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چکيد ه 
استفاده از ترکیبات فراسودمند مانند پروبیوتیک ها می تواند در بهبود عملکرد آبزیان موثر باشد. هدف از مطالعه حاضر تاثیر سطوح مختلف 
قزل آلای  ماهی  خون  آنتی اکسیدانی سرم  و  بیوشیمیایی  فاکتورهای  از  برخی  روی  )La( Lactobacillus acidophilus پروبیوتیکی  باکتری 
تعداد 3۷۵ قطعه ماهی قزل آلا بطور  بوده است.  فلز سرب در جیره غذایی  با  از مسمومیت  پس   )Oncorhynchus mykiss( رنگین کمان 
تصادفی به پنج گروه در سه تکرار تقسیم شدند. گروه های یک، دو و سه به ترتیب از ابتدا تا انتهای آزمایش با جیره حاوی 1۰6×۵، 1۰۷×۵ و 
CFU/gr ۵×1۰8 باکتری پروبیوتیکی تغذیه شدند. گروه چهارم )کنترل( در تمام دوره با جیره فاقد پروبیوتیک و بدون فلز سرب تغذیه شد. 

گروه پنجم به مدت 4۵ روز با جیره فاقد پروبیوتیک و سپس )به مدت 21 روز( همراه با تیمارهای پروبیوتیکی تا انتهای آزمایش با جیره 
حاوی µg/kg ۵۰۰ نیترات سرب تغذیه شد. خونگیری از ماهیان در روزهای صفر، 4۵، ۵2، ۵9 و 66 آزمایش انجام شد. نتایج نشان داد که در 
گروه دو بعد از 4۵ روز مصرف پروبیوتیک مقادیر گلوکز، فسفر، ALP و SOD افزایش و مقادیر کلسترول و تری گلیسرید کاهش معنی داری 
نسبت به گروه کنترل داشته است )p > ۰/۰۵(. پس از مواجهه با سرب مقادیر LDH در روز ۵9 و مقادیر ALP در تمامی روزها در گروه 
دو نسبت به گروه پنج بطور معنی داری کاهش یافت )p> ۰/۰۵(. همچنین سطح آنزیم کاتالاز و SOD در گروه دو نسبت به گروه پنج در 
روز 66 افزایش معنی داری داشته است )p > ۰/۰۵(. نتایج این مطالعه نشان داد که باکتری La بعنوان یک پروبیوتیک می تواند در بهبود 
CFU/gr پروبیوتیک روی  با فلز سرب نقش داشته باشد. همچنین غلظت 1۰۷×۵  از مواجهه  شاخص های سرمی ماهی قزل آلا قبل و پس 

شاخص های سرمی تاثیر بهتری داشته است.  
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Application of functional ingredients like probiotics could be effective in promotiong of aquatic animals performance. 
The aim of this study was to investigate the effect of various levels of probiotic bacterium Lactobacillus acidophilus on 
some serum biochemical and antioxidant factors of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) following dietary lead poison-
ing. 375 trout fish were randomly divided into five groups in three replications. Groups 1, 2 and 3 were respectively fed 
with diets containing 5 × 106, 5 × 107 and 5 × 108 CFU / g probiotic bacteria from beginning to end of the experiment. 
Group 4 (control) was fed witha diet free of probiotic and lead. Group 5 was fed with probiotic-free diet for 45 days 
and then with a diet containing 500 μg / kg lead nitrate (for 21 days) to end of the experiment similar to probiotic-
consuming treatments. Bleeding of fish was done on days 0, 45, 52, 59 and 66. The results showed that levels of glucose, 
phosphorus,ALP and SOD were significantly higher and cholesterol and triglyceride levels were significantly lower (p 
<0.05)in group 2 compared to control group after 45 days probiotic consumption. After lead exposure, LDH values on 
day 59 and ALP values in all days were significantly lower in group 2 compared to group 5 (p <0.05). Also, catalase and 
SOD levels were significantly higher in group 2 than group 5 on day 66 (p <0.05). The results of this study revealed that 
Lactobacillus acidophilus,as a probiotic,can be effective in improving the blood serum indices of trout before and after 
lead exposure. Also, level of 5 × 107 CFU / g of probiotic had a better effect on the serum parameters.

Keyword: Blood serum, Lead metal, Rainbow trout, Lactobacillus acidophilus

مقدمه
انتشار گسترده ای در محیط دارند و در نتیجه باعث  فلزات سنگین 
آلودگی آب، خاک و محیط زیست شده و نهایتا سلامت انسان را تحت 
فعالیت های  جمله  از  مختلف  طرق  به  فلزات  این  می دهند.  قرار  تاثیر 
خانگی، صنعتی و کشاورزی وارد اکوسیستم آبی می شوند. فلزات سنگین 
اثرات  ایجاد  و  به تجمع  از نظر زیستی تجزیه  ناپذیرند و تمایل  و  پایدار 
زیانباردر موجودات زنده هستند. این فلزات باعث مسمومیت، تغییرات 
رفتاری، تاثیر بر متابولیسم هوازی و ایجاد اختلال در چرخه احیا با تولید 
گونه های واکنش پذیر اکسیژن یا رادیکال های آزاد، ایجادتنش اکسیداتیو و 
آسیب به DNA و بافت ها می شوند )18(. از بین فلزات سنگین، سرب بيش 
از همه عناصر دیگر در محيط های مختلف پراكنده است. سرب توانایی 
تجمع در کبد، کلیه ها، طحال و همچنین دستگاه گوارش و آبشش ها را 

ایجاد اختلالات  دارد. مسمومیت تحت کشنده با سرب در ماهی باعث 
اثرات  جمله  از  مختلف  سوء  اثرات  و  ژنتیکی  تغییرات  فیزیولوژیکی، 
خونی و عصبی می شود. سرب باعث آسیب به لوکوسیت ها، مرگ زودرس 
آنزیم  مهار  طریق  از  هموگلوبین  تشکیل  مهار  و  بالغ  قرمز  گلبول های 
دلتا-آمینو لولینیک اسید دهیدراتاز (ALAD) و نهایتا کم خونی می شود. 
اثرات عصبی سرب در ماهی شامل تیرگی ناحیه ساقه دمی و اختلالات 
نخاعی است.مکانیسم مسمومیت با سرب به ایجاد اختلال در همئوستازی 
کلسیم، آسیب مستقیم به میتوکندری، مهار فعالیت پروتئین های مختلف 
نسبت  اکسیداتیو  استرس  و  گروه های سولفیدریل  به  آن  اتصال  بواسطه 
داده می شود. روش های حذف فلز سرب از جیره و مواد غذایی تاکنون 
چلاته کننده  ترکیبات  با  درمان  مثال  بعنوان  است.  نبوده  موفقیت آمیز 
بعنوان یک استراتژی در دفع فلزات سنگین بدلیل اثرات جانبی و از دست 

بررسی اثر سطوح مختلف باکتری ...



