
 
 
 

 
 
 

 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان 

 1405 بهار   ،اول  م، شمارههچهاردسال 
 

  مقاله پژوهشی

جدا  1af سویه Lactobacillus curvatusتنی اثر حفاظتی باکتری ارزیابی درون

کادمیوم در بافت روده و کبد   شده از استخرهای پرورش ماهی علیه سمیت سرب و 

 (Rutilus frisiiماهیان سفید دریای کاسپین )بچه
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 چکیده

  برای جدا شده از استخر پرورش ماهی  Lactobacillus curvatusاثرات پروبیوتیکی باکتری  پژوهشدر این 
  طور   به  گرم  05/8±58/1  یبیبا وزن تقر ماهیان سفید  بچه   مورد بررسی قرار گرفت.  شناسی بافتیآسیب مطالعات  
(،  دهنده کلونی در گرم واحد تشکیل   810)  L. curvatusبا    تیمارگروه  ،  شاهدگروه  شامل  گروه  شش  به    تصادفی

  تیمار با (، گروه  کیلوگرمدر    گرمیلیم  4)  ومیکادم  تیمار باگروه  (،  کیلوگرمدر    گرمیلیم  12سرب )  تیمار باگروه  
  وم یکادم  تیمار باو گروه  (  دهنده کلونی در گرمواحد تشکیل   810)  L. curvatus+    (کیلوگرمدر    گرمی لیم  12)  سرب

تشکیل   L. curvatus  (810+    (کیلوگرمدر    گرمیلیم  4) در گرمواحد  کلونی  ترکیبات  و    شدند  میتقس  (دهنده 
تیمارها  این  در  روز    5۶به مدت    ماهیاندر سه تکرار انجام شد.    ماری. هر تاضافه شد   آنها  به جیره غذایی  آزمایشی

نشان داد   جینتا. شدندبرداری نمونهشناسی بافتی آسیب بررسی  برای روده و کبد ماهیاناز  سپس. نگهداری شدند
،  ایپروپر   نایدر لام  یخون  یها)کم(، وجود سلول  یپرخون  ماهیان،کادمیوم در روده بچه   تیمار حاوی سرب و  که در

  ی کبد، پرخون   شناسی بافتیآسیب   یمشاهده شد. بررس  یو واکوئل سلول  هایلیکروویو م  تی انتروس  یهانکروز سلول 
کبد و    یهابافت   ی)کم( را نشان داد. پس از بررس  ی( و واکوئله شدن سلولاد ی )ز  ی(، نکروز سلولاد ی )ز  یزیو خونر

ها در  بافت   میترم  ک،ی وتیپروب  یحاو   یمارها یبا ت  سهی در مقا  ومیسرب و کادم  نیفلزات سنگدر معرض    انی روده ماه
در این مرحله تاثیر مطلوبی بر بافت کبد مشاهده    ،بنابراین با توجه به نتایجمشاهده شد.    کیوتیپروب  یحاو  هایمار یت

 شد. 
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مقدمه 

کشاورز روزافزون  صنعت،    یتوسعه  و 

آلودگ ماه  یموجبات  دنبالو    انیآب،  آن    به 

سنگ  یغذا فلزات  به   فراهم    نیانسان  ه  کردرا 

  ژهیوبه  انیآبز  (.Noel et al., 2013)است  

هستند،   جانوری  نیاز پروتئ  یها منبع مهمیماه 

اصل  یکی  نیبنابرا منابع  فلزات    یآلودگ  ی از 

 Guptaبود )   خواهند انسان  بدن    رد  نیسنگ

and Gupta, 1998 .) 

سنگ  یآلودگ  دل  نیفلزات    لیبه 

و سم  یهالیپتانس نظر سلامت    ،یخطرناک  از 

د از  و   ک ی  یطیمحستیز  یکل  دگاهیانسان 

جد سنگ  یچالش  فلزات  خطرناک،    نیاست. 

ده    ان ی( در مPb( و سرب )Cd)  ومیمانند کادم

سم اولو  یفلز  فهرست  در  مواد    دارتیبرتر 

 ی زاخطرناک قرار دارند که به عنوان مواد سرطان

 ,.Kumar et al)  شوندیم  یبندطبقه  یانسان

آلوده به    ییمواد غذا  یمنیبودن ا  یناکاف (.  2017

زنج  ومیکادم در  سرب  خطرات   ،ییغذا  رهیو 

افزا  یتجمع انسان  در  است    شیرا  داده 

(Ojekunle et al., 2017). 

را در   نیمطالعات مختلف وجود فلزات سنگ

در  ییایدر  ی غذاها گزارش   نیکاسپ  یایجنوب 

ماهکرده طر  هایاند.  در    خود  یهاآبشش  قیاز 

مح با  مداوم  که    طیتماس  اطراف خود هستند 

فلزات  معرض  در  مداوم  گرفتن  قرار  به  منجر 

 .شودیاطراف م یهادر آب نیسنگ

هستند   یخواص مهار   یدارا  نیفلزات سنگ

تعداد رشد  از  باکتر  یکه  دستگاه    هایاز  در 

جلوگ جمعکنندیم  یریگوارش    یعیطب  تی. 

طر  هاسمیکروارگانیم از  روده  کار    قیدر  و  ساز 

روده نقش    یکیولوژیزیف  یمختلف در عملکردها

  ی هایباکتر،  ، در این میانکنند یم  فایا  یاساس

عملکردها  یولوژیزیف  کیلاکت  دیاس و    ی روده 

و    کنند یرا کنترل م  یمنیا  ستم یس  کننده لیتعد

داشته باشند. استفاده    یدیخواص مف  توانندمی

پروب بهبود   طیشرا  هاک یوتیاز  را  روده  سلامت 

تکث  و  دنبخشیم کاهش  به    ریمنجر 

بیماریمیکروارگانیسم اعمال    یارودهزا  های  و 

مف م  دیخواص  روده   ,.Jama et al)  دنشویبر 

2012.) 

  توانند یروده م  یهایاز باکتر  یبزرگ  بخش

متصل شده و آنها را جدا کنند.    نیبه فلزات سنگ

  یهاپاسخ تیروده با تقو یوتایکروبیم ، یدر ماه 

افزا  یکیولوژیزیف  طیشرا  رییتغ  ،یمنیا   شیو 

 ن یاز فلزات سنگ  ی ناش  تیسم  ک،یمتابول  تیفعال

 (.Arun et al., 2021) کندیم ییزدارا سم

باکتر  یگروه   ها، یللاکتوباس گرم    هاییاز 

شکل   اییلهبدون اسپور و م  ی،مثبت، کاتالاز منف
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دل به  که  به    یک،لاکت  ید اس  یدتول  یلهستند 

.  شوندیشناخته م  یرخمت  ییعنوان محصول نها

عنوان   ییآنها   یژهوبه  ها،یباکتر  ینا به  که 

،  LAB)  یکلاکت  یداس  هاییباکتر

Lactobacillus)   شوند،یم  یبندطبقه  

حذف    اییدوارکنندهام  هایییتوانا فلزات در 

مح  سنگین داده  هاییط از  نشان  اند  مختلف 

(Afraz et al., 2020 .) 

فلزات    توانندیم  یکلاکت  یداس  های یباکتر

کنند:    دفع  یاصل  یسممکاندو    یقرا از طر  ینسنگ

ز ز  یستیجذب  تجمع  ز  . یستیو    یستیجذب 

اتصال   سنگ  هاییونشامل  د  ینفلزات   یواره به 

 یستی که تجمع ز یاست، در حال یباکتر یسلول

م  یزمان سنگ  دهد یرخ  فلزات  غشا  ینکه   ی از 

  یباکتر یهاداخل سلول درو    نند عبور ک  یسلول

ایابندتجمع   باکتر  ییتوانا  ین.  گرم    هایی به 

تا در    دهدیاجازه م  ها،یلمانند لاکتوباسمثبت،  

باکتر  یسهمقا منف   های یبا  فلزات به    ی،گرم 

جذب    یشتریب  سنگین را  آنها  و  شده  متصل 

 (. Jiang et al., 2021) کنند

 ین جذب فلزات سنگ  هاییتبا توجه به قابل

مف خواص    ،یکلاکت  یداس  هاییباکتر  یدو 

Lactobacillus curvatus  در   ینقش  تواندیم

  ید سف  یو سرب در ماه   یومکادم  یتکاهش سم

باشد. (  Rutilus frisii)  کاسپین  یایدر   داشته 

Lactobacillus  ل یدخ  یهاژن  انیب  تواندیم 

مانند  ا  در محکم  -βو    E-cadherinتصالات 

catenin    شیافزارا  (  ,.Orlando et alدهد 

2018 .) 

