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 چکیده  
زمینه مطالعه: امروزه پروبیوتیک ها به عنوان مکمل های غذایی میکروبی جایگزینی مناســب برای آنتی بیوتیک ها تعریف می شــوند که 
می توانند شاخص های سلامتی میزبان را تحت تأثیر قرار دهند. هدف: این تحقیق اثرات ترکیبی مخمر ساکارومایسس‌سرویزیا و آسپرژیلوس‌
نایجر را بر پارامترهای هماتولوژی و بیوشــیمیایی ســرم خون فیل ماهیان جوان مورد بررسی قرار داد. روش کار: این مطالعه در قالب یک طرح 
کاملاًً تصادفی با 4 تیمار و 3 تکرار بر روی بچه فیل ماهیان پرورشی با میانگین وزنی )± خطای استاندارد( g 2/81±31/8 انجام شد. بچه ماهیان 
 2×106 )Cells/g( به صورت تصادفی در 12 حوضچه فایبرگلاس با تراکم 30 قطعه ماهی در هر تانک توزیع گشته و با جیره های غذایی حاوی
در تیمار اول، )Cells/g( 106×4 در تیمار دوم، )Cells/g( 106×6 در تیمار سوم و جیره پایه بدون پروبیوتیک در گروه شاهد به مدت 8 هفته تغذیه 
شــدند. نتایج: جیره  غذایی مکمل سازی شــده با غلظت )Cells/g( 106×6 در تیمار سوم، بطور معنی داری پارامترهای بیوشیمایی سرم خون را 
بهبود داد )p>0/05(، با این حال پارامترهای هماتولوژی در تیمارهای تحت تأثیر جیره های مکمل سازی شده با پروبیوتیک تفاوت معنی داری را 
با گروه شاهد نشان ندادند )p<0/05(. بررسی نتایج بدست آمده از فاکتورهای رشد نیز حاکی از بهبود این شاخص ها در تیمارهای آزمایشی تغذیه 
شده با پروبیوتیک در مقایسه با گروه شاهد بود. نتیجه گیری نهایی: یافته های این پژوهش نشان داد که بکارگیری ترکیبی ساکارومایسس‌سرویزیا 
و آسپرژیلوس‌نایجر در سطوح مورد مطالعه می  تواند موجب بهبود عملکرد برخی از پارامترهای بیوشیمیایی نظیر فاکتورهای متابولیتی، ایمنی، 
آنزیم ها و الکترولیت های سرم خون فیل ماهیان جوان شود. براساس نتایج بدست آمده پیشنهاد می شود که غلظت بکار رفته در تیمار سوم به عنوان 

یک محرک ایمنی برای فیل ماهیان جوان پرورشی بکار گرفته شود.

واژه های کلیدی: آسپرژیلوس‌نایجر، سرم خون،هماتولوژی، بچه فیل ماهی، ساکارومایسس‌سرویزیا

مقدمه
امروزه فعالیت های بی شماری نظیر پرورش آبزیان در جهت افزایش تولید 

مــواد پروتئینی به منظــور تأمین نیازهای جوامع بشــری انجام می گیرد و 

ماهیان خاویاری یکی از با ارزش ترین ماهیان شیلاتی محسوب می گردند 

که سود حاصل از فروش گوشت و خاویار آنها تأثیر قابل توجهی بر اقتصاد 

کشور دارد، اما متأسفانه نسل این نوع ماهیان به دلیل آلودگی محیط آبی، از 

بین رفتن زیستگاه های تکثیر و صید بی رویه و غیراستاندارد در حال انقراض 

اســت )13(. امروزه در زمینه تکثیــر و پرورش این ماهیان تحقیقات زیادی 

صورت گرفته است، اما متأسفانه در زمینه فیزیولوژی، بیماریها و تحقیقات 

در زمینه پاراکلینیکی، اطلاعات محدودی در مورد این گونه وجود دارد. یکی 

از شاخه های مهم پزشکی و دامپزشکی که نقش آن در تشخیص اختلالات 

و بیماریها دارای اهمیت فراوان می باشد خون شناسی است. چنانکه بررسی 

فاکتورهای خون شناسی و بیوشیمیایی می تواند نقش مهمی در تشخیص 

بیماریهای عفونی، خونی و مسمومیت های آبزیان ایفا کند )44(.

اســتفاده از آنتی بیوتیک ها و داروهای شیمیایی در آبزی پروری دارای 

تبعاتــی از جمله خطر مقاوم شــدن پاتوژن ها به این داروهــا، باقی ماندن 

داروها در گوشت ماهیان مورد تغذیه انسان و نیز مسأله آلودگی های زیست 

محیطی بوده اســت )17(. لذا در ســال های اخیر اســتفاده از مواد محرک 

سیســتم ایمنی در پرورش ماهی، به منظور افزایش توان سیستم ایمنی و 

پاســخ های ایمنی غیر اختصاصی و حفظ بــدن در برابر بیماریها عمومیت 

یافته است )38( و به نظر می رسد با بکارگیری مواد محرک سیستم ایمنی 

نظیر پروبیوتیک ها می تواند به عنوان جایگزینی مناســب برای روش های 

درمانــی قبلی مطرح گردد و بســیاری از مشــکلات را مرتفع ســازد )32(. 

پروبیوتیک هــا مکمل های غذایی میکروبی زنده ای هســتند که بوســیله 

بهبود بخشــیدن به تعــادل میکروبی روده، تأثیرات ســودمندی بر میزبان 

ایجــاد می کنند )19(. تأثیرات ســودمند میکروارگانیزم های پروبیوتیکی در 

دامپزشــکی نظیر حیوانات اهلی مختلف به خوبی شناخته شده است )46(. 

