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 برونازونبچه ماهی  روده و کلیه بافت شناسیآسیب و گوارشی هایآنزیم تغییرات

Acipenser stellatus (Pallas, 1811) های مختلف آمونیاک و شوریدرتقابل غلظت 

 

 چکیده

 برونازون ماهی بچه روده و کلیه بافت شناسیآسیب و گوارشی هایآنزیم بررسی تغییرات هدف از این مطالعه 

(Acipenser stellatus) گیلان  ماهیان تاسایستگاه تحقیقات  در 1399سال در  قیتحق نیا. بود

، کلرید آمونیوم) آمونیاک (LC50 96h) یکشندگ غلظت اول مرحله گرفت. انجامدو مرحله )چابکسر( و در 

Cl4NH )آمدن دست بهبعد از  دوم مرحله درشد.  نییتع( گرم در لیتر 12 و 8، 4، 0) مختلف یهایشور در 

 23/15 ±17/2 وزن نیانگیم ،قطعه 240 تعداد)به  بروناوزون انیماه بچه ،آمونیاک یکشندگ غلظت ریمقاد

 ،71/3) ریمقاد نیا (درصد 50) نصفروز در معرض  4متر( به مدت یسانت 17±95/1طول  نیانگیگرم، م

 .گرفتند قرارتکرار(  3، هر یک با تیمار 8) اهیشور زانیمهمان  در( تریل در گرمیلیم 11/5 و 4 /80 ،12/4

گرم در لیتر(، توان و  12 و 8، 4، 0) نتایج نشان داد که با افزایش غلظت آمونیاک در سطوح مختلف شوری

دهنده کاهش سمیت یافت که نشانافزایش ( Acipenser stellatus) برونازون ماهیان بچهتحمل 

صورت مجزا با ههای شوری بدر گروه .بود( Acipenser stellatus) برونازون ماهیان بچهآمونیاک در 

(. با افزایش شوری و آمونیاک در <05/0P) های گوارشی کاهش یافتافزایش شوری میزان فعالیت آنزیم

های گوارشی آمیلاز و و شوری( میزان فعالیت آنزیمآمونیاک درصد غلظت کشندگی  50) های ترکیبیگروه

تحلیل هسته ، های توبولتخریب سلولبافت کلیه  در (.<05/0P) پروتئاز افزایش و فعالیت لیپاز کاهش یافت

 اینکه شناسی بافتی بود. ضمنموارد شایع آسیب ازجمله بزرگ شدن فضای بومن و نکروز در گلومرول ،سلول

 11/5: آمونیاک( (LC50 96h کشندگی غلظت درصد 50 و لیتر در گرم 12 شوری) 8 رتیما در هااین آسیب

بود. با افزایش شوری و توام با آمونیاک  شدیدتر آمونیاک وجود و شوری افزایش با زمانهم لیتر در گرممیلی

تغییر شکل در  ،صاف شدن سطح پرز روده ،تخریب در لایه زیر مخاطعوارض هیستوپاتولوژیک مختلف مانند 

بیشتر مشاهده شد. بیشترین تخریب بافت  ای پرز رودهاستوانه اپیتلیالهای از بین رفتن سلولپروپریا و  لامینا

که  نتایج کلی نشان داددر سطوح بالای شوری و آمونیاک دیده شد. ( A. stellatus) برونروده ماهی ازون

روده و کلیه( و تغییرات ) های بافتیولی آسیب ،با افزایش شوری سمیت آمونیاک در ماهی کاهش یافت اگرچه

 های گوارشی روده با افزایش شوری در تیمارهای در معرض آمونیاک بسیار مشهود بود.آنزیم

 

 Acipenserن، بروازون روده و کلیه، آسیب روده، هایآنزیم شوری، آمونیاک، واژگان کلیدی:

stellatus. 

 

 

 مقدمه

 هایرودخانه به ریزیتخم برای که شودمی محسوب خزر دریای تجاری ماهیان ترینباارزش از یکی( Acipenser stellatus) برونگونه ازون

 شهری آلودگی ها،رودخانه روی بر سدسازی رویه،بی برداشت دلیل امروزه به. کندمی مهاجرت رودخانه سفیدرود ازجمله خزر دریای جنوبی حوضه

 1آمنه منصورقناعی

 *2حسین خارا

 3وهابزاده رودسری حبیب

 4ذبیح اله پژند

 5محدثه احمدنژاد
 

 تکثیر و پرورش آبزیان، دانشجوی دکتری رشته .1

 اسلامی، آزاد دانشگاه لاهیجان، واحد شیلات، گروه

 .ایران لاهیجان،

 آزاد دانشگاه لاهیجان، واحد شیلات، گروه . دانشیار2

 .ایران لاهیجان، اسلامی،

 آزاد دانشگاه لاهیجان، واحد شیلات، گروه استادیار .3

 .ایران لاهیجان، اسلامی،

دریای  ماهیان تاس المللیبینموسسه تحقیقات  .4

خزر، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، 

 .رشت، ایران

سسه مو داخلی، هایآب پروریآبزیپژوهشکده  .5

سازمان تحقیقات، ، تی کشورلاتحقیقات علوم شی

 .کشاورزی، بندر انزلی، ایرانآموزش و ترویج 
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 این مقاله پژوهشی و برگرفته از رساله دکتری است.
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 Speer) است قرارگرفته انقراض خطر معرض در آن زیستگاه تخریب و خاویار برای تقاضا افزایش خاویاری، ماهیان غیرقانونی تجارت کشاورزی، و

et al., 2000)به توجه با. است ماهیان این هایجمعیت بازسازی برای مهمی بسیار روش یانتاس ماه مصنوعی پرورش و تکثیر بنابراین ؛ 

های منتهی به )جهت رهاسازی به رودخانه ذخایر گوشت و خاویار( و مراکز تکثیر و بازسازی ینتأم) دهندگانپرورش این ماهیان توسط پرورش

