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بر برخی فاکتورهای ایمنی غیراختصاصی ماهی کپور علفخوار که به علت 

گیاه‌خوار بودن رشــد ســریع و بازار پســندی بالا، بالاترین تولید را در بین 

کپورماهیــان دارد، مد نظر قرارگرفت تا در صورت امکان بتوان از این گیاه 

در کنترل بیماری‌های مختلف و تقویت سیستم ایمنی ماهی استفاده نمود.

مواد و روش کار
تهیــه ماهــی: تعــداد240 قطعــه بچــه ماهی آمــور با وزن متوســط  

12/3g±41/4 از یکی از مزارع پرورش ماهی پروژه آزادگان در حومه  شهر 

اهواز خریداری و با استفاده از نایلون‌های مخصوص حمل بچه ماهی بهمراه 

اکســیژن خالص به بخش بیماری‌های آبزیان دانشکده دامپزشکی انتقال 

یافــت. ماهی‌ها به مــدت ده روز به منظور ســازش‌یابی )adaptation( با 

شرایط محیطی جدید و عادت یافتن به خوراک دستی در آکواریوم‌های 200 

لیتری نگهداری گردیدند. 

تجویــز  ســرخارگل: عصــاره هیدروالکلی گیاه ســرخارگل به روش 

پرکلاســیون استخراج گردیده و با استفاده از دستگاه لیوفیلایزر عصاره به 

پــودر تبدیل گردید تجویز عصاره به ماهیان به دو روش تزریقی و خوراکی 

انجام گردید. جهت تزریق میزان مورد نیاز از عصاره در سرم فیزیولوژی حل 

و  با فیلتر µ 0/22 اســتریل گردید. میزان mg/kgb.w 400 از عصاره به 

روش داخل صفاقی به ماهیان تیمار تزریقی تجویز گردید. در تیمار خوارکی 

5g پــودر عصاره به یک کیلوگرم خوراک )0/5g( به صورت همگن اضافه 

گردیــد  غذادهی روزانه به میزان 3% وزن ماهــی زنده )Biomass( انجام 

گرفت.

تیمار بندی ماهی‌هــا: ماهی‌ها بصورت کاملاًً تصادفی بصورت زیر به 

چهار گروه و هر گروه در سه تکرار تقسیم گردیدند:

گروه اول: تجویز عصاره سرخارگل بصورت تزریق داخل صفاقی، گروه 

دوم: تجویز عصاره ســرخارگل بصورت خوراکی، گروه سوم : کنترل تزریق 

داخل صفاقی سرخارگل )تزریق شده با سرم فیزیولوژی فاقد عصاره(، گروه 

چهارم : کنترل تجویز خوراکی سرخارگل )تغذیه شده با خوراک فاقد عصاره(

   نمونه‌گیری در روزهای صفر،10، 20، 30، 40 بعد از شــروع تجویز 

انجــام گرفــت. در هر مرحله ابتدا ماهی‌ها  با اســتفاده از داروی بیهوشــی 

MS222 با دوز ppm 100 بیهوش گردیده و ســپس با استفاده از سرنگ 

انســولین واز طریق ســاقه دمی خونگیری از ماهی‌هــا بعمل آمد. مقداری 

از خــون به لوله‌های حاوی ماده ضد انعقاد هپارین برای انجام آزمایشــات 

خون شناسی در همان روز انتقال داده‌شد. سرم خون باقیمانده با استفاده از 

ســانتریفوژ در 3000 دور در دقیقه به مدت 15 دقیقه، جداســازی شده و در 

دمای oC 20- تا زمان انجام آزمایشات ایمنی نگهداری گردید.

آزمایشــات انجام شــده روی نمونه‌ها )اندازه‌گیری لایزوزیم ســرم(: 

برای اندازه‌گیری میزان فعالیت لایزوزیم ســرم از روش توصیه شده توسط 

Ellis در سال 1990و Obach و همکاران در سال 1993 با اندکی تغییرات 

استفاده‌گردید )10،20(. در این روش از قدرت لایزوزیم در لیز باکتری گرام 

مثبت میکروکوکوس لیزودایکتیکوس )سیگما( استفاده می‌گردد..

بررســی قدرت باکتری کشی ســرم: برای اندازه‌گیری قدرت باکتری 

کشــی ســرم از روش ارائه شده توســط Kajita و همکاران در سال 1990 

و همچنین Barnes و همکاران در ســال 2003 با کمی تغییرات استفاده 

گردید )5،16(.

 TSB ابتدا باکتری آئروموناس هیدروفیلا به مدت 48 ساعت در محیط

کشت داده‌شد و سپس سلول‌های باکتریایی با سانتریفوژ 3000 دور در دقیقه 

به مدت 15 دقیقه جمع‌آوری و با افزودن مقداری بافر فسفات‌سدیم استریل 

به آن‌ها  جذب نوری سوسپانسیون  حاصله در طول موج nm 540 نانومتر 

برابر 1 تنظیم‌گردید. سپس تعداد باکتری به میزان  105 باکتری در میلی‌لیتر 

در ژلاتین‌ورونــال بافر اســتریل )pH 7/5= و حاوی mmol/ml 0/5 یون 

کلسیم و mmol/ml 0/15 یون منیزیم( تنظیم‌گردید.

