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Introduction: The sex of chickens considerably impacts production performance and economic benefits in 
poultry farming. Male birds cannot lay eggs and usually have a lower ratio of meat to feed than broilers. Male 
chicks are typically killed immediately after hatching since they are redundant in the industry and male chicks 
will neither be suitable for egg production nor meat production. Day-old male chicks in the laying hen industry 
are usually culled immediately after hatching. As a result, this issue has caused moral concerns in societies. Efforts 
are underway to develop technology for automatically determining the sex of chick embryos, aimed at establishing 
a stable and efficient poultry farming system. In large commercial hatcheries, the sexing of newly born chicks is 
generally accomplished by three different methods according to new hatching lines' vent, color, or feathers. 
However, these methods are still time- and labor-consuming. If sex can be identified at an early embryonic stage 
or even before incubation, male eggs could be used as feed components. Moreover, fewer eggs would need to be 
incubated, which would reduce feed space requirements, CO2 emissions, and energy consumption, which are all 
economically beneficial to farmers and the environment. In recent decades, researchers have used various in ovo 
sexing strategies in chicken eggs before hatching or incubation. Some invasive and noninvasive studies that have 
been conducted for in ovo sexing of chicken eggs can be divided into five major categories: (i) molecular-based 
techniques, (ii) spectral-based techniques (Raman spectroscopy, fluorescent, 3D X-ray), (iii) acoustic-based 
techniques, (iv) morphology-based techniques, and (v) volatile organic compound (VOC)-based techniques. 
Commercially applicable methods must be noninvasive, rapid enough for real-time applications, economically 
feasible, and ethically acceptable. An alternative method, to prevent the removal of day-old chicks, is a non-
invasive method to determine the sex of the egg in the early stages of hatching before the development of the 
nervous system. Recently, Raman spectroscopy was reported to determine the sex of eggs at the incubation stage. 
Raman spectroscopy is based on the Raman effect, whereby when incident light (wavelength 750–850 nm) excites 
molecules in a tissue, the molecules reflect light at a different wavelength. The reflected light's wavelength is 
characteristic of various chemical components and allows the detection of the atheromatous plaque chemical 
synthesis. Raman spectroscopy is a powerful tool expected to revolutionize chick sex determination because it 
can provide information about biological molecules. Thus, Raman spectroscopy is suitable for analyzing living 
organisms, leading to its widespread adoption across various biological and medical applications. Therefore, 
resonance Raman spectroscopies have found application in blood analysis, with some studies exploring its utility 
in chick sexing. For this purpose, the present study was carried out to investigate the feasibility of determining 
the sex of Iranian native chicken embryos using the Raman spectroscopy. 

                                                      
* Corresponding author: m.nazari@asnrukh.ac.ir 

        

RESEARCH PAPER                                                           OPEN ACCESS 



20                                   Rostami et al.: Feasibility of embryo sex determination for Iranian native chicks…   

 
Materials and methods: To carry out this research, 100 fertilized eggs of Iranian native chickens were used. The 
sex of the embryos was determined using Raman spectroscopy with a wavelength of 785 nm during the fourth 
day of incubation. Validation of this method was investigated using the polymerase chain reaction (PCR) 
technique. Sequence alignment of CHD-Z and CHD-W allele sequences amplified by PCR technique. The 
amplified DNA fragments were single and double DNA bands in the size of 461 bp for the CHD-Z and 322 bp 
for the CHD-W genes. The PCR was carried out using a PCR master kit with specific primers (the forward primer: 
5′- TATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGT -3′, the reverse primer: 5′- CCTTTTATTGATCCATCAAGCCT -3′). 
Thermal cycling conditions for DNA amplification were: 1 cycle of initial denaturation at 94°C for 5 minutes; 35 
cycles comprising 30s at 94°C for the denaturation, 30s at 59°C for annealing, 30s at 72°C for the elongation; and a 
final extension cycle at 72°C for 5 minutes. The PCR products were analyzed by electrophoresis on 2.5% agarose 
gel against a DNA Ladder 100bp, and visualized using the safe staining on UV transilluminator. The data obtained 
from the Raman spectrometer was analyzed using the Origin software. The main indices used to study the data 
were the intensity of the Raman peaks and the ratio of the dominant peak intensity. Additionally, principal 
component analysis (PCA) was employed to identify any patterns in the data. To calculate PCA1 and PC2, the 
ratios of I769/I838 and I1141/I1251 peaks were considered, respectively. PCA analysis can choose features that have a 
greater impact on the final result, depending on the data and the scope of their changes. 
Results and discussion: The result of PCR showed that one fragment with a length of 461 bp was amplified for 
male embryos (ZZ) and two fragments with lengths of 461 and 322 bp were amplified for female embryos (ZW). 
The study found that there are differences in the intensity of Raman bands between genders. Males have higher 
intensity while females have lower intensity. Therefore, changes in Raman spectra intensity can be used to identify 
gender. Additionally, the candlestick chart of the data showed that median and average values for males were 
larger than for females. Furthermore, the results obtained from PCA analysis showed that the variance percentages 
for PC1 and PC2 were 53.69% and 46.31%, respectively. PC2 is more reliable as it has less deviation. 
Conclusions: Based on the results obtained from the study, it can be concluded that Raman spectroscopy is a 
reliable method for determining the gender of chicken embryos during incubation. This test is quick, accurate, 
and can be easily incorporated into the industry to determine the gender of embryos without resorting to the 
practice of killing day-old chicks. Not only is this method more ethical, but it also offers a high level of accuracy, 
making it an attractive alternative for the industry. In general, these results demonstrate the potential application 
of hematological traits in developing an automatic in ovo embryo sexing method through spectroscopic analysis. 
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  مقاله پژوهشي

 سنجي رامانبا استفاده از طيفمرغ بومي ايران تعيين جنسيت جنين سنجي امكان

  ٤محسن چراغي زاده ،*٣نظري محمود، ٢محمدتقي بيگي نصيري، ١سپيده رستمي
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  علوم كشاورزي و منابع طبيعي خوزستاندانشگاه دانشكده علوم دامي و صنايع غذايي،  ،گروه علوم دامي ،استاد -٢

