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  چکیده

-تحتهاي ه با غلظتروزچهارده  در مواجههماهی ایرانی ماهیان تاسچهدر ب P450در این مطالعه بیان ژن 
برداري از بدین منظور نمونه. ) کادمیوم مورد بررسی قرار گرفتمیکروگرم در لیتر 800 و 400، 200( کشنده

هاي کبد و . نتایج نشان داد که در بافتانجام شد چهاردهمو  هفتم، دوم، اولدر روزهاي هاي کبد و آبشش بافت
 گروه شاهدتمام روزهاي مواجهه در مقایسه با هاي تحت تیمار در نمونهدر  mRNA-P450آبشش بیان نسبی 

 با هر دو بافت بعد از مواجهه پاسخ وابسته به زمان را در mRNA- P450 بیان نسبی ).>05/0P( افزایش یافت
مورد مطالعه در دو بافت مورد بررسی مشاهده شد.  هايغلظتنشان داد. روند مشابهی در تمام کلرید کادمیوم 

 اما بیان ،در هر دو بافت مورد مطالعه مشاهده شد mRNA- P450اگرچه در این مطالعه افزایش بیان نسبی 
در  mRNA- P450 بینس ). بیان>05/0P( داري در بافت کبد از بافت آبشش بالاتر بودطور معنیآن به نسبی

  . مقادیر بالاتري را نشان دادبالاتر  هايدر غلظت نیز مواجههتمام روزهاي 
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  مقدمه 
اي آبی و هتواند اثرات مخربی بر آبزیان، اکوسیستمهایی نظیر فلزات سنگین میافزایش ورود آلاینده

ه از ترین فلزات سنگین است ککادمیوم یکی از سمیطور غیرمسـتقیم بر زندگی انسـان داشـته باشد. به
زوده به محیط زیست اف ي فسیلی و کودهاي شیمیاییهاطریق منابعی نظیر صـنایع الکترونیک، سـوخت

ــود (می ــیمیایی، Shahratash et al., 2010ش ــر با توجه به ثبات ش ــعیف و تجزیه). این عنص پذیري ض
ـــایعات مختلفی را در اندام افزایش قـدرت تجمع ـــتی در بدن موجودات زنده، ض نماید ها ایجاد میزیس

)Ling et al., 2009ــوب) مینظر می). بنابراین به ــکال مختلف کادمیوم (محلول و رس ــد اش تواند بر رس
وده و خوار بعنوان یک گونه گوشتایرانی بهماهی اینکه تاس گذار باشـد. با توجه بهموجودات آبزي تأثیر

 رو احتمال تجمع نماید، از اینویژه در سـنین ابتدایی رشـد بیشتر غذاي خود را از کف دریا تأمین میبه
ـــتقیم موجب آلاینـده ـــوبات در بدن این موجود وجود دارد که در کنار مواجهه مس هاي موجود در رس

  طوح مولکولی خواهد شد. تغییرات رفتاري، فیزیولوژیکی و در س
خزر انجام شــده اســـت هاي مختلفی در رابطه با میزان کادمیوم در آب و رســوبات دریايبررســی

)Mora and Sheikholeslami, 2002; Pourang et al., 2005.(  سالانه 2003طبق برآورد آیتی در سال ،
که رودخانه ولگا در روســیه بیشــترین گردد ها وارد این دریا میکیلوگرم کادمیوم از رودخانه 141311

ــهم را دارا می ــد. همچنین مرکز منطقهس ــال  )CRTC( 1خزراي کنترل آلودگی دریايباش ، 2003در س
 1000و  5640ترتیب مقدار کادمیوم وارد شده به دریا ناشی از صنایع در باکو و  منطقه ماخاچکاله را به

ــال برآورد نمود ( ــتندي از میزان این فلز در آب Shariati et al., 2011کیلوگرم در س ). اما گزارش مس
ـــت. میزان این فلز در بدن تاسدریاي  Agusa etگرم (گرم برمیکرو 25/0ماهی ایرانی خزر موجود نیس

al., 2004گرم (گرم برمیکرو 1-5/1خزر حدود  )، رسوبات سواحل جنوبی دریايSohrabi et al., 2010; 

Parizanganeh et al., 2007گرم (گرم برمیکرو 4/2ماهی حدود ) و خاویار تاسWang et al., 2008 (
  گزارش شده است.  