  یداخل  طی لومن روده را از مح  ،یاسد روده

م  جاندار سلول   کندیجدا  از  عمدتا    یهاو 

  ،ی سلول  نیاتصال ب  ی هاروده، کمپلکس  الیتلیاپ 

لا  یمنیا  یهاسلول  شده    لیتشک  ی مخاط  هیو 

( از    یمخاط  هیلا  (.Feng et al., 2018است 

نامطلوب    نیریز  یهاسلول  عوامل  برابر  در 

و    کندیمحافظت م  یکیزیو ف  ییایمیش  ،زیستی

  یهاسمیکروارگانیم  یبرا  ی ستگاهیز  نیهمچن

)  ستیهمز (. Paone and Cani, 2020است 

دارند، به    یانتخاب  یرینفوذپذ   الیتلیاپ   یهاسلول 

مغذ  یمعن  نیا مواد  آنها  شرا  یکه  تحت    ط ی را 

م  یکیولوژیزیف مانع  کنندیجذب  برابر    ی و  در 

ا  باتیترک  Peterson)  کنند یم  جاد ینامطلوب 

and Artis, 2014 .) 

و    نیاز فلز سنگ  ی التهاب ناش  ها ک یوتیپروب

.  دهندیکاهش م   زبانیرا در م  یاسد روده  بیآس

م بهبود  را  ساختار  حفظ   بخشندیآنها  و 

 Yang et)  کنندیم لیوستاز روده را تسهئموه

al., 2022.) 

  ی شگاه یاز مطالعات آزما  یقابل توجه  تعداد

که   اندمختلف روده نشان داده یسلول یهابا رده
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              در  یمحافظت  نقش  توانندیم   ها ک یوتیپروب

افزا ناش  یرینفوذپذ  شیبرابر  مواد    یروده  از 

باشند   (Xenobiotic)  ستیزگانهیب  داشته 

(Wang et al., 2022). 

  L. curvatusسالم    یهاسلول   یآورجمع 

در مهار    یخوب  تیفعال  هیسو  ن یا  دهد ینشان م

س  ددار  دیپیل  ونیداسیپراکس از    یهاستمیکه 

 وم یکادم  تیها در برابر سمسلول  یدانیاکسیآنت

 Chen)  کندیمحافظت م  یو سرب در کبد ماه

et al., 2010.)  ا  علاوه   یهانیپروتئ  ن،یبر 

Lactobacillus  یچسبندگ  ایجادبا    توانندیم  

و با    دهند  شی مخاط را افزا  یچسبندگ  ،یسطح

گل شده نی)موس   نیکوپروتئیمخلوط  ترشح   )

اپ  سلول  از    الیتلیتوسط  تا  شوند  ادغام  روده 

  نان یاز مخاط اطم زایماریعوامل ب  یحذف رقابت

 (.Clarke et al., 2019حاصل شود )

سنگ فلزات  بافت  نیتجمع    یماه   یها در 

 نیو همچن  یماه   ستگاهیبسته به اندازه، گونه و ز

  ن،ی. علاوه بر ااستدر آب متفاوت    یآلودگ  زانیم

ت تحت  است  طول  یعوامل  ریثاممکن                   مانند 

ماه د  نباش  یکیولوژیزیفتبادلات    و   ی عمر 

(Luczynska et al., 2020 .)  حیتوض  کی  

سنگ  یبرا  یاحتمال فلزات  بالاتر  در    نیغلظت 

ا  نیا  یزکف  ی هایماه  که    هایماه  نیاست 

از فلزات   یغنماده(  )پیش  یهابستراز    یاریبس

م  نیسنگ مصرف  تجمع    کنند یرا  و  انتقال  که 

را در سطوح مختلف   ها یدر ماه  نیفلزات سنگ

شبکه    یاهیتغذ   دهدیم   شیافزا  یی غذاتوسط 

(Yozukmaz et al., 2018.) 

دریای    پژوهش این   سفید  ماهی  روی  بر 

  Leuciscidaeد که از خانواده  ش کاسپین انجام 

بوده و به عنوان یک گونه منحصر به فرد و یکی  

حواقتصادیاز   بومی  ماهیان  جنوبی ضترین  ه 

از    استدریای کاسپین   هزار   4و سالیانه بیش 

تعاونی قالب  در  آن  از  صید  تن  صیادی،  های 

تقر  یناد.  شومی ص  ۶0  یباگونه  از   ید درصد 

ا  یاستخوان  یانماه تشک  یندر  را    یل منطقه 

  (. Valipour and Khanipour, 2009)  دهدیم

و   محبوبیت  غذایی،  ارزش  به  توجه  جایگاه  با 

های شمالی کشور اقتصادی آن به ویژه در استان

موسسه تحقیقات علوم شیلاتی کشور و سازمان 

صنعت  به  آن  معرفی  دنبال  به  ایران  شیلات 

از  آبزی  یکی  و  بوده  کشور  های  انتخابپروری 

گونه در  مهم  قفس  در  پرورش  برای  بومی  های 

و    (Valipour et al., 2025)  استدریای خزر  

که  غذایی آن در دریای کاسپین    رژیم با توجه به  

نرمتنان   میاز   Valipour and)کند  تغذیه 

Khanipour, 2009)،  تجمع می مستعد  تواند 

های داخلی  عضله و اندامفلزات سنگین در بافت  

بنابرایندیگر   با    باشد.  حاضر  هدف  مطالعه 
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حفاظتی    اثر(  In vivo)   تنیدرونبررسی  

بافت    یرو  بر  1afسویه    L. curvatus  باکتری

فید دریای کاسپین در  س  اناهی مبچه  کبد و روده 

معرض سمیت ناشی از کادمیوم و سرب در مدت  

پرورش    5۶زمان   دوره  در  نگهداری  انجام روز 

 . شده است

 

 هاروش  و   مواد

شامل  پژوهشاین   مجزا  مرحله  دو                 در 

تامین منظور  به  باکتریایی  سویه  کننده  تعیین 

دست  ه  پروبیوتیک و استفاده از سویه باکتریایی ب

آمده در جیره غذایی ماهی سفید برای بررسی  

به اثربخشی آن بر کاهش سمیت فلزات سنگین 

 .دیانجام رس

 

باکتریایی  اول:  مرحله  سویه  عنوان    به  تهیه 

 پروبیوتیک 

 جداسازی سویه باکتریایی  

تهیه   و  جداسازی  منظور  مناسب    مقداربه 

در   ماهی  پرورش  استخرهای  آب  از  باکتریایی 

نمونه انزلی  بندر  گوده  قلم  د. شبرداری  منظقه 

منظور    برای هر  50این  میزان  به  آب                 نمونه 

لولهمیلی  10یک   در  آزمایش لیتر    20  های 

یخنمونه.  دشآوری  جمع  لیتریلییم پوشی  ها 

تخصصی   آزمایشگاه  به  یونولیت  داخل  در  شده 

)رشت(   سنجش  شمنتقل  ویرومد   مقدار د. 

( 1)رابطه  کوکران    رابطهبر اساس  (  N)باکتری  

 (.Cochran et al., 2006انجام گرفت )

 

 : 1رابطه 
N (CFU/g) = Z2 × p × q / d2 

Z  :؛9۶/1  برابر  p:    ؛5/0برابر  q  :  ؛  5/0برابرd  :  درصد

 . خطا

 

 سازی در محیط کشت رقیق 

محلول  ،باکتریکشت    برای سرم    توسط 

( نمک  9/0فیزیولوژی  استریل NaCl  درصد   )

از میلی  001/0،  01/0،  1/0های  رقت لیتر 

نمونه  هانمونه  شد.  کاملا  تهیه  روش  به  برداری 

تصادفی با استفاده از لوپ استریل انجام پذیرفت.  

نمونه    ، از1/0صورت که برای تهیه رقت    به این

پرورشی   استخر  بهتهیه  لیتر  میلی  1آب    9  و 

سرم فیزیولوژی اضافه و توسط دستگاه  لیتر  میلی

( جنوبی(  Samsungهمزن  کره  صورت ،  به 

پورپلیتش  حل  یکنواخت طریقه  به  )کشت   ، د 

Pour Plate.)   های بعدی نیز به طور  برای رقت

یک شد.  عمل  تحت    یسازرقت  یسر  مشابه 

نمونه  یبرا  یدشد  یلیزاسیوناستر   یهاتمام 

 لیتر یلیم  1/0سپس    .انجام شد   شده  یآورجمع 

کشت آگار دِمان    یطسطح مح  یاز هر رقت رو

( کشت Hiکشت    یط، محMRSروگوسا شارپ )
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  ی ساعت به صورت هواز   48و به مدت    داده شد 

دما سانت  37  یدر    شد.  هانکوب  گرادیدرجه 

مح  یاییباکتر  های ینوکل از  کشت   یطشفاف 

 شود  یدگرفته شدند تا کشت خالص تول  یاهی گ

(DeMan et al., 1960.) 

 

 های شناسایی پروبیوتیک آزمون 

 آزمون حرکت 

کشت   طیمح از    یتحرک باکتربرای بررسی  

ن شدجامد    مهیآگار  در  استفاده    ط یمحاین  . 

