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چکید ه 

لیزوزیم ها از مهم ترین پروتئین های سیستم ایمنی ذاتی در ماهیان به عنوان یک پپتید ضد باکتریایی بخصوص در برابر باکتری های گرم مثبت 
شناخته می شوند. با توجه به قابلیت انتقال این آنزیم از مولدین به نسل بعد و همچنین کسب پیشرفت های اخیر درزمینه ژنتیک مولکولی 
در استفاده از روش های نوین درزمینه آنالیز mRNA با استفاده از روش Real Time PCR جهت اندازه گیری میزان بیان ژن های مختلف، 
مطالعه حاضر باهدف ارزیابی میزان بیان ژن لیزوزیم نوع-C در بافت های کبد، قدامی کلیه، پانکراس و طحال در ماهیان مولد قره برون 
)Acipenser persicus( با استفاده از روش مذکور مورد بررسی قرار گرفت. بدین منظور نمونه برداری از بافت های موردنظر در زمان تکثیر 
مصنوعی این گونه، پس از انجام عملیات تخم کشی، اسپرم گیری و کشتار از 16 عدد ماهی مولد )هشت عدد ماهی نر، هشت عدد ماهی 
لیزوزیم نوع-C در  ژن   mRNA بیان  ادامه  انجام شد. در  بافت های تفکیک شده  از   cDNA RNA کل استخراج و سنتز  انجام شد.  ماده( 
بافت های مختلف با استفاده از تکنیک real time RT- PCR به وسیله ژن β-actin به عنوان کنترل داخلی مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج 
به دست آمده نشان داد ژن لیزوزیم نوع-C در تمام بافت های تحت بررسی بیان دارد و حداکثر تعداد نسخه های mRNA این ژن در بافت 
طحال و کمترین تعداد آن در بافت پانکراس مشاهده شد )p > 0/01(. درمجموع، با توجه به نقش عوامل مختلف مانند جنسیت، سن، 
اندازه، فصل، دمای آب، pH، مسمومیت ها، عفونت ها و درجه عوامل استرس زا در میزان فعالیت و یا سطوح آنزیم لیزوزیم که درنهایت 
ممکن است باعث فعال شدن مستقیم رونویسی ژن لیزوزیم گردند و اهمیت ماهیان مولد خاویاری می توان بیان نمود که این ژن به خوبی 
می تواند به عنوان یک ژن مرجع به منظور پیش آگاهی، شناسایی و غربالگری ماهیان مولد بیمار و درمان آن ها و کنترل محیط زیست در 

این گونه مورداستفاده قرار گیرد.
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Lysozymes are important proteins of the innate immune system for the defense against bacterial infection, especially 
gram-positive bacteria in fishes. According to the ability to transfer this gene from breeders to the next generation, as 
well as recent advantage-ground in molecular genetics on applying novel methods in the field of mRNA analysis us-
ing real time RT-PCR to measure the expression of the different genes, the present study was conducted to evaluate 
the expression of the C- type lysozyme gene in tissues of liver, head of kidney, pancreas and spleen in breeding of 
Acipenser persicus. For this purpose, tissue sampling was done after artificial breeding from 16 fish (8 males and 8 
females). The tissues were transported to the laboratory in liquid nitrogen. Total RNA was isolated and cDNA synthesis 
was performed from resected tissues. The mRNA expression of the C-type Lysozyme gene in different tissues were 
detected by real time quantitative PCR with β-actin gene as an internal control. Expression of the c-type lysozyme gene 
was detected in all tested tissues. The maximum copy numbers of the mRNA expression of the C-type Lysozyme gene 
were detected in spleen tissue and the lowest expression of this enzyme was determined in the pancreas tissue (p < 
0.01). Overall, considering the role of different factors such as sex, age, size, season, water temperature, pH, toxicants, 
infections and type of stressors in the lysozyme activity or level, which may have eventually caused the direct activa-
tion of transcription of lysozyme gene, as well as considering the importance of breeding of sturgeons, we could claim 
that this gene can well be used as a reference gene for the prognosis and screening of immune deficiency and control 
of their environment in A. persicus.
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مقدمه
کاهش چشمگیر ذخایر ماهیان خاویاری در حوزه دریای خزر، باعث 
شده تا سازمان شیلات به منظور بازسازی ذخایر سالانه میلیون ها قطعه 
از این گونه ها را در مراکز تکثیر شیلاتی به طور مصنوعی تکثیر و در دریا 
رهاسازی نماید )23(. به منظور موفقیت در انجام این کار و تولید لارو 
و بچه ماهان خاویاری باکیفیت، انجام تحقیقات مولکولی و ژنتیکی بر 
زیست  مراحل مختلف  در  ایمنی  و  تولیدمثل  رشد،  مکانیسم های  روی 
این ماهیان به خصوص مراحل ابتدایی امری ضروری به نظر می رسد؛ زیرا 
مراحل لاروی و اولیه در ماهیان بسیار حساس بوده و موفقیت در این 
بازماندگی را در شرایط اسارت  تا حدود زیادی میزان  مرحله می تواند 
سیستم  در  مسئول  ژن های  کشف  ارتباط  همین  در   .)1( دهد  افزایش 

