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بوشهر ، با استفاده از روش مورفولوژیک و مولکولی  -خیار دریایی در منطقه اولیهای غالب یکی از گونههدف از این پژوهش، شناسایی             

 دهنده دیواره بدن ازجمله پروتئین کلاژن بوده است. تا علاوه بر شناسایی دقیق گونه، با مطالعه ترکیبات دیوارهو بررسی برخی ترکیبات تشکیل

ابتدا با شناسایی مورفولوژیک های این تحقیق در جهت ارتقاء صنایع غذایی و دارویی در کشور استفاده نمود. در این راستا، بدن آن بتوان، از یافته

ه مورد گون، 16SrRNA های دیواره بدن و سپس با شناسایی مولکولی از طریق تعیین توالی بخشی از ژنوم میتوکندریاییاز طریق بررسی اوسیکل

 %70 بالایپروتئین و رطوبت با مقادیر  ،شناسایی گردید. در بررسی ترکیبات دیواره بدن Holothuria leucospilota عنوان گونهبررسی به

ئینی، ترین مقدار را در بین سایر ترکیبات داشته است. از بین ترکیبات پروتو چربی کم دهنده بدن گونه مورد نظر بودترین ترکیبات تشکیلبیش

دهنده ، نوع آن و زیر واحدهای تشکیلSDS-PAGEروش هضم آنزیمی با پپسین صورت گرفت و با استفاده از آزمون استخراج پروتئین کلاژن به

آن با توجه به پروفایل وزن مولکولی، در مقایسه با سایر تحقیقات، صورت گرفت. روش استخراج موثر تشخیص داده شد و کلاژن استخراجی از 
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 مقدمه

های متعلق به شاخه خارپوستان خیارهای دریایی یکی از رده        

ها ترین اقیانوسجزر و مدی تا اعماق بزرگباشند که از منطقه بین می

ها اکثراً جزء بنتوز هستند. آنشوند. اکثر خیارهای دریایی اپییافت می

ویژه در مناطق مسطح آبسنگی گرمسیری و جوامع دریایی غالب، به

ها باشند. آنمی (Birkeland ،1989؛ Billett ،1991) در اعماق دریا

های منطقه اعماق اقیانوس( و قط گونهصورت کفزی و یا پلاژیك )فبه

 غرب آسیا، وجود دارندنیز با تنوع زیستی بالا در اقیانوس هند و جنوب

(Granda ،2006). عنوان یك محصول دارای ارزش خیارهای دریایی به

عنوان منابع غذایی یا غیرغذایی، اقتصادی و مورد مصرف گسترده به

گونه خیار دریایی در سرتاسر  . بیش از هزار(Oedioe  ،2017) هستند

. این (FAO ،2008) خوراکی است گونه آن 50دنیا وجود دارد که تنها 

عنوان چنین بهعنوان یك غذای سنتی سالم و همموجودات دریازی به

دارو در کشورهای چین، ژاپن، کره و برخی دیگر از کشورهای آسیایی، 

خیارهای دریایی  .(2016و همکاران،  Gao) گیرندمی مورد استفاده قرار

به این دلیل که مانند بسیاری از محصولات دریایی و آبی غنی از 

آل با ارزش غذایی عنوان یك غذای سالم و ایدهپروتئین هستند، به

. مطالعات قبلی نیز (2010و همکاران،  Wen) شوندبالا شناخته می

ها، اسیدهای اند که این موجودات دریایی غنی از آمینواسیدنموده تایید

و مقادیر چشمگیر  (2011و همکاران،  Aydin) مقدار چرب و عناصر کم

. علاوه (2010و همکاران،  Wen) باشنداز پروتئین بالا و چربی کم می

 کلاژنبر این خیارهای دریایی دارای مواد بایواکتیو گوناگونی از قبیل 

همکاران  و Park؛ 2013و همکاران،  Abedin) ساکاریدها هستندپلی و

 خانواده 25 و راسته 5 سیستماتیك شامل بندیگروه در رده ینا (.2012

گروه خیارهای دریایی  ترینمتنوع Holothuriidaeخانواده  که باشندمی

های دهد و اغلب در مناطق گرمسیری و آبرا در این رده تشکیل می

 O’Loughlin) جنس دارد 5خانواده در کل  این .شوندعمق دیده میکم

 Actinopyga: شامل که (2005و همکاران،  Samyn ؛2007 و همکاران،

(Bronn, 1860) (17  ،)گونهBohadschia (Jaeger, 1833)  (11 ،)گونه 

Holothuria (Linnaeus, 1767) (150 ،)گونه Labidodemas 

(Selenka, 1867) (8 ،)گونهPearsonothuria (Levin, 1984)  (1.)گونه 

ترین تعداد گونه را گونه، بیش150دربر داشتن  باHolothuria جنس 

ها به منطقه آتلانتیك در این خانواده داشته که تعدادی از این گونه

 و تعدادی دیگر تنها در منطقه آتلانتیك غربیشوند محدود میشرقی 

(Pérez-Ruzafa  ،1999و همکاران)  یا در مناطق گرمسیری مشاهده

خانواده در پژوهش حاضر نیز، متعلق به اند. گونه مورد بررسی شده

Holothuriidae  و جنس Holothuriaاهمیت اکولوژیکی و  است. بوده

تجاری خیارهای دریایی باعث شده تا مطالعات سیستماتیکی در مورد 

ها در سراسر دنیا صورت پذیرد. البته سیستماتیك خیارهای دریایی آن

ای چنان در هالهبه امروز همها، تا های مورفولوژیك آنبراساس ویژگی

که این نیازمند  (2009و همکاران،  Kamarul) از ابهام مانده است

قابل اطمینان،  و تکمیلی روش یك عنوانبه مولکولی هایاستفاده از روش

در . (Ridzwan  ،2005و  Kamarul) باشدبرای حل این مشکل می

استفاده از کلیدهای گذشته تنها به شناسایی مورفولوژیك جانداران، با 

شناسایی تهیه شده طی تحقیقات فراوان دانشمندان مختلف، اکتفا 

شد، ولی امروزه آنالیزهای فیلوژنتیك با استفاده از تعیین توالی می

DNA عنوان یك ابزار قدرتمند در مطالعات مولکولی و شناسایی به

 DNA باشد. در این میان،گونه موجودات زنده، بسیار مورد توجه می

ای دو منبع اصلی از ماده هسته DNAو  (mtDNA)میتوکندریایی 

های هدف در مطالعات فیلوژنتیك عنوان جایگاهژنتیکی هستند که به

 mtDNA  گیرند.، مورد بررسی قرار میDNAیابی با استفاده از توالی

ترین ارجح به را ژنتیکی ماده که این باشدهایی میسری ویژگیدارای یك

در مطالعات اکولوژی مولکولی و شناسایی مولکولی جنس و گونه مدل 

ها شامل موارد موجودات زنده، تبدیل نموده است. برخی از این ویژگی

 عدم نوترکیبی (3، بودن ژنوم هاپلوئید (2 ،وراثت مادری (1 باشد:می ذیل

به  mtDNAچنین نرخ جایگزینی در هم .( همانندسازی پیوسته4 و

ای هسته DNAای از تر از یك کپی تك رشتهبرابر بیش 10تا  5میزان 

در مطالعات  .(Clark ،1989و  Hartle؛ Hoezel ،1992و  Amos) است

که برخی  طور استنباط شده استاین mtDNA فیلوژنتیك با استفاده از

میتوکندریایی، توانایی ایجاد همبستگی  16SrRNAها، همانند ژن ژن

 Kerr؛ 2005و همکاران،  Clouse) را دارندبین مورفولوژی و ژنتیك 

های این ژن جهت مطالعات . لذا استفاده از توالی(2005و همکاران، 

 فیلوژنتیك و سیستماتیکی موجودات زنده، بسیار رواج یافته است.

ترین قدم در شروع هر پژوهش بر روی ترین رکن و اولین و مهممهم

باشد نه مورد مطالعه، میموجودات زنده، شناسایی درست و دقیق گو

ها، در مورد موجودات تا بتوان در نهایت نتایج قابل استناد از بررسی

زنده با توجه به جنس و گونه مورد بررسی، منتشر نمود. لذا هرگونه 

صرفاً با اهداف شناسایی  هاییصورت بررسیچه به این زمینه، مطالعه در

های بررسی با تردقیق صورتبهیا  و های مورفولوژیكویژگی طریق گونه از

مولکولی، و چه مطالعاتی که با اهداف دیگر شکل گرفته ولی در گام 

تدریج کمك پردازند، بهاول به شناسایی دقیق گونه مورد مطالعه می

که شناخت دقیق و جامعی در مورد موجودات ساکن نماید به اینمی

توجه به موارد ذکر  با .ددست آورهای ارزشمند آبی کشور بهدر گستره

که ابتدا گونه مورد مطالعه را با تلفیق روش  تصمیم گرفته شدشده، 

مورفولوژیك و مولکولی، شناسایی نموده و در ادامه، به آنالیز تقریبی 

چنین استخراج، تعیین نوع و ساختار دیواره بدن و هم ترکیبات برخی از

ن پروتئین تریکلاژن فراوان. خته شدپروتئین کلاژن آن پردا
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و  (2005و همکاران،  Kittiphattanabawon) با منشاء جانوری است

