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Effect of Different Levels of Dietary Arachidonic Acid 
on Calcium, Thyroid Hormone, and Cortisol Levels in 
Vitellogenesis and Maturation Stages of Female Blue Gourami 
(Trichopodus trichopterus, Pallas, 1770)
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Aims Arachidonic acid is an essential fatty acid that plays an important role in the fish 
reproduction process by regulating the function of the intravenous system, including the 
synthesis of steroid hormones. The aim of this study was to evaluate the effect of different levels 
of dietary arachidonic acid on calcium, thyroid hormone, and cortisol levels in vitellogenesis 
and maturation stages of female blue gourami (Trichopodus trichopterus).
Materials & Methods In this applied research, 150 one-month blue gourami were distributed 
among 15 aquariums (3 replicates for each treatment) and fed with 5 different dietary ARA 
levels (0.02, 0.53, 1.05, 1.6 and 2.12% of diet) until the completion of maturation over 5 months. 
After they reached sexual maturity, 12 females from each treatment were selected; calcium 
level in plasma, cortisol concentrations in serum, and thyroid hormones, triiodothyronine (T3) 
and thyroxine (T4), were measured in ovary in both vitellogenesis and maturation stages by 
photometry and ELISA methods, respectively. The data were analyzed by one-way ANOVA after 
Kolmogorov-Smirnov test. Duncan’s multiple range test was used at 5% level for a meaningful 
comparison between the means. Pearson correlation coefficient was used to calculate the 
relationship between arachidonic levels of diet and the measured parameters. All analyses 
were performed by SPSS 22 software.
Findings In the vitellogenesis stage, in the treatments with high arachidonic levels, calcium ion 
had the highest and cortisol hormone had the lowest levels (p<0.05). The level of cortisol in the 
maturation stage was higher than that of the vitellogenesis and also increased with increasing 
arachidonic levels. The level of T3 in the ovaries of fish in both stages of vitellogenesis and 
maturation increased significantly with increasing ARA levels (p<0.05). The level of T4 in the 
ovaries of the fish did not have a significant relationship with the increase in ARA levels in the 
vitellogenesis stage, while in the maturation stage, with increasing ARA, the amount of storage 
of this hormone significantly increased (p<0.05).
Conclusion Using high levels of arachidonic in the reproduction stage can increase the level of 
calcium and thyroid hormones and, as a result, improve the vitellogenesis. In the maturation 
stage, increasing arachidonic levels up to 1.6% increases the levels of cortisol.  
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  چکيده
اسید آراشیدونیک از اسیدهای چرب ضروری بوده که نقش مهمی در اهداف: 
از جمله سنتز  ریز تولیدمثل ماهیان از طریق تنظیم عملکرد سیستم درونفرآیند 
 اسید مختلف سطوح اثر بررسی مطالعه این هدفدارد.  های استروئیدی هورمون

 در کورتیزول و تیروئیدی های هورمون کلسیم، میزان بر جیره آراشیدونیک
  .بود آبی گورامی ماهی ماده مولدین نهایی رسیدگی و سازی زرده مراحل

قطعه بچه ماهی گورامی آبی  ١٥٠تعداد کاربردی  در این تحقیقها:  مواد و روش
)Trichopodus trichopterus(  ۱۵میان در ) آکواریوم در هر تیمار)  ۳آکواریوم

های آزمایشی شامل  ماه از جیره ٥تا رسیدن به بلوغ جنسی به مدت توزیع و 
از جیره)  %١٢/٢، ٦/١، ٠٥/١، ٥٣/٠، ٠٢/٠سطوح مختلف اسید آراشیدونیک (

ماهی ماده از هر تیمار انتخاب و  ١٢تغذیه کردند. پس از رسیدگی جنسی تعداد 
سرم  با روش فتومتری و میزان هورمون کورتیزول در  در پلاسما میزان یون کلسیم
شده در  ) ذخیرهT4( تیروکسین و )T3( یدوتیرونین تریهای  و میزان هورمون

. ندگیری شد سازی و رسیدگی نهایی اندازه ش الایزا در دو مرحله زردهبا رو دانتخم
با  اسمیرنوف - کولموگروفبودن با آزمون  تست نرمال ها پس از تمامی داده

تحلیل شده و برای مقایسه و طرفه تجزیه  استفاده از آنالیز واریانس یک
استفاده  %۵ ها از آزمون آماری دانکن در سطح احتمال داری بین میانگین یمعن

برای محاسبه ارتباط میان سطوح آراشیدونیک جیره و پارامترهای شد. 
کلیه آنالیزها توسط شده از ضریب همبستگی پیرسون استفاده شد.  سنجیده

  انجام شد. )۲۲(نسخه  SPSSافزار  نرم
سازی در تیمارهای با سطوح بالای آراشیدونیک میزان  در مرحله زردهها:  یافته

 بالاترین مقادیر و هورمون کورتیزول کمترین سطح را داشتندیون کلسیم 
)۰۵/۰p< میزان هورمون کورتیزول در مرحله رسیدگی نهایی نسبت به مرحله .(

سازی بالاتر بوده و همچنین با افزایش سطوح آراشیدونیک روند افزایشی  زرده
و  سازی در تخمدان ماهیان در هر دو مرحله زرده T3میزان هورمون  داشت.

