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Abstract 

 
Introduction: Replacing vegetable proteins with fish meal has problems such as the quality and amount 

of protein in vegetable sources and is inferior to fish meal, but vegetable proteins are preferred over fish 

meal due to their low price and easy preparation, and their reasonable price allows grain processing. To 

increase the nutritional value of fish. Commercial enzymes are specifically a combination of several 

different enzymes that are effective on different types of food components. The objective of this research 

was to investigate different percentages of combo enzyme in diets containing varying amounts of soybean 

and its effects on the expression of ghrelin and growth genes in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). 

 

Materials and methods: Fish with an approximate initial weight of 12.87 ± 0.51 grams were prepared 

and adapted to the test conditions for 2 weeks. This experiment, which included 8 treatments and 3 

repetitions, and for each repetition, 16 pieces of fish were distributed in each tank. From 8 experimental 

diets including treatment one: replacement of 22.5 (percent) + zero (g) (S22.5) enzyme; Treatment two: 

replacement of 22.5 + 1 gram of enzyme (S22.5E1); Treatment 3: replacing 22.5 + 1.5 grams of enzyme 

(S22.5E1.5); Treatment four: replacement of 5.22 + 2 grams of enzyme (S22.5E2); Treatment five: 

replacement of 45 + zero enzyme (S45); Sixth treatment: replacement of 45 + 1 gram of enzyme (S45E1); 

Seventh treatment: replacement of 45 + 1.5 grams of enzyme (S45E1.5) and eight treatment: replacement 

of 45 + 2 grams of enzyme (S45E2) were used. Gene expression analyses for ghrelin and growth were 

conducted in the stomach and liver of rainbow trout. 
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Results and Discussion: The independent effects of the multi-enzyme and soybean flour on the 

expression factors of growth hormone and ghrelin gene expression were significant (p<0.05), while the 

interaction effect of these two factors was not significant (p>0.05). The expression levels of growth 

hormone and ghrelin genes in the liver and stomach of rainbow trout larvae were significantly lower in the 

45S treatment compared to the 22.5S treatment (p<0.05). The expression of the ghrelin gene in the liver 

increased with the addition of enzyme up to 2 grams per kilogram at the 22.5% soybean substitution level 

(p<0.05). Similarly, the expression of growth hormone in the liver increased with the addition of enzyme 

up to 2 grams per kilogram of the diet at the 22.5% substitution level (p<0.05). Ghrelin gene expression in 

the stomach also increased with the addition of enzyme up to 2 grams per kilogram at the 22.5% soybean 

substitution level (p<0.05), with growth hormone expression showing the same trend (p<0.05). 

 

Conclusion: The results of the present study indicated that high levels of growth and ghrelin gene 

expression in the liver and stomach were achieved with the diet containing the combo enzyme complex at 

high fish meal levels combined with 2 grams of the combo enzyme supplement (S22.5E2 treatment). 

Thus, the use of 2 grams of combo multi-enzyme is recommended to enhance the replacement rate of 

soybean in rainbow trout diets, leading to improved activity in the examined gene expressions. 

 

Keywords: Multi enzyme combo, Growth hormone, Ghrelin hormone, Gene expression, Oncorhynchus 

mykiss 
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 " مقاله پژوهشی"

 

در کبد و   Ghrelinو  GHهای تأثیر سطوح مختلف آنزیم کمبو بر بیان نسبی ژن

 ( Oncorhynchus mykissکمان )آلای رنگین معده بچه ماهی قزل

 

 

 2، ایوب فرهادی1حسین اورجی، *1، سکینه یگانه1شیوا قربانی دهکردی

 

 گروه شیلات، دانشکده شیلات و علوم دامی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری، ساری، ایران-1

 گروه علوم دامی، دانشکده شیلات و علوم دامی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری، ساری، ایران  -2
 

 16/8/1402 تاریخ پذیرش:                                      25/5/1402 تاریخ دریافت:

 

 چکیده

های گیاهی با پودر ماهی مشکلاتی از قبیل کیفیت و میزان پرروتئین در منرابع گیراهی داشرته و نسربت بره پرودر مراهی ایگزینی پروتئینج    

هرای تاراری های گیاهی به دلیل قیمت پایین و قابلیت تهیه آسان نسبت به پودر ماهی در اولویت است. آنزیمتر است، اما پروتئیننامرغوب

باشند. هدف از اناام این تحقیق باشد که بر روی انواع مختلف اجزا مواد غذایی مؤثر می به طور خاص ترکیبی از چندین آنزیم مختلف می 

آلای های حاوی مقادیر مختلف سویا و اثرات آن بر بیان ژن های گرلین و رشد ماهی قرزلهای مختلف آنزیم کمبو در جیرهبررسی درصد

هفتره برا شررای   2گررم تهیره و بره مردت  87/12 ± 51/0ماهیان با وزن اولیه تقریبی حدود بود.  (Oncorhynchus mykiss)کمان رنگین

جیرره  8قطعه ماهی در هر مخرزن توزیرع شرد. از  16تکرار بود و برای هر تکرار  ۳تیمار و    8آزمایش سازگار شدند. این آزمایش که شامل  

(؛ 22.5S1Eگرم آنزیم ) 1+5/22( آنزیم؛ تیمار دو: جایگزینی 22.5S) )درصد( + صفر )گرم( 5/22آزمایشی شامل تیمار یک: جایگزینی 

(؛ تیمار پرن:: جرایگزینی 22.5S2Eگرم آنزیم )  2+5/22(؛ تیمار چهار: جایگزینی  22.5S1.5Eگرم آنزیم )  5/1+5/22: جایگزینی  ۳تیمار  

( و 45S1.5Eگررم آنرزیم ) 5/1+45(؛ تیمار هفرت: جرایگزینی 45S1Eگرم آنزیم )  1+45(؛ تیمار شش: جایگزینی  45S+صفر آنزیم )45

-آلای رنگینهای گرلین و رشد در معده و کبد ماهیان قزل( مولتی استفاده شد. بیان ژن45S2Eگرم آنزیم )  2+45تیمار هشت: جایگزینی  

دار داشرت های بیان ژن هورمرون رشرد و بیران ژن هورمرون گررلین اثرر معنری آنزیم و آرد سویا بر فاکتوراثر مستقل مولتی کمان اناام شد.  