گونه  ی هایباکتر به  رشد    یامتحرک  و  ازدحام 

با چشم    یکه به راحت  شوند یو منتشر م  کنندمی

 منظور   نیا  یاست. برا   صیقابل تشخ  رمسلحیغ 

 SIM  (Sulphide Indole  تکش  طیمحاز  

Motility  )  کشت   طیمح  کی  که  د شاستفاده

سه    یبیترک  یافتراق و  مختلف   پارامتراست 

  شیو تحرک را آزما  ندولیا  دیکاهش گوگرد، تول

اکند یم بس  یدارا  طیمح  نی.    یکم  اریغلظت 

  دهدیمتحرک اجازه م  یهای است که به باکتر

و باعث کدر    نندآن حرکت ک  انیاز م  یبه آسان

با ضربه به وسط عمق  حیتلق شوند. طیشدن مح

تحرک    .دشجامد انجام    مهیآگار ن  محیط کشت

ناح  یباکتر گسترش  و  پخش  در   هیبا  رشد 

تلق  ریمس  یراستا سوزن  شد.    ح،یورود  بررسی 

ارگان  یرخب مح  هاسمیاز  کل  رشد   طیدر 

حال  کنند، یم برخ  ی در  نواح  گری د  ی که    یدر 

 ر یدر محدوده مس  یی ها به صورت توده  ایکوچک  

تلق سوزن  م  ح،یورود  باکترکنند یرشد    یهای. 

 Soft Agarمتحرک تنها در لوله آگار نرم )ریغ 

Tubeناح در  فقط  و  تلق  یاه ی(  اند،  شده  حیکه 

 (.Hutahaean et al., 2019) کنند یرشد م

 

 آمیزی گرم رنگ 

کشت خالص    طیاز مح  گسترش  کنخست ی

رو  یباکتر ته  یبر  مراحل  شد  هیلام  ادامه  در   .

  نخستاین شرح انجام شد.  گرم به    یزیآمرنگ

با     45تا    30به مدت    ولهیو  ستال یرنگ کرلام 

و  رنگ  هیثان شد  همه  آن    جهی نت  درآمیزی 

درآمد  هایباکتر بنفش  رنگ  از   پس ند.  به 

 وله یو  ستالیرنگ کر  تیتثببرای  با آب،    شستشو

 ه یثان 45تا  30ه شد و بعد از لوگول افزودبه آن 

لام  زدایی،  در مرحله رنگ.  شد  شستشو  لام با آب

زدا در معرض مواد رنگ  هیثان  20تا    15به مدت  

الکل گرفت  -مانند  قرار  آب   و   استون  با  سپس 

گرم    یهای در باکتراین ترتیب  به  .  شدشستشو  

محدود    کانیدوگل یپپت  ی هاهیلا  یکه دارا  یمنف

حلال    نیا،  هستند  یرباز چ  یغن  یخارج  یغشا  و

 ی و باکتر  شودیغشا م   و   ها هیلا  ن یباعث حذف ا

مرحل م  هرنگ  دست  از  را  در    یول  دهد،یقبل 

  هیلا  اد یگرم مثبت به علت ضخامت ز  یهایباکتر
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رنگ    ی خارجیعدم وجود غشا  و  یکان یدوگلیپپت

  نیپس از ا  جهی . در نتشودیمرحله قبل خارج نم

باکتر منف  یهایمرحله  ولیب  یگرم    ی رنگ، 

مثبت    یهایباکتر باق   همچنانگرم    یبنفش 

  نیفوش  ا ی  نیبا سافران  لامانتها    در .  خواهند ماند

آمیزی رنگ  هیثان  45تا    30به مدت    قرمز رنگ

داده    .شد شستشو  آب  با    نیا  درشد.  سپس 

باکتر گرم    ی های باکتر)رنگ  یب   یهایمرحله 

درمیمنف قرمز  رنگ  به  باکتر  ندیآی(    ی هایو 

( تغ  یها  یباکتربنفش  بدون  مثبت(    رییگرم 

باق ,.Hutahaean et al)  مانندیم   یرنگ   

با    هالام  (.2019 شدن  خشک  از  پس 

   .گرفتقرار  یمورد بررس کروسکوپیم

 

 های بیوشیمیایی آزمون

 کاتالاز  آزمون

چکاندن    یشآزما  ینا پراکس  2با    یدقطره 

رو2O2H)  یدروژنه  ای یشهش  یداسلا  یک  ی( 

آزما  LAB  هاییهجدا  یحاو شد.    یش انجام 

باکتری    مثبت روی  Staphylococcus)بر   

aureus)  واکنش    ینا  .)شاهد مثبت(  انجام شد

تشک م  ی هاحباب  یلبا  مشخص  که    شودیگاز 

  کند یم  یدکاتالاز تول  یم آنز  یهجدا  دهدینشان م

 یژن را به آب و اکس  یدروژنه  یدپراکس  تواندیم  و

  بودن  منفی  کاتالاز   دلیل  به  کند.  یلتبد

  یک   آزمون  این   لاکتیک،اسید    هایباکتری

 ,.Hutahaean et al)  است  ییدیات  آزمون

2019.) 

 

 VP آزمون

 VP  (Vogesآزمایش    انجام  برای

Proskauer Test)،  محیط  از MR-VP   مطابق

استفاده استاندارد  آزمایش  این    . شد   پروتکل 

  یکووپیراسید  کند که  هایی را شناسایی میگونه

مسیر   طریق  از  را  گلوکز  تخمیر  از  حاصل 

کربونیل(  متیل  )استیل  استوئین  به  متابولیکی 

می )به هیدرولیز  آلفانفتول  حضور  در  کنند. 

به   استوئین  اکسیژن،  و  کاتالیزور(  عنوان 

قرمز  دی رنگ  ایجاد  و  شده  اکسید  استیل 

مثبتنشان نتیجه  است.   (مثبت  VP)  دهنده 

عدم تغییر رنگ )باقی ماندن رنگ اولیه یا زرد(  

منفینشان نتیجه    است(  منفی  VP)  دهنده 

(Hutahaean et al., 2019). 

 

 ردمتیل  مونآز

محصولات    pHرد برای تعیین  متیل   آزمون

آمدهنهایی   دست  به  به  گلوکز  تخمیر  کار   از 

هنگام تبدیل    ها انتروباکتریاسهرود. بعضی از  می

پیروویک اسید  به  نهایی  ،  گلوکز  محصولات 

می تولید  )اسیدی  پایین  pHکنند    4/4  تربه 
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رد را به قرمز تغییر رسد( که رنگ معرف متیلمی

 (.Hutahaean et al., 2019) دهدمی

 

 آرژینین  آزمون هیدرولیز

آنز  یینتع  یندافر  ین آرژن  یم وجود 

کشت خالص به    یحشامل انتقال تلق  یدرولازهید

استر استر  یکبه    یلصورت  ما  یللوله  از    یعپر 

شده    یح. سپس لوله تلقبود  یدرولازهید  ینآرژن

مدت   دما   24به  در  درجه    37  یساعت 

نتا  دشانکوبه    گرادیسانت  ی آورجمع   یهاول   یجتا 

گلوکز مصرف  با    باکتری  ابتدا  در این فاصله،  شود.

 ,.Soccol et al)  شودمی  pHکاهش  باعث  

همراه  رنگ از بنفش به زرد    ییرکه با تغ  (2010

 ین آرژن  یمآنزیط،  محشدن    تریدیاسبا  .  است

م   یدرولازهید به مدت  شودیفعال    24. کشت 

د دما  یگرساعت  سانت  37  ی در    گرادیدرجه 

کاف   هاباکتریتا    دش  ینگهدار   یبرارا    یزمان 

آرژن از  باش  یناستفاده   Hutahaean)   دنداشته 

et al., 2019.) 

 

 آزمون سیترات 

 سیترات آگارمحیط کشت  از    آزمونر این  د

(Citrate Agar  )  باکتریبرای آزمایش توانایی  

انرژی  منبع  عنوان  به  سیترات  از  استفاده  در 

این  د.  شاستفاده   به ،  محیط کشتدر  سیترات 

نمک و  کربن  منبع  تنها  آمونیوم عنوان  های 

منبع (  4PO2H4NH)  غیرآلی تنها  عنوان  به 

 .(Soccol et al., 2010است )نیتروژن 

 

 آزمون تخمیر کربوهیدرات 

جدا تحت    شده  یسازخالص  هاییهتمام 

  یش توسط محیط کشت کلیگر آیرون آگارآزما

(KIA)  مصرف لاکتوز   یسمگرفتند تا مکان  قرار

آنها مشخص شود  ,.Sefcova et al)  و گلوکز 

کشت خطی  با    شده   یهکشت تازه ته  یک  .(2021

ش  از انکوباس  یحتلق  داریبسطح  در   یونشد. 

