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Stichodactylaهاي استخراجی از موکوس شقایق دریایی تاثیر پپتید haddoni

کمان رنگینيآلاماهی قزلبچهيهاي پلاسمابر بافت آبشش، اسمولاریته و یون
Oncorhynchus mykiss
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93بهمن: تاریخ پذیرش93آبان: تاریخ دریافت
چکیده

ماهی بر بافت آبشش بچههاآناثراتشقایق دریایی وهاي موکوس، استخراج پپتیدپژوهشدر این 
از برداري بدین منظور نمونه. ه استقرار گرفتمطالعهکمان در شرایط آزمایشگاهی مورد رنگینيآلاقزل

. مدي سواحل جزیره هرمز انجام گرفتودر ناحیه بین جزرStichodactyla haddoniشقایق دریایی 
گیري عصارهPBSها با استفاده از بخش موکوسی نمونه. منتقل شدندها بعد از فریز شدن به آزمایشگاه نمونه

به سیاهرگ دمی وپور جدا میلیMWCO10000کیلودالتون به وسیله فیلتر 10تر از هاي پائینپپتید. شد
شناسی کلاسیک و بافتهايبا روش،هابعد از بی حال شدن ماهی.شدها تزریقماهیبچه

هاي پلاسما در اسمولاریته و یون،Na+/K+-ATPaseمیزان حضور آنزیم ،رات بافتیایمونوهیستوشیمی تغیی
انتهاي شکلیهاي اپیتلیالی، بدهاي بافتی شامل هیپرتروفی سلولانواع آسیب.مورد بررسی قرار گرفتهاآن

هاي بین لاملایی و نکروز در بافت آبشش ماهیها در ناحیهی، نزدیک شدن لاملاها، ادم زیر بافت پوششلاملا
ها و اسمولاریته پلاسماي خون ها همچنین باعث کاهش یونتزریق این پپتید. مورد مطالعه مشاهده شد

د باعث تغییرات نتوانهاي استخراجی از موکوس شقایق دریایی مینتایج نشان داد که این پپتید. ماهی شد
د و در نتیجه این تغییرات باعث نآلا شوماهی قزلبچهيهاي پلاسماریته و یونبافتی آبشش، تغییر در اسمولا

.شوداختلال در عملکرد تنظیم اسمزي و در نهایت مرگ ماهی می
.Stichodactyla haddoni،Oncorhynchus mykiss،IgGα5آبشش،:کلیديواژگان

، نور دانشگاه تربیت مدرسدانشکده منابع طبیعی و علوم دریایی،،دریاشناسیزیستکارشناسی ارشد-1
، نور دانشگاه تربیت مدرسشناسی دریا، دانشکده منابع طبیعی و علوم دریایی،گروه زیستدانشیار-2
surp78@gmail.com:نویسنده مسئول*



1393، )4(2: فیزیولوژي و بیوتکنولوژي آبزیانپور و خدابنده   صالح]2[

مقدمه
ها، به دلیل حساسیت و پیچیدگی اقیانوس

جانوران ساکن این محیط، مخصوصاً جانوران 
هاي ند حرکت، از ترکیبات و متابولیتثابت یا کُ

متفاوت به عنوان مکانیسم دفاعی استفاده 
بسیار سمی بوده این ترکیبات معمولاً . کنندمی

و نشانگر محیط شدیداً رقابتی در این جانداران 
.)Chellaram and Edward, 2009(است 
هاي دریایی از شاخه مرجانیان، رده شقایق
ند حرکتی هستند که جانوران کُ،آنتوزوآ

هایی با خاصیت ها و پروتئینپپتیدپلی
این سموم . دارندهاي عصبی سیتولیتیک و سم

اطی سراسر بدن یا در نماتوسیت در پوشش مخ
ها را از که آنوجود دارنداین جانوران 

و در هدف قرار کنندمیشکارچیان محافظت
پوستان و دادن جانوران مختلف از جمله سخت

,.Frazao et al(داران موثر هستند مهره

سموم شقایق دریایی شامل سموم ). 2012
بسته دار واهاي سدیمی و پتاسیمی دریچهکانال

هاي یونی حساس به به ولتاژ، سموم کانال
ها، سمومی با فعالیت اسید، سیتولیزین

هایی با فعالیت سمومهارکنندگی پروتئاز
,.Frazao et al(هستند ،A2فسفولیپاز 

2012(.

