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" مقاله پژوهشی"  

 

( بر پاسخ ایمنی موکوس و  Utrica dioicaای عصاره گیاه گزنه )اثرات تغذیه

 (Carassius auratusدر ماهی قرمز )   TNF-alfa بیان ژن مربوط به ایمنی
 

 1رقیه صفری ،1اله جعفری، ولی1محمدرضا ایمانپور، *1شبنم نژادمقدم

 

 گروه تکثیر و پرورش آبزیان، دانشکده شیلات و محیط زیست، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان، گرگان، ایران-1
 

 18/7/1402 تاریخ پذیرش:                                      21/5/1402 تاریخ دریافت:

 

 چکیده

عصاره گیاه گزنه های ایمنی گیاهی بر واکنش ایمنی غیراختصاصی آبزیان، این مطالعه با هدف بررسی اثرات  کبا توجه به اثرات محر      

(Utrica dioicaبر شاخص ) کل و پروتئاز( و همچنین بیان ژن مرتبط با ایمنی  های ایمنی موکوس )لیزوزیم، ایمنوگلوبولینTNF-alfa  

تیمار  3گرم در 192/0 ±014/0قطعه لارو ماهی با میانگین وزنی   180( صورت پذیرفت. تعداد Carassius auratusدر لارو ماهی قرمز )

با   تیمار  هر  و  )  2آزمایشی  با جیره غذایی حاوی عصاره  تیمارهای  بدون عصاره(،  )جیره غذایی  تیمار شاهد  در    4و    2تکرار شامل  گرم 

به صورت تصادفی در آکواریوم به مدت  کیلوگرم غذا(  و  تقسیم  ارزیابی شاخص  6های پرورش  قرارگرفتند.  تغذیه  ایمنی ماه مورد  های 

شده با  گرم عصاره گزنه در مقایسه با شاهد و تغذیه  4شده با  موکوس، فعالیت لیزوزیم و آنزیم پروتئاز موجود در موکوس در ماهیان تغذیه

شده با عصاره گزنه با گروه  درماهیان تغذیه  (. در مقایسه میزان توتال ایمنوگلوبولینp˂ 05/0داری نشان داد )گرم عصاره تفاوت معنی   2

در ماهیان تغذیه شده با   TNF-alfaدار در میزان بیان ژن  (. داده های بیان ژن اختلاف معنی p>05/0داری مشاهده نشد )شاهد اختلاف معنی 

عصاره در جیره غذایی مقدار   ( و با افزایش سطحp˂ 05/0عصاره گزنه در مقایسه با گروه کنترل با یک روند وابسته به دوز را نشان داد )

های ایمنی موکوسی و بیان ژن ایمنی در ماهی قرمز  نسبی بیان ژن افزایش یافت. براساس نتایج این تحقیق و عصاره گزنه در بهبود شاخص

 شود.  به عنوان یک مکمل غذایی در بهبود عملکرد سیستم ایمنی غیر اختصاصی ماهی قرمز پیشنهاد می 

 

 گزنه، ماهی قرمز، ایمنی موکوسی، بیان ژن ایمنی کلمات کلیدی:

 
   h.n.moghadam88@gmail.comsدار مکاتبات: عهده  *
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 مقدمه 

قرمز      خانواده  Carassius auratus)  ماهی  از   )

( باشد که در طی هزاران  ( میCyprinidaeکپورماهیان 

سال همراه با زندگی بشر بوده است. ماهی قرمز از لحاظ  

 Cyprinusای شبیه کپورمعمولی )شرایط زیستی و تغذیه

carpioپروری ماهیان زینتی،  (  بوده و با گسترش  آبزی

ساله شاهد ظهور ارقام تجاری مختلفی از این ماهی  همه

)دادگر،   هستیم  جهانی  بازار  به 1389در  قرمز  ماهی   .)

به   پاسخ  و  ایمنی  مطالعات  در  آزمایشگاهی  مدل  عنوان 

قرارمی  استفاده  مورد  )استرس   ,.Nero et alگیرد 

2006 .) 

