
 
 
 

 
 
 

 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان

 8931اییز پسال هفتم، شماره سوم، 
 

  مقاله پژوهشی

قدامی و  کلیهی طحال، پانکراس، ها بافتدر  C بررسی بیان ژن لیزوزیم نوع 

روش  ( باAcipenser persicus Borodin, 1897) برون قرهمولد ماهیان کبد در 

Real Time PCR کمی 

8بیوارهمحمدرضا 
4الله جعفریان ، حجت9، بلال صادقی2پور کنعانی ، حسنا قلی*

 

 97 مهرتاریخ پذیرش:  97 خردادتاریخ دریافت: 

 چکیده

کبد، طحال،   یها بافتدر  C هدف بررسی و مقایسه میزان بیان ژن لیزوزیم نوع با مطالعه حاضر

 Real time PCR( با استفاده از روش Acipenser persicus) برون قره ماهیان مولدقدامی  پانکراس و کلیه

قطعه ماهی  8قطعه ماهی ماده و  8)قطعه ماهی مولد  61پس از عملیات تکثیر، از بدین منظور،  انجام شد.

و  RNAپس از استخراج  شدند. منتقل ها درون ازت مایع به آزمایشگاه نمونه. شدانجام برداری  نمونه نر(

 Cنوع تحلیل و مقایسه میزان بیان ژن لیزوزیم  و یهتجز منظور به Real Time PCR، فرآیند cDNAسنتز 

ژن لیزوزیم  که نشان داد ،این گونه بر رویاولین مطالعه انجام شده  عنوانبه  پژوهشانجام شد. نتایج این 

های مختلف از اختلافی بین بافت آنو میزان بیان  داشتبیان  مطالعه مورد بافتهر چهار در  Cنوع 

و کمترین میزان بیان آن در طحال  بافتدر  mRNA بیان سطح(. بالاترین >16/1P) بوددار برخوردار  معنی

دار  یمعن یاختلافنیز دارای های مختلف  سیتجن بین Cبیان ژن لیزوزیم نوع  د.ش مشاهدهبافت پانکراس 

-این چنین به نظر میدر مجموع، بود. بالاتر ژن در جنس نر این میزان بیان  بر این اساس،(. >16/1Pبود )

تواند  میبرون  قره مولدماهیان  های مختلف و جنسیت ها در بافت Cنوع میزان بیان ژن لیزوزیم رسد که 

نیازمند انجام مطالعات  ها آنثیر عوامل مختلفی قرار داشته باشد که بررسی اثرات احتمالی هر یک از اتحت ت

 در این زمینه است.ی آزمایشگاهی بیشتر

 .Real Time PCR  ،persicus Acipenserبیان ژن، آنزیم لیزوزیم، کلیدی: واژگان

کاووس،  کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه گنبدعلوم دانشکده گروه شیلات، دانشجوی کارشناسی ارشد شیلات،  -6

 .، ایرانگنبد کاووس

 .، ایرانگنبد کاووسکاووس،  کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه گنبدعلوم استادیار گروه شیلات، دانشکده  -2

 .ایران ،کرمان کرمان، باهنر شهید دانشگاه دامپزشکی، دانشکده غذایی، مواد و عمومی بهداشت استادیارگروه -3
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 مقدمه

از  یانماه ی بالا،ها رده داران مهره برخلاف

 یفبا طتعامل  درمرحله جنینی به بعد 

و  زا یماریب های یکروارگانیسماز م ای گسترده

 Saurabh and)قرار دارند  زا یماریبیرغ

Sahoo, 2008; Uribe et al., 2011; 

Rajabzadeh et al., 2012).  موجوداتاین 

جانوران از  یرهمانند سابرای زنده ماندن 

 دفاع یبرا یمختلف ییمنولوژیکا یسازوکارها

 گیرندبهره می زا یماریدر برابر تهاجم عوامل ب

(Soltani and Pourgholam, 2007.)  یکی

خط  ینعنوان نخست بهکه  سازوکارها ینا از

 یمنیا کند، یم یتفعال سیستم ایمنی یدفاع

شامل است که بدن  یعاتما یراختصاصیغ

ها،  یپیتینپرس ینین،ها، آگلوت یزینپروتئازها، ل

ترانس  ،فاز حاد های ینپروتئ یکونوزوئیدها،ا

و  یکوسوموجود در ترشحات م های ینفر

 .(Uribe et al., 2011) است یزوزیمل

آنزیمی با خواص  در ماهیانلیزوزیم 

ی ها گرانول لهیوسبه ضدباکتریایی است که 

و ها  بیشتر توسط نوتروفیل) یدسف یها گلبول

و به شکل کمتری توسط  ها مونوسیت

 گلبولی غنی از ها و اندام ها بافتماکروفاژها( و 

کلیه، طحال، آبشش و دستگاه  مانند یدسف

 Gholipour Kanani) دشو یمگوارش ترشح 

et al., 2011 .) ی ها تیفعالدارای این آنزیم

 استی نسبت به لیزوزیم پستانداران تر گسترده

عملکردی  های شاخص ی ازیک عنوانبه و اغلب 

مهم در سیستم ایمنی غیراختصاصی با اثرات 

 Saurabhد )شو می استفاده 6یباکتریولیتیک

and Sahoo, 2008; Larsen et al., 2009; 

Gholipour Kanani et al., 2011 بیان .)

در در آبزیان  gو  C لیزوزیم نوع های ژن

مورد بررسی قرار گرفته مطالعات متعددی 

-Hikima et al., 2003; Fernandezاست )

Trujillo et al., 2008; Kaizu et al., 

2011; Gao et al., 2012; Fu et al., 

2013; Hinds Vaughan and Smith, 

2013; Wang et al., 2013; Mai et al., 

که دهد  (. نتایج این مطالعات نشان می2014

های لیزوزیم پس از مواجه با  بیان ژن

داری  های باکتریایی به شکل معنی عفونت

شده پیشنهاد اساس د. بر این نیاب افزایش می

 نقش مهمی درها دارای  که لیزوزیماست 

 ,.Ye et alهستند )سیستم دفاعی آبزیان 

 ربه عنوان مثال وقتی ماهی فلاند (.2010

( در معرض Paralichthys olivaceusژاپنی )

قرار  Edwardsiella tarda عامل باکتریایی

در  C ژن لیزوزیم نوع mRNAگرفت، سطح 

                                                           
1- Bacteriolytic 
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تخمدان  قدامی، طحال و های کلیه بافت

(Hikima et al., 1997 و )لیزوزیم نوع g  در

به شکل های روده، قلب و خون  بافت

 ,.Hikima et al) افزایش یافتداری  معنی

همکاران و  Gaoای دیگر  در مطالعه (.2001

بیان ژن لیزوزیم در ماهی بررسی  با( 2162)

سه ژن ، (Oreochromis oureusتیلاپیا )

و  C-1، C-2شامل  C کدگذاری شده از نوع

C-3  شناسایی کردند. در مطالعه را

Fernandez-Trujillo ( 2118و همکاران)، 

در ماهی  C بررسی الگوی بیان ژن لیزوزیم نوع

بالاترین  ،(Solea Senegalensisکفشک )

های پوست و آبشش و  در بافت رامیزان بیان 

. نشان داددر بافت روده  راکمترین میزان بیان 

بودن میزان لاتر ادلیل اصلی بژوهشگران پاین 

 های مورد نظر در بافت C بیان ژن لیزوزیم نوع

پذیری بیشتر این دو بافت در برابر  ا آسیبر

ند کردباکتریایی عنوان  های عفونت

(Fernandez-Trujillo et al.,  2008.) Ye  و

( با بررسی بیان ژن لیزوزیم 2161همکاران )

های  پس از شناسایی ژن آموردر ماهی 

های کبد،  یم در بافتزلیزوکدگذاری شده 

طحال، کلیه، کلیه قدامی، آبشش، روده، 

دادند پوست، قلب، مغز، عضله و خون گزارش 

بیان داشت. ها  که ژن مورد نظر در تمامی بافت

در مطالعه مذکور بالاترین میزان بیان در هر دو 

های  ی شناسایی شده در بافتهایزوزیملنوع 

 ,.Ye et al) کلیه و کلیه قدامی گزارش شد

2010.) 