 گروه علوم دامي، دانشكده علوم دامي و صنايع غذايي، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي خوزستان ،دانشيار -٣
 دانشگاه آزاد واحد اهوازمواد، گروه مهندسي برق،  مركز تحقيقات مهندسي سطح پيشرفته و نانو ،استاديار -٤
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     چكيده

انجام شد. سنجي رامان با استفاده از طيفسنجي تعيين جنسيت جنين مرغ بومي ايران منظور بررسي امكانمطالعه حاضر به
سنجي انكوباسيون انجام گرفت. صحت ٥/٣ روز در nm٧٨٥  سنجي رامان با طول موجطيف ها با استفاده ازتعيين جنسيت جنين

با  سنج رامانآمده از طيفدستبه هاياي پليمراز مورد بررسي قرار گرفت. طيفواكنش زنجيره روشاين روش با استفاده از 
جهت تجزيه و تحليل  استفادهاصلي مورد هاي شاخص گرفتند.قرار  تحليل و تجزيه رسم شده و مورد Origin افزاراستفاده از نرم

 ٤٦١ طولبه قطعهيك ، اي پليمراززنجيرهواكنش  در بودند. غالب هاياوجراماني و نسبت شدت  هاياوجشدت  ،طيف رامان
 جنسيت ماده هايي باجنين براي باز جفت ٣٢٢ و ٤٦١ هايطول با قطعه دو و )ZZ( هاي با جنسيت نرجنين براي باز جفت

)ZW (كه شدت  طوريهب ،هاي مختلف متفاوت استشدت باندهاي راماني در جنسيتنشان داد  سنجيطيف جينتا. شد تكثير
توان ملاك تشخيص هاي رامان را ميتغييرات شدت طيف ،. بنابراينبودكمتر  ،بيشتر و در جنس ماده ،باندهاي راماني در جنس نر
مقادير ميانه و ميانگين در  كه صورت تجمعي نشان دادهها بنتايج حاصل از رسم نمودار شمعي داده ،جنسيت قرار داد. همچنين

گونه اين ،دست آمدهه. با توجه به نتايج ببودهر دو نسبت براي جنسيت نر داراي مقدار بزرگتري در مقايسه با جنسيت ماده 
كشي جهت تعيين جنسيت جنين مرغ طي مراحل جوجه مناسبوشي عنوان رتواند بهسنجي رامان ميشود كه طيفاستنباط مي

فراهم كرده  صنعت در استقرار براي را شرايط تواند بهتريندليل كوتاه بودن زمان انجام آزمايش ميهب مورد استفاده قرار گيرد و
  .و جنسيت را با دقت بالا مشخص نمايد

  اي پليمراززنجيره رامان، واكنشسنجي تعيين جنسيت، جنين مرغ، طيف :كليدي هايواژه
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  مقدمه

 گذارتخم مرغ صنعت در روزهيك نر جوجه هاميليون حذف
 از. است فشار زير شدتبه اخلاقي هاينگراني دليلبه

 گوشت توليد براي ژنتيكي نظر از گذارتخم نرهاي كهآنجايي
- روش با و جدا ماده هايجوجه از را آنها هستند، ناكارآمد

 در، ٢٠٢٠ سال در. ندبرمي بين از دادن گاز جمله هايي از
 اروپايي مزارع در گذارتخم مرغ ميليون ٣٧٢ ،مجموع

 جوجه مساوي تعداد حداقل دهدمي نشان كه شد نگهداري
 اين رودمي انتظار .)Comission, 2021( شدند معدوم نر

 در. يابد افزايش مرغتخم مصرف افزايش با همراه هاحذف
 اتحاديه در مصرفي مرغتخم تن ميليون ٩/٦ ،٢٠١٨ سال
 ٢٠٣٠ سال تا ميزان اين شودمي بينيپيش و شد توليد اروپا

 يك .)Comission, 2018( يابد افزايش تن ميليون ٧/٧ به
 تعيين جنسيت جوجه مشكل، اين حل براي احتمالي روش

جنين با  حذف امكان كه بوده جنيني رشد مرحله در
 فراهم عصبي سيستم تكميل از قبل را ناخواسته جنسيت

 جنسيت تعيين هايروش به فوري نياز بنابراين،كند. مي
 اجرا قابل مرغتخم كشيجوجه طي قبل از كه دارد وجود
مرگ بدون  گرفتن نظر در با .)Bruijnis et al., 2015( باشد
 و ممكن فرصت اولين در بايد عمل اين مرغ،تخم در درد

 اين با. شود انجام ،جنين وسيلهبه تجربه درد از قبل ترجيحاً 
 روزدر چندمين  جنين كه ندارد وجود نظري اتفاق حال،

 منطقه يك. كند احساس را درد تواندمي انكوباسيون
 است شده تعريف مرحله جنيني ١٥تا  ٧روز  از خاكستري

 احساس يا كند احساس را درد است ممكن جنين ،آن در كه
 هفت از قبل هاجنين كه است شده پذيرفته مئناًمط .نكند

 هنوز اتصال زيرا كنند احساس را درد توانندنمي روزگي
 هايمحرك سمتبه حركت و وجود ندارد نخاع به سيناپسي

 هنوز سرما و گرما پوست، مكانيكي تحريك مانند خارجي
  .)Rosenbruch, 1997( است نشده مشاهده

 غيرتهاجمي تعيين جنسيت روش دو هر ،اخير هايسال در
 هايروش بين در. است گرفته قرار بررسي مورد تهاجمي و

- جوجه دوره اواسط در سنجيطيفاستفاده از  غيرتهاجمي،

 Rozenboim and Ben( كندمي فراهمي خوب نتايج كشي

Dor, 2001(امكان ،طيفي تصويربرداري كه حالي ، در 
 اواسط در دو جنس پر رنگتفاوت  با را تعيين جنسيت

