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DNA methylation in liver and ovary tissues of Caspian Kutum 
broodstock and embryos (Rutilus Kutum) under 
genistein and β-sitosterol exposures
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Aims A wide range of chemical endocrine disrupters modifies DNA methylation. Like a weak 
class of estrogens, phytoestrogens can affect aquatic animal reproduction and disturb the 
structure of endocrine systems.
Materials & Methods In order to study the epigenetic effects of genistein and β-sitosterol, 49 
female adults (for about 21 days) and fertilized eggs (until hatching time) of Kutum’s exposed to 
3 different levels of genistein and β-sitosterol (10, 50, 500ng/l). At the end, the liver, the ovaries, 
and embryos were sampled and methylation-sensitive amplified polymorphism (MSAP) was 
used to evaluate the level of DNA methylation.
Findings According to result the fish exposed to high level of β-sitosterol shown hypo DNA 
methylation in the liver. Compared with control, both of these compounds could effect on the 
ovary and embryos DNA methylation pattern. The result showed, whole genome methylation 
had a different pattern in the liver, ovary, and embryos, which treated by 500ng/l of β-sitosterol. 
Conclusion Methylation change pattern can be changed depends on the type of tissue and 
structure and level of the phytoestrogen compounds. According to this study, genistein and 
β-sitosterol could affect reproduction and embryo development by changing molecular 
indices. It seems that these compounds could affect the endocrine system of Kutum and reduce 
reproduction performance of Kutum in the long period.
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  چکيده
توانند  دامنه وسیعی از ترکیبات شیمیایی برهم زننده اندوکراینی می اهداف:

عنوان ترکیبات  به ها فیتواستروژنشوند.  DNAمتیلاسیون منجر به تغییر 
ریز  ساختار سیستم غدد درون توانند بر عملکرد تولیدمثلی یا استروژنی ضعیف می

  آبزیان تاثیرگذار باشند.
ژنتیکی جنیستئین و بتاسیتوسترول بر  منظور بررسی اثرات اپی به ها: مواد و روش
روز و همچنین  ٢١مدت  به عدد مولد ماده ماهی سفید ٤٩ ،DNAمتیلاسیون 
یافته ماهی سفید تا زمان تفریخ، در معرض سه سطح جنیستئین و سه  تخم لقاح

رفتند. از نانوگرم بر لیتر قرار گ٥٠٠و  ٥٠، ١٠های  سطح بتاسیتوسترول با غلظت
شده در پایان  های تخمدان و کبد ماهیان مولد و نیز لاروهای تازه تفریخ بافت

منظور بررسی  بهآنها جداسازی شد. در این مطالعه  DNAبرداری و  آزمایش نمونه
  شد.استفاده  MSAPاز تکنیک ها  متیلاسیون در هر یک از بافت

در بافت کبد و در ماهیان در معرض  DNAبالاترین نرخ متیلاسیون  ها: یافته
بتاسیتوسترول مشاهده شد. در تخمدان و جنین ماهیان نیز حضور هر دو ترکیب 

تاثیرگذار  DNAدر محیط آبی در مقایسه با شاهد توانست بر الگوی متیلاسیون 
دهد که متیلاسیون کل ژنوم در پاسخ به حضور هر  نتایج نشان میباشد. بررسی 

نماید.  های کبد، تخمدان و جنین تغییر می یط آزمایش در بافتدو ترکیب در مح
الگوی تغییر متیلاسیون بسته به نوع بافت و ترکیب فیتواستروژنی  گیری: نتیجه

های  . بنابراین جنیستئین و بتاسیتوسترول قادر به تغییر شاخصمتفاوت است
های  با غلظتبنابراین حضور این ترکیبات  مولکولی در مولدین و جنین هستند.

تواند در درازمدت بر عملکرد  های منتهی به دریای خزر می ذکرشده در رودخانه
  تولیدمثلی ماهی سفید تاثیر منفی داشته باشد.

