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The aim of this research is to investigate the effects of different levels of 
dietary fulvic acid on systemic immunity, antioxidant capacity, and immune-
antioxidant relative gene expression in zebrafish (Danio rerio). In order to 
investigate the effect of dietary fulvic acid (FLA), 600 healthy fish (average 
body weight 96.01 ± 3.01 mg) were randomly placed in 12 aquariums. 
During an experimental period of 8 weeks, fish was fed basal diets 
containing different levels of fulvic acid (0 (ctrl), 0.25 (FLA1), 0.5 (FLA2) 
and 1 (FLA3) g/kg diet) and they were fed three times a day. At the end of 
the experimental period, no significant difference was observed among 
experimental treatments regarding growth performance (P<0.05). However, 
lysozyme activity, total immunoglobulin (Ig) and total protein of whole body 
extract were significantly increased in response to 0.5-1 g kg-1 diet fulvic acid 
compared to other treatments (P<0.05). However, no difference was 
observed among the experimental groups in terms of catalase, glutathione 
peroxidase and superoxide dismutase enzyme activities. The interferon-α 
(INF-α) and tumor necrosis factor alpha (TNF-α) genes expression increased 
in the treatments using fulvic acid, and the highest level was observed in 0.5 
g/kg fulvic acid received treatment (P<0.05). Also, the expression of 
interleukin 1 (IL-1) gene in this group was significantly increased compared 
to other experimental treatments (P<0.05). The expression of GPx gene was 
significantly increased in the group received fulvic acid without any 
significant difference among the treatments (P>0.05). CAT gene expression 
did not show any difference among experimental groups (P>0.05). Although 
SOD gene expression showed a significant increase in response to dietary 
fulvic acid, which the highest level was observed in the 0.5 g/kg received 
group (P<0.05). In conclusion, according to the positive results obtained, 
fulvic acid can be potentially used as a feed additive in Zebrafish to boost 
growth performance and immnene performance and regulate anti-oxidant, 
and immune gene expression. 
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  تاریخ دریافت:

  تاریخ ویرایش:

  تاریخ پذیرش:

 

 

 های کلیدی:  واژه

 اکسیدانی،  های آنتی آنزیم

 بیان ژن، 

 سیستم ایمنی غیراختصاصی،

 ،ماهی گورخری

    هیومیک اسید
 

هدف از این طرح پژوهشی بررسی اثرات سطوح مختلف مکمل هیومیک اسید بر عملکرد 

اکسیدانی و ایمنی در  های آنتی، بیان ژناکسیدانی و ایمنی سرم های آنتیصرشد، برخی شاخ

 600(، FLAمنظور بررسی اثر اسید هیومیک ) ( بود. بهDanio rerioروده ماهی گورخری )

تکرار  3تیمار با  4طور تصادفی در  گرم( به میلی 01/96 ± 01/3ماهی سالم )میانگین وزن بدن 

های پایه  ها با جیره ای، ماهی هفته 8آکواریوم قرار گرفتند. در طی یک دوره آزمایشی  12در 

( FLA3) 1( و FLA2) 25/0 (FLA1 ،)5/0(، ctrl) 0حاوی سطوح مختلف هیومیک اسید )

گرم در کیلوگرم جیره غذایی( سه بار در روز در حد سیری تغذیه شدند. در پایان دوره آزمایش 

داری در میان تیمارهای آزمایشی در خصوص عملکرد رشد مشاهده نشد  اگرچه تفاوت معنی

(05/0<P فعالیت آنزیم لیزوزیم، ایمونوگلوبولین کل ،)طور  و غلظت پروتئین سرم کل بدن به

گرم هیومیک اسید در هر کیلوگرم جیره غذایی در مقایسه با سایر  5/0-1داری در پاسخ به  معنی

حال، هیچ تفاوتی در میان تیمارهای آزمایشی از نظر  (. با اینP<05/0ها افزایش یافت ) جیره

( و سوپراکسید GPXیون پراکسیداز )(، گلوتاتCATاکسیدانی کاتالاز ) های آنتی فعالیت آنزیم

 -های اینترفرون (. میزان بیان ژنP>05/0( در سرم کل بدن مشاهده نشد )SODدیسموتاز )

α(INF-α( و فاکتور نکروز تومور آلفا )TNF-αدر تیمارهای مصرف )  کننده هیومیک اسید
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وگرم هیومیک اسید گرم در کیل 5/0کننده  ترین میزان آن در تیمار مصرف افزایش یافت که بیش

گرم  5/0کننده  ( در تیمار مصرفIL-1) 1چنین بیان ژن اینترلوکین  (. همP<05/0مشاهده شد )

داری افزایش یافت  طور معنی در کیلوگرم هیومیک اسید در مقایسه با سایر تیمارهای آزمایشی به

(05/0>P بیان ژن .)GPx کننده هیومیک اسید افزایش یافت در تیمارهای مصرف (05/0>P )

داری در میان سطوح مختلف مصرف هیومیک اسید مشاهده نشد  اگرچه هیچ تفاوت معنی

(05/0<P بیان ژن .)CAT داری را در بین تیمارهای آزمایشی نشان نداد  هیچ تفاوت معنی

(05/0<P اگرچه بیان ژن ،)SOD داری را در پاسخ به هیومیک اسید جیره نشان  افزایش معنی

(. P<05/0گرم در کیلوگرم مشاهده شد ) 5/0کننده  ین میزان آن در تیمار مصرفتر داد که بیش

عنوان  توان بههیومیک اسید را می  دست آمده از این مطالعات، مکمل با توجه به نتایج مثبت به

اکسیدانی در  های ایمنی و آنتیمنظور تقویت عملکرد رشد و پاسخ یک افزودنی غذایی مفید به

  ر نظر گرفت.ماهی گورخری د
 

اثهرا    (.1403) فر، سید حسین، فاضلان، زهره، لئیکه، تورا، ندایی، شیوا، صفری، رقیهه، یاسهی،ی، یتهین، دن ددان، ههین     حسینیاستناد: 

ههای یهرت د در ردده    اکسیدانی د بیان ژن کارگیری هیوییک اسید در جیره غذایی بر کارایی رشد، پاسخ ایمنی، دفاع آنتی به

 .1-21(، ----) ----، برداری د پردرش آب،یان نشریه بهره. (Danio rerioزبرا )یاهی 

                    DOI: 10.22069/japu.2024.22174.1852 
 

 نویسندگان.                       ©ناشر: دانشگاه علوم کشادرزی د ینابع ط یعی گرگان                                         
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 مقدمه