آبزی        توسعه  و  رشد  با  کشور  همگام  در  پروری 

روش  توسعه  بهداشتی،  اصول  تشخیص،  رعایت  های 

بیماری پیش  درمان  و  است  گیری  الزامی  ماهی  های 

تواند  ها می ابتلا به بیماری (.  1394)سلطانی و همکاران،  

یا   تولیدمثلی  بازده  کاهش  لاغری،  وزن،  کاهش  باعث 

های جلدی، نارسایی  عقیمی، رفتارهای غیرطبیعی، زخم 

ماهی  در  قبیل  این  از  علایمی  و  به  آبششی  که  شوند  ها 

تواند ضرر و زیان اقتصادی زیادی به دنبال  نوبه خود می 

مشائی،   عبدا...  و  )پیغان  باشد  نگرانی    (.1388داشته 

در آنتی   اصلی  و  شیمیایی  مواد  از  استفاده  -خصوص 

بیماریبیوتیک درمان  و  کنترل  در  اها  مضر  ها  ثرات 

ماندن  زیست باقی  دارویی،  مقاومت  ایجاد  محیطی، 

موردتغذیه   ماهیان  گوشت  در  درمان  از  پس  داروها 

می اصلی  انسان  چالش  حاضر  حال  در  بنابراین  باشد، 

بهیافتن محرک مقرون  مطمئن،  که  طبیعی  ایمنی  -های 

دوست و  میصرفه  بوده،  زیست  محیط  باشد  دار 

(Bairwa et al. 2012) . 

 از ماهیان در ایمنی سیستم کارایی افزایش  و تنظیم        

 و قدرتمند ابزاری غذایی هایجیره کاریطریق دست

سلامت جهت مؤثر -می تلفات کاهش  و ماهی  حفظ 

(. باتوجه به رواج گرایش  Alishahi et al., 2014باشد )

آبزی سیستم جهانی  توسعه  و  سبز  ارگانیک  پروری  های 

کمترین   و  طبیعی  مواد  از  استفاده  بیشترین  آن  در  که 

به عمل می آلاینده  و  شیمیایی  مواد  از  با  استفاده  و  آید 

دارویی کشور،   گیاهان  تنوع  و  سرزمینی  غنای  به  توجه 

گیری توان از گیاهان بومی ایران برای درمان و پیش می

نمود  آنتی استفاده  . (Bahmani et al., 2014)بیوتیکی 

به   دارویی  گیاهان  فعالیت  افزودن  طریق  از  جیره، 

برای   مطلوب  شرایط  ایجاد  یا  و  انتخابی  ضدمیکروبی 

ها، طیف میکروبی روده را تحت تأثیر قرار  برخی گونه 

بهتر مواد مغذی، دهند که بهرهمی بیشتر و جذب  گیری 

به را  رشد  و  ایمنی  سیستم  دارد.  تحریک  دنبال 

به گیاهی  از  محصولات  ترکیبات  برخی  وجود  دلیل 

و   ترپن  کارتنوئیدها،  فلانوئیدها،  آلکالوئیدها،  جمله 

بیماریروغن درمان  جهت  و...  ضروری  های  های 

 Ardoشوند )مختلف و تقویت سیستم ایمنی تجویز می 

et al., 2008.)    مطالعات متعددی فواید گیاهان دارویی

جایگزین   روش  یک  و  ایمنی  محرک  عنوان  به  را 

را   شیمیایی  مواد  و  داروها  از  استفاده  جای  به  مناسب 

 ;Citarasu, 2010; Bai et al., 2012نشان داده است )

Ghosal and Chakraborty, 2014; Talpur, 2014; 

Awad et al., 2015; Bilen et al., 2016; Beltran 

et al., 2017ایمنی سیستم مطالعات ارتقاء  این  (. نتایج 

 .اندداده نشان آزمایش  مورد هایدر گونه را

( متعلق به Utrica dioica Lدر این میان گیاه گزنه )      

( به( میUrticaceaeخانواده  و  عنوان گیاه دارویی  باشد 

است شده  شناخته  جهان  سطح   Bondarenko et)  در 

al., 2003  مانند ترکیباتی  دارای  گزنه  گیاه  برگ   .)

پنتوتنیک اولئیککلروفیل،  لینولئیکاسید،  اسید،  اسید، 

پنتوتنیک پالمتیک چربی،  اسید،  کربوهیدرات،  اسید، 
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آلفا سروتونین،  فلاونوئید،  کبالت،  -گزانتوفیل، 

-ها شامل بتاسیتوسترول می ها، استرولتوکوفرول، ترپن 

برگ همچنین  ویتامین  باشد.  از  غنی  گیاه  این  ،  kهای 

2B  ،C  ،روی آهن،  منیزیم،  کلسیم،  بتاکاروتن،   ،

می فسفر  و  سیلسیم  مس،  دارای  مولیبدن،  و  باشد 

و   میکروبی، ضدقارچی  از جمله خاصیت ضد  خواصی 

میضدعفونی  ;Dugenci et al., 2003)باشد  کننده 

Gabor et al., 2010 .)    که است  داده  نشان  تحقیقات 

فلانوئیدی  و  فنولیک  ترکیبات  از  غنی  غذاهای 

جمله  مجموعه از  فیزیولوژیکی  خصوصیات  از  ای 

آنتی خاصیت  و  ایمنی  سیستم  دارا  تقویت  را  اکسیدانی 

)تنگستانی و همکاران،   این 1390هستند  به  باتوجه  که  (. 

