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  ماهی ایرانیبررسی امکان ساخت ویتامین ث در مراحل ابتدایی رشد و تکامل تاس
  

  ،4اللهیعلی نعمت، محمد3، فروزنده محجوبی2، حمید فرحمند1آرش اکبرزاده*
  5میاندرهمد کلنگیحاو  3بینالدین حقکمال

  دانشیار پژوهشگاه3، دانشگاه تهراندانشیار گروه شیلات و محیط زیست، 2، گروه شیلات، دانشگاه هرمزگاناستادیار 1
  دانشگاه تهران،استادیار گروه شیلات و محیط زیست، 4، تهران )NIGEB( ملی مهندسی ژنتیک و زیست فنآوري

 و محیط زیست، دانشگاه تهرانارشد گروه شیلات آموخته کارشناسیدانش5
  19/9/91؛ تاریخ پذیرش:  17/2/91تاریخ دریافت: 

  1چکیده
ستین بار در یک گونه از ماهیان ابتدایی، توانایی ساخت ویتامین ث در مراحل خبراي ن این پژوهشدر 

 کتون اکسیدازگلونولا ماهی ایرانی از طریق بررسی میزان بیان ژن و فعالیت آنزیمابتدایی رشد و تکامل تاس
GULO هاي بیان ژن و فعالیت آنزیم مورد آزمایش قرار گرفت. نتایج دادهGULO  نشان داد که ژن

زده (مرحله جنینی) ماهی ایرانی از تخم چشمبرداري تاسدر تمامی مراحل نمونه GULOکننده آنزیم کد
ماهی تاس دهنده آن است کهانشگردد. این نتایج نین بیان میو پروتی mRNAدر سطوح  مرحله نوجوانیتا 

تواند آغاز ساخت ویتامین ث می همچنینایرانی توانایی ساخت ویتامین ث در بدن خود را داراست و 
در مرحله  GULOترین شدت بیان ژن بیش حتی پیش از تفریخ لاروها و در دوران جنینی ماهی اتفاق افتد.

شاهده شد که نسبت به سایر مراحل لاروي از اختلاف ) مبیرون آمدن لارو از تخم پیش از روز 2جنینی (
روندي کاهشی را از خود به نمایش  GULOو پس از آن میزان بیان ژن ) >05/0P( دار برخوردار بودمعنی

هیچ تفاوت  ماهی ایرانی مشاهده شد، امابرداري تاسدر تمام مراحل نمونه GULOگذاشت. فعالیت آنزیم 
ماهی ایرانی مشاهده مابین مراحل ابتدایی رشد و تکامل تاس GULOت آنزیم داري در میزان فعالیمعنی
به ویتامین ث در مراحل  ماهیانتاسنیاز بالاي بخشی از دهنده آن است که . این نتایج نشان)<05/0P(نشد 

  تواند از طریق ساخت داخلی اسید اسکوربیک در بدن تأمین شود.لاروي می جنینی و ابتدایی
  

 ماهی ایرانی، آنزیم گلونولاکتون اکسیداز، ویتامین ثتاس کلیدي: هايواژه

                                                
  akbarzadeh@ut.ac.irمسئول مکاتبه: * 
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  مقدمه
ترین مواد مغذي مورد نیاز براي فعل و عنوان یکی از ضروريهاسید اسکوربیک یا ویتامین ث، ب

ها، سیستم ها و استخوانانفعالات حیاتی بدن انسان و جانوران از جمله رشد، توسعه و تکامل ماهیچه
همچنین این  ).1998؛ موریو و دابروسکی، 2002(نام و همکاران،  شودمثل محسوب میلیدایمنی و تو

هاي پروکسیدي اکسیدان عمل کرده و متابولیتعنوان یک آنتیماده مغذي در بدن موجودات زنده به
هاي سلولی حساس در برابر زدایی و در نتیجه ساختارها و فرایندها را سمتولید شده در سلول

در ماهیان، ویتامین ث نقش بسیار ). 2001(فراکالوسی و همکاران،  کنداسیون را محافظت میاکسید
 کندهاي پیوندي شامل غضروف، استخوان و پوست ایفا میمهمی را در تشکیل کلاژن براي بافت

و ناهنجاري در  2، لوردوزیس1هاي ساختاري (اسکولیوزیسشکلیکاهش رشد، بد ).1990(دابروسکی، 
ها، کند شدن ها در بافتدانهطبیعی رنگافظ چشم، آبشش و باله)، تجمع غیرهاي غضروفی محبافت

شود م کمبود ویتامین ث در ماهیان محسوب مییترمیم زخم و کاهش قابلیت تولیدمثل از جمله علا
بود م کمیجا که ماهیان در دوران لاروي رشد سریعی دارند، علااز آن). 2001(فراکالوسی و همکاران، 

