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چکيد ه 

تحقیق حاضر به منظور بررسی اثر مکمل غذایی کیتوزان بر شاخص های رشد، خون شناسی و بیوشیمیایی سرم خون و ایمنی ذاتی ماهی کفال خاکستری 

)Mugil cephalus( به مدت 60 روز صورت گرفت. در این مطالعه، تعداد 120 قطعه ماهی کفال خاکستری با میانگین وزنی 1/04±12/01 گرم در یک 

طرح کاملا تصادفی به چهار تیمار آزمایشی و سه تکرار ) با تعداد 10 قطعه در هر تکرار( تقسیم شدند و به ترتیب با رژیم های غذایی حاوی صفر، پنج، 

10 و 15 گرم کیتوزان بر کیلوگرم غذا مورد تغذیه قرار گرفتند. نتایج حاصله نشان داد که رژیم های حاوی 10 و 15 گرم کیتوزان بر کیلوگرم غذا، تفاوت 

معنی داری در شاخص های رشد و تغذیه در مقایسه با تیمار شاهد و تیمار حاوی پنج گرم کیتوزان بر کیلوگرم غذا نشان دادند )P>0/05(. بالاترین وزن 

نهایی، شاخص وضعیت، نسبت کارایی پروتئین، افزایش وزن به دست آمده و تعداد گلبول های قرمز در تیمار حاوی 10 گرم کیتوزان بر کیلوگرم غذا 

مشاهده شدکه با بقیه تیمار ها دارای تفاوت معنی دار بود )P>0/05(. بیشترین هموگلوبین، تعداد گلبول های سفید، هموگلوبین متوسط گلبول های قرمز 

خون، حجم متوسط هموگلوبین گلبول های قرمز خون، پروتئین تام، گلوبین و فعالیت لیزوزیم در تیمار های حاوی 10 و 15 گرم کیتوزان بر کیلوگرم 

غذا مشاهده شد که با بقیه تیمار ها تفاوت معنی داری را نشان دادند )P>0/05(. در مجموع بر اساس نتایج این تحقیق، افزودن 10 و 15 گرم مکمل 

غذایی کیتوزان بر کیلوگرم جیره غذایی ماهی کفال خاکستری به منظور بهبود شاخص-های رشد، خون شناسی، پاسخ های بیوشیمیایی خون و ایمنی ذاتی 

در این ماهی پیشنهاد می شود.

کلمات کلیدی: ماهی کفال خاکستری، کیتوزان، شاخص های رشد، خون شناسی، پاسخ های بیوشیمیایی خون، ایمنی ذاتی 
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This experiment was conducted to evaluate the effect of dietary supplementation of chitosan on growth performance, 
blood and serum biochemical indices and innate immunity of grey mullet )Mugil cephalus( for 60 days. In this experi-
ment, 120 grey mullets )with average weight of 12.01±1.04 g( were divided into four treatments and three replicates 
)n=10 in each replicate( in a completely randomized design and fed with diets containing 0, 5, 10 and 15 g chitosan /
kg food, respectively. The present results showed that diets containing 10 and 15 g chitosan/ kg food had a significant 
difference in growth and feed indices compared with control and the diet containing 5 g/kg chitosan (P<0.05). The 
highest final weight, condition factor,weight gain, protein efficiency ratio and red blood cellwere observed in the diet 
containing 10 g/kg chitosan which had a significant difference compared with other treatments (P<0.05). The highest 
heamoglobulin, white blood cell, Mean Corpuscular Volume, Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration, total 
protein, globulin and lysozyme activity were observed in treatments containing 10 and 15 g/kg chitosan, which showed 
a significant difference compared with other treatments (P<0.05). Finally, the present results suggests that diets con-
taining 10 and 15 g/kg dietary chitosan can improve growth, hematology and blood biochemical indices and innate 
immunity responses of grey mullet.
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مقدمه

باعث  پرورشی  سیستم  در  ماهی  تراکم  افزایش  از  حاصل  استرس 
تهدید سلامت و رشد ماهی می  گردد )22(. علاوه بر آن، مشخص شده 
است که تغذیه نقش مهمی را در عملکرد سیستم ایمنی و مقاومت در 
برابر بیماری  ها ایفا می  کند. در نتیجه، کیفیت غذا و مدیریت تغذیه بسیار 
حساس و حائز اهمیت می  باشد )9(. لذا استفاده از محرک  های رشد و 
 .)11( است  یافته  بی  سابقه  ای  رشد  اخیر  سال  های  در  آبزیان  در  ایمنی 
محرک  های رشد نمی  توانند جایگزین غذا و مواد مغذی موثر در جیره 
غذایی ماهیان باشند، ولی در افزایش جذب غذا و افزایش میزان رشد 
از  استفاده  اساسی و منطقی  آبزیان بسیار موثر واقع می  شوند و دلیل 
این محرک  ها کاهش ضریب تبدیل غذایی، افزایش رشد، افزایش تولید، 
بالاتر  کیفیت  با  محصولی  به  دست  یابی  و  بیمار  ها  کنترل  و  پیش  گیری 
می  باشد )24(. امروزه استفاده از محرک  های رشد با منشاء طبیعی به  دلیل 
عواملی نظیر ارزش اقتصادی و کم هزینه بودن تولید آن  ها، نداشتن اثرات 
تخریبی بر محیط زیست )دارو  های ارگانیک(، کم بودن عوارض جانبی در 
مقایسه با دارو  های شیمیایی و عدم ایجاد مقاومت نسبی عوامل بیماری  زا 

و  ارزش  از  دارویی  ارزشمند  منابع  این  تا  منجر شده  این محرک  ها  به 
جایگاه خاصی در درمان برخوردار باشند )4(. محرک  هایی مانندگلوکان 
)Glucan(، لاکتوفرین )Lactoferin(، کیتین )Chitin(، کیتوزان و لوامیزول 
)Levamisole( باعث تحریک سیستم ایمنی ماهی و میگو می  شوند. این 
بیگانه  خواری سلول  های فاگوسیت  کننده و  محرک  ها سبب تسهیل عمل 

