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 چکیده

 رو تقویت سیستم ایمنی بخصوصاز اینمختلفی همراه است. زای عوامل تنشامروزه پرورش طیور با : زمینه مطالعاتی

 نانوذرات نقره بردرون تخم مرغی تزریق  تأثیرهدف:  باشد.روش تزریق درون تخم مرغی مورد توجه محققین میه ب

-لیپوپلیالقاء شده توسط اکسیداتیو تنش تحت ( روزگی 42)سیستم ایمنی در زمان تفریخ و پایان دوره پرورش عملکرد 

کرار تمرغ در هر تخم  عدد 37تکرار و  4تیمار،  4مرغ بارور در تخم 592بدین منظور از روش کار: . بررسی شدساکارید 

یزیولوژی به ازای ف سرم لیترمیلی یک تزریق -2 و تزریق بدون-1) شاهد تیمار دو شامل آزمایشی تیمارهایشد. ستفاده ا

زریق ت مرغ بودند. مبه ازای هر تخ گرم نانوذرات نقرهمیلی 40 و 20تزریق به ترتیب  4و  3تیمارهای  و ،(مرغهر تخم

، در دوره پرورش اکسیداتیوجهت القاء تنش کشی صورت گرفت. جوجه 7در روز و سرم فیزیولوژی نانوذرات نقره 

 ورتصبه  کشتاراز ساعت قبل  48و  24، 12 هایزمان درمیکروگرم بر کیلوگرم وزن زنده  500ساکارید به میزان لیپوپلی

  .(P<05/0)نسبت به بقیه تیمارها بیشتر بود  بدون تزریقشاهد در  درآوریوجهدرصد ج نتایج:درون صفاقی تزریق شد. 

-جوجهدوران  طی در هاموجب بهبود رشد جوجهگرم میلی 40و  20در سطح ها مرغتخم درون شده تزریق نانوذرات نقره

 های سفید و نسبتتعداد کل گلبول، G ((IgG ،M (IgM)(. غلظت ایمونوگلوبین P<05/0)و پرورش شد  کشی

ترین سطح گرم نانوذرات نقره بالامیلی 20کننده گروه دریافت(. P>05/0داری را نشان نداد )هتروفیل/لنفوسیت تفاوت معنی

انوذرات نقره بالاترین سطح بیان نگرم میلی 40کننده دریافت گروهدر روز تفریخ و را   TGF-βو -TNF-α  ،6 ILبیان ژن 

ل از این مطالعه نتایج حاص :نهاییگیری نتیجه (.P<05/0) شان دادندنپرورش  42درروز را  TGF-βو  TNF-αژن 

منی که نانوذرات نقره با بهبود رشد و بالا بردن سطح بیان ژن فاکتورهای دخیل در عملکرد سیستم ایکند پیشنهاد می

 شود.های گوشتی میموجب بهبود پاسخ ایمنی جوجه
 

نقره ایمنی، جوجه گوشتی، نانوذرات پاسخ بیان ژن، :کلیدی گانواژ

  مقدمه

mailto:arabameri@chmail.ir
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 صنعت در ناپذیراجتناب هایچالش از متعدد هایتنش

 بدن ضمن1هومئوستاز در اختلال با که باشندمی طیور

 کاهش به منجر مختلف هایبیماری به پرنده نمودن مستعد

  (.2015پاپ  و میسوچی( شوندمی پرنده عملکرد

امروزه استفاده از تنش اکسیداتیو القایی بدلیل قابلیت 

باشد. در اجراء و هزینه کمتر مورد توجه دانشمندان می

یا اندوتوکسین که از  2ساکاریدلیپوپلیاین خصوص از 

جهت اجزاء یواره سلولی باکتریهای گرم منفی می باشد 

شود. این القاء تنش اکسیداتیو در پرندگان استفاده می

ترکیب با تولید رادیکالهای آزاد منجر به اختلال در 

-اکسیدانی بدن میهای اکسیدانی و آنتیهمئوستاز سیستم

همکاران  ایسری و و 2008همکاران و گرانادو) شود

2008) . 

