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  :چكيده
كبـد،   در بافت 3.1هاي ويتلوژنين و زونا پلوسيدا  نونيل فنل بر بيان ژن تأثير ماده شبه استروژني 

 ماهي بـا  پس از تزريق داخل صفاقي. بررسي شد تاس ماهي ايراني نوجوان طحال، آبشش و عضله
بـه   ليتر ماده حامل روغن بادام زميني ميلي 2بتا استراديول و 17گرم  ميلي 5گرم نونيل فنل،  ميلي 100

 RNA، )ل منفـي عنوان تيمار اصـلي، كنتـرل مثبـت و كنتـر     ترتيب به به( كيلوگرم وزن ماهي ازاي هر
 طـور  هببراي هر بافت  RT-PCRسپس واكنش  ،تبديل cDNAهاي مورد مطالعه استخراج و به  بافت

 3.1، اما ژن زوناپلوسـيدا  بيان شدهنتايج نشان داد كه ويتلوژنين تنها در بافت كبد . انجام شدجداگانه 
اديول نيز واجد بيـان بـوده   بتااستر 17معرض نونيل فنل و هورمون در  در بافت طحال ،علاوه بر كبد

هاي طحال، آبشـش و عضـله و بـراي ژن     اين در حالي است كه براي ژن ويتلوژنين در بافت. است
ميزان بيان ژن ويتلوژنين در . گونه بياني مشاهده نشد هاي آبشش و عضله هيچ در بافت 3.1زوناپلوسيدا 

. بـود  85/2 ±35/0ر نونيل فنـل در كبـد   و در تيما 95/9 ±48/2هورمون بتااستراديول دركبد  باتيمار 
گرم هورمون بتااسـتراديول دركبـد    ميلي 5در كبد براي تيمار با غلظت  3.1ميزان بيان ژن زوناپلوسيدا 

در طحال  3.1ميزان بيان ژن زوناپلوسيدا  ؛بود 37/3±35/0و در تيمار نونيل فنل در كبد  51/2±98/9
هاي  دار بيان ژن يبا توجه به تأثير نونيل فنل بر تغييرات معناين، ربناب. )>0.05p(  بود 25/0 021/0±

عنوان نشانگرهاي زيستي در رديـابي   ها به توان از اين ژن هاي كبد و طحال، مي مورد مطالعه در بافت
  . ماهي ايراني درياي خزر استفاده كرد استروژني در تاس تأثيرهاي مواد شبه

  
  يرانيا يژن، تاسماه انيب فنل، لينون دا،يزونا پلوس ن،يتلوژنيو :كليد واژگان
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  مقدمه

 ـبـا  هـا   تخمـك  هاي تخمدان، فوليكولرشد  طي اتريكس م
. شود ميگفته ها كوريون  شوند كه به آن مياحاطه  پروتئيني

گليكو پروتئين تشـكيل شـده اسـت كـه      4تا  2از  لايهاين 
 ,Bork and Sander( دارندنام  زونا پلوسيداهاي  پروتئين

هاي زونا پلوسيدا نقش مهمي در لقاح دارند  پروتئين .)1992
در  هـا  پـروتئين ايـن  . شـوند  مـي  و مانع پديده پلي اسپرمي

 Dean)( كننـد  ميشناساگر اسپرم عمل عنوان  بهپستانداران 

2004; Hoodbhoy and Dean 2004 .حداقل  ،از لحاظ تنوع
زونـا   .ژن در ماهيان گـزارش شـده اسـت    از اينشش نوع 

 )Oryzias latipes( اولين بار در مـاهي مـداكا   3.1 يداپلوس
ايـن   .)1995 و همكـاران،  Murata( شناسايي شـده اسـت  

 Chang( در بسياري از ماهيان از جمله كپور معموليپروتئين 
 و Hyllner(آلاي رنگــين كمــان  قــزل ،)1996 ،و همكــاران
 Acipenser( و مـاهي خاويـاري چينـي    )2001 همكـاران، 

sinensis(   گـــــزارش شـــــده اســـــت )Chung-ju  و
مشخص شد كه  چيني يدر ماهي خاويار). 2010همكاران،

