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Introduction: Heat stress can compromise sheep's productive performance and growing lambs are considered to 
be one of the most susceptible groups to heat stress. Exposure to heat stress increases inflammatory cytokines 
secretion and impairs insulin signaling in muscle which may underlie poor growth responses. Therefore, 
enhancing insulin sensitivity through the addition of insulin-sensitizing dietary additives may improve animal 
performance during heat stress. Phytogenics, compounds with antioxidant, antimicrobial, and metabolic 
enhancing effects, have been used in animal nutrition to enhance performance and prevent diseases in stress-
related conditions. It has been reported that supplementing a phytogenic-rich herbal mixture containing clove, 
rosemary, cinnamon, and turmeric improved the antioxidant status and enhanced insulin sensitivity of transition 
dairy cows. It has been indicated that the duodenal infusion of quercetin increased insulin secretion and insulin 
sensitivity. Possible mechanisms responsible for the insulin-sensitizing activity of herbal plants include increasing 
insulin receptors or enhancing receptor sensitivity to insulin, increasing PPARy activity, increasing glycogen 
synthase activity, modulating inflammatory cytokine expression, stimulating fatty acid oxidation as well as 
increasing antioxidant status. The objective of this study was to investigate the effects of a phytogenic-rich herbal 
mixture (PRHM) supplementation on gene expression of insulin-related genes in the muscle of feedlot lambs 
experiencing severe heat stress conditions. 
Materials and methods: Eighteen 11-12-month-old growing male Afshari×Chaal lambs (41.2 ± 3.04 kg) were 
housed in individual stalls (1.2 × 1 m, with individual feed troughs) on wooden slatted flooring, located within an 
indoor animal facility with a natural and artificial lighting system for 16 h/d. Lambs were randomly allocated to 
one of three experimental diets for a 48-day feeding period. The treatments included control diet without PRHM 
(0%PRHM), diet supplemented with 1% PRHM (1%PRHM), and diet supplemented with 2% PRHM 
(2%PRHM). The PRHM was added to the basal diet and mixed thoroughly. Diets formulated to meet nutritional 
requirements for maintenance and growth and offered twice daily at 0700 and 1700 h. The lambs had free access 
to feed and water during the experiment. The main ingredients of the basal diet were alfalfa hay, ground corn, 
wheat bran, beet pulp, soybean meal, and soy oil. The herbal mixture consisted of 50% rosemary leaves 
(Rosemarinus offıcinalis), 20% cinnamon barks (Cinnamomum zeylanicum), 20% turmeric roots (Curcuma 
longa), and 10% clove buds (Eugenia caryophyllata Thunb.). The total phenolic content of the PRHM was 89.6 
g tannic acid equivalent per kg. The daily climate data, such as daily mean temperature and relative humidity, 
were recorded using a digital thermo-hygrometer (Testo 608-H1, Germany). At the end of the study, all lambs 
were transported to a local abattoir where they were slaughtered after 12-h feed withdrawal according to Halal 
method. Post-slaughter, longissimus lumborum muscle samples between the 12th and the 13th rib of the right side 
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of carcass were collected as quickly as possible (i.e., within 3–5 min). For expression analysis of Insulin receptor 
(INSR), Insulin receptor substrate 1 (IRS1), glucose transporter 1 (GLUT1), glucose transporter 4 (GLUT4), 
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma (PPARγ) genes, total RNA was isolated from the sheep 
muscle tissue using the SinaPure RNA according to the manufacturer’s instructions. The quantity and integrity of 
isolated RNA were determined for each sample by using both NanoDrop (260/280 ratio) and 1% agarose gel 
electrophoresis. cDNA was synthesized with RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit according to the 
manufacturer’s instructions. Forward and reverse primers were designed for five genes and GAPDH as reference 
gene by Oligo 7. The real-time PCR was done in 25 µL containing 1x BIORON GreenHot Master Mix (BIORON, 
Germany), 1 µL cDNA, 0.3 µM of each forward and reverse primers and nuclease-free water to reach final 
volume. Real-time PCR was performed on Bio-Rad CFX96 as follows; Initial denaturation 2 min at 94 °C, 
followed by 39 cycles of denaturation 20 sec at 94 °C, annealing 25 sec at annealing temperature, extension 20 
sec at 72 °C following by melting curve analysis from 65 °C to 95 °C with 0.5 °C increase per each step. Relative 
gene expression was determined based on Livak method (2-ΔΔCT). All data were analyzed using the MIXED 
procedure of SAS. Model included the effect of the treatment as the fixed effect and lambs within treatments as a 
random effect. The significance level was declared at P<0.05. 
Results and discussion: The results showed that the gene expressions of INSR (P<0.01) and GLUT4 (P<0.01) in 
muscle tissue were linearly upregulated in lambs supplemented with increasing levels of herbal mixture. A 
quadratic effect of herbal mixture supplementation was found on gene expression of IRS1 such that lambs fed a 
2% mixture had the highest gene expression. Moreover, both supplementation levels of 1 and 2% mixture equally 
increased GLUT1 gene expression (P<0.01) compared to control lambs. In contrast to the other genes, PPARγ 
gene expression was quadratically (P<0.01) downregulated by mixture supplementation such that the lowest gene 
expression was observed in lambs receiving a 2% mixture. Although there is some evidence suggesting that 
PRHM supplementation has modulatory effects on insulin resistance in transition dairy cows, to our knowledge, 
there is currently no published data investigating the effects of PRHM supplementation on mRNA expression of 
genes related to insulin and glucose metabolism in lambs’ skeletal muscle. Our results may suggest that PRHM 
supplementation enhanced insulin sensitivity and glucose uptake in the skeletal muscle of heat-stressed lambs. In 
agreement with our results, it has been found that cinnamaldehyde promotes gene expression of IRS-1 and GLUT4 
genes in muscle cells, which the latter gene is affected by activating the peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma coactivator 1-alpha. In addition, greater GLUT1 gene expression might be indicative of improved insulin-
independent glucose uptake, besides enhanced insulin-dependent glucose transporter, GLUT4 gene. 
Conclusions: The results showed that the mixture of medicinal plants including cinnamon, turmeric, rosemary, 
and clove affected the expression of genes related to insulin metabolism and increased the efficiency of glucose 
utilization. 
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  مقاله پژوهشي

