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Ichthyophthirius(فیلییس مولتی ایکتیوفتیریوسانگل اثرات multifiliis (
برکلسیمفسفاتنانوذراتباشدهدهیپوششوگاماياشعهباشدهپرتوتابی

کمانرنگینآلايقزلماهیپوستمخاطایمونولوژیکیهايپاسخ
)Oncorhynchus mykiss(

5چیتکمهامیرو 4نفوذي، کتایون3منیره فلسفی،2حیدریهمرضیه،*1زادهشیخنجمه

18/5/95: تاریخ پذیرش14/1/95:  تاریخ دریافت

چکیده
يلکهبیماريایجادعامل،)Ichthyophthirius multifiliis(فیلییس مولتی ایکتیوفتیریوسعلیه انگل واکسنرادیو يتهیهمنظوربه
گاما با ادجوانت يبا اشعه تابیبعد از پرتو فیلییس مولتی ایکتیوفتیریوس انگل. حاضر انجام شد يشیرین، مطالعهآبدر ماهیان سفید
-آلايقزلماهیپوستمخاطغیراختصاصی در ایمنیسیستمدهی گردید و اثر واکسن تهیه شده بر کلسیم پوششفسفاتيذرهنانو

: شدندتقسیمگروه4به،روزه 10سازگارييدورهازپسگرم30وزنیمیانگینباهايماهی. گرفتقراربررسیموردکمانرنگین
بهکلسیمفسفاتيذرهنانویاوشدهتابیپرتوانگلکلسیم،فسفاتيذرهنانوباشدهدهیپوششوشدهتابیپرتوانگلباگروه3

بهپوستمخاطازبردارينمونه، 20در روز .نشداستفادهترکیبیگونههیچنیزکنترلگروهدر.شدندواکسینهحمامصورتبهتنهایی،
تیترهمچنینوفسفاتازآلکالینولیزوزیمکه فعالیتدادنشاننتایج. شدانجامغیراختصاصیایمنیپارامترهايگیرياندازهمنظور

ذراتدهی شده با نانوگاما و پوشش يشده با اشعه تابیپرتو فیلییس مولتی ایکتیوفتیریوسبا انگلشدهتیمارماهیانهماگلوتیناسیون
توان اینمی. هاي تیمار در مقایسه با گروه کنترل تغییر نکرداما فعالیت استراز در گروه.هاي دیگر بودبالاتر از گروه فسفاتکلسیم
 فیلییس مولتی ایکتیوفتیریوسشده  تابیهاي پرتوفسفات کلسیم فرموله شده در تروفونت يذرهکارگیري نانوه استنباط نمود که بطور 

در خصوص بررسی اثرات این  بعديمطالعات . کمان را بهبود ببخشدآلاي رنگینپوست ماهی قزل مخاطتوانست ترکیبات ایمنی ذاتی در 
.باشدکمان مورد نیاز میآلاي رنگینرادیو واکسن بر سیستم ایمنی اختصاصی در ماهی قزل

کمانرنگینآلايی، قزلمخاط، واکسن، ایمنیفیلییس مولتی ایکتیوفتیریوس: کلمات کلیدي

مقدمه
ماهی در محیط زیست خود به صورت مستقیم در .

زا زا و غیربیماريهاي بیماريمیکروارگانیسممعرض انواع 
هاي ماهی از مکانیسم ،تحت شرایط نرمال. قرار دارد

دفاعی اعم از ترکیبات ایمنی اختصاصی و ذاتی  يپیچیده
به تواناز اجزاي ایمنی ذاتی در ماهی می. باشدبرخوردار می

هايسلول يمخاطی در پوست نام برد که به وسیله يلایه

ي دامپزشکی، دانشگاه تبریز گروه بهداشت مواد غذایی و آبزیان، دانشکدهدانشیار*1
اي، ي کشاورزي هستهاستادیارگروه پژوهشی دامپزشکی و علوم دامی، پژوهشکده2
دانشگاه تبریز دامپزشکی،يدانشکدهاي،حرفهي دکترايدانش آموخته3
تبریزدانشگاهدامپزشکی،يدانشیار گروه پاتوبیولوژي، دانشکده 4
ارومیهدانشگاهدامپزشکی،دانشکدهپاتوبیولوژي،دانشیار گروه5

در کنار کنده شدن و . شودجامی در اپیدرم ترشح می
زاي سطحی از خلط پوست، تعداد خروج عوامل بیماري

زیادي از ترکیبات دفاعی مانند لیزوزیم، ایمونوگلوبین، 
کمپلمان، لکتین و بسیاري از ترکیبات ضد باکتریایی دیگر 

