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 تاسماهی استرلیاد های کبدهای بیوشیمیایی در سلولتغییرات کورتیزول و آنزیم

(Acipenser ruthenusتحت ) هایحضور القاکننده در استرس دمایی HSP 

 *2و1بهروز حیدری و 3تورج سهرابی، 1راد، لیلا وحدتی*2و1، حسین غفوری1سودا زارعی

 ایران، رشت، دانشگاه گیلان، گروه زیست شناسی 1

 ایران، رشت، دانشگاه گیلان، پژوهشکده حوضه آبی دریای خزر، گروه علوم دریایی 2

المللی ماهیان بینانستیتو تحقیقات  مؤسسه تحقیقاتی علوم شیلاتی کشور، (،AREEO)سازمان آموزش و تحقیقات کشاورزی  ،، تهرانایران 3

 خاویاری

 27/09/1402 تاریخ پذیرش: 12/06/1402تاریخ دریافت: 

 چکیده

ها در برابر شده دیگری که از سلولشناخته از طرفی، مکانیسم. است استرس کنترل در موثر عوامل مهمترین از یکی کورتیزول

-پاسخ به شوک حرارتی است که منجر به القاء سنتز پروتئین ،باشدکند و با کورتیزول مرتبط میهای گوناگون حفاظت میاسترس

 دمایی، تنش مانند محیطی هایاسترس برابر در خاویاری ماهیان دفاعی سیستم تقویت . باشودمی HSPهای شوک حرارتی یا 

( Acipenser ruthenus) استرلیاد های بافت کبد ماهی خاویاریدر این مطالعه، سلول .کرد حفظ را هاآن ذخایر توانمی

 هایعنوان القاکنندهب( SZ(، آمیگدالین و مشتق پیرازولی )Tex-Pro®استخراج و در فلاسک کشت داده شد. از نوپال اندورانس )

HSP (HSPi )پذیری و تعیین دوز بهینه تستاستفاده شد. جهت زیست MTT (3- (4،5-یل 2-تیازول متیل دی)-فنیل دی 2،5 

و  22، 18های کبد تحت تنش دمایی ) در سلولبیوشیمیایی  هایآنزیم و صورت گرفت. فعالیت کورتیزول (بروماید تترازولیوم

C° 26 در حضور و عدم حضور ترکیبات )HSPi  .سنجش آنالیز شدMTT هایی که ترکیبات نشان داد سلولHSPi  دریافت

صورت جداگانه یا در ترکیب با استرس افزایش را بطور خاص ب توانستند کورتیزول ها. آنشدند ءموجب افزایش بقا ،نمودند

 بقای برای اساسی استراتژی یک استرس شرایط در آپوپتوز از فرار .را کاهش دادهای بیوشیمیایی آنزیم فعالیتدهند. آمیگدالین 

 تیمار که گرفت نتیجه توانمی محیطی، استرس شرایط در HSP با آن ارتباط و کورتیزول نقش به توجه با. باشدمی سلول

 در و کند معکوس را استرس از ناشی مضر اثرات و کرده مقاوم استرس برابر در را هاسلول تواندمی HSPi ترکیبات با هاسلول

 .شود بقاء افزایش باعث نهایت

 ماهی خاویاریاسترس سلولی، پروتئین شوک حرارتی،  ،آپوپتوز، آمیگدالین: های کلیدیواژه

 Bheidari@guilan.ac.ir و H.ghafoori@guilan.ac.ir   الکترونیکی: پستسندگان مسئول، ینو* 

 مقدمه

 مشکلات ازیکی  هوایی و آب تغییرات و جهانی گرمایش

 در محیطیزیست امنیت. باشدمی جدی محیطیزیست

 دریاچه این. است بسیاری برخوردار از اهمیت خزر دریای

-ویژگی و ژئواکونومیکی و ژئوپلیتیکی ابعاد دلیل به بزرگ

 برابر در توجهی قابل بطور خود، فرد به منحصر های

. بوده است پذیر آسیب هوایی و آب تغییرات هایچالش

 جهانی گرمایش شرایط خزر دریای طبیعی انزوای واقع، در

 2019 تا 1982 سال از. (49کند )می به فرد منحصر را آن

تا  C°5بین  ایران در خزر دریای آب یسطح میلادی دمای

C°8 (50و  32است ) یافته افزایش. 

https://doi.org/10.22034/jar.2024.2348
mailto:H.ghafoori@guilan.ac.ir
mailto:Bheidari@guilan.ac.ir


 1403، 2، شماره 37جلد                                                                                مجله پژوهشهای جانوری )مجله زیست شناسی ایران(       

482024.23JAR./10.22034DOI:                      104-118مقاله پژوهشی، صفحات 

بوده و جزء  Anadromousماهیان خاویاری از ماهیان 

ریزی باشند و جهت تخمهای دریای خزر میمهمترین گونه

ولی با عواملی همچون  (،47) کنندبه رودخانه مهاجرت می

ریزی، آلودگی رویه، کاهش زیستگاه و مکان تخمصید بی

حین مهاجرت  هرگونه استرس )تغییرات دمایی محیطی و

های ، آلایندهpH، شوری، شورشیرین و لبهای لببین آب

( مواجه هستند و مطابق اتحادیه کشاورزی صنعتی و سموم

 IUCN: Internationalت )المللی حفاظت از طبیعبین

Union for Conservation of Nature )85%  در خطر

-میمصنوعی  تکثیرباشند و بهترین راه مقابله، انقراض می

 ماهی خاویاری استرلیاد .(40و  35باشد )

(Sterlet)،Acipenser ruthenus شیرین، یک ماهی آب 

های بزرگ اوراسیا زندگی که در رودخانه شودمحسوب می

-خاویاری بومی آسیا و اروپا می انماهی یکی از کند ومی

ای ماهیان خاویاری، هباشد. نسبت به سایر گونه

کیلوگرم  20و وزن آن  ترین عضو این خانواده بودهکوچک

 (.48) باشدو طولش در نهایت بیش از یک متر نمی

ها، مانند سایر موجودات گرمازا، دمای آب به طور در ماهی

قابل توجهی بر فرآیندهای متابولیکی و فیزیولوژیکی تأثیر 

در نظر  "لوژیکیعامل اصلی اکو"گذارد و به عنوان می

 حد از دما کاهش یا افزایش زیرا. (23) شودگرفته می

 تأثیر گوناگون هموستازی هایمکانیسم بر تواندمی اپتیمم

ها برای تحمل شرایط دمایی مختلف توانایی ماهیگذارد. 

تحت تأثیر عواملی مانند گونه، ژنتیک، سن، مراحل رشد، 

گرفتن در معرض  آمادگی فیزیولوژیکی و سابقه قبلی قرار

آن حرارت بستگی دارد. دما موجب تخریب اجزاء سلول 

زا ترین عوامل استرسشوک دمایی را یکی از مهم شود.می

 HSP: Heat ) های شوک حرارتیپروتئیندر افزایش بیان 

shock proteins) و کورتیزول در حیوانات معرفی نمودند 

(36.) 

باشد و ها میماهی در اصلی کورتیکواستروئید کورتیزول

 تولید. دارد محیطی هایچالش با مقابله برای اساسی نقش

اینتررنالی  -هیپوفیز -هیپوتالاموس محور شامل کورتیزول

(HPI: Hypothalamo–Pituitary–Interrenal) باشدمی .