کننده سم بلوکه50تا کنون، بیش از 
سم بلوکه10کانال سدیمی و تقریبا3ًجایگاه 

هاي مختلف از گونهKv1کننده کانال پتاسیمی 
Honma et(جدا شده است دریاییشقایق

al., 2008( که شامل سموم کانال سدیمی ،
کیلودالتونی 3- 5دار وابسته به ولتاژ دریچه

)Honma and Shiomi, 2006(، سموم
دار وابسته به ولتاژ هاي پتاسیمی دریچهکانال

) Yeung et al., 2005(کیلودالتونی 5/6-5/3
دهنده منفذ در غشا سلولی و سموم تشکیل

Anderluh and(کیلودالتونی 20معمولاً

Macek, 2002 (هستند .
SHTXشاملهمچنین چهار سم پپتیدي

I-IIIوخرچنگکنندگیفلجاثربا ١SHTX

IV کشندگی، از شقایق دریایی گونهاثربا
Stichodactyla haddoni جداسازي و

SHTXگزارش شده است، که  I ،SHTX II و
SHTX IIIهاي کانال پتاسیمی هستند سم

SHTXو IVکانال 2هاي جایگاه از سم
علاوه بر این چهار .استسدیمی شقایق دریایی 

پپتید، یک پپتید شبه فاکتور رشد اپیدرمال نیز 
Honma et(جدا شده است S. haddoniاز 

1- Stichodactyla haddoni Toxin
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al., 2008 .(هاي ور کلی فقط ماهیطبه
لایه موکوسی محافظت کننده براي ،همزیست

دارندهاي دریایی مقابله با سموم شقایق
)Mebs, 2009 (هاي دیگر در برابر اما ماهی

این سموم.هستندپذیر این سموم آسیب
ها توانند باعث اثرات متفاوتی بر روي ماهیمی

هاي اي بر روي گونهتا کنون مطالعه. شوند
S. haddoniمختلف شقایق دریایی از جمله 

صورت نگرفته هاو اثرات آندر خلیج فارس
حاضر  از موکوس از این رو در مطالعه است، 

با خلیج فارس S. haddoniشقایق دریایی 
)PBS1(نمکی بافر فسفات استفاده از محلول

10تر از و پپتیدهاي پائینشدگیري عصاره
جداسازي اسیونوسیله الترافیلترکیلودالتون به 

ها بر روي بافت آبشش، میزان حضور و تاثیر آن
، اسمولاریته و Na+/K+-ATPaseآنزیم 

کمان رنگینيآلاهاي پلاسما ماهی قزلیون
.بررسی شد

هامواد و روش
برداري و استخراج پروتئیننمونه

شقایق دریایی برداري از گونهنمونه
Stichodactyla haddoni در آذر ماه سال

. از ساحل شرقی جزیره هرمز انجام شد1391

1- Phosphate Buffered Saline

نمونه از این گونه شقایق7در یک جزر کامل 
و آورياز مناطق بین جزر و مدي جمعدریایی

هانمونه. شدبا تانک ازت به آزمایشگاه منتقل
داري گراد نگهدرجه سانتی- 20در دماي 

جانور، براي استخراج پروتئین از . ندشد
قاشقک جدا و کمکبادر دماي پائین موکوس 

براي. در دستگاه فریز درایر خشک شد
80گرم موکوس خشک در 4گیري، عصاره
حل و هموژن شد ) PBS)pH7لیترمیلی

)Khodabandeh and Fouchereau-

Peron, 2012( .آمدهتبه دسمخلوط سپس
پس از ،سوپرناتانت حاصل. سانتریفیوژ شد

500اي با چشمه عبور از فیلتر پارچه
ودرایر خشک شدمیکرومتري، در فریز

جداسازي اجزاء آن بر اساس قطبیت، با 
هگزان، اتیل استات - هاي اناستفاده از حلال

بوتانول و آب - و ان) ترترکیبات با قطبیت کم(
ادامه پیدا کرد ) ترترکیبات قطبی(مقطر

)Riguera, 1997; Ebada et al., 2008 .(
منظور حلال دست آمده بههاي بهعصاره

پراکنی در دستگاه فریز درایر خشک شد 
)Khosravi et al., 2012.(

سنجش پروتئین کل با روش برادفورد 
ها در دستگاه الایزا صورت گرفت و جذب نمونه
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در طول موج ) EpochBiotec ،USA(ریدر 
.نانومتر خوانده شد595

پورها با فیلتر میلیپپتیدجداسازي 
PBSلیتر میلی5گرم پروتئین کل در 5/0

سپس این محلول با ورتکس شیک .شدحل 
تزریق به برايها جداسازي پپتید.شد
کمانآلاي رنگینقزلماهیانبچه

)Oncorhynchus mykiss( با استفاده از
پور از میلیAmicon® Ultra-15 10Kفیلتر 

در rpm11000طریق سانتریفیوژ با دور 
دقیقه 50مدت گراد بهدرجه سانتی4دماي 

هاي مورد نظر با تفکیک صورت گرفت و پپتید
در. شدن در بالا و پائین فیلتر جداسازي شدند

این مرحله نیز سنجش با استفاده از معرف 
نانومتر و رسم 595برادفورد در طول موج 

پپتیدهاي پائین . صورت گرفتنمودار استاندارد
دالتون کیلو10تر از فیلتر وزن مولکولی پائین

هاي یونی هاي موثر بر کانالکه پپتیددارند 
ها را فریز ها، آنبعد از جداسازي پپتید. هستند