همگام با افزایش جمعیت انسانی و توسعه 

درآمد، تقاضای در حال افزایشی برای  کشورهای کم

که  جایی (. از آن1ماهی و غذاهای دریایی وجود دارد )

های گذشته ثابت مانده  تولیدات صیادی در طی دهه

منظور تامین این  پروری منبع اصلی به است، آبزی

و  2)شود  تقاضای در حال افزایش در نظر گرفته می

ای در اقتصاد  پروری نقش فزاینده امروزه آبزی (.3

درصد از  50به تامین بیش از جهانی ایفا کرده و 

 کند. ذاهای دریایی کمک میتولیدات جهانی غ

پروری مدرن که با پرورش متراکم همراه  آبزی

دلیل استرس و مشکلات ناشی از کیفیت آب  است، به

تواند در نهایت منجر به سرکوب سیستم ایمنی و  می

ها  شیوع بیماری(. 4تهدید سلامت آبزی شود )

پروری متراکم است که  تهدیدی اصلی در صنعت آبزی

(. 5گردد ) منجر به خسارات اقتصادی قابل توجه می

ها و  بیوتیک اگرچه، داروهای شیمیایی مانند آنتی

منظور کنترل بیماری در  ها در مقیاس وسیع به واکسن

(، هنوز در 6شوند ) یپروری استفاده م صنعت آبزی

کارگیری  عمل مناسب، پایدار یا موفق نیستند. به

شود  ها منجر به ایجاد استرس در ماهی می بیوتیک آنتی

دلیل افزایش  چنین، به ها اجتناب شود. هم و باید از آن

بیوتیک و اثرات  های مقاوم به آنتی تعداد پاتوژن

، امروزه (8و  7) بر سلامت ماهی ها نامطلوب آن

عنوان مرسوم ترین مواد  ها به بیوتیک استفاده از آنتی

دلیل  ها به منظور پیشگیری و درمان بیماری شیمیایی به

پیامدهای نامطلوب آن بر حیوانات هدف و غیرهدف 

ها، محدود یا ممنوع شده است  و زیستگاه طبیعی آن

 (.11و  10، 9)

های  بنابراین تقویت سیستم ایمنی ماهی با محرک

ثر و جایگزین است که ؤحل م ایمنی طبیعی یک راه

افزایش داده و ها را  تواند مقاومت در برابر بیماری می

ها و سایر داروهای درمانی را  بیوتیک نیاز به آنتی

های  های اخیر، استفاده از محرک کاهش دهد. در سال

منظور بهبود ایمنی، رشد و مقاومت  ایمنی در آبزیان به

طور گسترده در حال افزایش  ها به در برابر بیماری

 (.2) است

عنوان یک ماده  های گیاهی به گنجاندن عصاره

طبیعی، استراتژی مناسبی برای بهبود عملکرد رشد، 

های  پاسخ ایمنی و مقاومت به بیماری در ماهی

، که حضور محتوای بالای (12) پرورشی است

ترکیبات فنولی و  مانندهای فعال زیستی  مولکول

هایی را توضیح  ژگیفلاوونوئیدی داشتن چنین وی

  (.14و  13) دهد می

ای از مواد آلی هستند که  اسیدهای هیومیک دسته

عمدتاً از تجزیه میکروبی و تبدیل مواد گیاهی و 

اسیدهای  (.15) شوند حیوانی در طبیعت تولید می

شوند  هیومیک از نظر حلالیت به سه دسته تقسیم می

ای، اسیدهای سیاه و اسیدهای  که شامل اسیدهای قهوه

دلیل حلالیت  . به(16و  15) ( استFLAsهیومیک )

های اسیدی و قلیایی و وزن مولکولی  بالا در محلول

اسیدها فعالیت بیولوژیکی بالاتری نسبت کم، هیومیک 

(. 18و  17، 15) به سایر اسیدهای هیومیک دارند

اکسیدانی، ضد التهابی و  خواص ایمونولوژیکی، آنتی

ضد میکروبی برای هیومیک اسیدها گزارش شده است 

های  ها، گروه های عاملی مانند کینون که به وجود گروه

  ها بستگی دارد کربوکسیل و هیدروکسیل و فنول

 (.24و  23، 22، 21، 20، 19)

اگرچه اخیراً اثرات مفید اسید فولیک بر روی 

عنوان مثال در ماهی  آبزیان نیز گزارش شده است. به

، Paramisgurnus dabryanus (Sauvage)لوچ، 

افزودن هیومیک اسید به صورت خوراکی در مقادیر 

عنوان جایگزینی برای درمان  به درصد 2-5/1

بیوتیکی پیشنهاد شده است، زیرا اثربخشی آن بر  آنتی

اکسیدانی، فعالیت  اجزای ایمنی روده )فعالیت آنتی

های لیزوزیم و کمپلمان، محتوای  پروتئاز، فعالیت
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، فعالیت آلکالین فسفاتاز و فعالیت Mایمونوگلوبولین 

 (.25) شداسید فسفاتاز( و عملکرد رشد مشاهده 

گرم در کیلوگرم هیومیک اسید  میلی 200علاوه بر این، 

عنوان مکمل غذایی توانست عملکرد رشد را در  به

  (.26) ماهی تیلاپیا نیل بهبود بخشید

و همکاران  Gaoای که توسط  چنین در مطالعه هم

های اسید هیومیک  منظور بررسی اثر مکمل به (2017)

 2و  5/1، 1، 5/0، 0جیره غذایی در سطوح مختلف )

های گوارشی روده، فعالیت  ( بر فعالیت آنزیمدرصد

اکسیدانی، پارامترهای ایمنی و ترکیبات فلور  آنتی

انجام  P. dabryanusمیکروبی روده ماهی لوچ جوان 

وزن نهایی، شد نشان داد که عملکرد رشد شامل 

( و SGR(، نرخ رشد ویژه )WGافزایش وزن )

( در تیمارهایی که FCRضریب تبدیل خوراک )

 توسط اسید هیومیک تغذیه شده بودند افزایش یافت

. حداکثر نرخ افزایش وزن و نرخ رشد ویژه در (25)

جیره مشاهده شد. علاوه بر این،  درصد 5/1سطح 

اکسیدانی،  های آنتی وتئاز روده، فعالیت آنزیمفعالیت پر

(، C3) 3فعالیت لیزوزیم، فعالیت کمپلمان 

(، فعالیت اسید فسفاتاز IgM) Mایمونوگلوبولین 

(ACP( و فعالیت آلکالین فسفاتاز )AKPبه )  طور

زمان سطوح هیومیک اسید  داری با افزایش هم معنی

 جیره غذایی افزایش یافت.