 به پاسخ در کورتیزول آزادسازی و تولید خلاصه، طورب

 رأس کلیه در واقع کلیوی، بین هایسلول در استرس

 هورمون توسط عمدتاً و دهدمی رخ استخوانی

 ACTH: Adrenocorticotropic) آدرنوکورتیکوتروپیک

hormone) (. در شرایط استرس 4گردد )می کنترل

 فعال را فیزیولوژیکی هایتولید شده مکانیسم کورتیزول

 مقابله زااسترس عوامل با تا دهد اجازه ماهی به تا کندمی

 پاسخ در کورتیزول سطح که است شده مشخص(. 22کند )

 و زنده عوامل از بسیاری از جمله دما در حاد تغییرات به

(. همچنین هنگام مواجه ماهی 3یابد )می افزایش زنده غیر

با استرس دمایی و به دنبال آن تولید کورتیزول، تغییراتی در 

آسپارتات از جمله کبد های بیوشیمیایی شاخص

 ،(ALTآلانین آمینوترانسفراز ) ،(AST)آمینوترانسفراز 

رخ ( LDH) لاکتات دهیدروژناز و (ALP) آلکالین فسفاتاز

 (.38دهد )می

 را استرس هایواکنش انواع زااسترس عوامل ها،ماهی در

 ترینشدهشناخته از یکی. کنندمی فعال سلولی سطح در

 محافظت مختلف هایتنش از را هاسلول که هاییمکانیسم

 افزایش به منجر که است حرارتی شوک به پاسخ کند،می

 طرق به HSP ی(. خانواده45و  2شود )می HSP تنظیم

دهند می پاسخ غیرزیستی و زیستی هایتنش به مختلف

 مختلف هایسلول اولیه هایکشت سلولی، هایرده. (26)

اند شده توصیف HSP بیانگر عنوان به ماهی هایبافت و

 در HSP بیان که دهندمی نشان مجموع در مطالعات. (44)

 ماهی، توسط هایبافت و هاسلول از ایگسترده طیف

 و عفونی هایپاتوژن مانند بیولوژیکی زایاسترس عوامل

 شوک گرما، مانند زندهغیر زایاسترس عوامل توسط هم

 .(25گیرد )می قرار تأثیر تحت محیطی هایآلاینده و سرما

و  HSPهمچنین مطالعات بسیاری ارتباط مستقیم بین 

و  11اند )کورتیزول را در شرایط استرس دمایی تأیید نموده

سنتزی وجود  یا طبیعی (. ترکیبات بسیاری به صورت25
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 HSP (HSPi: HSP هایالقاکننده عنوان به که دارند

inducer) شده و موجب افزایش بیان شناخته HSP می-

 سازپیش یک Tex-Pro® ترکیبات، این از کیی. (37گردند )

 ماهیان جمله از موجوداتی در را HSPs که است مقاوم

 محلول شکل Tex-Pro® کند.می القاء ایرانی خاویاری

TEX-OE از باشد ومی Opuntia ficus indica  کاکتوس یا 

Nopal (. آمیگدالین )5آید )می دست بهAmygdalin: 

AMG) HSPi شودمی استفاده معمولا هست که دیگری .

 این حاوی آلو، و زردآلو جمله از گیاهان، از بسیاری

 مطالعه چندین این، بر علاوه. (12هستند ) طبیعی ترکیب

 بیان تواندمی پیرازول بر مبتنی ترکیبات که است داده نشان

HSP70 ژن کردن فعال با راHSF1 (Heat Shock 

Transcription Factor 1) (14)کند  تنظیم . 

 HSPiمطالعات اندکی در زمینه تاثیرات و پتانسیل ترکیبات 

ها خصوصا ماهیان خاویاری در شرایط استرس در ماهی

و همکاران در   Vahdatiraadای توسط وجود دارد. مطالعه

-TEXانجام شد که در آن اثرات القایی ترکیب  2023سال 

OE برون )بر روی ماهی خاویاری گونه اوزونAcipenser 

stellatus در مواجه با تنش شوری مورد بررسی قرار )

(. همچنین در پژوهش دیگری اثرات القایی 46گرفت )

 پاسخ پارامترهای و HSP70 ژن بیان بر TEX-OEترکیب 

 آلوده ،Acipenser persicus ایرانی، تاسماهی بچه در ایمنی

 (.6مورد مطالعه قرار گرفت ) Aeromonas hydrophila به

-استرس، سم مطالعه برای ارزشمندی تکنیک سلولی رده

 به. (31باشد )می بیان و ژنتیکی تنظیم زایی،سرطان شناسی،

 متابولیک تنظیم مسئول عمدتاً کبدی هایسلول مثال، عنوان

پتانسیل  سلولی کشت هایسیستم. (43هستند ) زداییسم و

-اندازه برای مدل هایسیستم عنوان جایگزینی حیوان به

(. هدف از مطالعه 20باشند )را دارا می استرس هایگیری

استرس ناشی از  کاهش در HSPi پتانسیل حاضر، بررسی

ماهی خاویاری استرلیاد و  کبد هایسلول در تغییرات دمایی

 جمله از ،HSPi اثرات خاص، طور باشد. بهافزایش بقاء می

Tex-OE القاکننده یک با همراه آمیگدالین، و HSPs نیمبت 

روی  بر ،SZ نام به شده سنتز جدید پیرانازول -پیرانو بر

 کبد و سطح کورتیزول بیوشیمیایی هایآنزیم تغییرات

در نهایت هدف اصلی این پژوهش، . شد خواهد ارزیابی

 اثرات در نهفته هایمکانیسم مورد در ی بینشیارائه

 برای موثر هایاستراتژی توسعه و HSP القای حفاظتی

 هایگونه روی بر محیطی تغییرات استرس ناشی از کاهش

 .باشدمی خاویاری ماهیان

 مواد و روشها

 -1،4-متیل-3-آمینو-5فنیلن( بیس ) -1،4) -4،4سنتز 

: (SZ؛ کربونیتریل-6-[ پیرازولc-2،3دی هیدروپیرانو ]

 mmol 1/2، پیرازولون mmol 2 این ترکیب از واکنش

 5ترفتالدهید در حضور محلول  mmol 1 مالونیتریل و

( به عنوان کاتالیزور در حلال اتانول و NaOHدرصد سود )

. ساختار ترکیب سنتز (41) در شرایط رفلاکس سنتز شد

های داده) گردید تأیید NMRو  IR-FTهای شده با روش

 g/molوزن مولکولی ترکیب سنتزی  .(1بخش  -تکمیلی

 بود. 427

استرلیاد:  سلول از بافت کبد ماهی خاویاری جداسازی

گرم و طول  28/15پرورشی به وزن  تاسماهی استرلیاد یک

-المللی تاسمتر از موسسه تحقیقات بینسانتی 18تقریبا 

های بافت برای این مطالعه استفاده شد، سلول ماهیان خزر

 15L کشت در محیط( 2بخش  -های تکمیلیدادهکبد )

 سرم جنین گاو )ستیتو پاستور ایران( حاوی )تهیه شده از ان

Fetal bovine serumFBS: )  تهیه شده از شرکت( -Sigma

Aldrich ) در، %01غلظت نهاییبا C°22 2%  5 وCO ،

ناقص، در  L15قبل از شروع کار، محیط ند. دشداده کشت 

قرار داده شد. در زیر هود  C° 37داخل حمام آب گرم 

 FBS ،1% %10تریل به محیط ناقص، لامینار و در شرایط اس

 :Pen-Strepسیلین/ استرپتومایسین )محلول پنی

penicillin/streptomycin ؛ تهیه شده از شرکتSigma- 

Aldrich آمفوتریسین  %1( وB (Amphotericin B ؛ تهیه
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( اضافه شد تا محیط کامل Sigma- Aldrichشده از شرکت 