ارند دهاي مختلف ماهی حضور پوست گونهمخاط در 
)Subramanian et al. 2007.(

E-mail: nsheikh@tabrizu.ac.ir)مسئول ينویسنده(
ایران-، کرجايهستهفنونوعلومپژوهشگاه
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هاي با متراکم شدن سیستم پرورش ماهی، شیوع بیماري
به  .یافته است تشدمختلف عفونی و غیرعفونی نیز 

شیرین،آبماهیاندارمژهانگلعنوان مثال، 
 Ichthyophthirius(فیلییس مولتی ایکتیوفتیریوس

multifiliis(،ماهیانهايپاتوژنترینمهمازیکیکه
خساراتهمه ساله شود،میمحسوبپرورشیووحشی

سراسرپروريآبزيصنعتبهراگیريچشماقتصادي
هايدرمانتوسطانگلکنترل. نمایدمیواردجهان

.استمشکلهاآبششوپوستبهنفوذازپسشیمیایی،
امنیتجهتازعمومینگرانیودرمانبالاييهزینه
شیمیاییهايدرمانمضراتدیگرازمحیطیوغذایی

 .Straus 1993, Buchmann et al(شوندمیمحسوب

بهتواندمیایکعلیهواکسیناسیونبنابراین،). 2003
بهماهیتلفاتازگیريپیشدرجایگزینروشیعنوان

.)Maki and Dickerson 2003(شودگرفتهکار
 بازاساخت واکسن علیه این عامل بیماريکنونتا

حمام،وصفاقیداخلراهدوازکشتهتومایتاستفاده از
زندهترونتکشته،تروفونتصفاقی،داخلزندهتومایت

برخی پایین،وبالادمايدودرصفاقیداخلصورتبه
 يبازدارندهمانند پروتئین  انگل هاي سطحیپروتئین

به)immobilization antigen =i-antigen(حرکت 
فروند،ناکاملاجوانتهمراهبهوصفاقیداخلصورت
واکسیناسیونصورتبهوفرمالینباشدهغیرفعالترونت
باحادتحتعفونتشدهسونیکهتروفونت، صفاقیداخل

دنبالبهاولتراسوندازاستفادهوi-antigenتزریقترونت،
 Alishahi and(استشدهانجامدادن،حمامروش

Buchmann 2006, He at al. 1997, Wang and 
Dickerson 2002, Xu et al. 2009(.

درجدیديروشگاما،ياشعهبایتابپرتو
واکسنتولیدمنظوربهها میکروارگانیسمسازي غیرفعال

این روش نسبت به ).Syaifudin et al. 2011(باشد می
سازي مانند حرارت و استفاده هاي متداول غیرفعالروش

روشدر این. باشداز مواد شیمیایی داراي مزایایی می
ژنی آنتیساختارها با کشتن میکروارگانیسمواکسن،تولید

هايمیزباندربنابراین،گرددنمیتخریبزا بیماريعوامل
شود  میمشاهدهقويایمنیهايپاسخشدهواکسینه

)Syaifudin et al. 2011, Heidarieh et al. 2014( .ًضمنا 
هاي بالا و عدم نیاز به حذف مواد سازي در حجمغیرفعال

سازي از مزایاي دیگر این روش شیمیایی بعد از غیرفعال
در  مطالعهیکدرتنهادر کل، ). Seo 2015(باشد می

در این مطالعه، . ها استفاده شداز رادیوواکسنآبزیان
 ایکتیوفتیریوسانگلتروفونتيمرحلهسازيغیرفعال

. انجام شد گري150دوزباگاماپرتوبافیلییس مولتی
صورتبهشدهغیرفعالانگلتروفونتازاستفادهمتعاقب

ایمنیسیتمتقویتکمان،رنگینآلايقزلماهیدرحمام
.)Heidarieh et al. 2014(گردیدگزارشیمخاط
شیمیاییفعالیتبهکهاستشیمیاییايمادهجوانتدا
ژنی آنتیخاصیت، کند میکمکدیگرشیمیاییيماده

ذاتی،ایمنیپاسختحریکباوکردهتقویتراواکسن
شروعسببوگردند میمطلوبهاي میانجیایجادموجب
 Kierszenbaum and Tren(شوند میایمنیپاسختر سریع

التهابتحریکطریقازماهیدراجوانتثیرأت. )2011
گیرد میصورتژن آنتیيآهستهسازي رهاوموضعدر
)Lie 2008(.دلیلبهامروزيهاي واکسنمديآناکار

ژن آنتیواکسنحملبرايمناسبهاي اجوانتکمبود
بسیارهایی سیستمدوهرمیکروذراتوذراتنانو.است

