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   علمی پژوهشی  فیزیولوژي و تکوین جانوري فصلنامه
  85تا 79صفحه  ، 93، بهار 2، شماره 7، جلد 25شماره پیاپی 

 

  
  
  

بچه تاس  فاکتورهاي خونی و ایمنی  بر  Cاثرات سطوح مختلف ویتامینبررسی 
  (Acipenser baerii) ماهی سیبري

  3، محمود محسنی2حسین خارا، 1یعقوب پورغلام

  .دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات گیلان، دانشجوي دوره کارشناسی ارشد تکثیر و پرورش آبزیان، رشت. ایران -1
  hossein.khara1974@gmail.com دانشگاه آزاد اسلامی واحد لاهیجان، دانشکده منابع طبیعی، استادیارگروه شیلات، لاهیجان.ایران. -2
  موسسه تحقیقات بین المللی ماهیان خاویاري دکتر دادمان، رشت. ایران.  -3

 27/2/93تاریخ پذیرش:      1/11/92تاریخ دریافت: 
  چکیده

به عنوان یک ماده  Cترین مواد مغذي هستند که سیستم ایمنی ماهی را تحریک می کنند و ویتامین ویتامین ها مهم زمینه وهدف:
بر فاکتورهاي خونی   Cبررسی اثرات سطوح مختلف ویتامین مغذي ضروري در آبزي پروري مطرح است. هدف از این مطالعه بررسی

 است.(Acipenser baerii) و ایمنی بچه تاس ماهی سیبري 
میلی  100)، 1(تیمار Cفاقد ویتامین پلی فسفات شامل:  -2-آسکوربیل -از نوع ال Cدر این بررسی سطوح مختلف ویتامین روش کار:

)، 4(تیمار Cمیلی گرم در کیلوگرم ویتامین  400)، 3(تیمار Cمیلی گرم در کیلوگرم ویتامین  200)، 2(تیمار Cگرم در کیلوگرم ویتامین 
هفته جهت  8در سه تکرار و به مدت  )6(تیمار Cر کیلوگرم ویتامین میلی گرم د 1600)، 5(تیمار Cمیلی گرم در کیلوگرم ویتامین  800

  پرورش تاسماهی سیبري در نظر گرفته شد. 
نتایج حاصل از تحقیق  بر روي شاخص هاي خونی و فاکتورهاي ایمنی تاسماهی سیبري پرورشی نشان داد بالاترین تعداد  یافته ها:

. مشاهده گردید که با سایر تیمارها اختلاف معنی داري را نشان داد Cیلوگرم ویتامین میلی گرم در ک 200) در تیمار RBCگلبول قرمز(
هماتوکریت و هموگلوبین مشاهده نشد، اما بیشترین مقدار آن ها در ، )WBCداري در تعداد گلبول سفید(در حالی که اختلاف معنی

اختلاف معنی دار آماري را  MCHCو  MCH یس هاي خونیدر سایر اند. مشترك بود Cمیلی گرم در کیلوگرم ویتامین  200 تیمار
میلی گرم در  1600اختلاف آماري مشاهده نگردید و بیشترین مقدار آن ها در تیمار  MCVدر بین تیمارها نشان دادند، اما در میزان 

مشترك بود. مطالعات بر روي فاکتورهاي ایمنی خون تاسماهی سیبري نشان داد که اختلاف معنی داري در مقدار  Cکیلوگرم ویتامین
در بین تیمارها وجود دارد اما اختلاف معنی داري در ایمنوگلوبین کل در بین تیمارها وجود ندارد و میزان لیزوزیم و  IgM، لیزوزیم

در جیره غذایی میزان فاکتورهاي ایمنی را  Cها بود. عدم حضور ویتامینبیشتر از سایر تیمارمیلیگرم  800ایمنوگلوبین کل در تیمار 
  .کاهش می دهد

  .تاثیر بهتري را نشان داد Cنتایج نشان داد که فاکتورهاي ایمنی در تیمارهاي بالاي ویتامین: نتیجه گیري
  baerii Acipenser، شاخص هاي خونی، فاکتورهاي ایمنی، تاس ماهی سیبري،  Cویتامین واژه هاي کلیدي:

