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  اثرات جیره حاوي گالاکتوالیگوساکارید بر بیان ژن درگیر در اشتها (گرلین) 
  ) Carassius auratus gibelioهاي ایمنی سرم و رشد ماهی قرمز ( و برخی پارامتر
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  چکیده
ضریب ) بر برخی فاکتورهاي رشد (GOSبررسی اثرات پریبیوتیکی گالاکتوالیگوساکارید ( پژوهش هدف از این

گرلین و چند فاکتور خونی ن بیان ژ، تبدیل غذایی، نرخ رشد ویژه، درصد افزایش وزن بدن و ضریب کارایی غذا)
آلکالین فسفاتاز، آگلوتیناسیون و فعالیت کمپلمان) مرتبط با ایمنی سرم (پروتئین کل، آلبومین، گلوبولین، لیزوزیم، 

صورت کاملاً تصادفی انجام  درصد از پریبیوتیک و گروه شاهد به 2و  1، 5/0مز بود. آزمایش در سه سطح ماهی قر
مدت  به لیتري 500س گرم در هر مخزن فایبرگلا 88/4±28/0عدد ماهی با میانگین وزنی  15سازي با تراکم  شد. ذخیره

سنجی ماهیان در پایان دوره صورت  انجام شد. زیست، GOSفته در شرایط یکسان و تغذیه با سطوح مختلف ه 6
 منظور بررسی بیان ژن گرلین پس از طی سه و شش هفته انجام شد. برداري از بافت روده بهگرفت. همچنین نمونه

). همچنین نتایج P ˃ 05/0( یمارها نشان ندادندداري را در میان ت کدام از فاکتورهاي مرتبط با رشد اختلاف معنی هیچ
پروتئین کل، آلبومین، گلوبولین، لیزوزیم، آلکالین فسفاتاز، آگلوتیناسیون و هاي ایمنی سرم نیز نشان داد که میزان  تست

) و P ˂ 05/0(دار بود  تأثیر گالاکتوالیگوساکارید بین تیمارها و گروه شاهد داراي اختلاف معنی فعالیت کمپلمان تحت
سنتز شد و با  cDNAاز بافت روده استخراج و  RNAها بود.  ترین میزان در تمام تست گروه شاهد داراي کم

هر  بررسی قرار گرفت و نتایج نشان داد که در بیان ژن گرلین مورد Real Time PCRپرایمرهاي اختصاصی توسط 
مقدار  GOSبا افزایش سطح  ).P ˂ 05/0(ن گرلین وجود داشت دار در میزان بیان ژ گیري اختلاف معنی دو زمان نمونه

درصد در شش هفته تغذیه  2و  1با سطح  GOSنسبی بیان ژن گرلین کاهش یافت. در این مطالعه مشخص گردید که 
 پروتئین کل، آلبومین، گلوبولین، لیزوزیم، آلکالین فسفاتاز، آگلوتیناسیون وواسطه افزایش  باعث افزایش ایمنی به

به جیره  GOSهاي مختلف مبنی برافزایش رشد، افزودن  وجود گزارش شود اما با در ماهی قرمز می فعالیت کمپلمان
  غذایی باعث ایجاد اختلافی در رشد نشد و میزان بیان ژن گرلین که محرك رشد و اشتها است را کاهش داد.

  
    ماهی قرمزژن گرلین، گالاکتوالیگوساکارید، ، اشتها، پاسخ ایمنی، پریبیوتیک، رشد کلیدي: هاي واژه

  
 1مقدمه

از ) Carassius auratus gibelio( ماهی قرمز
ازلحاظ زیستی و  )Cyprinidae( ماهیانخانواده کپور

                                                
 shoaibliberty_sna@yahoo.comنویسنده مسئول:  *

) Cyprinus carpio( اي شبیه کپور معمولی تغذیه
ماهی قرمز ). Mostageer ،1995و  Vesogh( است

سراسر جهان عجین شده  با فرهنگ و عقاید مردم در
و یک ماهی بسیار مهم به لحاظ اقتصادي و تحقیقی 
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 با). 2013و همکاران،  Hasan Nataj Niazi( است
 در نظر با و قرمز ماهی پرورش درخواست افزایش
زیادي بر سر   که عوامل محدودکننده نکته این گرفتن

ی و راه پرورش این ماهی اعم از شرایط پرورش
ضرورت دارد که  بنابرایناي وجود داشته باشد  تغذیه

براي مقاوم کردن ماهی و افزایش رشد و بازماندگی از 
با ترکیبات خاصی در جیره این ماهی استفاده شود. 

هاي پرورش بهبود  توجه به سهم عمده غذا در هزینه
اي منجر به افزایش تولید و سوددهی وضعیت تغذیه

طی  ).2013و همکاران،  Rahnama( خواهد شد
دلیل هزینه بالا و مشکلات حاصل از  هاي اخیر به سال

بار  ها مانند تغییرات زیانبیوتیکداروها و آنتی
هاي مقاوم، محیطی، به وجود آوردن پاتوژن زیست

هاي  مضر بودن برخی از این ترکیبات در فرآورده
پروري براي تولیدي  آبزي براي بشر و ... صنعت آبزي

د طبیعی سمت استفاده از موا پربازده و پایدارتر به
ها  ها و پریبیوتیک چون گیاهان دارویی، پروبیوتیک هم

 ).2013و همکاران،  Liu( شده است  سوق داده

سلولی  هاي الیگوساکارید از دیواره پریبیوتیک
و اثرات  )Otaka ،2006( است شده مشتق مخمر

و  Staykov( جمله بهبود رشد و ایمنی زیادي از
روده، تعدیل  ، بهبود مورفولوژي)2007همکاران، 

و همکاران،  Dimitroglou( فلور میکروبی روده
، افزایش ایمنی و توانایی مقاومت در برابر )2010

را در ماهی ایجاد  )2011و همکاران،  Gu( استرس
کند. پریبیوتیک گالاکتوالیگوساکارید گروهی از  می

