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  چكيده

در  Na+/ K+- ATPaseيـابي آنـزيم    و مكـان  (Epinephelus coioides)هاي كليوي بچه ماهي هامور معمولي  شناسي نفرون بافت: هدف
  . با استفاده از روش ايمونوهيستوشيمي) 10و  ppt60 (هاي هيپو و هايپراسموتيك  خلال تنظيم اسمزي و تطابق با محيط

يـايي آنـزيم    يـابي ايمـن   مكان. ائوزين استفاده شد -هاي كليوي از رنگ آميزي هماتوكسيلين نفرونشناسي  به منظور بافت: ها مواد و روش
ATPase -+, K+Na   5 (هاي اوليه استفاده از آنتي بادينيز با(IgG  و ثانويهFITC انجام شد .  

هاي كليوي بچه ماهي هامور معمولي شامل جسمك كليوي، قطعه گردني، توبول پروكسيمال  شناسي نشان داد نفرون مطالعات بافت: نتايج
ايمونوهيستوشيميايي نيز نشان داد كه در تيمار كنترل آنزيم مـذكور  نتايج مطالعات . اوليه و ثانويه، توبول ديستال و جمع كننده مي باشند

در . هـا حضـور نـدارد    هاي كليوي بچـه مـاهي هـامور حضـور داشـته امـا در گلـومرول        هاي اپيتليال توبول جانبي سلول -اي در سمت قاعده
هـا حضـور    هاي اپيتليال توبـول  جانبي سلول -اي هاي هيپواسموتيك و هيپراسموتيك نيز به مانند تيمار كنترل آنزيم در سمت قاعده محيط

  . ها حضور ندارد دارد اما در ساختار گلومرول

هـا در كليـه مـاهي هـامور      توان به اين نتيجه رسيد كـه سـاختار نفـرون    با توجه به اطلاعات بدست آمده در اين تحقيق مي: نتيجه گيري
هـاي   جـانبي سـلول   -اي همچنين، حضور آنزيم در سمت قاعـده . الين مي باشدهاي ماهيان يوري ه معمولي شبيه ساختار آن در ساير گونه

    . باشد دهنده حضور فعال اين آنزيم در فرايند تنظيم اسمزي مي اپيتليال كليوي نشان

  ، مكان يابي ايمنيايي، تنظيم اسمزيNa+/ K+- ATPaseهاي كليوي،  هامور معمولي، نفرون :واژگان كليدي
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  مقدمه

، يـك گونـه يـوري    Serranidaeماهي هامور معمولي از خـانواده  
باشد كه بيشـتر در منـاطق اسـتوايي و نيمـه اسـتوايي       هالين مي
هاي جنوب شرق هامور ماهيان در اكثر كشور .)1( كند زندگي مي

شـوند و بـه دليـل     آسيا جز ماهيان مهم پرورشـي محسـوب مـي   
. هستند  داشتن گوشت لذيذ و غني، داراي ارزش اقتصادي بالايي

هامور معمولي ساكن آب دريا مي باشد، بنابراين نسبت به محيط 
ــت   ــمتيك اس ــود هيپواس ــرايط در . خ ــن ش ــم اي ــاي  مكانيس ه

ــمو ــاي روش )Hypoosmoregulatory(رگولاتوري هايپواسـ  هـ
. باشند ها مي جبراني براي جبران از دست رفتن آب و تهاجم يون
هـا را بـراي    قابليت تنظيم اسمزي و يـوني در جـانوران آبـزي آن   

تطابق با شرايط مختلف محيط از جمله تغييرات شـوري توانمنـد   
دهيدراته در اين شرايط بواسطه نوشيدن آب از  ).2( ساخته است

شود و آب توسـط روده جـذب شـده و     شدن شديد جلوگيري مي
 ها و كليه هـا دفـع مـي شـوند     يون هاي اضافي هم توسط آبشش

ــدگي در   ). 4و3( ــراي زن ــي ب ــدار محــيط درون ــادل پاي حفــظ تع
. رسـد  هاي گوناگون توسط مهره داران ضروري به نظر مـي  محيط

انتقـال دهنـده   تليـوم   در پاسخ به اين تغيير شرايط محيطي اپي
تنظـيم اسـمزي در   . كنـد  ها ايفا مي نقش مهمي را در انتقال يون

امل آبشـش،  ش ـها  ها و اندام سري از بافت ها بواسطه يك تلئوست
كليه يك نقـش مهـم در تنظـيم    ). 5( شود كليه و روده انجام مي

