
1397 بهارـ  1ـ شماره  چهاردهمدوره 

1397بهار، 1، شماره چهاردهممجله دامپزشکی ایران، دوره 22

ابورتوس بروسلااثر تجویز خوراکی بتائین بر پاسخ ایمنی هومورال موش به 

4پوریاسمین محمدعلی و 3طباطبائی، سیدرضا فاطمی2، مسعود قربانپور*1محمد خسروي

26/2/96: تاریخ پذیرش30/5/95:  تاریخ دریافت

چکیده
هاي ایمنی بتائین بر پاسخ تأثیر.یافته است گیري چشمانسان و حیوانات افزایش  ياخیر استفاده از بتائین در تغذیه هاي سالدر     

ژن در این مطالعه اثر تجویز خوراکی بتائین بر ایجاد پاسخ ایمنی هومورال نسبت به آنتی . باشد میناشناخته  حدوديتاهومورال
با  تجویز بتائین در گروه آزمایش. شدند بندي تقسیمبالغ به دو گروه  نر سر موش 12تعداد . در موش بررسی شد بروسلا ابورتوس

در  ،داخل صفاقی صورتبهبروسلا ابورتوسژن ها آنتیبه همه موش. روز صورت گرفت 31و به مدت  mg/kg/day500دوز 
یزا و الا 2MEهاي میکروآگلوتیناسیون، پاسخ ایمنی با آزمون. انجام شد گیري خون31و  21، 0تزریق و در روزهاي  21و  7روزهاي 
 :IgGدر گروه شاهد نسبت . ایمنی هومورال در گروه آزمون مشاهده شد يثانویهدر پاسخ اولیه و  دار معنیغیرکاهش . گردیدبررسی 

IgM  در همچنین . شد ثبت1: 2/3و  1: 7ها به ترتیب در گروه آزمون این نسبت .بود 7/1: 1و  1: 1در پاسخ اولیه و ثانویه به ترتیب
بتائین در پاسخ ایمنی هومورال بر  تأثیرترین این نتایج، بیش اساسبر. مشاهده نشدبادي در عیار آنتیدارمعنییزا تغییر آزمون الا

.بادي استتعویض کلاس آنتی

موش، بروسلا ابورتوس، هومورالبتائین، پاسخ ایمنی: کلیديکلمات 

مقدمه
ست که نخستین بار در قرن از ترکیبات طبیعی ا 1بتائین    
و پس از آن ) Craig 2004(شدندر قند کشف در چغ19

ها، گیاهان و حیوانات وجود آن اثبات در میکروارگانیسم
Kim and Kim(شد 2002, Steenge et al. در ).2003

استفاده از  ،انسان و حیوانات يهاي اخیر در تغذیهسال
روزافزونی افزایش یافته است که از  صورتبهبتائین 

تري متیل (بتائین .شودطریق منابع متنوع غذایی تامین می
هاي متیل در واکنش يترکیبات دهنده وجز) گلایسین

 يداراي خواص حفاظتی از اسمولاریتهشیمایی بدن و 
هاي حیوانات، که به طور وسیعی در اندام بودهخون 

هاي رژیم .توزیع شده استها گیاهان و میکروارگانیسم
غذایی غنی از بتائین شامل غذاهاي دریایی به ویژه 

دانشگاه شهید چمران اهواز ،دامپزشکی يگروه پاتوبیولوژي، دانشکدهاستادیار *1
دانشگاه شهید چمران اهواز ،دامپزشکی يگروه پاتوبیولوژي، دانشکدهاستاد 2
دانشگاه شهید چمران اهواز ،دامپزشکیي دانشکده گروه علوم پایه،استاد 3
دانشگاه شهید چمران اهواز ،دامپزشکی يدانشکده اي،ي دکتراي حرفهآموختهدانش4

استگندم و اسفناج  يداران دریایی، ریشه و پوستهمهره
)Craig 2004 .(ناپذیر بتائین از اکسیداسیون برگشت

آیددست میه هاي کبد و بافت کلیه بکولین در میتوکندري
)Ratriyanto et al. 2009(  . به دلیل ساختار همچنین

هاي متنوعی براي آن پیشنهاد نقش ،بتائین خاص شیمیایی
بتائین یک محافظ اسمزي در برابر .است شده 

