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اثر بذر گیاه خار مریم بر بیان ژن اینترلوکین شش )IL-6( کبدی در جوجه 
B1 های گوشتی تغذیه شده با آفلاتوکسین
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خلاصه
مطالعه حاضر با هدف اثر متعادل شونده بیان ژن کبدی اینترلوکین شش )IL-6(، توسط بذر گیاه خار مریم در جوجه های گوشتی تغذیه شده با 
آفلاتوکسین B1 مورد ارزیابی قرار گرفت. تعداد 96 قطعه جوجه گوشتی سویه راس 308، به صورت تصادفی در چهار تیمار در 4 تکرار و 6 قطعه 
جوجه در هر واحد آزمایشی اختصاص داده شد، گروه ها شامل )1( شاهد 2( جیره پایه حاوی ppb 500 آفلاتوکسین B1، 3( جیره پایه حاوی 0/5 
درصد بذر گیاه خار مریم 4( جیره پایه حاوی ppb 500 آفلاتوکسین  B1 به همراه 0/5 درصد بذر گیاه خار مریم. در سی و پنجمین روز آزمایش 
به منظور بررسی تغییرات بیان ژن IL-6، 3 نمونه بافت کبد از هر تیمار جمع آوری شد. پس از استخراج RNA از بافت کبد رونویسی معکوس 
به عمل آمد. همچنین، واکنش زنجیره ای پلی مراز )PCR( جهت تکثیر ژن اینترلوکین شش انجام شد. نتایج نشان داد که بیان ژن اینترلوکین 
شش در تیمار دریافت کننده آفلاتوکسین کاهش یافت، در حالی که بذر گیاه خار مریم به تنهایی بیان ژن مذکور را افزایش داد. متغییرهای مورد 

بررسی در این مطالعه نمایانگر کارایی و تأثیر مشخص خار مریم در کاهش اثرات منفی آفلاتوکسین در جوجه های گوشتی بود.
.B1 واژه‌های کلیدی: ژن اینترکولین 6،  کبد، جوجه گوشتی، تغذیه، بذر خار مریم، آفلاتوکسین
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مقدمه
كه  مي باشند  ها  ماكيوتوكسين  از  بزرگي  گروه  ها  آفلاتوكسين 
فلاووس  بویژه  آسپرژيلوس  جنس  از  خاصي  هاي  گونه  بوسيله 
 (A. Parasiticus) و پارازیتیکوس (Aspergillus flavus)
متابولیت   .)2014 همکاران،  (Fani Makki و  شود  می  توليد 
B2 ،B1 های ثانویه تولید شده به وسیله این قارچ ها شامل انواع
، G1 و G2 می باشد (Fani Makki و همکاران، 2013(. عواقب 
از  عواقب  این  است.  خطرناک  بسیار  حیوانات  در  متابولیت ها  این 
قبیل؛ اختلال در سیستم ایمنی، جهش زایی، سرطان زایی و  ناقص 
نیز وجود  انسان ها  در  موارد  این  وقوع  امکان  و  بوده  زایی  الخلقه 
دارد. با توجه به اینکه ذرت از مواد خوراکی پایه در تغذیه طیور می 
آفلاتوکسین ها محسوب  رشد  برای  مناسبی  و محیط کشت  باشد 
می گردد، استفاده از مواد خوراکی خنثی کننده آثار آفلاتوکسین در 
اندام های اصلی  جیره طیور امری ضروری می باشد. کبد و کلیه، 
تجمع آفلاتوکسین ها هستند، زیرا آنها در تبدیلات زیستی این سم 
دارویی  گیاه  بذر  (Anthony و همکاران، 2013(.  درگیر هستند 
خار مریم میتواند این آثار مخرب را از بین ببرد. از میوه های خار 
مریم ماده ای به نام سیلیمارین (Silymarin) که خود شامل سه 
ایزومر اصلی به نام های سیلیبین (Silybin A & B)، سیلی­