 یستیجمله منابع ز ازیاری خاو یانماه

هستند  یالملل نیو ب یا منطقه ی،ارزشمند مل

 جزو ژنتیکی ذخیره و زیستی تنوع نظر از که

 از که ندشو می محسوب زنده های فسیل دودعم

 به همچنان تا به امروز پیش سال ها میلیون

 ادامه خود زندگی بهنخورده دستصورت 

 توجه هستند قابل لحاظ اقتصادی از و اند داده

(Hamlin, 2005; Pourkazemi, 2006.) 

( بیش 2111) Pourkazemiطبق گزارش 

را گونه دریای خزر  ماهیان تاس ذخایر 81%از 

 دو . این گونه دارایدهد یمبرون تشکیل  قره

را  فراوانی بیشترین و است یزهیپا و بهاره نژاد

 Afraei etدارد )خزر  دریای جنوبی قسمت در

al., 2006; Kottelat and Freyhof, 2007.) 

 یها بر اساس گزارش حاضر حال در

IUCN
در لیست قرمز و در طبقه  گونه این 6

دارد  قرار 2بحرانی خطر معرض در های گونه

(IUCN, 2012.) 

                                                           
1- International Union for Conservation 

of Nature 

2- Critically Endangered 
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به کاهش ذخایر و رو به نابودی  هبا توج

و ارزش اقتصادی  ماهیان خاویاریقرار گرفتن 

 ماهیانین ا ،تجارت جهانیبازار در ها  بالای آن

بررسی  یها هدف بسیاری از برنامه دبای

 ,Ludwigد )نجمعیت و حفظ ذخایر قرار گیر

جمعیتی و  یها یبررس ینهزم در .(2006

زیادی  مطالعاتشناخت و حفظ ذخایر ژنی، 

خلق و  خوش) انجام شده است هاروی این گونه

؛ یارمحمدی و همکاران، 6381همکاران، 

؛ 6391پورکاظمی و همکاران، ؛ 6389

عزیززاده  ؛6391دوز قاسمی و همکاران،  چکمه

؛ سلمرودی و الف،ب6391و همکاران، 

نژاد و همکاران،  ؛ عبدالله6396همکاران، 

6396.) 

ها در جهت شناخت و  باوجود تمامی تلاش

در ردیف  این ماهیان معمولا بازسازی ذخایر

معرفی ماهیان در معرض خطر انقراض 

 (.Billard and Lecointre, 2001) ندشو می

های مختلف  برون در بین گونه ماهی قره

ماهیان خاویاری به عنوان تنها گونه بومی 

های دریای خزر شناخته  کشور ایران در آب

در طول دوره زندگی همواره  گونهاین  شود. می

زای عوامل بیماریتوسط انواع مختلف 

گیرد.  باکتریایی و ویروسی مورد تهدید قرار می

مکانیسم پاسخ ایمنی ذاتی  منظور درک بهتربه 

کمک به توسعه موثر  جهتبرون  در ماهیان قره

های مختلف و  در جلوگیری از بروز بیماری

 یی از اجزایک عنوانبه  میوززیلاهمیت آنزیم 

ایمنی ذاتی، در مطالعه حاضر پس  ستمیمهم س

آنزیم میزان بیان ژن  cDNA 6از جداسازی 

بافت کبد، طحال، در چهار  C لیزوزیم نوع

در برون  ماهیان مولد قرهقدامی  پانکراس و کلیه

در  آنمیزان بیان  شد وررسی شرایط معمولی ب

های مختلف نیز مورد مقایسه قرار  جنسیت

 گرفت.

 

 ها روش و مواد

 یبردار نمونهمحل و شرایط 

های مورد نظر برای  برداری از بافت نمونه

در  6392ژوهش در اسفندماه سال پانجام این 

 برون ماهیان قرهمصنوعی  تکثیر زمان

(Acipenser persicus)  پس از انجام عملیات

مرکز تکثیر و گیری در  کشی و اسپرم تخم

 یمرجانبازسازی ذخایر ماهیان خاویاری شهید 

کیلومتری شمال شرقی شهرستان  44واقع در )

از چهار نظر  موردهای  انجام شد. نمونه گرگان(

 61و کلیه قدامی  پانکراس، کبد، طحالبافت 

مولد ماده با  قطعه 8ماهی مولد شامل  قطعه

انحراف معیار(  ±میانگین ) یوزنمیانگین 

                                                           
1- Complement DNA 
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گرم و میانگین طولی  79/441±2471

مولد نر با  قطعه 8متر و  یسانت 23/8±1/676

گرم و میانگین  6921±61/324میانگین وزنی 

تهیه شد. متر  یسانت 2/649±44/7طولی 

آوری شده درون تانک ازت  های جمع نمونه

مرکز ملی ذخایر  آزمایشگاه( به -C681°) مایع

 منتقلژنتیکی و زیستی ایران، بانک مولکولی 

های به نمونه ،RNAپس از استخراج  .شد

در  مولکولی های شتا شروع آزمایدست آمده 

 شدند. نگهداری -C81°دمای 

 

 های بیان ژن ارزیابی

 RNAاستخراج 

مورد نظر های  از نمونهکل  RNAاستخراج 

العمل کیت استخراج  دستوربر اساس 

InviTrap® Spin Tissue RNA Mini Kit 
(Stratec انجام شد. بلافاصله بعد از )آلمان ،

آلودگی  گونه هرحذف  منظوربه استخراج، 

 DNase I (Thermo، از کیت DNAاحتمالی 

Fisher Scientific)6 با اضافه کردن ، آمریکا 

به  DNase I (2U/µL)میکرولیتر از بافر 

مطابق  RNAمیکروگرم نمونه  61حدود 

العمل پیشنهادی شرکت سازنده در یک  دستور

 میکرولیتری اقدام شد. 41واکنش 

دقیقه  31به مدت  آمده دست به محلول 

 تحت .شد هگراد انکوب یسانتدرجه  37در دمای 

 DNAمیکروگرم  2این شرایط واکنش تا 

 با اضافه کردن .ژنومی را حذف خواهد کرد

EDTA با غلظت نهایی mM 4 به هر ویال 

در دمای  دقیقه 4به مدت  ها ، ویالحاوی نمونه

 DNaseقرار گرفتند تا  گراد یسانتدرجه  74

 cDNAسنتز  برای ها نمونه .یرفعال شدغ

تا زمان و  روی یخ منتقل شدند لافاصلهب

درجه  -81در دمای  cDNAساخت 

 گراد نگهداری شدند. یسانت

بعد از عملیات استخراج، کمیت و کیفیت 

RNA سنج نانودراپ  یفطدستگاه  توسط

(ND-1000 Spectrophotometer ،Nano 

Drop Technologiesیری گ اندازه( با ، آمریکا

 281به  211 های موج طولنسبت جذب در 

نانومتر  211به  231 و (OD260/280)نانومتر 

(OD230/260)  مورد ارزیابی قرار گرفت و

 7/6-9/6بین ها  آننسبت جذب یی که ها نمونه

مورد استفاده قرار  cDNAبرای ساخت  ،بود

 گرفت.

