
 
 
 

 
 
 

 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان
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  مقاله پژوهشی

 (Pleurotus ostreatusبررسی تاثیر مکمل غذایی پربیوتیک پودر قارچ صدفی )

 نیل یبافت کبد ماهی تیلاپیا Hsp70و  P450های بر بیان ژن

(Oreochromis niloticus در مواجهه با سم )کلرپیریفوس 
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 0011تاریخ پذیرش: خرداد  0011اردیبهشت تاریخ دریافت: 

 چکیده
ای هتواند سبب ایجاد آسیبهای آبی میسم کلرپیریفوس در اکوسیستم مانندهایی افزایش ورود آفت کش

 Pleurotusثیر مکمل غذایی پربیوتیک پودر قارچ خوراکی ا. این پژوهش با هدف بررسی تشودباری بر آبزیان زیان

ostreatus های مرتبط با ایمنیژن بیان نسبی بر (P450  وHsp70در بافت کبد بچه ماهی تیلاپیا )نیل  ی

(Oreochromis niloticus)  قطعه بچه ماهی  021این بررسی در مواجهه با سم کلرپیریفوس صورت گرفت. در

 )شاهد(، 1های حاوی با جیره تقسیم شدند و تکرار سه وچهار تیمار  درگرم  21±0/1 تیلاپیای نیل با میانگین وزن

روز  00تمام تیمارها به مدت  ،دند. پس از پایان دوره تغذیهشروز تغذیه  02درصد قارچ به مدت 2/1و  0/1، 10/1

بی برداری از بافت کبد برای ارزیابی بیان نسنمونه .در مواجهه با غلظت تحت کشنده سم کلرپیریفوس قرار گرفتند

وز مواجهه با سم کلرپیریفوس صورت گرفت. هاردهمین رچو در  چبا قاردر آخرین روز دوره تغذیه  یاد شدههای ژن

بعد از  0/1و  10/1 هایافزایش قابل توجهی داشت ولی تیمار 0/1و  2/1تیمارهای در  P450میزان بیان نسبی 

در تیمارهای تغذیه  Hsp70بیان ژن  .(P>10/1) ندداری نسبت به گروه شاهد نداشتسم تفاوت معنیمواجهه با 

 2/1در تیمار ، به طوری که (>10/1P) داری داشتبا سم تفاوت معنیمواجهه قبل و بعد از شده با مکمل غذایی 

ه . نتایج این مطالع(P>10/1) نداشتداری نسبت به تیمار شاهد تفاوت معنی 10/1 یافت. ولی در تیمار افزایش

 P450و  Hsp70های بر بیان نسبی ژن Pleurotus ostreatus غذایی پربیوتیک نشان دهنده اثرات مثبت مکمل

 .است زا چون کلرپیریفوستنش مواد و هاآلاینده با در مواجههآن  ایمنی دستگاه تقویتو در بچه ماهی تیلاپیا نیل 
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مقدمه

ها به کشآفتامروزه استفاده بیش از حد 

علت افزایش رونق کشاورزی سبب ورود این 

های آبی شده است و ها به اکوسیستمآلاینده

های جبران ناپذیری را به محیط زیست آسیب

 های آبزی وارد کرده است. کلرپیریفوسگونه

(Chlorpyrifos: CPF) هایکشحشره از 

 کشاورزی در که است پرمصرف ارگانوفسفره

برده  به کار حشرات کردن محدود برای

 توزیع علت به سموم این از استفاده شوند.می

 در وسیعی اثرگذاری آبی، در محیط گسترده

 پرندگان، مهرگان،بی مانند غیرهدف جانداران

 دارد زیست محیط ماهی ها و پستانداران،

(Castano at el., 1986این سم ممکن .) است 

 گوارشی سیستم و پوست آبشش، طریق از

 هایبافت در خون از طریق و جذب هاماهی

و  کشآفت این زیستی تجمعشود. توزیع  دیگر

 زداییسم فرآیند طی در شده آزاد هایرادیکال

 عملکرد بر است ممکن بافت کبد در آن

 ,.Xing et al) گذاردب تاثیر هاسلول فیزیولوژی

 عمومی طور به ارگانوفسفره سموم(. 2012

     بیماری عامل ترینمهم و دارند سمیت بالایی

        در هامسمومیت از ومیر ناشیمرگ و

 Hoffman and) هستندسوم  جهان کشورهای

Papendrof, 2006.) 

ماده غذایی غیرقابل ( Prebiotic)پربیوتیک 

        هضمی است که از طریق تحریک رشد و

های فعالیت یک یا تعداد محدودی از باکتری

موجود در روده، اثرات سودمندی برای میزبان 

 ,Schrezenmeir and De Vrese)دارد 

های غذایی  پربیوتیک (، مصرف  مکمل2001

سبب کاهش تنوع میکروبی و افزایش 

و  Lactobacillusمانند های مفید باکتری

Bifidobacterium های و کاهش باکتری

و  Aeromonasهای زا مانند گونهبیماری

Vibrio شود می(Ringo et al., 2010 به  .)