 يبرخ انيب الگوي بر كيتوژنيف باتيترك يحاو ييدارو اهانياز گ يافزودن مخلوط اثر
 يپروار هايبره رهيدر ج نيانسولهورمون  سوخت و سازمرتبط با كانديدا  هاياز ژن

  ييتنش گرما در شرايط شال-افشاري آميخته

  ٢، محمدحسين رضادوست٣پور، امير هادي*٢، فرجاد رفيعي١زادهفرزاد هاشم

  اصفهان يدانشگاه صنعت ،يدانشكده كشاورز ،يگروه علوم داماستاديار،  -١
  گروه بيوتكنولوژي كشاورزي، دانشكده علوم كشاورزي، دانشگاه گيلاناستاديار،  -٢
  گروه علوم دامي، دانشكده علوم كشاورزي، دانشگاه گيلاندكتري،  آموخته مقطعدانش -٣

  

  )١٥/١١/١٤٠١تاريخ پذيرش:  – ١٤/١١/١٤٠١تاريخ بازنگري:  – ١٦/٠٦/١٤٠١(تاريخ دريافت: 

     چكيده

 افزوده ييتنش گرما در شرايط يپروار يهابره رهيج به كيتوژنيف باتيترك از يغن ييدارو اهانياز گ يمخلوط حاضر، پژوهش در
 يعضلان بافت درگلوكز  حاملينو  نيانسولهورمون  سوخت و ساز با مرتبطكانديدا  يهاژن انيبالگوي  برآن  ريتاث سپسشد و 
 دو و يكو افزودن  هيپا رهيج( ياهيتغذتيمار گروه  سهقالب  درراس بره نر  ١٨تعداد  از، گام اول در و منظور نيبد. دش يبررس

و رطوبت  دما يهاشاخص متعاقباً شد.  استفاده ))هيپا رهيج + خكيو م يزردچوبه، رزمار ن،ي(دارچ ييدارو اهانيمخلوط گ درصد
 بافتو از  شدهذبح  ،تيمار آزمايشي يهابره ،شيآزما انيپا در. قرار دارند ييتنش گرما در شرايطها برهاز آن بود كه  يحاك زين

 نيانسول رندهيگ يژن يهاگاهيجا كانديداي يهاژن انيب سطح ي،مولكول شيآزما با انجام دوم گام در شد. يبردارنمونه عضلاني
)INSR(، ١ نيانسول رندهيگ يسوبسترا )IRS1(، ١ پيزوتايا گلوكز حامل )GLUT1(، ٤ پيزوتايا گلوكز حامل )GLUT4 (و 

پاسخ  درمطالعه نشان داد كه  نيا  جينتادر نهايت، شد.  دهيسنج ياچهيماه) PPARγ( گاما زومپراكسي تكثير كنندهفعال گيرنده
. علاوه بر )P>٠١/٠( افتي شيافزا يخط يتتابعبا  GLUT4 و  INSR يهاژن اني، بدارويي گياهان مكمل يشيبه سطوح افزا

). بر P>٠١/٠دادند ( شيافزا ،با شاهد سهيرا در مقا GLUT1ژن  انيب برابر،طور ه، بييدارو اهيدرصد گ دوو  كيح وسط ن،يا
 يطورهب ،)P>٠١/٠( افتيكاهش  دارويي گياهان مكمل به وسيلهدرجه دوم تابعيت روند  با PPARγژن  انيها، بژن ريخلاف سا

كه  داد نشاناين پژوهش  جينتابندي، عنوان جمعبه مكمل مشاهده شد. درصد دو يدارا ماريتدر  ژن انيبسطح  نيكمتر كه
در هاي پرواري بره نيانسولهورمون  سوخت و ساز با مرتبط يهاژن انيبسطح الگوهاي  بر مورد استفاده ييدارو اهانيمخلوط گ

  . دهديم شيافزااستفاده از گلوكز را  ييو كارآ داشتهداري معني ريتاثتنش گرمايي  شرايط

  مخلوط گياهان دارويي  ،بره پرواري، بيان ژن مرتبط با انسولين، تنش گرماييهاي كليدي: واژه
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  مقدمه

ا بهاي پرواري دارد و گرمايي تاثير مخربي بر رشد بره تنش
سمت تشديد گرمايش زمين، توجه به تغييرات اقليمي به 

هايي روبرو در صنعت توليد گوشت با چالشحفظ ثبات 
، ي). از منظر فيزيولوژيكBagath et al., 2019خواهد شد (

تنش گرمايي ها به ترين داماز حساس ،هاي در حال رشدبره
مصرف  ،گرمايي تنش در شرايطهاي پرواري و دام هستند
 Belhadj Slimen( دارند اندكيوري و بهره ، رشدخوراك

et al., 2019(طور غيرمستقيم با اختلالات متابوليكي ، كه به
ها شامل تنش اكسيداتيو، التهاب و ترشح نامناسب هورمون

 ,.Rhoads et al., 2010; Chauhan et al( استدر ارتباط 

ست ا حاكي از آنپيشين  يها). علاوه بر اين، يافته 2014
هاي سايتوكينتركيبات ترشح برخي  ،تنش گرمايي هك

ممكن است  دهد كه متعاقباًافزايش ميالتهابي را پيش
انسولين در بافت عضلاني را مختل هورمون دهي سيگنال

هاي پرواري نموده و منجر به كاهش رشد و عملكرد دام
 به بهبود حساسيت ،در شرايط تنش گرمايي ،بنابراينشود. 

 نظير آنبهبوددهنده  خوراكيهاي افزودني تغذيهانسولين با 
 Diesel et) يا ليپوييك اسيد (Soltan, 2010كروم (عنصر 

al., 2007( د شوميوري رشد و بهره، منجر به افزايش
)Rhoads et al., 2013 .( ضروري است نيز اشاره به اين نكته

- مصرف يو آگاه واناتيدر مورد رفاه ح ينگران شيبا افزاكه 

توجه به  ،ييمواد غذا تيفيو كامنيت كنندگان از مسائل 
بهبود  يبرا ييگرما تنشمربوط به  يهاپاسخ تعديل

 افتهي شيگوشت آنها افزا ييو ارزش غذا واناتيعملكرد ح
   است.