 

 cDNAسنتز و بررسی 

 رشته اول ی معکوس و ساختبردار نسخه

cDNA  ازRNA  یت تجاریکبا کل 

RevertAid M-MuLVReverse 

Transcriptase  دارای  که ایران( ،ژن)سینا
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شد.  انجام ،آغازگرهای هگزامر تصادفی بود

با حجم  cDNAترکیبات لازم برای سنتز 

میکروگرم  61میکرولیتر شامل  21نهایی 

RNA  تیمار شده باDNase I یک میکرولیتر ،

Oligo d(T)18 (41 )و یک  میکرومولار

بود. مولار(  میلی 61) dNTPs Mixمیکرولیتر 

تا  حاوی نمونه یوبتیکروبه هر م یتنها در

به حجم  کهضافه شد ا 6حدی آب فاقد نوکلئاز

 به دست آمدهمخلوط  د.یرس یترل یکروم 61

درجه  14 دمای در انکوبه شدن یقهدق 4پس از 

 یخ یرو یقهدق 2به مدت  یعاسر ،گراد یسانت

مخلوط  بهی اسپین شد. آرامبه گرفت و قرار 

cDNA 2 یکرولیترم (X61)  بافرM-MuLV ،

 RiboLock RNase( U21میکرولیتر ) 4/1

Inhibitor میکرولیتر  4/1 وM-MuLV 

Reverse Transcriptase با  .اضافه شد

هر میکروتیوب  حجمافزودن آب فاقد نوکلئاز 

 یکروم 61شد. مقدار  رساندهمیکرولیتر  61 به

به هر  cDNAمخلوط سنتز نیز از یتر ل

برای ها میکروتیوب .اضافه شد یوبتیکروم

دور در  4111سرعت دقیقه با  2مدت زمان 

، D-7200 Tuttilingenدقیقه سانتریفیوژ )

Hettichساخته شده مخلوط  .، آلمان( شدند

 درجه 42 یدر دما یقهدق 11مدت  به

                                                           
1- Nuclease-free Water 

 منظوربه  در خاتمهانکوبه شد. گراد  یسانت

به مدت  ها یوبتیکروم ،واکنش کردنیرفعال غ

گراد قرار  یسانتدرجه  84دقیقه در دمای  4

و محلول توسط سانتریفیوژ آرام  گرفتند

 یها نمونه. آوری شد های میکروتیوب جمع لوله

cDNA ی بعدیها یشسنتز شده تا شروع آزما 

 نگهداری گراد یسانت درجه -21 دمای در

 .شدند

 

کیفی  Real Time PCRسازی شرایط  ینهبه

 برای تکثیر ژن

 آنو ارزیابی کیفی  RNAبعد از استخراج 

های استخراج سلولاین که آیا  تاییدمنظور به 

 Cقادر به بیان ژن لیزوزیم نوع  RNA شده از

 Real Time PCRاز روش  ،هستند یا خیر

مخلوطی از  کار ینابرای  .کیفی استفاده شد

میکرولیتر تهیه  24مستر میکس با حجم نهایی 

میکرولیتر بافر  61شامل این مخلوط  .شد

X61 ،4/6  ،3/1میکرولیتر کلرید منیزیم 

 2میکرولیتر مجموع آغازگرهای پسرو و پیشرو، 

میکرولیتر  2/1و  cDNAمیکرولیتر نمونه 

، ژن یناس) Taq DNA Polymeraseآنزیم 

میکرولیتر آب مقطر دو بار یونیزه  66ایران( و 

برای  انجام ی مواد ساز آمادهشده بود. پس از 

Real Time PCRیمات دستگاه ، تنظ
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، آلمان( TC-341 ،Eppendorf)ترموسایکلر 

 31چرخه شامل واسرشتگی به مدت  31شامل 

 بهگراد، اتصال  یسانتدرجه  94ثانیه، در دمای 

گراد و  یسانتدرجه  41ثانیه در دمای  31مدت 

 72ثانیه در دمای  31مرحله بازآرایی به مدت 

 گراد بود. یسانتدرجه 

 

 Real Time PCRانجام 

 ژن بررسی بیان برای کهآغازگرهایی 

هایی آغازگراستفاده شد شامل  C لیزوزیم نوع

ژن  عنوانبه  Real Time PCR انجامبرای 

های مختلف  یلپتانسسه ژن مرجع با  اصلی و

(actin-β ،RPL66  وGAPDH)  عنوان به 

این  ند.داخلی بود کننده کنترلی ها ژن

دسترس در های در  مطابق با توالیآغازگرها 

های ژن و رعایت شرایط استاندارد با  بانک

 Primer (V.5) یافزار استفاده از بسته نرم

Primer، افزار نرم BLAST  های  یگاهپاو

از  RT Primer Data Base و NCBIی ا داده

یکتا بودن محل اتصال جفت آغازگرها و 

د. دنشتهیه  ها آناطمینان از ساختمان فضایی 

کره ) Bionerتولید آغازگرها توسط شرکت 

آزمایش ژن  این درجنوبی( صورت گرفت. 

actin-β  به دیگر  مرجعدر مقایسه با دو ژن

                                                           
1- Ribosomal Protein L6 

 Realدستگاه  در تغییرات کمترداشتن علت   

Time PCR  های  مقایسه تطبیقی توالیو

ها در پایگاه  کردن آن BLASTمتفاوت و 

 مرجع ژن بهترین عنوانبه ، NCBIاطلاعاتی 

ثبات  عدد شد که گرفته نظر در آزمایش برای

 ,.Akbarzadeh et al) پیشین مطالعات آن در

شد.  یینتع 629/1 برون ماهی قره در (2011

استفاده  توالی، طول و شرایط آغازگرهای مورد

 است.ده شارائه  6 در جدول پژوهشدر این 

 Real Time PCRتعیین کمیت نسبی در 

 درکه فلورسانس تشعشع افزایش  یریگ اندازها ب

سایبر گرین رنگ غیراختصاصی اتصال  یجهنت

 Real دستگاه از با استفاده ،شود ایجاد می

Time PCR (ABI 7300 Sequence  

Detection System ،Applied 

Biosystems آمریکا( انجام شد ،

(Vandesompele et al., 2002.) 

با حجم  Real Time PCRاجزای واکنش 

میکرولیتر  61میکرولیتر شامل  21 نهایی

2مستر میکس سایبر گرین
 (ABI ،)آمریکا ،

میکرولیتر نمونه  2، آغازگرمیکرولیتر  3/1

cDNA  آب مقطر دینونیزه  میکرولیتر 7/7و

 .بود

                                                           
2- Master Mix SYBER Green 
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با تکثیر هر دو ژن پروتکل دمایی برای 

یکسان در  Real Time PCRاستفاده از روش 

یک مرحله  نظر گرفته شد که به شرح زیر بود.

ی اولیه آنزیم در ساز فعالای برای  یقهدق 61

ی دمایی ها چرخهگراد و  یسانتدرجه  94دمای 

گراد برای دناتوره  یسانتدرجه  94ثانیه در  31

گراد برای  یسانتدرجه  11ثانیه در  31شدن، 

گراد برای  یسانتدرجه  72ثانیه در  31اتصال و 

 41 .شدسیکل تکرار  44یر بود که در تکث

درجه  94در دمای  چرخه برای دناتوره شدن

چرخه  41ثانیه، تعداد  31گراد به مدت  یسانت

گراد به  یسانتدرجه  11برای اتصال در دمای 

 72چرخه در دمای  41ثانیه، تعداد  31مدت 

گراد برای بسط آغازگرها به مدت  یسانتدرجه 

 72رخه در دمای ثانیه و تعداد یک چ 31

دقیقه برای بسط  61گراد به مدت  یسانتدرجه 

نهایی آغازگرها بود. در مرحله رسم منحنی 

درجه  94ثانیه در دمای  64ذوب نیز 

سازی، یک دقیقه در  گراد برای واسرشته یسانت

 64گراد برای اتصال،  یسانتدرجه  11دمای 

ثانیه  64سازی مجدد و  ثانیه برای واسرشته

صال مجدد بود.برای ات
 

ماهیان در  Cدر بررسی بیان لیزوزیم نوع شده استفادهمشخصات توالی آغازگرهای اختصاصی  :8 جدول

 (Acipenser persicus) برون مولد قره

ʹ5)آغازگر توالی  (pb) طول قطعه (°Cاتصال )دمای   ژن (ʹ3→

13 677 F:ACCACAGTCACCAACCATAACCGA C-type 

 
 R:CCCTAACGACACGTTTGGCACAAT  

14 641 F: GTGTAAAGAGGGTTGTGAG C-type 

 
 R: AGATAGACGTGGAGGAGC  

13 *611 F: CAACTGACTACGGCATCTTC C-type 

 
 R: TCACTGACCGCTGCAACTGA  

12 649 F: GTGGTCAAACTCCGCAAGA RPL6 

 
 R: GCCAGTAAGGAGGATGAGGA  

12 *211 F:AGACCTTCAACACTCCTGCCATGT β-actin 

 
 R:TGGATCTGGCTGGCAGAGATTTGA  

12 771 F: GTCTACATGTTCAAGTATGACTC GAPDH 

 
 R: AGC GCC GGC ATC AAA GA  
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 .اند ند با علامت ستاره مشخص شدهدش انتخاب Real Time PCR انجام برایهایی که آغازگر جفت: *
 

 

پس از انجام واکنش تکثیر به روش 

Relative Quantitative Real Time PCR ،

6 صورتبه ی خام ها داده
Ct  از دستگاه

ی به دست هاCtتحلیل  و یهتجز .شد استخراج

( v.1.4) یافزار نرمبا استفاده از بسته  آمده
2
SDS (Applied Biosystems )آمریکا ،

آماری ی ها دادهتحلیل  ویه تجزانجام شد. 

