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(Salmo caspius ) سازیدورگهبا شیوه ( در محلIn Situ Hybridization) 
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 69 مهرتاریخ پذیرش:  69 مردادتاریخ دریافت: 

 چکیده
های نوکلئیک در جمعیت ناهمگونی یابی توالی خاصی از اسیددر محل، ابزار قدرتمندی در مکانسازی دورگه

در بافت بیضه  Vasaانداری این شیوه، با استفاده از نشانگر با هدف راهحاضر مطالعه از این رو، ها است. از سلول

ین ژن دیگوکسی با شده نشاندار ریبوپروب مطالعه، این انجام برای شد. انجام (Salmo caspius) خزر دریای آزاد ماهی

(Dig) پلازمید از pGEM-T حامل DNA ژن مکمل Vasa کردن نشاندار شد. تولید خزر، دریای آزاد ماهی RNA 

در  سازیدورگهبرای  انجام شد. Dig Labeling Mixطی واکنش رونویسی در شرایط آزمایشگاهی با استفاده از 

رفت. گیری بافتی قرار گتحت تثبیت و آب ،محل بر روی بافت، ابتدا بافت بیضه بعد از جداسازی از ماهی آزاد نابالغ

انکوبه  Vasaسنس ، حاوی ریبوپروب آنتیسازیدورگهها با بافر ، لامKدهی مجدد و تیمار با پروتئیناز پس از آب

ساعت، آشکارسازی  69بادی علیه دیگوکسی ژنین برای و انکوباسیون با آنتی SSCشدند. پس از شستشو با محلول 

نشان داد  Vasaسنس با استفاده از ریبوپروب آنتی این پژوهشاز  به دست آمدهنتایج  انجام شد. NBT/BCIPبا 

شدت  کردند، اماهای بنیادی اسپرماتوگونی تا اسپرماتوزوآ( این ژن را به خوبی بیان های زایا )از سلولکه همه سلول

به  Vasaژن  . بنابراین در این مطالعه،بودهای زایای گونه مورد مطالعه، متفاوت های مختلف سلولبیان آن در رده

در محل به عنوان یک عامل کاوشگر، سازی دورگه در این ماهی و شیوههای زایا عنوان نشانگر اختصاصی برای سلول

تواند کمک شایانی در بیضه ماهی آزاد، معرفی شد. این یافته می در بافت هامکان رونوشت ژنبه منظور بررسی 

 اشد.ب ها در این گونه ارزشمند دریای خزر داشتههای زایا و تکوین آنشناخت بیشتر ما از چگونگی تشکیل سلول
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 مقدمه

( Salmo caspiusآزاد دریای خزر )ماهی 

ای است که آلای قهوهی قزلهایکی از زیرگونه

های اخیر جمعیت آن به واسطه تخریب در سال

رویه، دستخوش کاهش محیط زیست و صید بی

این ماهی را در  ،شده استای قابل ملاحظه

های در معرض تهدید قرار داده فهرست گونه

ن داشتن بیشتریاست. این گونه بومی به دلیل 

آلاهای وزن، طول و نرخ رشد در بین سایر قزل

ایی در صنعت از اهمیت و جایگاه ویژه ،ایقهوه

 Jalali andپروری برخوردار است )آبزی

Mojazi Amiri, 2009; Kalbassi et al., 

پروری آبزی و اکولوژیک اهمیت وجود با (.2012

 شناسیزیستاین گونه، اغلب مطالعات در مورد 

تولیدمثل ماهی آزاد دریای خزر به بررسی 

تغییرات هورمونی و بیوشیمایی خون در طی 

های اسپرماتوژنز و اووژنز محدود شده فرآیند

که  در حالی .(Hajirezaee et al., 2012است )

شناسی زیستدر مطالعه  یک مرحله کلیدی

ها و تعیین تولیدمثل، بررسی بیان ژن

اختصاصی برای شناسایی انواع نشانگرهای 

 های مولکولیهای زایا است. معرفی نشانگرسلول

های زایا همراه با حفظ برای شناسایی سلول

کمک زیادی به شناسی ریخت هایویژگی

ها از سایر سازی آنشناخت، جداسازی و خالص

 کند.می in vitro و in vivo شرایط در هاسلول

ها در ردیابی همچنین استفاده از نشانگر

های زایا بعد از پیوند که به منظور حفظ سلول

 ،شودمی انجام تهدید معرض در هایگونه ذخایر

;Okutsu et al., 2007بسیار موثر است )  

Higuchi et al., 2011; Boonanuntanasarn 

et al., 2016  .) 