مخمر ساکارومایســس‌ســرویزیا )Saccharomyces‌cerevisiae( از 

فرآورده های طبیعی صنایع آبجوسازی می باشد که  به عنوان مکمل غذایی 

برای جانوران مختلفی استفاده شده است )28،29(. محققین مختلفی اثرات 

سودمند مخمر ساکارومایسس‌سرویزیا را بر گونه های مختلف ماهی و میگو 

 )Aspergillus‌niger( همچنین آسپرژیلوس‌نایجر .)گزارش کرده اند )29

یکی از عمده پروبیوتیک های مورد استفاده در پرورش موجودات خشکی زی 

از جمله جوجه های گوشتی است )53(. مطالعات متعدد نشان داد که مخمر 
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ساکارومایسس‌سرویزیا می تواند فاکتورهای خونی و پارامترهای بیوشیمیایی 

ســرم خون را تحت تأثیر قرار دهد و ســبب افزایش ایمنی غیراختصاصی 

ماهی شــود که جزء شاخص های سلامتی ماهی به حساب می آیند )1،6(، 

این عملکرد در مورد آسپرژیلوس‌نایجر نیز توسط Al-Kassie و همکاران 

در سال 2008 و Saleh و همکاران در سال 2010 به اثبات رسیده است.

خون به عنوان یک بافت ســیّال، یکی از مهمترین مایعات بیولوژیک 

بدن بوده که تحت تأثیر فیزیولوژیک و پاتولوژیک، ترکیبات آن دستخوش 

تغییرات می باشــد. لذا بررسی چگونگی تغییرات آنها می تواند در شناسایی 

بیماریها، تعیین شــرایط بهداشــتی و ســلامت آبزیان مفید باشد )8(، این 

مهم با تعیین مقادیر پارامترهای خونی و بیوشــیمیایی سرم خون ماهی به 

عنوان مبنا و شــاخصی برای مقایسه و قضاوت در تشخیص بیماریها مورد 

تأکید قرار گرفته اســت )40(. پارامترهای بیوشیمیایی موجود در سرم خون 

به عنوان شــاخص با ارزشی برای نظارت بر ســلامت آبزیان و پاسخ های 

فیزیولوژیک تغذیه می باشــند )16(. با اندازه گیری هر کدام از الکترولیت ها 

و غیر الکترولیت های ســرم خون ماهی، ارزیابی مناســبی از وضعیت کبد، 

کلیه ها، غدد فوق کلیوی، سیستم ایمنی و اندام های دیگر بدست می آوریم. 

Choudhury و همــکاران در ســال 2005 در نتایج تحقیقات خود بیان 

کردند که بکارگیری مخمر به عنوان محرک ایمنی، سبب افزایش و بهبود 

معنی دار شــاخص های خونی ماهی روهو )Lebeo‌rohita( از جمله تعداد 

کل گلبول های ســفید خــون می گردد. همچنیــن Abdel-Tawwab و 

 )Oreochromis‌niloticus( همکاران در سال 2008، در تیلاپیای نیل

تغذیه شده با جیره های غذایی حاوی مخمر ساکارومایسس سرویزیا، بهبود 

معنی دار شاخص های رشد و پارامترهای بیوشیمیایی سرم خون را گزارش 

کردند. نتایج مطالعات Hoseinifar و همکاران در ســال 2011 نیز حاکی 

از بهبود معنی دار شــاخص های رشد و عدم اختلاف معنی داری پارامترهای 

هماتولوژی فیل ماهیان جوان تغذیه شده با سطوح مختلف ساکارومایسس‌

ســرویزیا در تیمارهای آزمایشــی بود. علاوه بر ایــن Vijayakumar و 

همکاران در ســال 2009 بهبود معنی دار شــاخص های رشد و ایمنی پست 

لاروهــای میگوی ببری ســیاه )Penaeus‌monodon( تغذیه شــده با 

جیره های غذایی حاوی آســپرژیلوس‌نایجر را مشــاهده کردند. با توجه به 

اینکه تحقیقات اندکی پیرامون تأثیــر جیره های غذایی حاوی پروبیوتیک 

بر شاخص های خونی فیل ماهیان جوان در شرایط پرورشی صورت گرفته 

است، لذا هدف مطالعه حاضر ارزیابی پتانسیل پروبیوتیکی گونه های قارچی 

ساکارومایســس‌ســرویزیا و آســپرژیلوس‌نایجر، با تعیین مقادیر برخی از 

پارامترهای هماتولوژیک )گلبول های سفید، گلبول های قرمز، هماتوکریت 

و هموگلوبین( و بیوشــیمیایی سرم خون )الکترولیت و غیر الکترولیت های 

ســرم، آنزیم های ســرمی، فاکتورهای ایمنی و یون های ســرم خون( فیل 

ماهیان جوان پرورشی بود.

مواد و روش کار
جداسازی قارچ های پروبیوتیکی: بدین منظور از مرکز تکثیر و پرورش 

ماهیان خاویاری شهید مرجانی گرگان )استان گلستان(، تعداد یک عدد مولد 

فیل ماهی وحشی با ظاهری سالم از بین گونه های صید شده از دریا به طور 

تصادفی انتخاب شد و سپس نمونه دستگاه گوارش فیل ماهی در کنار یخ و 

در شرایط استریل به آزمایشگاه قارچ شناسی دانشکده دامپزشکی دانشگاه 

تهران انتقال یافت. در آزمایشگاه، پس از باز کردن روده با استفاده از اسکالپل 

از مخاط روده نمونه اخذ و در محیط ســابورو دکســتروز آگار حاوی و بدون 

سیکلوهگزامید به روش خطی کشت داده شد و به مدت 7 روز در انکوباتور 

با دمای oC 30 نگه داری گردید. سپس با بررسی خصوصیات مورفولوژیکی و 

فیزیولوژیکی کلنی های قارچی رشد کرده و مشاهده مستقیم میکروسکوپی 

و کیت تشخیص و شناســایی مخمر RapIDTM گونه های پروبیوتیکی 

مورد شناسایی قرار گرفتند )24(.

