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بیوتیکپريوPediococcus acidilacticiهاي غذایی پروبیوتیکتاثیر مکمل
Agaricus bisporusهاي مرتبط با ایمنی در ماهی کپور معمولی بر بیان ژن

)Cyprinus carpio (در مواجهه با نانونقره
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چکیده
بیوتیک يو پرPediococcus acidilacticiهاي غذایی پروبیوتیک هدف از این پژوهش ارزیابی اثرات مکمل

Agaricus bisporus(هاي دخیل با ایمنی بر بیان ژن)ترکیبی(بیوتیک سینمجزا و صورتبهTNF-1α ،IL-8

4/0ماهی با میانگین وزنی قطعه180بدین منظور . در ماهی کپور معمولی در مواجهه با نانونقره بود) LYZ-cو 
تقسیم و ) تغذیه بدون مکمل غذایی(، مکمل ترکیبی و شاهد بیوتیکپريگرم در چهار تیمار پروبیوتیک، ±6/29

روز در مواجهه با غلظت تحت 14مدت به با غذادهی، زمانهمسپس ماهیان . دندتغذیه شهفته8مدت به 
هاي مذکور سنجش بیان ژنبرايبرداري از بافت روده نمونه. قرار گرفتند) لیتردرگرم میلی1(کشنده نانونقره 

در تیمارهاي تغذیه شده با مکمل TNF-1αبیان ژن . مواجهه با نانونقره صورت پذیرفت14و 7، 1طی روزهاي 
سطح ). >05/0P(مواجهه با نانونقره افزایش معناداري یافت مدت زمانبا افزایش بیوتیک يپرغذایی پروبیوتیک و 

) 61/1(نقره مواجهه با نانو14بیوتیک در روز يبیان این ژن در تیمار تغذیه شده با جیره حاوي مکمل غذایی پر
. را داشتندبیشترین مقدار خود مواجهه1در روز LYZ-cو IL-8هاي بیان ژن. نسبت به سایر تیمارها بیشتر بود

با وجودهمچنین ). >05/0P(مواجهه نانونقره بیان این دو ژن کاهش معناداري یافت 14و 7اما در روزهاي 
م ااستفاده مجزا یا تو. ها برتري نداشتبیوتیک در جیره غذایی نسبت به استفاده مجزاي آناستفاده از مکمل سین

.Pپروبیوتیک  acidilacticiپودر قارچ بیوتیک پريوA. bisporusتواند سبب افزایش بیان میدر جیره غذایی
غذایی بر بیان هايهمچنین این مکمل. در ماهی کپور معمولی در رویارویی با نانونقره شودTNF-1αژننسبی

.ثیر مثبتی نداشتندتاLYZ-cو IL-8اي هژن
.TNF-1α ،IL-8 ،LYZ-cنانوذرات، ماهی کپور معمولی، ژن:کلیديواژگان
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مقدمه
با پیشرفت فناوري نانو، حجم بالایی از 
نانوذرات تولید و به طرق مختلف وارد محیط 

. استهاي آبی شدهزیست و اکوسیستم
هاي ضدمیکروبی نانونقره، آن را به یک ویژگی

مانندمحصول پرکاربرد در صنایع مختلف 
هايماشینوبهداشتیلوازمداروسازي،پوشاك،

Shahare et(است کردهتبدیل شوییلباس

al., 2013 .( نانونقره قابلیت جذب و ورود به
ثیر ابدن ماهیان از طریق دستگاه گوارش و ت
هاي منفی بر اشتها و رشد، و نیز تجمع در بافت

جوهري و حسینی، (ها را دارد مختلف آن
هاي نقره اگر استفاده از نانوفناوري). 1393

گسترش زیادي پیدا کند، غلظت نقره در 
به اي اي و ناحیهمنطقهصورتبهطبیعت 

ها از یابد که حتی این غلظتحدي افزایش می
هاي آلوده نیزلول در آبپیک میزان نقره مح

در را تواند نگرانی میامرخواهد گذشت که این
تر رابطه با خطرهاي اکولوژیکی بیشتر و جدي

.کند
هاي غذایی مانند پروبیوتیک، مکمل

یک عنوانبه بیوتیک نیز بیوتیک و سینيپر
توانند با افزایش نوع محرك سیستم ایمنی می

ن از اهمیت هاي ایمنی در آبزیاتحریک پاسخ
این. بالایی در منابع آبی برخوردار باشند

وهاگیرندهبراثرگذاريهاي غذایی بامکمل
هاي مکانیسممستقیمطوربهمسئولهايژن

Bricknell and(ند کنمیفعالرااولیهدفاع

Dalmo, 2005 .(نکروز کننده تومور عامل
)TNF ( یک پروتئین سلولی سیگنالینگ
گیر در التهاب سیستمیک استدر) سیتوکین(

هایی است که واکنش فاز و یکی از سیتوکین
بیشتر نقش TNF-1α. دهدحاد را تشکیل می

ایمنیهايسلولدرراواسطههايپروتئین
ثیر قرار اهاي ایمنی را تحت تو سلولدارد
,Gruss(دهد می ازبرخیهمچنین،).1996

اینترلوکینعنوانتحتراهاسیتوکین
هاي سفیدتوسط برخی گلبولکهشناسند یم

هاي سفید دیگر اثر گلبول،ترشح شده
تا IL-1ها را از اینترلوکینتاکنون. گذارندمی

IL-38اند بندي کردهطبقه)Akdis et al.,

2016.(
زندههايمیکروارگانیسمهاپروبیوتیک

یاانساندرمصرفصورتدرکههستند
روده میزبان، میکروبی جانوران با اثر بر فلور

جملهازمفیدترکیباتساختموجب
نتیجه درشده، هاها و برخی آنزیمویتامین

سیستمکاراییافزایشوتحریکباعث
Pediococcusپروبیوتیک. ندشومیایمنی
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acidilactici از خانوادهLactobacillus ، با
تواند سبب میزبان میتحریک سیستم ایمنی