  مقدمه
صنعت آبزي پروري از صنایع مهم در حال توسعه بوده و 
هرساله بر میزان تولیدات آبزي پروري در دنیا افزوده 

- همشود. به طور معمول آبزیان در محیط هاي بسته می

ها ها و یا تانکچون استخرهاي خاکی، سیمانی، قفس
شوند و سعی تلاش در بالا بردن تراکم پرورش داده می

ترین آبزیان در واحد سطح در واحد سطح، یکی از مهم
  علل پیشرفت و افزایش تولید این صنعت است. بی شک 

  
بالا بودن تراکم پرورش اثر معکوسی بر وضع سلامت و 

خواهد گذاشت و این وضعیت سبب بهداشتی ماهی 
چنین افزایش زا و همایجاد شرایط نامناسب و استرس
زا می شود. بنابراین با حساسیت ماهی به عوامل بیماري

هایی بقاء و رشد مناسب ماهیان را در چنین اتخاذ شیوه
شرایطی حفظ کرد و استفاده از مواد محرك ایمنی در 

هاي عفونی رابر بیماريتواند مقاومت در بجیره غذایی می
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را با تقویت سیستم ایمنی غیر اختصاصی ماهی افزایش 
ترین مواد مغذي هستند که ها مهم). ویتامین11دهد(

به  Cکنند و ویتامینسیستم ایمنی ماهی را تحریک می
عنوان یک ماده مغذي ضروري در آبزي پروري مطرح 

یمنی است که براي حفظ فیزیولوژي از قبیل رشد نرمال، ا
بدن و تکثیر جانوران مختلف از قبیل ماهی مورد نیاز 

). این ویتامین محلول در آب است و به عنوان 8،10است(
کند. اغلب ماهیان به دلیل یک آنتی اکسیدان عمل می

گلونولاکتون قادر به بیوسنتز این ویتامین - فقدان آنزیم ال
وجود  نیستند، بنابراین به مقدار کافی باید در جیره غذایی

از  C). مطالعات نشان داده است که ویتامین6داشته باشد(
کند و نقش حفاظتی تاثیرات منفی استرس جلوگیري می

تواند به دلیل جلوگیري از این ویتامین در برابر استرس می
تبدیل اسیدهاي چرب غیر اشباع به استرهاي کلسترول 
باشد که ترکیب مهمی در ساخت کورتیزول هستند و به 

- ن طریق از افزایش کورتیزول در بدن جلوگیري میای

می تواند  C). مطالعات نشان داده است که ویتامین9کند(
باعث افزایش مقاومت ماهی در برابر تنش هاي محیطی 

بر  Cچنین نشان داده است که ویتامینگردد. تحقیقات هم
). هدف از 3،12،13روي پارامترهاي خونی موثر است(

بر  Cاثرات سطوح مختلف ویتامیناین مطالعه بررسی 
 باشد.روي پارامترهاي خون و فاکتورهاي ایمنی می

  هامواد و روش
هفته در موسسه تحقیقات ماهیان  8این تحقیق به مدت 

فاکتورهاي خاویاري دریاي خزر انجام شد. 
فیزیکوشیمیایی آب مانند اکسیژن محلول و دما (دوبار در 

(یکبار در روز) به دقت اندازه گیري شدند  pHروز) و 
جیره آزمایشی با سطوح  6در این تحقیق ). 1(جدول

) ولی حاوي سطوح 2دولانرژي و پروتئین یکسان (ج
= شاهد)، 1(تیمار C ،mg/kg0مختلف ویتامین

mg/kg100 2(تیمار ،(mg/kg200 تیمار)3 ،(mg/kg400 
 )6(تیمار mg/kg 1600)، 5(تیمار mg/kg800)، 4(تیمار

قطعه بچه تاسماهی سیبري با وزن  360تهیه گردید. تعدا 
 08/33± 8/8گرم و متوسط طول 8/29±66/1متوسط 

 500عدد تانک با حجم آبی  18متر انتخاب و به سانتی
عدد ماهی رهاسازي  20لیتر منتقل شدند. در هر وان 

گردید. ماهیان جهت سازگاري با شرایط جدید محیطی 
روز با غذاي کنسانتره  15) به مدت pH(اکسیژن، دما و 