(05/0>p ولی اثر متقابل این دو عامل اثر معنی )( 05/0داری را نشان نداند<p مقادیر بیان ژن هورمون رشد و گرلین در کبرد و معرده لارو .)

(. بیان ژن گرلین در کبد برا افرزودن p<05/0داری کمتر بود )به طور معنی   S22.5نسبت به تیمار    S45کمان در تیمار  آلا رنگینماهیان قزل

 2(. بیان ژن هورمون رشد در کبد برا افرزودن آنرزیم ترا p<05/0سویا افزایش یافت )  5/22گرم در کیلوگرم در سطح جایگزینی    2آنزیم تا  

گررم در  2(. بیران ژن گررلین در معرده برا افرزودن آنرزیم ترا p<05/0سویا افزایش یافت )  5/22گرم در کیلوگرم جیره در سطح جایگزینی  

گررم در  2(، همچنین بیان ژن هورمون رشد در معده برا افرزودن آنرزیم ترا p<05/0سویا افزایش یافت )  5/22کیلوگرم در سطح جایگزینی  

های رشد و (. نتای: مطالعه حاضر نشان داد که عملکرد بالای بیان ژنp<05/0سویا افزایش یافت )  5/22کیلوگرم جیره در سطح جایگزینی  

گرررم مکمررل آنررزیم کمبررو  2گرررلین در کبررد و معررده در جیررره حرراوی کمررملک  آنررزیم کمبررو در سررطوم بررالای پررودر مرراهی همررراه بررا 

گرم جهت افزایش درصرد جرایگزینی سرویا در جیرره مراهی   2آنزیم کمبو به میزان  ( بدست آمد. بنابراین استفاده از مولتی S22.5E2تیمار)

 شود.های مورد بررسی گردید، پیشنهاد می کمان که منار به بهبود فعالیت بیان ژنآلای رنگینقزل

 

Oncorhynchus mykissآنزیم کمبو، هورمون رشد، هورمون گرلین، بیان ژن، مولتی کلمات کلیدی: 

 
 skyeganeh@gmail.comدار مکاتبات:  عهده  *
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 مقدمه 

کاهش        و  ماهی  مصرف  برای  رشد  به  رو  تقاضای 

آبزی صنعت  رشد  به  منار  طبیعی،  در  ذخایر  پروری 

است شده  جهانی  بالای    .سطح  کیفیت  امر،  این  دلیل 

در   مفید  چرب  اسیدهای  و  آمینه  اسیدهای  پروتئین، 

میماهی قزلها  ماهی  رنگین باشد.  دلیل  آلای  به  کمان 

به بازار،  تقاضای  و  گوشت  از  مرغوبیت  یکی  عنوان 

آبزیگونه بخش  در  ارزش  با  شناخته  های  پروری 

 ,.Palmegiano et al., 2006; Fatahi et alشود )می

2025 .) 

صنعت        در  پایداری  و  موفقیت  به  رسیدن  برای 

هزینهآبزی  است  لازم  بهینهپروری،  پرورش  سازی  های 

درصد   60تا    50طوری که هزینه خوراک بین  شوند. به

هزینه میکل  شامل  را  بهها  ماهی  پودر  و  عنوان  شود 

اولیه در جیرهگران ماده  ماهی شناخته  ترین  های غذایی 

)می آبزی Palmegiano et al., 2006شود  پروری  (. 

متراکم برای رشد ماهیان در تمام مراحل زندگی نیازمند  

بنابراین، توسعه و طراحی   تغذیه مؤثر و اقتصادی است. 

ضروری  مغذی  مواد  تمامی  شامل  که  ماهی  خوراک 

است  الزامی  باشد،  مثل  تولید  و  بهینه  بقای  رشد،  برای 

(Sampath et al., 2020 .) 

فرمولاسیون       از  بسیاری  ماهی،  در  خوراک  های 

منابع گیاهی یا حیوانی )معمولاً  ها و چربی پروتئین  ها از 

به جای پودر  به عنوان محصولات جانبی صنایع غذایی( 

به کار می ماهی  و روغن  از  ماهی  برخی  اینکه  با  روند. 

غیر  خوراک منبع  با  جایگزین  مواد  از  تااری  های 

استفاده می مناسبی  های تغذیهکنند و ویژگیدریایی  ای 

های  ای که جیرهتوانند ارزش غذایی ویژه دارند، اما نمی 

می ارائه  ماهی  روغن  و  ماهی  پودر  بهحاوی  طور  دهند، 

سازی در دسترسی و ارزش  کامل تأمین کنند. لذا، بهینه

مهندسی   فناوری  طریق  از  جایگزین  خام  مواد  غذایی 

به و  است  زیستی  اهمیت  حائز  آنزیمی  فناوری  ویژه 

(Sampath et al., 2020 .) 

یکی از رویکردهای مؤثر برای کاهش هزینرره غررذا،      

هررای غررذایی هررای گیرراهی در جیرهافزایش سهم پروتئین 

عنوان یک منبع پروتئینی کلیرردی در است. پودر ماهی به

های گوشررتخوار، شررناخته تغذیه آبزیان، به ویژه در گونه

شود و شامل منابع باکیفیت مررواد مغررذی ضررروری از می

قبیررل آمینواسرریدهای ضررروری، اسرریدهای چرررب آزاد 

هررا، مررواد معرردنی و فاکتورهررای رشررد ضروری، ویتامین 

دنبال افررزایش (. بررهHardy et al., 2002ناشناخته است )

تقاضررا، ناپایررداری منررابع و افررزایش هزینرره پررودر مرراهی، 

تحقیق در جهت یافتن منابع پروتئینی جایگزین به شدت 

 ضروری است.

هررای حررال، جررایگزینی پررودر مرراهی بررا پروتئین این   با    

هایی از جمله کیفیت پروتئین پایین را برره چالش   ،گیاهی

هررای گیرراهی از ن ررر طور کلرری پروتئین همراه دارد و برره

رونررد. بررا ایررن تر از پودر ماهی به شررمار میکیفیت پایین 

تر های گیاهی به دلیل هزینه کمتر و سادهوجود، پروتئین 

هررای قابررل بودن تأمین نسبت به پودر ماهی، دارای مزیت

هررا امکرران ترروجهی هسررتند. قیمررت مناسررو ایررن پروتئین 

آورد تررا ارزش غررذایی اسررتفاده از غررلات را فررراهم مرری

 ,.Willora et al) هررای مرراهی افررزایش یابرردخوراک

2022; Najafi et al., 2024.) 