در ماهیان استخوانی نشانگرهایی برای 

 ی،بدو زایای هایسلول پرتوان، بنیادی هایسلول

ها/ اسپرماتوگونی مانندهای توسعه یافته سلول

ها و ها/ اووسیتها، اسپرماتوسیتاووگونی

اسپرماتیدها معرفی شده است )اسماعیلی و 

 Xu et؛ Yano et al., 2008؛ 6364همکاران 

al., 2005های اختصاصی (. یکی از نشانگر

 Vasa ژن است. Vasa ژن زایا، هایسلول
های هلیکاز از پروتیئن -RNAکد کننده یک 

که به طور  است DEADخانواده جعبه 

های زایا بیان اختصاصی در دودمان سلول

 ;Shinomiya et al., 2000شود )می

Yoshizaki et al., 2000; Cao et al., 

 Vasaاگرچه هنوز عملکرد محصول ژن  (.2012

به طور کامل شناخته نشده است، اما به نظر 

رسد این ژن نقش مهمی در رشد و تکوین می

 شده انجام مطالعه کند.می ایفا زایا هایسلول
( Drosophila melanogaster)دروزوفیلا  بر
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های جهش یافته فاقد ژن نشان داد که ماده

Vasa، های زایا به وجود قادر نبودند جنین

 یابیمکان همچنین (.Hay et al., 1988) بیاورند

های در سلول که منحصرا Vasaرونوشت ژن 

 آلایقزل (،Danio rerio) یگورخر ماهی زایای

( و Oncorhynchus mykissکمان )رنگین

( بیان Salmo salarماهی آزاد اقیانوس اطلس )

شود، موید اهمیت این ژن در تکوین می

 ;Yoon et al., 1997های جنسی است )سلول

Yoshizaki et al., 2000; Nagasawa et 

al., 2013کارگیری روش مناسب  (. بنابراین، به

واند تبرای تعیین الگوی فضایی بیان این ژن می

های زایا و کمک شایانی در شناسایی سلول

همچنین تعیین عملکرد آن در طی تکوین گناد 

بررسی  برایهای مختلفی داشته باشد. روش

از جمله  .وجود دارد RNAدر سطح ها بیان ژن

های های ارزیابی بیان ژن، استفاده از روشروش

PCR-RT6، PCR-qRT2 3نورترن گذاریلکه و
 

از  RNAها وابسته به استخراج است. این روش

و امکان مشاهده بیان  هستندها ها و بافتسلول

سازی دورگهدهد. در مقابل، ها را در بافت نمیژن

به ( In Situ Hybridization; ISHدر محل )

 برایعنوان یک عامل کاوشگر، ابزار قدرتمندی 

                                                           
1- Real-Time Polymerase Chain Reaction 

2- Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction 

3- Northern Blot 

های خاصی از تعیین موقعیت و ردیابی ترادف

mRNA ها در جمعیت ناهمگونی از سلول

 ;Looi and Cheah, 1992شود )محسوب می

Lecuyer et al., 2008; Irving, 2009 این .)

بسیار ای و کاربردی پایه هایپژوهشروش در 

مورد توجه قرار گرفته است؛ زیرا برخلاف 

، در این روش، اشاره شدههای مولکولی روش

و  شودهای هدف حفظ میبافت و سلول ظاهر

یت بیان ژن هدف را در سلول و بافت وامکان ر

(. اساس این Raap et al., 1994کند )فراهم می

روش مبتنی بر تشکیل پیوند هیدروژنی بین 

یا  DNAهای نوکلئیک اسید با توالی پروب

RNA بافت یا سلول درون در آن مکمل 
ها با مواد رادیواکتیو و یا هدف است. پروب

دیگوکسی ژنین نشاندار  مانندغیررادیواکتیو 

د ها ضبادیسپس با استفاده از آنتی .شوندمی

وند شاین نشانگر در سلول یا بافت ردیابی می

(Lecuyer et al., 2008 تکنیک .)ISH  در

مطالعات سلولی و تکوینی به منظور شناسایی 

شناسی نشان هایی که هنوز تمایز ریختسلول

زیرا با استفاده از این  ندادند کاربرد وسیعی دارد؛

در  mRNAمحل بیان  همشاهد روش، امکان
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 Looiشود )سلول، بافت و یا کل بدن فراهم می

and Cheah, 1992; Lecuyer et al., 2008; 

Irving, 2009 .) کارگیری بهISH  برای

سازد که این امکان را نیز فراهم می پژوهشگران

اثر عوامل مختلف درونی و بیرونی، تاثیر افزایش 

ها را ها و یا حذف عملکردی آنبیان برخی ژن

 های دیگر بر روی سلولدر میزان و نحوه بیان ژن

 Wunderlichهدف مورد بررسی قرار دهند )

et al., 2014 .) 