. )>۰۵/۰p(داری داشت  افزایش معنی ARAرسیدگی نهایی با افزایش سطوح 
 ARAسازی با افزایش سطح  در تخمدان ماهیان در مرحله زرده T4میزان هورمون 
 ARAدر حالی که در مرحله رسیدگی نهایی با افزایش  ،داری نداشت ارتباط معنی

  .)>۰۵/۰p(داری افزایش یافت جیره میزان ذخیره این هورمون به طور معنی
تواند  استفاده از سطوح بالای آراشیدونیک در مرحله مولدسازی می گیری: نتیجه

سازی  بهبود زرده های تیروئیدی و درنتیجه هورمون باعث افزایش سطح کلسیم و
باعث % ۶/۱ک تا سطح شود. در مرحله رسیدگی نهایی نیز افزایش آراشیدونی

 شود. میافزایش سطح کورتیزول 
  ، کلسیم، کورتیزول، تیروئید، گورامی آبیاسید آراشیدونیک ها: کلیدواژه

  
  ١١/٠٧/١٣٩٦ تاريخ دريافت:
  ۲۱/۰۹/۱۳۹۶ تاريخ پذيرش:

  aabedian@modares.ac.irنويسنده مسئول: *
  

  مقدمه
 اسیدهای چرب لیپیدها وای از جمله میزان و ترکیب  شرایط تغذیه

 .[1]دناثرات مستقیم روی کارآیی تولیدمثلی ماهیان مولد دار
سازی و  رغم توانایی ماهیان آب شیرین در طویل علی

، برخی مطالعات اخیر به نقش کلیدی این گروه از (HUFA) زنجیره چندغیراشباع سازی اسیدهای چرب بلند غیراشباع
در تنظیم  (ARA) خصوص اسید آراشیدونیک به ،اسیدهای چرب

اسید  .[2]ندا هعملکرد فیزیولوژیک تولیدمثل در ماهیان تاکید کرد
ضروری بوده که در  چرب غیراشباع آراشیدونیک یکی از اسیدهای

ها از  واکنش به تحریک هورمونی در تعداد زیادی از بافت
همراه مشتقات حاصل از آن  فسفولیپید غشاها آزاد شده و به

های فیزیولوژیک از جمله  تنظیم فعالیت ایکوزانوئیدها) در(شامل 
القای  ،رسیدگی اووسیت ،ریز تنظیم عملکرد سیستم درون

های  ها و تولید هورمون اوولاسیون از طریق سنتز پروستاگلاندین
  .[3]نقش دارد استروئیدی

های مهم در فرآیند تولیدمثل است.  یون کلسیم یکی از الکترولیت
سازی نقش حیاتی دارد، چراکه هنگام القای  فرآیند زردهاین یون در 

سازی توسط هورمون استرادیول مقادیر بالایی از این یون در  زرده
رود. نقش اسید آراشیدونیک  کار میه تشکیل ساختار ویتلوژنین ب
، در [5 ,4]های استروئیدی اثبات شده است در القای تولید هورمون

طح اسید آراشیدونیک جیره و سطح توان ارتباط میان س نتیجه می
کلسیم پلاسمای مولدین را در مراحل مختلف رسیدگی در ماهیان 

  بررسی نمود.
های مهم  تولید هورمون کورتیزول که یکی از هورمون

گلوکوکورتیکوئیدی در ماهیان بوده و نقش مهمی در مقابله با 
 - هیپوفیز -زا دارد، توسط محور هیپوتالاموس شرایط استرس

. برخی مطالعات نشان دادند که سطح [6]شود کلیوی کنترل می بین
اسید آراشیدونیک جیره در تغییر سطح پایه این هورمون یا در 

های  های کورتیکوستروئیدی در بافت حضور گیرنده همچنین. [8 ,7]های مختلف ماهیان نقش دارد میزان مقاومت به استرس در گونه
احتمال ارتباط  است؛ اثبات شده تولیدمثلی شامل تخمدان و بیضه

مثبت یا منفی میان سطح این هورمون و کارآیی تولیدمثل وجود 
 .[9]ماهیان در این زمینه بسیار محدود است رویدارد، اما تحقیقات 

به بررسی ارتباط میان کورتیزول و  ۱۹۹۱در سال  موبرگو  نانگالما
سفند در هیپوفیز گو LHاسید آراشیدونیک بر ترشح هورمون 

. تحقیقات پیشین نشان دادند اسید آراشیدونیک [10]پرداختند
 هورمونهای هیپوفیز به  تواند باعث افزایش حساسیت سلول می

  [11]. شود LHو در نتیجه افزایش ترشح  ها گنادوتروپین آزادکننده
های تیروئیدی در تولیدمثل ماهیان طی  نقش احتمالی هورمون

رغم مطالعات  . علی[13 ,12]استهای مختلف بررسی شده  دهه
های تیروئیدی در تولیدمثل،  گوناگون در زمینه نقش هورمون
ها شامل هورمون محرک ترشح  مکانیزم دقیق تاثیر این هورومون

 و )T3( یدوتیرونین )، تریTSHهای تیروئیدی ( هورمون
هنوز ناشناخته باقی مانده است. برخی مطالعات ) T4( تیروکسین

در این زمینه روی دام و طیور صورت گرفته که به بررسی اثر تزریق 
در شرایط استرسی و ارتباط آن با سطوح  اسید آراشیدونیک

. با توجه به اینکه در برخی [14]های تیروئیدی پرداختند هورمون
های  طح هورمونها مشاهده شده فعالیت غده تیروئید و س گونه

، و از آنجا که نقش [15]یابد تیروئیدی طی تولیدمثل افزایش می
ریز تولیدمثلی اثبات شده است،  در سیستم درون اسید آراشیدونیک

ها نیز  رود سطح این اسیدچرب بر سطح این هورمون احتمال می
اط اسیدهای چرب ای به بررسی ارتب اثرگذار باشد. تا به حال مطالعه

های تیروئیدی در  و سطح هورمون اسید آراشیدونیکاز جمله 
  ماهیان و ارتباط آن با تولیدمثل نپرداخته است.
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های مولد تجاری، کمیاب و در معرض  مشکلات مطالعه روی گونه
انقراض از علل کمبود اطلاعات در زمینه فیزیولوژی تولیدمثل 

اغلب  ریز در ماهیان مولد است که با توجه به تشابه مسیرهای درون
های مدل استفاده کرد.  گونهتوان از  ماهیان برای حل این مشکل می

یکی از  (Trichopodus trichopterus) ماهی گورامی آبی
آل برای  عنوان مدلی ایده های اخیر به هایی است که در سال گونه

ریز و تنظیم تولیدمثل و همچنین  مطالعات روی مسیرهای درون
مورد توجه قرار ماهیان خانواده آنابانتیده مطالعات رفتارشناسی در 

ریزی  . این ماهی دارای مدل تولیدمثلی تخم[16]گرفته است
ای و وابسته به نر بوده و همچنین تکامل تخمدان در  چندمرحله

  .[17]است صورت غیرهمزمان ها به ماده
از مراحل مهم برای بررسی  سازی و رسیدگی نهایی حل زردهامر

ریز مرتبط با سیستم تولیدمثل در این  اد درونتغییرات سطوح مو
  گونه و دیگر ماهیان هستند.

