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گشایي تا روز زمان تخم)تریپسين و کيموتریپسين( از  لوزالمعده روند تغييرات فعاليت پروتئازی معده )پپسين( ودر این تحقيق 

گشایي شده از مرکز فيل ماهي تازه تخم نوزادانمطالعه شد.  (Huso huso) فيل ماهينوزاد گشایي در پس از تخم پنجاهم

گشایي و در تکثير و پرورش ماهيان خاویاری شهيد مرجاني )گرگان، ایران( تهيه شدند. نمونه برداری بلافاصله پس از تخم
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 مقدمه

و بچه ماهي خاویاری با  نوزادبه طور سنتي، پرورش 

 Gisbert andشود )استفاده از غذای زنده انجام مي

Williot, 2002) سازی آن توليد غذای زنده و غني که

ارگری و مستلزم صرف هزینه زیاد، فضای کافي، نيروی ک

ای غذای علاوه محتوای تغذیهه . باست متخصص زیادی

و نيست زنده اغلب برای مرحله نوزادی و بچه ماهي کافي 

متعددی  هایمطالعهرو در طي بيست سال اخير،  از این

در زمينه امکان استفاده از غذاهای فرموله شده و غذای 

 ماهيان خاویاری از نوزادزنده غني سازی شده در پرورش 

 Buddingtonزمان شروع تغذیه فعال انجام شده است )

and Doroshov, 1984; Dabrowski et al. 

1985; Bardi et al. 1998; Gisbert and 

Doroshov, 2006; Agh et al. 2012.) 

ای ماهيان خاویاری به گيری ساختار تغذیهشناخت شکل

 تواند به درک بهترگوارش ميدستگاه همراه آغاز فعاليت 

ميزان کند، چرا که ای این گونه کمک نيازهای تغذیه

کارایي غذا به ظرفيت فيزیولوژیک ماهي در هضم و جذب 

 (.Furne et al., 2008مواد غذایي بستگي دارد )

ماهيان در طي دو نوزاد های هضم و جذب در مسمکاني

 .Babaei et alدهه اخير مورد مطالعه قرار گرفته است )

ماهيان خاویاری در زمان  نوزادر ماهيان، (. مانند اکث2011

هضم و  گشایي به طور کامل تکوین نيافته و این امرتخم

تا زمان تکوین و تمایز کامل  جذب بهينه غذای خارجي را

 ,Gisbert and Sarasqueteدهد )تحت تاثير قرار مي

های گوارشي منعکس کننده ميزان تکوین آنزیم (.2000

و است ظرفيت هضمي جانوران  تکوین دستگاه گوارش و

ای در مراحل تواند به عنوان شاخصي از وضعيت تغذیهمي

و در  (Yúfera and Darias, 2007) ابتدایي زندگي

  .Twining et al) اجهت شناخت نيازهای تغذیه

کار رود. بنابراین تجزیه و تحليل تغييرات ه ب (1983

طراحي  برایتکویني در طي مراحل ابتدایي زندگي ماهي 

ه ای و فرمول بندی غذای خشک ضروری باستراتژی تغذیه

 (.Verreth and Segner, 1995رسد )نظر مي

یکي از ارزشمندترین ماهيان  (Huso huso) فيل ماهي

شود که مدتي است تکثير محسوب مي خزرتجاری دریای 

های پرورشي شروع شده است. این و پرورش آن در محيط

خاویار ممتاز،  بااهيان خاویاری از مشهورترین م گونه

و بچه نوزاد توليد اینکه . با وجود استبها درشت و گران

ماهيان خاویاری کشور دیگر ماهي در فيل ماهي نسبت به 

 ولي هنوز درصد ،از ميزان موفقيت بالاتری برخوردار است

 .Asgari et al)( بوده %31-81تلفات بسيار بالا )

