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 خوراکی و قارچ Pediococcus acidilactici باکتری غذاییهای مکمل ارزیابی 

Agaricus bisporus های ایمنی موکوس پوست ماهی کپور معمولی  بر شاخص 

(Cyprinus carpio)  نانو ذرات نقرهبا مواجهه در 
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 چکیده

 خوراکی پودر قارچ و Pediococcus acidilacticiهای غذایی باکتری   هدف از پژوهش حاضر بررسی تأثیر مکمل
Agaricus bisporus های ایمنی موکوس پوست ماهی کپور معمولی   بر شاخص (مکمل ترکیبی) مجزا و ترکیبی صورت به
(Cyprinus carpio)  به  گرم 6/29± 4/0 با میانگین وزن عدد ماهی 180 در این بررسی از نقره بود.با نانو ذرات مواجهه در

حاوی باکتری و  مکمل ترکیبی، غذا(کیلوگرم  در گرم 10) پودر قارچ، غذا(کیلوگرم  باکتری درگرم  1) ریباکتچهار تیمار 
 3و هر تیمار با  )تغذیه بدون مکمل غذایی( و شاهد غذا( کیلوگرم در قارچ گرم 10و  باکتری گرم 1) پودر قارچ خوراکی

 روز 14س از پایان دوره تغذیه، ماهیان به مدت تغذیه گردیدند. پ روز 60تقسیم و به مدت عدد ماهی در هر تکرار(  15تکرار )
برداری از موکوس پوست جهت سنجش   نمونه .دقرار گرفتن لیتر( درگرم   میلی 1) نانو ذرات نقرهکشنده  تحت غلظت عرضمدر 

صورت  تیماراز هر  عدد ماهی 5 با بارهر رویارویی با نانو ذرات نقره،  14و  7، 1در روزهای های مرتبط با ایمنی پارامتر
در تیمارهای  کلپروتئین محلول و ایمنوگلوبولین  میزان و لیزوزیم و فسفاتاز قلیایی های  آنزیم فعالیت نتایج نشان داد .پذیرفت

ر معنادا افزایشقرار داشتند،  نانو ذرات نقرهبا  ههدر مواجروزهای مختلف در  های غذایی نسبت به تیمار شاهد  حاوی مکمل
تیمار در روز  14پارامترهای سنجیده شده طی همچنین با وجود آنکه  .بیشترین مقدار را داشتند 14و در روز  (>05/0pداشتند )

 پودر قارچ باکتری و ،ترکیبیآزمایشی  هایتیمار بود.کمتر  آزمایشینسبت به تیمارهای ولی روند افزایشی داشت، شاهد 
 نانو ذرات نقره عرضمدر  که کپور معمولی انپوست ماهی های ایمنی موکوس  بر شاخصبه ترتیب بیشترین تأثیر را  خوراکی

 نشان دادند. قرار گرفته بودند،
 

 ، پروتئین محلول، ایمونوگلوبولینلیزوزیم، فسفاتاز قلیایی، های غذایی  ، مکملایمنیسیستم  کلیدی:لغات 
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 مقدمه
، از آن نانو ذرات نقره های ضد میکروبی  به علت ویژگی

پوشاک، صنایع رده در موارد مختلفی مانند گست طور به
   شویی  لباسهای   بازی و ماشین  ، اسبابمواد غذایی ،ظروف

نانو ذرات از محصولات حاوی  استفادهشود.   استفاده می
 آنهای بالای   د موجب رهایش و ورود غلظتنتوان  می نقره

ثال، یک پیراهن ورزشی شسته م برایبه منابع آبی شود. 
 µg 27کشی، موجب رهایش   آب لوله mL 500شده در 

در حال  (.Benn et al., 2010)گردد   می نانو ذرات نقره
حاضر بسیار مشکل است که بتوان میزان تولید، آزاد شدن 
و ضرایب جریان ورود نانو ذرات نقره را به دلیل عدم وجود 

انو مواد و عدم کنترل و آمار کاملی از محصولات حاوی ن
اطلاعات اندک در زمینه حمل و نقل، به محیط زیست را 

است که اگر استفاده از  نشان داده ها پژوهش .تخمین زد
های نقره گسترش یابد، غلظت نقره در طبیعت   نانوفناوری

یابد که   ای به حدی افزایش می  ای و ناحیه  منطقه صورت به
های   یزان نقره محلول در آبها از پیک م  حتی این غلظت

 (.1392)ضیائی،  آلوده نیز خواهد گذشت
در برابر  ی بدندفاع نخستین سدپوست ماهی به عنوان 

های شیمیایی، فیزیکی و زیستی مطرح است.   تنشانواع 
 زیستیشامل عوامل فعال  ماهیاندر  یدرمموکوس اپ

، پروتئولیتیک های  آنزیم، یزوزیممثل ل یمتنوع
یکروبی م ضد یدهایو پپت ها  ایمونوگلوبین ،ها  زیمآنفلاوو

 غلظتتنها با به دام انداختن   ترشحات موکوسی نه باشد.  می
ها به بدن ماهی  مانع ورود آن ترکیبات سمیبالای 

مانند لیزوزیم و های ایمنی ذاتی   گردند، بلکه پروتئین  می
 زا  عوامل بیماریاز طریق موکوس با  Mایمونوگلوبین 

نمایند. همچنین تجمع فلزات در موکوس   قابله میم
 ،ماهیان گزارش شده است و قرارگیری در معرض فلزات

دهد   تولید موکوس در پوست و آبشش را افزایش می
(Magnadottir, 2006.) 

