
 1-13: 1331 (3) 2مجله بوم شناسی آبزیان 

 

   

 مجله بوم شناسی آبزیان

 

 

در مراحل ابتدایی  Real-time PCRهای رفرنس جهت مطالعات  ترین ژن انتخاب مناسب

 Acipenser persicusزیست تاسماهی ایرانی، 

 ،3کمال الدین حق بین ،2، محمد علی نعمت اللهی3، فروزنده محجوبی2، حمید فرحمند1آرش اکبرزاده

 4حامد کلنگی میاندره 

 دانشکده کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه هرمزگان، گروه شیلات 1
 دانشگاه تهران دانشکده منابع طبیعی، پردیس کشاورزی و منابع طبیعی،، گروه شیلات و محیط زیست 2

 (NIGEB)پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فنآوری 3

 گروه شیلات، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان 4

 اریخچه مقاله:ت

 8/40/29دریافت: 

 04/40/29اصلاح: 

 94/40/29پذیرش: 

 چکیده

کمی استفاده می شوود  بوه منروور کموی سوازه داده  واه        PCR Real-timeدر مطالعاتی که از تکنیک  

 mRNAژن  دف را نسوتت بوه میوزان     mRNAمی بایست میزان  mRNAحاصل از اندازه گیره سطوح 

از آنجا که سطح بیوان ژن کنتورل داخلوی موی بایسوت در بوی        ل سازه کرد. یک ژن رفرنس داخلی نرما

 اه مختلف و نیز تمامی مراحل رشد یک موجود زنوده اابوت بووده و نیوز تأوت تویایر تیمار واه         بافت

آزمایش قرار نگیرد  در  ر یک از آزمایش  اه بیان ژن موی بایسوت اتوا  و دایوداره بیوان  نودی  ژن       

منرور نرموال سوازه داده  واه    ه ارزیابی قرار گیرد تا مناسب تری  ژن رفرنس ب رفرنس مورد آزمایش و

 actin- betaاتا  بیان شش ژن رفورنس شوامل    در مطالعه حاضرحاصل از بیان ژن  دف انتخاب گردد. 

(ACTB)  Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)  Ribosomal protein L6 

(RPL6)  Ubiquitin (UBQ)  Ribosomal protein L13 (RPL13) و Elongation factor 1-alpha 

(EF1A)  بوا اسوتفاده از تکنیوک    تاسما ی ایرانوی در طی مراحل ابتدایی رشد و تکاملReal-Time PCR  

TaqMan .برآیند کلی نتایج حاصل از نورم افزار واه    مورد ارزیابی قرار گرفتgeNorm  Bestkeeper  و

NormFinder ن داد که دو ژن نشاRPL6  وACTB در حالیکوه  از بیشتری  اتا  بیان ژن برخوردار بودند  

  RPL6بیشتری  تغییرا  بیان ژن را از خود نشوان داد. بور ایو  اسوات اسوتفاده از ژن  واه        RPL13ژن 

ACTB د منرور نرمال سازه داده  اه بیان ژن  دف در مراحل ابتدایی رشو ه و نیز میانگی   ندسی آنها ب

 و تکامل تاسما ی ایرانی و نیز سایر گونه  اه تاسما یان توصیه می شود.  

 

 : کلمات کلیدی

 ایرانی تاسما ی

 ژن رفرنس

mRNA 

 Real-TimePCR  
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 مقدمه

مورد استفاده قرار می گیرد که از  RNAگیره و مقایسه سطوح ه منرور اندازهطور متداولی به ب 1کمی PCRامروزه تکنیک 

      یل آن می توان به دقت  تکراردییره  اختااصی بودن  حساسیت و نیز توان مملیاتی بالاه آن اشاره کردجمله دلا

(Infante et al., 2008; McCurley & Callard, 2008; Mitter et al., 2009; Small et al., 2008; Zhong et al., 2008) . در

ژن  دف را نستت  mRNAمیزان  می توان mRNAاز اندازه گیره سطوح  اه حاصل ه منرور کمی سازه دادهای  تکنیک  ب

کمی  PCR. نرمال سازه داده  اه حاصل از (Bustin, 2000)یک ژن رفرنس داخلی مورد سنجش قرار داد  mRNAبه میزان 

آیند آزمایش  منرور کنترل و از بی  بردن خطاه ناشی از بکارگیره نمونه  ا در طی مراحل مختلف زمانی در خلال فره ب

. سطح بیان ژن کنترل داخلی می بایست در بی  بافت  اه مختلف یک موجود زنده و (Dheda et al., 2005)ضروره است 

نیز در بی  تمامی مراحل رشد و تمایز موجود اابت بوده و  مچنی  میزان بیان آن تأت تیایر تیمار اه آزمایش قرار نگیرد 

