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های رونويسی جهت تکامل بسياری از ترين فاکتورداران يکی از مهمدر ميان مهره SOX9ژن 

 Acipenser)تاسماهی ايرانی . زايی استطور ويژه تعيين جنسيت و غضروفها و بهها و ارگانبافت

persicus )خزر  های مهم خانواده تاسماهيان بوده که بومی سواحل جنوبی دريای يکی از گونه

های  چنين بلوغ زودرس نسبت به ديگر گونهاين گونه به دليل ارزش اقتصادی آن و هم. باشد می

هدف از اين . باشد پروری در کشور می های موردنظر آبزی ی، از گونهماه ليفپرورشی از جمله 

های مختلف تاسماهی  و بررسی الگوی بيان آن در بافت SOX9توالی بخشی از ، شناسايی تحقيق

به اين منظور ده بافت مختلف تاسماهی ايرانی . ، بودReal time PCRايرانی با استفاده از تکنيک 

مورد مطالعه قرار ( آبشش، پيلوريک، طحال، گناد، کليه، روده، قلب، پوست، کبد، ماهيچه)جوان 

 NCBIنوکلئوتيد شناسايی و سپس در بانک ژن  912ای به طول  يابی قطعهپس از توالی. گرفت

(KP300013)  نتايج نشان داد که ژن . شدثبتSOX9 ها بيان شده و بيشترين ميزان  در اکثر بافت

رسد که در نتايج اين تحقيق به نظر می با توجه به .در بافت آبشش مشاهده شد( 5/2 ± 92/2)بيان 

تکاملی  هاینقش کمتری در تعيين جنسيت داشته و بيشتر در فرآيند SOX9سنين پايين، احتمالا ژن 

 .سازی دخالت داردديگر نظير غضروف

 

