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Caspian trout, Salmo caspius, Kessler 1877 is an anadromous form of 
brown trout. In vertebrates, the functional receptors of THs, include  
thyroid hormone receptors (TRs) (thrα, thrβ). In developing fish eggs, the 
expression of THRs has been reported in different time periods. The 
ontogeny of the thrβ in the eggs of Caspian trout (Salmo caspius) has been 
investigated in the present study. The sampling of ova was done before and 
post fertilization, 24 and 48 h post fertilization, eyeing stage, hatching  
and CYA while being exposed for 1 h to various thyroxin hormone 
concentrations including 0 (control, without hormone), 0.25, 0.5 and  
0.75 mgL-1. The statistical analysis showed increased gene expression of 
thrβ during the development period. An inverse relationship between 
hormone concentration with eyeing and hatching percentage were detected 
in the eggs. In summary using thyroxin hormone by applying doses to 
achieve better fertilization efficiency not recommended.  
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  هاي کلیدي:  واژه
  تخم ماهی آزاد دریاي خزر، 

هورمون تیروئید  هاي گیرنده
)thrα و thrβ ،(  

     لقاح
  

مهاجر رودرو از ماهی  ) گونهSalmo caspius) ،(Kessler 1877ماهی آزاد دریاي خزر (
) از طریق اتصال T3و  T4هاي تیروئیدي ( داران انتقال هورمون اي است. در مهره آلاي قهوه قزل

کامل بیان هاي در حال ت در تخمشود.  ) انجام میthrβ و thrαهاي تیروئیدي ( به گیرنده
هاي زمانی مختلف گزارش شده است. در این مطالعه  هاي هورمون تیروئیدي در بازه گیرنده

برداري از  در تخم ماهی آزاد دریاي خزر مورد بررسی قرار گرفت. نمونه thrβانتوژنی بیان ژن 
ه ت بعد از لقاح، مرحلساع 48و  24ها بلافاصله بعد از لقاح،  ها قبل از لقاح، تخم تخمک

هاي  که در معرض غلظت زدگی، زمان تفریخ و جذب کامل کیسه زرده انجام شد در حالی چشم
گرم در  میلی 75/0و  5/0، 25/0(بدون افزودن هورمون، شاهد)،  0مختلف هورمون تیروکسین (

را در  thrbهاي آماري روند افزایشی در بیان ژن  نتیجه تجزیه و تحلیل لیتر) نیز قرار گرفته بودند.
با  هاي مختلف هورمون تیروکسین افزایش غلظت ارتباط معکوسی بینطول زمان نشان دادند. 

هاي ماهی آزاد دریاي خزر مشاهده شد. به شکل خلاصه با توجه  زدگی و تفریخ تخم درصد چشم
کار رفته در  هاي به ن تیروکسین با غلظتبه مشاهده عدم اثرگذاري مثبت استفاده از حمام هورمو

   شود. کار رفته توصیه نمی هاي به این مطالعه به منظور افزایش کارایی تکثیر، کاربرد آن در غلظت
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  مقدمه
 ، گونهSalmo caspiusماهی آزاد دریاي خزر 

آلاي  مهاجر بالارونده (آنادروموس) از ماهی قزل
هاي غربی و جنوبی دریاي  اي است که در بخش قهوه

ریزي  کند و در اوایل پاییز جهت تخم خزر زندگی می
ماهیان پس از  ها مهاجرت کرده و بچه به رودخانه

(تبدیل شدن پار به اسمولت)  1اسمولتیفیکیشن
این گونه  خزر مهاجرت می کنند.سمت دریاي  به

المللی حفاظت از  واحد بین هاي براساس گزارش
خطر هاي در  ) در لیست گونهIUCN2طبیعت (

 ). در دو دهه اخیر3، 2، 1انقراض قرار گرفته است (
هاي طبیعی این گونه به  جمعیت گیري در کاهش چشم

دلایل مختلف اتفاق افتاده است که از آن جمله 
تخریب بستر  توان به آلودگی آب، برداشت و می

، 5، 4رویه اشاره کرد ( چنین صید بی ها و هم رودخانه
منظور پرورش در محیط  ) به3). ارزش اقتصادي (6

) و کاهش چشمگیر 7دریا، کیفیت بالاي گوشت (
هاي طبیعی بیانگر اهمیت مطالعه بر روي این  جمعیت

  گونه هستند.
ها براي رشد و  افزایش تشخیص اهمیت هورمون

ها به عنوان یک روند متمرکز، با نام  تمایز جنین
هاي  ). هورمون8شناخته شده است ( 3ایندوکراینولوژي

ریز نقش کلیدي در بسیاري از عملکردهاي  درون
یر محیطی و ژي ماهیان در مواجه با شرایط متغفیزیولو

کنند. تکامل جنینی در  حفظ تعادل بدن بازي می
ها و  ماهیان استخوانی به مواد غذایی، هورمون

mRNA هاي مولد ماده (مادري) که در طول بلوغ
). در 9ها ذخیره می شوند وابسته هستند ( تخم در آن

) Thyroid hormones )THsماهیان استخوانی تولید 
 )HPT4تیروئید (-هیپوفیز-توسط محور هیپوتالاموس

                                                
1- Smoltification 
2- International Union for Conservation of Nature 
3- Endocrinology 
4- Hypothalamic-Pituitary-Thyroid 

). ترکیب و 1داران است (شکل  مشابه سایر مهره
متابولیسم، نقش حیاتی در  HPTعملکرد محور 

