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Abstract 
Objective: cortisol is the major corticosteroid in fish osmoregulation and Persian stur-
geon is one of the endangered and economical species of the Caspian Sea sturgeons; 
this study is one of the first to investigate the effects of cortisol on one species of the 
Acipenserids species. 
Materials and Methods: Samples were fixed in Bouin’s solution, dehydrated, embed-
ded with paraplast and subsequently sectioned. Immunohistochemical studies were 
performed by using IgGα5 and flourescin isothiocyanate conjugated (FITC) antibodies 
through fluorescence light microscopy. Measurements of the chloride cells were exam-
ined by Image Tools (2.0) image analysis software.    
Results: In the cortisol treatment there were 492 chloride cells per mm2 of the gill epithe-
lium which was significantly (p = 0.01) higher than the control group (289 chloride cells). 
The lengths of chloride cells were 13.9325 ± 0.5 μm and 16.0935 ± 0.5 μm in the cortisol 
and control groups, respectively; as reported, the length was significantly smaller in the 
cortisol group (p = 0.02). The widths of the chloride cells were 7.718 ± 0.3 μm and 7.922 
± 0.4 μm in the cortisol and control groups which were without any significant differences. 
Both the dispersion and numbers of chloride cells in four locations (on the filament, base-
ment of the lamellae, interlamellar region and on the lamellae) were significantly different 
(p = 0.01) between the two experimental groups.
Conclusion: exogenous cortisol can cause significant cellular and morphometric chang-
es in gills of the Persian sturgeon fry for their adaptation to salinity.

Keywords: Na+,K+-ATPase, Cortisol, Gill

Yakhteh Medical Journal, Vol 11, No 4, Winter 2010, Pages: 424-431

Original Article

Yakhteh Medical Journal, Vol 11, No 4, Winter 2010    424 424



مقدمه
محيط  با  مستقيم  ارتباط  و  موجود  ويژه  اپي تليوم  دليل  به  آبشش 
صورت  آن  در  اسمزي  تنظيم  كه  است  اندامي  مهم ترين  پيرامون، 
به  محيط  و  بدن  بين  يوني  تبادلات  جايگاه  مهم ترين  و   (1) مي گيرد 
شمار مي رود (2). در اپي تليوم آن سلول هاي كلرايد مهم ترين جايگاه 
اسيدي-  تعادل  تنظيم  علاوه بر  سلول ها  اين  يوني هستند كه  تبادلات 
بازي مسؤول ترشح يون ها در آب شور و جذب يون ها در آب شيرين 
به شمار مي روند (3). برخي از تغييرات عمده بافتي مانند افزيش تعداد، 
سازگاري  روند  در  كلرايد  سلول هاي  پراكنش  در  تغيير  نيز  و  اندازه 
ماهي با شوري رخ مي دهد. تغيير در ميزان و نوع ناقلين سلولي و تغيير 
در ميزان فعاليت اين ناقلين از ديگر تغييرات سازشي در آبشش جهت 
مواجهه با محيط شور به شمار مي رود (4). سلول هاي كلرايد آبششي 
خود  سيتوپلاسم  در  كه  هستند  شكلي  استوانه اي  و  بزرگ  سلول هاي 
داراي  سلول ها  اين  مي باشند،  ميتوكندري  زيادي  تعداد  داراي 
خود  جانبي   - قاعده اي  غشاي  در  فرورفتگي ها  از  گسترده اي  شبكه 
ميتوكندري ها  با  نيز  و  سيتوپلاسمي  اندوپلاسمي  شبكه  با  كه  هستند 
نظير آنزيم هايي  فعاليت  و  ژن  بيان  محل  غشا  اين  است،  مرتبط 
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چكيده 
 (A. persicus) هدف: بررسي اثرات هورمون كورتيزول بر سلول هاي كلرايد آبششي بچه تاسماهي ايراني *

* مواد و روش ها: ابتدا ماهي هاي مورد تيمار با هورمون كورتيزول (5 ميلي گرم در ليتر) به صورت محلول در آب قرار 
مطالعه  شدند.  داده  برش  و  قالب گيري  پاراپلاست  توسط  آب گيري  مراحل  از  پس  و  فيكس  بوئن  محلول  در  سپس  گرفتند 
كمك  به   (FITC) Flourescin Isothiocyanate Conjugated و   IgGα5 آنتي بادي هاي  از  استفاده  با  ايمونوهيستوشيمي 
صورت   (2)  Image Tools نرم افزار  با  كلرايد  سلول هاي  اندازه گيري  و  شمارش  شد.  انجام  فلورسنت  نوري  ميكروسكوپ 

گرفت.
* يافته ها: در تيمار هورمون كورتيزول در هر 2 ميلي متر مربع از اپي تليوم آبششي 492 سلول كلرايد شمارش شد كه به طور 
معني داري (p = 0/01) بيشتر از تيمار شاهد (289 سلول كلرايد) بود. طول اين سلول ها در دو تيمار كورتيزول و شاهد به ترتيب 
برابر با 0/5 ± 13/9325 و 0/5 ± 16/0935 ميكرومتر و به طور معني دار (p = 0/02) در تيمار كورتيزول كمتر بود و عرض آنها به 
ترتيب برابر با 0/3 ±  7/718 و 0/4 ± 7/922 ميكرومتر و بدون اختلاف معني دار به دست آمد. پراكنش و تعداد سلول هاي كلرايد 
در چهار موقعيت روي فيلامنت، پايه لاملا، بين لاملاها و روي لاملا در دو تيمار كورتيزول بوده كه شاهد داراي اختلاف معني دار

(p = 0/01) بوده است.
* نتيجه گيري: هورمون كورتيزول با منشا خارجي مي تواند موجب ايجاد تغييرات سلولي و مورفومتريك در بچه تاسماهي 

ايراني جهت مواجهه با شوري گردد.  