می   (Silychristin) سیلیکریستین  و   (Silydianin) دیانین 
سیلیبین   ،)2011 همکاران،  و   Yunus) شود  می  استخراج  باشد، 
مؤثرترین ماده موجود در سیلیمارین است که به عنوان آنتی اکسیدان 
و محافظت کننده مؤثر کبدی شناخته شده است (Anthony و 
همکاران، 2013(. Gazak و همکاران )2007(، مکانیسم اثر سیلی­
از  ناشی  درمان سرطان  در  را  مریم  گیاه خار  بذر  در  مارین موجود 
مصرف سموم قارچی، بطور کامل شرح دادند و افزودند؛ سیلیمارین 
موجود در این گیاه از طریق اثر بر فعالیتهای مربوط به هسته سلول 
و تأثیر بر میکروزوم سلولی کبدی، می تواند رادیکال های آزاد ناشی 
از مصرف سم آفلاتوکسین را کاهش و فعالیت سلولی جهت سنتز 
پروتئین را افزایش دهد. وقتی که نوتروفیل ها تحریک می شوند، 
میکند  جلوگیری  آنها  از  مایلوپراکسیداز  شدن  آزاد  از  سیلیمارین 
(Yunus و همکاران، 2011(. سیلیمارین فیتوزوم های موجود در 
تغییرات هیستوپاتولوژیکی  و  بذر گیاه خار مریم می تواند جراحات 
 Grizzle) را کاهش دهد B1کبدی  ناشی از دریافت آفلاتوکسین
و همکاران، 2009(. آفلاتوکسین به عنوان بازدارنده سنتز پروتئین 
اختصاصی خون که جهت  تولید مواد غیر  نتیجه،  عمل کرده و در 
دفاع طبیعی ضروری هستند کاهش می یابد (Yunus و همکاران، 
اسیدهای  انتقال  و  نقل  در  اختلال  طریق  از  آفلاتوکسین   .)2011
 DNA و  پروتئین  سنتز  از   m-RNA برداری  رونوشت  و  آمینه 

ممانعت کرده و در نتیجه، آنتیبادی ها در سطوح پایین تولید میشوند 
اختلال  ایجاد  بدون  2011(. آفلاتوکسین  همکاران،  (Yunus و 
و   Kearns) کند می  تضعیف  را  ایمنی  سیستم  پادتن  تولید  در 
اینترلوکین ها باعث تنظیم روابط بین لنفوسیت  همکاران، 2006(. 
ها و سایر لکوسیت ها می شوند. IL-6، سایتوکاینی است که هم 
در ایمنی ذاتی و هم اکتسابی نقش دارد. بیگانه خوارهای تک هسته 
ای، سلول های اندوتلیال عروق، فیبروبلاست ها و سلول های دیگر 
 TNF  ،IL-1 نظیر  سایتوکاین هایی  و  میکروب ها  به  پاسخ  در 
در   IL-6 (Yunus و همکاران، 2011(.  می سازند  را   IL-6 و 
توسط  حاد  مرحله  پروتئین های  شدن  ساخته  موجب  ذاتی،  ایمنی 
هپاتوسیت ها می شود. IL-6 همچنین در اثرات سیستمیک التهاب 
یا پاسخ مرحله حاد دخالت داشته و در ایمنی اکتسابی موجب رشد 
این  در   .)2011 همکاران،  (Yunus و  B می گردد  لنفوسیتهای 
پژوهش اثرات آفلاتوکسین B1 و بذر گیاه دارویی خار مریم بر بیان 
ژن اینترلوکین شش (IL-6) به روش نیمه کمّی مورد بررسی قرار 

گرفت.