یک ارگانیسم مدل   .rerioDماهی گورخری، 

دلیل  وژیکی است که بههای مختلف بیول برای آزمایش

مثل کوتاه، قدرت آماری بالایی را ارائه چرخه تولید

 با توجه به موارد فوق در (.28و  27) دهد می

ثیرات مثبت مکمل هیومیک اسید در أخصوص ت

های رشد و  منظور بهبود شاخص پروری به آبزی

زای  پارامترهای ایمنی در مواجهه با شرایط استرس

ها و نیز نظر به اینکه در دهه گذشته  محیطی و پاتوژن

های  آل برای بررسی ماهی گورخری یک مدل ایده

فعال است، در  اولیه در خصوص نقش ترکیبات زیست

د، ایمنی و مطالعه جاری بررسی امکان افزایش رش

اکسیدانی در ماهی گورخری با استفاده از  دفاع آنتی

 مکمل هیومیک اسید بررسی گردید.  

 

 ها مواد و روش

این آزمایش در شرکت گرگان ماهی، واحد تکثیر 

کلا، گلستان، ایران(  و پرورش ماهیان زینتی )شصت

قطعه ماهی گورخری به مدت  650انجام شد. در ابتدا 

لیتر(  100ای ) های شیشه آکواریومدو هفته در 

ها سه بار در روز جیره غذایی  نگهداری شدند. ماهی

پایه را در حد سیری دریافت کرد. پس از سپری کردن 

ماهی سالم )میانگین وزن بدن  600دوره سازگاری، 

 12طور تصادفی در  گرم( به میلی 01/96 ± 01/3

واریوم آک 3ماهی/آکواریوم،  50لیتر( ) 72آکواریوم )

در هر تیمار( با هوادهی دائمی و تبادل آب روزانه 

درصد( قرار گرفتند. در طی یک دوره آزمایشی  70)

درصد  1/0های حاوی  ها با جیره روزه، ماهی 56

گرم/کیلوگرم هیومیک  25/0(، ctrlهیومیک اسید )

گرم/کیلوگرم هیومیک اسید  5/0(، FLA 1اسید )

(FLA2 و )گرم/کیلوگرم هیومی 1( ک اسیدFLA3 )

و  pHسه بار در روز در حد سیری تغذیه شدند. دما، 

درجه  2/25 ± 8/0ترتیب در  اکسیژن محلول به

گرم در  میلی 22/7 ± 19/0و  6/7 ± 3/0سانتیگراد، 

در محدوده  NH4و  NO2 ،NO3چنین  لیتر و هم

( در طول آزمایش نگهداری ppm 1/0>Pمناسب )

 شدند.

جیره غذایی تجاری ماهی یک  تهیه جیره غذایی:

گوره خری شرکت بیومار فرانسه در این مطالعه مورد 

های آزمایشی،  منظور تهیه جیره استفاده قرار گرفت. به

طور کامل پودر شد و سطوح مختلف  جیره پایه به

ازای  گرم به 1و  5/0، 25/0، 0هیومیک اسید )

کیلوگرم( به آن اضافه گردید و توسط یک همزن برقی 

که مخلوط حالت  مخلوط شد. سپس تا زمانی کاملاً
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خمیری سفت به خود گیرد آب اضافه شد. خمیر 

متر  میلی 1حاصل از یک چرخ گوشت با قطر چشمه 

ارونی خارج های ماک صورت رشته عبور داده شده و به

شدند تا به ها شکسته  ، پلتهای حاصل گردید. رشته

ها  وق پلتپس از انجام مراحل ف اندازه مناسب درآیند.

بندی و در  های نایلونی دوجداره بسته در پلاستیک

گراد تا زمان مصرف نگهداری  درجه سانتی 4دمای 

 شدند. 

منظور  به مانی: های رشد و زنده محاسبه شاخص

 ثیر مکمل هیومیک اسید در جیره غذایی أتبررسی 

دست آمده از  های به های رشد، داده بر شاخص

های موجود آنالیز رمولها بر اساس ف سنجی زیست

شده و برخی از فاکتورهای رشد به شرح ذیل تعیین 

 گردید:

 

Weight gain (WG, %) = 100 × [(final weight – initial weight) /initial weight] 

Feed conversation ratio (FCR) = Feed intake (g)/ (final weight – initial weight) 

Specific growth rate (SGR, %/d) =100 × [(Ln final weight-Ln initial weight)/days] 

Survival rate (SR, %) = 100 × (final number/initial number) 
 

 اکسیدانی سرم های ایمنی و آنتی بررسی شاخص

ارزیابی پارامترهای ایمنی و منظور  به تهیه نمونه:

که اندازه ماهی  دلیل این اکسیدانی سرم خون به آنتی

پذیر نبود،  گیری خون امکان بسیار کوچک بود و نمونه

و  Yousefi( بر اساس روش WBEعصاره کل بدن )

منظور، برای هر تیمار  ( تهیه شد. بدین2018) همکاران

سی استریل  سی 5/1های نمونه تهیه شد و به ویال 9

منظور استفاده طی آنالیزهای ایمنی و  منتقل و به

 .(29) نگهداری شد -80اکسیدانی در دمای  آنتی

سنجش آنزیم  :سنجش فعالیت آنزیم لیزوزیم سرم

لیزوزیم سرم به روش کدورت سنجی و با استفاده از 

(. برای سنجش 30دستگاه اسپکتروفتومتر انجام شد )

این آنزیم از باکتری میکروکوکوس لیزودیکتیکوس 

(ATCC strain # 4698به )  عنوان سوبسترا استفاده

برای تهیه این سوسپانسیون، باکتری لیوفیلیزه  .گردید

میکروکوکوس لوتئوس کشت داده شده بر روی محیط 

( pH=7سیم )کشت نوترینت آگار در بافر فسفات پتا

M 1/0  حل شده و جذب این محلول در مقابل شاهد

 450)کوت حاوی بافر فسفات پتاسیم(، در طول موج 

لیتر  میلی 9/2تنظیم شد؛ سپس  6/0-7/0نانومتر، برابر 

 4-5سوسپانسیون باکتری به کوت اضافه شد، بعد از 

 1/0دقیقه به دمای تعادل رسید، سپس به کوت شاهد 

لیتر نمونه سرم  میلی 1/0ونه لیتر بافر و به کوت نم میلی

های میکروکوکوس  اضافه شد. کاهش جذب سلول

نانومتر  450دقیقه در طول موج  10مدت  لوتئوس به

صورت مقدار  ثبت گردید. یک واحد فعالیت آنزیم، به

 25نانومتر و دمای  450آنزیمی که در طول موج 

در دقیقه در  001/0گراد، کاهشی معادل  درجه سانتی

 کند، های میکروکوکوس لوتئوس ایجاد می ولجذب سل

 محاسبه گردید. 