- انسولين ميهورمون  سوخت و سازدر نشخواركنندگان، 

هاي بدن هاي مختلفي مهم باشد. برخي بافتتواند از جنبه
زمان  نزديكي نظيري هايدورهدر نشخواركنندگان شيرده 

شيردهي ممكن است علايمي از  اوجدر بازه زايش و يا 
مقاومت به انسولين را از خود نشان دهند كه ممكن است 

هاي متابوليكي ريابيمبا برخي مشكلات متابوليكي از جمله 
كبد چرب و كتوز و يا برخي مشكلات توليدمثلي همراه 

). در نشخواركنندگان در حال Oliveira et al., 2016باشد (
رشد نيز مقاومت انسوليني ممكن است با كاهش راندمان 

در بنابراين،  .)Eddouks et al., 2014(انرژي همراه باشد 
سوخت و هاي مختلف جنبهارزيابي  هاي نشخواركننده،دام

تواند با گلوكز و انسولين و بهبود مقاومت انسوليني مي ساز
  وري در دام همراه باشد. افزايش بهرهبهبود توليد و 
گياهان هاي تحقيقاتي مطرح شده، ها و انگيزهبا اين چالش

اكسيداني، ضد التهابي، ضد ضدميكروبي، آنتيآثار با  دارويي
ديابت و بهبوددهنده آن، ضد آرتريت، محافظت از سيستم 

 يبهبودسبب  ،هازخمدهنده التيام و عصبي، ضد سرطان
 ,.Oh et al( هاو دام )Briskin, 2000( هاسلامت در انسان

حاكي از آن پيشين نتايج تحقيقات متعدد شوند. مي) 2017
شبه  آثار داراي دارويي گياهاناست كه عصاره برخي از 

تاكنون بيش . هستندآن كننده انسولين و يا تقويتهورمون 
 و ساز سوختاند ماده موثره گياهي خالص توانسته ٢٠٠از 

گلوكز را تحت تأثير قرار داده و تا حدي مقاومت انسولين را 
 ,.Khan et al., 1990; Broadhurst et alكاهش دهند (

 كاهش مقاومت انسوليني ناشي ازنه تنها  آثار). اين 2000
چربي، وضعيت  سوخت و سازبهبود به دليل ، بلكه هستند

هستند ها اكسيداني بدن و عملكرد بهينه مويرگآنتي
)Broadhurst et al., 2000( . عصاره گياهي،  ٤٩با بررسي

دارچين، ميخك، چاي سبز و سياه از مشخص شد كه 
 هستندگلوكز  سوخت و سازترين تركيبات موثر بر قوي

)Broadhurst, 1997( علمي گزارش شده، يهايافته. اين 
كه به  هستند جديد اي از تحقيقاتآغازي بر مجموعه

گلوكز  سوخت و سازگياهان مختلف دارويي بر  آثاربررسي 
در . اند و همچنان ادامه دارندهاي مختلف پرداختهاز جنبه
گياه عصاره آبي افزودن   روي موش،انجام شده  تحقيق

عضلات را با پاسخ  به وسيلهمصرف گلوكز در جيره، دارچين 
بيشتر نمود. بخشي از پاسخ مشاهده شده در  ،وابسته به دوز

به افزايش شده  همشاهد كارهاي و ساز ،ژوهشپاين 
 Qin et( هستنددهي انسولين در عضلات اسكلتي سيگنال

al., 2003(گياهي تركيبات از مدت . تأثير استفاده طولاني
كربوهيدرات  سوخت و سازهاي كليدي بر آنزيمفيتوژنيك 

ها نشان داد كه فعاليت آنزيمدر شرايط مقاومت به انسولين 
بازگشته و پاسخي  طبيعيهاي مرتبط به حالت ژنو بيان 
كلاميد ايجاد نمود. همچنين نشان داده شده بنليگمشابه 

گياه ، ماده موثره غالب اسانس دينامالدهيساست كه 
را  ٤ايزوتايپ  گلوكزحامل جابجايي پروتئين دارچين، 

هاي بافت افزايش داده و جابجايي گلوكز از غشاي سلول
. )Anand et al., 2010(عضلاني را بيشتر نموده است 

گياه و كه عصاره اُلئورزين  كه است شده گزارشهمچنين 
 تكثير كنندهفعال هايگيرنده با فعال نمودن زردچوبه



  ٢٩)                                                                          ٢٥-٣٧( ١٤٠٢تحقيقات توليدات دامي/سال دوازدهم/شماره اول/بهار 

 

 
 

و كاهنده گلوكز ضد ديابت  آثار ،نوع گاما هايزومپراكسي
 ,.Honda et al( ديابت داشتندهاي مبتلا به در موش

ديگر  هايپژوهشدارچين و زردچوبه،  گياه علاوه بر. )2006
 ,.BakIrel et al( عصاره اتانولي رزمارياند كه نشان داده

2008; Ibarra et al., 2011(  ميخك گياه و عصاره جوانه
)Kuroda et al., 2012( مقدار گلوكز خون را در  اندتوانسته

 طبيعي، به حد و مبتلا به ديابت هاي سالمخرگوش و موش
 .دنو پاسخي مشابه با پيوگليتازون نشان ده دنخود بازگردان

ر كه به بررسي تاثيهايي رغم موارد ذكر شده، پژوهشعلي
انسولين در  سوخت و سازبر  فيتوژنيكهاي افزودني

ه ببسيار كم بوده و نياز  ،نشخواركنندگان پرداخته باشند
 ،بنابراين. استبيشتر در اين زمينه مشهود هاي پژوهش

 از يافزودن مخلوط آثار يبررس ،پژوهش نيهدف از انجام ا
 يقو ابي، ضد التهيدانياكسيآنت بالقوه آثاربا  ييدارو اهانيگ

 يهاژن انيبسطح بر  نيانسولهورمون  تيحساس ندهيو افزا
گلوكز در انسولين و  سوخت و سازمرتبط با  يكانديدا

  .ه استعضلات بود

 هامواد و روش

هاي ماهحاضر طي  پژوهش: زمان و محل انجام پژوهش
هفته (يك هفته نهُ به مدت  ١٣٩٥سال  مرداد و شهريور

پذيري و هشت هفته دوره آزمايش) در يك دوره عادت
متمركز وابسته به منطبق بر سيستم پرورشي گوسفندداري 

 كشركت نويد مرغ گيلان واقع در كيلومتر سه جاده شهر
 ،صنعتي رشت انجام شد. اين گوسفندداري براي تأمين هوا

 ١٤٠ با قطر هايهوا و هواكش هاي وروديمجهز به پنجره
 چوبيهاي صورت فنسها بهبود. بستر داممتري سانتي ٩٠و 
 ،تدام از آن وجود داش امكان عبور ادرار و مدفوعو  هودب

خود  ها ارتباط مستقيمي با كود دفعيعملاً دامكه  طوريبه
صورت طبيعي و مصنوعي به مدت نور بهتامين نداشتند. 