 های کلیدی واژه
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  مقدمه

  ماهیان غضروفی استخوانی  گروهی قدیمی و بازمانده  تاسماهیان

 Birstein et) اند داشتهژوراسیک وجود  ماقبل  هستند که از دوره

al. 1997 .) در این ماهیان آنادروموس کهن دارای موقعیتی بنیادی

 27امروزه . باشند ، میها یماه ژهیو بهداران،  تکاملی مهره ستمیس

ها، پارو پوزه  گونه از تاسماهیان و دیگر خویشاوندان نزدیک آن

در معرض خطر  خاص ساکنین دریای خزر، طور بهو  ماهیان

که به   تاسماهی ایرانی. (Pourkazemi 2006) باشند انقراض می

ارزش  های با کیفیت، از گونه لحاظ تولید گوشت و خاویار با

-پروری در ناحیه جنوب دریای خزر محسوب می تجاری و آبزی

 درکبه همین منظور، . ، در زمره این گروه قرار داردشود

های فیزیولوژیک و اکولوژیک، تکثیر مصنوعی، توسعه  ویژگی

ی کارهاهرادریایی از جمله  خایرپروری و بازسازی ذ آبزی

. آیندارزش به شمار می ضروری در جهت نگهداری این گونه با

داران حاصل تغییرات مولکولی است که از  تمایز غدد جنسی مهره

های  طور کامل در گونهپذیرد و به بدو تولد در بدن صورت می

 (.Berbejillo et al. 2011)داران شناخته نشده است  مختلف مهره

در تاسماهیان نیز به علت بلوغ جنسی دیرهنگام و عدم وجود 

شناسی بین جنس نر و ماده، امکان تشخیص های ریخت تفاوت

های ظاهری در مراحل لاروی، جوانی و  جنسیت از طریق ویژگی

به . (Yarmohammadi et al. 2011)پذیر نیست  حتی بلوغ امکان

همین جهت، در پرورش تاسماهیان، یافتن راهکاری بدون 

اطمینان جهت تعیین جنسیت در مراحل اولیه   مخاطره و قابل

تفکیک جنس نر و ماده امری ضروری تلقی  منظور بهپرورش 

 .گردد می

های مولکولی در زمینه تعیین  ت زیادی با روشتاکنون مطالعا

های خاویاری صورت گرفته که به طور مثال  جنسیت ماهی

 AFLP(Yarmohammadi et al. 2011; Xiao et توان به روش  می

al. 2014)،  روش RAPD(Keyvanshokooh et al. 2007)، روش 

ISSR (Wuertz et al. 2006)  و روش هیبریداسیون کاهشی

(McCormick et al. 2008) اما با وجود تمامی . کرد اشاره

                                                           
1 Acipenseridae 
2 Chondrostei 
3 Acipenser persicus 

 DNAهای مبتنی بر  از روش کدام چیههای صورت گرفته  تلاش

کمی  PCRبر همین اساس استفاده از تکنیک  .نبودندآمیز  موفقیت

های جنسی کاندیدا طی مراحل مختلف  و بررسی سازوکار بیان ژن

اولین مطالعه روی . استزیست در تاسماهیان پیشنهاد شده

روی تاسماهی آتلانتیک   .Hett et al(2005) طتاسماهیان توس

های  هایی از بررسی ژن همچنین گزارش. صورت گرفت  اروپایی

روی تاسماهی   .Hale et al(2010) جنسی مختلف توسط

 روی تاسماهی سیبری .Berbejillo et al (2010)،  ای دریاچه
 و 

(2014) Hagihara et al. استشده ارائه،  روی تاسماهی روسی. 

SRYدر پستانداران، ژن تعیین کننده جنسیت یعنی 
روی   

قرار داشته و بیان این ژن و به طبع آن بیان ژن  Yکروموزوم 

SOX9  تا بافت گناد به بیضه تمایز یابد  شودمیسبب

(Barrionuevo and Scherer 2010 .)های رغم تمامی تلاشعلی

مین منظور به ه .ها یافته نشدصورت گرفته، این ژن در ماهی

را مورد مطالعه قرار  SOX9دانشمندان ژن پایین دست آن یعنی ژن 

SOXهای  خانواده ژن (.Barney 2010)دادند 
کننده فاکتورهای کد  

تکاملی بوده و در چندین فرآیند تکاملی   شده رونویسی محافظت

 ;da Silva et al. 1996)مهم و بنیادی نظیر تعیین و تمایز جنسی 

Wilhelm et al. 2007) تشکیل سیستم عصبی ،(Wegner and 

Stolt 2005) ،سازی غضروف(Foster et al. 1994)  و

 .Chimal-Monroy et al. 2003; Lefebvre et al) سازی اسکلت

در  SOXژن از خانواده  33تاکنون حداقل . دخالت دارند (2007

مهرگان شناسایی شده که بر اساس توالی هر  داران و بی بین مهره

 Yokoi et)شوند  تقسیم می Jتا  A رگروهیز 13ها، در  یک از آن

al. 2002)  . ژنSOX9  در گروهE  ی شده و بند طبقهاین خانواده

این ژن . باشد داران با روند تکامل جنس نر مرتبط می در بین مهره

های استخوانی شناسایی شده و دو فرم آن  در تعداد زیادی از ماهی

(SOX9a  وSOX9b ) آلای  نظیر قزل ها گونهدر بعضی از

است ژاپنی مشاهده شده کمان، زبرا فیش، مداکا و مارماهی رنگین

(Johnsen 2012) . در پستانداران، بیان ژنSOX9  در عدم حضور

                                                           
4
 Acipenser sturio 

5
 Acipenser fulvescens 

6
 Acipenserbaerii 

7
 Acipenser gueldenstaedtii 

8
 Sex determining region of Y 

9
 SRY related box genes 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
95

.1
1.

1.
3.

6 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
8-

16
 ]

 

                               2 / 9

../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_26
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_34
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_34
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_34
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_33
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_33
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_22
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_32
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_25
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_13
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_13
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_31
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_30
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_30
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_30
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_17
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_12
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_12
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_24
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_24
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_36
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_36
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_36
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_21
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1395.11.1.3.6
https://mg.genetics.ir/article-1-1392-fa.html


 رضا رنجبر و همکارانحمید  یرانیا تاسماهی مختلفی ها در بافت SOX9 ژن انیبی بررس

 

 1315 بهار/ 1شماره / یازدهمدوره / ژنتیک نوین 23

 