هاي کمان آبششی و ستون مهره و در نتیجه کند شدن رشد و تکامل با شکلیث مانند بدویتامین 
  ).1990(دابروسکی، دهد سرعت بالاتري نسبت به ماهیان بالغ رخ می

مطالعات صورت گرفته در موجودات مختلف اثبات شده است که آنزیم گلونولاکتون  اساسبر
(لینستر و  زیم در مرحله نهایی مسیر تولید ویتامین ث استترین آنکلیدي 3)GULO( اکسیداز

ر به هایی که قادکه در گونهطوريهب )1981؛ نیشیکیمی و همکاران، 1959؛ برنز، 2007نگن، تاسچافیناو
نبود  ید اسکوربیک وجود دارد و تنهااس -Lهاي دخیل در مسیر تولید ه آنزیمتولید ویتامین ث نیستند، هم

؛ اتا و 1998کراسنو و همکاران، ( شودها میاست که مانع تولید این ویتامین در آن GULOیم فعالیت آنز
مطالعات  اساسبر. )2007اسچافیتنگن، ؛ لینستر و وان1994نیشیکیمی و همکاران، ؛ 1999نیشیکیمی، 

ها، مپريلا مانندبیوشیمیایی و مولکولی انجام گرفته در ماهیان مشخص شده است که ماهیان ابتدایی 
توانند در بدن خود ویتامین ث را تولید کنند که این توانایی ماهیان و ماهیان خاویاري میماهیان، سپرکوسه

 GULOکه در ماهیان استخوانی پیشرفته آنزیم . حال آنباشدها میدر آن GULOدلیل حضور آنزیم به
                                                
1- Scoliosis 
2- Lordosis 
3- Gulonolactone Oxidase 
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(موریو و  ث مورد نیاز در بدن خود نیستند شود و در نتیجه این ماهیان قادر به تولید ویتامینساخته نمی
  .)2002؛ نام و همکاران، 2007؛ چو و همکاران، 1998؛ موریو و دابروسکی، 1999همکاران، 

دهنده آن است که ، نشاناي ژنومی انجام شدهسهکه مبتنی بر مطالعات مقای هاجدیدترین پژوهش
سنتز اسید اسکوربیک در ماهیان ابتدایی عنوان یک آنزیم کلیدي در هب GULOکننده آنزیم ژن کد

 باشندعملکردي بوده و به همین دلیل این دسته از ماهیان قادر به ساخت ویتامین ث در بدنشان می
در ماهیان استخوانی که  بردهاین در حالی است که ژن کدکننده آنزیم نام). 2007(چو و همکاران، 

هاي متوالی در طی تکامل، عملکرد خود را از دست داده شدلیل جهتر هستند، احتمالا  بهیافتهتکامل
اسید اسکوربیک در این گروه از ماهیان صورت  ساختاست و به همین دلیل است که مرحله نهایی 

 بر خلاف). 2007اسچافیتنگن، ؛ لینستر و وان2002؛ نام و همکاران، 2007(چو و همکاران،  گیردنمی
ماهیان، تاکنون گزارشی مبنی بر زمان آغاز  جنینی و لاروير مراحل اهمیت بسیار بالاي ویتامین ث د

این در  ارد. بنابراینها حفظ گردیده وجود ندتغییرات آن در ماهیانی که این توانایی در آن روندتولید 
در مراحل ابتدایی رشد و  GULOآنزیم  و نیز فعالیت GULOبا بررسی کمی میزان بیان ژن  پژوهش

این دوره ویتامین ث در ساخت  وجود توانایی، Acipenser persicus ی ایرانیماهتاس تکامل
  .آزمایش قرار گرفتمورد  ابتداییماهیان حساس از زندگی 

  
  هامواد و روش

ماهیان مورد نیاز از تکثیر مصنوعی مولدین هاي تخم، لارو و بچهنمونه تمامی، این پژوهشدر 
تهیه  پرورش ماهیان خاویاري شهید دکتر بهشتی سد سنگر رشتماهی ایرانی در کارگاه تکثیر و تاس

 روز 2ماهی ایرانی شامل تاسزمانی در طی مراحل ابتدایی رشد و تکامل مرحله  10در مجموع  .گردید
زدگی)، زمان بیرون آمدن لارو از تخم رو از تخم (جنین پس از مرحله چشمبیرون آمدن لا پیش از

روزه، زمان شروع تغذیه فعال  10روزه، لارو  6روزه، لارو  3روزه، لارو (لارو صفر روزه)، لارو یک
و  روزه) 25هاي ونیرو (لارو زمان پرورش در حوضچهروزه، پایان  20لارو روزه)،  15(لارو 

هاي و نمونهروزه) انتخاب  50ماهی در استخرهاي خاکی (بچه داده شده پرورشقد ماهیان انگشتبچه
بلافاصله قرار داده شد و   RNaseهاي عاري ازهاي یاد شده درون ویالیک از زمانمورد نیاز در هر 

