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  چكيده
هاي مورد نظر پس از تهيه در فيكساتيو بوئن فيكس شده و بعد از آبگيري  شناسي آبشش نمونه منظور مطالعه بافت به

ميكرون تهيه شد و براي مطالعه  5ضخامت  ها به هايي از بلوك در مرحله بعدي برش. در اتانول، پارافينه شدند
هاي لازم با استفاده از ده ميدان ميكروسكوپي  ميكروگرافآنگاه فتو. استفاده گرديد H&Eآميزي  شناسي از رنگ بافت

هاي يونوسيت آبشش بچه ماهي هامور معمولي از روش  منظور تعيين محل سلول همچنين به. نوري آماده گرديد
سازي براي مطالعات ايمونوهيستوشيمي  علاوه پس از انجام مراحل آماده به. يابي ايمنيايي اين آنزيم استفاده شد مكان

هاي يونوسيت از  منظور مشاهده سلول سرانجام به. استفاده شد (FITC)و ثانويه  (IgGα5)هاي اوليه  بادي نيز از آنتي
هاي  در مطالعات ايمونوهيستوشيمي، سلول. نانومتر استفاده شد 450ـ490ميكروسكپ نوري فلوئورسنت با فيلترهاي 

دليل شدت  اي ـ جانبي خود به در غشاء قاعده Na+, K+- ATPaseواسطه داشتن مقادير زيادي از آنزيم   يونوسيت به
انتشار نور بيشتر قابل شناسايي توسط ايمونوهيستوشيمي آنزيم بودند و مكان قرارگيري آنها در ناحيه قاعده و فضاي 

توان  هاي يونوسيت را مي سلول (E. coioides)بنابراين در آبشش ماهي هامور معمولي . ها مشخص گرديد بين تيغه
 Na+, K+- ATPase ي حضور آنزيم  دهنده هاي اين تحقيق كه نشان با توجه به يافته. يابي كرد روش ايمنيايي مكان به

هاي يونوسيت در فرآيند تنظيم اسمزي  توان نتيجه گرفت كه سلول ها است، مي اي ـ جانبي يونوسيت در غشاء قاعده
 . اي دارند مشاركت فعالانه

   Na+, K+- ATPaseهاي يونوسيت، آنزيم  آبشش، سلول ، Epinephelus coioides: كلمات كليدي
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  مقدمه. 1

هاي شور ديده  ، در آبSerranidaeهامورماهيان از خانواده 
اين ماهيان در اكثر كشورهاي جنوب شرق آسيا جزء . شوند مي

دليل داشتن گوشت  شوند و به ماهيان مهم پرورشي محسوب مي
هامور معمولي . لذيذ و غني، داراي ارزش اقتصادي بالايي هستند

در . ساكن آب شور و نسبت به محيط خود هيپواسمتيك است
دهد و نمك  ست ميطور غير فعال آب از د چنين شرايطي، ماهي به

نوشد و  اهي آب ميـراي جبران اين عمل، مـب. كند ذب ميـج
ا، و نيز ـه ي را از خلال آبششـظرفيت اي تكـه ال يونـطور فع به
ع ـا دفـه ريق كليهـرفيتي را از طـاي دو ظـه ونـداري از يـمق
آبشش نقش مهمي در تنظيم اسمزي . )Lin et al., 2004(د ـكن مي

ماهيان استخواني ساكن در آّب شور دارد و نقش خود را از طريق 
تغيير در ترشح و باز جذب يون با توجه به شوري و اسمولاليته 

ها در ماهيان  آبشش. (Flik et al., 2002)دهد  محيط آبي انجام مي
ا در ثابت نگه داشتن تركيب يوني درون بدن در مواجهه ب

 هاي هيپراسموتيك و هيپواسمتيك نقش بسيار ضروري دارند محيط
)Evans et al., 2005( . در ماهيان، حفظ اسمولاليته خون و غلظت