هاي بافتی، تغییرات آنزیمی، تغییرات هاي متفاوت این فلز آسیبدر مطالعات مواجهه آبزیان با غلظت
 گزارش شدههاي مختلف مثلی و حتی مرگ در گونهشناسی، ژنتیکی، رفتاري، تولیدپارامترهاي خون

) که از Dong et al., 2013; Akhtar et al., 2012; Crupkin et al., 2013; Negro et al., 2015است (
ت و ها استفاده نمود. شدمنظور بررسی وجود آلایندههاي زیستی بهعنوان نشانگرتوان بهاین تغییرات می
 ;Bauer et al., 2013طالعه متفاوت است (ها تحت تأثیر غلظت، زمان و گونه آبزي مورد ممدت این پاسخ

Dorts et al., 2009یادي توانند اطلاعات زگیري میعنوان اولین تغییرات قابل اندازه). تغییرات مولکولی به
 Rose etنظر در اختیار ما قرار دهند ( زا در موجود آبزي مورددر رابطه با اثرات تحت کشنده مواد تنش
                                                   

1. Caspian Regional Thematic Centers for Pollution Control 
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al., 2006چون هایی هم). پروتئینHsP70ها و آنزیم سیتوکروم اکسیداز ، متالوتیونینP450 توانند به می
 Dong et al., 2013; Brunoعنوان نشانگرهاي مولکولی آلودگی در سطح ژنوم یا پروتئین بررسی شوند (

et al., 2006; Chan et al., 1995; Tedeschi et al., 2015 سیتوکروم اکسیداز .(P450  جز اولین
). این Siroka and Drastichova, 2004شود (ها تولید میهایی است که در فاز اول پاسخ به آلایندهآنزیم

ین هاي مختلف از جمله فلزات سنگشود ولی در معرض آلایندهپروتئین در شرایط بدون تنش نیز بیان می
ردد عنوان بیومارکر آلودگی محسوب گتواند بهنماید که این تغییرات بیان میمیزان بیان ژن آن تغییر می

)Korashy and El-kadi,  2005; Sheader et al., 2006; Softeland et al., 2010 هر ساله چندین .(
ردد. گخزر میها وارد دریايهاي خانگی، صنعتی و کشاورزي حاوي انواع آلایندهمیلیون مترمکعب فاضلاب

خزر هاي ماهیان خاویاري دریايترین گونهاز مهم )Acipenser prsicus Borodin, 1897( ماهی ایرانیتاس
جهت ساخت سدها و آلودگی آب و رسوبات، ذخیره رویه، تخریب زیستگاه آنها بهدلیل صید بیاست که به

یرد گآن در حال کاهش است و افزایش نسل این گونه تا حدود زیادي از طریق تکثیر مصنوعی صورت می
)Pourkazemi, 2000ها بر پارامترهاي بیوشیمیایی و ). تاکنون بررسی تأثیر انواع مختلفی از آلاینده

 هاي ماهیان صورت گرفته است، اما در مورد اثر فلز سنگینها در برخی از گونهشناسی و بیان ژنبافت
با  رماهی ایرانی تحقیقی صورت نپذیرفته است. بنابراین تحقیق حاضدر تاس P450کادمیوم بر بیان ژن 

نوان یک عگیري این پروتئین بههدف تأثیر کلرید کادمیوم بر بیان این ژن صورت گرفت تا امکان در نظر
  زیست نشانگر در محیط هاي آلوده  با این فلز سنگین بررسی گردد.

  
  هامواد و روش

تکثیر و  گرمی) از مجتمع 3-5ماهیان ایرانی در وزن رهاسازي (بچه تاسبرداري: تیماربندي و نمونه
گرگان تهیه و در شرایط ونیرو (نور طبیعی و تعویض مداوم آب) به مدت یک  -پرورش شهید مرجانی

فی ماهیان به صورت تصادبچه منظور انجام آزمایش آلودگی ابتداهفته جهت آداپتاسیون نگهداري شدند. به
کار گرفته شده توسط بهعدد در هر تانک) توزیع شدند. تیماربندي بر اساس روش  30حوضچه ( 12در 

  50Lcبا کمی تغییر انجام شد. بدین منظور بر اساس  )،Roy and Battacharya, 2006(روي و باتاچاریا 
  ، مرك آلمان) 2CdClدست آمده براي این گونه در معرض فلز سنگین کلرید کادمیوم (به
)1-lµg4000) (Mirzaee, 2003 800 و 400، 200کشنده (غلظت تحت  3)، ماهیان در مواجهه با 

ها کاملاً روز قرار گرفتند. کلیه شرایط محیطی، براي همه تانک14میکروگرم در لیتر) و شاهد براي مدت 
بود و طی  9/7و اکسیژن  5/7 اچپی ،گراددرجه سانتی 23طور متوسط یکسان بود. دماي آب طی دوره به

برداري از هر کدام شدند. نمونهتغذیه می 16صبح و  8مرحله  2زمان مطالعه ماهیان از بیومس آرتمیا در 
برداري ابتدا با استفاده ماهیان بعد از نمونهبا سه تکرار انجام شد. بچه 14و  7،  2، 1از تیمارها در روزهاي 
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لیتر) بیهوش و کشته شدند. جهت بررسی مولکولی بافت کبد و آبشش گرم بر  5/0از پودر گل میخک (
ها گراد تا شروع آزمایشدرجه سانتی -80ماهیان جدا و بلافاصله در ازت مایع منجمد و سپس در فریزر 

