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و بافت  313 1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

و بافتيپژوهشمقاله  پژوهشي)-(علمي مجله سلول
 313-322، 1392 پاييز،3، شماره4جلد

و ميكروسكوپ الكتروني بافت روده قزل آلاي رنگين كمان (Oncorhynchusmykiss)مطالعه بافت شناسي
 وسيله يك مدل آزمايشگاهيهب

.Ph.D.3، حسين نوراني*2وPh.D.1امين نعمت اللهي D.V.M2، هنگامه ملكيان

و آرتميا، گروه توليدات دامي، دانشكده مهندسي علوم زيستي، دانشگاه گنت، بلژيك-1  آزمايشگاه مرجع آبزيان

و كنترل كيفي-2  مواد غذايي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه شهركرد، ايرانگروه بهداشت
، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه شهركرد، ايرانپاتوبيولوژيگروه-3

 anematolahi@yahoo.com پست الكترونيك نويسنده مسئول:*

 1/5/1392تاريخ پذيرش: 24/11/1391تاريخ دريافت:

 چكيده

و ريخت شناسي روده قزل آلاي رنگين كماني مدلحاضر، مطالعهدر هدف:  شد.طراحي آزمايشگاهي با هدف مطالعه بافت شناسي

و روش ها: و ميانگين طول 750ماهي با ميانگين وزن قطعه20تعداد مواد شد مترسانتي38گرم هـوشبي با محلول بنزوكائينو تهيه

و قلب،بيگرديدند. چهل دقيقه پس از  پ اي شكميروده هايسرخرگهوشي، ماهيان كشته شده محوطـه وسـط كالبـد شـكافيتشـتيو

و يك قسمت جدا شده از روده ماهيبراي شروع آزمايش شكمي در معرض ديد قرار گرفت.  يـا اي شـكميسپس سـرخرگ رودهتهيه شد

واريك كانال گذاربيك كاتتر داخل رگي وسيلهپشتي به صورت معلق در يك حمـام حـاوي محلـول رينگـر قـرار داده شـد.بهبعد رودهي

در.مـورد آزمـايش قـرار گرفتنـد كورتلند+ آدرنـالينو رينگر، كورتلند، رينگر+ آدرنالينتزريقي گوناگون مانند مايعات  روده تزريـق نشـده

( عنوان شاهد در نظر گرفته شد.محلول رينگر به و ميكروسكوپ)، نمونهدقيقه 180و60بعد از انكوبه شدن هاي روده از نظر بافت شناسي

 مورد بررسي قرار گرفتند. SEM)(ي روبشي الكترون

و ميكروسكوپ الكتروني نتايج نتايج: و كورتلنـد+ آدرنـالين، پـس از گذشـ هـاينشان داد كه محلولبافت شناسي  180و60ت كورتلنـد

و جدا شدگي ملايمي در اپيماهي بوده قادر به حفظ ساختار بافت روده دقيقه، شدوم تليو تنها ادم خفيف .مشاهده

ميهب نتيجه گيري: بهوسيله اين روش و بـدين طريـق حالت سالم در خارج از بدن ماهي زنـده نگـه توان بافت روده را براي مدتي داشـت

و توان با دقت به مطالعهمي  شده آزمايشگاهي پرداخت. روده در شرايط كنترل تليوماپيريخت شناسي بافت شناسي

 مدل آزمايشگاهي، بافت روده، كورتلند، Oncorhynchus mykissقزل آلاي رنگين كمان واژگان كليدي:
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و ميكروس و همكاران امين نعمت اللهي ... رنگين كمان كوپ الكتروني بافت روده قزل آلايمطالعه بافت شناسي

و بافت 314  1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

 مقدمه

روده حيوانات آبزي، بافت پوششي طور يقين در زيست شناسيبه
مواد حمل ونقلبافت هاي بدن جهت ترينماهي يكي ازپيچيده

بهاي به گونه اين بافت پوششي. است طور طراحي شده است كه
آب، موادو باز، اسيدهازمان انتقال الكتروليتهم و را انجام آلي
و ساختار آن، با توجه به دهد. مي روده مكان عمده هضم غذاست

و وظايف آن بسيار گوناگون است. قابل  تنوع وسيع عادات غذايي
(از اسفنگتر پيلور مشاهده ترين تفاوت ميان ماهيان، طول روده

هاي تا مخرج) است. در بعضي از گونه ها، مشخصا در گونه
درصد طول20ار طول روده ممكن است تنها حدود گوشت خو

بدن باشد. در اين ماهيان روده مستقيما از معده تا مخرج كشيده 
داران فاقد كولون يا روده شده است. ماهيان بر خلاف ساير مهره

و وظايفي را كه به عنوان مشخصه روده بزرگ مشخص هستند
و جذب در كوچك در نظر گرفته مي واقع از شود مانند هضم

اسفنگتر پيلور تا مخرج قابل تشخيص است. جهت افزايش ناحيه 
و جذب مواد غذايي، تغييرات ساختاري  سطحي لازم براي هضم

ميروده در  بهماهيان مشاهده عنوان مثال در آزاد ماهيان شود.
و همچنين زوائد پيلوريك يا بافت مخاطي روده ضخيم شد ه

(اي در ابتداي روده المعدهباب ).2و1واقع شده اند
اگر چه ساختار روده در بين ماهيان بسيار متفاوت است، اما

ها ثابت است. مواد ها نسبتا در بين گونهوظايف مربوط به آن
و  غذايي كه وارد روده مي شوند با ترشحات حاصل از خود روده
و لوزالمعده مخلوط  يا ساير اندام ها نظير كبد، كيسه صفرا

ايمي و شوند. ن ترشحات براي تجزيه مواد غذايي ضروري هستند
و ساير اجزايي هستند كه فعاليت هاي شامل آنزيم هاي گوارشي

ها را با تغييرات در محيط شيميايي افزايش مي دهند. ساير آنزيم
هاي دهند. براي مثال اسيدترشحات اندازه ذرات را كاهش مي

ميها را همگصفراوي حاصل از كيسه صفرا، چربي ون كنند
هاي ليپاز همچنين نواحي سطحي قابل دسترس براي تاثير آنزيم

هاي هضم كه در مجراي داخلي كنند. فرآيندرا بسيار زياد مي
مرهاي پيچيده موجود در مواد غذايي افتد، پليروده اتفاق مي