پس از  C مربوط به بیان نسبی ژن لیزوزیم نوع

 Ctاز افتراق  ژن در هر نمونه ΔCT محاسبه

ژن  عنوانبه  β-actin ژن Ctژن مربوطه و 

شده  یآور جمعی ها دادهد. شمحاسبه  مرجع

از طریق انجام  ید نرمال بودنینیز پس از تا

اسمیرنوف با استفاده از -آزمون کولموگروف

با استفاده  94%در سطح اطمینان  T-testرویه 

 ،صورت گرفت SPSS( v.16)آماری  افزار نرم از

 Microsoft Excleافزار  رسم نمودارها در نرم

±  میانگین صورتبه نتایج انجام شد و  2013

 د.شارائه  انحراف معیار

 

 نتایج

از به دست آمده در مطالعه حاضر نتایج 

شده نشان داد  یدتولی هاcDNAسنجی  یفط

                                                           
1- Threshold Cycle 

2- Sequence Detection Systems 

از کمیت و کیفیت مناسبی برای  هاcDNAکه 

برخوردار  Real Time PCRانجام واکنش 

رنگ  ی نبودن. به سبب اختصاصبودند

، برای اطمینان از SYBR Greenفلورسانس 

تولید قطعات اختصاصی و عدم وجود باندهای 

یراختصاصی و ساختارهای ثانویه و دوتایی غ

 Real Time PCRدر محصولات آغازگر 

طور  همان. (6)شکل  منحنی ذوب رسم شد

در این ، شود یممشاهده نیز  6 که در شکل

قبل از  یتر کوچک هپیک اضاف هیچنمودار 

دهنده  نشان) آنبعد از  یاپیک محصولات و 

 این موضوع .وجود ندارد (یمرد آغازگروجود 

است که آغازگرها تقابلی باهم  آندهنده  نشان

ترسیم ندارند. بنابراین با توجه به منحنی ذوب 

استفاده در این  برای هر سه آغازگر موردشده 

صورت  توان گفت آغازگرها به می ،پژوهش

یک نمونه منفرد از  ،اختصاصی عمل کرده کاملا

cDNA از  پس .(6 را تکثیر کردند )شکل

 سازی ینهاتصال آغازگرها و به یدما سازی ینهبه

واکنش نسبت به  یاجزا ریغلظت آغازگرها و سا

اقدام  نظر ژن مورد یقطعات اختصاص ریتکث

منحنی طور که در  همانبر این اساس شد. 

ی ها ژنتکثیر  (2شکل شود ) یم دهید تکثیر

با استفاده از روش  β-actin و Cلیزوزیم نوع 
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Real Time PCR  لکرد ی و با عمخوب به

ی صورت ا مداخلهگونه  یچهمناسب و بدون 

 ساطع فلورسانت به طوری که میزان گرفت،

طی  محصولات مقادیر افزایش با شده

یش یافت. محور افزا PCRواکنش  یها چرخه

 بر اساسواکنش  یها چرخه PCRعمودی 

 رنگ از شده نشر فلورسانس نور شدت

 تعداد بر اساس افقی محور گر و گزارش

 (.2واکنش است )شکل  یها چرخه

 

 )الف(

 

 )ب(
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 (  درYفلورسانس )محور  سیگنال آن در که ها نمونه همه برای Real Time PCRمنحنی ذوب  :8شکل 

 تکرار سه با و اصلی ژن و مرجع ژن با زیستی های نمونه اند. همه ( رسم شدهXحرارت )محور  درجه مقابل

 .C ب( ژن لیزوزیم نوع .β-actin آغازگرهای(الف .شد گیری اندازه آزمایشی

 

برون  های مختلف ماهی مولد قره بافتجدا شده از  C های تکثیر ژن لیزوزیم نوع یمنحن: 2شکل 

(Acipenser persicus ) ی متوالی در آزمایش ها رقتدرReal Time PCR. 

 

ژن لیزوزیم  mRNAبررسی میزان بیان 

ی مختلف ماهیان مولد ها بافتدر  C نوع

داری بین بیان  یمعننشان داد ارتباط برون  قره

ΔΔCt یدار یمعندر سطح  ها نمونه 

(16/1>P)  ی تحت بررسی ها بافتدر تمام

، آمده دستبه . بر اساس نتایج داشتوجود 

در بافت  C بالاترین میزان بیان ژن لیزوزیم نوع

طحال و کمترین میزان بیان آن در بافت 

 (.3 شکل؛ >16/1P) دشپانکراس مشاهده 

در  ها نمونه ΔΔCTداری تفاوت  معنی

با برون  نر و ماده ماهیان مولد قرهی ها جنس

 99%در سطح  T-testرویه از استفاده 

(16/1P< ) بین میزان بیان ژن که نشان داد

جنس نر و ماده های  در بافت Cلیزوزیم نوع 

(. به طوری 4شکل ) داشتداری  تفاوت معنی

میزان بیان  آمده دست که بر اساس نتایج به 

در های جنس نر  در بافت Cلیزوزیم نوع ژن 

بالاتر  محسوسی طور به  جنس ماده مقایسه با

 .بود



 
 
 

 
 
 

 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان

 8931اییز پسال هفتم، شماره سوم، 
 

 

 (Acipenser persicus)برون  ماهیان مولد قرهمختلف ی ها بافتدر  C : بیان ژن لیزوزیم نوع9 شکل

دار بین تیمارها  نشان دهنده وجود اختلاف معنیروی نمودار . حروف متفاوت انحراف معیار( ±)میانگین 

 (.P<50/5) است

 

 

Acipenser)برون  های ماهیان مولد قرهمجموع اندامدر  C بیان ژن لیزوزیم نوعمیزان : مقایسه 4 شکل  

persicus)  دار بین  حروف متفاوت روی نمودار نشان دهنده وجود اختلاف معنی .انحراف معیار( ±)میانگین

 .(P<50/5تیمارها است )

b 
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  بحث

به  وابستهی ها ژن mRNAمطالعه بیان 

 Real مثل ییها روشسیستم ایمنی ذاتی با 

Time PCR  اطلاعات دقیقی را از تکوین

دهند. از این روش برای  میسیستم ایمنی ارائه 

ی ها روشاطلاعات کمی از چگونگی ارائه 

 انتخابی ها ژندرمانی و اثر شرایط بر بیان 

نقوی و ) گیرد یممورد استفاده قرار  شده

 (.6392 همکاران،

ی زیادی ها تلاشی اخیر ها سالدر طول 

ایمنی سیستم ی وابسته به ها ژنجهت توصیف 

;Bao et al., 2006)کیموکاین مانند ذاتی   

Peatman and Liu, 2007)،  پپتیدهای

 Xu et al., 2005; Wang et)ضدمیکروبی 

al., 2006)، زای عوامل بیماریهای  یرندهپذ

ی ها ژن سایر( و Niu et al., 2011)اختصاصی 

 ;Bao et al., 2006)است  شده انجام مرتبط

Liao et al., 2009; Niu et al., 2011; 

Zhou et al., 2012.) 