افزایش فعالیت ضد باکتریایی آن ها می  شوند )14(. 
آبزیان  در  مناسب  ایمنی  و  رشد  محرک  های  از  یکی  کیتوزان   
از  و  می باشد  آمین  گلوکز  از  پلیمری  ساختارشیمیایی  نظر  )7(.از  است 
استیل  زدایی کیتین به  دست می  آید )15(. حلالیت کیتوزان در آب و سایر 
حلال  های قطبی نسبت به کیتین بیشتر است و دارای خواص بیولوژیکی 
افزایش  ایمنی )18(، ضد توموری)22(،  افزایش تحریک و تعدیل  مانند 

رشد )16( و فعالیت ضد میکروبی )21( می  باشد.
شاخص  های  بر  کیتوزان  اثر  از  متناقضی  بعضا  و  متعدد  گزارشات 
رشد )10، 18، 19( و فاکتور  های خونی آبزیان )19، 20( وجود دارد. به 
 Cyprinus) عنوان مثال، تحقیقات صورت گرفته بر روی کپور معمولی
 (Parallichthys olivaseus) زیتونی  ماهی  کفشک   ،)12  ،9(  (carpio
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)6( و کپور روهو (Labeo rohita) )1( نشان داده است که استفاده از 
از  استفاده  حالی  که  در  می  شود،  رشد  عملکرد  بهبود  به  منجر  کیتوزان 
سطوح مختلف کیتوزان )دو، پنج و 10 درصد( بر رشد گونه های تیلاپیا 
Orechromis niloticus)  و  Orechromis auratus( نه تنها باعث افزایش 
است  گردیده  نیز  آن  رشد  کاهش  موجب  بلکه  نشده  ماهی  این  رشد 
تجویز  که  دادند  نشان   )13( همکاران  هاریکریشنانو  هم  چنین   .)23(
 (Epinephelus bruneus) صخره  ای  هامور  ماهی  در  کیتوزان  خوراکی 
منجر به افزایش معنی  دار تعداد گلبول  های قرمز خون، تعداد گلبول  های 
سفید، هماتوکریت و هموگلوبین شد، در حالی  که کاهش معنی  داری در 
شاخص  های گلبولی )حجم متوسط گلبول قرمز خون، هموگلوبین متوسط 
قرمز  گلبول  های  هموگلوبین  متوسط  غلظت  و  خون  قرمز  گلبول  های 
 Vibrio alginolyticus باکتری  با  با کنترل در مواجهه  خون( در مقایسه 
از  استفاده  گرفته،  صورت  تحقیقات  طبق  حال،  این  با  شد.  مشاهده 
کیتوزان در جیره غذایی بر فاکتور  های خونی ماهی قزل  آلای رنگین  کمان 
(Oncorhynchus mykiss) و کپور معمولی تاثیر معنی  داری نداشت )9(. 
طافی و همکاران )25( نشان دادند که استفاده از 0/25 درصد کیتوزان 
در جیره غذایی ماهی قزل  آلای رنگین  کمان، به  طور معنی  داری فعالیت 
شاهد  گروه  به  نسبت  را  سرم  پراکسیداز  گلوتاتیون  مقدار  و  لیزوزیم 

افزایش داد. 
دو  از  استفاده  که  نمودند  گزارش  نیز   )20( همکاران  و  ماسکود 
افزایش  به  منجر  معمولی  کپور  ماهی  غذایی  جیره  در  کیتوزان  درصد 
افزایش  و  میر  و  مرگ  کاهش  اختصاصی،  غیر  ایمنی  سیستم  فعالیت 
اثر  با بررسی  رشد ماهی تحت شرایط استرس گردید. درتحقیقی دیگر 
تجویز خوراکی کیتوزان بر شاخص های رشد، خون  شناسی و بیوشیمیایی 
ماهی کپور روهو (Labeo rohita) مشخص گردید که استفاده از 10 گرم 
کیتوزان بر کیلوگرم غذا منجر به بهبود ضریب رشد ویژه، ضریب تبدیل 
غذایی، پروتئین تام، آلبومین گلوبولین، لیزوزیم سرم خون و هموگلوبین 

گردید )1(.
یکی از عمده  ترین مسائلی که پرورش دهندگان ماهی با آن مواجه 
هستند عدم رشد، کاهش میزان ماندگاری و بقای ماهیان به  خصوص در 
بدن  ایمنی  سیستم  تقویت  اساس  این  بر   .)1( می  باشد  متراکم  پرورش 
اقتصادی  ارزش  با  گونه  های  در  به  ویژه  رشد  محرک  های  از  استفاده  و 
محققان  رویکرد  مهم  ترین  و  دهندگان  پرورش  نیاز  های  اصلی  ترین  از 
شرایط  به  توجه  با  گزینه  ها  از  یکی  می  رسد  نظر  به  لذا   .)9( می  باشد 
کشور، استفاده از کیتوزان استحصالی از پوسته میگو )به  عنوان یکی از 

محرک  های رشد و ایمنی( گزینه مناسبی در این ارتباط می  باشد. 
هدف از این تحقیق، بررسی سطوح مختلف کیتوزان بر رشد، ایمنی 
ذاتی و برخی از شاخص  های خونی ماهی کفال خاکستری به  عنوان یکی 

از گونه  های با ارزش اقتصادی می  باشد.

مواد و روش ها
ماهی و شرایط پرورش  

پرورش  و  تکثیر  کارگاه  در   1394 آذرماه  اواخر  در  پژوهش  این 
قطعه   120 تعداد  شد.  انجام  چابهار  شیلات  تحقیقات  موسسه  ماهی 
به  چابهار(  شهرستان  در  )واقع  بریس  ساحل  از  خاکستری  کفال  ماهی 

شد.  داده  انتقال  آزمایش،  محل  به  و  صید  پره  تور  توسط  صیاد    کمک 
در طول دوره، پارامتر  های آب اندازه  گیری شد. به  طور میانگین در کل 
دوره درجه حرارت آب 1/34±28/8 درجه سانتی  گراد، اکسیژن محلول 
0/82± 6/95 میلی  گرم بر لیتر، pH آب 0/3±7/5 و شوری 35 گرم بر لیتر 
بود. در طی دوره آزمایش، دوره نوری به  صورت 12 ساعت روشنایی و 
12 ساعت تاریکی بود. به  منظور هوادهی و نیاز اکسیژن ماهی  ها به هر 
یک ازمخزن  ها یک سنگ هوا که به منبع هواده متصل بود، نصب گردید. 