تهیه گردد. سپس یک تکه از بافت جدا شده در شرایط 

کاملا استریل به محیط کشت کامل موجود در یک فالکون 

اضافه و به آرامی چند بار با پیپت مخلوط و محتوا به درون 

. روز بعد، محیط کشت درون منتقل شد 2cm 25Tفلاسک 

ها هر ید. سلولکامل جدید، تعویض گرد  L15فلاسک، با

روزه از لحاظ آلودگی و همچنین رشد در زیر 

 10-15میکروسکوپ مورد بررسی قرار گرفتند. پس از 

کف فلاسک را  %80-90ها به اندازه روز، هنگامی که سلول

 (Confluency) پوشش دادند و کاملا با یکدیگر تلاقی

محیط  داشتند آماده تریپسینه شدن بودند. بدین منظور

یده به کف بهای چسسلول فلاسک خارج  و کشت از

-PBS: Phosphateبافر فسفات سالین ) بار با دو ،فلاسک

buffered saline, pH= 7.4)  سپس بعد  شدند.شستشو داده

تهیه شده از  EDTA (25/0%-تریپسیناز اضافه کردن 

لایه در تمام های تکبه سلول( Sigma-Aldrichشرکت 

در دقیقه  3به مدت و فلاسک  گردیدفلاسک پخش 

با زدن چند ضربه در نهایت . شدقرار داده  C22° انکوباتور

کنده ده به کف فلاسک یهای چسبسلول به دیواره فلاسک،

 پرراسکسل توان با را میهای چسپنده سلول البته. شدند

(cell scraper بطور فیزیکی نیز ) در مرحله بعد .نمودجدا، 

. سرم موجود در شدکامل به فلاسک اضافه   L15محیط

محیط  .شودمحیط کامل باعث غیرفعال شدن تریپسین می

تا  شدچندین بار مخلوط  ،با استفاده از پیپت پاستور ،کشت

سانتریفیوژ  پس از .دیگر جدا گردندیکها کاملا از سلول

سوپرناتانت خالی ، دقیقه( 5به مدت  rpm 3000) هاسلول

ل به رسوب سلولی ته فالکون اضافه و محیط کشت کام

-د. تعداد سلولیشد و با پیپت پاستور به آرامی هموژن گرد

 مناسبی از. تعداد شدندها با استفاده از لام نئوبار شمارش 

های بعدی به ظرف مورد نظر منتقل ها برای آزمایشسلول

 (.15و  51گردیدند )

ال ترکیب تجاری نوپ: HSPiترکیبات  نۀتعیین دوز بهی

 تهیه شده از ؛Nopal Enduranceاندورانس )

Manufactured for source naturals, INC, BOX 2118, 

SANTA CRUZ ).به عنوان کنترل مثبت استفاده گردید 

 Sigma-Aldrich)به صورت پودر از آمیگدالینهمچنین 

شناسه  طبیعی با ترکیب شیمیایی یک ،(شدخریداری 

 g/mol 429/457 آن یمولجرم  که ،است 34751کم پاب

های مختلفی از ترکیب نوپال اندورانس، غلظتباشد. می

 MTTجهت تست ( SZ)و ترکیب سنتز شده  آمیگدالین

 .(51) انتخاب گردید

 اساس که است کمیسنجی یک روش رنگ، MTTسنجش 

 در محلولهای زرد رنگ کریستالاحیای آنزیمی  ءپایه بر آن

 فورمازان و نامحلولارغوانی رنگ  کریستال تشکیل آب و

 دهیدروژناز آنزیم سوکسینات بوسیله ،MTTاحیای باشد.می

دهد. می رخ زنده هایسلول در تنها و میتوکندریایی

ایزوپروپانول و  چون آلی هایدر حلال فورمازان بلورهای

؛ DMSO: Dimethyl sulfoxideدی متیل سولفوکساید )

 با که باشندمی حل قابل(، Merckتهیه شده از شرکت 

-می اسپکتروفتومتر دستگاه آن با نوری جذب سنجش میزان

 ،در این روشتعیین نمود.  را زنده هایسلول تعداد توان

آوری سلول ، مراحل شستشو و جمعهابرخلاف سایر روش

ها و افزایش که اغلب باعث از دست رفتن تعدادی از سلول

و تمام مراحل آزمایش اند شوند، حذف شدهمی خطای کار

تومتر، در یک ونتایج با ف خواندناز ابتدای کشت سلولی تا 

پذیری، دقت و لذا تکرار .شوندمی پلیت انجاممیکرو

صورت است  بدین کار روشبالاست.  ،حساسیت آزمایش

 های چسپنده پس از تریپسین کردن، تعدادسلولکه 

cell/ml 510×5 96 پلیت هایچاهک در شمارش نموده و 

ای ریخته شد و با محیط کشت کامل مخلوط گردید و خانه

ساعت  24در شرایط انکوباتور که قبلا ذکر شد به مدت 

با ها تخلیه شدند و ساعت، چاهک 24انکوبه شد، پس از 

، 200، 100، 50نوپال اندورانس )صفر،  های مختلفغلظت

 ،25/1ترکیب آمیگدالین )صفر،  (،mM 1600و  800، 400

 SZ( و ترکیب سنتزی mM 80و  40، 20، 10، 5، 5/2

( بهمراه محیط Mµ 160و  80، 40، 20، 10، 5)صفر، 
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تیمار و ها بیوتیکو آنتی FBS %1حاوی  DMEMکشت 

شدند. نگهداری  2CO درصد 5و  C° 22 در انکوباتور

میکرولیتر و هر غلظت سه  200حجم نهایی در هر چاهک 

ها خالی محتوای چاهک ،ساعت 24بعد از بار تکرار شد. 

 MTTاز محلول  µl 10با  FBSشدند و محیط کشت بدون 

(mg/ml 5)  حجم نهایی  اضافه گردیدبه درون هر چاهک(

و  MTTمحلول آن شامل  %10که  µl 100 در هر چاهک

 4الی  40/2. در گام بعد پس از محیط کشت بود( 90%

ها محتوای چاهک C 22°در دمای  ساعت انکوباسیون

محصول فورمازان تولید شده به دلیل نامحلول  خالی شد.

به DMSO ( µl100 ،)با افزودن ماده حلالی مانند ، بودن

به حالت دقیقه بر روی شیکر قرار گرفت تا  30مدت 

در طول  ،د. در نهایت جذب نوری محلولیمحلول درآ

-میزان زنده و ریدر قرائتبا دستگاه الایزانانومتر  570موج 

 (. 24و  27( محاسبه شد )1)طبق فرمول  مانی

 (:1فرمول )

Cell viability =  [ 
OD (treatment)

OD (control)
] ×  100% 

برای انجام استرس دمایی : تیماربندی در استرس دمایی

ای خانه 24 پلیت هایچاهک ، درcell/ml 510×5ابتدا تعداد 

ساعت، پس از تعویض محیط  24ریخته شد و پس از 

و  B 1%آمفوتریسین ، DMEM ،1% FBSکشت )حاوی 

Pen-Strep 1%ها تنها با ها سلول(، در یکسری از چاهک

 24به مدت تعیین شده های بهینه با دوز HSPiترکیبات 

. سپس، پس از تعویض شدندتیمار  C 22° در دمایساعت 

، DMEM ،1% FBSها )حاوی محیط کشت تمام چاهک

 C° (، یکسری در دمایPen-Strep 1%و  B 1%آمفوتریسین 

، C 26° و یکسری در دمای C 22° ، یکسری در دمای18

نگهداری  ساعت 24رطوبت به مدت  %95و  2CO درصد 5

 C°. شاهد )دمای  1بندی بدین صورت بود: )گروه شدند.

