
  

) با استفاده از روش Huso husoماهي ( تخليص ويتلوژنين فيل
  ) و استخراج از ژل+EDTA-Mg2دهي انتخابي ( تركيبي رسوب
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سـطوح   .سازي بر عهـده دارد  هاي زرده است كه نقش اصلي را در مرحلة زرده ساز پروتئين پيشويتلوژنين يك گليكو فسفو ليپو پروتئين 

شود. هدف از  ريز استفاده مي گر سيستم درون منزلة شاخص مواجهة ماهي با تركيبات اخلال اين پروتئين در ماهيان نابالغ و جنسيت نر به
دهي انتخـابي و اسـتخراج از ژل اسـت. در     ) با استفاده از روش رسوبHuso husoماهي ( اين مطالعه شناسايي و تخليص ويتلوژنين فيل

هـاي خـاص    سازي تهيه و ويتلوژنين با استفاده از ويژگـي  ماهيان ماده در مرحلة زرده هاي پلاسماي مورد نياز از فيل مطالعة حاضر، نمونه
ها، رسوب اين پروتئين در حضـور   بليت القا از طريق استروژنبودن براي جنسيت ماده، قا اين پروتئين (محدودة وزن مولكولي، اختصاصي

EDTAهـاي   مـاهي بـا اسـتفاده از روش    ماهي) شناسايي شـد. ويتلـوژنين فيـل    بادي ويتلوژنين فيل ، همچنين واكنش اختصاصي با آنتي
يص شد. نتايج فرايند تخلـيص  با درصد خلوص بالا تخل preparative) و استخراج از ژل EDTA-Mg+2دهي انتخابي ويتلوژنين ( رسوب
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  مقدمه .1
هـاي بسـيار بـاارزش     ) از گونـه Huso husoماهي ( فيل

آيد و از لحاظ اقتصادي،  كشور و حتي دنيا به شمار مي
محيطي، و تكاملي داراي اهميت درخور توجهي  زيست

شدن سـريع و آسـان، پـذيرش زنـدگي در      است. اهلي
اسارت، سازگاري بسيار خوب به غذاهاي مصنوعي، و 
رشد سريع سبب شده است تا اين گونه گزينـة بسـيار   

ــزي  ــراي آب ــبي ب ــا    مناس ــود، ام ــوب ش ــروري محس پ
خصوصيات اكوفيزيولوژيك منحصر به فرد ايـن گونـه   
سبب شده است مشكلاتي در مسير رسيدگي جنسي و 

نشـدن يـا    دي اين ماهي بروز كند، كـه واقـع  تكامل گنا
تـرين و بـارزترين    سازي مهـم  نشدن مرحلة زرده تكميل

ــه شــمار مــي  ــه ب رود  ناهنجــاري توليــدمثلي ايــن گون
)Mylonas and Zohar, 2007    بـروز ايـن ناهنجـاري .(

ترين عوامل محدودكنندة توسـعة تكثيـر و    يكي از مهم
  پرورش مصنوعي اين گونه است.

تــرين مرحلــة رشــد  ســازي طــولاني همرحلــة زرد
ماهي است كه وابستگي كامل به توليد و  تخمداني فيل

گذار،  در جانوران تخم تجمع پروتئين ويتلوژنين دارد.
 تكامل جنين وابسته به وجود ذخاير غذايي تخم است

و به صورت عمده با تجمع  سازي طي مرحلة زردهكه 
 د.افت ـ مـي پروتئين پلاسـما بـه نـام ويتلـوژنين اتفـاق      

كـه   اسـت پـروتئين   ليپـو  فسفو ويتلوژنين يك گليكو
 -بتـا  17تحت تأثير استروئيدهاي جنسـي كـه اغلـب    

 Tufail and( شـود  استراديول است در كبد توليد مـي 

Takeda, 2008پپتيــد  هــاي كبــدي، پلــي ). در ســلول
ــت فر  ــوژنين تحــ ــيون،  اويتلــ ــد فسفريلاســ ينــ

و بـراي   يـرد گ مـي و ليپيداسيون قرار  ،گليكوزيلاسيون
 شـود  انتقال بـه تخمـدان بـه درون خـون ترشـح مـي      

)Mommsen and Walsh, 1988 .(  

توجه ويتلـوژنين در تـأمين    درخوردر كنار اهميت 
انـرژي لازم بـراي تكامـل جنـين، ايـن      و منابع غـذايي  

 شـايان نيـز داراي اهميـت    هـاي ديگـر   پروتئين از جنبه
نـر و   يت. ژن ويتلوژنين در هـر دو جنس ـ استتوجهي 

گـذار وجـود دارد، امـا در شـرايط      ماده موجودات تخم
شود  طبيعي اين پروتئين تنها در جنسيت ماده ساخته مي

هـاي اسـتروژني از    كه داراي سطوح بالايي از هورمـون 
ــه  ــا 17جمل ــتراديول اســت. اختصاصــي  - بت ــودن  اس ب

هاي  ماده و حساسيت بالاي ژن يتويتلوژنين براي جنس
 شـود  مـي هـا سـبب    ئين به اسـتروژن اين پروت ةكنند بيان

نابـالغ  هيان نر و ما جنسيتبررسي سطوح ويتلوژنين در 
 مطالعةزيستي براي  ينشانگر منزلة هبه صورت گسترده ب

شـود  اسـتفاده   ريـز  گـر سيسـتم درون   هاي اخلال آلاينده
)Matozzo et al., 2008.(  

 ايمنـي غيـر   ةويتلـوژنين در سـامان   ،ايـن  علاوه بـر 
هـايي را در برابـر    ري از موجودات نقشاختصاصي بسيا

 كنــد و قــارچي ايفــا مــي ،عوامــل باكتريــايي، ويروســي
)Zhang et al., 2010ــ ــال راي). ب ــارب  ،مث در رزي ب
)Puntius conchonius  ) و كپـور معمـولي (Cyprinus 

carpio ميكروبي ايـن پـروتئين بـه اثبـات      ضد) فعاليت
بـا   ).Shi et al., 2006; Liu et al., 2009( رسيده اسـت 