Clayton(استدهیدراسیون  ها ها، پروتئینو سلول) 2007
Craig(کندهاي محیطی حفظ میها را از استرسو آنزیم

 Hagar and(استاکسیداتیو و داراي اثرات آنتی )2004

Malki سیستم عصبی، ایمنی، قلب و عروق ). 2014
-ها و کبد براي عملکرد طبیعی خود به گروهخونی، کلیه

Kidd(اندهاي متیل وابسته et al. استفاده از ).1997

E-mail: m.khosravi@scu.ac.ir)ي مسئولنویسنده(
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Zhan(ماکیانبتائین در  et al.  Campbell(خوك)2006

et al. 1995( غازو)Su et al. -منجر به بهبود وزن )2009

افزایش طول . گیري و افزایش راندمان غذایی است
روده، توزیع مناسب چربی و بهبود  يپرزهاي دوازدهه

شودخصوصیات لاشه در اثر استفاده از بتائین ایجاد می
)Huang et al. 2006, Wang et al. 2004 .( رشد مناسب

استعضلات و سیستم ایمنی وابسته به حضور بتائین 
)Rama Rao et al. اي هاي پایهبراي فعالیتبتائین ).2003

گذار هاي ایمنی اثرسیستم ایمنی ضروري و بر فعالیت
Clayton(است مطالعات انجام برخی بر اساس . )2007

 .Go et al(استضدالتهابیشده بتائین داراي اثرات 

کموتاکسی و آزادسازي نیتریک اکسید همچنین  ). 2005
Kidd(ها با استفاده از بتائین ماکروفاژ و مونوسیتاز 

بهبود پاسخ ایمنی از دیگر موارد اشاره شده در ، و)2004
.Klasing et al(استتحقیقات  2002, Zhang et al.

بتائین همچنین با ممانعت از تولید پروستاگلندین ). 1996
در رت باعث تنظیم تولید سایتوکاین توسط ماکروفاژهاي 

بهبود شرایط ).Zhang et al. 1996(شود کبدي می
فیزلوژیک بدن در شرایط استرس در اثر استفاده از بتائین 

شدید کاهش  ).Wang et al. 2004(استگزارش شده 
 يدر استفاده TNFαو  6، اینترلوکین Cپذیر پروتئین واکنش

.Zhang et al(شودزیاد از بتائین ایجاد می اثرات ).1996
پذیر و بتائین از طریق کاهش ترکیبات واکنش ضدالتهابی

.Go et al(استاثر بر گلوتاتیون  بتائین سبب ).2007
.Fan et al(شودمی TNFαکاهش میزان  2008, Kim et 

al. 2014, Lv et al. 2009, Olli et al. 2013 .(TNFα  در
ایجاد هاي لنفاوي و در هاي ثانویه در گرهایجاد فولیکول

داردنفشی ضروري  Bو  Tهاي واکنش میان لنفسوست
)Emma et al. 2012, FrancoSalinas et al. 2011, 

Pasparakis et al. 1996, Salinas et al. با توجه ). 2013
گیر چشماي اثراتیرارسد بتائین دبه نظر می ،به این موارد

سایر . باشدمورال هاي ایمنی هوپاسخدر ایجاد و گسترش 
محقیق این اثر را در ماکیان بررسی و در مواردي افزایش 

.Ezzat et al(پاسخ 2011, Swain and Johri 2000(

.El Hadri et al(کاهش -و یا عدم تغییر غیر معنی )2004

.Hamidi et al(دار 2010, Kidd را گزارش آن) 2004
ن تحقیق با توجه به نامشخص بودن این در ای. اندکرده

تلاش  ،یزاو الا 2MEهاي میکروآگلوتیناسیون، ، با روشاثر
بر یافتن اثر بتائین بر پاسخ ایمنی هومورال در موش 

. شده استبروسلا ابورتوسنسبت به باکتري 

مواد و روش کار
با وزن جنس نر NMRIنژاد آلبینوسر موش  12تعداد     

گرم از مرکز رشد و نگهداري از حیوانات  30تقریبی 
زمایشگاهی دانشگاه علوم پزشکی جندي شاپور اهواز آ

ها تحت شرایط مطلوب دمایی، موش .خریداري شد
رطوبت، نور و تغذیه در قفس با بستر مناسب نگهداري 

ها، در دو گروه پس از اطمینان از سلامت موش .شدند
اصول و حقوق کار با . شدند بندي قسیمتشاهد و آزمایش 

