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 مقـدار زيـادي   هـا  هاي اين كارخانه ترين پساب . عمدهشود كاغذسازي وارد محيط مي يها كارخانه پساباز  زياديدر ايران سالانه حجم 

سازي قبل از موعد  ت، زردهشوند و باعث عقيمي، تغيير جنسي استروژنيك ارزيابي ميو اسيد رزين دارند. اين مواد شبه الكل و اسيد چرب 
بـراي   كارامـد  يبيومـاركر  انـد. اخيـراً ويتلـوژنين    شوند كه محـرك توليـد ويتلـوژنين    ي ماهيان ميها هورمون ةاختلال در چرخ و تكثير،

زي در تأثير پساب كارخانـة كاغذسـا  آزمايشگاهي  اين مطالعه در شرايطبنابراين در  .آيد ها به حساب مي پساباين استروژنيكي  تشخيص
و  1/0( 500و ppm 200، دوزهاي مورد اسـتفادة آزمـايش  LC50پس از تعيين . بررسي شدكمان  آلاي رنگين قزل ژن ويتلوژنين كبد بيان
25/0 LC50 بـراي ارزيـابي بيـان     به دست آمد. 14و  6و  0در روزهاي ) از پساب كارخانة كاغذسازي مازندران و پارس اهواز براي تيمار

براي ارزيـابي   RNA. استخراج به عمل آمد 14و  6و  0گيري كبد در روزهاي  نمونه پساب،معرض  از ماهيان شاهد و در ژن ويتلوژنين،
 ارزيـابي بـراي  هـا   نمونـه  ،cDNAسنتز از  بعد از بافت كبد صورت گرفت. 1000 و نانودراپ% 1آگاروز روي ژل  RNAكيفيت و كميت 
نشان داد كـه افـزايش بيـان     آزمايش. نتايج اين شدند تجزيه و تحليل روش سايبرگرينه ب Real time PCRبا دستگاه ميزان بيان ژن 

 در .)P>05/0( دار بـود  معنـي در مقايسه با گـروه شـاهد    14و  6 هايدر روز )،ppm 500 )LC5025/0دوز بالاي پسابويتلوژنين در ژن 
 فقـط مشاهده نشـد و  در مقايسه با گروه شاهد ن ژن ويتلوژنين دار بيا اختلاف معني 6در روز  )ppm  200 )LC501/0غلظت كه در حالي

تواند حاكي از آن باشد كـه بيـان ژن ويتلـوژنين بيومـاركري      . به همين علت مي)P>05/0(دار مشاهده شد روز افزايش معني 14پس از 
 هاي كاغذسازي ارزيابي شود. هاي استروژنيك كارخانه كارامد براي پساب

  .Oncorhynchus mykiss ويتلوژنين،  ،هاي كاغذسازي پساب كارخانه هاي استروژنيك، بيان ژن، دگيآلو واژگان كليدي:
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  مقدمه .1
بخـش كشـاورزي،    ةعلت توسعه اخير ب ةدر چند ده

هـا بـراي    و شـهري اسـتفاده از آب رودخانـه    ،صنعتي
ــواع ســموم   ــودگي آب بــه ان كشــاورزي همچنــين آل

حيـات   هاي شـهري و صـنعتي   فاضلاب و كشاورزي
شدت در معرض خطر  هخصوص ماهيان را ب آبزيان به

ــودگي  ــين آل ــرار داده اســت. از ب ــا و پســاب ق ــا،  ه ه
هاي  و پساب كارخانه ،DDTهاي نفتي، سموم  آلودگي

ــازي ــازي و داروس ــواد   ،كاغذس ــت داشــتن م ــه عل ب
استروژنيك ارزيـابي   ،استروژنيك الكلي و اسيد چرب

 حدود ،كلي طور به .)Jobling et al., 1998( شوند مي

 و خميـر  هـاي  بـه كارخانـه   ورودي مواد از درصد 35
 ضـايعات  مختلفي ماننـد  پسماندهاي صورت به كاغذ

 از مختلـف حاصـل   پسـماندهاي  انـواع  كنـي،  پوست

 ةسيستم تصفي پسماند و لجن بازيافتي، الياف فرآوري
 جوهرزدايي الياف از ناشي پسماندهاي و پساب و ،آب

 ,Scott and Smith( شـود  مـي  جداسـازي  بازيـافتي 

 ـانواع پسماند  ةسالان توليد). 1995  و چـوب  ةكارخان
 ,.Hamzeh et al( تـن اسـت   17500 مازنـدران  كاغذ

هـاي كاغذسـازي    در كارخانـه  ،. به طـور كلـي  )2011
(چـوب   ولش بـرنج و باگـاس  ك ـ ميزان بسياريايران 