های  مکمل لهیوس بههای ایمنی   افزایش تحریک پاسخ
 تیمار ترکیبیو  خوراکی قارچ، باکتریغذایی مانند 

تواند از اهمیت بالایی در منابع آبی برخوردار باشد. این   می
 سازوکارهای مستقیم طور به توانند  های غذایی می  مکمل
 مسئول های  ژن و ها  گیرنده بر اثر طریق از را اولیه دفاعی

به  Pediococcus acidilactici باکتری .سازند فعال
د تواند سبب بهبو  عنوان یک میکروارگانیسم زنده می

وضعیت سلامت میزبان شود و با تحریک سیستم ایمنی 
زا در لوله گوارش   های بیماری  میزبان مانع از تکثیر باکتری

 Perera .(Bricknell and Dalmo, 2005)د شو
را بر مقاومت  P. acidilactici باکتریاثرات ( 2007)

 یزا  یماریانگل ب زیو ن تنشدر برابر  قرمز یماه
Ichthyophthirius multifiliis نیا جینمودند. نتا یبررس 

 انیمقاومت ماه یدار  یمعن طور بهنشان داد که  پژوهش
جعفری و  .کاهش یافته استو تلفات یافته  شیافزا

تیمار الیگوساکارید رافینوز و   ( تأثیر پیش1397همکاران )
را بر برخی از  Pediococcus acidilacticiباکتری 
( Carassius auratusراس )های خونی ماهی کا  شاخص

ردند. نتایج به دست آمده در مواجهه با نانونقره بررسی ک
 یرورا  ریثأت نیشتریب یباکتر ییمکمل غذانشان داد 

 ریبا سا یمساو زانیداشته و به م نیشاخص هموگلوب
ثر بوده ؤخون م تیدر شاخص مونوس ییغذا یها مکمل
  است.
 هاورت گرفته است آنها ص  که روی قارچ هایی  پژوهشتمام 

 زیستیرا به علت دارا بودن شمار زیادی از ترکیبات فعال 
 .اند  طبیعی مورد تأیید قرار داده مکمل غذاییبه عنوان یک 

های   تواند با اتصال به گیرنده  قارچ میبتاگلوکان موجود در 
پروتئینی موجود در سطح ماکروفاژها منجر به فعال شدن 

و تقویت سیستم ایمنی گردد آنها و در نتیجه حفظ 
(, 2002Wasser). Chang ( مخلوط 2013و همکاران )

 Coriolus و Ganoderma lucidum بتاگلوکان دو قارچ

versicolor  در جیره ماهی هامور )راEpinephelus 

coioides استفاده کردند و تأثیرات آن را بر سیستم )
وره در پایان د ایمنی ذاتی مورد بررسی قرار دادند.

تیمارهای تغذیه شده با بتاگلوکان نسبت به گروه شاهد 
داری در فعالیت لیزوزیم، فعالیت سیستم   افزایش معنی

  .کمپلمان و فعالیت فاگوسیتوز را نشان دادند
ی ها  قارچو  ها  باکتریمخلوطی از  تیمارهای ترکیبی

که اثرات مفیدی بر میزبان از طریق بهبود  هستند خوراکی
ت و تحریک رشد و متابولیسم یک یا چند قدرت حیا
در  افزایی  هماین ترکیب دارای یک اثر  گذارند.  باکتری می
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فر،   )حسینی باشد  میبالا بردن کارایی دستگاه گوارش 
1391). Soleimani ( مطالعه2012و همکاران )   ای در
ی اثر پربیوتیک فروکتوالیگوساکارید بر عملکرد رشد،   زمینه

اختصاصی، مقاومت در برابر استرس و فعالیت ایمنی غیر
( Rutilus rutilusکلمه ) های گوارشی در بچه ماهی  آنزیم

 ,Lys, Igانجام دادند. نتایج نشان داد پاسخ ایمنی )

ACH50 نسبت به دو سطح دیگر بالاتر بود %1( در سطح .
کلیه سطوح پربیوتیک استفاده شده سبب افزایش مقاومت 

 وری گردید.در برابر استرس ش
گیرد،   قرار می نانو ذرات نقرهزمانی که ماهی در معرض 

یون نقره به آبشش متصل شده و از طریق مهار آنزیم 
ATPase  موجب اختلال در جذب یون سدیم و یون کلر

توان به عدم توانایی در کنترل   شود. از نتایج آن می  می
ش آبشسطح مایع، افزایش غلظت آمونیاک، تغییر ساختار 

ناتوانی قلبی و ماهی، کاهش عملکرد سیستم ایمنی و 
همچنین تحقیقات نشان داده است که عروقی اشاره نمود. 

نانو ذرات نقره پتانسیل تأثیر بر فلور میکروبی دستگاه 
های این   گوارش را داشته و اندازه جمعیت نوعی از باکتری

 Garcia-Reyero et)دهد   دستگاه را تحت تأثیر قرار می

al., 2015.) 
 اثردر بررسی ( 2008و همکاران ) Griffittدر این راستا 

ذرات نیکل، کروم، نقره، مس و آلومینیوم بر ماهی نانو 
از نانو  g/Lµ 60گورخری نشان دادند که مقادیر بیش از 

تواند بر ماهیان گورخری اثر کشنده   ذرات یاد شده می
د سمیت برای اقذرات طلا ف نانو که یدرصورتداشته باشد. 