با توجه به اینکه اطلاعات در زمینه ارتباط اسید آراشیدونیک و 
درباره ارتباط ای  کلسیم در تولیدمثل محدود بوده و تاکنون مطالعه

اسید آراشیدونیک و کورتیزول و تاثیر همزمان آنها بر تولیدمثل در 
این مطالعه بررسی  هدف به همین منظور ،ماهیان صورت نگرفته

 کلسیم، میزان بر جیره آراشیدونیک اسید مختلف سطوح اثر
 رسیدگی و سازی زرده مراحل در کورتیزول و تیروئیدی های هورمون
  آبی بود. گورامی ماهی ماده مولدین نهایی

  
  ها مواد و روش

تصادفی استفاده  کاملاً  از طرح آزمایشی کاربردی مطالعهدر این 
  .شد

جیره  ۵شامل  تیمارهای این مطالعه: های آزمایشی تهیه جیره
کیلوژول بر گرم) و ۴۱/۲۰آزمایشی بود که از نظر میزان انرژی (

درصد اسید آراشیدونیک در  ) یکسان و از لحاظ%۷/۴۴پروتئین (
 منظور بهها  کل اسیدهای چرب با یکدیگر تفاوت داشتند. جیره

طراحی شدند که  %۲و  ۵/۱، ۱، ۵/۰رسیدن به سطوح صفر (کنترل)، 
ها از  تنظیم سطوح اسید آراشیدونیک مورد نظر در جیره برای

اسید % ۴۰گردان با روغن وودار حاوی  روغن آفتاب یجایگزین
هلند) استفاده شد.  ؛DSM Food Specialtiesآراشیدونیک (

(کنترل)،  ۰۲/۰متناظر ها، سطوح  پس از آنالیز اسید چرب جیره
دست ه اسید آراشیدونیک (از کل جیره) ب %۱۲/۲و  ۶/۱ ،٠٥/١، ۵۳/۰

شده در جیره طبق روش  آمد. پودر ماهی و پودر سویای استفاده
زدایی و میزان  توسط هگزان چربی [18]و همکاراناصیل  مسعودی

پس از آناليز مواد اوليه، ) رسید. %۲/۰چربی آنها نزدیک به صفر (
ارایه شده ) فرموله شدند. اقلام و فرمولاسیون جیره Lindo, releases, 6.11998افزار لیندو ( ها با استفاده از نرم جيره
  .)۱جدول ( است

های  استخراج چربی از جیره: استخراج چربی و سنجش اسیدچرب
، های استخراجی استرکردن چربی انجام شد. پس از متیل [19] و همکاران فولچ آنالیز اسید چرب براساس روش منظور بهآزمایشی 

توسط دستگاه گاز کروماتوگراف مدل پروفیل اسید چرب آنها  DNAI-1000 )Cologno Monzeseتعیین شد. با  ایتالیا) ؛
-GLCها و استاندارد تجاری  مقایسه زمان ابقا در هر یک از نمونه 68D )Nu Chek Prepاسیدهای چرب ) هریک از ایالات متحده ؛

ه استرشده شناسایی و یک پیک مجزا در نمودار کروماتوگراف ب متیل
جمهوری چک) استفاده شد. مقادیر  ؛Clarity GC 2.4.0.180 )Data Alpexافزار  ها از نرم آنالیز داده منظور بهدست آمد. 
  ).۲(جدول  اند درصد از کل اسید چرب ارایه شده به صورت

سطوح  های آزمایشی اقلام مورد استفاده در جیرهترکیب و میزان  )۱جدول 
  از کل اسیدهای چرب) ٪( مختلف اسید آراشیدونیک
 ترکیبات جیره

 ٪۰۲/۰جیره  (گرم در کیلوگرم)
  (کنترل)

جیره 
۵/۰٪  

جیره 
۰۵/۱٪  

جیره 
۶/۱٪  

جیره 
۱۲/۲٪  

 ٤٢٠ ٤٢٠ ٤٢٠ ٤٢٠ ٤٢٠ aشده زدایی پودر ماهی چربی
 ٢٤٠ ٢٤٠ ٢٤٠ ٢٤٠ ٢٤٠ aشده زدایی پودر سویای چربی

 ١٤٠ ١٤٠ ١٤٠ ١٤٠ ١٤٠ aآرد گندم
٥/١٠٧ ١٢٠ bگردان روغن آفتاب  ٥/٨٢ ٩٥  ٧٠ 
٥/١٢ ٠ cروغن وودار  ٥/٣٧ ٢٥  ٥٠ 

٥/٢ بایندر  ٥/٢  ٥/٢  ٥/٢  ٥/٢  
 ٣٠ ٣٠ ٣٠ ٣٠ ٣٠ مخلوط موادمعدنی
 ٢٠ ٢٠ ٢٠ ٢٠ ٢٠ مخلوط ویتامین

 ٢٠ ٢٠ ٢٠ ٢٠ ٢٠ لسیتین
٥/٢ d ضدقارچ  ٥/٢  ٥/٢  ٥/٢  ٥/٢  

 ٥ ٥ ٥ ٥ ٥ کلسیم مونوفسفات
وزن خشک) ٪( ترکیب شیمیایی  

۵۹/۵۳۰/۶ ۶۷/۶۳۶/۵ ۲۵/۶ رطوبت
۳۰/۴۴۱۵/۴۵۷۰/۴۴۰۰/۴۵ ۲۵/۴۴ پروتئین
۶۴/۱۲۱۵/۱۲ ۸۲/۱۲۱/۱۳ ۳۵/۱۲ چربی

