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 سفید ماهی ،ژن  یانب یتلوژنین،و یتوسترول،بتاس یستئین،جن :کلیدی لغات

 
زرده تخم است که در  ینماده پروتئ یشپ ویتلوژنین
پاسخ به  در وماده بالغ  یماه یبالا در پلاسما یغلظت ها
و  ناجی)گردد  یم یدتخمدان در کبد تول یاستروژن ها
نر و ماده و  یدر کبد ماه یتلوژنینژن و .(1393 همکاران،
با قرار گرفتن در معرض  یدر تخمدان ماه ینهمچن
 ,.Folmar et alگردد ) یفعال م یاستروژن یباتترک

 شاخص یک عنوان به توان می ویتلوژنین از لذا(. 1996
 شبه ترکیبات حضور تشخیص جهت مفید بسیار زیستی
 Sumpter and) نمود استفاده آبی محیط در هورمونی

Jobling, 1995 .)شبه  ترکیب یک ،1یستئینجن
 یم آروماتاز یمآنز یتفعال افزایش با یف،ضع یاستروژن
 شود یانسطح زرده در آبز یشافزا یا یدتول به منجر تواند

(Cederroth et al., 2012) .ترکیب یگرد ،بتاسیتوسترول 
 استروئیدها با یشباهت ساختار یلبه دلنیز  گیاهی
 Orrego) اخلال ایجاد نماید مثل یدتول فراینددر  تواند می

et al., 2010 .) 
توجهاات را باه    ،یآبا  یطمحا  ئلمساا  از ها نگرانی افزایش

 شااخص ) تار  خاا   و تار  سمت استفاده از ابازار حساا   
 غادد  های زننده برهم اثرات بینی پیش ظرفیت با( زیستی

                                                 
1
 Genistein 

و  یابزار سالول  ،اسا  این بر. است کرده متمرکز ریز درون
 یاصال  یهاا  یسممطالعه مکان بهمحققان را  یدجد یمولکول

 زنناده  بارهم  و طبیعای  مثلای  تولید های عملکرد هورمون
 ساازند  مای  قاادر   بیرونای  های استروژن نظیر درونی های
(Meucci and Arukwe, 2005 .)بارای  روش ترین رایج 

ELISAs) الیازا  روش ویتلوژنین سنجش
 باه  کاه  باوده ( 2

 مختلاف،  هاای  آزمایشاگاه  در الیازا  کار روش تفاوت دلیل
 هااای تکنیااک. باشااند نمای  مقایسااه قاباال نتااایج معماولا 
 یاماروز  یاج را یاز روش هاا  یکی ،ژن یانب یرنظ مولکولی
کمتار   یتمحدود یمیآنز یبا روش ها یسهکه در مقا است

 (.Jensen and Ankley, 2006دارند ) یو دقت بالاتر
رودکوچ و  یها ( از گونهR. frisii Kutum) یدسف ماهی
 و اسفند های ماه طی که استخزر  یایدر یاقتصاد
 هایرودخانه وارد مثلی تولید فرایند تکمیل جهت فروردین
 در (.1385 عبدالملکی،) شود می خزر دریای به منتهی
 از مختلفی های آلاینده و ترکیبات با مولدین مدت این طی
 تحقیق هدف. شد خواهند مواجه ها فیتواستروژن جمله
و  یستئینجن یبترک دواثر  چگونگی بررسیحاضر 
 در یتلوژنینژن و نسبی یانب یزانبر م یتوسترولبتاس

                                                 
2
 Enzyme-linked Immune-sorbent Assays 
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 . باشد میمهاجر به رودخانه  یدسف ماهیماده  جنس
 

 کار روش و مواد
( R. frisii Kutum) سفید ماهی ماده مولد عدد 49 تعداد
 و یدص یروداز رودخانه ش گرم 680±15وزن  یانگینبا م