  نگهداري شدند. 
هاي کبد و آبشش هموژن شده با ازت مایع با گرم نمونه بافتمیلی 100کل از  RNA  :RNAاستخراج 

) استخراج شد. کیفیت Biozol-Bioflux- Bioerو طبق دستورالعمل شرکت سازنده ( استفاده از بیوزول
RNA  و مشاهده باندهاي  %5/1کل با استفاده از الکتروفورز روي ژل آگارزS 18  و S28  مربوط بهRNA 

) 280/260OD( 280به  260ژنومی با استفاده از نسبت جذب در طول موج  DNA ریبوزومی و فقدان آلودگی
با  RNAهاي ) انجام گردید. غلظت نمونهIMPLEN-P100نانوفتومتر (دست آمده از دستگاه نانومتر به

 انجام شد نانومتر با استفاده از دستگاه نانوفتومتر 260استفاده از سنجش میزان جذب آن در طول موج 
گونه رقیق شدند. جهت حذف هر دپسنانوگرم در میکرولیتر با استفاده از آب  500و سپس به غلظت 

 DNase، یک میکرولیتر بافر DNase Iبه هر نمونه یک واحد ،RNAهاي ژنومی در نمونه DNAمانده باقی

I  واحد آنزیم  10وRNase inhabitor  .9میکرولیتر آب دپس (تا رسیدن به حجم  75/1اضافه گردید 
دقیقه انکوبه شدند.  30مدت گراد بهدرجه سانتی 37دماي ها در میکرولیتر) به هر تیوپ اضافه شد. تیوپ

دقیقه  10مدت درجه به 65مولار به هر تیوپ اضافه و در دماي میلی EDTA 25سپس یک میکرولیتر 
  قرار داده شد.

بر اساس روش پیشنهادي شرکت فرمنتاز  cDNAساخت رشته اول : سنتز شده cDNAسنتز و بررسی 
)Fermentase- France ( میکرولیتر از  5با استفاده ازRNA  تیمار شده باDNase I  غلظت)نانوگرم)،  500
میکرولیتر آب دپس انجام شد. بدین منظور  5الیگونوکلئوتید) و  dt )20-18میکرولیتر آغازگر الیگو  1

سرعت روي یخ قرار گراد انکوباسیون شدند و سپس بهدرجه سانتی 70دقیقه در  5مدت ها بهتیوپ
واحد  20مولار و میلی dNTP 10میکرولیتر  2بردار معکوس، آنزیم نسخه X5میکرولیتر بافر  4گرفتند. 

دقیقه  5مدت ها بهبه مخلوط بالا اضافه شد. تیوپ دپسمیکرولیتر آب  5/1و  RNase inhabitorآنزیم 
بردار معکوس به  واحد آنزیم نسخه 200فاصله گرفت. بلا گراد در انکوباتور قراردرجه سانتی 37در دماي 

ها قرار داده شدند، سپس تیوپگراد سانتیدرجه  42ساعت در دماي  1مدت هر تیوپ اضافه گردید و به
 380گراد انکوبه شدند تا واکنش غیرفعال شود. به هر تیوپ درجه سانتی 70دقیقه در دماي  10مدت به

درجه  -20ها در فریزر هاي سنتز شده تا شروع آزمایش cDNAاضافه شد و سپس  دپسمیکرولیتر آب 
، از پرایمر طراحی شده در ناحیه دو DNAگراد نگهداري شدند. جهت تأیید حذف کامل آلودگی سانتی

استفاده گردید، محصول واکنش درصورت تکثیر و عدم  پرایمري m2β ) ژنexon -exonاگزون متوالی ( 2
شود، که عدم تکثیر ناحیه اینترون جفت باز مشاهده می 212و  1795ترتیب در ناحیه اینترون بهتکثیر 

، توالی P450منظور طراحی پرایمر ژن است. به DNAدهنده عدم آلودگی با توسط پرایمرهاي مذکور نشان
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 .A(چینی  ماهیماهیان شامل توالی نسبی در تاسهاي مختلف تاسشناسایی شده ژن مذکور در گونه

sinensis) (JN 5647452(  باز و تاسجفت1781به طول) ماهی سفیدA. schrenckii( )JX0139352( به 
) مورد مقایسه قرار گرفت و بر اساس Corpet, 1988الاین (افزار مولتیباز با استفاده از نرمجفت 555طول 