(Bustin, 2000) در  ر یک از آزمایش  اه بیان ژن می بایست اتا  و دایداره بیان  ندی  ژن رفرنس مورد . به  می  دلیل

 اه حاصل از بیان ژن  دف ه منرور نرمال سازه دادهتری  ژن رفرنس بآزمایش و ارزیابی قرار گیرد تا در نهایت مناسب

 . (Tang et al., 2007)انتخاب گردد 

 Real-time PCRتلف در مراحل ابتدایی زیست ما یان با استفاده از تکنیک خ اه مژن تأقیقا  در زمینه مطالعه میزان بیان

گونه  اه رفرنس مناسب در مراحل ابتدایی زیست . بنابرای   تعیی  ژن(Sæle et al., 2009)روز به روز در حال افزایش است 

-ارزیابی اتا  و دایداره بیان ژنتلفی در زمینه اخیراً  مطالعا  مخاز ا میت به سزایی برخوردار است. ما یان  اه مختلف 

 اه حاصل از ی  ژن رفرنس جهت نرمال سازه دادهمنرور انتخاب مناسب تره ما یان بزیست  اه رفرنس در مراحل ابتدایی 

   Danio rerioما ی زبرامنوان مثال در ه بیان ژن  دف صور  گرفته است. ب

(McCurley & Callard, 2008)ندر ژادنی   ما ی فلاParalichthys olivaceus (Zhong et al., 2008) ما ی کاد اقیانوت  

 Dicentrarchus labrax (Mitter et al., 2009)ما ی بات دریایی ارودایی  و Gadus morhua  (Sæle et al., 2009)اطلس

  اند.فتهورد ارزیابی و مطالعه قرار گر اه رفرنس مختلف در مراحل ابتدایی رشد و تکامل م ژن

و به منرور بازسازه ذخایر   اخیر  اهبا توجه به کا ش  شمگیر ذخایر ما یان خاویاره حوزه دریاه خزر در خلال سال

. (Nazari et al., 2010)  ا قطعه بچه ما ی خاویاره به طور مانومی تکثیر و به دریاه خزر ر اسازه می شوندسالانه میلیون

مستلزم انجام تأقیقا  مولکولی و ژنتیکی بر با کیفیت و تولید لارو ا و بچه ما یان خاویاره موفقیت در تولید مثل مانومی 

 اه مختلف رشد  تولید مثل و ایمنی در مراحل جنینی و لاروه ای  ما یان است و از ای  رو  استفاده از تکنیک روه مکانیزم

PCR مختلف زیستی در مراحل ابتدایی زیست تاسما یان از  کمی به منرور ارزیابی سطوح بیان ژن  اه دخیل در مسیر اه

 ACTBدو ژن  یکی از طور معمول ازا میت به سزایی برخوردار است. در بسیاره از مطالعا  بیان ژن در ما یان خاویاره به

 شده است اه بیان ژن  دف استفاده   اه کنترل داخلی براه نرمال سازه داده به منوان ژن 18s rRNA یا و

 (Amberg et al., 2009; Hurvitz et al., 2005; Li et al., 2009; ZhiYong et al., 2009)   بیان و مناسب  اتا بدون آنکه
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ارزیابی اتا  و دایداره بیان   دف از تأقیق حاضر  رد.یبودن آنها جهت نرمال سازه داده  اه ژن  دف مورد ارزیابی قرار گ

در مراحل ابتدایی رشد  دف  نبیان ژ براه نرمال سازه داده  اه آنهامناسب تری   انتخاب منروره  اه رفرنس مختلف ب ژن

منوان گونه با ارزش و بومی سواحل ه بدی  منرور مطالعه مورده بر روه تاسما ی ایرانی ب .می باشد انو تمایز تاسما ی

   انجام گرفت.  جنوبی دریاه خزر

 ها مواد و روش

در کارگاه تکثیر تکثیر مانومی مولدی  تاسما ی ایرانی اه تخم  لارو و بچه ما یان مورد نیاز از  نمونهکلیه در مطالعه حاضر  

 فت روز دس از انجام مملیا   دست آمد.ه ب 1311در سال  و درورش ما یان خاویاره شهید دکتر بهشتی سد سنگر رشت

  لارو اه تاسما ی میلی گرم در لیتر 7-3مألول و میزان اکسیژن  درجه سانتیگراد 12-11 ا در دماه تکثیر و لقاح تخم

 اه مورد استفاده در نمونه  اه درورشی ونیرو منتقل شدند.دس از وزن شدن بلافاصله به حوضچه و تفریخ شدندایرانی 

ه اتأقیق حاضر  حاصل از تکثیر  مزمان  ندی  جفت مولد تاسما ی ایرانی بودند که به طور تاادفی انتخاب و در حوضچه

درجه سانتیگراد  لارو ا شروع به تغییه خارجی با  3-11روز دس از تفریخ در بازه دمایی  11 جداگانه نگهداره شدند.