* كليدواژگان: Na+, K+-ATPase، كورتيزول، آبشش
فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 4، زمستان 88، صفحات: 424-431

مقاله اصيل

يوني  تبادلات  در  مهمي  بسيار  نقش  كه  است   Na+, K+-ATPase
سلول هاي  تمام  در  پتاسيم   - سديم  پمپ   .(5  ،4) مي كنند  ايفا  سلول 
آبششي  كلرايد  سلول هاي  در  آن  حضور  ميزان  اما  دارد  وجود  بدن 
مكان يابي  و  بوده  زياد  بسيار  جانبي   - قاعده اي  غشاي  در  ويژه  به 
مونوكلونال  آنتي بادي هاي  وسيله  به  آن   Na+, K+-ATPase آنزيم 
اين  شناسايي  براي  شاخص  عنوان  به  ايمونوهيستوشيمي  مطالعات  در 
مهم ترين  كورتيزول  مي رود (6-9).  كار  به  آبششي  بافت  در  سلول ها 
اينتررنال  غده  ريز  درون  بافت  توسط  كه  است  كورتيكوستروييدي 
فعاليت  دو  هر  هورمون  اين  مي شود.  توليد  ماهي ها   (Interrenal)
گلوكوكورتيكوئيدي و مينرالوكورتيكوئيدي را از خود نشان مي دهد 
در  زيرا  است  دريازي  ماهيان  در  اسمزي  تنظيم  آن  اثر  مهم ترين  كه 
دارد  نقش  كلرايد)  (سلول هاي  ميتوكندري  از  غني  سلول هاي  نمو 
تعداد  افزايش  طريق  از  هورمون  اين  نقش  دريازي  ماهيان  در   .(4)
 Na+, آنزيم  فعاليت  و  دانسيته  افزايش  و  كلرايد  سلول هاي  اندازه  و 
K+-ATPase صورت مي گيرد. برخي تحقيقات ثابت كرده است كه 
كه  مي دهد  نشان  امر  اين  دارد،  يون  جذب  بر  مهمي  اثر  كورتيزول 
شيرين  آب  در  هم  و  شور  آب  در  هم  اسمزي،  تنظيم  در  كورتيزول 
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مي تواند نقش داشته باشد (10، 11). تاسماهي ايراني يكي از 5 گونه 
ماهيان غضروفي- استخواني درياي خزر است كه در سواحل جنوبي 
خزر (سواحل ايران) پراكنش دارد. همه ساله به منظور بازسازي ذخاير 
ماهيان خاوياري و تلاش در جهت حفظ آنها از خطر انقراض، تعداد 
پرورش  و  تكثير  كارگاه هاي  توسط  نوع  اين  ماهيان  بچه  از  زيادي 
و  اسمزي  تنظيم  شناخت  جهت  همين  به  مي شوند  رهاسازي  دريا  به 
بچه  اين  رهاسازي  در  جديد  شوري  شرايط  با  سازگاري  مكانيسم 
اثرات  خصوص  در  زيادي  تحقيقات  است.  مهم  بسيار  دريا  به  ماهيان 
استخواني  ماهيان  در  اسمزي  تنظيم  مكانيسم  بر  كورتيزول  هورمون 
مورد  خاوياري  ماهيان  بر  هورمون  اين  اثر  تاكنون  اما  گرفته  انجام 
مطالعه قرار نگرفته است. بنابراين از آنجايي كه در ماهيان استخواني، 
مختلفي  تغييرات  وسيله  به  شوري  تحمل  القاي  سبب  كورتيزول 
قبل  را  خاوياري  ماهيان  بچه  بتوان  شايد  مي شود  آبششي  بافت  در 
سازش  خزر  درياي  شوري  به  كورتيزول  از  استفاده  با  رهاسازي  از 
ساختار  زمينه  در  كمي  مطالعات  تاكنون  نمود.  رهاسازي  بعد  و  داده 
هنوز  هم چنين  گرفته  صورت  ايراني  تاسماهي  ماهيان  بچه  در  آبشش 
در خصوص مكان يابي و مطالعه سلول هاي كلرايد با استفاده از روش 
ماهيان  در   Na+, K+-ATPase آنزيم  وضعيت  و  ايمونوهيستوشيمي 
مكان يابي  بنابراين  است  نگرفته  صورت  مطالعه اي  خزر  خاوياري 
آنزيم مكان يابي  از  استفاده  با  كلرايد  سول هاي  پراكنش  مطالعه  و 

Na+, K+-ATPase در آبشش آنها انجام گرفته است.

