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 چکیده

گیری  مطالعه حاضر با هدف بررسی تاثیر نونیل فنول بر فعالیت سیستم ایمنی ماهی قرمز از طریق اندازه 

تجمع   در  های  رنگدانه میزان  است.  بافتملانوماکروفاژی  شده  انجام  قرمز  ماهی  و طحال  رو،    کلیه  این  از 

مولار نونیل فنول قرار گرفتند. مراحل    10-7و    10-6های  روز در معرض غلظت   25های نابالغ به مدت  ماهی 

و اسید پریودیک    ائوزین، پرلز پروسین بلو  -هماتوکسیلین  هایآمیزی سازی بافت کلیه و طحال و رنگآماده 

ها  سازی رنگدانه کمی  برایی شناسایی ملانین، هموسیدرین و لیپوفوشین انجام شد. سپس  برابه ترتیب    شیف

منجر به کاهش  استفاده شد. قرار گرفتن ماهی در معرض نونیل فنول  Image J (ver. 1.53 e)  افزاراز نرم 

تشکیل مراکز حاوی این  ثیری بر احاوی رنگدانه هموسیدرین در طحال شد و ت تشکیل مراکز ملانوماکروفاژی 

مراکز ملانوماکروفاژی حاوی رنگدانه لیپوفوشین به ترتیب در طحال و کلیه   رنگدانه در کلیه نداشت. تشکیل

که نونیل فنول منجر به افزایش    درحالی   ،(>05/0Pکاهش و افزایش یافت ) پس از مواجهه با نونیل فنول 

به طور کلی، در میان سه رنگدانه    شد.  غلظتورت وابسته به  در هر دو اندام به صملانوماکروفاژی  تشکیل مراکز  

رسد شاخص  افزایش یافت و به نظر می  غلظتموجود در مراکز ملانوماکروفاژی، ملانین به صورت وابسته به  

 نونیل فنول باشد.   بهتری برای قرار گرفتن در معرض
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مقدمه 

دریا ترکیبات   ها امروزه  از  بسیاری  توسط 

ترین آنها  که احتمالا مهماند  صنعتی آلوده شده

درون غدد  کننده  مختل  شیمیایی   ریز مواد 

(Endocrine Disrupting Chemicals:  

EDCs)    مانند شیمیایی  مواد  هستند. 

های  توانند وظایف هورمونها که میزنواستروژن 

با   یا  کنند  تقلید  را  فرایندهای  آندروژنی 

رانیراندوک باشند  داشته  تداخل    EDC  ی 

.  (Carnevali et al., 2018)  نامندمی

ات شیمیایی غیراستروئیدی ها ترکیبزنواستروژن 

توانند از طریق بلع یا  ساخت بشر هستند که می

ش ماهی  بدن  وارد  فعالیت  وندجذب  های  و 

. (Wang et al., 2021)استروژنی را تقلید کنند  

آلاینده متابولیسم این  مختلف  مراحل  با  ها 

درونهورمون   دیگر و  (  Endogenous)  زاهای 

رویدادهای فیزیولوژیکی که مسئول حفظ تعادل  

درون مغدد  هستندریز  می  ، اهی  کنند  تداخل 

(Celino-Brady et al., 2020 ) فنول نونیل   . 

(Nonylphenol: NP  )این از  ها  EDC  یکی 

استروژنی   فعالیت  و  به   دارداست  منجر  که 

در   استروژن می شود دهی  پیامتداخل   طبیعی 

(Saravanan et al., 2019).   مواد زنواستروژن

تولیدمثلی   عملکردهای  و  ساختارها  بر  تنها  نه 

میثیر منفی میات بلکه  به  گذارند،  توانند منجر 

شوند. ماهی  ایمنی  سیستم  در  اگرچه  سمیت 

نقش هورمون استروژن در تنظیم سیستم ایمنی 

 ,.Lukacova et al)ماهی شناخته شده است  

ناشناخته(2021 اما  مورد  ،  در  زیادی  های 

مکانیسم و  زنواسترژونی  ترکیبات  های  تاثیرات 

این تاثیرات بر سیستم ایمنی ماهی وجود دارد.  

ناشناخته  این  کشف  منظور  در  هابه  باید   ،

هایی بود که محل اتصال بین  جستجوی شاخص 

. یکی از استریز  سیستم ایمنی و سیستم درون

ها که حد  EDC  بهترین نشانگرهای زیستی برای

است، ریز  درون واسط بین سیستم ایمنی و غدد  

ملانوماکروفاژی دارای   مراکز  مراکز  این  است. 

