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Abstract 
BACKGROUND: Numerous studies have investigated the positive effect of chitosan and nano-chitosan loaded clinoptilolite 

on growth performance, digestive enzyme activity, and intestinal histomorphology in different fish species. However, there 

are no data evaluating the potential effect of the composites on the fish stomach. 

OBJECTIVES: In the current study, the effects of chitosan and nano-chitosan loaded clinoptilolite on histological features 

and pepsin activity in the rainbow trout stomach were considered. 

METHODS: Chitosan and nano-chitosan loaded clinoptilolite were synthesized, and then two hundred and forty fish 

(~27.75 g) fish were distributed in eight groups each in three replicates. Ten days after adaptation, the fish were fed with 

eight diets, including control diet (CTR), clinpotilolite (T1), chitosan composites (T2, T3, T4), and nano-chitosan composites 

(T5, T6, T7) for 70 days. Afterward, all fish in each tank were anesthetized in clove extract (50 μl/l), and tissue samples were 

obtained for pepsin activity (n= 5) and histological assay (n = 5). 

RESULTS: The groups administrated with nanochitosan composites showed the highest pepsin activity (P˂0.05). 

Additionally, histological examinations exhibited a higher epithelial height, increased mucosal density, and oxynticopeptic 

cells hypertrophy in fish fed composites compared to the CTR group (P˂0.05). Meanwhile, nanochitosan composite 

administration could cause higher reaction of secreted granules to periodic acid–Schiff (PAS) staining. 

CONCLUSIONS: The findings demonstrated the potential application of chitosan and nano-chitosan loaded clinoptilolite 

composites for improvements in the histomorphology and pepsin activity of the rainbow trout stomach, resulting in higher 

growth performance. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Density of gastric fundus parts in different treatment groups of the rainbow trout administrated with composites. 

Table 2. Volume density of gastric fundus parts in different treatment groups of the rainbow trout administrated with composites. 
Graph 1. Gastric pepsin enzyme activity (U L-1 per mg tissue) in the treatment groups of the rainbow trout administrated with composites. 

Graph 2. Mean volume of oxynticopeptic cells per mm3 gastrin mucosal layer in the treatment groups of the rainbow trout administrated with composites. 

Graph 3. Mean number of oxynticopeptic cells per mm3 gastrin mucosal layer (×104) in the treatment groups of the rainbow trout administrated with 

composites. 

Figure 1. Histologic micrograph of the parin stratum of the mucous layer in the rainbow trout administrated with the control diet (PAS-H staining, ×1000 

magnification). 

Figure 2. Histologic micrograph of the parin stratum of mucous layer in the rainbow trout administrated with clinoptilolite. 
Figure 3. Histologic micrograph of the parin stratum of the mucous layer in the rainbow trout administrated with the 0.5-g composite. 

Figure 4. Histologic micrograph of the parin stratum of the mucous layer in the rainbow trout administrated with the 5-g composite. 

Figure 5. Histologic micrograph of the parin stratum of the mucous layer in the rainbow trout administrated with the 0.5-g nano-composite. 

Figure 6. Histologic micrograph of the parin stratum of the mucous layer in the rainbow trout administrated with the 5-g nano-composite. 
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 یتو فعال یاسشنبر ساختار بافت ینوپتیلولیتشده در کل یبارگذار یتوزانو نانوک یتوزانک یرتأث

 ( Oncorhynchus mykiss) کمانینرنگ یآلاقزل یمعده در ماه ینپپس یمآنز
    

، 0یاسلام ی، هومن رجب0مهرجان ییشمسا ی، مهد3زادهیخنجمه ش، 1یسلطان ی، مهد2یاوشان یخان یعل

 1یدیانغلامرضا حم

 یرانتهران، ا ی،دانشگاه آزاد اسلام یقات،دانش آموخته واحد علوم و تحق 4
 یراندانشگاه تهران، تهران، ا ی،دانشکده دامپزشک یان،گروه بهداشت آبز 2
 یرانا یز،تبر یز،دانشگاه تبر ی،دانشکده دامپزشک یان،و آبز ییگروه بهداشت مواد غذا 3
 ، ایرانتهران ی،دانشگاه آزاد اسلام یقات،واحد علوم و تحق یلات،گروه ش  1
 یرانا یز،تبر یز،دانشگاه تبر ی،دانشکده دامپزشک یه،گروه علوم پا  5

 

 4122ماه  خرداد 22: تاریخ پذیرش، 4122ماه ین فرورد 22تاریخ دریافت:  
 

                                                                                                                 چکیده

 

فعالیت ، عملکرد رشدهای کیتوزان و نانوکیتوزان بارگذاری شده بر روی کلینوپتیلولیت بر مثبت کامپوزیت مطالعات زیادی در رابطه با اثرات :مطالعه زمینه

 ها بر معده ماهیباشد. اما اطلاعاتی در زمینه ارزیابی پتانسیل این کامپوزیتهای مختلف ماهی موجود میهای گوارشی و هیستومورفولوژی روده در گونهآنزیم

 وجود ندارد.