كـه   باشد ميسه ايزوفرم داراي  3 پلوسيدا زير خانواده زونا
يا  و بسيار كمي گنادبه ميزان اغلب كبد و  آنهاجايگاه توليد 

  .است هاي ديگر بافت
نوعي فسـفوگليكوپروتئين سـرمي در   ) Vtg(ويتلوژنين 

فراينـد  در  ارذگ ـ تخـم داران  مهرهان ماده است كه در جانور
ويتلـوژنين  . گيري زرده تخمـك، نقـش اساسـي دارد    شكل

بتـا   17پيش ماده پروتئين زرده تخمك، در پاسخ به توليـد  
 در كبـد  استراديول ترشح شده از لايـه فوليكـولي تخمـدان   

 Hiramatsu and Hara, 1996; Silverstand( شود ميتوليد 

and Haux ,1995; Wallace, 1985(.  
ــا وزن  تقريبــاً( ســنگين بســيار يويتلــوژنين مولكــول ب

و كمـپلكس كلسـيمي    )كيلـو دالتـون   600تا  250مولكولي
پـروتئين   بنـدي  دسـته  .ملحق شده با فسفوگليكولپيد اسـت 

شـامل   عملكـردي  هـاي  گـروه روي  ازفسفوگليكوپروتئين 
كام كـه در اســتح شـود   مــيانجـام  ليپيـدها و كربوئيـدرات   

 ;Silverstand and Haux, 1995 ( مولكـول نقـش دارد  

Kwon et al., 2001(. هـاي  پـروتئين امـروزه بـه   رو  از اين 
زيسـتي   هايعنـوان نشـانگر   بـه  زونـا پلوسـيدا  و ويتلوژنين
هاي آبي توجه  محيطاستروژني در  شبهاستروژني و  تركيبات

 فقط در ها پروتئيناين  صورت طبيعي به. اي شده است ويژه
شود ولي جانور نـر و نابـالغ هـم     ميماده ديده  سرم جانور

مواجه  استروژني شبهيا  هاي خارجي و كه با استروژن زماني
 Harries et كننـد  مـي را سـنتز   هـا  پـروتئين ايـن  شوند،  مي

al.1997; Hiramatsu et al., 2002; Sumpter, 1998).(  
در دريـاي خـزر    با توجه به گزارش حضور نونيل فنل

 سازي شـده در طبيعـت   رهاهاي  فنلعنوان يكي از آلكيل  به
)Mortazavi et al., 2011 (  زايـي آن  اسـتروژن و خاصـيت ،

توليـد مثلـي ايـن مـاهي     چرخه و بلوغ آن بر تأثير احتمال 
ايـن تحقيـق تلاشـي بـر ارزيـابي      رو  از ايـن . متصور است

بـر  ) عنوان تركيبـي شـبه اسـتروژني    به( نونيل فنلتأثيرهاي 
 هـا  نقـش آن  طحال و و عضله آبشش، هايي نظير كبد، اندام
ــان ژندر  ــا پلوســيدا هــاي ميــزان بي  3.1 ويتلــوژنين و زون
شبه استروژني نونيـل فنـل در    مادهعنوان نشانگر زيستي  به

  .استدرياي خزر ماهي خاوياري 

  

  ها روشمواد و 

  برداري نمونه

ني تاسماهيان جوان ايرادر متفاوت سه تيمار در اين تحقيق 
 شهيد دادمـان گـيلان  تحقيقات در مركز  ساله نر و ماده يك

 400تـا   250ماهي 6وي ر بدين منظور هر تيمار .انجام شد
 تيمارها. ليتري جداگانه انجام شد 500هاي  تانكدر  گرمي

تزريـق   كنتـرل منفـي شـامل    -1 :عبارت اسـت از ترتيب  به
ليتر بـر   ليمي 2به ميزان  عنوان ماده ناقل بهزميني  بادامروغن 
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 تزريـق  كنترل مثبت شامل -2 ؛كيلوگرم وزن ماهي در هفته
ــي 5 ــر ميل ــرم ب ــوگرم گ ــاهي كيل ــون  وزن م ــا  17هورم بت