تهیه سوسپانسیون قارچ های پروبیوتیکی: پس از جداسازی قارچ های 

پروبیوتیکی و انتقال به آزمایشــگاه میکروبیولوژی دانشگاه گنبد کاووس، 

 Sabouraud Dextrose( روی محیط کشــت ســابورو دکســتروز آگار

Agar: SDA( حاوی کلرامفنیکل به صورت جداگانه کشت داده سپس به 

مدت 72 ساعت در انکوباتور با دمای oC  30 قرار گرفتند. پس از طی شدن 

مدت زمان انکوباسیون و رشد سلول های قارچی، از آنها به صورت جداگانه 

سوسپانســیون تهیه شــد. بدین ترتیب که ابتدا در یــک میکروتیوب یک 

 Phosphate Buffered( 500 بافر فســفات سالین μL میلی لیتری مقدار

saline: PBS( با PH =7/2 استریل ریخته شد. سپس با آنس استریل مقدار 

کمی از کلنی های رشــد یافته به PBS اضافه گردید. پس از مخلوط شدن 

هر کدام از قارچ ها  در بافر، با اســتفاده از لام نئوبار )Neubar lam( تعداد 

سلول ها در زیر میکروسکوپ نوری شمارش و از آنها سوسپانسیون  سلولی با 

تراکم های 106×2، 106×4 و Cells/mL( 6×106( به صورت ترکیبی از هر 

دوگونه قارچ پروبیوتیکی با نسبت یکسان، به ترتیب برای تیمار اول، دوم و 

سوم تهیه شد )61،62(.

پــرورش: ایــن مطالعــه در کارگاه تکثیر و پرورش ماهیــان خاویاری 

شــهید مرجانی گرگان به مدت 8 هفته انجام شــد. فیــل ماهیان جوان از 

همین کارگاه تأمین و پس از ســازگاری اولیه 360 عدد بچه فیل ماهی در 

حوضچه های فایبرگلاس 1000 لیتــری با میانگین وزنی g 2/81±31/8 و 

طولی Cm 0/21±19/20 ذخیره ســازی شــدند. این تحقیق در قالب طرح 

کاملاًً تصادفی با 3 تیمار ذکر شــده در فوق و یک تیمار شــاهد هر کدام با 

3 تکرار )هر تکرار 30 عدد بچه ماهی( صورت پذیرفت. سوسپانسیون های 

پروبیوتیکی آماده سازی شده در سطوح مختلف، مطابق روش مورد استفاده 

توســط Chang و Liu در سال 2002، روی غذا اسپری گردیدند. در طول 

دوره آزمایش فیل ماهیان روزانه به میزان 5% وزن بدن در 4 نوبت غذادهی 

شــدند )49(. ماهیــان در ابتــدای دوره پرورش و طــی دوره پرورش هر 15 
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روز یکبار زیست ســنجی شــدند. با توجه به یکسان بودن شرایط در تمامی 

ونیروها و جریان دائم آب ورودی تفاوت چندانی بین واحدهای آزمایشی از 

نظر فاکتورهای کیفــی آب در طول دوره پرورش نبود. میانگین )± خطای 

 mg/L اســتاندارد( اکســیژن محلول بطور متوســط در طول دوره پرورش

0/03±6/11، دمای آب PH ،27/84±0/16  oC آب 0/02±8/08 و شــوری 

آب g/L 0/02±1/13 در نوسان بود.

نمونه گیــری و خون گیــری: نمونه گیری از فیل ماهیــان جوان جهت 

آزمایش های خونی در انتهای دوره پرورش صورت گرفت. 24 ســاعت قبل 

از خون گیری، تغذیه ماهیان قطع گردید و ســپس با عصاره گل میخک به 

میزان mg/L 300 ماهیان را بیهوش کرده )35( و 3 عدد ماهی به ازای هر 

تکرار آزمایشــی )در مجموع 36 عدد ماهی( به ظاهر سالم به طور تصادفی 

انتخاب شــدند )20( و از ورید ســاقه دمی آن ها خون گیری به عمل آمد. از 

نمونه های خون جمع آوری شده مقدار cc 1 برای جداسازی سرم در لوله های 

سرولوژی فاقد ماده ضد انعقاد و cc 1 برای سنجش شاخص های هماتولوژی 

در ظروف حاوی ماده ضد انعقاد هپارین تقســیم گردید. سپس با استفاده از 

سانتریفیوژ به مدت 10 دقیقه در دمای oC  20 با دور  rpm 5000 سرم جدا 

و با سمپلر در لوله های کوچک تخلیه و در مجاورت یخ به آزمایشگاه انتقال 

داده شدند )21(.

روش های اندازه گیری: آزمایش های هماتولوژی روی خون حاوی ماده 

 ،)RBC( ضد انعقاد هپارین انجام گرفت. شــمارش تعداد گلبول های قرمز

تعداد کل گلبول های ســفید )WBC(، غلظــت هموگلوبین )Hb( و درصد 

هماتوکریت )HCt( با روش توصیه شــده توســط Noga در سال 2010 و 

 ،)MCV( برای محاســبه اندیس های خونی شــامل حجم متوسط گلبولی

وزن هموگلوبین داخل گلبولی )MCH( و غلظت هموگلوبین داخل گلبولی 

)MCHC(، از روابــط ارائه شــده توســط Lee و همکاران در ســال 1998 

استفاده شــد. اندازه گیری پارامترهای بیوشیمیایی سرم خون، با استفاده از 

دســتگاه اتوآنالایزر )Eppendrof, EPOS( ســاخت کشور آلمان، طبق 

دستورالعمل شرکت سازنده و با استفاده از کیت های آزمایشگاهی انجام شد 

)20(. پروتئیــن تام به روش بیورت )Biuret()18(، میزان آلبومین به روش 

بروموکرزول گرین )Bromocresol green()47(، اندازه گیری کلسترول 

به روش کلسترول اکسیداز )Cholestrol Oxidase( و تری گلیسرید به 

روش آنزیمــی لیپــاز )Lipase/GPO-PAP()3(، تعیین مقادیر کورتیزول 

بــه روش RIAر)Radio immuno assay( با اســتفاده از دســتگاه تمام 

اتوماتیک گاما کانتر )مدل L.K.B ســاخت کشور فنلاند( و بکارگیری کیت 

هورمونی Immuno tech ساخت فرانسه و اندازه گیری گلوکز سرم خون 

از روش آنزیماتیک با دستگاه اســپکتروفتومتر )مدل RA-1000، شرکت 

Technicon، ساخت آمریکا( و بکارگیری کیت های من )Man، ساخت 

ایران( انجام شد )60(.

