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 )17/7/1391: تاريخ تصويب - 4/4/1391: تاريخ دريافت( 

  چكيده 

پروتئين ويتلـوژنين در تاسـماهي    ميزان و تغييراتنابهنگام  توليدمطالعه حاضر اثرات ماده شبه استروژني نونيل فنل بر 

خـون ماهيـان در   ي تغييرات ميزان ويتلوژنين در پلاسما و تخليص، در اين خصوص شناسايي. ثابت كردرا نابالغ ايراني 

اندازه حقيقي . م شدانجا، بتا استراديول 17هاي متفاوت نونيل فنل در مقايسه با ماده استروژنيدوزمعرض قرار گرفته با 

ه تخمـين زد  كيلـو دالتـون   420هاي پروتئيني و ژل فيلتراسـيون   بر اساس معادله رگرسيون خطي نشانگراين پروتئين 

توليـد آنتـي بـادي    بـه منظـور   . مشاهده گرديـد اين پروتئين روي ژل پلي آكريل آميد دناتوره شده به شكل دايمر  .شد

بـه   بـود اسـتخراج شـده   كـه از تخمـك تاسـماهي ايرانـي      )ليپوويتلين( ده ويتلوژنينپروتئين كليواژ ش ، ابتداكلونال پلي

. با روش وسترن بلات و الايزا مورد آزمـون قـرار گرفـت    پلاسماي ها نمونه ،از توليدآنتي باديپس  و خرگوش تزريق شد

روي توليـد   ،ده بودنـد نونيـل فنـل تيمـار ش ـ    100وmg/kg 10 دوزيي كـه بـا   ها نتايج بررسي نشان داد كه تمامي گروه

گروهـي كـه حـداقل دوز نونيـل      اما ميزان تغييرات ويتلوژنين در .)P<0.05( اند داشته دار معني پروتئين ويتلوژنين تاثير

ايـن نتـايج ضـمن تاييـد اثـرات منفـي مـواد شـبه         . )P>0.05( نبوده است دار معنيرا دريافت كرده بود  )mg/kg1( فنل

تـوان بـه عنـوان نشـانگر زيسـتي حضـور مـواد شـبه          مي راني نشان داد كه از اين شاخصاستروژني بر روي تاسماهي اي

 . هاي آبي استفاده نمود استروژني در محيط
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  مقدمه

ــوژنين ــرمي در  ) Vtg( ويتل ــفوگليكوپروتئين س ــوعي فس ن

كه در مهره داران تخم گذاردر فرآيند شكل  جانوران ماده است

ويتلـوژنين پـيش مـاده    . نقش اساسي دارد، گيري زرده تخمك

بتـا اسـتراديول    17در پاسخ بـه توليـد   ، پروتئين زرده تخمك

ــده از لا ــح ش ــد ترش ــدان تولي ــولي تخم ــه فوليك ــي ي ــود م    ش

) Hiramatsu and Hara, 1996; Silverstand and Haux 

,1995; Wallace, 1985( .  شـكل   3اين پروتئين در تخمك بـه

 ديـده ميشـود   3و بتاكامپوننت 2فسويتين، 1پروتئين ليپوويتلين

)Hiramatsu and Hara, 1996( .بيشتر پروتئين زرده تخمك و 

آن بخــش عمــده از كليــواژ يــك پــيش مولكــول كــه  ليپيـدها 

تشــكيل  ويتلــوژنين و مقــدار كمــي ليپيــدهاي ســبك اســت؛ 

ــي ــود م   ;Lindholst et al. 2000; Schneider, 1996( ش

Servos, 1999; Tyler and Sumpter,1996; Wiegand 1996( .  

امروزه به پروتئين ويتلوژنين ماهي به عنوان نشانگر زيسـتي  

شـده   اي هي آبي توجه ويژها استروژني در محيطشبهه تركيبات 

بـالغ  سرم جانورماده  ويتلوژنين فقط در، به صورت طبيعي. است

 نيـز نابـالغ  وهمچنين ماهيـام مـاده   شود ولي جانور نر و  مي ديده

يــا مــوادي كــه نقــش  هــاي خــارجي و زمــاني كــه بــا اســتروژن

 اين پروتئين را سـنتز  كنند؛ مواجه باشند؛ مي را بازيها  استروژن

 ;Harries et al. 1997; Hiramatsu et al. 2002 كننـد  مـي 

Sumpter,1998)( .  