 در هاي منجمد شدهبرداري، نمونهپس از اتمام آخرین مرحله نمونه .ور گردیدغوطهدر ازت مایع 
، ساخت RNAشد و پس از آن براي انجام مراحل استخراج نگهداري گراد درجه سانتی -80فریزر 

cDNA گیري میزان بیان ژن ازهو اندGULO هاي فیزیولوژي جانوريهاي رفرنس، به آزمایشگاهو ژن 
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گیري میزان فعالیت اندازه و نیز براي شناسی دانشگاه تورکو در کشور فنلاندزیستدانشکده ژنتیک 
  شد.منتقل  به آزمایشگاه بیوشیمی پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست و فناوري GULOآنزیم 

 هایی با مقادیردرون ویاله ماهی ایرانی بماهی تاسهاي جنین، لارو و بچه، نمونهRNAاستخراج  براي
 )Tri Reagent )Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA مشخصی از محلول
سپس به ). Tri Reagentمحلول  میکرولیتر 1000گرم بافت، میلی 50-100ازاي هر هقرار داده شدند (ب

خرد و له کردن  ها برايهر ویال یک گلوله کوچک فلزي استریل شده اضافه گردید و پس از آن ویال
منتقل گردیدند. لازم به ذکر است که در هر  )Qiagen Tissue Lyser( دستگاه ه موژنایزر ها بهنمونه

ها استخراج گردید آن RNA نمونه انتخاب و 6 ،ماهی ایرانیتاسیک از مراحل ابتدایی رشد و تکامل 
  عدد نمونه استخراج  60مربوط به  RNAین ترتیب در مجموع ه ااست). ب 6(تعداد تکرارها برابر با 

و  )Invitrogen DNase I )Invitrogen, CA, USA با استفاده از کیت DNaseشد. سپس تیمار 
استخراج شده،  RNAیفیت منظور بالاتر بردن کاساس دستورالعمل موجود در کیت انجام گرفت. بهبر

 Nucleospin RNA clean up II تحت تیمار تمیز کردن با استفاده از کیت RNAمحلول 
)Macherey-Nagel, Düren, Germanyاساس دستورالعمل موجود در کیت قرار گرفت. کیفیت ) و بر

RNA  منظور تعیین کمیت هسنجیده شد. بدرصد  5/1با الکتروفورز ژل آگارزRNA از  اج شدهاستخر
 NanoDrop ND-1000 نانومتر در دستگاه 280به  260روش اسپکتوفتومتري و نسبت جذب در 

)Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA (استفاده شد. لازم به ذکر است که براي هر یک از 
انومتر ن 280به  260تکرار انجام گرفت و عدد میانگین نسبت جذب  2سنجی در ، کمیتRNAهاي نمونه

مورد استفاده قرار ) cDNA( مکمل DNAساخت رشته  مورد نیاز براي RNAمنظور محاسبه میزان هب
 )TMDyNAmo )Finnzymes, Espoo, Finland با استفاده از کیت مکمل DNAگرفت. ساخت رشته 

  رالعمل موجود در کیت انجام گرفت.اساس دستوو بر
 ماهی ایرانی و انجام واکنشدر تاس GULOناسایی ژن ش برايمنظور طراحی پرایمرهاي اختصاصی هب

Real-Time PCR ابتدا نواحی حفاظتی ژن ،GULO در جانوران مختلف )Accession number: 

EF397519; EF397520; EF397522;… ( هاي ژنی بانکازNCBI  وEnsembl  استخراج و
مورد  BioEdit (version 7.0.8)افزار با استفاده از نرم GULOسپس نواحی حفاظت شده ژن 

افزار تخصصی با استفاده از نرمشناسایی قرار گرفت و بر این اساس چندین جفت آغازگر اختصاصی 
  .)1(جدول  ردیدگ طراحی GULOبراي ژن  Primer3 (version 0.4.0)طراحی آغازگر 

فت ، تمامی جReal-time PCRانجام واکنش منظور انتخاب بهترین جفت آغازگر براي به
میکرولیتر  5/2شامل  PCRمعمولی مورد آزمایش قرار گرفتند. هر واکنش  PCRآغازگرها با واکنش 
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میکرومولار،  dNTPs 10 میکرولیتر 5/0میکرومولار،  50کلرید منیزیم میکرولیتر  PCR X10 ،1بافر 
 لیترمیکرو 3/1میکرومولار،  Reverse 10و  Forwardاز هر یک از آغازگرهاي میکرولیتر  5/0

cDNA  آنزیم  میکرولیتر 2/0، 1:10رقیق شده با نسبتTaq DNA polymerase تا  ماندهو باقی
گراد درجه سانتی 95شامل یک چرخه در  PCRآب دو بار تقطیر بود. شرایط میکرولیتر  25حجم 