كه پسـاب   شود استفاده مي براي ساخت كاغذنيشكر) 
هـا بـه    اين تحقيق است. ايـن پسـاب  در  مورد مطالعه

 60و مـواد معـدني    درصـد  40طور متوسـط حـدود   
 25 نسـبت حـدوداً   با ماده آلي دارند كه گلوكز درصد

دهد  آلي را به خود اختصاص مي ةبيشترين ماددرصد 
ليگنـين شـامل الكـل و اسـيدهاي      درصد 15تا  10و 

بيشترين دارند. نشده  شده و حل چرب به صورت حل
ان اسيدهاي چرب استر متيـل پالمتيـك و اولئيـك    ميز

. همچنين بـه علـت   )Rahmati et al., 2010(ند اسيد
كاغـذ   ةبرگ براي تهي از درختان سوزني نكردن استفاده

 ،وجود دارد. به طور كلـي   ها رزين كمي در اين پساب
چرب به علـت داشـتن مـواد     هايها و اسيد اين الكل

هـاي   ر فنوتيـپ در باعـث تـأثي   1يكميم استروژنشبه 
ماهي از قبيل: تغيير جنسيت، عقيمي، بـروز گنادهـاي   

 و هاي مخصـوص جنسـيت،   بين جنسي، بيان پروتئين
 Jobling et( انـد  بلوغ توليدمثلي شده تسريعتأخير يا 

al., 1998 ــه ــين در مطالع ــارة). همچن ــزل درب آلاي  ق
ــين ــان،  رنگ  nonylphenol ،chlordecone ،PCBsكم

)Aroclor 1245(،  وlindane توانند در پسـاب   كه مي
همگـي  هاي كاغذسازي وجود داشـته باشـند    كارخانه

 كمـان  آلاي رنگـين  قزل سازي در كبد زرده القاي اعثب
شـده   اين مواد مشـتق  ).Flouriot et al., 1995(شدند 

از چوب مثل سيتوسترول در ماهي نـر باعـث توقـف    
مثلي رفيت توليـد ظتوليد استروئيدهاي بيضه و كاهش 

). Maclatchy and Vanderkraak, 1995( شـوند  مـي 
ي است در كبد ماهيان مولد كه بـراي  ا لوژنين مادهويت

هــاي اســتروئيدي  هورمـون  از طريــقسـاخت زرده و  
قـرار گيـرد. ژن   هـا   ريزد تا در تخم گنادها به خون مي

نـر و مـاده يافـت     هـر دو جـنس  در كبـد   ويتلـوژنين 
شود كه با قرارگرفتن در معـرض اسـتروژن فعـال     مي

علـت،  بـه همـين    ).Folmar et al., 1996( شـود  مـي 
 شبه براي تركيبات يايدئال 2شاخص زيستيويتلوژنين 

 Jobling and( رود ژن در جانوران به شمار مـي واستر

Sumpter, 1995.(  
ها به دليل  رود اين پساب طرف ديگر، انتظار مياز 

ريزي قبل از موعد باعـث شـوند    بلوغ زودرس و تخم

                                                      
1. Estrogen mimic 
2. Biomarker 
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ماهي موقع فصل تكثير ذخيرة زردة كمي داشته باشـد  
و لارو با ذخيرة زردة كم توليد كند و درصـد تلفـات   
لارو بالا رود؛ به طـوري كـه مطالعـات زيـادي بـراي      

از  مـواد بـا برخـي   سنجش رفتار و تأثيرات استروژني 
 ويتلـوژنين در پلاسـما   هاي مختلـف شناسـايي   روش

 راديـو ايمنـي  اين مطالعات  ةاست، از جملانجام شده 
ــناختي ــنجش و  ش ــق Immuno sorbentس  از طري

 Idler و   ELISA ، Western blot، Campbellروش
ــتند  ,.et al 1996؛  et al.,1999 Denslow( هسـ
Folmar(.  ـبعدها همچنين   Northernروش ق از طري

blot   ــ  ــر كم ــورت غي ــه ص ــوژنين ب ــان ژن ويتل ي بي
بـا   )، امـا Mellanean et al., 1999گيـري شـد (   اندازه

 ـ ةپيشرفت در عرص هـاي   و ابـداع روش  ژيوبيوتكنول
سـنجي نسـبي، سـطوح نسـبي بيـان ژن هـدف        كميت

نسبت به سطوح بيان يك يا چنـد ژن كنتـرل داخلـي    
گوينـد. بيـان    نس ميشود كه به آن ژن رفر سنجيده مي

زمان يا به طور  توان به طور كلي هم ژن رفرنس را مي
در روش  كه كردجداگانه نسبت به ژن هدف سنجش 

