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چکیده
هاي تجاري، گرایش به استفاده از گیاهـان را بـه   هاي باکتریایی نسبت به آنتی بیوتیکافزایش روز افزون مقاومتزمینه و هدف:

 ـیدروهاین تحقیق ارزیابی اثرات عصاره هدف از.منظور تحریک سیستم ایمنی ذاتی افزایش داده است Ferula(ی گیـاه آنغـوزه  الکل

assafoetida(هاي مرتبط با ایمنی) بر بیان ژنTNF-alpha وIL-1β(خري بود.در ماهی گور
و درصد عصاره فـرولا  2، و 1، 5/0گرم با غذاي حاوي سه سطح مختلف 3/0±01/0بدین منظور ماهیان با میانگین وزنی کار:روش

هـاي روده  از نمونـه RNAو بـرداري  هفته تغذیـه شـدند. در پایـان دوره از بافـت روده نمونـه     8یک گروه شاهد با جیره پایه به مدت 
 ـگردیـد،  سـنتز  cDNAاستخراج و  IL-1βو TNF-alphaي اختصاصـی  آغازگرهـا اسـتفاده از  وReal Time PCRبـا روش یبررس

صورت پذیرفت.
% را نشان داد که ایـن  2شده با جیره حاوي عصاره آنغوزه در سطح یهتغذدر تیمار هر دو ژن میزان بیان ژن افزایشنتایج یافته ها:

در تیمـار  هرچند، IL-1β). در بررسی بیان ژن >05/0P(دار بود% معنی1% و 5/0با تیمارهاي TNF-alphaآماري در ژن ازنظرافزایش 
% عصاره 2شده با جیره حاوي یهتغذتیمار )، اما <05/0Pشده با آنغوزه مشاهده نشد(ي تغذیهداري بین تیمارهاآماري اختلاف معنیازنظر

میزان بیان بالاتري را نشان داد.آنغوزه
افـزایش بیـان نسـبی    واسـطه بهتواند ی گیاهی آنغوزه میلالکیدروهرسد استفاده از عصاره میبه نظربر اساس نتایج نتیجه گیري:

خري کمک نماید.هابی به بهبود وضعیت ایمنی در ماهی گورهاي التسایتوکین

.TNF-alpha،IL-1βخري، آنغوزه، ژن ماهی گور:واژه هاي کلیدي

مقدمه
به افزایش جمعیت جهـان ونیازبـه تـامین مـواد     با توجه

-پروري رشـد قابـل  صنعت آبزيغذایی از منابع مختلف،

فــوق و هــاي متــراکم تــوجهی داشــته و بــه ســمت سیســتم
کیفیــت  کـه نیـاز بـه کنتـرل     )،4(متراکم پیش رفته اسـت 

ها بیش از پـیش احسـاس   اريوپیشگیري از بیمآب، تغذیه
سـلامت حفـظ درایمنیسیستممهم). نقش25(گرددمی

دورهطـول درهـا آنمناسـب رشدووتضمین بقاءآبزیان
ــرورش، ــببپ ــدهس ــه ش ــین ب ــا محقق ــتفادهت ــواعازاس ان
ــات ــیمیاییترکیب ــیوش ــركطبیع ــتو تقومح ــدهی کنن

در مزارع پرورش ماهی و دهند.نشانتمایلایمنیسیستم
ها و برخی مواد شیمیایی ها، واکسنبیوتیکها آنتیهچري

هـا،  هـا، بـاکتري  عنوان محرك ایمنی در برابـر ویـروس  به
اسـتفاده از  .شـود هاي قارچی استفاده میها و بیماريانگل
ي شیمیایی در مقابل هاکنندهگیريیشپها و بیوتیکآنتی

بیماري آبزیان داراي عوارضـی چـون ایجـاد مقاومـت در     
در گوشـت عامل بیماري نسـبت بـه دارو، تجمـع زیسـتی     

زیسـت و بیمـار نمـودن انسـان بـه      یطمح ـآبزیان، آلودگی 
-ین جهت در سالبه هم).3(هاي مقاوم شده استباکتري