 كـه  كنـد  اسمزي هر دو گروه ماهيان آب شور و شيرين ايفـا مـي  
هـايي نيـز    البته اين ايفاي نقش در ايـن دو محـيط داراي تفـاوت   

    ).6( باشد مي

كليه نقش خود را در تنظـيم اسـمزي ماهيـان اسـتخواني يـوري      
     هالين از طريـق تغييـر در ميـزان ادرار و ايجـاد تعـادل و تـوازن      
    بين ترشح و بازجذب يون با توجه به شوري و اسمولاليته محـيط 

    هـاي  در فراينـد تنظـيم اسـمزي آنـزيم    ). 7(كنـد  آبي ايفـا مـي   
         هــا تــرين ايــن آنــزيم زيــادي درگيــر هســتند كــه يكــي از مهــم

Na+/ K+- ATPase   يـك آنـزيم عمـومي غشـا      كـه  باشـد  مـي
باشد كه به طور فعال سديم را به خارج و پتاسيم را  پلاسمايي مي

يـك   آنـزيم اين ). 8( هاي جانوري انتقال مي دهد به داخل سلول
ATPase  تيپP 2باشد و از دو زير واحد  مي)α ( 2و)β (  تشـكيل
زير واحد كاتاليتيك آنزيم بوده و وزن مولكـولي آن   α. شده است
كـوچكتر و   βزيـر واحـد   . باشـد   مـي كيلو دالتـون   100در حدود 

 كيلـو دالتـون   55 اي در حدود باشد و وزن مولكولي گليكوزيله مي
انـد كـه ايـن     ايمونوهيستوشيميايي نشان دادهمطالعات  ).9( دارد

 هاي غنـي از ميتوكنـدري اپيتليـوم آبشـش     در سلول آنزيم اساسا
ماهيان استخواني يوري ) 11( هاي كليوي تليوم توبول و اپي) 10(

از ماهيان اقتصادي خليج فارس  هامور معمولي .هالين حضور دارد
كشـور تكثيـر   هاي تكثير و پرورش جنـوب   باشد كه در سايت مي
اين ماهي همچنين داراي ميزان صيد بالايي در سـواحل  . يابد مي

نظر به توليـد و رهاسـازي ايـن مـاهي در     . خليج فارس مي باشد
ها، در اين تحقيق سعي  هاي ساحلي و تغييرات شوري اين آب آب

شده است تا علاوه بر بافت شناسي توبول هاي كليوي بـه عنـوان   
كـه از   Na+/ K+- ATPaseزي، آنـزيم  اندام مهم در تنظيم اسم

باشـد و   مهم ترين آنزيم هاي درگير در روند تنظيم اسـمزي مـي  
اي از انرژي مصـرفي در تنظـيم اسـمزي را بـه خـود       بخش عمده

دهد، با استفاده از روش مكان يـابي ايمنيـايي ايـن     اختصاص مي
آنزيم در طي روند سازگاري اين ماهي بـا شـوري هـاي مختلـف،     

  .ي شودياب مكان
  

  ها مواد و روش
هاي مربوط به ايـن تحقيـق از ايسـتگاه تحقيقـاتي ماهيـان       نمونه

وابسته به پژوهشكده آبزي پـروري  ) ره(دريايي بندر امام خميني 
درجـه سـانتي گـراد     20 -22هوا بـين  . جنوب كشور تهيه شدند

حفـظ   7/7-8/7نيـز بـين    pHساعت،  12حفظ، دوره فوتوپريود 
انجام  Biomar (China)و تغذيه ماهيان توسط غذاي ماهي  شد
گرمـي هـامور    4± 3/0به منظور انجام آزمايش بچه ماهيـان . شد

ــاي      ــيط ه ــه مح ــيون، ب ــه آداپتاس ــك هفت ــس از ي ــولي پ معم
ــا شـــــوري پـــــايين(هيپواســـــموتيك و  (ppt 10) ()آب بـــ

. انتقـال داده شـدند   (ppt 60) ) آب با شوري بـالا (هيپراسموتيك
هفته بود كه پس از اتمام آن بـه طـور    4ره اين آزمايش طول دو

تصادفي از ماهيان نمونه برداري شد و ماهيان توسط محلول گـل  
سپس، سر و قطعه دمـي جـدا و دسـتگاه    . هوش شدند ميخك بي