 Zeugolis) نوع مختلف از انواع کلاژن شناسایی شده است 29تاکنون 

ترین نقش کلاژن در تشکیل ساختار و مهم (.Raghunath ،2011و 

در بسیاری  پروتئین این باشد.می سلولی خارج سلولی و ماتریکس اسکلت

ای فیزیولوژیك از قبیل، رشد، ترمیم، نمو و مورفوژنز آیندهای پایهاز فر

های ساکن دریاها، نقش مهمی در بدن جانوران مختلف ازجمله نمونه

ای در صنایع آرایشی، کند. پروتئین کلاژن کاربردهای گستردهایفا می

و همکاران،  Ogawa) پزشکی، داروسازی، صنایع چرم و فیلم، دارد

صنعتی اصلی برای تهیه این پروتئین، پوست و استخوان  عمناب .(2004

هایی در بین گاوی، نگرانی خوک و گاو است. اما با شیوع بیماری جنون

کنندگان محصولات کلاژن و ژلاتین دامی ایجاد نموده است. مصرف

های محدودیت دلیلبه خوک، استخوان از آمده دستبه کلاژن این بر علاوه

و  Sadowska) باشدری از افراد قابل استفاده نمیمذهبی، توسط بسیا

در نتیجه توجهات به سمت یافتن منابع دیگر جهت  .(2003همکاران، 

این میان جانوران  در است. گشته منعطف کلاژن صنعتی استخراج و تولید

دلیل در دسترس بودن، عدم محدودیت غذایی، عدم وجود دریایی به

مورد  کلاژن منابع بالقوه تولید عنوانبه ژن،کلا بیماری و بازده بالای خطر

های دهه پروتئین در . این(2012و همکاران،  Park) اندگرفته توجه قرار

اخیر از چندین جانور دریایی از قبیل اسکوئید، عروس دریایی و گربه 

با کلاژن پستانداران،  مقایسه در های آنگردیده و ویژگی ماهی استخراج

و  Nagai؛ 2009و همکاران،  Zhang) گرفته استمورد مطالعه قرار 

چنین مطالعاتی در زمینه استخراج و بررسی . هم(2000همکاران، 

های این پروتئین از دیواره بدن چند گونه محدود از خارپوستان ویژگی

نیز  ایرانازجمله خیارهای دریایی در دنیا صورت گرفته است. در 

 Holothurian گونه دریایی خیار از شده کلاژن استخراج روی بر مطالعاتی

parva (Adibzadeh  ،2014و همکاران ) و گونهStichopus horrens 

هر دو در منطقه چابهار، صورت  (1395فریمان و همکاران، )عطاران

عنوان یك پروتئین گرفته است. با توجه به اهمیت یاد شده از کلاژن به

و فیزیولوژیك  زیستی دهایفرآین سلول و نیز اهمیت آن در ساختاری در

های مصرف آن و یافتن منابع بدن موجودات زنده، رفع محدودیت

رسد. لذا از نظر میمختلف جانوری با بازده بالای استخراج، ضروری به

دهنده دیواره بدن های تشکیلاز پروتئین %70که، در حدود جاییآن

 Saito) باشدمی نامحلول کلاژنی بسیار شامل فیبرهای دریایی، خیارهای

های استخراج سازی روشجهت بهینه ، مطالعات در(2002و همکاران، 

و نیز مطالعه ساختار پروتئین استخراجی از این موجودات غنی از 

تواند گام بزرگی در ارتقاع کیفیت محصولات دارای اهمیت کلاژن، می

اقتصادی در صنایع مرتبط با سلامت و بهداشت و نیز صنعت آبزی 

 ی باشد.روپر

 

 هامواد و روش

آوری شده خیار دریایی از گونه مورد بررسی با های جمعنمونه       

های ظاهری، در فصل تابستان از منطقه بین جزر و توجه به ویژگی

طول  51˚53 ´ 54ًبوشهر )مختصات جغرافیایی -مدی روستای اولی

آوری ععرض شمالی( جم27˚50´11˝شرقی از نصف النهار گرینویچ و 

درصد و تعدادی نیز با رعایت  96( و با تثبیت در اتانول 1گردید )شکل

صورت زنده، جهت شناسایی مولکولی، و نیز نقل به شرایط حمل و

تعدادی درون یخدان حاوی یخ جهت بررسی پروتئین، به آزمایشگاه 

بیوتکنولوژی پژوهشکده آبزیان خلیج فارس بوشهر انتقال یافت. 

درجه  -80قال یافته با یخ، بلافاصله در فریزر با دمای های انتنمونه

های زنده، درون آکواریوم با ایجاد گراد قرار داده شد و نمونهسانتی

 ها، قرار داده شد. داری آنشرایط بهینه برای نگه
 

 
 استان بوشهر( –: نقشه منطقه مورد مطالعه )اولی 1شکل 

 

 شناسایی  گونه مورد بررسی       

های مورد مطالعه گونه مورفولوژیك شناسایی :مورفولوژیک شناسایی

Conand(1998 ) و Price  (1983 )با استفاده از دوکلید شناسایی

با های ظاهری و سپس بررسی ویژگیبا ، مربوط به خیارهای دریایی

ها، و بررسی شکل آن سطح پشتی های دیواره بدن دراستخراج اوسیکل

 صورت گرفت. 

بررسی و شناسایی مولکولی گونه نیز، با استفاده : ی مولکولیشناسای

 ترتیب ذیل صورت گرفت.، بهS rRNA16از بررسی توالی ژن 
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تمامی مواد مورد استفاده در این بخش از : DNAاستخراج        

آلمان بوده و به مواردی که از شرکت  Merckبررسی، ساخت شرکت 

در این DNA استخراج  ست.تهیه شده اشاره گردیده ا سینا کلون

و  TES، روش CTABتحقیق، به سه روش صورت گرفت: روش 

و کیت  TES. دو روش استفاده از بافر Biofluxاستفاده از کیت گیاهی 

 CTAB مطلوبی دربر نداشت و فقط روش نتیجه Biofluxگیاهی 

 استخراجاستخراجی را باعث گردید.  DNAو کمیت بهترین کیفیت 

DNA ه از با استفادCTAB براساس دستورالعمل ارائه شده توسط ،

Waldschmid انجام  شرح زیر، با کمی تغییر، به(1997) و همکاران

از بافت ماهیچه دیواره بدن، روده، درخت گرم  3/0ابتدا مقدار  گرفت.

و  %96های تثبیت شده در اتانول از نمونه تنفسی و بازوی دهانی

ها با محلول حس کردن آنس از بیهای زنده در آکواریوم )پنمونه

2MgCl با غلظت) w/v( 5/2 وزن گردید )%  میکرولیتر  630مقدار و

و ها اضافه گراد به آندرجه سانتی 65% با دمای  CTAB 2محلول 

محلول میکرولیتر  70 مقدار گاهآن گردید. خرد خوبیها با قیچی بهنمونه

SDS 10 آنزیم پروتئینازمیکرولیتر  10 % و Kهای ، به میکروتیوب

مدت یك شب در ترمومیکسر با دمای حاوی نمونه اضافه شده و به

 . سپس مقدارگردید تیمار rpm300با سرعت گراد درجه سانتی 55

دقیقه در  10مدت مولار به نمونه اضافه و به NaCl 5میکرولیتر  240

رم و کلروفمیکرولیتر  380 درجه قرار داده شد. آنگاه مقدار 37دمای 

ها اضافه و مخلوط شد. مخلوط حاصل، به نمونه 1:1فنول به نسبت 

، rpm 12000با دور گراد درجه سانتی 4در دمای دقیقه  10مدت به

سانتریفیوژ و محلول رویی جداسازی گردید. کلروفرم و آیزوآمیل الکل 

دقیقه،  10مدت به ، به محلول جداشده اضافه و مجددا1:24ًبا نسبت 

، سانتریفیوژ شد. سپس محلول رویی جداسازی rpm 12000در دور 

برابر حجم آن  1برابر حجم آن، اتانول مطلق و  5/2تا 2و به اندازه 

مدت یك شب در مولار به آن اضافه شد. مخلوط به 5استات سدیم 

 15مدت ها بهسپس نمونه گراد قرار گرفت.درجه سانتی –20دما 

حاصل، نگه  DNAیوژ شده و رسوب سانتریفrpm 12000دقیقه با دور 

 rpm شسته و در دور %70اتانول میکرولیتر  500 گاه باداشته شد. آن

دست آمده به DNAدقیقه سانتریفیوژ گردید. رسوب  5مدت به 8000

مانده داده شد تا الکل باقی دمای آزمایشگاه قرار در دقیقه 10-5مدت به

آب مقطر استریل میکرولیتر   50-100به آن  گاهدر آن تبخیر شود. آن

درجه قرار  4های بعدی، درون یخچال اضافه گردیده و جهت بررسی

مولار به نمونه اضافه و  NaCl 5میکرولیتر  240 سپس مقدار گرفت.

 380 گاه مقداردرجه قرار داده شد. آن 37دقیقه در دمای  10مدت به

اضافه و مخلوط ها به نمونه 1:1کلروفرم و فنول به نسبت میکرولیتر 

گراد درجه سانتی 4در دمای دقیقه  10مدت شد. مخلوط حاصل، به

، سانتریفیوژ و محلول رویی جداسازی گردید. rpm 12000با دور 

، به محلول جدا شده اضافه و 1:24کلروفرم و آیزوآمیل الکل با نسبت 

، سانتریفیوژ شد. سپس rpm 12000دقیقه، در دور  10مدت مجدداً به

برابر حجم آن، اتانول مطلق  5/2تا 2ول رویی جداسازی و به اندازه محل

مولار به آن اضافه شد. مخلوط به  5برابر حجم آن استات سدیم  1و 

ها نمونه سپس گراد قرار گرفت.درجه سانتی –20در دما  مدت یك شب

 DNAسانتریفیوژ شده و رسوب rpm 12000دقیقه با دور  15مدت به

شسته و  %70اتانول میکرولیتر  500 گاه باه شد. آنحاصل، نگه داشت

 DNAدقیقه سانتریفیوژ گردید. رسوب  5مدت به rpm 8000 در دور

دقیقه در دمای آزمایشگاه قرار داده شد  10-5مدت دست آمده بهبه

 میکرولیتر 50-100به آن  گاهمانده در آن تبخیر شود. آنتا الکل باقی

های بعدی، درون دیده و جهت بررسیاضافه گرآب مقطر استریل 

 درجه قرار گرفت. 4یخچال 

منظور سنجش به: استخراج شده DNAارزیابی کمی و کیفی        

های اسپکتروفتومتری استخراج شده از روش DNAکمیت و کیفیت 

ساخت آلمان  (Biotech photometer)با دستگاه اسپکتروفتومترمدل 

تهیه شده از پودر  %1 تروفورز روی ژل، و الکنانومتر 260 در طول موج

پس از اتمام فرآیند  استفاده شد. TAE 1x سیناکلون( و بافر) آگارز

بلافاصله بر روی دستگاه مولد DNA باندهای الکتروفورز، ژل حاوی 

UV قرار گرفته و با استفاده از دستگاه  نانومتر 260 باطول موج

  .تصویربرداری گردید مشاهده و از آن (XR Bio Rad)مستندسازی ژل 

واکنش شده توسط  استخراجDNA نظر از  قطعه مورد تکثیر       

استاندارد در این تحقیق  PCRواکنش  (PCR):ای پلیمراززنجیره

انجام شد میکرولیتر  50و سپس درحجم میکرولیتر  25 ابتدا در حجم

Lavery)  ،؛ 2004و همکارانSaiki   ،ترکیبات یك ( 1988و همکاران

نشان  1در جدول میکرولیتر  50و 25استاندارد در حجم  PCRاکنش و

 داده شده است. 
 