مورد مناسبی برای ها قارچرسد که نظر می

د زیرا شامل نهای طبیعی باشپربیوتیک

تا و سلولز، بهایی مانند کیتین، همیکربوهیدرات

ات و ترکیب هستندها ها و گالاکتانآلفا گلوکان

عنوان پربیوتیک عمل  ساکاریدی قارچ بهپلی

ها به (. قارچGibson et al., 2004کنند )می

شمار زیادی از ترکیبات فعال  شتنعلت دا

        زیستی به عنوان یک مکمل غذایی طبیعی

. (Wasser, 2002) اندگرفته مورد تایید قرار

       بتاگلوکان موجود در قارچ می تواند با اتصال

های پروتئینی موجود در سطح به گیرنده

به فعال شدن آنها و در نتیجه  منجر ماکروفاژها
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 Van Loo) شودحفظ و تقویت سیستم ایمنی 

and Gibson,2006.) 

 Oreochromis)نیل  یماهی تیلاپیا

niloticus )( از خانواده سیکلیدهCichlidae ،)

بعد از کپورماهیان دومین گروه مهم ماهیان 

آیند. این ماهیان به علت حساب میبه پرورشی 

سازگاری با شرایط نامساعد توانایی بالا در 

های پرورشی، مقاوم در تکثیر در محیط ،محیطی

ها، تغذیه از سطوح پایین برابر استرس و بیماری

غذایی و نرخ رشد بالا از اهمیت پرورشی بالایی 

 (.Welker et al., 2011)هستند برخوردار 

Yousefi  وHoseinifar (2102 اثرات )

وساکارید دهنده احتمالی گالاکتولگ کاهش

(GOS ) بر سم کلرپیریفوس در ماهی را

. نتایج اندتخمین زده (Danio rerio) گورخری

پربیوتیک  درصد 0نشان داد که تغذیه با آنها 

GOS  باعث افزایش کل سطح پروتئین و سطح

ها یافتهاین (. P<10/1) ایمونوگلوبولین شد

تواند می GOSمکمل با  غذایی جیرهنشان داد 

اهش کبر در پاسخ به تعدیل ایمنی مفید باشد و 

اثرات جانبی سم کلرپیریفوس با اضافه کردن 

غذایی این ماهی تاثیرگذار  جیرهپربیوتیک در 

. در (Yousefi and Hoseinifar, 2018است )

و همکاران  Dawood ،دیگر ایمطالعه

(b2121ارزیابی ژن ) های مرتبط با مقاومت در

نیل  یدر تیلاپیارا  (Hsp) گرما برابر استرس

های غذایی قارچ دکمه سفید جیرهتغذیه شده با 

 و مشاهده کردند که روز انجام دادند 01به مدت 

 ایدکمه قارچ در مکمل Hsp70بیان نسبی ژن 

کاهش یافت  درصد 0تا  0/1در مقادیر 

(10/1P<) . توان یج میانتبا توجه به این

 اثربرای مقابله با را  ایاز  قارچ دکمهاستفاده 

هبود نیل و ب یپروری تیلاپیاتنش گرما بر آبزی

و  Dawoodه کرد. همچنین یتوص رشد

( نقش ماننانولیگوساکارید a2121همکاران )

(MOS ) در کاهش اثرات جانبی کلرپیریفوس را

اکسیدانی ماهی های ایمنی و آنتیدر بیان ژن

ژن  نبیا و دریافتند که تیلاپیا بررسی کردند

Hsp70  با سمیتCPF تنظیم شده است           

اند که پربیوتیک نتیجه رسیدهاین به  و

م اثرات جانبی س ازتواند مننانولیگوساکارید می

ری نیل جلوگی یکلرپیریفوس در ماهی تیلاپیا

                  (2121) و همکاران Mokhbatly کند.

و  Spirulinaدر بررسی نقش حفاظتی 

 Clarias) آفریقایی ماهیانگلوکان در گربهبتا

gariepinus در برابر سمیت مزمن )

 زایشافکلرپیریفوس مشاهده کردند که منجر به 

 P450 (CYP1A-P450)بیان ژن سیتوکروم 

 جیرهاستفاده از  شاهد شد ونسبت به گروه 

به تنهایی یا همراه با  Spirulinaغذایی 
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 تغییراتی کهطور قابل توجهی  به بتاگلوکان

 . دادکاهش بود را  توسط سم ایجاد شده

افزایش کشاورزی و صنعتی شدن آن و 

ی هایاستفاده زیاد از سموم باعث افزایش آلاینده

همچون سم کلرپیریفوس در آب شده است که 

ها سبب ایجاد پاسخ تنش در ماهیان این آلاینده

کاهش  عملکرد ایمنی ماهیان را ود نشومی

ثیر ابا هدف بررسی ت اضرحمطالعه دهند. می

 Pleurotus)صدفی  پودر قارچ  استفاده از

ostreatus)  بر روی بیان ژن و درنهایت امکان

کاهش سمیت کلرپیریفوس در بچه ماهیان 

 صورت پذیرفت. نیلی تیلاپیا

 

 هاروش و مواد

 هاتهیه و نگهداری بچه ماهی

روز در مرکز  00به مدت ژوهش پاین 

 برآبادی وپروری شهید فضلی تحقیقات آبزی

آزمایشگاه ژنتیک و بیوتکنولوژی آبزیان گروه 

تکثیر و پرورش آبزیان دانشگاه علوم کشاورزی و 

         قطعه 021 منابع طبیعی گرگان انجام شد.