 ,.Göhler et al( كندمي فراهم كشيجوجه هايدوره

 ديگر غيرتهاجمي كاملاً تعيين جنسيت هايروش .)2017

 ,Yilmaz-Dikmen and Dikmen( مرغتخم شكل اساس بر

 طورهب هنوز )Webster et al., 2015( بوبر اساس  يا )2013
 مايعات در هاهورمون گيرياندازه .است نشده استفاده عملي
 نهم روز از بعد اما است، ثابت و قوي روش يك نيز مرغتخم

 .)Phelps et al., 2003( كرد اعمال راآن توانمي انكوباسيون
 دارد، نياز نمونه استخراج به كه تهاجمي هايروش ميان در

 آزمايشگاهي، شرايط در مولكولي تعيين جنسيت با روش
  .(Clinton et al., 2016) است قوي و ساده
 در حاضر حال در) PCR( پليمراز ايزنجيره واكنش روش

 ,.Salabi et al( شودمي استفاده ژل الكتروفورز با تركيب

 تشخيص براي پركاربرد روش يك روش، اين. )2014
 در اينترون ناحيه تمايز اساس بر كه بوده پرندگان جنسيت

 برخلاف پرندگان، در كه است CHDاتصال  پروتئين هايژن
 ،Z جنسي كروموزوم دو با نرها پستانداران، و انسان

 جنسي كروموزوم با هاماده كه حالي در هستند، هموگامتيك
Z و W، هستند  هتروگامتيك)Smith, 2008(.  در

 قرار W و Z كروموزوم دو هر پرنده، جنسي هايكروموزوم
 با هايياينترون حاوي CHD-Z و CHD-W هايژن. دارند
 .شوندمي تقويت PCR روش با و هستند مختلف هايطول

 تشخيص قابل اندازه اساس بر W و Z كروموزوم محصولات
 هم از ژل الكتروفورز با محصولاتاين  كههنگامي. هستند

 باند دو) W و Z كروموزوم (داراي هاماده براي شوند،مي جدا
 ،)Z كروموزوم دو داراي( نرها براي و مختلف هاياندازه در

 ,Fridolfsson and Ellegren( شودداده مينشان يك باند 

1999(.  

 روشي عنوانبه "مرغتخم در" پرندگان جنسيت تعيين امكان
- فزاينده توجه ،روزهيك هايجوجه حذف بر غلبه براي بالقوه

- به فعلي هايروش و كندمي جلب طيور صنعت در را اي

 جنسيت كشي،جوجه طي كه دنشومي داده تطبيق ايگونه
 ناخواسته يتجنسبا  هايتخم ،سپس وشده شناسايي  جنين
 Raman( رامان سنجيطيف اخيراً . دنشو حذف

spectroscopy (چهارم روزدر  مرغتخم جنسيت تعيين براي 
 كه است شده گزارش )ساعت ٨٤ ± ٤ يعني( كشيجوجه
 اساس بر آن، رشد از ممانعت بدون را جنين جنسيت تعيين
 فراهم درصد ٩٠ تا صحتجنيني  خون تركيب در تفاوت

 توانمي را رامان گيرياندازه .)Galli et al., 2017( كندمي
 جنيني خارج عروقگردش خون  در كه خوني روي مستقيماً 

 جنين آسيب از و هداد انجام دارد، جرياندر ويتلين 
سنج رامان با طيف .)Galli et al., 2016( كرد جلوگيري
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 ,.Galli et al( جنيني خون تركيب در تفاوتتشخيص 

 Matsumoto) هاي قرمزشدن گلبول درجه اشباع ،)2018

et al., 2024)،  تصويربرداري از عروق خوني جنين و
  در دو جنس مختلفهاي خوني ناهمگني لكه ،همچنين

(Sikirzhytskaya et al., 2017)، براي  ارزشمندي ابزار
  تعيين جنسيت با دقت بسيار بالا است.

ابيده ترامان، يك پرتو نور ليزر به نمونه  سنجدر دستگاه طيف
ت پرتو خروجي از طول موج و شد ،شود و يك آشكارسازمي

رخورد . تفاوت بين طول موج ب)١(شكل  كندنمونه را ثبت مي
با هم  اندكيكرده به نمونه و طول موج خارج شده از آن 

ور ساطع تفاوت دارد. اين تفاوت بر اثر تاثير پيوند بر انرژي ن
گيري تفاوت طول موج ورودي با اندازه ،شده است. از اين رو

در هاي موجود توان نوع پيوندبه نمونه و خروجي از آن مي
و ساختار آن را تجزيه و تحليل  نمونه تركيب شيميايي

 .)al et Fioranelli. ,2019( دكر

 بر سنج رامانطيف وسيلهبه سلولي خواص بنديطبقه
 جنسيت و است پذيرامكان بيوشيميايي تركيب اساس
 و ژنتيكي هايتفاوت از سنجيطيف صورتبه است ممكن

 از ناشي سنجيطيف مشخصات .شود بازيابي متابوليكي
 از رامان فعال عاملي هايگروه فرد به منحصر تركيب

 ييهاكربوهيدرات و ليپيدها ها،پروتئين نوكلئيك، اسيدهاي
 بافت نوع تمايز و شناسايي ارزيابي، امكان دارد، نمونه هر كه
 اين اين، بر علاوه .)Auner et al., 2018(كند مي فراهم را

 امكان و كنندمي فراهم را مولكوليسطح  اطلاعات هاروش
 مولكولي هايتركيب و پيوند انواع عاملي، هايگروه بررسي

نشان داده شده  ١طور كه در جدول همان .كنندمي فراهم را
 مختص ،ارتعاشي هايطيف در طيفي باندهاي است،

 تركيب مورد در مستقيمي اطلاعات و هستند مولكول
- به باريك، نسبتاً  ينوارها اين. دهندمي ارائه بيوشيميايي

 ساختار مولكولي، ساختار به حساس و تفكيك قابل راحتي
 نوري هايروش .)Michael et al., 2006( هستند محيط و

 طوربه و تماس بدون مرغتخم در جنسيت تعيين براي
 است ممكن آنها. هستند استفاده قابل محل در مستقيم

 و تجزيه نتايج براي انتظار به نياز و آلودگي خطر بدون
 تخمك، مايعات يا بافت روي ژنتيكي يا شيميايي هايتحليل

