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اثر n-4-نونيل فنل بر سنتز ويتلوژنين و غلظت هورمون هاي 
تيروئيدي در جنس نر نابالغ ماهي شانک زردباله

)Acanthopagrus latus( 

چكيد ه 
  نونيل فنل )NP( یک آلاینده استروژنيک بوده که با تقليد عملكرد هورمون طبيعي 17بتا-استرادیول )E2( موجب اختلال در سيستم 
اندوکریني طيف وسيعي از موجودات مي گردد. با این حال ایزومرهاي مختلف این ماده توانایي هاي متفاوتي در بروز اثرات استروژنيک 
دارند. هدف از مطالعه حاضر بررســي اثر ایزومر NP با زنجيره جانبي مستقيم )n-NP- 4( برروي سنتز ویتلوژنين )VTG( و غلظت 
هورمون هاي تيروئيدي در ماهي شانک زردباله )Acanthopagrus latus( به عنوان پاسخ هاي استروژنيک و غير استروژنيک سيستم 
اندوکریني مي باشــد. بدین منظور تعداد 30 قطعه ماهي شانک زردباله نر نابالغ در خلال یک هفته دوزهاي 10، 50 و 100 ميكروگرم بر 
گرم از n-NP- 4 را از طریق تزریق درون صفاقي دریافت نمودند. القاء سنتز VTG در ماهيان تيمار شده با استفاده از سنجش فسفات 
باز ناپایدار و اندازه گيري ســطوح کلسيم توتال پلاسما مورد بررسي قرار گرفت. غلظت پلاسمایي هومورن هاي تيروئيدي تيروکسين 
)T4( و تري یدوتيرونين)T3(  نيز به وســيله رادیوایمونواسي مورد سنجش قرار گرفت. نتایج نشان داد که n-NP- 4  موجب افزایش 
معني دار ســطح VTG در دوزهاي 50 و 100 ميكروگرم بر گرم مي گردد ) p>0/05(. همچنين غلظت کلسيم توتال پلاسما در بالاترین 
دوز به کار رفته افزایش معني داري را نسبت به گروه کنترل نشان داد )P>0/05(. علاوه براین، غلظت هورمون T4 در دوزهاي 50 و 100 
ميكرگرم بر گرم بطور معني داري بالاتر از گروه کنترل بود )P>0/05(. حال آنكه سطوح پلاسمایي T3 در ماهيان تيمار شده با بالاترین 
دوز  n-NP- 4 در مقایســه با گروه کنترل بطور معني داري پایين تر بود )P>0/05(. نتایج مطالعه حاضر نشان دهنده توانایي ترکيب  

n-NP- 4 در ایجاد اثر استروژنيک و همچنين آشفتگي در تعادل هورمون هاي تيروئيدي ماهي شانک زردباله مي باشد.

 کلمات کليد ي: n-4-نونيل فنل، شانک زردباله )Acanthopagrus latus(، ویتلوژنين، تيروکسين، تري یدوتيرونين، فسفات باز ناپایدار، اختلال اندوکریني
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مقد مه
در خلال ســال هاي گذشــته، نگراني ها دربــاره تركيباتي كه 
قادرند از طريق ايجاد اختلال در سيســتم اندوكريني سلامت انسان 
Mc- )و حيوانــات را تحت تاثير قرار دهند رو به افزايش بوده اســت 
تركيبــات   .)2006  ,Goksøyr  2005  , همــکاران  و   Cormick 
مختل كننده اندوكرينيEDCs( 1( شــامل طيف وسيعي از تركيبات 
شيميايي طبيعي و مصنوعي مي باشند )Tapiero و همکاران, 2002; 
Goksøyr, 2006(. امــروزه نقش اين قبيل مواد در ايجاد اختلالات 
گوناگون و انواع مختلفي از ســرطان ها در انســان و حيوانات تاييد شده 

است )Gross-Sorokin ;2005 ,Segner و همکاران, 2006 (.
 نونيل فنل )NP(، يکي از شــناخته شــده ترين EDC ها بوده كه 
به علت حجم بالاي توليد، پراكندگي گســترده در محيط زيست و ايجاد 

اثرات اســتروژنيک در موجودات گوناگون توجه عمومي را به سوي خود 
معطوف ســاخته اســت )Norris و NP .)2006 ,Carr به واسطه تجزيه 
گروهي از ســورفاكتانت هاي غيريوني، به نام آلکيل فنل اتوكسيلات ها2  
در محيط هاي آبي تشــکيل گرديده و اثبات شــده اســت كه نسبت به 
تركيبات ســازنده خود از پايداري و ســميت بالاتري برخوردار مي باشد 
)Soares و همکاران , 2008(. اين مواد كه بطور گســترده اي در توليد 
دترجنت ها، آفت كش ها، امولســيون كننده ها، رزين هاي فنلي و انواع 
مختلفي از پلاســتيک ها مورد استفاده قرار مي گيرند، از طريق فاضلاب 
و بصورت پيوســته وارد محيط زيست مي گردند )Soares و همکاران, 