 ١٢٠ساعت تاريكي با شدت هشت ساعت روشنايي و  ١٦
- آب تازه و سالم بههمچنين . صورت گرفتلوكس در روز 

  . داشتها قرار صورت آزادانه در اختيار دام
براي انجام اين مشخصات دام ها و تيمارهاي آزمايشي: 

 ختهيآمبره نر  رأس ١٨ تعداد از در مجموع آزمايش
  وزنيمشابه از نظر  سالم و تقريباً  شال-يافشار

ماه) انتخاب  ١١-١٢) و سني (كيلوگرم ٢/٤١ ± ٠٤/٣(

ها يك ماه قبل از انجام پژوهش نسبت به دام شدند. كليه
 ،هاي داخلي و خارجي مطابق دستور دامپزشكوجود انگل

و در طول دوره آزمايش نسبت به استفاده  هزدايي شدانگل
واستات يا ضدانگل ديبيوتيك، كوكسياز هرگونه آنتي

ساعت  ١٢پس از  ،ها قبل از انجام پژوهشد. دامشاجتناب 
تايي با  و سپس در سه گروه شششده گرسنگي توزين 

صورت ده و بهشحداكثر يكنواختي ممكن از نظر وزني توزيع 
جيره (شامل گروه شاهد نگهداري شدند. تيمارها  انفرادي

پودر مخلوط يك درصد جيره پايه همراه با (يك ، تيمار )پايه
و درصد دجيره پايه همراه با (تيمار دو و  )گياهان دارويي

بودند. تركيب پودر مخلوط  )پودر مخلوط گياهان دارويي
در  گياهان دارويي مورد استفاده در تيمارهاي آزمايشي

ها به پذيري دامعادتمنظور هبارائه شده است.  ١جدول 
يك هفته زمان در نظر  ،هاي غذاييشرايط آزمايش و جيره

هشت هفته ركوردگيري صورت  ،گرفته شده و پس از آن
  گرفت. 

- هاي نر يكاساس احتياجات بره هاي غذايي پايه برجيره

افزايش كيلوگرم و متوسط  ٤٠تا  ٣٥ساله با متوسط وزن 
). NRC, 2007گرم در روز تنظيم شد ( ٢٥٠وزن روزانه 

هاي غذايي دهنده و تركيب شيميايي جيرهاجزاي تشكيل
هاي خوراك قبل از ارائه شده است. نمونه ٢در جدول 

گيري ميزان ماده هاي غذايي براي اندازهتنظيم جيره
 و خاكستر با استفاده از خشك، پروتئين خام، عصاره اتري

) و همچنين بخش AOAC, 2002هاي استاندارد (روش
هي ديواره سلولي نيز با استفاده از دستورالعمل آزمايشگا

 Van Soest et( ندآميلاز مقاوم به حرارت اندازه گيري شد

al., 1991دست آمده براي تنظيم هاي به) و سپس از داده
 هاي غذايي در دو وعده صبحد. جيرهشها استفاده جيره

صورت آزاد و و به) ١٧:٠٠ساعت (و عصر  )٧:٠٠(ساعت 
  شد.گروهي عرضه مي

  

  ن دارويي مورد استفاده در مخلوطتركيب گياها -١جدول 
Table 1. Composition of herbal plants used in the 

mixture  
Concentrations (%) Herbal plants 

50 Rosemary 
20 Turmeric 
20 Cinnamon 
10 Clove bud 
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(بر اساس ماده خشك) هاي غذاييدهنده و تركيب شيميايي جيرهاجزاي تشكيل -٢جدول   
Table 2. Dietary ingredients and nutrient composition (DM basis) of experimental diets 

Ingredients (% of DM)                                                                       Value 
   Alfalfa hay 23.4 
   Ground corn 41.1 
   Wheat bran 7.0 
   Beet pulp 5.0 
   Soybean meal 13.5 
   Soy oil 4.0 
   Mineral and vitamin premix1 1.0 
   Sodium bicarbonate 0.6 
   Monocalcium phosphate 1.0 
   Calcium carbonate 0.7 
   Magnesium oxide 0.2 
   Salt 0.5 
Chemical composition, % of DM  
   Digestible energy (Mcal/kg DM) 3400 
   CP 16.3 
   NDF 21.5 
   ADF 13.0 
   Calcium 1.3 
   Phosphorus 0.6 

1 Composition: 50 g/kg of Ca, 11 g/kg of Mg, 5 g/kg of Mn, 15 g/kg of Zn, 3 g/kg of Cu, 0.15 g/kg of I, 0.05 g/kg of Co, 
1,800,000 IU/kg of vitamin A, 200,000 IU/kg of vitamin D, and 15,000 IU/kg of vitamin E, 0.25 g/kg butylated hydroxytoluene 
as a synthetic antioxidant. Minerals and vitamins were separately packaged and used on equal proportion. 
 

