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 چکیده

ماهیان کپورمعمولی های مرتبط با رشد بچهن تحقیق با هدف بررسی تأثیر سطوح مختلف نمک سوربات پتاسیم در جیره بر بیان ژنای

های هفته، در چهار تیمار و سه تکرار با جیره 8مدت گرم به 2/15±6/2قطعه ماهی کپور با میانگین وزنی  168منظور تعداد صورت پذیرفت. بدین

برداری، استخراج درصد سوربات پتاسیم تغذیه شدند. در پایان دوره از کبد و مغز نمونه 2و  1، 5/0ی سطوح مختلف صفر )شاهد(، آزمایشی حاو

RNA  انجام و برای سنتزcDNA  از کیتSuPrime Script RTase  شد.استفادهcDNA  های مرتبط با رشد حاصله با استفاده از پرایمرهای ژن

(IGF1 و GH ) عنوان ژن رفرنس در اکتین بهبتاو ژنReal Time PCR  استفاده شد. بیان هر دوژن در تیمارهای تغذیه شده نسبت به تیمار

درصد مشاهده شد  5/0درصد نسبت به تیمار  2و  1شده با  در تیمارهای تغذیه GHداری در میزان بیان ژن افزایش یافت. اختلاف معنی شاهد

(05/0P< بیان ژن .)IGF-1 5/0دار با تیمار درصد اختلاف معنی 1قط در تیمار ف ( 05/0درصد نشان دادP< نتایج نشان داد که بهترین .)

عنوان محرک رشد در جیره تواند بهباشد و میدرصد سوربات پتاسیم می 1شده با جیره حاوی  عملکرد بیان ژن رشد مربوط به تیمارهای تغذیه

 غذایی آبزیان استفاده شود.

  رشد، کپور معمولی، سوربات پتاسیم، بیان ژن کلیدی: کلمات
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 مقدمه

 ویژه در قرن حاضر، نیاز روز افزون بهافزایش جمعیت انسانی به       

کند. با توجه به را طلب می حیوانی خصوص پروتئینمنابع پروتئینی به

 های بالای تهیههای جغرافیایی جهت پرورش و هزینهمحدودیت مکان

تردید جهت بهبود عملکرد ماهیان پرورشی، استفاده از یخوراک، ب

 باشد که بدینراهگشا می و ایمنی در جیره بسیار  رشد هایمحرک

ها و اسیدهای بیوتیکها، آنتیپربیوتیک و هاپروبیوتیک از استفاده منظور

و  Canibeگیری افزایش یافته است )طور چشمهای آلی بهآلی و نمک

اسیدهای  (.2011 و همکاران،  Ng؛Luckstadt، 2008 ؛2003 همکاران،

آلی ترکیباتی هستند که دارای گروه کربوکسیلیک در ساختمان خود 

کربن دارند دارای  7تا  1هایی که بین هستند از بین این ترکیبات آن

ساختار مولکولی (. Eidelsburger ،1998) باشنداثرات ضدمیکروبی می

گروه عامل تک والان را  R باشد کهمی R-COOHصورت ها بهکلی آن

دهد. این اسیدها اسیدهای چرب زنجیره کوتاه، اسیدهای نشان می

 آلی اسیدهای شوند.می نامیده  چرب فرار یا اسیدهای کربوکسیلیک هم

 به باکتریایی هایگونه توسط هاکربوهیدرات میکروبی تخمیر طریق از

و  Cummingsشوند )میطرق مختلف و در شرایط متفاوت تولید 

اثرات مثبت  (.Macfarlane ،2003و  Macfarlane ؛1987همکاران، 

ها ها یا ترکیبات متعلق به آنهای آناستفاده از اسیدهای آلی، نمک

اثرات  در جیره آبزیان به جهت کنترل بیماری و بهبود عملکرد رشد در

بر رشد مثبت اسیدهای آلی )ازجمله اسیدهای چرب کوتاه زنجیره( 

 (Salvelinus alpinus) قطبیچارماهیان در مطالعات مختلف ازجمله 

(Ringø، 1991،) آتلانتیک سالمون (Salmo salar) (Luckstadt، 

 کمانرنگین آلایقزل ،(1994 همکاران، و Ringo ؛2008

(Oncorhynchus mykiss( )Pandey و Satoh ،2008)، ماهی فیل

(Huso huso( )Khajepour و Hosseini ،2011 هیبرید تیلاپیا ،)

