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 مقدمه

ها مواد شیمیایی هستند که در کشآفت

حال حاضر برای کنترل آفات در بخش 

ها استفاده  ای از آنکشاورزی به صورت گسترده

شامل  هاکشبندی آفتترین طبقهشود. مهم می

. است و کاربامات ارگانوکلرین، ارگانوفسفره

ها  کش ترین آفتها جزء رایجارگانوکلرین

های مختلف، از جمله هستند که در محیط

های آبی، رسوبات، اتمسفر و همچنین محیط

 Chopraاند )بدن موجودات زنده گزارش شده

et al., 2011;  Shukla et al., 2017 .)

های ارگانوکلرینی کشاندوسولفان یکی از آفت

های کشاورزی وارد است که از طریق رواناب

و با توجه به ثبات  شود می یآباکوسیستم 

پذیری ضعیف و افزایش قدرت  شیمیایی، تجزیه

تجمع زیستی در بدن موجودات زنده از جمله 

ها ایجاد آبزیان، ضایعات مختلفی را در اندام

 Akhtar et al., 2012; Crupkinد )کننمی

et al., 2013; Kim et al., 2014; Negro, 

2015; Gerber et al., 2016کش (. این آفت

-سموم با سمیت شدید برای ماهیان دسته ءجز

(. Silva Barni et al., 2014د )شوبندی می

در معرض قرارگیری از جمله اثرات مخرب 

و همچنین  DNAتخریب  ،اندوسولفان

(، Bajpayee et al., 2006زایی ) جهش

 Tellez-Banuelosهای اکسیداتیو )استرس

et al., 2009 های  شاخص(، تغییر در برخی

خونی از جمله کورتیزول و گلوکز 

(Ezemonye and Ikpesu,  2011 ،)

های بافتی، تغییرات آنزیمی، رفتاری،  آسیب

های مختلف مثلی و حتی مرگ در گونهتولید

,.Waisberg et alگزارش شده است )  2003; 

Joseph and Raj, 2011; Sassi et al., 

توان به عنوان (. از این تغییرات می2013

های زیستی به منظور بررسی وجود نشانگر

Oliveira Ribeiro et) کردها استفاده آلاینده  

al., 2002ها تحت (. شدت و مدت این پاسخ

تاثیر غلظت، زمان و گونه آبزی مورد مطالعه 

 Dorts et al., 2009; Bauer) است متفاوت

et al., 2013های اخیر تغییرات  (. در سال

-آنزیمی به عنوان نشانگر آلودگی اکوسیستم

های دریایی بسیار مورد استفاده قرار گرفته 

های است. همه موجودات زنده دارای سیستم

-های رادیکالکننده در مقابل واکنش محافظت

به  توانهای آزاد هستند که از آن جمله می

اکسیدانی و استرس اکسیداتیو های آنتیآنزیم

 ;Bahorun et al., 2006) کرداشاره 

Halliwell and Gutteridge, 2007; 

Pacher et al., 2007; Valko et al., 

2007; Braz-Mota et al., 2018 در واقع .)
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هستند  کننده قادر های محافظتاین سیستم

های گونهدر شرایط طبیعی بین تولید و حذف 

در اختلال  .کنندفعال اکسیژنی تعادل ایجاد 

سیستم  برهم خوردناین فرآیند منجر به 

وستاز بدن و ایجاد استرس اکسیداتیو در ئموه

 شودهای مختلف موجودات زنده میسلول

(Burgos-Aceves et al., 2018آنزیم .) های

 (SOD)دیسموتاز  و سوپراکسید (Cat) کاتالاز

اکسیدانی هستند های آنتینزیمترین آاز مهم

که در بافت کبد بیشترین میزان فعالیت را 

-رسد دلیل اهمیت این آنزیمنظر میدارند و به 

های اکسیدانی خاطر جایگاه ویژه واکنشها، به 

های آزاد در چندگانه و حداکثر تولید رادیکال

 ،اکسیدانی های آنتیآنزیماز این اندام باشد. 