ميها، چربي(براي مثال، پروتئين و مواد قندي) را كاهش دهد ها
او آن ميجزاي كوچكها را به (تر تبديل ). مراحل3و1كند

اي هاي رودهانتهايي هيدروليز در سطح غشاي سلول
آن(آنترسيت ميها) يا نزديك به و منجر به آزاد ها روي دهد
(براي مثال، مونوساكاريدها، هاي ساختماني پليشدن واحد مرها

شود كه اسيدهاي آمينه، اسيدهاي چرب، مونو گليسريدها) مي
ميهاي رودهدر نتيجه توسط سلول (اي جذب ).5و4و1شوند

و جذب وظايف گوارش شامل سه مورد از جمله تحرك، ترشح
است كه نياز به تنظيم دارد. تنظيم اين سه وظيفه دستگاه 

و هاي توام پيامگوارش توسط فعاليت هاي دستگاه عصبي
ميپيام عصبي هاي دستگاه گيرد. پيامهاي شيميايي صورت

و از طريق  ممكن است از دستگاه عصبي مركزي منشا گيرد
(اتونوميك) اعمال شود اما از دستگاه  دستگاه عصبي مستقل

اي مرتبط با دستگاه گوارشي نيز ممكن است صورت عصبي روده
) ).5و1گيرد

و به ويژه با توجه با مطالب فوق، مطالعه دستگاه گوارش ماهي
هاي بدن ماهي ترين بافتاز پيچيدهعنوان يكيبه بافت روده

اي، تواند از نظر بافت شناسي، كالبد شناسي مقايسهمي
و زيست شناسي آبزيان بسيار حائز اهميت باشد. فيزيولوژي

كرد بافت روده در هنگام برخورد همچنين مطالعه چگونگي عمل
و غير بيماريبا عوامل بيماري و زا مانند پروبيوتيكزا ها

و داروهاي گوناگون از پربيوتيك و يا مواد سمي ها، مواد غذايي
از طرف ديگر مطالعه نظر فرآيند عملي آن بسيار مهم است.

و همچنين ماهي داراي  مستقيم بر روي هر موجود زنده
توان به موارد زير اشاره نمود: مشكلاتي است كه از آن جمله مي

و خارجي در حين يكي از اين موارد تاثير عوامل ناخواسته داخلي
انجام آزمايش بر روي بدن ماهي زنده است. مورد دوم وجود 

و البته رعايت (Animal Welfare)قانون حمايت از حيوانات  ،
بهآن در هنگام انجام آزمايش است. بدين خاطر گونه كه ماهيان

و داشتن گيرنده و ساختار مغزي، قدرت درك هاي اپيوئيدي
و بنا براين مطالعه مستقيم بر روي احساس درد را داشته

هاي مختلف بدن ماهي دردناك بوده، كه اين امر بر دستگاه
خلاف قانون حمايت از حيوانات است. مورد ديگر آن است كه 
آزمايش بر روي ماهي زنده نيازمند استفاده از تعداد نسبتا زياد 
و ادراك  و از آنجا كه ماهيان داراي حساسيت ماهي است

م شود كه در ابتدا تعداد ماهيان مورد آزمايشيهستند، كوشش
و هم هاي آزمايشگاهي چنين در تحقيقات از روشرا كاهش داده

) به) بهAlternative modelsجايگزين منظور جاي ماهي زنده
) و درد در اين گونه جانوري استفاده نمود 4،5كاهش استرس

و مدل). بدين منظور، امروزه روش6و آزمايشگاهي هاي ها
دردستگاه تحقيقات هاي مختلف بدن جانوران، كاربرد بسياري

وسيله اين پزشكي، دامپزشكي وعلوم زيستي پيدا كرده است. به
ميروش و يا قسمتي از ها، بافتتوان اندامهاي آزمايشگاهي ها
هاي مختلف بدن موجودات گوناگون را در بيرون بدن حيوان اندام

و آزمايشه نگهدر آزمايشگاه، زند هاي مختلفي را بدون داشت
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و ميكروس و همكاران رنگين كمان ... كوپ الكتروني بافت روده قزل آلايمطالعه بافت شناسي  امين نعمت اللهي

و بافت  315 1392، پاييز3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

ها ايجاد ناراحتي در حيوان با رعايت حقوق حيوانات بر روي آن
) ).8و7و6انجام داد

( هاي مختلف تزريقمدل، تاكنون )perfusion modelsبـه روده
()، openباز(مانند مدل (،)semi-openنيمه باز )، closedبسـته

(گرهيك قسمت رودهبه تزريق ) درطول عمـل tied loopخورده
و ) colorectal perfusion( تزريق كولوركتـالهمچنين جراحي

بـا ايـن حـال مشـكلات مورد استفاده محققيق قرار گرفتـه انـد.
 ماننـد نشـتهاي تزريقـيي در حين استفاده از اين روشمتعدد

و و بافت مخاطي محلول تزريقي، بروز ادم از دست دادن موكوس
ا هـا بررسـي ايجـاد شـود. ضـمنا در اكثـر ايـن روشست ممكن
ميبافت توانـد يـك شناسـه شناسي بافت روده متعاقب تزريق كه

و بقا سـلولي بافـت  بسيار خوب براي مطالعه خصوصيات طبيعي
با).14و13و12و11و10و9(روده باشد، ناديده گرفته شده است 

آزمايشـگاهي بـاي مـدلحاضـر، مطالعـهتوجه به موارد فـوق، در
و ريخت شناسي، هدف  روده تليوماپي بافتمطالعه بافت شناسي

در شرايط كنترل شده آزمايشگاهي ماهي قزل آلاي رنگين كمان
.شدطراحي 

هاو روشمواد

با20تعداد  ميانگين وزنقطعه ماهي قزل آلاي رنگين كمان
شدمتر سانتي38و ميانگين طول گرم 750 در ها ماهي.تهيه
سيستم دارايكهليتر 1000اهاي جداگانه با ظرفيت تقريبتانك

ود،بهوا دهي شده نيز ) گراددرجه سانتي16تا 14(بآجريان 
 نگهداري شدند.به مدت يك هفته قبل از شروع آزمايش، 

بهماهي وسيله ها تا مدت دو روز قبل از شروع آزمايش، روزانه
اطمينان از سلامت ماهيان، شدند. براي خوراك تجاري تغذيه مي

و آبشش آن و از پوست، باله ها گسترش مرطوب تهيه گرديد
بيهيچ هوش كردن گونه آلودگي انگلي مشاهده نشد. براي

1/0( در اتانول(اتيل آمينو بنزوات) محلول بنزوكائينماهيان از 
طور متوسط ظرف ماهيان به. استفاده شد ليتر)ميلي1گرم در

بي5تا4مدت  بهدقيقه صورت داخل صفاقي هوش شدند. سپس
و باله شكمي با زاويه در فاصله بين باله سينه درجه،45اي

)IU/kg (5000 آن ها تزريق شد. در ادامه ماهيان را هپارين به
و هوادهي شده قرار داده تا به مدر آب تازه اهيان هوش آمدند.