ر معده شناسی و فعالیت پپسین دبر ساختار بافت کلینوپتیلولیتبارگذاری شده بر روی های کیتوزان و نانوکیتوزان در مطالعه حاضر، اثرات کامپوزیت: هدف

 کمان مدنظر قرار گرفت.آلای رنگینماهی قزل

گرم( در هشت گروه  25/22قطعه ماهی )حدوداً  212سپس  ساخته شدند. بارگذاری شده بر روی کلینوپتیلولیتهای کیتوزان و نانوکیتوزان کامپوزیت: کارروش

های کیتوزان (، نانوکامپوزیتT1(، کلینوپتیلولیت )CTRروزه آدابتاسیون، با هشت نوع جیره غذایی شامل جیره کنترل ) 42توزیع شدند و پس از دوره  مختلف با سه تکرار

(T2, T3, T4و کامپوزیت )( های نانوکیتوزانT5, T6, T7 به مدت )میکرولیتر در لیتر(  52های هر تانک با عصاره گل میخک )روز تغذیه شدند. سپس همه ماهی 22

 ( اخذ گردید.n=  5شناسی )( و همچنین آزمایشات بافتn=  5های بافتی برای بررسی فعالیت پپسین )هوش شده و نمونهبی

شناسی نیز بیانگر افزایش (. مطالعات بافتP˂25/2های نانوکیتوزان نشان داده شد )ده با کامپوزیتهای تغذیه شبالاترین میزان فعالیت پپسین در گروه :نتایج

بود  CTRها در مقایسه با گروه های تغذیه شده با کامپوزیتهای اکسینتیکوپپتیک در ماهیارتفاع بافت پوششی، ضخامت طبقه مخاطی و هایپرتروفی سلول

(25/2˂Pضمناً مصرف کامپوزیت .) رنگ به های ترشحیگرانولهای نانوکیتوزان باعث ایجاد واکنش شدیدتر( آمیزی پریودیک اسید شیفPAS) یدگرد. 

شناسی و اختار بافتدر بهبود س های کیتوزان و نانوکیتوزان بارگذاری شده بر روی کلینوپتیلولیتکامپوزیتاین نتایج نشان دهنده پتانسیل : نهایی گیرینتیجه

 باشد.که نتیجه نهایی آن بهبود رشد می رنگین کمان است آلایپپسین در معده ماهی قزلفعالیت 

  ، کیتوزان، نانوکیتوزانکلینوپتیلولیتکمان، آلای رنگینبافت شناسی، قزل :کلیدی کلمات

 نویسندگان. ©، است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحقمجله  © تیرایکپ

 ناشر: مؤسسه انتشارات دانشگاه تهران.

 یرانا یز،تبر یز،دانشگاه تبر ی،دانشکده دامپزشک یان،و آبز ییگروه بهداشت مواد غذا ،زادهیخنجمه ش: مسئول سندهینو
 

 مقدمه

اثرات کیتوزان  .(4)باشد میساکاریدهای پرکاربرد در صنایع مختلف مانند نساجی، کشاورزی، بهداشتی و صنایع غذایی کیتوزان یکی از انواع پلی

مطالعات . (3 ،2)های آبزی مشخص شده است ها و صنایع شیلاتی در گونهدر بهبود رشد، تقویت سیستم ایمنی، افزایش مقاومت در برابر بیماری
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شود به تر کیتوزان میهای بزرگازهدنشان داده است که کوچک کردن اندازه ذرات این ترکیب سبب بهبود حلالیت و کارایی آن در مقایسه با ان

 .(1)گزارش شده است  (Oreochromis nilotica)نیل  یکه بهبود اثرات مفید نانوکیتوزان در مقایسه با کیتوزان در ماهی تیلاپیا طوری

افزودن این ترکیب به خوراک . (5) کلینوپتیلولیت نوعی زئولیت طبیعی است که در صنایع کشاورزی، صنایع طبیعی و پزشکی کاربرد دارد

کامپوزیت به این ترکیب به عنوان پایه جهت ساخت انواع  ضمناً  .(6) باشدماهی نیز قادر به بهبود رشد، کاهش تلفات و کاهش مسمومیت می

های کیتوزان و نانوکیتوزان بارگذاری شده بر روی کلینوپتیلولیت قادر به افزایش رود. مطالعات گذشته نشان داد که استفاده از کامپوزیتشمار می

 .(9-2)باشد اثرات مفید مربوط به هر کدام از ترکیبات به تنهایی می

واد افزودنی مختلف به منظور بهبود روند هضم و کارایی خوراک، افزایش رشد و افزایش مقاومت در مقابل های اخیر، استفاده از مدر سال

های گوارشی، ها بر فعالیتدر همین راستا، اثرات این افزودنی. (41-42) های مختلف ماهی معمول گردیده استعوامل بیماریزای مختلف در گونه

ر زمینه اثرات این مواد هر چند بررسی د .(41-42) جذب مواد و بهبود ساختار روده و در نهایت افزایش رشد نیز مورد بررسی قرار گرفته است

های مطالعات بسیار محدودی در زمینه اثرات برخی ترکیبات مانند روغنبر میزان فعالیت آنزیم پپسین تا حدودی مدنظر قرار گرفته است اما 

فقدان با توجه به . (46 ،45)های ماهی گزارش گردید ونه( بر ساختار بافتی معده در گZiziphus mauritianaفرار و عصاره برگ کنار هندی )

ریزی مطالعه حاضر پایه معده ماهی،های کیتوزان و نانوکیتوزان بارگذاری شده بر روی کلینوپتیلولیت بر اثرات کامپوزیتاطلاعات در زمینه 

 را ارزیابی کند.شناسی معده و فعالیت آنزیم پپسین ها بر ساختار بافتگردید تا اثر این نوع کامپوزیت

 مواد و روش کار

وسکا کلینوپتیلولیت طبیعی خریداری شده از شرکت افرند ت: کلینوپتیلولیتسازی کیتوزان و نانوکیتوزان بارگذاری شده در آماده

سازی نانوکیتوزان میکرومتر( تبدیل شده و سپس از صافی رد شدند. برای آماده 422تر )کمتر از به ذرات کوچکبا هاون )اصفهان، ایران( 

 5/2گرم( با محلول اسید استیک  26/2شده از شرکت سیگما )آمریکا( )تهیه با وزن مولکولی متوسط بارگذاری شده در کلینوپتیلولیت، کیتوزان 