 237آغازگر ژن مورد نظر با طول  هاي مختلف، نسبت به طراحیشده و یکسان بین گونهنواحی حفاظت
نیز مورد بررسی قرار  5الیگو افزار دست آمده با نرمگردید، آغازگر بهاقدام  3افزار پرایمر باز با نرمجفت

 چنین اختصاصی بودن آغازگر، با استفاده از برنامه پرایمر بلاستگرفت، هم
)www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/Primer-blast( .کنترل گردید  

 میکرولیتر با استفاده از پرایمر 20سازي دما و مواد مصرفی، در حجم نهاییبعد از بهینه qPCRواکنش 
و پرایمر ژن رفرنس بتا اکتین توسط کیت سایبر شرکت بیوپارس  P450طراحی شده براي ژن   تایمریل

افزار شرکت بایورد و با استفاده از نرم iQ5(دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان) در دستگاه 
تکرار تکنیکی انجام شد. از  3تکرار بیولوژیکی و  3هاي کبد و آبشش در براي بافت اپتیکالiQ5 بایورد 

عنوان دماي اختصاصی و دایمر مشاهده نشد، این دما بهدرجه محصول غیر 56ه در دماي کجاییآن
  واکنش در نظر گرفته شد. 

  
ــتفاده در بررســی بیان -1 جدول ــخصــات پرایمرهاي مورد اس  Acipenser(ماهی ایرانی در تاسP450  مش

persicus( ثیر کلرید کادمیومأتحت ت.  
 کاربرد

طول 
 قطع

دماي اتصال 
)C°(  ) نام پرایمر )5´-3´توالی 

 GTCATCTGTGCCATGTGCTT AP P450-PCRF 56  237 ریل تایم 
56 TCTTGTCGAAGGAGCGGTAG AP P450-PCRR 

 215 دار)ژن مرجع  ( خانه
56 TTGCCATCCAGGCTGTGCT β- actin q-PCRF 
56 TCTCGGCTGTGGTGAA β- actin q-PCRR 

 DNA 1795تعیین آلودگی 
61 GGGACTTTCCACAAAGGCTA β2m with intronF 
61 CGACTGATGCTACCGGAACT β2m with intronR 

  
ـــتفاده از  qPCRنتایج ارزیابی عملکرد آزمایش :  qPCRهاي آنالیز کمی تجزیه و تحلیل داده با اس
 طریق اختصـاصی آغازگرها از عملکردهاي مورد نظر و مرجع ترسـیم و همچنین منحنی اسـتاندارد ژن

  بررسی شد.  ذوب منحنی
با   Ct∆∆- 2نســبت به بتا اکتین با روش  450Pدســت آمده جهت تعیین بیان نســبی ژن هاي بهداده

ـــپس نرمال بودن دادهREST )Pfaffl et al., 2002کمـک نرم افزار  ها با ) مورد آنـالیز قرار گرفت و س
تست شد و آزمون لون نیز جهت بررسی ویلک  -اسـمیرنوف و شـیپیرو -اسـتفاده از آزمون کولوموگروف
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نسبت به بتا  P450هاي مربوط به بیان نسبی ژن ها مورد اسـتفاده قرار گرفت. آنالیز دادهبرابري واریانس
هاي مورد مطالعه هاي مختلف کلرید کادمیوم و همچنین اثر غلظتاکتین در طی دوره مواجهه با غلظت

صورت گرفت. جهت مقایسه  %95طرفه در سـطح اطمینان یک در هر روز مواجهه توسـط آنالیز واریانس
انحراف معیار نمایش  ±صورت میانگین اسـتفاده شـد. نتایج به دانکناي ها از آزمون چند دامنهمیانگین

هاي کبد و آبشـــش توســـط آنالیز تی (در ســـطح داده شـــد. مقایســـه میانگین بیان نســـبی در بافت
  انجام شد.  Version 16(SPSS( افزارها با استفاده از نرمداده) انجام شد. آنالیز %95اطمینان

  
  نتایج 

استخراج شده از  RNAنتایج کیفی سنتز شده:  cDNAو بررسی  RNAبررسی کیفی و کمی 
را با وضوح بالا نشان  S28و  S rRNA 18 ماهی ایرانی در هر نمونه، دو باندهاي کبد و آبشش تاسبافت

نانومتر  280و  260استخراج شده در دو طول موج  RNAهاي ). نسبت شدت جذب در نمونه1داد (شکل 
نیز بیانگر  320و  240، 230هاي چنین میزان جذب در طول موجقرار داشت و هم 8/1-1/2در محدوده 

 P450و  actin β-ه با پرایمرهاي سنتز شد  cDNAهاي مورد بررسی بود.در نمونه RNAقابلیت مناسب 
مشاهده شد. حذف  bP 249و  bP216 طراحی شده براي این گونه تست شد و به ترتیب باندهایی در 