درماهی گورخري) IL1Bو TNF-alpha(هاي اثرات عصاره هیدروالکلی گیاه آنغوزه در جیره غذایی بر بیان ژن 56

یـا افـزایش   گیـري، کنتـرل بیمـاري   هاي اخیر جهت پیش
هاي غذایی طبیعـی توجـه بیشـتري    ایمنی به افزودن مکمل

برخـی گیاهـان دارویـی داراي   کـه ییجاازآنشده است. 
طیف وسیعی از خواص مفید ازجملـه تحریـک و تقویـت    

از،در بســیاري از کشــورها اســتفادهایمنــی هســتندسیسـتم 
افـزایش بیمـاري، کنتـرل بـراي گیاهیایمنیهايمحرك

).18(اسـت یافتـه توسعهماهی اکتسابیذاتی ویایمنپاسخ
استفاده از گیاهان دارویی در جیره غذایی مـاهی، موجـب   

ضـد  بهبود عملکرد سیستم ایمنـی ماننـد افـزایش فعالیـت     
بـادي و  یایی، افزایش فعالیـت لیـزوزیم، پاسـخ آنتـی    باکتر

ــان ژن ــزایش بی ــی هــااف ــاهی م ــی در م ــا ایمن ــرتبط ب -ي م

عددي در زمینه تعیین اثـرات مثبـت   ). مطالعات مت19(شود
محرك ایمنـی طبیعـی جـایگزین    عنوانبهگیاهان دارویی 

پروري صورت گرفته اسـت کـه از   مواد شیمیایی در آبزي
ــی  ــه م  ــآن جمل ــوان ب ــر   ت ــر ب ــاه گلپ ــرات گی ــی اث ه بررس

Malabaricus(مـاهی  epinephelus)(32   عصـاره سـیر ،(
خار عصــاره ســر )، Lates calcarifer.)(31(بــر مــاهی 

-آلاي رنگـین بر ماهی قزل)Echinacea purpurea(گل
، عصـاره خرمــا و  )Oncorhynchus mykiss()23کمـان( 

ــاقی  ــاه غازی ــور  Falcaria vulgaris(گی ــاهی کپ ــر م ) ب
ــولی Cyprinus(معمــــ carpio()20 ،8( و گیــــــاه

Astragalus(بیـان ) و شیرینGlycyrrhizaglabra(گون

membranaceus  ) بــر مـــاهی ســوف زرد (Percafla

vescensنــام علمــیبــا). گیــاه آنغــوزه 12() اشــاره نمــود
)Ferula assa foetida    بـومی ایـران و افغانسـتان یـک ،(

. صــمغ آنغــوزه چتریــان اســتچندســاله از خــانوادهگیــاه 
کومـارینی فوئتیـدین و   فرولیـک اسـیدو اسـترهاي   حاوي

ــامولونول،آمبلی ــی ک ــرون، فرانس ــولفیدها،  ف ــرول، تتراس ف
ــســزکویی ــوکز،رپنت ــی هــا، گل ــوز، پل -گــالاکتوز، رامن

هـاي فـرار   روغنچنینها و همساکاریدها، گلیکوپروتئین
). مطالعـات دارویـی و   24د(باش ـسولفوره و ترپنوئیدها می

، یضـــد قـــارچاکســـیدانی، آنتـــیبیولـــوژیکی خـــواص

دهنـده  و کاهشی ضد سرطان، ی، ضداسپاسمیضدویروس
سیسـتم ایمنـی   ). 35(این گیاه را نشان داده استفشارخون

در برابـر عوامـل   هـا اندامداران از ماهیان همانند سایر مهره
هـاي  هـا گلیکـوپروتئین  کند. سـایتوکین زا دفاع میبیماري

باشند که در تنظیم عملکرد سیستم ایمنی نقـش  محلول می
ــده عمــده ــات داراي گیرن ــن ترکیب ــد. ای ــر اي دارن هــایی ب
اثر خـود را بـر   گیرندهبه بااتصالهاي هدف بوده و سلول

ها و در ارتبـاط  در سیستم ایمنی ماهیکنند. سلول القاء می
ــا   ــول س ــات مولک ــا التهاب ــده  ب ــاکتور نکروزکنن یتوکینی ف

