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 کپور معمولی های کلیدی محور رشدآلژینات بر بیان ژن-و نانوحامل کیتوزان گرلینتأثیر 

 و عبدالمجید ولی پور* امیرحسین میرشهیدی، بهروز حیدری

 شناسیزیستگروه  علوم پایه، دانشکده گیلان،دانشگاه رشت،  ایران،

 15/09/1404 تاریخ پذیرش:           23/07/1404 تاریخ دریافت:

 چکیده

یکی از راهکارهای  (GHRPs) فعال مانند پپتیدهای محرک هورمون رشد یستپروری از طریق ترکیبات زافزایش بازده رشد در آبزی

صورت آزاد و ( بهفرم استیله شده)  A-Ghrelin 12 و Ghrelin 12 نوین در صنعت شیلات است. در این مطالعه، تأثیر دو پپتید

ماهیان کپور معمولی در بچه  GHS-R1a ، وIGF1 ،NPYهای مرتبط با رشدآلژینات بر بیان ژن-کیتوزانشده در نانوذرات کپسوله

آزمون تعیین گردید. سپس، ماهیان به هفت گروه میکروگرم بر کیلوگرم غذا( در یک پیش 100بررسی شد. ابتدا دوز بهینه پپتید )

شده با کپسوله  Ghrelin 12آلژینات، -شده با کیتوزانکپسوله Ghrelin 12آزاد،  A-Ghrelin 12آزاد،   Ghrelin 12شامل کنترل، 

سازی(، و گروه نانوذرات خالی تقسیم شدند. پس از چهار هفته تغذیه، و نانوذرات )بدون کپسوله Ghrelin 12 کیتوزان، مخلوط

 نتایج نشان داد که پپتیدهای .جش گردیدسن Real-Time PCR ها با روشبرداری از بافت مغز و کبد انجام شد و بیان ژننمونه

Ghrelin 12 و A-Ghrelin 12 هایداری بیان ژنطور معنیشده، بهویژه در فرم کپسولهبه IGF1 ،NPYو ، GHS-R1a  را افزایش داده

آلژینات بود -کیتوزانشده با کپسوله  A-Ghrelin 12  گیری و رشد ماهیان شدند. بیشترین تأثیر مربوط به گروهو منجر به بهبود وزن

عملکردی مشابه یا بهتر  A-Ghrelin 12 دهنده نقش مؤثر نانوحامل در افزایش پایداری و جذب پپتید است. همچنین، پپتیدکه نشان

سازی در تحریک رشد نشان داد. این مطالعه اثربخشی استفاده از پپتیدهای محرک رشد همراه با فناوری نانوکپسوله Ghrelin 12 از

 .سازدفعال هموار میهای زیستسازی فرمولاسیونکند و راه را برای تحقیقات آینده در زمینه بهینهپروری تأیید میدر آبزیرا 

 هورمون رشد، کپور معمولی، بیان ژن، سازینانوکپسوله، پپتیدهای محرک رشد :کلیدی واژه های

   bheidari@guilan.ac.ir:نویسنده مسئول، پست الکترونیکی *

 مقدمه

منابع تأمین  ترینمهمپروری به عنوان یکی از صنعت آبزی

پروتئین حیوانی در جهان، نقش کلیدی در امنیت غذایی و 

با افزایش تقاضا . (1) کنداقتصاد بسیاری از کشورها ایفا می

سازی برای محصولات آبزی و محدودیت منابع طبیعی، بهینه

آبزیان به یک چالش اساسی های پرورش و بهبود رشد روش

تبدیل شده است. در این میان، استفاده از ترکیبات 

 (GHRPs) فعال مانند پپتیدهای محرک هورمون رشدزیست

به عنوان یک راهکار نوین و مؤثر مورد توجه پژوهشگران 

این ترکیبات با تحریک ترشح هورمون . (2) قرار گرفته است

، موجب افزایش GH/IGF1 سازی محورو فعال (GH) رشد

رشد، بهبود ضریب تبدیل غذایی و تقویت سیستم ایمنی در 

 .(3) دشونمیماهیان 

عنوان یک عامل آنابولیک قوی، نقش هورمون رشد به

های محوری در تنظیم متابولیسم، رشد و توسعه بافت

، استفاده مستقیم از حالینباا. (4) کندمختلف بدن ایفا می

پروری به دلایل اقتصادی و فنی هورمون رشد در آبزی

، پپتیدهای محرک ترشح روینازابرانگیز است. چالش

های مؤثر ، به عنوان جایگزینگرلین هورمون رشد، مانند

های خاص اتصال به گیرنده با گرلین. (5) انددهمعرفی ش

، موجب تحریک ترشح هورمون رشد از GHS-R1 مانند
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نه تنها  گرلین اند کهمطالعات نشان داده. (6) شوندهیپوفیز می