همچنین روزانه تعویض آب )80 درصد( صورت گرفت.

طراحی آزمایش و شرایط تغذیه  

بعد از دو هفته سازگاری، ماهی  ها با میانگین وزنی 12/01±1/04 
گرم به  طور تصادفی به چهار تیمار با سه تکرار برای هر تیمار در داخل 
مخازن 60 لیتری )عمق 50 سانتی متر( که متصل به سیستم هوادهی قابل 
کنترل مرکزی بودند، تقسیم  بندی شدند )10 قطعه ماهی در هر تکرار(. 
تیمار یک به  عنوان گروه شاهد تنها از غذای پلت شده )ساخت شرکت 
21 بیضاء شیراز، 36 درصد پروتئین، 18 درصد چربی، 10 درصد خاکستر، 
نمود.  استفاده  رطوبت(  درصد   11 و  فسفر  درصد  یک  فیبر،  درصد   40
تیمارهای دو، سه و 4 به  ترتیب با پنج، 10 و 15 گرم بر هر کیلوگرم غذا 
تغذیه شدند. سپس سطوح مشخص کیتوزان در اسید استیک یک درصد 
از  پس  شدند.  اسپری  غذا  به سطح  جداگانه  اسپری  کننده  های  با  و  حل 
48 ساعت جیره های خشک جمع  آوری و در نایلون  های مجزا در دمای 
20- درجه سانتی  گراد نگه  داری شدند. تیمار شاهد تنها با یک درصد اسید 

استیک اسپری شد )2(. 
برای تعیین میزان غذای روزانه، ابتدا وزن توده زنده )بیوماس( هر 
از حاصل  ضرب متوسط وزن ماهی  های  بیوماس  مخزن محاسبه گردید. 
موجود در هر مخزن در تعداد ماهی به  دست آمد و با تقسیم سه درصد 
بیوماس بر عدد دو )تعداد وعده   های غذایی( )هشت صبح و 16 عصر( 
مقدار غذایی که در هر وعده در اختیار ماهی  های هر مخزن قرار گرفت 
محاسبه شد. به-منظور خروج بقایای مواد غذایی و دفعی هر روز یک  بار 
روزانه  مخزن،  هر  تلفات  شد.  سیفون  مخزن   ها  کف  غذا  دهی  از  قبل 

شمارش و ثبت گردید )13(.

زیست  سنجی و بررسی پارامتر  های رشد و تغذیه 

به  منظور اندازه  گیری شاخص  های رشد، در انتهای آزمایش، وزن )با 
دقت0/01 گرم( و طول )با دقت یک میلی  متر( ماهی های هر مخزن ثبت 
افزایش وزن  زیست  سنجی  ها،  از  داده  های حاصل  از  استفاده  با  گردید. 
بدن، ضریب رشد ویژه، شاخص وضعیت، ضریب تبدیل غذایی، نسبت 

بازدهی پروتئین و درصد بقاء )3( تعیین شد.

Specific growth ratio )SGR( )% day1-(= )LnWf- Ln Wi(/t × 100

SGR= ضریب رشد ویژه
W i = وزن اولیه )گرم( 
Wf = وزن نهایی )گرم(

 t= طول دوره پرورش )روز(  

تاثیر مکمل غذایی کیتوزان بر رشد، خون شناسی، بیوشیمی   ...
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FCR= feed consumed/ WG                                                                   
)FCR( ضریب تبدیل غذایی

WG = افزایش وزن بدست آمده )گرم(
Feed consumed = غذای مصرف شده )گرم(

Protein efficiency ratio (PER) = WG/ crude protein intake                 
PER = نسبت بازدهی پروتئین

 Crude protein intake= میزان پروتئین مصرفی
 WG= افزایش وزن بدست آمده )گرم(

Condition factor )CF( )%( = 100× )wet weight / )length( 3(

CF = شاخص وضعیت 
wet weight = وزن مرطوب )گرم( 

length = طول )سانتی  متر( 
WG= افزایش وزن به  دست آمده

Weight gain )WG( )%(  = )Wf- Wi(/ Wi×100

W i = وزن اولیه )گرم( Wf = وزن نهایی )گرم(
Survival rate )SR( )%( = N0/ N100×1

Survival rate= میزان بقاء
 N0= تعداد اولیه ماهی

 N1 = تعداد نهایی ماهی

خون گيري از ماهی

برای سنجش خون  شناسی و پاسخ ایمنی ذاتی به  صورت تصادفی از 
نه قطعه ماهی هر تیمار پس از بیهوشی با عصاره گل میخک )دو گرم 
بر لیتر( خون  گیری از قلب با استفاده از سوزن و سرنگ هپارینه و غیر 
هپارینه شده صورت گرفت. سپس سرنگ حاوی خون هپارینه شده وارد 
از جداره میکروتیوب خون در داخل آن  میکروتیوب مورد نظر شد و 
ریخته شد و با بستن درب میکروتیوب، به کمک انگشتان اشاره و شست، 
پایین  و  بالا  به  دورانی  نیم  به روش  و  به آهستگی  ظرف حاوی خون 
 -  4 دمای  در  و  شود  مخلوط  هپارین  با  کاملا  خون  تا  شد  داده  تکان 
درجه  سانتی  گراد نگهداری شد )13(. خون فاقد هپارین پس از جمع  آوری 
در میکروتیوب با دور 3000 بر دقیقه به  مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شد 
)Hettich مدل DV200، ساخت کشور ژاپن( و سرم آن جدا گردید و در 

دمای C˚ 70- نگهداری شد )13(.

