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Abstract 
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Objective: The urinary system of euryhaline fish, as well as the gills, is involved in 
ion regulation through the production of dilute urine in freshwater and isotonic urine 
in seawater. The low osmolality of the urine originates from an active reabsorption 
of ions by Ionocytes or mitochondria rich-cells (MRCs) present in certain parts of the 
urinary system. Mitochondria rich-cells possess a high density of Na+, K+-ATPase.  
Materials and Methods: Persian Sturgeon fry’s, adapted to freshwater and diluted 
Caspian Sea water (‰5 salinity) were fixed in Bouin’s solution after 24h. After the 
hydration with ethanol, the samples were paraffinaized and sectioned. Light micros-
copy and Hematoxiline-Fushin staining were used for histological examinations. 
Immunolocalization of Na+, K+-ATPase was observed through fluorescent micros-
copy (450-490 μm), using IgGα5 (as primary antibody) and FITC (as secondary 
antibody).
Results: In both experimental conditions, maximum immunofluorescence of Na+, 
K+-ATPase (in mitochondria rich-cells) was found in distal and collective tubules. In 
both ureter and urinary bladder, immunostainings were found in dispersed cells with 
relatively weak intensity. In ‰5 acclimated fish, weak immunofluorescence was also 
observed in neck segment and proximal tubules, as well as in distal and collective 
tubules.
Conclusion: Alternation in mitochondria rich-cells and Na+, K+-ATPase distribution 
in kidney tubules of ‰5 acclimated fry’s showed that the blood and osmolytes were 
nearly isotonic to environment but not isoionic. Thus the fish needs the absorption 
and excretion of some ions for the body homeostasis and osmoregulation.
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مكان يابي و بررسي اثر شوري بر نحوه پراكنش سلول هاي غني از ميتوكندري در 
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* هدف: مكان يابي و بررسي اثر شوري بر نحوه پراكنش سلول هاي غني از ميتوكندري در توبول هاي كليوي بچه تاس ماهي 
Na+, K+-ATPas به روش ايمونوهيستوشيمي آنزيم ،Acipenser persicus ايراني

* مواد و روش ها: بچه تاس ماهيان ايراني سازگار شده به آب شيرين و مواجه شده با آب رقيق شده درياي خزر با شوري 
پارافين داخل  در  گيري  آب  از  پس  شده،  تثبيت  نمونه هاي  شدند.  تثبيت  بوئن  محلول  در  ساعت  از 24  پس  ليتر  در  گرم   5

قالب گيري و برش داده شدند. براي بررسي هاي بافت شناسي، برش ها با هماتوكسيلين-فوشين رنگ آميزي و با ميكروسكوپ 
نوري مطالعه شدند. براي مطالعه ايمونوهيستوشيمي از IgGα5 (آنتي كور اول) و FITC (آنتى كور دوم)، پس از طي مراحل 
فيلترهاي 450-490  با  فلورسنت  نوري  ميكروسكوپ  كمك  به  ميتوكندري  از  غني  هاي  سلول  مشاهده  جهت  آماده سازي 

نانومتر استفاده شد.
* يافته ها: سلول هاي غني از ميتوكندري به دليل داشتن مقادير بالايي از آنزيم Na+, K+-ATPase در بخش قاعدهاي 
جانبي خود قابل شناسايي توسط روش ايمونوفلورسانس اين آنزيم هستند. مطالعات ايمونوهيستوشيمي نشان داد كه در هر دو 
كننده ادرار وجود داشت. در ميزناي و كيسه  تيمار بيشترين ميزان ايمونوفلورسانس در توبول هاي ديستال و توبول هاي جمع 
هاي  توبول  بر  علاوه  ليتر  در  گرم   5 تيمار  در  شد.  مشاهده  پراكنده  هاي  سلول  صورت  به  ضعيفي  ايمونوفلورسانس  ادراري 

ديستال و توبول جمع كننده، ايمونوفلورسانس ضعيفي در توبول هاي پروكسيمال مشاهده شد.
در  هستند،   Na+, K+-ATPase آنزيم  از  بالايي  مقادير  داراي  كه  ميتوكندري  از  غني  هاي  سلول  گيري:  نتيجه   *
 Na+, K+-ATPase توبول هاي كليوي با تراكم بالايي وجود دارند. با توجه به تغييرات ايجاد شده در نحوه پراكنش آنزيم
توان به اين نتيجه رسيد كه خون و مايعات  در توبول هاى كليوى بچه ماهيان تيمار 5 گرم در ليتر نسبت به نمونه هاى شاهد، مى 
بدن با آب محيط ممكن است حالت ايزوتونيك داشته باشد ولي حالت ايزويونيك ندارد بنابراين لازم است برخى از يون ها 

از بدن دفع و يا باز جذب شوند. 

