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  :چكيده

در . اسـت موجودات در روند تكاملي ثيرگذار أتاصلي  عوامليكي از  زندههاي  و سلولغلظت اكسيژن موجود در محيط 

تكامل لاروي ماهي  ةدور طياكسيژني  طبيعي) در شرايط hif-2و  hif-1القاكننده هايپوكسي ( عواملاين تحقيق بيان ژن 

تعريـف   مراحلدر تمامي  hif-2و  hif-1ن ژها حاكي از بيان دو  بررسي .شدارزيابي ) Acipenser persicusبرون ( قره

. تغييرات بيان سازي شدند  عادي RPL6هاي هدف نيز با ژن رفرنس  ژن. بيان بودماهي اين شده در دوران تكاملي لاروي 

پـايين بـوده ولـي بـه محـض      ها  تخم تفريخاز  پيشكه بيان هر دو ژن  دادنشان  هاي مذكور در دوران تكامل لاروي نژ

ژن بيانگر اين  مقايسه ميزان بيان اين دو .)>05/0p( افزايش يافتطور معناداري  به، hif-2و  hif-1بيان هر دو ژن ، تفريخ

رونـد  اتفـاق افتـاده اسـت.     تفريخروز پس از  20و  15ترتيب  به، hif-2و  hif-1كه بالاترين ميزان بيان ژن بودموضوع 

 )جذب زردهتغذيه داخلي( يعني است؛ ها با دو پديده مهم در تكامل لاروي هاي حاكي از ارتباط آن افزايش بيان اين ژن

توانـد   بـرون مـي   تكاملي لاروي ماهي قره ةهاي مذكور در دور بيان ژن. استو تغذيه خارجي كه يك پديده مهم در نمو 

  دهنده افزايش نياز اكسيژني باشد. ننشا

  

 برون ماهي قره تكامل لاروي،بيان ژن،  زايي، اندام :واژگان كليد
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  مقدمه

شناسـي از   نقش اكسـيژن در تكامـل، فيزيولـوژي و آسـيب    

موضوعات بيولوژيكي مهمي است كه از گذشته تـاكنون از  

ن بـوده  امباحث مورد علاقه بسياري از دانشمندان و محقق ـ

ــت ( ــرايط Nikinmaa and Rees, 2005اس ــود ). ش كمب

باعـث   شـود كـه   مـي  يهـاي  ژن رونويسياكسيژني منجر به 

و  هـوازي  ژن از محيط و متابولسيم بيافزايش دريافت اكسي

مهرگان تا پسـتانداران   از بيموجودات تمام در رشد توقف 

 ,hif-1( 1كسـيا القـاي هايپو  عواملشود و در اكثر مواقع  مي

hif-2 ند (هسـت هـا   ) مسئول بيان ايـن ژنKajimura et al., 

شرايط كمبود اكسيژني موجـب تحريـك اسـترس    ). 2006

در شرايط اسـترس   hif-1αاكسايشي و تسهيل پايدارسازي 

القـايي   عوامـل ). Bell et al., 2007شـود (  اكسـيژني مـي  

 شـده  تشـكيل  β و α) از دو زيـر واحـد   hifsهايپوكسي (

-hifو hif-1α ،hif-2αشـامل  آلفـا  نوع هاي فرم اشكال. است

3α    تـر بـا    بوده و نوع بتا در واقع هماني هسـتند كـه پـيش

 ;Gu et al., 1998شـدند (  خوانـده مـي   ARNT2عنـوان  

Wiesener et al., 1998.(بتا علاوه بـر نقشـي كـه در     شكل

باعث بيان ژن  ،دهي در شرايط كمبود اكسيژني دارد سيگنال

هـا و   واسطه قرارگيري در معـرض ديوكسـين   هها ب در سلول

در همـه  β hif-1شود.  هاي هيدروكربني مي كننده آلوده ديگر

در شـرايط نورموكسـيك بـه     hif-1αشود امـا  جا يافت مي

يـك   hif-1α طـور ويـژه   بـه ميزان خيلـي كـم وجـود دارد.    

كننده مهم بـراي پاسـخ در برابـر شـرايط هايپوكسـي       تنظيم

هـاي قرمـز اسـت     هـاي خـوني و گلبـول   شامل تكامل رگ
(Semenza, 2004; Nikinmaa and Rees, 2005; Wenger 

et al., 2005)  .hif-2β ــ ــت   هب ــده فعالي ــوان ارتقادهن عن

ــد  پــروتئين در  MMP13و  VEGF ،COL10A1هــايي مانن

براسـاس زنجيـره    hif-3αشـود. زيرواحـد   نظر گرفتـه مـي  

                                                        

1.Hypoxia-inducible factors 

2.Aryl hydrocarbon nuclear  trans locator 

مارپيچ ساختار پروتئيني با دو زيرواحد ديگر تفاوت داشته 

 hif-3αآن وجود دارد، اين است كه  بارةو نگاه غالبي كه در

يـت دو زيرواحـد   لكننده در هنگام فعا عنوان يك ممانعت هب

كند، ولي مطالعات نشان داد كه ايـن ژن نيـز   ديگر عمل مي

و نقش مكملي  شودتحت شرايط حاد اكسيژني نيز بيان مي

ــرايط . (Ivan et al., 2001)دارد ــيدر ش ، اكســيژني طبيع

 ـبيان نشـد  hifپروتئين  صـورت غيرفعـال بـوده وبـه      هه و ب

ولي در  .گيرددر مسير تخريب پروتئازومي قرار ميسرعت 

در سلول  كمبود اكسيژنيي القا عواملشرايط حاد اكسيژني 

 hif-2βو  hif-1αو در نهايت با تشكيل باند بين  تجمع يافته

 ,.Maxwell et al( گيـرد صورت مي hifsهاي  بيان پروتئين

1999; Ohh et al., 2000; Ivan et al., 2001; Jaakkola et 

al., 2001; Masson et al., 2001(.  القـاي   عوامـل همچنين

3عنوان معبري براي افزايش بيـان ژن  بههايپوكسيا 
IGFBP-1 

در شرايط هايپوكسي بوده و نقش كليدي بر رشد جنـين و  

 مدت زمـان تكـاملي در پاسـخ بـه اكسـيژن محيطـي دارد.      

