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  و لیزوزیمهاي بیان ژن دو مکمل بر و ترکیب لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس رافینوز، مکمل غذایی اثر
TNF-α  کپور معمولیدر ماهی )Cyprinus carpio(  

  

  4ی جافرعل و 1، رقیه صفري3نژاد حامد پاك ،2مرجان حسینی، 1فر سید حسین حسینی*

  ،ارشد دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان کارشناسیآموخته  دانش2 ،دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان ستادیارا1
  دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان آموخته دکتري، انشد4 ،دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان دانشیار3

  25/3/1396 ؛ تاریخ پذیرش:25/2/1396تاریخ دریافت: 
  

  چکیده
عنوان  ترکیب این دو مکمل بهو  اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس رافینوز، اثرات ارزیابی تحقیق این از هدف  
 قطعه 12 تعداد. بود کپور معمولی ماهی TNF-αو  )Lysozym( لیزوزیم ایمنی در درگیر هايژن بیان بربیوتیک  سین
 6×108 درصد رافینوز، 2 با هاماهی. شد سازيذخیره) لیتري 500( تانک هر در گرم 10±5/2 وزنی میانگین با ماهی

CFU/g 8 مدت به مکمل فاقد غذاي با نیز شاهد گروه ، ترکیب دو مکمل واسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس باکتري از 
 مورد بافت از RNA. شد انجام بردارينمونه پوستاز بافت  لیزوزیم ژن بیان بررسی منظور به. شدند تغذیه هفته

 بررسی مذبور هايژن بیان Real Time PCR توسط اختصاصی آغازگرهاي با و شد سنتز cDNA و استخراج مطالعه
که  )P> 05/0( بیان ژن لیزوزیم داشت روي ايملاحظه قابل ثیرأت اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس که داد نشان نتایج. شد

داري وجود بیوتیک و شاهد اختلاف معنی، سینداري با سایر تیمارها داشت ولی بین تیمارهاي پربیوتیکاختلاف معنی
تیمارهاي پروبیوتیکی، پربیوتیکی و گروه بین  TNF-αداري در بیان ژن همچنین اختلاف معنی )P<05/0(نداشت. 

 درهاي تغذیه شده با سین بیوتیک مشاهده شد. بیان این ژن در گروهمیزان ترین مو ک )P<05/0(شاهد وجود نداشت 
 درلیزوزیم  نسبی بیان افزایش واسطه به ایمنی افزایش باعث اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس که گردید مشخص مطالعه این

  . شودمی کپور معمولی ماهی
  

 TNF-α، لیزوزیم اسیدوفیلوس، لاکتوباسیلوس ،بیوتیکرافینوز، سین :کلیدي هاي واژه
  

 1مقدمه
 است جهانی گستره با فعالیت یک آبزیان پرورش  
 اقتصادي توسعه به کمک و تغذیه بهبود در که

 است شده سبب آبی منابع کمبود. است ثرؤم کشورها
 نیمه هايروش جایگزین متراکم و انبوه پرورش که

                                                             
 Marjanhoseini1370@gmail.comمسئول مکاتبه: *

 همکاران، و اندانی رحمتی( گردد غیرمتراکم یا متراکم
 مانند هاییاسترس متراکم، پرورش در). 1389

 طبیعی صورت به زیستی و شیمیایی فیزیکی، اختلالات
 و کوبولاي( دهدمی رخ ماهی زیست محیط در

 تأثیر تحت پرورشی آبزیان و) 2002 آلوکوي،
 ایمنی سیستم و گیرندمی قرار باکتریایی هاي عفونت
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 از یکی. افتدمی خطر به زااسترس شرایط توسط شان
 استفاده ها،عفونت این درمان هايروش ترینمعمول

 از بیش استفاده کهحالی در باشدمی هابیوتیک آنتی از
 در باکتریایی مقاومت بروز باعث داروها این از حد
). 2006 همکاران، و  سانگ( گرددمی حیوانات این