22 :T22) ،2های سلولی که ترکیبات . گروهHSPi  دریافت

ساعت انکوبه  24به مدت  C 22° دمایو در  نمودند

. C 18 :T18 ،4°. گروه دمایی HSPi+T22( ،)3شدند: 

دریافت نمودند و  HSPiهای سلولی که ابتدا ترکیبات گروه

انکوبه شدند و پس از  C 22°ساعت در دمای  24به مدت 

 FBS %1ها تخلیه شد و با محیط کشت حاوی آن چاهک

ساعت  24به مدت  C 18° دمای ها، دربیوتیکحاوی آنتی

، C 26 :T26°. گروه دمایی HSPi+T18 ( ،)5قرار گرفتند: 

دریافت  HSPiهای سلولی که ابتدا ترکیبات . گروه6

انکوبه شدند  C 22°ساعت در دمای  24نمودند و به مدت 

ها تخلیه شد و با محیط کشت حاوی و پس از آن چاهک

1% FBS دمای ها، دربیوتیکوی آنتیحا °C 26  به مدت

 3ها با (. تمامی گروهHSPi+T26ساعت قرار گرفتند:  24

ها با سلول در نهایت، پس از انجام تیمار تکرار انجام شد.

 rpm 3000تریپسین از کف فلاسک جدا و سانتریفیوژ ) 

های بعدی ها جهت تستدقیقه( شد. رسوب سلول 5در 

 500ار گرفت. حجم نهایی در هر چاهک مورد استفاده قر

 لیتر بود.میکرو

سطوح کورتیزول با توجه سنجش پارامترهای متابولیک: 

-Enzymeهای توصیه شده سازنده کیت )به دستورالعمل

Linked Immune Sorbent Assays; Nanjing, China )

با  گیری شد. تغییرات رنگ به روش اسپکتروفتومتریاندازه

 (.33) نانومتر( شناسایی شد 450) دستگاه الایزاریدر

، AST (EC 2.6.1.1) ،ALT (EC 2.6.1.2)فعالیت آنزیمی 

ALP (EC 3.1.3.1) و (EC 1.1.1.27)LDH  های ر سلولد

 ,MyBioSourceکبد مطابق پروتکل ارائه شده با کیت )

USA(.10) ( بررسی شد 

روش بردفورد  های تعیین غلظت پروتئین،از جمله روش

 nmاست که اساس آن تفاوت در جذب نور در طول موج

(. با افزایش غلظت پروتئین محلول، رنگ 13است ) 630

نوری آن نیز افزایش  میزان جذب آبی حاصل بیشتر شده و

 .یابدمی

افزار نمودارها با استفاده از نرم: های آماریتجزیه و تحلیل

GraphPad Prism 8 .تجزیه و تحلیل ترسیم گریده است-

انجام شد. ابتدا با  SPSS 23افزار های آماری به کمک نرم
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نرمال بودن   Kolmogorov – Smirnovاستفاده از آزمون

ها . سپس تجزیه و تحلیل(sig ˃ 0.05)ید گردید أیها تداده

( و One-way ANOVAی واریانس )طرفهبا آزمون یک

های تیماری با تمامی گروهدانکن انجام شدند. تست کمکی 

 ±میانگین ها به صورت دادهسه تکرار انجام شدند و 

 Mean± standard error of the) استاندارد میانگینخطای 

mean; SEM) ش ارائه( دندP < 0.0001 در نهایت تجزیه .)

 PCA: principal componentو تحلیل مؤلفه اصلی )

analysisای مورد ( برای ارزیابی اجزای اصلی بین پارامتره

 انجام شد. دمایی مطالعه و تیمارهای مختلف برای استرس

همچنین با همبستگی پیرسون ارتباط بین پارامترها بررسی 

 گردید.

 نتایج

های کبد تحت تیمار با ترکیبات مانی سلولبررسی زنده

HSPi: های مختلفی از نوپال های کبد با غلظتسلول

( و ترکیب سنتزی 2(، آمیگدالین )شکل 1اندورانس )شکل 

SZ  ( تیمار شدند 3)شکل(P < 0.0001)مانی . مقدار زنده

 100و  mM 50در ترکیب نوپال اندورانس در دوزهای 

 mM 1600( بود ولی در دوز %100مشابه گروه شاهد )

. (P < 0.0001)مرگ سلولی مشاهده شد  20%( 33/80%)

-با افزایش دوز، مقدار زنده SZآمیگدالین و ترکیب سنتزی 

مانی را در مقایسه با گروه شاهد افزایش دادند و سمیتی 

. طبق نتایج (P < 0.0001)های تیماری نداشتند روی سلول

 mM 800 (67/90%، غلظت MTTبه دست آمده از تست 

 mM 80(، غلظت N800بقاء( از ترکیب نوپال اندورانس )

 µM 80( و غلظت A80( از ترکیب آمیگدالین )33/144%)

 ( به عنوان دوزهای بهینۀSZ80) SZ( از ترکیب 66/129%)

HSPi های بعدی این انتخاب شدند و جهت انجام آزمایش

 دوزها استفاده گردیدند.

های کبد در تنش دمایی در پذیری سلولارزیابی زیست

: HSPiحضور و عدم حضور دوزهای بهینه ترکیبات 

به عنوان گروه  C 22°های کبد تحت تیمار در دمای سلول

C 26 (T26 )°( و T18) C 18°( و دماهای T22شاهد )

گروه استرس در نظر گرفته شدند و در حضور و غیاب 

: 4ها تیمار شدند )شکل با دوزهای بهینه آن HSPiترکیبات 

P < 0.0001.) 

 

 
در  (Tex-OE) مانی ترکیب نوپال اندورانسبررسی زنده -1شکل 

ها زنده سلول mM 800 ،90%های کبد استرلیاد. در غلظت سلول

 میانگین خطای استاندارد ±ها دهنده میانگین دادهبودند. هر ستون نشان

ها دارای حداقل یک حرف مشترک با آزمون دانکن در . ستونباشدمی

 دار داشتند.( تفاوت معنیP ˂ 0.0001سطح کمتر از )

 

 

های کبد ترکیب آمیگدالین در سلولمانی ارزیابی زنده -2شکل 

مانی افزایش چشمگیری داشت. هر استرلیاد. با افزایش دوز مقدار زنده

. باشدمی میانگین خطای استاندارد ±ها دهنده میانگین دادهستون نشان

ها دارای حداقل یک حرف مشترک با آزمون دانکن در سطح ستون

 ن دادند.دار نشا( تفاوت معنیP ˂ 0.0001کمتر از )
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های کبد. در سلول SZپذیری ترکیب سنتزی زیست مقایسه -3شکل 

دهنده مانی نیز افزایش پیدا کرد. هر ستون نشانبا افزایش دوز زنده

ها دارای . ستونباشدمی میانگین خطای استاندارد ±ها میانگین داده

 ˂ Pحداقل یک حرف مشترک با آزمون دانکن در سطح کمتر از )

 دار دارند.( تفاوت معنی0.0001

( نزدیک به گروه 66/97) C 18°بقای سلولی در دمای 

% مرگ  C 26 (90% ،)10°( بود ولی در دمای %100شاهد )

دریافت را  HSPiهایی که ابتدا سلولی مشاهده شد. سلول

نمودند و سپس در معرض استرس دمایی قرار گرفتند 

ها داشتند. بیشترین مانی سلولگیری در زندهافزایش چشم

هایی بود که آمیگدالین دریافت کرده بقاء مربوط به گروه

 %117و  :A80+T18:  ،132% A80+T22%127بودند )

A80+T26:.) 