  ها سیتوسترولبتا، جنیستئین و DNAماهی سفید، متیلاسیون  ها: کلیدواژه
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  مقدمه
 که است کروماتینی ساختارهای در تغییرات ژنتیک مجموعه اپی
 ژنوم در را خاموشی ژن و بیان از متفاوتی الگوهای تجمعی طور به

 منتقل میتوزی و میوزی تقسیمات طی که نموده، ایجاد
میوزی قابل توارث ژنتیک در واقع تغییر میتوزی یا  . اپی[1]شود می

. [2]در عملکرد یک ژن بدون تغییر در توالی آن ژن است
ژنتیکی اساساً فرآیندهای بیولوژیکی رونویسی و  های اپی مکانیزم
های  دهند و نقش حیاتی در تنظیم پاسخ برداری را تغییر می نسخه
در جوامع  DNA. متیلاسیون [3]ها دارند ها به آلاینده ارگانیزم

ژنتیکی بسیار خوب در نظر گرفته  خص اپیزیستی یک شا
های ضعیف مثل  . قرارگرفتن در معرض استروژن[4]شود می
تواند سبب تغییر الگوی متیلاسیون  می A (BPA)فنل  بیس
. تغییر در سطح متیلاسیون در ماهیان استخوانی مثل ماهی [4]شود

، (Lepomis macrochirus)، بلوگیل (Danio rerio) گورخری
روف  و سی (Oreochromis niloticus)تیلاپیای نیل  (Sebastiscus marmoratus) های  زننده در پاسخ به برهم

  .[6 ,5]ریز بیان شده است سیستم غدد درون
طور  بهشده گیاهی هستند که  ترکیبات مشتق ها فیتواستروژن

 توانند . این ترکیبات میوجود دارند های آبی طبیعی در محیط
اختلال در های هورمونی عمل نموده و سبب  زننده عنوان برهم هب

میان . در این [7]شوند آبزی  های مزارگانی تولیدمثلی عملکرد
محصول  استرول گیاهی ترین (اصلیو بتاسیتوسترول  جنیستئین

) از ترکیبات گیاهی مهمی هستند عمده کارخانه خمیر و کاغذسازی
  .[9 ,8]اختلال ایجاد کنندتوانند در فرآیند تولیدمثل  که می

های  سلول DNAها روی  بررسی اثر تخریبی فیتواستروژن
لنفوسیتی موش نشان داد که جنیستئین در غلظت میکرومولار 

، تخریب آن و تغییر در DNAها، شکست  سبب تشکیل ریزهسته
ممکن  DNA. الگوی متیلاسیون [11 ,10]شود الگوی متیلاسیون می
زا یا قرارگرفتن  ذایی، شرایط محیطی تنشاست تحت تاثیر مواد غ

. [12 ,1]ریز تغییر کند های سیستم غدد درون زننده در معرض برهم
دما، مرحله تکاملی، تنظیم رشد و رسیدگی جنسی، قرارگرفتن در 

ها، شرایط زیست و مهاجرت، جنس و تغییر شکل نیز  معرض آلایند
بیشتر  DNAن . متیلاسیو[13]اثرگذار هستند DNAبر متیلاسیون 

افتد یعنی مناطقی كه سیتوزین كنار  اتفاق می CPG در جزایر
گروه  دهنده انتقال های آنزیم از . گروهی[14]تگوانین قرار گرفته اس

- Sاز  استفاده با (DNMTS)ترانسفرازها  متیل- DNAیا  متیل
 كردن متیله مسئول عنوان كوآنزیم، به (SAM)متیونین  آدنوزیل

تنها یک بخش  DNA. در سطح [15]هستند بازهای سیتوزین
شود که این سطح  ترانسفراز متیله می متیل- DNAسیتوزینی توسط 

  .[1]بین افراد گونه متفاوت است
های آبی  ها در محیط در بسیاری از کشورها غلظت فیتواستروژن

میکروگرم بر لیتر ۱۴۳نانوگرم بر لیتر تا ۳ای از  مختلف در دامنه
نانوگرم بر لیتر  های یک گزارش شده است، در حالی که غلظت

ماهیان ریز  سیستم غدد درونتواند اثرات نامطلوبی بر عملکرد  می
شدن کشور و ورود انواع  جه به صنعتی. با تو[17 ,16]داشته باشد
ی صنعتی (از جمله کارخانه کاغذسازی ها و رواناب ها فاضلاب