* كليدواژگان: آنزيم Na+, K+-ATPase، ايمونوهيستوشيمي، توبول هاي كليوي، تاس ماهي
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مقاله اصيل

مقدمه
شوري از فاكتورهاي كليدي است كه حيات، متابوليسم و پراكنش 
دهد.  مي  قرار  تاثير  تحت  نمو  و  رشد  روندهاي  جريان  در  را  ماهي 
ماندگاري يك گونه ماهي در شرايط خاص محيطي به ميزان توانايي 
تطابق بدني آن با شوري محيطي در مراحل مختلف زندگي بسيار وابسته 
است (1). جانداران براي بقاي سلول هاي بدن به تنظيم تركيب اسمزي 
نيازمندند.  سلولي)  بين  مايعات  و  لنف  (خون،  سلولي  خارج  مايعات 
تنظيم اسمزي (Osmoregulation) كنترل غلظت الكتروليت ها و 
مواد آلي حل شده در مايعات بدن و حفظ و نگهداري تعادل آب و

يوري  ماهيان  اسمزي  تنظيم  در  مهمي  نقش  كليه   .(2) هاست  نمك 
ايجاد  و  ادرار  ميزان  در  تغيير  طريق  از  را  خود  كنترل  كه  دارد  هالين 
و  شوري  به  توجه  با  يون  بازجذب  و  يون  ترشح  بين  تناسب  و  توازن 
انجام  مطالعات  به  توجه  با   .(3) كند  مي  اعمال  آبي  محيط  اسمولاليته 

مي  تغيير  محيط  شوري  تغييرات  با  مطابق  ماهيان  كليه  ساختار  شده، 
كليه  در  يوني  تنظيم  متفاوت  عملكردهاي  با  تغييرات  اين  كه  يابد 

است (4، 5).
اغلب  كليوي  هاي  توبول  تليوم  اپي  است  داده  نشان  مطالعات 

غني  هاي  سلول  يا   (Ionocyte) يونوسيت  هاي  سلول  داراي  ماهيان 
فعاليت  كه   (Mitochondria Rich-Cells) هستند ميتوكندري  از 
بالايي در ترشح يون هاي دو ظرفيتي و بازجذب يون هاي تك ظرفيتي 
مختلف  هاي  گونه  در  ها  سلول  اين  فعاليت  نحوه  و  پراكنش  دارند.  
.(5) است  متفاوت  محيط  اسمولاريته  به  بسته  همچنين  و  ماهيان 

هاي  سلول  مانند  كليوي  هاي  توبول  ميتوكندري  از  غني  هاي  سلول 
در ها  فرورفتگي  از  اي  گسترده  شبكه  داراي  آبشش،  در  كلرايد 

استقرار  محل  ها  رفتگي  فرو  اين  كه  هستند  اي-جانبي  قاعده  غشاي 
آنزيم حاوي  سديم-پتاسيم  پمپ  ويژه  به  يوني  مختلف  ناقلين 

Na+, K+-ATPase است. علاوه بر اين، در سيتوپلاسم اين سلول ها 
تعداد زيادي ميتوكندري كه با فرو رفتگي هاي غشاي قاعده اي-جانبي در 
 Na+, مورد نياز آنزيم ATP ارتباط است، وجود دارد. اين ميتوكندري ها
K+-ATPas را فراهم مي كنند. اين سلول ها به دليل غني بودن از آنزيم

قابل  آنزيم،  اين  ايمونوهيستوشيمي  روش  با   Na+, K+-ATPase
مكان يابي هستند (6).

محسوب سلولي  ناقلين  مهمترين  از  يكي  سديم-پتاسيم  پمپ 
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مي شود. اين پمپ از دو زير واحد كاتاليتيك α  با وزن ملكولي حدود  
حدود  ملكولي  وزن  با    β همراه  واحد  زير  دو  و  كيلودالتون   100
گراديان  و  انرژي  پمپ  اين   .(7) است  شده  تشكيل  كيلودالتون   55
غشاهاي خلال  از  يون  جذب  و  ترشح  براي  لازم  الكتروشيميايي 

برخلاف  پتاسيم  يون   2 با  سديم  يون   3 جايي  جابه  از  را  تليالي  اپي 
فراهم  ATPملكول هر  هيدروليز  ازاي  به  و  الكتروشيميايي  شيب 

حفظ  براي  تنها  نه  ها  سلول  غشاى  در  پمپ  اين  حضور   .(8) كند  مي 
حالت هموستازي، پتانسيل غشا و حجم سلول اهميت دارد بلكه براي 
ساير  توسط  يوني  انتقالات  و  نقل  از  بسياري  در  لازم  نيروي  تامين 

ناقلين نيز لازم و ضروري است (9).
عنوان  به   Na+, K+-ATPase آنزيم  ايمنيايي  يابي  مكان  از 
از  غني  هاي  (سلول  يونوسيت  هاي  سلول  شناسايي  براي  روشي 
تغييرات  به  بردن  پي  براي  همچنين  و  ها  سلول  ساير  از  ميتوكندري) 
پي  براى  مختلف،  هاي  بافت  در  آنها  پراكنش  نحوه  و  اندازه  تعداد، 
 ،10  ،9  ،1) است  شده  استفاده  آنها،  اسمزي  تنظيم  توان  به  بردن 
ماهي  تاس  بچه  ها  ميليون  ساليانه  رهاسازي  و  توليد  به  نظر   .(12  ،11

اندام  مطالعه  خزر،  درياي  در  آنها  ذخاير  حفظ  جهت  در  خاوياري 
مصب  شوري  به  نزديك  هاي  شوري  اثرات  و  اسمزي  تنظيم  هاي 
مطالعه  لذا  است.  ضروري  و  لازم  ها  اندام  اين  عملكرد  بر  ها  رودخانه 
  IgGα5 حاضر به منظور پي بردن به: 1. امكان استفاده از آنتي كور
ماهيان به عنوان ماهيان بسيار قديمي، 2. مكان يابي سلول هاي  در تاس 
يونوسيت در بخش هاي مختلف دستگاه ادراري، 3. پي بردن به توان 
با  آنها  شدن  مواجه  هنگام  اندازه  اين  در  ماهيان  بچه  اسمزي  تنظيم 

