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 مقدمه

داران شامل سیستم سیستم ایمنی در ماهیان همانند سایر مهره       

سیستم ایمنی ذاتی  ایمنی ذاتی و اکتسابی است. در جانوران آبزی

و  (Whyte ،2007) ها داردنقش مهمی در حفاظت در مقابل پاتوژن

عنوان یک سد حفاظتی شامل ترکیباتی از قبیل موکوس است که به

. سطح خارجی بدن ماهیان با (Magnadotir ،2006) کندعمل می

نام ای بههای ویژهاست که از سلولای از موکوس پوشیده شدهلایه

ها در قسمت اپیدرمی پوست قرار شود این سلولشح میگابلت تر

. (1973، و همکاران Harris؛ 1994، و همکاران Clark) اندگرفته

های ژله مانندی از قبیل موسین از آب و ماکروملکول موکوس عمدتاً

های موکوس است. گلیکوپروتئینها تشکیل شدهو دیگر گلیکوپروتئین

رند و یک لایه غیرقابل نفوذ در برابر آب مقادیر زیادی الیگوساکارید دا

. لایه موکوس (Abraham ،1999) دهندروی لایه اپیتلیال تشکیل می

قبیل: های متعددی ازموجود در سطح بدن ماهیان دارای نقش

 تنظیمات یونی و اسمزی، تنفس، ها،مقاومت در برابر بیماری

، Negus؛ Shephard ،1993) سازی استتولیدمثل، تغذیه و لانه

میکروبی موکوس در مقابل انواع گوناگونی از . فعالیت ضد(1963

است. فعالیت گزارش شده (2002) و همکاران Hellioها توسط پاتوژن

ضدمیکروبی ناشی از عملکردهای مکانیکی و بیوشیمیایی موکوس 

طور مداوم در حال جایگزین شدن است که این است. لایه موکوس به

شود زا میار و ایجاد کلنی توسط عوامل بیماریویژگی مانع از استقر

(Pickering ،1974موکوس حاوی ترکیبات بیولوژیکی فعالی از .) 

ها و های پروتئولیتیکی، ایمونوگلوبولینجمله لیزوزیم، لکتین، آنزیم

پپتیدهای ضدمیکروبی است که وظیفه این ترکیبات حفاظت از 

 ؛Ingram ،1992و  Alexander) ها استماهیان در مقابل پاتوژن

Villaroel ،؛ 2007 و همکارانKitani موکوس (2008، و همکاران .