 از های پرورش در زمان پرورش یکیو در سیستم رهاسازی محل هایرودخانه در آمونیاک ازجملهشیمیایی  هایآلودگی رسدمی نظر به (دریا

 هایسیستم و آبی هایمحیط در تواندمی آمونیاک (.Agusa et al., 2004) باشدماهیان می روی بر اثرگذار و توجهقابل عوامل ترینمهم

 .شود مرگ آن حتی یا ماهی رشد موجب کاهش تواندمی آمونیاک بالای غلظت شود. آب کیفیت رایج مشکلات باعث و شود متمرکز پروریآبزی

 گرفته نظر در سمی غیر( N-+ 4NH) شده یونیزه باشد ولی شکلآمونیاک برای آبزیان بسیار سمی می( N-3NH) در محیط آبی شکل غیر یونیزه

 در مرگ باعث و بردمی بین از را سلولی عملکرد کند،می نفوذ سلولی غشای به که N-3NH. کند عبور سلولی غشای از تواندنمی زیرا ،شودمی

علاوه بر اثرات سمی  .دارد بستگی شوری و دما ،pH به 3NH غالبیت (. ,2018Kir and Sunar؛  et alJeney., 1992) شودمی ماهی

شوری بر  تأثیرات (.Kir and Sunar, 2018) گیرد قرار موردتوجه باید که محیطی دیگر است متغیرهای ترینمهم از یکی شوری هم آمونیاک،

+ این امر بر پمپ کند ومی تعیین رامحیط  Na+ است. شوری میزان قرارگرفته موردبررسیآمونیاک خون کمتر 
4NH/+Na گذارد، از می تأثیر

سطح بالای شوری تحمل اکثر موجودات  (.Evans, 1993) کندهای مختلف تغییر میشوری در نیز هاششآبپلاسمایی  طرفی نفوذپذیری غشاء

است که با افزایش شوری، اثر سمی  شدهگزارش (.Kır and Oz, 2015؛ Saroglia et al., 1981هد )دافزایش میآبزی نسبت به آمونیاک را 

 سلامت وضعیت بررسی در (.Kir et al., 2019؛ Kir and Sunar, 2018؛ Barbieri et al., 2011) یابدمی نیتریت بر روی ماهی کاهش

 بسیاری تواند درمی مطالعات است همچنین این برخوردار سزایی به اهمیت از پاراکلینیکی ابزار یک عنوانبه بافتی شناسیآسیب ماهی، فیزیولوژیک

 تغییرات دادن نشان برای مناسب شاخص عنوانبه زیستی پایش و شناسیسم عرصه در و ماهی پرورش و پروریآبزی تحقیقاتی هایزمینه از

در موفقیت  مؤثریکی از عوامل فیزیولوژیک  (. با توجه به اینکه Vale, 1998; Soldatov, 2005) رود شمار به فیزیولوژیک و شناسیآسیب

در زمان رهاسازی و نیز در هنگام انتقال از محل رهاسازی به دریا است. تنظیم اسمزی  ماهیان بچهرهاسازی ماهیان، توانایی تنظیم اسمزی توسط 

 درنتیجه (.2002Singer,  Marshall) باشدهای تنظیم اسمزی نظیر روده و کلیه میر اندامو سای هاششآبشامل تبادلات پمپ یونی در 

 خوردن تنظیم اسمزی در ماهیان شود. مطالعاتی هم بههای کلیه و روده و هایی شیمیایی آب نظیر آمونیاک ممکن است باعث آسیب بافتآلودگی

هاشمی است )بنی شدهگزارشمحققان های بافت روده و کلیه در ماهیان بعد از قرار گرفتن در معرض آمونیاک توسط برخی از در خصوص آسیب

 دستگاه هایآنزیم فعالیت (. بررسیDuan et al., 2018؛ Rodrigues et al., 2014؛ 1395مازندرانی و همکاران،  ؛1392و همکاران، 

تغییرات در  (.Prabhu and Poulose, 2012؛ Gunes and Yerli, 2011) باشد اهمیت حائز شناسیسم مطالعات در تواندمی گوارش

است  شدهمشاهده های گوارش روده در آب شیرین و در سطوح مختلف شوری بعد از قرار گرفتن در معرض آمونیاک در ماهیانهای آنزیمفعالیت

(Chunming et al., 2019 ؛Xu et al., 2011؛ Zhang et al., 2011 .)آمونیاک در سطوح  اثرات بار اولین برای حاضر مطالعه در ،روازاین

( A. stellatus) بچه ماهی ازون برون و کلیه در روده به وارده هایآسیب و آمیلاز( و لیپاز )پروتئاز، ایروده هایآنزیم فعالیت بر مختلف شوری

مناسبی با توجه به بازسازی ذخایر و پرورش این  اطلاعات تا است قرارگرفته موردمطالعهگوشت و خاویار( و رهاسازی  تأمیندر زمان پرورش )

در این  های پرورشی، بهبود بخشد.ماهی فراهم شود تا بتوان کیفیت پرورش و رهاسازی را با توجه به وجود آمونیاک در محل رهاسازی و سیستم

های پرورشی و محل های مختلف در محیطدر بالا هیچ اطلاعاتی در مورد اثر سمیت آمونیاک در تقابل با شوری شدهبیانبا توجه به موارد  راستا

های مختلف، بررسی سمیت آمونیاک در شوریوجود ندارد. هدف از این تحقیق دستیابی به میزان استاندارد فاکتورهای  بروناوزونماهی رهاسازی 

 وارده هایآسیب و آمیلاز( و لیپاز )پروتئاز، روده های گوارشیآنزیم مختلف شوری و همچنین اثرات سمیت آمونیاک بر فعالیتآمونیاک در مقادیر 

 باشد.می( A. stellatus) برونازون ماهیان بچهدر زمان پرورشی و رهاسازی ( A. stellatus) برونازون ماهی بچه و کلیه در روده به
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 هامواد و روش 