ثانیه،  30مدت بهگراد درجه سانتی 94چرخه حرارتی با  40سازي اولیه، واسرشته دقیقه براي 3مدت به
ثانیه و در پایان بسط نهایی در  20مدت به گراددرجه سانتی 72 ثانیه و 30براي گراد درجه سانتی 60
 5/1دقیقه بود. در نهایت با انجام الکتروفورز بر روي ژل آگارز  10مدت به گراددرجه سانتی 72

 ترین باند را باکه قوي باندهاي ایجاد شده مورد بررسی قرار گرفت و جفت آغازگري درصد، درستی
 ). طراحی پروب1انتخاب شدند (جدول  Real-time PCRانجام  اندازه صحیح خود ایجاد کردند براي

 Roche applied science افزاري پایگاه اینترنتی شرکت، در فضاي نرمGULOژن اختصاصی براي 
)http://www.Roche-applied-science.com (.انجام گرفت 
  

  ماهی ایرانیدر تاس GULOاطلاعات مربوط به توالی آغازگرهاي طراحی شده براي ژن  -1جدول 
 )bp( طول قطعه Forward / Reverseآغازگرهاي 

TGGAAGCTGGGATTTTTCTG 
TGGGCAGAATTCCATGTTCT 

153  
  

AGAGACAGGCTACGGTGGAAG 
ATGTTCTATCCCTGTGTTGTGAGTG 

154 
  

CTGGGATTTTTCTGTGTGACCT 
ATGTTCTATCCCTGTGTTGTGAGTG 

133 
  

AGAGACAGGCTACGGTGGAAG 
CCACCTGTGTGGGCAGAA 

176 
  

CTGGGATTTTTCTGTGTGACCT 
CCACCTGTGTGGGCAGAA 

155 
  

GTCTGGCTATGTCAAATTTAGGTG 
ATGTTCTATCCCTGTGTTGTGAGTG 

88 
  

GTCATCCTTGACCTCACTATCCA 
GAAAATCCAAATTGTCCAAAACC 

99 
  

GTCTGGCTATGTCAAATTTAGGTG 
GAGAGTCGGAGCACTTGAGGA 

164  
  

GTCTGGCTATGTCAAATTTAGGTG 
CCACCTGTGTGGGCAGAA 

110  
  

CACTCACAACACAGGGATAGAACA 
GAGAGTCGGAGCACTTGAGGA 

*100  
  ).درصد 101= انتخاب گردید (راندمان  time PCR-Realانجام  این جفت آغازگر براي *
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ترین عنوان مناسبهکه ب beta-actin (ACTB)و  ribosomal protein L6 (RPL6)هاي ژن
ماهی ایرانی هاي بیان ژن در مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاسسازي دادههاي رفرنس براي نرمالژن

در مراحل ابتدایی  GULOسازي بیان ژن نرمال براي )2011(اکبرزاده و همکاران،  نداشناحته شده
  ایرانی مورد استفاده قرار گرفت. ماهیرشد و تمایز تاس

 ماهی ایرانی از روشدر مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاس GULOمنظور بررسی بیان ژن به
TaqMan Real-Time PCR  میکروگرم  1با استفاده ازcDNA  نانومولار  100، 1:10رقیق شده با نسبت

 ,Kappa Biosystems, Woburn, MA( میکرولیتر 5و نیز  Reverseو  Forwardپروب و پرایمرهاي 

USA( Kappa Probe Fast qPCR Master Mix اجرا گردید. شرایط Real-time PCR  دستگاهدر 
)Applied Biosystems(7900 HT Fast Real-Time PCR System   94دقیقه در  10شامل 

 95ثانیه در  15چرخه حرارتی شامل  40سازي اولیه، سازي و فعالمنظور واسرشتهبهگراد درجه سانتی
اتصال آغازگر و بسط تنظیم  گراد برايدرجه سانتی 60ثانیه در  15 دقیقه در 1گراد و درجه سانتی

شد. کنترل منفی در واکنش، استفاده از تمامی  تکرار در نظر گرفته 3ها، براي هر یک از نمونه گردید.
گردید. منحنی استاندارد براي  بررسی احتمال آلودگی نیز تهیه ، برايcDNAجز ترکیبات واکنش به

و  1:50، 1:20، 1:10هاي مختلف در رقت cDNAهاي هدف و رفرنس بر پایه مقادیر مشخص از ژن
. محاسبه گردید %slope/110= (E-1×(100 طهبر مبناي راب PCRرسم شد. سپس راندمان  1:200

Tاز رابطه  time PCR-Realهاي سازي دادهمنظور کمیهب
CΔΔ-2  ،استفاده ) 2001(لاواك و اشمیتگن

و میانگین  reference gene−Cttarget geneΔCt=Ctو  =calibrator−ΔCttarget(ΔCtΔΔCt(شد که در آن 
در هر  GULOهاي بیان ژن سازي دادهمنظور نرمالهب ACTBو  RPL6هاي میزان بیان ژنهندسی 

