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  آبزیان پرورش و برداري بهره

 1395 زمستان ،چهارم شماره پنجم، جلد
http://japu.gau.ac.ir  

  

 تاس پلاسماي و پوست کوسمو ایمنی هاي فراسنجه مقایسه و باکتریایی ضد فعالیت ارزیابی
 )Acipenser gueldenstaedtii( روسی و (Acipenser persicus) ایرانی ماهی

  
  4عباسیان مهدي و 3مرادلو حاجی عبدالمجید ،2میاندره کلنگی حامد ،1آزادي حامد*

  ،گرگان طبیعی منابع و کشاورزي علوم شگاهدان ،آبزیان پرورش و تکثیر ارشد کارشناسی دانشجوي1
  ،گرگان طبیعی منابع و کشاورزي علوم دانشگاه ،آبزیان پرورش و تکثیر گروه استادیار2

  ،گرگان طبیعی منابع و کشاورزي علوم دانشگاه ،آبزیان پرورش و تکثیر گروه استاد3
  اصفهان صنعتی دانشگاه ،يژبیوتکنولو و ژنتیک گروه دکتري دانشجوي4

  22/8/1395 پذیرش: تاریخ ؛ 2/8/1395 دریافت: تاریخ
 

  1 چکیده
 Acipenser( ایرانی ماهی تاس پوست موکوس ایمنی هاي فراسنجه مقایسه هدف با حاضر تحقیق

persicus( روسی ماهی تاس و )Acipenser gueldenstaedtii( ماهی عدد 20 تعداد از شد. انجام 
 محلول، پروتئین فاکتورهاي و گرفت صورت پلاسما و موکوس برداري نمونه )گونه هر از عدد 10(

 جینتا شد. گیري هانداز گونه دو پلاسماي و موکوس در کل نوگلوبولینوایم و قلیایی فسفاتاز لیزوزیم،
 ،)تریل یلیم بر گرم یلیم( کل نیمنوگلوبولیا ،)تریل یدس بر (گرم محلول نیپروتئ زانیم که داد نشان
 و موکوس )تریل یلیم در یالملل نیب واحد( میزوزیل و )تریل یلیم در یالملل نیب واحد( فسفاتاز نیآلکال

 ،23±1,4 ،38±1,6 ،23±1,4 ،8,46±0,26 ،7,6±1,11 بیترت به برون قره یماه در پلاسما
 ،9,71 ±0,75 ،8,46±0,26 بیترت به چالباش یماه در و 85±16,97 و 1,3±24,8 ،8,77±134,06
 میزان باشد. یم 14,85±49,5 و 13,61±0,8 ،83,70±19,68 ،23,7±2,54 ،36,6±1,4 ،19,4 2,4±

 بین فسفاتاز آلکالین میزان و پلاسما و موکوس نمونه دو هر در کل ایمنوگلوبولین و محلول پروتئین
                                                

  azadi404@gmail.comمسئول مکاتبه:*
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 و موکوس در لیزوزیم مقدار که حالی در )<05/0P( .ندنداش داري معنی تفاوت باهم گونه دو موکوس
 دادند نشان دار معنی اختلاف باهم گونه دو پلاسماي هاي نمونه در فسفاتاز آلکالین میزان و پلاسما

)05/0P<( دو پلاسماي و موکوس در باکتریایی ضد فعالیت هیچ موجود نتایج اساس بر همچنین 
 یکی عنوان به پلاسما و موکوس که رسد می نظر به کلی طور به نشد. مشاهده برون قره و چالباش ماهی

 ایمنی هايپارامتر سطح حاضر تحقیق در و رود می شمار به اختصاصی غیر ایمنی در مرتبط اجزاي از
  .است بیشتر برون قره در
 

   ياریخاو انیماه ،الیباکتر یآنت تیفعال ی،منیا يپارامترها :کلیدي هاي واژه
  

   مقدمه
 لیزوزیم، :جمله از ذاتی ایمنی سیستم از متعددي ترکیبات شامل کلیدي جزء یک پوست موکوس  

 .)2007 همکاران، و سابرامانیان( باشدمی یتیکپروتئول هايآنزیم و لکتین ایمونوگلوبولینها، پروتئازها،
 موسین که هستند زیاد مولکولی حجم با هاییگلیکوپروتئین موکوس اصلی ساختاري هايپروتئین