(Oreochromis niloticus ♀×O. aureus ♂( ) Ng ،؛2009و همکاران 

Zouh  ،گربه ماهی2009و همکاران ،) (Clarias gariepinus( )Owen 

و همکاران،  Pagrus major( )Hossein) سیم ماهی (،2006همکاران،  و

میگوی  (،2007ان و همکار Baruah) (Labeo rohita)( و روهو 2007

( 2015 همکاران، و Romano) (Litopenaeus vannameiسفید )

(Oncorhynchus mykiss)( ماهی سفید دریای خزر ،Rutilus frisii 

kutum) (Hoseinifar  ،2016و همکاران) مطالعات  اما است. شده گزارش

ها در بیان ژن کم و های آندر زمینه استفاده از اسیدهای آلی و نمک

و  Hoseinifar(، 2016و همکاران ) Safariنها محدود به مطالعه ت

نتایج این باشد. ( می2017و همکاران ) Safari( و 2016همکاران )

ماهیان را با استفاده از برخی  مطالعات نشان داد که کارایی رشد

ای در زمینه جاکه تاکنون مطالعهتوان بالا برد. از آناسیدهای آلی می

های مرتبط با رگیری سوربات پتاسیم در جیره بر بیان ژنکااثرات به

( انجام نشده است Cyprinus carpioماهی کپور معمولی )رشد در بچه

و  های رشدمطالعه حاضر با هدف بررسی تأثیر این محرک بر شاخص

های مرتبط با رشد )فاکتور رشد شبه انسولینی و هورمون بیان ژن

 .جام شدرشد( در ماهی کپورمعمولی ان

 

 هامواد و روش
قطعه ماهی کپورمعمولی  168 تعداد برداری:نمونه و بندیتیمار       

در از کارگاه پرورش بخش خصوصی گرم  2/15±6/2وزنی با میانگین 

برآبادی دانشگاه  شهیدناصرفضلی پروریو به سالن آبزی خریداری ساری

هفته  2 زاپس علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان منتقل شد. 

صورت قطعه و به 14به تعداد  یانماه ید،جد یطبا شرا یسازگار

قبل از شدند.  یعتوز مخزن 12در ( و سه تکرار یمارچهار ت) یتصادف

وسیله هیپوکلریت سدیم ضدعفونی و سپس ها بهسازی، مخزنذخیره

ای دوبار، جهت حفظ کیفیت آب هفتهبا آب شست و شو داده شدند. 

مانده و مدفوع ماهی و باقی شده تعویض پرورشی مخازن آب حجم سومدو

سوربات پتاسیم  غذا از طریق سیفون کردن از محیط خارج گردید.

(CH3CH=CHCH=CHCOOK) باخلوص  آزمایش این در استفاده مورد

های جیره شامل غذایی تیمارهای شد تهیه سیگما )آلمان( % از شرکت 99

 درصد 2و 1، 5/0(، ربات پتاسیمسو جیره بدون :)گروه شاهد 0حاوی 

به ماهیان مورد آزمایش و ( 2017و همکاران،  Safariدر جیره بود )

پس از محاسبه میزان  .شدند یهتغذ بار 2 روزانه بدن وزن%  4 یزانم

محلول شده در  مقدار محاسبه مورد نیاز برای هر تیمار،مکمل غذایی 

 .(2016و همکاران،  Hoseinifarذا اسپری شد )ه غحل و ب %4ژلاتین 

 تا زمان استفاده دردر معرض هوا در محیط خشک و شده  جیره تهیه

در این آزمایش در طول  .شدداری نگهگراد درجه سانتی 4در دمای 

 pH  15/0±9/7گراد، سانتی درجه 23±2 آب دمای میانگین پرورش دوره

 pHاسنج، ترتیب با دمگرم در لیتر بهمیلی 7±2/0و میانگین اکسیژن 

 گیری شد. متر اندازهمتر و اکسیژن

ماهی از  3ماهی از هر تیمار ) 9در پایان دوره  نمونه برداری:       

هوش گرم بر لیتر بی 5/0برداری و با پودر گل میخک هر تکرار ( نمونه

برداری شد. رشد از بافت کبد و مغز نمونه هایبیان ژن و جهت سنجش

ازت مایع قرار داده و سپس تا شروع آزمایش به ها بلافاصله در نمونه

 منتقل شدند. -80فریزر 

گرم میلی 100کل از  cDNA: RNAو سنتز  RNAاستخراج         

هموژن شده با ازت مایع با استفاده  ،(IGF1) و کبد (GH) مغز بافت نمونه

 -Biozol-Bioflux) کیت بیوزول و طبق دستورالعمل شرکت سازنده از

Bioer ) استخراج شد. کیفیتRNA  کل با استفاده از الکتروفورز روی

 RNAمربوط به  S28 و S 18درصد و مشاهده باندهای 5/1ژل آگارز 
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با استفاده از نسبـت جـذب در طـول مـوج  RNAریبوزومی و کمیت 

