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،  اثرات نونيل فنل برتغييرات بيان RT-qPCRن و همچني RT-cPCRهاي  مطالعه حاضر با استفاده از تكنيك
به  18s rRNAبراي مطالعه بيان ژن ويتلوژنين و ژن . ژن ويتلوژنين كبد تاسماهي ايراني نابالغ را ثابت كرد

گرم وزن بدن در گرم بر كيلوميلي 5(بتا استراديول  17عنوان كنترل، كبد تاس ماهيان جوان ايراني كه با 
تكرار متوالي هر  3در ) گرم بر كيلوگرم بر وزن بدن در هفتهميلي 100،10، 1هاي با غلظت( لو نونيل فن) هفته

در  18s rRNAالقا بيان ژن ويتلوژنين نسبت به ژن . مورد استفاده قرار گرفت ،هفته يكبار تيمار شده بودند
ساس، نسبت ژن ويتلوژنين به ژن بر اين ا .دار بوده استمعني هايي كه در معرض قرار گرفته بودند؛تمامي گروه
18s rRNA آناليز آماري نشان .بوده است 95/9 ±48/2بتا استراديول دريافت كرده بودند؛ 17در گروهي كه

. اندروي بيان ژن ويتلوژنين تاثيرات معني دار داشته ،هايي كه با نونيل فنل تيمار شده بودندداد تمامي گروه
طرات تاثير مواد شبه استروژني بر روي ماهي خاوياري ايراني است و اين نتايج اولين گزارش در مورد خ

كارايي ژن ويتلوژنين به عنوان بيو ماركر زيستي در مواجهه با مواد شبه استروژني در ماهي مذكور را تاييد 
 .نمود

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
باشد كه سابقه ماهي خاوياري ايراني جز خانواده اي از ماهيان مي

به  .گرددهاي آنها به دوران ابتدايي ژوراسيك بر ميثبت فسيل
 .et al( شودفسيل زنده هم اطلاق مي Acipenseridaeخانواده 

2001  .(Billard et al. 2000; Bahmani تاس ماهي ايراني در
 ،شودو به ويژه در قسمت شمالي آن يافت مي درياي خزر

هاي اين ماهي امروزه به خاطر عوامل متاسفانه جمعيت
رويه  و صيد بي آلودگي آبها آنتروپولوژيكي چون ساخت سدها،

 .Asadi et al( است يافتهبراي گوشت و توليد خاويار، كاهش 

2006a; Asadi et al. 2006b .(ه پس حفظ اين گونه ارزشمند ويژ
گذار طبيعي يا نيازمند درك عوامل تاثير) Endemic( ايمنطقه

توسط  تر به محيط زيست جانور وانساني است كه با ديد دقيق
شناسي مولكولي و شيميايي روي محيط هاي زيستگيرياندازه

هورمون  .زيست جانور وفيزيولوژي آن قابل رد يابي است
هاي استروژن.است بتا استراديول 17توليدمثلي در جنس ماده 

رسيدگي آن  طبيعي براي رشد و توسعه جنسي جانور ماده و
ضروري و نقش اساسي در عملكرد حياتي رسيدگي تخمك دارند 

Arukwe and Goksoyr 2000)( . در انسان در معرض قرار گرفتن
هاي مربوط به اندامهاي محيطي باعث افرايش سرطانبا استروژن

رحم و بيضه  تخمدان، پروستات، ان،سرطان پست هاي جنسي نظير
 et al. 1998; Miller and Sharpe 1998) .(Høyer شده است

ها يا شبه استروژنزنو استروژن( هاي محيطيامروزه به استروژن
هاي توانند نقش  هورموناي شده است زيرا كه ميتوجه ويژه )ها

در  ريزروي عملكرد غدد درون استروژني طبيعي را بازي كنند و
 خاصيت چربي دوستي و .بگذارند وحش تاثيرانسان و حيات

محصولات حاصل از تخريب آنها  و مقاومت در محيط، اين مواد
باعث شده خيلي از آنها در طبيعت جمع شده و بزرگنمايي 

دامنه وسيعي از مواد شميايي ساخت بشر به . زيستي داشته باشند
هاي ارگانو كششوند كه شامل حشرههاي آبي آزاد ميمحيط