ضد و  اکسیدانیآنتی خاصیت به دلیل نانوذرات نقره

 داردصنعت و پزشکی کاربردهای وسیعی در  باکتریایی

خواص آنتی اکسیدانی و ضد   (.2015بهنجا و همکاران )

های مختلف باکتریایی نقره منجر به استفاده آن در زمینه

از جمله علوم دامی شده است. گزارش شده است که 

تواند بر افزایش مرغی نانوذرات نقره میتزریق درون تخم

نانوذرات  ppm900استفاده از وزن جنینی موثر باشد و 

ها دار وزن زنده جوجهدر جیره باعث افزایش معنینقره 

دار ضریب تبدیل خوراک نسبت به گروه و کاهش معنی

 (.2015بهنجا و همکاران و  2009احمدی )شود مید شاه

اکسیداتیو  القای تنش از پس  4α -TNFو IL- 6 3بیان ژن

کننده دریافت هایگروه در ساکاریدتوسط لیپوپلی

 بهنجا)دهد می داری را نشانافزایش معنی نانوذرات نقره

با توجه به اثرات مفید نانوذرات نقره  (. 2015همکاران  و

بر عملکرد و سیستم ایمنی طیور و همچنین محدود بودن 

مرغی نانوذرات نقره، مطالعات در مورد تزریق درون تخم

-این آزمایش به منظور بررسی تاثیر تزریق درون تخم

درآوری، رشد، سیستم مرغی نانوذرات نقره بر جوجه

                                                           
1 Homeostasis 
2 Lipopolysaccharide 

های گوشتی ایمنی جوجهایمنی و بیان ژن فاکتورهای 

 ساکارید انجام شد.تحت تنش لیپوپلی

 

  مواد و روش

 F15بارد وسویه هو مرغخمتعدد  592از  مطالعه، یندرا

 4با  یمارت 4در گلستان(  ،گرگان ،)مزرعه نمونه ارتش

استفاده شد. در هر تکرار  مرغتخمعدد  37تکرار و 

 تزریق بدون-1) شاهد تیمار دو شامل آزمایشی تیمارهای

 ازای به %9/0فیزیولوژی سرم لیترمیلی یک تزریق -2 و

 40 و 20 تزریق ترتیب به 4 و 3 تیمارهای و مرغ،تخم هر

 ،pH= 5/6 ،)شرکت پارت خزر نقره ذرات نانو گرممیلی

تزریق به ازای هر تخم مرغ بودند.  (میلی اسمول 320

با استفاده از  کشیجوجه هفت در روزمرغی درون تخم

و به کمک نوربینی به درون سفیده  21سر سوزن شماره 

 هامرغتخمسپس  .(2017 ،گل و همکاران) انجام شد

، پیترسام) کشیدر دستگاه جوجه گرم( 50)میانگین وزنی 

 درصد 85و رطوبت گراد درجه سانتی 37دمای با ( بلژیک

بسته  پارافینبا  تزریقمحل  ،پس از تزریق .ده شدندداقرار 

شمارش و  پس از هاجوجهنیمی از  ،تفریخدر روز  .دش

 هاینوگلوبینو)ایم جهت بررسی ایمنی همورال کشیوزن

G  وM) ،نیز مطالعه و  تفریقی گلبولهای سفید شمارش

کشتار ( TGF-βو-TNF-α ،6 IL) مورد نظر هایژن

 وزنی نظر از که هاییآن ها،جوجه سایر میان ازشدند و 

فارم به  داشتن نظر مورد تیمار با بیشتری یکنواختی دارای

و  منتقل شدندقلا، گلستان( )میهن طیور، آقپرورشی 

قطعه جوجه گوشتی  20تکرار با  4تیمار  و  4مجددا در 

جیره غذایی بر اساس راهنمای در هر تکرار قرار گرفتند. 

 از آزمایش طی تهیه شد. در F15سویه هووباردنگهداری 

 پرورش کتابچه راهنمای بر بنا نوری راهنمای برنامه

 به غذا آب و و شد استفاده سالن در هووبارد سویه

جهت القاء گرفت.  قرار هاجوجه اختیار در آزاد صورت

تنش اکسیداتیو در دوره پرورش از تزریق درون صفاقی 

3 Interleukin-6   
4 Tumor necrosis factor-alpha 
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ساعت  12و  24، 48ساکارید باکتری سالمونلا در لیپوپلی

 500پرورش( به میزان 41و  40)روزهای  قبل از کشتار

و  ایکس)استفاده شد وزن زنده میکروگرم بر کیلوگرم 

-پرورش پس از وزن 42سپس در روز (. 2000همکاران

-TNF) مورد نظر هایژنها جهت بررسی کشی، جوجه

α ،6 IL-وTGF-β) کشتارشدند. 