چنین دارای پروتئازهای مختلفی است که نقش مهمی در ایمنی هم

را شکسته  هاباکتری هایپروتئین توانندکنند. پروتئازها میذاتی ایفا می

یرمستقیم چنین اثر غهم رسانند ها آسیبآن مستقیم به صورتسپس به

ها از طریق فعال کردن و اقزایش تولید کمپلمان، ایمونوگلوبولین و آن

. چگونگی حضور (Ingram ،1980ست )های ضدمیکروبی اپروتئین

 هایی نظیر لیزوزیم، آلکالین فسفاتاز قلیایی و پروتئازها هنوز بهآنزیم

ها از آنزیم -صورت کامل مشخص نیست اما دو فرضیه وجود دارد: ا

از سرم و  -2شوند. یق لایه اپیدرمی درون موکوس ترشح میطر

 Iger) شوندهای بافت هدف منتقل شده و در موکوس منتشر میسلول

ترکیب، ویسکوزیته و میزان ترشح موکوس از . (Abraham ،1994و 

جمله در معرض ای به گونه دیگر متفاوت است و به عواملی ازگونه

لالات موجود در محیط زیست مثل فشار ها قرار گرفتن و اختپارازیت

. (1997، و همکاران Agarwa) اسمزی بالا و اسیدیته بستگی دارد

لیزوزیم یک آنزیم ضدباکتریایی است که از طریق شکستن دیواره 

 صورتبه و شودمی هاآن مرگ باعث هاباکتری پپتیدوگلیکانی

و  Choi) شودزا میهای بیماریغیراختصاصی مانع رشد باکتری

. آنزیم فسفاتاز قلیایی یک آنزیم لیزوزمی است که (2008، همکاران

اچ قلیایی است و در مرحله اول ترین دامنه فعالیت آن در پیبیش

شود و های اپیدرمی ترشح میزا از سلولبهبود زخم و شرایط استرس

، Abrahamو  Iger) ها استدارای نقش حفاطتی درمقابل پاتوژن

هایی با حجم ساختاری موکوس گلیکوپروتئین های. پروتئین(1998

. (Tabak ،1995) شوندها نامیده میملکولی زیاد هستند که موسین

ای شکل در اپیدرم های کیسهسلول هایی موسوم بهچنین سلولهم

ها نمایند که ماهیان را در برابر عفونتها را ترشح میماهیان پروتئین

و  Suzuki .کنندحفظ می های خارجیهای ناشی از انگلو آسیب

 و همکاران Timalata؛ (2013) و همکاران Dhotre؛ (2003) همکاران

به بررسی و مقایسه پارامترهای ایمنی موکوس پوست بین  (2015)

های مختلف پرداختند. مطالعات انجام شده در ارتباط با نقش گونه

ف از پوست در ماهیان محدود است بنابراین هد باکتریایی موکوسضد

های گونه تری ازباکتریایی طیف وسیعتحقیق حاضر بررسی خواص ضد

چنین کسب یک دانش بنیادی از میزان اختلافات درون ماهی و هم

 باشد.ای پارامترهای موکوس اپیدرمی میگونه

 

 هامواد و روش

اردیبهشت ماه  در بردارینمونه: آوری و استخراج موکوسجمع       

 10ه انجام شد. در این تحقیق از سطح پشتی تعداد در جزیره آشوراد

و هم جنس )نر( )هر کدام  اندازهعدد گاوماهی خالدار و باله زرد هم 

وسیله لام یا قاشقک پلاستیکی استریل براساس روش عدد ( به 5

Ross آوری شد. باید دقت شود که موکوس جمع (2000) و همکاران

پرمی موکوس نباید از سطح ای و اسدلیل احتمال آلودگی رودهبه

سرعت فریز شد آوری شده بهآوری شود . موکوس جمعشکمی جمع

  منتقل گردید. 80تر به یخچال منفی و برای تحقیقات بیش

جهت اررزیابی الگوی  شده فریز موکوس :ارزیابی الگوی پروتئین       

      -SDS  پروتئینی به دستگاه فریز درایر منتقل شد تا لیوفلایز گردد

PAGE اساس روش ربLaemmli (1970)  انجام شد. به این صورت

میکرولیتر از بافر  200گرم از موکوس لیوفلایز شده با میلی 10که 

دقیقه در حمام آب  5مدت خوبی هموژنایز شد، سپس بهنمونه به

آوری جوش قرار گرفت و در نهایت سانتریفوژ شد. مایع رویی جمع

درصد و ژل  12کننده )ژل جدا  SDS  PAGEژل گردید و بر روی

  ( لود و آنالیز شد.درصد 7متراکم کننده 
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گیری لیزوزیم براساس اندازه :سنجش فعالیت آنزیم لیزوزیم       

ارائه شده صورت  Shugar (2000)وسیله روش کدورت سنجی که به

 مولارمیلی 40میکرولیتر از موکوس با بافر  فسفات سدیم  50. گرفت

(5/6pH= ( ها خانه منتقل شده و نمونه 96لوط شد و به پلیت مخ

 شدند. سپس انکوباسیون گرادسانتی درجه 30 دمای در دقیقه 15مدت به

 میکروکوکوس لوتئوس باکتری حاوی سوسپانسیون میکرولیتر از 50

 ،مولارمیلی 40 بافر فسفات سدیم در لیتر باکتریمیلی گرم برمیلی 3/0)

5/6pH=  30دقیقه در دمای  50ها طی و جذب آن( به آن اضافه شد 

 .ددرجه خوانش ش

توتال  گیریجهت اندازه: گیری ایمونوگلوبولین کلاندازه       

استفاده شد.  Anderson (1993)و  Siwickiایمونوگلبولین از روش 

  ،ابتدا میزان پروتئین سرم تعیین شده و سپس به نمونه موکوس

ساعت در دمای  2از  درصد اضافه شد. پس 12اتیلن گلایکول پلی

پروتئین در قسمت بالایی محلول  ها سانتریفوژ شده و غلظتاتاق نمونه

گیری شد. میزان ایمونوگلبولین کل توسط روش بردفورد اندازه مجدداً

از تفریق غلظت پروتئین در نمونه اولیه و غلظت پروتئین پس از 

 .اتیلن گلایکول محاسبه خواهد شدافزودن پلی

پروتئین محلول و فعالیت آنزیم آلکالین سنجش میزان        

 Lowryگیری پروتئین محلول از روش برای اندازه: فسفاتاز قلیایی

 و منحنی استاندارد آلبومین سرم گاوی استفاده (2005) و  همکاران

گیری با اضافه کردن معرف رنگی فولین فنول سیوکالتیو به شد. اندازه

ه موکوس و استاندارد و قرائت های رقیق شدمیکرولیتر از نمونه 11

نوری با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر انجام گرفت. با انتقال جذب 