 اکسید دیسموتاز، اولین سد دفاعیآنزیم سوپر

موجودات از جمله آبزیان در شرایط استرس 

تواند در بررسی وضعیت می و ارزیابی آن است

 Bahorun etکار برده شود ) سیستم ایمنی به

al., 2006ها زیمنها بر آ(. در زمینه اثر آلاینده

های مرتبط با استرس مطالعاتی و بیان ژن

توان به  ن جمله میآ صورت گرفته است که از

 روی بر( 3060و همکاران ) Nwaniمطالعه 

، (Clarias garipinusماهی افریقایی ) گربه

Husak ( 3061و همکاران )ماهی قرمز روی  بر

(Carassius auratus) ،Jonsson  و همکاران

 Oreochromis) ماهی تیلاپیاروی  بر( 3067)

niloticus)، Shukla ( 3067و همکاران )بر 

 Wang ،(Danio rerioماهی گورخری )روی 

کپور معمولی روی  بر( 3062و همکاران )

(Cyprinus carpio و )Safari (3062)  بر

ند که افزایش اشاره کرد روی ماهی گورخری

. داری در نتایج این مطالعات به دست آمدمعنی

تحت  یها غلظت با مواجههاثرات اما در زمینه 

های آنزیم یان ژنب بردوسولفان آنکشنده سم 

یسموتاز د یداکسکاتالاز و سوپراکسیدانی  آنتی

 ،گورخری به عنوان یک گونه مدل یدر ماه

بنابراین مطالعه  .ای صورت نگرفته است مطالعه

مذکور صورت  مواردحاضر با هدف بررسی 

 گرفت.

 

 ها روش و مواد

 تهیه و نگهداری ماهیان

ماهی بچه قطعه  100در مطالعه حاضر 

از مرکز تکثیر و  (Danio rerio) گورخری

تهیه  (گرگان)کلا  پرورش ماهیان زینتی شصت

و به سالن آبزی پروری شهید ناصر فضلی 

دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان 

ها در شرایط ونیرو )با آب  منتقل شد. ماهی

ماه جهت رسیدن به  3کلرزدایی شهر( به مدت 
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گرم( برای  2/0±00/0)اندازه مطلوب 

 داری شدند. نگه ،جداسازی بافت

برای انجام آزمایش ابتدا بچه ماهیان به 

در  قطعه 00آکواریوم ) 63صورت تصادفی در 

لیتر آب( توزیع شدند.  30هر آکواریوم با 

 16و  23، 61های  غلظتماهیان در معرض 

 (6297)کیاپور، آندوسولفان میکروگرم در لیتر 

)هر تیمار  قرار گرفتندروز  66و شاهد به مدت 

. کلیه شرایط محیطی، برای همه با سه تکرار(

ها کاملا یکسان بود. دمای آب طی آکواریوم

-درجه سانتی 30به طور متوسط  آزمایش دوره

گرم در لیتر میلی 2/7و اکسیژن  pH 1/7، گراد

جیره تجاری  باطی زمان مطالعه ماهیان  .بود

صبح  66صبح،  2 های زمان در ، فرانسه(بیومار)

شدند. تعویض آب ظهر تغذیه می از بعد 60و 

حجم آب  درصد 90یک روز در میان به میزان 

های مورد نظر سم با آب حاوی غلظتآکواریوم 

 شد. میانجام 

 

 بردارینمونه

برداری از هر یک از تیمارها به تعداد  نمونه

در قطعه از هر تکرار(  7قطعه ماهی ) 36

انجام شد. ماهیان بعد از  66و  7، 3، 6روزهای 

برداری ابتدا با استفاده از پودر گل میخک  نمونه

گرم بر لیتر( بیهوش و کشته شدند. بافت  0/0)

کبد از ماهیان جدا و بلافاصله در ازت مایع 

درجه تا  -20در فریزر  و سپسشد منجمد 

 داری شد.ها نگهشروع آزمایش

گیری و اندازه cDNA ساخت، RNAاستخراج 

 بیان ژن

 اکسیدبه منظور ارزیابی میزان سوپر

(، استخراج Cat( و کاتالاز )SODدیسموتاز )