 کارگیری روشیبه  بارهی در اتا کنون مطالعه

های سلول های اختصاصییابی نشانگربرای مکان

بر روی  شناختیریختهای زایا با حفظ ویژگی

 ین رو،از ا. ماهیان در ایران انجام نشده است

به  ISHاندازی تکنیک با هدف راهحاضر مطالعه 

به عنوان یک  Vasaرونوشت یابی مکانمنظور 

نشانگر مولکولی احتمالی، بر روی بافت بیضه 

 ماهی آزاد دریای خزر انجام گرفت.

 

 هامواد و روش

 گونه مورد مطالعه

( Salmo caspiusدریای خزر )ماهیان آزاد 

مورد استفاده در این مطالعه از مرکز تکثیر و 

)کلاردشت،  پروش آزاد ماهیان شهید باهنر

 هایتهیه و به پژوهشکده سلولمازندران، ایران( 

                                                           
1- Complementary DNA  

بنیادی پژوهشگاه رویان )تهران، ایران( منتقل 

 621شدند. از یک مخزن پلاستیکی با ظرفیت 

لیتر با هوادهی دائم برای نگهداری ماهیان 

استفاده شد. در طی این دوره دمای آب به طور 

گراد بود. ماهیان تحت درجه سانتی 8پیوسته 

ساعت  8ایی و ساعت روشن 69شرایط نوری 

نگهداری ماهیان در طول تاریکی قرار گرفتند. 

با استفاده از غذای تجاری  در روزنوبت یک 

 48به صورت دستی غذادهی شدند.  بیومار

غذادهی به ماهیان بیهوش کردن ساعت قبل از 

 قطع شد.

از پنج ماهی نابالغ با میانگین وزنی 

 انحراف از معیار( گرم و ±)میانگین  6/6±2/61

متر برای انجام این سانتی 4/61±7/1طولی 

های وزنی و طولی شاخصمطالعه استفاده شد. 

متر میلی 6گرم و  116/1به ترتیب با دقت 

میانگین شاخص گنادی گیری شدند. اندازه

 درصد بود.   3/1±6/1ماهیان نر مذکور 

 

 ( ISH) در محل سازی مراحل دو رگه

 الگو cDNAتهیه 

( ، آمریکاPromega) pGEM-T از پلازمید

 6936ماهی آزاد ) Vasa 6مکمل DNAکه 

جفت باز( در آن کلون شده بود به عنوان الگو 
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 2سنسو آنتی 6های سنسRNAبرای تهیه 

مکمل مذکور بین دو DNA استفاده شد. قطعه 

وارد شده بود و نواحی  T7و  SP6پروموتور 

در بالادست و  M13های اتصال آغازگر

 (. 6ها قرار داشتند )شکل پروموتور دستپایین

با استفاده از  PCRسازی از طریق خطی

 انجام شد. (6)جدول  M13های آغازگر

 611با غلظت  cDNAشامل  PCRواکنش 

با  X6 ،dNTPبا غلظت  PCRنانوگرم، بافر 

، mM61با غلظت  µM211 ،2MgClغلظت 

، U6با غلظت  Taq Polymeraseآنزیم 

بود که با آب دوبار  pmol5ها با غلظت آغازگر

میکرولیتر رسانده شد. چرخه  51تقطیر به حجم 

ثانیه  31چرخه به صورت  35در  PCRحرارتی 

گراد، درجه سانتی 64سازی در دمای واسرشت

گراد درجه سانتی 55یک دقیقه اتصال در دمای 

درجه  72و یک دقیقه مرحله بسط در دمای 

 PCRگراد انجام شد. محصول خطی شده سانتی

 PCR (QIA Quickبا استفاده از کیت تخلیص 

PCR Purification ،QIAGEN آلمان( طبق ،

دستور العمل تخلیص شد.  به منظور حذف 

از  PCRها و افزایش غلظت محصول ناخالصی

 بهمنظور  نیبداستفاده شد.  3دهیروش رسوب

 ق سردو اتانول مطل میسد استات PCRمحصول 

 دمای در ساعت 62 مدت به سپس .شد اضافه

 

 

 pGEM-T/Vasa : نقشه پلازمید8شکل 

 

 M13های : توالی آغازگر8جدول 

 توالی M13آغازگر 

 ´T7 F: 5´- GTAAAACGACGGCCAGT-3در بالادست 

 ´SP6 R: 5´-CAGGAAACAGCTATGAC-3در پایین دست 
 

 