 Oreochromis)نیل  یبچه ماهی تیلاپیا

niloticus )صی تهیه و به از کارگاه بخش خصو

 بهها ابتدا ماهی محل آزمایش منتقل شدند.

( با غلظت NaClنمک ) در آبزدایی منظور انگل

و شدند  دقیقه حمام داده00درصد به مدت  2

کاهش تلفات  برایساعت  02سپس به مدت 

 احتمالی و استرس، غذادهی نشدند.

 

 ماهیان تیماربندیآزمایش و  یحاطر

 Pleurotusصدفی  چاز قاردر این آزمایش 

ostreatus  ربیوتیک استفاده شد و پبه عنوان

له اول تیمار با حله شامل مرحآزمایش در دو مر

له دوم مواجهه با سم حروبیوتیک و مرپ

له اول حکلرپیریفوس انجام شد. در مر

 تیمار باهار چدر قالب ه ماهیان چبتیماربندی 

 )شاهد( 0 تیمار شامل که تکرار انجام شد سه

 2 رتیما بدون پربیوتیک، ایهپجیره تغذیه با 

مکمل درصد  10/1حاوی تغذیه با جیره پایه 

(، جیرهگرم قارچ در کیلوگرم  0/1) پربیوتیک

درصد  0/1حاوی تغذیه با جیره پایه  3 تیمار

گرم قارچ در کیلوگرم  2/1پربیوتیک )مکمل 

 2/1حاوی تغذیه با جیره پایه  0 ( و تیمارجیره

گرم قارچ در  0/1پربیوتیک )مکمل درصد 

 ,.Van Doan et al) بود( جیرهکیلوگرم 

در این آزمایش از غذای تجاری ماهی (. 2017

 ایهپبه عنوان جیره  (، ایرانکپور معمولی )فرادانه

 (.0استفاده شد )جدول 
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 ایهپ: ترکیبات تشکیل دهنده جیره 0 جدول

 فسفر کل رطوبت خاکستر فیبر خام چربی خام پروتئین خام ترکیب جیره

 0-0/0 0-00 7-00 0-7 0-2 30-32 مقدار )%(

 

های آزمایشی ابتدا سازی جیرهبرای آماده

پربیوتیک ( P. ostreatusهای صدفی )قارچ

از خرد )قارچ پارس، ایران( خریداری شد و پس 

درجه  00ساعت در آون  02شدن به مدت 

گراد خشک و سپس به وسیله آسیاب سانتی

(. پودر Sevik et al., 2013برقی پودر شدند )

قارچ با توجه به تیماربندی طرح آزمایش ابتدا 

درصد  0سپس با محلول ژلاتین  ،تقسیم شده

 با آسیاب پودر شده قبلا که ایهپجیره حل و با 

گاه با دستشد. ترکیب به دست آمده مخلوط  بود

)همزن( به صورت خمیر و بعد با چرخ  میکسر

ها رشته. ه شدای در آوردصورت رشتهه گوشت ب

های پس از خشک شدن در مجاورت هوا به پلت

کیپ پلاستیکی در کوچک تبدیل و در زیپ

دوره آزمایش مورد در یخچال نگهداری شدند تا 

نوده، د )جافرنرگی استفاده بچه ماهیان قرار

0330.) 

بچه ماهیان، پس از دو  ،شروع آزمایشبرای 

 311ونیرو  وانعدد  02هفته دوره سازگاری، در 

حدود  متر و حجم آبسانتی 01ری به عمق لیت

 وگرم  21±0/1 با میانگین وزنی ،لیتر 011

هار چ) وان، توزیع شدندقطعه در هر  01 تراکم

هفته بر  0ماهیان به مدت  (.تکرار تیمار با سه

های غذایی دارای جیرهاساس تیماربندی با 

تغذیه مکمل پربیوتیک )پودر قارچ صدفی( 

که جیره غذایی آن فاقد  بجز تیمار شاهد ،شدند

ها به صورت بچه ماهی غذادهی. ممکل بود

درصد وزن  3وعده به میزان  2روزانه در  ،دستی

در طی دوره  .(0330نوده، )جافر بدن انجام شد

های فیزیکوشیمیایی آب شامل آزمایش شاخص

گرم در لیتر( و دما میلی 7-3اکسیژن محلول )

گیری گراد( نیز اندازهدرجه سانتی 22-20)

 شدند. 