شود، بلکه از طریق باعث افزایش ترشح هورمون رشد می

، GHS-R1a و  IGF1 ،NPY های کلیدی مانندتأثیر بر بیان ژن

 . (7) بخشدرشد و اشتها را در ماهیان بهبود می

فاکتور رشد  در این مطالعه، تمرکز اصلی بر ارزیابی بیان ژن

در   IGF1 یا  (Insulin-like growth factor 1) 1-شبه انسولین

محور رشد قرار سازی کبد به عنوان شاخص نهایی فعال

یک میانجی کلیدی در اثرات آنابولیک هورمون  IGF1 .گرفت

مستقیم تحریک رشد سوماتیک را بر  طوربهرشد است که 

تر از علاوه بر این، به منظور درک جامع. (8) عهده دارد

در سطح سیستم مرکزی، بیان مکانیسم عمل گرلین 

در مغز نیز مورد   NPY یا Neuropeptide Y نوروپپتید ژن

یک محرک قدرتمند مرکزی اشتها  NPY .بررسی قرار گرفت

تواند منجر به تحریک تغذیه و است و افزایش بیان آن می

افزایش مصرف غذا شود که به طور غیرمستقیم به بهبود رشد 

 در نهایت، سطح بیان ژن گیرنده گرلین. (7) انجامدمی

Growth Hormone Secretagogue Receptor 1a  یا GHS-R1a  

نیز ارزیابی شد تا پاسخ مستقیم سیستم به لیگاند تیمارشده 

 . (9)مورد سنجش قرار گیرد 

پروری، های استفاده از پپتیدها در آبزییکی از چالش

ت در دستگاه گوارش اس هاآنپایداری کم و جذب محدود 

سازی با برای غلبه بر این محدودیت، فناوری نانوکپسوله

سازگار مانند کیتوزان و آلژینات استفاده از پلیمرهای زیست

کیتوزان به دلیل خواص . (10) مورد توجه قرار گرفته است

سازگاری، منحصر به فردی مانند زیست

پذیری و توانایی اتصال به مخاط روده، به تخریبزیست

شده پپتیدها آل برای رهایش کنترلعنوان یک نانوحامل ایده

از سوی دیگر، آلژینات با تشکیل یک . (11) شودشناخته می

لایه محافظ در اطراف نانوذرات، از تخریب پپتیدها در محیط 

ترکیب این دو پلیمر . (10) کنداسیدی معده جلوگیری می

تواند کارایی پپتیدها را در قالب نانوذرات هیبریدی، می

 .طور چشمگیری افزایش دهدبه

به دلیل اهمیت  (Cyprinus carpio) ماهی کپور معمولی

اقتصادی و سازگاری با شرایط پرورش متراکم، به عنوان یک 

 شودپروری شناخته میت آبزیمدل مناسب برای مطالعا

ویژه در کشورهایی مانند ایران که دارای این گونه به. (12)

ای برخوردار است. منابع آبی محدود هستند، از جایگاه ویژه

رشد و بازده تولید در این ماهی همواره  با این حال، بهبود

دهندگان بوده است. از این های اصلی پرورشیکی از دغدغه

 GHRP رو، استفاده از ترکیبات محرک رشد مانند پپتیدهای

 .تواند راهکاری عملی برای دستیابی به این هدف باشدمی

به دلیل توانایی در تحریک ترشح هورمون رشد و  گرلین

 اندآبزیان، مورد توجه پژوهشگران قرار گرفته بهبود رشد در

اند که این پپتیدها با تقلید عملکرد مطالعات نشان داده. (5)

، نه تنها ترشح GHS-R1a هایگرلین و اتصال به گیرنده

دهند، بلکه از طریق تنظیم بیان هورمون رشد را افزایش می

، موجب بهبود NPY و IGF1 تبط با رشد مانندهای مرژن

با این . (13) شوندمتابولیسم و افزایش وزن در ماهیان می

حال، چالش اصلی در استفاده از این پپتیدها، پایداری کم و 

 هاآنرایی در دستگاه گوارش است که کا هاآنتخریب سریع 

 .(14) کندرا محدود می

بر رشد آبزیان،  گرلیندر مورد تأثیر  کمبا وجود مطالعات 

سازی فرمولاسیون این تحقیقات کمی در مورد بهینههمچنین 

سازی انجام شده پپتیدها با استفاده از فناوری نانوکپسوله

های پیشین بر روی . همچنین، بیشتر پژوهش(13)است 

اند، در های خاص مانند تیلاپیا و میگو متمرکز بودهگونه

حالی که اطلاعات محدودی در مورد تأثیر این پپتیدها بر 

های ویژه در سطح مولکولی )بیان ژنماهی کپور معمولی، به

. از سوی دیگر، طراحی با (1)کلیدی رشد( وجود دارد 

( و مقایسه استیله شده گرلینشده )مانند ساختار اصلاح

نیز کمتر مورد بررسی قرار  گرلین طبیعیبا  هاآنکارایی 

گرفته است. این پژوهش با ترکیب نانوفناوری و 

فناوری، به دنبال پر کردن این شکاف دانشی است و زیست
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هکارهای جدیدی برای بهبود رشد در صنعت تواند رامی

 . پروری ارائه دهدآبزی

گرلین، به عنوان یک پپتید محرک ترشح هورمون رشد، در 

یابی شده های مختلف ماهیان شناسایی و توالیمیان گونه

-های مؤثر و مورد مطالعه، پپتید گرلیناست. یکی از آنالوگ

با توالی  (Carassius auratus) قرمزمشتق شده از ماهی  12

است. این پپتید با اتصال به   GTSFLSPAQKPQ آمینواسیدی

، به عنوان یک محرک قوی برای ترشح GHS-R1a هایگیرنده

اند مطالعات نشان داده. کندهورمون رشد از هیپوفیز عمل می

تواند منجر به بهبود عملکرد رشد، که استفاده از این پپتید می

های مختلف آبزی پروتئین در گونهکارایی تغذیه و سنتز 

با این حال، مشابه سایر پپتیدها، کاربرد عملی آن با . شود

عمر کوتاه و تخریب سریع در دستگاه هایی مانند نیمهچالش

 . (13) گوارش مواجه است

 گرلیندر این راستا، مطالعه حاضر به بررسی تأثیر دو 

Ghrelin 12 و A-Ghrelin 12 های آزاد و نانوکپسوله در فرم

های کلیدی محور رشد آلژینات بر بیان ژن-شده با کیتوزان

استیله با   A-Ghrelin 12در ماهی کپور معمولی پرداخته است. 