 PCRها در واکنش : ترکیبات استفاده شده و مقادیر آن1جدول

 مقدار

 )میکرولیتر(

 مقدار

 )میکرولیتر(
 ترکیبات

5 5/2 PCR Buffer 10x 

3 5/1 Mm50 2MgCl 

2 1 dNTPs 10Mm 

2 1 Primer Forward10pm/μl 

2 1 Primer Reversed 10pm/μl 

8/0 4/0 Taq DNApolymeras 5U/ μl 

10 5 Template DNA 

2/25 6/12 ddH2O 

50 25 Total 
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پرایمر استفاده شده در این بررسی شامل یك جفت پرایمر        

universal  از بخشی از توالیDNA ( 16میتوکندریاییsrRNA بوده ،)

قطعه مورد بررسی در محدوده  (.1991و همکاران،  Palumbi) است

bp 500  تاbp 650 2در جدول  قرار داشته که توالی نوکلئوتیدی آن 

 آورده شده است.
 

: توالی نوکلئوتیدی پرایمرهای مورد استفاده جهت 2جدول 

 (Palumbi et al., 1991)شناسایی مولکولی گونه مورد بررسی 

 

میتوکندریایی  ژنوم از بخشی تکثیر برای :PCR شرایط سازیبهینه       

16SrRNA، هایابتدا واکنش PCR سازی سازی شدند. برای بهینهبهینه

گراد، در مدت درجه سانتی 60تا  48نت دمایی ، گرادیا PCRواکنش

نانوگرم،  1000تا  100ثانیه، غلظت الگو به میزان  60تا 50های زمان

مورد توجه واقع گرفت. پروسه کامل دمایی بهینه شده برای تکثیر این 

واسرشت اولیه دو : ح ذیل بوده استشرقطعه از ژنوم میتوکندریایی به

دقیقه صورت گرفت.  4مدت بهC ˚94مای از یکدیگر، در د DNAرشته 

 C ˚ 94دقیقه در دمای  1مدت چرخه تکثیر به 35سپس به اندازه 

دقیقه در میانگین گرادیان دمایی مورد نظر  1جهت تکمیل واسرشت، 

 C˚ 72دقیقه در دمای  2مدت جهت اتصال جفت پرایمر به الگو، به

گسترش  دقیقه جهت 4مدت جهت گسترش محصول و سرانجام به

دست سپس محصول به قرار گرفت. C˚ 72نهایی مجددا در دمای 

آمده از تکثیر، جهت بررسی و تعیین کیفیت از طریق روش الکتروفورز 

 ، مورد بررسی قرار گرفت. TAE 1X% و بافر  5/1افقی روی ژل آگارز 

های مورد بررسی، از بین نمونه: PCRتعیین توالی محصولات        

جهت تعیین توالی،  16SrRNAشده از  محصول توالی تکثیر ینمونه دارا

 روش سنگر مورد بررسی قرار گرفت.به

یك مطالعه  در :افزارنرم ها با استفاد ازتوالی فیلوژنتیک آنالیز       

های حاصل از این تحقیق، از طریق مقایسه با اولیه، ابتدا صحت توالی

با استفاده از  Holothuria های جنسهای مشابه به سایر گونهتوالی

 NCBI (National Center forموجود در وب سایت  Blastفزار نرم

Biotechnology Information) مورد مطالعه قرار گرفت (Altschul  و

های حاصل از این تحقیق با ردیفی اولیه توالی. هم(1990همکاران، 

و همکاران،  Larkin) انجام شد Clustalw2افزارآنلاین استفاده از نرم

، Holothuria جنس هایگونه از تعدادی در 16SrRNA توالی سپس .(2007

ها با توالی حاصل از این ردیفی آناز بانك جهانی ژن استخراج و هم

افزار گنجانده شده در نرم Clustalwتحقیق با استفاده از برنامه 

MEGA 6 اصله نیز در ادامه با تنظیم چشمی انجام شد. ماتریکس ف

و شرایطی از قبیل حذف کامل kimura-2-parameter ژنتیکی با روش 

Gap، ترانزیشن و ترانسورژن، سرعت یکنواخت  هایجهش گرفتن درنظر

محاسبه  MEGA 6افزار و الگوی هموژن بین افراد نیز با استفاده از نرم

درخت فیلوژنتیك براساس روش  .(2013و همکاران،  Tamura) شد

(NJ) Neighbor-joining  و(ML) Maximum likelihood با استفاده ،

، 1000 (boot strop)و با پشوانه تکرار  kimura-2-parameterاز مدل 

های ترانزیشن آن، درنظر گرفتن جهش Pairwiseیا  Gapحذف کامل 

وسیله و ترانسورژن، سرعت یکنواخت و الگوی هموژن بین افراد، نیز به

ها نیز با چنین ترکیب بازی توالیگردید. هم رسم MEGA 6افزار نرم

  .محاسبه شد MEGA 6افزار استفاده از نرم

: دهنده دیواره بدنآنالیزتقریبی برخی ترکیبات تشکیل       

در این بخش از مطالعه، مقادیر پروتئین، رطوبت، چربی و خاکستر 

 AOACهای مطالعه براساس روش بدن گونه مورد دهنده دیوارهتشکیل

معین گردید. مقدار رطوبت موجود در بافت، با استفاده از روش خشك 

 16مدت گراد، بهدرجه سانتی 105نمودن نمونه درون آون با دمای 

گیری ساعت، محاسبه گردید. جهت تعیین میزان چربی از روش عصاره

Soxhlet .جهت تعیین مقدار خاکستر از کوره الکتریکی  استفاده شد

برای محاسبه مقدار  گراد استفاده گردید.جه سانتیدر 550با دمای 

گیری جهت اندازه Kjeldahlپروتئین خام بافت دیواره بدن از روش 

برای تبدیل  25/6محتوای نیتروژنی کل و از فاکتور تبدیل عددی 

 مقدار پروتئین خام، استفاده گردید.مقدار نیتروژن کل به

های نمونه بدن دیواره از کلاژن پروتئین :کلاژن پروتئین استخراج       

( با اندکی تغییر، به دو شکل 2007) و همکاران  Cuiروشمورد نظر به

( عصاره کلاژن محلول، با 2، نامحلول کلاژنی ( عصاره1 استخراج شد:

ذکر است که همه مراحل انجام لازم به. (PSCاستفاده از آنزیم پپسین )

 درجه انجام شد. 4کار در دمای 

گرم از دیواره بدن  100: استخراج عصاره نامحلول کلاژنی       

 1برش زده شده بود، در مترمربع سانتی 2×2که به قطعات کوچك 

 1گاه محلول رویی با زده شد. آندقیقه هم 30لیتر آب مقطر برای 

بار، به گیری در آب اینلیتر آب مقطر جدید جایگزین شد و عصاره

س از آن، محلول رویی با یك لیتر از پ ساعت، انجام گرفت. 1مدت 

جایگزین  (pH=8)مولار  Tris-Hcl 1/0 مولار و میلی EDTA  4محلول

هم زده شد. زن مغناطیسی بهروز، با استفاده از هم 3مدت شد و به

لیتر آب مقطر جایگزین  1جای آن گاه مایع رویی خارج گردید و بهآن

هم زده شدند و مراحل قه بهدقی 15مدت آرامی بهها بهشد و نمونه

لیتر میلی 500بار دیگر تکرار شد. در نهایت مایع حاصل با  2شستشو 

هم زده شد. سپس روز به 2مدت آب مقطر جدید جایگزین شده به

سانتیریفوژ شد. مایع  g 9000دقیقه در دور  5مدت مخلوط حاصل به

 نوع پرایمر توالی نوکلئوتیدی پرایمر

5´ - CGC CTG TTT ATC AAA AAC AT - 3´ 16SAR- L (Forward) 
5´ -GCC GGT CTG AAC TCAGAT CAC GT- 3´ 16SBR- H (Reverse) 
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له آزمایش های کلاژن آزاد بود، در لورویی حاصل، که حاوی فیبریل

آوری شد و فاز جامد جمع شده در ته لوله جدا شده و دوباره با جمع

زده شد و مراحل قبلی تکرار شد. درنهایت آب مقطر هملیتر میلی 500

دقیقه سانتریفوژ شد و رسوب  30برای  g10000 مایع رویی، در دور 

شود، در شرایط خلاء خشك حاصل که فیبریل کلاژن خام نامیده می

 ید.گرد

محلول،حاصل از هضم آنزیمی استخراج و تخلیص کلاژن        

عصاره فیبریل :  (Pepsin solubilized collagen= PSC)ینبا پپس

مدت مولار، به NaoH1/0 ( از محلول V/Wحجم ) 20خام کلاژن در 

طور گیری قلیایی، بههم زده شد. مواد حاصل از این عصارهروز به 3

( محلول V/Wحجم ) 10شو داده و سپس با کامل با آب مقطر شست

 100به  1مولار حاوی پپسین گاوی، با نسبت  5/0استیك اسید 

(W/Wآنزیم/ سوبسترا، به )گاه مخلوط هم زده شد. آنمدت سه روز، به

سانتریفوژ شد. کلاژن حل  g  9000 دقیقه در دور 60مدت حاصل به

 NaClمحلول نمك  ( موجود در سوپرناتانت، درPSCشده در پپسین )