هموستازي، رشد سوماتیک و تکامل ماهیان استخوانی 
در اغلب ماهیان استخوانی ). 10کند ( ایفا می
اي متفاوت دارند  ها تیروئیدي شکل و اندازه فولیکول

قرار گرفته و در طول شریان آوران  5و در ناحیه حلقی
) و در بسیاري از فرآیندهاي 11اند ( گسترش پیدا کرده

شناسی، تنظیم اسمزي،  رشد، ریخت مانندبیولوژیک 
اي شدن پوست و تولیدمثل مشارکت دارند  دانه رنگ

شده در غده هاي تیروئیدي تولید ). هورمون12(
) و L-T4هورمون تیروکسین ( تیروئید شامل پیش

) شکل فعال زیستی هورمون T3تریودوتیرونین (
، 14، 13) (6(تولید شده به واسطه عملکرد دییودوناز

هاي تیروئیدي در  که فولیکول جایی ) هستند. از آن15
شناسایی  T3و  T4هاي  ها وجود ندارند هورمون جنین

مادري دارند. تخم ماهیان داراي  أها منش شده در تخم
هستند که به شکل  THsتوجهی از  مقادیر قابل

کنند  تدریجی در طول تکامل جنین کاهش پیدا می
هاي  که مکانیزم ) و پیشنهاد شده است16، 9، 13(

تر از  ها بسیار قبل ها جهت تکامل جنین انتقال پیام
  ). 17شود ( شروع توانایی تولید تیروئید انجام می

هاي تیروئیدي (در  قرار گرفتن در معرض هورمون
دامنه طبیعی) مولد ماده به شکل مهمی بر روي 

هاي رشد و بقاي نسل بعدي تولید شده از  ویژگی
شروع متابولیسم، تسریع در ). 18(ثر است ؤماهیان م
هاي دیگر، تحریک بلوغ  هاي هورمونعملکرد
  ها، لقاح، تولیدمثل و مراحل تکامل در  اووسیت

). 13تواند توسط تیروکسین انجام شود ( ماهیان می
هاي  هاي تازه تفریخ شده به هورمون حساسیت تخم

اثرگذاري بر روي تسریع تکامل، تغییرات  تیروئیدي و
شناسی لاروها و افزایش نرخ بقا گزارش شده  ریخت

                                                
5- Pharyngeal 
6- Deiodinases 
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). البته باید به این نکته مهم اشاره شود که 17است (
وان به ت بر روي رشد اولیه را نمی THاثرات مثبت 

هاي ماهیان در نظر  شکل عمومی براي تمام گونه
  ). 19گرفت (

  

  
  ) در ماهی. THsهاي تیروئید ( تیروئید و عملکرد کلی هورمون-هیپوفیز-مغزاي از محور  خلاصه -1شکل 

TRHکننده تیروتروپین؛ ، هورمون آزادTSH؛، تیروتروپین: هورمون محرك تیروئید TSHR؛، گیرنده تیروتروپین   
CRH؛کننده کورتیکوتروپین، هورمون آزاد DIO؛، دیودیناز TR20و  10 ، گیرنده تیروئید (ویرایش شده از.(  

Figure 1. Summary of the brain-pituitary-thyroid axis and the general function of thyroid hormones (THs) in fish. 
TRH: Thyrotropin-releasing hormone; TSH: Thyroid-stimulating hormone; TSHR: Thyroid-stimulating 

hormone receptor; CRH: Corticotropin-releasing hormone; DIO: Deiodinase; TR: Thyroid receptor  
(Adapted from [10] and [20]). 
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هاي عملکردي  داران گیرنده به طور کلی، در مهره
توسط دو ژن مجزا  βو  αهاي تیروئیدي  هورمون

شوند. با این  ) کدگذاري میthrβو  thrαترتیب  (به
هاي مختلف ماهیان استخوانی با توجه  حال، در گونه

دوبرابر شدن گرفتن تحت یک دور خاصی از  به قرار
هاي مختلف ماهیان  )، گونه21( 1(تکرار) ژنی

هاي گیرنده هورمون تیروئید را با  استخوانی، ایزوفرم
کنند که  هاي ساختاري خاصی بیان می ویژگی
فردي را به این  هاي عملکردي منحصربه ویژگی
در پلاسماي  ).24، 23، 22دهند ( ها می گیرنده

یروئیدي از طریق هاي ت داران انتقال هورمون مهره
، 2هاي اتصالی هورمون شامل آلبومین اتصال به پروتئین

صورت گرفته و عملکرد  4و گلوبولین 3ترانستیرتین
   5اي هاي هسته ها به واسطه اتصال به گیرنده آن
)TRα  وTRβشود  هاي تیروئیدي انجام می )، هورمون
هاي  هاي هورمون تیروئیدي در بازه بیان گیرنده ).25(

هاي در حال تکامل،  زمانی مختلف قبل از تفریخ تخم
، 13(هاست  هاي متفاوت آنبیانگر عملکرد لاًااحتم
  mRNAو  TRبه دنبال رونویسی جنین اولیه. )26
نیافته گورخرماهی حاوي  هاي لقاح ، تخم TRژن

 .)28، 27( مادري هستند أبا منش  THRهایی رونوشت
براي اولین بار در ماهی  TRهاي  که گیرنده جایی از آن
هاي  ایزوفرم mRNA)، سطوح 29سازي شدند ( شبیه
TR هاي مختلف مورد  در طی مراحل انتوژنتیکی گونه

ماهی  توان به کفشک تجزیه و تحلیل قرار گرفت که می
، 35، 34، 28، 33، 32)، گورخرماهی (31، 30ژاپنی (