ای موجود در سویا، علاوه بر تأثیر عوامل ضد تغذیه     

پذیری پررروتئین ایررن مرراده، مسررتقیم بررر کرراهش ه ررم

ویژه در توانند باعث التهاب در دسررتگاه گرروارش، بررهمی

روده شرروند کرره ایررن امررر مناررر برره اخررتلال در فرآینررد 
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گردد. مواد موجررود در سررویا گوارش و کاهش رشد می

ای ساکاریدهای غیر نشاسررتهمانند آربینوزایلان که از پلی

سررازند. امررا اسررتفاده از هستند، ه م نشاسته را مختل می

تواند این مواد را تازیه کرده و ه ررم آنزیم زایلاناز می

نشاسررته در سررویا را بهبررود بخشررد. بررا ایررن حررال، بخررش 

ای کناالرره سررویا ترکیررو یکنررواختی نرردارد و نشاسررته

ممکررن اسررت مقررداری از آن نیررز غیرقابررل ه ررم باشررد 

(Cavrois-Rogacki et al., 2022). 

کننررد و عنوان کاتالیزورهای آلی عمررل میها بهآنزیم    

هررای شرریمیایی توانند باعث شررروع یررا تسررریع واکنش می

شوند و ترکیبات آلی مختلفی را برره محصررولات جدیررد 

هررا بررا تبرردیل کننررد، در غیررر ایررن صررورت، ایررن واکنش 

. (Ghobadi et al., 2009) روندسرعت کافی پیش نمی

های گوارشرری در گررروه هیرردرولازها قرررار تمامی آنزیم

ها ، محققان تأثیرات مثبت آنزیم1920گیرند. از سال  می

هایی که حاوی ویژه در خوراکبر خوراک پرندگان، به

های غلات و مقدار زیررادی فیبررر هسررتند، را مشرراهده دانه

 (. Liang et al., 2022اند )کرده

های مهررم در عنوان افزودنیهای آنزیمی، که بهمکمل   

شوند، با های غذایی دام، طیور و آبزیان شناخته میجیره

وری هدف بهبررود قابلیررت ه ررم، افررزایش رشررد و بهررره

گیرنررد. ایررن اقتصررادی تولیررد، مررورد اسررتفاده قرررار می

شرروند تررا هررا اضررافه میطور معمررول برره جیرهها بررهمکمل

وری از مررواد مغررذی را افررزایش داده و برره بهبررود بهررره

رانرردمان ه ررم و جررذب کمررک کننررد. اسررتفاده از ایررن 

برداری بهتر از مواد اولیرره تواند منار به بهرهها میمکمل

تررر بررا فرررآوری کمتررر و بهبررود عملکرررد رشررد و ارزان

تررر غررذایی شررود ترکیررو لاشرره نسرربت برره منررابع گران

(García Martínez et al., 2024.) 

های تااری معمولاً ترکیبرری از چنرردین آنررزیم آنزیم    

هررای مختلررف مررواد غررذایی مختلف هستند که بررر بخش 

ترروان برره هررا میگذارنررد. از جملرره ایررن آنزیمتررأثیر می

گلوکاناز، سلولاز، فیترراز و -زایلاناز، آرابینوکسیلاناز، بتا

های جدی در استفاده پروتئاز اشاره کرد. یکی از چالش 

ای سرراکاریدهای غیررر نشاسررتهاز مواد گیاهی، وجود پلی

ای معرردههررا و دیگررر حیوانررات تکویژه، ماهیاست. برره

هایی ن یر سلولاز، بتاگلوکاناز و بتا زایلاناز ندارند آنزیم

 ای مررؤثر باشررندساکاریدهای غیر نشاستهکه بر ه م پلی

(Maas et al., 2020.) 

نرروع  9آنزیم کمبو، با عملکرد چندگانه، شامل مولتی    

آنزیم متنوع از جمله سررلولاز، آمرریلاز، پروتئرراز قررارچی، 

پروتئرراز خنثرری، پروتئرراز قلیررایی، زایلانرراز، بتاگلوکانرراز، 

آنزیم سلولاز و لیماز است. با توجه به ترکیو مولتیهمی

ترروان از آن در جیررره کمبو، فرض بر ایررن اسررت کرره می

آلای ویژه در نوع گوشتخوار مانند قزلغذایی آبزیان، به

هررای کمان، اسررتفاده کرررد تررا قابلیررت ه ررم جیرهرنگین 

 Mortazaviغررذایی حرراوی آرد سررویا افررزایش یابررد )

Tabrizi et al., 2012 .) 

هورمون گرلین، کرره برره عنرروان هورمررون گرسررنگی      

هررای مهمرری در تن رریم اشررتها و شررود، نقش شررناخته می

کمرران تحقیقررات آلای رنگررین متابولیسررم دارد. در قررزل

های مرتب  با گرلین ممکن است در اند که ژننشان داده

هررا نقررش های غررذایی و رشررد ایررن ماهیتن یم نیازمندی

توان به اینکه گرلین ها میاز جمله این نقش   .داشته باشند

هررا در با تحریک اشررتها و افررزایش مصرررف غررذای ماهی

توانررد بررر روی ارتباط اسررت. ایررن هورمررون همچنررین می

سررازی منررابع متابولیسم چربی تررأثیر بگررذارد و برره ذخیره

(. سررطوم مختلررف Jönsson, 2013انرژی کمک کند )

آلا قررزل  گرلین ممکن است به طور مستقیم بر روی رشد
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توانررد تررأثیرات مثبترری بررر تأثیر بگذارد. این هورمررون می

روی فرایندهای رشد ماننررد سررنتز پررروتئین داشررته باشررد. 