اي  پيچيدگي و اهميت ايـن پـروتئين بـه انـدازه     ،اين حال
و  شـود  مياست كه عملكرد آن به اين موارد نيز محدود ن

هــاي ديگــري نيــز در ســاير  بــراي ايــن پــروتئين نقــش
نقـش ايـن    ،شده است. بـراي مثـال   مشخصموجودات 

شناسـي   دهي اجتماعي، تنظـيم پويـايي   پروتئين در سازمان
دهي حس چشـايي در زنبـور    تغيير در پاسخ و ،هورموني

 ;Amdam et al., 2003( عسل بـه اثبـات رسـيده اسـت    

Amdam et al., 2006; Guidugli et al., 2005; Nelson 

et al., 2007) در نماتودها .(Caenorhabditis elegans( 
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 اسـت  تأييـد شـده  اكسيداني ويتلوژنين  نيز عملكرد آنتي
)Nakamura et al., 1999.(  

دهنـدة اهميـت درخـور     همة موارد ذكرشده نشان
هـاي زيسـتي    توجه اين پروتئين در بسياري از سامانه

گـذار اسـت و ايـن     ماهي و ساير موجودات تخـم  فيل
پــروتئين در تحقيقــات زيســتي بســياري شناســايي و 

دسترســي بــه مطالعــه شــده اســت. بــه همــين دليــل 
تخلـيص ويتلـوژنين در    ةشـد  سـازي  هاي بهينـه  روش

ــاگون مو ــودات گونـ ــه از ،جـ ــادي كـ ــرين و  بنيـ تـ
 ـ     تـرين بخـش   ضروري ه هـاي تحقيقـاتي مـورد نيـاز ب

هاي تحقيقاتي مرتبط  ، در اولويت برنامهآيد حساب مي
  با اين پروتئين قرار دارد.

خـــواص  ةبـــر پايـــتخلـــيص  ةچنـــدين شـــيو
 جداسـازي  برايوشيميايي اين پروتئين خاص  فيزيك

ــوژنين  ــت ويتل ــده اس ــي ش ــانتريفيوژ اولترا .طراح س
)Redshaw and Follett, 1971 ــاتوگرافي )، كروم

)، و ژل Norberg and Haux, 1985تعـويض يـوني (  
از  )Specker and Sullivan, 1994(فيلتراســـيون 

ــيص    روش ــتفاده در تخلـ ــورد اسـ ــج مـ ــاي رايـ هـ
هــا در  انــد. بــا وجــود كــارايي ايــن روش ويتلــوژنين

هـا   وشهاي مختلف، اين ر جداسازي ويتلوژنين گونه
گيرند و تخليص سـطوح پـايين    بسيار پرهزينه و وقت

ــا اســتفاده از ايــن روش ــه ويتلــوژنين ب ســادگي  هــا ب
پذير نيست. علاوه بر اين، تنوع بالا در تغييـرات   امكان

پس از ترجمة اين پروتئين، همچون فسفريلاسـيون و  
ها منجر بـه رفتـار غيـر     ليپيداسيون، در بعضي از گونه

هــاي كرومــاتوگرافي  ين در ســتونطبيعـي ايــن پــروتئ 
خواهد شد. به همين دليـل دسترسـي بـه يـك روش     

هزينــه بــراي تخلــيص  تخلــيص كارامــد، ســاده و كــم
ويتلوژنين ضروري است. به همين منظور، اين تحقيق با 

دهي انتخابي  هدف بررسي كارايي روش تركيبي رسوب

)EDTA-Mg2+ و اســتخراج از ژل (Preparative  بــراي
  تلوژنين طراحي و اجرا شد.تخليص وي

  ها . مواد و روش2
  هاي پلاسماي مورد نياز . تهية نمونه2.1

ماهيان پرورشـي   هاي پلاسماي مورد نياز از فيل نمونه
مركز تكثير و پرورش ماهيان خاوياري شهيد رجـايي  

گيري از ماهيان مـاده،   ساري تهيه شد. به منظور نمونه
مـل گنـادي   نخست مرحلة توليدمثلي و وضـعيت تكا 

گرفته در مزرعه بررسـي   ماهي بر اساس بيوپسي انجام
سازي  اي كه در مرحلة زرده شد سپس، از مولدين ماده

ماهيان نر  گيري انجام شد. از پلاسماي فيل بودند خون
منزلـة نمونـة كنتـرل     وحشي موجود در مزرعه نيز بـه 

ماهي نر نابالغ بـا   استفاده شد. علاوه بر اين، چهار فيل
mg/kg 5  اســتراديول بــه صــورت  -بتــا 17هورمــون

محلول در اتـانول و روغـن كرچـك در يـك نوبـت      
تزريــق شــدند و پــس از هفــت روز از ايــن ماهيــان  

آمـده در   دسـت  هـاي بـه   گيري شـد تـا از نمونـه    خون
گيري از محـل   شناسايي ويتلوژنين استفاده شود. خون

پشت بالة مخرجي و از سرخرگ دمـي انجـام شـد و    
هـاي حـاوي هپـارين     آمده در لولـه  دست ي بهها نمونه
گراد  درجة سانتي 4ها در دماي  داري شدند. نمونه نگه

آوردن پلاسما سانتريفيوژ شدند و پس از  دست براي به
) بـه  TIU/ml 2/0كردن آنتي پروتئاز آپروتينين ( اضافه

به آزمايشگاه منتقل  ≥ C° 4داري در دماي  آنها با نگه
آمـده بـه    دسـت  هـاي بـه   نمونه شدند و پس از تقسيم

ليتري تا زمان انجـام آزمـايش در    ميلي 5/0هاي  حجم
  داري شدند. گراد نگه درجة سانتي -70فريزر 