 4/51با غلظت  میلی لیتر( 95/1فسفات سدیم ) پلیلیتر( مخلوط شد و سپس محلول تریمیلی 432لیتر( و آب مقطر )میلی 22درصد )

هم گرم(  28/41م با کلینوپتیلولیت )گر 5و  5/2، 25/2ان های ساخته شده به میزبه این ترکیب اضافه شد. نانوکیتوزان لیترگرم در میلیمیلی

 دقیقه سونیکه شد. 32زده شد و به مدت 

گرم( به صورت  28/41) گرم و کلینوپتیلولیت 5و  5/2، 25/2برای ساختن کیتوزان بارگذاری شده در کلینوپتیلولیت، کیتوزان به میزان 

های کیتوزان و کلینوپتیلولیت با هم ساعت در دمای اتاق هم زده شدند. محلول 4مدت  میلی لیتر( حل شدند و به 52جداگانه با آب مقطر )

 .(9) ساعت خشک شد 21گراد به مدت درجه سانتی 62ساعت هم زده شد و در دمای  21مخلوط شده و به مدت 

. مراحل مطالعه بر روی ماهی انجام شد ر فیروزکوهپرورش ماهی خصوصی واقع د مرکزیک مطالعه حاضر در : طراحی آزمایشگاهی

 قطعه ماهی 212 ( انجام شد. در مطالعه حاضر،FVM.REC.1396.938تبریز )کد  دانشگاه پزشکی زیست اخلاق کمیتهبراساس دستورالعمل 

در هر تانک توزیع قطعه ماهی  42متر و با تراکم  32/2×  62/2×  2/4به ابعاد  بتونی 21گرم در  25/22 ± 31/2آلای سالم با میانگین وزن قزل

 pHگراد(، درجه سانتی 2/42 ± 4/4به قرار زیر بود: درجه حرارت ) حاضر های فیزیکوشیمیایی آب چاه مورد استفاده در مطالعهشدند. شاخص

درصد  4/2( به میزان 4جدول ها با جیره پایه )روزه سازگاری، ماهی 42گرم در لیتر(. در مدت میلی 2/8 ± 1/2(، اکسیژن محلول )5/2 ± 3/2)

 و سه بار در روز تغذیه شدند.

 هشت گروه مختلف به قرار زیر مورد بررسی قرار گرفتند: (،9، همانند مطالعه قبلی )حاضر مطالعهدر 

 )تغذیه شده با جیره پایه فاقد کیتوزان، نانوکیتوزان و کامپوزیت( CTRگروه 

 گرم در کیلوگرم کلینوپتیلولیت( 28/41)تغذیه شده با جیره حاوی  T1گروه 

 گرم کلینوپتیلولیت( 28/41گرم کیتوزان بارگذاری شده در  25/2)تغذیه شده با جیره حاوی  T2گروه 

 گرم کلینوپتیلولیت( 28/41گرم کیتوزان بارگذاری شده در  5/2)تغذیه شده با جیره حاوی  T3گروه 
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 گرم کلینوپتیلولیت( 28/41گرم کیتوزان بارگذاری شده در  5)تغذیه شده با جیره حاوی  T4گروه 

 گرم کلینوپتیلولیت( 28/41گرم نانوکیتوزان بارگذاری شده در  25/2)تغذیه شده با جیره حاوی  T5گروه 

 گرم کلینوپتیلولیت( 28/41گرم نانوکیتوزان بارگذاری شده در  5/2)تغذیه شده با جیره حاوی  T6گروه 

 کلینوپتیلولیت(گرم  28/41گرم نانوکیتوزان بارگذاری شده در  5)تغذیه شده با جیره حاوی  T7گروه 

های ساخته شده در بالا مخلوط و بعد از پلت زنی از با مقادیر ذکر شده از کلینوپتیلولیت و یا کامپوزیت (9)ترکیبات موجود در جیره پایه 

از اتمام دوره داری شد. بعد گراد نگهدرجه سانتی 1های جداگانه تا زمان مصرف در دمای متری رد شد و در پلاستیکمیلی 5/3-1های صافی

روز پیاپی خوراک مربوط به گروه کنترل و یا تیمار ذکر شده در بالا را به  22های مختلف به مدت داری شده در گروههای نگهسازگاری، ماهی

 درصد وزن بدن به صورت روزانه دریافت نمودند. 2-4/2 نمیزا

از بیهوشی در عصاره  پسبه صورت کاملًا تصادفی انتخاب و  نکقطعه ماهی در هر تا 5، ام22در روز : بررسی میزان فعالیت پپسین

PBS (Phosphate buffer saline ،) میکرولیتر در لیتر(، بافت معده هر ماهی به صورت کامل جدا شد و پس از شستشو با بافر 52گل میخک )

مولار مخلوط شدند. میلی 25با بافرتریس هیدروکلرید  های همگن شدههای مورد نظر در نیتروژن مایع فریز شد. بعد از له نمودن، بافتبافت

گراد سانتیدرجه  -22 آوری شده و در دمایرویی جمعدور در دقیقه( شد و محلول 1222) یفیوژسانتردقیقه  45ترکیب ایجاد شده به مدت 

 جهت بررسی میزان فعالیت آنزیم پپسین ذخیره سازی شد.