 نانوذرات

هیدروکلوئیدی نقره از شرکت نانو پارت خزر که محلول   

 خلوصبا روش ولتاژ بالا غیر انفجاری با استفاده از فلز با 

 آب با خلوص بالا تولید شده بود، تهیه شد. و( ٪99.9) بالا

 بود. ppm 50غلظت نانوذرات در هیدروکلوئید نانونقره 

 درآوریبررسی درصد جوجه

 محاسبه گردید.درآوری به شرح ذیل درصد جوجه

تعداد تخم /100درآوری= تعداد جوجه*درصد جوجه  

 های نطفه دار

 طحالو  کبد  های داخلی، انداملاشه، گیری وزن اندازه

دو  ،روزگی( 42در روز تفریخ و انتهای دوره پرورش )

آزمایشی انتخاب، پس  واحدبه طور تصادفی از هر پرنده 

) وزن کل بدن  وزن لاشه سپس ،کشی کشتار شدهاز وزن

و  کبد، های داخلیاندام (،به جزء امعاء و احشاء داخلی

با استفاده از ترازوی دیجیتال با دقت یک هزارم  طحال

و به صورت نسبتی از وزن بدن بیان  محاسبه گردید

  .ندشد

 بررسی میزان تولید ایمونوگلوبین

تفریخ، دو پرنده به طور تصادفی از هر واحد  روز در

آنها گرفته شد و  قلبآزمایشی انتخاب شد. نمونه خون از 

های آزمایش برای تجزیه و تحلیل آزمایشگاهی به لوله

هزار  3000بدون هپارین منتقل شد. نمونه ها با چرخش 

دقیقه سانتریفیوژ شدند  7در دقیقه و به مدت 

(HERMLE-Z323K )دا شود. بعد از تا سرم ج ، آلمان

 کیتبا استفاده از  Mو  Gهای جداسازی، ایمونوگلوبولین

 شد. گیری اندازه موجود تجاری پارس آزمون

                                                           
1 Transforming growth factor beta 

شمارش تعداد گلبول های سفید و نسبت هتروفیل به 

 لنفوسیت

در روز تفریخ، دو پرنده به طور تصادفی از هر واحد 

گرفته شد وجهت خون  از قلب آنها آزمایشی انتخاب شد. 

های حاوی لوله بههای خون، جلوگیری از انعقاد نمونه

EDTA های خون پرندگان گسترش از نمونه .منتقل شد

های گسترده شده پس از روی لام تهیه گردید. نمونه

با رنگ گیمسا  سپس ،ثابت  %99.5متانول خشک شدن با 

 و شدند شسته اسلایدها دقیقه، 50 از پس ،آمیزی شدرنگ

 شد انجامهای سفید گلبول شمارش ،100 بزرگنمایی با

 (.1983)گراس و سیگل 

 بررسی بیان ژن

در روز  1β-TGF و α-TNF، 6-IL جهت بررسی بیان ژن

طور پرورش از هر تیمار سه پرنده به  42تفریخ و 

  RNA برای استخراج تصادفی انتخاب و کشتار شدند. 

توسط تیغ های کوچکی از بافت کبد هر جوجه قطعه

سرعت درون تانک نیتروژن در دمای استریل جدا شد و به

گرم میلی 100کل از   RNA قرار داده شد. استخراج -196

بافت کبد و بنا بر دستورکار کیت استخراج شرکت یکتا 

استخراج شده  RNA تجهیز صورت گرفت. کیفیت و کمیت

 2سنج نوریبا روش الکتروفورز ژل آگارز و دستگاه طیف

از مستر میکس   cDNA) سنتز)رزیابی شد. برای ساخت ا

استفاده شد. بدین  یکتا تجهیزلیوفیلیزه بایونیر شرکت 

پیکومول از آغازگر تصادفی هگزامر به  10منظور میزان 

میکروتیوپ حاوی استخراج به  RNA میکرولیتر 2همراه 

مسترمیکس اضافه شد و در نهایت حجم نهایی مواد 

میکرولیتر  20به   Free RNase آبشده توسط افزوده

در  cDNA رسانده شد. پس از تهیه مخلوط کامل، ساخت

ثانیه، دمای  60درجه سلسیوس به مدت  15شرایط دمای 

درجه  90دقیقه و دمای  60درجه سلسیوس به مدت  50

 سلسیوس برای پنج دقیقه قرار گرفت. پس از ساخت، 

cDNA   شدند. درجه سلسیوس نگهداری  –20در دمای

ساخت شده با استفاده از ژل  cDNA همچنین کیفیت

2 Spectrophotometer 
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درصد تعیین شد. برای بررسی بیان ژن هدف و  1آگارز 

