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Introduction 

Fish is among the best sources of animal protein but aquaculture industry have faced to many challenges. 

Global aquaculture productions are vulnerable, and the increasing prevalence of diseases has caused a 

partial and overall reduction in aquaculture production (Bondad-Reantaso et al., 2005). Factors such as 

overcrowding in ponds, periodic movement and manipulation, sudden temperature changes, water quality 

deterioration, and poor nutritional conditions, along with physiological changes in fish such as stress, have 

heightened susceptibility to infections (Quesada-García et al., 2013).  In aquaculture, the application of 

natural immuno-stimulants to enhance fish health and boost their resistance to pathogens has shown 

encouraging results (Habibnia et al., 2024). 

Methodology 

This study examined the impact of incorporating probiotic Lactobacillus acidophilus (LA) and polyphenol 

ferulic acid (FA) into the diet of goldfish (Carassius auratus) on growth performance, as well as factors 

related to immunity and antioxidant activity. A total of 240 fish, initially weighing 3.34 ± 0.35 g, were 

divided into four experimental groups: a control treatment with no food supplement (T0), fed with 6 x 108 

CFU/g LA probiotic (T1), fed with 100 mg/kg FA (T2), and fed with a combination of LA and FA (T3) 

for eight weeks. At the end of feeding trial, the fish were fasted for 24 hours and all the fish in each tank 

were sampled and then anesthetized with benzocaine at a concentration of 120 mg per liter and weighed 

individually. Growth performance was then assessed. Thereafter, nine fish (per replication) were randomly 

selected. The selected fish were then subjected to anesthesia with Benzocaine at a concentration of 120 mg 

per liter to minimize handling stress. The fish underwent dissection, with the intestine and liver tissues 

being meticulously separated. Subsequently, these tissues were promptly subjected to freezing using liquid 

nitrogen and were subsequently preserved at a temperature of -80 °C. To measure lysozyme activity, the 

Copyright: © 2023 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access article distributed under the 

terms and conditions of the Creative Commons Attribution (CC BY) license (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
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sample was added to a suspension of Micrococcus lysodeikticus prepared in 0.1 molar citrate phosphate 

buffer at a pH of 5.8. Optical density was read at a wavelength of 410 nanometers for 5 minutes, with 

readings taken every 30 seconds. Total immunoglobulin (Ig) levels were determined based on the method 

by Siwicki et al. (1994). In brief, total protein from the homogenate sample was measured using the 

microprotein method, followed by precipitation of immunoglobulin molecules with a 12% polyethylene 

glycol solution. The protein level was then re-measured, and the difference in protein content was 

considered as the Ig content.  The levels of lipid peroxidation products in the fish homogenate were 

determined based on a previous study (Kei, 1978). Briefly, trichloroacetic acid (20%) (1.25 mL) was 

mixed with the fish homogenate (0.25 mL) and centrifuged at 2000 g for 10 minutes. Then, 1.25 mL of 

sulfuric acid (0.05 molar) and 1 mL of thiobarbituric acid (0.2%) were added to the collected precipitate 

and boiled for 30 minutes. After adding 2 mL of n-butanol, centrifugation (2000 g) was performed for 

another 10 minutes. The final absorbance was recorded at a wavelength of 532 nanometers.  Catalase 

activity in the fish homogenate was assessed based on a previous study (Goth, 1991). The reaction buffer 

(1 mL) consisted of hydrogen peroxide (65 mM) and sodium-potassium phosphate buffer (60 mM) mixed 

with the fish homogenate (0.5 mL) for 1 minute at 37°C. The enzymatic reaction was terminated by 

adding 1 mL of ammonium molybdate (32.4 mM), and absorbance was recorded at 405 nanometers.  
Superoxide dismutase activity in the fish homogenate was determined based on a previous study (Nishiimi 

et al., 1997). The reaction buffer included 2.6 mL of phosphate buffer (0.017 mM), 0.1 mL of phenazine 

methosulfate, and 0.1 mL of nitro blue tetrazolium mixed with the fish homogenate (0.5 mL). After adding 

0.1 mL of NADH (2.34 mM), absorbance was recorded at 560 nanometers for 3.5 minutes.  Glutathione 

peroxidase activity in the fish homogenate was assessed according to a previous study (Pagalia & 

Valentine, 1967). The reaction buffer (0.88 mL) included GSH (1 mM), NADPH (150 mM), and sodium 

azide (100 mM) mixed with the fish sample (20 µL). Absorbance was recorded at a wavelength of 340 

nanometers for 1 minute.  The normality of the data and the homogeneity of variances were analyzed using 

the Kolmogorov-Smirnov test and Levene's test, respectively. A one-way analysis of variance (ANOVA) 

was conducted to assess significant differences among treatments. Tukey's post-hoc tests were employed 

to evaluate differences between treatments. These analyses were performed using SPSS 22 software 

(SPSS, Richmond, VA, USA) with a 95% confidence level. 
Results 

The results showed that the final weight, weight gain and specific growth rate were significantly 

influenced by LA and FA, with the T3 treatment resulting in the highest growth observed. Furthermore, 

levels of total immunoglobulin, IgM, and lysozyme increased in fish fed diets containing FA or LA. 

Additionally, malondialdehyde (MDA) activity was reduced by the experimental diets, with its lowest 

value significantly observed in the T3 treatment compared to the control group. Fish fed diets containing 

LA and/or FA also displayed significant increases in catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), and 

glutathione peroxidase (GPx) activity compared to the control group. The findings suggest that these 

nutritional supplements at optimal doses have potential to enhance growth as well as innate immunity and 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

fj
.ir

 o
n 

20
25

-0
6-

28
 ]

 

                             2 / 16

https://isfj.ir/article-1-2830-en.html


 Iranian Scientific Fisheries Journal                                                                                                    Vol. 34,  No. 1 

 

antioxidant factors in goldfish. Furthermore, both supplements exhibited synergistic effects; therefore, it is 

recommended to use these compounds simultaneously for sustainable aquaculture practices. 

