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  :چكيده

 تريپلوئيـد آلاي  قـزل  Na+-K+-ATPaseآنـزيم   1bαواحـد   هـاي كلرايـد و بيـان ژن زيـر     تغييرات مورفولـوژي سـلول  

Oncorhynchus mykiss )18و  12، 6هاي  قيم به شوريدر انتقال مست ،)گرم 6/70وزن  ميانگين ppt     مـورد بررسـي

هـاي كلرايـد آبشـش بـا اسـتفاده از       خورده سلول تغييرات در فراواني، الگوي پراكنش و سطح مقطع برش. ندگرفتقرار 

آبشش با استفاده از تكنيك ايمونوهيستوشيمي و استفاده  Na+-K+-ATPaseيابي  شناسي كلاسيك و مكان تكنيك بافت

كمي  نيمهبا استفاده از تكنيك بيان ژن  Na+-K+-ATPaseآنزيم  1bαواحد  بيان ژن زير. انجام شد  IgGα5دي با از آنتي

منتقل شده  ماهيان روزه آزمايش در تمام تيمارها صد درصد بود و 10ميزان بقا در طي دوره . مورد سنجش قرار گرفت

در هاي كلرايـد   الگوي پراكنش سلول .دنكرد ارد حفظوري اسمولاليته پلاسما را در سطوح استاندبه سطوح مختلف ش

كـه   نـد نتـايج مطالعـات ايمونوهيستوشـيمي نشـان داد     .ها مشابه و بر روي لاملا، پايه و بين لاملا بوده است تمام تيمار

 ن مساحت سـطح مقطـع  يشتريب. دنوجود دارppt  18هاي كلرايد لاملايي و بين لاملايي در تيمار  بيشترين تعداد سلول

بـا   Na+-K+-ATPaseآنزيم  1bαواحد  تغييرات بيان ژن زير .ن مشاهده شديريد در آب شيكلرا يها خورده سلول برش

خـود   يخوب د بهيپلوئيتر يآلا قزلرسد ماهي  نظر مي هبا توجه به نتايج تحقيق ب. نشان داد يشيافزاروند  ،يش شوريافزا

 شـده را  يبررس ـ يهـا  يشـور بـا  توانايي لازم در مقابله  ر كرده وش سازگايط آزماياعمال شده در مح يها يشوررا با 

  .دنباش يشور م لب يها جهت پرورش در آب ينظر گونه مناسب و به نددار

  
 

  كماننيرنگ يآلا قزل يايمونوهيستوشيمي، ماهكمي،  نيمه ان ژنيهاي كلرايد، ب ، سلوليديپلوئيتر :د واژگانيكل
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  : قدمهم