شوري محيط، انجام شده است.
مواد و روش ها

تهيه ماهي
  Acipenser persicus بچه ماهيان 3-2 گرمي تاس ماهي ايراني
در تيرماه 85 از كارگاه تكثير و پرورش ماهيان خاوياري شهيد بهشتي 
علوم  دانشكده  آبزيان  تحقيقات  آزمايشگاه  به  و  شده  گرفته  رشت 
دريايي دانشگاه تربيت مدرس منتقل شدند و به مدت 7 روز به منظور 
با  ها  آزمايش  انجام  شدند.  نگهداري  آزمايشگاه  شرايط  با  سازگاري 
آب  حاوي  آزمايشي،  تانك هاي  از  كدام  هر  به  ماهي  بچه   30 انتقال 
شيرين (تيمار شاهد)، آب رقيق شده درياي خزر با شوري 5 گرم در 
ليتر صورت گرفت. تعداد 6 قطعه ماهى (پس از جدا كردن سرو خارج 
كردن دستگاه گوارش) از هر تيمار به طور تصادفى انتخاب و به مدت 
24 ساعت در محلول بوئن (75 سي سي اسيد پيكريك اشباع در آب 

+20 سي سي فرمالين + 5 سي سي اسيداستيك) تثبيت شدند. 

بافت شناسي و ايمونوهيستوشيمي
اتانول الكل  در  و  خارج  بوئن  از  ساعت   24 از  بعد  ها   نمونه 
70 درصد  قرار داده شدند. براي از بين بردن بقاياي رنگ زرد بوئن از روي

شدند.  داده  وشو  شست  درصد   70 اتانول  الكل  در  كرات  به  ها،  نمونه 
درصد (يك  الكل 90  در   ترتيب  به  ها،  نمونه  گيري  آب  جهت  سپس 
ساعت) الكل 95 درصد (يك ساعت) الكل 100 درصد (يك ساعت) 
و در نهايت در الكل بوتانل (12 ساعت) قرار داده شدند. نمونه ها سه 
مرتبه، هر بار 2 ساعت داخل پارافين مايع واقع در اون قرار داده شده و 
ها به وسيله ميكروتوم  گيري شدند. از قالب  در نهايت در پارافين قالب 
قرار  معمولي  لام هاي  روي  و  تهيه  ميكرومتر  ضخامت 3  به  برش هايي 

لام  كليوي،  هاي  توبول  بافت شناسي  ساختار  مطالعه  براي  شدند.  داده 
از  استفاده  با  و  شده  آميزي  رنگ  هماتوكسلين-فوشين  وسيله  به  ها 

ميكروسكوپ نوري مطالعه شدند.
آنزيم واقع  در  و  ميتوكندري  از  غني  هاي  سلول  يابي  مكان 

Na+, K+-ATPase با استفاده از IgGα5 (آنتي كور اول)
(Mouse Monoclonal Antibody Raised Against the 
α-subunit of the Chicken Na+, K+-ATPase; Hybri-
doma Bank, University of Iowa, USA),

و  FITC (آنتي كور دوم)
(Fluorescein Isothiocyanate; Monoclonal Mouse 
Anti-florescein Antibody; Merck Germany)

نانومتر   450-490 فيلترهاي  با  فلورسنت  نوري  ميكروسكوپ  و   
زاده  تقي  و  خدابنده  و  همكارانش (9)  و   Lignot روش  از  استفاده  با 

(12) انجام شد. براي اين منظور از سرى برش هاي تهيه شده براى بافت 
شناسى به طور يك در ميان برش هاى به ضخامت 3 ميكرومتر روى لام 
هايى با پوشش Poly-L-Lysin قرار داده شدند. سپس توسط گزيلن 
اتانول (50، 70، 90، الكل  افزايشي  سري  توسط  و  شده  پارافين زدايي 
محلول در  آن  از  پس  شدند.  گيري  آب  درصد)   100 و   95

 5 مدت  به   Phosphate Buffer Saline  (PBS)
محلول  در  دقيقه   20 مدت  به  و  شدند  داده  شو  و  شست  دقيقه 
محلول  در  دقيقه   20 مدت  به  نيز  PBS+NaCl+Tween20 و 
به  بار  هر  و  مرتبه  دو  آن   از  پس  و  گرفتند  PBS+Regiler قرار 
مدت 3 دقيقه در محلول PBS شست و شو داده شدند. سپس محلول 
 1)  PBS+Regile محلول  با  شده  رقيق   (IgGα5) اول  كور  آنتي 
ميكروليتر  اول+500  كور  آنتى  ميكروليتر   500 صورت  به  درصد) 
به ميكروليتر   100 لام  هر  لام،   10 براي   PBS+Regiler محلول   

لام ها اضافه شد. لام ها سپس در محفظه مرطوب به مدت 2 ساعت در 
دماي 73 درجه سانتي گراد نگهداري شدند. پس از آن لام ها دو مرتبه و 
هر بار به مدت 5 دقيقه توسط محلول PBS شست و شو داده شدند. سپس 
  PBS+Regiler رقيق شده با محلول (FITC) محلول آنتي كور دوم
ميكروليتر  دوم+993  كور  آنتي  ميكروليتر  صورت 7  به  (1درصد) 
به ميكروليتر   100 لام  هر  لام،   10 براي   ،PBS+Regiler محلول 

درجه   37 دماي  در  ساعت   1 مدت  به  سپس  ها  لام  شد.  اضافه  ها  لام 
از  پس  نهايت  در  شدند.  نگهداري  مرطوب  محفظه  در  و  گراد  سانتي 
شست و شوي لام ها در محلول PBS دو مرتبه و هر بار به مدت 5 دقيقه 
توسط چسب مخصوص (Gel Mount Aqueous) مونتاژ شدند و 
نانومتر   450-490 موج  طول  با  فلورسنت  نوري  ميكروسكوپ  توسط 

مورد مطالعه و عكسبرداري قرار گرفتند. لازم به ذكر است كه در يك 
هاي شاهد منفي انتخاب شدند به جاي  ها كه به عنوان لام  سري از لام 
آنتي كور اول محلول 10 برابر رقيق شده PBS+Regiler اضافه شد.

