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  چکیده

نهزم نده یک عنوان به ایبوپروفن داروي و هدف: ی  موجودات بر ناپذیري جبران موارد برخی در و مخرب اثرات دارویی، آلای

سیاري در که گذارد می زنده موجودات کلی طور به و آبزي سیب و ژنتیکی هاي تخریب صورت به اثرات این مواقع از ب  ساختار به آ

DNA ــد می ــی تحقیق این هدف.باش ــیب و تخریب در ایبوپروفن داروي مختلف هاي غلظت تاثیرات بررس ــاختار به آس  در DNA س

  .باشد می گورخرماهی

 و 1 ،1/0 هاي غلظت با اي هفته دو مواجه از پس گورخرماهی در آن بیان و P53 ژن ژنتیکی تغییرات مطالعه این در کار: روش

 غلظت معرض در هفته دو مدت به گورخرماهی تحقیق این انجام در. شد بررسی آزمایشگاهی شرایط در ایبوپروفن لیتر بر گرم میلی 10

 مورد آمده دست به نتایج QPCR روش از استفاده با گرفت، صورت ها آن از RNA استخراج آن از پس و گرفتند قرار شده ذکر هاي

  .گرفتند قرار تحلیل و تجزیه

شان نتایج ها: یافته شته P53 ژن بیان بر تاثیري لیتر بر گرم میلی 1/0 یعنی دارو کم غلظت که دادند ن ست، ندا  دو در که حالی در ا

 حاوي نمونه و کنترل  بین معناداري اختلاف که شــد داده نشــان بودند، ایبوپروفن لیتر بر گرم میلی 10 و 1 ترتیب به که دیگر غلظت

ــت، بوده دارو ــده بیان زیادي میزان به P53 ژن آن، نتیجه در که اس ــت ش  در بود، GAPDH که داخلی کنترل ژن براي همچنین.اس

 معنادار اختلاف بعدي تیمارهاي در که حالی در نشد، مشاهده کنترل و تیمار نمونه بین معناداري اختلاف گونه هیچ دارو غلظت کمترین

   .شد مشاهده تیمار و کنترل نمونه بین کم بسیار حد در

  

  .p53 ،QPCRایبوپروفن، گورخرماهی، ژن : یديکل يها واژه

  مقدمه

ـــولات و دارویی هاي فرآورده اخیراً بت محص  مراق

صی ساب در فراوانی به شخ صفیه پ ضلاب، هاي خانه ت  فا

ـــطحی، هاي آب ـــوص به و زیرزمینی س  هاي آب خص

 بودن دارا با این محصــولات،.  اند شــده یافت آشــامیدنی

ست محیط در طولانی، عمر نیمه ستند( پایدار زی  هم .)4ه

ها که جایی آن از چنین ـــري دارو ناص یار ع ـــ  و مهم بس

ـــدنی ـــمار به امروزي مدرن زندگی جدانش  و آیند می ش

 قرار استفاده مورد حیوان و انسان هاي بیماري درمان براي

 مســائل از یکی زیســت محیط در ها آن وجود گیرند، می

ــت امروزه تامل قابل و مهم  از تعدادي تنها اخیراً که دنیاس

شورهاي شرفته ک ستان، آمریکا، مثل پی  ایتالیا و آلمان انگل

سی به شروع ست محیط در ها آلاینده منفی اثرات برر  زی

ـــرایط در داروها .اند کرده ـــدن تجزیه قابلیت عادي ش  ش

 خاصی هاي واکنش به شوند تجزیه که این براي و نداشته

ـــرایط تحت  علت به همگی ها این که دارند نیاز خاص ش

 .)2است( شدن تجزیه مقابل در ها آن بالاي بسیار مقاومت

با در نظر گرفتن این موضـــوع که این داروهاي مصـــرفی 

بدون هیچ گونه تغییري وارد محیط زیست می شوند، طی 

سط باکتري ها مجدداًسري یک  فرآیندهاي متابولیکی تو
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ـــوند. لذا این گونه به نظر  تبدیل به ترکیبات فعال می ش