PBSلیتر میکرو200درایر کرده و به آن 

دوباره سنجش انجام گرفت و سپس. شداضافه 
ه تا زمان تزریق در دماي ماندهاي باقیپپتید

.داري شدندگراد نگهدرجه سانتی-20

ماهیداري بچهتهیه ماهی و شرایط نگه
ماهی قطعه بچه100در این مطالعه 

گرم 1-2با وزن تقریبیکماني رنگینآلاقزل
سردآبی واقع در از استخر پرورش ماهیان

طی گذراندن یک هفته . شدشهرستان نور تهیه 
. ها با غذاي تجاري تغذیه شدندماهیسازگاري، 

هاي فیزیکی و شیمیایی آب نیز در طول فاکتور
ها ماهی. دوره آزمایش مورد ارزیابی قرار گرفت

گراد و درجه سانتی15-19در آبی با دماي
pH3/8-6/7رار داده شدند و طول دورهق

ساعت در نظر گرفته 12:12تاریکی - روشنایی
.شد

کیلو دالتون به 10تر از پائینهايتزریق پپتید
ها ماهیبچه

10تر از هاي پائینلیتر از پپتیدمیکرو20
حل شد و PBSمیکرولیتر از 30دالتون با کیلو

قرار UVاشعه در معرضدقیقه 15به مدت 
پس این دز به درون سیاهرگ ساقهس.گرفت

.تزریق شد)قطعه9(هاماهیدمی بچه
50با تزریق ) قطعه9(شاهد هاي نمونه

، مورد بررسی )PBS)pH7میکرولیتر محلول 
. قرار گرفتند
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بافت شناسی 
هاي شناسی نمونهجهت مطالعات بافت

ساعت در محلول بوئن 48ماهی به مدت 
پس از آن آبشش از ماهی جدا. فیکس شدند

درصد تا خارج شدن 70توسط اتانول ،شده
،گیريآببعد از.کامل فیکساتیو آبکشی شد

. گیري با پارافین مرك صورت گرفتقالب
داده ها بعد از خشک شدن در یخچال قرارقالب
Microdsمدل (با استفاده از میکروتوم . ندشد

5هاي برش)، شرکت دید سبز4055
از پسها برش. شدها تهیه میکرومتري از بلوك

- روي لام به روش هماتوکسیلینقرارگیري
چسب باها ، لامسپس. ندآمیزي شدائوزین رنگ

هیستولوژي مونتاژ شدند و با میکروسکوپ 
Nikonمدل(نوري  مطالعه و با دوربین )3200

)Olympus DP72(برداري شدند عکس
)Martoja and Martoja-Pierson, 1967;

Khodabandeh et al., 2005;

Khodabandeh et al., 2009.(

ایمونوهیستوشیمیبررسی
-+Na+/Kتعیین مکان حضور آنزیم 

ATPaseباديبا استفاده از آنتیIgGα5

به دست آمده از موش بادي مونوکلنالآنتی(
Na+/K+-ATPaseواحد آلفا آنزیم علیه زیر

Fluorescein(FITCباديو آنتی) جوجه

Isothiocyanate Conjugate ( و
میکروسکوپ فلوئورسانس انجام گرفت 

)Khodabandeh et al., 2005;

Khodabandeh et al., 2009.(
ها بعد براي مطالعه ایمونوهیستوشیمی، لام

دهی در سري زدایی در گزیلن و آباز پارافین
دقیقه در 2به ترتیب ،کاهشی الکل اتانول

1500در PBSقرص بزرگ 1PBS)3محلول 
دقیقه در محلول 10، )لیتر آب مقطرمیلی

2PBS)2501لیتر میلیPBS +18/2 گرم
20و ) Tweenلیتر میکرو40+ کلرید سدیم 

لیتر میلی3PBS)200دقیقه در محلول 
2PBS +10گرم شیر خشکRegiler ( قرار

دقیقه در 2ها به مدت سپس لام. داده شدند
شستشو داده شد و داخل یک PBSمحلول 

بر روي . جعبه حاوي هواي مرطوب چیده شد
رقیق شده در محلول IgGα5بادي هر لام آنتی

4PBS)23لیترمیلیPBS +8لیتر آب میلی
4PBS%50وبادي آنتی% 50به نسبت ) مقطر

ساعت در دماي اتاق 5/2و به مدت شداضافه
بادي بعد از شستشوي آنتی. داري شدنگه

FITC)15بادي ، آنتیPBSاضافی با
) 4PBSلیترمیکرو985+ بادي آنتیمیکرولیتر

ساعت در 5/1و به مدت شدروي هر لام اضافه
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سپس . تاریک نگه داشته شدمحیط کاملاً
شستشو و پس از PBSها با محلول لام