 )، ماهی آزاد39، 38، 37کمان ( آلاي رنگین )، قزل36
)، روغن ماهی 41)، کفشک (40اقیانوس اطلس (

)، ماهی تن 43)، ماهی آزاد کوهو (42اقیانوس اطلس (
)، 45)، شانک ماهی دریایی (44آبی اقیانوس آرام (

                                                
1- Gene duplication 
2- Albumin 
3- Transthyretin 
4- Globulin 
5- Thyroid hormone receptor beta 

) 47) و هامور خالدار نارنجی (46مارماهی ژاپنی (
به  TRβو  TRαها، بیان  اشاره کرد. در این گونه

نابراین هیچ الگوي شود، ب هاي مختلفی تنظیم می روش
حال  عمومی نظارتی شناسایی نشده است. با این

هاي ماهیان استخوانی در فرآیندهایی  TRمشارکت 
مانند رشد، تولیدمثل و هموستازي حرارتی گزارش 

). با توجه به این موضوع که در مورد 24شده است (
هاي زمانی  هاي هورمون تیروئیدي در بازه بیان گیرنده

ماهی آزاد دریاي خزر هاي  تخم تفریخ مختلف قبل از
اطلاعاتی در دسترس نبود در این مطالعه تغییرات بیان 

 از زمان لقاح تا جذب کامل کیسه زرده thrβژن 
هاي ماهی آزاد دریاي خزر مورد بررسی قرار  خمت

  گرفت.
  

  ها مواد و روش
در  در اجراي این طرح از مولدین وحشی موجود

ژنتیکی آزاد ماهیان  از ذخایرمرکز بازسازي و حفاظت 
شهید باهنر کلاردشت پس از اطمینان یافتن از 

کشی انجام شد. سپس  ها تخم رسیدگی جنسی، از آن
گرم  90دست آمده با وزن تقریبی  ههاي ب تخمک
عدد تخم در گرم) و به تعداد حدود  1/11(تعداد 

عدد به روش نیمه خشک با استفاده از آب  1000
ورشده و با وزن مشخص با روش سالن تکثیر بار

در محلول  وري هورمون تیروکسین که قبلاً غوطه
هاي  ) با غلظت49، 48حل شده بود ( درصد 96اتانول 

(بدون افزودن هورمون، شاهد)، (بدون افزودن  0
گرم در  میلی 75/0و  5/0، 25/0هورمون، فقط حلال)، 

 ) استفاده50ها ( ساعت براي تخم 1لیتر در مدت زمان 
یکسان  ها به آرامی در تراکم تقریباً شد و سپس تخم

ازاي هر سینی تخم، در  عدد) به 90(حدود 
انکوباتورهاي افقی با حجم آب یکسان، قرار گرفت. 
تعداد دوزهاي هورمون به عنوان تیمارهاي تیروکسین 

ها قبل  برداري از تخمک در نظر گرفته شدند. نمونه
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)t1ها بعد از لقاح ( )، تخمt2( لاروها تا جذب کیسه ،
)، t3، t4ساعت یکبار ( 24ساعت اول هر  48زرده در 

)، در زمان t5زدگی ( روز بعد از لقاح مرحله چشم 25

) انجام شد t7) و جذب کامل کیسه زرده (t6تفریخ (
  ).3و  2 هاي (شکل

  

  
  

  ). 51گراد ( درجه سانتی 12-10کمان در دماي  آلاي رنگین اي قزلهطرح شماتیک از مراحل تکامل لارو -2شکل 
  هاي ماهی آزاد دریاي خزر در این پروژه است (براي جزئیات به متن مراجعه شود). برداري از تخم هاي نمونه هاي قرمز بیانگر زمان پیکان

Figure 2. Schematic diagram of the developmental stages of rainbow trout larvae at 10-12 °C [51]. 
Red arrows indicate the sampling times of Caspian Sea salmon eggs in this project (see text for details). 

  
 15هاي تخم و لاروها در لوله فالکن  نمونه

  RNA (RNA later)لیتري حاوي حلول میلی
گراد نگهداري  درجه سانتی -70آوري و در دماي  جمع

گیري  برداري از آب جهت اندازه نمونه ضمندر  شدند.
گیري دما، اکسیژن  فاکتورهاي فیزیکی شیمیایی، اندازه

در مراحل مختلف روش کار صورت  pH محلول و
 pHاي)،  دماسنج جیوهگرفت. دماي آب (با استفاده از 

) Aqua pH meter, TPS, Australia(با استفاده از 
 )water quality checher U-10با استفاده از ( و شوري

  گیري شدند. اندازه
ها  با گیرنده هاي مرتبط گام اول شناسایی بیان ژن

ها با استفاده از  هورمون تیروئید و میزان بیان آن
استخراج  آزمایشگاهی شاملهاي متدوال مولکولی  روش

RNA ،PCR ،qPCR هاي تعیین  بر طبق دستورالعمل
  هاي تخصصی انجام پذیرفت  شده توسط شرکت

هاي  ). براي انجام این کار تعدادي از نمونه39، 52(
به بخش ژنتیک  RNAlaterنگهداري شده در محلول 

المللی ماهیان خاویاري جهت  انستیتو تحقیقات بین
هاي ژنتیک مولکولی و تعدادي  روشبررسی و شروع 

وابسته به دانشگاه پورتو پرتغال  CIIMARبه مرکز 
کل با استفاده از  RNAارسال شد. به طور خلاصه، 