، با تکثیر محصولی 2m βاگزون متوالی ژن  2، با استفاده از آغازگر طراحی شده در ناحیه DNAآلودگی 
  آغازگر مذکور را تایید نمود.، عدم تکثیر ناحیه اینترون توسط bP212  به اندازه 

هاي مورد با استفاده از منحنی استاندارد ترسیم شده براي ژن CRPqنتایج ارزیابی عملکرد آزمایش 
اختصاصی آغازگرها  عملکرد. نشان داد -3/3و شیب خط را حدود  99/0را، حدود  2Rنظر و مرجع میزان 

 براي هر محصول، بیانگر آغازگرذوب  منحنیپیک مشاهده شده در بررسی شد که  ذوب منحنی طریق از
  ).2است (شکل  اختصاصی تکثیر و ویژه محصول یک وجود
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استخراج شده  RNAکیفیت  و  m2 β  ،actin- βهاي سنتز شده با آغازگرهاي cDNAمحصول تکثیر  -1شکل 

 S28و  S rRNA 18متعلق بههاي استخراج شده دوباند ماهی ایرانی در نمونههاي کبد و آبشش تاساز بافت
  آمیزي با اتیدیوم بروماید)و رنگ %5/1باشند (روي ژل آگارز می

  

منحنی ذوب شکل راست) و ( actin β -هاي سریالی براي آغازگرمنحنی ذوب ترسیم شده از غلطت -2شکل 
  .شکل چپ)( P450 هاي سریالی براي آغازگرترسیم شده از غلطت

  
، بیشترین µg/l200 در آبشش، در غلظت : هاي کبد و آبششدر بافت P450بررسی بیان نسبی ژن 

 مشاهدهداري در روزهاي مواجهه در روز دوم مواجهه مشاهده گردید، اما اختلاف معنیP450 میزان بیان 
طور ، مقدار نسبی بیان در روز دوم مواجهه در مقایسه با شاهد بهµg/l400 ). در غلظت <05/0Pنشد (
برابر،  42/4برابر افزایش یافت و در روز دوم این افزایش به حداکثر میزان 05/0P< (11/3 )(داري معنی

05/0P<05/0برابر،  47/2داري (طور معنی) رسید و سپس در روز هفتم بهP< کاهش یافته و در روز (
 85/5روز اول (داد. روند مشابهی نیز در ) مجدداً افزایش را نشان>05/0Pبرابر،  77/3چهاردهم مواجهه (

 11/6) و روز چهاردهم (>05/0Pبرابر،  21/2)، روز هفتم (>05/0Pبرابر،  93/7)، روز دوم (> 05/0Pبرابر، 
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، µg/l200 در کبد، در غلظت ). 2مشاهده شد (جدول µg/l800 ) در مواجهه با غلظت >05/0Pبرابر، 
) افزایش >05/0Pبرابر،  77/3داري (معنیدر روز اول در مقایسه با تیمار شاهد به طور  P450بیان نسبی 

داري ) در روز دوم مواجهه رسید که این افزایش معنی>05/0Pبرابر،  72/5یافت و به ماکزیمم میزان خود (
 2/5) و در روز چهاردهم مواجهه به (>P/05برابر،  94/4). سپس در روز هفتم کاهش (<05/0Pنبود (
، مقدار نسبی بیان در روز اول مواجهه در مقایسه با µg/l400 ت ) افزایش یافت. در غلظ>05/0Pبرابر، 

برابر افزایش یافت و در روز دوم این افزایش به حداکثر میزان  05/0P< (5/6داري (طور معنیشاهد به
) کاهش و سپس میزان بیان در >05/0Pبرابر،  2/5) رسیده و سپس در روز هفتم (>05/0Pبرابر،  02/7(

)، >05/0Pبرابر،  75/6) رسید. روند مشابهی نیز در روز اول (>05/0Pبرابر،  85/5اجهه به (روز چهاردهم مو
) >05/0Pبرابر،  26/8) و روز چهاردهم (>05/0Pبرابر،  33/5)، روز هفتم (>05/0Pبرابر،  75/9روز دوم (

  ). 3مشاهده شد (جدول  µg/l 800مواجهه با غلظت 
ـــبی  ـــش، در روز اول مواجهـه اگر چه افزایش بیان نس   و µg/l200هاي بین غلظت P450در آبش

µg/l400 05/0برابر،  11/3و  21/2ترتیب (بهP>( ـــد اما این افزایش معنی ـــاهده ش دار نبود، اما در مش
ــبی (افزایش معنی µg/l800غلظت  ــاهده گردید. در روز دوم بیان >05/0Pبرابر،  85/5دار بیان نس ) مش

ـــبی  برابر،  93/7و µg/l800 )73/2  ،42/4و  µg/l200 ،µg/l400هــاي مختلف در غلظــت P450نس
05/0P<ـــان داد. در روز هفتم اختلاف معنی) افزایش معنی و  µg/l200هاي دار بین غلظـتداري را نش