  ماهي . شناسايي ويتلوژنين فيل2.2
هـاي پلاسـما بـا     شناسايي ويتلوژنين از ميان پـروتئين 
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بر اسـاس روش   SDSها در حضور  الكتروفورز نمونه
Laemmli (1970) ــ ــان  انجـ ــد. پـــس از پايـ ام شـ
آميـزي از   هـاي پلاسـما بـا رنـگ     الكتروفورز، پروتئين

پـذير شـدند و    ) رؤيـت G250طريق كوماسـي آبـي (  
باندها با نشانگرهاي وزن مولكولي مقايسه شـدند. در  
اين قسمت ويتلوژنين با درنظرگـرفتن محـدودة وزن   

 ,.kDa200) (Denslow et al تــا  160مولكــولي (

ودن بـــراي جنســـيت مـــاده بـــ )، اختصاصـــي1999
)Hiramatsu et al., 2006ها  )، قابليت القا با استروژن
)Hiramatsu et al., 2002aكـردن از طريـق    )، رسوب

EDTA-Mg+2 )Wiley et al., 1979 ــنش )، و واك
بـادي ويتلـوژنين    شده با آنتي اختصاصي باند شناسايي

  ماهي شناسايي شد. فيل

  . وسترن بلات2.3
ــي  ــور بررس ــه منظ ــروتئين   ب ــي پ ــنش اختصاص واك

ــه شناســايي ــي  شــده ب ــا آنت ــوژنين ب ــة ويتل ــادي  منزل ب
اختصاصي اين پروتئين از آزمـون وسـترن بـلات بـر     

 استفاده شد. نخسـت،   Dunbar )1994اساس روش (
ها از هم تفكيك  با الكتروفورز نمونه باندهاي پروتئيني

 شدند سپس، انتقال باندهاي پروتئيني از ژل به غشاي
PVDF  آمپر بـه مـدت    ميلي 86در شدت جريان ثابت

ها بـه   يك شب صورت گرفت. پس از انتقال پروتئين
هاي اتصال پـروتئين غشـا بـا اسـتفاده از      غشا، جايگاه

 2وشو به مدت  در بافر شست BSAدرصد  3محلول 
كلونـال   بـادي پلـي   ساعت مسدود شد. در ادامـه آنتـي  

 Rabbit anti belugaمـــاهي ( ويتلـــوژنين فيـــل

vitellogenin در آلبــومين ســرم  1:2000) بــه نســبت
بـادي   سـاعت و آنتـي   2درصـد بـه مـدت     5/1گاوي 

ــه ( ــه HRP-labelled secondary antibodyثانوي ) ب
 2وشـو نيـز بـه مـدت      در بافر شسـت  1:2000نسبت 

ساعت روي غشا تيمار شدند. در نهايت پـس از ايـن   
و  وشو شسته شـد  مراحل غشا سه مرتبه با بافر شست

ــي ــي-ژن واكــنش آنت ــزودن سوبســترا  آنت ــا اف ــادي ب   ب
)4-Chloro-1-naphthol 0.03% ــر  15) و ميكروليتـ

  درصد بررسي شد. 35آب اكسيژنه 

 دهي انتخابي استفاده از روش تركيبي رسوب. 2.4
EDTA-Mg+2  وGel Preparative  ــراي بـ

  تخليص ويتلوژنين
 هاي دهي ويتلوژنين موجود در نمونه به منظور رسوب

 EDTA 20ليتـر پلاسـما بـا     ميلـي  5/0 پلاسما، مقدار

mM pH 7.7 2 آرامــي مخلــوط و بــا  ليتــر بــه ميلــي
  MgCl2 0.5 Mليتـر محلـول   ميلـي  1/0كـردن   اضـافه 

رسوب ويتلوژنين آغاز شد. اين محلول پـس از چنـد   
و  rpm 5000دقيقـه در   20مانـدن بـراي    دقيقه ساكن

د و رسـوب  گراد سـانتريفيوژ ش ـ  درجة سانتي 4دماي 
ويتلوژنين از مايع رويي آن كاملاً جدا شـد. در ادامـه   

 ,NaCl 1 M رسوب حـاوي ويتلـوژنين در محلـول    

Tris-Cl 50 mM pH 7.7 آرامي حل شد. در مرحلة  به
بعــد بــه منظــور جــداكردن اجــزاي نــامحلول نمونــة 

و  rpm 13000دقيقـه در   30آمـده بـه مـدت     دست به
ريفيوژ شـد. نمونـة   گـراد سـانت   درجـة سـانتي   4دماي 

آمده از اين مرحله حاوي ويتلوژنين و آلبومين  دست به
بود كه در ادامه براي جداسازي ويتلوژنين از آلبـومين  

 Preparativeآمده در ژل  دست از الكتروفورز نمونة به
كـردن قالـب    روش، پس از منتقلاين در استفاده شد. 

 ةر نمونليت ميلي 1حاوي ژل به تانك الكتروفورز مقدار 
 دهي انتخابي ويتلـوژنين  آمده از مرحلة رسوب دست به
)EDTA-Mg+2،( ميكروليتـر  125شدن در  پس از حل 

ــه ( ــه6Xحــلال نمون  ،) و جوشــاندن، در محــل نمون
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اصلي، از نشـانگر وزن   ة. علاوه بر نمونشدبارگذاري 
. پس شداستفاده  ويتلوژنينمولكولي نيز براي رديابي 

، بانـد مربـوط   ولت 120در ولتاژ  از پايان الكتروفورز
باند شدن مكان  با مشخص شد ورديابي  ويتلوژنينبه 

اين باند به همراه باندهاي مجاور مربوط به ويتلوژنين 
بانـدهاي   سپس نوارهاي جداشده حـاوي . شدندجدا 

بـافر   ليتـر  ميلـي  3به صـورت جداگانـه در    مورد نظر
ل ) به صورت كامmM Tris-Base, pH: 8 50تريس (
هاي  هموژنايزر دستي له شد. در ادامه محلول از طريق

 ليتـري  ميلي 15هاي  درون فالكون ،شده از هر نوار تهيه
شب روي دستگاه شـيكر  يك  مدتو به  ندريخته شد
د. روز بعد محتويات هر فالكون بـه مـدت   فتنقرار گر

 گـراد  درجة سانتي 4دماي  و rpm 5000دقيقه در  10
بـه   شدن مـايع رويـي،  جدااز  پسو  ندسانتريفيوژ شد

در غلظـت ويتلـوژنين   و ميزان خلوص بررسي منظور 
الكتروفـورز در حضـور   ، از روش هـا  هر يك از نمونه

SDS  شداستفاده.  