 یتریل 300 یها تانک در یساعت سازگار 48پس از 
سطح  سهو  یستئینسطح جن سهطور مجزا در معرض  به
نانوگرم بر  10و  50، 500) یها با غلظت یتوسترولبتاس
روز  21از  پسگرفتند.  قرار آلمان( -یجآلدر یگما( )سیترل

 یترعا با یتصادف طور به یماراز هر ت یری،در معرض قرار گ
از  و انتخاب یشگاهیآزما یواناتاز ح یتحما یناصول قوان

 .گرفت تصور برداری بافت تخمدان و کبد آنها نمونه
 زولیترا از استفاده با ها، بافت از یازمورد ن RNA استخراج

 RNaseاز  یعار یطتحت شرا یزوپروپانولو رسوب با ا
دراپ نانو روش به RNA کمیت و کیفیت .گرفتصورت 

(nm280/260 و الکتروفورز )درصد 5/1 آگاروز ژل یرو بر 
حذف  از پس. (1393)آرامون و همکاران،  شد یابیارز
 DNase یمارت توسط DNA یاحتمال یآلودگ
(Thermoscientific, USA Kit, DNase 1)،  رشته

cDNA ساخته تاکارا )ژاپن(  کیتاسا  دستورالعمل  بر 
 شد. 
منظور  به( 1)جدول  اختصاصی آغازگرهای یطراح جهت
کبد و  یدر نمونه ها یتلوژنینژن و یابیو ارز یدسترس

( EU930850) :انماهی سایر یها یتخمدان از توال
Rutilus rutilus، (AB331884) Cyprinus carpio، 

(EF190987) Catla catla، (DQ061948 )Rutilus 

rutilus افزار منر توسط   AlleleID(Niazi et al., 

 یاطلاعات یگاهدر پا BLAST یدئتاو  استفاده( 2014
NCBI  .صورت گرفت 
 

 
 یتلوژنینشده ژن و یطراح یمرهایپرا فهرست: 1 جدول

Table 1: List of designed primer for vitellogenin gene. 
Primer name Primer sequences (5-3) Tm PCR product size (bp) 

Rfc-F GAAGTGCGTCGTATCTTGCCAACAG 9/62 
218 

Rfc-R ATCACAGCAAAGGTCTGGAGAGCAA 4/63 

 

 SYBRgreenاستفاده از  با Real-time PCR روش
حجم  با یتلوژنینژن و یانب یبررس ی)تاکارا، ژاپن( برا

 Gold یمآنز یترل یکروم ده) یکرولیترم 20 ییواکنش نها

Taq، 20 و آغازگر هر از یکرومولارم 0-2،یتبافر ک 
 95واکنش شامل  یطاستفاده شد. شرا (cDNAنانوگرام 
 94چرخه،  40و  یهثان 30به مدت  یهاول گراد یدرجه سانت
 60اتصال  یدما یه،ثان 15گراد به مدت  یدرجه سانت
 یمآنز بسط یو دما یهثان 20گراد به مدت  یدرجه سانت

 یجدر نظر گرفته شد.. نتا یهثان 20درجه به مدت  72
روش  به  (Ctآستانه ) یکلس یبدست آمده به صورت کم

طبق فرمول  PCRواکنش  یبر بازده یمبتن یزو آنال پافی
 . (Pfaffl, 2001) انجام گرفت ذیل
 
 

 
 
 

Etarget  راندمان :Real-time PCR ژن هدف،  یانبEref :
  (β actin) ژن رفرنس یانب Real-time PCRراندمان 
 یبررس ANOVAبا آزمون  ها هداد بودن نرمال  یانپا در
 LSDبه روش  SPSS 17در نرم افزار  یانگینم یسهو مقا

 و دانکن صورت گرفت. 
 500نتایج نشان داد که جنیستئین می تواند در غلظت 

نانوگرم بر لیتر در مولدین ماده ماهی سفید دریای خزر در 
ویتلوژنین مقایسه با سایر گروه ها سبب افزایش بیان ژن 

(. درحالی که سطوح مختلف 1در بافت کبد شود )شکل 
بتاسیتوسترول تفاوتی را با گروه شاهد نشان نداد )شکل 

2.) 
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 جنیستئین و بتاسیتوسترول مختلف سطوح معرض در سفید ماهی کبد در ویتلوژنین ژن شده تکثیر : قطعه 1 شکل

Figure 1: Multiplied vitellogenin gene in the liver of Kutum that exposed to different levels of β-sitosterol and 

Genistein. 