ليتـر بـر كيلـوگرم وزن مـاهي      ميلـي  2 به همـراه استراديول 
 100تيمـار اصـلي شـامل     -3و  در هفتـه  زميني بادامروغن 
 Sigma(گــرم بــر كيلــوگرم وزن مــاهي نونيــل فنــل ميلــي

Aldrich(روغـن   بر كيلوگرم وزن ماهي ليتر ميلي 2 همراه به
  .)Zhang et al., 2005( هدر هفتزميني  بادام

چهـاردهم پـس از وزن    و هفتم ها در روز صفر، تزريق
سـاعت پـس از تزريـق آخـر،      72كردن ماهي انجام شد و 

هـاي   آزمـايش  بـراي  طحـال  آبشـش و  عضـله،  ،بافت كبد
  .سازي شد ذخيرهن مايع مولكولي برداشته و در نيتروژ

  

  RNA و ارزيابياستخراج 

هاي فيكس  بافتگرم از  ميلي 100از حدود  RNAاستخراج 
هـاي تيمـار شـده     نمونـه عضله  آبشش، طحال و شده كبد،

) (Roche, Germany شركت RNAكيت استخراج وسيله  به
زدايي داخل هاون كوبيده و بافر  يخبافت پس از . انجام شد

بقيــه مراحــل طبــق  .روي آن ريختــه شــدليزكننــده كيــت 
در . بدون هيچ تغييراتي انجام شد Roche دستورالعمل كيت

 روي ژل بـرده شـد تـا    RNAكننـده حـاوي    رقيقانتها بافر 
دسـتگاه نـانو دراپ   بـا  سـپس   سنجيده شود؛ RNAكيفيت 

اين كيت . نانومتر سنجيده شد 260كميت آن در طول موج 
بـا   يواكنش ـ. استDNA  براي حذف DNase آنزيم حاوي

 جـدول (در اين تحقيـق  استفاده از پرايمرهاي طراحي شده 
استخراج شده قـرار داده شـد تـا احتمـال     RNA روي ، )1

  .كنترل شود DNAآلودگي با 
ــنش ــراي  Conventional-RT-PCR واكـ ــاي  ژنبـ هـ

 و بررسي روي ژل آگارز 3.1 پلوسيدا ويتلوژنين و زونا

  درصد 2

 آنزيموسيله  بهاستخراج شده  RNAمقدار يك ميكروگرم از 

طبـق   ،)(Roche, Germanyشـركت  1بـردار معكـوس   نسخه
 )cDNA( اي رشـته تـك   DNAبـه   شركت دستورالعمل آن
  .شدتبديل  صورت جداگانه بهبراي هر بافت 

آغازگرهاي مورد استفاده براي ژن ويتلوژنين از منـاطق  
ــابه  ــفيد    mRNAمش ــاري س ــاهي خاوي ــده در م ــان ش  بي

)Acipenser transmontanus(    بانـك   تيابيدس ـبـا شـماره
بـا   Acanthogobius flaviamanusمـاهي   ،)U00455(ژني

ــماره  ــتشـ ــي يابيدسـ ــك ژنـ ــاهي )AB088473(بانـ ، مـ
Pimephales promelas  ــماره ــتبـــا شـ بانـــك  يابيدسـ

ــي ــولي   ،)AF130354(ژن ــور معم ــاهي كپ  Cyprinus(م

carpio ( بانك ژني يابيدستبا شماره)AF414432(، اهي م ـ
 بانـك ژنـي   يابيدسـت با شـماره   )Danio rerio( گورخري

)AF406784 (  ــه بــا ــرمك ــك ژنــي  Blastافــزار ن  در بان
  .طراحي شدند، بودها مشخص شده  هاي مشابه آن قسمت

با  3.1 آغازگرهاي مورد استفاده براي ژن زونا پلوسيدا
هاي  ايزوفرماي تمامي  آمينهاستفاده از مناطق مشابه اسيد 

 3و  1،2يعني فرم ماهي چيني  تاس 3سيداپلوژن زونا 
، FJ610233انك ژني بابي يدست داراي شماره( طراحي شد
FJ610234، HM06797طراحي به شكلي  اين). هستند