توليد اقتصادی فاصله زیادی و تا رسيدن به سطح ( 2013

وجود دارد. بنابراین شناخت ميزان فعاليت آنزیمي دستگاه 

های مفيد در تدوین گوارش به عنوان یکي از شاخص

تواند در درک علل تلفات بالا و ای، مياستراتژی تغذیه

تر پرورش این گونه در مراحل بهبود بيوتکنيک اقتصادی

 .کندو بچه ماهي کمک نوزادی 

های نون مطالعات متعددی در خصوص فعاليت آنزیمتاک

گوارشي در ماهيان استخواني دریایي و آب شيرین انجام 

 ;Zambonino-Infante et al. 2009است )شده 

Holt, 2011 .) با این وجود، مطالعات بسيار کمي در

های گوارشي ماهيان خاویاری انجام خصوص فعاليت آنزیم

های گوارشي به مطالعه آنزیمتوان از آن جمله مي و شده

 (Acipenser transmontanus) ماهي سفيدتاس در

(Buddington and Droshov, 1986)، بستر 

(Timeiko and Bondarenko, 1988)،  تاسماهي

 ;Gisbert et al. 1999) (A. baeriiسيبری )

Zoltowska et al. 1999)   و نيز بررسي فعاليت

 .Babaei et al)( A. persicusن )آنزیمي نوزاد قره برو

2011; Noori et al. 2011) کرد اشاره . 

توضيح روند تکوین فعاليت رو این مطالعه با هدف  از این

)تریپسين  لوزالمعده های پروتئازی معده )پپسين( وآنزیم

سازی این گشایي تا زمان رهاو کموتریپسين( از زمان تخم

ت فراهم ماهي به استخرهای خاکي )روز پنجاهم( جه

آوردن اطلاعات مناسب برای بهبود بيوتکنيک پرورش این 

ماهي )فرمول بندی غذا و افزایش امنيت توليد بچه ماهي 

پرواربندی( با توجه به صنعت برای و انگشت قد مورد نياز 

شناخت  به اجرا درآمد.رو به توسعه پرورش این گونه 

راه ای ماهيان خاویاری به همگيری ساختار تغذیهشکل

گوارش مي تواند به درک بهتر  دستگاهآغاز فعاليت 

 . کندای این گونه کمک نيازهای تغذیه

 

 هامواد و روش

 شرایط پرورشی

مورد استفاده در این تحقيق حاصل تکثير  نوزادان

با  2LHRHa مصنوعي مولدین فيل ماهي با هورمون

نسبت جنسي سه ماهي ماده به یک ماهي نر، از مرکز 
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پرورش ماهيان خاویاری شهيد مرجاني گرگان تکثير و 

عدد )حدود  1811برای مرحله پرورش تعداد . تهيه شدند

گشایي شده با ميانگين وزني و تازه تخم لاروگرم(  11

 متر درميلي 1/12 ± 11/1 گرم وميلي 11 ±1 /3 طولي

ليتری انتقال یافتند. در طول  311پرورشي  مخزن 13

نظر شدت نور، حجم، منبع و دبي  دوره پرورش، نوزادها از

آب و تغذیه در شرایط یکسان پرورشي قرار داشتند. 

همچنين منبع و دبي آب با استفاده از مخلوط آب چاه و 

 231ليتر در دقيقه و ميلي 411ترتيب با دبي ه رودخانه ب

در تمام   pHليتر در دقيقه تامين شد. دما، اکسيژن وميلي

و  1/7-4/7 آب در حدود pH نميزا تيمارها یکسان بود.

و  C°3/14نوسانات حداقل و حداکثر دمای آب به ترتيب 

C°3/18 توسط دستگاهpH 330i/set, Germany   و

و  ppm  2/7حداقل و حداکثر اکسيژن آب به ترتيب

ppm 1/2  و توسط دستگاه(Oxi 323-B/set, 

Germany)   پس  12تا روز  8از روز  نوزادان . شد ثبت

آرتميا با تراکم  ناپليوس هایاز  با استفاده گشایياز تخم

تا  سپسو نوزاد تغذیه شدند در روز برای هر  عدد 311

و از روز زیتوده  %31از مخلوط آرتميا و دافني تا  23روز 

گشایي از مخلوط غذای پس از تخم 11تا روز  23

متر و شيرونوميده چرخ ميلي 3/1 کنسانتره بيومار با قطر

 شد.استفاده زیتوده  %11رت خميری به ميزان شده به صو

گشایي تا پایان آزمایش از غذای پس از تخم 11از روز 

خشک متر به صورت ميلي 8/1کنسانتره بيومار با قطر 

بار در  4-6دهي در کل دوره استفاده شد. تعداد دفعات غذا

 (.1روز در نظر گرفته شد )شکل 

 