های کبد سطوح کورتیزول در سلولتغییرات کورتیزول: 

 C°و  22، 18در سه دمای  HSPiهای بهینه تیماری با دوز

 (.5نوساناتی داشت )شکل  26

 

 

 

. گروه شاهد بدون تیمار 1استرس دمایی. دوازده گروه در نظر گرفته شد:  تحت HSPiحضور ترکیبات  های کبد درمانی سلولزنده یسهمقا -4شکل 

، 3 .µM80 SZ (SZ80+T22)(، A80+T22آمیگدالین ) mM 80. 2شامل: )  C 22°در دمای  HSPiهای حاوی (، گروهT22) C 22°در دمای 

4 .mM 800  نوپال اندورانس(N800+T22) ،)5های بدون تیمار . سلولHSPi  در دمای°C 18(T18گروه ،) های حاویHSPi  ابتدا در دمای

°C 22  ساعت، به دمای  24انکوبه شدند پس از°C 18 6: ) شامل منتقل شدند .mM 80 ( آمیگدالینA80+T18 ،)7 .µM80 SZ 

(SZ80+T18) ،8 .mM 800 س نوپال اندوران(N800+T18) ،)9بدون تیمار  یها. سلولHSPi  در دمای°C 26 (T26گروه ،) های حاوی

HSPi  در دمای°C 22  ساعت، آنها به دمای  24انکوبه شدند، پس از°C 26 10: ) شامل منتقل شدند .mM 80 ( آمیگدالینA80+T26 ،)11 .

µM80 SZ (SZ80+T26) ،12 .mM 800  نوپال اندورانس(N800+T26).) های حضور القاکنندهHSP موجب کاهش استرس و افزایش زنده-

خطای  ±ها دهنده میانگین داده(. هر ستون نشانP˂0.0001های کبد گردید. بهترین عملکرد در حضور آمیگدالین مشاهده شد )مانی در سلول

 دار داشتند.( تفاوت معنیP ˂ 0.0001سطح کمتر از )ها دارای حداقل یک حرف مشترک با آزمون دانکن در . ستونباشدمی میانگین استاندارد
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( سطح فعالیت در T22)گروه  شاهددر مقایسه با گروه 

بالا بود. ( HSPi )بدون ترکیبات T18و  T26 یهاگروه

کننده های دریافتح تغییرات کورتیزول در گروهوسط

در هر سه دمای مورد مطالعه متفاوت بود.  HSPiترکیبات 

دریافت  HSPiهایی که ابتدا ترکیبات به طور کلی سلول

های دمایی قرار گرفتند کردند و سپس در معرض تنش

-الیت کورتیزول نسبت به گروهافزایش چشمگیری در فع

 > Pبودند، نشان دادند ) HSPi ترکیباتهایی که بدون 

نسبت به دو  C 26°های تیماری در دمای (. گروه0.0001

دمای دیگر فعالیت کورتیزول بیشتری داشتند. تغییرات در 

 C°های دمای اندکی بالاتر از گروه C 18°های دمای گروه

( و A80+T18تغییرات آمیگدالین ) (.P < 0.0001) بود 22

مشابه بود  C 18°دمای ( در N800+T18نوپال اندورانس )

( فعالیت کمتری نشان SZ80+T18ولی ترکیب سنتزی )

در  HSPiهای دریافت کننده داد. الگوی تغییرات گروه

های دریافت بود. گروه C 18°دمای نیز مشابه  C 22°دمای 

یرات مشابهی نسبت به هم تغی C 26°دمای در  HSPiکننده 

 (.P < 0.0001)داشتند 
 

 

به عنوان  N800و  SZ80 ،A80ها در استرس دمایی. های کبدی تیمار شده با القاکنندهفعالیت ویژه تغییرات هورمون کورتیزول در سلول -5شکل 

ها دهنده میانگین دادهبیشترین مقدار بود. هر ستون نشان C 26°ها فعالیت کورتیزول در دمای . در حضور القاکنندهنددر نظر گرفته شد HSPiترکیبات 

دار نشان ( تفاوت معنیP ˂ 0.0001ها دارای حداقل یک حرف مشترک با آزمون دانکن در سطح کمتر از ). ستونباشدمی میانگین خطای استاندارد ±

 دادند.

 

، ASTهای آنزیم فعالیتهای بیوشیمیایی: ی آنزیمبررس

ALT ،ALP  وLDH تغییراتهای تحت تیمار در سلول 

ارزیابی شد  HSPiدمایی در حضور و عدم حضور ترکیبات 

(. الگوی تغییرات هر چهار آنزیم P < 0.0001: 1)جدول 

هایی که در دمای مشابه بود. کمترین سطح فعالیت در گروه

°C 22  هایی . گروهمشاهده شد (شاهدتیمار شدند )دمای

)در حضور و عدم حضور  C 26°و  18ی هاکه در دما

های قرار در مقایسه با گروه تیمار شدند( HSPiترکیبات 

سطوح فعالیت آنزیمی بالاتری  C 22°گرفته در دمای 

(، بیشترین سطح T22) شاهدداشتند. در مقایسه با گروه 
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، AST: 209/2مشاهده شد ) T26ر گروه فعالیت آنزیمی د

565/1 :ALT ،791/2 :ALP  وU/g 35/11 :LDH در بین .)

)در هر سه دمای  HSPi کننده ترکیباتهای دریافتگروه

های بیشترین سطح فعالیت در گروه مورد مطالعه(،

-بطور کلی سلول مشاهده شد. SZ80کننده ترکیب دریافت

دریافت نمودند و سپس در  (A80هایی که ابتدا آمیگدالین )

معرض استرس دمایی قرار گرفتند سطوح فعالیت آنزیمی 

داشتند. ترکیب نوپال  HSPiکمتری نسبت به سایر ترکیبات 

( A80( تغییراتی نزدیک به آمیگدالین )N800اندورانس )

 .(P < 0.0001)نشان داد ولی اندکی از آن بالاتر بود 

های تیماری بررسی شد تغییرات پروتئین تام نیز در گروه

-(. بیشترین مقدار پروتئین در گروهP < 0.0001: 6)شکل 

مشاهده گردید. الگوی  N800+T22و  N800+T18های 

 C 22°و  18های تیماری در دماهای تغییرات بین گروه

مشابه  C 26°های مشابه بود. سطح پروتئین در گروه

 C 22°و  18های تیماری در دمای یکدیگر و بالاتر از گروه

 .(P < 0.0001)قرار داشت 

 

مشاهده  C26°های کبد گونه استرلیاد تحت تیمار دمایی. بیشترین سطح فعالیت آنزیم در دمای های بیوشیمیایی در سلولفعالیت ویژه آنزیم -1جدول 

ها دارای حداقل یک حرف مشترک با آزمون دانکن در سطح کمتر . ستونباشدمیانگین می خطای استاندارد ±ها دهنده میانگین دادههر ستون نشانشد. 