هاي كاملاً مخلوط صورت جيرهبههاي غذايي جيره
)TMRبه يعني خوراك در حد اشتها سازي شدند. ) آماده

روز قبل  يدرصد خوراك مصرف ١٠تا  پنجكه حدود  ينحو
  شد. هيتغذ، ماندب يدر آخور باق

جمع آوري اطلاعات آب و هوايي و محاسبه شاخص دما و 
ميانگين دما و آب و هوايي، شامل اطلاعات روزانه  رطوبت:

صورت روزانه با استفاده از يك دما و رطوبت سنج رطوبت به
) ثبت شد. اين ابزار Testo 608-H1, Germanyديجيتالي (

متري از سطح زمين  ٢/١در داخل گوسفندداري و در ارتفاع 
زير محاسبه  رابطه با) THI(. شاخص دما و رطوبت دشنصب 

، RHدما و ، T ،رابطهدر اين  ، كه)Marai et al., 2007( دش
  : استرطوبت نسبي 

THI = T-(0.31-0.0031×RH)×(T - 14.4)  
براي  آوري اطلاعات عملكرد:برداري و جمعنمونه
يك هفته قبل از شروع دوره اصلي  ،گيري افزايش وزناندازه

 ها توزين شدند. بره ،آزمايش و در طول مدت انجام آن
 ٥٦و  ٢٨اي (هفته چهاردر پايان هر دوره  منظور،بدين

صورت ها بهروزگي) و قبل از وعده غذايي صبح، كليه دام
ها با استفاده از يك كشيدند. كليه وزنشانفرادي توزين 

گرم انجام  ١٠٠كيلوگرمي با دقت  ٢٠٠دستگاه باسكول 
به روش حلال در كشتارگاه  هابره ،شد. در پايان آزمايش

ها به سرعت دند. از تمامي لاشهشن رشت ذبح اصنعتي سراو

ده شخذ اهاي بافت ماهيچه نمونه ،و بلافاصله پس از كشتار
نيتروژن مايع منجمد شده و سپس مجاورت و بلافاصله در 

ساعت  ١٢ها به مدت دند. به برهشمنتقل  - ٨٠ ºCبه فريزر 
گرسنگي داده شده بود ولي به آب دسترسي  ،قبل از كشتار
  آزاد داشتند. 

 RNAجهت استخراج  : Real-time PCR و RNAاستخراج 
تجاري  RNAهاي بافت ماهيچه، از كيت استخراج از نمونه

SinaPure RNA  مراحل  .دش(سيناكلون، ايران) استفاده
. كميت و شدكيت اجرا هاي توصيه استخراج طبق پروتكل 

 Nanodrop 2000استخراج شده با استفاده از  RNAكيفيت 
)Thermo Scientific (الكتروفورز روي ژل  انجام و، آمريكا

با  cDNA ساختمورد بررسي قرار گرفت.  يك درصد آگارز
 RevertAid First Strand cDNAكيت از استفاده 

Synthesis Kit )Thermo Scientific بر اساس، آمريكا) و 
  صورت گرفت. در كيت ده پروتكل ارائه ش

هاي ژني گيرنده انسولين آغازگرهاي اختصاصي براي جايگاه
)INSR) سوبستراي گيرنده انسولين يك ،(IRS1 ،( حامل

 ٤حامل گلوكز ايزوتايپ )، GLUT1( ١ ايزوتايپ گلوكز
)GLUT4گاما زومپراكسي تكثير كنندهفعال ) و گيرنده 
)PPARγاي و نيز ژن مرجع ) ماهيچهGAPDH  با استفاده

(جدول د ش) طراحي Oligo 7 )Rychlik, 2007افزار از نرم
) Real-time PCR( هنگامبه مرازيپل ايرهيواكنش زنج .)٣
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 BIORON GreenHot Master يتجار تيبا استفاده از ك

Mix  شامل  تريكروليم ٢٥در حجم حاوي رنگ سايبر گرين
با  GreenHot Master Mixالگو،  cDNAميكروگرم  يك

رو با غلظت رو و پس، هر كدام از آغازگرهاي پيشx١غلظت 
بار تقطير سترون براي رساندن  ميكرومولار و آب دو ٣/٠

- برنامه زمانمخلوط به حجم نهايي صورت گرفت. همچنين 

به مدت  ٩٤ Coسازي اوليه در دماي شامل واسرشتهبندي 
سازي اي هر كدام شامل واسرشتهگام چرخه ٣٩دقيقه،  دو

اتصال ثانيه، اتصال در دماي  ٢٠به مدت  ٩٤ Coدماي در 
به مدت  ٧٢ Coثانيه، بسط در دماي  ٢٥به مدت ) ٣(جدول 

 ٦٥ Coمنحني ذوب در دماي  تجزيه ،سرانجامثانيه و  ٢٠
اجرا  96Rad CFX-Bio  كلريدستگاه ترمال سا با ٩٥ Coتا 
تا  ٩٠بين  مقاديريي كليه تكثيرها محاسبه شده و آكار .دش

. يي مناسب در نظر گرفته شدآدرصد به عنوان كار ١١٠
دست آمد به ٠٠٠/١تا  ٩٩٤/٠نيز بين  ٢rمقادير 

)Schmittgen and Livak, 2008 .(  
 

  كمّي Real-time PCR انجام جزئيات پرايمرهاي مورد استفاده براي -٣جدول 
Table 3. Details of primers used for quantitative real-time PCR 

Genes Primer sequence (5′-3′) Amplicon Size (bp) Ta 

Insulin receptor (INSR) 
F: GCTCGCGCCTCTTCTTTAAT 
R: TGTCGTCTTTGTTCAGCACG 

204 59 

Insulin receptor substrate 1 (IRS1) 
F: GCAAGACCATCAGCTTCGTG 
R: GTCTCATGCATGTTCTGGGC 

190 59 

Glucose transporter 1 (GLUT1) 
F: TGTCCTACCTGAGCATCGTG 

R: AGGAGCACGGTGAAGATGAT 
232 58 

Glucose transporter 4 (GLUT4) 
F: GCATCTTTGAGTCAGCAGGG 
R: AGAAGCAGAGCCACAGTCAT 

184 59 

Peroxisome Proliferator Activated 
Receptor Gamma (PPARγ) 

F: TTGCTGTGGGGATGTCTCAT 
R: TGTCGTCTTTCCCGTCAAGA 

215 58 

References Gene (GAPDH) 
F: GTCGGAGTGAACGGATTTGG 
R: CATTGATGACGAGCTTCCCG 

196 59 

 

كليه تجزيه و  تجزيه و تحليل آماري:محاسبات و 
 SAS 9.1افزار آماري  اده از نرمهاي آماري با استفتحليل

)SAS, 2001 (سازي نسبي اطلاعات يبراي كمّ  .انجام شد
از آزمايش بيان ژن تيمارهاي آزمايشي نسبت به حاصل 

 Livak andتيمار شاهد بر مبناي روش لايوك (

Schmittgen, 2001افزار  نويسي در نرم) از فرمول
Microsoft Excel 2013  بيان ژن تجزيه يبراد. شاستفاده -

ب در قال SASنرم افزار  Mixed هياز رو ايهاي بافت ماهيچه
مار اثر تي مدل آماري شامل .استفاده شدتصادفي  كاملاًطرح 

ثر به عنوان ادر داخل تيمار ها به عنوان اثر ثابت و بره
 در نظر گرفتهنيز پنج درصد  يداريسطح معنتصادفي بود. 