                                                           
1- Sense 

2- Anti-sense 

3- Precipitation 
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 رسوب نگهداری شدند.گراد سانتیدرجه  -21

cDNA  با استفاده از سانتریفیوژ(Sigma ،

در  g64111دقیقه با دور  31به مدت ( آمریکا

از فاز مایع جدا شد. گراد سانتیدرجه  4دمای 

 511توسط  cDNAسپس شستشوی پلیت 

سرد و سانتریفیوژ به  درصد 75میکرولیتر اتانول 

 4در دمای  g64111دقیقه با دور  65مدت 

انجام گرفت. سپس پلیت گراد سانتیدرجه 

میکرولیتر از آب فاقد  21خشک شده در حجم 

RNase  حل شد. کمیت و کیفیت محصول به

، WPA)ترتیب با استفاده از اسپکتوفتومتر 

Biochrom، درصد 6و ژل آگارز ( انگلستان 

 1Kb نشانگربررسی شد. اندازه محصول با 

DNA Ladder (GeneRuler ،Thermo 

Fisher Scientificزده شد. نیتخم (، آمریکا 

 

گیری از با بهره RNAتهیه و سنتز پروب 

 تکنیک رونویسی در شرایط آزمایشگاهی

، در 6آزمایشگاهی تولید ریبوپروب در شرایط

همراه با بافر  µg6با غلظت  cDNAحضور 

(، ، آمریکاPromega) X6رونویسی با غلظت 

Dig Labeling Mix  با غلظتX6 (Roche ،

در  µL6، DTTدر حجم  RNasin(، آلمان

(، آنزیم ، آمریکاPromega) mM61غلظت 

                                                           
1- In Vitro Transcription 

برای تولید  T7 RNA Polymeraseپلیمراز )

برای  SP6 RNA Polymeraseرشته سنس و 

 U31سنس( با غلظت تولید رشته آنتی

(Promegaو آب فاقد ، آمریکا )RNase  با حجم

به  گرادسانتی درجه 37در دمای  µL41نهایی 

ساعت انجام شد. سپس واکنش به مدت  2مدت 

از  DNAبرای حذف  DNaseدقیقه با  65

ریبوپروب ادامه یافت. به منظور حذف 

دهی استفاده شد. ها از روش رسوبناخالصی

، M5/7استات آمونیوم  µL41بدین منظور 

µL6  گلیکوژن وµL311  اتانول مطلق به

اضافه شد  in vitro Transcription محصول 

درجه  -21 دمایساعت در  2و به مدت 

ا ریبوپروب بدهی رسوب. شدانکوبه گراد سانتی

دقیقه با دور  31استفاده از سانتریفیوژ به مدت 

g64111  انجام گراد سانتیدرجه  4در دمای

 ریبوپروب با ، پلیتدهیرسوبشد. پس از 

µL511  65و به مدت شد شسته  75%اتانول 

درجه  4در دمای  g64111دقیقه با دور 

سانتریفیوژ شد. ریبوپروب مستخرج گراد سانتی

میکرولیتر حل  21در حجم  RNaseبا آب فاقد 

شد. کمیت و کیفیت محصول به ترتیب با 

بررسی  6%و ژل آگارز استفاده از اسپکتوفتومتر 
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 1Kb Plus DNA شد. اندازه محصول با نشانگر

Ladder  .تخمین زده شد 

 

 ISHسازی گناد برای آماده

 گیری بافت بیضهجداسازی، تثبیت و آب

برداری از گناد، ابتدا ماهیان با نمونه برای 

دوز بالای روغن گل میخک کشته شدند. سپس 

به مدت  ISHبافت بیضه برای انجام مطالعات 

اسید پیکریک،  75%ساعت در محلول بوئن ) 48

 4اسید استیک( در دمای  5%فرمالین و  %21

 های بافتتثبیت شد. نمونهگراد سانتیدرجه 

گیری، شدن از مراحل آب تثبیتپس از 

گیری عبور سازی، پارافینه شدن و قالبشفاف

گیری شده های قالبداده شدند. سپس از بافت

 HM)میکرونی توسط میکروتوم  5تی مقاطع باف

325 ،Thermo Scientific )تهیه شد. ، آمریکا 

 

 سازیدورگهمرحله پیش از 

برای حذف  6سازیاز دورگه پیشمرحله در 

دقیقه در  61ها به مدت پارافین از مقاطع، لام

و سپس در درجات نزولی اتانول  محلول زایلن

درصد( قرار گرفتند. به منظور  71 و 69، 611)

هدف،  mRNAافزایش نفوذپذیری پروب به 

                                                           
1- Prehybridization 

2- Saline-Sodium Citrate (SSC) 