 در بنابراين،. دهند انجام واقعي زمان در را تعيين جنسيت
 در جنسيت تعيين براي استاندارد رويكردهاي با مقايسه

 هاينمونه DNA يا هورموني تجزيه اساس بر مرغتخم
دارند. با  واضحي مزاياي مرغ،تخم مواد از شده استخراج

 هفت روز از قبل رامان سنجيطيف توجه به اينكه
 بهبود را حيوانات رفاه تواندشود، ميمي انجام انكوباسيون

- جوجه اوليه مراحل در جنسيت تعيين اين، بر علاوه. بخشد

 ناخواسته "نر هايتخم" كشيجوجه براي لازم انرژي ،كشي
 پتانسيل اين رامان سنجيطيف بنابراين،. دهدمي كاهش را
دوران  در مرغتخم جنسيت تعيين براي روشي به كه دارد را

 ,Aleksandrowicz and Herr(شود  تبديل كشيجوجه

 سازگار راهبردهاي توسعه هدف با تحقيقات اكنون، .)2015
از  شودمي باعث كه است انجام حال در حيوانات رفاه با

 به حداقل جلوگيري شود، يا روزه يك هايجوجه كشتن
 با .شود انجام اقتصادي و اخلاقي نظر از قبول، قابل روشي

توجه به اينكه تاكنون در ايران روشي جهت غلبه بر اين 
منظور بررسي اثر پژوهش حاضر به ،مشكل ابداع نشده است

رامان بر تعيين جنسيت جنين مرغ بومي سنجي طيف
   مدنظر قرار گرفته است.

  

Fig. 1. View of Raman spectrometer components  
     سنج راماندهنده طيفاجزاي تشكيل نمايي از -١شكل 
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روزه مورد مطالعه در  ٥/٣هاي مرغهاي خوني در تخمموقيعت و منشاء باندهاي راماني مشاهده شده از رگ -١جدول 
 اين پژوهش

Table 1. Location and origin of Raman bands observed from blood vessels in 3.5 days old eggs 
Peak 
no. 

Position (cm-
1) 

Origin Ref. 

1 538 Fe—O2 (Hemoglobin) (Galli et al., 2016) 
2 638 C—S (Protein) (Galli et al., 2016) 
3 769 Porphyrin (Galli et al., 2018) 
4 838 Antisymmetric stretch vibration of choline group 

N+(CH3)3) 
(Galli et al., 2018) 

5 1032 Phenylalanine (Galli et al., 2018) 
6 1141 Phosphodioxy stretching vibrations in nucleic acids (Galli, Koch, et al., 

2017) 
7 1251 Amide III (Galli et al., 2018) 
8 1344 CHx deformation modes of lipids and proteins (Galli, Koch, et al., 

2017) 9 1416 
10 1504 C = C stretching vibrations (Galli et al., 2018) 
11 1587 Porphyrin (Galli et al., 2018) 
12 1639 Amide I of alpha helix secondary structure and/or C = 

C stretching vibrations 
(Galli et al., 2018) 

13 1690 Amide I (Galli et al., 2018) 
14 1746 C = O stretching vibration (Galli et al., 2018) 

با توجه به خصوصيات منحصر به فرد آن  يپرورش مرغ بوم
 خصوصاً  ،از جمله مقاومت در برابر شرايط سخت محيطي

ي و پرورش، نگهدار نيپاينه آب و هواي گرم و خشك، هزي
جه و كيفيت مطلوب توليدات از دير باز مورد تو يبازارپسند

 هايي كه مرغيعلت مزاياهبوده است. حفظ اين ذخائر ب
يطي، مديريتي، محيط ي كشور در سازگاري با شرابوم

 ,.Nazari et al( است يدارند امر مهماي هبهداشتي و تغذي

ر دامرغ هاي نطفهدر اين تحقيق از تخم بنابراين، .)2020
ده است تا آزمايش با شرايط ايران شمرغ بومي استفاده 
  .انطباق داشته باشد

 هامواد و روش

ايستگاه از دار نطفه مرغتخم ١٠٠از براي انجام اين پژوهش 
مركز توليد مواد  متعلق به تكثير و اصلاح نژاد مرغ بومي

يكي شد.  استفادهژنتيكي شركت جاهد در استان خوزستان 
 ،دار مرغ بومي در كشورمرغ نطفهمهم تامين تخماز مراكز 

متعلق به مركز توليد  ايستگاه تكثير و اصلاح نژاد مرغ بومي
 مواد ژنتيكي شركت جاهد در استان خوزستان است

)Nazari et al., 2020 .(در دستگاه  روز ٥/٣ مدت به هاتخم
در حالت درصد  ٥٣و رطوبت  ٨/٣٧ °C يدر دما يكشجوجه

گرفتند  درون دستگاه قرارسمت بالا به صافبا قطب  يعمود
پس  .شود ايجاد جنيني خارج عروقي سيستم يك اينكه تا

 هانمونهها، جهت تعيين جنسيت جنيناز طي اين مدت، 
قرار  ٧٨٥طول موج تحريك اشعه رامان با  در معرض

مرغ، تخم پهن پس از ايجاد منفذ در انتهاي نوك. گرفتند
 سطح روي و شده شناور زرده بالاي در جنين عروقي ناحيه
  .ماندمي باقي

 شود،مي قرار داده عمودي حالتبه مرغتخم كه هنگامي
 شدن باز از پس و كندمي حركت بالا در شده عروقي ناحيه
- رگ از كه طوريبه ماند،مي باقي سطح روي پوسته، پنجره

 دكر نوري بردارينمونه پوسته پنجره مسير از توانمي ها
 بزرگ رگ يك روي هميشه گيرياندازه موقعيت). ٢ شكل(
 اصلي هايرگ در ترجيحاً) ميكرومتر ١٠٠ از بزرگتر قطر(

  .شودمي انتخاب خلفي /قدامي يا جانبي
 ايجاد دوربين سيستم يك جنيني، هايرگ نمايش منظوربه

