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یون در ساختار انتقال دهنده هاي یابی ایمونوهیستوشیمیایی پروتئینمکان
Acipenser persicus(ماهی ایرانی دریچه مارپیچی روده بچه تاس

Borodin, 1897(طی انتقال ناگهانی از آب شیرین  به آب دریاي خزر

4، حجت االله جعفریان3، صابر خدابنده*2، محمد رضا کلباسی1سیده آیناز شیرنگی

95ردادم: تاریخ پذیرش95خرداد: اریخ دریافتت
چکیده

، شوري CSW(شور دریاي خزر به آب لب) FW(در این مطالعه تاثیر انتقال مستقیم از آب شیرین 
Acipenser persicusماهی ایرانی بچه تاسروده یچه مارپیچی در دربر توان تنظیم یونی ) ‰11

Na+,K+-ATPaseیون مانند انتقال دهندههاي یابی پروتئینمکان. بررسی شد) گرم41/0±55/2(

(NKA) ،Na+,K+,2Cl–(NKCC)وCystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator

(CFTR) روز انتقال مستقیم از 10پس ازFW بهCSWیابی مکان. به روش ایمونوهیستوشیمی انجام شد
نشان داد CSWو FWدر سیتوپلاسم دریچه مارپیچی ماهیان نگهداري شده در NKCCو NKAهمزمان 

نیز در سیتوپلاسم CFTRبه علاوه، کانال آنیونی . که این دو پروتئین تحت تاثیر شوري قرار نگرفتند
، دریچه بر اساس نتایج به دست آمده. شناسایی شدسلولبه قسمت راسیها و بیشتر متمایلانتروسیت
به طور غیر مستقیم در وبیشتر در جذب مواد غذایی نقش داشتماهیان ایرانی روده بچه تاسمارپیچی

از لحاظ تکامل )گرم2- 3وزن با (ماهیان به علاوه، این اندام در بچه. درکتنظیم یونی شرکت می
آمادگی بچه ماهیان را براي مواجه شدن با شوري آب دریاي ،فیزیولوژیکی در وضعیت مناسبی قرار داشته

.کندخزر فراهم می
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.نور، ایراندانشجوي دکتري شیلات، دانشکده علوم دریایی، دانشگاه تربیت مدرس، -1
.نور، ایراناستاد گروه شیلات، دانشکده علوم دریایی، دانشگاه تربیت مدرس،-2
.نور، ایرانشناسی دریا، دانشکده علوم دریایی، دانشگاه تربیت مدرس،دانشیار گروه زیست-3
.، گنبد کاووس، ایراندانشیار گروه شیلات، دانشکده کشاورزي و منابع طبیعی، دانشگاه گنبد کاووس-4
kalbassi_m@modares.ac.ir:نویسنده مسئول*



1395، )3(4: فیزیولوژي و بیوتکنولوژي آبزیانشیرنگی و همکاران               ]60[

مقدمه
تنظیم اسمزي در ماهیان به تغییرات 
آنزیمی و سلولی نیاز دارد تا میزان غلظت 

ها در پلاسماي خون به میزان ثابت حفظ یون
هاسمولالیتحفظ ). Evans et al., 2005(شود 

ها در سطوحی متفاوت از خون و غلظت یون
ها با جذب یا ترشح یون،محیط خارجی ماهیان

به انتقال فعال ،سب میزان شوري محیطحبر
هاي یون بستگی دارد که با همکاري پمپ

هایی انجام میها و کانالیونی، کوترانسپورتر
2جانبی- ايو قاعده1هاي راسیشود که در غشا

قرار دارندهاي یونی روده سلول2جانبی
)McCormick, 1995 .( ،در ماهیان استخوانی

هاي کلیه و اپیتلیوم آبشش، گلومرول و توبول
هاي تنظیم کننده ترین مکاناپیتلیوم روده مهم

,.Varsamos et al(جذب یا دفع یون هستند 

با ایجاد که بر حسب شرایط محیطی) 2005
وستازي ئموه،هاتغییراتی در ساختار آن

اسمزي و یونی بدن ماهیان با کنترل 
شود میتنظیم) از جمله هورمونی(فیزیولوژیک 

)Varsamos et al., 2005; Marshall and

Grosell, و در نهایت افزایش مقاومت ) 2006
روده در . شودماهیان به شوري فراهم می

1- Apical
2- Basolateral

ماهیان استخوانی علاوه بر هضم و جذب مواد 
حفاظت ایمنی، براي غذایی، ترشح هورمون و

تنظیم(بدنهايالکترولیتتعادلحفظ
ها نیز نقش داردانتقال آب و یوندر)اسمزي

)Whittamore, 2012.( نقش روده در تنظیم
اسمزي هنگام مواجه شدن با محیط 

در میزان مقاومت به ) آب دریا(هیپراسمتیک 
برايماهیان دریایی . شوري مهم است

، آب موجود در از بدنآبخروججلوگیري از 
محیط اطراف را از راه دهان وارد بدن کرده، 
سپس به دنبال جذب آب توسط روده جذب 

ها نیز توسط روده این ماهیان انجام فعال یون
;Marshall and Grosell, 2006(شود می

Giffard-Mena et al., دنبالبه).2006
هاي منیزیم کلر و آب، غلظت یون،جذب سدیم

یابد، سپس لفات در لومن روده افزایش میو سو
هاي اضافی تک ظرفیتی توسط آبشش و یون
هاي دوظرفیتی از طریق کلیه و روده دفع یون
مکانیسم . )Whittamore, 2012(شوندمی