ساعت    24به مدت    گرادیسانتدرجه    37  یدما

رنگ سطح    ییراتتغ یش،آزما   یج. نتاگرفت  انجام

  S2Hگاز    یدتول  ینآن و همچن  یو انتها  داریب ش

Hatami et)  دهدمیرا نشان    ی دیگرگازها  یا  

al., 2022).  سطح    د،وش  یراگر فقط گلوکز تخم

انتها  یدیاس  داریب ش قل  یو                 . شودمی  یایی آن 

  یانتها ند،وش یرتخم گلوکزاگر هم لاکتوز و هم  

اس اگر لاکتوز و گلوکز    شودمی  یدیآن  یچ  هو 

  .شودمی  یاییآن قل   یانتها  د،ونشن  یرتخم  کدام

دل تول  یدروژنه  یدسولف  یلتشک  یلبه                      یدو 

مح به    یاه س  تواند یم  یطگاز،  منجر  که  شود 

م  یلتشک لوله  در  ) شویحباب   Bazireh etد 

al., 2020.) 
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 هاپروبیوتیکی جدایههای بررسی ویژگی 

 آزمون تحمل اسید 

اس  یشآزما مح  یدتحمل  از  استفاده   یط با 

  9و    7،  5،  3مختلف    یهاpHبا    MRSکشت  

 .J.Tدرصد )  HCl  1انجام شد که با استفاده از  

Baker )و NaOH 1  محنرمال(کشت  یطHi  )

 ی در دما  یقهدق  15شد و سپس به مدت    تهیه

)براگراد  سانتیدرجه    121 شد  هر    یاتوکلاو 

تکرار    یشآزما گرفته  سه  نظر   1/0.  شد(در 

کشت   یطشده در مح  کشت  یاز باکتر  لیتریلیم

MRS  شد دما  استفاده  در  سپس                       30  یو 

سانت چگال  گرادیدرجه  شد.          ی نور  یانکوبه 

(ODباکتر رشد  عنوان سرعت  به  توسط    ها ی ( 

،  UV-1800  ،Shimadzu)  اسپکتروفتومتر

  24و  3نانومتر پس از   ۶00 وج ژاپن( در طول م

انکوباس  Allamehشد )   یریگاندازه  یونساعت 

et al., 2012.) 

 

 تحمل صفرا آزمون 

با    MRSکشت    یطمح  یش،آزما  ینا  یبرا

نمک  ی هاغلظت اکسگال    یصفراو  ی هامختلف 

(Difco،  HiMedia،  هند)  غلظت  3/0  یهابا 

)وزن تهیحجم  /یدرصد  با    شد.  یه(  غلظت  هر 

شده در طول    کشت  هایی از باکتر  لیتریلیم  1/0

تلق دما  یحشب  در  سانت  30  یو    گرادیدرجه 

در هر غلظت پس از    های. رشد باکتردشانکوبه  

دما  یونانکوباس به  گراد  سانتیدرجه    37  ی در 

 ی نور یچگال یریگبا اندازه ساعت 24و  4مدت 

موج   طول  از   ۶00در  استفاده  با  نانومتر 

 ,.Balcazar et al)شد    یابیاسپکتروفتومتر ارز

2008.) 

 

 بیوتیکی ی آنت  یتحساس یشآزما

برابر   ها یهجدا  بیوتیکیی آنت  یتحساس در 

)استرپتوما  هایبیوتیک یآنت  یسین، منتخب 

  سیپروفلوکساسین،  سفتریاکسون،  سیلین،یآمپ

  و  یسیننکومااو  یترومایسین،ار  کلیندامایسین،

 یسک ( با استفاده از روش انتشار دیکلینتتراسا

 همان   MRSآگار    هاییتپل  یرو  بیوتیکییآنت

توسط   که  همکاران   Vijayakumarطور   و 

شده    (2017) داده                   شد.   یشآزما  ،بودشرح 

کشت   با  کامل  طور  به  آگار  مورد سطح                 سویه 

( شد  پوشانده   (. Lawn Inoculationنظر 

جامد    MRSآگار    یرو  بیوتیکیتیآن  هاییسکد

و   شدند  داده  انتشار   یبرا  یقهدق  30قرار 

آنها    بیوتیکیآنت پسزمان  به  و  شد                    از  داده 

مدت  گراد  سانتیدرجه    37در  آن                       48به 

هر   یانکوبه شدند. قطر هاله عدم رشد برا  ساعت

انکوباس  بیوتیکییآنت  یسکد اتمام  از    یون پس 

حساس  یریگاندازه   با   بیوتیکییآنت  یتشد. 
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به صورت   یعنیقطر هاله عدم رشد،  یریگاندازه

 8متوسط    یتحساس  متر،یلیم  8مقاوم کمتر از  

حساس  متریلیم  10تا     10از    یشترب   یتو 

 ,.Vijayakumar et al)  شد  یکتفک  متر،یلیم

2017). 

 

 آزمون فعالیت ضدمیکروبی 

جدا  یکروبی ضدم  یتفعال   هاییهتمام 

Lactobacillus   یهعل  شده   ی آورجمع  

آزما  یزابیماری  هایباکتری روش    یشمورد  با 

آگار چاهک  در  شد.    یینتع  انتشار 

Staphylococcus aureus  (PTCC96  ،)

Enterococcus faecalis   (PTCC439  ،)

Klebsiella pneumoniae   (PTCC432  ،)

Pseudomonas aeruginosa  
(PTCC7925  ،)Escherichia coli  

(PTCC443  )Salmonella typhi 

(PTCC734   و  )Shigella dysentery 

(PTCC13313)  آزما و    ی پزشک  یشگاه از 

ب  ی،فاژدرمان  دانشگاه    یوتکنولوژی،گروه 

های  باکتری  و به عنوان  یهته(  مالزی)   یکالابوراگ

آزما  زابیماری شدند.  یشمورد  تا    50  استفاده 

ما  یکرولیترم  100 هر    رویی  یعاز  سلول  بدون 

سانتریفوژ    Lactobacillus  یهجدا از  در پس 

کشت    یطدر مح متریلیم  7به قطر   ییهاچاهک

مورد  ی  زابیماری  های باکتری  یحاو  یآگار مغذ

  24قطر هاله عدم رشد پس از    پر شد.   یشآزما

انکوباس آزما  یونساعت  شد.  سه    در  یشثبت 

شد  تکرار  Prabhurajeshwar and)  انجام 

Chandrakanth, 2019). 

 

فلزات   به  نسبت  جدایه  تحمل  آستانه  تعیین 

 سنگین سرب و کادمیوم 

ها  این آزمایش برای تشخیص توانایی جدایه

سنگین فلزات  تحمل   Minimum)  در 

Inhibitory Concentration: MIC)   استفاده

از جدایه که به مدت     24شد. میزان یک لوپ 

کشت   محیط  در  دمای    MRSساعت    37در 

بودگراد  سانتیدرجه   کرده  شرایط    رشد  تحت 

آگار   پلیت  روی  بر  حاوی    MRSآسپتیک 

،  1۶،  8،  4های مختلف کادمیوم و سرب )غلظت

  2000  و  1000،  500،  250،  125،  ۶4،  32

ها  سپس پلیت  .ر لیتر( کشت داده شددگرم  میلی

مدت   دمای    48به  در  درجه    37ساعت 

انکوبه شدند. کمترین غلظت فلزات گراد  سانتی

عنوان  به  شد  رشد  مهار  به  منجر  که  سنگین 

MIC    این روش در سه تکرار انجام .  د شتعیین

ها به عنوان شاهد در نظر گرفته و یکی از پلیت

باکتری در حذف کادمیوم و    بازده در نهایت    .شد

از  (  R)سرب به عنوان درصد حذف   با استفاده 
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 ,Huet and Puchooa)  محاسبه شد  2رابطه  

2017.) 

 

 :  2رابطه 
R (%) = (CD

 / Ci) × 100 

iC  :؛  غلظت اولیه فلز سنگینDC  :  کاهش غلظت فلز

 . سنگین

 

 هاه یجدا یملکول ییشناسا

  دیاس  یهایباکتر  یملکول  ییشناسا  یبرا

تکث  کیتلاک بر  تمرکز  توال  ریبا  ژن    یابییو 

16SrRNA    روش بررس  PCRاز  با    ج ینتا  یو 

استفاده   آگارز  ژل  الکتروفورز    د شروش 

(Kostinek et al., 2005). 

 

دوم:   سومرحله  از  در    ییایباکتر  هیاستفاده 

 د یسف یماه یی غذا رهی ج

 آزمایش ماهیان پرورشی و شرایط  

بچه  72  تعداد  Rutilus)  سفید  ماهی عدد 

frisii  )گرم از مرکز    8/ 05±58/1  متوسط  وزن  با

در   واقع  انصاری  شهید  ماهی  پرورش  و  تکثیر 

رشت   صنعتی  کیسه   تهیهشهر  توسط  های  و 

  غذای  و  تغذیه  بخش  آزمایشگاه  به  اتیلنیپلی

  داخلی   هایآب  پروریآبزی  پژوهشکده   زنده

  شرایط   در  هفته  دو  مدت   به  و   شد  منتقل  انزلی

  در  آزمایشگاهی   شرایط  با  سازگاری  برای  مناسب

  در .شدند  نگهداری  لیتری  40  اتیلنیپلی  مخازن

 روز   در  بار  سه  ماهیانپذیری بچهعادت  دوره  طول

  پایه  جیره  با  بدن  وزن  درصد  5  میزان  به  و

(Manaqua  )درصد  40  غذایی  ترکیب  با، ایران  

خاکستر   درصد  3/8  و  چربی   درصد  5/9  پروتئین،

پذیری  عادت  دوره   طی  از  پس  شدند.  تغذیه

 مخازن   در  آزمایشی  تیمار  5  به  ماهیانبچه 

  هر  در  ماهی بچه  قطعه  ۶)  لیتری  40اتیلن  پلی

 نگهداری   هفته  8  مدت  به شده و  تقسیم  (مخزن

 (.Alves and Wood, 2006)  شدند

 طبق   تجاری  غذای  به  هاپروبیوتیک  افزودن

 Planas)  گرفت  انجام  استاندارد  العمل   دستور 

et al., 2004.)   5۶  روز  در  ماهی  از  بردارینمونه 

  مصرفی   آب  منبع  که   است  ذکر  به  لازم .  شد  انجام

 ثابت   آن  کیفیت  و  بوده   چاه  از  پرورش  دوره  در

 .شدند می شسته روزانه مخازن. بود

 