ها در سطوحي متفاوت با آنچه در در محيط خارجي وجود  يون
وسيله  و به)  +Naو  -Clبخصوص (ها  دارد، بر پايه انتقال فعال يون
در اين روند، . ري محيط استوار استجذب و يا دفع با توجه شو

تحقيقات نشان داده . (Flik et al., 2002)هاي زيادي درگيرند  آنزيم
نقش محوري در انتقال يوني  Na+, K+- ATPaseاست كه آنزيم 

ي  دهنده كند و پروتئين آلفاي تشكيل هاي يونوسيت ايفا مي سلول
ابت شده ـايي است و ثـاختار اين آنزيم داراي واكنش ايمنيـس

. است كه شدت اين واكنش با فعاليت آنزيم مرتبط است
Varsamos et al., 2005; Khodabandeh et al., 2009;) 

Khodabandeh et al., 2004; Nebel et al. 2005(.  مطالعات ثابت
هاي  كرده است كه اپيتليوم آبشش اغلب ماهيان داراي سلول

است و داراي فعاليت هاي غني از ميتوكندري  يونوسيت يا سلول
با توجه به . بالايي در تنظيم اسمزي در موجودات آبزي است

  هامور چه به العاده زياد ماهي مطالب ذكر شده و نيز اهميت فوق
اي و چه به لحاظ اقتصادي و نيز عدم انجام مطالعات  لحاظ تغذيه
يابي آنزيم  ويژه مكان افت آبشش هامورماهيان و بهـكافي روي ب

Na+, K+- ATPase  در اين بافت مهم و دخيل در تنظيم اسمزي، از
هاي  يابي آنزيم و سلول روش ايمونوهيستوشيمي براي مكان

  . يونوسيت استفاده شده است

 ها مواد و روش. 2

هاي مربوط به اين تحقيق از ايستگاه تحقيقاتي ماهيان  نمونه
روري پ وابسته به پژوهشكده آبزي) ره(دريايي بندر امام خميني 
عدد بچه ماهي  20بدين منظور تعداد . جنوب كشور تهيه شدند

گرمي هامور معمولي تهيه و توسط محلول گل ميخك بيهوش  2ـ3
در مرحله بعد، قسمتي از آبشش از كمان آبششي دوم از . شدند

منظور فيكس شدن به محلول  ها به سمت چپ تهيه و سپس نمونه
شناسي  شناسي و جنين ه بافتبوئن انتقال داده شده و به آزمايشگا

ها  نمونه. آبزيان دانشگاه علوم و فنون دريايي خرمشهر منتقل شدند
ساعت از بوئن خارج و براي از بين بردن بقاياي  24پس از گذشت 

. شستشو داده شدند% 70 ار در الكلـرنگ زرد فيكساتيو چندين ب
ي شناسي و ايمونوهيستوشيمي، آبگير براي انجام كارهاي بافت

ها با استفاده از سري افزايشي اتانول و در نهايت گزيلول با  نمونه
هاي تهيه  سپس از قالب. استفاده از دستگاه پاساژ بافت انجام شد

ميكرون با استفاده از ميكروتوم نيمه  5ضخامت   هايي به شده برش
. ساخت كشور آلمان تهيه گرديد  RM2245 مدلLEICA ديجيتال 

 وسيله هماتوكسيلين اي مربوطه بهـه شناسي لام افتـبراي مطالعات ب
براي مطالعات ايمونوهيستوشيمي كه . ائوزين رنگ آميزي شدند ـ

در آزمايشگاه تحقيقات آبزيان دانشكده منابع طبيعي و علوم دريايي 
ها  دانشگاه تربيت مدرس واقع در شهرستان نور انجام شد، برش

قرار  Poly- L- Lysinوشش ـا پـايي بـه پس از تهيه بر روي لام
م ـزيـوسيت و آنـونـاي يـه ولـابي سلـي انـد و مكـدنـداده ش

Na+, K+- ATPase بر طبق روش )Khodabandeh et al., 2009; 

Khodabandeh et al., 2004; Nebel et al., 2005(  كه در ادامه
روي را  مقاطع تهيه شده بدين منظور.  آمده است، انجام شد