طراحی شده است تا پایداری و میل اتصال   Ghrelin 12 کردن

به گیرنده را افزایش دهد. همچنین، استفاده از نانوذرات 

آلژینات به عنوان حامل، با هدف بهبود پایداری، -کیتوزان

صورت گرفته است. این  گرلینشده جذب و رهایش کنترل

پژوهش با ترکیب دانش بیوتکنولوژی، نانوفناوری و 

های مؤثر ین در جهت توسعه روشپروری، گامی نوآبزی

 .شودپروری محسوب میبرای بهبود رشد در صنعت آبزی

سازی گرلین و نانوکپسولهاین مطالعه با هدف ارزیابی تأثیر 

در ماهی کپور  GHS-R1aو  IGF1 ،NPYهای بر بیان ژن آن

معمولی انجام شده است. همچنین، تأثیر این ترکیبات بر 

افزایش وزن و ضریب تبدیل غذایی  پارامترهای رشد مانند

تواند مورد بررسی قرار گرفته است. نتایج این پژوهش می

پروری و کاهش های نوین در آبزیساز توسعه روشزمینه

 . های تولید باشدهزینه

 مواد و روشها

های محرک گرلین این پژوهش به منظور بررسی تأثیر 

های مرتبط ژنهای پلیمری بر بیان هورمون رشد و نانوحامل

با رشد در ماهی کپور معمولی انجام شد. در ادامه جزئیات 

 .شودهای مورد استفاده شرح داده میروش

 آزمون تعیین دوز بهینه پپتیدپیش

پیش از آغاز آزمایش اصلی، یک مطالعه مقدماتی به منظور 

 150انجام شد. در این مرحله،  Ghrelin 12تعیین غلظت مؤثر 

گرم( به پنج  0.08 ± 0.8کپور )میانگین وزن عدد بچه ماهی 

( و چهار گروه تیمار با گرلینگروه شامل کنترل )بدون 

بر  گرلینمیکروگرم  400و  200، 100، 50های غلظت

کیلوگرم غذا تقسیم شدند. پس از دو هفته تغذیه، 

به عنوان  IGF1برداری از بافت کبد انجام و بیان ژن نمونه

گیری اندازه Real-Time PCRشاخص کلیدی رشد با روش 

 . (13) شد

 هاتهیه و نگهداری ماهی

عدد بچه ماهی کپور معمولی با  150در این مطالعه از 

از ها پس استفاده شد. ماهی( گرم 0.08 ± 0.8 وزن میانگین)

 انتقال به آزمایشگاه، به مدت یک هفته در شرایط استاندارد

 8.4و اکسیژن محلول  pH  7.6گراد، درجه سانتی 19دمای )

نگهداری شدند تا با محیط جدید سازگار ( گرم در لیترمیلی

 دانه ها با غذای تجاری گیلکشوند. در این دوره، ماهی

 .(15) تغذیه شدند

 بندیطراحی آزمایش و گروه

ها به هفت گروه مختلف تقسیم شدند که شامل گروه ماهی

  Ghrelin 12 های دریافت کننده(، گروهگرلینکنترل )بدون 

های دریافت کننده به صورت آزاد، گروه  A-Ghrelin 12 و

Ghrelin 12 به فرم نانوکپسوله شده با کیتوزان و کیتوزان-

و نانوذرات )بدون  گرلینآلژینات، گروه مخلوط 

سازی( و گروه نانوذرات خالی بود. هر گروه شامل کپسوله
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د. تیمارها عبارتند بوماهی  10سه تکرار و هر تکرار حاوی 

 از:

 (گرلین بدون معمولی غذای) کنترل

Ghrelin 12 (غذا کیلوگرم بر میکروگرم 100) آزاد 

A-Ghrelin 12  ( استیله شده 12گرلین آزاد ) 

Ghrelin 12  آلژینات-کیتوزان با شدهکپسوله 

Ghrelin 12 کیتوزان با شدهکپسوله 

 (سازیکپسوله بدون) نانوذرات و Ghrelin 12 مخلوط

 (گرلین بدون) خالی نانوذرات

 تهیه غذاهای حاوی پپتید

میکروگرم بر کیلوگرم غذا به غذای  100در غلظت  گرلین

ماهی اضافه شدند. برای این منظور، ابتدا غذا با آب مقطر 

به این  گرلینمخلوط شده و به صورت خمیر درآمد. سپس 

و پس از همگن شدن، غذا در دمای محیط  مخلوط اضافه شد

 4خشک شد. غذاهای آماده شده در یخچال و در دمای 

 . (13)د شدنگراد نگهداری درجه سانتی

 گرلینسازی سنتز و خالص

Ghrelin 12  (GTSFLSPAQKPQ ) به روش سنتز فاز جامد

نیز که A-Ghrelin 12 (Ac-GTSFLSPAQKPQ )تولید شد. 

یک آنالوگ با اصلاح ساختاری بود، با همان روش سنتز شد. 

سازی پپتیدها با استفاده از کروماتوگرافی مایع با خالص

بیش  هاآنانجام گرفت و خلوص نهایی  (HPLC) کارایی بالا

 . (16) درصد تأیید شد 95از 

 تهیه نانوذرات حامل

 ionotropic) نانوذرات کیتوزان با استفاده از روش یون ژل

gelation)  تهیه شدند. ابتدا محلول کیتوزان )با وزن مولکولی

 (w/v) %0.1( به غلظت %75≤متوسط و درجه استیل زدایی 

تهیه و به مدت   (pH=5.2مولار،  0.1) در بافر استات سدیم

 1000مغناطیسی ) همزنساعت در دمای محیط و تحت  1

دور در دقیقه( قرار داده شد. سپس محلول تری پلی فسفات 

و با نسبت  قطرهقطرهبه صورت   (w/v) % (TPP) 0.1سدیم

به محلول کیتوزان اضافه گردید. تشکیل  1:5حجمی 

 .نانوذرات با ایجاد کدورت در محلول قابل مشاهده بود

آلژینات، پس از تشکیل اولیه -برای تهیه نانوذرات کیتوزان

به  (w/v) %0.45نانوذرات کیتوزان، محلول آلژینات سدیم 

 های حاوی پپتید، پپتیدهایشد. در مورد نمونه سیستم اضافه

Ghrelin 12  لیتر در مرحله گرم در میلیمیلی 1با غلظت نهایی

به محلول کیتوزان افزوده شدند.  TPP قبل از اضافه کردن

شد تا  هم زدهساعت دیگر  1مخلوط حاصل به مدت 

اطمینان حاصل شود که پپتیدها به طور کامل در ماتریکس 

 .اندمحصور شده نانوذرات

 20دقیقه در دمای  10سوسپانسیون نهایی نانوذرات به مدت 

سانتریفیوژ شد. رسوب   g×6000گراد و با دور درجه سانتی

حاصل پس از شستشو با آب مقطر استریل، به دستگاه فریز 

ساعت خشک شد. پودر نانوذرات  24درایر منتقل و به مدت 

تا زمان استفاده  گراددرجه سانتی -20حاصل در دمای 

 . (10) نگهداری گردید

 برداری و آنالیزهای مولکولینمونه

 2ها به مدت هفته(، ماهی 4پس از پایان دوره آزمایش )