كميت نسبي نياز به ساخت استانداردهايي بـا غلظـت   
و براي محاسبة آن مدل و  نيست cDNAمشخصي از 

 ).Pfaffl, 2004( فرمــول رياضــي ارائــه شــده اســت
آلاي  سعي بر آن بـود كـه قـزل    قيقبنابراين در اين تح

 ppmكمان در مواجهـه بـا دوزهـاي مختلـف (     رنگين
ــواد و روش  500و  200 ــزء م ــاب   ج ــت) از پس هاس

هـاي كاغذسـازي مازنـدران و پـارس اهـواز       كارخانه
ــان ژن     ــزان بي ــراي مي ــاس)، ب ــرنج و باگ ــولش ب (ك
ويتلوژنين، به صورت نيمه كمي به منظـور تشـخيص   

 ها به دست آيد. ني اين پسابتأثيرات شبه استروژ

  ها مواد و روش. 2
  ماهي  .2.1

تعداد در اين آزمايش براي بررسي بيان ژن ويتلوژنين 
نابـالغ نـر و مـاده     كمـان  آلاي رنگـين  قـزل قطعه  130

دو جنسـيت ژن   (جنسـيت اهميتـي نـدارد چـون هـر     
گـرم   135 ±10 ويتلوژنين را در كبـد دارنـد) بـا وزن   

بعـد از خريـداري از كارگـاه    ماهيـان  ند؛ استفاده شـد 
هاي آبزيـان   به كارگاه بيماريتجاري تكثير و پرورش 

و بعـد از   ندشـد  منتقـل دانشگاه تهـران  گروه شيلات 
صرف سازگاري آنها بـا  هفته  2بيش از  ،ماهيان انتقال

درجـة   15 ±5/0ب شـد. دمـاي آ  محيط آزمايشگاهي 
از غـذاي  بـا اسـتفاده   گـراد بـود و تغذيـه نيـز      سانتي

(بيومار، ساخت شـركت فرانسـه) و    تجاري ةستانتركن
 صورت گرفت.صد ليتر  عدد در هشت 35تراكم 

 LC50تعيين . 2.2

ماهيــان بــا پســاب  ةآوردن دوز مواجهــ دســت هبــراي بــ
مازندران و پارس اهواز (كولش برنج  كاغذ هاي كارخانه

ماهيـان بـا پسـاب بـه      ةقبل از مواجه LC50، و باگاس)
 100هـاي   ماهيان به تانـك  LC50 يندست آمد. براي تعي
و بعـد از   عـدد در هـر تانـك)    10( ليتري منتقل شـدند 
گرم بـر ليتـر    5/0 و 1و  2و  4دوز  4كاهش استرس با 

تيمار شدند و يك تانـك شـاهد در نظـر گرفتـه شـد و      
تعـداد  بـار صـورت گرفـت.     3تكرار اين آزمايش نيـز  

 Probit Analysesافزار  تلفات روزانه از هر تانك در نرم

v1.5  قرار داده شد تا ميزانLC50  .به دست آيد  

  گيري كبد نمونه. 2.3
و  200سـه تيمـار شـاهد،    LC50آمـدن   دست بعد از به

ppm 500 )1/0  25/0و LC50( و  نددر نظر گرفته شد
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ماهيـان   .گيـري وسـايل اتـوكلاو شـدند     قبل از نمونه
 g/l 1كمان به ظرف پودر گـل ميخـك   آلاي رنگين قزل
كبد به صورت استريل  برداري از و نمونهشدند نتقل م

 3انجام گرفت (اين آزمايش  14و  6و  0در روزهاي 
بـود)   عـدد در هـزار ليتـر    35بار تكرار شد و تـراكم  

و بعـد بـراي   شـده  كبدها به تانك ازت منتقل  سپس،
انتقال  گراد درجة سانتي -80به فريزر  RNAاستخراج 

  شدند. داده

   RNAاستخراج . 2.4
از پيشنهاد شركت سـازنده  طبق  RNAاستخراج براي 
 بـه طـور خلاصـه   استفاده شد.  Biozol (USA) كيت

در اتاقـك  استخراج  شدند ووسايل اتوكلاو  ابتدا همة
آلاي  قــزلنمونــه كبــد  3 انجــام شــد. RNAل اســتري
و  نددر هـاون لـه شـد   به ازاي هر تكـرار  كمان  رنگين
در  گـرم  ميلـي  100 تا 50كبد بين  ةهاي خردشد نمونه
  محلـول ميكروليتـر   1000 و ندداده شـد  ها قـرار  ويال