سپس و  قرار داده poly- L –lysineاي با پوشش  يشههاي ش لام
ميلي مول  01/0و  Naclميلي مول  150در  دقيقه 10مدت  ها به لام

)20(Tween   با ميلي مول بافر فسفات  10حاويpH = 7.3  قرار
 ، هاي آلدئيدي آزاد فيكساتيو سپس براي پوشاندن گروه .شدند داده
با  PBSحاوي  كلريد آمونيوم ميلي مول 50 اـدقيقه ب 5مدت  به

pH= 7.3 ها در  برش در مرحله بعد،. ندشد ارـتيمPBS  شستشو
شامل ه كنند دقيقه در يك محلول بلوك 10ه مدت ـداده شده و ب

1% bovine serum albomine (BSA)  حاوي درصد  1/0و ژلاتين
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PBS  يابي ايمنيايي  مكان .گرفتندقرارNa+, K+-ATPase  با استفاده
شود،  ، كه به زيرواحد آلفا متصل ميIgGα5بادي مونوكلونال  از آنتي

آنتي بادي رقيق . شدتوسط ميكروسكوپ نوري فلوئورسانس انجام 
ها اضافه  ، به لامميكروگرم بر ميلي ليتر 20 به ميزان PBSشده در 

 يساعت و در دماي اتاق در محيط 2و سپس به مدت  شده
شستشو  BSبعد از اين مرحله لام ها در . شدند مرطوب قرار داده

داده شده و به آنها آنتي بادي دوم، فلوئوروكروم فلوئوروسنت 
(FITC)  در  1:100رقيق شده با نسبتPBS  0.1به همراه% BSA 

. شدندتاريك نگهداري  يساعت در محيط 1اضافه شد و به مدت 
به آنها  ده وشعنوان شاهد منفي انتخاب  هها كه ب سري از لام يك

قرار  BSA –PBSدر محلول آنها آنتي بادي اوليه اضافه نشد و 
با استفاده از شستشو داده شده و   BSها در همه لام سرانجام. گرفتند

در مرحله آخر . چسب مخصوص ايمونوهيستوشيمي مونتاژ شدند
متصل به ميكروسكوپ  Olympusها توسط دروبين ديجيتال  از لام

 -Leitz Diaplan Coupled to a Ploemopak 1)فلوئورسنت 

Lambda Lamp)  450با فيلترهاي اختصاصي nm -490nm 
  .گرفت عكسبرداري صورت

  نتايج. 3

شناسي نشان داد كه بر روي هر رشته  نتايج مطالعات بافت
هامور، دو رديف صفحات نازك و پهن بنام  ماهي  برانشي در بچه

هاي  اند و آنها در بخش قرار گرفتهصورت عمود  هاي برانشي به تيغه
  ).1شكل (اند  انتهايي رشته فاقد تيغه

  
صورت دو  ههاي آبشش ب تيغه). فيلامنت(برش طولي رشته آبشش  ـ1شكل 

در قسمت مياني رشته رگ . ندهسترديفي در دو سمت رشته قابل تشخيص 
هاي  سلول). شكل بيضي( ندهستهاي خوني قابل رويت  خوني محتوي سلول

ده و فضاي عيونوسيت با رنگ روشن، اندازه درشت و شكل كروي بر روي قا
 هاي سنگفرشي سلول ياه همچنين تجمع). 1( ندهستها قابل رويت  بين تيغه

  ).H&Ex400( ندهستها قابل رويت  بر روي تيغه) 3( و جامي) 2(

در روش ايمـونـوهيستو شيمي، آنتي بـادي اوليه كه شـامل 
)IgGα5 (يرواحد است به زα شود و پس از  آنزيم متصل مي

اضافه كردن آنتي بادي ثانويه در ابتدا به آنتي بادي اوليه متصل 
به صورت فلوئورسانس  Na+, K+-ATPaseشده و سپس، آنزيم 

ها، اگرچه هيچ سلولي  در ساير لام. شود مشخص مي
هاي آبششي نشان نداد،  ايمونوفلئورسانسي از خود بر روي تيغه