ایمنی ذاتی ماهیان از قبیل لیزوزیم با توجه به خواص ضد میکروبی و 
نقش بسیار مهم این آنزیم به عنوان یکی از ژن های مسئول به خصوص در 
بحث انتقال ژن در طول دهه گذشته پیشرفت های قابل ملاحظه ای داشته 
ایمنی  سیستم  در  لیزوزیم  آنزیم  اهمیت  گرفتن  نظر  در  با   .)8( است. 
ذاتی و توجه به قدرت و طیف گسترده فعالیت های لیتیکی این آنزیم 
)12(، شناسایی ژن های کدگذاری شده آن و تنظیم آن توسط پاتوژن ها 
مدیریت  استراتژی های  بهبود  به منظور  ایمنی  افزایش دهنده های  یا  و 
به  تا  ارتباط  در همین   .)2( است  آبزی پروری مهم  در بحث  بیماری ها 
امروز مطالعات متعددی نیز در این زمینه در گونه های مختلف آبزیان 
به انجام رسیده است که ازجمله آن ها می توان به مطالعه دائوتیجنی و 
همکاران )1991( اشاره کرد که منجر به جداسازی نخستین ژن کدگذاری 
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شده این آنزیم تحت عنوان لیزوزیم نوع C- از ماهی قزل آلای رنگین کمان 
شد )6(. از آن زمان تاکنون ژن های کدگذاری شده این آنزیم در 13 گونه 
از ماهیان مختلف در بانک های ژن گزارش شده است که بیشتر آن ها در 
طول دهه اخیر جداسازی شده اند که این موضوع نشان دهنده موردتوجه 
قرار گرفتن بحث لیزوزیم در سیستم ایمنی ماهیان است )9(. با توجه به 
موارد ذکرشده مطالعه حاضر باهدف بررسی بیان ژن لیزوزیم نوع-C در 
چهار بافت قدامی کلیه، پانکراس، کبد و طحال مولدین ماهی قره برون 
باارزش  از گونه های  به عنوان یکی  ایرانی  تاس ماهی  یا   (A.persicus(
 Real time نواحی جنوبی دریای خزر و بومی کشور ایران توسط واکنش

PCR بر اساس روش استاندارد و به صورت نسبی انجام شد.

مواد و روش  ها
جمع آوری نمونه ها

در این آزمایش به منظور بررسی بیان ژن لیزوزیم نوع-C از تعداد 
16 قطعه ماهی مولد قره برون )8 عدد ماهی ماده، 8 عدد ماهی نر( 
 ± 546/79(g( )به ظاهر سالم با میانگین وزنی )انحراف معیار ± میانگین
23680 استفاده شد. نمونه های مورد نظر شامل چهار بافت قدامی کلیه، 
پانکراس، کبد و طحال در اسفندماه سال 1392 و در زمان تکثیر مصنوعی 
این گونه و پس از انجام عملیات تخم کشی و اسپرم گیری در مرکز تکثیر و 
بازسازی ذخایر ماهیان خاویاری شهید مرجانی )گلستان، ایران( تهیه شد. 
پس از تهیه نمونه ها بلافاصله آن ها را درون نیتروژن مایع )196- درجه 
ژن  بیان  بررسی  و   RNA استخراج  به منظور  و  داده  قرار  سانتی گراد( 
بانک  ایران،  و زیستی  ژنتیکی  آزمایشگاه مرکز ملی ذخایر  به  مربوطه 
زمان شروع  تا   RNA استخراج  از  پس  نمونه ها  شدند.  منتقل  مولکولی 

آزمایشات مولکولی در دمای 80- درجه سانتی گراد نگهداری شدند.

ارزیابی های ژنوتیپی 
RNA استخراج

استخراج RNA کل از نمونه های تهیه شده با استفاده از دستورالعمل 
)محصول   InviTrap® Spin Tissue RNA Mini Kit استخراج  کیت 
شرکت STRATEC، آلمان( انجام شد. بلافاصله بعد از استخراج، به منظور 
حذف هرگونه آلودگی احتمالی DNA، از کیت DNase I )محصول شرکت 
 DNase بافر   µl1 کردن  اضافه  با  آمریکا(   ،Thermo Fisher Scientific
پیشنهادی  دستورالعمل  با  مطابق   RNA نمونه   10  µg به حدود   )2U(  I
شرکت سازنده در واکنشی با حجم µl50 انجام شد. محلول به دست آمده 
)مطابق  انکوبه شد  سانتی گراد  درجه   37 دمای  در  دقیقه   30 مدت  به 
 DNA از  میکروگرم   2 تا  واکنش  شرایط  این  سازنده  شرکت  ادعای  با 
ژنومی را حذف خواهد کرد(. در مرحله بعد با اضافه کردن EDTA با 
غلظت نهایی mM5، به هر ویال، ویال ها به مدت پنج دقیقه در دمای 
75 درجه سانتی گراد جهت غیرفعال شدن DNase موجود قرار گرفتند. 
یخ منتقل شدند )نمونه های  به روی   cDNA سپس نمونه ها جهت سنتز 
درجه   -80 دمای  با  فریزر  در   cDNA ساخت  شروع  زمان  تا  تهیه شده 
 RNA غلظت  استخراج،  عملیات  از  بعد  شدند(.  نگهداری  سانتی گراد 
در  نمونه ها  جذب  قرائت  و   RNA نمونه   1/5  µg مقدار  از  استفاده  با 
-ND نانودراپ  اسپکتروفتومتر  دستگاه  توسط   260/280  nm طول موج 