يكـي از   ،Oncorhynchus mykissمـان  رنگـين ك  آلاي قـزل 

ي هـا  منظـور توسـعه فعاليـت    باشد كه به ماهيان سردآبي مي

پروري به بسياري از مناطق جهان، از جملـه   شيلاتي و آبزي

  .(Abdoli, 2000) ايران معرفي شده است

ويژه در صنعت آبـزي پـروري    موجودات تريپلوئيد به توليد

د بـه دليـل داشـتن سـه     ماهيان تريپلوئي. رو به افزايش است

عقـيم شـدن از طريـق    .  باشـند  مـي دسته كروموزوم عقـيم  

ــدي ــامطلوب     تريپلوئي ــرات ن ــوگيري از اث ــل جل ــه دلي ب

هورمونهاي جنسي در زمان بلوغ بر روي كيفيت گوشت و 

جلوگيري از كاهش رشد ، در آبزي پروري بسـيار   همچنين

 كمـان  رنگينقزل الاي  از سوي ديگر. گيرند ميمد نظر قرار 

ي لـب شـور از رشـد بيشـتري در قيـاس بـا آب       ها در آب

  .)Kalbassi et al., 2009( شيرين برخوردار خواهد بود

ماهيان، قديمي تـرين و متنـوع تـرين گـروه مهـره داران      

ــتند ــم .) Beyenbach 2004  (هس ــا مكانيس ــيم ه ي تنظ

يوني درماهيان به طور چشم گيري رشد نمـوده   - اسمزي

ي اكولوژيـك،  ها ونت و بقا در آشيانسكامكان  ها آنو به 

قطبـي  از آبهاي سـرد و يـخ زده درياهـاي     بالقوه بسياري

 (Evans ي قليـايي اسـتوا را داده اسـت   ها گرفته تا درياچه

در شوري بيشتر از شوري ايزواسمتيك و در آب  .)1993

به بدن خـود و از دسـت    ها دريا ماهي با ورود دائمي يون

مواجه است بنابراين اين ماهيان  دادن آب به طريق اسمزي

 ـ مبـارزه كـرده و در    يبا نوشيدن آب دريا با مشكل كم آب

حـل   يبـرا . دنشـو  يون مواجه ميعوض با مشكل تراكم 

ي انتقال فعال در سـلولهاي كلرايـد   ها ن مشكل مكانيسميا

و  So4-2د، كليه نيز نرا به خارج دفع مي كن NaClآبشش، 

Mg+2   تـي را بـه خـارج دفـع    دو ظرفي يهـا  و ديگـر يـون  

 ).(Bartley et al., 2001كند مي 

ي تنظـيم اسـمزي شـامل آبشـش، روده و كليـه در      ها اندام

ماهيان استخواني يوري هالين در نگهداري هموستازي بدن 

ي مختلفـي  ها د و با توجه به شوري محيطي نقشنقش دارن

 هـا  آبشـش  هـا  در ميان اين انـدام  . (Marshall, 2002)ددارن

مـي   ها ن اندام خارجي براي تنظيم اسمزي در ماهيمهمتري

كنـدري  ي غنـي از ميتو هـا  ليوم آبششي سـلول در اپيت. باشند

ي اصـلي  هـا  مكـان وجود دارند كـه از  ) ي كلرايدها لسلو(

ر شده بـا  ي سازگاها براي تبادل يون مي باشند كه در ماهي

ي سـازگار شـده بـا آب    هـا  ماهيآب دريا ترشح يون و در 

 جذب يون و توازن اسيد و باز را به عهده دارندشيرين كار 

1975) Evans(.  

ي انتقال دهنده يـون در آبشـش   ها ي كلرايد، سلولها سلول

هـداري  ماهيان استخواني هستند كـه نقـش مهمـي را در نگ   

و همكـاران   Nebel(ن يوني بدن جانوران ايفا مي كنند تواز

2005 ،Varsamose  اه ـ ش اين سلولنق )2002و همكاران 

از جذب يون تا ترشح يون با توجه به شوري محيط تغييـر  

 ،هــا ايــن ســلول .)2003 ،همكــاران و (Katoh مــي كنــد

يي بزرگ، تخم مرغي شـكل، داراي حفـره راسـي    ها سلول

و همكـاران   Evans( بوده و غني از ميتوكندري مـي باشـند  

2005،Katoh  2003و Kaneko،Khodabandeh   و

 .)2000و همكاران  Rao  ،Seidelin 1968، 2005همكاران 

ي مختلفـي  هـا  به كمك آنزيم ها حركات يوني در اين سلول

 Na+-K+-ATPase، آنـزيم  ها آنانجام مي شود كه مهمترين 

هترودايمري  Uchida 1996( .Na+-K+-ATPase(مي باشد 

 يدارااست كـه   pنوع  ATPaseي ها از اعضاي خانواده ژن

ــر واحــد ــي βو  α يهازي ــز ،باشــد م ــو ز αواحــد ر ي ر ي

براي پمپ فعال پتاسيم به داخل و سـديم بـه   آن  يها واحد

 كننـد  خلاف جهت شيب غلظت فعاليـت مـي  خارج سلول 
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)Chow  وForte 1995 ،Evart  وKlip 1995 ،Gaunet  و

با توجه به  .)2003و همكاران  Hyndman، 1995همكاران 

ي جديد به صنعت آبزي پـروري  ها بحث لزوم معرفي گونه

لـزوم توجـه   همچنين  و، كمبود منابع آب شيرين ر كشورد

پـرورش آبزيـان در   القاي تريپلوئيـدي و  به عواملي از قبيل 

رشـد مـاهي   افزايش جهت  در موثر ياملوعكه شور آبهاي 

گونـه   نمـودن در اين تحقيق با سـازگار   ،دنبه شمار مي رو

اثـر تـوام   ي متفـاوت و بررسـي   هـا  ريمورد مطالعه به شـو 

ي هـا  ريپلوئيدي از طريق بررسي تغييرات سـلول شوري و ت

امكان بهبـود وضـعيت    Na+-K+-ATPaseكلرايد و بيان ژن 

  .مورد ارزيابي قرار گرفت ين آبزيااقتصادي و پرورشي 

 

