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 چکیده

  
در برابر  یزبانخط دفاع م یناول باشد وستی میموکوس علاوه بر عملکردهای فیزیکی، حاوی ترکیبات فعال زی

 ماهیفیل یدرمیاپ موکوسدر  ی موجودهاینپروتئ برخی خواص در مطالعه حاضر، .گرددمحسوب می هاپاتوژن

(Huso husoبه )  و  4 ،4/0مختلف ) رده وزنیدر سه جنوبی دریای خزر سواحل  یبوم یها گونهیکی از عنوان

و  یآورجمع یم از سطح بدن ماهیانطور مستق موکوس بهدر این تحقیق  قرار گرفت. بییا( مورد ارزیلوگرمک 40

های پروفایل  جرم مولکولی پروتئینو  (RP-HPLCم )کروماتوگرا ین،از خواص مانند غلظت کل پروتئ یبرخ

 های انتشار دیسک،بررسی فعالیت ضدمیکروبی موکوس با روش .گردید یسهمقا موکوس در سه رده وزنی

( مورد بررسی قرار گرفت. هیچ تفاوت MBCکشی )( و کمترین غلظت باکتریMICکمترین غلظت بازدارندگی )

، 04/1 ± 01/0، 02/1 ± 03/0ترتیب :  های خام سه وزن مشاهده نشد )بهداری بین غلظت پروتئین کل نمونهمعنی

داری اصل از کروماتوگرافی تفاوت معنیهای حکه در بین فرکشنمیکروگرم بر میکرولیتر( درحالی 07/1 ± 02/0

-SDSکیلودالتون( حاصل از  245-5(. الگوی پروتئینی )p ≤ 05/0تنها در غلظت فرکشن چهارم مشاهده شد )

PAGE 214فرکشن در طول موج  10ها )در سه رده وزنی مشابه بود. در بررسی کروماتوگرام، تعداد فرکشن 

داری بود در گونه تفاوت معنیهم و بدون هیچریتمی زمان ماندگاری منطبق برلگایکسان و نمودار  نانومتر( کاملاً

مطالعه (. p ≤ 05/0دار بود )های وزنی دارای تفاوت معنیگروه 9و  5، 2های که سطح زیر منحنی در فرکشن حالی

 تار نسبتاًترکیب و ساخ یدارا SDS-PAGEو  HPLCدر کروماتوگرام  یوزن یهاحاضر نشان داد که تمام گروه

که در  یحالنشان داد در A. hydrophilaرا در برابر  یمشابه یاییضدباکتر یتفعال یسک. انتشار دبودند مشابه

 ≤ 05/0)را نشان داد یهاله عدم رشد کمتر دارییطور معن به (یلوگرمک 4/0اول ) یگروه وزن S. iniaeمواجهه با 

p .)یردارای مقاد  یوزن یتمام گروه ها MIC  وMBC  ( یکسان بودندMIC48 = MBC48 = 25 )در  میکروگرم

-یاختلاف معن S.iniaeدر معرض  یوزن یهاگروه یاییباکترضددر قدرت  یسک،انتشار د یشکه در آزمایحال

ایمنی که از نظر نتیجه گرفت توان  یم نهایتآزمون اشاره کرد. در  یتبه صلاح توانیکه م مشاهده شد یدار

 است. یدهبالاتر رس یهاوزن سطحهم یسطح تکامل یکاول به  ی(، گروه وزنیاختصاص یر)غ اولیه

 :های کلیدی واژه 

(، موکوس، فعالیت ضدمیکروبی، کروماتوگرافی فاز معکوسHuso husoماهی )فیل           

 
 

 مقدمه | 1

طور مداوم در معرض طيف وسيعي از  در محيط پيرامون خود به آبزیان

زاي موجود در آب قرار دارند زا و غيربيمارياي بيماريهميکروارگانيسم

(Hansen and Olafsen, 1999 .)يطيزا مح ، عوامل تنشینبر ا علاوه 

 Wedemeyer)ها( یندهآلا و ،يژناکس نوسانات دما، ييراتتغ مثال عنوان )به

et al., 1984; Hansen and Olafsen, 1999)  ممکن است سلامت

 و حمله عوامل امکان نفوذمختل کرده و  دفاعي اول خط يفتضع با را آنها

,Hansen and Olafsen) گردد فراهم يزبانم به زا يماريب  1999 .)

اي از فاکتورهاي ایمني اختصاصي و غيراختصاصي در مجموعه پيچيده

(. موکوس ماهي متشکل از Ellis, 2001ماهي شناسایي شده است )

 سد یک صورت هاست که بهئين، پروتئوگليکان و پروتگليکوپروتئين

بر نقش محافظتي فيزیکي،  کند و علاوهعمل مي شيميایي و فيزیکي

ها، ها، ليزینحاوي ترکيبات ترشحي متنوعي از جمله آگلوتينين

دهنده غيراختصاصي، پروتئين فاز حاد و آنتيها، مواد رسوبليزوزیم

عليه شيميایي بر  -هاي طبيعي است که داراي نقش دفاعيبادي

باشد. با توليد و جایگزیني مستمر هاي خارجي ميميکروارگانيسم

زا و به ویژه موکوس از تثبيت، تشکيل کلني و نفوذ عوامل بيماري

شود هاي اپيدرم جلوگيري ميها به لایهیاختهها و تکباکتري

(Soltani, 2008.) محصور جهان يداخل هچحوض ینتر خزر بزرگ دریاي 
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(Dumont, 1988) یاريخاو يانماه يگونه ها یستگاهعنوان ز است و به 

شود  يشناخته م یراندر ا یژهو به Huso Husoمانند  يارزش تجاربا

(Khodorevskaya et al., 1997, Moghim et al., 2006 .)فيل- 

در  ياشود، گونهيشناخته م Giant Sturgeonکه معمولاً با نام  ماهي

 يهادر حوضه يشتر( و بNazari et al., 2009معرض خطر است )