ساعت ناشتا شده و سپس با استفاده از عصاره گل میخک 

شدند. وزن  هوشیب ،دقیقه 3گرم در لیتر( به مدت لیمی 20)

برداری از نهایی هر ماهی ثبت گردید و سپس نمونه

های مغز و کبد با استفاده از ابزار استریل انجام شد. بافت

ها بلافاصله در نیتروژن مایع منجمد شده و در دمای نمونه

 .گراد نگهداری شدنددرجه سانتی -80

کل، از روش ترایزول استفاده شد.  RNA برای استخراج

گرم از هر بافت در هاون پر از نیتروژن مایع میلی 30حدود 

میکرولیتر ترایزول هموژنیزه  500به پودر تبدیل شده و با 

 شد. پس از افزودن کلروفرم و سانتریفیوژ، فاز آبی حاوی

RNA با ایزوپروپانول رسوب داده شد. رسوب RNA  با اتانول
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حل گردید. کیفیت  DEPC-treated ه و در آبشسته شد 75%

استخراج شده با استفاده از دستگاه نانودراپ  RNA و کمیت

 هایی با نسبتارزیابی شد. نمونه %1و الکتروفورز ژل آگارز 

OD260/280   28های واضح باندهای و نشانه 2.0-1.8بینS  

 .برای مراحل بعدی انتخاب شدند  18Sو 

 cDNA و کیت RNA میکروگرم 1ه از با استفاد cDNA سنتز

  dNTP و  dT با الیگو RNA سازی تجاری انجام گرفت. ابتدا

گراد درجه سانتی 65دقیقه در  5مخلوط شده و به مدت 

 5X ،RNaseانکوبه شد. سپس مخلوط واکنش حاوی بافر 

inhibitorکریپتاز معکوس و آب، آنزیم ترانس DEPC-treated 

گراد انکوبه درجه سانتی 42دقیقه در  60تهیه و به مدت 

گراد درجه سانتی 70گردید. فعالیت آنزیم با حرارت دهی در 

 .دقیقه متوقف شد 5به مدت 

-β)و ژن GHS-R1a و IGF1 ،NPYهای هدفبررسی بیان ژن

actin)  با روش Real-Time PCR و با استفاده از سیستم 

SYBR Green برای هر ژن نجام شد. پرایمرهای اختصاصی ا

در حجم نهایی  PCR های(. واکنش1طراحی شدند )جدول 

 SYBR میکرولیتر مخلوط واکنش 10میکرولیتر حاوی  20

Green ،1 میکرولیتر بر پیکومول، 10 میکرولیتر از هر پرایمر 

میکرولیتر آب بدون  7رقیق شده و  cDNA میکرولیتر 2

مل های حرارتی شانوکلئاز انجام گرفت. شرایط چرخه

گراد به مدت درجه سانتی 95مرحله اولیه دناتوراسیون در 

درجه  95چرخه شامل دناتوراسیون در  40ثانیه،  30

درجه  58ثانیه، اتصال پرایمر در  5گراد به مدت سانتی

درجه  72ثانیه و گسترش در  40گراد به مدت سانتی

 منحنی ،ثانیه بود. در پایان هر واکنش 30گراد به مدت سانتی

 شد تهیه PCR محصولات اختصاصیت تأیید برای ذوب

(14) . 

 تفاوت ابتدا. شدند تحلیل ΔΔCt روش با ژن بیان هایداده

 محاسبه نمونه هر برای( ΔCt) دارخانه ژن و هدف ژن Ct بین

 نمونه ΔCt با شده تیمار هاینمونه ΔCt تفاوت سپس. شد

 فرمول با ژن بیان تغییرات میزان. گردید تعیین( ΔΔCt) کنترل

2^(-ΔΔCt )شد.  محاسبه 

 آنالیزهای آماری

 19نسخه  SPSSافزار های به دست آمده با استفاده از نرمداده

مورد تحلیل قرار گرفتند. پس از اطمینان از نرمال بودن توزیع 

اسمیرنوف، از آزمون -ها با آزمون کولموگروفداده

ANOVA ها استفاده یک طرفه برای مقایسه میانگین گروه

دار، از آزمون تعقیبی شد. در صورت مشاهده اختلاف معنی

سطح  ها استفاده گردید.دانکن برای مقایسه دو به دو گروه

 در نظر گرفته شد. 0.05ها داری در تمامی آزمونمعنی

 نتایج

 400 و 100 هایغلظت که داد نشان نتایج: پیش آزمون

 باعث( p < 05/0) داریمعنی طوربه کیلوگرم بر میکروگرم

 داریمعنی تفاوت آماری نظر از اما شدند، IGF1 بیان افزایش

 ارزیابی همچنین،. نشد مشاهده غلظت دو این بین

 بر میکروگرم 100 غلظت که داد نشان رشد پارامترهای

 اساس، این بر. دارد را کارایی بیشترین Ghrelin 12 کیلوگرم

 انتخاب اصلی آزمایش برای بهینه دوز عنوان به غلظت این

 از ناشی منفی اثرات احتمال و مؤثر ماده اتلاف از تا شد

 شود. جلوگیری بالا دوزهای

 کبدی IGF1بیان ژن 

 Ghrelin 12های مختلف در غلظت IGF1میزان بیان ژن 

. بیشترین میزان بیان (p <05/0)داری داشت تغییرات معنی

میکروگرم در یک کیلوگرم غذا  100و  400این ژن در دوز 

 .(p <05/0)مشاهده شد 

 هاافزایش وزن بچه ماهی

 Ghrelin 12های مختلف ها در غلظتوزن گیری بچه ماهی

ها بیشترین . بچه ماهی(p <05/0)گیری داشت تفاوت چشم

 Ghrelin 12میکروگرم  100وزن گیری را در تیمار با غلظت 

 .(p <05/0)در یک کیلوگرم غذا داشتند 
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 هاافزایش وزن بچه ماهی