ي آبي ها يي ساخت بشر به محيطدامنه وسيعي از مواد شميا

بـي  ، ي ارگـانو كلرايـدي  هـا  شوند كه شامل حشره كـش  مي آزاد

و هـا   امولسي فـاير ها،  سورفكتانت، )PCBs( هاي پلي كلرينه فنيل

هـا   و مايكواسـتروژن هـا   ژنديگر مواد شيميايي مثـل فيتواسـترو  

آلكيـل  . )Ahel et al. 1994a; Ahel et al. 1994b( باشـند  مـي 

ــل ــا  فن ــه ــه   ه ب ــنايع از جمل ــياري از ص ــيعي در بس ــور وس ط

و همچنين در صنايع پلاستيك سازي به عنـوان  ها  سورفكتانت

نونيـل فنـل مونـومر آلكيـل     . آنتي اكسيدانت مصـرف ميشـوند  

 40كه در بسياري از صنايع وجود دارد از ابتـداي دهـه   ها  فنل

ميلادي در سراسر دنيا استفاده شـده اسـت وتحقيقـات نشـان     

ســت كــه وجــود نونيــل فنــل بــه همــراه ديگــر تخريــب داده ا

تواند توليد  مي ي سيستم غدد داخلي در محيط زيستها كننده

مثـل اخـتلال رشـد     ي ديگـر را هـا  ويتلوژنين و برخي از پديده

كـاهش زنـده   ، )Gray and Metcalfe 1997( ي اسپرميها لوله

                                                 
1 Lipovitellin 
2Phosvitin  
3ß-component  

گسـترش انـدام   ، )Jobling et al. 1996( مانـدن اسـپرماتوزوآ  

را منجـر  ، )Kawana et al. 2003( مـاده -ي بينـابيني نـر  جنس ـ

  . شود

هدف از مطالعه حاضـردرك رفتـار بيوشـيميايي پـروتئين     

ويتلوژنين واندازه آن و تاثير پذيري مقدار توليـد آن در مواجـه   

) ي خـارجي هـا  استروژن(ها  با عواملي خارجي مثل زنواستروژن

روتئين تـاثير  در ماهي خاوياري ايراني بـه عنـوان مهمتـرين پ ـ   

  . باشد مي گذار در سيكل توليد مثلي

تاسماهي ايرانـي دريـاي خـزر بـه جهـت بـومي بـودن از         

باشـد و هـر سـاله تعـداد      مي در ايران برخوردار اي هاهميت ويژ

ي سـاحلي  هـا  كثيري در مراكز تكثير و پرورش شيلات اسـتان 

 ي درياي خزر رها سازيها درياي خزر تكثير شده و به رودخانه

ي ماهيـان خاويـاري بـه    ها شود ولي با اين حال تمامي گونه مي

، عواملي چون ساخت سـدها ها،  جهت محدود بودن اكوسيستم

آلودگي آبها و صيد بي رويه بـراي استحصـال گوشـت و توليـد     

از اين ميان . يا خطر انقراض قرار دارند خاويار در معرض تهديد

ي هـا  كوسيسـتم علي الخصوص عوامل آلوده كننـده ا ها  آلودگي

آبي كه توسط بشر به محيط رها سازي شـده اسـت از اهميـت    

  . باشند مي برخوددار اي هويژ

 حضـور نونيـل فنـل در دريـاي خـزر     گـزارش  با توجه بـه  

)Mortazavi et al. , 2012( ،  احتمال تاثير آن بر سيكل توليـد

لذا اين تحقيق تلاشي بر ارزيـابي  . است رصوتمثلي اين ماهي م

بـه عنـوان تركيبـي شـبه     ( مقادير متفاوت نونيل فنـل تاثيرات 

به عنـوان تركيبـي   ( بتا استراديول 17در مقايسه با ) استروژني

  . باشد مي درياي خزرايراني در تاسماهي ) كاملا استروژني

  

  ها مواد و روش

  ي تحقيق و نحوه نمونه برداريها تيمار

 تـاس  بـر روي  تيمار متفاوت به شرح زير 6در اين تحقيق 

ماهيان جوان ايراني يكساله در مركز تكثيـر و پـرورش شـهيد    

نگهـداري   و 5/18تا  3/18دماي آب . انجام شد، دادمان گيلان

. ساعت تاريكي انجام شـد  12ساعت روشنايي و  12ماهيان در 

به علت تاثير مواد فيتو استروژني كه در غذا ممكن است وجود 

. تغذيه انجام نشـد ، داشته باشند در مدت زمان عمليات تحقيق

 گـرم در ليتـر   ميلـي 6/18تـا   1/18اكسيژن محلول در آب بين 

مـاهي در هـر    24بـراي آزمايشـات بيوشـيميايي از    . بوده است

كنترل منفي اول شامل ماهيـان تزريـق    -1 :تيمار استفاده شد

 بـه عنـوان مـاده ناقـل روغنـي كـه      ( شده با روغن بادام زميني

ميلـي   2بـه ميـزان   ) ه باشـد داشت اي هبايست خاصيت تغذي مي
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كنتـرل منفـي دوم    - 2. ليتر بر كيلو گرم وزن ماهي در هفتـه 

كنتـرل مثبـت شـامل    -3. شامل ماهيان بدون هيچگونه تزريق

بتـا   17ميلي گرم بركيلوگرم هورمـون   5ماهيان تزريق شده با 

 1تيمار اصلي اول شامل ماهيان تزريق شـده بـا   -4 .استراديول

 ــ ــو گـ ــر كيلـ ــرم بـ ــلميلـــي گـ ــاهي نونيـــل فنـ    رم وزن مـ

)Sigma Aldrich (5-     تيمار اصلي دوم شـامل ماهيـان تزريـق

  . ميلي گـرم بـر كيلـو گـرم وزن مـاهي نونيـل فنـل        10شده با

ميلي گرم  100ماهيان تزريق شده با تيمار اصلي سوم شامل-6

هـر تيمـار در   ماهيـان  . بر كيلـو گـرم وزن مـاهي نونيـل فنـل     

با سـه تكـرار   گهداري و آزمايش نليتري  500تانكهاي مجزاي 

 2مواد مـورد اسـتفاده در تيمارهـاي اصـلي در     . انجام پذيرفت

) بـه ازاي كيلـوگرم وزن مـاهي   ( ميلي ليتر روغن بادام زمينـي 

در روز هـا   تزريـق . محلول ودر زمانهاي موردنظر تزريق گرديـد 

چهاردهم پس از وزن كردن مـاهي انجـام شـده و    ، هفتم، صفر

ي آغشـته  ها با استفاده از سرنگ، تزريق آخرساعت پس از  72

وزن ماهيـان مـورد   . به هپـارين خـون گيـري انجـام پـذيرفت     

پلاسماي خون پـس از  . گرم بوده است 1000تا  250آزمايش 

 4ي خون به مدت يك شبانه روز در يخچـال ها قرار دادن نمونه

درجه سـانتي گـراد   -80درجه سانتي گراد جدا شده ودر دماي 

  . ذخيره سازي شدندها  جام آزمايشتا زمان ان

شناسايي و تعيين وزن مولكولي پروتئين پلاسماي خون در 

  ي تيمار شدهها نمونه

متفـاوت در   ي با وزن مولكوليها به منظور رديابي پروتئين 

ي تيمـار شـده بـا    هـا  نمونه پلاسماي خون ابتدا پلاسماي خون

رقيق  10ه ب 1بتا استراديول و نونيل فنل به نسبت  17هورمون

-SDSالكتروفــورز ، ســينيگلا -شــده وسيســتم بــافري تــريس

PAGE   انجـام شـد )Mostafaie, 2000،( .    سـپس ژل بـا رنـگ

اسيد استيك و آب مقطر ، در محلول اتانول R250كوماسي آبي

ارزيـابي وزن مولكـولي   . رنگ آميزي شد) 4:1:5( يها به نسبت

   دامنـه وسـيع  بـا اسـتفاده از نشـانگر پروتئينـي بـا      ها  پروتئين

 Fermentas PageRuler Prestained( )كيلو دالتون 10-170(

Protein Ladder SM#0671 (صورت پذيرفت .  