علاوه این گونه کند. يم يآزوف زندگ یايو در ياهس یايخزر، در یايدر

و نيز گوشت  خاویار، از نظر برداشت زیستيو تنوع  یکيارزش اکولوژ بر

 ,.Carmona et al)باشد مي يتمجلل حائز اهم يغذا یکعنوان بهآن 

2009, Jalali et al., 2009 براساس گزارش .)IUCN 85از  يش، ب 

 يدص يل، به دلماهيفيلاز جمله  یاريخاو يانماه يدرصد از گونه ها

 یزيرتخم تخریب بستر، يعيطب يهایستگاهرفتن ز يناز ب ،از حد يشب

ها و رودخانه يسدها بر رو يرمجازغ يسازهاوساختدليل  ها بهو هچري

( در آستانه انقراض هستند Carmona et al., 2009) يآلودگ یشافزا

(Bronzi et al., 2011) . ینا يتجمع يبازساز يبرا يراه عمل ینبهتر 

 Hoseinifar et) باشدمي يمصنوع پرورش وير ارزشمند، تکث يانماه

al., 2011محصور یطدر شرا یاريخاو يانماه پرورشاساس،  ین(. بر ا 

 تراکمبا  يپروريآبز یع، صناگری. از طرف دگسترش یافته است ياربس

که کند، يم یجادا یي را براي موجودزانامساعد و استرس يت، وضعبالا

 بر طلبفرصت يزايماريب عوامل ي منجر به غلبهراحت ممکن است به

(. اقدامات معمول Yang and Li, 2009)این ماهيان ارزشمند گردد 

، استفاده يپرورش ماه زا در مزارعيمارياز عوامل ب يکنترل برخ يبرا

، حال ین(. با اÁngeles Esteban, 2012ها است )يوتيکب ياز آنت

 يهایهسو يبه معرف ها منجريوتيکب ياز حد از آنت يشاستفاده ب

مقاوم به  يهایهسو ینکها يلدل مقاوم به دارو شده است. به یایيباکتر

-درمان عفونت ،قابل انتقال هستند R يدپلاسم یک يدارا يوتيک،بيآنت

(. Akinbowale et al., 2006) با موفقيت کمتري همراه استها اغلب 

 يتواند برايم هايباکتر ينمقاوم در ب يها، انتقال ژنینعلاوه بر ا

 ,Schwarz and Chaslus-Danclaخطرناک باشد ) نيز سلامت انسان

هاي متحرک فلور طبيعي آب، سطح پوست، آبشش آئروموناس .(2001

رسد با نظر مي ز ماهيان آب شيرین مي باشند و بهي بسياري ارودهو 

کاهش مقاومت بدن تحت شرایط استرس ایجاد شده، ماهيان را مورد 

دهند. تراکم بالا، تغييرات شدید درجه حرارت، دستکاري هجوم قرار مي

اي و بيش از حد، حمل و نقل، کاهش اکسيژن، کمبودهاي تغذیه

ساز حمله آئروموناس قارچي در پوست زمينه هاي انگلي وآلودگي

توان ادعا نمود مي (. تقریباAkhlaghi, 1999ًباشد )هيدروفيلا مي

هاي متحرک از قبيل آئروموناس هاي ناشي از آئروموناسعفونت

باشند ترین بيماري باکتریایي ماهيان آب شيرین ميهيدروفيلا رایج

(Akhlaghi, 1999; Aoki, 2010مطالعا .) ت انجام شده در مورد این

دهد که سموم هموليزین، آنتروتوکسين و سایر سموم باکتري نشان مي

-آلاي رنگينزایي این باکتري نقش دارند. این باکتري در قزلدر بيماري

اي، ماهي آزاد کوهو، مار ماهي، ماهيان خاویاري، آلاي قهوهکمان، قزل

سمي هموراژیک اد سپتيکفال، ماهي طلایي و ماهيان آکواریومي ایج

(. Akhlaghi and Vafaei, 2002; Austin, 2007نماید )مي

زائي آن با  استرپتوکوکوس اینيایي، باکتري گرم مثبتي است که بيماري

هاي سطحي در باله و آبشش زدگي چشم، زخم علائمي چون بيرون

 . زئونوز بودن وماهيان و زخم در ناحيه دست و پاهاي انسان همراه است

دامنه ميزباني متنوع این بيماري موجب شده تا بيماري از اهميت 

-عنوان بيماري برگشت س بهاسترپتوکوکوزی .بيشتري برخوردار باشد

پذیر، تعداد بسياري از ماهيان وحشي و پرورشي آب شور و شيرین را 

 Agnew and Barnes, 2007; Eldar, and) نمایددر جهان آلوده مي

Ghittino, 1999; Cheng et al., 2010; Soltani et al., 2005 و )