میزان فعالیت آنزیم ها و براي هر یک از مراحل آزمایشی مورد استفاده قرار گرفت. یک از نمونه
GULO عیاز  گیري از روش ارایه شده توسطماهی ایرانی با بهرهدر مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاس

این روش  ).1976(عیاز و همکاران،  گیري شدسپکتروفتومتر اندازه) با استفاده از ا1976همکاران ( و
هاي لارو نمونه بنا شده است. 1گلونولاکتون -لبا سابستریت ا GULOاساس واکنش مستقیم آنزیم بر

موژنایز شدند و پس از ) هpH=4/7مولار ( 05/0بافر فسفات سدیم لیتر میلی 5ماهی ایرانی در تاس
گراد، محلول فوقانی درجه سانتی 4دقیقه در دماي  30مدت هگرم بر ثانیه ب 20000سانتریفیوژ در دور 

درجه  25دقیقه در دماي  30مدت مولار، به 6/5گلونولاکتون  -للیتر محلول امیلی 3جدا و به همراه 
                                                
1- L-Gulonolactone 
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درصد اسید  18 لیتر محلول شاملمیلی 2گراد انکوبه گردید. پس از توقف واکنش توسط سانتی
 5/0درصد اسید تریکلرواستیک، افزودن ذغال فعال و عبور محلول از کاغذ صافی،  16یک و متافسفر

اسید اسکوربیک بود  لیتر از محلول فیلتر شده بالا که شاملمیلی 4به  DNPHاز محلول لیتر میلی
گراد درجه سانتی 47ماري با دماي ندقیقه در ب 90مدت هافزوده و محلول ایجاد شده زرد رنگ ب

دهنده تشکیل اسازون اسید اسکوربیک بود و افزودن انکوبه شد. پس از تشکیل رنگ قرمز که نشان
از اسپکتروفتومتر در طول ، غلظت اسید اسکوربیک با استفاده درصد 85اسید سولفوریک لیتر میلی 5/2

جا شد. از آن تکرار (تعداد تکرارهاي زیستی) انجام 3-5ها در دست آمد. آزمایشنانومتر به 524موج 
ماهی ایرانی در مراحل ابتدایی زندگی بسیار کوچک و سنجش فعالیت آنزیمی در که اندازه لارو تاس

  برداري تعداد یک عدد لارو دشوار است، براي سنجش فعالیت آنزیمی در هر یک از مراحل نمونه
هر نمونه از روي یک عدد لارو با هم ادغام گردیدند. تعیین کمیت مقادیر اسکوربات موجود در  3

رقت مختلف ساخته شد صورت  5ه از اسید اسکوربیک خالص و در منحنی استاندارد که با استفاد
ازاي بهصورت میکرومولار اسکوربات تولید شده هب GULOگرفت و در نهایت میزان فعالیت آنزیم 

براي هر نمونه دید. محاسبه گر ]hour 1-)individualmol ascorbate µ-1[ساعت  1در مدت  هر فرد
تعیین میزان اسید اسکوربیک داخلی  گلونولاکتون بود نیز براي -لت اسابستری یک کنترل که بدون

دست بافت مورد استفاده قرار گرفت. در نهایت عدد جذب کنترل از عدد جذب نمونه کسر و نتیجه به
 3سنجی براي هر نمونه در طیفآمده نشانگر مقدار واقعی اسید اسکوربیک تولید شده در نمونه بود. 

مورد تأیید  کولموگروف -رنوفیاسمها با استفاده از آزمون در ابتدا نرمال بودن داده تکرار انجام گرفت.
در بین مراحل ابتدایی رشد و  GULO و فعالیت آنزیم هاي آماري میزان بیان ژنمقایسه براي قرار گرفت.
دنبال آن آزمون چند دامنه ه) و بANOVAطرفه (واریانس یکماهی ایرانی از آزمون تجزیه تمایز تاس

گیري از هاي آماري با بهرهه تجزیه و تحلیلهماستفاده شد. ) >05/0P( داريتوکی در سطح معنی
  انجام گرفت. SigmaPlot (version 11.0)و  SPSS (version 18.0)افزارهاي آماري نرم
  

  نتایج
سازي ماهی ایرانی، پس از نرمالحل ابتدایی رشد و تمایز تاسدر مرا GULOمیزان بیان نسبی ژن 

طور ه شده است. همانیارا 1 داخلی در شکل RPL6 ،ACTB هايژن ها بر مبناي میانگین هندسیداده
برداري از تخم چشم زده مرحله نمونه 10در تمامی  GULOکننده آنزیم شود، ژن کدکه مشاهده می
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ترین میزان روزه آماده رهاسازي) بیان گردید. بیش 50ماهیان جوانی (بچهنو (مرحله جنینی) تا مرحله
پیش  روز 2برداري که در بین مراحل مختلف آزمایشی، در اولین مرحله نمونه GULOبیان نسبی ژن 

در لارو  GULOبود (مرحله جنینی) مشاهده شد. پس از آن میزان بیان ژن  بیرون آمدن لارو از تخم از
روزه به بعد تا تر از مراحل زمانی پس از آن بود و از لارو یکلارو تازه تفریخ شده) بیشصفر روزه (

ریبا  ثابتی را از روند تق GULOروزه) میزان بیان نسبی ژن  50ماهی ماهیان (بچهزمان رهاسازي بچه
  خود نشان داد.