رنگدانه  هایسلول  مهرهفاگوسیتی  در  داران  دار 

خونسرد )مانند ماهی( هستند و یکی از بهترین 

سیستم  به  آسیب  مورد  در  زیستی  نشانگرهای 

که ساده و ارزان   هستندایمنی ذاتی و اکتسابی  

. (Steinel and Bolnick, 2017)  هستند

سازهای  ملانوماکروفاژها را که گاهی اوقات پیش

پستانداران  زایای  مراکز  تکاملی 

(Evolutionary Precursors of 

Mammalian Germinal Centers  )نامندمی  

(Steinel and Bolnick, 2017)  ،  معمولا

رگمی اطراف  در  صورت  توان  به  خونی  های 

گره کپسولساختارهای  با  ظریف ای  های 
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سلول ساختارها،  این  منشا  کرد.  های  مشاهده 

خون  رتیکولواندوتلیال بنیادی  ماتریکس  ساز 

که می سلولاست  این  به  اندامتواند  در  های  ها 

یابدخون  تمایز   . (Stosik et al., 2019)  ساز 

و   اندازه  شکل،  بر  علاوه  ملانوماکروفاژی  مراکز 

های متفاوتی در  محتوای رنگدانه، توزیع و نقش

نقشاندام وجود  با  دارند.  مختلف  های  های 

فیزیولوژیکی و ایمنی پیچیده، عملکرد دقیق این  

است مانده  باقی  مبهم  مرموز  سلولی    تجمعات 

(Sayed and Younes, 2017).    ،ملانین

اوقات   گاهی  )و  لیپوفوشین  و  هموسیدرین 

در   اغلب  که  هستند  رنگدانه  نوع  سه  سروئید( 

می یافت  مراکز  این  مراکز  ساختار  شوند. 

و محتوای شناسی  ریختنظر  ملانوماکروفاژی از  

رنگدانه به عوامل داخلی و خارجی مختلفی مانند  

خواب  هیپوکسی،  جنسیت،  فصل،  دما،  سن، 

و   عفونت  شیمیایی،  ترکیبات  زمستانی، 

میهورمون  پاسخ   ,.Zieri et al)دهند  ها 

2015). 

شد مشخص  استاگرچه  استروژن   ه  که 

بر مراکز ملانوماکروفاژی  زنواستروژن  طبیعی و 

رند، بسیاری از گذاثیر میاهای مختلف تدر اندام

توس به  مربوط  شبه االات  ترکیبات  ثیرات 

ماهی   در  ملانوماکروفاژی  مراکز  بر  استرادیول 

پاسخ مانده است. درک رابطه بین استروژن و بی

است  ممکن  ماهی  در  ملانوماکروفاژی  مراکز 

برای دستیابی به یک نشانگر  را  مسیر جدیدی 

ایمنی  سمیت  دقیق  کند.  EDC  زیستی  باز  ها 

می  برای درک،  این  به  ارزیابی  رسیدن  به  توان 

کلیه و طحال  میزان تجمع ملانوماکروفاژها در 

در   شاخص  یک  عنوان  به  تا  پرداخت  ماهی 

شبه   شیمیایی  مواد  با  مواجهه  تشخیص 

استروژنی مورد استفاده قرار گیرد و حتی نشان  

به   گام  یک  باشد.  آلاینده  غلظت  میزان  دهنده 

ارزیابی هدف،  این  رنگدانه   سمت  سه  پاسخ 

لیپوفوشین   و  هموسیدرین  مراکز  ملانین،  در 

ملانوماکروفاژی به قرار گرفتن در معرض نونیل  

فنل است. بنابراین، مطالعه حاضر با هدف بررسی  

فعالیت   بر  فنول  نونیل  زنواستروژنی  ماده  تاثیر 

گیری سیستم ایمنی ماهی قرمز از طریق اندازه

د ملانوماکروفاژی  تجمع  و    بافت ر  میزان  کلیه 

 انجام شده است. طحال ماهی قرمز

 

 هاروش  و   مواد

 ماهی تهیه و نگهداری  

( سالم  Carassius auratus)قرمز    انماهی

ماهی    24± 2وزن    با پرورش  مرکز  از  گرم 

تحقیقاتی    و به آزمایشگاه  تهیهاستخوانی رشت  

زیست سلولیپژوهشکده  مولکولی    -شناسی 

ها  ماهیمنتقل شدند.  دانشگاه علوم پزشکی بابل  
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لیتری حاوی آب   50ای  در یک آکواریوم شیشه 