  :مواد و روش كار

  :ان مورد مطالعهتهيه و سازگاري ماهي

 كمــان نيرنگــ آلاي قــزلماهيــان مــورد آزمــايش شــامل 

از كارگـاه شـهيد   ) گرم6/70ن وزني با ميانگي(تريپلوئيد 

بـا اسـتفاده از    ) 2008 ، درافشـان (  بـاهنر كلاردشـت  

 70درصـد آب   30شامل  ليتري 30 ي پلاستيكيها كيسه

عدد ماهي در هر كيسـه بـه    15درصد اكسيژن با تراكم  

ي دانشگاه بي دانشكده علوم دريايآآزمايشگاه ماهيان سرد

بـه   آب شـيرين روز در14منتقل و بمدت  تربيت مدرس

سپس براي هـر تيمـار   . آداپته شدند يشگاهيط آزمايشرا

پــس از  )عــددي 10تكــرار  3(عــدد مــاهي  30تعــداد 

ــك  ــه تان ــومتري ب ــا بي ــا   100ي ه ــاوي آب ب ــري ح ليت

در هـزار و آب شـيرين بعنـوان     18و  12،  6يها شوري

بطـور مصـنوعي مطـابق     هـا  شـوري . شاهد منتقل شدند

 Kazemi and( نده شـد تركيب نمك درياي خزر سـاخت 

Bahmani, 1999(. ي هــا غــذادهي بــا اســتفاده از پلــت

 2و به ميزان  در مدت دوره آزمايش غذايي شركت چينه

و ميزان تعويض روزانـه   به طور روزانه درصد وزن بدن

  .در نظر گرفته شد %20آب 

  :شرايط محيط آزمايش

سـاعت نـور و    12طي دوره آزمايش، دوره نوري بصورت 

ــاعت 12 ــانگين   س ــاريكي، مي ــزان  pH 8/7ت ــانگين مي ، مي

 ييو محـدوده دمـا   mg/l 5/8برابـر   محلول در آب اكسيژن

C˚6/11-10 بوده است.  

پس از طي دوره ده روزه آزمايش، ماهيان پس از بيهوشي با 

، وزن كشي شده، طول كل، )mg/l 150(عصاره گل ميخك 

ادامـه   اندازه گيـري شـد و در  نيز  ها آنچنگالي و استاندارد 

 ـ  هـا  آنزان پلوئيـدي از  ي ـن مييسريعĤً جهت تع ري خـون گي

 ها آنسپس آبشش . بعمل آمد و گسترش خوني تهيه گرديد

بمنظور انجام آزمايشات بافت شناسي و ايمونوهيستوشيمي 

در محلول بوئن و جهت انجام آزمايشات مربوط به بيان ژن 

. فـيكس شـد   سريعاً در ازت مـايع  Na+-K+-ATPaseآنزيم 

جهت آبگيري  در محلول بوئن بعد از فيكس شدن ها نمونه

   .شدند درصد قرارداده 70و نگهداري در الكل اتانل 

  :سنجش فشار اسمزي پلاسما

تگاه اتوماتيك ازه گيري فشار اسمزي پلاسما از دسبراي اند

اســـتفاده  )Nr،Germany،co،13،961003مــدل (اســمومتر 

ي هـا  سما به تيـوپ ميكروليتر پلا 100يب كه ترتبه اين .شد

سي سي منتقـل شـد و سـپس فشـار اسـمزي پلاسـما        1.5

(mosmol/L)  قبل از اندازه  .گيري شدتوسط دستگاه اندازه

لـول  ه با آب مقطـر روي عـدد صـفر و بـا مح    گيري دستگا

دستگاه فـوق   .كاليبره شد 300نمكي مخصوص روي عدد 

بر اساس نقطه انجماد عمل نموده و هسته گذاري در دماي 

  .شود مينجام درجه سانتي گراد ا – 70

   :ايمونوهيستوشيميمطالعات بافت شناسي و 

جهت بافت شناسـي كلاسـيك    ها مراحل آماده سازي نمونه

 ها نمونه. انجام شد) 2005(و همكاران   طبق روش خدابنده
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با ميكروسكوپ نوري معمـولي مطالعـه و عكـس بـرداري     

كـار بافـت   مشـابه روش  بـراي ايمونوهيستوشـيمي   . شدند

ي ها بروي لام ها برش امابرش گيري شد  ها شناسي از بافت

  مطالعات . قرار گرفتند) Poly-L-Lysine(نه يزيلا -پلي ال

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  :نمونه برداري جهت مطالعات مولكولي