شماره 121، تحقیقات دامپزشکی و فرآورده های بیولوژیک ، زمستان 1397

93

رفتن عناصر ضروری و نداشتن کارایی و سلامت لازم مورد تایید نیست. از 
این رو روش های نوین حذف این قبیل از فلزات سنگین ضروری به نظر 

می رسد )7, 18(. 
آسیب های  چگونگی  و  بررسی  در  بیوشیمیایی  شاخص های  بررسی 
توسط  آنزیم ها  القای  یا  مهار  و  متابولیک  های  ناهنجاری  سلولی، 
گزنوبیوتیک ها و داروها نقش دارد. در مطالعات سم  شناسی فعالیت های 
آنزیمی مستقیما اختلالات متابولیکی و آسیب سلولی در اندام هدف را 
بعنوان شاخص های  آنزیمی  این فعالیت های  بر  منعکس می کنند. علاوه 
می شوند.  محسوب  ماهی  بر  خطرموثر  عوامل  به  حساس  بیوشیمیایی 
به  می تواند  بیوشیمیایی  پارامترهای  بر  سنگین  فلزات  اثرات  از  آگاهی 
شناسایی مکانیسم عمل این فلزات و اختلال اندامی پس از مواجه با آن 

کمک کند )24(. 
و  رشد  عملکرد  بهبود  سلامت،  ارتقای  روش های  مهم ترین  از  یکی 
پروبیوتیک ها  می باشد.  پروبیوتیک ها  از  استفاده  پاتوژن  عوامل  کنترل 
باکتری هایی هستند اگر در مقادیر کافی تجویز شوند، دارای اثرات سودمند 
برای میزبان هستند. از جمله اثرات باکتری های پروبیوتیکی می توان به 
آنتاگونیستی نسبت به عوامل بیماری زا، رقابت برای مواد  اثرات  داشتن 
عملکرد  بهبود  و  تنظیم  ویروسی،  اثرات ضد  باکتریوسین،  تولید  غذایی، 
سیستم ایمنی، بهبود کیفیت آب و ارتقای سیستم آنتی اکسیدانی اشاره 
کرد. امروزه مشخص شده که باکتری های اسید لاکتیک دارای توانایی در 
این  در   .)35  ,27  ,10( هستند  مایکوتوکسین ها  و  سنگین  فلزات  حذف 
خصوص سینگو شارما )2010( نشان دادند که باکتری La قادر به اتصال 
ارسنیک  برداشت  توان  بیشترین  از آب است و  ارسنیک  فلز  برداشت  و 
و  السانحوتی  مطالعه  در  همچنین   .)32( بود  مواجهه  از  بعد  ساعت   4
همکاران )2016( مشاهده شد که La یک باکتری با توانایی بالا در کاهش 
نبود یک روش  به  توجه  با   .)13( است  آلوده  فلزات سنگین آب  میزان 
باکتری های  پتانسیل  و  غذایی  مواد  از  سنگین  فلزات  حذف  در  مناسب 
حاضر  مطالعه  از  هدف   )27( سنگین  فلزات  به  دراتصال  لاکتیک  اسید 
بررسی اثرسطوح مختلف La در جیره غذایی بر پاسخ استرس اکسیداتیو 
فلز  با  مواجهه  در  قزل آلا  ماهی  بیوشیمیایی سرم خون  فراسنجه های  و 

سنگین سرب در جیره غذایی بوده است.

مواد و روش  ها
به  گرم   15±4/6 وزنی  میانگین  با  قزل آلا  ماهی  قطعه   375 تعداد 
آزمایشگاه دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز منتقل و به 
یافتند. در طی  آزمایشگاهی سازگاری  به شرایط  مدت دو هفته نسبت 
دوره تطابق، ماهی ها با خوراک ماهی قزل آلا )ساخت شرکت بیومار( با 
ترکیب غذایی 40 درصد پروتئین، 9/5 درصد چربی و 8/3 درصد خاکستر 
روزانه دو بار و به میزان 1/5 درصد وزن بدن تغذیه شدند )5, 31(. پس 
از طی دوره تطابق، ماهیان به پنج گروه )با سه تکرار و تعداد 20 قطعه 
ماهی در هر تکرار( در مخازن فایبرگلاس 300 لیتری تقسیم شدند. گروه 
غذایی  جیره  با  دوم  گروه   ،CFU/gr  5×106 حاوی  غذایی  جیره  با  اول 
CFU/ 5×108 و گروه سوم با جیره غذایی حاوی CFU/gr 5×107 حاوی

gr از باکتری پروبیوتیکی La )جداشده از ماهی شیربت، Tor grypus، در 
مطالعات قبلی محققین( به مدت 45 روز تغذیه شدند )25(. پس از اتمام 

این دوره به غذای هر سه گروه علاوه بر پروبیوتیک مقدار 500 میکروگرم 
در کیلوگرم (µg/kg) خوراک نیترات سرب به مدت 21 روز اضافه شد )4(. 
گروه چهارم )کنترل( در تمام طول آزمایش با غذای فاقد افزودنی تغذیه 
و نگهداری شدند. گروه پنجم ابتدا بدون افزودن باکتری به جیره غذایی 
به مدت 45 روز تغذیه شدند و پس از این مدت تا انتهای دوره آزمایش 
قرار  سرب(  نیترات  خوراک   500  µg/kg( سرب  فلز  با  مواجهه  مورد 
گرفتند. اضافه کردن پروبیوتیک به غذای تجاری مطابق با دستورالعمل 
صفر،  روزهای  در  ماهی ها  از  برداری  نمونه   .)37( شد  انجام  استاندارد 
45، 52، 59 و 66 انجام شد. لازم به ذکر است که کیفیت آب در طول 
مخازن  است. شستشوی  بوده  قبول  قابل  حد  در  و  ثابت  پرورش  دوره 
بطور روزانه صورت گرفت. شاخص های کیفی و فیزیکی و شیمیایی آب 
از قبیل اکسیژن )8-10 میلی گرم در لیتر(، درجه حرارت )13-16 درجه 
سانتیگراد(، pH )7/5-7(، شوری )1/3-1 در هزار(، هدایت الکتریکی )700 
میلی گرم   0/05 از  )کمتر  غیریونیزه  آمونیاک  سانتی متر(،  بر  میکروموس 
در لیتر(، نیتریت )کمتر از 0/05 میلی گرم در لیتر( و نیترات )کمتر از 0/5 
میلی گرم در لیتر( بصورت روزانه سنجش و ثبت شد که محدوده هر یک 

در طی دوره آزمایش ذکر شده است. 
اتانول  2-فنوکسی  بیهوشی  ماده  از  استفاده  با  آزمایش   45 روز  در 
)0/3 میلی لیتر در لیتر( ماهیان بیهوش شدند )15(. سپس خونگیری تعداد 
نه ماهی )سه عدد از هر تکرار( با استفاده از سرنگ 5 سی سی از محل 
فاقد  میکروتیوب های   به  شده  اخذ  خون  نمونه  شد.  انجام  دمی  ساقه ی 
ماده ضد انعقاد منتقل و جهت جداسازی سرم، درون دستگاه سانتریفیوژ 
با سرعت 3600 دور در ثانیه به مدت 10 دقیقه قرار داده شدند. سپس 
تا  و  منتقل  سانتیگراد(  درجه   -20 دمای  )در  فریزر  به  بلافاصله  سرم ها 
در  ماهیان  از  خون گیری  عمل  شدند.  نگهداری  آزمایشات  انجام  زمان 

روزهای 52، 59 و 66 آزمایش نیزادامه یافت. 
جهت آماده سازی باكتری  La و افزودن آن ها به غذای ماهيان از روش 
توصیه شده توسط واین و همکاران )2004( استفاده  گردید. بطور خلاصه 
باکتری ها در محيط آبگوشت MRS در شرايط بي هوازی كشت داده  شدند. 
شستشو  گردیده  و  جداسازی  سانتریفوژ  عمل  با  باکتری ها  رشد،  از  پس 
 CFU/ml و به كمك لوله های استاندارد مك فارلند غلظت آن ها بر روی 
109×3 تنظیم  شد و سپس با تهیه رقت های متوالی، غلظت مورد نظر به 

هر گرم غذا اسپری گردید. غذاها در شرایط کاملا استریل به میزان لازم 
با  به مدت 24 ساعت  و  داده شده  قرار  استریل  و در سینی های  توزین 
رعایت شرایط استریل در دمای آزمایشگاه خشک و بسته بندی گردیدند. 
از تعداد باكتري های زنده موجود در غذا، نمونه برداری  جهت اطمی نان 
و شمارش باكتريایی غذای حاصل انجام  گردید. بر روی غذای گروه شاهد 