مادهیکفسفات کلسیم.هستندواکسنحملدرثرؤم
عنوانبهآننانوذراتومیکروذراتازکهباشد میمعدنی
ازفسفات کلسیم. استشدهاستفادهواکسنحملسیستم

ازپذیري تجزیهوزیستیفعالیت،زیستیسازگارينظر
ترکیبفسفاتکلسیم. استترمناسبمعدنیمواددیگر

راحتیبهروهمینازورود میشماربهبدندرطبیعی
يمادهاین. باشد میامنوبودهتحملقابلشده،جذب

وداروهاها، پروتئینبهبالاییتمایلوباشدمیغیرسمی
وبودههزینهکمآنساختطرفیاز. داردها ژن آنتی
یکدرتنها. )Behera and Swain 2011(استآسان

/ جوانتداعنوانبهفسفاتکلسیمذراتنانواز،مطالعه
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) Labeo rohitu(روهوماهیمدلیکدرواکسنحامل
.)Behera and Swain 2011(شده استاستفاده

با توجه با اثرات مثبت رادیوواکسن تولید شده علیه 
آلاي در ماهی قزل فیلییسمولتیانگل ایکتیوفتیریوس

و امکان افزایش )Heidarieh et al. 2014(کمان رنگین
ذرهنانوکارگیري ادجوانته کارایی این واکسن با ب

انگلحاضر انجام شد تا اثرات يکلسیم، مطالعهفسفات
گاماياشعهباشدهیتابپرتوفیلییس مولتی ایکتیوفتیریوس

کلسیمفسفاتذرهنانوادجوانتباشدهدهیپوششو
-رنگینآلايقزلماهیپوستدریمخاطایمنیسیستمبر

.گیردقراربررسیموردکمان

مواد و روش کار
وفیلییس مولتی ایکتیوفتیریوسانگلتکثیربه منظور     
انگلبهآلودهکمانرنگینآلاي قزلهاي ماهی،یتابپرتو
بهوشدهشناساییماهیپرورشمزارعدرمطالعه،مورد

-سانتیيدرجه18-17دمايدراي شیشههايآکواریوم

بدنسطحدرها انگلتکثیرازپس. شدندمنتقلگراد
ها ماهیبدنسطحازها تروفونتها، آنازدیادوها ماهی
عدد100ویالهردروشدندشمارشوشدهآوري جمع

هاي  انگل آوري جمعازبعد . شدنگهداريانگلتروفونت
و  220مدل ی گاما تابدستگاه پرتوبا ها،  ویالدرایک

-غیرفعالگري150دوزگري در ثانیه و 4.8نسبت دوز 

هاي سازي روي نمونهفرایند فعال. سازي انجام شد
.تروفونت فریز شده و روي یخ خشک انجام شد

کلسیمکلرید، کلسیمفسفاتيذرهنانويتهیهجهت     
مولار میلی5/12بازیک دي سدیم فسفاتمولار، میلی5/12
شدهمخلوطیکدیگربامولار میلی6/15سدیم سیتراتو
تولیدییدأتبرايسپس.شدزدههمساعت48مدتبهو

-x(ایکسپرتوپراشروشازکریستالینهفسفاتکلسیم

ray powder diffraction =XRD (سپسوشداستفاده
فسفاتکلسیمذراتنانوتاشدسونیکهدقیقه30مدتبه
.)He et al. 2002(آیددستبه

 Dynamic light(دینامیکینورپراکندگیروش

scattering =DLS (ذراتياندازهتوزیعسنجشبراي
نانومتر  532موجطولدرDLSآنالیز.شدگرفتهکاربه

. شدانجامدرجه90يزاویهوگرادسانتیيدرجه25در 
 درشدهسنتزفسفاتکلسیمذراتنانوگرم ازیک میلی
ذراتياندازهسنجشوشدهحلمقطرآبلیتر یک میلی

).Behera and Swain 2011(شدانجام
گرم میلی 10، ذرهنانوباشدهیتابپرتوانگلترکیبدر     

برابر  pHباPBSبهکلسیم فسفاتذرهنانولیتر از در میلی
بهدرصد 38شدتباسونیکاتورتوسطوشداضافه  5/7

عدد100هر ویال حاوي .شدسونیکهدقیقهدومدت
شده غیرفعالفیلییس مولتی ایکتیوفتیریوسانگلتروفونت

ازلیتر میلیچهارباوشدهمخلوطPBSازلیترمیلییکبا 
ساعتششمدتبهشیکررويPBSدرنانوذرهمحلول

درها نمونهسپس. گردیدترکیبگرادسانتیي درجه37در
g 8000درسپس. شدندشستهمقطرآبباوسانتریفوژ