مواد و روش کار
نحوه تولید سم آفلاتوکسین

جهت تولید سم آفلاتوکسین B1، از قارچ آسپرژیلوس فلاووس تهیه 
شده از مرکز کلکسیون قارچ و باکتری سازمان پژوهش های علمی 
و صنعتی ایران PTCC NO : 5004 (IR111)، استفاده شد. 
 PDA (Potato dextroseقارچ مذکور بر روی محیط کشت
بر  آن  انتقال  با  قارچ  تکثیر  از  پس  شد.  تکثیر  و  منتقل   agar) 
سم  تولید  شرایط  استریل،  و  رطوبت  درصد   13 حاوی  برنج  روی 
مجموعه  سپس  گردید.  مهیا  روز  هفت  مدت  آفلاتوکسین B1 به 
میزان  درآمدند.  پودر  صورت  به  و  شده  اتوکلاو  قارچ  و  ها  برنج 
آفلاتوکسین B1 موجود در 25 گرم نمونه بدست آمده بوسیله تست
 60  ppm  ،TLC (Thin layer chromatography) 

اندازه گیری شد )فانی مکی و همکاران، 1391(. 

تیمارهای آزمایشی و تهیه نمونه های مورد آزمایش
در این پژوهش از برنامه 3 مرحله ای جیره آغازین )1 – 14 روزگی(، 
رشد )14-28 روزگی( و پایانی )28-42 روزگی( استفاده شد. جیره 
ها بر اساس احتیاجات توصیه شده توسط کمپانی راس و با استفاده 
 24 تعداد  آزمایش  این  در  شدند.  تنظیم   UFFDA افزار  نرم  از 
قطعه جوجه گوشتی سویه رآس 308 در قالب طرح کامل تصادفی، 
با 4 تیمار و 6 تکرار، به مدت 35 روز روی بستر پرورش داده شدند. 
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اضافه  )بدون  شاهد  تیمار   )1 از؛  بودند  عبارت  آزمایشی  تیمارهای 
آفلاتوکسین   500 ppb  )2 ،)B1 آفلاتوکسین یا  کردن خار مریم 
 500 ppb + 3( 0/5 درصد خار مریم، 4( 0/5 درصد خار مریم ،B1
آفلاتوکسین Fani Makki( B1 و همکاران، 2014(. تیمارهای 
آزمایشی از یک تا 35 روزگی در اختیار جوجه ها قرار گرفت. در سن 
35 روزگی از هر تیمار به طور تصادفی سه جوجه کشتار گردید و از 
بافت کبد آنها  نمونه گیری به عمل آمد )مجموعاً 12 نمونه بافتی 
کبد(. بلافاصله نمونه های بافتی با استفاده از ازت مایع فریز شده و 
به آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی دانشگاه بیرجند منتقل 
شد. ضمناً نمونه گیری از جوجه ها با رعایت کامل حقوق حیوانات 

انجام گردید.

استخراج RNA از بافت کبد
 Total از نمونه های بافتی کبد، کیت RNA به منظور استخراج
 DENAzist خریداری شده از شرکت RNA isolation kit
Asia مورد استفاده قرار گرفت. مراحل انجام کار بدین شرح بود؛ 
ابتدا 100 میلی گرم از بافت کبد در یک هاون چینی خرد گردید. 
سپس بافت خرد شده با استفاده از دستگاه هموژنایزر کاملًا ریز شد. 
آنگاه یک میلی لیتر بافر G1 به میکروتیوب هموژنایزر اضافه شد و 
بوسیله ورتکس بافت خرد شده در داخل محلول به خوبی مخلوط 
گردید. میکروتیوب به مدت 10 دقیقه در دمای 4 درجه سانتیگراد و 
با سرعت 12000 دور در دقیقه سانتریفیوژ شد. محلول فوقانی لوله 
به یک میکروتیوب جدید منتقل شد. میزان 200 میکرو لیتر کلروفرم 
به هر میلی لیتر بافر G1 حاوی بافت هموژنیزه شده افزوده شد و به 
مدت 15 ثانیه ورتکس گردید. محتویات به مدت 3 دقیقه در دمای 
آزمایشگاه انکوبه شدند. مجدداً، محتویات میکروتیوب به مدت 15 
دقیقه سانتریفیوژ شد. پس از اتمام سانتریفیوژ سه فاز تشکیل گردید. 
فاز بالایی حاوی RNA بوده که با احتیاط کامل از عدم آلودگی با 
فاز میانی به میکروتیوب جدید منتقل شد. در این مرحله، به نیمی 
و  شده  اضافه   G2 بافر  و  ایزوپروپانول  شده  منتقل  مایع  حجم  از 