-طبق آمار حاصل از مطالعات متعدد پيرامون دامنه ميزباني و بيماري

زایي ناشي از استرپتوکوس اینيایي در ماهيان، گزارش شده است که 

گونه به این بيماري حساس بوده و خسارت حاصله بسته به شرایط  27

باشد. این بيماري % متفاوت مي 75 % تا5زا از محيطي و عوامل استرس

در مورد ماهيان خاویاري نيز گزارش شده است و نشان داده است که 

 ,Yang and Liباشد )این گونه ماهي از حساسيت بالایي برخوردار مي

-ميها همچون کپور ماهيان مقاوم به این بيماري(. برخي گونه2009

آلاي هاي مزارع قزلبيماريترین باشند ولي این بيماري یکي از متداول

باشد و از سمتي نيز توسعه پرورش ماهيان خاویاري در برنامه کشور مي

توسعه شيلاتي کشور مورد توجه قرار گرفته است، لذا ضروریست تا 

در  رو مورد توجه قرارگيرد. هاي لازم در زمينه مشکلات پيشبينيپيش

 يعامل اصل یکعنوان  به تواند يم يدرماپ ها، موکوسمواجهه با بيماري

 يستمخط س ينعنوان اول نظر گرفته شود و به در يماه يدر سلامت

-يماريدر برابر عوامل ب یدارپا يميایيش یا يزیکيسد ف یجادبدن ا یمنيا

از جمله  يدهاو پپت يکروبيمضد يهاين. پروتئکندمهاجم عمل  يزا

آنها  عييطب يهستند و نقش دفاع يموکوس یمنيعوامل ا ینمؤثرتر

 موجود عوامل یرو هم با سا یکدیگرهم با  یيممکن است باعث هم افزا

منظور غلبه بر مقاومت  به (. محققانHancock, 2001شود ) يزباندر م

از  يناش ياز حد داروها و عوارض جانب يشاز مصرف ب يري، جلوگیيدارو

 هرا ب يانماه يذات یمنياشناخت و تقویت سيستم استفاده از داروها، 

 يرساندن وابستگ حداقل به و سلامت بهبود يبرا یگزینجا راهکار  یک عنوان

 Subramanian et al., 2008, Lazadoاند )مدنظر قرار دادهبه داروها 

and Caipang, 2014.) يستمسفاکتورهاي از  يراستا، برخ یندر ا 

هاي مدنظر يوني، از گزینهکات يکروبيضدم يدهاي، از جمله پپتیمنيا

 .(Akbari et al., 2018) باشندها ميبيوتيکت جایگزیني براي آنتيجه

 Acipenseridaeدر  موکوس ماهيت و خواص مورد در يکم اطلاعات

 يهاگونه ینا يماريوجود دارد. ب یایيباکتراز نظر خواص ضد ویژه به

 ینداشته باشد. از ا یريو جبران ناپذ ينتواند خسارات سنگيارزشمند م

یمني، و ا ياساس يهايسمکامل از مکان يآگاه ساختار و شناخت رو

 يدمف يارها بسيماريب بروزکاهش  يتواند برا يم تلاش جهت تقویت آن

 موکوس ينغلظت پروتئ مقایسه مطالعه با هدف یناساس، ا یناباشد. بر

در  يکروبيضدم يتو فعال SDS-PAGE، فروماتوگراک الگوي، يدرمياپ

Huso huso  انجام شد. یراندر ا يگونه بوم یکبه عنوان 

 ها مواد و روش | 2 
ي وزندامنه در سه ( Huso huso) ماهي در این تحقيق از موکوس فيل

]  ساعي مختلف در کارگاه خصوصي پرورش ماهيان خاویاري (1)جدول 
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هاي اوليه جهت انجام نمونهبرداري صورت گرفت. ساري نمونه شهر در

 تهيه گردید.تست پایلوت نيز از کارگاه شهيدمرجاني استان گلستان 

منظور تحریک توليد موکوس تازه( از ناحيه آرامي )بهموکوس ماهي به

-بين خط جانبي و باله پشتي بدون بيهوشي از سطح بدن ماهيان جمع

از موکوس ناحيه شکمي  (.John and Patterson, 2011) آوري گردید

 دليل احتمال آلودگي آن با ادرار و مواد دفعي روده استفاده نشد. به

به آزمایشگاه منتقل و جهت حذف مواد  -20در دماي  ها سریعاًنمونه

 g 3000گراد و با دور درجه سانتي 4دقيقه در دماي  30مدت بهجامد 

 30مدت  در نهایت موکوس حاصل، به (.Su, 2011) سانتریفيوژ شد

گردید ژ سانتریفيو درجه سانتيگراد 4در دماي  g *12000ر دقيقه با دو

(Hussin et al., 2017 ) 20و سوپرنتانت جهت مراحل بعدي در دماي 

 نگهداري گردید. –

برخي از پارامترهاي فيزیکوشيميایي آب پرورش )آب چاه( از قبيل 

ها نيز از مرکز گيري و برخي داده، و بار باکتریایي آب اندازهpHدما، 

 ± T ،05/0= 06/20 ± 85/0)دما:  مونيتورینگ کارگاه دریافت گردید

82/7=pH :لود باکتریایي ،(CFU/mL) 00/45 ± 33/1633.) 

( جهت تعيين غلظت پروتئين BCAروش بيسينچونينک اسيد )

هاي حاصل از کروماتوگرافي مورد استفاده قرار هاي خام و فرکشننمونه

(. این آزمون با استفاده از کيت تعيين Smith et al., 1985گرفت )

SMARTغلظت 
TM

 BCA Protein Assay kit, iNtRON  و با

 ( انجام شد.Epochاستفاده از ميکروپليت اسپکتروفتومتر )

آوري شده، هاي جمعجهت مشاهده و مقایسه کروماتوگرام نمونه

صورت جداگانه با یک  روليتر از هر نمونه تغليظ شده بهميک 150مقدار 

 C18  RP-HPLC, (4.6 mm×250 ( به ستون2برنامه مشابه )جدول 

mm Eurospher ساخت شرکت )KNAUER  .آلمان تزریق شد

نانومتر مانيتور و  280و  214هاي حاصل برحسب دو طول موج فرکشن

 (. Su, 2011جمع آوري گردید )

 ان مورد استفادهماهی فیلاطلاعات بیومتری  -1جدول

 فاکتور        

 تیمار

 سن  طول )متر( وزن )کیلوگرم(

Mean ±SD Mean ±SD )سال( 

 ≈ 1 32/0 ± 04/0 40/0 ± 09/0 زنی اولگروه و

 ≈ 2 62/0 ± 06/0 12/4 ± 87/0 گروه وزنی دوم

 ≈ 8 50/1 ± 18/0 32/42 ± 37/4 گروه وزنی سوم

 