 های آزمایشی جیره

جیره شامل جیره شاهد    ۶  مطالعهاین    در 

پروبیوتیک) بدون  و  سنگین  فلز  جیره ،  (بدون 

پروبیوتیک    Lactobacillus curvatusحاوی 

کلونی در هر   دهنده تشکیلواحد   810به غلظت 

گرم  میلی  12جیره حاوی سرب در غلظت  گرم،  

جیرهر  د کیلوگرم  در  هر  کادمیم  حاوی  جیره   ،

جیره  ، کیلوگرم جیرهدر هر گرم میلی 4غلظت  

پروبیوتیک   تشکیل   810)حاوی  دهنده  واحد 
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گرم در  میلی 12) سرببا همراه   (کلونی در گرم

واحد   810)  جیره حاوی پروبیوتیک  و  (کیلوگرم

  کادمیم با  همراه  دهنده کلونی در گرم(  تشکیل 

در  میلی  4) تکرار  (کیلوگرمگرم  سه  مورد    ،با 

تعداد    ارزیابی بیوشیمیایی و بافتی قرار گرفتند.

 عدد بود.  ۶ماهی در هر مخزن آزمایشی 

 

 خوراک پروبیوتیکی تنظیم 

پروبیوتیک  تهیه  برای  آنها  افزودن  و  جدایه 

 و   Planas  توسط  که  روشیاز    ماهی،  غذای  به

 ( 2004) همکاران و  Vine  و (2004) همکاران

 خلاصه   طور  به  .دش  استفاده  ،است  توصیه شده

  محیط  در   جداگانه  طور  به  ها باکتری  از  یک   هر

  شدند   کشت  هوازی بی  شرایط  در  MRS  براث

  و   شده  سانتریفوژ  و   جدا  ها باکتری  رشد،   از  پس

       غلظت  فارلندمک  استاندارد  هایلوله  کمک  با

دهنده کلونی در هر گرم  واحد تشکیل  810  آنها

 استریل   های سینی  در   و  توزین  غذاها .  شد  تنظیم

  ه،دش  خشک  و   داده  قرار  استریل  کاملا  شرایط  در

 ساعت   24  مدت  به  آزمایشگاه  دمای  در  سپس

 پس از آن   .شدند  بندیبسته   استریل  شرایط  در

نهایی باکتری در    غلظت  متوالی  هایرقت  تهیه  با

دهنده کلونی در هر  واحد تشکیل  810  غذا برابر

و    د.شاسپری    غذا  به   پروبیوتیکگرم   سرب 

 کادمیوم نیز مستقیما به تیمارها اضافه شد. 

 و کبد  روده  سنجی بافتیریخت 

 یبرا  یعسر  یروش  ی، بافت  شناسییب آس

( ین)مثلا فلزات سنگ  زاتنشاثرات مواد    یصتشخ

اندام ماه  ی هادر  م  ی مختلف  و    دهدیارائه 

شاخصبه    تواند یم از    یاریبس  یبرا  یعنوان 

  ی ماه  یستماکوس   یبرا  یرطبیعیغ   یطشرا

حال،   ین( در نظر گرفته شود. با ایستز یط)مح

بسته به مدت زمان    ینفلزات سنگ  شناسییب آس

حساس و  فلزات  غلظت   یکی ژنت  یتمواجهه، 

 .(Naiel et al., 2019) متفاوت است

در هر    یماه  9بافت کبد و روده )  یهانمونه 

 40  اتانولشدند که در آنها از    یآورگروه( جمع

 Dawood etاستفاده شد )   یهوشیب  برایدرصد  

al., 2018.)  فرمال بافر   برای درصد    10  نیاز 

  یهااستفاده شد. نمونه  یبافت  یهانمونه   تیتثب

  لنیو زا  اتانول  افزایشی  هایبا غلظت  شده  تیتثب

ضخامت    های برش  . شدندپردازش   با    5بافت 

م  کرومتریم از  استفاده   ی چرخش  کروتومیبا 

(2025  ،Leica  )آلمان رنگ  تهیه،  با   ی زیآمو 

ائوز  نیلیهماتوکس رنگH&E)  نیو   ی زیآم( 

مجهز   ینور  کروسکوپیاز م  ی بررس  یشدند. برا

  استفاده شد ژاپن(    ، Nikon)  تالیجید  نیبه دورب

(Bancroft and Gamble., 2008.) 
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 ی آمار لیتحلتجزیه و  

افزار  با استفاده از نرم  یآمار  لیو تحل  هیتجز

SPSS    ی ( انجام شد. به منظور بررس 20)نسخه  

داده  عیتوز برانرمال    یمارهایت  لیتشک  یها 

  رنوف یاسم  -کولموگروف  آزمون  از  ش،یآزما
مقا شد.  روش    به  مارهایت  یآمار  سهیاستفاده 

)کی  انسیوار  تحلیل  One-wayطرفه 

ANOVAسطح در  درصد    95  اطمینان  ( 

(05/0>P  ) بودن  دار  یعنو در صورت م  انجام شد

ها به صورت داده  . ندشد  سهیبا آزمون دانکن مقا

 شوند.یارائه م ارمعی  انحراف ± نیانگیم

 

 نتایج 

 ها جداسازی و شناسایی باکتری

که جدایه    10تعداد    هیاول  یبر اساس غربالگر

فلز    تیقابل غلظت  استخر    داشتندرا  تحمل  از 

نمونه و  جداسازی  ماهی  در  پرورش  که  هایی 

و بیوشیمیایی  شناختی  ریخت  هایویژگیبررسی  

باکتری بودند به  نزدیک  لاکتیک  اسید    ،های 

(  1af)بهترین جدایه    ، دند. علاوه بر اینشانتخاب  

مورد شناسایی    16SrRNAبا تعیین توالی ژن  

مولکولی قرار گرفت، همچنین بهترین جدایه در 

دسترسی    NCBIسایت   کد    OR574371با 

 د. شثبت 

 

و    یوشیمیاییب   ،شناسیریخت   هاینتایج آزمون 

 کربوهیدرات   تخمیر

جدایه نظر  این  از  ظاهری  ویژگیها  های 

شد قابل  ویژگی  و   ند بررسی  بیوشیمیایی  های 

داد نشان  را  پتانسیل    .(1)جدول    ند توجهی 

( و از  2د )جدول شتشکیل بیوفیلم نیز مشاهده 

ها بررسی و  نظر خواص کربوهیدراتی نیز جدایه

آورده    3ای در جدول  به صورت مقایسه نتایج آن  

 شد. 

 

 Lactobacillus یهاگونه  ییشناسا

 آزمون تحمل اسید 

  ها جدایه نشان داد که رشد    4  جدول  یجنتا

  3و در طول مدت زمان    pH  9-3در محدوده  

  ها جدایهنشان داد که    یج نتا  ینساعت ظاهر شد. ا

را دارند    یوتیکپروب  هاییباکتر  یژگی و  ینترمهم

توانا برا  ییکه  با    یآنها  معده  در  ماندن  زنده 

های  ، جدایه4. مطابق جدول  بالا است  یدیتهاس

2Po    5وPo   شمار های منتخب به  به عنوان جدایه

 روند. می
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 پرورش ماهی استخر هایجدایه  شناختیریخت هاییژگیو :1 جدول

 کشت  و های ظاهریویژگی آمیزی گرم رنگ حرکت  آزمون جدایه 

1Po سفید، زبر، نامنظم و گرد ، مترمیلی 1 گرم مثبت  غیرمتحرک 

2Po رنگ ای کوچک، بیدایره گرم مثبت  غیرمتحرک 

3Po سفید، زبر، نامنظم و گرد  ،مترمیلی 1/0-5/0 گرم مثبت  غیرمتحرک 

4Po متر، سفید، براق، صاف، گرد میلی 1 گرم مثبت  غیرمتحرک 

5Po ای کوچک، سفید مایل به کرم دایره گرم مثبت  غیرمتحرک 

6Po متر، زبر، کدر و گرد میلی 1/0-5/0 گرم مثبت  غیرمتحرک 

7Po ای کوچک، سفید مایل به کرم دایره گرم مثبت  غیرمتحرک 

8Po سفید، زبر، نامنظم و گرد  ،مترمیلی 1 گرم مثبت  غیرمتحرک 

9Po سفید، زبر، نامنظم و گرد  ،مترمیلی 1 گرم مثبت  غیرمتحرک 

10Po متر، زبر، کدر و گرد میلی 1/0-5/0 گرم مثبت  غیرمتحرک 

 
 پرورش ماهیاستخر هایجدایه بیوشیمیاییهای یژگیو: 2  جدول

 1Po 2Po 3Po 4Po 5Po 6Po 7Po 8Po 9Po 10Po جدایه 

 – – – – – – – – – – کاتالاز آزمون

 – – – – – – – – – – VP آزمون

 – – – + + + + + – – ردآزمون متیل

 – – – – – – – – – – هیدرولیز آرژینین   آزمون

 – – – – – – – – – – S2H آزمون گاز

 – – – – – – – – – – سیترات  آزمون
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 پرورش ماهیاستخر های: نتایج آزمون تخمیر کربوهیدرات جدایه3جدول 