های حوزه جنوبی دریای  مازندران)، کشاورزی و انسانی به رودخانه
ها را  فیتواستروژنویژه رودخانه تجن، وجود و افزایش انواع  خزر به

 (Rutilus kutum)سازد. ماهی سفید  در این رودخانه محتمل می
های  های رودکوچ و اقتصادی دریای خزر بوده،که طی ماه از گونه

های  مثلی وارد رودخانه اسفند و فروردین برای تکمیل فرآیند تولید
. در طی این مدت مولدین با [18]شوند منتهی به دریای خزر می

ها مواجه  فیتواستروژن های مختلفی از جمله ترکیبات و آلاینده
تواند بر عملکرد تولیدمثلی  خواهند شد، که هر کدام از این مواد می

ماهیان در معرض و در درازمدت بر ساختار جمعیتی آنها اثرات 
رو تحقیق حاضر چگونگی اثر برخی از این  منفی داشته باشد. از این

ر به های تولیدمثلی ماهی سفید مهاج ها را بر شاخص فیتواستروژن
  رودخانه را بررسی نموده است.

  
  ها روش و مواد
عدد مولد ماده ماهی سفید با میانگین  ۴۹ :لاروها و مولدین تهیه
توسط تور پرتابی در اوایل بهار صید شدند. مولدین  )N-50°47' E '51 °36(گرم، از رودخانه شیرود شهرستان تنکابن ۶۸۰±۱۵وزن 

ازای هر  ساعت سازگاری در آب شیرین کنار رودخانه، به۴۸پس از 
لیتری آب شیرین ۳۰۰های  مولد به تانک ۷حوضچه فایبرگلاسی 

سطح  ۳طور مجزا در معرض  منتقل شدند. مولدین در هر تانک به
و  ۵۰، ۱۰ی ها سطح بتاسیتوسترول با غلظت ۳جنیستئین و 

منظور  نانوگرم بر لیتر (سیگماآلدریج؛ آلمان) قرار گرفتند. به۵۰۰
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های واقعی ترکیبات فیتواستروژنی در  اطمینان از وجود غلظت
% ۱۰۰بار  یک ۴۸ها هر  تانک در طول دوره آزمایش، آب تانک

تعویض و غلظت جنیستئین و بتاسیتوسترول هر تیمار به آن 
  افزوده شد.

  

طور  مولد به ۳وز در معرض قرارگیری، از هر تیمار ر ۲۱پس از 
شده  های تعیین منظور بررسی سطح اثر ترکیبات و غلظت تصادفی به

وسیله گل میخک با غلظت  . مولدین به[11]در تحقیق انتخاب شد
گرم در لیتر بیهوش و از تخمدان و کبد ماهیان برای بررسی  میلی۱۰۰

های جنین ماهی  . نمونه[19]برداری شد وضیعت متیلاسیون نمونه
های مشابه مولدین قرار  مدت هفت روز در معرض غلظت نیز به

ها در  برداری شد. نمونه گرفته و بلافاصله بعد از تفریخ از آنها نمونه
تا  -C۸۰°ازت مایع قرار داده شد و به آزمایشگاه منتقل و در دمای 

  نگهداری شدند. DNAزمان استخراج 
  

برای بررسی متیلاسیون سیتوزین ژنومی در  ها: نمونه سازی آماده
شده  بیان MSAPاز تکنیک های متفاوت،  نمونه CCGGهای  مکان

با اندکی اصلاح استفاده شد.  [20]و همکاران مورانتوسط 
 - های تخمدان و کبد لاروها به روش فنول بافت DNAمنظور،  بدین

شده روی ژل  استخراج DNAکیفیت  .[4]کلروفرم استخراج شد
% توسط الکتروفورز افقی بررسی و تایید شد. برای هر ١آگاروز 
طور جداگانه با ترکیب هر دو آنزیم  به DNAنانوگرم از ٥٠٠نمونه  EcoRI/MspI و EcoRI/HpaII  دایجست(Digest)  و لایگیت

