
مجلهتحقیقاتدامپزشکی،1394،دوره70،شماره447-454،4
JournalofVeterinaryResearch.70,4:447-454,2015

OriginalArticleمقالهتحقیقی

اثر عصاره آویشن شیرازی )Boiss Zataria multiflora( و پونه                            
)Mentha pulegium L (  بر تغییرات فاگوسیتوز، لیزوزیم، انفجار تنفسی و 
)Oncorhynchus mykiss( گلبول های خون در ماهی قزل آلای رنگین کمان
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  )  دریافت مقاله:  28  مرداد ماه  1394،   پذیرش نهایی:  20 مهر ماه  1394(     

 چکیده  
زمینه مطالعه:  بهبود کارایی سیســتم ایمنی ماهی یکی از روش های پیشــگیری از بیماریها و تحریک رشد می باشد. هدف: هدف از این 
تحقیق، بررســی اثر تجویز خوراکی عصاره آویشن شــیرازی )BoissZatariamultiflora( و پونه ).MenthapulegiumL( بر تغییرات 
لیزوزیم، فاگوسیتوز، انفجار تنفسی و گلبول های سفید و قرمز خون ماهی قزل آلای رنگین کمان )Oncorhynchusmykiss( با میانگین وزنی  
g   10 ± 100 بود. روش کار: 210 قطعه ماهی در قالب یک طرح تصادفی شامل 7 تیمار و 3 تکرار برای هر تیمار به مدت 14 روز متوالی مورد تغذیه 
قرار گرفتند. تیمارها شــامل یک جیره پایه آزمایش )گروه شاهد( و ســطوح mg/kg 20،50 و 100 برای عصاره های آویشن شیرازی و پونه بود. 
شمارش گلبول های سفید /قرمز خون ) به روش لام نئوبار(، فعالیت لیزوزیم سرم )یه روش کدورت سنجی(، فعالیت فاگوسیتوز )به روش فاگوسیتوز 
سلول مخمر( و انفجار تنفسی ) به روش احیاء نیتروبلو تترازولبوم( بافت رأس کلیه ماهی ها پس از پایان روز 14 مورد سنجش قرار گرفت. نتایج: 
نتایج حاصل از این تحقیق، نشان داد که  بیشترین میزان فعالیت فاگوسیتوزی و انفجار تنفسی در گروه تغذیه شده با غلظت mg/kg 50 عصاره 
آویشــن شــیرازی مشاهده شد و نسبت به گروه شاهد اختلاف معنی داری داشته است )p>0/05(. بیشترین تعداد گلبول سفید و  میزان فعالیت 
لیزوزیم در گروه تغذیه شده با غلظت mg/kg 100 آویشن شیرازی مشاهده شد )p>0/05(. ولی گلبول های قزمز در بین گروه شاهد و گروه های 
تیمار تفاوت معنی داری را نشان نداد )p<0/05(. همچنین بیشترین میزان فعالیت فاگوسیتوزی در گروه تغذیه شده با غلظت mg/kg 100 عصاره 
پونه مشاهده شد )p>0/05(. ولی میزان فعالیت لیزوزیم، تعداد گلبول های قرمز و سفید خون و میزان انفجار تنفسی در بین گروه شاهد و گروه های 
تیمار تفاوت معنی داری را نشان ندادند )p<0/005(. نتیجه گیری نهایی: بر اساس نتایج حاضر، غلظت mg/ kg 50 و100 عصاره آویشن شیرازی و 
غلظت mg/kg 100 عصاره  پونه تأثیر مثبتی بر تحریک سیستم ایمنی ذاتی در ماهی قزل آلای رنگین کمان دارد. اما اثر عصاره آویشن شیرازی( 

با غلظت mg/kg 100 بهتر ازعصاره پونه است.

واژه های کلیدی: سیستم ایمنی، پونه، قزل آلای رنگین کمان، فعالیت فاگوسیتوز، آویشن شیرازی

مقدمه
نقش مهم سیســتم ایمنی در حفظ ســلامت آبزیان و تضمین بقاء و رشد 

مناســب آنها در طول دوره پرورش، سبب شــده تا محققین  به استفاده از 

انواع ترکیبات شــیمیایی و طبیعی محرک و تقویت کننده سیســتم ایمنی 

تمایل نشــان دهند )1( .ماهی ها مانند ســایر مهره داران رده های پایین تر 

خود برای مبارزه با عوامل بیماریزا عمدتا به سیستم ایمنی غیر اختصاصی 

متکی هستند. لذا محرک های ایمنی در ماهی های پرورشی جهت افزایش 

فعالیــت مکانیســم های دفاع غیــر اختصاصی و ایجاد مقاومــت در مقابل 

بیماریها، مورد اســتفاده قرار می گیرند و  به عنوان یک جایگزین مناســب 

برای آنتی بیوتیک ها معرفی شده اند. افزایش باکتری های مقاوم نسبت به 

آنتــی بیوتیک ها و عوارض جانبی ایــن داروها بر بدن ماهی از جدی ترین 

تهدیدهای استفاده از آنتی بیوتیک ها می باشد )2،11(. در بین محرک های 

ایمنی، عصاره های گیاهی بعلت در دسترس بودن، قیمت پایین، عدم ایجاد 

مقاومت در برابر عوامل بیماریزا و آسیب کمتر به ماهی و محیط زیست مورد 

توجه قرار گرفته اند )7،12،15(.