جنينـي   تكامـل  مراحلطول  در طبيعي ديده  يك هايپوكسي

)Embryogenesisــه نظــر مــي رســد هايپوكســي ) اســت. ب

عنوان يك سيگنال براي  ها و به موضعي هنگام ساخت اندام

نقش  hif-1αتحريك تشكيل عروق خوني ضروري است و

هاي حياتي  تنظيمي در رشد و عملكرد فيزيولوژيكي دستگاه

 عنــوان  بـه  hif-1βرا بــر عهـده دارد.  آبشـش ماننـد قلـب و   

ARNT  صورت  هاكسيژن ب با وجودشناخته شده است و نيز

  غيرفعال است.

ماهي قره برون از ماهيان خاوياري بومي ايران بوده كه 

حفظ و بقاي اين گونه با ارزش  برايسازمان شيلات ايران 

اقتصادي اقدام به تكثير و پرورش و رهاسازي ايـن مـاهي   

مراحـل لاروي و اوليـه    بنابراينده است. كربه درياي خزر 

زندگي در ماهيان خاوياري بسيار حساس بوده و موفقيـت  

                                                        

3.Insulin-like growth factor binding protein 1 
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تواند تا حدودي ميـزان بازمانـدگي را در   در اين مرحله مي

هاي كه ژن يياز آنجا رو، از اين شرايط اسارت افزايش دهد.

 مهاي مه ـ درگير در هايپوكسي نقش بسيار مهمي در فعاليت

، دارنــددوران تكــاملي موجــودات بــر عهــده فيزيولــوژكي 

ها در دوره روند بيان اين ژنحاضر با هدف بررسي مطالعه 

 عنـوان  به (Acipenser persicus)تكاملي تاس ماهي ايراني

ايـن مطالعـه    . مطمئنـاً پـذيرفت صـورت  ايـران  گونه بومي 

  باشد.راهگشاي مطالعات متعددي در آينده تواند  مي

  

  :ها مواد و روش

يافته موجود در مركـز   هاي لقاحاز تخم انجام آزمايش براي

تكثير و پرورش ماهيان خاوياري شـهيد مرجـاني واقـع در    

بـرون هفـت    هـاي مـاهي قـره   . تخمشدبرداري  نمونهقلا  آق

تفـريخ شـدند. پـس از     C 18°روز پس از لقاح در دمـاي  

ها، لاروها تا زمان جذب زرده و شـروع تغذيـه   تخم تفريخ

سـپس تـا    وهاي فـايبرگلاس نگهـداري   خارجي در تانك

زمان رهاسازي در استخرهاي خـاكي پـرورش داده شـدند.    

بـرون تغذيـه خـارجي خـود را در روز      لاروهاي ماهي قره

هاي مورد آزمـايش در   دند. نمونهكردهم پس از هچ شروع 

(تخـم   تفـريخ از  پـيش صورت دو روز  مرحله زماني به 10

، 10، 6، 3، 1زده)، لارو تازه هچ شده (صـفر) و لارو   چشم

روز پس از هچ در فاصله زمـاني اسـفند    50و  25، 20، 15

از هر مرحلـه  آوري شدند.  عجم 1390-1389تا ارديبهشت 

 PCRعدد نمونه گرفته شده و در مراحـل انجـام    6بيش از 

تكرار آزمايشگاهي، در مجموع بـراي هـر مرحلـه     3تعداد 

هـاي مـاهي بـا غلظـت      تمام نمونهتكرار وجود داشت.  18

در  سـرعت  بـه هـا و لاروهـاي    كشته و تخم  MS-222يبالا

ازت مايع  منجمد و پس از انتقال به آزمايشـگاه در فريـزر   

C ° 80-  تا زمان استخراجRNA .نگهداري شدند  

  cDNAسنتزو  RNAاستخراج 

و  RNA، كنتــرل كيفيــت و كميــت RNAروش اســتخراج 

 داده شـده ح شـر در منـابع مختلـف    اجمالبه  cDNAسنتز

مجموع  ،خلاصهطور  ). بهAkbarzadeh et al., 2011( است

 در بـافر صورت جداگانه  بهو لاروهاي حاصل شده ها تخم

ــتخراج   ,.Molecular Research Center, Inc(اسـ

Cincinnati, OH, USA (Tri Reagent  وقرار داده شدند  

 ـ  با طـور كامـل هضـم شـدند.      هدستگاه هموژنايزر كيـاژن ب

زمايشـگاهي  آو  زيسـتي تكـرار   18كل از  RNAاستخراج 

صـورت پـذيرفت و بـا    براي هر مرحلـه از دوره تكـاملي   

 ,Nucleospin (Macherey- Nagelاســـتفاده از كيـــت

Germany)  شـده، سـپس از    استريلدستورالعمل  مطابق با

درصـد و   يـك ژل آگـاروز   بـر روي  كمـي كيفـي و  لحاظ 

) ارزيابي ND-1000)ThermoScientific دستگاه نانودراپ 

 DNaseها تحت تيمار   RNAابتدا cDNAسنتز برايشدند. 