متداول مورد استفاده براي تغذیه ماهیان خاویاري تغذیه 
قالب طرح کاملاً تصادفی  شدند. این تحقیق در

)Completely Randomized Design.انجام گرفت ( 
- روز یک 15براي تعیین توده زنده هریک از وان ها هر 

درصد ماهیان هر وان با ترازوي دیجیتال با دقت  100بار 
متر طول آن ها در فرم گرم توزین و با دقت میلی 1/0

 قبل از زیست سنجی 24هاي مخصوص ثبت شدند. 
تغذیه قطع می گردید. براي ساخت غذا ابتدا ترکیبات 

دقیقه  20غذا به صورت کاملاً آرد درآمده و به مدت 
توسط دستگاه با یکدیگر مخلوط شدند. سپس به مخلوط 
حاصل نمک، مخلوط ویتامینی، مکمل ویتامینی و 

(ساخت  پلی فسفات - 2- اسکوربیل - الاز نوع  Cویتامین
ه و به درصد اضافه شد 96) با خلوص Scienceشرکت 

دقیقه با یک دیگر مخلوط شدند. با استفاده از  15مدت 
 8دستگاه چرخ گوشت به صورت پلت هایی با طول 

درصد  2تهیه شدند.غذا دهی به میزان  6میلی متر و قطر 
وزن توده زنده، به صورت دستی و در سه نوبت در 

رازوي انجام شد. غذا با استفاده از ت 24، 18، 10ساعات 
ها گرم توزین شده و در سطح وان 01/0دیجیتال با دقت 

توزیع گردید.آب تانک ها روزانه بعد از غذادهی سیفون 
گردیده تا غذاي احتمالی مصرف نشده و سایر فضولات 
از محیط پرورش خارج گردند. در پایان هفته هشتم 
آزمایش جهت بررسی شاخص هاي خونی هموگلوبین، 

و  WBC ،RBC ،MCV ،MCH ،MCHCهماتوکریت، 
و ایمنوگلوبین  IgMفاکتورهاي ایمنی شامل لایزوزیم، 
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کل از ماهیان خونگیري بعمل آمد. عملیات خونگیري از 
) واقع در پشت باله Caudal veinدمی ( سیاهرگ

). 7مخرجی تاس ماهی سیبري پرورشی صورت گرفت(
جهت انجام مطالعات خون شناسی از سرنگ هایی با 

خون  cc 2بعد از گرفتن . استفاده گردید cc 2حجم 
خون به  cc 5/0، توسط سرنگ از ساقه دمی این ماهیان

آغشته به ماده ضد انعقاد خون  داخل تیوب هاي اپندروف
شماره گذاري شده جهت انجام مطالعات  (هپارین)

باقی مانده به داخل  cc 5/1فاکتورهاي خونی ریخته و 
تیوب هاي اپندروف غیر هپارینه شماره گذاري شده 

به آزمایشگاه  جهت انجام مطالعات فاکتورهاي ایمنی
در هنگام خونگیري از مواد  هماتولوژي انتقال گردید.

بیهوش کننده به علت احتمال تاثیر بر روي سطوح 
هاي خونی استفاده نگردید. فاکتورهاي خونی شاخص

با لام مخصوص هموسیتومتر نئوبار  RBCو  WBCملشا
کننده گاور و تورك شمارش و محلول رقیق

). هموگلوبین بوسیله کیت مخصوص شرکت 3گردیدند(
 nm540پارس آزمون به روش کلرومتریک با طول موج 

در دستگاه اسپکتوفتومتر اندازه گیري شد. اندازه گیري 
). 7جام شد(هماتوکریت با استفاده از سانتریفوژ ان

)، متوسط حجم گلبول MCHهموگلوبین متوسط(
) از MCHC) وغلظت متوسط گلبول قرمز(MCVقرمز(

 = MCV ).7طریق روابط زیر محاسبه گردید(
Hematocrit

RBC(million/mm3 ) × 10 
 MCHC = Hemoglobin(g/dcl)

Hematocrit
 × 100 

 MCH = Hemoglobin(g/dcl)
RBC(Million/mm3)