آن تكثير شده و مابقي تكثير  1انجام شد كه تنها ايزوفرم 
عنوان كنترل داخلي و  بهنيز  18s rRNAاز ژن  .نشدند

توالي  .شداستفاده  RT-PCR بررسي صحت انجام واكنش
ها  آغازگرهاي مورد استفاده و شماره بازيابي بانك ژني آن

  .آمده است 1 در جدول
براي اين دو ژن در  RT-PCR اوليه با استفاده از واكنش

 ماكروليتري 25هاي  واكنش در Geniusدستگاه ترموسايكلر 
 10xميكروليتر بـافر   2.5شامل  اين واكنش .انجام پذيرفت

PCR، dNTPs )10 كروليتر از هر كـدام  يم نيم ،)ميلي مولار

                                                
1
 Reverse transcriptase 
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 Taq  ،)كروليتـر يپيكو مول بـر م  20با غلظت( از آغازگرها

DNA  ــه مقـــدار ــا ( ميكروليتـــر 0.125پلـــي مـــراز بـ بـ
 ميكروليتـر،  0.75 )مولار ميلي 5unit/µl(، MgCl2)50غلظت

ساخته شده در مرحله اي  رشتهتك  DNAميكروليتر از  0.5
مـاكروليتر بـا آب    25ر نهايت رسـاندن بـه حجـم    قبل و د
براي تكثير اين دو  مورد استفاده برنامه حرارتي .بود ديونيزه

گـراد بـه    سـانتي درجـه   95(سازي اوليه  واسرشتهشامل ژن 
ــيكل حرارتــي شــامل   35 ،)دقيقــه 5مــدت   مرحلــه س
 ،)ثانيـه  30گـراد   سـانتي درجـه   94دمـاي  ( سـازي  واسرشته
ثانيه بـراي ژن   15گراد  سانتيدرجه  60دماي( الحاقمرحله 

ثانيـه بـراي ژن    18s rRNA،30 و كنترل داخلـي  ويتلوژنين
درجـه   72 دمـاي ( گسـترش  مرحلـه  و )3.1 زونا پلوسـيدا 

 گسـترش انتهـايي  و بـالاخره مرحلـه    ،)ثانيه 30گراد  سانتي
    .بود )دقيقه 5گراد  سانتيدرجه  72دماي (

ژن كنتـرل   ن تكثيرآزمود واكنش زنجيره پلي مراز براي
براي تمـامي  ، RT-PCR داخلي براي صحت انجام واكنش

در انتهـا   .انجـام شـد   هـاي مـورد مطالعـه    بافـت ي ها نمونه
الكتروفــورز درصـد   2روي ژل  PCRمحصـولات واكـنش   

در  هـاي متفـاوت   انـدام براي  دست آمده همحصولات ب. شد
در  بانـد  نبـود و وجود يـا   برده شدژل روي  PCRواكنش 

  .شدبررسي  ت مورد نظرباف
  

  )PCR )Real time PCR واكنش كمي
 هـا  مقايسـه آن  هاي ويتلوژنين و ژنبراي بررسي ميزان بيان 

هـا در   نمونـه  .استفاده شدReal-time PCR از روش كمي
در اين واكـنش از  . سازي شدند آمادهاي  خانه 96هاي  پليت

در  .اسـتفاده شـد   Syber Greenرنگ فلورسـانس  فناوري 
 cDNAالگـو كـه شـامل    : اضافه شـد  ذيلمواد واكنش  هر

ايـن الگـو بــه    .اســت cDNAمرحلـه سـاخت    حاصـل از 
بـافر آنـزيم ترانسـكريپتاز رقيـق     وسيله  بهنسبت يك به ده 

كـدام بـا غلظـت     آغازگرهاي مستقيم و معكـوس هـر   .شد
 Premix Ex Syberمخلـوط  . استفاده شدماكرومولار 25/0

Green    به ميـزانµl10، Rox reference dye   بـه ميـزانµl 
ــابقي آب5/0 ــتريل و م ــم   مقطراس ــا حج ــر  25ت ميكروليت