جهت  گیری ایمونوگلوبولین کل سرم:اندازه

 Siwickiگیری ایمونوگلبولین کل سرم از روش  اندازه

اده شد. ابتدا میزان ( استف1993) Andersonو 

اتیلن  تعیین شده و سپس به نمونه، پلی پروتئین سرم

ساعت در  2پس از  درصد اضافه شد. 12گلایکول 

ها سانتریفوژ شده و غلظت پروتئین دمای اتاق نمونه

در قسمت بالایی محلول مجددا توسط روش بردفورد 

گیری شد. میزان ایمونوگلبولین کل از تفریق  اندازه

غلظت پروتئین در نمونه اولیه و غلظت پروتئین پس 

 .(31) اتیلن گلایکول محاسبه گردیداز افزودن پلی
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گیری میزان  اندازه سنجش میزان پروتئین کل سرم:

پروتئین کل سرم با استفاده از کیت تجاری پارس 

 آزمون و دستورالعمل شرکت سازنده انجام گرفت.

فعالیت  اکسیدانی: های آنتیگیری فعالیت آنزیماندازه

اکسیدانی شامل فعالیت  های سیستم دفاع آنتی آنزیم

(، گلوتاتیون SODکاتالاز، سوپراکسید دیسموتاز )

( با MDAآلدئید ) ( و مالون دیGPXپراکسیداز )

های تجاری کیازیست )همدان، ایران(  استفاده از کیت

انجام پذیرفت. فعالیت کاتالاز از طریق تجزیه 

های با استفاده از کیت H2O2هیدروژن پراکسید به 

ده انجام گرفت تجاری و بر اساس پرتکل شرکت سازن

با استفاده از کیت  SOD)کیازیست، همدان(. فعالیت 

تجاری و بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده و 

در مهار تبدیل رسازورین به  Mn-SODتوانایی 

های سوپراکساید  رسوروفین از طریق کاهش رادیکال

از طریق  GPXانجام پذیرفت. هم چنین فعالیت 

ا استفاده از ب +NADPبه  NADPHاکسیداسیون 

 MDAدستگاه الایزا انجام پذیرفت. تعیین سطح فعالیت 

آلمان(  ،ZellBio GmbHنیز با استفاده از کیت تجاری )

 95با توجه به واکنش با اسید تیوباربیتوریک در دمای 

 گراد مورد سنجش قرار گرفت. درجه سانتی

از هر تکرار سه  :cDNA و سنتز RNAاستخراج 

تصادفی برداشته شد. و با استفاده از ماهی به صورت 

اسانس گل میخک بیهوش گردید. نمونه روده 

سرعت در نیتروژن ها به جداسازی گردید و نمونه

ها با استفاده از نیتروژن مایع  مایع منجمد گردید. نمونه

ودر گردید و با استقاده از در هاون چینی استریل پ

کل از نمونه  RNAx-PLUS ،RNAالعمل دستور

استخراج  RNAاستخراج گردید. برای اطمینان از کیفیت 

چنین  درصد استفاده گردید. هم 1شده، از ژل اگاروز 

اسپکتروفتومتر  با استقاده از RNAبرای بررسی کمی 

( در طول Thermofisher 2000c, USAنانودراپ )

برای  RNAخوانده شد و مقدار  230و  260های موج

ها فاقد  که نمونه ها محاسبه گردید. برای این نمونه

DNA  باشند و در محلول فقطRNA  وجود داشته

 DNaseرا تحت تیمار با  RNAهای  باشد، باید نمونه

جهت انجام این کاربر اساس دستورالعمل  .قرارداد

پذیرد که برای این کار از کیت  استفاده آنزیم انجام می

DNasel ن استفاده شد.شرکت سیناژ 

میکروگرم  1با استفاده از  cDNAسنتز  :cDNAسنتز 

RNA  ،میکرولیتر آنزیم  1استخراج شدهreverse 

transcriptase  ،)میکرولیتر بافر  4)سیناکلون، ایران

RT ،1  میکرولیتر اولیگونوکلئوتیدT ،2  میکرولیتر

dNTPs میکرولیتر بازدارنده  1، وRNase  انجام

 پذیرفت.

در  Real time PCR: Real time PCRانجام 

تکرار تکنیکی برای  4های مخصوص آن و در تیوپ

هر تیمار صورت گرفت که محتویات هر تیوپ به 

  صورت زیر بود: میکرولیتر به 20مقدار 

lµ10 ( بافر سایبر گرینAmpliqon, Denmark) 

lµ1 رونده ژن هدف و رفرنس )غلظت  آغازگر پیش

 پیکومول( 10

lµ1 رونده ژن هدف و رفرنس )غلظت  آغازگر پس

 پیکومول( 10

lµ8/2 آب 

lµ2/0 آنزیم تگ پلیمراز 

lµ5 cDNA نانوگرم  2-3شده ) رقیقRNA  در هر

 میکرولیتر(

ن ژن رفرنس برای نرمال عنوا از ژن بتا اکتین به

های مورد نظ استفاده گردید نتایج  بیان ژنسازی سطح 

تحت  Real time PCRآمده توسط دستگاه  دست به

هایی دهنده تعداد چرخه باشد که نشانمی CTعنوان 

های ژنی را شناسایی است که سیگنال فلورسنت نسخه

 کند.می
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آغازگرهای مورد استفاده در این  طراحی آغازگرها:

افزار شده و با نرم آزمایش از مطالعات قبلی گرفته

ژن با استفاده از توالی موجود در بانک  3آغازگر 

 PCRآزموده شدند و با آزمایش کردن در دستگاه 

دست آمد. مشخصات  بهترین دما برای تکثیر به

شده  نشان داده 1آغازگرهای مورد استفاده در جدول 

 است.