نمونه ها  بود   1/8 از  بالاتر  نسبت جذب  چنانچه  گردید.  محاسبه   1000
برای ساخت cDNA مورد استفاده قرار می گرفتند.

cDNA سنتز و بررسی
 cDNA اول  تولید رشته  و  مرحله نسخه برداری معکوس و ساخت 
 RevertAid M-MuLVReverse کل با استفاده از کیت تجاری RNA از
شرکت  ساخت  هگزامر(  رندوم  پرایمرهای  )دارای   Transcriptase
در   cDNA سنتز  برای  لازم  ترکیبات  شد.  انجام  )ایران(  ژن  سینا 
DNase I با  شده  تیمار   RNA نمونه   1  µg شامل   20  µl نهایی   حجم 
بود.  1µl dNTPs mix (10Mm) و 1µl oligo d (T) 18 (40µM)

 درنهایت به هر میکروتیوب تا حدی Nuclease-free water اضافه شد تا 
به حجم نهایی µl 10 رسید. مخلوط حاصل در دمای 65 درجه سانتی گراد 
به مدت پنج دقیقه انکوبه شد و سپس به مدت دو دقیقه روی یخ سرد 
قرار گرفت. بعد از گذشت دو دقیقه به آرامی اسپین شدند. در مخلوط 

cDNA حاوی:
2µl M-MuLV Buffe (10X)  
0.5 µl RNase Inhibitor RiboLock (U20)
0.5 µl M-MuLV Reverse Transcriptase 

و اضافه کردن Nuclease-free Water تا  رسیدن به حجم  µl 10 آماده 
شد.  مقدار µl 10 از مخلوط سنتز cDNA به هر میکروتیوب اضافه شد 
و به آرامی برای مدت کوتاهی سانتریفیوژ گردید. سپس مخلوط حاصل 
به مدت 60 دقیقه در دمای 42 درجه سانتی گراد انکوبه شد. در خاتمه 
به منظور غیرفعال نمودن واکنش، هر میکروتیوب  به مدت پنج دقیقه در 
دمای 85 درجه سانتی گراد قرار گرفت سپس لوله های میکروتیوب برای 
مدت کوتاهی روی یخ سرد قرار داده شدند و محلول توسط سانتریفیوژ 
تا  شده  سنتز   cDNA نمونه های  گردید.  جمع آوری  میکروتیوب ها  آرام 
زمان شروع آزمایش ها در فریزر با دمای 20- درجه سانتی گراد نگهداری 

شدند.

RT-PCR بهینه سازی شرایط
کیفی برای تکثیر ژن

بعد از استخراج RNA و ارزیابی کیفی RNA استخراج شده به منظور 
لیزوزیم  ژن  بیان  به  قادر  سلول ها  این  آیا  که  مسئله  این  دادن  نشان 
نوع- C هستند یا خیر از روش RT-PCR کیفی به منظور انتخاب بهترین 
جفت  تمامی   real time  RT-PCR واکنش  انجام  برای  آغازگر  جفت 
 آغازگرهای طراحی شده برای ژن لیزوزیم نوع C-type 2 ،C-type 1( C و

ژن های  به عنوان   GAPDH و   RPL6، β-actin ژن های  و   (C-type 3
مورد   RT-PCR واکنش  با  ژن  بیان  داده های  نرمال سازی  برای  رفرنس 
آزمایش قرار گرفتند )جدول 1(. آزمایش حاضر با استفاده از مستر میکس 
 0/15 µl ،1/5 µl 10X، MgCl2 10 بافر µl 25 شامل µl با حجم نهایی
آغازگر پسرو، µl 0/15 آغازگر پیشرو، µl 2 نمونه cDNA و µl 0/2 آنزیم 
Taq DNA polymerase )شرکت سینا ژن، ایران( و µl 11 آب مقطر دو 
RT- بار یونیزه انجام شد. پس از آماده سازی مخلوط حاصل جهت انجام
برنامه دمایی  ترموسایکلر شد.  PCR وارد چرخه دما-زمان در دستگاه 
دستگاه شامل 30 چرخه شامل مرحله واسرشتگی به مدت 30 ثانیه در 
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دمای 94 درجه سانتی گراد، مرحله اتصال به مدت 30 ثانیه در دمای 56 
درجه سانتی گراد و مرحله بازارایی به مدت 30 ثانیه در دمای 72 درجه 