نانو هایی همچون   بنابراین وجود آلایندهاین ماهیان بودند. 
آبی موجب تنش در ماهیان  های  اکوسیستمدر  ذرات نقره
 نماید. تواند سیستم ایمنی ماهیان را تضعیف  شده و می

نانو یی همچون ها  آب و وجود آلاینده نامناسب کیفیت
 اناسترس در ماهی ایجادباعث  تواند  آن میدر  ذرات نقره

کاهش عملکرد ایمنی ماهیان سبب به خطر با شده و 
توجه به اینکه تاکنون افتادن سلامتی آنها شود. با 

نانو ذرات سمیت  ایجاد مقاومت در برابرپژوهشی در زمینه 
بر سیستم ایمنی ماهی کپور معمولی با استفاده از  نقره

با  پژوهشاین های غذایی صورت نگرفته است،   مکمل
 Pediococcus باکتریهدف بررسی تأثیر استفاده از 

acidilactici  خوراکی پودر قارچوAgaricus bisporus 
 یها شاخصبر روی  ترکیبیمکمل صورت مجزا و  هب

و در ماهی کپور معمولی  سیستم ایمنی موکوس پوست
 اندر بچه ماهی نانو ذرات نقرهنهایت امکان کاهش سمیت 

 صورت پذیرفت. (Cyprinus carpio) معمولی کپور
 

 کار   روشمواد و 
 تهیه و نگهداری ماهیان

عدد ماهی کپور معمولی با میانگین  180در این پژوهش 
کارگاه خصوصی واقع گرم از یک  4/0 ±6/29( SD±وزن )

هفته ماهیان پس از یک  .گردید در استان گیلان تأمین
 حوضچه 12عدد در  15به تعداد  سازگاریدوره 
 انماهی. نگهداری شدند لیتر آب 100با حجم لاس فیبرگ

درصد وزن بدن با غذاهای  3روزانه سه بار به میزان 
 گردیدندهای غذایی تغذیه   حاوی مکمل( 1)جدول تجاری 

نگهداری ماهیان طی دوره آزمایش  در .(1395نوده،  )جافر
 (SD±)حاوی آب با میانگین دمای  های  حوضچهدر 

و  8/6±4/0راد و اکسیژن محلول گ  درجه سانتی 2±23
pH 3/0±8/7 .صورت گرفت 

 

درصد ترکیبات تشکیل دهنده جیره تجاری )شرکت  :1جدول 

 کپور معمولی پرورشی انماهیفرادانه( مورد استفاده در تغذیه 
Table 1: Percentage of ingredients in the commercial 

diet (Faradaneh Company) used for common carp 

feed 
اجزای 

 جیره

پروتئین 

 خام

چربی 

 خام

فیبر 

 خام

فسفر  رطوبت خاکستر

 کل
درصد 

اجزاء 

 جیره )%(

38-35 8-4 7-4 11-7 11-5 5/1-1 

 

 های غذایی  غذادهی ماهیان با مکمل

 Pediococousپروبیوتیک مورد استفاده در این پژوهش 

acidilacticiها بود که تحت   ، از خانواده لاکتوباسیلوس
صورت   نام تجاری باکتوسل ساخت کشور فرانسه و به

 CFU/g 107×9/0غلظت باکتری لیوفیلیزه تأمین گردید. 
ای   همچنین از قارچ دکمه (.Castex et al., 2010بود )

(Agaricus bisporus .به عنوان پربیوتیک استفاده شد )
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های خریداری شده پس از خرد شدن، به علت میزان   قارچ
ساعت در دمای اتاق  24وجود در آن به مدت بالای آب م

درجه  45ساعت در آون  48قرار داده شد. سپس 
های خشک آسیاب   گراد خشک گردید. نهایتاً قارچ  سانتی

 Şevik et) شده و پودر قارچ برای تهیه جیره آماده گردید

al., 2013). 
شاهد تغذیه شده تیمار شامل تیمار  4آزمایش در قالب 

مکمل  تیمارها با غذای تجاری دیگرو  تجاری فقط با غذای
 درباکتری گرم  P. acidilactici (1 باکتریشده به 
 A. bisporus (10 خوراکی قارچ پودرو ( غذاکیلوگرم 

 .A تیمار چهارم و (غذاکیلوگرم  در قارچ گرم

bisporus+P. acidilactici (1 کیلوگرم  در باکتری گرم
بدین  ( انجام گرفت.غذا کیلوگرم در قارچ گرم 10و غذا 

 4ها وزن و سپس در محلول ژلاتین   منظور ابتدا مکمل
نوده،  )جافرغذای تجاری اسپری شد ه درصد حل گردید و ب

1395). 
ای   هفته 8بعد از پایان دوره : نانو ذرات نقرهبا  رویارویی

و  P. acidilacticiباکتری  با غذای مکمل شده غذادهی با
ماهیان با  رویارویی، A. bisporus خوراکی پودر قارچ

 نانو ذرات نقره گرم در لیتر(  میلی 1) تحت کشنده غلظت
 نانو ذرات نقرهاز کلوئید روزه  14طی این دوره  آغاز شد.

استفاده  (یرانیان، مشهدنانو مواد ا یشگامانپشرکت )
به شکل محلول کلوئیدی  نانو ذرات نقرهگردید. 

ppm4000  نانومتر بودند. 20دازه دارای میانگین انو 
هدایتی و  برگرفته از ساعت 96طی  LC50آزمایش 
، LC50پس از محاسبه  .حاسبه شدم (1392)همکاران 

 12مجموعاً  .گردید  انجامآزمایش سمیت تحت کشنده 
روز در  14تکرار به مدت  3تیمار و  4شامل  حوضچه
رار ق نانو ذرات نقره( LC50کشنده )  نیمه غلظتبا  رویارویی
 گرفتند.
بررسی  : باساعته نانو ذرات نقره LC50 96تعیین 

انتخاب  LC50ی گسترده، مقادیر نزدیک به ها غلظت
نانو ذرات نقره، ماهیان  LC50 گردید. برای انجام آزمایش

 عنوان شاهد و تیمار با سه تکرار )یک گروه به 6کپور در 
 100 های  تانک در تصادفی صورت بهماهی(  6در هر تیمار 

 3و  2، 1، 5/0، 1/0، 01/0، 0های   در غلظت لیتری

گرفتند. با شروع آزمایش کشندگی  قرار گرم بر لیتر  میلی
گونه تعویض آبی در مخازن آزمایش صورت   یچهحاد، 

 )هدایتی و ها هم تجدید نشد یندهآلانگرفت و غلظت 
 96زمان انجام آزمایش غلظت کشندگی،  .(1392همکاران،