مولار، قرار داده شد. رسوب نهایی حاصل از این  8/0به غلظت نهایی 

آوری شده و در مرحله، با استفاده از سانتریفیوژ سرعت پایین، جمع

مولار حل شد. این محلول در مجاورت  5/0محلول استیك اسید 

( دیالیز گردید. بعد از چندین 8 =pH)  4HPO2Na مولار 02/0محلول 

وسیله همولار، رسوب حاصل ب 4HPO2Na 02/0ار تعویض محلول ب

آوری شد. این رسوب در مجاورت اسید سانتریفیوژ سرعت پایین جمع

روز دیالیز شده و سپس رسوب حاصل  2مدت مولار به 01/0استیك 

از آن در شرایط خلاء خشك گردید و تا انجام آزمایشات بعدی در 

 داری شد.گهگراد ندرجه سانتی – 80فریزر 

روش  از استفاده با  (PSC)پروتئین کلاژن ساختار و نوع تعیین       

:SDS-PAGE  آزمونSDS-PAGE  طبق روشLaemmli (1970 ) با

)بالا(  stackingبرای ژل  %5و  %4 هایگرفت. غلظت اندکی تغییر انجام

)پایین(، مورد آزمون  separatingبرای ژل  %15و  %12و  %9و  %5/7و 

ولت و مدت  120و  110، 100رار گرفت. ولتاژ جریان مورد استفاده ق

دست آوردن شرایط ساعت، برای به 5/3و  5/2زمان الکتروفورز نمونه 

بهینه انجام الکتروفورز مورد بررسی قرار گرفت. رقت بافرهای مورد 

 بوده است. 2Xو بافر نمونه  1X استفاده نیز برای بافر تانك الکتروفورز

 محلول در ،لیترگرم/میلیمیلی mg/ml  1کلاژن با غلظت هاینمونه

Na3PO4  1/0 مولار  (PH=7.2)های درون چاهكتزریق نمونه به جهت

، Laemmli) ژل الکتروفورز تهیه گردید و پس از آن با بافر نمونه

 حضور بتا مرکپتواتانول حالت، دو در هانمونه گاهآن شد. مخلوط (1970

(β-ME)   های ژل تزریق گردید. درون چاهكحضور آن، بهو عدم

دالتون( کیلو 11-235گسترده وزن مولکولی )مارکر پروتئینی با دامنه 

کیلودالتون(  11-180و مارکر پروتئینی با دامنه پایین وزن مولکولی )

های زمان در کنار نمونهگاوی جهت مقایسه، هم Iو نیز کلاژن نوع 

پایان  ها تزریق شد. پس ازدرون چاهكبه دریایی استخراج شده از خیار

% رنگ  1/0 (w/v) حاوی رنگ الکتروفورز، ژل با استفاده از محلول

Coomassie blue R250 ،(v/v) 45  متانول و %(v/v) 10  ،آب مقطر %

نسبت مواد مشابه محلول  و ترکیب نیز رنگ بر، محلول گردید. آمیزیرنگ

 فاقد رنگ کوماسی بلو بوده است. آمیزی داشته با این تفاوت کهرنگ

 

 نتایج 
Price  (1983 )شناسایی کلید به باتوجه :مورفولوژیک شناسایی       

از خیارهای Conand (1998 ) شناسایی کلید و فارسخلیج خارپوستان از

و  رنگ پوست، شکل بدن، های ظاهری شکلدریایی، با بررسی ویژگی

های کوویرین، و دم وجود لولهدهانی، وجود یا ع هایتعداد تنتاکل

عنوان گونه های دیواره بدن، گونه مورد بررسی بهشکل اوسیکل

Holothuria leucospilota ًسیاه رنگ،  شناخته شد. رنگ بدن کاملا

عقبی آن  تر از انتهایبدن باریك و کشیده که انتهای جلویی آن باریك

ل به سرخی الف( پوست بدن دارای رنگیزه بنفش مای -2است )شکل 

باشد که پس از تماس با دست اثر آن به رنگ قرمز روی پوست نیز می

متر ولی سانتی 55ترین طول بدن حدود شود. بیشدست دیده می

باشد. میانگین وزن موجود زنده متر میسانتی 35طور معمول حدود به

در Podia کیلوگرم است. پوست بدن بسیار نرم بوده و  3/0حدود 

ب(. دهان موقعیت شکمی  -2)شکل بسیار فراوان هستندشکمی  سطح

ج(  -2احاطه شده است )شکل رنگ سیاه دهانی عدد تنتاکل 20با  و دارد

ای قرار دارد. دارای اندام رشته subdorsalو مخرج در موقعیت 

Cuvierian د(.  -2)شکل باشدرنگ می های بلند و باریك سفیدبا رشته

ن در پوشش شکمی و پشتی، به اشکال های غالب دیواره بداوسیکل

انواع میزمانند آن، دارای  (.3شوند )شکل ای دیده میمیز مانند و دگمه

تر، سوراخ دارد و یك عدد و یا بیش 8ای بزرگ که یك صفحه دایره

عدد  8تا  6صورت منظم دارای ای بهپایه دارد و انواع دگمه 4ساقه که 

شده  آوریجمع هاینمونه مورد در .(3 )شکل سوراخ و یا نامنظم هستند

های دیواره بدن، از استخراج و بررسی اوسیکل تحقیق نیز، پس این در

  (.4ای به وفور دیده شدند )شکلاشکال میزمانند و دگمه

 شناسایی مولکولی       

از سه  تحقیق، های انجام شده در اینبراساس بررسی: DNAاستخراج 

، استفاده از کیت تجاری و DNAاج روش استفاده شده جهت استخر

لحاظ کمی، نتیجه  از CTABروش  آمیز نبود و تنها،موفقیت  TESروش

دست به DNA ، قطعه موردنظر از PCRتری داشته و در فرآیند مطلوب

چنین در (. هم5آمده از این روش، تکثیر یافته است )شکل
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زنده در آکواریوم های نمونه -استفاده از این روش، از بین دو نوع نمونه

(HL1,2) های فیکس شده در الکل اتانول مطلق و نمونه(HL3,4)-  و

، (Bt)، درخت تنفسی (I)، روده (M)ماهیچه  -چهار بافت مورد بررسی

بهترین نتیجه مربوط به بافت درخت تنفسی و  -(T)بازوهای دهانی

 (.5های زنده در آکواریوم بوده است )شکلروده نمونه

   

 

 

 
   

 

 

 
 فراوان در Podia؛ ب( تر از انتهای عقبیانتهای جلویی باریک ؛ الف( Holothuria leucospilotaهای مورفولوژیک خیار دریایی گونه : ویژگی2شکل 

 فید رنگسهای بلند و باریک با رشته Cuvierianای اندام رشته؛ د( دهانی سیاه رنگهای تنتاکلبا موقعیت شکمی دهان  ج( ؛سطح شکمی

 

 
 

 
، Conand )برگرفته از های موجود در پوشش بدن: اوسیکل3 شکل

1998) 

 

 
های استخراج شده از دیواره بدن خیار دریایی گونه : اوسیکل4شکل 

Holothuria leucospilota بوشهر -در منطقه اولی 
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سازی بهینه:  16SrRNAازتکثیر و تعیین توالی بخشی        

جهت تکثیر ناحیه مذکور با استفاده از گرادیانت دمایی   PCRواکنش

 HL-F /HL-Rترین دما برای اتصال زوج پرایمر نشان داد که مناسب

اد و غلظت بهینه الگو نیز حدود گردرجه سانتی 60تا  54در محدوده 

 فوق، امکان تکثیر بخشی از ناحیه نانوگرم بود. پرایمرهای 250

16SrRNA با طول تقریبی bp600  درجه  59تا  57را در دمای

 PCR محصول حرکتی الف(. الگوی -6)شکل کنندگراد، فراهم میسانتی

اده شده طور نشان دمطابق انتظار بود. همان %1فوق، روی ژل آگارز 

گراد، قطعه مورد نظر در درجه سانتی 59و  58و  57است در دمای 

دست که محصول به شده است مورد بررسی با موفقیت تکثیر هاینمونه

  .ب(-6)شکلآمده نیز جهت تعیین توالی مورد استفاده قرار گرفت 
 

 
سازی دما جهت اتصال جفت پرایمر؛ ب( الگوی : الف( بهینه 6شکل 

 %1روی ژل آگارز  PCRمحصول  حرکتی
 

بررسی، با توالی  مورد DNAشده  تعیین تشابه توالی بررسی       

پس از تکثیر : های خیار دریایی ثبت شده در بانک ژنیسایر گونه

قطعات ژنوم میتوکندریایی و تعیین توالی این قطعات، نتیجه تعیین 

ید. پس از دریافت گرد FASTAتوالی به دو شکل کروماتوگرام و 

و حذف  Chromassافزار وسیله نرمبررسی کروماتوگرام هر نمونه به

یك توالی  نهایت نوکلئوتیدی آن استخراج و در های اشتباه، ترادفتوالی

نوکلئوتیدی برای این گونه برای اولین بار از خلیج فارس مشخص  399

ن دست آمده با دریافت شماره دسترسی آشد. توالی نوکلئوتیدی به

ای از چون توالیثبت گردید و  NCBIهای ( در پایگاه داده3)جدول 

بانك ژنی یافت نشد لذا مقایسه آن  فارس درهای خلیجاین گونه از آب

، صورت Blastهای این گونه در سایر نقاط جهان طبق نتایج با نمونه

های مشابه همین نتیجه مقایسه توالی مورد نظر با سایر توالی گرفت.