  .دشمربعات گزارش حداقل  نيانگيم نتايج در قالب و هشد

  نتايج

 در دوره آزمايشي THI نيانگيحداكثر، حداقل و م نيانگيم
 و ٩/٢٥ ± ٥٣/١، ٧/١٩ ± ٤٢/١، ٥/٣٥ ± ٦٥/٢ بيترتبه 
زانه رو يدرصد بود. الگو ٠/٧٥ برابر با يرطوبت نسب نيانگمي

THI نشان داده شده  ١در شكل  يشيدر طول دوره آزما
  است.

در پاسخ به سطوح افزايشي مكمل نشان داد كه  جينتا
گيرنده انسولين  هايژن انيبمخلوط گياهان دارويي، 

)INSR ( ٤و حامل گلوكز ايزوتايپ )GLUT4 با تابعيت از (
در  INSRنوع خطي تحت تاثير قرار گرفتند. سطح بيان ژن 

دارويي به ترتيب  اندرصد مخلوط گياه سطح يك و دو
در  GLUT4برابر تيمار شاهد و بيان ژن  ١٧/٤و  ٨٣/١

دارويي به ترتيب  اندرصد مخلوط گياه يك و دو سطوح
سبت به تيمار شاهد افزايش يافت. برابر ن ٢١/٥و  ٦٦/٢

يت صورت تابعافزودن مخلوطي از گياهان دارويي به جيره به
) IRS1يك ( نيانسول رندهيگ يژن سوبسترا انيب ،درجه دوم

دو  يبيان اين ژن در تيمار حاوكه  يطور، بهرا افزايش داد
 ٦٢/٣، درصد مخلوط گياهان دارويي نسبت به تيمار شاهد

فاوت درصد و تيمار شاهد تيك  ود و بين تيماربرابر بيشتر ب
يك و  هر دو سطح ن،ي. علاوه بر اداري مشاهده نشدمعني

 انيب يطور مساوبه ،ييوگياهان دار مكمل مخلوطدرصد  دو
با  سهيرا در مقا) GLUT1( ١ پيزوتايگلوكز ا حاملژن 

 شيافزابرابر  ٦٢/٢و  ٥١/٢ به ترتيب به ميزان شاهد تيمار
  .)٢(شكل  )P>٠١/٠دادند (
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Fig. 1. Maximum, minimum and mean temperature-humidity index (THI) during the experimental period. The 

categories of THI for heat stress of sheep were assigned based on the study by Marai et al. (2007): thermal 
neutral (<22.2), moderate heat stress (22.2 ≤ THI ≤ 23.3), severe heat stress (23.3 ≤ THI ≤ 25.6), and extremely 

severe heat stress (THI ≥ 25.6). 

براي تنش گرمايي  THIهاي ) طي دوره آزمايش. دستهTHIرطوبت (-حداكثر، حداقل و ميانگين شاخص دما -١شكل 
)، تنش گرمايي متوسط ٢/٢٢كمتر از  THI: خنثي دمايي (داراي اقتباس شده است Mari et al. (2007)گوسفند از مطالعه 

)THI  تنش گرمايي شديد (٣/٢٣تا  ٢/٢٢از ،(THI  داراي ٦/٢٥تا  ٣/٢٣از) و تنش گرمايي بسيار شديد (THI  بزرگتر از
٦/٢٥.(   

 رينده تكثكنفعال يهارندهيژن گ انيها، بژن ريبر خلاف سا
درجه دوم تابعيت  صورت به) PPARγ( گاما زوميپروكس

)٠١/٠<P (افت،يكاهش مخلوط گياهان دارويي  به وسيله 
گياهان دارويي درصد از مخلوط يك سطح كه  يطوربه

د، درصدو ولي در سطح  ،تغييري در بيان اين ژن ايجاد نكرد
ش برابر نسبت به تيمار شاهد كاه ٦٩/٠ به ميزان بيان ژن

  يافت.

  بحث

است كه  نتايج مطالعات و مرور منابع پيشين حاكي از آن
در  نيبه انسول تيبهبود حساسگياهان دارويي قادر به 

 تيفعال و اين محصولات بهبود هستندتني آزمايشات درون
كه از  دهنديهدف قرار م ،ريمس نيچند راهاز  را نينسولا

 به وسيلهاستفاده از گلوكز  تيتقو توان بهمهمترين آنها مي
- ميآنز انيو ب تيفعال ميبا تنظ يچرب يهاها و سلولچهيماه
، اشاره نمود گلوكز يهادهندهو انتقال يديكل يها
)Eddouks et al., 2014(نتايج نشان داده  ،ني. علاوه بر ا

 يرهايمس كيرتح راهاز  ييدارو اهانياز گ ياريسب كه است
را بهبود  نيبه انسول تيحساس ن،يانسول يدهگناليس

). با توجه به بررسي منابع Eddouks et al., 2014( دنديبخش
صورت گرفته، اطلاعات در زمينه تاثير گياهان دارويي بر 

گلوكز و انسولين در  سوخت و سازهاي مربوط به بيان ژن
. در تحقيقي گزارش شده استهاي پرواري بسيار كم دام

 ،هاي پروارياست كه تشديد مقاومت انسوليني در گوساله
 ,.Joy et alراندمان استفاده از انرژي را كاهش داده است (

هاي مرتبط رسد تغيير بيان ژن). بنابراين، به نظر مي2017
سوخت تغيير در  گلوكز و انسولين و متعاقباً  سوخت و سازبا 

هاي پرواري در هاي عملكردي برهگلوكز با پاسخ و ساز
  ارتباط باشد.

در پژوهشي ديگر، تاثير تيمارهاي آزمايشي بر عملكرد دام، 
- هاي خوني و قدرت آنتيوزن لاشه، برخي متابوليت

تنش  در شرايطها كبد بره اكسيداني خون، عضلات و
نشان داد كه مكمل  جينتاگرمايي مورد بررسي قرار گرفته و 
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Fig. 2. Effects of herbal mixture supplementation on the expression of genes related to insulin receptors (INSR 

and IRS1), glucose uptake (GLUT1 and GLUT4) and peroxisome proliferator-activated receptor-gamma 
(PPARγ) in skeletal muscle of heat-stressed fattening lambs. Bars with different letters in each figure are 

different (P<0.05). HM: Herbal mixture. 