 .)2003 ,Reinhard و Montgomery-Brown ;2008
در مطالعات مختلفي نشــان داده شده اســت كه NP از طريق 
اتصال به گيرنده هاي اســتروژنيERs( 3( و فعال ســازي آنها، قادر 
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Nonylphenol (NP) is a well-known compound as having the potential to mimic the natural hormone 17β-estradiol 
(E2) and disrupt the endocrine system in a wide range of organisms. However, the ability of different isomers of 
this compound is different in exerting estrogenic effects. The objectives of this study were to estimate the effects of 
a straight side-chain NP isomer (4-n-NP) on the vitellogenin (VTG) synthesis and thyroid hormone concentrations 
as estrogenic and non-estrogenic responses of yellowfin seabream’s (Acanthopagrus latus) endocrine system. In this 
regard the total numbers of 30 immature male fish were intraperitonealy injectioned by 10, 50, 100 µg/g of 4-n-
NP over a period of one week. The induction of VTG synthesis in treated fish was investigated using alkali labile 
phosphate assay and measurement of total plasma calcium. The concentrations of thyroid hormones, thyroxin (T4) and 
triiodothyronine (T3), in the plasma were also quantified by radioimmunoassay. The result showed that the VTG levels 
in the plasma were significantly increased by injection of 50 and and 100 μg/g of 4-n-NP (P<0.05). Moreover, the total 
plasma calcium concentrations in fish exposed to the highest dose used exhibited a significant increase compared to 
the control (P<0.05). In addition, T4 concentration in fish received 50 and 100 μg/g of 4-n-NP was significantly higher 
than the control group (P<0.05). While, the plasma levels of T3 in fish treated by 100 μg/g of 4-n-NP was significantly 
lower than controls (P<0.05). The results of present study indicate the potential of 4-n-NP to exert the estrogenic effect 
as well as disturbance in the balance of thyroid hormones in yellowfin seabream.

    Key words: 4-n-Nonylphenol, Yellowfin seabream (Acanthopagrus latus), Vitellogenin,
                        Thyroxin, Triiodothyronine, Alkali labile phosphate, Endocrine disruption
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بــه تقليد اثر هورمون طبيعي 17بتا-اســتراديول )E2( مي باشــد 
)Tollefsen و همکاران Soto ،2008 و همکاران Olsen ,1995 و 
همکاران., 2005(. اين هورمون مســئول رشد و ابقاء صفات جنسي 
و همچنين رســيدگي و عملکرد اندام هاي جنســي ماده مي باشد 
 .)  2009,  Pfaff و   Etgen  ;2006  ,  Bailhache و   Vetillard(
از اين رو انتظار مي رود تقليد عملکرد E2 توســط NP موجب بروز 
پاســخ هاي گوناگون در موجودات گردد. مطالعات متعددي نشــان 
 ،)VTG(  4داده كه ايــن تركيب موجب تحريک ســنتز ويتلوژنين
پيش ماده پروتئين هاي زرده، در محيط هاي طبيعي و كشت سلولي 
هپاتوسيت هاي ماهيان نر و نابالغ مي شود )Kinnberg و همکاران, 
Tollef- ; 2003 و همــکاران Zha ;2006 ، Janz و Lin ; 2000

sen و همکاران ، Schoenfuss ;2007 و همکاران , 2004(. توليد 
VTG در كبــد جنس ماده مهــره داران، از جمله ماهيان فرآيندي 
معمول اســت. با اين وجود ســطوح اين گليکوليپوفسفوپروتئين در 
 پلاســماي جانوران نر و نابالــغ پايين بوده و يا غير قابل ســنجش 
مي باشــد )Wheeler و همکاران, 2005(. از طرفي نرها و نابالغ ها 
نيــز )همانند ماده ها( داراي ER هــاي كبدي بوده و قرار گيري در 
معرض تركيبات زنواســتروژن5  منجر به سنتز اين پروتئين در آنها 
مي گردد )Kime و همکاران , 1999(. اين موضوع موجب شده كه 
توليد VTG توســط نرها و نابالغين به عنوان يک نشانگر زيستي از 
مواجهه با تركيبات زنواســتروژن در نظر گرفته شــود )Wheeler و 