ي هـا  پلاسـما براي رديابي اندازه پروتئين ويتلـوژنين ابتـدا   

كنترل مثبت حاوي ويتلوژنين در آب مقطر ديـاليز شـده و بـا    

رجــه د 4دقيقــه در  5بــه مــدت  g10000 سـانتريفيوژ در دور 

رسوب مذكور در آب مقطـر حـل   . سانتي گراد رسوب داده شد

 نـيم مـولار   NaClمجداد با شرايط فوق سانتريفيوژ ودر  شده و

 سـپس محلـول حاصـل ازسـتون ژل فيلتراسـيون     . حل شـدند 

)G200 (    حاوي بافر فسفات يك صدم مولارو نمـك طعـام نـيم

فاده نشـانگر مـورد اسـت   . عبور داده شـد ، 5/7برابر  pH مولار با

براي اين مرحله پروتئين تيروگلوبولين گاوي بـا وزن مولكـولي   

كيلـو دالتـون   158كيلو دالتون و گاماگلبولين گاوي برابـر  670

. نانومترانجام شد 280پروتئين در جذب  اندازگيري. بوده است

سانتي متـر و   2كمتر از سانتي متر و قطر آن 100طول ستون 

زمـان كـل   . دقيقه اسـت سرعت جريان عبوريك ميلي ليتر در 

سپس با اسـتفاده از زمـان   . ساعت بود 5كروماتو گرافي تقريبا 

خـــارج شـــدن پـــروتئين و طـــول ســـتون ژل فيلتراســـيون 

اندازه پروتئين علاوه بر زمـان خـارج   . كروماتوگرام آن رسم شد

ــدن از ــيون  ش ــتون ژل فيلتراس ــول آن س ــنجش  ، و ط ــا س ب

 به صورت تقريبياآنه و تحرك نسبي وزن مولكولي يها نشانگر

له رگرسيون خطي رسم شـد سـپس   معادد وتعيين ش روي ژل

بر اساس فاصله پيموده شده باند پروتئينـي ويتلـوژنين و قـرار    

اندازه پروتئين ويتلوژنين در مـاهي  ، دادن آن در معادله حاصل

ي نشـانگر  هـا  چـون تعـداد بانـد   . خاوياري ايرانـي تعيـين شـد   

اف و معادله رگرسـيون بـراي   روي ژل بيشتر بود؛ گر پروتئيني

تخمين دقيق تر اندازه پـروتئين ويتلـوژنين بـا اسـتفاده از آن     

  . رسم شد

جدا سازي پروتئين ليپوويتلين با استفاده از روش مشـاهده  

  Gel preparativeروي ژل پلي آكريل آميد و

به منظور رديابي پروتئين ويتلوژنين در خون ماهيان تيمار 

پـروتئين كليـواژ شـده ويتلـوژنين در     ( نابتدا ليپـوويتلي ، شده

 جداسـازي و SDS-PAGE پس از الكتروفورز بروي ژل) تخمك

ــد   ــيص ش ــپس از روي ژل تخل ــن . )Zhang, 2011( س در اي

ي رسـيده مـاهي خاويـاري ايرانـي پـس از      هـا  خصوص تخمك

درجـه   -80رسيده شدن و قبل از لقاح جمع آوري شـدندو در  

ظـور اسـتخراج ليپـوويتلين    بـه من . نگهداري شـدند  گراد سانتي

 pH:8بـا    Tris-Hclحجـم بـافر   3هموژنايز شده و با ها  تخمك

درصد و نيتريد سديم يك درصـد مخلـوط    2شامل نمك طعام 

 1بـراي   g12000درجه سانتي گراد در دور  4شده و در دماي 

ــدند   ــانتريفيوژ ش ــاعت س ــي  . )Zhang, 2011( س ــايع روي م

نمونـه  . صـاف شـدند  2اره با كاغذ واتمن شم آوري شده و جمع

رانده  درصد SDS-PAGE 8 پروتئين ليز شده تخمك روي ژل

شده و پروفايل باندي ايجاد شده با نشـانگر پروتئينـي شـركت    

)Fermentas SM#0671 (مقايسه شد .  

باند كليواژ شده ويتلوژنين يعنـي ليپـوويتلين شناسـايي و    

ي جــدا ســاز، Gel preparativeپــس از شناســايي و بــا روش 

در اين خصوص ابتدا مخلوط ليز شده پروتئين تخمـك   .گرديد

ــد  6مـــاهي خاويـــاري روي ژل     درصـــد پلـــي آكريـــل آميـ
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)SDS-PAGE (     رانده شده وبانـد مـورد نظـر از روي ژل بريـده