سنجش پارامترهای خون  شناسی  

از  استفاده  )با  مستقیم  روش  به  سفید  گلبول  های  کلی  شمارش 
با محلول  به 200  یک  نسبت  به  کردن خون  رقیق  با  لام هموسیتوتر( 
 3/88(  )Prochazka and Skrobak( اسکروباک  و  پروچازکا  کننده  رقیق 
دودکاهیدرات  گرم   2/91 سدیم،  سولفات  گرم   2/5 سدیم،  کلرید  گرم 
مونوهیدروفسفات سدیم، 0/25 میلی  لیتر دی هیدروفسفات پتاسیم، 7/5 
بلو در 1000  بریلیانت کرزیل  میلی  لیتر فرمالدیید37 درصد و 0/1 گرم 
انتقال نمونه رقیق شده به  از  میلی  لیتر آب مقطر(، صورت گرفت. پس 
اطراف  بزرگ  مربع  چهار  در  سفید  گلبول  های  تعداد  هموسیتومتر  لام 
شمارش گردید و سپس تعداد کل گلبول های سفید در میلی  متر مکعب 

خون محاسبه شد )23(.

پیپت  از  قرمز  گلبول  تعداد  رقیق نمودن خون جهت شمارش  برای 
استفاده  با  قرمز  گلبول  های  تعداد  گردید.  استفاده  )ملانژور(  حبابدار 
 10( داسیس  محلول  با  هپارینه  سازی خون  رقیق  از  بعد  نئوبار  لام  از 
بریلیانت  گرم  یک  و  تری  سیترات سدیم  گرم   31/3 فرمالدیید،  میلی  لیتر 
کرزیل بلو، در یک لیتر آب مقطر( )رقت 1/200( شمارش شد. از مربع 
میانی )پنج مربع از 25 مربع میانی( لام نئوبار برای شمارش گلبول قرمز 
استفاده و عدد به  دست آمده در عدد 10000 ضرب شد و تعداد گلبول 

قرمز در یک میلی  متر مکعب خون محاسبه گردید )23(. 
هموگلوبین،  سیانومت  روش  طبق  هموگلوبین،  میزان  تعیین  برای 
ابتدا 10 میلی لیتر محلول درآبکین )200 میلی  گرم فری سیاناید پتاسیم، 
50 میلی  گرم سیاناید پتاسیم و 1000 میلی  گرم بی  کربنات سدیم در یک 
لیتر آب مقطر( در لوله آزمایش ریخته و 20 میکرولیتر از خون به آن 
اضافه شد. لوله  ها به  مدت پنج دقیقه روی شیکر قرار گرفته تا محلول و 
خون کاملا مخلوط شوند. سپس غلظت با استفاده از دستگاه طیف سنج در 
طول موج 540 نانومتر تعیین و بر اساس گرم در دسی  لیتر به  دست آمد )11(.

برای تعیین میزان هماتوکریت از روش میکروهماتوکریت استفاده 
 Mean( گلبولی  متوسط  حجم  یعنی  گلبولی  شاخص  های   .)11( گردید 
 Mean( گلبولی  هموگلوبین  متوسط  میزان   ،)Corpuscular Volume
گلبول  های  هموگلوبین  متوسط  غلظت  و   )Corpuscular Hemoglobin
قرمز )Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration( با استفاده از 

فرمول  های استاندارد موجود محاسبه گردید )13(. 
 ×  10/ مترمکعب(  در  )میلی  لیتر  قرمز  گلبول  های  تعداد   =MCV

هماتوکریت )%(
/ هموگلوبین  مترمکعب(  بر  )میلی  لیتر  قرمز  گلبول  های  تعداد   =MCH

)گرم بر دسی  لیتر( × 10
MCHC= هماتوکریت )%( / هموگلوبین )گرم بر دسی  لیتر( ×100

سنجش پارامتر  های بیوشیمیایی خون

مقدار پروتئین تام سرم با استفاده از کیت تشخیصی شرکت پارس 
آزمون و به روش بیوره مورد سنجش قرار گرفت و جذب نوری در طول 
UV/-WPAS2000( اسپکتروفتومتر  دستگاه  به  وسیله  نانومتر   550 موج 
VIS, Cambridge, UK(  قرائت شد. و میزان پروتئین تام بر حسب گرم 

بر دسی  لیتر محاسبه گردید )5(. 
استفاده  با  و  سبز  بروموکرزول  روش  به  تام سرم  آلبومین  مقدار   
گرفت.  قرار  سنجش  مورد  آزمون  پارس  شرکت  تشخیصی  کیت  از 
جذب نوری این محلول را در طول موج 630 نانومتر به  وسیله دستگاه 
مقابل  در   )UV/VIS, Cambridge, UK-WPAS2000( اسپکتروفتومتر 
بلانک قرائت گردید و میزان آلبومین برحسب گرم بر دسی  لیتر محاسبه 
گردید )5(. از کسر پروتئین تام از آلبومین میزان گلوبولین محاسبه شد 
)17(. میزان نسبت آلبومین به گلوبولین از تقسیم کردن مقادیر آلبومین 

تام گلوبولین محاسبه شد )17(.
  سنجش فعالیت لیزوزیم 

بر اساس روش توصیه شده  لیزوزیم سرم نمونه  ها،  سنجش فعالیت 
سوسپانسیون  از  میلی  لیتر   175 ابتدا  گرفت.  صورت   )8( الیس  توسط 
)محصول   (Micrococcus lysodeikticus) لیزودیکتیکوس  میکروکوکوس 
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فسفات  بافر  میلی  لیتر  هر  ازای  به  گرم   0/375 مقدار  )معادل  سیگما( 
سدیم با مولاریته 0/05 و pH برابر 6/2( با میزان 250 میکرولیتر از هر 
میزان  انکوباسیون شد.  و در دمای 22 درجه سانتی  گراد  نمونه مخلوط 
جذب نوری پس از 15 و 180 ثانیه به روش اسپکتروفتومتری و در طول 
اولین  بین  نوری  جذب  تفاوت  سپس  گردید.  قرائت  نانومتر   600 موج 
و دومین مرحله نورسنجی ثبت شد و نتایج حاصله بر حسب واحد بر 
میلی  لیتر به کمک رسم منحنی استاندارد با استفاده از رقت  های بر مبنای 
دوی لیزوزیم سفیده تخم مرغ )محصول سیگما( تهیه گردید و در بافر 
فسفات سدیم محاسبه شد )رقت اولیه 1/6 میکرو گرم بر میلی  لیتر در 
نظر گرفته شد(. هم  چنین از بافر فسفات سدیم به عنوان بلانک استفاده شد. 