 ديافراگم در را مناسب رگ يك خودكار، طوربه شده كه
 ليزر دهد.مي روي آن قرار را ليزر تمركز پرتوو  كرده انتخاب

 ) رويConfocal( كانونهم ميكروسكوپ يك از استفاده با
رامان در  فيط چنديناز هر نمونه، شده و  متمركز هانمونه

  شد. يريگ) اندازههاي خونيرگمختلف ( اطنق
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Fig. 2. View of the chick embryo: Embryonic and extraembryonic vessels are accessible by opening the 

eggshell at the broad pole 

  هستند دسترسي قابل پهن قطب در مرغتخم پوسته كردن باز با جنيني خارج و جنيني هاينمايي از جنين جوجه: رگ -٢شكل 
  

كانون اين همسنجي رامان با ميكروسكوپ استفاده از طيف
 از خارج نورهاي كردن حذف سازد تا باميامكان را فراهم 

 پايين ميدان ديد ميكروسكوپ و بالا نقاط از كه محل تمركز

 در .افزايش يابد يري چشم طرزبه واريانس شوند،مي ساطع
 از نقطه يك فقط لحظه هر كانون درهمهاي ميكروسكوپ

 تجزيه مجموع تصوير حاصل، و است مشاهده قابل نمونه

كانون با هاي هماين دقت در ميكروسكوپ .است نقاط تمام
صورت  ) Pinhole diaphragm( هول پين ديافراگم كمك

را  فضايي قطر با هاييمديافراگفيلتر،  عنوانبه گيرد كهمي
هاي در ميكروسكوپ كههد دمي قرار آشكارساز مقابل در

اين ويژگي  .)Xu et al., 2018( معمولي وجود نداردنوري 
شود كه مي خوني رگ روي تحريك ليزر دقيق تمركزباعث 
 ،مرغتخمروي  مطالعه در سنجيطيف بالاي دقت براي

در پژوهش حاضر با كمك  سنجي رامانطيف. است ضروري
مستقر در مركز  UniRAMسنج رامان سيستم طيف

تحقيقات مهندسي سطح پيشرفته و نانومواد دانشگاه آزاد 
اسلامي واحد اهواز صورت گرفت. اين سيستم مجهز به ليزر 

جهت تحريك نمونه با  )state laser-Solid( حالت جامد
با  Olympusكانون و ميكروسكوپ هم ٧٨٥ nmطول موج 

ده و روبش ش ،سطح نمونه با كمك آن هك است x٥٠لنز 
. شوندميانتخاب  تجزيهنقاط مناسب جهت  نقطه/

 CCDسنج از نوع اين سيستم داراي طيف ،همچنين
)InGaAs, iDus, Andor, Oxford Instruments(  جهت

با استفاده از  آمدهدستبه هايطيف. استثبت طيف رامان 
قرار  تحليل و تجزيه موردرسم شده و  Originافزار نرم

  .گرفتند
تعيين  سنجيصحتمنظور به و انجام اين مراحلپس از 

ها از تخم نجي رامان، جنينسجنسيت با استفاده از طيف
طور جداگانه از هر نمونه به DNA استخراجو شده خارج 

شده  استخراج DNAانجام گرفت. ارزيابي كميت و كيفيت 
نانودراپ و  سنجي با دستگاهبا استفاده از روش طيف

درصد صورت  روي ژل آگارز يكالكتروفورز افقي  ،همچنين
. پرايمرهاي اختصاصي براي )Chenani et al., 2021( گرفت

عنوان ژن تعيين به CHD . ژنه بودطراحي شد CHD ژن
 جنسيت، با توالي رفت

F:5´TATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGT-3´ و 
 R:5´- CCTTTTATTGATCCATCAAGCCTبرگشت

تعيين جنسيت  منظوربه . )Lee et al., 2010( تكثير شد ´3-
 شده، ابتدا واكنش طراحي پرايمرهاي از استفاده ها بانمونه
PCR در دستگاه ترمال سايكلر (مدل Thermalcycler 
Mini ،نتيجه آزمايش  ،گرفت و در نهايت كشور آلمان) انجام

  د.شدرصد مشاهده  دو و نيمروي ژل آگارز 

  بحث و نتايج

دست آمده از تصوير به PCR: با استفاده از تعيين جنسيت
 هاينمونه PCR تكثير شده حاصل از قطعات ،ژل الكتروفورز

با استفاده از آغازگر اختصاصي در  دهد.مختلف را نشان مي
 جنسيت تعيين براي روش اين قبول قابل نتيجه ،٣شكل 
 كه داد نشان نتايج. داده شده است نشان بالا دقت با جنين
هاي با جنسيت جنين براي باز جفت ٤٦١ طولبه ايقطعه

 براي باز جفت ٣٢٢ و ٤٦١ هايطول با قطعه دو و) ZZ( نر
 همه جنسيت .شد تكثير) ZW( هايي با جنسيت مادهجنين
 ،اي كه در نرهاگونه، به ندشد مشخص درستيبه هانمونه

  .باند مشاهده شد دو ،هاماده و در باند يك
طيف رامان دو نمونه از  :رامان سنجيطيف تحليل و تجزيه

داده شده نشان  ٤شكل  در روزه مورد مطالعه ٥/٣مرغ تخم
از ميان  ه استنشان داد PCR روشگونه كه . هماناست
درصد داراي جنسيت نر و  ٥٠ ،مرغ مورد آزمايشتخم ١٠
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طيف رامان  بنابراين،. بودندماده  جنسيت درصد داراي ٥٠
يك نمونه با جنسيت نر و يك نمونه با جنسيت ماده نشان 

-نقطه مختلف از رگهر نمونه، از هشت داده شده است. از 

 هاياوجطيف رامان اخذ شد. موقعيت  ،هاي خوني
ها يكي از طيف (باندهاي) مشاهده شده روي شكل براي

  .)٤(شكل  مشخص است
ايي ها نيز با كمك مراجع معتبر و مرتبط شناسمنشا اين اوج
- زارشها در توافق با گارائه شده است. اين اوج ١و در جدول 

هاي عاملي مختلف هاي قبلي در اين خصوص با گروه
 Galli, Koch, et(اسيدي، پروتئيني و ... مرتبط هستند 

al., 2017; Galli et al., 2018; Galli et al., 2016(.  