سانتی گراد بود.
طراحی پرایمر

 C-نوع لیزوزیم  ژن  بیان  بررسی  برای  متنوعی  پرایمرهای  جفت 
DNA ژنومی  با تشخیص حذف  – اگزون  در حدفاصل اتصالات اگزون 
مختلف  پتانسیل های  با  مرجع  ژن  توالی های سه  بررسی  از  استفاده  با 
ژن  و  داخلی  کنترل  ژن های  به عنوان   )GAPDH و   actin-β ،RPL6(
 )C-type-3 و C-type-2 ؛C-type 1( به عنوان ژن اصلی C -لیزوزیم نوع
بود که توالی آن ها مطابق با توالی های در دسترس در بانک های ژن و 
 NCBI کردن در پایگاه های داده ای BLAST رعایت شرایط استاندارد و
از  به ژن هدف بعد  اتصال اختصاصی  RT Primer Data base جهت  و 
و ساختمان  آغازگرها  اتصال جفت  بودن محل  یکتا  از  اطمینان  حصول 
Primer premier به   )5.v( نرم افزاری  از بسته  استفاده  با  فضایی آن ها 

دست آمد. تولید آغازگرها توسط شرکت Bioneer )کره جنوبی( صورت 
گرفت. در این آزمایش ژن actin-β در مقایسه با دو ژن مرجع دیگر به 
علت اینکه میزان تغییرات آن در دستگاه Real time PCR کم است با 
مقایسه تطبیقی توالی های متفاوت و BLAST کردن این ژن در پایگاه 
آزمایش  این  انجام  برای  مرجع  ژن  بهترین  به عنوان   ،NCBI اطلاعاتی 
در نظر گرفته شد، كه عدد ثبات آن در مطالعات پیشین در گونه قره 
برون معادل 0/129 تعیین شده است )1( برای ژن مورد مطالعه نیز از 
آغازگرهای  شرایط  و  طول  توالی،  شد.  استفاده   3  C-type پرایمرهای 

مورداستفاده در این مطالعه در جدول -1 خلاصه شده است.

Real Time PCR انجام
 20 µl با حجم نهایی Real Time PCR مواد مورد نیاز جهت انجام
شامل µl 10 مستر میکس سایبر گرین )شرکت ABI، آمریکا(، µl 0/3 پرایمر، 
µl 2 نمونه cDNA و µl 7/7 آب مقطر دو بار یونیزه بود. تکثیر ژن های 

)A. persicus( در تاس ماهی ایرانی C-جدول 1- مشخصات توالی آغازگرهای اختصاصی استفاده شده در بررسی بیان لیزوزیم نوع

*این جفت آغازگر برای انجام real time RT-PCR انتخاب گردید.

ژنتوالی آغازگر )5’ → 3’)طول قطعهدمای اتصال )درجه سانتی گراد(

63177pb
F:ACCACAGTCACCAACCATAACCGA
R:CCCTAACGACACGTTTGCACAAT

C-type 1

64150pb
F: GTGTAAAGAGGGTTGTGAG
R: AGATAGACGTGGAGGAGC

C-type 2

63*100pb
F: CAACTGACTACGGCATCTTC
R: TCACTGACCGCTGCAACTGA

C-type 3

62149pb
F: GTGGTCAAACTCCGCAAGA

R: GCCAGTAAGGAGGATGAGGA
RPL 6

62*200 pb
F:AGACCTTCAACACTCCTGCCATGT
R:TGGATCTGGCTGGCAGAGATTTGA

β-actin

62770pb
F: GTCTACATGTTCAAGTATGACTC

R: AGC GCC GGC ATC AAA GA
GAPDH

بررسی بیان ژن لیزوزیم نوع-C در...
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 Real برای اندازه گیری بیان ژن توسط واکنش C-و لیزوزیم نوع β-actin
گرفت.  صورت  نسبی  به صورت  استاندارد  روش  اساس  بر   Time PCR
Real Time PCR از طریق اندازه گیری افزایش  تعیین کمیت نسبی در 
تشعشع فلورسنس درنتیجه اتصال رنگ سایبرگرین با استفاده از دستگاه 
بافت های  برای تمام  تکرار  7300 در سه  ABI (Applied Biosystems)
تحت بررسی مورد ارزیابی قرار گرفت. برنامه دمایی در نظر گرفته شده 
برای دستگاه Real Time PCR برای تکثیر هر دو ژن C-type 3 به عنوان 
ژن اصلی و ژن β-atin به عنوان ژن کنترل داخلی شامل: یک مرحله 10 
اولیه آنزیم در دمای 95 درجه سانتی گراد و  دقیقه ای برای فعال سازی 
چرخه های دمایی شامل 30 ثانیه در 95 درجه سانتی گراد برای دناتوره 
ثانیه در 72   اتصال و 30  ثانیه در 60 درجه سانتی گراد برای  شدن، 30 
درجه سانتی گراد برای تکثیر بود که در 42 سیکل تکرار گردید. همراه با 
واکنش Real Time PCR منحنی ذوب نیز جهت تشخیص پرایمر دایمر و 

تشخیص تکثیر قطعه هدف رسم گردید.
پس از انجام واکنش تکثیر، داده های خام به صورت Ct از دستگاه 
نرم افزاری بسته  از  استفاده  با  Ct ها  تجزیه وتحلیل  و   استخراج 