هضم است که  هاي زنجیره کوتاه غیرقابل کربوهیدرات
شود و همچنین شیر انسان یافت میطور طبیعی در  به
عنوان مکمل و در  طور تجاري براي استفاده به به

شود. این ماده در ارتباط با صنایع غذایی تولید می
تواند   کند که می طور انتخابی عمل می فلور روده به

 Lactobacillusو  Bifidobacteriumهاي  جمعیت

د و ها و سطح موکوسی روده افزایش ده را در حفره
هاي  هاي مفید و کندن پاتوژنباعث پایداري باکتري

افزایش عملکرد دستگاه گوارش در  نهایتدر روده و 
و همکاران،  Gopalakrishnan( مقابل غذا شود

هاي  تأثیر این مواد بر سازوکارهایی در سلول). 2012
هاي مؤثر مختلف بدن است که منجر به تغییر بیان ژن

هاي مؤثر بر گردد. از ژناشتها میدر سیستم ایمنی و 
 یک توان به گرلین اشاره نمود. گرلینرشد و اشتها می

 شناسایی اخیراً که است معده در اشتها محرك پپتید
 گوارش تنظیمی دستگاه پپتیدهاي لیست به و شده 

است. سطح گرلین تا قبل وعده غذایی در  شده  اضافه
ده دوباره تا شود اما با مصرف وعخون خیلی زیاد می
یابد. مطالعات متعدي ثابت کردند سطح پایه کاهش می

و همکاران،  Kojima( که گرلین محرك اشتهاست
 20-30گرلین یک پپتید با طولی حدود ژن ). 1999

عنوان لیگاندهاي داخلی کند که بهاسیدآمینه تولید می
شود و با به رسپتورهاي خود در هیپوفیز متصل می

باعث تحریک هیپوفیز به ترشح  +Ca2تغییر غلظت 
 هاي نقش داراي شود. همچنین گرلینهورمون رشد می

 هورمون رهاسازي بر دیگر علاوه فیزیولوژیکی متعدد
و  Korbonits( باشد اشتها می افزایش و رشد

داران  ایمنی ماهی مانند سایر مهره ).2004همکاران، 
شامل دو بخش اختصاصی و غیراختصاصی است. 

آلبومین، هاي پروتئین آگلوتیناسیون، کمپلمان فعالیت
گلوبولین، لیزوزیم و آلکالین فسفاتاز، نقش مهمی در 

کنند.  ها ایفا میزا و پاتوژنمبارزه با عوامل بیماري
ها در ماهیان علاوه بر خون در فعالیت این پروتئین

 سازد موکوس نیز وجود دارد که یک سد دفاعی می
)Palaksha ،ها بادي خلاف آنتی بر ).2008 و همکاران 

کنند فعالیت این صورت اختصاصی عمل می که به
گیرد  اي از عوامل پاتوژن را در برمیها گستره مولکول
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هاي گرم براي مثال لیزوزیم دیواره سلولی باکتري
ها در  کند و در فعالیت کمپلمانمثبت را تخریب می

هاي گرم منفی نیز دخالت دارد تخریب باکتري
)Saurabh  وSahoo ،2008 .(ها برخی از این پروتئین 

مانند کمپلمان که مولکولی بزرگ متشکل از چندین 
شده است که فعالیت فاگوسیتوز   پپتید است گزارش

ی طورکل به ).1994 و همکاران، Nonaka( نیز دارد
واکسیناسیون، حمله  دنبال ها بهمیزان این پروتئین

هاي خود ایمنی و در پاسخ عوامل پاتوژن، در بیماري
شوند و آمادگی بدن در هاي ایمنی ترشح میبه محرك

  برند.مقابل عوامل نامبرده را بالا می
ها در جیره غذایی  زیادي از پریبیوتیکپژوهشگران 

افزایش ایمنی و رشد  اند و نتایجی مبنی بر استفاده کرده
و همکاران،  Liu( طور مثال اند به را گزارش کرده

در  الیگوساکارید نشان دادند که استفاده از مانان )2013
گرم در کیلوگرم میلی 240-280جیره به مقدار 

ژنتیک را در مقابل تواند ماهی کپور زرد آلوژینو می
بیماري مقاوم کند و ایمنی ماهی را  عفونت و حمله

ومیر شود. یا در  افزایش دهد و باعث کاهش مرگ
باعث  GOSشده است که   ی دیگر مشخصپژوهش

افزایش کارایی رشد، مقاومت در مقابل استرس و 
هاي  تعدیل فلور میکروبی روده با افزایش باکتري

 )Rutilus rutilus( اسیدلاکتیک در ماهی کلمه
چنین  هم ).2013 و همکاران، Hoseinifar( شود می
با بررسی مواد دفعی در ی بر ماهی قرمز پژوهشدر 

 3درصد از  1مدفوع خشک نشان دادند که استفاده از 
الیگوساکارید و  پریبیوتیک گالاکتوالیگوساکارید، مانان

فروکتوالیگوساکارید در جیره پایه بناشده بر پودر 
ماهی و پودر سویا در مقایسه با گروه شاهد هیچ 

رد تأثیري بر قابلیت هضم جیره توسط ماهی قرمز ندا
الیگوساکارید  درصد مانان 1شده با  بلکه در گروه تغذیه

ن بیان داشتند چنی تري مشاهده شد. هم نرخ هضم کم
در مقابله با ماهیان  پژوهشکه نتایج این 

خواري مانند باس کانالی یا درام قرمز  گوشت
)Sciaenops ocellatusگیرد که در آن  ) قرار می

هضم جیره بناشده پریبیوتیک افزایش ضرایب قابلیت 
بر اساس پودر ماهی و کنجاله سویا و تغییر فلور 

و  Raggi( میکروبی دستگاه گوارش را باعث شدند
Gatlin ،2012.(  نتایج دیگري مبنی بر عدم تأثیر