 
 

( لیتر بر)نانوگرم  بتاسیتوسترول و جنیستئین مختلف های غلظت معرض در ماده سفید ماهی کبد در یتلوژنینژن و ینسب یانب: 2 شکل

دار  یدهنده وجود اختلاف معننشان (a < b < c) هاستون یحرف مشابه بر رو یک. عدم وجود حداقل گیری قرار معرض در روز 21 از پس

 (.>P 05/0ها است )ستون ینب

Figure 2: Relative expression of the vitellogenin gene in Kutum liver after 21 days exposed to different levels of β-

sitosterol and Genistein (ng / L). The similar letter on the columns (a <b <c) indicates a significant difference between 

the treatment (P <0.05). 
 

در بافاات تخماادان ماهیااان درمعاارض  3مطااابق بااا شااکل
نانوگرم بار لیتار    10در مقایسه با غلظت  500جنیستئین 

افزایش بیان ژن مشاهده شاد. در صاورتی کاه ماهیاان در     
تیمارهاا اختلافای بایکادیگر و    معرض بتاسیتوسترول کلیه 
(. با توجه باه  3(. )شکل <05/0pگروه شاهد نشان ندادند )

،  Real-time PCRا  داده هاای خروجای   نتایج و بر اس
ژن ویتلوژنین در بافت کبد دارای شدت بیاان بیشاتری در   

 بارای  مطالعاه  ایان  در مقایسه با بافت تخمدان می باشاد. 

 ساطح  بار  یااهی گ یشبه هورمون یبدو ترک یرتاث بار اولین
 یاای در یدساف  یمااه  مااده  ینمولد در نینژیتلوژن و یانب

 اساتروژن  توساط  ویتلاوژنین  ژن بیاان . شاد  بررسای خزر 
 سالولی  هساته  درون به نفوذ با نژاسترو گردد، می تنظیم
 شادن  فعال به منجرداده که  یلتشک یسیفاکتور رونو کی

 یجاه و در نت (EREs) یعناصار پاساخ اساتروژن    یژن حاو
. (Fu et al., 2006) شااود یماا یتلااوژنینو ژن فعالیاات
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)نانوگرم بر  یتوسترولو بتاس یستئینمختلف جن یماده در معرض غلظت ها یدسف یدر تخمدان ماه یتلوژنینژن و ینسب یانب :3 شکل

دهنده وجود اختلاف نشان (a < b < c) هاستون یحرف مشابه بر رو یک. عدم وجود حداقل یریروز در معرض قرار گ 21( پس از یترل

 (.>P 05/0ها است )ستون یندار ب یمعن

Figure 3: Relative expression of the vitellogenin gene in Kutum ovary after 21 days exposed to different levels of β-

sitosterol and Genistein (ng / L). The similar letter on the columns (a <b <c) indicates a significant difference between 

the treatment (P <0.05). 

 

 ساویا  در شاده  شناخته نیفلاو ایزو ترکیبات از جنیستئین
را  یتلوژنیناز و ییسطح بالا ،آن معرض در ماهیان که بوده

(. Kausch et al., 2008دهناد )  یدر بافت کبد نشان ما 
 گیرناده  یاا  بافت نوع به بسته بتاسیتوسترول و جنیستئین
 تواناد  مای  درونای  اساتروژن  سطح همچنین و استروژونی
 Morito) دنباشا  داشاته  گونیست آنتی یا آگونیست نقش

et al., 2001  رساد   یباه نظار ما    ی(. در نمونه کباد مااه
اثار   یتلاوژنین و ینساب  یاان ساطح ب  یشبا افازا  یستئینجن
بر عملکرد  یستئینرا نشان داده باشد. اثرات جن یستیآگون
 ,.Kiparissis et al) ماداکا  هیماا مثال در گوناه    یاد تول