به5طور متوسط ظرف مدت به بههوش آمده دقيقه 40مدتو
و در دقيقه رها شدند تا هپارين وارد دستگاه گردش خون شده

با استفاده از دوز بالايهاماهيبدن ماهي پخش شود. سپس 
و به ميز جراحي انتقال داده شدند. محلول بنزوكائين  كشته

ها، محوطه بطني را از سطح جانبي باز با هدف خارج كردن روده
و در عين حال به  اين نكته بايد توجه كرد كه به روده كرده

منظور پيدا كردن عروق آسيب نرسد. سپس با دقت روده را به
و دو سرخرگ روده اي خوني از محوطه بطني بيرون كشيده

و شكمي بعد از زوائد باب المعدي نمايان شدند. سپس  پشتي
سرخرگ پشتي يا شكمي هر قطعه روده را با لوله پلي اتلين 

) (نتيسا20بلندي 5/1متر) كه در انتهاي آن سر سوزني
قرار داده شده بود، كانال گذاري كرده22متر) با درجه سانتي

متر از طول سر سوزن سانتي4/0تا3/0گونه اي كه در حدود به
و سپس با نخ ابريشم  روده0/2در داخل سرخرگ قرار گيرد

متعاقبا محكم گره زده شد تا سر سوزن خارج نشود. قطعات روده 
هاي جايگزين شونده خون مورد استفاده واقع براي تزريق محلول

رينگر، كورتلند، رينگر+ تزريقي گوناگون مانند مايعات شدند. 
وميلي3/0( آدرنالين 3/0( كورتلند+ آدرنالين گرم در ليتر)
(جدول گرم در ليتر) ميلي ).1مورد آزمايش قرار گرفتند

محلول نمكي كورتلند، محلولي است كه براي بافت هاي ماهيـان
) و مورد استفاده قرار مي گيـرد .)19و6آب شيرين طراحي شده

بهقطعه اي كه در آن هـيچ مـايعي تزريـق عنوان قطعهاي از روده
گـراد درجـه سـانتي16تـا14نشد در محلول رينگـر در دمـاي 

به عنوان كنترل منفي قرار داده شد.به صورت مجزا هر قطعه روده
ــوا ــه ه ــامي ك ــل حم ــي داخ ــي م ــد،ده ــه ش ــقب ــورت معل ص

 

و كورتلند مورد استفاده در مطالعه حاضر1جدول  : تركيبات محلول هاي رينگر
Ringer (g/L) Cortland (g/L) 

50/825/7Nacl 
20/038/0KCl 
-41/04HPO2Na 

-24/04MgSO 

20/016/02CaCl 

01/000/13NaHCO 

-00/1Glucose 
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و ميكروس و همكاران امين نعمت اللهي ... رنگين كمان كوپ الكتروني بافت روده قزل آلايمطالعه بافت شناسي

و بافت 316  1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

اي بـود كـه بـا محلـول قرار گرفته شد. اين حمام شامل محفظـه
و به (آكواريوم) با درجه حـرارت رينگر پرشده وسيله محفظه آبي

ميدرجه سانتي16تا 14 سـپس از يـك سـت شـد. گراد احاطه
متر بـالاي حمـام واقـع شـده سانتي60سرم كه تقريبا در ارتفاع 

بود، استفاده شد تا مايع جايگزين مورد نظر از طريق سرخرگ به 
(شكل  ).1قطعه روده تزريق شود

:A : نماي طرح كلي مـدل آزمايشـگاهي تزريـق بـه روده مـاهي1شكل
حمـام:Dم سرد كننـده، : سيستC: پيچ كنترل،Bكيسه مايع تزريقي،

 : قطعه روده ماهيG: آكواريوم،F: هواده،Eرينگر، 

همان طور كه قبلا بيان شـد، در ايـن مطالعـه از چهـار محلـول
ماهي در حالت روده ماندن بافتخون براي زنده شونده جايگزين 

) و هر آزمايش in vitroآزمايشگاهي بار تكرار3) استفاده گرديد
 شد. 

دقيقه در نظر گرفته شد. پـس 180و60هر آزمايش زمان براي
و بافـت  از اتمام هر آزمايش براي بررسي وضعيت ريخت شناسي

ها، از قطعات روده كه در آن مايع جـايگزين شـونده شناسي روده
و همچنين نمونـه (كنتـرل مثبـت، تزريق شده بود هـاي كنتـرل

الكنترل منفي)، نمونه و ميكروسكوپ كترونـي هاي بافت شناسي
) هاي بافـت شناسـي، ) تهيه شد. جهت تهيه نمونهSEMروبشي

و داخـل بـافر فرمـالين  10يك قطعه كوچك از روده قطع شـده
سـاعت قـرار داده شـد. سـپس بعـد از آمـاده24درصد به مدت

و بـا5هايي به عرض ها برشسازي بافت از آن ميكرومتـر تهيـه
) و ائوزين هاي زي شد. نمونهآمي) رنگH&Eرنگ هماتوكسيلين

تهيه شده با ميكروسكوپ نوري مورد بررسي بافت شناختي قـرار 
 گرفتند. 

هـا تـا نمونه هاي ميكروسكوپ الكتروني روبشي،براي تهيه نمونه
و متر برش داده شدند زيرا محلولميلي5حد  هاي تثبيت كننـده

تـر هـاي ضـخيمسرعت قادر بـه نفـوذ در نمونـهخشك كننده به
هـا در هيدروكسـيل اتيـل پيپـرازين اتـان سپس نمونـهنيستند. 