آنالیز آماری 

اسمیرنف  کالموگراف  آزمون  توسط  داده  ها  بودن  نرمال  ابتدا 
بررسی شد. سپس برای تجزیه و تحلیل داده  های حاصل از اندازه   گیری 
فعالیت  و  خون  بیوشیمیایی  پارامتر  های  هماتولوژی،  رشد،  شاخص  های 
)ANOVA( و جهت مقایسه  واریانس یک طرفه  تحلیل  آزمون  از  لیزوزیم 
دامنه  ای  چند  مقایسه  آزمون  از  معیار(  خطای  )میانگین±  میانگین  ها 
)α=0/05(. برای تجزیه و  با سطح اطمینان 95 درصد استفاده شد  دانکن 
تحلیل داده  ها از نرم افزار SPSS 16 در محیط ویندوز XP استفاده گردید. 

رسم نمودار  ها درمحیط Excel )2013( انجام شد. 
 

نتایج
شاخص  های رشد

نتایج مربوط به شاخص  های رشد، تغذیه و بقاء تیمار  های مختلف 

در پایان دوره آزمایش در جدول 4-1 آورده شده است. ماهی  ها از 
میانگین وزن اولیه 12/01 گرم به دامنه میانگین وزن نهایی 21/67 الی 
26/43 گرم در طول دوره 60 روزه آزمایش رسیدند. نتایج نشان داد 
که افزودن مقادیر 10 و 15 گرم کیتوزان در هر کیلوگرم غذا تفاوت 
معنی  داری را در میانگین وزن نهایی، ضریب رشد ویژه، افزایش وزن 
بدن، نسبت بازدهی پروتئین، ضریب تبدیل غذایی و شاخص وضعیت 
در مقایسه با تیمار شاهد و تیمار تغذیه شده با پنج گرم کیتوزان در 
هر کیلوگرم غذا ایجاد کرد )P>0/05(. در حالی  که تیمار دو و شاهد 
تفاوت معنی  داری را در کلیه شاخص  های رشد و تغذیه نشان ندادند 

)P<0/05(. بیشترین میزان وزن نهایی، شاخص وضعیت، میزان افزایش 
وزن بدن و نسبت بازدهی پروتئین در تیمار سه مشاهده شد و اختلاف 
معنی  داری با تیمار چهار داشت )P>0/05(. از نظر میزان بقاء بین کلیه 

 .)P<0/05( تیمار  ها اختلاف معنی  دار نبود

 پارامتر  های خون  شناسی

تغییرات میانگین شاخص  های خون  شناسی در ماهی کفال خاکستری 
در تیمار  های مختلف در پایان دوره آزمایش )روز60( در جدول2 نشان 
داده شده است. تعداد گلبول  های قرمز در تیمارهای تغذیه شده با پنج 
تیمار  با  را  اختلاف معنی  داری  کیلوگرم غذا  در هر  کیتوزان  گرم   15 و 
در  قرمز  گلبول  های  تعداد  در حالی  که   .)P<0/05( ندادند  نشان  شاهد 
داد  نشان  شاهد  تیمار  با  مقایسه  در  را  معنی  داری  افزایش  سه  تیمار 
)P>0/05(، اگرچه با تیمار دو و چهار اختلاف معنی  داری را نشان نداد 
)P<0/05(. بیشترین تعداد گلبول سفید در تیمار سه و چهار مشاهده 
شد که اختلاف معنی  داری را در مقایسه با تیمار دو و شاهد نشان داد 

 جدول1- میانگین )میانگین± خطای معیار( شاخص های رشد، تغذيه و بقاء ماهی کفال خاکستری در تیمارهای مختلف در پايان دوره آزمايش )با سه تكرار(

حروف نامشابه در هر رديف نشان  دهنده اختلاف معنی  دار بین تیمار  های مختلف است )p>۰/۰5(. تیمار يک: تیمار شاهد، تیمارهای دو تا چهار به  ترتیب حاوی 
پنج، 1۰ و 15 گرم کیتوزان در هر کیلوگرم جیره غذا بودند.

تيمار

123۴

a11/90 ±1/12 a12/07 ±1/08 a12/03 ±0/04 a 1/05± 12/03وزن اوليه )گرم(

a21/84 ±1/03 a26/43 ±1/26 c24/72 ±1/08 b 1/33± 21/67وزن نهايی )گرم(

a83/83 ±1/90 a119/07 ±2/48 c105/51 ±1/48 b 1/72± 80/14افزايش وزن بدست آمده )درصد(

a1/01 ±0/01 a1/30 ±0/04 b1/28 ±0/01 b 0/0± 0/98ضريب رشد ويژه

c1/71 ±0/01 c1/42 ±0/03 a1/52 ±0/01 b 0/03± 1/74ضريب تبديل غذا

a1/54 ±0/03 a2/19 ±0/04 c1/94 ±1/23 b 0/01± 1/47نسبت بازدهی پروتئين

a0/99 ±0 a1/20 ±0/01 c1/12 ±0/04 b 0± 0/98شاخص وضعيت

a98/45 ±0/23 a100 ±0/0 a97/55 ±0/54 a 0± 100بقاء )درصد(

تاثیر مکمل غذایی کیتوزان بر رشد، خون شناسی، بیوشیمی   ...
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)P>0/05(. بین تیمار سه و چهار از نظر تعداد گلبول  های سفید تفاوت 
تیمار  و  دو  تیمار  بین  هم  چنین   )P<0/05( نشد  مشاهده  معنی  داری 
شاهد این اختلاف معنی  دار نبود )P<0/05(. تیمار تغذیه شده با پنج گرم 
کیتوزان در هر کیلوگرم غذا )تیمار دو( از نظر تعداد گلبول  های سفید 
 .)P<0/05( اختلاف معنی  داری را در مقایسه با تیمار شاهد نشان نداد
بین تیمار  های تغذیه شده با پنج گرم کیتوزان در هر کیلوگرم غذا و شاهد 
 .)P<0/05( تفاوت معنی  داری از نظر میزان هموگلوبین مشاهده نشد
نداشت  وجود  معنی  داری  اختلاف  چهار  و  سه  تیمار  بین  هم  چنین 
)P<0/05( و بیشترین میزان هموگلوبین در تیمار سه و چهار مشاهده 
تفاوت  کیتوزان  با  شده  تغذیه  تیمار  های  در  هماتوکریت  میزان  شد. 
معنی  داری را در مقایسه با تیمار شاهد نشان ندادند )P<0/05( و بین 
کلیه تیمار  ها این اختلاف معنی  دار نبود )P<0/05(. حجم متوسط گلبول 
قرمز در کلیه تیمار  ها اختلاف معنی  داری را نشان نداد )P<0/05( )شکل 
از  غذا  کیلوگرم  هر  در  کیتوزان  با  شده  تغذیه  تیمارهای  بین  الف(.   2
نظر هموگلوبین متوسط گلبول قرمز خون و غلظت متوسط هموگلوبین 

