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Danio(گورخريماهیتولیدمثلیعملکردوCYP19(a)ژنبیانبررسی rerio(
Vitex(انگشتپنجگیاهعصارهباشدهغنیجیرهباشدهتغذیه agnus castus(
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چکیده

که استیک آنزیم استروئیدوژنیک کلیدي در تبدیل آندروژن به استروژن P450(CYP19(a))آروماتاز 
حاضر به بررسی تاثیر عصاره مطالعهدر از این رو، . کندتکامل گناد ایفا میو نقش مهمی را در تمایز جنسی

مرتبط با هاينسبت جنسی و بیان یکی از مهمترین ژنهیدروالکلی گیاه پنج انگشت بر عملکرد تولیدمثلی،
تفریخپس از لاروها. شدپرداخته ماهی گورخري درRT-PCR، با استفاده از روش(CYP19(a))جنسیت 

گرم عصاره در هر ) 3T(15و ) 0T( ،5)1T( ،10)2Tگروه شاهد (0در چهار سطح آزمایشیبا جیره غذایی 
، 7، 4در روزهاي ماهیانبرداري از انجام بیان ژن، نمونهبه منظور. روز تغذیه شدند45کیلوگرم غذا به مدت 

β-actinمرجعهدف با استفاده از ژن سازي بیان ژننرمال. صورت گرفت،تفریخپس از 45و 30، 15، 10

ه ب3Tو 2Tهايدر تیمارتولیدمثلیدعملکر. صورت گرفتCT -2∆∆ژن با استفاده از روشیانبیجنتایزآنالو
لاروهاوزنوطولويگنادشاخصمطلق،هماوريکهطوريهب؛بودتیمارهاسایرازبهترداريمعنیطور

جنس ماده به نر افزایش یافت نسبتغلظت عصاره در جیره، با افزایش . )P>05/0(در این تیمارها بالاتر بود
)05/0<P(.3تیماردرکهطوريبهT،بیان ژنعصارهتحت تاثیر .شدمادهجنسدرصد23/87تولیدبهمنجر

CYP19(a) بالاترین بیان این ) تفریخروز پس از 45(در زمان تمایز گنادها به طوري که یافت،افزایش نیز
دستیابی به بهترین عملکرد تولیدمثلیبراي را 3Tتیمارتوان استفاده از در مجموع، می.گرفتصورت ها ژن

.کردپیشنهاد،پروريآبزيدرمدلگونهعنوانبهگورخريماهیدرمادهجنسازبالاتريدرصدو
.ماهی گورخري، گیاه پنج انگشت، CYP19(a)، تولیدمثل:کلیديواژگان
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مقدمه
استروئیدهاي مطالعات انجام شده،طبقبر 

جنسی نقش مهمی را در تمایز جنسی ماهیان 
.ندکندر مراحل بسیار ابتدایی زندگی ایفا می

هاي ترین ژنیکی از کلیديCYP19(a)ژن 
آن در mRNAکه است مرتبط با جنسیت 

ماهیان و خزندگان قبل از تمایز جنسی بیان 
ژنبیاندربارهزیاديمطالعات.دشومی

Fernandino(در ماهیان صورت گرفته است 

et al., 2008; Cao et al., در.)2012
مسیردرپایانیآنزیمCYP19(a)واقع

را به هاساخت استروئیدها است که آندروژن
بیان مناسب این . کندها تبدیل میاستروژن

آنزیم براي تولید مثل و تمایز جنسی در اکثر 
.)Trant et al., 2001(داران حیاتی است مهره

در ابتدا پس CYP19(a)ژن mRNAسطح 
روز 25اما است پایین ) تفریخ(از خروج از تخم 

Chen(یابدمیافزایشآنمقدارتفریخازپس

et al., 2014 .(طور معمول استروئیدهاي ه ب
القاي تغییر جنسیت در برايمصنوعی زیادي 
اما به دلیل خطرات شوند میماهیان استفاده 

بررسی امکان بالقوه چنین استروئیدهایی، 
استفاده از مواد دارویی و گیاهی جدید امري 

گیاهکهانددادهنشانمطالعات.استمهم
ها، استروئیدها، ساپونینپنج انگشت داراي 

یدها، آلکالوئیدها، اسیدهاي چرب وئفلاون
ها، نیترات ها، رزینها، تانینغیراشباع، ویتامین