. در این مطالعه، گردیدمحاسبه  (42) ها به روش لوریبررسی فعالیت پپسین، ابتدا میزان محتوای پروتئینی موجود در بافت معده ماهی برای

لیتر( حل شده در میلی 5/2درصد ) 4ترا مورد استفاده قرار گرفت. ترکیب مورد نظر حاوی هموگلوبین گاوی هموگلوبین به عنوان سوبس

گراد انجام درجه سانتی 32دقیقه در دمای  32لیتر( مخلوط شد و انکوباسیون به مدت میلی 1/2مولار با هموژن معدی ) 225/2اسیدکلریدریک 

دقیقه  42دور در دقیقه( به مدت  1222) یفیوژسانترلیتر( متوقف شد و سپس میلی 4درصد ) 42کلرواستیک اسید . واکنش با افزودن ترییدگرد

 .(2) محاسبه شد (42) . در انتها میزان تیروزین )میکروگرم( آزادسازی شده با فعالیت آنزیم پپسین در هموژن معدی به روش لورییدگردانجام 

بیهوشی در عصاره گل ماهی انتخاب و پس از  5به طور تصادفی  تانک پس از اتمام دوره پرورش، از هر: شناسیبافت مطالعه

ابتدا کل لوله گوارش خارج و سپس معده به طور کامل و با دقت جدا و در محلول تثبیت کننده فرمالین یتر(، میکرولیتر در ل 52میخک )

های بافتی در محلول تثبیت کننده با استفاده سرنگ مقداری از محلول تثبیت کننده درصد قرار داده شد. قبل از قرار دادن نمونه 42بافر 

ناسی، از شها به آزمایشگاه بافتتثبیت طبقه مخاطی به خوبی صورت پذیرد. پس از انتقال نمونهدرون حفره داخلی معده تزریق شد تا 

گیری به روش استاندارد و روتین با استفاده از دستگاه پاساژ بافتی و قالب برایمتری تهیه و سانتی 4های متوالی کل معده برش

 5های نازک به ضخامت های پارافینی توسط میکروتوم دورانی برشقالب)لایکا، آلمان( آماده شد. سپس از  2222هیستوکینت مدل 

میکرومتر )جهت مطالعات هیستومورفومتری و استریولوژیک(  32های ضخیم به ضخامت هیستولوژی( و برش عهمیکرومتر )جهت مطال

( و PASپریودیک اسید شیف ) (،H&Eائوزین ) –آمیزی هماتوکسیلین به صورت متوالی تهیه شد تا پس از خشک شدن مورد رنگ

 ( قرار گیرند.ABآلسین بلو )

مقایسه دقیق و کمی تغییرات ساختار بافتی معده از مطالعات هیستومورفومتری و استریولوژی بهره گرفته شد. کلیه مطالعات  برای

نرم افزار  9ای مجهز به نسخه شماره استریولوژیک با استفاده از میکروسکوپ متصل به میکروکیتور، دوربین مدار بسته و سیستم رایانه

Stereo- investigator  انجام شد. به منظور تعیین اولین مقطع و حداقل فواصل بین مقاطع، از مطالعه پایلوت استفاده شد. در تمام

ه اولین ورت کگیری جهت مطالعات استریولوژیک، رعایت اصل انتخاب تصادفی یکنواخت منظم در نظر گرفته شد. بدین صمراحل نمونه

میکرومتر تهیه و انتخاب شد.  5میکرومتر انتخاب )با استفاده از اعداد تصادفی( و پس از آن چهار برش به ضخامت  32برش به ضخامت 

میکرومتر تهیه و  5میکرومتر و چهار برش به ضخامت  22یک برش به ضخامت  میکرون از بافت برداشته شده و مجدداً 122سپس 

برش ضخیم جهت مطالعات  48تا  45به نحوی که از هر بلوک  کرداین عمل تا انتهای نمونه در بلوک پارافینی ادامه پیدا  د ویانتخاب گرد

ده و به یکسان و مشابه بو ها کاملاًآمیزی در همه گروهاستریولوژیک انتخاب شد. با توجه به این که کلیه مراحل تهیه مقاطع بافتی و رنگ

ها یکسان بوده و اثر آن در محاسبات کمی گرفت، لذا میزان چروکیدگی بافتی ناشی از این مراحل در همه گروهروش استاندارد انجام 
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 های مختلف در نظر گرفته نشد.جهت مقایسه متغیرها بین گروه

ن که بر روی فاصله سطح سلول پوششی تا قاعده آ Stereo- investigatorتعیین ارتفاع بافت پوششی با استفاده از سیستم  برای

گیری شد و میانگین آن گزارش سلول در یک ماهی اندازه 422سلول از هر مقطع و حداقل  42در  422غشاء پایه قرار دارد با لنز شیئی 

گیری ضخامت طبقات مختلف دیواره معده شامل طبقه مخاطی، زیر مخاطی، عضلانی و سروزی در چهار ناحیه از دو گردید. برای اندازه

گیری شده و میانگین آن به عنوان ضخامت هر طبقه در به آن طبقه اندازه طترین مرز مربوترین مرز تا خارجید بر هم از داخلیقطر عمو

 هر مقطع در نظر گرفته شد.

ای تعیین نسبت حجمی بافت پوششی و هر طبقات مخاطی، زیر مخاطی، عضلانی و سروزی با استفاده از تکنیک شمارش نقطه برای

  :دای با فرمول زیر محاسبه شحجمی )حجم نسبی( هر ساختار نسبت به کل دیواره با استفاده از بزرگنمایی مناسب و گرید نقطه چگالی

VV(structure/wall) = P(structure) / P(Wall) 

بافت دیواره معده برخورد تعداد نقاط گرید که با کل  "P(Wall)"تعداد نقاط برخورد کرده با هر ساختار و  "P(structure)"که در آن 

 باشد. کرده است می

متر مکعب از طبقه زیر مخاط معده از روش های اکسینتیکوپپتیک در هر میلیبرای تخمین تراکم عددی یا متوسط تعداد سلول

 های ضخیم استفاده شد:دایسکتور نوری بر روی برش

NV(cell/ref) := 








hA

Q
 

های شمارش شده در همه مساحت مجموع قاب "A∑"های اکسینتیکوپپتیک، های شمارش شده سلولهستهتعداد  "-Q∑"که 