)، حامل گلوكز IRS1و  INSRهاي انسولين (يرندههاي مرتبط با گسازي مخلوط گياهي بر بيان ژنآثار مكمل -٢شكل 
)GLUT1  وGLUT4 و (PPARγ  هاي پرواري در شرايط تنش گرمايي. حروف متفاوت روي هر ستون در عضله اسكلتي بره
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 زردچوبه، ن،يشامل دارچ ييدارو اهانيمخلوط گ كردن
و  ٥٠، ٢٠، ٢٠هاي با نسبتبه ترتيب ( خكيو مرزماري 

 ،رهيدرصد ماده خشك ج دودر سطح درصد مكمل)  ١٠
درصد  ١٨ به ميزان را در كل دوره آزمايشيمصرف خوراك 

 ٤٨تا  ٢٩روزانه بره هاي پرواري را از روز وزن  شيو افزا
وزن درصد  نيو همچن درصد بهبود داد ٤٨ آزمايش تقريباً

 Hashemzadeh etداد ( شيتنش را افزا مورد يهالاشه بره

al., 2022.( ميآنز تيفعال ،ييدارو اهانيمكمل گ نيهمچن 
از بهبود عملكرد كبد  يرا كه شاخص نوترانسفرازيآم نيآلان

 اهانيگ يهر دو سطح افزودن يباشد بهبود داد. از طرف يم
و سطح  هسرم را كاهش داد ديآلدهيسطح مالوند ييدارو
را  يكبد ديآلدهيسطح مالوند زين يدرصد افزودن يك

 يدانياكسيقدرت آنت زيدرصد ن دوو سطح  هكاهش داد
  .)Hashemzadeh et al., 2022( را بهبود داد يكبد

 ٢/٢٢ ريز شاخص ،يرطوبت-ييدما شاخص يبندطبقه طبق
 ٣/٢٣ و ٢/٢٢ نيب شاخص ،ييدما يخنث طيشرا عنوانبه
 عنوانبه ٦/٢٥ و ٣/٢٣ نيب شاخص متوسط، تنش عنوانبه

 تنش عنوانبه ٦/٢٥ از شيب شاخص و ديشد ييگرما تنش
 ,.Marai et al( شوديم گرفته نظر در ديشد اريبس ييگرما

ساعات  شتريدر بدر آزمايش حاضر ها برهبنابراين، . )2007
قرار  ديشد اريتا بس ديشد ييتنش گرما در شرايطروز 

در  تني نشان داده شد كهبرونپژوهش در يك  داشتند.
 ،يحرارت تنش زير يهاجدا شده از برهاي هاي ماهيچهسلول

 مختل نيبا انسول شده كيگلوكز تحر ونيداسياكس تيظرف
 Swanson( دشوناكارآمد ميگلوكز  سوخت و سازو  هشد

et al., 2020( نشان دادند كه كه تنش پژوهشگران . اين
سوخت  و رشد را كاهش دادهتني، در شرايط درونگرمايي 

نمايد. همچنين نشان داده شد ميو رفاه دام را متاثر  و ساز
- عوامل همچون سطوح بالاي هورموناز برخي كه احتمالاً 

 سوخت و سازها و اختلال زا مانند كاتكولامينهاي تنش
 .)Swanson et al., 2020( اندگلوكز در اين امر دخيل بوده

هاي پيش التهابي و تواند واكنشاز طرفي، تنش گرمايي مي
. )Chauhan et al., 2020( ايدهاي اكسيداتيو را القا نمتنش

 توانديم ييتنش گرمادهد كه اين نتايج نشان ميبنابراين 
ات كيفيت و كميت توليد از مسيرهاي مختلف متابوليكي بر
دامپروري پايدار را تهديد  ،دامي تاثيرگذار بوده و در نهايت

 زيادي را به دنبال داشته باشد يخسارات اقتصادنمايد و 
)Chauhan et al., 2020 .( ينگران شيبا افزاهمچنين 

كنندگان از مصرف يو آگاه واناتيدر مورد رفاه حعمومي 

 تنشمربوط به  يهاتوجه به بهبود پاسخ ،ييمواد غذا يمنيا
گوشت  ييو ارزش غذا واناتيبهبود عملكرد ح يبرا ييگرما

  است. افتهي شيآنها افزا
 ييغشا رندهيگ كيكه  كنديرا كُد م ينيپروتئ، INSRژن 

 نيانسول به وسيلهبوده و  نازيك نيروزيت هايرندهياز دسته گ
) IGF-II) و دو (IGF-Iيك ( نيو فاكتور رشد شبه انسول

نتايج تحقيق حاضر نشان داد كه بيان ژن  .دشويم كيتحر
INSR  در هر دو سطح افزودني گياه دارويي وIRS1  در سطح

نشان داده  .دو درصد مكمل گياه دارويي افزايش يافته است
هاي در بافت ماهيچه موش IRS1شده است كه سطح بيان 

 ,.Qin et al(يابد كننده عصاره دارچين افزايش ميمصرف

كه تغذيه يك گرم  ه استداده شدهمچنين نشان . )2003
در  IRS1دار بيان ژن عصاره چاي سبز موجب افزايش معني

اين، بنابر. )Cao et al., 2007(شود ها ميماهيچه موش
دهد كه مخلوط دست آمده از اين تحقيق نشان مينتايج به

تحقيقات انجام شده همانند ، گياهان دارويي استفاده شده
   موثر بود. INSRها بر بيان ژن ايدر تك معده

در هر دو  GLUT4و  GLUT1در اين پژوهش، بيان ژن 
كننده مخلوط گياهان دارويي افزايش يافت. تيمار دريافت

درصد  دودر سطح  نشان داده شد كه اضافه كردن دارچين 
هاي مبتلا به مقاومت انسوليني سبب افزايش جيره موش

 GLUT4و  GLUT1و همچنين  IRS2و  IRS1هاي بيان ژن
 ,.Couturier et alدر بافت عضلاني بيشتر شده است (