رسد که فاضلاب هاي شهري آلوده به این داروها بوده می

ها که در طی زمان هاي مختلف در طول سال توسط انسان

ـــده اند که در نهایت از راه هاي  ـــرف ش و حیوانات مص

ــه آب هــاي  لفی ب ــــده و طی مخت زیر زمینی وارد ش

این آلاینده هاي دارویی وارد  هایی از آب مجدداًچرخه

در چند دهه گذشـــته  ).3بدن موجودات زنده می شـــوند(

طیف وسیعی از محصولات مراقبت شخصی و داروها طی 

دفعات متوالی در محیط هاي آبی در نقاط مختلف جهان 

ــده اند. در میان انواع مختلفی از دا ــاهده ش ــد مش روها، ض

دردهاي اســتروئیدي، داروهاي ضــد تب، ضــد میکروبی، 

ضدعفونی کننده ها و  سردگی، آنتی بیوتیک ها و  ضد اف

چنین بسیاري از دیگر مواد شیمیایی به طور وسیعی به م ه

صورت روزانه به منظور مقاصد مختلف استفاده می شوند 

که با توجه به مصــارف زیاد انســانی، این گونه از داروها 

که در محیط هاي آبی به صــورت مســتقیم و یا  مکان اینا

ستقیم از طریق فعالیت هایی مانند: تخلیه کود، دام و  غیر م

هاي فاضلاب به زمین وارد شوند و در نتیجه خود را به آب

ــانند وجود دارد که این راه یابی  ــطحی برس زیرزمینی و س

اثرات چنین  می توانــد عواقبی مخرب،غیر منتظره و هم

ــته و در کنار  ــته بر روي گونه هاي غیر هدف داش ناخواس

ــــان و  ــامطلوبی بر روي انس ــد اثرات ن این هــا می توان

اکوســیســتم بگذارد که در نتیجه تمامی موارد گفته شــده 

ـــور این ترکیبات در محیط زیســـت ممکن اســـت  حض

سان ها و حیوانات به شمار  تهدیدي جدي براي سلامت ان

داروها و متابولیت هاي آن ها به محیط ). انتشار 3می رود(

زیسـت مسـاله اي پر اهمیت اسـت که در اصـل فاضـلاب 

به  یدن  ـــ بات براي رس ـــلی این ترکی ـــیر اص ـــهري مس ش

ــیاري از این ترکیبات به راحتی محیط ــت. بس هاي آبی اس

شوند.  صفیه نمی  ضلاب، ت صفیه کننده فا سط گیاهان ت تو

هاي طریق فاضلابعلاوه بر این دفع غیر مستقیم داروها از 

تاثیر داروها بر محیط  به  ـــیســـات تولیدي  تاس خانگی و 

ـــت کمک می کند( در حالت کلی داروها در  ).29زیس

مراحل مختلف چرخه عمر محصول(تولید، مصرف و دفع 

زباله) به محیط زیست منتقل می شوند. به طور مثال دریاي 

ـــلی ورودي  ـــمالی یکی از منابع اص بالتیک در اروپاي ش

سان داروه سط ان شده تو صرف  ا از طریق دفع مواد فعال م

چنین دفع نادرست  و حیوان(از طریق ادرار و مدفوع) و هم

محصــولات پزشــکی اســتفاده شــده از راه ســرویس هاي 

بهداشـــتی می باشـــد. دیگر مســـیرهاي ورودي داروها به 

دریاي بالتیک شامل انتشارات پراکنده از خانه هایی که به 

متصل نیستند، روان آب ها، شست سیستم هاي فاضلاب 

ـــاورزي یا لجن  ـــوي زمین هایی که حاوي کود کش و ش

ــده و هم ــموم زباله هاي دفع ش ــلاب و س چنین زباله  فاض

هاي پزشــکی در صــورتی که به صــورت نادرســت از راه 

ـــنجش  ـــد.امکان س ـــوند، می باش زباله هاي جامد دفع ش

اهمیت مســـیرهاي ورودي دیگر توســـط اطلاعات و داده 

ست، وجود ندارد(های ضر موجود ا  ).29ی که در حال حا

ـــمی براي تعدادي از داروها و  در ده هاي اخیر اثرات س

ــت. یکی از بهترین نمونه  ــان داده اس ــتقات دارویی نش مش

هابی  ــــد الت تاثیر داروي ض ــــده موجود،  بت ش هاي ث

دیکلوفناك بر روي جمعیت چندین کرکس آســیایی در 

% جمعیت برخی  95از هند و پاکستان است. کاهش بیش 

ـــیایی در دهه  ـــد که  1990از کرکس هاي آس موجب ش

گونه ها به یک وضــعیت ناشــناخته رســیده و در معرض 

خطر انقراض قرار گیرند. یکی دیگر از نمونه هاي اثبات 

ــتفاده از دارو در  شــده از اثرات نامطلوب که در نتیجه اس

ا و دســترس اســت، مربوط به ماهی هاي نر رودخانه بریتانی

ـــاب هاي  ـــبرو و  STPپس ـــت. در مطالعه اي که دس اس

ـــد بارداري  همکاران انجام دادند، مولکول فعال قرص ض

به عنوان مهم ترین  ـــترادیول را  یل اس نام اتین با  بانوان 

هاي  ــــاب  ـــی از پس ناش ـــتروژنی  در  STPآلودگی اس

هاي انگلیس که منجر به اختلال غدد درون ریز رودخانه

از اوایل دهه  ).28اســایی کردند(در ماهی ها می شــد، شــن
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سمیت حاد مورد 1990 شات  سیاري از داروها در آزمای ، ب