Discussion and conclusion 

Our results showed that supplementing with FA and/or LA can significantly activate antioxidant activity, 

effectively scavenging excess free radicals and regulating ROS balance in the body, thereby enhancing 

antioxidant potential. In this study, the beneficial effects of the probiotic Lactobacillus acidophilus and the 

polyphenol ferulic acid were examined in carp fish. These additives in the diet had potential effects on 

growth, immune factors, and antioxidant capacity in carp, and simultaneous use of these compounds is 

recommended for sustainable aquaculture. 
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 پژوهشی:  –مقاله علمی  

فنول فرولیک  پلیو  Lactobacillus acidophilusپروبیوتیک  ر خوراک حاویاث

 ماهی قرمز اکسیدانی در آنتیهای آنزیمفعالیت و   اسید بر ایمنی غیراختصاصی
 (Carassius auratus)  

 

 *1معصومه بحرکاظمی

 
*2721116711@iau.ir 

 

 گروه شیلات، واحد قائمشهر، دانشگاه آزاد اسلامی، قائمشهر، ایرانگروه  -1
 

 1404اردیبهشت    تاریخ چاپ:                       1404فروردین  تاریخ پذیرش:                          14003شهریور  تاریخ دریافت:   

 

 چکیده
( را بر  FA)  فرولیک اسید  فنولپلی و  Lactobacillus acidophilus    (LA  )های حاوی پروبیوتیکتاثیر جیره  ،مطالعه حاضردر  

( مورد بررسی Carassius auratusماهی قرمز )در    اکسیدانیآنتی های  فعالیت آنزیم   ایمنی غیر اختصاصی، و  ، میزانعملکرد رشد
(،  T0غذایی )  هایشامل مقدار صفر از مکملجیره آزمایشی  چهار گرم با    34/3±35/0ماهی با وزن اولیه  عدد    240.  گرفتقرار  

  FAو    LA( و ترکیبی از  T2)  FAگرم بر کیلوگرم  میلی  LA  (T1  ،)100بر گرم پروبیوتیک    کلنی  واحد تشکیل دهنده  6×  810
(T3  )  توجهی تحت تأثیر  به طور قابل  و نرخ رشد ویژه  وزن نهایی، افزایش وزنند. نتایج نشان داد که  شدهفته تغذیه    8به مدتLA  
و لیزوزیم با رژیم غذایی   IgM(. سطوح ایمونوگلوبولین تام،  P<0.05مشاهده شد )  T3بیشترین رشد در تیمار    وقرار گرفتند    FAو  

FA    وLA  افزایش یافت  (05/0>p.)    ،سطوح ایمونوگلوبولین تامIgM    و لیزوزیم با رژیم غذاییFA    وLA  فعالیت    .افزایش یافت
در    T3توجهی در تیمار  و کمترین مقدار آن به طور قابل  یافتهای آزمایشی کاهش  جیره  وسیلهبه(  MDAمالون دی آلدئید ) 

توجهی در  شده بودند، افزایش قابلتغذیه    FAیا    LAهای حاوی  هایی که با جیره (. ماهی p<05/0مشاهده شد ) شاهد  مقایسه با گروه  
( کاتالاز  )CATفعالیت  دیسموتاز  سوپراکسید   ،)SOD( پراکسیداز  گلوتاتیون  و   )GPX  گروه به  نسبت  دادند  شاهد(   نشان 

(05/0>p  .)  گرم فرولیک اسید و  گرم بر کیلومیلی  100های  زمان در غلظتهم  صورتبه  های غذایی  که این مکمل  دادنشان  نتایج
در ماهی قرمز   اکسیدانیآنتی  هایآنزیم پتانسیل افزایش رشد، ایمنی ذاتی و  از    ،LA  (T3)بر گرم پروبیوتیک    کلنی  6×  810

پروری زمان برای آبزیشود از این ترکیبات به طور همافزایی نشان دادند و توصیه می. هر دو مکمل خوراکی اثرات هم برخوردارند
 .پایدار استفاده شود

 
 اکسیدانمکمل غذایی، ماهی قرمز، ایمنی، آنتی لغات کلیدی:

 
 نویسنده مسئول*
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 مقدمه 

آبزی  توسعه  بامروزه  اهمیت  از  دنیا  در  سزایی هپروری 
دهند که برخوردار است. تجارب کشورهای مختلف نشان می

غذای جمعیت    ینتواند کمک شایانی به تأمپروری میآبزی 
خصوص کشورهای در حال توسعه رو به رشد کره زمین به 

آبزی بوم نماید.  از  رشد  حال  در  و  اساسی  بخش  پروری 
را در سرتاسر دنیا تشکیل    دامپروریهای کشاورزی و  نظام
دهد. تقاضای ماهی در ابتدا به دلیل رشد سریع جمعیت، می

فعالیت این  از  ناشی  سایر    ،درآمد  بر  ماهی  ارجحیت 
افزایش    ، های حیوانی و دلایل فرهنگی و بهداشتیپروتئین

آبزیاین،  وجود  با    .است  یافته جهان تولیدات  پروری 
بیماریآسیب  شیوع  افزایش  و  بوده  از  پذیر  ناشی  که  ها 

استخرهای   ماهیان در  تراکم  است، سبب   پرورشیافزایش 
صورت جزئی و کلی کاهش  ه  که تولیدات آبزیان باست  شده  
(. عواملی از قبیل  Bondad-Reantaso et al., 2005یابد )