مصرفزمانتاوندشدخشکگراد سانتیيدرجه37
).Behera and Swain 2011(شدندمنجمد 

دویست و چهل این تحقیق،  آزمایشگاهیطراحیدر     
 30کمان سالم با متوسط وزن آلاي رنگینقطعه ماهی قزل

گرم از یک مزرعه پرورش ماهی در شهر کرج خریداري 
گروه با سه تکرار  4ها به صورت مساوي در ماهی. شدند

مدارسیستمحاويلیتري 12ايشیشهآکواریوم12در
-17حرارت آب تنظیم شده در حدود  يو با درجه بسته
گردیدند به مستقل توزیع صورتبهگرادسانتی 18

. قطعه ماهی قرار داده شد 20که در هر آکواریوم صورتی
جهتآمادههاماهی،روزه 10سازگارييدورهازبعد

بندي گروهمطالعهایندر. گردیدندواکسنبادادنحمام
:مورد نظر به صورت ذیل بود

یتابپرتوانگلدر هر آکواریوم از ترکیب، 1تیمار در 
انگلتروفونتعدد100حاوي  يذرهنانوباشده

گاما پرتوباشدهغیرفعالفیلییس مولتی ایکتیوفتیریوس
ذره نانومحلولازلیتر میلیبا چهارشدهدهیپوشش

به صورت ) کلسیم فسفاتذرهگرم نانومیلی 40حاوي (
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100، در هر آکواریوم از 2تیمار در . حمام استفاده شد
غیرفعالفیلییس مولتی ایکتیوفتیریوسانگلتروفونتعدد
تیمار در . گاما به صورت حمام استفاده شدپرتوباشده

گرم میلی 40حاوي (ذره نانومحلولازلیتر میلی، چهار3
به صورت حمام به هر آکواریوم ) کلسیم فسفاتيذرهنانو

در گروه کنترل نیز از هیچ گونه انگل. اضافه گردید
.استفاده نشد ادجوانتیاشدهیتابپرتو
بعدروزبیست، مخاطسازيآمادهوآوري جمعجهت   
. شدانجامهاماهیمخاطازبردارينمونهواکسیناسیون،از

آکواریومهردرموجودهايماهیيهمهمنظور،بدین
بههاماهیجلديمخاطهوشی،بیازپسوشدهصید

آوريجمعنرمپلاستیکیکاردكازاستفادهباآرامی
شدنآلودهازجلوگیريبرايگیرينمونهحیندر.گردید
شددقتتلیال،اپیهايسلولترشحاتیاخونباهانمونه

حجمبرابرچهارباهانمونه. نرسدآسیبیپوستبهتا
) NaCl 150mM, 8Mm Tris-HCl, pH=5(تریسبافر

روییمایعوشدهسانتریفوژدور4000درشده،هموژن
وشدهحلتریسبافردرلیوفیلیزهپودر. گردیدلیوفیلیزه

مایعادامه،در. شدجداسانتریفوژبانشدهحلمخاط
وشدهتغلیظازتگازملایمجریانازاستفادهبارویی
مخاطیيعصارهعنوانبهپورمیلیفیلترازعبورازپس

آزمایش،گاماولیندر. گردیدمنجمداستفادهزمانتا
برادفوردروشازاستفادهبامخاطپروتئینمحتویات

)Bradford 1976(استانداردعنوانبهگاويگاماگلوبولینو
.گردیدمنظورآنزیمیهايفعالیتمحاسبهبرايوشدآنالیز

موکوسيعصارهلیزوزیمفعالیتمیزانبررسیجهت
و همکاران در Sheikhzadehتوسطشدهارئهروشاز

نمودنتهیهازپسمنظور،بدین. شداستفاده2012سال 
لیزودیکتیکوس میکروکوکوسباکتريگرممیلی75/0

بامولار1/0فسفاتسیتراتبافرلیترمیلیدر) سیگما(
5/8pH،25175باموکوسيعصارهمیکرولیتر

الیزاهايمیکروپلیتدرفسفاتسیتراتبافرمیکرولیتر
30براينانومتر450درنوريجذب.گردیدمخلوط

موکوسازمقداري.شدگیرياندازهپیوستهطوربهدقیقه

یکزمانمدتدرجذبمیزانکاهش001/0سببکه
نظردرگرممیلیدرواحدیکعنوانبهگردیددقیقه
. شدگرفته

توسطشدهارائهروشبافسفاتازآلکالینبررسی
Palashka نمونه. شدانجام2008و همکاران در سال-