۰۹/۲۸۸۴/۲۷۲۴/۲۹۷۹/۲۷ ۴۵/۲۸ کربوهیدرات
۸۳/۷۷۶/۸ ۱۲/۸۵۵/۸ ۴۳/۸ خاکستر

 اسیدآراشیدونیک 
۱۲/۲ ۶/۱ ۵۳/۰۰۵/۱ ۰۲/۰ از کل اسیدهای چرب) ٪(

۱e ( ۲۳/۲۰ ۳۷/۲۰۶۴/۲۰ ۵۹/۲۰۲۲/۲۰انرژی (کیلوژول. گرم a: شده و پودر  زدایی شده، پودر سویای چربی زدایی آنالیز تقریبی براساس وزن خشک: پودر ماهی چربی
(کارخانه خوراک دام میرود بابلسر؛  اسید فورمیک %۵۰اسید پروپیونیک و  %۵۰: ضدقارچ حاوی d  )هلند ؛DSM(، Mortierella alpineاسید آراشیدونیک، تولیدشده از تخمیر قارچ  %۴۰: حاوی c  )ایران (فریکو؛اسیدهای چرب اشباع  %۱۱اسید،  لینولئیک %۶/۵۶اسید،  اولئیک %۵/۲۸: حاوی b  چربی %۲و  ۵/۰،  ۲۵/۰پروتئین و  %۴۱و  ۵۴،  ۶۸گندم به ترتیب حاوی 

کیلوژول/گرم، چربی ۷/۲۳کیلوژول/گرم، پروتئین ۱۷: نحوه محاسبه انرژی براساس: کربوهیدرات e  ایران)
  کیلوژول/گرم۷/۳۹

از کل  ٪های آزمایشی اسید آراشیدونیک ( ترکیب اسید چرب جیره )۲جدول 
  اسیدهای چرب)

% ۰۲/۰جیره   ترکیب اسید چرب
  (کنترل)

جیره 
۵/۰%  

جیره 
۰۵/۱%  

جیره 
۶/۱%  

جیره 
۱۲/۲%  C۱۴:۰ ٥١/٠  ٣/١  ١/١  ٤/١  ۳/۱  C ۱۶:۰ ٣٧/١٠  ٤/١٥  ٣/١٥  ٣/١٤  ۸/۱۱  C ۱۸:۰ ٧١/٦  ٦٦/٦  ٥/٥  ٠٣/٦  ۱/۷  C  ۲۰:۰  ٥/٠  ٦/٠  ٣٢/٠  ٣٤/٠  ۵/۰ C ۲۲:۰ ٢/١  ١٤/٠  ١٥/٠  ٠١/١  ۴۱/۱ Σ SFAa ٢٩/١٩  ١/٢٤  ٣٧/٢٢  ٠٨/٢٣  ١١/٢٢ 

۵-n۱۴:۱ C  ٣/٠  ٦٢/٠  ١٥/٠  ١/٠  ۱/۶ C ۱۶:۱n-۷ ٠١/١  ٢٤/١  ٦٢/٣  ٥٣/٢  ۲/۱ C ۱۸:۱n-۹ + ۱۸:۱n-۷ ١/٢٧  ٣٢/٢٦  ٣٥/٢٤  ٣٩/٢٣  ۲۴/۲۳ C ۲۰:۱n-۹ ٤٤/٠  ٣/٠  ٢٩/٠  ٥٢/١  ۱/۲ Σ MUFAb ٨٥/٢٨  ٤٦/٢٨  ٤١/٢٨  ٥٤/٢٧  ١٤/٢٨ C ۱۸:۲n-۶ ٩٤/٤١  ١٨/٣٤  ٩٦/٢٨  ٠/٢٣  ۰۷/۱۸ C ۲۰:۲n-۶ ١/٢  ٣٤/١  ١٥/٢  ٠/١  ۲/۱ C ۲۰:۴n-۶ ١٦/١  ٣٢/٤  ٣٨/٨  ٢٤/١٣  ۲۶/۱۶ Σ n-٠/٤٥ ٦  ٨٤/٣٩  ٤٩/٣٩  ٢٤/٣٧  ٥٣/٣٥ C ۱۸:۳n-۳ ٧٥/٤  ٥/٣  ٤٥/٢  ٢ ۷/۱ C ۲۰:۳n-۳ ٠٥/٠  ٥/٠  ٧/٠  ١ ۲/۱ C ۲۰:۵n-۳ ٥٧/٠  ٠٢/١  ٤٥/١  ٩/١  ۶/۲ C ۲۲:۶n-۳ ٤/١  ٦٢/٢  ٩٦/٤  ٢٦/٦  ۹۵/۸ Σ n-٧٧/٦ ٣  ٦٤/٧  ٧٦/٩  ١٦/١١  ٤٥/١٤ Σ PUFAc ٧٧/٥١  ٤٨/٤٧  ٢٥/٤٩  ٤/٤٨  ٩٨/٤٨ Σ n-٣ HUFAd ٩٧/١  ٦٤/٣  ٦١/٦  ١٦/٨  ٥٥/١١ n-٦/n-٦٤/٦ ٣  ٢١/٥  ٠٤/٤  ٣٣/٣  ٤٥/٢ a) مجموع اسیدهای چرب اشباع :Σ Saturate fatty acid(  b) مجموع اسیدهای چرب تک غیراشباع :Σ Monounsaturated fatty acid(  c) مجموع اسیدهای چرب چندغیر اشباع :Σ Poly unsaturated fatty acid(  d ۳: مجموع اسیدهای چرب فوق غیراشباع سریn- )Σ n-3 High unsaturated fatty acid( 
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  ۱۳۹۷ ، بهار۲، شماره ۷دوره                                                                                                                                                                                                  مجله علوم و فنون شیلات

ماهه  ماهی یک قطعه بچه ۱۵۰تعداد  :برداری پرورش مولدین و نمونه
 ±۳/۰گورامی آبی (میانگین طول و وزن اولیه به ترتیب 

ماهیان گرم) از مرکز تکثیر و پرورش ۲/۱±۱۵/۰متر و  سانتی۵/۲
ایران) تهیه و به سالن تکثیر و پرورش  ؛ تهران؛زینتی (آریان فیش