 آمده به منحنی استاندارد، میزان پروتئین محلول بر دستنوری به

 سطح آنزیم آلکالین فسفاتاز شد. لیتر محاسبهگرم بر میلیحسب میلی

شده توسط شرکت پارس  های تولیدقلیایی موکوس با استفاده از کیت

نانومتر و اختلاف جذب  415و دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 

 دقیقه تعیین گردید. 3نوری در مدت 

ها و مشخص و تحلیل داده تجزیه: هاتجزیه و تحلیل داده       

چنین و هم 22Spssافزار  داری با استفاده از نرمکردن سطوح معنی

طرفه و با آنالیز واریانس یک 95نان آزمون آماری دانکن با درصد اطمی

(One–Way ANOVA.انجام شد ) 

 

 نتایج

گیری لیزوزیم، پروتئین محلول، آلکالین نتایج حاصل از اندازه       

است. نتایج  آمده 4تا  1های شکلفسفاتاز قلیایی و ایمونوگلبولین در 

سفاتاز نشان داد که میزان فعالیت آنزیم لیزوزیم و آنزیم آلکالین ف

قلیایی در گاوماهی زرد و گاوماهی خالدار اختلاف 

(. اما میزان فعالیت این دو آنزیم در <05/0Pهم ندارند )داری بایمعن

گیری چنین نتایج حاصل از اندازهتر است. همگاوماهی زرد بیش

داری بین پروتئین محلول در این دو گونه نشان داد که اختلاف معنی

(. >05/0Pگاوماهی زرد و خالدار وجود دارد ) میزان پروتئین محلول

تر است اما میزان که پروتئین محلول در گاوماهی زرد بیشطوریبه

تر از داری بیشیطور معنایمونوگلبولین موجود در گاوماهی خالدار به

در شکل  SDS-PAGE(. نتایج حاصل از  >05/0Pگاوماهی زرد است )

راکم باندهای پروتئینی در در است. نتایج نشان داد که ت آمده 5

تر از گاوماهی کیلودالتون در گاوماهی زرد بیش 135تا  25محدوده 

 کیلو 17تا  11 خالدار است اما تراکم باندهای پروتئینی در محدوده

تر است. اگرچه اختلافی بین تعداد دالتون در گاوماهی خالدار بیش

 باندها در این دو گونه مشاهده نشد. 

 

 
مقایسه میزان لیزوزیم موکوس پوست گاوماهی  نمودار: 1شکل 

 زرد و خالدار
 باشد(می >05/0Pدهنده اختلاف در سطح ری نشاناد)حروف معنی

 

 
مقایسه میزان پروتئین محلول موکوس پوست  نمودار: 2شکل 

 گاوماهی زرد و خالدار
 باشد(می >05/0Pدهنده اختلاف در سطح ری نشاناد)حروف معنی
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مقایسه میزان آلکالین فسفاتاز موکوس پوست  نمودار: 3شکل 

 گاوماهی زرد و خالدار
 باشد(می >05/0Pدهنده اختلاف در سطح ری نشاناد)حروف معنی

 

 
مقایسه میزان ایمونوگلبولین موکوس پوست  نمودار: 4شکل 

 گاوماهی زرد و خالدار
 باشد(می >05/0Pدهنده اختلاف در سطح ری نشاناد)حروف معنی

 

 
نتایج حاصل از الگوی پروتئینی گاوماهی زرد و گاوماهی : 5شکل

 گاوماهی خالدار( -2گاوماهی زرد( و ) -1خالدار )