سوسپانســیون باکتریایی حاصل به نســبت 1:1 با سرم ترکیب شده و 

بمدت 90 دقیقه در دمای oC 25 با حرکت ملایم  انکوبه‌گردیدند. ســپس 

5µl از مخلوط ســرم و باکتری در محیط کشــت TSA در سه تکرار کشت 

داده‌شــد. محیط‌های کشــت به مدت 24 ســاعت در دمای oC 25 انکوبه 

گردیده و سپس به کمک دستگاه کلونی کانتر تعداد پرگنه باکتریایی رشد 

یافته در روی محیط کشــت شــمارش‌گردید. نتایج بصورت متوسط تعداد 

باکتری شمارش شده در هر سه تکرار برای هر نمونه گزارش‌گردید.

احیــاء NBT: برای ارزیابی میزان احیای نیتروبلوتترازولیوم که نشــان 

دهنده میزان انفجار تنفســی در لکوســیت‌های خون ماهی اســت،  مقدار  

0/1‌ml از خون هپارینه در داخل گوده‌های میکروپلیت تخت قرار داده ‌شد 

و 0/1‌ml نیز محلول NBT ٪0/2 به آن اضافه ‌شد. پلیت به مدت 30 دقیقه 

در دمای آزمایشــگاه انکوبه شد و سپس ‌ml 0/1 از مایع رویی برداشت، و 

بــه یک لوله آزمایش حاوی ‌ml 2 دی متیل فرمامید اضافه ‌گردید. پس از 

سانتریفوژ نمونه، جذب نوری مایع رویی در طول موج 620‌nm  اندازه‌گیری 

شد )14(. 

آزمایش فعالیت کمپلمان: برای اندازه گیری فعالیت کمپلمان از مسیر 

فرعی کمپلمان)ACP( مطابق با روش توصیه شــده توســط Selvaraj و 

همکاران در ســال 2005 اســتفاده گردید. در این روش از قدرت کمپلمان 

برای تخریب جدار گلبول‌های قرمز خون خرگوش و ایجاد همولیز استفاده 

می‌شود )26(.

اندازه‌گیری پارامترهای خون‌شناســی: جهت اندازه‌گیری پارامترهای 

خون‌شناســی از همــان روش‌هــای معمول و متــداول بــرای پارامترهای 

خون‌شناســی پســتانداران با اصلاحاتی اســتفاده‌گردید )11(. هموگلوبین 

به روش اســتاندارد ســیانومت‌هموگلوبین و جذب نوری محلول فوقانی در 

طول موج 560‌nm به وسیله دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه‌گیری و میزان 

هموگلوبین بر حسب گرم در دسی لیتر محاسبه‌گردید. میزان هماتوکریت 
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به روش میکروهماتوکریت سنجش‌گردید. شمارش کلی گلبول‌های قرمز 

)TRBC( و گلبول‌های سفید )TWBC( پس از رقیق نمودن خون به نسبت 

1 به 200 با محلول رقیق کننده نات هریک و با استفاده از لام هماسیتومتر 

نئوبار صورت‌گرفت )11(. جهت شــمارش تفریقی گلبول‌های سفید خونی 

شامل: لنفوسیت‌ها، مونوسیت‌ها، ائوزینوفیل‌ها و بازوفیل‌ها  گسترش خونی 

تهیه و  با استفاده از رنگ گیمسا رنگ‌آمیزی‌گردید )18(.

مواجهــه با باکتری آئروموناس هیدروفیــا: بعد از پایان دوره تعداد 10 

قطعه ماهی در هر تکرار انتخاب و جهت مواجهه استفاده شدند. در هر تیمار 

باکتــری زنده آئروموناس هیدروفیلا AH04 که بصورت مولکولی جنس و 

  LD50 گونه آن مشــخص گردیده بود، به طریق داخل صفاتی، به میزان

)بــه میزان 108×2 باکتری در میلی لیتر( تزریق گردید و تعداد تلفات روزانه 

به مدت 14 روز ثبت شد و با کشت از کلیه قدامی ماهی‌ها، باکتری مجدداًً 

جداسازی و نقش باکتری در تلفات تأیید گردید. بعد از 14 روز تلفات تجمعی 

در هر تیمار مشخص و نمودار تلفات تجمعی رسم گردید )1(.

آزمون آماری:  ابتدا نرمال بودن توزیع داده‌ها در تیمارها با اســتفاده از 

آزمایش شاپیرو- ویلک  و همگن بودن واریانس‌ها با آزمایش لون  مشخص 

 T گردید. سپس برای مقایسه میانگین‌های هر تیمار با کنترل با استفاده از

student test در سطح معنی‌داری 0/05 صورت گرفت. 