  بچه ما یان  اه ونیروحوضچهروز دس از درورش لارو ا در  21درصد بایومات( کردند.  33نائودلیوت آرتمیا )با تراکم 

دو ماه دس از تفریخ  بچه ما یان انگشت قد تاسما ی ایرانی آماده ر اسازه جوان به استخر اه خاکی منتقل شدند و حدود 

 13در مجموع بودند. تمامی لارو ا و بچه ما یان مورد استفاده در تأقیق حاضر در شرایط درورشی یکسان نگهداره شدند. 

یرون آمدن لارو از تخم )جنی  دس ب دیش از دو روزتاسما ی ایرانی شامل زمانی در طی مراحل ابتدایی رشد و تکامل مرحله 

اه که )دوره کمون یا دوره روزه 6و  3  1 اه   لارو(زمان بیرون آمدن لارو از تخم)از مرحله  شم زدگی(  لارو صفر روزه 

زمان شروع )روزه  11لارو   )زمان تغییه مختلط داخلی و خارجی( روزه 13  لارو لارو ا از ذخیره کیسه زرده تغییه می کنند(

)بچه ما یان  روزه 13بچه ما ی و   اه ونیرو(زمان درورش در حوضچه)دایان  روزه 21لارو روزه   23لارو تغییه فعال(  

به صور    اه یاد شده اه مورد نیاز در  ر یک از زمانو نمونهدر استخر اه خاکی( انتخاب  داده شده درورشانگشت قد 

و معمولی   RNaseماره از ml1/1 اه فعالیت آنزیمی به ترتیب به درون ویال  اه بیان ژن وتاادفی انتخاب و جهت بررسی

به آزمایشگاه فیزیولوژه جانوره و  آزمایشا  بعدهانجام  و جهتور غوطهبلافاصله در از  مایع  قرار داده شدند و

 .ندشد منتقلر فنلاند در کشو 2آزمایشگاه ژنتیک بخش ژنتیک و فیزیولوژه جانوره گروه زیست شناسی دانشگاه تورکو

نمونه استخراج گردید )تعداد تکرار اه آزمایش(.  شش  RNA تاسما ی ایرانیدر  ر یک از مراحل ابتدایی رشد و تکامل 

انجام شد.  Tri Reagent  (Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA)از مألول با استفاده RNAاستخراج 

با استفاده  مکمل DNAساخت رشته  و Invitrogen DNase I  (Invitrogen, CA, USA)ستفاده از کیتبا ا DNaseسپس تیمار 

DyNAmoاز کیت 
TM  (Finnzymes, Espoo, Finland)  .تعیی  و بر اسات دستورالعمل  اه موجود در کیت انجام گرفت

 .انجام شد NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA)دستگاه  بااستخراج شده  RNAکمیت 

 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)  ribosomal protein L6در مجموع شش ژن رفرنس شامل 

(RPL6)  ribosomal protein L13 (RPL13)  Elongation factor 1-alpha (EF1A)  Ubiquitin (UBQ)  وbeta-actin 
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(ACTB)  .اه جا که تاکنون توالی ژناز آنانتخاب گردید RPL6  RPL13  EF1A  وUBQ  در ما یان خاویاره مورد شناسایی

 اه اطلاماتی موجود نمی باشد  در ابتدا لازم بود تا با قرار نگرفته است و  یچگونه اطلاماتی نیز در ای  زمینه در بانک

داسازه و توالی آنها مورد شناسایی قرار گیرد. بدی   اه فوق در تاسما ی ایرانی جاستفاده از آغازگر اه یونیورسال  ژن

در تترادودا )انسان  موش  مرغ و قورباغه( و ما یان استخوانی  UBQو  RPL6  RPL13  EF1A اه منرور در ابتدا توالی ژن

( از (Fugu rubripes و فوگو (Gasterosteus aculeatus)  سه خاره (Oryzias latipes)   مداکا(Danio rerio) ما ی زبراشامل 

 BioEdit (version ا با بهره گیره از نرم افزار استخراج و نواحی حفاظت شده ای  ژن Ensemblو  NCBIبانک  اه ژنی 

 netprimerتعیی  شد. دس از آن آغازگر اه یونیورسال با استفاده از نرم افزار طراحی آغازگر و دروب  (7.0.8

)http://www.premierbiosoft.com/netprimer( اه فوق طراحی گردید. به منرور افزایش بر اسات نواحی حفاظت شده ژن 

احتمال به دست آوردن قطعا  مورد نرر  براه  ر ژن رفرنس سه الی  هار جفت آغازگر مورد آزمایش قرار گرفت )جدول 

% قطعا  به دست آمده با اندازه صأیح 1/1اکنش  دس از انجام الکتروفورز بر روه ژل آگارز به منرور بررسی صأت و(. 1

-برش داده شدند و سپس ممل توالی یابی بر روه قطعا  استخراج شده انجام گرفت. دس از به دست آوردن توالی دقیق ژن

توالی ژنهاه   اه میکور گردید.اه ژن  اقدام به طراحی آغازگر اه تخاای برUBQو  RPL6  RPL13  EF1A اه رفرنس 

RPL6  EF1A  RPL13  وUBQ تاسما ی ایرانی در بانک ژنی  درNCBI (Accession numbers: HQ449564, HQ449562, 

HQ449565, HQ449563)  به اتت رسید)http://ncbi.nlm.nih.gov(. 