انجام   SDS (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA. V.1.4(
شد. تفاوت Ct ژن هدف به ژن رفرنس به صورت ΔCt برای هر نمونه 
مرحله  در  آمد.  دست  به   2-   ΔΔCT مورد  هر  برای  سپس  شد.  محاسبه 
شد.  محاسبه  درصد  اساس  بر  نرمال،  به  حاصل  اعداد  نسبت  بعد 
توسط  دانشجویی  تی  رویه  استفاده  با  داده ها  آماری  تجزیه وتحلیل 
 >  0/01( 1 درصد  SPSS(v:21( در سطح معنی داری  آماری  نرم افزار 
Microsoft صورت    2013  Excel نرم افزار  توسط  نمودارها  ترسیم  و   )p
دانکن  دامنه ای  چند  تست  از  نیز  میانگین ها  مقایسه  جهت  گرفت. 

استفاده شد.

ترسیم منحنی ذوب
 (Applied Biosystems) ABI 7300 دستگاه  خاصیت  به  توجه  با 
در  فلورسانس  میزان  تغییرات  اندازه گیری  به وسیله  ذوب  منحنی  رسم 
صورت  سانتی گراد  درجه   55-60 حرارتی  طیف  در  مختلف  زمان های 
گرفت بالاترین مقدار Rn و کمترین میزان CT ملاک انتخاب دمای بهینه 
اتصال آغازگرها بود. بر این اساس دمای 62 درجه سانتی گراد برای هر 
دو ژن لیزوزیم نوع C-type 3 و ژن رفرنس β-actin انتخاب شد. همچنین 
دمای Tm  برای هر دو ژن نیز برابر 85 درجه سانتی گراد در نظر گرفته 
شد؛ بنابراین قبل از آنالیز داده ها، منحنی ذوب كه در آن محور عمودی 
بر اساس سیگنال فلورسانس )محور Y( در مقابل درجه حرارت )محور 
X( قرار داشت برای ژن های موردنظر رسم شد. با بررسی این منحنی 
تائید  دایمر  پرایمر  فقدان  و  موردنظر  ژن های  به  مربوط  پیک  صحت 
برای  نقطه ذوب  بودن  بالا  دلیل  به  نیز  زنجیره  گردید. همچنین طول 

مطالعه بسیار مناسب تشخیص داده شد.

نتایج
در مطالعه حاضر نتایج حاصل از طیف سنجی cDNA های تولیدشده 
نشان داد که cDNA ها از کمیت و کیفیت مناسبی برای انجام واکنش 
رنگ  اختصاصیت  عدم  سبب  به  هستند.  برخوردار   Real Time PCR
فلورسانس سایبرگرین، برای اطمینان از تولید قطعات اختصاصی و عدم 
وجود باندهای غیراختصاصی و ساختارهای ثانویه و دوتایی پرایمر در 
در  که  رسم شد. همان طور  منحنی ذوب   Real Time PCR محصولات 
شکل -1 نیز مشاهده می شود. وجود پیک اضافی کوچک تر و قبل از پیک 
پیک محصولات که  از  بعد  اضافی  پیک  محصولات و همین طور وجود 
نشان دهنده وجود پرایمر دایمر باشد در این نمودار مشاهده نمی شود. 
باهم  تقابلی  آغازگرها  که  است  مطلب  این  نشان دهنده  موضوع  این 

شکل 1- منحنی ذوب ترسیم شده از رقت های متوالی برای آغازگرهای β-actin )سمت چپ( و ژن لیزوزیم نوع-C )سمت راست(
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ندارند. همچنین در یک منحنی ذوب تکرارهای یک نمونه بایستی کاملًا 
بر روی هم قرار گیرند که این موضوع نیز در شکل به خوبی قابل مشاهده 
است. بنابراین با توجه به منحنی ذوب برای هر سه آغازگر مورداستفاده 
تحقیق  این  در  مورداستفاده  آغازگرهای  گفت  می توان  تحقیق  این  در 
را   cDNA از  منفرد  اختصاصی عمل کرده و یک نمونه  کاملًا  به صورت 

تکثیر کرده اند )شکل 1(.
غلظت  بهینه سازی  و  آغازگرها  اتصال  دمای  بهینه سازی  از  پس 
اختصاصی ژن  تکثیر قطعات  به  نسبت  واکنش  اجزاء  و سایر  آغازگرها 
این اساس همان طور که در منحنی تکثیر دیده  اقدام شد. بر  موردنظر 
می شود )شکل 2( تکثیر ژن های لیزوزیم نوع-C و β-actin با استفاده از 
روش Real Time PCR به خوبی و با عملکرد مناسب و بدون هیچ گونه 
فلورسانت  میزان  بطوریکه   .)2 )شکل  است  گرفته  صورت  پارازیتی 
 PCR واکنش  چرخه های  طی  محصولات  مقادیر  افزایش  با  ساطع شده 
اساس  بر  واکنش  چرخه های   PCR عمودی  محور  است.  افزایش یافته 
شدت نور فلورسانس نشر شده از رنگ گزارش گر و محور افقی بر اساس 