 ازون ماهی بچهقطعه  720 برای انجام آزمایشات. شد انجام 1399سال پاییز در  گیلان )چابکسر( ماهیان تاسایستگاه تحقیقات  در مطالعه این 

سازگار  لیتر در گرم 12 و 8 ،4 ،0 هایشوری در هفته 4 مدت به ماهیان بچه آزمایشی، مراحل انجام از قبل. شدند انتخاب (A. stellatus) برون

 بودند. آزمایش در دو مرحله انجام گرفت: شده

 (:Acipenser stellatus) برونازون ماهی بچه در شوری مختلف سطوح در آمونیاک( LC50-96h) کشنده غلظت تعیین: 1 مرحله

 حاد سمیت سنجش در آزمایشات( مترسانتی 56/14 ± 84/1 و گرم 19/1 ± 8/12) (A. stellatus) برونازون ماهی بچه 480 مرحله این در

قرار گرفتند.  مورداستفاده OECDطبق روش  استاتیک، نیمه تجدید آزمایش شرایط تحت آمونیاک( LC50) کشنده متوسط غلظت تعیین برای

 بچهقطعه  10. شد استفاده آمونیاک مختلف هایغلظت تهیه آلمان( برای Merck)ساخت شرکت  درصد 98 (Cl + 4NH-از کلرید آمونیوم )

 در تصادفی طوربه ساعت 96 مدت بهبا سه تکرار تیمار  16با حاوی دو عدد سنگ هوا(  هرکدام لیتری 40 مخزن )با حجم 48در  برونازون ماهی

 این در ماهیان بچه(. 1 جدول) گرفتند قرار( لیتر در گرم 12 و 8 ،4 ،0) مختلف هایشوری در( لیتر در گرممیلی 50 و 20 ،3) آمونیاک معرض

. شد محاسبه مواجهه از پس ساعت 96 و 72 ،48 ،24 در ومیرمرگ میزان. نشدند تغذیه خوراک و فضولات نامطلوب اثرات از جلوگیری برای مدت

 60/9 ،24/8 ،42/7 ترتیب به لیتر در گرم 12 و 8 ،4 ،0 شوری در ساعته آمونیاک Finney 1971)،) LC50 96 پروبیت آنالیز آزمون اساس بر

 .شد تجدید آمونیوم کلرید محلول افزودن با آب درصد 75 روزانه. آمد دست به لیتر در گرممیلی 22/10 و

 

 برونازون ماهی بچهسطوح مختلف شوری در  در آمونیاک ساعته LC50 96غلظت تعیین  :1 جدول

 (Acipenser stellatus)  (1399)سال. 

 شماره تیمار تیمار شماره تیمار تیمار

 1 ( + بدون آمونیاکتریدر ل)گرم  0شوری  9 در لیتر( گرمیلیم) 20+ آمونیاک (لیتر )گرم در 0شوری 

 2 ( + بدون آمونیاکتریدر ل)گرم  4شوری  10 در لیتر( گرمیلیم) 20( + آمونیاک تریدر ل)گرم  4شوری 

 3 بدون آمونیاک( + تریدر ل)گرم  8 یشور 11 در لیتر( گرمیلیم) 20( + آمونیاک تریدر ل)گرم  8شوری 

 4 ( + بدون آمونیاکتریدر لگرم )12شوری  12 در لیتر( گرمیلیم) 20( + آمونیاک تریدر ل)گرم  12شوری 

 5 در لیتر( گرمیلیم) 3( + آمونیاک تریدر ل)گرم  0شوری  13 در لیتر( گرمیلیم) 50( + آمونیاک تریدر ل)گرم  0شوری 

 6 در لیتر( گرمیلیم) 3+ آمونیاک (تریدر لگرم ) 4شوری  14 در لیتر( گرمیلیم) 50( + آمونیاک تریدر ل)گرم  4شوری 

 7 در لیتر( گرمیلیم) 3+ آمونیاک  (تریدر لگرم ) 8شوری  15 در لیتر( گرمیلیم) 50+ آمونیاک (تریدر ل)گرم  8شوری 

 8 در لیتر( گرمیلیم) 3+ آمونیاک  (تریدر لگرم )12شوری  16 در لیتر( گرمیلیم) 50( + آمونیاک تریدر ل)گرم  12شوری 

 

: (Acipenser stellatus) برونازون ماهی بچه در شوری مختلف سطوح در آمونیاک LC50-96h( درصد 50) نصف اثرات آزمایش: 2 مرحله

گروه تیمار  8تصادفی در  کاملاًدر یک طرح ( مترسانتی 17±95/1 و گرم 23/15±17/2) بچه ماهی ازون برونقطعه  240 تعداد مرحله، این در

تقسیم شدند برای هر تیمار سه تکرار در نظر  (ماهی بچهقطعه  10، هر مخزن دو عدد سنگ هوا حاوی لیتر 40لیتری با حجم آب  60مخزن  24)

 آمونیوم کلرید محلول افزودن با روزانه آب درصد 75 انجام شد و استاتیک نیمه تجدید آزمایش شرایط تحتاین مرحله از آزمایش  گرفته شد.

(-Cl + 4NH) گراد،سانتی درجه 5/16±51/0: دما: شد تنظیم زیر شرح به آب کیفیت پارامترهای روزه، 4 آزمایش طول در(. 2 جدول) شد تجدید 

 شوری و (آلمان ساخت HACH)پارامتر  چند دستگاه از استفاده با دما و اکسیژن ،8pH ± 04/12 و لیتر در گرممیلی 7± 81 /11 محلول اکسیژن

 هابچه ماهی ،گرسنگی ساعت 96 از پس .شد گیریاندازه( ژاپن ساخت S/mill – E ophthalmometer آتاگو مدل) رفرکتومتر از استفاده با

 تصادفی طوربه قطعه بچه ماهی 1 تکرار هر از سپس. (1398رهبر و همکاران، ) شدند هوشبی آب لیتر یک در میخک پودر گرم 5/0 مخلوط با
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های گوارشی در آنزیم گیریاندازه .شدند انتخاب برای سنجش فعالیت آنزیم گوارشی روده ماهی بچهقطعه  3 و هیستوپاتولوژیک هایبررسی برای