مواد و روش ها 
-Acipens ايراني  تاسماهي  گرمي   2-3 ماهيان  بچه 

خاوياري  ماهيان  پرورش  و  تكثير  كارگاه  از   er persicus
دانشگاه  دريايي  علوم  دانشكده  به  رشت  بهشتي  شهيد 
روز   7 مدت  به  ماهيان  بچه  شدند.  منتقل  مدرس  تربيت 
(آب  شدند  نگهداري  آزمايشگاه  شرايط  با  سازگاري  جهت 
نوري  دوره  سانتي گراد،  درجه   25-26 دما  چاه،  شده  هوادهي 
ماهي  بچه  قطعه   30 انتقال  با  آزمايشات  ساعت).  Dو 12   : و 12   L
آب  و  شاهد)  (تيمار  شيرين  آب  حاوي  تانك هاي  به  گرمي   2-3
حجم  با  كدام  (هر  كورتيزول  ليتر  در  ميلي گرم   5 حاوي  شيرين 
به  نمونه ها  آبشش  گرفت.  صورت  ساعت   24 مدت  به  ليتر)   100
در  ساعت   24 مدت  به  ايمونوهيستوشيمي  مطالعات  انجام  منظور 
آب گيري  مراحل  طي  از  پس  و  شده  فيكس  بوئن  فيكساتيو  محلول 
قالب گيري  پاراپلاست  توسط  اتانول،  الكل  افزايشي  سري  توسط 
آنها  از  ميكروتوم  توسط  ميكرومتر   4 ضخامت  به  برش هايي  شدند. 
توسط  لام ها  گرفت.  قرار  ليزينه  ال-  پلي-  لام هاي  روي  بر  و  تهيه 
افزايشي  سري  توسط  آن  از  پس  و  شده  زدايي  پارافين  گزيلن 
از  پس  شدند.  آب گيري   (100  ،95  ،90  ،70  ،50) اتانول  الكل 
 5 مدت  به   (PBS) Phosphate Buffer Saline محلول  در  آن 
محلول  در  دقيقه   20 مدت  به  سپس  شدند،  داده  شست وشو  دقيقه 
محلول  در  دقيقه   20 مدت  به  نيز  و   PBS+NaCl+Tween20
PBS+Regiler قرار داده شد و پس از آن دو مرتبه هر بار به مدت 
محلول  سپس  شدند.  داده  شو  و  شست   PBS محلول  در  دقيقه   3
 PBS+Regiler محلول  با  شده  رقيق   (IgGα5) اول  بادي  آنتي 
اول، بادي  آنتي  ميكروليتر   500 صورت  به  شده)  رقيق  برابر   10)

IgGα5، (Mouse Monoclonal Antibody Raised Against the 
α-subunit of the Chicken Na+, K+-ATPase, Hybridoma 

Bank, University of Iowa, USA)
برابر   10)  PBS+Regiler محلول  ميكروليتر   500 علاوه  به 
ها  لام  به  ميكروليتر)   100 لام  (هر  لام،   10 براي  شده)  رقيق 
 2 مدت  به  مرطوب  محفظه  در  لام ها  سپس  گرديد.  اضافه 
پس  شدند.  نگهداري  سانتي گراد  درجه   37 دماي  در  ساعت 
محلول  توسط  دقيقه   5 مدت  به  بار  هر  مرتبه  دو  لام ها  آن  از 
دوم، آنتي بادي  محلول  سپس  شدند.  داده  شست وشو   PBS
رقيق   (FITC) Flourescin Isothiocyanate Conjugated
 7 صورت  به  شده)  رقيق  برابر   10) PBS+Regiler محلول  با  شده 
 PBS+Regiler ميكروليتر آنتي بادي دوم + 993 ميكروليتر محلول 
10 لام، به هر لام 100 ميكروليتر اضافه  (10 برابر رقيق شده) براي 
در  سانتي گراد  درجه   37 دماي  در  ساعت   1 مدت  به  لام ها  شد. 
شست و شوي  از  پس  لام ها  شدند.  نگهداري  مرطوب  محفظه 
توسط دقيقه   5 مدت  به  بار  هر  و  مرتبه  دو   PBS محلول  در 

توسط  و  شده  مونتاژ   Gel Mount Aqueous (Sigma)
 (Tokyo, Japan) و  Olympus فلورسنت  نوري  ميكروسكوپ 
از  يك سري  در  كه  است  ذكر  به  لازم  گرفتند.  قرار  مطالعه  مورد 
شده  رقيق  برابر   10 محلول  اول  آنتي بادي  جاي  به  شاهد  لام هاي 
كلرايد  سلول هاي  شمارش   .(9 گرديد (7 و  اضافه   PBS+Regiler
ايمونوهيستوشيمي  مطالعات  از  شده  تهيه  تصاوير  از  استفاده  با 
ترانسكت   7 از  تيمار  هر  در  كلرايد  سلول هاي  گرفت.  صورت 
طولي  برش  روي  بر  ميكرومتر   366/06  ×290 ابعاد  با  تصادفي 
ابعاد  اندازه گيري  جهت   .(12) گرفتند  قرار  شمارش  مورد  فيلامنت 
ابعاد  با  تصادفي  ترانسكت   7 از  تيمار  هر  در  كلرايد  سلول هاي 
به  سلول   20 فيلامنت  طولي  برش  روي  بر  ميكرومتر   366/06  ×290
ميانگين  كه   (12) گرفت  قرار  اندازه گيري  مورد  تصادفي  صورت 
نرم افزار  توسط  اندازه گيري ها  كليه  شد.  مقايسه  و  محاسبه  گروه  هر 
مربوط  داده هاي  مقايسه  در  شد (13).  انجام  و (2.0)   Image Tools
و  شاهد  تيمار  دو  در  كلرايد  سلول هاي  (فراواني)  كل  تعداد  به 
از   Shapiro-Wilk نرماليتي  تعيين  آزمون  از  پس  كورتيزول 
مقايسه  منظور  به  گرديد،  استفاده   Mann-Whitney U آزمون 
آبششي  بافت  مختلف  موقعيت هاي  در  كلرايد  سلول هاي  تعداد 
(روي لاملا، بين لاملاها، روي فيلامنت و در پايه لاملا) از آزمون 
كدام  هر  جهت   (One-Way ANOVA) طرفه  يك  واريانس  آناليز 
مقايسه اي  هم چنين  گرديد.  استفاده  جداگانه  صورت  به  تيمارها  از 
بافت  موقعيت هاي  از  كدام  هر  در  كلرايد  سلول هاي  تعداد  ميان 
انجام   Mann-Whitney U آزمون  طريق  از  تيمار  دو  بين  آبششي 
 (11.5) و   SPSS نرم افزار  از  استفاده  با  آزمون ها  كليه  گرديد. 
ميانگين  از  معيار  خطاي   ± ميانگين  صورت  به  مقادير  و  انجام 