فقط سرم فيزيولوژی استريل اسپری شد )37(. 
شرح  به  اکسیدان/آنتی اکسیدانی  و  بیوشیمیایی  پارامترهای  سنجش 

زیر بوده است: 
آسپارتات   ،(ALP) فسفاتاز  آلکالین  آلبومین،  مقادیر  سنجش 
کلسترول،  گلوکز،   ،(LDH) دهیدروژناز  لاکتات   ،(AST) آمینوترانسفراز 
در سرم  فسفر  و  کلرید  منیزیم،  کلسیم،  یون های  مقادیر  تری گلیسریدو 
خون به روش رنگ سنجی و با استفاده از کیت های شرکت پارس آزمون 

مطابق با دستورالعمل موجوددر کیت صورت گرفت.
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بر اساس روش کورولوک و همکاران  آنزیم کاتالاز در سرم  سنجش 
پراکسید  با  مولیبدات  آمونیوم  روش  این  در  گرفت.  صورت   )1988(
هیدروژن موجود در محیط تشکیل کمپلکس زرد رنگی می دهد که در 
طول موج 410 نانومتر با روش اسپکتروفتومتری قابل اندازه گیری است. 
آنزیم کاتالاز موجود در نمونه با تجزیه پراکسید هیدروژن، این واکنش را 

مهار می کند )20(. 
تقلیل  تست  از   (SOD) دیسموتاز  سوپراکسید  آنزیم  سنجش  جهت 
زیر  به شرح  کار  اساس  که  استفاده شد   (NBT) نیتروبلوتترازولیوم  رنگ 
که  واکنش پذیر  محلول  میلی لیتر   2 به  سرم  لیتر  میلی   0/1 است:  بوده 
شامل 0/2 میلی مول گزانتین، 0/12 میلی مول NBT، 0/49 واحد گزانتین  
 37 دمای  در  و  اضافه  است   )PH=7( فسفات  بافر  مول   0/1 و  اکسیداز 
درجه سانتیگراد به مدت 20 دقیقه انکوبه شده است. میزان سوپراکسید 
دستگاه  از  استفاده  با  آبی  رنگ  تقلیل  سنجش  طریق  از  دیسموتاز 
اسپکتوفتومتر در طول موج 560 نانومتر سنجیده و نتایج به صورت درصد 

کاهش مهار آن قرائت شد )28(. 
جهت سنجش آنزیم گلوتاتیون (GSH) از روش توصيف شده توسط 
-dithiobis-5 ,5( DTNB استفاده شد. در این روش از محلول )الِمن )1959

رنگ  ایجاد  منظور  به  الِمن  معرف  به  معروف   )nitrobenzoic acid-2
زردرنگ  کمپلکس  معرف  این  احیای  با  گلوتاتیون  می شود.  استفاده 
یکنواختی ایجاد می کند که پرتوهای با طول موج 412 نانومتر را جذب 
منحنی  با  حاصل  مقایسه جذب  با  گلوتاتیون  غلظت  نهایت  در  می کند. 

استاندارد محاسبه شد)12(. 
لیپیدی  پراکسیداسیون  شاخص  عنوان  به   (MDA) مالون دی آلدهید 
بر مبنای واکنش آن با تیوباربیتوریک اسیدو بر اساس روش گزارش شده 
این روش  اندازه گیری شد. در  تغییر  با کمی  پاری )2003(  توسط لاتا و 
با  ترکیبی  و  واکنش می دهد  اسید  تیوباربیتوریک  مولکول  دو  با   MDA
رنگ متمایل به قرمز ایجاد می کند. برای انجام این آزمایش300 میکرولیتر 
تری  حاوی  محلول  از  میکرولیتر  به600  میکروتیوب  داخل  در  سرم  از 
کلرواستیک اسید 15 درصد، اسیدکلریدریک 0/25 نرمال و تیوباربیتوریک 
ادامه  در  گردید.  اضافه   )1:1:1 حجمی  نسبت  )به  درصد   0/37 اسید 
به مدت 15 دقیقه در بن ماری آب جوش قرار داده شد  میکروتیوب ها 
وبعد از خنک شدن سانتریفیوژ شده و جذب نوری مایع رویی در طول 

موج 535 نانومتر سنجش گردید )21(. 
Kolmogrov-smirnovبه منظور نرمال سازی داده ها از آزمون آماري

یک   واریانس  آنالیز  آماری  آزمون  از  داده ها  آنالیز  جهت  شد.  استفاده 
درصد   95 اطمینان  ضریب  و   22 ویرایش   SPSS آماری  نرم افزار  طرفه 
استفاده شد)p > 0/05(. همچنین به منظور بررسی معنی داری اختلاف 

میانگین ها از پس  آزمون دانکن استفاده شده است. 

نتايج
کلرید،  فسفر،   ،ALP، AST، LDH آلبومین،  مقادیر  سنجش  نتایج 
کلسیم، منیزیوم، گلوکز، کلسترول و تری گلیسرید در جدول 1 آورده شده 

است. 
نتایج مربوط به سنجش میزان آلبومین سرم نشان داد که با مصرف 
پروبیوتیک به مدت 45 روز تغییر معنی داری در میزان آلبومین مشاهده 

پنج  گروه  در  آلبومین  میزان   ،66 روز  در  سرب  بامصرف  است.  نشده 
نسبت به دیگر گروه ها کاهش معنی داری داشته است. 

پروبیوتیک  بدنبال مصرف  که  داد  نشان   ALP آنزیم  سطح  سنجش 
در 45 روز ابتدایی آزمایش، مقدار این آنزیم در گروه یک و دو افزایش 
در  فقط  کنترل  گروه  به  نسبت  افزایش  این  که  است  داشته  معنی داری 
گروه دو معنی دار بوده است. بدنبال مواجهه با سرب مقادیر آنزیم فوق 
در اغلب تیمارهای پروبیوتیکی بویژه در گروه دو نسبت به گروه کنترل 
و گروه پنج کاهش معنی داری داشته است. میزان آن در روز 66 آزمایش 
در گروه پنج نسبت به گروه کنترل از افزایش معنی داری برخوردار بوده 

است. 
سنجش آنزیم AST بیانگر آن بوده است که در تیمارهای پروبیوتیکی 
مقدار آنزیم 45 روز پس از مصرف پروبیوتیک در گروه یک و دو نسبت 
به گروه کنترل افزایش داشته است. با مصرف سرب میزان این آنزیم در 
روز 52 و 66 در گروه پنج نسبت به چهار افزایش معنی داری داشته است. 
پس از مواجهه با سرب مقدار این آنزیم در روز 52 در تمامی تیمارهای 
پروبیوتیکی و در روز 59 در گروه یک و سه نسبت به گروه پنج کاهش 

معنی داری داشته است. 
مصرف  بدنبال  که  است  آن  بیانگر   LDH آنزیم  بررسی  نتایج 
سه  گروه  در  آنزیم  این  مقدار  روز،   45 مدت  به  جیره  در  پروبیوتیک 
نسبت به روز صفر کاهش معنی داری داشته است. در روز 45 مقدار این 
آنزیم در تمامی تیمارهای پروبیوتیکی نسبت به گروه کنترل کاهش داشت 
از  پس  روزهای  تمامی  در  است.  نبوده  معنی داری  کاهش  این  چند  هر 
مواجهه با سرب اغلب گروه های پروبیوتیکی نسبت به گروه کنترل بطور 
معنی داری فعالیت آنزیمی کمتری داشتند. همچنین در گروه پنج مقدار 
این آنزیم در روزهای 52 و 66 نسبت به گروه کنترل از کاهش معنی داری 
برخوردار بود. در روز 59 میزان LDH در گروه دو نسبت به گروه پنج 