 

ها با غلظت تحت کشنده سم بچه ماهیمواجهه 

 کلرپیریفوس

هفته دوره تغذیه با جیره  0پس از پایان 

 (P. ostreatus) مکمل پودر قارچ صدفیاوی ح

روز  00ماهیان به مدت  هچپربیوتیک، ببه عنوان 

در مواجهه با سم کلرپیریفوس با غلظت 

ppm10/1 ( نتاج نیازی و حسنقرار گرفتند

در طی مواجهه با سم روزانه  (.0333 همکاران،

درصد حجم آب تعویض شد و با اضافه کردن  01
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میزان غلظت آلاینده از دست رفته میزان سم 

دهی غذا ،لهحدر این مرثابت نگه داشته شد. 

 2روزانه طی ایه، پبرای تمام تیمارها با جیره 

 د.شدرصد وزن انجام  0/0 مرحله به میزان

 

 بردارینمونه

یان ب برای تعیینبرداری از بافت کبد نمونه

قبل از له اول حشامل مرژن در دو مرحله 

هفته تغذیه  0 )پایان مواجهه با سم کلرپیریفوس

 00مرحله دوم پس از پایان  با مکمل غذایی( و

روز مواجهه با سم کلرپیریفوس صورت گرفت. به 

برداری در دلیل حساسیت بالای آزمایش، نمونه

استریل انجام شد. ابتدا برای  شرایط کاملا

به صورت ماهی  3از هر تیمار برداری نمونه

 و با استفاده از تیغ اسکالپلشد تصادفی انتخاب 

و جدا بافت کبد  هایو پنس استریل نمونه

 هایببلافاصله بعد از گذاشتن در میکروتیو

گذاری شده به تانک نیتروژن مایع منتقل علامت

 نگهداری برایهای کبد نمونهو در نهایت شدند. 

درجه  21تا روز آزمایش به فریزر منفی 

 گراد منتقل شدند.نتیسا

 

 RNAاستخراج 

های کبد مربوط به هر تکرار از ابتدا نمونه

های تیمارها با هم مخلوط شدند و در هاون

چینی استریل در مجاورت نیتروژن مایع، کوبیده 

 یاز بین بردن غشا برایو پودر شدند. سپس 

سلولی و دسترسی به محتویات درون سلول، از 

 LS TMRiboEx (TRIzol ،Geneall کیت

Biotechnology )استفاده شد. در ، کره جنوبی

 211مرحله بعد برای ایجاد دو فاز آبی و آلی 

س پشد. ساضافه  نمونهکلروفرم به  میکرولیتر

دور در  02111در دقیقه  00 ها به مدتنمونه

شدند. ، آلمان( Eppendorf) سانتریفیوژدقیقه 

پس از جدا کردن فاز رویی )فاز آبی(، برای 

به آن ایزوپروپیل الکل اضافه شد  RNAرسوب 

درصد،  70وشو با اتانول خر پس از شستآو  در 

رسوب داده شده در انتهای  RNAپلت 

. ارزیابی کمی بودقابل مشاهده  بمیکروتیو

RNA  استخراج شده با روش اسپکتروفتومتری

 ، آلمان(Eppendorf)نانودرآپ با استفاده از 

با  RNAهای کیفی در بررسیشد.  سنجیده

 SrRNAاستفاده از ژل الکتروفورز شدت باند 

، مورد ارزیابی SrRNA 02نسبت به باند  22

ژنومی بود. سپس  DNAقرار گرفت و فاقد 

استخراج شده بر روی ژل  RNAارزیابی کیفی 

ورز روفدرصد با استفاده از دستگاه الکت 0آگارز 

برای سنتز . شدافقی انجام و قابل مشاهده 

cDNA  از کیتSuPrimeScript RTase 

(GeNet Bio )استفاده شد و ، کره جنوبی
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RNA شدای تبدیل ای به دو رشتهرشتهتک. 

بر اساس ( 2آغازگرهای مورد آزمایش )جدول 

زار افو با استفاده از نرم تعیینمطالعات قبلی 

با توالی موجود در بانک ( Bio Edit) بایوادیت

 NCBI (National Center forژن 

Biotechnology Information)  آزموده

 PCRکارایی آغازگرها با تکنیک . شدند

(Polymerase Chain Reaction ) بررسی شد

 Real Timeو بهترین دما برای تکثیر و انجام 

PCR .آزمون  به دست آمدReal Time PCR 

 YTA SYBRگر فلورسنتی با استفاده از نشان

Green qPCR MasterMix 2X  برای

سنجش میزان محصول به دست آمده بر اساس 

یک دستور العمل استاندارد انجام شد. همچنین 

سازی بیان ژن هدف با استفاده از ژن نرمال

 Larionov etصورت گرفت ) β-actin مرجع

al., 2005.) 

 Realبرای اطمینان از بهینه بودن شرایط 

Time PCR با استفاده از منحنی استاندارد ،

و  0:01، 0:20، 0:01های مختلف )سری غلظت

از تیمارهای  cDNAهای ( از نمونه0:011

متفاوت هر پلیت بافت کبد تهیه و با هر دو 

آغازگر هدف و مرجع در سه تکرار تکثیر شدند 

ی تخمین کارایی و و منحنی استاندارد برا

تکرارپذیری آزمایش برای هر آغازگر ترسیم شد 

(Ramakers et al., 2003 همچنین بررسی .)