I )Invitrogen, CA, USA(    .يـك   سـپس قـرار داده شـدند

ــرم از ــت   RNAميكروگ ــتفاده از كي ــا اس  DyNamoTM ب

)Finnzyme, Espoo, Finland(،   اولـين رشـته    سـنتز بـراي

cDNA كار برده شد. به  

 

  طراحي پرايمر

 بـراي  hif-2و  hif-1هـاي  پرايمرهاي مورد نيـاز بـراي ژن  

 NCBIدر بانك ژني  هاي موجود ، طبق تواليqPCRانجام 

)EF100701.1, Acipenser gueldenstaedtii-

JQ027715.1 Acipenser persicus(   .از ميـان  طراحي شـد

(حدود  پرايمرهاي طراحي شده براي هر ژن بهترين پرايمر

200 bp (هـاي مـذكور انتخـاب شـد      مطالعه بيـان ژن  براي

باتوجـه بـه پرايمرهـا و     PCRمحصـول   اندازه). 1(جدول 

دن پرايمرهـاي مـورد بررسـي    كـر ميزان اختصاصـي عمـل   

هـا تأييـد   يابي ژن بااستفاده از ژل آگارز يك درصد و توالي

شد. لازم به ذكر است كه از پرايمرهـاي مـورد اسـتفاده در    
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عنـوان ژن مرجـع در    ) بـه 2013مطالعه كلنگي و همكاران (

-از بـــين ژن همچنـــين د.شـــايـــن پـــژوهش اســـتفاده 

كمتـرين  ، RPL13,BetaActin ,GAPDH ,EF ,RPL6هـاي 

 و مشاهده شـد  RPL6واريانس و بيشترين پايداري در ژن 

گردد كه در مطالعات بيان ژن در ماهيان  پيشنهاد مي بنابراين

دليل متفاوت نبودن نـرخ    هب RPL6خاوياري از ژن رفرنس 

  د.شوهاي متعدد و مراحل مختلف استفاده  بيان در بافت

  qPCRشده در انجام به كاربردهپرايمرهاي  1جدول 

 توالي نام پرايمر

hif-2  F: GAAGGTCCTGCACTGCACT 

hif-2  R: CTTGGTGCACAAGTTCTGGT 

hif-1  F: ACAGAGCTGATGGGATACCAG 

hif-1   R: CCTGTGATGGCTTGTCCTTT 

RPL6   F: GTGGTCAAACTCCGCAAGA 

RPL6   R: GCCAGTAAGGAGGATGAGGA 

  

  Real-time PCR (qRT- PCR)انجام 

-HT Fast Real 7900با استفاده از دسـتگاه   qPCRواكنش 

Time PCR system )Applied Biosystems ( با اسـتفاده  و

ــرين ( ــايبر گـ ــر اســـاس Fermentaseاز كيـــت سـ ) و بـ

بـه   qPCRدر مرحلـه اول، واكـنش    :دستورالعمل استاندارد

چرخه در ايـن دمـا    40و با  C 95°دقيقه در دماي 10مدت 

 C 65°دمـا بـه    ،ثانيه انجام شده است. در مرحله بعد 30در

ثانيـه در   40از آن  پـس ثانيه كـاهش يافـت و    20در مدت 

و درمرحله آخر به مدت هفت دقيقـه در ايـن    C 74°دماي

هــا در ســه تكــرار ه داشــته شــد. تمــامي واكــنشدمــا نگــ

از   Real Timeبـراي انجـام  آزمايشگاهي انجـام پـذيرفت.   