(Mean ± SEM) ارايه داده شد.
بيولوژي  ارشد  كارشناسي  پايان نامه  نتايج  از  بخشي  حاضر،  پژوهش 
تربيت  دانشگاه  دريايي  علوم  و  طبيعي  منابع  دانشكده  مصوب  دريا، 

مي باشد.  (1386) تهران  مدرس 

يافته ها 
در تيمار شاهد، ميانگين تعداد سلول هاي كلرايد در چهار موقعيت: 
فيلامنت  بخش هاي  ساير  در  كه  لاملاها  بين  لاملا،  پايه  لاملا،  روي 
(شكل 1) محاسبه و تعيين گرديد كه اختلاف ميان اين ميانگين ها معني دار

(p = 0/01) بود (نمودار 1). 
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در  آبشش  اپي تليوم  در  كلرايد  سلول هاي  پراكنش  و  تعداد   :1 نمودار 
اپي تليوم  موقعيت  چهار  در  كلرايد  سلول هاي  فراواني  شاهد.  تيمار 
لاملاها بين   (B: Basement of the lamellae) لاملا  پايه  آبششي: 
(I: Interlamellar region) روي فيلامنت (F: Filament) و روي لاملا 
(L: Lamellae). حروف متفاوت بر روي ستون ها بيانگر تفاوت آماري 
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در  آبشش  اپي تليوم  در  كلرايد  سلول هاي  پراكنش  و  تعداد   :2 نمودار 
تيمار كورتيزول. فراواني سلول هاي كلرايد در چهار موقعيت اپي تليوم 
لاملاها بين   (B: Basement of the lamellae) لاملا  پايه  آبششي: 
(I: Interlamellar region) روي فيلامنت (F: Filament) و روي لاملا 
(L: Lamellae). حروف متفاوت بر روي ستون ها بيانگر تفاوت آماري 

 .(p = 0/01) معني دار مي باشد

همچنين مقايسه پراكنش سلول هاي كلرايد در بخش هاي مختلف 
آبشش شامل روي لاملا، پايه ي لاملا، بين لاملاها و در ساير بخش هاي 
فيلامنت در تيمار هورمون كورتيزول (شكل 2) نشان داد كه بيشترين 
تعداد سلول هاي كلرايد در پايه لاملاها، بين لاملاها، روي لاملاها و در 
آنها  ميانگين  ميان  اختلاف  و  مي شوند  ديده  فيلامنت  بخش هاي  ساير 
ميانگين  و  پراكنش  مقايسه   .(2 (نمودار  مي باشد   (p  = معني دار (0/01 
تعداد سلول هاي كلرايد در موقيعت هاي مختلف بافت آبششي دو تيمار 
آماري  اختلاف  داراي  مقادير  اين  كه  داد  نشان  كورتيزول  و  شاهد 

معني دار نيز (p = 0/01) هستند (نمودار 3).
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آبشش  اپي تليوم  در  كلرايد  سلول هاي  پراكنش  و  تعداد  مقايسه  نمودار 3: 
لاملا پايه  موقعيت  چهار  در  كورتيزول  هورمون  تيمار  و  شاهد  تيمار  در 
 (I: Interlamellar region) بين لاملاها (B: Basement of the lamellae)
روي فيلامنت (F: Filament) و روي لاملا (L: Lamellae). اعداد و حروف 

 .(p = 0/01) متفاوت بر روي ستون ها بيانگر تفاوت آماري معني دار مي باشد

در آبشش بچه ماهي 3-2 گرمي تاسماهي ايراني در هر 2 ميلي متر  
از سطح بافت آبششي 289 سلول كلرايد شمارش شد. در تيمار هورمون 
كورتيزول در هر 2 ميلي متر از سطح بافت آبششي 492 سلول كلرايد 

شمارش گرديد. 

شكل 1: تصوير ايمونوهيستوشيمي مكان يابي Na+, K+-ATPase در سلول هاي كلرايد آبششي توسط 
آنتي بادي IgGα5 در تيمار شاهد. 
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شده تيمار  ماهيان  در  شده  شمارش  سلول هاي  كل  تعداد  ميانگين 
تيمار  در  شده  شمارش  سلول هاي  كل  تعداد  با  كورتيزول  هورمون  با 
سلول هاي  تعداد  كه  شد  مشخص  و  گرفت  قرار  مقايسه  مورد  شاهد 
طور  به  كورتيزول  هورمون  با  شده  تيمار  ماهيان  در  آبششي  كلرايد 
معني داري (p = 0/01) نسبت به ماهيان تيمار شاهد افزايش يافته است 

(نمودار 4). 
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تيمار شاهد و تيمار هورمون كورتيزول. تعداد سلول هاي كلرايد در تيمار 
افزايش  شاهد  تيمار  به  نسبت  معني داري  طور  به  كورتيزول  هورمون 

 .(p = 0/01) يافته است
20

15

10

5

0

b

aa

a
شاهد
كورتيزول

طول و عرض سلول هاي كلرايد

طولعرض

تر)
وم
كر
مي

ن (
نگي

ميا

نمودار 5: مقايسه ابعاد سلول هاي كلرايد در اپي تليوم آبشش در تيمار 
تيمار  در  كلرايد  سلول هاي  طول  كورتيزول.  هورمون  تيمار  و  شاهد 
 (p = 0/02) هورمون كورتيزول نسبت به تيمار شاهد به طور معني دار
كاهش يافته است اما در مورد عرض سلول ها تفاوت آماري معني داري 

مشاهده نمي شود. 

با برابر  طولي  ميانگين  داراي  كلرايد  سلول هاي  شاهد،  تيمار  در 
 7/922  ±  0/4 معادل  عرضي  ميانگين  و  ميكرومتر   16/0935  ±  0/5
طولي ميانگين  داراي  كورتيزول  هورمون  تيمار  در  و  ميكرومتر 

 7/718  ±  0/3 با  برابر  عرضي  ميانگين  و  ميكرومتر   13/9325  ±  0/5
ميكرومتر بودند.