 هايبیماري درمان جهت هابیوتیک آنتی کارگیري هب
 گرفته قرار انتقاد مورد گسترده طوربه پرورشی آبزیان
 بر علاوه شیمیایی مواد و داروها رویه بی مصرف. است
 این نفوذ سبب هاارگانیسم میکرو در مقاومت ایجاد
 مجاور زیست محیط و گردیده آب و خاك به مواد

. است  نموده آلوده شدت به را آبزیان پرورش مزارع
 و ماهی هايبافت در شیمیایی مواد و داروها تثبیت

-حساسیت ایجاد خاطربه نیز را انسانی بهداشت آب

 و کلیوي عوارض و باکتریایی مقاومت مختلف، هاي
 ).1376 (آذري تاکامی، اندازدمی مخاطره به کبدي
 ایمنی سطح از پرورش و تکثیر اولیه مراحل در آبزیان
 در لازم تدابیر نیازمند و نبوده برخوردار کافی

 از گیريبهره و باشندمی درمان و پیشگیري خصوص
 عنوان به تواندمی نیزها بیوتیکو پري هاپروبیوتیک

 و هابیماري از پیشگیري در ثرؤم ابزارهاي از یکی
 و فر حسینی. (گیرد قرار نظر مد رشد محرك همچنین

 هايمیکروارگانیسم هاپروبیوتیک). 1386 همکاران،
 تعادل بهبود با سودمندي طور به که هستند اي زنده
 ، فولر( رسانندمی سود میزبان به روده میکروبی فلور

 ها از طریق تولید موادي نظیر پروبیوتیک). 1989
 مواد سربر  رقابت همچنین بازدارنده، ترکیبات
تقویت  و تحریک و اتصال هايمکان و شیمیایی
و  میزبان سلامتی وضعیت بهبود باعث ایمنی، سیستم

شوند (اندانی می روده میکروبی وجود آوردن تعادل هب
هاي متعلق به بیفیدوباکتریوم سویه ).2012و همکاران، 

هاي پروبیوتیکی ترین باکتري و لاکتوباسیلوس عمده
مورد استفاده هستند همچنین لاکتوباسیلوس 

هاي هاي باکتري اسیدوفیلوس یکی از مهمترین گونه

شود (فونتانا و همکاران، اسیدلاکتیکی محسوب می
 هاپربیوتیک غذایی هايمکمل از دسته دیگر )2013
 براي هضم قابل غیر غذایی مواد شامل که هستند
در  موجود هايباکتري توسط که هستند میزبان

 افزایش سبب و شده مصرف ايروده میکروبیوتاي
 مانند( مفید بالقوه هايغالبیت باکتري و تعداد

فر و (حسینی شوندمی) لاکتیک اسید هاي باکتري
هضم از  قابل هاي غیرالیگوساکارید). 2014همکاران، 

جمله مهمترین مواد داراي عملکرد پربیوتیکی هستند 
). 2005، ماهیوسو اولیویر ؛2002 ،همکاران (کولیدا و

رافینوز هضم،  قابل در میان الیگوساکاریدهاي غیر
اي است که اثرات آن در آبزي شناخته شده پربیوتیک

و   یانهنگیج پروري کمتر مورد بررسی بوده است
 ینوزسطوح مختلف راف یريبا بکارگ )2010( همکاران

 Lateolabrax( یباس ژاپن یس ییغذا  یرهدر ج

japonicus ( طور بهنشان دادند که این پربیوتیک
در  یماه ینا يمقاومت و بقا ي سبب افزایشداریمعن

بیوتیک به سینشد. هیدروفیلا  آئروموناس برابر
ها اتلاق ها و پربیوتیکپروبیوتیکاستفاده توام از 

هاي مکملشود. محققان بسیاري اثرات مثبت  می
غذایی میکروبی را بر کارایی رشد، ایمنی و مقاومت 

فر و اند (حسینیدر برابر بیماري گزارش کرده
) گزارش 2016و همکاران ( حسینی ).2015اران، همک

کردند افزودن پروبیوتیک لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 
 TNF-1αهاي  به جیره غذایی باعث افزایش بیان ژن

در ماهی قرمز شد همچنین یاراحمدي و  TNF-2αو 
) عنوان کردند که افزودن ایمونوژن 2014( همکاران