) نقــش مهمــی دارد کــه بــه دنبــال تحریــک TNF(تومــور
).16، 17(شودهاي سفید ترشح میسیستم ایمنی از گلبول

کـه از لکوسـیت   باشـند  هایی مـی ها، سایتوکیناینترلوکین
نقـش  IL-1Bکنـد.  ها اثـر مـی  ترشح و بین سایر لکوسیت

مهمی در پاسخ میزبان به تهاجم میکروبی، آسیب بـافتی و  
-). مـاهی گـور  10(نمایـد واکنش ایمونولوژیک ایفـا مـی  

Dani(خري orerio      ًمـاهی بـا انـدازه کوچـک (معمـولا (
هـاي آب شـیرین منـاطق    متـر) از گونـه  میلـی 40تـر از  کم

عمق هاي کمسیري بومی پاکستان و هند و ساکن آبگرم
سـهولت تکثیـر و   ازجملهبه مزایاي آن با توجه).21(است

گونـه توانسـته اسـت    یناوسیع بودن دامنه تحمل حرارتی، 
ــب    ــود جل ــه خ ــادي را ب ــدان زی ــر علاقمن ــوده و در نظ نم

یستز(ژنتیک مولکولی و تحقیقات بسیاري از آزمایشات
-دل آزمایشـگاهی اسـتفاده مـی   وان معنی) از آن بهپزشک

). در مطالعه پیشین صفري و همکاران، اثر پودر 29(نمایند
بررسـی  نغوزه بر بهبود وضعیت ایمنی مـاهی کپـور   آگیاه 

). ازآن26(نموده و اثرات مثبت آن را مشاهده کرده است
جا که گزارشی در رابطه بـا اثـر عصـاره هیـدروالکی ایـن      

ي صــورت نگرفتــه اســت گیــاه بــر ایمنــی مــاهی گــورخر
هـاي  بررسی این عصاره بر بیـان ژن عه حاضر با هدفمطال

) صورت گرفت.IL-1βو TNF-alpha(دخیل در ایمنی
مواد و روش ها

تهیه ماهی و سازگاري به شرایط آزمایشگاهی



9757، تابستان3، شماره 11، جلد 42، شماره پیاپی فیزیولوژي و تکوین جانوريعلمی پژوهشی فصلنامه 

مرکز خصوصـی تکثیـر و   هاي گورخري از یبچه ماه
پرورش ماهیان زینتی واقع در شصت کلا، اسـتان گلسـتان  

دوسـوم سـوم آب و  هاي محتـوي یـک  و با پلاستیکتهیه
ي برآبـاد یفضـل پروري شهید هوا به مرکز تحقیقات آبزي

دانشگاه علـوم کشـاورزي و منـابع طبیعـی گرگـان منتقـل       
زدایـی و بهبـود اسـترس    شدند. ابتـدا ماهیـان جهـت انگـل    

2) بــه غلظــت NaCl(نمــکآبدر ونقــلحمــلناشــی از 
48مـام داده شـدند و مـدت    به مدت ربع ساعت حدرصد

ساعت جهت کاهش تلفات احتمـالی و اسـترس غـذادهی    
هفته با شـرایط  2ماهیان به مدت نشدند. جهت آدابتاسیون 

هفتـه ماهیـان بـا    2دند. در ایـن  گردییعادت دهآزمایشی 
طی ایـن  جیره غذایی پایه(بیومار) مورد تغذیه واقع شدند.

ــه   ــدت روزان ــا آب شـ ـ  50م ــازن ب هري درصــد آب مخ
کلرزدایی شده تعویض شد. 