) عدد ماهي از هر تكرار2(عدد ماهي از هر تيمار  6تعداد 

ري شدند و پس براي انجام آزمايشات مولكولي ابتدا بيومت

نمونـه بـرداري    ها ، از آبشش آنها از خون گيري از ماهي

هـا  ي بافت آبشـش آن ها پس از نمونه برداري، نمونه. شد

بسرعت در  RNAجهت جلوگيري از تجزيه ) كل آبشش(

 هـا  ي كل موجود در نمونه RNA .ازت مايع فيكس شدند

استخراج شده و پس  )Qiagene( با استفاده از كيت كياژن

  ي استخراج شده با استفاده  RNA از بررسي كمي و كيفي

ــارز و  ــط    UVاز ژل آگ ــپكتروفتومتري، توس  DNaseاس

  مورد استفاده قرار  cDNAتيمار شده و جهت ساخت 

و همكــاران  khodabandeايمونوهيستوشــيمي طبــق روش 

  .انجام شد) 2005(

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

اسـتفاده  از كيـت سـيناژن    cDNA جهت سـاخت . گرفتند

 Semi Quantitative)(صورت نيمه كمي هب PCR . گرديد

  در اين تحقيق،  .)2004وهمكاران ،  Lin ( انجام شد

ژن مـورد  . بعنوان كنترل داخلي انتخاب شـدند   EF1αژن

مـي   Na+-K+-ATPaseژن آنـزيم    1bαبررسي، زير واحد 

رنگـين   آلاي قـزل اين ژن در مـاهي   RNAباشد كه توالي 

ثبـت گرديـده اسـت     NCBIدر سـايت  O. mykiss كمـان 

  ).Perry1977( )1جدول(

  

  

  ..ر تيمارهاي مختلف شوري آبد Na+-K+-ATPaseژن آنزيم   α1bباندهاي قطعه تكثير شده از زير واحد  2شكل 
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  :نتايج

  :نرخ بقاي ماهيان مورد مطالعه 

 14طي دوره  ها ماهيان قرل آلاي تريپلوئيد در تمام تيمار

روزه  10روزه آداپته شدن با آب شيرين و همچنين دوره 

  .مشاهده نشد ها انجام آزمايش هيچ گونه تلفاتي در آن

  

  :لعات بافت شناسي و ايمونوهيستوشيميمطا

نتايج مطالعات بافت شناسي نشان داد كه در گونه مورد 

جفـت كمـان    4 مطالعـه، در هـر سـمت حفـره دهـاني     

، دو  آبششي قرار گرفته است، بر روي هر كمان آبششي

رديف رشته ظريف آبششي قـرار دارد و بـر روي هـر    

ي هـا  رشته آبششي  تعدادي صفحات ظريف بنام تيغـه 

  ي آبشش قرار ها ود بر رشتهـرار دارد كه عمـآبششي  ق

ي آبشــش لامــلا هــا در قســمت انتهــايي رشــته. دارنــد

 محور يك رشته، هر طولي برش در. مشاهده نمي شوند

لاملا  رديف دو همچنين و خوني يها رگ شامل مركزي

 خوني سلولهاي زيادي تعداد). 4شكل (مي شود مشاهده

در قسمت داخلـي   .ه مي شوندمشا هد ها رگ داخل در

كمان آبششي خار آبششي قرار گرفتـه كـه كوتـاه مـي     

ي آبششــي توســط بافــت پوششــي ، هــا رشــته .باشــند

پوشانده شده اند كه بافت پوششي متشكل از سلولهاي 

و سلولهاي كلرايد مـي   2، سلولهاي پيلار 1سنگ فرشي

هاي سنگفرشي بيشترين سلول). 6و  5شكلهاي (باشد 

لول را در بافت پوششي بخود اختصـاص مـي   تعداد س

  ي خـوني را از هـم  هـا  هـاي پـيلار كانـال   دهند، سلول

 .جدا مي كنند

                                                 
1. Pavment Cell 
2. Pillar Cell 
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	٠µm   

تصوير ايمونوهيستوشيمي از آبشش ماهي قزل   3شكل

سلول هاي . آلاي تريپلوئيد قرار گرفته در آب شيرين

 .كلرايد بر روي لاملا و فيلامنت قابل مشاهده مي باشند

 

از بافت آبشش ماهي  400ي تصويري با بزرگنماي 4شكل 

سلول . 18pptقزل آلاي تريپلوئيد قرار گرفته در شوري 

سلول هاي : CC.هاي كلرايد در تصوير نشان داده شده اند

  لاملا :Lفيلامنت، : Fگلبول هاي قرمز، : RBCكلرايد، 
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بـا اتصـال     IgGα5 بـادي  آنتي ايمونوهيستوشيمي، روش در

و بواسـطه داشـتن خاصـيت     Na+-K+-ATPase بـه آنـزيم   

كلرايد مورد مطالعـه   فلئورسانس موجب گرديد تا سلولهاي

بـويژه سـلولهاي   (بسهولت مشـاهده و از سـلولهاي ديگـر    

 تفكيـك گردنـد   ) خوني كه به  رنگ زرد مشاهده مي شوند

  ولهاي كلرايد درــن تحقيق سلــدر اي)  4و  3ي ها شكل(

  روي لاملا و همچنين در منطقه بين و پايه لاملا مشاهده
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