اثر گیاه سرخار گل بر ماهی کپور علفخوار

جدول 1. شــاخص‌های خونی ماهی آمور بعد از تجویز خوراکی و تزریقی عصاره ســرخارگل. اطلاعات بر اســاس میانگین ± انحراف معیار بیان شــده اســت و تفاوت معنی‌دار با 
کنترل در سطح 5% با علامت * مشخص شده است.

روز 40روز 30روز 20روز10روز صفرتیمارها

هماتوکریت
)%(

5/34±4/633/37±3/1935/75±5/4135/56±5/3437/67±34/17تیمار خوراکی

4/34±5/635/23±5/0231/67±4/9631/78±4/3431/17±34/17تیمار تزریقی

4/34±2/6233/34±3/934/38±3/9133/25±4/3432/44±33/19کنترل خوراکی

4/34±8/7232/37±0/5835/00±11/8430/67±4/3435/75±32/18کنترل تزریقی

هموگلوبین
)g/dl(

0/29±1/564/21±1/454/54±1/444/15±0/94/13±4/14تیمار خوراکی

1/12±1/34/17±1/554/41±1/623/94±1/044/12±4/15تیمار تزریقی

1/33±1/034/23±1/304/88±1/843/94±1/224/24±4/17کنترل خوراکی

1/38±1/034/15±0/964/73±1/603/89±1/424/20±4/11کنترل تزریقی

تعداد گلبول‌های قرمز
)×106/ µl(

0/28±0/381/29±0/271/34±0/411/38±0/341/34±1/37تیمار خوراکی

0/43±0/511/31±0/401/32±0/481/41±0/331/36±1/39تیمار تزریقی

0/32±0/361/27±0/361/30±0/261/38±0/251/27±1/38کنترل خوراکی

0/44±0/471/33±0/081/35±0/151/32±0/411/29±1/35کنترل تزریقی

تعداد گلبولهای سفید 
)×103/ µl(

1/23±1/153/92±1/144/1±2/034/01±1/114/04±3/85تیمار خوراکی

1/2±4/18*0/98±5/45*1/27±5/8*2/59±1/25/97±4/08تیمار تزریقی

1/21±1/063/98±1/093/89±1/274/18±1/214/12±3/98کنترل خوراکی

0/98±1/134/15±1/13/76±1/134/02±0/983/76±3/9کنترل تزریقی

*6/23±69/7*6/18±6/6370/83±5/2564/83±6/6361±60/75تیمار خوراکیهتروفیل)%(

6/12±60/23*4/31±71/1*7/49±70/17*7/91±6/1272/83±61/54تیمار تزریقی

6/63±8/2658/75±6/7964/33±10/9457/83±6/6361/00±58/75کنترل خوراکی

6/63±6/3657/75±5/0060/50±2/1256/00±6/6357/50±60/75کنترل تزریقی

*6/13±21/63*3/37±8/6122/17±4/6824/83±6/1330/11±28/63تیمار خوراکیلفنوسیت)%(

4/13±26/22*4/58±20/83*3/76±21/83*4/08±4/1319/67±25/22تیمار تزریقی

5/67±4/3827/13±2/7431/00±10/8625/50±5/6731/57±27/13کنترل خوراکی

6/23±5/6630/11±2/9732/00±6/0027/50±6/2329/00±27/11کنترل تزریقی

2/64±2/677/66±2/186/9±3/718/50±2/647/17±7/66تیمار خوراکیائوزینوفیل)%(

2/13±2/888/63±3/497/60±3/976/17±2/136/50±8/63تیمار تزریقی

3/13±3/088/63±3/219/00±3/608/00±3/138/57±8/63کنترل خوراکی

2/13±3/129/63±3/898/50±2/127/67±2/139/50±8/63کنترل تزریقی

1/45±1/673/56±1/182/40±2/712/50±1/482/12±2/98تیمار خوراکیبازوفیل)%(

2/13±2/13/14±2/13/60±2/972/17±2/132/89±3/14تیمار تزریقی

111±2/082/98±2/212/00±1/603/00±1112/13±2/98کنترل خوراکی

1/34±8/183/23±2/9614/49±1/2212/98±1/3413/42±3/23کنترل تزریقی
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نتایج
آزمایشــات ایمنی‌شناســی: تجویز تزریقی عصاره ســرخارگل باعث 