SRY سعه تکاملی جنس نر اطمینان حاصل شود، کافیست تا از تو

کمتر مشخص  SOX9داران غیر پستاندار، نقش ژن  اما در مهره

در  SOX9aدر زبرا فیش بیان ژن . (Siegfried 2010)است شده

. استفقط در تخمدان گزارش شده SOX9bبیضه، مغز، کلیه و ژن 

ژن   کمان آلای رنگین و قزل  پور معمولیهمچنین در بالغین ک

SOX9 های مغز و بیضه داشت  بیان بالایی در بافت(Takamatsu 

et al. 1997; Du et al. 2007) .بر این، تحقیقات اخیر روی  علاوه

های نر قبل از در گناد SOX9نشان داد میزان بیان ژن   گورامی آبی

شود که در اسپرماتوژنز دخیل  ریزی بالا بود و پیشنهاد می تخم

 .(Degani 2014)است 

های  در ماهی SOX9ی استخوانی، عملکرد ژن ها برخلاف ماهی

معدود تحقیقات . استخاویاری کمتر مورد مطالعه قرار گرفته

صورت گرفته روی تاسماهیان، عملکردهای متفاوتی نظیر تعیین 

. استجنسیت، تمایز جنسی و غضروف سازی را نشان داده

در  SOX9ای در زمینه بررسی نحوه بیان ژن  تاکنون هیچ مطالعه

های  عنوان یکی از گونه های مختلف تاسماهی ایرانی، به افتب

باتوجه به . استپروری، منتشر نشده ارزش تجاری و آبزی بومی با

طی فرآیندهای تکاملی  SOX9ای ژن  های بنیادی و پایه نقش

های  در بافت SOX9داران، در این مطالعه میزان کمی بیان ژن  مهره

 .رد بررسی قرار گرفتمختلف تاسماهی ایرانی جوان مو

 

  هامواد و روش

 برداری نمونه

از تاسماهیان پرورشی در مرکز   برداری در مطالعه حاضر، نمونه

تکثیر و پرورش ماهیان خاویاری شهید دکتر بهشتی واقع در 

به این منظور سه قطعه تاسماهی پرورشی . گیلان صورت پذیرفت

به ( متر انتیس 37گرم و طول  132میانگین وزن )ماهه  هفت

صید و به طور زنده  برگلاسیفاصورت تصادفی از یک حوضچه 

ماهیان سپس تحت . به آزمایشگاه فیزیولوژی مرکز منتقل شدند

های  برداری از بافت بیهوش شده و نمونهMS222 (10 ppm )تاثیر 

مختلف شامل آبشش، پیلوریک، طحال، گناد، کلیه، روده، قلب، 

                                                           
1
 Cyprinus carpio 

2
 Oncorhynchus mykiss 

3
 Trichogaster trichopterus 

مربوط به  ازیموردنهای  نمونه. م شدپوست، کبد و ماهیچه انجا

 RNaseدرون ویال های عاری از  ذکرشدههای  هریک از بافت

قرار داده شد و بلافاصله در ازت مایع قرار گرفت و در دمای 

های بعدی  گراد به منظور انجام آزمایش درجه سانتی -03

 .نگهداری شد

 RNAاستخراج 

 هرنه همگن از نمو گرم میلی 133کل از حدود  RNAاستخراج 

(. عدد 3تعداد تکرار هر بافت )ها انجام شد  از بافت کدام

 ,BIOZOL (Bioflux-Bioerبا استفاده از محلول  RNAاستخراج 

China )جهت . و طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام گرفت

شده از دستگاه  استخراج RNAبررسی کمی و کیفی 

 ,NanoDrop ND-1000 (Nanodroptechnologyاسپکتروفتومتر 

Wilmington, DE, USA ) استفاده شد و نسبت جذب در

نانومتر، جهت اطمینان از عدم وجود  203به  263ی ها موج طول

 .شدها، تعیین و تایید  آلودگی فنلی و پروتئینی در نمونه

حاصل از انجام اسپکتروفتومتری، هر  RNAبا توجه به غلظت 

نانوگرم بر میکرولیتر  233 به غلظت DEPC آبها با  یک از نمونه

کل جهت ساخت  RNAمیکرولیتر از  9ی شد، سپس ساز قیرق

قبل از واکنش . قرار گرفت مورداستفادهمکمل  DNAرشته 

با استفاده از آنزیم  RNAتوده ( RT Reaction)رونویسی معکوس 

DNase I ،DNA زدایی شد. 

 cDNAسنتز 

و Oligo(dT)18 مکمل با استفاده از آغازگر  DNAساخت رشته 

به طور . انجام شد RevertAid TM (Fermentas, France) کیت

 RNAمیکرولیتر  9خلاصه بر اساس پیشنهاد شرکت سازنده، 

میکرولیتر آب  Oligo(dT)18 ،2/7میکرولیتر  یک، DNAعاری از 

DEPC  میکرولیتر  دووdNTPs (Fermentas, France) ،9 

واحد  یکبه همراه  Ribolockمیکرولیتر  RT ،2/3میکرولیتر بافر 

 23در حجم نهایی  RevertAidی معکوس بردار نسخهآنزیم 

 92دقیقه در دمای  63مدت ها اضافه شد و بهمیکرولیتر به ویال

ها  گراد قرار گرفت سپس برای غیر فعال شدن آنزیم درجه سانتی

. دقیقه قرار گرفت 13مدت گراد به درجه سانتی 73در دمای 

عنوان رشته الگو برای مراحل بعدی  ست آمده بهمحصول به د

 .مورد استفاده قرار گرفت

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
95

.1
1.