 های داخلی بندرانزلی انجام گرفت.پروری آبشناسی در پژوهشکده آبزیهای بافتآزمایشگاه ویرومد رشت و بررسی

 

 (Acipenser stellatusو آمونیاک در سطوح مختلف شوری در بچه ماهی ازون برون ) ارهای شوری: تیم2جدول 

 .(1399)سال 

 

 روی بیهوشی، از پس و انتخاب شد تصادفی طوربه ماهی بچه قطعه سه تکرار هر از در پایان روز چهارم گوارشی، هایآنزیم فعالیت سنجش برای

 برای. شد نگهداری آزمایش شروع تا گرادسانتی درجه - 90 فریزر در سپس و شد منجمد مایع ازت در و جدا هاآن روده استریل شرایط تحت و یخ

 با و 5 به 1 حجمی وزنی نسبت با ماهیان روده روش، این اساس بر. شد ( استفاده1994) همکاران و Harpaz روش از آنزیمی عصاره استخراج

 ثانیه 30 مدت به) pH 5/8  میلی مولار، KCl 50 و مولار میلی 2CaCl 20 میلی مولار، HCl-Tris 50 حاوی سرد هموژنات بافر از استفاده

 گرادسانتی درجه 4 در دقیقه 20 مدت به شده هموژن نمونه ادامه در .شد هموژن آلمان( ،D500، Wiggen) همژنایزر از استفاده با یخ کنار در

 برای و شد آوریجمع میکروسمپلر از استفاده با رویی مایع سپس. شد آلمان( ،Z36HK، Hermle) سانتریفیوژ دقیقه در دور 17000 سرعت با

 .(1398)رهبر و همکاران،  گرفت قرار مورداستفاده آنزیمی سنجش

 Sodiumمولار،میلی 25/0سوبسترا در متوکسی اتانول  عنوانبه p-Nitrophenyl myristate هیدرولیز از استفاده با لیپاز آنزیم سنجش

Cholate 5 و  مولارمیلیTris-HCl 25/0 در مولار pH 9 نیتروفنل - پارا میکرومول یک آزادسازی با برابر لیپاز اختصاصی فعالیت .شد انجام 

 روش اساس بر آمیلاز آنزیم (. فعالیتIijima et al., 1998) شد خوانده نانومتر 400 در است که گراددرجه سانتی 30دمای  در دقیقه یک در

(Bernfeld, 1955) طریق از که کندمی تولید مالتوز ،شدهتجزیه آنزیم تأثیر تحت نشاسته. شد سنجش نشاسته سوبسترای از استفاده با و 

 Anson روش اساس بر پروتئاز آنزیم فعالیت سنجش. است سنجشقابل اسید سالیسیلیک نیترودی معرف در رنگ شدت تغییر و سنجیرنگ

 برای. شد محاسبه U/mg protein مبنای بر گوارشی هایآنزیم فعالیت میزان .شد انجام هموگلوبین پودر سوبسترای از استفاده با و (1938)

 .شد استفاده Bradford (1976) روش از هانمونه کل پروتئین میزان سنجش

 گیریآب سپس. شد شستشو و منتقل درصد 70 اتانول به ساعت 49 از پس تکرار( هر از ماهی قطعه )یک بوئن در شدهتثبیتو کلیه  روده هایبافت

 قرار کلروفرم در ساعت 3 مدت به سازیشفاف برای هانمونه .شد انجام بوتانول - 1 الکل و درصد( 96 و 80، 70) اتانول الکل افزایشی سری با

 از. شدند گیریقالب پارافین با سپس ،قرارگرفته مایع پارافین در گراد(سانتی درجه 58 دمای) آون داخل در کردن، پارافینه منظوربه. شدند داده

 روی بر دادن قرار از پس و تهیه میکرون 5 ضخامت به هاییآلمان( برش ،Leitz ،1512)دوار  میکروتوم دستگاه از استفاده با پارافینه هایقالب

شماره 

 تیمار
 کنترل

شماره 

 تیمار
 در معرض

1 
بر  گرمیلیم) 0آمونیاک  )گرم در لیتر( + 0شوری 

 لیتر(
5 

 71/3آمونیاک ) LC50 96hاز  (%50نصف ) ( +تریدر ل)گرم  0شوری 
 (تریدر ل گرمیلیم

2 
بر  گرمیلیم) 0آمونیاک  )گرم در لیتر( + 4شوری 

 لیتر(
6 

 12/4آمونیاک ) LC50 96hاز  (%50نصف ) ( +تریدر ل)گرم  4شوری 
 (تریدر ل گرمیلیم

3 
بر  گرمیلیم) 0آمونیاک  )گرم در لیتر( + 8شوری 

 لیتر(
7 

 80/4آمونیاک ) LC50 96hاز  (%50نصف ) ( +تریدر ل)گرم  8شوری 
 (تریدر ل گرمیلیم

4 
 گرمیلیم) 0آمونیاک  )گرم در لیتر( + 12شوری 

 بر لیتر(
8 

 11/5آمونیاک ) LC50 96hاز  (%50نصف ) ( +تریدر ل)گرم  12شوری 
 (تریدر ل گرمیلیم
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 توسط زدایی پارافین از پس هانمونه. شود حذف بافت روی از اضافه پارافین تا شد داده قرار گراد(سانتی درجه 37) آون در دقیقه 30 مدت به لام،

 (H&E) ائوزین و هماتوکسیلین هایمحلول از استفاده با و شدند مجدد آبدهی (70 و 90 ،100اتانول ) کاهشی با سری آن جایگزینی و گزیلن

 چسب با هالامل آخر مرحله در. شدند گذاشته گراد(سانتی درجه 37) آون در شدن خشک برای مجدداً شدهتهیه هایبافت .شدند آمیزیرنگ