که  آغازگرهای اختصاصی استفاده شدمرجع از 

هاتفی و همکاران ) آمده است 1آنها در جدول  مشخصات

در روش تعیین کمی . (2020و الکازلن و همکاران  2021

بیان ژن تصحیح تغییر آزمایشی ضروری است. برای این 

استفاده شد.   β Actinمنظور، از یک ژن کنترل داخلی، 

 Real  Timeواکنش  مسترمیکس از  Q-RT-PCRبرای 

PCR   استفاده شد. برای هر نمونه در شرکت یکتا تجهیز

میکرولیتر مسترمیکس سایبرگرین،  4هر تیوپ 

 1پیکومول،  5میکرولیتر از هر آغازگر رفت با غلظت 1

 Free میکرولیتر آب 3ساخت شده و  cDNA میکرولیتر

DNase  حجم نهایی هر میکروتیوپ اضافه شد که در کل

میکرولیتر رسید. برای هر نمونه نیز سه میکروتیوپ 10به 

گرمایی  هبرنامبه عنوان سه تکرار در نظر گرفته شد. 

 برای ژنهای Time Real PCR واکنش شده در استفاده

Actin-β سلسیوس به  هدرج 95 و تریپسین شامل دمای

 31سلسیوس و  هدرج 95ثانیه در دمای  5ثانیه،  30مدت 

چرخه و در  40سلسیوس با  هدرج 60ثانیه در دمای

 هدرج 95جداسازی نهایی در شرایط دمایی  همرحل

یوس سلس هدرج 60ثانیه و دمای  15سلسیوس به مدت 

 15سلسیوس به مدت  هدرج 95به مدت یک دقیقه، دمای

در پایان  د. ثانیه بو 15سلسیوس به مدت  هدرج 60ثانیه و 

و بر پایه   REST هبیان ژن با استفاده از برنام همقایس

)شمار چرخه مورد نیاز برای رسیدن به یک   Ct میزان

  Real PCR Time  سطح آستانه( به دست آمده توسط

ه دست های بدادهنسبت به گروه شاهد )کنترل( انجام شد. 

لیواک واکاوی )شد اولیهآمده با روش لیواک واکاوی 

 پژوهش . پژوهش در قالب کاملا تصادفی اجرا شد.(2001

 هاداده آماری تجزیه. شد اجرا تصادفی کاملا طرح قالب در

 انجام GLM رویه از استفاده با و SAS افزار نرم توسط

 ایدامنه چند آزمون از استفاده با ها میانگین مقایسه. شد

 .پذیرفت انجام درصد 5 سطح در و دانکن
Yij =μ+Ti+ eij 

ikjY گیری= مقدار هر مشاهده از فراسنجه مورد اندازه 

µمیانگین کل = 

ai (تیمارهای تزریقی= اثرات عامل اول) 

eijkآزمایشیثرخطای=ا
  

        Table1- Oligonucleotide sequence of immune-related gene primers (Hateifi et al. 2021; Alqazlan et al. 2020). 

 
 

 
 
 
 

 

 نتایج و بحث

سبی درآوری، جوجه قابلیتبه  نتایج مربوط شهوزن ن  ،لا

ندام بد های داخلیا حال ، ک و  از تخم در روز تفریخو ط

جداول  42روز   مده استتتتت.  3و  2پس از تفریخ در  آ

شی تفاوت معنی داری جوجه درآوری در تیمارهای آزمای

که بیشتتتترین جوجه به طوری  درآوری را نشتتتان داد، 

شاهد بدون تزریق بود  نتایج  . (p<05/0)مربوط به گروه 

و همکاران  گل) مشتتتاهده شتتتده در این تحقیق با نتایج

مطتتابقتتت دارد کتته بیتتان نمودنتتد بیشتتتترین ( 2017

هد میجوجه به گروه شتتتا باشتتتد. در درآوری مربوط 

مرغی نانوذرات نقره آزمایش حاضتتتر، تزریق درون تخم

به دلیل  تواندمی درآوری شتتتد کهموجب کاهش جوجه

باشتتتد.  کشتتتیجوجه 7ها در روز کوچک بودن جوجه

 تواندمی مرغیاختلاف درجه پاستتخ به تزریق درون تخم

 شتترایط ،مرغاندازه تخم مادر، مرغ ستتن ژنتیک، از ناشتتی

 تزریق، مکان تزریق، شیوه تزریقی، کشی، ترکیباتجوجه

Gene Sequence (5'→3') Accession No. Product Size (bp) 