، و 72، 48، 24ی ها زماندر  ریوم مرگمیزان  ساعت بود و
 2که  LC50پس از محاسبه  ساعت محاسبه شد. 96

  انجامآزمایش سمیت تحت کشنده گرم بر لیتر بود،   میلی
 7-28، آزمایش تحت حاد در دوره که یناشد. با توجه به 
 ،(Di Giulio and Hinton, 2008)گیرد روزه صورت می

درصد از غلظت  50و با انتخاب  روز 14این آزمایش در 
تمام  و استفاده شد گرم بر لیتر(  میلی 1) سمیت کشنده

با نانو رویارویی روز، در  14 این تیمارهای آزمایشی طی
 قرار گرفتند. ذرات نقره

 

 آوری موکوس پوست  جمع

و  Subramanian بر اساسموکوس پوست ماهیان 
وشی با پودر بیهاز بعد  .شد آوری  جمع( 2007همکاران )

قطعه  5هر تانک گرم در لیتر( از   میلی 5گل میخک )
اتیلنی حاوی   های پلی  درون کیسه جداگانهصورت   ماهی به

میلی مولار قرار گرفته و  50 کلرید سدیملیتر   میلی 10
تشتی با  به دقیقه ماهیان از کیسه خارج و 2پس از 
 وموکوس مخلوط د. دندهی مناسب منتقل ش  اکسیژن

 15های فالکون   آوری شده را درون لوله  جمعکلرید سدیم 
 g×1500دور  بادقیقه  10مدت ه ریخته و ب لیتر  میلی

در  )موکوس( و سوپرناتانت جدا شده شدسانتریفیوژ 
های   جهت بررسی ریخته و mL 5/1 های  میکروتیوپ

 گراد نگهداری شد.  درجه سانتی 80در فریزر منفی  بیشتر
 

 یت آنزیم لیزوزیمسنجش فعال
سنجی   کدورتگیری لیزوزیم موکوس پوست به روش   اندازه

 Biochromمدل  تفاده از دستگاه اسپکتروفتومترو با اس

Libra S12  انجام شد. برای سنجش این آنزیم از باکتری
Micrococcus luteus عنوان سوبسترا استفاده گردید.  به

شده  لیزهلیوفبرای تهیه این سوسپانسیون، باکتری 
 04/0میکروکوکوس لوتئوس را در بافر فسفات پتاسیم 

مقابل شاهد و جذب این محلول در  نمودهمولار حل 
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نانومتر،  450)کووت حاوی فسفات سدیم(، در طول موج 
سپس کاهش در جذب  ،تنظیم شد 6/0-7/0برابر 
دقیقه  10در مدت  Micrococcus luteusهای   سلول
 صورت بهفعالیت آنزیم، ک واحد که درواقع ی گردید. ثبت

 25نانومتر و دمای  450مقدار آنزیمی که در طول موج 
در دقیقه در  001/0گراد کاهشی معادل   درجه سانتی
کند،   لوتئوس ایجاد می  های میکروکوکوس   جذب سلول

 (.Subramanian et al., 2007) شود  بیان می
 

 سنجش فعالیت آنزیم فسفاتاز قلیایی

مخصوص    یین سطح فعالیت این آنزیم از کیتبرای تع
سنجش فعالیت آنزیم فسفاتاز قلیایی )شرکت پارس 
آزمون( و با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر در طول 

 .نانومتر استفاده شد 405موج 
 

 سنجش پروتئین محلول
و  (1951) و همکاران Lowry برای این منظور از روش

م گاوی استفاده گردید. منحنی استاندارد آلبومین سر
گیری با اضافه نمودن معرف رنگی فولین فنول   اندازه

شده   های رقیق  میکرولیتر از نمونه 100به  1سیوکالتیو
موکوس و استاندارد و قرائت نوری با استفاده از دستگاه 
اسپکتروفتومتر انجام گرفت. با انتقال جذب نوری بدست 

پروتئین محلول بر حسب آمده به منحنی استاندارد، میزان 
 لیتر محاسبه گردید.  گرم بر میلی  میلی

 

 کلسنجش ایمونوگلوبولین 

 و  Siwickiروش گیری این پارامتر، از   جهت اندازه

Anderson (1993 استفاده شد. ابتدا میزان پروتئین )
 اتیلن  موکوس تعیین شده و سپس به نمونه موکوس پلی

ساعت  2پس از  شود.  درصد اضافه می 12یکول گل
 ها سانتریفیوژ  انکوباسیون در دمای اتاق و تاریکی، نمونه

و غلظت پروتئین در دقیقه(  5مدت   به rpm5000) شده
و  Lowryتوسط روش  دیگر بارقسمت بالایی محلول 

اتیلن   گیری شد. درواقع پلی  اندازه( 1951همکاران )

                                                           
1
 Folin-Ciocalteu's phenol reagent 

ئین موجود در پروت ایمونوگلوبولین رسوب گلیکول باعث
از محاسبه اختلاف کل و میزان ایمونوگلوبولین  شود  می

غلظت پروتئین در نمونه اولیه )پروتئین محلول( و غلظت 
 اتیلن گلیکول محاسبه شد  پروتئین پس از افزودن پلی

(Siwicki and Anderson, 1993). 