  . نتايج3
ــه 3.1 ــورز نمون ــما و   . الكتروف ــاي پلاس ه

  شناسايي ويتلوژنين
هاي پلاسما بـه منظـور شناسـايي و     الكتروفورز نمونه

هــاي پلاســما  ين در نمونــهبررســي حضــور ويتلــوژن
ها باندي را در  صورت گرفت. نتايج الكتروفورز نمونه

(محــدودة وزن مولكــولي  kDa 200محــدودة وزنــي 
ــه  ــوژنين) در نمون ــاي ويتل ــماي  مونومره ــاي پلاس ه

جنسيت مـاده نشـان داد كـه بـر اسـاس خصوصـيات       
ماهي شناسايي شد. بـر   منزلة ويتلوژنين فيل ويتلوژنين به
. الف اين باند تحـرك كمـي در شـرايط    1اساس شكل 

الكتروفورز دارد و وزن مولكولي آن در حالت احيـايي  

بــودن ايــن  ) اســت. اختصاصــيkDa 200بســيار بــالا (
پــروتئين بــراي جنســيت مــاده از ديگــر خصوصــيات 

. الف پروتئين مورد 1ويتلوژنين بود كه بر اساس شكل 
ود هاي پلاسماي جنسـيت مـاده وج ـ   نظر تنها در نمونه

ــايج روش رســوب ــوژنين   دارد. نت ــي انتخــابي ويتل ده
)EDTA-Mg+2 نيــز اختصــاص بانــد مــورد نظــر بــه (

  الف). 1كند (شكل ماهي را اثبات مي ويتلوژنين فيل
ــا   نتــايج بررســي قابليــت القــاي ايــن پــروتئين ب

. ب ارائـه شـده اسـت كـه     1ها نيز در شكل  استروژن
يك ساخت اين ها در تحر دهندة توانايي استروژن نشان

پروتئين است. در نهايت بررسي واكـنش اختصاصـي   
بـادي ايـن    منزلة ويتلوژنين با آنتي شده به باند شناسايي

  ).2پروتئين صحت اين روش را تأييد كرد (شكل 

  . وسترن بلات3.2
در آزمون وسترن بلات كه به منظور بررسـي فعاليـت   

ن ماهي بـا پـروتئي   بادي ويتلوژنين فيل اختصاصي آنتي
شده انجام گرفت نتيجة مطلوبي كسب شد. با  تخليص

بـادي اختصاصـي ويتلـوژنين     ، آنتـي 2توجه به شكل 
شـده واكـنش درخـور     ماهي با پـروتئين تخلـيص   فيل

توجهي نشان داد و هيچ واكنش غير اختصاصـي بـين   
هـاي پلاسـما همچنـين،     بـادي و ديگـر پـروتئين    آنتي

شد. نتايج هاي پلاسماي جنسيت نر مشاهده ن پروتئين
دهنـدة شناسـايي صـحيح ويتلـوژنين و كـارايي       نشان
شـده اسـت. از ديگـر     كار گرفته هاي شناسايي به روش

نتــايج وســترن بــلات كــارايي بســيار مناســب روش  
دهي انتخابي در شناسايي ويتلوژنين و افزايش  رسوب

  هاست. غلظت آن در نمونه
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 - 2دهي؛  نمونة پلاسماي ماده قبل از رسوب - 1دهي انتخابي ويتلوژنين؛  هاي حاصل از رسوب ونهنم SDS-PAGE 7.5%. الف) ژل 1شكل 

نمونة پلاسماي نر قبل  - 5شدة پلاسماي نر؛  داده نمونة رسوب - 4)؛ kDaنشانگر وزن مولكولي ( - 3شدة پلاسماي ماده؛  داده نمونة رسوب
نشانگر وزن مولكولي  - 1استراديول؛  - بتا17ماهي در پاسخ به تزريق  اي فيلهاي پلاسم نمونه SDS-PAGE 7.5%دهي. ب) ژل  از رسوب

)kDa استراديول. - بتا17نمونة پلاسما بعد از تزريق  -3استراديول؛  -بتا17نمونة پلاسما قبل از تزريق  -2)؛  

  

  
هاي  سترن بلات. الف) الكتروفورز نمونهماهي در و بادي ويتلوژنين فيل شده با آنتي . نتايج واكنش اختصاصي ويتلوژنين تخليص2شكل 

نمونة  - 4ماهي ماده؛  نمونة پلاسماي فيل -3ماهي؛  شدة ويتلوژنين فيل داده نمونة رسوب - 2نشانگر وزن مولكولي؛  -1ماهي؛  پلاسماي فيل
نشانگر وزن مولكولي؛  -1ازي؛ س ماهي در مرحلة زرده بادي با پلاسماي فيل ماهي نر. ب) وسترن بلات حاصل از واكنش آنتي پلاسماي فيل

  شدة ويتلوژنين. داده نمونة رسوب -4نمونة پلاسماي جنسيت ماده؛  - 3نمونة پلاسماي جنسيت نر؛  - 2

  

ب
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ــق  . 3.3 ــوژنين از طريـ ــازي ويتلـ جداسـ
هاي  كاتيون با انتخابي ويتلوژنيندهي  رسوب

  )+EDTA-Mg2( دو ظرفيتي
ــوژنين، از روش    ــيص ويتل ــت تخل ــة نخس در مرحل

دهي انتخابي ويتلوژنين به منظور افزايش سطح  رسوب
ها و تخليص نسبي استفاده شد. بر  ويتلوژنين در نمونه

. الف اين مرحله نسبت بـه ويتلـوژنين   1اساس شكل 
كنـد و   ماهي به صورت تقريباً اختصاصي عمل مي فيل

تنهــا حضــور مقــاديري آلبــومين در كنــار ويتلــوژنين 
هـاي   د در نمونـه شدني است. آلبـومين موجـو   مشاهده

آمـده در مرحلـة بعـد و بـا اسـتفاده از روش       دست به
از ويتلــوژنين  Preparativeاســتخراج پــروتئين از ژل 

  جدا خواهد شد.