با روش منحنی  mRNAتغییر در بیان نسبی 

 ,.Larionov et alاستاندارد ارزیابی شد )

2005.)

 

 : توالی آغازگرهای استفاده شده برای بیان ژن2جدول 

⁰) اتصالدما  توالی آغازگرها نام ژن C)  طول قطعه(bp) 

Hsp70 رفت TTTGAATGTGTCTGCGGTGG 01 023 

  TTGAAGGCGTAGGACTCCAG 01 برگشت 

P450 رفت CAGATCTTCAGCAGTGCACC 01 073 

  GCAAATTTGGCCCTGTCAGA 01 برگشت 

*β-actin رفت CCAGCCTTCCTTCCTTGGTA 01 070 

  AGGGCTGTGATCTCCTTCTG 01 برگشت 

 انتخاب شد. مرجعبه منزله ژن  β-actin: ژن *
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 هاتجزیه و تحلیل آماری داده

این پژوهش در قالب طرح کاملا تصادفی در 

هار تیمار )شاهد و سه تیمار تغذیه شده با چ

های مختلف  پربیوتیک پودر قارچ( با سه غلظت

های به دست آمده برای ژن CTتکرار اجرا شد. 

P450 ،Hsp70  وβ-actin  مرجعبه عنوان ژن 

برابر است  CTΔΔ-2 (ΔΔCT رابطهبا استفاده از 

کالیبراتور(  ΔCTژن هدف منهای  ΔCTبا 

به  نظر نسبت های موردتبدیل به بیان نسبی ژن

 Livak and)د ش β-actin مرجعژن 

Schmittgen, 2001) .س مقادیر به دست پس

 جعمربت به ژن سژن نهر بیان نسبی  آمده برای

 آزمونسپطرفه و واریانس یکآزمون تحلیل با 

 (P<10/1) درصد 30در سطح اطمینان  دانکن

نمودارها  بررسی شدند. SPSS 22افزار در نرم

 Microsoft Excel 2016افزار وسیله نرمنیز به 

 .ندرسم شد

 

 نتایج

 P450بیان نسبی ژن 

 ها نشان دادتحلیل آماری داده نتایج تجزیه و

            در تمامی P450سیتوکروم که در بیان ژن 

تیمارهای تغذیه شده یای نیل په ماهیان تیلاچب

صدفی  چبا جیره دارای پربیوتیک قار

(Pleurotus ostreatus ) مواجهه و شاهد و در

با غلظت تحت کشنده سم کلرپیریفوس تفاوت 

در (. 0؛ شکل >10/1P)داری مشاهده شد معنی

تیمارهای تغذیه شده با پربیوتیک در انتهای 

دوره، قبل از قرارگیری در معرض سم )روز 

درصد پربیوتیک  2/1و  0/1صفر(، در تیمارهای 

داری وجود نسبت به گروه شاهد تفاوت معنی

(. میزان بیان ژن در تیمارهای >10/1Pداشت )

 تتغذیه شده با پربیوتیک با افزایش غلظ

ای نسبت به پربیوتیک افزایش قابل مشاهده

مواجهه با سم روز  00بعد از گروه شاهد داشت. 

درصد  10/1و  0/1کلرپیریفوس، تیمارهای 

داری نسبت به گروه تفاوت معنیپربیوتیک 

نداشتند ولی نسبت به گروه شاهد افزایش شاهد 

درصد پربیوتیک بعد از  0/1 یافتند. در تیمار

 بیان ژن قبل از مواجهه،نسبت به مواجهه با سم 

درصد  2/1اما در تیمار  .روند کاهشی داشت

م س بعد از مواجهه با افزایشیروند  پربیوتیک یک

مشاهده شد. کمترین قبل از مواجهه  نسبت به

قبل از مواجهه با در تیمار شاهد بیان ژن میزان 

درصد  2/1 سم و بیشترین میزان در تیمار

 .بودسم پربیوتیک بعد از مواجهه با 
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 چهای مختلف مکمل پربیوتیک قارغلظتدر تیمارهای تغذیه شده با  P450سیتوکروم  : بیان ژن0شکل 

 ±)میانگین  با سم کلرپیریفوس مواجهه ( از04 بعد )روز و (صفر قبل )روز Pleurotus ostreatusصدفی 

 (.>10/1P)است داری اختلاف معنیوجود دهنده  . حروف متفاوت نشانخطای استاندارد(

 