د كه تمامي مراحل زماني شاي استفاده  خانه 384هاي  پليت

ــابي  ــر شــده ارزي ــدذك ــتگاه . گردي ــان ژن در دس ــزان بي مي

شود. منحني استاندارد بـا اسـتفاده از   ثبت مي Ctصورت  هب

ــاي مختلــف نســبت ــقه ــاي (ســري cDNAســازي  رقي ه

) رسـم شـد. بـازدهي    2000بـه  1تا  10به  1سازي از  رقيق

PCR  از فرمولE% =	�10	�/
����		�	�	� × محاسبه  	100

  . تغييرات نسبي بيان ژن(Radonic et al., 2004)شد 

 Ct )(2–∆∆Ctگيـري از   بـا دو بـار مشـتق    hif-2و  hif-1هاي

ژن هـدف   Ct∆برابر است بـا   Ct∆∆محاسبه شد كه در آن 

 CtTarget gene – ∆Ct∆كـــاليبراتور   Ct∆منهـــاي 

calibrator][∆∆Ct = ،∆Ct  ژن هدف برابر است با مقدار 

Ct  ژن هدف منهاي Ct   ژن رفـرنسCt refrence gene] -

Ct target gene  =[∆Ct Target gene  وCt∆   كـاليبراتور

نمونـه   ∆Ctژن هدف هر نمونـه منهـاي    ∆Ctبرابراست با 

در بـين نقـاط     (Livak and Schmittgen, 2011).كنتـرل 

را  Ctتـرين   زماني مورد نظر در اين تحقيق، زماني كه پايين

ارزيابي نسـبي بيـان ژن    برايعنوان نمونه كاليبراتور  دارد به

مدي براي هر پرايمر ارزيـابي  اهدف در نظر گرفته شد. كار

دهنـده   كه نشاندرصد بوده  99-95، دامنه آن در حدود شد

بـين   hif-2و  hif-1. سطح بيان ستاتصال صحيح پرايمرها

برون با استفاده از تجزيـه   مراحل مختلف تكاملي ماهي قره

درآمدند و  طبيعي به حالت (ANOVA)واريانس يك طرفه 

اي هـاي چنـد مقايسـه    تحليل براي Tukeyون سپس از آزم

 استفاده شد.
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  نتايج

در  hif-2و  hif-1هــاي حاضـر، بيــان نسـبي ژن  در مطالعـه  

و نتـايج   شـد اكسـيژني بررسـي و ارزيـابي     طبيعيشرايط 

عنـوان ژن مرجـع،    به ،RPL6دست آمده با استفاده از ژن  به

هاي مـذكور  بيان ژن دهد نشان ميسازي شدند. نتايج  عادي

بـرون بـه لحـاظ     در مراحل مختلف تكاملي لارو ماهي قره

 ـآماري اختلاف معناداري   hif-1). بيـان ژن  >05/0pد (دارن

بـرون يـك الگـوي     در نقاط زماني تكاملي لارو ماهي قـره 

افزايشــي را پــس از تفــريخ شــدن نشــان داد و ســپس در  

بـه   ،روز پس از تفريخ شدن سطح بيان ايـن ژن  10مرحله 

ج ). نتـاي 1ثابـت مانـد (شـكل     نسبت تا آخـر دوره تقريبـاً  

در مراحـل تكـاملي لاروي    hif-2بررسي الگـوي بيـان ژن   

روز  20برون روند افزايشي اين ژن را تـا مرحلـه    ماهي قره

روز پـس   25پس از هچ شدن نشان داد و سپس در مرحله 

، كاهش معناداري در سطح بيان ايـن ژن مشـاهده   تفريخاز 

  ).2شد (شكل 

 
  

 .برون ماهي قره يلارودوران  تكامليدر مراحل  hif-1بيان نسبي ژن  1شكل 

 

 

  
برون. ماهي قره يلارودوران  تكامليدر مراحل  hif-2بيان نسبي ژن  2شكل 
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 hif-1شـده   عـادي  mRNA: بيان نسبي سطوح 2و  1شكل

ــا اســتفاده از 2(شــكل  hif-2) و 1(شــكل  طــي  RPL6) ب

روز  2d- :2بـرون.   مراحل اوليـه تكامـل لاروي مـاهي قـره    

 1d :1شـده (روز صـفر)؛    تخم تـازه هـچ  : d0از هچ؛  پيش

: 10d؛ 6d :dph6؛ 3d :dph3)؛ dph1از هـــچ ( پـــسروز 

dph10 15؛d :dph15 20؛d :dph20 25؛d :dph25 50؛d :

dph50اسـتاندارد  انحـراف  ±كننـده ميـانگين    ها بيـان  . داده 

ــ=n). 6( هســتند ــين دادهااخــتلاف معن ــاري ب هــاي  دار آم

 ANOVAشده بين دو گروه بـا اسـتفاده از    عاديتفكيكي 

اي تـوكي تحليـل شـدند. حـروف      و آزمون چنـد مقايسـه  

ــانگر وجــود اخــتلاف  متفــاوت در ســتون هــاي نمــودار بي

  .است درصد 5معنادار در سطح 

  

  بحث

مراحل مختلف تكاملي  در نتايج مطالعه حاضر نشان داد كه

و  hif-1هـاي   بيان ژن) A. persicusبرون ( لاروي ماهي قره

hif-2 ،   و رابطــه  نـد داراخــتلاف معنـاداري  از نظـر آمـاري

 لارويتكامـل   بـا مراحـل  هـا   مستقيمي بـين بيـان ايـن ژن   

بيـان  بـارة  از جمله مطالعات صورت گرفته درمشاهده شد. 

