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های کاهش بیان این ژن را در گروه( Vtg)شد. ارزیابی بیان ژن  استفاده Real Time PCRدر  رفرنس ژنعنوان به اکتین بتا ژن ژن مذکور و
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 مقدمه
 يهابفاضلا تا ستا هشد سبب جمعیت یهروبی یشافزا و صنایع پیشرفت       

 ،مختلفی شیمیایی تترکیباداراي  که ورزيکشا يهابپساو  يشهر، صنعتی
 مسأله یک انعنوبهو  هبی شدآ کوسیستموارد ا هستند سنگین ل عناصرقبیاز 

ماهیان نسبت  .(2008، همکاران و(Guliherm  شوند حمطر كخطرنا حتی و مهم
داران به نسبت گذراندن طول عمرشان در محیط آبی در مواجهه به سایر مهره

نگین داراي فلزات س (.2008 و همکاران،Yangaباشند )ها میدائم با آلاینده
 باشندها میرشد آن طی مدت موجودات آبزيها زیستی در بافت تجمع قابلیت

 هادر اکوسیستم موجود هاي غذاییزنجیره در طی زیستی نماییو اغلب با بزرگ

 (Migliariniنمایند می مداخله موجودات سایر ها وانسان و تولیدمثل در سلامت
هاي متفاوت تواند با غلظتمس می نگین،س از میان فلزات (.2005 و همکاران،

 .(2005و همکاران،  Zhang) زیست آبزي اثرات سو داشته باشدبرمحیط
صنعتی  هايهاي سطحی ناشی از افزایش ورود فاضلابافزایش مس در آب

( براي کنترل رشد CuSO4مس ) صورت سولفاتمس اغلب به .هاستبه آب
ها در هاي ماهیو کنترل برخی بیماري ايرشته هايها و جلبکفیتوپلانگتون

 Robinson ؛2008 و همکاران، Lin) شودماهی استفاده می پرورش هايکارگاه
. فلز مس نقش مهمی در رشد، توسعه، عملکرد سلولی و (2013 ،و همکاران

اصلی در موجودات  با متابولیسم مرتبط هاتعدادي ازآنزیم عملکرد براي فاکتوري
طور تواند بهکه میPuign  (2005 )و . Thieleباشدزیان میزنده از جمله آب

چنین این عنصر ( هم2003 و همکاران،Grosell ) مستقیم از آب جذب شود
ها، بیان برخی یر بر ساختار برخی پروتئینأثاز طریق ایجاد کمپلکس باعث ت

ی و یا حت Na+ /K+ ATPaseچون هاي انتقالی همها، از بین رفتن پروتئینژن
تولیدمثلی از  هاي(. پروتئین2007 و همکاران، Sobhaگردد )مرگ سلول می

داران در مهره اند.شدهتشکیل تخمک زرده پروتئین و تخمک پوسته هايپروتئین
هاي زوناژنز و ویتلوژنز ناماهمیت در تنظیم استروژن به گذار، دو مرحله باتخم

 حیاتی هستند. ویتلوژنز فرایند تخمک رسیدگی که این مراحل براي دارد وجود

ماده ویتلوژنین پیشباشد. زرده تخمک که همان ویتلین است، می تولید
باشد که انرژي براي رشد و نمو جنین براي پروتئین زرده تخم، ویتلین می

کیلو  ۶00تا  300کند. این ماده با چگالی بالا )گذار را فراهم میجانور تخم
 .اشدبو فسفر می کلسیم داراي لیگاندهاي که است يو گلیکوفسفولیپید دالتون(

هاي هاي لایه تکا تحت تأثیر گنادوتروپیندر فرایند رشد و نمو تخمک سلول
کنند و در ادامه هیپوفیز، هورمون تستوسترون ترشح می شده از غدهترشح

منظور تولید هورمون استروئیدي همانند گرانولوزا به تستوسترون در لایه
هاي شود. سپس هورمون استرادیول از طریق رگتازه می دیول آرومااسترا

منظور تولید ویتلوژنین تحریک جا کبد را بهشود و در آنخونی وارد کبد می
و  Berg؛ Gay، 2000و  Aemen ؛1991 و همکاران، Nagahamaکند )می

هاي (. ویتلوژنین در بسیاري از گونهDrummond، 200۶؛ 2005 همکاران،
سه  :شده است که عملکرد متفاوتی در بین ماهیان دارندها شناساییهیما