جاب  استخرها،  در  جمعیت  دستکاریهازدحام  و  های  جایی 
ای، تغییرات ناگهانی دما، کاهش کیفیت آب و شرایط دوره

در  تغذیه فیزیولوژیک  تغییرات  همراه  به  ضعیف  ای 
عفونت (استرس)ماهی انوع  به  حساسیت  افزایش  باعث  ها  ، 

تراکم بالای ماهی و فقدان اقدامات    ،براینشده است. علاوه
زا کمک کرده و موجب بهداشتی به گسترش عوامل بیماری

 ,.Quesada-García et alتلفات شده است )  افزایش میزان

2013.) 
ضعف از  ناشی  اقتصادی  ضررهای  از  دوری  های  برای 

  ها و سایر داروهای دامپزشکی بهبیوتیک بهداشتی، انواع آنتی
یا گاهی اوقات در    شدهاضافه    ،طور مرتب به غذای ماهیان

به عنوان پیشگیری یا    (،حمام و تزریق)های درمانی  روش
  ،به عنوان محرک رشد   یدرمان حیوانات مبتلا شده و گاه 

استفاده از   همچنین (.  Rico et al., 2014شوند ) استفاده می
و    شوند می داروهای دامپزشکی باعث افزایش مقاومت دارویی  

محیط زیست و سلامتی   براین داروها جنبه تخربی زیادی  
ها  بیوتیکاستفاده گسترده از آنتی  ،انسان دارند. برای مثال 

ی در مقابل آنها شده  های باکترباعث افزایش مقاومت سویه
بقایای    (. همچنینHabibnia et al., 2024است ) وجود 

بر   ءسو  یاثرات  ،ها در ماهیچه ماهیان خوراکیبیوتیک آنتی
 ,.Cabello, 2006; Romero et alسلامتی انسان دارد )

اگرچه2014 درمانی    (.  روش  یک  عنوان  به  واکسیناسیون 
پروری کاربرد  ها در آبزیبالقوه در پیشگیری از شیوع بیماری

دهندگان  استفاده پرورش  موردهای تجاری  دارد، اما واکسن
چون   ، هزینه است و این روش زیاد کارآمد نیستپر  ربسیا

یک عامل    بر و تنها    کند میواکسن به طور اختصاصی عمل  
از   (. یکیHarikrishnan et al., 2011اثر دارد )زا بیماری

و  راه عفونی  عوامل  برابر  در  آبزیان  مقاومت  افزایش  های 
آبزیان    ،زابیماری ایمنی  سطح  بردن   ,Davis)  استبالا 

ترین روشهای کاهش اثرات منفی  یکی از معمولی(.   2010
از ترکیبات محرک    ،ها بر رشد آبزیاناین استرس  استفاده 

ترک مانند  ایمنی  و  پروبیوتیکبات  یرشد  و    ستهافنولی 
(Burr et al., 2006  .) 

ترین باکتری برای باکتری اسید لاکتیک به عنوان برجسته 
های  سیستم ایمنی در برابر باکتریو    تقویت عملکرد رشد

 Lactobacillus.  دشوزا مختلف در نظر گرفته میبیماری

acidophilus  گونه از  مورد  یکی  عمده  باکتریایی  های 
آبزی  در  پروبیوتیک  عنوان  به  است استفاده  پروری 

(Gatesoupe, 2008  چندین گزارش نشان داد که مکمل .)
را در ماهی    L. acidophilusغذایی   ایمنی  پاسخ  رشد و 

 ,.Villamil et al)   ( Oreochromis niloticus)   تیلاپیا نیل

قزل  (2017 رنگینو   Oncorhynchus))  کمانآلای 

mykiss ،(Enferadi et al., 2018)  .بهبود داد 
مشتق شده و    ، فنولیک از گیاهانها یا ترکیبات پلیفنولپلی

شیمیایی   ترکیبات  سایر  همراه  به  فنول  زیاد  واحدهای  از 
  های (. گزارش Etxeberria et al., 2013شوند )تشکیل می

پلی مصرف  مثبت  اثرات  مورد  در  بر  متعددی  فنول 
و    هایشاخص بیماری  برابر  در  مقاومت  و  ایمنی  رشد، 
 Mandelهای محیطی در آبزیان گزارش شده است )استرس 

et al., 2005; Ahmadifar et al., 2019; Habibnia et 

al., 2024.)  روشن لیگنوسلولزی، ترکیب یک فرولیک اسید 

رادیکال  با  که است آلی ترکیب و گیاهی مکمل کننده پوست،
 ترکیبات از سرشار ترکیب این دهد.می واکنش های آزاد

 و هابرگ در اسید فرولیک است. گیاهی سلول فنولیک دیواره
 و ذرت تمشک، جوی صحرایی، برنج، گندم، گزنه، هایدانه
 (. Stapleton et al., 2004دارد ) وجود فرنگی توت
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ایمنی و رشد در   هایاز محرک های اخیر استفادهدر سال
یک    به عنوانکه حتی  طوریبهپروری رایج شده است  آبزی 

توجه   د. با ان ها معرفی شده بیوتیکجایگزین مناسب برای آنتی
برای بخش  این  اهمیت  تحقیقات    ،شیلات کشور  به  انجام 

نظر راندمان رشد و ایمنی ماهی امری ضروری به  برای بهبود
بررسی اثرات   به زمینهحاضر نیز در همین  مطالعه  .رسدمی

بر رشد و ایمنی ماهی    FAو    LAم پروبیوتیک  أمنفرد و تو
عنوان یک گونه آزمایشگاهی نماینده خوبی از  ه  که ب  قرمز

توان نتایج آن را به سایر کپور خانواده کپور ماهیان بوده و می
 ماهیان نیز تعمیم داد، پرداخته است.  