باعث افزایش بیان کمان  آلاي رنگینبه جیره ماهی قزل
هدف از این مطالعه  و لیزوزیم شد. TNF-αهاي ژن

بررسی اثر پربیوتیکی رافینوز، پروبیوتیک 
لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس و ترکیب این دو مکمل 

در  TNF-αو  لیزوزیم بیوتیک بر بیان ژنعنوان سین به
    کپور معمولی است.
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  مواد و روش
 بچه: آزمایشگاهیتهیه ماهی و سازگاري به شرایط 

 با و شد تهیه رشت در تکثیري کارگاه از ها ماهی
 به هوا دوسوم و آب سوم یک محتوي هايپلاستیک

 دانشگاه برآبادي فضلی شهید ماهی پرورش سالن
. شدند منتقل گرگان طبیعی منابع و کشاورزي علوم
 از ناشی استرس بهبود و زداییانگل جهت ماهیان ابتدا

 درصد 2 غلظت با) NaCl( نمک آب در ونقل حمل
 48 مدت به و. شدند داده حمام دقیقه 15 مدت به

 استرس و احتمالی تلفات کاهش جهت ساعت
 ماهی عدد 40 تراکم با اولیه سازگاري. نشدند غذادهی

 مدت به هوا پمپ به متصل لیتري 500 مخزن هر در
 درصد 50 روزانه مدت این طی. کشید طول هفته یک
  .شد تعویض شده کلرزدایی شهري آب با مخازن آب

 آزمایش این: طرح آزمایش و مدیریت مخازن
 هر و تیمار 4 در و تصادفی     ًکاملا  طرح صورت به

  تغذیه گروه شامل تیمارها. شد انجام تکرار 3 با تیمار
 مکمل CFU/g 6×108 درصد رافینوز، 2و  0 با شده

و ترکیب رافینوز  اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس غذایی
. است شاهد گروه همان 0 سطح که بودند و باکتري

 میانگین با ماهی عدد 12 تعداد تصادفی طور به
 500هاي فایبرگلاس تانک در گرم 10 ± 5/2وزنی
 250( آن ظرفیت نصف که شدند سازي ذخیره لیتري

 استفاده با هاآکواریوم هوادهی. بود شده آبگیري) لیتر
  .گرفت صورت هواده پمپ به متصل هواي سنگ از

 بیوتیک پرو: تهیه غذا، مکمل غذا و غذادهی
و  ژن تک شرکت از اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس

 Longlive Bio-Tehcnologyرافینوز از شرکت 
 کمک به پروبیوتیکی مکمل. کشور چین تهیه شد

و پس از  شد مخلوط غذا با درصد 5 ژلاتین محلول
 4 دماي با یخچال به مصرف زمان تا خشک شدن

 است ذکر به لازم. شدند منتقل گراد سانتی درجه

 طول در همچنین و دوره انتهاي و ابتدا در ماهیان
 سنجیزیست روز 14 زمانی فواصل در آزمایش دوره
 بیومس وزندرصد  3 اساس بر غذادهی. شدندمی

. شدمی انجام دستی صورت به تانک در موجود زنده
 9 ساعت از وعده 3 طی هرروز موردنیاز غذاي میزان
  .گرفتمی قرار ها ماهی اختیار در 14 تا صبح
 پس و استریل شرایط در برداري نمونه: برداري نمونه

هاي غدایی از بافت مکمل با تغذیه هفته هشت از
 توسط بردارينمونه از قبل ماهیان. شد انجامپوست 

 و شدند هوش بی ppm200 دوز با میخک گل پودر
 شد استریل الکل به آغشته پنبه با بدن سطح ازآن پس

 داخل به و آوري جمع بافت پوست سرعت به و
 و شد  داده انتقال شده استریل قبل از هاي تیوپ

 پایان در. شدند منتقل ازت تانک به ها تیوپ بلافاصله
 درجه - 80 یخچال در هانمونه بردارينمونه
 جهت استفاده زمان تا و شدندداده قرار گراد سانتی