 ,dairy–yeast prebioticمخمر لبنی ( پریبیوتیک

GroBiotic-Aدر ماهیان قرمز نوجوان توسط ( 
)Savolainen  وGatlin ،2009 ( بررسی شد و نتایج

بازده  لبنی مخمر هاي حاصل نشان داد که پریبیوتیک
هاي قرمز یا مقاومت در برابر پاتوژن تغذیه در ماهی

وجود اطلاعات  اینبابخشد.  باکتریایی را بهبود نمی
بر اشتها و  GOSاثرات پریبیوتیک   محدودي درباره

عنوان  بیان ژن گرلین و ایمنی سرم در ماهی قرمز به
ماهیان ی زینتی و همچنین مدلی براي کپوریک ماه

ارزیابی اثرات  پژوهشرورشی وجود دارد. هدف این پ
هاي رشد و بیان بر برخی شاخص GOSپریبیوتیک 

 هاي درگیر در اشتها و رشد (گرلین) و برخی شاخص ژن
 Carassius auratus( ی قرمزدر ماهایمنی سرم 

gibelio (.بود  
  

  ها مواد و روش
این مطالعه در سالن پرورش ماهی شهید فضلی 
برآبادي دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی 

ها از  ماهی هفته انجام شد. بچه 6مدت  گرگان و به
کارگاه تکثیر ماهی قرمز در رشت تهیه شدند و پس از 

عدد با میانگین  15به تعداد یک هفته سازگاري اولیه 
 500هاي فایبرگلاس  گرم در مخزن 88/4±28/0وزنی 

ها با استفاده سازي شدند. هوادهی مخزن لیتري ذخیره
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از سنگ هواي متصل به پمپ هواده صورت گرفت. 
 براي تهیه سطوح مختلف جیره حاوي گالاکتوالیگوساکارید،

غذاي رو آبی تایلندي مخصوص ماهی جیره پایه (
و  1، 5/0(شاهد)، 0) با درصدهاي 3001ا سایز قرمز ب

با گالاکتوالیگوساکارید مخلوط شد براي تهیه این  2
جیره ابتدا غذا و پریبیوتیک با ترازوي دیجیتال با دقت 

گرم توزین شد و به نسبت وزن غذا براي  01/0
 صورت محلول سطوح مختلف، گالاکتوالیگوساکارید به

اسپري یکنواخت با غذا مخلوط ژلاتین درآمد و با در 
 شدن غذا تا زمان مصرف در شد. پس از خشک

کاملاً  پژوهشیخچال نگهداري شد. طرح این 
تکرار در نظر  3تصادفی بود و براي هر سطح (تیمار) 

  گرفته شد. غذادهی روزانه در دو وعده و به مقدار 
سنجی ماهیان در  درصد وزن بدن انجام شد. زیست 4

گیري پارامترهاي پایان دوره براي اندازهشروع دوره و 
ماهیان با استفاده از ترازوي  رشد انجام شد. وزن بچه

گیري شد. بر اساس گرم اندازه 01/0دیجیتال با دقت 
هاي ضریب تبدیل آمده شاخص  دست هاي به داده

  غذایی، نرخ رشد ویژه، درصد افزایش وزن بدن 
 بی شدصورت زیر ارزیا و ضریب کارایی غذا به

)Javaherzade  ،2012و همکاران( : 
  

  افزایش وزن بدن به گرم/ مقدار غذاي خورده شده
  ضریب تبدیل غذایی) FCR( =به گرم 

 100 ) ×وزن  - وزن اولیه( / روز دوره پرورش به
  نرخ رشد ویژه) Ln( = )SGR )ثانویه

 100  ×)میانگین وزن اولیه  / میانگین وزن اولیه) - 
  درصد افزایش وزن  ) =ثانویه)میانگین وزن 

 100  × وزن غذاي خشک خورده شده / افزایش)
  درصد کارایی غذا) FE= ( وزن ماهی)

 

آلبومین، هاي گیري میزان پروتئین براي اندازه
گلوبولین، لیزوزیم، آلکالین فسفاتاز، آگلوتیناسیون و 
کمپلمان در سرم خون در پایان شش هفته با قطع 

گرفته شد و  ه مویین از ماهیان خونساقه دمی و با لول
سرم جداسازي شد و  rpm 5000با سانتریفیوژ با دور 

نگهداري  -20گیري فاکتورها در دماي  تا زمان اندازه
و ) Bayne ،1997و  Demers( شد. لیزوزیم با روش

و همکاران،  Ortuno( فعالیت کمپلمان نیز طبق مطالعه
کل،  پروتئین گیري شد. همچنین میزان اندازه )2001

آلبومین و گلوبولین و فعالیت آگلوتیناسیون با روش 
  و آلکالین فسفاتاز  )2011علیشاهی و همکاران، (

 )2001و همکاران،  Bernet( بر اساس روش
هاي حاصل نهایت داده گیري شد و در اندازه
  سازي شدند. نرمال
بیان ژن گرلین از هر مخزن منظور ارزیابی میزان  به

هفته) و پایان  3دوره (پس از عدد ماهی در میان 3
هفته) جهت برداشتن نمونه روده صید  6دوره (پس از 

شد و تحت شرایط استریل از آن نمونه برداشته شد و 
ور شده و پس از انجماد  بلافاصله در ازت مایع غوطه

 تا زمان -80ها به یخچال با دماي سریع نمونه
با  RNAمنتقل شدند. استخراج  RNAاستخراج 

طور سریع و با  توجه به حساسیت بالایی که دارد به
ها در هر مرحله  وسایل استریل و با حفظ دماي نمونه

با استفاده از ماده  و همکاران Awadو با روش 
و همکاران،  Awad( انجام گرفت Biozolکننده  هضم
شده از هر تانک  تههاي گرف براي این کار نمونه ).2011

هم مخلوط شده و در  که مربوط به یک تیمار بودند با
صورت پودر درآمد و  هاون چینی در مجاورت ازت به