افزایش میزان فعالیت لایزوزیم سرم در روزهای 10، 20 و 30 پس از تزریق 

گردید )p>0.05(، در صورتیکه تجویز خوراکی سرخارگل علیرغم افزایش 

نسبی، تفاوت معنی‌داری در میزان فعالیت لایزوزیم در مراحل مختلف نمونه 

 .)p<0.05( گیری ایجاد نکرد

 تجویز عصاره ســرخارگل در هر دو روش خوراکی و تزریقی، افزایش 

قدرت باکتری‌کشی سرم ماهی آمور را باعث شد. بطوریکه در تیمار تزریقی 

در هر ســه مرحله نمونه‌گیری و در تیمار خوراکی در روز 30 و 40 افزایش 

معنی‌دار قدرت باکتری‌کشــی ســرم در مقایســه با تیمار کنترل مشــاهده 

 .)p>0.05(گردید

تجویز تزریقی عصاره سرخارگل باعث افزایش فعالیت کمپلمان سرم 

در روزهــای 10 و 20 بعد از تجویز گردید )p>0.05(، در صورتیکه تجویز 

.)p<0.05( خوراکی تغییر معنی‌داری در میزان فعالیت کمپلمان نداشت

میزان احیای نیتروبلوتترازولیوم نیز در تیمار تزریقی 10، 20 و 30 روز 

بعد از تزریق عصاره سرخارگل افزایش معنی‌داری نسبت به کنترل داشت، 

و در تیمار خوراکی نیز این افزایش در روزهای 20 و 30 بعد از نمونه گیری 

.)p>0.05( مشاهده شد

چالش باکتریایی: تجویز خوراکی و تزریقی عصاره سرخارگل در ماهی 

امــور باعث افزایش معنی‌دار مقاومت ماهی نســبت بــه چالش با باکتری 

آئروموناس هیدروفیلا گردید )p>0.05(. بطوریکه تلفات بعد از چالش 14 

روز بعد از تزریق در تیمارهای کنترل برابر 100% بود، در صورتیکه در تیمار 

خوراکی و تزریقی به ترتیب برابر 75% و 40% بود.

آزمایشــات هماتولــوژی: در ایــن تحقیــق حجــم فشــرده گلبولــی 

)هماتوکریت(، تعداد گلبول‌های قرمز و میزان هموگلوبین در هیچ کدام از 

تیمارهای تزریقی و خوراکی در مراحل مختلف نمونه گیری نسبت به گروه 

.)p<0.05( کنترل تغییر معنی‌داری نشان نداد

در تیمار تزریقی ســرخارگل، افزایش تعداد گلبول‌های سفید خونی در 

10، 20 و 30 روز بعد از تزریق سرخارگل نسبت به گروه شاهد مشاهده‌گردید 

)p>0.05(، ولی در تیمار خوراکی ســرخارگل، تغییــر معنی‌داری در تعداد 

.)p<0.05( گلبول‌های سفید خونی نسبت به تیمار شاهد مشاهده نگردید

شمارش تفریقی و نسبت گلبول‌های سفید در تیمارهای مختلف نشان 

داد که نســبت نوتروفیل در تیمار تزریقی در روزهــای 10، 20 و 30 نمونه 

گیــری و در تیمــار خوراکی در روز 30 و 40 نمونه‌گیــری بطور معنی‌داری 

نســبت به گروه کنترل افزایش یافت )p>0.05(. برعکس کاهش نسبت 

لنفوسیت‌ها در تیمارهای فوق مشاهده گردید. نسبت ائوزینوفیل و مونوسیت 

 .)p<0.05( تحت تأثیر تجویز خوراکی و تزریقی سرخارگل قرار نگرفت

بحث
از آنجــا که ماهــی کپور علفخوار یا آمور یکــی از ماهی‌های با ارزش 

اقتصادی بالا در صنعت آبزی‌پروری کشــور می‌باشــد، تلاش در افزایش 

قــدرت ایمنی این ماهــی در برابر بیماری‌های متعــدد بخصوص بیماری 

ناشــناخته چندین سال اخیر این گونه، که تلفات شــدیدی را ایجاد نموده 

است اهمیت ویژه‌ای دارد. اخیراً استفاده از محرک‌های ایمنی در ماهی‌های 

پرورشــی جهت افزایش فعالیت مکانیسم‌های دفاع غیراختصاصی و ایجاد 

جدول 2. مقایسه شاخص‌های ایمنی ماهی آمور بعد از تجویز خوراکی و تزریقی عصاره سرخارگل. اطلاعات بر اساس میانگین ± انحراف معیار بیان شده است و تفاوت معنی‌دار با 
کنترل در سطح 5% با علامت *  مشخص شده است.

روز 40روز 30روز 20روز10روز صفرتیمارها

فعالیت لایزوزیم سرم
)U/ml min(

12/27±12/3257/37±7/8563/75±9/2162/56±10/2764/67±56/25تیمار خوراکی

12/34±96/23*10/6±105/67*10/02±125/78*11/96±14/3479/75±48/17تیمار تزریقی

12/34±10/6268/34±10/961/38±10/9150/25±11/3456/44±59/19کنترل خوراکی

12/34±11/7266/37±14/5871/00±15/8459/67±15/3460/75±53/18کنترل تزریقی

*1/56±49/3*5/43±5/4350/4±7/4353/34±7/4356/34±63/14تیمار خوراکیقدرت باکتری کشی سرم