تعداد چرخه های واکنش است )شکل 2(.
و   )2-ΔCT, Ratio = ΔΔCT( آستانه  سیکل های  روش  مقایسه  با 
تمام  در   C-نوع لیزوزیم  ژن  که  شد  مشخص  آنالیزها  استانداردسازی 
بافت های تحت بررسی بیان دارد )شکل های 3 تا 6(. همچنین معنی داری 
از رویه تی دانشجویی در سطح  با استفاده  ΔΔCt نمونه ها  بین  تفاوت 
معنی داری یک درصد )α=0/01( نشان داد که بالاترین میزان بیان این 
ژن در بافت طحال و کمترین میزان بیان آن در بافت پانکراس می باشد. 
در   C-نوع لیزوزیم   mRNA سطح  که  است  معنی  بدین  موضوع  این 
 اندام طحال در مقایسه با سایر اندام ها افزایش معنی داری داشته است 

)p > 0/01( )شکل 7(.

بحث
ژنومیکس  مطالعات  جدایی ناپذیر  جزء  ژن  بیان  تجزیه وتحلیل 
کاربردی در همه موجودات زنده بشمار می رود )34(. در بیولوژی نوین، 
آنالیز صحیح بیان ژن، برای جستجوی رونوشت هایی با سطح بیان پایین 
روزبه روز اهمیت بیشتری پیدا می کند. این رونوشت ها در مقادیر بسیار 

کم در زیست فناوری در تشخیص بیماری ها کاربرد دارند )3(. 
لیزوزیم به عنوان یکی از مولکول های کلیدی سیستم ایمنی ذاتی با 
در  آمین  گلوکز  N-استیل  و  اسید  مورامیک  استیل   -N پیوند  هیدرولیز 
لایه پپتیدوگلیکانی و تخریب دیواره سلولی در مقابل حمله پاتوژن های 
باکتریایی )به ویژه باکتری های گرم مثبت( در ماهیان فعالیت می کند و مانع 
از گسترش نفوذ باکتری ها می شود )25(. با توجه به اینکه مکانیسم های 
ظ  لحا دفاع غیراختصاصی در ماهیان پروسه های پیچیده کمتری را از  
قابلیت های ایمنی اختصاصی نسبت به مهره داران رده های بالاتر دارند 
برجسته تر  آن  تشکیل دهنده  اجزاء  و  ایمنی  از سیستم  این بخش  نقش 
پستانداران،  بی مهرگان،  و  نرم تنان  در  به راحتی  آنزیم  این   .)29( است 
پرندگان، خزندگان و همچنین ماهی ها و گیاهان و سایر جانوران بیان 
می شود )14(. بطوریکه مشخص شده است که در برخی از آن ها دارای 
فرم مجزا و یا الگوهای بیانی بافت خاص نیز هستند )16(. به عنوان مثال 
در  را  بیان  میزان  بیشترین  گاوها  در  ژن  این  ارائه شده  گزارشات  طبق 
بافت روده دارد. ضمن آنکه در بافت های معده، کلیه، دستگاه تنفسی و 
غدد پستانی نیز بیان می شود )15(. همچنین بیان این ژن در موش ها نیز 
گزارش شده که عمدتاً در روده کوچک و به شکل های جزئی تر در چندین 
لیزوزیم  ژن  بیان  نیز  ماهیان  مورد  در   .)5( می شود  بیان  دیگر  بافت 
نوع-C برای مثال در ماهی کفشک Paralichthys olivaceus عمدتاً در 
بافت های قسمت قدامی و خلفی کلیه، طحال، مغز و تخمدان )13(، در 

Real Time PCR در رقت های متوالی در آزمایش C-شکل 2- منحنی های تکثیر ژن لیزوزیم نوع

بررسی بیان ژن لیزوزیم نوع-C در...
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شکل 3- میزان بیان ژن لیزوزیم نوع-C در بافت پانکراس

 شکل 5- میزان بیان ژن لیزوزیم نوع-C در بافت طحال

شکل 7- میانگین میزان بیان ژن لیزوزیم نوع-C در بافت های تحت بررسی 

شکل 4- میزان بیان ژن لیزوزیم نوع-C در بافت قدامی کلیه

شکل 6- میزان بیان ژن لیزوزیم نوع-C در بافت کبد
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ماهی آمور Ctenopharyngodon idella در بافت قدامی کلیه )32( و در 
ماهی تیلاپیا در بافت کبد و ماهیچه )11( گزارش شده است. 