می فلانوئید  و  فنولیک  ترکیبات  دارای  نیز  باشد  گزنه 

سیستم   عملکرد  افزایش  باعث  ترکیبات  این  احتمالاً 

 شوند. ایمنی می 

در برخی مطالعات اثرات تحریک ایمنی گیاه گزنه        

( 2013و همکاران )  Awadاست.   بر ماهی گزارش شده

افزایش  بر  گزنه  عصاره  و  سیاه  زیره  دانه  روغن  تأثیر 

کمان را بررسی کردند که در  آلای رنگینایمنی در قزل

زیره  دانه  روغن  درصد  سه  و  گزنه  درصد  یک  مقادیر 

ایمنی نشان دادند.      Binaiiنتایج مطلوبی درفاکتورهای 

( تأثیر پودر گیاه گزنه بر فاکتورهای  2012و همکاران )

فیل خون  مقادیرایمنی  در  در    12و    6،  3ماهی  درصد 

که  داد  نشان  نتایج  دادند.  قرار  بررسی  مورد  را  جیره 

افزایش    12و    6مقادیر   باعث  جیره  در  درصد 

ایمونوگلوبولین   نوتروفیل،  سایر  هموگلوبین،  و 

فیل  در  خون  ایمنی  همچنین  فاکتورهای  گردید.  ماهی 

سال  همایون در  پودر    1394پور  مختلف  سطوح  تأثیر 

گزنه بر بقاء کپور معمولی را مورد بررسی قرارداد. نتایج  

همه   در  بازماندگی  میزان  که  داد  نشان  آمده،  دست  به 

به پودر گزنه  بود.  تیمارهای  تیمار شاهد  از  بیشتر  مراتب 

از بین تیمارهای پودر گزنه بیشترین میزان بازماندگی در  

مشاهده شد   گزنه  پودر  درصد  تیمار یک  تحت  ماهیان 

داری را نسبت به تیمار شاهد نشان داد.  که اختلاف معنی

بازماندگی   بر  در ادامه، تأثیر سطوح مختلف پودر گزنه 

برابر استرس دما و فرمالین  بچه ماهیان کپور معمولی در 

های تغذیه  زیابی قرار گرفت، که در پایان نمونهمورد ار

بودند و تیمار    %100شده با پودر گزنه دارای بازماندگی  

با    %90شاهد   که  داشت  اعلام  وی  داشتند.  بازماندگی 

می فنولیک  ترکیبات  دارای  گزنه  اینکه  به  باشد  توجه 

بچه  بازماندگی  افزایش  باعث  ترکیبات  این  -احتمالاً 

ماهیان کپور معمولی در برابر شوک دما و فرمالین شده  

 است.  

ای  ای در رابطه با اثر تغذیهاز آنجا که تاکنون مطالعه      

شاخص طولانی بر  گزنه  گیاه  عصاره  ایمنی  مدت  های 

قرمز  ماهی  لارو  ایمنی  به  مربوط  ژن  بیان  و  موکوس 

حاضر   مطالعه  از  هدف  بنابراین  است،  نگرفته  صورت 

 باشد. بررسی فاکتورهای مذکور در لارو ماهی قرمز می

 

 ها  مواد و روش

منظور تعیین اثر جیره غذایی حاوی  در این تحقیق به     

غیر   ایمنی  بر  گزنه  گیاهی  عصاره  مختلف  سطوح 

ماهه در شهریور    6اختصاصی ماهی قرمز در یک دوره  

سال   شهید    1394ماه  ماهی  پرورش  آزمایشگاه  در 

طبیعی  فضلی منابع  و  علوم کشاورزی  دانشگاه  آبادی  بر 

قطعه لارو ماهی قرمز با   180گرگان انجام گرفت. تعداد  

وزنی   مراکز   0/ 192  ±014/0میانگین  از  یکی  از  گرم 

خریداری   اصفهان  استان  قرمز  ماهی  پرورش  و  تکثیر 

با   ماهیان  سازگاری  جهت  آزمایش  ابتدای  در  شد. 

هفته با غذای پایه موردتغذیه    2شرایط پرورش به مدت  
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به سازگاری  دوره  اتمام  از  پس  صورت  قرارگرفتند. 