تا به امروز در  g و C بیان ژن لیزوزیم نوع

است  شده گزارشگونه از ماهیان  63

(Fernandez-Trujillo et al., 2008 .)رایب 

 C است که ژن لیزوزیم نوع شده مشخص مثال

 Paralichthys olivaceusدر ماهی کفشک 

ی قدامی و خلفی کلیه، ها بافتدر  عمدتا

 Hikimaشود ) یم بیانطحال، مغز و تخمدان 

et al., 1997) . آمور در ماهی

(Ctenopharyngodon idella ) سنتز

cDNA لیزوزیم نوع C، را  بالاترین میزان بیان

 Wen and)داد  نشانقدامی  یهکلدر بافت 

Irwin, 1999 مطابق با نتایج .)Cecchini  و

در  C بیان ژن لیزوزیم نوع ،(2163همکاران )

از ( Salmo truttaای )آلای قهوه ماهی قزل

(UFEs) شدهن باروری ها تخم
به بعد تا مرحله  6

  بافتدر ی مشابهمشاهده شد. نتایج بلوغ 

، جگر عضله، تخمدان، قلب، مغز، آبشش، بیضه،

ی قدامی و ها قسمتروده، طحال، پوست، 

شده از ماهیان  یآور جمعخلفی کلیه و خون 

بر اساس نتایج به دست شد.  نیز گزارشبالغ 

پیشنهاد دادند که با ژوهشگران پآمده، این 

 از مرحله C توجه به بیان ژن لیزوزیم نوع

UFEs نشاناین موضوع ممکن است  ،به بعد 

 عنوانبه همان چیزی باشد که از آن  دهنده

 Cecchini) شود یمسیستم ایمنی مادرانه یاد 

et al., 2013) .بیان این ژن در که  یحال در

ساعت  24( تا Danio rerioماهی گورخری )

 ,Liu and Wenیر داشت )خاتپس از لقاح 

                                                           
1- Unfertilized Eggs 



 2331(، 3)7فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:        بیواره و همکاران                                                                   [271]

 

و همکاران  Fu ،ی دیگرا مطالعهدر  (.2002

 نوعهای  لیزوزیمسازی  ( با بررسی کلون2163)

C  وg  یاییآسروزه ماهی سیم  91در لاروهای 

(Lates calcarifer )دو دادند که هر  گزارش

ی تحت بررسی ها بافتلیزوزیم در تمام  نوع

، روده ، چشم،آبشش )مغز، طحال، کلیه،

بیشترین  ماهیچه، قلب و کبد( بیان داشت و

ی ها بافتدر  C میزان بیان ژن لیزوزیم نوع

 در g لیزوزیم نوع و ، روده، طحال و کلیهکبد

  یچهماهتر در بافت  یفضعبافت روده و به شکل 

گزارش دادند که  ها آنمشاهده شد. همچنین 

گونه در  یناها در  هر دو نوع این لیزوزیم

طحال در پاسخ به و  ی کلیه، کبدها بافت

 Vibrio harveyiزای  یماریببا عامل  مواجهه

و بیان ژن  شدبالاتر از حد معمول رونویسی 

ی ها بافتدر  g در مقایسه با نوع C لیزوزیم نوع

تر بود. این  یقوکلیه و طحال بسیار 

  ژنکه  کردندگیری  یجهنت این طور پژوهشگران

نقش مهمی را در  gو  C های نوع لیزوزیم

مقاومت لاروهای ماهی سیم دریایی نسبت به 

کند و  یمباکتریایی ایفا زای عوامل بیماری

ی مرتبط با ها ژندر  SNP 6نشانگرهای 

باکتریایی زای بیماریعوامل مقاومت در برابر 

گونه در   ینایل شده تسهممکن است انتخاب 

                                                           
1- Single Nucleotide Polymorphism 

 ,.Fu et al) های باکتریایی باشد یماریبمقابل 

درک بیشتر نقش  برایدر همین راستا  .(2013

در سیستم ایمنی ذاتی  C یم لیزوزیم نوعآنز

برون تصمیم گرفته شد تا با  قره ان مولدماهی

کمی تشخیص  Real Time PCR کمک روش

  یهکل  بافتچهار  این آنزیم در mRNAبیان 

اولین  عنوان به قدامی، کبد، طحال و پانکراس 

ی بررس موردروی این گونه،  مطالعه انجام شده

نشان داد  آمده دستبه های  یافته قرار گیرد.

ی تحت ها بافتدر تمام  Cنوع ژن لیزوزیم که 

در هر  آنو میزان بیان  داشتبررسی بیان 

چهار بافت در مقایسه با یکدیگر دارای اختلافی 

ن بالاترین میزان بیا ، به طوری کهدار بود یمعن

در بافت طحال و کمترین  Cژن لیزوزیم نوع 

. دشآن در بافت پانکراس ثبت  بیان میزان

ماهیان از حاضر با نتایج به دست آمده نتایج 

 (، تیلاپیاLiu and Wen, 2002) گورخری

(Gao et al., 2012 ،)کمان  ینرنگی آلا قزل

(Dautigny et al., 1991و باس ) دریایی 

. در مطابقت داشت( Fu et al., 2013) یاییآس

یری گ اندازه ،(2162و همکاران ) Gaoمطالعه 

های ژن لیزوزیم  میزان بیان انواع مختلف واریته

در ماهی تیلاپیا نشان داد بیشترین  C نوع

در دو بافت کبد  ها ژنن ای mRNAمیزان بیان 

در  C1 که لیزوزیم نوع و عضله بود. ضمن آن
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ی داشت. توجه قابلبافت روده نیز بیان 

نشان داد کمترین  مطالعههمچنین نتایج این 

در  C1 ژن لیزوزیم نوع mRNAمیزان بیان 

در بافت روده  C3و  C2ی ها ژنبافت معده و 

 این(. با توجه به Gao et al., 2012) دادرخ 

ی مهم ها اندامیکی از  عنوانبه که بافت طحال 

عملکردهای ایمنی در ماهیان  منظوربه 

دهد  یم، این اطلاعات نشان شده استشناخته 

برون نیز  در ماهی قره Cنوع که ژن لیزوزیم 

ممکن است نقش مهمی را در مقاومت در برابر 

بیماری داشته باشد. در طول روند تکاملی 

از دفاع تا  متفاوتیها، عملکردهای  لیزوزیم

مختلف  های برای این آنزیم طی پژوهشهضم 

مثال در  عنوانبه ده است. شگزارش 

 mRNAنوع  61، از بین نشخوارکنندگان

 بودندنوع آن مربوط به معده  C، 4نوع لیزوزیم 

 نقش یفایاعمده در عملیات هضم  طور به و 

ژن  (. الگوهای بیانIrwin, 1996) ندکرد یم

ی مختلف متفاوت است و در ها بافتلیزوزیم در 

بیان  ها بافترسد در تمام  یم به نظرآبزیان 

,Irwin and Wilson) داشته باشد  1989; 

Irwin, 2004; Fernandez-Trujillo et al., 

2008; Jimenez-Cantizano et al., 2008; 

Ye et al., 2010;)،  در  آناما سطح بیان

ی مختلف آبزیان متفاوت است که این ها بافت

موضوع ممکن است به دلیل عملکردهای 

 در .ی مختلف باشدها بافتدر  لیزوزیممختلف 

( که Scophthalmus rhombusماهی بریل )

 و ماهیان استخوانی 6در طبیعت از میسیدها

ممکن است  Cنوع د، لیزوزیم کن یمتغذیه 

زیرا بیشترین  ،های گوارشی باشد یتفعالدارای 

عمده  طوربه میزان بیان این ژن در این ماهی 

 شدیری گ اندازهی کبد و معده ها بافتدر 

(Jimenez-Cantizano et al., 2008 .)در 

با توجه  شده شناختهکه در سایر ماهیان  یحال

ی ها بافتدر  Cنوع به بیان بالای ژن لیزوزیم 

مرتبط با ایمنی ممکن است عملکرد اصلی این 

مثال،  عنوانبه ن دفاع در نظر گرفته شود. ژ

قدامی  یهکلی کبد و ها بافتدر  Cنوع لیزوزیم 

کمان، رده میلوئید در  ینرنگی آلا قزلدر ماهی 

ی ها بافتگسترده در  طور به، گورخریماهی 

خلفی، طحال، مغز و تخمدان  یهکلقدامی و 

 یهکلبافت  ماهی فلاندر ژاپنی و بیان بالایی در

 داشتقدامی در ماهی کپور علفخوار 

(Dautigny et al., 1991; Hikima et al.,  

1997; Liu and Wen, 2002; Ye et al., 

2010.) 