دهـي انتخـابي در افـزايش     كارايي روش رسـوب 
هـا بـا اسـتفاده از تصـوير      سطح ويتلوژنين در نمونـه 

ــه هـــاي حاصـــل از  حاصـــل از الكتروفـــورز نمونـ
 AlphaEaseافزار  . الف) و با نرم1دهي (شكل  رسوب

FC version 6.0.0  ارزيابي شد كه نتايج آن در جدول
شود. بر اسـاس نتـايج، اسـتفاده از ايـن      مشاهده مي 1

درصد  5/5روش سطح ويتلوژنين در نمونة اوليه را از 
هـاي نمونـه افـزايش داده     درصد از پـروتئين  5/40به 

رابري سـطح  ب 36/7است. اين روش منجر به افزايش 
ويتلوژنين در نمونة اوليه شد كه تخليص نهـايي ايـن   

  تر خواهد كرد. پروتئين را ساده

  

ها  ها. لاين يك مربوط به آناليز نمونه دهي انتخابي ويتلوژنين در افزايش سطح ويتلوژنين در نمونه . بررسي كارايي روش رسوب1جدول 
  چين مشخص شده است. هاي مرتبط به ويتلوژنين با نقطه دهي است. داده بدهي و لاين دو مربوط به بعد از رسو پيش از رسوب
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ــتفاده از روش  .3.4  Gel preparativeاسـ
  ماهي فيل ويتلوژنيننهايي براي تخليص 

پس از تخليص اولية ويتلـوژنين بـا اسـتفاده از روش    
هاي حاصـل بـه    دهي انتخابي ويتلوژنين، نمونه رسوب

 Preparativeژل منظــــور تخلــــيص نهــــايي روي 
، بانـد  پـس از پايـان الكتروفـورز    الكتروفورز شـدند. 

شـده تحـت    مطـابق روش ارائـه  مربوط به ويتلـوژنين  
ــايج   ــروتئين قــرار گرفــت كــه نت فراينــد اســتخراج پ

آمده از ايـن مرحلـه در    دست هاي به الكتروفورز نمونه
مشخص  3شود. با توجه به شكل  مشاهده مي 3شكل 

نايي كاملاً مناسبي در تخلـيص  است كه اين روش توا
ويتلوژنين دارد. حضور بانـدهايي در مجـاورت بانـد    

به احتمال قريـب بـه    3مربوط به ويتلوژنين در شكل 
يقين پپتيدهاي حاصـل از تجزيـة ويتلـوژنين طـي دو     
  مرحلة الكتروفورز در حضور عوامل احياكننده است. 

  
ه با شد هاي تخليص نمونه SDS-PAGE 7.5%. ژل 3شكل 

دهي انتخابي و استخراج از ژل  استفاده از روش تركيبي رسوب
preparative .1- ) نشانگر وزن مولكوليkDa نمونة  -2)؛

  شده. ويتلوژنين تخليص

ــه    ــايي روش ب ــين ادع ــة چن ــل ارائ ــار  از دلاي ك
 Preparativeشـده در قسـمت اسـتخراج از ژل     گرفته

اســت، زيــرا در ايــن قســمت تنهــا بانــد موجــود در  
از ژل جـدا شـد و امكـان وجـود      kDa200 حدودة م

در  kDa 100و  130هايي در محدودة وزني  ناخالصي
  شده بعيد است. هاي استخراج پروتئين

  گيري . بحث و نتيجه4
در اين مطالعـه كـه بـا هـدف بررسـي كـارايي روش       

ــوب  ــي رس ــتخراج از ژل   تركيب ــابي و اس ــي انتخ ده
Preparative اهي انجـام  م ـ در تخليص ويتلوژنين فيل

ماهي با خلوص بـالا و كـارايي    گرفت، ويتلوژنين فيل
  قابل قبول تخليص شد. 
هــايي چــون كرومــاتوگرافي    اســتفاده از روش

كـارايي كـه    رغـم  به ،و ژل فيلتراسيونتعويض آنيوني 
تواند در تخليص اين پروتئين داشته باشـد، بسـيار    مي

دي دارد. به همـين  دهاي متع و دشواري است پرهزينه
هاي ديگري نيز با توجه بـه خصوصـيات    روش ،دليل
ويتلوژنين به منظور جداسـازي و تخلـيص ايـن     ةويژ

بـار   اين روش كه براي اولين پروتئين ارائه شده است.
به منظـور تخلـيص ويتلـوژنين اسـتفاده شـد معايـب       

هاي كروماتوگرافي را نداشـت و كـارايي قابـل     روش
  قبولي در تخليص ويتلوژنين نشان داد.