مدت   به  شده  کلرزدایی  با    2شهری    12هفته 

روشنایی آزمایشی    -ساعت  شرایط  با  تاریکی 

آب کیفیت  شدند.  دستگاه    ،سازگار  با  روزانه 

( دیتالاگر  شیمیایی  فانکشن  -WAمولتی 

2017SD  ،Lutronمجهز به  ، تایوان )pH  ،متر

.  سنج مورد ارزیابی قرار گرفت دماسنج و اکسیژن

ماهی نگهداری  مدت  طول  میانگین  در  ها 

درجه    20± 3  دماهای کیفی آب شامل  شاخص

محلول   pH  2/0 ±3/7  گراد،سانتی اکسیژن  و 

(DO  )4/0 ±3/7  گرم در لیتر بودند. تغذیه  میلی

به  ماهی روز،   در  بار  یک  درصد    5/1میزان  ها 

وزن بدن با جیره پلت تجاری )ماهیران، ایران( 

و   هفتگی  صورت  به  آب  تعویض  شد.  انجام 

 اکسیژن دهی با دستگاه هواده صورت گرفت.

 

 طراحی آزمایش 

  شامل دو گروه    سهماهی به    42در مجموع  

و   مواجهه  تکرار  در)   شاهد گروه    یکگروه  (  دو 

معرض در  و   مولار   10-7و    10-6  تقسیم شدند 

(  ، آمریکاSigma-Aldrich)  ( NPنونیل فنول )

(Lu et al., 2012)    خالص اتانول  در  محلول 

(Merck در آکواریوم )20ای )های شیشه ، آلمان 

ماهی در هر آکواریوم(.   7لیتری( قرار گرفتند )

مورد   شاهدگروه   )اتانول  حامل  معرض  در 

گروه در  غلظت  استفاده  با  تیمار(   02/0های 

توانند  می NP هایار گرفت. این غلظتقر درصد

مقدار ثابتی از ویتلوژنین را در ماهی قرمز  القا  

ها یک  ماهی(.  Soverchia et al., 2005)  کنند

بار در روز با جیره پلت تجاری تغذیه شدند. پس  

ها با  ، ماهیNP  روز قرار گرفتن در معرض   25از  

نمونه و  شدند  تشریح  و  کشته  سر  ی  هابریدن 

اندام از  طحال  بافتی  و  کلیه  .  شدند   جداهای 

فرمالین  نمونه  در  بافت  خنثی    10های  درصد 

(pH  2/7آزمایش کلیه  شدند.  تثبیت  بر    ها ( 

اساس کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی بابل  

گرفت  .https://ethics.research.ac)  انجام 

ir) . 

 

 شناسیمطالعه بافت 

شناسی های تثبیت شده به روش بافتبافت 

آب الکل(،  کلاسیک  افزایشی  سری  )در  گیری 

جاسازی  سازی )در گزیلول( و در پارافین  شفاف

  5شدند. مقاطع بافتی پارافینی شده در ضخامت  

رنگ سپس  و  تهیه  شدند.  میکرومتر  آمیزی 

با  رنگ ، (H&E)  ائوزین  -هماتوکسیلینآمیزی 

 و اسید پریودیک شیف   (PPB)  پرلز پروسین بلو 

(PAS)    ،ملانین شناسایی  برای  ترتیب  به 

هموسیدرین و لیپوفوشین طبق روش ارائه شده 

انجام شد. به منظور   Ferreira  (2011)  توسط
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زدایی  بعد از پارافینها  نمونه ،  H&Eآمیزی  رنگ

و  آب ،  در گزیلول الکل  گیری در سری کاهشی 

رنگ آب،  در  شدند.  شستشو    برایآمیزی 

پارافیننمونه ،  PPBآمیزی  رنگ از    زداییها بعد 

اوی  ح  Butting Solution)  در محلول باتینگ

سیانید  تاسیم فریپ   درصد و  2کلریدریک اسید  

و بعد از شستشو    ندور شدگرم غوطه (  درصد  2

در آب با ائوزین افزایش کنتراست داده شدند. به  

از  نمونه،  PASآمیزی  رنگ منظور   بعد  ها 

اسید    زداییپارافین پریدودیک    درصد  5/0با 

شده عامل    ،اکسیده  با  آب  در  شستشو  از  بعد 

نهایت با هماتوکسیلین  شیف مواجه شده و در 

شدند.  داده  کنتراست    گروه  هر  در  افزایش 

  بافت  نمونه  هیته  یبرا  ی ماه  4  از  ،یشیآزما

 نمونه   هر  از  و  شد  یبردارنمونه  هیکل  و  طحال

  با  ریتصو  پنج  د یاسلا  هر  از  و  د یاسلا  چهار  بافت

 ، Eclipse TS100)  ینور   کروسکوپیم  کمک

Nikon  ،ه یته  تالیجید  ن یدورب  به  مجهز(  ژاپن 

مساحتشد تصاویر،  اولیه  پردازش  از  پس   .      