 نمونه برداری

سنجش فعاليت برای پرورشي  داننوزا برداری از نمونه

گشایي و در های گوارشي، بلافاصله پس از تخمآنزیم

نوزاد و در  عدد 71به ميزان  18و  14 روزهای هفتم،

گشایي به پس از تخم 31و  42، 13، 28، 21روزهای 

بچه ماهي انجام شد. در طي شب هيچ  عدد 21ميزان 

وایل صبح قبل گيری در انمونه ای انجام نشد وگونه تغذیه

کاهش خطای تاثير محتوی آنزیمي برای  از شروع تغدیه

 هانمونه (.Kolkovski, 2001) غذای زنده انجام شد

رشد  نوزدهمتا روز  .با آب مقطر شستشو داده شدند سپس

و پس از آن، فقط دستگاه گوارش جدا و  نوزادانکل توده 

یع گيری فعاليت آنزیمي در نيتروژن ماتا زمان اندازه

 نگهداری شدند.

 

 روش سنجش فعالیت آنزیمی

ميزان  12تا روز  کوچکي ماهي در زمان لارویدليل به 

گيری نمونه لاروهای کردن کل فعاليت آنزیمي با هموژن

ميلي  2شده و پس از آن فقط دستگاه گوارش جدا و با 

 mM Tris–HCl buffer with 0.1 100ليتر بافر )

mM EDTA and 0.1% Triton X-100, pH 

 Polytron PT مدل ( مخلوط و سپس با هموژنایزر,7.8

1300 D   شدند.  همگنثانيه  11سه بار و هر بار به مدت

 11دور در دقيقه به مدت  13111مخلوط آماده شده با 

 Sigma)گراد سانتریفيوژ  درجه سانتي 4دقيقه در دمای 

2-16 k refrigerated centrifuge ) شده و مایع

 -81گيری فعاليت آنزیمي در فریزر ا زمان اندازهفوقاني ت

 .گراد نگهداری شددرجه سانتي
 و Rungruangsak روشاساس  رفعاليت آنزیم پپسين ب

Utne  (1281 .سنجش شد )211 در این روش 

 % 1ميکروليتر کازئين  211ميکروليتر از عصاره آنزیمي با 

ه در دقيق 11مولار( مخلوط و به مدت ميلي HCl 61 )در

شدند. واکنش با اضافه  گراد انکوبه درجه سانتي 17دمای 

متوقف شد و سپس به  TCA 3% ليترکردن یک ميلي

اق قرار داده شد. در ادامه تدقيقه در دمای ا 11مدت 

دور در  3111دقيقه با  21محلول آماده شده به مدت 

ميکروليتر از محلول  3/1. سپس شد دقيقه سانتریفيوژ 

نيم مولار و   NaOH ليتره شد و با یک ميليبرداشت رویي

مخلوط و در  Folin-Ciocalteu ليتر معرفميلي 1/1

 22-23دقيقه انکوباسيون در دمای  11نهایت پس از 

نانومتر ميزان جذب  721گراد در طول موج درجه سانتي

مقایسه  L-Tyrosine نوری قرائت و با منحني استاندارد

پسين به صورت ماکرومول شد. ميزان فعاليت آنزیم پ

 .شدگرم پروتئين بيان تيروزین/ ساعت/ ميلي

-benzoyl-DLفعاليت آنزیم تریپسين با ماده 

arginine-p-nitroanilide (BAPNA)  به عنوان

(. در Erlanger et al. 1961سوبسترا سنجش شد )

در یک ميلي ليتر  BAPNAميلي گرم  3/41ابتدا ميزان 

Dimethylsulphoxide (DMSO حل شد و سپس )

 O2.2H2CaClمولار ) HCl-Tris 13/1با محلول بافر 
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ميلي ليتر رسانده  111( به حجم =3/7pHمولار،  12/1

 23/1ماکروليتر عصاره آنزیمي با  23ادامه  شد. در

دقيقه در  11( به مدت BAPNAسوبسترای آماده شده )