نانوفتومتر دست آمده از دستگاه ( نانومتر به280/260OD) 280به  260

(IMPLEN-P100- ا )های نجام گردید. سپس نمونهآلمانRNA  به

نانوگرم در میکرولیتر با استفاده از آب دپس رقیق شدند.  500غلظت 

، RNAهای ژنومی در نمونه DNAمانده گونه باقیجهت حذف هر

با استفاده   cDNAساخت رشته اول انجام شد و سپس   DNase Iتیمار

ی شرکت با براساس روش پیشنهاد SuPrime Script RTaseاز کیت 

میکرولیتر 1نانوگرم(،  500)غلظت  RNAمیکرولیتر از  5استفاده از 

میکرولیتر آب دپس  5الیگونوکلئوتید( و  20-18) dtآغازگر الیگو 

گراد سانتی درجه 70 دقیقه در 5مدت ها بهمنظور تیوپ بدین انجام شد.

تر میکرولی 4سرعت روی یخ قرار گرفتند. انکوباسیون شدند و سپس به

مولار میلی dNTP 10میکرولیتر  2بردار معکوس، نسخه آنزیم X5بافر 

میکرولیتر آب دپس به  5/1و  RNase inhibitorواحد آنزیم  20و 

درجه  37دقیقه در دمای  5مدت ها بهمخلوط بالا اضافه شد. تیوپ

بردار نسخه آنزیمواحد  200بلافاصله  گرفت.قرار در انکوباتور گرادسانتی

درجه  42دمای  در ساعت 1مدت و به کوس به هر تیوپ اضافه گردیدمع

دقیقه در دمای  10مدت ها بهگراد قرار داده شد، سپس تیوپسانتی

گردید تا واکنش غیرفعال شود. به هر تیوپ  گراد انکوبهسانتی درجه 70

های سنتز شده  cDNAمیکرولیتر آب دپس اضافه شد و سپس  380

 داری شد. گراد نگهدرجه سانتی -20در فریزر  هاتا شروع آزمایش

سازی دما و مواد بعد از بهینه qPCRواکنش  :qPCRواکنش        

میکرولیتر با استفاده از آغازگرهای طراحی  20مصرفی، در حجم نهایی

( توسط 1)جدول های مورد بررسی و ژن رفرنس بتااکتینشده برای ژن

م کشاورزی و منابع طبیعی گرگان( کیت سایبر بیوپارس )دانشگاه علو

 iQ5  افزار بایوردو با استفاده از نرم شرکت بایورد iQ5در دستگاه 

تکرار بیولوژیکی انجام شد. از  4های کبد و مغز در برای بافت اپتیکال

اختصاصی و دایمر مشاهده درجه محصول غیر 58که در دمای جاییآن

منظور اطمینان بهگرفته شد.  رنظرد دمای واکنش عنواندما به نشد، این

، 5/1، 2/1، 1های مختلف )، سری غلظتqPCRاز بهینه بودن شرایط 

مخلوط از تیمارهای  cDNAهای ( از نمونه50/1و  20/1، 10/1

های مذکور تهیه و با هر دو پرایمر هدف و رفرنس در متفاوت از بافت

ده  تخمین زده شد ( پرایمرهای مورد استفاEتکرار تکثیر و کارایی ) 3

 (.2009و همکاران،  Bustin()1)جدول 

 

 (2017و همکاران، Safari : مشخصات پرایمرهای مورد استفاده در بررسی بیان ژن رشد در ماهی کپورمعمولی )1جدول 

 کارایی پرایمر نام پرایمر (5´-3´)توالی  (°Cدمای اتصال )