6/12±60/28*8/3±43/41*6/2±40/32*4/6±6/1241/4±61/26تیمار تزریقی

8/2±7/3258/2±4/3060/88±8/262/34±8/3458/2±58/45کنترل خوراکی

6/25±6/757/6±6/4858/4±6/2561/12±7/2557/6±59/24کنترل تزریقی

فعالیت کمپلمان
)U/ml(

4/243±4/26436±4/27234±4/27631±4/25529±35تیمار خوراکی

2/275±29 5/295±36 6/311±43 *8/324±44 *5/276±32 تیمار تزریقی

6/265±27 4/246±26 6/265±42 5/275±32 6/265±37 کنترل خوراکی

15/255±42 15/266±27 15/245±33 3/289±34 15/262±41 کنترل تزریقی

NBT فعالیت
)جذب نوری(

0/05±0/53*0/05±0/57*0/05±0/040/59±0/050/52±0/45تیمار خوراکی

0/08±0/52*0/07±0/63*0/07±0/78* 0/06±0/050/82±0/51تیمار تزریقی

0/05±0/040/50±0/060/48±0/030/48±0/030/50±0/48کنترل خوراکی

0/07±0/040/52±0/050/44±0/060/44±0/040/48±0/47کنترل تزریقی
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مقاومت در مقابل بیماری‌ها رایج شده‌اســت. این مواد به عنوان جایگزینی 

مناســب برای آنتی بیوتیک‌ها معرفی شــده‌اند )25(. از جمله محرک‌های 

ایمنی با منشأ گیاهی، گیاه سرخارگل می‌باشد که دارای اثرات ضدالتهابی، 

تقویت‌کننده سیســتم ایمنی و اثرات ضدباکتریایی است. پلی‌ساکاریدهای 

موجود در اکیناسه عامل اصلی خاصیت  محرک ایمنی آن شناخته شده‌اند 

)7،30(. در این تحقیق نیز اثرات عصاره این گیاه در تحریک سیستم ایمنی 

غیراختصاصی ماهی آمور مشاهده شد. نتایج این تحقیق گویای تأثیر این 

گیاه در روش تزریقی و خوراکی بر برخی فاکتورهای ایمنی غیراختصاصی 

ماهی کپور علفخوار بود. بطوریکه افزایش میزان فعالیت لیزوزیم سرم که 

یکی از معتبرترین آزمایشــات بررسی فعالیت ایمنی غیراختصاصی ماهی 

می‌باشــد را باعث شده‌اســت. در این تحقیق تجویز داخل صفاقی عصاره 

ســرخارگل در ماهــی کپور علفخوار باعــث افزایش فعالیــت لایزوزیم در 

مراحل مختلف نمونه‌گیری شده‌اســت )p>0.05( که بیشترین افزایش در 

فاصلــه 20 روز بعد از تزریق بوده‌اســت و بعــد  از روز 20 کاهش تدریجی 

میزان فعالیت لایزوزیم مشــاهده شد که با توجه به حذف تدریجی عصاره 

ســرخارگل تزریقی، کاهش اثرات آن قابل توجیه اســت. نتایج مشابهی از 

تزریق لوامیزول در ماهی قزل آلا نیز حاصل شده‌است )14(. افزایش فعالیت 

لایزوزیم در شرایط مختلفی که توسعه فعالیت دفاع ایمنی ماهی را  می‌طلبد 

)مثل عفونت‌ها، اســترس‌های شدید محیطی( نیز گزارش شده است )15(. 

افزایش فعالیت لایزوزیم بعد از تجویز محرک‌های ایمنی )3(، واکسن‌ها و 

برخی پروبیوتیک‌ها )29،30( به اثبات رسیده-است. در این شرایط افزایش 

میزان لایزوزیم ســرم می‌توانــد بدلیل افزایش تعداد و درصد ســلول‌های 

تولیدکننده لایزوزیم از جمله نوترفیل در خون باشــد )28( که نتایج حاصل 

از شــمارش تفریقی گلبول‌های سفید در این تحقیق خود موید این مطلب 

اســت. تجویز خوراکی سرخارگل بمدت 40 روز تغییر معنی‌داری در میزان 

لایزوزیم ســرم نســبت به تیمار کنترل ایجاد ننموده است )p<0.05(. هر 

چند افزایش نسبی میزان فعالیت لایزوزیم در این تیمار مشاهده شد. البته 

نتایج مشــابهی از عدم تأثیر برخی از محرک‌های ایمنی در روش خوراکی 

نیز گزارش‌شــده اســت )25(. علل متعددی برای تفسیر این یافته می‌توان 

ذکر نمود که از آن جمله تغییر ماهیت این ماده در دســتگاه گوارش ماهی  

به علت فرآیندهای هضم مکانیکی و آنزیمی قبل از جذب شــدن به خون 

می‌باشد در صورتیکه ماده مؤثره این گیاه در روش تزریقی بطور مستقیم در 

اختیار سیستم ایمنی قرار گرفته است. علت دوم به غلظت عصاره سرخارگل 

و دوره زمانی در معرض قرارگیری عصاره می‌توان اشاره نمود. تأثیر عصاره 

ســرخارگل بر لایزوزیم سرم را در روش تزریقی را می‌توان به مواد محرکه 

موجود در گیاه بویژه فلاونوئیدها و آلکالوئیدها نسبت داد این مواد با افزایش 

تولید برخی ســایتوکین‌های تأثیر گذار در پاسخ ایمنی باعث ارتقای پاسخ 

ایمنی ماهی می‌گردند )10(. کلیه ارتباطات ایمنی توســط میانجی‌هایی به 

نام ســایتوکین‌ها انجام می‌گیرد و گزارشــات فراوانی از افزایش تولید این 

سایتوکین‌ها بدنبال استفاده از عصاره‌های گیاهی وجود دارد )4(.