 .نشان دادنددار تفاوت معنی( P ˂ 0.0001)از 

Groups* 
 

Analysis of Biochemical parameters (Unit per g total protein) 

 AST (U/g) ALT (U/g) ALP (U/g) LDH (U/g) 

T18 (stress)  1.717 ± 0.082c 1.140 ± 0.099c 2.083 ± 0.048b 8.155 ± 0.504d 

A80 + T18  1.126 ± 0.071g 0.852 ± 0.040e 1.814 ± 0.083cd 7.223 ± 0.364ef 

SZ80 + T18  1.535 ± 0.063d 1.266 ± 0.085b 2.034 ± 0.100b 8.874 ± 0.402c 

N800 + T18  1.340 ± 0.066ef 1.042 ± 0.046d 1.997 ± 0.076b 7.690 ± 0.234e 

T22 (Control)  0.995 ± 0.059h 0.617 ± 0.071g 1.283 ± 0.054g 5.524 ± 0.405g 

A80 + T22  1.037 ± 0.055h 0.733 ± 0.096f 1.339 ± 0.054f 6.865 ± 0.345f 

SZ80 + T22  1.597 ± 0.092d 1.232 ± 0.080b 2.055 ± 0.078b 7.920 ± 0.200e 

N800 + T22  0.983 ± 0.071h 0.846 ± 0.053e 1.870 ± 0.086cd 7.230 ± 0.349ef 

T26 (stress)  2.209 ± 0.123a 1.565 ± 0.051a 2.791 ± 0.079a 11.35 ± 0.529a 

A80 + T26  1.299 ± 0.066f 0.737 ± 0.079f 1.614 ± 0.053e 7.400 ± 0.665e 

SZ80 + T26  2.048 ± 0.092b 1.281 ± 0.081b 1.988 ± 0.075c 9.950 ± 0.196b 

N800 + T26  1.424 ± 0.097e 0.855 ± 0.049e 1.652 ± 0.096d 8.357 ± 0.494cd 

 mM 80. 2شامل: )  C° 22در دمای  HSPiهای حاوی (، گروه22T) C° 22. گروه شاهد بدون تیمار در دمای 1دوازده گروه در نظر گرفته شدند: *
 C°های بدون تیمار در دمای . سلول5(، (N800+T22)نوپال اندورانس  3 .µM80 SZ (SZ80+T22) ،4 .mM 800(، A80+T22آمیگدالین )

18(T18گروه ،) های حاویHSPi  ابتدا در دمای°C 22  ساعت، به دمای  24انکوبه شدند پس از°C 18 6: ) شامل منتقل شدند .mM 80 
 C°ها بدون تیمار در دمای . سلول9(، (N800+T18)نوپال اندورانس  7 .µM80 SZ (SZ80+T18) ،8 .mM 800(، A80+T18آمیگدالین )

26 (T26گروه ،) های حاویHSPi  در دمای°C 22  ها به دمای ساعت، آن 24انکوبه شدند، پس از°C 26 10: ) شامل منتقل شدند .mM 80 
 (. (N800+T26)نس نوپال اندورا 11 .µM80 SZ (SZ80+T26) ،12 .mM 800(، A80+T26آمیگدالین )

 
 

 های بیوشیمیایی با هم دارای همبستگی مثبت بودند.شده در استرس دمایی. آنزیمارزیابی همبستگی پیرسون بین پارامترهای سنجش  -2جدول 

  Viability Cortisol AST ALT ALP LDH Total protein 

Viability  1       

Cortisol  0.236 1      

AST  -0.258 -0.064 1     

ALT  -0.291 -0.129 0.827** 1    

ALP  -0.387* -0.116 0.758** 0.824** 1   

LDH  -0.273 0.118 0.846** 0.773** 0.749** 1  

Total protein  -0.427** 0.359* 0.076 0.057 0.138 0.098 1 
 .)tailed-2(دار است معنی 01/0در سطح کمتر  **. )tailed-2(دار است معنی 05/0در سطح کمتر از  *         
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بیشترین مقدار پروتئین تام را  N800+ T22و  N800+ T18های های کبد تحت تیمار دمایی. گروهدر سلولپروتئین تام سطح تغییرات  -6شکل 

آزمون دانکن در سطح ها دارای حداقل یک حرف مشترک با . ستونباشدمیانگین می خطای استاندارد ±ها دهنده میانگین دادهداشتند. هر ستون نشان

 دار نشان دادند.( تفاوت معنیP ˂ 0.0001کمتر از )

( در استرس PCAهای اصلی )تجزیه و تحلیل مولفه

تیمار  36متغیر و  7ی اصلی برمبنای تجزیه مولفه: دمایی

 بترتیب های اصلی اول، دوم و سومانجام شد. مولفه

درصد از تغییرات را بیان نمودند.  60/16و  08/20، 98/50

های اول، دوم و در مولفه 6/0هایی با امتیاز بالاتر از متغیر

گرفت. تمامی متغیرهای سوم برای تفسیر مورد استفاده قرار

گیری شده در استرس دمایی در مولفه اول نقش اندازه

ای مورد آزمون مهمی در تعیین ارتباط بین تیمارها و متغیره

(. ارتباط و همبستگی متغیرها با آزمون 7داشتند )شکل 

های (. آنزیم2همبستگی پیرسون بررسی شد )جدول 

( با همدیگر دارای LDHو  AST ،ALT ،ALPبیوشیمیایی )

مانی با (. از طرفی زندهP < 0.01همبستگی مثبتی بودند )

( P < 0.01) ام( و پروتئین تP < 0.05) ALPآنزیم 

دارای  امهمبستگی مثبت نشان داد. کورتیزول با پروتئین ت

 (.P < 0.05همبستگی مثبت بود )

 

 

های های اصلی در استرس دمایی. مولفهتجزیه و تحلیل مولفه -7شکل 

از تغییرات را بیان نمودند.  %67/87اصلی اول، دوم و سوم در مجموع 

در مولفه اول نقش گیری شده در استرس دمایی تمامی متغیرهای اندازه

  مهمی در تعیین ارتباط بین تیمارها و متغیرهای مورد آزمون داشتند.

 ث و نتیجه گیریحب

ها در شده که از سلولهای شناختهیکی از بهترین مکانیسم

کند پاسخ به شوک گوناگون حفاظت میهای برابر استرس

های شوک حرارتی است که منجر به القای سنتز پروتئین
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 وقتی سالم هایسلول. (39و  34) شودمی HSPحرارتی یا 

 شوک فاکتور فعالیت شوند،می کشیده چالش به استرسی با

 و ساختار از تا کنندمی تنظیم را( HSF1) 1 حرارتی

 بیان HSF1. کنند محافظت آن طبیعی پروتئین عملکرد

 و HSP70 مانند( HSPs) القایی حرارتی شوک از گروهی

HSP90 به را دیدهآسیب هایپروتئین تا کندمی تحریک را 

 را هاپروتئین حذف یا بازگرداند خود اصلی ساختار

همچنین مطالعات گذشته ارتباط  .(29نماید )می تحریک

 ای هسته فاکتور به مربوط 2 و فاکتور HSP70بین 

 Nuclear factor erythroid 2-related factor) 2اریتروئید 

2: Nrf2پروتئین کار تنظیم به کمک آن ی(، را که وظیفه-

 برابر در محافظت به تواندمی و است اکسیدانیآنتی های

اند کند، تأیید کرده کمک اکسیداتیو استرس خصوصا آسیب

 SZ و ، آمیگدالینTex-OE تأثیر در مطالعه حاضر، .(30)