حیوانات آزمایشگاهی در کار بر روي حیوانات رعایت 
صورتبهتجویز خوراکی بتائین در گروه آزمایش.شد

mg/kg/day500 31مري و به مدت  يبا استفاده از لوله 
بروسلا ژن تجاري  ها آنتیموش يدر همه. روز انجام شد

 200و به میزان  10/1با رقت ) رازي يموسسه( ابورتوس
 21و  7داخل صفاقی در روزهاي  صورتبهمیکرولیتر 

از  گیري خون31و  21، 0در روزهاي  .آزمون تزریق شد
هاي خون جداسازي سرم نمونه. طریق ورید دم انجام شد

 يدرجه -70ها در دماي شد و تا زمان انجام آزمون
هایی که بتائین سرم موشاز .گراد نگهداري شدند سانتی
ژن خاصی دریافت ننموده بودند به عنوان شاهد در و آنتی
. ها استفاده شدآزمون

لوتیناسیون مطابق با روش معمول آزمون میکروآگ
)Sareyyupoglu et al. 2010(و به شرح ذیل انجام شد.

هاي متوالی دو برابر و سه برابر از هر نمونه سرم در رقت
در )PBS(سالین  با بافر فسفاتمیکرولیتر  100حجم 

ژن رایت تولید آنتی. شکل تهیه شد Uهاي  پلیت  گوده
سازي رازي با رقت  واکسن و سرم يشده توسط موسسه

پس . میکرولیتر به هر گوده اضافه شد 100به میزان  10/1
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 37ساعت در دماي  24ها به مدت از مخلوط کردن، پلیت
گراد در انکوباتور نگهداري شدند و عکس  سانتی يدرجه

درصد اگلوتیناسیون  50آخرین رقتی که باعث حداقل 
شده بود به عنوان عیار ثبت شد هر نمونه در ایجاد 

-اگلوتیناسیون در ادامه قرائت شد و میانگین دو بار اندازه

.گیري محاسبه و به عنوان عیار درنظر گرفته شد
-میکروروش مرکاپتواتانول مشابه  - 2آزمون 

 2MEولی با بافر  قبل يذکر شده در مرحله آگلوتیناسیون
.  )Sareyyupoglu et al. 2010(انجام شد

پس از سونیکه شدن، با بروسلا آبورتوس ژن  آنتی    
برابر  pHبی کربنات با - در بافر کربنات µg/ml20غلظت 

یزاهاي پلیت الا میکرولیتر در گوده 100در حجم  6/9با 
در دماي  ساعت24ریخته شد و پلیت  )کاریز مهر، ایران(
پس از آن پلیت سه بار  .گراد قرار گرفت سانتی يدرجه 4

. ، شستشو شد20توئین  درصد 5/0با بافر فسفات حاوي
 250در حجم  PBSدر  درصد 4پلیت با شیر پس از چرخ 

لیتر و به مدت یک ساعت بلوك شد و مشابه قبل میکرو
و  400/1، 200/1هر نمونه سرم با سه رقت . شستشو شد

میکرولیتر  و با دو بار تکرار اضافه  100در حجم  800/1
آنتی . شد و پس از یک ساعت، شست و شو انجام شد

IgG  موشی کنژوگه با آنزیم پراکسیداز محصول شرکت
Abcam)کد محصول :AB6789 (نایی واکنش با اکه تو
هاي موشی را داشت با رقت باديسبک آنتی يزنجیره
میکرولیتر به هر گوده اضافه  100در حجم و 10000/1

سوبستراي . شد و پس از یک ساعت شستشو انجام شد
TMB1)PanReac،Cas No:  70در حجم ) 54827-17-7

دقیقه  15میکرولیتر به هر گوده اضافه شد و پس از 
میکرولیتر  70نرمال به میزان  1محلول اسید سولفوریک 

جذب نوري در طول . جهت توقف واکنش اضافه شد
-نانومتر توسط دستگاه قرائت کننده پلیت اندازه 450موج 

.گیري شد

1- 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine

-روشهاي مورد آزمون از نتایج گروه يجهت مقایسه    

استفاده  SPSS V.18افزار نرم tمار توصیفی و آزمون آهاي 
در )P>05/0(دار بودن نتایج با فرض سطح معنی.شد