ــده که اثرات مخربی  ــف ش ــی قرار گرفته اند و کش بررس

براي حیات وحش آبی دارند. این ها شامل چندین داروي 

هورمونی اســتروئیدي(اســتروژن، آندروژن، پروژســترون، 

ب تهــا ل ــــد ا یکوئیــد)، داروهــاي ض ی غیر گلوکوکورت

فعــال  مواد  ین هــا،  ت ــا برهــا و اســــت ی ف ئیــدي،  ترو اســــ

عصبی(داروهاي ضد افسردگی و صرع)، آنتی بیوتیک ها 

ستاتیک)  و آنتی نئوپلاستیک ها(سیتو توکسیک و سیتو ا

ــتند( ــتروئیدي مانند  ).28هس ــد التهابی غیراس داروهاي ض

ایبوپروفن، ناپروکســن و دیکلوفناك به طور گســترده اي 

مومی قرار می گیرند و در نتیجه اغلب در مورد اســتفاده ع

ستم آب هاي  سی سطحی و همچنین  ضلاب، آب هاي  فا

زیرزمینی ممکن است یافت شوند. ایبوپروفن، کتوپروفن، 

ناپروکسن، ایندومتاسین، دیکلوفناك، استیل سالسیلیک و 

شده اند. با این  سطحی یافت  ستم آب هاي  سی فنازون در 

ناك، ایبوپروفن  نازون رایج ترین حال، دیکلوف پایف و پرو

سید در بدنه آب  ستند که بعد از کلروفیبیک ا داروهایی ه

ـــوند. علاوه بر این اثبات شـــده اســـت که  یافت می ش

ـــمی  ـــدت س دیکلوفناك براي کرکس ها و گاوها به ش

داروهایی مانند ایبوپروفن،  NSAIDاست. مطابق با مرجع 

ستند سپرین رایج ترین داروهایی ه سن، و آ که به  ناپروک

طور معمول در مقادیر تاثیر گذاري در پساب هاي شهري 

ـــوند( عات امروزه که جایی آن از ).24یافت می ش  مطال

 اخیر هاي سال در است، کرده پیدا گسترش بسیار ژنتیکی

 در معروف زنـده موجود یـک عنوان بـه خرمـاهی گور

هت عه ج طال ماري و ها ژن عملکرد روي بر م  هاي بی

ست شده تبدیل داران مهره در ژنتیکی که علت آن این  ا

هاي  عدادي ویژگی  ماهی داراي ت که گور خر  اســــت 

ـــت که از جمله این ویژگی ها  ـــر به فرد ذاتی اس منحص

عبارتند از : کوچک بودن ســـایز بدن این ماهی (طول آن 

ـــت)، نرخ تولید مثل بالاي آن 4تا  3بین  ـــانتی متر اس  س

ر جفت گیري) و سرعت لارو در هر با 300تا  100(حدود 

ند هر دو  ماده می توا ید مثلی آن( جنس  بالاي چرخه تول

چنین پرورش و رشـــد  هفته یک بار تخم ریزي کند). هم

جنین گورخر ماهی به صـــورت خارجی بوده و در دوران 

لاروي به صـــورت لارو هاي شـــفاف و کاملا مشـــخص 

ند( ـــت فاده از  ).15هس ـــت به اس که منجر  یایی  از دیگر مزا

ست که گورخ شده، این ا سیاري از تحقیقات  ر ماهی در ب

ــته به  ــعه ژنتیکی توانس این ماهی در کارهاي مرتبط با توس

ـــخ دهد که علت این امر  پاس ـــورت موفقیت آمیزي  ص

ست  %70شباهت بیش از  سان ا ژن هاي گورخرماهی به ان

هاي  مک گرفتن از این ویژگی می توان جهش  با ک که 

ـــ ـــط بس ـــان توس یاري از بیماري ها و ژنتیکی که در انس

ــی  ــده اند را بررس ــرفی آن ها ایجاد ش داروهاي مورد مص

در زمینه مطالعه بر روي  کرد. در گزارش هایی که اخیراً

گور خر ماهی داده شده است، مشخص شده که در تعیین 

پروتئین کد شونده  26000ترادفژن هاي این ماهی بیش از 

عداد بزرگ که این ت ــــده  فت ش عه یا در  ترین مجمو

داران است که تاکنون تحقیقات بر روي آن صورت مهره

توانسته اند  از طرف دیگر محققان اخیراً ).15گرفته است(

ژن را با اســتفاده از نقشــه هاي ارتوژنیک و در  124مکان 

زیر میکروســکوپ با جایگاه همین ژن ها در انســان تطابق 

صورت گرفته به این  شه برداري هاي  ساس نق دهد که برا

ـــیده اند دو یا چند ژنی که بر روي کروموزوم ن تیجه رس

ـــده، بر روي همان کرورموزوم در  گورخرماهی یافت ش

 بین ي رابطه دانستن چنین هم ).6انسان نیز یافت شده اند(

سان هاي ژن شی به هم ماهی خر گور و ان  ها جهش که نق

ند می ـــان براي توا ـــناســـایی به هم و کنند ایجاد انس  ش

 که هایی ژن شدن شناخته براي گورخرماهی از هاییمدل

ــیله به . کند می کمک کنند، می ایجاد بیماري انســان وس

 آن، از Est's هزاران و گورخرماهی از ژن صدها شناسایی

 را ماهی خر گور و انسان هاي ژن بین مقایسه اساس و پایه

ند می این که کند می فراهم ـــان هاي ژن با توا  براي انس

سایی سه ها اورتولوگ شنا  اثرات مطالعات ).6شود( مقای
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 بر دارو این اثرات از حاکی ایبوپروفن داروي شناسی سم