  .شدند نگهداري جاآن در RNA استخراج
 آزمایش این در: cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

 RNA استخراج پروتوکل اساس بر RNA استخراج
. شد انجام RNX-Plus کننده هضم ماده توسط

 سنتز مسترمیکس از استفاده با cDNA سنتز همچنین
cDNA و کره کشور محصول  بایو جینت شرکت 

  شد. انجام آن دستورالعمل طبق
 هايتیوپ در Real time PCR: PCR انجام

 تیمار هر براي تکنیکی تکرار 4 در و آن مخصوص
 20 مقدار به تیوپ هر محتویات که گرفت صورت
 سایبر بافر µl 10ساخت مستر ي. برابود لیتر میکرو
 µlرفرنس، و هدف ژن رونده پیش آغازگر µl 1گرین،

آب و  µl2/8 ،رفرنس و هدف ژن رونده پس آغازگر 1
µl2/0مخلوط شدند وبا هم  پلیمراز تگ آنزیمµl 

5cDNA و در  هر تیمار نیز اضافه شد شده رقیق
               .شدند جایگذاري Real time PCRدستگاه 
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  نام ژن  توالی پرایمر  شماره دستیابی پرایمر  کارامدي پرایمر

  AB027305  درصد 97
Forward: 

GTGTCTGATGTGGCTGTGCT 
Reverse: 

TTCCCCAGGTATCCCATGAT  
  لیزوزیم

  AJ311800.1  درصد 97
Forward: 

GGTGATGGTGTCGAGGAGGAA 
Reverse: TGGAAAGACACCTGGCTGTA  

TNF-α  

  M24113.1  درصد 97
Forward: 

AGACATCAGGGTGTCATGGTTGGT 
Reverse: CTCAAACATGATCTGTGTCAT  

  بتااکتین

    
  نتایج

 نموداردر لیزوزیم نتایج حاصل از ارزیابی بیان ژن   
بالاترین نشان دادند که  است. نتایجخلاصه شده 1

سطح بیان ژن لیزوزیم در تیمار تغذیه شده با 
داري با گروه شاهد پروبیوتیک بود که اختلاف معنی

این ژن در گروه کمترین میزان بیان ) >05/0Pداشت. (
هاي تغذیه شده با شاهد مشاهده شد و بین گروه

داري بیوتیک اختلاف معنیپربیوتیک و سینپروبیوتیک

از  لحاص . همچنین نتایج)<05/0Pوجود نداشت (
استفاده هاي نشان داد که محرك TNF-αآنالیز ژن 

ثیري روي بیان این ژن نداشتند و کمترین میزان أشده ت
بیوتیک هاي تغذیه شده با سینگروهبیان ژن در 

داري با سایر تیمارها و مشاهده شد که اختلاف معنی
  گروه شاهد داشت.

  

      
 .اسیدوفیلوس و ترکیب این دو مکمل لاکتوباسیلوس رافینوز، تأثیر تحت TNF-αلیزوزیم و  ژن بیان سطوح - 1 نمودار

  
  گیريبحث و نتیجه

 شناخته غذایی هايمکمل عنوان به هاپروبیوتیک  
 ارتقاي و غذایی ارزش بهبود طریق از که اندشده

 مهار غذایی، مواد هضم جهت آنزیمی توزیع رشد،
 آنتی طلب، فرصت زايبیماري هايمیکروارگانیسم

 پاسخ افزایش و ضدسرطانی فعالیت و موتاژنیک

 و ورسچور( هستند سودمند میزبان موجود براي ایمنی
). 2010 همکاران، و هریکریشنان ؛2000 همکاران،

 لاکتوباسیلوس و بیفیدوباکتریوم به متعلق هايسویه
 استفاده مورد پروبیوتیکی هايباکتري ترینعمده

 و فر حسینی). 2013 همکاران، و فونتانا( هستند
 از استفاده که کردند گزارش )2014( همکاران
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 عملکرد روي سودمندي اثرات داراي هاپروبیوتیک
 تحقیق از حاصل نتایج. است آبزیان سلامتی و رشد