58 
TCTTCGCATCTCTTTTCACC GHqPCRF 99% 

AGTCGGCCAGCTTCTCA GHPCRR 

58 
GGCATTGGTGTGATGTCTTT IGF1qPCRF 99% 
CATATCCTGTCGGTTTGCTG IGF1qPCRR 

58 
AGACATCAGGGTGTCATGGTTGGT β- actin qPCRF 99% 

CTCAAACATGATCTGTGTCAT β- actin qPCRF 

با های مربوط به بیان نسبی ژن داده ها:تجزیه و تحلیل داده       

 CtΔژن هدف منهای  CtΔبرابر است با  ctΔΔ-2 (CtΔΔ فرمول استفاده از

 زمونآ از استفاده با دادها بودن نرمال سپس و آنالیز کالیبراتور(

طرفه یک واریانس آنالیز توسط تست شد. سپس کولوموگروف اسمیرنوف

ها از جهت مقایسه میانگین شدند. آنالیزدرصد  95در سطح اطمینان 

  انحراف ±میانگین  صورتبه نتایج شد. استفاده انکند ایچنددامنه آزمون

 نسخه SPSSافزار ها با استفاده از نرممعیار نمایش داده شد. آنالیز داده

 ترسیم شد. 2010افزار اکسل با استفاده از نرمنمودارها  انجام شد. 16

 

  نتایج
در  رکپو ماهی در GHژن  ارزیابی بیان ها:ارزیابی بیان ژننتایج        

( را >05/0P)داری تیمارهای حاوی سوربات پتاسیم افزایش معنی

 57/4، درصد 1برابر، تیمار  2/5درصد،  2)تیمار  شاهدنسبت به تیمار 

با افزایش دوز میزان  ( نشان داد.شاهدبرابر  2/2درصد،  5/0تیمار  و برابر

ها افزایش یافت که این افزایش در بیان این ژن

اما با تیمار  (P≥05/0) دار نبودهم معنیصد نسبت بهدر 2و 1تیمارهای 

پیک مشاهده شده  (.>05/0P) دار نشان داددرصد اختلاف معنی 5/0

برای هر محصول، بیانگر وجود یک محصول  آغازگردر منحنی ذوب 

 .(2شکل ویژه و تکثیر اختصاصی است )

 
ور به بتا اکتین در ماهی کپ GHتغییرات بیان نسبی ژن  :1شکل 

 شده با سطوح مختلف سوربات پتاسیممعمولی تغذیه
 .دهد( بین تیمارها را نشان می>05/0Pدار )حروف کوچک اختلاف معنی
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 GHمنحنی ذوب ترسیم شده برای آغازگر  :2شکل 

 

در ماهی کپور در تیمارهای حاوی سوربات  IGF1ارزیابی بیان ژن 

)تیمار  شاهد( را نسبت به تیمار >05/0P)داری پتاسیم افزایش معنی

 5/1درصد،  5/0و تیمار  2/3درصد،  1برابر، تیمار  17/2 درصد،  2

درصد سوربات پتاسیم نسبت به  1تیمار حاوی  ( نشان داد.شاهدبرابر 

(. در تیمار >05/0Pنشان داد ) داریدرصد افزایش معنی 5/0تیمار 

درصد سوربات پتاسیم کاهش نشان داده شد که این میزان  2حاوی 

پیک مشاهده شده در منحنی ذوب  (.P≥05/0ر نبود )ادکاهش معنی

برای هر محصول، بیانگر وجود یک محصول ویژه و تکثیر  آغازگر

 .(4شکل اختصاصی است )

 
اکتین در ماهی به بتا IGF1تغییرات بیان نسبی ژن  :3شکل 

 شده با سطوح مختلف سوربات پتاسیممعمولی تغذیهکپور
 دهد.( بین تیمارها  را نشان می>05/0Pدار )حروف کوچک اختلاف معنی

 

 
 IGF1منحنی ذوب ترسیم شده برای آغازگر  :4شکل 

  حثب

در بسیاری از مزارع پرورشی شرایط محیطی نامطلوب نظیر        

، پایین بودن اکسیژن محلول، نوسانات دمایی، افت pHتغییرات در 

کیفیت آب جهت پرورش و یا مشکلات مدیریتی شامل تغذیه ناکافی، 

زایی را بر تغذیه بیش از حد و تراکم خارج از استاندارد شرایط استرس

وده که سبب پایین آمدن سطح ایمنی و ماهیان پرورشی تحمیل نم

بنابراین مطالعات به سمت (. Winton ،2001گردد )کاهش رشد می

جمله پروبیوتیک، های طبیعی رشد و  ایمنی ازای محرکاثرات تغذیه

های ، اسیدهای آلی و نمکهیهای گیابیوتیک، گیاهان و عصارهپری

و  Safari؛ 2015و همکاران،  Romanoها سوق پیدا کرده است )آن

ها، اسیدی فایرها یا رکن محن ایدر بی (.2017؛ 2016همکاران، 

اند عنوان جایگزینی مناسب معرفی شدههای اسیدهای آلی بهنمک

(Eidelsburger ،1998 .)وری ماده مغذی توانند بهرهاسیدهای آلی می

دریایی بالا ببرند و را افزایش داده و مقاومت بیماری را در حیوانات 

رغم افزایش در دسترس موجب بهبود رشد گردند. با این وجود علی

های غذایی پذیری ماده مغذی ناشی از افزودن اسیدهای آلی در رژیم

عنوان محرک رشد در ها بهخصوص اثرآنآبزیان، نتایج متناقضی در

ر کاباشد که براساس گونه آبزی و دوز اسیدهای آلی بهدسترس می

 رفته متفاوت است.