 اپیدرم در شکل ايکیسه هايسلول به موسوم هاییسلول همچنین ).1995 ،تابک( شوندمی نامیده
 هايانگل از ناشی هايآسیب و هاعفونت برابر در را ماهیان که نمایدمی ترشح را هاییپروتئین ماهیان،
 به ماهی اپیدرم و پوست موکوس سطح ).2003 همکاران، و سوزوکی( نمایدمی حفاظت خارجی

  ).2001 ،ایلز ؛1980 ،اینگرام ،1994 ،شفرد( دکنمی عمل زابیماري عوامل مقابل در سد اولین عنوان
 طیف در هابافت بیولوژیکی هاي مایعات در گسترده طور به که است باکتري ضد آنزیم یک لیزوزیم
  .گیردمی قرار مطالعه مورد خوبی به ماهی جمله از موجودات از وسیعی

 دیگر هايآنزیم یا کمپلمان عملکرد اثر در منفی گرم هايباکتري خارجی دیواره که هنگامی  
 داخلی لایه به دسترسی علت به نیز لیزوزیم شود، ظاهر باکتري پپتیدوگلیکان لایه و گرددمی تخریب

 فسفاتاز آنزیم ).1996 ،یانو( کندمی تخریب را اکتريب و نموده فعالیت ثريؤم طور به پپتیدوگلیکان
 طول در و باشدمی قلیایی اچ پی در آن فعالیت دامنه بیشترین که بوده لیزوزومی آنزیم یک قلیایی
 نقش و دشومی ترشح اپیدرمی هايسلول توسط زااسترس شرایط در و هازخم بهبود اولیه مراحل

 داران مهره گروه اکثریت در ).1994 ،ابراهام و ایگر( دهدمی انجام هاپاتوژن برابر در را حفاظتی
 رسپتورهاي مانند دیاب می تطابق کلیدي هاي مولکول اساس بر ایمنی سیستم ماهیان، شامل دار، آرواره
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 اشتراك در که است شده پیشنهاد (MCH) پیچیده بافتی سازگاري بیشتر و Ig، T (TCR) هاي لولس
 موکوسی ایمنی با است ممکن یکی در اختلاف یا گوناگون هاایمینوگلوبولین پستانداران، هاي سیستم با

 بوده لیزوزومی آنزیم یک قلیایی فسفاتاز آنزیم )1999 ،همکاران و دویک(هر .باشد وابسته ماهیان در
 در و هازخم بهبود اولیه مراحل طول در و باشدمی قلیایی اچ پی در آن فعالیت دامنه بیشترین که

 انجام هاپاتوژن برابر در را ظتیحفا نقش و شودمی ترشح اپیدرمی هايسلول توسط زااسترس شرایط
  )1994 ابراهام، و ایگر( دهدمی

 سال میلیون 250 حدود از که هستند زمین روي داران مهره ترین قدیمی از یکی خاویاري ماهیان  
 شش شود. می اطلاق زنده هاي فسیل ها آن به زیاد بسیار قدمت لحاظ به و اند زیسته می کنون تا پیش
 روسی تاسماهی ،(Acipenser persicus) ایرانی تاسماهی اسامی به ماهیان تاس از گونه

(A.gueldenstadi )، شیپ (A.nudiventris)، ماهی فیل (Huso huso)، برون ازون  (A. stellatus) 
 .)2013 ،النا و چبانوف( نمایند می زیست آن آبریز حوضه و خزر دریاي در ).ruthenus A( داسترلیا و
 یمنیا نهیزم در و باشد یم محدود پلاسما و موکوس یمنیا نهیزم در شده انجام مطلعات یکل طور به

 یابیارز هدف با حاضر مطالعه نیبنابرا است نشده انجام يا مطالعه تاکنون ياریخاو انیماه موکوس
 صورت چالباش و برون قره يپلاسما و موکوس یمنیا يپارامترها سهیمقا و ییایباکتر ضد تیفعال

  گرفت.
  