اما تعدادي سلول كه بر روي قاعده و فضاي بين تيغه ها قرار 
علاوه مشخص گرديد  به. داشتند داراي ايمونوفلئورسانس بودند

اي  گرد تا بيضوي و داراي هسته صورت ها به كه اين سلول
صورت  سلول هاي يونوسيت اغلب به. درشت در وسط هستند

پذيري متفاوتي نسبت به ساير سلولها مشخص  مجتمع و با رنگ
گونه ايمونوفلئورسانسي از  ها هيچ هسته اين سلول. شوند مي

ها نشان داد كه  مطالعه ايمونوفلئورسانس لام. خود نشان نداد
هاي  اي ـ جانبي سلول در سمت قاعده Na+, K+-ATPaseآنزيم 

  ).2شكل (يونوسيت آبشش وجود دارد 

  

  
هاي يونوسيت در فضاي  سلول. هاي آبشش ها و تيغه برش طولي رشته ـ2شكل 

هاي يونوسيت موجود   سلول. اند قرار گرفته) 1( ها ده تيغهعو قا )2(اي  بين تيغه
ها  ده تيغهعفرد و آنهايي كه روي قاصورت من هب اغلباي  در فضاي بين تيغه

هاي يونوسيت  شكل سلول. شوند صورت مجتمع ديده مي هاند ب قرار گرفته
  .استصورت گرد تا بيضوي  هب
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 بحث. 4

هاي ماهيان استخواني قادر به مهاجرت از آب  از گونه% 5حدود 
ي تحمل وسيعي  ها داراي دامنه شور به شيرين هستند اين گونه

اين ويژگي در اجداد . نسبت به تغييرات شوري محيط هستند
ماهيان استخواني وجود داشته و در طول زمان تكامل يافته است 

(Evans, 1984) .ه بيشتر در مناطق استوايي ماهي هامور معمولي ك
كند نيز داراي اين ويژگي است  و نيمه استوايي زندگي مي

(Heemstra & Randall, 1993) . بالغين آنها در مناطق سخت و
ها و جوانان  كنند، در حالي كه لارو هاي مرجاني زندگي مي آبسنگ

كنند  ها زندگي مي ا روي سطح گياهان آبزي و مصبـآنه
(Caberoy & Quinitio, 2000) .شناسي بر روي  مطالعات بافت

هاي  آبشش بچه ماهي هامور معمولي حاكي از آن است رشته
صورت عمود بر روي  هاي آبششي ظريفي كه به آبششي توسط تيغه

فضاي اشغال شده توسط . اند، تشكيل شده است آن قرار گرفته
 بنا. هاي آبششي نسبتا زياد است هاي آبششي نسبت به رشته تيغه

براين وسعت بخش تنفسي آبشش در اين گونه نسبتا قابل توجه 
مطالعات نشان داده است كه در ماهيان پر تحرك مثل آزاد . است

زي، ساختار  ماهيان نسبت به ماهيان كم تحرك مانند ماهيان كف
بادي  استفاده از آنتي). Evans et al., 2005(باشد  تر مي آبشش وسيع

(IgGα5) يابي آنزيم  جهت مكانNa+, K+-ATPase  و در واقع
هاي يونوسيت در حشرات آبزي، سخت پوستان و ماهيان از  سلول

المون ـايي، گوپي، سـاس دريـان، بـآلاي رنگين كم زلـجمله ق
شود  ها محسوب مي ام و خامه ماهي از موفق ترين روشـچ
)Lignot et al., 2001; Ziegler 1998 .(العه روي نتايج اين مط

در واكنش  (IgGα5)ماهي هامور نشان داد كه آنتي بادي  آبشش بچه
اي  ايمونوفلوئورسانس قابل ملاحظه Na+, K+-ATPaseبا آنزيم 
بنابراين، اين آنتي بادي قادر به شناسايي محل حضور . كند توليد مي