( (HEPES)سولفونيك اسيد  ,3/7بافر pH1/0(حـاوي مـولار

ـــد گلوتارآلده5/2 (ادرص ـــد ـــد2و glutaraldehyde)ي درص
) و در آب paraformaldehydeپارافورمالدهايد ) قرار داده شدند

 (osmium tetroxide)درصـد اسـميم تتراكسـيد1مقطر حاوي 
بابت شد. بعد آب نمونهث وهها و استون گرفتـه شـده وسيله الكل

ب ازهتوسط دي اكسيد كربن مايع مواد خشك كننده طـور كامـل
و آلومينيـوم ها با لايهها جدا شدند. سپس نمونهنمونه اي از كربن

و با لايه در اي از پلاتين اندودآغشته شده شدند. بعد هـر نمونـه
د و سپسيك قاب استوار قرار وسـيله ميكروسـكوپهبـ اده شده
 مطالعــه مــورد  (JEOL, Tokyo, Japan)الكترونــي روبشــي

 قرارگرفتند.

 نتايج

داشتن بافت روده منظور ارزيابي، قابليت زنده نگهمطالعه حاضر به

هاي جـايگزين شـونده در بيرون بدن ماهي، با استفاده از محلول

و مقايسه اين محلـول  180و60هـا، در دو فاصـله زمـاني خون

ب ازهدقيقه صورت گرفت. نتايج طـور بـه مطالعـهايـن دست آمده

نشان داده شده است. قطعـاتي از روده كـه2در جدول مختصر

و داخل بافر فرمـالين  بلافاصله پس از كشتن ماهي، برش خورده

همـراه وم سـالم بـهيـتل(كنتـرل مثبـت)، داراي اپـي قرار گرفتند

و حاشـيه (Goblet cells) هـاي جـاميلسـلو كـاملا مشـخص

و دست نخـورده  بودنـد (Intact brush border)مسواكي سالم

).3و2(شكل

(كنترل مثبت)، كه در آن اپـي2شكل تليـوم سـالم: بافت طبيعي روده
A)،(جامي هاي سلول(Goblet cells) )B(وو حاشيه مسـواكي سـالم

ائوزين.-آميزي هماتوكسيلينشده اند. رنگمشخص)C( دست نخورده 
.160× بزرگنمايي 
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و ميكروس و همكاران رنگين كمان ... كوپ الكتروني بافت روده قزل آلايمطالعه بافت شناسي  امين نعمت اللهي

و بافت  317 1392، پاييز3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

(كنترل مثبت)، كه در آن اپي3شكل و : بافت طبيعي روده تليـوم سـالم
و ساختار كلـي بافـت مشخص شده)Bو موكوس()A( دست نخورده اند

) و بدون صدمه است  = مقياس) µm20روده سالم

دقيقه در داخـل بـافر60 در قطعات روده تزريق نشده، كه بعد از

(كنترل منفي)، دژنراسيون شديد، درصد10فرمالين  قرار گرفتند

و نهايتاشدگي شديد در اپي جدا نكروز بافتي مشاهده تليوم روده

و كاريوركسـي متعاقـب گرديد. در بعضي نمونه ها حالت پيكنـوز

(شكل  ها بعد همچنين در اين نمونه.)4نكروز بافتي نيز ديده شد

طور كامل ساختار بافت روده از بين رفتهبه دقيقه، تقريبا 180زا

و نكروز به .)2طور وسيع مشاهده گرديد ( جدول بود

از4شـكل (60: بافــت روده تزريـق نشــده بعــد )، كنتــرل منفــيدقيقـه
وشـدگي شـديد در اپـي دژنراسيون شديد، جـدا در نهايـت تليـوم روده

ــوز( ــگ)B(و كاريوركســي)Aپيكن ــافتي. رن ــروز ب ــب نك ــزي متعاق آمي
.1000× ائوزين. بزرگنمايي-هماتوكسيلين

دقيقـه در آن تزريـق60قطعات روده كه محلول رينگر به مـدت
هـاي روده هاي مربوط به قطعـهشده بود، شباهت زيادي با نمونه

آنكه هيچ (كنترل منفـي) داشـتگونه تزريقي در .ندها نشده بود
ادر اين نمونه و از دست رفتن ساختار روده ديده شد ها دم، نكروز

و ساختار 180و بعد از گذشت  دقيقه، ضايعات بسيار شديد شده
(شكلروده به ).2جدولو5طور كامل از بين رفته بود

در 180پس از گذشت بافت روده تزريق شده با رينگر:5شكل دقيقـه.
)B()، نكروز وسـيعA( تليومهاي بافتي، ضايعات شديد در اپياين نمونه

(و از دست رفتن ساختار روده .= مقياس) µm20ديده شد

آن60مدت قطعات روده كه محلول رينگر+ آدرنالين به دقيقه در
هـاي هاي مربوط به قطعهتزريق شده بود، شباهت زيادي با نمونه

آنفقط روده كه  در ند.داشت،تزريق شده بودهامحلول رينگر در
و نكـروزهانمونهاين ، ضايعات شـديدي شـامل ادم، دژنراسـيون

و بعد از گذشـت دقيقـه از تزريـق محلـول 180مشاهده گرديد
رينگر + آدرنالين به بافت روده، ضايعات بافتي شامل دژنراسـيون 

و سـاختار روده كـاملا از بـين رفتـه بـودو نكروز تشديد گرديـد
دقيقـه60د به مدت در بافت روده كه محلول كورتلن).2(جدول 

و جــدا در در آن تزريــق شــده بــود، ادم ملايــم شــدگي خفيــف
و سلوليتلاپي و حاشـيه مسـواكي وم روده ديده شد هاي جـامي

و دست نخورده به  180خوبي ديده شـد. پـس از گذشـت سالم
و جدا شدگي خفيف در اپيتلوم دقيقه تزريق محلول كورتلند، ادم

س و در نهايت اختار روده به خوبي حفظ شده بـود روده ديده شد
).2جدولو6(شكل

دقيقـه. 180: بافت روده تزريق شده با محلول كورتلند به مدت6شكل
دردر اين نمونه و جدا شـدگي خفيـف تليـوم روده اپـي هاي بافتي، ادم