.)P<0/05( گلبول قرمز اختلاف معنی  داری وجود نداشت

پارامتر  های بیوشیمیایی خون

تغییرات میانگین )± خطای معیار( پروتئین تام ، آلبومین و گلوبولین 
پایان دوره  در  تیمارهای مختلف،  در  کفال خاکستری  ماهی  سرم خون 
آزمایش )روز 60(، در شکل 1 نشان داده شده است. میزان پروتئین تام 
در تیمارهای سه و چهار اختلاف معنی  داری را در مقایسه با تیمار شاهد 
نشان داد )P>0/05( و بیشترین میزان پروتئین تام در تیمار تغذیه شده 
تیمار  های  بین  و  مشاهده شد  غذا  کیلوگرم  در هر  کیتوزان  گرم   15 با 

سه و چهار این اختلاف معنی  دار نبود )P<0/05( )شکل 1 الف(. میزان 
با  مقایسه  در  را  معنی  داری  افزایش  و چهار  تیمار  های سه  در  آلبومین 
تیمار  های دو و شاهد نشان داد )P>0/05( در حالی  که این اختلاف بین 
تیمار یک و دو معنی  دار نبود )P<0/05( و بیشترین میزان آلبومین در 
تیمار چهار مشاهده شد و اختلاف معنی  داری را در مقایسه با تیمار سه 
تیمار  در  گلوبولین  میزان  کمترین  ب(.   1 )شکل   )P>0/05( داد  نشان 
دو  تیمار  با  مقایسه  در  را  معنی  داری  اختلاف  که  شد  مشاهده  شاهد 
نشان نداد )P<0/05(. هم  چنین بین تیمار دو و سه این اختلاف معنی  دار 
نبود )P<0/05(. بیشترین میزان گلوبولین در تیمار چهار مشاهده شد در 
حالی  که اختلاف معنی  داری را با تیمار سه نشان نداد )P<0/05( )شکل 

1 ج(.

فعالیت لیزوزیم

تغییرات میانگین )± خطای معیار( فعالیت آنزیم لیزوزیم سرم خون 
ماهی کفال خاکستری در تیمار  های مختلف در پایان دوره ازمایش )روز 
تیمارهای  در  لیزوزیم  فعالیت  است.  داده شده  نشان   2 در شکل   ،)60
سه و چهار افزایش معنی  داری را در مقایسه با تیمار شاهد و تیمار دو 
نشان داد )P>0/05(، در حالی  که بین تیمار  های سه و چهار این اختلاف 
معنی  دار نبود )P<0/05(. هم  چنین در بین تیمارهای دو و یک اختلاف 

.)P<0/05( معنی  داری بین فعالیت لیزوزیم مشاهده نشد

بحث و نتیجه گیری
امروزه استفاده از محرک  های رشد و ایمنی یکی از روش  هایی است 
که به  منظور هضم و جذب بهتر مواد غذایی، افزایش رشد، افزایش تولید 

جدول 2- میانگین و خطای معیار شاخص  های خون  شناسی ماهی کفال خاکستری در تیمار  های مختلف در پايان دوره آزمايش )روز۰۶، با سه تكرار(. 

حروف نامشابه در هر رديف نشان  دهنده اختلاف معنی  دار بین تیمار  های مختلف است )p>۰/۰5(. تیمار يک: تیمار شاهد، تیمارهای دو تا چهار به  ترتیب حاوی 
پنج، 1۰ و 15 گرم کیتوزان در هر کیلوگرم جیره غذا بودند.

تيمار

123۴

a260 ±4/76 a263/33 ±5/47 a261/33 ±6/45 a 5/96± 255/67گلبول قرمز )تعداد بر سانتی متر مكعب(×106

a158 ±5/48 a267/67 ±9/23 b265/33 ±11/79 b 3/74± 154گلبول سفيد )تعداد بر سانتی متر مكعب(×104

a6/9 ±0/32 b6/56 ±0/45 b7 ±0/7 b 0/4± 4/40هموگلوبين )گرم بر دسی  ليتر(

a29/98 ±1/76 a30/58 ±1/52 a30/25 ±1/76 a 2/14± 29/75هماتوكريت )درصد(

a115/32 ±1/20 a116/15 ±1/52 a115/79 ±2/14 a 1/86± 116/40حجم متوسط گلبول قرمز )فمتوليتر(

a160/02 ±1/53 b111/51 ±0/79 b115/45 ±1/90 b 1/20± 74/21هموگلوبين متوسط گلبول قرمر خون )پيكوگرم(

a100/65 ±2/39 b96/05 ±1/85 b99/76 ±2/41 b 0/97± 63/76متوسط هموگلوبين گلبول قرمز )درصد(



200

شكل 1- میانگین و خطای معیار پروتئین تام )الف(، آلبومین )ب( و گلوبولین )ج( سرم خون ماهی کفال خاکستری در تیمار  های مختلف در پايان دوره 
آزمايش)روز ۶۰، با سه تكرار(. حروف نامشابه در هر ستون نشان  دهنده اختلاف معنی  دار بین تیمار  های مختلف است. تیمار يک: تیمار شاهد، تیمارهای دو 

تا چهار به  ترتیب حاوی پنج، 1۰ و 15 گرم کیتوزان در هر کیلوگرم جیره غذا بودند.