 ساکارز  لوز یگز تولیسورب تولیمان مالتوز وزیبیمل ترهالوز نوزیراف نوزیآراب کتوزلا گالاکتوز  گلوکز جدایه

1Po + + – + – + + + + – + – 

2Po + + – + – + – + + + + – 

3Po + + – + – + + + + + + + 

4Po + + + + – + + + + – + + 

5Po + + + + – + + + – + + – 

6Po + + – – – + + + – + + – 

7Po + + – + – + + + – + + + 

8Po + + – + – + + + – + + – 

9Po + + + + – + + + + + + + 

10Po + + + + – + + + – + + – 

 
 به اسید ها جدایه: مقاومت 4جدول 

 1Po 2Po 3Po 4Po 5Po 6Po 7Po 8Po 9Po 10Po جدایه 

 < ۶10 < ۶10 < ۶10 < ۶10 < ۶10 < ۶10 < ۶10 < ۶10 < ۶10 < ۶10 تعداد کلونی در زمان صفر 

 220 240 300 220 200 < ۶10 140 200 < ۶10 120 ساعت  3 از تعداد کلونی بعد

 

 تحمل صفرا آزمون 

ها  هیجدا  بررسیپس از  ،  5بر اساس جدول  

م نمک  زانیو  به  آنها                بعد   یصفراو  ی هاتحمل 

عنوان   5Poو    2Po  یهاهیجدا،  ساعت  3از   به 

 . شدند  نییمنتخب تع یهاهیجدا

 

 بیوتیک آزمون حساسیت به آنتی 

   شیآزما ی هاه یجدا یکیوتیبیآنت تیحساس

مختلف  جیرا ی هاکیوتیبیبا استفاده از آنت شده

  دهد مینشان  که  است  ارائه شده    ۶در جدول  

مورد مطالعه    ی هاک یوتیبیبه آنت  ها هیهمه جدا

استثنا و    یبه  ،  نیسینکومااوسیپروفلوکساسین 

جدایهبودند  حساس                علاوه  5Poو    2Po  یها. 

به سیپروفلوکساسین  و    نیسینکومااوبر  

جزنیز    نیسیندامایکل و  دادند  نشان    ءمقاومت 

. هستندمنتخب  یهاهیجدا
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 ی صفراو یهابه نمکها جدایهمقاومت  :5جدول 

 1Po 2Po 3Po 4Po 5Po 6Po 7Po 8Po 9Po 10Po جدایه 

 < ۶10 < ۶10 < ۶10 < ۶10 < ۶10 < ۶10 < ۶10 < ۶10 < ۶10 < ۶10 تعداد کلونی در زمان صفر 

 115 110 350 120 250 < ۶10 1۶0 140 < ۶10 190 ساعت  3تعداد کلونی بعد از 

 
 ها بیوتیکها به آنتیجدایه حساسیت: 6جدول 

 1Po 2Po 3Po 4Po 5Po 6Po 7Po 8Po 9Po 10Po جدایه 

 حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس استرپتومایسین 

 حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس سیلینآمپی

 حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس سفتریاکسون 

 مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم سیپروفلوکساسین 

 حساس حساس حساس حساس حساس مقاوم حساس حساس مقاوم حساس کلیندامایسین

 حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس اریترومایسین

 مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم وانکومایسین 

 حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس تتراسایکلین

 

 زابیماریهای باکتری آزمون اثر مهاری بر 

شده، مهار    جدا  Lactobacillus  ی هاه یسو

(  قطر هاله عدم رشد  متریلیم  25تا    15متوسط )

  شیآزمامورد زای بیماری هایباکتریرا بر رشد 

 ن یثرتروم  9Po  و  6Po  یهاهینشان دادند، اما جدا

مهار    هاهیجدا مورد   زایبیماری  هایباکتریدر 

  ،یکل   طور  (. بهمتریلیم  33تا    19بودند )  شیآزما

شده،    جدا  Lactobacillus  یهاه یاز سو  یاریبس

سو  یبهتر  یستیآنتاگون  تیفعال به   ه ینسبت 

سویه   Lactobacillus  (L. curvatusمرجع  

1af  )برا مورد  زای  بیماری   هایباکتری   بردر 

 . (7)جدول   نشان دادند شیآزما

 

فلزات  تعیین   به  نسبت  جدایه  تحمل  آستانه 

 سنگین سرب و کادمیوم 

ارز منظور    یی پالایست ز  ییتوانا  یابیبه 

مختلف   یهابه غلظت  ها یتحمل باکتر  ها، یهجدا

کادم و  تع  یومسرب  غلظت    یینبا  حداقل 

  یرمقاد  یج نتا  شد.   ی( آنها بررسMICبازدارنده )

MIC  نشان داده شده است. 8در جدول
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 شیمورد آزما زایهای بیماریباکتری هیعل Lactobacillus یهاهی جدا  یستیآنتاگون تیفعال: 7جدول 

 1Po جدایه 

(mm ) 
2Po 

(mm ) 
3Po 

(mm ) 
4Po 

(mm ) 
5Po 

(mm ) 
6Po 

(mm ) 
7Po 

(mm ) 
8Po 

(mm ) 
9Po 

(mm ) 
10Po 

(mm ) 

Staphylococcus 

aureus 
12 18 1۶ 8 15 14 17 10 12 13 

Salmonella 

enterica 
11 17 14 15 12 11 13 12 17 15 

Escherichia coli 10 13 18 14 19 9 14 11 15 1۶ 

Enterococcus 

faecalis 
10 1۶ 12 14 12 14 10 10 15 10 

Pseudomonas 

aeruginosa 
13 20 10 15 12 14 12 18 17 10 

Bacillus cereus 13 15 14 10 10 12 10 9 13 1۶ 

 
 ین و حذف فلزات سنگ حداقل غلظت بازدارنده:  8جدول 

 فلزات سنگین
 حداقل غلظت بازدارنده 

 ر لیتر(دگرم )میلی

 )%(  ساعت 24حذف فلزات سنگین در  

(mg/L )25 (mg/L )50 

 39/۶8 10/۶2 1800 سرب

 25/11 71/52 1500 کادمیوم 

 

از    همان که  م  یجنتاطور    شود، یمشاهده 

ر  دگرم  میلی  1800)سرب    یبرا  MICمقدار  

  (ر لیترگرم دمیلی  150)  یوماز کادم  یشترب  (لیتر

استنباط کرد   توانیم  ینه،زم  ین. در اه استبود

اگرچه   و    Lactobacillusکه  سرب  برابر  در 

بود  یومکادم برابر  همقاوم  در  آن  مقاومت  اما   ،

ب کادم  یشترسرب  استبود  یوماز  مطالعه  ه  در   .

ر  گرم دمیلی  50و    25از دو غلظت    پالایی، یست ز

کادم  لیتر و  سرب  و    یوماز  است  شده  استفاده 

سرب    ف( نشان داد که درصد حذ8)جدول    یجنتا

به    لیتر    گرم درمیلی  50و    25  یهاغلظت  یبرا

  یومکادم  یدرصد و برا  39/۶8و    10/۶2  یبترت

نتا  25/11و    71/52 بود.   ین همچن  جیدرصد 

باکتر به    هایینشان داد که  مورد مطالعه قادر 

ب سرب  توانا  یشترحذف  حذف    یی از  در  خود 

علاوه، بودند.    یومکادم در    هایباکتر  یی توانا  به 
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در    ، یافت  یشغلظت افزا  یش حذف سرب با افزا

  هش غلظت کا   یشبا افزا  یومکه حذف کادم  یحال

ا  .یافت توانا  یمعن  ینبه  کادم  ییکه    یومحذف 

بالاتر از  است،  غلظت  به  غلظت    ینوابسته 

 ی ( بخش کمترلیترگرم در  میلی  50)  یومکادم

 . حذف شد لیترگرم در میلی 25نسبت به 

 