ت میانگین وزن گیری روزانه در تیمارهایی که گرلین دریاف

یی که گرلین هاگروهکرده بودند به صورت چشمگیری از 

ن . بیشترین میزا(p <05/0)دریافت نکرده بودند بیشتر است 

و  A-Ghrelin 12میانگین وزن گیری روزانه در تیمارهای 

Ghrelin 12 loaded Cs-Al شاهده شد و کمترین میزان آن در م

ت تیمار کنترل و تیماری که فقط آلژینات و کیتوزان دریاف

 کرده بودند مشاهده شد.

 هاماهیرشد بچه 

در تیمارهایی که گرلین دریافت کرده  ایهفته 4میانگین رشد 

هایی که گرلین دریافت بودند به صورت چشمگیری از گروه

. بیشترین میزان میانگین (p<05/0)نکرده بودند بیشتر است 

 Ghrelin 12و  A-Ghrelin 12ای در تیمارهای هفته 4رشد 

loaded Cs-Al ان آن در تیمار کنترل مشاهده شد و کمترین میز

و تیماری که فقط آلژینات و کیتوزان دریافت کرده بودند 

  مشاهده شد.

 

 Real-Time PCR مطالعه در استفاده مورد پرایمرهای توالی. 1 جدول

 (bp) طول محصول ('3-'5) پرایمر رو به عقب ('3-'5) توالی پرایمر رو به جلو ژن

IGF1 TTCCATCAAAGACCCACGAGA TTCCACAGAGGCTTGTCCCA 152 

NPY GACTTCGAGCAGGAGATGGG CCGCAAGATTCCATACCCAGG 185 

GHS-R1a ATGCTGCTGGTGCTGTTCTT TCAGGGTCAGGTTGTTGTGG 198 

β-actin CGTGACATCAAGGAGAAGCT TGCCAGATCTTCTCCATGTC 210 

 

 

 

 

ها نشان دهنده حروف متفاوت بالای ستوندر بچه ماهی کپور معمولی.  Ghrelin 12های مختلف تحت تیمار غلظت IGF1تغییرات بیان ژن  -1شکل 

 باشد.دار بین تیمارهای مختلف میاختلاف معنی
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ها نشان دهنده حروف متفاوت بالای ستوندر بچه ماهی کپور معمولی.  Ghrelin 12های مختلف وزن گیری تحت تیمار غلظتتغییرات  -2شکل 

 باشد.دار بین تیمارهای مختلف میاختلاف معنی

 

ها نشان دهنده اختلاف حروف متفاوت بالای ستوندر بچه ماهی کپور معمولی.  گرلینهای مختلف تحت تیمار غلظت میانگین وزن گیری روزانه -3شکل 

گروهی که  (.Ghrelin 12) اصلی را به همراه غذا دریافت کردند گرلینگروهی که  (.Control) گروه شاهد باشد.دار بین تیمارهای مختلف میمعنی

کیتوزان را به همراه -نانوذرات آلژیناتاصلی نانوکپسوله شده توسط  گرلینگروهی که  (.A-Ghrelin 12) را به همراه غذا دریافت کردند استیله گرلین

 اصلی نانوکپسوله شده توسط نانوذرات کیتوزان را به همراه غذا دریافت کردند گرلینگروهی که  (.Cs-Al loaded Ghrelin 12) غذا دریافت کردند

(Cs loaded Ghrelin 12.)  وزان را با غذا دریافت کردندکیت-اصلی نانوکپسوله نشده به همراه نانوذرات آلژینات گرلینگروهی که (Cs-Al + Ghrelin 

 (. n = 9) اندشدهبیان  ± SD به همراه انحراف معیار  هاداده(. تمام Cs-Al) کیتوزان را به همراه غذا دریافت کردند-گروهی که نانوذرات آلژینات (.12
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ها نشان دهنده اختلاف حروف متفاوت بالای ستوندر بچه ماهی کپور معمولی.  گرلینهای مختلف تحت تیمار غلظت ایهفته 4میانگین رشد  -4شکل 

گروهی که  (.Ghrelin 12) اصلی را به همراه غذا دریافت کردند گرلینگروهی که  (.Control) گروه شاهد باشد.دار بین تیمارهای مختلف میمعنی

کیتوزان را به همراه -اصلی نانوکپسوله شده توسط نانوذرات آلژینات گرلینگروهی که  .(A-Ghrelin 12) را به همراه غذا دریافت کردند استیله گرلین

 اصلی نانوکپسوله شده توسط نانوذرات کیتوزان را به همراه غذا دریافت کردند گرلینگروهی که  (.Cs-Al loaded Ghrelin 12) غذا دریافت کردند

(Cs loaded Ghrelin 12.)  کیتوزان را با غذا دریافت کردند-وکپسوله نشده به همراه نانوذرات آلژیناتاصلی نان گرلینگروهی که (Cs-Al + Ghrelin 

 (.n = 9) اندشدهبیان  ± SD به همراه انحراف معیار  هاداده(. تمام Cs-Al) کیتوزان را به همراه غذا دریافت کردند-گروهی که نانوذرات آلژینات (.12

 
ها نشان دهنده اختلاف حروف متفاوت بالای ستوندر بچه ماهی کپور معمولی.  گرلینهای مختلف تحت تیمار غلظت NPYتغییرات بیان ژن  -5شکل 