 عنوان به شده سنتز جدید پیرانازول -پیرانو بر مبتنی

 مانیدما و زنده اثرات منفی کاهش در HSP هایالقاکننده

با استفاده از  .شد ارزیابیاسترلیاد  تاسماهی کبد هایسلول

 در مقایسه با C 26°، مشخص شد که دمای MTTروش 

های مانی سلولزندهتواند بر می C 18°و  22 دماهای

ثیر منفی بگذارد و منجر به مرگ أاسترلیاد تا حدودی ت

 pikeperch  (Sanderدر یک پژوهشی، گونه سلولی گردد. 

lucioperca.تحت تنش دمایی مورد بررسی قرار گرفت ) 

 تنش به pikeperch هایآبشش که داد نشان کلی نتایج

 سیستم متنظی طریق از pikeperch و بوده حساس گرمایی

 در دخیل هایژن و HSP هایژن بیان و اکسیدانیآنتی

داده و اثرات  پاسخ گرمایی استرس به انرژی متابولیسم

ترکیبات طبیعی یا  .(16بخشند )تنش دمایی را بهبود می

توانند وجود دارند که می HSPi ترکیباتمصنوعی به عنوان 

رونویسی ها فاکتورهای را افزایش دهند. آن HSPبیان 

کنند و موجب القاء و ( را فعال میHSFsشوک حرارتی )

 گزارش مطالعه چندین. (37) شوندمی HSPافزایش بیان 

 و ماهی در را HSP90و  HSP70 بیان Tex-OE که اندکرده

طبق همچنین . (46و  9، 6دهد )می افزایش صدف

( و 1که ترکیبات آمیگدالین )مطالعات گذشته با این

 این باسرطانی دارند ( خاصیت ضد41پیرازولی )مشتقات 

 ترکیبات و آمیگدالین اثر با رابطه در ایمطالعه هیچ حال،

 ماهیان در HSP بیان بر پیرانوپیرانازول از شده مشتق

  .ندارد وجود خاویاری

یکی از راهکارهای حفظ جمعیت ماهیان در حال انقراض، 

و رهاسازی  مراکز پرورشگاهیها در پرورش آنتکثیر و 

. چالشی که در این رویکرد (19) ها به آب شیرین استآن

مراکز ها در شرایط بهینه در وجود دارد این است که ماهی

یابند اما پس از رهاسازی در معرض مختلف می تکثیر

. (21) گیرندشیمیایی آب قرار می وی شرایط فیزیک

ممکن است بتواند به  HSPiبنابراین، اولین جنبه استفاده از 

غلبه بر این چالش کمک کند. با این حال، جنبه دوم که در 

ها ترکیب شود و تیمار در آزمایش هاHSPiها با آن استرس

ها و کاهش استرس صورت گیرد، در از بین بردن سمیت

ها در شرایط HSPبا توجه به نقش باشد. بسیار مهم می

لی جدا شده از کبد سلو یدر رده HSPiترکیبات  استرس،

اثرات محافظتی در برابر تغییرات دمایی  توانستاسترلیاد 

نشان داد که  MTT( داشته باشد. سنجش C 26°و  22، 18)

A80  وSZ80 سلول را افزایش دهند،  یمانتوانند زندهمی

هایی که اندکی آن را کاهش داد. همچنین سلول N800اما 

و سپس در معرض  دریافت نمودند HSPiابتدا ترکیبات 

( قرار گرفتند، موجب C 26° و 22، 18تغییرات دمایی ) 

 .مانی شدندافزایش زنده

ثیر نیست و أتتغییر در دمای آب بر فیزیولوژی ماهی بی 

تواند استرس تلقی شده و هی میدمای بالا و پایین برای ما

طور جدی بر عملکرد و فعالیت کورتیزول اثر گذاشته و بر ب

غییرات سریع ت (.42و  28) ی تأثیر منفی بگذاردسلامت ماه

های فیزیولوژیکی از سری پاسخکحرارتی باعث ایجاد ی

جمله فعال شدن محور استرس و تولید کورتیزول در ماهی 

های هیای که بر روی ما. همچنین در مطالعه(4) گرددمی

صورت گرفت، مشاهده شد که  دماییآمازون تحت تنش 
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کنند و ماهی را در تاز را مختل میدماهای بالا هموس

(. همچنین 7) دهندمعرض استرس اکسیداتیو قرار می

و کورتیزول در شرایط استرس  HSPارتباط مثبت بین بیان 

 همطالع(. نتایج 51و  25 ،11سلولی اثبات شده است )