IL-6 
CAACCTCAACCTgCCCAA 

ggAgAgCTTCCTCAggCATT 
AB559572 85 

TNF-α 
TgTgTATgTgCAgCAACCCgTAgT 

ggCATTgCAATTTggACAgAAgT 
AY765397 171 

TGF-β 
CggCCgACgATgAgTggCTC 

CggggCCCATCTCACAgggA 
M31160.1 120 

β-actin 
CATCACCATTggCAATgAgAgg 

gCAAgCAggAgTACgATgAATC 
L08165 353 
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شد تزریق زمان و عمق تزریق سکی ) با و همکاران  پیلار

 (.2018و همکاران  سانو  2005

کننده های دریافتسینه و ران در گروهلاشه،  وزن نسبی

لاشه و  وزن نسبیو از تخم در روز تفریخ نقره نانوذرات 

 42روز در  نقره نانوذرات کنندههای دریافتگروه سینه در

  (.p<05/0) داری افزایش داشتبه طور معنیپس از تفریخ 

بهنجا وهمکاران ( مشاهده شده در این تحقیق با نتایجنتایج 

( 2012و همکاران  پینداو  2014   ساکی و سالاری و 2015

مطابقت دارد که بیان نمودند استفاده از نانوذرات نقره، 

های داری بر خصوصیات عملکردی جوجهتاثیر معنی

گوشتی از جمله خوراک مصرفی، وزن بدن و ضریب 

-دارد. در آزمایش حاضر، تزریق درون تخمتبدیل خوراک 

 تفریخدر روز مرغی نانوذرات نقره موجب افزایش وزن 

تواند به دلیل شد که میپس از تفریخ  42روز و از تخم 

 نقره باشد نانوذرات در اکسیدانآنتی توجهی قابل وجود

دوران  در انرژی راندمان بر آن اکسیدانیآنتی با اثر که

کننده های دریافتموجب افزایش وزن گروهجنینی،  زندگی

با استفاده از سطوح ( 2009) احمدی. نانونقره شده است

های گوشتی نتیجه مختلف نانوذرات نقره در جیره جوجه

در جیره باعث  ppm 900گرفت که نانوذرات نقره به میزان

ها و همچنین کاهش دار وزن زنده جوجهافزایش معنی

-میوراک نسبت به گروه شاهد دار ضریب تبدیل خمعنی

مشخص گردید  (2011) و همکاران اندی . در گزارششود

گیری، خوراک وجود نانوذرات نقره باعث بهبود وزن

  .شودمیمصرفی و ضریب تبدیل خوراک 

   
 

Table 2. Effects of in ovo injection of silver nanoparticles on hatchability percentage, carcass, liver and spleen of 

broilers in the study groups at hatching time 

      Treatments 
Hatchability 

(%) 

Carcass weight 

(%) 

Breast weight 

(%) 

Thigh weight 

(%) 

Liver  

(%) 

Spleen 

 (%) 

Non-injected 90a ±0.408 ±0.20d66.61 ±0. 1c21.45 ±0.01c15.71 0.9±0.05 ±0.05b0.55 

Saline solution 85b±0.707 ±0.01c68.20 ±0.01bc21.52 ±0.01c15.74 1.15±0.1 ±0.05ab0.65 

20 mg NS 81c±0.408 ±0.01a73.21 ±0.01a22.01 ±0.01a16.13 1.40±0.1 ±0.05a0.95 

40 mg NS 75d±0.408 05±0.b15.70 5±0.0ab83.21 2±0.0b02.16 1.20±0.1 1±0.ab700. 

P-Value 0.0001 0.01 0.01 0.02 0.05 0.05 
         a,b,c,d Means within a column without a common superscript differ significantly (P<0/05). 

       Non-injected: without silver nanoparticles, Saline solution: phosphate buffer saline, 20 mg NS: 20 mg silver 

nanoparticles, 40 mg NS: 40 mg silver nanoparticles 

 

Table 3. Effects of in ovo injection of silver nanoparticles on carcass percentage, liver and spleen of broilers in 

the study groups at 42 day 

Treatments 
Carcass weight 

(%) 

Breast weight 

(%) 

Thigh weight 

(%) 

Liver  

(%) 

Spleen 

 (%) 

Non-injected 70.50b±0.5 22.61c±0.01 16.62±0.01 1.75±0.05 0.7±0.05 

Saline solution ±0.5b 71.50 ±0.02b22.47 ±0.07 16.66 1.80±0.1 0.75±0.01 

20 mg NS ±0.5a75.50 ±0.02b22.82 ±0.01 16.71 1.85±0.1 ±0.05 0.95 

40 mg NS ±0.5a77.50 ±0.05a23.05 16.83±0.03 2.01±0.01 1.01±0.01 

P-Value 0.001 0.0007 0.082 0.342 0.05 

     a,b,C Means within a column without a common superscript differ significantly (P<0/05). 