 از نــکات مهم در اســتفاده از مواد محرک ایمنی یافتن دوز مناســب  

و طــول دوره مجاورت با ماده محرک ایمنی می‌باشــد بطوریکه کاهش یا 

افزایش دوز و یا طول دوره مجاورت )خارج از محدوده مناسب( سبب کاهش 

پاسخ‌های ایمنی یا سرکوب ایمنی می‌شود )25(. 

قدرت باکتری‌کشــی سرم که وضعیت ایمنی هومورال غیراختصاصی 

ســرم در برابــر عفونت‌های باکتریایی را  نمایان می‌ســازد، در این تحقیق 

مورد بررســی قرارگرفت. تجویز عصــاره در هر دو روش خوراکی و تزریقی 

باعث افزایش قدرت باکتری‌کشــی )باکتری آنروموناس هیدروفیلا( ســرم 

گردیــد.  بطوریکه در تیمار تزریقی در روزهــای 10، 20 و 30 بعد از تزریق 

عصاره سرخارگل، افزایش قدرت باکتری‌کشی سرم مشاهده گردیده‌است 

)p>0.05(. در تیمار خوراکی نیز تجویز ســرخارگل باعث افزایش تاخیری 

قدرت باکتری کشی سرم در روزهای 30 و 40 بعد از شروع تیمار گردیده‌است 

)p>0.05(. لذا می‌توان نتیجه گرفت که تجویز عصاره ســرخارگل چه به 

روش خوراکی و چه به روش تزریقی، افزایش قدرت باکتری‌کشــی سرم را 

در ماهی علفخوار باعت می‌شود. احتمالا افزایش برخی فاکتورهای هومورال 

غیر اختصاصی مثــل لیزوزیم، کمپلمان، آنتی بادی‌های طبیعی، پروتئین 

واکنشی C، آگلوتینین‌ها علت این افزایش قدرت باکتری‌کشی بوده است.  

با توجه به عدم تغییر فعالیت لایزوزیم و افزایش قدرت باکتری‌کشی سرم 

در تیمــار خوراکی ســرخارگل می‌توان فاکتورهای دیگــر ایمنی هومورال 

غیراختصاصی، به‌جز لایزوزیم را در افزایش قدرت باکتری‌کشــی سرم در 

روش خوراکی مؤثر دانســت. افزایش تاخیری قدرت باکتری‌کشی سرم در 

تیمار خوراکی نســبت به تیمار تزریقی را می‌توان به روند اثر این دو روش 

نســبت داد. در روش تزریقی به علت دسترسی سریع مکانیسم‌های ایمنی 

به عصاره در سه مرحله اول نمونه گیری افزایش قدرت باکتری‌کشی سرم 

مشــاهده شــده اســت و در  مراحل بعد کاهش یافته اســت، ولی در روش 

خوراکــی قدرت باکتری‌کشــی به‌تدریج افزایش یافتــه و در دو مرحله آخر 

اثر گیاه سرخار گل بر ماهی کپور علفخوار

نمودار1. تلفات بعد از چالش باکتریایی ماهی آمور بعد از تجویز خوراکی و تزریقی 
عصــاره ســرخارگل. تفــاوت معنی‌دار با کنترل در ســطح 5% با علامت * مشــخص 

شده است.
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نمونه‌گیری این افزایش معنی‌دار گردیده‌است.

آزمایــش احیای NBT یک آزمایش ســریع برای تشــخیص توانایی 

ســلول‌های بیگانه‌خوار خون ماهی در تولید رادیکال‌های آزاد اکســیژن در 

روند انفجار تنفســی می‌باشــد. در تحقیق جاری تجویز تزریقی و خوراکی 

عصاره ســرخارگل باعــث افزایش احیای NBT گردیــد، که گویای بهبود 

فرآیند بیگانه خواری و انفجار تنفســی در این تیمارها می‌باشــد.در تحقیق 

 NBT افزایش احیای Ocimum sanctum مشــابه تزریق عصاره گیاه

را باعث شــد،  همچنین Gopalakannan و Venkatesan در ســال 

2006 نیــز تجویز کیتین و کیتوزان را عامل افزایش احیای NBT و بهبود 

بیگانه‌خواری ماهی کپور گزارش نمودند )Ispir  .)12  و Dorucu در سال 

2005 نیــز افزایش بیگانه خــواری و احیای NBT  را بعد از تجویز محرک 

ایمنی لوامیزول گزارش نمودند )14(.