لامت آن شود و از تکثیر بهبود وضعیت س
زا در لوله گوارش جلوگیري هاي بیماريباکتري

Irianto(کند and Austin, 2002.(
Ferguson اثر پروبیوتیک) 2010(و همکاران

P. acidilactici را روي میکروبیوتاي روده و
Oreochromis(وضعیت ایمنی تیلاپیاي قرمز 

niloticus ( ورد روز م32مدت به در حال رشد
ها نشان داد سطوح مطالعه قرار دادند، نتایج آن

پروبیوتیک بدون لوکوسیت روده بعد از اعمال
ثیرات قابل توجهی در اماند، اما تتغییر باقی می

همچنین . ایمنی سیستمیک مشاهده شد
به بازماندگی در تیمارهاي حاوي پروبیوتیک 

ازحاصلجینتا.بودبیشترداريمعنیطور
نشان داد TNF-2αو TNF-1αياهژنانیب

Lactobacillusيمقدار باکترشیافزاکه با

acidophilusاین انیبینسبزانیمرهیدر ج
نیدر ا). P>05/0(کرد دایپشیافزاها ژن

) L. acidophilus(که شدمطالعه مشخص 
انیبشیافزاهواسطبه یمنیاشیباعث افزا

و TNF-1α(یالتهابهاينیتوکیسینسب
TNF-2α (قرمز یدر ماه)Carassius

auratus gibelio (شودیم)1395، ینیحس.(

)کربوهیدرات(غذاییمادهقارچ،بیوتیکپري
غیرقابل هضمی است که از طریق تحریک رشد 

هاي و فعالیت یک یا تعداد محدودي از باکتري
موجود در روده اثرات سودمندي براي میزبان 

خشدبیزبان را بهبود بمتواند سلامتیو میدارد
)Schrezenmeir and Vrese, 2001(.

Harikrishnan به ، اثرات )2012(و همکاران
Inonotusقارچعصارهيریکارگ obliquus

Paralichthys(ماهی در جیره کفشک

olivaceus(مطالعهایننتایج.کردندبررسیرا
تلفاتکاهشوغیراختصاصیایمنیافزایش

Uronemaاتوژنپبرابردررا marinum

Harikrishnan(نشان داد et al., 2012(.
Hoseinifarطی)2015(همکارانو

پژوهشی دریافتند جیره غذایی حاوي مکمل 
بیوتیک پريو P. acidilacticiپروبیوتیک 

سطحافزایشباعثالیگوساکاریدگالاکتو
هاي ایمنی ایمنی غیراختصاصی، شاخصپاسخ

ت در برابر بیماري در ماهیان موکوسی و مقاوم
Oncorhynchus(کمانآلاي رنگینقزل

mykiss(توسطدیگريپژوهش.شودمی
Khodadadianzou بر ) 2016(و همکاران

Agaricusروي اثرات استفاده از پودر قارچ

bisporusوپوستموکوسایمنیبرجیرهدر
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هاي مرتبط با ایمنی موکوسی و سرمی بیان ژن
. ماهی کپور معمولی صورت گرفتدر بچه

هفته با 8مدت به بدین منظور ماهیان 
مختلف پودر هاي آزمایشی حاوي سطوحجیره

. تغذیه شدند)درصد2و 1، 5/0، 0(قارچ 
در روده IL-1و TNF-1αهاي بررسی بیان ژن

بچه در TNF-1αدار بیان ید افزایش معنیوم
قایسه درصد قارچ در م2ماهیان تغذیه شده با 

دادنشان مطالعهنتایج این . با سایر تیمارها بود
ثیر مثبتی اکه استفاده از پودر قارچ در جیره ت

هاي درگیر در ایمنی داشت بر افزایش بیان ژن
ی بیوتیکپريیک منبع عنوانبه قارچ را و این

.دادیید قرار امهم مورد ت
Griffitt بیان ژن ) 2008(و همکاران

گورخريوي آبشش ماهی افتراقی را بر ر
)Danio rerio(فلزينانوذراتبامواجههدر

بر ) 2014(و همکاران Garcia-Reyeroو 
Pimephalesماهیروي بافت مغز و کبد 

promelasیونونانونقرهبامواجههدررا
هاي بیان ژن. مورد بررسی قرار دادندنقره 

مرتبط نشان داد که هم نانونقره و هم نقره 
ت با قرارگیري مستقیم یون نقره بر روي نیترا
و Abid. هاي هدف، داراي سمیت بودنداندام

ترکیبکهکردندگزارش)2013(همکاران
P. acidilacticiدر اولیگوساکارید فروکتوو

طوربه کمان آلاي رنگینماهی قزلجیره
هاي داري موجب افزایش طول چینمعنی

در یتلیالهاي اپموکوسی و التهاب لوکوسیت
هاي قسمت ابتدایی و انتهایی روده در گروه

هاي بیوتیک شد و بیان ژنتغذیه شده با سین
IL-1β ،TNF-1α ،IL-8 وmx-1 در روده

در تنظیم TNF-1αنقش اصلی . افزایش یافت
ها در توانایی پروبیوتیک. استهاي ایمنی سلول

ها تنها به اصلاح عملکرد اپیتلیال و سیتوکین
شود بلکه این ات فیزیولوژیکی محدود نمیثیرات

ها در سطح بیان ژن نیز قادرمیکروارگانیسم
,.Grayfer et al(ند اثراتی را اعمال کنند هست

2008 .(
سطحدرژنکیعملکردکهآنجااز

mRNAترجمهازپسنیپروتئرفتاربا
لیزوزیمژنانیبزانیمیبررساستمتفاوت

رابطهدراستنادقابلجهینتعنوان به تواندیم
سطح.باشدژننیابرایمنیيهامحركاثربا
دفاعدر مهمشاخصیکآنفعالیتیایزوزیمل

استشدهمشاهدههمچنین. استماهیاولیه
بیانمیزانیایزوزیملفعالیتکه سطح
mRNAیاعفونیهايبیماريبهپاسخدر
ه،زادولیویزديصمدي(کندمیتغییراسترس
1388(.
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هایی همچون نانونقره به ورود آلاینده
زا عامل تنشعنوانبه هاي آبی اکوسیستم