ـــان هاي اندام از برخی روي ـــه جمله از انس  در و ها بیض

ــیب کروموزومی، تخریب روي بر دیگر موجودات  به آس

DNA ایجاد باعث دارو این نهایت در که باشد می غیره و 

ـــود می مختلف موجودات بر ژنتیکی مخرب اثرات  از .ش

عات که جایی آن  ایبوپروفن داروي اثرات از کمی اطلا

ـــوص به آبزیان روي بر  لذا دارد وجود گورخرماهی خص

 بر دارو این حاد نیمه ســمیت بررســی به حاضــر مطالعه در

 پرداختــه P53 ژن بیــان و گورخرمـاهی ژنتیکی تغییرات

  .است شده

  مواد و روش ها

هداري  گ ن یه و  ه ت ها،  ـــازي آکواریوم  ماده س آ

  گورخرماهی

عاد  با اب یاز  تدا آکواریوم هاي مورد ن  ₓ 80 ₓ 50 30اب

شده و  ستریل  سته، ا ش شوینده  سانتی متر، به دقت با مواد 

خشـــک شـــدند. ســـنگ ها و پمپ هاي هوا هم به همین 

ند. سپس آکواریوم ها گردیدترتیب استریل شده و آماده 

ــهر ــدند. تعداد را با آب ش ــده، آبگیري ش ي کلرزدایی ش

آکواریوم بود  5آکواریوم هاي مورد نیاز براي این تحقیق 

تدا کار  آکواریوم از نظر آماده ســـازي  5که در همان اب

ـــدن، تمیز  ـــتریل ش تا از آن ها را براي انجام  2تنها  واس

شدند.  سیون ماهی بود، آبگیري  مرحله اول کار که آداپتا

گروه  5 درقطعه گورخرماهی  170ود در این تحقیق حد

ماهی  34 و عه  فت شـــده بود، از  هر گروهقط در نظر گر

ـــهر تبریز به کارگاه پرورش  ـــتخر پرورش ماهی در ش اس

ـــدند. این ماهی ها در ابتدا در   2ماهی در تهران منتقل ش

لیتري با سیستم هوادهی ممتد و فیلترینگ،  100آکواریوم 

سازگاري با شرایط آزمایشگاهی هفته به منظور  1به مدت 

با یک  نگهداري شـــدند. آب ذخیره آکواریوم ها مدام 

ـــرایط آب آکواریوم ها براي  ـــد. ش پمپ هوادهی می ش

ـــرح زیر بود: درجه حرارت    ±5/0نگهداري ماهیان به ش

سختی آب  27 سانتی گراد،  میلی گرم بر لیتر،  181درجه 

25/0± 3/7 pH ، وم ها تنظیم درجه حرارت آب آکواری

ماي  خاري آبی و تنظیم د یک ب  27از طریق قرار دادن 

مرتبه با  2گراد انجام شـــد. ماهی ها روزانه  درجه ســـانتی

شدند  Starterغذاي  شم ماهی تغذیه  و بیومار به اندازه چ

و در پایان هر روز غذاي اضافی و زائدات کف آکواریوم 

  ).26به روش سیفون از آکواریوم حذف شدند(

  دهی به ماهیان شرایط غلظت

و همکاران  Bartoskovaبراساس تحقیقات که توسط 

ـــال  ایبوپروفن را  LC50انجام گرفت، آن ها  2013در س

تعیین کردند  215و  203شـماره هاي  OECDطبق راهنما 

ظت غیر  3). 7میلی گرم بر لیتر بود( 30که این میزان  غل

بر  میلی گرم بر لیتر 10و  1، 1/0کشــنده ایبوپروفن شــامل 

ندگی ایبوپروفن  ـــ عات قبلی تعیین دوز کش اســـاس مطال

ـــپس 7انتخاب شـــد( یک از  16). س ماهی در هر  عه  قط

هفته  2لیتري قرار داده شد و به مدت  100آکواریوم هاي 

ــه  هی ت منظور  ــه  تنــد. ب گرف قرار  بوپروفن  ی معرض ا در 

تاندارد ایبوپروفن تهیه شـــده از غلظت ـــ هاي مختلف اس

ـــازي حکیم ب ـــرکت داروس در  DMSOا کمک حلال ش

ـــد. روش غلظت دهی به این  غلظت هاي مختلف تهیه ش

ـــاس نیمه عمر ایبوپروفن که بین  تا 72ترتیب بود که بر اس

درصد از  40روز در میان  3)، هر 9،10،20ساعت بود( 96

جدد،  با آب گیري م یه شــــده و  آب هر آکواریوم تخل

ـــورت گرفت.  غلظت دهی مجدد به آکواریوم ها هم ص

ن ظت نمو با غل هد  و  DMSOمیلی گرم بر لیتر  10ه شــــا

ــه کنترل هم آب خــالی بود. در مجموع تعــداد   5نمون

  ).5،10،30آکواریوم در این بخش استفاده شد(

  انتخاب ژن اصلی

به عنوان ژن اصــلی که قرار بود تغییرات بیان را که در 

شود،  سی  شد، در آن برر اثر داروي ایبوپروفن ایجاد می 

ب شــد که یک ژن ســرکوب کننده اصــلی انتخا p53 ژن

ست که تقریباً صورت  تومور ا سرطان ها به  در تمام انواع 

ضور دارد.  سرطان به P53 غیر فعال ح شد  شکیل و ر از ت

وسیله تنظیم مسیرهاي چندگانه از جمله: دو تومور سلولی 

صه  شخ شترین م را دارند، تعادل را به نفع زنده P53 که بی
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ــند، جلوگیري  ــرعت می بخش ــلولی س ماندن و یا مرگ س

یک فاکتور رونویســـی اســـت که به   P53 ).18می کند(

تا توالی طور خاص به عنوان یک تترامر متصــل می شــود 

DNA  ـــر واکنش مربوط به منتقل  P53را از طریق عناص

  P53 ).18کند، بنابراین تنظیم بیان ژن را کنترل می کند(

اي در مرگ سلولی و  نقش هاي دوگانه Drosophilaدر 

یک طرف،  ـــلولی دارد. از  مایز س جاد  P53ت جب ای مو

آپوپتوزیز از طریق مخفی و خاموش شـــدن ژن شـــده، از 

تمایز نورون هاي فتورسپتور(گیرنده تصویر) سوي دیگر، 

ــتقل القاي  ــم، به طور مس ــلول هاي مخروطی در چش و س

  ).11مرگ سلولی را کاهش می دهد(

  ژن مرجع و دلایل انتخاب آن

که در این تحقیق از آن استفاده شد، به  QPCRروش 

صی بودن، توانایی عملیاتی بالا و  صا سیت، اخت سا دلیل ح

ــتاندارد  ــی اس به منظور تجزیه و تحلیل بیان ژن دقت روش

اســت، اما در صــورتی که درســت از آن اســتفاده نشــود، 

ـــد، وجود دارد.  امکان این که نتایج آن گمراه کننده باش

به  نه  بایســــت در زمی که می  کاتی  یکی از مهم ترین ن

کــارگیري این روش رعــایــت کرد انتخــاب ژن مرجع 

نه  مایش بین نمو هاي آز طا ناســــب براي کنترل خ ها م

ـــت( ـــت که  ).1اس ـــل ژنی اس ژن مرجع ایده آل در اص

بایســت در بافت ها و ســلول هاي مورد نظر بدون هیچ می

گونه تغییري در اثر وضعیت بیماري و یا شرایط آزمایش، 

شود( به عنوان ژن  GAPDHدر این تحقیق از ژن  ).1بیان 

 -3-مرجع استفاده شد که در اصل این ژن گلیسرآلدهید 

ــفات دهیدرو ــئول گلیکولیز(مرحله فس ژناز یک آنزیم مس

 1و3فسـفات به  -3-شـشـم) و براي تبدیل گلیسـرآلدهید 

عدنی و  فات م ـــ ـــور فس ـــرات در حض فات گلس ـــ دوفس

+NAD)شد ساً ).25می با سا براي حفظ  این ژن مرجع که ا

سلول هاي  ست، در همه  سلولی مورد نیاز ا عملکرد اولیه 

پاتولوژیک در همه جا  ـــرایط طبیعی و غیر  موجود در ش

ست. از این رو، این ژن یکی از ژن هاي مرجع  شده ا بیان 

ــت که معمولاً ــه بیان  کاندید اس براي آزمایش هاي مقایس

ـــود( ـــتفــاده می ش علاوه بر نقش  ).25ژن / پروتئین اس

نیز در چندین  GAPDHارکتی در مسیر گلیکولیتیک، مش

سته  سایر عملکردهاي ه سلولی مانند آپوپتوزیز و  سه  پرو

  ).25نقش دارد( DNAشامل: انتقال، رونویسی و تکثیر 

 QPCRو انجام  RNAاستخراج 

ــتخراج  ــته  3، از هر تیمار RNAجهت اس نمونه برداش

ـــد. ـــط ازت مایع  ش و در در ابتدا ماهی ها به خوبی توس

سپس به میزان  شدند و  سرد پودر  ستریل و   08/0شرایط ا

گرم از هر ماهی وزن و در میکروتیوب هاي جدید ریخته 

یکتا  RNAشــدند. در مرحله بعد توســط کیت اســتخراج 

ستخراج  صورت گرفته و پس از آن  RNAتجهیز آزما، ا

استخراج شده، نمونه ها بر  RNAبه منظور بررسی کیفیت 

درصـــد برده شـــدند و جهت بررســـی  2 روي ژل آگارز

شدند. پس  RNAکمیت  شده، نانو دراپ  ستخراج  هاي ا

ـــب بودن ـــل کردن از مناس نان حاص هاي RNA از اطمی

ــده، از  ــتخراج ش ــنتز RNAاس ــط کیت س  cDNAها توس

ـــد و در ادامه جهت پیدا  DNAپارس طوس،  ـــاخته ش س

 PCRکردن مناسب ترین دما براي اتصال پرایمرها به ژن، 

یب دمایی گذاشته شد. مرحله بعدي به این ترتیب بود با ش

با پروتکل  Real Timeکه با پیدا کردن مناسب ترین دما، 

 Ampliqon real q plus 2x Master Mixمستر میکس 

Green.گذاشته شد ،  

  بررسی داده ها و آنالیز نتایج

جام  ـــط Real Timeپس از ان که توس هایی  ، داده 

به دســت آمدند، توســط نرم افزار  Ctدســتگاه در غالب 

ضیح آن ها  سل و فرمول هاي مربوطه که در ادامه به تو اک

در ابتدا به منظور  پرداخته شده، مورد بررسی قرار گرفتند.