µg/l800 )05/0P <ســـبی ) مشـــاهده شـــد. در روز چهاردهم نیز بیان ن P450هاي مختلف در غلظت
µg/l200،  µg/l400  وµg/l800 05/0برابر،  11/6و  77/3، 21/2ترتیـب (بـهP < افزایش یافت. روند (

ــبی بیان در دوزهاي  ــد. در روز اول و دوم اگر چه بین میزان نس ــابهی در بافت کبد نیز مشــاهده ش مش
µg/l400  وµg/l800 داري مشـاهده شد، ولی میزان بیان در این تیمارها با تیمار اختلاف معنیµg/l20 

ــان نداد. در روز هفتم نیز اختلاف معنی ــی داري در میزان بیان در غلظتاختلافی را نش هاي مورد بررس
ـــد ( ـــاهده نش ـــبی )، در روز چهاردهم نیز اختلاف معنی<05/0Pمش در  P450داري در میزان بیان نس

)، اما میزان بیان نسبی <05/0Pمشـاهده نشـد ( )85/5و  2/5ترتیب (به µg/l400 و µg/l200تیمارهاي 
ـــبت به دو غلظت دیگر اختلاف معنی µg/l800در تیمار  ـــان داد (نس ) >05/0Pبرابر،  26/8داري را نش

ــش در همه  P450). افزایش بیان 3و  2(جدول ــبت به بافت آبش در طول دوره مواجهه در بافت کبد نس
میکروگرم  400روزهاي اول، دوم و چهاردهم و غلظت میکروگرم در لیتر در  800جز غلظت  هها بغلظت

  ).2) بود (جدول>05/0Pدار (معنی روز چهاردهمدر لیتر در 
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 14) در مواجهه Acipenser persicusماهی ایرانی (در بافت آبشش تاس P450تغییرات بیان نسبی   -2 جدول
حروف کوچک و بزرگ اختلاف  ) کلرید کادمیوم.میکروگرم در لیتر 800و  400، 200روزه  با دوزهاي مختلف  (

  دهد.) نشان میA-B) و ستون (a-cرا در هر ردیف ( )>05/0P( دار معنی
  چهاردهم  هفتم  دوم  اول  غلظت / روز

 0/325aB  2/73±0/26aC  2/6±0/286aB  2/21±0/455aC±2/21   میکروگرم در لیتر 200
 0/14CB  4/42±1/56aB  2/47±0/22aB  3/77±0/312bB±3/11  میکروگرم در لیتر 400
 0/77bA  7/93±0/39aA  2/21±0/26aB  6/12±0/39bA±5/85  میکروگرم در لیتر 800

  
 14) در مواجهه Acipenser persicusماهی ایرانی (در بافت کبد تاس P450تغییرات بیان نسبی   -3جدول

حروف کوچک و بزرگ اختلاف  ) کلریدکادمیوم.میکروگرم در لیتر 800و  400، 200مختلف (  هايروزه  با غلظت
معنی داري اختلاف بیان بافت کبد  : * دهد.) نشان میA-B) و ستون (a-cرا در هر ردیف ( )>05/0P( دار معنی

  ).>05/0Pبشش در همان غلظت و روز را نشان می دهد(آبا بافت 
  چهاردهم  هفتم  دوم  اول  غلظت / روز

 Bb 78/0±72/5 *Ba 14/1±94/4 *Aab 26/0±2/5 *Bab* 77/3±986/0  میکروگرم در لیتر 200
 ABab 78/0±02/7 *Ba 26/0±2/5 *Ab 65/0±85/5 *Bab* 5/6±4/1 میکروگرم در لیتر 400
 Abc 728/0±75/9 Aa 988/0±33/5 *Ac 91/0±26/8 Aab 75/6±78/0 میکروگرم در لیتر 800

  
  گیري بحث و نتیجه

هاي مختلف و حتی در یک گونه مشخص نیز بسته به اندازه، سن، ها در گونهحساسیت به آلاینده
هاي اخیر در سال). Hedayati and Safahieh, 2011شرایط گونه و شرایط محیط آزمایش متفاوت است (

اي هبافت ماهی به سمت سنجشهاي آبی از سنجش کمی مقدار آلاینده در آب، رسوب و پایش اکوسیستم
ها یا بیومارکرها مولکولی، بیوشیمیایی، نشانگرها بر آبزیان با استفاده از زیستکیفی اثرات آلاینده

در سطح مولکولی تغییرات  ).Schelenk, 2006شناسی، آنزیمی و بافتی سوق پیدا نموده است (خون
واند تیرات سطوح پروتئینی در موجودات نیز میژنتیکی (تغییر در بیان، عملکرد و تنظیم ژنی) و تغی