)Ligate(  واحد  ٥میکرولیتر شامل ١١شدند. واکنش با حجم نهایی

EcoRI ،واحد  ١MspI (HpaII) ،پیکومول آداپتور ٥EcoRI ،
 انجام شد. لیگاز T4 DNAواحد  ٤/٠و  HpaIIپیکومول آداپتور ٥٠

  شدند: PCRها در دو مرحله  در پایان نمونه
با  :(Preselective PCR) انتخابی واکنش زنجیره پلیمراز پیش

میکرولیتر ١٢میکرولیتر محلول لایگیشن در حجم ٣استفاده از 
و  EcoRIپرایمرهایبرای هر یک از  میکرولیتر٥/٠حاوی  HpaII/MspI ،۲ میکرولیتر میکس ۶میکرولیتر آب استریل و

برای  C٩٥°چرخه  ٢٥دقیقه، ٣برای  PCR :°C٩٥انجام شد (شرایط 
مرحله نهایی قیقه و د٢برای  C٧٢°ثانیه، ٥٠برای  C٨٥°ثانیه، ٣٠ °Cدقیقه).١٠برای  ٧٢  

در حجم : (Selective PCR) نتخابیاواکنش زنجیره پلیمراز 
محلول  ١:١٠شده  میکرولیتر محلول رقیق٥ستفاده از میکرولیتر با ا٢٠ preselective PCR  انجام شد. در این مرحله از پرایمرهای EcoRI-AAG ،HpaII/MspI-TC ،EcoRI-ACT  و HpaII/MspI-TC [21]استفاده شد .PCR  میکرولیتر از ٨/٠حاوی

میکرولیتر آب استریل و ٣/٤، انتخابیهر یک از پرایمرهای 
دقیقه، ٣برای  PCR: °C٩٤(شرایط  DNAمیکرولیتر میکس ٥/٧
برای  C٧٢°ثانیه، ٣٠برای  C٦٠°ثانیه، ٣٠برای  C٩٤°چرخه  ٣٥
  ).دقیقه١٠برای  C٧٢°دقیقه و مرحله نهایی  یک

های  های آزمایشی برش خورده توسط آنزیم عکس نمونه ۱شکل  HpaII (A)  وMSPI (B) آمید را  اکریل شده روی ژل پلی بارگذاری
  دهد. نشان می

  

  
  آمید اکریل پلی ژل روی شده بارگذاری MSPI (B و HpaII (A های آنزیم توسط خورده برش آزمایشی های نمونه )١ شکل

AB
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روی ژل  PCRهای  در  پایان کلیه نمونهها:  تجزیه و تحلیل داده
شدند. پس از پایان الکتروفورز، الکترفورز قرار داده آمید  اکریل پلی
و کدگذاری شده  PyELph1.4افزار  ها اسکن و توسط نرم ژل
هر نمونه  .آنالیز شدند R 2.15.2افزار  نرم MSAPوسیله بسته  به

) ١/١دو آنزیم (براساس دستورالعمل زیر امتیازدهی شد: وجود هر 
) ٠/١یا  ١/٠ها ( شدن؛ وجود یکی از آنزیم گر وضیعت عدم متیله بیان
ها  کدام از آنزیم شدن و عدم وجود هیچ دهنده وضیعت متیله نشان
  .گر هیپرمتیلاسیون (افزایش میزان متیلاسیون) است بیان

  
  ها یافته

در کل  MSAPتیمار با  ۲۱ترکیب پرایمرهای مورد استفاده در آنالیز 
کوس حساس به و عدد آن متعلق به ل ۴۹لوکوس ایجاد کرد که  ۵۱

 MSLمورفیک  بودند. در این بررسی فراوانی پلی )MSL(متیلاسیون 
به دست آمد. طبق آنالیز  ۱۷۶/۰±۰۸۷/۰% و شاخص تنوع شانون ۹۶

%) در متیلاسیون سیتوزین داخلی ۱۰ترین تغییر (بالای  نتایج، مهم
کند که طی دوره در معرض قرارگیری،  دیده شد. این الگو بیان می