تاثیر مکمل غذایی کیتوزان بر رشد، خون شناسی، بیوشیمی   ...
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شكل 2- میانگین و خطای معیار فعالیت لیزوزيم سرم خون ماهی کفال خاکستری در تیمار  های مختلف در پايان دوره آزمايش )روز ۶۰، با سه تكرار (. 
حروف نامشابه در هر ستون نشان  دهنده اختلاف معنی  دار بین تیمار  های مختلف است. تیمار يک: تیمار شاهد، تیمارهای دو تا چهار به  ترتیب حاوی پنج، 1۰ 

و 15 گرم کیتوزان در هر کیلوگرم جیره غذا بودند.

و دستیابی به محصولی با کیفیت بالاتر به  کار می  رود )24(. نتایج حاصل 
که  داد  نشان  مختلف  تیمار  های  بین  در  رشد  های  تغییرات شاخص  از 
تفاوت  غذا  کیلوگرم  هر  در  کیتوزان  گرم   15 و   10 مقادیر  افزودن  که 
معنی  داری را در شاخص  های رشد و تغذیه در مقایسه با تیمار شاهد و 
تیمار تغذیه شده با پنج گرم کیتوزان در هر کیلوگرم غذا ایجاد کرد و 
بیشترین میزان وزن نهایی، شاخص وضعیت، میزان افزایش وزن بدن و 
نسبت بازدهی پروتئین در تیمار حاوی 10 گرم کیتوزان بر کیلوگرم غذا 
داد.گاپالاکنن  نشان  تیمار  ها  با سایر  اختلاف معنی  داری  و  مشاهده شد 
و آرل و )12( گزارش کردند که کیتوزان با افزایش هضم و جذب غذا 
باعث رشد بیشتر و کاهش ضریب تبدیل غذایی در گونه کپور معمولی 
(Cyprinus carpio) تغذیه شده با 10 گرم کیتوزان بر کیلوگرم غذا شد 
که با نتایج به  دست آمده از این تحقیق و تحقیقات مشابه صورت گرفته 
کیلوگرم غذا  بر  کیتوزان  با 10 گرم  تغذیه شده  بر روی کپور معمولی 
با  شده  تغذیه   (Parallichthys olivaseus) زیتونی  ماهی  کفشک   ،)9(
کیتوزان  گرم   10 با  شده  تغذیه  روهو  کپور  و   )6( کیتوزان  درصد  یک 
بر کیلوگرم غذا )1( همخوانی داشت. هر چند کیتوزان به  عنوان محرک 
ایمنی در برخی گونه  های آبزیان آثار مثبت و معنی داری بر شاخص  های 
رشد و تغذیه نشان داده است، اما تمام گونه  هایی که تاکنون در تحقیقات 
انجام شده توسط محققین مختلف، کیتوزان دریافت نموده  اند، افزایش 
به  عنوان مثال، کونو و  نداده  اند.  را نشان  رشد مثبت و رضایت بخشی 

ژاپنی  مارماهی   ،(Abramis brama) قرمز  سیم  ماهیان   )16( همکاران 
با  (Zebrasoma xanthurum) را  و ماهی دم زرد   (Anguilla japonica)
جیره حاوی 10 درصد کیتوزان تغذیه نمودند و گزارش کردند کیتوزان 
تاثیر قابل ملاحظه و معنی  داری بر افزایش رشد این گونه  ها نداشته است. 
تیلاپیای  گونه  های  از  هیبریدی  روی  بر  گرفته  تحقیق صورت  هم  چنین 
تغذیه شده با سطوح مختلف کیتوزان )دو، پنج و 10 درصد( نشان داد که 
کیتوزان نه تنها باعث افزایش رشد ماهی نشد بلکه موجب کاهش رشد 
این گونه نیز گردید که که دلیل این امر را نقش ممانعت کنندگی کیتوزان 
دستگاه  در  غذایی  جیره  کربوهیدرات  های  و  چربی  ها  کامل  جذب  از 
گوارش ماهی مورد مطالعه بیان نمود )23(. هم  چنین دلیل مغایرت نتایج 
کیتوزان،  استحصال  روش  در  اختلاف  نظیر  عواملی  به  توان  می  نیز  را 
که  میگویی  گونه  تفاوت  بررسی،  مورد  ماهی  گونه  فیزیولوژی  تفاوت 
کیتوزان از آن استخراج شده و میزان خلوص کیتوزان حاصل نسبت داد 
وزن  میزان  کاهش  که  داد  نشان  تحقیق  این  از  حاصل  نتایج   .)18  ،9(
نهایی، نسبت بازدهی پروتئین، شاخص وضعیت و افزایش وزن به  دست 
آمده در تیمار حاوی 15 گرم کیتوزان بر کیلوگرم غذا در مقایسه با تیمار 
بازدارندگی  اثر  به  توان  را می  بر کیلوگرم غذا  حاوی 10 گرم کیتوزان 

کیتوزان در غلظت  های بالا نسبت داد )18(. 
 بررسی فراسنجه  های خونی وسیله  ای مناسب برای سنجش وضعیت 
در  خون  شناسی  فاکتور  های  اندازه  گیری   .)18( می  باشد  ماهی  سلامتی 
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بررسی  برای  بلکه  ماهی  بررسی وضعیت سلامتی  برای  تنها  نه  ماهی، 
احتمالی برخی مواد ضد تغذیه  ای حائز اهمیت می  باشد )9(. نتایج حاصل 
گلبول  های  تعداد  هموگلوبین،  بیشترین  که  داد  نشان  حاضر  تحقیق  از 
متوسط  حجم  و  خون  قرمز  گلبول  های  متوسط  هموگلوبین  سفید، 
گرم   15 و   10 حاوی  تیمار  های  در  خون،  قرمز  گلبول  های  هموگلوبین 
تفاوت  تیمار  ها  بقیه  با  که  شدند  مشاهده  غذا  کیلوگرم  بر  کیتوزان 
معنی  داری را نشان دادند که می  توان گفت که کیتوزان تاثیر مثبتی بر 
عملکرد بافت خونساز و بهبود شاخص  های خونی دارد و با تاثیر بر جذب 
آهن مانع کم خونی می  شود )1، 13(. از طرف دیگر، تعداد گلبول  های 
در  ایمنی  سیستم  وضعیت  و  سلامتی  مهم  شاخص  های  از  یکی  سفید 
ماهی  ها است و نقش مهمی در فعالیت  های فاگوسیتی و پاسخ ایمنی به 
مبارزات باکتریایی، ویروسی و انگلی دارد)1، 13(. لذا با توجه به افزایش 
تعداد گلبول سفید در پژوهش حاضر می  توان گفت که کیتوزان موجب 
می  شود. کفال خاکستری  ماهی  در  اختصاصی  غیر  ایمنی  پاسخ  افزایش 