هاي از قبل گرم از آن در میکروتیوپ میلی 50مقدار 
لیتر بایوزول به  میلی 1استریل شده منتقل شد و مقدار 

ثانیه با دستگاه  15مدت  آن اضافه شد سپس به
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دقیقه در دماي اتاق  15س همگن شد و ورتک
لیتر  میلی 2/0ها مقدار  نگهداري شد، سپس به نمونه
دقیقه بر روي یخ  15کلروفرم اضافه شد و مدت 

ها با دستگاه نگهداري شدند. در مرحله بعد نمونه
  مدت  درجه سلسیوس و به 4سانتریفیوژ در دماي 

و  سانتریفیوژ شدند rpm12000 دقیقه با دوران  15
فاز شفاف بالایی با سمپلر جداشده و به 

ها  حجم آن هاي استریل منتقل شدند و هم میکروتیوپ
دقیقه با  10مدت  ایزوپروپانول سرد اضافه شد و به

درجه سانتریفیوژ  4و در دماي  rpm12000دوران 
آرامی خالی شد و  ها بهشدند سپس فاز بالایی آن

ضافه شد و جهت درصد ا 75لیتر اتانول  میلی 1مقدار 
ها  در کف تیوپ RNAهاي  شستن و تثبیت پلت

سانتریفیوژ شدند  rpm12000دقیقه با  5مدت  به
در ته  RNAهاي سفید سپس اتانول خالی شد و پلت

تیوپ براي عاري شدن از اتانول زیر هود خشک 
لیتر آب عاري از نوکلئاز به  میلی 05/0شدند و مقدار 

شده تا هنگام  استخراج RNAها اضافه شد سپس  آن
منتقل شد. براي حصول  -80به دماي  cDNAسنتز 

با دستگاه نانودراپ غلظت و  RNAاطمینان از کیفیت 
با الکتروفورز کیفیت آن سنجیده شد. همچنین براي 

  که  طوري استفاده شد به DNaseاز  DNAحذف 
میکرولیتر بافر  1با  RNAلیتر از میکرو 4ابتدا 

DNase 10X میکرولیتر  1ط و سپس مخلوDNase 
دقیقه در دماي اتاق  15مدت به آن اضافه شد و 
به آن اضافه  EDTAمیکرولیتر  1نگهداري شد سپس 

دقیقه براي خنثی  10درجه مدت  65شد و در دماي 
قرار داده شد و سپس به روي یخ براي  DNaseکردن 
 منتقل شد. سنتز با استفاده از مسترمیکس cDNAسنتز 

)mastermix سنتز (cDNA  شرکتGENET BIO 
  انجام ل کشور کره و طبق دستورالعمل آن محصو

   شده براي ژن گرلین  شد. پرایمرهاي استفاده
F: TTCATGATGAGTGCTCCGTTC  و  

R: GTCAGAATTCAAGTGGCGAATC  بود
گرفته بود  استفاده قرار که در مطالعات قبلی مورد

)Miura  ،منظور سنجش پرایمرهاي به. )2007و همکاران 
ابتدا با  Real Time PCRاستفاده جهت انجام  مورد

PCR  معمولی جفت پرایمرها مورد آزمایش قرار
گراد  درجه سانتی 96شامل  PCRگرفتند که شرایط 

درجه  95سازي اولیه،  دقیقه براي واسرشته 3مدت  به
چرخه حرارتی، دماي  40ثانیه و براي  30مدت  به

aneling مدت  درجه به 72ثانیه و  40مدت  رایمر بهپ
نهایت با انجام  دقیقه براي بسط نهایی بود که در 1

درصد درستی باندهاي  2الکتروفورز بر روي ژل آگارز 
 Real time PCRایجادشده مورد ارزیابی قرار گرفت. 

تکرار فنی براي  4هاي مخصوص آن و در در تیوپ
ر تیوپ به هر نمونه صورت گرفت که محتویات ه

 صورت زیر بود: میکرولیتر به 20مقدار 
  

 10 میکرولیتر بافر سایبر گرین  

 1 رونده میکرولیتر پرایمر پیش  

 1 رونده میکرولیتر پرایمر پس  

 8/2 میکرولیتر آب  

 2/0  میکرولیتر آنزیمtag polymerase  

 5  میکرولیترcDNA شده رقیق  
 

 Real time PCRآمده توسط دستگاه   دست نتایج به
دهنده تعداد  باشد که نشانیم Ctتحت عنوان 

هاي ژنی هایی است که سیگنال فلورسنت نسخه چرخه
کند. با ترسیم منحنی استاندارد را شناسایی می

)Standard curve با استفاده از (Ct آمده   دست به
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درصد  cDNAهاي هاي مختلف از نمونهبراي رقت
آمده   دست به Ctدست آمد.  کارایی براي پرایمر به

برابر  ΔΔct )ΔΔCt-2ها با استفاده از فرمول براي نمونه
کالیبراتور) تبدیل  ΔCtژن هدف منهاي  ΔCtاست با 

و  Livak( هاي موردنظر شدبه بیان نسبی ژن
Schmittgen ،2001(. آمده   دست نهایت عدد به در
عنوان نتیجه نهایی بیان ژن و همچنین  نرمال شده به
هاي همورال ایمنی غیراختصاصی نرمال سطح فاکتور

با استفاده از هاي رشد  شده در سرم و شاخص
هاي آن رسم   شکلمرتب و  Excel 2010افزار  نرم

داري  ها و سطوح معنیوتحلیل داده چنین تجزیه شد هم
و با آزمون آماري  Spss 16افزار با استفاده از نرم

یانس و با آنالیز وار 95دانکن با درصد اطمینان 
  ) مشخص شد. One – Way ANOVAطرفه ( یک

  
  نتایج

 اثرات سطوح مختلف پریبیوتیک گالاکتوالیگوساکارید
صورت زیر  قرمز به هاي رشد ماهیبر برخی شاخص