 ,BIO2T ایتالیامقاطع بافت توسط میکروسکوپ نوری )(. Fanta et al., 2003) شدند چسبانده شدهتهیه هایلام روی بر سیتولوژی

Photonic,BEL, )های داخلی )بندر انزلی( مطالعه و پروری آبمجهز به دوربین دیجیتال در آزمایشگاه فیزیولوژی آبزیان پژوهشکده آبزی

 شدند.برداری عکس

ویلک(  –ها با آزمون )شاپیرو در ابتدا نرمال بودن داده. شد استفاده 22ویرایش  SPSS افزارنرم از گوارشی هایآنزیم فعالیت وتحلیلتجزیه برای

 طرفهیکها بین تیمارهای مختلف از آزمون تجزیه واریانس ، برای مقایسه میانگین دادههابودن توزیع داده نرمال دلیل به .مورد آزمون قرار گرفت

(One-way ANOVA) است. شدهاستفاده %95های همگن از آزمون توکی در سطح احتمال و برای جداسازی گروه 

 

 نتایج

50LC آمونیاک (-CL+
4NH) 50 مقادیر است. شدهارائه 3در جدول  هانمونهشده در  گیریاندازهLC 96 تا 24 از) زمان باگذشت شوری هر در 

 (لیتر درگرم )میلی 22/10 به لیتر( )گرم در 0 شوری ( درلیتر درگرم )میلی 42/7 از کشنده نیمه غلظت که داد نشان نتایج. یافت کاهش( ساعت

 .(3 جدول) یافت افزایش ساعت 96 از لیتر( پس )گرم در 12 شوری در

 

 (Acipenser stellatusماهیان ازون برون ) بچه در آمونیاک (LC50 96hکشنده ) غلظت: 3 جدول

 .(1399)سال  در سطوح مختلف شوری

 ٪95 اطمینان ( باتریدر ل گرمیلیم) غلظت آمونیاک 
 مختلف های( آمونیاک در شوری LC50 96h غلظت کشنده )( %50)نصف 

 (تریدر ل گرمیلیم)

 زمان         

 (تریدر ل)گرم  شوری
24 h 48 h 72 h 96 h  

0 13/19  31/18  09/17  42/7  71/3  

4 66/33  85/30  23/10  24/8  12/4  

8 25 05/25  05/25  60/9  80/4  

12 83/95  83/95  85/30  22/10  11/5  

 

آمیلاز، لیپاز و آلکالین پروتئاز با افزایش  های گوارشیفعالیت آنزیم آورده شده است. 4برون در جدول اوزون ماهیان بچههای گوارشی روده در آنزیم

تیمارهای در پروتئاز با افزایش شوری و آمونیاک در  های آمیلاز وکاهش یافت. فعالیت آنزیم 4تا  1شوری در تیمارهای بدون آمونیاک از تیمار 

 11/5؛اکیآمون( LC50 96hکشندگی )( غلظت درصد 50) نصفگرم در لیتر +  12)شوری  8 کاهش و مجدد در تیمار 7تا  5معرض از تیمار 

مشاهده شد  5حداکثر میزان فعالیت آنزیم لیپاز در تیمار  .روند کاهشی داشت 8 تا 5گرم در لیتر( به اوج خود رسید و آنزیم لیپاز هم از تیمار میلی

(05/0P<) (4 جدول). 
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نصف ( در سطوح مختلف شوری و Acipenser stellatus)برون ازون  ماهیان بچههای گوارشی روده : آنزیم4 جدول

 (.1399)سال  ( آمونیاکLC50 96h( غلظت کشنده )50%)

 تیمار
 آمیلاز

پروتئین/دقیقه( گرمیلیم)واحد در هر   

 لیپاز

پروتئین/دقیقه( گرمیلیم)واحد در هر    

 آلکالین پروتئاز

پروتئین/دقیقه( گرمیلیم)واحد در هر    

1 c 09/0 ± 65/10 b 042/0 ± 79/1 bc 062/0 ± 86/3 

2 de 07/0 ± 73/11 bc 056/0 ± 90/1 d 062/0 ± 66/4 

3 e 15/0 ± 95/11 d 046/0 ± 27/2 d 086/0 ± 72/4 

4 a 08/0 ± 69/9 bc 026/0 ± 90/1 a 056/0 ± 17/3 

5 d 09/0 ± 60/11 d 067/0 ± 36/2 d 060/0 ± 65/4 

6 b 11/0 ± 01/10 ab 046/0 ± 77/1 c 061/0 ± 98/3 

7 a 12/0 ± 69/9 a 031/0 ± 63/1 b 055/0 ± 71/3 

8 f 07/0 ± 09/13 c 060/0 ± 96/1 e 056/0 ± 36/5 

 .(>05/0P) اختلاف بین تیمارها است دهندهنشان، غیرمشترک*حروف لاتین 

 

 است. شدهارائه 5در جدول  برونازون یبچه ماهدر  های کلیه و رودهشناسی بافتآسیب

 

( %50نصف )در سطوح مختلف شوری و ( Acipenser stellatusازون برون ) یبچه ماه کلیه بافتی : عوارض5جدول 

 (.1399)سال  آمونیاک( LC50 96h)غلظت کشنده 

 تیمار
 آسیب بافت کلیه

8 7 6 5 4 3 2 1 

 های توبولتخریب سلول + +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++

 تحلیل هسته سلول + ++ ++ +++ + ++ ++ +++

 هسته سلول پیکنوز + ++ ++ ++ + ++ ++ +++

 کاریورکسی )تجزیه( هسته سلول + ++ ++ ++ + ++ ++ +++

 های اپیتلیال توبولسلول نکروز + ++ ++ +++ ++ ++ +++ +++

 دژنرسانس واکوئلی + - - - - - - -

 انسداد لومن لوله کلیوی + + + + + + + +

 های کلیویآتروفی لوله - - + + ++ ++ ++ +++

 سازخوننکروز در بافت بینابینی  + + + + ++ ++ ++ ++

 کپسول بومن یهاسلولنکروز  - - + + ++ ++ +++ +++

 نکروز در گلومرول - - - +++ ++ ++ +++ +++

 بزرگ شدن فضای بومن + + ++ ++ +++ +++ +++ +++

 خونریزی + + + ++ ++ ++ ++ ++

 .٪75بیش از  ؛ +++:%75کمتر از  ++: ؛%25+: کمتر از  ;: بدون آسیب بافتی-* 

 