 4بافر ليزمذكور به مدت يـك شـبانه روز در   ml  3 شدو داخل

 درجه سانتي گراد قرار داده شده تـا پـروتئين از داخـل ژل بـه    

 دقيقه در 30سپس مخلوط حاصل به مدت . درون بافر راه يابد

g 18000  شـده و  سانتريفيوژدرجـه سـانتي گـراد     4در دماي

صـحت  . مايع سطحي كه شامل پروتئين مذكور بود؛جدا گرديد

وجود پروتئين مذكور با انتقال محصول نهايي بروي ژل آكريل 

ي كلونال مورد تاييد گرديد و براي توليد آنتي بادي پل% 8آميد 

  . استفاده قرار گرفت

توليد آنتي بادي پلي كلونال با استفاده ازليپوويتلين تخمـك  

  تاسماهي ايراني

توليد شده حاصـل از مرحلـه قبـل     )پروتئين( ابتداآنتي ژن

 50ميلي ليتر تريس 1گرم در  ميلي گرم بر كيلو 5/1با غلظت 

ي ليتـر  محلول شده و بـه همـراه يـك ميل ـ    pH = 8 مولار ميلي

بـه صـورت    ادجوانت فروند كامل در ناحيه گردني خرگوش نـر 

تزريق دوم به مانند تزريـق اول ولـي بـا    . زير جلدي تزريق شد

روزپـس از تزريـق    10ميلي گرم پروتئين به فاصله  5/0غلظت 

اول در همان حجم تريس و ادجوانت فروند نـاقص تكـرار پيـدا    

 7پس از  رگوشگوش خ سرخرگ مارژينال خون گيري از. كرد

در پس از نگهداري نمونـه خـون    پلاسماي خون. انجام شد روز

  g2000  انجام سانتريفيوژ در دور ودرجه سانتي گراد  4دماي 

پـس از جـدا سـازي تـا زمـان       پلاسماي خون. جمع آوري شد

  . سانتي گرادذخيره سازي شدند -80دماي  انجام آزمايشات در

  وش وسترن بلاتينگارزيابي عملكرد آنتي بادي به ر 

 براي اثبات عملكرد صحيح آنتي بادي توليد شده بر عليـه  

ليپوويتين در بدن خرگوش از واكنش وسترن بلاتيگ اسـتفاده  

ــد ــه  . ش ــر در نمون ــورد نظ ــروتئين م ــا پ ــار روي ژله   ي تيم

SDS-PAGE    ــان ــك توســط جري ــس از تفكي ــده وپ ــده ش ران

روش كار طبق بقيه  .به كاغذ نيتروسلولوز منتقل شد الكتريكي

 2002همكـاران در سـال    و Shimizuروش بلاتينگ در مقالـه  

بـه عنـوان   ) بدون تيمار( ماهيان نر بالغ. مورد استفاده واقع شد

  . كنترل منفي در اين روش بكار رفت

ــزا    ــاندويچ الاي ــه روش س ــوژنين ب ــزان ويتل ــنجش مي    س

)Enzyme-linked Immuno-sorbant Assay( 

ن كه از تخمـك اسـتخراج و تخلـيص    از پروتئين ليپوويتلي

نانوگرم بر ميلي ليتر تـا   2از غلظت  رقيق سازي يك، شده بود

جذب هـر كـدام از آنهـا در     و نانوگرم بر ميلي ليتر تهيه 4096

ي حاصـل از  هـا  دادهسـپس  نانومتر گرفته شد؛  492طول موج 

و  شـد داخل فرمول فوق قرار داده  ي تيمار شدهها جذب نمونه

. در نظـر گرفتـه شـد   حاصل به عنوان غلظت نهايي  ددنهايتا ع

الايزا مـورد   -ميزان ويتلوژنين در پلاسما توسط روش ساندويچ

 و همكـاران  Zhangپروتكـل  روش فـوق از  . آزمون قرار گرفـت 

 با اندكي تغييرات مورد استفاده قرار گرفت و در انتهـا ) 2012(

نــانومتر توســط دســتگاه  492جــذب واكــنش در طــول مــوج 

از  اعداد حاصل در فرمول بدست آمده. نش الايزا تعيين شدخوا

غلظت سپس و  قرار داده شد، رقيق سازي پروتئين ليپوويتلين

  . هر نمونه مشخص شد

  

  آناليز آماري

اسـتفاده   18نسـخه  SPSSجهت محاسبات آماري از برنامه 

بـه وسـيله آزمـون كولمـوگروف     هـا   آزمون نرمـاليني داده . شد

و براي مقايسه كلي بين تيمارها از آزمون اسميرنف بررسي شد

. )one-way ANOVA( تجزيه واريانس يكطرفـه اسـتفاده شـد   

براي مقايسه ميانگين بين تيمارهـا از آزمـون تـوكي در سـطح     

خطاي ±نتايج به شكل ميانگين. درصد اطمينان استفاده شد95

نمودار توسط نرم . نشان داده شده است )SEM( معيار ميانگين

  . رسم شده است GraphPad prism 5افزار 

  

  نتايج

پلاسماي خون وتخمك ليز شده SDS-PAGE نتايج حاصل از

  روش ژل فيلتراسيون به تاسماهي ايراني 

كيلو دالتـون   200بالاي  پروتئين ويتلوژنينلكولي وزن مو 

است و بالاتر از آن هـم پـروتئين ديگـري در پلاسـماي خـون      

بـالاترين نشـانگر   ، وده بالاياين پروتئين در محد. مشاهده نشد

 Fermentasنشانگر پروتئيني ، كيلو دالتون 170پروتئيني يعني

كيلـو   250كيلـو دالتـوني و    150يا مابين بانـد   و) الف1شكل(

قـرار گرفتـه   ) الـف  2شـكل BioRad (دالتوني نشانگر پروتئيني 

تفـاوت توليـد ايـن پـروتئين در كنتـرل      ها  در اين شكل. است

ميلـي گـرم بـر كيلـوگرم وزن بـدن       10 و 100مثبت و تيمار 

طور كه از اين  همان .تيمار بدون تزريق مشخص است ماهي و

بتا استراديول و نونيل  17آيد در معرض بودن با  مي برها  شكل

فنل منجر به توليد اين پروتئين در پلاسماي خون ماهي شـده  

مشخص شـد كـه نونيـل    ها  همچنين از طريق اين شكل .است

 نايي القـاي سـاخته شـدن پـروتئين ويتلـوژنين را دارا     فنل توا

 بـا توجـه بـه نموداربدسـت آمـده از ژل فيلتراسـيون      . باشد مي

 وكيلـو دالتـوني    158و  670مقايسه بـا دو نشـانگر   و) 3شكل(
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ي نشـانگر  هـا  بر اساس تحرك نسبي هر كدام از بانـد  همچنين