 ماهی فیلسنی  های موکوس سه ردهبرنامه مورد استفاده جهت مقایسه کروماتوگرام نمونه -2جدول 

D (Water/TFA 0.05%) 
(%) 

C  
(%) 

B(ACN) 
(%) 

A 
(%) 

 جریان

(ml/min) 

 زمان

 ) دقیقه(
# 

100 0 0 0 1 0 1 

100 0 0 0 1 10 2 

10 0 90 0 1 90 3 

10 0 90 0 1 95 4 

100 0 0 0 1 100 5 

 

منظور  به: (SDS-PAGEها )تعیین پروفایل جرم مولکولی پروتئین

پروتئيني موکوس از تعيين الگوي پراکندگي جرم مولکولي مجموعه

( با اندکي اصلاحات استفاده گردید. Laemmli, 1970) لاملي روش

با دو تکرار( به نسبت  هاي موکوس در هر سه وزن )هر یکنمونه

 10وط، و پس از ( مخلx5)لودینگ: نمونه( با لودینگ بافر ) 4:1حجمي 

درصد، ژل تفکيک  5روي ژل )ژل متراکم کننده : دقيقه جوشاندن بر

-دقيقه تحت شدت 100مدت  ل بهدرصد( لود گردید. ژ 15ننده: ک

 Mini electrophoresis system, BIORADRآمپر )ميلي 30جریان

Laboratories, Californiaآميزي به روش کوماسي ( قرار گرفت. رنگ

(Coomassie Brillant Blue R-250) دقيقه انجام شد.  60مدت  به

جهت  kDa 5-245( با دامنه وزني SMOBIOمارکر پروتئيني )

 مين جرم مولکولي مورد استفاده قرار گرفت.تخ
جهت مقایسه فعاليت ضدميکروبي موکوس : فعالیت ضدمیکروبی

نظر، روش انتشار دیسک، کمترین هاي سني موردماهي در ردهفيل

باکترهایي  کشي انجام شد.غلظت بازدارندگي و کمترین غلظت باکتري

 Streptococcus iniaeهاي مورد نظر در این آزمایش شامل سویه

(PTCC1887)  وAeromonas hydrophila (ATCC7965) مي-

هاي علمي و صنعتي ایران ترتيب از سازمان پژوهش باشند که به

(IROST.و انستيتو پاستور ایران تهيه شد ) 
تشکيل یا عدم تشکيل هاله عدم رشد و مقایسه : انتشار دیسک

و ائر بطبق روش بر خصوصيت ضدميکروبي موکوس سه رده وزني

( ضد باکتري آئروموناس هيدروفيلا و Bauer et al., 1966همکاران )

استرپتوکوکوس اینيایي مورد بررسي قرار گرفت. در این روش هر 

 24ميکروگرم پروتئين از هر نمونه آغشته و پس از  20دیسک به 

 گيري و ثبت گردید.ساعت هاله عدم رشد توسط کوليس اندازه
-(، کمترین غلظت باکتریMICدارندگی )تعیین کمترین غلظت باز

مایع مولرهينتون  کشت محيط ها در پس از رشد باکتري: (MBCکشی)

غلظت کمترین موکوس، ضدباکتریایي فعاليت مشاهده منظور به براث،
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ميکرودیلوشن  متوالي هاي رقت روش با ( نيزMICموکوس ) بازدارندگي

و  گرفتانجام  درجه 37خانه در دماي  96 هايچاهک براي نمونه در

 باکتري رشد عدم یا رشد کدورت، و نوري جذب ميزانسپس مشاهده

جهت  گزارش شد. MICعنوان  چاهک فاقد کدورت به د.یگردررسي ب

هاي شفاف بر روي محيط درصد از چاهک 5، مقدار MBCآزمون 

 30ساعت در دماي  24مدت  کشت جامد کشت داده شد. سپس به

ترین رقتي که از ایجاد کلوني برروي آگار درجه انکوبه شد. در نهایت بالا

 Emmanuel) در نظر گرفته شد MBC عنوان عمل آورد به ممانعت به

et al., 2015.) 

هاي  کمک نرم افزار ها بهآناليز دادهبندي و  طبقه: آنالیزهای آماری

Excel-2016 و SPSS-18 ها از انجام شد. جهت مقایسه ميانگين

  .گردیداستفاده  α =05/0آزمون دانکن در سطح اطمينان 

 نتایج | 3

سه کروماتوگرافي موکوس سه گروه مقایکروماتوگرافی فاز معکوس: 

ارائه گردیده است. کروماتوگرام حاصل از  1در شکل  ماهي فيلوزني 

 10ها )حجم و مقدار تزریقي یکسان، مشابه بودند. ، تعداد فرکشن

لگاریتمي یکسان و نمودار  نانومتر( کاملاً 214فرکشن در طول موج 

داري بود در وت معنيگونه تفاهم و بدون هيچزمان ماندگاري منطبق بر

هاي وزني گروه 9و  5، 2هاي که سطح زیر منحني در فرکشن حالي

 (.p ≤ 05/0دار بود )داراي تفاوت معني

هاي حاصل از مقایسه زمان ماندگاري فرکشن زمان ماندگاری:

هم منطبق بر ماهي کاملاً کروماتوگرافي فاز معکوس سه گروه وزني فيل

99/0Rري بود )داو بدون هيچ تفاوت معني
2
1=R

2
2=R

2
(. خروج هر  =3

-ها نشان ميفرکشن در زمان مشابه خروج همان فرکشن در سایر وزن

هاي مشابه موجود در سه نمونه نيز دهد قدرت هيدروفوبيسيته پروتئين

  (.2با افزایش وزن تغييري نداشته است )شکل
هاي در بررسي سطح زیر منحني فرکشندرصد سطح زیر منحنی: 