تواند با اثرگذاري بر فیزیولوژي و سلامت می
باعث کاهش عملکرد سیستم ایمنی ماهیان،

هاي بررسی سطح بیان ژن.شودها آن
عنوان به توانند سیتوکین و لیزوزیم می

. ایمنی باشندبراي وضعیت سیستمشاخصی 
ثیر استفاده از ابا هدف بررسی تمطالعه حاضر

و Pediococcus acidilacticiپروبیوتیک
صورتبه Agaricus bisporusبیوتیک پري

مجزا و مکمل ترکیبی بر روي بیان نسبی 
و در نهایت LYZ-cو TNF-α ،IL-8هاي ژن

امکان کاهش اثر سمیت نانونقره از طریق بهبود 
معمولیستم ایمنی در ماهیان کپورعملکرد سی

)Cyprinus carpio(صورت پذیرفت.

هامواد و روش
تهیه و نگهداري ماهیان

قطعه ماهی کپور 180مطالعه حاضردر 
با میانگین وزن ) Cyprinus carpio(معمولی 

خصوصی گرم از یک مرکز تکثیر4/0±6/29
در شرایط استاندار تهیه و واقع در استان گیلان 

دانشگاه علوم کشاورزي و پروريه مرکز آبزيب
منظور به.شدمنابع طبیعی گرگان منتقل 

زدایی،انگلو ونقلناشی از حملتنشبهبود 

غلظتبا)NaCl(نمکآبدرابتداماهیان
و دقیقه حمام داده شدند15مدت به درصد 2

با شرایط آزمایشگاهشدنسازگاربرايسپس
براي. یره شدندذخلیتري400وان3در 

ساعت 48مدت به ،احتمالیکاهش تلفات
پس از یک هفته ماهیان .انجام نشدغذادهی 

یبرگلاس با حجم افوان12در ،دوره سازگاري
قطعه در هر وان 15به تعداد لیتر آب 100

درصد 3ماهیان روزانه به میزان . شدندتوزیع 
ماهی با غذاي تجاريدر سه نوبت وزن بدن 

هاي غذایی حاوي مکمل)رادانه، ایرانف(کپور 
. )1395نوده، جافر(دند شتغذیه ) 1جدول (

هاي واننگهداري ماهیان در ،طی دوره آزمایش
درجه 23±2حاوي آب با میانگین دماي 

گرم میلی8/6±4/0اکسیژن محلول ،گرادسانتی
.صورت گرفتpH3/0±8/7و در لیتر 

هاي غذاییغذادهی ماهیان با مکمل
پروبیوتیک مورد استفاده در این پژوهش 

Pediococcus acidilactici تحت نام تجاري
صورتبه )، فرانسهLallemand(باکتوسل 

غلظت باکتري در . شدتهیهلیوفیلیزه 
CFU/g107×9/0 مورد استفاده قرار گرفت

)Castex et al., 2010.( همچنین از قارچ
عنوانبه Agaricus bisporusاي دکمه
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پس از خرد هاقارچ. بیوتیک استفاده شديرپ
به ،آبداشتن مقدار زیاديشدن، به علت 

.در دماي اتاق قرار داده شدساعت24مدت 
درجه 45ساعت در دستگاه آون 48سپس 
هاي خشکقارچنهایتا. شدگراد خشک سانتی

پودر قارچ براي تهیه از و شدندآسیاب شده
,.Sevik et al(آزمایشی استفاده شدجیره 

2013.(
در . انجام شدتیمار 4آزمایش در قالب 

غذاي تجاري ماهی کپور با ماهیان شاهد تیمار 
جدول آن در مشخصات کهبه عنوان جیره پایه

. آمده است، تغذیه شدند1

پایه درصد ترکیبات تشکیل دهنده جیره :1جدول 
کپور معمولیانماهیمورد استفاده در تغذیه 

(%)مقدار یرهترکیبات ج
35-38پروتئین خام

4-8چربی خام
4-7فیبر خام
7-11خاکستر
5-11رطوبت

1- 5/1فسفر کل

P. acidilacticiپروبیوتیک دومتیماردر 

، در )جیرهکیلوگرمدرپروبیوتیکگرم1(
گرمA. bisporus)10بیوتیک تیمار سوم پري

چهارمتیماردرو)جیرهکیلوگرمبربیوتیکپري

A. bisporus به همراهP. acidilactici)1
گرم10و غذاکیلوگرمدرپروبیوتیکگرم
به جیره پایه )جیرهبر کیلوگرمبیوتیک پري

ها به این ترتیب که ابتدا مکمل. اضافه شد
درصد حل 4توزین و سپس در محلول ژلاتین 

شدند و روي جیره پایه اسپري شدند 
.)1395نوده،جافر(

ساعته نانونقرهLC5096تعیین 
، مقادیر مطالعات انجام شدهبا بررسی 

براي انجام . شدانتخاب LC50نزدیک به 
6نانونقره، ماهیان کپور در LC50آزمایش 

3و 2، 1، 5/0، 1/0، 01/0هاي با غلظتتیمار
با و یک تیمار شاهد نانونقرهگرم در لیترمیلی

صورت به ) ماهی6رتکرادر هر (سه تکرار 
با . گرفتندلیتري قرار100يهاواندرتصادفی

تعویضگونهیچهحاد،کشندگیآزمایششروع
آبی در مخازن آزمایش صورت نگرفت و غلظت 

تمامی در هوادهی.ها هم تجدید نشدیندهآلا
آبکه حداقل آشفتگی در ياگونهبهها وان

ن، هدایتی و همکارا(صورت گرفت ایجاد شود 
کشندگی،غلظتآزمایشانجامزمان.)1392

يهازماندرمیرومرگمیزانوبودساعت96
پس از . ساعت محاسبه شد96، و 72، 48، 24

لیتر بود، گرم برمیلی2که LC50محاسبه 
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با . شدانجامآزمایش سمیت تحت کشنده 
آزمایش تحت حاد در دورهکهیناتوجه به 