هاي  . بررسي نتايج الگوي پروتئيني نمونه4.1
  پلاسما

ها با توجه بـه   به منظور بررسي الگوي پروتئيني نمونه
هـا، سـطح    سطح پايين ويتلـوژنين موجـود در نمونـه   

نداشـتن   هاي پلاسما، و دسترسي بالاي چربي در نمونه
ــه سيســتم ــورز داراي شــيب غلظــت   ب ــاي الكتروف ه
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ابي ويتلـوژنين پـيش از   دهي انتخ اكريلاميد از رسوب
اسـتفاده شـد.    SDSهـا در حضـور    الكتروفورز نمونه

استفاده از اين روش شناسـايي ويتلـوژنين و بررسـي    
تـر   هاي پلاسما را بسـيار سـاده   الگوي پروتئيني نمونه

كرد و، بـه دليـل حـذف مقـادير درخـور تـوجهي از       
بخشـي بـه    ها و عوامل مزاحم، نتيجة رضايت پروتئين

  . الف).1كل دست آمد (ش

  هاي پلاسما . شناسايي ويتلوژنين در نمونه4.2
دهـي انتخـابي در    پس از تأييد كـارايي روش رسـوب  

هـاي پلاسـماي مـورد     بررسي الگوي پروتئيني نمونـه 
مطالعه، شناسايي باند ويتلوژنين در الگوهاي پروتئيني 

پوشـاني چهـار شـيوه در     آمده با بررسـي هـم   دست به
در نهايــت بررســي واكــنش تشــخيص ويتلــوژنين، و 
منزلـة ويتلـوژنين بـا     شده بـه  اختصاصي باند شناسايي

 -1بادي اختصاصـي ايـن پـروتئين، انجـام شـد.       آنتي
اي است كه  محدودة وزن مولكولي ويتلوژنين در دامنه

هاي بسيار نادري در اين محدوده قرار دارنـد.   پروتئين
 Denslow( 200تـا   kDa160محدودة وزن مولكولي 

et al., 1999   هـاي سـاختاري    )، با توجـه بـه شـباهت
اي زيادي كـه در ايـن پـروتئين وجـود دارد،      گونه بين

تكرارشدني اسـت. عـلاوه بـر ايـن، در صـورتي كـه       
پروتئيني در اين محـدودة وزن مولكـولي قـرار گيـرد     

پـذير بـراي ويتلـوژنين     بينـي  گاه به سـطوح پـيش   هيچ
لي منحصر نخواهد رسيد. به همين دليل از وزن مولكو

منزلة يـك عامـل شناسـايي مهـم      به فرد ويتلوژنين، به
ويتلوژنين پروتئيني مختص جنسـيت   -2استفاده شد. 

ماده است كه در شرايط طبيعي تنها در ماهيان مـاده و  
يـك از   شود و در هـيچ  سازي ديده مي در مرحلة زرده

 Denslow etشود ( مراحل زيست ماهيان نر ديده نمي

al., 1999هــاي  همــين منظــور، مقايســة نمونــه ). بــه
هـاي   مـاهي نـر وحشـي بـا نمونـه      آمده از فيل دست به
سـازي   ماهيان ماده در مرحلـة زرده  آمده از فيل دست به

ماهي ماده نشان داد  هاي فيل حضور باندي را در نمونه
كه در نمونة شاهد (نر) وجود نداشت. ايـن موضـوع   

ا افـزايش  احتمال اختصاص اين باند بـه ويتلـوژنين ر  
ــروتئين  -3داد.  ــوژنين از پ ــا   ويتل ــدني ب ــاي القاش ه

). بــر همــين Tolar et al., 2001هاســت ( اســتروژن
مـاهي نـر نابـالغ تحـت      اساس، تعداد چهار عدد فيـل 

استراديول قـرار گرفتنـد و ايـن تزريـق      -بتا17تزريق 
منجر بـه توليـد دو پـروتئين مختلـف و تغييراتـي در      

لاســما شــد. يكــي از هــاي پ ســطوح ديگــر پــروتئين
ــا وزن مولكــولي  پــروتئين  kDa 200هــاي القاشــده ب

(درســت مطــابق بــا وزن مولكــولي بانــد مربــوط بــه 
 kDa 60ويتلوژنين) و ديگري با وزن مولكولي حدود 

. ب). بــر ايــن 1(احتمــالاً كوريــوژنين) بــود (شــكل 
اساس، بار ديگر اختصاص اين باند به ويتلوژنين، بـه  

 -4ها، تأييـد شـد.    از طريق استروژندليل قابليت القا 
ويتلـــوژنين پروتئينـــي منحصـــر بـــه فـــرد و داراي 

اي در مقايســـه بـــا ديگـــر    خصوصـــيات ويـــژه 
هاست. يكي از اين خصوصيات ويـژه اتصـال    پروتئين

مقادير درخور توجهي يون كلسـيم بـه ايـن پـروتئين     
اســت. ايــن موضــوع ســبب شــده اســت تــا امكــان  

ئين با استفاده از عواملي دهي انتخابي اين پروت رسوب
 ,.Hiramatsu et alپذير شود ( امكان EDTAهمچون 

دهـي انتخـابي    ). استفاده از ايـن روش رسـوب  2006
شود.  يافتن ويتلوژنين مي براي ويتلوژنين سبب رسوب

دهـي   كـارگيري ايـن روش رسـوب    به همين دليل، بـه 
ــه  ــراي نمون ــب    ب ــاده موج ــر و م ــماي ن ــاي پلاس ه

هـا خواهـد    نين از ساير پـروتئين شدن ويتلوژ مشخص
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شد. البته پـروتئين آلبـومين نيـز از لحـاظ اتصـال بـه       
كلسيم داراي مشابهت ساختاري با ويتلوژنين بود و به 

جا نيـز اخـتلاف    همراه ويتلوژنين رسوب كرد. در اين
درخور توجهي كه در وزن مولكولي اين دو پـروتئين  

 kDa 70وجود دارد (آلبومين با وزن مولكولي حـدود  
ــدود    ــولي ح ــا وزن مولك ــوژنين ب ) kDa 200و ويتل

سادگي اين دو پروتئين را از هم تفكيك كـرد. ايـن    به
هاي پلاسما انجام شد و نتايج  آزمايش نيز روي نمونه

شده را به ويتلوژنين تأييد  اختصاص باند درنظر گرفته
هاي نـر و   كرد. نتايج اين فرايند با مقايسة نتايج نمونه

  . الف).1شتر تأييد شد (شكل ماده بي
در نهايت، استفاده از اين چهار شيوه در تشخيص 

پوشاني كامل نتـايج و تطـابق    صحيح ويتلوژنين و هم
) منجـر بـه   2نتايج بـا نتـايج وسـترن بـلات (شـكل      

آمده  دست شناسايي ويتلوژنين در الگوهاي پروتئيني به
هـا، كـه كـارايي آنهـا در      شد. استفاده از اين شـاخص 

ناسايي صحيح ويتلوژنين در اين مطالعه نيز به اثبات ش
 ;Tolar et al., 2001رسيد، در مطالعات گونـاگوني ( 

Nishi et al., 2002 براي شناسايي ويتلوژنين استفاده (
  شده است.