با . دقیق جذب آب ناشناخته باقی مانده است
برايدهندهانتقالپروتئین این وجود، چندین 

ممکن کهاندشناسایی شدهاز غشا انتقال آب 
سلولی در روده ماهیان بیناست در حرکت آب 
فعالجذبباآبانتقال.دریایی شرکت کنند



]61[1395،)3(4:آبزیانبیوتکنولوژيوفیزیولوژيایرانی ماهیتاسدریچه مارپیچیدریوندهندهانتقالهايپروتئینیابیمکان

کهترتیباینبهاستارتباطدرکلروسدیم
دو یون پتاسیم، سه یون سدیم وروديازادر

ازNa+,K+-ATPase(NKA)پمپ توسط 
اپیتلیوم هايسلولجانبی- ايقاعدهيغشا

الکتروشیمیاییشیب. شودروده خارج می
در NKAپمپتوسطشدهایجادسدیم

هاي قسمت راسی اپیتلیوم، باعث جذب یون
جهت همدهندهانتقالکلر و سدیم توسط 

–Na+,K+,2Clو)NCC(کلر-سدیمراسی

(NKCC) هاي کنندهمبادله و یا از طریق
Na+/H+ وCl-/HCo3-،از کربناتبی. دشومی

اي جانبی از پلاسماي خون وارد قاعدهيغشا
درون سلولیشود و یا از طریق تنفس سلول می

توسط آنزیم کربنیکCO2هیدراته شدن (
انتروسیت روده هايسلولداخلدر)انیدریداز

کربنات و یون در این حالت بی. شودتشکیل می
مبادلههیدروژن تشکیل شده از طریق

به داخل +Na+/Hو-Cl-/HCO3هايکننده
نیرروي محرك آن وشود لومن منتقل می

سپس یون کلر از .شودتامین میNKAتوسط 
هاي کلراید به داخل پلاسماي طریق کانال

,Whittamore(شود خون منتقل می 2012;

Wilson and Castro, 2010 .( صرف نظر از
هاي مسیر راسی ورود کلر به داخل سلول

يرسد انتقال کلر از غشامیاپیتلیال، به نظر 

هاي کلراید و یا جانبی از طریق کانال-ايقاعده
نیز اتفاق افتد -K+,Clجهت همدهندهانتقال

)Marshall and Grosell., 2006 .(در حالی
که از دست دادن آب به عنوان یک چالش 

در ماهیان دریایی مطرح است، در یفیزیولوژیک
ب هاي آب شیرین با استحصال آعوض گونه

ثابت شده است که . اسمزي مواجه هستند
ها و مایعات در دستگاه فیزیولوژي انتقال یون

گوارش ماهیان طی سازگاري با شوري تحت 
کنترل عوامل محیطی و سیستم اندوکرینی 

در نتیجه، دستگاه گوارش نیز مکان .قرار دارد
آید مهمی براي تنظیم اسمزي به شمار می

)Veillette et al., 2005 .(
با یهایدر آبساکنماهیان خاویاري 

ي مختلف توانایی تنظیم اسمزي هاشور
تغییرات ایجاد لازم براي زمان ومتفاوتی دارند
محیطبهسازشبرايهاآندرفیزیولوژیکی

محیطوگونهحسببرجدیدشوريبا
). Allen et al., 2011(زندگی متفاوت است 

Acipenser(ماهی ایرانی تاس persicus ( یک
. استدر دریاي خزر شور لبگونه مهاجر 

تواند استراتژي خاصی بنابراین، این گونه می
تعادل یونی و اسمزي داشته باشد براي

)Kazemi et al., 2003 .( میزان ذخایر این
گونه ارزشمند در دریاي خزر به شدت کاهش 
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هاي ماهیان و همانند سایر گونهاست یافته 
خزر به شدت تحت خطر خاویاري دریاي

از ).Gesner et al., 2010(قرار دارد 1انقراض
براي حفظ ذخایر این ماهی با ارزش، این رو،

2-3با وزن (سالانه بچه ماهیان انگشت قد 
توسط مراکز تکثیر و پرورش ماهیان ) گرم

تحت نظارت سازمان شیلات در ایران تولید و 
خزر هاي اطراف دریايها و رودخانهدر مصب

سازي رها) از جمله سفید رود و گرگان رود(
در نتیجه، به دلیل تغییرات زیست . شوندمی

محیطی، ماهی ممکن است به شدت تحت 
سازگاري با در طیخطر قرار گیرد و در نهایت 

. اتفاق افتدییمرگ و میر بالا،شرایط جدید
ها، ماهیان غضروفی، ماهیان در لامپري

استخوانی و همچنین ماهیان دودمی -غضروفی
دریچه مارپیچی از که روده کوتاهی دارند، 

شده تشکیل زیرمخاطیو مخاطیهايلایه
در واقع، دریچه مارپیچی از یک . است

فروررفتگی شیار مانند در دیواره روده رشد 
دریچه مارپیچی نه تنها سطح جذب . کندمی

دهد،میافزایشرودهطولافزایشبدونراروده
بلکه با عبور آهسته غذا در دستگاه گوارش 

,Wilson and Castro(مرتبط است  2010 .(
ماهی ایرانی نیز از سه بخش روده روده تاس

1- Critically Endangered Species

کوچک، دریچه مارپیچی و رکتوم تشکیل شده 
هاي از بین اندام). Vajhi et al., 2013(است 

ان ماهیتاسمختلف تنظیم کننده اسمزي در 
مطالعات در زمینه تنظیم یونی ایرانی بیشتر 

هاي کلراید آبشش و دستگاه ادرار این سلول
Kazemi et(ماهیان انجام شده است  al.,

2003; Khodabandeh et al., 2009;
Khatooni et al., 2011; Taghizadeh et
al., 2011; Taghizadeh et al., 2014;