افزار دنیا، با استفاده از نرم نقاط سایر های دیگر این جنس درو گونه گونه

را نشان داد  Holothuriaهای جنس ، مشابهت بالا با گونهBlastآنلاین 

 مشاهده شد. Holothuria leucospilotaبالاترین مشابهت نیز با گونه  و
  

: شماره دسترسی توالی نوکلئوتیدی بخشی از ژنوم 3جدول 

16SrRNA  تکثیر شده خیار دریایی گونهHolothuria leucospilota 

که جاییاز آن: بررسی روابط فیلوژنتیک گونه مورد بررسی       

فارس، تاکنون در بانك ای از این گونه خیار دریایی در خلیجهیچ توالی

ژنی ثبت نشده است و مطالعه حاضر، اولین مورد از بررسی در این 

های گونه تعدادی از لذا از توالی ژنی همین گونه و نیز توالی زمینه است،

ثبت شده در بانك ژنی از سایر نقاط دنیا، جهت  Holothuriaجنس 

ی و زیستگاه آنالیزهای فیلوژنتیك استفاده گردید که شماره دسترس

 Bohadschiaچنین گونه است. هم شده ذکر 4جدول در هاآن جغرافیایی

argus عنوان برون گروه مد نظر قرار داه شدبه. 
 

 Holothuriaهای جنس : توالی ژنی تعدادی از گونه4 جدول

 استخراج شده از بانک ژن

 

نوکلئوتیدی  ترادف براساس فیلوژنتیکی پارامترهای بررسی       

ژن  از بخشی بررسی، های موردردیفی توالیاز هم بعد: 16SrRNAژن 

 
؛ HL1-I، 3. شماره  %1روی ژل آگارز DNA: الگوی حرکتی 5شکل 

 HL2-Bt، 14؛ شماره HL2-I، 13؛ شماره HL1-Bt، 4شماره 
 

 نام گونه خیار دریایی NCBIهای شماره دسترسی در پایگاه داده
LC270133.1 Holothuria leucospilota 

  

 نام گونه شماره دسترسی منطقه جغرافیایی
Malasia KY986423 Holothuria leucospilota 

Australia EU822444 Holothuria leucospilota 
China FJ589211 Holothuria leucospilota 

Mexico JN207541 Holothuria leucospilota 
Mexico JN207515 Holothuria hilla 
Spain GU797646 Holothuria arguinensis 
Spain EU191979 Holothuria dakarensis 
Spain GU797569 Holothuria mammata 
Spain EU750781 Holothuria polii 

Florida(USA) EU220801 Holothuria kefersteini 
Portugal KJ812176 Holothuria tubulosa 

China FJ589210 Bohadschia argus 
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16SrRNA نوکلئوتید که در تمام نمونه ها مشترک  399، شامل حدود

مورد توجه قرار گرفت.  ییردیفی نهاانتخاب گردید و جهت همبود، 

جایگاه وجود دارد، که از 391مجموع  که درردیفی نشان داد نتایج هم

جایگاه متغیر وجود دارد  126جایگاه حفاظت شده و  252ها، بین آن

جایگاه دارای اطلاعات فیلوژنتیکی در شرایط پارسیمونی، و  83که 

جایگاه نیز سینگلتون است. بررسی ترکیب نوکلئوتیدی نیز نشان  43

تعداد نوکلئوتید  ترینبیش ، (C)و سپس سیتوزین (A) ابتدا آدنین که داد

درخت در ادامه آنالیزها،  (.5دهنده این توالی هستند )جدول تشکیل

 Mximumو Neighbor-Joining (NL) فیلوژنتیك نیز بر اساس آنالیز 

likelihood (ML) ( 8و  7ل اشکارسم گردید .)  در درخت رسم شده

های مربوط به گونه ، تمامی توالیMximum likelihoodبراساس آنالیز 

H. leucospilota آرام، در یك کلاد با ارزش بوت  از اقیانوس هند و

با ارزش بوت  H. hillaقرار گرفتند و با گونه  =ML)100(استراپ بالا 

عنوان گونه خواهری در یك به=ML) 62و=NJ 67(استراپ نسبتاً بالا 

ر این تحقیق مورد بررسی د H. leucospilotaگونه  .کلاد قرار گرفتند

، در یك  =ML)71(از مالزی با ارزش بوت استراپ بالا با همین گونه 

این گونه تر دهنده قرابت ژنتیکی بیشنشانکلاد قرار گرفتندکه این 

که آرام است. درحالی -های هندآب از خلیج فارس با همین گونه از

لاد از اقیانوس اطلس در یك ک  Holothuriaجنسهای دیگر افراد گونه

طور همان (.7، قرار گرفتند )شکل =ML)99(با ارزش بوت استراپ بالا 

دست آمده از درخت نشان داده شده است، نتایج به 8که در شکل 

، نیز مشابه با نتایج Neighbor-Joiningرسم شده براساس آنالیز 

 بوده و این نتایج را تایید نمود.  Mximum likelihoodحاصل از آنالیز 
 

های حاصل از این تحقیق و ترکیب نوکلئوتیدی در نمونه: 5 جدول

 های مشابهسایر گونه

فاصله ژنتیکی میان توالی نوکلئوتیدی حاصل از این تحقیق با        

های نقاط جهان و تعدادی از گونه سایر گونه در تعدادی از اعضای همین

-Tamura 3 (، با استفاده از مدل 9) شکل   Holothuriaجنسدیگر 

parameter ترین نشان دادکه کم 9 نتایج موجود در شکل. محاسبه شد

گونه مورد بررسی  -از خلیج فارس H. leucospilota فاصله ژنتیکی بین

 H. leucospilotaبین  نیز و واسترالیا مالزی از گونه همین با -تحقیق این در

 0027/0از مکزیك با همین گونه از چین دیده شد که همگی معادل با 

از  Bohadschia argus ترین فاصله ژنتیکی نیز بینبیشبوده است. 

. نتایج حاصل دیده شد 279/0میزان از اسپانیا به H. mamataچین با 

از بررسی فاصله ژنتیکی نیز تاییدی بر نتایج آنالیزهای فیلوژنتیك 

  دست آمده در این مطالعه بوده است.به

: دهنده دیواره بدنآنالیز تقریبی برخی ترکیبات تشکیل       
دست آمده در بررسی این بخش از پژوهش، نشان داد که نتایج به

دهنده دیواره بدن خیار ترین ترکیبات تشکیلرطوبت و پروتئین بیش

ذکر است که در است. لازم بهHolothurai leucospilota دریایی گونه 

 T(U) C A G 

H. leucospilota- P. Gulf 1/23 9/24 30 22 

H. leucospilota- Malasia 8/22 2/25 30 22 

H. leucospilota- Australia 3/23 7/24 7/29 3/22 

H. leucospilota- China 6/23 4/24 5/30 5/21 

H. leucospilota- Mexico 9/23 4/24 2/30 5/21 

H. hilla- Mexico 5/21 5/25 8/30 3/22 

H. arguinensis- Spain 9/24 1/24 6/28 4/22 

H. dakarensis- Spain 25 2/24 ...29 8/21 

H. mammata- Spain 2/23 7/25 6/28 4/22 

H. polii- Spain 1/25 2/23 30 6/21 

H. kefersteini- Florida (USA) 7/24 9/23 3/30 21 

H. tubulosa- Portugal 5/23 4/25 6/28 4/22 

Bohadschia argus- China 2/20    23    34 8/22 

 22    1/30 5/24 4/23 میانگین

 
 Mximum likelihood  درخت فیلوژنتیکی براساس آنالیز: 7شکل 

 

 

 Neighbor-Joiningرخت فیلوژنتیکی بر اساس آنالیز : د8شکل 
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های تازه و در بررسی میزان رطوبت بافت دیواره بدن موجود، از نمونه

های خشك شده در آون استفاده گردید. بررسی سایر موارد، از نمونه

صورت درصد در مقایسه با مطالعات دست آمده از ترکیبات بهمقادیر به

های کشور در ر دریایی در آبهای خیاانجام شده بر روی سایر گونه

طورکه مشهود است، مقادیر چربی، آورده شده است. همان 6جدول 

تر از دو پروتئین و رطوبت در گونه مورد بررسی در این پژوهش بیش

در مورد . است Holothuria arenicola و Holothuria parvaگونه 

زان خاکستر گونه مورد بررسی در مطالعه حاضر، می خاکستر نیز، مقادیر

 داشته است.  H. parvaتر از گونه و کم H. arenicolaتری از گونه بیش

های )تحقیق حاضر( در مقایسه با سایر گونهHolothuria leucospilota گونه  دهنده دیواره بدن خیار دریایی: درصد ترکیبات تشکیل6جدول 

 های داخلی کشوربررسی شده در آب

 نام گونه )%( رطوبت )%( چربی )%( پروتئین )%( خاکستر منبع

 Holothuria leucospilota 77/86 ± 150/0 712/5 ± 402/1 086/79 ± 429/0 31/15 ± 402/0 )تحقیق حاضر(
Salarzadeh)   ،92/67 ± 81/3 43/2 ± 53/0 61/17 ± 95/0 74/32 ± 17/1 (2012و همکاران Holothuria parva 
Salarzadeh)   ،49/69 ± 09/3 88/2 ± 47/0 37/24 ± 93/1 86/10 ± 40/0 (2012و همکاران Holothuria arenicola 