   ها روش و مواد
 و ایرانی ماهی تاس هاي گونه از یک هر از ماهی عدد 10 تعداد از تحقیق این در :موکوس آوري جمع

 ماهی پشتی سطح از دقت به موکوس شد. آوري جمع )2000( همکاران و راس روش براساس روسی
 شد فریز سرعت به شده آوري جمع موکوس .شد آوري جمع استریل پلاستیکی قاشقک یا لام وسیله به
   گردید. منتقل 80 منفی فریزر به بیشتر تحقیقات براي و

 وسیله هب که سنجی کدورت روش براساس لیزوزیم گیري  اندازه لیزوزیم: آنزیم فعالیت سنجش
 فسفات بافر با موکوس از میکرولیتر 50 .گرفت صورت شده ارائه .)2007( همکاران و سابرامانیان

 15 مدت به ها نمونه و شده منتقل خانه 96 پلیت به و شد مخلوط )=5/6pH( مولار میلی 40 سدیم
 حاوي سیونسوسپان از میکرولیتر 50 سپس شدند. انکوباسیون گراد سانتی درجه 30 دماي در دقیقه
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 ،مولار میلی 40 سدیم فسفات بافر در باکتري لیتر میلی بر گرم میلی 3/0( لوتئوس میکروکوکوس باکتري
pH= 6.5( شد. خوانش درجه 30 دماي در دقیقه 50 طی ها آن جذب و شد اضافه آن به   

 آندرسون و سیویکی روش از ایمونوگلبولین توتال گیري اندازه جهت کل: گلوبولینایمونو گیري اندازه
 اتیلن پلی موکوس نمونه به سپس و شده تعیین موکوس و سرم پروتئین میزان ابتدا .شد استفاده )1993(

 غلظت و شده سانتریفوژ ها نمونه اتاق دماي در ساعت 2 از پس شود. می اضافه درصد 12 گلایکول
 ایمونوگلبولین میزان .شد گیري اندازه بردفورد روش توسط مجدداً محلول بالایی قسمت در پروتئین

 گلایکول اتیلن یپل افزودن از پس پروتئین غلظت و اولیه نمونه در پروتئین غلظت تفریق از کل
  شد. محاسبه
 محلول پروتئین میزان سنجش :قلیایی فسفاتاز آلکالین آنزیم فعالیت و محلول پروتئین میزان سنجش

 همکاران و لاوري روش از محلول پروتئین گیري اندازه براي قلیایی فسفاتاز آلکالین آنزیم فعالیت و
 رنگی معرف نمودن اضافه با گیرياندازه .گردیداستفاده گاوي سرم آلبومین استاندارد منحنی و )2005(

 با نوري قرائت و استاندارد و موکوس شده رقیق هاي نمونه از میکرولیتر 110 به سیوکالتیو فنول فولین
 استاندارد، منحنی به آمدهدست به نوري جذب انتقال با .گرفت مانجا اسپکتروفتومتر دستگاه از استفاده

 قلیاییفسفاتاز آلکالین آنزیم سطح .شد محاسبه لیتر میلی بر گرم میلی حسب بر محلول پروتئین میزان
 موج طول در اسپکتروفتومتر دستگاه و پارس شرکت توسط شده تولید هاي کیت از استفاده با موکوس

  .شد تعیین دقیقه 3 مدت در نوري جذب اختلاف و نانومتر 415
  

   میکروبی ضد فعالیت ارزیابی
 شده تهیه 1هیدروفیلا آئروموناس هاي يباکتر برابر در موکوس يها عصاره :يباکتر کشت طیمح

 نوترینت کشت طیمح در(A.hydrophila)  یماه پاتوژن .شد تست )2016( همکاران و صفري توسط
 نوترینت مایع کشت محیط در باکتري رشد از پس .کند یم رشد گراد یسانت درجه 37 يدما در براث
 و هلیو توسط که کدیس انتشار روش از میکروبی ضد فعالیت مشاهده ورظمن به ،استوك تهیه و براث

   شد. استفاده )2002( همکاران

                                                
1- Aeromonas hydrophila  
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 شیآزما تحت مجدداً .داد نشان را خود یکروبیم ضد تیفعال که یموکوس :1مهارکننده غلظت حداقل
 که است موکوس عصاره غلظت نکمتری  دهنده نشان که گرفت قرار )MIC( مهارکننده غلظت حداقل