 

 ها  تجزیه و تحلیل داده

ر تیما 4این آزمایش بر مبنای طرح کاملاً تصادفی با 
مکمل و  خوراکی قارچ، باکتری)شاهد و تغذیه شده با 

تجزیه و تحلیل  برای تکرار صورت پذیرفت. 3( در ترکیبی
 SPSS 22 افزار نرم طرفه یکها از روش آنالیز واریانس  داده

ای   ها با آزمون چند دامنه  استفاده شد و مقایسه میانگین
ارها نمود درصد انجام گرفت. 5دانکن در سطح اطمینان 

 رسم شدند. 2013در اکسل 
 

 نتایج
فعالیت در این بخش نتایج بدست آمده از سنجش 

 و پروتئین محلولهای لیزوزیم و فسفاتاز قلیایی،   آنزیم
های   مکملتغذیه شده با تیمارهای کل ایمنوگلوبولین 

 .A) خوراکی قارچ(، P. acidilactici) باکتریغذایی 

bisporus ) مکمل ترکیبیو (P. acidilactici+A. 

bisporus)غلظتبا  رویارویی 14 و 7، 1روزهای  ، طی 
  .آورده شده است نانو ذرات نقرهتحت کشنده 

 
 آنزیم لیزوزیمفعالیت 

 ،لیزوزیم موکوس پوست فعالیت آنزیم نتایج سنجش
تیمارهای تغذیه شده با  این آنزیم را در افزایش معنادار

پس از  ر شاهدهای غذایی در مقایسه با تیما  مکمل
نشان  14و  7، 1های   طی روز نانو ذرات نقرهبا  رویارویی

سطح  نانو ذرات نقرهبا  رویارویی 1. در روز (1)شکل  داد
های غذایی   در تیمارهای حاوی مکمل آنزیم لیزوزیم

 داشتمعناداری در مقایسه با تیمار شاهد  افزایش
(05/0p<) تیمار  هنانو ذرات نقربا  رویارویی 7. در روز

و  قارچ، باکتریبا تیمارهای  را معناداری افزایش ترکیبی
 . (>05/0p) داشت نیز شاهد
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رویارویی با نانو  14و  7، 1های های غذایی طی روزمقایسه میانگین فعالیت لیزوزیم موکوس در تیمارهای تغذیه شده با مکمل :1شکل 

 (.>05/0pباشند )داری بین تیمارها میذرات نقره. حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی
Figure 1: Comparison of the average activity of mucosal lysozyme in treatments fed with dietary supplements during 

1, 7 and 14 days of exposure to silver nanoparticles. The Different letters correspond to the significant difference 

between treatments (p<0/05). 

 

 موکوس لیزوزیم فعالیت معنادار افزایش نیز 14در روز 
همچنین  .(>05/0p) ادامه داشتنسبت به تیمار شاهد 

و  )باکتری و پودر قارچ( مکمل ترکیبیحاوی تیمارهای 
 درصد 5تفاوت معناداری در سطح  14در روز  باکتری

 نداشتند.
 

 فسفاتاز قلیایییم فعالیت آنز
فسفاتاز قلیایی موکوس پوست در  آنزیم نتایج سنجش

روند افزایشی این آنزیم طی  نشان داده شده است. 2شکل 
در تمامی  نانو ذرات نقرهبا  رویارویی 14و  7، 1 هایروز

های آماری   نتایج حاصل از آنالیز. قابل مشاهده بودتیمارها 
بین  1در روز داد که سنجش آنزیم فسفاتاز قلیایی نشان 

تفاوت معناداری با تیمارهای  باکتریتیمار و  ترکیبیتیمار 
و  قارچبین تیمارهای اما ، (>05/0p) و شاهد داشتند قارچ

 7. در روز (<05/0p) شاهد تفاوت معناداری وجود نداشت
های   تیمارهای حاوی مکمل فعالیت این آنزیم در تفاوت

 داشتمعنادار افزایش د غذایی در مقایسه با تیمار شاه
(05/0p<) نانو ذرات نقرهماهیان با  رویارویی 14. در روز 

فسفاتاز قلیایی در  آنزیم معنادار فعالیتنیز افزایش 

های غذایی نسبت به تیمار شاهد   تیمارهای حاوی مکمل
علاوه بر این، در این روز تفاوت قابل مشاهده بود. 

های غذایی   ا مکملمعناداری بین تیمارهای تغذیه شده ب
 (.<05/0pمشاهده نشد )

 
 پروتئین محلولسنجش 

سطوح پروتئین محلول موکوس در تمامی تیمارها )تغذیه 
با غلظت  رویاروییهای غذایی و شاهد( در   شده با مکمل
افزایش  14و  7، 1در روزهای  نانو ذرات نقرهتحت کشنده 

ر بود معنادا 7و  1بین روز  . این افزایش(3)شکل  یافت
(05/0p< و بین روزهای )14و  7 ( 05/0معنادار نبودp> .)

های آماری پروتئین محلول موکوس   نتایج حاصل از آنالیز
در تمام روزها تیمار شاهد دارای کمترین نشان داد که 

. ه استنسبت به سایر تیمارها بود این شاخص میزان
، بین تیمارهای 1سطوح پروتئین محلول موکوس در روز 

درصد  5نسبت به تیمار شاهد در سطح  باکتریو  کیبیتر
سطوح پروتئین محلول  7معنادار داشت. در روز  افزایش

های غذایی، افزایش   تیمارهای تغذیه شده با مکمل
 (. >05/0pمعناداری نسبت به تیمار شاهد نشان دادند )
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 14و  7، 1های های غذایی طی روزمارهای تغذیه شده با مکملمقایسه میانگین فعالیت آنزیم فسفاتاز قلیایی موکوس در تی :2شکل 

 (.>05/0pباشند )داری بین تیمارها میرویارویی با نانو ذرات نقره. حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی
Figure 2: Comparison of the average activity of mucosal alkaline phosphatase in treatments fed with dietary 

supplements during 1, 7 and 14 days of exposure to silver nanoparticles. The Different letters correspond to the 

significant difference between treatments (p<0/05). 
 

 
رویارویی با نانو  14و  7، 1های طی روز های غذاییمقایسه میانگین پروتئین محلول موکوس در تیمارهای تغذیه شده با مکمل :3شکل 

 (.>05/0pباشند )داری بین تیمارها میذرات نقره. حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی
Figure 3: Comparison of the average activity of mucosal soluble protein in treatments fed with dietary supplements 

during 1, 7 and 14 days of exposure to silver nanoparticles. The Different letters correspond to the significant 

difference between treatments (p<0/05). 