ها، امولسي سورفكتانت ،)PCBs( هاي پلي كلرينهفنيلبي كلرايدي،
  و  هافيتواستروژن مثل و ديگر مواد شيميايي هافاير

 .Lindholst  2003; Langston et al( باشندمي  ها مايكواستروژن

  جمله  از   صنايع ها بطور وسيعي در بسياري از آلكيل فنل). 2005
 

در صنايع پلاستيك سازي به عنوان  همچنين  و  هاكتانتسورف
گزارش شده كه اين مواد از . شوندآنتي اكسيدان مصرف مي

بندي آن آزاد ها  به درون غذا در زمان فرآيند غذا و بستهپلاستيك
نونيل فنل محصول  ).Naylor  1992a; Naylor  1992b(  شوندمي

ه در محيط زيست دريايي غالب خيلي از اين آلكيل فنل هاست ك
اين مونومر در خيلي از محصولات شامل دترجنت  .شوديافت مي

 et( شوندها يافت ميحشره كش امولسي فايرها، پلاستيك ها، ها،

al. 1994a; Ahel et al. 1994b  Ahel.(  تحقيقات نشان داده كه
هاي سيستم غدد وجود نونيل فنل به همراه ديگر تخريب كننده

تواند توليد ويتلوژنين و برخي از ر محيط زيست ميداخلي د
 Jobling( هاي اسپرميهاي ديگر را  مثل اختلال رشد لولهپديده

et al. 1996(، كاهش زنده ماندن اسپرماتوزوآ )Kawana et al. 

 Gray and(ماده  -گسترش اندام جنسي بينابيني نر ،)2003

Metcalf  1997(، كاهش نسبت جنسي نر )et al. 2000 
Lindholst( هاي گذشته مقالات بسياري از سال .را منجر شود

وجود دارد كه فعاليت استروژني نونيل فنل را توضيح مي 
 Sonnenschein and Soto 1998; Sumpter 1998;  Servos)دهند

بتا استراديول و هم تركيبات زنو استروژن ها به  17هم  ).1999
جر به تحريك توليد برخي از گيرنده هاي استروژني چسبيده و من

 Arukweپروتئين ها از طريق بيان ژن ها و ترجمه آنها ميشوند

and Goksoyr 2003).( ،يكي از اثرات تركيبات شبه استروژني 

. باشدتخريب سيستم غدد درون ريز و فرآيند توسعه آن مي
هايي است كه توسط تاثير استروژنويتلوژنين از جمله پروتئين

هاي فوليكولي تخمك برروي كبد توليد شده از لايههاي توليد 
سازي ميشده و توسط پلاسما حمل شده و در تخمك ذخيره

 كنداي براي تخمك را بازي ميپروتئين زرده نقش تغذيه .شود

).(Arukwe  2002  ساخت اين  پروتئين و  القا mRNA  ژن آن در
ماهيان نر  وخارج از فصل توليد مثلي و همچنين در ماهيان جوان 

نشان دهنده نشانگر زيستي براي مواجه جانور با عوامل شبه 
هدف از اين مطالعه چگونگي تاثير يكي از  .استروژني مي باشد

هاي مواد تخريب كننده غدد درون ريز در ماهي خاوياري مونومر
  .باشدرديابي اثرات آن مي ايراني و
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   هامواد و روش
  نمونه برداري  

بر روي  تاس ماهيـان   تيمار متفاوت به شرح زير 6يق در اين تحق
 جوان ايراني يكساله در مركز تكثير و پرورش شهيد دادمان گيلان،

كنترل منفي اول شامل ماهيان تزريق شده با روغـن   -1 :انجام شد
بايسـت خاصـيت   به عنوان ماده ناقل روغني كـه مـي  ( بادام زميني

گرم وزن مـاهي  ليتر بر كيلويليم دوبه ميزان ) اي داشته باشدتغذيه
 كنترل منفي دوم شامل ماهيان بدون هيچگونه تزريـق  -2 در هفته

ميلي گرم بركيلوگرم  5كنترل مثبت شامل ماهيان تزريق شده با  -3
تيمـار اصـلي اول شـامل ماهيـان      -4  بتا اسـتراديول  17هورمون 