شده و سپس واکنش با اضافه  وبهگ درجه سانتي 17دمای 

متوقف و ميزان  %11ليتر اسيد استيک  ميلي 1دن نمو

شد. ميزان  خواندهنانومتر  411جذب نوری در طول موج 

 آنزیم تریپسين از طریق فرمول زیر محاسبه شد:

 

 گرم پروتئين/ واحدنانومتر( = ميلي  411ميزان جذب نوری در طول موج   × 1111 ×مخلوط واکنش  ليتر(/)ميلي8811)ميلي گرم پروتئين در مخلوط واکنش/

 

ميزان فعاليت آنزیم کموتریپسين نيز با استفاده از ماده 
Nitroanilide- p- Phe- Pro - 2(Ala)-Succinyl 

(SAPNA )1/1  ميلي مولار در محلول بافرTris-  

HCl 13/1 ( مولارO2.2H2CaCl 12/1 ،مولار 

3/7pH=عنوان سوبسترا سنجش شد )ه ( بErlanger 

et al., 1961)درجه  17دست آمده در دمای ه . مخلوط ب

دقيقه انکوباسيون شد و بلافاصله  1گراد به مدت  سانتي

نانومتر قرائت و  411ب نوری در طول موج ذميزان ج

کر شده ذميزان آنزیم کموتریپسين با استفاده از فرمول 

 جهت محاسبه ميزان آنزیم تریپسين، محاسبه شد. 

با Bradford (1276 ) ميزان پروتئين کل نيز از روش

استفاده از آلبومين سرم گاوی به عنوان استاندارد محاسبه 

های آنزیمي در سه تکرار مورد سنجش شد. تمامي فعاليت

 .قرار گرفت

 

 
در طول  (Huso huso) و بچه فیل ماهی لارو( ○( و طول کل )∆وزن ) -3شکل 

 انحراف معیار(. ±)میانگین  آزمایش

 

 آنالیز آماری

ها قبل از مقایسه آماری برای بررسي نرمال بودن و هداد

  Kolmogorov–Smirnovهمگني به ترتيب با تست 

مورد بررسي قرار گرفتند. تمامي داده ها به  Bartlett'sو 

بيان شده اند. ميانگين  انحراف معيار ±ميانگين صورت 

ميزان فعاليت آنزیمي بين زمان های نمونه برداری )روز 

 One-Wayسيله آناليز واریانس یکطرفه )درجه( به و

ANOVA مورد مقایسه قرار  %3( در سطح معني داری

 ,SPSS version 15; IBM, Somersگرفتند )

New York, USA.) 

 

 نتـایج

 فعالیت پروتئازی معدی

ميزان فعاليت آنزیم پپسين در مرحله که نتایج نشان داد  

شدن دهان و گشایي تا باز يل ماهي از زمان تخملاروی ف

شروع تغذیه خارجي و اتمام کيسه زرده به سرعت افزایش 
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به  ثابت و پس از آن مجددا   بيست و سومو سپس تا روز 

 (.1)جدول  یابد ميتدریج افزایش 

 

 لوزالمعدهفعالیت پروتئازی 

گشایي ميزان فعاليت آنزیم تریپسين بلافاصله پس از تخم 

ایش یافت و سپس تا اتمام کيسه زرده با شيب تندی افز

ميزان آن بيست و هشتم از روز  دوبارهناگهان کاهش و 

(. 1افزایش یافته و در انتهای آزمایش ثابت شد )جدول 

گشایي تا ميزان آنزیم کموتریپسين بلافاصله پس از تخم

زمان آغاز تغذیه مخلوط کاهش و پس از آن تا زمان اتمام 

ميزان آن  سوم بيست وتا روز  کيسه زرده افزایش و مجددا 

به بعد ميزان آن به  بيست و سومکاهش یافت. از روز 

ولي در انتهای آزمایش به شدت  ،صورت نوساني بود

 (.1افزایش یافت )جدول 

 

( از زمان Huso husoدستگاه گوارش فیل ماهی )( u/mg protein)فعالیت پروتئازی  روند تغییرات -3جدول 

 انحراف معیار(. ±میانگین )( ≥50/5Pزگی )رو 05تا گشایی تخم

 (u/mg protein) فعالیت پروتئازی پانکراس (u/mg protein) فعالیت پروتئازی معده سن

 کموتریپسین              تریپسین      پپسین روز(-روز )درجه

 d32/1±  18/1 b11/1 ±  17/1 (5تخم گشایی )