ررسی وجود ) براي بANOVAطرفه (از آزمون تجزیه واریانس یک دست آمدهدر نتایج به
ماهی ایرانی، مرحله ابتدایی رشد و تمایز تاس 10مابین  GULOدار در میزان بیان ژن اختلاف معنی
دامنه توکی نشان داد که ، با این حال نتایج آزمون چند)<05/0P( دار آماري مشاهده نشدتفاوت معنی

بود  ن آمدن لارو از تخمبیرو پیش از روز 2برداري که در اولین مرحله نمونه GULOسطح بیان ژن 
مرحله زمانی دیگر داراي اختلاف آماري بود  9ري با هر یک از داطور معنی(مرحله جنینی) به

)05/0P<( برداري شده از لارو صفر مرحله دیگر نمونه 9نتایج آزمون چند دامنه توکی در . همچنین
روزه) نشان داد که  50ماهی ن (بچهماهیاروزه (لارو تازه تفریخ شده) به بعد تا زمان رهاسازي بچه

دار مرحله ذکر شده با هم اختلاف معنی 9یک از صورت دو به دو در هیچبه GULOسطح بیان ژن 
روزه)  15نداشت. این نتیجه بیانگر آن است که شروع دوره تغذیه فعال لاروها (لارو  )<05/0P(آماري 

روزه) تأثیر  50ماهی ماهیان آماده رهاسازي (بچهچهروزه) به ب 25و یا انتقال از مرحله لاروي (لارو 
  نداشته است. mRNAدر سطح  GULOداري بر میزان بیان ژن معنی

نشان داده شده  2ماهی ایرانی در شکل در مراحل ابتدایی زیست تاس GULOمیزان فعالیت آنزیم 
ماهی برداري تاسنهدر تمام مراحل نمو GULOفعالیت آنزیم شود، که مشاهده میطوراست. همان

مابین مراحل ابتدایی  GULOداري در میزان فعالیت آنزیم ایرانی مشاهده شد، اما هیچ تفاوت معنی
  ).<05/0P(ماهی ایرانی مشاهده نشد رشد و تکامل تاس
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: d0، لارو از تخمبیرون آمدن  پیش از روز d-2 :2ماهی ایرانی. در مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاس GULOبیان ژن  - 1شکل 
: لارو d20روزه،  15لارو : d15روزه،  10لارو : d10روزه،  6لارو : d6روزه،  3لارو  :d3 روزه،لارو یک :d1 لارو صفر روزه،

در بین مراحل ابتدایی  GULOهاي آماري میزان بیان ژن مقایسه . برايروزه 50ماهی بچه: d50، روزه 25لارو : d25روزه،  20
دامنه توکی در سطح دنبال آن آزمون چنده) و بANOVAطرفه (ماهی ایرانی از آزمون تجزیه واریانس یکتاس رشد و تمایز

  .)<05/0Pدار هستند (اختلاف معنی داراي حداقل یک حرف مشترك بدون هاياستفاده شد. ستون >05/0Pداري معنی
  

    

، بیرون آمدن لارو از تخم پیش از روز 2: 2ماهی ایرانی. اسدر مراحل ابتدایی رشد و تمایز ت GULOفعالیت آنزیم  - 2شکل 
d0 :،لارو صفر روزه d1: روزه،لارو یک d3:  روزه،  3لاروd6 : روزه،  6لاروd10 : روزه،  10لاروd15 : روزه،  15لاروd20 :

ماهی ایرانی از آزمون ز تاسدر بین مراحل ابتدایی رشد و تمای GULOهاي آماري میزان بیان ژن مقایسه روزه. براي 20لارو 
 .استفاده شد >05/0Pداري دامنه توکی در سطح معنیدنبال آن آزمون چند) و بهANOVAطرفه (تجزیه واریانس یک
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  بحث
در تمامی  GULOکننده آنزیم نشان داد که ژن کد GULO و فعالیت آنزیم هاي بیان ژننتایج داده
ماهیان زده (مرحله جنینی) تا زمان رهاسازي بچهخم چشمماهی ایرانی از تبرداري تاسمراحل نمونه