آویشــن شــیرازی )Zatariamultiflora( از خانــواده نعناعیــان 

)Lamiacea(، یکی از شــناخته شــده ترین گیاهان دارویی در طب سنتی 

ایران و اروپا می باشــد. قســمت های درمانی گیاه، سرشاخه ها و برگ های 

خشک شده آن می باشــد ) 2( از خواص دارویی آن در دامپزشکی می توان 

Mentha( پونه .)به اثرات ضد باکتریایی، ضد قارچی آن اشاره نمود )2،26

pulegium ( از خانــواده نعناعیان )Lamiacea(،حاوی اســانس روغنی 

فرار یا روغن منتول ) به عنوان ترکیبات اصلی(، تانن، مواد رزینی، قندی و 

ویتامین می باشد. عصاره برگ ها و گل های پونه و همچنین ساقه های آن با 

توجه به خواص ضد میکروبی می توانند جایگزین مناسبی برای بسیاری از 

آنتی بیوتیک ها باشند )2(.

همــراه بــا توســعه صنعت پــرورش ماهــی قــزل آلای رنگین کمان 

)Oncorhynchusmykiss( و افزایــش تراکــم ماهی در واحد ســطح 
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شیوع بیماریهای عفونی در این مزارع گسترش یافته است لذا تلاش برای 

افزایــش مقاومت در برابر بیماریها، از مهمترین اهداف تحقیقات مرتبط با 

این گونه در دنیاست )16(.

تحقیقــات زیادی که در زمینه اثرات مثبت آویشــن شــیرازی و پونه، 

در کنترل بیماریهای میکروبی و تقویت سیســتم ایمنی انســان و جانوران 

آزمایشگاهی شده است )5،20،21،25(، اثرات چندین گیاه دارویی از جمله 

دارواش )Viscumalbum(،گزنــه )Zatariamultiflora( و زنجبیل 

)Graniumpelagonium( بر سیســتم ایمنی قزل آلای رنگین کمان 

)10( و کپورمعمولــی )Cyprinuscarpio()2( صــورت گرفته اســت  به 

اســتثنای مطالعه ای که در زمینه اثر آویشن شــیرازی  بر تحریک ایمنی 

ماهی کپور معمولی )24( صورت گرفته اســت تاکنون مطالعه ای در زمینه 

اثر آویشــن شیرازی و پونه  بر سیستم ایمنی ماهیان صورت نگرفته است. 

همچنین مکانیسم عمل عصاره پونه  به عنوان محرک ایمنی بخوبی تشریح 

نشــده و تاکنون هیچ تحقیقی در زمینه تأثیر عصاره پونه بر سیستم ایمنی 

ماهی ها صورت نگرفته اســت. هدف از مطالعه حاضر، بررســی اثر عصاره 

پونه و آویشن شیرازی بر فعالیت لیزوزیم، فاگوسیتوز، انفجار تنفسی و تعداد 

گلبول های ســفید و قرمز خون در ماهــی قزل آلای رنگین کمان  به عنوان 

یکی از گونه های مهم پرورشی می باشد.  

مواد و روش کار 
گیاه آویشــن شــیرازی از اطراف شــهر شــیراز، گیاه پونــه از اطراف 

شهرستان سمیرم جمع آوری و در مرکز هرباریوم دانشگاه شیراز هویت آن 

مورد تأیید قرار گرفتند )15( سپس سر شاخه های آنها در فضای آزاد خشک 

و توســط دســتگاه آسیاب کاملاًً به حالت پودر تبدیل شــدند. g 50 از پودر 

حاصل با cc 400 الکل متانول 96 % مخلوط و با دستگاه همزن کاملاًً بهم 

زده شــد. وبا دستگاه سوکسله عصاره گیری انجام شد و عصاره ها در دمای  

С° 4 تا زمان مصرف نگهداری شد)11(. 
این بررسی در زمستان 1391، در دانشکده دامپزشکی شیراز انجام شد. 

210 قطعــه ماهی قزل آلای رنگین کمان  با میانگیــن ورنی g 10±100 از 

مزرعه پرورش شش پیر سپیدان شیراز خریداری و قبل از شروع آزمایش، 7 

روز با شرایط محیط سازگارشدند.