شده  مربع)   اشغال  مراکز   ( میکرومتر  توسط 

روش با  رنگدانه  حاوی    ملانوماکروفاژی 

Analyzing Particle  نرم  ImageJ  افزاردر 

(ver. 1.53 e)   شده توصیف  روش  اساس  بر 

همکارانش    Mentino  توسط (  2017)و 

 ح وضوبه طور خلاصه، تصاویر با    گیری شد.اندازه

dpi150  که    ندتهیه شد  ×200  نماییو با بزرگ

حدود   را   441/134مساحتی  مربع  میکرومتر 

تا    9ی،  ماه   هر  در  بافت  هر  یبرا  شد. شامل می

انتخاب شد. ابتدا    بررسیمیدان تصویر برای    12

از حالت   تصویر  و    RGBفرمت  به فرمت سیاه 

 Threshold  سفید تبدیل شد. سپس با دستور 

دار جداسازی و مساحت مورد نظر با  نواحی لکه

د. در نهایت با  ش مقیاس میکرومتر مربع سنجش  

حذف نویزها و تقسیم تعداد ناحیه ماکروفاژی به  

ماکروفاژی محاسبه کل ناحیه، متوسط مساحت  

 شد. 

 

 آماری تجزیه و تحلیل 

داده آماری  مقایسه  منظور  نرمبه  از  افزار  ها 

SPSS 24    واریانس یک طرفه    لیلحتو آزمون

(One-way ANOVA  )  در   توکیآزمون  سپ و

استفاده  (  >05/0P)  درصد  95اطمینان    حسط

نرمش برای   Image J (ver. 1.53 e)  افزارد. 

ملانومارکروفاژی  رنگدانهسازی  کمی مراکز  و  ها 

رسم نمودارها از    برایمورد استفاده قرار گرفت.  

استفاده شد.    Microsoft Excel 2013افزار  نرم

در   نیز  پیرسون  همبستگی  افزار نرمضریب 

Microsoft Excel 2013  د.شمحاسبه 
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 نتایج 

که   داد  نشان  توزیع شناسی  ریختنتایج  و 

رنگدانه از  ملانوماکروفاژی متفاوتی  مراکز  در  ها 

دا وجود  اندام  دو  در  قرمز  مراکز شتماهی   .

در   بودند  چندشکلی  کلیه  در  ملانوماکروفاژی 

نظر می به  که در طحال  حالی که  آنهایی  رسد 

اوقات،  ند. گاهی  شته باشهستند شکل منظمی دا

توده حاشیه این  توسط  سلولی  بافت  های  از  ای 

و به خوبی در مقابل    اند شدههمبند نازک احاطه  

 ند. اهپارانشیم قرار گرفت

 

 آمیزی پرلز پروسین بلو رنگ 

رنگنمونهدر   با  های  شده  ،  PPBآمیزی 

با   بالایی  رنگ  کنتراست  ملانوماکروفاژی  مراکز 

)شکل   در  1هموسیدرین  بویژه  طحال  (  بافت 

کمی    داشتند. تحلیل  و  تجزیه  نتایج  با  مطابق 

مراکز   ( در گروه شاهد، سطح تشکیل2)شکل  

در  هموسیدرین  رنگدانه  حاوی  ملانوماکروفاژی 

به کلیه به طور معنی بالاتر  طحال نسبت  داری 

بود. از سوی دیگر، قرار گرفتن در معرض هر دو  

( فنول  نونیل  کاهش  NPغلظت  به  منجر   )

م رنگدانه  تشکیل  حاوی  ملانوماکروفاژی  راکز 

( شد  طحال  در  بر >05/0Pهموسیدرین  و   )

تاثیری  کلیه  در  ملانوماکروفاژی  مراکز  تشکیل 

 الف(.  -2نداشت )شکل 

 آمیزی پریودیک اسید شیف رنگ 

نمونه رنگدر  با  های  شده  ،  PASآمیزی 

لیپوفوشین   رنگدانه  با  ملانوماکروفاژی  مراکز 

رنگدانهحاوی   قهوهماکروفاژهای  رنگ ای  ای 

)شکل   کمی،3بودند  نتایج  با  مطابق  گروه   (. 