Kaizu ( با 2166و همکاران ) بررسی

در میگوهای  Cنوع  میزوزیل عملکرد

                                                           
1- Mysidacea 
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Marsupenaeus japonicus ( خانواده

Penaeidae)  دادند که عدم وجود این گزارش

ی ها یباکترمیگوها باعث افزایش این آنزیم در 

 تلفاتیجه افزایش درنتزا در همولنف و  یماریب

چنین این ( نیز 2161و همکاران ) Ye. شد

ممکن است  آموردر ماهی  کهگزارش دادند 

مولکول اصلی در دفاع  عنوانبه  Cنوع لیزوزیم 

 فعالیت داشته باشد. طبیعیشرایط  دراز بدن 

 ،(2163و همکاران ) Wangدر مطالعه 

در  Cنوع بالاترین میزان بیان ژن لیزوزیم 

در  (Ictalurus punctatus) ی کانالماه گربه

قدامی، کبد، طحال ثبت  یهکلی کلیه، ها بافت

در  ها بافتکه با نوع عملکردهای این شد 

 ,.Wang et al) داشت مطابقتسیستم ایمنی 

در مطالعه حاضر  آمده دستبه (. نتایج 2013

 نیز گونهتوان به عوامل درونی مرتبط با  یمرا 

 ;Burton and Murray, 1979نسبت داد )

Etim et al., 1999.) 

نتایج و  شده ذکربا توجه به موارد 

( که لیزوزیم 2112) Wen و Liuهای  ژوهشپ

عامل اصلی جهت دفاع  نوانبه عرا  Cنوع 

و  اند کردهمعرفی  طبیعیتحت شرایط 

شرایط خاص  تحت آمده به وجودی ها استرس

کاهش سطح آب در  ،نقل و حمل مانند

ی پرورش ماهیان خاویاری در فصل ها حوضچه

و زمان با آن های مرتبط  یتفعالیر و سایر تکث

میزان بیان ژن لیزوزیم  ،برون تکثیر ماهی قره

ارجاع  بالایک از موارد  توان به هر یمرا  Cنوع 

نیاز به انجام مطالعات  ها آنداد که بررسی 

در تایید توضیحات بیشتر در این زمینه دارد. 

( با 2117همکاران )و  Swain ذکر شده

در ایمنی غیراختصاصی  های شاخصبررسی 

( در فصول Labeo rohitaروهو )ماهی 

لیزوزیم  میزان ترین یینپاشاهد سال مختلف 

همکاران و  Ghafooriبودند. در فصل زمستان 

در سرم و  میزوزیل( با بررسی تغییرات 2164)

سفید دریای  ی نر و ماده ماهیها جنسموکوس 

دوره تکثیر  در طول (Rutilus frisii)خزر 

دمای  مانندمختلفی عوامل گزارش دادند که 

ی دمثلیتولی ها مهاجرتآب، بلوغ جنسی و 

 ثروم میزوزیلمیزان  غییربر ت توانند یم تماما

میزان لیزوزیم را در جنس ماده  ها آنباشند. 

این طور بالاتر از جنس نر گزارش دادند و 

دلیل کاهش سطح لیزوزیم  گرفتند که یجهنت

کاهش نرخ متابولیک و کاهش ، در دمای پایین

 ,.Ghafoori et alبود )  یطمیکروبی محعوامل 

2014). 

در  C بررسی میزان بیان ژن لیزوزیم نوع

برون  مختلف ماهیان مولد قرهی ها جنس

پرورشی در مطالعه حاضر نشان داد میزان بیان 
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ی جنس نر در مقایسه با ها بافتاین ژن در 

ی بالاتر داری در سطح یمعن طوربه  جنس ماده

. تا به امروز مکانیسم دقیق اثر داشتقرار 

به جنسیت بر میزان بیان این ژن در آبزیان 

و  Grindeاما  ،کامل شناسایی نشده است طور

( با بررسی میزان لیزوزیم در 6988همکاران )

گونه از  62در  بافت قدامی و خلفی کلیه

ماهیان و همچنین بررسی اثرات ژنتیکی بر 

تنوع لیزوزیم سرم خون مولدین در هر گروه از 

مولد ماده( گزارش  4مولد نر و  3ماهیان )

ی تحت بررسی، ها گونهدادند در بین تمام 

کمان دارای بالاترین  ینرنگی آلا قزلماهی 

و میزان فعالیت این آنزیم در  میزان لیزوزیم بود

د. شبافت کلیه نیز بیشتر از بافت خون گزارش 

داری در  یمعنگونه تفاوت  یچهکه  یحال در

ی مختلف ها جنسمیزان فعالیت این آنزیم در 

 صورتبه د. بررسی نتایج شاین گونه مشاهده ن

کمان  ینرنگی آلا قزلنیز در ماهی  یا گونه درون

یرات ژنتیکی بر سطوح ثاتوجود  دهنده نشان

گزارش  ها آنلیزوزیم بوده است. همچنین 

داری بین  یمعنگونه همبستگی  یچهدادند که 

وزن و میزان فعالیت این آنزیم در ماهی 

 Grinde) شتنداکمان وجود  ینرنگی آلا قزل

et al., 1988) .Wang ( نیز 2113) و همکاران

ماهی سوف با سنجش سطح لیزوزیم در 

کردند  مشاهده( Perca fluviatilisاروپایی )

در  این آنزیم سطحریزی  در طول فصل تخم

 ی بالاتر از جنس نرجنس ماده به شکل معنادار

که بررسی این شاخص در فصول  یحال . دربود

ماهی لامپساکر در مورد مختلف 

(Cyclopterus lumpus نشان ) داد سطح این

در  آنو فعالیت  استوابسته به فصل  آنزیم

 استجنس ماده  همواره بیشتر ازنرها 

(Fletchert et al., 1977). 

یری بیان ژن لیزوزیم گ اندازهدر مجموع، 

قدامی، کبد، طحال و  یهکلی ها بافتدر  Cنوع 

در مطالعه برون  قرهپانکراس در مولدین ماهی 

های این mRNAحاضر نشان داد میزان بیان 

ی تحت بررسی در ها بافتژن در تمامی 

داری بود  یمعنمقایسه با یکدیگر دارای اختلاف 

در بافت طحال ثبت آن  و بالاترین سطح بیان

د. با توجه به نقش بافت طحال در ایمنی ش

بدن، یکی از دلایل احتمالی بالاتر بودن میزان 

در ماهیان تحت  Cنوع یزوزیم بیان ژن ل

تواند مبتلا بودن ماهیان به انواع  یم ،بررسی

همچنین با مقایسه  ی باکتریایی باشد.ها عفونت

های  یتجنسدر  Cنوع میزان بیان ژن لیزوزیم 

گیری  یجهنتبرون نیز این  مختلف ماهی قره

که میزان بیان این ژن در ماهیان  شدحاصل 

داری بالاتر  یمعنمحسوس و  به شکلجنس نر 
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تواند  یمنتایج حاضر . بوداز جنس ماده 

های  در مورد مکانیزمرا ی جدیدی ها سرنخ

مولکولی که پاسخ ایمنی ذاتی را در ماهیان 

برای وجود،  ینا باد، ارائه دهد. کنن یمیم تنظ

زمینه با توجه به  ابراز نظر قطعی در این

گسترش کاربردهای بیوتکنولوژی در صنعت 

تر در خصوص  یقعمپروری و کسب دانش  یآبز

ی ها گونهدر  Cنوع های لیزوزیم  یژگیوتمام 

ماهیان خاویاری که  ه ویژهمختلف ماهیان، ب

دارای ارزش اقتصادی بالایی نیز هستند، 

د با بررسی ساختار ژنومی شو یمپیشنهاد 

این آنزیم الگوهای بیان کامل  ،Cنوع لیزوزیم 

زا و  یماریبزا و غیر یماریبهای  یباکتردر برابر 

در مقایسه با سایر  یا نقش نسبی آن

مورد  های پاسخ ایمنی ذاتی ایمنوپروتئین

 بررسی قرار گیرد.
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نشانگرهای مولکولی. انتشارات . 8932ق. 