به منظــور اجرای این تحقیق،21 عدد وان فایبرگلاس 100 لیتری که 

با آب لوله کشــی شــهری که قبلا در مخزن 1000 لیتری کلرزدایی شده 

پر شــدند. طی دوره آزمایش، میانگین دمای آب С° 0/5±15/8، اکســیژن 

محلول mg/l 0/1± 5/5 و pH  0/18±7/8 برآورد شــد. پس از پایان دوره 

سازش پذیری، ماهی ها بصورت تصادفی شمارش شده و با تراکم 10 قطعه 

بــه ازای هر وان به وان ها اضافه شــدند. در این طرح تیمارها شــامل یک 

جیــره پایه آزمایش )گروه شــاهد( و ســطوح mg/kg 20،50 و 100 برای 

عصاره های آویشن شیرازی و پونه بود. 

ماهی هــا با تیمارهــای فوق بمــدت 14 روز به میــزان % 5 وزن بدن 

خود 3 بار در روز تغذیه شــدند. در پایان دوره آزمایش، از هر تکرار 3 قطعه 

ماهی انتخاب و نمونه های خون توســط ســرنگ های mL 5 از ساقه دمی 

آنها گرفته شــد. بخشی از خون گرفته شده )به منظور شمارش گلبول های 

قرمز و ســفید خون( وارد میکروتیوپ های حاوی μL 50 هپارین )ماده ضد 

انعقادخون( گردید و بخشی از آن نیز وارد میکروتیوپ های فاقد هپارین )به 

منظور جداسازی سرم خون( گردید. سرم خون با کمک  دستگاه سانتریفوژ 

با دور 3000 به مدت min 15 جداسازی و در دمای С° 20- نگهداری شد.

پس از خونگیری، بافت کلیه ماهی ها تحت شــرایط اســتریل از بدن 

L-15 400 محیط  μL ماهــی جدا شــده و در داخــل لوله هــای محتــوی

 Razi Institute( %2 500 ســرم گوساله  μL و ) Merck, Germany(ز

Iran ,( بــه همراه μL/mL 10 هپارین که حجم نهایی به mL 1 رســیده 

وارد شــدند و ســپس به مدت min 30 در کنار یخ نگهداری شدند. سپس 

از یک مش نایلونی با ســوراخ هایی به قطر μm 100 اســتریل شــده عبور 

داده شــد. محتویات عبور کرده از مش را به داخل میکروتیوب های حاوی 

mL 1 از محلول 15ـ L و سرم گوساله 2% همراه با جنتامایسین وارد نموده 

 HBSS( درصد رقیق شده با محلول نمک )v/v( 51 و محلول پرکل 34 تا

sigma ,(زHank Balanced-salted solution به آن اضافه کرده و 

میکروتیوپ ها در دور 400 به مدتmin 25 در دمای С°4 سانتریفوژشدند. 

سپس توسط یک میکروپیپت لایه سلولی واقع شده در حدفاصل بین رسوب 

پایینــی و مایعات فوقانی را جمع آوری کرده و آنرا مجدداً به داخل محیطی 

 100 μL و سرم گوساله و جنتامایسین وارد نموده و به آن L متشکل از 15 ـ

 min10 اضافه کرده و آنرا جهت شستشــو مجدداً به مدت HBSS محلول

در دمــای С°4 در دور 400 ســانتریفوژ کرده  ســپس مایــع رویی را خالی 

کرده و برای بار دیگر طبق روش قبلی شستشــو می دهیم. برای مشاهده و 

شــمارش ماکروفاژها تعداد μL 50 از سوسپانسیون سلولی به دست آمده را 

برداشته  و به آن μL 10 از محلول رنگی 0.2% تریپان بلواضافه کرده. وبطور 

کامل مخلوط نموده و آن را جهت شــمارش تعداد ماکروفاژهای موجود در 

سوسپانسیون در زیر یک لامل بر روی لام هموسیتومتر قرار داده و توسط 

عدسی40× میکروسکوپ تعداد ماکروفاژها شمارش شدند)13(.

 4 mL 0/02 خون به mL،جهت شمارش گلبول های قرمز و سفید خون

محلول رقیق کننده نات- هریک )Natt- Herrik( اضافه شد.  سپس یک 

قطــره از خون حاوی محلول رقیق کننده روی لام نئو.بار قرار داده شــد، و 

شمارش گلبول های سفید و قرمز توسط میکروسکوپ نوری صورت گرفت 

 .)6(

 )9( Boyne و Demers ســنجش فعالیت لیزوزیــم بر اســاس روش

بر پایه تجزیه باکتری های گرم مثبت حســاس به لیزوزیم )میکروکوکوس

لیزودکتیکــوس )Sigma( )Micrococcuslysodeikticus( بــا تغییر 

جزیی صورت گرفت. به منظور عمل رقیق ســازی لیزوزیم، از  سفیده تخم 
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مرغ )Sigma( رقت های μL  0 تا  20 در بافر ســیترات- فسفات 0/1 مولار 