شـده در شـرايط احيـايي     باند ويتلوژنين شناسايي
بود كه بـا اسـتفاده از    kDa 200داراي وزن مولكولي 

اي بـا نشـانگرهاي وزن مولكـولي     نقطـه روش تطابق 
موجود در ژل تعيين شد. اين وزن مولكـولي بـا وزن   

خـواني دارد.   هاي مشابه هـم  مولكولي ويتلوژنين گونه
براي مثال، وزن مولكولي ويتلوژنين تاسـماهي سـفيد   

)Acipenser transmontanus  ــايي ــرايط احي ) در ش
 kDaو  190پپتيد با وزن مولكولي  تعيين شد و دو پلي

ــد ( 210 ــايي ش  ,.Linares-Casenave et alشناس

ــور   2003 ــماهي آم ــوژنين تاس ــولي ويتل ). وزن مولك

)Acipenser schrenckii (kDa 205 )Zhang et al., 

) Clarias gariepinusمـاهي دوتنفسـه (   )، گربه2011
kDa 200 )Manohar et al., 2005 مــاهي قنــات ،(

 Pimephales promelas (kDa 156ســــرچرب (
)Parks et al., 1999   ) بـراي مـاهي بسـتر ،(Huso 

huso×Acipenser ruthenus ــد ــه صــورت دو بان ) ب
kDa 180  وkDa 120 )Hiramatsu et al., 2002b (

ــزل  kDa 154و  ــراي قــ ــين بــ ــان  آلاي رنگــ كمــ
)Oncorhynchus mykiss گـــزارش شـــده اســـت (
)Watts et al., 2003.(  

  ن. بررسي نتايج تخليص ويتلوژني4.3
ــروتئين  ــوژنين از پ ــة    ويتل ــه تجزي ــاس ب ــاي حس ه

پروتئوليتيك است و اين حساسيت حتـي در حضـور   
شـود   پروتئـاز نيـز تـا حـدودي ديـده مـي       عوامل آنتي

)Denslow et al., 1999     بـه همـين دليـل، كـاهش ،(
زمان تخليص از مسـائل اساسـي در افـزايش كـارايي     

آيد. وجـود چنـين    هاي تخليص به حساب مي سيستم
ــا ويتلــوژنين ســبب   اســيتحس هــايي در كــاركردن ب

هـاي سـريع و آسـاني چـون      افزايش استفاده از روش
  دهي انتخابي ويتلوژنين شده است. رسوب

به طور كلي عملكرد اين روش بـر پايـة رسـوب    
اسـت.   EDTAدر حضـور   Mg+2ويتلوژنين از طريق 

جا نقش اصلي را گروه فسفات متصل به دامنـة   در اين
وژنين بر عهده دارد. بر اساس مشاهدات فسويتين ويتل

گرفته، اندازة دامنة فسويتين و در نهايـت ميـزان    انجام
فسفريلاســـيون و محتـــواي كلســـيم ويتلـــوژنين در 

داران اوليـه اسـت    يافته بيشتر از مهره داران تكامل مهره
)Wahli, 1988   همين موضوع باعث كـارايي پـايين ،(

شـود   ن مـي اين روش در تخلـيص ويتلـوژنين ماهيـا   



  ) و استخراج از ژل+EDTA-Mg2دهي انتخابي ( ) با استفاده از روش تركيبي رسوبHuso husoماهي ( تخليص ويتلوژنين فيل
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)Specker and Sullivan, 1994; Magalhaes et al., 

). علاوه بر اين، وجود مقادير اندك ويتلـوژنين   2004
در سرم كارايي ايـن روش را در تخلـيص ويتلـوژنين    

كنـد و ايـن روش در شـرايطي كـه سـطوح       كمتر مي
درخور توجهي از ويتلوژنين در سرم وجود دارد براي 

 Norberg andب اسـت ( تخلـيص ويتلـوژنين مناس ـ  

Haux 1985هـاي   ). حضور سطوح شايان توجه گروه
هـا، همچـون    فسفات در ويتلـوژنين بعضـي از گونـه   

ــوب  ــتفاده از روش رس ــاري، اس ــان خاوي ــي  ماهي ده
ــزايش ســطح   ــه و اف ــراي تخلــيص اولي انتخــابي را ب

پذير كرده اسـت. تئـوري    ها امكان ويتلوژنين در نمونه
داران  ويتلـوژنين مهـره   بـودن دامنـة فسـويتين    كوچك

پست دربارة ماهيان خاوياري نقض شده است. اندازة 
دامنــة فســويتين در ويتلــوژنين تاســماهي ســفيد     

)Acipenser transmontanus (kDa 3/18  و وزن
بـرآورد شـده اسـت     kDa 4/185مولكولي ويتلوژنين 

)Finn, 2007     اين انـدازه بـراي دامنـة فسـويتين در .(
 Cyprinus carpio (kDa 2/6(مـاهي كپـور معمـولي    

) kDa 9/146(وزن مولكــولي ويتلــوژنين ايــن گونــه 
شده براي  برآورد شد كه بر اساس روند تكاملي مطرح