 ۱۵دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری منتقل و در 
 منظور بهماهی در هر آکواریوم) توزیع شدند.  ۱۰آکواریوم (

هفته با جیره تجاری بیومار تغذیه  ۲مدت  آداپتاسیون، ماهیان به
(قرارگرفتن ماهیان  سازی به مرحله زردهتا رسیدن . سپس شدند
ماه منجر به  ۵مدت  صورت جمعی و بدون حضور ماهی نر به ماده به

که با مطالعات  [17]شود سازی در این گونه می تکمیل مرحله زرده
های آزمایشی  با جیره مرتبه ۳روزی  شناسی نیز تایید شد)، بافت

  از وزن بدن) غذادهی شدند. %۳(به میزان 
 ۱۲تعداد برای سنجش هر پارامتر  ،سازی ز تکمیل مرحله زردهپس ا

ماهی از هر تکرار) انتخاب و بعد از  ۴ماهی ماده از هر تیمار (
 برایبیهوشی با پودر گل میخک با قطع ساقه دمی خونگیری شدند. 

جداسازی سرم اجازه داده شد تا خون لخته شود و سپس 
) شده و سرم C°۴قه، دقی ۱۰دور در دقیقه، ۳۰۰۰سانتریفیوژ (

 منظور بهمنتقل شد.  -C°۲۰ جداشده تا زمان انجام آنالیز به فریزر
های هپارینه استفاده شد و بعد از  از لوله ،جداسازی پلاسما

تخمدان منتقل شد.  -C°۲۰ پلاسمای جداشده به فریزر ،سانتریفیوژ
های تیروئیدی جدا و به فریزر  ماهیان نیز برای سنجش هورمون C°۸۰- .منتقل شدند  

ماهی از هر تکرار) پس از  ۴ماهی ماده از هر تیمار ( ۱۲تعداد 
های جداگانه در کنار ماهی نر آماده  سازی در آکواریوم تکمیل زرده

تکثیر (علامت آمادگی نرها: ساختن لانه حبابی) که قبلاً با جیره 
ساعت به  ۴۸تجاری بیومار تغذیه شده بودند قرار گرفته و پس از 

برداری صورت  ریزی نمونه مرحله رسیدگی رسیده و پیش از تخم
شدند.  خونگیری و گرفت. ماهیان ماده مطابق مرحله قبل بیهوش

به دلیل اینکه پایه ساختاری هورمون کوتیزول غیرپروتئینی بوده و 
گیری است برای سنجش آن از سرم و  نیز در سرم خون قابل اندازه

بخش پلاسمای خون است از برای سنجش یون کلسیم که در 
)، سنجش هورمون کورتیزول منظور (بهسرم  پلاسما استفاده شد.

و تخمدان (برای سنجش  سنجش یون کلسیم) برایپلاسما (
  قرار گرفت. -C°۲۰) آنها جدا و در فریزر های تیروئیدی هورمون

یک سنجش یون کلسیم در پلاسما توسط  :سنجش یون کلسیم
 ) به روش فتومتری و با استفاده از معرفایران ؛کیت (پیشتاز طب

انجام شد. اساس آزمایش  (CPC) کمپلکسون فتالئين کرزول
های کلسیم  با یون کمپلکسون فتالئين کرزولواکنش میان معرف 

کند.  که در محیطی با قلیاییت متوسط رنگ ارغوانی ایجاد می است
) با pH ۷/۱۰(با  AMPمولار  میلی۳۵۰میکرولیتر بافر ۱۶۰۰ابتدا 
مول بر لیتر  میلی۱۶/۰میکرولیتر معرف مخصوص (شامل ۴۰۰

 هیدروکسی٨مول بر لیتر   میلی٩٠/٦، کمپلکسون فتالئين کرزول
لیتر بر مول اسید هیدروکلریدریک و  میلی ٠٦/٠،  کواینولین
) مخلوط و برای صفرکردن دستگاه با نمونه شاهد دترجنت

داخل کووت ریخته و میزان میکرولیتر آب مقطر به آن افزوده، ۴۰
نانومتر خوانده ۵۷۰جذب توسط دستگاه اسپکفوتومتر در طول موج 

ها و محلول استاندارد نیز صورت گرفت  شد. سپس خوانش با نمونه
  و میزان کلسیم از طریق فرمول زیر محاسبه شد:

  

(جذب نوری × ) غلظت استاندارد لیتر گرم بر دسی میلی(
  ) کلسیملیتر گرم بر دسی میلی( =ه) استاندارد/جذب نوری نمون

  

برای سنجش هورمون کورتیزول از  :سنجش هورمون کورتیزول

؛ IBL( ها کیتسری  یک) و از ELISAروش رقابتی آنزیم بازدارنده (
استفاده شد. سنجش طبق دستورالعمل کیت انجام شد.  )آلمان
های سرم و استانداردها به هر  میکرولیتر از هر یک از نمونه۵۰ابتدا 

میکرولیتر آنزیم کونژوگه به همه ۱۰۰چاهک اضافه شد. سپس 
در تاریکی انکوباته شد.  و ها (به جز چاهک شاهد) افزوده چاهک

پلیت با محلول مخصوص  وشوی و شستبعد از اتمام انکوباسیون 
به هر چاهک  TMBمیکرولیتر محلول سوبسترای ۱۰۰ وشو، شست

دقیقه در دمای اتاق انکوباته شدند. سپس  ۳۰ مدت بهافزوده و 
کننده واکنش به هر چاهک افزوده و  میکرولیتر محلول متوقف۱۰۰

نانومتر (در مقابل ۴۵۰دقیقه میزان جذب در طول موج  ۱۰پس از 
-ELX نانومتر) توسط دستگاه الایزا ریدر مدل۶۳۰، طول موج شاهد 800 )Biotekها  ) خوانده شد و غلظت نمونهایالات متحده ؛

لیتر  آمده بر حسب نانوگرم بر میلی دست هبراساس نمودار استاندارد ب
  محاسبه شد.