Shirangi et al., مکانیسممطالعهبهو)2016
یم اسمزي و یونی دستگاه گوارش کمتر تنظ

مطالعه تنظیم اسمزي . پرداخته شده است
ان ایرانی ماهیتاسهاي دستگاه گوارش اندام
دستگاهدرNKAآنزیمیابیمکانبهتنها

گوارش طی انتوژنی این ماهیان از زمان پس از 
روز پس از25(تفریخ تا اوایل مرحله نوجوانی 

ود شده است در آب شیرین محد) تفریخ
با وجود مطالعه ). 1386، آباديرحمتزادهتقی(

هاي در بخشنیونتقال دهندهاهاي پروتئین
دیگر،استخوانیماهیانگوارشدستگاهمختلف

در NKAیابی آنزیم به غیر از چند مورد مکان
اي مبنی بر روده ماهیان خاویاري، هیچ مطالعه

هايدهندهانتقالیابی و مکانیسم سایر مکان
از . نشده استانجامخاویاريماهیاندریون

ارائه شده، به هايتمام گزارشدر ،طرف دیگر
ماهیان مطالعه سیستم تنظیم اسمزي روده در 
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کنون و تاشده استدر آب کاملا شور پرداخته 
انتقالیابی سایرمبنی بر مکانايمطالعه
ایرانی به انماهیتاسرودهدریونايهدهنده

شور لبطی انتقال از آب شیرین به آب ویژه
، هدف از این رو. دریاي خزر انجام نشده است

بررسی تغییرات ساختار مطالعه،از انجام این 
وماهیان ایرانیدریچه مارپیچی بچه تاس

آنبهمربوطیونیهايکانالوهاپمپ
CFTR)Cysticو NKA ،NKCCشامل

Fibrosis Transmembrane Conductance

Regulator( به طور همزمان طی انتقال از آب
.استدریاي خزرشور لبشیرین به آب 

هامواد و روش
برداريو نمونهماهیانتیمار

به منظور بررسی مکانیسم تنظیم اسمزي 
ایرانیماهی تاسساختار دریچه مارپیچی 

)Acipenser persicus( در آب دریاي خزر و
سنجش قابلیت آن نسبت به تحمل استرس 

از گروه وزنی ماهیان ،شوري در وزن رهاسازي
وگرم55/2±41/0با میانگین وزنی (گرم 3-2

استفاده ) مترسانتی8/8±58/0میانگین طول 
این براي انجاممورد نیاز ماهیان بچه تاس. شد

ماهیانپرورشوتکثیرمرکزازمطالعه
شهید دکتر بهشتی رشت در تابستان خاویاري

پس از توزین و ،بچه ماهیان.شدتهیه1393
گیري طول بدن از روستروم تا باله دمی اندازه

جداسازي و انتخاب بر اساس وزن ،)طول کل(
.شدند

سنجش توانایی سازگاري با استرس براي 
با حجم هاییوانبهانماهیتاسبچه شوري،

تحت تیمار افزایش شدند و منتقللیتر 100
به این ترتیب که. ندشوري ناگهانی قرار گرفت

) 8/0‰(رودخانهشیرینآبازمستقیمطوربه
یک.شدند)11‰(خزردریايشورلبآبوارد

نیز در نظر گرفته ) آب شیرین(تیمار شاهد 
و ) وان4(هر تیمار با دو تکرار انجام شد . شد

آب .قطعه بود40وان هر درتعداد بچه ماهی 
از  آب دریاي خزر تامین مورد نیاز نیزشورلب
سنج دیجیتال با دستگاه شوريآنو شوري شد

)Cond 330i،WTW،شدگیرياندازه)آلمان.
حرارتدرجهشاملماهیاننگهداريشرایط

دوره نوري وگراددرجه سانتی26-28آب 
بچه ماهیان با غذادهی به.ه بودساعت16:8

درصد وزن بدن10به میزان شیرونومید زنده 
و آب انجام شد)روزنوبت در شبانه4(ماهی

. سیفون شدسه نوبت در هر روز وانداخل هر 
غذادهی در تمام طول دوره آزمایش انجام شد

متوقف برداري ساعت قبل از نمونه24تنها و
10در روز اول و برداري از ماهیاننمونه. شد
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. روز پس از انتقال ناگهانی به شوري انجام شد
وري در ماهیان با غوطهبرداري، پس از نمونه