-شود باندهاي راماني مشابهي بهمشاهده مي گونه كههمان

ها مشاهده ها و نمونهدر همه طيف لحاظ موقعيت تقريباً 
-راماني نمي هاياوجاز روي بود يا نبود  بنابراين،شود. مي

در  توان در مورد جنسيت صحبت كرد. اين مشاهده تقريباً 
گونه اما همان است،هاي زيستي صادق مورد تمام مولكول

هاي شود شدت باندهاي راماني در جنسيتهده ميكه مشا
 ،مختلف متفاوت است. شدت باندهاي راماني در جنس نر

تغييرات شدت  ،. بنابرايناستكمتر  ،بيشتر و در جنس ماده
توان ملاك تشخيص جنسيت قرار هاي رامان را ميطيف

داد. البته يك محدوده اشتراك يا تداخل در آنها نيز مشاهده 
را محدوده خطا يا تشخيص با خطا توان آنمي شود كهمي

   ناميد.

  
Fig. 3 . Agarose gel results of PCR products obtained from DNA extracted from broiler embryos. M: 

Molecular marker 100 bp 

ماركر : Mجوجه گوشتي.  شده از جنيناستخراج DNAدست آمده از به PCRنتايج ژل آگارز محصولات  -٣شكل 
  جفت بازي ١٠٠مولكولي 

  
Fig. 4. Raman spectrum of two samples of 3.5 days old eggs studied in this research 

  پژوهشمورد مطالعه در اين روزه  ٥/٣مرغ هاي طيف رامان دو نمونه از تخم -٤شكل 



  ٢٧                                      )                                    ١٩-٣١( ١٤٠٣تحقيقات توليدات دامي/سال سيزدهم/شماره سوم/پاييز 
 

جهت تجزيه و تحليل، هاي مورد استفاده يكي ديگر از روش
كه در اين مطالعه نيز  استغالب  هاياوجنسبت شدت 

مدنظر قرار داده شده است. در مطالعات قبلي براي تشخيص 
 . بنابراين،جنسيت جوجه از اين روش استفاده نشده است

. براي اين شددر اين مطالعه بررسي  اين روشقابليت 
كه  نظر قرار گرفتغالب در اين مطالعه مد اوجچهار  ،منظور
دو  ،. بنابراين١٢٥٢ cm-1و  ١١٤١ ،٨٣٨ ،٧٦٩ :از عباتند

براي هر طيف تعريف  1251I/1141I و 838I/769I صورتهنسبت ب
 Candlestick( نمودار شمعي ،٦و  ٥ هايشكلشده است. 

plotهاياوجدست آمده از محاسبه نسبت هاي به) داده 
نشان هاي مجزا و تجمعي براي حالتغالب مورد اشاره را 

دست هب هايتوزيع آماري داده ،د. نمودار شمعيندهمي
هاي از نوع شاخصدهد كه حاوي اطلاعاتي آمده را نشان مي

و  داروزنميانگين ، ميانگين ،ميانه ،مد همچون مركزي
 همچون دامنه تغييرات هاي پراكندگيشاخص ،همچنين

 ٥از روي شكل  ،در اين وضعيتكه شود ملاحظه مي .است
مشاهده جهت تفكيك جنسيت  توان تمايز خاصي رانمي

  نمود.
را صورت تجمعي هها بكه نمودار شمعي داده ٦ در شكل
شود. نظم مشاهده ، نظم بيشتري مشاهده ميدهدنشان مي

آماري  هايفراسنجهكه علائم آن بيانگر  ٦شده در شكل 
در هماهنگي با روند مشاهده  هستندمورد مطالعه هاي داده

مقادير ميانه و ميانگين  ،طور مثاله. باست ٤شده در شكل 
در هر دو نسبت براي جنسيت نر داراي مقدار بزرگتري در 

  .استمقايسه با جنسيت ماده 
   

  
Fig. 5. Candlestick plot of two ratios associated with the intensity of dominant Raman bands for 3.5-day-

old eggs examined in this research 

روزه مورد مطالعه در اين  ٥/٣هاي مرغنمودار شمعي دو نسبت مرتبط با شدت باندهاي راماني غالب براي تخم -٥شكل 
  پژوهش

  

  

Fig. 6. Candlestick plot of two ratios associated with the intensity of dominant Raman bands for 3.5-day-
old eggs, cumulative for male and female sex examined in this research 

صورت تجمعي هروزه ب ٥/٣هاي مرغدت باندهاي راماني غالب براي تخمنمودار شمعي دو نسبت مرتبط با ش -٦شكل 
  پژوهشاين  هاي نر و ماده مورد مطالعه دربراي جنسيت
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هاي موجود ه بيشتر و همچنين جستجوي نظمجهت مطالع
غالب در طيف  هاياوجدست آمده در نسبت ههاي بدر داده

 مولفه اصلي تجزيهرامان، در اين پژوهش از مطالعه 
)Principal component analysis (PCA) ( نيز استفاده

و  استكاوي يك ابزار قوي در علم داده تجزيه،شد. اين 
جاي هكند تا بشناسايي كرده و كمك مي اي اصلي راهمولفه

هايي كه ارزش بيشتري دارند ها، ويژگيتحليل تمام ويژگي
هايي گيويژ ،PCA تحليل ،مورد تحليل قرار گيرند. در واقع

ه و خروجي را از آنها را كه ارزش بيشتري دارند لحاظ كرد
 ،كند. جهت انجام اين تحليل در پژوهش حاضراستخراج مي

براي هر طيف  1251I/1141I و 838I/769I سه ويژگي جنسيت،
تواند با توجه به مي PCAراماني در نظر گرفته شد. تحليل 

هايي را انتخاب كند كه يها و دامنه تغييرات آنها، ويژگداده
 تاثير بيشتري در نتيجه نهايي داشته باشند. نمودار تحليل