گروهی که  (.Ghrelin 12) اصلی را به همراه غذا دریافت کردند گرلینگروهی که  (.Control) گروه شاهد باشد.دار بین تیمارهای مختلف میمعنی

کیتوزان را به همراه -اصلی نانوکپسوله شده توسط نانوذرات آلژینات گرلینگروهی که  (.A-Ghrelin 12) را به همراه غذا دریافت کردند استیله گرلین

 اصلی نانوکپسوله شده توسط نانوذرات کیتوزان را به همراه غذا دریافت کردند گرلینگروهی که  (.Cs-Al loaded Ghrelin 12) غذا دریافت کردند
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(Cs loaded Ghrelin 12.)  کیتوزان را با غذا دریافت کردند-اصلی نانوکپسوله نشده به همراه نانوذرات آلژینات گرلینگروهی که (Cs-Al + Ghrelin 

 (.n = 9) اندشدهبیان  ± SD به همراه انحراف معیار  هاداده(. تمام Cs-Al) کیتوزان را به همراه غذا دریافت کردند-گروهی که نانوذرات آلژینات (.12

 

 NPYتغییرات بیان ژن 

در تیمارهایی که گرلین دریافت کرده  NPYمیزان بیان ژن 

هایی که گرلین دریافت بودند به صورت چشمگیری از گروه

ن . بیشترین میزان بیان ژ(p<05/0)نکرده بودند بیشتر است 

NPY  در تیمارA-Ghrelin 12 کمترین میزان  مشاهده شد و

 آن در گروه کنترل مشاهده شد.   

 GHS-R1aتغییرات بیان ژن 

دریافت  گرلیندر تیمارهایی که  GHS-R1aمیزان بیان ژن 

 گرلینکه  هاییگروهکرده بودند به صورت چشمگیری از 

. بیشترین میزان (p <05/0)بودند بیشتر است  نکردهدریافت 

 Ghrelin 12و  Ghrelin 12در تیمارهای  GHS-R1aبیان ژن 

loaded Cs-Al  مشاهده شد و کمترین میزان آن در گروه کنترل

 مشاهده شد.

 بحث

 تأمین اصلی ارکان از یکی عنوان به پروریآبزی صنعت

 نوین راهکارهای پی در همواره جهان، در حیوانی پروتئین

 بوده تولید هایهزینه سازیبهینه و رشد کارایی افزایش برای

 محرک فعالزیست پپتیدهای از استفاده میان، این در. است

 مستقیم تحریک توانایی دلیل به (GHRPs) رشد هورمون

  .(3. 2) اندگرفته قرار ویژه توجه مورد اشتها، و رشد محور
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(Cs loaded Ghrelin 12.)  کیتوزان را با غذا دریافت کردند-اصلی نانوکپسوله نشده به همراه نانوذرات آلژینات رلینگگروهی که (Cs-Al + Ghrelin 
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 ترکیبات، این عملی کاربرد در اصلی چالش ،حالینباا

 محدود جذب و گوارش دستگاه در هاآن ذاتی ناپایداری

 شودمی زیستی کارایی ملاحظه قابل کاهش موجب که است

 با و چالش این بر غلبه هدف با حاضر مطالعه. (13. 11)