3- Denhardt 

4- Hybridization 

-K (Sigmaها در محلول پروتئیناز لام

Aldrichدقیقه در دمای   21( به مدت ، آمریکا

قرار گرفتند. برای حذف گراد سانتیدرجه  37

گلایسین اضافه شد  -، محلول تریسKپروتئیناز 

محلول و پس از چند بار شستشو در 

دقیقه مجددا  61به مدت  درصد 4پارافرمالدهید 

ا هتثبیت شد. در نهایت بعد از دو بار شستشو، لام

گراد سانتیدرجه  91ساعت در دمای  2به مدت 

، درصد Formamide 51)سازی دورگهدر بافر 

SSC2 X6 درصد 5، دکستران سولفات ،

و آب  tRNA Lµg/m251، درصد 6 3دنهاردت

 انکوبه شدند.( RNaseفاقد 

 

 سازیدورگهمرحله 

سازی دورگه برای 4سازیدر مرحله دورگه

بافت  mRNAسنس( مکمل با ریبوپروب )آنتی

 91ساعت در دمای  69ها به مدت بیضه، لام

تازه  سازیدورگهدر محلول گراد سانتیدرجه 

نشاندار شده با  Vasaریبوپروب حاوی 

شدند. انکوبه  ng/µL5دیگوکسی ژنین با غلظت 

به منظور بررسی اختصاصی بودن ریبوپروب به 

ها پروب )سنس( غیرمکمل با برخی از لام
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ها با اضافه شد. گروهی از لام Vasaرونوشت 

فاقد ریبوپروب انکوبه شدند  سازیدورگهمحلول 

 منفی(.  شاهد)

 

 سازیدورگهمرحله پس از 

برای حذف  6سازیپس از دورگهمرحله در 

حاوی ریبوپروب شستشو  سازیدورگهمحلول 

دقیقه در دمای  65( دو بار و هر بار X2)  SSCبا

انجام شد. سپس در معرض گراد سانتیدرجه  91

A RNase  با غلظتµg/mL61  .قرار گرفتند

و  SSC X2 ،SSC X6/1مجددا شستشو با 

TBST (Tris M6 ،NaCl M5  وTween 

 ها بهلام ،( انجام شد. بعد از انکوبه کردن%15/1

 2%حاوی  2دقیقه با بافر بلاک کننده 31مدت 

-Antiبادی سرم گوسفندی، در معرض آنتی

digoxigenin  69( به مدت 6:6111)با رقت 

 قرار گرفتند.گراد سانتیدرجه  4ساعت در دمای 

 

 ردیابی و مشاهده سیگنال

ها دو بار هر بار ، لامبادیآنتی حذفپس از 

شسته شدند. سپس به مدت  TBSTدقیقه با  5

، Tris (M6دقیقه با بافر شناساگر حاوی  61

pH 5/6 ،)NaCl (M5 و )2MgCl (M6 )

                                                           
1- Post-hybridization 

2- Blocking Buffer 

3- Nitroblue Tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl Phosphate 

 NBT/BCIP3انکوبه شدند. بعد از آن محلول 

(Roche ،حل شده در بافر شناساگر با آلمان )

های نمونهاضافه شد. سپس  µg/mL21غلظت 

توسط  ساعت تا ظهور رنگ آبی 9به مدت بافت 

، ژاپن( BX51 ،Olympusمیکروسکوپ نوری )

)ظهور بررسی شدند. پس از مشاهده سیگنال 

جلوگیری از بروز پس زمینه،  برایرنگ آبی( 

شستشو داده شدند  TBSTها دو بار با بافر لام

تا زمان منتقل و تازه  TBSTو به محلول 

به  . در آن محلول نگهداری شدند تصویربرداری

های در سلول Vasaمنظور ردیابی رونوشت 

ها توسط میکروسکوپ نوری در بافت بیضه، لام

مورد بررسی قرار  611و  211بزرگنمایی 

 دوربین توسطها از لامگرفتند. تصویربرداری 

ه ( متصل ب، ژاپنDP70 ،Olympus) دیجیتال

 میکروسکوپ انجام گرفت.