و(B)و سلول هاي جامي (A)ديده شد  دسـتو حاشيه مسواكي سالم
ائـوزين.-آميـزي هماتوكسـيلينمشخص بود. رنـگخوبي به(C) نخورده 

.160× بزرگنمايي 
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و ميكروس و همكاران امين نعمت اللهي ... رنگين كمان كوپ الكتروني بافت روده قزل آلايمطالعه بافت شناسي

و بافت 318  1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

در60هاي روده كه كورتلند + آدرنالين به مـدت در بافت دقيقـه
آن تزريق شده بود، ادم مشاهده شد ولي ساختار طبيعي روده به 

.)7(شكل خوبي حفظ شده بود

به7شكل 60مـدت : بافت روده تزريق شده با محلول كورتلند+ آدرنالين
، جدا شدگي در اپيدقيقه. در اين نمونه  (A)تليـوم رودههاي بافتي، ادم

و ديده(B) هاي جاميو سلول بهشد خـوبي حفـظ ساختار طبيعي روده
.160× ائوزين. بزرگنمايي-آميزي هماتوكسيلينرنگ.شد

به 180پس از گذشت داخـل دقيقه از تزريق كورتلند + آدرنالين
بافت روده، همچنان ساختار روده حالـت طبيعـي خـود را حفـظ 

و ادم خفيفي به همراه اندكي جدا و همچنـين شـدگي كرده بود
آنعداد بسيار كمي سلول نكروزهت ميدر (شكل ها ديده 8شد
).2دولجو

مـدت + آدرنـالين بـه: بافت روده تزريق شده با محلول كورتلنـد8شكل
و دسـت اپـي هاي بافتيدقيقه. در اين نمونه 180 نخـورده تليـوم سـالم
و موكوس(A( روده (B(و فقـط تعـداد كمـي سـلول مشخص شده انـد

) (Cنكروزه ديده شد (µm10 (مقياس = 

خـداشتن نمونه: نتايج بدست آمده از مطالعه قابليت زنده نگه2جدول  180و60ون در دو فاصـله زمـاني هاي روده در بين چهار محلول جايگزين شونده
 دقيقه

و قطعات روده تزريق شده
 تزريق نشده

هاي تعداد نمو نه
 بافتي

 ساختارروده نكروز جدا شدگي ادم طول زمان تزريق

طبيعي---120با فت طبيعي روده
نسبتأ طبيعي-خفيفخفيف1260محلول كورتلند
طبيعيغيرشديدشديدشديد1260محلول رينگر

نسبتأ طبيعي-خفيفخفيف1260محلول كورتلند+ آدرنالين
غير طبيعيشديدشديدشديد1260محلول رينگر+ آدرنالين
غير طبيعيشديدشديدشديد1260قطعه روده تزريق نشده
نسبتأ طبيعي_خفيفخفيف12180محلول كورتلند
طبيعيغيرشديدشديدشديد12180محلول رينگر

نسبتأ طبيعي_خفيفخفيف12180محلول كورتلند+ آدرنالين
غير طبيعيشديدشديدشديد12180محلول رينگر+ آدرنالين
غير طبيعيشديدشديدشديد12180قطعه روده تزريق نشده

 بحث

حيوانات آزمايشگاهي توسط عنوان امروزه انواع گوناگون ماهي، به
ــك،  ــي، ژنتي ــف زيســت شناس ــات مختل پژوهشــگران در تحقيق

و دامپزشكي آبزيان استفاده مي شوند. تاكنون فيزيولوژي، پزشكي
هـاي محققين متعددي سعي نمودند كـه بـا اسـتفاده از محلـول

گوناگون جانشين شونده خون، با روش هاي آزمايشگاهي مـدلي 

ب افـت هـاي مختلـف ماهيـان در شـرايط مناسب را براي مطالعه
) ــــد ــــه دهن ــــل كنتــــرل ارائ و قاب 10و7و6آزمايشــــگاهي

).15و14و13و12و

تري داشته هاي مهمهاي نمكي، ويژگيخون در مقايسه با محلول
و قابليت انتقال اكسـيژن بيشـتري دارد، ولـي اسـتفاده از خـون 

 اولا.هاي آزمايشگاهي مشكلاتي را به همراه دارددراين گونه مدل
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و ميكروس و همكاران رنگين كمان ... كوپ الكتروني بافت روده قزل آلايمطالعه بافت شناسي  امين نعمت اللهي

و بافت  319 1392، پاييز3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

و دشوار مي باشد. خون گيري در مقادير زياد، كاري بسيار سخت
هـاي، ويسكوزيته بالاي خون ماهي، باعث بسته شدن كانالادوم

و تزريق آن مي كند  و جلوگيري از ادامه جريان خون تزريق شده
باشـد، در صـورتي كـه از ويژگـي خون مايعي گران مـي،اسومو

ارمحلول آنهاي جايگزين شونده، و سـادگي تهيـه هـا زان بـودن
) پژوهشـگران متعـددي نيـز درجسـتجوي همچنـين).11است

هـاي مختلـف هاي آزمايشگاهي جايگزين بـراي انـداميافتن مدل
وو مغز بوده تا بتوانند، كبد، ريه، كليه داخلي ازجمله روده بافـت

در شــرايط زمــان كــافيهــاي مــورد نظــر را بــراي مــدت انــدام
ــگاهي  ــهآزمايش ــده نگ ــدهاي زن ــه فرآين ــراي مطالع ــته وب داش
و داروشناسي مورد استفاده قرار دهند.، فيزيولوژيكي سم شناسي

در، كـاربردي بـودن روشاضمن هـاي گونـاگون تزريـق بـه روده
و سـم شناسـي بـه اثبـات  مطالعات زيست شناسي، داروشناسـي

و و حفـظ نگـه قـادر بـههـا محققيـق در ايـن روش رسيده داري
16و12و11( انـدبافت روده تا پايان مطالعات خود بـوده سلامتي

هـــاي در واقـــع ســـودمندي ايـــن روش).21و20و19و18و17و
و جايگزين آزمايشگاهي در به دست آوردن اطلاعات دارويي كامل

و ساز آن در  و سوخت منظم با توجه به چگونگي روند جذب دارو
و عوامل مـوثر بـر ايـن فرآينـدها بـه اثبـات رسـيد ه اسـتبدن