نتایج مطالعه حاضر نشان داد که افزودن مکمل غذایی نمک        

سوربات پتاسیم به رژیم غذایی ماهی کپور معمولی سبب افزایش بیان 

که براساس طوریژن هورمون رشد و فاکتور رشد شبه انسولین شد. به

در  GHداری در میزان بیان ژن یمعندست آمده اختلاف نتایج به

 5/0و  شاهددرصد نسبت به دو تیمار  2و  1با شده یهتغذتیمارهای 

و  5/0فقط تیمارهای  IGF-1. بیان ژن (>05/0Pدرصد مشاهده شد )

(. بهبود >05/0Pدار با یکدیگر نشان دادند )درصد اختلاف معنی 1

و  Ramilاسیدهای آلی در هیبرید تیلاپیا )کارایی رشد با استفاده از 

(، کپور 2016و همکاران،  Silva(، میگوی وانامی )2005، همکاران

(، 2013 همکاران، و Robles) بریمسی (،2014 همکاران، و Liu) معمولی

( گزارش شده 1996و همکاران،  Gislasonسالمون اقیانوس اطلس )

 IGF1)های رشد بیان ژن افزایش (2016) و همکاران Hoseinifarاست. 

در ماهی گورخری تغذیه شده با جیره حاوی نمک پروپیونات  (GHو 

ای ( نیز طی مطالعه2017و همکاران ) Safariسدیم را گزارش نمودند. 

ی کپور ماه یرهدر ج از نمک سدیم پروپیوناتاعلام نمودند استفاده 

( در GHو  IGF1های مرتبط با رشد )معمولی باعث افزایش بیان ژن

اساس ونات سدیم نسبت به گروه شاهد شد. بری پروپیتمام تیمارها

جمله کاهش مختلف از طرق به تواننداین مطالعات اسیدهای آلی می

PH  ،کاهش محتویات رودهpH کاهش  ،معده و عملکرد بهتر پپسین

، Luckstadtهای مضر و توازن فلور میکروبی روده )باکتری
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(، 2016و همکاران،  Koh، افزایش قابلیت هضم مواد معدنی )(.2008

 افزایش رشد ویژه، قابلیت هضم پروتئین و کاهش ضریب تبدیل غذایی

(Khajepour و Hosseini ،2012.بر عملکرد رشد اثر گذارند )  علاوه

ذا در غروبی میکفلور از رشد  غذا pHبا کاهش های آلی اسیداین  بر

پاتوژن احتمالی های رده و موجب کاهش جذب ارگانیسمری کوگیجل

شوند میجانوران پرورشی غذا در ها از طریق های سمی آنو متابولیت

(Freitag ،2007). حاضر  در تضاد با مطالعهKatoh ( 1999ن )او همکار

 ( موردGHکننده پروپیونات و بوتیرات بر هورمون رشد )اثرات سرکوب

سلیمانی  چنین در مطالعهبررسی در هیپوفیز بز را گزارش نمودند. هم

عملکرد نهایی رشد  در داریمعنی اختلاف( 1391ایرایی و همکاران )

شده با اسیدهای آلی و تیمار شاهد بین تیمارهای آزمایشی تغذیه

رسد نظر میمشاهده نشد که با نتایج مطالعه حاضر مغایرت داشت. به

هایشان روی کارایی رشد در ماهیان این اسیدهای آلی و نمک تاثیر عدم

چون گونه ماهیان، اندازه و سن ماهیان، نوع و سطوح به عواملی هم

و  Limها مرتبط باشد )هایشان و یا ترکیب آناسیدهای آلی و نمک

 (.2000همکاران، 

دست آمده از این پژوهش و مطالعات گذشته با توجه به نتایج به       

ن پرورشی اسیدهای آلی در تغذیه ماهیا اثرات مثبت استفاده از توانمی

تواند به افزایش این نتایج میرشد ماهیان را مشاهده نمود که  بر کارایی

 وری اقتصادی در پرورش تجاری ماهیان کمک شایانی نماید.بهره
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