آماري  اختلاف  فاقد  تيمار،  دو  در  سلول ها  عرض  ميانگين 
بوده  معني دار  اختلاف  داراي  تيمار  دو  بين  سلول ها  طول  و  معني دار 
(p = 0/02) به طوري كه به نظر مي رسد سلول ها در تيمار آب حاوي 

كورتيزول، كوچك تر شده اند (نمودار 5).

بحث
در مطالعات مربوط به شمارش سلول هاي كلرايد در بافت آبششي 
گونه هاي مختلف ماهيان، در هر 2 ميلي مترمربع از بافت آبشش مارماهي 
كلرايد (14)،  ژاپني، Anguilla japonica (500گرمي)، 1006 سلول 
در آبشش باس دريايي، Dicentrarchus labrax (240 گرمي)، 6250 
 Oreochromis موزامبيك،  تيلاپياي  آبشش  در   ،(13) كلرايد  سلول 
آبشش  در   ،(15) كلرايد  سلول   6233 گرمي)،   65)  mossambicus
در  و   (1) سلول   400 گرمي)،   31)  Chanos chanos ماهي،  خامه 
سلول   120 گرمي)،   25)  Salmo salar آتلانتيك،  سالمون  آبشش 
حاضر (289  مطالعه  نتايج  به  توجه  با  است.  شده  گزارش  كلرايد (12) 
سلول كلرايد در تيمار شاهد) به نظر مي رسد تعداد سلول هاي كلرايد در 
بافت آبششي در گونه هاي مختلف، در ماهي هاي با اندازه هاي مختلف 
مختلف  اوزان  و  سنين  در  فيزيولوژيك  فعاليت هاي  ميزان  به  توجه  با 

متفاوت مي باشد.
 16/0935 ± شاهد 0/5  تيمار  در  كلرايد  سلول هاي  طول  ميانگين 
دست  به  ميكرومتر   7/922  ±  0/4 آنها  عرض  ميانگين  و  ميكرومتر 
آبشش در  كلرايد  سلول هاي  ابعاد  كه  است  حالي  در  اين  آمد، 

ميكرومتر   12 عرض  و  ميكرومتر   18 طول  با   Acipenser naccarii
-Dicentrarchus la آبشش  در  كلرايد  سلول هاي  طول  و   (16)
ماهي، خامه  و   Anguilla japonica ژاپني،  ماهي  مار   ،brax
و ميكرومتر   11/6 ميكرومتر،   10 ترتيب  به   ،Chanos chanos

شكل2: تصوير ايمونوهيستوشيمي مكان يابي Na+, K+-ATPase در سلول هاي كلرايد آبششي توسط آنتي بادي IgGα5 در تيمار هورمون 
كورتيزول. در هر دو تيمار سلول هاي كلرايد در چهار موقعيت روي فيلامنت، در پايه لاملا، بين لاملاها و بر روي لاملا مورد شمارش قرار 

.(CC: Chloride Cell; F:Filament; L:Lamellae) .گرفتند
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گفت  بتوان  شايد   .(17 و   14  ،13) است  شده  گزارش  ميكرومتر   10
به  وابسته  فاكتور  يك  نيز  آنها  اندازه  كلرايد،  سلول هاي  تعداد  همانند 
گونه بوده و در گونه هاي مختلف به دليل نيازهاي متفاوت فيزيولوژيك 
متفاوت است. اندازه بزرگ سلول هاي كلرايد در بچه ماهيان تاسماهي 
Na+, K+- ايراني سازگار با آب شيرين با حضور قابل ملاحظه آنزيم

آب  يون هاي  فعال  جذب  در  را  ماهيان  اين  بالاي  توانايي   ATPase
اطراف آبشش ها نشان مي دهد.

كل  در  كلرايد  سلول هاي  تعداد  كورتيزول  هورمون  تيمار  در 
افزايش  چشم گيري  طور  به  شاهد  تيمار  به  نسبت  آبششي  بافت 
مي باشد.  معني دار  آماري  تفاوت  كننده  بيان  افزايش  اين  كه  يافته 
ماهيان آبشش  بر  كورتيزول  هورمون  اثرات  بررسي  زمينه  در 

پژوهشي  تاكنون  خاوياري)  ماهيان  يا  (تاسماهيان   Acipenser
اثرات  مطالعه  با  كورميك  مك  و  پليس  اما  است  نگرفته  صورت 
 Salmo salar آتلانتيك،  سالمون  آبشش  بر  كورتيزول  هورمون 
سلول هاي  تعداد  افزايش  موجب  هورمون  اين  كه  داشتند  بيان 
و  (12).يوچيدا  مي گردد  شاهد  تيمار  به  نسبت  آبششي  كلرايد 
آبشش در  كورتيزول  هورمون  گيرنده هاي  مطالعه  در  همكاران 