اغلب بصورت چنـد تـايي در پايـه     ديكلرا يسلولها. شدند

لاملا و معمـولا بصـورت منفـرد بـر روي لامـلا مشـاهده       

ان ي ـن در بافت آبشـش ماه يهمچن ) 4 و 3يها شكل(شدند

 ).3شـكل ( گرديـد لاملا مشـاهده   يپارگ در هزار 18مار يت

هاي كلرايد با توجه بـه نتـايج    اندازه و نحوه پراكنش سلول

آورده شده  1ول شماره مطالعات ايمونوهيستوشيمي در جد

  .است

 
 

آلاي تريپلوئيد در سطوح مختلف شوري،  هاي كلرايد واقع در رو و پايه لاملاي آبششي ماهيان قزل تغييرات سلول   1جدول

)Mean±SD .(استا ه حروف متفاوت بيانگر معني دار بودن و اختلاف ميانگين.  

  ‰18آب   ‰12آب   ‰6آب  آب شيرين  ي مورد سنجشها شاخص

ي كلرايد لاملا ها يانگين مساحت  سطح مقطع برش خورده سلولم
)m2µ ( N=150  705/3 ± 7/41a 9/1± 6/38a 3/2± 7/30b 2/3± 6/36a 

ي كلرايد بين ها ميانگين مساحت سطح مقطع برش خورده سلول
 m2µ( N= 150(لاملا 

01/2 ± 91/38a 8/2± 5/36ab 8/1± 8/32b 3/2± 2/34b 

  ي كلرايد روي  لاملاها ميانگين تعداد سلول
N= 150  

3/0± 47/5b 33/0± 65/5a 15/0± 69/3c 27/0± 65/5a 

 N= 150  11/0± 69/2c 17/0± 78/3a 13/0± 13/3b 14/0± 17/4a ي كلرايد بين و پايه لاملاها ميانگين تعداد سلول

 لاملا: L فيلامنت، : F بافت پوششي، : E د، سلول كلراي: CCسلول پيلار، : P مويرگ، : Cگلبول قرمز،  :  RBC : اختصارات

  

 6شكل 
 5شكل 

: B). 400بزرگنمـايي  ( %6گرفتـه در آب  رنگين كمان تريپلوئيـد قـرار    تصويري از بافت آبشش ماهي قزل آلاي :5A شكل

 ).1000بزرگنمايي ( %6قسمتي از لاملاي آبشش ماهي قزل آلاي رنگين كمان تريپلوئيد قرار گرفته در آب 

، سـلول   %12رنگين كمان تريپلوئيد قرار گرفته در آب  از لاملاي آبشش قزل آلاي 1000تصويري با بزرگنمايي: 6شكل 

 .هاي كلرايد، سنگفرشي، پيلار، خوني و مويرگ در تصوير نشان داده شده اند
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آورده  2مطالعه و آب محيط آزمـايش در جـدول شـماره    

  .شده است

  

   :اسمزينتايج مطالعات سنجش 

 ي مورد ها نتايج سنجش اسمولاليته پلاسماي خون ماهي

  .در سطوح مختلف شوري آب يپلوئيدتر كمان رنگينتغييرات اسمولاليته پلاسماي خون ماهي قزل آلاي   2جدول 

 ppt 12 ppt  18 ppt 6  آب شيرين  (mOsm/L)ميزان اسمولاليته 

  350  342  195  12  آب

  347  333  315  290  وئيديپلپلاسماي خون قزل آلاي تر

  

Naآنـزيم   1bαبررسي تغييرات بيان ژن زير واحد 
+
-K

+
-

ATPase:  

-+Na+-Kآنـزيم   1bα ورد ميزان نسبي بيان ژن زير واحدبرآ

ATPase )NKA( )   نسبت بـه بيـان ژنEF-1α (  در ماهيـان

تريپلوئيد نشان داد كه ميانگين ميـزان نسـبي بيـان     آلاي قزل

در گروه شاهد به طور معني  NKAآنزيم  1bαژن زير واحد 

. )P<0/001(ي شـوري اسـت   هـا  داري كمتر از ديگر تيمار

 گين ميزان نسبي بيان ژن زير واحـد پس از گروه شاهد ميان

1bα  آنزيمNKA  18و  12،  6ي هـا  به ترتيب در تيمـارppt  

 ). 1A-1Bتصوير ) ( 1نمودار(افزايش يافت 

 
 
 
 
 

  

  

  

  

  

  

  

 

  

  

  

  

  