بچه  در را کلیه تیمارهای مختلف بافت شناسیآسیب مشاهدات 5 جدول آورده شده است. برونماهی ازونبچه  روده بافتی عوارض 6در جدول 

. بر اساس این جدول شدت آسیب با افزایش شوری و آمونیاک در تیمارهای در تقابل افزایش یافت. دهدمی نشان خلاصه طوربه برونماهی ازون

)تجزیه( هسته  کاریورکسی ،پیکنوز سلول، تحلیل هسته سلول، های توبولتخریب سلول در تیمارهای شوری و آمونیاک برخی از تغییرات مانند
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، سازخوننکروز در بافت بینابینی ، های کلیویآتروفی لوله، انسداد لومن لوله کلیوی، دژنرسانس واکوئلی، های اپیتلیال توبولنکروز سلولسلول، 

گلبول قرمز خون مشاهده شد بینابینی،  سازخونبافت ، نریزیخو، بزرگ شدن فضای بومن ،نکروز در گلومرول، های کپسول بومننکروز سلول

طبق  .دهدیم نشان خلاصه طوربه برونازون ماهی بچه در را مختلف یمارهایت روده بافت یشناسآسیب مشاهدات 6 جدول(. 1 شکل ،5 )جدول

از وارده بر بافت روده در تیمارهای تقابل بیشتر مشاهده شد. در تیمارهای شوری و آمونیاک برخی از تغییرات مانند  یهاباین جدول شدت آسیب

از بین رفتن  ،تغییر شکل در لامینا پروپریا ،ای پرز رودههای اپیتلیال استوانهتغییر شکل سلول ،ای پرز رودههای اپیتلیال استوانهبین رفتن سلول

 سروز، هایپرترفیآسیب لایه  ،نکروز سلولی ناحیه عضلانی ،تخریب در لایه زیر مخاط، سبیدگی یا جوش خوردن پرزهای رودههم چهب ،ریزپرزها

های بافت روده و کلیه در تیمارهای (. نتیجه نشان داد که شدت تغییرات و آسیب1 شکل) مشاهده شدصاف شدن سطح پرز روده  ،های جامیسلول

ها در تیمارهای در معرض آمونیاک خیلی بیشتر بدون آمونیاک با افزایش شوری افزایش یافت. ولی شدت این تغییرات و آسیبدر معرض شوری 

 (.6 و 5، جدول 2 و 1 )شکل ( بودآمونیاک)شوری بدون  از تیمارهای کنترل

 

( %50نصف )لف شوری و در سطوح مخت( Acipenser stellatusبرون )ازون یبچه ماه روده بافتی : عوارض6جدول 

 (.1399)سال  آمونیاک( LC50 96h)غلظت کشنده 

 تیمار
 آسیب بافت روده

8 7 6 5 4 3 2 1 

 پرز روده یااستوانه اپیتلیالهای از بین رفتن سلول + + + + + ++ ++ +++

 پرز روده یااستوانه اپیتلیالهای تغییر شکل سلول + + + ++ + - ++ +++

 پروپریا لامیناتغییر شکل در  + + + ++ ++ +++ +++ +++

 ریزپرزهاز بین رفتن ا + + + + + ++ - +++

 یا جوش خوردن پرزهای روده چسبیدگیبه هم  ++ +++ +++ + +++ - - -

 تخریب در لایه زیر مخاط ++ + - ++ + +++ +++ +++

 نکروز سلولی ناحیه عضلانی + + + ++ + + +++ +

 سروزآسیب لایه  ++ + + + + + +++ -

 سروزآسیب لایه  - - - - - - - +++

 های جامیسلول ترفی هایپر - - - + + - - -

 .٪75بیش از  ؛ +++:%75کمتر از  ++: ؛%25+: کمتر از  ;: بدون آسیب بافتی- *
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مختلف شوری و  در سطوح( Acipenser stellatus)برون اوزون کلیه: تصویر میکروسکوپی از مقطع بافت 1شکل 

 آمونیاک. LC50- 96h( درصد 50) نصف

(CDTتخریب سلول )های توبول، (Kl )تحلیل هسته سلول، (P) پیکنوز سلول ،(Kr )تجزیه( هسته سلول، کاریورکسی( (NTE )های اپیتلیال توبولنکروز سلول( ،VD )
( NG، )های کپسول بومننکروز سلول( NBC) ،سازخوننکروز در بافت بینابینی ( NHI، )های کلیویآتروفی لوله( A، )انسداد لومن لوله کلیوی( OL، )دژنرسانس واکوئلی

، 3 یمارت :C، 2 یمارت: B، 1 یمارت :H&E. A. ( گلبول قرمز خونRBCبینابینی، ) سازخونبافت  (HI)، خونریزی( H، )بزرگ شدن فضای بومن( DBS، )در گلومرول نکروز
D :4 اریمت ،E: 5 یمارت ،F :6 یمارت( ،G :)و 7 یمارت H (.گیلان )چابکسر( ماهیان تاس، ایستگاه تحقیقات 1399)سال  8: تیمار 

 

آورده شده  آمونیاک LC50 96h( درصد 50) مختلف شوری و نصف سطوح برون دراوزون رودهتصویر میکروسکوپی از مقطع بافت  2شکل در 

 است.
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مختلف شوری و  سطوح در (Acipenser stellatus) بروناوزونروده : تصویر میکروسکوپی از مقطع بافت 2شکل 