 پروبیوتیک از استفاده که داد نشان حاضر
 روي ايملاحظه قابل اثر اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس

هاي درگیر در ایمنی بیان ژن لیزوزیم که از جمله ژن
کارگیري که به حالی ست، داشت دراغیراختصاصی 

ها در جیره غذایی ماهی کپور معمولی این محرك
 بیوتیکو سین نداشت TNF-αثیري روي بیان ژن أت

 (ترکیب لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس و رافینوز)
استفاده شده در این تحقیق باعث کاهش بیان ژن 

TNF-α .اهمیت داراي دفاعی سیستم تقویت شد 
 از جلوگیري و آبزي گونه سلامت حفظ در بسزایی

 که دارد پرورشی ماهیان جمعیت بین در بیماري شیوع
 بیماري بروز از ناشی اقتصادي هاي زیان از مسئله این

بر  گزارشات متعدي مبنی. کند می جلوگیري تلفات و
هاي درگیر در ایمنی ها در بیان ژناثر مثبت پروبیوتیک

) 2017غیراختصاصی وجود دارد. مارتا و همکاران (
 گزارش کردن که استفاده از مخمر

Sterigmatomyces halophilus  در جیره غذایی
اي باعث طور قابل ملاحظهم دریایی بهیماهی س

که همراستا با نتایج  افزایش بیان ژن لیزوزیم شد
همچنین  .باشددست آمده از تحقیق حاضر می به

) بیان کردند که استفاده 2016و همکاران (یاراحمدي 
هاي لیزوزیم و از ویتاسل باعث افزایش بیان ژن

TNF-α چنین توانمی را امر این دلیلآلا شد. در قزل 
 روده در موجود هايلاکتوباسیلوس که کرد گزارش

 تخمیر را هضم قابل غیر هايکربوهیدرات بزرگ
 در pH کاهش. یابدمی کاهش pH نتیجه در و کنند می

 هايارگانیسم بقاي و تکثیر باعث بزرگ روده
 ترجیح را اسیدي موقعیت که شودمی غذایی هم

 چسبیدن و رشد مهار باعث کلی طوربه و دهند می
 اپیتلیوم در که شوندمی طلبی فرصت هايپاتوژن
 از نیز هاباکتري از بسیاري. هستند گوارش دستگاه
 بقاي کاهش باعث باکتریوسین تولید طریق

 در تخمیر همچنین شوندمی زابیماري هاي ارگانیسم
 از هامتابولیت از یکسري تولید باعث گوارش دستگاه
 از که شده روده در زنجیر کوتاه چرب هاياسید جمله
 انتقال کبد به خون توسط و جذب روده دیواره طریق

 براي اضافی انرژي منبع یک عنوان به که شوندمی داده
ها پربیوتیک ).2013 بینس،( روند می شمار به بدن

و از طریق  شوندمیر میخعمدتا در روده بزرگ ت
گذارند.  تحریک میکروبیوتاي روده روي هضم اثر می

بهبود هضم مواد معدنی (از طریق تخمیر تحریک شده 
) و کاهش سطح التهاب  هضم سطحی افزایش یافتهو 

اثرات ضد اي و (از طریق بهبود عملکرد سدهاي روده
ها از جمله میکروبیوتاي روده و متابولیت التهابی

احتمالا باعث عملکرد  اسدهاي چرب کوتاه زنجیر)
عوامل ضد التهابی  در کاهش تولید هابیوتیکسین
توان بنابراین می .)2016 شوند (کاترینا و همکاران، می

ها ، پربیوتیکهانتیجه گرفت که استفاده از پروبیوتیک
در جیره آبزیان  بیوتیک عنوان سین این دو بهو تلفیق 

  تواند باعث افزایش ایمنی شود.مفید است و می
  

  تشکر و قدردانی
نویسندگان این مقاله مراتب تقدیر و  تشکر خود   

خصوص جناب آقاي دکتر حامد به اساتید محترمرا از 
آزمایشگاه شهید ناصر فضلی برآبادي و پرسنل کلنگی، 

هاي اجرایی و مالی به سبب حمایتآزمایشگاه ژنتیک 
  دارند.
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