هاي (، سطح زیر منحني در فرکشن3از کروماتوگرافي )جدول  حاصل

(. در p ≤ 05/0دار بود )هاي وزني داراي تفاوت معنيگروه 9و  5 ،2

اري کمتر از دو وزن دطور معني ، گروه وزني سوم به2قایسه فرکشن م

داري طور معني گروه وزني اول به، 9و  5فرکشن  که حاليدیگر بود، در

 (.p ≤ 05/0خود اختصاص داد ) را بهکمترین مقدار 
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 ماهی مقایسه همپوشانی کروماتوگرام عصاره آبی موکوس سه گروه وزنی فیل -1شکل 

 
ماهی های حاصل از کروماتوگرافی فاز معکوس سه گروهی وزنی فیلمقایسه زمان ماندگاری فرکشن -2شکل 

 

 

 

40 kg 

4 kg 

0.4 kg 

294/0-x 51/12 +x2
 6261/0  =y 

99/0  =R2 
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 ماهی فیلی موکوس های حاصل از کروماتوگرافی سه گروه وزندرصد سطح زیر منحنی فرکشن -3جدول 

 انحراف معیار( ±درصد سطح زیر منحنی )میانگین  

 گروه وزنی سوم گروه وزنی دوم گروه وزنی اول 

 66/ ±83 26/1 64/ ±38 70/1 66/ ±41 08/1 )مجموعه هیدروفیل( 1فرکشن 

ب
فو

رو
يد

 ه
عه

مو
مج

 

 a 58/0 37± /6 a 35/0 89± /6 b70/0 83± /3 * 2فرکشن 

 14/ ±08 97/0 14/ ±46 00/2 13/ ±63 32/1 3فرکشن 

 2/ ±32 55/0 1/ ±98 30/0 1/ ±93 20/0 4فرکشن 

 a 45/0 64± /0 b 05/0 35± /1 b 14/0 50± /1 * 5فرکشن 

 0/ ±75 06/0 0/ ±80 03/0 0/ ±75 10/0 6فرکشن 

 1/ ±68 05/0 1/ ±64 21/0 1/ ±66 07/0 7فرکشن 

 0/ ±62 04/0 0 /±59 04/0 0/ ±54 07/0 8فرکشن 

 a 02/0 08± /0 b 06/0 35± /0 b06/0 31± /0 * 9فرکشن 

 8/ ±01 06/0 7/ ±89 18/0 8/ ±24 63/0 10فرکشن 

 (p ≤ 05/0بين سه گروه وزني ) دار*تفاوت معني                           

در بررسي مقایسه غلظت پروتئين کل  مقایسه غلظت پروتئين:

داري بين سه گروه وزني مشاهده نشد ت معنيموکوس هيچ تفاو

ميکروگرم بر 07/1 ± 02/0، 04/1 ± 01/0، 02/1 ± 03/0: ترتيب )به

هاي حاصله غلظت پروتئين فرکشن که در مقایسه حاليميکروليتر(، در

دار مشاهده گردید. گروه هاي مختلف تفاوت معنيدر وزن 4در فرکشن 

خروجي ژل  (.4ا نشان داد )جدول ي پروتئين روزني سوم مقدار بالاتر

SDS-PAGE هاي وزني نتایج مشابهي را در تعداد باندهاي گروه

 کيلودالتون نشان داد. 5-245کولي ي وزن مولمشاهده شده در دامنه

هاي هاي اندکي در ميزان بيان برخي باندها بين گروهما تفاوتا

 ≈ 7ترین وزن مولکولي )وزني مشاهده شد. سطح بيان پایين

کيلودالتون( باندهاي موجود با اختلاف اندکي وابستگي به وزن را در 

 (. 3شدت بيان نشان دادند)شکل 

 

 ماهی فیلهای حاصل از کروماتوگرافی موکوس  سه گروه وزنی غلظت پروتئین  فرکشن -4جدول

 انحراف معیار( ±غلظت پروتئین )میکروگرم بر میکرولیتر( )میانگین  

 گروه وزنی سوم گروه وزنی دوم گروه وزنی اول

 43/1 ± 03/0 42/1 ± 19/0 39/1 ± 14/0 1فرکشن 

 14/0 ± 00/0 12/0 ± 01/0 11/0 ± 01/0 2فرکشن 

 07/0 ± 01/0 08/0 ± 00/0 07/0 ± 00/0 3فرکشن 

 a02/0 ± 09/1 a01/0 ± 09/1 b01/0 ± 17/1 *4فرکشن 

 86/0 ± 00/0 85/0 ± 01/0 84/0 ± 08/0 5فرکشن 

 31/0 ± 00/0 31/0 ± 00/0 30/0 ± 01/0 6فرکشن 

 09/0 ± 01/0 10/0 ± 00/0 11/0 ± 00/0 7فرکشن 

 37/0 ± 02/0 35/0 ± 01/0 33/0 ± 03/0 8فرکشن 

 09/0 ± 01/0 10/0 ± 01/0 08/0 ± 01/0 9فرکشن 

 81/0 ± 02/0 80/0 ± 01/0 83/0 ± 03/0 10فرکشن 

 (p ≤ 05/0بين سه گروه وزني ) دار*وجود تفاوت معني                             

 

 
 موکوس خام سه گروه وزنی )دوتکرار( SDS-PAGE -3شکل 

Marker                 0.4 kg                    4 kg                       40 kg 
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-ضد يتفعال یسک، موکوس هر سه گروهي وزنيانتشار ددر تست 

که  يحالدر ندنشان داد A. hydrophilaرا در برابر  يمشابه یایيباکتر

 دارييطور معن ( بهيلوگرمک 4/0اول ) يگروه وزن S. iniaeدر مواجهه با 

 (.5( )جدول p ≤ 05/0) را نشان داد يهاله عدم رشد کمتر

در : (MBCکشی ) ( و باکتریMICکمترین غلظت بازدارندگی )

بررسي فعاليت ضدباکتریایي موکوس خام سه رده وزني جهت تعيين 

مام ت کشي،مقادیر کمترین غلظت بازدارندگي و کمترین غلظت باکتري

هاي وزني هم در گروه ساعت انکوباسيون، 48پس از گذراندن  ها گروه

 MIC یرداراي مقادهم، همچنان ر مقایسه دو باکتري باتلف و هم دمخ

)جدول  ميکروگرم( = 25MIC48 = MBC48یکسان بودند ) MBCو 

6.) 