 Primer3طراحی آغازگر  از نرم افزار تخاای Real-time PCRانجام واکنش اه تخاای جهت جهت طراحی آغازگر 

(version 0.4.0) اه بدی  منرور براه  ر یک از ژن .استفاده شد RPL6  RPL13  EF1A  وUBQ  ندی  جفت آغازگر 

  Real-time PCRام واکنش انجبه منرور انتخاب بهتری  جفت آغازگر براه ( و 1طراحی گردید )جدول  qPCRتخاای 

 GAPDH اه ژن cDNAمعمولی مورد آزمایش قرار گرفتند.  مچنی  از آنجا که توالی  PCRتمامی جفت آغازگر ا با واکنش 

 اه ژنی به اتت رسیده است  آغازگر اه در  ند گونه از تاسما یان مورد شناسایی قرار گرفته و در بانک ACTBو 

با استفاده از نرم افزار تخاای طراحی روه نواحی حفاظت شده آنها در ما یان خاویاره ز اختااصی براه ای  دو ژن ا

الکتروفورز بر روه ژل آگارز و  PCRسپس با انجام واکنش  .(2)جدول  ردیدگ طراحی Primer3 (version 0.4.0)آغازگر 

 اه رفرنس  در صی براه  ر یک از ژن اه اختااطراحی دروب%  صأت باند اه ایجاد شده مورد بررسی قرار گرفت. 1/1

انجام  )Roche applied science )science.com-applied-http://www.Rocheفضاه نرم افزاره دایگاه اینترنتی شرکت 

 گرفت. 

 Kappa Probe Fastمألول  µl1  1:13رقیق شده با نستت  µl 1 cDNAبا استفاده از  Real-time PCR TaqMan اه آزمایش

qPCR Master Mix (Kappa Biosystems, Woburn, MA, USA)  133  نانومولار از دروب و  ر یک آغازگر اهForward 

 HT Fast Real-time PCR System (Applied 7900در دستگاه Real-time PCRاجرا گردید. شرایط  Reverseو 

Biosystems)   دقیقه در  13شاملCº31 اانیه در  11 رخه حرارتی شامل  13زه اولیه  سازه و فعال سابه منرور واسرشته

Cº31  و یک دقیقه درCº63 ا  سه تکرار در نرر گرفته جهت اتاال آغازگر ا و بسط تنریم گردید. براه  ر یک از نمونه 

 که در آن سیگنال فلوروسنت از PCRبه اتت رسید که متار  است از  رخه اه از  CTشد. سطوح بیان ژن به صور  مقادیر 
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 در تاسما ی ایرانی آزمایش شده توالی آغازگر اه یونیورسالاطلاما  مربوط به . 1جدول 

 (bp)  طول قطعه
 universal آغازگرهای

Forward / Reverse 

 ژن

902 

 

064 

GCNTACTTYAARAAGAAGAAGCTG  

CARYTTGTGWGGRTARAYHCCATT 

 

RDCAYCARGARGGHGAGATCTT 

CARYTTGTGWGGRTARAYHCCATT 

1) RPL6 

 

 

 

068 GCNTACTTYAARAAGAAGAAGCTG 

GGTANCCHYKSAGYTGAGG 
 

042 CYGGSAAGACCATCACCCT 

GGTSGACTCYTTCTGGATGTTGTA 

2) UBQ 

 

205 

 

655 

 

CCTKACYGGCAAGACCATCAC 

TGCAAAGATCARCCTCTGCTG 

 

CCTKACYGGCAAGACCATCAC 

GGTSGACTCYTTCTGGATGTTGTA 

 

 

502 

 

CYGGSAAGACCATCACCCT 

TGCAAAGATCARCCTCTGCTG 

 

 

580 

 

CAYTTYCAYAARGAYTGGCA 

GAGWRCYGTCYCCYTTCTTSGG 

 

3) RPL13 

 

526 

 

TBSSYACNTGGTTCAACCAG 

CCSAAGAARGGRGACRGYWCTC 

 

 

005 

 

TBSSYACNTGGTTCAACCAG 

GAGWRCYGTCYCCYTTCTTSGG 

 

 

240 

 