 

، سطح پروتئین محلول موکوس در تیمار 14در روز 
(، اما <05/0pاختلاف معنادار نداشتند ) قارچو  باکتری
 (.>05/0pف معنادار داشت )اختلا قارچبا ترکیبی تیمار 

 

 

 

 کلایمونوگلوبولین سنجش 
سنجش ایمونوگلوبولین  بدست آمده ازنتایج  4در شکل 

میزان  گزارش شده است. موکوس پوستکل 
روز دوره  14موکوس پوست در طی کل ایمونوگلوبولین 

افزایش  نانو ذرات نقرهبا غلظت تحت کشنده  رویارویی
 . (>05/0p) معناداری را نشان داد
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رویارویی با نانو  14و  7، 1های های غذایی طی روزمقایسه میانگین ایمونوگلوبولین موکوس در تیمارهای تغذیه شده با مکمل :4شکل 

 (.>05/0pباشند )داری بین تیمارها میذرات نقره. حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی
Figure 4: Comparison of the average activity of mucosal immunoglobulin in treatments fed with dietary supplements 

during 1, 7 and 14 days of exposure to silver nanoparticles. The Different letters correspond to the significant 

difference between treatments (p<0/05). 

 

 افزایشای غذایی ه  تیمارهای حاوی مکمل 1در روز 
(. >05/0p) معناداری را نسبت به تیمار شاهد نشان دادند

های غذایی در   نیز تیمارهای تغذیه شده با مکمل 7در روز 
درصد تفاوت معناداری با یکدیگر نداشتند، اما  5سطح 
بود. در روز  معناداربا تیمار شاهد در مقایسه آنها  افزایش

ن تیمارهای تغذیه شده بیاین شاخص معنادار  افزایش 14
 (>05/0pمشاهده شد. )تیمار شاهد  وهای غذایی   با مکمل

ای ه  بین تیمارهای تغذیه شده با مکمل اختلافالبته 
 .(<05/0p) معنادار نبود 14غذایی در روز 

 
  بحث
 یحاصل از بررس جیدر نتا(، 1393) ینیو حس یجوهر

 نیلا رنگقزل آ ینانو ذرات در ماه دیکلوئ یا هیتغذ تیسم
مشاهده کردند بلع نانو  (Oncorhynchus mykiss) کمان

در  بگذارد. یاثر منف انیذرات ممکن است بر سلامت ماه
در  مهمینقش موکوس پوست سیستم ایمنی این بین 

مکانیسم دفاعی بدن بر عهده دارد و به عنوان اولین مانع 
عفونت عمل  هرگونه تنش، عامل بیماری و در مقابل

 از استفاده (.Subramanian et al., 2007) کند  می
 تواند  می غذایی، های  مکمل صورت به ایمنی، های  محرک
 عوامل برابر در مقاومت منظور  به را ماهی ذاتی ایمنی

و  یفیتک .بخشد بهبود تنش پر فرآیندهای در زا  بیماری
متفاوت  یمختلف ماه یها  موکوس گونه یباتترک یتکم

در زمان  یا قبل در زا  تنش یثر از فاکتورهاأبوده و مت
 ,Bricknell and Dalmo)موکوس است  یبردار  نمونه

2005.) 
 

 فعالیت آنزیم لیزوزیم

آنزیم لیزوزیم تیمارهای تغذیه شده  فعالیتدر این مطالعه 
نزانو  بزا   رویزارویی با افززایش روزهزای    های غذایی  با مکمل

تیمززار . (>05/0p) افزززایش معنززاداری یافززت  ذرات نقززره
 42و  91به ترتیب بزا   1و تیمار شاهد روز  14روز  ترکیبی

ایزن  گرم پروتئین، بیشترین و کمترین مقدار   واحد بر میلی
 14روز  دربیشترین فعالیت ایزن آنززیم   آنزیم را دارا بودند. 

مشزاهده   ترکیبی تیمارو  باکتریتیمار  مربوط به رویارویی
 رویارویییشترین تأثیر را در شد که این دو مکمل غذایی ب

حاضر مشابه بزا   یقتحق تایجن. نشان دادند نانو ذرات نقرهبا 
موجزود در   یززوزیم ل یمآنزز  یزت به دست آمده از فعال یجنتا

 Guardiola)باشد   یم یماه های  از گونه یاریموکوس بس

et al., 2015.) Miandare ( 2016و همکززاران) ثیر تززأ
ی غزذایی    سزاکارید را در جیزره  محرک ایمنی گالاکتوالیگو

ماهی قرمز بررسی و بیان کردند که میزان آنززیم لیززوزیم   
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در ماهیان تغذیه شده با گالاکتوالیگوساکارید افزایش یافته 
اسزززت. همچنزززین در  مطالعزززات دیگزززر کزززه توسزززط   

Harikrishnan ( انجام شده است قارچ2012و همکاران ) 
بردن فعالیت آنززیم  عنوان محرکی جهت بالا  را به خوراکی

یزد  ند. افزایش سطوح لیزوزیم موکوس مؤلیزوریم بیان کرد
هزای    افزایش سطح ایمنی در ماهیان تغذیه شده بزا مکمزل  

 باشد.  غذایی می
 

 فعالیت آنزیم فسفاتاز قلیایی

 فعالیززت بززودن   دارا یززلبززه دل یززاییفسززفاتاز قل یمآنززز
 یاییعامل ضزدباکتر  یکعنوان  در موکوس به یدرولیتیکه

 یزه اول لماننزد مراحز   یطیآن در شرا و مقدار  کند  یعمل م
در  ینقزش حفزاظت   دلیزل  به زا  تنش شرایط ها،  بهبود زخم

و  (Palaksha et al., 2008) زا  عوامززل بیمززاریبرابززر 
 ,.Roosta et al)یمنزی در جیزره   ا های  محرکاستفاده از 