هـاي هايپوكسـي در    رابطه بيان ژن توان به مي، hifsهاي  ژن

در  IGFBP-1تأثير آن در بيان ژن نيز دوره تكامل لاروي و 

اشـاره  داران از مـاهي تـا انسـان     هاي مهـره  بسياري از گونه

 ,.Guillemin and Krasnow, 1997; Huang et al)كـرد 

2004; Seta and Millhorn, 2004). هاي صـورت   آزمايش

) نشان داد كه Danio rerioا (رگرفته بر روي لارو ماهي زب

 ـ، hif-2و  hif-1هاي  بيان ژن بيـان ژن  يـروي   ثرؤطـور م ـ  هب

IGFBP-1 صورت كه تحـت شـرايط   دين گذارد؛ ب تأثير مي

شدت  hifsهاي  حاد اكسيژني (هايپوكسي) فعاليت پروتئين

اكسيژن شود.  مي IGFBP-1بيان ژن  گرفته و باعث افزايش

منظــور انجــام  توليــد انــرژي بــه بــرايموجــود در محــيط 

تنظيم بيـان  براي اكثر متازوآها بسيار مهم است و ها  فعاليت

رونويسـي نقـش مهمـي را در تكامـل دوره      باعواملها  ژن

 hif-2و  hif-1هـاي   الگـوي بيـان ژن   كنـد.  لاروي بازي مي

افزايش يافته و اين افـزايش   تفريخداري پس از اطور معن به

نسبت ثـابتي بـاقي    بهتا مراحل نهايي دوره لاروي در سطح 

مستقيمي با  ةرابطهاي مذكور  كه اين افزايش بيان ژن هماند

ايـن  . هـا دارد  در مـاهي مراحـل ابتـدايي لاروي   ارگانوژنز 

 هـاي  موضوع كه آيا هر سه نوع زير واحد آلفا در پـروتئين 

hif  دهنـد  به شرايط اكسيژني حساسيت متفاوتي نشان مـي، 

 ,Nikinmaa and Reesدرستي بررسي نشده است ( هنوز به

ــرايط ). 2005 ــيدر ش ــروتئين   طبيع ــان پ ــيژني، بي  hifاكس

سـرعت در مسـير تخريـب     بـه  و صورت غيرفعـال بـوده   هب

 hif-1αهايپوكسـيا،  شرايط گيرد. تحت  پروتئازومي قرار مي

ARNTيابد، سپس بـه همـراه    در سلول تجمع مي
هـا بـه    1

اين شوند.  دايمر مي hif-1βشود و با  منتقل ميسمت هسته 

)دايمرها سپس بـا عوامـل مسـئول هايپوكسـيا     
2
HREs)  در

شـوند و بانـدهاي    هاي هـدف بانـد مـي    نواحي تنظيمي ژن

هـاي هـدف    زمان، منجر به بيان ژن رونويسي با عملكرد هم

همچنـين در شـرايط    .(Bracken et al., 2003)شـوند   مـي 

مقابله با شرايط  براي HSP3استرس اكسيژني ميزان پروتئين 

 hifيابد و در نهايـت بـا پـروتئين     حاد اكسيژني افزايش مي

شود و باعث پايداري اثر ايـن پـروتئين در شـرايط     باند مي

مطالعـات  . )Katschinski et al., 2004(شـود   اسـترس مـي  

عـروق و   هايپوكسـي و تكامـل    متعددي رابطه بين بيان ژن

دهـد   را نشـان مـي  بقا در دوره لاروي در نهايت  مجاري و

)Blancher et al., 2000; Bonventre et al., 2011.(Hif-

1α  رونويسي  عوامليكي از اجزايbHLH-PAS
كه  است 4

محيطي و كنترل تكاملي را تنظيم  عواملهاي القاي  بيان ژن

                                                        

1.aryl hydrocarbon nuclear  trans locator 
2.hypoxia response elements 
3.heat shock protein 
4. basic–helix–loop–helix-PAS 
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 Crews and Fan, 1999; Gu et al., 2000 .(Hif-1كند ( مي

هـاي كليـدي بـراي تكامـل مجـاري و       كننـده  يكي از تنظيم

و براي تكامل لاروي شامل آنژيوژنزيز،  استعروق خوني 

 جنــينهــاي خــوني و تكامــل طبيعــي در  تشــكيل ســلول

بـدين  . Ryan et al.,1998)( پسـتاندارن مـورد نيـاز اسـت    

 هاي مذكور در دوره لاروي تكامـل  نصورت افزايش بيان ژ

ه عتوس ـهـا در   نقش آنبه توان مربوط  برون را مي ماهي قره

در  زايـي و عـروق خـوني    ها و تكامل مجـاري و رگ  اندام

مـاهي زبـرا بيـان     هـا بـر روي   بررسيدانست.  دوره جنيني

در ارتباط با سطح غلظـت اكسـيژن    hif-1كند كه تنظيم  مي

مراحــل ابتــدايي زنــدگي (دوران  محــيط خيلــي زود و در

). Kajimura et al., 2006شـود (  مـي  گـذاري  لاروي) پايـه 

هـاي   ژننيز نشان داد كه  الگوعنوان  مطالعات روي موش به

hifs  جنيني پستانداران ضروري است و  طبيعيبراي تكامل

 ,.Adelman et al(نقش كليدي در هموستازي اكسيژن دارد 

1999; Iyer et al., 1998; Maltepe et al., 1997(. 