های  برای سنجش هورمونهای تیروئیدی:  سنجش هورمون
) در تخمدان T4تیروکسین () و T3یدوتیرونین ( تیروئیدی تری
سازی و رسیدگی  گیری از تخمدان ماهیان مراحل زرده ابتدا عصاره

ماهی از هر تیمار) انجام شد. برای این منظور ماهیان  ۹نهایی (
پس از بیهوشی تشریح و تخمدان آنها جدا شد. یک گرم از تخمدان 

وسیله  ) بهC°۴لیتر بافر فسفات خنک ( میلی۱وزن شده و در 
خوبی هموژن شد.  تگاه سونیکیتور (تحت زنجیره دمایی سرد) بهدس

) سوپرناتانت C°۴ ،دور در دقیقه۵۰۰۰دقیقه و  ۱۰پس از سانتریفیوژ (
ها  های تیروئیدی در این نمونه آوری شده و سنجش هورمون جمع

و کیت الایزای مخصوص ماهی  ELISAبا استفاده از روش 
)Cusabioها طبق پروتکل  رمون؛ چین) انجام شد. سنجش هو

نانومتر خوانده ۴۵۰کیت صورت گرفت. میزان جذب در طول موج 
  های استاندارد انجام گرفت. ها براساس منحنی شد. محاسبه غلظت

بودن با آزمون  تست نرمال ها پس از تمامی داده :آنالیز آماری
طرفه  ، با استفاده از آنالیز واریانس یکاسمیرنوف -کولموگروف

ها از  داری بین میانگین یحلیل شده و برای مقایسه معنتو تجزیه 
برای استفاده شد.  %۵آزمون آماری دانکن در سطح احتمال 

محاسبه ارتباط میان سطوح آراشیدونیک جیره و پارامترهای 
کلیه شده از ضریب همبستگی پیرسون استفاده شد.  سنجیده

) و همچنین ترسیم ۲۲(نسخه  SPSSافزار  آنالیزها توسط نرم
  انجام شد. EXCEL 2010افزار  نمودارها با نرم

  
  ها یافته

میزان یون کلسیم در پلاسمای مولدین در : تغییرات یون کلسیم
سازی،  سازی بیشتر از مرحله رسیدگی بود. در مرحله زرده مرحله زرده

و سطح  اسید آراشیدونیکهمبستگی مثبتی میان افزایش سطح 
کمترین و بیشترین ) وجود داشت. >۰۵/۰p؛ r=۸۹/۰سیم (یون کل

لیتر) به ترتیب در  گرم/دسی میلی۸/۱۵و  ۴/۱۲سطح کلسیم (
دست آمد. میزان ه اسید آراشیدونیک ب %۶/۱تیمارهای کنترل و 

دار داشت  کلسیم در تیمار کنترل با دیگر تیمارها اختلاف معنی
)۰۵/۰p< اسید آراشیدونیک )، ولی بین دیگر تیمارهای حاوی

). در مرحله رسیدگی <۰۵/۰p( داری وجود نداشت اختلاف معنی
دار بین  رغم وجود اختلاف معنی نهایی، سطح کلسیم پلاسما علی

) روند منظمی نداشت. کمترین و >۰۵/۰pهای آزمایشی ( جیره
و  ۱۲/۲میزان کلسیم در این مرحله به ترتیب در تیمارهای بیشترین 

  ).١ نمودار( دست آمده ب ۶/۱%
تغییرات هورمون کورتیزول در مولدین : تغییرات هورمون کورتیزول
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متاثر از سطوح اسید آراشیدونیک جیره و همچنین مرحله  نیز کاملاً 
رسیدگی بود. سطح این هورمون در تمامی تیمارها در مرحله 

سازی،  سازی بود. در مرحله زرده از مرحله زرده کمتررسیدگی نهایی 
میزان هورمون کورتیزول همزمان با افزایش سطح اسید 

). در مرحله >۰۵/۰pداری داشت ( آراشیدونیک جیره کاهش معنی
لیتر)  نانوگرم/میلی۶/۲۶۴سازی، بیشترین میزان این هورمون ( زرده

 ۱۲/۲تیمار  اسید آراشیدونیک بود که اختلافش با %۶/۱در تیمار 
 یدار )، اما با دیگر تیمارها اختلاف معنی<۰۵/۰pدار نبود ( معنی

کمترین  بود. ۹۳/۰همبستگی برابر با  ضریب. )>۰۵/۰pداشت (
 ۲۳/۱۴۰سازی و در تیمار کنترل ( میزان آن نیز در مرحله زرده

  .)٢ (نمودار لیتر) بود نانوگرم/میلی
  

  
های آزمایشی  تغییرات سطوح یون کلسیم در پلاسمای مولدین در جیره )١نمودار 
های  حروف انگیسی متفاوت در ستون .)رسیدگی نهاییو سازی  زرده (مراحل

  % است٥دار در سطح  دارای رنگ مشابه بیانگر اختلاف معنی
  

های  تغییرات سطوح هورمون کورتیزول در سرم خون مولدین در جیره )٢نمودار 
حروف انگیسی متفاوت در  .)رسیدگی نهایی و سازی زرده (مراحل آزمایشی
  % است٥دار در سطح  های دارای رنگ مشابه بیانگر اختلاف معنی ستون

  
در تخمدان  T3میزان هورمون های تیروئیدی:  تغییرات هورمون

سازی و رسیدگی نهایی با افزایش  ماهیان در هر دو مرحله زرده
، )>۰۵/۰p(داری داشت  افزایش معنی آراشیدونیکاسید سطوح 

سازی بیش از  میزان ذخیره این هورمون در تخمدان در مرحله زرده
سازی بیشترین میزان  مرحله رسیدگی نهایی بود. در مرحله زرده

اسید % ۱۲/۲نانوگرم/گرم تخمدان) در تیمار  ۱/۲ذخیره آن (
 ۸/۱ذخیره آن (و در مرحله رسیدگی نهایی بیشترین  آراشیدونیک

به دست  اسید آراشیدونیک% ۶/۱نانوگرم/گرم تخمدان) در تیمار 
اسید آمد. همبستگی میان سطح این هورمون و میزان 

) و رسیدگی نهایی r=۹۵/۰سازی ( در مراحل زرده آراشیدونیک
)۹۳/۰=r۰۵/۰(دار بود ) معنیp<(.  