 بحث

طور مداوم در ارتباط با محیط زیست آبی خود هستند ماهیان به       

زا زا و بیماریهای غیربیمارینیسمکه این محیط سرشار از میکرو ارگا

عنوان یک سد بیولوژیکی میان ماهیان و عوامل است. موکوس به

عنوان و به(Shephard ،1993) استشان قرار گرفته زای محیطبیماری

جزئی از مکانیسم ایمنی ذاتی پیوسته در حال جایگزین شدن است 

در سیستم ایمنی غیراختصاصی چنین منبع مهمی از اجزای دخیل هم

های کمپلمان، لکتین، ها، پروتئینجمله: لیزوزیم، ایمونوگلوبولیناز

باکتریال ها و لیپیدهای آنتیهای پروتئولیتیک و دیگر پروتئینآنزیم

. کمیت وکیفیت ترکیبات (2007، و همکاران Subramanian) است

است و به عواملی  های ماهی متفاوتموجود در موکوس در انواع گونه

از قبیل فاکتورهای ژنتیکی گونه، سن، غذا، شرایط محیط زیست و 

برداری موکوس زا هنگام نمونهوجود یا عدم وجود عوامل استرس

بستگی دارد. تنوع در مقدار موکوس ترشح شده بر سطح پوست سبب 

 شودها میها در مقابل پاتوژنایجاد اختلاف در مقاومت گونه

(Subramanian 2008 ،و همکاران)باکتریایی . لیزوزیم یک آنزیم ضد

های قوی در سیستم ایمنی غیراختصاصی است که علاوه بر باکتری

شود. نتایج های گرم منفی نیز میگرم مثبت باعث لیز شدن باکتری

لیزوزیم، نشان داد که فعالیت این  گیری میزان آنزیمهحاصل از انداز

تر از گاو ماهی خالدار است. تنوع در بیش در گاو ماهی زرد آنزیم

جمله پاسخ به دلیل عواملی ازتواند بهمیزان فعالیت این آنزیم می

ای و تنوع ژنتیکی استرس، دستکاری، بلوغ، غذا، جنسیت، تنوع گونه

 (2012) و همکاران Jong. (2007، و همکاران Subramanian) باشد

عالیت لیزوزیم اپیدرم را جمله فپارامترهای بیوشمیایی موکوس از

های مختلف و شرایط دمایی متفاوت مورد درکفشک ماهی در ماه

های بررسی قرار دادند، نتایج نشان داد که فعالیت این آنزیم در ماه

مختلف بدون تغییر در بالاترین سطح خود قرار داشت. نتایج حاصل 

ک شاخص عنوان یگیری آنزیم آلکالین فسفاتاز قلیایی بهاز اندازه

زا مانند اسیدیته، افزایش دما و استرس در پاسخ به شرایط استرس

تر آلودگی آب نشان داد میزان فعالیت این آنزیم در گاوماهی زرد بیش

محیطی که ماهی در آن  ،بهها از گاوماهی خالدار است این تفاوت

 هایکند، ضخامت لایه اپیدرمیس و تعداد سلولتکامل پیدا می

. وجود (2002، و همکاران Fast) شودمربوط می ،کننده موکوستولید

های هیدرولیکی از قبیل لیزوزیم، توجه در فعالیت آنزیم اختلافات قابل

های مختلف ماهی و و پروتئازها در گونه Bالکالین فسفاتاز، کاتپسین 

 Sangeetha) های متعلق به یک خانواده مشاهده شده استنهحتی گو

ای شکل موجود در اپیدرم های کیسهول. سل(2007، و همکاران

ها کنند که ماهیان را در برابر عفونتهایی را ترشح میماهیان پروتئین
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و  Suzuki) کنندهای خارجی حفظ میهای ناشی از انگلو آسیب

گیری پروتئین محلول آمده از اندازهدست . نتایج به(2003، همکاران

تر از گاوماهی نشان داد که میزان این فاکتور در گاوماهی زرد بیش

گیری میزان پروتئین ارتباط با اندازه متعددی در خالدار است. گزارشات

گیری با اندازه (2015) و همکاران Timalataدر ماهیان وجود دارد. 

 ,Clarias gariepinusشیرینبه آب متعلق ماهی گونه 5 محلول پروتئین

Channa micropeletes, C. straitus, Oreochromis niloticus 
Hemibagrus nemurus ترین گزارش کردند که این ترکیب عمده