دامنة فسويتين درخور تأمل است. اين موضوع وقتـي  
توجه بيشتري را به خود جلب خواهد كرد كـه دامنـة   

تر بررسـي شـود. انـدازة     اي پيشرفته فسويتين در گونه
 Pagrusمنة فسـويتين بـراي مـاهي شـانك قرمـز (     دا

major (kDa 14  و وزن مولكولي ويتلوژنين اين گونه
kDa 3/185 ) برآورد شده استFinn, 2007  ًكـاملا .(

واضح است كه ماهيان خاويـاري بـا وجـود جايگـاه     
پاييني كه در روند تكامل دارند دامنة فسويتين بسـيار  

ن) دارنـد. ايـن   ماهيـا  تر از سـوف  بزرگي (حتي بزرگ
اي جديد را بـراي تحقيقـات    تواند دريچه موضوع مي

مرتبط با فيزيولوژي توليدمثل و تكامل اين ماهيان باز 
ــتر (  ــاهي بس ــد. در م  Huso huso×Acipenserكن

ruthenus     نيز سطوح بـالايي از اسـيد آمينـة سـرين (
دهندة بـالابودن درخـور توجـه     گزارش شده كه نشان
شده  فسويتين و تأييد نظرية مطرحوزن مولكولي دامنة 

). با توجه بـه  Hiramatsu et al., 2002bدر بالاست (
دهـي   اين مطالب، بـا وجـود ناكـارايي روش رسـوب    

ــر   ــوژنين اكث ــوژنين در جداســازي ويتل انتخــابي ويتل
هاي ماهيان استخواني، اين روش كارايي خـوبي   گونه

. مـاهي نشـان داد   را در رسوب انتخابي ويتلوژنين فيل
تربـودن دامنـة    توانـد بـه دليـل بـزرگ     اين پديـده مـي  

ــه   ــر گون ــد ديگ ــه (مانن ــن گون ــويتين در اي ــاي  فس ه
خاوياري) و مقادير بالاي فسفات اين مولكول باشـد.  

منزلة  دهي انتخابي در اكثر مطالعات به از روش رسوب
اولين مرحلة تخليص ويتلوژنين استفاده شـده اسـت.   

ونه ماهي استخواني كـاد  براي مثال، ويتلوژنين چهار گ
)Gadus morhua) توربــــت ،(Scophthalmus 

maximus) مــاهي گرگــي ،(Anarhichas htpus و ،(
دهــي  كمــان ابتــدا بــا روش رســوب آلاي رنگــين قــزل

انتخابي تا حدي تخلـيص شـد و تخلـيص نهـايي بـا      
تعويض آنيوني انجام گرفت كروماتوگرافي استفاده از 

)Silversand and Haux, 1995اي ديگـر   ). در مطالعه
دهي انتخابي به منظور تخليص اوليـه   از روش رسوب

ــوني   ــويض آني ــن تع ــه  DEAE-Sephacelو از رزي ب
كمان  آلاي رنگين منظور تخليص نهايي ويتلوژنين قزل

) اســتفاده شــده Salmo truttaآلاي دريــايي ( و قــزل
  ).Norberg and Haux, 1985است (

هـا، بـه    در نمونـه  پس از افزايش سطح ويتلوژنين
منظور تخليص نهايي ويتلوژنين از روش اسـتخراج از  

 3استفاده شد كه با توجه بـه شـكل    Preparativeژل 
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ــوژنين     ــيص ويتل ــوجهي در تخل ــور ت ــارايي درخ ك
ماهي نشان داد. اسـتفاده از روش اسـتخراج از ژل    فيل

Preparative     معايب و مزايـايي دارد. از معايـب ايـن
شــكل طبيعــي و فعاليــت زيســتي  رفــتن روش ازبــين

پروتئين همچنين وجود اكريلاميد در پروتئين تخليص 
تـوان بـه سـهولت     شده است. از مزاياي اين روش مي

انجام اين روش تخليص، كـارايي آن بـراي تخلـيص    
هــا، خلــوص بســيار بــالاي  ويتلــوژنين اغلــب گونــه

 ,.Watts et alشده با ايـن روش (  ويتلوژنين تخليص

سترسي به پپتيدهاي ويتلوژنين براي توليد )، و د2003
بادي اشاره كرد. بـا توجـه بـه ايـن حقيقـت كـه        آنتي

ويتلوژنين مولكـولي حسـاس بـه تجزيـه اسـت و در      
تـر تبـديل    هـاي كوچـك   داري به پـروتئين  شرايط نگه

هــاي  شــود، و بســياري از تحقيقــات روي نمونــه مــي

گيــرد، اســتفاده از  پلاســماي منجمدشــده انجــام مــي
شـده عليـه زيرواحـدهاي ويتلـوژنين      بـادي تهيـه   تيآن

ها را به حـداكثر برسـاند    تواند دسترسي به اپيتوپ مي
)Watts et al., 2003.(  

بادي اختصاصي  اي كه به منظور تهية آنتي در مطالعه
ــزل  ــه ق ــوژنين ســه گون ــراي ويتل ــان  آلاي رنگــين ب كم

)Oncorhynchus mykiss ) ماهي آزاد اطلـس ،(Salmo 

salar(و كفشك پشت ، ) سبزRhombosolea tapirina (
كلونال براي ويتلـوژنين ايـن    بادي پلي انجام گرفت، آنتي

سه گونـه از طريـق ژل فيلتراسـيون و اسـتخراج از ژل     
preparative  با موفقيت و بدون واكنش غير اختصاصي

). نتايج چنـين مطالعـاتي   Watts et al., 2003تهيه شد (
 ـ  ل قبـول ايـن روش در تخلـيص    تأييدكنندة كـارايي قاب

  بادي است. ويتلوژنين خصوصاً به منظور توليد آنتي



  ) و استخراج از ژل+EDTA-Mg2دهي انتخابي ( ) با استفاده از روش تركيبي رسوبHuso husoماهي ( تخليص ويتلوژنين فيل
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