محتویات میکروتیوب به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شد. پس از اتمام 
سانتریفیوژ یک رسوب سفید رنگ نازک در ته میکروتیوب مشخص 
گردید. مایع رویی با احتیاط خارج شده و به رسوب باقی مانده یک 
ثانیه  به مدت 5  افزوده شد. همچنین،  اتانول 70 درصد  لیتر  میلی 
میکروتیوب ورتکس و سانتریفیوژ گردید. مایع رویی با احتیاط و با 
مشاهده مداوم رسوب ته میکروتیوب تخلیه گردید. در این مرحله به 
 RNase رسوب تقریباً خشک شده، 30 تا 100 میکرولیتر آب فاقد
دمای  در  را  آن  و  بسته  را  میکروتیوب  درب  همچنین،  شد.  اضافه 
55 تا 60 درجه سانتیگراد قرار داده تا RNA به خوبی در آب حل 
شود. در مرحله آخر، محلول حاصل که همان RNA است برای 
رونوشت برداری معکوس مورد استفاده قرار گرفت )Kashofer و 

همکاران، 2013(.

cDNA ساخت
RNAی ‏استخراج شده از بافت کبد بلافاصله برای انجام مرحله 
 Reverse توسط کیت cDNA نسخه برداری معکوس و ساخت
Aid H Minus شرکت فرمنتاز مورد استفاده قرار گرفت. پس از 
یخ زدایی، مخلوط کردن و سانتریفیوژ نمودن، اجزای کیت به مقدار 
جزیی روی یخ نگهداری شد. همچنین، 2 میکرولیتر از RNA الگو، 
1 میکرولیتر Oligo_dT و 9 میکرولیتر Depce-water به یک 
Nuclease_free منتقل شد. سپس میکروتیوب  تیوب استریل 
کمی سانتریفیوژ و به مدت 5 دقیقه در دمای 65 درجه سانتیگراد 
آنچه که  بر اساس  زیر  انکوبه شد. ترکیبات   PCR داخل دستگاه 
واکنش  به میکروتیوب  است  داده شده  نشان   )1( در جدول شماره 
افزوده شده و به آرامی سانتریفیوژ گردید. در این مرحله، میکروتیوب 
ها در دمای 42 درجه سانتی گراد به مدت 60 دقیقه توسط دستگاه 
PCR انکوبه شدند. واکنش RT با قرار دادن میکروتیوب در دمای 
70 درجه سانتیگراد به مدت 5 دقیقه خاتمه یافت )Osselaere و 

همکاران، 2013(. 

45X Reaction Buffer میکرو لیتر

RiboLockTM RNase Inhibitor (20u/1μ(1 میکرو لیتر

2mM dNTP Mix 10 میکرو لیتر

RevertAid TM H Minus M-MuL Reverse Transcription (200u/1μ(1 میکرو لیتر

20Total میکرولیتر

PCR جدول 1. مواد افزوده شده به میکروتیوب جهت واکنش
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PCR انجام واکنش
 RT-PCR از روش RNA به منظور بررسی بیان ژن در سطح
استفاده شد. تمام نمونه های cDNA ابتدا از نظر بیان ژن مرجع 
(House Keeping) ارزیابی شدند. ژن مرجع انتخاب شده در این 
 (Glyceraldehyde پژوهش، گلیسر آلدئید فسفات دهیدروژناز
(phosphatedehydrogenase: GAPDH-3 بود. توالی 

آغازگرهای به کار رفته برای RT-PCR این ژن عبارت بود از؛
 :(Forward primer) آغازگر رفت