ترل نسبت به ژن كن Na+-K+-ATPaseآنزيم  1bαمقايسه ميزان بيان ژن زير واحد  - 1نمودار

 در ماهي قزل آلاي رنگين كمان تريپلوئيد قرار گرفته در سطوح مختلف شوري EF1αداخلي 
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  بحث

ي تريپلوئيدي در ماهيان باعث كـاهش عملكـرد   القا اگرچه

 Hulata ،2000و همكاران  Cotter( شود يمدستگاه ايمني 

 شتههيچ تاثيري بر روي توانايي تحمل به شوري ندا )2001

و ماهيان ديپلوئيد و تريپلوئيد در انتقال مستقيم به شوري از 

 ، 1995و همكـاران   (Dumas مقاومت يكساني برخوردارند

Taylor  انتقـال   زي ـحاضـر ن در تحقيـق  . )2007و همكاران

ي مختلف بازماندگي ها تريپلوئيد به شوري آلاي قزلماهيان 

هيچ گونه تلفاتي را به همـراه نداشـته   داشته و صد در صد 

ــت ــاران  Singer( اس ــاران  Dumas، 2006و همك و همك

2005(.  

با توجه به نزديكي اسمولاليته پلاسماي خـون مـاهي و   

ر در هـزار بـه نظ ـ   18و  12ي هـا  تيمـار  ته آب دراسمولالي

براي نگهداري ماهي بسـيار مناسـب    ها رسد اين شوري مي

مطالعات ابتدايي نشان دادند كه مصرف انرژي در  .باشند مي

  و  Farmer( تنظيم اسمزي ماهيان استخواني بسيار بالاست

Beamish 1969؛  Rao1968 (  20و اين محققان افزايش-

شيرين و آب دريا در مقايسـه بـا    آبسم را در متابولي 30%

هزينـه   ه طوري كـه ند، باسمتيك گزارش كرده امحيط ايزو

 .رسد مياسمتيك به صفر تنظيم اسمزي در مجيط ايزو

آبشش در  Na+-K+-ATPaseي زير واحد آلفا ها ايزوفرم

و  Crombieشـود،  انتقال به آب شور دچـار تغييـر مـي     اثر

ييـرات را در آبشـش مـاهي كـاد     ، اين تغ)1996(همكاران 

قهـوه   آلاي قزلدر ) Madsen )2001و  Tipsmark و اطلس

 ،Bell  1996و  Crombie (مشـــــاهده كردنـــــد اي 

Sedgwick1995 (  طول انتقال بـه آب دريـا بسـياري از    در

 Na+-K+-ATPaseهـالين و آنـادروم فعاليـت    ماهيان يـوري 

بر خـلاف   خود را افزايش مي دهند تا فرآيند ترشح يون را

 .)1995و همكـاران   Madsen(  شيب غلظت تسـهيل كنـد  

همراه با افـزايش   Na+-K+-ATPaseاين افزايش در فعاليت 

به ويـژه  . مي باشد Na+-K+-ATPaseي ها فعاليت زير واحد

 Salmo(افزايش فعاليت زير واحد آلفا در ماهي آزاد اطلس 

salar( )  D’Cotta et al., 2000   (  بـاري  جوي آلاي قـزل

)Salmo trutta ()Mackie  2005وهمكـــاران، Roche  و

 )Cutler et al., 1995(مار ماهي اروپاييو ) 1989همكاران 

ــت   ــده اس ــاهده ش ــال  .مش و   2006Bystrianskyدر س

 Na+-K+-ATPaseهمكاران بيان كردند كه افزايش فعاليـت  

 1bαآبشش در آب شور به علت افزايش ميزان زيـر واحـد   

در آب شـور كـاهش مـي     1aα ا بيان زير واحدمي باشد زير

افزايش بيـان زيـر واحـد     .(Bystriansky et al., 2006) يابد

ــاير  ــا در س ــات آلف ــاران  Mackie( مطالع ، 2005 و همك

Roche  1995 )،1989 و همكـاران Sedgwick  ـ  ه علـت  ب

و اين امر پيشـنهاد   ان شده استيب 1bαافزايش بيان ايزوفرم 

اختصاصاً ايزوفرم مرتبط بـا تنظـيم    1bαمي كند كه ايزوفرم 

Na+-K+-ATPase  در سازگاري با آب شور آزاد ماهيان مي