  بود:  1در جدول 

  
  تأثیر پریبیوتیک گالاکتوالیگوساکارید قرمز تحتهاي رشد ماهی  انحراف معیار) برخی از شاخص ±مقایسه میانگین ( -1جدول 

  درصد 2پریبیوتیک   درصد 1پریبیوتیک   درصد 5/0پریبیوتیک   شاهد  هاي رشد شاخص

  FCR( 12/0 ± 75/2  13/0 ± 14/3  63/0 ± 25/3  44/0 ± 13/3( ضریب تبدیل غذایی

  SGR( 09/0 ± 95/2  23/0 ± 76/2  36/0 ± 6/2  34/0 ± 76/2( نرخ رشد ویژه

  BWG(  8/3 ± 67/73  11/3 ± 02/63  13 ± 48/62  65/11 ± 16/65( درصد افزایش وزن بدن

  FE( 57/1 ± 38/36  33/1 ± 86/31  92/5 ± 53/31  79/4 ± 41/32( درصد کارایی غذا
   را بین تیمارهاي مختلف نشان ندادداري  آزمون آماري فاکتورها هیچ اختلاف معنی *
  

حاظ وزنی ل ندي شده ازبماهیان اولیه تیمار
) و در P˃05/0داري باهم نداشتند (اختلاف معنی

هاي رشد نشان داد که  پایان دوره بررسی شاخص
  افزودن پریبیوتیک گالاکتوالیگوساکارید با سطوح 

درصد به جیره ماهیان قرمز در طول مدت  2و  1، 5/0
داري بین تیمارها با گروه شاهد و  اختلاف معنیدوره 

  ). P˃05/0همچنین با همدیگر ایجاد نکرد (
بیان ژن گرلین ارزیابی شد و نتایج  پژوهشدر این 

اي و  هفته سه اصل نشان داد که در هر دو مرحلهح

اي تغذیه با جیره حاوي گالاکتوالیگوساکارید  هفته شش
). P˂05/0نمود ( در بیان آن اختلاف معناداري ایجاد

بیان ژن گرلین در هر دو زمان داراي یک الگوي 
که  طوري کاهشی با افزایش درصد پریبیوتیک بود به

گروه شاهد بالاترین سطح بیان ژن و گروه با دو 
ترین سطح بیان ژن را  شده کم درصد پریبیوتیک تغذیه

اي  هفته هاي شش دارا بود که این روند در نمونه
با  ود و اختلاف زیادي بین شاهدتر مشهود ب بیش

  ). 1 تیمارها وجود داشت (شکل
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  تأثیر سطوح مختلف  اي در ماهی قرمز تحت هفته اي و شش هفته سه سطوح بیان ژن گرلین در دو دوره -1شکل 
  و آزمون دانکن بررسی شد که  ANOVAها با استفاده از  داري داده معنیپریبیوتیک گالاکتوالیگوساکارید (

   است) 05/0دار بودن در سطح  حروف متفاوت نشانه معنی شکلدر هر 

  
هاي اثرات گالاکتوالیگوساکارید بر ایمنی  بررسی

فاکتورهاي  خون ماهی قرمز نشان داد که همه همورال
طی تغذیه داري را در گیري شده افزایش معنی اندازه
). P˂05/0(اند اي با مکمل تجربه کرده هفته شش

دار در میزان پروتئین کل بین گروه اختلاف معنی
و ترین پروتئین کل  درصد با بیش 1شده با سطح  تغذیه

ترین پروتئین کل بود. همچنین گروه  گروه شاهد با کم
 5/0درصد با  1درصد مکمل و گروه  2شاهد با تیمار 

). 2دار بودند (شکل  اي اختلاف معنیدرصد مکمل دار
دار بین گروه  در سطوح آلبومین سرم تنها اختلاف معنی

ها  با یک درصد مکمل و گروه شاهد بود و سایر گروه
). میزان 3داري نداشتند (شکل باهم اختلاف معنی

گلوبولین سرم با اضافه کردن مکمل در جیره نسبت به 

بود اما سطوح کرده  داري پیداشاهد اختلاف معنی
). 4 دار نداشتند (شکلتلاف معنیهم اخ مختلف آن با

میزان آنزیم لیزوزیم و فعالیت کمپلمان در سرم گروه 
تر و داراي  درصد بیش 2 و 1شده با سطح  تغذیه

داري با دو گروه دیگر بودند اما سایر اختلاف معنی
 5 هاي داري نداشتند (شکلها باهم اختلاف معنیگروه

دار در سطوح آنزیم آلکالین فسفاتاز اختلاف معنی). 7و 
درصد و  5/0درصد با گروه شاهد و  2بین گروه 

  درصد با گروه شاهد بود و سطح  1همچنین گروه 
). 6یافته بود (شکل  آن با افزایش پریبیوتیک افزایش

درصد  2و 1شده با  مقدار آگلوتیناسیون در گروه تغذیه
  دار بود  اختلاف معنیمکمل با گروه شاهد داراي 

  ).8(شکل 
  



 ...درگیر در  اثرات جیره حاوي گالاکتوالیگوساکارید بر بیان ژن                                                                 96اره دوم، تابستان سال یازدهم، شم 

20 

  
  اي سطوح مختلف پریبیوتیک گالاکتوالیگوساکارید هفته سطح پروتئین کل در سرم ماهی قرمز تحت تیمار شش -2شکل 

  

  
  گالاکتوالیگوساکاریداي سطوح مختلف پریبیوتیک  هفته سطح آلبومین در سرم ماهی قرمز تحت تیمار شش -3شکل 

  

  
  اي سطوح مختلف پریبیوتیک گالاکتوالیگوساکارید هفته سطح گلوبولین در سرم ماهی قرمز تحت تیمار شش -4شکل 
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   اي سطوح مختلف پریبیوتیک گالاکتوالیگوساکارید هفته سطح لیزوزیم در سرم ماهی قرمز تحت تیمار شش -5شکل 

  

  
  اي سطوح مختلف پریبیوتیک گالاکتوالیگوساکارید هفته فسفاتاز در سرم ماهی قرمز تحت تیمار ششسطح آنزیم آلکالین  -6شکل 