 ارتفاع دایسکتور نوری است.  "h"و  Stereo- investigatorهای دید مورد بررسی توسط نرم افزار میدان

 

 ها.کمان تغذیه شده با کامپوزیترنگینآلای های مختلف ماهی قزلضخامت نواحی مختلف دیواره بدنه معده در گروه. 2جدول 
های شاخص

 بافتی

ارتفاع بافت پوششی 

 )میکرومتر(

ضخامت طبقه مخاطی 

 )میکرومتر(

ضخامت طبقه زیر 

 مخاطی )میکرومتر(

ضخامت طبقه عضلانی 

 )میکرومتر(

 ضخامت طبقه سروزی

CTR a 32/4 ± 22/21 a 22/5 ± 22/325 11/4 ± 12/93 66/2 ± 62/496 99/2 ± 22/38 
T1 ab 98/2 ± 62/28 ab 15/2 ± 22/324 22/4 ± 22/95 52/2 ± 62/222 68/2 ± 12/12 
T2 ab 42/4 ± 62/22 bc 21/3 ± 22/332 23/4 ± 12/93 56/2 ± 22/224 21/4 ± 82/12 
T3 ab 19/2 ± 22/29 cd 42/8 ± 22/364 66/4 ± 82/93 39/3 ± 62/498 36/4 ± 82/12 
T4 b 33/4 ± 12/29 d 82/6 ± 22/368 53/4 ± 22/93 22/2 ± 82/496 22/4 ± 22/11 
T5 b 42/4 ± 62/32 e 82/9 ± 22/142 13/4 ± 22/91 22/3 ± 22/221 21/4 ± 22/12 
T6 b 42/4 ± 12/34 e 22/6 ± 22/146 29/4 ± 62/91 28/2 ± 82/498 53/4 ± 82/12 
T7 b 42/4 ± 12/32 e 22/8 ± 22/133 38/4 ± 22/96 62/4 ± 22/226 42/4 ± 62/12 

 
 ها.کمان تغذیه شده با کامپوزیتآلای رنگینهای مختلف ماهی قزلدر گروه نسبت حجمی نواحی مختلف دیواره بدنه معده. 1جدول 

نسبت حجمی طبقه مخاطی به  بافتی هایشاخص

 )درصد( دیواره

نسبت حجمی طبقه زیر 

 )درصد( مخاطی به دیواره 

 به عضلانی طبقه حجمی نسبت

درصد() دیواره  

 به سروزی طبقه حجمی نسبت

درصد() دیواره  

CTR a 32/2 ± 1/13 d 22/2 ± 1/41 d 58/2 ±  4/35 ab 19/2 ± 2/6 
T1 ab 32/2 ± 2/11 cd 32/2 ± 3/41 d 31/2 ± 92/31 ab 44/2 ± 96/6 
T2 b 44/2 ± 12/15 bcd 46/2 ± 62/43 cd 28/2 ± 24/31 ab 23/2 ± 92/6 
T3 c 19/2 ± 38/12 bcd 26/2 ± 34/43 bc 48/2 ± 64/32 ab 24/2 ± 22/6 
T4 c 48/2 ± 84/12 bcd 44/2 ± 28/43 ab 22/2 ± 91/34 b 44/2 ± 42/2 
T5 d 18/2 ± 8/52 a 21/2 ± 2/42 a 12/2 ± 5/34 ab 42/2 ± 5/6 
T6 d 52/2 ± 81/52 ab 28/2 ± 4/42 ab 12/2 ± 4/32 ab 24/2 ± 21/6 
T7 d 13/2 ± 5/54 a 25/2 ± 2/42 a 34/2 ± 1/32 a 41/2 ± 21/6 
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)لنز  4222صورت که در بزرگنمایی  های اکسینتیکوپپتیک با روش نوکلئوتور تخمین زده شد. بدینمتوسط حجم سلول

(، نقطه مرجع در مرکز هندسی سلول اکسینتیکوپپتیک مشخص شد و سپس از طریق برنامه مخصوص آن در نرم x 422شیئی 

نقطه قطع  1سلول را در  ءوی که غشاحبه ن ،دو محور عمود بر هم در نقطه مرجع ایجاد شد Stereo- investigatorافزار سیستم 

3 جم ساختار )بر حسب میکرومتر مکعب( را بر اساس فرمولگذاری شدند و نرم افزار حنقطه علامت 1کرد. این 
o3 πl.=4 OV  

باشد. تعداد می ءنشان دهنده میانگین قسمت طولی بین نقطه مرجع و نقطه قطع شده غشا "ol". که در این فرمول نمودمحاسبه 

ن تعیین تراکم عددی بود. در نهایت میانگیهای انتخاب شده به وسیله قاب شمارش برای های ارزیابی شده برابر با تعداد سلولسلول

 ( به عنوان متوسط حجم سلول اکسینتیکوپپتیک در هر مقطع گزارش گردید.µm OV)Σ3 = (nO V /دست آمده )ه اعداد ب

( گزارش شده و با استفاده از mean±SEMمیانگین ) ±ها به صورت خطای استاندارد در تمام موارد داده: آنالیز آماری

های ( دادهCE( و میانگین ضریب خطا )CVمورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. ضریب تغییرات ) 24نسخه  SPSSافزار آماری نرم

محاسبه گردید. جهت بررسی توزیع نرمال  4999در سال و همکاران  Gundersenها به روش استریولوژی جهت بررسی اعتبار داده

هیستومورفومتری و استریولوژیک و مربوط به فعالیت پپسین، های و جهت مقایسه دادهاسمیرنوف  -ها، از آزمون کولموگوروفداده

 آزمون )آزمون تعقیبی( توکی استفاده شد. های مورد مطالعه از آزمون آماری آنالیز واریانس یک طرفه و پسها بین گروهمقایسه آن