 Holothuriaمقایسه ساختار کلاژن خیار دریایی گونه        

leucospilota با کلاژن نوع(I)  نتایج این بررسی نشان : مهره داران

 kDa140استخراجی، وزن مولکولی در حدود  کلاژن عمده که بخش داد

پوست گوساله  Iمشابه کلاژن نوع  داشته که این وزن ملکولی، تقریباً

می باشد و مقایسه  kD 135)نانو زیست آرایه( با وزن مولکولی تقریبی 

 Iدر نمونه خیار دریایی و نمونه کلاژن نوع  SDS-PAGEند الگوی با

پوست گوساله، نشان داد که که قسمت عمده هر دو پروتئین کلاژن، 

دایمر و  β و مقدار جزئی kDa 135-140با وزن تقریبی  1αاز زنجیره

γ ،مولکولی وزن با ترایمر kDa 250،(.10است )شکل شده تشکیل و بالاتر 

ها نمونه α دو نمونه پروتئین کلاژن در زنجیرهتفاوت ساختاری این 

استخراج شده از خیار  Iدیده شد. به این صورت که، در کلاژن نوع 

صورت هموترایمر و از سه دریایی، ساختار مارپیچ سه تایی کلاژن به

داران مهره Iکه، در کلاژن نوع تشکیل شده است درحالی 1αزنجیره 

و یك  1αتروترایمر و از دو زنجیره صورت ه)کلاژن گاوی( ساختار به

 (.7تشگیل گردیده است )جدول  2αزنجیره 
 

 

 کلاژن خیار دریایی گونهدر نمونه  SDS-PAGEمقایسه الگوی باند : 10شکل 

Holothuria leucospilota  و نمونه کلاژن نوعI پوست گوساله .MW مارکر وزن ،

وزن مولکولی  راست:)سمت چپ:وزن مولکولی طیف گسترده؛ سمت  مولکولی

 کلاژن خیار دریایی گونهنمونه ، 2؛ پوست گوساله Iکلاژن نوع ، 1پایین(؛ 

Holothuria leucospilota. 

 

 تعدادی از اعضای همین گونه در سایر نقاط جهانو تحقیق،  مورد بررسی در این بین گونهشده  فاصله ژنتیکی محاسبه:  9شکل 

 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 H._leucospilota-_P.Gulf

2 H._leucospilota-_Malaysia 0.00275

3 H._leucospilota-_Australia 0.00275 0.00551

4 H._leucospilota-_China 0.01671 0.01956 0.01956

5 H._leucospilota-_Mexico 0.01667 0.01951 0.01951 0.00275

6 H._hilla-_Mexico 0.10991 0.11321 0.11321 0.11321 0.11635

7 H._arguinensis-_Spain 0.16030 0.16390 0.16390 0.17855 0.17822 0.17706

8 H._dakarensis-_Spain 0.17087 0.17453 0.17453 0.17453 0.17423 0.16646 0.03377

9 H._mammata-_Spain 0.17822 0.18194 0.18194 0.19709 0.19671 0.17681 0.03980 0.05443

10 H._polii-_Spain 0.16483 0.16849 0.16849 0.17590 0.17553 0.16336 0.05759 0.06948 0.09207

11 H._kefersteini-_Florida(USA) 0.16419 0.16783 0.16058 0.16419 0.16752 0.15272 0.11572 0.11482 0.12575 0.08559

12 H._tubulosa-_Portugal 0.18194 0.18568 0.18568 0.20095 0.20055 0.18046 0.03100 0.04545 0.00829 0.08239 0.11540

13 Bohadschia_argus-_China 0.25739 0.26147 0.26147 0.25739 0.26117 0.21643 0.27126 0.26746 0.27936 0.25496 0.25496 0.27509
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دهنده پروتئین : مقایسه تعداد و نوع زیر واحدهای تشکیل7جدول 

و کلاژن نوع  Holothurai leucospilotaخیار دریایی گونه  Iکلاژن نوع 

I پستانداران 

نجیره سه تایی الگوی ز

( Iمولکول کلاژن نوع )

 پوست گوساله

الگوی زنجیره سه تایی مولکول 

( خیار دریایی گونه Iکلاژن نوع )
Holothuria leucospilota 

(I)2α 2(I)) 1(α 3)(I) 1α( 

 

 بحث 

ای گونه Holothuria leucospilotaگونه : شناسایی گونه       

خوبی پراکنش یافته آرام به -های منطقه هندطلب، که در آبفرصت

 های جزایر اقیانوس هند غربی، شرق آفریقا، جزایرگونه از آب است. این

پاکستان،  هند، غرب فارس،خلیج عربستان، شرقجنوب ماداگاسکار،

مالدیو، سریلانکا، خلیج بنگال، شرق هندوستان، شمال استرالیا، جزایر 

جنوبی و جزایر هاوایی، فیلیپین، اندونزی، چین، ژاپن، جزایر آرام 

خیارهای دریایی همانند  پراکندگی (.Brandt ،1835) شده است گزارش

پذیرد. ها صورت میمهرگان دریایی در طول دوره لاوری آنسایر بی

ای را تحت تاثیر قرار نوع دوره رشد و نمو و نوع لارو، پراکنش گونه

ها تغذیه از پلانکتونتوانند پلانکتوتروف باشند یعنی لاروها می دهد.می

کنند و یا لسیتوتروف باشند یعنی از ذخیره زرده تخم تغذیه کنند. 

جز   (Dendrochirotida)تعداد بسیار کمی از انواع خیارهای دریایی

 (Apodida and Aspidochirotida) هاآن اکثر واقع در و هستند دوم دسته

لاروهای پلانکتوتروف دارند که توان پراکنش جغرافیایی بالاتر در 

 Michonneau) های طولانی، نسبت به انواع لسیتوتروف دارندمسافت

در Whatley (2006 )و  Tittertonطورکه همان (.2015و همکاران، 

تحقیقات خود، در مورد پراکنش لاروهای پلانکتوتروف استراکودا در 

های مختلفی برای ، مکانیسمندآرام، عنوان نمود -های منطقه هندآب

های طولانی وجود دارد که احتمالاً تها در مسافمهاجرت پلانکتون

 باشند. های اقیانوسی منفعل، میفاکتور اصلی موثر در این مورد جریان

 که گونه مورد بررسی در تحقیق حاضر، جزء راستهبا توجه به این

Aspidochirotida باشد و نیز با بوده و دارای لارو پلانکتوتروف می

س با اقیانوس هند و منطقه های خلیج فارتوجه به مرتبط شدن آب

توان گفت که احتمالاً جریانات آرام، از طریق دریای عمان، می -هند

دنبال آن نزدیکی ژنتیکی آن با اقیانوسی در پراکنش گونه مزبور و به

آرام، نقش داشته است. لذا هم کلاد بودن  -همین گونه در منطقه هند

در  باشد.ا منطقی میهای مالزی و استرالیآن با گونه موجود در آب

گونه ثبت شده از خیارهای  50گونه از  17طورکلی بهتحقیقی که 

در آنالیزهای فیلوژنتیك  (NCBI)دریایی مالزی در بانك جهانی ژنی 

و  Kamarudinدر مطالعه صورت گرفته توسط لحاظ شده است. 

های مالزی بر روی فیلوژنی خیارهای دریایی در آب (2010) همکاران

شده،  ترازهمجایگاه از بازهای  16SrRNA ،503ریق بررسی توالی از ط

های فیلوژنتیك های احتمالی، برای ایجاد درختGAPبا درنظر گرفتن 

نشان  Maximum parsimony (MP)آنالیز  مورد بررسی قرار گرفت.

 parsimonyجایگاه متغیر و  76جایگاه ثابت،  205که  داد

uninformative  جایگاه  222وparsimony informative  .بودند 

از منطقه  Holothuria leucospilotaگونه چنین در مطالعه آنان، هم

مورد بررسی با هم گونه خود از منطقه نامعلوم که توالی آن از بانك 

 ژنی استخراج شده بود، با هم در یك کلاد با ارزش بوت استراپ بالا

NJ=100)   و(ML=100 ه قرار گرفتند و با گونH. hilla  از منطقه مورد

عنوان گونه به ML=83)و  (Nj=95بررسی، با ارزش بوت استراپ بالا 

دهنده روابط ژنتیکی خواهری در یك کلاد قرار گرفتند که این نشان

های گونه فاصله نیز، ژنتیکی بررسی میانگین فاصله در ها است.نزدیك آن

H. leucospilota بوده است.  00214/0 با هم بسیار کم و به اندازه

نیز، مشابه با نتایج تحقیق ذکر شده  حاضر تحقیق دست آمده ازنتایج به

 همکاران وKamarudin  مطالعات در چنینهم است. بوده مالزی هایآب در

 H. leucospilota گونه فیلوژنی روی بر مالزی هایآب در (2011)

، NJیلوژنی ، نشان داده شد که در رسم درخت فCOIبراساس توالی 

های گونه مذکور، با یکدیگر در یك خوشه )کلاد( با ارزش تمام نمونه

دهنده مونوفیلیتیك این نشان که گرفتند قرار (NJ=100) بالا استراپ بوت

 هایمونوفیلیتیك نمونه چنین کلادها بوده است و همبودن آن

H. leucospilota  با گونهH. coluber بالا استراپ بوت ارزش با (NJ=73) 

دهنده روابط ژنتیکی با هم در یك خوشه قرار گرفتند که این نشان

های چنین میانگین فاصله ژنتیکی بین نمونههم ها است.نزدیك آن

H. leucospilota ( بوده است 013/0ها، بسیار کم )=در تحقیقات آن

دهنده منشاء گرفتن ها نشانکه فاصله ژنتیکی بسیار کم بین نمونه

دست آمده از یك گونه است. این نتایج با هم تاییدی بر نتایج به هاآن

چنین هم ( است.100با ارزش بوت استراپ بالا)= NJاز درخت فیلوژنی 

 H. leucospilota هاینمونه نیز ML فیلوژنی درخت رسم در آنان، مطالعه در

( قرار گرفتند که 100با هم در یك کلاد با ارزش بوت استراپ بالا )= 

که تاییدی بر مونوفیلیتیك بودن گونه مذکور است و این یافته نیز،این 

ها طور واضح از دیگر گونهکلاد مونوفیلتیك خودش را دارد که به

جایگاه  MP ،149های آنان، نتایج شود. در ادامه بررسیمتمایز می

جایگاه  321و  parsimony uninformativeجایگاه متغییر و  24ثابت، 

نتایج تحقیق حاضر نیز در قیاس  بودند. parsimony informativeهم 

دهنده های مالزی، نشانویژه در آببا تحقیقات سایر دانشمندان، به

بوده و فاصله کم ژنتیکی  H. leucospilotaمونوفیلیتیك بودن گونه 

های آن در مالزی و بین این گونه از خلیج فارس با نمونه (0027/0)