 
 .های مورد استفادهتوالی پرایمر -1جدول 

 کد دسترسی توالی پرایمر 

IL-1 q-PCRF CGTCTCCACATCTCGTACTCA 
AY340959.1 

IL-1 q-PCRR GTGTCTTTCCTGTCCATCTCC 

IFN q-PCRF GAATGGCTTGGCCGATACAGGATA 
AB128865.1 

IFN q-PCRR TCCTCCACCTTTGACTTGTCCATC 

TNF-a-PCRF CTGCTTCACGCTCCATAAGA 
AB128865.1 

TNF-a-PCRR CTGGTCCTGGTCATCTCTCC 

GPx q-PCRF CCAAGTAAACCAGCGGCTTCT 
NM_001007281 

GPx q-PCRR TGATGTGCAGTGGACGGTTTAT 

SOD q-PCRF GGGTGGCAATGAGGAAAG 
BC055516.1 

SOD q-PCRR GCCCACATAGAAATGCACAG 

CAT q-PCRF GCATGTTGGAAAGACGACAC 
AJ007505.1 

CAT q-PCRR GTGGATGAAAGACGGAGACA 

Gapdh q-PCRF GTGGAGTCTACTGGTGTCTTC 
BC083506 

Gapdh q-PCRR GTGCAGGAGGCATTGCTTACA 

 

این مطالعه در قالب چهار تیمار  ها: وتحلیل داده تجزیه

و هر کدام در سه تکرار انجام شد. ابتدا نرمال بودن 

 -دست آمده با استفاده از آزمون کولموگروف های به داده

ها با استفاده اسمیرنف بررسی شد. بررسی آماری داده

و به کمک آنالیز واریانس یک  SPSS20افزار از نرم

( و آزمون مقایسه One-way ANOVAطرفه )

( انجام گردید. Tukey’ HSD testمیانگین توکی )

تمام مفروضات آنالیز واریانس پیش از انجام 

و در های آماری، مورد بررسی قرار گرفت  تحلیل

های مناسب استفاده شد. شایان صورت لزوم از تبدیل

داری ها در سطح معنیذکر است که تمامی آزمون

صورت  هدرصد تفسیر شد و نتایج نهایی ب 5تر از  کم

Mean ± SE  گزارش گردید. برای ترسیم نمودارها

 استفاده شد. 2016افزار اکسل نسخه نیز از نرم

 

 نتایج

اثرات مکمل غذایی  2جدول رشد: پارامترهای 

دهد.  هیومیک اسید را بر پارامترهای رشد نشان می

داری  افزودن هیومیک اسید به جیره ماهی تأثیر معنی

( نداشت FCRو  FW ،WGبر پارامترهای رشد )

(05/0<P.) 

 
  



 و همکاران فر سید حسین حسینی / ... کارگیری هیومیک اسید در جیره غذایی اثرات به

 

9 

 اثرات سطوح مختلف مکمل هیومیک اسید بر عملکرد رشد ماهی گورخری. -2 جدول

 CT T1 T2 T3 

 01/3 ± 0/96 09/10 ± 5/85 01/10 ± 3/81 06/11 ± 3/81 (mgاولیه ) وزن

 3/3 ± 4/338 7/6 ± 6/353 9/2 ± 2/313 6/5 ± 3/316 (mgنهایی ) وزن

 0/18 ± 3/287 1/6 ± 6/287 9/12 ± 6/232 6/5 ± 7/235 (mgوزن ) افزایش

 38/0 ± 51/2 20/0 ± 77/2 34/0 ± 40/2 30/0 ± 43/2 (d/%ویژه ) رشد نرخ

 (P<05/0باشد ) ها میدار بین گروهاختلاف معنی بیانگرانحراف معیار( در یک ردیف با حروف متفاوت  ± اعداد )میانگین

 
منظور  به :اکسیدانی کل بدن آنتیپارامترهای ایمنی و 

ارزیابی اثرات مکمل هیومیک اسید بر پاسخ ایمنی 

ماهی گورخری، سطح فعالیت آنزیم لیزوزیم، 

ایمونوگلوبولین و پروتئین کل در سرم کل بدن مورد 

گرم در کیلوگرم  5/0-1تجزیه و تحلیل قرار گرفت. 

ایمنی داری تمام پارامترهای  طور معنی هیومیک اسید به

(. P<05/0ها افزایش داد ) را نسبت به سایر جیره

داری در سطح پارامترهای ایمنی  اگرچه تفاوت معنی

گرم بر کیلوگرم  25/0کننده  میان تیمارهای مصرف

(. P>05/0هیومیک اسید و تیمار شاهد مشاهده نشد )

داری در سطح پارامترهای  چنین هیچ تفاوت معنی هم

گرم بر  1و  5/0کننده  رفایمنی میان تیمارهای مص

 . (P>05/0کیلوگرم هیومیک اسید مشاهده نشد )

 

 
 یره خری تغذیه شده با جبر پروتئین کل سرم در ماهی گور اثرات سطوح مختلف مکمل هیومیک اسید -1شکل 

 . حاوی سطوح مختلف هیومیک اسید

 .شوند خطای استاندارد ارائه می ±باشد. مقادیر به صورت میانگین می 05/0دار بودن در سطح معنی در هر نمودار حروف متفاوت نشانه
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 خری تغذیه شده با جیره ونوگلوبولین کل سرم در ماهی گوراثرات سطوح مختلف مکمل هیومیک اسید بر ایم -2شکل 

 . حاوی سطوح مختلف هیومیک اسید

 شوند. خطای استاندارد ارائه می ±باشد. مقادیر به صورت میانگین می 05/0دار بودن در سطح معنیدر هر نمودار حروف متفاوت نشانه 

 

 
 یره خری تغذیه شده با جفعالیت لیزوزیم سرم در ماهی گورزان سطح یاثرات سطوح مختلف مکمل هیومیک اسید بر م -3شکل 

 . حاوی سطوح مختلف هیومیک اسید

 .شوند خطای استاندارد ارائه می ±باشد. مقادیر به صورت میانگین می 05/0دار بودن در سطح نشانه معنیدر هر نمودار حروف متفاوت 

 