PCA  ٧شكل در  مورد اشاره در اين پژوهشبراي داده  
 838I/769I بيانگر 1PC ،نموداردر اين . داده شده استنشان 

براي هر داده (نقط جنسيت . است 1251I/1141I بيانگر 2PC و
هاي آبي نيز خط شده است. رنگ) در كنار آن نوشته قرمز
. بردار ويژه هستنددهنده بردار ويژه براي هر نسبت نشان

معياري از وجود بيشترين دامنه تغيير  ،هاي آماريبراي داده
 و PC1 (وردايي) براي . درصد واريانساستدر آن امتداد 

PC2 وردايي . استدرصد  ٣١/٤٦درصد و  ٦٩/٥٣ترتيب هب
ها حول ميانگين چگونه دهد دادهمقياسي است كه نشان مي

اند. وردايي كمتر بدين معنا است كه انتظار پخش شده
مقدار  ،انتخاب شود ورد نظراز توزيع م ايدادهرود كه اگر مي

دست آمده هنتايج ب ،. بنابراينباشدتر گين نزديكآن به ميان

دهد كه نسبت دوم داراي نشان مي PCA از تحليل
و استفاده از آن  استپراكندگي كمتري حول ميانگين خود 

دست ه. به لحاظ توزيع نقاط بباشدتر تواند قابل اطمينانمي
  شود.مشاهده نمي PCA آمده نيز نظم خاصي در تحليل

نمونه مورد آزمايش، تعيين  ١٠٠با توجه به تحليل نتايج 
درصد تاييد شده است كه با نتايج  ٩٠جنسيت با دقت بالاي 

 ;Galli et al., 2016)پژوهشگران ديگر همخواني دارد 

 از شده پراكنده هايفوتون ،سنجي رامان. در طيف(2018
 هايفوتون انرژي از بيشتر يا كمتر انرژي داراي كه نمونه

 انرژي سطوح مورد در طيفي اطلاعات حاوي ،اندبوده فرودي
- به )،١(شكل  هستند بررسي مورد ناحيه در مواد ارتعاشي

ماده داراي سيگنال طيفي مشخص، طوري كه هر نوع 
 Nadgaran(ت منحصر به فرد و متفاوت از ساير مواد اس

and Kazempourfard, 2021(. ركيب هر ت، به بيان ديگر
اتمي و مولكولي داراي يك الگوي (طيف) رامان متمايز و 

 تمايز بيوشيميايي مباني از . آگاهياستمنحصر به خود 
 براي تواندمي خون از رامان سنجيطيف وسيلهبه جنسيتي

طور كه از نتايج همان .باشد مفيد ،اين روش بيشتر توسعه
 را كمك بيشترين كه ،رامان هاياوج بيشتر مشهود است،

 مرتبط هاپروتئين با ،دارند نر و ماده خون بين تمايز در
است  ممكن نيز DNA و ليپيدها از سهمي ،اگرچه هستند.

 كه دهدمي نشان رامان سنجيطيف بنابراين، دخيل باشد.
 اساس بر بلكه است، ژنتيكي تنها نه هاجنسيت بين تفاوت

 بيوشيمي و است مردانه هايسلول در بالاتر DNA محتواي
 ريزدرون غدد تمايز از قبل رشد اوليه مراحل در خون كلي

  .)Galli et al., 2018(است  وابسته جنسيت به

  
Fig. 7. Principal component analysis of two ratios associated with the intensity of dominant Raman bands 

for 3.5-day-old eggs studied in this research 

روزه مورد مطالعه در  ٥/٣هاي مرغمولفه اصلي دو نسبت مرتبط با شدت باندهاي راماني غالب براي تخم تجزيه -٧شكل 
  اين پژوهش
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 نر خون بيوشيميايي تركيب در تفاوت با كلي مشاهدات اين
 داده شرح مقالات هايداده اساس بر مقدمه در كه ماده و

 تركيبات از ايپيچيده مخلوط خون. است سازگار ،بود شده
 هايگلبول ،خون اصلي اجزاي. است متنوع بيوشيميايي

 خون قرمز هايگلبول. هستند هاترومبوسيت و سفيد ،قرمز
. اندشده تشكيل هموگلوبين حجمي درصد ٣٠ تقريباً از
 ها،آلبومين و است هاپروتئين سلطه زير پلاسما بيوشيمي
 طيف. هستند اصلي هايپروتئين ،فيبرينوژن و هاگلوبولين

 تحت آيدمي دستبه ٧٨٥ nm تحريك در كه خوني رامان
 ,Virkler and Lednev( هموگلوبين است سهم تأثير

- هم ميكروسپكتروسكوپي بردارينقشه حال، اين با .)2010

 توجهي قابل ناهمگوني خوني، نقطه رگ يك از كانون رامان
 اجزاي ساير مشاركت دهندهنشان كه دهد،مي نشان را

 كه در اين تحقيق فرض شده است. است بيوشيميايي
 جنسيت به مربوط خون رامان طيف در مشخصي تغييرات

  دارد. وجود
مطالعات زيادي شد،  اشارهطور كه در بخش نتايج همان

كه تعيين جنسيت جنين با استفاده از  است انجام گرفته
 تيجنس نييتع محققين .اندسنج رامان را تاييد كردهطيف
پوسته را مورد  يغشا راهرامان از  سنجيفطي با مرغتخم
 يحاو هايمرغتخم ،پژوهش نيدر ا .قرار دادند يبررس

 Galli) روزه مورد تابش اشعه رامان قرار گرفتند ٥/٣ نيجن

et al., 2016; 2018). شدت متوسط  رينشان داد، مقاد جينتا
متفاوت  توجهي قابل طورنر و ماده به هايحاصل از نمونه

ماده در  هايشدت فلورسانس تخم كه يطورهب ،است
 PCAنر كمتر است و  هايبا شدت فلورسانس تخم سهيمقا

خون در نر و ماده  نيپروتئ محتواي در تفاوت دهندهنشان
 نيجن تيجنس نييدر تع توانيم فيتفاوت ط نياست. از ا

 استفاده كرد. درصد ٩٠ يبالا نانيبا اطم ونيانكوباس يط
 از رامان طيف ،(Matsumoto et al., 2024) مطالعه يك در