با pH 5/8 برای استانداردســازی اســتفاده شد. سپس μL   25 از نمونه سرم 

رقیق نشــده را به هر یک از خانه های میکروپلیــت )96 خانه( اضافه کرده 

 175   μL برای هر یک از نمونه سرم 3 خانه مورد استفاده قرار گرفت.سپس

از سوسپانسیون باکتری میکروکوکوس لیزودکتیکوس به خانه ها اضافه شد 

ه و بعد از مخلوط شــدن میــزان کاهش جذب نور  در نمونه هــا از s 30  تا

min 15 در طول موج nm 450 با اســتفاده از میکروپلیت ریدر قرائت شد. 

در پایان میزان لیزوزیم موجود در هر نمونه با اســتفاده از منحنی استاندارد 

محاسبه گردید.

تعیین فعالیت فاگوســیتوزی ماکروفاژهای بافت کلیه بر اساس روش 

Kim  و Austin )13( با اندکی تغییر صورت گرفت. mL 1 از سوسپانسیون 

ســلولی ماکروفاژها )cell/mL 106( از هر ماهی روی یک لام شیشــه ای 

تمیز قرار داده شد و سپس به مدت 1 ساعت در دمای С°  18 در یک اطاقک 

مرطوب به منظور چسبیدن سلول ها به لام شیشه ای قرار گرفت. سپس لام 

دو بار توسط محیط L -15 شسته شده تا سلول هایی که به لام شیشه ای  

چسبیده نشده جدا گردند. سپس به منظور تهیه سوسپانسیون سلولی مخمر 

رنگ آمیزی شده با رنگ قرمز کانگو،کلونی های مخمر بر روی آگار خونی 

به طریق اســتریل جمع آوری و وارد محلول نرمال ســالین  شده  سپس به 

میزان 1% محلول باکتریایی پودر رنگ قرمز کنگو به سوسپانسیون مخمر 

 120 °С 20 دقیقه در دمای min اضافه و خوب به هم زده شــد. و به مدت

cell/( 1 از سوسپانسیون سلولی مخمر mL در اتوکلاو استریل شد.  سپس

mL 108( رنگ آمیزی شده با رنگ قرمز کونگو را به لام شیشه ای اضافه 

کرده و مجددا به مدت 1 ساعت در اتوکلاو در دمای С°  18 به منظور عمل 

فاگوسیتوز شدن مخمر توسط ماکروفاژها قرار داده سپس لام دو بار توسط 

 3 minشســته شده و در مجاورت هوا خشک گردید بمدت L -15 محیط

در متانول خالص )%96( فیکس و بمدت min 15 در محلول رنگی گیمسا 

)Sigma( قرار داده تا رنگ آمیزی گردد. و مجدداً شستشوی آنرا انجام داده. 

سپس اسلاید بدست آمده را در زیر میکروسکوپ )عدسی100×( قرار داده و 

تعداد200 سلول را شمارش کرده تا ماکروفاژهایی که مخمر ها را بلعیده اند 

مشخص گردند. سپس فعالیت فاگوسیتوز طبق فرمول زیر محاسبه گردید.

تعیین فعالیت انفجار تنفسی به0روش Secombes و Chung )19( با 

کمی تغییر  صورت گرفت. μL 100 از سوسپانسیون سلولی حاوی ماکروفاژ 

به هر خانه میکروپلیت )96 خانه ته  صاف ( اضافه شــد. ســپس پلیت را به 

مدت 2 ســاعت در گرمخانه С°20 در تاریکی قرار گرفته تا ماکروفاژها به 

کف خانه های پلیت بچســبند. آنگاه محلول رویی را تخلیه کرده و دوبار با 

محلول محیط 15ـ L شستشو داده سپسmL 60 از محلول نیتروبلوتترازولیوم 

0/1را   %  )Nitro blue tetrazolium( )Merck, Germany(

 Superoxide(  20 μL 20 از آنزیم سوپراکسایددیســموتازو μL همــراه با

dismutase( )Sigma, Aldrich,USA( از محلول سوسپانسیون سلولی 

حاوی ماکروفاژ را به هر کدام از خانه پلیت های U شکل اضافه کرده و آنگاه 

پلیــت را به مدت min 45 در گرمخانه С°18 قرار داده و ســپس محلول 

رویی را تخلیه نموده و دوبار با نرمال سالین شستشو داده و μL 50 متانول 

70% بــه هر خانه اضافه نمــوده تا روند انجام واکنش به طور کامل متوقف 

گردد. و ماکروفاژها فیکس شــده و پس از گذشتmin 30 متانول را خالی 

کرده و در هوای آزاد خشــک شــده، آنگاه به هر کدام از خانه ها μL 120 از 

محلول هیدروکسید پتاسیم و μL 140 از محلول دی متیل سولفوکساید  %5 

)Merck, Germany( اضافه نموده و جذب نوری پلیت را توسط دستگاه 

قرائت الیزا در طول موج nm 620 قرائت گردید. 