1.
3.

6 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
8-

16
 ]

 

                               3 / 9

../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_27
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_28
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_28
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_28
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_15
../../../../Matin/Downloads/sox9-Persian%20article.docx#_ENREF_14
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1395.11.1.3.6
https://mg.genetics.ir/article-1-1392-fa.html


 رضا رنجبر و همکارانحمید  یرانیا تاسماهی مختلفی ها در بافت SOX9 ژن انیبی بررس

 

 22  1315ر بها/ 1شماره / یازدهمدوره / ژنتیک نوین

 

 SOX9طراحی آغازگر برای ژن 

 شده با توجه به نواحی محافظت SOX9آغازگرهای اختصاصی ژن 

های مختلف ماهیان خاویاری موجود در بانک ژن  این ژن در گونه

NCBI (تاسماهی چینی :KJ526295.1تاسماهی سیبری ، :

KJ526295.1تاسماهی آمور ، :AY573261.1  وAY581214.1 ،

 .v) افزارهای و با استفاده از نرم( AY788912.1: تاسماهی آتلانتیک

5)Oligo  و (v 0.4.0) Primer 3  جهت انجام واکنش Real 

Time PCR  جهت تایید و اطمینان از اختصاصی . شدطراحی

جهت مطالعه . شداستفاده  Primer-blastبودن آغازگرها از برنامه 

RPL6های مختلف از ژن  در بافت SOX9بیان ژن 
 

عنوان  به 

سازی بیان ژن  جهت کنترل داخلی و نرمال مرجعترین ژن  مناسب

 (Akbarzadeh et al. 2011)در تاسماهی ایرانی استفاده شد 
 (. 1جدول )

 
در  SOX9در بررسی بیان ژن  استفاده مورد شده یطراحآغازگرهای  - 1جدول 

 ها های مختلف و کاربرد آن بافت

 کاربرد (2'-3')توالی  آغازگر

SOX9 
F: GAAGCGTCCTTTCGTTGAAG 
R:AAGATCGCAGTGGGTGAGAT 

 شناسایی

SOX9 

F: AGCAGCAAAAACAAGCCTCA 
R:AGCTCCGCGTTGTGAAGAT 

Real 

Time 

PCR 

RPL6 

F:AGCTGGGCAAGCCCAACACC 
R:TGGTGGAAGGCCAGGTCGCT 

Real 

Time 

PCR 
 
 

 یابیتوالی

DNA  اختصاصی ژن  آغازگرهایمکمل با استفاده ازSOX9 

معمولی  PCRهای  تمامی واکنش. تکثیر شد PCRتکنیک  لهیوس به

 Eppendorf thermal cycler (Eppendorf, Germany) در دستگاه

ور گراد به منظ درجه سانتی 49دقیقه در دمای  3و تحت شرایط 

 چرخه حرارتی 32ی اولیه، در ادامه ساز فعالواسرشته سازی و 

درجه  20ثانیه در  33گراد،  درجه سانتی 49ثانیه در  33شامل 

 2گراد و در نهایت  درجه سانتی 72ثانیه در دمای  33گراد،  سانتی

ترکیبات واکنش . گراد، صورت گرفت درجه سانتی 72دقیقه در 

PCR  تر بافر میکرولی 2معمولی شاملPCR X13 ،3  میکرولیتر

میلی  dNTPs 13میکرولیتر  2/1میلی مولار،  23کلرید منیزیم 

                                                           
1
 Ribosomal protein L6 

 13رفت و برگشت  آغازگراز هر دو  تریکرولیم دومولار، 

 Taq DNA polymerase(Fermentas) میکرولیتر 6/3پیکومول، 

. مکمل تاسماهی ایرانی بود DNAنانوگرم از  13و ( واحد 2)