 

 نتایج

به منظور سنتز و تولید ریبوپروب ابتدا طی 

، M13های با استفاده از آغازگر PCRواکنش 

cDNA  ژنVasa  ماهی آزاد دریای خزر کلون

خطی و تکثیر شد.  pGEM-Tشده در پلازمید 

بعد از تخلیص  PCRالگوی الکتروفروز محصول 
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درصد در شکل  6دهی بر روی ژل آگارز و رسوب

 6811است. یک باند حدود نشان داده شده  2

جفت نوکلئوتید روی ژل مشاهده شد. قابل ذکر 

در  M13های است نواحی اتصال آغازگر

 T7و  SP6 یهادست پروموتوردست و پایینبالا

 .قرار داشتند

از طریق تکنیک  PCRرونویسی محصول 

رونویسی در شرایط آزمایشگاهی با استفاده از 

پلیمراز  SP6 RNAو  پلیمراز T7 RNAآنزیم 

در جهت  T7انجام شد. از آنجایی که پروموتور 

قرار گرفته بود با استفاده از آنزیم  Vasaتوالی 

T7 RNA  پلیمراز رشته سنس )مکمل( تولید

 SP6شد در حالی که با به کارگیری آنزیم 

RNA سنس )ضدمکمل( پلیمراز رشته آنتی

 (.3شد )شکل  تولید

 

 

بعد از خطی  Vasaژن  cDNA: تایید حضور 2شکل 

با آغازگرهای pGEM-T/Vasa شدن پلازمید 

M13. M:  مارکرDNA  با اندازهKb8 8. ستون :

cDNA  ژنVasa از  ماهی آزاد دریای خزر بعد

 دهی.تخلیص و رسوب

 

 

نس س: تایید تولید ریبوپروب سنس و آنتی9شکل 

Vasa  شرایط از طریق واکنش رونویسی در

. Kb Plus8با اندازه  DNAمارکر  :M .آزمایشگاهی

: ریبوپروب 2ستون  سنس.ریبوپروب آنتی :8ستون 

 سنس.

 

 Vasaبه منظور شناسایی این که رونوشت 

ها زایا بیان شده است، در کدام گروه از سلول

روی مقاطع بافت بیضه ماهی آزاد  ISHمطالعه 

نشان  ISHدریای خزر انجام شد. نتایج حاصل از 

ها منفی که به آن شاهدداد که در گروه 

ریبوپروب افزوده نشده بود هیچ گونه سیگنالی 

الف و ب(. همچنین  -4مشاهده نشد )شکل 

افزودن ریبوپروب سنس نشاندار شده با 

 شان های زایا ندیگوکسی ژنین، بیانی را در سلول
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 در بافت بیضه ماهی Vasa ارزیابی بیان رونوشت ژن برای در محلسازی دورگهاستفاده از تکنیک  :4شکل 

 Vasaعدم بیان رونوشت ژن ج و د(. شاهددر گروه  Vasaعدم بیان رونوشت ژن الف و ب(آزاد دریای خزر. 

در استفاده از  Vasaبیان رونوشت ژن ه و و( در استفاده از پروب سنس نشاندار شده با دیگوکسی ژنین. 

اسپرماتوگونی نوع : A. SG-Bاسپرماتوگونی نوع : SG-Aسنس نشاندار شده با دیگوکسی ژنین. پروب آنتی

B. SC :اسپرماتوسیت. ST :اسپرماتید. SZ :ویراتص ، و222× «الف، ج و ه»بزرگنمایی تصاویر . اسپرماتوزوآ 

 میکرومتر. 52 «د و و ب،»میکرومتر و تصویر  222 «هو  ج، الف»تصاویر مقیاس . 8222× «ب، د و و»
 



 [99] 1931(، 1)7فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:     در بافت بیضه ماهی آزاد دریای خزر        Vasaیابی رونوشت ژن مکان

 

ج و د(. درحالی که با افزودن  -4نداد )شکل 

 Vasaها بیان ژن سنس به لامریبوپروب آنتی

 Vasaه و و(. بیان ژن  -4مشاهده شد )شکل 

های زایا با تولید رنگ آبی قابل در سلول

آبی بیانگر شدت بیان ژن تشخیص و شدت رنگ 

های زایا بیان داشت بود. این ژن در تمام سلول

های زایای با این حال شدت بیان آن در سلول

های بنیادی اسپرماتوگونی، ابتدایی )سلول

های و سلول Aهای اسپرماتوگونی نوع سلول

( به مراتب بیشتر از Bاسپرماتوگونی نوع 

 د(. -4)شکل هایی اسپرماتید و اسپرم بود سلول

 

 بحث

دقیق روشی  ،(ISH) در محل سازیدورگه

 تعیین موقعیت و ردیابی بیان رونوشت برای

 است که کاربرد بسیار هاها و بافتها در سلولژن

های مختلف از جمله زمینه در وسیعی

شناسی، پاتولوژی، بررسی سیتوژنتیک، جنین

 Looi andدارد ) تکوینی ها و مطالعاتبیان ژن

Cheah, 1992; Irving, 2009 در این روش .)