ها افزایش  یسه با سایر وضیعتمتیلاسیون سیتوزین داخلی در مقا
یافته است. با این وجود تفاوت در میزان متیلاسیون کل ژنوم در 

). هرچند طبق نتایج <۰۵/۰pدار نبود ( بین گروه اندک و معنی
های ژنتیکی در ماهیان در معرض  حاصل از آنالیز داده

بتاسیتوسترول و جنیستئین الگوهای متفاوتی از متیلاسیون با 
  نوع بافت مشاهد شد.توجه به 

نتایج تاثیر جنیستئین و بتاسیتوسترول بر تغییر الگوی متیلاسیون 
ذکر شده است. طبق نمودار در  ۱کبد مولدین در معرض در نمودار 

گروه در معرض بتاسیتوسترول، هیپرمتیلاسیون بافت کبدی در 
، در صورتی که در سایر تیمارها شدنانوگرم بر لیتر مشاهده ۵۰۰تیمار 

در مقایسه با گروه شاهد تغییر اندکی در الگوی متیلاسیون مشاهده 
  داری را نشان نداد. شد، که به لحاظ آماری اختلاف معنی

بر این اساس هیپرمتیلاسیون بافت کبد در مقایسه با گروه شاهد در 
نانوگرم بر لیتر بتاسیتوسترول ۵۰۰ماهیان در معرض غلظت محیطی 

یستئین بر تغییر الگوی متیلاسیون دیده شد. در بررسی اثر جن
مولدین در معرض مشاهده شد که این ترکیب در مقایسه با گروه 
شاهد سبب کاهش میزان متیلاسیون (هیپومتیلاسیون) در بافت 

های محیطی جنیستئین شده  شده با غلظت مواجه کبد ماهیان
  ).۱است (نمودار 

در بافت تخمدان مولدین در معرض  DNAبررسی متیلاسیون کل 
های محیطی بتاسیتوسترول و جنیستئین تغییر الگوی  غلظت

های آزمایشی در مقایسه با گروه شاهد نشان  متیلاسیون را در گروه
شده با بتاسیتوسترول،  ). در گروه آزمون مواجه۲داد (نمودار 

های پایین مشاهده شد در حالی که  افزایش متیلاسیون در غلظت
با افزایش غلظت محیطی بتاسیتوسترول میزان متیلاسیون نیز 

های آزمایشی در معرض جنیستئین تفاوتی  کاهش یافت. در گروه
  ).۲در میزان متیلاسیون مشاهده شد (نمودار 

آمده از مطالعه میزان متیلاسیون در  دست های به دادهتجزیه آماری 
نشان داد داری را بین تیمارها  بافت تخمدان اختلاف معنی

)۰۵/۰p<های در معرض دو  ). بررسی الگوی متیلاسیون در جنین
ترکیب فیتواستروژنی تفاوت الگوی متیلاسیون در دو ترکیب را 

). در گروه آزمایشی در معرض بتاسیتوسترول ۳نشان داد (نمودار 
سطح متیلاسیون در مقایسه با گروه شاهد با افزایش غلظت 

نانوگرم بر ۱۰ن ترتیب که در تیمار محیطی کاهش نشان داد. به ای
نانوگرم بر لیتر هیپومتیلاسیون ۵۰۰لیتر هیپرمتیلاسیون و در تیمار 

دیده شد. این الگو در گروه آزمایشی در معرض جنیستئین متفاوت 

های  بوده و افزایش غلظت منجر به وقوع هیپرمتیلاسیون در جنین
لیتر در مقایسه با نانوگرم بر ۱۰. این اختلاف در غلظت شددر معرض 

  ).۳گروه شاهد مشاهده نشد (نمودار 
  

  
مقایسه الگوی متیلاسیون سیتوزین داخلی در بافت کبد ماهیان در  )۱نمودار 

  های متفاوت بتاسیتوسترول و جنیستئین معرض غلظت
  

  
مقایسه الگوی  متیلاسیون سیتوزین داخلی در بافت تخمدان ماهیان ) ۲نمودار 

  های متفاوت بتاسیتوسترول و جنیستئین غلظتدر معرض 
  

  
مقایسه الگوی متیلاسیون سیتوزین داخلی در جنین در معرض  )۳نمودار 
  های متفاوت بتاسیتوسترول و جنیستئین غلظت