 سکید و لوشنیکرودایم روش از استفاده با MIC تست .کند یم يریجلوگ ها سمیکروارگانمی رشد از
 است. شده  داده شرح )2008( همکاران و انیسابرامان توسط که شد نییتع تاندارداس روش به يگذار

 آزمون از استفاده با داده بودن نرمال ابتدا فوق يها شاخص گیري اندازه از پس :يآمار زیآنال
 یک واریانس آنالیز آزمون از آزمایشی تیمارهاي بین مقایسه براي و شد بررسی اسمیرنف کولموگراف

 SPSS افزار نرم از استفاده با واریانس آنالیز .شد استفاده )>05/0P( احتمال سطح در ANOVA طرفه
  .شد انجام )22 ویرایش(
  

   بحث و نتایج
 گرفت صورت گیري اندازه که هایی نمونه همه در که دهد می نشان تحقیق این از حاصل نتایج  

 ختلافا این چند هر بود بیشتر برون قره به نسبت چالباش ماهی در پلاسما و موکوس محلول پروتئین
  ).>05/0P() 05/0( نبود دار معنی

  

 
  .چالباش و قره برون يمحلول موکوس و پلاسما نیسطح پروتئ -1 شکل

 

                                                
1- Minimum Inhibitory Concentration    
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 .چالباش و قره برون يموکوس و پلاسما میزوزیل میسطح آنز -2 شکل 

    

  
  .کل موکوس و پلاسما نیمنوگلوبولیا سطح -3 شکل

 

  
  .قلیایی فسفاتاز آلکالین آنزیم سطح -4 شکل
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 مشاهده برون قره و چالباش موکوس هاي نمونه بین لیزوزیم فعالیت مقدار بین داري معنی اختلاف  
 طوري هب ،شد مشاهده نیز گونه دو این پلاسماي هاي نمونه بین اختلاف این همچنین )>05/0P( شد
 از بیشتر برون قره ماهی موکوس هاي نمونه در هم و پلاسما هاي نمونه در هم لیزوزیم فعالیت میزان که

 بوده دار معنی پلاسما هاي نمونه در قلیایی فسفاتاز آلکالین آنزیم فعالیت .)>05/0P( بود چالباش
)05/0P< (آنزیم فعالیت میزان بین که حالی در باشد می چالباش از بیشتر برون قره ماهی در آن مقدار و 

 ایمنو مقدار ندارد. وجود داري معنی اختلاف دوگونه موکوس هاي نمونه در قلیایی فسفاتاز آلکالین
 این اما است بیشتر چالباش به نسبت برون قره ماهی پلاسماي در هم و موکوس در هم کل گلوبولین
 و ولایگوارد .نشد مشاهد گونه دو پلاسماي و موکوس ایمنوگلوبولین مقدار بین داري معنی اختلاف

 sparus( ییطلا یماه در را سرم و پوست موکوس فسفاتاز نیآلکال و میزوزیل زانیم )2014( همکاران

aurata( میآنز دو نیا نیب داريیمعن تفاوت که دندیرس جهینت نیا به و نمودند سهیمقا و يرگیاندازه 
 کمان، نیرنگ يآلا قزل موکوس یبررس در )2002( همکاران و فاست. ندارد وجود سرم و موکوس در

 در گونه سه هر ییایقل فسفاتاز تیفعال زانیم که افتندیدر کوهو یماه آزاد و اطلس انوسیاق یماه آزاد
 شور آب از بالاتر نیریش آب در میزوزیل تیفعال زانیم که یصورت در بود، نیریش آب از ربالات شور آب
 اختلاف بود. کمان نیرنگ آلايقزل به طمربو شور، آب در میزوزیل تیفعال زانیم نیبالاتر بود.
 )1990( مهاابرآ و یگرا .نشد مشاهده شور آب در گونه سه ییایقل فسفاتاز میآنز تیفعال در داري یمعن

 کپور اپیدرم سنگفرشی و موکوس يها لسلو قلیایی زفسفاتا نزیمآ انمیز میزان در وسیعی افزایش
 درمیاپ موکوس هايمیآنز یبرخ )2012( یسنچول کردند. مشاهده جراحت و زخم دنبال به معمولی