 ماهی در برابر استرپتوکوکوس اینیایی )الف( و آئروموناس هیدروفیلا )ب(های موکوس سه رده وزنی فیلمقایسه قطر هاله عدم رشد نمونه -5جدول 

 انحراف معیار( ±متر( )میانگن یهاله عدم رشد )میل 

 (CROآنتی بیوتیک ) گروه وزنی سوم گروه وزنی دوم گروه وزنی اول باکتری/ تیمار

 a28/0 ± 16/11 a00/0 ± 00/12 a42/1 ± 76/11 b65/0 ± 80/17 آئروموناس هیدروفیلا

 a95/0 ± 03/12 b52/0 ± 40/15 b77/0 ± 63/15 c62/0 ± 30/29 استرپتوکوکوس اینیایی

 

 S. iniaeiو  A. hydophilaهای مختلف وزنی در برابر باکتری موکوس خام گروه MBCو  MICمقادیر -6جدول 

 آزمون تيمار
 باکتري

 استرپتوکوکوس اینيایي آئروموناس هيدروفيلا

 گروه وزنی اول
MIC48 )25 25 )ميکروگرم 

MBC48 )25 25 )ميکروگرم 

 گروه وزنی دوم
MIC48 25 25 وگرم()ميکر 

MBC48 )25 25 )ميکروگرم 

 گروه وزنی سوم
MIC48 )25 25 )ميکروگرم 

MBC48 )25 25 )ميکروگرم 

 (CROآنتی بیوتیک )
MIC48 )5/12 5/12 )ميکروگرم 

MBC48 )25 25 )ميکروگرم 

 

 گیری بحث و نتیجه | 4
 نيعنوان اول است و به يذات یمنيا ياجزا يحاو يماه يدرمموکوس اپ

شود و  يطور مداوم ترشح م شود. موکوس به يم یفبدن تعر یمنيسد ا

 يينضخامت موکوس را تعو تخریب و دفع آن، ترشح  يزانتعادل در م

مختلف  هايتنشبا  ي این سيستم(. سازگارCone, 2009کند ) يم

براي جاندار سودمند اغلب  زنو یامتناوب سن  ييراتتغ يو حت يطيمح

 يتواند برا يمین قدرت در سازگار شدن با محيط ا یراز شودتلقي مي

 ,Meyer and Bullock)باشد  حائز اهميت ياربس يسمارگان هر بقاي

1973, Dudley et al., 1980). نامساعد از عوامل  يحال، برخینبا ا

دهند که منجر به اختلال در يقرار م يزچالش برانگ یطيرا در شرا يماه

منجر نيز  ييراتاز تغ ي، برخجود ایناوب. ودش يم يعملکرد سد موکوس

 ینبالاتر يهشوند. پروژه حاضر مطابق فرضيم يبه بازخورد مؤثر در ماه

 ينسن براي متوسط يت، فعالیينپا يندر سن یایيباکترضد يتفعال

 یمنيا يستمسيب با توجيه ترت به ي سن مولدآن برا ینو کمتر يانساليم

 تکثير جهت آمادگي يانرژ بيشتر شده و صرف يتتثب يتناقص، وضع

 يشترکل ب ينپروتئ يزانمیيد فرض اوليه این تحقيق در تأ شد. طراحي

( يترل يليگرم در ميليم 73/0.± 03/0 ) دیسکس مولددر موکوس 

( يترل يليگرم در م ميلي 63/0.± 01/0) ماهيان جوانترنسبت به موکوس 

که  (Chong et al., 2005شده است )گزارش توسط محققين پيشين 

از  از لاروها يا یهرفتار تغذ نيز و يماه يتوضع ييرتغتوان آن را به مي

خام  يها غلظت نمونه ،که حالي. در نسبت داد ینوالدي موکوس اتترشح

 W3 ،01/0 ± 04/1  = W2 ،03/0 =  07/1 ± 02/0در مطالعه حاضر )

± 02/1  = W1نداشت.  يدار ي( تفاوت معنيکروليترکروگرم بر ميم

 شود ينظر گرفته مفعال در یستبع بالقوه زامن ي ازروزه، ماهام

(Pomponi, 1999) . که يدهامانند پپت یستيفعال ز يباتترکاغلب ،

عضله  يدروليزه یقاست،  از طر به اثبات رسيدهآن  يخواص درمان

 Ryan et al., 2011, Najafianیند )آ ميدست  به هایمتوسط آنز يماه

and Babji, 2012) .با موکوس  یسهدر مقا يدروليز عضلههصول مح

 ادیرمق يحاو یر است،پذیدتجد يخارج یهلا یکعنوان  به يدرم کهاپ

شده در موکوس  يدتول ينپروتئ حال با ایناست.  ينپروتئ يقابل توجه

مؤثر  ياربس يسمارگان يبراتر، همچنان رغم غلظت به نسبت پایين علي

، ياز چسبندگشده و  یگزینو جاطور مداوم ترشح  موکوس به یرااست ز

 (.Arasu et al., 2013)کند يم يريها جلوگ پاتوژنو تهاجم  استقرار

را  يدرميدرصد از ماده خشک موکوس اپ 85از  يشب ينپروتئ

مواد  یرها و سا (. پاتوژنÁngeles Esteban, 2012دهد ) يم يلتشک

 رييطور چشمگ و ترشح موکوس را به يدتوانند توليساز ممشکل

] ينپروتئ الگوي ترشح ييرباعث تغ ( یاCone, 2009) کنند یکتحر
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( نشان دادند که Chong et al., 2005و همکاران )چانگ . گردند