هورمون  گيرنده  كه  داشتند  بيان   Oncorhynchus keta
سلول هاي  در  هم  و  لاملايي  كلرايد  سلول هاي  در  هم  كورتيزول 
كورتيزول  گيرنده  ژن  بيان  و  مي شود  ديده  فيلامنتي  كلرايد 
به  دريا  آب  با  سازگار  ماهيان  در  فيلامنتي  كلرايد  سلول هاي  در 
است.  شيرين  آب  با  سازگار  ماهيان  در  آن  ميزان  از  بيشتر  مراتب 
لاملايي  بين  نيافته  تمايز  سلول هاي  در  گيرنده  اين  همچنين 
در  تنها  نه  كورتيزول  هورمون  مي دهد  نشان  كه  شد  مشاهده 
نيز  آنها  تمايز  تنظيم  در  بلكه  كلرايد  سلول هاي  عملكرد  تنظيم 
تعداد  در  افزايش  نيز  ديگري  مطالعات  نتايج   .(18) دارد  نقش 
كورتيزول  هورمون  با  تيمار  از  پس  را  آبششي  كلرايد  سلول هاي 
نكته  اين  بيانگر  محققين  اين  نتايج  21-19)؛   ،5) مي دهد  نشان 
كورتيزولي  همانند  خارجي،  منشاء  با  كورتيزول  هورمون  كه  است 
و  تكثير  مي تواند  مي شود،  ترشح  ماهي  خود  اينتررنال  غده  از  كه 
با  مواجهه  در  ماهي  آمادگي  جهت  در  را  كلرايد  سلول هاي  تمايز 
در كلرايد  سلول هاي  تعداد  ديگر  سوي  از  كند.  تحريك  شوري 
هورمون  با  تيمار  مورد  روز   10 مدت  به  كه   Anguilla japonica
ماهياني  در  ميزان  اين  از  بيشتر  ترتيب  به  بود  گرفته  قرار  كورتيزول 
بود كه به مدت 5 روز و 2 روز مورد تيمار قرار گرفته بودند (14). 
اين امر نشان مي دهد كه اثرات هورمون كورتيزول بر تكثير و تمايز 
وابسته  نيز  هورمون  اين  تيمار  زمان  به  مي تواند  كلرايد  سلول هاي 
بيشترين  كورتيزول،  هورمون  تيمار  در  حاضر  مطالعه  در  باشد. 
در  ترتيب  به  آن  از  پس  و  لاملاها  پايه  در  كلرايد  سلول هاي  تعداد 
فضاي بين لاملايي، بر روي لاملاها و در نهايت در ساير بخش هاي 
تيمار  ماهيان  با  پراكنش  اين  مقايسه  است.  داشته  وجود  فيلامنت 
تغييرات  مطالعه  مورد  بخش هاي  تمام  در  كه  مي دهد  نشان  شاهد 
صورت  بدين  مي باشد؛  معني دار  آماري  تفاوت  داراي  سلولي 
پايه  در  كلرايد  سلول هاي  افزايش  سبب  كورتيزول  هورمون  كه 
در  كه  حالي  در  است  شده  لاملاها  روي  و  لاملاها  بين  لاملاها، 
بخش هاي  ساير  در  كلرايد  سلول هاي  تعداد  بيشترين  شاهد  تيمار 
سلول هاي  پيدايش  است.  گرفته  قرار  شمارش  مورد  فيلامنت 
و   (22)  Oreochromis mossambicus در  لاملايي  كلرايد 
مانند ماهياني  لاملاهاي  در  سلول ها  اين  تعداد  افزايش  همچنين 

و  Salmo gairdneri و   (23)  Oncorhynchus kisutch
 Ictalurus nebulosus و   (24  ،19)  Oncorhynchus mykiss
شده  گزارش  نيز  كورتيزول  از  مختلفي  هاي  غلظت  تيمار  در   (25)
است. اگرچه در برخي از گونه ها مانند سالمون آتلانتيك اثرات اين 
سلول هاي  پراكنش  بر  تاثيري  يا   (12) شده  ديده  برعكس  هورمون 
بين  فضاي   .(21) است  نداشته  قهوه اي  آلاي  قزل  ماهي  در  كلرايد 
لاملاها، روي لاملاها و در پايه لاملاها از مهم ترين مكان هاي مواجهه 
و  مي گردند  محسوب  پيراموني  آب  با  آبششي  اپي تليوم  سلول هاي 
دارند  قرار  موقعيت ها  اين  در  كه  كلرايدي  سلول هاي  افزايش 
هورمون  انتخابي  نقش  بيانگر  مي تواند  كورتيزول  هورمون  توسط 
باشد  كلرايد  سلول هاي  قرارگيري  موقعيت هاي  مورد  در  كورتيزول 
موقعيت هايي  در  را  كلرايد  سلول هاي  هورمون،  اين  كه  معني  بدين 
در  را  كارايي  بيشترين  بتوانند  تا  مي دهد  افزايش  آبششي  بافت  از 

كنند.  ايفا  يوني  تبادلات 
كورتيزول هورمون  تيمار  در  كلرايد  سلول هاي  طول 

ميكرومتر   7/718 ±  0/3 آنها  عرض  و  ميكرومتر    13/9325 ±  0/5
به دست آمد، مقايسه اين ابعاد با تيمار شاهد نشان داد كه سلول هاي 
كلرايد در تيمار هورمون كورتيزول تا حدودي كوچك تر شده اند. 
-Oncorhyn مثل  (تلئوست)  استخواني  ماهيان  در  تحقيقات  نتايج 

 (14) Anguilla japonica ،(20) chus mykiss، Salmo trutta
است.  حاضر  تحقيق  نتايج  عكس   (12) Salmo salar و 