کاهش معنی داری داشته است. 
تیمارهای  در  که  بود  آن  از  حاکی  سرم  فسفر  میزان  مربوط  نتایج 
گروه  در  آن  معنی دار  افزایش  آزمایش  ابتدایی  روز   45 در  پروبیوتیکی 
دو و سه نسبت به گروه کنترل وجود دارد. پس ازمصرف سرب در تمامی 
روزهای بعد از مواجهه مقدار فسفر در گروه دو و سه و گروه پنج نسبت 

به گروه کنترل افزایش معنی داری داشته است. 
نتایج مربوط به مقادیر کلرید سرم نشان داد که پس از 45 روز تاثیر 
معنی داری در مقدار آن در تیمارهای پروبیوتیکی نسبت به گروه کنترل 
مشاهده نشده است. بعد مواجهه با سرب در روز 59 مقدار کلرید در 
تمامی گروه های پروبیوتیکی به شکل معنی داری نسبت به گروه چهار و 

پنج کمتر بوده است.
بین  معنی دار  اختلاف  عدم  نشان دهنده  کلسیم سرم  مقدار  سنجش 
می باشد.  روز   45 از  پس  کنترل  گروه  به  نسبت  پروبیوتیکی  گروه های 
بین گروه ها  قابل توجهی  نیز اختلاف معنی دار  با سرب  بدنبال مواجهه 

مشاهده نشده است.
سنجش مقدار منیزیم بیانگر آن بود که در 45 روز ابتدایی آزمایش 
افزایش معنی داری نسبت به  از  میزان منیزیم سرم در گروه یک و سه 
گروه کنترل برخوردار بوده است. بدنبال مصرف سرب میزان آن در گروه 
سه نسبت به گروه پنج در روز 59 و 66 افزایش معنی داری داشته است.

بررسی اثر سطوح مختلف باکتری ...
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نسبت  سه  و  دو  گروه  در   45 روز  در  خون  سرم  کلسترول  مقدار 
از  بعد  کلسترول  میزان  است.  داشته  معنی داری  کاهش  کنترل  گروه  به 
مواجهه با سرب در گروه پنج نسبت به گروه کنترل کاهش معنی داری 
و   59 روز  در  کلسترول  مقدار  پروبیوتیکی  گروه های  اکثر  در  داشت. 

66بطور معنی داری نسبت به گروه پنج بیشتر بوده است. 
مقدار گلوکز در 45 روز ابتدایی آزمایش در گروه دو و سه نسبت 
بعد  گلوکز خون  میزان  افزایش معنی داری داشته است.  به گروه کنترل 
از مواجهه با سرب در گروه پنج نسبت به گروه کنترل در تمامی روزها 
است.  بوده  آزمایش معنی دار  روز 59  در  کاهش  این  که  داشت  کاهش 
بعد  روزهای  تمامی  در  پروبیوتیکی  تیمارهای  تمامی  سرم  گلوکز  مقدار 
پنج  و  به گروه چهار  افزایش معنی داری نسبت  دارای  با سرب  مواجهه 

بوده است.
مقدار تری گلیسرید در گروه دو بعد از مصرف پروبیوتیک به مدت 
از  پس  است.  داشته  کنترل  گروه  به  نسبت  معنی داری  کاهش  روز   45
از  پنج در تمام روزهای پس  مصرف سرب میزان تری گلیسرید در گروه 
 66 روز  در  کاهش  این  که  داشت  کاهش  کنترل  گروه  به  نسبت  چالش 
معنی دار بوده است. در روز 66 مقدار تری گلیسرید در تمامی تیمارهای 

پروبیوتیکی نسبت به گروه پنج افزایش معنی داری داشته است. 
آورده شده  کاتالاز سرم در شکل 1  میزان  به سنجش  نتایج مربوط 
است. نتایج حاکی از آن است که پس از مصرف پروبیوتیک در جیره به 
مدت 45 روز افزایش میزان این آنزیم در تمامی گروه ها نسبت به گروه 
کنترل مشاهده شد که این افزایش تنها در گروه یک معنی دار بوده است. 
بعد از مصرف سرب مقدار کاتالاز در روز 52 و 59 در گروه پنج نسبت به 
گروه کنترل افزایش معنی دار و در روز 66 کاهش غیر معنی داری داشته 
است. پس از مصرف سرب میزان کاتالاز در روز 66 آزمایش در گروه دو 

نسبت به گروه پنج افزایش معنی داری نشان داد.
در شکل 2 آورده شده   GSH نتایج مربوط به میزان فعالیت آنزیم 
است. نتایج نشانگر آن است در گروه یک و سه بعد از مصرف باکتری 
پروبیوتیکی به مدت 45 روز میزان فعالیت این آنزیم افزایش معنی داری 
نسبت به گروه کنترل داشته است. میزان فعالیت این آنزیم در گروه پنج 
و تمامی گروه های پروبیوتیکی نسبت به گروه کنترل در تمامی روزهای 

بعد از مواجهه با سرب افزایش معنی داری داشته است. 
در شکل 3 آورده شده است.   SOD آنزیم  به سنجش  نتایج مربوط 
پروبیوتیک  از مصرف  بعد  اول  روز  در 45  که  است  آن  از  نتایج حاکی 
افزایش  کنترل  گروه  به  نسبت  و سه  دو  گروه های  در  آنزیم  این  میزان 
داشته است که این افزایش در گروه دو نسبت به کنترل معنی دار بوده 
است. بدنبال مصرف سرب کاهش معنی دار این آنزیم در روزهای 52 و 
66 آزمایش در گروه پنج نسبت به گروه کنترل مشاهده شد. در روز 52 
در گروه سه نسبت به گروه پنج و در روز 66 در گروه دو و سه نسبت 

به گروه پنج افزایش معنی دار این آنزیم مشاهده شد.
نتایج مربوط به سنجش مقادیر MDA سرم در شکل 4 آورده شده 
است. نتیجه تعیین مقادیر MDA به عنوان شاخص پراکسیداسیون لیپیدی 
نشان داد که میزان پراکسیداسیون لیپیدی در گروه دو نسبت به گروه 
کنترل بعد از 45 روز کاهش معنی داری داشته است. در مواجهه با سرب 
کاهش   66 و   59 روز  در  گروه چهار  به  نسبت  پنج  گروه  در  آن  میزان 

معنی داری داشته است. در روز 52 میزان آن در گروه دو و سه نسبت به 
گروه پنج کاهش داشت که این کاهش در گروه سه معنی دار بوده است.

بحث
آلودگی محیط زیست با فلزات سنگین بصورت حاد و یا مزمن موجب 
استرس مازاد به موجودات آبزی می شود. تغییرات زیستی ناشی از مواجهه 
و یا اثرات آلاینده ها در ماهی توسط شاخص های زیستی سنجش می شود. 
در این بین شاخص های زیستی مهم شامل متغیرهای فیزیولوژیکی مثل 
سطوح سرمی متابولیت ها و یون ها و سطوح هورمون هایی مثل کورتیزول 
و متغیرهای بیوشیمیایی مثل فعالیت آنزیم ها هستند. تغییرات بیوشیمی 
خون ممکن است نمایانگر شرایط محیطی نامطلوب مانند درجه حرارت، 
مقدار اکسیژن و یا حضور فاکتورهای استرس زا مانند مواد شیمیایی سمی 
و  آب  کیفیت  ماهی،  گونه  فلز،  نوع  به  بسته  نیز  سنگین  فلزات  باشد. 
طول مواجهه می تواند منجر به این تغییرات شود. اندازه گیری پارامترهای 
بیوشیمیایی می تواند یک ابزار مفید در شناسایی اندام هدف مسمومیت 
و همچنین وضعیت سلامت کلی حیوان باشد و نسبت به تغییراتی که 
به موجودات تحت استرس آسیب رسان است، هشدار دهنده باشد )14(. 