گوارش خارج گرديد و نمونه ها به منظور تثبيت به محلول بـوئن  
اسـيد اسـتيك    متشكل از اسيدپيكريك اشباع، فرمالين تجاري و(

منتقل و به آزمايشگاه بافت شناسي و جنـين شناسـي   ) گلاسيال
. آبزيان دانشگاه علوم و فنون دريايي خرمشهر انتقـال داده شـدند  

ساعت از بوئن خـارج و بـراي از بـين     24ها پس از گذشت  نمونه
بردن بقاياي رنگ زرد ماده تثبيت كننـده چنـدين بـار در الكـل     

ــراي ا 70 ــو و ب ــد شستش ــي و   درص ــت شناس ــل باف ــام مراح نج
ايمونوهيستوشيمي، نمونه ها با استفاده از سري افزايشـي اتـانول   

ها  در مرحله بعد، از قالب). 12(آب گيري و سپس پارافينه شدند 
 5هاي كليوي به ضخامت  هاي سريالي از بخش دفعي توبول برش
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  بحث
ساختار كليـه ماهيـان اسـتخواني را بـه پـنج دسـته       ) 15(اوگاوا 

بر اساس اين دسته بندي، كليـه مـاهي   . كرده استتقسيم بندي 
هامور معمولي شبيه اكثر ماهيان استخواني دريـايي، خصوصـيات   
. مورفولوژيكي شبيه نوع سوم اين دسته بندي را نشان مـي دهـد  

بنابراين، كليه ماهي هامور داراي ساختماني شبيه ديگـر ماهيـان   
اي گلـومرول،  ه ـ ، يعني داراي بخش)17و  16(باشد   يورهالين مي

توبــول پروكســيمال، توبــول ديســتال و توبــول جمــع كننــده در 
مطالعات بافت شناسـي بخـش دفعـي    . هايش است ساختار نفرون

كليه بچـه مـاهي هـامور نشـان داد كـه نفـرون هـا از گلـومرول،         
هاي پروكسيمال، توبول هاي ديستال و توبـول هـاي جمـع     توبول
ر بالا گفته شد در سـاختار  همانطور كه د. تشكيل يافته اند كننده
هاي ديستال تشـخيص   هاي كليوي بچه ماهي هامور توبول نفرون

كه اظهار داشتند ) 18(داده شدند كه با بيان هيچمن و همكاران 
مطابقـت  ) 18( انـد  ماهيان استخواني دريايي فاقد توبول ديسـتال 

هـاي مكعبـي و هسـته     هاي پروكسيمال داراي سلول توبول. ندارد
هـاي   ي بوده و بواسطه داشـتن حاشـيه مسـواكي از توبـول    ا قاعده

هاي جمع كننده قابل تميز اند كه اين نتـايج بـا    ديستال و توبول
. همخـواني دارد  )19(نتايج گزارش شده توسط تنگ و همكـاران  

تشـكيل شـده كـه     IIو  Iهاي پروكسيمال از قطعـات   خود توبول
كـاهش   IIبـه سـمت قطعـه     Iتعداد ميكروويلي در آنها از قطعه 

هاي ديستال و  به بعد، يعني در توبول IIدهد و از قطعه  نشان مي
ويژگـي  . شـود  جمع كننده هيچ گونه ميكروويلـي مشـاهده نمـي   

هـاي تقريبـا كـروي و مركـزي      هاي ديستال داشتن هسـته  توبول
هـاي ديسـتال    هاي جمع كننده نيز ماننـد توبـول   توبول. باشد مي

 هـاي  ر لومن خود بوده و بواسطه داشتن سـلول فاقد ميكروويلي د
هاي بيضوي تا گرد و تقريبا ميـاني تشـخيص    مكعبي بلند، هسته

هـا از جملـه در    نتايج مشابهي در مورد ديگر گونـه . شوند داده مي
و  Hosu hosuي  بــر روي دو گونــه ) 20(ي چرمــي  مطالعــه

Acipenser persicus  بـر  ) 12(و همچنين خدابنده و همكاران
گزارش شده است كه نشـان  Acipenser persicus ي  روي گونه

هاي كليوي در ماهيـان يـوري    دهنده ساختار تقريبا مشابه نفرون
هالين بوده و نيز تاييد كننـده نتيجـه مطالعـه حاضـر مبنـي بـر       