4فسفاتفنلنیتروپیازحجمهممیزانبامخاطهاي
کربناتبیآمونیومدرشدهتهیهمولار،میلی

)NH4HCO3(1008/7بامنیزیومکلریدحاويمولارمیلی
pH405درنوريجذبمیزاندرتغییرات. شدانکوبه

ساعت2مدتبهگرادسانتیيدرجه30دمايدرنانومتر
کهآنزیمازمقداري. شدگیرياندازهپیوستهصورتبه

درنیتروفنلپیترکیبازمولمیلی1نمودنآزادسبب
فعالیتواحد1عنوانبهگردید،دقیقهیکزمانمدت

ضریبفنلنیتروپیبراي. گردیدمنظورفسفاتازآلکالین
extinction coefficientسانتیدرمول104×78/1برابر-

.شدگرفتهنظردرمتر
و Kjتوسطشدهارائهروشمطابقاسترازفعالیت

حجمانکوباسیون.شدانجام2008همکاران در سال 
میریستاتنیتروفیلپاراmM4بامخاطينمونهازبرابري

درصد 5/0حاويکربناتبیآمونیومبافرmM100در
گرادسانتیيدرجه30دمايدر،X،pH7/8-100تریتون
.شدانجام

و  Sheikhzadehتوسط شدهارائهپروتوکلطبق
طیورقرمزگلبولسوسپانسیون،2012همکاران در سال 

در.شدتهیهتریسبافردر) C-RBC( درصد5/2
مخاطيعصارهازمیکرولیتر45گرد،تههايمیکروپلیت

شداضافهگودهاولینبه) پروتئینمیکروگرم5/31معادل(
هشتمتادوميگودهازتریسبافرباسریالیسازيرقیقو

درصد 5/2طیورقرمزگلبولازبرابريحجم. شدانجام
درانکوباسیونساعتیکازبعد. شدافزودههاگودهبه

باتیترمیزانبالاترینرقتعکساتاق،دماي
درهمآگلوتیناسیونتیترعنوانبهمشخصآگلوتیناسیون

.شدگرفتهنظر
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 با همراه) ANOVA( طرفه یک واریانس آنالیزروش     
 Least Significant(دار ترین اختلاف معنیکم روش

Difference  =LSD (مختلف هايگروه يمقایسه جهت 
 نیز  P>05/0 داريمعنی سطح . ندگرفت قرار استفاده مورد

.شد گرفته نظر در مبنا عنوان به

نتایج
 X ياشعه پراش بر مبتنی که XRD روش از استفاده با    
 کلسیم شده، تولید يماده که شد مشخص باشد،می

).1شکل ( باشدمی کریستالینه فسفات

 ذرات نانو درصد 80 ما، يمطالعه مورد ينمونه در    
 از ترکم اياندازه شدت، معیار حسب بر فسفات کلسیم

 معیار حسب بر و) 2شکل ( دادند نشان میکرون 2/1
 8/61 از ترکم اياندازه ذرات نانو درصد 95 تعداد،
ذرات  نانو ياندازه میانگین و) 3شکل ( داشتند نانومتر

 . آمد دست به نانومتر 3/49

کریستالینه فسفات کلسیم از حاصل ایکس پرتو پراش :1 شکل

شدت معیار حسب بر ذرات ياندازه توزیع :2 شکل
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تعداد معیار حسب بر ذرات ياندازه توزیع :3 شکل

 میان ،مخاط پروتئینی سطوح در بارزي هايتفاوت    
 تمام ماهیان . نشد مشاهده مختلف هايگروه هايماهی
 لیزوزومی فعالیت کنترل گروه به نسبت تیمار هايهگرو

نسبت  1تیمار  در لیزوزیم فعالیت . داشتند بالاتري بسیار
 افزایش . بود برخوردار بالاتري سطحاز  3و  2به دو تیمار 

 تمام در فسفاتاز آلکالین فعالیت میزان در ايملاحظه قابل
 لیزوزیم، فعالیت مشابه . شد مشاهده تیمار هايگروه

 در را بالاتري، سطح 1تیمار  در فسفاتاز آلکالین فعالیت
 فعالیت مطالعه این در . داد نشان دیگر هايهگرو با مقایسه
 . نکرد پیدا افزایشی تیمار هايگروه از یک هیچ در استراز
 طور به 2و  1تیمار  در پوست مخاط که، این ضمن

 کند، آگلوتینه را هاي قرمزگلبول توانست آمیزيموفقیت
 آگلوتینه فعالیت گونه هیچ کنترل گروه در که صورتی در