تواند در پاسررخ برره دهند که گرلین میتحقیقات نشان می

زا در محرری  آبرری و تغییرررات محیطرری شرررای  اسررتر 

کمرران را آلای رنگررین هررای فیزیولرروژیکی قررزلواکنش 

 (.Jönsson, 2013تحت تأثیر قرار دهد )

هررای تررأثیر سررطوم مختلررف آنررزیم کمبررو در جیررره     

 GHهررای  حاوی مقادیر مختلف سویا بررر بیرران نسرربی ژن

در کبد و معررده بچرره مرراهی   Ghrelin)هورمون رشد( و  

( و بررا Oncorhynchus mykissکمان )آلای رنگین قزل

توجرره برره نقررش کلیرردی ایررن دو ژن در فرآینرردهای 

توانررد برره بهبررود متابولیکی و رشررد مرراهی، ایررن تررأثیر می

ها کمررک کنررد، ه م و جذب مواد مغذی در بچه ماهی

های بازدهی جیره را بهبود بخشد و به تبع آن، بر بیان ژن

 مربوط به رشد تأثیر بگذارد.

 

 ها روش و مواد

سال        ماه  آبان  در  پژوهش  دانشگاه    1402این  در 

گرفت.   اناام  ساری  طبیعی  منابع  و  کشاورزی  علوم 

تقریبی حدود   اولیه  وزن  با  گرم   12/ 87  ±  51/0ماهیان 

مدت  خریداری به  و  آزمایش    2شده  شرای   با  هفته 

تکرار    ۳تیمار و    8سازگار شدند. این آزمایش که شامل  

تکرار،   هر  برای  و  مخزن    16بود  هر  در  ماهی  قطعه 

جیره آزمایشی که حاوی سطوم مختلف    8توزیع شد.  

شامل   که  شد  تن یم  بود،  کمبو  آنزیم  و  سویا  کنااله 

درصد و جیره  5/22جیره با درصد متداول کنااله سویا: 

سویا    45حاوی   کنااله  با  ماهی  آرد  جایگزینی  درصد 

و   5/1 ،1های مختلف با مقادیر صفر،  بود و سم  جیره

گرم آنزیم کمبو در کیلوگرم در جیره )بازرگانمور و    2

تیمار1۳96همکاران،   که  طوری  به  شدند،  تهیه  های  ( 

 آزمایش به صورت زیر در ن ر گرفته شدند:  
 (22.5Sدرصد کنااله سویا + صفر آنزیم کمبو ) 5/22: جیره 1تیمار 

جیره  2تیمار    :5/22    + سویا  کنااله  جیره    1درصد  در  کیلوگرم  در  گرم 

 ( 22.5S1Eآنزیم کمبو )

گرم در کیلوگرم در جیره    5/1درصد کنااله سویا +    5/22: جیره  ۳تیمار  

 ( 22.5S1.5Eآنزیم کمبو )

جیره  4تیمار    :5/22    + سویا  کنااله  جیره    2درصد  در  کیلوگرم  در  گرم 

 ( 22.5S2Eآنزیم کمبو )

 ( 45Sدرصد کنااله سویا + صفر آنزیم کمبو )  45: جیره 5تیمار 

گرم در کیلوگرم در جیره آنزیم    1درصد کنااله سویا +    45: جیره  6تیمار  

 (45S1Eکمبو )

جیره  7تیمار    :45    + سویا  کنااله  جیره    5/1درصد  در  کیلوگرم  در  گرم 

 ( 45S1.5Eآنزیم کمبو )

گرم در کیلوگرم در جیره آنزیم    2درصد کنااله سویا +    45: جیره  8تیمار  

 (45S2Eکمبو )

یکسان  جیره    انرژی  و  پروتئین  میزان  با  آزمایشی  های 

سطح    8)شامل   دو  دارای  درصد   45و    5/22تیمار( 

)نرم شدند  تهیه  سویا   (PWUFFDAافزار   کنااله 

های آزمایشی، ابتدا مواد  . به من ور تهیه جیره(1)جدول  

پودر سویا و آرد گندم   اولیه خشک شامل پودر ماهی، 

ها اضافه  و... کاملًا با هم مخلوط شده و بعد روغن به آن

شد. سم  آب تا مقداری که مخلوط حالت خمیری به  

چرخ   یک  از  حاصل  خمیر  گشت.  اضافه  بگیرد،  خود 

صفحه   قطر  با  به  میلی  ۳گوشت  که  شد  داده  عبور  متر 

شده از چرخ  های خارج ای در آمده، پلتصورت رشته

دمای   در  و  شد  گسترده  پلاستیک  روی    ۳0گوشت 

گراد و با استفاده از فن کاملًا خشک شدند  درجه سانتی

-درصد(. در طول مدت خشک  9)مقدار رطوبت جیره  

غذا پلتشدن،  همهای  به  مرتو  به  شده  تا  شدند  زده 

از خشک  پ   شوند.  مخلوط  یکنواخت  شدن،  صورت 

کیسهجیره در  غذایی  ضخیم  های  پلاستیکی  های 
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شمارهبسته و  در  بندی  مصرف  زمان  تا  و  شده   گراد نگهداری شدند. درجه سانتی -20دمای گذاری 

 

 کمانآلای رنگینهای آزمایشی فرموله شده برای تغذیه لارو ماهی قزل : جیره 1جدول  

Table 1: Experimental diets formulated for feeding rainbow trout larvae 
Soybean 44.5% Soybean 22.5%  

  Diet components 

 36% Fish powder 

 22.5% Soybean meal 

 12% Corn gluten 

 18% Wheat flour 

 4.25% Fish oil 

 4.25% Soybean oil 

 1.5% Vitamin supplement 

 1.5% Mineral supplement 

41.26±0.42% 42.65±0.5% Protein 

31.29±0.67% 30.92±0.13% Fat 

9.76±0.84% 10.99±0.15% Ash 

17.49±0.49% 15.35±0.26% Carbohydrates 

 

 

از  مولتی      آزمایشی  مکمل  عنوان  به  کمبو  آنزیم 

من ور مخلوط به  و  تهیه شد  کردن  شرکت زوبین زرین 

با مکمل، مولتی با آب مخلوط شد و جیره  آنزیم کمبو 

بر روی خوراک به طور دستی اسمری و سم  با استفاده  

دار شد تا گرمای حاصل از  از روغن آفتابگردان پوشش 

باعث خراب زنی جیرهپلت به ها  نشود. لازم  آنزیم  شدن 

یکنواخت  است که جهت  تیمار  ذکر  به  آزمایش،  شدن 

گردان به ازای هر کیلوگرم جیره  شاهد نیز روغن آفتاب

مولتی مکمل  )بدون  گردید  اضافه   Mortazaviآنزیم 

Tabrizi et al., 2012 .) 