تکرار توزیع شدند.    2تیمار و هر تیمار با    3تصادفی در  

  30لیتر با تراکم    50پرورش در آکواریوم به حجم آب  

آبی   عصاره  گرفت.  صورت  آکواریوم  هر  در  قطعه 

لیتر گرم در میلیمیلی  200الکلی گیاه گزنه با ماده مؤثر  

-داروی تهران تهیه شد. به عصاره از شرکت آدنیس گل

و    2،  0منظور آماده سازی تیمارهای آزمایشی با غلظت  

اضافه گردید.   4 پایه  جیره  به  گرم در کیلوگرم عصاره 

  5به میزان   آزمایش  دوره طی  ماهیان آزمایشی  غذادهی 

بدن وزن  منظور  به  .شد انجام روز در بار 3 و درصد 

ماهیان   لارو  پرورش  محیط  در  مطلوب  شرایط  ایجاد 

اکسیژن  شاخص حرارت،  درجه  جمله:  از  محیطی  های 

گردید. در این آزمایش  گیری و ثبت  اندازه  pHمحلول،  

دمای آب   میانگین  پرورش  درجه    23±2در طول دوره 

میانگین اکسیژن    pH   8-7گراد، رنج  سانتی -میلی   9و 

 گیری شد. گرم در لیتر اندازه
 

 ماهیان ترکیب و درصد اجزاء جیره تجاری مورد استفاده در تغذیه   :1جدول 
 فسفر  رطوبت خاکستر  فیبر  چربی پروتئین خام  اجزای جیره 

درصد اجزاء  

 جیره)%(

32 8 6 10 10 1 

 

 آوری موکوس جمع

جمع انتهای در       جهت  موکوس  دوره،  آوری 

مدت   به  با    24غذادهی  موکوس  گردید.  قطع  ساعت 

  50لیتر محلول نمک )مرک آلمان(  میلی  10استفاده از  

دقیقه در پلاستیک    3ها در طی زمان  مولار از نمونه میلی

)جمع سانتریفیوژ  دستگاه  توسط  و   5810Rآوری 

Eppendorf, Engelsdorf, Germany  با دور  )g1500  

مدت   به  دقیقه(،  بر  دمای    10)دور  در  درجه    4دقیقه 

مایع سپس  شدند،  جمع  سانتریفیوژ  به  سطحی  و  آوری 

آزمایشات  لوله انجام  جهت  و  شده  منتقل  استریل  های 

 Subramanianنگهداری شدند )   -80بعدی در دمای  

et al., 2007  .) 

 

 های ایمنی موکوسسنجش فعالیت شاخص

 فعالیت لیزوزیم

قرمز       ماهی  پوست  موکوس  لیزوزیم  میزان  سنجش 

با استفاده از روش     Turbidimetricتیمارهای آزمایشی 

روش   اساس  نظر   (Esteban et al., 2001)بر  در  با 

و   پپتید  لایه  تخریب  در  سرم  لیزوزیم  توانایی  گرفتن 

( مثبت  گرم  باکتری   Micrococcusگلیکان 

lysodeikticus  نمونه لیزوزیم  مقدار  گرفت.  انجام   )

موردنظر براساس کدورت سنجی برحسب میلی گرم بر 

 لیتر محاسبه شد.میلی

 

 فعالیت ایمونوگلوبولین

    ( ایمونوگلوبولین  میزان  از روش  IgMبرای سنجش   )

Anderson, 1993)  and  (Siwicki    این شد.  استفاده 

اندازه بر اساس  با سنجش  گیری محتوای پروتئین کل و 

میکروپروتئین روش  از  دستورالعمل  استفاده  طبق   ( ها 

پروتئین سرم   میزان  ابتدا،  انجام شد. در  شرکت سیگما( 

اتیلن گلایکول  شده و سپس به نمونه موکوس پلیتعیین 

ساعت در دمای    2درصد اضافه شد. پس از گذشت    12

نمونه در  اتاق  پروتئین  غلظت  و  شده  سانتریفیوژ  ها 

اندازه بالایی محلول مجدداً  گیری گردید. میزان قسمت 
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نمونه   در  پروتئین  غلظت  تفریق  از  کل  ایمینوگلوبولین 

پلی افزودن  از  پس  پروتئین  غلظت  و  اتیلن  اولیه 

 گلایکول محاسبه شد.

 

 فعالیت پروتئاز  

ارزیابی        از  استفاده  با  موکوس  پروتئاز  فعالیت 

قرارگرفت   سنجش  مورد  آزوکازئین  هیدرولیز 

(Palaksha et al., 2012  برحسب آنزیمی  فعالیت   .)

 گرم پروتئین بیان شد. واحد در میلی

 (TNF-alfaمرتبط با سیستم ایمنی ) بررسی بیان ژن

 

 آوری نمونه بافتی جمع

بیان        میزان  بررسی  جهت  آزمایش،  دوره  انتهای  در 

( در شرایط استریل از  TNF-alphaژن مرتبط با ایمنی )

نمونه ماهیان  نمونهاندام کلیه  بهبرداری شد.  طور  برداری 

با   میخک  ماهیان در گل  انجام شد.  تیمارها  از  تصادفی 

بافت کلیه نمونه  1غلظت   بیهوش شدند.  لیتر  ها  گرم در 

های از قبل  آوری، به داخل تیوپخارج و و پس از جمع

ها به تانک  استریل شده انتقال داده شد و بلافاصله تیوپ

ها در  برداری نمونهازت انتقال داده شدند. در پایان نمونه

گراد قرار داده شدند و تا زمان  درجه سانتی  -80یخچال  

 در آنجا نگهداری شدند. RNAاستفاده جهت استخراج 

   cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

     RNA    از بافتمیلی  100کل  نمونه  کلیه  گرم  های 

طبق   و  بیوزول  از  استفاده  با  مایع  ازت  با  شده  هموژن 

دستورالعمل شرکت سازنده ) بیویر، کره( استخراج شد. 