 Hsp70بیان نسبی ژن 

طی  Hsp70 نتایج سنجش سطح بیان ژن

 با سم کلرپیریفوس مواجهه 00و  روزهای صفر

در تمام تیمارهای آزمایشی  Hsp70بیان ژن 

در (. 2شکل ؛ >10/1Pداشت )تفاوت معناداری 

عد از قبل و بکلیه تیمارهای آزمایشی پربیوتیک 

ه نسبت ببیان ژن با سم کلرپیریفوس  مواجهه

 داشت داریگروه شاهد افزایش معنی

(10/1P< کمترین مقدار بیان ژن .)Hsp70 

سم با مواجهه بعد از مربوط به تیمار شاهد 

بیشترین میزان مربوط به تیمار  وکلرپیریفوس 

 10/1تیمارهای بین  .بودپربیوتیک درصد  2/1

مواجهه س از پ) 00 و شاهد روزدرصد پربیوتیک 

وز ربا سم کلرپیریفوس( نسبت به گروه شاهد 

داری تفاوت معنیبا سم( مواجهه صفر )قبل از 

درصد  2/1همچنین در تیمارهای  شت.وجود ندا

یان میزان ب سم با مواجههقبل و بعد از  پربیوتیک

 ،نسبت به گروه شاهد روند افزایشی داشتژن 

 00روز درصد پربیوتیک  2/1تیمار در ولی 

روند کاهشی داشت.  روز صفرنسبت به 

 00 پربیوتیک و شاهد روزدرصد  10/1تیمارهای 

 .نداشتندصفر  داری با گروه شاهدوت معنیاتف
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درصد پربیوتیک بعد از  0/1همچنین در تیمار 

 نقبل آبا سم کلرپیریفوس نسبت به  مواجهه

 2/1داری نداشت. ولی در تیمار تفاوت معنی

و روز صفر نسبت به  00روز درصد پربیوتیک 

 داری ایجاد شد.گروه شاهد تفاوت معنی

 

 بحث

ورود آلاینده به اکوسیستم آبی و نفوذ در 

های گیاهی و جانوری آبزیان منجر به بافت

شود که تغییرات بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی می

تواند سازگار باشد یا منجر به این تغییرات می

سمیت شود. با توجه به مسمومیت حاد و اثرات 

مضر آلاینده در ماهی، برای جانداران آبزی و 

رای سلامتی انسان یک تهدید جدی همچنین ب

ارگانوفسفره همانند  سموم شود.محسوب می

بدن موجود زنده،  به ورود به هنگام کلرپیریفوس

متابولیسمی مختلف  فرآیندهای تاثیر تحت

این  کنند کهمی آزاد هایرادیکال تولید

به  رساندن توانایی آسیب اغلب هارادیکال

ژنتیکی  ادهم مثل زیستی هایمولکول ساختمان

 دارند. را هاپروتئین و

 

 

صدفی  چهای مختلف مکمل پربیوتیک قاردر تیمارهای تغذیه شده با غلظت Hsp70: بیان ژن 2شکل 

Pleurotus ostreatus  خطای  ±با سم کلرپیریفوس )میانگین مواجهه ( از 04قبل )روز صفر( و بعد )روز

 (.>10/1Pداری است )دهنده وجود اختلاف معنی استاندارد(. حروف متفاوت نشان
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 دوستچربی علت به ارگانوفسفره ترکیبات

 و آبشش پوست، طریق از راحتی به بودن

 -یسد خون از وشوند می جذب گوارش سیستم

 .(Vale, 1998) کنندمی عبور یمغز

 هایهای گذشته پژوهشطی سال در

ان عنو ها بهمختلفی با استفاده از پربیوتیک

 ها و آبزیانمکمل غذایی در جیره غذایی ماهی

 که های مختلف انجام شده استبه حالتدیگر 

در را تواند سبب مقاومت ایمنی ذاتی ماهی می

زا در فرآیندهای پرتنش برابر عوامل بیماری

 ,Bricknell and Dalmoبهبود بخشد )

طبیعی  پربیوتیک یک عنوان به (. قارچ2005

ی ساکاریدهایپلی حاوی که است شده شناخته

 سازیبرای کلونی را لازم مغذی مواد کهاست 

 لاکتیکهای باکتری همانند مفید هایباکتری

 قارچ در موجود بتاگلوکان کند.اسید فراهم می

 نینچ. همشود ماکروفاژها تحریک باعث تواندمی

 موجود ترکیبات دیگر کهاند داده نشانمطالعات 

 باعث شیزوفیلان و لنتینان مانند قارچ در

 هایشاخصو  T هایلنفوسیت تکثیر تحریک

 جایگزین تواندمی شوند. قارچمی همورال ایمنی

 ,.Aida et al)باشد  دارویی مواد برای خوبی

نبود دانش کافی از اثرات جانبی و  (.2009

کلرپیریفوس برای منابع طبیعی و زیانبار سم 

ورود آنها به  هایی را دربارهموجودات، نگرانی

وجود آورده است. در  های طبیعی بهاکوسیستم

بر میزان Maher (2110 )و  Hyneمطالعه 

های مختلف ارگانوفسفره در بافتوم تجمع سم

آبشش(، بیشترین و  ها )ماهیچه، چربیماهی

ت کبد مشاهده سموم در بافاین تجمع بافتی 

های غذایی برای کنترل شد. استفاده از مکمل

ها و بهبود سیستم ایمنی در زیستی بیماری

 Hoseinifar etماهیان گسترش یافته است )

al., 2011 .) 