مولتی     ترکیو  )اجزای  لیماز  شامل  کمبو   Flpآنزیم 

units/kg75.000 ( سلولاز   ،)Cu units/kg75.000  ،)

( همیBG units/kg20.000بتاگلوکوناز  سلولاز  (، 

(Hcu units/kg20.000( قارچی  آمیلاز   ،)SKB 

units/kg30.000( پروتئاز  آلکالین   ،)Anson 

units/kg1.2( قارچی  پروتئاز   ،)Hut 

units/kg1.000.000( طبیعی  پروتئاز  و   )PC 

units/kg100.000باشد )( میBedford and Classen, 

مدت  1992 به  پژوهش  این  یافت.   8(.  ادامه  هفته 

در  خوراک )ساعات    ۳دهی  ( 18و    1۳  ،8وعده 

(Mortazavi Tabrizi et al., 2012  سیری در حد  و   )

کردن ف ولات و  ظاهری اناام گرفت. به من ور خارج

سیفونپسماند  عمل  روزانه  غذایی  وانهای  های  کردن 

 پرورشی اناام شد. 

 
 Ghrelinو  GHهای گیری بیان نسبی ژناندازه 

 RNAبرداری و استخراج نمونه 

ژن      بیان  بررسی  من ور  مرکزی به  )آزمایشگاه  های 

منابع طبیعی گرگان( مرتب    دانشگاه علوم کشاورزی و 

( و اشتها )گرلین( در شرای  استریل از هر GHبا رشد )
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تعداد   تیمار    2تانک  )هر  ماهی  طور    6قطعه  به  ماهی( 

بیهوش  جهت  و  صید  گل  تصادفی  عصاره  در  کردن 

( قرارگرفتند  میلی  ۳00میخک  درلیتر(  گرم 

(Mohammadi and Khara, 2015سم  بافت ،)   کبد

-های از قبل استریلآوری و داخل تیوپو معده ، جمع

شده قرار گرفت و بلافاصله به تانک ازت انتقال یافتند.  

استخراج  تیوپ تا زمان  فریزر  RNAها  ی  درجه  -80در 

 گراد نگهداری شدند. سانتی

 

 RNAاستخراج 

ه م  RNAاستخراج       ماده  بایوزول  توس   کننده 

ها در داخل هاون چینی و در مااروت  اناام شد. نمونه

ها شکسته  ازت مایع کاملَا کوبیده شدند تا دیواره سلول

از   تا  باشد  سریع  خیلی  بایستی  فرآیند  )این  شود 

بافتذوب مقدار  شدن  شود(.  جلوگیری   100ها 

کوبیدهمیلی بافت  از  تیوپگرم  به  استریلشده  شده  های 

مقدار   به  و  شدند  آنمیلی  1منتقل  به  بایوزول  ها  لیتر 

تیوپ  شد.  مدت  اضافه  به  اتاق    15ها  دمای  در  و  ثانیه 

مدت   به  سم   و  شدند  نگهداشته    15ورتک   دقیقه 

مقدار   به تیوپ  200شدند.  اضافه  میکرولیتر کلروفرم  ها 

ها با دور  ها روی یخ نگهداری شدند. تیوپشد و نمونه

مدت    12000 به  دقیقه  بر  دمای    15دور  در  و   4دقیقه 

سانتی رویی  درجه  محلول  شدند.  سانتریوفیوژ  گراد 

تیوپتیوپ به  و  شد  نگهداشته  جدید ها  استریل  های 

های جدید  منتقل شدند. به اندازه حام محلول در تیوپ

دقیقه در دمای   ۳0محلول ایزوپروپانول سرد که به مدت 

گراد نگهداشته شده بودند، اضافه شد درجه سانتی  -20

دمای   در  سانتی  4و  دور  درجه  با  در   12000گراد  دور 

دقیقه سانتریوفیوژ شدند. سم  تیوپ   10دقیقه به مدت  

ریخته   دور  بالایی  محلول  و  شدند  گذاشته  یخ  روی  ها 

مقدار   اتانول  میلی  1شد و  -درصد جهت شسته  75لیتر 

ها اضافه شد و در دمای  به کف تیوپ   RNAشدن پلت  

دور  12000دقیقه در دور  5گراد به مدت درجه سانتی 4

مرحله،   این  در  شدند.  سانتریفیوژ  دقیقه  به    RNAدر 

تیوپ  ته  به کرم در  متمایل  پلت سفید رنگ  ها  صورت 

تیوپ اتانول  و  شد  پلتدیده  شد.  ریخته  دور  های  ها 

RNA    تیوپ هر  به  شدند.  خشک  کاملَا  هود  زیر  در 

فریزر   50مقدار   به  و  شد  اضافه  دپ   آب  میکرولیتر 

سانتی  -80 استفدرجه  زمان  تا  و  شدند  منتقل  اده  گراد 

در    cDNAو سنتز    RNAجهت تعیین کمیت و کیفیت  

 (. Awad et al., 2015فریزر نگهداری شدند )

 

 استخراج شده  RNAارزیابی کمی و کیفی 

     RNA   شده به دو روش کیفی و کمی مورد  استخراج

ارزیابی قرار گرفت که جهت ارزیابی کیفی از دستگاه  

آگارز   ژل  و  از    %1الکتروفورز  کمی  ارزیابی  و جهت 

 (. Safari et al., 2016دستگاه بایوفتومتر استفاده شد )

 

 cDNAسنتز 

  cDNAبا استفاده از مستر میک  سنتز    cDNAسنتز      

با   مطابق  و  کره  کشور  محصوص  بایو  جینت  شرکت 

مقدار   شد.  اناام  که    RNAمیکرولیتر    5دستورالعمل 

آغازگر   میکرولیتر  یک  همراه  به  بود  شده  آماده  قبلَا 

تیوپ  به  خالص  الیگو  آب  با  و  شد  اضافه  جدید  های 

به حام   نوکلئاز(  از  رسید. سم     10)عاری  میکرولیتر 

دمای   در  حرارتی  بلوک  سانتی  65روی  به  درجه  گراد 

دقیقه انکوباسیون شد و به روی یخ منتقل شدند.  1مدت 

-میکرولیتر مستر حاوی آنزیم ریور  تران   10سم   
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دمای   در  نهایتاَ  شد.  اضافه  آن  به  درجه    50کریمتناز 

درجه سانتی  70دقیقه و دمای    60گراد و به مدت  سانتی

مدت   به  سم     10گراد  و  شدند  انکوباسیون  دقیقه 

حاوی   حام    cDNAمحلول  دمای    20به  به  میکرولیتر 

سانتی  -80 )درجه  شدند  منتقل   ,.Safari et alگراد 

2016 .) 