اکسیدانی سرم  های آنتی در خصوص فعالیت آنزیم

های  داری در فعالیت آنزیم کل بدن، هیج اختلاف معنی

CAT ،SOD  وGPX  در میان تیمارهای

کننده هیومیک اسید و تیمار شاهد مشاهده نشد  فمصر

(05/0<P 3( )جدول.) 
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 .اکسیدانی در سرم کل بدن ماهی گورخری اثرات سطوح مختلف مکمل هیومیک اسید بر پارامترهای آنتی -3جدول 

 CT T1 T2 T3 

Catalase (ml/min/n) 
a 03/0 ± 09/8 a 08/0 ± 02/8 a 12/0 ± 14/8 a 21/0 ± 19/8 

SOD (u/ml) 
a 21/28 ± 22/795 a 46/9 ± 23/793 a 11/16 ± 68/802 a 93/19 ± 60/810 

GPx (nmol/min/ml) 
a 76/0 ± 00/126 a 78/0 ± 49/125 a 90/0 ± 45/127 a 49/1 ± 52/128 

 (P<05/0باشد ) ها میدار بین گروهاختلاف معنی بیانگردر یک ردیف با حروف متفاوت ( خطای استاندارد ± میانگین)اعداد 

 
مکمل : اکسیدانی های مرتبط با ایمنی و آنتی بیان ژن

طور  هیومیک اسید موجود در جیره غذایی به

اکسیدانی و مرتبط با  های آنتی داری بر بیان ژن معنی

های  ایمنی در ماهی گورخری تأثیر گذاشت. بیان ژن

IFN-α  وTNF-α های تغذیه شده با  در ماهی 

گرم هیومیک اسید در هر کیلوگرم جیره  1-25/0

ی افزایش یافت دار طور معنی نسبت به تیمار شاهد به

 کننده  که با حداکثر میزان بیان در تیمار مصرف

کیلوگرم هیومیک اسید همراه بود  گرم بر 5/0

(05/0>P) (5و  4 های شکل) اگرچه هیچ تفاوت .

 TNF-αو  IFN-αهای  داری در میزان بیان ژن معنی

گرم بر  1و  25/0کننده  در میان تیمارهای مصرف

. بیان (P>05/0)کیلوگرم هیومیک اسید مشاهده نشد 

IL-1 گرم بر کیلوگرم  5/0کننده  نیز در تیمار مصرف

هیومیک اسید نسبت به سایر تیمارهای آزمایشی 

(. 6)شکل  (P<05/0)داری افزایش یافت  طور معنی به

 IL-1های هیومیک اسید بر بیان ژن  سایر غلظت

در پاسخ به  GPx. بیان ژن (P>05/0)ثیری نداشتند أت

داری  طور معنی تمام سطوح مصرف هیومیک اسید به

داری  که بدون تفاوت معنی (P<05/0)افزایش یافت 

در میان تیمارهای آزمایشی همراه بود  GPxدر بیان 

(05/0<P)  داری در  چنین افزایش معنی (. هم8)شکل

کننده  رهای مصرفبیان ژن کاتالاز در میان تیما

 (P>05/0)هیومیک اسید و تیمار شاهد مشاهده نشد 

دنبال مصرف تمام سطوح  به SOD(. بیان ژن 9شکل )

داری افزایش  طور معنی مکمل غذایی هیومیک اسید به

 کننده  یافت که بالاترین سطح آن در تیمار مصرف

گرم در کیلوگرم هیومیک اسید مشاهده شد  5/0

(05/0>P)  مشابه ژن  (.7)شکلIFN-α تفاوت ،

  1و  25/0بین تیمارهای  SODداری در بیان  معنی

گرم در کیلوگرم هیومیک اسید وجود نداشت 

(05/0<P)    . 
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 خری تغذیه شده در ماهی گور IFN-α  اثرات سطوح مختلف مصرف مکمل هیومیک اسید بر بیان ژن -4شکل 

 . مختلف هیومیک اسیدبا سطوح 

 شوند. خطای استاندارد ارائه می ±باشد. مقادیر به صورت میانگین می 05/0دار بودن در سطح در هر نمودار حروف متفاوت نشانه معنی

 

 
 شده  خری تغذیهدر ماهی گور TNF-a  اثرات سطوح مختلف مصرف مکمل هیومیک اسید بر بیان ژن -5شکل 

 . اسیدبا سطوح مختلف هیومیک 

 شوند. خطای استاندارد ارائه می ±باشد. مقادیر به صورت میانگین می 05/0دار بودن در سطح در هر نمودار حروف متفاوت نشانه معنی
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 شده  خری تغذیهدر ماهی گور IL1  اثرات سطوح مختلف مصرف مکمل هیومیک اسید بر بیان ژن -6شکل 

 . با سطوح مختلف هیومیک اسید

 شوند. خطای استاندارد ارائه می ±باشد. مقادیر به صورت میانگین می 05/0دار بودن در سطح دار حروف متفاوت نشانه معنیدر هر نمو

 

 
خری پر اکسید دیسموتاز در ماهی گوراکسیدانی سو آنزیم آنتی  اثرات سطوح مختلف مصرف مکمل هیومیک اسید بر بیان ژن -7 شکل

 .هیومیک اسیدده با سطوح مختلف تغذیه ش

 شوند. خطای استاندارد ارائه می ±باشد. مقادیر به صورت میانگین می 05/0دار بودن در سطح در هر نمودار حروف متفاوت نشانه معنی
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خری وتاتیون پر اکسیداز در ماهی گوراکسیدانی گل آنزیم آنتی  اثرات سطوح مختلف مصرف مکمل هیومیک اسید بر بیان ژن -8شکل 

 . شده با سطوح مختلف هیومیک اسید تغذیه

 شوند. خطای استاندارد ارائه می ±باشد. مقادیر به صورت میانگین می 05/0دار بودن در سطح در هر نمودار حروف متفاوت نشانه معنی

 

 
شده با  خری تغذیهاکسیدانی کاتالاز در ماهی گور آنزیم آنتی  اثرات سطوح مختلف مصرف مکمل هیومیک اسید بر بیان ژن -9شکل 

 . سطوح مختلف هیومیک اسید

 شوند. خطای استاندارد ارائه می ±باشد. مقادیر به صورت میانگین می 05/0دار بودن در سطح در هر نمودار حروف متفاوت نشانه معنی
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 یگیر بحث و نتیجه

رشد و پتانسیل استفاده از اسیدهای آلی در بهبود 

ایمنی حیوانات اهلی بارها مورد بررسی قرار گرفته 

. علاوه بر این، اسیدهای آلی (34و  33، 32) است

عنوان یک مکمل غذایی تأثیرات مثبتی بر روی  به

، 37، 36، 35، 34) ها، داشته است آبزیان، عمدتاً ماهی

حاضر، ماهی گورخری  پژوهشدر (. 41، 40، 39، 38

منظور تعیین پتانسیل  عنوان یک ماهی مدل به به

عنوان یک اسید آلی غنی از فنول در  هیومیک اسید به

 بهبود ایمنی و رشد ماهی مورد استفاده قرار گرفت.