DNA دو درصدالکتروفورز روی ژل آگارز  لهیوس به رشدهیتکث 

 ,Fermentas) کیت لهیوس بهسپس قطعات تکثیر یافته . شدمشاهده 

France)CloneJET TM PCR Cloning Kit   کلون شده و توالی

 Bioneer, Daejeon, South)در یک مرکز تجاری تعیین توالی 

Korea )قایسه اختصاصی بودن توالی از طریق م. یابی شدتوالی

ماهیان خاویاری موجود در  SOX9 های میان تشابه با سایر توالی

 .(Altschul et al. 1990)تایید شد ،    BLASTپایگاه داده 

 کیلوژنیفآنالیزهای 

داران  با توجه به توالی دیگر مهره آمده دست به SOX9توالی ژن 

درخت فیلوژنی . شدی بندتراز، CLUSTAL Wافزار  نرم لهیوس به

دار با روش  گونه مهره 11ی شده ترازبندهای  بر اساس توالی

Neighbor-joining افزار  و با استفاده از نرمMEGA6 (Tamura 

et al. 2013) لازم به ذکر است که آزمون . شد، ترسیم

Bootstrapping  تکرار صورت پذیرفت 1333با. 

 Real time PCRواکنش 

های مختلف از روش  در بافت SOX9جهت بررسی میزان بیان ژن 

 این عمل با استفاده از دستگاه. استفاده شد Real time PCRکمی 

(Bio-Rad, USA)CFX96 Real time PCR Detection System  

و بر اساس ( Fermentas) نیبرگریساو با استفاده از کیت 

کمی به  PCRدستورالعمل استاندارد اجرا شد و شرایط واکنش 

سازی و منظور واسرشتهبه 49دقیقه در دمای دو صورت 

درجه  49ثانیه در  13شامل  چرخه حرارتی 93سازی اولیه،  فعال

گراد  درجه سانتی 63ثانیه در  12، (یواسرشته ساز) گراد سانتی

و در ( سنتز)گراد  درجه سانتی 72ثانیه در دمای  33، (اتصال)

. شد، تنظیم (سنتز نهایی)گراد  درجه سانتی 72دقیقه در  2نهایت 

دارای سه تکرار تکنیکی و در پلیت  آغازگرها برای هر  واکنش

دو ل کمی شام PCRمخلوط واکنش . ی انجام شدا خانه 46های 

اولیه الگو، آغازگرهای مستقیم  RNAاز  دشدهیتول cDNAنانوگرم 

میکرولیتر از  6،  میکرومولار 2/3هر کدام با غلظت  و معکوس

میکرومولار و  x1 ،Rox reference dye 2/2مخلوط سایبرگرین 

                                                           
2
 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov 
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میکرولیتر آب مقطر فاقد آنزیم تجزیه  12مابقی تا حجم نهایی 

ور اطمینان از عدم آلودگی مواد مورد منظبه. باشد می RNAکننده 

استفاده از تمام ترکیبات واکنش )استفاده در واکنش، کنترل منفی 

 .Yarmohammadi et al) در هر پلیت قرار گرفت( cDNAبدون 

2014). 

منظور تخمین راندمان، منحنی استاندارد برای هر جفت آغازگر هب

سپس . تهیه شد cDNAهای سریالی رقیق شده بر مبنای غلظت

 10)×133 بر مبنای رابطه PCRراندمان 
(1/slop)