) بر اساس Aurum Total RNA mini kitکیت (
درجه  - 80دستورالعمل شرکت استخراج و در دماي 

 RT-PCRگراد نگهداري و سپس با استفاده از  سانتی
با استفاده از   PCRهاي تبدیل شد. واکنش cDNAبه 

Phusion Flash master mix (Thermo Scientific) 
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طراحی پرایمرهاي پیشرو و  پژوهشانجام شد. در این 
نظر با هاي مورد  هاي ویژه براي ژن معکوس با توالی

با استفاده  qPCR) و Primer3 )53افزار  استفاده از نرم
و  )SYBR green master mix )BioRadاز کیت 

 iQ5 Multicolor Real-Time PCR دستگاه

Detection System .انجام شد 

 هاي محاسبات انجام شده در مورد اثرات غلظت
با  شده تلف هاي تخم: مختلف حمام تیروکسین

قرار  شمارش مورد و شده آوري جمع پوآر از استفاده
درصد  و شمارش به دقت زده چشم هاي گرفتند. تخم

 روابط ذیل طریق از زدگی و تفریخ چشم ها، تخم لقاح
  گردید. محاسبه

  

  
  

  
  

  

  

  
  هاي تازه تکثیر شده ماهی آزاد دریاي خزر  تیمارهاي مختلف (دوزهاي هورمون تیروکسین) و در ادامه قرار دادن تخم -3شکل 

  .ژنتیکی آزاد ماهیان شهید باهنر کلاردشت ذخایر بازسازي و حفاظت از هاي افقی واقع در سالن تکثیر مرکز در تراف
Figure 3. Different treatments (thyroxine hormone doses) followed by placing newly fertilized Caspian Sea 
salmon eggs in horizontal trays at the Shahid Bahonar Reproduction and Genetic Resource Conservation 

Center in Kelardasht. 
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  .)TRβهاي هورمون تیروئید ( هاي گیرنده پرایمر طراحی شده با استفاده از مطالعات قبلی براي ژن -1 جدول
Table 1. Primers designed using previous studies for thyroid hormone receptor genes (TRβ). 

 GenBank  اندازه محصول  ژن هدف  توالی پرایمر  نام پرایمر  ردیف
accession no  

1  
2  

SSB1 (5´) 
SSB2 (3´)  

TCACTGTCGGCATGGCAACA 
TGACCAATGTCCTCAGGCAA  Salmon S. salar 290 AF302251.1 

3  
4  

FΒ-actin 
RΒ-actin 

ACTGGGACGACATGGAGAAG 
CAGAGCGTAACCCTCGTAGAT  260  EF406272 

 
با بررسی جزئیات مقالات مختلف و اطلاعات 

هایی از  گونه در مورد  GenBankموجود در
) O. mykissکمان ( آلاي رنگین ماهیان شامل قزلآزاد

) و با تمرکز بر روي S. salarو ماهی آزاد اطلس (
جفت  18) در مجموع 39چنین ( ) و هم40مطالعه (

هاي هورمون  هاي گیرنده نپرایمر براي شناسایی ژ
) طراحی شد که در این بین TRβو  TRαتیروئید (

مشاهده می شود پاسخ  1فقط پرایمري که در جدول 
  داد. TRβمناسب به شناسایی ژن 

 دست هب هاي تخمک مجموعه: آنالیز آماريهاي  روش
 بندي دسته مختلف هاي به گروه تصادفی طور هب آمده
ها به کمک آزمون  بررسی نرمال بودن داده شد.

 و پذیرفت. تجزیهکولموگراف اسمیرنف صورت 
لقاح،  تغییرات درصد به مربوط هاي آماري داده تحلیل
زرده  کامل کیسه جذب ها تا زدگی و تفریخ تخم چشم

 واریانس آنالیز روش کمک در هر مدت زمان به
منظور  ) انجام شد. بهANOVA one-wayطرفه ( یک

بر بیان ژن از تحلیل واریانس  تحلیل اثر غلظت و زمان
) استفاده گردید. سطح ANOVA Two-wayطرفه (دو

در نظر  05/0تر از  هاي آماري کم داري براي آزمون معنی
 نمودارها ترسیم آماري و بررسی گرفته شد. جهت

 .SigmaPlot 11.0 Systat Software, Inc افزار نرم
  هاي خصوصیات تخم  استفاده شد. مقایسه میانگین

  اي  دامنه هاي بیان ژن با آزمون چند بررسیو 
 سطح ) درMultiple Range Test Duncanدانکن (

 بررسی گیرد. جهت صورت می درصد 5 دار معنی
 SigmaPlot 11.0 افزار نرم نمودارها ترسیم آماري و

Systat Software, Inc. قرار گرفت. همورد استفاد  
  

  نتایج
هاي ماهی آزاد دریاي  بررسی درصد لقاح تخم

هاي مختلف  در معرض غلظتخزر بعد از قرار گرفتن 
) نشان داد که تفاوت T4هورمون تیروکسین (

هاي مختلف وجود ندارد  داري در بین غلظت معنی
)05/0P> زدگی ترین درصد چشم الف). بیش 2) (جدول 

گرم بر  میلی 25/0و تفریخ در تیمار شاهد و غلظت 
که  لیتر نسبت به سایر تیمارها مشاهده شد در حالی

زدگی و تفریخ در تیمار غلظت  ن چشمترین میزا کم
ب، ج).  2(جدول  گرم بر لیتر مشاهده شد میلی 75/0