 نتایج

ریافت کننده کامپوزیت کیتوزان و نانوکیتوزان در مقایسه با های د، میزان فعالیت آنزیم پپسین در گروهحاضر در مطالعه

مقایسه دوزهای مختلف (. P=222/2) داری یافت( افزایش معنیT1( و گروه دریافت کننده کلینوپتیلولیت )CTRهای کنترل )گروه

ضخامت  (.4 نمودار( مشاهده شد )T7ها به خصوص در دوز بالا )ها نشان داد که بالاترین میزان فعالیت در نانوکامپوزیتکامپوزیت

های کیتوزان و نانوکیتوزان بارگذاری شده در بعد از مصرف کلینوپتیلولیت و کامپوزیت ( معدهfundusنواحی مختلف دیواره بدنه )

که ارتفاع بافت پوششی معده در دوز بالای کامپوزیت  نشان داد حاضر نشان داده شده است. مطالعه 4جدول کلینوپتیلولیت در 

)به  داری در مقایسه با گروه کنترل نشان داد( افزایش معنیT5-T7و دوزهای مختلف نانوکامپوزیت )( 211/2=P)( T4کیتوزان )

امپوزیت افزایش ها به خصوص نوع نانوک. ضخامت طبقه مخاطی معده با مصرف کامپوزیت(P=222/2و  P ،222/2=P=226/2ترتیب 

 . (P=222/2در مقایسه با گروه کنترل  T7تا  T3و  P=235/2در مقایسه با کنترل  T2) یافت

 

 

 

 
 

 ها.کمان تغذیه شده با کامپوزیتآلای رنگینهای مختلف ماهی قزلگرم بافت( در گروهمیزان فعالیت آنزیم پپسین معده )واحد در لیتر در میلی. 2نمودار 
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کمان تغذیه شده با آلای رنگینهای مختلف ماهی قزلمعده در گروه مخاطی طبقه مکعب مترمیلی هر در اکسینتیکوپپتیک هایسلول حجم متوسط. 1نمودار 

 ها.کامپوزیت
 

 

 
کمان تغذیه آلای رنگینمختلف ماهی قزلهای ( معده در گروه× 142) مخاطی طبقه مکعب مترمیلی هر در اکسینتیکوپپتیک هایسلول تعداد متوسط. 3نمودار 

 ها.شده با کامپوزیت

 

 

اری شده ذهای کیتوزان و نانوکیتوزان بارگبعد از مصرف کلینوپتیلولیت و کامپوزیتنسبت حجمی نواحی مختلف دیواره بدنه معده 

را  الگوی مشابه ضخامت طبقه مخاطینسبت حجمی طبقه مخاطی به دیواره معده  .نشان داده شده است 2 جدولدر کلینوپتیلولیت در 

. در مقابل، نسبت (P=222/2در مقایسه با گروه کنترل  T7تا  T3و  P=236/2در مقایسه با کنترل  T2) های مختلف نشان داددر گروه

در مقایسه با گروه کنترل  T7تا  T5و  P=228/2ترل در مقایسه با کن P ،T4=211/2در مقایسه با کنترل  T3) حجمی طبقه زیر مخاطی

222/2=P) و طبقه عضلانی (T3  224/2در مقایسه با کنترل=P  وT4  تاT7  222/2در مقایسه با گروه کنترل=P)  به دیواره معده در

 های مختلف در مقایسه با گروه کنترل کاهش یافت. گروه

های ترشحی غدد معدی در ناحیه پارین طبقه مخاطی پذیری سلولاندازه و شدت رنگبه علاوه، تغییرات در تراکم، مورفولوژی، 

های اندازه و تراکم سلول(. 4،2،3،1،5،6تصویر ) های مختلف مشاهده شدکمان در گروهآلای رنگیندیواره معده ماهی قزل

( کاهش پیدا CTR( نسبت به گروه کنترل )T1( غدد معدی در گروه دریافت کننده زئولیت )oxynticopeptic cellsاکسینتیکوپپتیک )

 داری نشد.دچار تغییر معنی PASآمیزی های سیتوپلاسمی آن به رنگپذیری گرانولاما شدت رنگ (P=222/2) کرد
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، بزرگنمایی PAS-Hآمیزی )رنگ کمان تغذیه شده با جیره پایهگینآلای رنمیکروگراف هیستولوژیک ناحیه پارین طبقه مخاطی دیواره معده در ماهی قزل. 2تصویر 

4222×.) 

 

 
 کمان تغذیه شده با کلینوپتیلولیت.آلای رنگینمیکروگراف هیستولوژیک ناحیه پارین طبقه مخاطی دیواره معده در ماهی قزل .1تصویر 

 

 های اکسینتیکوپپتیک شد( باعث افزایش میانگین حجم سلولT4و  T3افزودن کامپوزیت کیتوزان با دوزهای متوسط و بالا )

(222/2=P)های. این تغییرات در گروه ( دریافت کننده دوز بالای کامپوزیت کیتوزانT4( نسبت به دوزهای کم و متوسط )T2  وT3 )

یک های اکسینتیکوپپتاثر اضافه نمودن دوزهای مختلف کامپوزیت نانوکیتوزان بر وضعیت هیستولوژیک سلول .(P=222/2) بیشتر بود

(، T5نحوی که در گروه دریافت کننده دوز بالای کامپوزیت نانوکیتوزان )، به (P=222/2) بیشتر از دوزهای مشابه کامپوزیت کیتوزان بود

واکنش  PASبه شدت با رنگ  های ترشحی مشخص که اکثراًهای بزرگ با گرانولهای ترشحی افزایش یافت و سلولمیانگین حجم سلول

داری در تعداد های کیتوزان و نانوکیتوزان تغییر معنیمصرف کامپوزیت (. در مقابل،2نمودار ) مثبت نشان دادند، قابل مشاهده بود