پروتئین‌های کمپلمــان نیز یکی از فاکتورهای ایمنی غیر اختصاصی 

هســتند که تأثیر بســزایی در پاســخ ایمنی ماهی دارنــد. افزایش فعالیت 

کمپلمــان بدنبال اســتفاده از محرک‌های ایمنــی غیراختصاصی به کرات 

گزارش شده‌اســت )29(. در این تحقیق تجویز تزریقی عصاره ســرخارگل 

باعــث افزایش فعالیت کمپلمان در روزهــای 10 و 20 بعد از تزریق عصاره 

ســرخارگل گردید. گزارشــات متعددی از افزایش فعالیت کمپلمان بدنبال 

اســتفاده از محرک‌های ایمنی وجود دارد )16،24(. البته گزارشــاتی نیز از 

عدم تأثیر تجویز خوراکی عصاره‌ها بر میزان فعالیت کمپلمان نیز وجود دارد 

)8،26(. در تحقیقی مشــابه Pourgholam و همکاران در سال 2013 اثر 

ایمنی‌زایی عصاره ســرخارگل را بر افزایش مقاومت ماهی قزل آلا در برابر 

بیماری اســترپتوکوکوزیس گزارش نمودند، آن‌ها نیز افزایش گلبول‌های 

سفید خونی و فعالیت لایزوزیم سرم را گزارش نمودند )22(.

در تحقیــق جاری حجم فشــرده گلبولی )PCV( و تعــداد گلبول‌های 

قرمــز و میزان هموگلوبیــن در هیچکدام از تیمارهــای تزریقی و خوراکی 

تغییر معنی‌داری نســبت به تیمار کنترل نشــان نداد )p<0.05(. این نتایج 

نشان‌دهنده عدم تأثیر سرخارگل بر فاکتورهای خونی مربوط به گلبول‌های 

قرمز می‌باشد. البته فاکتورهای خونی حیوانات خونسرد بویژه ماهی بر خلاف 

حیوانــات خونگرم بطور قابل توجهی تحت تأثیر فاکتورهای مختلف، مثل 

اســترس، دما، فصل، تغذیه و.... قرار گرفته و تابلوی خونی شاخص خوبی 

برای بررسی وضعیت سلامت یا ایمنی ماهی بشمار نمی‌رود )15( در مورد 

تأثیر محرک‌های ایمنی بر فاکتورهای هماتولوژی تحقیقات متعددی انجام 

شده‌اســت. ولی نتایج متفاوتی از تأثیر محرک‌هــای ایمنی بر فاکتورهای 

هماتولوژی ماهی گزارش گردیده‌است، بطوریکه برخی از محققین بی تأثیر 

بودن کاربرد محرک‌های ایمنی بر فاکتورهای هماتولوژیک ماهی را گزارش 

نموده )25( در صورتیکه برخی برعکس تغییر برخی فاکتورهای هماتولوژیک 

را در اثر اســتفاده از برخی از محرک‌های ایمنی مثل ویتامین C را گزارش 

نموده‌اند )16،19(. برخی گزارشات حاکی از تأثیر سوء افزودنی‌های خوراکی 

بر شاخص‌های خونی ماهی می‌باشدرفرانس، در صورتیکه از نتایج تحقیق 

جاری می‌توان عدم تأثیر ســوء این عصــاره در روش تزریقی و خوراکی بر 

شاخص‌های خونی ماهی کپور علفخوار را نتیجه گرفت. در تحقیق حاضر  

نتایــج تعداد گلبول‌های ســفید خونــی ماهی در تیمار تزریقــی و خوراکی 

متفاوت بود.  بطوریکه در تیمار تزریقی سرخارگل، افزایش تعداد گلبول‌های 

ســفید خونــی در روزهــای 10، 20 و 30  بعــد از تزریــق نســبت به گروه 

شاهد مشــاهده‌گردید )p>0.05(. ولی در تیمار خوراکی سرخارگل ، تغییر 

معنی‌داری در تعداد گلبول‌های سفید خونی نسبت به تیمار شاهد مشاهده 

نگردید. گلبول‌های سفید یکی از مهم‌ترین سلول‌هایی هستند که می‌توانند 

واکنش‌های ایمنی غیراختصاصی را در ماهیان تحریک‌کنند )27( بنابراین 

با توجه به نقش گلبول‌های ســفید خونی در سیســتم دفاعی ماهی، تغییر 

تعداد این سلول‌ها تحت تأثیر محرک‌های ایمنی منطقی به‌نظر می‌رسد. از 

طرفی بسیاری از فاکتورهای ایمنی هومورال غیر اختصاصی ماهی توسط 

گلبول‌های سفید خونی ترشح می‌شوند، که افزایش این فاکتورهای هومورال 

تحت تأثیر افزایش تعداد لکوسیت‌های خونی بوده‌است. البته در مورد عدم 

تغییر تعداد لکوســیت‌ها در تیمار خوراکی ســرخارگل،  عدم تأثیر مناسب 

مواد مؤثره گیاه ســرخارگل بعد از فرایند هضم و جذب گوارشــی می‌تواند 

علت اصلی باشــد، البته در عدم تأثیر، دوز ســرخارگل نیز می‌تواند دخالت 

داشته باشد. افزایش تعداد گلبول‌های سفید خونی در عفونت‌های طبیعی و 

تجربی و در مواقع استفاده از واکسن‌ها  و محرک‌های ایمنی متعدد گزارش 

شده‌است که  نتایج مشابهی از این تحقیق گزارش شده‌است )15،16،18(. 