وزن  ،لگاريتم وزن مولكولي آنهـا بـه كيلـو دالتـون     پروتئيني و

 مولكولي پروتئين ويتلوژنين بر اساس معادله رگرسيون خطـي 

 و فاصــله پيمــوده شــده بانــد ويتلــوژنين روي ژل) ب1شــكل(

بر  ي كوچكتر بيشتر است؛ها باندتحرك نسبي . محاسبه گرديد

، اين اساس وزن پروتئين ويتلوژنين در ماهي خاويـاري ايرانـي  

كيلـو   210رمحاسبه شـد كـه بـه فـرم دايم ـ     لو دالتونكي 420

  . شود مي ديده) الف 2 و 1شكل( SDS-PAGEدالتوني در ژل 

نشــان دهنــده قطعــات كليــواژ شــده پــروتئين ) ب 2( شــكل

انـدازه  ، ويتلوژنين در تخمك است كه با محاسبات انجام شـده 

كيلو دالتون محاسبه شد و همچنين  125پروتئين ليپوويتلين 

ين در پلاسـماي  از مقايسه قطعه كليواژ شده تخمك و ويتلـوژن 

پلاسـماي خـون    تفاوت اندازه آنها در دو بافت تخمـك و ، خون

  .)ج 2شكل( نشان داده شد

وسترن بلاتينگ ، نتايج حاصل از توليد آنتي بادي پلي كلونال

  و الايزا

روش وسترن بلاتينگ به منظور رديابي اين پروتئين در 

ول و بتا استرادي پلاسماهاي افراد تيمار شده با نونيل فنل

نتيجه واكنش آنتي بادي اوليه توليد ) 4( استفاده شد؛ شكل

تاييد محمكي بر وجود قطعي اين ) پروتئين( شده با آنتي ژن

در  باشد؛ مي پروتئين در پلاسماي خون ماهيان مورد تيمار

براي كنترل منفي  بالغبلاتينيگ از پلاسماي خون ماهي نر

ين نمونه فاقد ا( استفاده شده است كه فاقد ويتلوژنين است

از نمونه پلاسماي  3تا  1 رديف. )هيچگونه تيماري بوده است

گرم ميلي گرم بر كيلو  100ماهيان در معرض قرار گرفته با 

هم از نمونه پلاسماي  5 و 4 نونيل فنل استفاده شده و رديف

استفاده ) گرم استراديول ميلي گرم بر كيلو 5( كنترل مثبت

قدرت  3تا  1 رديفه شود اگر به شكل توج ( شده است

ي بالا خاصيت ها دوزنونيل فنل در. )دارند 5و  4كمتري از 

علت  استروژنيتي بالايي و قابل مقايسه با استراديول دارد؛

  . باشد مي يكسان بودن باندهاي بلات هم همين امر تقريباً

دي پلي كلونال با روش وسترن پس از تاييد صحت آنتي با

 492كه در طول موج  روش الايزاازي حاصل ها دادهبلات، 

) ج1( در فرمول حاصل از نمودار بودند نانومتر خوانده شده

نشان داد  نتايج. ي نهايي بدست آمدها قرار داده شده و غلظت

در  P<0.05ي دار معنيكه توليد اين پروتئين با سطح 

ميلي گرم نونيل فنل بر 10، 100، تيماريهاي كنترل مثبت

) 5نمودار شكل( است يافتهماهي افزايش  كيلو گرم وزن بدن

ميلي گرم نونيل فنل بر كيلو گرم وزن بدن  1اما در تيمار 

ماهي افزايش توليد پروتين ويتلوژنين به نسبت در معرض قرار 

. )p<05 .0( نبوده است دار معنيگرفتن با اين ماده نونيل فنل 

 بتتوليد اين پروتئين در پلاسماي خون ماهيان در كنترل مث

در تيمار ، 47/3±47/0برابر غلظتي )بتا استراديول 17تيمار با (

 برابر غلظتي گرم بر كيلوگرم ميلي 100 دوز نونيل فنل با

گرم بر  ميلي 10 دوزدر تيمار نونيل فنل با ، 2/0±54/1

 با دوزدر تيمار نونيل فنل ، 13/0±02/0 برابرغلظتي كيلوگرم 

است  داشته 05/0±03/0برابر غلظتي گرم بر كيلوگرم ميلي 1

معيار خطاي ميانگين داده شده  ±بر اساس ميانگينها  داده(

  . )است

  

  بحث

ي حاصل از مواد ها نونيل فنل به عنوان يكي از مونومر

در بسياري از صنايع ها  پلاستيك، امولسي فايرها، دترجنت

شيميايي و پلاستيكي و كارخانجات سموم كشاورزي و 

 كشاورزي و صنعتي يافت، گيي خانها ضايعات و پساب

مطالعات اخير نشان دهنده اين است كه اين مونومر . شود مي

و ) Jafari et al. 2009( درمقادير قابل توجهي در آبهاي داخلي

علي الخصوص ) Mortazavi et al. 2012( آب درياي خزر

تاسماهي  اي هبه رفتار تغذي با توجه. رسوبات كف وجود دارد

از كف دريافت ميكند و همچنين استفاده از  ايراني كه غذا را

احتمال ) رژيم گوشت خواري( ي بالاي شبكه غذاييها زنجيره

اد شبه استروژني وم گونهتوسط اين اين ماهيتاثير پذيري 

و  لذا در اين تحقيق تاثير حضور اين ماده بر توليد. متصور بود

   .تغييرات مقادير ويتلوژنين پلاسما تحت بررسي قرار گرفت

ــه   همچنــين در ايــن بررســي اطلاعــات جديــدي راجــع ب

طور كه از نتايج  همان. دست آمده ويتلوژنين تاسماهي ايراني ب

 بر) SDS-PAGE( الكترفورز ژل دناتوره شده اطاعات حاصل از

مـابين  ( كيلـو دالتـون   210آيـد؛ بانـد دايمـري در منطقـه      مي

ف و ال ـ2شكل( مشهود است) كيلو دالتوني 250و  150نشانگر 

دراين مطالعه در روش ژل فيلتراسيون انـدازه بانـد برابـر    . )ج2

كيلـو   210برابـر  ) SDS-PAGE( كيلو دالتـون وروي ژل  420

دالتون بـود كـه ايـن نشـان دهنـده ايـن اسـت كـه پـروتئين          

بر . ويتلوژنين به صورت دايمر در شكل طبيعي خود وجود دارد

ــه ــاس يافتـ ــا اسـ ــفيد  هـ ــاري سـ ــاهي خاويـ ــي در مـ   ي قبلـ

Acipenser transmontano )Linares-casenare et al. 2003( 

با اسـتفاده   اي هبا استفاده از تطابق نقط اندازه پروتئين ويتلوژنين

ه كيلـو دالتـون تخمـين زد    190و  210ي مولكـولي  ها از نشانگر
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در بسياري از جانوران از جمله خزندگان هم ايـن پـروتئين   . شد