گذاري با چسب مخصوص هیستولوژي لامل
توسط میکروسکوپ هالام. ندمونتاژ شد

نانومتر 450-490هاي فلوئورسانس با فیلتر
) Olympus DP72(مشاهده و با دوربین 

,.Khodabandeh et al(ندبرداري شدسعک

).Khodabandeh et al., 2005؛2009

آنالیز پلاسما
گیري اسمولاریته و سنجش براي اندازه

گیري با قطع ساقه دمی و به خون،هایون
میکرونی صورت گرفت و 10وسیله سمپلر 

خون در میکروتیوپی که بر روي یخ قرار داشت
، ریخته )شدن خونجهت جلوگیري از منعقد (

درهاي حاوي خون سپس میکروتیوپ. شد
دقیقه در 5به مدت 5000سانتریفیوژ با دور 

بعد از . گراد قرار داده شددرجه سانتی4دماي 
ه،به وسیله سمپلر جدا شدپلاسما آن

-Gonotec-030(با اسمومتر اسمولاریته آن 

m(مقداري از پلاسما سپس .گیري شداندازه
-20ها در فریزر با دماي یونبراي سنجش
et al., 2004(داري شد گراد نگهدرجه سانتی

Lin .(

ي پلاسماهاگیري یونهانداز
ها، با استفاده از دستگاه گیري یوناندازه
HPLCبراي رسم منحنی . ، صورت گرفت

دست آوردن غلظت ه کالیبراسیون به منظور ب
. هاي استاندارد استفاده شدها، از محلولنمونه

سدیمبراي یون سدیم از تیترازول استاندارد 
لیتر، براي یون پتاسیم از بر گرممیلی2290

لیتر بر گرممیلی1000محلول استاندارد 
ساخته شده از کلرید پتاسیم در آب و براي 

1000یون کلر از محلول استاندارد کلر 
د سدیم لیتر ساخته شده از کلریبرگرممیلی

ها و گیري آنیونبراي اندازه. در آب استفاده شد
: HPLC)Shimadzuها از دستگاه کاتیون

LC-10AD،Column Oven:CTO-10AC،
Pump :LC-10ADآشکارساز ، :CDD-6A(

از گیري آنیون کلر براي اندازه. استفاده شد
و فاز متحرك Shim-Pack IC-A1ستون 

مولار میلی4/2و مولار فتالیک اسید میلی5/2
آمینومتان، براي متیلتریس هیدروکسیل

هاي یک ظرفیتی سدیم و گیري کاتیوناندازه
و فاز Shim-pack IC-C1پتاسیم از ستون 

میلی مولار اسید نیتریک استفاده 5متحرك 
).Chang and Fang, 2007(شد 
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ها و شمارش گیري مساحت فیلامنتاندازه
ها یونوسیت

ها با استفاده از تصاویر یونوسیتشمارش 
تهیه شده از مطالعات ایمونوهیستوشیمی 

لام ایمونو شده از هر تیمار 9از.صورت گرفت
با میکروسکوپ فلوئورسانس عکس گرفته شد و 

در محیط Image Jافزار با استفاده از نرم
ها و مساحت ، تعداد یونوسیت7ویندوز 
که از هر ها محاسبه شد، بدین صورتفیلامنت

لام بر روي برش طولی یا عرضی فیلامنت 
ها هاي تصادفی انتخاب و تعداد سلولترانسکت

. ها اندازه گرفته شدو مساحت فیلامنت
ها در هر میانگین تعداد و مساحت فیلامنت

محاسبه و مورد مقایسه ) به عنوان گروه(تیمار 
.)Varsamos, 2002(قرار گرفت 

هاتجزیه و تحلیل داده
هاي حاصل از شمارش تجزیه و تحلیل داده

گیري مساحت ها و اندازهتعداد یونوسیت
هاي پلاسما و ها، تغییرات یونفیلامنت

16SPSSافزاراسمولاریته با استفاده از نرم

ها از براي تعیین اختلاف بین گروه. انجام شد
ها از مستقل و براي رسم نمودارtآزمون 

Microsoft Excel 2007استفاده شد.

نتایج
محتواي پروتئینی حاصل از بررسینتایج

گرم در یک میلیPBS ،19/35براي عصاره 
در مقدار آن ، که به دست آمدگرم بافت خشک 

هگزان، - هاي آلی انمسیر جداسازي با حلال
، 11/34بوتانول به ترتیب به- اتیل استات و ان