ابتدا نرمال بوده داده ها با آزمون کالموگروف- اســمیرنوف و همگنی 

واریانس ها با آزمون لون )Leven( بررســی شــد. تجزیه وتحلیل داده ها با 

اســتفاده از روش آنالیز واریانس یک طرفــه )One- Way ANOVA( و 

جهت مقایسه میانگین ها ) میانگین±خطای معیار( از آزمون دانکن در سطح 

اعتماد p=0/05 ( %5(  اســتفاده شــد.تجزیه داده ها با اســتفاده از نرم افزار 

)SPSS  Version16( انجام گرفت.

نتایج
عصــاره آویشــن شــیرازی: جــدول 1 تغییــرات میانگیــن فعالیــت 

لیزوزیم،گلبول هــای ســفید و قرمز خون در غلظت های مختلف آویشــن 

شــیرازی و شــاهد را نشــان می دهد. بیشــترین میزان فعالیت لیزوزیم در 

تیمار تغذیه شــده با غذای کنسانتره به همراه  mg/kg 100 عصاره مذکور 

مشــاهده شــد تیمار 2 و 3 در فعالیت لیزوزیم اختلاف معنی داری را نسبت 

به تیمار شــاهد و 1 نشان داد )p>0/05(. میانگین گلبولهای قرمز خون در 

بین تیمارها اختلاف معنی داری را نشان نداد )p<0/05(. بیشترین تغییرات 

میانگین گلبول های سفید در تیمار 3 مشاهده شد و تیمارهای تغذیه شده با 

غلظت های مختلف از این عصاره در گلبول سفید خون تفاوت معنی داری را 

با تیمار شاهد نشان دادند )p>0/05(. بیشترین میزان فعالیت انفجار تنفسی 

در تیمار2  مشــاهده شــد و اختلاف معنی داری را با سایر تیمارها نشان داد 

)p>0/05(. بین تیمار 3، تیمار1 و شــاهد تفاوت معنی داری مشــاهده نشد 

 .)p<0/05(

عصــاره پونــه: جدول 2 تغییــرات فعالیت لیزوزیم، انفجار تنفســی و 

گلبول های ســفید و قرمز خون در غلظت های مختلف عصاره پونه و تیمار 

شاهد را نشان می دهد . میزان موارد فوق در بین تیمارهای مختلف اختلاف 

 .)p<0/05( معنی داری را نشان ندادند

نمودار 2 شاخص فاگوسیتوزی در تیمارهای مختلف را نشان می دهد. 

اثر عصاره پونه بر سیستم ایمنی ماهی قزل آلای رنگین کمان

100×تعداد کل سلول ها/تعداد سلول های فاگوسیت کننده= PA  )فعالیت فاگوسیتوزی(

تعداد ماکروفاژهای فاگوسیت کننده/تعداد مخمرهای فاگوسیت شده= شاخص فاگوسیتوزی
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بیشترین شــاخص فاگوسیتوزی در تیمار 3 مشاهده شــد )p>0/05(. بین 

 .)p<0/05( تیمارهای 1 و 2 با تیمار شاهد اختلاف معنی داری مشاهده نشد

بحث
در صنعت آبزی پروری، ماهی ها در طول دوره پرورش با استرس های 

مختلفی روبرو هستند. از جمله درجه حرارت آب که کاهش درجه حرارت در 

طول فصل زمستان منجر به کاهش فعالیت سیستم ایمنی غیر اختصاصی 

در ماهی هــا می گــردد. اســتفاده از محرک های ایمنــی می تواند منجر به 

افزایش پاســخ  سیســتم ایمنی و بهبود وضعیت ســلامت ماهی در برابر 

میکروارگانیسم های بیماریزا گردد  )4،23(.

 لذا در این تحقیق، برخی از پاســخ های ایمنی غیر اختصاصی ماهی 

قزل آلای رنگین کمان )O.mykiss( بعد از مصرف خوراکی عصاره آویشن 

شــیرازی و عصاره پونه،  به عنوان محــرک ایمنی، با غلظت های مختلف  

)mg/kgر20، 50، 100( به همراه غذای کنسانتره مورد بررسی قرار گرفته 

است. 