شده است كه اضافه كردن  ). همچنين نشان داده2011
، ماده فنوليك اصلي عصاره برگ گياه كارنوزيك اسيد

تواند مي هاي ماهيچهرزماري، به محيط كشت حاوي سلول
اين گيرنده را  جابجاييرا افزايش داده و  GLUT4فعاليت 

هاي بدن بافت به وسيلهگلوكز  به دسترسيبيشتر نموده و 
- . در موش)Lipina and Hundal, 2014(را تحريك نمايد 

 ،هاي مقاوم به انسولين، پودر دارچين و عصاره زردچوبه
، IRS1 ،IRS2هاي حساسيت انسولين را با افزايش بيان ژن

GLUT4  وPPARγ بخشند (بهبود ميNishiyama et al., 

2005, Couturier et al., 2011مورد  ياصل هاي). بافت
 يطيمح ياهبافتشامل  ييدارو اهانيگ نيهدف ا

مخلوط  كبد هستند. اي) يچرب يهاها و سلولچهي(ماه
گياهان دارويي منجر به كاهش مقاومت انسوليني گاوهاي 

ده و عملكرد گاوها را در اوايل دوره شيردهي شدوره انتقال 
 ;Hashemzadeh-Cigari et al., 2014دهند (افزايش مي

Hashemzadeh-Cigari et al., 2015 هاي يافته). با توجه به
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گيري نمود كه مكمل نمودن گونه نتيجهتوان اينحاضر مي
ژن  انيسطح ب شيافزابا  احتمالاً  مخلوط گياهان دارويي

بيان با افزايش  نيبهبود عملكرد انسولدر كنار  ناقلين گلوكز
 به وسيلهبهبود جذب گلوكز  ،نيانسول هايرندهيگ هايژن

بر  يهيتوجرا به دنبال داشته و احتمالاً  يعضلان هايبافت
كننده افتيدر يمارهايدر تافزايش وزن روزانه بهبود 

  . است ييارود اهانيمخلوط گ
در اثر مصرف مخلوط  PPARγبيان ژن  ،پژوهشدر اين 

ي يكبيان گياهان دارويي كاهش يافت. اين در حالي بود كه 
زوم پراكسيكننده تكثير گيرنده فعال براي هاي هدفاز ژن
رش شده است اگز .دشبيشتر  )است GLUT4ژن (كه گاما 
ن، اضافه نمودن سينامالدهيد، ماده موثره اسانس دارچيكه 

 دهدميدر بافت چربي را كاهش  PPARγرونويسي 
)Huang et al., 2011( .با توجه به اينكه ژنديگر از طرف ، 

PPARγ يهانيژن كد كننده پروتئ نيچند انيب ميبه تنظ 
 كيتواند يو م مرتبط است يچرب سوخت و سازدر  ليدخ

 Ebrahimiماهيچه باشد (داخل  يچرب موثر بر تجمعژن 

et al., 2018،(  كاهش فعاليت اين احتمال وجود دارد كه
توليد موجب افزايش  ي،گياهان داروي به وسيله PPARγ ژن

كه از نظر  دشوآن و بهبود كيفيت بدون چربي لُخم گوشت 
  .استسلامتي مفيد 

شرايط تنش گرمايي قرار  درها بره ،حاضر پژوهشدر 
داشتند. برخي شواهد حاكي از آن است كه مقاومت 
انسوليني با مشكلاتي در تنظيم دماي بدن همراه است 

)DiGiacomo et al., 2014(،  در شرايط تنش گرمايي، چون
شود، غالب ميمصرف گلوكز بر مصرف منابع ديگر انرژي 

هاي احشايي ولين را در بافتسموادي كه حساسيت به ان
ممكن است ، كروممكمل با تغذيه كنند، مانند تحريك مي

داده و عملكرد توليدي  ارتقاتحمل به تنش گرمايي را 
 ,.Rhoads et al(بخشند شرايط بهبود اين حيوانات را در 

 در جيرهمكمل كروم  گنجاندن). در تاييد اين فرضيه، 2013
تنش گرمايي منجر به  در شرايطهاي شيرخوار گوساله

)، و Spears et al., 2012افزايش حساسيت انسولين (
 ,.Kargar et alافزايش مصرف خوراك و رشد شده است (

اشاره شد، بهبود رشد نيز  طور كه قبلاً همان بنابراين). 2018
با مخلوط مكمل  هاي تغذيه شدهبرهدر و درصد وزن لاشه 
هاي بيان ژنفراتنظيمي  اتواند تا حدي بگياهان دارويي مي

مربوط به حساسيت انسوليني و يا افزايش انتقال گلوكز به 
  باشد. مرتبط داخل سلول در بافت عضلاني 

  كلي گيرينتيجه

مخلوط  يپژوهش نشان داد كه مكمل حاو نيا جينتا
 ،خكيو م يزردچوبه، رزمار ن،يشامل دارچ ييدارو اهانيگ
 زگلوك حاملينو  نيانسول رندهيگ امرتبط ب يهاژن انيب

 ديشد ييتنش گرما طيرا در شرا GLUT2و  GLUT1شامل 
 آثار توانديم ييتنش گرما نكهي. با توجه به ابخشدميبهبود 

 داشته يپروار يهاو رشد بره سوخت و سازبر  ياديز يمنف
در  ياچهيدر بافت ماه نيانسول تيحساس شيباشد، افزا

يان با تاثير بر بتواند يم ييدارو اهانيپاسخ به مخلوط گ
 به عنوانانسولين و گلوكز،  سوخت و سازهاي مرتبط با ژن

تنش  آثار ليبهبود رشد و تعد يبرا ياهيتغذ راهبرد كي
  .رديمورد استفاده قرار گ يپروار يهادر دام ييگرما

  تشكر و قدرداني

پ ١٧٩٩٠٤/٢٧شماره در قالب طرح پژوهشي اين پژوهش 
مصوب معاونت پژوهش و فناوري دانشگاه  ٠٤/١٢/١٣٩٤ –

نويسندگان از  ،علاوه بر اين .صورت گرفته استگيلان 
- دريغ شركت نويد مرغ گيلان و آزمايشگاههاي بيپشتيباني

 فناوري دانشكده علوم كشاورزيهاي مركزي و زيست
  كمال تشكر و امتنان را دارند.  دانشگاه گيلان
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