پتاسیم، اسید آسپارتیک و اسید گلوتامیک 
یدهاي وئکه فلاونکردندبیان پژوهشگران.است

)Flavonoids ( موجود در گیاه پنج انگشت
)Vitex agnus castus(،افزایشطریقاز

پروژسترون توانایی جنسی را در جنس سطح
سبب تولید هورمون جسم ،ماده افزایش داده

Ghosal(شودمیزرده  and Chakraborty,

همچنین یکی از مهمترین ترکیباتی ). 2014
که در گیاه پنج انگشت وجود دارد و نقش 

ایفا هاي جنس مادهدر تولید هورمونرااصلی 
ها از ایزوفلاون. هستندها ن، ایزوفلاودکنمی

FSHهاي طریق جلوگیري از نوسانات هورمون

فولیکولار مرحلهسبب طولانی شدن LHو 
Messina(شوندمی et al., در مطالعه ).2006

سویاهاي روغنایزوفلاونتاثیر) 1389(ثمري
سهماهی گورامیدرهااووسیتنهاییبلوغبر

Trichogaster(خال tricogaster(مورد
این بلوغ نهایی در تسریعوگرفتقراربررسی
با بررسی اي دیگر در مطالعه. شدمشاهده ماهی 

Althaea(ختمیگیاهعصارهاثر officinalis (
رشد و القابراسترادیول-بتا17هورمونو 

ها در ماهی ماده نابالغ اووسیترسیدگی
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که عصاره گیاه شدمشاهده ،گورامی سه خال
هاي ختمی تاثیر بسیار مطلوبی در شاخص

).1392، آبادامانی شمس(است مذکور داشته 
اتثربه بررسی ا) 1393(ناجی و همکاران 

Matricaria(بابونه رهعصانیوژسترافیتو

recutita (قطردي و گناشاخصصدبر در
ل پرداختندخاسهمیراگوماهیي سیتهااوو

و مشاهده کردند که با افزایش غلظت عصاره، 
بررسی سطح . شاخص گنادي افزایش یافت

گورخري در ماهیان CYP19(a)بیان ژن 
) nM100(که در معرض استرادیول 1جوان

و Kazetoقرار گرفته بودند، در مطالعه 
و مورد بررسی قرار گرفت) 2004(همکاران 

. مشاهده شد که بیان این ژن افزایش یافت
FenskeوSegner)2004 ( به بررسی نسبت

در ماهیان CYP19(a)جنسی و بیان ژن 
) Fadrozole(گورخري تحت تاثیر فادروزول 

و افزایش بیان این ژن و نیز افزایش پرداختند
و Chen. درصد جنس نر را مشاهده کردند

را CYP19(a)بیان ژن نیز ) 2014(همکاران 
Carassius(در ماهی قرمز  auratus ( که

متیل تستوسترون - آلفا17تحت تاثیر هورمون 
دریافتند که و کردندبررسی قرار گرفته بودند،

1- Juvenile

CYP19(a)کاهش بیان ژن باعث این هورمون 

.شودمی
هايتخمو جیرخاحلقا،سریعتکوین

ینامحبوبیتموجبشفاف ماهی گورخري 
جنینشناسیوتکوینیشناسییستزدرلمد
غددسیستماین ماهی داراي تشابه.ستاهشد

به ،با پستانداران بودهHPG2محور وریزدرون
پروري استفاده عنوان یک گونه مدل در آبزي

از بسیاري موارد ذکر شده، وه بر علا. شودمی
ن،نساابانومیژشباهتمانند یگردهايویژگی
یش افزاموجبن،ساورش آپروديقتصااصرفه

هاي شتهردرلمدرجانویناازدهستفاا
;Hill et al., 2005(است شدهگوناگون 

Spence et al., 2008.(
گیاه پنج انگشت به عنوان یک گیاه 

داراي )Naji et al., 2014(فیتواستروژن
و ترکیبات موجود در آن است خواص دارویی 

هاي مصنوعی در جایگزین استروژنعنوانبه
رفته استبه کار در موش HPGکنترل محور 

)Nasri et al., 2004( . تاکنون گزارشی از
تاثیر عصاره گیاه پنج انگشت بر آبزیان گزارش 

برآناتثرادنبوناشناخته. نشده است
آن بر اثرتغییر جنسیت و نحوه يیندهاآفر

موجب شد تا در در آبزیانروند تکامل گناد

2- Hypophysis-Pituary-Gonad Axis
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تاثیر آن بر عملکرد تولیدمثلی، این مطالعه 
درCYP19(a)ژنبیانوجنسینسبت

صورت کمی و با استفاده از ه ماهی گورخري ب
RT-PCRمورد بررسی قرار گیرد.