با)MS-222(اتونسولفمتانتریکایینمحلول
بیهوش ،گیريقبل از خونmg.L-150غلظت 

.شدند

میکروسکوپ نوري سازي براي مطالعات آماده
و ایمونوهیستوشیمی 

رودهمارپیچیدریچهساختارمطالعات
شناسی کلاسیک و توسط دو روش بافت

شناسی در آزمایشگاه زیستایمونوهیستوشیمی
بدین . انجام شددانشگاه مونت پلیه فرانسه

پس از جداسازي بافت مورد نظر، منظور،
ساعت داخل 48ها از هر تیمار به مدت نمونه

بوئن قرار گرفتند و سپس به فیکساتیومحلول 
ماهی قطعه4(منتقل شدند 70%الکل اتانول 
در گیريآبپس از شست و شو و ). از هر تیمار

ها به پاراپلاست نمونه،درجات افزایشی الکل
X-TRA®)P3808،Sigma-Aldrich،آلمان (

تهیه پارافینیبلوك ها آنمنتقل شدند و از 
ر برش عرضی هاي مورد نظسپس از بافت. شد

تهیه شد که این کار با دستگاه میکروتوم 
)Leitz Wetzlar،مقاطع . انجام شد) آلمان

شدنددادهبرشمیکرومتر 4بافتی با ضخامت 
دادهاي قرارهاي شیشهبر روي اسلایدو سپس

روش بااسلایدهامرحلهایندر.شدند
شدند آمیزيگرنفوشین -هماتوکسیلین

)Martoja and Martoja-Pierson, 1967.(
بر روي نیزاز قطعات بافتیتعدادي 

لیزین- ال-پلیباشدهپوشیدهاسلایدهاي
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یوندهندهانتقالهاي یابی پروتئینمکانبرايهاي مورد استفاده باديآنتی: 1جدول 
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(µg.mL-1)
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(µg.mL-1)

NKAα (H-300)
پلی کلونال خرگوش

10Alexa Fluor® 488:
Alexa-Fluor 488

donkey anti-mouse

10
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منوکلونال موش
12Alexa Fluor® 488:

Alexa-Fluor 488
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10
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ایمونوهیستوشیمیمخصوصچسبباهااسلاید

)ImmunoHistoMount،بیوتکنولوژيشرکت
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رسد اما به نظر می. ایرانی مشاهده شد
جانبی - ايقاعدهيدر غشاایمونوفلوئورسانس 
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تحت تاثیر شوري قرار نگرفته ،NKAداراي 
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NKCCهاانتروسیتدرراهاآنهمزمانحضور
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NKAرسد میزان فعالیت به نظر می. ثابت کرد

طی انتقال از آب شیرین به آب NKCCو 
دستخوش تغییر نشده باشد و تحت شور لب

موافق با نتایج . تاثیر شوري قرار نگرفته باشد
در NKCCو NKAیابی حاصل از مکان

پیلوریکزائدهومارپیچیدریچههايانتروسیت
CFTRان ایرانی، کانال آنیونی ماهیتاسبچه 

ها و بیشتر متمایل نیز در سیتوپلاسم انتروسیت
و E- 2شکل (به قسمت راسی شناسایی شد

F 3؛ شکل-A وA' .( بر خلافNKA و
NKCCحاوي هاي، تعداد انتروسیتCFTR

پس از انتقال از آب شیرین به آب دریاي خزر 
.افزایش یافت

: E).فوشین-هماتوکسیلین(گرمی2-3ماهی ایرانیبچه تاسشناسی دریچه مارپیچی روده بافت:1شکل 
: LP؛)Lumen(لومن : L؛)Goblet Cells(هاي موکوسی جامی شکل سلول: GC؛)Enterocyte(انتروسیت

Muscle(اي ماهیچهبافت : M؛)Lamina Propira(لامینا پروپیرا  Tissue.(
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به روش ) Fو E(CFTRو ) Dو B( ،NKCC)Cو NKA)Aهاي ناقل یون پروتئینیابیمکان: 2شکل 
روز 10پس از یگرم2-3ماهیان ایرانی ایمونوهیستوشیمی در بافت دریچه مارپیچی روده بچه تاس

: E؛)Brush Border(نوار مسواکی : BB. )CSW(و آب دریاي خزر)FW(نگهداري در آب شیرین
لامینا پروپیرا : LP؛)Lumen(لومن : L؛)Goblet Cells(هاي گبلتی سلول: GC؛)Enterocyte(انتروسیت 

)Lamina Propira(؛M :اي بافت ماهیچه)Muscle Tissue.(
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به روش ایمونوهیستوشیمی در بافت دریچه مارپیچی بچه CFTRو NKAیابی همزمان مکان: 3شکل 
.)CSW(روز نگهداري در آب دریاي خزر10پس از یگرم2-3ماهیان ایرانی تاس

حثب
وظیفه اولیه روده در ماهیان استخوانی و 

یند هضم مواد غذایی است آخاویاري، تکمیل فر
و همچنین این اندام بودکه در معده آغاز شده 

جذب مواد غذایی اصلی مورد نیاز براي 
عهدهبهراآبوهانمکانتقالورشدمتابولیسم،

که علاوه بر هاي انتروسیت روده سلول. دارد
جذب مواد غذایی، در تنظیم یونی نیز شرکت 

را نسبت به ایمونوفلوئورسانس قوي دارند، 
NKAدهندمینشان)Wilson and Castro,

به تعداد زیادي در NKAبه طور کلی ). 2010
شود واپیتلیوم روده و زوائد پیلوریک یافت می