Di Giulio(ردگیمیصورتروزه28-7 and

Hinton, وروز14درآزمایشاین،)2008
کشندهسمیتغلظتازدرصد50با انتخاب

تیمارهايتماموشدانجام)لیتربرگرممیلی1(
نانونقرهبامواجههدرروز،14اینطیآزمایشی

.قرار گرفتند

مواجهه با غلظت تحت کشنده نانونقره
جیره ه غذادهی با دورهفته8بعد از پایان 

،P. acidilacticiمکمل پروبیوتیکحاوي 
، بیوتیکو سینA. bisporusبیوتیک پري

روزه ماهیان با غلظت تحت کشنده14مواجهه 
طی این . آغاز شد) گرم در لیترمیلی1(نانونقره 

نانومواد یشگامانپ(دوره از کلوئید نانونقره 
به شکل نانونقره. شداستفاده ) یرانیان، مشهدا

و طبق بررسی با ppm4000محلول کلوئیدي 
داراي میانگین TEMمیکروسکوپ الکترونی 

96طی LC50آزمایش . نانومتر بود20اندازه 
) 1392(هدایتی و همکاران طبق روشساعت

، آزمایش LC50پس از محاسبه . حاسبه شدم
به این ترتیب . شدانجامسمیت تحت کشنده 

تکرار به3تیمار و 4ل شاموان12مجموعا که 

غلظت بانانونقره روز در مواجهه با 14مدت 
.قرار گرفتندLC50غلظت %50

بیان ژنبراي انجامبرداري از بافت نحوه نمونه
منظور انجام بیان ژن از بافت روده به 

مواجهه با 14و 7، 1هاي ماهیان، در روز
.شدبرداري ماهی نمونه3واننانونقره و از هر 

برداري تمام وسایل و لوازم قبل از آغاز نمونه
بافت. مورد استفاده، اتوکلاو و استریل شدند

روده برداشته شده از هر تکرار پس از انتقال به 
به نیتروژن سریعاmL5/1هاي بمیکروتیو

برداري پس از تکمیل نمونه. مایع منتقل شدند
حاوي نمونه يهاباز تمامی تیمارها، میکروتیو

گراد درجه سانتی- 80فریزر درتا روز آزمایش 
.شدندنگهداري 

RNAاستخراج 

؛ RiboExTM LS)TRIzolاز کیت
GeneAll Biotechnology،کره جنوبی (

همگن شدن و دسترسی به محتویات براي
، ابتدا بافت روده توسط هادرون سلولی نمونه

در مرحله . ازت مایع درون هاون کاملا پودر شد
دو فاز ،کلروفرم به ترکیبکردنبا اضافه بعد 
RNAدادنرسوببراي.شدایجادآلیوآبی
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در انتها پس از. شداز ایزوپروپانول استفاده 
رسوب RNAدرصد، پلت 75شستشو با اتانول 

، قابل مشاهده بداده شده در انتهاي میکروتیو
استخراج شده به دو روش کمی و RNA. بود

RNAکمیت . قرار گرفتکیفی مورد ارزیابی

توسط دستگاه اسپکتروفتومتر نانودرآپ 
)UNICO ،به سنجیده شد و سپس ) آمریکا

استخراج شده بر RNAکنترل کیفیت، منظور
نتایج . درصد مشاهده شد1روي ژل آگارز 

استخراج شده از بافت روده ماهی RNAکیفی 
را با وضوح s28و rRNAs18کپور، دو باند 

هاي نسبت شدت جذب در نمونه. دادبالا نشان
RNA و 260استخراج شده در طول موج

قرار داشت 8/1- 1/2نانومتر در محدوده 280

هاي در نمونهRNAکه بیانگر قابلیت مناسب 
.مورد بررسی بود

-SuprimeکیتازcDNAسنتزبراي

Script RTase)GeNet Bio،کره جنوبی (
درحرارتیاین کیت طی فرآیند. شداستفاده 
BIO(سایکلترمالدستگاه RAD،آمریکا( ،
RNAکردتبدیلايرشتهدوبهراايرشتهتک.

بر اساس) 2جدول (استفادهمورد آغازگرهاي 
)2018(همکارانوHoseinifarقبلیمطالعات
Bioافزارنرمباوانتخاب Edit با استفاده از

NCBI)Nationalتوالی موجود در بانک ژن 

Center for Biotechnology Information(
PCRها طی تکنیک آزموده شدند و کارایی آن

)Polymerase ChainReaction(شدبررسی.

توالی آغازگرهاي استفاده شده براي بیان ژن: 2جدول 

طول قطعه تکثیر 
)bp(شونده

دماي اتصال 
)C°( آغازگرتوالی  آغازگر شماره دسترسی نام ژن

77 60 TCAAGCTGCGAGCTGGAGACAG رفت AJ311800 TNF-1α

60 TCCGTCACCGGTTTCTACGCTC برگشت

110 58 GTCTTAGAGGACTGGGTGTA رفت EU011243.1 IL-8

58 ACAGTGTGAGCTTGGAGGGA برگشت

100 60 AGCCGCAGACTGAAACGCTGTG رفت AB027305.1 LYZ-c

60 AGGCCGTGCACACATAGTTGCC برگشت
261 58 AGACATCAGGGTGTCATGGT رفت M24113 β-actin

58 CTCAAACATGATCTGTGTCAT برگشت
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ردیابی محصول واکنش منظوربهدر انتها 
، Real Time PCR)ABI7300از تکنیک 