نشاندار به عنوان پروب سنس آنتی mRNAیک 

مکمل خود در بافت هدف هیبرید  mRNAبا 

(. بنابراین Lecuyer et al., 2008شود )می

ی از الگورا استفاده از این تکنیک درک بهتری 

                                                           
1- Genital Ridge   

مکانی بیان ژن در سلول یا بافت فراهم  -زمانی

رونوشت یابی مکانه حاضر کند. در مطالعمی

Vasa  در بافت بیضه ماهی آزاد دریای خزر با

یک  Vasaاستفاده از این تکنیک بررسی شد. 

 Vasaپروتئین سیتوپلاسمی و محصول ژن 

های زایا است که به طور اختصاصی در سلول

 ;Shinomiya et al., 2000شود )بیان می

Yoshizaki et al., 2000; Cao et al., 

 RT-PCR. مطالعات انجام شده توسط (2012

 Vasa اختصاصی آغازگرهای از استفاده با
کمان، کپور آلای رنگینبر روی قزل

Ctenopharyngodon idella باس دریایی ،

(Dicentrarchus labrax ،) آزاد اطلس ماهی

 Paralichthysژاپنی ) ماهیو کفشک

olivaceus موید این امر است که ژن )Vasa 

شود به طور اختصاصی در گناد بیان می

(Yoshizaki et al., 2000; Li et al., 2010; 

Blazquez et al., 2011; Nagasawa et al., 

2013; Wu et al., 2014 عملکرد دقیق این .)

شود ژن هنوز مشخص نشده است اما عنوان می

های زایا بدوی، مهاجرت این که در تشکیل سلول

ها نقش آن و تکوین 6تناسلیها به ستیغ سلول

Hay et al., 1988; Yoshizakiداشته باشد )  

et al., 2000; Xu et al., 2005 بررسی .)ISH 
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 Vasaدر مطالعه حاضر نشان داد که رونوشت 

های زایای بافت بیضه ماهی آزاد نیز در سلول

های زایای در سلول Vasaشود. بیان ژن بیان می

بود  آبی قابل تشخیص بافت بیضه با تولید رنگ

که نشان دهنده اتصال ریبوپروب نشاندار شده با 

 هایسلول در ژن این رونوشت به ژنین دیگوکسی

انجام  ISHبافت بیضه است. این نتیجه با مطالعه 

 یطلای کاراس کمان،رنگین آلایقزل روی بر شده

(Carassius auratus gibelio)  و هامور

( Epinephelus fuscoguttatusمخطط )

 Yoshizaki et al., 2000; Xuمطابقت دارد )

et al., 2005; Boonanuntanasarn et al., 

حاضر نشان داد که  ISH(. مطالعه 2016

 نبیا اسپرماتوگونی هایسلول در Vasa رونوشت

ای هکه بیان در سلول در حالی .بیشتری داشت

اسپرماتید و اسپرم به شدت کاهش یافت. 

Boonanuntanasarn ( با 2169و همکاران )

بر روی هامور مخطط نیز بیان  ISHمطالعه 

ا هکردند که بیشترین سیگنال در اسپرماتوگونی

و میزان بیان در اسپرماتوزآ به شدت شد مشاهده 

 کاراس طلایی. مطالعه دیگر بر روی یافتکاهش 

از  سازیدورگهنشان داد که شدت سیگنال 

اسپرماتوسیت اولیه تا اسپرماتوزآ یک روند نزولی 

که بیشترین سیگنال در  طوریبه  داشت.

اسپرماتوسیت اولیه مشاهده شد در های سلول

الی گونه سیگن که اسپرماتید و اسپرم هیچ حالی

ضعیف  (. سیگنالXu et al., 2005نشان نداند )

های اسپرماتید و اسپرم حاکی از آن در سلول

های هاپلویید بیان در سلول Vasaه ژن است ک

 کمی دارد. 

یکی از نکات مورد توجه برای تایید صحت 

استفاده از  ISHاز روش  به دست آمدهنتایج 

در کنار پروب  شاهدپروب سنس به عنوان 

(. Lee and Schedl, 2006است )سنس آنتی

در مواردی حائز اهمیت  به ویژهرعایت این امر 

است که میزان بیان رونوشت در بافت بسیار کم 

ان توکه ضمن مقایسه با گروه سنس، می باشد

مدت زمان آشکارسازی و یا غلظت ریبوپروب را 

ر . به طور کلی دکردتنظیم سنس آنتیدر گروه 

، هیچ سیگنالی در سنسآنتیمقایسه با گروه 

شود و یا یاستفاده از پروب سنس مشاهده نم

د. در شوکه سیگنال ضعیفی ایجاد می این

مطالعه حاضر سیگنال بسیار ضعیفی در گروه 

از اختصاصی  توانمی ،رو از این .سنس ایجاد شد

س سنآنتیبودن سیگنال مشاهده شده در گروه 

 اطمینال حاصل کرد. 