شکل غالب ویتلوژنین در راسته اکتینوپتریجی و پارااکتینوپتریجی شامل 
VtgAa ،VtgAb  وVtgC می( باشدFinn  وKristoffersen، 2007روش .)هاي 
 نحوه جدید هايمکانیسم تا ساخته قادر را محققین جدید مولکولی و سلولی

 ریزدرون غدد سیستم هايکنندهتخریب و طبیعی تولیدمثلی هايهورمون عمل
 مورد را انسان دستبه تولیدشده هاياستروژن و مصنوعی هاياستروژن مثل

 تغییرات مولکولی سطح در حقیقت در (.1391 جمشیدي،) دهند قرار ارزیابی

DNA، تغییرات ،(ژنی متنظی و عملکرد بیان، در تغییر) ژنتیکی تغییرات 
 شاخص عنوانبه تواندمی موجودات در متابولیکی تغییرات و پروتئینی سطوح
 در هاآلاینده اثرات درزمینه شود مطالعاتی گرفته درنظر آلودگی با مواجهه

 در آلاینده با مواجهه در تولیدمثل با مرتبط هايژن بیان بر مولکولی سطح
 رومینیتدپلی  اثر آلاینده به توانمی لهجم آن از که است گرفته صورت آبزیان

و  Zhao) میکروسیستین، (2014 و همکاران، Yu) (PBDEs) اتر فنیل دي
 ،(Chan ، 201۶و (Chen دیوکسینپی بنزو کلرودي تترا ،(2015، همکاران

 Zhang، )(201۶ و همکاران، Zheng(، )201۶ و همکاران، Yu( کاربازید سم
 ماهی ( در1397دیازینون )درویشی و همکاران، و سم  (201۶ و همکاران،

 هیپوتالاموس، هاي مرتبط با تولیدمثل در محورژن بیان گورخري بر ماده

اي در زمینه جاکه تاکنون مطالعهصورت گرفته است. از آن گناد و هیپوفیز
ویتلوژنین  کشنده سولفات مس در بیان ژنهاي تحتاثرات آلودگی با غلظت

( انجام نشده است. مطالعه حاضر با هدف Danio rerio) در ماهی گورخري
 بررسی بیان این ژن در مواجهه با سولفات مس صورت پذیرفت.

 

 هامواد و روش
گرم از مرکز تکثیر و  3/0±05/0وزنی ماهیان گورخري بامیانگین بچه

 کلا گرگان خریداري و به مرکز تحقیقات آبزيپرورش ماهیان زینتی شصت
گرگان منتقل  طبیعیو منابع کشاورزي علوم دانشگاه برآباديفضلیشهید پروري

طور عدد در آکواریوم به 30ها با تراکم گردید. پس از دوهفته سازگاري ماهی
گرم بر لیتر سولفات مس میلی 04/0، 02/0، 0تیمار  3تصادفی در معرض 

 3یزان مها روزانه بهداري شدند. در طی دوره ماهیروز نگه 30براي مدت 
نوبت در روز با استفاده از غذاي بیومار )فرانسه( تغذیه  4درصد وزن بدن در 

 25چنین دماي آب منظور هوادهی از سنگ هوا استفاده شد. همشدند. به
روز مواجهه  30گیري شد. پس از اندازه pH 2/8 گراد و میانگیندرجه سانتی

طور تصافی از هر تیمار هماهی ب 10آزمایش،  با سولفات مس در انتهاي دوره
 هوش و کشته شدند. گرم بر لیتر بی 5/0صید و با استفاده از پودر گل میخک 

 شده يآورکبد جمع بافت لیاسکالپر استر غیو ت یچیسپس با استفاده از ق
ازت قرار  مخزنجداگانه منتقل شدند و بلافاصله در  يهاوپیو هرکدام به ت
 RNAنمونه تا زمان استخراج  يحاو يهاوپیت ياربردنمونه انیگرفتند. در پا

از پروتکل کیت  RNAمنظور استخراج . بهشدند يدارـ نگه80 زریدر فر
( استفاده Biozol- Bioflux- Bioerبایوزول طبق دستورالعمل شرکت سازنده )

، با استفاده از دستگاه نانوفتومتر RNAشد. براي تعیین کمیت )غلظت( 
(IMPLEN-P100مق ،)280، 2۶0، 230هاي موجها در طولدار جذب نمونه 