براي هر سري واكنش دو سـري كنتـرل منفـي     .استفاده شد
كنترل منفي اول كـه شـامل تمـام مـوارد      -1 :قرار داده شد

كنتـرل منفـي دوم كـه شـامل      -2 .استبالا به غير از الگو 
RNA       اسـتخراج شـده بـدون طـي مرحلـهcDNA   سـازي

 DNAرديابي احتمالي آلودگي بـه   براياست و اين كنترل 
 ABI Biosystem 7500واكـنش در دسـتگاه    .است ژنومي 

  .انجام شد
  

  تجزيه و تحليل آماري

ــتجزيــه در  يكم Real-time PCR  ــر اســاس هــاي  دورهب
 هـاي مـورد آزمـايش    نمونـه از آمـده  دسـت   بـه )Ct(آسـتانه 

، )نونيل و كنترل مثبـت  ر گرفته باتيمارهاي در معرض قرا(
با اسـتفاده   و) تزريق شده با ناقل( هاي كنترل منفي نمونهبا 

 كنتـرل داخلــي نسـبت ژن هــدف بـه ژن    ،Ct∆∆از فرمـول 
  .شدمحاسبه  )1( با استفاده از فرمول )مرجع(

-∆∆Ct2R=) :1( (Muller et al.,2002) 

استفاده  18 نسخه SPSSمحاسبات آماري از برنامه براي 
نبودند از آزمون غيرپارامتريك طبيعي ها   دادهون چ .شد

Kruskal Wallis در مرحله بعد براي تشخيص  .استفاده شد
-Mannهاي مورد مطالعه از آزمون  اختلاف بين گروه

Whitney خطاي معيار  ±تايج به شكل ميانگينن .استفاده شد
 .نشان داده شده است)SEM( ميانگين
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 و همكاران جمشيدي ____________________________________ ...هاي ويتلوژنين أثير نونيل فنل بر تغييرات بيان ژنت

 

٥ 

 

  RT-PCRشده براي واكنش  پرايمرهاي طراحي 1 جدول

  

  :نتايج

ثير ماده نونيل فنل روي بيان ژن ويتلوژنين و زونـا  أت

  در بافت كبد 3.1 پلوسيدا

ويتلـوژنين نشـان   ژن  RT-PCR نتايج حاصل از واكنش
در كبد  فقط ايراني ماهي تاسبراي گونه  داد كه اين ژن

هـاي   انـدام بـراي  ن ژني و بيا) الف - 1 شكل( داردبيان 
بيان ؛ )ب - 1 شكل( مشاهده نشد طحال و عضله آبشش،

هاي كنترل مثبت و تيمار شده با  نمونهژن ويتلوژنين در 
گرم بر كيلوگرم نونيل فنل بر وزن بدن  ميلي 100غلظت 

-RTنشان داد كه صحت واكـنش  همچنين نتايج  .ماهي

PCR  تمامي ژن كنترل داخلي در  زيرا تأييد است،مورد
 ـ .)2شكل( تيمارها به يك شكل بيان شده است ا ژن زون

هاي تحت تيمـار بـا    نمونهدر  در بافت كبد 3.1پلوسيدا 
عنوان كنترل مثبت و نونيـل فنـل داراي بيـان     بههورمون 

بدون نونيل فنل ( در تيمار كنترل منفي اما هيچ بياني ،بود
  .نشان نداد )بتا استراديول 17و هورمون 

  
  

قطعه تكثير شده ژن ويتلوژنين در كبد تيمارهاي  .الف - 1 شكل
؛ )5و 4، 3رديف ( و تحت تيمار با نونيل فنل) 6رديف ( كنترل مثبت

  رديف اول نشانگر مولكولي ؛استرديف دوم تيمار كنترل منفي 
  

  
در كبد در  3.1قطعه تكثير شده ژن زونا پلوسيدا  .ب -1 شكل

 ت تيمار با نونيل فنلو تح) 2 رديف( تيمارهاي كنترل مثبت
  .)1 رديف(

  