 اثرات ارزیابی به سو یک از: شد طراحی ترکیبی رویکردی

-A آن استیله شدهاصلاح آنالوگ و Ghrelin 12 پپتید دو

Ghrelin 12 هایشاخص و رشد محور کلیدی هایژن بیان بر 

 نقش دیگر، سوی از و پرداخته معمولی کپور ماهی در رشد

-کیتوزان هیبریدی نانوذرات با سازینانوکپسوله فناوری

 نموده بررسی پپتیدها این اثربخشی افزایش در را آلژینات

 .است

 فرم دو هر که دهدمی نشان وضوحبه پژوهش این هاییافته

 بیان داریمعنی طوربه پپتیدها، شدهنانوکپسوله و آزاد

 شاهد گروه به نسبت را GHS-R1a و  IGF1،NPY  هایژن

 نظیر رشد پارامترهای برجسته بهبود به منجر و داده افزایش

 نتایج این. شدند یاچهارهفته رشد میانگین و نهایی وزن

 آبزی هایگونه در پیشین مطالعات هاییافته با کلی طوربه

 تحریک به قادر گرلین شبه پپتیدهای اندداده نشان که مختلف

. (4. 1) باشدمی همسو هستند، رشد بهبود و GH/IGF1 محور

 در نه مطالعه، این اصلی تمایز نکته و نوآوری حال، این با

 که است ایکنندهقانع شواهد ارائه در بلکه کلی، اثر این تأیید

 پپتید ساختاری اصلاح و سازینانوکپسوله دهدمی نشان

 .کنند تقویت را اثرات این چشمگیری شکل به توانندمی

 را تیمارشده ماهیان کبد در IGF1 ژن بیان دارمعنی افزایش

 مورد پپتیدهای زاییرشد اثرات اصلی اتصال نقطه توانمی

 آنابولیک اثرات اصلی میانجی عنوان به IGF1 دانست. مطالعه

 سنتز مستقیماً که شودمی شناخته (GH) رشد هورمون

 تحریک هدف هایبافت در را سلولی تمایز و تکثیر پروتئین،

-A و Ghrelin 12 پپتیدهای رسدمی نظر به. (8) کندمی

Ghrelin 12  در خود هایگیرنده به اتصال طریق از 

 کرده تحریک را GH ترشح، (9. 8) هیپوفیز و هیپوتالاموس

 GH/IGF1 محور سیگنالینگ آبشاری سازیفعال نتیجه در و

 مطالعه، این در که است ذکر قابل. اندداشته همراه به را

 یژهوبه شده،نانوکپسوله هایفرم کنندهدریافت هایگروه

 را IGF1 بیان سطح بالاترین ،A-Ghrelin 12 -  Cs-Al گروه

 که است آن از حاکی وضوحبه موضوع این. دادند نشان

 پپتید، جذب افزایش و پایداری بهبود با سازینانوکپسوله

 شده محور این پایدارتر احتمالاً و ترقوی تحریک به منجر

 هاینانوحامل عملکرد تئوری با کاملاً نتیجه این. است

 نامساعد محیط برابر در فعال بار از محافظت بر که پلیمری

 دارند، تأکید آن نفوذپذیری افزایش و گوارش دستگاه

 . (17. 11)  دارد مطابقت

 مهم بسیار هاییافته از نیز مغز بافت در NPY ژن بیان افزایش

 ترینقوی از یکی Y (NPY) نوروپپتید. است پژوهش این

 در عمدتاً که است دارانمهره در شدهشناخته هایاورژیک

 اشتها، مراکز تحریک با و شده بیان هیپوتالاموسی هاینورون

 افزایش. (18. 7) دهدمی افزایش شدتبه را غذا مصرف

 پپتیدها، با تیمارشده هایگروه تمام در ژن این بیان دارمعنی

 پپتیدها این که دهدمی نشان ، A-Ghrelin 12گروه در یژهوبه

 مکانیسم یک طریق از رشد، محور مستقیم تحریک بر علاوه

 عبارت به؛ کنند کمک رشد بهبود به توانندمی نیز غیرمستقیم

 و اشتها افزایش به منجر تواندمی NPY ترشح تحریک دیگر،

 افزایش. شود ماهیان در بیشتر غذای مصرف نتیجه در

 فرآیندهای برای لازم ساز و سوخت مغذی، مواد دریافت

 در و کندمی فراهم را IGF1 توسط شدهتحریک آنابولیک

 جنبه یافته، این. انجامدمی بهتر رشد و وزن افزایش به نهایت

 در را گرلین شبه پپتیدهای چندوجهی عملکرد از دیگری

 .سازدمی آشکار متابولیسم و رشد فیزیولوژی یکپارچه تنظیم

 هایگیرنده از یکی کد کننده که GHS-R1a  ژن مورد در

 با تیمار به پاسخ در آن بیان افزایش است، گرلین اصلی

 است ممکن افزایش این. (6) بود انتظار قابل پپتیدها

 سطح در مثبت فیدبک یا تطابقی مکانیسم یک دهندهنشان

 پپتیدهای) لیگاند معرض در مداوم گرفتن قرار. باشد گیرنده

 غشای در گیرنده تراکم بردن بالا با تواندمی( گرلین
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 را سیستم حساسیت ،(up-regulation) هدف هایسلول

. کند تقویت را پپتیدها از ناشی دهیسیگنال و داده افزایش

 کنندهدریافت هایگروه مطالعه، این در که است توجه جالب

 Ghrelin 12 شدهنانوکپسوله فرم و Ghrelin 12 آزاد فرم

 الگو این. دادند نشان ژن این بیان در را افزایش بیشترین

 و سرعت) فارماکوکینتیک در تفاوت از بازتابی است ممکن

 .باشد مختلف هایفرم در پپتید( آزادسازی مدت

 ارزشمندی اطلاعات تیماری، گروه هفت بین دقیق مقایسه

 واضح برتری اولاً،. دهدمی ارائه فرمولاسیون اهمیت مورد در

 نسبت( کپسوله هم و آزاد هم) پپتید کنندهدریافت هایگروه

 اثر مؤید ،(Cs-Al) خالی نانوذرات و کنترل هایگروه به

 عملکرد تر،مهم همه از و ثانیاً. پپتیدهاست خود اختصاصی

 و آزاد هایگروه به نسبت شدهنانوکپسوله هایگروه برتر

 ،(Cs-Al + Ghrelin 12) غیرکپسوله مخلوط گروه از برتر حتی

 در پپتید فیزیکی محصورسازی ضرورت بر قوی شاهدی

 طریق چند از احتمالاً برتری این. است نانوذره ماتریکس

 هایآنزیم برابر در فیزیکی محافظت :1. شودمی توجیه

 را آزاد پپتید عمر که معده اسیدی محیط و پروتئولیتیک

 و ماندگاری زمان افزایش: 2. (14) دهدمی کاهش شدتبه

 که کیتوزان چسبندگی خواص دلیل به روده مخاط با تماس

 رهایش امکان: 3. (11) دهدمی افزایش را جذب فرصت

 ایجاد از که روده طول در پپتید تدریجی و شدهکنترل

 یک و کرده جلوگیری سمی احتمالاً و ناگهانی هایغلظت

 گروه ترضعیف عملکرد. (17) کندمی ایجاد پایدارتر تحریک

 که دهدمی نشان کپسوله، هایگروه به نسبت «مخلوط»

 نیست کافی غذا در پپتید و نانوذرات زمانهم وجود صرف

 برای لازم شرط محصورسازی، و نزدیک فیزیکی تعامل و

 .است حداکثری اثر به دستیابی

 یکی A-Ghrelin 12 شده استیله آنالوگ از استفاده و طراحی

 در شدن استیله. بود پژوهش این نوآورانه هایجنبه از دیگر

 افزایش برای رایج اصلاح یک گرلین، پپتیدهای C یا N انتهای

 گیرنده به اتصال میل افزایش نیز و هاآنزیم برابر در پایداری

GHS-R1a که داد نشان مطالعه این نتایج. (13. 5) است A-

Ghrelin 12 موارد برخی در یا معادل عملکردی آزاد، فرم در 

. دارد طبیعی Ghrelin 12 از بهتر حتی NPY بیان تحریک مانند

 راهکار یک عنوان به را پپتید مهندسی اهمیت موضوع این

 این که زمانی. دهدمی نشان سازینانوکپسوله برای مکمل

 کارآمد سازینانوکپسوله سیستم در شدهاصلاح آنالوگ

 ،(A-Ghrelin 12 - Cs-Al) گرفت قرار آلژینات-کیتوزان

 حاصل مولکولی و رشد پارامترهای اغلب در نتایج بهترین

 دو ترکیب که کندمی پیشنهاد وضوحبه یافته این. شد

 رهایش سیستم از استفاده و پپتید ساختار اصلاح) استراتژی

 پتانسیل حداکثر و داشته سینرژیستیک اثر تواندمی( پیشرفته

 .کند محقق را زاییرشد

سازی شرایط مطالعات داخلی منتشر شده نیز بر اهمیت بهینه

های رشد در آبزیان تأکید دارند. پرورش و استفاده از محرک

نشان داد که افزودن سرکه سیب به  یک مطالعهبرای مثال، 

 تواند عملکرد رشد را بهبود بخشدآلا میجیره ماهی قزل

گزارش کرد که افزایش  ای دیگرمطالعه. همچنین، (19)