هاي ايمونوفلئورسانس در قسمت  سلول. هاي يونوسيت است سلول
حضور  (E. coioides)هاي آبشش در ماهي  قاعده و فضاي بين تيغه
. ها بودند تيغهها فاقد ايمونوفلئورسانس روي  داشتند و ساير سلول

جانبي  ـاي  بيشترين تراكم ايمونوفلئورسانس در ناحيه قاعده
بر . ها در تبادلات يوني است ها بيانگر فعال بودن اين سلول سلول

هاي يونوسيت در  توان گفت كه سلول اساس اين مشاهدات مي
ي ـاهـشش در مـاي آبـه هـن تيغـاي بيـاي و فض دهـاعـش قـبخ

(E. coioides) هاي  ها بر روي ساير گونه بررسي. شوند فت مييا
ها معمولا بر روي  مختلف در آبزيان نشان داد كه اگرچه اين سلول

اما  ،)Evans et al., 2005(شوند  ها يافت نمي بافت پوششي تيغه
از نظر  هاي شيرين فقر سازگاري با شرايط محيطي خاص مثل آب

 Armored catfish (Hypostomus CF. plecostomus) ماهي يوني در
هاي آبششي گرديده  هاي يونوسيت روي تيغه سبب حضور سلول

ويترز و همكاران با مطالعه ). Fernandes & Perna, 2001(است 
كمان نشان دادند كه  آلاي رنگين بر روي آبشش ماهي قزل

هاي آبششي قرار  طور كلي در ناحيه بين تيغه هاي يونوسيت به سلول
تحقيقي يك كار  همچنين در). Witters et al., 1998(گيرند  مي

 ،Paddlefish (Polydon spathula) مشخص شده است كه در
هاي آبششي و همچنين  اي تيغه هاي يونوسيت در ناحيه قاعده سلول

نتايج ). (Krayushkina et al., 2000گيرند  ها قرار مي بين تيغه
بر روي ماهي با مطالعه  1998تحقيقات شيكانو و همكاران در سال 

ازگاري اين ماهي با آب دريا و ـي س گوپي نشان داد كه طي دوره
زان ـاي يونوسيت و ميـه آب شيرين هم تعداد و هم اندازه سلول

براي تنظيم يوني بسيار ضروري   Na+, K+-ATPaseحضور آنزيم 
همچنين در اسبله ماهيان ). (Shikano & Fujio., 1998است 
هاي آبششي حضور نداشته و  تيغههاي يونوسيت روي  سلول

هاي آبششي ماهيان سازگار  هاي يونوسيت روي تيغه حضور سلول
شده با آب شيرين براي كمك به جبران نيازهاي فيزيولوژيكي بدن 

نتايج اين تحقيق نشان داد كه ). Laurent & Perry, 1991(است 
صورت گرد تا  به  (E. coioides)هاي يونوسيت آبشش سلول

اي ـ  در غشاي قاعده Na+, K+-ATPaseبوده و آنزيم بيضوي 
بنابراين، همان طور كه بيان شد . جانبي اين سلولها قرار گرفته است

در مقايسه با كارهاي  (E. coioides)در آبشش ماهي هامور معمولي 
هاي  ها، سلول انجام شده توسط ساير محققين بر روي ساير گونه

با توجه به . يابي كرد نيايي مكانتوان به روش ايم يونوسيت را مي
هاي  توان رسيد كه سلول هاي اين تحقيق به اين نتيجه مي يافته

صورت  اي به طور قابل ملاحظه يونوسيت در فرآيند تنظيم اسمزي به
  . فعالانه دخالت دارند

  تشكر و قدرداني 

اين مقاله بخشي از پايان نامه كارشناسي ارشد دانشجوي گروه 
بيولوژي درياي دانشگاه علوم و فنون دريايي خرمشهر است كه با 
همكاري صميمانه آقاي جمشيد اميري مقدم انجام شده و لذا از 

همچنين از زحمات آقاي . شود دريغ ايشان تشكر مي زحمات بي
وژي درياي دانشكده علوم حسيني مسوول محترم آزمايشگاه بيول
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