طرح آزمایش و مدیریت مخازن
4تصـادفی در  کـاملاً طـرح  صـورت بـه این آزمـایش  

تکرار انجام شد. تیمارها شامل گروه 3تیمار و هر تیمار با 
یـدرو هدرصـد عصـاره   2و 1، 5/0، شـده با(شـاهد)  یهتغذ
50تصـادفی تعـداد   طـور به.)26(ی گیاه آنغوزه بودندالکل

در گـرم  3/0±01/0حـدود  ماهی بـا میـانگین وزنـی    عدد 
دنـد.  گردیسـازي  یرهذخلیتري 50اي هاي شیشهآکواریوم

ها با استفاده از سنگ هـواي متصـل بـه    هوادهی آکواریوم
پمپ هـواده صـورت گرفـت. در ایـن آزمـایش در طـول       

ــانگین  ــرورش میــ ــاي آب دوره پــ ــه 25±2دمــ درجــ
گـرم  یلیم7اکسیژن و میانگین pH8-7دامنهگراد، یسانت

گیري شد.در لیتر اندازه
تهیه غذا، عصاره و غذادهی

درسـمنان اسـتان ارجمنـد بیآنغوزه ازشهرستانگیاه
شناسـی یـاه گاسـاتید تأییدموردوآوريجمع،1395بهار

جـدا پـس از هواییهاياندام. قرارگرفتگلستاندانشگاه
آسـیاب  با استفاده ازسپسگردیدند،خشکیهسادرشدن 
یـدرو هجهت تهیـه عصـاره   . آمددرپودرصورتبهبرقی 

ی بر اساس دستورالعمل اسـتخراج هیـدروالکلی گیـاه    الکل

پودر گیاه آنغوزه و g20سرخار گل با استفاده از افزودن
% تهیه شـد. بـدین منظـور مخلـوط     60لیتر متانولیلیم400

محتویات موجـود در  نظرموردزمان باگذشتشدهآماده
ارلن را از روي چند گاز استریل عبور داده تا رسـوبات از  

را با کاغذ صافی والـتمن  شدهصافعصاره جدا و محلول 
صاف و به یک بشر ضدعفونی شـده منتقـل و بـا دسـتگاه     

ســپس در دســتگاه ،روتــاري حــلال موجــود حــذف شــد
).9(گردیـد کن انجمادي به پـودر خشـک تبـدیل    خشک

(غذاي بیومار) با ترازوي یره پایهابتدا جبعد از تهیه عصاره،
ــاري     ــان تج ــا نش ــال ب ــت  AND EK610iدیجیت ــا دق ب

گــرم تــوزین و بــه نســبت وزن غــذا بــراي ســطوح  001/0
5محلـول در ژلاتـین   صـورت بـه مختلف، عصاره آنغـوزه 

صـورت یکنواخـت اسـپري و مخلـوط     روي غذا بهدرصد 
در هـواي محـیط آزمایشـگاه    شـده آمـاده هـاي  جیـره .شد

و تـا  شـده دادهدار قـرار  هـاي زیـپ  در پلاستیکخشک و 
گراد منتقل یسانتدرجه 4زمان مصرف به یخچال با دماي 

روزانه در طوربه% وزن بدن 5غذادهی به میزان .ندگردید
نوبت صورت گرفت. 5الی4طی 

cDNA، سنتزRNAي، استخراجبردارنمونه

ــد از  ــف   2بع ــا ســطوح مختل ــه ب ــرورش و تغذی ــاه پ م
ــان ژن  آنغـــوزه ــزان بیـ ــرتب، جهـــت بررســـی میـ ــا مـ ط بـ

از رودهدر شـرایط اسـتریل   ) TNF-alpha, IL1B(ایمنـی 
مــاهی نمونــه 3شــد. از هرتکــراري بــردارنمونــهمــاهی هــا 
ppm200با استفاده از پودر گل میخک با دوز برداري و 

سـطح بـدن بـا پنبـه آغشـته بـه الکـل        ازآنپسهوش و یب
د. گردی ـکم مـاهی بـاز   ناحیـه ش ـ سـرعت بـه شده و استریل

ي، بــه داخــل آورجمــعو پــس از شــدهجــدابافــت روده
ها به یوپتبلافاصلهو ریختهشده هاي از قبل استریلیوپت

ــه   ــان نمون ــدند. در پای ــال داده ش ــک ازت انتق ــرداري تان ب
گراد قرار داده شدند درجه سانتی-80ها در یخچال نمونه