مراکز  از  بالایی  مقدار  طحال  در  شاهد 

را   لیپوفوشین  رنگدانه  حاوی  ملانوماکروفاژی 

از قرار گرفتن در  نشان داد و تشکیل آنها پس 

طرف    NPمعرض   از  یافت.  کاهش  طحال  در 

معرض   در  گرفتن  قرار  به م  NPدیگر،  نجر 

تشکیل حاوی   افزایش  ملانوماکروفاژی  مراکز 

 ب(.  -2)شکل  رنگدانه لیپوفوشین در کلیه شد

 

 ائوزین - آمیزی هماتوکسیلینرنگ 

نمونه  رنگدر  توسط  های  شده  آمیزی 

H&E    رنگدانه حاوی  ملانوماکروفاژی  مراکز 

ملانین دارای تجمعات نامنظمی از ماکروفاژهای  

)شکل  قهوه بودند  رنگ  سیاه  یا  تیره  (.  4ای 

و   طحال  در  شاهد  گروه  کمی،  نتایج  با  مطابق 

مراکز  تشکیل  از  پایینی  سطح  کلیه 

نشان  را  ملانین  رنگدانه  حاوی  ملانوماکروفاژی 

مع در  گرفتن  قرار  و  به    NPرض  دادند  منجر 

مراکز ملانوماکروفاژی در هر دو   افزایش تشکیل

؛  r=۸6/0اندام به صورت وابسته به غلظت شد )

 ج(.  -2شکل 
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را در   (، مراکز ملانوماکروفاژیPPBآمیزی شده توسط پرلز پروسین بلو )شناسی رنگمقاطع بافت  :1شکل  

نونیل   مولار  10-7گروه مواجهه با    شاهد؛ ب(( گروه  الفدهد.  کلیه )راست( ماهی قرمز نشان میطحال )چپ( و  

های زرد مراکز ملانوماکروفاژی حاوی هموسیدرین را  فلش  .نونیل فنول  مولار  10-6( گروه مواجهه با  پفنول؛  

 .دن دهنشان می
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غلظت   در کلیه و طحال ماهی قرمز مواجهه شده با دومساحت مراکز ملانوماکروفاژی   مقایسه کمی   :2  شکل

(؛ ب(  PPBپرلز پروسین بلو )  آمیزی شده بارنگ،  هموسیدرین. الف(  (انحراف معیار  ±  میانگین)نونیل فنول  

بارنگ،  لیپوفوشین )  آمیزی شده   بارنگ،  ملانین   (پ(؛  PASپریودیک شیف    - هماتوکسیلین  آمیزی شده 

های مختلف در کلیه و حروف کوچک دار را بین گروهف معنیختلامتفاوت احروف بزرگ    .(H&Eائوزین )
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نشان دهنده   دوز کم  (.  >05/0P)  دهدمختلف در طحال نشان میهای  گروهبین    را ر  دا متفاوت اختلاف معنی

 .استمولار نونیل فنول  10-6غلظت شان دهنده دوز بالا نو  10-7غلظت 

 

 

را در   مراکز ملانوماکروفاژی(،  PAS)  آمیزی شده با اسید پریودیک شیفشناسی رنگمقاطع بافت :  3شکل  

نونیل    مولار  10-7  گروه مواجهه باب(    شاهد؛گروه  . الف(  دطحال )چپ( و کلیه )راست( ماهی قرمز نشان می ده 

های زرد مراکز ملانوماکروفاژی حاوی لیپوفوشین را  فلشنونیل فنول.    مولار   10-6  گروه مواجهه با  (پ؛  فنول

 .دن دهنشان می
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رنگبافت مقاطع    :4  شکل توسطشناسی  شده  مراکز    (H&E)  ائوزین  -هماتوکسیلین  آمیزی  که 

گروه مواجهه    (شاهد؛ بگروه    (الف  دهد.ملانوماکروفاژی طحال )چپ( و کلیه )راست( ماهی قرمز را نشان می 

های زرد مراکز ملانوماکروفاژی را  فلشنونیل فنول.    مولار  10-6گروه مواجهه با    (پ؛  نونیل فنول  مولار  10-7با  