تواند اهمیت زیادي در میمحل قرارگیري آن 
ها از بخش لومن روده به فضاي انتقال نمک

Seidelin et(خارج سلولی داشته باشد  al.,

نسبت NKAتغییر در به همین دلیل،). 2000
ها قبل ها از سالبه تغییرات شوري در این اندام

رحیمی و (مورد مطالعه قرار گرفته است 
؛Nielsen et al., 1999؛1390، همکاران

Seidelin et al., Veillette؛2000 et al.,

در مطالعه انتوژنی دستگاه گوارش ). 2005
ان ایرانی، تا زمان شروع تغذیه فعال ماهیتاس

هاي هیچ یک از سلول) روز پس از تفریخ10(
-ایمونوگوارشدستگاههاياندامسازنده

نشان ندادند و NKAفلوئورسانسی از آنزیم 
ثابت شده است که دستگاه گوارش در مراحل 

کند پیش لاروي در فعالیت اسمزي شرکت نمی
اما قابلیت تنظیم اسمزي آن با رشد ماهی و 

نوجوانیمرحلهبهرسیدنولارويمرحلهازگذر
). 1386، آباديرحمتزادهتقی(یابد افزایش می

1395، )3(4: فیزیولوژي و بیوتکنولوژي آبزیانشیرنگی و همکاران               ]68[

به روش ایمونوهیستوشیمی در بافت دریچه مارپیچی بچه CFTRو NKAیابی همزمان مکان: 3شکل 
.)CSW(روز نگهداري در آب دریاي خزر10پس از یگرم2-3ماهیان ایرانی تاس

حثب
وظیفه اولیه روده در ماهیان استخوانی و 

یند هضم مواد غذایی است آخاویاري، تکمیل فر
و همچنین این اندام بودکه در معده آغاز شده 

جذب مواد غذایی اصلی مورد نیاز براي 
عهدهبهراآبوهانمکانتقالورشدمتابولیسم،

که علاوه بر هاي انتروسیت روده سلول. دارد
جذب مواد غذایی، در تنظیم یونی نیز شرکت 

را نسبت به ایمونوفلوئورسانس قوي دارند، 
NKAدهندمینشان)Wilson and Castro,

به تعداد زیادي در NKAبه طور کلی ). 2010
شود واپیتلیوم روده و زوائد پیلوریک یافت می

تواند اهمیت زیادي در میمحل قرارگیري آن 
ها از بخش لومن روده به فضاي انتقال نمک

Seidelin et(خارج سلولی داشته باشد  al.,

نسبت NKAتغییر در به همین دلیل،). 2000
ها قبل ها از سالبه تغییرات شوري در این اندام

رحیمی و (مورد مطالعه قرار گرفته است 
؛Nielsen et al., 1999؛1390، همکاران

Seidelin et al., Veillette؛2000 et al.,

در مطالعه انتوژنی دستگاه گوارش ). 2005
ان ایرانی، تا زمان شروع تغذیه فعال ماهیتاس

هاي هیچ یک از سلول) روز پس از تفریخ10(
-ایمونوگوارشدستگاههاياندامسازنده

نشان ندادند و NKAفلوئورسانسی از آنزیم 
ثابت شده است که دستگاه گوارش در مراحل 

کند پیش لاروي در فعالیت اسمزي شرکت نمی
اما قابلیت تنظیم اسمزي آن با رشد ماهی و 

نوجوانیمرحلهبهرسیدنولارويمرحلهازگذر
). 1386، آباديرحمتزادهتقی(یابد افزایش می

1395، )3(4: فیزیولوژي و بیوتکنولوژي آبزیانشیرنگی و همکاران               ]68[

به روش ایمونوهیستوشیمی در بافت دریچه مارپیچی بچه CFTRو NKAیابی همزمان مکان: 3شکل 
.)CSW(روز نگهداري در آب دریاي خزر10پس از یگرم2-3ماهیان ایرانی تاس

حثب
وظیفه اولیه روده در ماهیان استخوانی و 

یند هضم مواد غذایی است آخاویاري، تکمیل فر
و همچنین این اندام بودکه در معده آغاز شده 

جذب مواد غذایی اصلی مورد نیاز براي 
عهدهبهراآبوهانمکانتقالورشدمتابولیسم،

که علاوه بر هاي انتروسیت روده سلول. دارد
جذب مواد غذایی، در تنظیم یونی نیز شرکت 

را نسبت به ایمونوفلوئورسانس قوي دارند، 
NKAدهندمینشان)Wilson and Castro,

به تعداد زیادي در NKAبه طور کلی ). 2010
شود واپیتلیوم روده و زوائد پیلوریک یافت می

تواند اهمیت زیادي در میمحل قرارگیري آن 
ها از بخش لومن روده به فضاي انتقال نمک

Seidelin et(خارج سلولی داشته باشد  al.,

نسبت NKAتغییر در به همین دلیل،). 2000
ها قبل ها از سالبه تغییرات شوري در این اندام

رحیمی و (مورد مطالعه قرار گرفته است 
؛Nielsen et al., 1999؛1390، همکاران

Seidelin et al., Veillette؛2000 et al.,

در مطالعه انتوژنی دستگاه گوارش ). 2005
ان ایرانی، تا زمان شروع تغذیه فعال ماهیتاس