ــتخراج    ــت اس ــتفاده جه ــان اس ــا زم ــا ر آندRNAو ت ج
توسـط  روشبر اساس RNAاستخراج دند. گردینگهداري 



درماهی گورخري) IL1Bو TNF-alpha(هاي اثرات عصاره هیدروالکلی گیاه آنغوزه در جیره غذایی بر بیان ژن 58

100ازکلRNA.)1(انجام شدبایوزول کنندههضمماده 
عیمـا ازتبـا شدههموژني روده هابافتنمونهگرممیلی

شـــرکتدســـتورالعملطبـــقووزولیـــبازاســـتفادهبـــا
ــازنده -Biozol-Bioflux(س Bioer (ــتخراج ــاس .دگردی
ــت ــلRNAکیفی ــک ــتفادهاب ــورزازاس ژليروالکتروف

مربـوط S28وS18يبانـدها مشاهدهودرصد5/1آگارز
ــه ــوزومیرRNAب ــت آنویب ــاکمی نســبتازاســتفادهب

ازآمـده دسـت بهنانومتر280به260موج طولدرجذب
سـپس . ارزیابی شد) IMPLEN-P100(نانوفتومتردستگاه

ــانوگرم50غلظــتبــه ــرلیکرومدرن ــایت آبازســتفادهاب
DEPCــرق ــدندقی ــت. ش ــذفجه ــرح ــهه ــاقگون -یب

DNase Iمـار یت،RNAيهـا نمونهدریژنومDNAمانده

روشاسـاس بـر cDNAهـاول اخترشـت سسپسوانجام
ــازشــرکتيشــنهادیپ -Fermentase(فرمنت France (ــا ب

ــتفاده ــرلیکروم5ازاس ــاریتRNAیت ــدهم ــاش DNaseب

I)ــت ــانوگرم500غلظ ــرلویکرم1،)ن ــازگریت ــویالآغ گ
dt)20-18انجامدپسآبیترلیکروم5و) دیگونوکلئوتیال

درجـه 70درقـه یدق5مـدت بـه هاوپیتمنظورنیبد. شد
. قرارگرفتنـد خی ـيروسرعتبهو ونیانکوباسگرادیسانت

یکروم2معکوس،بردارنسخهمیآنزX5بافریترلیکروم4
ــرل ــیمdNTP10یت ــولاریل ــد20وم RNaseمیآنزواح

inhabitorآبیتـر لیکروم5/1وDEPC بـالا مخلـوط بـه
درجـه 37يدردمـا قـه یدق5بـه مـدت   هاوپیت. شداضافه

واحـد 200بلافاصلهقرار گرفت. انکوباتوردرگرادیسانت
بـه  ودیگرداضافهوپیتهربهمعکوسبردارنسخهمیآنز

هدادقـرار گـراد یسـانت درجه42يدمادرساعت1مدت 
70يدمـا درقـه یدق10بـه مـدت   هـا وپی ـتسـپس شدند،
. شـود فعالریغواکنشتادیگردانکوبهگرادیسانتدرجه

و اضــافهDEPCآبیتــرلیکــروم380وپیــتهــربــه
cDNA20زری ـفردرهـا شیآزماشروعتاسنتزشدهيها-

-جهت بررسی بیان ژن.ندشدينگهدارگرادیسانتدرجه
تکـرار  3درReal time PCR) 1( جـدول هـاي مربوطـه  

میکرولیتـر  10تکرار تکنیکی با استفاده از 3بیولوژیکی و 
ــرین،   ــایبر گ ــافر س ــر 1ب ــر پرایم ــمیکرولیت ــده و یشپ رون

tagمیکرولیتر آنـزیم 2/0میکرولیتر آب، 8/2، روندهپس

polymerase میکرولیتر 5وcDNAشـده(بر اسـاس   یـق رق
عنوان ژن خانـه  به). ژن بتا اکتین 6(غلظت) صورت گرفت

عنـوان ژن  دار استفاده شد، علت استفاده از ژن بتا اکتین به
بـه ). 26(باشـد ت بیان در مطالعات پیشـین مـی  خانه دار ثبا