 Biozol دقيقـه   2ها اضافه شـد و بـه مـدت     به نمونه
Vortex دقيقه در دماي اتاق قرار داده شـد.   15و  شد
كلروفرم اضافه شـد و   ميكروليتر 200به ميزان  ،سپس

 15 ،شدت تكـان داده شـد سـپس    ثانيه به 15به مدت 
 gدقيقـه بـا دور   15بـراي   و يخ انكوبه شـد  دقيقه در

ــانتي 4در  12000 ــانتريفوژ درجــة س ــراد س ــدل  گ (م
فـاز بـالايي بـه     ،. سـپس شد )Sigma 3-16Kدستگاه 

حجم برابر  ه مقدارو ب شد هاي جديد انتقال داده ويال
تكـان داده و بـه    يآرام ـ به اضافه شد و 1ايزوپروپانول

قـرار  گـراد   يدرجة سانت -20دقيقه در دماي  30مدت 
درجـة   4دقيقـه در دمـاي    10داده شد و بعد به مدت 

. گرفـت سانتريفوژ انجـام   g12000گراد با دور  سانتي

                                                      
1. Isopropanol 

 1بـا   هـا  وشو ويال و براي شست شدفاز بالايي خالي 
دقيقـه   5در  ،پر شد. سـپس  درصد 75اتانول ليتر  ميلي

سانتريفوژ  g 12000گراد با دور درجة سانتي 4با دماي 
ها در زيـر هـود    و ويال شد بالايي دور ريخته . فازشد

آب عاري از ميكروليتر  40 و بعد به ميزان ندقرار گرفت
RNase .به آن اضافه شد  

و حذف  RNA. سنجش كميت و كيفيت 2.5
DNA  
 همـة بـراي   RNAكميـت   ،اسـتخراج عمليات بعد از 
بررسـي   1000با استفاده از دستگاه نانودراپ ها  نمونه
 RNA% كيفيـت  1ن روي ژل آگـاروز  و بعـد از آ  شد

در دسـتگاه نـانودراپ    .شدها ارزيابي  نمونه همةبراي 
 و 260 جذب در 230/260و  280/260، نسبت 1000
اسـتفاده  RNA نـانومتر بـراي ارزيـابي خلـوص      280
بـه طـور كلـي بـه عنـوان       0/2 ~نسـبتي از  .شـود  مـي 

اگـر   پذيرفته شـده اسـت.    RNAبودن براي »خالص«
در هـر دو مـورد ممكـن     ،تر باشـد  پاييننسبت خيلي 

در را هـا   است حضور پروتئين، فنل يـا سـاير آلاينـده   
   .نانومتر نشان دهد 230و  280 نزديكي

، بـراي حـذف   RNAبلافاصله بعـد از اسـتخراج   
 با غلظـت Invitrogen (USA)  از كيت DNAآلودگي 

 شـركت سـازنده  طبق پروتكل DNase  ميكروليتر يك
 و RNA ميكروليتـر چهـار   ،ين اساساستفاده شد. بر ا

 ميكروليتـر يـك  و  DNase x10بـافر   ميكروليتـر يك 
DNase  )1U/µl آب عــاري از  ميكروليتــرچهــار ) و

RNase )DEPC- treatment Water( ــال ــه وي ــا  ب ه
ــپس  ــد. س ــافه ش ــاق  ،اض ــاي ات ــة  25( در دم درج

بعـد بـا    دقيقه انكوبه شـد. و  15 گراد) به مدت سانتي
 mM EDTA5/0 ،DNase ميكروليتر يك كردن  اضافه
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 10بـه مـدت   هـا   ويـال  ،موجود غير فعال شد. سپس 
 و گرفتنـد گـراد قـرار    درجة سانتي 65دقيقه در دماي 

  ند.دوباره به يخ منتقل شد  cDNAسنتز براي

 cDNAسنتز . 2.6

 iScript cDNA  از كيـت بـا اسـتفاده    cDNA سـنتز 

synthesis I kit (USA, Bio-Rad)  به طور  شد.انجام
پيشـنهاد شـركت سـازنده، چهـار     بـر اسـاس   خلاصه 

 يـك ميكروليتـر  و   iScript reaction mixميكروليتـر 
 20 و iScript reverse transcriptaseآنـــــزيم 
هـا اضـافه    به ويـال  Nucleaseآب عاري از  ميكروليتر

ــيشــد و  ــه صــورت پ درجــة  25در دمــاي درپــي  ب
درجـة   42ي دقيقه، بعد در دمـا  5گراد به مدت  سانتي
درجـة   85دقيقه، و در دمـاي   30گراد به مدت  سانتي
 1هـاي حرارتـي   دقيقه در بـلاك  5گراد به مدت  سانتي