اندازه . )Shimizu et al. 2002( به شكل دايمرگزارش شده است

   پـــــروتئين ويتلـــــوژنين در مـــــاهي خاويـــــاري آمـــــور

)Acipenser schrenckii(410  ــون ــو دالت ــه روش ژل  ( كيل ب

  بـــه روش( كيلـــو دالتـــون 205و دايمـــر آن ) فيلتراســـيون

SDS-PAGE( ــت ــده اس ــزارش ش ) Zhang et al., 2011( گ

 97نيت همچنين در بررسي آنها ليپوويتلين به شكل دو سـابيو 

  . ه استمشاهده شد در تخمك كيلو دالتوني 36و 

تحقيق حاضر اولين مطالعه روي قابليت تاثير پذيري ماهي 

در . باشد مي خاوياري ايراني در مواجهه با عوامل شبه استروژني

اين تحقيق مشخص شد كه اين موجود در مواجهه با عوامل 

يراتي شبه استروژني از خود واكنش داده كه منجر به تغي

شودكه منجر به توليد اين پروتئين  مي فيزيولوژيك در بدن آنها

راي اولين بار همچنين ب. درتاسماهي ايراني نابالغ شده است

يكي از مهمترين ، تاسماهي ايرانيپروتئين ويتلوژنين 

ي دخيل در توليد مثل جانور شناسايي و تعيين ها پروتئين

نيز با استفاده  )Huso huso(در فيل ماهي خاوياري . اندازه شد

اندازه پروتئين  ،ي پروتئينيها از رگرسيون خطي نشانگر

گرديده است كيلو دالتون تعيين  24/171 ويتلوژنين
.(Paktinat et al. 2012)   