*
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  بحث
هورمونی قادر به تغییر نرخ  طبق مطالعات، ترکیبات شبه

از  بخشی DNA. متیلاسیون [22]هستند DNAمتیلاسیون در 
های سازگاری به تغییر شرایط محیطی است و با  مکانیزم
. نتایج تحقیق حاضر [4]سازی بیان یک ژن در ارتباط است غیرفعال

تغییر الگوی متیلاسیون کبد مولدین در معرض بتاسیتوسترول را 
های  زدایی و توانایی انباشت آلاینده نشان داد. بافت کبد قابلیت سم

تر فرآیندهای متابولیسمی بدن مشارکت  بیشمختلف را داشته و در 
عنوان اولین بافت  دارد. بنابراین کبد و ترکیبات بیوشیمیایی آن به

هدف در بررسی اثرات افزایش غلظت محیطی یک آلاینده در نظر 
شوند. مواجه مولدین ماده ماهی سفید دریای خزر با  گرفته می

ان داد که کبد در نانوگرم بر لیتر بتاسیتوسترول نیز نش۵۰۰غلظت 
حضور این ترکیب دچار برخی تغییرات در مسیرهای بیوشیمیایی 
سلولی شده که منجر به افزایش نرخ متیلاسیون شده است. 
بنابراین بروز هیپرمتیلاسیون در این تیمار بیانگر تغییر الگوی 

های آزمایشی  متیلاسیون در این بافت در مقایسه با سایر گروه
های  ی از متیلاسیون کبد در بسیاری از گونهاست. نتایج مشابه

های شیمیایی  هورمون های مختلف (شبه ماهیان در معرض آلاینده
و فلزات سنگین) گزارش شده است که علت آن دخالت ترکیبات 

های  های آروماتازی و هورمون هورمونی در مسیر سنتز آنزیم شبه
های  استروئیدی و همچنین تاثیر مستقیم بر عناصر گیرنده

استروژنی داخل ژنوم و در نهایت تغییر الگوی متیلاسیون بیان 
  .[23]شده است

بررسی اثر جنیستئین بر تغییر الگوی متیلاسیون در بافت کبد 
را با کاهش میزان متیلاسیون (هیپومتیلاسیون) تحت تاثیر  DNAمولدین در معرض نشان داد که این ترکیب، الگوی متیلاسیون 

کاهش سطح متیلاسیون توسط برخی ترکیبات  قرار داده است.
فیتواستروژنی ناشی از تغییر برخی فرآیندهای تولیدمثلی نظیر 

سازی پیش از این بیان شده است. ترکیبات فلاونوئیدی با  زرده
ترانسفرازها در سلول سبب کاهش نرخ  متیل DNAکاهش بیان 
ین شوند البته این مکانیزم تحت تاثیر غلظت ا متیلاسیون می
طور مثال در ماهیان گورخری نر و ماده  . به[24]ترکیبات است

هورمونی، افزایش بیان ژن  قرارگرفته در معرض ترکیبات شبه
ناشی از  سازی و در نتیجه کاهش متیلاسیون سبب زرده ویتلین

  .[25]بیان آن شده است
دست آمده حضور ترکیبات فیتواستروژنی سبب  طبق نتایج به

سیون در تخمدان ماهیان در معرض شد. افزایش سطح متیلا
صورت طبیعی با توسعه تکامل تخمدان از مرحله دوم تا چهارم،  به

یابد ولی در مرحله پنجم با تغییر  متیلاسیون در تخمدان کاهش می
میزان متیلاسیون افزایش  )P450 )CYPبیان ژن سیتوکروم 

تغییر سطح متیلاسیون در تخمدان  [4]و همکاران لیو. [13]یابد می
گزارش کردند. این تغییر سطح  (Gobiocypris rarus) قنات چینی روز را در ماهی ۳۵مدت  به BPA مولدین در معرض

بت دادند و بیان کردند نس CYP19aمتیلاسیون را به میزان بیان 
در تخمدان  CYP19ممکن است، رونویسی  DNAکه متیلاسیون 
. مطالعات وجود ارتباط منفی بین بیان [26]را کنترل نماید CYP19a  و سطح متیلاسیونDNA [26]اند در ماهیان را بیان کرده .