همکاران, 2005(.
در حقيقت NP متشــکل از ايزومرهاي مختلفي اســت كه به دليل 
تفاوت در ســاختار مولکولي توانايي استروژنيک گوناگوني را از خود 
نشــان مي دهند. اكثر اختلالات اندوكريني گزارش شــده در مورد 
 NP-4 عمدتــاً مربوط به فــرم ايزومري شــاخه دار آن يعني ،NP 
مي باشــد. در حاليکه ايزومرهاي خطي n-NP-4(   NP(خصوصيات 
فيزيکوشــيميايي بســيار متفاوتي داشــته و قابليت آنهــا در ايجاد 
 Preuss( اختلالات اندوكريني با ايزومرهاي شاخه دار متفاوت است
و همــکاران, 2006(. در يک مطالعه مقايســه اي برروي قزل آلاي 
رنگين كمان )Oncorhynchus mykiss( نشان داده شده است كه 
تنها ايزومر شــاخه دار NP قادر به القاء ســنتز VTG در اين ماهي 
Peder- )اســت حال آنکه ايزومر خطي آن چنين توانايــي را ندارد 

sen و همــکاران ، 1999(. در مقابل، بررســي هــاي ديگر حاكي از 
توانايي n-NP-4 در القاء توليد كبدي VTG در قزل آلاي جنس نر 
بوده اســت )Jobling  و همکاران., Xie 1996 و همکاران., 2005; 
و   Bonefeld-Jørgensen  ;2006  ،  Bailhache و   Vetillard
همکاران، 2007(. از ســوي ديگر اختلالات ناشي از NP ها تنها به 
القاء ســنتز VTG محدود نمي گردد. از ديگر اثرات مضر مشــاهده 
شــده اين تركيبات )عمدتاً NP-4( در ماهيان مي توان به اثر برروي 
 Ashfield( تخمدان ها ،)و همکاران، 2000 Kinnberg( بيضه هــا
و همکاران، 1998(، لقاح و باروري )Ishibashi و همکاران، 2006(، 
تحركت اســپرم )Kawana و همکاران., 2003( و همچنين غلظت 
هورمون هاي جنســي )Yang و همکاران., 2008( اشاره كرد. علاوه 
 بر اين، اخيراً اثبات شده اســت كه تيروئيد نيز در پاره اي از ماهيان 

مي تواند به عنوان يک اندام هدف تحت تاثير اين زنواســتروژن قرار 
بگيــرد )Zaccaroni و همــکاران., Sciarrillo ;2009 و همکاران، 

 .) 2010
 تاكنــون مطالعــه اي در ارتباط بــا تاثيــر n-NP- 4 بر غلظت 
هورمون هاي تيروئيدي در بدن موجود زنده انجام نگرفته اســت. با 
ايــن حال اعمال اين تركيب به دودمان ســلولي6  تومور هيپوفيزي 
GH3 مــوش صحرايــي، منجر بــه تحريک رشــد آن و همچنين 
بازدارندگي فعاليت آنزيم تيروئيد پروكسيدازTPO(  7( گرديد. آنزيم 
اخير مســئول كاتاليز كردن فرآيند يد دار شدن تيروزين و تشکيل 
  )T4( به واسطه جفت شدن 2 دي يدوتيروزين9  

هورمون تيروكسين8
 .)2005 ,Bonefeld-Jorgensen و Ghisari( مي باشد )DIT(

ماهي شــانک زردباله از گونه هاي غالب آب هاي جنوبي كشور 
به ويژه منطقه خور موســي بوده و در ســالهاي اخيــر پرورش آن 
در اين آبها در حال گســترش بوده اســت. ماهــي مذكور يک گونه 
هرمافروديت پروتاندر از خانواده شــانک ماهيان )Sparidae( است 
)Hesp و همکاران., 2004(. وجود مرحله حســاس تمايز جنســي 
در ماهي شــانک زردبالــه مي تواند اين گونه را بطــور بالقوه اي در 
معرض اختلالات اندوكريني ناشــي از EDC ها قرار دهد. از طرفي 
آب هاي خور موســي به دليل احاطه شــدن توســط منابع متعدد 
آلودگي از قبيل صنايع پتروشيمي، بنادر كشتيراني، تاسيسات نفتي، 
 مناطق مسکوني و غيره بطور گسترده اي در معرض طيف وسيعي از 
آلاينده ها به ويژه EDC ها قرار دارد. هدف از تحقيق حاضر مطالعه 
تاثير n-NP- 4 بر روي سنتز VTG و غلظت هورمون هاي تيروئيدي 

در ماهي شانک زردباله )Acanthopagrus latus( مي باشد. 

مواد و روش ها

صيد ماهي و دوره سازگاري

جهت انجام مطالعه حاضر تعداد 30 عدد ماهي شانک زردباله نر 
نابالــغ )با ميانگين وزني 3/48±179/36 گرم( از خور زنگي )يکي از 
انشــعابات خور موسي در بندر ماهشهر( صيد شد. ماهيان بطور زنده 
به ايســتگاه تحقيقاتي ماهيان دريايي بندر امــام خميني )ره( واقع 
در شهرستان ماهشــهر، منتقل شدند. پس از ثبت طول و وزن كل، 
 UV ماهيان در 4 تانک حاوي آب درياي فيلتر و تيمار شده با اشعه
)شــوري 0 درصد 45، دما  26 درجه سانتي گراد، pH =8/1( توزيع 
گشــتند. ماهيان به مدت 10 روز با شــرايط آزمايش سازگاري داده 
شــدند. در طول دوره آزمايش از ميگو بــراي غذا دهي ماهيان و به 