از  cDNAدر نهايـت عمـل سـاخت     قرار داده شـد و 
RNA .صورت گرفت 

  . سنجش كمي بيان ژن ويتلوژنين2.7
  (Vtg, β actin) ژن هدف و رفرنس آغازگر . طراحي2.7.1

كمان بـا   آلاي رنگين ويتلوژنين قزل ژن طراحي آغازگر
) موجـود  X92804.1:2استفاده از توالي (كد دسترسـي 

تجزيه و تحليل شد؛ همچنين با اسـتفاده از   NCBIدر 
 Primer 3  (Akbarzadeh, 2011)  (v 0.4.0)افزار نرم

منزلـة   نيز بـه  β actin). ژن 1مجدداً تأييد شد (جدول 
و آغازگر جلـو و  ژن شاهد انتخاب و با توجه به آن د

  ).1عقب طراحي شد (جدول 

2.7.2.Real time PCR   

 ABI3)ه (دسـتگا  بيان ژن ويتلوژنين نيز بـا اسـتفاده از  
Real time PCR تكــرار  3 درروش ســايبرگرين  و

. اين عمليات به شد(تكرار تكنيكي در دستگاه) انجام 
 شـد، كـه مخلـوط    ها انجام طور منفرد در ميكروتيوپ

PCR  شـامل: cDNA  ز دو ميكروليتـر اشـتقاق ا RNA  
)ng/µl 3000-4200 (2 وx PCR master mix و  

pmol10  ــول ــر و محلـ ــر پرايمـ ــايبرگرين از هـ   سـ
(USA, ABI)  Power sybr green   محلـول  شـد رقيـق .

Real time PCR آمـده   2 به ازاي هر واكنش در جدول
  است.

اوليه براي  واسرشتيعبارت بود از:  PCRشرايط 
 40و بـا  گـراد   درجـة سـانتي   95  در دمـاي  دقيقه 10

 بـا  و بعد شود انجام ميثانيه  30 گردش در اين دما در
 ثانيه و 20به مدت گراد  درجة سانتي 65كاهش دما به 

قـرار  گراد  درجة سانتي 74 ثانيه در دماي 40بعد براي 
ــي ــرد و م ــا  گي ــگ   40ب ــردش رن در  Sybr-greenگ

  .يابد محصول تجمع مي

  
  123كمان رنگيني آلا قزل )β actin) و ژن رفرنس (Vitellogenin( ژن هدفپسرو و پيشرو  غازگرآ .1 جدول

Gene  Forward Reverse  Tm (Temperature) 

Vitellogenin  CTTGTGAACCCTGAGATC GCAGCTGGGACGAAAGG  780C  

β actin  ACGGCCAGAGGCGTACAG TTCAACCCTGCCATGT  820C  

                                                      
1. Heat block 
2. Accession number 
3. Applied Biosystems 
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  به ازاي هر واكنش Real time PCRمحلول  .2 جدول

  غلظت مواد  مقدار مواد ماده
 Forwardµl1 pmol10پرايمر

  Reverseµl1  pmol10پرايمر
cDNAژن هدف و رفرنس µl2  cDNA 10/ 1W 

  -   µl6 آنزيم نوكلئازآب عاري از
  µl10  x2 master mix محلول سايبرگرين

  

  . طرح آزمايش و روش آناليز آماري 2.8
 هاي خام  سازي داده نرمال. 1. 2.8

  افـزار  از نـرم  ي حاصل از بيان ژن ويتلـوژنين ها داده

Applied Biosystems ABI v 2.1  اسـتخراج و بـه 

2010   Excel و SPSS 16 سازي و تجزيه  براي نرمال
با اسـتفاده از  داده شد.  و تحليل عمليات آماري انتقال

ــول C∆∆-2 فرم
T  )Livak , Schamittgen, 2001( ،

برابـر   CT∆∆كـه در آن  ر بيان ژن به دست آمد، مقادي
 CTarget∆كاليبراتور CT∆ژن هدف منهاي  CT∆است با 

– ∆CT calibrator )] =( ∆∆CT  [،∆CT    ژن هـدف برابـر
ژن  CT منهـاي   CTژن هدف منهاي  CT است با مقدار 

 و refrence gene] CT -CT target gene  =[∆CTargetرفــرنس
CT∆  اسـت بـا    كاليبراتور برابـرCT∆    ژن هـدف هـر

 ـ  ةنمون ∆CTنمونه منهاي   غيـر تيمـار)   ةكنتـرل (نمون
)Pfaffel, 2004.(   
  

  . نتايج3
  LC50. تعيين 3.1

آلاي  پساب كارخانة كاغذسازي براي قزل LC50ميزان 
ساعت  96گرم به مدت  135 ±10كمان با وزن  رنگين

g/l 2 .به دست آمد  

  RNAبررسي ميزان كميت و كيفيت . 3.2
ــكل ــت   1 ش ــت و كيفي ــد   RNAكمي ــالي كب استحص