تغییر معنی داری در مقدار  پروبیوتیک  با مصرف  در مطالعه حاضر 
آلبومین سرم مشاهده نشد. پس از مصرف سرب مقدار آلبومین در روز 
مطالعه  در  است.  داشته  معنی داری  کاهش  کنترل  گروه  به  نسبت   66
محرابی و همکاران )2011( استفاده از مکمل سین بیوتیکی )پروبیوتیک 
پری بیوتیک فروکتوالیگوساکارید( در ماهیان  و   Enterococcus faecium
انگشت قد قزل آلای رنگین کمان (Oncorhynchus mykiss) در سطوح 0/5 
و 1/5 گرم بر کیلوگرم جیره تاثیری بر مقادیر آلبومین سرم نداشت)23(. 
معمولی  کپور  ماهی  در  آلبومین  مقدار  در  معنی داری  تغییر  همچنین 
 Lactobacillus plantarum بعد از مصرف پروبیوتیک (Cyprinus carpio)
مشاهده نشده است )36(. در راستای مطالعه حاضر کاهش مقادیر آلبومین 
 (Channa punctatus) بعد از مواجهه با فلزات سنگین در ماهی سرماری
فیراتو  مطالعه  در  حاضر،  مطالعه  برخلاف   .)18( است  شده  مشاهده 
همکاران )2010( افزایش میزان پروتئین های سرمی آلبومین، ترنسفرین 
و سرولوپلاسمین در ماهی تیلاپیای نیل (Oreochromis niloticus) بعد از 
مواجهه با فلز سنگین روی و کادمیوم مشاهده شد. آلبومین سرم یکی از 
پروتئین های سرمی و همچنین یک بیومارکر استرس اکسیداتیو محسوب 
ترنسفرین  آلبومین،  که  است  شده  نیز مشخص  مهره داران  در  می شود. 
می کنند.  عمل  آنزیمی  غیر  آنتی اکسیدان های  بعنوان  سرولوپلاسمین  و 
می تواند  مذکور  فلزات  توسط  پروتئین های سرمی  این  افزایش  بنابراین 

نقش مهمی در محافظت علیه آسیب ناشی از فلز داشته باشد)14(. 
در  پروبیوتیک  مصرف  از  پس  سرم   ALP میزان  حاضر  مطالعه  در 
این  میزان  با سرب  از چالش  پس  است.  داشته  افزایش  دو  و  یک  گروه 
آنزیم در روز 66 افزایش معنی داری در گروه پنج نسبت به گروه کنترل 
داشته است.مقدار آن در گروه دو نسبت به گروه پنج نیز از بین دیگر 
تیمارهای پروبیوتیکی بطور معنی داری کمتر بوده است. در توافق با این 
تیمارهای  در   (Megalobrama terminalis) سیاه  آمور  ماهی  در  نتایج، 
و   Bacillus licheniformis) سین بیوتیک  حاوی  جیره  مصرف کننده 
فروکتوالیگوساکارید( به مدت 8 هفته، مقادیر ALP سرم نسبت به گروه 
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از باکتری  افزایش یافت )39(. همچنین استفاده  کنترل بطور معنی داری 
Lactobacillus plantarum موجب افزایش فعالیت ALP سرم پس از 36، 
 ALP .48 و 72 روز مصرف این پروبیوتیک در ماهی قزل آلا شده است
دارای همبستگی با جذب لیپید، گلوکز، کلسیم و فسفات معدنی است. 
افزایش شکست ذخایر  آنزیم می تواند نشان دهنده  این  افزایش فعالیت 
انرژی باشد که ممکن است به منظور افزایش رشد یا ارتقای ایمنی بکار 
رود)19(.افزایش میزان آنزیم های ALP و AST بدنبال مواجهه با استات 
سرب به مقدار 5 میلی گرم در لیتر به مدت 15 روز در مطالعه میرمظلومی 

و همکاران )2015( در بافت کبدی گزارش شد )24(.
در مطالعه حاضر در روز 45 آزمایش مقدار آنزیم AST در گروه های 
پروبیوتیکی نسبت به روز صفر تغییر معنی داری نداشته است. در مطالعه 
 Enterococcus صفری و همکاران )2016( نیز بدنبال مصرف پروبیوتیک
 (Oncorhynchus mykiss) رنگین کمان  قزل آلای  ماهی  در   casseliflavus
در   .)30( نشد  مشاهده  سرم   ALT ASTو  مقادیر  در  معنی داری  تغییر 
مطالعه حاضر پس از مصرف سرب در جیره مقدار AST سرم در روز 52 
و 66 در گروه پنج نسبت به گروه کنترل افزایش معنی داری داشته است. 
همچنین در روز 52 در همه تیمارهای پروبیوتیکی و در روز 66 در تیمار 
سه مقدار آنزیم نسبت به گروه پنج کاهش معنی داری داشته است. در 
توافق با این نتایج مواجهه ماهی طلایی (Carassius auratus) با سطوح 
تحت حاد نیکل )40 و 80 درصد غلظت کشنده 50 درصد( به مدت 7 روز 
 CAT فعالیت  کاهش   ،GPx و   SOD آنزیم های  فعالیت  افزایش  موجب 
 AST  .)29( کبدی شده است   ALP و   AST، ALT آنزیم های  افزایش  و 
و ALT در اندام های مختلف وجود دارند و نقش مهمی در متابولیسم 
آمینوترنسفرازها  این  می کنند.  ایفا  آمینواسید ها  و  کربوهیدرات ها 
شناخته  می شوند.  ماهی  در  بافتی  آسیب های  برای  شاخصی  عنوان  به 
علاوه بر این فعالیت AST و ALT ممکن است در اثر عوامل شیمیایی، 
اختلال  نظیر  مواردی  علت  به  یا  متفاوت  فیزیولوژیکی  و  بیولوژیکی 
باعث  کربس  چرخه ی  فعالیت  کاهش  نماید.  تغییر  کربس  چرخه ی  در 
کاهش مواد حد واسط این چرخه  شده و ALT و AST با افزایش تولید 
آلفا کتوگلوتارات این مسئله را جبران می کنند. افزایش میزان ALP سرم 
ممکن است در موارد انسدادهای خارج کبدی، کلستاز کبدی و هپاتیت 

رخ دهد )24, 26(.
ننایج سنجش LDH نشان داد که با مصرف جیره پروبیوتیکی به مدت 
معنی داری  کاهش  روز صفر  به  نسبت  سه  گروه  در  آن  میزان  روز   45
داشته است. بعد از مصرف سرب در جیره در گروه پنج مقدار این آنزیم 
در روزهای 59 و 66 نسبت به گروه کنترل از کاهش معنی داری برخوردار 
کاهش  پنج  گروه  به  نسبت  دو  گروه  در   LDH میزان   59 روز  در  بود. 
معنی داری داشته است. در بررسی دای و همکاران )2009( نیز مواجهه 
آنزیم  با فلز سرب در رژیم غذایی موجب کاهش فعالیت  تیلاپیا  ماهی 
و  اکبری  مطالعه  در   .)8( است  شده  دز  به  وابسته  بطور  کلیوی   LDH
 Mugil) در ماهی کفال خاکستری LDH همکاران )2018( افزایش فعالیت
cephalus) بعد از مواجهه با سطوح تحت حاد اکسید مس مشاهده شد. 
LDH یک آنزیم تترامر است که دارای نقش در متابولیسم کربوهیدرات 
بوده و بعنوان یک شناساگر بالقوه در ارزیابی سمیت مواد شیمیایی بکار 
می رود. علت کاهش این آنزیم در مواجهه با مواد سمی می تواند بخاطر 

افزایش سرعت گلیکولیز باشد که تنها مسیر تولیدکننده انرژی در شرایط 
مواجهه حیوان با استرس می باشد )2(. 