افزار  نرم  از  استفاده  با  مختلف  هاى  بخش  در  فلورسنت  شدت 
Optimas version 6.51 image analysis softwar

(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) محاسبه 
و به صورت عدم، ضعيف و شديد مورد مقايسه قرار گرفت.

يافته ها
بافت شناسي 

بخش  شيرين،  آب  به  سازگار  ايراني  ماهيان  تاس  بچه  در 
است.  شده  تشكيل  ساز  خون  بافت  و  لنفوئيدي  بافت  از  كليه  رأسي 
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هاي  توبول  و  پرونفروزي  پروكسيمال  هاي  توبول  بخش  اين  در 
نشد. مشاهده  گلومرول  ساختار  ولي  شد  ديده  پرونفروزي  ديستال 

مالپيگي  جسم  داراي  مزونفروز  بخش  در  كليوي  هاي  نفرون 
 ،(1Bشكل) گردني  قطعه   ،(1E (شكل  بومن)  كپسول  و  (گلومرول 
كننده  جمع  توبول   ،(1A (شكل  ديستال  توبول  پروكسيمال،  توبول 

كننده  جمع  توبول هاي  طريق  از  نفرون  هر  كه  بود   (1C ادرار (شكل 
ادرار با قطر بيشتر (شكل 1D) نهايتا به ميزناي (شكل 1F) و سپس به 
مثانه اتصال مي يافتند. سلول هاي توبول پروكسيمال داراي ميكرويلي 
در ناحيه رأسى (حاشيه مسواكي) بوده و وزيكول هاي اگزوسيتوزي 

 .(1A در آنها قابل ملاحظه بود (شكل 

شكل 1: برش عرضي از توبول هاي كليوي و بخش هاي مختلف كليه در بچه تاس ماهيان ايراني سازگار شده با آب شيرين (رنگ آميزي با هماتوكسيلين-
فوشين).

هاي  ها واضح است. توبول  هاي مسواكي واقع در بخش رأسي اين سلول  هاي استوانه اي و هسته هاي قاعده اي حاشيه  A: توبول پروكسيمال با سلول 
ديستال با سلول هاي مكعبي، فاقد حاشيه مسواكي و داراى هسته هاي مركزي

شود  B: قطعه گردني داراي لومن باريك و سلول هاي استوانه اي نسبتا بلند كه در بخش رأسي اين سلول ها حاشيه مسواكي كوتاهي ديده مي 
C: توبول هاي جمع كننده اوليه با سلول هاي مكعبي، فاقد حاشيه مسواكي و داراي هسته هاي قاعده اي

D: توبول جمع كننده ثانويه با سلول هاي مكعبي كوتاه، هسته هاي بيضوي تا گرد درشت قاعده اي و فاقد حاشيه مسواكي
و كوتاه  مكعبي  هاي  سلول  داراي  داخلي  لايه  و  كشيده  يا  دوكي  هاي  هسته  با  ساده  فرشي  سنگ  هاي  سلول  داراي  بومن  كپسول  خارجي  لايه   :E

هسته هاي كروي درشت
F: سه لايه در ميزناي ديده شد: لايه داخلي از نوع بافت پوششي مسطح، لايه مياني از نوع بافت پيوندي و ماهيچه هاي صاف و لايه خارجي نيز از نوع 

بافت پيوندي
بافت   :LT ديستال (Distal Tubule)؛  توبول   :DT پيوندي (Connective Tissue)؛  بافت   :Ct كننده (Collective Tubule)؛  جمع  توبول   :CT
لنفوئيدي (Lymphoid Tissue)؛ N: قطعه گردني (Neck)؛ PT: توبول پروكسيمال (Proximal Tubule)؛ PL: لايه پاريتال (Parietal Layer)؛ 
SD: مجراي جنسي (Sexual Duct)؛ SM: ماهيچه صاف (Smooth Muscle)؛ SE: اپي تليال سنگفرشي (Squamous Epithelial)؛ VL: لايه 

.(Visceral Layer) ويسرال
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بچه  كليه  بافت  در  ميتوكندري  از  غني  هاى  سلول  يابى  مكان 
ماهيان تاس ماهي ايراني سازگار با آب شيرين (شاهد)

مطالعات ايمونوهيستوشيمي روى نمونه هاى انتخاب شده نشان داد 
كه در بچه ماهيان ايراني سازگار شده با آب شيرين، سلول هاي غني از 
ميتوكندري در توبول هاي ديستال، توبول هاي جمع كننده، ميزناي و كيسه 