CAYTTYCAYAARGAYTGGCA 

CCSAAGAARGGRGACRGYWCTC 

 

 

062 

 

AGVGAYTTYATCAAGAACATG 

CNGGGTGGTTCAGGATGAT 

 

4) EF1A 

 

564 

 

AGVGAYTTYATCAAGAACATG 

CCTTCCAKCCCTTGAACCA 

 

 

200 

 

CAAGAARATYGGCTACAACCC 

CNGGGTGGTTCAGGATGAT 

 

 

069 CAYGGDGACAACATGCTGGA 

CNGGGTGGTTCAGGATGAT 
 

R= (A or G), Y= (C or T), M= (A or C), K= (G or T), S= (G or C), W= (A or T) 

H= (A or C or T), B= (G or T or C), V= (G or C or A), D= (G or T or A), N= (G or A or T or C) 
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 SDS RQ manager v 1.2فراتر رود. خط دایه و آستانه فرضی به صور  خودکار با استفاده از نرم افزار خط آستانه فرضی 

(Applied Biosystems)  تنریم گردید. کنترل منفی در واکنش  شامل استفاده از تمامی ترکیتا  واکنش به جزcDNA  جهت

 جهت بررسی احتمال Reverse Transcriptaseفاقد آنزیم  cDNA اه و نیز نمونه بررسی احتمال آلودگی خارجی

در  cDNA اه  دف و رفرنس بر دایه مقادیر مشخای از تهیه گردید. منأنی استاندارد براه ژن DNAآلودگی 

 E% = (10بر متناه رابطه  PCRرسم شد. سپس بازده  1:1333  1:133 1:233  1:13  1:23  1:13 اه مختلف  رقت

1/slope
 .(Radonic et al., 2004)مأاسته گردید  100×(1 - 

منرور تعیی  مناسب تری  ژن رفرنس با اابت تری  مقادیر بیان ژن در مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاسما ی ایرانی از سه ه ب

و  geNorm (Vandesompele et al., 2002)  BestKeeper (Pfaffl et al., 2004)با اسامی  Excelنرم افزار تأت 

NormFinder (Andersen et al., 2004)   .کلیه تجزیه و تألیل  اه آماره با بهره گیره از نرم افزار اه آماره استفاده شد

SPSS (version 18.0) و SigmaPlot  .انجام گرفت 

 

  اه رفرنس در تاسما ی ایرانیبراه ژن Real-time PCRتوالی آغازگر اه استفاده شده جهت انجام اطلاما  . 2جدول 

 (bp) طول قطعه  (%)راندمان 
 qPCRازگرهای آغ

Forward / Reverse 

 ژن

20 

 

060 

 

TGGAGGTACCACCATGTACCC   

CACATCTGCTGGAAGGTGGA 

 

ACTB 

 

22 

 

002 

 

GTGGTCAAACTCCGCAAGA  

GCCAGTAAGGAGGATGAGGA 

 

RPL6 

 

82 

 

004 

 

GGAAGACCATCACCCTGGA  

ACAGCGTGCGACCATCTT 

 

UBQ 
 

26 

 

066 

 

GGACGTGGTTTCACCCTTG  

GGGAAGAGGATGAGTTTGGA 

 

RPL13 
 

29 000 ACACCCGCTCATCAATCTTT 

AGGTCCACGACTCTGTTGCT 
GAPDH 

040 82 
GGACTCCACTGAGCCACCT  

GGGTTGTAGCCGATCTTCTTG 
EF1A 

 

  نتایج

R  ضریب  متستگی )GAPDH اه استاندارد به غیر از ژن براه  مه منأنی
مأاسته شد )ای  مدد براه  37/3( بیش از 2

GAPDH  اه فاقد  اه منفی واکنش  شامل نمونه(.  یچگونه سیگنالی در کنترلبود 31/3بیش از cDNA اه و نمونه cDNA 

 Reverseفاقد آنزیم  cDNA اه مشا ده نشد. مدم مشا ده سیگنال براه نمونه Reverse Transcriptaseفاقد آنزیم 

Transcriptase  نشان د نده مدم وجود آلودگیDNA اه فاقد مدم مشا ده سیگنال براه نمونهمچنی   ا بود.  در نمونه 
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cDNA  ا وجود نداشت. میزان در حی  انجام آزمایش ا خارجی در نمونه آلودگیای  اطمینان را حاصل کرد که  یچگونه 

%  131%  33به ترتیب برابر با  GAPDHو  RPL6  EF1A  RPL13  UBQ   ACTB اه رفرنس براه ژن PCRبازده واکنش 

 % بود.32%  و %31  13  36%

تکرار  6مرحله تکاملی و  13 اه کاندید رفرنس را در مراحل ابتدایی زیست تاسما ی ایرانی )میانگی  شد  بیان ژن 1شکل 