ــور ــرایط   منظ ــودن ش ــه ب ــان از بهین ــري qPCRاطمین ، س
) از 50/1و 20/1، 10/1، 5/1، 2/1، 1(هاي مختلفغلظت
-اوت از بافـت مخلوط از تیمارهاي متفcDNAهاي نمونه

3هاي مذکور تهیه و با هر دو پرایمر هدف و رفـرنس در  
) E(نحنی استاندارد جهت تخمین کـارایی تکرار تکثیر و م

).6(آزمایش براي هر پرایمر ترسیم شدیريتکرارپذو 
تحلیل آماريو تجزیه 

یزي ربرنامهاین آزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی 
و TNF-α1هـاي  براي ژنمدهآدستبهCtو اجرا گردید. 

IL-1β  2با اسـتفاده از فرمـول-ΔΔct)ΔΔCt    برابـر اسـت بـا
ΔCt ژن هدف منهايΔCtافزار کالیبراتور) در فضاي نرم

نسـبت بـه ژن   نظرموردهاي تبدیل به بیان نسبی ژناکسل
-βرفرنس actinبا استفاده آمدهدستبه). عدد 22(گردید

هـاي آن رسـم   و نمـودار مرتـب 2010افـزار اکسـل   از نرم
د. گردی

نتایج
RNAبررسی کیفی 

روده از بافتشدهاستخراجRNAنتایج بررسی کیفی 
S28و S rRNA18ماهی گورخري در هر نمونه، دو باند

-نسبت شدت جذب در نمونه.نشان دادبالاوضوحرا با 
280و 260موجطولدر دو شدهاستخراجRNAهاي 

چنین میزان هم،قرار داشت8/1-1/2نانومتر در محدوده 
گر نیز بیان320و 240، 230ي هاموجطولجذب در 

ی بود.موردبررسهاي در نمونهRNAمناسب قابلیت
سنتز شده cDNAبررسی
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cDNA سنتز شده با پرایمر-actinβشده یطراح
سنتز bp216گونه تست و مشاهده باند در ینابراي 

).2(شکلودرا تأیید نمDNAصحیح
آمیزي با % و رنگ5/1الکتروفورز روي ژل آگارز 

bp100اتیدیوم بروماید. مارکر
بر تغییرات گیاه آنغوزهعصارهاثراتنتایج ارزیابی 

آورده شده است. بررسی 3در شکل TNF-αبیان ژن 
ماهی گورخري تحت تیمارهاي TNF-αمیزان بیان ژن 

در تیمار آزمایشی حاکی ازافزایش میزان بیان ژن 
% بود 2شده با جیره حاوي عصاره آنغوزه در سطح یهتغذ
شده هاي تغذیهآماري در مقایسه با سایر گروهنظرازکه 

که یدرحال،)>05/0P(افزایش معناداري را نشان داد
). <05/0P(دار نبودهاي دیگر معنیاختلاف بین گروه

در منحنی ذوب آغازگر براي هر شدهمشاهدهپیک 
محصول ویژه و تکثیر گر وجود یکبیانمحصول،

در این مطالعه تغییرات بیان .)4( شکل اختصاصی است
شده با عصاره در تیمارهاي آزمایشی تغذیهIL-1βژن 

شکل ی قرار گرفت. موردبررسگیاه آنغوزه و تیمار شاهد 
ILدهنده اثرات عصاره آنغوزه بر میزان بیان ژن نشان5

طور که در نمودار مشخص ماهی گورخري است. همان
IL-1βآماري اختلاف معناداري بین بیان ژن ازنظر،است

شده با عصاره آنغوزه مشاهده در تیمارهاي تغذیه
در منحنی ذوب شدهمشاهدهپیک ). <05/0P(نشد

محصول گر وجود یکآغازگر براي هر محصول، بیان
.)6( شکل ویژه و تکثیر اختصاصی است

شدهاستفادهبوط به توالی آغازگرهاي اطلاعات مر-1جدول

کاربرد دماي اتصال 
)C°(

)5´- 3´توالی ( نام پرایمر

ي ایمنیهاژنسنجش کمی بیان  58 CTGCTTCACGCTCCATAAGA TNF-alfa q-PCRF
CTGGTCCTGGTCATCTCTCC TNF-alfa q-PCRR