اندازه گیری الکترولیت های ســرم شــامل میزان کلیسم و منیزیم، بر 

طبق روش Kazemi و همکاران در ســال 2006، غلظت سدیم و پتاسیم 

با استفاده از دستگاه فلیم فتومتر )Jenway-PEP ساخت کشور انگلستان( 

اندازه گیری شــد )54(. ســنجش آنزیــم آلانین آمینو ترانســفراز )ALT( و 

آسپارتات آمینو ترانسفراز )AST( به روش رنگ سنجی سینتیک و آلکالین 

فســفاتاز )ALP( به روش آنزیماتیک سینتیک صورت پذیرفت )11(. برای 

انداز ه گیری شــاخص های ایمنی، در این آزمایش شامل C3 و C4 با روش 

ارائه شده توسط Labor در سال 1998 و IgM با روش تشریح شده توسط 

Zilva و همکاران در سال 1984 اندازه گیری شد.

تجزیه و تحلیل آماری: داده های مربوط به تغییرات پارامترهای رشد، 

هماتولوژی و بیوشیمیایی سرم خون در تیمارهای مختلف جمع آوری شد و 

از طریق واریانس یک طرفه و براساس آزمون Duncan در سطح خطای 

5%، با استفاده از نرم افزار SPSS، 16.0 مورد آنالیز قرار گرفت.

نتایج
اثرات ســطوح مختلف قارچ های پروبیوتیکی ساکارومایسس‌سرویزیا 

و آســپرژیلوس‌نایجر بر برخی شــاخص های رشــد در ابتدا و انتهای دوره 

آزمایشــی در جدول  1 ارائه شده اســت. در ابتدای دوره اختلاف معنی داری 

بین تیمارها از نظر وزنی و طولی وجود نداشت )p<0/05(. بررسی داده های 

بدســت آمده در انتهای دوره نشــان داد افزودن ســطوح مختلف قارچ های 

پروبیوتیکــی به جیره غذایی بچه فیل ماهیان ســبب افزایش وزن و طول 

آن ها شــده و موجب ارتقاء نرخ رشد ویژه در تیمارهای آزمایشی شده است 

)p>0/05(. با بکارگیری قارچ های پروبیوتیکی ضریب تبدیل غذایی بطور 

قابل توجهی در تیمارهای آزمایشــی کاهش یافته و اختلاف معنی داری با 

گروه شاهد نشان داد و کمترین آن معادل 1/42 برای تیمار آزمایشی سوم 

.)p>0/05( بدست آمد

بررسی تأثیر سطوح مختلف قارچ های پروبیوتیکی بر برخی شاخص های 

خونی نشــان داد کــه بکارگیری قارچ هــای پروبیوتیکی ساکارومایســس‌

سرویزیا و آسپرژیلوس‌نایجر در جیره غذایی فیل ماهیان تأثیر معنی داری 

بر پارامترهای هماتولوژی نداشت )p<0/05( و فقط در غلظت هموگلوبین 

داخل گلبولی )MCHC(، در تیمارهای آزمایشی تغذیه شده با پروبیوتیک 

.)p>0/05( افزایش معنی داری نسبت به گروه شاهد مشاهده شد

نتایج به دســت آمــده از اندازه گیــری غیرالکترولیت های ســرم خون 

)فاکتورهای متابولیتی( در جدول 3 نشــان داده شده است. براساس مقادیر 

مندرج در جدول در میزان گلوکز، کلسترول و کورتیزول سرم خون کاهش 

معنی داری نسبت به گروه شاهد مشاهده شد )p>0/05( و بیشترین مقدار 

این پارامترها در گروه شــاهد بدســت آمد. همچنین میــزان پروتئین تام و 

آلبومین ســرم خون، بیانگر افزایش معنی دار ایــن پارامترها در تیمارهای 

آزمایشــی بود. به طوری که در تیمار آزمایشــی سوم که با بالاترین غلظت 

پروبیوتیکی تغذیه شده بودند بیشترین میزان پارامترهای ذکر شده بدست 

اثرات ترکیبی ساکارومایسس‌سرویزیا‌و‌آسپرژیلوس‌نایجر
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آمد.

در نتایج پارامترهای یونی سرم خون مشاهده گردید که مقادیر سدیم، 

پتاسیم و کلسیم سرم خون در تیمار آزمایشی سوم نسبت به سایر تیمارها از 

افزایش معنی داری برخوردار بودند )p>0/05( )جدول 4(. همچنین بررسی 

نتایج شاخص های ایمنی خون نیز بیانگر افزایش معنی دار میزان کمپلمان 

3 و ایمونوگلوبولین M در تیمارهای آزمایشــی بود )p>0/05( و بیشترین 

مقدار پارامترهای ایمنی در تیمار آزمایشی سوم مشاهده گردید )جدول 5(.

تجزیه و تحلیل آماری داده های مربوط به آنزیم های سرم خون نشان 

دهنده اختلاف معنی داری بین تیمارهای آزمایشی بود )جدول 6(. در میزان 

آنزیــم آلانین آمینوترانســفراز )ALT( و آلکالین فســفاتاز )ALP( کاهش 

معنی داری در تیمارهای آزمایشی مشاهده شد )p>0/05( و کمترین مقدار 

این آنزیم ها در تیمار آزمایشی سوم بدست آمد. در حالی که میزان آنزیم های 

آمیلاز و لیپاز سرم خون افزایش معنی داری در تیمارهای آزمایشی را نشان 

دادنــد )p>0/05( و بیشــترین مقــدار این آنزیم ها در تیمار تغذیه شــده با 

بالاترین سطوح پروبیوتیک، مشاهده گردید.

بحث
نتایج حاصل از زیســت ســنجی فیــل ماهیان نشــان داد که مکمل 

پروبیوتیک قارچی در این تحقیق معیارهای رشد نظیر وزن و طول نهایی و 

نرخ رشــد ویژه را در تیمارهای تحت تأثیر، به طور معنی داری افزایش داد. 

افزایش رشــد در نتیجه استفاده از مخمر می تواند به دلیل تولید پلی آمین 

توســط مخمر )37( و یا به دلیل بهبود هضم مواد مغذی جیره باشــد )58(. 