 

 مواد و روش کار 

 های آزمایشی جیره
اثر   بررسی  منظور  و  به  پروبیوتیانفرادی     کهمزمان 

Lactobacillus acidophilus    فرولیک اسید  فنولپلیو  
(Sigma-Aldrich, Germany)    ،چهار تیمار  در ماهی قرمز

شاهد با مقدار صفر از مکمل غذایی  آزمایشی شامل تیمار  
(T0  ،)810  ×6   دهنده تشکیل  گرم   کلنی   واحد    بر 

FA  (T2  )گرم بر کیلوگرم  میلی  LA  (T1  ،)100پروبیوتیک  
های  ( در نظر گرفته شد. غلظتT3)  FAو    LAو ترکیبی از  

 LA  (Hoseinifar etمورد استفاده در مطالعه حاضر برای  

al., 2015  غلظت و   )FA  (Dawood et al., 2020 )
جیره   ساخت  برای  شد.  انتخاب  گذشته  مطالعات  براساس 

 ,MRS  (Basingstokeدر محیط کشت    LAغذایی، ابتدا  

UK  )گراد کشت  درجه سانتی  30در دمای    یک شبانه روز
دور   2000با سرعت های پروبیوتیک سپس سلول . داده شد
حاصله در بافر   و پلیتند  سانترفیوژ شددقیقه    20به مدت  

PBS    بر    ی کلنی واحد تشکیل دهنده  6×  810غلظت  حل و
ترکیبات    بر اساسپایه    هایجیره  .دست آمدهاز باکتری ب  گرم

جیره به   ءین صورت که تمام اجزاد. ب ندماده شد آ  1جدول
  FAو    LAاز    مذکورمقادیر    وزن شدند و به همراه  طور دقیق

جیره با    ءسپس اجزامخلوط شدند.    خوبیمخلوط کن به  در
خمیر حاصله از درآمدند.    خمیر  و به شکل شدند    آب مخلوط

.  حاصل شودهای یکسان چرخ گوشت عبور داده شد تا پلت
درجه   4و در دمای    شدهخشک    ،ها در معرض هوااین پلت

جیرهسانتی شدند.  نگهداری  مصرف  زمان  تا  های  گراد 
 . شدتازگی تهیه میپروبیوتیک هر دو هفته یکبار به

 
 غذایی پایه جیره: فرمولاسیون و ترکیب تقریبی 1جدول 

Table 1: Dietary formulation and proximate 

composition of the control diet 

Ingredients % 

Fish meal 40 

Fish oil 6 

Wheat flour 21 

Soybean meal 13.5 

Gluten 5.5 

Soybean oil 6 

Vitamin premix 2 

Mineral premix 3 

Binder 2 

Antifungal 0.5 

Antioxidant 0.5 

  

Chemical composition  

Crude protein (%) 36.81 

Dry matter (%) 91.12 

Crude lipid (%) 11.33 

Ash (%) 3.5 

Energy (kJ kg-1) 17.90 

 

 ماهی و شرایط پرورش
میانگین وزن  ماهی    عدد   240 تهیه  گرم     3/ 34±35/0با 
گستر شده   آبزی  شرکت  زینتی  ماهیان  تکثیر  مرکز  به  و 

شد منتقل  ایران(  ماهیند)ساری،  در  .  آکواریوم   12ها 
)شیشه  تراکم    200ای  با  آکواریوم   20لیتر(  هر  در  ماهی 
مدت    شدهتوزیع   به  سازگار    با هفته    2و  آزمایش  شرایط 
با جیره   ها دو بار در روزماهی  ، در طول دوره سازگاری.  شدند

ها به چهار تیمار بعد از دو هفته، اکواریوم   . تغذیه شدند  پایه
اختصاص داده شدند با سه تکرار  در طول دوره    .آزمایشی 

شدند تا  هفته یکبار وزن می  2ها هر  ماهیروز(    56آزمایش )
 Shohreh et)میزان غذادهی بر اساس  وزن آنها تعیین شود  

al., 2024  .) 70ها مجهز به سنگ هوا بوده و روزانه  آکواریوم  
با آب تازه جایگزین می در طول دوره  شد.  درصد آب آنها 

دما، اکسیژن )  شیمیایی و فیزیکی آب  هایشاخص ،  تحقیق
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و   سانتی  3/25± 7/0ترتیب  به   (pHمحلول  گراد،  درجه 
   گیری شد. اندازه   5/7±8/0گرم در لیتر و  میلی  7/ 14/0±13

 
 عملکرد رشد

 24بعد از اکواریوم هر  هایماهی، آزمایش در ابتدا و انتهای

در    گرم لیمی  120با غلظت  ن یبنزوکائ  قطع غذادهی باساعت  
به صورت  و    (Shohreh et al., 2024)  شدهبیهوش    لیتر

شدند. وزن  )  جداگانه  وزن  ویژه    ،(WGافزایش  رشد  نرخ 
(SGR و نرخ بازماندگی براساس فرمول )  در انتهای    ذیلهای

 ند: محاسبه شدآزمایش 
 

وزن اولیه )گرم(  -افزایش وزن )گرم(= وزن نهایی )گرم(   
100روز([ ×  56لگاریتم طبیعی وزن اولیه /طول دوره ) -نرخ رشد ویژه )درصد/ روز(= ]لگاریتم طبیعی وزن نهایی  

