups of 30 eggs. Eggs were 

then incubated in a commercial hatchery at 37.5°C and 56% relative humidity. On the 15th day of 

incubation all eggs were candled and cracked. Then, unfertilized or dead embryo containing eggs 

were discarded (Kornasio et al. 2011). On the 18th day, 1500 eggs were randomly assigned into 15 

treatments based on a Box-Behnken design (Box et al. 1987) with four replicates and three levels of 

in-ovo administration of beta-hydroxy beta-methylbutyrate (0, 0.5 and 1.0%) and dextrin (0, 20 and 

40%) in a 0.9% saline, along with the first feeding (6, 21 and 48 h). The injection was performed 

manually through a hole made in the wide part of the egg, using needle number 23 and injection of 

0.5 mL of sterile solution, which was inserted to a depth of 17 mm of amniotic fluid (Uni et al. 2005). 

From the hatched chicks of each replication, 14 chicks (equal ratio of male and female) were 

randomly selected, weighed, and transferred to the farm. According to box-Benken design, chicks 

were allocated in one of 15 experimental treatments (each treatment with four replications, rearing 

60 experimental units). Access to water and food was free during the 42-day trial period. Chickens 

were fed three diets of starter, grower, and finisher based on the Ross 308 strain nutrients requirement 

(Ross Broiler Guide 2014). Feed form and its composition were used in the form of crumble with a 

2850 kcal/kg metabolizable energy and 21.92% crude protein) during starter period (1 to 10 days), in 

pellet form (3 mm) with 2880 kcal/kg metabolic energy and 19.97% crude protein during grower 

period (11 to 24 days) and in pellet form (6 mm) with 2950 kcal/kg metabolic energy and 17.98% 

crude protein during finisher (25 to 42 days) period (Ghanaatparast et al. 2018 a,b). Experimental 

data (60 data lines) gained by BBD were fitted to the second-order polynomial equation by SAS 

through the RSREG procedure. A ridge analysis (Draper, 1963, SAS Institute 2011) was used to 

compute the optimal response for TPB and PPB maximization (RIDGE MAX procedure in SAS). 

Using ANOVA and corresponding absolute t-value of the model parameters, a process of the 

sensitivity analysis was performed on developed RSM models to find which model term is considered 

more important throughout the modeling process (Box et al. 1987). 

Results and discussion: Increasing the time of the first access to feed and post hatch fasting reduced 

the humoral and cellular immunity (P < 0.05). In-ovo feeding of HMB and dextrin improved primary 

humoral immune response (P < 0.05). In-ovo feeding of HMB and dextrin resulted in improved 

primary humoral immune response (P <0.05), and in-ovo injection of HMB enhanced primary and 

secondary humoral immune response simultaneously with fasting. By increasing fasting time, in-ovo 

feeding of HMB and dextrin increased the cutaneous basophilic hypersensitivity response in both 

times of PHA-P injection (24 and 48 hours) and the second injection of PHA-P (48 hours), 

respectively. Limited access to the post-hatch feed causes stress and corticosteroid secretion and 

prevents the proper growth of immune cells. Therefore, increased immunity in chickens depends on 

the first access to feed, during which the acquired immunity is strengthened, and the bird is protected 

against pathogens through the respiratory tract, known as the source of infection (Yi et al. 2005). The 

interaction between inoculated nutrients and their concentrations in egg, as well as post hatch 

starvation affected broiler’s performance and such interactions can affect the optimal levels 

determined in an experiment (Tako et al.2004; Kornasio et al. 2011). In general, injections of 

carbohydrates such as fructose or ribose have shown to improve the humoral and cellular immune 

response in broilers, and of course the extent of the effect on the poultry immune system depends on 

the type of carbohydrate (Bhanja et al. 2014). 

Conclusion: The first access of day-old chick to feed is considered as effective factor to prevent 

declined bird's immune system function. If access to water and feed is delayed during post-hatch (for 

reasons such as vaccination, sex determination, and transport to farm), in-ovo feeding of HMB and 

dextrin can effectively improve the humoral and cellular immune response. The Box-Benken design 
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for minimally invasive experiments is a good method to explain the relationship between in-ovo 

feeding of nutrients and the first access to feed on the immune response of broilers. 
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