تأثير ماده نونيل فنل روي بيـان ژن ويتلـوژنين و زونـا    

  هاي طحال، آبشش، عضله در بافت 3.1پلوسيدا 

نشان داد كـه   3.1ژن زونا پلوسيدا  RT-PCRنتايج واكنش 
اين ژن در بافت طحال داراي بيان است، ولـي بيـان قابـل    

هايي مثـل   در اندام درصد براي اين ژن 2مشاهده روي ژل 
 بـراي  3.1بيان ژن زونا پلوسيدا . آبشش و عضله ديده نشد

اندازه تكثير شده 

 نظر باند مورد
  ژن مورد بررسي  ها نآنام پرايمر و توالي 

192bp  
CTCACCCTGGCTC

GGTTCTC 

AGCTGACCGATAC

CGAACAG  

AsZP3.1-

RTF 

AsZP3.1-

RTR  

bp80 

GCACCAGCTCACT

CCATTCAA 

CCTCCAAAACAA

GCTTCTGCC  

Vtg-F 

Vtg-R  

230bp 
CTTTCGAGGCCCT

GTAATTG 

ACCGCGGCTGCTG

GCACCAG 

18s rRNA 

(internal 

control)  
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 1392، تابستان 2، شماره 2دوره  _________________________________________________ علوم و فنون شيلات

٦ 

 

استروژني نونيل  هاي تيمار شده با هورمون و ماده شبه نمونه
همچنـين در تمـامي   ). 3شـكل  (فنل قابل مشـاهده اسـت   

تيمارها ژن كنترل داخلي كيفيت يكساني از نظر بيان نشـان  
هاي طحال، آبشـش،   بافتبيان ژن ويتلوژنين در . داده است

  .عضله تاسماهي ايراني مشاهده نشد
  

  
 براي 18s rRNAقطعه تكثير شده از كنترل داخلي ژن  - 2شكل

هاي  نمونه دوم وسوم رديف ؛RT-PCRچك كردن صحت واكنش 
نونيل هاي تيمار شده با  نمونهو پنجم  چهارمكنترل مثبت و رديف 

  .منفي است هاي كنترل نمونه ششم و هفتمو رديف  فنل
  

  
در طحال تيمارهاي  3.1قطعه تكثير شده ژن زونا پلوسيدا  3 شكل

قطعه تكثير  5، 3، 1كنترل مثبت و تحت تيمار با نونيل فنل؛ رديف 
در  6و 4 ،2در بافت طحال و رديف  3.1شده ژن زونا پلوسيدا 

  .اي تكثير نشده است بافت آبشش است كه هيچ قطعه

در  3.1 در كبدوژن زونا پلوسيداي ژن ويتلوژنين بيان كم

  كبد وطحال

هـا، ميـزان بيـان ژن     انـدام با مقايسه ميـزان بيـان دو ژن در   
گـرم   ميلـي  5ويتلوژنين در تيمارهاي در معرض با غلظـت  

در  و 95/9 ±48/2كبـد برابـر    بتااستراديول در 17هورمون 
گرم نونيل فنل بر كيلوگرم وزن بدن مـاهي   ميلي 100تيمار 

ميـزان بيـان ژن    ).>0.05p( بـود 85/2 ±35/0 رابـر در كبد ب
 5براي تيمار در معرض با غلظت  در كبد 3.1زونا پلوسيدا 

 ±51/2 كبـد برابـر   بتااسـتراديول در  17گرم هورمـون   ميلي

گرم نونيل فنل بر كيلـوگرم وزن   ميلي 100در تيمار  و 98/9
ميـزان بيـان ژن    .بـود  37/3±35/0 بدن ماهي در كبد برابـر 

  .بوده است25/0 ±021/0در طحال برابر 3.1 زونا پلوسيدا
  

  بحث

تغييـرات بيـان ژن   تحقيق حاضـر اولـين مطالعـه روي    
هـا مثـل    انـدام در برخـي از   3.1ويتلوژنين و زونا پلوسيدا 