ري كميت پروتئين دراين مطالعه چگونگي تاثير پذي

خون اين جانور از طريق اندازه گيري  ويتلوژنين در پلاسماي

آنتي ( تئين مخالف آن در سرم خون خرگوشواكنش با پرو

در . بررسي گرديد ELISAاز طريق واكنش )بادي پلي كلونال

اين مطالعه واكنش الايزا حساسيت تشخيص مواجهه جانور با 

ميلي گرم بر كيلوگرم وزن بدن ماهي را  10و 100ي ها دوز

ي پايين ها دوزاما توان تشخيص در  )p>05 .0( دارا بوده است

و تاثيرات نونيل فنل  ميلي گرم بر كيلوگرم را نداشت 1يعني 

 دار معني گرمگرم بر كيلو ميلي 1نين در تيمار بر افزايش ويتلوژ

  . )p<05 .0( نبوده است

ميلي گرم  100در تيمارويتلوژنين ميزان توليد پروتئين 

 10تيمار با  در مقايسهنونيل فنل بر كيلو گرم وزن بدن ماهي 

بيشتر  و برابر 10به اندازه  م نونيل فنل بر كيلو گرمميلي گر

ين را القا كرده است كه اين نتايج براي ويتلوژن پروتئينتوليد

ميلي گرم بر كيلوگرم  1اين تيمارها متصور بود اما تيمار 

دار  معني ؛ميزان پروتئيني كه در ماهي خاوياري القا كرده است

  . نبوده است

ي ها زوتاثير د Arukwe and Røe (2008)در مطالعه 

متفاوت نونيل فنل بر بيان ژن ويتلوژنين و زونا رادياتا و 

 )Salmo salar( همچنين توليد پروتئين آنها روي ماهي آزاد

ي دار معني تاثير، دوز كه زمان و نشان داده شد بررسي شده و

. و همچنين توليد پروتئين آنها داشته استها  بيان اين ژن بر

 قزل آلاي رنگين كمانبر روي طالعه در مهمچنين 

)Oncorhynchus mykiss ( با تاثير نوع ديگري از عوامل

هاي متفاوت و روش رديابي دوزبا  zeranenolاستروژني مثل 

نشان ) الايزا( با بيان ژن و سنجش آنزيمي پروتئين ويتلوژنين

داده شد كه اين ماده منجر به بيان زود هنگام ژن ويتلوژنين و 

بتا  17ژن زونا رادياتا و همچنين هورمون  ين آن وپروتئ

در مطالعه ديگري در . )Celius, 2000( استراديول شده است

بيس ، خاصيت استروژني موادي چون نونيل فنل 1998سال 

، )BBP( بوتيل بنزيل فتالات، )DBP( دي بوتيل فتالات، فنل

يي ها روي قزل آلاي رنگين كمان در مقايسه با كنترل مثبت

 اتينيل استراديول توسط روش الايزا، بتا استراديول 17مثل 

مورد آزمون قرار گرفت و نتايج بيانگر اين بود كه نونيل فنل و 

با دو ماده  بيس فنل خاصيت استروژن زايي بالايي در مقايسه

 اي همطالع. )et al. 2000 Arukwe( ذكر شده ديگر دارند

 Aير ماده بيس فنلتاث، روي ماهي قزل آلا 2000ديگردر سال

روز با استفاده از  12در مدت  vtgرا با تاثير در آب روي سنتز 

، 70، 40، 10ي تاثير در آب ها دوزبا  HPLCو  ELISAروش 

100 ،500µg/l   مورد ارزيابي قرار دادند؛ در اين مطالعه

تا  70ي ها دوزدر  12تا  6كاهش بيس فنل در بافت از روز 

ي دفع ها ب بيس فنل با آنزيمبه علت قابليت تخري 100

بيشتر . تشحيص داده شده است) detoxification( مسموميت

 دوز در اما. شود مي ماده سمي از طريق ادرار و مدفوع دفع

µg/l500 يت دفع مسموميت توسط موجود ديده نشده قابل

  . )Kwon et al. 2001; Lindholst et al. 2000( است

ي متفاوت اكتيـل  ها دوزثيرتا اي هدر مطالع، 2002در سال 

ــوراكي   ــورت خـ ــه صـ ــل بـ ــدر ) Oral( فنـ ــاهي فلانـ   در مـ

 Platichthys flesus ،   ــا روش ــوژنين را ب ــد ويتل ــزان تولي مي

ELISA  در خون وروشLC-MASS آزمـون مـورد  ها  در بافت 

ميلي گرم اكتيل 100، 50، 10هاي متفاوت دوزآنها . قرار دادند

مون قرار دادند و بـه ايـن   فنل در كيلوگرم وزن بدن را مورد آز

نتيجه رسيدند كه ميزان توليد ويتلوژنين در پلاسماي خون در 

ميلي گرم اكتيل فنل بيشتر موجبات توليد ويتلـوژنين   50 دوز

ميلي گرم باعث شده است و بـه   100 دوزدر خون را نسبت به 

تواند به خاطر سميت اكتيل  مي اين نتيجه رسيدند كه علت آن

كـه   ميلي گرم باشـد  50ميلي گرم نسبت به  100 دوزفنل در 

ــت   ت ــده اســ ــث شــ ــري را باعــ ــح كمتــ ــك ترشــ    حريــ
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)Madsen et al. 2002( .  

  

شـده بـوده    باشند؛ اين باند به وضوح، بالاترين باند در پلاسمارقيق شده خون ماهيـان تيمـار   ها نشان دهنده باند ويتلوژنين توليد شده مي فلش - الف 1شكل 

باشد؛از چـپ بـه    براي رديابي پروتئين ويتلوژنين در پلاسما ماهيان تيمار شده مي) 1378مصطفايي؛ ) (گلاسين- سيستم بافري تريس( SDS-PAGEژل . است

 10بتـا اسـتراديول در    17ز گرم در كيلوگرم وزن بدن مـاهي ا  ميلي 5ن خاوياري ايراني در معرض سه نمونه ازماهيا پلاسماي خون رقيق شده 3تا 1راست رديف

پلاسـماي خـون رقيـق     5ميلي گرم بر كيلوگرم نونيل فنل و رديـف   100رقيق شده در معرض  پلاسماي خون 4مايكروليتر آب ديونيزه رقيق شده است؛ رديف

، 15، 25، 35، 40، 55، 70، 100، 150، 170هاي  به ترتيب داراي باند Fermantasميلي گرم بر كيلو گرم نونيل فنل بوده است؛نشانگر پروتئيني  10شده در معرض 

  . شود پررنگتر ديده مي كيلو دالتون نشانگرپروتئيني 70باند . باشند كيلو دالتون مي 10

پروتئين ويتلـوژنين لي  ين وزن مولکو براي تعي لي  ھاي وزن مولکو رگرسيون خطي نشانگر 

y = -1.0379x + 2.6183

R
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 = 0.9889
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ي نشـانگرهاي  نشان دهنده لگاريتم وزن مولكول xهاي وزن مولكولي براي تعيين وزن مولكولي پروتئين ويتلوژنين؛محور  نمودار رگرسيون خطي نشانگر - ب 1شكل 

  . دهند را نشان ميهاي پروتئيني با وزن كمتر تحرك نسبي بالاتري  نشانگر باشد؛ تحرك نسبي هر كدام از آنها مي yبكار رفته به كيلو دالتون ومحور

  

جذب هر كـدام  هاي حاصل از  دادهليتر؛  نانوگرم بر ميلي 4096نانوگرم بر ميلي ليتر تا  2نمودار حاصل از رقيق سازي پروتئين ليپوويتلين از غلظت  - ج 1شكل 
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  . و عدد حاصل به عنوان غلظت نهايي محسوب شده است با استفاده از رابطه رگرسيون نمودار پردازش ،نانومتر 492در طول موج تيمار شده  يها از نمونه

  

 

  

سيسـتم بـافري تـريس    (راديانت گ SDS-PAGEژل  -الف 2شكل 

با نشانگر پروتئيني با وزن مولكولي ) با درصدهاي متفاوت-گلاسين

هـاي تيمـار    پلاسماي رقيق شده نمونه: Bنشانگر پروتئيني : A. بالا

ميلي گرم بر كيلوگرم وزن ماهي؛  5بتا استراديول با دوز  17شده با 

يلـو دالتـون   ك 250تـا   150باند ويتلوژنين بين نشـانگر مولكـولي   

  . قرار دارد) BioRadنشانگر پروتئيني (

حاصل ) ليپوويتين(پروتئين كليواژ شده ويتلوژنين  -ب 2شكل   

 125باند . از ليز پروتئين تخمك ماهي خاوياري ايراني

درصد با فلش مشخص شده  SDS-PAGE 8كيلودالتون روي ژل 

ه هاي جداگان هر كدام محصول ليز تخمك در لوله Bو  A. است

  . است

  

 

  

هـاي پـروتئين    مقايسـه انـدازه مولكـولي سـابيونيت     -ج 2شكل 

) A(ويتلوژنين در پلاسماي خون و پـروتئين ليپـوويتلين تخمـك    

-SDSدايمــر پــروتئين ويتلــوژنين در ژل ) B(نشــانگر پروتئينــي 

PAGE (C( پروتئين ليز شده تخمك ماهي خاوياري) ليپـوويتلين (

در مقايسه با ويتلوژنين در پلاسماي خون؛ پـروتئين ليپـوويتلين و   

 . ويتلوژنين با فلش نشان داده شده است

كيلو دالتوني پـروتئين ليپـوويتين تخمـك     125باند  -د 2شكل   

) تخلـيص از روي ژل ( Gel preparativeتاسماهي ايراني پس از 

 SDS-PAGEتخلـيص، دوبـاره بـروي ژل     تاييد صحتبه منظور 

  . شود محرزشده است تا تك باند بودن آن  رانده

  