100بازماندگی )درصد(= )تعداد ماهی در انتهای دوره/ تعداد ماهی در ابتدای دوره( ×   
 

 برداری بافت نمونه
به صورت تصادفی    از هر تیمار  ماهی عدد    9بدین منظور،  

ترتیب به منظور  و کبد آنها به  روده  پس از بیهوشی، صید و  
شاخص ایمنیسنجش  شد.    اکسیدانیآنتی  و   های  خارج 

به   شدهدر نیتروژن مایع منجمد  و کبد  های روده  نمونه  و 
  میلی مولار  25صورت جداگانه با هموژنایزر دستی در بافر  

Tris-HCl  (pH  :2/7  )  مورد    و برای سنجش  شدندهمگن
 (. Ahmadifar et al., 2020گرفتند )استفاده قرار 

  
 اکسیدانیآنتی های  های ایمنی و  آنزیم شاخصسنجش  

به    برای شده  آماده  نمونه  لیزوزیم  آنزیم  فعالیت  سنجش 
تهیه شده در    Micrococcus lysodeikticusسوسپانسیون  

اسیدیته    1/0بافر سیترات فسفات با  شد.  اضافه    8/5مولار 
ثانیه در   30دقیقه با فاصله زمانی    5جذب نوری به مدت  

)   410طول موج    ,.Habibnia et alنانومتر خوانده شد 

  ( بر اساس روش Ig)   تام  نی مونوگلوبول یسطح ا(. تعیین  2024
Siwicki  به طور خلاصه،   انجام پذیرفت.  (1994)  و همکاران

از  نیپروتئ روش   هموژناتنمونه    کل  از  استفاده  با 
شد،اندازه  نیکروپروتئیم مولکول  گیری    یهاسپس 
  رسوب   ٪12  کولیگل  لنیاتیپل  محلولبا    نیمونوگلوبول یا

 در تفاوت.  شدی  ریگاندازه  مجدداً  نیو سطح پروتئ  کردند

 در ایمونوگلوبولین تام محتوای عنوان به پروتئین محتوای

 شد.  گرفته نظر

و سنجش میزان مالون دی    محصولات پراکسیداسیون لیپید

بر اساس مطالعه قبلی تعیین شد    در هموژنات ماهی آلدهید  

(Kei, 1978( به طور خلاصه، تری کلرواستیک اسید .)20  

لیتر(  میلی   25/0لیتر( با هموژنات ماهی )میلی  25/1( )درصد

مدت    شده  مخلوط به  سرعت  دقیقه    10و  دور   2000با 

سپس   شد.  سولفوریک میلی  25/1سانتریفیوژ  اسید  لیتر 

درصد(   0/ 2لیتر اسید تیوباربیتوریک ) میلی  1مولار( و    05/0)

به مدت  آوریبه رسوب جمع  و  اضافه شد  دقیقه    30شده 

شدجوشان افزودن  یده  از  پس   .n-( لیتر(،  میلی  2بوتانول 

  دقیقه انجام شد  10به مدت    دور  2000با سرعت  سانتریفیوژ  

. فعالیت  گردیدنانومتر ثبت    532جذب نهایی در طول موج    و

کاتالاز در هموژنات ماهی بر اساس مطالعه قبلی تعیین شد  

(Goth, 1991 ( واکنش  بافر  از میلی  1(.  متشکل  لیتر( 

  -مولار در لیتر( و بافر سدیممیلی  65پراکسید هیدروژن )

مولار در لیتر( با هموژنات ماهی  میلی  60پتاسیم فسفات )

مدت  میلی  05/0) به  دمای    1لیتر(  در  درجه   37دقیقه 

  1گراد مخلوط شد. پس از خاتمه واکنش آنزیمی با  سانتی

)میلی مولیبدات  آمونیوم  لیتر(، 32/ 4لیتر  در  مولار  میلی 

در   سوپراکسید    405جذب  فعالیت  شد.  ثبت  نانومتر 

دیسموتاز در هموژنات ماهی بر اساس مطالعه قبلی تعیین  

شامل    (. بافر واکنشWeydert and Cullen, 2009شد )

)میلی  6/2 فسفات  بافر    1/0مولار(،  میلی  017/0لیتر 

فنازمیلی و  لیتر  متوسولفات  نیترو  میلی  1/0ین  لیتر 

کهبلوتترازولیوم     ماهی هموژنات    لیترمیلی  0  /05با    بود 

  NADH  (34/2لیتر  میلی  1/0. پس از افزودن  مخلوط شد

دقیقه ثبت    5/3نانومتر به مدت   560مولار(، جذب در  میلی

ماهی هموژنات  در  پراکسیداز  گلوتاتیون  فعالیت  بر    شد. 

 ,Pagalia and Valentineاساس مطالعه قبلی تعیین شد )
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1967( واکنش  بافر  شامل  میلی  88/0(.    GSH  (1لیتر( 

سدیم میلی  NADPH  (150مولار(،  میلی آزید  و    مولار(، 

  20مولار( در بافر فسفات پتاسیم با مخاط ماهی ) میلی  100)

نانومتر به   340میکرولیتر( مخلوط شد. جذب در طول موج  

   دقیقه ثبت شد. 1مدت 
 

 هاداده  آماری وتحلیلتجزیهروش  
آزمون   با ها، ابتدا نرمال بودن آنها  برای بررسی آماری داده

Kolmogorov–Smirnov    ها  و همگنی واریانس شد  ارزیابی
آزمون   گرفت  Leveneبا  قرار  بررسی  برقراری   .مورد  با 

آنالیز داده  آماری  وتحلیلتجزیه  برای،  مذکورشرایط   از  ها 
( یکطرفه  و  One way ANOVAواریانس  استفاده شد   )

ای توکی در  وسیله آزمون چند دامنههها باختلاف میانگین
ها  وتحلیل داده. تجزیهبررسی شد  p<05/0ی  دارسطح معنی

 . انجام گرفت 20نسخه  SPSSنرم افزار  با
 

 نتایج 

 عملکرد رشد

ده است. ش  ارائه  2رشد در جدول  نتایج مربوط به عملکرد  
  ، های آزمایشی بر میزان وزن نهایی و افزایش وزنجیرهیر  تأث

  LAو    FAماهیان تغذیه شده با    در  (.p<05/0دار بود )معنی
که  دست آمد درحالیهبنسبت به گروه شاهد    بیشتریوزن  

تأث  نرخ رشد ویژه آزمایشی قرار  جیرهیر  تحت  گرفت  نهای 
(05/0<p.) 
 