اسپکتروفتومتر    RNAکمیت وکیفیت   از  استفاده  با  کل 

آگارز   ژل  روی  الکتروفورز  شد. 5/1و  بررسی  درصد 

نمونه  استخراج شده    RNAهای  نسبت شدت جذب در 

-  1/2نانومتر در محدوده    280و    260در دو طول موج  

-چنین میزان جذب در طول موج قرار داشت و هم   8/1

مناسب    320و  240،  230های   قابلیت  بیانگر    RNAنیز 

نمونه هردر  حذف  جهت  بود.  بررسی  مورد  گونه  های 

نمونه  DNAمانده  باقی در  تیمار  RNAهای  ژنومی   ،

DNase I     انجام شد و سپس ساخت رشته اولcDNA  

فرمنتاز   شرکت  پیشنهادی  روش  اساس  بر 

(Fermentase- France  سپس و  شد  انجام   )

cDNA آزمایش شروع  تا  شده  سنتز  فریزر  های  در  ها 

 گراد نگهداری شد. درجه سانتی -20

 

 بررسی بیان ژن ایمنی  

بهینه  qPCRواکنش        از  مواد  بعد  و  دما  سازی 

نهایی حجم  در  از    20مصرفی،  استفاده  با  میکرولیتر 

ژن     qPCR  پرایمر برای  شده    TNF-alfaطراحی 

(Hosseini et al., 2017  و  )TNF-alfa   ژن پرایمر  و 

( توسط کیت سایبر گرین در  1رفرنس بتا اکتین )جدول 

و با استفاده    (BIO-RAD, USA)شرکت    iQ5دستگاه  

تکرار   3اپتیکال برای هر نمونه در iQ5 افزار بایورداز نرم

که  جایی تکرار تکنیکی انجام شد. از آن  3بیولوژیکی و  

اختصاصی و  گراد محصول غیردرجه سانتی  60در دمای  

به دما  این  نشد،  مشاهده  در  دایمر  واکنش  دمای  عنوان 

 نظر گرفته شد.  
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   مشخصات پرایمرهای مورداستفاده در بررسی بیان ژن ایمنی در ماهی قرمز :2جدول 

 کاربرد

 

طول 

 قطعه

 

دمای اتصال  

(C° ) 
 نام پرایمر  ( 5´-3´) توالی 

سنجش کمی بیان 

 ژن  
85 

60 
TCATTCCTTACGACGGC

ATTT 

Ca TNF-alfa 

q-PCRF 

60 CAGTCACGTCAGCCTTG

CAG 

Ca TNF-alfa 

q-PCRR 

ژن رفرنس ) خانه 

 دار(
188 

60 ACTGCACAGCCAAGAGA

GTTCA 

Ca β- actin q-

PCRF 

60 GTTATTAAAGCGGCCGA

TATGC 

Ca β- actin q-

PCRR 

 

 تجزیه و تحلیل آماری 

 داده های ژنتیکی 

 های مربوط به بیان نسبی ژن با استفاده از فرمولداده       

 2-ΔΔct  (ΔΔCt    با است  منهای   ΔCtبرابر  هدف  ژن 

ΔCt    واریانس آنالیز  توسط  و سچس  آنالیز  کالیبراتور( 

اطمینان  یک سطح  در  شدند.    95طرفه  تست   درصد 

میانگین  مقایسه  دامنهجهت  آزمون چند  از  دانکن  ها  ای 

به نتایج  شد.  میانگین  استفاده  معیار    ±صورت  انحراف 

داده آنالیز  شد.  داده  افزار  نمایش  نرم  از  استفاده  با  ها 

SPSS  انجام شد.  16نسخه 

 

 داده های ایمنی 

آنالیز        از  نیز  موکوسی  ایمنی  های  داده  آنالیز  جهت 

نرمال   ابتدا  منظور  بدین  شد.  استفاده  یکطرفه  واریانس 

داده کولوموگروفبودن  آزمون  از  استفاده  با    -ها 

بررسی   جهت  نیز  لون  آزمون  و  شد  تست  اسمیرنوف 

واریانس  جهت  برابری  قرارگرفت.  استفاده  مورد  ها 

ای دانکن استفاده  ها از آزمون چند دامنهمقایسه میانگین

به نتایج  میانگین  شد.  نمایش    ± صورت  معیار  انحراف 

 داده شد. 