ي ایمنیهاژنسنجش کمی بیان  58 CGTCTCCACATCTCGTACTCA IL-1βq-PCRF
GTGTCTTTCCTGTCCATCTCC IL-1β q-PCRR

دارخانهژن 58 AGCAGATGTGGATCAGCAAG β- actin q-PCRF

TACCTCCCTTTGCCAGTTTC β- actin q-PCRR

گیريبحث  و نتیجه
ي اخیر تحقیقات گسترده اي در زمینه هاسالدر 

گیاهان دارویی در جیره غذایی آبزیان جهت استفاده از
چنین بهبود وري از مواد غذایی و همافزایش بهره

وضعیت رشد و ایمنی این موجودات انجام شده 
گیاه آنغوزه به دلیل دارا اثرات مثبت).13،30،5(است

فرون، لیمونن و بودن ترکیباتی نظیر اسیدگالبانیک، آمبلی
یابت، کاهش قند خون، ) در درمان د28فلاونوئید(

) 14(هاي صحرایی دیابتیافزایش ترشح انسولین در موش
هاي و بهبود ایمنی همورال و سلولی در جوجه

چنین اثرات ضدمیکروبی و هم)،28گوشتی(

است.شدهگزارشاز گیاه آنغوزه نیز )36(ضدانگلی
دار بیان ژن معنیافزایشازحاکیحاضرمطالعهنتایج
TNFشده با جیره حاوي ري تغذیهدر ماهیان گورخآلفا

به سایر تیمارها و % نسبت 2عصاره گیاه آنغوزه در تیمار 
حال در این مطالعه ینباا).>05/0P(می باشدگروه شاهد 

آزمایشی بین تیمارهاي ILاختلاف معناداري در بیان ژن 
در مشابهینتایج). <05/0P(و تیمار شاهد مشاهده نشد

شده با جیره غذایی ) تغذیهSparus aurata(ماهی شانک
).2(ارش شدگزآلفاTNFحاوي گیاه شنبلیله در بیان ژن 

هاي ایمنی در بررسی اثر جلبک ساپرولینا بر بیان ژن



درماهی گورخري) IL1Bو TNF-alpha(هاي اثرات عصاره هیدروالکلی گیاه آنغوزه در جیره غذایی بر بیان ژن 60

)TNFα وIL-10نتایج حاکی از ،( افزایش بیان ژنTNFα و کاهش بیان ژنIL-10بود)33.(

هاي آمیزي با اتیدیوم بروماید در نمونه% و رنگ5/1روده ماهی گورخري روي ژل آگارز از بافتشدهاستخراجRNAکیفیت -1شکل 
هاي (ستون اول از سمت راست مارکر و ستونRNAباشند. بررسی کمی میS28و SrRNA18دوباند متعلق به شدهتخراجاس

ها از تیمارهاي مختلف).نمونهRNAدیگر

) در ماهی گورخري پس ازactinβ)bp216-هاي سنتز شده با آغازگرcDNAمحصول تکثیر - 2شکل
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(در هر ر سطوح مختلف عصاره گیاهی آنغوزهاي در ماهی گورخري تحت تأثیهفته8در یک دوره TNF-αن ژن سطوح بیا-3شکل 
).است05/0دار بودن در سطح نمودار حروف متفاوت نشانه معنی

نمودار (درر سطوح مختلف عصاره گیاهی آنغوزهاي در ماهی گورخري تحت تأثیهفته8در یک دوره IL-1βسطوح بیان ژن -5شکل 
).استدار بودن حروف مشابه نشانه عدم معنی



درماهی گورخري) IL1Bو TNF-alpha(هاي اثرات عصاره هیدروالکلی گیاه آنغوزه در جیره غذایی بر بیان ژن 62

TNF-αهاي سریالی براي آغازگر شده از غلطتیمترسمنحنی ذوب - 4شکل

IL-1βهاي سریالی براي آغازگر شده از غلطتیمترسمنحنی ذوب - 6شکل

) رابطه 7چنین در مطالعه چاکرابارتی و همکاران (هم
در ماهی کاتلا IL-10وTNFαبیان ژنمعکوس بین 