بـر روي چنــدين   محققــيندر تحقيقـي كــه توسـط    .باشـد 

خانواده از آزاد ماهيان انجام شد مشاهده گرديد كـه ميـزان   

آبششـي در   Na+-K+-ATPaseم يآنز 1bαر واحد يبيان ژن ز

ر آب شـيرين بـوده اسـت و ايـن     تيمار شوري بيش از تيما

روزه آزمـايش مشـاهده شـده     30روند افزايشي طـي دوره  

 ـز ) 2004و همكاران  Lin ( است -+Naم  يآنـز  αر واحـد ي

K+-ATPase  م بـه  يداشته و در انتقـال پتاس ـ  يزينقش كاتال

م از سلول به طرف پلاسما نقش يداخل سلول و خروج سد

جهت  Na+-K+-ATPaseم يوجود آنز. كند يفا ميرا ا يفعال

ن يريان آب ش ـي ـون در آبزيو خصوصاً حفظ  يونيتبادلات 

، NKCCت كوترنسپورتر يكه فعالييآنجا از ياست ول يالزام

 ـكلرا يهـا  سلول يجانب -يواقع در بخش قاعده ا  يد بـرا ي

شور وابسـته   يدر آبها ياضاف يونهايت در جهت دفع يفعال

لذا  باشد ، يم Na+-K+-ATPaseت يحضور و فعالزان يبه م
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نشـانه  شور بعنوان  يدر آبها Na+-K+-ATPaseش كل يافزا

در  .)Khodabandeh 2006(گــردد يمحســوب مــ يسازشــ

 1bα  Na+-K+-ATPaseبررسي حاضر نيز تغييرات بيان ژن 

رنگين كمان از آب شـيرين تـا آب    آلاي قزلآبشش ماهيان 

18 ppt    يك روند افزايشي مستقيم و خطي را طـي كـرده و

. )1نمـودار ( به حداكثر خود رسـيده اسـت   ppt 18آب در 

آنادروم به  سازگاري آزادماهيانبيشتر مطالعاتي كه در مورد 

-+Na+-Kيك افزايش در فعاليت  آب شور بحث كرده اند ،

ATPase ــ  ــزارش كردن ــي را گ  Verbost و  Flik( دآبشش

1993، Marshall 2002 (     ــازگاري ــده س ــان دهن ــه نش ك

 . مي باشد ها آنموفقيت آميز 

ي كلرايد در ماهيان به طور گسترده مورد ها نقش سلول

و همكـاران    Evans( مطالعه و بررسي قـرار گرفتـه اسـت   

2005 ،Madsen  1995و همكــاران،  Uchida ــاران و همك

1996 ،Van der Heijden  ــاران و در  )1997و همكــ

ي مختلـف بـا توجـه بـه شـرايط اسـمزي حـاكم،        هـا  گونه

 Rao( ملاهـا در تنظـيم اسـمزي نقـش دارنـد     فيلامنتها يا لا

ي كلرايد در روي لاملاهاي برخي ها حضور سلول .)1968

 و( labrax Dicentrarchus  Uchida از جملــهماهيــان 

و عدم حضـور   )Evans 2005( Dasyatis،) 1996همكاران

و Tetraodon nigroviridis)( ) Lignotدر برخي ديگر ها آن

زارش گ ـ Oreochromis mossambicus  ،) 2001همكاران 

اســتفاده از . ) Madsen 2001و  Tipsmark ( اســت شــده

 ـكلرا يسـلولها  يـابي  مكـان  جهـت  IgGα كـور  يآنت  در دي

 .استبه عنوان روشي موفق گزارش شده بسياري از آبزيان 

)Katoh   وKaneko 2003 ،Khodabandeh 2005 a ،

Khodabandeh   ــاران  b ،Khodabandeh 2005و همكـ

2006(.  

ي كلرايد ها سلولتيمار كمترين تعداد  مطالعه حاضر در

ي هـا  و سلول مشاهده شدن يريآب شمار يبين لاملايي در ت

كلرايد لاملايي تعداد بالايي داشتند و اين مي تواند نشان از 

در آب ) فيلامنتي(ي كلرايد بين لاملايي ها نقش كمتر سلول

ي هـا  د كه سلولندبسياري از محققان نيز معتق. شيرين باشد

 در محيط هيپواسمتيك نقش دارنـد فقط كلرايد روي لاملا 

)Jaunin   1993و همكاران، Kuwaye  1993و همكاران ( .