شده از طریق الکتروفورز استخراج  RNAنانومتر قرائت شد. کیفیت  320و 
و  s18بررسی شد. وجود دو باند واضح  %5/1گاروز آافقی با استفاده از ژل 

sRNA28 کیفیت مناسب  دهندهنشان ریبوزومیRNA باشد. شده میاستخراج
 طبق روش پیشنهادي شرکت DnaseI، از تیمار DNAدگی براي حذف آلو

(Fermentase-France،) 2 یکروگرمم RNA لیتري ریخته میلی 5/1 تیوپ یک به
واحد آنزیم  10و  DNase I (10x) آنزیممیکرولیتر بافر   1شد. به هر تیوپ، 
RNase inhabitor (40 اضافه گردید میکرولیتر )میکرو لیتر آب دپس  75/1

ها در دماي میکرو لیتر( به هر تیوپ اضافه شد. تیوپ 9سیدن به حجم )تا ر
 EDTAلیتر میکرو 1 سپس شدند. انکوبه دقیقه 30 مدتبه گرادسانتی درجه 37
درجه  ۶5دقیقه در دما  10مدت مولار به هر تیوپ اضافه و بهمیلی 25

منتقل  ـ 80به فریزر  cDNAها براي ساخت گراد قرار داده شدند. تیوپسانتی
استفاده شد.  Superscript RTaseاز کیت  cDNAشدند. براي سنتز 

آغازگر  µl1 شده بود به همراهکه قبلاً آماده RNAاز  µl5صورت که بدین
رسید.  µl10هاي جدید اضافه و با آب عاري از نوکلئاز به حجم الیگو به تیوپ

دقیقه  1مدت بهگراد درجه سانتی ۶5سپس بر روي بلوك حرارتی در دماي 
مستر حاوي آنزیم  µl10انکوبه گردید و بعدازآن بر روي یخ انتقال داده شد. 

گراد درجه سانتی 50ریورس ترانسکریپتاز به آن اضافه و درنهایت با دماي 
دقیقه انکوبه شد. سپس  10مدت گراد بهدرجه سانتی 70دقیقه و  ۶0مدت به

منتقل شد. در مطالعه  -80ي به دما µl20به حجم  c DNAمحلول حاوي 
و بتا اکتین )ژن رفرنس(  )مرتبط با تولیدمثل( vtgهاي حاضر براي تکثیر ژن
بعد از  qPCR( استفاده شد. واکنش 1)جدول  (1397از مطالعه درویشی )

میکرولیتر با استفاده از  20سازي دما و مواد مصرفی، در حجم نهایی بهینه
 کیت رفرنس بتا اکتین توسط و ژن هدف شده براي ژنآغازگرهاي طراحی

افزار بایورد  شرکت بایورد و با استفاده از نرم iQ5در دستگاه  سایبر بیوپارس
iQ5 ( اپتیکالBioRad iQ5 optical system software version 2) براي بافت 

درجه محصول  ۶0در دماي  کهجاییشد. ازآن انجام تکنیکی تکرار 4 در کبد
 درنظر عنوان دماي واکنشو دایمر مشاهده نشد، این دما بهاختصاصی غیر

هاي ، سري غلظتqPCRمنظور اطمینان از بهینه بودن شرایط به شد. گرفته
مخلوط  cDNAهاي ( از نمونه200/1و  100/1، 50/1، 20/1، 10/1مختلف )

از تیمارهاي متفاوت از هر دو بافت تهیه و با هر دو پرایمر  نمونه 50
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 کارایی جهت تخمین شدند و منحنی استاندارد تکرار تکثیر 3در  رفرنس و هدف

(E) شد ترسیم پرایمر هر براي آزمایش يتکرارپذیر و (Bustin 2009 همکاران، و). 
 