).14و11(

آزمايشـگاهي جهـت هـاي جـايگزيناز طرف ديگر، از اين مـدل
و Decostere. هاي عفوني نيز استفاده شده استبيماريبررسي 

) يك مدل جايگزين آزمايشگاهي بـراي مطالعـه اثـر)6همكاران
عوامل بيماري زاي ماهي بر روي بافت آبشـش كپـور معمـولي را 

هاي گوناگون فيزيولوژيـك در اين مطالعه از محلول ابداع نمودند.
ميكه به آمد، قابليت زنده نگه داشتن بافت آبشـش مـاهي را نظر

دارا بودند، به جاي خون استفاده شد. سپس در تحقيق ديگري از 
ــاكتري  ــد برخــورد ب ــه چگــونگي فرآين ــراي مطالع ــدل ب ــن م اي

ع فلاوباكتريوم كولومناره با بافت و همچنين وامل محيطي آبشش
(وم و Nematollahi.)22ثر در بروز اين بيماري استفاده نمودند

) از مدل جايگزين آبشش براي مطالعه واكنش بين)15همكاران
قـزل آلاي رنگـين باكتري فلاوباكتريوم سايكروفيلوم بـا آبشـش

و در اين تحقيق مراحل اوليه واكنش بـين  كمان استفاده نمودند
و بافت آبشش  بهباكتري روش داخل آزمايشـگاهي ارزيـابي ماهي

 شد.

گذاريه حاضر چگونگي انجام مراحل كانالاولين مشكل در مطالع
بهدر رگ رگهاي روده ماهي بود. هـاي طور كلي، كالبد شـكافي

و تشخيص  خوني ماهي قزل آلاي رنگين كمان مرده سخت بوده

بههاي خوني در بافترگ و هاي مرده زوائد باب علت وجود چربي
) ) متعـدد بسـيار مشـكل اسـت. بـدين pyloric caecaالمعدي

گــذاري بــر روي چهــار عــدد از منظــور از انجــام تكنيــك كانــال
) گرمي)، تجربه كافي براي 1000بزرگترين ماهيان مورد مطالعه

بهانجام اين تكنيك بر روي ساير ماهي دست آمد. مسئله مهـم ها
و سرعت تزريق بود. ( Perry بعدي چگونگي در)19و همكـاران

هاي گوناگون تزريق بـه آبشـش مـاهي، اي در مورد روشمطالعه
ازاي هـر كيلـوگرم ليتـر در دقيقـه بـهميلـي5/1سرعت تزريـق 

در پيشنهاد نمودند. تحقيقات قبلي بيان شده بود كه قـدرت ولي
سـرعت تزريـق مـورد اسـتفاده هاي تحت تزريـق بـهزيست اندام

و يـا تزريـق بـهبستگي نـدارد. بـه روش همـين دليـل، چكانـدن
و همكـاران Decostereاي، يك روش مناسب خواهد بـود. قطره

 نيز از همين روش تزريقي در مطالعات خود استفاده نمودند.)7(

هاي روده كه پـس از مـرگ مـاهي فـورا در مطالعه حاضر، نمونه
و اپي (كنترل مثبت)، داراي بافت لم تليـومي سـاتثبيت شده بود

و ساير سلولهمراه سلولبه هاي مخـاطي روده بودنـد هاي جامي
اي تزريـق شـده اي بـين قطعـات روده). مقايسه اوليه3و2(شكل

و يا محلول رينگر انجام گرفت. در بافت به وسيله محلول كورتلند
بهروده دقيقه با محلول رينگر، مورد تزريـق قـرار60مدت اي كه

وگرفته بود،  و ادم، نكروز از دست رفتن ساختار روده ديـده شـد
، ضـايعات بسـيار شـديد تزريق رينگـر دقيقه 180بعد از گذشت 

و ساختار روده به . در حـالي كـه طور كامل از بين رفته بـودشده
و زير مخاطي اپيسلول تليوم روده تزريـق شـده بـا هاي مخاطي

دقيقه، در شـرايط سـاختاري 180و60محلول كورتلند به مدت
تري نسبت به تزريق با محلول رينگر قرار داشـتند. آزمايشـات به

و ميكروسكوپ الكتروني مربوط به قطعـات روده اي بافت شناسي
(زمان تزريق  دقيقه اي) قـرار60كه مورد تزريق محلول كورتلند

و نيـز گرفته بودند، هيچ و نكروز را نشان نداد گونه انحطاط بافتي
ــق 180پــس از گذشــت  ــه تزري و دقيق ، ادم ــد ــول كورتلن محل

ديـدهو نكروز بسيار خفيـف وم رودهيتلاپيدر شدگي خفيف جدا
(شكل از6شد و از بين رفتن بافت روده، ). در واقع روند انحطاط

و توليد يك دسته سـلول مخـاطي در  ايجاد حالت پوسته پوسته
و مـرگ كامـل بافـت متغيـر اپي تليوم روده تا ايجاد حالت نكروز

عبارت ديگر، ساختار بافت روده در هنگام تزريق محلـول است. به
و ميزان انحطاط سلولي به طور معني كورتلند بهتر حفظ شده بود

داري كمتــر ديــده شــد. در حقيقــت، محلــول تزريقــي رينگــر از 
و نيــز كلــي بافــت روده، از دســت رفــتن ســاختار پيشــروي ادم

ي ادم از نتوانست جلوگيري كند. در اين بررسـي، درجـه پيشـرو

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

و ميكروس و همكاران امين نعمت اللهي ... رنگين كمان كوپ الكتروني بافت روده قزل آلايمطالعه بافت شناسي

و بافت 320  1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

طريق تخمين يـا بـرآورد ميـزان وسـعت فضـاهاي بـين نـواحي
(شكل  به2و جدول5و4مخاطي ارزيابي شد ). در اين آزمايش،

و منظور جلوگيري از پيشروي ادم، آدرنالين به محلول هاي رينگر
كورتلند اضافه شد. اما محلول اضافه شده اثر مثبت بسـيار كمـي 

كداشت. به ورتلند، با آدرنالين در جلـوگيري از علاوه، غني سازي
پيشروي ادم تا حدودي زيادي موثر واقع شـد ولـي در خصـوص 
و آدرنالين اين تركيب نيز نتوانست از پيشروي ادم،  محلول رينگر