بيان كردند كـه نقـش   . )1996و همكاران(Uchida همچنين

سلولهاي كلرايد لاملايي در آب شور كمتـر از آب شـيرين   

يـي  ي كلرايـد لاملا ها مساحت سطح مقطع سلول .مي باشد

در چهار تيمار تفاوت معني دار نشان ندادنـد امـا مسـاحت    

ي كلرايد بين لاملايي در آب شيرين به طور معنـي  ها سلول

ممكن است با توجه  بوده است ها داري بيشتر از ساير تيمار

به اينكه ماهي در محيطـي هيپواسـمتيك قـرار گرفتـه و از     

را دارد با طرفي كمترين تعداد سلولهاي كلرايد بين لاملايي 

افزايش اندازه تا حدودي توانسـته تعـادل اسـمزي بـدن را     

  .حفظ كند

و  يج حاصل از مطالعـات بافـت شناس ـ  يبا توجه به نتا

 يسلولها تعدادن يشتريبمشاهده شد كه  يميستوشيمونوهيا

وجـود   ppt  18 و 6 در آب يـي ن لاملايو ب ييلاملاد يكلرا

بـه    ppt 18آب  ن بـه يرياز آب ش يشيروند افزا نياو دارد

در  يكـه مـاه   ppt 12مـار  يت يخـورد بـه اسـتثنا    يچشم م

 يوني ـم يازش بـه تنظ ـ ي ـك قرار گرفتـه و ن يزواسمتيط ايمح

 يسـلولها  يگـر تعـداد بـالا   يد ياز سو ،افته استيكاهش 

بـه   ممكـن اسـت   ppt 18مار يمانند ت ppt 6ماريد در تيكلرا

 يشـور  ن دويد در ايكلرا يها ن علت باشد كه نوع سلوليا

از بــه مطالعــات يــنشــتر يدرك ب يبــرا كــهمتفــاوت بــوده 

 ش تعـداد يگر افـزا يد ياز سو .دارد يكروسكوپ الكترونيم

 ش انـدازه يبـا افـزا   كـه  ppt 18مـار  يدر ت ديكلرا يها سلول

ش ياحتمالاً بـه همـراه افـزا    توام بوده زين ديكلرا يها سلول

بافت  درلاملا  يپارگ يبرا يليته پلاسما دلياسمولال يناگهان

   .باشدبخش در هزار  18 ماريان تيماهآبشش 
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 ـتغ بندي نهايي حاصـل از مطالعـه   جمع ريخـت  رات يي

 آلاي قـزل ان ي ـك مشاهده شـده در ماه يولوژيزيو ف شناسي

ن يا يايگوبه آب شور  ها آنبدنبال انتقال مستقيم د يپلوئيتر

بـا   يتـوان سـازگار  به خـوبي  ان ين ماهيت است كه ايواقع

با توحه به بازار پسندي قزل و مختلف را داشته  يها يشور

،  اين كمبود منابع آب شيرين در كشور و  كمان رنگينالاي 

كشـور   ي لـب شـور  هـا  منـابع آب  هت پرورش در گونه ج

  .باشد ميمستعد 

  

 تشكر و قدرداني

بيولـوژي و   هايآزمايشـگاه كارشناسان محتـرم   در پايان از

يشـگاه بيوتكنولـوژي   آزما و شيلات دانشكده علوم دريـايي 

از  و همچنـين دانشـگاه تربيـت مـدرس     دانشكده پزشـكي 

مركـز تكثيـر مـاهي آزاد شـهيد      مديريت و پرسنل گرانقدر

ي بسيار سودمندشان تشكر ها باهنر كلاردشت بخاطر كمك

  .نماييموقدرداني مي 
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Abstract: 

Morphological changes of the chloride cells and the α1b subunit gene expression of 

Na
+
-K

+
-ATPase in triploid rainbow trout (70.6 g average weight) were studied upon 

direct transferring to 6, 12 and 18 ppt salinities. Changes in abundance, distribution 

pattern, and the sectioned area of the chloride cells was studied through classic 

histology and Na
+
 K

+
-ATPase localization was performed through 

immunofluorescence light microscopy using a mouse monoclonal antibody IgGα5. 

Gene expression of Na
+
-K

+
-ATPase α1b subunit was studied by semi-quantitative 

gene expression methods.No mortality occurred among the fish in all salinities 

during the 10-days experimental period and treated fish kept their plasma osmolality 

at standard physiologic levels. All the fish also showed similar distribution pattern in 

their chloride cells that were distributed on filaments, between and over lamella. 

Histological studies confirmed some abnormal morphological changes such as 

lamella interruption. Immunohistochemical studies showed the highest number of 

the chloride cells on lamella and between lamella in 18 ppt and the maximum 

sectional area of the chloride cells in freshwater. Gene expression of Na
+
-K

+
-

ATPase α1b subunit had direct correlation with increasing trend of salinity. In 

conclusions, triploid rainbow trout was found to be adaptable to the various 

experimented salinities and could be recommended for rearing in brackish water.  

 

Keywords: Triploidy, Chloride cell, Semi quantitative Gene expression, 

Immunohistochemistry, Oncorhynchus mykiss 
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