 شناسی بافتی آسیب نتایج ارزیابی 

روده    یپرزها،  )تیمار شاهد(  الف  -1  در شکل

مشاهده    یعیطب   یهاتیانتروس  یدارا  طبیعی

احتمالا  نقاط    یدر برخمشاهده    ی پارگ  .شودیم

  شکلدر . سازی بافتی استناشی از فرایند آماده

فضا(  کیوتیپروب  دارای  ماریت) ب،    -1   ی اتساع 

تخر  ا،یپروپر  نایلام و   ی سلول  بینکروز 

مت یانتروس مشاهده    پ  -1  شکلدر  شود.  یها 

از نقاط    یدر برخ  ی نکروز کل)تیمار حاوی سرب(  

)تیمار   ت  -1  شکلدر    روده وجود دارد.  یپرزها

روده    ی پرزها  د یشد  ی چسبندگ  حاوی کادمیوم(

  ی( در پرزهایسلول   دی شد  ری)تکث  یپرپلازیو ها

هر پرز روده   یانتها  بیشود. تخریم  دهیروده د

)تیمار حاوی سرب و   ث  -1دارد. در    وجود  زین

سلول  پروبیوتیک( و    نیب  از  ینکروز  است  رفته 

سلول  هیلا  نیا  نیب  یگسستگ روده    یهاو  پرز 

های پرز روده  نیز سلول   ج  -1  دارد. شکل  وجود

پروبیوتیکرا در   و  نشان   تیمار حاوی کادمیوم 

افزودن پروب  دهد.می   ی بر رو   کیوتیدر مجموع 

از تاث  یبافت آبز سرب و    نیفلزات سنگ  ریپس 

التهاب  ادیز  ریتاث  ومیکادم رفع  بر  و  ی  بافت 

 داشته است. جلوگیری از نکروز بافتی 

شکل   تخر  )شاهد(الف    -2در  و   بیعلائم 

  ب  -2شود. در شکل  ینمملاحظه    یبافت  بیآس

پرخون  کنوزیپ   )پروبیوتیک( با  مشاهده    یهمراه 

شکل  یم در  سرب(  پ   -2شود.  حاوی    )تیمار 

در شکل  شودمیمشاهده    دینکروز شد ت    -2. 

حاوی     دهید  دی شد  کنوزیپ   کادمیوم()تیمار 

)تیمار حاوی سرب و    ث  - 2. در شکل  شودمی

هستند.  در    طبیعیکبد    یهاسلول   پروبیوتیک(

 )تیمار حاوی کادمیوم وپروبیوتیک(   ج  -2شکل  

ول  افتهی کاهش    کنوزیپ  پ   یاست  و   کنوزیهنوز 

 .داردوجود  یسلول زنکرو
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 الف  ب 

  

 پ  ت 

  

 ث  ج 

  

از سرب و    یناشروده    بافتی  ختیشناآسیب  راتییتغ  بر  1fa  هیسو  Lactobacillus curvatusاثرات  :  1شکل  

 12گروه سرب ). پ(  کیوتیگروه پروبشاهد. ب(  گروه  (. الف(  Rutilus frisii)  دیسف  انیماهبچهدر    ومیکادم

ت(  (لوگرمیکدر    گرمیلیم کادم.  ث(  (لوگرم یک   رد  گرمیل یم  4)  ومیگروه  سرب.    ر د   گرمیلیم  12)  گروه 

 . کیوتی+ پروب (لوگرم یک  رد  گرمیلیم 4) ومیگروه کادم. ج( کی وتی+ پروب (لوگرمیک 
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 الف  ب 

  

 پ  ت 

  

 ث  ج 

  

از سرب و    یکبد ناش  بافتی  ختیشناآسیب   راتییبر تغ  1fa  هیکورواتوس سو  لوسیاثرات لاکتوباس:  2  شکل

 12گروه سرب ). پ(  کیوتیگروه پروبشاهد. ب(  گروه  (. الف(  Rutilus frisii)  دیسف  انیماهبچهدر    ومیکادم

ت(  (لوگرمیکدر    گرمیلیم کادم.  ث(  (لوگرم یک   رد  گرمیل یم  4)  ومیگروه  سرب.    ر د   گرمیلیم  12)  گروه 

 . کیوتی+ پروب (لوگرم یک  رد  گرمیلیم 4) ومیگروه کادم. ج( کی وتی+ پروب (لوگرمیک 
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 بحث

  ک یوتیپروب  یاستفاده از باکتر  مطالعه  نیدر ا

Lactobacillus    هاینیچاز  جلوگیری  باعث  

کم    یلیمقدار خ  ،(Lamina Propria)  ایروده

نکروز  یزیخونر )طول   تینتروسیا  ی سلول  و 

  دش  یلیکروویم   یجذب روده( و پرزها  یهاسلول 

ت نسبت  به  ت  ماریکه  و    یحاو  یمارهایشاهد 

علاوه    داشت.  یترمطلوب   تیوضع  نیسنگ  فلزات

ا پروب  نیبر  از  سلول،  کیوتیاستفاده  و   ینکروز 

به تیمار شاهد و  نسبت  کمتری را  شدن    یواکوئل

که    ایجاد کرد  ومیسرب و کادم  یحاو  یمارهایت

بر بافت روده و    کیوتیمطلوب پروب  ریتاث  انگرینما

 .بود یروز نگهدار 5۶ ی ط انیماهکبد در بچه

است، اما    ی و جذب  یگوارش  ستمیس  ک یروده  

  ها کیوتیبا پروب  ه یدر رابطه با تغذ  ی مطالعات کم

ماه   شناسیریخت و   است   یروده  شده  انجام 

(Mohammadian et al., 2021.) 

Nakandakare  گزارش   (2013)  همکاران  و  

و    ی انیم  ، ییطول قسمت ابتدا  ن یانگی دادند که م

همچن  روده  ییانتها در    نیو  روده  سطح  کل 

غذا  یی ها یماه  ه  کرد  افتیدر  کیوتیپروب  یکه 

  شاهد  یبود که غذا  ییهایاز ماه  شتری، ببودند

لا  ش یافزا  . بودند  کرده   افتیدر   هیضخامت 

و بهبود   ایلاپ ی ت  انیماهبچه  یان یروده م  الیتلیاپ 

  هیتغذروده پس از    ی هایلیکروویم  شکل ظاهری

  مشاهده شد.  ز ین  کیوتیپروبهای دارای  جیرهاز  

پرزها  جینتا داد که  ت  ینشان  در    یمارهایروده 

ضخامت    شتریب  یخوردگنیچ  ،یکیوتیپروب و 

 نیداشتند و بنابرا  شاهد نسبت به گروه    یشتریب

روده،    شکل ظاهریروده،    کروفلوریدر تعامل با م

مغذ  یمنیا  ستمیس مواد  جذب                  ممکن  ،یو 

ماهاست   سلامت  کنند    ها یدر  عمل  بهتر 

(Nakandakare et al., 2013  )  نتایج  که با 

 .مطابقت داشت مطالعه حاضر

از   پژوهشی  در استفاده  که  شد  مشاهده 

  ،یشیافزا  مقادیربا    یاچندگونه  یهاک یوتیپروب

ظاهری  از   شکل  را  روده  جذب  سطح                     و 

مساحت   شیافزا  قیطر و  عمق  عرض،  طول، 

  ماهی روهو  وزن خشک روده  نیپرزها و همچن

(Labeo rohita)  توجه قابل  طور   ر ییتغ  یبه 

  ای  و  Bacillus  یهاگونههمچنین    داد.

Lactobacillus  تک صورت    ، یبیترک  ا ی  یبه 

و سطح جذب روده را  یجذب مواد مغذ و هضم

بس ماه  یاریدر  گونه   ها یاز  جمله  کپور   یهااز 

                 علاوه   (.Islam et al., 2021)   د دادن  شیافزا

ا چرب  ها ک یوتیپروب  یبرخ  ن،یبر                اسیدهای 

کوتاه   :Short-chain Fatty Acids)  زنجیره 

SCFA)  ی که عملکرد ضدالتهاب  کنند یم  د یتول  

برا و  مح  تیحما  یدارند  روده   یدیاس  طیاز 

  توانندیم   هاکیوتیپروب  نیبنابرا  هستند.   یدیکل
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  دهند   شیرا افزا  دیمف  یهاکروب یم  ونی زاسیکلون

  ی را در روده ماه  نیاز فلز سنگ  ی و التهاب ناش

کنند.  ا  ه علاو  مهار  سنگ  ن، یبر  فلز    نیتحمل 

پمپ  ها یباکتر با    بیترک  ،یخروج  یهااغلب 

فلزات مرتبط    یجداسازو    و اتصال   یسلول  وارهید

( جداسازDaisley et al., 2019است   ی (. 