Applied Biosystemsاستفاده شد) ، آمریکا .
YTAفلورسنتینشانگرفرآیندایندر SYBR

Green qPCR MasterMix 2X)تجهیزکتای
براي سنجش میزان محصول به ) آزما، ایران

نسبیبیانبررسی. آمده به کار رفتدست
منحنیروشازمورد مطالعه با استفادههايژن

مراحلتمامیدرشد کهمشخصاستاندارد
پژوهش دررواز ایندارد،ثابتیبیانبایتقر

ازاستفادهباژن هدفبیانسازينرمالحاضر،
Larionov(صورت گرفت β-actinعمرجژن

et al., 2005.(

هاتجزیه و تحلیل داده
تصادفی این آزمایش بر مبناي طرح کاملا

غذاییمکملفاقد(شاهدتیمارشاملتیمار4با
تغذیههايتیمارو)نانونقرهبامواجهه+جیرهدر

بیوتیک ي، پرP. acidilacticiبا پروبیوتیک 
A. bisporusحاوي مکمل (یوتیک بو سین

تکرار3در)نانونقرهبامواجهه+جیرهدرغذایی
روش باها تجزیه و تحلیل داده. صورت پذیرفت

ها و مقایسه میانگینطرفهیکواریانس تحلیل
اي دانکن در سطح چند دامنهآزمونبا پس

SPSS 22افزار نرمدرصد در 95اطمینان 

فزارانرمدرنیزنمودارها.گرفتانجام
Microsoft Excel 2013رسم شدند.

نتایج
TNF-1αبیان نسبی ژن 

هايدادهتحلیلازآمدهدستبهنتایج
شدهتغذیهتیمارهايدرTNF-1αژنبیان

پروبیوتیکحاويغذاییهايبا مکمل
Pediococcus acidilactici ،بیوتیکپري

Agaricusقارچپودر bisporusبیوتیکسینو
A. bisporus+P. acidilactici در مقایسه
مواجهه 14و 7، 1طی روزهاي با تیمار شاهد

1در شکل با غلظت تحت کشنده نانونقره
مواجهه تفاوت 1در روز . آورده شده است

حاويتیمارهايژنبیاندرمعناداري
هاي غذایی در مقایسه با تیمار شاهد مکمل

ژن سطح بیان ایناما ). <05/0P(مشاهده نشد 
نسبت به ) 21/1(بیوتیک پريدر جیره حاوي 

مواجهه با 7در روز . سایر تیمارها بیشتر بود
پروبیوتیکتیماردرTNF-1αژنبیاننانونقره،

داشت 1روز افزایش معناداري نسبت به
)05/0P<(تفاوت بیوتیک پريدر تیمار ، اما

در بایتقرمشاهده نشد و 1معناداري با روز 
اینمیزان).<05/0P(بودولیهاسطحهمان
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14و 7، 1هاي غذایی طی روزهاي در تیمارهاي تغذیه شده با مکملTNF-1αبیان نسبی ژن :1شکل
).>05/0P(استداري بین تیمارها اختلاف معنیوجودحروف متفاوت نشان دهنده. مواجهه با نانونقره

کاهش 7بیوتیک روز شاخص در تیمار سین
در ). >05/0P(داشت 1ي نسبت به روز معنادار

بیوتیک با تیمارهاي پروبیوتیک و پري14روز 
و 57/1بیشترین سطح بیان ژن به ترتیب 

و ) 21/0(، نسبت به تیمارهاي شاهد 61/1
تفاوت معنادار داشتند ) 23/0(بیوتیک سین

)05/0P< (افزایش در تیمار که این
تفاوت 7و 1بیوتیک نسبت به روز يپر
سطح بیان . درصد نداشت5عناداري در سطح م

تفاوت 14بیوتیک در روز ژن تیمار سین
اما در ). <05/0P(نداشت 7معناداري با روز 

سطح بیان ژن در 14تیمار شاهد در روز 
کاهش معناداري مشاهده 7و 1مقایسه با روز 

کلی کمترین سطح طوربه ). >05/0P(شد 

مربوط به تیمارTNF-1αبیان ژن 
و بیشترین میزان این 7بیوتیک روز سین

.بود14بیوتیک روز شاخص مربوط به پري

IL-8بیان نسبی ژن 

IL-8نتایج سنجش سطح بیان ژن 2شکل 

دهد که طی نشان میدر تیمارهاي مختلف را 
مواجهه با نانونقره بیان این 14و 7، 1روزهاي 

1روزدر).>05/0P(داشتمعناداريکاهشژن
بیوتیک پريجهه، سطح بیان ژن در تیمار موا

داشتشاهدتیماربامقایسهدرمعناداريتفاوت
)05/0P<(هاي ، اما در تیمارهاي حاوي مکمل

تیماربهنسبتبیوتیکسینوپروبیوتیکغذایی
).<05/0P(نشدمشاهدهمعناداريتفاوتشاهد
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مواجهه با 14و 7، 1هاي غذایی طی روزهاي با مکملدر تیمارهاي تغذیه شده IL-8بیان نسبی ژن :2شکل 
).>05/0P(استداري بین تیمارها اختلاف معنیوجود حروف متفاوت نشان دهنده . نانونقره

بیانسطحنانونقرهبامواجهه7روزدر
در مقایسه با ) 76/0(در تیمار شاهد IL-8ژن 
).>05/0P(داشتمعنادارکاهش)14/3(1روز

بیوتیک و مارهاي پروبیوتیک، پريدر تی
7در روز IL-8بیوتیک نیز سطح بیان ژن سین

نسبت به روز ) 30/0و 29/1، 99/0به ترتیب (
معنادار بود ) 04/3و 22/5، 15/3به ترتیب (1
)05/0P< .( سطح بیان ژنIL-8 14در روز

مواجهه با نانونقره در تیمار شاهد با وجود 
ت معناداري با روز کاهش سطح بیان ژن، تفاو

در مقایسه با ، اما)<05/0P(مشاهده نشد 7
، این کاهش سطح بیان ژن معنادار بود 1روز 

)05/0P< .( ژن در تیمار سطح بیان 14در روز

تفاوت 7نسبت به روز ) 64/0(پروبیوتیک 
بیوتیک تیمار پري). <05/0P(معنادار نداشت 

7مواجهه تفاوت معناداري با روز 14در روز 
بیوتیک نیز با تیمار سین). <05/0P(نداشت 

)14/0(14وجود کاهش سطح بیان ژن در روز 
نداشت ) 30/0(7تفاوت معناداري با روز 

)05/0P> .( کلی، سطح بیان ژن طوربهIL-8

، در مقایسه 14در تمام تیمارهاي آزمایشی روز 
، اما )>05/0P(تفاوت معناداري داشت 1با روز 