ها،  مال کردن داده   (GAPDH)ژن کنترل داخلی   Ctنر

سی Ctهمه نمونه ها از  شدند که  (P53)ژن مورد برر کم 

  نامیده می شود. ∆Ctعدد به دست آمده 

∆Ct = Ct (P53) – Ct (GAPDH) 
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ژن هاي مورد  fold changeدر ادامه به منظور بررسی 

ـــد، به این ترتیب که  Ct∆∆ آزمون از  ـــتفاده ش  Ct∆اس

  کنترل کم شد. Ct∆از  p53نمونه هاي حاوي ژن 

∆∆Ct = ∆Ct (P53) - ∆Ct (control) 
براي  fold changeمرحله جهت محاســبه پس از این 

  نتایج اصلی از فرمول زیر استفاده شد.

sample
) 

ref
Ct -

target
(Ct-2 

یانگین  هدف =  Ctم یانگین    targetCtبراي ژن   Ctم

 ref Ctبراي ژن رفرنس = 

  qRT- PCRانجام واکنش 

ـــبه داده هاي مورد نیاز جهت  در نهایت پس از محاس

اعداد به دست آمده با استفاده از نرم پاسخ اصلی آزمون، 

    مورد بررسی قرار گرفتند. spss  افزار

  نتایج

ـــاس مراحل انجام  به طور کلی نتایج این تحقیق بر اس

ــدند که به ترتیب  ــیم ش روش تحقیق به چندین بخش تقس

تایج کیفی  ها پرداخته شـــد.ن ـــی آن  به بررس  RNAزیر 

اســتخراج شــده از کل بخش هاي بدن گورخرماهی، دو 

ــارپ، بر روي  S28و  S18باند  ــوح و باندهاي ش را با وض

توســط دســتگاه نانودراپ  درصــد نشــان داد. 2ژل آگارز 

استخراج شده مورد بررسی قرار گرفت که  RNAکمیت 

مامی  که ت ند  یب بود به این ترت مده  به دســــت آ تایج  ن

هاي نشان داده شده توسط دستگاه نانودراپ بالاي ذبج

ــت آمده از یکی از نمونه ها یکی از نمونه ها  8/1 نا به دس

یفیت و پس از بررسی ک نشان داده شده است. 1در شکل

ـــمت بعدي انجام  RNAکمیت  ـــده در قس ـــتخراج ش اس

کارکرد  ــــل کردن از  حاص نان  به منظور اطمی تحقیق، 

سب ترین  شده و تعیین منا صی پرایمرهاي طراحی  صا اخت

شته الگو، از  صال این پرایمرها به ر شیب  PCRدماي ات با 

 Amplicon Master Mix PCRدمایی بر طبق پروتکل 

م فاده شــــد و بهترین د ـــت کارآیی اس حداکثر  هت  ا ج

هاي طراحی شــــده، تعیین شــــد( براي هر دو ژن  پرایمر

GAPDH  وP53 درجه مناســـب بود) که در  53، دماي

ست نتیجه  2شکل  صفحه بعد موجود ا صویر آن در  که ت

PCR .ست شده ا شیب دمایی آورده  در مرحله بعد که  با 

تایج  ـــی و آنالیز قرار گرفتند،  Real Timeن  مورد بررس

Fold change و∆∆Ct  که توســط فرمول هاي ذکر شــده

محاسبه شدند، به  Excelدر قسمت روش کار و نرم افزار 

شوند. 2و  1ترتیب در جدول هاي  شاهده می   3جدول  م

ــــان دهنـده ي تغییرات ژن  در  GAPDHو ژن  p53نش

ـــرایط مواجهه با غلظت هاي مختلف دارو و نمونه هاي  ش

شد. شاهد می با سه ي میانگین 1 نموداردر  کنترل و  ، مقای

Ct  هاي ژنp53  با هد  ظت و شـــا حاوي غل هاي  نه  نمو

، مقایســه ي 2 نموداردر  کنترل نشــان داده شــده اســت.

نمونه هاي حاوي غلظت و  GAPDHهاي ژن Ctمیانگین 

  ان داده شده است.شاهد با کنترل نش
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  استخراج شده توسط دستگاه نانودراپ RNAبررسی کمی  -1شکل        

  

  
  با شیب دمایی جهت تعیین دماي مناسب اتصال ژن با پرایمر PCRنتیجه  -2شکل
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   Fold changeنتایج  -1جدول

 Fold change  نمونه

a 14/3 )1/0(غلظت  

b  65/1  )1(غلظت  

c  38/6  )10(غلظت  

d (کنترل)  -  

e (شاهد)  87/2  

  Ct∆∆نتایج  -2جدول

  Ct∆∆ نمونه

a  0151/0  

b  0079/0  

c  0307/0  

d  0048/0  

e  0138/0  

  دارو مختلف هاي غلظت با مواجهه شرایط در GAPDH ژن و p53 ژن . تغییرات3جدول 

 GAPDH        ژن  p53 P value    ژن  GAPDH P valueژن Ct میانگین   P53ژن Ctمیانگین    نمونه

a 020/0  156/0  52/26  57/32 )1/0(غلظت  

b  0120/0  001/0  09/25  07/32  )1(غلظت  

c  463/0  005/0  40/24  43/29  )10(غلظت  

d (کنترل)  67/24  37/32  -  -  

e (شاهد)  0868/0  016/0  64/24  82/30  

  

  کنترل با شاهد و غلظت حاوي هاي نمونه p53 هاي ژن Ctمقایسه -3نمودار
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  کنترل با شاهد و غلظت حاوي هاي نمونه GAPDH ژن هاي Ctمقایسه  -4نمودار

  

  

 : باp53نتایج به این ترتیب بودند که در ارتباط با ژن 

 گرم میلی 1/0 که دارو غلظت کمترین گروه دو مقایسه

 وسیله به بود، خالی آب که کنترل و است بوده لیتر بر

 2 بین داري معنی اختلاف که شد مشخص  T آزمون

 دو مقایسه با ).p value= 156/0(شود نمی مشاهده گروه

 بوده لیتر بر گرم میلی 1 که دارو متوسط غلظت گروه

 که شد مشخص ،T آزمون وسیله به کنترل و است

= 01/0(شود می مشاهده گروه 2 بین داري معنی اختلاف

p value .( که دارو غلظت بیشترین گروه دو مقایسه با 

 آزمون وسیله به کنترل و است بوده لیتر بر گرم میلی 10

T گروه دو بین داري معنی اختلاف که شد مشخص 

 گروه دو مقایسه با ). p value= 005/0(شود می مشاهده

DMSO آزمون با کنترل و T، اختلاف که شد مشخص 

 p= 016/0( شود می مشاهده گروه دو بین داري معنی

value .( چنین در ارتباط با ژن  همGAPDH در ،

میلی گرم بر لیتر اختلاف معنی دار  1و  1/0هاي غلظت

ن نمونه و کنترل وجود داشت در حالی که در غلظت بی

میلی گرم ب لیتر و شاهد اختلاف معنی داري وجود  10

  نداشت.