 × 10   
از روش ایمونوتوربیدي  IgMرهاي ایمنی شامل فاکتو

در این روش . است Immuno turbidimetricمتري 

IgM کلونال موجود در محلول با آنتی بادي هاي پلی
هاي تامپون تشکیل کمپلکس داده و باعث کدر شدن 

شدت کدورت ایجاد شده با مقدار . شوندمحلول می
IgM سپکتروفتومتر رابطه مستقیم داشته و توسط دستگاه ا

آمریکا) در  Unicoساخت شرکت  VIS-2100(مدل 
نانومتر با بلانک (آب مقطر) خوانده  340طول موج 

، ). براي اندازه گیري سطوح لیزوزیم در سرم خون1شد(
 Micrococcusمیلی لیتر از سوسپانسیون باکتري  75/1

lysodeikticus  میلی گرم  375/0(سیگما) (معادل مقدار
برابر  pHمولار با  05/0لیتر از بافر فسفات سدیم در میلی

میکرولیتر از نمونه هاي سرم مخلوط و جذب  250) با 2/6
ثانیه به روش طیف سنجی وبا  180و  15نوري پس از 

 670استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 
بافر فسفات سدیم به عنوان بلانک . نانومتر قرائت شد

ایمنوگلوبولین کل مطابق با روش  استفاده شد. غلظت
در سال  Andersonو  Siwickiشرح داده شده توسط 

و  Amar ،Kiron ،Satoh ،Okamotoو  1993
Watanabe  به اختصار. گیري شداندازه 2000در سال ،

 1/0گیري شد: اندازه Biuretنمونه سرم مطابق با روش 
محلول پلی میلی لیتر از  1/0میلی لیتر از هر نمونه سرم با 

 ,PEG, 10000 MW% مخلوط شد (32اتیلن گلیکول 

Sigma chemical, St Louis, Mo, USA و مخلوط (
ساعت براي پایین آوردن مولکول  2براي مدت 

رسوب ایمنوگلوبولین . ایمنوگلوبولین انکوباسیون شد
 ,Eppendorf Centrifuge 5415Rتوسط سانتریفیوژ (

EppendorfAG, Hamburg, Germany دور  5000) در
  درجه سانتی گراد برداشته شد. 4در 

 فاکتورهاي فیزیکوشیمیایی اندازه گیري شده - 1جدول 

 pH اکسیژن محلول دما ماه

 1/7 ± 1/0 9/6 ± 5/0 3/20 ± 2/0 خرداد

 2/7 ± 1/0 7/6 ± 3/0 2/21 ± 1/0 تیر
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 آنالیز تقریبی جیرهاجزاء جیره و  - 2جدول

  

  
 نتایج

 8گیري پارامترهاي خونی در طول دوره با اندازه
اي پرروش در تحقیق حاضر، مشخص هفته

بر  Cاثر ویتامین ها،گردید که در برخی شاخص
دار بوده اما بر برخی این پارامترها معنی

 Cبینی شده ویتامینپارامترهاي دیگر اثر پیش
در پایان هفته هشتم  ).3ملاحظه نگردید(جدول

) در تیمار RBCپرورش بالاترین تعداد گلبول قرمز(
مشاهده گردید  Cگرم در کیلوگرم ویتامین میلی 200

  در . که با سایر تیمارها اختلاف معنی داري را نشان داد
داري در تعداد گلبول حالی که اختلاف معنی

وبین مشاهده نشد، هماتوکریت و هموگل، )WBCسفید(
گرم در میلی 200 اما بیشترین مقدار آن ها در تیمار

در سایر اندیس هاي . مشترك بود Cکیلوگرم ویتامین 
اختلاف معنی دار آماري را در  MCHCو MCH خونی

اختلاف  MCVبین تیمارها نشان دادند اما در میزان 
آماري مشاهده نگردید و بیشترین مقدار آن ها در تیمار 

با  مشترك بود Cگرم در کیلوگرم ویتامینمیلی 1600
) در مطالعه حاضر 4توجه به نتایج کسب شده(جدول

اختلاف معنی داري در مقدار  مشخص گردید که
در بین تیمارها وجود دارد اما اختلاف  IgM، لیزوزیم

معنی داري در ایمونوگلوبین کل در بین تیمارها وجود 
 800ندارد و میزان لیزوزیم و ایمنوگلوبین کل در تیمار 