. دن دهنشان می
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 بحث

غلظت نونیل فنول  ثیر دو  ادر مطالعه حاضر، ت 

سه   محتوای  و  توزیع  مراکز  بر  رنگدانه 

قرمز   ملانوماکروفاژی ماهی  طحال  و  کلیه  در 

ویژگی شد.  بررسی  مراکز نابالغ  های 

تواند نشانگر زیستی  ملانوماکروفاژی در ماهی می

تنش برای  جمله مفیدی  از  مختلف  های 

 Sayed)  ها باشدهای محیطی و آلایندهاسترس 

et al., 2019; Abd-Elkareem et al., 

در    هایرنگدانه  .(2020 ملانوماکروفاژی  مراکز 

هایی در توزیع قرمز تفاوتطحال و کلیه ماهی  

مراکز ملانوماکروفاژی  دهدکه نشان می  داشتند

نقش  است  اندامممکن  در  مختلفی  های  های 

 Ribeiro)قبلی    اتمختلف داشته باشند. مطالع 

et al., 2011)    مراکز که  داد  نشان 

ماهی کبد  در  موجود  های  ملانوماکروفاژی 

آهن   متابولیسم  به  بیشتر  معمولا  استخوانی 

کنند و بنابراین در فعالیت فاگوسیتی  کمک می

مراکز  که  حالی  در  هستند،  دخیل 

فعالیت   در  کمتر  طحال  در  ملانوماکروفاژی 

های ایمنی  کنند و عملکردفاگوسیتی شرکت می

دارند. دیگر،    بیشتری  سوی        و  Sayedاز 

 Clariasماهی آفریقایی  گربه (  2019همکاران )

gariepinus    1/0  روز در معرض  21را به مدت 

مراکز   تا تشکیل  ند قرار داد  NPگرم در لیتر  میلی

د و گزارش ندر کبد ارزیابی کن ملانوماکروفاژی را

و    ندداد هیپرتروفی  مشاهده  در که  هیپرپلازی 

این مراکز ملانوماکروفاژی نشان دهنده اهمیت 

زدایی و فرآیندهای مرتبط با ایمنی  آنها در سم

( 2020و همکاران )  Shirdelبا این وجود،    است.

مرکز ملانوماکروفاژی را در کلیه و غدد   هیچ گونه

 Salmo trutta)آلای خزری  جنسی ماهی قزل

caspius  )  میکروگرم   100و   10مواجهه شده با

مدت   به  فنول  نونیل  لیتر  گزارش   21در  روز 

بنابراین، این مطالعات همراه با مطالعه    .ندنکرد

د که مراکز ملانوماکروفاژی ندهحاضر نشان می

می خود  نقش  اساس  اندامبر  در  های  توانند 

مراکز ملانوماکروفاژی عمدتا    مختلف ظاهر شوند. 

اس بافتدر  خونترومای  لنفوئیدی،  های  و  ساز 

وجود   های استخوانیماهی  یعنی کلیه و طحال

بنابراین، در این    (.Stosik et al., 2019)  دارند

مراکز ملانوماکروفاژی در این دو    مطالعه تشکیل

اندام مورد بررسی قرار گرفت. اهمیت طحال و 

تشکیل در  ملانوماکرو کلیه  در  مراکز  فاژی 

گرفت.   قرار  ارزیابی  مورد  قبلی  مطالعات 

Balamurugan  ( همکاران  تجمع 2012و   )  

طحال در  ملانوماکروفاژی   Plotosus  مراکز 

lineatus  تغییر  را به عنوان یک شاخص زیستی  

و    Abd-Elkareem  . ندکرد  معرفی  محیطی

( گزارش کردند که قرار گرفتن  2020همکاران )
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آفریقایی گربه معرض    ماهی  به   NPدر  منجر 

 شود. تشکیل مراکز ملانوماکروفاژی در کلیه می

باعث    NP  حاضر نشان داد که  مطالعهنتایج  

آن  و کاهش  تشکیل لیپوفوشین در کلیه  افزایش  

رنگدانهدر   شد.  یک طحال  لیپوفوشین  های 

مولکول ای  پیچیدهمخلوط   با  از  زیستی  های 

. ماهیت  هستندپیوند متقابل بسیار اکسید شده  

متقا باعث    رنساختار  لیپوفوشین  پلیمری  و 

های  شود که در برابر تخریب توسط سیستممی

توسط   پاکسازی  و  لیزوزومی  و  پروتئازومی 

 Moreno-Garcia et)  اگزوسیتوز مقاوم باشد 

al., 2018).   های مکرر جذب لیزوزومی،  چرخه

های اکسید شده توسط آزادسازی ماکرومولکول

در  رادیکال اکسیژن  از  آزاد مشتق  واکنش  های 

ردوکس   در هموستاز  اختلال  متعاقبا  و  فنتون، 

 Jung et) شودمنجر به تشکیل لیپوفوشین می

al., 2007)  .،تخریب   بنابراین پتانسیل 

ها مختل شده  لیزوزومی در سلولزومی و  اپروتئ

سلولی   مرگ  افزایش  به  منجر  نهایت  در  و 

می گزارش  آپوپتوزی  مطالعات  از  برخی  شود. 