ادراري وجود دارد (شكل 2A-D). شديدترين ميزان ايمونوفلورسانس 
در توبول هاي ديستال به ويژه بخش ابتدايي آن ديده شد (شكل 2D). در 
گلومرول، قطعه گردني و توبول پروكسيمال شدت منفى بوده و در واقع 
ايمونوفلورسانس مشاهده نشد (شكل 2D). سلول هاي خوني به طور كلي 

.(2D شكل) اتوفلورسنت زرد رنگي را از خود نشان مي دهند

شكل 2: مكان يابي سلول هاي غني از ميتوكندري با استفاده از مكان يابي آنزيم Na+, K+-ATPase در برش طولي و عرضي بافت كليه بچه ماهيان سازگار شده با آب 
(E, F) و بچه ماهيان مواجه شده با آب رقيق شده درياي خزر 5 گرم در ليتر (A-D) شيرين

ميزناي  در  كليه.  اي  تنه  بخش  از  طولي  برش   :B شوند.  مي  ديده  پرونفروزي  ديستال  و  پروكسيمال  هاي  توبول  كه  كليه  بافت  رأسي  بخش  از  طولي  برش   :A
تليوم داخلي به صورت جداگانه با فاصله  هاي غني از ميتوكندري در اپي  شود. C: برش عرضي از كيسه ادراري كه سلول  هاي غني از ميتوكندري ديده مي  سلول 
از  غني  هاي  سلول   :E هستند.  ايمونوفلورسانس  فاقد  ها  گلومرول  كليوي.  هاي  توبول  و  كليه  اي  تنه  بخش  عرضي  برش   :D هستند.  مشخص  آن  روي  بر  زياد 
ميتوكندري  از  غني  هاي  سلول   :F هستند.  ضعيفي  ايمونوفلورسانس  داراى  گردنى)  (قطعه  ابتدايى  قسمت  در  ويژه  به  پروكسيمال  هاى  توبول  ميتوكندري 

توبول هاي جمع كننده ادراري داراي ايمونوفلورسانس قابل توجهي هستند.
 ،(Distal Tubule) ديستال  توبول   :DT (Dorsal)؛  پشتي  بخش   :Do (Collective Tubule)؛  كننده  جمع  توبول   :CT (Blood Cell)؛  خوني  سلول   :BC
G: گلومرول (Glomerulus)؛ HK: بخش راسي كليه (Head Kidney)؛ IC: سلول يونوسيت (Ionocyte Cell)؛ N: نوتوكورد (Notochord)؛ PT: توبول پروكسيمال 

.(Ventral) بخش شكمي :V ؛(Urinary Bladder) كيسه ادراري :UB ؛(Ureter) ميزناي :U ؛(Proximal Tubule)
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سلول هاى غنى از ميتوكندرى در كليه تاس ماهى ايرانى
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نيز  لنفوئيدي)  و  هماتوپويتيك  (بافت  كليه  رأسي  بخش  در 
ايمونوفلورسانسي ديده نشد (شكل 2A). توبول هاي ديستال پرونفروزي 
دمي  و  اي  تنه  بخش  مزونفروزي  ديستال  هاي  توبول  و  رأسي  بخش 
داراي شدت ايمونوفلورسانس مشابه بودند. در توبول هاي پروكسيمال 
ايمونوفلورسانسي  مزونفروزي  هاي  توبول  مانند  نيز  پرونفروزي 
مشاهده نشد (شكل 2A). در توبول هاي ديستال، ايمونوفلورسانس در 
از  برخي  در  كه  طوري  به  نشد.  ديده  يكنواخت  صورت  به  ها  سلول 
و  شد  ديده  قويي  ايمونوفلورسانس  ديستال،  توبول  يك  هاي  سلول 
ساير  در  كه  حالي  در  بود.  ايمونوفلورسانس  داراي  سيتوپلاسم  كل 
چشم  به  ترى  ضعيف  ايمونوفلورسانس  توبول  همان  هاي  سلول 
ميزان  داشتن  لحاظ  از  ها  سلول  بين  ديگر  عبارت  به  خورد.  مي 
ايمونوفلورسانس اختلاف وجود داشت. با وجود اين در هر دو گروه 
اي-جانبي  قاعده  هاي  بخش  در  بيشتر  ايمونوفلورسانس،  ميزان  سلول 

 .(2B و D شكل) سلول ها ديده شد
در توبول هاي جمع كننده نيز بين سلول ها از لحاظ داشتن ميزان 
قابل  زياد  اختلاف  اين  ولي  داشت  وجود  اختلاف  ايمونوفلورسانس 
ايمونوفلورسانس،  ميزان  نيز  توبول  اين  هاي  سلول  در  نبود.  توجه 
ميزناي  در  شد.  ديده  ها  سلول  اي-جانبي  قاعده  هاي  بخش  در  بيشتر 
داراي  اي-جانبي  قاعده  بخش  در  هم  از  كوتاه  فواصل  با  ها  سلول 
ايمونوفلورسانس  هاي  سلول  بين  فاصله  كه  بودند  ايمونوفلورسانس 
كيسه  در   .(2B (شكل  شد  مي  بيشتر  ادراري  كيسه  تا  تدريج  به 
مشاهده  زياد  فواصل  با  ايمونوفلورسانس  سلول  كمي  تعداد  ادراري 
توجه  قابل  چندان  آنها  در  نيز  ايمونوفلورسانس  شدت  كه  گرديد 

.(2C نبود (شكل 

مكان يابى سلول هاى غني از ميتوكندري در بافت كليه بچه ماهيان 
مواجه شده با آب رقيق شده درياي خزر (5 گرم در ليتر)