كـه   پسـتانداران هنگـامي   جنـين قلبي عروقـي در   مشكلات

ژن ) يـا  hif-1αالقاي هايپوكسي ( عواملعملكرد رونويسي 

 ;Ryan et al., 1998)هدف مختل شده، مشاهده شده است

Carmeliet et al.,1996; Maltepe et al., 1997).  طـور   بـه

كننـده مهـم بـراي پاسـخ در برابـر       يك تنظـيم  hif-1αويژه 

ــل رگ   ــامل تكام ــي ش ــرايط هايپوكس ــوني و   ش ــاي خ ه

 Semenza 2004; Nikinmaa and)هاي قرمز اسـت   گلبول

Rees, 2005; Wenger et al., 2005)  براي تكامل طبيعي و

هـاي خـوني و تكامـل     بدن شامل آنژيوژنزيز، تكامل سلول

القـاي   عوامـل ). Ryan et al., 1998( استعصبي ضروري 

تكـاملي ماننـد    فراينـد داران در چندين  هايپوكسي در مهره

آنژيوژنزيز، تكامل مجاري خوني، قلـب و سيسـتم عصـبي    

 ,.Ryan et al., 1998; Sipe et al). مركزي شـركت دارنـد  

2004; Rojas et al., 2007)   گونـه   9در مطالعاتي بر روي

) بيان شد كـه افـزايش   Salmonidaeاز خانواده آزادماهيان (

لاروهـاي  ) HBA, HBBهاي خـون (  رونويسي هموگلوبول

داراي كيسه زرده در ارتباط تنگاتنگ با افزايش رونويسـي  

 ).Vuori et al., 2009( اســت hif-2و  hif-1هــاي  ژن

همچنين ماندگاري و افزايش و يا كاهش مشاهده شـده در  

توانـد   هاي مذكور در نقاط زماني مورد مطالعـه مـي   بيان ژن

ــمناشـــي از  ــايي  مكانيسـ ــور هـ ــه در آن حضـ ــد كـ باشـ

هايي ماننـد پـرولين و آسـپارژين و يـا ممانعـت       نهاسيدآمي

. )Soitamo et al., 2001(هاي پروتئازومي نقش دارند  كننده

ــيش  ــات ب ــيژن    مطالع ــيم اكس ــدهاي تنظ ــري روي فراين ت

هـاي   هاي احتمالي مـرتبط بـا بيـان ژن    خصوص مكانيسم به

hifs  .مثـال نقـش    بـراي در شرايط حاد اكسيژني نياز است

طـور   هاي هايپوكسـي در مـاهي بـه    در پاسخها  كاتكولامين

هـا عمـل تهويـه را     كـاتكولامين گسترده مطالعه شده است. 

هاي قرمز خـون   سلول pHطور ميزان  كنند و همين تنظيم مي

د و در نده و مقدار هماتوكريت را تحت تأثير خود قرار مي

انجام گليكونئوژنز در شرايط كمبود اكسيژني نقش مهمي را 

 رونويسـي بـين  همچنين بيان شده اسـت كـه    كنند. ايفا مي

با آدنوزين مونوفسفات حلقوي ارتباط وجـود   hifs هاي ژن

كننـده   عنوان تنظـيم  به آدرنالينيهاي  بيان پذيرندهو نيز  دارد

hifs   انـد  شـده  مطـرح در پسـتانداران)Michelotti et al., 

چنين مكانيسمي در جاي تعجب ندارد كه بنابراين ، )2003

  .هاي كمبود اكسيژني در ماهيان يافت شود پاسخ

بر اساس مطالعات صورت گرفتـه مشـخص   در نهايت، 

كه تنظـيم هموسـتازي    hif-2و  hif-1هاي  ژن شده است كه

ثر و كليدي بـر رشـد و   ؤنقش م ،اكسيژن را بر عهده دارند

نمو در دوره جنيني پستانداران و ماهيان اسـتخواني دارنـد.   

توان بيان داشت كه  نتايج اين مطالعه ميهمچنين بر اساس 

اسـتخواني كـه جـزو     -در ماهيـان غضـروفي   hifsهـاي   ژن

بـه همـين    باشـند.  نيز عملكردي مي ،هستندقديمي ماهياني 
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هـايي هسـتند    جزو ژن hifsهاي  توان ذكر نمود ژن مي دليل

خـود را حفـظ    فعاليتكه از لحاظ عملكرد در طول تكامل 

  نموده اند.

  

  منابع

Adelman, D. M., Maltepe, E. and M. Simon, C. 

1999. Multilineage embryonic hematopoiesis 

requires hypoxic ARNT activity. Genes and 

Development, 13: 2478-2483. 

Akbarzadeh, A., Farahmand, H., Mahjoubi, F., 
Nematollahi, M. A., Leskinen, P., Rytkonen, K. 

and Nikinmaa, M. 2011. The transcription of L-

gulono-gamma-lactone oxidase, a key enzyme for 

biosynthesis of ascorbic acid, during development of 

Persian sturgeon Acipenser persicus. Comparative 

Biochemistry and Physiology-Part B, 158: 282-288. 

Bell, E. L., Klimova, T. A., Eisenbart, J., 

Schumacker, P. T. and Chandel, N. S. 2007. 

Mitochondrial reactive oxygen species trigger 

hypoxia inducible factor-dependent extension of the 

replicative life span during hypoxia. Molecular and 

Cellular Biology, 27(16): 5737-5745. 

Blancher, C., Moore, J. W., Talks, K. L., 

Houlbrook, S. and Harris, A. L. 2000. 

Relationship of Hypoxia-inducible Factor hif-1a and 

hif-2a Expression to Vascular Endothelial Growth 

Factor Induction and Hypoxia Survival in Human 

Breast Cancer Cell Lines. Cancer research, 60: 

7106-7113. 

Bonventre, J. A., White, L. A. and Cooper, K. R. 

2011. Methyl tert butyl ether targets developing 

vasculature in zebrafish (Danio rerio) embryos. 

Aquatic Toxicology, 105: 29-40. 

Carmeliet, P., Ferreira, V., Breier, G., Pollefeyt, 

S., Kieckens, L., Gertsenstein, M., Fahrig, M., 

Vandenhoeck, A., Harpal, K., Eberhardt, C., 

Declercq, C., Pawling, J., Moons, L., Collen, D., 

Risau, W. and  Nagy, A. 1996. Abnormal blood 

vessel development and lethality in embryos lacking 

a single VEGF allele. Nature, 380: 435–439. 

Crews, S. T., and Fan, C. M. 1999. Remembrance 

of things PAS: regulation of development by bHLH-

PAS proteins. Current Opinions in Genetics and 

Development, 9: 580–587. 

Gu, Y. Z., Hogenesch, J. B. and Bradfield, C. A. 
2000. The PAS superfamily: sensors of 

environmental and developmental signals. Annual 

Reviews of Pharmacology and Toxicology, 40: 519-

561. 