نشان داد هر های کبدی ماهی استرلیاد بر روی سلولکنونی 

-در سلول C 26°مورد مطالعه در دمای  HSPiسه ترکیب 

 شوند. ح کورتیزول میوهای کبد، موجب افزایش سط

 هایآنزیم فعالیت با توانمی را ماهی تنش سطوح

 (.8داد ) نشان( LDH و AST، ALT، ALP) بیوشیمیایی

 Pelteobagrusماهی زرد هیبرید )ای بر روی گربهمطالعه

fulvidraco × P. vachelliش دمایی انجام شد. ( تحت تن

 تعداد قرمز، هایگلبول تعداد که داد مطالعه نشان نتایج

 هماتوکریت مقادیر و هموگلوبین سطوح سفید، هایگلبول

 طوربه گرمایی استرس معرض در گرفتن قرار از پس

 متابولیسم افزایش دهندهنشان یابد کهمی افزایش داریمعنی

 ،AST، ALTآنزیمی  هایهمچنین فعالیت. است سلولی

ALP  وLDH به نیاز دهندهنشان نیز افزایش یافت که 

در مطالعه  .(18بود ) سلولی آسیب و استرس با مقابله

pufferfish (Takifugu obscurus )دیگری که روی ماهی 

توانست  حرارتی تحت استرس دمایی صورت گرفت. تنش

 و گلوگز ،AST، ALT، LDH سطوح توجهی قابل طور به

 ALP سطح که حالی در دهد، افزایش را گلیسیریدتری

 استرس این، بر علاوه. داد کاهش توجهی قابل طورب

 داد، کاهش را خونی هایسلول کل تعداد همچنین حرارتی

 DNA آسیب به منجر متعاقباً  و کرد مهار را سلول مانیزنده

(. نتایج مطالعه حاضر حاکی از این بود 17شد ) آپوپتوز و

 و AST، ALT، ALPهای آنزیم فعالیت C 26°که دمای 

LDH دهد و های کبد تحت تاثیر قرار میرا در سلول

 ییهاسلولشود. بالعکس، ها میموجب افزایش فعالیت آن

تیمار شدند و  Tex-OEآمیگدالین و  ترکیبات باکه ابتدا 

کاهش  منجر به ایی قرار گرفتند،دم استرس سپس تحت

و شرایط استرسی را تا  هشدمذکور های آنزیم فعالیت

تجزیه و علاوه بر این، . ندنزدیک کرد شاهدحدودی به 

های اصلی یک رابطه نسبتا قوی تحلیل همبستگی و مولفه

های کبد را نشان داد، های بیوشیمیایی در سلولبین آنزیم

ها در شرایط استرس این آنزیم دهنده اهمیتکه بیشتر نشان

که برای شناسایی موثرترین  PCA. با توجه به آنالیز باشدمی

و  Tex-OE اترکیبتاستفاده گردید،  دماییدرمان تنش 

 C°خصوصا آمیگدالین در شرایط تغییرات دمایی )بویژه 

 سلول (، تنش گرمایی را کنترل نموده و توانستند شرایط26

 .  ندرا به سطوح طبیعی بازگردان

 HSPi دهد که ترکیباتنتایج مطالعه حاضر نشان می

لول تحت سدر را  فعالیت کورتیزولبه طور مثبت  توانندیم

ا هنآ ین،کنند. علاوه بر ا یلتعدتنش دمایی ماهی استرلیاد 

ر د، ندبهبود ببخش های بیوشیمیایی راآنزیم یتفعال توانستند

 یشگاهیآزما یطها را در شراسلول یبقا یزانم نهایت

 است ممکن HSP هایالقاکننده نتیجه، در دهند. یشافزا

مقاومت  افزایش برای اعتماد قابل و قدرتمند راه یک

 در تنش دما و گرفتن قرار از قبل های استرلیادسلول

ور حال، به منظ ینبا ا باشند. آن مضر اثرات کردن معکوس

 یتها بر وضعاثرات آن یفتوص و یکردرو ینا یاعمال کاف

 یازن هااسترس یربا سا یبدر ترکهمچنین ها و سلامت گونه

 دارند. یشترب ی و مطالعهبه بررس

 سپاسگزاری

تأمین مالی این مطالعه توسط پژوهشکده حوضه آبی دریای 

( صورت گرفت. 961113100001خزر )شماره گرنت 

گیلان در انجام های دانشگاه همچنین نویسندگان از حمایت

 این پژوهش کمال تشکر را دارند.
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  اطلاعات تکمیلی

 -1،4-متیل-3-آمینو-5فنیلن( بیس ) -1،4) -4،4سنتز  -1

 کربونیتریل(-6-[ پیرازولc-2،3دی هیدروپیرانو ]

مول میلی 1/2، مول پیرازولونمیلی 2این ترکیب از واکنش 

درصد  5مول ترفتالدهید در حضور محلول میلی 1مالونیتریل و 

( به عنوان کاتالیزور در حلال اتانول و در شرایط NaOHسود )

د. جهت کامل شدن واکنش بالن را در حمام رفلاکس سنتز ش

آب سرد قرار داده و آب مقطر سرد به داخل آن اضافه شد، 

سپس رسوب به دست آمده توسط کاغذ صافی، صاف و سپس 

سازی بیش در آون خشک گردید. ترکیب شیمیایی جهت خالص

ترکیب توسط این ساختار تر در حلال اتانول تبلور مجدد یافت. 

RI-FTهای طیف
  (Fourier transform infrared1 نمودار ؛) ،-H

NMR  (2 نمودار) و C-NMR  (3 نمودار )با استفاده از ( TMS: 

trimethylsilane) وزن  ید شد.ئه عنوان استاندارد داخلی، تاب

مراحل آماده سازی نمونه  باشد.می gr/mol 427مولکولی آن 

ی جامد به طور خلاصه بدین صورت است: نمونه NMRجهت 

 ml 6/0از نمونه در  mg20 ، حدود mm 5 ی)کریستال( و لوله

TMSاز  %1/0شود. حدود ( حل میDMSOحلال ) اینجا 
)تترا  

شود. متیل سیلان( به عنوان استاندارد داخلی به نمونه اضافه می

نمونه از طریق سیست پاستور که کاملا خشک و تمیز است به 

دتره به نمونه اضافه  حلال ml 2/0شود. حدود لوله منتقل می

 cm 4-3که در نهایت عمق نمونه در داخل تیوپ شود به طوری

. باید کنیممیباشد. درب نمونه را گذاشته آن را با پارافیلم سیلد 

درب، پارافیلم و برچسب متقارن بر روی لوله باشند در غیر این 

کردن  Shimگذارند سپس مرحله صورت بر روی طیف تأثیر می

-نمونه جهت بهبود پارامترها را داریم و محل جدید برای جمع

 کنیم.آوری نمونه ایجاد می

 

 ;FT-IR (KBr, Cm-1) ν max: 3390 (NH); 3302 (NH2); 3168 (ArCH); 2923-2956 (Alkyl CH); 2186 (CN)(.SZترکیب ) FT-IRطیف  -1 نمودار

1645, 1597 (Ar C=C). 

 
SZ., 143.24, 136.07, 128.12, 121.28, 98.18, 57.67, 36.42, 10.18): d (ppm) 6d-MHz, DMSO 100NMR ( -C13ترکیب  NMR -Cطیف  -3 نمودار

155.18, 129.01, 161.30. 

https://doi.org/10.22034/jar.2024.2348


 1403، 2، شماره 37جلد                                                                                مجله پژوهشهای جانوری )مجله زیست شناسی ایران(       

482024.23JAR./10.22034DOI:                      104-118مقاله پژوهشی، صفحات 

 

SZ. 7.12), 2H, NH4(s,  6.87H,CH), 2(s,  4.58), 3H, CH6(S,  1.75(PPM); ): δ 6d-MHz, DMSO 400NMR (-Hترکیب  NMR -Hطیف  -2 نمودار

(s, 4H, ArH), 12.1 (s, NH). 

 نشان داده شده است. 8مراحل استخراج در شکل های کبد از گونه استرلیاد: ج سلولاستخرا -2

 
متر برای این مطالعه استفاده شد. پ( بافت کبد تکه سانتی 18گرم و اندازه تقریبا  28/15پرورشی به وزن  یادایرانی گونه استرل ماهیتاس قطعه یکالف و ب(  -8شکل 

دست با مورفولوژی های کاملا یکهای کبد در حال جدا شدن از بافت کبد روز پنجم. د( سلول. ج( سلولFBS 20%حاوی  T25تکه شده در فلاسک کشت سلولی 
 تهیه شده است. 20×نمایی گرد و چسبیده به کف فلاسک روز پانزدهم. تصاویر با میکروسکوپ اینورت با بزرگ
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Abstract 

Cortisol is one of the most significant factors contributing to controlling stress. 

Additionally, another well-known mechanism for protecting cells against various 

stresses and linked to cortisol is the reaction to heat shock, which triggers the 

production of heat shock proteins (HSP). By strengthening sturgeon fish's defense 

system against environmental stress, such as temperature stress, their stocks can be 

preserved. In this study, sterlet sturgeon (Acipenser ruthenus) liver tissue cells were 

extracted and cultured in flasks. Nopal Endurance (Pro-Tex®), amygdalin, and pyrazole 

derivatives (SZ) were used as HSP inducers (HSPi). In order to determine the viability 

and optimal dose, MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium 

bromide) assay was performed. The activity of cortisol and biochemical enzymes was 

analyzed in liver cells under temperature stress (18, 22, and 26 °C) in the presence and 

absence of HSPi compounds. MTT assay showed that cells receiving HSPi compounds 

increased survival. They could increase cortisol levels alone or in combination with 

stress. Amygdalin reduced biochemical enzyme activity. Escape from apoptosis under 

stress conditions is a basic strategy for cell survival. Considering the role of cortisol and 

its relationship with HSP in environmental stress conditions, it can be concluded that 

treating cells with HSPi compounds can make cells resistant to stress and the harmful 

effects caused by stress reverse and ultimately increase survival. 
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