 2-3 ماهيان  بچه  در  كه  داد  نشان  ايمونوهيستوشيمي  مطالعات 
گرمي تاس ماهي ايراني سازگار شده با آب 5 گرم در ليتر مانند نمونه 
هاي آب شيرين سلول هاي غني از ميتوكندري در توبول هاي ديستال، 
(شكل  دارد  وجود  ادراري  كيسه  و  ميزناي  كننده،  جمع  هاي  توبول 
2E). در توبول پروكسيمال، به ويژه قطعه گردني، ايمونوفلورسانس 
نيز  گلومرول  در   .(2E و   F (شكل  شد  ديده  ضعيفي  بسيار 

 .(2F ايمونوفلورسانسي مشاهده نشد (شكل 

بحث 
آب  دفع  كليه  اندام  فعاليت  اصلي ترين  و  اولين  شيرين،  آب  در 
اضافه از بدن و در عين حال بازجذب يون هاي فيلتر شده است (13). 
استخواني،  هالين  يوري  ماهيان  در  كننده  جمع  و  ديستال  هاي  توبول 
محل بازجذب فعال يون هاي +Na و -Cl هستند كه فرايند جذب اين 
 .(14) است  وابسته   Na+, K+-ATPase آنزيم  فعاليت  به  يون  دو 
يون هاي  از  درصد  به 95  نزديك  شيرين،  آب  استخواني  ماهيان  در 
هاي  توبول  كننده  جمع  و  ديستال  بخش  در  شده  فيلتر   Cl- و   Na+

كليوي، بازجذب مي شود كه نتيجه آن توليد ادرار رقيق است (15). 
يوري  تلئوست  ماهيان  در  كننده  جمع  و  ديستال  هاي  توبول 
مشتركي  ويژگي  داراي  شيرين  آب  با  شده  سازگار  هالين 
بازجذب  در  ها  توبول  اين  بالاي  توانايي  ويژگي  اين  كه  هستند 
به  شيرين  آب  در   .(16) است  رقيق  ادرار  توليد  و  ها  يون 
بالايي  مقادير  دفع  و  آب  در  موجود  هاي  يون  بودن  كم  دليل 

در  موجود  ميتوكندري  از  غني  هاي  سلول  است  لازم  آب، 
كننده با افزايش  توبول هاي كليوي به ويژه توبول هاي ديستال و جمع 
ميزان بازجذب يوني از مايع فيلترا و دفع آب اضافي بدن تعادل يون و 
آب را در بدن حفظ كند (17). ايمونوفلورسانس شديد در سلول هاي 
كننده در ماهيان يوري  غني از ميتوكندري توبول هاي ديستال و جمع 
هالين سازگار به آب شيرين نشان دهنده فعاليت بالاي اين توبول ها در 
بازجذب يون از مايع فيلترا است (18). ميزان بالاي ايمونوفلورسانس 
شده  سازگار  ماهيان  تاس  بچه  كننده  جمع  و  ديستال  هاي  توبول  در 
آنزيم بالاي  فعاليت  دهنده  نشان  تواند  مي  (شاهد)  شيرين  آب  با 

مايع  در  موجود  هاي  يون  بازجذب  براي   Na+, K+-ATPase
بين  در  ايمونوفلورسانس  پراكنش  نحوه  در  تفاوت  علت  باشد.  فيلترا 
لحاظ  از  ها  سلول  تفاوت  دليل  به  تواند  مي  تليال،  اپي  هاي  سلول 
عمق  ميزان  اي-جانبي،  قاعده  غشاى  هاي  خوردگي  چين  ميزان 
 Na+, K+-ATPase آنزيم  حضور  ميزان  و   (6) ها  خوردگي  چين 

باشد.
همگام  داران  مهره  اغلب  در  پرونفروز  توبول هاي  اينكه  علي رغم 
ميان از  و  شده  تخريب  مزونفروز  هاي  توبول  تشكيل  و  رشد  با 

مي رود (19)، اين توبول ها در بخش رأسي كليه بچه ماهيان  (3/5-4 
هاي  توبول  در  شديد  ايمونوفلورسانس  وجود  شد.  ديده   ماهه) 
ها  توبول  اين  فعال  شركت  بيانگر  ماهيان  بچه  اين  پرونفروزي  ديستال 

است. اسمزي  تنظيم  فرايند  در 
چند  ادراري  كيسه  روي  بر  فيزيولوژيك  مطالعات  با  مارشال 
گونه از ماهيان استخواني سازگار شده با آب شيرين نشان داده است 
در اين ماهيان كيسه ادراري نقش مهمي در بازجذب يون هاي +Na و 
-Cl  دارد (14). علاوه بر اين لاهلو و همكارانش (20) در وزغ ماهي
زمستاني فلاندر  در  همكارانش (21)  و  رنفرو   ،(Opsanus tau)u

در   (22) وود  و   (Pseudopleuronectes americanus)
سازگار   (Oncorhynchus mykiss) كمان  رنگين  آلاي  قزل 
كه  حالي  در  اند.  يافته  دست  نتيجه  همين  به  نيز  شيرين  آب  با  شده 
كيسه  در  آن  عدم  يا  و  ضعيف  ايمنيايي  واكنش  حاضر  مطالعه  در 
يون هاي  بازجذب  در  بخش  اين  دخالت  عدم  دليل  تواند  مي  ادراري 
در  تنها  ايراني  ماهي  تاس  بچه  در  بخش  اين  لذا  باشد،  ظرفيتي  تك 