سازی با افزایش  در تخمدان ماهیان مرحله زرده T4میزان هورمون 
داری نداشت، در حالی که در  ارتباط معنی اسید آراشیدونیکسطح 

در جیره میزان  اسید آراشیدونیکمرحله رسیدگی نهایی با افزایش 
افزایش یافت و  )>۰۵/۰p(داری  طور معنی ذخیره این هورمون به

و  ۳/۱۵تیب بیشترین و کمترین میزان ذخیره آن (به تر
% به دست آمد. ۰۲/۰% و ۱۲/۲نانوگرم/گرم تخمدان) در تیمارهای ۸

در  اسید آراشیدونیکو سطوح  T4همبستگی میان سطح هورمون 
 ٣ نموداربود ( )>۰۵/۰p(دار  ) معنیr=۹۸/۰مرحله رسیدگی نهایی (

  ).٤و 
  

مولدین در  تخمداندر ) T3( یدوتیرونین ریت هورمون سطحتغییرات  )٣نمودار 
حروف انگیسی  .)سازی و رسیدگی نهایی مراحل زرده(های آزمایشی  جیره

% ٥دار در سطح  های دارای رنگ مشابه بیانگر اختلاف معنی متفاوت در ستون
  است

  

های  مولدین در جیره تخمداندر  )T4تغییرات هورمون تیروکسین ( )٤نمودار 
حروف انگیسی متفاوت در  .)سازی و رسیدگی نهایی مراحل زرده(آزمایشی 
 % است٥دار در سطح  های دارای رنگ مشابه بیانگر اختلاف معنی ستون
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 بحث
 استسازی که با تولید ویتلوژنین در کبد همراه  تکمیل مرحله زرده

، چراکه استمستلزم وجود سطوح بالای کلسیم در پلاسما 
ها  کاتیونویتلوژنین طی انتقال از کبد به تخمدان با کلسیم و دیگر 

  .[20]شود باند می
که سطوح بالای اسید  ندشده نشان داد نتایج معدود مطالعات انجام

سازی و افزایش  تواند باعث بهبود فرآیند زرده آراشیدونیک می
تحقیقات . [21 ,18 ,5]در تخم مولدین شود و ویتلوژنین ذخیره زرده

اسید  القایی میان فعالیت مثبتی همبستگیهمچنین نشان دادند 
  .[22]غلظت یون کلسیم در محیط وجود داردآراشیدونیک و 

مطالعه روی اسکلت عضلانی انسان نشان داد که استفاده از اسید 
آراشیدونیک باعث افزایش غلظت کلسیم آزاد سیتوپلاسمی 

در واقع اسید آراشیدونیک باعث آزادشدن یون کلسیم از  ؛شود می
ون کلسیم ی. در مطالعه حاضر غلظت [23]شود سلولی می ذخایر درون

های دارای اسید آراشیدونیک بالاتر از  سازی در جیره در مرحله زرده
اسید و همبستگی مثبتی میان افزایش سطح  تیمار کنترل بود

سازی وجود  و میزان کلسیم پلاسما در مرحله زرده آراشیدونیک
طوح داری میان س در مرحله رسیدگی نهایی، ارتباط معنی داشت.

آراشیدونیک جیره و میزان یون کلسیم وجود نداشت. بنابراین 
توان عنوان کرد که اثر القایی اسید آراشیدونیک بر افزایش  می

تواند همزمان با افزایش آزادسازی ذخایر  سازی می فعالیت زرده
از مرحله  پس اماکلسیم بدن و آزادسازی آنها به خون باشد، 

ز کلسیم آزادشده در ساختار ویتلوژنین سازی که میزان زیادی ا زرده
شود، میزان این یون در پلاسما کاهش و احتمالا ذخایر  مصرف می

 .سلولی آن افزایش خواهد یافت درون
اثرات کورتیزول بر تولیدمثل در مطالعات گوناگون نتایج مختلفی از 

. در مطالعه [25 ,24]اند مراحل مختلف رسیدگی ماهیان ارایه داده
افزایش سطوح آراشیدونیک جیره، میزان هورمون  حاضر با

سازی کاهش یافت. از آنجا که  کورتیزول مولدین در مرحله زرده
های  ساز کلسترول و در نتیجه هورمون اسید آراشیدونیک پیش
تواند در سنتز کورتیزول نیز نقش داشته  استروئیدی است، لذا می

  .[9]باشد
سازی  تیزول در مرحله زردهیل کاهش کوردلا ی ازیکدر این پژوهش 

بهبود و  برایتر اسید آراشیدونیک در این مرحله  تواند نقش مهم می
سازی و افزایش میزان ویتلوژنین پلاسما باشد.  پیشرفت فرآیند زرده

شده در بدن  بیشترین میزان اسید آراشیدونیک ذخیره مرحلهدر این 
ادیول) های استروئیدی (مانند استر سنتز دیگر هورمون برای

این در . [26 ,9]رود استفاده شده و کمتر در سنتز کورتیزول به کار می
مطالعه میزان کورتیزول در مرحله رسیدگی نهایی با افزایش سطوح 

آمده در برخی  دست هآراشیدونیک افزایش یافت که برخلاف نتایج ب
افزایش کورتیزول باعث سرکوب اثر القایی  .ها است دیگر از گونه

. [25]شود شان می هیپوفیز بر رسیدگی جنسی -محور هیپوتالاموس
شدن اثرات منفی این  چنین روندی را بتوان به خنثیعلت  احتمالاً 

هورمون در حضور سطوح بالای اسید آراشیدونیک نسبت داد. از 
کمان  رنگینآلای  ماهیان قزل از جمله ها طرفی در برخی گونه

)Oncorhynchus mykissای ( آلای قهوه )، قزلSalmo 
trutta) ماهی قرمز و کپور معمولی ،(Cyprinus carpio( 

تواند  افزایش میزان کورتیزول در مراحل نهایی رسیدگی اووسیت می
و سطوح کورتیزول پلاسما در این  شدهباعث القای اوولاسیون 