 (.3نمودار ها در مقایسه با گروه کنترل ایجاد نکرد )اکسینتیکوپپتیک معده ماهی هایسلول

 بحث

م بیوشیمیایی پوزیت بر رشد، تقویت سیستمطالعات پیشین کارایی کیتوزان، نانوکیتوزان و کلینوپتیلولیت به تنهایی و در فرم کام

های کیتوزان و نانوکیتوزان سبب افزایش فعالیت در مطالعه حاضر، مصرف کامپوزیت. (9-2) و ایمنی و بهبود ساختار روده را نشان دادند

نتیکوپپتیک های اکسیشناسی معده از نظر ارتفاع بافت پوششی، ضخامت طبقه مخاطی و میانگین حجم سلولپپسین و بهبود ساختار بافت

 در مقایسه با گروه کنترل گردید.
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 کامپوزیت. گرم 5/2 کمان تغذیه شده باآلای رنگینمیکروگراف هیستولوژیک ناحیه پارین طبقه مخاطی دیواره معده در ماهی قزل .3تصویر 

 

 
 کامپوزیت. گرم 5کمان تغذیه شده با آلای رنگینمیکروگراف هیستولوژیک ناحیه پارین طبقه مخاطی دیواره معده در ماهی قزل .0تصویر 

 

چند  هر ؛کمان سبب افزایش فعالیت آنزیم پپسین گردیدآلای رنگینهای کیتوزان و نانوکیتوزان به خوراک ماهی قزلکامپوزیتافزودن 

های مختلف عات پیشین نیز متعاقب مصرف افزودنیلتری را در مقایسه با گروه کنترل نشان داد. در مطاکامپوزیت نانوکیتوزان اثر قوی ،در مقایسه

افزایش فعالیت پپسین سبب  (Huso husoعصاره اتانولی بره بوم موجود در خوراک فیل ماهی )گزارش گردید. به عنوان مثال، اثر مشابهی 

کمان قادر آلای رنگیندر خوراک ماهی قزل( Mangifera indica)انبه  ( وUrtica dioica) در همین راستا، افزودنی شامل گزنه. (48)گردید 

که در نهایت سبب افزایش  باشدمیهای گوارشی از اعمال مهم متابولیک در بدن جانداران فعالیت آنزیم .(49) به افزایش فعالیت پپسین بود

گزارش گردید تا حدودی  (9) ها که در مطالعه قبلیرسد که افزایش رشد متعاقب مصرف این کامپوزیتشود. بنابراین به نظر مییمیزان رشد م

 نند پپسین باشد.های گوارشی مامرتبط با افزایش فعالیت آنزیم

در ناحیه بدنه معده بسیاری از ماهیان استخوانی واجد معده  اکسینتیکوپپتیکهای های ساختاری و عملکرد پروتئولیتیک سلولویژگی

های پروتئینتوانند ها می. به خوبی مشخص شده است که این سلول(22 ،46)ن به خوبی شناخته شده است کماآلای رنگینحقیقی مانند قزل

. تولیدات و ترشحات این سلول، هضم اولیه و خارج (23-24)یل کرده و پلیمریزه کنند تر تبدهای پپتیدی کوچکرژیم غذایی را به زنجیره

کند. این عملکرد فرآیندی کارآمدتر آن از طریق غشاء به درون سلول را فراهم می های موجود در جیره غذایی و سپس انتقالسلولی پروتئین

. نتایج مطالعه حاضر نشان داد که به کارگیری (21)باشد ها میضم درون سلولی آنها با عمل پینوسیتوز و هنسبت به برداشت پروتئین

 ژه استفاده از ها و به طور ویکند اما استفاده از آنایجاد نمی اکسینتیکوپپتیکهای های کیتوزان و نانوکیتوزان تغییری در تعداد سلولکامپوزیت
 

https://jvr.ut.ac.ir/
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 نانوکامپوزیت. گرم 5/2کمان تغذیه شده با آلای رنگینمیکروگراف هیستولوژیک ناحیه پارین طبقه مخاطی دیواره معده در ماهی قزل .1تصویر

 

 
 نانوکامپوزیت. گرم 5کمان تغذیه شده با آلای رنگینمیکروگراف هیستولوژیک ناحیه پارین طبقه مخاطی دیواره معده در ماهی قزل. 6تصویر 

 

ت شودکه نشان دهنده افزایش فعالیها مینانوکیتوزان به صورت وابسته به دوز و مقدار مصرف آن در جیره باعث تغییر در اندازه و حجم این سلول

عده م ها در حضور نانوکیتوزان است که نتیجه نهایی آن، افزایش ترشح آنزیم پپسین بود. نتایج ارزیابی میزان فعالیت آنزیم پپسینو عملکرد آن

 در مطالعه حاضر نیز این مسئله را تأیید نمود.

های مورد استفاده در سطح بخشی از دستگاه ، آنالیز مورفومتریک معده انجام شد تا فهم بهتر اثرات کامپوزیتحاضر در مطالعه

ها به خصوص یمار شده با کامپوزیتهای تباشد. ارتفاع بافت پوششی در گروهثیر بر رشد ماهی میأگوارش انجام شود که نتیجه نهایی آن ت

بررسی مطالعات قبل نشان داد که بافت پوششی نواحی مختلف معده در ها در مقایسه با گروه کنترل افزایش یافت. از نوع نانوکامپوزیت

در سیتوپلاسم رأسی  ای ساده است که هسته در ناحیه نزدیک به قاعده قرار دارد وماهیان استخوانی واجد معده حقیقی، از نوع استوانه

کنند که موکوس های پوششی معده در اکثر ماهیان استخوانی، موسین خنثی تولید می. سلول(22)باشد ها موسین قابل مشاهده میآن