ماهيان جوان و  مولد يموکوس ماهتئيني پرو مجموعهالکتروفورز  يالگو

ها داراي تفاوت حال ميزان بيان برخي پروتئين مشابه بود با این تقریباً

در مطالعه  SDS-PAGEطور مشابه ،  . به(Chong et al., 2005) بود

نيز تفاوت دالتون يلوک 245تا  5 دامنهدر  ينيپروتئ يتحاضر، جمع

با  داري را در الگوي پروتئيني سه وزن مورد بررسي نشان نداد.معني

 يلوک 7یک باند پپتيدي با وزن تقریبي ياندر ب اندکيوجود، تفاوت  ینا

. یگر مشاهده گردیدد يهاگروه  یسه بادالتون در گروه اول در مقا

و مدت زمان  هاي تفکيک شدهفرکشندر تعداد  يمشاهده مشابه

مشاهده سه گروه وزني  RP-HPLC يهاآنها از کروماتوگرام ينگهدار

 یطشرامنبع ژنتيکي با تنوع پایين و به  تواناین شباهت را ميشد. 

مه گروه ه ي( برایایيآب و بار باکتر يفيت، کتغذیهپرورش مشابه )منبع 

رسد با حذف متغيرهاي اثرگذار نظر مي هب .نسبت داد ي مورد استفادهها

طور ذاتي در این  ماهي بهخارجي در تيمارها و شرایط یکسان، فيل

دامنه سني داراي سيستم ایمني موکوسي باثبات و غيروابسته به سن یا 

در مورد کروماتوگرام  يگزارش مستند يچهباشد. تاکنون وزن مي

گزارش نشده  ي ماهيان خاویاريدر مراحل مختلف زندگ يدرموس اپموک

ها ماهي، تعداد فرکشن سي کروماتوگرام سه گروه وزني فيلدر برراست. 

یکسان و نمودار  نانومتر( کاملاً 214فرکشن در طول موج  10)

-گونه تفاوت معنيلگاریتمي زمان ماندگاري منطبق بر هم و بدون هيچ

داراي  9و  5، 2هاي که سطح زیر منحني در فرکشن داري بود در حالي

ي هاگروه در اندک اختلافات هتوجه ببا (.p ≤ 05/0دار بود ) تفاوت معني

عنوان  به هاي آنلفهو مؤ کروماتوگرام يلو تحل یهمورد مطالعه، تجز وزني

-مي يشنهادها پیلپروفا یسهمقا يتر از الکتروفورز براروش حساس یک

 .شود

-یمونواز جمله ا يمختلف ي، عوامل دفاعيکيسد مکان بر علاوه

 يدهايو پپت يزین، هموليزوزیم، لين، لکتC يواکنش ين، پروتئگلوبولين

 Sharon and)ه است کشف شد ياندر موکوس پوست ماه يکروبيضدم

Lis, 1972; Barondes, 1988; Alexander and Ingram, 1992; 

Shephard, 1994; Cole et al., 1997, Cone, 2009 بيشتر .)

هاي گرم منفي و تعداد زاي ماهيان را باکتريهاي بيماريباکتري

طالعات دهند. مهاي گرم مثبت تشکيل ميکمتري از آنها را باکتري

 يماریزايدر برابر عوامل ب يموکوس ماه یایيضد باکتر يتفعال يمتعدد

 ;Bergsson et al., 2005) اندکرده يبررس یج رارا يعفون

Subramanian et al., 2008; John and Patterson, 2011گونه .)-

در دیواره سلولي و توانایي توليد بيشتر  Sزا داراي یک لایه هاي بيماري

-زایي و اگزوتوکسينالاستاز هستند، ليکن ارتباط بسياري ميان بيماري

 يمهار يتفعال(. Aoki, 2010هاي پروتئاز و هموليزین وجود ندارد )

 يبرخو  شده است مثبت گزارش گرم هاي يباکتر يهعل نيز اغلبموکوس 

در برابر موکوس  يمهار يتکنند که فعاليمگزارش از مطالعات 

 ,Gobinath and Ravichandran) است يفضع ياربس يمنف گرم يها يباکتر

 همواجهموکوس در ، نيزدر مطالعه حاضر در اثبات این فرضيه،  (.2011

-عنوان نماینده باکتري به( S. iniaeکوس اینيایي )باکتري استرپتوکو با

پذیر تعداد بسياري از ماهيان  بيماري برگشتو عامل  گرم مثبت هاي

وحشي و پرورشي آب شور و شيرین در جهان و مشترک با انسان که در 

نسبت به ماهيان خاویاري منطقه آددریاتيک نيز گزارش شده است، 

هاي عنوان نماینده باکتري ، به(A. hydrophila)آئروموناس هيدروفيلا 

 يانگينمطور پروري، بهزاي آبزيترین عامل بيماريگرم منفي و رایج

ي وزني هاگروه ينب یسه. مقادرا نشان دادن يبالاتر عدم هاله رشد

نشان داد در  A.hydrophilaرا در برابر  یایي مشابهيضد باکتر يتفعال

 داريطور معني ن اول، بهوز زني،هاي ودر مقایسه بين گروه که يحال

نشان  S. iniaeرا در برابر  يکمتر نسبت به دو وزن دیگر هاله عدم رشد

هاي جامي ماهيت شيميایي موکوسي که توسط سلول. (p≤0.05) داد

شود، در خلال دگردیسي نوزادي یا در اثر مواجهه ماهي با توليد مي

نند تغيير شوري، تغيير مواد سمي یا در خلال سایر تغييرات محيطي ما

کند اما از آنجا که در این تحقيق تفاوتي در ساختار یا تعداد باندهاي مي

 يدپپت يانسطح ببه  توان يرا مي اثرات مهارپروتئيني مشاهده نشد این 

و نيز دخيل بودن این پپتيد در  در گروه اول)الگوي ژل الکتروفورز( 

رم مثبت دانست که کمبود آن مواجهه و موفقيت در مقابله با باکتري گ

در تحقيقات  نقش چنداني در مقابله با باکتري گرم منفي نداشته است.