 لميلي گرم بر كيلو گرم وزن مـاهي نونيـل فن ـ   يكتزريق شده با 
)Sigma Aldrich (5-   تيمار اصلي دوم شامل ماهيان تزريق شـده
تيمـار اصـلي    -6 گرم وزن ماهي نونيل فنـل گرم بر كيلوميلي ده با

گـرم وزن  گرم بر كيلـو ميلي صد سوم شامل  ماهيان تزريق شده با
ليتري با سه   500هاي مجزاي هر تيمار در تانك .ماهي نونيل فنل

 دومواد مورد استفاده در تيمارهاي اصلي در . تكرار انجام پذيرفت
محلـول  ) به ازاي كيلوگرم وزن ماهي( ليتر روغن بادام زمينيميلي

هفـتم،   ها در روز صـفر، تزريق .دشهاي موردنظر تزريق ودر زمان
ساعت پـس از   72چهاردهم پس از وزن كردن ماهي انجام شده و 

كـولي برداشـته   هـاي مول بافت كبد به منظور آزمـايش  تزريق آخر،
  . سازي شددر نيتروژن مايع ذخيره شده و

 cDNAو ساخت  RNAاستخراج 

گـرم از بافـت كبـد نمونـه     ميلي صدكل از حدود  RNAاستخراج 
 شــركت  RNAهــاي تيمــار شــده توســط كيــت اســتخراج      

Roche,Germany)  (زدايـي داخـل   بافـت پـس از يـخ   . انجام شد
بقيـه   .روي آن ريخته شدهاون هموژن شده و بافر ليز كننده كيت 

 RNA مراحل طبق دستورالعمل شركت سـازنده  كيـت اسـتخراج   
كل با استفاده از الكتروفورز روي ژل  RNAكيفيت . انجام پذيرفت

 RNAمربـوط بـه    s28 وs18و مشاهده باندهاي  يك درصد آگارز
بـا اسـتفاده از    RNAهـاي  غلظت نمونه .ريبوزومي انجام پذيرفت
. نانومتر سـنجيده شـد   260ن در طول موج سنجش ميزان جذب آ

نانومتر بـا اسـتفاده از    280و  260نسبت جذب در طول موجهاي 
ــانودراپ  ــپكتروفوتومتر ن  ,Thermo Scientific, NanoDrop( اس

ايـن  . دشتعيين  براي عدم آلودگي با مواد فنلي و پروتئين،) 1000

از محصـول  DNA بود كه براي حذف  DNaseكيت حاوي آنزيم 
با اسـتفاده از يـك    cDNAساخت  .بكار برده شد RNAستخراج ا

 Reverse  transcriptaseو با استفاده از آنـزيم   RNAميكرو گرم 

)Roche, Germany ( يونيورسال  آغازگردر حضورoligo dt  و بر
گـراد  درجه سانتي 55اساس دستورالعمل شركت سازنده در دماي 

  .انجام شد
ويتلوژنين و شناسايي اوليه اين ژن  طراحي آغازگرهاي مناسب ژن

  )Conventional PCR )cPCRبا استفاده از 
 هاي مورد اسـتفاده بـراي ژن ويتلـوژنين از منـاطق مشـابه      آغازگر

mRNA    ــفيد ــاري س ــاهي خاوي ــده در م ــان ش  Acipenser( بي

transmontano( بـــا شـــماره بانـــك ژنـــي )U00455(،  مـــاهي
Acanthogobius flaviamanus   ره بانـــك ژنــــي شـــما  بـــا 

)AB088473( ماهي ،Pimephales promelas    بانـك    بـا شـماره
بـا  ) Cyprinus carpio(مـاهي كپـور معمـولي    ،)AF130354( ژني

بـا   )Danio reio( ماهي گورخري ،)AF414432(شماره بانك ژني
 GenRunner با اسـتفاده از برنامـه  ) AF406784(شماره بانك ژني

هـا از برنامـه   آغازگربـودن   و جهت كنترل اختصاصي طراحي شد
primer-Blast  1جدول( دشاستفاده(.  