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0920544608702206#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0920544608702206#!
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ها و منشاء گرفتن آنان از یك گونه را نشان ژنتیکی آناسترالیا، قرابت 

 و همکاران Kamarudin نتایج با مشابه حاضر تحقیق در چنینهم دهد.می

 (ML=62, NJ=67) با ارزش بوت استراپ بالا  H. hillaگونه  (2010)

 عنوان گونه خواهری در یك خوشه قرار گرفتند.به

و  Jingطبق مطالعات : ه بدنآنالیز تقریبی ترکیبات دیوار       

در کشور چین که بر روی کیفیت غذایی و ترکیبات  (2010)همکاران 

دریایی، که جهت استفاده  گونه خیار 8های خشك بدن نمونه شیمیایی

دست آمده از مقادیر پروتئین هنتایج ب گرفت، صورت رایج بودند، خوراکی

درصد،  4/15-6/36درصد، خاکستر  3/0-1/1درصد، چربی  3/63-7/40

درصد تخمین زده شد. در نتایج  2/1-13عنوان شد. میزان رطوبت نیز 

در کشور ترکیه که  (2004) و همکاران  Ozerتحقیقات دست آمده ازهب

  H. Scabraدهنده بدن گونهبر روی بررسی ترکیبات شیمیایی تشکیل

 ،% 2/1-4/2 چربی درصد، 8/39-2/60 پروتئین مقادیر نیز گرفت، صورت

 زده تخمین شده فرآوری خشك اینمونه در درصد 9/17-5/44 خاکستر

درصد  54/84-21/87 تازه هاینمونه در رطوبت میزان چنینهم شد.

در کشور ( 2011)و همکاران   Adyinطور مشابهبه محاسبه گردید.

نتایج  H. tubulosaهای تازه ترکیه نیز در مورد میزان رطوبت در نمونه

دست آمده از بررسی هدرصد( را بیان کردند. نتایج ب 30/84مشابهی )

در تحقیق حاضر نیز مشابه  H. leucospilotaگونه میزان رطوبت در 

بوده  (2004) و همکاران  Ozerو  (2011) و همکاران  Adyinبا نتایج

 Izciو   Bilginمتفاوت بود. (2010) و همکاران Jingولی با نتایج 

بیان  H. Forskaliیقات خود در مورد گونه در ترکیه در تحق( 2016)

درصد( نسبت  33/10های خشك شده )کردند، میزان رطوبت در نمونه

که جاییتر بوده است. از آندرصد( کم 93/86های تازه )به نمونه

های مورد بررسی در تحقیق حاضر جهت سنجش میزان رطوبت، نمونه

مده نزدیك به نتایج سایر دست آصورت تازه بوده است لذا مقادیر بهبه

های تازه صورت گرفته است. مقادیر تحقیقاتی است که بر روی نمونه

دست آمده هدست آمده از پروتئین در تحقیق حاضر، مشابه با نتایج ببه

و  (2004) و همکاران Cakliو  (2010) و همکاران Jingاز تحقیقات 

Bilgin و  Tanrikalu(2018 ) .بوده استBilgin  و Tanrikalu (2018 )

 95/60های خشك شده با آون را معادل با مقادیر پروتئین در نمونه

درصد عنوان نمودند.  30/12های تازه را معادل با درصد و در نمونه

Cakli  های در ترکیه نیز مقادیر پروتئین در نمونه (2004) و همکاران

شانده شده های جودرصد در نمونه 15درصد،  18/8تازه را معادل با 

و  Jingهای کاملاً خشك شده بیان نمودند. درصد در نمونه 45/66و 

 8های خشك شده نیز مقادیر پروتئین در نمونه (2010) همکاران

و  Telahigueدرصد عنوان نمودند.  7/40-3/63گونه مورد بررسی را 

بیان کردند که مقادیر پروتئین کل در دیواره بدن  (2014) همکاران

های خشك شده در دماهای مختلف و نیز در نمونه H .Forskaliگونه 

در  (2010) و همکاران Jingمیزان رطوبت، ارتقاء می یابد. با توجه به

عنوان نمودند که با کاهش مقادیر رطوبت،  مختلف بین مطالعات مقایسه

با توجه به  افزایش در مقادیر پروتئین محاسبه شده دیده شده است.

ای بافت دیواره بدن، مورد استفاده جهت سنجش میزان هکه نمونهاین

شده  صورت خشكتحقیق حاضر، به گونه خیار دریایی مورد پروتئین در

تحقیق حاضر  دست آمده از پروتئین درهدر آون بوده است، لذا مقادیر ب

صورت ها بهدرصد(، مشابه با تحقیقاتی بوده است که نمونه 86/79)

اند. ر پروتئین مورد استفاده قرار گرفتهخشك شده جهت سنجش مقدا

بر روی بافت تازه دیواره Tanrikalu (2018 )و Bilgin در تحقیقات 

تحت شرایط مختلف دمایی، مقادیر چربی  H. tubulosaبدن نمونه 

درصد( محاسبه گردید که در  191/0-873/0درصد ) 1تر از کم

ین زده شد. درصد تخم 758/0های خشك شده در آون مقدار نمونه

 H. Scabraرا در گونه  چربی مقادیر (2004) و همکاران  Ozerچنینهم

 درصد تخمین زدند. در تحقیقات 17/0-37/0های مختلف، ماه در

Cakli در مورد گونه  (2004) و همکارانH. tubulosaهای ، در نمونه

درصد  60/0های خشك شده درصد و در نمونه 16/0تازه مقادیر چربی 

مقادیر چربی را در همین گونه، در  (1989) و همکاران Leeشد.  بیان

درصد عنوان  2-3های خشك شده درصد و در نمونه 3/0های تازه نمونه

در آلاسکا نیز در مورد گونه  (2013) و همکاران Bechtelنمودند. 

Parastichopus californicus  درصد چربی را در بافت دیواره  8مقادیر

 Izciو   Bilgin( محاسبه نمودند.Freez dryerبا  بدن )خشك شده

  H. Forskali گونه در چربی مقادیر که دریافتند خود تحقیقات در (2016)

طور یابد. همانهای خشك شده افزایش مینمونه طور چشمگیری دربه

در تحقیق خود عنوان داشتند، Tanrikalu (2018 )و  Bilginکه 

دلیل تفاوت در شرایط ام( ممکن است بهها در مقادیر چربی )ختفاوت

ای تفاوت گونه چنینطول سال و هم آوری نمونه درفرآوری، زمان جمع

در نحقیق  H. leucospilotaگونه دست آمده چربی در همقادیر ب باشد.

دست آمد درصد به 4های خشك شده مورد بررسی حاضر، در نمونه

ای و وری شرایط تغذیهدلیل روش فرآکه این اختلاف ممکن است به

های نمونه در خاکستر مقادیر ای باشد.گونه اختلاف آوری و نیزجمع فصل

در مطالعات  گردید. محاسبه درصد 15این تحقیق  در بررسی مورد خشك

Bilgin و Tanrikalu (2018) شده  های خشكمقدار خاکستر در نمونه

گزارش شد. در  درصد 72/0های تازه درصد و در نمونه 30/30در آون 

های خشك نمونه در مشابهی نتایج نیز (2010) همکاران و  Wenتحقیقات

 H. fuscopuncatata  (6/39درصد( و 4/26)  H. fuscogilvaشده گونه

اعلام نمودند که ( 2004) و همکاران  Ozerدرصد( گزارش گردید.

های مختلف سال از در ماه H. Scabraهای مقدار خاکستر در نمونه

درصد متغییر بوده است. با توجه به مطالعات محققان  06/11تا  68/4

مختلف، احتمالاً تفاوت و تغییرات در مقدار خاکستر، با توجه 
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آوری نمونه و خشك یا تازه بودن نمونه مورد به زمان و مکان جمع

خود منتشر  تحقیق در Oedjoe (2017) چنینهم کند.بررسی، تغییر می

های انجام شده بر روی به تحقیقات مختلف و بررسی نمود که، با توجه

دریایی،  دهنده بدن خیارهایای تشکیلتغذیه شیمیایی ترکیبات مقادیر

باشد ای به منطقه دیگر متفاوت میتوان گفت این مقادیر از منطقهمی

ها، مناطق دلیل تفاوت در فاکتورهای محیطی، فصلو این احتمالاً به

چنین باشد. همبررسی می های موردها و اندازه نمونهمطالعه، گونه مورد

ترکیبات Chukwo (2009 ) براساس توصیفات صورت گرفته توسط

دهنده بدن خیارهای دریایی بستگی به عواملی مانند، مغذی تشکیل

گونه مورد بررسی، تغییرات فصلی، تغذیه جانور و نیز روش فرآوری 

میزان بالای پروتئین و میزان کم آن دارد. در تحقیق حاضر با توجه به

توان گفت که می H. leucospilota چربی در بافت دیواره بدن گونه 

این گونه از لحاظ غذایی و دارویی جزء مواد با کیفیت و سالم و مناسب 

 باشد.برای سلامتی می

: دهندهبررسی تعیین ساختار و نوع زیرواحدهای تشکیل       
 خیار از شده پپسین استخراج با شده لح کلاژن SDS-PAGE الگوی