 75/0 و زدگی) (چشم 5/0هاي  بین تیمار شاهد و غلظت
گرم بر لیتر تفاوت  زدگی و تفریخ) میلی (چشم
در مجموع نتایج ) >05/0P(داري مشاهده شد  معنی

نشان داد با افزایش میزان غلظت حمام هورمون 
ها کاهش  زدگی و تفریخ تخم تیروکسین درصد چشم

  ب، ج). 2(جدول  یابد می
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هاي  دریاي خزر بعد از قرار گرفتن در معرض غلظت آزادهاي ماهی  تخمزدگی (ب) و تفریخ (ج)  درصد لقاح (الف)، چشم -2 جدول
  .)T4مختلف هورمون تیروکسین (

Table 2. Fertilization rate (a), eyeing rate (b), and hatching rate (c) of Caspian Sea salmon eggs after exposure 
to different concentrations of thyroxine hormone (T4). 

  الف
  75/0  5/0  25/0  0  گرم در لیتر) (میلیغلظت 

  7/94 ±15/1  7/96 ±15/1  7/96 ±15/1  1/98 ±00/2  درصد لقاح
  
  ب

  75/0  5/0  25/0  0  گرم در لیتر) غلظت (میلی
0/70 ±86/0  درصد چشم زدگی a 69/0± 2/70  a 70/0± 1/68  bc 71/0± 8/67  c 

  
  ج

  75/0  5/0  25/0  0  گرم در لیتر) غلظت (میلی
1/84 ±30/5  درصد تفریخ  a 45/2± 1/83  a 38/2± 1/80  ab 23/2± 3/75  b 

 )>05/0Pباشد ( می آزمایش طول در مختلف تیمارهاي هاي میانگین بین دار معنی اختلاف بیانگر انگلیسی غیرمشترك حروف

 )>05/0P(باشد  می آزمایش طول در مختلف تیمارهاي بین اختلاف نبودن دار معنی بیانگر مشترك حروف انگلیسی
  اند شده ارائه معیار خطاي ± میانگین صورت به ها داده
  

 :Quantitative Real-time PCR (qPCR)نتایج 
 Quantitative Real-time PCRنتایج استفاده از روش 

به منظور تعیین میزان بیان ژن گیرنده هورمون تیروئید 
)thrb و تکثیر ژن بتا  1ذوب) و استفاده از منحنی

ول در بیانگر تولید فقط یک محص SSB، ژن 2اکتین
  ).4کار رفته بود (شکل  به هاي هاي دمایی و زمان چرخه

-Quantitative Realنتایج استفاده از روش 

time PCR منظور تعیین مقادیر بیان ژن گیرنده  به
) براساس غلظت در طول thrbهورمون تیروئید (

هاي  غلظت براساس زمان در هاي مختلف، زمان
برداري نشان دادند که در همگی  مختلف دوره نمونه

کار رفته با افزایش زمان روند افزایشی  هاي به غلظت
) مشاهده thrbدر بیان ژن گیرنده هورمون تیروئید (

کار  هاي به ). در همگی غلظتA ،B 5شد (شکل 
روند افزایشی در میزان بیان ژن  t6رفته تا زمان 

                                                
1- Melt curve 
2- Beta actin 

) مشاهده شد در thrbرنده هورمون تیروئید (گی
چین  ) (خطt1جز تیمار شاهد ( هب t7 که در زمان حالی

مشکی) در سایر تیمارها روند نزولی مشاهده شد 
روز بعد از  25( t5چنین در زمان  ). هم5C(شکل 

هاي استفاده  زدگی) در همگی غلظت لقاح و چشم
اگهانی در گرم در لیتر کاهش ن میلی 75/0جز  شده به

) مشاهده thrbمیزان بیان ژن گیرنده هورمون تیروئید (
  ).5Cشد (شکل 

نتایج استفاده از تجزیه و تحلیل آنالیز واریانس 
 ) براي تغییراتTwo-way interaction plotدوطرفه (

) براساس thrbبیان ژن گیرنده هورمون تیروئید (
 اثر )>05/0P(دار بودن  غلظت و زمان بیانگر معنی

نظر بود. مقایسه ابل غلظت و زمان در بیان ژن موردمتق
لاف تهاي مختلف (تست دانکن) وجود اخ گروه
ها در  ها و غلظت بین تمام زمان )>05/0P(داري  معنی

  برداري را نشان داد. طول دوره نمونه
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و کنترل منفی  SSBمنحنی ذوب (بالا) و تکثیر ژن بتا اکتین، ژن در  SSBاز تکثیر ژن بتا اکتین، ژن اي  نمونه 1ذوب منحنی -4شکل 

  .دانشگاه پورتو پرتغال (چپ) CIIMARالمللی ماهیان خاویاري (راست) مرکز  بخش ژنتیک انستیتو تحقیقات بین(پایین) در 
Figure 4. Melting curve of a sample of beta-actin gene amplification, SSB gene in the melting curve (top), and 

amplification of beta-actin, SSB gene, and negative control (bottom) in the genetics section of the International 
Sturgeon Research Institute (right) and CIIMAR Center, University of Porto, Portugal (left). 