  

  
  اي سطوح مختلف پریبیوتیک گالاکتوالیگوساکارید هفته میزان فعالیت کمپلمان در سرم ماهی قرمز تحت تیمار شش -7شکل 
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  اي سطوح مختلف پریبیوتیک گالاکتوالیگوساکارید هفته میزان آگلوتیناسیون در سرم ماهی قرمز تحت تیمار شش -8شکل 

  
  بحث

دلیل افزایش تولید و  پروري بهدر صنعت آبزي
ها و داروهاي مختلفی براي بیوتیکاز آنتیتراکم، 

برابر بیماري افزایش رشد و بازدهی و مقاومت در 
 ).a2011و همکاران،  Hoseinifar( شود استفاده می

محیطی و  این در حالی است که به دلایل زیست
هاي اخیر براي رسیدن به تولید بالا و  انسانی طی دهه

بار، استفاده از  افزایش ایمنی و جلوگیري از اثرات زیان
محدودیت روبرو مواد ذکرشده با قوانین ممنوعیت و 

و  Liu( مواد طبیعی متداول شدستفاده از شده و ا
ها از اهمیت  از این میان پریبیوتیک ).2013همکاران، 

ها  زیادي آن پژوهشگرانکه  اي برخوردارند چرا ویژه
خودشان استفاده  هاي پژوهشرا شناسایی کرده و در 

اند و نتایجی مبنی بر تغییر و افزایش فاکتورهاي  نموده
و افزایش ) b2011کاران، و هم Hoseinifar( ایمنی

گزارش ) a2011و همکاران،  Hoseinifar(رشد 
هاي آزمایشگاهی در اند. از طرفی در موش نموده

مقالات پزشکی بررسی واکنش میکروبیوتاي روده و 
تأثیر پریبیوتیک نشان  متابولیسم گلوکز و چربی تحت

بخشد و داد که پریبیوتیک تعادل گلوکز را بهبود می
در دستگاه گوارش و  L-cellیش تعداد باعث افزا

ساز  پیش mRNAسطوح بیان ( پارامترهاي مرتبط
اي و پپتید شبه گلوکاگن در پلاسما) و  گلوکاگن روده

اي با  هاي روده کاهش گسترش مقدار چربی و التهاب
). 2011و همکاران،  Everard( شوددرجه پایین می

هاي  پربیوتیکمتابولیسم چربی نیز یکی دیگر از اثرات 
 )2008و همکاران،  Macfarlane( الیگوساکارید است

ها در آبزیان چاق و  تواند باعث سوختن چربیکه می
چنین در مطالعات متعددي به اثرات پرچرب باشد. هم

در افراد  خصوص بهها بر کاهش اشتها  ریبیوتیکپ
). Reimer ،2009و  Parnell( شده است  دیابتی اشاره
عنوان فاکتورهاي  پارامترهاي هماتولوژي بهبرخی از 

با  شده ایمنی اولیه در ماهی کپور معمولی تغذیه
و همکاران،  Ebrahimi( پریبیوتیک ایمونوژن توسط

ماهیان با هفته تغذیه کپور 8رسی شد. پس از بر )2012
پریبیوتیک ایمونوژن سطح آلبومین، گلوبولین و پروتئین 

 5/2و  5/1شده با سطوح  هاي تغذیهکل سرم در گروه
گرم در کیلوگرم پریبیوتیک تجاري ایمونوژن در 
بالاترین سطح خود بوده است و باعث مقاومت ماهیان 

شده  Aeromonas hydrophilaدر مقابله با باکتري 
  بود.
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داري  اختلاف معنی پژوهشنتایج حاصل از این 
اد کدام از فاکتورهاي رشد ذکرشده نشان ند در هیچ

اگرچه ارقام مربوط به فاکتورهاي رشد در گروه شاهد 
). دلیل این امر P˃05/0ها بود (بهتر از سایر گروه

گردد.  احتمالاً به ماهی موردنظر و شرایط آزمایش برمی
و همکاران،  Hoseinifarپژوهش (در این راستا 

توجهی بر  اثرات قابل FOSبر مکمل غذایی  )2014
هاي خونی کپور معمولی عملکرد رشد و پارامتر

توجهی مقاومت به تنش  طور قابل نداشت، اما به
  یافته بود. افزایش

پپتید گرلین نقش مؤثري در تحریک براي گرفتن 
غذا، ایجاد اشتها و تحریک ترشح هورمون رشد 

هایی از بدن توسط غده هیپوفیز دارد که در بخش
شود اما عمده مانند مغز، روده و معده ترشح می

لیت آن در دستگاه گوارش است که در ماهی قرمز فعا
ترین جایگاه بیان ژن گرلین  دلیل نداشتن معده مهم به

). 2002و همکاران،  Unniappan( باشددر روده می
  رابطه عکسی را بین بیان  real time PCRنتایج 

ژن گرلین در بافت روده و تغذیه با مکمل 
نشان داد که با افزایش میزان  گالاکتوالیگوساکارید

پریبیوتیک در جیره میزان بیان ژن گرلین کاهش یافت. 
نتایج این مطالعه تنها گزارش در مورد بیان ژن گرلین 

زایی  عنوان شاخص رشد و اشتها در مقابل ایمنی به
در ماهی قرمز است. بیان  GOS تأثیر پریبیوتیک  تحت

دار  اي معنی ههفت ژن گرلین در هر دو بازه سه و شش
مدت اختلاف بین تیمارها  که در کوتاه طوري شد به

که  حالی صورت تقریباً خطی با شیب ملایم بوده در به
مدت گروه شاهد اختلاف بسیار زیادي با  در طولانی
بود  ها داشته و میزان بیان در آن خیلی بالاسایر گروه

 بیان ژن کنترل GOSکه در تیمارها با افزایش سطح 
ه بود. ژن گرلین هنگامی در دستگاه گوارش شد 