  .باشد هاي كليوي مي هاي ديستال در ساختار نفرون حضور توبول
سيسـتم ادراري تنظـيم يـوني    با توجه به اينكه يك عملكرد مهم 

 Na+/ K+-ATPaseيابي سلول هـاي غنـي از    باشد، اما مكان مي
نتـايج  ). 14(نسبت به آبشش كمتر مورد بررسي قرار گرفته است 

اين مطالعه روي كليه بچه ماهي هامور نشان داد كه آنتـي بـادي   

(IgG  Na+/K+-ATPaseدر واكــــــنش بــــــا آنــــــزيم  (5
بنـابراين، ايـن   . اي توليد مي كند ايمونوفلوئورسانس قابل ملاحظه

هـاي غنـي از    آنتي بادي قادر به شناسـايي محـل حضـور سـلول    
نتايج مطالعات ايمونوهيستوشيميايي نشان داد . ميتوكندري است

جانبي توبول هاي پروكسـيمال،   -اي كه آنزيم فوق در غشاء قاعده
جمع كننده، در همه شـوري هـا   هاي  هاي ديستال و توبول توبول

به عبارت ديگر، آنزيم . ها وجود ندارد حضور دارد، اما در گلومرول
Na+/ K+-ATPase هـاي   جانبي سلول -اي حاضر در غشاء قاعده

IgG)هـا بـا آنتـي بـادي      غني از ميتوكندري توبول واكـنش   (5
نتـايج مشـابهي در   . نمايـد  ايمنيايي داده و توليد فلوئورسانس مي

تنـگ  هاي ماهيان استخواني، از جمله در مطالعه  رد ديگر گونهمو
و لـين   (Chanos chanos)بر روي خامه ماهي  )19(و همكاران 

ــاهي خــال ســبز ) 8(و همكــاران  ــه روي بادكنــك م  در مطالع

(Tetraodon nigroviridis)   شــدت . گــزارش شــده اســت
فلوئورسانس مشاهده شده در ايـن مطالعـه كـه بواسـطه حضـور      

تواند نشان  ايجاد شده است، مي Na+/ K+-ATPaseحضور آنزيم 
هاي كليـوي بـه جهـت انجـام      از حضور فعال اين آنزيم در توبول

همين طور تـراكم فلوئورسـانس   . وظيفه تنظيم اسمزي آنها باشد
هـاي   تواند بـر نقـش سـلول    ي لوله ها، ميجانب -اي در غشا قاعده

ــايي     ــز توانـ ــوني و نيـ ــادلات يـ ــدري در تبـ ــي از ميتوكنـ غنـ
طـور   همين .هيپراسمولاريتي در ماهي هامور معمولي دلالت كند

ــاران   ــل و همك ــتگاه ادراري  ) 14(نب ــش و دس ــي آبش ــا بررس         ب
و توانـايي   (Dicentrarchus labrax)بچه ماهيان باس دريـايي  

     تطابق آنهـا بـا محـيط آب شـيرين، مشـاهده كردنـد كـه آنـزيم        
Na+/ K+- ATPase   هـا و مجـاري ادراري، و در    در همـه توبـول

  .هاي اپيتليوم آنها حضور دارد اي جانبي سلول سمت قاعده
يـابي   در مطالعـه اي بـه منظـور مكـان    ) 12(خدابنده و همكاران 

آبشش و دسـتگاه ادراري تـاس   هاي غني از ميتوكندري در  سلول
مشـاهده كردنـد كـه ايـن      (Acipenser persicus)ماهي ايراني 

هاي ديسـتال و جمـع كننـده حضـور داشـته كـه        آنزيم در توبول
ي  بنـا بـه گفتـه   . توسط توليد نور فلوئورسانس قابل مشاهده است

در آب شيرين بـه دليـل كـم بـودن     ) 21(نيشي مورا و همكاران 
آب و دفــع مقــادير بــالاي آب، لازم اســت  هــاي موجــود در يــون
هـاي كليـوي بـه     هاي غني از ميتوكندري موجود در توبول سلول

جـذب   هاي ديستال و جمع كننده با افزايش ميزان باز ويژه توبول
يوني از مايع فيلترا و دفع آب اضـافي بـدن تعـادل يـون و آب را     

اما در گلومرول و توبول پروكسيمال هـيچ گونـه   ). 21(حفظ كند 
فلوئورسانسي را مشاهده نكردند كه اين نشانگر عدم دخالت آنهـا  
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اما در مطالعه حاضر در قطعه گردني و . باشد در بازجذب يوني مي
ايمونوفلوئورسانس مشاهده شد كه اين  هاي پروكسيمال هم توبول