  

                                                
1- Melt curve 
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  هاي  غلظت )، زمان درAهاي مختلف ( ) براساس غلظت در زمانthrb(تغییرات مقادیر بیان ژن گیرنده هورمون تیروئید  -5شکل 
برداري،  هاي نمونه : زمانTبرداري،  ) در طول دوره نمونهC) (Two-way interaction plot) و براساس غلظت و زمان (Bمختلف (

concentration گرم/لیتر (غلظت): میلی.  
Figure 5. Changes in the expression levels of the thyroid hormone receptor gene (thrb) based on concentration 

at different times (A), time at different concentrations (B), and based on concentration and time (Two-way 
interaction plot) (C) during the sampling period, T: Sampling times, Concentration: mg/L. 
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  بحث
هاي مختلف حمام تیروکسین بر روي  غلظتاثرات 

با توجه به بررسی : زدگی و تفریخ درصد لقاح، چشم
منابع موجود پروژه حاضر اولین مطالعه صورت 

هاي مختلف  گرفته در زمینه بررسی اثرات غلظت
هاي ماهی آزاد دریاي  هورمون تیروکسین بر روي تخم

خزر است. نتایج این مطالعه در مورد درصد لقاح 
هاي ماهی آزاد دریاي خزر بعد از قرار گرفتن در  تخم

) T4هاي مختلف هورمون تیروکسین ( معرض غلظت
داري در بین تیمارها  بیانگر عدم وجود تفاوت معنی

) بیانگر روند 55، 54و همکاران ( Raiseبود. نتایج 
آلاي  هاي ماهی قزل دار درصد لقاح تخم کاهشی معنی

 T3اده از دوزهاي مختلف کمان در هنگام استف رنگین
حال  بود که با نتایج مطالعه اخیر تفاوت داشت. با این

هاي ماهی  زدگی و تفریخ تخم بررسی درصد چشم
آزاد دریاي خزر بیانگر وجود ارتباطی معکوس بین 
افزایش میزان غلظت هورمون تیروکسین با درصد 

تواند به دلیل  زدگی و تفریخ اشاره نمود که می چشم
تابولیسم مواد درون کیسه زرده میزان م افزایش

واسطه قرارگیري در معرض هورمون تیروئید  به
محتویات آن همراه با  تر خارجی، مصرف سریع

کاتابولیسم مواد پروتئینی موجود در کیسه زده و در 
) و نیز کمبود 56، 51نتیجه تولید مواد زائد آمونیاکی (

جمیلی . مواد غذایی در دسترس براي رشد اشاره کرد
هاي مختلف هورمون  ) اثرات غلظت57و همکاران (

وي رشد و نمو و بقاي تخم و لارو ر تیروکسین را بر
کمان، فیتوفاگ، آمور و سس ماهی  آلاي رنگین قزل

نتایج این بررسی نشان داد مورد ارزیابی قرار دادند. 
ترین  بیشگرم بر لیتر)  (میلی ppm 5/0که در غلظت 

آلاي  اي لاروهاي ماهیان قزلمیزان تفریخ و بق
کمان، فیتوفاگ و آمور نسبت به سایر تیمارهاي  رنگین

که سس ماهی چنین نتایجی را از  مشاهده شد در حالی
) که بررسی 50همکاران ( و اکبريخود نشان نداد. 

مختلف هورمون لووتیروکسین بر  يها اثرات غلظت
ماهی  لارو و تخم بقاي و رشد، نمو اولیه روي مراحل

 درصد ترین کمان پرداختند که بیش آلاي رنگین قزل
 در زرده کیسه جذب از بعد بقاي لاروها و تفریخ
چنین  شد. هم مشاهده گرم در لیتر میلی 5/0 غلظت

و  Lam) و 58همکاران ( و نتایج مطالعه مرادیان
Sharma )59وري در  غوطه ثیرأت ) با بررسی

 1و  T4  )01/0 ،1/0 ،5/0هورمون هاي مختلف غلظت
 تفریخ با افزایش درصد قابلیتلیتر)  بر گرم میلی
 و کپور )H. molitrixفیتوفاگ ( در ماهی ها تخم

و همکاران  Alinezhadمعمولی همراه بود. نتایج 
گرم در  1غلظت  ) نشان دادند که با استفاده از49(

هاي  وري بر روي تخم به شکل غوطه T4لیتر هورمون 
سبب افزایش  A. ruthenus ریاري استرلیادماهی خاو

اثرات  بقا در لارو ماهی شدند.رشد و نرخ تفریخ و 
ها،  مثبت تیمارهاي هورمون تیروکسین بر تکامل تخم

شناسی لاروها و افزایش نرخ بقا در  تغییرات ریخت
)، C. chanosهاي مختلفی مانند ماهی شیري ( گونه

 )O. keta( چام) ماهی آزاد C. carpioکپور معمولی (
چنین اثرات  ). هم62، 61، 60گزارش شده است (

هاي  کارگیري هورمون کنندگی به مثبت و تحریک
تیروئیدي در افزایش جذب کیسه زرده، رشد بدن، 

ها نیز  ها و بقا در لاروهاي برخی از گونه تمایز باله
  ).66، 65، 64، 63گزارش شده است (

اگرچه باید به این نکته مهم اشاره شود که اثرات 
توان به شکل  بر روي رشد اولیه را نمی THمثبت 

  هاي ماهیان در نظر گرفت  عمومی براي تمام گونه
بر رشد  THاثر بودن و یا اثرات منفی  چرا که بی

لاروي و مراحل تکاملی نیز در برخی از  -یجنین
مثال نتایج مطالعه ها مشاهده شده است. به عنوان  گونه

Woodhead )67( اي  آلاي قهوه بر روي ماهی قزل
)Salmo truttaرغم مشاهده  ) نشان داد که علی  

اثرات مثبت استفاده از هورمون تیروکسین با 
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وري) بر روي  (به شکل غوطه ppm 10-1هاي  غلظت
تسریع جذب کیسه زده و میزان تفریخ لاروها، 