هامواد و روش
ماهیانبنديو تیمارنگهدارينحوه

Danio(ماهی گورخري مولدین نر و ماده

rerio ( گرم و 66/2±2/0با میانگین وزن
پس از متر سانتی2/5±3/0میانگین طول 

یدشهپروريتحقیقات آبزيمرکز انتقال به 
و منابع يعلوم کشاورزي دانشگاهبرآبادیفضل
صورت جداگانه در ه ب،گرگانیعیطب

درمتر سانتی30×40×70هایی با ابعاد آکواریوم
قرار pH2/0±7وگراددرجه سانتی25دماي 

بعد از دو هفته مولدین سپس . داده شدند
سازگاري با شرایط فیزیکوشیمیایی محیط 

ریزي منتقل هاي ویژه تخم، به آکواریومجدید
.شدند

طور تصادفی، به هالاروانجام آزمایش، براي 
0T( ،5)1T( ،10شاهد، (0تیمار چهاردر 

)2T( 15و)3T(گیاه پنج انگشت گرم عصاره
Vitex agnus castus) شرکت داروسازي

در هر کیلوگرم غذا قرار داده )پورسینا، ایران
تکرار در نظر گرفته 3براي هر تیمار  وندشد

لاروهاغذادهی .)لارو30در هر آکواریوم (شد
درصد کیسه زرده، ابتدا با 75پس از جذب 

هايزئوپلانکتونناپلیباسپسومرغتخمزرده
و سازي شده با عصاره گیاه پنج انگشت غنیریز 

ساخت شرکت بیومار که جیره پایهدر نهایت با 
هاي ذکر با عصاره گیاه پنج انگشت با غلظت

. روز انجام شد45مدت شده غنی شده بود، به 
ترکیب جیره پایه مورد استفاده براي تغذیه 

دوره طی.آورده شده است1ماهیان در جدول 
به و روزسه بار در ماهیان غذادهی به ، آزمایش

. دانجام شدرصد وزن بدن10تا 7میزان

گورخري ماهیپایههجیرترکیب :1جدول 
)Daniorerio(تروزن سساابر

مقدارترکیبات
45/52(%)پروتئین

44/18(%)چربی
35/11(%)خاکستر

1/2(%)فیبر

12/8(%)رطوبت
cal/g(56/4598(انرژي

در طول دوره آزمایش، براي کنترل دماي 
200بخاري ها یک در هر کدام از آکواریومآب

براي . نصب شد) ، ایرانAbziparvar(وات 
40روز یک بار 2حفظ کیفیت آب نیز هر 
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درصد حجم آب آکواریوم تعویض و به صورت 
هاي فیزیکوشیمیایی آب شامل روزانه ویژگی

pH اکسیژن محلول، نیتریت، سختی کل و ،
. گیري شددماي آب اندازه

هاي تولیدمثلیمحاسبه شاخص
1با دقت (با استفاده از ترازو لاروهاوزن 

کش ها با استفاده از خطو طول آن) گرممیلی
براي . گیري شداندازه) مترمیلی1با دقت (

بر تعداد لاروهاتعیین درصد بقا، تعداد اولیه 
مورگی و همکاران، (شدنهایی آنها تقسیم 

هايلامازهاتخمقطرگیري اندازهبراي). 1393
شدبرداريماهیان عکستخمدانازشدهتهیه

Axiovisionافزارنرمازاستفادهباسپسو

ناجی و همکاران، (شد گیرياندازههاآنقطر
میتقسجنس نر به ماده با نسبت. )1393

نر متولد شده بر تعداد کل انیتعداد کل ماه
،شیماده متولد شده در کل دوره آزماانیماه

).1393بگلو و همکاران یحاج(به دست آمد
تعیین تعداد تخمک در تخمدان از روش براي
از تخمدانکهصورتاینبه. شداستفادهوزنی