  و نتیجه گیري بحث

در معرض  P53بررسی و مقایسه تغییر بیان ژن 

، 1/0ایبوپروفن قرار گرفته در غلظت هاي مختلف شامل: 

میلی گرم بر لیتر در گورخرماهی نشان داد که در  10و  1

معرض این دارو قرار گرفتن، منجر به افزایش معنی دار 

در مقایسه با نمونه کنترل می شود.به طور  p53در بیان ژن 

ن کلی در حال حاضر مطالعاتی که توسط دانشمندا

صورت گرفته است، نشان دهنده این امر است که داروها 

در سطح وسیع از کارخانجات تولید کننده دارو، 

داروهاي مورد مصرف انسان وحیوان، داروهاي تاریخ 

گذشته و بیش از نیاز بیماران، به محیط زیست وارد می 

داروهاي مصرفی توسط انسان به دلیل حلالیت  شوند.

که احتمال وجودشان در منابع  ر اینبالاي آن ها، علاوه ب

آبی بسیار بیشتر از محیط هاي خشک است، به عنوان 

چنین متاسفانه  منابع آلودگی نیز شناخته شده اند. هم
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تصفیه آب معمولی قادر به حدف این آلاینده ها نبوده و 

داروهایی که داراي نیمه عمر بالاتري در مقایسه به دیگر 

نتی بیوتیک ها، در محیط آبی داروها هستند، از جمله آ

تجمع پیدا کرده و موجب مقاوم سازي بدن انسان و 

جهش میکروارگانیسم ها می شود که در نتیجه این موارد 

عواقب خطرناك و بعضا جبران ناپذیري به دنبال 

دانشمندان با تحقیقات فراوان در پی بررسی  ).2دارد(

ا به علت اثرات آلاینده هاي دارویی در دنیا هستند، ام

وجود حجم بالا و تنوع زیاد داروها، نیاز به تحقیقات 

بیشتر و کامل تري است تا به روشن شدن کامل اثرات 

زیست محیطی آلاینده هاي دارویی پی برده شود. در 

انجام تحقیقات بر روي آلاینده هاي دارویی نکته اي که 

باید رعایت شود این است که تحقیقات می بایست با 

طلاعات کافی و دانش لازم بر روي آلاینده ها و داشتن ا

چنین اثرات آن ها بر روي  منابع ورودي آن ها و هم

). 4سلامت انسان ها و محیط زیست صورت گیرد(

براساس داده هاي گزارش شده در مورد غلظت این 

داروها، بیشترین خطر مربوط به داروهاي ضدالتهابی و 

مربوط به سیستم  عروقی و داروهاي –ضد دردهاي قلبی 

عصبی مرکزي و ضد میکروب ها بوده است. داروهاي 

ضدالتهاب و ضد درد اغلب متشکل از دیکلوفناك، 

در تمام محیط  ایبوپروفن و پاراستامول بودند که تقریباً

طلاعات مربوط به ا دریاي بالتیک تشخیص داده شدند.

غلظت ترکیبات دارویی فعال در بیوتاي دریایی نشان داد 

چنین بیشترین  بیشترین تعداد مواد دارویی و هم که

نتایج  غلظت در صدف هاي آبی مشاهده شده است.

حاصل از نظارت بر غلظت داروها در محیط دریایی 

دریاي بالتیک، احتمال وقوع و اثرات آن را به صورت 

بیان می کند، زیرا روش هاي تحلیلی مورد استفاده در 

اس نیستند و در بعضی برخی موارد به اندازه کافی حس

موارد از سطحی که اثرات زیان آور بیولوژیکی روي می 

  ).29دهد، فراتر می روند(

نتایج بررسی هاي حضور ایبوپروفن در محیط زیست 

دریاي وادي القیط نشان داد که، ایبوپروفن تنها در تصفیه 

خانه پیشرفته فاضلاب در پساب هاي نمونه داري اول و 

نانوگرم بر لیتر  1000نانوگرم بر لیتر و  300دوم با غلظت 

تشخیص داده می شود و سپس در سایر ایستگاه هاي 

نمونه برداري از  بین می رود، زیرا در تصفیه خانه پیشرفته 

فاضلاب حذف شده است. نتیجه نهایی این بررسی نشان 

داد که، غلظت ترکیبات دارویی (ایبوپروفن، 

ه آبریز القیط در زیر دیکلوفناك، کاربامازپین) در حوض

سطح یا نزدیکی آن قرار دارد، بنابراین هیچ خطري براي 

آب هاي زیر زمینی و بهداشت عمومی ندارند. مطابق با 

بررسی هاي صورت گرفته در مقالات، ممکن است این 

داروها در غلظت هاي بالاتر از غلظت هاي کشف شده 

ات در این مطالعه، به نسبت قابل توجهی براي حیوان

کوچک به عنوان بی مهره گان و ماهی خطر داشته باشد 

براساس اثرات  ).13و براي انسان خطري نداشته باشد(

سم شناسی دیکلوفناك و ایبوپروفن بر روي 

Paramecium sp نشان دادند که بر خلاف غلظت هاي ،

بالا، در غلظت هاي پایین تر، ایبوپروفن به طور چشم 

چنین  ثیر نزاشته است. همتا Paramecium spگیري بر 

اثرات مشاهده شده پس از قرار گرفتن در معرض هر دو 

این داروهاي ضد التهابی غیر استروئیدي به صورت 

مخلوط و جداگانه بسیار متفاوت بود. پس از مقایسه 

نتایج مختلف به دست آمده با تمامی غلظت هاي مورد 

استفاده براي هر ترکیب به طور جداگانه و براي 

ها، مشخص شد که غلظت ایبوپروفن کم خلوطم

ایبوپروفن منشا رشد سلولی و تحریک متابولیسمی دارد. 