گرم در گرم بافت خشک میلی12/19و 66/23
10تر از هاي پائینمیزان پپتید. کاهش یافت

کیلودالتون از پروتئین کل عصاره آبی بافر 
لیتر میکروگرم در میلی59/86فسفات نمکی 

.محاسبه شد
هاي استخراج ساعت تزریق پپتید12بعد از

ها تلف ماهیصد بچهدر75،شده از مخاط
. ها زنده ماندندشدند و بقیه آن

شناسی نمونه آبشش مشاهدات بافت
شاهد نشان داد کمانرنگینآلايماهی قزلبچه

ها پوشیده که کمان آبششی به وسیله فیلامنت
ها به ها، لاملادر دو طرف فیلامنتوبودشده

روي بر.)A1شکل (داشتندصورت منظم قرار 
گاهیوهاي خونیها، برش رگفیلامنت

دیده شد نیزهاي خونی و بافت غضروفیسلول
هاي خونی، پیلار و همچنین سلول). B1شکل(

اندازه ها با سنگفرشی بر روي لاملا و یونوسیت
بین لاملایی درشت و شکل کروي در ناحیه

تزریق در نتیجه). C1شکل(وجود داشت
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،آلاماهی قزلمخاطی به بچهيهاپپتید
جمله از. مشاهده شدهاي بافتی متنوعی آسیب
شکل (توان به هایپرتروفی میهاناهنجارياین 

A2( ،Sها شکل شدن لاملا) شکلB2( جمع ،
هاي مختلف بافت ها در بخششدن لاملا

شکل (ها در پایه و بین لاملابه ویژهپوششی 
C2( ادم زیر بافت پوششی ،) شکلD2( ،
، نکروز )E2شکل (ها انتهاي لاملاشکلیبد

.کرداشاره،)F2شکل (اپیتلیالی 
ماهیانی یابی یونوسیت در آبشش بچهمکان

ها پپتیدهاي استخراجی از مخاط که به آن
، )H-A3هاي شکل(شقایق دریایی تزریق شد 

ها همانند نمونه شاهد، نشان داد که یونوسیت
، در )F3و A3 ،B3هاي شکل(روي فیلامنت 

) G3و A3 ،C3هاي شکل(ها پایه و بین لاملا
ها قرار داشتند ملاو به مقدار زیاد بر روي لا

ها یونوسیت). H3وA3 ،D3هاي شکل(
شوند که تقریباً به صورت مجتمع دیده می

پذیري متفاوتی هاي خونی رنگنسبت به سلول
ها به یونوسیت). A3شکل (دهند را نشان می

مرغی شکل بودند و هسته صورت کروي تا تخم
ی را از خود تها هیچ گونه ایمونوفلوئورسانآن
). E3شکل(ن نداد نشا

ها به لاملا. برش طولی فیلامنت آبششی در نمونه شاهد:A. ساختار بافت آبشش در نمونه شاهد:1شکل 
در محور میانی فیلامنت بخشی از رگ :B. صورت منظم در دو طرف فیلامنت به خوبی قابل رویت است

هاي سلول؛برش طولی لاملا:C. شودو همچنین بافت غضروفی مشاهده میهاي خونی خونی محتوي سلول
بین لاملایی ندازه درشت و شکل کروي در ناحیهها با اخونی، پیلار و سنگفرشی بر روي لاملا و یونوسیت

؛یونوسیت:I؛ بافت غضروفی:C؛ سلول خونی:BC؛ رگ خونی:BV؛فیلامنت:F؛لاملا: L.شوددیده می
PiC:؛سلول پیلارPC:سلول سنگفرشی)H&E(.
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تر هاي پائینآلا بعد از مواجهه با پپتیدماهی قزلانواع تغییرات بافتی مشاهده شده در آبشش بچه:2شکل 
جمع شدن لاملاها در :C. شکل شدن لاملاB:S. هاي اپیتلیالیهایپرتوفی سلول:A. کیلو دالتون10از 

هاي اپیتلیالینکروز سلول:F. انتهاي لاملاهاشکلیبد:E. ادم زیر بافت پوششی:D. ي بین لاملاییناحیه
)H&E(.
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آلا ماهی قزلها و فیلامنت در بچهها روي لاملاهاي متصل به آن و یونوسیتنمایی از یک فیلامنت و لاملا:3شکل 
:A. نمونه شاهد:A-Dاشکال . کیلو دالتون تزریق شده است10تر از هاي پائینماهی که به آن پپتیدبچهشاهد و 

روي لاملاها، ناحیه بین : شونددیده میها در سه موقعیت یونوسیت؛هاقسمتی از برش طولی فیلامنت و لاملا
ي هاسلولنسبت بهشوند و بین لاملایی دیده میها به صورت مجتمع در ناحیهوسیتیون. لاملایی و فیلامنت

حضور :C. ها بر روي فیلامنت قابل رویت هستندیونوسیت:B. متفاوتی دارندپذیري کاملاًخونی رنگ
ها به یونوسیت:E. شونددیده میها بر روي لاملا یونوسیت:D. دهدها در ناحیه بین لاملایی را نشان مییونوسیت

ها هیچ گونه آنهايهسته. دارندهسته گرد و بزرگهستند ومرغی شکل صورت کروي تا تخم
به آنکیلو دالتون10تر از هاي پائینپپتیداي کهنمونه:F-Hاشکال . ندی را از خود نشان ندادتایمونوفلوئورسان