جمع بندي نهايي مبين آن است كه پروتئين ويـتلوژنين 

در تاسماهي ايراني يك پروتئين سنگين وزن با وزن مولكولي 

كيلو دالتون است كه براي اولين بار در اين مطالعه مورد  420

اين . فتارزيابي از لحاظ اندازه مولكولي پروتئين قرار گر

  كيلو دالتوني در روي ژل  210مولكول به شكل دايمر

SDS-PAGE  قابل شناسايي بود و زمانيكه از طريق خون به

٢۵٠KD 

١۵٠KD 

٢۵٠KD 

١۵٠KD 
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شود قسمتي از آن يعني ليپوويتلين به  تخمك انتقال داده مي

نتايج . شود كيلو دالتوني ديده مي 125 شكل اندازه كوچكتر

مواد استروژني و اين پروتئين در زمان تحريك با  ميزان توليد

گيري شد مبين  از طريق روش الايزا اندازهكه شبه استروژني 

آن بود كه دوزهاي بالاي مواد شبه استروژني و استروژني 

پروتئين ويتلوژنين را در خون نابهنگام  موجبات توليد

تاسماهي ايراني داشته است و حضور زودهنگام اين پروتئين 

تواند به عنوان نشانگر زيستي  در پلاسماي خون ماهي نابالغ مي

  . هاي آبي مطرح باشد عوامل شبه استروژني در محيط

ــيت       ــر در خاص ــه حاض ــتند مطالع ــايج مس ــه نت ــه ب ــا توج ب

زايي نونيل فنل در تاسماهي ايرانـي و تحريـك توليـد     استروژن

شود پايش مستمر اينگونـه   آن در پلاسماي خون، پيشنهاد مي

 ـ مواد در مناطق مختلف درياي خـزر  هـاي   ويـژه زيسـتگاه  ه و ب

اصلي ماهيان خاوياري اين دريا مد نظـر مسـئولان بازسـازي و    

حفظ ذخائر اين گونه ارزشمند قرار گرفتـه و حساسـيت سـاير    

  . تاسماهيان ديگر درياي خزر نيز مورد ارزيابي قرار داده شود

  

  سپاسگزاري

از مديريت بخش تكثير و پرورش ماهيان خاوياري شهيد دادمان 

سازي امكانات مورد نياز اين  ن به جهت همكاري در فراهمگيلا

ها و همچنين آزمايشگاه ژنتيك  پروژه در مدت زمان تيمار

دانشكده علوم زيستي دانشگاه تربيت مدرس جهت همكاري و 

هاي پروتئيني و جناب آقاي  فراهم سازي امكان انجام آزمايش

يلان به حترم دانشگاه كدكتر بهرام فلاحتكار هيات علمي م

  . گردد سازي تخمك تاسماهي ايراني سپاسگزاري مي سبب فراهم

 
  

  

نمودار حاصل از ستون ژل فيلتراسيون بـراي تعيـين وزن   -3شكل 

ويتلـوژنين حاصـل از ژل    .مولكولي پروتئين رسوب داده ويتلوژنين

و پـايين  ) كيلو دالتون 670(فيلتراسيون مابين دو وزن مولكولي بالا 

 420وزن مولكولي ويتلـوژنين  . قرار گرفته است) تونكيلو دال 158(

هـاي پروتئينـي    كيلو دالتون با استفاده از رگرسيون خطي نشـانگر 

  . محاسبه شد

  

  

واكنش وسترن بلاتيگ براي تشخيص پروتئين ويتلـوژنين   - 4شكل 

آنجـا   از .در پلاسماي خون ماهيان در معرض قرار گرفته با نونيل فنل

شده ليپوويتلين تخمك براي توليـد آنتـي بـادي    پروتئين كليواژ  كه

پلي كلونال استفاده شده بود؛ قطعه قابل تشخيص روي كاغـد نيتـرو   

باشد و كنترل منفـي پلاسـماي    كيلو دالتون مي125سلولز همان باند 

بتا اسـتراديول و   17هاي تيمار نشده با  فاقد ويتلوژنين حاصل از نمونه

از نمونـه   3تـا   1 ستون. باشد مي) پلاسماي خون ماهي نر(نونيل فنل 

ميلي گرم بر كيلـو گـرم    100پلاسماي ماهيان در معرض قرار گرفته با 

هم از نمونه پلاسماي كنتـرل   5و  4 ستوننونيل فنل استفاده شده و 

. اسـتفاده شـده اسـت   ) ميلي گرم بر كيلو گرم اسـتراديول  5(مثبت 

   ).دارند 5و  4قدرت كمتري از  3تا  1 هاي ستون(
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نمـودار مقايسـه ميـانگين ميـزان توليـد پـروتئين       -5شكل 

بتـا   E2 :17  .ويتلوژنين در تيمارهـاي متفـاوت نونيـل فنـل     

دوز : TENميلي گرم بر كيلو گرم،  100دوز : HUNاستراديول، 

-ميلي گرم بر كيلوگرم 1دوز : ONEميلي گرم بر كيلو گرم،  10
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  . باشد نسبت به كنترل منفي مي) p< 0. 05(بودن افزايش پـروتئين ويتلـوژنين    دار معني نشان دهنده** 
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Abstract 

The present study demonstrated the effects of nonylphenol (xenoestrogen) on Persian sturgeon 

(Acipenser persicus) vitellogenin (VTG) protein changes and production. Identification, purification 

and changes of vitellogenin protein in sera of fish treated by 17-beta estradiol and different 

concentration of nonylphenol, were performed. Gel filtration of this protein demonstrated the actual 

size of vitelogenin is 420KD in the native form, but vitellogenin in denaturated polyacrylamide gel 

had the form of dimmer protein. Purified cleavage vitelloginin (lipovitelin), which obtained from 

protein of Persian sturgeon oocyte, injected to rabbit for polyclonal antibody production and 

polyclonal antibody tested with treated sera for vitellogenin production as a biomarker of 

xenoestrogen using Wester blotting and ELISA method. All groups treated with 10 and 100mg/kg 

concentration of nonylphenol had significant effect on VTG protein production (p< 0. 05) but the 

group received the lowest dose of nonylphenol (1mg/kg) showed no significant change in VTG 

protein production. These results further support the negative effect of xenoestrogen on Persian 

sturgeon, indicating that this index can be used as a biomarker of xenoestrogen in aquatic 

ecosystems.  
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