 .گیلان )چابکسر(( ماهیان تاس، ایستگاه تحقیقات 1399)سال  آمونیاک LC50 96h( درصد 50) نصف

(Sلایه سروزی ) ،(Muلایه عضلانی )، (Smلایه زیر مخاطی ) ،(V) پرز روده ،(Lp،لامیناپروپریا ) (IEلایه اپیتلیوم یک پرز روده شامل سلول اپیتلیال استوانه )ای، (GC )
 ،ای پرز رودههای اپیتلیال استوانه( تغییر شکل سلولD)، ای پرز رودههای اپیتلیال استوانه( از بین رفتن سلولLEC) ،( ریزپرز یا حاشیه مسواکی پرز رودهMسلول جامی، )

(DLP تغییر )شکل در لامینا پروپریا، (LMاز بین رفتن ریزپرزها )، (Fبه هم چسبیدگی یا جوش خوردن پرزهای روده )، (DSu) تخریب در لایه زیر مخاط ،(NM نکروز )
: D، 3 یمارت :C، 2 یمارت :B، 1 یمارت :H&E. A. ( صاف شدن سطح پرز رودهFMجامی، ) هایسلول هایپرترفی (HG)سروز، ( آسیب لایه DS) ،سلولی ناحیه عضلانی

 8: تیمار Hو  7 یمارت(: G، )6 یمارت: F، 5 یمارت :E، 4 یمارت

 

 گیریو نتیجه بحث

 شودمی قرار معرض در جمعیت در درصد 50 مرگ باعث که است محیط در آبی شیمیایی فعالیت از سطحی( LC50-96h) متوسط کشنده غلظت

(Boudou and Ribeyre, 1997 .)تیسم و شیافزا یاریخاو انیماه بچه تحمل اک،یآمون و یشور غلظت شیافزا با که داد نشان هاافتهی 

 Rachycentron canadum (Barbieri and Doi, 2012،) Sparus aurata (Kir یماه در ما جینتا مشابه. افتی کاهش اکیآمون

and Sunar, 2018) و Dicentrarchus labrax (Kir et al., 2019 )است شدهگزارش. 

 ,.Yan et alاست ) وابسته آن تولید ترشح میزان آنزیم، ذاتی هایویژگی مختلفی مانند هایسنجه فرا به گوارشی هایآنزیم فعالیت میزان

 براثر علاوه دهند.قرار می ریتأثتحت  را هاآنزیم فعالیت میزان هابا پروتئین غیرمستقیم یا مستقیم تعامل طریق از زیاداحتمالبهها (. آلاینده1996

سرانجام  و هاآن ترشح مکانیسم یا و برساخت خود اثرات سمی با و میرمستقیغ صورتبه است ممکن ها،هیدرولیتیک آنزیم هایویژگی بر مستقیم

نتیجه (. Prabhu and Poulose, 2012) گوارشی گردند بافت سلولی ممکن است منجر به مرگ بگذارند. همچنین تأثیر هاآن زیستی فعالیت

فعالیت آمیلاز و مهار شد. از طرفی  شدتبههای گوارشی این تحقیق نشان داد که در تیمارهای بدون آمونیاک با افزایش شوری فعالیت آنزیم

 ( غلظت کشندگیدرصد 50) + نصف 12 یشور :8 ماریتپروتئاز در ابتدا با افزایش مقادیر آمونیاک و شوری کاهش و مجدد در آخرین تیمار )

(LC50 96h )های گوارشی در ابتدا کاهش آنزیم گرم در لیتر( که بالاترین سطح شوری و آمونیاک را داشت افزایش یافت.میلی 11/5 آمونیاک؛

التهاب  ممکن است به دلیل استرس اکسیداتیو ناشی از قرار گرفتن در معرض آمونیاک باشد که یکپارچگی پرزهای روده را مختل کرده و باعث

 سمیت آمونیاک در روده ماهی باشد hormesis اثر تواندمیعلت افزایش پروتئاز و آمیلاز در تیمار آخر  .(Ip and Chew, 2010) شودروده می

(Schram et al., 2010.) زمان در  موردنیاز مصرفی انرژی جبران برای است ممکن روده در هاهای افزایش این آنزیمهمچنین از دیگر علت

فعالیت لیپاز (  et alShenping Cao ,.2021را برآورده سازد ) استرس متابولیسم از ناشی انرژی نیاز تا قرارگرفته مورداستفاده محیطی استرس

داری را نشان است با افزایش شوری و آمونیاک کاهش معنی صفرا کیسه سالم عملکرد حفظ منظوربه لیپیدها و هاچربی هضم آن اصلی وظیفه که
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 ماهیان بچه در هاکربوهیدرات برجذب است ممکن آمونیاک مدتطولانی معرض در گرفتن قرار که دهد نشان است ممکن (. این<05/0Pداد )

از طریق تنظیم  توانندیمکه  های گوارشی نقش مهمی در مقاومت در برابر سمیت آمونیاک در ماهی دارندآنزیم .گذاشته باشد تأثیر برونازون

تحقیقات نشان داده است که استرس آمونیاک  (. et alXu ,.2011؛  et alZhang ,.2011فعالیت پروتئین یا فراوانی، استرس را خنثی کنند )

 Ctenopharyngodon idella (., et alCao، در Scortum barcoo (2011., et alZhang )های گوارشی در تواند بر فعالیت آنزیممی

 و Portunus trituberculatus (2011., et alXu )،Corbicula fluminea (2020., et alZhang )خرچنگ ، (2021

Rhynchocypris lagowski (2020., et alYu ) .تأثیر بگذارد Chunming ( 2019و همکاران) گزارش کردند که استرس آمونیاکN  

 )N-+NH( های گوارشی بر فعالیت آنزیمareolate Babylonia دار دارد.معنی ریتأث 

هیستوپاتولوژیکی  ازلحاظدر شوری و آمونیاک اثرات سویی  بروندر این تحقیق در کلیه ماهیان ازون های اصلی اثرات سمی است.کلیه یکی از ارگان

موارد شایع بود. ضمن  ازجمله بزرگ شدن فضای بومن و نکروز در گلومرول ،تحلیل هسته سلول، های توبولتخریب سلول کهطوریبهداشتند. 