همچنین ضریب تبدیل غذایی نشان از بهبود این معیار در تیمارهای تغذیه 

شــده با قارچ های پروبیوتیکی بود. این بدان معنی است که استفاده از این 

پروبیوتیک ها به صورت ترکیبی، کاهش در مقدار غذای لازم جهت رشــد 

حیوان را به دنبال داشته که می تواند منجر به کاهش در هزینه های پرورشی 

شود )26(. در تأیید نتایج این تحقیق، مطالعه Hoseinifar و همکاران در 

سال 2011 نشان داد که افزودن سطوح مختلف ساکارومایسس‌سرویزیا به 

جیره بچه فیل ماهیان اثرات معنی داری بر پیراسنجه های رشد دارد و موجب 

بهبود معنی داری شــاخص های رشــد و ضریب تبدیل غذایی گردید. نتایج 

جدول1. مقایســه میانگین ).Mean ± S.E( شــاخص های رشــد فیل ماهیان جوان تغذیه شــده با ســطوح مختلف قارچ های پروبیوتیکی. حروف نامشــابه در هر ردیف نشان دهنده 
.)p>0/05( اختلاف معنی دار بین میانگین ها می باشد

تیمار 3 تیمار 2 تیمار 1 شاهد شاخص های رشد

31/8±2/81 31/8±2/81 31/8±2/81 31/8±2/81 )g( وزن اولیه

19/20±0/21 19/20±0/21 19/20±0/21 19/20±0/21 )Cm( طول اولیه

213/25±0/84 a 194/22±0/66 b 192/11±1/86 b 171/59±3/59 c )g( وزن نهایی

36/92±1/48 a 36/24±1/49 b 36/21±1/62 b 34/9±2/41 c )Cm( طول نهایی

2/91±0/21 a 2/77±0/21 b 2/75±0/20 b 2/56±0/33 c )SGR٪( نرخ رشد ویژه

1/42±0/02 c 1/58±0/02 b 1/56±0/02 b 1/82±0/05 a )FCR٪( ضریب تبدیل غذایی

جدول 2. مقایسه میانگین ).Mean ± S.E( پارامترهای هماتولوژی فیل ماهیان جوان تغذیه شده با سطوح مختلف قارچ های پروبیوتیکی. حروف نامشابه در هر ردیف نشان دهنده 
.)p>0/05( اختلاف معنی دار بین میانگین ها می باشد

تیمار 3 تیمار 2 تیمار 1 شاهد پارامترهای خونی

0/92±0/1 0/92±0/1 0/89±0/008 0/89±0/005 )RBC Mil ul.-1( تعداد گلبول های قرمز

6600/00±152/75 6600/00±173/20 6533/33±145/29 6133/33±88/19  )WBC ul( تعداد گلبول های سفید

22/71±0/54 22/60±0/45 21/80±0/26 21/75±0/19  )HCt ٪( هماتوکریت

7/23±0/17 7/20±0/15 6/93±0/08 6/90±0/05 )Hb g dl.-1( غلظت هموگلوبین

244/82±0/92 244/62±1/55 243/51±0/8 243/07±0/6 )MCV Fl( حجم متوسط گلبولی

77/99±0/36 77/90±0/53 77/30±0/24 77/26±0/19 )MCH pg( وزن هموگلوبین داخل گلبولی

31/86±0/03 a 31/84±0/01 a 31/80±0/01 ab 31/72±0/04 b  )MCHC ٪( غلظت هموگلوبین داخل گلبولی

جدول 3. مقایســه میانگین ).Mean ± S.E( فاکتورهای متابولیتی ســرم خون فیل ماهیان جوان تغذیه شــده با ســطوح مختلف قارچ های پروبیوتیکی. حروف نامشابه در هر ردیف 
.)p>0/05( نشان دهنده اختلاف معنی دار بین میانگین ها می باشد

تیمار 3 تیمار 2 تیمار 1 شاهد فاکتورهای متابولیتی

31/66±1/66 b 35/01±0/05 b 33/01±1/15 b 59/33±2/60 a )mg dl.-1( گلوکز

60/66±1/45 b 69/33±0/33 ab 63/33±3/38 b 74/66±3/52 a )mg dl.-1( کلسترول

403/01±6/65 415/67±1/45 410/67±5/78 417/01±3/21 )mg dl.-1( تری گلیسرید

2/03±0/08 a 1/66±0/06 bc 1/86±0/12 ab 1/43±0/03 c )g dl.-1( پروتئین تام

1/06±0/07 a 0/81±0/01 b 0/97±0/02 a 0/76±0/02 b )g dl.-1( آلبومین

c116/00±8/02 c 182/67±8/37 ab 169/33±12/57 b 202/67±6/38 a )ng dl.-1( کورتیزول
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مشابهی را Vijayakumar و همکاران در سال 2009، در پست لاروهای 

میگوی ببری ســیاه )Penaeus‌monodon( تغذیه شده با جیره غذایی 

حاوی آسپرژیلوس‌نایجر مشاهده کردند.

شــاخص های خونی در ماهیــان می تواند متأثر از مــواردی چون نوع 

گونه پرورشی، اندازه، سن، وضعیت فیزیولوژیکی، شرایط محیطی و رژیم 

غذایی باشد )12(. با این حال اطلاعات محدودی در زمینه اثرات مکمل های 

غذایی چــون پروبیوتیک ها بر فاکتورهای خونــی ماهیان از جمله ماهیان 

خاویاری وجود دارد )31(. نتایج این مطالعه نشــان داد که افزودن ســطوح 

مختلف قارچ های پروبیوتیکی ساکارومایسس‌سرویزیا و آسپرژیلوس‌نایجر 

تأثیر معنی داری بر تعداد کل گلبول های قرمز، گلبول های ســفید، غلظت 

 MCH و MCV هموگلوبیــن، درصــد هماتوکریت و اندیس های خونــی

نداشت، هر چند که بهبود نسبی در بین تیمارهای آزمایشی نمایان بود. نوع 

پروبیوتیک، غلظت محرک مورد اســتفاده و روش های مدیریت در پرورش 

ماهی، فاکتورهای اساســی می باشند که پاســخ های ایمنی ماهی را تحت 

تأثیر قرار می دهند )57(. نتایج مشابهی در مطالعه اثرات پروبیوتیکی مخمر 

ساکارومایســس‌سرویزیا بر تعداد کل گلبول های قرمز، گلبول های سفید، 

حجم متوســط گلبول قرمز و وزن هموگلوبیــن داخل گلبولی فیل ماهیان 

)Huso‌huso( بدســت آمد )20(. همچنین Reque و همکاران در ســال 

2010 گزارش کردند که مکمل ساکارومایســس‌ســرویزیا بر فاکتورهای 

هماتولوژی گربه ماهی کانالی )Ictalurus punctatus( اثر معنی داری 

نداشت.