 RPL6نشان می د د.  مانطور که مشا ده می شود  بیان ژن  CTدر  ر مرحله( بر اسات میانگی  و انأراف معیار مقادیر خام 

بسیار مأرز و قابل ملاحره بود.  RPL13ان تغییرا  برخوردار بود  در حالیکه میزان تغییرا  در بیان ژن از کمتری  میز

  73/23  17/22  31/21به ترتیب  RPL13و  RPL6  GAPDH  ACTB  UBQ  EF1A اه براه ژن CTمیانگی  مقادیر 

 (. 1بود )شکل  71/23و  16/21  71/21

 

 مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاسما ی ایرانی.در  BestKeeper اه رفرنس و شاخص ستگی بی  ژنروابط بی  ژنی و  مت. 3جدول 

 ACTB UBQ RPL6 GAPDH EF1A 

UBQ 376/0 - - - - 

RPL6 376/0 767/0 - - - 

GAPDH 775/0 306/0 376/0 - - 

EF1A 707/0 636/0 767/0 676/0 - 

BestKeeper 509/0 777/0 776/0 776/0 770/0 

p-value 009/0 009/0 009/0 009/0 009/0 

 
 مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاسما ی ایرانی.در  NormFinder اه اتا  بیان ژن با استفاده از نرم افزار از تجزیه و تألیل نتایج حاصل. 1جدول 

 رتبه ژن عدد ثبات بیان ژن

123/3 ACTB 1 

133/3 RPL6 2 

113/3 EF1A 3 

163/3 GAPDH 4 

171/3 UBQ 5 

233/3 RPL13 6 

 

 اه کاندید رفرنس در مراحل مختلف رشد و تمایز تاسما ی ایرانی  الگوه تقریتاً مشابهی را براه مقایسه میزان بیان ژن

میزان بیان که نشان د نده کمتری   CT(. به طوریکه بیشتری  مقدار 2تمامی شش ژن رفرنس مورد مطالعه نشان می د د )شکل 

بود که در آن کمتری   RPL6ست در اولی  مرحله زمانی )مرحله جنینی( به دست آمد که التته تنها استثناء در مورد ژن ژن ا

 اه کاندید رفرنس به غیر از  مچنی  در  مه ژنروزه( مشا ده گردید.  13میزان بیان ژن در آخری  مرحله زمانی )بچه ما ی 

RPL13  روز سوم دس از تفریخ( مشا ده گردید. بیشتری  میزان بیان ژن  1زمانی  بیشتری  میزان بیان ژن در مرحله(RPL13 

 ا مشا ده می شود  از میان شش ژن رفرنس مورد )روز ششم دس از تفریخ( بود.  مانطور که در شکل 1در مرحله زمانی 
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ری  الگوه بیان ژنی را از خود نشان تاابت مراحل رشد و تمایز تاسما ی ایرانی در تمامی RPL6مطالعه در تأقیق حاضر  ژن 

در که نشان د نده وجود کمتری  میزان تغییرا  در بیان ژن میکور است. بیشتری  میزان تغییرا  بیان ژن  )D2داد )شکل 

 (.B2بود )شکل  RPL13ژن مربوط به  مراحل مختلف رشد و تمایز تاسما ی ایرانی

 

Reference gene

 T
h

re
s
h

o
ld

 c
y
c
le

 (
C

t)

16

18

20

22

24

26

28

30

32

34

36

38

ACTB EF1AGAPDHRPL13 UBQ RPL6

 
 اه کاندید رفرنس در مراحل ابتدایی زیست تاسما ی ایرانی. براه  ر ژن رفرنس دامنه  میانگی  و انأراف معیار الگوه کلی میزان بیان ژن. 1شکل 

 جعته بیان کننده دامنه تغییرا  بیان آن ژن رفرنس است  خط افقی داخل  ر جعته نشان د نده میانگی ( رسم شده است.  ر y)مأور  CTمقادیر خام 

 است  63 ا برابر با و بار اه قرار گرفته در بالا و دایی   ر جعته نشان د نده انأراف معیار از میانگی  می باشد.  براه  ر ژن رفرنس تعداد نمونه

(63  n =.) 