( Bennetau-Pelissero et al., 2001) آلا قازل (، 2003
 همکاااران، و محمدرضااائی) خاازر دریااای ساافید ماااهی و

 و جنیساتئین  یدساف  یشاده اسات. در مااه    یان( ب1395
 افازایش مثال،   یاد عملکارد تول  تغییر سبب بتاسیتوسترول

 افزایش ینا ،گردید استرادیول هورمون و آروماتازی فعالیت
 یسااتیکآگون یااتبااه فعال مثاال تولیااد فصاال از خااارج
 معرض در مولدین که ینسبت داده شد در حال یستئینجن
 یااادمشااااهده نگرد یروناااد نچنااای توساااترولیبتاس
  .(1395 همکاران، و محمدرضائی)

 معارض  در ماهیاان  در ساازی  زرده القاا   محققاین  برخی

 Orrego) نمودناد  گزارش کاغذ چوب کارخانه های پساب

et al., 2010 مولادین  دردار  ی(. عدم وجود اختلاف معنا 
 ژن بیاان گروه شااهد در   با یتوسترولدر معرض بتاس ماده

وجاود   یاا و  یاز اختلاف گوناه ا  یتواند ناش یم ،ویتلوژنین
 Orrego et) سازی کاغذ کارخانه پساب در یباتترک سایر

al., 2010بافات جنس و ناوع   یرنظ یگرید ی( و فاکتورها 
 ینساب  بیان سطح یجنتا طبق(. Cleveland, 2014) باشد
 ازبا بافت تخمادان   یسهمقا دردر بافت کبد  یتلوژنینژن و
 ساازی  زرده شاروع  باه  تاوان  مای  را امار  این .بود بالاتری
 بیان چراکه. داد نسبت جنیستئین تیمار تاثیر تحت داخلی
 باه  و زرده حجام  جنیساتئین  معارض  در مولدین در شده
 ,.Yousefi et al) یاباد  مای  افزایش تخمک قطر تناسب

 یما  یانزرده در ماه یدتول یاصل یگاهکبد جا بافت(. 2014
 ژن یاز فنال ن  یال در معرض نون یرانیا یتا  ماه درباشد. 
 داشت بالاتری بیانبافت ها  یربا سا یسهدر مقا کبد یتلینو
 .  (1392 همکاران، و جمشیدی)
 یاان تاوان ب  یما  یبررس ینحاصل از ا یجطبق نتا یانپا در

 یرتحت تاث یتلوژنینو ساخت یکرد، از آن جا که محل اصل
( بافاات کبااد در یول)اسااتراد یدروناا یاسااتروژن یباااتترک
 یار نظ یتواساتروژنی ف یباات حضاور ترک  ،باشاد  می یانماه
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Abstract: 

The vitellogenin gene expression can be altered by some estrogenic plant compounds like 

Genistein and β-sitosterol. Therefore, the measurement of vitellogenin gene expression can be 

used as an indicator to determine their effect on reproductive performance of aquatic animals. 

In order to evaluate the effects of genistein and β-sitosterol on the expression of vitellogenin 

gene in the liver and ovary of Rutilus frisii Kutum, the fish were separately exposed to 3 

levels of genistein and beta-sitosterol (500, 50 and 10 ng/L). After 21 days, the RNA 

extracted and expression of vitellogenin gene in both the liver and ovary was investigated by 

Real-time PCR. The results showed the level of vitellogenin gene expression in fish exposed 

to genistein was higher in liver than control and β-sitosterol treatment. This difference was 

not observed in the ovarian tissue. Because the main site of vitellogenin synthesis expressed 

liver and it was controlled by endogenous estrogen (E2), so, it seems phytoesterogenic 

compound such as genistein has been able to increase the relative expression of this gene in 

fish Exposed to 500 ng/L. 
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