.نظر گرفته شد

نتایج
هاي باديدر آزمون میکرواگلوتیناسیون میزان عیار آنتی    

 ،بتائین يدر گروه دریافت کننده ایجاد کننده آگلوتیناسیون
تر برابر کم 4/1برابر و در پاسخ ثانویه  9/1در پاسخ اولیه 

غیراین کاهش عیار ). 1نمودار(بوداز گروه کنترل 
در آزمایش میکروآگلوتیناسیون افزایش عیار .بود دار معنی

ایمنی هومورال نسبت به ثانویه در هر دو  ياولیهپاسخ 
.بود دار غیرمعنیگروه کنترل و آزمون 

 IgGهاي باديعیار آنتی 2MEاساس آزمون بر
و در پاسخ ) دارمعنی(برابر 5/7گروه کنترل در پاسخ اولیه 

نمودار (گروه آزمون بود) دارغیر معنی(برابر 3/2ثانویه 
-بادياساس این نتایج علاوه بر کاهش عیار آنتیبر). 2

تأثیر بتائین بر ترین آگلوتیناسیون، بیش يهاي ایجاد کننده
بادي و ممانعت از ایجاد سنگین آنتی يتعویض زنجیره

. بوده است IgGهاي باديآنتی
یزا عیار گروه آزمون در مقایسه با گروه کنترل در در الا

دار هر دو پاسخ اولیه و ثانویه افزایشی اندك و غیر معنی
اساس نتایج الیزا افزایش عیار پاسخ بر). 3نمودار(داشت

و ثانویه ایمنی هومورال نسبت به اولیه در هر دو گروه شاهد
.دار بودآزمون معنی
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نتایج آزمون میکروآگلوتیناسیون در پاسخ اولیه  :1نمودار 
)C1 ( و ثانویه)C2 ( گروه کنترل و پاسخ اولیه)T1 ( و ثانویه

)T2 ( ي بتائینکنندهگروه دریافت ایمنی هومورال

میکروآگلوتیناسیون در پاسخ  -2MEنتایج آزمون  :2نمودار 
و ) T1(گروه کنترل و پاسخ اولیه ) C2(و ثانویه ) C1(اولیه 

ي بتائینگروه دریافت کنندهایمنی هومورال ) T2(ثانویه 

ایمنی هومورال ) T2(و ثانویه ) T1(گروه کنترل و پاسخ اولیه ) C2(و ثانویه ) C1(یزا در پاسخ اولیه نتایج آزمون الا :3نمودار 
.ذکر شده استاز سرم  800/1و  400/1، 200/1نتایج آزمون براي سه رقت   .بتائین يگروه دریافت کننده

بحث
تجویز خوراکی بتائین منجر به کاهش پاسخ ایمنی     

سرکوب تولید فاکتورهاي التهابی از قبیل همورال شد، 
IL6  وTNFα توان در این زمینه مؤثر دانسترا می )Fan 

et al. 2008, Lv et al. 2009, Kim et al. 2014, Olli et al.
ثانویه تر بر پاسخ اولیه نسبت به پاسخ تأثیر بیش).  2013

تر بتائین بر سرکوب مسیر ممکن است مرتبط با تأثیر بیش
TNFα در پاسخ اولیه ایمنی هومورال باشد )Lu et al.

2009(.
هاي پیشین گزارش شده است گونه که در تحقیق همان    

خاطره از طریق  Bهاي جلوگیري از ایجاد لمفوسیت

هش هاي ثانویه از اثرات کاممانعت از ایجاد فولیکول
.Anolik et al( است TNFαتولید   6 اینترلوکین )2008

شود و نقش مهمی در می Bسبب تمایز نهایی لمفوسیت 
بادي ضد آن و استفاده از آنتی نمایدایفا می IgGتولید 

 .Maeda et al( شده است IgGسبب سرکوب تولید 

شامل تکثیر  6هاي شناخته شده اینترلوکین نقش ). 2010
 بادي، تولید آنتی)B )Tosato et al. 1988هاي لمفوسیت

)Minges et al. 2002( هاسلو افزایش زنده مانی پلاسما 
)Kopf et al. 1994( تأثیر بتائین در پاسخ ایمنی  . است
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هومورال توسط محقیقین در ماکیان مورد بررسی قرار 
خوانی چندانی با هم گرفته است و نتایج حاصل شده هم