هاي هیچ یک از سلول) روز پس از تفریخ10(
-ایمونوگوارشدستگاههاياندامسازنده

نشان ندادند و NKAفلوئورسانسی از آنزیم 
ثابت شده است که دستگاه گوارش در مراحل 

کند پیش لاروي در فعالیت اسمزي شرکت نمی
اما قابلیت تنظیم اسمزي آن با رشد ماهی و 

نوجوانیمرحلهبهرسیدنولارويمرحلهازگذر
). 1386، آباديرحمتزادهتقی(یابد افزایش می



]69[1395،)3(4:آبزیانبیوتکنولوژيوفیزیولوژيایرانی ماهیتاسدریچه مارپیچیدریوندهندهانتقالهايپروتئینیابیمکان

هاي سازنده دریچه مارپیچی به طوري که سلول
بسیارایمونوفلوئورسانسلارويمرحلهدر

ایمونوفلوئورسانسودادندنشانراضعیفی
NKA قابل توجهی در کل سیتوپلاسم و

ها جانبی این سلول- ايقاعدهيبیشتر در غشا
روز پس از 25(ابتداي مرحله نوجوانی از

، آباديرحمتزادهتقی(مشاهده شد ) تفریخ
شناسیبافتمطالعاتحاضر،پژوهشدر).1386

ان ایرانی، ماهیتاسدریچه مارپیچی در بچه 
تفاوتی را بین ماهیان آب شیرین و آب دریاي 

NKAبه علاوه، آنزیم . دریاي خزر نشان نداد

هاي دریچه در کل سیتوپلاسم انتروسیت
هم در مارپیچی هم در ماهیان آب شیرین و 

دریاي شورماهیان نگهداري شده در آب لب
در اپیتلیوم روده ماهی . خزرمشاهده شد

شدهسازگار ) A. naccarii(خاویاري ایتالیایی 
باشدهآب شور در مقایسه با ماهیان سازگاربا 

ر ساختاري مشاهده هیچ تغیینیزآب شیرین
و به نظر ) Cataldi et al., 1995(نشد
موادجذبدرفقطماهیانایندررودهرسدمی

در مطالعه همچنین . غذایی نقش داشته باشد
در دریچه مارپیچی NKAفعالیت آنزیم 

حتی با انتقال دیگراز ماهیان خاویاريتعدادي
Rodriguez(به آب شور تغییري مشاهده نشد 

et al., 2002; Jarvis and Ballantyne,

2003; Allen et al., بهآنفعالیتیاو)2009
,.He et al(طور موقت افزایش یافت  2009 .(

NKCCجهت همدهندهانتقالیابی مکان

در سیتوپلاسم نیز ماهیان ایرانی در بچه تاس
NKAمشابه با آنزیم ها، همان سلول

به . بود) NKCCو NKAیابی همزمان مکان(
در تفاوتی در مطالعه حاضر، که دلیل این

بین ماهیان آب NKCCو NKAیابی مکان
شیرین و ماهیان نگهداري شده در آب دریاي 

در NKCCو NKAخزر مشاهده نشد، حضور 
به دلیل وجود دتوانتمام سیتوپلاسم می

-ايهاي زیاد در قسمت قاعدهخوردگیچین
ها خوردگیچینها باشد که این جانبی سلول

. توانند تا نزدیک بخش راسی کشیده شوندمی
NKCCوNKAفعالیتمیزانرسدمینظربه

شور لبطی انتقال از آب شیرین به آب 
تاثیر دستخوش تغییر نشده باشد و تحت

موافق با نتایج این . شوري قرار نگرفته باشند
NKCCایمونوفلوئورسانسیابیمکانبا،مطالعه

ها در اي انتروسیتراسی و قاعدهدر قسمت 
Anguillaمارماهی مهاجر  anguilla و

دو نوع Fundulus heteroclitusفیش یکیل
Cutler and(اي شناسایی شدسلول روده

Cramb, 2002; Marshall et al., 2002 .(
در روده ماهی باس دریایی، NKCCبر عکس، 
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Dicentrarchus labrax ،دریایی سیم
Sparus aurataوPseudopleuronectes

americanusراسیقسمتدرتنها
مشاهده شد و شدت فلوئورسانس هاانتروسیت

در ماهیان داخل آب دریا نسبت به ماهیان آب 
,.Suvitayavat et al(شیرین بیشتر بود 

1994; Lorin-Nebel et al., 2006;

Gregorio et al., دهندهانتقالحضور).2013
در بخش نوار مسواکی  NKCCجهت هم

اي روده گاوماهی شیشههايانتروسیت
)Oxyeleotris marmorata ( باعث تسهیل

شود که با عملکرد جذب کلرید سدیم می
,.Chew et al(همراه است جذبی مواد غذایی 

NKCC، ماهیانگاواین در ،در نتیجه). 2010

، در جذب یون نقش دارد) NKCC2احتمالا (
نوشند در آب دریا آب بیشتري میبه طوري که

، براي مبارزه با از دست رفتن آب و به دنبال آن
مطالعهدر . شودها و آب بازجذب میبدن، یون

يدر غشاNKCCایمونوفلوئورسانس ، حاضر
دریچه هايراسی نوار مسواکی انتروسیت

از طرفی، باید به این نکته . مارپیچی دیده نشد
بادي مورد استفاده در این توجه شود که آنتی