 ص.341دانشگاه تهران. 



 2331(، 3)7فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:        بیواره و همکاران                                                                   [211]

 

زاده صابر  یارمحمدی م.، پورکاظمی م.، حسن

. 8913ف. و عزیززاده ل.  دوز چکمهم.، 
در  جنسیت مارکر تعیین امکان بررسی

. cDNA-RFLPاز  استفاده با ایرانی ماهی تاس

 .74-82(: 2)4مجله ژنتیک نوین، 
 

Afraei M.A., Safari R. and Salmani 

A. 2006. Distribution and density 

of juvenile Acipenser persicus at 

the lower 10 meter depth of the 

southern Caspian Sea. Journal of 

Applied Ichthyology, 22(1): 108–

110. 

Akbarzadeh A., Farahmand H., 

Mahjoubi F., Nematollahi M.A., 

Leskinen P., Rytkonen K. and 

Nikinmaa M. 2011. The 

transcription of L-gulono-gamma-

lactone oxidase, a key enzyme for 

biosynthesis of ascorbic acid, 

during development of Persian 

sturgeon Acipenser persicus. 

Comparative Biochemistry and 

Physiology B, 158: 282–288. 

Bao B., Peatman E., Peng X., 

Baoprasertkul P., Wang G. and 

Liu Z. 2006. Characterization of 23 

CC chemokine genes and analysis 

of their expression in channel 

catfish (Ictalurus punctatus). 

Developmental and Comparative 

Immunology, 30: 783–796. 

Billard R. and Lecointre G. 2001. 

Biology and conservation of 

sturgeon and paddlefish. Reviews 

in Fish Biology and Fisheries, 10: 

355–392. 

Burton  C.B.  and  Murray  S.A. 

1979.  Effect  of  density  on  gold 

fish blood- I Haemotology. 

Comparative Biochemistry and 

Physiology A, 62: 555–558. 

Cecchini S., Paciolla M., Biffali E., 

Borra M., Ursini M.V. and Lioi 

M.B. 2013. Ontogenetic profile of 

innate immune related genes and 

their tissue specific expression in 

brown trout, Salmo trutta 

(Linnaeus, 1758). Fish and 

Shellfish Immunology, 35: 988–

992. 

Dautigny A., Prager E.M., Pham-

Dinh D., Jolles J., Pakdel F., 

Grinde B. and Jolles P. 1991. 

cDNA and amino acid sequences 

of rainbow trout (Oncorhynchus 

mykiss) lysozymes and their 

implications for the evolution of 

lysozyme and lactalbumin. Journal 

of Molecular Evolution, 32(2): 

187–198. 

Etim L., Ekanem S.B. and Utim A. 

1999. Haemotological profiles of 

two species of catfish, Chrysicthys 

nigrodigitatus and Chrysicthys 

furcatus from the Great Kwa 

River, Nig. Global Journal of Pure 

and Applied Sciences, 5: 1–8. 

Fernandez-Trujillo M.A., Porta J., 

Manchado M., Borrego J.J., 

Alvarez M.C. and Bejar J. 2008. 
C-lysozyme from Senegalese sole 

(Solea senegalensis): cDNA cloning 

and expression pattern. Fish and 



 [212] 2331(، 3)7 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:     Real Time PCRبرون با روش  در مولدین قره Cبیان ژن لیزوزیم نوع 

 

Shellfish Immunology, 25(5): 

697–700. 

Fletchert T.C., White A. and Baldo 

B.A. 1977. C-reactive protein- like 

precipitin and lysozyme in 

lumpsuker Cyclopterus lumpus L. 

during the breeding season. 

Comparative Biochemistry and 

Physiology, 57: 353–357. 

Fu G.H., Bai Z.Y., Xia J.H., Liu F., 

Liu P. and Yue G.H. 2013. 

Analysis of two lysozyme genes 

and antimicrobial functions of 

their recombinant proteins in 

Asian sea bass. PLoS ONE 8(11): 

1–12 (e-79743). 

Gao F.Y., Qu L., Yu S.G., Ye X., 

Tian Y.Y., Zhang L., Bai J.J. 

and Lu M. 2012. Identification 

and expression analysis of three c-

type lysozymes in Oreochromis 

aureus. Fish and Shellfish 

Immunology, 32(5): 779–788. 

Ghafoori Z., Heidari B., Farzadfar 

F. and Aghamaali M.R. 2014. 

Variations of serum and mucus 

lysozyme activity and total protein 

content in the male and female 

Caspian kutum (Rutilus frisii 

kutum, Kamensky 1901) during 

reproductive period. Fish and 

Shellfish Immunology, 37: 139–

146. 

Gholipour Kanani H., Mirzargar S. 

S., Soltani M., Ahmadi A., 

Abrishamifar A., Bahonar A. 

and Yousefi P. 2011. Anesthetic 

effect of tricaine 

methanesulfonate, clove oil and 

electroanesthesia on lysozyme 

activity of (Oncorhynchus mykiss). 

Iranian Journal of Fisheries 

Sciences, 10(3): 393–402. 

Grinde B., Lie O., Poppe T. and 

Salte R. 1988. Species and 

individual variation in lysozyme 

activity in fish of interest in 

aquaculture. Aquaculture, 68: 

299–304. 

Hamlin H.J. 2005. Nitrate toxicity in 

Siberian sturgeon (Acipenser 

baeri). Aquaculture, 253: 688–

693. 

Hikima J., Hirono I. and Aoki T. 

1997. Characterization and 

expression of c-type lysozyme 

cDNA from Japanese flounder 

(Paralichthys olivaceus). 

Molecular Marine Biology and 

Biotechnology, 6(4): 339–344. 

Hikima J., Hirono I. and Aoki T. 

2003. The lysozyme gene in fish. 

P: 301–309. In: Shimizu N., Aoki 

T., Hirono I. and Takashima F. 

(Eds.). Aquatic Genomics. 

Springer, Tokyo. 

Hikima J., Minagawa S., Hirono I. 

and Aoki T. 2001. Molecular 

cloning, expression and evolution 

of the Japanese flounder goose-

type lysozyme gene, and the lytic 

activity of its recombinant protein. 

Biochimica et Biophysica Acta, 

1520(1): 35–44. 

Hinds Vaughan N. and L. Smith S. 

2013. Isolation and characterization 



 2331(، 3)7فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:        بیواره و همکاران                                                                   [211]

 

of a c-type lysozyme from the 

nurse shark. Fish and Shellfish 

immunology, 35(6): 1824–1828. 

Irwin D.M. 1996. Molecular 

evolution of ruminant lysozymes. 

EXS, 75: 347–361. 

Irwin D.M. 2004. Evolution of cow 

nonstomach lysozyme genes. 

Genome, 47: 1082–1090. 

Irwin D.M. and Wilson A.C. 1989. 

Multiple cDNA sequences and the 

evolution of bovine stomach 

lysozyme. Journal of Biological 

Chemistry, 264(19): 11387–

11393. 

IUCN. 2012. IUCN Red List 

Categories and Criteria. Gland and 

Cambridge, Switzerland. 32P. 

Jimenez-Cantizano R.M., Infante 

C., Martin-Antonio B., Ponce 

M., Hachero I., Navas J.I. and 

Manchado M. 2008. Molecular 

characterization, phylogeny, and 

expression of ctype and g-type 

lysozymes in brill (Scophthalmus 

rhombus). Fish and Shellfish 

Immunology, 25(1-2): 57–65. 