  معمـولي بـراي ايـن ژن     PCRبا استفاده از Vtgشناسايي اوليه ژن 
مـاكروليتري   25واكنش هـاي   در Geniusدر دستگاه ترموسايكلر 

 ،)مولارميلي 10x PCR،) dNTPs10 ميكروليتر بافر  5/2كه شامل 
پيكو مـول بـر    20 با غلظت( هااز آغازگرنيم ماكروليتر از هر كدام 

بـا  ( ميكروليتـر  125/0مراز بـه مقـدار   پلي Taq DNA  ،)ماكروليتر
 5/0ميكروليتـر،   75/0 )مولارميلي unit/µl(،  MgCl2)50 5غلظت

كامل ساخته شده در مرحله قبل و در نهايت   cDNAميكروليتر از 
برنامه حرارتـي    .ماكروليتر با آب ديونيزه بود 25رساندن به حجم 

گـراد  درجه سـانتي  95 :مورد استفاده براي تكثير اين ژن عبارت از
سيكل حرارتـي شـامل واسرشـته سـازي در      35 دقيقه، 5به مدت 

درجـه   60الحـاق در  دمـايي   ثانيه، 30گراد درجه سانتي 94دماي 
درجه  72دماي( گسترش ثانيه براي ژن ويتلوژنين و 15گراد سانتي
درجـه سـانتي    72گسترش انتهايي در دماي  ثانيه، 30 )گرادسانتي
بـا   PCRمحصولات بدسـت آمـده در واكـنش    . دقيقه بود 5گراد 

كيـت شـركت     High pure PCR purificationاسـتفاده از كيـت   
Roche خالص سازي شد تا خالص سازي منجر به حذف آلودگي  
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  تكثير شده ژن مورد بررسي، آغازگر طراحي شده واندازه قطعه -1جدول

 
 ژن مورد بررسي

 اندازه قطعه تكثير شده اسم آغازگر و توالي آن

Vtg-Real time PCR VtgRF:5′-GCACCAGCTCACTCCATTCAA-3′ 
VtgRR:5′-CCTCCAAAACAAGCTTCTGCC-3′ 

74 bp 

18S rRNA 
(internal control) 

18S rRNAF: 5′-CTTTCGAGGCCCTGTAATTG-3′ 
18S rRNAR: 5′-ACCGCGGCTGCTGGCACCAG-3′ 

 

89 bp 
 
 

  
در انتهـا محصـولات   . شود dNTPsها و ها، بافرهايي نظير آغازگر

هـا روي ژل  آغازگرجهت سنجش صحت عملكـرد   PCRواكنش 
  .درصد آگارز برده شد 5/1

  كلونينگ ژن ويتلوژنين
به منظور تكثير محصول خالص سـازي شـده، از كلونيـگ قطعـه     

 TA cloning( كيـت كلونينـگ  ، از E.coliتكثير شده در بـاكتري  

vector, Fermentas (  و دستورالعمل شركت سازنده اسـتفاده شـد .
ــه طــور خلاصــه شــامل اتصــال  ) Ligation( مراحــل كلونينــگ ب

، انتقـال  pTZ57R/T محصول خالص شده ژن ويتلوژنين به وكتور
 )competent cell( قطعه متصل شده به وكتور به بـاكتري مسـتعد  

غربـال  ( و تكثير باكتري حـاوي كلـون  ) Transformationمرحله (
پـس از   .بروي محيط كشت آگار بود )گري كلون هاي آبي وسفيد

آنتي بيوتيك تهيـه و   ه يك كشت مجدد مايع به همرا كشت آگار،
 .دش ـگراد انكوباسيون درجه سانتي 37به مدت يك شب در دماي 

 Intron( ســـپس بـــا اســـتفاده از كيـــت اســـتخراج پلاســـميد

Biotechnology,Inc (     و بر اسـاس دسـتورالعمل شـركت سـازنده
  .دشتركيب استخراج  پلاسميد نو
  )PCR )RT-qPCRواكنش كمي

از روش  مقايسه آنها براي بررسي ميزان بيان ژن هاي ويتلوژنين و
هـاي  بـدين منظـور آغـازگر    .اسـتفاده شـد  Real-time PCR  كمي