 

 نتایج  

 های ایمنی موکوسشاخص

اثرات استفاده از سطوح مختلف عصاره گیاهی گزنه       

های ایمنی  گرم در کیلوگرم غذا( بر شاخص  4و    2،  0)

پروتئاز(   و  ایمنوگلوبولین  لیزوزیم،  )میزان  موکوس 

 ارائه شده است.   3ماهی قرمز در جدول 

معنی      افزایش  مذکور  نتایج  به  در  باتوجه  داری 

-بررسی میزان فعالیت لیزوزیم موکوس در تیمار تغذیه

گرم در کیلوگرم غذا در مقایسه با سایر  4شده با عصاره 

داری در  (. اختلاف معنیp˂05/0تیمارها مشاهده شد )

-میزان لیزوزیم موکوس بین گروه شاهد و تیمار تغذیه

عصاره   با  نشد    2شده  مشاهده  غذا  کیلوگرم  در  گرم 

(05/0 <p  نتایج حاصل از سنجش میزان ایمنوگلوبولین .)

تغذیه قرمز  نشانماهی  مختلف  سطوح  با  که    شده  داد 

معنی دارد.  اختلاف  وجود  مختلف  تیمارهای  بین  داری 

طوری ماهیانی  به  در  ایمنوگلوبولین  میزان  بالاترین  که 

کیلوگرم غذا تغذیه    گرم بر  4مشاهده شد که با عصاره  

( بودند  تیمار  کم (.p˂05/0شده  به  مربوط  مقدار  ترین 

با   شده  تغذیه  تیمار  با  معناداری  اختلاف  اما  بود  شاهد 
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)   2عصاره   نداد   نشان  را  غذا  کیلوگرم  در    0/ 05گرم 

<p  افزایشی در بررسی یک روند  این  نتایج  بر اساس   .)

تغذیه تیمارهای  بین  پروتئاز  آنزیم  عصاره  میزان  با  شده 

آنزیم   میزان  نشان داد. حداکثر  به گروه شاهد را  نسبت 

گرم در کیلوگرم   4شده با عصاره پروتئاز در تیمار تغذیه

داری با گروه شاهد و  غذا مشاهده شد که اختلاف معنی

عصاره   با  شده  تغذیه  غذا   2تیمار  کیلوگرم  در  گرم 

( و  (. p˂05/0داشت  بین گروه شاهد  اختلاف  این  البته 

عصاره   با  شده  تغذیه  غذا   2تیمار  کیلوگرم  در  گرم 

 (. p>0/ 05مشاهده نشد )

 

 
 

 میزان فعالیت لیزوزیم، ایمونوگلوبولین و پروتئاز موکوس در ماهیان قرمز تغذیه شده با دوزهای مختلف عصاره گزنه   :3جدول

 لیزوزیم  ایمونوگلوبولین  پروتئاز  میزان عصاره در غذا

 b 10/0±7/35 b 14/0±5/7 b 98/49±0/0 گرم در کیلوگرم غذا عصاره گزنه(0شاهد )

 b 12/0±85/91 ab 1±14 b 2/14±1/0 گرم در کیلوگرم غذا عصاره گزنه 2

 a 14/0±35/7 a 1±26/4a 2/21±2/0 گرم در کیلوگرم غذا عصاره گزنه  4

 دهد. بین تیمارها  را نشان می  (p˂05/0)دار حروف کوچک غیز مشابه اختلاف معنی 

 نتایج بیان ژن 

اثرات استفاده از سطوح مختلف عصاره گیاهی گزنه       

 TNF-alfaگرم در کیلوگرم غذا( در بیان ژن    4و    2،  0)

جدول   در  قرمز  است  2ماهی  گردیده  این    .ارائه  در 

ژن   بیان  از    TNF-alfaتحقیق  جیره   6پس  با  تغذیه  ماه 

شاهد   گروه  با  معناداری  افزایش  گزنه  عصاره  حاوی 

افزایش بیان این ژن روند وابسته به   (.p˂05/0) نشان داد

در   عصاره  میزان  افزایش  با  و  کرد  می  تبعیت  دوزی 

 (. 1جیره بیان ژن مرتبط با ایمنی افزایش یافت ) شکل 

 
 شده با دوزهای مختلف عصاره گزنه  به بتا اکتین در ماهیان قرمز تغذیه TNF-aتغییرات بیان نسبی   :1شکل

 دهد. بین تیمارها  را نشان می  (p˂05/0)دار حروف کوچک اختلاف معنی 
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 بحث 

موکوس       در  موجود   آنزیم یک عنوانبه لیزوزیم 

 جمله از موجودات از وسیعی طیف در ضدباکتریایی

لیزوزیم یک پپتید    .است شده مطالعه شناسایی و هاماهی

می ضدمیکروبی  خاصیت  باکتریها  با  برابر  در  که  باشد 

( و یک  Masschalk and Michiels, 2003مؤثر است )

می بدن  ایمنی  سیستم  در  مهم  باشد  فاکتور 

(Magnadottir, 2006  فعالیت مطالعه حاضرمیزان  در   .)