لیزوزیم یکی از ترکیبات همورال سیستم ایمنی غیر اختصاصی است 

که منجر به شکسته شدن پیوند بتا 4-1 بین ان- استیل مورامیک اسید و 

ان- استیل گلوکز آمین در دیواره سلولی )لایه پپتیدوگلیکان( باکتری های 

گرم مثبت می گردد و بدین صورت از تهاجم این باکتری ها جلوگیری بعمل 

می آورد )8،22(. تحقیقات متعدد نشان داد که میزان لیزوزیم سرم خون در 

ماهی کپور هندی روهو )Labeorohira( تغذیه شده با دوز 5% دانه گیاه 

 )Anguillajaponica( و مارماهی ژاپنی )15( Achyrathesaspera

)8( تغذیه شده با دوز 1Korean mistletoe% در مقایسه با دوزهای %0/1 

و 0/5% افزایش یافته که با نتایج حاصل از این تحقیق  که نشــان داد که 

میزان فعالیت لیزوزیم در تیمارهای تغذیه شده با غلظت های بالای عصاره 

آویشــن شــیرازی )mg/kg 50 و 100( در مقایسه با غلظت پایین عصاره 

)20mg/kg( افزایش یافته )p>0/05( و بیشترین میزان لیزوزیم در تیمار 3 

مشاهده شده است همخوانی داشت. بررسی ها نشان می دهد که با افزایش 

تعداد ســلول های بیگانه خوار، میزان لیزوزیم نیز افزایش می یابد ) 17( در 

حالیکه نتایج حاصل از این تحقیق، نشان داد که میزان فعالیت لیزوزیم در 

 )M.pulegium( تیمارهای تغذیه شده با غلظت های مختلف عصاره پونه

تفاوت معنی داری را نسبت به  تیمار شاهد نشان ندادند )p<0/05(. می توان 

نتیجه گرفت که ممکن اســت ترکیبات عصاره پونه تعداد فاگوســیت های 

ترشــح کننده لیزوزیم را تغییر نداده باشــد. Soltani  و همکاران در ســال 

2010 )22( با بررسی اثر اجرای خوراکی اسانس روغنی آویشن شیرازی بر 

سیســتم ایمنی ماهی کپور معمولی گزارش نمودند که استفاده از دوزهای 

مختلف این اسانس روغنی )mg/L 30،60،120( تأثیری بر افزایش فعالیت 

لیزوزیم نداشته است. که با نتایج حاصل از این تحقیق بر روی عصاره پونه 

همخوانی دارد. 

 همچنین نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد  که گلبول های قرمز 

 20،50 mg/kgخون در ماهی قزل آلای رنگین کمان تغذیه شده با دوزهای

و 100 عصاره آویشن شیرازی اختلاف معنی داری را نسبت به تیمار شاهد 

نشــان نداد )p<0/05(. اما تعداد گلبول های سفید در تیمارهای تغذیه شده 

با غلظت های مختلف عصاره نسبت به تیمار شاهد بیشتر شده و در  تیمار 

3 بیشــترین تعداد گلبول های سفید مشاهده شــد 1/18±103×56/50  که 

با نتایج بدســت آمــده از تحقیــق Sahu و همکاران در ســال2007 )18( 

همخوانی دارد.  بطوریکه. آنها گزارش کردند که میزان گلبول های ســفید 

خــون بچه ماهی کپور هندی روهــو )Lebeorohita( بعد از تغذیه با انبه 

جدول 1. تغییرات میانگین فعالیت لیزوزیم، گلبول های قرمز و سفید در بین تیمارهای مختلف عصاره آویشن شیرازی و شاهد. حروف نامشابه درهر ستون نشان دهنده اختلاف 
 mg/kg 50  و تیمار 3( غذای کنسانتره به همراه mg/kg 20، تیمار 2( غذای کنسانتره به همراه mg/kg تیمار  1( غذای کنسانتره به همراه .)p>0/05( معنی دار بین تیمارها است

100 عصاره آویشن شیرازی.

فعالیت انفجار تنفسی )O.D( تیمار
جذب نوری

)µg/mL( فعالیت لیزوزیم)×گلبول های قرمز )104×(گلبول های سفید )103

a7±1/51 a44/62±2/55 a63/62±1/28 a 0/005±0/12شاهد )کنترل(

10/08±0/005 b7/50±1/60 a50/50±2/44 b64/50±2/44 a

20/19±0/002 c9/25±1/38 b51/62±3/73 b64/75±3/41 a

30/10±0/006 ab12/37±1/06 c56/50±1/18 c64/37±2/87 a

جدول 2. تغییرات میانگین فعالیت لیزوزیم، انفجار تنفسی و گلبول های سفید و قرمز ر در تیمارهای مختلف عصاره پونه  و شاهد. حروف مشابه در هر ستون نشان دهنده عدم 
 100 mg/kg 50 و تیمار 3( غذای کنسانتره به همراه kg mg/  20  ، تیمار2( غذای کنسانتره به همراه mg/kg تیمار 1( غذای کنسانتره به همراه .)p<0/05( اختلاف معنی دار است

عصاره پونه.