جـودات  هـاي ويتلـوژنين مو  هـاي ژن طراحي شده بر اساس توالي
خانـه   96هـاي  ها در پليـت نمونه .ديگر، مورد استفاده قرار گرفتند

 Syber Greenدر ايـن واكـنش از روش   . سـازي شـدند  اي آمـاده 

الگـو كـه شـامل    : در هر واكنش مواد ذيل اضافه شـد  .استفاده شد
cDNA كروگــرم يحاصــل از  يــك مRNA  ــا آنــزيم اســت كــه ب

Reverse transcriptase تبديل به cDNA  شده است) µl1 .( اين  

 .الگو به نسبت يك به ده توسط بافر آنزيم ترانسكريپتاز رقيق شـد 
ــت     ــا غلظ ــدام ب ــوس هرك ــتقيم و معك ــاي مس ــازگر ه  25/0آغ

 ،µl10 بـه ميـزان    Premix Ex Syber Greenمخلوط  كرومولار،يم
Rox reference dye به ميزان µl 5/0  بـراي  . و مابقي آب تزريقـي
كنتـرل   -1 :و سري كنترل  منفي قرار داده شـد هر سري واكنش د

 -2 .منفي اول كه شامل تمام موارد بالا به غيـر از الگـو مـي باشـد    
استخراج شده بدون طي مرحلـه   RNAكنترل منفي دوم كه شامل 

cDNA        سازي است  و ايـن كنتـرل بـه منظـور رديـابي احتمـالي
 ABIواكـنش در دسـتگاه    .ژنـومي مـي باشـد    DNAآلودگي بـه  

Biosystem 7500 انجام شد.  
  تجزيه و تحليل آماري

 )Ct( بر اساس سيكل هاي آسـتانه   Real-time PCRدر آناليز كمي
هاي در معرض قـرار گرفتـه بـا    تيمار( هاي مورد آزمايشاز نمونه

رض قرار گرفتـه بـا   در مع تيمار، هاي متفاوتنونيل فنل با غلظت
كنترل ( نه هاي شاهدبا نمو) تيمار بدون تزريق هورمون استروژن،

نسـبت ژن   ،Ct∆∆ با استفاده از فرمول و) منفي تزريق شده با ناقل
  .دشمحاسبه  زير هدف به ژن مرجع با استفاده از فرمول

-∆∆Ct2R= 

 .استفاده شد 18 نسخه SPSSجهت محاسبات آماري از برنامه 
 Kruskal پارامتريكغيرها نرمال نبودند از آزمون چون داده

Wallis اختلاف بين  تشخيصدر مرحله بعد براي  .فاده شداست
 .استفاده شد Mann-Whitneyاز آزمون ي مورد مطالعه ها گروه

نشان داده  )SEM( خطاي معيار ميانگين ±تايج به شكل ميانگينن
 GraphPadهاي مورد لزوم توسط نرم افزار نمودار .شده است

prism 5  دشترسيم.  
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    نتايج و بحث
  استخراج شده RNAكمي  نتايج كيفي و

روي بافت كبد در نمونه  RNAنتايج حاصل از استخراج  1شكل 
به خوبي  S5و S28،S 18  باند هاي  .هاي تيمار را نشان مي دهد
استخراج  RNAنسبت شدت جذب . در شكل قابل مشاهده است

بوده  8/1- 00/2نانومتر بين  280و  260شده در دو طول موج 
استخراج شده  RNAفيت قابل قبول براي است كه نشان دهنده كي

همچنين كميت  .وعدم آلودگي با مواد فنلي و پروتئيني مي باشد
RNA  نانومتر توسط نانودراپ بين  260استخراج شده با جذب
 .ها  بدست آمدنانوگرم بر ماكروليتر براي كل نمونه 390 - 1050

   نتايج كلونينگ ژن ويتلوژنين
روي  RT-cPCRاصل از واكنش نتايج ح ب - 2 ،الف -2 شكل
ها و همچنين براي شناسايي اين ژنVtg و  18S rRNA هايژن

گذاري نونيل فنل در بيان اين  ژن در ماهي خاوياري ميزان تاثير
 89 شود قطعاتهمانطور كه مشاهده مي .دهدايراني را نشان مي

به عنوان كنترل داخلي و  الف - 2شكلدر   18S rRNAبازي ژن
. تكثير شده است ب - 2شكلبازي ژن ويتلوژنين در  74 قطعه

هاي آغازگركه با TA بازي كلون شده در وكتور  74قطعه 
بانك ژني  ؛ در)4شكل( مورد خوانش قرار گرفته بودند يونيورسال

شماره باز يابي . به نام ژن ويتلوژنين تاسماهي ايراني ثبت شد
244892JX باشدي ميمربوط به ژن ويتلوژنين تاسماهي ايران. 