RNA  با استفاده از کیتRiboEX 

(GeneAll )العمل  و طبق دستور، کره جنوبی

شرکت سازنده انجام گرفت. کمیت و کیفیت 

RNA  استخراج شده با استفاده از

، WPA-S2000-UV/VIS)اسپکتروفتومتری 

Biochrom )و الکتروفورز ژل آگارز ، انگلستان

آمیزی اتیدیوم و با استفاده از رنگ درصد( 6)

حذف هر گونه برای سنجیده شد. بروماید 

، RNAهای ژنومی در نمونه DNA مانده باقی

 انجام، فرانسهDNase I (Fermentaz ) تیمار

با استفاده از کیت  cDNAو ساخت  شد

SuPrimeScript RT Premix  (Daejeon ،

 بر اساس روش پیشنهادی شرکتکره جنوبی( 

شده ساخته  cDNAسپس  انجام شد. سازنده

درجه  -30ها در فریزر تا شروع آزمایش

بعد از  qPCRواکنش  داری شد. گراد نگهسانتی

سازی دما و مواد مصرفی، در حجم نهایی بهینه

 qPCRغازگرهای آمیکرولیتر با استفاده از  30
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اکسیدانی های آنتیطراحی شده برای ژن

( Cat( و کاتالاز )SODدیسموتاز ) سوپراکسید

 طبق (β-actin) اکتین -بتاآغازگر ژن مرجع و 

توسط کیت  (6( )جدول 3062) Safari روش

 iQ5در دستگاه  ، ایران(بیوپارس)سایبر گرین 

(BIO-RADو با استفاده از نرم، آمریکا ) افزار

Optical Bio Rad IQ5  برای هر نمونه در

کارایی آغازگرهای  تکرار تکنیکی انجام شد. سه

مورد مطالعه با استفاده از منحنی استاندارد 

، 00/6، 30/6، 60/6های مختلف )سری غلظت

 cDNAمیکروگرم( از  300/6و  600/6

از تیمارهای متفاوت از بافت  هامخلوط نمونه

 (.6کبد محاسبه شد )جدول 

 

 Real Timeهای كمی تجزیه و تحلیل داده

PCR  

های به دست آمده برای تعیین بیان داده

اکسیدانی سوپراکسید های آنتینسبی ژن

 به نسبت (Cat) کاتالاز و (SOD) دیسموتاز
مورد آنالیز قرار  ct3∆∆-اکتین با روش  -بتا

 بودن نرمال بررسی از پس گرفت و
 -از آزمون کولوموگروف استفاده با هاداده

ویلک، آزمون لون برای  -اسمیرنوف و شیپیرو

ها مورد استفاده قرار بررسی برابری واریانس

های مربوط به بیان  گرفت. تجزیه و تحلیل داده

های سوپراکسید دیسموتاز و کاتالاز نسبی ژن

ره مواجهه با اکتین در طی دو -نسبت به بتا

سم اندوسولفان توسط آزمون تحلیل واریانس 

درصد صورت  90طرفه در سطح اطمینان  یک

ها از آزمون چند گرفت. برای مقایسه میانگین

ای دانکن استفاده شد. نتایج به صورت دامنه

 انحراف معیار نمایش داده شد. ±میانگین 

 

در ماهی گورخری تحت  SODو  Catهای ه در بررسی بیان ژناستفاد مورد: مشخصات آغازگرهای 8جدول 

 (Safari, 2018تاثیر سم اندوسولفان )

 نام پرایمر (5´-9´توالی ) (°C)دمای اتصال  )%( كارایی پرایمر

99 10 GGGTGGCAATGAGGAAAG SOD q-PCRF 

  GCCCACATAGAAATGCACAG SOD q-PCRR 

99 10 GCATGTTGGAAAGACGACAC Cat q-PCRF 

  GTGGATGAAAGACGGAGACA Cat q-PCRR 

99 10 AGCAGATGTGGATCAGCAAG β- actin q-PCRF 

  TACCTCCCTTTGCCAGTTTC β- actin q-PCRR 
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 نتایج