م  کیلاکت  دیاس  یهایباکتر غلظت    توانندیکه 

نشان    ومیکادم  یبالا کنند،  تحمل  را  سرب  و 

مقاومت   یدارا هاسمیکروارگانیم  نیکه ا  دهدیم

سنگ   یاکتساب فلزات  برابر    هستند.  نیدر 

افزایش   باکتر همچنین    دیاس  یهایتحمل 

کادم  کیلاکت غلظت  ومیبه  در  سرب    یهاو 

. (Irawati et al., 2025)  دشگزارش  مختلف  

نتایج   با  ها  داده  آمدهاین  دست  مطالعه  از    به 

 . داشتمطابقت حاضر 

Lactobacillus  که  یانیماه  در  بقا  بیشترین  

brevis  و    810  یهادر غلظت  یبه صورت خوراک
کرده    افتیدر گرم در ینوکل  لیواحد تشک 1010

نشان داد    جی( مشاهده شد. نتادرصد  ۶/8۶بودند )

  ستمیزمان سهم  کیبا تحر  L. brevisکه مکمل  

ماه   یاختصاصریغ   یدفاع  معمولی   یدر   سوف 

(Sander lucioperca  )  توسعه مقاومت در برابر

فراهم   Aeromonas hydrophila  یماریب را 

مبنی بر    حاضربنابراین  با نتایج مطالعه   .کند یم

میزان  به  پروبیوتیک  خوراکی  غلظت         افزایش 

افزایش بقا در بچهکه    810 ماهیان سفید  باعث 

کاسپین   داشت.  ،  د شدریای  مقاومت  مطابقت 

کادم  هالاکتوباسیل برابر  به    وم یدر  سرب  و 

تشک  یی هاسمیمکان جذب،    لیمانند  کمپلکس، 

 شود یمربوط م  یگذارزرسوب یشدن و ر  تیلیک

(Zhai et al., 2015ا )جذب    ی هاسمی مکان  نی

وابسته هستند که شامل   یسمیبه متابول یستیز

سلول خارج  سطح  ،یرسوب  و    یجذب  سلول 

 Ojekunle et)   شودیم  یسلول  درون  تجمع

al., 2017).    دیاس  یهایباکتر  یسلولسطح  

پپت  م یضخ  هیلا  کیاز    کیلاکت   کان،یدوگلیاز 

پل  ها نیپروتئ  ک،یکوئیت  دیاس   دهایساکاریو 

  یهاگروه  یاجزا حاو  نیشده است که ا  لیتشک

هستند  لیدروکسیه  ل،یکربوکس فسفات  .  و 

  ی ادیتعداد ز  کیلاکت  دیاس  یهایباکتر  ن،یبنابرا

دارند  گاند یل به   بالقوه  اتصال  به  قادر  که 

هستند   ومیکادممانند    ییها کنش سرب  و 

(Jama et al., 2012)  . است شده                        گزارش 

باکتر   مانند   کیلاکت  د یاس  یهایکه 

Lactobacillus plantarum CCFM 8610  
  یهاغلظت  توانندیم  L. plantarum CaD1  و

از   م  گرمیلیم  1000بالاتر  فلزات   تریلیل یدر 

اتصال   تیرا تحمل کنند که در آن ظرف سنگین

 34/31و سرب بالاتر از    ومیبه کادم  تودهست یز

همچنین (.  Ojekunle et al., 2017درصد بود ) 
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برخ  تودهست یز سو  ی مرطوب    ی هاه یاز 

 Lactobacillus  ند مان  لاکتوباسیل

amylovorus،  Lactobacillus reuteri ،

Pediococcus acidilactici   و

Enterococcus faecium  حتی    نیز می توانند

از    یهاغلظتدر   در    گرمیلیم  2000بالاتر 

را تحمل   متصل و آن و سرب ومیکادم تریلیلیم

 . (Bhakta et al., 2023) ندکن

عنوان    هاسمیکروارگانیم  که  نیا  یبرا به 

زنده    ییتوانا  دی در نظر گرفته شوند، با  کیوتیپروب

 وارد  یصفراو ی هاروده و نمک طیماندن در شرا

داشته    دوازدهه   بهشده   برارا  صفرا   ی باشند. 

و    دهایپیکه از ل  هاسمیکروارگانیم  یسلول  یغشا

تشک  یدهایاس و  شده  لیچرب  است  مهم  اند، 

نمک  ییکارا غلظت  توسط  عمدتا    یهاآن 

 ,.Ojekunle et al)  شودیم  نییتع  یصفراو

ا  .(2017 توسط  شده  داده  نشان    نیتحمل 

مختلف   یهابه غلظتدر پژوهش حاضر    هاهیجدا

شده    یسازه یشب  یرهایمس  ،یصفراو  یهانمک

  روده   طیآنها در مح  ی بقا  یی توانا  و   معده و روده 

تعاملات  مربوط آن  در  که  پا   یاست    یداریبا 

  ییافزامختلف به صورت هم  یهاسمیکروارگانیم

 وجود دارد. 

سنگ  تیسم استرس    نیفلزات  باعث 

تغ  شودیم  ویداتیاکس به  منجر  در   یراتییکه 

  آسیب بافتیها و  سلول  یکیولوژیزیف  ی هاتیفعال

 .شودیم  جانورانانسان و    یهاها و بافتدر اندام

  یهاهیجدا  ویداتیضداکس  یهاییتوانا   ن،یبنابرا

برا  انتخاب  ی شگاهیآزما در    یشده  استفاده 

درون عنوان    دیبا   یتنمطالعات    یژگیو  کیبه 

برا سم  یمهم  برابر  در  فلزات   تیمحافظت 

)  نیسنگ شود  گرفته  نظر   ,.Zhai et alدر 

2015). 

براHQ)  خطر  بیضر برای    ومیکادم   ی( 

از   کمتر  انسانی  مجاز    است  1مصرف  حد  که 

  یبرا  بوده و  (ران ی)ا  یدر تالاب انزل  یمصرف ماه 

 Mansouri  et)  مصرف انسان قابل قبول است

al., 2013.) 

در    را روده  الیتلیاپ   یهاسلولها  پروبیوتیک 

آس القا  ی ناش  بیبرابر  اکس  یاز   و یداتیاسترس 

سنگ فلزات  م  نیتوسط    کنندیمحافظت 

(Ojekunle et al., 2017).  یهاهیجدا  

  یدانیاکسیآنت  تیفعال  تواندیملاکتوباسیل  

شراد  نکن  جادیا با  اکس  طیکه   و یداتیاسترس 

مطالعات  .  کندیمقابله م   نیاز فلزات سنگ  ی ناش

سلول  تنیدرون شده    جانوریهای  از  گزارش 

های اسید لاکتیک اثرات  است که در آن باکتری 

پتانسیل   و  بالا  اتصال  ظرفیت  محافظتی، 

بالقوه دادهپروبیوتیکی  نشان  خود  از  را  اند  ای 

(Zhai et al., 2015).    که است  شده  گزارش 
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کادم  L. curvatus  کیوتیپروب و    ومیبه جذب 

م کمک  م  کندیسرب  نشان    دهد یکه 

  ی برا   یابالقوه  یستیز  یهاجاذبها  لاکتوباسیل

سنگ دارا  بوده  نیفلزات    یهانیپروتئ  یو 

 .(Irawati et al., 2025) هستنددهنده  اتصال

مجموع،   که  نیادر  داد  نشان                  مطالعه 

L. curvatus  1  سویهaf  و    تیظرف   با اتصال 

سم  یدانیاکسیآنت  یهاییتوانا برابر    یهات یدر 

سرب  ومیکادم ظرفیت    و  ی  کیوتیپروبدارای 

ااست به طور مثبت تجمع   میکروارگانیسم  نی. 

کبد کاهش  روده و    یهارا در بافت  نیفلزات سنگ

در مجموع باعث سلامت بافت روده و کبد  و  داد

  تواندیم  1afسویه    L. curvatusبنابراین  .  دش

  یهاتیدر برابر سم  یی غذا  ی هابه عنوان درمان

ش  ومیکادم گرفته  نظر  در  سرب  برای و  و  ده 

جیره به  ساخت  سفید  ماهی  غذایی  های 

 د.شو کارخانجات ساخت غذا معرفی 

 

 قدردانی و تشکر

  ها حمایت  از  دانند می  لازم  خود  بر  نگارندگان

  کارکنان  و  محترم  مدیریت   پشتیبانی   و

  و ایستگاه   داخلی  هایآب  پروریآبزی  پژوهشکده 

انزلی    بندر  آبزیان  زنده   غذای  و  تغذیه  تحقیقاتی

  و انستیتو تحقیقات بین المللی ماهیان خاویاری 

 . نمایند تشکر و تقدیر
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Abstract  

In this research, the probiotic effects of Lactobacillus curvatus bacteria isolated 

from fish ponds were investigated for histopathological studies. Kutum fingerling 

with an approximate weight of 8.05±1.58g were randomly divided into six groups 

including the control group, the group treated with L. curvatus (108CFU/g), the group 

treated with lead (12mg/kg), the group treated with cadmium (4mg/kg), the group 

treated with lead (12mg/kg) + L. curvatus (108CFU/g) and the group treated with 

cadmium + L. curvatus (108CFU/g); and experimental materials were added to their 

diets. Each treatment was done in three replicates. Fish were maintained under these 

treatments for 56 days. Then, fish intestine and liver were sampled for 

histopathological examination. The results showed that in the treatment containing 

lead and cadmium, hyperemia (low), the presence of blood cells in the lamina propria, 

necrosis of enterocyte cells and microvilli and cell vacuoles were observed in the 

intestines of juvenile fish. Histopathological examination of liver tissue showed 

hyperemia and bleeding (high), cell necrosis (high) and cell vacuolation (low). After 

examining the liver and intestine tissues of fishes exposed to heavy metals lead and 

cadmium compared to the treatments containing probiotics, the tissue regeneration 

was observed in the treatments containing probiotic. Therefore, according to the 

results, a favorable effect on the liver tissue was observed at this stage. 

Key words: In vivo, Protective Effect, Lactobacillus, Probiotic, Rutilus frisii. 
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