باشد. حضور پروتئین در اپیدرم موکوس ها میترکیب در این گونه

 Gaint snakehead, striped snakehead, Tilapiaهایگونه

mossambicus, bagrid catfish اثبات رسیده استنیز به (Rao  و

با بررسی ترکیبات  (2003) و همکاران Fagan .(2015، همکاران

بیوشیمیایی موکوس ماهی آزاد اقیانوس اطلس در طول مدت تبدیل 

داری در مقدار پروتئین محلول مشاهده پار به اسمولت افزایش معنی

های لیزوزیم، از مقایسه فعالیت آنزیم دست آمدهکردند. نتایج به

 ,Arctic charهای آلکالین فسفاتاز قلیایی و پروتئین محلول در گونه

Brook trout, Koi carp, Striped bass, Atlantic cod   وHage fish  

نشان داد که ماهی کوی دارای بالاترین سطح آنزیم آلکالین فسفاتاز 

های آنزیمی در این هفت ین فعالیتهای زیادی بقلیایی است و تفاوت

 Haddockو  Codهای متعلق به یک خانواده مثل گونه و حتی گونه

از خانواده  Brook troutو  Arctic charو  Gadidaeاز خانواده 

Salmonidae  وجود داشت اما این امر که وجود این اختلافات ناشی از

ای محیط زیستی ها به فاکتورهتکامل یا سازگاری ژنتیکی این گونه

 Edward. (2007، و همکاران Sangeetha) است هنوز مشخص نیست

نسبت به  Bبیان کردند که میزان کاتپسین  Twomey (1982)و 

های کپور معمولی است پروتئازها در ماهی کوی که یکی از واریته

های تر است این ماهی متعلق به آببسیار بیش ،های بالانسبت به گونه

باشد بنابراین زیستگاه این گونه متفاوت از زیستگاه ساحلی گلی می

همین امر باعث شده است که میزان  های مذکور است و احتمالاًگونه

تر ترشح شود. نتایج ها بیشکاتپسین در این گونه نسبت به بقیه گونه

نشان دادند که میزان ایمونوگلبولین موجود در موکوس گاوماهی 

چنین نتایج حاصل از ارزیابی د است. همتر از گاوماهی زرخالدار بیش

الگوی پروتئینی نشان داد که تراکم باندها در موکوس گاوماهی زرد 

تر از گاوماهی خالدار است اما تعداد باندهای مشاهده شده در هر بیش

با بررسی الگوی  (2003) و همکاران Fagan .دو ماهی برابر بودند

دوره تبدیل پار به  پروتئینی ماهی آزاد اقیانوس اطلس در طول

اسمولت چنین گزارش کردند که تراکم باندهای پروتئینی در پایان 

گیری و مقایسه تر بود. گزارشات متعددی مبنی بر اندازهدوره بیش

های مختلف انجام شده است اما پارامترهای ایمنی موکوس بین گونه

ات ای بسیار اندک است. پایه و اساس این تحقیقمقایسات درون گونه

میکروبی ترکیبات موجود در موکوس پوست ضدحاکی از وجود خواص 

 حضور خواص ضد (2007) و همکاران Subramanianاست. اگرچه 

و پروتئازهایی نظیر تریپسین  کاتپسین لیزوزیم، نظیر ترکیباتی میکروبی

عدم حضور را در چند گونه ماهی گزارش دادند اما در گزارشی دیگر  

این خواص را متذکر شدند. وجود این اختلافات حاکی از تناقص میان 

ها توسط فعال شدن آنزیمتواند ناشی از غیرباشد بلکه میها نمییافته

میکروبی دوره انکوبه کردن جهت سنجش فعالیت ضد در طول pH و دما

ها دلیل حضور پروتئینتواند بهیمیکروبی موکوس م. خواص ضدباشد

یا پپتیدهای دارای کاتیون فعال و وزن ملکولی کم باشد. این پپتیدها 

ها ها، پروتوزواها و ویروسها، قارچهایی از قبیل باکتریقادرند پاتوژن

، Diamondو  Honcock) ها را سرکوب کنندرا به اندام انداخته و آن

تواند تحت وجود در موکوس میکمیت و کیفیت ترکیبات م .(2000

تاثیر عوامل محیطی و دستکاری قرار گیرد. وجود اختلافات درون 

تواند ای امری بدیهی است اما شرایط محیطی و نوع زیستگاه میگونه

بر میزان فعالیت ترکیبات موجود در موکوس تاثیر گذارد بنابراین با 

مستقیم در جزیره صورت گیری در این تحقیق بهکه نمونهتوجه به این

شود که این کار در شرایط آشوراده انجام شده است پیشنهاد می

در مجموع یکسان آزمایشگاهی نیز انجام شده و نتایج گزارش شود. 

دهد که فاکتورهای ایمنی غیراختصاصی نتایج این مطالعه نشان می

موکوس گاوماهی زرد در مقایسه با گاوماهی خالدار در سطح بالاتری 

 ر دارند.قرا
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