ذخيره و نگهداري ادرار توليدي نقش دارد.
در تيمار شاهد (آب شيرين)، بخش هاي گلومرول، قطعه گردني 
و توبول هاي پروكسيمال، داراي سلول هاي ايمونوفلورسانس به آنزيم

باز  در  آنها  دخالت  عدم  نشانگر  و  نبودند   Na+, K+-ATPase
سلول هاي  در  اگزوسيتوزي  وزيكول هاي  وجود  و  است  يوني  جذب 
مانده  دفعي  مواد  از  برخي  ترشح  در  آنها  دخالت  مبين  پروكسيمال، 

در خون است. 
فيش كيلي  در  اند  داده  نشان  همكارانش  و  بينباچ 

(Fundulus heteroclitus) سازگار شده با آب شيرين 10درصد  
كند  مي  ترشح  را  وكلرايد  سديم  هاي  يون  كليوي  پروكسيمال  لوله 
(23)، اين در حالي است كه در همين ماهي كه با آب شور سازگار شده 
يابد. توبول پروكسيمال  اين مقدار بين 30 الي 70 درصد افزايش مي 
است (1، 13).  شور  آب  در  ظرفيتي  دو  يون هاي  ترشح  اصلي  محل 

يون  ترشح  هاي  راه  از  ديگر  يكي   (5) گوسو  و  ناتوچين  نظريه  طبق 
هاي دوظرفيتي در توبول پروكسيمال علاوه بر نظريه هنتچن و زيرولد 
ظرفيتي دو  هاي  يون  حاوي  هاي  وزيكول  اگزوسيتوز  بر  مبني   (16)

اين  كه  است   Na+/Mg+2, Na+/Ca+2 دهنده  انتقال  هم  آنزيم هاي 
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پروكسيمال  اپي تليال  هاي  سلول  رأسي  بخش  در  ها  دهنده  انتقال  هم 
قرار دارند و نيروي مورد نياز براي اين هم انتقال دهنده هاي يوني از 
H+-ATPase موجود در بخش رأسي و بيشتر توسط  طريق آنزيم 
آنزيم Na+, K+-ATPase كه در بخش قاعده اي-جانبي سلول هاي

 (6) گامباريان  شود.  مي  تامين  دارند،  قرار  پروكسيمال  تليال  اپي 
ماهيان  از  گونه   5 پروكسيمال  هاي  توبول  روي  بر  خود  مطالعه  در 
ايراني ماهي  تاس  جمله  از  بلوغ  مرحله  در  خزر  درياي  خاوياري 

الكتروني  ميكروسكوپ  توسط   (Acipenser persicus)
بخش  ويژه  (به  پروكسيمال  هاي  توبول  در  كرد  مشاهده 
سلول  شيرين  آب  با  شده  سازگار  ماهيان  آن)  ابتدايي  هاي 
هاي  سلول  را  آنها  روى   كه  دارند  وجود  اي  نيافته  تمايز  هاي 
و  هستند  پهن  نسبتا  ها  سلول  اين  ناميد.   (Light Cell) شفاف 
اين  خزر  درياي  شور  آب  با  ماهيان  اين  شدن  مواجه  هنگام  در 
اي-جانبي  قاعده  بخش  در  تغييراتي  دچار  نيافته  تمايز  هاي  سلول 
بر  علاوه  شوند.  مي  اي-جانبي)  قاعده  هاي  خورگي  چين  (افزايش 
اين، تعداد ميتوكندري در آنها افزايش مي يابد. در تحقيق حاضر، با 
توجه به غلظت يون هاي دو ظرفيتي موجود در  آب خزر نسبت به آب 
رسد پس از انتقال ماهيان به آب 5 گرم در ليتر در  شيرين به نظر مي 
اي- قاعده  غشاء  هاي  خوردگي  چين  ميزان  پروكسيمال،  هاي  توبول 

ترشح  افزايش  براي    Na+, K+-ATPase آنزيم  ميزان  و  جانبي 
تواند دليل  يون هاي دو ظرفيتي افزايش يافته است كه اين مطلب مي 
مناسبي براي ايمونوفلورسانس ضعيف مشاهده شده در قطعه گردني 

باشد.   پروكسيمال  توبول  و 

گيري  نتيجه 
كليوي  هاي  توبول  در  موجود  ميتوكندري  از  غني  هاي  سلول 
آنزيم  ايمونوهيستوشيمي  روش  با  يابي  مكان  قابل  ايراني  ماهي  تاس 
در  شده  ايجاد  تغييرات  به  توجه  با  هستند.   Na+, K+-ATPase
نحوه پراكنش آنزيم Na+, K+-ATPase  در سلول هاي اپي تليالي 

نمونه  به  نسبت  ليتر  در  گرم   5 تيمار  ماهيان  بچه  كليوى  هاى  توبول 
اين  در  اينكه  رغم  على  كه  رسيد  نتيجه  اين  به  توان  مى  شاهد،  هاى 
نزديك  حالت  محيط  آب  با  بدن  مايعات  و  خون  اسمولاليته  شوري 
به ايزوتونيك دارد ولي هنوز لازم است برخى از يون ها از بدن دفع 
رسد بچه ماهيان در اين وزن با داشتن  و يا بازجذب شوند. به نظر مي 
 Na+, K+-ATPase سلول هاي غني از ميتوكندري مجهز به آنزيم
به  قادر  و  دارند  را  يوني  انتقالات  و  نقل  توان  كليوي  توبول هاي  در 