نتایج مربوط به میزان فسفر سرم نشان داد که در 45 روز ابتدایی 
آزمایش افزایش معنی دار فسفر در گروه دو و سه نسبت به گروه کنترل 
وجود دارد. در تمامی روزهای پس از مصرف سرب مقدار فسفر در گروه 
داشته  معنی داری  افزایش  کنترل  گروه  به  نسبت  پنج  گروه  و  و سه  دو 
است. نتایج مربوط به مقادیر کلرید سرم نشان داد که پس از 45 روز تاثیر 
معنی داری در مقدار آن در تیمارهای پروبیوتیکی نسبت به گروه کنترل 
از مصرف سرب در جیره در روز 59 مقدار  بعد  مشاهده نشده است. 
است. بوده  کمتر  پنج  گروه  به  نسبت  پروبیوتیکی  تیمارهای  در  کلرید 
سنجش مقدار کلسیم سرم نشان دهنده عدم اختلاف قابل توجه تیمارها 
قبل و بعد از مواجهه با سرب بوده است.سنجش مقدار منیزیم بیانگر آن 
بود که در 45 روز ابتدایی آزمایش میزان منیزیم سرم در گروه یک و سه 
از افزایش معنی داری نسبت به گروه کنترل داشته است. بدنبال مصرف 
سرب میزان آن در گروه سه نسبت به گروه پنج افزایش معنی داری داشته 

است.
در این راستا در مطالعه الدوحیل و همکاران )2011( پس از مصرف 
مقادیر کلسیم، منیزیم و کلرید   Lactobacillus acidophilus پروبیوتیک 
مقادیر  تغییر  به  مربوط  نتایج  دقیق  تفسیر  یافت)3(.  افزایش  سرم 
الکترولیت پس از مواجهه با فلزات سنگین نیاز به مطالعات بیشتر داردبه 
نحویکه بعد از مواجهه با این دسته از عناصر مسمومیت زا هیپوکلسمی، 
و  هیپوفسفاتمی  همچنین  و  کلسیم  مقادیر  تغییر  عدم  و  هیپرکلسمی 
هیپرفسفاتمی در ماهیان مختلف مشاهده شده است. از جمله علل کاهش 
آبشش  از  الکترولیت ها  ورود  مختل شدن  مواجهه،  از  پس  کلسیم خون 
روی  می تواند  آبشش ها  دژنراسیون  است.  بوده  کلیه  عملکرد  اختلال  و 
نفوذپذیری یون ها اثرگذار باشد و موجب کاهش سطوح یون ها در خون 
شود. کاهش بازجذب مجدد کلسیم و فسفات به دلیل دژنراسیون کلیه و 
نکروز مجاری کلیوی نیز علت احتمالی دیگر هیپوکلسمی و هیپوفسفاتمی 

در مطالعات صورت گرفته بوده است )33(. 
در این تحقیق مقدار کلسترول سرم خون در روز 45 در گروه دو و 
سه کاهش معنی داری داشته است. این مقادیر بعد از مواجهه با سرب در 
گروه پنج نسبت به گروه کنترل کاهش معنی داری داشت. همچنین در 
اغلب گروه های پروبیوتیکی در روز 59 و 66 بطور معنی داری نسبت به 

گروه کنترل سرب دار بیشتر بوده است. 
در توافق با نتایج مطالعه حاضر، کاهش میزان کلسترول سرمی بدنبال 
 Saccharomyces و مخمر Bacillus subtilis ، Bacillus cereus تجویز باکتری
 )Ctenopharyngodon idella) علف خوار  کپور  ماهی  در   cerevisiae
مشاهده شده است )34(. کلسترول یک بخش ساختاری اصلی در غشای 
سلولی و همچنین لایه خارجی لیپوپروتئین های پلاسما محسوب می شود 
و پیش ساز تمامی هورمون های استروئیدی است. مشابه با مطالعه حاضر 
 Oreochromis) نیل  تیلاپیای  ماهی  مواجهه  از  پس  هیپوکلسترومی 
niloticus) با فلزات سنگین مشاهده شده است. چنین پاسخی می تواند 
ناشی از اثرات مهاری فلزات سنگین روی سنتز کلسترول باشد )14(. در 
تغییرات  علت  به  هیپوکلسترومی   (Channa punctatus) ماهی سرماری 
کلسترول  به  استریفیه  کلسترول  تبدیل  ومهار  بافتی  )آماس(  هیدروبیک 

بررسی اثر سطوح مختلف باکتری ...
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 (Monocrotophos) مونوکروتوفوس  کش  حشره  با  مواجه  از  بعد  آزاد 
همچنین  کلسترول  سطوح  کاهش  شد.  مشاهده  آلاینده  یک  بعنوان 
موزامبیک  تیلاپیای  و   (Lepomis macrochrus) آبی  آبشش  ماهی  در 
(Oreochromis mossambicus) به ترتیب بعد از مواجهه با جیوه و سرب 
مشاهده شده است )1(. کاهش کلسترول در طی 15 روز در ماهی قزل آلا 
نیز در مواجهه با فلز سنگین کادمیوم مشاهده شد که علت احتمالی آن 
ناشی از آسیب بافت کلیوی ذکر شد)17(.از طرف دیگر افزایش کلسترول 
سرم در مطالعات مشابه در ماهیان مواجهه شده با فلزات سنگین مشاهده 
شده است. محتوای کلسترول بالا ممکن است ناشی از انتقال لیپید از محل 
سنتز به جایگاه مورد مصرف از طریق اکسیداسیون و یا یک فرآیند غیر 
اشباعیت تدریجی مولکول های لیپیدی باشد. نقص عملکرد کبدی و اختلال 
در متابولیسم لیپیدی نیز منجر به افزایش این مولکول می شود. علاوه بر 

این، تحلیل غشایی می تواند دیگر علت احتمالی افزایش آن باشد)18(. 
معنی داری  کاهش  روز   45 از  بعد  دو  گروه  در  تری گلیسرید  مقدار 
نسبت به گروه کنترل داشته است. پس از مصرف سرب میزان تری گلیسرید 
مقدار   66 روز  در  داشت.  کاهش  کنترل  گروه  به  نسبت  پنج  گروه  در 
تری گلیسرید در تمامی تیمارهای پروبیوتیکی نسبت به گروه پنج افزایش 

معنی داری داشته است. 
دریایی  سیم  ماهی  در  تری گلیسرید  و  تام  کلسترول  مقادیر  کاهش 
 Lactobacillus پروبیوتیک  مصرف  بدنبال  هم   (Pagrus major) قرمز 
 .)9( است  شده  گرما(گزارش  توسط  شده  کشته  شکل  )به   plantarum
کاهش مقادیر تری گلیسرید بدنبال مواجهه با فلزات سنگین در مطالعات 
دیگر نیز مشاهده شده است. احتیاجات انرژی بطور دائم می تواند منجر 
قطرات  عنوان  به  آنها  که  آنجایی  از  شود  تری گلیسریدها  فراخوانی  به 
به  مربوط  می تواند  همچنین  تری گلیسرید  کاهش  می کنند.  عمل  چربی 
استفاده از آنها در بیوژنز غشایی باشد. بجز این،این کاهش ممکن است به 
علت دریافت غذای کم یا میزان جذب کمتر ناشی از آسیب روده یا سنتز 

نادرست در کبد باشد )18(.
مقدار گلوکز در 45 روز ابتدایی آزمایش در گروه دو و سه افزایش 
معنی داری داشته است. میزان گلوکز خون پس از مصرف سرب در گروه 
معنی دار  اما  داشت  کاهش  روزها  تمامی  در  کنترل  گروه  به  نسبت  پنج 
با  بعدمواجهه  پروبیوتیکی  تیمارهای  همه  در  سرم  گلوکز  مقدار  نبود. 