ميزان 2 درصد وزن بدن استفاده شد.
 4 -n-NP به منظور مواجهه ماهي شانک زردباله با دوزهاي مختلف
 .)2005 ,Ostrander( از روش تزريق درون صفاقي اســتفاده شــد
دوزهاي مختلــف از Alfa Asar 98 +  % , USA( 4 -n-NP(   با 
حل كردن مقدار مورد نظر از اين ماده در اتانول و رقيق كردن آن با 
روغن نارگيل تهيه گرديد )Hill, 2000(. ماهيان به وســيله سرنگ 
انســولين و در خلال 7 روز با دوزهاي 10، 50 و 100 ميکروگرم بر 

اثر n-4- نونيل فنل  بر سنتز  ...
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 Christensen( 4 تحت تزريق قرار گرفتند -n-NP گرم وزن بدن از
و همکاران, 1999(. دوز مورد نظر در دو نوبت به فاصله زماني 3 روز 
و هر بار به ميزان 50 درصد به ماهيان تزريق شــد. گروهي از ماهيان 
نيز به عنوان گروه شــاهد تنها بــا 100 ميکروليتر از محلول روغن 

نارگيل- اتانول تيمار شدند.
در پايان دوره آزمايش؛ پــس از خارج كردن ماهيان از تانک ها 
Merck, Germa-( 2-فنوكسي اتانول 0/1 درصد  آنها را به وســيله

ny( بيهوش كرده و پس از ثبت طول و وزن كل، از وريد ساقه دمي 
آنها خونگيري به عمل آمد. نمونه هاي خون به ســرعت به لوله هاي 
سرد شده با يخ منتقل گشــته و سپس به منظور جداسازي پلاسما 
با دور ×g 1000 در 10 دقيقه ســانتريفوژ شدند. نمونه هاي پلاسما 
ســپس با استفاده از تانک ازت به آزمايشگاه زيست فناوري دانشگاه 
علوم و فنون دريايي خرمشهر انتقال يافته و تا انجام آناليزها در دماي 

80- درجه سانتي گراد نگهداري شدند. 

VTG سنجش
براي اندازه گيري VTG در مطالعه حاضر از دو روش اختصاصي 
)روش فســفات باز ناپايدارALP(  10( و غير اختصاصي )ســنجش 

كلسيم توتال پلاسما( استفاده شد. 
جهت بررسي القاء ســنتز VTG از طريق ALP، روش توصيف 
شــده به وســيله Hallgren و همکاران )2009( مورد استفاده قرار 
گرفــت. بدين منظور 100 ميکروليتر از پلاســما بــا 54 ميکروليتر 
استون مخلوط گشــته و در دور ×g 5000 سانتريفوژ شد. سپس با 
دو شستشــوي پياپي توسط Tris و اتانول، فسفات هاي آزاد پلاسما 
جداسازي شدند. پلت هاي پروتئين جدا شده توسط 100 ميکروليتر 
از NaOH 1 مــولار تيمار شــده و در بن ماري )در دماي 70 درجه 
ســانتي گراد( قرار داده شدند. ســرانجام با ايجاد كمپلکس آمونيوم 
فســفوموليبدات و احياء آن توسط اسکوربيک اسيد، رنگ آبي ايجاد 
UV/ 520 Beckman DU( شده توسط دستگاه اســپکتروفتومتر

VIS, USA( قرائت گرديد كه شــدت رنگ ايجاد شده متناسب با 
غلظت VTG در پلاسما در نظر گرفته شد )Hallgren و همکاران., 

  .)2009
اندازه گيري سطوح كلسيم توتال پلاسما به عنوان انديکاتور غير 
مستقيم وجود VTG در پلاسما، از طريق رنگ سنجي و با استفاده 
از كيت تجاري زيســت شــيمي )REF 10- 506، ساخت ايران( به 
روش ارتوكرزول فتالئين و به وسيله دستگاه اسپکتروفتومتر صورت 

گرفت.

سنجش هورمون هاي تيروئيدي
 )T3(  11اندازه گيري ســطوح هورمون هاي تــري يدوتيرونين
و تيروكســين )4 نمونــه در هر تيمار( به روش راديوايمونواســي12  
 125I RIA(  Immunotechو با اســتفاده از كيت تجــاري )RIA(
kit, France( انجام پذيرفت. براســاس دســتورالعمل سازنده، 25 
ميکروليتر از نمونه پلاسما يا اســتاندارد با 200 ميکروليتر از T3 يا 
T4 نشــان دار به تيوب هاي پوشانده شده از آنتي بادي اضافه شده 

و به مدت 1 ســاعت برروي شــيکر و در دماي اتاق قرار داده شدند. 
سپس محتوي تيوب ها خالي شــده و ميزان تشعشعات گاماي آنها 
در دســتگاه شمارنده ي گاما )Finland ,LKB2( اندازه گيري شد. 
 T3 ميانگين ميزان بازيابي13  سنجش هورمون ها براي هورمون هاي

و T4 به ترتيب 3 ± 91 درصد و 4 ± 93 درصد بود.