ها بر روي یونوسیت:H. ها در ناحیه بین لاملایییونوسیت:G. ها بر روي فیلامنتیونوسیت: F. استتزریق شده 
.؛ هستهNسلول خونی؛ : BCیونوسیت؛ : Iفلامنت؛ : Fلاملا؛ : L.لاملا
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شاهد با ها در نمونهتعداد یونوسیتمقایسه
ها در نمونه تزریق شده با تعداد این سلول

شکل (داري را نشان نداد پپتید، اختلاف معنی
4.(

.هاي مختلف آبشش نمونه شاهد با نمونه تزریق شده با پپتیدها در بخشمقایسه تعداد یونوسیت: 4شکل 

پتاسیم در نمونه - میزان حضور پمپ سدیم
شاهد تزریق شده با پپتید نسبت به نمونه

طوري که داري را نشان داد، به اختلاف معنی

میزان حضور این پمپ در نمونه تزریق شده با 
شکل (تر بود شاهد کمپپتید نسبت به نمونه

5.(

حروف . شاهد با نمونه تزریق شده با پپتیددر نمونهNa+/K+-ATPaseمقایسه میزان حضور آنزیم : 5شکل 
.دار استاختلاف معنیغیریکسان نشان دهنده
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هاي سدیم و کلر در نمونه تزریق میزان یون
شده با پپتید نسبت به نمونه شاهد کاهش 

داري را نشان داد، در حالی که میزان یون معنی
پتاسیم در نمونه تزریق شده با پپتید نسبت به 

داري را نشان نداد نمونه شاهد اختلاف معنی
). 6شکل (

تزریق اسمولاریته پلاسما در نمونهمیزان 
شده با پپتید نسبت به نمونه شاهد کاهش 

).7شکل (داري را نشان داد معنی

حروف . مقایسه میزان یون سدیم، کلر و پتاسیم در نمونه شاهد با نمونه تزریق شده با پپتید: 6شکل 
.دار استعنیدهنده اختلاف مغیریکسان نشان

هاسمولاریته در نمونه شاهد با نمونه تزریق شده با پپتید، حروف غیریکسان نشان دهندمقایسه: 7شکل 
.دار استاختلاف معنی
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بحث
مطالعات پیشین نشان داد که لایه مخاطی 

هاي دریایی داراي سطح بدن اغلب شقایق
توجهی سموم پروتئینی و پپتیدي مقادیر قابل 

است که تماس این ترکیبات با جانوران مختلف 
باري است ها داراي اثرات زیاناز جمله ماهی

)Frazao et al., 2012( . از جمله سموم
توان میS. haddoniپپتیدي شقایق دریایی 

به سموم کانال پتاسیمی و سدیمی وابسته به 
تر از مولکولی کمولتاژ اشاره کرد که داراي وزن 

,.Yeung et al(دالتون هستند کیلو10

2005; Honma and Shiomi, 2006 .( به
علت اینکه لایه مخاطی سطح بدن اغلب 

هاي دریایی حاوي مقادیر قابل توجهی شقایق
توکسین است، از موکوس به عنوان منبعی 
براي استخراج پروتئین و پپتید استفاده شد 

)Primor, 1985 .(سازي اجزا بر اساس جدا
انجام گرفت که ) Ebada)2008پروتوکل 

مشاهده شد در مسیر جداسازي میزان پروتئین 
.کاهش یافت

10تر از هایی کمتزریق وریدي پپتید
، باعث افزایش مدت )سموم عصبی(کیلودالتون 

فعال کردن زمان پتانسیل عمل در اثر غیر
هاي هاي سدیمی و بلوکه کردن کانالکانال

شدگی و در پتاسیمی شده، در نتیجه باعث فلج

Rathmayer and(شود نهایت مرگ ماهی می

Beress, 1976; Hartung and

Rathmayer, 1985; Yeung et al., 2005( .
نتایج . ها مردنددر صد ماهی75در این تزریق 

هاي انجام گرفته درباره این مطالعه با پژوهش
Bunodosomaاثر سموم شقایق دریایی 

caissarumمهرگان مانند خرچنگ بر روي بی
Callinectes danae مطابقت داشت، ولی در

تر داران مدت زمان تاثیر سم و دز آن بیشمهره
). Oliveira et al., 2006(مهرگان است از بی

با توجه به ارتباط مستمر و تنگاتنگ ماهی 
هاي بسیار ها یکی از ارگانبا آب، آبشش

Da(ها هستند عملکرد آلودگیحساس به 

Cuna et al., 2011.(
هاي در مطالعه حاضر تغییرات و آسیب

هاي تیمار شده با پپتید مختلفی در ماهی
.Sاستخراجی از موکوس شقایق دریایی 

haddoni مشاهده شد که از جمله آن
ها در توان به جمع شدن لاملاها میناهنجاري

شکلی انتهاي بدناحیه بین لاملایی، نکروز و 
ها، هایپرتروفی سلول مخاطی و اپیتلیالی، لاملا