كورتيزول  تيمار  در  كلرايد  سلول هاي  طول  معني دار  كاهش 
افزايش  مقابل  در  ايراني  تاسماهي  در  شاهد  تيمار  با  مقايسه  در 
گونه،  اين  در  كه  باشد  نكته  اين  كننده  تاييد  مي تواند  آنها،  تعداد 
در  كلرايد  سلول هاي  اندازه  كاهش  وجود  با  كورتيزول  هورمون 
تلاش  اسمزي  تعديل  جهت  در  آنها  تنوع  و  تعداد  افزايش  برابر 
يابد  كاهش  سلول ها  اين  اندازه  هرچند  كه  مفهوم  بدين  مي كند، 
در   Na+, K+-ATPase حضور  از  ناشي  ايمونوفلورسانس  ميزان  اما 
صورت  اين  به  و  نمي رسد  نظر  به  كمتر  شاهد  تيمار  به  نسبت  آنها 
تنظيم  در  كمتري  توانايي  كوچك تر  سلول هاي  اين  كه  نيست 
ديگر  سوي  از  باشند.  داشته  بزرگ تر  سلول هاي  به  نسبت  اسمزي 
تيمار  در  كلرايد  سلول هاي  اندازه  شدن  كوچك تر  دلايل  از  شايد 
كه  باشد  نكته  اين  آنها  تعداد  افزايش  برابر  در  كورتيزول  هورمون 
اين  با  تيمار  مورد  ساعت   24 مدت  به  تنها  حاضر  مطالعه  ماهيان  بچه 
هورمون قرار گرفته اند و تاثير تيمار هورموني تنها در جهت افزايش 
تعداد آنها به منظور مواجهه با شوري احتمالي بوده است. شايد اگر 
مدت زمان تيمار هورمون كورتيزول افزايش مي يافت، سلول ها اين 
از  بپردازند.  نيز  خود  ابعاد  افزايش  به  كه  مي كردند  پيدا  را  امكان 
مورد  در  مطالعه اي  هيچ گونه  تاكنون  كه  گفت  مي توان  ديگر  سوي 
 - غضروفي  ماهيان  بر  خارجي  منشا  با  كورتيزول  هورمون  اثرات 
و  است  نگرفته  صورت  خاوياري)  ماهيان  يا  (تاسماهيان  استخواني 
مربوط  حاضر  پژوهش  نتايج  مقايسه  جهت  موجود  مطالعات  تمام 
از  بخشي  است  ممكن  حقيقت  در  مي باشد،  استخواني  ماهيان  به 
اسمزي  تنظيم  فيزيولوژي  بر  آن  اثرات  و  كورتيزول  هورمون  رفتار 
ماهيان  در  آن  عملكرد  از  متفاوت  استخواني   - غضروفي  ماهيان 
افزايش  موجب  استخواني  ماهيان  در  كه  معني  بدين  باشد  استخواني 
كاهش  موجب  استخواني  غضروفي-  ماهيان  در  و  سلول ها  اندازه 
و  بيشتر  مطالعات  نيازمند  امر  اين  جهت  هر  به  گردد.  آنها  اندازه 
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نتيجه گيرى 
انجام  با  را  كورتيزول  هورمون  اينكه  خلاف  بر  مي رسد  نظر  به 
تغييرات مناسب مقاومت در برابر افزايش شوري بالا مي برد، عملكرد 
ماهيان  آبشش  در  كلرايد  سلول هاي  اندازه  مورد  در  هورمون  اين 
آن  عملكرد  با  متفاوت  مي تواند  حدودي  تا  استخواني  غضروفي- 
افزايش  كورتيزول،  تيمار  در  مجموع  در  باشد.  تلئوست  ماهيان  در 
در  كورتيزول  هورمون  فعاليت  از  نشان  كلرايد،  سلول هاي  تعداد 
زيرا  مي باشد،  بالاتر  شوري  با  محيط  به  ماهي  كردن  سازگار  روند 
ماهي در صورت ورود به محيطي پرغلظت نياز به دفع فعال مقادير 
طريق  از  مشخص  طور  به  فعالانه  دفع  اين  كه  دارد  يون  زيادي 
در   (-Na+, K+-2Cl-) NKCC و   Na+, K+-ATPase همكاري 
كلر كانال هاي  با  ارتباط  در  و  يكديگر  با  جانبي  قاعده اي-  غشاي 
 (CFTR, Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator)

مي گيرد.  صورت  سديم  پاراسلولي  مسيرهاي  و  راسي  غشاي  در 
نسبت به هورمون  ماهيان  بچه  اين  نشان مي دهد كه  اين امر  همچنين 
طور  همان  هورموني  چنين  و  داده  پاسخ  خارجي  منشا  با  كورتيزول 
تغييرات  ايجاد  سبب  است  شده  بيان  ماهيان  ساير  مورد  در  كه 
در  آبششي  بافت  در  بيوشيميايي  و  مورفومتريك  مورفولوژيك، 
بنابراين  مي گردد.  شوري  با  مواجهه  در  ماهي  آمادگي  جهت 
زماني  فاصله  در  كورتيزول  هورمون  ساعته   24 تيمار  با  بتوان  شايد 
رهاسازي به دريا، آمادگي بچه ماهيان را براي مواجه شدن با انواع 

برد. بالا  را  شوري  خصوص  به  رهاسازي  زمان  استرس هاي 

تقدير و تشكر
كليه هزينه هاي مالي انجام اين پژوهش توسط دانشكده منابع طبيعي 

و علوم دريايي دانشگاه تربيت مدرس تهران حمايت گرديده است. 