ز جیره غذایی حاوی در مطالعه حاضر، استفاده ا

داری بر عملکرد رشد ماهی  ثیر معنیأهیومیک اسید ت

 های پژوهشگورخری نداشت. این نتایج برخلاف 

پیشین بود که بهبود رشد ماهی را به دنبال مصرف 

عنوان  مکمل هیومیک اسید گزارش کرده بودند. به

( پس از تغذیه ماهی با 2017و همکاران ) Gaoمثال، 

هیومیک اسید،  درصد 5/1-2جیره غذایی حاوی 

 آشکاری را در عملکرد رشد لوچ ماهی بهبود 

P. dabryanus  مشاهده کردند که به عملکرد

های  کننده هیومیک اسید بر فعالیت آنزیم تحریک

و  Lieke پژوهش. در (25) گوارشی نسبت داده شد

گرم در لیتر از  میلی 50(، افزودن 2021همکاران )

روز به آب باعث  28مدت  مکمل هیومیک اسید به

 افزایش رشد و کاهش ضریب تبدیل غذایی در 

شد که  O. mykissکمان،  آلای رنگین ماهی قزل

تواند  نتیجه گرفتند افزایش رشد می گران پژوهش

دلیل تأثیر مثبت هیومیک اسید بر سلامت کلی و  به

تیلاپیا . در (42) مقاومت در برابر استرس ماهی باشد

گرم در کیلوگرم هیومیک اسید در جیره  میلی 400نیل، 

غذایی منجر به رشد ماهی از طریق بهبود استفاده از 

(. در تیلاپیا موزامبیک، جیره غذایی 26پروتئین شد )

هیومیک اسید ضریب تبدیل غذایی را  درصد 4حاوی 

(. اثرات محرک رشد هیومیک اسید در 43کاهش داد )

  و طیور( 45و  44) حیوانات دیگری مانند خوک

نیز گزارش شده است، که عمدتاً به  (46و  15)

سلامت موجود، افزایش عملکرد هیومیک اسید بر 

وری از خوراک  های گوارشی و بهره فعالیت آنزیم

نسبت داده شده است. اگرچه در تأیید نتایج ما، هیچ 

کمان در پاسخ  آلای رنگین بهبودی در رشد ماهی قزل

در جیره غذایی طی  درصد 3/0-2/1به اسید هیومیک 

نتایج (. 47) روزه نشان داده نشد 60دوره تغذیه 

و ماهی باس ( 48) مشابهی در ماهی کپور معمولی

(D. labrax )(49 ) پس از مصرف اسید هیومیک

های ماهی، شرایط  گزارش شد. تفاوت در گونه

آزمایشی، نوع اسیدهای آلی و سطوح مورد استفاده در 

است دلیل تضاد بین نتایج ما و  جیره غذایی ممکن

 سایر مطالعات باشد.

های اصلی  عنوان یکی از بخش ها به ایمونوگلوبولین

 هایی ایمنی ذاتی هومورال در ماهی، گلیکوپروتئین

ها را  توانند طیف وسیعی از پاتوژن هستند که می

های ایمنی را  ها و مولکول شناسایی کرده و سایر سلول

علاوه بر  (50) کار گیرند ها به ن آنمنظور از بین برد به

این، لیزوزیم از طریق هیدرولیز پیوندهای گلیکوزیدی 

های دیواره سلولی  [ موجود در پپتیدوگلیکان1،4] -بتا

(. علاوه بر این، 51کشی دارد ) باکتری، فعالیت باکتری

ترین بیومارکرهای  عنوان یکی از مهم بهپروتئین کل 

ها و  بادی بررسی وضعیت ایمنی در ماهی که از آنتی

(. 52شود ) آلبومین تشکیل شده است، شناخته می

کننده سیستم ایمنی  نتایج مطالعه جاری عملکرد تقویت

ناشی از مصرف هیومیک اسید را در ماهی گورخری 

که از طرق پارامترهای ایمنی بالاتر از جمله نشان داد 

ایمونوگلوبولین، فعالیت لیزوزیم و پروتئین کل در 

گرم  5/0-1پاسخ به مصرف هیومیک اسید در سطوح 

شود. نتایج  در کیلوگرم جیره غذایی مشخص می

که اثرات  هایی پژوهشمطالعه حاضر با سایر 

 زایی هیومیک اسیدها را در حیوانات اهلی ایمنی
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های  و گونه( 42 و 25) ماهی(، 55و  54، 53) مختلف

اند،  بررسی کرده( 58و  57، 56) پوستان مختلف سخت

مطابقت دارد. در مجموع، پتانسیل هیومیک اسیدها در 

است. در  طوح ایمنی ماهی هنوز در آغاز راهبهبود س

، پارامترهای ایمنی P. dabryanusماهی لوچ جوان 

روده، اکسیدانی، فعالیت پروتئاز  روده )ظرفیت آنتی

(، مقادیر C3) 3لیزوزیم، ایمونوگلوبولین، کمپلمان 

آلکالین فسفاتاز و اسید فسفاتاز( با افزایش سطوح 

 (.25) هیومیک اسید در جیره غذایی افزایش یافت

قرار گرفتن لارو ماهی گورخری در معرض 

گرم در لیتر هیومیک اسید  میلی 50و  5های  غلظت

لیزوزیم و  مانندهای مرتبط با ایمنی  منجر به بیان ژن

که  (، در حالی42پراکسیداز اختصاصی میلوئید شد )

به سرکوب پاسخ ایمنی شد.  های بالا منجر غلظت

لی، هنوز اطلاعات بسیار کمی در مورد کطور به

کننده  های دخیل در خصوص اثرات تعدیل مکانیسم

هیومیک اسید بر روی سیستم ایمنی وجود دارد. 