تجزیه و تحليل آماري
تمامي داده ها بصورت ميانگين ± خطاي اســتاندارد بيان شده 
است. نرماليته داده ها به وسيله آزمون Shapiro-Wilk مورد ارزيابي 
قرار گرفت. سپس جهت بررسي معني داري اختلاف ميان تيمارهاي 
مختلف از آناليز واريانس يک طرفه )One-Way ANOVA( و پس 

آزمون دانکن در سطح معني دار 95 درصد استفاده شد.

نتایج
نتايــج حاصل از انــدازه گيري غلظت VTG بــا روش ALP در 
پلاسماي ماهي شــانک زردباله نشان داد كه بين سطوح اين پروتئين 
 .)P  >0/05( در ميان تيمار هاي مختلف تفاوت معني داري وجود دارد
بــه گونه اي كه بين افزايش دوز n-NP- 4  و ميزان ALP پلاســما 
 VTG سطوح .)R2=0/97( رابطه مستقيم معني داري وجود داشت
در ماهيان تيمار شــده با دوزهــاي 50 و 100 ميکروگرم بر گرم از 
n-NP- 4 پس از گذشــت يک هفته افزايش معني داري را نسبت به 
گروه كنترل نشان داد. با اين حال سطوح پلاسمايي اين پروتئين در 
ماهيان دريافت كننده كمترين دوز n-NP- 4تغييرات معني داري را 
نسبت به گروه كنترل نشان نداد )P  >0/05 ، شکل 1(. اندازه گيري 
مقادير كلسيم توتال پلاسما نيز نشان دهنده وجود تفاوت معني دار 
بين گروه هاي تيمار شــده و گروه كنترل بود )P  >0/05(. هرچند 
ايــن تفاوت معنــي دار تنها در ماهيان تزريق شــده با بالاترين دوز  
n-NP- 4 )100 ميکروگرم بر گرم( نســبت به گروه كنترل مشاهده 
شد. غلظت كلسيم توتال پلاســما در ماهيان تيمار شده با دوزهاي 
10 و 50 ميکروگرم بر گرم، تغييرات معني داري را نسبت به ماهيان 

كنترل نداشت )P  >0/05، شکل 2(. 
نتايج نشان داد كه ميزان هورمون T3 در ماهي شانک زردباله در طي 
 .)P  >0/05( 4 بطور معني داري كاهش مي يابد -n-NPمواجهــه با
اما اين كاهش تنها در گــروه دريافت كننده دوز 100 ميکروگرم بر 
گرم از n-NP- 4 معني دار بود )P  >0/05، شــکل 3-الف(. از سوي 
ديگر، تيمار ماهي شانک زردباله با دوز هاي مختلف از n-NP- 4 به 
مدت 7 روز منجر به يک افزايش وابسته به دوز معني دار در سطوح 
T4 پلاسما شد )P  >0/05 ، شکل 3-ب(. در مقايسه با گروه كنترل، 
ايــن افزايش در ماهيان دريافت كننده دوز 50 و 100 ميکروگرم بر 
گرم مشاهده گرديد. ولي غلظت T4 در گروه دريافت كننده دوز 10 

.)P  >0/05( ميکروگرم بر گرم همچنان بدون تغيير باقي ماند

بحث
 4 -n-NP نتايج مطالعه حاضر بصورت آشــکاري نشــان داد كه
قادر به تحريک سنتز VTG در ماهي شانک زردباله نابالغ مي باشد.



38 )پژوهشوسازندگی(

اثر n-4- نونيل فنل  بر سنتز  ...

 .)n=6( پلاسما در ماهي شانک زردباله پس از گذشت 7 روز ALP 4 برروي غلظت-n-NPشكل 1- اثر
.)P  >0/05( حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معني دار در ميان گروه هاي آزمایشي مي باشد

شكل 2- اثر n-NP-4برروي سطوح کلسيم توتال پلاسما در ماهي شانک زردباله پس از گذشت 7 روز 
.)P  >0/05( حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معني دار در ميان گروه هاي آزمایشي مي باشد .)n=6(
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شكل 3- غلظت هورمون هاي تيروئيدي )الف( تري یدوتيرونين و )ب( تيروکسين در ماهي شانک زردباله 
تيمار شده با n-NP-4 پس از گذشت 7 روز )n=4(. حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معني دار در 