ژن های  توصیف  جهت  زیادی  تلاش های  اخیر  سال های  طول  در 
 )24( کیموکاین  قبیل  از   )35( تلئوست  ماهیان  ذاتی  ایمنی  به  وابسته 
و   )23( اختصاصی  پاتوژنی  پذیرنده های   )31( میکروبی  ضد  پپتیدهای 
ماهیان  گونه های مختلف  ذاتی  ایمنی  به سیستم  وابسته  دیگر ژن های 
آنزیم  نقش  بیشتر  درک  جهت  به  راستا  همین  در  است.  انجام شده 
لیزوزیم نوع-C در سیستم ایمنی ذاتی مطالعه حاضر باهدف تشخیص 
بیان mRNA ژن لیزوزیم نوع-C در بافت های قدامی کلیه، کبد، طحال 
 real time با تکنیک (A. persicus( و پانکراس در ماهیان مولد قره برون
RT-PCR موردبررسی قرار گرفت و نتایج حاصل نشان دهنده بیان این 
ژن در تمام بافت های تحت بررسی بود. بر اساس نتایج به دست آمده در 
میزان  کمترین  شاهد  پانکراس  بافت  در  و  بالاترین  شاهد  طحال  بافت 
بیان این ژن بودیم؛ که این نتایج مشابه با آنچه چیزی است که در مورد 
 Oncorhynchus( رنگین کمان  قزل آلای   ،)19(  (Daino riro( زبرا  ماهی 
mykiss) )6( و تیلاپیا Oreochromis oureus )11( مشاهده شده است. با 
توجه به این که بافت طحال به عنوان یکی از اندام های مهم برای انجام 
عملکردهای ایمنی در ماهیان شناخته می شود، این نتایج نشان می دهد 
که ژن لیزوزیم نوع- C در این گونه نیز ممکن است نقش مهمی را در 
افزایش مقاومت در برابر بیماری و تهاجم عوامل بیماری زا در این گونه 
داشته باشد. در تائید این نتایج فو و همکاران )2013( نیز با بررسی بیان 
آبشش،  کلیه،  )مغز، طحال،  مختلف  بافت های  در   C -نوع لیزوزیم  ژن 
 Lates( آسیایی  باس  سی  ماهی  کبد(  و  قلب  ماهیچه،  روده،  چشم، 
calcarifer) گزارش دادند که این ژن در تمام بافت های تحت بررسی در 
این گونه بیان می شود و بیشترین میزان بیان نیز در بافت های طحال، کبد، 
روده و کلیه گزارش شد )10(. همچنین طبق تحقیق کایزو و همکاران 
- C در  )2011( بر روی تجزیه وتحلیل عملکردهای آنزیم لیزوزیم نوع 
در  آنزیم  این  وجود  عدم  که  شد  مشخص  پنائیده  خانواده  میگوهای 
میگوهای این خانواده باعث افزایش باکتری های بیماری زا در همولنف و 
درنتیجه افزایش میزان مرگ ومیر در بین میگوهای این خانواده می گردد 
 C -17(. سکچینی و همکاران )2013( نیز با بررسی بیان ژن لیزوزیم نوع(
در مراحل مختلف زیست ماهی قزل آلای قهوه ای )Salmo trutta) شامل 
تخم  بارور نشده، تخم  بارورشده، لارو خارج شده در 0 و 1 ساعت پس از 
تخمه گشایی،  لارو از یک تا هفت هفته پس از تخمه گشایی و نمونه های 
تهیه شده از ماهیان بالغ )بافت های عضله، تخمدان، قلب، مغز، آبشش، 
بیضه، کبد، روده، طحال، پوست، قدامی و خلفی کلیه و خون( گزارش 
دادند که بیان ژن لیزوزیم نوع - C از مرحله تخم های بارورشده به بعد 
)UEFs) در این گونه قابل شناسایی است. همچنین این محققین با توجه 
به یافته خود مبنی بر بیان ژن لیزوزیم نوع - C از مرحله UEFs به بعد 
پیشنهاد دادند که این موضوع ممکن است نشان دهنده همان چیزی باشد 

که از آن به عنوان سیستم ایمنی مادرانه یاد می شود )4(. 
طحال  بافت  در   C  - نوع  لیزوزیم  ژن  بالاتر  بیان  میزان  مشاهده 
ماهیان مولد قره برون در مطالعه حاضر را می توان به عوامل محیطی 
کننده های مختلف  القاء  و  نور، کیفیت آب، شوری  دما،  مانند  مختلفی 
و  سن  جنسیت،  قبیل  از  زیستی  مختلف  عوامل  همچنین  و  استرس 