 

کرد: رتته بنده صور  زیر ه ب Ct اه رفرنس را براسات مقادیر خام  اتا  ژن Bestkeeperآماره توصیفی 

PL6>GAPDH>ACTB>UBQ>EF1A>RPL13 . بیشتری   متستگی با شاخصBestkeeper  در ژن  اهACTB (r=0.901, 

P=0.001)  وRPL6 (r=0.853, P=0.001) نرم افزار و بنابرای   (3)جدول  مشا ده شدBestkeeper منوان ه ای  دو ژن را ب

مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاسما ی ایرانی نرمال سازه داده  اه بیان ژن  دف در قابل امتمادتری  ژن  اه رفرنس براه 

از  ACTBو  RPL6  GAPDHژن  اه نشان داد که  geNormشناسایی کرد. نتایج حاصل از تجزیه و تألیل  اه نرم افزار 

. بر اسات مأاستا  انجام (3)شکل  مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاسما ی ایرانی برخوردار بودندبیشتری  اتا  بیان ژن در 

بعنوان با اتا  تری  ژن رفرنس شناخته شده و  123/3با مدد اتا  بیان ژنی  ACTBژن   NormFinderده توسط نرم افزار ش

  .(1)جدول  در جایگاه دوم قرار داشت 133/3با مدد اتا  بیان ژنی  RPL6ژن دنتال آن ه ب
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لارو صفر :  S2  بیرون آمدن لارو از تخم دیش از : دو روزS1ا ی ایرانی. . الگوه بیان ژن  اه رفرنس در مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاسم2شکل 

: S10  روزه 21لارو : S9روزه   23: لارو S8روزه   11لارو : S7روزه   13لارو : S6روزه   6لارو : S5روزه   3لارو  :S4 لارو یک روزه  :S3 روزه 

 .روزه 13بچه ما ی 
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1

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

RPL13 EF1A UBQ ACTB RPL6

GAPDH

<:::::  Least stable genes             Most stable genes ::::>

A
v

e
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 e
x

p
re
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 s
ta

b
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 M

 
( بیان کننده اتا  بیان ژن y)مأور  Mدر مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاسما ی ایرانی. مقدار  geNormم افزار . نتایج حاصل از مأاستا  نر3شکل 

تری   اه رفرنس در سمت  پ نمودار و با اتا تری  ژناست و  ر  ه ای  مقدار بیشتر باشد نشان د نده کمتر بودن اتا  بیان ژن است. کم اتا 

 اند. نمودار نشان داده شده اه رفرنس در سمت راست ژن

 

 بحث

تری  مقادیر بیان ژن در مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاسما ی تری  ژن رفرنس با اابتدر مطالعه حاضر به منرور تعیی  مناسب

 NormFinderو  geNorm (Vandesompele et al., 2002)  BestKeeper (Pfaffl et al., 2004)ایرانی از سه نرم افزار 

(Andersen et al., 2004)  حاصل از سه نرم افزار فوق نشان داد که ژن استفاده شد. برآیند کلی نتایج اتا  بیان ژنRPL6  از

بیشتری  تغییرا   RPL13بیشتری  اتا  بیان ژن در مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاسما ی ایرانی برخوردار بود و برمکس ژن 

 RPL13و  RPL6و تمایز تاسما ی ایرانی از خود نشان داد. با توجه به اینکه  ر دو ژن  بیان ژن را در بی  مراحل ابتدایی رشد

می باشند و بنابرای  تنریم بیان آنها می بایست تا حد زیاده مشابه  م  S63جزو اجزاه ساختاره زیرواحد بزرگ ریتوزومی 

مشا ده می شود که دایداره بیان ای  دو ژن در  اما در اینجا  (Vandesompele et al., 2002 ; Wang et al., 2006)باشد 

درصد از  11-33 اه ریتوزومی حدود RNAمراحل ابتدایی رشد و تمایز تاسما ی ایرانی تا حد زیاده با  م تفاو  دارد. 

RNA اه  اه داخلی مناسب جهت نرمال سازه داده ا را تشکیل می د ند و بعنوان کنترلکل سلول PCR  کمی شناخته شده

 اه ریتوزومی توسط یک آنزیم دلی مراز مشخص کنترل می شود و به  می  دلیل احتمال اینکه سطح RNAاند   را که بیان 

 .(Bustin, 2000)بیان آنها د ار تغییر شود کم است 

مورد توجه   اه رفرنس مناسب در مراحل ابتدایی رشد و تمایز ما یانبه منوان ژن S63تاکنون اکثر اجزاه دروتئی  ریتوزومی 

که به منوان ژن رفرنس در مراحل ابتدایی رشد و تمایز ما یان مورد  S63 اه دروتئی  ریتوزومی اند. از جمله ژنقرار گرفته

در ما ی  RPL13  ژن (Overgard et al., 2010)ما ی  الیتو  اقیانوت اطلس در  RPL7اند متارتند از ژن استفاده قرار گرفته

در ما ی فلاندر  RPL17 و RPL4  اهو ژن (Infante et al., 2008) الیتو  اقیانوت اطلس و  (Tang et al., 2007)زبرا 
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تاکنون به منوان ژن رفرنس در مراحل ابتدایی رشد و تمایز  یچیک از  RPL6اگر  ه ژن  .(Zhong et al., 2008)ژادنی 

 اه دروتئی  به منوان یکی از ژن RPL6نشان داد که ژن   اه آبزیان مورد استفاده قرار نگرفته است  اما تأقیق حاضر گونه

می تواند نقش یک ژن رفرنس مناسب را جهت نرمال سازه داده  اه بیان ژن در مراحل ابتدایی زیست  S63ریتوزومی 

 ما یان و به خاوص ما یان خاویاره به خوبی ایفا کند. 