هاریکشنان و همکاران )13( نشان دادند که تجویز خوراکی کیتوزان در 
ماهی هامور صخره  ای منجر به افزایش معنی  دار تعداد گلبول  های قرمز 
خون، تعداد گلبول  های سفید، هماتوکریت و هموگلوبین شد که با نتایج 
حاصل از این تحقیق همخوانی داشت. در حالی  که نتایج حاصل از تحقیق 
صورت گرفته بر روی کپور معمولی نشان داد که تجویز خوراکی سطوح 
مختلف کیتوزان )دو، پنج و 10 درصد( تاثیر معنی  داری بر فاکتور  های 
خونی و شاخص  های گلبولی نداشت )9( و نتایج مشابهی از عدم تاثیر 
کیتوزان خوراکی بر فاکتور  های خونی ماهی قزل آلای رنگین کمان )25( 
تحقیق  این  نتایج  با  که  است  شده  گزارش  نیز   )12( معمولی  کپور  و 
را  زمینه  این  در  آمده  به  دست  نتایج  مغایرت  دلیل  نداشت.  همخوانی 
می-توان به نسبت کیتوزان مصرفی یا مدت زمان استفاده از آن نسبت 

داد )19(. 
حضور پپتید  های مختلف نظیر لیزوزیم، آنتی  بادی، عوامل کمپلمان 
نقش  دفاعی  اولیه  خط  به  عنوان  خون  سرم  در  لیتیک  دیگر  عوامل  و 
مهمی در پیش  گیری از بیماری  های عفونی و تقویت سیستم ایمنی غیر 
اختصاصی دارد )13(. نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که افزودن از 
سطوح 10و 15 گرم کیتوزان بر کیلوگرم غذا منجر به افزایش معنی  دار 
تیمار  با  مقایسه  در  خون  سرم  گلوبین  و  آلبومین  تام،  پروتئین  میزان 
نتایج  با  شاهد و تیمار حاوی پنج گرم کیتوزان بر کیلوگرم غذا شد که 
به  دست آمده از تحقیقات صورت گرفته بر روی ماهی هامور صخره  ای 
با یک و دو درصد کیتوزان )13(  تغذیه شده   (Epinephelus bruneus)
تغذیه شده با یک   (Parallichthys olivaseus) و کفشک ماهی زیتونی
حفظ  در  مهمی  نقش  گلوبولین  داشت.  همخوانی  کیتوزان   )6( درصد 
سلامت و ایمنی داشته و گاماگلوبولین به  عنوان منبع همه پروتئین  های 
لازم برای عملکرد ایمنی در خون شناخته شده است )13(. در حالی  که 
مناسب  توزیع  منظور  به  اسمزی  فشار  ثبات  در  مهمی  نقش  آلبومین 
مایعات بدن داشته و به  عنوان حامل پلاسما و لیگاندهای غیر اختصاصی 
)به همراه تعدادی جایگاه  های اتصال( عمل می  نماید )13(. از طرف  دیگر، 
به  پاسخ  نتیجه  می  توان  را  تحقیق  این  در  خون  سرم  آلبومین  افزایش 
اکسیداسیون  فرآیند  جهت  بافت  ها  از  چرب  اسید-های  انتقال  افزایش 
دانست که سبب ساخت بیشتر پروتئین و صرفه جویی در مصرف پروتئین 

توسط بتا اکسیداسیون اسید  های چرب شده است )1، 13(.
لیزوزیم یکی از پارامترهای دفاع غیر اختصاصی ذاتی مهم می باشد 
همچنین از دسته آنزیم  های باکتریسیدال مهم ایمنی ذاتی است که در 
به  زا  باکتری گرم مثبت و همچنین در شرایط استرس  با  زمان عفونت 
عنوان یک پروتئین فاز حاد عمل می کند و نقش عملکردی آن در مبارزه 
با عفونتهای مختلف ماهیان گزارش شده است )13، 25(. مطالعه حاضر 
غذا  کیلوگرم  بر  کیتوزان  گرم   15 از سطوح 10و  افزودن  که  داد  نشان 
منجر به افزایش معنی  دار فعالیت لیزوزیم در مقایسه با تیمار شاهد و 
به  دست  نتایج  با  بر کیلوگرم غذا شد که  پنج گرم کیتوزان  تیمار حاوی 
آمده از تحقیق صورت گرفته بر روی هامور صخره ای تغذیه شده با یک 
و دو درصد کیتوزان )13(، ماهی قزل آلای رنگین کمان تغذیه شده با 
0/25 درصد کیتوزان )25(، کپور روهو تغذیه شده با 10 گرم کیتوزان بر 
کیلوگرم غذا )1( و کپور معمولی تغذیه شده با دو درصد کیتوزان )16( 
همخوانی داشت. این موضوع نشان می  دهد که کیتوزان نیز همانند سایر 
آبزیان  در  ایمنی  پاسخ  های  بر  ملاحظه  ای  قابل  تاثیر  ایمنی  محرک  های 
استفاده  که  داد  نشان  تحقیق  این  از  آمده  به  دست  نتایج  درکل،  دارد. 
از سطوح 10 و 15 گرم کیتوزان بر کیلوگرم غذا در جیره غذایی ماهی 
رشد،  شاخص  های  بهبود  به  منظور  سطوح  بهینه  ترین  خاکستری  کفال 
ماهی  این  در  ذاتی  ایمنی  و  خون  بیوشیمیایی  پاسخ های  خون  شناسی، 

پیشنهاد می  گردد. 

 تشکر و قدردانی
بدین وسیله از همکاری ریاست و پرسنل محترم موسسه تحقیقات 
شیلات چابهار و کارشناس محترم پژوهشکده غدد متابولیسم درون ریز 

دانشگاه شهید بهشتی تهران تشکر و قدردانی می  گردد.
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