.)P  >0/05(  ميان گروه هاي آزمایشي مي باشد



40 )پژوهشوسازندگی(

 پيــش از اين بررســي هــاي مختلفــي نشــان داده بودند كه 
توليد كبدي VTG مي تواند يک نشــانگر زيســتي حســاس براي 
مواجهــه با تركيبات اســتروژنيک از قبيل NP باشــد. با اين وجود 
بيشتر گزارشات منتشر شده در ارتباط با تركيب NP- 4 بوده است. 
بطــور مثــال، Pait و Nelson)2003( القاء ويتلوژنز را در جنس نر 
كيلــي فيش (Fundulus heteroclitus( به واســطه تزريق درون 
 صفاقي NP- 4 مورد بررســي قرار داده و مشــاهده نمودند كه اين 
تركيــب قادر بــه تحريک ســنتز VTG در گونه مزبور مي باشــد. 
 NP با )Salmo salar( همچنين مواجهه آبي ماهي آزاد آتلانتيکي
منجــر به يک افزايش معني دار وابســته به دوز و زمان در ســطوح 
پلاســمايي VTG شــد )Meucci و Arukwe  2005(. به همين 
صورت Li و Wang )2005( پــس از قرار دهي گوپي هاي نر بالغ 
)Poecilia reticulata( در معرض دوزهاي مختلف NP- 4، شاهد 
افزايش معني دار ســطوح VTG در پلاســماي اين ماهي نسبت به 
گــروه كنترل بودنــد. علاوه بر اين 21 روز در معــرض قرارگيري با 
دوزهاي مختلف NP- 4 موجب افزايش معني دار سطوح VTG در 
پلاسماي ماهي Gobiocypris rarus شده است )Zha و همکاران., 
2007(. عليرغم گزارشــات فوق كه همگي حاكي از اثر استروژنيک 
NP- 4 در تحريک ســنتز VTG مي باشند، معدود مطالعات انجام 
شده در ارتباط با n-NP-4 نتايج متفاوتي را نشان مي دهد. به عنوان 
 4-n-NP مثال تزريق درون صفاقــي دوز 50 ميلي گرم بر كيلوگرم از
اثر معني داري برروي ســطوح VTG در ماهــي قزل آلاي رنگين 
كمان نابالغ )O. mykiss( نداشت )Ashfield و همکاران., 1998(. 
حــال آنکه نتايج مطالعه Maradonna و همکاران )2004( نشــان 
 Gobius( در گاو ماهي سياه جنس نر VTG دهنده تحريک ســنتز
niger( پس از در معرض قرار گيري آبي با اين ماده بود. تيمار ماهي 
قــزل آلاي رنگين كمان نابالــغ )O. mykiss( با دوزهاي مختلف از 
n-NP- 4 نيــز موجب افزايش معني دار بيان ژن VTG و ER هاي 
كبدي گرديد )Vetillard و Bailhache, 2006(. بطور مشــابهي، 
افزايش معني دار ســطوح ALP پلاسما در مطالعه حاضر نيز مبين 
ســنتز كبدي VTG در ماهي شــانک زردباله تميار شده با تركيب 

n-NP-4 بود.
تفــاوت در عملکرد زنواســتروژن n-NP-4 احتمالا در ارتباط با 
عوامل گوناگوني از جمله تفاوت در ساختار فيزيکوشيمايي آن نسبت 
به ايزومر شاخه دار NP- 4 و همچنين پتانسيل ER هاي كبدي در 
 Shioji .بين گونه هاي مختلف جهت اتصال به ليگاند استروژني باشد
و همکاران )2006( پيشــنهاد كردند كه يک ويژگي مهم ساختاري 
آلکيل فنل ها در بروز اثر استروژنيک، بزرگي و حجيم بودن زنجيره 
آلکيلي آنهاســت )Shioji و همکاران, 2006(. همچنين Preuss و 
همــکاران )2006( اظهار نمودند كه با وجــود قابليت n-NP-4 در 
 MCF -7اعمال اثر استروژنيک در محيط كشت سلولي سلول هاي
سرطان پستان انسان، توانايي اين تركيب نسبت به ايزومرهاي شاخه 
دار مشــابه بسيار كمتر مي باشد. اين محققين علاوه بر تاييد نتيجه 
مطالعه قبلي، اندازه زنجيره جانبي قرار گرفته در موقعيت كربن-آلفا 
)بــرروي زنجيره آلکيلي مركزي( را يکــي ديگر از ويژگي هاي مهم 

Pre-( 4در بروز اثر اســتروژنيک توصيف نمودند -NP  ايزومرهــاي
uss و همکاران ., 2006(. در مطالعه ديگري با اســتفاده از كشــت 
سلولي هپاتوسيت هاي قزل آلاي رنگين كمان )O. mykiss(، نشان 
داده شــد كه هر دو فرم ايزومري آلکيل فنل ها قادر به القاء ســنتز 
 VTG مي باشند، با اين حال توانايي ايزومرهاي داراي زنجيره جانبي 
 شــاخه دار همانند NP- 4، 3 تا 10 برابر بيشــتر از فرم خطي آنها 