 

 ( 240)تعداد= هفته 8های آزمایشی طی قرمز تغذیه شده با جیره های رشد ماهیشاخص: 2  جدول
Table 2: Growth performance in goldfish fed with experimental diets for 8 weeks (n=240)  

T3 T2 T1 T0 Factors/treatments 

3.62 ± 0.27 3.34 ± 0.39 3.07 ± 0.06 3.32 ± 0.47 Initial weight (g) 
10.10 ± 0.22c 10.03 ± 0.15c 9.05 ± 0.45b 8.30 ± 0.35a Final weight (g) 

6.4 ± 0.09b 6.69 ± 0.54b 5.98 ± 0.39b 4.98 ± 0.14a Weight gain (g) 
1.83 ± 0.09a 1.97 ± 0.23a 1.92 ± 0.05a 1.64 ± 0.17a Specific growth rate (%/day) 

100 100 100 100 Survival rate (%) 

  ،)فاقد افزودنی(  تیمار شاهد T0: (.p<05/0، انحراف معیار ±میانگیندار دارند )تفاوت معنی ،اندمتفاوت نشان داده شده اعدادی که در هر ردیف با حروف

T1پروبیوتیکی کلنی واحد تشکیل دهنده  6× 810 : تیمار حاوی Lactobacillus acidophilus (LA،در گرم )T2  پلی  گرم میلی 100 : تیمار حاوی

 FAو  LA: تیمار حاوی T3 ( در کیلوگرم، FAفنول فرولیک اسید )

Different letters in each row indicate significant differences between groups (mean ± SD, p<0.05). T0: Control treatment (No 

Treatment containing 100 mg/kg (LA), T2:  Lactobacillus acidophilusCFU/g  8Treatment containing 6 × 10), T1: additive

polyphenol ferulic acid, T3: Treatment containing LA & FA 

 
 فت بادر    اکسیدانیآنتیظرفیت ایمنی و  های پاسخ

(،  B،  1لیزوزیم )شکل  آنزیم  فعالیت  داری در  یاختلاف معن
)شکل   تام و ایمنوگلوبولین( A، 1)شکل  Mایمنوگلوبولین 

1،C )  بین تیمارهای مختلف مشاهده شد و بالاترین میزان
تیمار   )هب  T2در  آمد  افزایش  همچنین  .  (p<0/ 05دست 

کاتالاز  یمعن فعالیت  میزان  در  (،   A،2)شکلداری 
گلوتاتیون پراکسیداز   ( وB، 2سوپراکسید دیسموتاز )شکل  

مشاهده    LAو    FAدر تیمارهای تغذیه شده با  (  C،  2)شکل  
  .(p<05/0دست آمد )هب  T3شد و بالاترین میزان در تیمار  

درD،  2)شکل    آلدهیددیمالون میزان   تغذیه  (    تیمارهای 
  شاهد   داری کمتر از گروهیبه طور معن    LAو    FAشده با  

.(p<05/0بود )
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دار  دهنده تفاوت معنیهشت هفته. حروف مختلف نشانبه مدت آزمایشی های ایمنی ماهی قرمز تغذیه شده با جیره هایشاخص :1شکل 

  دهندهواحد تشکیل  6× 810 : تیمار حاوی T1 ، )فاقد افزودنی(  تیمار شاهد:  T0 ( است.p<05/0، یارمع انحراف ±ها )میانگین بین گروه

  ( در کیلوگرم، FAفنول فرولیک اسید )پلیگرم میلی  100 : تیمار حاویT2( در گرم، LA) Lactobacillus acidophilus پروبیوتیککلنی 

T3 تیمار حاوی :LA  وFA 

Figure 1: Immune parameters in goldfish fed with experimental diets for 8 weeks. Different letters indicate significant 

differences between groups (mean ± SD, p< 0.05). T0: Control treatment (No additive), T1: Treatment containing 6 × 

Treatment containing 100 mg/kg polyphenol ferulic acid, T3: (LA), T2:  Lactobacillus acidophilusCFU/g  810

Treatment containing LA & FA. 
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A 

 

B 

 

 

C 

 

D 

 

هشت هفته. حروف مختلف نشان دهنده به مدت آنتی اکسیدان ماهی قرمز تغذیه شده با جیره های آزمایشی  هایشاخص :2شکل 

واحد   6× 810 : تیمار حاویT1 ، )فاقد افزودنی( تیمار شاهد: T0  ( است.p < 05/0ر، یامع انحراف ±ها )میانگین تفاوت معنی دار بین گروه

فنول فرولیک اسید  پلیگرم میلی 100 : تیمار حاویT2( در گرم، LA)  Lactobacillus acidophilus پروبیوتیککلنی   تشکیل دهنده

(FA ،در کیلوگرم ) T3 تیمار حاوی :LA  وFA 

Figure 2: Antioxidant parameters in goldfish fed with experimental diets for 8 weeks. Different letters indicate 

significant differences between groups (mean ± SD, p< 0.05). T0: Control treatment (No additive), T1: Treatment 

Treatment containing 100 mg/kg polyphenol ferulic acid, (LA), T2:  Lactobacillus acidophilusCFU/g  8containing 6 × 10

T3: Treatment containing LA & FA 

 

 بحث

دهه آبزیدر  گسترش  اخیر  مختلفی  های  موانع  با  پروری 
که  طوری روبرو بوده به  (زا و بیمارهای عفونیوامل استرس )ع 

این   کنترل  آنتیبه  هاشاخص برای  به  و بشدت  یوتیک 
وابسته   شیمیایی  استداروهای  پروبیوتیکبوده  ها،  . 