از میان  Hsp70 پروتئین شوک حرارتی

های مختلف، نوعی پروتئین است که در ایزوفرم

بیان آنها افزایش  ،هاهنگام ورود انواع آلودگی

یابد. تغییرات مختلفی از میزان بیان پروتئین می

Hsp70 ها در پاسخ به در بافت ماهی

های زیست محیطی مورد ارزیابی و آلودگی

(. Iwama et al., 1999)ه است برسی قرار گرفت

سطوح بیان  بررسینتایج اضر، حدر مطالعه 

Hsp70   بین تیمارهای مختلف آزمایشی نشان

تیمارهای تغذیه در این ژن بیان  داد که مقدار

از  قبل و بعدپربیوتیک مختلف  حسطوشده با 

 با سم کلرپیریفوس روند افزایشی داشت همواجه

(10/1P<مشاهدات بسیاری در .)تاثیر  باره

در ماهیان  Hsp70سموم کشاورزی بر بیان ژن 

          ت از جمله تاثیرمختلف صورت گرفته اس

 یآلاسم کلرپیریفوس در بیان ژن ماهی قزل



 0410(، 0)01فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:                                                                     ایری و همکاران      [02]

 

 داری در بیان ژنکمان  که افزایش معنیرنگین

Hsp70 داشت (10/1>P) (Benedetto et 

al., 2016)ن در مطالعه . همچنیXing و 

 ( که اثر آترازین و کلرپیریفوس2103) همکاران

 و Hsp70 ،HSC70های ژنبیان بر سطح  را

HSP60 های بدن از جمله قلب، عضلهبافت در، 

 کبد، مغز، کلیه و آبشش ماهی کپور معمولی

(Cyprinus carpioبررسی کردند )،  نتایج

 داریبه طور معنی هایژنبیان این نشان داد که 

در مقایسه با تیمار شاهد افزایش یافت 

(10/1>Pاین گزارش .)مطالعه های با یافته ها

ایرت دارد. با غم Hsp70در مورد بیان ژن حاضر 

 همکاران و Dawood در مطالعه ،این حال

(b2121 )دارای مکمل های غذایی جیرهتاثیر  بر

های مرتبط با ایمنی سفید بر ژن ایقارچ دکمه

 در Hsp70بیان نسبی ژن  ،نیل یماهی تیلاپیا

در  ایقارچ دکمه مکملماهیان تغذیه شده با 

روند کاهشی داشت  درصد 0تا  0/1مقادیر 

(10/1>Pکه با نتایج ب ) این دست آمده در ه

عواملی مانند . نیستید این موضوع ومطالعه م

 هایشوک و قرار گرفتن در معرض گرما، سرما

اسمزی و شیمیایی سبب افزایش بیان ژن 

Hsp70 از موجودات آبزی در برابر  شود تامی

 افزایش بیان. های غیرزنده محافظت کنداسترس

ای ممکن است به صورت آستانه Hsp70ژن 

زا استرس عامل اتفاق بیفتد و وابسته به درجه

ممکن است  Hsp70ژن  بیان بیش از حد .است

های ینیتوکاکسیداتیو یا تغییر در سبه استرس 

التهابی ناشی از قرار گرفتن در معرض این 

 (. Liu et al., 2013) آفتکش مربوط باشد

مسئول متابولیسم  P450سیتوکروم  آنزیم

ها، ترکیباتی چون پروستاگلاندین اکسیداتیو

اسیدهای چرب، استروئیدها و همچنین مواد 

های زیست محیطی زا و آلایندهشیمیایی سرطان

تجزیه  (.Norman and Henry, 2015) است

          نشاناضر حی مطالعه هاو تحلیل آماری داده

در تمامی تیمارهای تغذیه  P450داد که بیان 

                    قبلهای غذایی پربیوتیک شده با مکمل

با غلظت تحت کشنده سم مواجهه و بعد از 

داری داشت کلرپیریفوس تفاوت معنی

(10/1P<گزارش .)متعددی از تاثیر سم بر  های

در ماهیان مختلف  P450سیتوکروم بیان ژن 

و همکارانش  Xingشده است. در گزارش  ارائه

 تاثیر سم آترازینبا بررسی  2100در سال 

(ATR)  و کلرپیریفوس(CPF )و  بر ایمنی

در بافت کبد ماهی کپور  P450سیتوکروم 

  mRNA که سطح شدمشخص  معمولی

در کبد کپور معمولی  CYP1A و CYPهای ژن

داری افزایش معنی CPFو  ATR در معرض

             این سم، و در تیمارهای در معرض داشت
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در کبد نشان دادند. را سموم تجمع بالایی 

( 2121و همکارانش ) Mokhbatlyهمچنین 

و  Spirulinaبررسی نقش حفاظتی  در

 های آفریقاییماهیگلوکان در گربهبتا

(Clarias gariepinus در برابر سمیت مزمن )

ر قرار گرفتن د که کلرپیریفوس مشاهده کردند

ی رونویس افزایشمعرض کلرپیریفوس منجر به 

نسبت  (CYP1A-P450)بیان ژن سیتوکروم 

با مطالعه حاضر  هاشد. این گزارش شاهدبه گروه 

و همکاران  Fu مطالعهولی در . مطابقت دارند

ثیر سموم آترازین و کلرپیریفوس ات بر (2103)