اندازه ماهیان مولد و همچنین وجود مسمومیت ها و عوامل بیماری زا 
در محیط زیست ماهی نسبت داد. بطوریکه طبق تحقیقات انجام شده 
یا  و  فعالیت  میزان  افزایش  باعث  عوامل  این  که  است  شده  مشخص 
باعث  این موضوع ممکن است درنهایت  لیزوزیم می گردند که  سطوح 
مربوطه  بافت های  در  لیزوزیم  ژن های  رونویسی  مستقیم  شدن  فعال 
بافت طحال  در   C - نوع  لیزوزیم  ژن  بیان  میزان  این  بر  علاوه  گردد. 
توسط  تولیدی  لیزوزیم  مقدار  افزایش  تأثیر  تحت  است  ممکن  ماهی 
تقسیم  و  غیراختصاصی  تقسیمات  در  میلوئیدی  بافت های  از  سلول ها 
نوتروفیل ها نیز باشد )20(. ضمن اینکه فرض بر این است که این آنزیم 
در حمایت از هموستازی بدن و در طول آداپتاسیون با شرایط غیرمنتظره 
در طول تغییرات زیست محیطی نیز نقش دارد )26(. در همین ارتباط 
پاسخ  در  را  بافت طحال  قوی  واکنش   )2002( و همکاران  میکریاکوف 
بررسی غلظت های تحت کشنده برخی نمک های  به سموم مختلف در 
فلزات سنگین مانند جیوه، کادمیوم و مس بر روی مقادیر لیزوزیم در 
بافت های بچه ماهیان خاویاری )A. baeri) گزارش دادند )21(. بنابراین با 
توجه به موارد ذکرشده و نتایج به دست آمده در خصوص بررسی میزان 
بیان ژن لیزوزیم نوع- C در بافت های قدامی کلیه، کبد، پانکراس و طحال 
در ماهیان مولد قره برون با استفاده از تکنیک Real time PCR کمی و 
مقایسه آن با دیگر مطالعات انجام شده در این زمینه با توجه به بالاتر 
بودن میزان بیان ژن لیزوزیم نوع- C در بافت طحال در مقایسه با سایر 
بافت های تحت بررسی و اهمیت این بافت به عنوان یکی از اندام های 
مهم در ایمنی شناسی ماهیان به عنوان نتیجه گیری کلی می توان این چنین 
بیان داشت که احتمالاً ژن لیزوزیم نوع- C به عنوان یکی از عوامل مؤثر و 
یک شاخص مولکولی کلیدی در سیستم ایمنی ذاتی در ماهیان مولد قره 
برون )A. persicus)  فعالیت دارد. همچنین با توجه به نقش این آنزیم 
در زیست شناسی بیمارها می توان از آن به عنوان یک ژن مرجع به منظور 
آن ها  درمان  و  بیمار  مولد  ماهیان  غربالگری  و  شناسایی  پیش آگاهی، 
استفاده کرد. بطوریکه طبق تحقیقات انجام شده مشخص شده است که 
این آنزیم در تخم های لقاح یافته نیز وجود دارد و اعتقاد بر این است 
که نقش مهمی را در پیشگیری از انتقال عمودی پاتوژن های باکتریایی 
به جنین بر عهده دارد )33(. فعالیت آنزیم لیزوزیم به عنوان یک نشانگر 
RES (Reticulo-endohelial system) بیماری با استفاده از فرمول بیان

عفونت هاست  برابر  در  دفاعی  مکانیسم های  اساسی ترین  از  یکی  که 
انعکاس داده می شود )18(. در همین ارتباط یافته های حاصل از شواهد 
شاخص  یک  به عنوان  لیزوزیم  توانایی  بر  مبنی  را  مدارکی  نیز  تجربی 
مناسب برای مطالعه بر روی عملکرد ماکروفاژی ارائه کرده است )7(. با 
این وجود تا به امروز توجه چندانی به این نقش لیزوزیم در آبزیان نشده 
این  در  اهلی  روی حیوانات  بر  انجام شده  مطالعات  سایر  در  اما  است. 
زمینه تورستینس دوفیر و همکارانش )1999( گزارش دادند که لیزوزیم 
سرم خون می تواند به عنوان یک مارکر بالقوه برای تعیین میزان فعالیت 
مونوسیت/ ماکروفاژی در بیماری آرتریت روماتوئید فعالیت کند )30(. 
سطوح  حاوی  طبیعی  به طور  گاو  شیر  که  است  مشخص شده  همچنین 
بسیار پایینی از لیزوزیم )در حدود μg /ml 0/15( است؛ اما از مقایسه 
همین مقدار کم با شیرهای به دست آمده از گاوهای مبتلابه بیماری آماس 
 )1-25ml/ μg( پستان که محتوی غلظت های بالاتری از این آنزیم هستند
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می توان فعالیت لیزوزیم شیر را به عنوان یک مارکر تشخیصی بالقوه در 
پیشنهاد داد  بیماری  این  بالینی گاوها مبتلابه  بیماری ورم پستان تحت 
)27(. همچنین سرا و همکاران )2002( نقش این پروتئین شیر را حتی 
به عنوان یک عامل پیش آگاهی دهنده در بیماران مبتلا به سرطان سینه 
در انسان نیز پیشنهاد دادند )28(. علاوه بر موارد ذکرشده عنوان شده 
کاربرد دارد و در  نیز  برای تسکین تب رماتیسمی  آنزیم  این  است که 

برخی موارد، خواص ضد درد نیز برای آن گزارش شده است )27(. 
در مجموع با توجه به اینکه مطالعه حاضر به عنوان اولین مطالعه 
انجام شده در زمینه بررسی بیان ژن های لیزوزیم در بین گونه های مختلف 
زمینه  در  قطعی  نظر  ابراز  جهت  بنابراین  می باشد؛  خاویاری  ماهیان 
ماهیان  ایمنی  سیستم  در   C-نوع لیزوزیم  بخصوص  ژن ها  این  پتانسیل 
خاویاری نیاز به انجام مطالعات بیشتر در خصوص بررسی عوامل مختلف 
محیطی، زیستی و تغذیه ای بخصوص مطالعات در معرض قرارگیری یک 
عامل عفونی در گونه تحت بررسی و سایر گونه های ماهیان خاویاری 

کاملًا احساس می گردد.  
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