-1) E%= و با

 .استفاده از شیب منحنی استاندارد محاسبه شد

 ی خامها دادهسازی  نرمال

افزار  از نرم Real time PCRاکنش ی به دست آمده از وها داده

CFX Manager v1.6 (Bio-Rad, USA)  استخراج و بهExcel 

سازی و تجزیه و تحلیل عملیات  برای نرمال SPSS 16و  2007

بیان نسبی ژن هدف به ژن مرجع بر اساس . آماری انتقال داده شد

 ؛ کهشدمحاسبه ΔΔCt2 (Livak and Schamittgen 2001 )-رابطه 

 ΔCtژن هدف منهای  ΔCtبرابر است با  ΔΔCtدر آن  در آن

ژن هدف  ΔCt ،[ΔΔCt= ΔCtTarget gene- ΔCtCalibrator]کالیبراتور 

 ΔCtTarget]ژن رفرنس  Ctژن هدف منهای  Ctبرابر است با مقدار 

gene= CtTarget gene-CtRefrence gene]  وΔCt  کالیبراتور برابر است با

ΔCt ی ژن هدف هر نمونه منها ΔCt شایان ذکر . نمونه کنترل

ی که دارای بیشترین بیان ژن ا نمونه ها دادهاست که در میان تمامی 

عنوان نمونه کالیبراتور، جهت  را داراست به Ctیا کمترین میزان 

 .گیری تفاوت مقدار بیان ژن هدف، انتخاب گردید اندازه

 آنالیزهای آماری

 نیانگیمخطای معیار  ± ی کمی به صورت میانگینها دادهتمامی 

(SEM )از آزمون . ارائه شدKolmogrov-Smirnov  جهت ارزیابی

نرمال نبودند، جهت  ها دادهچون . استفاده شد ها دادهنرمال بودن 

های مختلف تاسماهی  های آماری میزان بیان ژن در بافت مقایسه

استفاده  Kruskal Wallisغیر پارامتریک  از آزمونایرانی جوان 

های  مرحله بعد برای بررسی تشخیص اختلاف بین گروه رد .شد

 .استفاده شد Mann-Whitneyمورد مطالعه از آزمون 
 

 

 

 

 

ها به  شده از هریک از نمونه  استخراج RNAبررسی کمی و کیفی 

صورت گرفت که نسبت  NanoDrop ND-1000وسیله دستگاه 

 263 موج طولشده در دو   های استخراجRNAشدت جذب 

 نشانبود، این بازه  0/1 – 1/2نانومتر بین ( OD260/280) 203و

استخراجی از  RNAو عاری بودن  قبول  قابلکیفیت  دهنده 

همچنین کمیت . هاست های فنلی، پروتئینی و سایر آلاینده آلودگی

RNA 2039تا  930نانومتر بین  263شده با جذب   استخراج 

 .ه دست آمدها ب نانوگرم بر میکرولیتر برای کل نمونه

رشته اول  در تاسماهی ایرانی بر اساس تکثیر SOX9شناسایی ژن  

cDNA  بر اساس ناحیه  شده یطراحهای آغازگربا استفاده از

های ماهیان خاویاری انجام  گونه SOX9های  در توالی شده حفاظت

وکتور نتایج به دست آمده تعیین توالی قطعات کلون شده در  .شد

PJETقطعه توالی. جفت باز را نشان داد 213ول ای با ط ، قطعه-

 SOX9های نهایی در بانک ژن با نام ژن  یابی شده پس از بررسی

این قطعه . شدثبت  KP300013تاسماهی ایرانی و با کد دسترسی 

کند  اسیدآمینه را کد می 73توالی نسبی این ژن بوده و پروتئینی با 

 (.1شکل )

نشان  NCBIنک اطلاعاتی در با شده ثبتتوالی  BLASTنتیجه  

درصد 133در تاسماهی ایرانی دارای  SOX9 mRNAداد که 

های تاسماهی  درصد تشابه با گونه 47و  یبریستشابه با تاسماهی 

 و تاسماهی چینی  آمور
تاسماهی  SOX9همچنین توالی . دارد 

 73بیش از )ایرانی از نظر نوکلئوتیدی دارای شباهت بالایی 

آلای  مذکور در ماهیان استخوانی نظیر قزل با توالی ژن( درصد

. بود درصد 03و درصد  77کمان و کپور معمولی به ترتیب  رنگین

تاسماهی ایرانی با توالی این فاکتور در  SOX9میزان مشابهت 

 SOX9درخت فیلوژنی  (.2جدول )درصد محاسبه شد  74انسان 

ماهی تکاملی بین تاس ارتباطمنظور بررسی تاسماهی ایرانی به

های موجود این ژن در دیگر تاسماهیان و  ایرانی و توالی

 (.2شکل ) شدترسیم  Neighbor-joiningداران به روش  مهره

نتایج فیلوژنی نشان داد که تاسماهی ایرانی از لحاظ تکاملی 

 .مشابهت بالایی با سایر ماهیان خاویاری دارد

                                                           
1
 Acipenser schrenckii 

2
 Acipenser sinensis 

  نتایج
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آن  شده ینیب شیپو اسیدآمینه ( باز KP300013( )213: شماره دسترسی در بانک ژن) SOX9توالی نوکلئوتیدی قسمتی از ژن  -1 شکل

 .استها در ردیف پایین و اسیدآمینه مربوط به آن در ردیف بالا نمایش داده شدهدینوکلئوت. در تاسماهی ایرانی( دینواسیآم 73)

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
برای رسم نمودار از . SOX9داران بر مبنای مقایسه توالی نوکلئوتیدی ژن  ن خاویاری، ماهیان استخوانی و دیگر مهرهروابط فیلوژنی بین تاسماهی ایرانی، ماهیا -2شکل 

 .استفاده شد MEGA6افزار  و نرم Neighbor-joiningروش 

 
 

 رغم یعل)شباهت نسبی  دهنده نشانهای دیگر  همچنین مقایسه

بین  SOX9های مختلف  ، بین توالی(فواصل ژنتیکی زیاد

نتایج نشان داد که تاسماهیان با . های گوناگون جانوری بود شاخه

Bootstrap در یک کلاستر قرار گرفتند 133عادل م. 