مي باشد )Tollefsen و همکاران., 2008(.
 توانايــي ER يــک گونه براي ايجــاد كمپلکس با ليگاندهــاي NP نيز 
مي تواند عامل مهم ديگري در بروز و شــدت پاســخ استروژنيک به اين 
تركيــب باشــد )Tollefsen و همــکاران, Jung ;2008 و همــکاران, 
2006(. اين توانايي در گونه هاي مختلف متفاوت مي باشــد، به گونه اي 
 كــه در معرض قراردهي ماهي گورخــري )Danio rerio( و قزل آلاي 
رنگيــن كمــان )O.mykiss( با دوزهاي مشــابه از NP- 4 موجب 
پاسخ ويتلوژنيک متفاوت در آنها شد )Van den Belt و همکاران., 
2003(. اين اختــلاف حتي در يک گونه و بين جنس هاي نر، ماده 
و ماهيان نابالغ نيز گزارش شــده است )Jung و همکاران., 2006(. 
بنابرايــن احتمال دارد تفاوت در نتايج حاصل از مطالعه حاضر مبني 
بر سنتز VTG در شانک زردباله با آنچه براي قزل آلاي رنگين كمان 
)O.mykiss( گزارش شــده بــود )Pedersen و همکاران., 1999; 
Andersen و همــکاران., 1999( به علــت توانايي بالاي ER هاي 
كبدي اين گونه در تشــکيل كمپلکس با ليگاند n-NP-4 و متعاقباً  
فعال سازي ژن هاي پاسخ دهنده به استروژن باشد. بديهي است كه 
نــوع در معرض قرار دهي و ميزان دوز به كار رفته نيز در اين زمينه 

مي تواند تاثير گذار باشد. 
نتايج اين تحقيق نشــان داد كه ميزان كلســيم توتال پلاســما 
بــا افزايش دوز n-NP-4 بيشــتر مي گــردد.  VTG  يک پروتئين 
غني از كلســيم بوده و غلظت هاي كلسيم توتال پلاسما همبستگي 
مستقيمي با ســطوح اين پروتئين دارد )Goksøyr, 2006(. لذا به 
منظور ارزيابي كامل ســطوح VTG پلاســما مي توان از ســنجش 
Gil- ;2002 ,.و همکاران Verslycke )مقادير كلسيم استفاده نمود 

lespie و de Peyster، 2004(. مطالعات گذشــته نشان داده است 
كه به دنبال تحريک استروژني )E2( توليد VTG و همچنين غلظت 
كلسيم توتال پلاســما بطور همزمان افزايش مي يابد )Mandiki و 
همــکاران., Gillespie ;2005 و de Peyster, 2004(. همچنيــن

McCormick  و همکاران )2005( افزايش ســطوح كلسيم توتال 
پلاســما را هم راستا با القا VTG در پلاسماي ماهي آزاد آتلانتيکي 
 E2 4 و -NP  بــه دنبال تزريق درون صفاقــي )S.salar( نابالــغ
مشاهده نمودند )McCormick و همکاران., 2005(. از اينرو گمان 
مي رود تغيير در ســطوح كلسيمي پلاســماي ماهي شانک زردباله 
 4-n-NP در پاسخ به تركيب VTG احتمالاً منســوب به افزايش غلظت

بود.
گرچــه مطالعات معــدودي در رابطه با تاثيــر  NP- 4 برروي 
هموســتازي هورمون هاي تيروئيدي صورت پذيرفته اســت. با اين 
وجــود اطلاعاتــي از اثر فرم خطي آن در محيط طبيعي در دســت 
 ،4-n-NP نيســت. علاوه بر اثر استروژنيک مشــاهده شده به وسيله

اثر n-4- نونيل فنل  بر سنتز  ...
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نتايج پژوهش حاضر نشان دهنده ايجاد اختلال اين تركيب در تعادل 
هورمون هاي تيروئيدي بود. اين اختلال مي تواند در چندين مرحله، 
از جمله ســنتز، تنظيم، متابوليســم و عمل هورمون هاي تيروئيدي 

رخ دهد. 
 )S. salar( 14 روز در معــرض قــرار گيري ماهــي آزاد آتلانتيکي
بــا دوزهاي مختلف از NP-4 و E2 منجر به كاهش معني دار ســطوح 
هورمون هاي تيروئيدي )T3 و T4( در اين گونه شــد )McCormick و 
همکاران, 2005(. علاوه بر اين تغييرات ســطوح T4 حساسيت بيشتري 
نسبت به اثر NP-4 در مقايسه با T3 نشان داد. Zaccaroni و همکاران 
)2009( با بررسي اثر NP-4 بر سطح هورمون هاي تيروئيدي ماهي 
قرمز نر بالغ )Carassius auratus( مشــاهده نمودند كه ســطوح 
هورمون T4 بصورت معني داري پس از گذشت 28 روز كاهش يافت، 
امــا غلظت T3 بدون تغيير باقي ماند. در بررســي ديگري كه برروي 
جنس نر بالغ سوسمار )Podarcis sicula( انجام شد، تزريق درون 
 T4 و T3 4 منجر به كاهش معني دار سطوح پلاسمايي-NP صفاقي
)بطور بارزتر( گرديد )Sciarrillo و همــکاران.، 2010(. در مقابل، 
 Oncorhynchus( در معــرض قرار دهي تغذيه اي ماهي آزاد كوهو
 T3 4  تغييرات معني داري را در سطوح پلاسمايي-NPبا )kisutch