±11/1b 

b11 /1 ± 12/1  

1 (1/333) c44/1±  22/1 b11/1 ± 18/1 

11/1b 

bc11/1 ± 12/1  

31 (2/210) b24/1 ± 11/6 a11/1 ± 12/1 

11/1a 

b11/1 ± 11/1  

31 (151) b41/1 ± 88/3 cd11/1± 14/1 

11/1cd 

c11/1 ± 17/1  

21 (2/155) b33/1 ± 17/6 d11/1 ± 11/1  

11/1d 

d11/1 ± 11/1  

21 (135) b 64/1 ± 21/6 d11/1 ± 11/1 

11/1d 

c11/1 ± 16/1 

10 (0/132) ab21/1 ± 37/8 c11/1 ± 14/1  

11/1c 

d11/1 ± 11/1 

12 (101) a73/1 ± 42/2 b11/1 ± 18/1  

11/1b 

c11/1 ± 16/1  

05 (0/351) a26/1 ± 11/2 b11/1 ± 18/1  

11/1b 

a11/1 ± 21/1  

 

 

 بحث 

جایگزیني غذای زنده در برای بهبود غذای فرموله شده 

آبزیان نيازمند شناخت کافي از فرآیند هضم  لاروپرورش 

 Cahu and) باشد مي تکوین لارویمراحل اوليه  در طي

Zambonino-Infante, 1997; Lazo et al. 

(. پایين بودن ميزان موفقيت در جایگزیني کامل 2000

دستي در شروع تغذیه آغازین، نشانه غذای زنده با غذای 

عدم تکوین کامل دستگاه گوارش و پایين بودن ظرفيت 

گشایي و همچنين عدم وجود دانش هضم پس از تخم

آبزیان  هایلاروکافي از این دو عامل در بسياری از 

 ;Lauf and Hoffer, 1984است ) پرورشي

Munilla-Moran et al. 1990; Holt, 1993).  در

این خصوص تاکنون مطالعات بسياری در ماهيان 

ویژه ماهيان دریایي انجام شده است که منجر ه استخواني ب

بندی به کاهش قابل توجه استفاده از غذای زنده و فرمول

غذاهای مناسب با توجه به ظرفيت هضمي آبزی مورد 

مطالعات این، با وجود  (.Holt, 2011پرورش شده است )

خصوص ماهيان خاویاری انجام شده است بسيار کمي در 

(Buddington and Doroshov, 1984; 

Dabrowski et al. 1985; Bardi et al., 1998;  

Gisbert and Doroshov, 2006; Ebrahimi, 

2006; Babaei et al. 2011; Agh et al. 2011;). 

روبه رشد پرورش این ماهيان، لزوم  روندبا توجه به 

 ر این خصوص و شناخت ظرفيت هضميمطالعات بيشتر د

های گوارشي در دوران لاروی از طریق بررسي آنزیم آنها

  رسد.ضروری به نظر مي

های مورد تمامي آنزیم نتایج این تحقيق نشان داد که

 وگشایي تشخيص داده شدند پس از تخم مطالعه بلافاصله

ی ها در روزهاترشح این آنزیمکه دهد نشان مياین امر 

 و به وسيلهنيست  تدایي تکوین تحت تاثير تغذیهاب

-Zamboninoد )شوفرآیندهای ژنتيکي تنظيم مي

Infante and Cahu, 2001 .) به علاوه نقش موثر این
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ها در هضم لایه کوریون جنيني در طي فرآیند آنزیم

 .Dettlaff et al) گشایي به اثبات رسيده استتخم

فاصله پس از های گوارشي بلاوجود آنزیم(. 1993

، در بسياری از ماهيان استخواني و خاویاری گشایي تخم

 ,Rønnestad and Morais) گزارش شده است

2007; Zambonino-Infante et al. 2009; 

Babaei et al. 2011.) 