   CCTCTCTGGCAAAGTCCAAG
 :(Reverse primer) آغازگر برگشت

CAACATCAAATGGGCAGATG
همچنین، توالی آغازگرهای به کار رفته برای ژن اینترلوکین شش 

(IL-6) عبارت بود از؛
GACTCGTCCGGAGAGGTTG :آغازگر رفت

CGCACACGGTGAACTTCTT :آغازگر برگشت
 2/5 گرفت،  انجام  میکرولیتر   25 حجم  در  که  واکنش  هر  در 
میکرولیتر   0/5  ،dNTP 5/ 0میکرولیتر   ،10 X بافر  میکرولیتر 
 2/3  ،Right Primer میکرولیتر   0/5  ،Left Primer
 0/5 ،Taq polymerase 0/5 میکرولیتر ،Mgcl2 میکرولیتر
میکرولیتر cDNA و 18 میکرولیتر آب استفاده شد. برنامه دمایی 
تکثیر عبارت بود از؛ 94 درجه سانتی گراد به مدت 3 دقیقه )واسرشته 
سازی اولیه(، 94 درجه سانتی گراد 30 ثانیه )واسرشته سازی ثانویه(، 
62 درجه سانتی گراد 30 ثانیه )اتصال آغازگرها(، 72 درجه سانتی 
)بسط  گراد 10  درجه سانتی  و 72  آغازگرها(  )بسط  ثانیه  گراد 30 
نهایی آغازگرها( دقیقه بود. محصول هر واکنش RT-PCR روی 
ثابت 75،  ولتاژ  با  مرحله  این  الکتروفورز شد.  درصد،   2 آگاروز  ژل 
به مدت 1 ساعت انجام گردید. در نهایت پس از رنگ آمیزی ژل 
اندازه  اساس  بر   ،(Ethidium bromide) بروماید  اتیدیوم  با 

باندهای مشاهده شده تفسیر صورت گرفت.

نتایج
تیمارهای  همه  در  شش  اینترلوکین  ژن  بیان  دادکه  نشان  نتایج 
که  دوم  تیمار  در  ژن  این  بیان  است.  متفاوت  یکدیگر  با  آزمایشی 
در آن جوجه ها ppb500  آفلاتوکسینB1 در هر کیلوگرم خوراک 
دریافت کرده بودند نسبت به تیمار شاهد کاهش پیدا کرد. بلعکس، 
بذر گیاه دارویی خار  تیمار سوم که گیاه خار مریم )0/5 درصد  در 
مریم در هر کیلوگرم خوراک( به تنهایی مورد استفاده قرار گرفته بود، 
باندهای بزرگتری بر روی ژل الکتروفورز تشکیل گردید. همچنین 

در تیمار چهارم که آفلاتوکسینB1 به همراه بذر گیاه دارویی خار 
مریم مورد استفاده قرار گرفته بود، بیان ژن مذکور افزایش پیدا کرد. 
 1 تصویر  در  الکتروفورز  ژل  روی  در  شده  تشکیل  باندهای  شدت 

نشان داده شده است. 