Non-injected: without silver nanoparticles, Saline solution: phosphate buffer saline, 20 mg NS: 20 mg silver      

nanoparticles, 40 mg NS: 40 mg silver nanoparticles 

 

های دریافت کننده نانوذرات گروه طحال در وزن نسبی

به طور  از تخم تفریخدر روز نقره نسبت به گروه شاهد 

کبد  وزن نسبیاگرچه  .(p<05/0) دار افزایش داشتمعنی

پس  42کبد و طحال در روز  وزن نسبیو  تفریخدر روز 

وزن داری را نشان نداد اما بیشترین افزایش معنی از تفزیخ

کننده های دریافتمربوط به گروه کبد و طحال نسبی

نتایج مشاهده شده در این تحقیق با نانوذرات نقره بود. 

مطابقت دارد که بیان کردند ( 2017گل و همکاران  ) نتایج
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کننده مربوط به گروه دریافت طحالکبد و وزن بیشترین

در آزمایش حاضر،  .نانوذرات نقره در زمان جنینی بود

مرغی نانوذرات نقره موجب افزایش تزریق درون تخم

پرورش شد  42و  تفریخدر روز  وزن نسبی کبد و طحال

تواند بیانگر اثر نانوذرات نقره بر کاهش ترشح که می

هورمون کورتیکوسترون و تاثیر آن بر افزایش وزن بدن 

 باشد. کبد و طحالو به دنبال آن افزایش وزن 

مرغی نانوذرات نقره نتایج حاصتتتل از تزریق درون تخم

، تعداد گلبول های ستتتفید و G ،Mغلظت ایمونوگلوبین بر

 4در جدول  تفریخنستتبت هتروفیل به لنفوستتیت در روز 

های ، تعداد گلبول G ،Mآمده استتت. غلظت ایمونوگلوبین 

داری را سفید و نسبت هتروفیل به لنفوسیت تفاوت معنی

شان نداد شی ن یج ما با ا. نت(p>05/0) در تیمارهای آزمای

شان  مطابقت( 2012) نتایج قبلی پیندا و همکارن دارد که ن

درون  تزریق تتتأثیر تحتتت IgM و IgG دادنتتد غلظتتت

 قرار نانونقره کیلوگرم در گرم میلی 20 و 10 مرغیتخم

و ستتتاکی و  2015)ستتتالاری و همکاران استتتت.  نگرفته

( گزارش کردند  2013و جانگ و همکاران  1392ستتالاری 

یت IgG، IgMنقره میزان ذرات نانو های و گرانولوستتت

 است ممکن نتایج در نوتروفیل خون را افزایش داد. تفاوت

 تزریق، عمق محل تزریق، تزریق، روش در تفاوت دلیل به

ندازه مرغ، ستتتن ژنتیک، تزریق، زمان  شتتترایط و تخم ا

 .باشد کشیجوجه

 

Table 4. Effects of in ovo injection of silver nanoparticles on  immune response of broilers in the study groups 

Treatments IgG IgM WBC H/L 

Non-injected 
344.375±0.263 110.875±0.295 22920.250±0.0.365 

0.406±0.00

1 

Saline solution 
345.125±0.811 111.750±0.250 22922.200±4.255 

0.413±0.00

3 

20 mg NS 
345.750±0.422 111.925±0.350 22930.500±0.70 

0.417±0.00

4 

40 mg NS 
345.500±0.365 111.875±0.226 22930.250±1.849 

0.416±0.00

3 

P-Value 0.268 0.053 0.084 0.123 

Non-injected: without silver nanoparticles, Saline solution: phosphate buffer saline, 20 mg NS: 20 mg silver nanoparticles, 

40 mg NS: 40 mg silver nanoparticles 

IgG: Immunoglobulin G, IgM: Immunoglobulin M, WBC: White blood cell, H/L:Heterophil/lymphocyte 

 