هـاي نـانودراپ    از دسـتگاه  كمـان را  آلاي رنگـين  قزل
  دهد. نشان مي %1و ژل آگاروز  1000

 ng/µl  3000هـا بـين   در كل نمونه RNAغلظت 
و  280/260بـه دسـت آمـد. نسـبت جـذب       4200تـا 

230/260 RNA 1بـــود (شـــكل  9/1تـــا 7/1بـــين .(
% و دو زيـر  1ل آگاروز روي ژ RNAهمچنين كيفيت 

شـاخص  ) كـه  18sو  28s( ريبـوزومي  RNA  واحـد 
  شود. خوبي مشاهده مي است به RNAكيفيت 

  
شاخص ) كه 18sو  28s( ريبوزومي RNA  . دو زير واحد%1كمان روي ژل آگاروز  آلاي رنگين كبد قزلاستحصالي  RNAكيفيت . 1شكل 

  .شود مي  خوبي مشاهده است به RNAكيفيت 
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  1تعيين بهترين ژن رفرنس .3.3

ميــزان ايــن علــت كــه بــه  β actinدر ايــن آزمــايش 
بـا   ،كم است Real time PCR تغييرات آن در دستگاه

كردن ايـن    Blastهاي متفاوت و تطبيقي توالي ةمقايس
بهتــرين ژن رفــرنس  NCBIژن در پايگــاه اطلاعــاتي 

براي اين آزمايش در نظر گرفته شد، كه عدد ثبات آن 
در مطالعـات پيشـين اكبـرزاده و همكــاران در     129/0
 روي تاس ماهي ايراني به دست آمد. 1390سال 

  )Melt curve( آناليز منحني ذوب .3.4
 است مولكول اين براي ويژه يپارامتر cDNA ذوب دماي

 تعـداد  و طـول  عـواملي نظيـر   و cDNA سـاختمان  بـه  و

 درصـد   و ،محـيط  نمك ميزان پروب، وتيد، غلظتئنوكل

GCكه آنجا از دارد. بستگي  Sybr- greenبـين  توانـد  نمي 

از  استفاده با توان مي شود، قائل تفاوتي مختلف محصولات
 Melt curveفراينـد  را در محصول تنوع PCR  مشـخص 

دهد كه نوكلئوتيد غير هدف و پرايمر  شكل نشان مي .كرد
دايمر وجود ندارد و طول زنجيره نيـز بـه دليـل بـالابودن     

  .براي مطالعه بسيار مناسب است ذوب ةنقط

    

   
) رسم xحرارت (محور ة) در مقابل درجyها كه در آن سيگنال فلئورسانس (محور نمونه همةبراي  Real time PCRمنحني ذوب  .2شكل 

كه پيك اول، ژن  دهد مي نشانگيري شد. اين شكل  هاي زيستي با ژن رفرنس و ژن اصلي و با سه تكرار آزمايشي اندازه نمونههمة شده است. 
  1است. 82) با دماي ذوب actin β ( و پيك دوم، ژن رفرنس 78هدف (ويتلوژنين) با دماي ذوب 

                                                      
1. Housekeeping gene 
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  SD± الگوي بيان ژن بر اساس ميانگين و. 3.5
(ژن  ويتلــوژنينالگــوي بيــان ژن  4و  3 هــاي شــكل

 SD±بر اسـاس ميـانگين و   هدف) و (ژن رفرنس) را 
بـراي همـة    نحـراف معيـار  د كـه ميـزان ا  نده نشان مي

 25ها نيز از  همچنين ميانگين ؛بسيار كم است ها نمونه
را نشان  PCRنوسان دارند كه بالابودن راندمان  35تا 
  دهند. مي

  

  
  بيان ژن ويتلوژنين SD±الگوي ميانگين و . 3 شكل

  

  
   actin βبيان ژن  SD±الگوي ميانگين و . 4 شكل
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 يآلا كبد قزل نيتلوژنيژن و انيب ري. مقاد 3.6
  كمان نيرنگ
دوز پسـاب   شينشان داد كه با افزا شيآزما نيا جينتا

در مـدت   زي ـن نيتلوژنيژن و انيب يكارخانة كاغذساز
 14و در روز  دهـد  ي(روز ششم) رخ م ـ يزمان كمتر

. همان گونه كه شكل رسد يژن به حداكثر خود م انيب
در  نيتلـوژن يژن و اني ـ)، در ب5دهـد (شـكل    نشان مي

ژن  اني ـششم ب روزدر  LC50 (ppm 500 25/0(دوز 
بـه   14تا در روز  دهد، يرا نشان م يدار يمعن شيافزا

) در ppm 200. در غلظت كمتر (رسد يحداكثر خود م
ــم ب ــروز شش ــوژنيژن و اني ــزا نيتل ــ شياف  دار يمعن

 يدار يمعن ـ شيافزا زانيم نيا 14نداشت، اما در روز 
  را نشان داد.