 هدهنده آن است کگردد. این نتایج نشانبیان مین ییو پروت mRNAح و(مرحله نوجوانی) در سط
زمان آغاز ساخت  ث در بدن خود را داراست و همچنین ماهی ایرانی توانایی ساخت ویتامینتاس

لاروها و در دوران جنینی ماهی اتفاق افتد. اثبات بیان ژن تواند حتی پیش از تفریخ ویتامین ث می
GULO حضور ویتامین ث در ذخایر  ماهی ایرانی بر خلافی و لاروي تاسدر مراحل اولیه جنین

تواند بیانگر این نکته باشد که وجود توانایی ساخت ویتامین ث در ماهیان خاویاري کیسه زرده می
 شود.ها ظاهر میجنینی ماهیان خاویاري در آنباشد که از شروع دوران صفتی می

در مرحله جنینی (تخم چشم  mRNAدر سطح  GULOترین میزان بیان ژن ، بیشدر این پژوهش
در این  GULOکه میزان بیان ژن طوريماهی ایرانی رخ داد، بهزده) و پیش از تفریخ لاروها در تاس

فریخ لاروها تا زمان رهاسازي شده پس از تگیري مرحله نسبت به تمامی مراحل زمانی اندازه
دار آماري برخوردار بود. در مراحل ابتدایی لاروي روزه) از اختلاف معنی 50ماهیان ماهیان (بچهبچه

طور نسبی نسبت به مراحل زمانی پس از آن به GULOروزه) نیز میزان بیان ژن (لاروهاي صفر و یک
جا که رشد و دار نبود. از آنآماري داراي اختلاف معنی نظر الاتري برخوردار بود، اما ازاز سطح ب

 تغذیه ماهیان در دوران جنینی و ابتدایی لاروي بر پایه ذخایر موجود در کیسه زرده استوار است
تواند جالب توجه باشد. یکی در این مراحل می GULO، بیان بالاي ژن )1999(رونستاد و همکاران، 

در مراحل اولیه جنینی و لاروي را توجیه کند، نیاز بالاي  GULOیان بالاي ژن تواند باز دلایلی که می
هایی که توانایی هاي مختلفی از ماهیان، چه آنماهیان به ویتامین ث در این دوران است. در گونه

مانده، مشخص ها باقیهایی که این توانایی در آنها وجود ندارد و چه آنساخت ویتامین ث در آن
ست که غلظت ویتامین ث در مراحل جنینی و ابتدایی لاروي در بالاترین میزان خود وجود دارد شده ا

؛ 2010(واگبو،  یابدو با سپري شدن مراحل لاروي تا زمان آغاز تغذیه فعال با روندي ثابت کاهش می
 )،Rurilus rufilus( ماهی ک لمه هایی ماننددر گونه )1999؛ رونستاد و همکاران، 1987ساتو و همکاران، 

میزان اسید  )Salvelinus ulpinus( آلاي قطبیو ماهی قزل Coregonus lavarefus( ماهی سفید
همچنین ). 1992(دابروسکی،  اسکوربیک کل بدن از لارو تازه تفریخ شده تا چندماهگی کاهش یافت

افزایش سن ماهی  کمان عنوان شده است که میزان نیاز به ویتامین ث باآلاي رنگیندر ماهی قزل
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تر م کمبود ویتامین ث در مراحل ابتدایی زندگی بسیار مشهودتر از ماهیان مسنییابد و علاکاهش می
  ).1978(ساتو و همکاران،  است

تواند با ماهی ایرانی میدر مراحل جنینی و آغازین لاروي تاس GULOاهمیت بالا بودن بیان ژن 
هاي پیوندي پوست، غضروف و لاژن براي ساخت بافتگذار ویتامین ث در تشکیل کنقش تأثیر

فا ای 2استخوان در ارتباط باشد. ویتامین ث نقش یک کوفاکتور را براي آنزیم پرولیل هیدروکسیلاز
شود. در در فرآیند پس از ترجمه می 3کند که موجب تسریع هیدروکسیلاسیون هیدروکسی پرولینمی

اي که به پرولیل هیدروکسیلاز متصل است واکنش شدهکسیدکنش، اسید اسکوربیک با آهن اطی این وا
کند. هیدروکسی پرولین شود و در نتیجه آزادسازي آنزیم را تسهیل میداده و سبب احیاي آهن آن می

استخوان، پوست،  هاي پیوندي مانندیین غالب در بافتکلاژن پروت ویک اسیدآمینه بسیار مهم در کلاژن
. وجود مقادیر ناکافی کلاژن باعث اختلال در حفظ و نگهداري هاي خونی استغضروف و رگ

؛ پارسونس 2007(یان و همکاران،  شودکمبود ویتامین ث می یمهاي پیوندي و در نتیجه بروز علابافت
گالک و ؛ لی2009استازسکا و دابروسکی،  عنوان مثال(به بر طبق منابع مختلف). 2006و همکاران، 