 توالی آغازگرهای استفاده شده :1جدول

 

 Ct∆∆ویتلوژنین با استفاده از روش  تغییرات نسبی بیان ژنآنالیز آماری: 
کالیکراتور  Ct∆ي ژن هدف منها Ct∆برابر است با  Ct∆∆ آن در شدکه محاسبه

[∆∆Ct = ∆CtTarget gene − ∆Ctcalibrator] ،∆Ct هدف برابر است با مقدار  ژن
Ct منهاي هدف ژن Ct رفرنس ژن [∆CtTarget gene = Cttarget gene −

Ctrefrence gene و ]∆Ct  کالیبراتور برابر است با∆Ct هدف هر نمونه منهاي  ژن
∆Ct ( نمونه کنترلLing  سپس نرمال بودن داده2009کاران، همو .) ها با

هاي توسط اسمیرنوف تست شد. آنالیز داده -استفاده از آزمون کولوموگروف
T-TEST انحراف معیار نمایش ±صورت میانگینگرفت. نتایج به صورت مستقل

 ( انجام شد.Version 16) SPSSافزار ها با استفاده از نرمداده شد. آنالیز داده

 

 

 نتایج
 RNA یفیک و یکم ازلحاظ :RNA یکم و یفیک یابیارز یجتان

 RNA سنجش از آمده دستقرار گرفت اعداد به یابیشده مورد ارزاستخراج
 جهت RNAغلظت مناسب  کنندهیانقرار داشتند که ب 2/2تا  8/1محدوده  در

 وجود الکتروفورز ژل از استفاده با ها RNAیفیک یدر بررس است. cDNA سنتز
 (.1)شکل  است RNA مناسب کیفیت دهندهنشان S 28وS18 مشخص باند 2

 ییکارا ینتخم: qPCR در کاررفتهبه یعملکرد آغازگرها یابیارز       
درصد نشان داد که  95-99حدود اي، دامنه یشآزما یريآغازگرها و تکرارپذ

 .(1)جدول  آغازگرهاستکارایی بالاي  بیانگر
منحنی  یقآغازگرها از طر یتصاصنتایج بررسی عملکرد اخ       
شده در منحنی ذوب آغازگر براي هر محصول، بیانگر مشاهده  پیک: ذوب

 (.2)شکلوجود یک محصول ویژه و تکثیر اختصاصی است 
ارزیابی بیان (: Vitellogeninسازی )مرتبط با زرده ارزیابی بیان ژن       
ر شده با سولفات مس هاي تیما( کاهش بیان این ژن را در گروهVtgژن )

هاي تیمار شده با سولفات چنین در گروهنسبت به گروه شاهد نشان داد. هم
 59/0و  ۶۶/0ترتیب گرم بر لیتر میزان بیان ژن بهمیلی 04/0و   02/0مس 

دهد. برابر گروه شاهد بود که الگوي کاهشی وابسته به غلظت را نشان می
هاي تیمار شده مشاهده نشد روهداري در میزان بیان در گیمعناختلاف 

(05/0P> 3()شکل.) 

 

 بحث 
گذار ویتلوژنزیز رویدادي ضروري است که رشد داران تخمدر مهره       

طور طبیعی سازد. سنتز ویتلوژنین بهتخمک را از طریق ویتلوژنین قادر می
( در کبد ERα) استروژنی آلفا تحت کنترل گیرنده خود که استرادیول میزانبه

و  Lange ؛2002 و همکاران، Bowmanباشد وابسته است )جنس ماده می
بر  که هایی(. تمام رویداد2008 و همکاران،Davis  ؛2003 همکاران،
تأثیر قرار  حتکلی تولیدمثل را ت موفقیت توانندمی گذارندمی تأثیر ویتلوژنزیز

 مرحله به وابسته ویتلوژنین هايژن بیان (.2008 و همکاران، Zhang) دهند

براي  ها تأمین مواد مغذياصلی آن و عملکرد است بافت جنسی و نوع رسیدگی
؛ 2005 و همکاران، Kobayashiباشد )هاي بالغ میرشد تخمک در ماده

Marin  وMatozzo، 2004 ؛Henry، 2009بر ویتلوژنزیز که هایییداد(. تمام رو 

 Zhangدهند ) قرار تأثیر تحت را تولیدمثل کلی موفقیت توانندمی گذارندمی تأثیر
ماده تخمک است (. ویتلوژنین در کبد یک پروتئین پیش2008 و همکاران،
تواند توسط نرها بیان شود. اما در و معمولاً نمی شودها بیان میکه در ماده

 ژن (،EDC) استروژنی ریزدرون غدد کنندهتخریب میاییشیمواد حضور

عنوان نشانگر مولکولی صورت بهتواند در نرها القا شود که در اینویتلوژنین می
؛ Matozzo، 2004و  Marin)شود براي مواد استروژنیک درنظر گرفته می