مرغی نانوذرات نقره بر نتایج حاصل از تزریق درون تخم

روز و  تفریخدر روز  TGF-βو  TNF-α ،IL-6بیان ژن 

ست. بیان ژن  5در جدول  پس از تفریخ 42 -TNFآمده ا

α ،IL-6  وTGF-β فاوت معنی های داری را در گروهت

شان داد، به طوری شی ن  40که گروه دریافت کننده آزمای

 TNF-αگرم  نانوذرات نقره بالاترین سطح بیان ژن میلی

فریخ 42 را در روز β-TGFو  ت  نشتتتتان داد پس از 

(05/0>p). بدن  ایمنی ستتیستتتم با تواندمی نانوذرات نقره

 ارتباط پروتئین یا ستتتلول با واکنش و از طریق اتصتتتال

 موثر باشتتند ایمنی پاستتخ کنند، درنتیجه در تعدیل برقرار

نتایج این تحقیق در ارتباط (. 2010)کلیپستتتتن و همکاران 

تاثیر تزریق درون تخم یان با  نانوذرات نقره بر ب مرغی 

خان و   توستتتط قبلی مطالعات با -IL 6 و TNF- αژن 

 بیان که دادند نشتتتان آنها مطابقت دارد، (2013همکاران) 

 10تحت تاثیر نانوذرات با ستتتایز  TNF- α و -IL 6ژن

  -IL 6 و TNF- αژن   گیرد بلکه بیاننانومتر قرار نمی

نتتانومتر بتته طور  50تحتتت تتتاثیر نتتانوذرات بتتا انتتدازه 

 وادالاستیهمچنین  یابد.ها افزایش میداری در موشمعنی

 و TNF-α ژنبیان  که کردند ( بیان2018)  و همکاران

NF-kB  گروه در توجهی قتتابتتل طور بتتهppm 50  

  .است شده تنظیم نانوذرات نقره در پاسخ به تنش

 

 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/6360120/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/6360120/
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                         Table 5.  Effects of in ovo injection of silver nanoparticles on expression gene TNF-α, IL-6 and 

TGF-β of broilers in the study groups at hatching time and 42 day 

  At hatching   42 day  

Treatments TNF-α IL-6 TGF-β TNF-α IL-6 TGF-β 

Non-injected 
1.0000b±0.03 1.0000b±0.02 1.0133b±0.11 

0.01±b 

1.0000 
0.06±1.0033 0.13±c 1.0167 

Saline solution 1.0133b±0.05 1.0933b±0.13 1.1100b±0.07 0.17±b1.1767 0.13±1.1000 0.08±c0.9000 

20 mg NS 2.3567a±0.17 5.5400a±0.67 3.0867a±0.30 0.17±a1.6631 0.14±1.2767 0.22±b2.2933 

40 mg NS 0.9567b±0.12 3.4400a±0.27 2.8233a±0.33 0.04±a1.7067 0.01±1.3133 0.31±a4.013 

P-Value 0.0001 0.0003 0.0003 0.0082 0.187 0.0001 

                         a,b,c Means within a column without a common superscript differ significantly (P<0/05). 

Non-injected: without silver nanoparticles, Saline solution: phosphate buffer saline, 20 mg NS: 20 mg silver  

nanoparticles, 40 mg NS: 40 mg silver nanoparticles 

TNF-α:Tumor necrosis factor-α, IL-6: Interleukin 6, TGF-β:Transforming growth factor beta 

 گیرینتیجه

-نتایج کلی پژوهش بیانگر این است که تزریق درون تخم

گرم نانوذرات نقره  با بهبود رشد و میلی 40و  20مرغی 

بالا بردن سطح بیان ژن فاکتورهای دخیل در عملکرد 

های جوجهسیستم ایمنی موجب بهبود پاسخ ایمنی 

 گوشتی شدند.

 سپاسگزاری

از حمایت های دانشتتگاه علوم کشتتاورزی و منابع طبیعی 

گرگان که در اجرای این پروژه همکاری لازم را داشتتتتند  

و همچنین شتتترکت نانو پارت خزر برای تهیه نانوذرات 

شود.انجام طرح تشکر و قدردانی مینقره در 
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Introduction: As Selye (1976) pointed out, “stress is the nonspecific response of the body to meet 

any demand”, whereas stressor is defined as “an agent that produces stress at any time”. Hence, stress 

represents the reaction of the animal organism (i.e., a biological response) to stimuli that disturb its 

normal physiological equilibrium or homeostasis. Among many solutions, silver nanoparticles with 

antioxidant, nutrients and anti-inflammatory properties are used in many developed countries (Bhanja 

et al. 2015). Nanotechnology has very wide and diverse applications, yet is commonly utilized in the 

development of therapeutic and pharmaceutical material.  

Materials and methods: A total number of 592 eggs with an average weight of 50 g were purchased 

from a commercial Hubbard F15 broiler breeder flock aged 50 wk. The eggs, allotted to 4 treatments 

of 4 replicates with 37 eggs each, were set on the same floor to provide similar incubation conditions. 