  Vtgنتايج بررسي تغييرات بيان ژن 
نشان دهنده تغييرات سطح بيـان نسـبت بـه نمونـه      3شكل نمودار

آيـد  مـي باشد؛ همانطور كه از نتايج آناليز آماري بـر هاي كنترل مي
در تيمار   = P)00/0( داريميزان بيان ژن ويتلوژنين  با سطح معني

اما سطح بيان ايـن  . ده استبتا استراديول افزايش نشان دا 17هاي 
نونيل  100، 1،10 در تيمار هاي ) >05/0P (داريژن با سطح معني

  .افزايش نشان داده است فنل،
تغييرات سطح بيان ژن ويتلوژنين به عنوان بيـو مـاركر زيسـتي در    

بتـا   17دهد كه ميزان بيان در تيمار ماهي خاوياري ايراني نشان مي
ميلـي   100تيمـار  ،95/9 ±48/2مثبـت   استراديول به عنوان كنتـرل 

 ،85/2 ±0/ 35 گرم بر كيلو گرم وزن بـدن نونيـل فنـل در هفتـه؛    
گـرم  وزن بـدن در هفتـه نونيـل فنـل؛      گرم بر كيلوميلي 10تيمار 

 گرم بر وزن بدن نونيل فنل در هفتـه ميلي يك ، تيمار03/0±37/0

ن نشـا  SEM ±نتايج بر اساس ميـانگين  ( بوده است 07/0 03/0±
  ).داد ه شده است

تحقيق حاضر اولين مطالعه روي قابليـت تـاثير پـذيري تاسـماهي     
ايـن مطالعـه    .باشـد ايراني در مواجهه با عوامل شبه استروژني مـي 

فيزيولوژيك در   عوامل مذكور منجر به بروز تغييرات نشان داد كه
و تغييرات بيـان آن قابـل    Vtg شود كه با رديابي ژنبدن ماهي مي

  .ي استردياب
 هاي حاصل از مـواد دترجنـت،  نونيل فنل به عنوان يكي از مونومر

ها است كه در بسياري از صنايع شيميايي پلاستيك امولسي فايرها،
-و پلاستيكي و كارخانجات سموم كشاورزي و ضايعات و پساب

گزارشـات اخيـر   . شودكشاورزي و صنعتي يافت مي هاي خانگي،
ــ حــاكي از وجهي از تركيبــات مــذكور در وجــود مقــادير قابــل ت

ــتم ــي اكوسيس ــاي آب ــي  ه ــزر م ــاي خ ــددري  .et al 2012(  باش
Mortazavi(      يكـي از   آنجايي كـه مـاهي خاويـاري دريـاي خـزر

و  ماهيان با ارزش شيلاتي براي پرورش جهت استحصال خاويـار 
 با ذكر اين نكته كه باشد وهم حفظ ذخاير اين ماهي با اهميت مي

اين ماهي يكي از ماهيان قرار گرفته در قسمت هاي بالاي زنجيره 
باشد لذا توجه به مسئله آلـودگي دريـا و تـاثير آن روي    غذايي مي

ضـروري   سيستم توليد مثلي موجودات آبزي و حفظ حيـات آنهـا  
همانطور كه پيشتر ذكـر شـد عـلاوه بـر اهميـت  توليـد       . باشدمي

مواجهه با عوامل شبه استروژني به نابهنگام ويتلوژنين در زمان در 
عنوان بيوماركر، اثرات زياد شدن اين مواد در مختـل كـردن رشـد    

كـاهش زنـده مانـدن     ،)Jobling et al. 1996( لوله هـاي اسـپرمي  
گسـترش انـدام جنسـي     ،)et al. 2003  Kawana( اسـپرماتوزوآ 