ها الگوی متیلاسیون پروموتور مسئول  رسد استروژن به نظر می
های  . غلظت[27]دهند تخمدانی را تغییر می آروماتازو  ERaهای  ژن

محیطی ترکیبات مختلف فیتواستروژنی، میزان فعالیت آروماتازی 
دهند. برخی مطالعات،  شده در تخمدان را تغییر می گیری اندازه

هیپرمتیلاسیون در گناد ماهیان در معرض استرادیول را بیان 

 Gasterosteus)خاره طور مثال در ماهی سه به اند؛ کرده
aculeatus)  نانوگرم بر لیتر تیمار استرادیول، ۱۰۰در معرض

  .[28 ,25]متیلاسیون کل ژنوم در ماهیان افزایش یافته است
ها بسته به نوع ترکیب  براساس نتایج مطالعه حاضر، جنین

های متفاوتی از  فیتواستروژنی و مکانیزم عمل آنها الگوی
عنوان  رسد بتاسیتوسترول به نظر می متیلاسیون را نشان دادند. به

آلاینده سبب کاهش سطح متیلاسیون در مقایسه با گروه شاهد 
های در معرض جنیستئین متفاوت  شده باشد. این روند در جنین

بوده و با افزایش غلظت محیطی این ترکیب سطح متیلاسیون 
افزایش یافت. پیش از این برخی مطالعات بروز دمتیلاسیون را در 

. [30 ,29]اند ها بیان کرده همراحل ابتدایی زندگی تحت تاثیر آلایند
دوران جنینی دوره حساسی نسبت به وقوع متیلاسیون است زیرا 

توانند در مراحل ابتدایی  ترکیبات موجود در محیط آبی یا زرده می
و  آلورو .[31]و گاسترولا؛ اثرگذار باشندها؛ بلاستولا  تقسیم سلول

در دوره جنینی  DNAهای متیلاسیون  ، تغییر الگوی[6]همکاران
سرکوب رشد و تغییر پاسخ استرسی روی بچه ماهی آلا،  ماهی قزل

های دخیل در فرآیند رشد تحت تاثیر  و ژن ویتلینآلا، بیان ژن  قزل BPA های حاصل از  موجود تخم را بیان کردند. با توجه به داده
های مختلف و جنین ماهی  بررسی الگوی متیلاسیون در بافت

شود که وقوع متیلاسیون در  ر استنباط میسفید دریای خز
های مختلف یکسان نبوده و هر بافت در مواجه با تغییر  بافت

دهد. این تفاوت  محیط بیرونی خود رفتار متفاوتی را نشان می
داده در هر بافت  تواند ناشی از فرآیندهای بیوشیمیایی رخ می
شده را  اهمیت نوع بافت انتخاب [20]و همکاران موران. [23]باشد
های مختلف  های زیاد در الگوی متیلاسیون در بافت دلیل تفاوت به

آمده در این مطالعه نیز آن را تایید  دست  بیان کردند که نتایج به
های مختلف قبلاً توسط  نماید. تفاوت متیلاسیون در بین بافت می

بافت کبد ذکر  تر در محققین دیگر بیان و سطح متیلاسیون پایین
. همچنین تغییر الگوی متیلاسیون کل ژنوم در [28 ,25]شده است

. در یک [32] شده استطی تکامل نیز در ماهی گورخری بیان 
تفاوت الگوی متیلاسیون را در لارو و بافت ماهی  [33]مطالعه دیگر

  گزارش کرد. (Petromyzon marinus)بالغ لامپری دریایی 
های مورد بررسی در این مطالعه بیشترین میزان  در میان بافت

متیلاسیون در بافت تخمدان مولدین در معرض ترکیبات 
فیتواستروژنی دیده شد. چنین روندی در تخمدان ماهی گورخری 