هستند.  شده  رهاسازي  محيط  شوري  با  شدن  مواجه 

References
1. Varsamos S, Nebel C, Charmantier G. Ontogeny of 
osmoregulation in post-embryonic fish. Com Biochem 
Physiol. 2005; 141: 401-429. 
2. Jurd RD. Instant Notes in Animal Biology. Bios Sci 
Pub. 2000; 140-145.
3. Flik G, Varsamos S, Guerreiro PMG, Fenwich 
X.  Drinking in (very young) fish. In: Hosen N, Flik 
G (eds). Osmoregulation and drinking in vertebrates. 
SEB Symposium Series. Bios Sci Publishers Ltd: Ox-
ford: Bios Sci Pulishers Ltd; 2002; 54: 31-47.
4. Hickman CP, Trump BF. The kidney. In: Hoar WS, 
Randall DJ (eds). Fish physiology. New York: Aca-
demic Press; 1969; 1: 91-239.
5. Natochin YuV, Gusev GP. The coupling of magnesi-
um secretion and sodium reabsorption in the kidney of 
teleost. Comp Biochem Physiol. 1970; 37: 107-111.
6. Gambaryan SP. Kidney morphology in sturgeon: a 
microdissectional and ultrastructure study. J Fish Biol. 
1988; 33: 383-398.
7. Lin CH, Tsai RS, Lee TH. Expression and distribu-
tion of Na, K-ATPase in gill and kidney of the spotted 
green pufferfish, Tetraodon nigroviridis in response 
to salinity challenge. J Comp Biochem Physiol. 2004; 
138: 287-295.
8. Hirose S, Kaneko T, Natio N, Takei Y. Molecular 
biology of major components of chloride cells.Com 
Biochem Physiol. 2003; 136: 593-620. 
9. Lignot JH, Nugroho Susanto G, Charmantier-
Daures M, Charmantier G. Immunolocalization of Na+, 
K+-ATPase in the Branchial Cavity during the Early 
Development of the Crayfish Astacus leptodactylus 
(Crustacea, Decapoda). Cell Tiss Res. 2001; 319: 
331-339.
10. Imsland S, Bronzie P, Bryialsen A. Gill Na+, K+-
ATPase activity, plasma chloride and osmolality in 
juvenile turbot (Scaphthalmus maximus) reared at dif-

ferent temperature and salinities.Aquacul. 2003; 218: 
671-683.
11. Khodabandeh S, Charmantier G. Charmantier-
Daures. Immunolocalization of Na+, K+-ATPase in os-
moregulatory organs during the embryonic and post-
embryonic development of the Lobster, Homarus 
gammarus. J Crastacean Biol. 2006; 26(4): 515-523.
12. Khodabandeh S, Taghizadeh Z. Immunolocaliza-
tion of Na+, K+-ATPase and ionocytes in gill of catfish, 
Silurus glanis. Yakhteh. 2007; 8(1): 45-52.
13. Beyenbach KW. Kidney sans glomeruli. Am J 
Physiol. 2003; 286: 811-827.
14. Marshall WS. Transport processes in isolated tel-
eost epithelia: opercular epithelium and urinary blad-
der. In: Wood CM, Shuttleworth JT (eds) Fish physiol-
ogy. San Diago: Academic Press.  1995; 14: 1-23.
15. Beyenbach KW, Baustian MD. Comparative 
Physiology of the Proximal Tubule: In Structure and 
Function of the Kidney. J physiol. 2003; 53: 48-71.
16. Hentschel H, Zierold K. Morphology and element 
distribution of magnesium-secreting epithelium: the 
proximal tubule segment PII of dogfish, Scyliorhinus 
caniculus (L.). Eur J Cell Biol. 1994; 63: 32-42.
17. Nishimura H, Fan Z. Regulation of Water Move-
ment across Vertebrate Renal Tubules. Comp Bio-
chem Physiol. 2003; 136: 479-798.
18. Perry SF, Shahsavarani A, Georgalis T, Bayaa M, 
Furimsky M, Thomas SLY. Channels, pumps, and ex-
changers in the gill and kidney of freshwater fishes: 
their role in ionic and acid–base regulation. J Exp 
Zool. 2003; 300: 53-62.
19. Reimschuessel R. A Fish Model of Renal Regen-
eration and Development. ILAR J. 2001; 42 (4): 258-
291.
20. Lahlou B, Henderson IW, Sawyer WH. Renal 
adaptations by Opsanus tau, a euryhaline aglomeru-

Yakhteh Medical Journal, Vol 10, No 4, Winter 2009    286   286

سلول هاى غنى از ميتوكندرى در كليه تاس ماهى ايرانى



lar teleost to dilute media. Am J Physiol. 1969; 216: 
1266-1272.
21. Renfro JL. Water and ion transport by the urinary 
bladder of the teleost Pseudopleuronectes america-
nus. Am J Phisiol. 1975; 228: 52-61.
22. Curtis BJ, Wood CM. The function of urinary blad-

der in vivo in the freshwater rainbow trout. J Exp Biol. 
1991; 155: 567-583. 
23. Beyenbach KW, Baustian MD. Comparative 
Physiology of the Proximal Tubule: In Structure and 
Function of the Kidney. J Physiol. 1989; 53: 48-71.

287 287      فصلنامه پزشكى ياخته، سال دهم، شماره 4، زمستان 87

مسافر خورجستان و همكاران 