تواند  اگرچه، بر اساس شواهد، هیومیک اسید می

وضعیت ایمنی میزبان را از طریق تعدیل میکرو فلور 

علاوه بر این، به  (.46و  25، 22) روده ارتقا دهد

خوبی شناخته شده است که برخی از انواع هیومیک 

 اسیدها ممکن است عملکرد ضد التهابی داشته باشند

بر این اساس، در این مطالعه، تغذیه (. 60و  59، 22)

های  ماهی با هیومیک اسید منجر به تحریک بیان ژن

( شد، IL-1 ،IFN-α ،TNF-αهای التهابی ) سیتوکین

گرم هیومیک اسید در  5/0هایی که  ویژه در ماهی به

ها را  کیلوگرم جیره غذایی دریافت کردند. سیتوکین

عنوان نشانگر پاسخ ایمنی ذاتی در ماهی  بهتوان  می

عنوان  ها به سیتوکین (.62و  61) استفاده کرد

دهی، نقش مهمی در سیستم  های سیگنال مولکول

هایی که ایمنی  ایمنی ذاتی و تطبیقی دارند. سیتوکین

نند عمدتاً توسط ک ذاتی را در ماهی تنظیم می

، IL-1β. (64و  63، 61) شوند ماکروفاژها تولید می

( از TNF-αاینترفرون و فاکتور نکروز تومور آلفا )

 (.62و  61) های اصلی التهاب در ماهی هستند میانجی

های التهابی در  کنونی، تحریک پاسخ های پژوهشدر 

کننده  دهنده اثرات تحریک ممکن است نشان  ماهی

ایمنی توسط هیومیک اسید باشد. اگرچه فعالیت 

کننده التهاب توسط هیومیک اسید هنوز در  تعدیل

العه قرار نگرفته است، اما مطالعات ها مورد مط ماهی

مختلفی در مورد فرآیندهای التهابی با اسیدهای 

  داران وجود دارد هیومیک در ماهی و سایر مهره

، افزایش D. labraxدر باس اروپایی،  (.55و  40)

( پس از قرار IL10 ،TGF-bهای ضد التهابی ) بیان ژن

(. 55گرفتن در معرض اسید هیومیک مشاهده شد )

تنی انجام شده توسط  چنین، یک آزمایش برون هم

Constance ( عملکرد ضد التهابی 2009و همکاران )

 .(65) یید کردأهومات پتاسیم را ت

 طور معنی داری  سدیم بهحال، هیومات  با این

های  ، اینترلوکینTNF-αهای التهابی از جمله  بیان ژن

IL-6  وIL-1β های از شیر گرفته  را در خوکچه

کننده ایمنی  دهنده اثرات تعدیل کاهش داد که نشان

های  اسید هیومیک از طریق کاهش تولید سیتوکین

در نظر گرفتن نتایج (. با 55پیش التهابی است )

شود که ایمنی  مطالعات فوق، این فرض تقویت می

تقویت شده ناشی از هیومیک اسید در این مطالعه 

کننده هیومیک اسید  دلیل اثرات تحریک ممکن است به

عنوان مثال ایمونوگلوبولین،  بر پارامترهای ایمنی )به

اکسیدانی  های آنتی فعالیت لیزوزیم و پروتئین کل(، ژن

( و α ،IL-1 ،TNF-α ،SOD ،GPx-مانند اینترفرون)

 باشد. ( 66و  42، 25، 22) میکرو فلور روده

SOD ،CAT  وGPX عنوان  معمولاً به

منظور بررسی آسیب  بیومارکرهای مناسب به

شوند، که  های آزاد در ماهی در نظر گرفته می رادیکال

های  یابد، فعالیت ها افزایش می که مقادیر آن در حالی

ها نیز افزایش  ضداکسیدانی در برابر پروکسید آن
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در مطالعه حاضر، هیومیک  (.69و  68، 67)یابد  می

و  CAT ،SODهای  ثیری بر فعالیتأاسید هیچ ت

GPx  های پژوهشنداشت. این نتایج در تضاد با 

پیشین بود که در آن اثر محرک هیومیک اسید بر 

(. در ماهی 70اکسیدانی گزارش شد ) های آنتی آنزیم

و  SOD ،CAT(، فعالیت P. dabryanusلوچ )

GPx  با افزایش سطح هیومیک اسید جیره غذایی

(. با این حال، در مطالعه حاضر 25افزایش یافت )

را افزایش داد.  GPxو  SODهیومیک اسید بیان ژن 

به این دلیل باشد که بیان یک ژن  تواند این نتیجه می

خاص همیشه منجر به سنتز پروتئین مربوط به آن 

گردد، که ممکن است دلایل مختلفی داشته باشد  نمی

 RNAمانند خاموش شدن ژن بر اثر فعالیت میکرو 

گرم  میلی 500(. مشابه نتایج مطالعه جاری، 71)

 (cat, sod-1اکسیدانی ) های آنتی ژنهیومیک اسید بیان 

(. بر اساس 42را در لارو ماهی گورخری افزایش داد )

های آزاد  شواهد، خاصیت مهارکنندگی رادیکال

های فنولی در ترکیب  هیومیک اسید به حضور گروه

 (.21بیوشیمیایی آن نسبت داده شده است )

ایج مطالعه حاضر نشان داد که در مجموع نت

گرم  5/0-1سازی جیره غذایی ماهی گورخری با  غنی

هیومیک اسید در کیلوگرم غذا سیستم ایمنی ماهی را 

، لیزوزیم Igاز طریق افزایش پارامترهای ایمنی ذاتی )

های ایمنی و  ان ژنو پروتئین کل( و تحریک بی

 ,IFN-α, IL-1, TNF-αتقویت کرد ) اکسیدانی آنتی

SOD and GPxحال، جیره غذایی حاوی  (. با این

داری بر فعالیت سیستم  هیومیک اسید هیچ اثر معنی

اکسیدانی آنزیمی نداشت. علاوه بر این، هیومیک  آنتی

ثیری بر پارامترهای رشد ماهی أاسید رژیم غذایی ت

دهد که جیره  های این مطالعه نشان می نداشت. یافته

گرم هیومیک اسید در کیلوگرم  5/0غذایی حاوی 

ایمنی  بهبود پارامترهایمنظور  عنوان بهترین دوز به به

 در ماهی گورخری است.
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