گزارش شده است. در ماهی گورخری، در مواجهه با  BPAدر معرض 
بت به دوزهای ، سطح متیلاسیون نسBPAگرم بر لیتر  میلی۵/۱

تر بود که این تفاوت ناشی از اثرات وابسته به غلظت  بالاتر بیش BPA روندی که در تیمارهای بتاسیتوسترول [34]بیان شده است ،
اتوکسی  مشاهده شد. با توجه به اثرات بتاسیتوسترول روی سطح

و نقش این ترکیب فیتواستروژنی  )EROD(اتیلاز  دی ٲرزوروفین 
های آزاد، بتاسیتوسترول در سطح کم توانسته بر  در ایجاد رادیکال DNA  ماهی سفید دریای خزر تاثیر بگذارد و الگوی متیلاسیون را

در  CYPA1در این ماهی تغییر دهد. دخالت چرخه کاتالیزی 
 ، رادیکال(O2)های آزادی نظیر سوپراکسید  گیری رادیکال شکل

در مراحل ابتدایی  (H2O2)و پراکسیدهیدروژن  (OH)هیدروکسیل 
. نتایج مشابهی در [35]بیان شده است تحت تاثیر دیوکسین زندگی

خصوص افزایش متیلاسیون کل ژنوم در سایر ماهیان در معرض 
 [36]و همکاران سینگ. [28 ,25 ,4]های مختلف بیان شده است آلاینده

 )carpio Cyprinus(افزایش متیلاسیون در ماهی کپور معمولی 
کش قرار داشت را بیان کرد و عنوان نمود  روز در معرض آفت ۴۰که 

کش شروع به کاهش  روز در مقادیر بالای آفت ۴۰این افزایش بعد از 
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  نمود. 
مطالعه حاضر نشان داد که هر دو ترکیب فیتواستروژنی با رفتار 

متفاوتی قادر به تغییر الگوی متیلاسیون در مولدین و جنین نسبتاً 
ماهی سفید دریای خزر هستند. این امر ناشی از تفاوت در نوع 

. غلظت بافتی [4]عملکرد آنها در سطح سلولی بیان شده است
- متیلاسیون؛ اس های ترانس سوبسترا یا تولید واکنش

 (SAH)ین هوموسیستئ آدنوزیل- و اس (SAM)متیونین  آدنوزینل
شوند، بنابراین مکانیزم  ترتیب سبب کاهش سطح متیلاسیون می به

ممکن است بین ترکیبات مختلف،  DNAتغییر سطح متیلاسیون 
  .[25]متفاوت باشد

بودن مولدین و  به کم حاضر می توان مطالعه های محدودیت از
سبب کاهش حجم جنین ماهی در شرایط طبیعی اشاره نمود که 

ر مواد مورد نیاز شود. از سوی دیگر کیفیت متغی میبرداری  نمونه
ن مطالعاتی را با چالش فراوان بررسی متیلاسیون انجام چنی برای
سازد. بررسی سطوح متیلاسیون ناشی از سایر  رو می هبرو

های رایج در منابع آبی نظیر سموم و فلزات سنگین نیز  آلاینده
گذاری این ترکیبات در سطح ش سطح تاثیرتواند در سنج می

  .شودمولکولی مفید واقع 
  

  گیری نتیجه
رسد هر دو ترکیب جنیستئین و بتاسیتوسترول  به نظر می

 DNAهای مختلف بر الگوی متیلاسیون  اند در بافت توانسته
های مختلف با  تاثیرگذار باشند. البته شدت این تاثیرگذاری در بافت

بوده است. از سوی دیگر اثرات توجه به عملکردهای آنها متفاوت 
وابسته به غلظت هر دو ترکیب نیز بر این تغییر الگو تاثیر گذاشته و 
سبب تغییر الگوی متیلاسیون شده است. بنابراین حضور این 

تواند با ایجاد اختلال در فرآیندهای  های آبی می ترکیبات در محیط
دهد. سلولی و مولکولی نسل این ماهی را در معرض خطر قرار 

های دیگر  های بیشتر در سطوح مولکولی و روی شاخص بررسی
  تواند در درک بهتر این فرآیند مفید باشد. می
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