های آلکالين پروتئاز، در مطالعه حاضر ميزان آنزیم

تریپسين و کموتریپسين در دوران جذب کيسه زرده 

ه بعد از اتمام کيسه زرده بالاتر بود که نشان نسبت ب

های زرده ها در هضم پروتئيندهنده نقش موثر این آنزیم

 اوليه توسعهدر مراحل  یلاروفرآیندهای تکوین برای 

 Gisbert et al. 2009; Babaei et) خاویاری ماهيان

al. 2011 )ان عالي از نظر تکامليـسایر ماهي همانند 

(. Zambonino-Infante and Cahu, 2001) است

تغيير تدریجي هضم قليایي )تریپسين و کموتریپسين( به 

ماهي نشانه فيللارو هضم اسيدی )پپسين( با افزایش سن 

تکامل تدریجي دستگاه گوارش و قابليت هضم برون 

(. Senger et al., 1994است ) هاسلولي پروتئين

یک از گشایي در هيچ سنجش پپسين بلافاصله پس از تخم

است ماهيان خاویاری مطالعه شده تاکنون گزارش نشده 

(Babaiea et al. 2011 Gisbert et al. 2009; 

Budddington, 1985; ،) وجود فعاليت حال، با این

گشایي در ماهيان آنزیم پپسين بلافاصله پس از تخم

 زرــای خـــي آزاد دریــد ماهـماننر ــدیگ يــــاستخوان

(Salmo caspius) گزارش شده است (Zamani et 

al. 2009 .) تحقيق نشان داد معده در فيل این نتایج

زودتر دیگر ماهي نسبت به  ماهيان خاویاری مطالعه شده 

کند که مطالعات تشکيل شده و شروع به فعاليت مي

شناسي و شيمي بافت دستگاه گوارش در مراحل بافت

 .Asgari et alکند )وزادی نيز این موضوع را تایيد مين

به لاروی تغيير کامل تغذیه از مدل قليایي یا (. 2013

م به بعد که چهل و دو مدل اسيدی یا بالغ تنها از روز

ميزان آنزیم پپسين در اوج خود و به حالت تعادل رسيده 

 د.دهرخ مي ،است

فيل ماهي که در مراکز که لارو  دادنشان  همچنيننتایج 

تا  11اری کشور تا روزهای تکثير و پرورش ماهيان خاوی

 وکند گشایي از غذای زنده استفاده ميروز پس از تخم 13

، توانایي هضم است مستلزم هزینه، نيروی کار و فضای زیاد

غذای کنسانتره دستي را بلافاصله پس از آغاز تغذیه 

در این مطالعه(  چهاردهم خارجي و اتمام کيسه زرده )روز

شود بلافاصله پس از ه ميتوصيدليل به همين  ست.دارا

دوره عادت دهي به غذای دستي آغاز و  ،جذب کيسه زرده

کامل  وروز(  -درجه  421هشتم )بيست و پس از روز 

شدن ظرفيت هضمي از غذای دستي به طور کامل استفاده 

توانایي پذیرش و هضم غذای دستي بلافاصله پس از . شود

در مورد عادت ای که اخيرا شروع تغذیه خارجي در مطالعه

دهي فيل ماهي به غذای دستي و تغيير تغذیه از غذای 

گزارش شده  نيز ،زنده به غذای دستي انجام شده است

در این مطالعه گزارش شده (. Agh et al. 2011) است

فيل ماهي را بلافاصله پس از آغاز لارو توان است که مي

 کهسازگار کرد تغذیه خارجي، با موفقيت با غذای دستي 

های گوارشي، در دست آمده از فعاليت آنزیمه با نتایج ب

 .مطالعه حاضر مطابقت دارد
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Abstract 

The development of proteolysis digestive enzymes from the stomach and pancreas were 

studied in Beluga, Huso huso from hatching up to 50th day post hatching (dph). Larvae were 

obtained from Shahid Marjani Sturgeon Rearing Center, Gorgan province, Iran. Sampling was 

carried out immediately after hatching, 7, 14, 19, 24, 29, 35, 42 and 50 dph. The results 

showed that at the onset of exogenous feeding, gastric glands were already functional, which 

was indicated by an increase in proteolitic activity of stomach. In contrast, proteolitic activity 

of pancreas decreased after the onset of exogenous feeding, showing the importance of these 

types of enzymes in the cleavage of yolk proteins during the endogenous feeding phase. The 

present study indicated that larvae of Beluga at the onset of exogenous feeding had an 

advanced digestive system to accept exogenous food and to digest the formulated diets. 
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