زهزای  در این پژوهش با افزایش رو .یابد  یم ایشافز( 2014
میزان آنزیم فسفاتاز قلیایی نیزز   نانو ذرات نقرهبا  رویارویی

افزایش معنزاداری یافزت و بیشزترین افززایش و سزطوح را      
کمترین های غذایی داشتند.   تیمارهای تغذیه شده با مکمل

واحزد   41 و 9/28و بیشترین مقدار این آنززیم بزه ترتیزب    
و تیمزار   1روز  درالمللی در لیتر مربوط به تیمار شاهد   بین

فعالیزت   بود. نانو ذرات نقرهبا  رویارویی 14در روز ترکیبی 
بالقوه اسزترس اسزت کزه در     شاخصفسفاتاز قلیایی آنزیم 

 .اتلانتیک به اثبزات رسزیده اسزت    سالمون موکوس پوست
موکوس کپور معمولی بیشترین سطوح فسزفاتاز قلیزایی را   

کزم عمزق و    هزای   دارد که بعلت زیستگاه این ماهی در آب
نزدیک بستر و تحت شرایط گل آلود اسزت و حضزور ایزن    
آنزیم در جهت افزایش مقاومت سیستم ایمنزی ذاتزی ایزن    

. (Subramanian et al., 2007) باشززد  مززاهی مززی 
Hoseinifar ( و همکزززززارانa2015)  بزززززاکتریاثزززززر 

یدوفیلوس را روی موکززوس پوسززت در اسزز یلوسلاکتوباسزز
رسزی و بیزان کردنزد کزه     بر Xiphophorusجیره غزذایی  

شزود.    دار در میزان فسفاتاز قلیایی مزی   سبب افزایش معنی 
 این پژوهش مطابقت دارد.نتایج مطالعه حاضر با نتایج 

 

 

 سنجش پروتئین محلول

هزای    افزایش پروتئین محلول موکوس تحت تزأثیر محزرک  
پروبیوتیززک   ایمنززی از جملززه محززرک ایمنززی ارگوسززان   

 Puntigrus در موکززوس مززاهی لاکتوباسززیلوس کززازئی

tetrazona و Periophthalmus gracilis   گزارش شزده
کزه بزا نتزایج تحقیزق      (Hernandez et al., 2010) است

آنالیز مقدار پروتئین محلول موکزوس   حاضر مطابقت دارد.
ماهی کپور معمولی بین تیمارهای مختلزف نشزان داد کزه    

های غزذایی و      مقدار آن بین تیمارهای تغذیه شده با مکمل
معناداری داشت و بزا افززایش روزهزای     افزایشگروه شاهد 

در تمزامی   شزاخص مقزدار ایزن    نانو ذرات نقرهبا  رویارویی
بیشزترین و کمتزرین مقزدار ایزن      تیمارها افززایش یافزت.  

در  لیتزر   گزرم بزر میلزی     میلی 76و  116فاکتور به ترتیب با 
 1روز در شزاهد  و  رویزارویی  14روز در ترکیبی تیمارهای 

طی بررسزی هزای    (b2015و همکاران ) Hoseinifar بود.
 یلوسلاکتوباسزز بززاکتریخززود بیززان کردنززد کززه افزززودن  

ی کپدیوکوکوس اسزیدلاکتی  باکترییدوفیلوس و ترکیب اس
بزه ترتیزب    مکمل ترکیبیو گالاکتوالیگوساکارید به عنوان 

کمزان  آلای رنگین   بارب و قزل تایگر  در جیره غذایی ماهی 
دار میززان پزروتئین محلزول موکزوس       سبب افزایش معنی 

و همکزززاران  Miandare. (>05/0p)شزززود   پوسزززت مزززی
نشزززان دادنزززد کزززه افززززودن محزززرک ایمنزززی   (2016)

 ی غذایی مزاهی قرمزز منجزر     گالاکتوالیگوساکارید در جیره
به افزایش معنی دار پروتئین محلزول موکزوس نسزبت بزه     

کزه ایزن دو پزژوهش بزا     ( >05/0p)گروه شاهد شده است 
 .باشد  میسو   ی کنونی هم  نتایج حاصل از مطالعه

 

 کلسنجش ایمنوگلوبولین 

شزوند    ترشح مزی  Bهای   نوگلوبولین در ماهیان از سلولایم
باشززد   مززی اختصاصززیهززای ایمنززی   لفززهکززه یکززی از مؤ

(Esteban, 2012.)  سطح ایمنوگلوبولین در تحقیق حاضر
ذیه شده بزا مکمزل هزای غزذایی در     موکوس تیمارهای تغ

معنادار داشت و بزا   افزایش 1مقایسه با تیمار شاهد در روز 
میززان ایزن    نزانو ذرات نقزره  با  رویاروییروزهای  بالا رفتن
هزر   14. در روز (>05/0p) افزایش معنادار داشزت  شاخص

 مکمزل ترکیبزی  و  قزارچ ، بزاکتری سه تیمار تغذیه شده بزا  
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منوگلوبولین را داشتند و بین آنها بیشترین میزان سطوح ای
 ترکیبزی تیمار  (.<05/0p) اختلاف معناداری مشاهده نشد

در و تیمزار شزاهد   لیتر   گرم در میلی  میلی 43با  14روز در 
لیتزر بیشزترین و کمتزرین      گرم در میلزی   میلی 18با  1روز 

نوگلوبزولین  این افززایش ایم مقدار این فاکتور را دارا بودند. 
هزای    ققین دیگر که در جیزره مزاهی از محزرک   توسط مح

اند مورد تأییزد    ها استفاده کرده  باکتریایمنی مانند قارچ و 
 اسززتفاده عصززاره قززارچ واقززع شززده اسززت کززه عبارتنززد از

Lentinula edodes   آلا  در جیزره قززل (Baba et al., 

مسززتخرج از مخمززر ساکارومایسززس   و بتاگلوکززان (2015
-Sparus aurata (Guzmánی در جیزره مزاه   سزرویزیه 