گرم در   4لیزوزیم موکوس در ماهیان تغذیه شده با دوز  

بوده   شاهد  گروه  از  بیشتر  گزنه  عصاره  غذا  کیلوگرم 

( گزارش کردند تغذیه  1396است. ظهیری و همکاران )

( سفید  حاوی  Rutilus kutumماهی  غذایی  جیره  با   )

به زنجبیل  معنیپودر  فعالیت  طور  افزایش  سبب  داری 

 آنزیم لیزوزیم موکوس شد.

 شاخص عنوانبه موکوس هایپروتین  سطح افزایش       

غیراختصاصی وضعیت  بررسی برای مناسبی  ایمنی 

مواد  می مطرح ماهیان از  انواعی  حاوی  موکوس  باشد. 

ها،  زای دیگری از جمله ایمنوگلوبولینضدعامل بیماری

آنزیمپروتئین و  ضدمیکروبی  تجزیه های  ی  کنندههای 

( است  پروتئاز(  )مانند   ,.Palaksha et alپروتئین 

شکل   ایکیسه هایسلول به موسوم هایی(. سلول2008

)مانندایمنوگلوبولین پروتئین ماهیان، دراپیدرم  ها( هایی 

 یا و هاعفونت برابر در را ماهیان که کنندمی ترشح را

از بافتی هایآسیب  حفاظت خارجی هایانگل  ناشی 

)می پروتئازهاSuzuki et al., 2003نماید  عنوان  به (. 

از  در که باشندمی موکوس فعال فاکتورهای بخشی 

-می  ایفا را مهمی نقش  ماهیان اختصاصی ایمنی سیستم

 زابیماری عوامل تهاجم و بافتی آسیب زمان در نمایند و

پاتوژن مستقیمی اثرات اثر  دارند. ها بر  ترشح  در 

 و تغییر نموده ماهیان پوست موکوس  ترکیب پروتئاز،

 دام به جی پوست،لز خاصیت افزایش  سبب نهایت در

بدن  سطح از هاآن حذف و زابیماری عوامل انداختن 

)می نتایج Aranishi et al., 1998شوند  اساس  بر   .)

و   ایمنوگلوبولین  میزان  حاضر  بررسی  در  شده  کسب 

آزمایشی   تیمارهای  در  افزایشی  روند  موکوس  پروتئاز 

طوری  به  داد  نشان  شاهد  گروه  به  بالاترین  نسبت  که 

تغذیه تیمار  در  ایمنوگلوبولین  با  میزان  گرم   4شده 

تیمارها مشاهده   به سایر  نسبت  عصاره در کیلوگرم غذا 

گزارش   براساس  همکاران   Sheikhzadehشد.  و 

کارگیری محرک ایمنی مخمر ساکارومایسـز ( به2012)

قزل ماهی  غذایی  جیره  در  افزایش  سـرویزیه  سبب  آلا 

پروتئازی موکوس شدهمعنی فعالیت  بر  است. علاوه  دار 

معمولی،   کپور  ماهی  بر  شده  انجام  مطالعه  در  این 

Hoseinifar   ( همکاران  کردندکه  2015و  مشاهده   )

افزایش   سبب  غذایی  جیره  در  خرما  عصاره  از  استفاده 

آنزیممعنی فعالیت  و  کل  ایمونوگلوبولین  سطوح  -دار 

 های لیزوزیم، پروتئاز در مقایسه با تیمار شاهد شد.

می مکمل      گیاهی  ترکیبات  مانند  غذایی   توانندهای 

 اثر طریق از را  اولیه های دفاعیمکانیسم  مستقیم طوربه

 Bricknellسازند ) فعال مسئول هاینژ و  هابر گیرنده

and Dalmo, 2005  .)TNF-alfa    به عنوان یک میانجی

انواع پاسخ با ایجاد  های سلولی  دفاعی ضدمیکروبی که 

بیماری عوامل  بردن  بین  از  قابلیت  فاگوسیتوز(  زا  )مانند 

در   بدن  التهابی  پاسخ  و  ایمنی  تنظیم  مسئول  و  دارد  را 

بیماری  عوامل  میبرابر  ) زا  (. Goets et al., 2004باشد 

در مطالعه حاضر بیان این ژن با افزایش میزان عصاره در  

 داری را نشان داد. غذا افزایش معنی

نشان        خوبی  به  نیز  مطالعات  سایر  از  حاصل  نتایج 

های غذایی مانند گیاهان  است که استفاده از مکمل  داده

می آنها  در  موجود  مؤثر  مواد  دلیل  موجب  به  توانند 
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فعالیت   میزان  افزایش  جمله  از  ایمنی  سیستم  بهبود 

های مرتبط با ایمنی را  های ایمنی موکوس و ژنشاخص

به همراه داشته باشند که این موضوع به نوبه خود باعث  

-زا و انواع تنشافزایش مقاومت در برابر عوامل بیماری

می  محیطی  صورتهای  مطالعات  در  گرفته،  شود. 