Thomas ،؛ 2007 و همکارانAnkley ،؛ 2008 و همکارانPark ،و همکاران 
هاي گروه را در کاهش بیان ارزیابی بیان ژن ویتلوژنین مطالعه حاضر در .(2010

هاي تیمار نشان داد. در گروه شاهدتیمار شده با سولفات مس نسبت به گروه 
گرم بر لیتر میزان بیان ژن ویتلوژنین میلی 04/0و  02/0شده با سولفات مس 

و مرحله رسیدگی دهد. کاهش رشد را نشان می 59/0و  ۶۶/0ترتیب  به
گرم بر لیتر نسبت به میلی 04/0ویژه در گروه تیمار جنسی اووسیت ها به

کارایی 
 پرایمر

دمای اتصال 
(C°)  (5´-3´)توالی  نام پرایمر 

95% ۶0 GCCAAAAAGCTGGGTAAACA Vtg1 q-PCRF 
AGTTCCGTCTGGATTGATGG Vtg1 q-PCRR 

95%  ۶0 
AGCAGATGTGGATCAGCAAG β- actin q-PCRF 
TACCTCCCTTTGCCAGTTTC β- actin q-PCRR 

   

 

 

 

 خریگور یماه کبد از شدهاستخراج RNA تیفیک: 1 شکل
 دیبروما ومیدیات با یزآمیرنگ و %5/1 آگارز ژل یرو

 B-Actinو  Vtgآغازگر  یبرا یالیسر هایاز غلظت شدهیمذوب ترس یمنحن :2 شکل

 
( در بافت کبد ماهی Vtgان ژن ویتلوزنین )تغییرات نسبی بی :3 شکل

 روزه با دوزهای مختلف سولفات مس 30زبرا در مواجهه 
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5۶0 

وارده به تخمدان در  مس تاییدکننده آسیب گروه شاهد در مواجهه با سولفات
ها بر (. اثرات آلاینده1398مواجهه با این فلز سنگین بود )شکوهیان، 

 زمان مواجهه، گونه مورد هاي تولیدمثلی به نوع آلاینده، غلظت وشاخص
کاهش  (2000) و همکاران Lethimonier بررسی و جنسیت آن بستگی دارد.

 آلاي رنگینو ویتلوژنین را در ماهی قزل گیرنده استروژن هايژن دار بیانمعنی
 این مجموع، کمان در استفاده کورتیزول و دگزامتازون مشاهده نمودند. در

 کندمی ایجاد تداخل ERبیان  در تیکوئیدهاگلوکوکور که دهدمی نشان نتایج
 .دهد توضیح ویتلوژنزیز روي بر کورتیزول یا استرس منفی اثرات تواندمی که

( بیان ژن کدکننده ویتلوژنین در کبد 1390) و همکارانی محمدنژاد شموشک
( تحت تأثیر پساب Oncorhynchus mykiss) کمان نابالغآلاي رنگینقزل

دار بیان ژن ویتلوژنین ایران مطالعه کردند و افزایش معنی هاي کاغذکارخانه
مشاهده و ارزیابی بیان ژن ویتلوژنین را  ( را500ppmدر دوز بالاي پساب )

هاي کاغذسازي کارخانه استروژنیک هايپسآب براي کارآمد بیومارکري عنوانبه
اتر نیل برومینیتد دي فتأثیر پلی( 2018) و همکاران Zhang عنوان نمودند.

(PBDEsبر تولیدمثل ماهی گورخري را در بیش از دو نسل مورد )  بررسی
 mRNAتر و مهار ماده منجر به تولید استرادیول پایین قراردادند که در جنس

تر شد. در جنس نر منجر به تولید بیش P450ژن آروماتاز سیتوکروم 
هیدروکسیلاز  -آلفا P450 c17سیتوکروم  m RNAو افزایش بیان  تستوسترون

ویتلوژنین کبدي و رونویسی ژن  mRNAگردید. علاوه بر این  lase 20 ,17و 
بنابراین نتایج حاصل از  ،ها و نرها منعکس شددر ماده bگیرنده استروژن 

هاي پایین مدت در معرض غلظتاین بررسی نشان داد که قرار گرفتن طولانی
PBDE اختلال تولیدمثل شود. در تواند منجر به هاي ساحلی میدر دریاچه
ها، را در جنین استروژنی و گیرنده ویتلوژنین تغییرات بیان ژن کدکننده بررسی