). 1 جدول( نشد مشاهده قرمز هايگلبول نمودن

حمام صورت به واکسن يکننده دریافت کمانرنگین آلايقزل ماهی موکوس در مختلف ترکیبات :1 جدول
هاي گروه

مورد مطالعه
غلظت پروتئین

)لیترگرم در دسی(
فعالیت لیزوزیم

)گرمواحد در میلی(
فعالیت آلکالین فسفاتاز

)گرممیلی در واحد(
فعالیت استراز

)گرممیلی در واحد(
تیتر هماگلوتیناسیون

a 072/0±257/0a 042/0±021/1a 024/0±464/0a 011/0±280/0a 0کنترل
1a 018/0±274/0c 248/0±580/6C 095/0±270/2a 002/0±368/0b16تیمار 
2a 051/0±242/0b 080/0±450/2b 070/0±948/0a 024/0±301/0b 041/4±000/9تیمار 
3a 012/0±331/0b 151/0±870/2b 012/0±980/0a 080/0±275/0ab 618/4±000/8تیمار 

 به کلسیم فسفات نانوذره با شده دهی پوشش گاما پرتو با شده غیرفعال فیلیس مولتی ایکتیوفتیریوس انگل تروفونت عدد 100 يکننده دریافت: 1تیمار 
: 3تیمار  حمام؛ صورت به گاما پرتو با شده غیرفعال فیلیس مولتی ایکتیوفتیریوس انگل تروفونت عدد 100 يکننده دریافت: 2تیمار  حمام؛ صورت
 حروف با ستون هر در شده ارائه اعداد. باشدمی معیار خطاي ± میانگین شامل هاداده. حمام صورت به کلسیم فسفات يذره نانو يکننده دریافت
.باشدمی دارمعنی متفاوت
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بحث
انجامسونیکاسیونازپسکهDLSروشازاستفادهبا
ياندازهتوزیعنموداردر. آمددستبهنموداردوشد،

میزانحسببرذراتياندازهشدت،حسببرذرات
تربزرگذراتدلیلهمینبهوشودمیسنجیدهنوربازتاب

کمیتعداداگرحتیدهند،میبازتابراتريبیشنورکه
راهاآنوکردهغلبهذراتنانوبرتوانندمیباشند،داشته
برذراتياندازهتوزیعتعداد،نموداردراما. کنندپنهان

ایندر. شودمیسنجیدهموجودذراتنانوتعدادحسب
راخوداندرسیدهنانوياندازهبهکهذراتیتنهانیزنمودار
بهنموداردوهرازاستفادهروایناز. دهندمینشان

.دهدمینشانرابهتريپاسخمکملصورت
ذراتنانوکهایکانگلثیراتأتحاضر،يمطالعهدر
مخاطترکیباتروياست،کردهجذبفسفاتکلسیم
فعالیتکهدادنشاننتایج. گرفتقرارمطالعهموردماهی
تمامدرفسفاتازآلکالینولیزوزیمیمخاطهايآنزیم
درافزایشاینکهاستیافتهافزایشتیمارهايگروه

وگرفتهقرارگاماياشعهتابشتحتکهگروهی
سطحدربودندکردهجذبفسفاتکلسیمنانوذرات

استثنايبهقرمزگلبولآگلوتیناسیون. داشتقراربالاتري
شدهتیمارفسفاتکلسیمنانوذراتباتنهاکهگروهی
.گردیدمشاهدههاگروهبقیهدربودند،

خطاولین عنوانبهماهیپوستمخاطحفاظتینقش
بهمخاط. استمشخصزاعوامل بیماريعلیهدفاعی

است،پوستسطحازترشحوتولیدحالدرمداومطور
ازممانعتوافتادنگیرسببفیزیکیطوربهبنابراین،

مانعنتیجهدرواپیتلیومسطحبهمیکروبیعواملاتصال
.بودخواهدماهیهايبافتبهتهاجمجهتفرصتیایجاد
-میمیکروبیضدفعالیتبامواديحاويهمچنینمخاط

عهدهبرماهیدفاعیسیستمدررااصلینقشکهباشد
عنوانبهلیزوزیم،). Sheikhzadeh et al. 2012(دارند
وهابافتدرذاتی،ایمنیسیستمضدباکتریاییآنزیم

تماسدرکهماهی،متعدديهايگونهازمختلفیاعضاي

گرفتهقرارمطالعهمورداندبودههامیکروارگانیسمبامداوم
 يدر این مطالعه، همه). Sheikhzadeh et al. 2012(است
دار هاي تیمار در مقایسه با گروه کنترل افزایش معنیگروه