Kaizu A., Fagutao F.F., Kondo H., 

Aoki T. and Hirono I. 2011. 

Functional analysis of C-type 

lysozyme in penaeid shrimp. The 

Journal of Biological Chemistry, 

286 (52): 44344–44349. 

Kottelat M. and Freyhof J. 2007. 

Handbook of European Freshwater 

Fishes. Publications Kottelat, 

Switzerland. 646P. 

Larsen A.N., Solstad T., Svineng 

G., Seppola M. and Jorgensen 

T.O. 2009. Molecular 

characterisation of a goose-type 

lysozyme gene in Atlantic cod 

(Gadus morhua L). Fish and 

Shellfish Immunology, 26(1): 

122–132. 

Liao Z.Y., Chen X.L. and Wu M.J. 

2009. Molecular cloning and 

functional analysis of Chinese 

sturgeon (Acipenser sinensis) 

growth hormone receptor. Science 

in China Series C, 52(10): 911–

921. 

Liu F. and Wen Z.L. 2002. Cloning 

and expression pattern of the 

lysozyme C gene in zebra fish. 

Mechanisms of Development, 

113: 69–72. 

Ludwig A. 2006. A sturgeon view on 

conservation genetics. European 

Journal of Wildlife Research, 52: 

3–8. 

Mai W., Liu P., Chen H. and Zhou 

Y. 2014. Cloning and immune 

characterization of the c-type 

lysozyme gene in red-spotted 

grouper, Epinephelusakaara. Fish 

and Shellfish Immunology, 36(1): 

305–314. 

Niu D., Peatman E., Liu H., Lu J., 

Kucuktas H., Liu S., Sun F., 

Zhang H., Feng T., Zhou Z., 

Terhune J., Waldbieser G., Li J. 

and Liu Z. 2011. Microfibrillar-

associated protein 4 (MFAP4) 

genes in catfish play a novel role 



 [213] 2331(، 3)7 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:     Real Time PCRبرون با روش  در مولدین قره Cبیان ژن لیزوزیم نوع 

 

in innate immune responses. 

Developmental and Comparative 

Immunology, 35(5): 568–579. 

Peatman E. and Liu Z. 2007. 

Evolution of CC chemokines in 

teleost fish: A case study in gene 

duplication and implications for 

immune diversity, 

Immunogenetics, 59: 613–623. 

Pourkazemi M. 2006. Caspian Sea 

sturgeon conservation and 

fisheries: Past present and future. 

Journal of Applied Ichthyology, 

22(1): 12–16. 

Rajabzadeh E., Asadi F., Jolodar 

A., Seyfi M.R., Shapouri A., 

Soltani M. and Eslami M. 2012. 

Molecular cloning and expression 

of g-type lysozyme from the skin 

mucus of common carp (Cyprinus 

carpio) and its lytic activity. 

Advanced Studies in Biology, 

4(9): 419–435. 

Saurabh S. and Sahoo P.K. 2008. 

Lysozyme: An important defence 

molecule of fish innate immune 

system. Aquaculture Research, 29: 

223–239. 

Soltani M. and Pourgholam R. 

2007. Lysozyme activity of grass 

carp (Ctenopharingodon idella) 

following exposure to sublethal 

concentrations of organophosphate, 

diazinon. Journal of Veterinary 

Research, 62(2): 49–52. 

Swain P., Dash S. and Sahoo P.K. 

2007. Non-specific immune 

parameters of brood Indian major 

carp Labeo rohita and their 

seasonal variations. Fish and 

Shellfish Immunology, 22: 38–43. 

Uribe B., Folch H., Enriquez R. 

and Moran G. 2011. Innate and 

adaptive immunity in teleost fish: 

A review. Veterinarni Medicina, 

56(10): 486–503. 

Vandesompele J., De Paepe A. and 

Speleman F. 2002. Elimination of 

primer–dimer artifacts and 

genomic coamplification using a 

two-step SYBR green I real-time 

RT-PCR. Analytical 

Biochemistry, 303(1): 95–98. 

Wang N., Migaud L., Acerete L., 

Gardeur N.J., Tort L. and 

Fontaine P. 2003. Mortality in 

non-specific immune response of 

Eurasian perch, Perca fluviatilis, 

during the spawning season. Fish 

Physiology and Biochemistry, 28: 

523–524. 

Wang Q., Wang Y., Xu P. and Liu 

Z. 2006. NK-lysin of channel 

catfish: Gene triplication, 

sequence variation, and expression 

analysis. Molecular Immunology, 

43: 1676–1686. 

Wang R., Feng J., Li C., Liu S., 

Zhang Y. and Liu Z.H. 2013. 

Four lysozymes (one c-type and 

three g-type) in catfish are 

drastically but differentially 

induced after bacterial infection. 

Fish and Shellfish Immunology, 

35(1): 136–145. 



 2331(، 3)7فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:        بیواره و همکاران                                                                   [211]

 

Wen Y. and Irwin D.M. 1999. 

Mosaic evolution of ruminant 

stomach lysozyme genes. 

Molecular Phylogenetics and 

Evolution, 13: 474–482. 

Xu P., Bao B., He Q., Peatman E., 

He C. and Liu Z. 2005. 

Characterization and expression 

analysis of bactericidal 

permeability-increasing protein 

(BPI) antimicrobial peptide gene 

from channel catfish Ictalurus 

punctatus. Developmental and 

Comparative Immunology, 29: 

865–878. 

Ye X., Zhang L.L., Tian Y.Y., Tan 

A.P., Bai J.J., Li S.J. 2010. 

Identification and expression 

analysis of the g-type and c-type 

lysozymes in grass carp 

Ctenopharyngodon idellus. 

Developmental and Comparative 

Immunology, 34(5): 501–509. 

Zhou Z., Liu H., Liu S., Sun F., 

Peatman E., Kucuktas H., 

Kaltenboeck L., Feng T., Zhang 

H., Niu D., Lu J., Waldbieser G. 

and Liu Z. 2012. Alternative 

complement pathway of channel 

catfish (Ictalurus punctatus): 

molecular characterization, mapping 

and expression analysis of factors 

Bf/C2 and Df. Fish and Shellfish 

Immunology, 32: 186–195. 

  



 
 
 

 
 
 

Aquatic Physiology and Biotechnology 

Vol. 7, No. 3, Autumn 2019 
 

Research Paper 

Investigation of gene expression of C-type lysozyme from spleen, 

pancreas, anterior kidney and liver tissues in adult Persian sturgeon 

(Acipenser persicus Borodin, 1897) by using the quantitative 

real-time PCR Method 
 

Mohammadreza Bivareh1*, Hosna Gholipour Kannani2, Balal Sadeghi3, 

Hojatollah Jafaryan4 

 

Accepted: October 2018 Received: June 2018 

Abstract  

This study aimed to evaluate C-type lysozyme gene expression in the liver, spleen, 

pancreas and head kidney of breeding Acipenser persicus based on gender with real-

time PCR method. For this purpose, sampling of liver, spleen, pancreas and head kidney 

was done after artificial breeding from 16 fish including 8 males and 8 females. The 

tissues were transported to the laboratory in liquid nitrogen. After RNA extraction and 

cDNA synthesis, quantitative real-time PCR was done to examine the relevant gene 

expression in different tissues. The finding as the first record in this species showed that 

the C-type lysozyme gene was expressed in all investigated tissues and the expression 

rate between different tissues had a significant difference (P<0.01). The highest and 

lowest expression level of mRNA was observed in spleen and pancreas tissues, 

respectively. The expression of this gene in different gender of these species showed a 

significant difference (P<0.01). So, the expression rate of the C-type lysozyme gene in 

male tissues was significantly higher than females. Generally, according to the results, it 

can be stated that the expression rate of the C-type lysozyme gene in different tissues 

and genders of breeding A. persicus can be influenced by different factors whose 

potential effects may require further laboratory studies on this filed. 

Key words: Gene Expression, Enzyme Lysozyme, Real-Time PCR, Acipenser persicus. 
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