در حقیقت، به نظر می رسید که این یک القا پاسخ 

هورمونی مخصوص پارامترهاي اندازه گیري شده، بوده 

مربوط به مدل سلول مورد استفاده  است و مستقیماً

Paramrcium sp  ،شناخته شده می باشد. با این وجود

نتایج سمیت به دست آمده با دیکلوفناك و مخلوط ها 
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براي نتیجه گیري قطعی کافی نیست. بنابراین، تحقیقات 

با تعداد بیشتري نمونه لازم است و باید با استفاده از 

ترده اي از غلظت ها ارزیابی هاي زمانی، بر طیف گس

داروي ایبوپروفن به عنوان یک آلاینده  ).17تمرکز شود(

 تا داده تغییر را انسان بیضه فیزیولوژي است قادر

. دادند انجام کند، ایجاد شونده جبران هیپوگنادیسم

 مردان در ایبوپروفن مصرف که دادند نشان آزمایشات

 و LH/  سترونوتست نسبت کاهش ،LH افزایش به منجر

 به B / FSH اینهبین نسبت کاهش تر، پایین مراتب در

 سلول مولر ضد هورمون سطح در کاهش و ها مهارکننده

سترون آزاد / وکاهش در نسبت تست. شود می سرتولی

LH  در درجه اول ناشی از افزایش سطح، نشان می دهد ،

در طول در  که پاسخ بیضه به گنادوتروپین ها احتمالاً

فن قرار گرفتن، کاهش یافته است. باید معرض ایبوپرو

توجه داشت که فقدان تاثیر ایبوپروفن بر میزان ژن هاي 

گیرنده گنادوتروپین، نشان می دهد که پاسخگویی 

 FSHو  LHسلول هاي لایدیگ و سرتولی به عملکرد 

 هم ).19تحت تاثیر ایبوپروفن قرار نمی گیرد( احتمالاً

 شدید گرفتن قرار رضمع در چنین از بررسی هایی که از

 Oryzias latipes ، Daphnia موجود سه در ایبوپروفن

magna و Moina macrocopa مربوط انجام شد، نتایج 

 هاي سلول در آروماتاز فعالیت و هورمون تولید به

H295R ، طور به است ممکن ایبوپروفن که دادند نشان 

 سپس و) ماهی(Orzias در COX مسیر متفاوتی،

Daphnia )دهد می قرار تاثیر تحت را ،)پوست سخت .

 نشان ماهی و Daphnia روي بر تاثیرات به مربوط نتایج

 Oryzias latipes مثل تولید با مرتبط اثرات که دهند می

 تا است ممکن ایبوپروفن، مزمن قرار معرض در با

 روشن استروژن، هموستازي بر آن اثرات با حدودي

 میزان مشاهده و بوده زیاد نسبتاً مزمن به حاد نسبت. شود

 به مربوط هاي غلظت در ماهی مثل تولید در آسیب

 منظور به را بیشتري مطالعات ایبوپروفن، از زیست محیط

 آلودگی بالقوه محیطی زیست پیامدهاي کردن روشن

 در ).14کند( می تامین زیست، محیط در ایبوپروفن

 مورد ماهی در ایبوپروفن اثرات که دیگر گزارشی

 این عملکرد به مربوط واکنش یک گرفت، قرار بررسی

 در ،E پروستاگلاندین متابولسیم سطح مورد در دارو

 دهدمی نشان بودند، گرفته قرار معرض در که هایی ماهی

 انسان در که چه آن مشابه خون، پلاسماي غلظت در که

 تاثیر به مربوط دیگري مطالعه ).23باشد( می است، موثر

- نتیجه که بود انسان جنین بیضه رشد تغییر بر ایبوپروفن

 درمانی سطوح معرض در گرفتن قرار که داد نشان گیري

 و رشد بر متعدد اثرات به منجر تواند می ایبوپروفن

 هاي سلول و سرتولی،لایدیگ هاي سلول عملکرد

 شامل این که شود می انسان جنین بیضه در زايجوانه

 اول ماه سه در بیضه هورمون چندین تولید در تاثیراتی

 مختلف سیستم مدل دو نتایج بر مبتنی ها یافته این. است

 توان نمی که حالی در. است انسان جنین بیضه رشد از

 استفاده براي هایی توصیه به مستقیم طور به را ها یافته این

 از ها آن اما کرد، مهجتر انسان در ایبوپروفن از

 و درد ضد از استفاده بین اپیدیمولوژیک آزمایشات

 کنند، می حمایت مردان در مثلی تولید اختلالات ایجاد

 از استفاده از جلوگیري از تواند می که شواهدي

 عملی که جایی در بارداري، اول ماهه سه در ایبوپروفن

در مطالعه اي که تاثیر  ).21کند( می پشتیبانی باشد،

-التهابی غیراستروئیدي بر هورمون ها و ژنداروهاي ضد 

و تولید مثل در  گناد -هیپوفیز -هاي محور هیپوتالاموس

نشان داده شد که قرار گرفتن ، گورخرماهی بررسی شد

در معرض داروهاي ضدالتهابی غیر استروئیدي می تواند 

استروژن بودن در ماهی را افزایش دهد، اگرچه 

به جنس در اثر در  هاي دقیق پاسخ وابستهمکانیسم

معرض قرار گرفتن این داروها، ناشناخته است. این 

مطالعه اولین گزارشی است که رونویسی از ژن هاي 

را به تغییرات هورمونی در ماهی با قرار  HPGمحور 
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گرفتن در معرض داروهاي ضدالتهابی غیر استروئیدي، 

لازم به ذکر است که چنین تغییراتی حتی  مرتبط می کند.