ها بود. عدم حضور میلی گرم بیشتر از سایر تیمار
در جیره غذایی میزان فاکتورهاي ایمنی را  Cویتامین

 درصد اجزاء جیره

 54/0 آرد ماهی (%)

 18/0 (%) آرد گندم

 5/0 شیر خشک (%)

 8 کنجاله سویا (%)

 4 روغن ماهی(%)

 5 گلوتن ذرت (%)

 3 مخمر (%)

 3/1 مخلوط مواد معدنی (%)

 7/1 مخلوط مواد ویتامینی (%)

B9  میلی گرم در)
 کیلوگرم)

5/1 

 جیرهتجزیه تقریبی 

 2/14 ± 2/0 رطوبت

 7/20 ± 0/10 خاکستر

 0/49 ± 8/0 پروتئین

 1/14 ± 2/0 چربی

 0/2 ± 1/0 فیبر
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  ..تاثیر بهتري را نشان داد Cدر تیمارهاي بالاي ویتامینداد که فاکتورهاي ایمنی  نتایج نشان، کاهش می دهد
 Cویتامین هماتولوژیک تاسماهی سیبري تغذیه شده با جیره هاي حاوي سطوح مختلف شاخص هاي -3جدول

 تیمار

مقدار ویتامین 
C  الحاق شده

به 
 )mg/kgجیره(

WBC 
(mm3) RBC (mm3) Hb(gr/dl) Hct(%) MCV( FI) MCH (Pg) 

MCHC 
(gr/dl) 

1 0 a2 /2121±6500 ab2/120208±485000 a06/1±5/5 a9/4±50/24 a04/24±00/508 ab63 /0±55/11 b21/0±75/22 

2 100 a16/707±5000 ab34/35355±85/505000 a12/2±00/7 a02/2±0/25 a48/8±00/503 b42/0±22/11 b83/1±71/22 

3 200 a87/2474±8520 a47/69497±0/545000 a98/0±00/7 a41/1±00/29 a6/22±00/533 ab63/0±85/12 ab19/2±15/24 

4 400 a76/1767±6250 ab14/14142±5/510000 a49/0±45/5 a31/4±95/24 a7/70±00/488 b707/0±7/10 b69/1±00/22 

5 800 a76/1767±9000 ab75/77781±475000 a98/0±7/5 a4/1±0/23 a3/110±00/493 ab11/4±3/12 ab85/1±00/24 

6 1600 a81/1202±7850 b67/707±375000 a00/0±00/6 a00/0±00/22 a6/10±5/586 a28/0±00/16 a077/0±25/27 

 Cویتامین فاکنورهاي ایمنی خون تاسماهی سیبري تغذیه شده با جیره هاي حاوي سطوح مختلف -4جدول

 تیمار
الحاق شده به  Cمقدار ویتامین 
 )mg/kgجیره(

IgM (mg/dl) 
 لیزوزیم

(u/ml/mon) 

  ایمونوگلوبین کل
( mg/ml) 

1 0 a55/1±7/3 a00/22±4/38 a 28/0±4/6 

2 100 a25/3±3/4 b8/4±8/8 a 77/0±55/7 

3 200 ab33/2±05/3 b03/4±45/14 a 05/2±65/7 

4 400 b14/1±9/1 b9/7±1/9 a 41/1±00/8 

5 800 b84/0±9/1 a53/24±05/44 a 2/1±35/8 

6 1600 b69/1±9/1 b45/13±1/12 a 34/1±65/7 

  
 بحث و نتیجه گیري

تولید گونه هاي یکی از اهداف اولیه آبزي پروري 
چنین بازسازي ذخایر مختلف آبزي براي تولید و هم

هاي استاندارد و تفاوت فقدان روش ).2است(
اي، اثرات سن، جنسیت، کیفیت آب، دماي گونه

هاي صید باعث تغییرات شده و تفسیر آب و روش
نماید. بدین سبب نتایج مطالعات را مشکل می

پذیر گی امکاندیگر و تعیین دامنه نرمال به ساد
سر دار و پشتنبوده و پیشنهاد شده مطالعات دامنه

هم جهت تنظیم شرایط پرورش انجام گیرد. 
  جهت رهاسازي آهن متصل شده فریتین  Cویتامین