یتوزان به صورت . نتایج مطالعه حاضر نشان داد که استفاده از نانوک(25)نماید ظتی برای مخاط ایفا میها نقش محافترشح شده توسط آن

های پوششی نشان دهنده افزایش کارایی و رسد افزایش ارتفاع سلولوابسته به دوز باعث افزایش ارتفاع بافت پوششی شد. به نظر می

 باشد.ها میفعالیت آن

وکیتوزان ثر فرم نانمعده شد. در این مورد ا ضخامت طبقه مخاطیاستفاده از کامپوزیت کیتوزان به صورت وابسته به دوز باعث افزایش 

ای تشکیل شده است که ای منشعب سادهداری بیشتر از کیتوزان بود. طبقه مخاطی ناحیه بدنه معده اساساً از غدد لولهبه طور معنی

یار سباشد. مابین غدد بافت همبند نازک مربوط به پارین )لامینا پروپریا( و بستر مویرگی بمی اکسینتیکوپپتیکهای ترشحی دارای سلول
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ها به واسطه مصرف آنداری پیدا نکرد اما اندازه و حجم های ترشحی غدد تغییر معنی. از آنجا که تعداد سلول(26)ظریف قرار دارد 

رسد افزایش ضخامت و همچنین نسبت حجمی طبقه ، لذا به نظر میداری افزایش پیدا کردر معنیکیتوزان و بالاخص نانوکیتوزان به طو

 مخاطی به همین دلیل باشد.

لاسم رشحی موجود در سیتوپهای تیکی از نتایج جالب توجه مطالعه حاضر اثر استفاده از کیتوزان و نانوکیتوزان بر وضعیت گرانول

آمیزی پریودیک  رنگ به های ترشحیگرانولبود. مشخص شد که نانوکیتوزان باعث ایجاد واکنش شدیدتر  اکسینتیکوپپتیکهای سلول

های ترشحی غدد معده دقیقاً به عادات غذایی و گردد. هرچند به خوبی مشخص شد که وضعیت ساختاری سلولمی (PASاسید شیف )

های غنی از آمینواسیدهای مختلف مانند تیروزین، آرژنین و ها حاوی پروتئینژیم غذایی ماهی مرتبط است اما این سلولترکیب ر

ی های گوارشی مشابه است. در سیتوپلاسم رأسسازهای آنزیمی مانند پپسینوژن یا آنزیمباشند که نشان دهنده وجود پیشتریپتوفان می

. (21)شود ارغوانی رنگ می PASشود که در رنگ آمیزی با های خنثی مشاهده میای حاوی موسینهها محصولات ترشحی گرانولآن

دهد موسین خنثی تولید شده در معده مطالعات تکمیلی بیشتری در این مورد نیاز است اما گزارشاتی وجود دارد که نشان میهرچند 

ها اثر بافری بر اسیدیته بالای محتوای معده و ها، افزایش کارایی گوارشی، دفاع در برابر باکترینقش مهمی در انتقال ماکرومولکول

  .(22)افت پوششی معده بر عهده دارد تیک به بجلوگیری از آسیب پروتئولی

و همکاران  Mazzoni های خوراکی بر ساختار بافتی معده ماهی وجود دارد.لعات بسیار محدودی درباره اثرات افزودنیدر کل، مطا

 ینا دد. نتایجگر اکسینتیکوپپتیکهای تواند باعث تغییر در تعداد و عملکرد سلولنشان دادند که ترکیب جیره غذایی می 2224در سال 

. همچنین (46)ها در غدد معده ماهی شود لولتواند باعث کاهش تعداد این سهای ضروری میمطالعه مشخص نمود که استفاده از روغن

افزایش ضخامت لایه مخاطی و عضلانی معده در ماهی تیلاپیای نیل تغذیه شده با عصاره برگ کنار هندی ، (45)تنها در یک مطالعه 

(Ziziphus mauritiana .گزارش گردید ) هر چند تغییرات مشخصی در ضخامت طبقه مخاطی در تیمارهای مختلف مطالعه حاضر

 .یددنگرداری در ضخامت طبقه عضلانی متعاقب استفاده از کامپوزیت کیتوزان و نانوکیتوزان مشاهده مشاهده شد اما تغییرات معنی

اکسیدان خصوص در مقادیر زیاد، بر کارایی رشد و سیستم آنتیشایان ذکر است که در کنار اثرات مثبت کیتوزان، اثرات منفی کیتوزان، به 

. بنابراین، استفاده از مقادیر مناسب (29 ،28)های مختلف مشخص گردیده است های فعال اکسیژن در ماهیمربوط به تولید رادیکال

 رسد.های ماهی مهم به نظر میکیتوزان و نانوکیتوزان در گونه

ت ، به خصوص کامپوزیهای مورد استفادهبه طور کلی نتایج مطالعه حاضر بیانگر اثرات مثبت کامپوزیتگیری نهایی: نتیجه

نانوکیتوزان بارگذاری شده در کلینوپتیلولیت، بر فعالیت پپسین، ارتفاع بافت پوششی و ضخامت طبقه مخاطی و همچنین میانگین حجم 

ر ها بباشد. مطالعات تکمیلی در زمینه بررسی اثرات این کامپوزیتکمان میآلای رنگینهای اکسینتیکوپپتیک معده در ماهی قزلسلول

 گردد.ها توصیه میبه منظور فهم بهتر مکانیسم عمل این افزودنی real-time PCRهای ایمونوهیستوشیمی و ساختار معده با روش

 سپاسگزاری

 است. گرفته انجام علوم و تحقیقات واحدآزاد اسلامی  دانشگاه پژوهشی معاونت مالی حمایت با مطالعه حاضر

 تعارض منافع

 .تعارض در منافع گزارش نشده است سندگانینو نیب
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