ویژه اگر مولکول مورد بررسی قسمتی از مکانیزم بهگرفته شود، عنوان شاخص مواجهه با آلودگی در نظربه
)، Chan, 1995ها (به متالوتیونین توانزدایی سلول باشد که از آن جمله میدفاعی، ترمیمی و یا سم

) SOD( )Pandey et al., 2003(دیسموتاز  اکسید)، سوپر Ahmad et al., 2004ترانسفراز (-S گلوتاتیون
 Colombo et( 450P) و آنزیم سیتوکرومHSP 70() ،Duffy et al., 1999( هاي شوك حرارتیپروتئین

al., 2003 اشاره نمود. آنزیم سیتوکروم (P450  نوعی هموپروتئین است که در سطح بالایی در کبد وجود
 ,Siroka and Drasticheva(هاي دیگر نظیر آبشش، کلیه، روده نیز گزارش شده است دارد ولی در بافت

2004; Itakura et al., 2005.( ها این پروتئین با غشا شبکه اندوپلاسمیک و میتوکندري در دریوکاریوت
 گرددید میها تولهایی اکسایشی است که در فاز اول متابولیسم آلایندهنزیم جز آنزیمباشد. این آارتباط می
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)Siroka and Drasticheva, 2004(  گونه مورد بررسی، جنسیت، نوع و غلظت و مدت و میزان آن متأثر از
 Kim et al., 2010; Rees et al., 2003; Mirandaباشد (می مورد بررسی مواجهه با آلاینده و حتی بافت

et al., 2006; Huang et al., 2014.(  
ي قرارهاي غیرطبیعی به فرم بیهاي مورد بررسی کلرید کادمیوم، ماهیان رفتاردر مواجهه با غلظت

عادي نشان دادند. اگر چه ماهیان تحت تیمار آلودگی در مراحل اولیه (تا روز چهارم مواجهه) و شناي غیر
تدریج شروع به گرفتن غذا نمودند. در طول غذا اجتناب نمودند، اما بعد از آن، بهتا حدودي از خوردن 

و میري در طی دوره مواجهه در آزمایش تغییر رفتاري در گروه شاهد مشاهده نشد. همچنین مرگ 
  هاي شاهد و تحت تیمار آلودگی مشاهده نگردید. گروه

ــته به دوز  ــر بیان وابس را در هر دو بافت آبشــش و کبد بعد از مواجهه با کلرید  P450مطالعه حاض
هاي مذکور افزایش را نشان داد. گزارشات داد و با افزایش غلظت میزان این آنزیم در بافتکادمیوم نشان

ـــی بیان ژن  ـــی یـا کـاهش هاي مختلف آبزیان در مواجهه با در گونه P450متفـاوتی از تغییرات افزایش
 ,.Zhang et al., 2012; Dong et al., 2009; Kim et alها و فلزات سنگین (کشهاي آلی، آفتآلاینده

2008; Dong et al., 2013) ارائه شده است. دونگ و همکاران (Dong et al., 2009 افزایش بیان (P450 
ــولفان با افزایش غلظت از  ــم اندوس ــاهده نمودند.  g/lµ 10به  g/lµ 01/0را در مواجهه با س و ژانگ مش

روزه با کادمیوم افزایش دو برابري  4در مواجهه  P450) در بررســی بیان Zhang et al., 2012همکاران (
ـــبت به   g/lµ 10هـاي بیـان ژن را در غلظـت و نایر  در روز دوم مواجهه گزارش نمودند. g/lµ 40نس

ـــپس  5/1به  1) افزایش بیـان از Nair et al., 2013همکـاران ( در مواجهه با  را P450برابري  8/1و س
برابر با  5/0به  1از  %50گرم در لیتر و کاهش بیان میلی 20و  10بـه  2کـادمیوم بـا افزایش غلظـت از 

ـــیاري از مواد آلاینده نظیر  Aبرابري غلظت بیس فنل  100افزایش  ـــاهده نمودند. بس و نونیل فنل مش
ودي ها گذاشته و موجب ناببر سلولهاي فعال اکسیژن، اثرات سمی فلزات سنگین و سموم با تولید گونه

زا و گردند. اولین واکنش سلول به این شرایط تنشمی DNAهاي زیستی نظیر پروتئین، لیپید و مولکول
باشد که در صورت ادامه و آنتی اکسیدانتی می P450هاي اکسایشی نظیر اسـترسـی تولید یکسري آنزیم

ر گردد. به نظطبیعی و نهایتاً مرگ ســلول مییافتن شــرایط تنش منجر به مختل شــدن متابولیســم 
در مواجهه با فلزات ســـنگین از طریق فاکتور رونویســـی آریل هیدروکربن  P450رســـد تغییر بیان می