کن است در غلظت هاي مربوط به محیط زیست، به مم

ویژه در ایبوپروفن اتفاق بیافتد. عواقب احتمالی اختلال 

در غدد درون ریز توسط این داروها مستحق بررسی 

در گزارشی که از اثرات ژنتیکی  ).16بیشتر است(

ایبوپروفن بر روي موش موجود بود، نشان داد که دو 

موجب کاهش در فعالیت  هفته تجویز مداوم ایبوپروفن

میتوزي شده و باعث افزایش جزئی فرکانس هاي 

ناهنجاري هاي کروموزومی در سلول هاي مغز استخوان 

موش ها شده است. این اثرات از نظر آماري معنی دار 

نبود، مگر در هر دوز بالاتر و بیشتر، این نشان می دهد 

که ایبوپروفن در دوزهاي بالا، داراي سمیت ژنتیکی 

متوسط است. اگرچه مکانیسم دقیق پدیده سمیت زایی 

آن مشخص نیست، اما پیشنهاد شده است که بسیاري از 

اثر می  DNAمواد با عملکرد ضد التهابی بر متابولیسم 

آسپرین و سایر داروهاي ضدالتهابی  ).27گذارد(

غیراستروئیدي به عنوان عوامل احتمالی سرطان پستان 

ند. نتایج تجزیه و تحلیل ها منجر مورد توجه قرار گرفته ا

سایر  به این نتیجه می شود که آسپیرین و احتمالاً

داروهاي ضدالتهابی غیراستروئیدي، خطر ابتلا به سرطان 

پستان را کاهش می دهد. با توجه به بازگشت سرطان 

پستان و رخ داد مجدد آن، ممکن است اثر محافظتی 

ر با توجه به بقا، به داشته باشند. با این حال، نقش این اث

صورت حاشیه اي و کم یا دوبرابر است.واضح است که 

مطالعات در مورد تاثیر داروهاي ضدالتهابی غیر 

استروئیدي بر ریسک سرطان پستان، اغلب منجر به نتایج 

مغایر با هم می شود. پژوهشگران معتقدند که نقش این 

بیشتر داروها در سرطان پستان نیازمند بررسی هاي تجربی 

-و آزمایشات بالینی تصادفی در مقیاس بزرگ می

در مطالعه اي دیگر آسپرین و ایبوپروفن تاثیر  ).22باشد(

که ناشی از بلومایسین  DNAشیمیایی را بر ضد آسیب 

در لنفوسیت هاي انسان به دست آمده بود، در بیماران 

مبتلا به سرطان پستان و زنان سالم با استفاده از روش 

comet assay  نشان دادند. آسپرین و ایبوپروفن باعث

در لنفوسیت هاي خون به چالش  DNAکاهش آسیب 

- کشیده شده با بلئومایسین می شوند. به ترتیب در غلظت

میکروگرم بر لیتر آسپرین و ایبوپروفن،  250و  500هاي 

 cometاثر محافظتی به نمایش گذاشتند. در روش 

assay آسپرین بیان ژن ،p53 لنفوسیت هاي بیماران  را در

با استفاده از روش  مبتلا به سرطان پستان افزایش می دهد.

QPCR  هم نتایج براي آسپرین به این صورت بود که

در سلول هاي بیمار مبتلا به سرطان پستان،  p53بیان ژن 

 از نظر آماري به طور معنی داري افزایش پیدا کرده است.

لم و لنفوسیت هاي در افراد سا COX1براي هر دو دارو 

بیماران سرطانی کاهش پیدا کرده بود. علاوه بر این، 

فقط در لنفوسیت هاي بیماران مبتلا به  COX2کاهش 

سرطان پستان بود. نتایج این پژوهش مطابق با این دیدگاه 

است که داروهاي ضدالتهابی غیر استروئیدي، به ویژه 

نده اي آسپرین و ایبوپروفن، می توانند نقش امیدوارکن

در درمان سرطان، از جمله سرطان پستان داشته 

با توجه به نتیجه اي که از این تحقیق به دست  ).12باشند(

حال حاضر هم با آن مقایسه در آمده بود نتایج پژوهش 

- با مقایسه گروه شده بود که این نتایج به شرح زیر بودند:

هاي تست و کنترل با یکدیگر مشاهده شد که: در غلظت 

میلی گرم بر لیتر دارو ایبوپروفن اختلاف معناداري  1/0

بین دو گروه وجود نداشت که در این قسمت نشان 

دهنده این موضوع بود که دارو ایبوپروفن اثري در بیان 

میلی گرم بر لیتر  1در غلظت هاي  نداشته است. P53ژن 

م بر لیتر دارو ایبوپروفن اختلاف معناداري میلی گر 10و 

بین دو گروه تست و کنترل مشاهده شد، که این اختلاف 

نشان دهنده ي اثر مثبت داروي ایبوپروفن در بیان ژن 

p53 .هم می باشد و موجب افزایش بیان آن شده است 

چنین با مقایسه دو گروهی که یکی از آن ها حاوي 
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DMSO ي کنترل(آب خالی) فاقد ایبوپروفن و دیگر

بود، مشاهده شد که، اختلاف معنادار به گروه هست که 

به عنوان   DMSOاین اختلاف نشان می دهد که، وجود 

 حلال دارویی ایبوپروفن اثر منفی بر بیان ژن نداشته و هم

چنین ایبوپروفن به تنهایی هم قادر به افزایش بیان ژن 

P53 ه می توان می باشد. بر مبناي نتایج به دست آمد

، ژن سرکوب کننده P53گفت که از آن جایی که ژن 

تومور بوده و در انواع خاص تومور نقش مهمی را ایفا 

می کند و داروي ایبوپروفن هم موجب افزایش بیان آن 

شده است پس بنابراین این احتمال وجود دارد که بتوان 

  از این دارو در پیشگیري از سرطان استفاده کرد.
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Abstract 
Inroduction & Objective: Ibuprofen, as a drug contaminant, has deleterious and in some cases 

irreversible effects on aquatic organisms and in general on living things, which in many cases can result in 
genetic damage and damage to the DNA structure. The effects of different concentrations of ibuprofen on 
DNA damage and damage to zebrafish are investigated. In this study, genetic changes of p53 gene and its 
expression in zebrafish after two weeks of exposure to 0.1, 1 and 10 mg / l ibuprofen in vitro were 
investigated.  

Material and Method: In this study zebrafish were exposed to the above mentioned concentrations for 
two weeks and then RNA extracted from them. The results were analyzed using QPCR method. 

Results: The low drug, 0.1 mg / l had no effect on p53 gene expression, while the other two 
concentrations, which were 1 and 10 mg / l ibuprofen, respectively, showed a significant difference between 
the control and the drug containing sample. As a result, the p53 gene was highly expressed. Also for the 
internal control gene that was GAPDH, there was no significant difference at the lowest drug concentration. 
Ray did not show a significant difference between the treatment and control samples, while in the 
subsequent treatments there was a significant difference between control and treatment samples.The final 
result of this study was that p53 gene expression increased 1.09, 0.57 and 2.2 fold in sample with lowest drug 
concentration, mean concentration and highest drug concentration, respectively. 

 
. 
 
Keywords: Ibuprofen, Zebrafish, P53 Gene, QPCR. 
. 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6 