و ریختن ادم زیر بافت پوششی، نکروز اپیتلیالی
با .ها اشاره کردها در فضاي بین لاملاسلول

توجه به هایپراسموتیک بودن بدن ماهی نسبت 
به محیط اطراف، با ورود سموم شقایق دریایی 
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دي از مایعات از خون به بافت آبشش، حجم زیا
شود از طریق انتشار به درون این اندام وارد می

ها این که کاهش اسمولاریته پلاسما و تورم رگ
همچنین این . دهدمطلب را به خوبی نشان می

-+Na+/Kآنزیم حضورسموم باعث کاهش

ATPaseآلا شده است که ماهی قزلدر بچه
هاي مختلفی در بافت در نتیجه آن، آسیب

نهایتاً، این تغییرات باعث از . ایجاد شدآبشش 
کار افتادن عملکرد تنظیم اسمزي و مرگ 

تغییرات آبششی مشاهده شده . شودماهی می
هاي گزارش شده در این پژوهش با آسیب

، بر روي )2013(و همکاران Banaeeتوسط 
قرار گرفته در کمانرنگینآلايماهی قزل

گام هن. معرض سم دیازینون مطابقت داشت
در معرض Chanos chanosقرارگیري ماهی 
و minutumAlexandriumدینوفلاژله سمی

هایی مانند ادم، ناهنجاريآن،عصاره
هاي ثانویه در آبشش هیپرپلازي و نکروز لاملا

,Chen and Chou(قابل مشاهده است 

. که با نتایج این مطالعه مطابقت داشت) 2001
هاي ا گزارشهمچنین نتایج مطالعه حاضر ب

Cengiz)2006 ( بر روي ماهیCyprinus

carpioگیري در معرض در هنگام قرار
دلتامترین مطابقت داشت که از جمله این 

توان به پوسته پوسته شدن، ها میناهنجاري

نکروز، جداشدگی اپیتلیوم لاملا، ادم، آنوریسم، 
هاي اپیتلیالی و اتصال هیپرپلازي سلول

.در آبشش اشاره کردلاملاهاي ثانویه 
پتاسیم با استفاده از - یابی پمپ سدیممکان

هاي ها در قسمتها نشان داد که آنباديآنتی
مختلف آبشش، روي فیلامنت، ناحیه بین و 

ها پایه لاملاها و به مقدار زیادي بر روي لاملا
نیز ) 1996(و همکاران Witters. قرار داشتند

آلاي قزلها درگزارش کردند که یونوسیت
بر روي Oncorhynchus mykissکمان رنگین
بین لاملایی مشاهده هاي اولیه، در ناحیهلاملا

شدند که مطابق با قسمتی از نتایج مطالعه 
ها و همچنین فراوانی یونوسیت. حاضر بود

روي فیلامنت Na+/K+-ATPaseمیزان آنزیم 
کمان به نقش مهم آلاي رنگینها در قزلو لاملا

ها در حفظ اسمولاریته خون در حد ن سلولای
دهد هیپراسموتیک اشاره دارد و نشان می

ها براي حفظ بقاي این ماهی حضور این سلول
.ضروري است

ها در نتایج حاصل از شمارش یونوسیت
کمان در نمونه آلاي رنگینآبشش ماهی قزل

داري شاهد و تیمار شده با پپتید، تفاوت معنی
متر مربع ها در هر میلیتعداد آنرا نشان نداد و

1180از برش طولی فیلامنت و لاملا حدود 
ها را در این عدم تغییر تعداد یونوسیتکهبود
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توان مینسبت به نمونه شاهد نمونه تیمار شده 
تر که در کممرتبط دانستطول دوره تیمار اب

، salarSalmoدر آبشش . ساعت بود24از 
Pelis and(سلول 120 McCormick,

Anguillaو در مارماهی ژاپنی )2001

japonica،1006 سلول)Wong and

Chen, 1998(با توجه به نتایج . شمارش شد
مطالعه حاضر و مقایسه این نتایج با نتایج سایر 

رسد که تعداد پژوهشگران به نظر می
ها در بافت آبشش بسته به گونهیونوسیت

شرایط محیطی و سن ماهی، ماهی، اندازه و
.کندفعالیت فیزیولوژیکی آن تغییر می

نتایج ایمونوهیستوشیمی حضور قابل توجه 
هاي در یونوسیتNa+/K+-ATPaseآنزیم 

آبشش را نشان داد که بر نقش تنظیم اسمزي 
مطالعات انجام . این آنزیم در آبشش دلالت دارد

سازگار شده با آب دریا Guppyشده بر ماهی 
نشان داد که نه تنها تعداد و و آب شیرین 
ها در تنظیم یونی نقش دارد اندازه یونوسیت

Na+/K+-ATPaseبلکه میزان حضور آنزیم 

Shikano(ها نیز ضروري است در این سلول

and Fujio, 1998 .( همچنین نتایج نشان داد
داري در حضور آنزیم که کاهش معنی
Na+/K+-ATPase در نمونه تزریق شده با