 
Real Time PCR 

لیتر میلی  10تکرار استفاده شد. از    4برای هر تیمار از       

سایبرگرین،   و    1بافر  رونده  پیش  آغازگر    1میکرولیتر 

ژن برای  رونده  پ   آغازگر  و  میکرولیتر  هدف  های 

آب،    8/2رفرن ،   آنزیم   2/0میکرولیتر  میکرولیتر 

و  پلیتگ رقیق شده صورت    cDNAمیکرولیتر    5مراز 

میکرولیتر(. به من ور اطمینان از    20گرفت )حام نهایی  

های ، غل تReal Time PCRبودن شرای   شرای  بهینه

( از 200/1و    100/1،  50/1،  20/1،  10/1مختلف   )

مخلوط از تیمارهای مختلف تهیه شد    cDNAهای  نمونه

تکرار تکثیر شدند   4و با دو آغازگر هدف و رفرن  در  

(Ramakers et al., 2003  .) 

 

 

 : توالی آغازگرهای استفاده شده2جدول 
Table 2: Sequence of primers used 

Junction 

temperature (°C) 
Primer 

efficiency Primer specifications Primer name 

60 98% F: GCCGCGACCTCACAGACTACC 
R: CAAAGTCCAGCGCCACGTAGCA B-actin 

60 98% F: GTACCCTAGCCAGACCCTGATC 
R: TCTTGAAGCAAGCCAACAACTC GH 

60 98% F: CTTRGCCCGCAGYGGGAAGC 

R: CACCACCACCAACTTCTACAT Ghrelin 

 

 تجزیه و تحلیل آماری 

داده     کولموگروفابتدا  آزمون  با  از  -ها  اسمیرنوف 

نرمال  اثرن ر  شدند.  بررسی  تغذیه  بودن  متقابل  های 

سطح( در قالو طرم    2سطح( و سویا )در    4آنزیم )در  

تیمار( با   8) 2×  4کاملَا تصادفی و با آزمایش فاکتوریل 

( طرفه  دو  واریان   آنالیز   Two-Wayکمک 

ANOVAنرم از  استفاده  با  و  ( 22)نسخه    SPSSافزار  ( 

های رشد و گرلین با استفاده  اناام گرفت. بیان کمی ژن

فرمول   نرم  ct∆∆-  2از  شد  توس   اناام  اکسل  افزار 

(Livak and Schmittgen, 2001  دانکن آزمون  از   .)

(Duncan  سطح در  میانگین  5(  مقایسه  برای  ها  درصد 

( شد  نمودارp<05/0استفاده  نرم(.  از  استفاده  با  افزار  ها 

Microsoft Office Excel  ( رسم شدند. 201۳)نسخه 
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 نتایج 

مولتی      مستقل  فاکتوراثر  بر  سویا  آرد  و  های  آنزیم 

اثر   گرلین  هورمون  ژن  بیان  و  رشد  هورمون  ژن  بیان 

داشت  معنی عامل    (p<05/0)دار  دو  این  متقابل  اثر  ولی 

 .  (۳)جدول  (p>05/0داری را نشان نداند )اثر معنی

 

 کمان آلای رنگینبیان ژن در ماهی قزل : آنالیز واریان  دوطرفه حاصل از تأثیر متقابل آرد سویا و آنزیم بر شاخصه ۳جدول 

Table 3: Two-way analysis of variance from the interaction effect of soybean flour and enzyme on gene 

expression parameters in rainbow trout 
Soybean meal × enzyme 

interaction 
Enzyme Soybean meal Factors 

P>0.862 * P>0.008** P<0.006** Ghrelin hormone gene 

expression 
P>0.345 * P>0.007 * P<0.007** Growth hormone gene 

expression 
**05/0>p 05/0 * دار( و)معنی<p  دار(. )عدم معنی 

 

 بیان ژن 

مقادیر بیان ژن هورمون رشد و گرلین در کبد لارو       

نسبت به تیمار    S45کمان در تیمار  آلا رنگین ماهیان قزل

S22.5  به طور معنی( 05/0داری کمتر بود>p بیان ژن .)

با افزودن آنزیم تا   گرم در کیلوگرم در سطح   2گرلین 

)  5/22جایگزینی   یافت  افزایش  در p< 05/0سویا   ،)

گرم آنزیم    2و    5/1درصد جایگزینی، افزودن    45سطح  

تیمار   به  نسبت  کیلوگرم  آنزیم   45در  بدون  درصد 

معنی )افزایش  داد  نشان  ژن  p<05/0داری  بیان   .)

تا   آنزیم  افزودن  با  رشد  کیلوگرم   2هورمون  در  گرم 

جایگزینی   سطح  در  یافت    5/22جیره  افزایش  سویا 

(05/0 >p  در سطح افزودن    45(،  جایگزینی،  ،  1درصد 

تیمار    2و    5/1 به  نسبت  کیلوگرم  در  آنزیم   45گرم 

معنی افزایش  آنزیم  بدون  داد  درصد  نشان  داری 

(05/0 >p  اما بین تیمارهای حاوی .)گرم آنزیم   5/1و    1

معنی تفاوت  کیلوگرم  )در  نداشت  در p<05/0داری   .)

سطح   در  ژن  دو  این  بیان  میزان  آنزیم،  سطوم  تمامی 

(، اما p<05/0درصد سویا بود )  45درصد بیشتر از    5/22

حاوی    2افزودن   تیمار  در  کیلوگرم  در  آنزیم   45گرم 

درصد سویا توانست بیان این دو ژن را به میزان برابر در  

درصد سویا بدون آنزیم بهبود بخشد    5/22تیمار حاوی  

(05/0 <p1 ( )شکل.) 
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آنزیم در کمان تغذیه شده با سطوم مختلف آرد سویا و مولتیآلای رنگین( بیان ژن هورمون رشد و گرلین کبد در لارو ماهی قزل SD±میانگین )   : 1شکل  

 (.p>05/0دهند )داری را نشان میحروف مشابه عدم معنیانتهای دوره آزمایش. 