میزان رشد ناحیه سر شناسی در مورد  بدشکلی ریخت
ها و کاهش طول لاروي مشاهده شد.  لاروها و باله

 ) و یا کپور19چنین مطالعه بر روي گورخرماهی ( هم
اثر بودن یا اثرات سمی بر روي  ) بی17معمولی (

قرار گرفته  T4لاروهایی که در معرض غلظت کم 
آلاي  هاي قزل بودند را نشان دادند. لقاح تخمک

منتج به  T3هاي مختلف هورمون وزکمان با د رنگین
شده بود  ،شدههاي تولید افزایش نرخ مرگ ومیر جنین

ها تا  وي نرخ رشد جنینر داري بر ثیر معنیأچند ت هر
دست  ). با توجه به54مرحله تفریخ از خود نشان نداد (

آوردن نتایجی متضاد با نتایج سایر مطالعات در مورد 
بر میزان بقاي اثرگذاري مثبت هورمون تیروکسین 

هاي مختلف  جنینی، نرخ تفریخ و بقاي لاروي در گونه
هاي  توان به دلایل زیر اشاره نمود: وجود تفاوت می

دوز هورمون مصرفی و زمان حمام اي، میزان  گونه
هاي   کار رفته، تفاوت در شرایط انجام آزمایش به

کارگاهی مانند شرایط محیطی، متفاوت بودن احتمالی 
اي مرتبط با میزان و دامنه اثرگذاري دوزهاي ه مکانیزم

)، و T3و  T4استفاده شده هورمون هاي تیروئیدي (
ثیرگذار دیگر مانند اثرات أچنین وجود عوامل ت هم

ثر در فرآیند رشد ؤریز م هاي درون متقابل هورمون
) و کورتیزول و نیز عوامل 1GHمانند هورمون رشد (

تري هستند) از  بیشهاي  ناشناخته (که نیازمند بررسی
  اند. دست آمده بوده ثر بر نتایج بهؤعوامل م

، thrβهاي گیرنده هورمون تیروئید ( انتوژنی بیان ژن
thrαمطالعه : هاي ماهی آزاد دریاي خزر ) در تخم

به  RT-PCRاخیر براي اولین بار با استفاده از روش 
 هاي گیرنده هورمون تیروئید بررسی تغییرات بیان ژن

)thrβ, thrα (هاي ماهی آزاد دریاي خزر در  در تخم
بازه زمانی معین، از لقاح تخم تا جذب کیسه زرده 
                                                
1- Growth hormone 

هاي  ). نتیجه تجزیه و تحلیل4پرداخته است (شکل 
آماري در مورد اثرات تغییرات غلظت در طول زمان و 

هاي مختلف بیانگر روند افزایشی  غلظت تغیر زمان در
 thrbدر بیان ژن ان ثرمتقابل غلظت و زمچنین ا و هم

رغم استفاده از پرایمرهاي  که علی بوده است در حالی
 thrαشده مختلف شناسایی بیان ژن  طراحی

آمیز نبوده که نیازمند صرف زمان و هزینه  تیموفق
ظور طراحی پرایمرهاي جدید و تر به من بیش

این زمینه است. بر طبق نتایج  هاي مجدد در تلاش
هاي مورد استفاده، چه  لظتدست آمده در همگی غ به

تیمار شاهد و چه سایر تیمارها، روند افزایشی 
مشاهده شده  t6زمان  تا thrbدار در بیان ژن  معنی

جز  هدر سایر تیمارها ب t7 که در زمان است در حالی
. )C 4شکل تیمار شاهد روند نزولی مشاهده شد (

هاي زمانی  هاي هورمون تیروئیدي در بازه بیان گیرنده
حال تکامل، هاي در  مختلف قبل از تفریخ در تخم

 ).26، 13هاست ( هاي متفاوت آنبیانگر عملکرد لاًااحتم
هاي مختلف سطوح  در طی مراحل انتوژنتیک گونه

mRNA هاي  ایزوفرمTHR هاي مختلف  و روش
گزارش شده است  TRβو  TRαهاي  تنظیمی بیان ژن

ماهی آزاد  )،55، 39، 37کمان ( آلاي رنگین مانند قزل
، 34، 33، 32، 28)، گورخرماهی (40اقیانوس اطلس (

  ماهی ژاپنی  )، کفشک41ماهی ( )، کفشک36، 35
)، ماهی تن آبی 43)، ماهی آزاد کوهو (31، 30(

 )،42)، روغن ماهی اقیانوس اطلس (44اقیانوس آرام (
)، هامور Pimephales promelas) (68ماهی قنات (

)، Epinephelus coioides) (47خالدار نارنجی (
) که 46) و مارماهی ژاپنی (45شانک ماهی دریایی (

در مجموع بیانگر عدم شناسایی الگوي یکسان تنظیمی 
تواند بیانگر  ). نتایج مطالعه حاضر می24هاست ( در آن

 thrβفعال بودن محور تیروئیدي و نقش گیرندگی ژن 
) و 55، 37، 13ینی و لاروي (در مراحل جن

خارجی و حضور عناصر  T4یی به هورمون گو پاسخ
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) قبل از فعال TRE1) (33پاسخ هورمون تیروئیدي (
هاي ماهی آزاد  هاي تیروئیدي در تخم شدن فولیکول

اهمیت کننده  تواند بیان دریاي خزر باشد. مورد اخیر می
و  هاي تیروئیدي هاي هورمون فیزیولوژیک گیرنده
مراحل اولیه ریز در  هاي درون متعاقب آن سیگنال