سپس .شدتوزینوخارجشکمیمحوطه
تخمکتعدادوشدبخشی از تخمدان برداشته

تخمدانکلوزنبهسپسشمارش وآندر
عنایت غلامپور و ایمانپور، (شد دادهتعمیم

از )GSI(1شاخص گناديتعیینبراي .)1391
Yiwang(شداستفاده1بطهرا et al., 2001.(

:1رابطه 
(%)شاخص گنادي=) وزن گناد/ وزن بدن (×100

بررسی بیان ژن
برداري از بیان ژن، نمونهبررسیبراي 

45و4،7،10،15،30هايروزدرماهیان
قطعه5و در هر مرحلهانجام شدتفریخ پس از 

.مورد استفاده قرار گرفتتیمارهر از اهیم
برداري باپس از نمونهبلافاصلهاهیمهاينمونه

فریز ) گراددرجه سانتی- 196(مایع ازتدر
گراد درجه سانتی- 80شدند و سپس در فریزر 

.شدندنگهداريRNAتا زمان استخراج 

RNAاج ستخرا

منجمد هاياهیمن کردن گپس از هم
ازت مایع، فرآیند استخراج با استفاده درشده 

العملدستورمطابقوRNX-Plusاز کیت
Sina(سازندهشرکت Colon،شدانجام)ایران.

برداري، در هر مرحله نمونهبه این صورت که 
RNAاستخراج شد و براي هر نمونهسهازکل
Kolangi(سه تکرار در نظر گرفته شدمرحله

Miandare et al., 2013( .

1- Gonadosomatic Index
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RNAارزیابی کمی و کیفی 

دستگاه توسطکل RNAارزیابی کیفی 
کمیت و شدانجام1%الکتروفورز و ژل آگارز 

دراپ نانوهستگادبا استفاده ازRNA) غلظت(
)ND-1000 ،Thermo Scientific ،آمریکا (

با نیز ها نمونهنوريمقدار جذب. شدتعیین 
-IMPLEN(استفاده از دستگاه نانوفتومتر 

P100 ،BioRAD ،هاي در طول موج) آمریکا
شدخواندهنانومتر 320و 280، 260، 230

)Kolangi Miandare et al., 2013(.

cDNAتولید

ژنومی احتمالی DNAبراي از بین بردن 
DNase Iاستخراج شده از تیمار RNAدر 

)Invitrogenساخت . شداستفاده ) ، آمریکا
بر اساس روش پیشنهادي cDNAرشته اول 

براي )، کرهGeNet Bio(سازندهشرکت
Kolangi Miandare et(ها انجام شدنمونه

al., 2013(.

آغازگرطراحی 
تکثیربرايمناسبآغازگرطراحی

از روي الگوهاي PCRاختصاصی محصولات 
ملزومات مهم در انجام اکثر متفاوت، یکی از 

. دشومیمحسوب RT-PCRهايآزمایش
CYP19(a)هاي هاي مورد نیاز براي ژنآغازگر

، طبق RT-PCRبراي انجام β-actinو
NCBIهاي موجود در بانک ژنیتوالی

)AY780257.1AF226620.1NM_131031(
باPCRاندازه محصول ). 2جدول (طراحی شد 

ها آنعملبودن ختصاصیاوهاآغازگربه توجه
قرارسیربرردموصددریکرزگاآژلکمکبا

تقریباسو،یکازکهاینبهتوجهبا.گرفت
ژنازژنبیانبررسیبرايمنابعتمامیدر

β-actinاز و شداستفاده مرجععنوان ژن ه ب
نسبی این ژن با بیان بررسی سوي دیگر،

شدمشخص استفاده از روش منحنی استاندارد 
از ،که در تمامی مراحل تقریبا بیان ثابتی دارد

بیان ژنسازي ، نرمالپژوهشاین رو در این 
صورت β-actinمرجعهدف با استفاده از ژن 

.گرفت

RT-PCRفرآیند 

با استفاده از دستگاه RT-PCRواکنش 
Real Time PCR)BioRADو با ) ، آمریکا

سایبر بیوپارس، (استفاده از کیت سایبرگرین 
در ، اردستاندالعمل ر استوس دساابر و ) ایران

در دقیقه 10به مدت کنش اول، وامرحله 
در چرخه 40گراد و با درجه سانتی95دماي 

در مرحله بعد .ثانیه انجام شد30در ما دین ا
ثانیه20مدتدرگرادسانتیدرجه65بهدما
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RT-PCRفرآیند درهشددهبررکابهيهاآغازگر:2ولجد