ذکر است که یکی از مشکلات استفاده  قابل

 بهها آنها اتصالات غیراختصاصی از ریبوپروب

ینه زماجزای بافت است که منجر به تشکیل پس

 سازیدورگه از پس و پیش تیمار بنابراین شودمی
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 RNaseو  سازیدورگهبا بافر  کردنانکوبه  مانند

 Looi andبرای کاهش این عوامل الزامی است )

Cheah, 1992; Kumar, 2010; Draper, 

مورد  mRNA(. همچنین ممکن است 2017

نظر در سلول یا بافت غلظت پایینی داشته باشد 

ا هو یا در زمان تثبیت در اثر ارتباط با پروتئین

دست آوردن برای به  ، از این رو مخفی شده باشد

به نفوذپذیر کردن  بایدوضوح  سطح بالاترین

سلول، نوع پروب و غلظت مناسب آن، دما و 

سیون و روش نشاندار کردن آن مدت زمان انکوبا

 Looi and Cheah, 1992; Leeتوجه داشت )

and Schedl, 2006; Draper, 2017.) 

با استفاده از  ISHبه طور کلی نتایج مطالعه 

ماهی آزاد دریای خزر نشان داد  Vasaریبوپروب 

به عنوان نشانگر اختصاصی برای  Vasaکه ژن 

 سازیدورگههای زایا در این ماهی و شیوه سلول

در محل به عنوان یک عامل کاوشگر به منظور 

با حفظ  هابررسی مکان و شدت بیان رونوشت ژن

ها در بافت بیضه ماهی آزاد قابل سلولظاهر 

. بنابراین استفاده از این روش این استمعرفی 

کند که اثر عوامل بیرونی و امکان را فراهم می

نینی و درونی بر روی بیان این ژن در مرحله ج

و همچنین  شودماهیان بالغ قابل بررسی 

قادر خواهند بود اثر افزایشی و یا  پژوهشگران

در میزان و نحوه بیان ژن های دیگر را حذف ژن

این   از این رو،هند. مطالعه قرار د مذکور مورد

ونگی چگ بررسیتواند کمک شایانی در یافته می

ونه گ ها در اینهای زایا و تکوین آنتشکیل سلول

همچنین  ارزشمند دریای خزر داشته باشد.

شود با توجه به پیشرفت سریع علم پیشنهاد می

 مانندهای نوین بیوتکنولوژی و ابداع روش

PCR-qRT  وNGS6های مورد اشاره ، تکنیک

های نشانگر مورد استفاده قرار در بررسی ژن

 گیرند.  

 

 تشکر و قدردانی

حمایت مالی پژوهشگاه رویان  این مطالعه با

و دانشگاه تربیت مدرس در قالب طرح تحقیقاتی 

 انجام شده است و نویسندگان مقاله بدینمصوب 

. آورندبه عمل می راتقدیر  وسیله مراتب

نویسندگان همچنین مراتب تشکر و قدردانی 

به خاطر  Le Gac خود را از خانم پروفسور

 کنند.های علمی ابراز میهمکاری
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Abstract  

In situ hybridization is a powerful tool to localize a specific sequence of nucleic acids 

in heterogeneous cell population. Therefore, the aim of this study was to apply this 

technique for localization of Vasa mRNA expression in testicular tissue of Caspian trout 

(Salmo caspius). In this study, a digoxigenin-labeled RNA probe was synthesized using 

the plasmid pGEM-T carrying a Caspian trout Vasa cDNA fragment as a template. The 

RNA labeling was performed through in vitro transcription reaction with DIG labeling 

mix. For in situ hybridization of tissue sections, Caspian trout testes were fixed and 

dehydrated. After rehydration and treatment with proteinase K, sections were incubated 

with hybridization buffer containing Vasa antisense riboprobe for 16h. After washing 

with SSC solution and incubation with anti-Dig-digoxigenin Antibody, the sections were 

treated with NBT/BCIP. The results of in situ hybridization using a Vasa antisense 

riboprobe showed that all developmental stages of male germ cells (spermatogonial stem 

cells to spermatozoa) expressed this gene, but the expression level was different among 

germ cells. Therefore, Vasa gene is introduced as a specific marker to identify germ cells 

and in situ hybridization can be used as a technique to evaluate the localization and 

expression level of gene mRNA in testicular tissue. These findings may provide important 

information to help understand the formation and development of germ cells in this 

valuable species of Caspian Sea. 
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