). در ماهی سیم دریایی 17، 13ها باشد ( تکاملی جنین
در زمان تفریخ بوده و سپس  βTRاوج رونویسی 

که افزایش بیان  روند کاهشی مشاهده شد در حالی
αTR  تا زمان تفریخ و زمان بعد از آن در طول دوره

). در مراحل جنینی و 13آزمایش افزایش نشان داد (
ی متفاوت بودن زمان بروز و هاولیه رشد گورخرما

گزارش  βTRدر سطوح بالاتري نسبت به  αTR میزان
 βthrکاهش مشاهده شده بیان ژن ). 33شده است (

جز  کار رفته به هاي به در همگی غلظت t5در زمان 
تواند با شروع  می )5گرم در لیتر (شکل  میلی 75/0

 أهاي تیروئیدي با منش توسعه، تکامل و تولید هورمون
در طی مراحل رشد جنینی تخم  )69، 55(درونی 

ماهی آزاد دریاي خزر در ارتباط باشد. هر چند مورد 
عدم  تري است. اخیر نیازمند بررسی و جزئیات بیش

گرم در  میلی 75/0مشاهده کاهش اشاره شده تیمار 
نی استفاده تواند به دوز هورمو می t5زمان در لیتر 

ع متفاوت اثرگذاري نظر و نوشده، ویژگی گونه مورد
این سطح از قرار گرفتن بر ظرفیت تنظیمی و توانایی 

هاي  حال رشد در حفظ هموستازي هورمون جنین در
تیروئیدي در نتیجه مشاهده نتایجی متفاوت مرتبط 

) بر روي 27( چان و لیو). نتایج مطالعه 55، 27باشد (
افزایش بیان  T4تیمارهاي  گورخرماهی و استفاده از

بعد از تفریخ را نشان دادند.  thrαو  thrbي ها ژن
جز  هب t7در  thrbکاهش مشاهده شده در بیان ژن 

توان با تغییرات احتمالی ایجاد شده  تیمار شاهد را می
هاي هورمون  ناشی از قرارگیري در معرض غلظت

) و در نتیجه تغییر محتواي 17تیروکسین خارجی (
و در ادامه ي جنین و لاروها هاي تیروئید هورمون

                                                
1- Thyroid responsive elements 

درونی در  أهاي تیروئیدي با منش هورمونسازي آزاد
). 55طی مراحل تکاملی جنین به لاور مرتبط دانست (
هاي  در طی مراحل تکامل و رشد جنینی هورمون

ها انتقال از  آن أتیروئیدي ذخیره شده در زرده، که منش
قبل از  2سازي مولد ماده به تخمک در زمان زرده

هاي تیروئیدي  و رهاسازي هورمونشدن  شروع ساخته
زمان با مصرف شدن  )، هم9درونی است ( أبا منش

تواند با  ) و بنابراین می70شوند ( ده ناپدید میرز
   thrβبیان ژن  کاهش مشاهده شده در میزان

تواند با  علاوه نتایج مشاهده شده می مرتبط باشد. به
در مراحل مختلف رشد و  thrαتغییرات بیان ژن 

تکامل جنینی و لاروي و نیز تغییر مقادیر 
) در تخم و T4 )13 ،17 ،55و   T3هاي هورمون

  لاروهاي ماهی آزاد دریاي خزر در ارتباط باشد که 
  اي جهت بررسی و مقایسه  در حال حاضر داده

در دسترس وجود ندارد. البته ذکر این نکته ضروري 
  دست آمده مطالعه اخیر  اي بهه است با توجه به داده

در مورد ماهی آزاد دریاي خزر و هم تنوع و 
هاي مطالعه شده،  ها در سایر گونه پراکندگی داده

تر در  هاي مولکولی بیش نیازمندي به جزئیات و داده
تر نتایج اخیر  طی مراحل تکاملی به منظور تفسیر دقیق

   برانگیز بودن نتایج حاضر را روشن ساخته و چالش
  نماید. ناپذیر می را اجتناب

  
  بندي جمع

ارتباطی معکوس بین افزایش میزان غلظت 
زدگی و تفریخ  هورمون تیروکسین با درصد چشم

زاد دریاي خزر مشاهده شد در هاي ماهی آ تخم
کار رفته با اثرگذاري مثبت  هاي به که در غلظت حالی

ید ئگیرنده هورمون تیرو thrβبر روي میزان بیان ژن 
 thrβهمراه بود. هدف از مطالعه بررسی انتوژنی ژن 

چنین بررسی  در تخم ماهی آزاد دریاي خزر و هم
منظور افزایش کارایی  امکان استفاده از این روش به

                                                
2- Vitellogenesis 
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تکثیر در ماهی آزاد دریاي خزر بود. با توجه به نتایج 
گونه بیان نمود که استفاده از  توان این دست آمده می به

کار رفته در  هاي به تیروکسین با غلظت حمام هورمون
منظور افزایش کارایی تکثیر توصیه  این مطالعه به

تر در  بیش هاي پژوهشدر نتیجه انجام  شود. نمی
مراحل مختلف رشد و تکاملی گونه مذکور در جهت 

تر را  تفسیري کاربردي تر و دستیابی به تصویري روشن
د. شایان ذکر توان در مطالعات بعدي مدنظر قرار دا می

است که در حال حاضر این روش در مراکز تکثیر 
  شود.  ماهی دریاي خزر استفاده نمی

  

  تقدیر و تشکر
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