کارایی توالیآغازگر
(%)آغازگر

دماي ذوب
)ºC(

اندازه قطعه
(bp)

ZCYP19(a)F: TCTGCTTCAGAAGATTCATAAATACTTT
R: CCTGCAACTCCTGAGCATCTC

9955121

β-actinF: AGGTCATCACCATCGGCAAT
R: GATGTCCACGTCGCACTTCAT

9858140

دمايدرثانیه40آنازپسویافتکاهش
تمدبهخرآمرحلهدروگراد سانتیدرجه 74
تمامی.شدشتهدانگهمادینادرقیقهد7
جاآناز.شدمنجااارتکرسهدرکنشهاوا

محصولگرادسانتیدرجه55که در دماي
غیراختصاصی و دیمر مشاهده نشد، این دما به 

.عنوان دماي واکنش در نظر گرفته شد
مانیزحلامرتمامیRT-PCRمنجااايبر

به ه ستگاخروجی د.شدیابیارزهشدکرذ
یا چرخه ) Ct)Threshold Cycleرت صو

از دهستفاابااردستاندامنحنی. شدثبت آستانه 
به cDNA)1زيساقیقرمختلفينسبتها

200به 1، 100به 1، 50به 1، 10به 1، 5
با استفاده PCRبازدهی . شدسمر)میکرولیتر
Radonic et(محاسبه شد 2از رابطه  al.,

2004.(

:2رابطه 
E (%) = [10 (1/Slope) – 1] × 100

E : بازده)Efficiency(

با دو CYP19(a)تغییرات نسبی بیان ژن 
شدمحاسبه) Ct)CtΔΔ-2گیري از بار مشتق

)Livak and Schmittgen, 2001.(
اي که هاي مورد مطالعه مرحلهدر بین زمان

به عنوان کالیبراتور به داشترا Ctکمترین 
منظور ارزیابی بیان نسبی ژن هدف مورد 

Larionov(گرفتقراراستفاده et al., 2005.(
درCYP19(a)ژنبیانسطحسازينرمال

مراحل مختلف تکوین ماهی گورخري با
طرفه یکواریانستحلیلآزمونازاستفاده

)One-way ANOVA(آزمونپسوTukey

.شدبررسی)P>01/0(درصد1خطايسطحدر
SPSSافزار در نرم لنرماکنشاپرابتدا19

-Kolmogorovها با استفاده از آزمون هداد

Smirnovها میانگین دادهسپس. شدسیربر
دجوومعدیادجووتعیین برايومحاسبه 

يشاخصهادار از نقطه نظر معنیفختلاا
طرفه و از آنالیز واریانس یکهشدمحاسبه

خطايدر سطح ) Duncan(آزمون دانکن پس
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همچنین از رگرسیون خطی .شداستفاده 05/0
از آزمون ارزیابی ضریب همبستگی برايو 

.استفاده شداسپیرمن 

نتایج
هاي فیزیکوشیمیاییشاخص

هايشاخصگیري شده مقادیر اندازه
pHبرايآزمایشدورهطولدرفیزیکوشیمیایی

،mg/L1/0±4/4محلولاکسیژن،2/0±2/7
کلسختی،mg/L2/0±53/1نیتریت
mg/L1/8±202دماوC°1±5/24بود.

هاي تولیدمثلیشاخص
دعملکربهطمربونتایج3در جدول 

Danio(گورخريهیانماتولیدمثلی rerio(
ي آزمایشی مختلف نشان داده شده هاوهگردر

که بالاترین شد بر طبق نتایج مشاهده . است
، شاخص گنادي، طول و لاروهاقطر تخم، بقاي 

گیاه گرم عصاره15در تیمار حاوي لاروهاوزن 
دست ه ب) Vitex agnuscastus(پنج انگشت 

غلظتکه با افزایش استآمد که حاکی از این 
عصاره در جیره، عملکرد تولیدمثلی ماهیان نیز 