و  كلـي بافـت روده جلـوگيري كنـد از دست رفتن ساختار نكروز
).2(جدول 

لـوژيكي ها به آساني تحت تـاثر شـرايط فيزيومقاومت رگي ماهي
و در نتيجه باعث تفاوت در جريـان تزريـق خواهـد قرار مي گيرد

هاي مورد تزريق توسط يـك صـافي، شد. در اين مطالعه، محلول
هـا پالايش شده بودند تا اجزا ميكروسـكوپي درون ايـن محلـول

ازMaetz )23و Rankinحذف گردد.  ) بيان كردند كه اسـتفاده
شـود كـه جريـان تزريـقمييك محلول نمكي فيلتر نشده باعث 

عبـارت ديگـر ايـن خوبي انجام نشـود. بـهماده جانشين شونده به
بهمحلول نمكي نمي و بافـت جريـان يابـد، تواند راحتي در عروق

ها اسـتفاده از يـك ميكـرو فيلتـر را جهـت پـالايش بنابراين، آن
)، بيـانSmith )24محلول فوق پيشنهاد نمودند. از طرف ديگـر 

هاي فيلتر شده در اين گونـه نمود كه نيازي به استفاده از محلول
رسد كه استفاده از فيلتر در مطالعـه موارد نيست. ولي به نظر مي

و همكـاران Decostereحاضر سودمند بود. اين موضوع توسـط 
به)7( (صـافي) قهـوه رسـيده كه نتايج خوبي با استفاده از فيلتـر

هـاي نمكـي مختلـف بـراي بات شده است. محلـولبودند، نيز اث
و تفــاوتتزريــق روده اي در مــاهي هــاي هــا قابــل اســتفاده انــد
هاي تزريقي از اهميت كمي برخـوردار شيميايي ميان اين محلول

طور كلي برخي از عناصر شـيميايي موجـود در ايـن است ولي به
(محلول غلظـت).23و7و6ها بايد بيشتر مورد توجه قرار گيرند

 pHو نيـز هـا نسبتا كم كلسيم براي جلـوگيري از گرفتگـي رگ
1/8تـا6/7بـين pHمحلول مورد تزريق بسيار مهم مي باشـند.

و اين است بـا اسـتفاده از سـديم ممكن pHظاهرا ايده آل بوده
(كه به عنوان بـافر عمـل مـيبي كننـد) كربنات يا سديم فسفات

كورتلنـد بهتـر از رينگـر در تنظيم شود. در اين مطالعه، محلـول 
حفظ قدرت زيست بافت روده اي موثر بود. قبل از ايـن، مقـادير 
و سـديم فسـفات بـه محلـول اضـافه  زيادي از سديم بي كربنات

شد، امـا در محلـول هـاي اخيـر از خاصـيت بـافري كمتـري مي
نمايند. اگر فشار اسمزي كلوئيدي محلول مورد تزريق استفاده مي

ب (كمتر از فشار و6افت روده باشد، ممكن است ادم افزايش يابد

مي25( Shuttleworth).23و7 توانـد ) بيان نموده كه آدرنالين
رگمقاومت رگ و افـزايش هاي خوني را از طريق گشاد سازي ها

عبـارتي ديگــر، شـدن محلــول تزريقـي كـاهش دهــد. بـهسـيالي
با استفاده اند كه درجه بالاي ادمآزمايشات قبلي حتي بيان كرده

 تواند ايجاد شود.از آدرنالين مي

اي كه مورد تزريق آزمايشات بافت شناسي مربوط به قطعات روده
و نكـروز رو بـه توسـعه بـافتي بـود. ايـن نبوده اند بيانگر تجزيـه

(ناشـي از انبـوه  انحطاط يا تجزيه، از ايجاد حالت پوسـته پوسـته
و تجمع سلول هاي ديوارة مخاطي) تا  و سازي ايجاد حالت نكروز

مياز بين رفتن كامل ساختار سلول تواند روي دهد. همان طور ها
اي كه سـريعا پـس از مـرگ هاي رودهكه قبلا ذكر شده، در بافت

(كنترل مثبت)، سلولماهي تثبيت شده و بعضـي اند هاي جـامي
اي قابـل توجـه هـاي رودهتليوم بافـتدرجات جدا شدگي در اپي

و زنده ماندن هـر است. اين فرآي ند، قضاوت در مورد چگونگي بقا
يك از مقاطع بافتي تزريق شده توسط مايعات گوناگون جانشـين 

 شونده خون را مشكل خواهد ساخت.

و موثر اسـت كـه بـهمدل تزريق روده وسـيله آن، اي، مدلي ساده
توان، اولا به مطالعه بافت شناسي روده در خارج از بدن ماهي مي

د و (بـاكتري، پرداخت وما مراحل اوليه برخورد عوامل بيمـاري زا
ويروس، انگل) را بـر روي بافـت روده مـورد بررسـي قـرار داد. از 

هـاي آزمايشـگاهي، در طرف ديگـر اسـتفاده از ايـن گونـه مـدل
ن ـــاگوني ـــاكولوژي، ســـم شناســـي، مطالعـــات گون ـــر فارم ظي

شناسي، فيزيولوژي مناسب به نظر مي رسد. همچنـين بـا آسيب
ميستفاده از اين روشا توان خواص زيان آور عوامل شـيميايي ها

ــت،  ــرات، نيتري (نيت ــاگون در آب ــموم گون ــد س و محيطــي مانن
و اثرات آن ها را بر روي H2Sآمونياك، ) را مورد بررسي قرار داد

(بافت و21و15و14و13و12و10هاي بدن مـاهي بررسـي نمـود
).28و27و26و 22

ايه شـده، مـدل آزمايشـگاهي تزريـق رودهعلاوه بر مزاياي اشار
بهمي بهتواند جاي اسـتفاده از عنوان يك روش جايگزين با ارزش

ماهي زنده در تحقيقات گوناگون مورد استفاده قـرار گيـرد. ايـن 
و  Russellمدل به شكل موفقيت آميزي سه ويژگي مورد نظـر

Burch)26كه عبارت از جايگزيني ((Replacement) كـاهش ،
ــات  (Refinement)و تســكين درد (Reduction) تعــداد حيوان