Villanueva et al., 2014 ) کززه موجززب افزززایش ایززن
 اند.  پارامتر شده

های   افزودن مکملید آن است که بندی نهایی مؤ  جمع
های   غذایی به ترکیب غذایی سبب بهبود نسبی شاخص

. شود  میدر ماهی کپور معمولی  پوست ایمنی موکوس
مکمل نشان داد افزودن  یآنالیز آمارنتایج بدست آمده از 

ر ودو پ Pediococous acidilactici باکتریترکیبی، 
بر  تواند  به ترتیب می Agaricus bisporus قارچ

های   شامل فعالیت آنزیمپوست  های ایمنی موکوس  شاخص
لیزوزیم و فسفاتاز قلیایی، پروتئین محلول و ایمنوگلوبولین 

 در نهایت موجب به طور معناداری تأثیرگذار باشد وکل 
ماهی کپور  پوست بهبود عملکرد سیستم ایمنی موکوس

 د.گرد نانو ذرات نقرهبا  روزه 14 رویاروییدر  معمولی
 

 منابع
بررسی خواص سینرژیستی برخی  .1395جافرنوده، ع.، 

اسیدهای آلی با باکتری لاکتوباسیلوس کازئی 
(Lactobacillus casei در پرورش بچه ماهیان )

 Oncorhynchusکمان ) آلای رنگین قزل انگشت قد

mykiss .پایان نامه، دانشکده شیلات دانشگاه ارومیه .)
 صفحه. 150

فر، س.ح.،   جعفری، ف.ز.، هدایتی، ع.ا.، حسینی
تیمار   تأثیر پیش. 1397جافرنوده، ع.، باقری، ط.، 

 Pediococcusالیگوساکارید رافینوز و باکتری 

acidilactici های خونی ماهی   خصبر برخی از شا

( در مواجهه با نانو ذره Carassius auratusکاراس )
. 153-160:(2)27مجله علمی شیلات ایران، . نقره

DOI: 10.22092/ISFJ.2018.116795 

بررسی سمیت  .1393جوهری، ع. و حسینی، س.، 
آلا رنگین   ای کلوئیدی نانو ذرات در ماهی قزل  تغذیه

(. مجله علمی Oncorhynchus mykissکمان )
 :DOI. 23-30(:1)23شیلات ایران، 

10.22092/ISFJ.2017.110159 

بیوتیکی   بررسی خواص سین .1391فر، س.ح.،   حسینی
های الیگوساکاریدی با   برخی قارچ

بر میکروبیوتای  Pediococcus acidilacticiباکتری
های ایمنی غیراختصاصی،  ای، شاخص روده

اومت در هیستومورفولوژی روده و مق
بچه ماهی قزل آلای   Streptococcus iniaeبرابر

(. پایان Onchorhynchus mykissرنگین کمان )
 صفحه. 114نامه، دانشکده شیلات دانشگاه تهران. 

زایی نانو ذره   بررسی اثر مسمومیت  .1392ضیائی، ن.، 
های زیستی و اکولوژیکی. مجله   نقره بر سیستم

 :DOI .121-148(، 3)6بیوتکنولوژی کشاورزی. 

10.22103/JAB.2014.1331 
هدایتی، ع.، قربانی، ر.، باقری، ط.، احمدوند، ش.، و 

بررسی اثرات سمیت کشنده  .1392جهانبخشی، ع.، 
 ( و نانوCuO NPsنانو اکسید روی، نانو اکسید مس )

اثرات  ( و بررسیTiO2 NPs)اکسید تیتانیوم   دی
سمیت تحت کشنده آنها بر فاکتورهای خون و بافت 

کپور  (،Carassius auratusآبشش ماهی قرمز )
 Rutilusو کلمه ) (Cyprinus carpioمعمولی )

rutilus.)  دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی
گرگان، معاونت پژوهشی و فناوری دانشکده شیلات و 

 29 .1391ه شیلات تاریخ تصویب گرو -محیط زیست
  صفحه.

Baba, E., Uluköy, G. and Öntaş, C., 2015. 

Effects of feed supplemented with 

Lentinula edodes mushroom extract on the 

immune response of rainbow trout, 

Oncorhynchus mykiss, and disease 
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Abstract  

The purpose of this study was to investigate the effects of dietary supplements of Pediococcus 

acidilactici bacteria and Agaricus bisporus mushroom powder separate and combined 

(combined supplement) on the skin mucosal immune indices of common carp (Cyprinus 

carpio) in exposure to silver nano-particles. For this purpose, 180 fish with mean weight 

29.6±0.4 g were fed in four treatments: bacteria (1 g/kg of diet), mushroom powder (10 g/kg 

of diet), combined bacteria and mushroom powder (1 and 10 g/kg of bacteria and mushroom) 

supplements and control (nutritionally non-supplemented) treatments and each treatment with 

3 replicate (15 fish per replicate) for 60 days. After the end of the feeding period, the fish 

were exposed to sub-acute concentration of nano-silver (1 mg/l) for 14 days. Sampling of skin 

mucosa was performed to evaluate the immune-related parameters on days 1, 7 and 14 (5 

sampling per replicate). Results showed that activity of lysozyme, alkaline phosphatase 

enzymes, soluble protein and total immunoglobulin in diets containing dietary supplements 

had a significant difference in nano exposed groups with control treatments (p<0.05) and had 

the highest amount on day 14. Also, although the control treatment had a 14-days incremental 

trend, it had the lowest levels than dietary supplement treatments. Combined food 

supplements, bacteria and mushroom powder showed the highest effects on mucosal immune 

parameters in exposure to nano-silver respectively. 

 

Keywords: Immune system, Dietary supplements, Lysozyme, Alkaline phosphatase, Soluble 

protein, Immunoglobulin 
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