شده دمای آب، رشد و فرآیندهای تکوینی را در لارو کنترل

. مطالعه حاضر با ترکیب دو (20) کندتاسماهی تسریع می

 رشد محرک پپتید یک از استفاده یعنیراهبرد مؤثر فوق 

ی افزایش برا سازینانوکپسوله فناوری کارگیریبه و( گرلین)

 که دهدمی نشان و نهاده فراتر گامی پایداری و کارایی آن

 در چشمگیری دستاوردهای توانندمی تلفیقی رویکردهای

 .باشند داشته آبزیان تولید کیفی و کمی بهبود

 شرایط چارچوب در مطالعه این امیدوارکننده، نتایج وجود با

 سطح به تعمیم برای و شده انجام آزمایشگاهی شدهکنترل

 نخست،. است لازم بیشتری تحقیقات و ملاحظات صنعت،

 و نانوذرات تولید پپتید، سنتز فرآیند دقیق اقتصادی ارزیابی

 انجام دوم،. است ضروری بزرگ مقیاس در غذا با اختلاط

 هایتنش با) پرورش واقعی شرایط در ایمزرعه هایآزمایش

 برای( متنوع غذایی هایرژیم و مختلف هایتراکم محیطی،

 سوم،. باشدمی الزامی نتایج پایداری و عملی کارایی تأیید
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 بر( بازار تا پرورش دوره کل در) بلندمدت اثرات بررسی

 فیزیولوژی و ایمنی پارامترهای لاشه، کیفیت ماهی، سلامت

. است فناوری این یسنج یمنیا ملزومات از تولیدمثل،

 مانند) دیگر مهم اقتصادی هایگونه روی بر تحقیق چهارم،

 روش این پذیریتعمیم امکان بررسی برای( تیلاپیا آلا،قزل

 .بود خواهد مفید

  گیرینتیجه

 دهدمی نشان ایکنندهقانع طوربه مطالعه این خلاصه، طوربه

 و Ghrelin 12 مانند رشد محرک پپتیدهای از استفاده که

 فناوری با که زمانی ،A-Ghrelin 12 شدهاصلاح آنالوگ یژهوبه

 و سازگار یستز هایحامل بر مبتنی سازینانوکپسوله

 ترکیب آلژینات-کیتوزان نانوذرات مانند پذیرتخریبزیست

 کیفی و کمّی بهبود برای مؤثری استراتژی توانندمی شوند،

 نه ترکیبی رویکرد این. باشند پروریآبزی صنعت در تولید

 کند،می رفع را پپتیدها کاربردی عمده هایمحدودیت تنها

 و (GH/IGF1) مستقیم مسیرهای زمانهم تحریک با بلکه

 ارائه را جامعی سازیبهینه رشد،( اشتها/NPY) غیرمستقیم

 آتی تحقیقات برای مستحکم ایپایه حاضر هاییافته. دهدمی

 به کیتوزان نسبت مانند) فرمولاسیون سازیبهینه جهت در

 هایپروتکل توسعه و هاهزینه کاهش ،(ذرات اندازه آلژینات،

 پذیرش. سازدمی فراهم مختلف هایگونه برای کاربردی

 یشافزا در مهمی سهم تواندمی ایپیشرفته هایفناوری چنین

 در پروریآبزی صنعت پذیریرقابت و پایداری وری،بهره

 .نماید ایفا جهانی سطح

 تضاد منافع

 .که هیچ تضاد منافعی ندارند کنندیمنویسندگان اعلام 

 سپاسگزاری
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Abstract 

Increasing growth efficiency in aquaculture through bioactive compounds such as growth 

hormone-releasing peptides (GHRPs) is a novel strategy in the fisheries industry. This 

study investigated the effects of two peptides, Ghrelin 12 and A-Ghrelin 12 (its acylated 

form), both in free and encapsulated forms within chitosan-alginate nanoparticles, on the 

expression of growth-related genes (IGF1, NPY, and GHS-R1a) in common carp 

fingerlings. First, the optimal peptide dose (100 µg per kg of feed) was determined in a 

preliminary trial. The fish were then divided into seven groups: control, free Ghrelin 12, 

free A-Ghrelin 12, chitosan-alginate encapsulated Ghrelin 12, chitosan encapsulated 

Ghrelin 12, a mixture of Ghrelin 12 and nanoparticles (non-encapsulated), and an empty 

nanoparticle group. After four weeks of feeding, samples were taken from the brain and 

liver tissues, and gene expression was assessed using Real-Time PCR. The results showed 

that Ghrelin 12 and A-Ghrelin 12 peptides, especially in their encapsulated forms, 

significantly increased the expression of IGF1, NPY, and GHS-R1a genes and led to 

improved weight gain and growth in the fish. The greatest effect was observed in the 

group treated with chitosan-alginate encapsulated A-Ghrelin 12, indicating the effective 

role of the nanocarrier in enhancing peptide stability and absorption. Furthermore, A-

Ghrelin 12 demonstrated similar or superior performance to Ghrelin 12 in growth 

stimulation. This study confirms the efficacy of using growth-stimulating peptides 

combined with nano-encapsulation technology in aquaculture and paves the way for 

future research on optimizing bioactive formulations. 
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