  

 
 

پساب كارخانة كاغذسازي و  )ppm500و چهاردهم در دوز بالاتر (كمان در روز ششم  آلاي رنگين بيان ژن ويتلوژنين كبد قزل .5 شكل
  دهد. داري را نشان مي هاي كنترل افزايش معني ) در روز چهاردهم نسبت به گروهppm200تر ( همچنين در دوز پايين

  
 گيري . نتيجه4

رين مقــادير انحــراف معيــار بــراي ژن رفــرنس بيشــت
)βactin(   شــكل) ــود ). توصــيه 5عمــدتاً زيــر يــك ب

ي بيـان  هـا  هشـود بـه هنگـام تجزيـه و تحليـل داد      مي

ــاهــاي رفــرنس  ژن ــرم ب هــاي  ژن Bestkeeperافــزار  ن
رفرنسي كه انحراف معيار بالايي دارند براي آزمـايش  

ايـن آزمـايش   در  ).Pfaffl et al., 2004( استفاده نشوند
ثبـات بـالايي    )βactin( نشان داده شد كـه ژن رفـرنس  
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 و همكاران در سـال  بر اساس مطالعات رحمتيدارد. 
ــر روي  1390در ســال و همكــاران مــزه هو  1389 ب

داراي  هـا  پسـاب ي كاغذ ايران ايـن  ها هپروفيل كارخان
ليگنين شامل الكل و اسيدهاي چرب  درصد 15تا  10

. همچنـين بـه   اسـت نشـده   شده و حل به صورت حل
 ةبرگ براي تهي ـ از درختان سوزني نكردن علت استفاده

 .رزيــن كمــي وجــود دارد هــا پســابكاغــذ در ايــن 
بيشترين ميزان اسيدهاي چرب استر متيـل پالمتيـك و   

بـه  . )Rahmati et al., 2010() 3 جدول( نداولئيك اسيد
ــوان مــيعلــت همــين  ــه پســاب ت  هــاي هــاي كارخان

و  مازنـدران  كاغذسازي ة(كارخان را ايران كاغذسازي
آن  اوليـة  ة) كـه مـاد  پارس اهـواز  كاغذسازي ةكارخان

 (چوب نيشكر) ولش برنج و باگاسككاغذ  ةبراي تهي

. همچنين علت بالابودن دكراستروژنيك ارزيابي  است
LC50 )g/l 2 ــن ــيد رزي ــاچيزبودن اس  mg/l = (LC50 ) ن

ــا  32/0 ــر ) 2/1ت ــن د )LC50) mg/l01/0  =و كل ر اي
برگ كـه اسـيد    ست، چون از درختان سوزنيها پساب

در ايـران اسـتفاده    كاغـذ  ةرزين بالايي دارند براي تهي
نيـز كـه در    به خصوص كلر  ميمواد س ةبقي .شود مين

  .شوند ميد تصفيه و حذف نشو ميبري استفاده  رنگ
ــ 3 جــدول كاغذســازي  ةعناصــر موجــود در كارخان
دهد، همان طور  بر حسب درصد نشان ميرا  مازندران

شـود ميـزان ليگنـين (الكـل و اسـيد       كه مشـاهده مـي  
درصد  02/1نشده و  درصد حل 3/15چرب) به ميزان 

  .)Rahmatiet al., 2010( شده است حل

  كاغذسازي مازندران ةعناصر موجود در كارخان .3 جدول

  مواد آلي    

  أ پسماندمنش
مجموع
مواد 
 معدني

    ليگنين

  مجموع  آرابينوز گالاكتوز  مانوز  زايلوز  گلوكز  شده حل كلازون    
  5/60  05/0  72/3  53/0  31/17  61/22  02/1  3/15  5/39  كاغذسازي مازندران

  
 بـر القـاي ويتلـوژنين را    تأثيرات پساب فاضلاب

كردنـد  گـزارش   (1994)و همكاران  Harrisاولين بار 
)Sumpter et al., 1995.( كفشـك   در همچنين بعدها

كپـور   جنسيت نرهـا از آب خلـيج بريتانيـا و    1ماهيان
 مشـاهده شـد   پـي  سـي  سـي  مي ةرودخاندر   2وحشي