این . پپتید نسبت به نمونه شاهد وجود دارد

را Na+/K+-ATPaseکاهش در حضور آنزیم 
هاي توان به مهار این آنزیم توسط توکسینمی

.پپتیدي شقایق دریایی نسبت داد
10تر از هاي کمتزریق وریدي پپتید

کیلودالتون باعث کاهش قابل توجهی در 
ا نسبت به نمونه شاهد شد اسمولاریته پلاسم

هاي سدیم و تواند به علت کاهش یونکه می
یکی از دلایل . کلر موجود در پلاسما باشد

توان به انتشار هاي پلاسما را میکاهش یون
از . ها از آبشش نسبت دادفعال این یونغیر

توان به اثر مهاري این دیگر عوامل کاهش، می
-یم سدیمسموم بر روي تراکم و عملکرد آنز

آبشش اشاره کرد که این ATPaseپتاسیم 
اي براي جذب فعال یون آنزیم نیروي محرکه

هاي آب سدیم مورد نیاز براي همه ماهی
شیرین براي مقابله با از دست دادن این یون به 
صورت انتشار به محیط هیپواسموتیک اطراف 
است و مهار این آنزیم منجر به از دست دادن 

تزریق این نتایج مطابق با اثر. شودسدیم می
از شقایق hk2aسم عصبی داخل وریدي 

Anthopleuraدریایی  sp.که استبه سگ
کاهش تخلیه باعث افزایش سریع و پایدار در 

بدون اثر قابل توجهی در ضربان بطن چپ، 
شود که این به علت اثر مهاري میقلب

پتاسیم- سدیمبر روي آنزیمhk2aي گلیکوزید
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ATPase است)Ouyang et al., 2005 .( از
پتاسیم - طرفی کاهش حضور آنزیم سدیم

ATPaseتوان به کاهش جذب یون کلر را می
NCCنسبت داد، به این علت که کوترانسپورتر 

- گرادیان یون سدیم را براي آنزیم سدیم
آورد که نتایج فراهم میATPaseپتاسیم 

سمیت نقره حاصل از این مطالعه مطابق با اثر 
آلاي در مهار جذب سدیم و کلر در قزل

از .)Grosell et al., 2000(کمان است رنگین
توان به عدم دیگر عوامل کاهش اسمولاریته می

دفع آب توسط کلیه اشاره کرد که نشان دهنده 
ها بر کلیه و از کار افتادن آن تاثیر این پپتید

وGutierrez-Praenaاست که مطابق با نتایج 
در مورد اثر سمیت ) 2014(همکاران 

Cylindrospermopsin)بر ) سیانوباکتري
که منجر به آتروفی گلومرول و روي تیلاپیا بود

علت کاهش . اتساع کپسول بومن شد

تواند به خاطر اثر سمیت اسمولاریته می
ها بر ماهی باشد محتواي سلولی سیانوباکتري

که موجب عدم تعادل اسمزي، افزایش حجم
مایع در روده و عدم توانایی در دفع آب اضافی 

و دلیل این ) Best et al., 2003(شود می
ها و سرانجام مرگ ماهی را اثر مهاري ناتوانایی

هاي یونی این ترکیبات بر روي انواع پمپ
).Bury et al., 1996(اند دانسته

10تر از هاي استخراجی کمپپتید
یایی باعث کیلودالتون از موکوس شقایق در

هاي بافتی در آبشش، تغییر ایجاد انواع آسیب
ماهی هاي پلاسماي بچهدر اسمولاریته و یون

ها شود که این آسیبکمان میآلاي رنگینقزل
تنفسی، اسمزي، (تواند عملکرد بافت آبشش می

هاي و سیستم) یونی و دفع مواد نیتروژنی
تنظیم یونی را مختل کند و در نهایت باعث 

.ماهی شودمرگ
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Abstract
In this study, the extraction of peptides from sea anemone Stichodactyla

haddoni mucus and their effects on the gills of rainbow trout Oncorhynchus
mykiss were examined. For this purpose, Specimens of S. haddoni were
collected from the intertidal coast from Hormuz Island. Frozen samples were
transported to the laboratory.Then the mucus was extracted using of the PBS
solvent. Peptides down of 10kDa were separated by amicon® Ultra-15 10K
millipore filter device. These peptides were injected into the caudal vein of the
fish and after inactived, histopathological changes were examined using of the
classical histological and immunohistochemical method and also plasma
osmolarity and ions were examined in this fish. The various tissue damages of
the gill were observed including hypertrophy, lamella deformation, subepithelial
edema, lamella congestion in the interlamellar region and necrosis. The
injection of these peptides also reduced blood plasma ions and osmolarity. The
results showed that the extracted peptides from sea anemone mucus can cause
numerous anomalies in the gill tissue, change in blood plasma ions and
osmolarity of rainbow trout and finally resulted in failure of physiological
osmoregulation function of the gills and finally led to the fish death.
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