Gu, Y. Z., Moran, S. M., Hogenesch, J. B., 

Wartman, L., and Bradfield, C. A. 1998. 

Molecular characterization and chromosomal 

localization of a third- class hypoxia inducible factor 
subunit, HIF3, Gene Expression, 7: 205-213. 

Guillemin, K., and Krasnow, M. A. 1997. The 

hypoxic response: huffing and HIFing. Cell, 89: 9-12. 

Huang, S. T., Vo, K. C., Lyell, D. J., Faessen, G. 

H., Tulac, S., Tibshirani, R., Giaccia, A. J., and L. 

Giudice, C. 2004. Developmental response to 

hypoxia. FASEB Journal (Federation of American 

Societies for Experimental Biology). 18: 1348-1365. 

Ivan, M., Kondo, K., Yang, H., Kim, W., 

Valiando, J., Ohh, M., Salic, A., Asara, J. M., 

Lane, W. S., and Kaelin, W. G., Jr. 2001. HIF- 

targeted for VHL mediated destruction by proline 
hydroxylation: implications for O2 sensing. Science, 

292: 464-468. 

Iyer, N. V., Kotch, L. E., Agani, F., Leung, S. W., 

Laughner, E., Wenger, R. H., Gassmann, M., J. 

Gearhart, D., Lawler, A. M., Yu, A. Y., and 

Semenza, G. L. 1998. Cellular and developmental 

control of O2 homeostasis by hypoxia-inducible 

factor 1 alpha. Genes and Development, 12: 149-

162. 

Jaakkola, P., Mole, D. R., Tian, Y. M., Wilson, M. 

I., Gielbert, J., Gaskell, S. J., Kriegsheim, A., 
Hebestreit, H. F., Mukherji, M., Schofield, C. J., 

Maxwell, P. H., Pugh, C. W., and Ratcliffe, P. J. 

2001. Targeting of HIF-alpha to the von Hippel-

Lindauubiquitylation complex by O2-regulated 

prolyl hydroxylation. Science, 292: 468-472. 

Kajimura, S., Aida, K. and Duan, C. 2006. 

Understanding Hypoxia-Induced Gene Expression in 

Early Development: In Vitro and In Vivo Analysis 

of Hypoxia-Inducible Factor 1-Regulated Zebra Fish 

Insulin-Like Growth Factor Binding Protein 1Gene 

Expression. Molecular and Cellular Biology, 26 (3): 
1142-1155. 

Katschinski, D. M., Le, L., Schindler, S. G., 

Thomas, T., Voss, A. K. and Wenger, R. H. 2004. 

Interaction of the PAS B domain with HSP90 

accelerates hypoxia-inducible factor-1 stabilization. 

Cellular Physiology and Biochemistry, 14: 351-360.  
Kolangi, M. H., Farahmand,  H.,Akbarzadeh, A., 

Ramezanpour, S., Kaiya, H., Miyazato, M., 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
25

51
3.

13
92

.2
.4

.5
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jf

st
.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
1-

08
 ]

 

                             8 / 10

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23225513.1392.2.4.5.5
https://jfst.modares.ac.ir/article-6-4944-en.html


 مياندره و همكارانكلنگي  __________________________________ ...القايي هايپوكسي عواملتغييرات بيان ژن كدكننده 

٥٥ 

 

Rytkönen, K. T. and Nikinmaa, M. 2013. 

Developmental transcription of genes putatively 

associated with growth in two sturgeon species of 

different growth rate, General and Comparative 

Endocrinology, 182: 41-47. 

Livak, K. J. and Schmittgen, T. D. 2001. Analysis 

of relative gene expression data using real-time 
quantitative PCR and the 2

-∆∆C
T method. Methods, 

25: 402-408. 

Maltepe, E., Schmidt, J. V., Baunoch, D., 

Bradfield, C. A., and Simon, M. C. 1997. 

Abnormal angiogenesis and responses to glucose 

and oxygen deprivation in mice lacking the protein 

ARNT. Nature, 386: 403-407. 

Masson, N., Willam, C., Maxwell, P. H., Pugh, C. 

W., and Ratcliffe, P. J. 2001. Independent function 

of two destruction domains in hypoxia-inducible 

factor- alpha chains activated by prolyl 

hydroxylation. EMBO Journal, 20: 5197-5206. 

Maxwell, P. H., Wiesener, M. S., Chang, G. W., 

Clifford, S. C., Vaux, E. C., Cockman, M. E., 

Wykoff, C. C., Pugh, C. W., Maher, E. R. and 

Ratcliffe, P. J. 1999. The tumor suppressor protein 

VHL targets hypoxia-inducible factors for oxygen-

dependent proteolysis. Nature, 399: 271-275. 

Michelotti, G. A., Bauman, M. J., Smith, M. P. 

and Schwinn, D. A. 2003. Cloningand 

characterization of the rat _αla-adrenergic receptor 

gene promoter demonstration of cell specificity and 

regulation by hypoxia. Journal of Biological 
Chemistry, 278: 8693-8705. 
Nikinmaa, M. and Rees, B. B. 2005. Oxygen-

dependent gene expression in fishes. American 

Journal of Physiology-Regulatory, Integrative and 

Comparative Physiology, 288: 1079-1090. 