 اسـتروژني  شـبه در مجاورت عوامل  آبشش، طحال و عضله
  .است در تاسماهي ايراني

 از ماهيـان بـا ارزش شـيلاتي    تاسماهي ايراني يكـي 
بسيار حفظ ذخاير اين ماهي  درياي خزر است و موضوع

 توجه بـه جايگـاه ايـن مـاهي در    با . استحائز اهميت 
توجه به مسئله آلودگي دريا بالاي زنجيره غذايي قسمت 

 .استضروري ماهي مثلي آن روي سيستم توليد تأثير و 
Khodoreskaya 1997( و همكــــاران( ،Lukyanenko  و

ثابـت  ) 1999(همكـاران   و Ivanovو ) 1999(همكاران 
هاي ماهيـان خاويـاري دريـاي خـزر      جمعيتكردند كه 

 ريـزي و  تخمكاهش مناطق  علت برداشت بيش ازحد، به
  .كننده شيميايي كاهش يافته است آلودهبرخي از عوامل 

Chuang-Ju  در مــاهي خاويــاري ، )2011(و همكــاران
 يك واحد ثابت كردند كه زير Acipenser sienensis  چيني
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 و همكاران جمشيدي ____________________________________ ...هاي ويتلوژنين أثير نونيل فنل بر تغييرات بيان ژنت

 

٧ 

 

ماهيـان   و قلب طحال ،تخمدان، كبد هاي بافت در ZP3 ژن
 3و  2ولي زير واحـد  است،  داراي بيان دوساله، ساله و يك

 سـال  4و  3در سنين بالاتر يعنـي   و تنها در بافت تخمدان
مجـاورت   در مطالعه حاضر نشان داد كـه  .است داراي بيان

كـه   ،در بافت كبـد  3.1 ونا پلوسيداعوامل استروژني بيان ز
توانـد در سـنين    مـي  ،اغلب توليد آن در ايـن بافـت اسـت   

ژن به همراه ژن تر هم القا شود و بيان زود هنگام اين  پايين
عنـوان نـوعي نشـانگر     به تواند ميويتلوژنين در اين مطالعه 

و  Wang .مورد توجه قـرار گيـرد  خصوص زيستي در اين 
با بررسي ميزان بيـان ويتلـوژنين    )2005و  2000(همكاران 

به  آن و بافت روده )Danio rerio( ماهي گورخري در كبد
اين نتيجه رسيدند كه بيان ژن ويتلوژنين در كبد بـه انـدازه   

 .درصد بـوده اسـت   5درصد و در بافت روده به اندازه  95
هـاي   گونـه در  ،بيان ژن ويتلوژنين علاوه بر موارد ذكر شده

 .اقيانوس اطلس هم ديده شـده اسـت   ماهي آزادديگر مثل 
Arukwe  وRøe )2008 (ماهي  هم با در معرض قرار دادن

ــانوس اطلــس ــر  )Salmo salar( اقي ــاي  غلظــتدر براب ه
متفاوت نونيل فنل، بـه ايـن نتيجـه رسـيدند كـه بيـان ژن       
ويتلوژنين و زونا رادياتا در ماهي آزاد به غلظت نونيل فنل 

. بسـتگي دارد هي بـا ايـن مـاده    و مدت در معرض بودن ما
 در موكوس پوسـت علاوه بر كبد، بيان اين دو ژن  همچنين

  .و پوست هم ديده شده است
 آلاي رنگـــــين كمـــــان قـــــزلاي در  مطالعـــــهدر 

(Oncorhynchus mykiss)  نـوع ديگـري از عوامـل    تأثير با
نشان داده  ،هاي متفاوت غلظتبا  zeranenolاستروژني مثل 

نجر به بيان زود هنگـام ژن ويتلـوژنين و   شد كه اين ماده م
همچنـين   ).et al., 2002 Arukwe( زونا رادياتا شده اسـت 

در ) 2000(وهمكــاران  Celiusاز ســوي اي ديگــر  مطالعــه
تري براي  قويكه زونا رادياتا نشانگر  همين گونه نشان داد

  .استعوامل استروژني در طبيعت  حضور

ن ژن ويتلوژنين و زونا بياكه نتايج كلي بيانگر اين است 
استروژني  شبهدر مجاورت عوامل استروژني و  3.1پلوسيدا 