سال پس از مصرف کادمیوم و تتراکلرودي لارو و کبد ماهی گورخري بزرگ
مهار شد ویتلوژنین توسط کادمیوم  mRNA( بیان TCDDدیوکسین )بنزوپی

چنین تغییرات مشابه در سطوح همقرار نگرفت.  TCDDاما تحت تأثیر 
mRNA هاي گیرندهERα ،ERβ1 ،ERβ2  وGPER گیرنده همراه )پروتئین 

اختلال . (Chan، 201۶و  Chenهاي کبدي مشاهده شد )استروژنی( در سلول
گرفتن  قرار از ( پسCatla catla) شیریندر محور تولیدمثل در ماهی کپور آب

مشاهده و نتایج  (2017)و همکاران  mFaheeتوسط  Aـ  بیوسفنل معرض در
 ( باعث تغییراتی ازA)بیوسفنل ـ  BPAها نشان داد که حاصل از مطالعه آن

 آروماتاز تخمدان بیان درصدي 15، افزایش fshrبه غلظت  وابسته جمله افزایش

هاي بیان ژن در الگوهاي mRNA هايپروتئین از توجهی افزایش قابل چنینهم و
سیستم  شود که ممکن است منجر به اثرات منفی بردمثل میمرتبط با تولی

و رونویسی پروژستین کلرادینون  تولیدمثلی اثرات شود. ماده ماهی در تولیدمثل
 و بررسی (2017) و همکاران Siegenthalerتوسط  استات در ماهی گورخري

 چنین افزایشکبد و هم ،،تخمدان توجهی از رونوشت ویتلوژنین درکاهش قابل

ها مشاهده شد. کاهش بیان توجه رونوشت گیرنده پروژسترون در بیضهقابل
در  شاهدنسبت به گروه  هاي تیمار شده با سم دیازینوندر گروه Vtgژن 

هاي تیمار شده با ( مشاهده شد. در گروه1397) و همکاران درویشی مطالعه
ترتیب ژن بهمیزان بیان ( گرم بر لیترمیلی 2/3و  ۶/1، 8/0سم دیازینون )

بود که الگوي کاهشی وابسته به دوزي  شاهدبرابر گروه  39/0و  ۶9/0، 9/0
طورکلی در این مطالعه اثرات تخریبی سولفات مس بر فرایند را نشان داد. به

( کاهش بیان وابسته به غلظت Vtgسازي مشاهده شد. ارزیابی بیان ژن )زرده
نشان  شاهدات مس نسبت به گروه هاي تیمار شده با سولفاین ژن را در گروه

در معرض یک آلاینده،  گرفتن دهد. ماهی پس از قرارداد دوزي را نشان می
دریافتی از طریق غذا را صرف برقراري هوموستازي  توجهی از انرژي قابل بخش

و حفظ تعادل فیزیولوژیکی خود در جهت مقابله با پیامدهاي ناخواسته ورود 
تري جهت رشد و تکامل مایند، در نتیجه انرژي کمنآلاینده به بدن خود می

هاي غدد جنسی اختصاص خواهد یافت و کاهش تولید کمیت و کیفیت سلول
 .ها امري طبیعی خواهد بودجنسی در تماس با آلاینده
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Effects of different doses of CuSo4 on the expression of vitellogenin 

in females Zebrafish (Danio rerio) 
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Abstract 
 The present study investigates, the effects of sub lethal doses of CuSo4 on the expression 

of vitellogenin (Vtg) in females Zebrafish (Danio rerio). For this purpose, 180 Zebrafish with an 

average weight of 0.3±0.05 gr were exposed to two doses of 0.02 and 0.046 mg /l of CuSo4, and 

a control group for 30 days. At the end of experiment RNA extracted from liver, cDNA 

synthesized with Superscript RTase kit and PCR was done using primers relate to Vtg and Beta-

actin as housekeeping genes. The evaluation of Vtg expression genes showed reduction in 

CuSo4-treated groups compared to the control. In the CuSo4-treated groups (0.02 and 0.04 mg /l), 

Vtg gene expression was 0.66 and 0.59 fold of control which showed dose-dependent reduction 

pattern. Results indicated that CuSo4 can have a negative effect on the growth and development 

of sexual cells in zebra fish.  
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