References
1. Lin YM, Chen CN, Lee TH. The expression of gill Na, 
K-ATPase in milkfish, Chanos chanos, acclimated to 
seawater, brakishwater and freshwater. Comp Biochem 
Physiol A Mol Integr Physion. 2003; 135(3): 489-497.
2. Evans DH. Osmoregulation. In: Evans DH (ed). The 
physiology of fishes. Boca Raton: CRC Press; 1993; 
157-176.
3. Wood CM, Marshall WS. Ion balance, acid-base regu-
lation, and chloride cell function in the common killifish, 
Fundulus heteroclitus a euryhaline estuarine teleosts. J 
Estuaries. 1994 (17): 34-52.
4. Evans DH, Piermarini PM, Choe KP. The multifunc-
tional fish gill: dominant site of gas exchange, osmoregu-
lation, acid-base regulation and excretion of nitrogenous 
waste. Physiol Rev. 2005; 85: 97- 177.
5. McCormick SD. Fluorescent Labelling of in Intact Cell 
by Use of Flurecent Drivitive of Ouabain: Salinity and 
Teleost Chloride Cells. Cell Tissue Res. 1990; 260: 529-
553.
6. Hirose S, Kaneko T, Natio N, Takei Y. Molecular biolo-
gy of major components of chloride cells. Comp Biochem 
Physiol B Biochem Mol Biol. 2003; 136(4): 593-620.
7. Lignot JH, Susanto GN, Charmantier-Daures M, 
Charmantier G. Immunolocalization of Na, K-ATPase in 
the Branchial Cavity during the Early Development of the 
Crayfish Astacus leptodactylus (Crustacea, Decapoda). 
Cell Tissue Res. 2005; 319: 331-339.
8. Nebel C, Romestand B, Negre-Sadargues G, Grous-
set E, Aujoulat F, Bacal JF, et al. Differential Freshwater 
Adaptation in Juvenile Sea-bass, Dicentrarchus labrax: 
Involvement of Gills and Urinary System. J Exp Biol. 
2005; 208(pt 20): 3859-3871.
9. Khodabandeh S. Na, K-ATPase in the gut of the zy-
goptera Ischnura elegans, and anisoptera, Libellula lydia 
larvae (odonta): Activity and immunocytochemical locali-
zation. Zool Stud. 2006; 45: 53-63.
10. Mancera JM, Carrion RL, Martin del Rio MP. Os-
moregulatory action of PRL, GH and Cortisol in the gilt-
head Sea bream (Sparus aurata L.). Gen Comp Endocri-
nol. 2002; 129: 95-103.
11. Varsamos S, Nebel C, Charmantier G. Ontogeny of 
osmoregulation in post-embryonic fish: A Review. Comp 
Biochem Physiol A Mol Integr Physiol. 2005; 141: 401-
429.

12. Pelis MR, McCormick SD. Effects of growth hor-
mone and cortisol on Na-K-2Cl co transporter localiza-
tion and abundance in the gills of Atlantic salmon. Gen 
Comp Endocrinol. 2001; 124: 134-143.
13. Varsamos S. Tolerance Range and Osmoregulation 
in Hypersaline Conditions in the European Sea Bass 
(Dicentrarchus labrax). J Mar Biol Asso U.K. 2002; 82: 
1047-1048.
14. Wong CK, Chan DK. Effects of Cortisol on chloride 
cells in the gill epithelium of Japanese eel, Anguilla 
japonica. J Endocrinol. 2001; 168(1): 185-192.
15. Heijden A, Verbost P, Eygensteyn J, Li J, Bonga S, 
Flik G. Mitochondria-rich cells in gills of tilapia (Oreo-
chromis mossambicus) adapted to freshwater or sea-
water: quantification by confocal laser scanning micros-
copy. J Exp Biol. 1997; 200 (pt 1): 55-64.
16. Carmona R, Garcia-Gallego M, Sanz A, Domeza-
in A, Ostos-Garrido MV. Chloride cells and pavement 
cells in gill epithelia of Acipenser naccarii: ultrastructural 
modifications in seawater-acclimated specimens. J Fish 
Biol. 2004; 64: 553-566.
17. Chen CN, Lin LY, Lee TH. Ionocyte distribution in 
gills of the Euryhaline milkfish, Chanos chanos (For-
sskal, 1775). Zool Studi 2004; 43: 772-777.
18. Uchida K, Kaneko T, Yamauchi K, Hirano T. Mor-
phometrical analysis of chloride cells in the gill filaments 
and lamellae and changes in activity during seawater 
adaptation in chum salmon fry. Exp Zool. 1996; 276: 
193-200.
19. Laurent P, Perry SF. Effects of cortisol on gill chloride 
cell morphology and ionic uptake in the freshwater trout, 
Salmo gairdneri. Cell Tissue. Res. 1990; 259: 429-442.
20. Madsen SS. Effect of repetitive cortisol and thyroxine 
injections on chloride cell number and Na+/K+-ATPase 
activity in gills of freshwater acclimated rainbow trout, 
Salmo gairdneri. Comp Biochem Physiol A Mol Integr 
Physiol. 1990; 95: 171-175.
21. Seidelin M, Madsen SS, Bryialsen A, Kristiansen 
K. Effects of insulin-like growth factor-I and cortisol on 
Na+, K+-ATPase expression in osmoregualtory tissues 
of Brown trout, (Salmo trutta). Gen Com Endocrinol. 
1999; 113: 331- 342.
22. Dang Z, Balm PH, Flik G, Wendelaar Bonga SE, 
Lock RA. Cortisol Increases Na+, K+-ATPase density in 
Plasma Membranes of Gill Chloride Cells in the Fresh-

Yakhteh Medical Journal, Vol 11, No 4, Winter 2010    430 430

 Na+, K+-ATPase، كورتيزول، آبشش



water Tilapia Oreochromis mossambicus. J Exp Biol. 
2000; 203: 2349- 2355.
23. Richman NH, Zaugg WS. Effects of cortisol and 
growth hormone on osmoregulation in pre- and desmol-
tified coho salmon (Oncorhynchus kisutch). Gen Comp 
Endocrinol. 1987; 65: 189-198.
24. Bindon SD, Fenwik JC, Perry SF. Branchial chloride 

cell proliferation in the rainbow trout, Oncorhynchus 
mykiss: implications for gas transfer. Can J Zool. 1994; 
72: 1395-1402.
25. Goss G, Perry S, Laurent P. Ultrastructural and mor-
phometric studies on ion and acid-base transport proc-
esses in freshwater fish. In: Wood CM and Shuttleworth 
AD (eds).Cellular and molecular approaches to fish ions 
regulation. Oxford: Academic Press; 1995; 257-284.

خوشنود و همكاران 

431 431      فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 4، زمستان 88



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<

    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUS <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