کم در  يبا وزن مولکول يکروبيمضد يباتترک يانب یشافزابسياري 

 مشاهده شده يکروبيدر مواجهه با استرس م يماه يدرميموکوس اپ

-رش در گروهاما در این تحقيق ميانگين لود باکتریایي محيط پرو است

-ضد يهاينها پروتئي. ماهداري نداشتندهاي وزني تفاوت معني

 يکنند که قادر به نفوذ در غشايرا ترشح م يدهایيو پپت یایيباکتر

منافذ بزرگ در  يلبا تشک هايبردن باکتر ينهدف و از ب يهاسلول

 ,.Ebran et al., 1999; Balakumar et al)هستند  آنها يغشا

2011; Sasidharan et al., 2011.) موکوس  یایيخواص ضد باکتر

 ته استقرار گرف يدر مطالعات مختلف مورد بررس يماه يدرماپ

(Esteve-Gassent et al., 2003; Kuppulakshmi et al., 2008, 

Wei et al., 2010; Kumari et al., 2011; Vennila et al., 

2011; Haniffa et al., 2014دار در اختلاف معنيرغم مشاهده  (. علي

هاله عدم رشد بين گروهي )مقایسه ميانگين کل هاله عدم رشد در برابر 

و درون گروهي  هيدروفيلا( استرپتوکوکوس اینيایي و آئروموناس

هاي وزني در مواجهه با هر باکتري(، در تعيين )مقایسه بين گروه

ه گروه مطالعه، هم ینا کشي، درکمترین مقادیر بازدارندگي و باکتري

و  A. hydrophilaدر برابر  يکروبي مشابهي را ضدم يتفعالوزني  يها

S.iniae .مقادیر کمترین  در يتفاوت يچه اي که گونه به نشان دادند

ساعت  48کشي پس از غلظت بازدارندگي و کمترین غلظت باکتري

(MIC48 = MBC48 = 25 م)و حتي نسبت به سه گروه  يکروگرم

 یسکدتوان نتيجه گرفت  رو مي . از ایند نداشتوجوباکتري دیگر هم 

ي گرم منفباکتري  مقابله بااز مواد مؤثر در  یکياحتمالاً از آزاد شدن 

ثره را مؤ کرده است و قدرت انتشار ماده يريجلوگآئروموناس هيدروفيلا 

تري روش دقيق MICتوان بيان کرد  سلب کرده است. در نهایت مي

 یجتوجه به نتا با کروبي موکوس بوده است.براي مقایسه  فعاليت ضدمي

-SDSدر  ينپروتئ الگوي، ينغلظت پروتئ یسهدست آمده از مقا به

PAGE ،که از  بيان نمودتوان ي، ميکروبيمضد يتکروماتوگرام و فعال

ي( به سطح تکامليلوگرمک 4/0 یعنياول ) ي، گروه وزنایمني اوليهنظر 
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Abstract 

In addition to mucus physical functions such as reducing water friction and protecting 

against abrasion, it contains biologically active constituents, which is the first line of 

defense against pathogens. In the present study, some properties of proteins in the 

epidermal mucus (Huso huso) as one of the native species of the southern coast of the 

Caspian Sea were evaluated. In this study, mucus was directly collected from fish 

surface in three different weight classes (0.4, 4 and 40 kg) and some properties such as 

total protein concentration, chromatogram (RP-HPLC) and molecular mass profile of 

mucus proteins in three weight classes were compared. Antimicrobial activity of 

mucus was evaluated by disk diffusion, minimum inhibitory concentration (MIC) and 

minimum bactericidal concentration (MBC). The crude samples of different weights 

showed no significant difference in protein concentration (1.02 ± 0.03, 1.04 ± 0.01, 

1.07 ± 0.02 µg/µl, respectively) but HPLC fraction No.4 in the third weight (40kg) 

showed a significant higher concentration in comparison to others (α=0.05). SDS-

PAGE results revealed that the mucus samples contain peptides and proteins ranging 

from 5 kDa to 245 kDa with no considerable differences. All chromatograms showed 

similar numbers of fractions at similar retention time while the area percentage of 

fractions underwent significant differences in fractions 2, 4 and 9 (α=0.05). Disk 

diffusion showed the same antibacterial activity against A. hydrophila while group 1 

(0.4 kg) had a significantly lower inhibition zone against S. iniae. All the samples 

possessed the same antimicrobial activity in MIC and MBC assays (MIC48=MBC48=25 

µg). The current study revealed that all selected weight groups had the same properties 

in HPLC chromatogram and SDS-PAGE. Comparison of antimicrobial activity in MIC 

and MBC tests showed no significant difference between groups faced to A. 

hydrophila and S. iniae, while in the disk diffusion test, there were significant 

differences in S.iniaei. Therefore, this difference could refer to the test competency. In 

conclusion, it can be suggested that in terms of protection (non-specific immunity), the 

first weight group (i.e. ≈ 0.4 kg) reached an evolutionary level as well as higher 

weights did (i.e. ≈ 4 and 40 kg).  
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