 با نتیجه تر مشابهبیش Holothuria leucospilotaجنس  دریایی

ساختار  با مالزی از  .Bohadschia sppگونه ییدریا خیار از شده گزارش

 با وزن βدایمر  جزئی مقدارو  kDa 138مولکولی وزن با )1α (I)(3 زنجیره

. (2013 همکاران، و Siddiqui) است بوده kDa 260 حدود در مولکولی

مشابه با نتایج تحقیقات انجام شده توسط  ،چنین نتایج این بررسیهم

Trotter روی گونه  (1995) و همکارانCucumaria frondosa، Cui 

 و همکاران Stichopus japonicus ،Liuروی گونه  (2007) و همکاران

طاران و همکاران ع، Parastichopus californicus روی گونه (2010)

و  Adibzadehدریای عمان و  Stichopus horrens( روی گونه 1395)

دریای عمان، بوده  Holothuria parvaروی گونه  (2014) همکاران

تشخیص داده  Iکه در همه موارد، کلاژن مورد بررسی کلاژن نوع  است

ند و ابوده β مقدار جزئی دایمر )1α (I)(3 زنجیرهساختار شده که دارای 

بوده است. در  γتر از ترایمر نیز در برخی موارد دارای مقدار بسیار کم

مقابل، نتایج حاصل از مطالعات دانشمندان بر روی پروتئین کلاژن 

دهنده ساختار آن نتایج پروفایل زیر واحدهای تشکیل داران آبزیمهره

ی هازنجیره که دهدمی موارد، نشان ، در اکثرSDS-PAGE روش براساس

1 α  2و α دهنده ترین زیر واحدهای ساختاری تشکیلترین و بیشاصلی

 باشد.می I که این ساختار مربوط به کلاژن نوع  کلاژن استخراجی بوده

مشابه با  PAGE-SDSبر روی ژل  α 2و  α 1البته این الگوی زنجیره 

 باشد.می داران خشکی،مهره عنوان یکی ازگوساله به پوست Iکلاژن نوع 

، نتایج browstrip red snapperدر مطالعه کلاژن پوست دیواره بدن 

یکسان بوده است  (B-mer)بتامرکپتواتانول در حضور و یا عدم حضور 

دهنده عدم وجود باندهای دیسولفیدی نشان که این

بر روی تحقیقی مشابه در  (1990) و همکاران Monteroباشد. می

hake  وtrout ا عنوان نمودند. این نتایج مشابه با نیز نتایج مشابهی ر

، (1997و همکاران،  Ciarlo)hake  ستپو کلاژن برای شده گزارش نتایج

Nile perch (Muyonga  ،2004و همکاران) ،Black drum (Ogawa 

و همکاران،  Sheephead sea bream (Ogawa، (2003و همکاران، 

( 2005همکاران،  و Kittiphattanabawon) Big eye Snapper و (2003

 γو  βها ترکیبات با وزن مولکولی بالا شامل چنین آنبوده است. هم

های با اتصالات عرضی، نیز مشاهده نمودند. حضور عنوان مولکولرا به

های با وزن مولکولی بالا و با اتصالات عرضی در کلاژن، با سن مولکول

چنین و هم یابدافزایش می (1996و همکاران،  Foegeding) جاندار

هستند، در مقایسه با افرادی  و گرسنگی های قحطیدر دوره که ماهیانی

تری از کلاژن دارای اند، دارای مقادیر بیشخوبی تغذیه کردهکه به

و همکاران،  Love ؛1990همکاران،  و Sikorski) هستند عرضی اتصالات

دان در داران مورد مطالعات دانشمندر این مهره I. کلاژن نوع (1976

ترین عنوان اصلیبه α 2و یك زنجیره  α 1سراسر دنیا، شامل دو زنجیره 

تر کند که کلاژن بیش، تایید میβضور ترکیب . حترکیب بوده است

دهد می نشان γترکیب  حضور مولکولی است. عرضی بین شامل اتصالات

طور درون مولکولی از طریق اتصالات عرضی که سه زنجیره از کلاژن به

های طورکلی طبق بررسیبه. (piez ،1964و  Lewis) اندتصل شدهم

مختلف انجام شده توسط محققین بر روی این پروتئین و مقایسه 

ساختار مهرگان، دانشمندان معتقدند که داران و بیساختار آن در مهره

مهرگان بسیار زیاد دیده بی Iدر پروتئین کلاژن نوع  )1α (I)(3زنجیره 

 . (Tanaka  ،1983و Kimura؛ 1992و همکاران،  Mizuta) شودمی

های مختلفی برای جداسازی و روش: بررسی روش استخراج       

های مختلف ها و گونهتخلیص انواع و مقادیر مختلف کلاژن از بافت

روش ) ها مورد تحقیق و بررسی قرار گرفته استسال در طول جانداران،

 (خراج اسیدی، بازی و آنزیمیهای استاستخراج نمکی خنثی، روش

ترین برتری را نسبت به ولی روش استخراج اسیدی و آنزیمی بیش

و  Skierka؛ 2007و همکاران،  Nalinanon) ها داشته استسایر روش

Sadowska ،2007). طور موثر باعث رقیق اگرچه به های اسیدیمحلول

نوع آلدهیدی از بین رفتن ارتباط بین اتصالات عرضی بین مولکولی از 

تر مثل پیوندهای کتونی، مقابل اتصالات عرضی با ثبات شوند، اما درمی

های آنزیم هایی براساس استفاده ازغیرموثر هستند. به این منظور روش

شکستن اتصالات عرضی اضافی و انحلال/ استخراج  برای پروتئولایتیك،

؛ 2008مکاران، و ه Zeugolis) شوندتر کلاژن، ابداع و استفاده میبیش

Friess ،1998)دست آوردن یك محلول کلاژن . اثبات شده است که به

 کلاژن صورت هر در اما است. غیرممکنبه نزدیك واقعی، مونومری

تری بیش سهم شامل معمولاً ،pepsin آنزیمی شده با روش هضم استخراج

 های استخراج نمکی یا اسیدی استاز مونومر کلاژن، نسبت به روش
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(Friess ،1998) .ها با مقدار خلوص محلول کلاژن، در طول سال

های مختلفی، ارزیابی شده است های بسیاری با میزان پیچیدگیروش

ترین روش مورد استفاده برای ارزیابی معمول SDS_PAGEکه روش 

 های مختلف استهای کلاژنی حاصل از روشمیزان خلوص رسوب

(laemmlie ،1970).  نتایج آزمونSDS-PAGE  با حضور تك باند در

کلاژن و جضور دو باند در محدوده وزنی دایمر  αمحدوده وزنی پپتید 

مبنی بر خلوص کلاژن استخراجی (، γو  β)باندهای  αو ترایمر پپتید 

توان گفت، روش هیدرولیز . پس می(2007و همکاران،  Cui) باشدمی

بدن خیار دریایی گونه آنزیمی کلاژن، در فرآیند استخراج آن از دیواره 

Holothuria leucospilota نیز همانند سایر تحقیقات انجام شده در ،

 باشد.های استخراج میدنیا، روشی موثرتر و کاراتر نسبت به سایر روش

طورکلی نتایج تحقیق حاضر نشان داد که گونه شناسایی شده خیار به

ای این گونه بوده و اعض Holothuria leucospilotaدریایی، گونه 

های ترین نزدیکی ژنتیکی این گونه از آبباشند. بیشمونوفیلتیك می

های مالزی و استرالیا های منطقه هند و آرام از آبخلیج فارس با نمونه

ها با خلیج فارس و خاطر ارتباط این آبهب بوده است که این احتمالاً

تر اتی گستردهتوان مطالعباشد. در این مورد نیز میدریای عمان می

بر روی این گونه، در مناطق مختلف سواحل ایرانی خلیج فارس جهت 

در بررسی ترکیبات دیواره  تر این روابط، تعریف نمود.بررسی وسیع

بدن نیز نتایج این تحقیق با برخی تحقیقات مشابه و با برخی تفاوت 

خشك ها از لحاظ دلیل تفاوت در نمونهداشته است که این احتمالاً به

برداری و منطقه جغرافیایی و تر بودن، گونه مورد بررسی، زمان نمونه

آوری نمونه و نوع مواد غذایی در دسترس جاندار بوده است. لذا جمع

توان مطالعاتی طراحی نمود که با ارتباط در بررسی ترکیبات بدن می

 میزان این ترکیبات با تغییرات عوامل محیطی مورد مطالعه قرار گیرد. 

دست آمده نشان داد که روش در بررسی پروتئین کلاژن نیز نتایج به

هضم آنزیمی با پپسین روش موثری جهت استخراج کلاژن با خلوص 

مختلف استخراج  هایروش توانتر میهای وسیعبررسی باشد. درمی بالا

های را نیز جهت مقایسه مورد بررسی قرار داده و یا بر روی ابداع روش

چنین نتایج نشان هم تر، متمرکز گردید.مدت زمان و هزینه کمموثر با 

 Holothuria داد که کلاژن بافت دیواره بدن خیار دریایی گونه 

leucospilota  کلاژن نوعI  بوده است که این نتیجه همانند نتایج

های مختلف دست آمده از تحقیقات در نقاط دیگر دنیا روی گونهبه

  خیار دریایی بوده است.

   

 تشکر و قدردانی
از تمامی کارکنان و مسئولین دانشگاه علوم پزشکی بوشهر در        

الخصوص، جناب آقای دکتر افشار مزکز تحقیقات زیست پزشکی علی

بخش پژوهشکده  سیدمصطفی محمدی در بارگاهی و جناب آقای دکتر

ق، پیشبرد این تحقی شان را درهای علمیحمایت که فناوری دریا،زیست

پور در چنین از جناب آقای مهندس احسان توسلدریغ ننمودند و هم

علمی و از  هایخاطر حمایتهلیان بمجموعه آزمایشگاهی شاخه زیتون

پژوهشکده  بیوتکنولوژی آزمایشگاه عادل دانشی کارشناس مهندس آقای

 خاطر زحمات هفناوری دریا )دانشگاه علوم پزشکی بوشهر( بزیست

قدردانی نمودند  فراهم را امکان انجام این پژوهش همگی که دریغشان،بی

 گردد.می
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