سرب دارای افزایش معنی داری نسبت به گروه پنج بوده است.
این نتایج با نتایج حاصل ازمطالعه الدوحیل و همکاران )2011( که 
 Lactobacillus پروبیوتیک  مصرف  از  پس  سرم  گلوکز  مقادیر  افزایش 
acidophilus مشاهده شده است، همخوانی دارد )3(.در مطالعه محرابی 
و همکاران )2011( استفاده از مکمل سین بیوتیکی در ماهیان انگشت قد 
مقادیر  در  تغییری  جیره  کیلوگرم  بر  گرم   1/5 و   0/5 سطوح  قزل آلادر 
گلوکز و کلسترول سرم بدنبال تجویز سین بیوتیک به همراه نداشت)23(. 
سرب می تواند موجب اثر بر متابولیسم گلوکز شود.در مطالعه یوو 
 Lactobacillus plantarum باکتری  از  استفاده  تاثیر   )2017( همکاران 
سویه CCFM639 در مواجه با فلز سنگین آلومینیوم به شکل افزودن این 
فلز به آب مورد بررسی گرفت. در این بررسی چهار تیمار به شکل تیمار 
کنترل، تیمار باکتری پروبیوتیکی، تیمار باکتری پروبیوتیکی و فلز آلومینیوم 
و تیمار مواجه شده با فلز آلومینیوم در نظر گرفته شد. نتایج نشان داد 

که مواجهه ماهی تیلاپیا با فلز آلومینیوم موجب کاهش سطوح گلوکز و 
معنی دار می شود  بطور  سرم   ALT آنزیم  میزان  افزایش  و  تری گلیسرید 
که بدنبال مصرف پروبیوتیک در جیره عکس این حالت رخ داد )38(. از 
طرف دیگر افزایش غلظت گلوکز در پاسخ به مواجهه با سرب در ماهی 
تیلاپیا (Sarotherodon aureus) گزارش شده است. پاسخ هیپرگلایسمیک 
در ماهیان دیگر نیز به دنبال مواجهه با فلزات دیگر مانند کادمیوم و مس 
مشاهده شده است )22(. نتایج مارتینزو همکاران )2004( نشان داد که 
مواجهه ماهی Prochilodus ineatus با دز 24 میلی گرم در لیتر سرب به 
مدت96 ساعت موجب افزایش گلوکز و کاهش میزان لیپید تام خون 6 
ساعت بعد مواجهه نسبت گروه کنترل می شود. حین مواجهه این ماهی 
لیپید  کاهش  خون،  گلوکز  افزایش  سرب  لیتر  در  میلی گرم   71 مقدار  با 
تام، کلسترول و پروتئین های خون مشاهده شد. افزایش میزان پروتئین، 
استات  کشنده  تحت  سطوح  با  مواجهه  بدنبال  سرم  گلوکز  و  کلسترول 
سرب در ماهی کفال خاکستری (Mugil cephalus) نیزگزارش شده است 

.)22 ,11(
در مطالعه حاضر نتایج مربوط به سطح کاتالاز نشان داد که پس از 
مصرف پروبیوتیک در جیره به مدت 45 روز افزایش آن رخ داده است. 
بعد از مصرف سرب مقدار کاتالاز در روز 52 و 59 در گروه پنج نسبت به 
گروه کنترل افزایش و در روز 66 کاهش است. میزان کاتالاز در روز 66 
آزمایش در گروه دو نسبت به گروه کنترل سرب دار افزایش معنی داری 

داشت.
مشخص شد که در گروه یک و سه   GSH آنزیم  با سنجش فعالیت 
بعد از مصرف پروبیوتیک به مدت 45 روز میزان آن افزایش معنی داری 
پنج و  آنزیم مذکور در گروه  به گروه کنترل داشته است. سطح  نسبت 
از  بعد  روزهای  تمامی  در  کنترل  گروه  به  نسبت  پروبیوتیکی  گروه های 

مواجهه با سرب افزایش معنی داری داشته است. 
نتایج سنجش آنزیم SOD نشان داد که در 45 روز اول میزان آن در 
بدنبال  افزایش معنی داری داشته است.  به گروه کنترل  گروه دو نسبت 
مصرف سرب کاهش معنی دار این آنزیم در روزهای 52 و 66 در گروه 
روز  در  و  سه  گروه  در   52 روز  در  شد.  مشاهده  کنترل  به  نسبت  پنج 
آنزیم  این  افزایش معنی دار  پنج  به گروه  66 در گروه دو و سه نسبت 

مشاهده شد.
نتیجه مقادیر MDA نشان داد که در گروه دو نسبت به گروه کنترل 
بعد از 45 روز کاهش معنی داری وجود داشته است. در مواجهه با سرب 
کاهش   66 و   59 روز  در  گروه چهار  به  نسبت  پنج  گروه  در  آن  میزان 
معنی داری داشت. در روز 52 میزان آن در گروه دو و سه نسبت به گروه 

پنج کاهش داشت.
کاتالاز  فعالیت  معنی دار  حاضرافزایش  مطالعه  نتایج  با  توافق  در 
 Bacillus پروبیوتیک  از مصرف  پس   Yoshitomi tilapia ماهی  در  سرم 
 Labeo) روهو  ماهی  در   SOD فعالیت  بهبود  شد.  مشاهده   subtilis
یا  انفرادی  بطور   Bacillus subtilis پروبیوتیک های  مصرف  با   (rohita
 Pseudomonas aeruginosa و   Lactobacillus plantarum با  ترکیب  در 
تاثیر   )2013( همکاران  و  ژانگ  بررسی  در  است)16(.  شده  گزارش 
در جیره غذایی در ماهی آمور   Bacillus licheniformis افزودن باکتری 
نتایج  گرفت.  قرار  بررسی  مورد   (Megalobrama terminalis) سیاه 
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افزایش  موجب  می تواند  مذکور  پروبیوتیک  که  داد  نشان  محققین  این 
معنی دار سطوح SOD و کاتالاز و کاهش معنی دار مقادیر MDA سرمی و 
کبدی گردد. فعالیت آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز نیز در سرم و بافت کبد 
افزایش یافت هرچند این افزایش فقط در بافت کبد معنی دار بوده است. 
در مطالعه مذکور ارتقای سیستم آنتی اکسیدان ماهی به نقش آنتی ژنی 
باکتری باسیلوس نسبت داده شد که می تواند با تحریک تولید آنزیم های 
آنتی اکسیدان و آنتی اکسیدان های غیر آنزیمی منجر به حذف رادیکال های 