هاي پیوندي در ماهیان در مرحله جنینی تشکیل بافت آغاز تولید کلاژن برايزمان ) 2004همکاران، 
هاي افتد. با توجه به نقش حیاتی ویتامین ث در تشکیل کلاژن براي ساخت و حفظ بافتاتفاق می

در  GULOپیوندي پوست، غضروف و استخوان در مراحل جنینی و لاروي ماهیان، بیان بالاي ژن 
  رسد.نظر میماهی ایرانی منطقی بهیی لاروي تاسمرحله جنینی و ابتدا

در مراحل ابتدایی  GULOاي در زمینه روند تغییرات بیان ژن که تاکنون هیچ مطالعهدلیل آنبه
اي از روند تغییرات بیان ژن زیست جانوران صورت نگرفته، بسیار مشکل است که بتوان مقایسه

GULO مطالعاتی که در زمینه خصوص پستانداران داشت. و به ماهی ایرانی با سایر جانوراندر تاس
در مراحل ابتدایی زیست جانوران دیگر انجام شده روند کاهشی فعالیت  GULOالگوي فعالیت آنزیم 

عنوان مثال در موش آزمایشگاهی فعالیت آنزیم دهد. بهرا با افزایش سن جانور نشان می GULOآنزیم 
GULO روز پس از  5-15د و بسته به گونه موش، فت کبد مشاهده گردیدر روز هجدهم جنینی در با

 ترین میزان فعالیت خود رسید و پس از آن تا زمان رسیدن به سن بلوغ کاهش یافتزایمان به بیش
در  GULOهمچنین در پرندگانی همچون مرغ خانگی فعالیت آنزیم ). 1984(جنیس و همکاران، 

                                                
2- Prolyl Hydroxylase 
3- Peptidyl Proline 
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ترین میزان روز از زمان لقاح، به بیش 35پس از گذشت هاي شش روزه قابل تشخیص بود و جنین
(جنیس و  ها رسید و سپس تا زمان رسیدن به سن بلوغ کاهش یافتجوجه خود در بافت همه

در اواسط مراحل جنینی بالا بوده و پس  GULOدر بافت کبد خوك نیز فعالیت آنزیم ). 1984همکاران، 
از اواسط دوره  GULOکاهش میزان فعالیت آنزیم این یابد. از آن تا رسیدن به مرحله نوزادي کاهش می

(چینگ و  جنینی تا ابتداي مرحله نوزادي مربوط به انتقال اسید اسکوربیک از مادر به فرزندان عنوان شد
هاي تازه به دنیا آمده میزان همچنین در طی دوران نوزادي و شیرخوارگی خوك). a2001همکاران، 

فعالیت  وزادان از شیر گرفته شدند، دوبارهکه نبافت کبد پایین بود و پس از این در GULOفعالیت آنزیم 
در دوران  GULOدر بافت کبد افزایش یافت. که دلیل کاهش میزان فعالیت آنزیم  GULOآنزیم 

  ).b2001(چینگ و همکاران،  شیرخوارگی نوزادان، فراهم بودن ویتامین ث از طریق شیر مادر عنوان شد
ترین ماهیان از توانایی ساخت ویتامین ث در ابتداییگیري کرد که تاستوان نتیجهه میدر خاتم

در تمامی مراحل ابتدایی  GULOکننده آنزیم که ژن کدطوريدوران زیست خود برخوردارند. به
و  mRNAخصوص در مرحله جنینی و ابتدایی لاروي در سطوح ماهی ایرانی و بهزیست تاس

تواند حتی پیش از دهنده آن است که زمان آغاز ساخت ویتامین ث میدید و نشانین بیان گرپروتی
  نینی ماهیان ابتدایی اتفاق افتد.تفریخ لاروها و در دوران ج
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Abstract4 

In the present study, for the first time in a primitive fish species, the possibility 
of ascorbate biosynthesis during early development of Persian sturgeon was 
investigated via the evaluation of mRNA expression and GULO enzyme activity. 
The results showed that GULO gene is expressed in all developmental time-points 
of Persian sturgeon from eyed eggs (embryonic stage) to juvenile fish in both 
mRNA and protein levels. This suggests that: (i) Persian sturgeon can synthesize 
ascorbate; (ii) The ascorbate synthesis probably starts already before hatching. The 
mRNA expression of GULO was highest at embryonic stage (two days before 
hatching; P<0.05) and started to decline from hatching of larvae to the rest of 
developmental time-points. The GULO activity was detected in all developmental 
time-points of Persian sturgeon. However, Statistical analysis of the results 
indicated that the observed changes in the GULO activities were not significant 
(P>0.05). Our results suggest that some parts of vitamin C requirement must be 
fulfilled by endogenous formation of ascorbic acid during early larval development 
stages of sturgeon fish. 
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