 هايگلبول مانند آن، دهندهتشكيل اجزاي و كامل خون
 در روزه، يك تا دو هايجوجه از خون، پلاسماي و قرمز
 و تجزيه. آمد دستهب نانومتر، ٧٨٥ تحريك موج طول

 خون در جنسيت به وابسته طيفي تغييرات PCA تحليل
تفاوت  كه حالي در داد، نشانرا  قرمز هايگلبول و كامل

 هايتفاوت اين. مشاهده شد خون پلاسمايكمتري در 
 اجزاي نسبت در تفاوت به ماده و نر هايجوجه بين طيفي
 اكسيژن فاقد و) اكسي( اكسيژنه قرمز هايگلبول از طيفي

 سهم نرها كه حالي در شود،مي داده نسبت) اكسيدي(

 هاماده با مقايسه در را ژنهاكسي هاي قرمزگلبول از تريكم
 اكسيژن بالاتر تركيبي ميل دهندهنشان كه دهندمي نشان

. است هامادهخون  با مقايسه در نرها خون هموگلوبين با
 از استفاده با جوجه جنسيت تشخيص براي مدلي
 RBC-اكسي رامان باند هايويژگي از مشخصي هاينسبت

 دست %١٠٠ حساسيت به كه شد ساخته RBC-دئوكسي و
 ساختار كه دهدمي نشان نتايج اين ،مجموع در .يافت

 ندارد، تفاوتي هاماده و نرها بين قرمز هايگلبول مولكولي
 كه طوريبه ،است متفاوت آنها اكسيژن اشباع درجات بلكه
 خون به نسبت بالاتري اكسيژن ميل داراي احتمالاً  نر خون
 يك هيچ براي توجهي قابل جنسيتي تفاوت هيچ .است ماده

 كه كندمي تأييد نتايج اين. نشد مشاهده خون اجزاي از
 جايبه ،جنسيت اساس بر جوجه خون اجزاي در تغييرات
 پيوند در تفاوت بههموگلوبين  غلظت در تغييرات

 سوي از .شودمي داده نسبت اكسيژن هاياتم با هموگلوبين
 خارج هايويروس بين ارتباطات روي ديگر محققان ديگر،

آنها . نتايج اندكرده كار پوسته داخل هايDNA و پوسته از
 وسيلهبه شده تابيده الكترومغناطيسي امواج داد، نشان

 جنسيت تعيين به تواندمي پوسته از خارج هايويروس
 رشد سرعت گرفتن نظر در و پوسته داخل در جوجه جنين

 خارج هايويروس كه است شده داده نشان .كند كمك آن
 برقرار ارتباط آن داخل مواد با توانندمي مرغتخم پوسته از

 كنند تعيين راآن تكامل و جوجه جنين جنسيت و كنند
 )2019., al et Fioranelli(.  

 خارج و جنيني هايبافت تمام كشي،جوجه هايتخم در
- به. جنسي هستند اطلاعات حاوي نطفه از حاصل جنيني

 پتانسيل ،خون سنجيطيف تحليل و تجزيه مثال، عنوان
 قرمز هايگلبول. كندمي فراهم تعيين جنسيت جهت بالايي

 حمل را ژنتيكي جنسي اطلاعات و هستند دارهسته مرغ
 هايداراي كروموزوم نر خانگي هايمرغ هايسلول .كنندمي

- طيف با را تشخيص جنسيت امكان و هستند بزرگتري

. كنندمي فراهم DNA متفاوت مقدار اساس بر نوري سنجي
 هايتفاوت تواندمي خون تحليل و تجزيه اين، بر علاوه

 تمايز شروع از قبل ،همچنين .كند بازيابي را متابوليكي
 ماده و نر هايجنين بين رشد تفاوت ريز،درون غدد جنسي

 در خون تعيين جنسيت .گذاردمي تأثير خون تركيب بر
اطلاعاتي  اساس بر نوري سنجيطيف وسيلهبهجنين  گردش

 رامان هايسيگنال و قرمز مادون فلورسانس وسيلهبه كه
 نرها خون فلورسانس شدت .است پذيرامكان شود،مي انجام
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 .است بالاتر توجهي قابل طوربه هاماده با مقايسه در
به  كشيجوجه اوليه مراحل در نر خون بالاتر فلورسانس
 طي شده مشاهده هماتوكريت افزايش تفاوت در

 گلبول بلوغ طول در هموگلوبين افزايش و اريتروپوئزيس
   .)Galli et al., 2018(است  مرتبط هاجنس بين قرمز

  كلي گيرينتيجه

- ميسنجي رامان نتايج پژوهش حاضر نشان داد كه طيف

جهت تعيين دقيق و  تهاجميكمروشي عنوان تواند به
مورد استفاده كشي جنسيت جنين مرغ طي مراحل جوجه

دليل كوتاه بودن زمان انجام آزمايش هباين روش . قرار گيرد
فراهم  صنعت در استقرار براي را شرايط بهترينتواند مي

 اين ،در نهايتمشخص نمايد. و جنسيت را با دقت بالا  كرده
 از قبل زيرا شود، حيوانات رفاه بهبود باعثتواند مي روش

 اين از و شودمي انجام و گسترش سيستم عصبي رويان رشد
 روزهيك هايجوجه كشتن از ترقبول قابل اخلاقي نظر از رو

    است.

 تشكر و قدرداني

كشاورزي و علوم دانشگاه مسئولين پژوهشي وسيله از بدين
و ، براي تامين مالي اين پروژه منابع طبيعي خوزستان

متعلق به  ايستگاه تكثير و اصلاح نژاد مرغ بوميمسئولين 
تيكي شركت جاهد استان خوزستان مركز توليد مواد ژن

جهت مساعدت در تامين آقاي مهندس محمدي  مخصوصاً 
دانشگاه آزاد اسلامي  ،همچنينو دار هاي نطفهمرغتخم

و ميكروسكوپ رامان تجهيزات جهت استفاده از واحد اهواز 
شود.تشكر مي
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