از کبد جهت استفاده آهن در فرآیند 
 Cویتامین  ).4(اریتروپویزیس ضروري است

دهد در حالی که جذب آهن فروس را افزایش می
باعث بهبود جذب این شکل آهن اي طالعهدر م

در بروز  C. نقش فقدان ویتامین )5(نگردیده است
است. در هر حال در برخی  آنمی هنوز نامشخص

تواند هم به دلیل همراهی ها، این امر میگونه
کاهش جذب جیره و با نقش این ویتامین در 

، فریک Cمتابولیسم آهن باشد. فقدان ویتامین 
کرده و بنابراین با  به فروس تبدیل هموگلوبین را
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 .حمل پلاسما و جذب سلولی آهن همراه است
تواند به عنوان تسهیل چنین میاین ویتامین هم

کننده جذب آهن در جیره عمل کند. فقدان 
تواند باعث آسیب آهن رها شده از می Cویتامین

اندوتلیال شده و بنابراین جلوي  -ذخایر رتیگو
را گرفته و باعث توسعه آنمی  هاسنتز اریتروسیت

مطالعات نشان می دهد سطح فعالیت . )10(گردد
لیزوزیم در ماهیان خاویاري به نسبت ماهیان استخوانی 

) مقدرا 1998و همکاران ( Kolmanرسد. کمتر به نظر می
 µg/mlگرمی  40لیزوزیم را در تاسماهیان سیبري 

علام ا µg/ml 1/5±54گرمی  471و در ماهیان  4/4±1/9
نمودند. مقدرا لیزوزیم در تاسماهی روسی پرورش یافته 
در قفس به نسبت ماهیان پرروش یافته در سیستم مدار 
بسته بیشتر گزارش گردیده است. آن ها علت این امر را 
دماي بالا و شرایط زیست محیطی موجود در قفس 

) مقدار فعالیت 1998و همکاران ( Verlhacدانستند. 
در ماهی مرتبط دانستند.  Cمصرف ویتامین لیزوزیم را با 

Jeney ) با بررسی اثر دوزهاي مختلف 2002و همکاران (
 .A. ruthenus × Aدر تاس ماهی هیبرید ( Cویتامین 

baeri با وزن متوسط (g 12 -10  22- 23و در دماي 
درجه سانتی گراد به این نتیجه رسیدند که میزان فعالیت 

و  100ه با سطح لیزوزیم در ماهیان تغذیه شد
mg/kg1000 ویتامینC  و  89/10±05/2به مقدارµg/ml 

و صفر که به ترتیب  10بوده که با دوزهاي  33/2±24/11
بودند اختلاف معنی داري  µg/ml 2/0±3/1و  6/0±4/1

را نشان می دهند. بدین دلیل آن ها پیشنهاد نمودند که 
برخی  .)13(بطور خارجی (تغذیه) ممکن است Cویتامین 

موارد مثبت را در مراحل اولیه رشد ماهیان خاویاري 
اي که ، در مطالعه1384بوجود آورد. فلاحتکار در سال 

به منظور پرورش فیل ماهیان جوان با سطوح مختلف از 
هفته انجام داد. حداقل مقدار  16در طی  Cویتامین

گیري شده را در هفته شانزدهم در تیمار لیزوزیم اندازه
و حداکثر آن را در تیمار  6/85±7/24 صفر با
mg/kg800  به میزانµg/ml 4/28±2/101  .مشاهده کرد

با توجه به این که اختلاف معنی دار نیست، میزان افزایش 
فعالیت لیزوزیم موجود در سرم خون فیل ماهیان با 

تاثیر  Cیابد. بنابراین ویتامینافزایش می Cافزایش ویتامین
زوزیم سرم خون هر چند کم فیل مثبتی بر فعالیت لی

  .)2(ماهیان می گذارد
  دانیتشکر و قدر

دانیم مراتب قدردانی و سپاس خود را از آقایان لازم می 
دکتر مسعود فرخ روز، مهندس میرعماد میرراسخیان و 
مهندس عباس ابراهیمی و سایر عزیزانی که نقشی در این 

یاري آن ها اند ابراز داریم چرا که بدون تحقیق داشته
  امکان انجام این تحقیق میسر نبود.
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