از گیاهانعصاره ترکیبات مشتق  و  عنوان   ،های گیاهی  به 

ها و سایر داروهای شیمیایی به  بیوتیکآنتیجایگزینی برای  
می استفاده  پروری  آبزی  صنعت  در  گسترده  شوند  طور 

(Yousefi et al., 2021 مطالعات زیادی اثرات فرولیک .)
گونه ایمنی  و  رشد  بر  را  پروبیوتیک  و  مختلف  اسید  های 
اما در مطالعه    ،بررسی کرده و اثرات مثبت آنها را ثابت کردند 

مورد   آنها  ترکیبی  و  منفرد  اثرات  همزمان  طور  به  حاضر 
استفاده   هک  حاضر نشان داد  بررسی قرار گرفت. نتایج مطالعه
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رشد    هایشاخص معناداری بر    یرتأث  LAو    FAاز فرولیک  
ها در  و بالاترین رشد در استفاده همزمان از این مکمل  دارد

( غذایی  در  T3جیره  شد.  مشاهده  مطالعه    زمینه(  نتایج 
FA  (Yu et al., 2020; Dawood et al., 2020 )حاضر،  

 ,.Bacillus licheniformis  (Gobi et alو پروبیوتیک  

تیلاپیا2018 در  جداگانه  صورت  به  نیل(    پرورشی  ی 
(Oreochromis niloticus)    .سبب بهبود نرخ رشد شدند

تحقیق غذایی    حاضر،  مشابه  جیره  به  پروبیوتیک  افزودن 
 Tenciu)  (Oreochromis niloticus)  تیلاپیای نیل  ماهی

et al. , 2022  ماهی ( و دلقک  (Siganus rivulatus)  (El-

Dakar et al., 2007 های رشد  ( باعث بهتر شدن شاخص
ها یا فرولیک دلایل متفاوتی در مورد اثر پروبیوتکگردید.  

ذکر شده است. بهبود نرخ رشد در تیمارهای   ، اسید بر رشد
مربوط به قرار گرفتن  است تغذیه شده با پروبیوتیک ممکن 

بهبود    ها در روده و افزایش ترشح آنزیم در نتیجه پروبیوتیک 
باشد  جذب  و  هضم  در (Gobi et al., 2018)  فرایند   .

افزایش وزن معناداری نسبت به   FAتیمارهای تغذیه شده با  
ناشی    تواندمیگروه کنترل مشاهده شد که این افزایش وزن  

 Yu et)  سترون در خون باشدواز افزایش هورمون رشد و تست

al., 2020دوستی  ( همچنین خاصیت چربیFA  ،  توانایی
و ممکن است  است سلولی افزایش داده  ء از غشارا عبور آن 

استفاده    ،در مطالعه حاضر.  باعث افزایش رشد در ماهی شود
از   پر  FAهمزمان  بیشتری   LAیک  یوتبوو  رشد  افزایش 

استفاده جداگانه   به  افزایش و    نها داشته استآنسبت  این 
اثرات   به  مربوط  است  هضم    LAو    FAممکن  بهبود  در 

 . ک باشدراآنزیمی و افزایش مصرف خو
های  مطالعات مختلف ثابت کرده است که استفاده از مکمل

از جمله سویه  پروبیوتیک غذایی  و فرولیک  های مختلف  ها 
فاگوسیتوز،  )اسید با تحریک عملکردهای ایمنی و همورال  

، مقاومت به بیماری را در ( هافعالیت لیزوزیم و فعالیت مکمل
 Guardiola et al., 2016; Gobiدهند )ماهی افزایش می

et al., 2018; Ahmadifar et al., 2019; Dawood et 

al., 2020پاسخ تقویت  شرایط (.  در  ماهی  ایمنی  های 
ها و  یک استراتژی مفید برای کنترل شیوع بیماری   ،پرورشی
 ,.Mehana et alومیر است )ها و در نتیجه مرگعفونت

  ایمنوگلوبولین )   ایمنی   های، شاخص(. در مطالعه حاضر2015

  FAیا    LAتغذیه شده با    هایدر ماهی  (و لیزوزیم  IgM،  تام
 ، ایمنوگلوبولین مطالعه حاضر. منطبق با نتایج یافتافزایش 

، تغذیه  (Cyprinus carpio)  و لیزوزیم در کپور معمولی  تام
با   پروبیوتیک    FAشده   Lactobacillus fermentumو 

(Ahmadifar et al., 2019در ،)  تغذیه شده    ی نیلتیلاپیا
( پروبیوتیک  وDawood et al., 2020با    نیل   تیلاپیای  ( 
 (، در هیبرید گروپر،Yu et al., 2020) FAتغذیه شده با 

Epinephelus fuscoguttatus♀ × Epinephelus 

polyphekadion♂    تغذیه شده باFA  (Fu et al., 2022 ) ،
  در  ACH50بود.  شاهد  ماهی تغذیه شده با جیره    بیشتر از

قرمز دریایی  با  Pagyus major))  سیم  شده  تغذیه   ،
 .Lو    Lactobacillus rhamnnosusهای  پروبیوتیک 

lactic   ( بالاتر از گروه کنترل بودDawood et al., 2016 .) 
توان به نقش  را می  FAایمنی ناشی از    های شاخص  بهبود
FA  روده نفوذپذیری سد  افزایش  در  ادر  مواد   GITی  به 