.افزایش یافت

مختلفمایشیآزيهاوهگردر) Danio rerio(گورخريهیانماتولیدمثلیدعملکر:3جدول 

3Tتیمار2Tتیمار 1Tتیمار )شاهد(0Tتیمارهاي تولیدمثلیشاخص

زردهکیسهبجذتارولايبقا
)درصد(

c3/2±0/85b2/3±2/90b7/2±1/96a3/2±2/97

c05/0±1/5b03/0±5/5b02/0±9/5a02/0±6/6)مترمیلی(رو لالطو

c020/0±2/1b025/0±5/1b056/0±95/1a065/0±1/2)گرممیلی(رو لاوزن

c2/0±58/1b3/0±76/2b2/0±82/2a3/0±5/3)گرم(ماده بالغماهیانوزن 

c1/1±17/18b3/1±5/48b2/1±9/69a6/2±7/99)گرممیلی(وزن گناد 

c62/32±75/479b30/66±22/535b7/52±35/566a3/56±599تعداد تخمک در تخمدان

c05/0±15/1b04/0±76/1b02/0±48/2a03/0±85/2(%)ديشاخصگنا

b03/0±54/0ab02/0±61/0b01/0±65/0a03/0±75/0)مترمیلی(قطر تخم

77/12: 43/2156/84:44/1523/87: 88/4557/78: 12/54)نر: ماده (درصد نسبت جنسی 
).P>05/0(است دارمعنیفختلااوجود نشانگروتمتفانگلیسیاوفحریفردهردر
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بیان ژن
وCYP19(a)هدفژنهايآغازگرابتدادر

قرارارزیابیمورد بررسی وβ-actinمرجعژن 
PCRیکازاستفادهباجهتهمینبه.گرفتند

رويبرPCRمحصولوشدندآزمایشنرمال
نتایج نرمال . شدرویتدرصدیکآگاروزژل

شده، نشان داد که بیان این ژن در تیمارهاي
ازپس30و4،7،15روزهايدرمختلف
)P<05/0(نداشتداريمعنیتفاوتتفریخ

تفریخ، بیان ازپس45و10روزهايدرولی
این ژن در تیمارهاي آزمایشی به طور

).P>05/0(بودشاهدتیمارازبالاترداريمعنی
جایگاهبههاآغازگرکهدادنشاننتایج

نسبیبیانسپس . اندشدهمتصلژنصحیح
30، 15، 10، 7، 4در روزهاي CYP19(a)ژن
مورد بررسی قرار گرفت تفریخ پس از 45و 
بیان ژن مذکور با استفاده از ژن ). 1شکل(

.شدنرمال β-actinمرجع

. P>05/0: *). راف معیارحان±نمیانگی(برداريدر روزهاي مختلف نمونهCYP19(a)بیان نسبی ژن:1شکل
**:01/0<P.

شاهد mg5 mg10 mg15
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cDNAبر پایه مقادیر مشخصی از CYP19(a)هدفژنهايآغازگرجفتبراياستانداردمنحنی:2شکل 

. نمایش داده شده است) R2(همبستگی ضریبوخطمعادلهبه همراهلگاریتمیمختلفهايرقتدر
دست آمده ه بCtو )Xمحور (هاي مورد استفاده منحنی استاندارد بر اساس رگرسیون بین لگاریتم رقت

.رسم شده است) Yمحور (براي هر رقت 

بحث
عصاره گیاه پنج کهاندنشان دادهتمطالعا

Vitex(انگشت agnus castus(خاصیت
از این ، )Nasri et al., 2004(دارد نیوژسترا

حاضر به منظور بررسی خاصیت پژوهشرو
استروژنی این گیاه بر عملکرد تولیدمثلی و بیان 

Danio(در ماهی گورخريCYP19(a)ژن 

rerio(هاي ویژگیمقایسهبا . صورت گرفت
ماهیان مانند هماوري، قطر تخم، تولیدمثلی 

که در لارواندگی، طول و وزنمدرصد باز
ارائه شده است و مقایسه تیمارهاي 3جدول 

که عصاره شد ، مشخص شاهدآزمایشی و گروه 
داراينیزدر ماهی گورخريگیاه پنج انگشت

این ت دیگر،رعبابه.استنیوژسترر افتاریک
ها کمک کرد و سبب سیتاووشد ربهعصاره 

به . شدافزایش قطر تخم و شاخص گنادي 
3Tحاضر، ماهیان تیمار پژوهشکه در طوري

روز زودتر به بلوغ 15نسبت به گروه شاهد، 
توان به وجود رسیدند که علت این امر را می

ترکیبات فیتواستروژنیک در عصاره گیاه پنج 
تسریعدرترکیبینامثبتاصخوانگشت و 

Nasri et(ماهیان نسبت داد جنسیسیدگیر

al., 2004; Naji et al., 2014.(
ازاستفادهنددادنشان)1389(ثمري
هورمونمانندهمسویاروغنهايایزوفلاون