یابد که ماهی گرسنه شود که با غذا خوردن افزایش می
 یابد دار کاهش میطور معنی دوباره بلافاصله به

)Amole  وUnniappan ،2009 ( بنابراین و نتایج
حاصل از این پژوهش افزودن گالاکتوالیگوساکارید 

چند  هر تراز با سیري و کاهش گرلین است که هم
ها  واسطه پروبیوتیک باعث بهبود استفاده بهینه از غذا به

دهد که در گیري را کاهش می شود، میزان غذا می
برخی مطالعات انسانی نیز به ایجاد سیري و کاهش 

 ها اشاره تأثیر پریبیوتیک تحت نتیجه لاغري وزن و در
 ).2012و همکاران،  Brownawell( شده است 

کاهش گرلین تولیدشده توسط دستگاه گوارش ماهی 
زیست  هاي هم به ترکیب جمعیتی باکتري GOSتأثیر  تحت

در  هاي پروبیوتیک که باکتريگردد  روده ماهی برمی
توانند  میاند و  هاي روده تماس مستقیم با سلول

ها  ها را با تأثیر بر رسپتورهاي سطح آن فعالیت آن
طریق تولید موادي مؤثر بر این طور مستقیم یا از  به

تخمیر تأثیر قرار دهند، همچنین  رسپتورها تحت
توانند از این طریق پریبیوتیک و ترکیبات حاصل می

و  Parracho( اعمال اثر کنند. در مطالعاتی توسط
 )Hamilton-Miller ،2004( و )2007همکاران، 
شده است که پروبیوتیک با مصرف   نشان داده

توسط توانایی خود در حفظ سلامتی و  پریبیوتیک و
یکپارچگی دیواره روده باعث افزایش جذب مواد 

شود و فلور میکروبی سالم در روده غذایی می
(پروبیوتیک) در دسترس بودن مواد مغذي را افزایش 

دهد که این در دسترس بودن از ابتداي روده تا  می
پایان تخمیر پریبیوتیک توسط فلور میکروبی در 

یابد و در هاي انتهایی دستگاه گوارش ادامه می قسمت
دسترس بودن مواد مغذي و آزاد شدن آن به خون 

 طور مستقیم با سرکوب اشتها همراه است. با به
هاي  تري براي ارزیابی توانایی حال مطالعات بیش این
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هاي پروبیوتیک مانند  بالقوه پریبیوتیک و باکتري
نیاز  سیري موردتر شدن  در طولانی ها لاکتوباسیل

  ). 2013و همکاران،  Forssten( است
شده است که القاي  طی مطالعات متعدد ثبت

کند  هاي ایمنی را تحریک میپریبیوتیک خوراکی پاسخ
و  Daniels( بخشدو وضعیت رشد را بهبود می

Hoseinifar ،2014 ؛Hoseinifar  ،2014و همکاران .(
در حفظ سیستم ایمنی ذاتی در ماهی نقش کلیدي 

 کند هاي عفونی بازي می ماهی در برابر بیماري
)Trichet ،2010.( توانند سنتز  یمنی میهاي امحرك

هاي درگیر در تر مولکول براي تولید بیشپروتئین را 
 ها و لیزوزیم افزایش دهندایمنی ذاتی مانند کمپلمان

)Rao  ،در ماهی با واکسیناسیون  ).2006و همکاران
ماري توسط عوامل پاتوژن و همچنین در دنبال بی یا به

هاي خون جهت هاي خودایمنی سطح پروتئین بیماري
هایی  آمادگی بدن در مقابل بیماري و انجام فعالیت

هاي  فاگوسیتوز، لیز کردن دیواره سلولی و سلولمانند 
عوامل پاتوژن، به دام انداختن عوامل بیگانه، رفع 

، Magnadóttir( یابدعفونت و غیره افزایش می
برخی پارامترهاي ایمنی همورال در مطالعه  ).2006

عنوان شاخص وضعیت سلامت و ایمنی  حاضر به
والیگوساکارید شده با گالاکت ذاتی ماهی قرمز تغذیه

لیزوزیم یک آنزیم لیتیک است که  گیري شدند. اندازه
کند و سطح آن باندهاي گلیکوزیدي را هیدرولیز می

عنوان یک پارامتر مهم  معمولاً به یا میزان فعالیتش
و  Saurabh( گیري شده است ایمنی ذاتی اندازه

Sahoo ،2008.(  ترین  یکی از مهمفعالیت کمپلمان
اجزاي سیستم ایمنی ذاتی در ماهی است و در لیز و به 

هاي خارجی و موجودات زنده  دام انداختن سلول
، Lambrisو  Holland( کند نقش کلیدي ایفا می

هاي  بادي آگلوتیناسیون علیه باکتري تیتر آنتی ).2002

مختلف مکانیسم دیگري از پاسخ ایمنی ذاتی است که 
، Tortو  Sunyer( داراي فعالیت بالا در ماهی است

سطح آلکالین فسفاتاز در انسان در بیماري  ).1995
شود اما  گیري می پرکاري استخوان یا نقص کبد اندازه

فاتاز و جلوگیري از کاهش سطوح بالاي آلکالین فس
آن در سرم در خلال چالش ماهی کپور هندي 

عنوان شاخص سلامتی و  شده با محرك ایمنی به تغذیه
افزایش  است. )2006و همکاران،  Rao( ایمنی توسط

پروتئین تام سرم، آلبومین و گلوبولین شاخص خوبی 
و  Siwicki( باشد از وضعیت سلامت ماهی می

  ها نشان داده شکلطور که در  همان ).1994همکاران، 
شده است میزان لیزوزیم، کمپلمان، آگلوتیناسیون، 
آلکالین فسفاتاز، پروتئین کل، آلبومین و گلوبولین در 

درصد گالاکتوالیگوساکارید  2و  1شده با  ماهیان تغذیه
دهد که  ترند. نتایج نشان می داري بیش طور معنی به