، به منظور تعیین میزان Real time PCRدر این مطالعه از روش 

های مختلف شامل آبشش، پیلوریک،  در بافت SOX9بیان ژن 

طحال، گناد، کلیه، روده، قلب، پوست، کبد و ماهیچه در سه عدد 

تفاده نتایج به دست آمده با اس. تاسماهی ایرانی جوان استفاده شد

نتایج نشان داد . سازی شد عنوان ژن مرجع، نرمال ، بهRPL6از ژن 

در مقادیر  SOX9های مورد بررسی ژن  که در اکثر بافت

سطوح بیان ژن با توجه به نوع  اگرچهسنجش بیان شده است؛  قابل

بیشترین میزان بیان ژن در (. 3شکل )بافت بسیار متفاوت است 

 . وریک بیان شدبافت آبشش و پس از آن در پیل

 بحث

SOX9  یکی از اعضای خانوادهSOX  بوده که علاوه بر

  رتکاملی نظیر تشکیل غضروف، نقش بسیار مهمی د عملکردهای

تاسماهی ایرانی و برخی دیگر از  SOX9مقایسه شباهت نوکلئوتیدی ژن  -2جدول 

 داران های مهره گونه

ترسیکد دس درصد  

 تشابه

 گونه

EU241882.1 133 Acipenser baerri 

AY581214.1 47 Acipenser schrenckii 

KJ526295.1 47 Acipenser sinensis 

NM_131643.1 03 Danio rerio 

AY956415.1 03 Cyprinus carpio 

AB012236.1 74 Gallus gallus 

NM_000346.3 74 Homo sapiens 

NM_011448.4 70 Mus musculus 

AB006448.1 77 Oncorhynchus mykiss 

AY237827.1 77 Canis familiaris 
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ها بر اساس میزان بیان  ادهسازی د نرمال( )n=3)ماهه پرورشی  هفت( Acipenser persicus) یرانیاهای مختلف تاسماهی  در بافت SOX9شدت بیان نسبی ژن  -3شکل 

 (.، انجام شدRPL6ژن 

 

 

 .Healy et al. 1999; Jakubiczka et al)تعیین جنسیت دارد 

اطلاعات ارزشمندی برای  SOX9بنابراین، شناسایی ژن  .(2010

در فرآیندهای تکاملی و تعیین  SOX9عملکرد  لیتحل و  هیتجز

 .کنند جنسیت ارائه می

 SOX9 در مطالعه حاضر برای اولین بار توالی قسمتی از ژن

رت اختصاصی برای این گونه تاسماهی ایرانی شناسایی و به صو

در چندین گونه  SOX9تاکنون ژن . ثبت شد NCBIدر بانک ژن 

 .Hett et al)از ماهیان خاویاری نظیر تاسماهی دریایی اروپایی 

، تاسماهی (Berbejillo et al. 2011)، تاسماهی سیبری (2005

: کد دسترسی)و تاسماهی چینی  (Chen et al. 2006)آمور 

KJ526295.1)استشده ، شناسایی. 

نوکلئوتید بوده  213تاسماهی ایرانی شامل  SOX9توالی نسبی ژن 

مقایسه توالی . اسیدآمینه است 73که شکل فعال پروتئین آن دارای 

یان های ماه تاسماهی ایرانی با سایر گونه SOX9نوکلئوتیدی 

نکته . باشد ها می بین آن توجه قابلمشابهت  دهنده نشانخاویاری 

اینکه تاسماهی ایرانی بیشترین تشابه را به تاسماهی  توجه قابل

سیبری داشته و سپس به ترتیب با تاسماهی آمور و تاسماهی 

شباهت نسبی  دهنده نشانهای دیگر  همچنین مقایسه. چینی دارد

تواند به دلیل نقش  باشد که می ی میهای مختلف جانور بین شاخه

در مطالعه . بنیادین و تکاملی این ژن در جانوران مختلف باشد

ماهیان استخوانی قرار  ی جدا ازا شاخهحاضر ماهیان خاویاری در 

ای  های سیبری و دریاچه گرفتند که مطالعات پیشین روی تاسماهی

 .Hett et al. 2005; Berbejillo et al)کند  نیز این یافته را تایید می

2012). 