هـاي اساسـي اصـول رعايـت حقـوق است را دارا بوده كه جنبـه
(حيوانات در مطالعات انجام شده بر روي آن ).27و26ها است
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و ميكروس و همكاران رنگين كمان ... كوپ الكتروني بافت روده قزل آلايمطالعه بافت شناسي  امين نعمت اللهي

و بافت  321 1392، پاييز3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

قطعـه3الـي2تـوان در مدل آزمايشگاهي فوق، از هر ماهي مي
مورد آزمايش كاسـته روده تهيه نمود ودر نتيجه از تعداد ماهيان 

شود. علاوه بر ايـن ماهيـان، بلافاصـله قبـل از خـروج روده از مي
در (Euthanasia)محوطه بطني كشته مـي شـوند  و در نتيجـه

طــور هــاي احتمــالي نيسـتند. ايــن موضــوع، بــهمعـرض عفونــت
و استرس ماهي را كاهش مـي و مـدل مشخصي ميزان درد دهـد

ازتزريق روده جهت عدم تحمـل درد توسـط اي را روش مناسبي
 سازد.حيوان مي

بهاز بين محلول كار برده شـده در بررسـي حاضـر، هاي جايگزين
و سـاختمان  محلول رينگر نتوانست از بافت روده محافظت كنـد

طور كامل از بين رفت، در حـالي كـه محلـول اصلي بافت روده به
قـي كورتلند توانست ساختمان اصلي روده را در زمـان هـاي تزري

دقيقه تا حدود زيادي حفظ نمايـد كـه بسـيار شـبيه 180و 60
(جـدول (كنترل مثبت) بـود ). تفـاوت2حالت طبيعي بافتِ روده

و محلول كورتلند وجود مقدار بـالاي فسـفات  بين محلول رينگر
و بي باشـد. ايـن دو كربنات سديم در محلول كورتلنـد مـيسديم
ا pHتركيب در  نهـايي pH ست. ضمنانهايي مايع تزريقي دخيل

بر روي قابليت سالم نگه داشتن بافتِ روده مـؤثر اسـت. لازم بـه 
ذكر است كه ميزان فشار اسمزي مايع تزريقي به بافت روده نيـز 

ميمهم به آيد. زماني كه فشار اسمزي مايع تزريقـي از فشـار نظر
دهـد. البتـه قابليـت نفـوذ اسمزي بافت كمتر باشد، ادم رخ مـي

بهلپذيري سلو نظر هاي پايه در اين ميان دخالت دارند. در نتيجه
تـري از نظـر آيد كه محلول كورتلند، محلول جايگزين مناسبمي

 باشد. فشار اسمزي در مقايسه با محلول رينگر مي

خـوني-تجمع مايع در بافت بينابيني باعث ضخيم شدن سد آبي
كاهش مي يابد شود، در نتيجه انتقال اكسيژن از آب به خون، مي

). محلول رينگر+ آدرنالين ضايعات شـديدي در بافـت12و5و4(
و بعد از گذشت  دقيقه ساختار بافـت روده 180روده ايجاد نمود

ماهي كاملا از بين رفت. در مقابـل، محلـول كورتلنـد+ آدرنـالين 
و ساختار روده به خوبي ضايعات خفيفي در بافت روده ايجاد نمود

(جد ).2ولحفظ شده بود

 نتيجه گيري

و كورتلنــد+ آدرنــاليدر مطالعـه حاضــر محلـول نهــاي كورتلنـد
و نتايج. بودند هاي جايگزين شونده مناسبيمحلول  بافت شناسي

و هـاينشـان داد كـه محلـولميكروسـكوپ الكترونـي كورتلنـد
قـادر بـه دقيقـه، 180و60ت كورتلند+ آدرنالين، پـس از گذشـ

و جـدا مـاهي بـوده رودهحفظ ساختار بافت  و تنهـا ادم خفيـف

همچنـين.تليال بافت روده مشـاهده شـدشدگي ملايمي در اپي
ميهب توان بافت روده مـاهي را بـراي مـدتي بـه وسيله اين روش

و با دقـت بـه  حالت سالم در خارج از بدن ماهي زنده نگه داشت
و غيره ات گوناگون زيست شناسي، داروشناسي، مطالع دامپزشكي

در شرايط كنتـرل اين گونه جانوري آبزي روده تليالاپي بافتدر 
.شده آزمايشگاهي پرداخت

و قدرداني  تشكر

هاي ارزشـمند آقايـان دانند تا ازكمكنويسندگان برخود لازم مي
درايـن پـژوهش حـاتم پـورا...يتآيدا... خسروي، نادر احمدي، 
و سپاسگزاري نمايند وسـيله ازتحصـيلات تكميلـي بـدين.تشكر

دانشگاه شهركرد به خاطر حمايـت مـالي درانجـام ايـن تحقيـق 
نيزدرراسـتاي انجـام ايـن ازدانشگاه گنـتو ضمنا، قدرداني شده 

 گردد.پژوهش قدرداني مي
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Abstract 

Aim: In the present study, a laboratory model was developed to study of histology and morphology of 
the digestive tract of rainbow trout.  

Material and Methods: 20 fish (average weight=750 gr and average length =38 cm) were obtained. 
Fishes were anaesthetized using benzocain solution. Forty minutes later, fishes were killed and the 
heart, ventral and dorsal aorta intestinalis were exposed by ventral dissection. The preparation 
consisted of an excised gut tractus from rainbow trout, perfused through cannulation of the aorta 
intestinalis ventralis or aorta intestinalis dorsalis and suspended in a circular bath filled with Ringer 
solution. Different perfusion fluids such as Ringer, Cortland, Ringer + adrenaline and Cortland + 
adrenaline were tested. Un-perfused gut placed in Ringer solution served as the non-perfused gut 
tissue. After incubation time (60 and 180 min), samples of the gut were examined histologically and 
electron microscopically. 

Results: Histological and Scanning electron microscopy results demonstrated that Cortland and 
Cortland + adrenaline solutions was effective in maintaining the gut tissue in a healthy condition for 
60 and 180 min with only slight oedema and sloughing of the gut epithelium, respectively. 
Conversely, un-perfused gut revealed excessive tissue degeneration and severe necrosis. 

Conclusion: This model approaches the in vivo situation and offers a means of maintaining the gut 
tissue intact outside the body of fish for enabling to study histology and morphology of gut epithelium 
under carefully controlled conditions.  
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