قرار گرفتن در معرض تواند  می  NP  کردند که 

باعث   و  دهد  افزایش  را  اکسیداتیو  استرس 

. (Matozzo and Marin, 2005) آپوپتوز شود

مراکز  در  لیپوفوشین  رنگدانه  افزایش 

در   گرفتن  قرار  از  پس  معرض ملانوماکروفاژی 

NP    به دلیل افزایش استرس اکسیداتیو و مرگ

این،  بر  علاوه  بود.  ایجاد    ناییتوا  NP  سلولی 

دارد   را  بافت  تخریب  و  -Abd)همولیز 

Elkareem et al., 2018 )   رنگدانه    و

طور  به  ملانوماکروفاژی  مراکز  در  لیپوفوشین 

است.  مرتبط  فاگوسیتی  فعالیت  با  مستقیم 

دهنده   نشان  لیپوفوشین  بیشتر  تغییر  بنابراین، 

فعالیت فاگوسیتیک بالاتر مراکز ملانوماکروفاژی 

نقش و  رنگدانه  این  فیزیولوژیکی حاوی  های 

مطالع است.  که    ندداد  نشانقبلی    اتمتفاوت 

اندام در  ملانوماکروفاژی  جنسمراکز  و  های  ها 

مختلف ماهی که در معرض آلودگی قرار دارند  

دارندواکنش متفاوتی   ,.Dang et al)   های 

عبارت دیگر  .  (2019 نشان  نین  چبه  مطالعاتی 

در می لیپوفوشین  رنگدانه  محتوای  که   دهند 

غلظت   و  نوع  به  تنها  نه  ملانوماکروفاژی  مراکز 

بلکه دارد،  بستگی  جنس،    آلاینده  گونه،  به 

نیز   محیطی  عوامل  و  فیزیولوژیکی  شرایط 

عنوان  به  استفاده  برای  را  آن  و  دارد  بستگی 

 کند. شاخص نامناسب می

در    در هموسیدرین  رنگدانه  حاضر،  مطالعه 

در   که  ماهیانی  گرفته    NPمعرض  طحال  قرار 

در بودند،   تغییر  دیگر،  سوی  از  یافت.  کاهش 

پس  مراکز   هموسیدرین  حاوی  ملانوماکروفاژی 

در گرفتن  قرار  آشکار    NPمعرض    از  کلیه  در 
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های مختلف فیزیولوژیکی این نبود. احتمالا نقش

بر    NP  رنگدانه در طحال و کلیه و اثرات متفاوت

اندام میاین  توضیح ها  را  مشاهدات  این  تواند 

کاهش   میزان  که  است  شده  گزارش  دهد. 