و T4 اين ماهي ايجاد نکرد )Keen و همکاران., 2005(. 
 نتايــج مطالعه حاضر تا حدودي متفاوت از گزارشــات پيشــين 
 4-n-NP مي باشد. همانگونه كه شکل 3-الف نشان مي دهد، تزريق
در خلال 7 روز منجر به كاهش معني دار سطوح T3 نسبت به گروه 
كنترل شــد، در مقابل يک روند معکوس براي سطوح T4 پلاسماي 
ماهيان با افزايش دوز مشــاهده گرديد )شکل 3-ب(. تنها اطلاعات 
در دســت درباره تاثير n-NP-4 بروي تيروئيد مطالعه Ghisari  و 
Bonefeld-Jorgensen,  )2005( مي باشد كه برروي سلول هاي 
GH3 موش انجام پذيرفت و نشــان داده شــد كه n-NP-4 موجب 
توقف فعاليت TPO مي گردد. يک روند معکوس در گربه ماهي آب 
شــيرين )Clarias batrachus( تيمار شده با اندوسولفان مشاهده 
شد، بطوريکه اين ماده موجب افزايش فعاليت آنزيم TPO و كاهش 
حذف T4 گرديد. متعاقبا ســطوح پلاسمايي T4 بصورت معني داري 
افزايش و در مقابل، ســطوح T3 كاهش يافت )Sinha و همکاران., 
1991(. همچنيــن Lima و همکاران )2006( يــک افزايش قابل 
توجه را در فعاليت TPO در موش هاي ســالم و تخمدان برداشــته 
كــه با E2 تيمار شــده بودند، گزارش نمودنــد. از اينرو به نظر مي 
 4-n-NP در مواجهه ماهي شانک با TPO رســد كه افزايش فعاليت 
مــي تواند يک دليل احتمالي براي افزايش ســطوح هورمونT4  در 

مطالعه حاضر باشد.
 بخــش عمده T3 در خون به وســيله حذف يک اتم يد از حلقه 
فنلــي بيروني T4 توليد مي شــود و اين عمل به وســيله يک آنزيم 
يــد زدا 14 به نام MDA( -5’ monodeiodinase-'5( كاتاليز مي 
 ,Di Giulio and Hinton ;2004 ,.و همــکاران Brown( گــردد
2008(. از اينــرو با اختلال يا كاهــش فعاليت در عملکرد اين آنزيم 
ميزان تبديل T4 به T3 كاهش مي يابد. پيش از اين نشان داده شده 
بود كه E2 قادر اســت فعاليــت MDA-'5 را در قزل آلاي رنگين 

 .)1989 , Leatherland  و Flett( كاهش دهد )O.mykiss( كمان
بنابرايــن گمان مــي رود كه n-NP-4 در يک روند مشــابه با ايجاد 
اختلال در فعاليــت MDA-'5 موجب كاهش فرآيند تبديل T4 به 
T3 گردد. به علاوه كاهش توليد T3 و حذف آنزيمي آن به مرور زمان 
)Norris و Carr, 2006( مي تواند عامل احتمالي عمده در كاهش 

غلظت اين هورمون در ماهيان تيمار شده باشد.

نتيجه گيري
بطور كلي يافته هاي اين تحقيق نشــان دهنده ســنتز VTG و 
بر هم خــوردن تعادل هورمون هاي تيروئيــدي T3 و T4 به عنوان 
پاسخ هاي اســتروژنيک و غير استروژنيک سيستم اندوكريني ماهي 
شــانک زردباله در مواجهه با n-NP-4بــود. از آنجاييکه ماده مذكور 
جزء تركيبات زنوبيوتيک15  با توانايي اســتروژنيک پايين به شــمار 
مي آيد، واكنش ســريع ماهي شــانک به آن در نوع خود قابل توجه 
مي باشــد. علاوه براين، افزايش ســطوح VTG مي تواند به عنوان 
علامت هشداري از اختلالات توليد مثلي به شمار آيد. هورمون هاي 
تيروئيدي نيــز در فرآيند هاي مهمي از قبيل رشــد اوليه جنيني، 
متابولســيم، توليد مثل، دگرديســي و تنظيم اسمزي ماهيان ايفاي 
نقش مي كنند. لذا آشــفتگي در ســطوح اين هورمون ها مي تواند 

اثرات سوئي را به دنبال داشته باشد.

پاورقي ها
1- Endocrine disrupter chemicals
2- Alkylphenol ethoxylates
3- Estrogen receptors
4- Vitellogenin
5- Xenoestrogen
6- Cell line
7- Thyroid peroxidase
8- Thyroxin
9- Diiodotyrosine
10- Alkali labile phosphate
11- Triiodothyronine
12- Radioimmunoassay
13- Recovery rate
14- Deiodinating enzyme 
15- Xenobiotic
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