قادر به تفکیک ایزوفرم ترشحی و مطالعه
از ) NKCC2و NKCC1به ترتیب (جذبی 

با این حال، با توجه به عدم حضور . یستهم ن

NKCCدریچه هايراسی انتروسیتيدر غشا
به نظر ایرانیماهی تاسدر بچه مارپیچی 

رسد دستگاه گوارش این ماهیان فاقد می
.باشد) NKCC)NKCC2ذبی ایزوفرم ج

یابی از مکانبه دست آمدهموافق با نتایج 
NKA وNKCCهاي دریچه در انتروسیت

در مطالعه ان ایرانیماهیتاسمارپیچی بچه 
نیز در سیتوپلاسم CFTR، کانال آنیونی حاضر

ها و بیشتر متمایل به قسمت راسی انتروسیت
روده هاي بعضی از انتروسیتدر. شناسایی شد

حضوردریاآبدرشدهنگهداريهايفیشکیلی
CFTRراسی و يدر غشاNKA وNKCC

تواندمیهاانتروسیتجانبی- ايقاعدهيغشادر
Marshall et(نشان دهنده ترشح نمک باشد 

al., 2002 .( معمولا روده ماهیان استخوانی
. اندها و مایعات را از دست دادهقابلیت دفع یون

داراي توانایی ترشح ماهیان غضروفی اگرچه 
ماهی با این وجود، در تاس. هستندها یون

یابی ایمونوفلوئورسانس ایرانی علاوه بر مکان
راسیغشايبهنزدیکCFTRکانال

، این پروتئین دریچه مارپیچیهاي انتروسیت
هابه شکل پراکنده در سیتوپلاسم انتروسیت

ایرانی را ماهی تاسبنابراین،. نیز مشاهده شد
توان از جمله ماهیانی در نظر گرفت که نمی

است ها داراي قابلیت ترشح یون کلر روده آن
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از طرف دیگر، . بلکه در جذب کلر نقش دارد
توسط NKCC2یا از طریق جذب کلر 

وشودمیانجامگوارشدستگاههايسلول
سایرازاستفادهباماهیاناستممکنیا

هاي کنندهمبادلهمانند یون هايدهندهانتقال
Cl-/HCO3-وNa+/H+دهندانجامراعملاین.

NKCCبا فرض وجود نداشتن ایزوفرم جذبی 

بهایرانی،انماهیتاسبچهمارپیچیدر دریچه
کننده مبادلهرسد یون کلر از طریق نظر می

Cl-/HCO3-کربناتبی.شودهاانتروسیتوارد
-Na+,HCO3جهت همدهندهانتقالیا توسط 

ازهاانتروسیتجانبی- ايقاعدهيواقع در غشا
شود و یا از طریق خون وارد سلول میپلاسماي

روده هايتنفس اندوژن در داخل انتروسیت
مبادله در این حالت از طریق . شودتشکیل می

به داخل لومن منتقل -Cl-/HCO3کننده 
NKAشود که نیروي محرك آن توسط می

;Loretz, 1995(شود تامین می Marshall

and Grosell, 2006; Gregorio et al.,

ثابت شده است که ترشح کلر توسط ). 2013
-Cl-/HCO3کننده مبادله تواند کانال کلر می

کندفعالرفتهدستازرا جهت بازگرداندن کلر
)Gregorio et al., در نتیجه، به نظر ). 2013

کربنات طی عمل جذب و رسد با ترشح بیمی
هاي روده به هضم مواد غذایی توسط سلول

توسطکلریونازداخل فضاي لومن مقادیري
جذب شود که -Cl-/HCO3کنندهمبادله

توسط کانال کلر به داخل خون بازگردانده 
این فرآیندانجامبراي نیروي لازم .شودمی

از طرف دیگر، . شودفراهم میNKAتوسط 
ثابت شده است، به منظور اهداف هضم و یا 

عملکردي غیر از NKCCتنظیم حجم سلول، 
تنظیم اسمزي دارد و در ترشح مایعات لومنی 

Cutler(نقش دارد  and Cramb, 2002 .(
هاي مشاهده تعداد بیشتري از سلول

در ماهیان CFTRایمونوفلوئورسنت با 
دریاي خزر شور لبنگهداري شده در آب 

توان به دلیل نسبت به ماهیان آب شیرین را می
قابلیت دسترسی بیشتر یون کلر در آب دریاي 
خزر در نظر گرفت که به دنبال آن جذب یونی 

.بیشتري انجام خواهد شد
علاوه بر نقش مستقیم مجاري گوارشی در 

هاي هضمی دستگاه تنظیم اسمزي، عملکرد
تنظیم اسمزي تمام تواند برگوارش نیز می

و جذب عمل هضم . ماهیان تاثیر داشته باشد
آنزیمیتوسط ترکیبی از ترشحاتمواد غذایی 

گیرد که در تمام موارد شامل انتقال صورت می
,Karasov and Hume(ها است الکترولیت

1997; Wilson and Castro, 2010 .( به
یند تغذیه بر تعادل آب بدن تاثیر آعلاوه، فر
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دارد، زیرا پدیده بلعیدن غذا با وارد شدن 
هاي مستقیم آب همراه است و همچنین غذا

. مورد نظر حاوي مقادیر متفاوتی آب است
ها از ، ممکن است مقادیري از یونهمچنین

مجرايداخلبهگوارشدستگاهترشحاتطریق
لومن وارد شده باشد و مکانیسم انتقال فعال 

ها را به خون باز آن، رودههاي انتروسیت سلول
علاوه بر غذا یا آب بلعیده شده در . گرداند