سر با  طحال  ایمنی هموسیدرین  سیستم  کوب 

  است   در ارتباطغیراختصاصی مرتبط با آلودگی  

(Bucke et al., 1992).    علاوه بر این، اختلالات

مراکز  تواند ترکیب سلولی را در  ریز میغدد درون

بیان   بر  و  دهند  تغییر  طحال  ملانوماکروفاژی 

سیستمژن  ت   های  بگذارند  اایمنی  منفی  ثیر 

(Shved et al., 2009).   ،اختلال این  از  پس 

در  هموسیدرین  حاوی  ملانوماکروفاژی  مراکز 

کا تجمع  طحال  که  آنجایی  از  یافت.  هش 

مراکز ملانوماکروفاژی احتمالا     هموسیدرین در

  های قرمز مرتبط استبا افزایش گردش گلبول

(Fenoglio et al., 2005)  ، در گرفتن  قرار 

  هایرگممکن است منجر به ضایعه    NPمعرض  

کوچک شود. علاوه بر این، مطالعات قبلی    خونی

داد برهم  ندنشان  بین  کنشکه  محیطی  های 

بهگلبول ماکروفاژها منجر  و  قرمز    تشکیل   های 

می ملانوماکروفازی   Passantino)   شودمراکز 

et al., 2005)  . نتایج همچنین نشان داد که در

مراکز ملانوماکروفاژی  بین سه رنگدانه موجود در

دو   معرض  در  گرفتن  قرار  از  ،  NP  غلظتپس 

ملانین آشکارتر بود و بیشتر به صورت وابسته به 

رنگدانه  غلظت ماکروفاژهای  یافت.  دار افزایش 

ملانینمی ملانوسیت توانند  مانند  را  تولید  ها  ها 

خنثی  را  مختلف  سموم  رنگدانه  این  و  کنند 

عبارت    .(Kumar et al., 2016)  کند می به 

سلول این  در  موجود  ملانین  جذب  دیگر،  با  ها 

استرادیکال مسئول  آزاد  و های  اکسیداتیو  رس 

ایفای نقش دفاعی    پراکسیداسیون لیپیدی و با 

تولید هیدروژن  پراکسید  برابر    کننده  در 

NADH  می استفاده  شده    شوداکسید 

(Suvarna et al., 2018).    عدم شرایط  ایجاد 

پراکسیدانی  ,.Kourouma et al)  تعادل 

درون  (2015 غدد  سیستم  در  تغییر  بو  ه ریز 

با مواجهه  تجمع   NP  دنبال  افزایش  به  منجر 

شود. مطالعات قبلی  ملانین در طحال و کلیه می

تواند محتوای ملانین را می  NP  نشان دادند که

  هایگونه.  (Sayed et al., 2019)  افزایش دهد 

اکسیژن طی   (ROS) فعال  در  شده  تولید 

ملانین در خنثی  NP  متابولیسم نقش  سازی و 

ایش بیشتر ملانین در تواند دلیلی برای افزآن می

. (Mohamed et al., 2019)ها باشد  این اندام

Bernabo  ( نشان دادند که  2014و همکاران )

ایتالیایی نیوت  گرفتن   Lissotriton)   قرار 

italicus  )  معرض  درNP   افزایش به  منجر 

محتوای ملانین شد که به عنوان واکنش ناشی  

تفسیر   CYP1-a  از استرس اکسیداتیو و القای
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اخیرامی به عنوان نشانگر زیستی   شود. ملانین 

برای مطالعات اکوتوکسیکولوژیک مورد استفاده 

زیرا این رنگدانه پس از قرار گرفتن   ، گیردمیقرار  

می تولید  آبی  آلاینده  چندین  معرض   شوددر 

(De Gregorio et al., 2021).  علاوه بر  NP  ،

می EDC چندین نیز  محتوای دیگر  بر  توانند 

ماهی در  تملانین  دوزیستان  و  بگذارنداها    ثیر 

(Chai et al., 2017) . 

مجموع مراکز در  که  حالی  در   ،

رنگدانه   و  لیپوفوشین  حاوی  ملانوماکروفاژی 

گ قرار  از  پس  طحال  در  در  هموسیدرین  رفتن 

مراکز ملانوماکروفاژی   کاهش یافت، NPمعرض 

حاوی لیپوفوشین در کلیه افزایش یافت. در میان  

مراکز ملانوماکروفاژی پس   سه رنگدانه موجود در

، ملانین  NPغلظت  از قرار گرفتن در معرض دو  

به   وابسته  به    غلظتبه صورت  و  یافت  افزایش 

رسد شاخص بهتری برای قرار گرفتن در  نظر می

 باشد.  NPمعرض 

 

 قدردانی و تشکر

از   هدایتی  اکبر  علی  دکتر  از  نویسندگان 

دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان،  

تهیه  برای  محیطی  علوم  و  شیلات  دانشکده 

کنند. تشکر میژوهش پ برخی تجهیزات در این 
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Abstract  

This study aimed to evaluate the histological effect of nonylphenol on the activity of 

goldfish (Carassius auratus) immune system by measuring the accumulation of 

melanomacrophage pigments in the kidney and spleen of goldfish. Therefore, immature 

goldfish were exposed to 10-6 and 10-7M nonylphenol (NP) for 25 days. Tissue processing 

was carried out followed by Hematoxylin-eosin (H&E), Perls Prussian blue (PPB) and 

periodic acid Schiff (PAS) staining to identify melanin, hemosiderin and lipofuscin, 

respectively. Then, image processing was performed using ImageJ software (ver. 1.53 e) 

to quantify the pigment content of melanomacrophage centers (MMCs). The exposure to 

NP led to decrease of MMC formation containing hemosiderin pigment in the spleen, and 

did not affect the formation of MMCs containing this pigment in the kidney. MMC 

formation containing lipofuscin pigment decreased and increased in the spleen and 

kidney, respectively, after exposure to NP (P<0.05). The exposure to NP led to the 

increase of MMC formation in both organs in a dose-dependent manner. Generally, 

melanin increased in a dose-dependent manner and seems to be a better indicator of 

exposure to NP. 

Key words: Nonylphenol, Melanomacrophage, Pigments, Endocrine-disrupting 

Chemicals. 
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