آزاد مازاد و تنظیم توازن آنتی اکسیدانی بدن شود )39(.
در مورد اثر فلزات سنگین بر سیستم دفاع آنتی اکسیدان/اکسیدانی 
افزایش فعالیت SOD، گلوتاتیون اس ترانسفراز (GST) و کاتالاز و کاهش 
 Channa) در بافت های کبد، کلیه و آبشش ماهی سرماری GSH فعالیت
punctatus) پس از مواجهه با فلزات سنگین مشاهده شد.چنین مشاهداتی 
 Carassius auratus ،Barbus ماهیان  خصوص  در  دیگر  مطالعات  در 
فلزات   .)18( است  شده  مشاهده  نیز   Channa punctatus و   bocagei
سنگینی که در بافت تجمع می یابند، همگی از نظر پتانسیل اکسیداسیون- 
تولید  بین  تعادل  امر موجب عدم  این  احیا فعال محسوب می شوند که 
از  دسته  این  بنابراین  است.  آنها  خنثی سازی  و  اکسیژن  فعال  گونه های 
ماهیان تحت تاثیر تنش اکسیداتیو قرار دارند. این عدم تعادل می تواند 
منجر به آسیب بافت ها و اجزای سلولی گردد که به نوبه خود موجب 
القای مکانیسم های دفاع آنتی اکسیدانی می شود. SOD آنزیمی است که 
باعث تبدیل آنیون سوپراکسید به پراکسید هیدروژن می شود. بدین ترتیب 
فعالیت کاتالاز نیز که موجب تجزیه هیدروژن پراکسید می شود، افزایش 
می یابد که در غیر این صورت می تواند از طریق غشاهای زیستی نفوذ و 
موجب غیرفعال سازی برخی از آنزیم ها گردد)18(. همچنین در گونه های 
 Oncorhynchus) قزل آلای رنگین کمان ،(Cyprinus carpio)کپور معمولی
فلز  با  از مواجهه  (Acipenser baerii) بعد  mykiss) و تاس ماهی سیبری 
سنگین سرب در آب و پس از تعیین میزان فلز در خون و بافت، در زمان 
وجود مقادیر کمتر فلز در خون و بافت افزایش فعالیت آنزیم سوپراکسیداز 
و نهایتا کاهش پراکسیداسیون لیپیدی )سطح مالون دی آلدهید( مشاهده 
شد و افزایش غلظت فلز منجر به افزایش پراکسیداسیون لیپیدی و کاهش 
در  اکسیداتیو  استرس  شاخص های  مقایسه   .)6( شد  آنزیم  این  فعالیت 
فلزات  به  آلوده  غیر  و  آلوده  رودخانه  دو  در   Barbus bocagei ماهی 
سنگین نشان داد که در مواجهه با فلزات سنگین سطح فعالیت کاتالاز، 
رودکتاز،  گلوتاتیون  اس-ترانسفراز،  گلوتاتیون  دیسموتاز،  سوپراکسید 
کبد  بافت  در  لیپیدی  پراکسیداسیون  و  دهیدروژناز  6-فسفات  گلوکز 

افزایش می یابد )28(.
اکوسیستم  توازن  بر هم زدن  فلزات سنگین در آب موجب  حضور 
آبی می شود. فلزات سنگین از بین دیگر عوامل آلاینده سمی براحتی در 
بافت های مختلف ماهی تجمع می یابند که منجر به تجمع و بزرگنمایی 
زیستی این فلزات به یک سطح سمی می شود. مطالعات صورت گرفته 
در گونه های ماهی نشان داده است که تجمع زیستی این فلزات می تواند 
و  بافت ها  در  را  بیوشیمیایی  پارامترهای  و  فیزیولوژیکی  فعالیت های 
در  مدل های خوبی  پیشرفته  استخوانی  ماهیان  دهد.  تغییر  ماهی  خون 
ارزیابی سمیت و اثرات آلاینده ها روی حیوانات هستند، زیرا پاسخ های 
است.  مهره داران  سایر  و  پستانداران  پاسخ  به  شبیه  آنها  بیوشیمیایی 

باکتری های  توسط  سنگین  فلزات  زیستی  در جذب  دخیل  مکانیسم های 
اسیدلاکتیک شامل تشکیل کمپلکس، تبادل یونی، جذب، دفع )چلاته سازی( 
از  بسیاری  در  سطحی  پروتئین های  می باشد.فراوان ترین  ریزترسیب  و 
گونه های لاکتوباسیلوس پروتئین های لایه S می باشد. این باکتری ها دارای 
گروه های عملکردی متعددی از جمله کربوکسیلات، هیدروکسید، آمین، 
فسفات و هیدروسولفید با اختلاف بارهای متفاوت هستند و بنابراین با 
داشتن لیگاندهای مختلف می توانند بطور انتخابی به یون های فلزی متصل 

شوند )27(.

نتیجه گیری کلی
پارامترهای  از  استفاده  که  می دهد  حاضرنشان  مطالعه  نتایج 
بالقوه  زیستی  نشانگرهای  بعنوان  موثری  بطور  می تواند  بیوشیمیایی 
مسمومیت با فلز سنگین سرب بکار رود. در تحقیق حاضر، تاثیر باکتری 
کاهش  و  بیوشیمیایی  فاکتورهای  بهبود  در  اسیدوفیلوس  لاکتوباسیلوس 
رنگین کمان  قزل آلای  ماهی  غذایی  جیره  در  سرب  سنگین  فلز  سمیت 
CFU/  5×107 که غلظت  نظر می رسد  به  ارزیابی شد. همچنین  مثبت 
gr باکتری پروبیوتیکی روی شاخص های سرمی تاثیر بهتری داشته است.

گرفته  صورت  مطالعات  در  موجود  تفاوت های  که  است  ذکر  به  لازم 
پروبیوتیک،  سویه  و  نوع  ماهی،  گونه  در  تفاوت  به  مربوط  می تواند 
فلز  نوع  پروبیوتیک،  تجویز  پروبیوتیک، روش  مدت زمان و دز مصرف 
بافت های مختلف،  در  بیومارکرها  فلز،سنجش  با  مواجهه  سنگین، مدت 
روش های آزمایشگاهی، شرایط محیطی و عوامل ناشناخته باشد.همچنین 
تحقیقات مرتبط با این زمینه به شناخت مناسب مکانیسم های سم زدایی 
فلزات سنگین توسط پروبیوتیک ها و رسیدن به روش های زیستی نوین 
و کاربردی در حذف فلزات سنگین از جیره غذایی آبزیان کمک شایانی 

خواهد کرد.
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شکل 1- نتایج مربوط به سنجش میزان فعالیت کاتالاز سرم در تیمارهای مختلف طی مراحل مختلف نمونه برداری. بیان داده ها به شکل Mean±SD می باشد. حروف کوچک لاتین ناهمنام نشانگر 

.)p<0/05( اختلاف معنی دار در هر سطر و حروف بزرگ ناهمنام نشانگر تفاوت معنی دار در هر ستون است

شکل2- نتایج مربوط به سنجش فعالیت آنزیم گلوتاتیون سرم در تیمارهای مختلف طی مراحل مختلف نمونه برداری. بیان داده ها به شکل Mean±SD می باشد. حروف کوچک لاتین ناهمنام نشانگر 

.)p<0/05( اختلاف معنی دار در هر سطر و حروف بزرگ ناهمنام نشانگر تفاوت معنی دار در هر ستون است

بررسی اثر سطوح مختلف باکتری ...
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شکل 3- نتایج مربوط به سنجش فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز سرم در تیمارهای مختلف طی مراحل مختلف نمونه برداری. بیان داده ها به شکل Mean±SD می باشد. حروف کوچک لاتین ناهمنام 

.)p<0/05( نشانگر اختلاف معنی دار در هر سطر و حروف بزرگ ناهمنام نشانگر تفاوت معنی دار در هر ستون است

شکل4- نتایج مربوط به سنجش مقادیر مالون دی آلدهید سرم در تیمارهای مختلف طی مراحل مختلف نمونه برداری. بیان داده ها به شکل Mean±SD می باشد. حروف کوچک لاتین ناهمنام نشانگر 

.)p<0/05( اختلاف معنی دار در هر سطر و حروف بزرگ ناهمنام نشانگر تفاوت معنی دار در هر ستون است