عدم تغییر در پاسخ ایمنی هومورال و سلولی . ندارند
 Tsiagbe(ماکیان در استفاده از بتائین مشاهده شده است

et al. در سال و همکاران  Ezzatيدر مطالعه). 1987
دار پاسخ تجویز بتائین در ماکیان سبب افزایش معنی2011

افزایش اندك و غیر.به گلبول قرمز گوسفند شده است
عیار هماگلوتیناسیون ماکیان نسبت به واکسن دار  معنی

نیوکاسل در پرندگان با استفاده از بتائین نیز مشاهده شده 
.Attia et al(است  ياضافه نمودن بتائین به جیره). 2005

غذایی محدود سبب کاهش غیر  يماکیان تحت جیره
 El(شده است بروسلا ابورتوسژن  دار پاسخ به آنتیمعنی

Hadri et al. توان از دلایل متفاوت بودن نتایج می).2004
به شرایط مختلف انجام آزمون توسط محققین، مدت زمان 

بادي ایجاد هاي آنتیدریافت بتائین، بررسی ناکافی کلاس
.شده و روش انجام آزمون اشاره نمود

بادي ایجاد شده هاي آنتیبا توجه به متفاوت بودن زیر رده
شده است و اثبات 2MEدر دو گروه که توسط آزمون 

بادي ضد موشی استفاده شده با قابلیت واکنش آنتی
بادي، این افزایش هاي مختلف آنتیسبک کلاس يزنجیره

-افزایش سایر آنتی. توان انتظار داشتجذب نوري را می

مهم توان از دیگر دلایل هاي غیر آگلوتینان را میبادي
یزا متفاوت بودن نتایج آزمون میکروآگلوتیناسیون و الا

 2010در سال  و همکاران Hamidiيدر مطالعه. دانست
رغم عدم تغییر غذایی علی ياضافه نمودن بتائین به جیره

دار میزان پاسخ به گلبول قرمز گوسفند، سبب افزایش معنی
IgA شده است.
خصوص اثرات ه بتائین، ب ضدالتهابیبا توجه به اثرات     

-، وجود گزارشIL6و  TNFαآن در کاهش  شدهاثبات

تجویز خوراکی بتائین و اثر آن بر  يزمینهدرهاي متناقض 
سیستم ایمنی،  در این مطالعه اثر تجویز خوراکی بتائین بر 

ژن  پاسخ اولیه و ثانویه ایمنی هومورال نسبت به آنتی
پاسخ اولیه و . در موش بررسی شد بروسلا ابورتوس

غیرثانویه ایمنی هومورال در گروه مورد آزمون کاهشی 
در پاسخ  IgGبادي تر تولید آنتیمیزان کم .داشت دار معنی

ها در راستاي این یافته. دار بوداولیه مشهودتر و معنی
بتائین در کاهش تولید و ترشح  شدهاثباتاثرات 

 يبادي، تعویض زنجیرهدر تولید آنتی مؤثرهاي سیتوکاین
.   آن است ضدالتهابیو اثرات بادي آنتیسنگین 

تشکر و قدردانی
.ي پژوهشی دانشگاه شهید چمران اهواز که از این مطالعه در قالب تسهیلات پژوهشی حمایت نمودندبا تشکر از حوزه
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Abstract
The use of betaine in animal and human nutrition has been increased dramatically in recent 

years. The effects of betaine on humoral immune responses are to some extent unknown. The 
current study investigated the effect of oral administration of betaine on antibody response 
against Brucella abortus in mice. A total of 12 male adult mice were divided into two groups. 
Betaine was orally administered to the test group at a daily dose of 500 mg / kg / day for 31
days. Brucella abortus antigen were injected intraperitoneally to all of the mice on days 7, 21
and the blood samples were collected on days 0, 21 and 31. Immune response was evaluated 
by microagglutination test, 2ME and ELISA. The primary and secondary humoral immune 
responses were decreased insignificantly in the test group. The IgM / IgG ratio in primary and 
secondary immune response of the control group was 1: 1 and 1: 1.7, respectively. In the test 
group the mentioned ratios were recorded as 7: 1 and 3.2: 1, respectively. Also, there was no 
significant difference in ELISA titers. Based on the above results, it is concluded that, the 
main effect of betaine on humoral immune response is on antibody class switching.
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