شمارش تفریقی و نسبت گلبول‌های سفید در تیمارهای مختلف  نشان‌داد 

که علاوه بر افزایش تعداد لکوسیت‌ها، بطور کلی نسبت نوتروفیل‌هادر تیمار 

تزریقــی )در روزهــای 10، 20 و 30( و تیمار خوراکی )روزهــای 30 و 40( 

بطور معنی‌داری نسبت به گروه کنترل افزایش یافته‌است که نتایج مشابهی 

از تحقیقــات Selvaraj و همکاران در ســال 2005 بعد از اســتفاده  از بتا 

گلوکان در کپور گزارش‌گردید )25(. بر عکس کاهش نسبت لنفوسیت‌ها در 

تیمارهای فوق مشاهده شد، که با توجه به تأثیر بیشتر لنفوسیت‌ها در ایمنی 

اختصاصی و تحریک ایمنی غیراختصاصی توسط محرک‌های ایمنی این 

کاهش قابل توجیه‌است. که این نتایج با یافته‌های محققین دیگر در سایر 

ماهی‌ها مطابقت دارد )17،26(.

بعنوان نتیجه‌گیری کلی و بر اساس یافته‌های این تحقیق می‌توان ادعا 

نمود که عصاره گیاه سرخارگل در روش خوراکی و تزریقی  باعث تحریک 

برخی فاکتورهای ایمنی غیراختصاصی در ماهی کپور علفخوار می‌شود. از 

طرفی استفاده از عصاره اکینا سه به‌روش تزریقی تحریک ایمنی بیشتری 

نسبت به روش خوراکی در ماهی آمور می‌نماید و استفاده از این ماده تأثیر 

سوئی بر شاخص‌های خونی ماهی کپور علفخوار ندارد و می‌تواند به عنوان 

یک کاندید مناسب محرک ایمنی گیاهی در این ماهی مطرح باشد.
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تشکر و قدردانی
این تحقیق با حمایت مالی معاونت پژوهشــی دانشگاه شهید چمران 

اهــواز و از محــل پژوهانه نویســندگان انجام گرفت. نگارنــدگان مقاله از 

همکاری دکتر مسعود قربانپور اســتاد دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید 

چمران اهواز در انجام آزمایشــات ایمنی شناســی تحقیق صمیمانه تشکر 

می‌نمایند.

اثر گیاه سرخار گل بر ماهی کپور علفخوار
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Abstract:
BACKGROUND: Herbal immunostimulants have numerous potential benefits in com-

parison to vaccines and drugs like antibiotics in aquaculture. OBJECTIVES: In this study, 
effects of administration of Echinacea purpurea in oral and intra peritoneal routs on some 
hematological and immunological parameters of the grass carp (Ctenopharyngodon idella) 
were investigated. METHODS: A total of 240 healthy juvenile grass carp were randomly 
divided into four equal groups in triplicates. Group 1 received 400 mg/kg b.w. Echinacea 
in intra peritoneal injection. Group 2  received 0.5% Echinacea in their daily food. Group 
3 and 4 were considered as injection control and oral control, respectively. Fish were bled 
on day 0, 10, 20, 30 and 40 of study. Sera samples were assayed for immunological pa-
rameters: lysozyme activity, serum bactericidal activity, complement activity and NBT 
reduction assay. Blood samples were also used for hematological parameters: (PCV, Hb, 
RBC, WBC and Leukocyte differentiated count). RESULTS: Results showed that serum 
lysozyme and bactericidal activity as well as complement and NBT reduction activity were 
significantly higher in i.p. treatment than the control group (p<0.05), while in oral treat-
ment bactericidal and NBT reduction activity increased significantly on days 30 and 40 
(p<0.05). Hematological assay shows no significant differences in PCV, Hb and RBC val-
ues at each sampling period in oral and injection compared to controls (p>0.05) but WBC 
count and  rate of heterophils showed an increase in injection treatment group compared 
with the control (p<0.05). Mortality rate after challenged with A. hydrophila decreased in 
Echinacea treated treatments. CONCLUSIONS: This study indicates that administration of 
E. purperea stimulates some nonspecific immune responses in grass carp and therefore it 
can be recommended as an herbal immunostimulant in fish.

Keyword: Echinacea purpurea, Ctenopharyngodon idella, hematological parameter, immunological 
parameters
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Figure Legends and Table Captions
Table 1.  Hematological parameters of grass carp following oral and injection administration of Echinacea purpurea extract. Data 
showed as Mean± SD and Significant differences (p<0.05) are marked by *.
Table 2. Immunological parameters of grass carp following oral and injection administration of Echinacea purpurea extract. Data 
showed as Mean± SD and Significant differences (p<0.05) are marked by *.
Figure 1. Cumulative mortality of grass carp challenged with A. hydrophila following oral and injection administration of E.purpurea. 
(* Showed significant differences with control group, p< 0.05).