مقرون    ،ها مغذی و اسید فولیک توضیح داد که برای سلول 
به کاهش استرس اکسیداتیو و است  صرفه بوده و ممکن  به

کمک ایمنی  )  افزایش  . (Dawood et al., 2020کند 
طرپروبیوتیک  از  سلول ها  با  تعامل  مختلف یق  ایمنی  های 

 (.Gobi et al., 2018گردند ) موجب بهبود پاسخ ایمنی می
در مطالعه    FA+ LAایمنی در تیمار    هایشاخصافزایش  

قابل   یرتأث  LAو    FAحاضر نشان داد که استفاده همزمان   
ترکیباتملاحظه این  انفرادی  استفاده  به  نسبت  در    ، تری 

 داشت.قرمز  های ایمنی ذاتی در ماهی تحریک پاسخ
نشانگرهای عنوان   به  GPX و   SOD ،CATارزیابی 

ظرفیت   ادن د نشان   تنها برای نه اکسیدانی،  های مهم آنتیآنزیم
آبزیآنتی موجودات  بهمی  بلکه  اکسیدانی  عنوان    تواند 

گرفته  نظر  در  نیز  اکسیداتیو  استرس  زیستی  نشانگرهای 
)نشو حاضر (.  Ahmadifar et al., 2019د  مطالعه  نتایج 

ماهی قرمز  جیره غذایی  به    LAو    FAافزودن    ،نشان داد
بهبود  می سبب  چشمگیری  طور  به   ظرفیتتواند 

طریق  اکسیدانیآنتی فعالیت  از  ،  SODهای  آنزیم  افزایش 
CAT    وGPX  غلظت    کاهش  وMDA    گردد. در مطالعات

فعالیت   افزایش  کاهش   GPX و  SOD   ،CATقبلی  و 
ه  نشان داده شد  FAپروبیوتیک یا    وسیلهبه  MDAغلظت  

(. Ahmadifar et al., 2019; Yang et al., 2019)  است
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گروه   دلیلبه    FA  اکسیدانیآنتیخاصیت   حضور 
تواند یک رادیکال  راحتی میکه به  هاستهیدروکسیل در آن

غشاهای   و  کند  ایجاد  رزونانس  با  شده  تثبیت  فنوکسی 
های پراکسیل  رادیکال ،  بیولوژیک را از پراکسیداسیون لیپیدی 

آلکوکسیل خنثی شده )  ، و   ,.Yang et alمحافظت کند 

مشابه  (.2019 طور    اکسیدانی آنتیهای  آنزیم  فعالیت  ،به 
(SOD  ،CAT    وGPX علفخوار کپور  در   )  
(Ctenopharyngodon idellus ) تغذیه شده با پروبیوتیک ،

Bacillus subtilis  (Tang et al., 2019 کپور در  و   )
 Ahmadifar)  یافتافزایش    کوماریکمعمولی تغذیه شده با  

et al., 2021ثابت از   (.  مناسب  استفاده  که  است  شده 
بیان مسیرهای  تواند  میهای فعال مشتق از گیاهان  فنولپلی

انتخاب سرکوب    یژنی  نتیجهیرا  در  و  کند  فعال  به   ،ا 
ها کمک کند  پیشگیری یا کنترل استرس و برخی بیماری

(Cheng et al., 2016  .)اثر  مکانیسم   اکسیدانی آنتیهای 
تشکیل فنولپلی مهار  شامل  فعال   ها  القااکسیژن    ءو 

آنزیم نوبه  به که    است Nrf2 سازیفعال بیان  های  خود 
 ,Kumar and Pandey) کند  یرا تنظیم م  اکسیدانیآنتی

که   عملکردها از رشد استرس اکسیداتیوتمام این  .  (2013
می تحریک  را  التهابی  پیش  جلوگیری ند کمسیرهای   ،

همچنینChuang and McIntosh, 2011)  کنند می  .) 
هستندها  پروبیوتیک  فاگوسیتوز  ،قادر  کنندگی    فعالیت 
از     ROS دبرای مقابله با تشکیل بیش از حرا    ماکروفاژها 

 Panigrahi et)  افزایش دهند  CAT طریق افزایش فعالیت

al., 2004  .)  فرولیک   نشان داد که مکمل   مطالعه حاضرنتایج
تواند  می  Lactobacillus acidophilus  اسید و پروبیوتیک

 و تعادل  ببردهای آزاد اضافی را از بین  به طور موثر رادیکال

ROS   نتیجه در  و  کند  تنظیم  بدن  در  پتانسیل   ،را 
  .بهبود بخشد در ماهی قرمزرا  اکسیدانیآنتی

 و  L. acidophilus  پروبیوتیک  اثر مفید در مطالعه حاضر،
ماهی    فنولپلی در  اسید  قرار قرمز  فرولیک  بررسی  مورد 

به صورت های غذایی  این مکملنتایج نشان داد که    .گرفت
گرم فرولیک گرم بر کیلومیلی  100های  همزمان در غلظت

و   گرم  کلنی  6×  810اسید  از    LA  (T3)پروبیوتیک    بر 
و   ذاتی  ایمنی  رشد،  افزایش    هایآنزیمپتانسیل 

قرمز    اکسیدانیآنتی ماهی  مکمل  برخوردر  دو  هر  دارند. 

از  که  شود  توصیه می  و   افزایی نشان دادندخوراکی اثرات هم
پروری پایدار استفاده  این ترکیبات به طور همزمان برای آبزی

 .شود
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