تسریع بلوغ سببتواندمیاسترادیول-بتا17
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ترکیب .نهایی در ماهی گورامی سه خال شود
نیزاصلی موجود در عصاره گیاه پنج انگشت

که در )Zahid  et al., 2016(استایزوفلاون 
حاضر سبب تسریع در روند تکامل پژوهش

که در کردندمشاهده ) 1392(عصاره.شدگناد 
Trichogaster(خال سهماهی گورامی

tricogaster (چايگیاهدوز عصارهافزایشبا
.کندمیپیداافزایشGSIسبز، شاخص 

بررسی با)1392(و همکارانامانیهمچنین
Althaea(اثرات عصاره گیاه ختمی 

officinalis(دوزافزایشباکردندمشاهده
کرد افزایش پیداGSIگیاه، شاخص این عصاره

حاضر همخوانی مطالعهها با نتایج که نتایج آن
بررسی تاثیر در) 1392(آباد امانی شمس.دارد

-بتا17هورمونوختمیگیاهعصاره
ها در رشد و رسیدگی اووسیتبراسترادیول

تاثیر مثبت ،ماهی ماده نابالغ گورامی سه خال
،گناديشاخصمیزانبرراهورمونوعصاره

گروهبامقایسهدرهااووسیترسیدگیورشد
حاضر مطالعهکه با نتایج کردند شاهد مشاهده 
حاضر مطالعه در به طوري که همخوانی دارد 
.شدمشاهده 3Tدر تیمار GSIبالاترین درصد 

اتثربا بررسی ا) 1393(ناجی و همکاران 
Matricaria(بابونه رهعصانیوژسترافیتو

recutita(کردندبیانلخاسهمیراگوماهیبر

دوزیشافزاباديگناشاخصصددرمیانگین
.ستاشتهداديصعوسیر،بابونهرهعصا

یشافزاباسیتهااووقطربینیوتتفاهمچنین
بامقایسهدرشد که همشاهدبابونهرهعصادوز
هاآن). P>05/0(دار بودمعنیشاهدوهگر

موجببابونهنتیجه گرفتند افزایش دوز عصاره 
ناجی و (شودمیسیتهااووسیدگیرتسریع

حاضر مطالعه که با نتایج )1393همکاران، 
ماهی درباره اثر عصاره گیاه پنج انگشت بر 

.داردگورخري همخوانی 
Kazetoانماهی)2004(همکارانو

روز پس از لقاح به مدت 17را جوانگورخري
قرار)nM100(استرادیولمعرضدرروز3

دادند و مشاهده کردند که سطح بیان ژن 
CYP19(a) برابر افزایش یافت100به میزان .

در CYP19(a)حاضر نیز بیان ژن مطالعه در 
نسبت به روز چهارم پس تفریخ پس از 45روز 
، افزایش داشت که با نتایج این تفریخاز 

تفاوت در مقادیر . مطابقت داردپژوهشگران
تواند مختلف، میمطالعاتسطوح بیان ژن در 
اهیمقرارگیريزمانمدت به دلیل تفاوت در 

مراحل مختلف تکاملی و ،عصارهمعرض در 
گیري کمی هاي مختلف اندازههمچنین روش
) Segner)2004وFenske. بیان ژن باشد

پس 71تا 35بین روزهاي ماهیان گورخري را 
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با ) Fadrozole(تاثیر فادروزول تحت ،از لقاح
میکروگرم در هر کیلوگرم غذا قرار 500غلظت 
درصد جنس نر 100منجر به تولید ودادند 