جهت داشتن بار مشابه، به گردد. فلز کادمیوم از ورود کلسیم خارج سلولی، به) انجام میAHRرسـپتور (
هایی چون میتوکندري و شــبکه اندوپلاســمی به این دامکداخل ســلول جلوگیري نموده، در نتیجه ان

نمایند و کمبود کلسیم سیتوپلاسمی، واکنش داده و با آزاد کردن کلسیم سعی در جبران این کمبود می
موجب فسفریله شدن فاکتورهاي رونویسی  kبه این ترتیب کلسیم داخل سلولی با فعال کردن پروتئیناز 

). از آنجا که Waisberg et al., 2003گردند (نداز این ژن و افزایش بیان آن میادر محل پروموتور و یا راه
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هیچ شـباهت سـاختاري بین فلزات سـنگین و لیگاندهاي آریل هیدروکربن رسپتور وجود ندارد، احتمالا 
ـــنگین از طریق فعال کردن لیگاندهاي خارجی  P450بیان  گردد انجام می AHRدر مواجهه با فلزات س

)Kim et al., 2008; Korashy and Elkali, 2005 همچنین این عنصـر از طریق ایجاد کمپلکس باعث .(
ـــاختار برخی پروتئین  +Na چونهاي انتقالی همها، از بین رفتن پروتئینها، بیان برخی ژنتـأثیر بر س

/K+ ATPase گردد (و یا حتی مرگ سلول میSobha et al., 2007 .(  
در تمام روزهاي آزمایش نسبت به تیمارکنترل افزایش را  P450در این مطالعه اگر چه میزان نسبی 

نشان داد، اما بیشترین میزان آن در روز دوم مواجهه مشاهده شد که تأیید کننده این است که این آنزیم 
هاي جمله ژن باشد. همچنین ممکن است این ژن ازها میجز اولین محصولات  متابولیتی آلاینده

هاي دیگر باشد. کاهش مشاهده شده در روزهاي بعدي (هفتم و کننده بیان ژنءزودهنگام بوده که القا
هاي بافت آبشش و کبد در اثر ورود کادمیوم و خاموش شدن این ژن تواند به آسیب سلولچهاردهم) می

 ش بیان این ژن را در ماهی) کاهSofteland et al., 2010نسبت داده شود. سوفتلندس و همکاران (
Gambusia affinis  را به آسیب سلولی ناشی از سمیت بالاي کادمیوم نسبت دادند. هاونگ و همکاران

)Haung et al., 2014 افزایش بیان (P450  در بافت کبد در مواجهه با سرب تا روز سوم و سپس کاهش
م را به مکانیسم سازگاري نسبت داد. در مطالعه تر تا روز هشتبیان آن را در مواجهه در مدت زمان طولانی

در هر دو بافت کبد و آبشش افزایش را نشان داد، اما میزان بیان آن در کبد  P450حاضر اگر چه بیان 
تواند به فراهم بودن شرایط براي فعالیت پروتئین ) بالاتر از آبشش بود که می> 05/0P( داريطور معنیبه

در  P450نسبت داده شود. بیان  در بافت متابولیکی کبدباشد این ژن میکه القا کننده بیان  Cکیناز 
) بررسی و مشاهده شد که Takifugu obscurusهاي کبد، آبشش، کلیه و پوست ماهی بادکنکی (بافت
بل ها قاهاي کبد و آبشش، میزان بیان آن در سایر بافترغم بالابودن میزان بیان این ژن در بافتعلی

 Kimها در متابولیسم مواد آلاینده در ماهی نقش چندانی ندارند (باشد چرا که این بافتپوشی میچشم

et al., 2008; Miranda et al., 2006 بالابودن میزان بیان .(P450  در بافت کبد به نقش متابولیسمی کبد
عیت قرار گرفتن، ساختار بسیار نسبت داده می شود و آبشش نیز اولین اندامی است که به جهت موق

کند، بلافاصله از محیط منشعب و در نتیجه سطح وسیع آن همراه با حجم زیاد آبی که از آن عبور می
در  بیولوژیک ). نتایج نشان داد که پاسخDa Cuna et al., 2011; Negro, 2015بیند (آلوده آسیب می

باشندکه موید نتایج سپولودا شرایط محیطی میها به تغییر ترین پاسخسطح مولکولی از ابتدایی
)Sepulveda, 2005سلولی، بیوشیمیایی، سطوح در تغییرات ترتیببه زمان مواجهه افزایش ) است که با 

یابد. نتایج مطالعه نشان داد که تغییرات این آنزیم می توسعه اکوسیستم و موجود، جمعیت دستگاه، بافت،
  ستی آلودگی با کلرید کادمیوم مد نظر قرار گیرد. عنوان نشانگر زیتواند بهمی
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