 RNAبررسی كیفی و كمی 

 RNAکیفی به دست آمده از بررسی نتایج 

استخراج شده از ماهی گورخری مواجه شده با 

و  18Sسم اندوسولفان در هر نمونه، دو باند 

28S rRNA  را با وضوح بالا نشان داد. نسبت

استخراج  RNAهای شدت جذب در نمونه

نانومتر در  320و  310شده در دو طول موج 

قرار داشت و همچنین میزان  6/3-2/6محدوده 

 230و  360، 320های جذب در طول موج

در  RNAنیز بیانگر قابلیت مناسب نانومتر 

 (.6)شکل  های مورد بررسی بودنمونه

 شده ساخته cDNAبررسی 

cDNA اکتین -بتا شده با آغازگر ساخته 

شد امتحان طراحی شده برای ماهی گورخری 

 cDNAصحیح ساخت  bp361و مشاهده باند 

 (.3)شکل کرد را تایید 

 

 در كاررفتهبه یعملکرد آغازگرها یابیارز

Real Time PCR 
 ینتخمبرای استاندارد  یمنحنترسیم 

-دامنه یشآزما یریآغازگرها و تکرارپذ ییکارا

 درصد نشان داد که نشان 90-99حدود  ای

 ست.ا آغازگرها یحدهنده اتصال صح

 

 هانتایج ارزیابی بیان ژن

( و Catهای کاتالاز )نتایج ارزیابی بیان ژن

دار ( افزایش معنیSODسوپراکسید دیسموتاز )

اکسیدانی کاتالاز و  های آنتیبیان ژن

سوپراکسید دیسموتاز در ماهی گورخری مواجه 

شده با سم اندوسولفان را نسبت به تیمار شاهد 

 SOD (. ارزیابی بیان ژنP<00/0نشان داد )

ساعت مواجهه به  36نشان داد که بیان ژن در 

برابر گروه  7/39و  3/36 ،61/61ترتیب به 

میکروگرم  16و  23، 61های  شاهد در غلظت

در لیتر رسید و بعد از آن در روزهای دوم، 

داری را نشان هفتم و چهاردهم کاهش معنی

، در Cat(. در بررسی بیان ژن ≥00/0Pداد )

میکروگرم بر لیتر، بیشترین بیان  61غلظت 

اد ساعت اول مواجهه نشان د 36این ژن را در 

( و کاهش در میزان بیان ≥00/0Pبرابر؛  2/9)

از روز دوم مشاهده شد. روند کاهش مشابهی 

میکروگرم در لیتر نیز  16و  23های  در غلظت

 (.2و  3های  مشاهده شد )جدول
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 آمیزی باو رنگ درصد 8روی ژل آگارز گورخری استخراج شده از كبد ماهی  RNAكیفیت  :8شکل 

 اتیدیوم بروماید

 

 
در ماهی گورخری پس از الکتروفورز اكتین  -بتا شده با آغازگرساخته های cDNA: محصول تکثیر 2شکل 

آمیزی با اتیدیوم بروماید و رنگدرصد  8روی ژل آگارز 
 

 
( در بافت كبد ماهی گورخری در مواجهه SODدیسموتاز ) : تغییرات نسبی بیان ژن سوپراكسید2جدول 

 (=9n؛ انحراف معیار ± )میانگین های مختلف سم اندوسولفان غلظتروزه با  81

 روز چهاردهم روز هفتم روز دوم روز اول  )میکروگرم در لیتر(غلظت 

81 Ba 60/2±61/61 
Ab 30/3±70/9 

Bc 62/6±39/2 Bc 73/0±20/6 

92 Aa 20/3±30/36 Bb 63/0±91/2 Bb 67/0±20/3 Ab 61/0±60/3 

11 Aa 72/7±70/39 Ab 60/6±02/9 Ab 69/6±20/0 Ac 97/0±62/3 

دار را در هر ستون  و حروف بزرگ متفاوت، اختلاف معنیدر هر ردیف دار را  اختلاف معنی ،متفاوت کوچکحروف 

 .(P<00/0دهند ) مینشان 
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روزه با  81( در بافت كبد ماهی گورخری در مواجهه Cat: تغییرات نسبی بیان ژن كاتالاز )9جدول 