با توجه بـه گـزارش اخيـر    . دستخوش تغييرات شده است
استروژني ديگر مثل اكتيل  شبهماده نونيل فنل به همراه مواد 

اثرهـاي  و ) Mortazavi et al., 2011(فنل در دريـاي خـزر  
تـأثير  توليـد ويتلـوژنين و    استروژني بر شبهسينرژتيك مواد 

روي سيسـتم توليـد مثلــي آبزيـان و موجـودات بــا ارزش     
 لزوم رديابي، ماهي ايراني خصوص گونه تاس بهدرياي خزر 

يد تولدوره اين دو ژن در  .كند ميپر اهميت جلوه  اين مواد
كـه در   با توجه بـه ايـن   سزايي داشته و همثلي ماهي نقش ب

مـواد   تركيبـات  مخلـوطي از طبيعت جانور با گستره عظيم 
 ـتوان ، مـي رو است هروب استروژني شبه را د سـلامت جـانور   ن

 انقراض هاي آينده را با خطر نسلو الشعاع قرار داده  تحت
سـلامت   ،انسـان از سـوي  و يا از طريق تغذيه كنند مواجه 

شود بـراي   ميپيشنهاد رو  از اين .انسان را به مخاطره اندازد
اسـتروژني   شـبه گذاري عوامل ثيرتأتر چگونگي  عميقدرك 

هـاي   ژنبـا توجـه بـه گـزارش بيـان       ماهي ايراني در تاس
هـاي ديگـر در آبزيـان     بافـت ويتلوژنين و زونا پلوسيدا در 

 هاي مذكور ژنادامه رديابي پروفايل بيان  علاوه بر مختلف،
دورة هـاي متفـاوت از    زمانميزان بيان در  ،ها ديگر اندامدر 

 تا هـم بهتـرين نشـانگر    شودي ارزيابي جواني و توليد مثل
زا رارديـابي   اسـتروژن حداقل ماده  حضوركه بتواند  زيستي

ترين زمـان در معـرض قـرار گـرفتن      مخاطرهپر د و هم كن
  .گرددمشخص  اين گونه ارزشمند درياي خزر براي
  

  تشكر و قدرداني

از مديريت بخش تكثير و پرورش ماهيان خاويـاري شـهيد   
سـازي امكانـات    فـراهم همكـاري در   دليـل  دادمان گيلان به

از  زمــان تيمارهــا و همچنــين  مــورد نيــاز ايــن پــروژه در
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Abstract: The effect of nonylphenol on vitellogenin and zona pellucida 3.1 

expressions in the liver, spleen, gill and muscle tissues of the juvenile 

Persian sturgeon were investigated. The fish were initially injected per 

kilogram of their body weights with 100mg nonylphenol, 5mg 17 beta 

estradiol, and 2ml peanut oil carrier agent (respectively, for the main 

treatment, positive and negative controls), and had the extracted RNA of 

their tissues converted into cDNA. Afterwards, RT-PCR reaction for each 

tissue sample was done separately. Results showed vitellogenin gene was 

expressed only in the liver, but zona pellucid 3.1 gene was expressed in the 

liver as well as the spleen of the fish exposed to nonylphenol and 17 beta 

estradiol. No vitellogenin gene in the spleen, gill and muscle was expressed; 

no gene for zona pellucida 3.1 was either observed in the gill and muscle. 

The expression rate of vitellogenin gene was 9.95±2.48 for the treatment 

with 17 beta estradiol and 2.85 ± 0.35 with nonylphenol; the expression rate 

of zona pellucida 3.1 was 9/98 ± 2/51 for exposed treatment with 17 beta 

estradiol and 3.37±0.35 for the treatment with nonylphenol. In conclusion, 

considering the meaningful effect of nonylphenol on vitellogenin and zona 

pellucid 3.1 expression in liver and spleen, it could be used for detection of 

xenoestrogen biomarker in the Persian sturgeon. 

 

Keywords: Vitellogenin, Zona pellucida 3.1, Nonylphenol, Persian sturgeon 
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