، 7بیان ژن در مقایسه با روز این کاهش سطح 
تقریبا در یک سطح بود و تفاوت معناداري در 

.نشدمشاهدهدرصد95اطمینانسطح
مربوط به IL-8بیشترین میزان سطح بیان ژن 
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مواجهه با 14و 7، 1هاي غذایی طی روزهاي با مکملدر تیمارهاي تغذیه شده IL-8بیان نسبی ژن :2شکل 
).>05/0P(استداري بین تیمارها اختلاف معنیوجود حروف متفاوت نشان دهنده . نانونقره

بیانسطحنانونقرهبامواجهه7روزدر
در مقایسه با ) 76/0(در تیمار شاهد IL-8ژن 
).>05/0P(داشتمعنادارکاهش)14/3(1روز

بیوتیک و مارهاي پروبیوتیک، پريدر تی
7در روز IL-8بیوتیک نیز سطح بیان ژن سین

نسبت به روز ) 30/0و 29/1، 99/0به ترتیب (
معنادار بود ) 04/3و 22/5، 15/3به ترتیب (1
)05/0P< .( سطح بیان ژنIL-8 14در روز

مواجهه با نانونقره در تیمار شاهد با وجود 
ت معناداري با روز کاهش سطح بیان ژن، تفاو

در مقایسه با ، اما)<05/0P(مشاهده نشد 7
، این کاهش سطح بیان ژن معنادار بود 1روز 

)05/0P< .( ژن در تیمار سطح بیان 14در روز

تفاوت 7نسبت به روز ) 64/0(پروبیوتیک 
بیوتیک تیمار پري). <05/0P(معنادار نداشت 

7مواجهه تفاوت معناداري با روز 14در روز 
بیوتیک نیز با تیمار سین). <05/0P(نداشت 

)14/0(14وجود کاهش سطح بیان ژن در روز 
نداشت ) 30/0(7تفاوت معناداري با روز 

)05/0P> .( کلی، سطح بیان ژن طوربهIL-8

، در مقایسه 14در تمام تیمارهاي آزمایشی روز 
، اما )>05/0P(تفاوت معناداري داشت 1با روز 

، 7بیان ژن در مقایسه با روز این کاهش سطح 
تقریبا در یک سطح بود و تفاوت معناداري در 

.نشدمشاهدهدرصد95اطمینانسطح
مربوط به IL-8بیشترین میزان سطح بیان ژن 
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مواجهه با 14و 7، 1هاي غذایی طی روزهاي با مکملدر تیمارهاي تغذیه شده IL-8بیان نسبی ژن :2شکل 
).>05/0P(استداري بین تیمارها اختلاف معنیوجود حروف متفاوت نشان دهنده . نانونقره

بیانسطحنانونقرهبامواجهه7روزدر
در مقایسه با ) 76/0(در تیمار شاهد IL-8ژن 
).>05/0P(داشتمعنادارکاهش)14/3(1روز

بیوتیک و مارهاي پروبیوتیک، پريدر تی
7در روز IL-8بیوتیک نیز سطح بیان ژن سین

نسبت به روز ) 30/0و 29/1، 99/0به ترتیب (
معنادار بود ) 04/3و 22/5، 15/3به ترتیب (1
)05/0P< .( سطح بیان ژنIL-8 14در روز

مواجهه با نانونقره در تیمار شاهد با وجود 
ت معناداري با روز کاهش سطح بیان ژن، تفاو

در مقایسه با ، اما)<05/0P(مشاهده نشد 7
، این کاهش سطح بیان ژن معنادار بود 1روز 

)05/0P< .( ژن در تیمار سطح بیان 14در روز

تفاوت 7نسبت به روز ) 64/0(پروبیوتیک 
بیوتیک تیمار پري). <05/0P(معنادار نداشت 

7مواجهه تفاوت معناداري با روز 14در روز 
بیوتیک نیز با تیمار سین). <05/0P(نداشت 

)14/0(14وجود کاهش سطح بیان ژن در روز 
نداشت ) 30/0(7تفاوت معناداري با روز 

)05/0P> .( کلی، سطح بیان ژن طوربهIL-8

، در مقایسه 14در تمام تیمارهاي آزمایشی روز 
، اما )>05/0P(تفاوت معناداري داشت 1با روز 

، 7بیان ژن در مقایسه با روز این کاهش سطح 
تقریبا در یک سطح بود و تفاوت معناداري در 

.نشدمشاهدهدرصد95اطمینانسطح
مربوط به IL-8بیشترین میزان سطح بیان ژن 

c

c

P. acidilactici+A. bisporus
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کمترینو)22/5(1روزبیوتیکپريتیمار
14بیوتیک روز میزان آن مربوط به تیمار سین

.بود) 14/0(

LYZ-cبیان نسبی ژن 

سطح بیان به دست آمده از بررسی نتایج 
نشان داد در تیمارهاي مختلف LYZ-cژن 

میزان بیان این ژن با افزایش روزهاي مواجهه 
کشنده نانونقره کاهش یافت با غلظت تحت

، سطح بیان ژن در 1در روز ). 3شکل (
طوربه هاي غذایی تیمارهاي حاوي مکمل

). >05/0P(معناداري کمتر از تیمار شاهد بود 
و بیوتیک پريدر تیمارهاي شاخصمیزان این 

به ترتیب (در یک سطح بود بیوتیک تقریباسین

و تفاوت معناداري با یکدیگر ) 06/5و 79/4
تیمار پروبیوتیک نیز در روز ). <05/0P(نداشت 

تفاوت معناداري نسبت به تیمارهاي )86/2(1
و ) 06/5(بیوتیک ، سین)79/4(بیوتیکيپر
7در روز ). >05/0P(داشت ) 08/7(اهد ش