 (=9n؛ انحراف معیار ±)میانگین  مختلف سم اندوسولفانهای  غلظت

 روز چهاردهم روز هفتم روز دوم روز اول )میکروگرم در لیتر( غلظت 

81 Ba 33/6±20/9 
Ba 93/6±02/1 

Ba 90/3±30/7 Ba 07/6±30/1 

92 Aa 20/0±90/36 Aa 00/2±33/66 Bb 90/6±90/0 Bb 19/0±39/0 

11 Aa 20/6±22/33 Ab 10/3±30/62 Ab 20/6±10/62 Ab 20/3±00/62 

دار را در هر ستون  دار را در هر ردیف و حروف بزرگ متفاوت، اختلاف معنی حروف کوچک متفاوت، اختلاف معنی

 (.P<00/0دهند ) نشان می
 

  بحث

ها  آلاینده زیادی در رابطه با تاثیرمطالعات 

های  تجزیه و تحلیلبا  زیستیهای بر سیستم

شناسی انجام شناسی و رفتاربیوشیمیایی، بافت

تواند گیری بیان ژن میشده است، اما اندازه

به  .تکنیکی موثر در بررسی تاثیر این مواد باشد

ویژه اگر مولکول مورد بررسی قسمتی از 

زدایی سلول مکانیزم دفاعی، ترمیمی و یا سم

 Varanka et al., 2001; Franco etباشد )

al., 2006; Hou et al., 2013 مطالعه حاضر .)

-با هدف بررسی اثر سم اندوسولفان بر بیان ژن

و افزایش  شد های آنتی اکسیدانی انجام

 کاتالاز و سوپراکسیدهای فعالیت آنزیم

دیسموتاز در تیمارهای آلوده با سم اندوسولفان 

مشاهده شد که نشان  شاهد گروهدر مقایسه با 

های دفاعی بدن ها از سیستمدهد این آنزیممی

و با کاهش میزان اکسیداسیون لیپید،  هستند

در مقابل استرس اکسیداتیو از بدن محافظت 

(. Winston and Di Giulio, 1991) کنندمی

ها در روز اول بیشترین میزان افزایش این آنزیم

مشاهده شد که حاکی از این است که پاسخ 

ها یکی از به آلاینده یاکسیدانهای آنتیآنزیم

 استها به استرس محیطی ترین پاسخسریع

(Hansen et  al., 2006های (. افزایش آنزیم

سموتاز دی اکسیدانی کاتالاز و سوپراکسیدآنتی

( Brycon cephalus)در ماهی کاراسید 

 Monteiroمواجه شده با سم متیل پاراتیون )

et al., 2006 در مواجهه با گورخری (، ماهی

ماهی  (، بچه فیلJin et al., 2010آترازین )

(Huso husoدر )  معرض فاز محلول نفت خام

(Khoda Bakhsh et al., 2014)ماهی قره ،-

( در مواجهه با Acipenser persicusبرون )

(، ماهی تیلاپیا در Safari, 2015کادمیوم )

 ,.Jonsson et alها )کش معرض مخلوط علف

(، ماهی گورخری در مواجهه با کادمیوم 2017

(Safari, 2018،)  در معرض گورخری ماهی 
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(، کپور سرگنده Yao et al., 2018سداکسان )

(Aristichthys nobilis) با مواجهه در 
( و کپور معمولی Lin et al., 2018تریت )نی

(Cyprinus carpio در مواجهه ) با

 ,.Wang et al)مزوتریون های حاوی  کش علف

 ( مشاهده شد. 2018

های مورد بررسی از روز کاهش بیان ژن

-تواند به تجمع بالای رادیکالدوم به بعد می

شود که این  ید نسبت داده سوپراکسهای 

ها فعالیت بالای این آنزیمتجمع مانع از 

کاهشی به  -د. این پاسخ دوگانه افزایشیشو می

  مدتها، علاوه بر عواملی مانند غلظت و  یندهآلا

تواند به قرار گرفتن در معرض آلاینده می زمان

 ,.Jin et alبستگی داشته باشد ) گونه ماهی

2010; Celi et al., 2012 همچنین این .)