بسیاری از فعالیت های آبزی پروری سبب ایجاد پاسخ های فیزیولوژیک 

استرس در ماهی می شوند و مکانیسم اثر مواد مغذی و مکمل های غذایی 

بر غلظت کورتیزول ســرم خون و در پی آن گلوکز خون تأثیر دارد و دارای 

الگوی مشخص و منظمی نیست )27(. گلوکز یکی از مهم ترین پارامترهای 

فیزیولوژیکی بوده که به عنوان شــاخصی از پاســخ به استرس در ماهیان 

مطرح می باشد و افزایش در میزان گلوکز خون می تواند نشانه ای از استرس 

و یا آلودگی های محیطی باشد )30(. همچنین کورتیزول از مهمترین عوامل 

هورمونی مؤثر در ارزیابی پاســخ فیزیولوژیک ماهیان نســبت به تغییرات 

شرایط محیطی و استرس محسوب می شود و افزایش آن در راستای ایجاد 

ســازگاری با شــرایط تنش زا در ماهیان به اثبات رسیده است )33(. افزایش 

گلوکز در راستای تأمین انرژی انجام فرایندهای فیزیولوژیک در بدن ماهیان 

و تغییر میزان آن می تواند منعکس کننده اثرات کاتابولیک کورتیزول باشد 

و در واقع افزایش کورتیزول همواره با افزایش گلوکز همراه اســت )7(. در 

تحقیــق حاضر میزان گلوکز و کورتیــزول در تیمارهای حاوی پروبیوتیک 

کاهش معنی داری را نسبت به گروه شاهد نشان دادند، به طوری که در تیمار 

آزمایشــی سوم میزان گلوکز و کورتیزول کمتر از سایر تیمارهای آزمایشی 

و گروه شــاهد مشاهده شــد. کاهش این دو پارامتر می تواند بیانگر کاهش 

استرس پروش ماهیان در تیمارهای آزمایشی تحت تأثیر پروبیوتیک باشد. 

کلســترول بخشی از ساختار دیواره سلول ها را تشکیل می دهد و همچنین 

منیزیم )U L.-1(کلسیم )mg dl.-1(پتاسیم )mg dl.-1(سدیم )mg dl.-1(پارامترهای یونی

b3/03±1/13 b12/50±0/30 b1/33±0/36 0/88±118/33شاهد

ab3/20±0/10 b12/70±0/11 b1/78±0/01 2/60±119/67تیمار 1

b3/10±0/05 b12/66±0/23 b1/54±0/03 2/18±118/67تیمار 2

a3/53±0/08 a14/66±0/32 a1/85±0/03 1/45±125/33تیمار 3

جدول 4. مقایسه میانگین ).Mean ± S.E( پارامترهای یونی سرم خون فیل ماهیان جوان تغذیه شده با سطوح مختلف قارچ های پروبیوتیکی. حروف نامشابه در هر ستون نشان 
.)p>0/05( دهنده اختلاف معنی دار بین میانگین ها می باشد

جدول 5. مقایسه میانگین ).Mean ± S.E( پارامترهای ایمنی سرم خون فیل ماهیان جوان تغذیه شده با سطوح مختلف قارچ های پروبیوتیکی. حروف نامشابه در هر ستون نشان 
.)p>0/05( دهنده اختلاف معنی دار بین میانگین ها می باشد

ایمونوگلوبولین Mر(IgM g dl.-1(کمپلمان mg dl.-1) 4اC4(کمپلمان mg dl.-1) 3اC3(پارامترهای ایمنی

b0/07±0/020/24±0/03 d 0/05±0/27شاهد

a0/07±0/010/27±0/01 b 0/02±0/28تیمار 1

a0/07±0/010/25±0/01 c 0/06±0/28تیمار 2

a0/07±0/010/28±0/01 a 0/02±0/29تیمار 3

جدول 6. مقایسه میانگین ).Mean ± S.E( آنزیم های سرم خون فیل ماهیان جوان تغذیه شده با سطوح مختلف قارچ های پروبیوتیکی. حروف نامشابه در هر ستون نشان دهنده 
.)p>0/05( اختلاف معنی دار بین میانگین ها می باشد

آسپارتات آمینوترانسفرازآنزیم های سرم
)AST IU L-1)

 آلانین آمینوترانسفراز
)ALT IU L-1)

آلکالین فسفاتاز
)ALP IU L-1)

آمیلاز
)Amylase U L-1)

لیپاز
)Lipase U L-1)

a872/33±10/68 a122/01±1/04 c37/23±1/40 b 0/33±1/737/66±418/01شاهد

b763/33±19/22 c133/73±0/78 b44/66±1/87 b 0/66±8/835/66±403/67تیمار 1

b821/67±7/42 b133/03±1/07 b40/96±1/75 b 0/57±4/166/00±406/01تیمار 2

b705/67±19/67 d143/93±0/92 a68/40±3/33 a 0/33±5/33 16/18±389/33تیمار 3

اثرات ترکیبی ساکارومایسس‌سرویزیا‌و‌آسپرژیلوس‌نایجر
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یک پیش ســاز برای صفرا و هورمون های اســتروئیدی محسوب می گردد 

)2(. میزان کلســترول سرم خون بیشتر تحت تأثیر درجه حرارات، شاخص 

گنادوســوماتیک، نرخ متابولیک و فعالیت تغذیه ای می باشــد )50(. در این 

مطالعه میزان کلسترول سرم خون کاهش معنی داری در تیمارهای آزمایشی 

نســبت به گروه شاهد نشــان داد. در مقابل یافته های ما، Hoseinifar و 

همکاران در سال 2011 عدم تأثیر معنی دار مخمر ساکارومایسس‌سرویزیا 

بر میزان گلوکز و کلسترول سرم خون فیل ماهیان جوان را گزارش کردند. 