)Jobling et al., 1998; Folmar et al., 2001.(   بـر

                                                      
1. flounders 
2. Feral carp 

دو   (1999)و همكـاران  Mellanean اساس مطالعـات 
ي كارخانه با روش غير كمNorthern blot اقد بيـان  ف

بيـان   چهاردهميك كارخانه در روز در  اما ،ژن بودند
نيز در هر دو تيمار  تحقيقو در اين  يافتژن افزايش 

نيمـه  به صورت  چهاردهمدر روز  LC50 25/0و  1/0
مشاهده شد. به همين ي افزايش بيان ژن ويتلوژنين كم

توانـد   چهـاردهم مـي  بيان ژن ويتلوژنين در روز علت 
اسـتروژنيكي   هـاي  آلـودگي تشـخيص  براي شاخصي 
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 )LC50 )ppm500 25/0دوز شـود. همچنـين   پيشنهاد 
بيـان ژن ويتلـوژنين را    دار روز ششم افزايش معني در

ــأثير نيــز  (2006)و همكــاران  Vetillard. داشــت  ت
µg/l204-n-nonylphenol  هاي  را در پساب كارخانه

آلاي  كبـد قـزل   هاي نفتـي روي  كاغذسازي و آلودگي
بررسي كردند كه در روز ششـم افـزايش   كمان  ينرنگ

همانند  بررسيدر اين بيان ژن ويتلوژنين را نشان داد. 
ــاهدات  ــاران Islingerمشـ روي  (1999) و همكـ

روز بعـد از تزريـق   شـش   كمـان، كـه   آلاي رنگين قزل
حـداقل  ، استروژن بيان ژن ويتلوژنين افـزايش داشـت  

بـوده   شـم شافزايش بيـان ژن ويتلـوژنين نيـز در روز    
ــان ژن   اســت. هــر چــه دوز پســاب بيشــتر باشــد بي

 .افتد اتفاق مي (روز ششم) كمتري مدتويتلوژنين در 
هـاي شـديداً    روز ششم بـراي آلـودگي   به همين علت

ــتروژنيك و روز  ــاردهماسـ ــخيص   چهـ ــراي تشـ بـ
شـود.   مـي پيشـنهاد  تر  خفيفهاي استروژنيك  آلودگي

يتلـوژنين در  هاي زيادي دربارة بيـان ژن و  البته بررسي
هــاي مختلــف و مــواد  جهــان شــده اســت كــه روش

مختلفي داشتند و در زمان كمتري بيان ژن اتفاق افتاد. 
رسـد روش تزريـق و ميـزان و نـوع مـادة       به نظر مـي 

استروژنيك در زمان بيان ژن ويتلـوژنين مـؤثر باشـد.    
و همكــاران  Le Guellecهــاي  بررســيبــراي مثــال، 

آلاي  تلــوژنين در قــزل بيــان ژن وي دربــارة (1988)
ــين ــق    رنگ ــتفاده از تزري ــا اس ــه ب ــان داد ك ــان نش كم

ــدن  mg/kg 3اســتراديول ( ــاWTوزن ب ــ ي) الق  ةاولي
mRNA روز منجـر بـه    2آلا در در كبد قزل ويتلوژنين
 شـد.  ppm 260خـود   به سطح حداكثر RNAرسيدن 

ميـزان تـأثيرات ايـن    شود  در اين آزمايش پيشنهاد مي
شـود.  نسيت و عقيمي نيز مطالعـه  تغيير ج درآلودگي 

تــأثيرات پســاب كارخانــة كاغذســازي، در همچنــين 

بيان ژن ويتلـوژنين   درنور  و تأثيرات محيطي مثل دما
هـاي   شود و سعي شـود بـا اسـتفاده از روش   محاسبه 

 Zhang et( 1هاي تيتانيوم اكسيد مختلف، مانند نانولوله

al., 2012.مواد استروژنيك حذف شود ،(  

  و تشكرتقدير 
بـراي  حجازي سحاب سلامي و دكتر عليرضا از دكتر 

شــان طــي تحقيــق،  هــا و خــدمات ارزنــده راهنمــايي
ن كارگـاه تكثيـر و پـرورش    مسـئولا همة همچنين از 

ــزل ــاري  ق ــاه بيم ــاد، كارگ ــان،   آلاي نظرآب ــاي آبزي ه
ــوميكس  ــگاه ژنـ ــوژي، آزمايشـ ــگاه بيولـ و  ،آزمايشـ

طبيعـي   پرديس كشاورزي و منـابع  آزمايشگاه مركزي
  .كنيم مي تشكر و قدرداني دانشگاه تهران

                                                      
1. Tio2 
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