تیمارهاتمامدرLYZ-cژنبیانسطحمواجهه
درصد 95اطمینان کاهش معناداري در سطح

مشاهده شد، اما تیمارها با 1نسبت به روز 
سطح بیان .یکدیگر تفاوت معناداري نداشتند

نسبتنانونقرهبامواجهه14روزدرLYZ-cژن
). <05/0P(اري نداشت تغییر معناد7به روز 
تیماربهمربوطژناینبیانمیزانبیشترین

آنمیزانکمترینو)08/7(1روزدرشاهد
.بود)13/0(14روزبیوتیکسینتیماربهمربوط

14و 7، 1هاي غذایی طی روزهاي در تیمارهاي تغذیه شده با مکملLYZ-cبیان نسبی ژن :3شکل 
).>05/0P(استداري بین تیمارها اختلاف معنیوجود حروف متفاوت نشان دهنده .مواجهه با نانونقره
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بحث
بار نبود دانش کافی از اثرات مضر و زیان

نانوذرات براي منابع طبیعی و موجودات، 
به ها آنهایی را در خصوص ورود نگرانی

از . وجود آورده استبه هاي طبیعی اکوسیستم
علمی در مورد اثرات هاياین رو توسعه دانسته

منظور ارزیابی خطرات آن بر آبزیان به نانوذرات 
برايغذاییهايمکملازاستفاده.استضروري

ها و بهبود سیستم ایمنیکنترل زیستی بیماري
Bricknell(استیافتهگسترشماهیاندر

and Dalmo, 2005; Hoseinifar et al.,

2011.(
در TNF-1αدر این مطالعه بیان نسبی ژن

تیمارهاي تغذیه شده با مکمل غذایی 
طول زمانبا افزایش بیوتیک پريپروبیوتیک و 

مواجهه با نانونقره افزایش معناداري یافت 
)05/0P< .( و تیمار 14روز بیوتیک پريتیمار

، 18/0و 61/1ترتیب با به 7بیوتیک روز سین
بیشترین و کمترین سطح بیان ژن را دارا 

.Aپودر قارچ با مار تی.بودند bisporus و پس
.Pباکتريباآن تیماراز  acidilactici در روز
ثیر را بر بیان این ژن در امواجهه بیشترین ت14

بر اساس بررسی . مواجهه با نانونقره نشان دادند
، پژوهشی جهت استفاده از مکمل غذاییبعمنا

براي بهبود سیستم ایمنی ماهی در مواجهه با 

با این وجود نتایج . گزارش نشده استهاهآلایند
حاضر مشابه با نتایج پژوهشدست آمده از به 
Khodadadianzouمطالعهازآمدهدستبه

بود که نشان داد سطح ) 2016(همکاران و
)IL-1βو TNF-1α(هاي سیتوکین بیان ژن

مقداربهقارچ،بیوتیکپريتغذیهاثردر
افزایشیمارهاتدیگربهنسبتقابل توجهی

در مطالعه دیگري مخمر). >05/0P(داشت
Debaryomyces hanseniiچهارازپس
در روده TNF-αهفته موجب افزایش بیان ژن 

شد ) Sparus aurata(ماهی باس دریایی 
)Reyes-Becerril et al., 2008 .( در همین

Kolangiراستا Miandareهمکارانو
ماهیاندرایمنیبامرتبطهايژنبیان)2016(

گالاکتوبیوتیکپريتغذیه شده با جیره حاوي 
دریافتند بیان وکردندبررسیراالیگوساکارید

جیرهباشدهتغذیهقرمزماهیدرTNF-1αژن
مثبت بود و بیوتیک پريحاوي مکمل غذایی 

نیز ) 2002(و همکاران Zhou. افزایش داشت
طی پژوهشی گزارش کردند سطح بیان ژن 

TNF-αکمان در پاسخ به آلاي رنگیندر قزل
در . یافتساکارید افزایش لیپوپلیمحرك

در TNF-1αپژوهش حاضر افزایش بیان ژن 
پودر قارچ استفاده شده را بیوتیک پريپاسخ به

توان به تغییر فلور باکتریایی دستگاه گوارش می
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سیستم لنفوئیدي در ارتباط با که خود بر
گذارد و بهبود سیستم ثیر میادستگاه گوارش ت

. دنبال دارد، نسبت دادبه دفاعی اولیه را 
همچنین در خصوص پروبیوتیک باکتري مورد 

رودهدرموجودLactobacillusاستفاده،
هاي غیرقابل هضم را تخمیر بزرگ کربوهیدرات

یابد که این کاهش میpHکنند و در نتیجه می
غذایی اي همهامر باعث تکثیر و بقاي ارگانسیم

دهندمیترجیحرااسیديموقعیتکهشوندمی
)Resta–Lenert and Barrett, 2006.(

مدتطولافزایشباپژوهشایندر
IL-8با نانونقره سطح بیان نسبی ژن مواجهه

بیشترین ). >05/0P(کاهش معناداري یافت 
1سطح بیان ژن مربوط به تیمارهاي روز 

بیانسطحترینکموبیشترین.بودمواجهه
بهمربوط14/0و22/5ترتیببه IL-8ژن 

14بیوتیک روز و سین1روز بیوتیک پريتیمار
توسط کهيامطالعه. مواجهه با نانونقره بود

Kadowaki بررسی براي ) 2013(و همکاران
ساکارید تجویز خوراکی محرك ایمنی لیپوپلی

درIL-6و TNF-α ،IL-1βهاي بر بیان ژن
نشان داد که،کپور معمولی انجام شدماهی
تقویت شد، اما TNF-αو IL-1βهايژنبیان 