اوولاسیون و یا در زمان ریزی  ها طی دوره پیش از تخم گونه
  .[27 ,24]ریزی افزایش چشمگیری داشتند تخم

کورتیزول با کاهش های هیپوفیز نشان داد  ای روی سلول مطالعه

رهاسازی اسید آراشیدونیک از غشای فسفولیپید و در نتیجه 
 LHکاهش فرم آزاد این اسید چرب در خون اثر کاهنده بر ترشح 

آراشیدونیک اضافی در محیط کشت  کاربردن اسید هداشت که با ب
در  در مطالعه حاضر نیز ر نتیجه. د[10]این اثر منفی کاهش یافت
تولید جیره سطوح اسید آراشیدونیک مرحله رسیدگی با افزایش 

  افزایش یافت. کورتیزول
جیره  اسید آراشیدونیکمطالعات نشان دادند افزایش سطح 

ها و در نتیجه القای  تواند باعث افزایش سطح پروستاگلاندین می
ریزی و  . همانگونه که اشاره شد در زمان تخم[5]اوولاسیون شود

یابد که این  اوولاسیون میزان هورمون کورتیزول نیز افزایش می
دهنده اثر مثبت افزایش سطح این هورمون در مرحله  نکته نشان

رسیدگی نهایی است. در این مطالعه در مرحله رسیدگی نهایی، 
افزایش سطح اسید آراشیدونیک سطح این هورمون نیز  همزمان با

تواند بر رسیدگی نهایی و القای  افزایش یافت که این روند می
  اوولاسیون اثر مثبت داشته باشد.

های تیروئیدی و تولیدمثل در ماهیان به  ارتباط میان هورمون
ریزی میزان ذخیره  . طی دوره تخم[13 ,12]اثبات رسیده است

ها افزایش یافته و سطح  در تخم در برخی گونه T4و T3های  هورمون
. محققان کاهش [15]یابد ها در پلاسما کاهش می این هورمون

ریزی را به جذب این  های تیروئیدی پلاسما طی دوره تخم هورمون
نشان  برونو  ایلسها مرتبط دانستند.  ها توسط اووسیت هورمون

سازی و در برخی  مرحله زردهها در  تخم در برخی گونه T3دادند میزان 
در مرحله رسیدگی نهایی افزایش می یابد که علت آن را اتصال 

های ویتلوژنین طی انتقال  های تیروئیدی به مولکول هورمون
ای به  تا به حال مطالعه .[28]ها عنوان کردند وتیلوژنین به اووسیت

بررسی ارتباط اسیدهای چرب از جمله اسید آراشیدونیک و سطح 
های تیروئیدی در ماهیان و ارتباط آن با تولیدمثل  رمونهو

و همکاران با بررسی انواع چربی و  لاچوویچنپرداخته است. 
های آزمایشگاهی و ارتباط آن با  اسیدهای چرب در جیره موش

های تیروئیدی دریافتند چربی جیره در تنظیم فعالیت  هورمون
دیودیناز نقش  های تیروئید پراکسیداز و یودوتیرونین آنزیم
  .[29]دارد

بر فعالیت  n PUFA-۶برخی مطالعات نیز به تاثیر القایی مثبت 
. مطالعات نشان داد لیگاند داخلی یکی [30]غده تیروئید تاکید کردند

 PPARγ-15d-PGJ2به نام  اسید آراشیدونیکهای  از متابولیت
باعث تسهیل سنتز تیروگلوبین در رده سلولی اپیتلیال موش 

  .[31]دشو می
در تخم ماهیان در  T3در مطالعه حاضر افزایش میزان هورمون 

اسید سازی و رسیدگی نهایی در سطوح بالای  مراحل زرده
دلیل افزایش فعالیت آنزیم تیروئید  تواند به جیره می آراشیدونیک

یودیناز باشد. همچنین  پراکسیداز یا افزایش فعالیت آنزیم دی
بر افزایش سطح  اسید آراشیدونیکاحتمال دارد اثر القایی مثبت  T3، های آن و تاثیر آنها بر افزایش سنتز  از طریق متابولیت

  وئیدی) باشد.های تیر ساز هورمون تیروگلوبین (پیش
  

 همچنین و بالا خلوص با آراشیدونیک روغن تهیه محدودیت
 های محدودیت از مولد ماهیان به دسترسی یا سازی آماده مشکل
  .هستند تحقیق این انجام
کند که افزودن اسید  آمده در این تحقیق پیشنهاد می دست هنتایج ب

افزایش  تواند باعث سازی می آراشیدونیک به جیره در مرحله زرده
های تیروئیدی در  و همچنین ذخایر هورمون پلاسما میزان کلسیم

شود که اثر مثبتی بر سنتز ویتلوژنین در مولدین خواهد  تخمدان
در سطوح  ییداشت. افزایش میزان کورتیزول در مرحله رسیدگی نها



 ۱۱۵ ...کورتیزول در وهای تیروئیدی  کلسیم، هورمون میزاناسید آراشیدونیک جیره بر  اثر سطوح مختلفـــــــــ  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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دهنده اثر مثبت این  نیز نشانجیره  بالای اسید آراشیدونیک
  رسیدگی و اوولاسیون در مولدین این گونه است.اسیدچرب بر القای 

  
استفاده از سطوح بالای آراشیدونیک در مرحله  گیری: نتیجه

های  هورمون تواند باعث افزایش سطح کلسیم و مولدسازی می
سازی شود. در مرحله رسیدگی  بهبود زرده تیروئیدی و درنتیجه

یش سطح باعث افزا% ۶/۱نهایی نیز افزایش آراشیدونیک تا سطح 
  شود. میکورتیزول 

  
از دانشگاه تربیت مدرس که  مطالعهمحققان این : تشکر و قدردانی

حمایت مالی این پروژه را بر عهده داشته و از مسئولین دانشگاه 
علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری که در تهیه مکان پرورش 

  نمایند. رسان ما بودند قدردانی می یاری
  از سوی نویسندگان گزارش نشده است. : موردیتاییدیه اخلاقی
 تضاد هیچگونه حاضر تحقیق نویسندگان نظر : ازتضاد منافع
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