های بیان ژن غلظت مطالعه روند وابسته به

دیسموتاز و کاتالاز را نشان داد که  سوپراکسید

در ماهی Safari (3060 ) اتدر تطابق با مطالع

و  گورخریدر ماهی Safari (3062 ) برون،قره

Kim ( 3060و همکاران ) در ماهی بادکنکی

(Takifugu obscurus )اما در تاثیر سم است .

 یاکسیدان آنتیدیازینون بر میزان فعالیت آنزیم 

 Rutilus) کاتالاز در بافت کبد ماهی کلمه

rutilus)های مورد ، ارتباط خاصی بین غلظت

آزمایش سم دیازینون و تغییرات آنزیم کاتالاز 

و همکاران  Sarkar مشاهده نشد. در مطالعه

 غلظتمواجهه ماهی گورخری با  ،(3066)

های پایین آرسنیک منجر به افزایش بیان ژن

دیسموتاز و کاتالاز  اکسیدانی سوپراکسید آنتی

های بالاتر آرسنیک منجر به  غلظتدر  ولی ،شد

اکسیدانی و در های آنتیغیرفعال شدن آنزیم

. در شدمنجر ها  از بین رفتن آنبه نهایت 

( نیز تاثیر Bautista et al., 2018)مطالعه 

آترازین در ماهی گورخری منجر به سرکوب 

اکسیدانی سوپراکسید  فعالیت آنزیم آنتی

دیسموتاز در گناد جنس نر شد.  احتمال دارد 

های عملکرد طبیعی آنزیم مثلهایی شاخص

ها در اکسیدانی، واکنش تخصصی آنزیمآنتی

 عواملها، اثرات برابر انواع خاص آلاینده

 Winstonمحیطی بر فرآیندهای اکسیدی )

and Di Giulio, 1991( جنسیت ،)Winzer 

et al., 2001فازهای های سریع(، واکنش ،

ها در اکسیدان واکنش حاد و سازگاری آنتی

اکسیدانی در برابر آلودگی و بروز واکنش آنتی

اندام هدف از دلایل به دست آمدن این نتایج 

 (. Keramati, 2009باشد )

 بیان نسبیافزایش  حاضر مطالعه نتایج

در  سوپراکسید دیسموتاز و کاتالاز راهای  ژن

های  غلظتتحت تیمار با  گورخری ماهی

میکروگرم  16و  23، 61) اندوسولفانمختلف 
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گروه شاهد نشان داد. در مقایسه با  در لیتر(

مورد مطالعه  غلظتبیان هر دو ژن در هر سه 

ساعت اول افزایش و سپس کاهش  36در 

د های مورنسبی ژن بیانهمچنین  یافت.

روند وابسته به  مواجههدر تمام روزهای  مطالعه

افزایش غلظت و با افزایش  را نشان دادغلظت 

تغییرات  حاکی از این است که نتایجاین . یافت

دیسموتاز و  های سوپراکسیدبیان ژن آنزیم

قابل  اولین شاخصعنوان  تواند به می کاتالاز

 غییراتپایش تدر  نشانگر زیستیگیری و  اندازه

د.شناسی مورد استفاده قرار گیر سم بوم
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Abstract 

In this study, the effect of sublethal doses of endosulfan poison (16, 32 and 

64μg/L) was investigated on the expression of antioxidant enzyme genes 

(catalase and superoxide dismutase) in zebrafish (Danio rerio) during 14 days. 

For this purpose, sampling was done from each treatment on days 1, 2, 7 and 14 

after exposure. RNA was extracted from liver, cDNA was synthesized and 

antioxidant enzyme gene expression was evaluated using Real-time PCR. The 

results of different time intervals showed an increase in the relative expression 

of studied genes in the endosulfan treated samples compared to the control 

group (P<0.05). The expression of both genes had the highest relative increase 

in the first 24 hours compared to other times and this trend was observed in all 

three doses of the study. Similarly, the relative expression of the studied genes 

showed a dose-dependent trend in all days of exposure. The results of this study 

indicated that changes in the gene expression of SOD and Cat enzymes can be 

considered as an effective indicator in ecotoxicology studies. 
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