  ا را در وضعیت هگالاکتوالیگوساکارید ماهی
  هد. نتایج مشابه با برخی دسلامت خوبی قرار می

 هاي ایمنی دیگر نیز یافته شده است. از محرك
مخمر گلوکان و نوکلئوتیدهاي مصنوعی  الیگودئوکسی

فعالیت لیزوزیم سرم در کپور معمولی و ماهی آزاد 
اند  ترتیب افزایش داده اقیانوس اطلس را به

)Tassakka  وSakai ،2002 ؛Engstad  ،و همکاران
در راستاي نتایج حاصل از مطالعه حاضر، ). 1992
گزارش دادند که ایمونوژن سبب  یمی و همکارانابراه

شود  بهبود پارامترهاي ایمنی ذاتی کپور معمولی می
. همچنین در مطالعات )2012، یمی و همکارانابراه(

الیگوساکارید در رژیم غذایی بر قبلی اثرات مثبت مانان
 کمان آلاي رنگین پارامترهاي ایمنی ذاتی ماهی قزل

)Dimitroglou  ،( و )2009و همکارانStaykov  و
 Dicentrarchusدریایی اروپایی  ، باس)2007همکاران، 

labrax )Torrecillas  ،تأیید قرار) 2007و همکاران 
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گرفته است. همچنین در راستاي افزایش فاکتورهاي 
پروتئین کل، لیزوزیم، آلبومین، گلوبولین و آلکالین 

هاي ایمنی اثرات تأثیر محرك فسفاتاز در سرم تحت
و  Rao( توسط Achyranthes asperaگیاه 

زایش این افشده است و   بررسی )2006همکاران، 
    شده با محرك گزارشفاکتورها در گروه تیمار

الیگوساکارید بر ماهی قرمز  در بررسی مانان .استشده 
نیز افزایش مقاومت در برابر عفونت ناشی از 

Aeromonas hydrophila ،با افزایش سطح گلوبولین 
آلکالین فسفاتاز و لیزوزیم سرم و مقابله با بیماري 

هاي غذایی با غلظت  که مکمل شده است  نشان داده
گرم در کیلوگرم سبب مقاومت ماهی  میلی 480تا  240

و همکاران،  Liu( اند در مقایسه با گروه شاهد شده
هاي  و داده ها پژوهشدر مقابل نتایج این  ).2013

حاضر، کاهش فعالیت لیزوزیم ماهی آزاد  پژوهش
شده با رژیم غذایی حاوي  اقیانوس اطلس تغذیه

گرم در کیلوگرم غذا  10توالیگوساکارید با غلظت گالاک
   Grisdale-Helland( مدت چهار ماه مشاهده شد به

هاي عمل  اگرچه مکانیسم ).2008همکاران، و 
در سیستم ایمنی بدن ماهی  گالاکتوالیگوساکارید

الیگوساکارید  شده است که مانان  روشن نیست اما بیان
توسط کبد را ) MBLترشح لکتین اتصال مانوز (

کند که به کپسول باکتري متصل شده و  تحریک می
و همکاران،  Moran( کنداندازي می کمپلمان را راه

2004.(  

هاي مبنی برافزایش ایمنی و رشد وجود گزارش با
مقدار بیان ژن  پژوهشها در این  اصل از پریبیوتیکح

 GOSتأثیر  گرلین که محرك رشد و اشتهاست تحت
چنین فاکتورهاي رشد بین  است. همیافته   کاهش
هاي تیمار با شاهد اختلافی نداشتند اما  گروه

حال  این فاکتورهاي ایمنی همورال افزایش یافتند. با
شود در مطالعات بعدي تغییرات سایر  پیشنهاد می

ند لپتین در هاي دخیل در اشتها مان ها و ژن هورمون
معمولاً را که  NPY، گالانین و کبد، اورکسین در مغز

 )Farrell ،2011( یابنددر گرسنگی افزایش می
ها و  هاي دخیل در ایمنی مانند اینترلوکین همراه ژن به

طور  تأثیر پریبیوتیک به فاکتور نکروزکننده تومور تحت
خوبی مشخص  ها بهدقیق بررسی شوند تا ارتباط آن

  شود.
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Abstract2 

The aim of this study was to investigate the effects of Galactooligosaccharide Prebiotics 
(GOS) on some growth factors (feed conversion ratio, specific growth rate, percent of  
body weight gain and feed efficiency coefficient), the expression of ghrelin gene and several 
bloody factor related to immune serum (total protein, albumin, globulin, lysozyme, alkaline 
phosphatase, agglutination and complement activation) in goldfish. Trial was performed 
randomly on three levels: 0.5, 1 and 2% of the prebiotic and the control group. 15 fish with an 
average weight of 4.88 ± 0.28 gr per 500-liter fiberglass tank were storage and with the same 
condition for 6 weeks fed with different levels of GOS. The fish were biometry at the end of the 
period. The intestinal tissue samples to investigate the ghrelin gene expression after three and 
six weeks. None of the factors related to growth did not show significant differences among 
treatments (P˃0.05). Also results of serum immune tests showed that the total protein, albumin, 
globulin, lysozyme, alkaline phosphatase, agglutination and complement activation under the 
influence of Galactooligosaccharide had significantly different between treatment and control 
groups (P˂0.05) and the rate of the control group was lowest in all tests. RNA was extracted 
from intestinal tissue and cDNA was synthesized. By using Real Time PCR and with usage 
specific primers, ghrelin gene expression was examined and the results showed significant 
differences in both time sampling in the ghrelin gene expression (P˂0.05). Increasing of  
GOS levels decreased relative ghrelin gene expression. This study showed that GOS with Level 
1 and 2 percent in six weeks increased safety due to an increase in total protein, albumin, 
globulin, lysozyme, alkaline phosphatase, agglutination and complement activation in fish, but 
despite various reports of growth performance improvement, adding GOS to the diet would not 
make a difference in the growth and decreased gene expression levels of ghrelin, which triggers 
appetite and growth. 
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