كـاهش نسـبت    ،)Gray  and  Metcalfe 1997(مـاده   -بينابيني نر
كه در نهايـت منجـر بـه كـاهش     ) Naylor et al. 1992( نر جنسي

جمعيت هاي مختلف وانقراض نسل جانور مي شود؛ نيزاز اهميت 
اين مطالعه نشـان داد كـه تركيبـات شـبه     . اي برخوردار استويژه

استروژني نونيل فنل منجر به القا نابهنگام بيـان ژن ويتلـوژنين در   
شـده   توليد مثلي نشده اند؛ كبد ماهيان جوان كه هنوز وارد سيكل

 Acipenserاي در چين روي ماهي خاويـاري چينـي  مطالعه. است

sienensis  هاي متفاوت نونيـل فنـل نشـان داد كـه ايـن      با غلظت
پـذيرد و  ماهي با تمامي غلظت ها  در معرض قرار گرفته تاثير مي

   چيني خاوياري  ماهي  در ويتلوژنين   نابهنگام ژن بيان  به   منجر
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  .استخراج شده از بافت كبد ماهيان در معرض قرار گرفته با نونيل فنل RNA -1شكل

  

  
ميلي گرم بر  100 غلظت(  كبد تاسماهي ايراني پس از مواجهه با نونيل فنل روي بافت RT-cPCRحاصل از S rRNA18 بازي تكثير شده ژن 89قطعه  -الف -2شكل

  ).كيلو گرم
  

  
بـه ترتيـب از   -روي بافت كبد ماهيان خاوياري ايراني در معرض قرار گرفته با نونيـل فنـل   RT-cPCRبازي تكثير شده ژن ويتلوژنين حاصل از  74قطعه   -ب -2شكل

وژنين تكثير شده ميلي گرم بر كيلوگرم وزن بدن نونيل فنل ؛رديف پنجم تانهم ژن ويتل 100چپ به راست رديف اول تا چهارم ژن ويتلوژنين تكثير شده تحت تاثيرغلظت 
بـه غيـر    Conventional PCRميلي گرم بر كيلوگرم وزن بدن نونيل فنل؛رديف دهم نشانگر مولكولي؛ رديف يازدهم كنترل منفي شامل تمام مواد  10تحت تاثيرغلظت 

استفاده شده است كه عدم تكثير قطعـه مـورد   DNA استخراج شده براي رديابي آلودگي به  RNAاز cDNA وبه جاي  cPCR از الگو؛رديف دوازدهم شامل تمام مواد
  .مراز بوده استنطر در كنترل منفي نشان دهتده صحت واكنش زنجيره پلي

 

بازي  89باند تكثير شده 
  ژن كنترل داخلي

كوچكترين باند ماركر 
bp100 دمي باش.  
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در تيمارهاي  s rRNA18  نمودار نسبت بيان ژن ويتلوژنين به كنترل -3شكل

همانطور كه مشاهده مي شود در تيمار . متفاوت نونيل در ماهي خاوياري ايراني
وتيمـار    = P) 00/0 (درصـد  صـد سـتراديول در سـطح معنـي داري    بتـا ا  17

ميلي گرم بر كيلوگرم نونيل فنل نسبت افزايش بيان ژن ويتلوژنين در 100و1،10
 قابـل توجـه بـوده اسـت     )> P 05/0( درصـد اطمينـان   95سطح معني داري 

):E217 ،ــا اســتراديول ــوگرم در   100تيمــار  : HUNبت ــر كيل ــي گــرم ب ميل
ميلـي   يكتيمار  : ONEميلي گرم بر كيلوگرم در هفته، 10يمار ت  TEN:هفته،