چنین تغییرات هیستوپاتولوژیکی در کلیه در ماهی  کهطوریبهبا افزایش شوری و وجود آمونیاک این موارد شدیدتر بود.  زمانهم 8اینکه در تیمار 

 ,Banerjee and Bhattacharyaاست ) شدهمشاهدهآمونیاک  کشنده غیر( ناشی از سطوح مزمن  (Channa punctatusایقهوهسر 

عوارضی چون  آمونیاک در آب شیرین، کشندگی نیمهغلظت  تأثیربرون تحت ماهی ازون کلیه( نیز در 1392) هاشمی و همکاران(. بنی1995

 Rutilus) ماهی کلمه خزری. در کردند مشاهدهها پرخونی، دژنرسانس بافت بینابینی، نکروز سلولی، اتساع فضای بومن، هموسیدرین در تیمار

caspicus مشاهده شد )مازندرانی و همکاران، های کلیوی نکروز گسترده در توبول های کشنده آمونیاک غیر یونیزهمدت با غلظتمواجهه کوتاه( در

1395). Rodrigues های مختلف آمونیاک ( به این نتیجه رسیدند که اثرات هیستوپاتولوژیک غلظت2014) و همکاران( غیر یونیزهN - - 3NH) 

های کلیه کهطوریبه ،با افزایش غلظت آمونیاک شدیدتر بودند (Premnas biaculeatus) ها در دلقک ماهیکلیه ساعت در 96در  TA-Nو 

در همان غلظت  و شدهبزرگقرار داشتند، سینوزوئیدهای  N- 3NH گرم در لیترمیلی 20های مساوی یا بالاتر از هایی که در معرض غلظتماهی

 کهاینتوسط ادم مشاهده شد. آنچه مسلم است  تولیدشده ای، نکروز لولهینای و آسیب غشای پایه در لکه رتیکول، هایپرمی و ورم لولهآمونیاک

روده نقش گیرد. میعوامل آلاینده منجمله آمونیاک قرار  تأثیرهای متفاوت آب شیرین و شور تحت ترین اندام دفعی در محیطاصلی عنوانبهکلیه 

برون در (. طبق نتایج ما بیشترین تخریب بافت روده ماهی ازونYuen et al., 2010)ها دارد ندهیاز آلا یدر جذب و متابولیسم بسیار یمهم

اثرات کمی روی بافت داشت، اما با افزایش شوری و توام با آمونیاک عوارض  تنهاییبهنشان داد که شوری  نتایجدیده شد.  8و  7تیمارهای 

های از بین رفتن سلولپروپریا و  لامیناتغییر شکل در  ،صاف شدن سطح پرز روده ،تخریب در لایه زیر مخاطهیستوپاتولوژیک مختلف مانند 

 ,Channa punctatus (Banerjee and Bhattacharya ر روده ماهی بیشتر مشاهده شد. مشابه این نتایج د ای پرز رودهاستوانه اپیتلیال

 و Ctenopharyngodon idellus (Peng et al., 2020) ،(Corbicula fluminea( )Zhang et al., 2021صدف آسیایی )، (1995

در  (Litopenaeus vannameiمیگوهای سفید ) گرفتن قرار. همچنین مطالعه دیگری نشان داد که است شدهگزارشآمونیاک  تأثیرتحت 

شود. همچنین  تلیوم از غشای پایه برداشته و به هم چسبیدهباعث شد اپی کهطوریبهشود. معرض آمونیاک موجب آسیب به بافت مخاط روده می

مقادیر بالا و در درازمدت کنند که آمونیاک در می تأکیدها (. همه این بررسیDuan et al., 2018های اپیتلیال نکروزه گردند )بیشتر سلول

 شود.موجب آسیب بافت روده آبزیان می

مختلف رخ نداد. نتایج نشان داد که با افزایش شوری،  تیمارهایساعت قرار گرفتن در معرض(، هیچ مرگی در  96در پایان این بخش از آزمایش )

است. با افزایش شوری،  یافتهافزایشافزایش غلظت آمونیاک  بنابراین نشان داد که تحمل ماهی در برابر ؛غلظت آمونیاک نیز افزایش یافت

های گوارشی در بافت روده و اثرات مخرب های بالا باعث کاهش فعالیت آنزیمآمونیاک در غلظت .حساسیت ماهی به سمیت آمونیاک کاهش یافت

اگرچه سمیت  ،درنتیجه .کیب با آمونیاک مشاهده شدو تر گرم در لیتر 12بیشترین آسیب در شوری هم های روده بر روی کلیه شد و در بافت
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 هاآنزیمبافتی )کلیه و روده(، تغییرات در فعالیت  هایآسیببا افزایش شوری کاهش یافت، اما  (A.stellatus) ازون برونآمونیاک در بچه ماهیان 

 دهندگانپرورشآورد که های مختلف در این مطالعه، این امکان را فراهم میهمچنین با توجه به غلظت آمونیاک در شوری .گوارشی مشاهده شد

از نتایج این مطالعه برای بهبود پرورش و انتخاب بهترین نقطه برای رهاسازی  توانمی (IFRO) ماهیان خاویاری و سازمان تحقیقات شیلات ایران

 نمایند.استفاده  (A.stellatus) ازون برونبچه ماهیان هت بازسازی و احیای جمعیت وحشی ج)دریا و رودخانه( 

 

 سپاسگزاری

گیلان، ریاست محترم  ماهیان تاسدریای خزر، ریاست محترم ایستگاه تحقیقات  ماهیان تاسالمللی ریاست محترم موسسه تحقیقات بین از

 .میدار را تشکر کمالو همچنین کارشناسان آن مجموعه  (داخلی )بندر انزلی هایآب پروریآبزیپژوهشکده 
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