فعالیت انفجار تنفسی )O.D( تیمار
جذب نوری

)mL/µg( فعالیت  لیزوزیم)×گلبول های قرمز )104×(گلبول های سفید)103

a7±1/51 a44/62±2/55 a61/62±1/28 a 0/005±0/12شاهد )کنترل(

10/09±0/024 a6/37±2/38 a45/75±3/24  a63/37±1/76 a

20/08±0/002 a7/22±2 a46/22±3/80 a62/77±2/22 a

30/07±0/002 a5/25±1/38 a43 ±1/77 a60/75±1/66 a
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Magniferaindica نســبت بــه گروه شــاهد افزایش یافت. همچنین 

نتایج حاصل از این تحقیق نشــان داد که تعداد گلبول های ســفید خون در 

ماهی قزل آلای رنگین کمان تغذیه شــده بــا دوزهای مختلف عصاره پونه 

اختلاف معنی داری را نســبت به تیمار شاهد نشــان نداد )p<0/05(. که با 

نتایج بدست آمده از تحقیق Sahu  و همکاران در سال 2007 )18( مغایرت 

داشت. می توان استنباط نمود که شاید دوز و میزان دوره استفاده از عصاره 

در این تحقیق، به اندازه ای نبوده که منجر به افزایش فعالیت لیزوزیم وتعداد 

گلبول های سفید خون گردد )21(.

وظیفه اصلی سلول های قرمز خون یا اریتروسیت ها حمل و انتقال گاز 

در سراســر بدن است. تعیین تعدادسلول های قرمز خون  اهمیت زیادی در 

فیزیولوژی و کلینیک داشته و تعداد گلبول های قرمز در یک گونه ماهی به 

وضع بهداشــت و سلامت ماهی بســتگی دارد )11(. لذا به نظر می رسد که 

می توان از این فاکتور  به عنوان یک اندیکاتور جهت تأیید وضعیت بهداشت 

و سلامت ماهیان در تیمارهای مختلف تا پایان  دوره آزمایش استفاده نمود. 

وظیفه اصلی لکوســیت ها یا ســلول های ســفید خون دفاع از بدن در برابر 

عفونت، فاگوســیتوز و هضم مواد خارجی است )18،22(. این تحقیق نشان 

داد که اســتفاده از عصاره آویشن شیرازی با غلظت های مختلف منجر به 

افزایش تعداد گلبول های سفید خون  نسبت به تیمار شاهد شد و بیشترین 

تعداد گلبول های ســفید در تیمار 3 مشاهده شد در حالیکه بین تیمار 1و 2 

تفاوت معنی داری مشاهده نشد )p<0/05(.رSoltani  و همکاران در سال 

2010 )22( گزارش نمودند که میزان گلبولهای سفید در کپور معمولی تغذیه 

شده با غلظت های mg/l 30 و 60 اسانس اسانس روغنی آویشن شیرازی در 

مقایسه با گروه شاهد و غلظت mg/l 120 این عصاره بیشتر بود که با نتایج 

حاصل از این تحقیق بر روی آویشن شیرازی همخوانی دارد.

فعالیت فاگوسیتوزی توسط سلول های فاگوسیتیک یکی از مکانیسم های 

دفاعی مهم در مقابل باکتری های بیماریزا می باشد. سلول های فاگوسیتوز 

در جریان فعالیت انفجار تنفسی خود توانایی تولید آنیون های سوپر اکسید 

را دارند که این اشــکال اکســیژن سمی و  منجر به از بین بردن باکتری ها 

می گردند )18(. در مطالعه حاضر، اضافه نمودن عصاره آویشن شیرازی  به 

جیره غذایی با دوز mg/kg 50 منجر به افزایش معنی داری در میزان فعالیت 

انفجار تنفســی سلول های فاگوسیتوزی در مقایسه با تیمار شاهد در ماهی 

قزل آلای رنگین کمان شد )p>0/05(. که با نتایج بدست آمده از تحقیق بر 

Magnifera  تغذیه شده با انبه )Lebeorohita( روی کپور هندی روهو

indica)18( و تیلاپیای نیل )Oreochromisniloticus( تغذیه شده 

با دو عصاره گیاهان دارویی چینــی Astragalusmembranaceus و 

Lonicerajaponica )3( همخوانی دارد. اما اضافه نمودن عصاره پونه به 

جیره غذایی با دوزهای مختلف منجر به افزایش معنی داری در میزان فعالیت 

انفجار تنفســی سلول های فاگوسیتوزی در مقایسه با تیمار شاهد در ماهی 

قزل آلای رنگین کمان نشد. همچنین نتایج حاصل از فعالیت فاگوسیتوزی 

در این تحقیق نشان داد که بیشترین میزان فعالیت فاگوسیتوزی در تیمار 

2 )تغذیه شــده با mg/kg 50 عصاره آویشن شیرازی( و در تیمار 3 )تغذیه 

شــده با mg/kg 100 عصاره پونه( مشاهده شد که با نتایج بدست آمده از 

تحقیق های مشابه همخوانی داشت )3،18(.