 :تيمار كنترل منفي تزريق بـا مـاده ناقـل،    : NEG-1گرم بر كيلو گرم در هفته،

NEG-2تيمار كنترل منفي بدون تزريق.(  

  
قسمتي از ژن ويتلوژنين كـه   ،TAبازي كلون شده در وكتور  74قطعه  -4شكل

  .استفاده قرار گرفت مورد Real time PCRدر واكنش 
  

در مطالعـه اي در قـزل    ).Zhang et al. 2005 ( جوان شـده اسـت  
آلاي رنگين كمان با تاثير نوع ديگـري از عوامـل اسـتروژني مثـل     

zeranenol       با غلظت هاي متفاوت نشـان داده شـد كـه ايـن مـاده
 et( منجر به بيان زود هنگام ژن ويتلوژنين و زونا رادياتا شده است

al. 2002 Arukwe.(   ــال ــه اي در س ــيت  1998در مطالع خاص
 دي بوتيـل فتـالات   بيس فنـل،  استروژني موادي چون نونيل فنل،

)DBP(، بوتيل بنزيل فتالات )BBP(روي قزل آلاي رنگين كمان ، 

)Oncorhynchus mykiss(  بتــا  17بــا كنتــرل مثبــت هــايي مثــل
آزمـون قـرار   اتينيل استراديول  توسط روش الايزامورد  استراديول،

گرفت و نتايج بيانگر اين بود كه نونيل فنل و بيس فنـل خاصـيت   

 استروژن زايي بالايي در مقايسه با دو ماده ذكر شده ديگـر دارنـد  

)et al. 1998 Christiansen.(      در بررسـي ديگـر كـه روي همـين
هاي متفاوت بيس فنل انجام شده نشان داده است كه گونه در دوز

جانور قابليت دفع سم را در دوزهاي پايين را  با گذشت زمان بدن
هاي بالا قابليت دفع سم حتي بـا گذشـت   داشته است ولي در دوز
اي  در در مطالعه.)Lindholst et al. 2000 ( زمان مختل شده است

روي خاصيت استروژن زايـي  ) Salmo trutta( ماهي آزاد قهوه اي
هاي متفـاوت  حرارتمواد سنتتيك مثل اتينيل استراديول در درجه 

هـاي  نشان داده شد كه اين ماده شبه استروژني در درجـه حـرارت  
بالاتر خاصيت استروژني بيشتري داردكه اين مطالعه اثرات عوامـل  
فيزيكوشيميايي طبيعت را بر خاصيت اسـتروژن زايـي مـواد شـبه     

  ).et al. 2008) Körner استروژني نشان مي دهد
تعيـين تـوالي قسـمتي از ژن     ي،از جمله نتـايج ديگـر ايـن بررس ـ   
باشـد كـه بصـورت اختصاصـي     ويتلوژنين در تاسماهي ايراني مي
 .مـورد ثبـت قـرار گرفـت     NCBIبراي اين گونـه در بانـك ژنـي    

استفاده از توالي ژنـي مـذكور در آينـده جهـت توسـعه مطالعـات       
مربوط به تاثيرات مواد شبه استروژني در اين ماهي حـائز اهميـت   

  .خواهد بود
ايج بررسي حاضر مبـين آن اسـت كـه مـواد اسـتروژني و شـبه       نت

استروژني قابليت تحريك بيان ژن ويتلوژنين را در ماهي خاوياري 
بتا استراديول به عنوان كنتـرل   17به طوري كه هورمون  .داشته اند

و تيمار هاي نونيـل فنـل   ) درصد 100داري در سطح معني( مثبت
به تحريك توليد و بيان ژن  قادر) درصد 95در سطح معني داري (

توانـد بـه   اند و بنابراين تغييرات ژن  ويتلوژنين  ميويتلوژنين بوده
عنوان نشانگر زيستي براي  رديابي تاثير عوامل اسـتروژني و شـبه   

  .استروژني در تاسماهي ايراني مورد استفاده قرار گيرد
  سپاسگزاري

يد دادمـان  از مديريت بخش تكثير و پرورش ماهيان خاوياري شـه 
سازي امكانـات ايـن پـروژه در    گيلان به جهت همكاري در فراهم

مدت زمان تيمار ها و همچنين آزمايشگاه ژنتيك دانشـكده علـوم   
سـازي  و فـراهم   زيستي دانشگاه تربيت مدرس به جهت همكاري

امكان انجام آزمـايش هـاي مولكـولي و دانشـكده علـوم دريـايي       
  .دشوسپاسگزاري مي تربيت مدرس به جهت تامين بودجه
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