مقدار بیان کردند مشاهده ها آنهمچنین . شد
در طی دوره تمایز گناد CYP19(a)ژن 

پس از 71تا روز 35از روز (ماهیان گورخري 
Fenske(افزایش یافت) لقاح and Segner,

حاضر همخوانی پژوهشکه با نتایج )2004
طی ) 2014(و همکاران Chenمطالعات . دارد

متیل -آلفا17تیمار ماهی قرمز با هورمون 
تستوسترون مشاهده کردند که در تیمار شاهد

پس از خروج از تخم CYP19(a)بیان ژن
تفریخازپسروز26امابوداندكبسیار

تیماردرافزایشاینکهکردافزایششروع به
.شدنمشاهدهتستوسترونمتیل-آلفا17با

متیل -آلفا17با هورمون ماهیبنابراین تیمار 
تواند از افزایش بیان ژن تستوسترون می

CYP19(a) حاضر پژوهشدر . کندممانعت
پنج انگشت گیاه که عصاره با توجه به این

هاي جنسی هورمونترکیبات مشابه با حاوي 
بیان ژنتحت تاثیر عصاره این گیاه ، استماده 

CYP19(a) و تفریخ پس از در ماهی گورخري
. تمایز گنادها افزایش یافت

ژنبیانروندبررسیکلی،طوربه
CYP19(a) حاضر، طی دوره پژوهشدر

تکاملی ماهی گورخري بیانگر افزایش مقدار 
طی دوره تکاملی دادکه نشان بودبیان ژن 

و همگام با تکامل غدد تناسلی و افزایشماهی
، بیان این آندرجنسبهوابستههايهورمون

که به نحوي در تعیین جنسیت و رشد غدد ژن
که متاثر از یافتجنسی نقش دارد نیز افزایش 

حضور عصاره گیاه پنج انگشت در جیره غذایی 
از طرفی در تیمارهاي . بودماهی گورخري 

هايحاوي عصاره گیاه پنج انگشت، شاخص
تخم، بقاي قطرجملهازماهیانتولیدمثلی

لاروهاوزن ، شاخص گنادي، طول ولاروها
داري معنیطور به نسبت به گروه شاهد 

)05/0<P ( که حاکی از این شد بالاتر گزارش
عملکردجیره،درعصارهدوزافزایشباکهاست

. تولیدمثلی ماهیان نیز افزایش یافته است
توانمی،پژوهشایننتایجبهتوجهبابنابراین

تولیدمثلیعملکردافزایشبهدستیابیمنظوربه
و ازدیاد جنس ماده در ماهی گورخري به 

پروري، از عصاره عنوان یک گونه مدل در آبزي
گرم در هر 15غلظتگیاه پنج انگشت با 

.کردکیلوگرم جیره غذایی استفاده 
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منابع
عصارهمقایسه اثرات . 1392. آباد نامانی شمس

Althaeaختمی officinalisهورمونو
ها اووسیترسیدگیورشدبراسترادیول- بتا17

رساله . در ماهی ماده نابالغ گورامی سه خال
دکتري، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم 

.ص89. دارویی تهران

مقایسه اثرات هورمون بررسی و .1389. ثمري ز
هاي روغن سویا،استرادیول و ایزوفلاون-بتا17

ها در ماهی گورامی بر رشد و رسیدگی اووسیت
Trichogaster(علمینامباخالسهنابالغماده

trichopterus( . رساله دکتري، دانشگاه آزاد
.ص75. اسلامی، واحد علوم دارویی تهران

و . ع.حسینی س، .، سوداگر م.حاجی بگلو ع
سطوحاثربررسی.1393.م.سجعفري

Corchorus(مختلف عصاره اتانولی
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Abstract
P450 aromatase (CYP19(a)) is the key steroidogenic enzyme responsible for

conversion of androgens to estrogens which play a critical role in developmental
and sex differentiation. Hence, this study was done to evaluate the effect of Vitex
agnus castus hydroalchoholic extract on reproductive performance, sex ratio and
expression of CYP19(a), one of the most important gene related to gender, using
RT-PCR method in zebrafish. The larvae were fed post-hatching with diets
containing extracts of four levels included 0 (control group T0), 5 (T1), 10 (T2) and
15 (T3) g/Kg food for 45 days. For gene expression studies, samples of larvae at 4,
7, 10, 15, 30 and 45 days post-hatching were collected. Expression of β-actin
housekeeping genes was normalized as reference gene. Gene expression was
evaluated by using 2-ΔΔCT method. The reproductive performance was significantly
better in T2 and T3 than other treatments (P<0.05). With increasing concentration of
extract in the diet, the ratio of female to male increased (P<0.05). T3 Treatment
leading to 87.23% female. The use of plant extract increased the expression of gene
CYP19(a), so at the time of differentiation of gonad (45 days after hatching), the
highest expression of this gene was occurred. Overall, suggest the use of T3

treatment to achieve the best reproductive performance and a higher percentage of
females in zebrafish as model for aquaculture species.
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