هاي سراسر لوله گوارش، در سراسر بخش
وموکوسزیاديمقدارگوارشدستگاه

هاي گوارشی نیز به مجراي گوارشی آنزیم
خروج این مواد احتمالا با خارج . شودریخته می

ها همراه است شدن مقداري یون از درون سلول
باید براي حفظ هموستازي در محیط نسبتا که 

فقیر از یون آب شیرین، به بدن بازگردانده 
از این رو است که در سراسر روده . شوند

Narasimham(گیرد بازجذب یونی صورت می

and Parvatheswarao, 1974 .( ثابت شده
اي در ماهیان استخوانی است انتقال مایع روده

کننده یونی به هاي تنظیمهمانند سایر بافت
Wilson and(شود انجام میNKAکمک 

Castro, 2010 .( ان ماهیتاسبه علاوه، چون
ایرانی پس از انتقال به آب دریاي خزر در 

Shirangi et(محیط ایزواسمتیک قرار دارند

al., 2016( و با از دست دادن آب مواجه

تغییري در میزان نوشیدن آب احتمالا نیستند، 
در نتیجه، نوشیدن آب در این . شودحاصل نمی

رو ایناز ،داردماهیان در کمترین سطح قرار 
مجبور نیستند همانند ماهیان آب شور براي 
جلوگیري از دست دادن آب بدن خود، به طور 
دائم آب بنوشند و به دنبال آن بازجذب یون 

.)1395شیرنگی، (انجام دهند
بندي، ایمونوفلوئورسانس سه جمعبراي 

، NKAیون دهندهانتقالوتئین مهم پر
NKCC وCFTRهاي مشاهده شده در بخش

ان ایرانی و قرار ماهیتاسمختلف روده بچه 
تحت تاثیر ها آننگرفتن الگوي پراکنش 

، نشان دهنده )11‰تا 8/0(شوريافزایش 
این است که اندام فوق، بیشتر در جذب مواد 

د و به طور غیر مستقیم در دارغذایی نقش 
از طرف دیگر، .کندمیتنظیم یونی شرکت 

مطالعه ژنومیک و فیزیولوژیک آبشش بچه 
دادهنشانگرم2-3ماهیان ایرانی با وزنتاس
وضعیت بینابینی براي درماهیاناینکهاست

,.Shirangi et al(رهاسازي قرار دارند 

رسد بچه در نتیجه، به نظر می. )2016
لحاظازگرم2- 3ان ایرانی در وزن ماهیتاس

مارپیچی در دریچهفیزیولوژیکیتکامل
لازم براي وضعیت مناسبی باشند و آمادگی

داشتهمواجه شدن با شوري آب دریاي خزر را
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سایردقیقبررسیوجود،اینبا.باشند
درویژهبهاسمزيکنندهتنظیمهاياندام

پیشنهاد.استضروريژنومیکمطالعاتسطح
تکمیل مطالعات مکانیسم تنظیم براي شود می

سنجشبهماهیانمارپیچیدریچهدریونی
وگوارشدستگاهدرNKAآنزیمفعالیت

مانندیونهايدهندهانتقالسایرشناسایی
نیز+Na+/Hو-Cl-/HCO3هايکنندهمبادله

.شودپرداخته

تشکر و قدردانی
بدین وسیله از دانشگاه تربیت مدرس 

و دانشگاه مونت پلیه ) دانشکده علوم دریایی(

انجام این براي فرانسه به جهت حمایت مالی 
از سازمان شیلات . شودقدردانی میپژوهش

استفاده از این مجوزایران نیز به دلیل صدور 
. شودمیگونه تحت خطر انقراض سپاسگزاري

اب آقاي مهندس از جنهمچنین نویسندگان 
زاده ریاست سابق محترم مرکز تکثیر عباسعلی

و پرورش ماهیان خاویاري شهید دکتر بهشتی 
و جناب آقاي مهندس علیزاده، کارشناس 
محترم تکثیر ماهیان خاویاري این مرکز که 

میسر پژوهشبدون حمایت ایشان انجام این 
.، کمال تشکر را دارندنبود
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Abstract
In this study, the effect of abrupt transfer from freshwater (FW) to the Caspian

Sea Water (CSW, 11‰) on ion-regulation capacity of intestine spiral valve
were investigated in juvenile Persian sturgeon Acipenser persicus (2.55±0.41g).
Immunofluorescence localization of ion transporter proteins including Na+,K+-
ATPase (NKA), Na+,K+,2Cl– (NKCC) and cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR) were performed 10 days after abrupt transfer.
Co-localization of NKA and NKCC in the cytoplasm of enterocytes for both
FW- and CSW-acclimated fish indicated that these two proteins were not
affected by salinity transfer. Furthermore, CFTR was also found in the
cytoplasm but mostly in apical membrane of spiral intestine enterocytes. Based
on the obtained results, the main function of spiral valve is nutrient absorption
and indirectly has a minor role in ion regulation in juvenile Persian sturgeon.
Furthermore, this organ has good physiological development condition in 2-3g
fish and it prepares their ability to expose to the Caspian Sea water salinity.

Key words: Persian Sturgeon, Spiral Valve, Ion-Regulation, Na+,K+-ATPase,
Na+,K+,2Cl– Cotransporter, CFTR.
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