همچنین نتایج تحقیقات Abdel-Tawwab و همکاران درســال 2008 

حاکی از افزایش معنی دار گلوکز و کلسترول سرم خون تیلاپیای نیل تغذیه 

شــده با مخمر بود. این اختلاف می تواند ناشــی از عوامل مختلف از جمله 

شــرایط آزمایش، گونه ماهی، نوع و ســطوح مختلــف پروبیوتیک در این 

آزمایش با پروبیوتیک های بکار رفته در آزمایش محققین ذکر شده باشد.

غلظت کل پروتئین در پلاسما به عنوان یک شاخص بالینی در سنجش 

میزان سلامتی، اســترس و وضعیت بدنی ارگانیسم های آبزی به کار برده 

می شــود )42(. در مطالعه حاضــر میزان پروتئین و آلبومین ســرم خون با 

افزایش ســطوح پروبیوتیک در تیمارهای آزمایشــی افزایش معنی داری را 

Abdel- نســبت به گروه شاهد نشان دادند. همسوی با نتایج این تحقیق

Tawwab و همکاران درسال 2008، در تیلاپیای تغذیه شده با جیره های 

حاوی مخمر ساکارومایسس‌سرویزیا نشان دادند که این جیره سبب افزایش 

معنی دار سطح پروتئین کل تیمارهای آزمایشی نسبت به گروه شاهد شده 

اســت. افزایش در میزان پروئتین تام سرم و غلظت آلبومین سرم می تواند 

به دلیل پاســخ های غیر اختصاصی قوی ماهی باشد )5(. در تحقیق حاضر 

افزایش معنی دار میزان یون های ســدیم، پتاســیم و کلسیم در تیمارهای 

آزمایشی تحت تأثیر پروبیوتیک مشاهده گردید. همسوی با یافته های این 

تحقیق، نتایج ارائه شده توسط Taati و همکاران در سال 2011 نشان داد 

که پری بیوتیک مانان الیگوساکارید به عنوان محرک ایمنی و رشد، دارای 

اثرات قابل توجهی در افزایش اســمولاریته و +Na+، K+، Ca2 و +Mg2 در 

سرم خون فیل ماهیان جوان تغذیه شده با این پری بیوتیک می باشد.

افزایــش ایمنی به عنوان یک اســتراتژی مهم در آبزی پروری مطرح 

می باشد. کمپلمان ها، یکی از فاکتورهای ایمنی غیراختصاصی هستند که 

تأثیر بسزایی در پاسخ ایمنی ماهی دارند. افزایش فعالیت کمپلمان به دنبال 

اســتفاده از محرک های ایمنی به کرات گزارش شــده است )51(. تغییرات 

کمپلمان سرم درحفاظت از سیستم ایمنی غیر اختصاصی در ماهیان بسیار 

مهم می باشــد و بالا بودن ســطوح C3 و C4 پلاســما در سلامتی ماهیان 

مؤثراســت )59(. در تحقیق حاضر بهبود معنی دار میزان C3 و IgM ســرم 

خون ماهیان تغذیه شده با پروبیوتیک نسبت به گروه شاهد مشاهده شد که 

با نتایج Taati و همکاران در سال 2011 هم خوانی دارد. آنها گزارش کردند 

که سطوح IgM سرم خون فیل ماهیان جوان تغذیه شده با تیمار حاوی %1 

پری بیوتیک مانان الیگوساکارید، به طور معنی داری بالاتر از ماهیان گروه 

شــاهد بود. همچنین در مطالعه Amiri و همکاران در سال 2011، میزان 

IgM ســرم خون ماهی قزل آلای رنگین کمان تغذیه شده با پری بیوتیک 

اینولین به طور معنی داری بالاتر از ماهیان گروه شــاهد گزارش شــد. لازم 

به ذکر اســت که مطالعات ایمنی شناسی در مورد ماهیان خاویاری محدود 

می باشد و بیشتر مطالعات در مورد کپور ماهیان و آزاد ماهیان صورت گرفته 

است )23(.

آنزیم های آسپاراتات آمینوترانسفراز )AST( و آلانین آمینو ترانسفراز 

)ALT( در بافت های مختلفی نظیر کبد )48(، قلب، ماهیچه های اســکلتی 

)36(، کلیه، پانکراس، طحال، گلبول های قرمز و آبشش ماهی ها )10( یافت 

می شــوند. همچنین آلکالین فسفاتاز )ALP(، آنزیمی است که در اپی تلیوم 

مجاری صفراوی، سلول های کبدی و در مخاط روده و کلیه ها یافت می شود. 

این آنزیم ها غالباً در داخل میتوکندری سلول ها به ویژه در سلول های کبدی 

قرار دارند. لذا هر گونه آسیب خفیف، التهاب یا نکروز سلول های کبد موجب 

آزاد شــدن ایــن آنزیم ها و افزایش ســطح آن ها در پلاســما می گردد )9(. 