در آبشش کپور  P450 بر روی سیتوکروم

در ماهیانی که در  P450 محتوای، لیمعمو

قرار ترکیب دو سم نین چهمو  ATR معرض

پس از اتمام  .بود شاهدبالاتر از گروه داشتند 

در ماهی  P450 آزمایش، محتوای هروز 01دوره 

داری یافت و در تیمار مواجهه با کاهش معنی

 داری درکلرپیریفوس تفاوت معنی سم

 Fu) نشان ندادنسبت به گروه شاهد  سیتوکروم

et al., 2013) . ،کاهش میزان در مطالعه حاضر

 00روز در  0/1در تیمار  P450بیان نسبی ژن 

          ممکن است در اثر سازگاری با شرایط ناشی

 Huang et) از برقراری تعادل یونی جدید باشد

al., 2014 ) این میزان  عاملو یا ممکن است

های سلولی مقاطع زمانی مختلف کاهش، آسیب

(. بسیاری از Softeland et al., 2010) باشد

سموم کلرپیریفوس با تولید  مانند مواد آلاینده

ا ههای فعال اکسیژن، اثرات سمی بر سلولگونه

 دماننهای زیستی و موجب نابودی مولکول دارند

ند. در نتیجه به شومی DNAلیپید و  ،پروتئین

تاثیر  ی دربارههای بیشترشمطالعات و پژوه

 اثرهای غذایی مختلف برای کاهش مکمل

 .نیاز استسمیت کلرپیریفوس 

حاضر به دست آمده از پژوهش  هاییافته

 پربیوتیک قارچ غلظتدهد که افزایش نشان می

عنوان  ( بهPleurotus ostreatusصدفی )

د های مورمکمل غذایی اثرات مطلوبی بر بیان ژن

داشت و  ی نیلبچه ماهی تیلاپیار دمطالعه 

ها در سبب بهبود وضعیت ایمنی بچه ماهی

رویارویی با سم کلرپیریفوس شد. نتایج نهایی به 

این های آماری تجزیه و تحلیلمده از آدست 

در  Hsp70 بیان ژندر دهد پژوهش نشان می

درصد و به نسبت کم  2/1تیمارهای پربیوتیک 

سم کلرپیریفوس  درصد در مواجهه با 0/1تیمار 

و در بیان نسبی  شدداری مشاهده یافزایش معن

درصد  0/1در تمام تیمارها بجز تیمار  p450ژن 

 (.>10/1Pروند افزایشی داشت ) 00 روز

نشان حاضر پژوهش  ایجنتدر مجموع، 

 دهد که افزودن پربیوتیک قارچ صدفیمی

(Pleurotus ostreatus)  درصد  2/1با غلظت



 0410(، 0)01فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:                                                                     ایری و همکاران      [04]

 

تاثیر معناداری دارد و سبب به جیره غذایی 

ایی هتقویت سیستم ایمنی در مواجهه با آلاینده

ه شود. بهمچون سم کشاورزی کلرپیریفوس می

گونه بیان کرد که اثرات  توان اینمی عبارتی

ها را کاهش گونه آلاینده تخریبی ناشی از این

بیشتری بر  مطالعاتدهد. هر چند نیاز به 

 .استی ماهی فیزیولوژیکدیگر های شاخص
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Abstract  

Increased entry of pesticides such as chlorpyrifos into aquatic ecosystems can cause 

harmful damage to aquatic animals. The aim of this study was to investigate the effect of 

dietary supplement of Pleurotus ostreatus mushroom powder on the relative expression 

of immune-related genes (P450 and Hsp70) in the liver tissue of Nile tilapia (Oreochromis 

niloticus) in response to chlorpyrifos toxin. In this study, 120 juveniles of Nile tilapia 

with an average weight of 20±0.4g were divided into four treatments in three replications 

and fed with diet containing 0 (control), 0.05, 0.1 and 0.2% fungus for 42 days. At the 

end of the feeding trial, all treatments were exposed to the sub-lethal concentration of 

chlorpyrifos for 14 days. Liver tissue samples were taken to evaluate the relative 

expression on the last day of the mushroom feeding period and on the 14th day of exposure 

to chlorpyrifos. The relative expression of P450 in treatments of 0.2 and 0.1 were 

significantly increased, but the treatments of 0.05 and 0.1 after exposing to poison was 

not significantly different from the control group (P>0.05). Expression of Hsp70 gene in 

treatments fed with dietary supplement before and after exposure to toxin was 

significantly different (P<0.05). It increased in 0.2 treatment, but it was not significantly 

different in 0.05 treatment from control (P>0.05). The results of this study indicate the 

positive effects of Pleurotus ostreatus prebiotic dietary supplements on the relative 

expression of Hsp70 and P450 genes in Nile tilapia juveniles and its immune system 

strengthen in the face of contaminants and stressful substances such as chlorpyrifos. 
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