) مشاهده Achyranthes aspera(شده با دانه گیاهتغذیه
عنوان یک سایتوکین چندمنظوره بهIL-10شد،چراکه 

هاي آن سرکوب عملکرد باشد که یکی از فعالیتمی
) در 34). یایوان و همکاران(27(استسیستم ایمنی 

ارش کردند که اي بر ماهی کپور معمولی گزمطالعه
-αTNFافزودن گیاه گون به جیره غذایی سبب افزایش 

گزارش نمودند چنین صفري و همکارانشد. همIL-1و
در جیره غذایی ماهی کپور کارگیري پودر آنغوزهکه به

هفته سبب 8) به مدت Cyprinus carpio(معمولی
ها د. آنردیگهاي دخیل در ایمنی افزایش معنادار بیان ژن

پودر گیاه آنغوزه شده بانمودند که تیمارهاي تغذیهاعلام 
درصد) نسبت به گروه 2و 1، 5/0(در سطوح مختلف

را نشان αTNF-،IL-1،IL-8هاي شاهد افزایش بیان ژن
گزارشاي دیگر بیلن و همکاراندر مطالعه). 26(دادند

) Capparis spinosa(یري عصاره گیاهکارگبهکه کردند
کمان سبب افزایش آلاي رنگینقزلغذایی ماهیجیرهدر

و IL-1و-αTNFازجملههاي سایتوکین رونویسی ژن
-پیشهاي). سیتوکین4(یجه بهبود پاسخ ایمنی شددرنت

تقویتوشروعدرآلفاTNFوIL-8مانندالتهابی
عصاره ). 15(ماهی دخالت دارنددرالتهابییندهايآفر

ویه داراي هاي ثاندارا بـودن متابولیتیلبه دلنیز آنغوزه 
و تقویت سیستم هـاي آزاد توانایی کاهش رادیکـال
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درمجموع نتایج حاصل از این مطالعه . هستندایمنی 
حاکی ازآن است که عصاره گیاهی آنغوزه به منظور 

کننده عنوان تحریکافزایش ایمنی غیراختصاصی و به
ه تواند در جیرزا میسیستم ایمنی در برابر عوامل بیماري

غذایی ماهی سودمند باشد. بنابراین استفاده از عصاره این 
کار مفید براي استفاده درمانی آن به جهت گیاه، یک راه

ها و جلوگیري از تلفات ماهی گیري از بیماريپیش
شود، چراکه افزایش ایمنی ذاتی از طریق توصیه می

تواند اثرات مثبتی را به همراه کاهش احتمالی بیماري می
ته باشد. هرچند مطالعات بیشتري در خصوص میزان داش

دوز مصرفی، روش استحصال عصاره و تعیین استاندارد 
باشد. اي مورد نیاز میتغذیه
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Abstract
Inroduction & Objective: Due to the increased bacterial resistance to common antibiotics, there is

tendency towards using herbal extracts in order to increase the non-specific immune system. The aim of
present study was to investigate the effect of hydroalkohalic extract of Ferula assafoetida on expression of
genes related to immune (IL-1β and TNF-alpha) in Zebrafish.

Material and Methods: For this purpose zebrafish with average weight of 0.3±0.1 gr, were fed diets
supplemented with 3 different levels of Ferula extract (0.5, 1 and 2%) and one control group for 8 weeks. At
the end of feeding trial, RNA extracted from intestine, cDNA syntesised and Real-time PCR were done using
IL-1β and TNF-alpha primers.

Results: Results showed the increase in expression of both genes in fish fed 2% Ferula, which was
significant with other group (0.5% and 1%) in TNF-alpha (P<0.05).  IL-1β gene expression didn’t show
significant difference (P>0.05) among fish fed ferula extracts, though the highest gene expression was seen in
2% Ferula.

Conclusion: According to results, it seems that using Ferula assafoetida hydroalkohalic extract could
improve Zebrafish immune with increase of relative gene expression of inflammatory cytokine.

Keywords: Ferula assafoetida, Zebrafish, Gene expression, IL-1β and TNF-α.
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