تصویر 1. باندهای تشکیل شده در ژل آگاروز 

بحث
شده  ساخته  های  سایتوکاین   (Interleukins) اینترلوکین‌ها 
توسط انواع گویچه‌های سفید خون هستند که اغلب بر لنفوسیت‌های 
دیگر موثر می‌باشند (Nasir و همکاران، 2013(. این ترکیبات در 
سیستم ایمنی نقش مهمی دارند. همچنین، بیان ژن IL-6 در انواع 
سلول ها مانند فیبروبلاست ها، کندروسیت ها، اپی تلیوم سینوویال، 
 Culig &) است  گزارش شده  )کولون(  بزرگ  روده  و  ریه  کبد، 
Puhr، 2012(. این سایتوکاین (IL-6) عملکردهای پلئوتروپیکی 
در سلول های هماتوپویتیک، کبدی، استرومایی، اپی تلیالی، عصبی 
اثبات  اخیراً   .)2012  ،Culig & Puhr) دارد  استئوکلاستی  و 
نشان  تواند  می  تومور  در   IL-6 ژن  بیان  افزایش  که  است  شده 
دهنده پیش آگهی نامناسب سرطان کبد باشد (Nasir و همکاران، 
و  بروز  در   AFB1 متعدد، عملکرد  مطالعات  در  امروزه   .)2013
آن  پاتوژنیک  نقش  بر  و  تومورهای مختلف گزارش شده  پیشرفت 
در سرطان کبد تأکید گردیده است. این در حالی است که نقش بذر 
نیست.  مشخص  خوبی  به  زدایی  تومور  در  مریم  خار  دارویی  گیاه 
به  بر روی جوجه های گوشتی مبتلا  این مطالعه  به همین خاطر، 
ژنی  تعادل  بروز  آیا  که  شود  مشخص  تا  گردید  اجرا  کبد  سرطان 
IL-6 در تیمار چهارم )تیمار دریافت کننده آفلاتوکسین به همراه 
مریم  خار  گیاه  بذر  مختلف  سطوح  تأثیر  تحت  میتواند  مریم(،  خار 
باشد یا خیر. آنچه که در این پژوهش بیشتر جلب توجه نمود، کاهش 
پژوهش  این  نتایج  بود.  سرطانی  های  نمونه  در   IL-6 ژن  بیان 
این  نماید.  می  تأیید  را   )2009( همکاران،  و   Yarru های  یافته 
محققان، کاهش محسوسی را در بیان ژن اینترلوکین شش در جوجه 
با آفلاتوکسینB1  )1 میلی گرم در هر کیلوگرم  های تغذیه شده 
خوراک( مشاهده کردند. در حالی که، زرد چوبه )74 میلی گرم در هر 
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کیلوگرم خوراک( بیان این ژن را افزایش داد. با توجه به یافته های 
این پژوهش و بررسی پژوهش های دیگر پیشنهاد می شود که گیاه 
آفلاتوکسین  برای  خوبی  کننده  بازجذب  میتواند  مریم  خار  دارویی 
شود.  گنجانده  جیره  در  آن  از  بالاتری  مقادیر  باید  ولی  B1باشد، 

را   B1 آفلاتوکسین  اثر   )2003( همکاران،  Hinton و  همچنین 

بر بیان ژن های IL-6  و IL-1 در موشهای صحرایی جنس نر 
بررسی کردند، نتایج تحقیق آنها نشان داد که آفلاتوکسین بیان این 
دو ژن را افزایش می دهد. همچنین، این محققان نتیجه گرفتند که 
اثرات آفلاتوکسین بر روی سیستم ایمنی میتواند تحریک کننده و 

بازدارنده باشد.

تشکر و قدردانی
بدین وسیله از استاد ارجمند، جناب آقای دکتر حسام دهقانی که نهایت همکاری و مشاوره را در به انجام رسیدن موفق این پروژه مبذول 

نمودند، قدردانی می شود.
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Abstract
The objective of the present study was to evaluate the efficacy of milk thistle seeds (MTS) to ameliorate 
gene expression of interleukin-6 (IL-6) in the livers of broiler chicks fed with aflatoxin B1 (AFB1). 96 one-
day-old (Ross 308) broiler chicks were used. They were randomly assigned to four treatments, 4 replicates 
and 6 birds in each unit. Group (1) was kept as a control and other groups received feed containing MTS 
and AFB1 for 3 weeks, i.e. 2) basal diet supplemented with 500 ppb of AFB1 per kg of feed, 3) basal diet 
supplemented with MTS (0.5%) and 4) basal diet supplemented with MTS (0.5%) and 500 ppb of AFB1 
per kg of feed. On day 35 livers were collected (3 per treatment) to evaluate changes in the expression 
of IL-6 gene after reverse transcription of RNA extracted from liver tissue were taken. In addition, poly-
merase chain reaction (PCR) amplification was performed for IL-6. The result revealed expression of IL-6 
decreased in treatments which is received AF while MTS alone increased IL-6 expression. The variables 
that were evaluated in this study showed that MTS had significant efficacy in diminishing the aflatoxin 
negative effects on the chickens.
Key words: Interleukin 6 gene, Liver, Broiler chicks, Nutrition, Thistle seeds, Aflatoxin B1. 
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