Figure 1: Average (SD±) expression of growth hormone and liver ghrelin genes in rainbow trout larvae fed with different 

levels of soybean meal and multienzyme at the end of the experimental period. Similar letters indicate non-significance 

(p<0.05). Treatment 1: S22.5; Treatment 2: S22.5E1; Treatment 3: S22.5E1.5; Treatment 4; S22.5E2; Treatment 5: S45; 

Treatment 6: S45E1; Treatment 7: S45E1.5; Treatment 8: S45E2. S: Soy percentage; E: Grams of enzyme. 

 

مقادیر بیان ژن هورمون رشد و گرلین  در معده لارو      

نسبت به تیمار    S45کمان در تیمار  آلا رنگین ماهیان قزل

S22.5  به طور معنی( 05/0داری کمتر بود>p بیان ژن .)

با افزودن آنزیم تا   گرم در کیلوگرم در سطح   2گرلین 

)  5/22جایگزینی   یافت  افزایش  در p< 05/0سویا   ،)

گرم آنزیم    2و    5/1درصد جایگزینی، افزودن    45سطح  

تیمار   به  نسبت  کیلوگرم  آنزیم   45در  بدون  درصد 

معنی )افزایش  داد  نشان  ژن  p<05/0داری  بیان   .)

تا   آنزیم  افزودن  با  رشد  کیلوگرم   2هورمون  در  گرم 

جایگزینی   سطح  در  یافت    5/22جیره  افزایش  سویا 

(05/0 >p  سطح در  افزو  45(،  جایگزینی،    2دن  درصد 

درصد بدون    45گرم آنزیم در کیلوگرم نسبت به تیمار  
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معنی افزایش  )آنزیم  داد  نشان  بین  p<05/0داری  اما   ،)

حاوی   تیمارهای  و  آنزیم  بدون  گرم    5/1و    1تیمار 

معنی تفاوت  کیلوگرم  در  نداشت  آنزیم  داری 

(05/0 >p دو این  بیان  میزان  آنزیم،  تمامی سطوم  در   .)

از    5/22ژن در سطح   بیشتر  بود    45درصد  درصد سویا 

(05/0 >p  افزودن اما  در    2(،  کیلوگرم  در  آنزیم  گرم 

درصد سویا توانست بیان این دو ژن را    45تیمار حاوی  

حاوی   تیمار  در  برابر  میزان  بدون   5/22به  سویا  درصد 

 (.4-۳( )شکلp>05/0آتزیم بهبود بخشد )
 

 

 

 
آنزیم در کمان تغذیه شده با سطوم مختلف آرد سویا و مولتیآلای رنگین( بیان ژن هورمون رشد و گرلین معده در لارو ماهی قزل SD±میانگین )   :2شکل  

؛ تیمار  S22.5E1.5؛ تیمار سه: S22.5E1؛ تیمار دو: S22.5(. تیمار یک: p>05/0دهند )داری را نشان میحروف مشابه عدم معنیانتهای دوره آزمایش. 

 : گرم آنزیم.E: درصد سویا؛ S45E2 .S؛ تیمار هشت: S45E1.5؛ تیمار هفت: S45E1؛ تیمار شش: S45؛ تیمار پن:: S22.5E2چهار: 

Figure 1: Average (SD±) expression of growth hormone and stomach ghrelin genes in rainbow trout larvae fed 

with different levels of soybean meal and multienzyme at the end of the experimental period. Similar letters 

indicate non-significance (p<0.05). Treatment 1: S22.5; Treatment 2: S22.5E1; Treatment 3: S22.5E1.5; 

Treatment 4; S22.5E2; Treatment 5: S45; Treatment 6: S45E1; Treatment 7: S45E1.5; Treatment 8: S45E2. S: 

Soy percentage; E: Grams of enzyme. 
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 بحث

پررروری را جیررره آبزیرران بیشررترین هزینرره در آبررزی    

داراست و بنررابراین اسررتفاده کارآمررد از خرروراک برررای 

پرررروری از اهمیرررت اقتصرررادی برررالایی صرررنعت آبرررزی

برخرروردار اسررت. برررای دسررتیابی برره اسررتفاده مررؤثر از 

خرروراک، درک مکانیسررم کنترررل مصرررف خرروراک 

ضروری است. در مغز ماهیان چندین مرکز تغذیه وجود 

هایی را از مغررز کند و سیگنالدارد که تغذیه را تن یم می

های محیطی متابولیک کند. سیگنالو محی  دریافت می

گذارند و اطلاعاتی در و عصبی بر مراکز تغذیه تأثیر می

های غررذایی ارائرره مورد وضعیت تغذیه و مصرف وعررده

(. ناحیرره هیموتررالامو  Sobrino et al., 2014دهند )می

کند که تعادل انرژی های عصبی ترشح میمغز، هورمون

را یا از طریق عامل محرک )اورکسیژنیک( یا بازدارنررده 

کننررد. در ماهیرران، نوروپمتیرردهای اشتهایی( تن یم می)بی

دهرری همولوگ دو نوع هسررتند، مولکررول هررای سرریگنال

، Yاورکسرریوژنیک ماننررد، گرررلین، گررالانین، نوروپمتیررد 

اشررتهایی، لمتررین، های سرریگنال برریبتااندورفین و مولکول

بمبسررررین، کولرررره سیسررررتوکینین، کوکررررائین و سرررررم 

کننررده عوامررل غرردد اسررکریمتامین و آمفتررامینوت تن رریم

هررای گوارشرری( و مررواد شرریمیایی ریررز )هورموندرون

محیطرری )گلرروکز( تررأثیر مسررتقیمی بررر مراکررز تغذیرره ای 

 (.Volkoff, 2016ماهیان دارند )

ریز های غدد درونگرلین در درجه اول توس  سلول     

شود، تولید های مخاطی معده یافت میمعده که در چین 

 mRNA(. Jonsson and Holmgren, 2012) گرددمی

شود و همچنررین در گرلین بیشتر در معده و روده بیان می

های دیگر مانند مغز، هیموفیز، قلو، ریه، پررانکرا ، اندام

 Kojima etشررود )کلیه و کبد در سطح کمتری بیان می

al., 1999; Mori et al., 2000 گرلین به عنوان یررک .)