هــاي پروكســيمال بخصــوص، در ترشــح  نشــانگر دخالــت توبــول
  . باشد هاي دو ظرفيتي مي يون

هـاي دو   در آب شور توبول پروكسيمال محل اصـلي ترشـح يـون   
مشـخص شـده اسـت كـه يكـي از      ). 22و  21( باشد ظرفيتي مي

هاي حاوي  ولهاي دو ظرفيتي اگزوسيتوز وزيك هاي ترشح يون راه
هـاي اپيتليـال    هاي دو ظرفيتي از طريق غشاء راسـي سـلول   يون
هاي دو ظرفيتـي   يكي ديگر از راه هاي ترشح يون). 23(باشد  مي

                    در توبـول پروكســيمال، از طريــق هــم انتقــالي 

Na+/Mg+ ,Na+/Ca+ هـاي ايـن انتقـال در     باشـد كـه آنـزيم    مي
هـاي پروكسـيمال قـرار     اپيتليـال توبـول  هاي  قسمت راسي سلول

  دارند و نيروي مورد نياز براي ايـن هـم انتقـالي از طريـق آنـزيم     
H+-ATPase    ــزيم ــط آنـ ــتر توسـ ــي و بيشـ ــش راسـ             در بخـ

Na+/ K+- ATPase هـاي   جانبي سلول -اي واقع در بخش قاعده
  ).  24(شود  هاي پروكسيمال تامين مي اپيتليال توبول

  

  يرينتيجه گ
با توجه به نتايج بدست آمده از اين مطالعه در كليه ماهي هـامور  

هاي غني از ميتوكندري و به تبع  ، سلول(E. coioides)معمولي 
تـوان بـه روش ايمنيـايي     را مـي  Na+/ K+-ATPaseآنها آنـزيم  

، همـه  E. coioidesبا توجـه بـه اينكـه در كليـه     . يابي كرد مكان
نس نشان دادند كـه ايـن   ايمونوفلوئورساهاي كليوي از خود  توبول

هـاي   در سـلول  Na+/ K+-ATPaseي حضور آنزيم  نشان دهنده
تـوان   باشـد، مـي   ها مي اپيتليوم آنها و عدم حضور آن در گلومرول

هاي غني از ميتوكندري در محيط هـاي مختلـف    گفت كه سلول
در فرآيندهاي حفظ ثبات محيط داخلي بدن جانور به طور قابـل  

  .اي دخالت دارند ملاحظه
  

  تشكر و قدرداني
نويسندگان اين مقاله از همكاري و مسـاعدت آقـاي دكتـر صـابر     
خدابنده، آقاي جمشيد اميري مقدم و آقـاي حسـيني كارشـناس    
آزمايشگاه بيولوژي دانشكده علوم دريايي و منابع طبيعي دانشگاه 

اي نور و همچنين از زحمات آق ـتربيت مدرس واقع در شهرستان 
  .رضا ساماني كمال تقدير و تشكر را دارندمحمد
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Abstract 

Aim: Histological study of kidney nephrons of Epinephelus coioides Juveniles and 

Immunolocalization of Na+, K+- ATPase during osmoregulation and adaptation with hypo- and hyper-

osmotic (10 and 60 ppt) conditions.  

Material and Methods: H & E staining and IgG 5 and FITC as primary and secondary antibodies 

were used for kidney nephrons histological studies and Immunolocalization of Na+, K+- ATPase, 

respectively.  

Results: Results of microscopic study indicated that kidney nephrons of juvenile grouper were 

consisted of Glomerulus, Neck segment, Proximal, Distal and Collecting tubules. Immunolocalization 

of control group showed that Na+, K+- ATPase was distributed in all part of nephron structure but 

glomeruli. In hypo- and hyper-osmotic environments similar to control condition the enzyme 

distributed into the epithelial cells of proximal, distal and convoluted tubules but was not presence in 

glomeruli. 

Conclusion: The results of present study indicated that, the structure of kidney nephrons of E. 

coioides was similarto that of other euryhaline species and presence of Na+, K+- ATPase in basolaterl 

portion of cell membrane indicated its active role in osmotic and ionic regulation in kidney.      

Key words: Grouper, Kidney Tubules, Histology, Na+ K+- ATPase, Immunolocalization, 

Osmoregulation 

 