همچنین این آنزیم ها جزء آنزیم های با اهمیت در بررسی وضعیت سلامتی 

ماهیان هستند )39(، لذا کاهش سطح فعالیت این آنزیم در پلاسمای ماهیان 

تحت تأثیر پروبیوتیک در این مطالعه می تواند حاکی از سلامتی بافت های 

فیل ماهیان به ویژه بافت کبد باشــد. در تحقیق حاضر کاهش معنی داری 

در میزان ترشح آنزیم های کبدی آلانین آمینوترانسفراز و آلکالین فسفاتاز 

مشاهده شــد. همچنین در میزان آنزیم آسپاراتات آمینو ترانسفراز کاهش 

نسبی دیده شد که این کاهش از نظر آماری معنی دار نبود. کاهش در میزان 

آنزیم های ذکر شده می تواند دلیلی بر عملکرد مناسب کبد و شرایط مناسب 

 Akrami تغذیه ای باشــد )3(. در مغایرت با نتایج مطالعه حاضر، تحقیقات

و همکاران در ســال 2011 بیانگر افزایش سطح آنزیم  های سرم خون فیل 

ماهیان جوان پرورشــی تغذیه شــده با پری بیوتیک اینولین بود که این امر 

می تواند ناشــی از تأثیر نامطلوب سطوح بکار رفته پری بیوتیک اینولین در 

جیره غذایی باشــد. در مطالعه حاضر قارچ های پروبیوتیکی ســبب افزایش 

معنی داری میزان آنزیم های آمیلاز و لیپاز ســرم خون فیل ماهیان شــدند 

که این افزایش می تواند نشانگر بهبود قابلیت هضم در فیل ماهیان جوان 

باشد )3(. همسوی با این نتایج، در مطالعه ای افزودن پروبیوتیک مخمری 

دباریومایسس  هانسنی HFI به جیره لاروهای 27 روزه ماهی باس دریایی 

)Dicentrarchus‌labrax(، موجــب افزایــش معنی دار ترشــح آمیلاز 

شــده است )55(. نتایج مشــابهی نیز در افزایش ترشح آنزیم های آمیلاز و 

 Fenneropenaeus( لیپاز، در نتیجه افزایش رشــد میگوی سفید هندی

indicus( تغذیه شده با باکتری های باسیلوسی گزارش شده است )63(. در 

مجموع نتایج مطالعه حاضر حاکی از آن است که استفاده از ترکیب قارچ های 

پروبیوتیکی ساکارومایســس‌سرویزیا و آسپرژیلوس‌نایجر در سطوح مورد 

مطالعــه قابلیت تأثیــر گذاری بالایی بر بهبود برخی از فاکتورهای رشــد و 

پارامترهای بیوشیمیایی سرم خون فیل ماهیان جوان پرورشی را دارند و این 
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پروبیوتیک ها می توانند به صورت ترکیبی با غلظت مورد اســتفاده در تیمار 

سوم، مکمل مناسبی برای جیره غذایی فیل ماهیان جوان پرورشی باشند. 

همچنین به منظور حصول اطمینان از تأثیر قارچ پروبیوتیکی آسپرژیلوس‌

نایجر پیشنهاد می شود مطالعات بیشتری در این خصوص صورت پذیرد تا 

بتوان با قطعیت بیشتری در مورد پتانسیل پروبیوتیکی آسپرژیلوس‌نایجر در 

فیل ماهی و سایر آبزیان اظهار نظر کرد.

تشکر و قدردانی
مؤلفین برخود لازم می دانند که از کارشناسان محترم مرکز تحقیقات 

قارچ شناسی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، آقای مهندس بَلال، دکتر 

واحدی و دکتر شــریف زاده به خاطر مساعدت در اجرای طرح سپاسگزاری 

نمایند. همچنین از پرســنل محترم مرکز تکثیر و پرورش ماهیان خاویاری 

شهید مرجانی گرگان، آقایان مهندس مخدومی و قمصری، به جهت فراهم 

آوردن تســهیلات لازم و کلیه عزیزانی که در مســیر انجــام این پروژه از 

مساعدت آن ها برخوردار بودیم تشکر و قدردانی می گردد.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Mean (±S.E.) of growth performance of beluga juveniles fed differentdietary levels of S. cerevisiae and A.niger. Means in 
the same row with different letters are significantly different (p<0.05).
Table 2. Mean (±S.E.) of haematological parameters of beluga juveniles fed differentdietary levels of S. cerevisiae and A.niger. 
Means in thesame row with different letters are significantly different (p<0.05).
Table 3. Mean (±S.E.) ofmetabolite factors in theblood serum of beluga juveniles fed differentdietary levels of S. cerevisiae and 
A.niger. Means in the same row with different letters are significantly different (p<0.05).
Table 4. Mean (±S.E.) of ionic parametersin the blood serum of beluga juveniles fed differentdietary levels of S. cerevisiae and 
A.niger. Means in the same column with different letters are significantly different (p<0.05).
Table 5. Mean (±S.E.) of immunity parameters in the blood serum of beluga juveniles fed differentdietary levels of S. cerevisiae and 
A.niger. Means in the same column with different letters are significantly different (p<0.05).
Table 6. Mean (±S.E.) of blood serum enzymes of beluga juveniles fed differentdietary levels of S. cerevisiae and A.niger. Means 
in the same column with different letters are significantly different (p<0.05).
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Abstract:
BACKGROUND: Probiotics, in form of microbial supplements, are known to be a suit-

able alternative for antibiotics and can affect the health indicators of host. OBJECTIVES: 
The present study was conducted to assess the combined effects of dietary autochthonous 
Saccharomyces cerevisiae and Aspergillus niger on haematological and serumbiochemi-
calparameters of beluga sturgeon (Huso huso) juveniles. METHODS: This study was based 
on a completely randomized design with 4 treatments and 3 replicates on beluga juveniles 
with average weight of (mean ±SE) 31.8±2.81g. Beluga Juveniles were divided randomly 
into 12 fiber glassy tanks with density of 30 fish per tank and were fed with diet contain 
dietary probiotic with density of 2×106 (Cells/g) for the first treatment, 4×106 (Cells/g) for 
the second treatment, 6×106 (Cells/g) for the third treatment and basal diet without probiot-
ic for the control group for 8 weeks. RESULTS: Diet supplementing with concentration of 
6×106 (Cells/g), significantly improved serum biochemical parameters (p<0.05), however 
hematological parameters were affected by supplemented diet with probiotics that showed 
no significant difference in comparison with the control group (p>0.05). Also results indi-
cate that growth factors were improved in experimental treatments in comparison with the 
control group. CONCLUSIONS: The results showed that the use of combination of these 
species with studied concentrations can improve the performance of some biochemical 
parameters such metabolites factors, immune, enzymes and serum electrolytes of beluga-
juveniles. It is recommended that the concentration of A. niger and S. cerevisiae, used for 
third treatment be used as an immune stimulator for beluga juveniles.
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