شررود کرره در هورمون چند عملکردی در ن ررر گرفترره می

تن یم هموستاز انرررژی و دریافررت غررذا در پسررتانداران و 

داران غیرررر پسرررتانداران نقرررش دارد همچنرررین در مهرررره

(Kaiya et al. 2008 گرررلین پلاسررما در هنگررام .)

گرسررنگی بیشررتر وجررود دارد و پرر  از مصرررف غررذا 

رسررد گرررلین مصرررف غررذا و یابد. به ن ررر میکاهش می

ساخت چربی را در ماهی تیلاپیررا و مرراهی قرمررز افررزایش 

کمرران آلای رنگین دهد، در حالی کرره در مرراهی قررزلمی

 Jonsson andکنرررد )مصررررف غرررذا را مهرررار می

Holmgren, 2012 در مطالعه حاضر بیان ژن هورمررون .)

گرلین در معده نسبت به کبد بیشتر بود. همچنین کاهش 

گرررم در کیلرروگرم جیررره آنررزیم   2پودر ماهی و افزودن  

کمرران توانسررت آلا رنگین کمبو در جیره لار ماهیان قررزل

بیان ژن هورمون گرلین و هورمون رشررد را در معررده برره 

میزان تیمار شرراهد افررزایش دهررد و مصرررف خرروراک را 

آنزیم کمبو سبو افررزایش بهبود بخشد. استفاده از مولتی

کمرران شررد آلای رنگررین بیرران ژن رشررد در مرراهی قررزل

( گررزارش دادنررد 2022و همکاران ) Safariهمانطور که  

-که استفاده از آپوزیم سبو بهبود بیان ژن رشد در فیررل

 ماهی شد.

زا برررای گیرنررده گرلین برره عنرروان یررک لیگانررد درون    

در   .کنررد( عمررل میGHSRکننده هورمون رشررد )ترشح

پسررتانداران و همچنررین ماهیرران، ترشررح هورمررون رشررد 

(GHS  با فعالیت بر روی )GHSR ترشح هورمون رشد ،

-(. بافررتMatsuda et al., 2006کنررد )را تحریررک می

هایی مانند هیموتالامو ، دستگاه گوارش، کبد، نررواحی 

حسی سیستم عصبی مرکزی و هیموفیز که در متابولیسم، 

ه م، تعادل انرژی و ترشح هورمون رشد مهررم هسررتند، 

ژن  mRNAدارنررد. سررطوم بررالای بیرران  GHSRدارای 

GHSR  داران شناسررایی شررده اسررت، که در هیموفیز مهره
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 ,.Kojima et alکند )ساخت هورمون رشد را تن یم می

همچنررین در مطالعرره حاضررر افررزایش هورمررون  (.1999

گرلین با افررزایش هورمررون رشررد همررراه بررود و احتمررالا 

افزایش بیان ژن هورمون گرلین سبو افزایش غررذاگیری 

و   Ebrahimnezhadarabi    شود که با نتای:در ماهی می

 ( همخوانی داشت.2025همکاران )

همررانطور کرره در مرراهی قرمررز گررزارش شررده اسررت،      

های محیطی منار برره افررزایش گرلین تولیدشده در بافت

شررود دریافررت غررذا از طریررق عصررو واگ آوران می

(Matsuda et al., 2006 عمل اساسی گرلین افررزایش .)

های و نورون  Yمصرف غذا از طریق تحریک نوروپمتید  

 ,.Miura et alاورکسرریوژنیک در مرراهی قرمررز اسررت )

شررود و ترشررح متصررل می GHSR(. گرررلین برره 2011

کنررد هررا تحریررک میهررای رشررد را در موشهورمون

(Kojima et al., 1999 در ماهیان، چندین عامل برای .)

کننررده تحریک ترشح هورمون رشد مانند هورمررون آزاد

(، فرراکتور آزاد کننررده هورمررون GnRHگنررادوتروپین )

کننررده سرریکلاز آدنرریلات (، پلی پمتیررد فعررالGRFرشد )

( و دوپررامین در ن ررر گرفترره شررده PACAPهیمرروفیز )

 ,.Peng and Peter, 1997; Sherwood et alاسررت )

(. در مطالعه حاضر، بیان ژن هورمون رشد در کبد 2000

نسبت به معده بالاتر بود، درصورتیکه افزایش آرد سررویا 

گرم در کیلرروگرم آنررزیم کمبررو   2درصد همراه با    45تا  

توانست مقدار برابری از بیان ژن هورمون رشد و گرررلین 

را در تیمار شاهد را نشان دهد و بهبررود عملکرررد رشررد و 

مصرررف جیررره را در زمرران اسررتفاده بررالاتر از آرد سررویا 

 همراه با آنزیم کمبو بدست دهد.

 

 

 

 گیری نتیجه

بیان        نتای: مطالعه حاضر نشان داد که عملکرد بالای 

در جیره حاوی  ژن معده  و  کبد  در  گرلین  و  رشد  های 

ماهی   پودر  بالای  سطوم  در  کمبو  آنزیم  کمملک  

با   )تیمار  2همراه  کمبو  آنزیم  مکمل  ( S22.5E2گرم 

مولتی از  استفاده  بنابراین  آمد.  به  بدست  کمبو  آنزیم 

در    2میزان   سویا  درصد جایگزینی  افزایش  گرم جهت 

قزل ماهی  رنگین جیره  بهبود  آلای  به  منار  که  کمان 

پیشنهاد   گردید،  بررسی  مورد  های  ژن  بیان  فعالیت 

 شود.  می

 

 سپاسگزاری 

و         علمی  محترم  معاونت  مالی  حمایت  با  پروژه  این 

و   مازندران  استانداری  جمهوری،  ریاست  فناوری 

با شماره مصوب   مؤسسه تحقیقات علوم شیلاتی کشور 

اناام    0148-12-12-025-9401-94004-940085

کلیه   از  دانند  می  لازم  خود  بر  نویسندگان  است.  شده 

آنها   با  پروژه  اجرای  مختلف  مراحل  در  که  کسانی 

     همکاری داشته اند تشکر و قدردانی نمایند.
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