بر دایه استفاده از تنها یک ژن رفرنس می تواند منجر به بروز خطا در  اه بیان ژن  دف از آنجا که استراتژه نرمال سازه داده

سازه بر دایه  اه بیان ژن  دف از یک مامل نرمال ا شود  لیا توصیه شده است که براه نرمال سازه دادهنرمال سازه داده

 شود اه رفرنسی که داراه بیشتری  اتا  بیان ژن  ستند استفاده میانگی   ندسی بهتری  ژن

 (Strube et al., 2008; Vandesompele et al., 2002). اه رفرنس جهت  مچنی  توصیه شده است که به  نگام انتخاب ژن 

 اه  اه زیستی و مملکرده آنها نیز مورد توجه قرار گیرد و حتی الامکان از ژن اه بیان ژن  دف  ویژگینرمال سازه داده

 .(Sæle et al., 2009) ا باشند رد اه مختلفی در سلولرفرنسی استفاده شود که داراه مملک

که بیشتری  اتا  بیان ژن را در مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاسما ی ایرانی از خود نشان  RPL6در مطالعه حاضر دس از ژن 

بود. به طوریکه بر اسات نیز از بیان نستتاً دایداره در مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاسما ی ایرانی برخوردار  ACTBداد  ژن 

بیشتری  (.  مچنی  1از بیشتری  اتا  بیان ژن برخوردار بودند )جدول  RPL6و  ACTB  دو ژن Normfinderنرم افزار 

ای  دو ژن را  Bestkeeperنرم افزار مشا ده شد و بنابرای   RPL6و  ACTBنیز در ژن  اه  Bestkeeper متستگی با شاخص 

مراحل ابتدایی رشد و تمایز تاسما ی  اه بیان ژن  دف در نرمال سازه داده اه رفرنس براه ری  ژنبه منوان قابل امتمادت

از اتا  بیان  GAPDHو  RPL6 اه به  مراه ژن ACTBژن نیز  geNorm(. بر اسات نرم افزار 3ایرانی شناسایی کرد )جدول 

 اه رفرنس با مملکرد اه سلول متفاو  نی  لزوم استفاده از ژنژن نستتاً بالایی برخوردار بود. با توجه به ای  نتایج و  مچ

 اه بر متناه میزان بیان ژندر مطالعه حاضر  GULO اه بیان ژن نرمال سازه داده اه بیان ژن  سازه دادهجهت نرمال

RPL6  وACTB  اه کنترل داخلی انجام گرفت. تری  ژنو میانگی   ندسی آنها به منوان با اتا  

تا حده مطلوب به نرر می رسید  اما مطالعا   GAPDHژن اتا  بیان  Bestkeeperو  geNormبر اسات نرم افزار اه  ه اگر

زیاده وجود دارد که نامناسب بودن ای  ژن جهت استفاده به منوان یک کنترل داخلی در مراحل ابتدایی رشد و تمایز ما یان 

  ما ی  الیتو  (Tang et al., 2007)ژن در مراحل ابتدایی رشد و تمایز ما ی زبرا . از جمله در مطالعا  بیان را تایید می کند

 و ما ی بات دریایی ارودایی (Zhong et al., 2008)ما ی فلاندر ژادنی   (Fernandes et al., 2008)اقیانوت اطلس 

 (Mitter et al., 2009)   ژنGAPDH اه بیان ژن  دف معرفی داده به منوان یک ژن رفرنس نامناسب جهت نرمال سازه 

یا  geNormبیشتر از نرم افزار ایی مثل  Normfinderکه امتتار نتایج حاصل از نرم افزار  داشتتوجه  بایدشده است.  مچنی  

Bestkeeper  است   راکهNormfinder د د    م تغییرا  درون و  م بی  گرو ی را در مأاستا  خود مدنرر قرار می

از    (Hibbeler et al., 2008; Pfaffl et al., 2004; Piehler et al., 2010) ستند رم افزار دیگر فاقد ای  تواناییو ند که درحالی

در مراحل ابتدایی رشد و  RPL6جهت استفاده به منوان دومی  کنترل داخلی دس از ژن  GAPDHبر ژن  ACTBای  رو ژن 

ه و نیز میانگی   ندسی آنها ب RPL6  ACTB اه    اسات استفاده از ژنبر ایمی شود.  تمایز تاسما ی ایرانی ترجیح داده

 اه تاسما یان   اه بیان ژن  دف در مراحل ابتدایی رشد و تکامل تاسما ی ایرانی و نیز سایر گونه سازه داده منرور نرمال
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