Ohh, M., Park, C. W., Ivan, M., Hoffman, M. A., 

Kim, T. Y., Huang, L. E., Pavletich, N., Chau, V., 

and Kaelin, W. G. 2000. Ubiquitination of 

hypoxiainducible factor requires direct binding to 

the beta-domain of the von Hippel- Lindau protein. 

Nature Cell Biology, 2: 423-427. 

Radonic, A., Thulke, S., Mackay, I. M., Landt, 

O., Siegert, W. and Nitsche, A. 2004. Guideline to 

reference gene selection for quantitative real-time 

PCR. Biochemical and Biophysical Research 

Communications, 313: 856-862. 

Rojas, D. A., Perez-Munizaga, D. A., Centanin, 

L., Antonelli,M., Wappner, P., Allende, M. L. and 

Reyes, A. E. 2007. Cloning of hif-1alpha and hif-

2alpha and mRNA expression pattern during 

development in zebrafish. Gene Expression 
Patterns, 7: 339-345. 

Ryan, H. E., Lo, J. and Johnson, R. S. 1998. hif-1 

alpha is required for solid tumor formation and 

embryonic vascularization. EMBO Journal, 17: 

3005-3015. 

Seta, K. A. and Millhorn, D. E. 2004. Functional 

genomics approach to hypoxia signaling. Journal of 

Applied Physiology, 96: 765-773. 

Semenza, G. L. 2004. Hydroxylation of HIF-1: 

oxygen sensing at the molecular level. Physiology 

(Bethesda, Maryland), 19: 176-182. 

Sipe, C. W., Gruber, E. J. and Saha, M. S. 

2004. Short upstream region drives dynamic 

expression of hypoxia-inducible factor 1 alpha 

during Xenopus development. Developmental 

Dynamics, 230: 229-238. 

Soitamo, A. J., Rabergh, C. M. I., Gassmann, M., 

Sistonen, L. and Nikinmaa, M. 2001. 

Characterization of a hypoxia-inducible factor (HIF-

1α) from rainbow trout. Accumulation of protein 

occurs at normal venous oxygen tension. Journal of 

Biology Chemistry, 276: 19699-19705. 

Vuori, K. A., Paavilainen, T. and Nikinmaa, M. 
2009. Molecular Markers of Yolk Sac Fry 

Development in Nine Families of Lake Trout. 

Journal of Aquatic Animal Health, 21: 279-289. 

Wenger, R. H., Stiehl, D. P. and Camenisch, G. 

2005. Integration of oxygen signaling at the 

consensus HRE. Science STKE. 2005 (306), 12.  

Wiesener, M. S., Turley, H., Allen, W.E., Willam, 

C., Eckardt, K.U., Talks, K.L., Wood, S.M., 

Gatter, K.C., Harris, A.L., Pugh, C.W., Ratcliffe, 

P.J. and Maxwell, P.H. 1998. Induction of 

endothelial PAS domain protein-1 by hypoxia: 
Characterization and comparison with hypoxia-

inducible factor-1. Blood Journal, 92: 2260-2268. 

   

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
25

51
3.

13
92

.2
.4

.5
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jf

st
.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
1-

08
 ]

 

                             9 / 10

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23225513.1392.2.4.5.5
https://jfst.modares.ac.ir/article-6-4944-en.html


Vol. 2, No. 4, Winter 2014 

56 

 

 

Fluctuations in Gene Expression of Hypoxia-Inducible Factors (hif-1, hif-

2) During Ontogeny of Persian Sturgeon (Acipenser persicus Borodin, 

1897) 
 

Hamed Kolangi Miandare1*, Omid Jaafari1 and Maryam Nasrolah Pourmoghadam3 

 

1-Assistant Professor, Department of Fisheries, Faculty of Fisheries and Environmental Sciences, Gorgan University of 
Agriculture Science and Natural Resources, Gorgan 
2-M.Sc. student, Department of Fisheries, Faculty of Fisheries and Environmental Sciences, Gorgan University of 
Agricultural Sciences and Natural Resources, Gorgan 

3- M.Sc. student, Department of Fisheries, Faculty of Natural Resources, University of Tehran, Karaj 
 

 

Received: 2013/6/26            Accepted: 2014/1/28 
 

*Corresponding author: hkolangi@gau.ac.ir 

 

Abstract: 

Oxygen concentration the environment and cellular organisms is one of the effective factors 

during normal development of organisms. In the present study, the transcription levels of 

the hypoxia-inducible factors (hif-1, hif-2) were evaluated during development of an 

ancient fish species Acipenser persicus, in the normal oxygen density of environment. The 

transcription of hif-1, hif-2 detected in all developmental time-points defined, from embryo 

to juvenile stages. Target genes transcriptions were normalized using RPL6 as reference 

gene. Changes in normalized hif-1, hif-2 mRNA expression were statistically significant 

throughout developmental points (p<0.05). Our data revealed that the mRNA expression of 

hifs were low during embryonic development and then upregulated significantly at hatching 

and early larval time-points. Then, in the late larval development and juvenile stage the 
expression of hifs started to decline. The comparison between hif-1 and hif-2 mRNA 

transcription showed that maximum gene expressions of hif-1and hif-2 occurred in 15 and 

20 days after hatching, respectively. The increased expression of hifs suggests their 

association with two important events in the larval evolution, viz. internal feeding (yolk 

absorption) and external feeding. Also, the observed increase in mRNA expression of hifs 

during larval development of A. persicus can be attributed to increase in oxygen demand. 

Keywords: Acipenser persicus, Larval Development, mRNA Expression, Organogenesis 
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