 وزن شیافزا با که داد نشان جینتا نمودند. یبررس گرم 200 و 50 ،20 يها وزن در را یمعمول کپور
 و موکوس محلول نیپروتئ زانیم و درمیاپ متضخا ،یموکوس هايسلول یفراوان یمعمول کپور

  .ابدییم شیافزا زین میزوزیل و ییایقل فسفاتاز هايمیآنز نیهمچن
 توسط باکتریایی ضد فعالیت گونه هیچ حاضر مطالعه در :پلاسما و موکوس باکتریال آنتی فعالیت
 بر زیادي مطالعات که است حالی در این نشد. ثبت برون قره و چالباش ماهی دو پلاسماي و موکوس

   است. گرفته صورت دیگر ماهیان موکوس باکتریال آنتی فعالیت روي
 و موکوس محل ،ماهی زیست محیط ،سلامت سطح ،ماهی هاي گونه نظیر فاکتور چندین اساس بر  

 از جلوگیري منظور به است ممکن انفعالات و فعل از مختلفی انوع موکوس در شده نکلو میکروبیوتاي
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 وزن و اند  پروتئینی و حرارت به حساس معمولاً کننده مهار ترکیبات شوند. دخیل ها پاتوژن عفونت
 ماهی بدن سطح هاي موکوس دیگر و تلیوم اپی موکوس دارند. دالتون کیلو 5 از تر پایین مولکولی

 ترشحات است. محتمل آن در ویژه طور به فراوانی باکتریایی آنتی هاي پپتید که هستند هایی بخش
 به که دارند لیزوزیم و پروتئاز ،نیلکت ،کمپلمنت فاکتورهاي از معینی مقادیر ماهی موکوس سطحی

 Tinca( یماه يلا یماه از شده ترشح ییایضدباکتر يها نیکوپروتئیگل اند. شده شناسایی وبیخ

tinca( یمارماه و )Anguila anguila( کمان نیرنگ يآلا قزل و )Oncorhynchus mykiss( به قادر 
 (ابران باشند یم هدف يباکتر يغشا در هزاران) تا (چندصد بزرگ منافذ جادیا قیطر از يباکتر کشتن

 یمیآنز تیفعال زانیم نیبالاتر ،ییایقل فسفاتاز و نیترپس م،یزوزیل میآنز سه نیب از ).1999 همکاران، و
 )،Clarias batrachus( یماه گربه )،Astronotus ocellatus( اسکار یماه یومیآکوار انیماه در

 به مربوط )Carassius auratus( قرمز یماه و )Pangasius sanitwongse( خوار گوشت یپنگوس
 نقش ها یماه نیا یاختصاص ریغ دفاع ستمیس در میزوزیل اساس نیا بر باشد. یم میزوزیل دیپپت یپل

  .)2012 همکاران، و مرادلو ی(حاج کند یم فایا را یاصل
 این موکوس باکتریال آنتی فعالیت بیشتر چه هر شدن روشن جهت بیشتري هاي آزمایش حال هر به  
 بین. ایمنی پارامترهاي از برخی بین تفاوت تعیین پروژه این انجام از هدف است. لازم ماهی دو

 برخی در خوبی به ها تفاوت این که بود دارند هم به سبتن بسیاري ظاهري شباهت که دوگونه
 پلاسماي و موکوس در لیزوزیم فعالیت میزان بین تفاوت مطالعه این کلی طور به شد. مشاهده پارامترها

 پارامترهاي دیگر در تفاوتی همچنین دهد. می نشان را گونه دو پلاسماي در فسفاتاز آلکالین و
   نشد. مشاهده شده گیري اندازه

 
  سپاسگزاري

 دانشگاه آبزیان فرآوري آزمایشگاه مسئول و آبزیان بیوتکنولوژي و ژنتیک آزمایشگاه مسئول از  
 سبب به نعیمی اصغر مهندس و خالقی رضا سید مهندس گرگان طبیعی منابع و کشاورزي علوم

 .کنیم می قدردانی صمیمانه پروژه این بهتر چه هر اجراي در همکاري
 
  
  



 و همکاران حامد آزادي
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