دردر کل،. در میزان لیزوزیم مخاط پوست را نشان دادند
تحتکهایکانگلحمامدرشدهواکسینهماهیمخاط
گرفتهقرارفسفاتکلسیمذراتنانووگاماياشعهتابش
طوربه. بالاترین میزان فعالیت لیزوزیم مشاهده شدبود،

باشدهتیمارگروهدرقبلی نیز  يدر مطالعهمشابه،
گري150اشعهتابشتحتکهایکانگلهايتروفونت

-بالاي لیزوزیم در مخاط پوست ماهی قزلفعالیتاندبوده

).Heidarieh et al. 2013(دیده شدآلاي رنگین کمان
درراحمایتینقشکهاستآنزیمیفسفاتازآلکالین

هايآلودگیاسترس،طیدرماهیمختلفهايگونه
 .Sheikhzadeh et al(داردعهدهبرزخمترمیموانگلی

لیزوزیم،فعالیتهمانندکهدادنشانحاضرنتایج). 2012
تیمارهايگروهتمامدرنیزفسفاتازآلکالینفعالیت
گروهدرافزایشاینواستداشتهگیريچشمافزایش

ذراتنانووگاماياشعهتابشتحتانگلباشدهتیمار
اینحفاظتینقش.استبودهتربیشفسفاتکلسیم
روندطیدر) Iger and Abraham 1990(توسطپارامتر
) Cyprinus carpio(معمولیکپورماهیدرزخمترمیم
 Ross et al. 2000, Iger and(استشدهدادهنشان

Abraham 1990  .(رافسفاتازآلکالینسطحافزایشنیز
بهکه) Atlantic salmon(اطلساقیانوسآزادماهیدر

شدهآلودهسالمونیس لپوفتریوسخارجیانگليوسیله
رسدمینظربه). Ross et al. 2000(کردندمشاهدهبود،
مانندمختلفیهايآنزیمفعالیتمیزاندرافزایشکه

تمامدرمخاطبهشدهترشحلیزوزیموفسفاتازآلکالین
ایمنیمواددیگرهمراهبهیاتنهاییبهشده،تیمارماهیان
-میایجادهاپاتوژنبابرخورددرکهمخاطدرموجود

.دهدمیرخشوند،
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هاي مربوط به گلیکوپروتئینها گروهی از آگلوتینین
ها، ایمنی ذاتی هستند که قادر به آگلوتینه کردن سلول

ها هماگلوتینین. باشندها میها و مولکولگلیکوکونژوگه
ضدمیکروبی از موکوس پوست تعداد  يبا فعالیت بالقوه
 Palashka et(اند هاي ماهی گزارش شدهزیادي از گونه

al. 2008 .( ،هاي قرمزگلبولشدنآگلوتینهدر این مطالعه
نانووگاماياشعهتابشتحتانگلباشدهتیمارگروهدر

انگلباشدهتیمارگروهدرنیزوفسفاتکلسیمذرات
يمطالعهدر.گردیدمشاهدهگاماياشعهتابشتحت
مخاط،)Olive flounder(زیتونیفلاندررويقبل،

قرمزهايگلبولتوانستآمیزيموفقیتطوربهپوست
به). Palashka et al. 2008(کندآگلوتینهراخرگوش

تواندمیآگلوتینینشبهموادتحریککهرسدمینظر
مختلفهايگونهدرذاتیایمنیمکانیسمدرحیاتینقشی
.کندایفاماهی

دریمخاطایمنیسیستمتقویتکهاستاینبرفرض
تابشتحتهايتروفونتباشدهتیمارماهیپوست

هايسلولتعدادافزایشدلیلبهعمدتاًگاماياشعه
هايسلولمحتوايسریعرهاسازينتیجهدرویمخاط
استگرفتهصورتدفاعی،پاسخعنوانبهیمخاط

)Heidarieh et al. 2013 .(میبیانمطالعهاینضمن،در-

ایمنیپاسخماندگاريبهفسفاتکلسیمذراتنانوکهکند
برابردرفسفاتکلسیمذراتنانو. کندمیکمکماهیدر

بدونراحتی،به.  هستندمقاوملیپازوصفراويهاينمک
سببوشدهجذبتزریقمحلدرالتهابینوعهیچایجاد

کاهشنیزوطولانیزمانیيدورهیکدرایمنیتقویت
این. گردندمیزاییایمنیبراينیازموردژنآنتیمقدار
شوندمیایمنیپاسختقویتبهمنجرنهایتدرذرات

)Behera and Swain 2014 .(شدهدیدهاین،برعلاوه
ایمنیالقايسببفسفاتکلسیمذراتنانوکهاست

اند شده) Labeo rohitu(روهوماهیدراختصاصی
)Behera and Swain 2014 .(ذراتنانومشابه،طوربه