های مختلف تاسماهی  در بافت SOX9بیان ژن  لیتحل و  هیتجز

بیان ژن را در نه  Real time PCRایرانی جوان با استفاده از روش 

تواند دلالت بر فعالیت  این امر می. اندام این ماهی نشان داد

این ژن در فرآیندهای مختلف عمومی و نقش چندگانه 

بر اساس توالی  SOX9ژن . فیزیولوژیکی در ماهیان خاویاری باشد

های موجود در این گروه  در میان ژن. قرار دارد SOX Eدر گروه 

با تعیین جنسیت نر در پستانداران در  SOX9و  SOX8های  ژن

 ;Bowles et al. 2000; Chaboissier et al. 2004)ارتباط هستند 

Koopman 2005) . ،در سطوح عملکردیSOX9  نقش بسیار

ها یکی از اولین  های سرتولی دارد، آن مهمی در تمایز سلول

های پیش سرتولی تحت بیان ژن  فعالیت سلول هکنند میتنظهای  ژن

SRY باشند و نقشی کلیدی در تمایز جنسی پستانداران ایفا  می

 Bowles and Koopman 2001; Brennan and Capel)کنند  می

نقش ژن در خصوص ، اطلاعات محدودی حال نیباا. (2004

SOX9  در مراحل اولیه زندگی ماهیان خاویاری و موجودات غیر

در مطالعات پیشین روی ماهیان . ستپستاندار منتشر شده ا
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در  کننده شرکتعنوان یکی ژن کاندید  به SOX9خاویاری ژن 

. (Berbejillo et al. 2011, 2013)تمایز بیضه، انتخاب شده است 

های تاسماهی ایرانی ، نتایج ما بیان ضعیفی را در گنادحال نیا با

تواند نشانگر دخالت این  میماهه نشان داد که این وضعیت  هفت

 .Berbejillo et al)ژن در تمایز جنسی در سنین بالاتر  باشد 

این نتایج مطابق تحقیقات پیشین روی تاسماهی سیبری  .(2012

 کننده نییتععنوان ژن  تواند به نمی SOX9کند که ژن  بوده و بیان می

( غجنینی، لاروی، نوجوانی، بلو)جنسیت در تمامی مراحل زندگی 

 (.Berbejillo et al. 2012)ماهیان خاویاری به کار گرفته شود 

در تحقیق حاضر بیشترین سطح بیان ژن در بافت آبشش مشاهده 

های موجود در آبشش  توان آن را مرتبط با نوع بافت شد که می

ها دارای ساختاری غضروفی بوده و مشارکت در آبشش. دانست

های بنیادی مرتبط با ژن  یتعنوان یکی از فعال غضروف سازی، به

SOX9 است داران گزارش شده در مهره(Bi et al. 1999; Evans 

and Claiborne 2005) .های استخوانی نظیر روغن ماهی  در گونه

(Gadus morhua ) و زبرا فیش(Danio rerio )های  فعالیت

SOX9 است سازی آبشش گزارش شدهدر امر غضروف(Johnsen 

مطالعه روی نیز با   .Chen et al(2006)طور مشابه، به(. 2012

در فرآیند غضروف سازی را  SOX9ماهی آمور  فعالیت تاس

این نتایج شاید بیانگر شباهت فرآیند فیزیولوژیکی . پیشنهاد کردند

در ماهیان غضروفی استخوانی با ماهیان استخوانی در  SOX9ژن 

قطعی در این زمینه  اظهارنظراگرچه . امر غضروف سازی باشد

 . است تر قیدقهای  و روشنیازمند تحقیقات بیشتر 

طور خلاصه، در این پژوهش برای اولین بار توالی نسبی ژن به

SOX9 نتایج بررسی نشان داد که . تاسماهی ایرانی شناسایی شد

عنوان ژن اصلی تعیین  تواند به در سنین پایین نمی SOX9ژن 

همچنین بر اساس . جنسیت در تاسماهی ایرانی محسوب شود

توان بیان داشت که این ژن در امر غضروف  ه مینتایج این مطالع

 .باشد سازی نیز دخیل می

 سپاسگزاری

المللی تاسماهیان از مدیریت و کارکنان موسسه تحقیقات بین

دریای خزر، جهت فراهم سازی امکانات آزمایشگاهی این پروژه 

و همچنین از مهندس علی حلاجیان و دکتر آرش اکبرزاده برای 

شان طی تحقیق کمال تشکر و دمات ارزندهها و خراهنمایی

 .قدردانی را داریم
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