( TNF-alfaافزایش بیان ژن ترکیبات ایمنی اختصاصی )

معنیبه با  طور  تغذیه شده  معمولی  ماهی کپور  در  داری 

( آنغوزه  افزودن Safari et al., 2016گیاه  همچنین   ،)

قزل ماهی  غذایی  جیره  به  سبز  رنگین چای  کمان  آلای 

(Nootash et al., 2013  به کارگیری عصاره خرما در ،)

  (Hoseinifar et al., 2015)تغذیه ماهی کپور معمولی  

به ) و   ( درCapparis spinosaکارگیری عصاره گیاه 

 ,.Bilen et alکمان )آلای رنگین غذایی ماهی قزل جیره

این  2016 از  حاصل  نتایج  با  که  است،  شده  گزارش   )

 مطابقت دارد.  مطالعه 

ازآن         حاکی  مطالعه  این  از  حاصل  نتایج  درمجموع 

ایمنی   افزایش  منظور  به  گزنه  گیاهی  عصاره  که  است 

کننده سیستم ایمنی در  عنوان تحریکغیراختصاصی و به 

بیماری عوامل  می برابر  ماهی  زا  غذایی  جیره  در  تواند 

بنابراین استفاده از عصاره این گیاه، یک   سودمند باشد. 

پیشراه جهت  به  آن  درمانی  استفاده  برای  مفید  -کار 

باشد  ها و جلوگیری از تلفات ماهی میگیری از بیماری 

سطح   در  ویژه  )به  خوراکی  مکمل  این  از  استفاده    4و 

به ماهی  غذایی  جیره  در  غذا(  کیلوگرم  در  منظور  گرم 

بیماری عوامل  برابر  در  مقاومت  و  ایمنی  زا افزایش 

می  افزایش  توصیه  چراکه  طریق  شود،  از  ذاتی  ایمنی 

می  بیماری  احتمالی  به  کاهش  را  مثبتی  اثرات  تواند 

همراه داشته باشد. هرچند مطالعات بیشتری در خصوص  

تعیین   و  عصاره  استحصال  روش  مصرفی،  دوز  میزان 

 باشد. ای مورد نیاز میاستاندارد تغذیه

 سپاسگزاری 

مساعدت  وسیلبدین        از  کسانیه  مراحل    همه  در  که 

پروژه   این  نمودند،اجرایی  یاری  را  می    ما  سپاسگزاری 

 نماییم.
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Effect of Nettles (Utrica dioica) hydroalcohalic extract on mucosal 

immune response and immune related (TNF-alfa) gene expression in 

goldfish 

 
 

Nezhad Moghadam, Sh.1*, Imanpoor, M.R.1, Jafari, V.1, Safari, R.1 

 

1-Department of Aquaculture, Faculty of Fisheries and Environmental Sciences, Gorgan University of 

Agricultural Sciences and Natural Resources, Gorgan, Iran.  

 

Received: 21 August 2023    Accepted: 19 December 2023 

Abstract 

      Considering the effect of plant immunostimulants on non-specific immune response in aquatic 

animals, the present study was conducted to investigate the effects of supplementation of goldfish 

(Carasius auratus) diet with (Utrica dioica) hydroalcohalic extract  on mucosal immune response (total 

immunoglobin, lysozyme and protease) as well as immune related (TNF-alfa) gene expression. For this 

purpose, 180 fish with an average weight of 0.192 ± 0.014 were randomly divided in 6 aquaria (two 

replicate) and fed with this extract on three levels: 0, 2 and 4 gr/kg. Evaluation of mucosal immune 

parameters revealed that supplementation of diet with Utrica dioica significantly elevated lyzozyme and 

protease activity in fish fed 4 gr/kg compared to control and 2 gr/kg (p<0.05). Total immunogloubin didn’t 

show significant difference in fish fed supplemented diet compared to control (p>0.05). Molecular studies 

on immune gene (TNF-alfa) gene expression revealed significant increase in Achilleamille folium fed diet 

(p<0.05). Results showed immunomodulatory effects of dietary Utrica dioica extract on skin mocus as 

well as expression of inflammatory cytokine in gold fish.  

 

Keywords: Nettles, Goldfish, Mucosal immune, Gene expression 
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