برايثريؤمیمخاطاجوانتعنوانبهفسفاتکلسیم

 .He et al(اندرفتهکاربهانسانینوکلئوتیديهايواکسن

ذرات،میکروکهدریافتندمحققینمطالعه،ایندر). 2002
-میمحسوبیمخاطانتقالبرايقدرتمنديهاياجوانت

 .He et al(اما در القاي ایمنی سلولی مناسب نیستند شوند

،Mهايسلولکهاستاینبراعتقاددر کل،. )2002
لنفاويهايعقدهوماکروفاژهادندریتی،هايسلول

. کنندمیعملثرترؤمترکوچکذراتبرداشتدرموضعی
ياندازهدرعموماًفسفاتکلسیمذراتنانوخوشبختانه

-میو) میکرون2/1ازترکمیعنی(دارندقرارمناسبی

هايلنفوسیتپاسخوسلولیایمنیتحریکسببتوانند
Tشوندسیتوتوکسیک)He et al. 2002.(ایناساسبر

-HSVواحدتحتواکسنکهدریافتنداین محققیننتایج،

استشدهساختهفسفاتکلسیمذراتنانويپایهبرکه2
. گرددمییمخاطوسیستمیکایمنیهمزمانالقايسبب

عنوانبهرابالاییقدرتذراتنانواینضمن،در
اند،دادهنشانانسانیهايواکسندرثرؤموایمناجوانت

باشندمیIgEباديآنتیالقايوجانبیاثراتفاقدزیرا
)He et al. 2002 .(بافتیيمطالعهدر)Behera and 

Swain 2011( گونههیچفسفاتکلسیمذراتنانونیز
 Behera and(نکردایجادماهیدرراجانبیعوارض

Swain 2014.(
کهدهدمینشانوضوحبهمطالعهایننتیجه،در

درشدهفرمولهفسفاتکلسیمذراتنانوازاستفاده
قرارگاماياشعهتابشتحتکهایکانگلهايتروفونت

ذاتیایمنیترکیباتبارزيطوربهاستقادربودندگرفته
بهاین،. دهدافزایشکمانرنگینآلايقزلمخاطدررا

وفسفاتازآلکالینولیزوزیمفعالیتبودنبالاتردلیل
-انگلباشدهتیمارماهیانهماگلوتیناسیونتیترهمچنین

ذراتنانووگرفتهقرارگاماي اشعهتابشتحتکههایی
تیمارگروهبامقایسهدراند،کردهجذبفسفاتکلسیم

باشدهتیمارگروهوفسفاتکلسیمذراتنانوباشده
گربیانوباشدمیگاماياشعهتابشتحتهايانگل

. استشدهایمنماهیایمنیسیستمرويمثبتثیراتأت



و همکاران مرضیه حیدریه زادهنجمه شیخ

1396تابستان، 2، شماره سیزدهممجله دامپزشکی ایران، دوره 46

گیرياندازهواکسیناسیون،درکهاینبهتوجهبا
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Effects of gamma-irradiated Ichthyophthirius multifiliis coated with 
calcium phosphate nanoparticles on immunological responses in 

rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) skin mucus
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Abstract
The current study was performed to prepare a radiovaccine against Ichthyophthirius 

multifiliis, the causative agent of white spot in fresh water fishes. After irradiation with 
gamma-ray, Ichthyophthirius multifiliis parasites were coated with calcium phosphate 
nanoparticles and then effects of prepared vaccine on non-specific immune system in rainbow 
trout skin mucus were evaluated. After 10 days adaption period, fish with mean weight 30
gram were distributed to 4 groups: Three groups were bath-vaccinated with gamma-irradiated 
Ichthyophthirius multifiliis coated with nano calcium phosphate, gamma-irradiated 
Ichthyophthirius multifiliis or nano-calcium phosphate alone. In control group, no additives 
were used. On day 20, skin mucus from treated fish was analyzed for evaluating the innate 
immune parameters. Results showed that lysozyme and alkaline phosphatae activities and 
hemagglutination titer of fish treated with gamma-irradiated Ichthyophthirius multifilis coated 
with calcium phosphate nanoparticle were higher than other groups. But esterase activity in 
treatment groups did no change in comparison with the control group. It can be assumed that 
use of calcium phosphate nanoparticle formulated in gamma-irradiated Ichthyophthirius 
multifilis trophonts could enhance the innate immunity components in rainbow trout skin 
mucus. Further studies are needed to evaluate the effects of this radiovaccine on specific 
immune responses in rainbow trout.
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