در کل نتایج نشــان داد که عملکرد عصاره آویشن شیرازی با غلظت 

mg/kg 100 بر روی فعالیت لیزوزیم و فاگوسیتوزی بهتر از عصاره پونه بود. 

اما به مطالعه بیشتری در زمینه نقش هر یک از ترکیبات موجود در عصاره 

آویشن شیرازی در افزایش فعالیت سیستم ایمنی ودسترسی به دوز مناسب 

و طول دوره مصرف عصاره پونه نیاز است.

تشکرو قدردانی
بدین وسیله از کارشناسان محترم  مرکز آزمایشگاه دانشکده دامپزشکی 

شیراز  به جهت فراهم نمودن کلیه امکانات و تسهیلات برای اجرای پروژه 

قدردانی می گردد.

 نمودار 1. تغییرات میانگین شــاخص فاگوســیتوزی بین غلظت های مختلف عصاره 
آویشن شیرازی و شاهد.

نمــودار2. تغییــرات شــاخص فاگوســیتوزی بین  غلظت های  مختلف عصــاره پونه و 
شاهد.  
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Abstract:
BACKGROUND: Enhancement of the immune system seems to be the most promising 

method of preventing fish diseases and increasing growth rate. OBJECTIVES: The purpose 
of the present study was to investigate the influence of dietary administration of Zataria 
multiflora Boiss and Menthapulegium L extracts on phagocytosis, lysozyme, respiratory 
burst and total white and red blood cells (WBC/RBC) of rainbow trout (Oncorhynchus 
mykiss). METHODS: Two hundred and ten fish (100±10 g) were used in a completely 
randomized design with 7 treatment and 3 replicates in a 2 weeks period (from 0 to 14 d). 
The basal diet supplemented with 0 (control), 20, 50 and 100 mg/kg food Z. multiflora and 
M.pulegium extracts. At the end of the experiment (after 14 days), samples from kidney 
and blood of the fish were collected in order to determine WBC/RBC (by neubauer cham-
ber), serum lysozyme activity (by turbid metric assay, phagocytosic (by number of yeast 
cells phagocytosed method) and respiratory burst activities (by reduction of nitroblue tet-
razolium method) of head kidney tissue. RESULTS: The results indicated that the high-
est ratio of phagocytosis and respiratory burst activity was observed in 50 mg/kg extract 
concentration of Z. multiflora (p<0.05). The highest WBC lysozyme activities were seen   
in 100 mg/ kg extract concentration of Z. multiflora. No significant difference was shown 
between RBC in treatment groups and control group (p>0.05). The highest ratio of phago-
cytosis activity was observed in 100 mg/kg extract concentration of M. pulegium (p<0.05). 
No significant difference was observed between WBC /RBC, lysozyme, respiratory burst 
means in treatment groups and control group (p>0.05). CONCLUSIONS: It can be conclud-
ed that 50 and 100 mg/ kg of the methanol Z. multiflora and 100 mg/ kg M. pulegium have 
positive effects on stimulating of innate immune system in O.mykiss, but the influence of 
Z. multiflora extract with100 mg/ kg  concentration is  better than  M. pulegium extract.

Keyword: immunity system, Mentha pulegium, Oncorhynchus mykiss, phagocytosis activity, Zataria 
multiflora
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Changes of respiratory burst activity, plasma lysozyme activity and total white and red blood cells (WBC/RBC) in rainbow 
trout (Oncorhynchus mykiss) Data are expressed as the mean of five fish±SEM. Group 1, 2 and 3  fed with 20, 50 and 100 mg/kg 
feed of Z.multiflora extract respectively. Identical superscript letters indicate no significant differences between groups.
Table 2. Changes of respiratory burst activity, plasma lysozyme activity and total white and red blood cells (WBC/RBC) in rainbow 
trout (Oncorhynchus mykiss) Data are expressed as the mean of five fish±SEM. Group 1,2 and 3  fed with 20, 50 and 100 mg/kg feed 
of Mentha pulegium L extract respectively. Identical superscript letters indicate no significant differences between groups.
Graph 1. Mean concentrations of liver cholesterol (a), triglyceride (b) and glycogen(c) obtained the starved and fed groups in grey 
mullet, Mugilce phalus.
Graph 2. Mean concentrations of liver ALT, alanine aminotransferase, (a) and AST, aspartate aminotransferase (b) obtained the 
starved and fed groups in grey mullet, Mugilce phalus.