در همین راستا . کاهش یافتIL-6بیان ژن 
Huttenhuisگزارش)2006(همکارانو

در IL-1βو TNF-αهاي که بیان ژندادند
روده ماهی کپور معمولی با تجویز خوراکی 

فت که ثیر قرار نگراهاي ایمنی تحت تمحرك
هاي پژوهش حاضر در مورد بیان ژن با یافته

TNF-αژنبیانباومغایرتIL-8مطابقت
پودر بیوتیک پريبتاگلوکان موجود در . دارد

-IL(ها تواند باعث افزایش اینترلوکینقارچ می

1β،IL-8وIL-10(هاي گزارش.شودماهیدر
هاسیتوکینژنبیانافزایشبرمبنیزیادي
هاي غذایی در آبزیان ر تغذیه با مکملدر اث

;Jung et al., 2012(وجود دارد  Kolangi

Miandare et al., 2016 .(وجود نتایج با این
بیوتیک پريثیر پروبیوتیک و ادست آمده از تبه 

ید ودر این مطالعه مIL-8روي بیان نسبی ژن 
.نیستاین موضوع 

LYZ-cحاضر سطح بیان ژن مطالعهدر 

هاي می تیمارهاي تغذیه شده با مکملدر تما
1غذایی در مقایسه با تیمار شاهد در روز 

اختلاف معناداري داشتند و با افزایش روزهاي 
مواجهه با نانونقره میزان سطح بیان این ژن 

تیمار شاهد ). >05/0P(کاهش معناداري یافت 
بیوتیکو تیمار سین08/7بیان ژن با1روز 
به ترتیب بیشترین و 132/0ژنبیانبا14روز 

در . داشتندرا LYZ-cکمترین سطح بیان ژن 
ماهی کپور تغذیه شده با در پژوهشی مشابه، 
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TNF-1αژنبیانالیگوساکاریدگالاکتو

بیانوکاهشIL-10ژنبیانامایافت،افزایش
Hoseinifar(نداشتدتغییريLYZ-cژن

پژوهشطیهمچنین).2017،و همکاران
از تجزیه و تحلیل به دست آمده ، نتایج دیگري

هاي دخیل در پاسخ کاهش بیان ژن،ژنی
Salmo(ایمنی را در ماهی آزاد اقیانوس اطلس 

salar (هاي پروبیوتیک و تغذیه شده با مکمل
Tacchi(دادنشانبیوتیکپري et al., 2011.(

با این وجود در دو پژوهش دیگر که استفاده از 
ویتاسل در جیره ماهی ایمونوژن و مکمل

کمان و استفاده از گالاکتوآلاي رنگینقزل
بررسیگورخريماهیدرراالیگوساکارید

را نشان داد LYZ-cکردند، افزایش بیان ژن 
Ahmadi؛ 1396یوسفی، ( et al., 2014 ( که

این نتیجه با نتیجه پژوهش حاضر که کاهش 
. را نشان داد، در تناقض استLYZ-cبیان ژن 

تاکنون پژوهشی مبنی بر چگونگی مکانیسم 
هايژننسبیبیانرويغذاییهايمکملعمل

مرتبط با ایمنی از جمله لیزوزیم انجام نشده 
.استبیشتري مطالعاتاست و نیازمند 

با توجه به پژوهش انجام شده، پروبیوتیک 
Pediococcus acidilactici بیوتیک پريو

Agaricus bisporus شده در جیره استفاده
نانونقره،بامواجههدرمعمولیکپورماهیغذایی

معناداري طوربه را TNF-αبیان نسبی ژن 
تواناز این رو می). >05/0P(افزایش دادند 

مورد بیوتیک پريوپروبیوتیککهگرفتنتیجه
محرك سیستم عنوانبه توانند استفاده می

ملایمنی در این ماهیان پس از مواجهه با عوا
هاي اما این مکمل. زا مانند نانونقره باشندتنش

ثیر اتLYZ-cو IL-8هاي غذایی بر بیان ژن
پروبیوتیکازاستفاده ترکیبی. مثبتی نداشتند

نسبت به استفاده تنهانهمذکوربیوتیکپريو
برتري نداشت بلکه نتوانست بر ها آنمجزاي 
هاي مرتبط با ایمنی در ماهی کپور بیان ژن

. ثر باشدوعمولی در مواجهه با نانونقره مم
وTNF-1αژنبیانافزایشبرايبنابراین

در نتیجه بهبود عملکرد سیستم ایمنی ماهی 
استفادهنانونقره،بامواجههدرمعمولیکپور

Pediococcusاز دو مکمل پروبیوتیک

acidilactici)1کیلوگرمدرپروبیوتیکگرم
Agaricus bisporusبیوتیک پريو )جیره

در )جیرهبر کیلوگرمبیوتیکيپرگرم10(
.دشوجیره غذایی توصیه می
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Abstract
The aim of this study was to evaluate the effects of food supplements Pediococcus

acidilactici probiotic and Agaricus bisporus prebiotic separate and together (synbiotics)
on the expression of immune-mediated genes (TNF-1α, IL-8 and LYZ-c) in common
carp exposed to silver nanoparticles. For this aim, 180 carp with an average weight of
29.6±0.4g were divided into four groups of probiotic, prebiotic, combined and control
(feeding with no supplements) and were fed for 8 weeks. After the end of feeding
period, the fish were exposed to the concentration of sub-acute nano-silver (1mg/L) for
14 days. Sampling from the intestinal tissue was performed to measure the expression
of these genes during days 1, 7 and 14. The expression of TNF-1α gene increased
significantly with probiotic and periotic dietary supplementation during increasing days
of exposure to nano-silver (P<0.05).The expression level of this gene was increased in
the 14 days treatments (1.61) compared to other treatments. Expression of IL-8 and
LYZ-c genes was highest on 1st day of exposure. However, on the 7th and 14th days of
exposure to the nano-silver, the expression of these two genes decreased significantly
(P<0.05). However, in spite of the use of synbiotics supplementation in diet, it was not
superior to their separate use. Separate or combined use of P. acidilactici as a probiotic
and A. bisporus as a prebiotic in the diet can increase the relative expression of TNF-1α
gene in common carp exposed to nanosilver. Also, these supplements did not affect the
expression of IL-8 and LYZ-c genes.
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