Treatments including 2 doses of NS (20 and 40 mg) were injected via the egg holes using 1 mL insulin 

syringes equipped with disposable needles (21 gauge). The control group did not receive any 

treatment, and the sham control was injected with 1 mL phosphate-buffered saline (Triplett et al. 

2018). The injection holes were immediately covered using paraffin. At the end of 18 d incubation, 

the eggs were transferred to the hatching cabinet. On the 21 d incubation, the hatched chicks were 

taken out of the incubator and after counting (checking for hatching) and weighting, half of the chicks 

were sacrificed on the same day to check Hemoral immunity (G and M), white blood cell count and 

study of the desired genes (TNF-α, IL-6 and TGF-β). Among other chicks, those that were more 

uniform in weight with the desired treatment were transferred to the breeding period for 42 day in 4 

treatments (treatments applied during incubation) and 4 replications with 20 broilers per replication. 

During 42 day, broilers were provided with ad libitum water and food. To induce oxidative stress 

birds were injected Salmonella lipopolysaccharide (500 μg/kg live weight) at 12, 24 and 48 hours 

before sacrificing (Xi et al.  2000). 

Results and discussion: ovo injection of NS significantly decreased the hatchability of broiler in 

comparison to the control group (P<0/05). Goel et al. (Goel et al. 2017), similar to our results, reported 

that the hatchability of the eggs injected with nanoparticles was significantly lower than the control 
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group. The reason can be attributed to the smaller size of younger embryos at the 7th ED, injection 

method, location of injection, injection depth, injection time, genetics, hen age, egg size and hatching 

conditions (Sun et al. 2018; Pilarski et al. 2005). Ovo injection of 20 and 40 mg NS significantly 

increased carcass percentage compared to the control group at hatching and post-hatch period, 

respectively (P<0.05). Bhanja et al. and Pineda et al. (Bhanja et al 2015; Pineda et al 2012) proved 

that NS had positive effects on embryo weight. Due to the significant amount of antioxidant in the 

NS inside the egg and its antioxidant effect on energy efficiency during embryonic life, NS receiving 

groups had a higher body weight at hatching time. Higher birth weight makes it possible to increase 

feed intake and weight gain in these treatments. Upon ovo administration of 20 mg NS, spleen was 

increased significantly compared to the control group at hatching period (P<0.05). This is in line with 

a previous study of Goal et al. (2017), who observed higher liver and spleen weights in birds treated 

with 40 mg NS /kg of body weight. The development of B and T lymphocytes initiates during 

embryogenesis in the bursa of Fabricius and thymus, respectively, and matures in the spleen until 

post-hatch (Erf 1997). These organs play important roles in imparting immunity. The cells produced 

in these organs differentiate into cellular immunity and humoral immunity, thus imparting immunity 

against different pathogens. Therefore, increased liver and spleen weight indicates a better 

immunological health status of in ovo NS supplemented birds. Ovo treatments did not affect the 

concentrations of immunoglobulin (IgG), (IgM), WBC counts and H/L ratio (P>0.05). Our results are 

consistent with previous studies of Pineda et al. (2012)  who showed the concentration of IgG and 

IgM were not affected by ovo injection of 10 and 20 mg NS/kg of …. Salari et al. and Saki and Salari 

(Salari et al. 2016; Saki and Salari 2015) showed that NS treated groups had higher serum IgM and 

IgE, and higher blood neutrophilic granulocytes. Rezaei Zarchi et al. (2012) reported that NS-

supplemented diet fed rats (25, 50, 100 and 200 mg NS/kg of body weight) for 28 days had no 

significant effect on WBC and H/L. In comparison with the control and 40 mg NS group at hatching, 

there was significant up-regulation of TNF-α, IL-6 and TGF-β gene expression in 20 mg NS injected 

embryos. Silver nanoparticles can interact with the immune system by binding and reacting with cells 

or proteins, thereby modulating the immune response. In the present study, higher expression of TNF-

α gene in the livers was observed in ovo injected NS embryos. These findings also support earlier 

studies by Khan et al. (2013), who showed the gene expression of IL-6 and TNF-𝛼 were affected by 

50 nm Gold nanoparticles in the kidneys of rats. Furthermore, Vadalasetty et al. (2018) reported that 

expression of TNF-α and NF-kB at mRNA were significantly up-regulated in the 50 ppm NS group. 

The results of this study suggest that silver nanoparticles improve the immune response of broilers 

by improving the growth and increasing the gene expression level of the factors involved in the 

function of the immune system. 
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